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Thesis

緒言

　インテグリンファミリーであるαEβ7（CD103）はαE
とβ7のヘテロダイマーであり，腸管上皮間リンパ球

（IEL）の90-95％と腸粘膜固有層リンパ球（LPL）の40％
以上に発現される．一方，末梢血単核球細胞（PBMCs）
や胸腺内の成熟過程のTリンパ球においては数％しか

発現されない 1)．また最近では，樹状細胞（Dendritic 
Cellc：DC）においてもCD103の発現が認められ，腸管
における炎症性 T細胞と制御性 T細胞の間のバランス
に影響を及ぼし，さらにはCD103の発現が制御性 T細
胞の一部に発現していると報告され，その発現誘導機
構や機能発現に注目が集まっている 2-4)．CD103は上皮
細胞に存在するE-カドヘリンを唯一のリガンドとし，
その接着を介して上皮組織障害に深く関与している可

健常人末梢血単核球におけるαEβ7（CD103）分子の発現に関する研究

背景と目的：αEβ7（CD103）は，E-カドヘリンとの接着を介して上皮組織障害に深く関与する可能
性が指摘されている．CD103は，末梢血単核球細胞（PBMCs）においては数％しか発現されないが，
in vitro ではphytohaemagglutinin（PHA）とTransforming growth factor-β1 （TGF-β1）の共刺激下で高
発現する．しかし，ヒトPBMCsのCD103発現におけるPHA並びにTGFβ1の役割に関しては不明な部
分が多い．本研究では，健常人のPBMCsを用いて，CD103発現条件を検討し，PHA並びにTGF-β1の
役割に関する解析を行った．
方法：健常人 PBMCsと，磁気ビーズ添加抗体を用いて分離した各サブセットを各刺激条件で6日間培
養し，CD103の発現をフローサイトメーターで解析した．CD103発現誘導に関するシグナル伝達経
路の解析は，Smad2/3，Smad4，Smad7，TGF-β受容体Ⅰ，TGF-β受容体Ⅱ，P-Smad2の各抗体を用いて，
免疫ブロットによる蛋白発現で検討した．CD103＋細胞の機能的分子の変化は，CD178，パーフォリン，
グランザイムB ，FOXP3，CD95，CTLA-4の各抗体で多重染色し，フローサイトメーターで解析した．
結果：CD103の発現誘導の刺激条件と細胞サブセット：CD103は PHAと TGF-β1の共刺激で45.92±
3.83％に発現誘導され，そのサブセットは CD8＋T細胞で 44.16±8.50％と高発現を認めた．また
CD45RO＋細胞とCD45RA＋細胞の各サブセットでの検討では，CD45RA＋細胞で54.57±7.88％と高発
現を認めた．CD14＋単球添加条件での検討では， CD45RA＋CD8＋T細胞ではCD14＋単球の添加により
43.61±2.94％と高発現を示した．また，トランスウェルプレートによるCD14＋単球との分離培養条件
における検討では，CD45RA＋CD4＋T細胞，CD45RA＋CD8＋T細胞ともにCD103の発現は低下した．
CD103発現誘導に関与するシグナル伝達経路：PHA添加でTGF-β受容体およびSmad2/3の蛋白発現
が増加し，さらにTGF-β1との共刺激では，Smad2のリン酸化が認められた．また，PHAとTGF-β1の
共刺激条件に加えて，TGF-βRIキナーゼ阻害剤であるSD208を添加した結果，CD103発現は有意に
抑制され（3.78±0.88％）（p＜0.05），Smad2のリン酸化は阻害された．
CD103発現誘導に伴う各種機能的分子の変化：CD178，パーフォリン，グランザイムB，FOXP3の発
現はほとんど認めなかった．一方，CD95，CTLA-4は発現を認めた．
結論：CD103はPHAとTGF-β1の共刺激により増強され，CD14＋単球の存在のもと主としてCD45RA＋

CD8＋T細胞との直接的細胞接触によってCD8＋T細胞に発現されていた．その作用はTGF-β1/Smad依
存性シグナル伝達経路を介しており，PHAはTGF-β受容体の発現を介してCD103の発現を増強させ
ることが示唆された．
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能性が指摘されている 1,5)．実際，シェーグレン症候群
や炎症性腸疾患，炎症性気道疾患，尋常性乾癬皮膚，
慢性 GVHDモデルマウスの肺病変などでCD103陽性 T
リンパ球の発現が報告されている6-10)．このためCD103
は上皮障害を伴う免疫疾患において重要な役割を担っ
ていると考えられる．CD103の発現については，研究
の蓄積によりマイトジェンもしくはアロ抗原刺激条件
に加えて，サイトカインであるTransforming growth 
factor-β1 （TGF-β1）刺激により著明な発現を認めるこ
とが明らかとなった11)．TGF-βは多面的特徴を有する
が，とりわけ，強力な抗炎症作用を示すサイトカイン
で，TGF-β1機能欠損マウスでは生後から高度の炎症
性病変を全身性に生じる 12)．TGF-β1はリンパ球を含
む多くの細胞から分泌され，免疫系細胞の分化，増殖
の調節にも関与している13)．TGF-β受容体Ⅰ（TGF-βR
Ⅰ）とTGF-β受容体Ⅱ（TGF-βRⅡ）のヘテロ複合体に
結合すると受容体はリン酸化され，そのシグナルは，
リン酸化受容体と会合するSmad（R-Smad），Smad2，
Smad3を介し，Smad4と複合体を形成したのち，核
内に移行し標的遺伝子に作用する 14-16)．しかし，ヒ
ト単核球のCD103発現におけるphytohaemagglutinin

（PHA）ならびにTGF-βの役割に関しては，不明な部
分が多かった．本研究では，健常人のCD103の発現誘
導の分子メカニズムを明らかにするために，PBMCs
を用いて，より詳細な細胞レベルでのCD103発現条件
を検討し，PHAならびにTGF-β1の役割に関する解析
を行った．

方法

末梢血単核球とその細胞サブセットの分離：
　埼玉医科大学総合医療センター倫理委員会にて承認
された同意説明文書にて同意を得た健常人のへパリン
添加末梢血を phosphate buffered saline（PBS）で1：1の
比率で希釈した後， Ficoll-paque PLUS（GE Healthcare, 
USA）の上層に充填，400 gで 20分間遠心し PBMCs
を回収した．回収後に IO TEST3（Beckman coulter, 
USA）にて溶血したのちPBSで3回洗浄した．PBMCs
は磁気マイクロビーズを用いたMagnetic cell sorting

（MACS：Miltenyl Biotec, USA）の手順にそって， 各サ
ブセットに分離した．MACS buffer（PBS　base 0.5％ 
BSA＋2 mM EDTA）で調整された各細胞サンプルに，
磁気マイクロビーズが添加された anti-human CD4, 
CD8, CD45RA, CD45RO, CD14 monoclonal antibodies

（mAbs）（Miltenyl Biotec）の各抗体を加え，混和したの
ち4℃で15分間暗所にインキュベート，その後 MACS 
LDカラム（Miltenyl Biotec）を用いて分離した．
　CD45RA＋CD4＋T細胞とCD45RA＋CD8＋T細胞の各 T
細胞サブセットは其々の Isolation Kit（Miltenyl Biotec）
を用いて分離した．すべてのサブセットはフローサイ
トメーターでの解析により，90％以上の純度であるこ

とを確認した．
細胞培養：
　PBMCs と各サブセットは培養液中（RPMI 1640＋
10％非働化 FBS ＋ 2 mM L-glutamine）で5×105 cells/
mlの濃度に調整したのち，24-well flat bottom tissue 
culture trays（Corning Life Sciences, USA）に各 1 ml/
ウェルの容量で37℃，5％CO2濃度のインキュベーター
で各刺激条件下に培養した． 
　CD45RA＋CD4＋T細胞もしくは CD45RA＋CD8＋T細
胞と CD14＋単球のサブセットには 24-well transplate 

（Corning Life Sciences Inc）を使用し，細胞分離下での
培養も行った．CD103誘導実験では，TGF-β1とPHA

（M form;GIBCO, USA）を添加して培養した．
　シグナル伝達経路の検討のためTGF-βRI キナーゼ阻
害剤であるSD208 （2-（5-Chloro-2-fluorophenyl）-4-[（4-
pyridyl）amino]pteridine:TOCRIS bioscience, USA） を
dimethyl sulfoxide（DMS）にて溶解し使用した（1 µg/
ml）．また，CD103の発現に対するサイトカインの影
響を検討するため，anti-human interleukin 13（IL-13） 
mAb（clone 32116, R&D systems, USA）とアイソタイプ
コントロールとしてMouse IgG1 mAb（R&D systems)
を使用した．
フローサイトメーターを用いた解析：
　細胞表面，細胞内多重染色のため f luor esce in 
isothiocyanate（FITC），Red-phycoerythrin（R-PE），
phycoerythrin-cyanin 5.1（PC5），ECDの蛍光色素を使
用した．細胞表面抗原の染色にはanti-human CD4 mAb 

（clone 13B8.2），CD8 mAb （clone B9.11），CD103 mAb
（clone 2G5），CD45RA mAb（clone ALB11），CD45RO 
mAb（clone UCHL1），（Beckman Coulter, USA），
CD95 mAb （Fas, clone DX 2, Becton Dicknson,USA），
CD178 mAb （Fas Ligand, clone NOK-1)，Perforin 
mAb（cloneδG9）（BD Pharmingen, USA）の各抗体を，
サンプルに10 μlずつ混和し暗所にて4℃で30分間イン
キュベートした．細胞内染色については表面抗原の
染色後に intracellular staining buffer set（eBioscience, 
USA）を用いて細胞の固定と細胞膜透過処理を行った
のち anti-human FOXP3 mAb （forkhead box P3）

（clone PCH101, eBioscience），CD152 mAb（cytolytic 
T-lymphocyte-associated antigen 4:CTLA4, clone BN13, 
Beckman Coulter），Granzyme B mAb (clone GB 11, 
BD Pharmingen）の各抗体をサンプルに10 μlずつ混
和し，暗所にて 4℃で 30分間インキュベートした． 
最後にPBSで洗浄した後，FACS Calibur system（BD 
Biosciences, USA）を用いて測定し，CELLQUEST 
software（BD Biosciences）を用いて解析を行った．
免疫ブロットによる解析：
　1％TXTN（25 mM Tris-HCl＋100 mM NaCl＋1％
TX-100）に対して 1/100 volの phosphatase inhibitor 
cocktail　2（PhIC2, Sigma, USA），1/200 volの protease 
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inhibitor cocktail（PIC, Sigma）を混合した溶液で溶解
した各条件培養後の細胞を，Micro BCA protein assay 
reagent kit（Pierce, USA）を用いて蛋白定量を測定，調
整を行った．
　 細 胞 溶 解 液 は 4 ×S D S - l o a d i n g  b u f f e r と
2-Mercaptoethanol（2-ME, Sigma）と混合した後95℃ で
5分間加熱処理し，5％～15％の12 well real gel plateに
充填し電気泳動後 Immobilon-P メンブレン（Millipore, 
USA）にトランスファーした．
　メンブレンは BlockAce Powder 4 g（DS Biomedical, 
J a p a n ）で 4 ℃1 2 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 ， 以 下
の 各 一 次 抗 体 に て 室 温 で 6 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
した．primary Abs:smad2/3（clone 18/smad2/3;BD  
Biosciences），phospho-smad2（P-smad2, clone 
Ser465/467, 138D4, Cell signaling Technology, USA），
Smad4（clone B-8），TGF-βRⅠ（clone H-100），TGF-βRⅡ

（clone MM16），（Santa cruz Biotech, USA）． 
　メンブレンを洗浄したのちに HRP結合二次抗体を
加え，室温で60分間インキュベートし，最終的にECL 
system （Amersham Biosciences, USA）を用いて発色， 
LAS-1000（Fuji film, Japan）を用いて解析した．
サイトカインの測定：
　IL-4,IL-6,IL-13,TGF-β1はELISAを用いて測定した． 
実際には，96 well plate（Corning Life Sciences）に
anti-human capture mAbsとしてpurified mouse anti-
human IL-4 mAb（clone 8D4-8），purified rat anti-
human IL-6 mAb（clone MQ2-13A5），purified Rat anti-
human IL-13 mAb（clone JES10-5A2）， purified rat anti-
human TGF-β1 mAb（clone A75-2）（BD pharmingen）
を添加し，4℃で 12時間もしくは 37℃で 2時間イン
キュベートした．block Aceにて 37℃で 2時間ブロッ

キングの後，wash buffer（0.5％ Tween 20/PBS）で3
回洗浄した．陽性コントロールとして希釈したサイ
トカインと，培養上清を各ウェルに加え37℃で2時間
インキュベートした．wash bufferで3回洗浄した後，
biotinated detection mAbs を乗せて室温で1時間イン
キュベートし，wash bufferで3回洗浄，Streptavidin-
HRP（BD pharmingen）で室温 30分間インキュベート
した後 wash buf fer で 4回洗浄，TMB-ONE solution

（Promega, USA）を加え室温で10分間インキュベート
した．最後に1 mol/L HCLで反応停止，吸光度 450 nm
で Multiskan EX（Thermo scientific, USA） plate reader
にて測定し，Ascent Software（Thermo scientific）にて
解析した．結果は中央値±SDで表記した．
統計解析：
　統計的有意差はpaired two-tailed Student t testにて検
討し，p＜0.05 で有意差ありとした．

結果

PBMCsにおけるCD103の発現誘導の条件：
　PBMCsにおける CD103の発現誘導の条件を検
討するため，無刺激，TGF-β1（2.5 ng/ml） 単独，
PHA(1/100 vol）単独，PHA（1/100 vol） と TGF-β1（2.5 
ng/ml）の共刺激の四つの条件にて6日間培養した．そ
の結果，CD103はPHA刺激後 11.25± 4.44％に , PHAと 
TGF-β1 共刺激で45.92±3.83％に発現誘導された（図
1）．また図には示していないが，CD103は刺激後 3日
目から発現が誘導され，4日目にはプラトーに達し，7
日目まで維持された．さらにTGF-β1の濃度条件を検
討するためPHA（1/100 vol）と，0 ng/ml，0.01 ng/ml，0.1 
ng/ml，1 ng/ml，10 ng/mlの各濃度のTGF-β1にて刺
激培養した結果，0.01 ng/mlのTGF-β1でCD103の発

図 1．CD103 発現条件の検討．末梢血から分離した PBMCs は 24-well plate を用いて 5x105個/ml/ ウェ
ル に 調 整 し た の ち， 無 刺 激，TGF-β1（2.5 ng/ml）刺 激，PHA （1/100 vol）刺 激， PHA （1/100 vol）＋
TGF-β1（2.5 ng/ml）共刺激に分け培養した．（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mM L-glutamine） 
37℃，5％CO2 濃度のインキュベーターにて 6 日間刺激培養後，回収した細胞を抗 CD103 抗体にて染色
し，フローサイトメーターで発現の解析を行った．解析の結果，CD103 は PHA 刺激で 11.25±4.44％に， 
PHA と TGF-β1 共刺激で 45.92±3.83％に発現誘導を認めた．
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現増強を認め（24.10±1.13％），さらには0.1 ng/ml以
上でプラトーに達した（45.78±3.52％）．
CD103が発現される細胞サブセット：
　上記の結果からPHA（1/100 vol）とTGF-β1（2.5 ng/ml）
の共刺激下にて CD103が発現される細胞サブセット
について検討した．PBMCsの中で，CD103が発現さ
れる細胞サブセットは，CD8＋T細胞で44.16±8.50％，
CD4＋T細胞で 19.98±4.47％と，CD8＋T細胞により
多い発現を認めた（図 2）．次に，各細胞サブセットを
分離後，同様の条件でCD103の発現誘導を行ったとこ
ろ，CD45RO＋細胞では2.71±3.83％であったのに対し，

CD45RA＋細胞では54.57±7.88％と高値で，CD103は
CD45RA＋細胞に選択的に発現誘導された（図 3）．さら
に CD45RA＋CD4＋T細胞あるいは CD45RA＋CD8＋T細
胞を分離後，CD14＋単球を添加してCD103の発現を検
討したところ，いずれも単球の非存在化ではCD103の
発現誘導は僅かで，CD14＋単球を添加することにより
発現が増加した．CD45RA＋CD4＋T細胞ではCD14＋単
球の添加によって CD103の発現は 11.92±0.76％に留
まったのに対して， CD45RA＋CD8＋T細胞では43.61±
2.94％と高発現を示した（図 4a, b）．また，単球添加に
よるCD103発現効果が，単球との直接接触が必要か否

図 2．フローサイトメーターを用いた CD103 発現時の CD4/CD8 細胞サブセット解析．末梢血から分
離した PBMCs は 24-well plate を用いて 5x105 個 /ml/well に調整したのち，PHA（1/100 vol）と TGF-β1

（2.5 ng/ml）で共刺激し，37℃，5％ CO2 濃度のインキュベーターにて培養した（培養液：RPMI 1640＋
10％非働化 FBS＋2 mM L-glutamine）．6 日間の刺激培養後に回収した細胞を，抗 CD103 抗体と抗 CD4
抗体，抗 CD103 抗体と抗 CD8 抗体で其々二重染色し，フローサイトメーターにて発現の解析を行った．
解析の結果では PBMCs の中で，CD103 が発現される細胞サブセットは，CD8＋T 細胞で 44.16±8.50％，
CD4＋T 細胞で 19.98±4.47％と CD8＋T 細胞により多い発現を認めた．

図 3．CD45RO＋細胞 サブセットと CD45RA＋細胞サブセットの各培養における CD103 発現の検討．末
梢血から分離した PBMCs を，磁気マイクロビーズで CD45RO＋細胞と CD45RA＋細胞の各サブセットに
分離した後，24-well plate を用いて5x105 個 /ml/ ウェルに調整した．PHA（1/100 vol）＋TGF-β1（2.5 ng/ml）
共刺激下で 37℃，5％CO2 濃度のインキュベーターにて 6 日間刺激培養した（培養液：RPMI 1640＋10％非
働化 FBS＋2 mM L-glutamine） ．回収した細胞を抗 CD103 抗体にて染色し，フローサイトメーターで発
現の解析を行った．解析の結果，CD103 発現は CD45RO＋細胞サブセットでは 2.71±3.83％，CD45RA＋

細胞サブセットでは 54.57±7.88％であった．
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かを検討するため，トランスウェルプレートを用いて
分離培養を行ってCD103の発現を検討した．図 5に示
すように，トランスプレートによって CD14＋単球を
分離培養することによって，CD45RA＋CD4＋T細胞，
CD45RA＋CD8＋T細胞ともに，CD103発現は有意に低
下し，CD103誘導には単球の直接的細胞—細胞接触が
必要と考えられた．
CD103発現誘導に関与するシグナル伝達経路：
　CD103発現誘導に必要な PHAおよび TGF-β1の役
割を検討した．TGF-β1シグナル伝達が必須と考え，
PHAによってその受容体発現が誘導される可能性に

ついて検討したところ，図 6に示すように，PHA添加
でTGF-βRおよびSmad2/3の蛋白発現が増加し，これ
にTGF-βを加える事によって Smad2のリン酸化が惹
起されることが明らかとなった．つぎに，TGF-βR Iキ
ナーゼ阻害剤であるSD208（1 µg/ml）を添加しCD103
の発現誘導について検討した結果（図 7），CD103発
現はSD208によって有意に抑制された（3.78±0.88％）

（p＜0.05）．免疫ブロット解析によって，Smad2/3，
TGF-β RⅠ，TGF-β RⅡの蛋白発現は変化しないもの
の，Smad2のリン酸化は完全に阻害され，SD208の作
用は，チロシンキナーゼ活性阻害作用を介したもので

図 4 a．CD45RA＋CD4＋T 細胞サブセットと CD45RA＋CD4＋T 細胞＋CD14＋細胞サブセットの各培養
における CD103 発現の検討．末梢血から分離した PBMCs を，磁気マイクロビーズで CD45RA＋CD4＋

T 細胞単独と CD45RA＋CD4＋T 細胞＋CD14＋単球の各サブセットに分離した後，24-well plate を用い
て 5x105個/ml/ ウェルに調整した．PHA （1/100 vol）＋TGF-β1 （2.5 ng/ml）共刺激下で 37℃，5％CO2

濃度のインキュベーターにて 6 日間刺激培養した．（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mM 
L-glutamine）CD14＋単球は各設定濃度で添加した．回収した細胞を抗 CD103 抗体にて染色し，フローサ
イトメーターで発現の解析を行った．CD45RA＋CD4＋T 細胞サブセットは，CD14＋単球（20％）の 添加に
よりCD103 発現は 11.92±0.76％であった．

図 4 b．CD45RA＋CD8＋T 細胞サブセットと CD45RA＋CD8＋T 細胞＋CD14＋細胞サブセットの各培養に
おける CD103 発現の検討．末梢血から分離した PBMCs を，磁気マイクロビーズを用いて CD45RA＋

CD8＋T 細胞単独と CD45RA＋CD8＋T 細胞＋CD14＋単球の各サブセットに分離した後，24-well plate を
用いて 5x105個/ml/ ウェルに調整した． PHA （1/100 vol）＋TGF-β1 （2.5 ng/ml）共刺激下で 37℃，5％
CO2 濃度のインキュベーターにて 6 日間刺激培養した．（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mM 
L-glutamine）CD14＋単球は各設定濃度で添加した．回収した細胞を抗 CD103 抗体にて染色し，フローサ
イトメーターで発現の解析を行った． CD45RA＋CD8＋T 細胞サブセットは，CD14＋単球（20％）の 添加
によりCD103 発現は 43.61±2.94％と高発現を示した．
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あることが示された（図8）．
CD103発現誘導に伴う各種機能的分子の変化：
　CD4＋CD103＋細胞と CD8＋CD103＋細胞の各種機能
的分子の変化を検討するために，フローサイトメー
ターで解析を行った．図には示していないがCD178，
パーフォリン，グランザイムB の発現および制御性細
胞機能のマーカーである FOXP3の発現はほとんど認
められなかった．一方，CD95は，CD4＋CD103＋細胞で
19.53± 7.87％， CD8＋CD103＋細胞では26.69± 8.87％，
CTLA-4はCD4＋CD103＋細胞で48.41± 15.47％，CD8＋

CD103＋細胞では64.65±8.40％に陽性となった．

考察

　本研究では健常人末梢血単核球における CD103発
現条件の検討を行った．最近の研究では，CD103の発
現誘導にマイトジェンや，特異的抗原刺激，さらには
TGF-β1が必要であると報告されている1,11) ．
　CD103発現はPHAの刺激により増加し，TGF-β1と
の共刺激によりさらに著明に増強された．CD103は，
主としてCD8＋T細胞に選択的に発現されていたが，そ

図 5．Trans plate を用いたCD45RA＋CD8＋T細胞， CD45RA＋CD4＋T 細胞と，CD14＋単球の同ウェル内
分離培養での CD103 発現の検討．末梢血から分離した PBMCs を，磁気マイクロビーズで CD45RA＋

CD8＋T 細胞， CD45RA＋CD4＋T 細胞の各サブセット，CD14＋単球サブセットに分離後，トランスプレー
トを用いて同ウェル内で CD14＋単球を分離し，PHA（1/100 vol）＋TGF-β1（2.5 ng/ml）共刺激下で 37℃，
5％CO2 インキュベーターにて 6 日間刺激培養した（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mM 
L-glutamine）．回収した細胞を抗 CD103 抗体にて染色し，フローサイトメーターにて発現の解析を行っ
た． CD4＋T 細胞，CD8＋T 細胞ともに，CD103 発現は有意な低下を認めた．

図 6．ウェスタンブロッティング法による TGF-β/Smad 依存性シグナル伝達解析．末梢血から分離し
た PBMCs を，5x105 個 /ml/ ウェルに調整した後， 24-well plate で無刺激，TGF-β1 （2.5 ng/ml）刺激，
PHA （1/100 vol）刺激，PHA (1/100 vol）＋TGF-β1 （2.5 ng/ml）共刺激に分け 37℃，5％CO2 インキュベー
ターにて 6 日間刺激培養した．（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mM L-glutamine） 回収した細
胞を溶解し，蛋白定量測定，調整した後ウェスタンブロッティング法を用いて蛋白発現の解析を行った．
解析の結果， TGF-β1 の有無にかかわらず PHA 刺激の添加で Smad 2/3，TGF-βRⅠ，TGF-βRⅡとも
蛋白発現が認められた．一方，リン酸化 Smad2 は PHA＋TGF-β1 共刺激でのみ発現が認められた．
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の誘導に必要な細胞成分を検討したところ，CD14＋単
球が必須で，CD45RA＋CD4＋T細胞に比してCD45RA＋

CD8＋T細胞により多く CD103が発現されていた．
CD14＋単球とCD45RA＋T細胞の間に細胞—細胞接着が
必要か否かトランスウェルプレートを用いて検討した
ところ，トランスウェルプレートによってCD103発現
が有意に低下したことから，CD14＋単球が直接的に
CD45RA＋T細胞と接着しCD103の発現を誘導するもの
と考えられた．この成績は，図には示していないが，
PHA刺激によって培養上清中には IL-13，IL-6が増加す

るものの，これらの中和抗体の添加ではCD103の発現
は抑制されず，トランスウェルを通過するこれらサイ
トカイン以外の要因が関与するという結果も上記仮説
を支持する．
　一方 CD103発現増強因子であるTGF-β1は，TGF-β
スーパーファミリーのポリペプチドメンバーであり細
胞の成長，分化，増殖，アポトーシスの調節を含む多
くの細胞機能に関与する分泌蛋白でCD103の発現を増
強させる12)．
　そのメカニズムとして，ある報告では，TGF-β1が

図 7．PHA 単独刺激，PHA＋TGFβ1 共刺激下における DMS，SD208 添加条件での CD103 発現条件の
検討．末梢血から分離した PBMCs を，PHA（1/100 vol）単独，PHA (1/100 vol）＋ TGF-β1（2.5 ng/ml）
共刺激条件に加えて，DMS（1/100 vol），SD208（1 μg/ml）をそれぞれ添加し 37℃，5％ CO2 インキュベー
ターにて 6 日間刺激培養した（培養液：RPMI 1640＋10％非働化 FBS＋2 mML-glutamine）．回収した
細胞を抗 CD103 抗体にて染色し，フローサイトメーターにて発現の解析を行った． 解析の結果，PHA＋
TGF-β1 共刺激下では SD208 の添加により有意に CD103 の発現が抑制された（3.78±0.88％）．

図 8．ウェスタンブロッティング法による SD208（TGF-βRⅠキナーゼ阻害剤）添加条件での TGF-β/Smad
依存性シグナル伝達解析．末梢血から分離した PBMCs を，5x105 個 /ml/ ウェルに調整した後， 24-well 
plate を用いて PHA（1/100 vol）＋TGF-β1（2.5 ng/ml）共刺激に加え，DMS と SD208（1 μg/ml）をそれ
ぞれ添加した条件下で 37℃，5％CO2 インキュベーターにて 6 日間刺激培養した．（培養液：RPMI 1640
＋10％非働化 FBS＋2 mM L-glutamine）回収した細胞を溶解し，蛋白定量測定，調整した後ウェスタン
ブロッティング法を用いて蛋白発現の解析を行った．解析の結果， DMS と SD208 のいずれの添加条件
でも TGF-βRⅠ，TGF-βRⅡの蛋白発現が認められた．一方，リン酸化 Smad2 は SD208 添加条件では
認められなかった．
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直接αE遺伝子の転写に影響している可能性を run-on
法とノーザンブロット法で解析し，TGF-β1は30分以
内にαEの転写を誘導すること，β7インテグリン遺
伝子のプロモーター領域は TGF-β反応エレメントを
有している事が報告されている 17)．また TGF-βシグ
ナル伝達経路において協調作用する転写因子 Runx3
は CD103の発現に関与している 18)．これらのことか
ら，TGF-β1は転写レベルでCD103の発現誘導に関与
しているものと考えられる．TGF-βのシグナル伝達
経路には Smad依存性と Smad非依存性の二つが存在
する 19,20)．Smad依存性の経路においては，細胞表面上
のTGF-β RⅠとRⅡの二つのレセプターのヘテロの複
合体に作用してSmad2やSmad3のリン酸化を引き起こ
しSmad4と複合体を形成した後細胞核内に移行し，標
的遺伝子に作用する15,16,20)．一方のSmad非依存性経路
においても，TGF-βはextracellular signal-regulated 
kinases（ERKs），c-Jun N-terminal kinases（JNKs），
P38-MAPKなどを含めた様々な mitogen activated 
protein kinases（MAPK）を介して，Smadの転写活性に
促進的あるいは抑制的に作用する21)．
　この研究において，Smad複合体はPHA単独によっ
ても蛋白発現を認めたが，Smadのリン酸化には，
PHAとTGF-β1の両者が必要であった．PHAはTGF-β 
R発現を誘導した事から，添加したTGF-β1がPHAに
よって発現誘導された受容体に結合し Smadをリン
酸化し，CD103の発現に至ったと考えられた．実際，
TGF-βRⅠキナーゼ阻害剤のSD20821,22)添加によって
CD103の発現が抑制されたことから，Smad依存性の
経路を介してCD103が誘導されることが確認された．
一方，PHAは内因性の TGF-β1を分泌促進し，それ
により部分的に CD103の発現を増強させた可能性も
否定できない．実際に，SLEの上皮障害合併例では
PHAのみでCD103の高発現が認められている事から，
TGF-β1の産生能が高い病態においては，受容体発現
のみの刺激によってCD103発現が誘導されうると考え
られる23)．
　興味深い事に，肺線維症や慢性気管支喘息，強皮症
などの上皮組織障害に対しSD208による治療効果が報
告されている 24,25)．この効果が，単に線維化に対する
直接的な効果のみならず，T細胞のCD103誘導による
上皮障害を介した可能性についても今後検討する必要
がある．
　CD103は単量体 E-カドヘリン上にある末梢（EC1）領
域ドメインに対するヘテロな接着を介して，リンパ球
を上皮組織に結合させる26,27)．CD103の接着機能につい
ては，これまでの多くの報告で，リンパ球の組織への
極在と維持における重要な役割を担っていると考えら
れている．実際に，CD103のαEノックアウトマウス
では，IELの減少を認めることや，また脳腫瘍への細
胞障害性 T細胞の接着の低下を認めるなど，いずれも

リンパ球の組織への極在と維持の働きを示唆してい
る28,29)．一方で，αEノックアウトマウスでは皮膚の炎症
性疾患を自然発症する報告もある30)．さらにCD103＋T
細胞の機能に関しては，これまでに制御性と細胞障害
性のそれぞれについて報告されている2,6,8-10,31)．
　CD103発現誘導に伴う各種機能的分子の変化につい
て，CD178，パーフォリン，グランザイムB ，FOXP3 
の発現はほとんど認められなかった．一方で CD95，
CTLA-4は発現を認めた．今後正常と疾患でこれらの機
能的分子の発現にどのような違いが有るか，その違い
はどのようなメカニズムを介しているのかを，検討す
る必要がある．

結論

　今回我々は健常人末梢血単核球における CD103の
発現誘導の条件について検討した．CD103は PHAと
TGF-β1の共刺激により増強され，CD14＋単球の存在
のもと主としてCD45RA＋ CD8＋ T細胞との直接的細胞
接触によってCD8＋T細胞に発現されていた．
　同時に，発現細胞数は少ないものの一部のCD45RA＋

CD4＋T細胞にも発現誘導された．その作用はTGF-β1/
Smad依存性シグナル伝達経路を介しており，PHAは
Smad2/3とTGF-βRの発現を介してCD103の発現を増
強させることが示唆された．今後これらの健常人の解
析を基に，CD103の関与が示唆される上皮性細胞性組
織障害の病態解明の手掛かりとし，さらなる研究を進
めていきたい．
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