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    学位論文題名

  Effect of acute graft-versus-host disease (GVHD)

on generation ofTcell repertoire andTcell function

    after allogenelCbonemarrOWtranSplantation

    （同種骨髄移植後のT細胞レバートリーの形成と

    機 能 に 及 ぼ す 急 性 移 植 片 対 宿 主 病 の 影 響 ）

学位論文内容の要旨

  骨髄移植は、自血病など多くの致死的血液疾患に対する有効な治療法である。しかし、

骨髄移植の最も重篤な合併症のーつである、移植片対宿主病(GVHD)に対する治療法
は確立されていない。筆者の教室ではこれまでGVHDの病態解明、ならびに免疫学的治

療法の開発を目的に、Bl0系Hー2リコンビナン卜マウスとAKRマウスの系で同種骨髄
移植を行い、マイナー抗原と主要組織適合遺伝子クラスI(H－2D)抗原両者の不一致の

場合に急性GVHDが誘導され、胸腺内でのnegative selection機構が破綻することを報
告してきた。今回筆者は、(1)マイナー、またはH―2D抗原単独の不一致でも、GVHDが

誘導されることを見出し、これらGVHDマウスのT細胞レバートリーと反応性の検討を
行い、(2)次に、マイナー抗原とH―2D抗原両者の不一致でいったん誘導された急性GVHD

から回復した骨髄キヌラマウスのT細胞レバートリーと反応性の解析を行った。
  マイナー抗原単独不一致の組み合わせとして、ドナーBlO.BRマウス(H―2k、minor
lymphocyte stimulatory (Mls)－la陰性）、レシピェントAKRマウス(H―2k、Mls－la陽
性）、Hー2D単独不一致の組み合わせとしてドナーBlO.Aマウス(H―2a、Mls―la陰性）、

レシピェン卜BlO.BRマウス（いずれも5～6週齢、雌）を使用した。11Gy全身放射線
照射したレシピェン卜マウスに、抗Thyl.2抗体と補体処理により成熟T細胞を除去した
ドナー骨髄細胞ix l07個を単独移植したものをTOキヌラとした。また、脾臓よルナイ

口ンウールカラムで精製したT細胞1x i05個、または3x10s個とともに骨髄移植を行っ
たものをそれぞれTl、T3キヌラとし、［ドナー→レシピェント］と表示した。これら[BIO.BR
→AKR]、[BIO.A→BIO.BR]骨髄キヌラマウスの生存率、体重、GVHD症状を経時的に
観察した。［BlO.BR→ AKR]、[BIO.A→BIO.BRコともに、TOキメラはGVHD症状を示さ

なかったが、Tl、T3キメラは体重減少等、GVHD症状を示した。続いて、骨髄移植8
週後にフ□ーサイトヌトリーによる胸腺内T細胞レバートリーの解析と、混合リンバ球反
応(MLR)を用いた脾臓T細胞の機能解析を行った。MLRはドナー、キヌラマウスよ
り得た脾臓T細胞3 x10s個と、マイ卜マイシンC処理をしたBlO.A、BlO.BR、C57BL/6
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（B6）（H―2b）、AKRマウスの脾臓細胞sxi05個を4日間培養し、3Hチミジンの取り込み
量にて定量した。EBIO.BR→  AKRl TOキメラの胸腺においては、レシピェントの発現す

る内在性スーバー抗原、Mls－1°に反応するVロ6陽性T細胞のク口ーン消去が認められ
たが、Tl、T3キメラでは認められなかった。EBIO.BR→ AKR]Tl、T3キメラでは、GVHD

によルレシピェントのMls―1°産生細胞が早期に消滅し、胸腺でnegative selectionが誘
導されなくなったと考えられた。また、EBIO.BR-yAKR]、[BlO.A→BlO.BR] Tl、T3キ

メラマウスでは、ドナー、レシピェント共に発現する内在性スーノヾー抗原のIーE
tolerogenic coligand (Etc)－1反応性Vロ5、またはVロ11陽性T細胞の割合が、ドナー、

レシピェント、TOキヌラに比べ高かった。次にMLRで解析すると、[BlO.BR→ AKR]、
EBl0ぬ→BlO.BR] Tl、T3キメラマウスのT細胞は、ともにレシピェント抗原のみなら

ず、ドナー抗原に対しても増殖反応を示した。これらより、GVHDにより胸腺でのnegative

selection機構全体が障害を受けたと考えられた。
  次に、マイナー抗原とH―2D抗原両者の不一致の組み合わせで骨髄キメラを作製した。

llGy全身放射線照射したAKRレシピェントマウスに、BlO.Aドナーマウスより採取し
たT細 胞除去骨髄細胞ixi07個を単独(TOキメラ）、または脾臓T細胞ixi05個(Tl
キメラ）とともに尾静脈より注入し、経時的に生存率、体重、GVHD症状を観察した。TO
キヌラはGVHD症状を示さなかった。Tlキヌラは移植3週後より体重減少等、GVHD

症状を示したが、8週後には体重は移植前のレベルまで回復した。そこで、移植8週後に
急性GVHDより回復したと判断し、T細胞レバートリー、免疫機能を解析した。胸腺、
脾臓ともに、レシピェン卜マウス、TOキメラでは、Mlsー1°反応性vp6陽性T細胞のク

□ーン消去は認められたが、Tlキメラでは、V[36陽性T細胞の消去が認められなかった。
次にドナー、キヌラマウスの脾臓T細胞をresponder、マイ卜マイシンC処理をしたBlO.A、
B6、AKR脾臓細胞をstimulatorとしてMLRを行った。TOキメラに比ベ、TlキメラT
細胞はレシピェント抗原に対して有意な増殖反応を示した。そこで、マイトマイシンC

処理をしたAKR脾臓細胞と5日間培養したドナーマウス、またはキヌラマウスの脾臓T
細胞をェフェクター細胞、レシピェン卜脾臓細胞より作成したConAblastをターゲット
細胞として、slCr release assayを行った。その結果、正常ドナーはレシピェント細胞に
対し細胞傷害活性を示したが、T丶O、TlキメラのT細胞には、細胞傷害活性は誘導されな

かった。次に、ドナー、キメラマウスの脾臓T細胞を抗CD3抗体またはAKR stimulator
で刺激後、サイ卜カイン産生量を測定した。同時にドナー、キメラマウスより得た血清IgGl、
IgG2a抗体価をELISA法で測定した。TlキメラのT細胞はドナー、TOキメラのT細胞

に比ベ、有意なIL―4産生の上昇とIFNー涯生の減少を示した。さらにTlキメラの血清
IgGl値は、ドナー、TOキメラに比ベ有意に上昇しており、TlキメラはTh2優位状態に
あることが判明した。
  以上より、急性GVHD回復後も胸腺内のnegative selectionの破綻は継続しているこ

と、急性GVHDから回復したキヌラマウスのT細胞は、レシピェン卜抗原に対し増殖反
応を示すが、細胞傷害活性を示さずsplit toleranceの状態にあることが判明した。キラ
ーT細胞の誘導には、Thl細胞により活性化された抗原提示細胞が必要である。一方、Th2

細胞はIL-10の産生により抗原提示細胞とThl細胞の活性を抑制する。急性GVHDか



ら回復したキヌラマウスのT細胞はTh2優位状態にあり、これがsplit toleranceの主要
な原因のーっと考えられた。ヒト骨髄移植治療後の慢性GVHDとThl、Th2の関連は、
これまで明らかにされていない。しかし、マウスの慢性GVHDモデルでは、脾臓T細胞
のTh2サイ卜カインの産生亢進と、血清IgGl、IgEレベルの上昇が報告されており、今
回の急性GVHDから回復したキメラマウスと同様であった。骨髄移植後の慢性GVHD
に対する免疫学的治療法開発のため、今後、キラーT前駆細胞の有無、Th2状態へ誘導す
る 因 子 の 同 定 等 、 更 な る GVHDの 病 態 解 明 が 必 要 と 考 え ら れ た 。



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

  Effect of acute graft-versus‐host disease (GVHD)

on generation ofTcell repertoire andTcell funCtion

    aftera110genelCbonemarrOWtranSplantation

    （同種骨髄移植後のT細胞レパートリーの形成と

    機能に及ぼす急性移植片対宿主病の影響）

  申請者の教室では、Bl0系H―2リコンビナントマウスとAKRマウスの系で
同種骨髄移植を行い、マイナー抗原とH―2D抗原両者の不適合の場合に急性
GVHDが誘導されることを報告してきた。今回申請者は、マイナー、または
H―2D抗原単独の不一致で誘導されるGVHDマウスのT細胞レバー卜リーと反
応性の検討を行い、次にマイナー抗原とH－2D抗原両者の不適合で誘導された
急性GVHDから回復した骨髄キメラマウスのT細胞レバートリーと反応性の解
析を行った。
  マイナー抗原単独不一致の組み合わせとして、ドナーBlO.BRマウス(H―2k、
Mls―la陰性）、レシピェン卜AKRマウス(H―2k、Mls－1°陽性）、H一2D単独
不一致の組み合わせとしてドナーBlO.Aマウス(H－2a、Mls―1°陰性）、レシピ
ェン卜BlO.BRマウスを使用した。放射線照射レシピェン卜マウスに、T細胞除
去ドナー骨髄細胞lXl07個を単独(TO)または、脾臓T細胞ixi05個、3X
105個(Tl、T3)とともに静注し、［ドナー→レシピエン卜］骨髄キメラマウスを
作成した。いずれの組み合わせのキヌラにおいても、TOキメラはGVHD症状
を示さなかったが、Tl、T3キメラはGVHD症状を示した。続いて、骨髄移植
8週後に胸腺内T細胞レバー卜リーの解析と、混合リンパ球反応(MLR)解析
を行った。［BIO.BR→ AKR] TOキメラの胸腺では、Mlsー1°反応性Vロ6陽性T
細胞はク口ーン消去されたが、Tl、T3キメラでは消去が認められなかった。理
由として、GVHDによルレシピェン卜のMls―la産生細胞が早期に消滅し、胸腺
で負の選択が誘導されないと考えられた。また、[BlO.BR→ AKR]、[BlO.A→
BlO.BR]キメラとも、ドナー、レシピェン卜両者に発現するEtc―1反応性VB5、
V Bll陽性T細胞の割合が、ドナー、レシピェント、TOキメラに比べ、Tl、
T3キヌラでは高かった。MLRでも、Tl、T3キメラのT細胞は、レシピェント、
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ドナー抗原に対して反応性を示し、GVHDにより胸腺での負の選択機構全体が
障害を受けたと考えられた。
  次に、[BlO.A→ AKR] Tl骨髄キメラマウスを作製し、急性GVHDより回復
した移植8週後に、T細胞レノヾートリー、免疫機能を解析した。T0キメラでは、
Mls－1°反応性vp6陽性T細胞のク口ーン消去は認められたが、Tlキヌラでは
認められなかった。MLRでは、TOキメラに比べ、TlキメラT細胞はレシピェ
ン卜抗原に対して有意な増殖反応を示した。またAKR刺激細胞とのMLR後、
正常BlO.AT細胞はレシピェント細胞に対し細胞傷害活性を示したが、TO、Tl
キメラT細胞は示さず、Tlキメラはsplit toleranceの状態と考えられた。正常
ドナー、TOキメラT細胞と比べ、TlキメラのT細胞はレシピェント抗原、抗
CD3抗体刺激に対し、IL―4産生の有意な上昇とIFN-y産生の低下を示した。さ
らにTlキメラの血清IgGl値は、ドナー、TOキメラに比べ有意に上昇してお
り、TlキメラはTh2優位状態にあることが判明し、これがsplit toleranceの
主要な原因のーっと考えられた。
  公開発表に際し、副査の上出教授より骨髄移植の際に脾臓T細胞を添加する
理由、CTL前駆細胞、LAK活性に関して質問があった。申請者は骨髄中には急
性GVHDを軽減するNKT細胞が含まれること、IL-2存在下でMLRを行うとCTL
活性、LAK活性が見られる旨回答した。
  続いて副査の今村教授よりGVHDによるMls―1aの消失、マイナー抗原単独不
一致とH-2D抗原単独不一致でのGVHDによる体重減少の相違、ヒ卜のシステ
ムとの相違に関して質問があった。申請者はMls－1aは主にT細胞が産生するが、
GVHDによルレシピェン卜のT細胞が消滅すると考えられること、体重減少は
マイナー抗原単独不一致では新たに産生された自己反応性のT細胞が原因で、
H-2D抗原単独不一致では移植時に注入したT細胞が原因と考えられること、マ
ウスはヒトに比べGVHDに抵抗性で、今回のGVHDモデルはヒトに当てはめる
とごく軽いGVHDと思われる旨回答した。
  さらに主査の小野江教授よりGVHDを起こしたマウス系統の組み合わせとTh
分化に関して質問があり、申請者はレシピェン卜、ドナーともにThl優位な組
み合わせでも、骨髄移植後慢性GVHDでTh2優位となり、反応性が単純に系統
差に依存しない旨回答した。
  本研究は、GVHDによる胸腺機能の破綻、並びに骨髄移植後急性GVHD回復
後のT細胞機能の異常を明らかにし、今後の臨床応用の可能性を示唆した点で、
重要と考えられる。
  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）の学位を受けるに充分な資格を有する
ものと判定した。


