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研究成果の概要（和文）：マウスγδT リンパ球を選択的に分化誘導できる培養系を開発する目

的で、まず、γδT リンパ球のリガンドとなりうる MHC クラスⅠb 分子等のストローマ細胞

上での発現を定量的に解析した。その結果から、T10／T22 抗原を第一候補として、それぞれ

を過剰発現するストローマ細胞を樹立した。このストローマ細胞の単層上で、胚幹細胞からγ

δT リンパ球を誘導したが、T10／T22 抗原がγδT リンパ球を優位に分化誘導し、レパート

ワ形成に影響を及ぼしている事実は今のところ認められていない。現在も解析中である。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In order to develop a culture system that can selectively induce the murine 

gd T lymphocyte differentiation, first, the gene expression of MHC class Ib and its related molecules as 
potential ligands of gd T lymphocytes in several stromal cell strains were quantitatively analyzed. From 
the results, stromal cell strains overexpressing T10 and T22 antigens as a first choice were established. 
On a single layer of the stromal cells, T lymphocytes were induced from embryonic stem cells but it has 
not observed the fact that T10 and T22 can induce the selective and predominant differentiation of gd 
T lymphocytes and influence their repertoire so far. The culture system is still being further analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) γδＴリンパ球の分化や認識抗原に関
しては、精力的な研究が国内外で展開されて
いるにもかかわらず、まだ不明な点が多い。 
(2) Ｔリンパ球への抗原提示分子あるいは
リガンドである細胞表面分子として、MHC 
class Ib 分子や MHC クラスⅠ様分子が注目

されているが、どの分子がγδＴリンパ球の
リガンドになりうるかに関しては、詳細なこ
とは分かっていない。 
(3) 再生医学の技術的進展にともない、胚幹
細胞(ESC)から種々の細胞や組織への分化誘
導が可能な培養系が確立されてきている。造
血幹細胞(HSC)や ESC からＴリンパ球が分
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化誘導可能なストローマ（間質）細胞を用い
た培養系は、2004 年に Zúñiga-Pfücker らに
よって初めて開発され、ESC から機能しうる
Ｔリンパ球を誘導することに成功している
(Nat. Immunol. 5:410- 416, 2004)。 
(4) このＴリンパ球分化誘導培養系の成功の
鍵は、ストローマ細胞株 OP9 に Notch リガ
ンドの一つである Delta1 を遺伝子導入し発
現させた点である。しかしながら、この培養
系では、γδＴリンパ球は出現するが、αβ
T リンパ球が主であり、γδＴリンパ球は選
択的かつ優位に発生・分化してはこない。 
(5) 試験管内および生体内で、Ｔリンパ球の
分化誘導に Notch シグナルが重要であるが、
Notch のリガンドとしては、Delata1 だけで
なく Delta4 も同定されている。しかしなが
ら、γδT リンパ球を誘導する上で Delata1
と Delta4 に機能的差異があるのかは明確に
されていない。 
 
２．研究の目的 
(1) γδＴリンパ球への分化誘導に関与し
うる MHC class Ib 分子および MHC クラス
Ⅰ様分子を検索する目的で、T リンパ球分化
誘導培養系で使用するストローマ細胞にお
ける MHC class Ib 分子および MHC クラス
Ⅰ様分子の遺伝子発現を網羅的に定量的
PCR 法で解析する。 
(2) γδＴリンパ球を選択的に分化誘導す
る培養系を確立する目的で、MHC class Ib
分子または MHC クラスⅠ様分子を遺伝子
導入し過剰発現させたストローマ細胞を作
製し、その上で ESC や HSC を長期培養す
る。 
(3) γδT リンパ球を分化誘導する上で
Delata1 と Delta4 に機能的差異があるのか
を調べる目的で、Delta1 または Delta4 を発
現するストローマ細胞を樹立し、その単層上
で ESC や HSC を長期培養する。 
(4) γδT リンパ球を分化誘導における
Notch シグナルの強度の影響を調べる目的
で、Notch シグナル阻害剤 DAPT を T リン
パ球分化誘導培養系に添加して、阻害剤の影
響を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) ストローマ細胞における MHC class Ib
分子及およびMHCクラスI様分子の遺伝子発
現の解析 
① 本研究で用いたストローマ細胞株および
対照細胞は以下のとおりである。 
・ OP9：op/op マウスの胎仔骨髄由来ストロ

ーマ細胞株 
・ TSt-4：C57BL/6 マウスの胎仔胸腺間葉系

細胞由来のストローマ細胞株 
・ ST2：BALB/c マウスの胎仔骨髄由来ストロ

ーマ細胞株 

・ MEF：C57BL/6 マウス由来の胎仔線維芽細
胞(embryonic fibroblast)一次培養細胞 

・ NIH3T3：マウス由来の胎仔線維芽細胞株 
② 遺伝子発現を解析された MHC class Ib
分子およびMHC クラスI様分子： CD1 (CD1d1, 
CD1d2)、H-2 T 抗原 (T3 (TL), T10, T22, T23 
(Qa-1), T24)、H-2 Q 抗原(Q1, Q2, Q4(Qb-1), 
Q5, Q6, Q7 (Qa-2), Q10)、H-2 M 抗原(M1, M2, 
M3, M5)、Rae-1 family (Rae-1a, b, d, g, e), 
H60 family (H60a,b,c) 
③ 定量的 PCR 解析：各細胞はそれぞれの細
胞に適切な条件で培養し回収した後、RNA を
抽出し、cDNA を合成した。定量的 PCR は、
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を用い
て、 7900HT Fast Real Time PCR System 
(Applied Biosystems)を使って反応と解析
を行なった。上記遺伝子のプライマー・セッ
トの他に、スタンダード用として house 
keeping gene であるβ-actin と GAPDH に対
するプライマー・セットを使用した。Thermal 
cycle(95℃,15 秒→60℃, 45 秒)は、40 回実
施した。 
(2) Ｔリンパ球分化誘導培養系の確立と出
現する細胞の解析 
① 胚性細胞(ESC)および造血幹細胞の調
製：ESC は、ゼラチンコートしたディッシュ
上で LIF の存在下において培養し、未分化状
態を維持した。C57BL/6 マウスの骨髄細胞お
よび胎仔肝細胞(14.5 日)を、ビオチン標識
された細胞系列特異的抗体（B220, Mac-1, 
Gr-1, CD4, CD8, TER119 に対するモノクロ
ーナル抗体）で染色した後、ビオチン結合磁
気ビーズを用いて Lin+細胞を除去した。さら
に、Lin-細胞を FITC 標識抗 Sca-1 モノクロ
ーナル抗体で染色した後、抗 FITC 抗体結合
マイクロ磁気ビーズと反応させ、カラムを使
って Sca-1+細胞を精製した。この Lin- Sca-1+

細胞を HSC として培養系に供した。 
② T リンパ球分化誘導培養系：ESC あるいは
精製された HCS は、ストローマ細胞の単層上
において、OP9 培地（20%FBS 含 RPMI1640 培
地）中で共培養を開始した。共培養 3日目に
おいて、0.25％トリプシンで細胞を分散懸濁
し、新しい OP9 培地中のストローマ細胞の単
層へ移した。この培養に最終濃度が 5ng/ml
になるように Flt-3L を添加した。共培養 8
日目において、培養液中およびストローマ細
胞の単層上の細胞を回収し、70μm フィルタ
ーに通した。回収した細胞は、新しい OP9 培
地中のストローマ細胞の単層へ移した。この
培養に最終濃度が 5ng/ml になるように
Flt-3L を、1ng/ml になるように IL-7 をそれ
ぞれ添加した。共培養 10 日目において、前
回と同様に新しいストローマ細胞の単層上
へ継代を行い、Flt-3L/IL-7 存在下で培養し
た。以後、4～8 日ごとに同様の継代と培養
を繰り返した。 



③ T リンパ球のフローサイトメトリーおよ
び RT-PCR 法による解析： T リンパ球のフロ
ーサイトメトリーによる解析は、T リンパ球
は CD3, CD4, CD8, TCRb,TCRgdを、B リンパ
球はB220を、マクロファージ系細胞はCD11b
を指標に FACSCalibur(Becton Dickinson)に
よって行われた。γδTリンパ球のレパート
ワの解析は、磁気的方法で精製したγδTリ
ンパ球由来の cDNA を鋳型として各 Vg-Cg間
および各 Vd-Cd間で RT-PCR を行い、Vg/Vdの
使用頻度を相対的に比較することにより行
なった。 
(3) 新しい遺伝子導入ストローマ細胞の樹立
と出現してくる細胞の解析 
① マウス Delta4 遺伝子導入ストローマ細
胞の樹立：マウス Delta1 遺伝子が導入され
たストローマ細胞株(OP9/G-DLL1 および
TSt-4/G-DLL1)は理研セルバンクより入手し
た。マウス Delta4 遺伝子は、発現ベクター
(pCMV6-Kan/Neo)に組込まれた状態で、
OriGeneより購入した。この発現ベクターは、
一旦、大腸菌 DH5αに形質転換した後、エン
ドトキシン・フリーの状態で大量精製し、ス
トローマ細胞（OP9 および TSt-4）に FuGene
を用いて遺伝子導入した。G418(0.5mg/ml)
存在下で選択を行い、生存した細胞を希釈限
界法で株化した(OP9-DLL4 および TSt-4- 
DLL4 とそれぞれ命名した)。 
② T10 および T22 遺伝子のクローニングと
発現ベクターの構築：T10 および T22 遺伝子
は OriGene より購入した（それぞれ、
pCMV6-H2-T10 および pCMV6-H2-T22）。対象と
なるストローマ細胞株(OP9/G-DLL1-D1 およ
び TSt-4/G-DLL1)は、すでに導入されたベク
ター由来のネオマイシン耐性遺伝子が存在
するため、G418 での選択ができないことか
ら、T10 および T22 遺伝子は最終的に
pIRES-hygro に組み換えられた。一旦、大腸
菌 DH5αに形質転換した後、エンドトキシ
ン・フリーの状態で大量精製し、ストローマ
細胞（OP9/G-DLL1-D1 および TSt-4/G-DLL1）
に FuGene を用いて遺伝子導入した。
hygromycin(5～10mg/ml)存在下で選択を行
い、生存した細胞を希釈限界法で株化したそ
れぞれの細胞株を OP9/G-D1-T10, OP9/G-D1 
-T22, TSt-4/G-D1-T10, TSt-4/G- D1-T22 と
命名した。 
③ γδＴリンパ球の分化誘導への導入遺伝
子の影響の解析：(2)②に準拠して、ESC を
上記で(3)②で樹立したストローマ細胞株の
単層上で培養した。出現してきたＴリンパ球
は、(2)③と同様な解析を行った。 
(4) Notch シグナル阻害剤 DAPT のＴリンパ
球分化誘導培養系への影響の解析 
 αβＴリンパ球 vs.γδＴリンパ球の系譜
決定において、TCR からのシグナルの強さと
Notch からのシグナルの強さの違いが影響す

ることが提唱されている。そこで、この仮説
にアプローチするために、Ｔリンパ球分化誘
導培養系へ Notch シグナル阻害剤 DAPT を培
養中に異なる濃度(0,0.1,0.5,1.0,10mM)で
共培養開始時または共培養開始後 8日目から
添加した。ESC とストローマ細胞(OP9/G- 
DLL1)との共培養は、(2)②従って実施し、出
現してきた細胞は(2)③と同様に解析された。 
 
４．研究成果 
(1) ストローマ細胞における MHC クラス Ib
分子及および MHCクラス I様分子の遺伝子発
現の解析 
ストローマ細胞株(OP-9,Tst-4,ST2)およ

び比較対象細胞としてのマウス線維芽細胞
株 NIH3T3 とマウス胎仔線維芽細胞(MEF)に関
して、MHC クラス I b 分子および MHC クラス
Ⅰ様分子の発現を網羅的に定量的 PCR法を用
いて解析した。その結果は、表１にまとめた。
発現レベルの評価は、相対的なものであり、
+++ > ++ > + > ± > －の順で低くなる。 
 

表１．ストローマ細胞における MHC クラス Ib
分子および MHCクラスⅠ様分子の遺伝子発現 

抗 原 名 
（別 名） 

OP9 TSt-4 ST2 MEF 
NIH 
3T3 

CD1d1  +++ ± + + + 

CD1d2  ++ ± + + ++ 

T3  ± + ++ - + 

T10  ± + + + ± 

T22 ± ++ + + ± 

T23 (Qa-1) + + ++ ++ - 

T24 ± + + - ± 

Q1 - ± - + ± 

Q2 + + + ± + 

Q4 (Qb-1) ± +++ + ± - 

Q5 ± + ± - ± 

Q6 ++ + + ± ± 

Q7 (Qa-2) + ++ + ± ± 

Q10 ± + ++ - + 

M1 - ± + - ± 

M2 ± ++ + ± ± 

M3 ± ++ + ± ± 

M5 ± + + - ± 

Rae-1α ± + ± ± + 

Rae-1β ± + ± ± + 

Rae-1γ - + ± - ± 

Rae-1δ + - - ± - 

Rae-1ε ± + ± ± ± 

H60a - + ± - ± 

H60b - + - - - 

H60c + ± + +++ + 



まず、CD1d の発現は、とくに OP9 で著明に
高く、TSt-4 ではわずかに発現が認められる
程度であった。次に、H-2 T 抗原に関しては、
T22の発現がTSt-4で、T3と T23の発現がST2
でそれぞれ選択的に高く、OP9 では総じてＴ
抗原の発現は低かった。図１には、後述する
T10とT22の遺伝子発現の結果を示す。 次に、
H-2 Q 抗原の発現に関しては、Q6の発現が OP9
で、Q4 と Q7 の発現が TSt-4 で、Q10 の発現
が ST2 で、とくに高かった。さらに、H-2 M
抗原に関しては、M2 と M3 の発現がとくに
TSt-4 で高かった。 
 
図１．ストロマ細胞における T10/T22 の遺伝
子発現 

 
 最近、γδＴリンパ球に発現が認められて
いる NK レセプターである NKG2D のリガンド
である Rae-1 と H60 に関しては、Rae-1α,β,
γと H50a,b の発現が明らかに TSt-4 で高い
ことが認められた。 
以上のような、特定のストローマ細胞にお

いて選択的に高い発現がある分子は、γδＴ
リンパ球の分化に影響する可能性がある。す
でに、一部のγδＴリンパ球サブセットのリ
ガンドとして認められている T10/T22 は、そ
の候補として、種々のストローマ細胞に遺伝
子導入し、試験管内でのγδＴリンパ球の誘
導に対する影響を調べることにした。 
(2) 骨髄および胎仔肝由来の造血肝細胞
(HSC)からの T リンパ球分化誘導とγδＴリ
ンパ球の発生・分化 
 骨髄および胎仔肝の HSCからのγδTリン
パ球の発生・分化をストローマ細胞(OP9/G- 
DLL1および OP9-DLL4)を用いて解析した結果、
骨随由来の HSC からは、出生以降の胸腺に出
現する γδT リンパ球のレパートワ(Vg1,Vg2, 
Vg3,Vg4)の遺伝子発現が、共培養開始後 8 日
目以降に検出されたが、胎仔肝由来の HSC か
らは胎仔胸腺で認められる皮膚や肺に局在
する γδT リンパ球のレパートワ(Vg5,Vg6/ 
Vd1)の遺伝子発現が上記のγδTリンパ球群

に先行して検出された。したがって、HSC の
細胞の由来が、γδT リンパ球のレパートワ
形成に重要であることが明確となった。また、
いずれの場合も、γδT リンパ球の出現に引
き続き、αβT リンパ球が出現した。また、
ストローマ細胞上に発現する Notchリガンド
(Delta1 または Delta4)によって、γδTリン
パ球のレパートワが明確に変化することは
認められなかった。 
(3) ES 培養細胞からの Tリンパ球分化誘導と
γδＴリンパ球の発生・分化 
① OP9/G-DLL1 と TSt-4/G-DLL1 の違い：T細
胞誘導培養系において、ストローマ細胞とし
て OP9/G-DLL1 または TSt-4/G-DLL1 を用いた
場合、結果的には、γδT リンパ球の分化誘
導とレパートワ形成に明確な差異は認めら
れなかった。γδT リンパ球は、mRNA レベル
では共培養開始後 11日目頃から認められた。
フローサイトメトリーでは 14 日目には検出
された。出現してきたγδT リンパ球のレパ
ートワに関しては、安定したデータが出てお
らず、TSt-4/G-DLL1 を用いた場合には胎仔胸
腺 由 来 の γ δ T リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト
(Vg5,Vg6/Vd1)が検出されることがあるが、
OP9/G-DLL1 を用いた場合には検出されない。
実験毎に出現してくるγδT リンパ球の細胞
数や時期がかなり変動があり、安定した結果
を得ることが難しい。原因は明らかではない
が、血清のロット差やストローマ細胞の状態
（Notch リガンドの発現頻度と発現量）など
今後、検討する必要がある。 
② T10/T22 の影響：T細胞誘導培養系におい
て、ストローマ細胞として OP9/G-D1-T10、
OP9/G-D1-T22、TSt-4/G-D1-T10、TSt-4/G-D1- 
T22 を用いた場合、現時点では、γδT リン
パ球の分化誘導とレパートワ形成に明確な
差異は認められていない。現在も解析中であ
り、明確なことは言えないが、γδT リンパ
球は正常に分化誘導され、αβT リンパ球に
も影響はないように思われる。前述のように、
実験ごとの結果のばらつきが大きく、T 細胞
誘導培養系の改善も併せて試みている。 
③ Notch シグナル阻害剤 DAPT の影響：スト
ローマ細胞として OP9/G-DLL1 を用いて、ES
細胞からの T 細胞誘導への DAPT の影響を調
べた結果、濃度依存的に Tリンパ球の発生・
分化の抑制も認められ、γδT リンパ球の選
択的分化の誘導は認められなかった。さらに、
阻害剤濃度および添加スケジュールなどを
変更してみたが、DAPT の添加によって、gdＴ
リンパ球が優位になることはなかった。 
 
(3) 本研究に関連した研究成果 
① NotchシグナルのサイトカインIL-22産生
調節機構への関与：アリルハイドロカーボン
受容体(AhR)を刺激することにより誘導され
る CD4+細胞からの IL-22 の産生に、Notch シ
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グナルが重要であることを明らかにした。こ
の研究により、炎症応答の調節に、Notch-AhR
を軸とした IL-22産生調節機構が関与してい
ることが示唆された。 
②IL-17 産生γδＴ細胞の感染防御における
重要な役割：γδＴ細胞が産生する IL-17A
結核菌に対する感染防御において、γδＴ細
胞が産生する IL-17A が、成熟した肉芽腫形
成を誘導を通して、非常に重要な役割を果た
していることをマウスの実験系を利用して
明らかにした。 
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