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  【背景と目的】

マ ウス皮膚にはden曲ticepidennalTcells（DETCs）と呼ばれる価T細胞が多数常在し，皮

膚 に お け る免 疫 監 視と 創 傷治癒 に重要 な役割を 担ってい る．NKG2DはNK細 胞の活性 化

レ セプタ ーのーつ である が，それ はDETCsにも発現 してお り，DETCs活性化 の副刺激シ

グ ナルと 考えられ ている ．NKG2Dリ ガンド は感染， 腫瘍化 ，組織損 傷，DNA損傷の よう

な 細胞ス 卜レスで 発現が 誘導され る．マ ウスNKG2Dリガン ドにはRAE‐ln‐£fretinoic

acidearlyinducibleln‐£），H60a‐c（histocompa6bility60a・c），MULTL1（mouseUL16－binding

protein‐liketranscnpt1）が知られており，そのうちH60cは当分野で同定されたNKG2D

リ ガンド である． H60cはその 遺伝子発現が主に皮膚に限局されることから皮膚免疫にお

け る 機 能 が示 唆 さ れて お り，実 際，創 傷皮膚で の〃．6DcmRNA増加 が報告 されたが 、

NKG2Dシ グ ナ ルに よ る DETCsの 活 性 化が 創 傷 治癒 に 関 与すると いう直接 的な証 拠は得

ら れ て な い． 従 っ て， 本 研究で は皮膚 創傷部で 発現する H60c夕ンバ ク質が DETCs活性

化 と 創 傷 治 癒 に 関 与 し て い る か 否 か を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た ．

【材料と方法】

リ コンビ ナン卜H60cもしくは H60c‐Fc融合 夕ンバク 質をラ ットに免 疫し， H60cに特異

的 なモノ ク口ナル 抗体を 作製した．創傷皮膚でのH60c夕ンパク質発現は免疫染色により

確 認 し た ．WoundclosureaSsayは マ ウス 背 部 に 直径 2mmの創傷作 製後， 10嵋の抗体 を

投 与し， 7日間 創傷部 面積を測 定した． 創傷皮 膚周辺の DETCsの 形態観察 は創傷 耳より

剥 離 し た epidernlalsheetの FITC標識 抗 マ ウ スV一 TCR抗 体 によ る 免 疫染 色 に て確 認

した，〃‘6伽遺伝子の発現はrealltimeR1、．PCRにて相対定量値を算出することにより測定

し た ． 創 傷 部 か ら MACSピ ー ズ に よ り DETCsを 回 収 し ， KGF‐ 1遺 伝 子 の 発 現 を

conventionalKr‐PCRにより検 出した．PCRによルシステインをセリンに変異させたH60c

発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 し ， 変 異 H60c夕 ン バ ク 質 を 得 た ， 変 異 H60c夕 ン パ ク 質 と

NKG2Dと の 結 合 ア フ イ ニ テ ィ ー の 測 定 に は su雨 ceplasmonreSonance法 を 用 いた ，

【結果】

H60cに 特 異 的 な 2つ の 抗 体 lF10と 5G6を 得 た ． 5G6は H60cと NKG2Dと の 結 合

を 阻害す る阻害抗 体であ った，創 傷12時間 後の創傷 部辺縁 上皮でH60c夕 ンパク 質の発

現 が 確 認 さ れ た ， し か し な が ら ， 他 の NKG2Dリ ガ ン ド で あ る RAE‐ 1と MULluの 発

現 は確認 されなか った． 背部の創 傷部位 に阻害抗 体5G6を 投与した群ではコント口一ル

抗 体投与 群と比較 して， 約1日 創傷治癒 が遅延 しており ，基本 的に価T細胞欠 損マウス

で 観 察 さ れる と 同 様の 治 癒動態 を認め た．他方 ，H60cとNKG2Dとの結 合を阻 害しない

lF10投与 群 で は， 創 傷 治癒 の遅延は 認めら れなかっ た，ま た，抗NKG2D抗体 投与群で

も 創傷治 癒の遅延 が確認 された． 5G6投 与マウス では，創 傷3，6時間後に創傷部辺縁で

樹 状 形 態 を 失 っ た DETCs数 の 滅 少と KGF‐ 1mRNA産 生 の抑 制 が 確認 さ れ た． 150番 シ

ス テ イ ン をセ リ ン に変 異 さ せた モ ノ マー 型 の H60c夕ン パ ク 質 とNKG2Dと の 結合 アフ

イ ニティ ーは鰯二 二26土3．2nMであり ，他の高 アフイニ テイーNKG2Dリガンドとほぼ同
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等の値 であっ た．H60c遺伝 子は皮 膚以外の いくっかの上皮組織においても転写されてお

り ，こ れ ら の組 織 で はH60cに比 ベ ， 他のNKG2Dリガン ドの発現 が低い ことが確 認され

た，

  【考察】

DETCsは 上皮恒 常性の維持や組織の損傷，感染，炎症，腫瘍化に対する免疫監視に重要な

役 割を 担 ってい る．NKG2Dリガン ドはス 卜レス誘 導性の 自己分子 で，DETCs活性化 の副

刺激シ グナル と考えら れてい る．H60cは皮 膚で発 現する主 要なNKG2Dリガンドであり・

最 近の 研 究 でH60c mRNAが 創 傷 皮膚 で 発現増加 し，in vitroで H60cを発現 するケラ チ

ノ サ イ ト が DETCsに よ り 傷 害 さ れ る こ と が示 さ れ た． し か しな が ら ，H60cと NKG2D

との相互作用が創傷治癒に関わることを支持する直接的な証拠はこれまで存在しなかった．

本 研 究 で 創傷 辺 縁 のケ ラ チ ノサ イ ト でH60c夕ン バ ク 質が 発 現 し， H60cと NKG2D間の

相互作 用の遮 断がDETCsの活性 化を阻害 し，創 傷治癒を 遅延させ ることが示された．最

近，DETCsの活性化に関与する副刺激分子としてcoxsackie and adenovirus receptor (CAR)

が 同定 さ れた． CARは 損傷した 皮膚ケ ラチノサ イトで 発現が誘 導され， DETCsに 発現す

るJAML (junctional adhesion molecule-like protein)と結合することで，DETCsを活性化す

る ． H60cと CARは と も に 損 傷 ケ ラ チ ノ サ イ 卜 に 発 現 し ， H60c-NKG2Dも し く は

CAR-JAML間の 相互作用 を遮断 すること で創傷治癒が障害されることから，創傷が効率的

に治癒するには，これら両方のりガンドとレセプターの相互作用が必要であると考えられ

る ． 先 行 研 究 で は ， H60cと NKG2Dと のア フ イ ニテ ィ ー は， 他 の NKG2Dリ ガ ン ドに 比

べて10倍 以上も 弱いと報 告され てしゝた ．それにも関わらず，H60c発現細胞は高アフイ

ニ テ ィ ー NKG2Dリ ガ ン ド発 現 細 胞と 同 等 の 効率 で NK細 胞 に 溶解 さ れ る， 本 研 究に お

いて， 哺乳類 細胞では モノマ ー型のH60c夕 ンパク質が発現するのに対し，先行研究でア

フ イニ テ ィー測 定に使 用された パクテ リア由来 H60c夕ンパ ク質はダ イマー であるこ と

が確認 された ．生体内 でのH60cは モノマー と考えられ，モノマー型のH60cは他の高アフ

イ ニ テ ィ ー NKG2Dリ ガ ン ド に 匹 敵 す る ア フイ ニ テ ィー で NKG2Dと結 合 す る． こ の こ

とは，H60cが創傷治癒の動態に強い影響を及ぼすとし〕う今回の知見と一致する．興味深

しゝことに，H6Dcは皮膚以外のいくつかの臓器，特に眼，舌，食道，雌生殖器でも転写され

て いる ， 舌 や雌 生 殖 器の 上 皮 に はVY4V61TCRを 有 する 価 T細胞 が 常在す ることか ら，

そこで DETCsと 同様の機 能を果 たしてい ること が想像さ れる．眼 の角膜縁には多くの価

T細 胞が存 在し，価 T細胞 欠損マ ウスでは 角膜上皮の治癒が損なわれる，これらの知見か

ら H60cは皮 膚 の みな ら ず 他 の上 皮 組 織におい ても， そこに常 在する価 T細 胞の活性 化

を制御 してい る可能性 があり ，H60cが広く 上皮一般の恒常性維持に関与している可能性

が示唆される．

【結論】

1． H60cは 損 傷 し た 皮 膚 ケ ラ チ ノ サ イ 卜 で発 現 す る主 要 な NKG2Dリ ガ ン ドで あ り ，

    DETCsを活性化 させ， KGF‐1の産生 を促進 すること で創傷 治癒に関与することが明

    らかになった．

2． 生 体 内 で 発 現 す る H60cは モ ノ マ ー で あり ， モ ノマ ー 型 のH60cと NKG2Dと のア フ

    イ ニテ ィ ー は他 の 高 親 和性 NKG2Dリガンド とほぽ 同等であ ること が明らか になっ

    た．

3． 〃6伽 遺伝子 は皮膚以 外のい くつかの 上皮組織でも恒常的に転写されていることが示

    された．

4． H60cは皮膚 のみならず，広く上皮の恒常性維持に関与している可能性が示唆された．
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皮膚創傷治癒におけるNKG2Dシステムの機能に関する研究

  本研究において，申請者はマウスのNKG2DリガンドであるH60cが創傷治癒に重要な役割を

担っていることを明らかにした，申請者の樹立した抗H60cモノク口ーナル抗体1F10と5G6は・

フローサイトメトリー，螢光免疫染色及びウェスタンブロット解析において，優れた特異性を示

した，また，5G6はH60cとNKG2Dとの結合を阻害し，NK細胞の細胞傷害活性を抑制しうる

抗体であることが示された，申請者は樹立した抗体を用い，創傷皮膚の螢光免疫染色をおこない，

創傷部の表皮ケラチノサイトにH60cの発現が誘導されることを示した．他のNKG2Dリガンド

であるRAE-1，MUI」T‾1の発現は観察されなかったことから，H60cが創傷部位のケラチノサイ

卜で発現する主要なNKG2Dリガンドであることが示された，さらに，H60cリガンドの創傷治

癒における役割を調べるためにwoundclosureassayをおこない，阻害抗体5G6を局所投与した

マウスでは創傷治癒が遅延することも明らかにした，5G6投与マウスでは表皮に常在する

NKG2D陽性Y6T細胞であるdendriticepidermalTcells（DETCs）の活性化が阻害され，再上皮

化に重要なサイ卜カインであるkeratinocytegrowthfactor・1（KGF．1）mRNAの転写が抑制され

ていた．また，様々な組織でのH60c遺伝子の転写量をりアルタイムPCRにて測定し，皮膚以外

にも食道，眼，舌，膣などY6T細胞が豊富に常在する組織で転写を認め，その転写量はマウス

NKG2Dリガンドのなかで最も高いことを明らかにした．

  これらの知見を踏まえて，申請者はH60cが創傷部位のケラチノサイ卜で発現し，NKG2Dを

介してDETCsを活性化し，KGF．1を産生させることで創傷治癒に関与していると結論した．さ

らにH60cが皮膚以外の上皮組織でも転写されていることから，それらの組織でもH60cが皮膚

と同様の機能を有している可能性を示唆するとともに，H60cが体表面での免疫監視や恒常性維持

に重要な役割を担っていると考察した．また，今回の研究成果がY6T細胞を標的とした慢性創傷

の治療へと応用される可能性について言及した．

発表終了後，副査の瀬谷教授から，正常組織においてもH60c遺伝子の転写がある理由を問わ
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れ，正常皮膚では 転写はされているもののタンパク質としては発現してしないこと，他のNKG2D

リガンドでも同様のことが報告されており，刺激に対して迅速にりガンドタンパク質を発現させ

るためにmRNAがす でに細胞内に用意されていると考えられていると回答した，副査の清水教授

からは今回の創傷治癒の評価方法では真皮の治癒まで評価されるのではないかと問われ，発表者

は確かに真皮の治 癒も評価に入ってくるが，今回注目しているのはKGF-1による表皮の治癒の評

価であることを説明したところ，清水教授より表皮の治癒評価にはエピポリーという方法が有効

であるとの助言があった，また，螢光免疫染色で表皮の最外層に強い蛍光を認めるがそれはどう

解釈するかを問われ，申請者は角質層の非特異的な螢光であると返答した，主査の西村教授から

は創傷皮膚に存在 するY8T細胞のタイプに経時 的な変化を認めたかを問われ，発表者は創傷12

も しく は24時間 後で はVy3 TCRを有 する 単一 のy8T細胞 を確 認し たが ，48時間後には多くの

タイプのy8T細胞を確認したと返答した．西村 教授から炎症部には常在性のY8T細胞以外にも異

な るタ イプ のy8T細胞が浸潤 することから，H60cが浸潤Y8T細胞とも相互作用し，何らかの機

能を果たしている可能性があるので今後更に詳細な研究が必要であるとの助言があった，最後に，

副査の笠原教授か らはH60cが皮膚創傷治癒だけではなく体表面における恒常性維持や免疫監視

に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 し た 有 意 義 な 研 究 で あ る と の 意 見 が あ っ た ，

  この論文は，H60c-NKG2D相互作用が皮膚創傷治癒に重要な役割を担っているという，新たな

NKG2Dシ ス テ ム の 機 能 を 明 確 に し ， さ ら に H60cが 皮 膚 だ け で は な く 体表 にお ける danger

signalとして機能し，免疫監視や恒常性の維持に関与していることを示唆した点が高く評価され

た．審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院博士課程における研鑽や取得単位も併せ，

申 請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 授 与 さ れ る に 十 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た ．
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