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　 卵白 ア ル ブ ミ ン （OVA ）に 特異的 な T 細胞株 （TCL ）を卵ア レ ル ギー患者 か ら樹 立 し ，
　 OVA に 対 す

る T 細胞 の 認識機構 を分子 レ ベ ル で 解析 した．合成ペ プ チ ドを用 い た 解析 か ら 2 つ の OVA の T 細胞抗

原決定基（OVA111 −120，0VA323 ・339）が 明 ら か と な り，ま た抗 HLA ク ラ ス II抗体 の OVA 特異的 TCL

．の 芽球化反応 に 対す る 抑制能 の 解析 か ら，HLA ・DP ，・DQ ，・DR の 3 種 の HLA ク ラ ス II分子 が OVA

の 抗原提示 に 関与 す る こ と が 示唆 さ れ た ．こ れ ら分 子 レ ベ ル で の OVA に 対 す る T 細胞応答 の 解析 は，

卵 ア レ ル ギーの 発症機序 の 理解 の み な ら ず，そ の 治療法 の 開発 に お い て も きわ め て 重要 で あ る と 考 え ら

れ る．
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は じめ に

　近年 ， 小児 の 食物 ア レ ル ギ ーは，成 長発育 に 及 ぼ す

影響や，そ の 後の 気管支喘息の 発症頻 度を高 め る要 因

と し て 注 目さ れ て い る．卵 白ア ル ブ ミ γ （OVA ）は，

代表的 な食物 ア レ ル ゲ ン で あ る卵 白成分中の 主要な蛋

白 で あ る 1）。

　近年，ア レ ル ゲ ン に 対す る IgE 抗体産生に お い て，

T 細胞 が 産 生す る サ イ ト カ イ ソ が きわ め て 重要 な役

割を果た して い る こ と が明らか とな りつ つ あ る
2）．し

た が っ て ， OVA に 対す る ア レ ル ギ ー
反応 の 譏序 と そ

の 制御 を考 える うえで ，T 細胞 の OVA の 認識機構 を

分子 レ ベ ル で解明 す る こ と は 大変重要 な課題 で ある．

しか し な が ら，OVA に 対す る液性免疫応答 に つ い て

は 比較的解析が進ん で い る の に 対 し，T 細胞 の OVA

に対す る認識機構 に つ い て は ，現在 ま で ほ と ん ど解析

が な さ れ て い な い ．T 細胞 の 抗原 に 対す る 応答 を解析

する に は ，抗原特異的 T 細胞株 （TCL ）を 用 い た 解析

が必要 で あ る が，食物 ア レ ル ゲ γ 特 異的 TCL の 報告
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Abbreviations；　β・LG 　 betalactoglobulin；　 OVA

ovalbumin ； TCL 　T　cell　line

は な い ．そ の 原因 と し て ，吸入 抗原 に 応答す る T 細胞

に 比 較 し て末梢血 中の 抗原 特異 的 T 細胞 数 が 少 な い

可 能性が考え られ る．本研究 で は，比較的効率の 良い

TCL の 樹立法を用い て ， 卵 ア レ ル ギ
ー
患者末梢血単核

球か ら OVA に 特異的 に 応 答す る TCL を樹立 し，そ

れ らの 認 識す る抗 原決定基お よ び HLA 拘束分子 を解

析し た．

対象と方法

1）患者

　除去 お よ び負荷試験 などか ら，臨床 的 に 卵 に 対す る

ア レ ル ギ ーと 診 断 さ れ ，卵 白 に 対す る RAST ス コ ア が

2 以上 の患者 6名 を対象 とした （Table　1）．

2）抗原

　OVA （grade　VII）， βラ ク トプ ロ ブ リ ン （β
一LG）は，

Sigma社 （St．　Louis，　 MO ，　 USA ） か ら購入 し た．

3） 合成 OVA ペ プ チ ド

　OVA に 応 答す る TCL の 抗原決 定基 を 分子 レ ベ ル

で 明 ら か に す る た め に
，
OVA の 合成 ペ プ チ ドを 用 い

た 解析が必要 と な る．し か し なが ら，OVA は ア ミ ノ 酸

残基数 385の 蛋 白で あ り，そ の 全 て の ア ミ ノ 酸残基 を 含
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Table 　 l　Profile　of 　patients　used 　in　this　study

勝木利行他

　　　．
PatlentAgeSexRAST

　 score

to　egg 　whiteSymptoms

Pl1y6moM 2 Atopic　dermatitis

P2 1yM 4 Atopic 　dermatitis

P3 3yM 3 Atopic　dermatitis

P4 1yF 4 Atopic　dermatitis

P510y6moF 4
Atopic　dermatitis
　　　Urticaria

P62y6moM 3
Atopic 　dermatitis
　　　Urticaria

ー

N

ISQAVHAAHAEINEAGA

＼ 　 ／
　 　 　 323 −339 58C3

’

　　　　　 111 ・120 　　　　　　　　　 370 −381

　　　　Ω 　 ∠＿ 謡
　Fig．1．　Synthetic　 OVA 　peptides 　 used 　in　this
study ，　Amino 　 acids 　 of 　the　peptides 　 are 　 shown 　 as

single 　letter　codes ．

む ペ プ チ ドの 作製は 容易で は な い ．そ こ で本研究で は
，

マ ウ ス に お い て 既 に T 細胞 が 認 識 す る OVA 抗原 決

定基 で あ る こ と が判明 し て い る部分 （OVA323 −3393｝お

よ び OVAI11 −120，0VA370 −381（J．E．　Coligan未発表

デ
ー

タ ））に つ い て ， 3種 の 合成 ペ プ チ ド）をベ ブ チ ド

合成機 （mode1430A ，　 Applied　Biosystems，　 Foster

city ，　 CA ，　 USA ）に よ り作製 し た （Fig．1）．こ れ らの

ペ プ チ ドは す ぺ て HPLC に よ り95％以 上 に 精製 し て

実験 に 用 い た．

4）OVA 特異的 TCL の 樹立

　 TCL の 樹立 は ，　Pette らの 方法
4〕
に 準 じて 行 っ た．す

な わ ち ，卵 ア レ ル ギ ー患者 の 末 梢血単 核球 2x105 個

を ，
96穴培養 プ レ

ー
トを用 い て 30μ g／ml の OVA と と

も“clOO μ1の 培養液 （10％ ヒ ト血 清を含む RPMI1640

液体培地 ）中 で 37℃ ， 5 ％ COzの 環境下 で 培養 し た ．培

養 3 日後 に ，30U／ml の 組替え イ γ タ ー
ロ イ キ ソ 2

（rlL −2）（武 田 薬 品 工 業 か ら 分与） 100μ1 を加 え，そ の

後 3 〜4 日 ご と に 新た な rlL −2を追加 し た ．培養開始

か ら18〜20 日 後 に 培養 プ レ
ー

ト を遠心 し て IL2 を 除

い た後 に ，培養細胞を 100μ1の 培養液 に 浮遊さ せ た ．こ

ユ611

の 培養細胞浮遊液 を ，96穴培 養 プ レ
ー

トの 隣 り合 っ た

2 ウ ェル に 50μ 1ず つ ，4000rad の 照射 を行 っ た 同
一

患

者由来 の 末梢血単核球105個 と と もに 分注 し，さらに
一

方 の ウ ェ ル に の み 30μg／ml の OVA を加 え た ，　 OVA

を加 えな い ウ ェ ル の 細胞 と比 べ て ，OVA を加 え た

ウ ェ ル の 細胞に の み 増殖が認め られ た 場 合，そ の 細胞

を24穴 の 培養 プ レ
ー

ト に 移 し，さらに 抗原提示細胞，

OVA ， お よび rIL −2の 存在 下 で 培養した．

5） Epstein・Barr ウ イ ル ス （EBV ） に よ る B 細 胞 株

（EBV ・LCL ）の 樹立

　患者 の 末梢血 単核球 107個 を，EBV 分泌細胞 株 で あ

る B95−8の 培養上 清 O．5ml，20μg／m1 サ イ ク ロ ス ポ リ

ン AO ，5ml，10％ ウ シ 胎 児血 清を含む RPMI1640液体

培地 4m1 とともに 培養 し ，
　 B 細胞株を樹立 し た．

6） リン パ 球増殖反応

　TCL の 抗原特異的応答性 は ，抗原に対する増殖反応

を も と に 解 析 し た．す な わ ち， 2 × 104個 の TCL を

5 × 104個 の マ イ ト a イ シ ン C 処 理 し た 同
一

の 患者 由

来の EBV −LCL とと もに 96穴 マ イ ク 卩 プ レ
ー

トに て

培養 した ．抗原濃度 は OVA お よ び β
一LG に つ い て は

50μg／ml ，合成ペ プ チ ドに つ い て は 10μg／m1 と し た．

培養 72時間後 に ， ウ ェル あ た りo．5μCi の 〔
3H

〕チ ミ ジ

ソ を加え，そ の 18時間後 に 細胞を回 収 し て 細胞内 に 取

込 ま れ た 放射活性 を β カ ウ ン タ
ー

に て 測定 した ．T 細

胞株の 芽球化反応 は triplicate　culture で 行 い
， 以下 の

よ うに Stimulation　indexに て 示 し た ．

Stimulation　index；

［
3H ］thymidine 　uptake （cpm ）

　 in　culture 　with 　antigen

［
sH

］thymidine 　uptake （cpm ｝
in　culture 　without 　antigen

7）単 ク ロ
ー

ン 性抗 HLA 抗体 に よ る抗 原特 異的 T 細

胞芽球化反応の 阻害

　単 ク 卩
一

ン 性抗 HLA ・DR 　framework 抗体 （HU ・

4）5），抗 HLA −DP 　framework 抗体（B7／21）6，は，九州

大学生体防御医学研究所笹 月健彦教授よ り分与 さ れ

た．T 細胞芽球化反 応の 阻害試験は
，

上 記 に 示 し た抗

原特異的芽球化反応に，こ れ ら の 抗体 （腹水）を 1 ：

250の 最終濃度 で 加 え て行 っ た ．

結　果

1）OVA 特異的 TCL の 樹立

　 6 人 の 卵 ア レ ル ギ ー
患者 か ら 計 10株の TCL を 樹 立
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1612 卵 白 ア ル ブ ミ ン 特異的T 細胞株
．
の 抗原認識 の 分子 的 解 析

Table　 2OVA −specific 　T 　cel 凵 ines　from　patients

　 with 　allergy 　to　hen’s　eg9

PatientNameof
　line

ProHferative　response

（stimulation 　 index）

OVA 〔50μg／ml ）　β
・LG （50μg／mD

2B7 10．6 0．5
P1

2G1 53，2 0．6

D1 19．8 0．9
P2

G5 15，5
　　　一 一
1．2

2F5 47．2 1．6
P3

1G5 103 1．3

P4 1D9 160 0，7

P5 A1 2．9 1，3

B2 4．1 1．0
P6

2E7 9，4 0．7

　 Numbers 　 of 　 stimulation 　 index　 are 　 means 　 of 　 the　 tri・

plicate　cultures．　 Standard　 deviation　 was 〈 10％ of 　the

response 　for　all　T 　ceU 　proliferative　responses ．

し た．Table　2 に 示す よ うに ， こ れ らの TCL は 対照抗

原 で あ る β・LG に 対 し て は 応答 を 示 さ ず，　 OVA に 対

し て の み 応答 して い る こ とか ら，OVA 特異的 TCL で

あ る こ とが示 された．

2）OVA 特 異的 TCL の 合成 OVA ペ プ チ ドに 対す る

応 答

　 こ れ ら 10株 の ，OVA 特 異 的 TCL の 3 種 の 合成

OVA ペ プ チ ドに 対す る芽球化反応 を Table　3 に 示 し

た．10株中 8株は今回検討 した 3種 の 合成 ペ プ チ ドに

応 答 を 示 さな か っ た が，OVA 特 異 的 TCL 　 AI が

OVAll1 −120を認識 し て 応答 した ．ま た，も う 1 株 の

OVA 特異的 TCL 　2E7 は，　 OVA323 ・339に対 し て 高 い

応答性 を示 した ．

3） OVA 特異 的 TCL の 抗 原認識 に 関 与す る HLA 拘

束分 子

　OVA 特 異的 TCL の 抗 原 認識 に 関 与す る HLA 拘

束分子を解析す る た め に ， 4 株 の OVA 特異的 TCL

に つ い て
， そ の 抗原特異的芽球化反応を 単 ク P 一

ン 性

抗 HLA 抗体 に よ り阻害 し た （Table　 4）．　 TCL 　2B7 の

OVA に 対す る 芽球化反応は，抗 HLA −DR 抗体 で あ る

IIU−4お よ び抗 HLA ・DP 抗 体 で あ る B7／21に よ り ほ

ぼ完全 に 抑制 さ れ た． 2株 の TCL 　2Gl と2E7 の OVA

に対する応答は ， HU4 の存在下 で の み ほ ぼ完全 に 抑制

され た． こ れ に 対 して ，TCL 　ID9 の OVA に 対 す る 芽

球化反応は，HU ・4お よ び B7／21の 存在下 で 全 く影 響を

受 け な か っ た ．

Table　 3Peptide 　 recognition 　of 　OVA −speci 丘c　T 　cell　lines　from

　　 patients 　with 　allergy 　to　hen’

s　eg9

Proliferative　response （sti［hulatio口 index）
PatientName 　of　lineOVA

OVAlll −120OVA323 −339OVA370 −381

2B7 10．6 　 　 0．5
−一一一一P1

2G1 53．2

0．7
　　−一．．．
1．9

0．8
　．一一一一
〇．9

．

．
D1 19．8 1．2 0．8

1．91
．−
o ，9

P2
G5 15．5 0．8 0．8 O．7

2F5 47．2 1．6 正．4 3，2
P3

1G5 102 0，9 L1
　　一一一一「
0．8

P4 1D9 78．6 no 員 ested 12 0．6

P5 A1

．一．一．一一一
4．1 8．1 1．O O，5

B2 4．1 0．9 L1
　　　．「
0．8

P6
2E7 9．4 0，9 44．3 0．8

　Numbers 　 of 　stimulation 　 index　 are 　 means 　 of 　the　trip】icate　 cu ］tures、　 Standard
deviation　was ＜lO％ ofthe 　proliferation　for　a ］l　cultures ．［OVA ］： 50μg／mlt ［OVA

peptide］：10 μg／mL
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Table　4　Antibody　blocking　of 　OVA −specific

　　　 　　 proliferation　of 　TCL

勝木利行他

Blocking　antibody
゜

檣 艘
cNo

　antibodyHU ．4 B7／21
　　　71一

2B7 10．6嚀 0．2 L4

2G1 53，2 2．7 53 ．4

1D9 160 142 160

2E7 5．7 1．0 4．5

゜Stimulation　index，
Standard　 deviation　 was ＜20％ for　 alE　 preliferation

assays ，

考　察

　代表 的 な 食物 ア レ ル ギ ーで ある卵 ア レ ル ギ ー
の 主要

抗原 として ， OVA ，
オ ボ ム コ イ ド

，
オ ボ トラ ソ ス フ ェ

リ ン が挙げ ら れ て い る が，OVA が最 も卵 白蛋白の な

か で 高 い 割合 を占 め て い る
1）．OVA に対す る IgE 抗体

が結合す る 抗原決定基 に つ い て ，ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の

解析が幾 つ か行わ れ て い る η 8，．こ れ に 対 し て ，ヒ ト，

特に ア レ ル ギ
ー
患者 に お け る OVA に 対す る T 細胞

応答 の 分子 レ ベ ル で の 理解は きわ め て 不 十分である．

そ こ で ，本研究 に お い て 我 々 は ，臨床的 に 卵 ア レ ル ギ ー

と診断 され た患者 の 末梢血単核球を OVA と IL−2に よ

り刺激し て OVA 特異的 TCL を樹 立 し，それ ら の 認

識する抗原決定基 と HLA 拘束分子を解析 した ，

　OVA は 385の ア ミ ノ 酸残基よ りな る蛋白で あ り，そ

の 抗原決定基 を OVA の 全配列 に わ た る 合成 プ ペ チ ド

を作製 して 検討する こ と は ，現実的に は 容易で は な い ．

そ こ で
， 本研究 に お い て は

，
マ ウ ス の 系で 判明し て い

る OVA 　T 細胞抗原決定基を もとに 3 つ の 合成 ベ プ チ

ドを作製 し， こ れ ら の 合 成 ペ プ チ ドに 対す る TCL の

応答性を解 析 した ．マ ウ ス の 系 で 認識 され る T 細胞 抗

原決定基 が ヒ ト に お い て も T 細胞 抗原 決定 基 で あ り

うる こ とは ，幾 つ か の 抗原に つ い て 示 され て い る
9）10 ）．

し た が っ て
，

マ ウ ス に お け る OVA 　T 細 胞抗原決定基

が ヒ トに お い て も T 細 胞抗原決定基 で ある可 能性 が

あ り，実際 ，今回 の 研究 に お い て も，卵 ア レ ル ギ ー患

者 の T 細胞 が 認識す る 2 つ の OVA 抗原 決 定基 を は

じめ て 明 らか に す る こ と が で きた．今回 の 解析 か ら は ，

T 細胞 OVA 抗原決定基 の
一部が明 らか に な っ た が，

10株 の TCL の うち 8株 に つ い て は 抗原決 定基を明 ら

か に し え な か っ た．
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　 Table　3 に 示 し た OVA 特異的 TCL 　B2 と2E7 は 同

一
の 患者 か ら樹立 さ れ て お り，そ の 特異性が異 な る こ

と か ら，一人 の 卵 ア レ ル ギ ー
患者 に お い て も T 細胞 は

複数の OVA 抗原決定基を認識 す る こ とが 示 された．

今後，さらに 多数の 合成ベ ブ チ ドを作成 し て 卵 ア レ ル

ギ ー
患名 に お い て 認 識 され る 主要な T 細胞 OVA 抗

原 決定基を 明 ら か に す る必要 が あろ う．

　今回我 々 は ，OVA 特異的 TCL の 抗原認識 に お け る

HLA 拘 束 分 子 を ，
　 HLA −DR お よ び HLA ・DP の

framework に 対 す る 単 ク ロ
ー

ノ 性抗体 に よ る抗原特

異的芽球化反応 の 阻害試験か ら検討 した ，Table　2 の

2G1 お よ び 2ε7は
， 抗 IILA ・DR 抗体 に よ り完全 に そ の

抗原特異的応答能が阻害 され た こ とか ら，こ れ ら 2株

の TCL は HLA −DR 拘束性 に OVA を 認識 す る と考

え られ た．1D9 の OVA に 対 す る 芽球 化反応 は ，抗

HLA ・DR お よ び 抗 HLA ・DP 抗 体 に よ っ て は 阻害 さ

れ なか っ た ．HLA −DQ 分子 の framework に 対す る抗

体がな い た め 結論 は 出せ な い が ，ID9の 抗原特異的芽

球化反応が 抗 HLA ク ラ ス 1 抗 体 に て は 抑制 され な

か っ た こ と か ら （結果 は 示 さず）HLA ・DQ 分子 が抗原

提示 に 関与す る こ とが 示 唆され た．
一

方 ， 2B7 の増殖反

応は，抗 HLA −DR 抗体 お よ び抗 HLA ・DP 抗体 の 両者

に よ り抑制 され た ，こ の 結果は，2B7が monoclone で

な く 01igoclone で あ る 可 能性を示 して い る．ま た，抗

HLA −DR 抗体と抗 HLA −DP 抗体が，それぞれ部分的

で な くほ ぼ 完全 に 2B7の 芽球化 反応 を抑制 し た こ と

は，HLA ・DP 拘 束 性 の TCL と HLA −DR 拘 束 性 の

TCL が 互 い の 増殖 に 影響を 及ぼ し て い る 可能性 が あ

り，
2B7 か らの cloning が 必要 と思われ る．以上 の 結果

か ら，OVA に 対す る T 細胞 応 答 に つ い て は HLA −

DR
，
−DP ，

・DQ の すべ て の HLA ク ラ ス II分子が拘束

分于 として 機能 して い る こ とが 強 く示唆され る．OVA

ac対す る T 細胞 の 応答を 規定す る HLA 拘 束 分子 に

つ い て，野間 らの グ ル
ープ 11 ）は，末梢血 リ ア パ 球 の

OVA 特 異的 IL・2反応 性 に 対す る抗 HLA 抗体の 阻害

能の 検討か ら，HLA ・DP お よ び HLA ・DQ が拘束分子

で あ る と報告し て い る．我 々 は ，OVA 特異的 TCL を

抗原特異的 T 細胞芽球 化反 応を指標 と して樹立 し て

お り，彼 ら の 結果 と我 々 の そ れ との 違 い は，一
つ に は

用 い た シ ス テ ム の 違 い に よ る と考え られ る．
一

方 ， Sas−

azuki ら
iV が 溶連菌細胞膜抗原 に 対す る低応答性 が

HLA −DQ に よ り規定 され て い る こ とを報告 して い る

こ とか ら，異 な る HLA ク ラ ス II分子が異 な る機能 を

有す る T 細胞 を 誘導す る 可能性 も示唆 さ れ る ．今後具
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体的 に は
，
T 細胞 の 機能と特異 性を対応 さ せ て HLA

分子の 拘束性を解析する 必要があろ う．今回 我 々 の樹

立 し た TCL を 用 い て ， 特定 の HLA ク ラ ス II抗原 に

よ り応 答性 が規定 され る OVA 応答性 T 細胞 の 機能

を，サ イ ト カ イ γ の 産生能 な どを 指標 に 解析 して い く

こ とが可能 で あ る．イ ソ タ
ー

ロ イ キ ン 4 や イ ソ タ
ー

卩

イ キ ン 5 な どの ア レ ル ギ ー
反応 に 重要 な 機能を 果 た す

サ イ トカ イ ン を産生す る T 細胞 が認識す る 抗 原決 定

基 と HLA ク ラ ス II分子が明 らか となれ ば， こ の 抗原

決定 基 に 対す る T 細胞応答を標的 に し た ア レ ル ギ ー

の 治療が可能 と な り うる．実際，自己 免疫疾患 の モ デ

ル で ある実験 自己免疫性脳 脊髄炎 に お い て 自己抗原 で

あ る myelin 　basic　proteinを認識す る T 細胞 の 活性

化を，抗原決定基の analog 　peptide を 用い て 阻害す る

こ と に よ り，発症 を 予 防 し うる こ とが報告 され て い

る
13｝．現在我 々 は ，OVA 抗 原決定基 の analog 　peptide

に よ る T 細胞応答の 制御 の 実験を計画 して い る．こ の

よ うに 我 々 の 樹 立 し た OVA 特異 的 TCL は ，ア レ ル

ギ ー反応 に 関わ る T 細胞 の 機能 と そ の 制 御 を解 析 し

て い く上 で きわ め て 有用な モ デ ル と考 え られ る．

　抗 HLA 　 class 　 ll抗体を 供与 して 頂 い た 九 州 大 学 の 笹 月

健 彦教授な ら びに 西 村泰 治助教授 に 深謝 し ます．

　本 研 究 の
一

部 は，文部省科学 研 究費 （＃05272203）に よ っ

た．
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ANALYSIS  OFOVALBUMIN-SPECIFIC  T  CELL
  PATIENTS  wrTH  HEN  EGGLINES

 ESTABLISHED
ALLERGY

FROM

  Toshiyuki Katsuki, Naoki Shimcio, Kiri Honma, Yoichi Kohno and  Hiroo Niimi

        Department  ofRediatries. Chiba Uiiiversdy School of Mladicine

                      John E. Coligan
Biologt'cal Resources Branch, IVlational institute ofAlletgy and  Inj7ectieus Diseases, IVIIH

                       Hajime Tsunoo

                 Meiji Institute ofHealth Science

   Ten  ovalbumin  (O VA)-specific T  cell lines (TCLs) were  established  from peripheral blood mononuclear  cells of

6 patients with  hen egg  allergy,  and  the antigen recognition  of these TCLs was  characterized.  Two  OVA  epitopes

were  determined by use  of 3 synthetic  OVA  peptides which  have been known  as  murine  T  cell epitopes,  Blocking of
antigen-specific  T  cell proliferation by anti-HLA  class  II monoclonal  antibodies  suggest  that all 3 HLA  cla$s  II
molecules  could  act as restriction  elements  for T  cell recognition  of  OVA. This is the first 

'demoris'
 tration of OVA

epitopes  recognized  by T cells in patients with  hen egg  allergy,  as far as we  know,


