
41農研機構報告 食品部門（Bull. NARO. Food. Res）No. 1, 41‒45（2017）［研究ノート］

リンゴプロシアニジン５量体がヘルパー T細胞の分化に及ぼす影響の解析
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Abstract
　　Procyanidins, which are flavonoids that are found in a variety of plant species, reduce or prevent immune disorders, 
such as autoimmune diseases. We indicated that oligomeric procyanidins suppress naïve T cell activities by inhibition of 
aerobic-glycolysis. In this study, we investigated the effects of pentameric procyanidin derived from apple (APC-P) on the 
differentiation of naïve T cell. Firstly, naïve CD4+ T cells among splenocytes were induced to differentiate in effector cells 
by antigenic stimulation in the presence of APC-P and then CD4+ T cells were separated from cultured splenocytes. APC-P 
treatment strongly reduced Th1 type cytokines from CD4+ T cells. On the other hand, Th2 type cytokines and cell proliferation 
were not strongly reduced. These results suggest that APC-P inhibit the differentiation of Th1 effector cells from naïve CD4+ T 
cells.

研究ノート

　CD4+ T細胞は全身，特に脾臓やリンパ節などのリン
パ器官に分布して，獲得免疫系において重要な役割を
果たしている．抗原提示細胞は体内に侵入した異物を
抗原として取り込んだ後，それをペプチドに分解し，
自らの表面に提示する．CD4+ T細胞はその表面に発現
するT細胞レセプター（TCR）によって，抗原提示細

胞が提示した抗原由来のペプチドを認識することで，
活性化する．抗原による刺激を受けた経験のない（ナ
イーブ）CD4+ T細胞は抗原提示の活性化を受けると，
Interleukin（IL）-2等さまざまなサイトカインを分泌しな
がら増殖し，周囲のサイトカイン環境に応じて，それ
ぞれ機能の異なるエフェクター T細胞に分化し，より
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効率的な異物の排除に働く．主なエフェクター T細胞
としてTh1細胞とTh2細胞がよく知られており，IL-12
とIFN-γによって誘導されるTh1細胞はIL-2，IFN-γな
どのTh1型サイトカインを産生することにより細胞性
免疫を活性化し，IL-4によって誘導されるTh2細胞は
IL-4，IL-10などのTh2型サイトカインを産生し，液性
免疫を活性化する1）2）．
　プロシアニジンはフラボノイドの一種であり，多く
の植物に含まれるが，特にリンゴは人間のプロシアニ
ジンの主要な摂取源である3）4）．プロシアニジンは（＋）
-catechinと（－）-epicatechinの重合体であり，それぞれ
化学的性質が異なる多様な構造を持ち，炎症やアレル
ギー，自己免疫疾患などへの効能が報告されているが
5）～ 7），作用機序については不詳であった．我々は，リ
ンゴ由来のプロシアニジンオリゴマーが他のフラボノ
イド類とは異なり，活性化したナイーブCD4+ T細胞の
好気的解糖を抑制することによって，IFN-γなどのサ
イトカインの産生と細胞増殖を抑制するという新しい
免疫抑制機序を報告した8）．
　しかしながら，プロシアニジンの摂取がヒトの病態
を改善する機序を解明するためには，ナイーブCD4+ T
細胞の活性化に加え，その後に起きるエフェクター細
胞への分化にプロシアニジンが及ぼす影響についても
解析する必要がある．我々の以前の報告で，プロシア
ニジンがナイーブCD4+ T細胞のサイトカイン環境を
大きく変化させることが示唆されたことから，本研究
では，ナイーブCD4+ T細胞の活性化を強く抑制したリ
ンゴ由来のプロシアニジン５量体の存在下でナイーブ
CD4+ T細胞がどのようなエフェクター細胞に分化した
のかを，細胞増殖能と産生するサイトカインによって
評価した．その結果，プロシアニジン５量体はナイー
ブCD4+ T細胞の分化に影響することが示唆されたので
報告する．

実験材料及び方法

１．試料
　リンゴプロシアニジン５量体（Apple procyanidin 
pentamer以下，APC-P）は農研機構果樹茶業研究部門
の庄司氏より供与された，リンゴ（Malus pumila cv. 
Fuji）搾汁から調整9）したものを用い，ダルベッコ-リ
ン酸緩衝生理食塩水（D-PBS; 和光純薬）に10 mg/mL
となるように溶解した後，実験に使用するまで遮光密
閉状態で-30℃で保存した．後述する脾臓細胞を刺激
する抗原として卵白アルブミン（OVA grade V, Sigma-

Aldrich）およびCD4+ T細胞の刺激にはDynabeads Mouse 
T-Activator CD3/CD28（以下，Dynabeads; ベリタス）
を用いた．

２．細胞および培地
　OVAに特異的なT細胞受容体を発現するDO11.10マ
ウス（16週齢，雄性）から採取した脾臓の初代細胞を
用い，牛胎児血清（PAA laboratories）10 %，2-メルカ
プトエタノール（50μM），ペニシリン（100 U/mL），
ストレプトマイシン（100μg/mL）を含むRPMI-1640
培地（Sigma-Aldrich）を培養培地として，炭酸ガスイ
ンキュベータ中（５％炭酸ガス，37 ℃）で培養した．
DO11.10マウス（Jackson laboratories）は（株）チャール
ズリバーから購入し，当部門のバリアシステムの動物
飼育室において，市販標準飼料で繁殖・維持した．本
動物実験は食品研究部門動物実験委員会の承認を得
て，同部門規定の動物実験ガイドラインに従い実施し
た．

３．細胞培養
　細胞培養用６ウェルプレート（Nunc）に，マウスか
ら得られた脾臓細胞（2×107 cells/well），APC-P（25
μM），OVA（7.5μM）を計15 mL/wellとなるように培
養した．６日後，培養した脾臓細胞を回収し，３回洗
浄してAPC-Pを除去した後，CD4（L3T4）MicroBeads, 
mouse（Miltenyi Biotec）を用いてCD4+ T細胞を分離
した．一方，APC-P処理を行わず上述と同様の操作
を行った細胞を対照とした．細胞培養用96ウェルプ
レート（Nunc）に，CD4+ T細胞（8×104 cells/well）と
Dynabeads（2μL）を計300μL/wellとなるよう，24 ～
72 時間培養し，細胞増殖および培養上清中のサイトカ
インの測定を行った．

４．各種測定
　T細胞増殖は，Dynabeadsによる刺激から70時間後
にBrdU chemiluminescent cell-proliferation ELISA kit 
（Roche Molecular Biochemicals）を用いて，指定された
手順に従って測定した．T細胞産生サイトカインは，
Dynabeadsによる刺激から，IL-2とIL-4については24時
間後，IL-10とIFN-γについては72時間後に回収した
培養上清をMouse Cytokine ELISA Ready-SET-Go! kits
（eBioscience）を用いて，指定された手順に従って測定
した．培養上清は測定に供するまで遮光密閉状態で-30 
℃で保存した.
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５．統計処理
　統計処理にはMicrosoft excel 2013を用い，４回反復
行った結果を平均値±標準偏差（SD）で表し，スチュー
デントのt-検定により，危険率５%以下を有意差あり
と判定した（*: p＜0.05，**: p＜0.01）．

実験結果および考察

　抗原刺激されたナイーブT細胞は自ら産生したサイ
トカインなどに依存して，Th1細胞，Th2細胞等のエ
フェクター T細胞に分化する．我々は，抗原刺激さ
れたナイーブT細胞が産生するIFN-γがAPC-P処理に
よって，Th2型サイトカインに比べて著しく減少する
ことを明らかにしており8），このことはAPC-Pはナイー
ブT細胞がエフェクター T細胞に分化するためのサイ
トカイン環境をTh2型に偏らせたことを示唆する．そ
こでAPC-PがナイーブT細胞のエフェクター T細胞へ
の分化に与える影響を明らかにするために，APC-P存

在下で抗原刺激によって分化を誘導したCD4+ T細胞を
刺激し，免疫応答を評価した．実験は，APC-P存在下
で抗原刺激して培養した脾臓細胞からCD4+ T細胞を単
離し，Dynabeadsによって刺激し，IL-2産生能と細胞増
殖能を評価した．その結果，APC-P処理由来のCD4+ T
細胞は対照に比べて細胞増殖能に有意な差は見られな
かった（図1A）が，IL-2の産生は1/20程度であった（図
1B）．IL-2はナイーブT細胞およびTh1細胞が主に産生
するサイトカインであることから，この細胞は少ない
と考えられた．
　APC-P存在下でOVAによりDO11.10由来脾臓細胞を
刺激し，６日後にCD4+ T細胞を回収した．回収した細
胞をDynabeadsで刺激し，細胞増殖能（A），及びIL-2
の産生（B）をAPC-Pを添加しない対照と比較した．4
反復行った結果を平均値±SDで表し，有意差検定を実
施し，危険率５%以下を有意差ありと判定した（**: p

＜0.01）．
　そこで，Th1あるいはTh2細胞の指標であるTh1型・

図１　APC-P存在下で分化させたCD4+ T細胞のIL-2産生と細胞増殖クロマトグラム

図２　APC-P存在下で分化させたCD4+ T細胞のIFN-γ，IL-4，IL-10産生
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Th2型サイトカインの産生について検討したところ，
Th1細胞に特徴的なサイトカインであるIFN-γ10）は対
照に比べて約1/20の産生量であったが，Th2細胞に特
徴的なIL-4およびIL-1010）11）は対照に比べて，それぞ
れ約2/3，4/5の産生量であった（図２）．
　APC-P存在下でOVAによりDO11.10由来脾臓細胞を
刺激し，６日後にCD4+ T細胞を回収した．回収した細
胞をDynabeadsで刺激し，IFN-γ（A），IL-4（B），IL-10（C）
の産生についてAPC-Pを添加しない対照と比較した．4
反復行った結果を平均値±SDで表し，有意差検定を実
施し，危険率５%以下を有意差ありと判定した（**: p

＜0.01）．
　以上の結果より，APC-P存在下で分化したT細胞に
おいては対照に比べてTh1細胞や未分化なナイーブ
CD4+ T細胞の占める割合が大きく減少する一方で，
Th2細胞は比較的維持されていることが示唆された．
またAPC-P存在下ではナイーブT細胞はTh1細胞に分化
しにくいことが推測された．今後さらに，細胞表面マー
カーなども活用し，Th1/Th2細胞について確認する予
定である．
　本研究ではAPC-P処理によりCD4+ T細胞群はTh2細
胞が主体となっていることが示唆された．近年，Th2
細胞の即時型アレルギーへの関与が注目されている
が，APC-P処理下では炎症を誘導するIFN-γ12）の産生
が顕著に抑制され，T細胞の機能を抑制するIL-10産生
11）が８割程度は維持されていることから，Th2細胞が
CD4+ T細胞の主体であったとしても，免疫抑制的に働
くと予想される．このことはナイーブT細胞の活性化
抑制とともに，５量体などのオリゴマーを含むプロシ
アニジンの自己免疫疾患や各種炎症疾患への効能に寄
与すると考えられるため，プロシアニジン５量体存在
下で誘導されたエフェクター細胞の機能や分化機序の
詳細などについて今後検討を進める予定である．

要　約

　リンゴを初め様々な植物・農産物に含まれるプロシ
アニジンには様々な免疫疾患への効能が報告されてい
る．我々はリンゴ由来のプロシアニジンが好気的解糖
の抑制を介してナイーブCD4+ T細胞の抗原特異的免疫
応答を抑制することを明らかにした．そこで，本研究
は，プロシアニジンによって免疫応答を抑制されたT
細胞が，その後どのようなエフェクター T細胞に分化
するかについて行った．その結果，プロシアニジン５
量体存在下ではナイーブCD4+ T細胞のTh1細胞への分

化が強く阻害されることが示唆された．

　本研究の遂行にあたりサイトカインや細胞増殖の測
定などの技術的協力を頂いた山本充子氏，プロシアニ
ジン５量体を供与してくださった農研機構果樹茶業研
究部門庄司俊彦氏に感謝の意を表します．
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