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NttК  Natural killer T)細胞は,NK細 胞及び T細 胞の両方の細胞表面抗原及び機能を

合わせもつリンパ球であり,が ん,ア レルギー,自 己免疫疾患など多くの免疫関連疾患に関

与していることが報告されている。また,活 性化した NKT細 胞は,マ ウスモデルにおいて

強力な抗腫瘍効果を示すことが報告されている。このため N即 細胞を活性化する抗腫瘍活

性をもつ成分の探索が有用と考えられているが,食 品機能研究分野における報告例はない。

そこで本研究では,NKT細 胞による食品由来成分の抗腫瘍活性評価系を確立するための諸

条件の検討を目的として,臓 器からの NKT細 胞の分離方法,抗 原提示細胞との共培養条件

及び MT細 胞活性評価法の検討を行つた。

実験 1で は,FACS Gluorescence activated cell sortinglにより,が ん細胞非接種及び接

種時の免疫細胞表面抗原を解析し,が ん細胞接種により牌臓中CD4+T細 胞と胸腺中CD8+T

細胞が,わずかであるが増加することを確認した.また,がん細胞非接種時のNrr糸 田胞は,

肝臓より1×105cellS/mouse,月卑臓よりl X 106cenS/mouse得た。この NKT細 胞を含むリン
パ球懸濁液をMACS(磁 気細胞分離)で 1回分離することで,NKT細 胞の精製度は約 30%

に高まることを確認した.阻 CSに よる複数回の分離で 99.6%まで N田 『細胞の純度を高め

られることが報告されているが,本 研究では,播 種細胞数,処 理時間,評 価系への応用等を

考慮し,MACSに よる 1回 の分離で得られる牌臓 NKT細 胞リッチ画分を評価系に用いて検

討を行つた。

実験 2で は,NKT細 胞の抗腫瘍活性の評価方法及び共培養条件を検討した。始めに,MT

細胞の活性促進を目的とした牌臓由来抗原提示細胞の培養条件の検討を行い,得 られた牌臓

由来抗原提示細胞の活性促進条件を検討 した。LPS(Lゃ opolySacchattde),α‐GalCer

(α・galactOsylceramide)による24時 間及び48時 間の反応条件でIL。12p40産 生量が増加し,

活性が促進された.ま た,活 性化抗原提示細胞とNKT細 胞を共培養し,産 生された IFN‐Y
を指標として,NKT細 胞の活性評価を行つた結果,10ュg/mlLPS及 び 200ng/mlの α

‐GalCer

による24時 間及び 48時 間という条件における抗原提示細胞への刺激が,MT細 胞を活性

化することを確認 した。さらに,NKT細 胞活性化の指標として,Vα 14mRNA(マ ウスT細

胞抗原受容体遺伝子)の 発現変化が評価の指標として用いる可能性についても検討を行い,
VQ14mRNAを 定量的に評価することで NKT細 胞活性化の指標となることを確認した.こ

れらの指標を用いた結果をもとに,NKT細 胞による抗腫瘍活性評価系を提案した。また,

提案した評価系を用いて食品由来成分 (ワサビ抗腫瘍活性成分 ;6‐MITC)の 評価を行つた。

6・MITCに よる 24時 間,48時 間の反応条件で IL。12p40産 生量,IFN‐Y産 生量が増加する

ことを確認した。本研究によって,牌 臓リンパ球から簡易的分離法 制臥CS)に よって得ら

れるNKT細 胞を用いた抗月重瘍活性評価系を確立した.


