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    とドナーリンパ球静脈投与の併用による免疫反応修飾効果）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】移植臓器の拒絶、生着（免疫寛容の誘導）はT細胞、樹状細胞などの抗原

提示細胞を中心とした免疫反応により決定されるが、これら免疫細胞の増殖、成熟、分化に
は核転写因子Nuclear factor kappaB(NF-KB)の活性化が重要である。一般的にT細胞

は、抗原提示細胞の主要組織適合抗原複合体(MHC)と副刺激分子からの活性化シグナル
を受けて免疫反応を開始するが、MHC一T細胞受容体からのMAPキナーゼや、CD28など

の唇lJ刺激分子を経たシグナルは、最終的にT細胞内のNF-KBを活性化する。さらに抗原
提示細胞の分化、成熟の過程でNF-KBが阻害されると免疫寛容誘導性樹状細胞が誘導さ

れる。これらの事実からNF-KBは移植免疫における重要なターゲット分子と考えられる。
近 年 、 共 同 研 究 者 で あ る 梅 澤 ら は 、 特 異 的 に NF11く B阻 害 を 行 う 低 分 子
Dehydroxymthylepoxyquinomlcm (DHMEQ)の開発に成功した。この新規NF-KB阻害

剤はNF-KBと直接分子結合し、核内移行を抑制するという特異的な作用機序を持つ。これ
までに我々の研究室では、マウス心移植モデルを用いてDHMEQによる拒絶反応抑制効果
を確認した（参考文献参照）。一方で、移植治療においては長期成績の改善、生涯にわたる
免疫抑制剤の服用とその弊害への対策が最重要課題である。その解決策として‘免疫寛容の

誘導’が望まれている。ドナーリンパ球の静脈肉投与(donor- specific transfusion:  DST)
は、特に副刺激経路の遮断や抗CD4抗体との併用治療により、T細胞のactivation-induced
cell death  (AICD)、制御性T細胞の生成を促し‘免疫寛容’を誘導する。逆に、移植治
療に最も頻用されているカルシニューリン阻害剤は、この効果を阻害する。‘免疫寛容誘導’

を妨げない免疫抑制剤の開発が急務であるが、この分野におけるNF-KB阻害剤の持つ役割
はほとんど分かっていない。更に、NF-KBが副刺激経路に重要であることを考慮すると、
DSTとNF-KB阻害の併用治療は、DST+副刺激遮断で得られるような、免疫寛容を誘導す
る可能性が示唆される。本研究では、DSTに新規NF-KB阻害剤、DHMEQを併用し、NF-KB
活性阻害の‘免疫寛容誘導’における効果を検証した。

【対象と方法】マウスはBALB/c (H-2d)、C57BL/6 (B6：H-2b)を用いた。腹部異所性心
移植の7日前にDSTとしてドナー系統の脾臓リンパ球(20xl06)を用いた。DHMEQ (30
mg/kg/日）はDST直後から連日2週間、腹腔内投与した。グラフト生存日数(Median
survival time: MST)、グラフト組織像、免疫染色によるCD4、CD8陽性グラフト浸潤細

胞数にて拒絶反応抑制効果を検討した。また、ドナー抗原刺激に対する免疫反応を所属リン
パ組織である脾臓を用い、リンパ球混合培養後の3H-thymidineの取り込み（Mixed
lymphocyte reaction: MLR)、IFNt． ELIspotアッセイ、CD4陽性T細胞中のCD154発現
（フローサイトメトリー： FACS)にて検討した。制御性T細胞(Foxp3陽性T細胞）の割

合をFACSにて検討し、細胞分離に は磁気細胞分離法(MACS)のシステムを用いた。
【結果】BALB/cの心グラフトはB6レシピェントにより8日以内に拒絶された(Vehicle
投与によるcontrol群）。DST、DHMEQそれぞれの単独治療はわずかにグラフト生存期間
を 延 長 さ せ た(DHMEQ: MST=16日、 DST: MST=15日 ）。 これ に対 しDSTとDHMEQ

の併用治療(DST+DHMEQ)により有意なグラフト生存期間の延長がみられた(MST=39
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日）。移植後4、7日目の免疫反応を観察すると、DST+DHMEQ治療によりMLR（pく0.005
vs. control、DST)、IFN/産生細胞（pく0.05 vs. control、DST、DHMEQ)、CD154発現（pく0.05
vs. control、DST)、CD4、CD8陽性グラフト浸潤細胞数（pく0.005 vs. control、DHMEQ)
はいずれも有意に抑制されていた。さらに、マウスの系統を変更（ドナーをB6、レシピェ
ン卜をBALB/c)した ところ、 興味深いことに60％のDST+DHMEQ治療マウスに100日
を越えるグラフト生着が得られた(DST、DHMEQ単独はMST=38日、20日）。この移植
後100日目の免疫反応は、直接(MLR)、間接（ドナーペプチドに対する反応）免疫反応
ともドナー抗原特異的に抑制されていた(3rd party抗原に対する免疫反応は保たれていた）。
DHMEQは移植後7日目までの投与であり、移植後100日目での薬剤効果は無いことを考
えると、DST+DHMEQ治療による免疫修飾によルドナー抗原特異的ないわゆる‘免疫寛容’
が誘導されたと考えられた。この機序について、我々はActivation induced cell death
(AICD)を促進することによるドナー抗原特異的T細胞の減少と、制御性T細胞の増加が
関与していることを明らかにした。実際にDST+DHMEQ治療を施したレシピェントマウ
ス（H‾2d）から制御性T細胞を抽出し、ドナーと同系統（H‐2b）の心グラフトを移植した
無治療レシピェントマウスに、細胞移入(adoptive transfer)すると、移植後の無治療マウ
スから抽出した制御性T細胞、Na．iveマウスから抽出した、いわゆる内在性(naturally
occurring)制御性T細胞と比べて、有意な拒絶反応抑制効果がみられた。さらにこの制御
性T細胞を、3rd party系統(H-2k)の心グラフトを移植したマウスにadoptive transfer
した場合には、ドナー系統の心グラフトにみられたような拒絶反応抑制効果が観察されなか
った。このことからDST+DHMEQ治療によルドナー抗原特異的な制御性T細胞が生成され
たと考えられた。
【考察】移植治療の最終目標とされる‘免疫寛容の誘導’はドナー抗原反応性細胞の減少
(depletion)、anergyまたは制御性T細胞による免疫抑制などが作用機序として重要であ
る。本研究では、NF-KB阻害がDSTによる‘免疫寛容の誘導’を増強することを示したが、
その機序としてAICDによるドナー抗原反応性T細胞の減少、制御性T細胞の増加が関与
していると考えられた。NF-KBは抗アポトーシス蛋白であるBcl-xLやBcl-2の発現に必須
であるが、DHMEQはこれを抑制し細胞死に向かわせることが、これまでの癌細胞、ヒト
細胞を用いた研究で明らかにされている。同様に本研究でも、DSTにより活性化したドナ
ー抗原反応性T細胞の抗アポトーシス反応をDHMEQが抑制することで、選択的なT細胞
の減少が得られたと考えられた。NF-KBの制御性T細胞における役割については、最近
NF-KBファミリー(Relファミリー）のひとっであるc-Relが制御性T細胞の誘導に重要
であることが報告された。またNF-KB阻害は、制御性T細胞誘導に重要な、T細胞受容体
や副刺激経路からのシグナルを抑制することから、抑制性に働くことが示唆される。しかし、
本実験においてDHMEQは、レシピェント脾細胞中の制御性T細胞を増加させる効果を示
した。実際、わvitroにおいてT細胞の活性化を抑制するDHMEQの効果は、血WVOにお
いては明らかでなく、ねvivo MLRの結果では細胞分裂を抑制しない。また、DHMEQ単
独治療による制御性T細胞誘導効果がみられないことを考えると、DSTによるAICDを
DHMEQが促進した結果、アポトーシス耐性が知られている制御性T細胞の割合が増加し
た可能性がある。一方で、DST+DHMEQ治療マウスから抽出した制御性T細胞は、内在
性制御性T細胞と比べて有意な拒絶反応抑制効果を示したこと、3rd party心グラフトに対
しては抑制効果がみられなかったことから、ドナー抗原特異的な制御性T細胞が生成され
たと推察される。我々の最近の検討によると、樹状細胞の分化の過程でDHMEQを作用さ
せると、その成熟が抑えられ、免疫寛容誘導性樹状細胞が生成される。さらにこの樹状細胞
はアロ心グラフトに対する拒絶反応も抑制する。本研究においても、DSTとの併用による
DHMEQの投与により、免疫寛容誘導性樹状細胞が生成され、ドナー抗原特異的な制御性
T細胞の生成、増加が引き起こされた可能性も考えられる。
【結論】これまでにない治療戦略である、ドナーリンパ球静脈投与とNF-KB活性阻害の併
用治療は、マウス心グラフトの長期生存を可能にした。また、免疫寛容誘導に重要な作用機
序である AICD、制御 性T細 胞の生 成を促進する結果から、新規NF-KB阻害剤DHMEQ
は 、 移 植 治 療 の 更な る 発 展に 貢 献 しう る 免 疫抑 制 剤 であ る と 考 えら れ る 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

  The immunomodulatory effect of nuclear factor-KB

  inhibition by dehydroxymethylepoxyqulnomiClnln

    COmbinationWithdonor―SpeCi丘Cb100dtranSfuSlon

（新規NuClearfaCtorkappaB阻害剤DehydroXymethylepOXyqumomlCm

    とドナーリンパ球静脈投与の併用による免疫反応修飾効果）

  申請者は、臓器移植における治療戦略として、免疫寛容誘導におけるNF－KB阻害の役割
とその効果についての研究成果を発表した。ドナーリンバ球静脈投与(DST)と新規NF―kB
阻害剤DehYdroxYmethYlePOXYquinomicin (DHMEQ）の併用によルア口心グラフトに免疫寛容
誘導効果が得られることを示し、その機序としてActivation induced cells death (AICD)
の促進、ドナー抗原特異的な抑制作用を持つ制御性T細胞の生成の関与を明らかにした。ま
たNF-KBとアポ トーシス 、制御性T細胞との関与を考察し、発表を終えた。
  この発表に対し、副査の清野教授からレシピェントをBALB/cマウスとした場合の方が、
C57Bl/6よりDSTとDHMEQの併用治療による生存期間延長効果が得られた点についての免疫
学的機序について質問があった。申請者は一般的にC57Bl/6マウスはThl優位な免疫反応を
示すのに対し、BALB/cはTh2優位な免疫反応をもつこと、またDHMEQがp65、c―Rel、Rel―B
に対しては抑制効果をもっものの、p50、p52への抑制効果は明らかではないこと、またp65、
Rel－BがThlの分化に、p50、p52はTh2の分化に重要であること、また本研究結果でThl
を誘導するIFNYの産生がDST+DHMEQ治療群で抑制されることから、DHMEQはThlを抑制し
Th2優位のバランスを保っように働いた可能性を示唆した。さらに最近の知見からTh2が制
御性T細胞の誘導に重要であることを示し、BALB/cにおいてはより制御性T細胞を誘導し
生存期間を延長させた可能性を示唆した。それに対し、Th2のサイトカインの産生について
も質問を受けたが、本研究では検討してしゝないものの、文献的にはDHMEQを用いた自己免疫
性ブドウ膜炎のマウスモデルにおいてIL―4に対する抑制効果がえられていないことを報告
した。またDSTとの併用においてNF-KB以外のシグナル阻害の効果について質問を受けた。
申請者はタク口リムスを用いた核転写因子NFATの阻害とDSTとの併用効果について自らの
データから、DST直後からのNFAT阻害はDSTの機序であるAICDを阻害することで、逆にDST
効果を妨げることを提示した。さらにラバマイシンとDSTとの併用についても質問を受けた
が、申請者は自らの検討はないものの、他施設での研究においてマウス、サルでは効果があ
ることが示されていると回答した。
  続いて、副査の武冨教授からDHMEQ半減期についての質問があり、申請者のデータから
DHMEQが血中から15－30分で消失することを示し、組織移行性等につしゝては検討が必要であ
ること、本研究においてはBALB/cをレシピェントとしたモデルでは1日3回i．p．投与して
いることを明示した。また長期生存マウスの免疫状態について質問を受けたが、発表中に示
したように移植後100日目の時点でdirect、indirect pathwayにおいてドナー抗原特異的
な免疫抑制効果が得られていることを示した。また脾臓摘出の影響についても質問を受けた
が、本研究において脾臓を主な免疫学的検討として用いたのは腹部心グラフトの場合の所属
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リンパ組織が脾臓であることを説明した。また核転写因子NF－xBについての質問があり、

NF－KBには5つの分子があり、それらがヘテ口、ホモ複合体として働き、Canonicalと

noncanonlcalの経路があることを示し、それぞれ免疫学的な意味合いが異なると考えられ
ていることを示した。Dm也Qは恐らくCanonicalpathwayを阻害すると考えられるが、さら
なる検討が必要である旨も述べた。

  副査の神山准教授からは本研究において抗アポトーシス遺伝子阻害の検討を行ったか質
問を受けたが、申請者は検討していないことを述べた。またDSTの時期についても質問を受

けたが、論文によって移植28日前、移植当日などの報告があるが、移植前7日の時点での
治 療は 頻用 され てい るTimingであ り、 本 実験 ではこれを採用した旨を答 えた。

  主査の松居教授からは100日を越えるグラフト生存が得られるものが60％あるものの、
40％は拒絶されていることから、これらのグラフ卜には何が足りなかったのかについて質問

を受けた。申請者はgraftlossするものが移植後50ー60日後であることを考慮すると、血
管の内膜肥厚を主体とする慢性拒絶反応が生じた可能性が考えられるものの、更なる検討が

必要であることを述べた。また100日目のグラフトの実際の状態についても質問を受けた。
それに対し、発表内で示したように病理組織学的に心筋組織が保たれ、良好な状態ではあっ

たことを確認した。しかし、C57Bl/6マウスをレシピェントした場合にはMSTが39日であ
り、長期のグラフト生存が得られなかったことを考慮すると、実際に臨床等で用いる場合に

は他の免疫抑制剤の併用治療が必要である旨を申し添えた。また申請者はタク口リムスの併
用効果について、移植後に併用することで十分なェフェクターT細胞の制御が可能であるこ

とを自らのデータを交えて言及した。
  本研究は免疫寛容の誘導におけるNF一佃阻害のもつ増強効果について明らかにし、その

機序としてAICDと制御性T細胞が関与することを示す、今後の臨床応用のみならず学術的
にも大変興味深いものであった。審査員一同は、本研究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十分な資格を有すると判定した。

― 25 -


