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Induction of Circulating Myelin Basic Protein and Proteolipid Protein-

specific Transforming Growth Factor- [3 l-secreting Th3 T Cells by

       Oral Administration of Myelin in Multiple Sclerosis Patients

  （ミエリン蛋白を経口投与された多発性硬化症患者におけるミエリン塩基性蛋白

およびプロテオリピッドプロテイン特異的TGF-p1分泌性Th3T細胞の促進）

学位論文内容の要旨

  はじめに

    多発性硬化症(muitiplc sclerosis，以下MS)は、巾枢神経系central nervous system (CNS)におけるりン

パ球の浸潤と脱髄を特徴とする慢性炎症性疾患である。その病困はいまだりjかではなぃが、MSは【f亅枢和f｜

経の ミエリ ン蛋白 を認識 するThlT細 胞によ って引 き起こ される 自己免 疫疾患 と考え られている。実験的

脳r髄炎（experimental autoimmune encephalomyelitis，以下EAE)は、ミエリン塩´i.L{tl:蛋ll(myelinbasic

protein，以下MBP)、プロテオリピッドプロテイン(proteolipid protein，以下PLP)を認識する活性化T荊‖

胞によって引き起こされる自己免疫性l書l枢性疾患で、病理学的にMSに類似する。EAEでは、

interleukin-2(lし2），intcrferon-y（IFN-y），tumor necrosis  factor-a (TNF-（エ），lyiripbotoxiiiを分泌する活tI:化され

た CD4+ミ エ リ ン 特 異 的 T細 胞 が CNSに 移 行し 病 気 を 弓【 き 起 こ すと 考 え ら れて い る 。 その 緩 解 に は

interleukin-4(IJA)，transforming growth factor-p1(TGF-[31）の分泌が関述すると需われている。抗原の経ロ

投与 はsystemic immune reacLionsを抑制する卜レランスを誘導するために古くから用いられている。この

カ法はarthritis，uveitis，diabetesやMSの動物モデルであるexperimental autoimmune diseasesを抑制すること

が可能である。経凵トレランスによる抗鯏寺異的な抑制に関しては、3つのメカニズムが捉fif3されている。

最初の2っは、high doseの抗原投与により、強カなTfflII胞受容体シグナルが抗原特異的な翁｜｜胞に同くこと

により抗原特異的な細胞がdeletionかanergyとなるというものである。対Jt（t的に、頻矧のlow doseの抗原投

ケは-I【ア4，Iし10，TCr-plを分泌するreguratoryT cellを誘発する。I_ow doseのMBPを経f1投与されたmice

のmescnteric lymph nodesから分離されたT細胞クローンは、encephalitogcnicなCD4+ThlTlfYUYclクローンと、

T cell receptor usage，MHC classHrestrictionそしてepitope recognitionにおいてstructurally idcnticalであつ

たが 、Iし4，1し10， TGF-fllを分 泌してい た。そ してこ のクローンは、MBP，PLPによって誘導されたEAE

を抑制した。  我々は以nHに、二重肓検法により、1カミ以-LにわたりMBP，PLPを合むミエリン蛋1ヨを服用

した30名のMS忠将においてsidc effectsやtoxicityがなく、MBP反応他T翁‖胞の頻度が、ゴ｜〓服JH群に比べ減

少 し て いるこ とを報告 した。 臨床的 には、 特にDR2陰 性の男 他患軒 群のm発 の頻度 が減少 する傾 1向を示

した 。本研 究では、 MS fi0者に対するミエリン蛋白の経口投与が、Iし4，TGF-piを分泌するMB!，PLP特異

的T細胞を誘 導するか、またThlタイプの感作がproliferation，IFN-YのぉW定により綛められるかどうかを

検討した。

  方法

  対 鍛はPhasel，Oral Myelin Trialの17例の増悪綬解型のMS患者で、2q-以．fニにおよび述口経『｜で、

300mgの′1：ミエリン蛋11を摂取した。myelin非投ケの17例の増悪緩fqrC型MS患者を比較対照群とした。患杵

の米tiY ifiLよりFicoll法をJf亅いて、peripheraJ blood mononuclea cellsを分離し，lx107/mlとなるように，RPMI

1640に2mMのしglutamine，lOOU/lOOmg/rnlのpenicillin/streptomicin，10％のautoIogousserumをヵ‖えた培養液
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で調整した。 1 wellあたり、2x10コのPBMCを，抗原MBP，PLP，tetanus toxoid(Tr)とともに96穴のプレ―ト

で培養した。1週間後に凍結乾燥したautologous PBMCをirradiationの後antigen presenting cells(APC)とし

てJ11い、最初 と同じ抗原にて而刺激をした。培養9口Hに、mediaを交換し、Iし2，IL4をヵ‖えた。1411ヒ1

に、r司一のwellから、新たに4つのwellをっくり、2っには、抗原とともにirradiateしたAPCを、別の2つに

は抗原を加え ていなぃirradiateしたAPCを加えてpi刺激した。24 Wfn‖後、各wellからsupcrnatantをとりだ

しILA，IFN-y測定用に凍結乾燥し、sermn free mediaをヵ‖えた。さらに72lCfnH後にPFJif.supernatantを、

TGF-01測定用にとりだし凍結乾燥した。培養しているTcellには、media，jH→tmnidineをカ‖え、18‖尋問後

に uptakeを 測 定 し た 。 cytokine（ ILー 4， IFN‐ Y， 1丶 GFIpl） は 、 ELISAに て 測 定 し た 。

結果

  stimulation index>3，delta CPM>500のTcell lineを、positive lineとした。ひとつのplateあたりの、

positiveT cell imnesを％にてあらわし、治療群、非治療群で比較検討した。治療を受けたMS#YからのMBP，

PLP特興的T細胞のfrequencyは 、非治療群MSにくらぺ低い 傾向を示したものの、統オ1．的布意差には至ら

な か った 。一 方TTに 対す るT細 胞 のfrequencyは、 治療 群、 非 治療 群で 差を認 めなかった(MBP: myelin

treated1．310．5，rtontreated 3.4+2.5，PLP: myelin treated3．7＋‐1.0，nontreated 7.6t3．6）。MBP，PLP，TTに対す

る抗原特異的T細胞から分泌されたcytokine(Iし4，IFN―Y，'rcF-p1)産性細胞のrelative frequencyを、治療群、

非 治 療群 で比 較検 討 した 。治 療を 受け た MS群 では 、非治療MS群にくらべ、TGF-plを分泌するMBPtl8.興

的T細胞が著しく増加しているのを認めた(myelin treated 9.9+2，nontreatecl1．3+0．5，pく0．001）。また、IL-4

を 分 泌 す る MBP特 異 的 T細 胞 も 、 治 療 群 で 増 加 を 認 めた が、 統計 的 育意 差に は至 らな か った (myelin

treated 6.5+2.7，nontreatcd l.3t0.7，pく0.099)。IFN-yを分泌するMBP特異的T翁II胞は、治療群、非治療群

で差を認めなかった(myelin treated5，0+2．5，nontreated 6.4+1．8）。PLPに関してはMBPと同様、治療を受

け たMS群でTGF-[31を分 泌するPLP特異的T細胞が、 非治療群MSにくらぺ著しく増 カ‖しているのを認めた

(myelin treated 9.5+2.2，nontreated l.1+0.7，pく0.003)。ILr4を分泌するPLP特異的T細胞は、両群で差を認

め なかったが、IFN-tを分泌す るPLP特異的T1tfll胞が、治 療群で低-Fしている傾向が認められた（ myelin

treated6．lt2.5，nontreated 13.7t7.4，pく0.264)。TGF-[31を分泌するT翁1｜胞がmyelin antigen specificかどうか

を調ぺるため、TTをoontrol antigenとして用いた。両群で、cytokine(Iし4，IFN-y，TGF-f31)を分泌するT細

胞のfrequencyは差を認めなかった(TGF-pi.; myelin treatedl．9+1．2，nontreated 2.Otl．2，Iし4；myelin

treatedl.0+0.5，nontreated0，IFN-y；myelin treated39.8+12．1，nontreated 65.8 +6.3)。治療群の巾で、2人の患

者が高いIし4 secreLingTcellのfrequencyを示した。その両患・昔のIIA secretingT cellのうちいくっかは，同

時 にTGF-fllを分泌していたが 、IFN-yの分泌は、認められなかった。TGF-[31  secretingT cellのほとんど

は 、CD4+Th3 cell typeと考えられた。MBP反応性TGF-[31 secretingT cellとPLP反応性TG F-Ol  secretingT

cellのfrequencyは、患者個人 個人で大きなvariationがあ った。しかし、MBP vs．PLP reactive TGF-f31

secretingT cellのrelative frequencyには相関が認められた。

  考察

  この研究は，長期にわたるmyelinの経口投与が｜MS患昔におけるMBP，PLPreactiveT cellsのfrequencyや、

cytokine secretion patternに影響を及ばすかどうかを調べる日的で行われた。今同我々は，myelin treated MS

pa LientsにおけるTGF-{31  secretingT cellのfrequencyが，TTに対しては変化を認めなぃもののMBP，PLP

に対して著しく上昇して いるのを示した。このda toは，autoimmune diseaseを持つ個人においてantigen

speciric immunotherapyによってもたらされたcytokine deviationを示しており，我々が以前に示した，経口で

MBPを摂 取し てい たmiceでMBP specific TGF-pl  secretingT cellの 増加を認めたことと矛盾しな ぃ。

  結諭

  MS patientsにおけるoral administration of myelinが、MBP and PLP-specific TGF-piーsecretingTcellの

freque ncyの増加をもたらした。この結果は，oral tolerization with MBPの後のanimalにおけるthe cytokine

secretion profile of regulatoryT cellsと矛盾しなぃ。これらのantigen-specific regulatoryT cellsが、｜｜J枢和扣経

系へのhomingに際し，bystander suppresionとして 定義されるmechanismによって、避行しているantigen

nonspecificfashionh: autoimmune immune responeseをTGF-piのsecretingによって抑制すると予想される。
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    抗原の経口投与はsystemic immune reactionsを抑制するトレランスを誘導するた

めに古くから用いられている。この方法はarthritis，uveitis，diabetesやMSの動物モデ

ルであるexperimental autoimmune diseasesを、IL-4，IL-10，TGF-plを分泌する

reguratoryTcellを 誘 発 す る こ と に よ り 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。

    多発性硬化症(multiple sclerosis，以下MS)は、中枢神経系におけるりンパ球の

浸潤と脱髄を特徴とする慢性炎症性疾患である。その病因はいまだ明かではないが、

MSは中枢神経のmyelinを認識するThlT細胞によって引き起こされる自己免疫性疾患

と考えられている。本研究では、MS患者に対するmyelinの経口投与が、IL-4，TGF-

plを 分泌 する MBP， PLP特 異的T細胞を誘 導するか、また Thlタィプの感作が

proliferation， IFN-yの 測 定 に よ り 認 め ら れ る か ど う か を 検 討 し た 。

    34例 の増悪緩解型のMSの患者(17例は2年以上にわたり連口myelinの経口

投与を受けており、他の17例はmyelin非投与群である比較対照群）からMBP，PLP’

IT(tetanus toxoid) specificな4，860のshort termTcelllinesを樹立した。治療を受けた

MS群では、非治療MS群にくらべ、TGF-plを分泌するMBP，PLP反応性T細胞が著

しく増加しているのを認めた(MBPpく0.001，PLPpく0.003)。一方、MBPもしくは

PLP反応性にIFN-yを分泌しているT細胞やTT反応性にTGF-plを分泌しているT細

胞の頻度は、 治療を受けたMS群、非治療MS群において変化を認めなかった。

    これは、抗原特異的にTGF-f31を分泌するTh 3T細胞が、抗原の経口投与によっ



て誘導され得る事を示した。自己抗原の経口投与が、標的臓器に集積して局所での炎

症を抑えるTh 3T細胞を誘導すると予想され、自己免疫性疾患の治療にっながる可能性

を示した。

    公開発表にあたり副査の皆川教授より、正常者におけるTGF-(31分泌性Th 3T細

胞の有無、局所におけるIFN-yの産生とその抑制のメカニズムなど、また副査の小野江

教授よりoral tolerenceがThlT細胞を抑制するメカニズム、Iし．4，TGF-[:31.を出してい

る細胞について、MSにおけるDR2とoral toleranceとの関連ついて、さらに岩渕助手

より血中の各種抗体価，oral toleranceの効果に影響を及ぼす各種factor、bovine myelin

の安全性、加えて小笠原助教授よりin vitroにおいてTh3T細胞がThlT細胞を抑制す

るかどうか、oral toleranceの治療効果の継続性などについても質問があった。最後に

主査の田代教授よりoral toleranceの臨床における応用についての質問があった。何れ

の質問に対しても、申請者はスライドによる補足説明、文献的考察、現在進行中の実験

結果など、豊富な知識に基づぃて概ね妥当な回答を行った。

    MSにおけるmyelinの経口投与については、多施設臨床試験が現在進行中であ

り、今後oral torelanceの役割の解明に寄与することが出来ると期待される。

    審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博土（医学）の学位を受ける

に十分な資格を有すると判定した。


