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要旨  
 
	 Sulfatide は中枢神経系のミエリン鞘を構成する主要な糖脂質である。その他、

腎臓、膵臓や腸管に多く存在し、多発性硬化症や I型糖尿病、癌転移等への関与

が示唆されている。α-galactosylceramide（αGC）は CD1d拘束性のナチュラルキ

ラーT （NKT） 細胞のうち、均一な TCRα鎖を発現するインバリアント NKT

（iNKT） 細胞を活性化することがよく知られているのに対し、CD1d上に提示

された sulfatideは iNKT細胞以外の NKT細胞（non-iNKT細胞）の少なくとも一

部を活性化することが報告されており、この sulfatide応答性の non-iNKT細胞が

iNKT 細胞により誘導される免疫応答を抑制することがいくつかのマウスモデ

ルから示唆されている。しかし、in vitroで non-iNKT細胞の sulfatideへの応答を

調べた研究は少なく、特に精製した sulfatide応答性の non-iNKT細胞の機能解析

は行われていないため、sulfatideが iNKT細胞依存的な生体応答をどのように制

御しているのかは明らかではない。加えて、主要な抗原提示細胞である樹状細

胞（DC）による iNKT 細胞活性化における sulfatide の影響も十分には検討され

てこなかった。これらを踏まえ、本研究では DCを抗原提示細胞とした iNKT細

胞による免疫応答に対する sulfatideの作用を解析した。 

	 精製した iNKT細胞とDCをαGC存在下で培養した際の iNKT細胞によるサイ

トカイン産生は、sulfatideを添加することで低下したため、sulfatideは non-iNKT

細胞を介さずに iNKT 細胞の活性化を阻害すると考えられた。しかし、sulfatide

は DC によるαGC の取り込みや DC 自身の成熟には影響しなかった。αGC と

sulfatideは共に CD1dを介して提示されるため、sulfatideがαGCの CD1dへの結

合を阻害している可能性を検討したところ、αGC 存在下で培養した際の DC の

細胞表面におけるαGCを結合した CD1d（αGC/CD1d）の提示量は sulfatideを添

加することで低下した。また、プレートに CD1d-Ig 分子を固層化したところに

αGC を添加することで形成されるαGC/CD1d の量も sulfatide により低下した。

このようなαGC/CD1d複合体形成の阻害は、iNKT細胞活性化によるサイトカイ

ン産生の低下としても検出された。マウス生体にαGC を投与した際の脾臓 DC

上のαGC/CD1d 複合体量も、αGC と同時に sulfatide を投与した群では低下し、

αGC により誘導される血清中の IFN-γや IL-12p70 の濃度も低下した。さらに

αGC/CD1d を認識して iNKT 細胞が活性化すると上昇することが知られる

CD40Lの発現レベルも sulfatideにより抑制された。 

	 以上の結果から、sulfatideは DCの CD1dを介したαGCの提示を阻害すること

により iNKT細胞の活性化を阻害していることが明らかとなった。 
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序論  
 

	 Sulfatide（3’-sulfogalactosylceramide）は、セラミド骨格に sulfogalactoseが付加

された糖脂質であり、中枢神経系のミエリン鞘の主要な構成成分であるが、そ

の他腎臓、膵臓および腸管等にも存在する[1-4]。Sulfatide 合成酵素である

cerebroside sulfotransferase (CST)を欠損するマウスでは軸索の傍絞輪部ジャンク

ション形成に異常がみられ、これらのマウスは進行性失調症を示す[5]。一方、

神経系の細胞のリソソームへの過剰な sulfatide の蓄積は致死性の異染性白質ジ

ストロフィーを誘導する[6]。またこの糖脂質はいくつかの免疫疾患との関係が

示唆されている。例えば、I型糖尿病の患者の中には血清中に sulfatideに対する

抗体を持つものが多く[7, 8]、多発性硬化症への sulfatideの関与も示唆されてい

る[9]。また血清中の sulfatide 濃度は頸動脈内膜中膜厚と正の相関を持つことか

ら動脈硬化症の進行の指標となる可能性が示唆されている[10]。加えて sulfatide

は、ヒト由来乳癌細胞株[11]、マウス由来大腸癌細胞株[12]、ヒト肺腺癌組織[13]、

ヒト腎細胞癌組織および細胞株[14, 15]、ヒト卵巣癌組織[16]など多数の癌細胞/

組織に発現しており、結腸直腸腺癌の転移への関与が示唆されている[17]。 

 

	 脂質が免疫系に介入する機序の一つとして、抗原提示分子 CD1を介した特異

的 T細胞の活性化が挙げられる。CD1は多型性の無いMHCクラス I分子様の膜

タンパク質であり、β2ミクログロブリンと会合している。その配列からCD1a-c、

CD1d、CD1eの三組に分類されており、ヒトにおいては五つ全ての CD1分子が

発現され得る。しかし、マウスにおいて発現が認められるのは CD1dのみである

[18]。CD1d には、α-galactosylceramide（αGC）と同じく sulfatide がセラミド部

位の炭化水素鎖を介して結合することが明らかにされている[19, 20]。CD1dに結

合して提示されたこれら脂質抗原を T細胞受容体（T cell receptor; TCR）を介し

て認識する細胞をナチュラルキラーT（Natural killer T; NKT）細胞とよぶが、CD1d

に結合したαGCはもっぱらインバリアント NKT（iNKT）細胞により認識され、

その活性化を誘導することがよく知られている[21, 22]。iNKT細胞と称される理

由は限られた TCR（インバリアント TCR）を発現することによる。インバリア

ント TCRとはすなわち、ヒトでは Vα24-JαQ、マウスでは Vα14-Jα18の TCRα

鎖および、主にヒトでは Vβ11、マウスでは Vβ2 、Vβ7あるいは Vβ8.2の TCRβ

鎖から成る TCRであり(図 1)[23]、I型 NKT細胞とも称される。他方、iNKT細

胞以外のCD1d拘束性の細胞であるnon-iNKT細胞は II型NKT細胞とも呼ばれ、

その発現する TCRは iNKT細胞に比べてより多様であるが、マウスにおいては
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主に Vα3.2-Jα9および Vβ8から成ると考えられている[24]。その後 2004年に、

non-iNKT 細胞の一部が sulfatide/CD1d を認識し活性化するが、iNKT 細胞は

sulfatide/CD1d を認識しないことが報告された(図 1)[25]。さらに、この sulfatide

応答性の non-iNKT細胞は、Vα3/Vα1- Jα7/Jα9および Vβ8.1/Vβ3- Jβ2.7から成る

TCR を発現する傾向にあることも示された[26]。しかしながら、生体内の

non-iNKT細胞を過不足無く標識する手法は確立されていないため、包括的かつ

厳密な解析は困難なのが現状である。 

 

 Non-iNKT 細胞の免疫応答における作用に関しては幾つかの報告がある。例え

ば、non-iNKT 細胞の少なくとも一部は、癌の影響下で IL-13 を産生することに

より Gr-1+CD11b+の抑制性の細胞の TGF−β産生を誘導し、抗癌免疫応答を抑制

している可能性も示されている[27, 28]。多発性硬化症の実験モデルである

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)を誘導したマウスや、I型糖尿病

モデルの NODマウスに sulfatideを投与すると、CD1d依存的にそれぞれ症状が

緩和されたり、発症が遅れる現象が観察されており、sulfatide応答性の non-iNKT

細胞の関与が示唆されている[25, 29]。さらに sulfatideを投与したマウスより調

製した樹状細胞(Dendritic cell; DC)を移入したマウスでは EAEの発症が抑制され

ることが報告されている[30]。これらのモデルは共に抗原特異的 T細胞を介する

免疫応答であり、non-iNKT細胞が抗原特異的 T細胞の活性化に対して直接的あ

るいは間接的に抑制作用を及ぼしうることを意味するものである。 

 

	 特に sulfatide応答性の non-iNKT細胞に関しては、iNKT細胞により誘導され

る免疫応答を抑制するということもいくつかのマウスモデルで報告されている。

例えば、sulfatideにより活性化した non-iNKT細胞は、iNKT細胞の INF-γ産生を

抑制することにより、肝臓の虚血性再灌流傷害を緩和することが示されている

[31]。また、iNKT 細胞依存性の concanavalin-A（ConA）による肝炎モデル[32]

でも、sulfatideを認識した non-iNKT細胞は IL-12と MIP-2を介して局所へ誘引

された iNKT 細胞の不活化を介して肝炎の症状を和らげることが示唆されてい

る。また、卵白アルブミン（OVA）によって誘導される喘息モデルでも iNKT

細胞依存性に気道炎症が惹起されるが[33]、sulfatide を認識する non-iNKT 細胞

は iNKT 細胞を不活化することにより肺の炎症を抑制することが示されている

[34]。さらに、αGC により活性化された iNKT 細胞の抗癌免疫応答も、sulfatide

応答性の non-iNKT細胞が抑制するという報告もある[35]（図 2：仮説①）。 
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	 一方 sulfatideは non-iNKT細胞以外の血球系細胞に作用することも知られてい

る。例えば、sulfatideは脳や脊髄に分布するグリア細胞やアストロサイトを活性

化し、その TNF-αや IL-6、IL-12、IL-1βなどの炎症性サイトカインの産生を誘導

することができる[36]。また、スカベンジャー受容体を介して sulfatideを発現す

るアポトーシス細胞を取り込んだマクロファージは TGF-βおよび IL-6を産生す

ることや[37]、マウスにおいて LPS 投与時の血清中の TNF-αの上昇を sulfatide

が抑え、敗血症性ショックを抑制することが示されており[38]、さらに健常者由

来の白血球を LPSあるいは PHAで刺激した際の IL-1β、IL-6、IL-8産生は sulfatide

添加により低下する[39, 40]との報告もある。このため、sulfatideを投与した際の

生体の応答の解釈は簡単ではない。事実、sulfatide 投与による EAE の症状緩和

は、NKT 細胞を持たない CD1d 欠損マウスにおいても観察されており、したが

って non-iNKT 細胞を介さない機序の存在が示唆されている[41]。Non-iNKT 細

胞を生体より精製して in vitroで刺激し、その応答を検討した報告がこれまでに

ないことも考慮すると、上述した iNKT細胞が引き起こす生体応答への sulfatide

の抑制作用は、sulfatide/CD1d を認識した non-iNKT 細胞の機能によらない可能

性も否定できない。 

 

	 主要な抗原提示細胞である DCは CD1dを多量に発現しており[42]、αGCを提

示して iNKT 細胞を活性化することができる強力な作用を有することが知られ

る[43]。αGCをマウスに投与すると、iNKT細胞のみならず脾臓の DCも活性化

される。この間の細胞間相互作用では、DC 上のαGC/CD1d をインバリアント

TCRを介して iNKT細胞が認識すると iNKT細胞上の CD40Lの発現が上昇し、

これが DC上の CD40を介して DCを活性化してさらに CD40の発現レベルを上

昇させるだけでなく CD86 の発現を誘導する[44-47]。また、CD40 と CD40L の

相互作用は DC の IL-12p70 の産生誘導に必須の過程でもある[47]。一方αGC に

より活性化された iNKT細胞は IL-12の受容体をより強く発現し、DCが分泌す

る IL-12p70のシグナルを受け取ってより多量の IFN-γを産生するようになる[48]。

このように DCは iNKT細胞の活性化において重要な役割を持つが、DCの CD1d

を介した抗原提示に sulfatideが及ぼす作用は研究されていない。αGCも sulfatide

もセラミド部位を介して CD1dに結合していることを考えれば、両者が CD1d上

で競合し、結果的に iNKT細胞の活性化が阻害されていることも十分考えられる

（図 2：仮説②）。αGC はとりわけ、iNKT 細胞の活性化による抗腫瘍免疫応答

の増強機能について注目されており[49]、前述したようにいつくかの腫瘍細胞は

自ら sulfatide を産生する。したがってαGC により誘導される iNKT 細胞の活性
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化を抑制する sulfatideの作用機序には興味が持たれる。 

 

	 そこで申請者は、sulfatideが iNKT細胞の機能を抑制する機序をより精査する

目的で本研究を行った。その結果、DC上でのαGCの提示による iNKT細胞の活

性化が、non-iNKT細胞の存在しない培養条件でも sulfatideにより抑制されるこ

とが明らかとなった。さらに、sulfatideは in vitroと in vivoで DC上のαGC/CD1d

の複合体量を低下させることが判明し、合成した CD1d 分子へのαGC の結合も

阻害することが示された。以上の結果から、sulfatideは non-iNKT細胞からの作

用を介することなく、DCにおけるαGC/CD1d複合体形成を阻害することにより

その iNKT細胞への提示量を減少させ、結果として iNKT細胞の活性化を阻害し

ていることが明らかとなった。 
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材料と方法  
 

マウス  

 

	 C57BL/6および BALB/cマウスは日本 SLC (浜松、日本)より購入した。Jα281

ノックアウトマウスは谷口克博士(理研 RCAI、横浜、日本)より、OT-IIマウスは

F. Carbone 博士(Melbourne 大学、Parkville、Victoria、Australia)より供与された。

これらのマウスは specific pathogen free環境下で飼育し、生後 6〜13週令で実験

に用いた。すべての実験は本学の動物実験ガイドラインに従って行った。 

 

 

抗体および試薬  

 

	 抗 IL-2 (JES-1A12)、抗 IL-4 (11B11)、抗 IFN-γ (R4-6A2)、FITC化抗 CD11c (N418)、

PE化 rat IgG2a,κ、抗 CD8α (Ly-2)、抗 Ly5.2 (104)、biotin化 rat IgG2a,κ、mouse 

IgG2a,κ、抗 IL-2 (JES6-5H4)、抗 IL-4 (BVD6-24G2)、抗 IFN-γ (XMG1.2)、抗 CD1d 

(1B1)は eBioscience (San Diego、CA、USA)から、FITC化抗 CD19 (1D3)、抗β-TCR 

(H57-597)、PE化 mouse IgG2a,κ、抗 mouse IgG1 (A85-1)、抗αGC/CD1d (L363)、

抗 NK1.1 (PK136)、抗 CD1d (1B1)、biotin化 rat IgG2b,κ、armenian hamster IgG1,κ、

抗 CD40 (3/23)、抗 CD80 (16-10A7)、抗 CD86 (GL-1)、抗 H-2Kb (AF6-88.5)、抗 I-Ab 

(AF6-120.1)、抗 CD154 (MR1)の抗体は BD Biosciences (San Jose、CA、USA)から、

PE化抗 CD1d (1B1)抗体は BioLegend (San Diego、CA、USA)から購入した。 

 

	 PerCP-Cy5.5化 streptavidin、抗 CD4 IMag-MSC、dimer XI (mouse CD1d:Ig)は BD 

Biosciencesから、Alkaline phosphatase化 streptavidin、Cy5化 streptavidinは Jackson 

Immunoresearch Laboratory (West Grove、PA、USA)から、7-aminoactinomycin D、

sheep抗 rat IgG Dynabeadsは Invitrogen (Carlsbad、CA、USA)から、抗 PE-、抗 FITC-、

抗 CD11c-Microbeads は Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach、 Germany)から、

TOPRO-3 iodideはMolecular Probes (OR、USA)から購入した。 

 

	 抗 CD8α (53-6.72)、抗 MHC class II (M5/114.15.2)、抗 CD11b (M1/70)、抗

CD16/CD32 (2.4G2)、抗 CD45R (RA3-6B2.1)、抗 CD62L (Mel-14)、抗 Gr-1 

(RB6-8C5)抗体および Granulocyte-Macrophage colony stimulating factor (GM-CSF: 

J558L)産生性ハイブリドーマは American Type Culture Collection (Manassas、VA、
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USA)より購入しその培養上清を実験に使用した。 

 

	 その他の試薬は以下の通りである。RPMI 1640 (ニッスイ：東京、日本)、

streptomycinおよび penicillin (明治製菓：東京、日本)、fetal bovine serum (FCS、

BioWHITTAKKER ： Lonza Walkersville, Inc. Walkersvi 、 MD 、 USA) 、

α-galactosylceramide (αGC、KRN7000; キリン：東京、日本)、ウシの脳由来の

sulfatide および半合成 sulfatide (lysosulfatide、 palmitoyl sulfatide および

tetracosanoyl sulfatide) (Matreya：Pleasant Gap、PA、USA)、Collagenase D (Roche：

Barsel、Switzerland)、30 % BSA (大日本住友製薬：大阪、日本)、Percoll (American 

Pharmacia Biotec AB ： Uppsala 、 Sweden) 、 para-nitro phenyl phosphatase 

(Sigma-Aldrich：St. Louis、MO、USA)、Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE、

Molecular Probes (Invitrogen))、ovalbumin protein (生化学工業株式会社：東京、日

本)。 

 

	 Sulfatideは 0.5 % Tween 20を含む 0.9 % NaCl溶液に 50 mg/mlになるように溶

かしたものを使用している。 

 

 

細胞の調製方法  

 

	 脾臓の DC は以下のように調製した。C57BL/6 マウスの脾臓を 400 U/ml の

Collagenase D溶液中で砕き、37℃で 45分間インキュベートした。ピペットで撹

拌して得られた細胞集団を遠沈後、30% BSA溶液に懸濁し、RPMI 1640を重層

して遠心(2200rpm、30分)することにより BSAと PRMI溶液境界面の低密度細胞

を回収した。抗体の Fc 受容体を介する非特異的吸着を防ぐため、氷上で 2.4G2

と 30分間反応させた後、抗CD11c-Microbeadsを加えて氷上で 30分間静置した。

その後、MACSカラムで CD11c陽性細胞を分離し、脾臓 DCとして実験に用い

た。 

 

	 肝臓の DC は次のように調製した。C57BL/6 のマウスの肝臓を 400 U/ml の

Collagenase D溶液中でハサミを用いて細かく刻み、37℃で 45分間インキュベー

トした。ピペットで撹拌して組織を崩して PBSで 2回洗浄し、PBSに懸濁して

低速遠心(700 rpm、1分)にて分解できなかった組織片等を遠沈して上清を回収し

た。上清中の細胞を遠沈し、PBSで希釈した 40 % Percollに懸濁して 70 % Percoll
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に重層し、遠心(3000 rpm、20分)した。40 %と 70 % Percollの間に集積した細胞

を回収してコットンで濾過し、脾臓 DC 調製時と同様に 2.4G2 処理後、抗

CD11c-Microbeadsを用いて CD11c陽性細胞を分離して、肝臓の DCとして実験

に使用した。 

 

	 NKT 細胞は以下のように調製した。C57BL/6 マウスの脾臓をステンレスメッ

シュ上で破砕し、ACK buffer (0.15 M NH4Cl、0.01 M KHCO3、0.01 mM EDTA)で

赤血球を溶血除去後、白血球細胞を CD8、MHC class II、CD11b、CD16/CD32、

CD45Rおよび CD62Lに対する抗体と共に RPMI 1640に懸濁して、撹拌しなが

ら4℃で90分間反応させた。細胞をRPMI 1640で洗浄した後、撹拌しながらSheep

抗 rat IgG Dynabeadsと 4℃で 1時間反応させた。磁石を用いて Dynabeadsと結合

した細胞を除去し、残った細胞を Dead Cell Removal Microbeads (Miltenyi Biotec)

を含む溶液に懸濁し、常温で 15分間静置した後、MACSカラムを用いて死細胞

を除いた。得られた細胞を FITC化抗 CD19抗体およびαGC/CD1d-IgG1複合体と

氷上で 1時間反応させた。細胞をMACS bufferで洗浄して、PE化抗 mouse IgG1

抗体と氷上で 1時間反応させ、さらにMACS bufferで洗浄後、抗 PE Microbeads

と氷上で 30分間反応させた。MACSカラムで PE-αGC/CD1d陽性細胞を濃縮し

た。この細胞をナイロンメッシュに通し、FACSVantage (Becton Dichinson 

Immunocytometry & Cellular Imaging、CA、USA)を用いて PE+FITC-の細胞を精製

し、iNKT 細胞として使用した。一部の実験では、死細胞除去後に細胞を FITC

化抗β-TCR 抗体および PE 化抗 NK1.1 抗体と氷上で 1 時間反応させた。MACS 

bufferで洗浄後、抗 PE Microbeadsと氷上で 30分間反応させ、MACSカラムで

PE-NK1.1 陽性の細胞を濃縮した。この細胞をナイロンメッシュに通し、

FACSVantageで FITC+PE+の細胞を精製し、NKT細胞(iNKT細胞および non-iNKT

細胞)として実験に用いた。 

 

	 OT-II T 細胞は以下のように調製した。OT-II マウスの脾臓および体表リンパ

節をステンレスメッシュ上で破砕し、ACK buffer で赤血球を除いた後、細胞を

CD8、MHC class II、CD11b、CD16/CD32、CD45Rおよび Gr-1に対する抗体入り

の RPMI 1640に懸濁して、撹拌しながら 4℃で 90分間反応させた。細胞を RPMI 

1640で洗浄した後、撹拌しながら Sheep抗 rat IgG Dynabeadsと 4℃で 1時間反

応させた。磁石を用いて Dynabeads と結合した細胞を除去し、残った細胞を抗

CD4 IMag-MSCと氷上で 30分間反応させ、MACSカラムで CD4陽性細胞を調

製した。 
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細胞の培養  

 

	 脾細胞は 5 % FCS、50 µM 2-mercaptoethanol、100 U/ml penicillinおよび 100 

µg/ml streptomycin入りの RPMI 1640 (以下 R5)に懸濁し、8x105 cells/200 µl/well

で 96穴平底プレートに播き、3日間培養した。精製したNKT細胞(β-TCR+NK1.1+)

および iNKT細胞はR5に懸濁し同数の脾臓DCとともに、1-2x104 cells/200 µl/well

で 96穴丸底プレートに播いて 3日間培養した。一部の実験では脾臓 DCを 100 

ng/mlのαGCと様々な濃度の sulfatide存在下で 19時間培養した後に、洗浄して

1x104個の DC を 1x104個の iNKT 細胞と 3 日間共培養した。培養上清中のサイ

トカイン濃度は ELISAまたは Cytometric Bead Array (CBA)により測定した。 

 

 

サイトカイン産生量の測定  

 

	 ELISA法では、抗 IL-4、抗 IFN-γあるいは抗 IL-2抗体を 0.1 Mの NaHPO4溶液

(pH 8.4)で 1 µg/mlに希釈し、96穴 ELISA用プレート(Nalge Nunc International、

New York、USA)に 50 µl/wellで入れ、一晩常温で静置して固層化した。3 % BSA

溶液を 150 µl/well加えて室温で 1時間ブロッキングした後プレート洗浄し、段

階希釈した標準サイトカインあるいは培養上清を 50 µl/well入れ、室温で 2時間

静置した。プレート洗浄後、0.5 µg/mlの biotin化抗 IL-4、抗 IFN-γあるいは抗 IL-2

抗体をそれぞれ 50 µl/wellで加え、室温で 1時間静置した。プレート洗浄後、0.125 

µg/mlの Alkaline phosphatase-conjugated strepavidinを入れ、室温で 30分間静置し

た。プレート洗浄後、rapra-nitro phenyl phosphate で発色させ、VERSAMAX 

(Molecular Devices、CA、USA)を用いて 405 nmの吸光度を測定した。 

 

	 Cytokine Beads Array (CBA)法では、96 穴 V 字底プレートに CBA Mouse 

Inflammation Kit またはCBA Mouse Th1/2/17 Kit (BD Biosciences)の各サイトカイ

ン特異的ビーズと段階希釈した標準サイトカインあるいは培養上清 30 µlととも

に各サイトカインに特異的な PE 化抗体を加えて室温で 2 時間静置し、洗浄後、

FACSCaliburで測定した。 
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DCのαGCに対するエンドサイトーシスへの sulfatideの影響の評価  

 

	 脾臓 DCを 1x105 cells/wellで 96穴丸底プレートに播き、100 ng/mlの Cy5標識

αGCまたは Cy5および様々な濃度の sulfatideを添加して 37℃または氷上で 1時

間インキュベートした。細胞を氷冷した PBS で洗浄し、細胞表面マーカーを染

色して FACSCaliburで測定した。解析ソフト FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, 

USA)を用いて蛍光標識強度（mean fluorescence intensity: MFI）を算出した。各群

のαGCの取り込み量は次のように算出した: ｛37ºC処理群の(Cy5-αGCのMFI) –

同じ条件下での (Cy5のMFI｝｝ – ｛氷上に静置した群の(Cy5-αGCのMFI) –同

じ条件下での (Cy5のMFI)｝。 

 

 

DC細胞表面に形成されたαGC/CD1d複合体数の計測  

 

	 脾臓DCを1x105 cells/wellで96穴丸底プレートに播き、100 ng/mlのαGCと様々

な濃度の sulfatideを添加して 19時間培養した。洗浄後、PE化抗αGC/CD1dまた

は抗 CD1d 抗体と共に氷上で 1 時間静置・染色し、Phycoerythrin Fluorescence 

Quantitation Kit (QuantiBRITETM PE : BD Biosciences)を用いてそれぞれの分子数

を CellQuestソフトウエアで算出した。 

 

	 生体内でのαGC/CD1d形成量を評価する場合は C57BL/6マウスに vehicle (200 

µlの PBS)、4 µgのαGC、30 µgの sulfatide、またはαGCと sulfatideの混合液を

腹腔内投与した。4時間後に脾臓の DCを調製して PE化抗αGC/CD1dまたは抗

CD1d抗体で染色し、FACSCaliburで測定し、FlowJoで解析した。 

 

 

無細胞系でのαGC/CD1dの形成量の評価  

 

	 96穴 FIAブラックプレート(Greiner Bio-One、Frickenhausen、Germany)に PBS 

(pH 7.4)あるいはリン酸クエン酸緩衝液(pH 4.3〜7.0)に 20 nMに希釈した biotin

化 dimer XI を 50 µl/well で入れ、室温で 24 時間静置した。その後αGC および

sulfatideを蒸留水に終濃度がそれぞれ 132 nMおよび 330あるいは 660 nMにな

るよう希釈して 1 µl/wellで直接加え、ピペッティングにてよく撹拌して 37℃で

24時間反応させた。150 µlの 3 % BSAを添加して室温で 1時間ブロッキングし、
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プレートを蒸留水で洗浄してから PE化抗αGC/CD1d抗体および Cy5-streptavidin

を 50 µl/well加えて 2時間室温で静置した。その後、プレートを蒸留水で洗浄し、

プレートリーダーSPECTRAmax GEMINI EM (Molecular Devices、Sunnyvale, CA、

USA)により蛍光強度を測定した。 

 

 

生体へのαGC、sulfatide投与による作用の検討方法  

 

	 C57BL/6マウスに vehicle (200 µlの PBS)、4 µgのαGC、30 µgの sulfatideを単

独あるいはαGC と sulfatide の混合液を腹腔内投与して経時的に採血し、血清中

のサイトカイン濃度を CBA Mouse Th1/2/17 Kitおよび CBA Mouse Inflammation 

Kitにより測定した。また腹腔内投与 3時間後に脾細胞を調製して PE化抗 CD40

あるいは抗CD86抗体やbiotin化抗CD154抗体およびCy5-streptavidinで染色し、

それぞれの iNKT細胞における発現を FACSCaliburで測定した。 

 

 

生体内での抗原特異的 T細胞応答に対する sulfatideの作用の検討方法  

 

	 OT-IIマウスから調製したCD4 T細胞を1x107 cells/mlになるようにRPMI 1640

で懸濁し、CFSEを加えて 37℃で 15分間インキュベートした。標識した細胞を

PBSで 3回洗浄して PBSに懸濁し、Jα281 KOマウスの静脈に 2x106 cells/200 µl

で投与した。1日後に vehicle (200 µlの PBS)、30 µgのOVA 蛋白、30 µgの sulfatide

を単独で、あるいはOVAと sulfatideの混合液をこれらのマウスに腹腔内投与し、

その 3 日後に脾細胞を PE-Cy7 化抗 CD4 抗体および TOPRO-3 で染色して

FACSCaliburで移入した T細胞の増殖を測定した。 

 

 

有意差検定法  

 

	 実験結果は各群 3 検体の平均値±標準偏差で示した。有意差検定は Student’s 

t-test法を用い、ｐ値が 0.05以下の場合を有意とした。全ての実験は少なくとも

2回以上実施し、典型的なものを本稿に示した。 
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結果  
 

 

iNKT細胞の活性化に sulfatideが与える影響の検討  

 

	 non-iNKT細胞は抗腫瘍免疫応答に対して抑制的に作用することが報告されて

いる[50]。また、sulfatide により活性化した non-iNKT 細胞は腫瘍免疫応答を抑

制するが、αGC により活性化した iNKT 細胞は亢進させることが示され、両者

を同時に in vitroで刺激しても iNKT細胞の応答が低下することが示されている

[35]。 

	 そこで iNKT細胞および non-iNKT細胞の両者と抗原提示細胞としての DC含

む脾細胞を用いて、αGC により誘導されるサイトカイン産生に sulfatide が与え

る影響を調べた（図 3A）。C57BL/6マウス（図 3B）と BALB/cマウス（図 3C）

の両方の脾細胞を用いて検討したところ、iNKT 細胞による IL-2、IL-4、IFN-γ

産生量は添加した sulfatideの濃度依存的に低下した。しかし、sulfatide単独では、

調べたサイトカインについて有意な産生は認められなかったことから、sulfatide

は non-iNKT細胞の活性化を誘導せずにαGCに対する iNKT細胞に何らかの作用

を及ぼしていることが推測される。なお、BALB/cマウスは NK1.2アロタイプで

あり、NKT細胞の同定の一助とする抗 NK1.1抗体が使用できないため、これ以

降の実験では C57BL/6マウスを使用することにした。 

 

	 脾細胞中には NKT 細胞や DC 以外の細胞が含まれており、それらが sulfatide

の作用に関与する可能性があるので、次に精製した NKT細胞を用いて、同様の

実験を行うこととした（図 4A）。脾臓より NKT 細胞を NK1.1+β-TCR+細胞とし

て精製した（図 4B、左図）。この細胞集団における iNKT細胞と non-iNKT細胞

の構成比率はおよそ 1:1 であった（図 4B、右図）。精製した NK1.1+β-TCR+細胞

はαGCおよび sulfatide存在下で抗原提示細胞の DCとともに培養した。iNKT細

胞の IL-2、IL-4、IFN-γ産生量は脾細胞を用いた時と同様に sulfatide の濃度依存

的に低下したが、sulfatide 単独ではサイトカイン産生は認められなかった（図

4C）。 

	 ところが、脾臓から iNKT細胞（αGC/CD1d+）を精製し DCとともに培養した

場合でも（図 5A）、αGCにより誘導される IL-2、IL-4、IFN-γの産生量は sulfatide

の濃度依存的に低下した（図 5B）。したがって、sulfatideは non-iNKT細胞非存

在下でも DC によるαGC の提示を介した iNKT 細胞の活性化を阻害することが
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図 3.  αGC 誘導性の脾細胞のサイトカイン産生に sulfatide が与える影響の検討

　(A) 実験の概念図

　C57BL/6 マウス (B) または BALB/c マウス (C) の脾細胞を 10 ng/ml の αGC および

2、10、50 μg/ml の sulfatide あるいは相当量の vehicle (Tween 20) 存在下で 3 日間培

養し、培養上清中の IFN-γ、IL-4、IL-2 の濃度を ELISA にて測定した。
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　(A) 実験の概念図

　(B) マウスの脾細胞を β-TCR、NK1.1 と αGC/CD1d-Ig 複合体あるいは対照として

CD1d-Ig で染色し、flowcytometer で測定した。左のプロットは生細胞にゲートをか

けたもので、中央と右のプロットはさらに左のプロットに示すように

β-TCR+NK1.1+ 細胞にゲートをかけたものである。

　(C) 精製した脾臓の NKT 細胞 (β-TCR+NK1.1+) を、脾臓の DC とともに、10 ng/ml
の αGC および 2、10、50 μg/ml の sulfatide あるいは相当量の vehicle (Tween 20) 存
在下で 3 日間培養し、培養上清中の IFN-γ、IL-4、IL-2 の濃度を ELISA にて測定した。
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明らかになった。 

 

Sulfatideの DCによるαGCに対する食作用と表現型に与える影響の検討  

 

	 iNKT細胞の応答は DCの抗原提示量や共刺激分子の発現レベルの影響を受け

ることが知られている。iNKT細胞の TCRは CD1dに提示された sulfatideを認識

しないことが示されているので[25]、sulfatide が DC の活性を低下させている可

能性を検討することにした。まず、DCのαGCの取り込みに sulfatideが与える影

響を検討した。αGC は予め Cy5 で標識したものを用い、sulfatide を同時に添加

して DCの Cy5-αGCの蛍光強度を測定した。その結果、sulfatideはαGCの取り

込みを阻害しなかった（図 6）。 

 以上図 3〜6 の結果は本研究室修士課程修了者の田角裕介氏により示された結

果（「糖脂質 sulfatideが type I NKT細胞の機能及び樹状細胞の成熟に与える作用

の解析」（2010））を申請者自身が追試したものである。 

 

	 DCは培養することにより時間経過と共に成熟し、その抗原提示分子や共刺激

分子の発現を増強することが知られている。そこで次に、これらの分子の発現

上昇を sulfatideが阻害している可能性を検討した。sulfatideは DCを単独で培養

した際の共刺激分子の発現レベルに影響せず、αGC を提示するための CD1d 分

子やMHCクラス Iおよびクラス II分子の発現レベルが sulfatideによって低下す

ることもなかった（図 7）。 

 

 

DCにおけるαGC/CD1d複合体形成に sulfatideが与える影響の検討  

 

	 αGCも sulfatideも CD1dと結合する糖脂質であるため、sulfatideが細胞表面や

細胞内に取り込まれた後のエンドソーム／リソソーム系小胞内において競合的

にαGC と CD1d の結合を阻害し、その結果 iNKT 細胞の活性化を阻害している

可能性が考えられる。そこで、αGC、sulfatide存在下で脾臓 DCを培養し、細胞

表面に提示されるαGC/CD1d 分子を、それに特異的な抗体で染色して FACS で

解析したところ、CD1dの蛍光強度には大きな影響は認められなかったが、予想

通りDCが提示するαGC/CD1dの量は sulfatideの濃度依存的に低下した （図 8A）。

発現されているこれらの分子をより定量的に計測するため、Quantitation Kitを用

いて検討した。その結果、αGC を結合する CD1d 分子数は CD1d 全体のおよそ

18
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図 6.  DC の αGC の取り込みに sulfatide が与える影響の検討

　脾臓の DC に 100 ng/ml の Cy5-αGC または Cy5 を加え、37ºC のインキュベーター

内あるいは氷上で 1 時間培養した。その後、CD11c を染色し、flowcytometer で取

り込まれた Cy5 の量を測定した。図は CD11c 陽性細胞の Cy5 の蛍光強度を示して

おり、37ºC で培養した群の値から氷上で培養した群の値を控除したものを示して

いる。
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図 7. DC の表現型に sulfatide が与える影響の検討

　脾臓の DC を 2、10、50 μg/ml の sulfatide あるいは vehicle 存在下で 24 時間培養し、

CD11c および CD1d、CD40、CD80、CD86、H-2Kb、I-Ab 分子を染色して

flowcytometerで測定した。図はCD11c陽性細胞にゲートをかけたものを示している。
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図 8. DC の αGC/CD1d の提示に sulfatid が与える影響の検討

　脾臓の DC を 100 ng/ml の αGC および 2、10、50 μg/ml の sulfatide または相当量

の vehicle 存在下で 19 時間培養し、細胞表面の αGC/CD1d あるいは CD1d を染色し

て flowcytometer で測定した。ヒストグラム (A) は CD11c 陽性細胞の各分子の発現

レベルを示している。また下段のグラフ (B) は、QuantiBRITE PE を用いて定量化

した CD11c 陽性細胞上の αGC/CD1d および CD1d の分子数を示している。
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5 ％であった。またここに 20倍量の sulfatideを添加すると、その値が 1/3に低

下し、さらに sulfatideを増量することにより濃度依存的に低下した（図 8B、左

図）。しかし、図 7 の結果と一致して、このときの DC 上の CD1d の分子数は

sulfatideの影響を受けなかった（図 8B、右図）。 

 

	 このような現象を細胞応答として検出するため、予めαGC と sulfatide 存在下

で培養した DCを抗原提示細胞として用いることにして、iNKT細胞と共培養を

行った（図 9A）。すると、iNKT細胞の IFN-γ産生量は、DCパルス時に添加した

sulfatideの濃度に依存して低下することが示された（図 9B）。したがって、図 3

〜5で観察されたαGCにより誘導される iNKT細胞のサイトカイン産生量の低下

は、sulfatideによる DCのαGC/CD1d提示量低下に起因すると考えられる。 

 

 

CD1d分子へのαGCの結合に sulfatideが与える影響の検討  

 

	 αGC の CD1d への結合はエンドソームで効率よく行われることが知られるが

[51-53]、ごく一部はペプチド抗原のMHC分子を介する提示の場合のように細胞

表面でも起こることが明らかである[54]。そこで、sulfatideによるαGC と CD1d

の結合の阻害を、CD1d-Ig分子を用いて cell-freeの条件下で調べることにした。 

	 Biotin化した CD1d分子をプレートに固層化し、特異的抗体を用いて、様々な

pH の緩衝液中でαGC を加えてαGC/CD1d 分子の形成量を検討した（図 10A）。

その結果、pH 5.2 の場合にもっとも効率よく複合体が形成されることが分かっ

た（図 10B）。しかも、中性でも pH 5.2の条件でも、αGC/CD1dの形成量は、αGC

と同時に sulfatideを添加することで阻害された（図 10C）。なお、プレートに固

層化される CD1d 分子の量を Cy5-streptavidin で検出したところ sulfatide や溶液

の pHに依らず一定量が固着していることが確認された（図 10D）。 

	 αGC/CD1d複合体形成量と iNKT細胞応答との相関を調べるため、抗 CD28抗

体による補助刺激存在下で図 10 のように形成した固層化αGC/CD1d-Ig により

iNKT細胞を刺激して、産生されたサイトカイン量を測定した（図 11）。対照群

に比べた応答性を算出した結果、αGC/CD1d複合体形成時に sulfatideが共存して

いた場合は、sulfatide添加なしの場合に比べて iNKT細胞の産生するサイトカイ

ンの量は sulfatideの量依存的に減少することが示された。 
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図 9. αGC、sulfatide でパルスした DC の iNKT 細胞の活性化能の評価

　(A) 実験の模式図

　(B) 脾臓の DC を 100 ng/ml の αGC および 2、10、50 μg/ml の sulfatide あるいは

相当量の vehicle で 19 時間パルスし、洗って iNKT 細胞と共培養した。3 日後、培

養上清中の IFN-γの濃度を ELISA にて測定した。
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図 10.  CD1d 分子への αGC の結合に sulfatide が与える影響の検討

　(A) 実験の概念図

　(B) プレートに固層化した CD1d-Ig を様々な pH のリン酸クエン酸緩衝液中で

132 nM の αGC と 37Cº で 24 時間反応させ、PE 化抗 αGC/CD1d 抗体で染色し、PE
の蛍光強度をプレートリーダーで測定した。

　(C) pH 5.2 または 7.0 の条件下で、固層化した CD1d-Ig に 132 nM の αGC とその

2.5 または 5 倍の濃度の sulfatide を加え、(A) のように処理して αGC/CD1d の形成

量を測定した。図中には各 pH の sulfatide を含まない群の蛍光強度を 100 とした際

の相対値を示している。

　(D)pH 4.3〜7.4 の条件下で (B) と同様に CD1d-Ig と αGC および sulfatide を反応さ

せ、CD1d-Ig をプレートリーダーで定量化した。
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図 11.  固層化した CD1d-Ig 分子による iNKT 細胞の活性化への sulfatide の影響の検

討

　プレートに固層化した CD1d-Ig を、pH 5.2 または 7.0 で 132 nM の αGC とその 5
倍あるいは 25 倍の濃度の sulfatide とインキュベートし、プレートを洗ってから

iNKT 細胞と抗 CD28 抗体を加えて培養した。3 日後の培養上清中の IFN-γ、IL-2 の

濃度を ELISA により測定した。グラフは、CD1d-Ig に αGC のみを加え、その後

iNKT 細胞を加えて抗 CD28 抗体存在下で培養した際の応答を 100 % として表して

いる。
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Sulfatide isoformによるαGC/CD1d形成阻害効果の検討  

 

	 本研究で使用している sulfatide は先行研究で用いられているものと同じで、

ウシの脳から調製したものである。この sulfatide にはセラミド部位の脂肪酸側

鎖の長さの異なるいくつかの isoformが含まれ、その約 30 %はC24:1（炭素数 24、

不飽和結合数 1）、約 20 %は C24:0（炭素数 24、不飽和結合なし）の脂肪酸側鎖

をもつ。この混合物中のどの sulfatideの isoformがより強いαGC/CD1d形成阻害

効果をもつか検討するために、三つの sulfatide半合成体、すなわち lysosulfatide 

（脂肪酸側鎖なし）、palmitoyl sulfatide （C16:0）および tetracosanoyl sulfatide 

（C24:0）を用いて、図 10と同様の無細胞系の実験を行った（図 12A、左図）。

pH 7.0では、sulfatide半合成体のうち tetracosanoyl sulfatideのみ有意にαGC/CD1d

複合体形成を阻害した。有意差はないものの、pH 5.2でも tetracosanoyl sulfatide

存在下ではαGC/CD1d 量が低下する傾向がみられた。CD1d への affinity が弱い

ことが以前に示唆されている lysosulfatide は[53]、どちらの pH 下でもαGC の

CD1d への結合に影響しなかった。また、palmitoyl sulfatide を添加した場合も

lysosulfatide と同様 CD1d への結合に対する影響は認められなかった。なお、プ

レートに固層化された CD1d分子の量は pHや脂質の添加の影響を受けず、一定

であった（図 12A、右図）。 

 

	 次に DCを用いて、αGC存在下で培養した際のαGC/CD1dの提示量に sulfatide

半合成体が与える影響を検討した（図 12B）。Tetracosanoyl sulfatide はウシの脳

由来の sulfatide と同等の複合体形成阻害効果をもち、図 12A と一致した結果と

なった。一方無細胞系では効果がなかった sulfatide半合成体の内、lysosulfatide に

は DC のαGC/CD1d 形成阻害活性は認められなかったが、palmitoyl sulfatide は

αGC/CD1d 形成を中程度に阻害することが示された。これらの結果から、ウシ

の脳の sulfatideに多く含まれる tetracosanoyl sulfatideがαGCと CD1dの結合を効

果的に阻害することが推測される。 

 

 

生体内での DC のαGC/CD1d 形成と iNKT 細胞への提示に sulfatide が与え

る影響の検討  

 

	 次に、sulfatide投与が生体内 DCのαGC/CD1d形成に阻害作用を及ぼすのかど

うかを検討した。マウスにαGCと sulfatideの一方あるいは両方を腹腔投与し、4
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図 12.  sulfatide の各 isoform の αGC/CD1d 形成阻害効果の検討

　(A) 図 10A と同様のプレートに固層化した CD1d-Ig を用いる実験を、sulfatide ( ウ
シの脳由来 )、lysosulfatide、palmitoyl sulfatide または tetracosanoyl sulfatide を用いて

行った。各 sulfatide は αGC の 5 倍の濃度を用いた。

　(B) 図 8 と同様の脾臓 DC の αGC/CD1d 提示量をみる実験を、sulfatide ( ウシの脳

由来 )、lysosulfatide、palmitoyl sulfatide または tetracosanoyl sulfatide を用いて行った。

各 sulfatide の濃度は 12 μM である。
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時間後に脾臓ならびに iNKT細胞の割合が多い肝臓のDCを調製して細胞表面に

おけるαGC/CD1d表出量を特異的抗体により染色して評価した（図 13A）。その

結果、脾臓と肝臓両者の DC においてαGC と同時に sulfatide を投与することに

よりαGC/CD1d形成量が低下していた。脾臓 DCにおける平均蛍光強度を算出し

て比較した結果からも、αGC 投与マウスの脾臓 DC 上のαGC/CD1d は sulfatide

投与により有意に低下していることが明らかであった（図 13B）。 

 

	 そこで、αGC投与により誘導される血清中のサイトカイン量に対する sulfatide

の影響を検討した（図 14）。血清中の IL-4 と TNF-α産生は sulfatide の同時投与

により抑制されることはなく、2時間の時点での IL-4は、sulfatide投与群の方が

少し高い値を示したものの有意差はなかった。これに対し IFN-γや IL-12p70の濃

度上昇は sulfatide投与により強く抑制された。とりわけ、刺激後 10時間以降で

認められるNK細胞によるとされる IFN-γ産生が低下していることが明らかとな

った。 

 

	 αGC/CD1dとインバリアント TCRを介した DCと iNKT細胞の相互作用は、

DC の CD40、CD86 と iNKT 細胞の CD40L の発現量増加を誘導する。CD40 と

CD40L の相互作用は DC の IL-12p70 産生増強に重要であり[47]、この IL-12p70

は NK 細胞による IFN-γ産生に必須である[55]。そこで、これらの細胞間相互作

用に関与する分子の発現を、iNKT細胞上の CD40L、DC上の CD40と CD86に

注目して検討した。その結果、iNKT細胞上の CD40Lの発現はαGC投与後 3時

間でピークになり、DC上の CD40および CD86は 2時間を過ぎたころから上昇

することが示された（図 15A）。 

	 3時間の時点における、DCの発現する CD40、CD86の量は sulfatideの影響を

受けなかったが、iNKT 細胞の CD40L の発現レベルの上昇はαGC と同時に

sulfatide を投与した群では大きく抑制された（図 15B）。以上の結果は、DC の

αGC/CD1d表出量の低下により iNKT細胞とDCの相互作用の強度あるいは頻度

が減少していること示すものと考えられる。 

 

 

CD4 T細胞の活性化に sulfatideが与える影響の検討  

 

	 抗原提示において、CD1d分子とMHCクラス II分子を介する抗原の負荷は共

に食作用能に依存するという点で類似している[56]。そこで、sulfatide が MHC
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図 13. in vivo での sulfatide の αGC/CD1d 提示の阻害作用の検討

マウスに vehicle (200 μl の PBS)、αGC 4 μg、sulfatide 30 μg、または αGC と

sulfatide 両方を腹腔投与し、4 時間後に脾細胞あるいは肝臓の細胞を染色して、DC
上の αGC/CD1d 量を flowcytometer により測定した。(A) 脾細胞 ( 左のヒストグラム )
はCD11+の細胞に、肝臓の細胞 (右のヒストグラム )はCD11c+CD11blowの細胞にゲー

トをかけてある。(B) 棒グラフは各群 3 匹のマウスの脾細胞の結果をまとめたもの

である。

A

B

29



Vehicle

αGC
αGC+sulfatide

Sulfatide

IL-4

0 5 10 15 20 25

    0.4

    0.3

    0.2

      0

    0.1

IL-12p70

0 5 10 15 20 25

    0.3

    0.2

      0

    0.1

IFN-γ

0 5 10 15 20 25

    1.5

    1.0

      0

    0.5

図 14.  αGC 投与により誘導される血清中のサイトカインに sulfatide が与える影響

の検討

　マウスに vehicle (200 μl の PBS)、αGC 4 μg、sulfatide 30 μg、または αGC と

sulfatide 両方を腹腔投与し、経時的に採血して血清中のサイトカインの濃度を CBA
により測定した。図は各群 3 匹のマウスの結果をまとめたものである。
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図 15.  αGC 投与による iNKT 細胞および DC の活性化への sulfatide の作用の検討

　(A) マウスに αGC 4 μg を腹腔投与し、2、4、6 時間後に脾細胞を調製して染色し、

flowcytometer により iNKT 細胞上の CD40L と DC 上の CD40 および CD86 の発現レ

ベルをそれぞれ測定した。iNKT 細胞は αGC/CD1d+B220-、DC は CD11c+ にゲート

をかけてある。図は各群 2 匹のマウスの結果をまとめたものである。

　(B) マウスに vehicle (200 μl の PBS)、αGC 4 μg、sulfatide 30 μg、または αGC と

sulfatide 両方を腹腔投与し、3 時間後に (A) と同様に染色し測定した。CD40L は

iNKT 細胞、CD40 と CD86 は DC が発現しているものをみている。グラフは各群 3
匹のマウスの結果をまとめたものである。
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クラス II分子を介した CD4 T細胞へのペプチド抗原の提示に干渉するかどうか

検討した。iNKT細胞を欠く Jα281欠損マウスに CFSEで標識した OT-II T細胞

（CD4+）を移入し、翌日に OVA蛋白を単独あるいは sulfatideと同時に腹腔投与

し、3日後に OVA由来のペプチド/MHCクラス II分子複合体を認識し活性化し

た OT-II T 細胞の増殖を検討した。その結果、抗原特異的 T 細胞の増殖には

sulfatide は影響しないことが示された（図 16）。したがって、sulfatide は CD1d

を介するαGC の提示には抑制的に作用するが、MHC クラス II を介する抗原提

示には作用しないことが明らかになった。 

 

	 以上の結果を踏まえ申請者は、sulfatideがαGCによる iNKT細胞の活性化を阻

害するのは、主として CD1d を介したαGC の提示を阻害しているためであると

いう結論に至った。 
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図 16.  CD4 T 細胞の活性化に sulfatid が与える影響の検討

　OT-II マウスから調製した CD4 T 細胞を CFSE で標識し、Jα281 欠損マウスに移

入した。翌日、vehicle (200 μl の PBS)、OVA 30 μg、sulfatide 30 μg、または OVA と

sulfatide 両方を腹腔内投与し、その 3 日後に脾細胞を染色して移入した OT-II T 細

胞の増殖を flowcytometerにより測定した。ヒストグラムはCFSE+CD4+の細胞にゲー

トを設定して解析した。棒グラフは各群3匹のマウスの結果をまとめたものである。
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考察  
 

	 iNKT細胞は CD1d依存的に、微生物感染[57]やウイルス感染に対する応答[58]、

抗癌免疫応答[59]や自己免疫疾患[60]といった様々な生体防御機構に寄与するこ

とが知られている。このため、iNKT細胞の応答を制御することには重要な意義

がある。近年、sulfatide は non-iNKT 細胞の働きを介して、iNKT 細胞が誘導す

る免疫応答を抑制する作用を持つことが報告されている[31, 32, 34, 35]。これら

の研究では、sulfatideをマウスに投与してその抑制作用を検討する手法を主に用

いており、細胞レベルでの sulfatide の詳細な作用は追究されていない。そのた

め、non-iNKT細胞が産生するサイトカインの直接あるいは間接の作用は示唆さ

れてはいるものの、厳密な作用機構は不明である。特に、精製した non-iNKT細

胞の sulfatide への応答の検討がなされていない。また、主要な抗原提示細胞で

ある DC のαGC 提示に対する影響についての報告もない。そこで本研究におい

て iNKT細胞の応答への sulfatideの影響を精査した。その結果、sulfatideは単独

で non-iNKT細胞を介さなくても、αGCによる iNKT細胞の活性化を低下させる

ことが明らかとなった。さらに sulfatideの抑制作用は主に DCのαGC/CD1d提示

の阻害に拠ることが示された。 

 

	 DC存在下でαGCにより刺激した精製した iNKT細胞の IFN-γ、IL-4および IL-2

の産生量は sulfatide添加により低下したことから、non-iNKT細胞を介さない抑

制作用を sulfatideがもつことが示された（図 5）。しかし、IFN-γや IL-2の産生量

低下は 2 µg/mlの sulfatideで認められたのに対して、IL-4の産生量を低下させる

には 10 µg/mlより多量の sulfatideが必要であった。iNKT細胞の IL-4産生に必

要な刺激の閾値は IL-2や IFN-γに比べて低いため[61]、sulfatideの影響が現れに

くくなっているからだと考えられる。 

 

	 αGCが効率良く CD1dと結合するのはエンドソーム/リソソーム内であること

が示されている[51-53]。これらの報告と一致して、プレートに固層化した

CD1d-Ig分子へのαGCの結合量は生理的な pHより pH 5.2のときの方が多かっ

た（図 10）。CD1dと同じMHCクラス I様の分子であるヒト CD1bも脂質抗原を

T 細胞に提示する働きをもつが[18]、CD1b の場合、炭化水素鎖が入る疎水性ポ

ケットの入り口にあたるα-へリックスが酸性条件下では少し開き、これが低 pH

で CD1b が脂質抗原と良く結合することの一因である可能性が示唆されている

[62]。このことから、CD1d でも同様なα-へリックスの構造変化が起こる可能性
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が考えられる。一方、ヒトの CD1d もマウスの CD1d も、炭化水素鎖が入る F’

ポケットの入り口付近にアスパラギン酸（80 番目）があり、これは生理的 pH

では負に帯電している[63]。これが pHの低下によって中和されることが、αGC

の CD1dへの親和性を上げる可能性も推測される。 

	 プレートに固層化した CD1d 分子へのαGC の結合には非イオン性界面活性剤

の Triton X-100（0.05％）あるいは saposin Bが有効に作用することが示されてい

る[52, 64]。Saposin Bはスフィンゴ脂質のリソソームでの分解に生理的役割を担

うと考えられている分子であるが[65]、リン脂質に結合し、膜間での輸送にも関

与していることも報告されており、その作用は酸性条件下で最大の効果をもつ

ことが明らかである[66]。Saposin BによるαGCの CD1dへの結合を促進する働

きは pH 6.0において至適であることから、Saposin Bはリソソームではなくエン

ドソームで作用している可能性が指摘されている[64]。本研究の CD1d分子をプ

レートに固層化する系では Triton Xも saposin Bも加えていない。しかし、αGC

の vehicleに含まれる同じく非イオン性界面活性剤の Tween 20が Triton-X-100と

同様に、その CD1dへの結合を補助した可能性は残る。 

 

	 本研究で主に使用した sulfatide はウシの脳から精製したもので、いくつかの

炭化水素鎖の異なる isoformからなる。このうち約 30 %は C24:1、20 %は C24:0

（すなわち tetracosanoyl sulfatide）、約 10 %が C24:0 2 OH (2番目の炭素がヒドロ

キシル化されたもの)であり、palmitoyl sulfatide（C16:0）および lysosulfatideは

それぞれ 1 %および 5 %以下である。図 12に示すように、sulfatide半合成体のな

かでは tetracosanoyl sulfatideが、CD1d-Igを用いた系および脾臓 DCを用いた系

で顕著にαGC/CD1d複合体形成を阻害した。一方 lysosulfatideは複合体形成阻害

効果を持たなかった。Non-iNKT細胞株の Hy19.3や、その親細胞株である XV19

は脾細胞等により提示された palmitoyl sulfatideや tetracosanoyl sulfatideには応答

せず、lysosulfatideを認識して IL-2を産生することが報告されており[53, 67]、こ

れらの細胞株のTCRと lysosulfatide/CD1d複合体の結合は結晶構造解析により明

らかにされている[68, 69]。したがって、lysosulfatideは CD1dに対する親和性が

低い故にαGC の CD1d への結合を競合阻害しないが、生体内においては

lysosulfatide応答性の non-iNKT 細胞を活性化して、iNKT細胞を含め他の細胞の

応答性に影響を及ぼしている可能性は否定できない。しかし、EAE の症状緩和

に有用な isoformは C24:1の sulfatideであり、tetracosanoyl sulfatideや lysosulfatide

は効果を持たないことも示された[30]。したがって、異なる TCR を発現する

non-iNKT細胞がそれぞれのリガンドを認識することにより影響をおよぼしてい
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る可能性がある。 

	 肝炎や肺の炎症、肝臓の虚血性再灌流傷害、抗癌免疫応答の研究で使用され、

応答への抑制効果が示された sulfatide は本研究で主に使用しているものと同じ

ウシの脳から精製したものである。しかし、この sulfatideを脾細胞や NKT細胞

に添加しても IL-2の産生はみられなかった（図 3、4）。したがってこの sulfatide

中には lysosulfatide 応答性の non-iNKT 細胞を活性化させるのに十分な

lysosulfatide が含まれていないか、脾細胞中には Hy19.3 や XV19 に相当する

lysosulfatide 応答性の non-iNKT 細胞の数が非常に少ないのかもしれない。興味

深いことに、脾細胞を使用した実験とは異なり、プレートに固相化された CD1d

分子に提示された palmitoylおよび tetracosanoyl sulfatideは Hy19.3の活性化を誘

導することが報告されている[68]。この報告をした筆者らは、palmitoyl や

tetracosanoyl sulfatideが抗原提示細胞内で分解されてしまう可能性や細胞表面に

効率良く提示されない可能性を指摘している。しかし申請者の結果では図 12B

に示したように、これらの sulfatideは脾臓DCのαGC/CD1d提示を阻害している。

したがってこれらの sulfatide は CD1d に結合した状態で細胞表面に提示されて

いるものと考えられる。 

 

	 この現象を説明する仮説としては、脾臓 DC に取り込まれた後これらの

sulfatide は何らかの処理を受けて、CD1d とは結合するものの、sulfatide 応答性

non-iNKT細胞の活性化能を持たないような別の構造体に変化する可能性が考え

られる。いずれにしても本研究や以前の研究でみられた sulfatide の作用に

lysosulfatide 応答性の non-iNKT 細胞が関与している可能性は低い。ただ、脾臓

以外の肝臓などの組織に non-iNKT細胞が多く存在し、これらが何らかの作用を

及ぼす可能性は否定できない。Sulfatideは CD1a、CD1bあるいは CD1cに結合し

てヒトの CD1拘束性 T細胞のサイトカイン産生を引き起こすことが知られてい

るが[70]、ヒトの sulfatide応答性 NKT細胞に関する報告は見当たらない。NKお

よび NKT 細胞を含むヒトの血中 CD161 陽性細胞は DC の提示する CD24:1 

sulfatide を認識しないことを考慮すれば[71]、ヒトにおける sulfatide 応答性

non-iNKT細胞の機能の解明には、存在そのものの証明を含めた多くの課題が残

されている。 

 

	 C16:0の sulfatideはラットの膵臓に豊富であるが[72]、炭素数 24の sulfatideは

ラットやウシの脳、ハムスターの腎臓、ヒトの末梢及び中枢神経系に多く存在

する[1, 73, 74]。多発性硬化症のマウスモデルである EAEにおいて、IL-4を産生
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する iNKT細胞は抑制的に働くことが示されている[75]ことを考慮すると、多発

性硬化症でみられる脱ミエリン化により漏れだした炭素数 24 の sulfatide が、

iNKT細胞の内因性リガンドのCD1dへの結合量を低下させて、図 5のように IL-4

を主に産生する iNKT細胞を誘導し、炎症の悪化を防いでいる可能性もある。 

 

	 αGCを投与すると、iNKT細胞と脾臓の DCが活性化することが知られている

が、本研究のマウスにαGCを腹腔内投与する実験でも、DCと iNKT細胞表面の

共刺激分子（CD40、CD86）および CD40Lの発現レベルがそれぞれ上昇した（図

15A）。一方、iNKT細胞の CD40Lの発現レベルの上昇は sulfatide投与により抑

えられた（図 15B）。これは DCのαGC/CD1d提示量の低下によるものと考えら

れる（図 13）。ところが、DCの CD40および CD86の発現レベルの上昇は sulfatide

の影響を受けなかった（図 15B）。αGC 投与後 3 時間前後での血清中の TNF-α

の濃度は sulfatideに影響されないため（図 14）、この TNF-αが DCの成熟を誘導

するのに十分であった可能性が考えられる[47]。しかし、iNKT細胞の CD40Lの

発現は sulfatide投与により抑制され、CD40からの DCへのシグナルが弱まるこ

とが、血清中の IL-12p70 濃度の低下につながったと考えられる（図 14）。しか

も、これがさらに iNKT 細胞や、後期の NK 細胞[76]による IFN-γ産生量低下の

原因であると推測される（図 14）。 

 

	 CD1d 分子は細胞質内でなく小胞内の抗原を提示する分子である[18, 56]。

CD1dは翻訳されてトランスゴルジネットワークを経て、多くは細胞膜へと輸送

されるが、一部はインバリアント鎖と会合した状態でリソソームあるいはMHC

クラス II分子が豊富なMHC class II compartment（MIIC）に輸送される[18]。ま

た細胞表面に輸送された CD1dも一部はアダプター蛋白の AP2および AP3によ

りリソソームやMIICに運ばれることも知られている[18]。さらに、取り込まれ

たαGC は主にエンドソーム／リソソームで CD1d に結合する[77]。一方、MHC

クラス II によって提示される抗原ペプチドも蛋白として細胞内に取り込まれた

後、エンドソーム／リソソームでの消化分解を受け、インバリアント鎖によっ

て輸送されてきた MHCクラス II分子に結合する[78, 79]。このように CD1dお

よび MHC クラス II へのそれぞれ脂質、蛋白抗原の負荷の場は同じであるが、

OVA特異的 OT-II T細胞の活性化による細胞増殖は sulfatideに影響されなかっ

た（図 16）。したがって sulfatideは DCの蛋白抗原の提示能や DC内での CD1d

輸送等に悪影響を及ぼさないと考えられる。 
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	 IL-12 は抗癌免疫応答を誘導することができる[80]。Ambrosino らはαGC 投与

による結腸癌細胞株CT26の肺転移の抑制効果が sulfatideにより阻害されること

を示している[35]。IL-12 を産生する DC は CT26 に対する細胞傷害性 T 細胞の

応答を強く誘導することを考慮すれば[81]、sulfatideの抗癌免疫抑制作用は、DC

の IL-12p70産生の阻害を介したものであり、sulfatide応答性の non-iNKT細胞が

いなくても抗癌免疫は抑制される可能性がある。 

 

	 図 3、4や図 14に示すように、sulfatide単独の添加では in vitroでも in vivoで

も sulfatide応答性の細胞による IFN-γ、IL-4や IL-2の産生はみられなかった。ま

た IL-10 や IL-13 の産生もこれまでのところ申請者の手では検出できていない

（data not shown）。Sulfatide応答性の non-iNKT細胞の活性化には、TCRによる

sulfatide/CD1dの認識に加えてαGCにより活性化した iNKT細胞が分泌する IL-2

などの因子も必要なのかもしれない。Sulfatide応答性の non-iNKT細胞の機能の

解明にはより詳細な研究が必要であるが、本研究の結果から、sulfatide による

iNKT細胞の活性化の阻害の主要な原因は、αGCと CD1dの結合を sulfatideが阻

害することであると考えられる。 

 

	 前述したように sulfatide はグリア細胞などの活性に影響を与えることから、

DCへの直接の作用があることも考えられる。本研究の実験系では DCの成熟や

蛋白抗原の提示への sulfatide の影響はみられなかったが、今後様々な刺激に対

する DCの応答に sulfatideが与える影響を検討することで、sulfatideが生体応答

に与える影響の詳細がより明らかになることを期待する。 
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