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緒言 

 
T細胞は α鎖と β鎖からなる T cell receptor（TCR）を有する αβT細胞と γ鎖と δ
鎖からなる γδT 細胞に分けられる。末梢に存在するほとんどの T 細胞は αβT 細

胞であり，αβTCRによりMajor histocompatibility complex（MHC）分子に結合し

たペプチドを認識し，様々な免疫応答を引き起こす。一方，ヒトの γδT 細胞で

は，皮膚や粘膜に多く存在する Vδ1型と末梢血に存在する Vδ2 型 γδT細胞に大

別される。特に末梢血単核球の 1-10％を占める Vδ2型は主に Vγ9 と構成されて

おり，高度に多様性が制限されている

1
。Vγ9Vδ2 型 γδT 細胞による抗原認識は

MHC 非拘束性であり，Phosphoantigen と呼ばれる非ペプチド性パターン抗原を

認識するという特徴がある。興味深いことに，この抗原の選択性はヒトおよび

霊長類に特有であり，マウスの γδT細胞では反応を示さない。Phosphoantigenと
しては病原性細菌や原生生物由来のピロリン酸モノエステル類やアルキルアミ

ン類が知られている。これらの化合物は共通して細菌由来の非メバロン酸経路

や真核細胞でのメバロン酸経路による Isopentenyl pyrophosphate（IPP）またはそ

の中間代謝物に関連している

2
。また，Vγ9Vδ2 型 γδT 細胞は骨粗しょう症の治

療薬のひとつであるビスフォスフォネート製剤で活性化し，増殖することが可

能である

3-5
。IPP が直接 γδTCR を活性化するのに対して，ビスフォスフォネー

ト製剤では Antigen-presenting cell（APC）の存在が重要であることが知られてい

る（Fig.1）6-7
。 

 

 
Figure.1 ビスフォスフォネート製剤による γδT細胞の活性化メカニズム          
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ビスフォスフォネート製剤がAPCに取り込まれ，メバロン酸代謝経路の Farnesyl 
pyrophosphate（FPP）synthase を阻害し，IPP のようなメバロン酸経路の中間代

謝物を蓄積させることで，間接的に γδT 細胞を活性化させることが知られてい

る。 
 
活性化した γδT 細胞によるがん細胞の認識機構を示した（Fig.2）。変異型 p53

を持つがん細胞では，メバロン酸経路が活性化していることが知られており

8
，

その中間代謝物である IPP等の Phosphoantigenが蓄積している。γδT細胞は，そ

の Phosphoantigen を γδTCR で認識することでがん細胞を認識する。γδTCR を介

した認識以外にも様々な分子によりがん細胞を認識し，細胞傷害活性を示すこ

とが報告されている

9-16
。この γδT細胞によるがんに対する細胞傷害活性を期待

し，数多くの臨床研究が行われてきた

17-19
。既に筆者等はビスフォスフォネート

製剤のひとつであるゾレドロン酸を使用した γδT細胞の特異的培養法を確立し，

多発性骨髄腫に対する γδT細胞療法を用いた臨床研究の報告を行った

22
。 

 

 
 
Figure.2 γδT細胞によるがん細胞の認識機構               

γδT細胞は，活性型 Natural killer（NK）レセプターである Killer-activating receptors
（KARs）に分類される Natural-killer group 2, member D（NKG2D）9-11や DNAM-112
を発現している。それぞれストレスを受けた細胞に発現する MHC class I 
chain-related gene A and B（MICA/B）や Nectin-2/ Poliovirus receptor（PVR）を認

識する。一方で，抑制型 NKレセプターである Killer-inhibitory receptors（KIRs）
も発現していることが知られており，NK細胞と同様にそのバランスが重要であ
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ると考えられている

13
。また，Lymphocyte function-associated antigen 1（LFA-1）

14
や CD615などの接着分子もそれぞれ Intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1），

Activated leukocyte cell adhesion molecule（ALCAM）と結合することで，がん細

胞の認識や細胞傷害活性に強く関与している。さらに，γδT 細胞は Fcレセプタ

ーである CD16 を発現していることが知られ

16
，抗体医薬品との併用による

Antibody dependent cellular cytotoxicity（ADCC）活性を有することが報告されて

いる。 
 
近年，活性化した γδT 細胞が抗原提示能を有することが報告された

23
。既に

IPPやゾレドロン酸で活性化することで γδT細胞が貪食能を獲得し

24-26
，抗原を

Cluster of differentiation（CD）8+T細胞へクロスプレゼンテーションすることが

報告されている

27,28
。しかしながら，γδT細胞が抗原提示能を獲得するための分

子メカニズムは不明である。また，αβT 細胞も活性化により APC 関連マーカー

を発現し，抗原提示能を示すことが報告されている

29,30
。一方で，これら T細胞

の APC関連マーカーの獲得や機能における違いは知られていない。そこで本研

究ではこれらの違いを検討し，γδT細胞が抗原提示能を獲得するための分子的な

特徴を見出すことを目的として検討を行った。 
始めに γδT 細胞と αβT 細胞の APC 関連マーカーの比較を行った。その結果，

両細胞ともに活性化することで MHC ClassⅡ分子や共刺激分子である CD80 や

CD86などの抗原提示能に関わる分子を発現することが確認された。特に活性化

したγδT細胞のみでスカベンジャーレセプターのひとつであるCD36を発現する

ことが確認された。CD36は Immature dendritic cells（imDC）やマクロファージ

においてアポトーシス細胞の取り込みに関与していると報告されている

31,32
。ま

た，この発現はMitogen-activated protein kinase（MAPK）経路やNuclear factor-kappa 
B（NF-κB）経路により制御されている可能性が示された。さらに活性化した γδT
細胞では，抗原タンパクを細胞内に取り込む能力があることを共焦点顕微鏡に

より確認した。活性化した γδT 細胞はアポトーシスを誘導，または未処理の生

きているがん細胞株を抗原リソースとした場合においても，がん抗原特異的

CD8+T 細胞の誘導が可能であった。使用したがん細胞株への細胞傷害活性を比

較したところ，γδT細胞の方が強い細胞傷害活性を有していることが確認された。

そのため，γδT細胞はがん細胞を傷害し，その細胞片を CD36を介して取り込む

ことで，抗原特異的 CD8+T 細胞を誘導している可能性が考えられた。加えてミ

エロイド系細胞への分化に重要な転写因子である CCAAT/enhancer binding 
protein α（C/EBPα）の発現が，αβT細胞よりも γδT細胞で高く発現していること

を見出した。C/EBPα のリン酸化は，MAPK 経路である p38 や Extracellular 
signal-regulated kinase（Erk）1/2 によって制御されているという報告がある

33
。
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また，CD36 の調節領域にはエンハンサーである CCAAT-box が存在することか

ら，C/EBPαによって CD36の発現が制御されていることが知られている

34
。 

これらの結果や報告から γδT 細胞の抗原提示能には，静止期な状況下におい

て C/EBPα が高発現していることが重要であると考えられた。初めに，Vγ9Vδ2 
TCRからの刺激で C/EBPαのリン酸化に重要な p38や Erk1/2などのMAPKカス

ケードが活性化する。それにより C/EBPαのリン酸化が起こることで CD36の発

現が上昇し，抗原の取り込みが起こる。γδT細胞は，取り込んだ抗原をプロセシ

ングし，CD8+T 細胞に対し共刺激分子とともにクロスプレゼンテーションを行

う。 
本研究により得られた γδT 細胞の抗原提示能に関するメカニズムの知見は，

がんに対する免疫応答への理解を深め，今後新しい治療法の開発につながるこ

とが期待される。 
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略語表 

 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity 
ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule 
APC Antigen-presenting cells 
C/EBPα CCAAT/enhancer binding protein α  
CD Cluster of differentiation 
cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 
Erk Extracellular signal-regulated kinase 
FITC Fluorescine isothiocyanate 
GalCer Galactosylceramide 
GATA3 GATA binding protein 3 
Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2 
HES1 Hairy and enhancer of split 1 
HLA Human leukocyte antigen 
HPRT Hypoxanthineguanine phosphoribosyltransferase 
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 
IKK IκB kinase 
IL-2 Interleukin-2 
imDC Immature dendritic cells 
IPP Isopentenyl pyrophosphate 
KARs Killer-activating receptors 
KIRs Killer-inhibitory receptors 
LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1 
mAb Monoclonal antibodies 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
MART-1 Melanoma-associated antigen recognized by T cells 1 
mDC Mature dendritic cells 
MFG-E8 Milk fat globule-EGF-factor 8 
MFI Mean fluorescent intensity 
MHC Major histocompatibility complex 
MICA/B MHC class I chain-related gene A and B 
NF-κB Nuclear factor-kappa B 
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NKG2D Natural-killer group 2, member D 
NK Natural killer 
NKT Natural killer T 
OVA Ovalbumin 
PBMCs Peripheral blood mononuclear cells 
PBS Phosphate buffered saline 
PC5 Phycoerythrin-cyanin 5 
PE Phycoerythrin 
PGE2 Prostaglandin E2 
PI Propidium iodide 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 
PVR Poliovirus receptor 
R/S Responder/stimulator 
TCR T cell receptor 
Tim-4 T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 4 
TNF-α Tumor necrosis factor-α 
 
 
 



8 
 

実験方法 

 
試薬                                                          

ゾレドロン酸は Novartis Pharmaceuticalsより購入した。Human leukocyte antigen
（HLA）-A*0201 拘束性 Melanoma-associated antigen recognized by T cells 1
（MART-1）改変（A27L）ペプチド（ELAGIGILTV）および A27L テトラマー試

薬は，それぞれ OperonおよびMBL より購入した。MART-1タンパクは，Abnova 
Corporationより購入した。MART-1陽性細胞株（JCOCB）は Queensland Institute 
of Medical Researchの Dr. Chris Schmidtより提供いただいた。この細胞株は新鮮

な手術標本より樹立された細胞株である。IPPおよびベツリン酸は Sigma-Aldrich
より購入した。 
 
各 APC細胞の培養法                                                    

本研究で使用したヒト検体は，所属機関の倫理委員会において承認された内容

に従い同意を得た健常人より採取したものである。MART-1を使用した検討にお

いては HLA-A*0201 陽性の健常人ボランティアに提供いただいた。Peripheral 
blood mononuclear cells（PBMCs）の分離のため全血を Lymphocyte Separation 
Medium（MP Biomedicals）に重層し，400g で 30分間遠心を行った。単核球層を

回収し，Phosphate buffered saline（PBS）で洗浄した。γδT細胞および αβT細胞

の培養は，10%AB 血清または非働化自己血漿を添加した ALyS203 培地（Cell 
Science & Technology Institute）を用いた。また，imDCまたは mature dendritic cells
（mDC）の誘導には AIM-V培地（invitrogen）を用いた。γδT細胞の活性化には，

5µMのゾレドロン酸と 1000IU/mLの Interleukin-2（IL-2）（Chiron Benelux B.V）
を添加した。αβT細胞の活性化には，10µg/mL の抗 CD3抗体（BD Biosciences）
を固相化したプレートを用いて175IU/mLの IL-2を添加した。γδT細胞およびαβT
細胞の増殖に合わせて細胞密度が 0.5-2×10^6 cells/mLを維持できるように IL-2
添加培地を加えた。DC の培養には，PBMCs より CD14 MicroBeads（Miltenyi 
Biotec）を用いてポジティブセレクションした CD14+細胞を使用した。CD14+細
胞を 500IU/mL の IL-4（CellGenix）と 500IU/mL の Granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor（GM-CSF）（Bayer HealthCare Pharmaceuticals Inc.）を添

加し，5-7 日間培養したものを imDC とした。また， mDC は imDC に炎症性の

サイトカインである Tumor necrosis factor-α（TNF-α）を 10ng/mL，Prostaglandin E2
（PGE2）を 1µg/mL，IL-1β（Millipore）を 10ng/mL および IL-6を 10ng/mL（R&D 
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Systems）添加し，さらに 48時間培養した。 
シグナル経路の探索では，γδT 細胞を 50µM の IPP と 50IU/mL の IL-2 存在下で

活性化を行い，ERK 1/2の阻害剤である PD98059を 100µM，p38 MAP kinase阻
害剤である SB203580を 20µMまたは NF-κB阻害剤である PS-1145を 20µMで培

養に添加した。また，C/EBPαの阻害検討では，その阻害剤であるベツリン酸

35

を 50µMで培養に添加した。72時間刺激後のAPC関連マーカーを測定し，Control
（IPP単独刺激）と比較した。 
 

フローサイトメトリー                                          

細胞表面の染色に使用したMonoclonal antibodies（mAb）は，Beckman Coulterお
よび BD Biosciences または，BioLegend より購入した。抗 TCRVγ9- Fluorescine 
isothiocyanate（FITC），抗 CD3- Phycoerythrin-cyanin 5（PC5），抗 CD8-FITC，抗

CD11a- Phycoerythrin（PE），抗 CD11b-PE，抗 CD11c-PE，抗 CD80-PE，抗 CD86-PE，
抗 HLA-DR-PE，抗 CD54-PE，抗 CD206-PE，抗 CD36-PEを使用した。γδT細胞

と αβT細胞の表面抗原は，FC500（Beckman Coulter）を用いたフローサイトメト

リーにて測定した。また，データは CXP software（Beckman Coulter）を用いて解

析した。 
 
抗原の取り込み                                                

活性化した γδT 細胞および αβT 細胞（5-8 日間培養）に 2 時間もしくは一晩，

50µg/mLの Alexa Fluor555-labeled ovalbumin （OVA）（Molecular Probes）と共培

養を行った。その後，それぞれの細胞を抗 TCRVγ9または抗 HLA ABC mAbsで
染色を行い，Alexa Fluor 488でラベルされた 2次抗体（Invitrogen）により検出

した。フローサイトメトリーによって細胞の蛍光強度をまた共焦点顕微鏡によ

ってラベルされた抗原の取り込みを観察した。 
 
抗原提示能の評価                                              

MART-1 タンパクまたは MART-1 陽性がん細胞株をパルスした γδT 細胞と αβT
細胞を APCとして使用した。がん細胞株にアポトーシスを誘導するために 50Gy
で放射線処理した。活性化した γδT細胞および αβT細胞（14日間培養）をアポ

トーシスさせたがん細胞株もしくは未処理の生きたがん細胞株とそれぞれ 48時
間および 96時間共培養した。その後，それぞれの細胞を γδT 細胞および Pan-T
細胞にネガティブセレクションを行った。これらを APC として用いる際には，
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レスポンダー細胞である CD3+T 細胞との共培養前に 20Gy で放射線処理した。

共培養後は 50IU/mL の IL-2 を 2-3 日おきに加え，細胞の増殖に合わせスプリッ

トさせた。1週間または 2週間の共培養後に，A27L テトラマーを使用して抗原

特異的 CD8+T細胞の割合をフローサイトメトリーにて解析した。 
 

細胞傷害試験                                                  

活性化した γδT細胞，αβT細胞および誘導されたMart-1抗原特異的 CD8+T細胞

による MART-1 陽性がん細胞株に対する細胞傷害活性を Annexin V/ Propidium 
iodide（PI）（BD Biosciences）を用いてフローサイトメトリーで解析した。ター

ゲット 細 胞 で あ る が ん 細 胞株を PKH26 Fluorescent Cell Linker Kits
（Sigma-Aldrich）により染色することで，フローサイトメーター上で区別する

ことができる。エフェクター細胞とターゲット細胞を様々な比率で 4時間，37℃
で共培養する。全ての細胞を回収し，Annexin V/PI で染色を行った。PKH26陽
性のターゲット細胞の中で生きた細胞（Annexin V-/PI-）からアポトーシス初期

細胞（Annexin V+/PI-），アポトーシス後期細胞（Annexin V+/PI+），ネクローシス

細胞（Annexin V-/PI+）を分けることができる。細胞傷害活性は，ターゲット細

胞のみのコントロール条件を基準として算出した。 
 
リアルタイム PCRによる解析                                   

γδT 細胞および αβT 細胞から得られた Complementary deoxyribonucleic acid
（cDNA）サンプル中の C/EBPα，Pu.1，Hairy and enhancer of split 1（HES1），Milk 
fat globule-EGF-factor 8 （ MFG-E8 ）， T-Cell Immunoglobulin and mucin 
domain-containing protein 4（Tim-4），GATA binding protein 3（GATA3）の発現レ

ベルをリアルタイム PCRにより測定した。リアルタイム PCRのためのプライマ

ーペアは Qiagen より購入した。データは Hypoxanthineguanine phosphoribosyl- 
transferase（HPRT）をハウスキーピング遺伝子として標準化した。また，相対的

な発現レベルは Comparative Ct法を用いて算出した。 
 
免疫ブロット解析                                              

Phospho-Erk1/2，Erk1/2，Phospho-p38， p38 に対する抗体は Cell Signaling 
Technology より購入した。抗 Growth factor receptor-bound protein 2（Grb2）抗体

は Santa Cruz Biotechnology より購入した。活性化した γδT細胞（8日間培養）を

洗浄後に 1 時間氷上で静置させた。その後，50µM の IPP または Phorbol 
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12-myristate 13-acetate （PMA）/Ionomycinそれぞれ 50ng/mL, 500nMを加え，37℃
で活性化させた。活性化 0，1，3，10および 20分後の細胞を 1×Nonidet P-40 Buffer
（1 % Nonidet P-40，20 mM Tris–HCl pH 7.5，150 mM NaCl，5 mM EDTA，50 mM 
NaF，2 mM Na3VO4，10 µg/mL PMSFおよび Leupeptin）により溶解させた。サ

ンプルは，10%の SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し，PVDF
メンブレン（Millipore）へ転写した。メンブレンを任意の 1 次抗体で処理し，

HRP 標識 2 次抗体と反応させた。メンブレンを洗浄後， Enhanced 
chemiluminescence detection system（Amersham）により可視化させ，LAS-3000 
imaging system により解析した。必要に応じてメンブレンを Stripping buffer 
(Thermo Scientific)で 15分間軽く振盪させながらインキュベートすることで抗体

を除去後に洗浄し，他の抗体により再検出を行った。 
 
統計解析                                                      

P値はスチューデントの t 検定により算出し，P値＜0.05 で有意であると判定し

た。 
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実験結果 

 
ゾレドロン酸による γδT細胞の増殖方法                          

健常人末梢血単核球よりゾレドロン酸と IL-2 を用いて γδT 細胞特異的培養法を

行った。培養開始前と培養中の γδT 細胞率の代表例を 2 パラメータヒストグラ

ムで示した（Fig.3-A）。培養開始前の γδT細胞率は 1.4％であったが，培養 14日
後には 90.9％となった。 
γδT 細胞率の平均を示した（Fig.3-B 上段）。培養開始時には平均で 3.3％であ

ったが，培養 7日後には 80％以上となり，その割合は培養 14日後にも維持され

ていた。 
γδT 細胞数を示した（Fig.3-B 下段）。γδT 細胞数は，培養 day7 で 237±68倍，

培養 day14で 4317±2565倍となった。 
 

 
 
Figure.3 γδT細胞特異的培養法による γδT細胞率と細胞数の推移 

PBMCs をゾレドロン酸と IL-2 により 14 日間の培養を行った。培養細胞は抗

TCRVγ9抗体と抗 CD3抗体により染色した。（A）培養前，培養 7 日目および 14
日目の代表的な 2パラメータヒストグラムを示した。（B）γδT細胞の率（上側）

と細胞数（下側）のそれぞれの時点での平均値を示した(mean; n = 9)。 
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活性化による γδT細胞と αβT細胞の APC関連マーカーの発現           

活性化前後の γδT 細胞および αβT 細胞の MHC ClassⅡおよび共刺激分子である

CD80，CD86の発現率および発現強度の推移を示した（Fig.4-A）。γδT細胞およ

び αβT 細胞ともに活性化前ではいずれの分子も発現が確認されないが，活性化

後に発現が確認された。 
MHC ClassⅡの発現レベルは，γδT細胞の方が αβT細胞よりも高い傾向があっ

た。一方，CD80 の発現レベルは，同程度であった。CD86 の発現レベルは培養

7 日目で同程度であったが，γδT 細胞では，培養 14 日目まで発現レベルが維持

される傾向が確認された。 
γδT 細胞および αβT 細胞の接着分子（CD54，CD11a，CD11b，CD11c)の発現

率の推移を示した（Fig.4-B）。活性化前では CD54においてのみ γδT細胞の方が

高い発現率が確認された。その他の分子においては活性化前の発現レベルは，

同程度であった。また，それぞれの分子において活性化後の発現レベルは，γδT
細胞と αβT細胞で大きな違いは確認されなかった。 
これらの結果から γδT細胞と αβT細胞は，活性化することで APC関連マーカ

ーを発現してくることが明らかとなった。 
 

 
 
Figure.4 活性化前後の APC関連マーカーの発現推移 

PBMCsにゾレドロン酸を用いて γδT細胞を活性化し，固相化した抗 CD3抗体を

用いて αβT細胞を活性化した。（A）MHC ClassⅡ，CD80および CD86の培養前，

培養 7日目および 14日目の代表的な発現パターンを示した（左側）。γδT細胞と

αβT 細胞の MHC ClassⅡ，CD80 および CD86 の発現率（中央），平均蛍光強度
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mean fluorescent intensity（MFI)（右側）の推移を示した。（B）γδT 細胞と αβT細

胞の接着分子（CD54，CD11a，CD11b，CD11c）の発現率の推移を示した(mean ± 
SD; n = 5-9)。 
 
活性化による γδT細胞と αβT細胞の抗原取り込み能の比較          

活性化させた γδT 細胞および αβT 細胞の抗原取り込み能の評価を行った。モデ

ル抗原タンパクとして蛍光標識された OVA を使用した。活性化した γδT細胞ま

たは αβT細胞と OVA-Alexa555を 4℃または 37℃で 2時間，共培養させた。比較

検討のために imDC を使用し，共培養時間は 1 時間で行った。37℃で共培養し

た場合の蛍光強度の増加をフローサイトメーターにより測定した（Fig.5-A）。両
細胞ともに 37℃で共培養した条件では，4℃と比較して蛍光強度が増加していた。

しかしながら，imDCと比較するとその増加は軽度であった。 
この蛍光強度の増加が細胞表面への結合ではなく，細胞内への抗原の取り込

みであることを確認するため共焦点顕微鏡により観察した（Fig.5-B）。活性化し

た αβT細胞および γδT 細胞を 37℃で一晩，共培養した場合の共焦点顕微鏡画像

を示した。imDCの場合は 1時間の共培養で行った。活性化させた γδT細胞では，

imDCと同様に細胞内に抗原たんぱくを貪食しているのに対して，活性化させた

αβT細胞では，ほとんど確認されなかった。 
これらの結果から αβT細胞にはなく，γδT細胞ではタンパク抗原の取り込み能

を有していると考えられた。 
 

 
 
Figure.5 抗原取り込み能の比較 

（A）活性化させた αβT細胞，γδT細胞および imDCを OVA-Alexa555と 4℃（白
抜き）または 37℃（灰色）で 2 時間（imDC においては 1 時間）共培養を行っ
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た。共培養後の細胞を回収し，フローサイトメーターにより測定した。（B）活

性化した αβT細胞，γδT細胞および imDCを OVA-Alexa555（赤）と一晩（imDC
においては 1時間）共培養を行った。共培養後の γδT細胞は TCRVγ9抗体で，αβT
細胞および imDCは抗 HLA ABC抗体を使用し，2次抗体として Alexa Fluor 488
標識抗体（緑）を使用した。 
 

MART-1改変（A27L）ペプチドを使用した場合の抗原提示能の比較   

A27Lペプチドを抗原として用いた場合の活性化した γδT細胞および αβT細胞の

抗原提示能を評価した。γδT細胞および αβT 細胞は，培養 7日目または 14日目
の 2種類を準備した。比較対象として mDCを使用した。活性化 γδT細胞および

αβT細胞を Stimulatorとして用いる場合は Responder/stimulator（R/S）比が 1で，

mDCの場合は 10で共培養した。また，全ての Stimulatorは共培養前に放射線処

理を行った。Responder 細胞である CD3+T 細胞をそれぞれの Stimulator と A27L
ペプチド存在下で共培養し，抗原特異的 CD8+T 細胞の誘導効率を A27L テトラ

マーにより測定した（Fig.6）。 
その結果，A27L ペプチド非存在下では A27L テトラマー陽性細胞は検出され

ないものの，存在下においてはいずれの APC においても A27L テトラマー陽性

細胞が検出された。Stimulatorとして γδT細胞と αβT細胞を用いた場合は同程度

の誘導効率であり，培養 7日目の方が培養 14日目よりも高い傾向があった。比

較対象であるmDCを用いた場合の方が効率よく A27Lテトラマー陽性細胞を誘

導している傾向が確認された。 
これらの結果から A27L ペプチドを用いた場合，活性化させた γδT 細胞と αβT

細胞は A27L 抗原特異的 CD8+T 細胞を誘導し，その誘導効率は同程度であるこ

とが明らかとなった。 
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Figure.6 A27L ペプチドを抗原とした場合の抗原提示能の比較 

APCとして活性化させた αβT細胞，γδT細胞および mDCを使用した。APCは，

CD3+T細胞（Responder細胞）との共培養前に放射線処理を行った。共培養時に

ペプチド添加なし条件（上段）および添加あり条件（下段）で 2 週間の共培養

の後，A27Lテトラマーにより測定した。 
 

抗原提示能の比較と誘導された抗原特異的 CD8+T細胞の機能評価   

A27L ペプチドを抗原として用いた場合の活性化した γδT 細胞および mDC の抗

原提示能の比較および誘導された抗原特異的 CD8+T 細胞の細胞傷害活性の確認

を行った。Responder 細胞である CD3+T細胞を A27Lペプチドパルスあり，また

はなしの APCと共培養を行った。健常人ボランティア 3名分の各条件で誘導さ

れた A27Lテトラマー陽性細胞率を示した（Fig.7-A）。 
活性化 γδT 細胞では R/S比が 1 で mDC の場合は 10 ではあるものの，同程度

の A27L テトラマー陽性細胞率が得られるボランティアも存在することが明ら

かとなった（Fig.7-A上段および下段）。また，各条件で誘導された共培養 7日目
の A27L テトラマー陽性細胞数を示した（Fig.7-B）。その結果，A27L テトラマ

ー陽性細胞率では同程度であったが，細胞数で比較すると mDCの方が γδT細胞

よりも 2.8倍から 7.6倍程度に A27L テトラマー陽性細胞数が増加することが確

認された。 
これら誘導された A27L テトラマー陽性細胞を含む細胞集団をエフェクター

細胞としてMart-1陽性がん細胞株への細胞傷害活性を測定した（Fig.7-C）。その

結果，A27L テトラマー陽性細胞率が高いほどMart-1陽性がん細胞株への細胞傷

害活性が高い傾向が認められた。 
これらの結果から，活性化させた γδT細胞により誘導された A27L 抗原特異的

CD8+T 細胞は，エフェクター細胞としての機能を有していることが明らかとな

った。 
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Figure.7 誘導されたがん抗原特異的 CD8+T細胞の機能評価 

APC として活性化させた γδT 細胞および mDC を使用した。APC は，CD3+T 細

胞（Responder細胞）との共培養前に放射線処理を行った。健常人ボランティア

3名分の結果を示した。Responder細胞である CD3+T細胞を A27L ペプチドパル

スあり，またはなしの APCと共培養を行った。共培養 2週間後の（A）A27L テ

トラマー陽性細胞率および（B）1 週間後の A27L テトラマー陽性細胞数を示し

た。（C）エフェクター細胞として共培養 2週間後の細胞を使用してMart-1陽性

細胞株に対する細胞傷害活性を測定した。 
 
各種抗原を使用した場合の抗原提示能の比較                      

Mart-1タンパク，Mart-1陽性がん細胞株および α-galactosylceramide（GalCer）を

抗原として用いた場合の活性化した γδT 細胞および αβT 細胞の抗原提示能を評

価した。抗原リソースとして使用したがん細胞株は，放射線照射よりアポトー

シスを誘導した場合と無処理の生きたがん細胞株を準備した。 
その結果，両細胞ともに Mart-1 タンパクを抗原とした場合には，抗原特異的
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CD8+T細胞の増殖が誘導されなかった（Fig.8-A）。 
両細胞ともにアポトーシスした Mart-1 陽性がん細胞株を抗原とした場合には，

抗原特異的 CD8+T 細胞の増殖を誘導した（Fig.8-B）。生きたがん細胞株を抗原

とした場合には，活性化された γδT 細胞でのみ抗原特異的 CD8+T細胞の増殖が

確認された（Fig.8-B）。 
γδT 細胞および αβT 細胞による Mart-1陽性がん細胞株に対する細胞傷害活性

を示した（Fig.8-C）。γδT細胞の方が αβT細胞よりもこのがん細胞株に対して強

い細胞傷害活性を有することが確認された。 
γδT細胞に α-GalCer を 100ng/mL で処理後洗浄し，Responder細胞と共培養を行

った（Fig.8-D）。その結果，Vα24Vβ11+ natural killer T（NKT）細胞が誘導可能で

あることが確認された。 
これらの結果から活性化した γδT 細胞においては，生きたがん細胞株由来の

抗原を提示する能力があることが示唆された。 
 

 
 
Figure.8 各種抗原を用いた場合の抗原提示能の比較 

APCとして活性化した αβT細胞および γδT 細胞を使用した。APCは，CD3+T細

胞（Responder細胞）との共培養前に放射線処理を行った。（A）Mart-1タンパク，

（B）アポトーシスまたは生きた Mart-1 陽性細胞株を抗原として使用した。ア

ポトーシスは放射線照射により誘導した。2週間の共培養の後，A27L テトラマ

ーにより測定した。（C）活性化した αβT細胞および γδT細胞によるMart-1陽性

細胞株に対する細胞傷害活性を示した。データは平均値を示している。（mean ± 
SD; n = 3）（D）α-GalCerを γδT細胞にパルスし，CD3+T細胞と 10日間の共培養
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を行った。CD3+T 細胞からの Invariant NKT 細胞の増殖を抗 TCRVα24 および抗

Vβ11 mAbsを用いて測定した。 
 

スカベンジャー/ファゴサイトーシス関連分子の発現比較           

活性化前後の γδT細胞および αβT細胞のスカベンジャー/ファゴサイトーシス関

連分子の発現率を測定した。 
γδT細胞は，活性化前よりスカベンジャーレセプターのひとつである CD36の

発現を認め，活性化により発現が上昇することが確認された（Fig.9-A）。一方，

αβT細胞では CD36の発現は僅かに確認される程度であり，活性化による発現の

上昇は確認されなかった。 
マンノースレセプター（CD226）やアポトーシス細胞の取り込みに関与してい

る MFG-E8 や Tim-4 の発現は γδT 細胞と αβT 細胞で大きな違いは確認されなか

った（Fig.9-B）。 
CD36は imDCやマクロファージにおいてアポトーシス細胞の取り込みに関与

していると報告されている。これらの結果から γδT細胞が CD36を介してアポト

ーシス細胞を取り込んでいる可能性が示唆された。 
 

 
 
Figure.9 スカベンジャー/ファゴサイトーシス関連分子の発現比較 
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（A）活性化前，活性化 5 日目および 14 日目の αβT 細胞と γδT 細胞の CD36 の

代表的な発現パターンを示した（左側）。γδT 細胞および αβT 細胞の CD36 の発

現率の平均値の推移を示した（mean ± SD; n = 5-9)（右側）。（B）γδT細胞および

αβT細胞の CD206の発現率の平均値の推移を示した（mean ± SD; n = 5-9)（左
側）単離した γδT 細胞および αβT 細胞からの cDNAサンプルにおける MFG-E8
や Tim-4 の発現レベルをリアルタイム PCR にて測定した。データは，HPRT を

ハウスキーピング遺伝子として標準化した。 
 

APC関連マーカーの発現を制御するシグナル経路の探索                

活性化による γδT細胞の APC関連マーカーの発現がどのシグナル経路に制御さ

れているかを検討した。 
これまでに樹状細胞においてMHC ClassⅡや共刺激分子の発現にMAPK経路

や NF-κB 経路が関与していることが報告されている

36,37
。そこで，MAPK 経路

（ERK1/2,p38 MAP kinase）と NF-κB経路（IκB kinase:IKK）の阻害剤を使用し，

IPP 刺激による APC 関連マーカーの発現阻害効果を検討した。ゾレドロン酸に

よる活性化には APCが必要であり，本実験では阻害剤が APCに作用してしまう

可能性があった。そのため，直接的に γδTCR を刺激することが報告されている

IPPを使用した。 
IPPによる活性化 72時間後のAPC関連マーカーの発現変化に対する発現阻害

効果で代表的なヒストグラムを示した（Fig.10-A）。MHC ClassⅠ，MHC ClassⅡ，

CD54，CD80では，阻害剤の添加により大きな違いは確認されなかった。CD86，
CD36 は MAPK 経路と NF-κB 経路阻害剤の添加により，明らかに発現の上昇が

阻害される傾向が確認された。 
IPP による活性化前および活性化後の APC 関連マーカーの発現率および発現

強度を示した（Fig.10-B および C）。MHC ClassⅠでは，活性化前後において阻

害剤の添加により発現率には低下が確認されなかった。MHC ClassⅡ，CD54，
CD80では活性化により発現の上昇が認められ，阻害剤を添加しても発現率には

大きな変化は確認されなかった。CD86，CD36 では活性化により発現の上昇が

認められ，阻害剤の添加により発現率および発現強度の上昇が阻害される傾向

が確認された。 
次に IPP による γδTCR の活性化により Erk1/2，p38 のリン酸化が起こるかを

ウエスタンブロットにより確認した（Fig.10-D）。PMA/Ionomycin 刺激と同様に

IPPの刺激により，phospho-Erk1/2，phospho-p38が検出された。 
これらの結果から活性化 γδT 細胞の APC 関連マーカー，特に CD36 の発現上

昇は，MAPK経路と NF-κB経路によって制御されていることが示唆された。 
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Figure.10 APC関連マーカーの発現上昇を制御するシグナル経路の探索 

（A）Control（IPP 単独刺激）または IPP にそれぞれの阻害剤である ERK 1/2
（PD98059），p38 MAP kinase（SB203580），NF-κB（PS-1145）を加え，72時間

刺激後の各分子での代表的な発現パターンを示した。IPP刺激または各阻害剤添

加前および 72 時間後の（B）APC 関連マーカーの発現率および（C）発現強度

を示した（mean ± SD; n = 3-4）。(D)γδT 細胞を IPPまたは PMA/Ionomycinで刺激
後の ERK1/2 と p38 のリン酸化の推移をウエスタンブロットにより測定した。

Grb2はタンパクローディングコントロールとして使用した。 
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ミエロイド系細胞の転写因子の測定                              

APC 機能の誘導メカニズムを解明するために活性化前後の γδT 細胞と αβT 細胞

のミエロイド系転写因子の発現比較を行った。 
その結果，刺激前の γδT細胞で C/EBPαの発現レベルが高いことが確認された

（Fig.11-A）。活性化後の C/EBPαの発現は，αβT細胞と同等レベルにまで低下し

た。一方で，PU.1 や HES1 の発現レベルは γδT 細胞と αβT 細胞で大きな違いは

確認されなかった。 
γδT細胞のAPC機能の誘導においてC/EBPαの発現の影響を確認するために，

C/EBPα の阻害剤を使用し，活性化における APC 関連マーカーの発現に対する

抑制効果を検討した（Fig.11-B）。 
その結果，実験 1において C/EBPαの阻害により γδT細胞の方が，αβT細胞よ

りも CD36 や MHC ClassⅡの発現上昇が抑制される傾向が確認された。実験 2
においては CD86でも同様の傾向が確認された。一方で，γδT細胞および αβT細

胞ともに CD54やMHC ClassⅠの発現にはほとんど影響がなかった。 
これらの結果から γδT細胞に高発現する C/EBPαが，抗原提示機能の獲得，特

に CD36やMHC ClassⅡの発現上昇を支持していると考えられた。 
 

 
 
Figure.11 ミエロイド系転写因子の発現比較 

活性化前後で単離した γδT 細胞および αβT 細胞から得られた cDNAサンプルを

使用して，C/EBPα，Pu.1，HES1，GATA3 発現レベルをリアルタイム PCR によ

り測定した。データはHPRTをハウスキーピング遺伝子として標準化した。（mean 
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± SD; n = 3)。（B）C/EBPαの阻害剤であるベツリン酸存在下において γδT細胞お

よび αβT細胞を活性化させた。72時間後の APC関連マーカーの発現をフローサ

イトメーターにより測定した。発現抑制率（%）を次の計算式｛（% 阻害剤なし

陽性率 - % 阻害剤あり陽性率) / % 阻害剤なし陽性率｝×100にて算出した。 
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考察 

 
これまでに γδT 細胞および αβT 細胞を含む T 細胞が，抗原提示能を示すことが

報告されている

23-30
。しかしながら，γδT細胞と αβT細胞の抗原提示能や関連す

る分子メカニズムの特徴的な違いについて明らかとなっていない。 
そこで本研究では，活性化させた γδT細胞と αβT細胞の APC関連マーカーの発

現レベル，抗原取り込み，抗原提示能の比較に加え，γδT細胞が抗原提示能を獲

得するための分子メカニズムについて検証した。 
まず，APC関連マーカーの発現では，γδT細胞の方がαβT細胞よりもMHC Class
Ⅱ分子の発現が高い傾向にあった（Fig.4）。さらに，ヒトの γδT細胞においてス

カベンジャーレセプターである CD36 を発現していることを確認した（Fig.9）。
これまでに牛の γδT細胞がCD36を発現していることが報告されている

38
。また，

CD36は未成熟 DCやマクロファージにおいてアポトーシス細胞の取り込みに関

与していることが知られている

31,32
。活性化された γδT細胞は，生きたがん細胞

株との共培養によってがん細胞株に対して細胞傷害活性を示し，抗原特異的

CD8+T細胞を誘導することが可能であった（Fig.8）。そのため，γδT細胞は生き

たがん細胞を殺傷し，CD36を介して細胞片を取り込み，がん細胞由来の抗原に

処理することで APC機能を示し，がん抗原特異的 CD8+T細胞を誘導していると

考えられた。 
次に，γδT細胞の活性化による CD36の発現上昇において，どのシグナル経路

が関与しているのかを検討した。その結果，CD36の発現上昇がMAPK（ERK1/2，
p38 MAP kinase）経路や NF-κB（IKK）経路によって制御されていることが明ら

かとなった（Fig.10）。これまでに C/EBPαのリン酸化が p38や ERK1/2シグナル

経路により制御されていることが報告されている

33
。さらに，CD36の調節領域

にはエンハンサーである CCAAT-box が存在することから，C/EBPα によって

CD36の発現が制御されていることが知られている

34
。これらの結果や報告から

活性化した γδT細胞の抗原提示能の獲得には，C/EBPαが高発現していることが

重要であると考えられた。 
本研究では，γδT細胞が抗原タンパクを細胞内に取り込む能力を有しているこ

とが確認された（Fig.5）。これまで報告されているように γδT細胞は強い細胞傷

害活性を有し，それら細胞片を直接取り込むことで抗原提示を行っている可能

性が示唆された

39
。そのため γδT 細胞は様々な抗原を処理し，抗原提示するこ

とが可能であると考えられた。一方，αβT細胞では，トロゴサイトーシスと呼ば

れる APC から MHC 分子や共刺激分子が αβT 細胞に移行する機序や樹状細胞か

ら分泌されるエキソソームを T 細胞が取り込む機序によって抗原提示を行って
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いることが報告されている

29,30
。γδT細胞が同様のメカニズムにより抗原提示を

行うかどうかは，さらなる研究が必要である。 
本研究での一連の結果から γδT 細胞の抗原提示能には，静止期な状況下にお

いて C/EBPαが高発現していることが重要である（Fig.12）。①初めに，γδT細胞

に対して Vγ9Vδ2 TCRから刺激が入る。②p38や Erk1/2などのMAPKカスケー

ドが活性化することで C/EBPαのリン酸化が起こる。③それにより CD36の発現

が上昇し，抗原の取り込みが起こる。④取り込んだ抗原をプロセシングし，CD8+T
細胞に対し共刺激分子とともにクロスプレゼンテーションを行う。 
 

 
Figure.12 本研究から想定される APC機能獲得におけるメカニズム 
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総括および結論 

 
本研究において，以下の知見が得られた。 
 
1. ゾレドロン酸で活性化された γδT細胞はがん細胞を傷害するとともに 

がん抗原を提示することが示された。 
2. γδT 細胞はミエロイド系細胞の分子的特徴である C/EBPα を発現しており抗

原提示能の獲得に重要である。 
3. γδT 細胞が抗原提示能を獲得する際には MAPK 経路や NF-κB 経路が重要で

ある。 
 
本研究により得られた γδT 細胞の抗原提示能に関するメカニズムの知見は，が

ん免疫反応を理解する際に基盤となるような知見である。今後，γδT細胞の APC
機能を利用した新しい治療法の開発につなげていきたい。 
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