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    学位論文題名

    HTLV-エ感染に伴うラット慢性進行性

    脊髄末梢神経症の脱髄機序の解析

―脊髄病変部におけるmicroglia/macrophageの免疫組織学的解析一

学位論文内容の要旨

  HTLV-I(hmnanTcell leukenua virus cypeI）は1980年代初頭にヒトに感染するレト
口ウイルスとして初めて分離同定され，その後成人T細胞白血病(adultTcell leukemia，
ATL)の原因ウイルスとして確立された，HTLV-IはATLの外に，下肢の対麻痺を主
徴とする慢性脊髄症(HTLV-Iassoaaredmyeopanly肚opic甜spasdcparaparesis，
HAM′rSP）や慢性関節リウマチに類似した慢性関節症（HTLvII笛sodatedarnlrop拙y，
HAAP），更にはブドウ膜炎（HTLVIIuvddS），細気管支肺胞炎（HTIMIassodated

brOIlc亅1i010pneu皿o亅10padly，HAB），シェーグレン症候群の一部にも病因的役割を担う
という証拠が蓄積されてきている．しかし，HTIMI関連疾患の発症機序に関しては
不明な点が多く，病因解明の突破口として動物モデルの開発が強く望まれてきた．
  我々はHTLV・I関連疾患モデル動物の開発に向けてHTLVI持続感染ラッ卜を作製
した．HTLV・I産生ヒトT細胞株Mr・2を各系統ラットに接種するとHTLuI持続感染ラ
ットとなる，  そのうちWKAH／Hb皿ラットに限り約15～22力月の潜伏期を経てヒト
HAM汀SPに類似する両下肢の麻痺，尿失禁が出現し，神経病理学的には脊髄の脱髄
性病変を主体とする慢性進行性脊髄末梢神経症（HAMラット病）が発症すること
を既報した，脊髄の病変は胸髄を主体とした前索および側索周辺帯の脱髄，多数の
rniQIogn舶naCrophageの浸潤，空胞変性，アスト口グリオーシスを認め，リンノヾ球の浸
潤は認めない，またHTLV．I接種後，7力月後頃から胸髄を中心に白質にアポトーシス
細胞が出現し，病変の進行と共にその数が増加する．電顕にてo地odendrocy艶のアポ

トーシスが確認されるとともに，免疫染色の結果よりTUNEL法で陽性を示すアポ卜
一シス細胞の主体はo地odendrocyteであった．ブロウイルスDNAはウイルス感染後，3
力月後にはすでに脊髄に検出され，  中枢神経系では脊髄に選択的なHTLV．I  pX
J11RNAの発現が認められる．また，病変脊髄でのサイトカインの発現を検討するとア
ポトーシスを誘導することで知られているTNF－QmRNAの発現亢進と髄液中の
TNF・dの増加を認める，以上のことよりTNF－Q産生能を有し，病変脊髄に多数浸潤
する亅mばogh劃maQIophage系細胞がHAMラット病の病態形成に深くかかわっていると
考えられる，本研究では，病変局所での血aIogn舶nacrophageの病態形成への関与の可
能性について，主に免疫組織化学的手法を用いて検討した，
  はじめにHAMラットと正常ラット聞での胸髄における免疫組織化学的検索を行
い，各種細胞表面分子の胸髄1横断面あたりの陽性細胞数およびその分布を比較し



た．OX-42 (CDllb/c)陽性で表わされるmicroglia/macroph age系細胞は，正常ラットで
は7力月齢の時点で白質を中心に胸髄に広く分布し，以後漸増を示した．HAMラット
では7力月齢で正常ラッ卜との差を認めなかったが、生後12力月頃より増加傾向を
示し，生後15力月齢以後で正常ラットに比し有意に増加していた．12力月以降にお
けるinicroglia/macrophage系細胞の増加は脊髄前索に最も強く現われ，側索および楔
状但uにも認めた，ミクロ卜一ムを用いた60Um切片でのOX－42陽性細胞は，正常ラッ
トおよびHAMラッ卜とも脊髄白質で桿状を示すresting microgliaとして瀰漫性に分布
するほか、HAMラッ卜脊髄には，短い突起を持つアメーノヽ様の形態や肥大化して不
規RI亅な多数の分枝した突起を持っているactivated mia-oglia，あるいは円形で突起を欠
くbrain maaophage等様々の形態を示すOX-42陽性のmicroglia/macrophageを多数認め
た．免疫電顕による観察では，細胞表面に一致してOX．42陽性反応を認めるrescing

mia ogliaに加えて，大量の変性産物を細胞体内に取り込んでいるOX・42陽性細胞を認
めた，また20力月齢のHAMラットの胸髄では細胞膜にー致してOX-42が陽性反応を
示すアポトーシス細胞も確認された．次にこれらmicroglia/macrophage系細胞を中心
にその活性化で発現亢進するといわれているMHCclassIIや細胞接着分子である
LFA-1、I（ニAM-1さらに増殖期の細胞で発現するPCNAについて検討した，MHC class
II陽性細胞は正常ラッ卜におぃても7力月齢の時点で楔状側にわずかに認めた．  一
方，HAMラットでは7力月齢の時点で正常ラットとの差は認めないが，12力月齢より
増加を示し，OX-42の分布にほぼ一致して脊髄前索，側索および楔状側に陽性細胞を
認めた，12力月以後の観察ではHAMラットにおけるMHCc工ass II陽性細胞は，正常ラ
ットに比ベ優位に増加していた．ミクロトームを用いた60Um切片ではこれらMHC
class II陽性細胞は，形態学的にmicroglia/1nacfophageに類似する．免疫電顕におぃてこ
れら細胞胞体内に変性産物の蓄積を認めないほか，グリア細線維もみない，LFハ1陽
性細胞は12力月齢以降のHAMラットで正常ラットに比ベ優位に増加し，その分布は
OX‐42やMHCclaSsIIのそれにほほ一致していた．IC：AM―1はHAMラットおよび正常
ラッ卜ともに一部の血管内皮に一致して陽性であり，12力月齢以降ではHAMラット
に増加しているf頃向を認めたが，統計学的に有意ではなかった，P（N刈湯性細胞は，
正常ラッ卜で白質を中心にして12力月齢時に増加を示すがその後，その数はほぽ一
定数で推移した．一方，HAMラットにおぃては12力月齢より増加傾向を示し，15力月
齢以降では主に胸髄の前索，側索の病変部でOX・42陽性細胞の分布に一致してPCNA
陽性細胞の顕著な増加を認めた．2重染色による解析でPCNA陽性細胞の多くは
1mばoghむnacrophageであることが確認された，
  次に，  HAMラット脊髄で増加するこれら血croglia/maぱophage系細胞がreside亅1c
亅mばogna由来か或いは血液由来のmacrophageかを検討するため，OX・42陽性細胞中の
CD45分子の発現レベルについてfエoWcytomeロyで検討した，その結果，7ケ月齢，12ケ
月齢のHAMラッ卜ならびに同月齢正常ラット問では，CD45h塘hで表わされる血液
由来のmacfophageの割合はいずれも10％前後で差は認めらず，約90％はCD4510wで
表わされるresidenc血ばognaであった，18力月齢では，正常ラットのCD45h培hは10/ヾ
一セント前後と7力月齢，12力月齢のそれとほほ同様であったが，HAMラットでは約
16％とやや増加傾向を示した．しかし，E旺ラットの約30％と比較してその増加は軽
徴であった．したがって，HAMラットで増加するimぱogHむnacrophage系細胞のほとん
ど は CD4510wで 表 わさ れ る residロ 1t亅 mぱ oghaで あ る と考 え られた ．
  本研究では，HAMラット脊髄の血croglia／jnacroph昭eは病変の進行に伴い，組織学的
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    HTLV-I感染に伴うラット慢性進行性

    脊髄末梢神経症の脱髄機序の解析

―脊髄病変部におけるmicroglia/macrophageの免疫組織学的解析―

  HTLV-I関連疾患の発症機序に関しては不明な点が多く、病因解明の突破□とし

てHTLV-I関連疾患モデル動物の開発を目指し、HTL V-I持続感染ラットを作製し、

解析を行った。HTLV-I産生ヒトT細胞株MT-2をWKAH/Hkmラットに接種すると

HTLV－I持続感染ラットとなり、約15～22力月の潜伏期を経てヒトHAMcrSPに類似

する両下肢の麻痺、尿失禁が出現し、神経病理学的には脊髄の脱髄性病変を主体

とする慢性進行性脊髄末梢神経症(HAMラット病）が発症する。脊髄の病変は胸

髄を主体とした前索および側索周辺帯の脱髄、多数のmicroglia/Inaa ophageの浸潤、

空胞変性を認める。またHTLV-I接種後、7カ月後頃から胸髄を中心に白質にアポ

トーシス細胞が出現し、  病変の進行と共にその数が増加する。  電顕にて

oligoden drocy teのアポトーシスが確認される。プ口ウイルスDNAはウイルス感染後、

3力月後にはすでに脊髄に検出され、  中枢神経系では脊髄に選択的なHTLV－IpX

mRNAの発現が認められる。また、病変脊髄でのサイトカインの発現を検討する

とアポトーシスを誘導することで知られているTNF-“mRNAの発現亢進と髄液中の

TNF-“の増加を認める。以上のことより本研究では、  TNF-d産生能を有し、病

変脊髄に多数浸潤するmicroglia/macrophage系細胞がHAMラット病の病態形成に深く

かかわっていると考えられ、病変局所でのmicrogliahnacrophageの病態形成への関与

の 可 能 性 に つ い て 、 主 に 免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を 用 い て 検 討 し た 。

  その結果、HAMラット脊髄のmicroglialnaCrophageは病変の進行に伴い、組織学
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的に様々の形態を示すとともに活性化の指標となる細胞表面分子を発現し、  局所

で増殖していること、また、一部はアポトーシスに至ることを示した。さらに、

分 離し た脊髄 のグ リア細 胞の フローサイトメトリーの解析により、これらの

microgliahnacrophageの大部分は、resident microgliaであり、血液からのmacrophage浸

潤は少数であることを明らかにした。したがって、HAMラット病の病態形成には

HTLV-I感染に伴うresiclent microgliaの活´陸化、増殖が深く関与していると考えらゴし、

この動物モデルはヒトH AlvWSPをはじめ、HIV脳症等の脱馳性疾患の病態解明に有

用であることが示唆された。

  公開発表は約30名の聴衆の前で行われ、副査の小林教授から病変部に認める活性

化microglia／lnacrop hageの出現はoligocienclrocy teのap opto sisより遅いことからみて、

apoptoslsをおこした細胞のscaVangerとして存在しているのではないかとの質問があ

った。これに対し、発表者はその可能性を認めたが、HTLV‐IプロウイルスDNAは7

ケ月齢の時点でmicroglia／macrophageの一部に存在すること、同時にpXmRNAおよび

TNF‐dmRNAの発現をみることから、microglia/lnacrophage系細胞がpX遺伝子を発現

し、TNF－“の発現を誘導する可能性は否定されないことを述べた。次いで副査の

長島教授からinsituPCRでmicrogliソmacrophageにウイルスゲノムを認めてしゝるが、

病期のいつ頃認めているのかとの質問があった。これに対し脱髄病変のない7力月

齢およぴ病変の進行しているもののいずれにもmicroglia/macrophageの一部に認める

と回答した。また白質だけでなく灰白質のresfingmicrogliaに変化はないのか、との

質問に対しmicroglia/lnacrophageの活性化は白質の脱髄病変部に一致して認め、灰白

質 に は ほ と ん ど変 化 を 認 め な い こ とを 述 べ た 。 ま た 、7カ月 齢から 認め る

01igodendroCyteのapoptOSiSはcontinuouSなのか、HIV脳症と類似していると考えていい

のか、また、ウイルスのreserv01rとしてmicrogliaを考えていいかとの質問があった。

これら質問に対し申請者は概ね妥当な回答を行った。

  本研究は、ヒトHAMパSPモデルとなりうるHTLV－I持続感染ラットの病態形成にresident

micr0讐liaの活性化、増殖が大きく関与しているとぃう所見を提供した点で高く評価され、

今後、HTLV－I感染における脊髄グリア細胞特にmicrogliaの役割の解明など、さらなる発展

が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


