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    学位論文題名
IL一6and IFN-cv from dsRNA―stimulated dendritic
    cells control expansion of regulatoryTcells

（二本鎖RNAにより刺激された樹状細胞から放出されるIL―6ならびに

    IFNーぱは制御性T細胞の増殖に関与する）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】
  CD4+CD25+ regulatoryTcell (Treg)は，自己免疫反応を抑制することで免疫学的自己寛
容を維持し，また，外来微生物に対する生体反応の強弱を調節することが知られている．
Tregの増殖ならびに機能は転写因子であるforkhead/winged helix transcription factor3
（Foxp3)で規定される．n．aturally occurring Treg（nTr eg)は胸腺由来であるのに対し，
induced Treg (ireg） は 末 梢 組 織でCD4゙ CD25― 細胞か ら誘 導され る．
  RNAvirus感染においては，樹状細胞（dendriticcen：DC）が主たる役割を果たし，
自然免疫ならびに獲得免疫を誘導する，マウスDC上のpathogen．associatedm01ecular
patternreceptorである，T｜on^ likereceptor（TLR）3，TLR7，TLR8，RIG‐1ikereceptor
（RLR）はウイルス由来のRNAを認識するが，そのうちendosomeに存在するTLR3は
double・stranded（ds）RNAを認識する．この認識によりTIR・containingadaptorm01ecule
（TICAM）．1を介したsignalingpathwayが活性化され，．type．IIFNや炎症性サイト
カイン（IL・6，TNF・ばなど）が分泌される．
  TLRはCD4十CD25十Foxp3十Tre唇にも発現していることが知られており，その刺激は
negの増殖または／かつ機能に直接関与していることが既に指摘されている，しかしなが
ら，dsRNA（ TLR3刺激） に対 するnegの反 応は 未だよ くわ かって いな い，
  今回我々は，合成dsRNAであるPolyI：Cがnegの増殖ならびに機能に如何に関与する
かを検討した．

【材料と方法】
・C57BL/6JマウスならびにIL-6，TICAM-1ノックマウトマウスに対してPolyI:C 250ル
gまたは同量のりン酸緩衝生理食塩液PBSを2日おきに2回腹腔内投与した．24時間後
鼠径リンパ節と脾臓を摘出し，細胞数を算出すると共にFACS解析によりCD4+細胞なら
びにCD4+ Foxp3+細胞分画を評価した．
・ CD4+CD25+ Treg細胞，CD4+ CD25―細胞はマウス脾臓からMACS CD4+CD25+
RegulatoryTcell Isolation Kitを用いて精製した．骨髄由来樹状細胞BMDCはマウス骨
髄細胞からrecombinant granulocyte macrophage colony-stimulating factorを用いて誘
導した，
・1X l06/IIl1に調整したBMDCに50ルg/mlのPolyI:Cないしは同量のPBSを添加して
24時間培養し，培養上清中のサイトカインを市販のELIZAキットにより測定した，
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・ In vitroにおけるTreg proliferation assayとして，5X104′I'reg細胞を丸底96 well plate
で1ルg/ml抗CD3抗体とlOOIU/ml recombinant IL-2と共に2日間培養した．BMDCと
の共培養系ではさらに1X l06のBMDCを加えた．培養最後の6時間，[3H] thymidineを
加えて培養し，シンチレーターで取り込みを測定することでTreg細胞の増殖を評価した．
・Treg suppression assayとして，上記Treg/BMDC共培養系から再度MACSによりTreg
細 胞を 精製 した ． MitomycinCで固定した牌細胞（1X l05）とCD4+ CD25一細胞
rrler)を共 培養 し，su]  ）rとしてのTregを加えた．上記の如く[3H]の取り込
  LreSponl  ppreSS（
みを測定することでTregの抑制能を評価した，

【結果】
・PolyI:Cはinvivo，in vitroの両方において，BMDC依存性にTregを増加させた．
・ Tregの 増 加 に は ， BMDC上 の TICAM-1と IL-6が 必 要 で あ っ た ．
・PolyI:C刺激によってBMDCからIL-6とIFN-aが産生されるが，Tregの増殖に対し
て前者は正に働き，後者は負に働く．
・ PolyI:Cに よ っ て Tregの 抑 制 機 能 が 変 化 す る こ と は な か っ た ，

【考察】
・ IFN-aは抗ウイルスサイトカインとして知られているが，′I丶regの増加を抑制すること
により抗ウイルス作用を担っているのかもしれなしゝ．
・我々の以前の報告によれば，CD8+CD205+脾臓由来DCを用いた場合，外因性TGF-ロ
はFoxp3―CD25―CD4＋T細胞を抗原特異性Foxp3＋Treg(iTreg)に誘導することがわか
っている．このように，組織特異的なDCとある種のサイトカインがi′rregの誘導に関与
しているのである．今回のBMDCを用いた我々の実験系とは区別する必要があるが，IL-6
とIFN-aが各々nTregの増殖を担っているのは興味深い．
・IL-6は様々な作用を持つ炎症性サイトカインであるが，nTregとi'IYegに対してはむし
ろ反対の作用をもたらす．LPS刺激によりIL-6はIL-1と協同してnregの増殖をもたら
す．一方，inegはIL．17分泌細胞（Th17）との鏡面的reciporocalなバランスの上に成り立
っているが，IL．6とTGF・Bの2者によりnaleT細胞からTh17への分化が誘導され，
さらにIL．6によりn′rregはTh17に誘導される．IL．6は′rregではなくTh17の分化に大
き く 影 響 し て い る とさ れて おり， 今回 の我 々の 報告と は若 干の 違いが ある ．
・我々の実験の結果では，P01yI：CはCD4＋CD25一T細胞をCD4＋CD25＋Foxp3＋negに
誘導することはなかった．TGF，ロは上記の如くinegの誘導に大事なサイトカインである
が，PolyI：Cの腹腔内投与で血清濃度も上昇しなかったし，DCから分泌されることもな
かった．したがってnegの増殖をn′negによるものかi′rregによるものなのかを検討す
るべきであったが，1nviv0においてその両者を区別する方法がなかったため今後の課題で
ある．
・TLR4など，他のTLRリガンドがnegの数と機能を制御していることがわかっている．
TLR4のりガンドであるLPSは同様にTIC心江・1pathwayを介することから本研究と同様
の機序が関与しているかもしれない，

【結論】
・  IFN-aは BMDCを 介 し て Tregの 増 殖 を 抑 制 す る こ と が わ か っ た ．
・IL-6はその抑制を凌駕する作用があり，この2つのサイトカインによってTregを制御
することができれば抗RNAウイルス治療を大きく前進させることができるかもしれない，
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

IL－ 6and IFN-a from dsRNA― stimulated dendritic

    cells control expans10nofregulatoryTCellS

（二本鎖RNAにより刺激された樹状細胞から放出されるIL―6ならびに

    IFN―ぱは制御性T細胞の増殖に関与する）

  Foxp3+CD4＋regulatoryT細胞（Treg)は自己免疫反応を抑制するT細胞サプセットと

して知られている。rIyegはToll like receptor  (TLR)の刺激による制御を受ける。RNA
ウイルス感染時に産生されるdouble-strandedRNA (dsRNA)はTLR3の1」ガンドであ
るが、このTLR3シグナルを介したIYegの制御機構については詳細が明らかになってい

ない。本研究は合成dsRNA (PolyI:C)を用いてrIyegの免疫応答機序を解析した。PolyI:C
のむガ VO投与により、脾臓／リンパ節のFoxp3+CD4+T細胞が増加した。この効果はIL*6

KOマウス、TLR3のアダプター分子であるTICAMl KOマウスにおいては認められなか
った。むvitroにおいてはPolyI:Cはre呂に直接機能せず、樹状細胞dendriticceu（DC）
とnegを共培養したときにreg数の増加を認めた。次にDCによるneg制御機序を解

析した。DCはPolyI：Cに応答して様々な炎症性サイトカインやI型IFNを産生するが、
DCが分泌するIL．6により冊eg数が増加し、またIFN．aにより減少した。最後にneg
をDC存在下でPoりI：C、IL．6、IFNa、IL・6十IFNaで刺激した後に冊egの抑制機能を評

価したが、血egの抑制機能は保たれていた。RNAウイルス感染がおきている局所ではIL．6
とIFN‐aの相対的なパランスが、その部位におけるneg数を規定しており、それによっ
て ウイル ス感 染に 対す る免疫 応答 が効 率よ く働く 可能 性が 示唆された。
  以上の発表に対して、血液内科学分野今村教授より、骨髄系樹状細胞以外の細胞群の関
与の可能性の有無について質問があった。申請者は，「形質細胞様樹状細胞については

TLR3が発現していないので今回の実験では考慮しなかったが，今後樹状細胞のみならず
他 の 細 胞 群 に つ い て も 検 討 す る べ き で あ る 」 と の 回 答 を 行 な っ た 。
  救急医学分野丸藤教授より、TICAM，1KOにおけるIL．6産生が完全に抑制されていな
い点、また、創薬についての可能性についての質問があった。申請者は「前者については
RIG．IなどのRLRを介する情報伝達経路が関与している可能性がある。後者については
IRF．3のりン酸化を抑制ないしは同物質の核内移行を抑制する薬剤の有効性が期待され
る」との回答をした。
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  続いて、免疫学分野瀬谷教授から、ヒトHCV感染におけるrjyegの増減についての質問
がされた。申請者は「慢性C型肝炎患者では'Iyegの割合が多いとされており、IFNによ

る治療によって冊egの数が変動している可能性があり、今後明らかにするべき課題であ

る」との回答を行なった。
  さらに、分子病理学分野笠原教授から、IL-6とIFN-aによるrIyeg制御が感染や移植免

疫、悪性腫瘍の各病態におしゝて、どういう意義を持つのか？との質問があった。申請者は
「悪性腫瘍の患者において、予後と腫瘍局所におけるre醫は相関し、negが多いと予後

が悪いことが報告されている。逆にsepsisモデルなどでは冊e呂の投与により予後が良く

なることが報告されており、以上相反する報告が多数されている。したがって今後reg
の増減が原因なのか、結果なのかを検討するともに、生体内における抑制能ならびにその

変化を評価するべきである。その上でnegの数ならびに機能を制御することができれば、
前述の病態の改善に寄与するであろう」と回答した。

  この論文は、TLR3刺激によって生体内でRegmatoryTce11（冊eg）が制御され、かっそ
の制御にはIL・6とIFN・aが関与するというメカニズムを明らかにしたものとして高く評
価 さ れ 、 今 後 の 感 染 症 治 療 、 癌 治 療 な ど に 寄 与 す 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、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。
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