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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の発症を抑制する為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、分化後CTLが機能を持続して、適切に腫瘍部位へ遊走し、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
アロ刺激によるCD8+T細胞中のCXCR3+細胞比率の増加が部分的に抑制された。一方で、ヒトCD8+T細胞株を用いて、石綿
長期曝露亜株を作成したところ、granzyme B+、perforin+、及びIFN-gamma+細胞比率への5μg/mlの石綿曝露影響はな
かった。

研究成果の概要（英文）：Chrysotile B (CB) asbestos exposure suppressed the induction of CTL during MLR, 
accompanied by the partial decrease in %CXCR3+ cells in CD8+T cells. We also prepared a sub-line of human 
CD8+T cells exposed to 5 μg/ml CB and analyzed the effect of CB exposure on CTL. Granzyme B+, perforin+, 
and IFN-gamma+ cells did not decrease in a sub-line of CD8+T cells exposed CB.

研究分野：衛生学・免疫学
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１．研究開始当初の背景 
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、分化後の CTL が機能を持

続して、適切に腫瘍部位へ遊走し、granzyme 

B や perforin を放出して腫瘍細胞を攻撃・殺

傷することが重要である。我々はこれまでに、

石綿曝露によってCTL分化誘導が抑制される

ことを報告してきたが、分化後 CTL の機能や

遊走活性に関する石綿曝露影響については

不明な部分が多い。 

 
２．研究の目的 
分化後CTLの機能維持と遊走活性に対する

石綿曝露影響を調べる。 

 
３．研究の方法 
5 g/ml の白石綿 chrysotile B（CB）添加

/非添加培地中で、ヒト末梢血単核球（PBMC）

を放射線照射アロ PBMC と７日間混合培養し

た。培養後の PBMC は、CD8,  CD3, CD25, 

CD45RA, CD45RO, granzyme B, CXCR3, CCR7

に対する蛍光標識抗体で染色し、CD8+T 細胞

の分化指標・機能分子・ケモカイン受容体の

発現をフローサイトメトリー（FCM）で測定

した。ヒト CD8+T 細胞の石綿曝露亜株及び対

照亜株は、granzyme B, perforin,IFN-gamma

に対する各種蛍光標識抗体で染色し、各機能

分子について FCM で測定した。細胞内の

IFN-gamma の染色には、予め PMA/ionomycin

で 4 時間刺激した細胞を用いた。 

 
４．研究成果 

(１）CXCR3(ケモカイン受容体)の発現細胞比

率 

アロ刺激によって CD8+T 細胞のナイーブ

CD45RA+細胞比率の減少と活性化 CD25+細胞

比率、エフェクター/メモリーCD45RO+細胞比

率, granzyme B+細胞比率及び CXCR3+細胞比

率が増加を示した。CB 曝露は、アロ刺激群で

みられた CTL 分化を抑制するとともに、アロ

刺激によるCD8+T細胞のCXCR3+細胞比率の増

加を部分的に抑制した。このことは、石綿曝

露によってCTL分化が抑制されるだけでなく、

腫瘍部位への遊走活性も部分的に抑制され

ることを示す。また、本実験方法を用いるこ

とにより、FCM で CD8+T 細胞中の CXCR3 陽性

細胞を分離することができることから、分化

後の Effector CTL の機能に及ぼす石綿曝露

影響をより詳細に調べることができる。 

 

（２）CD45RA と CCR7 の発現パターンに基づ

く分化後 CTL 亜集団の分類 

CTL亜集団はケモカイン受容体とCD45RAの

発現動態により分類できる。CTL 分化誘導 7

日目の細胞を回収し、回収した細胞を CD8, 

CD45RA, 及び CCR7 に対する各種蛍光標識抗

体で染色し、フローサイトメトリーを用いて

3 種類のメモリーCTL 亜集団（TEM, TEMRA, 

TCM）への分類を試みた。分類手法を確立す

るためには、フローサイトメトリーの測定条

件などの改良が必要であることがわかった。

或いは、磁気ビーズを用いて、PBMCから CD8+T

細胞を予め単離した後に CD45RA と CCR7 に対

する蛍光標識抗体で染色し、フローサイトメ

トリー解析を行う必要性も考えられる。 

 

（３）ヒト CD8+T 細胞株を用いた石綿長期曝

露亜株の作成 

ヒト CD8+T 細胞株を 5μg/ml の CB 添加培

地中で 1カ月間、培養し、石綿曝露亜株を作

成した。また、対照として石綿非添加培地中

で培養維持したものを対照亜株として実験

に用いた。 

 

（４）ヒト CD8+T 細胞株の機能に及ぼす石綿

長期曝露影響 

石綿曝露亜株の granzyme B+細胞比率、

perforin 細胞比率、IFN-gamma+細胞比率はい

ずれも対照亜株に比べて差はなかった。今後

は、より高濃度の石綿曝露亜株の作成・解析



が必要である。 

 

これら（１）-（４）の結果から、5μg/ml

の石綿曝露は、抗原刺激による CTL 分化の抑

制だけでなく CD8+T 細胞の CXCR3 を介した遊

走活性を抑制することが示唆された。一方で、

ヒト CD8+T 細胞株を用いて CTLの機能に及ぼ

す長期石綿曝露影響を調べるため、我々の先

行研究（Kumagai-Takei, et al., Am J Respir 

Cell Mol Biol, vol 49, p28-36, 2013）で

CTL 分化誘導に抑制的影響を示した 5μg/ml

の濃度の石綿添加培地中で1カ月培養維持し

たが、この濃度では CTL 機能への石綿長期曝

露影響はみられなかった。今後は、より高濃

度の石綿曝露亜株を作成し、CTL の機能に及

ぼす石綿曝露影響を調べたい。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。CD8+T 細胞は末梢

血より容易に採取・試験出来ることから、本

研究課題より得られる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。 
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