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研究成果の概要（和文）：京都大学の湊らにより、マウスの加齢や血液がんの発症で大量に出現する老化関連T
細胞が報告された。健常人と血液疾患患者で検討を行なった。健常人末梢血では、マウスと同様の表面形質を示
す細胞が年齢とともに増加した。この細胞は、T細胞レセプター刺激に対して増殖力が乏しかった。インターフ
ェロンΓを主に産生しており、転写因子では、Eomesderminを高頻度で発現していた。血液疾患でも、同様の細
胞が観察された、マウスの様な劇的な増加はなく、発現頻度は症例によって多様であった。

研究成果の概要（英文）：According to Minato and colleagues at Kyoto University, aging-related T 
cells that appeared in large amounts due to aging of the mouse and onset of blood cancer were 
reported. We examined healthy humans and patients with hematological cancers. In peripheral blood of
 healthy volunteers, scenescence associated T-cells showing the same surface traits as mice 
increased with age. This cell had poor proliferative capacity after T cell receptor stimulation for 
72 hours. Interferon Γ was mainly produced, and transcription factors “Eomesdermin” were 
frequently observed in these scenescence associated T cells. 
Among patients with hematological cancers, similar cells were observed. However, there was no 
dramatic increase like mice which were reported by Minato, and the frequency of expression varied 
among cases.

研究分野：血液免疫
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１． 研究開始当初の背景 
 加齢に伴い、個体の免疫機能は、外来

病原体に対する獲得免疫応答の低下や

過剰な炎症反応傾向などの特徴的な変

化を示し、“免疫老化”と呼ばれている。

免疫老化は、加齢に伴うガンの発生増加

への関与も考えられている。免疫老化の

メカニズムはよくわかっていない。 

 京都大学免疫の湊 等は、マウスの脾

臓での検討で、若齢時には存在しないが、

加齢に伴って増加する PD-1, CD4 両者

陽性の集団を同定し、PNASに報告した

(1)。この細胞集団は、獲得免疫応答能を

完全に消失し、かわりに通常の T細胞で

は産生しないオステオポンチン(OPN)を

大量に産生するのがわかった。このよう

な機能的変化は、この PD-1, CD4陽性細

胞への、C/EBPα遺伝子の発現が関与し

ている事が想定される。C/EBPαは、マ

クロファージなどの骨髄球系の分化と

機能を司るマスタージーンであり、通常

の Tリンパ球では発現されない。 

 獲得免疫の最も重要な特性は免疫記

憶であり、特定の病原体に反応した Tリ

ンパ球の一部は、記憶 T細胞として体内

に長期間保持され免疫記憶を維持する。

PD-1陽性 Tリンパ球は、この記憶 T細

胞からユニークな遺伝子プログラミン

グによって派生し、加齢に伴って蓄積す

る事がわかった。また、マウスでは、急

性白血病などの血液ガンで、発症ととも

にこの PD-1 陽性 T リンパ球が増加し、

ガンの発症とも関わっている事が報告

されている。さらにこの細胞集団が、自

己免疫疾患の発症などに関与している

ことも明らかとなっており(2)、将来の

様々な免疫療法のターゲットとなる可

能性もある。 

 免疫老化は発ガンとも関係があると

され、今後の、免疫的側面からの発ガン

機序を知る上でも大変に重要な現象で

ある。また、ガン治療のターゲットとも

なりえるため、ヒトでの基礎データ作り

として、この研究を計画した。 
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２． 研究の目的 
人（健常人、及び血液疾患患者）での、
免疫老化について明らかにする。 

 
３． 研究の方法 
A末梢血の採取 

1)ドナーの選定 

健常人 

以下の 1)-5)の条件をみたす健康人ボラ

ンティアを対象とした。１）最近の検診

で、治療対象となる異常がない。２）ガ

ンの既往がない。３）自己免疫疾患の既

往がない。４）文章での同意が得られる。

５）18歳以上６）自由意思で参加 

血液疾患 

  福島医大で、治療開始前の、血液疾患（骨   

  髄異形成症候群、急性骨髄性白血病、急 

  性リンパ性白血病、悪性リンパ腫、など）

患者で、文書での同意を取得が得られる、18

歳以上を対象とした。 

２）単核球の分離 



リンフォプレップ○Rを用いた、比重遠心法に

て、単核球を分離した。 

３）フローサイトメトリー(FCM)での細胞分

離、表面形質の観察 

分離した単核球に、CD4, PD-1, CD44でマー

キングを行い、Aria II○R（Beckton Dickinson）

で、PD-1陽性/陰性に分けて、ソーティング、

細胞分離を行なった。 

免疫老化細胞の表面形質について、蛍光抗体

にて染色を行ったのち、FCM で観察を行っ

た。 

４）細胞培養 

ウェルに、CD3抗体, CD28抗体を固相化し、

FCM で分離した細胞を,1×10E5/well ずつ

の細胞をまき、72時間培養を行なった。培養

後に、CellTiter-Glo kit○R  (Promega)を用い

て、増殖率（ATP）を測定した。 

５）サイトカインの測定（Multiplex Cytokine 

assay: MCA） 

細胞培養後の上清の一部を用い、多項目のサ

イトカイン測定を行なった。 

６）細胞内染色 

分離した単核球を用いて、細胞表面を、CD4, 

PD-1 などで染色。その後、細胞内染色を行

い、細胞内サイトカイン（IL-2, IL-10, IFN-

ガンマ、OPNなど）を染色した。 

 また、同様に、核内染色を行い、核内の転

写因子（Bcl-6, Eomesdermin,など）の染色

も行い、FCMで観察を行なった。 

７）mRNAの測定 

 ソーティングした細胞を、isogen○Rを用い

て、tRNAを作成。Light cycler○R  (Roche)を

用いて、qRT-PCRを行った。 
 
４． 研究成果 
健常人 
１） ヒト老化関連 T細胞の同定 
健常人ボランティアから採取した末梢
血を用いて検討した。CD4陽性、CD44
陽性細胞について、マウスと同様に、
PD-1陽性・陰性に分けて解析を行った。
PD-1陽性細胞の表面形質は、CD62L陰
性、CD25 陰性、CD69 陰性であり、マ
ウスの免疫老化細胞と同様であった。こ

れらの細胞は、人由来臍帯血、リンパ節
にも存在した。 
 マウスで見られたような、IL-1Rや、
CD30Lの高い発現はなく、マウスとは、
表面形質が異なっていた。 
 年齢増加とともに、末梢血の、CD4陽
性細胞中の、CD44陽性、PD-1陽性細胞
の比率は、増加した。 
 
２） ヒト老化関連 T 細胞の増殖力が著
しく低い。 
 CD4陽性 CD44陽性細胞を、セルソー
ターで、PD-1 陽性・陰性にわけた。そ
の後、T細胞レセプター刺激下で、培養
を行い、これらの細胞の増殖能を検討下。
その結果、PD-1 陰性細胞と比較して、
陽性細胞の増殖力は著しく低かった。 
 
３） ヒト老化関連 T 細胞は多種のサイ
トカインを産生する。そのうち、主とな
るのが、IFN-γである。 
MCAでの検討 
 ２）で培養後、上清の一部で、MCA
を行った。多種のサイトカインを産生し
ていたが、そのうち、IFN-γ(mean 1865 
pg/ml),IL-10 (mean 737 pg/ml), -17a 
(mean 1057 pg/ml)を主に産生していた。 
 マウスで認められたような、OPN の
大量産生は認められなかった。 
 
FCMでの検討 
 CD4 陽性、CD44 陽性細胞を、PD-1
陽性・陰性でサイトカイン産生の検討を
行った。PD-1 陽性細胞では、約半数の
細胞で、IFN-γ(median 51.2%), IL-2 
(median 62.2%)を産生していた。IFN-
γ陽性細胞の比率は、PD-1 陽性細胞で
は、陰性細胞と比較して、優位に高かっ
た。（p<0.05） 
 
４） ヒト老化関連 T 細胞は、数種の T
細胞の集合であり、その主をなすのは、
Th-1 細胞様ケモカインレセプター発現
パターンを示す細胞群である。 
   これまでのサイトカインの産生パ  
ターンなどから、ヒト老化関連T細胞は、
いくつかの事なった特徴を持つT細胞の
集合であることが予想された。 
 Morita らの方法で、ケモカインレセ
プターの発現パターンから、ヘルパーT
（Th）細胞を分類した。Th2 様細胞
（CXCR3（—）、CCR6（—））、Th1 様細
胞（CXCR3（+）、CCR6（—））、Th17
様細胞（CXCR3（—）、CCR6（+））、そ
れ以外の Th細胞（CXCR3（+）、CCR6
（+））とに分けた。その結果、どちらの
群も、種々の Th の集合であることがわ
かった。特に、PD-1陽性細胞群は、Th1
様細胞が主成分であり、PD-1陰性群は、
Th2様細胞が主成分であった。 



 年齢別にこれらの成分について検討
を行うと、Th1様細胞のみが加齢に伴っ
て増加することが明らかになった。 
  
５） ヒト老化関連 T細胞では、転写因子
で Eomesderminを特徴的に発現する。 
qRT-PCRでの検討 
 2)でソーティングを行った PD-1 陽
性・陰性細胞にて、qRT-PCR で各種転
写因子などの発現解析を行った。 
 その結果、PD-1陽性細胞では、cebpa, 
spp-1, tbx-21, eomesdermin の発現が
PD-1 陰性細胞と比較して、高かった。
発現が低かったのは、c-myc, satb1など、
細胞増殖に関わるものなどであり、マウ
スと同様の結果であった。マウスで老化
関連細胞の特徴とされた bcl-6 の発現は、
一定の傾向は見られなかった。 
 
FCMでの検討 
 qRT-PCR での発現が特徴的だった
Eomesdermin に注目して、核内染色を
行い、FCM で検討を行った。転写因子
として、bcl-6, t-bet,gata-3など、リンパ
系細胞の分化に関わるものも観察した。
PD-1 陽性細胞群では、陰性細胞群と比
較して、Eomesdermin 陽性細胞の発現
比率が高かった(median 36.7%) 。この
様 に 、 タ ン パ ク レ ベ ル で も 、
Eomesderminの高発現が確認された。 

 
血液疾患  
  福島医大血液内科の協力のもと、血液疾
患患者から、説明と同意後、末梢血を採取。
健常人と同様の処理で、単核球を作成し、表
面形質や、転写因子について検討を行った。  
 未治療で、重症感染症の合併がない患者を
対象とした。 
  
急性骨髄性白血病 3例、急性リンパ性白血病
2例、慢性リンパ性白血病 2例、慢性骨髄性
白血病 3例、悪性リンパ腫 6例、骨髄異形成
症候群 2 例、骨髄増殖性疾患 2 例で、検討
を行った。 
 いずれの疾患でも PD-1 陽性細胞の CD4
陽性細胞に占める割合は健常人と同様であ
った。 
 
 また、Eomesdermin の発現も健常人と同
様であった。疾患によっても、特定の傾向は
なかった。 
 
結論：ヒトでも、免疫老化関連細胞は、マウ
スと同様の表面形質をもつ細胞が観察され
る。これは、マウスと同様に細胞増殖に乏し
いが、産生サイトカインも IFN-γが主であ
ったりで、マウスとは異なる。転写因子も、
eomesderminが主であり、マウスとは異なっ
ている。 
 高齢化によって、CD4陽性細胞中の比率は

増加する。このうち、Th-1様細胞が主成分で
あった。ヒトでも、加齢によって、免疫老化
関連細胞が増加することを、示した。 
 しかし、マウスでは、血液がんでは、著し
い増加が認められたが、ヒトでは、健常人と
大きなかわりはなかった。ヒトの癌化では、
免疫老化細胞はどの様な役割を果たしてい
るか、今後、臨床経過と比較して、検討が必
要である。 
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