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一日中医学協会助成事業一

絶食マウスにおけるリンパ球の性状及び機能の経時的解析
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藩継偉
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新潟大学大学院医歯学総合研究科免疫・医動物教室

教授安保徹

任宏偉，富山智香子，神田泰洋，飯合恒夫

低栄養状態は従来より、免疫機構に不利になると考えられてきた。しかし、我々は低蛋白食を与えたマ

ウスは移植された腫蕩を拒絶すること、およびマラリア感染に抵抗性を持つことを報告している。そこで、

短期絶食における免疫機構への影響を調べた。材料と方法:成体C57BL/6マウスに飼料のみを与えず、飲水

については自由とし、絶食モデ、ノレを作成した。絶食後 1，2， 3日後に、肝、牌、胸腺、小腸から常法にて単

核球を分離し、各臓器より分離した単核球をフローサイトメトリーにて細胞表面抗原の解析を行った。細胞

傷害活性を測定するために、 4時間 51Cr遊離試験を行った。標的細胞はYac-1及びB6胸腺細胞を用いた。

また、絶食マウスにおける細胞内サイトカイン染色を行い、フローサイトメトリーで、解析を行った。結果と

考察:全単核球数について、絶食期聞が長くなる毎に明らかな減少を認めた。フローサイトメトリーによる

細胞表面抗原の解析では、肝臓のCD3i吋L-2Rs+細胞が増加し、その中でもαsTCR+NKT細胞の割合が顕著であ

った。小腸では CD8αぜB220+y8TCR+細胞の割合の増加が認められた。細胞内サイトカインの解析については

肝及び牌臓NK、NKT細胞は絶食1日目で IFN-y及びIL-4が増加したものの、 2、3日目では低下した。さら

に、細胞傷害活性試験においては、肝のみ絶食 1日目で活性が最大となり、 2、3日目では減少した。以上

の結果より、一時的な低栄養状態では免疫能の低下ではなく、逆に増強していることが示唆された。

Key Words 絶食，肝臓，細胞表面抗原，細胞傷害活性，自然免疫

緒言

栄養状態は生体防御機構である免疫機能に大きく影響を及ぼしていることが知られているが、摂取する

食物の量や質、あるいは栄養状態によって免疫機能が強く影響を受けることが明らかになってきた。従来よ

り、低栄養状態(栄養失調状態)になると、免疫力が低下し、基礎疾患などがさらに症状を悪化させるとい

う悪循環に陥る可能性が出てくると考えられてきた。

しかし、筆者らの研究室はマウスに低蛋白食含有の餌を与え、腫蕩にの抵抗性及び、マラリア感染防御に対

する影響ということを報告している 1)引。低蛋白ダイエットにより、胸腺萎縮が誘導されてメインストリー

ムのT細胞が抑制され、逆に肝臓における自然免疫を活性化することが明らかとなった。その結果、低蛋白

ダイエットにより、移植された腫蕩を拒絶した。そして、非致死性のみならず致死性のマラリア感染に抵抗

性を獲得した。 NK、NKT細胞の機能が増強し、自然免疫を増強したの -9)。

そこで、本研究では、短期絶食におけるマウスリンパ球の phenotypeと機能の点を中心に解析して、免疫

機構への影響を調べた。

材料と方法

1、マウス
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8-----12週齢の C57BLl6(B6)を用いた。上記マウスは新潟大学動物実験施設にて SPF環境で飼育されたも

のである。

2、絶食モデノレの作成

マウスに飼料のみを与えず、飲水については自由とし、絶食モデ、ルを作成した。

3、単核球の調製

絶食後 1，2， 3日後に、定法にて肝臓、牌臓、胸腺、および小腸上皮より単核球の分離を行った肌 11)。

マウス胸腺、肝臓と牌臓を細切後、 200ゲージのステンレスメッシュを通し、 Eagle's MEM( Nissui 

Pharmaceutical Co.， To匂0，Japan)で洗浄後、胸腺の単核球を分離した。牌臓は 0.2対NaClで溶血させ、単核球

を分離した。肝臓は 35%percollで比重遠心した後、 o.83%NH4CL-Tris buffer(ph7. 6)で溶血させ、単核球を分
離した。

小腸は PBSで腸管内容物を洗い.出し、パイエノレ板を切除した。その後、腸管を長軸方向に切開し、約1.5

センチの長さに裁断しながら、 20mlのskating-water(Ca2+-and Mg2七仕eeDulbecco's PBS containing 5 mM  

EDTA)の中に移し、分間培養した。液体が白濁しているのを確認した後、腸管を除けながら、上清を取り出

した。 25分間40 % 8 0 %percollで勾配遠心した後、 interfaceを採取した。 MEMで洗浄後、単核球を分

離した。

4、フローサイトメトリーによる解析

マウスより分離した単核球を抗マウスモノクロ一ナノレ抗体で二重及び三重染色し、フローサイトメトリー

を用いて解析を行った ω。

Fluorescein isothiocyanate (FITC)， phycoery-thrin(PE)及び、biotin標識された以下の抗マウスモノクロ一ナノレ

抗体を使用した。 FITC-conjugatedanti-CD3 (145-2Cll)， anti-CD8α(53-6. 7)， PE-conjugated anti-NK1. 1 

(PK136)， anti-IL-2Rs (TM-sl)， anti-CD45R1B220 (RA3-6B2)， anti-CD4 (PM4-5)， anti-CD8s (53-5. 8)， 

biotin-conjugated anti-TCRαs (H57-597)， anti-TCRy8 (GL3) mAbs (BD PharMingen Co.， San Diego， CA)を使

用した。

5、細胞内サイトカインの解析

絶食マウスにおける細胞内サイトカイン IFN寸及ひ、 IL-4の染色を行い、フローサイトメトリーで解析を

行った。実験前2時間、 ConA(Sigma，USA)を刺激物と

して、i.v.で、200μglmouse投与した。

6、51Cr遊離法による細胞傷害活性解析

常法にて 4時間 51Cr遊離試験を行った l九標的細胞

はYAC-l及びB6胸腺細胞を用いた。 Effector細胞に

は肝臓、牌臓から得た単核球細胞を用いた。

結果

1、絶食後各臓器の単核球数の変化

絶食後 1，2， 3日目、全単核球数について、対照群

と比べ、絶食期聞が長くなる毎に有意に減少を認めた

(図 1)。肝臓、牌臓、小腸は絶食後 3日目で全単核球

数が約対照群の四分のーに減少したが、胸腺は約八分

のーに減少した。 (n=4，pく0.05)

2、細胞表面抗原の解析

絶食後マウスの NKT細胞の変化を比べるために、対

Totallymphocytes 

(xl06) 
6 

(xl07) 
14 r 

12 f 

10 I 

8 

Spleen 

;lIla-E-
s-IEL 

図1.各臓器の単核球数を示す。

象群と絶食群マウス肝及び牌単核球を、抗CD3及びIL-2Rs，CD3及びNK1.1の二重染色で、解析を行った(図
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2)。肝の胸腺外分化 T細胞は IL-2Rs+CD3int細胞として同定できる。 IL-2Rs+CD3ーは NK細胞であり、

IL-2Rs-CD3
hゆ細胞が胸腺由来T細胞である ω。 Control Dayl Day2 Day3 

NK細胞及び胸腺外分化T細胞は肝に豊富に I p. u・~ lZ.51 111.111 2u.ll -11l.~ ι，U 1 ~5.司 44.11 

存在するが、牌に少ない。対照群と比べ、絶 Liver1ふし/l ~__.:.I:.~'4/ 1 J ..".I.，..A.，/i L~肘メ/つ
食群マウスの肝臓の IL-2Rs+CD3附細胞及び |逼議28.31醤議払川審議20.51 躍薩17.71
NKT細胞の比率は絶食期聞が長くなる毎に IL-2郎副・ d・W 州 1・・...--，1' --i1' 

. -14.51 5.11 1Z.4 1 5.4 1 -12.11 5、，91 12.21 6.71 
増加した。牌臓の IL-2Rs+CD3

lst細胞は顕著 1>1.1 J・l λ>1 1 _，1 11 J 
_， -~ Spleenl仏い./1~:，f." 出_/ 1 ~ ~.J，.，;，:./ 1 1必L品/つ

な変化が認めなかったが、増加傾向を不して 11・(' 1 J料給イ 1 J利金イ 1 I~停i愈{"I
l・・Q晴10¥26.51 泊 :竃 31.61 温 ・_35.31 調盤晴 '36.41いる。 I・1J;甲ケ::J... …t:・F…，て一帯?"， ET軍四件l

続いて、 CD3+asTCR細胞を確認するため

に、抗CD3及びB220、ゆTCR及びy8TCR

の二重染色で解析を行った(図 3)。その結果、

'.51 1I.21 車U.1Il 1ヲ.1.1 -11~81 """3IAl l6割 42.31
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絶食群マウスは対照群と比べ、肝、牌共に経 NKC1 ..， ，，， ---.. --.，竺

時的に CD3+α日TCR細胞の比率が明らかに増
Spleen 

加した。

小腸のリンパ球の phenotypeも、絶食の前
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後で検索した(図4)。この検討の結果では、 図2.肝臓、牌臓の単核球をCD3、IL-2Rs及びNK1.1によ
り二重染色で解析を行っ? 図中の数値は各サブセットの

B細胞 (B220+CD3int) (48.3%→50.7%→57.5%比率を示す。 。

→62.8%)、y8TCR+ゅTCK細胞 (42.4%→51.9%→53.7%→55.6%)、CD8+CD4-細胞 (78.4%→83.9%→

86.7%→90.1%)、CD8αα細胞 (56.8%→62.1%→68.1%→77.4%)の比率が絶食期間が長くなる毎に増加

した。

各臓器の各分画細胞は絶食に対抗能力を比
Control • Davl ~DaY2 

事 1 ，~1 0.61 J=iQ._ll--o.2:1 J1-J.(j_ -0.31 _持f

べるために、各臓器の各分画の絶対数を計算 Liver 11:釘，，: 1 i姦;1: 1 i~三・_' _J 去
|よ~_;J.::~;，ー」ー糾云-'一一I J謝討ァ一一i志話量制

した。総単核球は著明な減少を認めたが、肝 'J(河帥苧Jj，ゾ~':.1.1 .3，1. J的措$1.J.1
8220 
5:21 -----o:6l -159.71 1.61 -157.71 1.11 15~.61 0.8 

Spleen 1関:_j哲三」ょ:戸1
一一一務漣ムJ J51 嘩 ~~.41 j翠~;l遜41.8

CD3 

内CD3lst及びNKT細胞絶対数の減少は緩やか

で、あった(datanot shown)。

3、細胞内サイトカインの解析

細胞内サイトカインの解析については肝臓 山1.51 0.01 :12.11 0.11 J2引 O.iI :1 2.51 o.明

NK、NKT細胞は絶食 l日目で聞寸及びIL-4Liver Iが1 1 i，~(1 |彩1. Iが1， 1 
が増加したものの、 2、 3 日目では減少を認めt~ 1踏峰 |踏峰 4031.\札同!持母~，

白 ylìTci~

(抑制dom)。 spleen|羽 0.11~1 0JíUiil，~ 
片面譲逼30，11:櫨:}醤 1 :露国語司童画証平司

(図 5)。牌臓は肝臓と同様な変化であった

4、絶食マウス肝臓及び牌臓リンパ球の NK細 司士一\守川J，~:r.-:I， ~・~・~， '，~:I;. ~I".d 
αI3TCR 

胞傷害活性の変化 図3、肝臓、牌臓の単核球をCD3，B220，αsTCR及び

y8TCRにより二重染色を解析した。図中の数値は各サ
絶食マウス NK細胞傷害活性の変化について、 『

プセットの比率を示す。

YAC-l及びB6マウス胸腺細胞を標的細胞として、絶食後 l、2、3日目で、肝臓及び牌臓リンパ球の NK

細胞傷害活性を測定して、 NK細胞比率あたりの細胞傷害活性を解析した(図 6)。肝臓では絶食 1日目で

YAC-1 (図 6A)及びB6胸腺細胞(図 6B)にて、細胞傷害活性が最大となり、 2、3日目では徐々に低下し

た。一方、牌臓では、 YAC-l及びB6マウス胸腺細胞に対する細胞傷害活性が絶食の前後で著明な差を認め

なかった。
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考察

今回の研究は、絶食マウスのリンパ球による性

質と機能の変化について解析した。対照組より、

短期絶食マウス肝内NK細胞は、強い細胞傷害活

性を有することが明らかになった。絶食により、

胸腺の萎縮と、胸腺外分化T細胞である IL-2Rs+

CD3int細胞 15)の増加がみられたことから、自然

免疫系が活性化されたことによると考えられる。

われわれは、以前の研究において、ストレスが

自然免疫系を活性化させ、逆に獲得免疫系の働き

を弱めることを報告してきた 16)，17)。本研究により、

絶食マウスも、このストレス反応に似た反応を示す

ことがわかった。ストレスは胸腺の萎縮を誘導し、

通常のT細胞の分化を抑制し、獲得免疫系を不活

性化し、逆に自然免疫系を活性化する 18)。ただし、

24時間の短期絶食は自然免疫を担う NK、NKT細

胞の機能増強を誘導し、自然免疫系を活性化させ

るとはいえ、それ以上になると細胞数、機能とも

低下することが明らかとなった。

従来、絶食は免疫応答低下を引き起こすといわれてきたが、本研究により、絶食時間によっては免疫応答

の中でも自然免疫を増強しうることが示唆された。今後、自然免疫を増強する因子及び粘膜免疫を担う小腸

のCD8αぱB220+y8TCR+細胞についても検討する予定である。
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図5.肝臓細胞内内サイトカインの解析を行った。図 図6.肝臓及び牌臓内単核球をエフェクターとした。

内の数値は各分画細胞のサイトカインの比率を示す。 標的細胞は (A)YAC-l (B) B6胸腺細胞を用いた。
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