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ウシ軟骨由来コンドロモジュリン・IがT細胞の増殖に及ぼす影響
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学位論文内容の要旨

  ウシコンドロモジュリン‐1 (ChM-I)は畜産副生物である軟骨等に特異的に存在するマトリセル

ラータンパク質であり、その血管新生阻害作用に着目した癌あるいは関節リウマチ治療剤としての

可能陸が検討されてきた分子である。一方、近年、ChM-Iが免疫担当細胞の増殖制御能をも有する

ことが示され、従来の血管内皮細胞を標的とした癌、関節リウマチ治療剤に加え、免疫担当細胞を

標的とした自己免疫疾患治療剤としても可能性が高いことが示唆されている。しかし、免疫担当細

胞に対するChM-Iの作用機序等は未だ解明されておらず、また、免疫担当細胞を用いた自己免疫疾

患のin vitroモデル系そのものが未だ研究途上であるが故に、ChM-Iの自己免疫疾患治療剤としての

可能陸を精査するには至っていない。そこで、本研究では、免疫担当細胞を用いた自己免疫疾患の

in vitroモデル系を新たに構築し、ウシ軟骨由来ChM-Iの自己免疫疾患治療剤としての可能性を検討

した。得られた知見の要約は以下の通りである。

1．  マウス牌臓由来T細胞の培養系に、外来抗原を認識するT細胞受容体購成タンパク質の（ニD3e

    を架橋する抗CD3e抗体、およびT細胞が外来抗原を認識した後に自らを増殖させるために

    産生するサイトカインの一種であるIし一2を加えることで、自己免疫疾患の一種である多発性

    筋炎等 におい て認めら れるCD8T細 胞の増殖 特陸、 即ち、CD4T細胞数に比較してCD8T細

    胞数が優位に増加するという事象を再現する加vitroモデル系（抗CD3e抗体tIL-2刺激培養

    系）を新規に確立した。

2．本研究において構築した新規in vitroモデル系におけるCD8T細胞の増殖を規定する因子を

    検 討し 、 CD8T細 胞の 易増殖 性は、 L2刺激に対 するCD8T細 胞の易 感受性、 即ち、CD8T

    細胞は、その細胞表面のIL・2受容体発現量がCD4T細胞とほば同程度であるにも拘らず、

    Iし・2刺激時においてはCD4T細胞よりも強く持続的なIL-2受容体シグナル伝達分子(Jakl、

    Jak3、STAT5、ER亅く、Aりの活性化に起因する可能性を見出した。さらに、本モデル系を用

    いた検討により、IL―2受容体シグナル伝達経路において最も上流に位置する分子であるCD45

    の脱リン酸化活性が、a）釘細胞とCD4T細胞との間で異なることを見出し、さらにIL・2

    刺激後 にCD釘細 胞に特異 的に発 現するCD45ア イソフ オームは低活性型にD45RBC）であ

    る一方、CD4T細胞に特異的に発現するCI）45アイソフオームは高活陸型（C閉5RO）であ

    ること を明ら かにした 。また、 CD45RBCあるいはCD45RO遺伝子導入実験により、CD釘細

― 1027 -



    胞のIL-2刺 激に対す る易感 受性が、CD8T細胞に特異的に発現する低活性型CD45アイソフ

    オーム (CD45RBC)に起 因する ことを証 明した 。以上の 結果より、CD8T細胞の異常増殖が

    認められる多発性筋炎等の自己免疫疾患を抑制する治療剤の開発においては、本研究にて構

    築した新規in vilroモデル系を用い、CD8T細胞におけるCD45RBC発現抑制効果について検

    討することが重要であると推察された。

3．  グアニジン塩酸抽出、アセトン分画、ゲルろ過クロマ卜グラフイーおよびヘパリンクロマト

    グラフィーといった比較的簡便かっ工業的にも繁用されている精製方法で、血管内皮細胞増

    殖抑制 作用およ びT細 胞増殖 抑制作用といった生理学的活性を保持した高純度のChM-Iを

    ウシ軟骨から精製できることを示した。以上の結果は、畜産副産物であるウシ軟骨を材料と

    した ChM-Iの 工業 的 生 産 が比 較 的 容易 に 可 能で あ る こと を 示 唆す る も ので あった 。

4．  本研究において構築した新規in vitroモデル系を用い、ウシChM－Iが低活性型CD45アイソ

    フオ ー ム (CD45RBC)を高 活 性 型CD45ア イ ソ フオ ー ム (CD45RO)へ 変換 さ せ るという 、

    これまでに報告のなぃ新たな生理学的機能を有することを明らかにした。また、ウシChM-I

    がその CD45アイソフ ォーム 発現調節機能を介し、CD45下流に位置するJaklのりン酸化を

    抑制す ることで T細胞 増殖抑 制作用を示すことを見出した。さらに、ChM-IはCD4T細胞に

    対して は作用せ ず、ChM-Iが有す るCD45アイ ソフオー ム発現調節機能はCD8T細胞に対し

    て特異的に発揮されることを示した。これらの結果は、CD8T細胞が病因となっている自己

    免疫 疾 患 に対 す る 治療 剤 と し ての ウ シ ChM-Iの 新 た な可 能 陸 を示 す も ので あった 。

  本研究では、多発陸筋炎等のCD8T細胞が病因である自己免疫疾患のin vitroモデル系を構築し、

ウシ軟骨由来ChM-Iの自己免疫疾患治療剤としての可能性を検討し、ウシChM-Iがステロイド性

治療剤等の既存自己免疫疾患治療剤になぃ優れた特長を有することを明らかにした。即ち、病態の

原因であ るCD8T細胞の増殖を抑制する一方、一般的にへルパーT細胞といわれるCD4T細胞の増

殖は抑えない故に感染症を発症するりスクが少ないという自己免疫疾患治療剤となり得る可能性

を見出した。

  また、本研究の結果は、多発性筋炎等と同じくCD8T細胞の異常増殖が関与していると考えら

れている老齢者の易感染症に対してもウシChM-Iが有用である可能性を提示するものであり、そ

のため、特定の自己免疫疾患治療剤としてだけではなく、健康を維持するためのサプリメント等と

してもウシChM-Iは有用であることを示唆するものであった。

  本研究成果は、畜産副産物であるウシ軟骨の有効利用、特にその構成要素の生体調節機能を活用

した高度利用に繋がる非常に重要なものであり、さらに、本研究において構築した新規m vitroモ

デル系は自己免疫疾患治療剤の開発において有用であるとともに、広義の家畜である実験動物に対

するアニマルウェルフェアの観点からも、動物実験削減手段のーっとして畜産学的にも意義のある

ものと考えられた。
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ウシ軟骨由来コンドロモジュリン．IがT細胞の増殖に及ぼす影響

一面vitroモデル系による自己免疫疾患治療剤としての検討―

  本論文は6章からなり、図38、表1、文献70を含む頁数111の和文論文であり、

別に参考論文3編が付されている。

    コンドロモジュリン－1 (ChM-I)は畜産副生物である軟骨等に特異的に存在す

るマトリセルラータンパク質であり、その血管新生阻害作用に着目した癌あるいは

関節リウマチ治療剤としての可能性が検討されてきた分子である。一方、近年、

ChM一Iが免疫担当細胞の増殖制御能をも有することが示され、従来の血管内皮細胞

を標的とした癌、関節リウマチ治療剤に加え、免疫担当細胞を標的とした自己免疫

疾患治療剤としても可能性が高いことが示唆されている。しかし、免疫担当細胞に

対するChM一Iの作用機序等は未だ解明されておらず、また、免疫担当細胞を用いた

自己免疫疾患のjn竹troモデル系そのものが研究途上であるが故に、ChM一Iの自

己免疫疾患治療剤としての可能性を精査するには至っていない。そこで、本研究で

は、免疫担当細胞を用いた自己免疫疾患のむぬtroモデル系を新たに構築し、ウ

シ軟骨由来ChM-Iの自己免疫疾患治療剤としての可能性を検討し、以下の知見を得

ている。

1．自己免疫疾患の一種である多発性筋炎等において認められるCD8T細胞の増殖

  特性、即ち、CD4T細胞数に比較してCD8T細胞数が優位に増加するとぃう病態

  を而vi troで再現するマウス脾臓由来T細胞の培養系（抗CD3e抗体/IL―2刺

  激培養系）を新規に確立した。

2．新たに構築したjnぬtroモデル系におけるCD8T細胞の増殖を規定する因子を

  検討し、CD8T細胞の増殖性は、IL―2刺激に対するCD8T細胞の易感受性に因る

  ことを明らかにした。また、CD8T細胞のIL－2刺激に対する易感受陸は、CD8T

  細胞のIL－2受容体シグナル伝達経路において最も上流に位置する分子である
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  CD45の脱リン酸化活性に起因する可能性を見出した。さらに、IL―2刺激後に

  CD8T細胞に特異的に発現する低活性型CD45アイソフオーム(CD45RBC)が、CD45

  下流のシグナル伝達分子であるJaklを持続的に活性化することでCD8T細胞に

    易増殖性をもたらしていることを証明した。以上の結果より、CD8T細胞の異常

  増殖が認められる多発性筋炎等の自己免疫疾患を抑制する治療剤開発において

    は、新たに構築したモデル系を用い、CD8T細胞におけるCD45RBC発現抑制効果

    について検討することが重要と推察した。

3．グアニジン塩酸抽出、アセトン分画、ゲルろ過クロマトグラフィーおよびへパ

    リンアフィニティークロマトグラフィーといった比較的簡便かつ工業的にも繁

  用されている方法で、高純度のChM―Iをウシ軟骨から精製できることを示した。

  また、得られたChM一Iが血管内皮細胞増殖抑制作用およびT細胞増殖抑制作用

    を保持していることを示し、畜産副生物であるウシ軟骨を材料とした生理活性

  物質としてのChM-Iの工業的生産が比較的容易に可能であることを示唆した。

4．本研究において構築したむぬtroモデル系を用い、ウシChM一Iは、CD8T細胞

    に対しては低活性型CD45アイソフオーム(CD45RBC)を高活性型'CD45アイソフ

  オームヘ変換させるとぃう、これまでに報告のない新たな生理機能を有するこ

    とを明らかにした。また、ChM―IがCD45アイソフオーム発現調節機能を介し、

  Jaklのりン酸化を抑制することでCD8T細胞の増殖抑制作用を示すことを見出

    した。さらに、ChM―IはCD4T細胞に対しては何ら作用せず、ChM-Iが有するCD45

  アイソフォーム発現調節機能はCD8T細胞に対して特異的に発揮されることを

  示した。

5．上記の結果から、ウシChM一Iは、ステロイド性治療剤等の既存自己免疫疾患治

  療剤にない優れた特長を有することを明らかにした。即ち、病態の原因である

  CD8T細胞の増殖は特異的に抑制するが、一般的にへルパーT細胞といわれる

  CD4T細胞の増殖は抑えない故に、ChM-Iが感染症を発症するりスクが少ない自

  己免疫疾患治療剤となり得る可能性を見出した。また、多発性筋炎等と同じく

  CD8T細胞の異常増殖が関与している老齢者の易感染症に対してもChM-Iが有効

  である可能性を示し、自己免疫疾患治療剤としてだけではなく、健康を維持す

  るためのサプリメント等としてもウシChM-Iは有用であることを示唆した。

以上のように本論文は、ウシ軟骨の構成成分であるChM―Iが有する生体調節機能

を新たに見出し、その具体的な有効利用法を提案している。また、本研究において

構築した新規而ぬむルモデル系が自己免疫疾患治療剤の開発におけるスクリーニ

ング系として有効であることも示している。よって、審査員一同は、關巌が博士

（ 農 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 十 分 な 資 格 を有 する も のと 認 めた 。
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