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研究成果の概要（和文）： 
 Vα19NKT 細胞は TCR への刺激の種類により免疫応答を変化させ、この能力に基づいて免疫系

を制御し、自己免疫病やアレルギー疾患を抑制する可能性を示した。実際疾病モデルマウスに

おいて invariant TCR トランスジーンの導入により Vα19NKT 細胞を過剰発生させることで病

状の進行が抑制されること、加えて Vα19NKT 細胞の活性化作用を持つα-ManCer4Ph の投与に

より抑制効果が増強されることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have shown that Vα19 NKT cells possess potential to differently response to the stimulation to 
TCR depending on the intensity and the duration of TCR engagement. In fact disease progress in the 
models for autoimmunity or allergy was suppressed by the introduction of the invariant Vα19-Jα33 
TCR transgene. Furthermore, the suppression was enhanced by the administration of Vα19 NKT cell 
activator α-ManCer4Ph.  
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１．研究開始当初の背景 

  Vα19-Jα26 (AV19-AJ33) 間で遺伝子再構成

したinvariantな T細胞レセプター（Vα19 TCR）

は当初末梢血細胞での発現が PCR 法により示さ

れていた。これは肝臓、腸管、骨髄、脾臓、リ

ンパ節などの免疫系組織に主として第２の NKT

細胞として発現していることを示した

（Shimamura & Huang, FEBS Lett.,516: 97 

(2002)）。Vα19 TCRα鎖遺伝子のトランスジ

ェニック(Tg)マウスではTCR発現に依存して

Vα19 NKT 細胞が過剰発生し、正常マウスで

も肝臓では単核球の１％の存在数が推測さ
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れ、T リンパ球クローンとして主要な存在であ

る。Tg マウスから調製した Vα19 NKT 細胞につ

いての詳細な解析からこの細胞は TCR への刺激

に応答して IL-4, IFN-γ、IL-17 などのサイト

カインを分泌し、Vα14NKT 細胞同様に免疫系調

節機能をもつことが予測された。Vα19 NKT 細

胞はMHCクラスI様分子MR１拘束性であること

が報告された。MR1 に提示される抗原は、Tap

非依存的にプロセスされエンドゾームを経由し

てこれにロードされること、および MR1 抗原提

示部位の一次構造の考察から、非ペプチド性の

物質であることが強く示唆された。実際私達は

Vα19 NKT 細胞は MR1 に提示された非還元末端

にα-mannosyl (Man)残基をもつ糖脂質のいく

つかに特異的に免疫応答することを明らかにし

た。一方多発性硬化症の患部に Vα19TCR 陽性細

胞の集積が観察され、しかも動物モデルの実験

的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)が Vα19NKT 細胞に

より抑制されることが判明した（Croxford et al. 

Nat. Immunol.7:987(2006)））。これらの事実か

ら Vα19 NKT 細胞は Vα14 NKT 細胞とは異なる

独自の機序により免疫系を上流から制御する担

い手として重要な研究対象と考えられる。そこ

で Vα19NKT 細胞は抗原認識に応じて免疫応答

をどのように変化させ得るかを調べ、免疫系調

節にいかに寄与するか検討する必要がある。ま

たこの細胞の機能を制御可能な物質は免疫系疾

患の治療薬としての可能性をもつ。特異的活性

化剤としてスクリーニングされたα-Man 化糖

脂質の自己免疫病、アレルギー病モデルマウス

に対する投与効果を検討し、治療薬としての可

能性を明確にすることが重要である。 

  
２．研究の目的 
  Vα19 NKT 細胞の免疫系調節機構を明らか

にするためにこの細胞の抗原刺激に応答した

調節因子分泌能の特徴を明確にする。Vα19 

NKT 細胞の特異的活性化剤としてスクリーニ

ングされたα-Man 化糖脂質投与による病状抑

制効果をモデル動物において確かめ、この細

胞の機能を生かした免疫系疾患の治療法の基

礎を築くことを目的とする。 

(1) 免疫系調節因子発現の特徴 
  Vα19NKT 細胞を TCR や NK レセプターを介

して強弱をつけて刺激を加え、それぞれに応

じた免疫系調節因子発現を明確にする。これ

により免疫系ホメオスタシスへの寄与の分子

的基盤を明らかにする。 

(2) α-Man 化糖脂質によるVα19NKT 細胞の特

異的活性化 

  生物体からの精製あるいは化学合成によ

り得た種々のα-Man 化糖脂質による Vα

19NKT 細胞の活性化を検討し,最適の活性化

剤を決定する。 

(3)自己免疫、アレルギー病制御機能 

  多発性硬化症モデルEAE の系に加え、種々

の自己免疫、アレルギー病モデルマウスに

おける Vα19NKT 細胞の機能、α-Man 化糖脂

質投与による病状抑制効果を明確にする。 

 
３．研究の方法 
(1)免疫系調節因子発現の特徴 

  Vα19NKT 細胞の機能的特徴を明確にする

ため、抗原刺激に応答した免疫系調節因子の

分泌能を検索する。invariant Vα19 TCR Tg+ 

TCRα-/-マウス肝臓単核球細胞（TCR として

invariant Vα19 Tg のみが使用され、NKT 細

胞が３０％を占める）を材料にして Vα19NKT

細胞を精製し、培養中で活性化させたときの

サイトカインの発現を対照の C57BL/6 マウス、

β2m-/-マウス T 細胞と比較する。このとき異

なる濃度の固相化抗 CD３抗体,抗 NK1.1 抗体

で刺激したときの応答を調べ、活性化の仕方

に応じた免疫応答の変化を明らかにする。 
 (2)α-Man化糖脂質によるVα19NKT細胞の特

異的活性化 

    Vα19NKT細胞活性化物質としてα-Man化

糖脂質のいくつかを見出したが、活性物質の

最適化には検討の余地があり、また自然抗原

の決定はなされていない。Birmingham大学 

Dundee大学 東海大学等からα-Man化コレス

テロールなど天然由来および合成α-Man化

糖脂質を入手した。これらの刺激によるVα

19NKT細胞の活性化の有無を検討する。

invariant Vα19 TCR Tg+ TCRα-/-マウス肝臓

単核球細胞の培養中に候補となる糖脂質を

加えで刺激を与えたときの上清へのサイト

カインの分泌をELISA法で決定し、対照のβ

2m-/-マウスT細胞の応答と比較する。また抗

MR1抗体（クローン26.5,Washington大学 T. 

Hansen博士より供与された）添加の効果を調

べ、MR1依存性を確認する。 

 (3)自己免疫，アレルギー疾患モデルにおける

Vα19NKT 細胞の病状制御機能 

   Vα19NKT 細胞の自己免疫制御機能を明ら
かにするため自己免疫およびアレルギー病

における Vα19NKT 細胞の関与を Vα19 TCRTg

導入および非導入疾病モデルマウスの病状



進行を比較する。自己免疫性糖尿病モデル NOD

マウスについては Vα19 invariant TCR Tg を導

入したラインを３種樹立した。Vα19NKT 細胞を

過剰発生させることにより、糖尿病の自然発症

を抑制あるいは推進するか血糖値のモニターに

より調べる。Th１過剰で増悪する IV 型アレルギ

ーモデルとしてヒツジ赤血球投与で感作したマ

ウスに同抗原により足蹠に誘導した遅延型過敏

症を足厚の変化として測定する。Th２過剰で増

悪する I型アレルギーを卵白アルブミン(OVA)

あるいはヤギ抗マウス IgD 抗血清投与で誘導し、

免疫グロブリン各アイソタイプの血清レベルを

Vα19 TCR Tg 導入および非導入マウスにおいて

測定する。 

   また、α-Man 化糖脂質の疾病モデルマウスへ

の投与の効果を検討し、これらの物質の医薬品

としての可能性を明確にする。 

 

４．研究成果 

(1) Vα19NKT 細胞の刺激の種類に応じたサイト

カイン分泌能の特徴 

   Vα19NKT 細胞のサイトカイン分泌は TCR へ

の刺激の強度および持続時間に依存することが

強く示唆された。相対的に微弱な刺激を受ける

ことによりIL-4,IL-5,IL-10等のTh２推進性の

サイトカインの分泌が、比較的強い刺激により

IFN-γや IL-17 の分泌が優先することが明らか

になった。また IL-4 の分泌は刺激の開始から即

時的に起こるのに対し、IL-5, IL-10, IFN-γ, 

IL-17 では分泌のピークがこれに遅れることが

観察された。以上の結果は Vα19NKT 細胞の応答

が抗原や提示細胞の種類などに依存して変化し、

結果として免疫反応が制御されうる可能性を示

唆する。 

 一方 Vα19 NKT 細胞が発現する NK 細胞受容体

のひとつ NK1.1(NKR-P1)に対し抗体による擬似

刺激を与えると TCR に対する刺激と比較して微

弱な応答が得られたが（サイトカインの種類に

より 1/30~1/100）、これは Vα14 NKT 細胞が

1/15~1/30 だったのに比べてさらに小さく、ま

た Vα14 NKT 細胞で観察される NK1.1 刺激にお

ける IFN-γ分泌の IL-4, IL-13 分泌に対する優

先性が Vα19NKT 細胞では見られなかった。 

  Vα19NKT 細胞は TCR への刺激に応答して

IL-17 を自身でも産生するが、Vα19NKT 細胞活

性化を引き金として共存する T 細胞にこれの産

生誘導をすることが細胞内染色実験から推察さ

れた。 

(2) α-Man化糖脂質によるVα19NKT細胞の特異

的活性化 

  微生物由来及び化学合成された種々のα

-Man 化糖脂質のVα19NKT細胞に対する刺激

能を検討した。その結果この細胞を活性化す

る物質として新たに3-(6-myristylα-Man) 

cholesterol（ChAcMan,Candida albicansに

存在が示唆されている。また 同様の構造の

glucosideはHelicobacter pyloriに存在す

る）および放線菌の一種Saccharopolyspola

由来のグリセロ糖脂質3-（α-Man1-3-α

-Man）1-monoacylglycerol、ここで還元末端

α-Man基６位はacyl化されている）を見出し

た。これらはいずれもα-Man基をもつ糖脂質

で、以前見出した活性物質α-ManCer誘導体

（スフィンゴシン骨格C4位にPh基を導入し

た化合物α-ManCer4Ph）と同様の基本構造を

有し、Vα19NKT細胞に対してIL-4およびIFN-

γの分泌を誘導した。６位acyl基をはずすと

活性を失った。これらの化合物はMR1遺伝子

導入細胞に取り込ませることによりVα

19NKT 細 胞 を 活性化すること、およ び

anti-MR1ブロッキングモノクローナル抗体

により活性化能が部分的に抑制されたこと

から、そのMR１拘束性が確認された。 

(3) 疾病モデルマウスにおける Vα19NKT 細胞

の機能とα-Man 化糖脂質投与の効果 

  Vα19 TCR Tg の導入が疾病モデルマウスに

おける病状進行に与える効果を検討した。臓

器特異的自己免疫性I型糖尿病モデル(NODマ

ウス)では独立に作成した Tg 導入マウスライ

ンに共通して血糖値上昇の抑制が観察され、

糖尿病発症が抑えられた（図１）。IV 型アレ

ルギー遅延型過敏症(DTH)病態モデルにおい

ても Tg マウスでは野生型マウスと比較して

病態抑制効果が認められた（図２）。このと

き血清 IFN-γおよび IL-17 レベルは Tg マウ

スではTg-マウスと比較して有意に低かった。

一方 I 型アレルギー誘導抗原投与後の血清

IgE, IgG1 レベルを測定すると Vα19 TCR Tg

マウスにおいて野生型マウスよりも上昇が

抑制されていた。実験に供したマウスの脾臓

細胞を培養に移し上清への IFN-γおよび

IL-17 分泌を測定すると、Tg マウスでは Tg-

と比較して大きくなっていた。後者２つの疾

病モデルモデルのいずれにおいても野生型

マウスに予め Tg マウスから調製した Vα

19NKT細胞を養子移入したときもTgマウス同

様に病状の進行が抑制された（図３）。加え

てこれら２つの疾病モデルにおけるα-Man



化糖脂質投与の効果を検討したところ、両モデ

ルにおいて Vα19Tg マウス、あるいは Tg-マウ

スに Tg＋細胞を養子移入したマウスでは病状進

行の抑制はα-ManCer4Ph の投与により強まる

ことが分かった。このとき野生型マウスに対す

る効果は小さかった（図２、３）。活性化剤

ChAcManの投与は相対的にVα19NKT細胞よりも

Vα14NKT 細胞の強い活性化を誘導し、CD１依存

的に DTH およびアレルゲン投与後の血清 IgE, 

IgG1 レベル上昇の両方を抑制することが示唆

された。 

  以上の結果からVα19NKT細胞はTh1/Th2/Th17

免疫系のバランスのホメオスタシスに寄与し、

免疫系疾患の抑制に機能すること、また活性化

剤の作用によりその抑制効果が増強されること

が示唆された。 

 

 
図１ NOD マウスへの Vα19 TCR Tg 導入による

糖尿病(血糖値 >200mg/dl)発症の抑制 

 

 
図２ 遅延型過敏症に与えるα-Man 糖脂質

投与の影響。ヒツジ赤血球を投与の１週間

後に同抗原を足蹠に投与、同時にα-Man 糖
脂質を投与し、足厚を測定した。 

 

 
 

図３ OVA 免疫時（０、２週目）にα-Man 糖

脂質を投与したときの血清抗OVA抗体レベ

ルに与える影響。Vα19 TCR Tg または Tg-

マウス細胞を養子移入した B6 マウスにつ

いて分析した。*p<0.05. 

 

考察と今後の展望 

   Vα19NKT 細胞は Th１過剰あるいは Th２

過剰で増悪する自己免疫病やアレルギー疾

患のいずれをも抑制し、加えて Vα19NKT 細

胞の活性化作用を持つα-ManCer4Ph の投与

によりこの抑制効果は増強された。このよ

うなVα19NKT 細胞の機能は本研究において



初めて示されたものである。Vα19NKT 細胞の

機能の二面性はこの細胞が有する invariant 

TCR への刺激の種類に適応して免疫応答を変

化させる能力に起因することを示すより具体

的な証拠を得ることが今後必要である。本研究

では Vα19NKT 細胞の invariant TCR に対する

刺激は抗 TCR 抗体を使った擬似刺激により行

ない、刺激の強度や時間の制御を可能とした。

しかし生体内の免疫反応により近い条件下で

Vα19NKT 細胞が二面的な機能を発揮する仕組

みを明らかにするため、抗原や提示細胞の種類

を変化させて刺激を加えたときに異なる応答

が得られることを証明していきたい。 

  Vα19 TCR発現細胞の感染症防御への寄与

が最近報告され、α-ManCer4Phなどの感染症

防御効果を検討することは興味深い試みであ

ると考えられる。本研究で見出された新しい

活性化剤ChAcManはα-マンノシドにもかかわ

らずVα19NKT細胞のみならずVα14NKT細胞の

活性化をもたらした。加えてβ２m欠損細胞に

対する作用が観察され、自然免疫系抗原受容

体 Mincleを介した免疫応答を誘導すること

が九州大学山崎晶教授との共同研究により分

かった。したがってVα19NKT細胞に対する特

異性には問題があった。 

   Vα19NKT細胞がTCRへの刺激に応答して分

泌する因子の中からTh17細胞分化誘導因子を

検索する試み、この細胞が分泌するケモカイ

ンの詳しい解析は今後の課題として残った。   

  今後 Vα19NKT 細胞の自然抗原の検索、α

-ManCer4Ph よりもさらに活性化能の大きい抗

原の検索を継続し、またα-Man 糖脂質投与の

効果を本研究で検討したアレルギー病モデル

に加え自己免疫病モデルにも検討の範囲を広

げる必要がある。 
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