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研究成果の概要（和文）：石綿曝露による悪性中皮腫や肺癌の発症を抑制するための生体防御機

構の一つとして、ナイーブ CD8+T 細胞が細胞傷害性 T細胞（CTL）に分化し、腫瘍細胞を攻撃・

殺傷することが重要である。本研究では、石綿添加培地中で混合リンパ球培養法を用いて CTL

分化誘導を行ったところ、CD8+T 細胞の増殖抑制を認めた。また、混合培養後の CD8+T 細胞あ

たりの細胞傷害性の低下を見出した。更に、悪性中皮腫患者では CD8+リンパ球の刺激後の細胞

傷害性の低下を認めた。これらの成果は、悪性中皮腫発症の早期予防につながる重要な知見で

あると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the effect of asbestos exposure on functions of CTL. 

Asbestos exposure showed the suppressed proliferation of CD8+ lymphocytes and the 

decreased cytotoxicity exerted by CD8+ T cells. Moreover, mesothelioma patients showed 

the enhanced decrease in the percentage of perforin+ cells of stimulated CD8+ cells. 
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１．研究開始当初の背景 
アスベスト（石綿）曝露は悪性中皮腫や肺癌
を引き起こす。石綿の発癌作用はよく知られ
ているが、一方で癌疾患の抑制に働く抗腫瘍
免疫機能への石綿曝露影響は不明な部分が
多い。抗腫瘍免疫において、腫瘍細胞を特異
的に攻撃・殺傷することのできる細胞傷害性
T 細胞（CTL）の役割は重要である。研究代表
者はこれまでに、石綿添加培地中でリンパ球
混合培養法を用いた CTL分化誘導を行い、石
綿曝露がアロ刺激によるナイーブ CD8+T細胞
から CTLへの分化を抑制することを報告して
きた。 
 
２．研究の目的 

石綿曝露による CTL分化抑制機構を明らかに
するため、CTL 分化誘導時の CD8+T 細胞の細
胞増殖と混合培養後に回収した CD8+T細胞あ
たりの細胞傷害性への石綿曝露影響を調べ
る。また、石綿曝露指標である胸膜プラーク
陽性者と悪性中皮腫患者の CD8+T細胞機能の
解析を行うため、末梢血単核球（PBMC）中の
CD8+CD3+細胞比率、単位血液量あたりの
CD8+CD3+細胞数、末梢血 CD8+リンパ球の
IFN-γ, granzyme B, perforin 産 生 能 と
CD45RA-細胞比率、及び脱顆粒能を測定する
ために CD8+リンパ球中の CD107a+細胞比率を
調べる。 
 
３．研究の方法 
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(1)CTLの分化誘導 
5 µg/mlの白石綿chrysotile B添加培地中で、
PBMCを放射線照射アロ PBMC と７日間混合培
養した。 
 
(2)細胞傷害性の評価 
培養後の PBMCから CD8+細胞（Effector）を
回収し、蛍光標識アロ PBMC（Target）と 37ºC
で 5時間反応させ、propidium iodide（PI）
で染色し、フローサイトメトリー（FCM）で
標的細胞中の PI陽性死細胞の比率を計測し、
CD8+細胞あたりの細胞傷害性を評価した。 
 
(3)CD8+T 細胞の細胞増殖能の測定 
予め CFSE染色した PBMCを用いて石綿添加培
地中で 7日間混合培養を行った後、CFSE-CD8+
細胞比率を FCM で測定し、アロ刺激による
CD8+T 細胞の細胞分裂への石綿曝露影響を調
べた。 
 
(4)CD8+リンパ球の機能解析 
胸膜プラーク陽性者, 悪性中皮腫患者, 健
常人の血液を採取し、PBMCを単離した。PBMC
を CD8, CD3, CD45RA, granzyme B, perforin
に対する蛍光標識抗体で染色し、CD8+リンパ
球の細胞数、表現型、granzyme B産生能、及
び perforin 産生能を FCMで調べた。また、
一部の PBMCは PMA/ionomycinで刺激した後、
CD8, IFN-γ, granzyme B, perforin, CD107a
に対する蛍光標識抗体で染色し、CD8+リンパ
球の IFN-γ、granzyme B、perforin産生能と
脱顆粒能を FCM で調べた。 
 
４．研究成果 
(1)石綿曝露によるCTL分化抑制機構の解明 
 
① 石綿曝露の対照群において、混合培養開始

2日及び 4日目では、アロ刺激によって増
殖した細胞を示すCFSE-CD8+T細胞は検出
されなかったが、5日目でわずかに認めら
れ、培養6日から7日目において、アロ刺激
によるCFSE-CD8+T細胞の著しい増加を認
めた。石綿曝露群では対照群で認められた
ような培養6日から7日目のCFSE-細胞の著
しい増加が抑制された。これらの結果から、
石綿曝露によって、アロ刺激によるCD8+T
細胞の増殖が抑制されることがわかった。 

 
② 対照群では、混合培養7日目のPBMC由来の

CD8+細胞がアロPBMCに対する細胞傷害性
を示すことがわかった。石綿曝露群では対
照群に比べて、混合培養後のPBMC由来の
CD8+細胞あたりの細胞傷害性が低下して
いた。 

 

③ 以上の結果から、石綿曝露によるCTL分化
抑制機構のうち、CD8+T細胞に注目した石

綿曝露影響の一部を明らかにすることが
できた。 
 

(2)石綿曝露指標である胸膜プラーク陽性者
と悪性中皮腫患者におけるCD8+リンパ球の機
能解析 
 
① CD3+CD8+細胞の割合と数      

PBMC中のCD8+T細胞を示すCD8+CD3+細胞比
率は、健常人, 胸膜プラーク陽性者, 悪性
中皮腫患者の3群で有意差はなかった。し
かしながら、胸膜プラーク陽性者と悪性中
皮腫患者のCD3+CD8+細胞数は健常人に比
べて有意に低かった。 

 
② IFN-γ産生能            

CD8+リンパ球中のIFN-γ+細胞比率は健常
人, 胸膜プラーク陽性者, 悪性中皮腫患
者の3群で同程度に認められた。 

 

③ 脱顆粒能               
脱顆粒の指標であるCD107a+細胞比率は、
健常人, 胸膜プラーク陽性者, 悪性中皮
腫患者の3群間で同程度に認められた。 

 
④ Granzyme B産生            

刺激前のCD8+リンパ球中のgranzyme B+細
胞比率は、健常人, 胸膜プラーク陽性者, 
悪性中皮腫患者の3群で同程度に認められ
た。刺激後の胸膜プラーク陽性者の
granzyme B+細胞比率は、健常人に比べて
高値を示した。 
 

⑤ Perforin産生                        
胸膜プラーク陽性者と悪性中皮腫患者の
刺激前のCD8+リンパ球中のperforin+細胞
比率は、健常人に比べて高値を示した。刺
激後の胸膜プラーク陽性者のperforin+細
胞比率は健常人に比べて高値を示した。悪
性中皮腫患者では、胸膜プラーク陽性者に
比べて、刺激後のperforin+細胞比率の著
しい減少を認めた。 

 

⑥ CD45RA-細胞比率           
胸膜プラーク陽性者と悪性中皮腫患者で
は、CD8+リンパ球中のCD45RA-細胞比率が
健常人に比べて高値を示した。 

 

⑦ 以上の結果から、胸膜プラーク陽性者と悪
性中皮腫患者の石綿曝露者に共通して、刺
激前のCD8+リンパ球のperforin+細胞比率
の高値とCD45RA-細胞比率の低値が認めら
れ、石綿曝露がCD8+T細胞の機能に影響を
及ぼすことを示す。また、⑤の結果が示す
ように、悪性中皮腫患者のCD8+T細胞では、
胸膜プラーク陽性者に比べて刺激後の



 

 

perforin+細胞比率が著しく減少すること
が認められたことから、悪性中皮腫患者で
は刺激後の細胞傷害性が低下しているこ
とを示唆する。 

 

(3)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
 
① 我が国では、現在、石綿の職業曝露から環

境曝露への拡大が社会問題となっている。
また、国外においては未だ石綿の輸出・輸
入や使用が禁止されていない国もある。石
綿は細胞毒性を有し、ROS産生, 組織傷害, 
DNA傷害を誘導し、これらの過程が発癌作
用に関係していることは周知である。石綿
の発癌作用がよく知られている一方で、癌
疾患の抑制に働く抗腫瘍免疫機能への石
綿曝露影響は不明な部分が多い。本研究成
果は、抗腫瘍免疫において、腫瘍細胞を特
異的に攻撃・殺傷することのできる細胞傷
害性 T細胞（CTL）の分化や機能に注目し
て得られた、国内外初の研究成果である。 
 

② 研究代表者はこれまでに、石綿曝露による
混合培養後の CD8+T細胞の数の増加抑制
や培養後回収した PBMCあたりの細胞傷害
性低下とあわせて、石綿曝露がアロ刺激に
よるナイーブCD8+T細胞からCTLへの分化
を抑制することを報告してきた。本研究成
果によって、アロ刺激による CD8+T 細胞の
細胞増殖が石綿曝露によって抑制される
ことが明らかになり、更には、培養後の
PBMC由来の CD8+T細胞あたりの細胞傷害
性が低下することを明らかにしたことで、
石綿曝露による CTL分化抑制機構の一部
を解明することが出来た。 

 

③ 本研究では石綿曝露指標である胸膜プラ
ーク陽性者と悪性中皮腫患者の CD8+リン
パ球の機能の差違と共通する特徴を明ら
かに出来た。このことは、国内外で初めて、
石綿曝露が CD8+T細胞の機能に影響を及
ぼすことを示す重要な情報である。また、
CTLが腫瘍細胞を攻撃・殺傷する際に、脱
顆粒によって、細胞内の granzymeや
perforin を分泌することが重要であり、
これらの CD8+リンパ球の一連の機能解析
によって得られた知見は、石綿被曝露者の
分子医学的早期発見に向けて重要な情報
を与え、更には、悪性中皮腫予防分子マー
カーを導く可能性がある。 

 

(4)今後の展望  
混合リンパ球培養法を用いた CTL分化誘導に
は、CD4+T細胞や樹状細胞などの免疫細胞の
関わりが考えられるため、今後はこれらの免

疫細胞の機能における石綿曝露影響につい
ても明らかにし、石綿曝露による CTL分化抑
制機構の解明に取り組む必要がある。 
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