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    学位論文題名

la，25―Dihydroxyvitamin D3 and all―trans retinoic acid

    synergistically inhibit the diffrentiationand

    eXpanSionofTh17Ce11S

（活性型ビタミンD3とオールトランスレチノイン酸は

    Th17細胞の分化増殖を相乗的に抑制する）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】CD4゙ T細胞は生体内の免疫機能を司る中枢的な細胞群であり、細胞性免疫
に関与する1型ヘルパーT (Thl）細胞と、液性免疫に関与する2型ヘルパーT(Th2)細胞
があることが知られていた。近年、CD25陽性Foxp3陽性CD4+T細胞が自己免疫疾患を抑
制する制御性T細胞(Treg)として報告され、またIL-17を産生するへルバーT(Th17)細
胞がアレルギー応答や自己免疫などで中心的な役割を果たしていると認識されるようにな
り、これまでThl細胞による自己免疫疾患と考えられてきた疾患でもTh17細胞の関与が重
要視されている。最近の研究でIL-17はCD8+T (Tc17)細胞からも産生され、自己免疫な
どへの関与が指摘されている。
  活性型ピタミンD3（1，25D3)は、骨のりモデリングやカルシウムの吸収で知られるピタ
ミンであるが、免疫担当細胞に作用して様々な免疫調節を行なっており、当教室でもThl
細胞を抑制しTh2細胞への分化を促進することを報告してきた。最近Th17細胞分化を抑制
する効果も報告されその臨床応用が期待される一方で、1，25D3は副作用として高カルシウ
ム血症を引き起こしうるため、免疫病治療としての全身投与はあまり行なわれてこなかっ
た。この副作用を克服するため、本研究では、＠高カルシウム血症を起こしにくいピタミ
ンD誘導体によるTh17細胞分化抑制効果、＠1，25D3とピタミンAの誘導体であるオール
トランスレチノイン酸(ATRA)との併用による分化抑制効果を検討した。また、これらの
薬剤によるTc17細胞に対する効果も検討した。
【材料と方法］OVA特異的TCRトランスジェニックマウスD011.10及びOT- II由来のナイ
ーブCD4゙ 細胞、OT-Iマウス由来のナイープCD8十T細胞をsortingし、OVAベプチドと各
種サイトカインを加えて培養し、これらに各種ピタミンD3とATRAを添加しday 5-6に細
胞内染色を行ないその効果を検討した。また接触性過敏症のモデルでは、C57BL/6マウス（野
生型）にday‐2から暴露まで1，25D3とATRAを連日投与し、DNFBをday0，1に感作させ、
day5に耳に暴露し、24時間後に耳の厚みを計測、また所属リンバ節の細胞内染色を行い
IL-17産生細胞の数を評価した。またヒトの細胞に対する効果の評価には、健常人由来の抹
消血からCD45RA+（ナイープ）、CD45RO+（メモリー）CD4+T細胞、CCR6十CD8+T細胞
をsortingし、Th17条件下で培養し、1，25D3とATRAを添加してこれらの効果を検討した。
また、ヒトのTh17条件下で培養した細胞（dり6）からm心岨を抽出し、1，25D3とATRA
によるTh17関連因子のm心乢Aの発現変化を検討した。

ー 243―



【結果】D011.10マウス由来のナイープCD4十T細胞を用いた実験で1，25D3はこれまでの報
告どおりはTh1汀h2のバランスをTh2ヘシフトさせた。また、1，25D3は、Th17条件で、
D011．10、OT‐矼マウス由来のナイープCD4十T細胞からのTh17への分化を抑制し、この効
果は用量依存的であった。活性型ではないピタミンD3およびピタミンD2は、高濃度の場合
のみTh17細胞への分化抑制が見られた。高カルシウム血症を起こしにくいピタミンDの誘
導体である22，oxacdcim01は1，25D3とほぽ同程度のTh17細胞分化抑制効果が認められた。
  次に、すでにTh17分化抑制効果が知られているA1丶RAと1，25D3の効果を比較した。す
ると、1，25D3はATIuより11ユ17分化抑制効果が強かった。また、両者を同時に投与すると、
Th17細胞の分化は強く抑制され、アイソポ口グラムで両者の抑制効果は相乗的であること
が確認された。
  IL－17KOマウスで病態が改善することが報告されているマウスの接触性過敏症モデルで、
野生型のマウスに1，25D3とATIuを投与すると、耳の腫脹が改善し、所属リンパ節でのILー17
産生CD4゙ T細胞およびCD8゙ T細胞が減少した。また、両薬剤を同時に投与するとその効果
はさらに増強した。
  ヒトの細胞に関しても、1，25D3はナイープ及びメモリーCD4十T細胞で、Th17細胞の分
化・増殖を用量依存的に抑制し、ATRAとの併用でさらに抑制されることが確認された。
  1，25D3とA：rRAのTh17誘導抑制の作用機序を解明するために、mRNA発現の変化を検
討した。1，25D3及びATRAは凡‐1R1、ILー21R、IL一23R、RORC、AHRの発現を抑制した。
A1、RAはIL‐6Rを抑制したが1，25D3は抑制しなかった。
  最後に、1，25D3がOTーIマウス由来のナイープCD8十T細胞からのTc17細胞の分化を抑制
し、ヒトのCCR6゙ CD8十T細胞からのTc17細胞の増殖も抑制することを明らかにした。
【考察】本研究では、1，25D3がTh1細胞のみならずTh17細胞に対しても分化増殖を抑制す
る作用を持ち、この作用は高カルシウム血症を起こしにくいピタミンDの誘導体でも同程
度見られることが明らかにした。また、ATRAと1，25D3の併用は11117細胞分化を相乗的に
抑制することも見出した。さらに、これらの薬剤はTc17細胞に対しても抑制的であること
を確認した。11117細胞及びTc17細胞は多発性硬化症や乾癬といった免疫病に関与しており、
Th17細胞やTc17細胞を制御することはILー17が関与する病態の改善に有効であると考えら
れる。しかし、これまでIL｜17産生を抑制する効果が報告されてきたATRAや1，25D3憾、
脂溶性ピタミンで蓄積性があり、高用量の持続的投与は中毒症のルスクを伴い、免疫病な
どへの全身投与は困難であった。この研究では、両者の併用はTh17細胞の分化・増殖抑制
に相乗効果を持ち、それぞれの薬剤の投与量を減らしうる可能性を示した。ピタミンAや
ピタミンDの基礎状態およびその危険性は症例によって異なり、特にピタミンAは催奇形
性から妊娠可能の女性には慎重に投与すぺきであり、併用よりも高カルシウム血症をきた
しにくいピタミンD誘導体を選択が望まれる場合もある。症例の状態に合わせた薬剤の選
択が重要である。また、先進園ではピタミンD欠乏が問題となっており、ピタミンD欠乏
と多発性硬化症などの免疫病との因果関係も指摘されている。ピタミンDがTh17細胞の分
化増殖を抑制することは、これら疾患を予防する目的でのピタミンD服用の意義も裏付け
るものと考えられる。
  【結語】1，25D3はTh17細胞が起因する病態の治療に有効であると考えられるが、高カルシ
ウム血症という重篤な副作用のため高用量の使用が困難であった。本研究は、この副作用
の克服に、（D高カルシウム血症を起こしにくいピタミンD誘導体を用いること、◎n117細
胞の分化増殖抑制に相乗的効果が認められたA1丶RAとの併用することが有効であることを
提示し、1，25D3の臨床応用への可能性を広げた。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
la，25―Dihydroxyvitamin D3 and all－trans retinoic acid

    synergistically inhibit the differentiationand
    eXpanS10nofTh17Ce11S

（活性型ビタミンD3とオールトランスレチノイン酸は

    Th17細胞の分化増殖を相乗的に抑制する）

  活性型ビタミンD3（1，25D3)は様カな免疫調整作用を持ち、Thl/Th2バランスをTh2ヘ

シフトさせることが明らかにされている。近年、IL-17を産生するCD4T (Th17)細胞が細
菌感染などで重要な役割を果たしているサブセットであると認識され、従来Thl細胞が原
因とされてきた自己免疫疾患にもTh17細胞が深く関与していることが明らかとなってき

た。本研究では、1，25D3とビタミンAの誘導体であるオールトランスレチノイン酸(ATRA)
のThlおよびTh17細胞分化への抑制作用を検討した。その結果、1，25D3におけるそれら
への抑制効果を確認した。1，25D3は高用量で長期間投与すると高カルシウム血症をひきお

こすため、その全身投与はあまり行なわれてこなかった。この副作用を克服するため、高
カルシウム血症を起こしにくいビタミンD誘導体(22-oxacalcitriol)についても検討し、
1，25D3と同程度のTh17細胞への分化抑制効果があることを明らかにした。また、1，25D3

とATRAとの併用でTh17細胞への分化を相乗的に抑制することも見出した。さらに、こ
れらの薬剤はマウスのみならずヒトのTh17細胞の分化・増殖にも抑制効果があることを
示し、IL-17を産生するCD8T (Tc17)細胞に対しても抑制的であることを確認した。Th17

細胞及びTc17細胞は多発性硬化症や乾癬などの免疫病に関与して韜り、Th17細胞やTc17
細胞を制御することはIL-17関連疾患の治療に有効であると考えられる。しかし、ATRA
や1，25D3は蓄積性があり、それらの全身投与は困難であった。本研究で、両者の併用は
Th17細胞の分化・増殖抑制に相乗効果を持ち、それぞれの薬剤の投与量を減らし得ること
を示し、臨床応用への可能性を広げることができた。
  審査では、さまざまな質問が審査員からなされた。副査本間さと教授からこの実験で用

いた1，25D3とATRAの濃度が生理学的な濃度であるかという質問があり、発表者はヒト
の実験で用いた量のATRA lpMは急性前骨髄性自血病でベサノイドが投与された時の血
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中濃度のピーク時とほば同じ量であるが、1，25D3は実験ではlOnMを使用しており、実際

のヒトの血中濃度は1，25D3の薬物投与時でも250pM程度と低いため、臨床応用する上で
は1，25D3単独では効果が期待しにくいと回答した。また、1，25D3もATRAもRXRという
核内受容体を共有しているが、2剤の併用はこの受容体を取り合うことで競合する可能性

がなぃかとの質問もあった。これに対し、発表者は、カルシウム代謝では、vitaminA過剰
で骨粗鬆症が起きる理由としてRXRを共有することでvitaminDの作用と競合するためで
はないかと考察する報告があるものの、今回示した免疫調整作用は相乗効果を示しており、

細胞によって異なる可能性があると回答した。次いで、副査笠原正典教授からは、両薬剤
ともにTh17細胞の増殖より分化に高い効果が認められた理由についての質問があり、発
表者は両薬剤の作用として増殖に必要なシグナルよりは分化に必須のシグナルをサイトカ

イン受容体の発現量を低下させるなどでより強く抑えているためではないかと回答した。
また、副査清野研一郎教授からは、1，25D3もATRAも樹状細胞への効果が知られているが、

樹状細胞への作用を検討したかどうかという質問があり、発表者は共同研究者が以前
1，25D3のThl抑制効果に関して樹状細胞への影響を調べており、Th17に関してもT細胞
直接の作用と樹状細胞を介しての作用の両方が考えられると回答した。また、両薬剤とも

に免疫抑制に働いているが、感染防御などで問題とならないかとの質問もあった。これに
対し発表者は、ThlやTh17細胞に限ってみれぱ抑制的であるが、vitaminDはインフルエ
ンザの予防効果も報告されており、その理由としては気道粘膜でのBディフェンシンの発

現上昇によるとされていて、生体全体では両薬剤による感染防御などへの抑制効果はなぃ
と言われていることを説明した。さらに、副査西村孝司教授からは自己免疫疾患の予防の
面で、特に女性はvitaminDなどを摂取すべきではなぃかと考えるがそういった報告があ

るかという質問があり、発表者は欧米を中心に多発性硬化症などの治療や予防といった観
点で臨床試験がすでに行われており、vitaminDは治療的効果があると報告されてきている
ことを回答した。最後に主査今村雅寛教授からは、合成レチノイド(Am80)がAPLの治

療でATRAの副作用を減らしたものとして使用されているがその効果に対する質問があり、
発表者は今回はAm80の検討をしていなぃが、ATRAと同様の免疫調整作用があることが

すでに報告されており、ATRAの代わりにAm80の投与も有効であると考えられると回答
した。
  この論文は、1，25D3がThlやTh17細胞などへの免疫調整能カを発揮する上で問題と
なる高カルシウム血症をATRAとの併用による相乗効果で克服し得ることを示した点で

高 く 評 価 さ れ 、 今 後 の IL-17関 連 疾 患 の 治 療 へ の 応 用 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。
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