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緒　言

　獲得免疫系は抗原特異的な免疫応答を引き起すことで、生体防御に不可欠な役割を果たす。その主役である T 細胞
が非自己抗原に対して特異的に反応する能力は胸腺での分化過程で形成され、幼若 T 細胞がもつ抗原受容体（TCR）
と抗原提示細胞上の自己ペプチド－MHC 複合体との相互作用に依存する。胸腺髄質上皮細胞および樹状細胞に提示
された自己ペプチドに高い親和性をもつ細胞は、負の選択を受けて排除され、自己寛容の成立に寄与する。一方、正の
選択は、胸腺皮質上皮細胞上の自己ペプチド－MHC 複合体に対して低い親和性をもつ幼若 T 細胞が選択的に分化誘導
される過程であり、生体に有用な抗原認識特異性レパトアを選別するための機構として理解されてきた。しかし、正の
選択の過程で惹起される微弱な TCR シグナルが成熟 T 細胞の抗原応答性に影響を与えることが、我々を含むいくつか
のグループから最近相次いで報告され、正の選択の新たな役割として注目されている１-３）。近年、胸腺プロテアソーム
をはじめとする胸腺皮質上皮細胞固有のタンパク質分解機構が、正の選択を誘導する自己ペプチドの産生を担うことが
明らかになってきた４-６）。我々は最近、胸腺プロテアソーム依存的な正の選択が、TCR と自己ペプチドの親和性に従
って、個々の CD8 ＋ T 細胞の抗原応答性を分化段階で規定することを報告した３）。興味深いことに、胸腺上皮細胞に
おける胸腺プロテアソームの発現の有無は、モノクローナル TCR 発現 T 細胞に明らかな抗原応答性の違いを生じさせ
た３）。この知見は、胸腺皮質上皮細によって提示される自己ペプチドを介した正の選択が、抗原認識特異性レパトアの
決定という既知の役割に加えて、個々の T 細胞の機能的教育を担うことを初めて示した。しかしながら、これまでの
研究では、正の選択を介した T 細胞の機能的教育がどのように生体防御に寄与するかという、免疫システムにおける
正の選択の意義を明らかにするには至っていない。そこで本研究では、正の選択が生体内免疫応答に及ぼす影響を検討
した。

方法および結果

１．胸腺プロテアソーム非依存的に選択された T 細胞の生体内応答
　Rag1 欠損 OT-I TCR トランスジェニックマウスの骨髄細胞を、致死量の X 線で照射した正常マウスおよび胸腺プロ
テアソーム欠損マウス（Psmb11－/－）に移入することにより、骨髄キメラマウスを作製した（図 1A）。胸腺プロテア
ソーム依存的および非依存的に正の選択を受けたナイーブ CD8 ＋ T 細胞を、これらのキメラマウスの末梢リンパ組織
より分離し、Ly5.1 マウスに移入した。その後、レシピエントマウスに対し、OT-I TCR の特異的な抗原である卵白ア
ルブミンペプチド（OVAp）でパルスした骨髄由来樹状細胞および CpG アジュバントを投与することにより、ドナー
OT-I 細胞を in vivo で活性化させた（図 1A）。レシピエントマウスの脾臓中に含まれるドナー細胞の細胞数を経時的
に解析したところ、どちらの群でも免疫後 5 日目にかけての急激な細胞数の増加と、その後の細胞数の減少が同程度に
認められ、いずれのタイムポイントにおいても統計的に有意な違いは見られなかった（図 1B）。
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図 1． 胸腺プロテアソーム非依存的に選択された T 細胞の生体内応答
（A）実験系の概要。放射線照射した Psmb11+/+および Psmb11－/－マウスに Rag1－/－OT-I
トランスジェニックマウスの骨髄細胞を移入することで骨髄キメラを作製した。この骨髄
キメラマウスの脾臓およびリンパ節から、CD44loCD8+ナイーブ T 細胞を分離し、Ly5.1 マ
ウスに移入後（2 × 104/recipient）、OVAp でパルスした樹状細胞（DC）と CpG アジュバ
ントで免疫した。（B）ドナー OT-I 細胞数の経時的変化。Error bar: SE. Student's t test.

２．エフェクター期およびメモリー期における表現型
　T 細胞は活性化によって急激に増殖しエフェクター細胞となるが、その後 90%以上が死滅し、ごく一部の細胞が長
期生存の記憶細胞へと分化する。エフェクター T 細胞には、将来的に死にゆく運命にある短命エフェクター細胞

（short–lived effector cell, SLEC）および記憶細胞への分化ポテンシャルを持つ記憶前駆細胞（memory precursor
effector cell, MPEC）が含まれ、それらは KLRG1 と IL-7Rα の発現により、それぞれ KLRG1+IL-7Rα-および KLRG1-

IL-7Rα+の表現型に分けられる。レシピエントマウス免疫後の各タイムポイントにおける T 細胞の表現型を解析した
ところ、免疫後 4 日目および 30 日目において、胸腺プロテアソーム非依存的に分化した OT-I 細胞では対照群に比べ、
SLEC の頻度が高い傾向が見られた（図 2A、B）。一方、応答初期における MPEC の頻度に両群で明らかな違いはな
く、また、記憶形成期（免疫後 30 日目）における記憶細胞の頻度は胸腺プロテアソーム欠損群で軽度に低い傾向は見
られたものの、統計的な有意差は得られなかった（図 2A、C）。
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図 2． エフェクター期およびメモリー期における表現型
（A）免疫後 4 日目および 30 日目のドナー OT-I 細胞の表現型解析。（B）各タイムポイント
におけるドナー OT-I 細胞中の KLRG1+IL-7Rα-細胞の割合。（C）ドナー OT-I 細胞中の
KLRG1-IL-7Rα+細胞の割合。Error bar: SE. *P < 0.05; ***P < 0.001. Studen's t test.

３．エフェクター T 細胞によるサイトカイン産生
　次にエフェクター T 細胞の機能を検討するため、細胞数が最も多い免疫後 5 日目において、二次刺激に対するドナ
ー OT-I 細胞のエフェクターサイトカイン産生を解析した。レシピエントマウスの脾細胞を OVAp およびブレフェル
ディン A の存在下で培養し、細胞内サイトカインをフローサイトメトリーで解析した結果、胸腺プロテアソーム非依
存的に分化した OT-I 細胞では、対照群に比べ、抗原刺激後の IFNγ（図 3A）および TNFα（図 3B）の産生がとも
に低下していた。よって、胸腺プロテアソームを介した正の選択は、成熟 T 細胞のエフェクター機能に影響すること
が示された。
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図 3． エフェクター T 細胞によるサイトカイン産生
免疫後 5 日目にレシピエントマウスから脾細胞を採取し、OVAp およびブレフェルディン
A の存在下で培養した。細胞内の IFNγ（A）および TNFα （B）をフローサイトメトリ
ーで解析した。Error bar: SE. *P < 0.05. Student's t test.

４．胸腺プロテアソーム非依存的に選択された T 細胞の生体内記憶応答
　免疫後 40 日目に、OVAp でパルスした樹状細胞をレシピエントマウスに再投与し、刺激前および刺激後のドナー
OT-I 細胞の数を測定するにより、二次刺激に対する記憶 T 細胞の増殖応答を検討した。刺激前では、全 CD8 ＋ T 細胞
に占めるドナー OT-I 細胞の割合および絶対数ともに両群で違いは見られなかった。一方、二次刺激から 4 日後、対照
群ではドナー細胞数の割合および絶対数ともに刺激前に比べて顕著な増加が見られたのに対し、胸腺プロテアソーム非
依存的に分化した OT-I 細胞では、このような増殖応答がほとんど見られなかった（図 3A、B）。したがって、正の選
択による T 細胞の機能的教育は、記憶 T 細胞の二次免疫応答を規定することが示唆された。
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図 4． 胸腺プロテアソーム非依存的に選択された T 細胞の生体内記憶応答
（A）免疫後 40 日目に、レシピエントマウスの脾細胞中に検出されたドナー OT-I 細胞。
（B）最初の免疫後 40 日目に再免疫し、二度目の免疫から 4 日後、レシピエントマウスの脾
細胞に含まれるドナー OT-I 細胞を検出した。Error bar: SE. **P < 0.01. Studen's t test.

考　察

　これまでの検討から、胸腺プロテアソーム欠損胸腺で正の選択を受けた CD8 ＋ T 細胞では、１）免疫応答の初期と
メモリー期において SLEC への分化が亢進している、２）エフェクター期においてサイトカイン産生能が低下してい
る、３）メモリー期において二次増殖応答が障害されているといった異常が明らかとなった。このことから、胸腺プロ
テアソームを介した正の選択は、成熟後の T 細胞の機能を分化段階で規定する可能性が考えられた。また、正の選択
における自己認識強度の違いが、抗原受容体の多様性のみならず、機能的にも多様な T 細胞集団を作り出すことで、
免疫応答に寄与する可能性が考えられた。正の選択は、1970 年代後半の発見以来、T 細胞の抗原認識特異性を決定す
る機構として研究が進み、免疫学の重要な概念として広く認識されてきた。しかしながら、正の選択の生理的意義と分
子メカニズムについては未だ不明な点が多い。近年、胸腺プロテアソームやカテプシン L、thymus-specific serine
protease、恒常的なオートファジーなど、正の選択の場である胸腺皮質に特徴的な抗原プロセシングおよび抗原提示機
構について理解が深まりつつある６）。このような研究の進展は、これまでレパトア決定機構として捉えられてきた正の
選択を根本的に問い直す契機を与え得る。本研究の結果をもとに今後検討を重ねることで、もはや古典的概念ともいえ
る正の選択の新たな役割を解明し、獲得免疫系の本質的理解と臨床応用への基盤形成に結びつけることが可能と期待さ
れる。
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