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    学位論文題名
Dimeric but not monomerlCS01ubleCD40pr010ngS
a110graftSurViValandgenerateSregulatoryTCe11S
    thatinhibitCTLfunction．

（単量体ではなく2量体の可溶化C D40が移植片を生着延長させ，

    CTL機 能 を 阻 害 す る 制 御 性 T細 胞 を 誘 導 す る ）

学位論文内容の要旨

    臓器移植での急性拒絶反応においてT細胞は中心的役割を担っている。T細胞を完全
に活性化するにはTCRを介した刺激に加え、補助シグナルが必要であるという理論のもと、
これまで、マウス、ラットおよびサルを用いた移植実験において様々な補助シグナル遮断
効果が検討されてきた。そのなかでもCD154-CD40経路の遮断は最も有効な効果が認めら
れる。我々はこれまで、種々のラット移植モデルにおいてアデノウィルスベクター介在性
CD40Igを用いた遺伝子治療が移植臓器（心臓、肝臓および下肢）の長期生着延長を導くこ
とを明らかにしてきたが、そのメカニズムについては明らかになっていない。CD154は
TNF familyに属し、TCR刺激を受けた活性化早期のT細胞表面に発現される。CD154が
APCに発現しておりTNFR familyに属するCD40と結合することにより、APCに刺激を与
える。CD40を介した刺激はAPCにB7-1およびB7-2の発現を増強させることによりnzuve
T細胞をprimingするとともに、IL-4 (Bcell)またはIL-12 (MO）といったサイトカイン
の産生亢進を引き起こすことにより免疫応答を調節しており、これらの阻害が
CD154-CD40経路の遮断による移植片生着延長効果に関与しているとが考えられる。しか
しながら、今回行ったACIからLEWへの異所性心移植においてAdCD401g (1～2X109 pfu)
処置ラットの8/12例で>300日の長期生着延長が認められたにもかかわらず、AdLacZ処置
ラット（対照群）において移植後5日で認められる移植心内へのT細胞浸潤がAdCD40Ig
処置ラットにおいて全く抑えられていなかった。このことは、別のメカニズムが存在する
ことを強く示唆している。我々は今回、ラット心移植において行ったAdCD40Igの遺伝子
治療が効果を示すには血中に高濃度のCD40Igが存在する必要がある（移植後5日目から6
週目まで2mg/mLを超える）ことに着目し検討を行った。
    高濃度のCD40Igがallogeneicな抗原に対し抑制効果を示すか否かを検討する目的で、
AC1からLEWへのin vitro MLCを行った。精製したCD401gはMLCに対しては500ルg/mL
でも増殖反応を抑制しなかった。一方、サイトカイン産生に関しては、IFN-アでは明らか
な差は認められなかったものの、IL-2の産生では高濃度のCD40Igにより劇的な産生亢進
が認められた。細胞内サイトカインの検討からこのIL2産生細胞はCD4T細胞であった。
IL-2KOマウスをrecipientとして用いた移植実験ではgraft浸潤細胞のAICDが誘導されず、
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移植心は拒絶されることが報告されている。従って、高濃度CD40Igが引き起こすIL2の
産生増加はAICDの誘導を引き起こす可能性が考えられる。そこで、MLC中のT細胞の
apoptosisを検討したところ、CD40Ig添加群および非添加群の間に明らかな違いは認めら
れなかった。、一方、IL-2Ra鎖であるCD4゙ CD25゙ T細胞はself toleranceをregulateしている
ことが知られている。MLC中のCD4+T細胞をCD25で染色し、FACS解析したところ、高
濃度CD401gの添加によりCD25 highのCD4+T細胞が著増していた。このCD4゙ CD25゙ T細
胞が免疫をregulateする能カを有しているか否かについて判断するために、CD4゙ T細胞に
対する効果としてMLCによるT細胞増殖assay、CD8゙ T細胞に対する効果としてcnーassay
を用い、MLC中に増加したCD4゙ CD25+T細胞の作用について検討した。CD4゙ CD25゙ T細
胞はMLCによる増殖には影響を与えず、添加したCD4゙ CD25゙ T細胞数に依存してCTL活
性をdonor特異的に抑制した。
    CD40IgはマウスCD40の細胞外領域とヒトIgGの融合蛋白であり、抗体様の2量体構
造をとっている。従って、CD40IgがCD154へ結合すると、クロスリンクによりCD154か
らシグナルを導入する可能性がある。In vitroで認められた高濃度CD40Igの効果が、CD40
を介するシグナルの遮断によるものかCD154を介するシグナルの導入によるものかを明
らかにするために、マウスCD40の細胞外領域にMyc/Hisのtagを結合させた1量体構造
のCD40/Myc/Hisを作製し検討を行った。CD40/MycHisはCD154との結合能は有しており、
CD40のシグナルは阻害するが、FCがないためクロスリンク出来ず、CD154からのシグナ
ルは導入しない。CD4ツMycmisはMLCにおいてCD40阻害に基づくと考えられるIし12
の産生は阻害したが、Iし2の産生は増強しなかった。一方、CD4゙ CD25゙ T細胞の誘導は認
められたものの、それらの細胞にはCIL活性の抑制能はなかった。これらの結果はCD40
シグナルの阻害によりCD4゙ CD25゙ T細胞を誘導することが出来るが、CTL阻害活性を有
する機能的なCD4゙ CD25゙ T細胞には、CD154からのシグナルによりCD4゙ T細胞から産生
されるIL2が必要であることが示唆された。更に、CD154からのシグナルが移植臓器の生
着延長に必要か否かを明らかにするために、可溶化CD401gおよびCD40/Mycmisのラット
心移植モデルに対する効果を検討した。可溶化蛋白の投与は8mgゆodyを週3回で2週間
投与した。CD401g処置は30日以上の有意な生着延長効果を示したが、CD40/Mycmis処置
は対照群と同じ7日以内で移植片が拒絶された。ク口スリンクのシグナル導入に加えて、
FCの重要な生理的作用として補体の活性化や食作用を介した細胞除去がある。Monkらは
抗CD154抗体のFc部位が活性化T細胞の選択的除去のために重要であること報告した。
しかしながら、我々の検討ではAdCD401g処置したラットの移植片およびCD401gを添加
したMLCにおいてapoptosisを誘導されたT細胞の増加は認められていないことから、
CD401gによる移植片生着延長効果にはCD154を介した“revers9signaling”が重要である
ことが強く示唆された。

結論
    本研究において、我々はCD154-CD40経路遮断による移植片拒絶抑制の新たなメカニ
ズ ム と し て 、CD40Igが 以 下 の 2方 向 の 作 用を 有 す る こ と を 明ら か に し た 。
1. CD154からシグナルを導入することによりCD4゙ T細胞のIL-2産生を増強する。
2. CD40を介したシグナルを阻害することによりCD4+CD25゙ T細胞の誘導を促進する。
この2つの作用が協調して、ドナー特異的にCTI」活性を抑制する機能的なCD4十CD25+T
細 胞 の 誘 導 を 導 く こ と に よ り 移 植 片 拒 絶反 応 を 抑 制 す る と考 え ら れ た 。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Dimeric but not monomeric soluble CD40 prolongs
allograft survival and generates regulatoryTcells
    that inhibit CTL function．

（単量体ではなく2量体の可溶化C D40が移植片を生着延長させ，

    CTL機 能 を 阻 害 す る 制 御 性 T細 胞 を 誘 導 す る ）

本研究ではACIからLEWラットへの異所性心移植モデルを用いて、CD40とCD40
リガンド(CD40L)の結合によって伝達される補助シグナル阻害の移植片生着に対
する効果およびその作用機序を検討した。ヒト免疫グロブリンのFc部分と補助シ
グナル分子CD40の細胞外ドメインからなる可溶性分子(CD40Ig)の遺伝子をアデ
ノウイルスベクターに組み込み(AdCD40Ig)、静脈内投与するこ゛とにより血中の
CD40Igが長期間にわたって高濃度に維持され、移植片の長期生着延長が認められ
た。しかしながら、これまでの免疫抑制剤や他の補助シグナル分子阻害剤である
CTLA41gとは全く異なり、移植心内へのT細胞浸潤は全く抑えられず、CD40Igに
よる移植片生着延長効果には新たなメカニズムが存在することを示唆するもので
あった。そこで、ACIとLEWラット脾細胞を用いてりンパ球混合培養(MLC)に
対するCD401gの影響を検討した。CTI」A41gがMLCにおけるT細胞増殖反応を抑
制するのに対し、CD40Igは抑制作用を示さず、CD4T細胞からIL-2の産生を顕著
に亢進した。一方抗原提示細胞からのIL-12の産生は抑制した。しかも、高濃度
CD401g添加ではMLC中に制御性T細胞として知られているCD4十CD25゙ T細胞が
増加していることを見出した。このCD4+CD25+T細胞はCD4T細胞の増殖には影
響を与えなかったが、CD8T細胞による細胞障害活性(CTL)活性をドナー特異的
に抑制した。これらの効果が、CD40を介するシグナルの遮断によるものかCD40L
  （CD154）を介するシグナルの導入によるものかを明らかにするために、
CD40/Mycmisを作製した。これはCD401gが2量体であるのに対し、1量体構造を
とる。CD40／Myc/lIIisはMLCにおいてCD40阻害に基づくと考えられる抗原提示細
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胞からのIL-12の産生は抑制したが、CD154を介するCD4T細胞からのIL-2の産生

は増強しなかった。CD4十CD25゙ T細胞の誘導は認められたものの、それらの細胞に

はCTL活性の抑制能はなかった。当然ラット心移植モデルに対して生着延長効
果は示さなかった。したがって、本研究では、CD40Igによる移植片拒絶抑制のメ

カニズムとして、CD154からシグナルを導入することによりCD4゙ T細胞のIL-2産

生を増強し、CD40を介したシグナルを阻害することによりCD4゙ CD25゙ T細胞を誘
導する。この2つの作用が協調して、ドナー特異的にCTL活性を抑制する機能的

たCD4十CD25+T細胞の誘導を導くことにより移植片拒絶反応を抑制することを明
らかにした。

副査の野々村教授からは、サルにおいて有効性が確認されているCD154抗体と
CD40Igではメカニズムが異なると考えているのか？カルシニューリン阻害剤と

併用すると、どのような効果が考えられるか？等の質問、また、副査の藤堂教授か
らは、CD40IgによりIL-2が産生されるメカニズムにっいて何か解っているか？等

の質問、  主査の小野江教授からは、制御性T細胞がCD4には作用せず、CTLの
み抑制しているが、そのような報告は他にあるのか？等の質問、また副査の上出

教授からは、臨床応用を考えると、移植片の炎症細胞浸潤を抑制できないことによ
る不都合は無いか？等の質問があった。その他、フロアーからも幾っかの質問が

なされたが、いずれの質問に対しても、申請者は自己の実験結果や、文献的考察を
もとに概ね適切な解答をなしえた。

    この論文は、可溶性補助シグナル分子CD40Igが、ドナー特異的にCTL活性を
抑制する機能的なCD4十CD25゙ T細胞を誘導することにより、移植片拒絶反応を抑

制しているというこれまでに知られていなかったメカニズムを明らかにしたもの

であり、高く評価される。臓器移植拒絶反応の抑制剤としての可能性を示唆する研
究であり今後の発展が期待される。

    審査員一同は、これらの成果を高く評価し、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。

― 158ー


