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研究成果の概要（和文）：本研究では、ビタミンCのDNA脱メチル化促進作用がCD8+ T細胞に及ぼす影響を評価し
た。その結果、ビタミンC処理 CD8+ T細胞は、病原体や腫瘍細胞に対する免疫応答が亢進することを見出した。
ビタミンCがCD8+ T細胞の免疫応答を亢進させる機構を調べるため、ビタミンCにより発現増加するガレクチン3
をノックダウンしたが、ビタミンCの効果を抑制できなった。そのため、原因遺伝子をスクリーニングした結
果、Batf3を同定した。Batf3をノックダウンするとビタミンCの効果が抑制され、Batf3をCD8+ T細胞に過剰発現
させるとビタミンC処理を行なった場合と同様に免疫応答が亢進した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the effect of vitamin C on CD8+ T cells. We 
found that vitamin C treatment enhances the immune responses of CD8+ T cells against pathogens and 
cancer. To investigate the mechanism by which vitamin C enhances the immune responses of CD8+ T 
cells, we knocked down the Galectin3 expression in vitamin C-treated CD8+ T cells. However, the 
knockdown of Galectin3 could not attenuate the effect of vitamin C on CD8+ T cells. Therefore, we 
screened for genes whose expression is altered by vitamin C. Eventually, we identified the 
transcription factor Batf3. The knockdown of Batf3 attenuated the effect of vitamin C on CD8+ T 
cells. In addition, transduction of Batf3 enhanced the immune responses of CD8+ T cells as well as 
vitamin C treatment.

研究分野： 免疫学

キーワード： CD8+ T細胞　ビタミンC　エピゲノム 　DNA脱メチル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ビタミンCはBatf3の発現増加を介してCD8+ T細胞の免疫応答を亢進させるという新たな生理学的
役割を明らかにすることが出来た。本研究成果は、CD8+ T細胞の免疫応答やビタミンCの生理学的役割の理解と
同時に、ビタミンCを利用した免疫療法の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) メモリーT 細胞分化と DNA 脱メチル化 
病原体に感染すると CD8+ T 細胞は活性化して病原体を排除する (1 次免疫応答)。その

後、一部の細胞は長期生存できるメモリーT 細胞に分化し、同じ病原体に再感染すると迅速
で強力に応答して速やかに病原体を排除する (2 次免疫応答)。さらにメモリーT 細胞は、高
い抗腫瘍能も持ち合わせており、メモリーT 細胞を増加させることで癌免疫療法の治療効果
を改善できることが知られている 1,2。メモリーT 細胞の分化・機能に関連する遺伝子（メモ
リーT 細胞関連遺伝子）のゲノム領域はエフェクターT 細胞では高度にメチル化されている
が、メモリーT 細胞へ分化する時に DNA 脱メチル化により発現量が増加することで、その
分化が促進されることが報告されている 3,4。しかしながら、どのような機構によりメモリ
ーT 細胞関連遺伝子の DNA 脱メチル化が調整されているのかは不明である。 
 
 
(2) ビタミン C による DNA 脱メチル化促進作用 
ビタミン C は還元作用をもつ生体に必須の栄養素であり、DNA 脱メチル化酵素 (TET)

を活性化することで DNA 脱メチル化を促進する。我々は、予備的実験により、ビタミン C
存在下で培養した CD8+ T 細胞は、メモリーT 細胞の特徴の１つである高い生存能をもつ
ことを見出してきた。さらに、ビタミン C 処理 CD8+ T 細胞は、ガレクチン 3 の発現量が
増加していた。ガレクチン 3 は糖鎖に結合するβガラクトシド結合レクチンであり、T 細胞
受容体 (TCR) 関連分子の糖鎖に結合することで TCR シグナルを抑制する機能 5 や Bcl-2
ホモロジードメイン 1 (BH1) によりアポトーシスを抑制する機能が知られている 6,7。しか
し、これらの機能がメモリーT 細胞分化に関与しているのかは不明である。 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では、ビタミン C は CD8+ T 細胞の生存能を亢進させることでメモリーT 細胞へ
の分化を促進させるという知見に基づき、ビタミン C が CD8+ T 細胞の病原体や腫瘍細胞
に対する免疫応答を亢進させるのかを検討することを目的とする。さらに、ビタミン C に
より発現増加するガレクチン 3 が CD8+ T 細胞の免疫応答の亢進に寄与しているのかも検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ビタミン C処理 CD8+ 細胞の病原体に対する免疫応答の評価 
卵白アルブミン (OVA)を認識する T細胞受容体 (TCR)を発現する OT-I TCR トランスジェ

ニックマウスからセルソーターを用いてナイーブ OT-I T 細胞 (CD4- CD8a+ CD44low 
CD62L+)を単離し、IL-2 存在下で抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体を用いて抗原刺激を 4 日間行っ
た。さらに抗原刺激により活性化した OT-I T 細胞をビタミン C 存在下で 4 日間培養した。
このビタミン C処理 OT-I T 細胞をレシピエントマウスに移植し、約 3週間後に OVA 発現リ
ステリア菌を感染させた。感染後、血液を採取し、移植した OT-I T 細胞の免疫動態をフロ
ーサイトメトリーで解析した。 
 
 
(2) ビタミン C処理 CD8+ T 細胞の腫瘍細胞に対する免疫応答の評価 
  ビタミン Cで処理した CD8+ T 細胞の腫瘍細胞に対する免疫応答を評価するため、OVA を
発現する胸腺腫細胞 (EG7)をレシピエントマウスの皮下に移植した。腫瘍細胞を移植後 5日
目に、(1)と同様の方法で用意したビタミン C 処理 OT-I T 細胞を担癌マウスに移植した。
その後、腫瘍の大きさとマウスの生存期間をモニタリンングすることで、移植した OT-I T
細胞の抗腫瘍活性を評価した。 
 
 
(3)目的遺伝子のノックダウンもしくは過剰発現による CD8+ T 細胞の評価 
  ビタミン C により発現変動する遺伝子もしくは当該遺伝子に対する miRNA をコードした
レトロウイルスを OT-I T 細胞に感染させて、目的遺伝子を過剰発現もしくはノックダウン
させた。この OT-I T 細胞をレシピエントマウスに移植し、(1)と同様に OVA 発現リステリ
ア菌を感染させ、移植した OT-I T 細胞の免疫応答を評価した。 



 
４．研究成果 
(1) ビタミン C処理 CD8+ T 細胞は、リステリア菌に対する免疫応答が亢進する 
  先行研究により、ビタミン C存在下で培養した CD8+ T 細胞は、生存能が亢進することが
明らかになっていたが、病原体に対する免疫応答に及ぼす影響は不明であった。そこで、ビ
タミン Cが CD8+ T 細胞の病原体に対する免疫応答に及ぼす影響を評価するため、ビタミン
C 処理 OT-I T 細胞をレシピエントマウスに移植後、OVA 発現リステリア菌を感染させた。
その結果、OVA 発現リステリア菌感染後、移植した OT-I T 細胞は急激に増殖するが、対照
群の Vehicle 処理 CD8+ T 細胞と比較して、ビタミン C処理 OT-I T 細胞は血液中の割合が
高かった (図 1A, B)。また、ビ
タミン C と同様に抗酸化作用を
もつ N アセチルシステイン 
(NAC)存在下で培養した OT-I T
細胞は病原体に対する免疫応答
は亢進していなかった。したが
って、ビタミン C は抗酸化作用
ではなく、DNA 脱メチル化促進作
用により、CD8+ T 細胞の免疫応
答を亢進させていることが考え
られた。 
 
 
 
(2) ガレクチン 3は、ビタミン C処理 CD8+ T 細胞の免疫応答の亢進に寄与しない 
ビタミン C 処理は、CD8+ T 細胞におけるガレクチン 3 の発現量を増加させるため、ビ

タミン C 処理 CD8+ T 細胞の免疫応答の亢進は、ガレクチン 3 が関わっていることが予想
された。そこで、レトロウイルスを用いて miRNA を導入し、ガレクチン 3 をノックダウ
ンすることで、ビタミン C の効果を抑制できるのかを検討した。予想に反して、ガレクチ
ン 3 のノックダウンはビタミン C 処理による CD8+ T 細胞の免疫応答亢進作用を抑制でき
なかった。さらに、レトロウイルスを用いてガレクチン 3 を CD8+ T 細胞に過剰発現させ
ても、免疫応答は亢進しなかった。したがって、ガレクチン 3 は、ビタミン C の免疫応答
亢進作用には関与しないと考えられた。 
 
 
(3) 転写因子 Batf3 は、ビタミン C処理 CD8+ T 細胞の免疫応答の亢進に寄与する 
  上記の通り、ビタミン C処理 CD8+ T 細胞で顕著に発現増加するガレクチン 3 は、免疫応
答の亢進に関与しなかった。そのため、ビタミン C処理 CD8+ T 細胞で発現変動している遺
伝子の中に、ビタミン Cの免疫応答亢進作用に関わる遺伝子が存在すると考えて、スクリー
ニングを行なった。その結果、ビタミン Cにより発現増加する転写因子 Batf3 を同定した。
Batf3 をノックダウンするとビタミン Cの効果が減弱し、Batf3 の過剰発現はビタミン Cで
処理した時と同様に CD8+ T 細胞の免疫応答を亢進させることから、Batf3 はビタミン C処
理 CD8+ T 細胞の免疫応答亢進に関わることが考えられた。 
 
 
(4)ビタミン C処理 CD8+ T 細胞は、腫瘍細胞に対する免疫応答が亢進する 
  最後に、ビタミン C処理により、病原体だけでなく腫瘍細胞に対する免疫応答も亢進して
いるのかを検討するため、OVA 発現腫瘍細胞を移植したレシピエントマウスにビタミン C処
理 OT-I 細胞を移植することで腫瘍細胞に対する免疫応答を評価した。その結果、対照群の
Vehicle 処理 OT-I T 細胞を移植した場合は、腫瘍の増殖を抑制できなった。一方、ビタミ
ン C処理 OT-I T 細胞を移植すると腫瘍の増殖が抑制され、担癌マウスの生存期間が延長し
た。したがって、ビタミン C処理 CD8+ T 細胞は、腫瘍細胞に対する免疫応答も亢進してい
ることが示唆された。 
 
 
以上の結果から、ビタミン Cは Batf3 の発現量を増加させることで CD8+ T 細胞の免疫応

答を亢進させることが示唆された。今後は、ビタミン C 処理により Batf3 遺伝子座でメチ
ル基が減少するゲノム領域を同定し、ビタミン C が Batf3 の遺伝子発現を制御する機構を
明らかにする予定である。 
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図1 ビタミンCは, CD8+ T細胞の免疫応答を亢進させる
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