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研究成果の概要（和文）：炎症環境がビスフォスフォネートで増幅させたVγ9Vδ2 T 細胞（以下γδT細胞）に
及ぼす影響を検討した。炎症性サイトカインであるIL-12とIL-18はγδT細胞による機能分子の発現や細胞傷害
活性（骨芽細胞を含む）を亢進することが明らかとなった。またその他の活性化マーカーの発現亢進や細胞増殖
を促すことも明らかとなった。これらの活性化メカニズムとしてIL-12とIL-18はお互いの受容体の発現を亢進す
ることや、その下流で働く転写因子の活性化を促すことが明らかとなった。このように炎症性サイトカインは、
ビスフォスフォネートにより増幅されたγδT細胞を、抗原非存在下で活性化することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of inflammatory environment on ex-vivo expanded Vγ
9Vδ2 T cells. Vγ9Vδ2 T cells treated with IL-12 and IL-18 enhanced effector functions, including 
the expression of IFN-γ and granzyme B, and cytotoxicity. These enhanced effector responses 
following IL-12 and IL-18 treatment were associated with homotypic aggregation, enhanced expression 
of ICAM-1 and decreased expression of the B- and T-lymphocyte attenuator (BTLA), a co- inhibitory 
receptor. IL-12 and IL-18 also induced the antigen-independent proliferation of Vγ9Vδ2 T cells. 
Increased expression of IκBζ, IL-12Rβ2 and IL-18Rα following IL-12 and IL-18 stimulation 
resulted in sustained activation of STAT4 and NF-κB. Thus, we showed that IL-12 and IL-18 synergize
 to activate human ex vivo-expanded Vγ9Vδ2 T cells.

研究分野： 生化学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
 窒素含有ビスフォスフォネート(N-BPs)は
破骨細胞を抑制する作用から、骨粗鬆症、
高カルシウム血症、多発性骨髄腫の治療
や、癌の骨転移による骨疼痛の緩和などに
用いられている。近年、 N-BPs が骨と直接
関連の無い腫瘍に対しても抗腫瘍作用を示
すことが明らかとなり、N-BPs の腫瘍 治療
への応用が始まった。N-BPs による抗腫瘍
作用のメカニズムとしては、腫瘍細胞のメ
バロン酸 経路のファルネシルピロリン酸
(FPP)合成酵素の抑制による、Ras や Rho 
などの G タンパク質のフ ァルネシル化や
ゲラニルゲラニル化の抑制が考えられてい
る。このような直接的な抗腫瘍作用に 加え、
最近、N-BPs によるγδT 細胞の活性化と
その抗腫瘍作用が注目されている。 
 T リンパ球はαβT 細胞受容体(TCR)を
発現するαβT 細胞とγδTCR を発現する
γδT 細胞に 大別することができる。末梢
血 T 細胞の大部分はαβT 細胞であり、γ
δT 細胞は 2-5%程度を占めるに過ぎず、特
異的な抗原も長らく不明であった。1995 年
にγδ T 細胞の主要な集団である V 
γ9Vδ2 T 細胞がメバロン酸経路の中間代謝
産物である Isopentenyl 
pyrophosphate(IPP)と細 菌由来の 
hydroxymethyl-but-2-enylpyrophosphate(
HMBPP)などの非ペプチド性リン酸抗原を
特 異的に認識することが明らかとなった
(Tanaka Y, Nature, 1995)。 
 Vγ9Vδ2T 細胞の抗原の同定から約 4 年後
に、第 2 世代 N-BP であるパミドロネートを
投与され た患者の末梢血中で Vγ9Vδ2T 細
胞が活性化・増殖していることが報告され
た(KunzmannV,NEJM, 1999)。Vγ9Vδ2 T 
細胞はヒトを含む霊長類にのみ存在するこ
ともありその活性化機構の詳細は不 明であ
ったが、最新の研究で腫瘍細胞やマクロフ
ァージに発現する CD277/butyrophilin-3 
(BTN3A)がリン酸抗原をγδT 細胞に提示
する際に必須の分子であることが報告され
た(Vavassori S, Nature Immunology, 2013)。
以上の報告から、N-BPs の作用により腫瘍
細胞内に蓄積した IPP を BTN3A 分子が 
Vγ9Vδ2 T 細胞に抗原提示し活性化すると
いう、N-BPs による Vγ9Vδ2 T 細胞 の活
性化機構が明らかとなった。 
 Kalyan らは N-BPs による治療歴があり
かつ顎骨壊死を経験した患者の末梢血リン
パ球を解析し、対照群と比較して顎骨壊死
患者では Vγ9Vδ2T 細胞数が有意に減少し
ていたことを報告した (JBMR, 2013)。この
報告は N-BPs 存在下の病的骨代謝と 
Vγ9Vδ2 T 細胞の活性化との関連を示唆 す
るものである。近年デノスマブ(抗 RANKL 
抗体)治療においても顎骨壊死を発症するこ
とが明ら かとなり、顎骨壊死は N-BPs 治
療に特有のものではないことが明らかとな

ったが、マウスの一部 のγδT 細胞は 
RANKL を発現し免疫機能維持に重要な役
割を果たしていることから、抗 RANKL 抗
体 治療も骨代謝と免疫系との関係を修飾し
ている可能性がある。 
 以上の背景から申請者は、本研究で 
Vγ9Vδ2 T 細胞の活性化と病的骨代謝の関
係を明らかにす るための基礎的研究をおこ
なうべく、以下の研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 
 病的環境下（特に炎症環境）にあるγδT
細胞の機能を解析し、骨組織を構成する細胞
（特に骨芽細胞系細胞）に対する影響を明ら
かにすることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒト末梢血単核細胞（PBMC）から、窒素含
有ビスホスホネート（ゾレドロネート）とイ
ンターロイキン(IL)-2 を用いて 14 日間培養
増幅することにより得られたヒトVγ9Vδ2 T
細胞を用いて、その機能を解析した。また、
一部の実験では PBMC からネガティブセレク
ション（ミルテニーのキットを用いた）によ
り濃縮したヒト Vγ9Vδ2 T 細胞を用いて解
析を行った。 
 解析の大部分は蛍光標識特異抗体を用い
て、フローサイトメトリーにて行った。細胞
表面の抗原の検出は通法に従って行った。サ
イトカインや転写因子などの細胞内・核内タ
ンパク質はそれぞれ専用のキットを用いて
固定・透過処理を行い蛍光標識特異抗体によ
り検出した。 
 ヒト Vγ9Vδ2 T 細胞への siRNA の導入は
エレクトロポレーション（Amaxa）により行
った。 
 骨芽細胞株に対するヒト Vγ9Vδ2 T 細胞
の障害活性は、4時間の共培養の後に骨芽細
胞上のホスファチジルセリンの検出（蛍光標
識 Annexin V）により評価した。 
 転写因子の機能解析はクロマチン免疫沈
降法(ChIP)により行った。 
 
４．研究成果 
 
 (1) ヒト Vγ9Vδ2 T 細胞は抗原非存在下
でIL-12とIL-18刺激によりIFN-γを発現す
る。 
 炎症性サイトカインである IL-12 と IL-18
を同時に作用させると、抗原刺激がないにも
関わらず IFN-γの発現が誘導された。 
 また、IL-12 と IL-18 による IFN-γの誘導
は、ゾレドロネートと IL-2 による培養を経
ていない、末梢血から直接調整されたヒト V
γ9Vδ2 T 細胞でも観察された。CD45RA と
CD27 の発現を検討した結果ナイーブ、エフェ
クター、メモリーのすべてのヒト Vγ9Vδ2 T
細胞で IFN-γの発現が観察された。 
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はそれぞれお互いの受容体の発現を亢進す
ることが明らかとなった。この受容体の発現
亢進により下流で働く転写因子 STAT4, NF-
κB の活性化時間の延長が確認された。 
 以上の結果から、炎症性サイトカインであ
る IL-12 と IL-18 に晒された Vγ9Vδ2 T 細
胞はサイトカイン産生能の亢進や細胞傷害
活性の獲得を介して、骨芽細胞を傷害する可
能性が示唆された。 
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