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Abstract: Effects of ursodeoxycholic acid (UDCA) on antigen presentation were 

investigated using monoc1onal antigen presenting cells (APCs) and T cells. A mouse B cell 

lymphoma line expressing immunoglobulin M (IgM) specific for trinitrphenyl (TNP)， a T 

hybridoma cell line specific for chicken ovalbumin (OV A) and TNP conjugated OV A 

(TNP-OV A) were used as APCs， T cells and an antigen， respectively. The T cells are 

known to release interleukin 2 (IL-2) and to obtain cytotoxic activities when they recognize 

the particular sequence of 17 amino acids of ovalubmin (OVA peptide) in the context of 

major histocompatibility gene product I-Ad molecules. UDCA suppressed IL-2 production 

and cytotoxic activities of T cells. These suppressed T cell functions were also observed 

when the OV A peptide was used instead of TNP-OV A. UDCA， however， did not reduce the 

spontaneous expression of either MHC c1ass II molecules or TNP-specific IgM on the 

surface of APC. The capping and internalization of surface IgM during antigen exposure 

were not affected by UDCA. Furthermore， antigen-pulsed B cells in the presence of UDCA 

retained the ability of stimulating T cells. These results suggest that UDCA does not impair 

the function of antigen presenting cells and that UDCA may interfere with the recongnition 

of processed antigen by T cells in antigen presentation. 
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緒 言E
E司

肝機能検査所見の改善が認められており，加えて，上昇

した血清IgM値の下降2)，3)，5)や抗ミトコンドリア抗体価

近年，自己免疫機序により発症することが推定されて の低下5)などの免疫パラメーターの改善，胆管周辺のリ

いる原発性胆汁性肝硬変(PBC)に対して，ジヒドロキシ ンパ球浸j閣の減少5)などの組織学所見の改善，さらに，肝

胆汁酸であるウノレソデオキシコーノレ酸(UDCA)が有効 細胞に異常発現した主要組織適合性遺伝子複合体

であることが明かとなってきた1)-5). すなわち， PBCの (Major histocompatibility complex， MHC)グラス I抗

UDCA治療においては，淳みなどの自覚症状および一般 原の消失6).7)なども観察されている.従来，PBCにUDCA
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が有効である機序として， UDCA投与による血清胆汁酸

組成の変化8)，UDCAの利胆作用9)および肝細胞膜保護作

用10)が挙げられていたが，これらの作用だけでは，血清学

的な免疫異常の改善および肝の組織学的改善は説明し難

い.そこで，われわれは， UDCAが生体の免疫系にも作

用していると推定し，この視点に立脚して， UDCAの

immunomodulationについて検討を重ね，これまでに

UDCAによるヒトリンパ球の免疫グロプリン(Ig)産生

の抑制作用ならびにT細胞由来のサイトカイン産生に

対する抑制作用を明かにしてきた11)-13) 最近では， Cal-

musら叫や Lacai1leら15)もリンパ球幼若化反応に及ぼ

すUDCAの影響を検討し， UDCAがリンパ球幼若化反

応を抑制することを認めており， UDCAが免疫系に影響

を及ぼすことは明らかとなってきた.

本研究では，著者は， UDCAの免疫調節作用を一層明

らかにすべく， T細胞依存性抗原に対する免疫現象の基

本反応である抗原提示反応に及ぼすUDCAの影響につ

いて検討した.抗原提示反応における UDCAの作用を

評価するために，既に著者らが報告したモノクロナーノレ

な細胞群を用いた抗原提示アッセイ系を使用した16) す

なわち，抗原提示細胞としてハプテンである trinitro-

phenyl(TNP)に特異的なIgを表出するB細胞腫， T細

胞として鶏卵白アノレブミン(ovalbumin，OV A)特異的T

ハイブリドーマ細胞株，抗原として TNPを付加した

OVAを用い， T細胞の細胞障害活性およびIL-2産生を

指標に抗原提示反応における UDCAの作用を解析した.

PBCの成因・病態を考える上で根幹をなす異常は胆管の

破壊であり，その機序としてはTリンパ球による組織障

害が推察されている 17)-19).本研究において使用したT細

胞株は活性化されると IL-2産生に加えて細胞障害活性

も示すことが知られており 20)，このT細胞株の活性化現

象に及ぼすUDCAの影響を検討することは， PBCに対

する UDCAの効果に関する免疫学的機序をより直接的

に説明し得るものと考える.

実験方法

1. UDCA 

UDCAとしては， UDCA-Na(東京田辺製薬社製〉を用

い，最終濃度は0，0.01，0.05，0.lmmol(mM)で使用

した.使用 UDCAは，ガスグロマトグラフィーにて純度

99 %以上であることが確認されている.

2 細胞

T細胞として鶏卵白アルブミン(ovalbumin，OV A)特

異的Tハイブリドーマ細胞株3DO 54.8(I-N r巴strict

ed)1削 1)を，抗原提示細胞(Antigen presenting c巴11，

APC)としてはBaHコ/cマウス由来Bリンパ腫株A20-2

J に遺伝子導入にて作製されたハプテントリニトロフ z

ニノレ(trinitrophenyl，TNP)特異的な IgM(sIgMTNP)を

表出する A20-HL株18)，21)を使用した.なお， 3 DO 54.8 

は活性化された際には， IL-2産生に加えて細胞障害活性

も示すことが知られており，また，その認識する抗原エ

ピトープは， OVAの第 323番から第339番のアミノ酸

であることが既に判明している 20)，なお，これら 3

DO 54.8およびA20-HLは， トロント大学免疫学教室

の穂積信道博士より供与された

3 DO 54.8の細胞障害活性を評価する標的細胞として

は，まず抗原提示細胞A20-HLを使用し，この他に， C57 

BL/6Nマウス由来Tリンパ細胞腫株EL422>， Balb/cマ

ウス胎児肝由来肝癌細胞株BNL1MEA. 7R. lCA7R)悶

およびヒト肝癌細胞株PLC/PRF/5叫をbystander細胞

として使用した.

3. 抗原

抗原としては， TNPを付加した OVA(TNP-OV A) 

あるいはOVAペプチド(323-339 tyr)を，ともに最終濃

度2μg/ml0こて使用した.なお， OVAペプチドC末端の

Tyrは， 274 nmでの吸光度による濃度測定を容易にす

るため付加した.Tyrの付加によりペプチドの抗原性が

影響を受けないことは既に確認されている25). 

4 フローサイトメトリーによる抗原提示細胞表面

IgMTNPおよびI-N，I-Edの定量

A 20-HLの表出する IgMTNP量の定量には，A20-HL 

(lXI05j国〉を氷上にてフノレオロセイン(FITC)を結合し

たヤギ抗マウス免疫グロプリン μ鎖抗体にて 30分間処

理し， 3回洗浄の後フ戸ーメトリー解析した.また， I-Ad

量およびI-Ed量の定量には， A 20-HL(l X 105個〉を氷上

にて，ピオチン結合抗I-Nモノクロナーノレ抗体MKD-6

またはピオチン結合I-Edモノクロナーノレ抗体14-4-5S 

にて 30分間処理し 3回洗浄の後FITC結合アピジン

を用いフローメトリー解析した.

IgMTNPおよびI-N，I-Edの自然表出に及ぼすUDCA

の影響の評価には， UDCA(O.lmM)の存在あるいは非

存在下で24時間培養した A20-HLを用いた.

さらに，抗原 TNP-OVA存在下において， A 20-HL 

の抗原の捕獲リガンドである sIgMTNPの量的変化に及ぼ

すUDCAの影響を経時的に観察した.

5. 抗原提示アツセイとT細胞活性化の評価

本研究に使用した抗原提示反応の schemaをFig.1 

に示す.既報の如く 16>， 96穴平底プレートにて抗原

(TNP-OVAまたはOVAベプチド)，抗原提示細胞 1X

105個，T細胞 5X10'個を 10%牛胎児血清(FCS)を含む
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APC 

A20-HL: Balb/c mous自BIymphoma line 

expressing IgM specific for TN P 

3D054.8: T cell hybridoma 

specific for OVA 

I-Adrestricted 

Bystander 
cell 

巳:0 MHC class II(トバ)molecule 

y :刷m
γT  cell receptor 
・OVApeptide (323司339aa) 
A : TNP 

6⑤ OVA 

Fig. 1. Sch巴maof antig巴npres巴ntationusing A20-HL c巴l1sas antigen pr巴sentingcel1s 

(APCs)， 3D054. 8 as helper T cel1s and TNP-OVA as an antigen. 

RPMI1640培養液(日水製薬社製)200μl中で培養した Thymidine(TdR)を加え，さらに4時間のパルスの後

この際， UDCAを最終濃度0，0.01， 0.05， 0.1 mMとな TdRの取り込みを測定した.データはtripricat巴の平均

るように添加し， 24時間培養後の培養上清をIL-2測定 である.

試料とした T細胞活性化のもうひとつの評価として， T細胞の細

抗原提示過程における UDCAの作用部位を推定する 胞障害活性を検討した.3DO 54.8は活性化さわした際，抗

ため，抗原提示細胞およびT細胞に及ぼすUDCAの影 原提示細胞である A20-HLおよびbystander細胞に対

響についても検討した.すなわち，抗原提示細胞1X 105 し細胞障害性を示すことが知られている叫.そこで，これ

個をUDCA(O.lmM)の存在または非存在下において， らの標的細胞に対する 3DO 54.8の細胞障害活性を5lCr

抗原TNP-OVA(2μg/mJ)を含むRPMI1640培養液に r巴leaseassayにて検討した まず， A 20-HL iこ対する

て180分間培養し，洗浄の後 T細胞5X104個と共に 3DO 54.8の細胞障害活性は， A20-HLを100kBqの

再びO.OlmMのUDCAの存在あるいは非存在下にお Na2Cr04Cl MBq/ml， Am巴rsham)37'Cで1時間標識し，

いて， 10 % FCSを含むRPMI1640培養液200μl中で RPMI1640培養液にて 3回洗浄の後抗原提示細胞とし

24時間培養し，培養上清中の IL-2活性を測定した. て使用した.すなわち， V底96穴マイクロプレートを用

6. T細胞活性化の評価 い5lCr標識した抗原提示細胞 1X 105個を抗原およびT

T細胞活性化の評価として，培養上清中の IL-2活性 細胞5X10'個と共に10% FCSを含むRPMI1640培養

をIL-2dep巴ndentcel1 line(CTL. L-2)のDNA合成を 液200μl中で， UDCAの存在下あるいは非存在下で培

指標に測定した.すなわち，透析により培養上清より 養し，培養16時間後の培養上清100μlを採取し γシン

UDCAを除去した後，この IL-2含有上清20μlをCTL チレーションカウンターで上清中の放射活性を測定した.

L-2 1X10'個を含むRPMI1640培養液100μl中に加え つぎに， bystander細胞に対する 3DO 54.8の細胞障害

培養し，培養開始後20時間後に1kBqの [3HJ一 活性は5lCr標識したbostander細胞1X 104個を抗原，
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l. T細胞活性化現象に及ぼすUDCAの影響

抗原として TNP-OVAを用い，抗原提示細胞および

T細胞からなる既述の抗原提示アッセイ系にUDCAを

添加することにより， T細胞の 1L-2産生は，濃度依存性

に抑制された(Fig.2， left). また，抗原提示細胞に対す

るT細胞の細胞障害活性も， UDCAの添加により抑制さ

れ，その抑制はUDCA濃度依存性であった(Fig.2， 

right). 

Bystand巴r細胞に対するT細胞の細胞障害活性に対

しても UDCAは抑制的に作用した(Table1). 

2. 抗原提示細胞A20-HLにおける MHClJラス II

抗原および19MTNPの自然表出に及ぼすUDCAの影響

UDCAO.1mMの存在下でA20-HLを24時間培養

しても， 1-Adおよびs1gMTNPの表出は影響をうけなかっ

た(Fig.3).また， A20-HLの1-Ed表出も UDCAにより

影響をうけなかった(datanot shown). 

3. 抗原TNP-OVAの存在下における抗原提示細胞

果

ウルソデオキシコーノレ酸(UDCA)の免疫調節作用

5lCr releaseassayにて検討した.

出吉

抗原提示細胞1X 105個，T細胞5X 104個を含む 10% 

FCS含有RPM11640培養液200μl中で， UDCAの存在

下あるいは非存在下で培養し，培養16時間後の培養上清

100μlの放射活性を測定した.なお， % cytotoxicityは
次式により算出した.

% cytotoxicity= {( a -b )/( c -b)} x 100 

ただし a :実験群遊離放射活性

b 自然遊離放射活性

c 最大遊離放射活性

なお，自然遊離群には5lCr標識細胞浮遊液100μ1~こ 100

μlの培養液を，まだ最大遊離放射活性には5lCr標識細胞

細胞浮遊液100μlに1% Triton X -100を100μl加え
て放射活性を測定した.

7. NK活性およびLAK活性に及ぼすUDCAの影

響

健常成人の末梢血単核球はFicoll-Conrayを用いた

遠心分離により採取し， リコンビナント 1L-2(1000 IU / 

mJ)とともに種々の濃度のUDCAの存在のもとで 10% 
FCSを含むRPM11640培養液中にて 72時間培養した

後， K562細胞およびDauji細胞に対する細胞障害性を
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の現象はUDCAにより影響をうけなかった(Fig.4). 

4. 抗原提示過程における UDCAの影響

UDCAの存在下で抗原TNP-OVAに暴露されたA

20-HLは， UDCAの非存在下で抗原暴露された A20 

HLと同程度にT細胞 3DO 54.8の1L-2産生を誘導し

得た.しかし，抗原提示細胞A20-HLがT細胞と接触す

る過程にUDCAが存在する場合には， T細胞の 1L-2産

生は抑制された(Table2). 

5. OVAペプチドを用いた抗原提示におけるT細胞

活性化現象に及ぼすUDCAの影響

抗原として OVAベプチドを用し、，抗原，抗原提示細胞

およびT細胞からなる抗原提示アツセイ系にUDCAを

添加し， T細胞の 1L-2産生および細胞障害活性に及ぼ

すUDCAの影響を検討した T細胞の 1L-2産生および

APC に対する細胞障害活性は， ともにUDCA濃度依存

性に抑制された(Fig.5). 

6. NK活性およびLAK活性に及ぼすUDCAの影

響

UDCAは10μM以下の濃度ではNKおよびLAK両

祐圭村

A 20-HLの19MTNP表出に及ぼすUDCAの影響

A 20-HLの抗原の捕獲リガンドである細胞表面

19MTNP量は，UDCA(O.l mM)の有無にかかわらず，抗原

TNP-OVA(2μg/ml)の存在により経時的に減少し，そ

松(414) 

Table 1. Eff巴ctsof UDCA on T cell cytotoxities to 

bystand巴rcells 

Presence( +) or absence(ー5lCr

TNP-OV A UDCA releas巴(%)
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Table 2. Eff巴ctsof UDCA treatm巴ntof antigen pres巴ntingT cells and T cells on antigen presentation 

Presence(十)of absence(ー Presence(十)or absence( -) 1L-2 production 
of 0.1 mM of UDCA of 0.1 mM of UDCA 3H -thymidine uptake 

during antigen exposure to APC during T cell recognition of CTLL-2 
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Fig. 4目 Effectsof UDCA on the expr巴ssionof IgMTNP during antigen巴xposur巴.

A20-HL c巴I1swere incubated with TNP-OV A (2，ug/mI) in the presence (一一一)or absence 
(------) of UDCA for 10， 60 or 180 min and stained with FITC-conjugated anti-mous巴μantibody.

活性にほとんど影響を与えなかったが， 50，100μMでは Table 3. Effects of UDCA on LAK and NK activities 

両活性を低下させた(Table3). Effector UDCA(mM) 

考察
Target 

0.01 0.05 0.1 ratio 

NK 
3:1 10.6 9.6 9.2 5.4* 

activity 
10 : 1 59.4 47.4* 42.9仲 32.5判

30: 1 76.7 72.2 68.8' 54.7判

LAK 
3:1 4.2 3.8 4.2 4.0 

activity 
10 : 1 40.7 36目1 32目4本 29目4'
30 : 1 72.7 69.0 63.1キ 56.1 ** 

われわれは，これまでにUDCAの免疫系に及ぼす影

響について検討を重ね， UDCAがリンパ球による Ig産

生を抑制することおよびIL-2，IL-4，インターブエロン

ガンマCIFNγ〉などのT細胞由来のサイトカイン産生を

抑制することなどを明らかにしてきた11)-13). これらの成

績は， PBCのUDCA、冶療時にみられる免疫学的パラメ

ーターの改善，肝組織像の改善を免疫学的な見地からの

説明を可能とするものであった.まず， UDCAがBリン

Each data was compared with that in the absence of 
UDCA. '; pく0.05，叫 ;p<O.Ol

パ球の Ig産生を抑制することは， PBCのUDCA治療時 れる.

に認められる上昇している血中IgM値の下降や抗ミト さて，著者らは，非特異的リンパ球刺激物質に対する

コンドリア抗体の陰性化を説明することが可能である T'Bリンパ球の反応性に及ぼすUDCAの影響を指標

さらに，UDCAがIFNγ などのT細胞由来のサイトカイ として UDCAの免疫調節作用を評価してきた.すなわ

ン産生を抑制することで，炎症組織における MHCflラ ち，ヒトリンパ球の Ig産生にはBリンパ球刺激物質であ

スIおよびIIの異常発現が抑えられ， PBCの肝障害の るStaphylococcusaureus Cowan 1を用L、， Tリンパ球

主因を成す細胞障害性T細胞にTL)による胆管あるい のサイトカイン産生にはPhytohemoagglutininやCon

は肝細胞に対する障害が軽減されている可能性が考えら canavalin Aなどの刺激物質を使用した.しかし，実際
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Fig. 5. UDCA suppress T cell activation by OV A -peptid巴目

UDCA suppressed IL-2 production and cytotoxic activities of T cells when 

OV A -peptide (一一一一一)was used as an antigen instead of TNP-OV A (一一一一).

Data were compaired with those in the abs巴nceof UDCA. *p<0.05， **p< 
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性を抑制することが認められた.つぎに，抗原提示細胞

の抗原の捕獲および細胞内で、の酵素的分解(proteolytic

processing)に及ぼすUDCAの影響を検討したところ，

抗原提示細胞A20-HLの抗原捕獲にUDCAは影響せ

ず， A 20-HL表面上の IgMTNP量は減少した.また，抗原

を捕獲し細胞内に取り込んだA20-HLは， T細胞3

DO 54.8にIL-2産生を誘導し得たが，抗原提示細胞と

T細胞が接触する過程にUDCAが存在すると， IL-2産

生量は低下した.これらの成績から抗原提示における

UDCAの作用としては， UDCAは抗原提示細胞の抗原

の捕獲・分解に影響するのではなく，むしろ， T細胞に

直接使用して活性化を抑制するか，あるいは，抗原提示

細胞表面の抗原ペプチドと Fラス II分子複合体の安定

化を阻害することにより， T細胞による抗原認識過程を

抑制するものと考えられた.さらに，抗原提示細胞の抗

原の捕獲・分解に影響をうけないOVAペプチドを抗原

として使用した場合においても， T細胞の活性化は

UDCAにより抑制されることから，少なくとも UDCA

の作用点は抗原提示細胞の抗原処理機能にあるのではな

く，やはり， T細胞自身あるいはT細胞による抗原認識

の生体の場にあっては，非特異的に免疫系は活性化され

ているのではなく，何らかの特異抗原がマクロファージ

などの抗原提示細胞により対応するレパートリーの抗原

特異的T細胞群に提示されることで，ほとんどのT細胞

依存性免疫反応が形成されている.

そこで，本研究では，著者は，抗原が抗原提示細胞に

より抗原特異的Tリンパ球に提示されTリンパ球が活性

化される一連の抗原提示過程にUDCAがどのように影

響するかを，モノクロナーノレな細胞群を使用した抗原提

示アッセイ系を用いて解析した.本アッセイにおいて，

使用したT細胞は活性化された際， IL-2を産生するとと

もに，細胞障害活性を獲得することが知られており， T

細胞による細胞障害活性に対する UDCAの作用を評価

することが可能である.また， このT細胞の認識する抗

原エピトープのアミノ酸配列は既知であり， このエピオ

ープに一致するよう人工合成したペプチドを用いること

により，抗原提示細胞による抗原の取り込み・分解の過

程をスキップしてT細胞を活性化することも可能である.

本抗原提示アッセイ系を用いて得た成績では，まず，

UDCAは確かにT細胞の IL-2の産生および細胞障害活
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過程にあると推定された.

本研究で， UDCAがTリンパ球の抗原提示細胞および

bystander細胞に対する細胞障害活性を抑制することが

明らかとなった.PBCにおいては，その病因として， T

リンパ球が自己胆管上皮表面上の何らかのベブ。チド抗原

分子を認識し，胆管上皮を傷害することで胆管破壊をき

たすと考えられている 17)-19). したがって， UDCAの投与

により胆汁酸組成が変化し，血中UDCA分画が増加す

ることにより， UDCAが細胞障害性Tリンパ球の組織障

害性を低下させている可能性が考えられる.さらに，著

者は， リンパ球の細胞障害活性に及ぼすUDCAの影響

として， NK活性およびLAK活性に及ぼすUDCAの影

響についても検討を加えたところ，やはり UDCAは両

活性に対しても抑制的に作用することを認めている.

本研究で著者が明らかにしたUDCAのTリンパ球細

胞障害活性抑制作用を，既に著者らの報告したUDCA

のimmunomodulatory巴ffectsに加え， UDCAの免疫系

への影響をschematicにFig.6に図示する.UDCA投

与時にはUDCAが胆汁酸であるとしづ特性上，末梢血

に比べて門脈血において高い濃度が得られ，門脈血の供

給を肝が受けることから， UDCAの免疫調節作用は，と

くに肝で作動すると考えられる.事実，肝疾患に対する

UDCAの有用性は， PBCの他にもウイノレス性慢性肝

炎町一28)，自己免疫性肝炎叫および肝移植後のgraft-ver

sus-host反応叫などでも知られ，これらの肝疾患はし、づ

れもTリンパ球が肝障害の主因を成すと考えられている.

結 語

UDCAによるT細胞活性化の抑制機序をモノクロナ

ールな細胞群を使用した抗原提示アッセイを用いて検討

し，以下の結果を得た.

1. UDCAは， T細胞のIL-2産生および細胞障害活

性に対し抑制的に作用した.

2. UDCAは，抗原提示細胞の抗原の取り込みおよび

細胞内での分解(プロセシング〕過程に影響を及ぼさなか

った.

3. UDCAは，ペプチド抗原によるT細胞の活性化に

対しても抑制的に作用した.

以上の成績より， UDCAの抗原提示における作用部位

は抗原提示細胞ではなく，おそらく抗原提示細胞上に表

出された抗原のT細胞による認識過程あるいはT細胞そ

のものであると考えられた.

J 

=令・叫pressiveeffect of UDCA 
F司司自ーー・...: activat旧n

ーー.....: induction of MHC antigen 

一・+田 cytotoxiceffect 

• : MHC class 1 molecule 

: MHC class rr molecule 

企 T cell receptor 

Fig. 6. Schema of immunomodulatory effects of 

UDCA on immune syst巴m
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