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緒

免疫系は,生体を防御する上で欠かせない機構であり,外部からの病原体の

侵入,がん細胞の増殖等を制御し,生体の恒常性維持を担っている.自己免疫

疾患とは,本来,宿主細胞に対して反応しないように制御されている免疫機構

が,何らかの要因によって破綻し,自己の細胞,組織が非自己と認識,破壊さ

れてしまう疾患である.自己免疫疾患は,一般に免疫抑制薬等の治療により,

一時的に寛解(見かけ上治癒した状態)を導入できるが,再燃することが多い

従って,破綻した免疫機構に対し,効果的に免疫寛容(特定抗原に対して,免

疫応答が働かない状態)を誘導し,完全寛解(長期間の寛解状態)を導入でき

る新規治療戦略の開発が求められている.本研究では,ユニークな作用機序を

有するフィンゴリモド塩酸塩(FTY720)および病因抗原を活用した新規治療戦

略を開発し,その作用メカニズムの解明を試みた

FTY720 は, Fujita らによって冬虫夏草類縁菌Isariasiπdairiiから発見,抽出

された 1如nunosuppressant product・1 (1SP・D に構造活性修飾を加えて誕生した

免疫調節薬である[1,2].多発性硬化症の再発予防および身体的障害の進行抑

制を適用に,ロシア,米国,欧州連合,オーストラリアに続き,20Π年9月に

日本でも製造承認された. FTY720 は,移植モデル動物[3]以外に,重症筋無

力症[4],アトピー性皮膚炎[5一刀,1 型糖尿病[8,9]等の様々な自己免疫疾

患モデル動物に対して,優れた効果を発揮することが報告されている.FTY720

は生体内でスフィンゴシンキナーゼ 2 によって,りン酸化され,活性体の

FTY720 りン酸となる[10-12]. FTY720 りン酸は,4 種類のスフィンゴシン 1、

リン酸(sphingosine l・phosphate; SIP)受容体(SIPI, SIP3, SIP4および SIP5

受容体)に対してアゴニスト(機能的アンタゴニスト)として作用する[10]

特に, SIP1受容体は,りンパ球上に高発現しており,二次りンパ組織から末梢

へのりンパ球の移出に深く関与している.FTY720りン酸は,りンパ球上のSIP,

受容体の内在化および分解を誘導する.即ち,SIP、SIP1シグナルの阻害により,

二次りンパ組織からのりンパ球移出が制御(二次りンパ組織内にりンパ球が隔

離)され,免疫抑制効果が発現する[B,14]. FTY720 は,他の免疫抑制薬と

は異なり, T細胞やB細胞の増殖や活性には影響を及ほさない[15].また, ^

次りンパ組織への循環能を持たないりンパ球への効果は弱いと考えられている

言



即ち,二次りンパ組織へのホーミングの制御に関与するケモカイン受容体のCC

ケモカイン受容体 7 (chemokine (C、c motif) receptor7: CCR7)や%醐包接着分子

のCD62Lの発現が低い工フェクターメモリーT細胞は隔酢されないことが報告

されている[16].従って,他の免疫抑制薬で問題となる重篤な日和見感染症等

のりスクも低いと考えられている

これまでに臨床で実施されている病因抗原を用いた治療には,スギ花粉症等

のアレルギー疾患に対するアレルゲン免疫療法(減感作療法)が知られている

作用機序は,十分には解明されていないが, Th1細胞の増加による ThvTh2バ

ランスの是正や御Π卸性T細胞の誘導等が考えられている[1刀.病因抗原を用い

た治療の利点は,病因抗原特異的な免疫応答を抑制できることおよび治療中止

後も長期寛解が期待できることである.例えば,スギ花粉症に対する免疫療法

では,治療中止後の状態を 10年間は維持できたとの報告がある[1釘.しかし,

速効性がなく,治療に長期の日数を要するという難点もある

本研究では, FTY720 と病因抗原の併用で,自己免疫疾患般に完全寛解を

効果的に導入できる新規治療戦略の開発を試みた.第1章では,本併用療法に

着目した経緯について,第2章では,本併用療法の有用性およびその作用メカ

ニズムについて,それぞれ多発性硬化症のモデルである実験的自己免疫性脳脊

俄宜炎,関食行りウマチモデノレのモデノレである glucose・6・phosphateisomerase peptide

(GP1325、239)誘導性関節炎を用いて得られた結果を論述する
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第1章多発性硬化症に完全寛解を導入できる新規治療戦略の構築

要

本章では,多発性硬化症(multゆlesclerosis)に対し,完全寛解を導入できる

治療戦略を構築する目的で,モデル動物である実験的自己免疫性脳脊髄炎

(experimental autoimmune encephalomyelitis: EAE)を用し、て以下のる}干究を1丁った

1)既に多発性硬化症の治療薬として承認されているフィンゴリモド塩酸塩

(FTY720)単独の EAE に対する治療予後について調べた.2) EAE に対する

FTY720と病因抗原の併用療法の有用性を調べた.その結果,1) EAEに対して

FTY720単独療法は極めて優れた治療効果を示したが,FTY720 を休薬すると約

1週間後に重篤な再燃が起こることが明らかとなった.一方,2) FTY720 に病

因抗原を併用すると,その再燃を効果的に抑制できることを明らかとした.こ

れらの知見は,臨床症状の経時的観察,組織化学的手法および免疫学的手法を

用いて得た

以上の結果から, FTY720 による病勢制御下に,病因抗原を投与することで

免疫寛容が効果的に誘導され,休薬後の再燃を抑制できた可能性が考えられた

はじめに

多発性硬化症は,髄鞘を構成するミエリンに対する自己免疫応答を本態とす

る中枢神経系の炎症性脱髄疾患である.20叫年の全国多発性硬化症臨床疫学調

査結果によると,日本の患者数が増加し,有病率は 10万人あたり7フ名程度と

推定されている.発症年齢のピークは20~30歳で,男女比は 1:29 と女性に多

い[19].多発性硬化症は,異なる病巣に由来する臨床症状(空間的多発性)お

よび寛解/再発の繰り返し(時間的多発性)を特徴とし,臨床経過に基づき,

以下の3つの病型に分類されている[20]

1)再発寛解型多発性硬化症(relapsing・remittingmultゆlesclerosis: RRMS):急性

増悪(再発)と寛解を繰り返すことを特徴とする

2)一次性進行型多発性硬化症(pr血aryprogressive multゆlesclerosis: PPMS):病

初期から明らかな再発を示さず進行性の経過を呈することを特徴とする

3)二次性進行型多発性硬化症(secondaty progressive multゆle sclerosis: SPMS)

RRMSから進行性の経過を呈する病型へ移行することを特徴とする

旨



多発性硬化症の治療には,急性増悪期の短縮(障害の軽減)を目的に,ステロ

イド大量点滴静注療法や血液浄化療法が行われる.再発防止および進行抑制に

は,インターフェロンβ注射薬(ベタフェロン@(隔日800万国際単位を皮下

投与),アボネックス@(週 1回 30μg を筋肉内投与))が用いられる.その他,

本研究で用いたFTY720(ジレニア@/イムセラ@a e 1回0.5mgを経口投与)),

ヒト化抗ヒトα4 インテグリンモノクローナル抗体製剤であるナタリズマブ

(タイサブリ⑱(4週間に 1回30omgを 1時間かけて点滴静注))の製造販売が

承認されている[2U.また,最近では,グラチラマー酢酸塩(コパキソン@(1

日 1 回 20 mg を皮下投与))の製造販売が承認された.しかし,未だ次のよう

な臨床的課題がある

・寛解と再発を繰り返すため,長期間に渡る薬物治療が必要である

・進1予性の多発性硬化症に対する有効性および安全性が確立されていない

このような背景から,効果的に免疫寛容を誘導,さらにはその状態が記憶さ

れ,長期間維持(完全寛解)できる新規治療戦略の開発には強い臨床的要請が

ある.この要請に基づき,多発性硬化症のモデル動物であるEAEを用いて,多

発性硬化症に対して効果的に完全寛解を導入できる新規治療戦略の開発を試み

た.なお, EAE は,髄鞘を構成する myelineoligodendrocyte glycoprotein (MOG)

やProteolipidprotein (PLP)の部分ぺプチドを完全アジュバントおよび百日咳毒

素存在下で免疫することで誘導され[22],多発性硬化症と類似した脱髄病変等

の病態を示すことから,多発性硬化症のモデル動物として広く用いられている

なお, EAEの病態形成にはheゆerT (Th)17細胞やTh1細胞が主に関わってい

る.以下,本研究で得られた結果を 1~2節に渡って論述する



第1節実験的自己免疫性脳脊髄炎に対するFTY720の治療予後

1.目的

多発性硬化症は,寛解と再発を繰り返す難治性自己免疫疾患である.FTY720

は,タクロリムス水和物,シクロスポリン等の免疫抑制薬とは異なり,りンパ

球の活性およびその機能に影響を与えることなく,二次りンパ組織からのりン

パ球の移出を抑制することで免疫応答を制御する[B,14].従って,休薬によ

り隔離されていたりンパ球が末梢に放出され,病態が悪化する可能性が考えら

れた.本節では,この可能性を調べるため,多発性硬化症のモデル動物である

三を島貪的自己f毛1蔓'性万畄脊食盲炎(experimentalautoimmuneencephalomyelitis: EAE)マ

ウスに対するFTY720の休薬予後について検討した

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

C57BL/6Jマウスは,日本チャールズ・りバー株式会社(神奈j川から購入し

た.マウスは室温 25士2゜C,相対湿度 55士10%,明暗サイクル 12時間の

Speci負C・pathogenFree (SPF)環境下で飼育し,ケージ交換および飼料(CN、1,

ガンマ線照射飼料;オリエンタル酵母工業株式会社,東京)の補給は週 2 回行

つた.また,飼料および水は自由摂取とした.なお,本研究は動物実験の適正

な実施に向けたガイドライン(日本学術会議:2006年6月1 田および摂南大

学動物実験に関する規定に従い実施した

許可番号:K09-16, KI0-12, K12-16, KB、16

22. FTY720 および mouse myelin oligodendrocyte glycoprotein (35-55)

2・Amino-2・[2・(4-ocwlphenyD ethyl]propane・1,3・diol hydrochloride (FTY720)は,

吉富製薬株式会社(現田辺三菱製薬株式会社,大阪)より恵与された.髄鞘

を構成するタンパク質の 1つであるmyelin 01培od伽drocyte glycoprotein (MOG)

の部づ)、ぐプチドである mouse myelin oligodendrocyte glycoprotein 35

(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) 55 (MOG35_55)はオペロンバイオテクノロ

ジー株式会社(現ユーロフィンジェノミクス株式会社,東京)から購入した



23.実験的自己免疫性脳脊髄炎の誘導および評価

MOG35_55を注射用蒸留水(大塚製薬株式会社,東京)に4 mg/m1となるよう

に溶解した. Freundscomplete adjuvant H37Ra (BD Biosciences, CA, USA)およ

びMOG35_55溶液(4mg/mD を 1:1 の害11合で混合し,乳化させた. C57BL/6J (フ-8

週齢,雌性)にぺントバノレビターノレ(ネンブターノレ注射液, NEMBUTALinjection,

大日本製薬株式会社,大阪)で麻酔下,乳化させたMOG35.55溶液100μ1(MOG,_,

200μg相当)を約4ケ所に分けて,後脇腹から背中付近に皮内投与した.また,

感作の当日および2日後にりン酸緩衝生理食塩水(phosphatebufferedsa1血e:PBS)

1こ1容角牢した百日咳雫長素(pertussis toxin: PT, List Bi010gical Laboratories,1nc., CA,

USA;2μg/mD I00μ1(PT200鴫相当)を尾部から静脈内投与し, EAE を作製

した[23]

臨床所見は, stromneS ら[23]の方法に基づき,以下の指標で評価した住AE

スコア).0,正常;0.5,尾の脱力;1.0,尾の完全下垂;2.0,歩行異常および後肢

の不全麻瘻;2.5,片後肢の脱力;3.0,両後肢の脱力;3.5,後肢の麻庫および前肢

の不全麻庫;4.0,前肢の麻矩;5.0,瀕死

2.4.試験プロトコノレ

EAE症状を呈したマウスをEAEスコアの平均値に差がない2群((DFTY720

群(FTY720 (03mgA【g)を発症時(EAE スコア 2.0 以上)から週 6-7 回経口投

与)および(2) placeb0群(注射用蒸留水を発症時から週6-7 回経口投与))に

分け,3-5 週間治療後,休薬した.なお, FTY720 は,注射用蒸留水に l mg/ml

となるように溶解後,-20゜Cで保管し,用時溶解して用いた.マウスの体重を

基に投与量が0.1m1となるように注射用蒸留水で希釈し,経口投与した

2.5.鼠径りンパ節由来 CDずT 細胞, CD11C、細胞の分取,共培養および細胞

内サイトカイン染色

マウスにぺントノ勺レビタール(ネンブタール注射液)50mg永g を腹腔内投与

し,正向反射消失後,オートクレーブ滅菌した解剖用はさみで腹部を切開した

鼠径りンパ節を採取し,予め 2% fetalcalfseNm (FCS, MA Bioproducts,1nc., MD,

USA またはBiosera, Eastsussex, UK)を含むNMⅡ640培地(和光純薬工業株

式会社,大阪)を 2 m1入れておいたシャーレ(BD Biosciences)に入れた.オ



トクレーブ滅菌した水切放フロストスライドグラス件公1良硝子工業株式会社,

大阪)を用いて,鼠径りンパ節をすり潰し,懸濁した.次に,ナイロンメッシ

ユ(N・NO.150T,株式会社NBC メッシュテック,東京)を通過させ,15 m1コ

ニカノレチューブ(BD Biosciences)に回収した.シャーレに 2% FCS を含む

NMⅡ640培地を2 m1加え,再度,ナイロンメッシュを通過させ,先の 15 ml

コニカノレチューブに回収した.40oxgで5分間遠心分育倒爰,上清を除去し,0.1%

bovineserum albumin 田SA;ナカライテスク株式会社,京都)を l m1加えた.

細胞懸濁液を 96 WeH の U 底フレキシブルタイプ・アッセイプレート(BD

Biosciences)」二で粁ン釆尺し, trypan blue solution,0.4ツ0 (Themlo Fisher scientific,1nc.,

MA, USA)を等量加え, Burker・Tark 計算盤(サンリード硝子有限会社,埼玉)

を用いて生細胞数をカウントした.40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去し,

2% FCS を含む PBS で希釈した a110phycocyanin・cy7 (APC・cy7)・conjugated

anti・mouse cD4 monoclonal antibody (111Ab; clone: GKI.S; BioLegend,1nc., CA,

USA; 1:300)および Phycoewthrin (PE)・conjugated anti・mouse cD11C mAb (clone

HL3; BD Biosciences;1:300)の混合溶液を 100 μ1加え,4゜C,暗所条件下で20

分間インキュベートした.インキュベート後,2%FCS を含むPBS を lm1加え

た.40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去し,2%FCS を含むPBslm1を加

え,ナイロンメッシュ(N、N0355T,株式会社NBC メッシュテック)を通過さ

せ,5m1ポリスチレンラウンドチューブ(BDBiosciences)に回収した.そのチ

ユーブを, BD FACS AriaΠセノレソーター(BD Biosciences)にセットし, CD4

T細胞およびCD11C、細胞を分取した.15m1コニカルチューブに細胞を回収し,

40oxg で 10分間遠心、分雛後,上清を除去した.10%FCS,10ounits/mlpenici11in,

100 μ創ml streptomycin (Thenr'C Fisher scienti{ic, 1,、ハ、 および 2.5 μM1ιIV.ノ

2・mercaptoethan01(ナカライテスク株式会社)を含む NMⅡ640 培地を適量加え,

96 We11Plate (BD Biosciences)に CD4゛T ホ醐包(2.O × 105個/welb および CDHC'

ネ剛包(2.O × 1が個/welD を播種し, interleukin (1L)・2 (P叩ro Tech,1nc., NJ, USA)

10OU/m1およびMOG35_55100μg/m1 存在下,37゜C,5%C02条件下で 72時間培

養した.培養後,ホ畍包を 1.5 m1 エッペンチューブに回収し,2% FCS を含む

NM11640培地を lm1加えた.40oxg で 5分間遠心分肩倒髪,上清を除去し,15

ng/mlpholb0112・mydstate B・acetate (PMA, Merck KgaA, Da血Stadt, Ge血any),

750 ng/mHonomycin (MerckKgaA),0.66 μVmlGolgistop (BD Biosciences),10%



FCS, 10o units/ml penici11血, 100 μg/ml streptomycin および 2.5 μM

2・mercaptoethan01を含む NM11640培地を lm1加え,37゜C,5%C02条件下で 5

時間培養した.細胞内サイトカイン染色は, BD cyt0丘剣Cytope血N Kit(BD

Biosciences)を用いて実施した.培養後,40oxgで 5分間遠心分離し,上清を

除去した.2%FCS を含むPBS を lm1加え,再度40oxgで5分間遠心分離後,

上清を除去し, BD cyt0負X/cytope血 Solution を適量加え,4゜Cで 20分間放置し

た.40oxgで 5分間遠心分雛後,上清を除去し, BD penwwashbuffer を l ml

加えた.40oxgで5分間遠心分雛後,上清を除去し, BD pe血剛ashbufferで

柄号羽ミした auorescein isothiocyanate (FITC)・conjugated anti・mouse interferon (1FN)、γ

111Ab (clone: XMG12; BD Biosciences; 1:200)およびPE・conjugated anti・mouse

丘・17A nlAb (clone: TC11-18HI0; BD Biosciences;1:200)の混合溶液を 100 川加

え,4゜C,暗所条件下で 30分間インキュベートした.続いて,BDpenwwashbuffer

を lm1加えた後,40oxg で5分間遠心分離した.上清を除去し, BDpenlvwash

bU丘er を 300 山加え,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5 m1ポリ

スチレンラウンドチューブに回収した. BD FACS AriaⅡセノレソーターを用い

てIFN・γ緜剛包およびIL、17A絲朋包の割合を解析した

2.6.脊髄の組織切片の作製

マウスにぺントバノレビタール(ネンブタール注射液)50m創kgを腹腔内投与

した.正向反射消失後,胸部を滅菌した解剖用はさみで切開し,心臓を露出し

た.左心室に翼状針を刺し,右心耳を切開後,ぺりスタポンプ(SJ1211H,アト

一株式会社,東京)で PBS を潅流した.十分に PBS で潅流後,10%中性緩衝

ホルマリン溶液(和光純薬工業株式会社)を潅流し,固定した.固定後, 壱ミ十十
fa '1工

ごと脊髄を取り出し,10%中性緩衝ホルマリン溶液に入れた.24時間後に脊

髄を取り出し,3時間の流水水洗後,迅速脱灰液のK、CX(株式会社ファルマ,

東京)に投入した.48時間後に取り出し,適当な大きさに切断後,3時問流水

水洗した.再び 10%中性緩衝ホルマリン溶液に投入し,24時間後に組織を取

り出した.3 H寺鳥司万充オくオく秒モイ妾, Tissue cassette (greinerlaborteC1111ik, Frickenhausen,

Ge血any)に入れ,自動圖定包埋装置(サクラロータリー卿、12PM,サクラ精

機株式会社,長野)にセットし,自動浸透した.予め,自動固定包埋装置の各

層(全 12層)には,80%エタノーノレ,95%エタノーノレ(2層),100%エタノ



ール(3 層),キシレン(和光純薬工業株式会社)(3 層),パラフィン(Histoplast,

Shandonscienti丘CLtd.,PA,USA)(3 層)を入れておいた.自動浸透のスケジュ

ーノレは,80%エタノール(2時問),95%エタノール(2時間),95%エタノー

ル(1時間),100%エタノール(1時間 X3 層),キシレン(1時間 X2層),キ

シレン(2時間),パラフィン(2時間X 3層)とした.浸透処理が完了した組

織を,予めパラフィンストレッチングプレート(EC、4030,アズワン株式会社,

大阪)上でパラフィンを流し込んでおいたべースモールドに押さえつけ,底が

固まるまで室温で放置した.直ちに Tissue cassette をべースモーノレドの上に乗

せてパラフィンを Tissue cassette の上から流し込み,ハラフィンが固まるまで

室温で放置した.パラフィンブロックをべースモーノレドから取り外し,4゜C に

保存した

作製したパラフィンブロックをミクロトーム(ROM、380,大和光機工業株式

会社,埼玉)にセットし,5μmの厚さに薄切した.薄切した組織を,経木で水

浴に浮かべ,広げた.水浴の組織を40゜Cの湯浴に移し,数秒間組織を伸展させ

た.伸展した組織を MAS コートスライドグラス件剣良硝子工業株式会社)の

上に乗せ,余分な水分をキムワイプで拭き取った後,37゜Cに設定したパラフィ

ンストレッチングプレートに置き,乾燥させた.乾燥後,37゜Cの恒温槽に一晩

放置し,固定した

27.ヘマトキシリン・エオジン染色

本節・2.6.で乾燥,固定した組織標本を染色バッド金具(アズワン株式会社)

に立て, 1恒にキシレン層(2 層),100%エタノール層(2 層),70%エタノー

ノレ層に各々5分間浸し,パラフィンを除去した(脱パラ).脱ハラした組織標本

を4分間流水水洗後,マイヤーヘマトキシリン溶液(和光純薬工業株式会社)で

10分間核染色した.過剰な色素の除去および核の色出しを目的に,流水で 15

分間水洗した.次に,エオジン液で2分間染色し,流水で5秒間水洗した.続

いて,70%,80%および90%エタノール層の1恒に 5~10 回出没させた後,100%

エタノール層(3層)にそれぞれ20回出没し,脱水した.次に,キシレン層(4

層)にそれぞれ 15 回出没し,透徹した.最後に,カナダバルサム(和光純薬工

業株式会社)で封入し,顕微鏡住Clipse80i,株式会社ニコン,東京)で観察し
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2.8.ノレクソーノレ・ファストブノレー染色

本節・2.6.で乾燥,固定した組織標本を本節・2.フ.と同様の方法で脱パラした

脱パラした組織標本を 5分間流水水洗後,10om1の精製水に対し,10%酢酸

を 20滴入れた溶液に5分間浸した.続いて,95%エタノールに5分間浸した

後, LUX01⑱ FastBlue MBSN 溶液(Acros organics, Geel, Belgium)に 58゜C 条件

下,24時間浸した.室温で冷却後,95%エタノール層および精製水に各 5分

間浸し,洗浄した.洗浄後,0.1%炭酸りチウム溶液に 1~2秒間浸し,続いて

70%エタノール層に5~10回出没させ分別した.乾燥しないように注意して鏡

検し,分別が足りなければ,水洗,0.1%炭酸りチウム溶液,70%エタノール

のステップを繰り返した.続いて,70%,80%および 90%エタノーノレ層の1慎

に5~10回出没させた後,100%エタノール層(3層)にそれぞれ20回出没し,

脱水した.次に,キシレン層(4層)にそれぞれ 15 回出没し,透徹した.最後

に,カナダバノレサムで封入し,顕微鏡で観察した

29.浸潤CD3、T細胞の染色およびその評価

本節・2.6.で乾燥,固定した組織標本を本節・27.と同様の方法で脱パラした

脱パラした組織標本を 4分間流水水洗後,1mM ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA)溶液(PH8.0)を十分量入れておいたビーカーに浸した.ビーカーの

口を軽くサランラップで覆い,電子レンジで750W,5分間X3 回加熱処理した

(賦活化).賦活化した組織を室温になるまで放置後, PBS層(2層)にそれぞ

れ5分間浸し,洗浄した.洗浄後,内因性のぺルオキシダーゼを失活させるた

めに,03%H202(三菱瓦斯化学株式会社,東京)および0.1%NaN3(ナカライ

テスク株式会社:)を含むメタノーノレ(ナカライテスク株式会社)溶h友に 10分ルヨ

浸した.再びPBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄した.洗浄後,0.1%

BSAおよび0.1MNaC1を含む 10mM りン酸緩衝液,PH7.0 (緩衝液A)に室温

で45分間浸した.次に,緩衝液A で 400倍希釈した Polyclonalgoatanti・mouse

CD3・ε antibody (santa cNZ Bioteclm010gy,1nc., TX, USA)を滴下し,37゜Cで 60

分間保温した. PBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄後,緩衝液Aで400

イ音粁テ刑ミした Peroxidase conjugated polydonalrabbit anti・goatlgG (H+L chain)(1朱

式会社医学生物学研究所,愛知)を滴下し,37゜Cで 60分間保温した. PBS 層

(2層)にそれぞれ5分問浸し,洗浄後,0.005%H202,10mMNaN3およびlmg/ml



3,3'・Diaminobenzidine tetrahydrochloride (株式会社同仁化学研究所,熊本)を含

む PBS を滴下し,37゜Cで 10分間反応させた. PBS 層(2 層)にそれぞれ 5

分間浸し,洗浄後,マイヤーヘマトキシリン溶液に3分間浸し,核染色した

過剰な色素の除去および核の色出しを目的に,流水で 15分間水洗した.続いて,

70%,80%および 90%エタノール層の1恒に 5~10 回出没させた後,100%エ

タノール層(3層)にそれぞれ20回出没し,脱水した.次に,キシレン層(4

層)にそれぞれ15回出没し,透徹した.最後に,カナダバノレサムで封入し,

顕微鏡下でCDゞ T細胞数をカウントした.次に,組織の全体像を顕微鏡に取

り付けたデジタルカメラ(coolpiX4500,株式会社ニコン)で撮影した.脊髄へ

の単位面積(mmりあたりの浸潤CD3、T細胞数は,撮影した画像中の脊髄の面

積を画像解析ソフト(1mage J; Nationa1 1nstitutes of Health, WA, USA;

ht中ゾ/rsbweb.nih.gov/ij/index.htmD で求め,算出した

2.10.牌臓由来 CD4、T 細胞の分取および培養上清中サイトカイン濃度の酵素

免疫測定法

マウスにぺントバノレビタール(ネンブタール注射液)50mg永g を腹腔内投与

し,正向反射消失後,オートクレーブ滅菌した解剖用はさみで腹部を切開した

牌臓を採取し,本節・2.5.と同じ方法で牌細胞懸濁液を調製した.別の 15 ml

コニカノレチューブに予め Lympholyte・M (cedarlane Laboratories Ltd., canada)を

5 m1入れておき,その上に細胞懸濁液を積層した.1,50oxgで20分間遠心分

離後,電子線照射済スポイト(アジア器材株式会社,東京)を用いて新しい 15

m1コニカルチューブに単核球の層を採取した.採取した単核球層にPBSを5ml

加えて懸濁した後,80oxgで 10分間遠心分籬した.上清を除去し,沈殿を指

で弾いて分散させ,再度 PBS を5 m1加え,電子線照射済スポイトで懸濁させ

た後,80oxgで 10分間遠心分賊した.上清を除去し,沈殿を指で弾いて分散

させた後, PBS を加え全量を l m1とし,生細胞数をカウントした.牌細胞由

来 CD4- T ホ剛包は, CD4、 T ce111Solation Kit, mouse (Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch,Gennany)を用いて以下の手順で分取した.牌細胞懸濁液を 30oxgで

10分間遠心分離後,上清を除去し,0.5% BSAおよび2 mM EDTA を含むPBS

(PH72; NIAcs buffer)を細胞数 1.O × 107 個あたり 40 μ1 加え懸濁した

biot血、antibody cock仇i1 を%醐包数 1.O × 107個あたり 10 μ1加え,4゜Cで 10分間イ
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ンキュベートした.インキュベート後, MAcsbU丘er をホ畍包数 1.O×107個あた

り 30 μL および anti・biotin microbeadS 20 μL を加えてよく混和し,4゜C で 15分

間インキュベートした.インキュベート後, MAcsbU丘er をホ剛包数 1.O×107個

あたり lm1加え,30oxgで 10分間遠心分離した.上清を除去し,沈殿を指で

弾いて分散させた後, MAcsbuffer を 500μL加え懸濁した. LS カラム(Miltenyi

Biotec GmbH)を MAcs separator の磁場に装着し, MAcsbU丘er3 m1でりンス

した.りンス後, LS カラムにホ醐包懸濁液を流し,15 m1のコニカノレチューブに

細胞を回収した. MAcsbuffer3 m1で3 回, LS カラムを共洗いし,回収した.

30oxgで 10分間遠心分離後,上清を除去し,沈殿を指で弾いて分散させた後,

PBS を加え全量を lm1とし,生細胞数をカウントした.30oxgで 10分間遠心

分雛後,上清を除去し,10%FCS,10o units/mlpenici11in,100 μg/mlstreptomycin

および2.5 μM 2・mercaptoethan01 を含む IMDM(GlutaMAX ,M supplement, The血0

Fisher scienti負C,1nc.)を適量力Uえた.48 We11Plate (BD Biosciences)に CD4-T

ホ醐包(フ.O× 105個ノWelD を播種し,丘、2 10U/m1およびMOG飾_,100μg/m1 存在

下あるいは非存在下,37゜C,5%C02条件下で72時間培養し,培養上清を回収

した.培養上清中の IL・17A および IFN、γの濃度は, Mouse lL、17A ELISA

MAXTM Deluxe (BioLegend,1nc.)および Mouse lFN、y ELISA MAXTM Deluxe

田ioLeg伽d,1nc.)を用いて添付のインストラクションに従って測定した.

2.Ⅱ.鼠径りンパ節由来CD4、T細胞中のメモリーT細胞およびナイーブT細

胞の割合

本節・2.5.と同様に,鼠径りンパ節を採取後,細胞懸濁液を調製し,生細胞

数をカウントした.ホ瑚包 1.O×106 個を 1.5m1エッヘンチューブに移し,2%FCS

を含むPBS を lm1加えた.40oxgで5分間遠心分雜後,上清を除去し,2%FCS

を含む PBS で希釈した APC・cy7・conjugated anti・mouse cD411Lへ、b (clone: GKI.5;

BioLegend,1nc.; 1:300), APC・conjugated anti・mouse cD44111Ab (clone:1M7.8.1;

Miltenyi Biotec GmbH; 1:300)および Phycoewthrin・cy7 (PE・cy7)・conjugated

anti・mouse cD62L 111Ab (clone: MEL・14; BioLegend,1nc.; 1:600)の混合溶液を 100

μ1加え,4゜C,暗所条件下で 20分間インキュベートした.インキュベート後,

2%FCSを含むPBSを lm功Uえた.40oxgで5分間遠心分籬後,上清を除去し,

2% FCS を含むPBS を 300μ1加え,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過さ
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せ,5 m1 ポリスチレンラウンドチューブ(BD Biosciences)に回収した. BD FACS

Aria Ⅱセノレソーターを用いて, CD4゛Tネ醐包中の工フェクターメモリーTホ剛包,

セントラルメモリーT細胞およびナイーブT細胞の割合を解析した

2.12.統計解析

統計学的解析には, statceB を用いた.統計学的有意差の判定には,

Malm・W'hitney u・test あるし、1才 Unpaired t・test W北h 圦lelch's correction を用し、, P く

0.05 を有意差有りとした



3.結果

3.1.病勢および体重の推移

FTY720は, EAEマウスに対して優れた予防効果および治療効果を示すこと

が報告されている[24].本研究では, FTY720の休薬がEAEの病勢に及ぼす影

響を明らかとするため, EAE症状を呈したマウスを病勢の平均値に差がない2

群(FTY720群およびPlaceb0群)に分け,5週間治療後,休薬し(本節・2.4.

参照),病勢の推移を経過観察し,スコア化した(本節・23.参照).また,体

重の推移についても調べた.placeb0群では,急性増悪期から症状の軽減はみら

れたものの,その後はEAEスコア 1程度で慢性に推移した.一方, FTY720群

では,顕著に症状が改善され, placeb0群と比較し,治療開始から4日後以降で

有意な改善がみられた(Fig.1A).しかし,休薬約 1週間後に全個体(6個体中

6個体)が再燃した(Fig.1A).その再燃に伴い,体重も有意に減少した(Fig.1B)
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32.治療完了時のりンパ節由来CD4、T細胞の病因抗原に対する炎症性サイト

カイン産生

治療完了時の病因へルパーT (Th)細胞(CD4、Tホ剛包)の病因抗原に対する

反応性を明らかとするため,鼠径りンパ節由来 CD4、T 細胞を MOG35_55100

μg/m1 存在下, CD11C、細胞(抗原提示ホ畍包)と 72時間共培養(CD4、: CD11C、=10:1)

した1髪, PE・conjugated anti・mouselL・17A 111Ab および FITC、conjugated anti、mouse

IFN・ymAb を用いて細胞内サイトカイン染色し,フローサイトメトリー解析し

た.なお,1L・17A およびIFN・γは,それぞれEAE の病態形成の主体として働

く病因Th細胞であるTh17細胞およびTh1細胞が産生する代表的なサイトカイ

ンである.その結果, FTY720群(1L・17A、ホ醐包 0.52%士0.10 (平均値士標準偏

差),1FN・γ、ホ醐包:6.00 %士0.62)では, placeb0 群 qL、17A ホ醐包 031%士0.18,

圷N・γ'ホ醐包 2.41%土127)と比較して丘、17A およびIFN、γ産生細胞の割合が

上昇していた(Fig.2).即ち, MOG35_55特異的な病因 Th17 および Th1ホ剛包が

鼠径りンパ節内に隔離されていることが示された.
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33.脊髄の組織化学的評価

FTY720群の個体から,治療開始時(発症時),治療完了時および休薬9日後

の脊髄のパラフィン切片を作製し,脊髄への炎症細胞の浸潤および髄鞘の破壊

について,それぞれへマトキシリン・エオジン染色法およびノレクソール・ファ

ストブノレー染色法を用いて調べた.なお,ヘマトキシリン・エオジン染色法は,

ヘマトキシリンによって細胞核を青紫色,エオジンYによって細胞質,細胞間

質や線維を淡赤色~濃赤色に染め分ける染色法である.また,ルクソール・フ

アストブルー染色法は,髄鞘を青色に染める染色法である

発症時では,髄膜および髄膜下白質において,りンパ球および好中球の浸潤

を主体とする炎症像が確認された(Figs.3D,E).また,それに伴う髄鞘の破壊

も確認された(F培.3F).治療完了時では,りンパ球,好中球等の炎症細胞の浸

潤が顕著に抑制され(Figs.3G, H),脱髄もほぼ消失していた(Fig.31).方,

休薬9日後では,治療完了時と比較し,炎症細胞の浸潤(Figs.3J, K)およびそ

れに伴う脱髄像(Figs.3L)が血管周囲で再び認められた.

次に,抗CD3抗体を用いて,免疫組織化学的染色を行い,脊髄切片の単位面

積あたりの浸潤CD3、T細胞の浸潤数(個加m2)を算出した.発症時では,62士

21個ノ血12(平均値士標準偏差)であったが,治療完了時では4士2個/mm2と顕著

に減少していた(F地.4)しかし,休薬9日後には60+27個ノ1血2と再び,顕著

に増加していた(Fig.4)
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3.4.休薬後の牌臓由来CD4、T細胞の病因抗原に対する活性化能

末梢での病因 lh 細胞の病因抗原に対する反応性を明らかとするため,

FTY720群の個体から,発症時,治療完了時および休薬9日後の牌臓由来CD4、

T細胞を分取し, MOG35_55100μg/m1 存在下あるいは非存在下で,72時間培養

し,培養上清中の丘、17AおよびIFN、γの濃度を酵素免疫測定法を用いて測定し

た.発症時の CD4'T細胞は,病因抗原特異的に,丘、17A (874士389Pg/ml(平

均値士標準偏差))および IFN、γ(6.O× 104士 1.9× 104Pg/mD を高産生したが,治

療完了時では有意に低下した(1L・17A:78.7 士 80.6 Pg/ml,1FN、γ:1.6 × 1が士 1.6 X

104Pg/mD.しかし,休薬9日後では,再び,丘・17A (717士206Pg/mb および

ⅡN・γ(8.1× 104士 8.8× 103Pg/mD と有意な高産生が確認された(Fig.5)
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3.5.鼠径りンパ節由来CD4、T細胞中のメモリーT細胞およびナイーブT細胞

の生11合、

FTY720の休薬後に再燃した要因を明らかとするために,メモリーT細胞に着

目して調べた.メモリーT細胞には, D 次の免疫応答に備え分化能を維持した

状態で二次りンパ組織に待機するセントラルメモリーT 細胞および 2)炎症局

所に存在し,同一抗原侵入時に即時に工フェクター機能を発揮する工フェクタ

ーメモリーT細胞の2種類が存在する.マウス由来の両者は,共にCD"を高

発現する.エフェクターメモリーT%瑚包は,りンパ球のホーミングに必要なケ

モカイン受容体である CC ケモカイン受容体7 (chemokine (C・cmotif) receptor

フ:CCR7)や細胞接着分子のCD62Lの発現は低い.一方,セントラルメモリー

T細胞は, CCR7やCD62Lを高発現している.治療完了時に鼠径りンパ節を採

取し, CD4゛ T ホ閉包中の工フェクターメモリーT ホ畍包(CD44、 CD62L、 CD4、 T

Ce11S),セントラノレメモリーT ホ醐包(CD44、CD62L、 CD4、T ce11S)およびナイー

ブT 細胞(CD44、CD62L、 CD4-T ce11S)の割合(%)をフローサイトメトリ

解析した.その結果,鼠径りンパ節中の工フェクターメモリーT 細胞の割合が

FTY720 群でプラセボ群と比較し,顕著に増加していた(FTY720 群:18フ士

42 %(平均値士標準偏差), placeb0 群:11.1 士 3.0 %; Fig.6A).また,セントラ

ルメモリーT細胞の害11合も増力畔頃向を示した(FTY720群:9.1土 33 %, placebo

群:フ.0士47 %; Fig.6B).一方,ナイーブTホ剛包の割合は有意に減少していた

(FTY720 群:65.0 士 7.フ%, placeb0 群:75フ士 5.6 %; F培.6C).即ち,二次りンパ

組織にりンパ球を隔離した状態では,二次りンパ組織内の工フェクターメモリ

-T細胞の割合が高くなることが明らかとなった
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"客.6 Percentages ofMemory T ce11S and Nalve T ce11Sin ln套Uina11'ymph Nodes atthe End of

Ireatment

Atthe end of treatment,the percentages of cD44゛CD62L (effector memory T), CD44-CD62L

(central memory T) and cD44- CD62L (nalve T) ce11S in cD4 T ce11S of inguinal LNs were

detennined by aow-cytometric analysis. The results are sho、vn as the mean + SD (n=9). The

Significance ofdifferences bet、veen the FTY720 and placebo groups was examined by using the Mann-

Whitney u・test (** denotes pく 0.01).
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4 考察

多発性硬化症の再発予防には,従来からインターフェロンβ注射薬(ベタフ

エロンやアボネックス)が用いられており,2011年9月から内服薬のFTY720

が新たな選択肢として加わった.SJLσマウスにPLPの部分ぺプチド(PLPB9.151)

を感作して作製した慢性再発性EAE に対して, FTY720 がインターフェロンβ

と比較して,顕著に再燃を抑制することが報告されている[24].また, C57BL/6

マウスに MOG35_55を感作して作製した慢性持続性EAE に対する FTY720 の有

用性についても同論文で報告されている[24].本研究においても, FTY720 の

治療的投与により, EAEの病因Th細胞である丘、17A を産生する Th17細胞や

IFN・γを産生するTh1細胞が二次りンパ組織に隔雛され,脊髄への浸潤T細胞

が顕著に抑制された.このように, FTY720がEAEに対して優れた治療効果を

発揮する。このことから, EAEの病態形成には,末梢組織からのりンパ球の動

員が重要であることが示された

FTY720 は,臨床用量でT細胞やB 細胞の活性には影響を及ほさない[25].

また,外因性抗原の排除で主体的な役割を果たす工フェクターメモリーT細胞

に対しても,二次りンパ組織への循環能がないため,影響を及ぼさない[16]

従って,他の免疫抑制薬の有害事象として問題となる重篤な日和見感染症等に

対するりスクも低い.しかし,それ故に,休薬に伴い,二次りン,絲餅哉に隔雛

されていた病因抗原特異的T細胞が解放されることにより,急激に症状が増悪

する可能性が予測された.事実, EAEをFTY720で治療し,その後休薬したと

ころ,約 1週間後に重篤な再燃が確認された.これらは,牌臓由来Th細胞の

MOG35_55に対する炎症性サイトカインの産生レベルおよび免疫組織化学的所見

からも裏付けられた.即ち,休薬9日後,牌臓由来Th細胞の MOG35_55に対す

る丘・17AやIFN、γの産生量が治療完了時と比較し,顕著に増加していた.また,

脊髄への浸潤T細胞数が顕著に増加していた.従って,隔籬されていた病因抗

原特異的なTh17細胞やTh1細胞が所属りンパ組織から解放され,脊髄に再び

浸潤し,脱髄を引き起こしたと考えられた

一般に,活性化した工フェクターT 細胞の寿命は短く,抗原提示がなくなる,

とほとんどの細胞に細胞死が誘導されるが,一部の細胞は残存し,免疫学的記

憶において中心的な役割を担うメモリーT細胞へと分化する.従って, FTY720
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での治療期間,病因T細胞を所属りンパ節に隔離し,免疫応答を制御したにも

関わらず,休薬後再燃したことは,所属りンパ節内で免疫学的記憶が形成され

たことが原因と考えられた.さらに,休薬によりりンパ球のホーミングを解除

すると再燃したことから,免疫学的記憶を担うメモリーT 細胞のホーミングの

解除が工フェクター機能の再活性化のトリガーとなっていると考えられた.通

常,エフェクターメモリーT%剛包は, CCR7やCD62Lの発現が低いため,りン

,絲且織にホーミングせず,末梢組織に存在し,抗原認識後,即時に工フェクタ

一機能を発揮する.一方,セントラノレメモリーTホ醐包は, CCR7やCD62Lの発

現が高いため,りンパ組織に多く存在する. FTY720 による治療完了時では,

鼠頚りンパ節のTh細胞中の工フェクターメモリーT細胞(CD44、CD62L、CD4、

Tce11S)およびセントラルメモリーT 細胞(CD44、CD62L゛CD4゛Tce11S)の割合

がいずれも増加していた.従って, FTY720 存在下では,りンパ節内で活性化

した工フェクターTネ剛包が移出されず,その一部が工フェクターメモリーT 細

胞およびセントラルメモリーT 細胞となり,両メモリーT 細胞のりンパ節内で

の割合が増加したと考えられた
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第2節

用性

実験的自己免疫性脳脊髄炎に対するFTY720と病因抗原の併用療法の有

目的

前節では,FTY720が多発性硬化症のモデル動物であるEAEマウスに対する優

れた治療効果を示したが,休薬後,重篤な再燃が起きることおよびそのメカニ

ズムを明らかとした.しかし, FTY720は,既存の多発性硬化症治療薬のインタ

ーフェロンβlaに比べて,再発寛解型患者の年間再発率を有意に低下させること

から P5],その臨床的価値は高い.本節では, FTY720によって二次りンパ組

織に病因抗原特異的なTh細胞を隔籬し,病勢を制御下,病因抗原であるMOG35_55

を静脈内投与することで,休薬後の再燃を制御できることを明らかとし,続い

てそのメカニズムについて検討を加えた

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

C57BL/6Jマウスは,日本チャールズ・りバー株式会社から購入した.飼育は

本章・第 1 節・2.1の方法に従って行った.なお,本研究は動物実験の適正な

実施に向けたガイドライン(日本学術会議:2006年6月1 田および摂南大学

動物実験に関する規定に従い実施した

許可番号: K12-16

2.2. FTY720およびMOG35_55

2・Am血0-2・[2・(4-ocwlphenyl)bethyl]propane・1,3・diol hydrochloride (FTY720)は,

吉富製薬株式会社(現田辺三菱製薬株式会社)より恵与された. Mousemyelin

Oligodendrocyte glycoprotein 35(MEVGW'YRSPFSRVVHLYRNGK)55(MOG35、55)

はオペロンバイオテクノロジー株式会社(現ユーロフィンジェノミクス株式会

社)から購入した.

23.実験的自己免疫性脳脊髄炎の誘導および評価

EAEの誘導および臨床症状の評価は,本章・第 1節・23.と同様に行った
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2.4.試験プロトコノレ

先ず, MOG35_55単独での効果を調べるため, EAE症状を呈したマウスをEAE

スコアの平均値に差がない 3 群((1) FTY720群:FTY720 (03mgAくg)を発症

時から週 6 回 3 週間経口投与,(2) MOG35_55群: MOG35_55 ao-20μg/マウス)を

発症時から 1日 1回4日間静脈内投与および(3) placeb0群:注射用蒸留水を

発症時から週6回3週間経口投与)に分け,治療した

次に, FTY720 にMOG35_55を併用することで, FTY720休薬後の再燃を抑制

できるか否かを明らかとするために, EAE症状を呈したマウスをEAEスコア

の平均値に差がない 2群((D FTY720群:FTY720 (03mgAくg)を発症時から

週 6回 3-5 週間経口投与および(2)FTY720 十MOG35_"併用群: FTY720(03 mgA【g)

を発症時から週 6 回 3・5 週間経口投与+MOG35_55(10-20μg/マウス)を FTY720

による治療開始2-3日後から 1日 1回4日間静脈内投与)に分け,治療後,休

薬した.

なお, FTY720 は,注射用蒸留水に lmg/m1となるように溶解後,-20゜Cで保

管し,用時溶解して用いた.マウスの体重を基に投与量が0.1m1となるように

注射用蒸留水で希釈し,経口投与した.また, MOG35.55は,注射用蒸留水に4

mg/m1となるように溶解後,-20゜Cで保管し,用時溶解して用いた.マウス 1

匹あたり投与量が0.1m1となるようにPBSで希釈し,尾部から静脈内投与した

2.5.鼠径りンパ節中CD4、T細胞の絶対数の評価

本章・第1節・2.5.と同じ方法で,鼠径りンパ節を採取後,細胞懸濁液を調製

し,生細胞数をカウントした.40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去し,2%FCS

を含むPBSで希釈したAPC・cy7・conjugated anti・mouse cD4 111Ab (clone: GKI.5;

BioLeg伽d,1nc.;1:300) 100μ1を加え,4゜C,暗所条件下で20分間インキュベート

した.インキュベート後,2%FCSを含むPBslm1を加えた.40oxgで5分間遠

心分離後,上清を除去し,2%FCSを含むPBS300μ1を加え, BDFACSAriaⅡセ

ルソーターでCD4、T細胞の割合を解析した.鼠径りンパ節中のCDずT細胞の絶

対数は,全細胞数に対するCD4、T細胞の割合から算出した
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2.6.脊髄組織の凍結切片の作製

マウスにぺントバルビタール(ネンブタール注射液)50 m創地を腹腔内投与

し,正向反射消失後,胸部を解剖用はさみで切開し,心臓を露出した.左心室

に翼状針を刺し,右心耳を切開後,ぺりスタポンプ(SJ1211H)を用いてPBS

で潅流した.十分に潅流後,脊柱ごと脊髄を取り出し,解剖用はさみを用いて

脊椎を切開し,脊髄を露出させ,メスを用いて取り出した.摘出した脊髄は,

ドライアイスで冷却した2、メチルブタン(和光純薬工業株式会社)に浸し,凍

結した.続いて, OCTcompound (サクラ精機株式会社)を満たしたべースモー

ノレドに沈め,ベースモールドごと2、メチノレブタンに沈め,組織を凍結した.凍

結した組織は,クリオスタット(白井松機器株式会社,大阪)にセット後,10μm

の厚さに薄切し, MASコートスライドグラスの上に乗せ,風乾させた.続いて,

アセトン(ナカライテスク株式会社)に4゜Cで15分間浸し,固定した.風乾後,

、20゜Cで保存した

27.浸潤CD3T細胞の染色およびその評価

本節・2.6.で薄切した凍結切片をPBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄し

た.洗浄後,内因性のぺルオキシダーゼを失活させるために,03%H202および

0.1% NaN3を含むメタノール溶液に10分間浸した.再びPBS層(2層)にそれぞ

れ5分間浸し,洗浄した.洗浄後,0.1%および0.1MNaC1を含む10 mMりン酸

緩衝液,PH 7.0 (緩衝液A)に室温で20分間浸した.次に,緩衝液Aで1000倍希

彩ミしたPolyclonal goat anti・mouse cD3・ε antibody (santa cruz Bioteclm010gy,1nc.)

を滴下し,37゜Cで60分間保温後,4゜Cで一晩保温した. PBS層(2層)にそれぞ

れ5分間浸し,洗浄後,緩徑i液Aで400倍希釈したPeroxidaseconjugatedpolyclonal

rabbitanti・goatlgG (H+L chain)(株式会社医学生物学研究所)を滴下し,37゜C

で60分間保温した. PBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄後,0.005%H202,

10 mM NaN3およびl mg/mB,3'・diaminob即Zidine te廿ahydrochloride (株式会社同

仁化学研究所)を含むPBSを滴下し,30分間反応させた. PBS層(2層)にそれ

ぞれ5分間浸し,洗浄後,マイヤーヘマトキシリン溶液に3分間浸し,核染色し,

本章・第1節・2.9.と同様に,封入した.顕微鏡下でCD3、Tネ醐包数をカウントし,

画像解析ソフト(1mageJ)を用いて,脊髄への浸潤CD3、T細胞を単位面積(mmり

あたりの個数として算出した.
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2.8.浸潤CD4、T細胞の染色およびその評価

本節・2.6.で薄切した凍結切片をPBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄し

た.洗浄後,03%H202および0.1%NaN3を含むメタノール溶液に10分間浸した

再びPBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄した.洗浄後,緩衝液Aに室温で

20分間浸した.次に,緩衝液Aで1000倍希釈したrat anti・mouse cD4圧3T4 nlAb

田eckmancoulter,1nc., CA, USA)を滴下し,37゜Cで60分間保温後,4゜Cで一晩

保温した. PBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄後, N、Histofine@simplestain

MouseMAXPO (Rat)(株式会社ニチレイバイオサイエンス,東京)を滴下し,

37゜Cにて30分間保温した. PBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄後,0.005%

H202,10 mM NaN3およびl mg/mB,3'・diaminobenzidine tetrahydrochlorideを含む

PBSを滴下し,30分間反応させた. PBS層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄

後,マイヤーヘマトキシリン溶液に3分間浸し,核染色し,本章・第1節・29

と同様に,封入した.顕微鏡下でCD4、T細胞数をカウントし,画像解析ソフト

(1mageJ)を用いて,脊髄への浸潤CD4、T細胞を単位面積(mmりあたりの個

数として算出した

29.統計解析

統計学的解析には, statceB を用いた.統計学的有意差の判定には,

Ma血・whitney u・test を用い, Pく0.05 を有意差有りとした
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3.結果

3.1. MOG35_55の治療効果

多発性硬化症等の動物モデルで病因抗原の投与が発症や病勢を制御すること

が報告されている[26-30].本研究では,先ず, MOG35_55単独による治療効果を

調べるために,EAE症状を呈したマウスを病勢の平均値に差がない3群(FTY720

群, MOG35.55群およびPlaceb0群)に分け,治療した(本節・2.4.参照).病勢の

推移を経過観察し,スコア化した(本章・第1節・23.参照).その結果, MOGお_,

群はPlaceb0群と比較すると,改善傾向がみられたが,その効果は部分的であっ

た.また, FTY720群と比較すると,その効果は有意に弱かった(F喰.フ)
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32. FTY720とMOG35_55の併用療法の有用性

FTY720の休薬約1週間後に確認された再燃をFTY720にMOG35_55を併用投与

することで抑制できるか否かを調べた. EAE症状を呈したマウスを病勢の平均

値に差がない2群(FTY720単独群およびFTY720+MOGM_55併用群)に分け,3-5

週間治療後,休薬した(本節・2.4.参照).病勢の推移を経過観察し,スコア化

した(本章・第1節・23.参照).その結果, FTY720十MOG35_55併用群では, FTY720

単独群と同様,早期から病勢の抑制効果を示した(Fig.8).休薬後の病勢の推

移については, FTY720単独群で,4個体中4個体(全個体)で再燃が確認された

のに対し, FTY720十MOG35_55併用群では,8個体中7個体で再燃せず,残りの1

個体も軽度な再燃を認めるにとどまった(Fig.幻
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FTY720 alone group (n=4, FTY720 03 mg/kg) and ◇: the FTY720 PIUS MOG35_55 group (n=8,

FTY72003 mg/kg plus MOG35_55 10-20 μg/mouse)). EAE mice were treated W北h FTY720 alone or in

Combination with MOG35.55, and clinical symptoms (EAE score) were evaluated. The results are

indicated as the mean + SD. The signiacance of differences between the FTY720 alone and FTY720

PIUS MOG35_55 groups was examined by using the Mann-whitney u・test(* denotes p く 0.05).
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33. FTY720とMOG35.55の併用療法が休薬後の病因CD4、Tホ棚包の脊髄への移h

性に及ぼす影響

FTY720とMOG35_55の併用療法が, FTY720の休薬約1週間後に確認された再燃

を抑制できた要因を明らかとするため,治療完了時および休薬8日後の鼠径りン

パ節中のCD4、Tホ醐包数を調べた.その結果,治療完了時では, FTY720単独群お

よびFTY720十MOG35_55併用群間に,鼠径りンパ節中のCD4、T細胞数に有意な差

はみられなかった(FTY720単独群,1.O×106士3.1×10S個(平均値士標準偏差)

FTY720 + MOG35_55併用群,1.1 × 106 士 3.8 × 105個; Fig.9A).一方,休薬8日後で

は, FTY720単独群は, FTY720 + MOG35_55併用群と比較し,顕著に鼠径りンハ

節中のCD4- T細胞数が減少していた(FTY720単独群,3.1 × 105 士 2.O × 105個;

FTY720 + MOG35_55併用群,13 × 106 士 5.2 × 105個; Fig.9B).次に, FTY720の休

薬によってホーミングが解除され,放出されたTh細胞の脊髄への浸潤(移行)

の程度を明らかとするために,脊髄の組織切片を作製し,免疫組織化学的に解

析した.その結果, FTY720 +MOG35_55群(CD3、Tホ醐包, B.2 士 14.フ; CD4゛Tホ醐包,

32 士 2.8)では, FTY720群(CD3、T ホ朋包,51.6 士 14.3; CD4、T ホ剛包,32.7 士 26.4)

と比較し,浸潤は顕著に抑制されていた(Fig.10).
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4 考察

FTY720の休薬に伴う再燃は,本章・第1節より,二次りンパ組織内の病因抗

原特異的T畍剛包のホーミング解除がトリガーであると考えられた.従って,休

薬に伴う再燃を抑制するためには,二次りンパ組織内で隔離されている病因抗

原特異的T畍剛包の脊髄への移行を制御する必要がある.即ち,病因抗原特異的

Th細胞に対して特異的に免疫不応答(アナジー)を誘導できれば,病因抗原特

異的T畍醐包の脊髄への移行を抑制できると考えられた

FTY720で二次りンパ組織に病因抗原特異的Th細胞を隔雛下,病因抗原の

MOG35_"を併用すると,休薬後の再燃が顕著に抑制された.治療完了時では,

FTY720単独群とFTY720+MOG35-55併用群間に,鼠径りンパ節中のT畍剛包の絶

対数に差はみられなかった.しかし,休薬8日後, FTY720単独群では,りンハ

球がりンパ節から脊髄に移行したため, FTY720+MOG35_55併用群と比較して,

脊髄へのCD3、T細胞およびCD4、T細胞の浸潤が顕著に増加した.即ち,FTY720

単独治療では,鼠径りンパ節内に脊髄への移1予性が高いT肺朋包が多く存在し,

休薬に伴い,脊髄に移行し,局所で再活性化したと考えられた.一方, FTY720

+ MOG35_"併用群では,その移行性が何らかの要因によって制御された可能性

が示唆された.また,この病因抗原投与による一連の作用は,グラチラマー酢

酸塩と類似していると考えられた.グラチラマー酢酸塩は,2015年9月に製造販

売が承認された多発性硬化症の再発予防薬で, mye1血basicproteinの最も主要な

アミノ酸であるし.グノレタミン酸, L、りシン, L、アラニンおよびし、チロシンから

構成されるランダムコポリマーである BU.抗原提示細胞上の主要組織適合遣

伝子複合体クラスⅡ分子によって提示されると,ナイーブT細胞からのThl,Th17

への分化をTh2細胞や制イ卸性T細胞側に傾けると考えられている B2-34].本併

用療法で用いた病因抗原を,グラチラマー酢酸塩で代用できるか否かについて,

今後,検討を加える予定である

Keameyら B5]は,病因抗原を静脈内に投与すると,りンハ節の傍皮質領域

で病因抗原特異的りンパ球のアポトーシスが速やかに生じることを報告してい

る.従って, FTY720の二次りンノ読且織へのりンパ球隔雛作用が,病因抗原投与

による免疫寛容の誘導による病勢改善効果を後押ししている可能性が考えられ

た.即ち,それらの併用が治療的観点から相加あるいは相乗効果を示している
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可能性が考えられた.本研究では, MOG35_55の静脈内投与による単独治療によ

る治療効果は,部分的でFTY720群と比較すると劣っていた.これは,病因抗原

の静脈内投与は,ナイーブな状態では容易に免疫寛容を誘導できるが,一度感

作された状態では誘導しにくいことを示唆する所見と考えられる. FTY720は,

病因抗原特異的りンパ球の二次りンパ組織への隔離作用だけでなく,中枢神経

系のアストログリオーシスや神経細胞の障害を抑制する直接的な効果も報告さ

れており B6], EAEに対して単独でも十分な効果が得られたと考えられた

FTY720と病因抗原の併用療法による病勢改善効果の相加あるいは相乗効果を

解析するには,病因抗原単独で効果がやや弱い,かつ, FTY720単独でも寛解導

入がやや困難であるようなモデルが望ましいと考えた.第2章では,本章で見い

出したFTY720と病因抗原の併用療法の有用性およびその詳細な作用メカニズ

ムについて明らかとすること,さらには併用療法の般化を企図し,他の自己

免疫疾患モデルである関節りウマチの病態モデルを用いて検討することとした
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小括

本章では,多発性硬化症モデル動物の実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)に

対するFTY720の休薬予後について調べ,以下の結果を得た

D FTY720は, EAEに対して優れた治療効果を発揮するものの,休薬約1週間

後に重篤な再燃が確認された.これは,二次りンパ組織に隔離されていた

病因抗原特異的Th細胞の再循環および再活性化に基づくと考えられた

2) FTY720投与下,病因抗原のMOG35_55を併用投与した場合, FTY720単独投

与時の休薬後にみられた再燃が有意に抑制された.これは,二次りンパ組

織から脊髄への病因抗原特異的Th細胞の移1予性が低下したためと考えら

れた

以上のことから,本併用療法は,二次りンパ組織内で効果的に免疫寛容を構

築している可能性が考えられた
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第2章関節りウマチに対するFTY720と病因抗原の併用療法の有用性および

その作用メカニズム

要

本章では, FTY720 と病因抗原の併用療法の有用性およびその詳細な作用メ

カニズムについて明らかとすること,さらには一般化を企図し,関節りウマチ

(rheumatoid arthritis)のモデノレ動物である glucose・6・phosphate isomerase peptide

(GP1325_339)誘導性関節炎を用いて,以下の研究を行った. D GP13お"339誘導性

関節炎に対するFTY720および病因抗原単独療法の発症予防効果および治療効

果について調べた.2) GP1325_339誘導性関節炎に対する FTY720 と病因抗原の併

用療法の有用性およびその作用メカニズムについて,①病因T細胞のアポトー

シス,②病因T細胞の免疫不応答,③制御性T細胞の誘導等の観点から調べた

3)GP1325、339誘導性関節炎に対してFTY720 と病因抗原の併用療法で誘導された

寛解を維持できるか否かについて調べた.その結果, D GP1325_339誘導性関節

炎に対してFTY720 あるいは病因抗原単独療法は,優れた発症予防効果を示し

たが,治療効果は部分的であった.2) FTY720と病因抗原の併用療法は,病因

T細胞のアポトーシス,免疫不応答の誘導および制御性T細胞優位な環境を生

み出すことで効果的かつ安定的に寛解を導入できた.また,3) FTY720と病因

抗原の併用療法で治療した個体は,追加免疫後も寛解を維持できた.さらに,4)

FTY720 と病因抗原の併用療法がそれら単独では誘導できない抑制系の細胞集

団(GITR、非制御性 Tホ醐包)を増加させ,新たな免疫不応答(アナジー)を誘

導している可能性が示された.以上の結果から,関節りウマチに対して,FTY720

と病因抗原の併用療法が効果的かつ安定的に完全寛解を導入できる新規治療戦

略と成り得る可能性が示された

はじめに

関節りウマチは,慢性,対称性,多発性およびびらん性の滑膜炎による関節

構造変化および運動機能障害を主症状とする全身性の自己免疫疾患であり,関

節滑膜へのりンパ球浸潤や滑膜細胞増殖が起こり,肉芽組織(関節パンヌス)

が形成される.滑膜に浸潤したりンハ球や滑膜細胞によって炎症性サイトカイ

ン,マトリックスメタロプロテアーゼ・3(matrix metaⅡOproteinase・3; MMP・3)
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等の蛋白分解酵素が産生され,軟骨破壊が進行する.関節りウマチの診断には,

アメリカリウマチ学会(American c011ege of Rheumat010gy; ACR)が 1987

年に提唱した基準が長年用いられてきた{37].しかし,この診断基準では,早

期の関節炎を関節りウマチとして確定するには感度が低かったため,2010年に,

ACRおよび欧州りウマチ学会(The European LeagueAgainstRheumatism;

EUIAR)の共同で,早期の関節炎の確定に重きを置いた新規関節りウマチ診

断基準が示された[3剖.この基準では,少なくとも 1箇所以上の関節炎佃動長)

を有し,他の疾患が認められない患者を対象に,4 項目(A:関節病変, B:血

清学, C:急オ生期反応物質, D:症状の継続期間)についてスコアリングし,そ

の合計が6点以上の場合,関節りウマチと診断される.

これまで関節りウマチに臨床的寛解を導入することは困難で,病勢の進行は

著しく生活の質(qualityoflife; QOL)を低下させた.しかし,早期治療介入

の重要性に対する認識が向上し,上述のように診断基準が改定され,メトトレ

キサートに代表される疾患修食缶性抗りウマチ薬(disease modifying

anti・rheumatic・drugs; D入IARDS)や生物学的製斉1(抗 tumor necrosisfactor・a

(TNF・a)抗体製剤,抗丘・6受容体抗体製剤等)を用いた治療の変革により,

関節りウマチの治療予後は格段に改善された.いまや治療の最終目標が臨床的

寛解へと変化した.しかし,関節りウマチは,一般に寛解・再発を繰り返すた

め,長期間の薬物治療が必要である.次の試みとして,臨床的寛解を導入でき

た患者に対し,治療薬を休薬し,寛解状態を維持できるか否かの検討が必要で

ある.例えば, Tanaka ら[39]によって実施されたRRR研究では,抗TNF・

α抗体製剤のインフりキシマブにより低活動性を 24 週間以上誘導できた 102

名のうち,休薬後,1年間にわたり低活動性が維持された症例は 56名(55%)

のみであったと報告されている.このことから,早期に臨床的寛解を導入し,

さらにはその寛解を長期間ドラッグフリーの状態で維持できる新規治療戦略の

開発には強い要請がある.申請者は,このような臨床的要請に応えるため,関

節りウマチのモデノレ動物のGP1325_339誘導性関節炎に対して,第 1章で見い出し

たFTY720と病因抗原の併用療法が効果的に免疫寛容を導入できるか否かを検

討した.なお,本モデノレで用いている関節炎誘発原性ぺプチドは,1Wan如i,

Matsumot0 および Sumida らによって開発され[40],最も一般に関節りウマチ

モデルとして使用されるⅡ型コラーゲンよりも,簡便かつ安定して関節炎を誘
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導できる.さらに,病態形成に CD4、T 細胞および自己抗体が両方とも必要で

あることやヒトで効果を示す生物学的製剤(抗 TNF、α抗体,抗丘、6 抗体等)

に対する感受性から,ヒト関節りウマチ症状に類似していると考えられている

[40,4U.以下,本研究で得られた結果を 1~3節にわたって論述する

39



第 1節 Glucose・6・phosphateisomerasepeptide (GP1325.339)誘導性関節炎に対す

るFTY720およびGP1獅_籾単独療法の発症予防効果および治療効果

関節りウマチの病態形成には, T 細胞, B 細胞,好中球,マクロファージ等

の多くの細胞や炎症性サイトカインが関与している. FTY720 は,二次りンハ

組織からりンパ球の移出を制御し,異常な免疫応答を抑制する免疫抑制薬であ

る.方,病因抗原を用いた治療の有用性についても,自己免疫疾患モデルで

報告されている[26-30].本節では,関節りウマチのモデル動物である GP1325_339

誘導性関節炎に対するFIY720および病因抗原単独療法の有用性について調べ

た

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

DBNU マウスは,日本エスエルシー株式会社倩争岡)から購入した.飼育

は第1章・第 1 節・2.1.の方法に従って行った.なお,本研究は動物実験の適

正な実施に向けたガイドライン田本学術会議:2006年6月1日)および摂南

大学動物実験に関する規定に従い実施した

許可番号: KH、15, K12-16

22. FTY720 および GP1325_339

2・Amino-2・[2・(4-OCWゆh伽yl) ethyl]propa11e・1,3・diol hydrochloride (FTY720)は,

吉富製薬株式会社(現田辺三菱製薬株式会社)より恵与された. Human

glucose・6・phosphateisomerase325 (1WYINCFGCETHAML) 339 (GP1325-339)はオ

ペロンバイオテクノロジー株式会社(現ユーロフィンジェノミクス株式会社)

から購入した

23. GP1325_339誘導性関節炎の誘導および評価

hGP1325.3391 mg を dimethylsulfoxide (禾口光純薬工業株式会社) 76.9 μ1 に溶解

後,注射用蒸留水を加え,650μg/m1となるように調製後,-20゜Cで保管し,用

時溶解して用いた. FreundscompleteadjuvantH37Raおよび注射用蒸留水で希釈
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した hGP1325_339 溶液(133μg/mD を 1:1 の割合で混合し,乳化させた. DBNU

(6・8 週齢,雄性)を固定器具で固定し,乳イヒさせた hGP1325_339150 川(hGP1325_339

10 昭相当)を尾根部に皮内投与した.また,感作の当日および2日後にPBS

で希釈した百日咳毒素(pe血Ssis toxin: PT, EMD chemicals,1nc., NJ, USA; 1

μg/mD 200μ1(PT20ong相当)を腹腔内投与し, GP1325_339誘導性関節炎を作製

した[40]

臨床所見は, Brandら[42]の以下の評価方法に基づき,経時的に評価スコア

化した(C1加icalscore).0,正常;1,紅斑および軽度の限局的な足根骨あるい

は足関節の腫脹;2,紅斑および軽度の広範囲な足根骨あるいは足関節の腫脹;3,

紅斑および中程度の広範囲な足根骨あるいは足関節の腫脹;4,紅斑および重度

の足関節,足,指にかけての腫脹あるいは肢の強直

2.4.試験プロトコノレ

hGP1325_339で感作したDBA/1Jマウスを4群((D FTY720群: FTY720 (1 mgAくg)

を週6回経口投与,(2) GP1325_339群: hGP1325_339 (10 μg/mouse)を1日 1回静脈内投

与,(3) placeb0群:注射用蒸留水を1日1回経口投与)および(4)未感作群:注

射用蒸留水を1日1回経口投与)に分け,処置した.発症予防効果については,

FTY720群, placeb0群および未感作群は,感作日から22日後まで, GP1325_339群は

感作日から5日後まで投与した.治療効果については, FTY720群, placeb0群お

よび未感作群は,発症日(感作8-9日後)から22日後まで, GP1325_339群は発症日

(感作8-9日後)から5日間投与した

なお, FTY720は注射用蒸留水に10 mg/m1となるように溶解後,-20゜Cで保管

し,用時溶解して用いた.マウスの体重を基に投与量が0.1 m1となるように注

射用蒸留水で希釈し,経口投与した.また, GP1325_339は本節・23.と同様の方法

で調製後,投与量が0.1m1となるようにPBSで希釈し,静脈内投与した

2.5.関節組織切片の作製

感作22日後 q台療完了時),マウスにぺントバノレビタール(ネンブタール注

射液)50m創kgを腹腔内投与し,正向反射消失後,前肢を切断し,10%中性緩

衝ホルマリン溶液に入れた.48時間後に取り出し,3時間の流水水洗後,4゜C条

件下の 90%エタノールに投入した.2日後に取り出し,4゜C条件下,迅速脱灰



液(K・CX,株式会社ファルマ)に投入した.7日後に取り出し,3時間流水水

洗した.再び 10%中性緩衝ホルマリン溶液に投入し,24時間後に組織を取り

出した.3時間流水水洗後, Tissuecasse廿e に入れ,自動固定包埋装置(サクラ

ロータリーRH、12PM)にセットし,第 1 章・第 1 節・2.6.と同様の方法で自動

浸透した.浸透処理が完了した組織を,パラフィンに埋め,パラフィンブロッ

クを作製した.パラフィンブロックをミクロトーム(ROM、380)にセットし,

5μmの厚さに薄切した.薄切した組織を伸展させ, MASコートスライドグラ

スの上に乗せ,乾燥させた.乾燥後,37゜Cの恒温槽に一晩放置し,固定した

2.6.ヘマトキシリン・エオジン染色

本節・2.5.で乾燥,固定した組織標本を第1章・第1節・2.フ.と同様の方法でへ

マトキシリン・エオジン染色し,最後に,カナダバノレサムで封入した.顕微鏡

で観察し,手根中手関節付近の滑膜の過形成やりンパ球浸潤の程度について,

評価した.1,正常;2,軽度;3,中等度;4,重度.なお,評価は,異なる3者が

ブラインド条件下で行い,平均化したものをHist010gicalscoreとした

2.フ.血清中抗hGP1325_339tota11gG抗体価の測定

ポリスチレンマイクロタイターウェル(EIAフラットプレート,三光純薬株式

会社,東京)に0.1%アジ化ナトリウムを含む0.1 Mりン酸ナトリウム緩衝液,

PH7.5で溶解したGP1325_339 (1 μg/ml)を0.1 m1入れ,4゜Cで晩保温した.アス

ピレーターを用いて,溶液を除き,0.1MNaaを含む10mMりン酸緩衝液,PH7.0

(緩律i液B)を0.25 m1入れ,4回洗浄した.0.1% BSAおよび0.1 MNaC1を含む10

mMりン酸緩衝液,PH 7.0 (緩衝液A)を025 m1入れ,4゜Cで3時間保温した.ア

スピレーターを用いて溶液を除き,緩衝液Aで5000倍希釈したマウスの被検血

清を0.15m1入れ,37゜Cで3時間保温後,4゜Cで一晩保温した.アスピレーターを

用いて,被検血清を除き,先と同様に緩衝液Bでプレートを洗浄した.緩衝液A

で7500倍希釈したgoat(a11ti・mouseimmunoglobulin (1g) GH+L) Fab'・HN (株

式会社医学生物学研究所)を0.15 m1入れ,20゜Cで3時間保温した.アスピレー

ターを用いて上記標識抗体を除き,先と同様に緩衝液Bでプレートを洗浄した

フ.5mMO.フェニレンジアミン(ナカライテスク株式会社),0.025%BSAおよび

0.025%H202を含む50mM 酢酸ナトリウム緩衝液,PH5.0を0.1m1入れ,37゜Cで10
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分間酵素反応を行った.12MH2S04+2.4gnNa2S03溶液を0.05 m1入れ,酵素反

応を停止させ, MicroplateReader (Mode1680, Bio、RadLaboratories,1nc., CA,

USA)を用いて490血の吸光度を測定した

2.8.血清中抗hGP13お_3衿lgGサブクラス(1gGI,1gG2a,1gG2bおよびlgG3)抗

体価の測定

血清中lgGサブクラス抗体価の測定には, mouse monoclonalantibodyisotyping

reagents (sigma・Aldrich co. LLC., MO, USA)を用い,インストラクションを参

考に実施した.ポリスチレンマイクロタイターウェル(EIAフラットプレート,

三光純薬株式会社)に0.1%アジ化ナトリウムを含む0.1Mりン酸ナトリウム緩

衝液,PH7.5で溶解したhGP1325.339 (1 μg/mD を0.1 m1入れ,4゜Cで一晩保温した

アスピレーターを用いて,溶液を除き,洗浄溶液(0.05%tween20 を含むPBS)

を025m1入れ,4回洗浄した.緩衝液Aを0.25m1入れ,4゜Cで4時間保温した.ア

スピレーターを用いて溶液を除き,緩衝液Aで1000倍希釈したマウスの被検血

清を0.10 m1入れ,室温で2時間保温した.アスピレーターを用いて,被検血清

を除き,先と同様に洗浄溶液でプレートを洗浄した.緩衝液Aで1000倍希釈し

たmouse monoclonal antibody isotyping reagentSのgoat anti・mouse lgGI, goat

anti・mouse lgG2a, goat a11ti・mouse lgG2bあるし、1才goat anti・mouse lgG3を0.1 m17＼

れ,20゜Cで30分間保温した.アスピレーターを用いて,過剰の抗体を除き,先

と同様に洗浄溶液でプレートを洗浄した.緩衝液Aで5000倍希釈したanti、1gG

(H+L chain)(goat) PAb・HRP (株式会社医学生物学研究所)を0.1m1入れ,

20゜Cで1時間保温した.アスヒレーターを用いて上記標識抗体を除き,先と同様

に洗浄溶液でプレートを洗浄した.フ.5mMO、フェニレンジアミン,0.025%BSA

および0.025% H202を含む50 nN 酢酸ナトリウム緩衝液,PH5.0を0.1 m1入れ,

37゜Cで10分間酵素反応を行った.12MH2S04+2.4gnNa2S03溶液を0.05 m1入れ,

酵素反応を停止させ, MicroplateReader (Mode1680)を用いて490nmの吸光度

を測定した

29.統計解析

統計解析には, statceBを用いた

U・testを用い, P く0.05を有意差有り

統計学的有意差の判定には, Ma血・whitney

とした
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3.結果

3.1. GP1325.339誘導性関節炎に対する FTY720 およびGP13お_謁9の発症予防効果

FTY720 および GP1325.339 の GP1325_339誘導性関節炎に対する発症予防効果を明

らかとするために,それぞれ感作日から感作22日後までおよび感作日から5

日後まで予防的に投与した.臨床症状の変化を経時的に観察し,評価した

Placeb0群では,感作後約 1週間で軽度な皮膚の紅班が確認され,約2週間に足

関節の腫脹が最大となった. FTY720の予防的投与では,全個体で関節炎の発

症が抑制され,症状の程度は,アジュバントのみで感作した非感作個体と同程

度であった(Fig. HA, B). GP13お_339の予防的投与でも,全個体でPlaceb0群と

比較して,有意な発症予防効果が確認された(Fig.11A,B).次に,感作22日

後の関節組織切片をへマトキシリン・エオジン染色し,滑膜の過形成および炎

症ホ畍包浸潤を評価した. FTY720およびGP1325_339の予防的投与は,いずれも滑

膜の過形成および炎症細胞浸潤を顕著に抑制した(Fig.12)
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32. GP1能5_お9誘導性関節炎に対する FTY720 およびGP13お_339の治療効果

GP13お_339誘導性関節炎に対する FTY720あるいはGP1325_339単独療法の治療効

果を明らかとするために,発症日(感作 8-9日後)から FTY720群, placeb0群

および未感作群は 22日後まで, GP1325_339群は 5日間治療した.臨床症状の変

化を経時的に観察し,評価した. FTY720群およびGP1325_お9群は共に, placebo

群と比較して,有意に病勢を抑制した(Fig.13).また,いずれも滑膜の過形成

および炎症細胞浸潤を有意に制御した(Fig.14).

次に, FTY720 および GP1325_339の治療的投与が,抗 hGP1325_339抗体産生に及

ぽす影響を明らかとするため,血清中の抗 hGP1325_339抗体価(tota11gG,1gG2a,

IgG2bおよびlgG3)を酵素免疫測定法を用いて測定した.感作22日後のFTY720

群(tota11gG:1.28士0.72(平均値士標準偏差),1gG2a:0.69士029,1gG2b:1.35士0.58,

IgG3,023士0.1幻および GP1獅_339群(tota11gG:1.54士122,1gG2a:0.61士037,1gG2b:

123士0.67,1gG3,0.19士0.16)の抗体価は, placeb0 群(tota11gG:2.65士0.93,1gG2a

135士027,1gG2b:2.05士0.65,1gG3,0.49士022)と比較して,有意に低値であっ

た.抗hGP1鄭_3391gG1抗体価については,各群間で有意な差はみられなかった

(placeb0 群:1.40士0.60, FTY720 群:1.41士0.69, GP1325_339 群:1.02士034)(Fig.15).

IgG1抗体価は, Th2型の免疫応答が優位である根拠として用いられている.本

治療で FTY720 群および GP1325_339 群で症状の改善がみられたにも関わらず,

IgG1 抗体価に有意な差がみられなかったことから,本モデルの病態形成には,

Th2型より Th1型が優位で, Th1型のサイトカイン産生の抑制により,抗体の,

産生を制御している可能性が考えられた.
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4 考察

FTY720 の予防的投与は, GP1瑛_籾誘導性関節炎の発症をほぼ完全に抑制し

た.このことから,本モデルの発症には,末梢から関節へのりンパ球の動員が

重要であり,それが抑制されたため,発症が抑制されたと考えられた.方,

FTY720 の治療的投与は, GP1獅_339誘導性関節炎の症状を改善したものの,そ

の効果は部分的であった. FTY720 は,二次りンパ組織への循環能を有するナ

イーブT細胞やセントラルメモリーT細胞を隔雛できるが,循環能がない工フ

エクターメモリーT細胞等には影響を及ぽさない[16].即ち,二次りンノ読且織

内で活性化した病因T細胞の局所への移行は抑制できるが,既に炎症部位に移

行・存在する工フェクターメモリーT 細胞等に及ぽす効果は弱いため,治療効

果が部分的であったと考えられた

病因抗原を用いた治療のメリットは,病因抗原特異的に免疫応答を抑制でき

ることである.一方,デメリットとしては,多量の抗原を必要とすること等が

挙げられる.また,投与後のアナフィラキシーショックのりスクが予測される

が,本節で使用した病因抗原の投与量では,アナフィラキシーショックは確認

されなかった.本節において,病因抗原の静脈内投与の有用性を検討した結果,

FTY720 と同様に,予防的投与は, GP1獅_339誘導性関節炎の発症を有意に抑制

したが,治療的投与ではその効果は部分的であった.即ち,抗原単独療法にお

いても既に発症した個体への寛解導入が困難であることが示された

病因抗原を静脈内に投与すると,抗原特異的細胞は,りンパ節傍皮質領域に

迅速に集積し,消滅すると老えられている B5].即ち,過剰な免疫応答をりン

パ節内で誘発し,細胞死を誘導することが主な作用と考えられる.従って,

FTY720 を病因抗原と併用した場合,二次りンパ組織から関節へ向かうりンハ

球の移出が阻害,隔離され,病因抗原への作用が効果的となると予測される

また, FTY720 は,タクロリムス水和物,シクロスポリン等の免疫抑制薬とは

異なり,りンパ球の活性には影響を及ぽさない[15].即ち,病因抗原によって

誘発される過剰な免疫応答が抑制されないため,アポトーシス(クローン除去)

の誘導等が阻害されないと考えられる.第2節では, GP1獅_籾誘導性関節炎に

対する FTY720 および病因抗原(GP1獅_籾)の有用性およびその作用メカニズ

ムについて検討を加える
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第2節 GP1325_339誘導性関節炎に対する FTY720 と病因抗原の併用療法の有用

性およびその作用メカニズム

1.目的

本章.第 1節では, GP1325_339誘導性関節炎に対する FTY720 および GP13お_339

単独療法の有用性について調べ,予防的投与による発症抑制効果は認められた

が,治療的投与の抑制効果は部分的であった.本節では, GP1325_339誘導性関節

炎に対するFTY720と病因抗原GP1325.339との併用療法の有用性およびその作用

メカニズムについて,1)病因T細胞の細胞死(アポトーシス)の誘導,2)病

因T細胞の病因抗原に対する免疫不応答(アナジー)の誘導,3)制御性T細

胞の増殖等の観点から調べた

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

DBNUマウスは,日本エスエルシー株式会社から購入した.飼育は第 1章・

第 1 節・2.1.の方法に従って行った.なお,本研究は動物実験の適正な実施に

向けたガイドライン(日本学術会議:2006年6月1 田および摂南大学動物実

験に関する規定に従い実施した

許可番号:K11-15, K12-16, KB、16, K14-16

2.2. FTY720 および GP1325.339

2・Amino-2・[2・(4-ocwlph伽yD ethyl]propane・1,3・diolhydrochloride (FTY720)は,

吉富製薬株式会社(現田辺三菱製薬株式会社)より恵与された. Hum知

glucose・6・phosphateisomerase325 (1WYINCFGCETHAML) 339 (GP1325_339)はオ

ペロンバイオテクノロジー株式会社(現ユーロフィンジェノミクス株式会社)

から購入した

2.3. GP13お_339誘導性関節炎の誘導および評価

GP13お_339誘導性関節炎の誘導および臨床症状の評価は,本章・第1節・23.と

同様に行った
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2.4.試験プロトコノレ

GP1325_339で感作したDBA/1Jマウスを4群((D FTY720群: FTY720 (1 mgAくg)

を1日1回経口投与, PBSを1日1回静脈内投与,(2) GP1訟5.339群:注射用蒸留水を

1日 1回経口投与, GP1325_339 a0 μg/mouse)を1日 1回静脈内投与,(3) FTY720 十

GP1325.339群: FTY720 (1 mg/kg)を1日 1回経口投与+ GP1325_339 (10 μg/mouse)を

1日1回静脈内投与および(4) placeb0群:注射用蒸留水を1田回経口投与, PBS

を1日1回静脈内投与)に分け,発症時(感作9-10日後)から5日間,治療した

なお, FTY720 は,注射用蒸留水に lmg/m1となるように溶解後,-20゜Cで保

管し,用時溶解して用いた.マウスの体重を基に投与量が0.1m1となるように

注射用蒸留水で希釈し,経口投与した.また, GP13お_339 は本章・第 1 節・23

と同様の方法で調製後,投与量が0.1m1となるようにPBSで希釈し,静脈内投

与した

2.5.りンパ節切片の作製

感作 14-15日後(治療完了時),マウスに抱水クロラール(ナカライテスク

株式会社)溶液(40omg/mouse)を腹腔内投与し,正向反射消失後,鼠径りン

パ節を採取し,10%中性緩衝ホルマリン溶液に入れた.24時間後に取り出し,

3時間の流水水洗後, Tissuecassette に入れ,自動固定包埋装置(サクラロータ

リーRH・12PM)にセットし,第 1 章・第 1 節・2.6.と同様に自動浸透した.浸

透処理が完了した組織を,パラフィン包埋し,ハラフィンブロックを作製した

パラフィンブロックをミクロトーム(ROM、380)にセットし,3μmの厚さに薄

切した.薄切した組織を伸展させ, MASコートスライドグラスの上に乗せ,乾

燥させた.乾燥後,37゜Cの恒温槽に晩放置し,固定した

2.6. Terminal deoxynucleotidyltransferase・mediated duTp nick end labeling

(TUNEL)染色

TUNEL 染色には, APOPTag⑧ Red ln situ Apoptosis Detection Kit (Merck

M川ゆore,MA,USA)を用いた.本節・2.5.で乾燥,固定した組織標本を第 1章・

第 1節・27.と同様に脱パラした.脱パラした組織標本を 4分間流水水洗後,

PBS に 5分間浸し,洗浄した.洗浄後, PBS で 20μg/mNこ希釈した Proteinase K

(Boe11rmger,Mamheim,Ge如any)を滴下し,室温で 15分間静置した. PBS 層
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(2層)にそれぞれ 5分間浸し,洗浄後, equilibration bU丘er を滴下し,室温で

15分間静置した.余分な溶液を取り除き, TdT 伽Zyme と reaction buffer を 3:フ

で混合した溶液を滴下し,37゜Cで60分間反応させた.蒸留水で35倍希釈した

Stop/washbuffer に 10分間浸した後, PBS 層(3 層)にそれぞれ 1分間浸し,洗

浄した.洗浄後, anti・d地Oxigen血 Conjugate と blockmg solution を 34:31 で混合し

た溶液を滴下し,室温で30分間静置した. PBS層(4層)にそれぞれ2分間浸

し,洗浄した.洗浄後, Hoechst33342 を滴下し,室温で 30分間静置した. PBS

層(2層)にそれぞれ5分間浸し,洗浄後,グリセロールで封入した.染色像

を顕微鏡用デジタルカメラで撮影した. TUNEL、細胞を異なる3人がカウント

し,その平均値をアポトーシス細胞数とした.画像処理ソフトウェアのlmageJ

を用いて,組織面積を算出し,単位面積あたりのアポトーシス細胞数(個/mm2)

を算出した

2.フ.鼠径りンパ節中のアポトーシス細胞の割合の評価

感作 14-15日後 q台療完了時),第 1 章・第 1節・2.5.と同じ方法で,鼠径リ

ンパ節を採取後,細胞懸濁液を調製し,生細胞数をカウントした.1.O×105個

ずつ 1.5m1エッペンチューブに分注し,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除

去した.2% FCS を含む PBS で希釈した APC・cy7・conjugated anti・mouse cD4

monoclonal antibody (mAb; clone: GKI.5; BioLegend,1nc.; 1:300)を 100 川加え,

4゜C,暗所条件下で20分間静置した.2%FCS を含むPBS を lm1加え,40oxg

で 5分間遠心分籬後,上清を除去した.次に, FITCAnnexinvApoptosisDetection

Kitwith P1 山ioLeg伽d,1nc.)を用いてホ醐包を染色した. Amlexin v bindingbuffer

で希釈した HTc annexin (1:40)および Propidium iodidesolution (PI;1:500)の

混合溶液を 100μ1加え,室温で 15分間静置した.静置後,a血exinvbindingbuffer

を 400μ1添加し,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5m1ポリスチ

レンラウンドチューブに回収した. BD FACS Aria Ⅱセノレソーターを用いて,

CD4-PI T細胞中のannexinv、細胞の割合を解析した

2.8.鼠径りンパ節中のCTLA、4 FOXP3 CD4、Tホ醐包およびPD、fFOXP3 CD4、T

細胞の割合の評価

第 1 章・第 1 節・2.5.と同じ方法で,感作 14-15日後(治療完了H剖の鼠径

53



リンパ節をすり潰し,2% FCS を含むNMⅡ640培地に懸濁した.40oxgで5

分間遠心分雛後,上清を除去した.細胞カウント後,1.O×105個ずっ 1.5 m1工

ツペンチューブに分注し,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去した.2%FCS

を含む PBS で希釈した APC・cy7・conjugated anti・mouse cD4 nlAb (clone: GKI.5;

1:300)のみ/あるいは APC・conjugated anti・mouse mAb cD279 (progran血ed

death・1; PD・1; clone J43; BD Biosciences; 1:200)の混合溶液を 100 μ1加え,4゜C,

暗所条件下で20分間静置した.静置後,2%FCS を含むPBS を lm1加え,400

Xgで5分間遠心分離し,上清を除去した.次に, PBSで20倍希釈し調製した

I x mouse forkheadbox P3 (FOXP3) fixation concentrate (BD Biosciences)を l ml

加え,4゜C,暗所条件下で30分間静置した.静置後,400×3で5分間遠心分離

し,上清を除去した.PBS で 5 倍希釈し調製した IxmouseFOXP3Pe血eabilization

Concentrate (BD Biosciences) 1 m1で懸濁し,40o x g で 5分鳥ヨ遠心、分籬1妾,上1青

を商毛ヨミした.再でド,1X mouse FOXP3 Permeabilization concentrate を l m1 で懸1鬪し,

37゜C,暗所条件下で30分間静置した.静置後,40oxgで5分間遠心分雛し,

上t青を除去した. 1X mouse FOXP3 Penneabilization concentrate で希釈した

Phycoeryt11rin (PE)・conjugated anti・mouse FOXP3 t11Ab (clone: MF23; BD Biosciences,

1:300)のみ/あるいは APC・conjugated anti・mouse cD152 11Lへ.b (cytotoxic

T・1ymphocyte antigen 4: CTLA・4; clone: UC19-4FI0-11; Tonbo bioscience,1nc., CA,

USA,1:200)の混合溶液を 100μ1加え,室温,暗所条件下で20分間静置した.

静置後,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去した.2%FCS を含むPBS200

μ1で懸濁し,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5m1ポリスチレン

ラウンドチューブに回収した. BDFACSAdaⅡセノレソーターを用いて, FOXP3

CD4、T細胞中のCTLA、4、細胞およびPD、1、細胞の割合を解析した.

29.鼠径りンパ節中の CTLA、4゛FOXP3、CD4、T ホ畍包, GITR-FOXP3、CD4゛T ホ醐包,

CD39-FOXP3-CD4-T 細胞およびFOXP3、Helios、CD4゛T 細胞の割合の評価

第 1章・第 1節・2.5.と同じ方法で,感作 14日後 q台療完了時)の鼠径りン

パ節をすり潰し,2% FCS を含むNM11640培地に懸濁した.1.O × 105個ずっ

1.5m1エッペンチューブに分注し,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去し

た.2% FCS を含む PBS で希釈した Violet500 (V50の・conjugated anti・mouse cD4

11)Ab (clone: RM4-5; BD Biosciences; 1:200), FITC・conjugated 砥lti・mouse
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glucocorticoid・induced tιlmor necrosis factor receptor・family・related gene/protein

(GITR) nlAb (clone: DTA・1; BD Biosciences; 1:100)およびAPC、conjugated

anti・mouse cD39 t11Ab (clone: Duha59; BioLegend,1nc.; 1:200)の混合溶液を 100 μ1

加え,4゜C,暗所条件下で30分間静置した.2% FCS を含むPBS を l m1加え,

40o x g で 5分間遠心分籬後,上清を除去した.次に, FOXP3

丘Xatiolvpetmeabilizationbuffer (eBioscience) 1 m1 を力Ⅱえ,4゜C, H音弓〒条イ牛下で 30

分間静置し,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去した.pe伽eabilizationbuffer

(eBioscience) 1 m1 加え,40o x g で 5分間遠心、分雛後,上清を除去した.

Penneabilization buffer で才令刃ミした bri11iant violet 421 (BV42D、conjugated

anu・mouse FOXP3 mAb (clone: FJK・16S; eBioscience; 1:100)およひ' PE・conjugated

anti・mouse HelioS111Ab (clone:22F6; BioLegend,1nc.; 1:100)の混合溶液を 100 川

加え,4゜C,暗所条件下で 30分間静置した. penneabilizationBU丘er を lm1加え,

40oxg で 5分間遠心分雛後,上清を除去した. pe血eabilizationBU丘er200μ1で

懸濁し,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5 m1ポリスチレンラウ

ンドチューブに回収した. BD FACS Aria Ⅱセノレソーターを用いて, CD4-T細

胞中の CTLA・4、FOXP3゛細胞, GITR、FOXP3、細胞, CD39、FOXP3一細胞の割合お

よぴFOXP3、CD4、T細胞中の Helios、細胞の割合を解析した.

2.10.細胞培養および細胞内サイトカイン染色

第 1 章・第 1 節・2.5.と同じ方法で,感作 14-15日後 q台療完了時)の鼠径

リンパ節をすり潰し,2% FCS を含むRPM11640培地に懸濁した.40oxgで5

分間遠心分離後,上清を除去した.トリス、塩化アンモニウム緩衝液(0.16M塩

化アンモニウム溶液:0.17MTriS溶液=9:1,PH72)を lm1加え,室温で 5分間静

置した. PBS を4m1加え,40oxgで5分間遠心分雜後,上清を除去した.10%

FCS, 10o units/ml penici11in, 100 μg/ml streptomycin およぴ 50 μM

2・mercaptoethan01を含むRPM11640培地 lm1で懸濁後,ホ醐包カウントした.96

We1ゆlate にネ醐包(2.O× 105個ノWelD を加え, GP1325_339 (10 μM)存在下,37゜C,

5%C02条件下で72時間培養した.培養後,第 1章・第 1節・2.5.と同様の方法

で染色し, BD FACS A亘aFusion セノレソーター(BD Biosciences)を用いて, CD4゛

T細胞中のIFN・γ'細胞および丘、17'細胞の割合を解析した.
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2.11.統計解析

統計解析には, statceB あるいは IBM spss statics version 22 S0丘Ware を用い

た.統ヨ十学的有意差の判定には, Ma血・whitney u・test あるいは Duncan'stest を

用い, Pく0.05 を有意差有りとした.
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3.結果

3.1. GP1325_339誘導性関節炎に対する FTY720 と GP1325_339の併用療法の有用性

FTY720 と GP1325_339併用療法のGP1325_339誘導性関節炎に対する治療効果を明

らかとするために,発症日(感作9日後)から,この併用療法で5日間治療し

た.臨床症状の変化を経時的に観察し,本章・第 1節・23.に従い,臨床症状

を評価した. FTY720 と GP13お_339の併用療法は,それら単独治療と比較して,

症状の悪化を有意に制御した(Fig.16).また,組織化学的な解析で,滑膜の過

形成および炎症細胞浸潤が著しく制御されており,その有用性が裏付けられた

(Fig.17) .
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"客.16 1herapeⅡtic E仟ect of combination Treatment with FTY720 PIUS GP1325_339 0n

GP1325_3., induced Arthriti

Mice with GP1325.339-induced arthritis were treated from the day of onset of symptom (day 9 after

immunization) to day 13 With GP1325_339 alone, FTY720 alone or the combination of GP1325_339 With

FTY720.(A) clinical symptoms of arthr北is were evaluated from the day of immunization to day 22,

●: the placebo group (n=1D,■: the FTY720 group (n=8, FTY720 l mg/kg, oraⅡy, once daily),':

the GP1325-339 group (n=11, GP1325_339 10 μg/mouse, i.ν. once daily) and ◆: the combination group (n 8,

FTY720 l mg/kg, ora11y, once daily and GP1325_339 10 μg mouse, i.ν, once daily). The significance of

differences in clinical scores was examined by Mann・研lhitney u・test (*(the placebo group vs the

Combination group), b (the FTY720 group vs the combination group) and #(the GP1325.339 group vs

血e combination group) denotes pく0.05).

##弁
ト bb

####
bbbbb

0

..'.、 1帥
"、岫

Days afterlmmunization

7 14 21

#
b

6
4
2
0
8
6
4
2
0

U
』
O
U
晩
一
邸
U
一
冨
=
W



4

3

Fi客.17 Hist010gicalS捻ining ofcarpal-metacarpalJoints

Mice with GP1325.339・induced arthritis were treated with FTY720 alone, GP1325_339 alone or the

Combination ofFTY720 PIUS GP1325.339 from the day of0那et ofsymptom (day 9) for 5 days. At day22,

Ca印al・metacarpaljointtissues were excised and stained with hematoxylin・eosin (H&E) and hist010gical

Score is indicated as the mean + SD for a11 mice in each grouP 印lacebo: n=10, FTY720: n=4, GP1325_339:

n=6, FTY720 PIUS GP1325.339: n=4). The significance of differences was examined by Mann、whitney

U・test (* denotes pく0.05).
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32. TUNEL法を用いた鼠径りンパ節中のアポトーシスホ棚包の検出

FTY720 と病因抗原の併用療法が,りンパ節内で病因 T細胞に効果的にアポ

トーシスを誘導しているか否かを明らかとするために, GP1獅_籾誘導性関節炎

症状を呈したマウスを FTY720 単独, GP1325_339単独あるいはそれらの併用療法

によって 5日間治療後,鼠径りンパ節を採取し, TUNEL 法を用いて組織化学

的に解析した.本研究で用いた TUNEL 法は,断片化した DNA の 3'末端に,

ターミナノレトランスフェラーゼを用いてジゴキシゲニン標識duTP を付加させ,

ローダミン標識抗ジゴキシゲニン抗体を用いてアポトーシス細胞を検出する方

法である.鼠径りンパ節の単位面積(mm2)あたりのTUNEL所ミ醐包は, FTY720

+GP1325_339併用群(199士16.8:平均値士標準偏差)で, placeb0群(140士31.6)お

よび FTY720 単独群 a38士19.3)と比較して,有意に増加していた(Fig.18)

GP1325_339単独群(172士22.0)でも Placeb0 群と FTY720 単独群と比較して,増加

傾向を示したが, FTY720+GP1325_339併用群の方がより効果的に増加した(Fig

1幻
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Fig.18 Combination lreatmentlncreases luNEL+ Apoptotic ce11Sin ln考Uina11'ymph Nodes

At the end of treatment, inguina11ymph nodes (LNS) were excised. sectionS 圦,ere stained with

TUNEL reagents. The number ofTUNEL ce11S was counted and the numbers per unit area in inguinal

LNs were quanti負ed by the use of imaging software σmage D. The results are shown as mean sD

(n=3-4). The significance ofdifferences was examined by Duncan's test(*denotes pく0.05)
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33.鼠径りンパ節のCD4゛PI T細胞中 a血exinv、細胞の割合

本節・32.と同様に, FTY720 と病因抗原の併用療法が,りンパ節内で病因T

細胞に効果的にアポトーシスを誘導しているか否かを明らかとするために,治

療完了時の鼠径りンパ節由来細胞を蛍光標識抗CD4抗体,蛍光標識a血獣inv

およびP1で染色し,フローサイトメトリー解析した. A血exinVはホスファチ

ジノレセリンに高い親禾叶生を示すタンパク質である.ホスファチジルセリンは,

生細胞の細胞膜の内葉に局在するが,アポトーシスが起こると細胞表面にさら

される. P1は核酸の塩基対間にインターカーレートする.即ち, a血exinv、pr

細胞は,後期のアホトーシスあるいはネクローシスの状態, a血exinv゛P1 細胞

は,早期のアポトーシスの状態を示している.鼠径りンパ節のCD4、PIT細胞

中 a血餓血 V゛ホ醐包の割合は, FTY720 + GP1325.339併用群(212士43:平均値士標

準偏差)および GP1325_339単独群(20.4士5.0)で Placeb0 群 a4.6士3.3)よりも,

有意に高かった(Fig.19)
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Fig.19 Combination Treatment lncreases the percentage of Annexin v+ Apoptotic ce11S in

CD4゛pr lce11Sin ln容Uina11'ymph Nodes

At the end of treatment, ce11S were obtained from inguina11ymph nodes of treated mice and the

Percentage of Annexin v+ ce11S in cD4+pr T ce11S was determined by aow、cytometric analysis. The

results are shown as mean + SD (n=5). The signi負Cance ofdifferences was examined by Duncan's test

(*denotes pく0.05)
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3.4.鼠径りンパ節のCTLA・4あるいはPD、1を発現した非仰Π卸性T細胞の割合

CTLA、4 は,樹状細胞上の共刺激分子である CD80侶6と相互作用を示す抑制

性受容体で,御Π卸性T細胞(Regulatory T ce11S)に多く発現する.また,活性

化したT細胞にも発現し,負のフィードバックによって免疫応答が抑制される

[43]. CTLA、4 は,免疫不応答(アナジー)の誘導において重要な分子とされて

いる[44]. CTLA・4 以外の抑制性受容体として Progr砥如led death・1(PD・D が

ある. PD、U才,活性化したT細胞やB細胞に発現し, CTLA、4と同様に,アナ

ジーの誘導やその維持に重要な役割を担う[45,46]. FTY720 と病因抗原の併

用療法が,これら抑制性受容体である CTLA、4 やPD、1 を発現した非痢Π卸陛 T

細胞(FOXP3 CD4、Tホ畍包)の割合に影響を及ぼすか否かを明らかとするために,

本節・3.3.と同様に治療完了時の鼠径りンハ節由来細胞を採取し,フローサイ

トメトリー解析した.鼠径りンパ節のFOXP3 CD4、T細胞中CTLA、4 細胞の割

合は, FTY720 + GP1獅_謁9併用群(3フ士0.5:平均値士標準偏差)で, placeb0 群

(22士0.6)およびFTY720 単独群(22士0.4)と比較して,有意に増加していた

(Fig.20A). GP1325_339単独群(3.0士1.0)でも Placeb0 群と FTY720 単独群と比

較して,増加傾向を示したが有意ではなかった.一方,鼠径りンパ節のFOXP3

CD4゛1ホ醐包中 PD・1一細胞の割合も, FTY720 十 GP1325_339併用群(5.6士2.0)で,

Placeb0 群(2.1士0.5)およびFTY720 単独群(2.7士0.3)と比較して,有意に増加

していた(Fig.20B). GP13お_339単独群(4.0士13)でも Placeb0 群と比較して,

増加していたが, FTY720+GP1325_誥9併用群よりも低値であった
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Fig.20 combination Treatmentlncreasesthe percentage ofcT夏'A-40r pD・1・expressin容 FOXP3

CD4+T ce11S in lnguina11,ymph Nodes
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3.5.鼠径りンパ節中 CD4-Tホ醐包の GP1325、339に対する反応性

GP1325_339誘導性関節炎の病態形成には, TM ホ醐包が産生する IFN・γやTh17細

胞が産生する IL、17 が関与することが知られている[40,4刀. FTY720 と病因

抗原の併用療法が,病因T細胞の病因抗原に対するサイトカイン産生を制御す

るか否かを明らかとするために,本節・33.と同様に治療完了時の鼠径りンハ

節由来細胞を採取後, GP1325_339存在下で培養し,細胞内サイトカイン染色法を

用いてフローサイトメトリー解析した. CD4、Tホ醐包中の IFN、γ、ホ剛包が, FTY720

+ GP1325_339併用群(0.18士0.13:平均値士標準偏差), FTY720 単独群(035士027)

および GP1325339単独群(0.40士023)で, placeb0 群(0.81士0.18)と比較して,

有意に低下していた(Fig.21A).また, FTY720+ GP1獅_339併用群は, FTY720

単独群および GP1325_339単独群よりも有意ではないがさらに低下傾向であった

CD4、 T ホ醐包中の丘・17A一細胞は, FTY720 十 GP1325_339 併用群(0.45士021:平均値

士標準偏差)およびFTY720 単独群(0.43士0.16)で, placeb0 群(0.93士0.40)と

比較して,有意に低下していた(Fig.21B)
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3.6.鼠径りンパ節の制イ卸性T細胞の割合

CTLA・4, GITRや CD39 は, CD25、 CD4、御Π卸性 T 細胞に発現し,その免疫

抑制機能の発現,自己寛容で重要な役割を担っていると考えられている

[48-50]. FTY720 と病因抗原の併用療法が,鼠径りンパ節の制御性 T細胞の割

合に及ぼす影響を明らかとするため,本節・33.と同様に治療完了時の鼠径リ

ンパ節由来細胞を採取し,フローサイトメトリー解析した.鼠径りンパ節の

CD4゛T 細胞中 CTLA・4、FOXP3ーネ醐包, GITR-FOXP3ーホ畍包およびCD39、FOXP3、細

胞の割合は, FTY720+GP1325_339併用群およびFTY720 単独群でPlaceb0群およ

びGP13お.339単独群と比較して,有意に増加していた(CD4、 1%醐包中 CTLA、4、

FOXP3゛ホ醐包(%);placeb0群:13.4士2.5 (平均値士標準偏差),FTY720:17.6士27,

GP1325_339: B.4士1.6, FTY720 + GP1325_339:18フ士2.1; Fig.22A)(CD4゛ T 細胞中

GITR゛FOXP3一細胞(%); placeb0群:149士3.1, FTY720:189士22, GP1325_339:14.6士1.8,

FTY720 + GP1325_339:20.4士22; Fig.22B)(CD4'T ホ剛包中 CD39-FOXP3゛ネ醐包(%);

Placeb0 群:12.5士3.0, FTY720:162士2.0, GP1325_339:11.9士1.4, FTY720 + GP1325_339:

172士22; F培.22C).

御Π卸性 T 細胞は,内在性御Π卸性 T 細胞(naturalregulatory T ce止 nTreg ceⅡ)

および誘導性制1卸性 T 細胞(inducibleregulatory T ceⅡ;iTreg ceⅡ)に 2分されて

いる.エピジェネティックパターンの観点から,内在性制1卸性T細胞の方が誘

導性制イ卸性T細胞よりも機能的に安定していると考えられている[5U.FTY720

投与個体で上昇していた制御性T細胞が内在性制御性T細胞あるいは誘導性制

御性 T 細胞のいずれであるか明らかとするために, Helios、制イ卸性 T 細胞の割

合をフローサイトメトリー解析した. HelioS は胸腺由来の制1卸性T%醐包,即ち

内在性制イ卸性T細胞の特異的マーカーとして知られている[52].鼠径りンパ節

中のFOXP3、CD4、T細胞中の Helios、細胞の割合は,全個体共に約 85%であり,

鼠径りンパ節に存在している御Π卸性T細胞の大半が内在性制イ卸陛T細胞であっ

た(Fig.22D).従って, FTY720 によって鼠径りンパ節内で増加している御H卸

性T細胞の大部分が内在性帋噺卸性T細胞と考えられた. FTY720は,二次りン

パ組織内に機能的な制御性T細胞が豊富な環境を生み出すことができることが

示された.
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4 考察

FTY720および病因抗原(GP1獅_339)の併用療法は,それら単独の治療よりも

効果的にGP1325.339誘導性関節炎の症状の進行を御Ⅱ卸した.前節の考察でも示し

たが,これまでにKe如ey らによって,抗原の静脈内投与後,抗原特異的細胞

はりンパ節の傍皮質領域に迅速に蓄積され,抗原に対して低反応性の細胞集団

を残して,ほとんどの細胞が消滅すると報告されている BS].従って, FTY720

を併用した場合,_次りンパ組織からのりンパ球の移出が制御され,病因抗原

の投与によって効果的な治療効果が得られている可能性が考えられた.FTY720

と病因抗原の併用療法の作用メカニズムについて, D 病因T細胞の細胞死(ア

ポトーシス)の誘導,2)病因 T 細胞の病因抗原に対する免疫不応答(アナジ

ー)の誘導,3)制1卸性T細胞の増殖等の観点から以下に考察する

静脈内投与による免疫寛容のメカニズムについては,病因抗原反応性T細胞

のアポトーシスによるクローン消失や残存する細胞の免疫不応答の誘導による

ものと考えられている[2刀. GP1325.339誘導性関節炎を FTY720 と GP1325_3"の併

用療法で治療した場合,りンパ節内のアポトーシス細胞が顕著に増加した.ま

た, FTY720 単独療法では,アポトーシスホ朋包は増加せず, GP1325_339 単独群で

は中程度の増加がみられた.従って,細胞死は,病因抗原(GP1獅_339)の投与

により誘導され, FTY720 によって二次りンパ組織に病因りンパ球を隔離する

ことで,その作用効率が上昇したと考えられた

補助刺激受容体のCTLA・4やPD.Uま,T細胞の機能を負に制御する.CTLA、4

は休息、中のT細胞上には発現しておらず,活性化した後に発現する[43].抗原

提示細胞上の Bフりガンド(CD80侶6)に対して, CD28 よりも高い結合親和性

を有する[43].即ち, CTLA・4はT細胞機能を正に制御する補助刺激受容体の

CD28 と競合し, T細胞の活性化を制御する. PD、Uよ,活性化したT細胞やB

細胞に発現し, PD、1 のりガンドである PD、L1 はマクロファージ,樹状細胞等

に発現する[53,54]. PD・1ΦD、L1経路は, T細胞の増殖やサイトカイン産生を

抑制する[55]. GP13お_339誘導性関節炎を FTY720 と GP1訟5_339の併用療法で治療

した場合,鼠径りンパ節中の CTLA、4やPD、1 を発現した非罰Π卸性T細胞の割

合が増加していた.また,鼠径りンパ節由来細胞中の CD4、T 細胞の病因抗原

(GP1325-339)に対する IFN・γや丘、17A の産生が低下していた. FTY720 および
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GP13お_339 の併用療法によって,二次りンパ組織内で CTLA、4 シグナノレや

PD・1ΦD・L1 経路を介して効果的に病因 T 細胞の低反応性が誘導されたと考え

られた

制1卸性T細胞は,マスター転写因子である FOXP3 を発現しており,(1)1L、10,

丘35 やtra那f0血inggrowthfactor・β(TGF、β)の産生,(2)丘、2 の剥奪,(3)グ

ランザイムBの放出,(4)細胞外アデノシンの産生等によって異常な免疫応答

を抑制する[56].自己抗原に対する免疫不応答の維持において欠かすことがで

きない役割を担う細胞である[5刀.制イ卸性T細胞は,CTLA、4 を発現しており,

その発現は FOXP3 によって直接制御されている[57-59].制イ卸性 T 細胞上の

CTLA、4 は,樹状ホ剛包上の CD80/CD86 の発現をダウンレギュレートし,エフェ

クターT細胞の免疫応答を抑制する[60].即ち, CTLA、4 は,御Ⅱ卸性T細胞の

免疫抑制作用を発揮するための重要な分子である.腫傷壊死因子受容体スーパ

ーファミリー(tumornecrosisfactorreceptorsuperfamily; TNFRSF)1こ属する GITR

も, CD2ダCD4、制御性T細胞に発現している.これまでに, GITRを発現した

T細胞の除去や抗GnR抗体の投与によって,自己免疫疾患が誘導されること

が報告されている[48,6U.従って,制1卸性T細胞による免疫寛容の維持にお

いてGITRが重要な役割を担うと考えられている.その他,制イ卸性T細胞の抑

制機能に関わる重要な細胞表面抗原として CD39 が知られている. CD39 は,

CD73 と例Π卸陛T細胞に共発現し,細胞外のアデノシン三りン酸をアデノシン

に分解する.アデノシンは, T 細胞の増殖・活陛を抑制することから, CD39

は制御性T細胞の機能分子のーつであると考えられている[49,50].本研究で

は, FTY720 単独あるいは FTY720 と GP1325_339併用療法で治療した個体の鼠径

リンパ節で, CD4、T 細胞中の CTLA、4、, GITkあるいは CD39、制Π卸性 T 細胞

の割合が増加していた.この現象は, FTY720 単独で治療した場合でも確認さ

れた.ナイーブT細胞から制御性T細胞への分化にはTGF、βが必要で, TGF、β

によって転写因子の Smad3 が活性化される. LiU らは, SIP,、mTORシグナノレに

よってSmad3 シグナルが抑制されると, Th1分化が亢進し,御Π卸陛T細胞への

分化が抑制されることを明らかとしている[62]. FTY720は SIP1受容体に作用

することから, SIPI、mTORシグナルが制御され,制1卸性T細胞への分化が亢進

した可能性が考えられた.しかし,本研究で解析した鼠径りンパ節中の痢Ⅱ卸性

T 細胞の大部分が Heli0部昜性であったことから, FTY720 によって末梢でナイ
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ーブT細胞から制イ卸性T細胞への分化が亢進したというより,胸腺由来の内在

性制御性T細胞が二次りンパ組織内で増加している可能性が示唆された.制御

性Tホ醐包は,加νiか0でメンブレンによって工フェクターTホ醐包との接触を阻害

した場合,エフェクター1細胞の増殖を抑制できない[63].即ち,制1卸性T細

胞による免疫応答抑制は,細胞と細胞との接触に依存すると考えられている

FTY720 は,二次りンパネ餅哉にりンパ球を隔離する.従って,二次りンパ組織

内で細胞が密の状況が生み出される. FTY720 は, m wW において,制イ卸性 T

細胞の能力を効果的に発揮できる環境を作り出し,免疫寛容の誘導を促進させ

た可能性がある

以上のことから, GP1325339誘導性関節炎を FTY720 と GP1325_開9の併用療法で

治療した場合,以下に示す現象が二次りンパ組織内で生じていると考えられた

(F地.23). FTY720 によって,循環する GP1325.339特異的 Tホ醐包が二次りンパ組

織に隔離され,二次りンパ組織内で高濃度のGP1325_339に暴露される.高用量の

抗原刺激に伴い,TUNEL、細胞,A血餓inv、ホ醐包,CTLA、4および/あるいはPD、1

を発現した細胞が増加する.即ち, GP1325_339特異的 T 細胞の(1)アポトーシ

スおよび(2)免疫不応答が二次りンパ組織内で効率よく誘導される.また,

次りンパ組織内の(3) CD4、細胞中の制御性T細胞の割合が増加し,効果的に

免疫応答が制御される.なお,病因抗原の投与量,投与経路等の違いにより,

それら現象のバランスが変化する可能性も考えられるため,今後それらに関す

る検討が必要である

68



Lymphnode

π1^狗'^、ー',＼、
1

、

Exposure to large amounts ofantigen

Slpl receptor internalization

(DAPOP如SミS

)".

Fig.23 Model for Functional Mechanism(S) of combination Treatment with FIY720 PIUS

Pathogenic Anti宮en

Intemalization of slp】 receptor on T lymphocytes is induced by FTY720・P. Accordingly,

Circulating T lymphocytes is sequestered, and the ce11S are efficiendy exposed large amount ofGP1325.339

GP1325_339・specific T ce11S may be activated for a short time, but most of the ce11S die by vigorous

ant喰enic stimulation (1), and the remaining ce11S express cTLA、4 and pD-1 (2).1n addition, an

alteration of the population balance in lymph nodes toward Treg ce11S may be induced (3). The

Combination treatment with FTY720 plus pathogenic ant喰en inhibits progression of arthritis by

inducing clonal deletion and anergy of pathogenic T ce11S and also by immune suppression via Treg

Ce11S. APCS; antigen presenting ce11S.

(2)A"佐部＼

Sequestering circulating mature T lymphocytes

(3)popula壮onb名la丑Cetowardn箆S

又D紹峅町'

69

、
、

Lymph vessel

鳥
、
、



第3節 GP1325_339誘導性関節炎の完全寛解導入に対する FTY720 と病因抗原の

併用療法の有用性

本章・第2節では, FTY720および病因抗原の GP1獅.339との併用療法が, D

病因 T細胞の細胞死(アポトーシス)の誘導,2)病因 T細胞の病因抗原に対

する免疫不応答(アナジー)の誘導および3)制御性T細胞を増殖させること

によって効果的に免疫寛容を誘導している可能性を見い出した.本節では,

GP1鄭_339誘導性関節炎に対して, FTY720 と病因抗原 GP1獅_339との併用療法に

よって導入された寛解状態が維持(完全寛解)できるか否かについて調べた

また,本併用療法に特化して,体内で変動している細胞の同定およびその機能

解析を試みた

2.実験材料と実験方法

2.1.実験動物

DBNUマウスは,日本エスエルシー株式会社から購入した.飼育は第 1章・

第 1 節・2.1.の方法に従って行った.なお,本研究は動物実験の適正な実施に

向けたガイドライン(日本学術会議:2006年6月1日)および摂南大学動物実

験に関する規定に従い実施した

許可番号: K15-15

22. FTY720 および GP1325_339

2・k11ino-2・[2・(4-ocwlph伽yD ethyl]propane・1,3・diol hydrochloride (FTY720)は,

吉富製薬株式会社(現田辺三菱製薬株式会社)より恵与された. Human

glucose・6・phosphateisomerase325 (NYINCFGCETHAML) 339 (GP1325_339)はオ

ペロンバイオテクノロジー株式会社(現ユーロフィンジェノミクス株式会社)

から購入した

23. GP1325_339誘導性関節炎の誘導および評価

GP13お_339誘導性関節炎の誘導および臨床症状の評価は,本章・第1節・2.3.と

同様に行った
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2.4.試験プロトコノレ

GP1325-339 で感作した DBNU マウスを 4 群((1)FTY720群: FTY720(1 mgn【g)

を 1日 1 回経口投与, PBS を 1日 1 回静脈内投与,(2) GP1325_339群:注射用蒸

留水を 1日 1 回経口投与, GP1325_339 a0 μg/mouse)を 1日 1 回静脈内投与,(3)

FTY720 + GP1記5_339群: FTY720 (1 mgAくg)を 1日 1 回経口投与十 GP13お_339 (10

μg/mouse)を 1日 1回静脈内投与および(4) placeb0群:注射用蒸留水を 1日

1 回経口投与, PBS を 1日 1 回静脈内投与)に分け,発症時(感作9日後)か

ら 5日間,治療した.次に, Freunds incomplete adjuvant および hGP1325_339溶液

(133μg/mD を M の割合で混合し,乳化させ,初回感作32日後に背中に 150

μ1 (hGP1325.33910 μg 相当)追加感作した

なお, FTY720 は,注射用蒸留水に lmg/m1となるように溶解後,-20゜Cで保

管し,用時溶解して用いた.マウスの体重を基に投与量が0.1m1となるように

注射用蒸留水で希釈し,経口投与した.また, GP1325-339 は本章・第 1 節・23

と同様の方法で調製後,投与量が0.1m1となるようにPBSで希釈し,静脈内投

与した

2.5.関節組織切片の作製

追加免疫 10-11日後(初回感作42-43日後)にマウスに抱水クロラール(400

mg/mouse)を腹腔内投与した.正向反射消失後,前肢を切断し,10%中性緩衝

ホルマリン溶液に入れた.2日後に取り出し,3時間の流水水洗後,4゜C条件下

の 90%エタノールに投入した.2日後に取り出し,4゜C条件下で迅速脱灰液

(K、CX,株式会社ファルマ)に投入した.9日後に取り出し,3時間流水水洗

した.再び 10%中性緩衝ホルマリン溶液に投入し,24時間後に組織を取り出

した.3時間流水水洗後, Tissue cassette (greinerlabonechnik)に入れ,第 1 章・

第 1 節・2.6.と同様の方法で自動浸透した.浸透処理が完了した組織を,パラ

フィンに埋め,パラフィンブロックを作製した.パラフィンブロックをミクロ

トーム(ROM、380)にセットし,5μmの厚さに薄切した.薄切した組織を伸展

させ, MAS コートスライドグラスの上に乗せ,乾燥させた.乾燥後,37゜Cの恒

温槽に一晩放置し,固定した.



2.6.ヘマトキシリン・エオジン染色

本節・2.5.で乾燥,固定した組織標本を第 1章・第 1節・27.と同様の方法で

染色し,手根中手関節付近の滑膜の過形成やりンパ球浸潤の程度について,本

章・第 1節・2.6.と同様の方法で評価した.

2.フ.血清中抗 hGP1325_339 および抗 mGP1325_339tota11gG 抗体価の測定

Maxisomゆolyswrene ウェノレ(クリア平底イムノ未滅菌 96 ウェノレプレート,

The血O Fisher scient途C,1nc.)に 0.1%アジ化ナトリウムを含む 0.1 M りン酸ナ

トリウム緩衝液, PH7.5 で溶解した human あるいは mouse GP1325_339 (hGP1325_339

あるいはmGP1325.339) 1 μg/m1を 0.1 m1入れ,4゜Cで一晩保温した.以降は,本

章・第 1節・27.と同様の方法で抗hGP1訟5_339および抗mGP13お_郡tota11gG抗体

価を測定した.なお,マウスの被検血清は,0.1% BSAおよび0.1 MNaC1を含

む 10mM りン酸緩衝液,PH7.0 (緩衝液A)で 10000 倍希釈して用いた.

鼠径りンパ節中の GITR-FOXP3、CD4-T ネ畍包, CTLA、4、FOXP3、CD4゛T ホ醐包2.8

およびCD39、F0ゆ3、CD4、T細胞の割合の評価

感作 14日後 q台療完了時),マウスに抱水クロラール溶液(40o mg/mouse)

を腹腔内投与し,本章・第 2 節・2.9.と同様の方法で鼠径りンパ節由来細胞を

染色した. GITrFOXP3、CD4、T ネ剛包, CTLA、4゛FOXP3、CD4゛T ネ畍包および CD39-

FOXP3、CD4、T細胞の割合を解析した.

2.9. suppressionAssay

感作 14日後 q台療完了時),第 1 章・第 1 節・2.5.と同じ方法で,鼠径りン

パ節を採取後,細胞懸濁液を調製した.2%FCS を含むPBSで希釈したViolet500

(V50の・conjugated anti・mouse cD4 mAb (clone: RM4-5; BD Biosciences; 1:200),

FITC・conjU号ated anti・mouse GITR mAb (clone: DTA・1; BD Biosciences; 1:100),

APC、conjugated a11ti、mouse cD25 mAb (clone: PC61; eBioscience; 1:50)および

PE・conjugated 印lti・mouse lA征E nlAb (clone: M5/H4.152; eBioscience; 1:200)の混

合溶液を 100μ1加え,4゜C,暗所条件下で30分間静置した.2%FCS を含むPBS

を lm1加え,40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去した.2%FCS を含むPBS

500μ1で懸濁し,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5 m1ポリスチ
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レンラウンドチューブに回収した. BD FACS Aria Ⅱセノレソーター(BD

Biosciences)を用いて,1N正、ホ畍包, GITR CD25 CD4-T ネ醐包, GnrcD25 CD4、

T細胞およびGITR、CD25、CD4、T細胞を分取した.GITR CD25 CD4-T細胞の

一部を Ce11TraceTM violet ce11Proliferation kit, for aow cytometry (Molecular probes,

The如OFisherscient途C,hlc.)を用いて染色した.ホ剛包に最終濃度が 5μM とな

るように Ce11TraceTM violetdye を加え,室温,暗所条件下で5分間静置した.

40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去した.次に,2%FCS を含むNM11640

培地 lm1に懸濁し,4゜C,暗所条件下で 10分間静置した.40oxgで5分間遠

心分籬後,上清を除去した.再度,2%FCS を含むNMⅡ640培地 lm1に懸濁

し,40oxg で 5分間遠心、分離後,上清を除去した.次に,10%FCS,10ounits/ml

PeniciⅡin, 100 μg/ml streptomycin および 50 μM 2・mercaptoethan01 を含む

RPM11640 培地を適量加え, violet auorescence 標識、GITR CD25 CD4-T ホ醐包懸

濁液を作製した.96 WeⅡ Plate(U底)に Violet auorescence標識・GnR CD25 CD4-

T細胞(5.O×1が個/weⅡ),1N正、細胞(5.O×1が個加elD および未標識、GITR

CD25 CD4゛T細胞, GITR、CD2ダ CD4、T細胞あるいはGnrcD25 CD4、T

ホ醐包(2.5 × 104 個/welD を加え, anti、mouse cD3 111Ab (clone:145-2C11; BD

biosciences;1μg/mD 存在下,あるいは非存在下で,37゜C,5%C02条件下で72

時問培養した.培養後,細胞を 1.5 m1エッペンチューブに回収後,2% FCS を

含むPBS を lm1加えた.40oxgで5分間遠心分離後,上清を除去し,2%FCS

を含むPBS 500 μ1に懸濁した.最終濃度が 0.1 μ今/m1 となるようにPr叩idium

10dide (PD を加え,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5m1ポリス

チレンラウンドチューブに回収した. BDFACSAriaⅡセノレソーターを用いて,

Violet auorescence の蛍光強度の減少程度を解析し, GITR'CD25、CD4-Tホ醐包お

よび GITR゛ CD25、 CD4、 T ホ剛包の抑制活性について調べた.また, proliferation

indeX を FIOWJ0 ソフトウェア(FIOWJO, LLC, OR,USA)で解析した.

2.10. RestimulationAssay

本節・2.9.と同様の方法で,鼠径りンパ節由来GITR CD25 CD4、Tホ剛包,GnR、

CD25゛CD4-T 細胞およびGITR、CD25、CD4-T細胞を分取した.96WeⅡPlate に

細胞(5.O× 104個/welD をそれぞれ加え, Dynabeads@MouseT、ActivatorcD3/CD28

forT・ce11Expansion and Activation および IL、2 (50 U/mD 存在下,37゜C,5% C02
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条件下で72時間培養した.培養後,細胞を 1.5m1エッペンチューブに回収し,

2%FCS を含むRPM11640培地を lm1加えた.40oxgで5分間遠心分離後,上

清を除去し,15 ng/mlpholb0112・myristate B・acetate (PMA),750 ng/mHonomycin,

0.66 μVml Golgistop (BD Biosciences),10% FCS,10o units/mlpenici11in,100 μg/ml

Streptomycinおよび50 μM 2・mercaptoethan01を含むRPM11640培地を l m1加え,

37゜C,5%C02条件下で5時間培養した.培養後,40oxgで5分間遠心分雛し,

上清を除去した.2%FCS を含むPBS を lm1加え,再度40oxgで5分問遠心

分離後,上清を除去した. TF diluent buffer で 4 倍希釈した IX 丘X/pe如 buffer

Working solution (BD Biosciences)を l m1力Ⅱえ,4゜C条イ牛下で,30 づ)鳥民青争^した.

静置後,40oxgで5分間遠心分離し,上清を除去した.続いて,蒸留水で 10

倍希釈し調製した Ix perlwwash bU丘er (BD Biosciences)を l m1加え,40o x g

で 5分間遠心分籬し,上清を除去した.1Xpemvwashbuffer で希釈した bri11iant

Violet 421 (BV421)・conjugated anti・mouse FOXP3 1Mb (clone: FJK・16S,1:100),

PE・conjugated a11ti・mouse cTLA・4 nlAb (clone: UCI0-4FI0・H,1:100)および

Alexa647・conjugated anti・mouselL・10 mAb (clone: JES5-16E3,1:100)の混合溶液

を 100μ1加え,4゜C,暗所条件下で30分間静置した.静置後,1XpenwwashbU丘er

を lm1加え,40oxg で5分間遠心分離し,上清を除去した.1XpenwwashbU丘er

200μ1で懸濁し,ナイロンメッシュ(N、N0355T)を通過させ,5 m1ホリスチ

レンラウンドチューブに回収した. BD FACS Ana Ⅱセノレソーターを用いて,

FOXP3ーホ剛包,1L・10'細胞の害11合および CTLA・4 の mea11 auorescence intensiw

(MFD を解析した.

2.11.統計解析

統計解析には,1BM spssstaticsversion22SofNare を用いた.統計学的有意

差の判定には, Duncan'stest を用い, Pく0.05 を有意差有りとした.相関関係の

半1」定には, pearson'S の相関係数を用いた.



3.結果

3.1. FTY720と病因抗原の併用療法が追加免疫後の再燃に及ぼす効果

完全寛解を誘導するには,免疫応答を単に抑制するだけでなく,免疫抑制状

態の言己億が必要である. FTY720 と病因抗原の併用療法が寛解の維持に及ぼす

影響を明らかとするため,GP1325_339誘導性関節炎症状を呈したマウスをFTY720

単独, GP1325.339単独あるいはそれらの併用療法によって 5日間治療した後,

定期間休薬後, GP1325_339 で追加感作し,臨床症状の変化を経時的に評価した

追加感作後, placeb0群, FTY720単独群およびGP1獅_339単独群では,全個体で

重度あるいは中程度の再燃が確認された(F喰.24).一方, FTY720十 GP1獅_339

併用群では,全個体(n=5)で臨床症状が軽度であり,再燃が顕著に抑制され

た(Fig.24).また,滑膜の肥厚やりンパ球の浸潤も軽度あるいはみられなかっ

た(Fig.25).初回感作42-43日後(追加感作 10-11日後)の臨床症状の程度は,

組織学的な評価と有意に相関していた(相関係数=075,データ非掲載)
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32. FTY720 と病因抗原の併用療法が追加免疫後の抗 humatvmouse GP1325_339

抗体産生に及ぽす効果

Schube札ら[64]は,(1)抗 CD4 抗体を用いた治療による CD4、T 細胞の枯

渇が GP1誘導関節炎を抑制すること,(2) GP1誘導性関節炎マウス由来の lgG

の養子免疫伝達では,関節炎症状を誘導できないことおよび(3) FCγ受容体欠

損マウスでは, GP1 誘導関節炎に対して抵抗を示すことを報告している

Iwanami ら[40]は,抗マウス GP1獅_339誘導性関節炎で,軟骨表面に lgG 沈着

がみられることから,抗GP1抗体がぺプチド誘導関節炎の病態形成に重要な役

割を担うことを報告している.これらの報告は, GP1325.339誘導性関節炎の病態

形成に,病因T細胞および抗GP1325.籾抗体の両方が関与していることを示唆し

ている.本章・第2節で,本併用療法が, GP1325_339に対する T細胞の反応性を

低下させることを明らかとした.本項では,FTY720と病因抗原の併用療法が,

追加免疫後の抗ヒトあるいは抗マウス GP1325.339抗体産生に及ぼす影響を明ら

かとするため,追加免疫後の抗ヒトあるいは抗マウス GP1325.339抗体価を酵素免

疫測定法で測定した.抗ヒトおよび抗マウス GP1325_339抗体価はいずれの群も個

体差が大きく(Fig.26A, B),初回感作42-43日後(追加感作 10-11日後)の臨

床症状および組織学的な評価結果との相関関係はみられなかった
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33. FTY720と病因抗原の併用療法がGITR、非制1卸性T細胞に及ぼす効果

制御性T細胞だけでなく, CD25、CD4、T細胞(非制1卸性T細胞)集団の中1

もGITR を発現している細胞が存在し,自己免疫抑制活性を示すことが知られ

ている[6U. FTY720 と病因抗原の併用療法が, GITR、非制イ卸性 T 細胞の割合

に及ぽす影響を明らかとするため,治療完了時(初回感作14日後)の鼠径りン

パ節由来細胞をフローサイトメトリー解析した. FOXP3、CD4'T 細胞中 G11R、

細胞の割合は, FTY720 + GP1獅_339併用群(12.1士2.0 (平均値士標準偏差))で,

Placeb0 群(8.1士22), FTY720 単独群(9.0士13)および GP1325_339 単独群(8.6士1.9)

と比較して有意に増加していた(Fig.27).本章・第2節で, CTLA、4、非例Ⅱ卸性

T細胞集団が増加することを明らかとしている.また, CD39、非御Π卸性T細胞

集団についても,本併用療法で増加傾向を示した(データ非掲載).増加してい

たGITk非制Π卸性T細胞集団は,CTLA、4、非例Ⅱ卸陛T細胞集団と GITRを共有

しており,類似の細胞集団である可能性が示唆された.一方, CD39、非罰Π釦陛

T細胞集団とは,全く別の細胞集団であった. GITk非制御性T細胞の抑制活

性を明らかとするために, suppression assay (本節・29.参照)を実施した.そ

の結果,GITR、CD25、CD4、T細胞(GnR、非制イ卸性T細胞)は,GITR、CD25、CD4

T細胞(レスポンダーホ畍包)の増殖を有意に抑制した(Fig.28).次に, GITR

CD25 CD4 T細胞を抗CD3/抗CD28 (不溶化)ビーズおよび丘、2 で刺激する

と, GITrcD25、CD4、T細胞(GITR、痢Π卸性T ホ醐包)よりも,有意に丘、10 を

産生するホ剛包の害1合が高かった(GITR、 CD25、 CD4、 T 細胞:03士0.1, GnR、

CD25、CD4-T ホ醐包:1.4士0.1, GITR、CD25、CD4、T ホ醐包 169士3.8; Fig.29).この

丘・10、ホ剛包は,大部分が FOXP3 陰性であった.さらに,刺激後の GITk cD25

CDずT細胞上の CTLA、4 は, GnR、CD25、CD4、T細胞と同程度に高発現してい

た.即ち, Gnk cD25 CD4、T 細胞は,刺激条件下でアナジーマーカーの

CTLA、4 を発現し,かつIL、10 を高産生し,免疫応答を抑制している可能性が示

唆された.以上の結果から,この細胞集団が,本併用療法によって増加し,寛

解の誘導,さらにはその維持に重要な役割を担っている可能性が示唆された

(Fig30)
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"宮.27 1mmunosuppressive ce11 Populations is lnduced by combination Treatment with

FTY720 plus hGP1325.339in lnguina11.ymph Nodes

At day 14 (the end of treatment), ce11S were obtained from inguina11ymph nodes of treated mice.

The percentage of GITR-T ce11S in FOXP3 CD4゛ T ce11S was determined by aow cytometric analysis

The results are shown as mean + SD (n=4). The significance ofdifferences was examined by Duncan'S

test (*denotes pく0.05).
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"容.28 GITR゛CD25- CD4+T ce11S, which had been lndⅡCed by combination Treatment, had

Suppressive Activity

At day 14 (the end of treatment), GITR CD25, GITR-CD25 and GITR'CD25 CD4- T ce11S

Were obtained from inguina1 1ymph nodes of the combination treated mice.(A) violet

auorescence・1abeled GITR CD25 CD4゛ T ceⅡS (5灯04 Ce11S) were cultured with unlabeled、GITR

CD25, GITR、 CD25゛ or GITR CD25、 CD4゛ T ce11S (2.5灯04 Ce11S) presence of lA/1E' ce11S (5洲04

Ce11S) and anti・CD3 mAb (1 μg/ml) for 72 hours. violet auorescence intensity was analyzed by FACS.

(B) percentage of suppression mediate by the each purified ce11S obtained from combination・treated

mice is presented.(C) proliferation index was analyzed by FIOWJo soft、vare. The results are shown as

mean + SD (n=5). The significance ofdifferences was examined by Duncan's test(*denotes pく0.05).
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"套.29 G11R十CD25- CD4+1Ce11S, which had been lnduced by comb加ation Treatment, had

Hi套h Ability to produce of11,,10

At day 14 (the end oftreatment), GITR CD25, GITR CD25 and GITR CD25 CD4 T ce11S

Were obtained from inguina11ymph nodes of the combination treated mice. GITR CD25, GITR-

CD25゛ and GITR+CD25 CD4 T ce11S were restimulated with anti、CD3 anti、CD28 Coated dynabeads

and lL・2 (50 U/mD for 72 hours. The percentage of FOXP3 Ce11S and lL・10 ce11S, and mean

auorescence intensity (MFD of cTLA・4expression were dete柳ined by aow cytometric analysis (three

determinations). The results are shown as mean + SD. The significance ofdifferences was examined by

Duncan's test(*denotes pく0.05).
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Fi套・ 30 Model for lnduction and Maintenance of Remission by combination Treatment with

FIY720 plus path0套enic Anti容en
GITR、CD25 CD4 T ce11S (GITR-non・Treg ce11S),、vhich 、vere induced by combination treatment

With FTY720 plus pathogenic antigen iπνivo, had a suppressive effect 。 T Ce11 Proliferation and
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4 考察

関節りウマチに対する治療は,日和見感染等の副作用の観点から抗原特異的

な免疫寛容の導入が求められている.抗原の投与による免疫寛容治療は,特異

性が高く,自己免疫疾患一般に理想的な治療である.申請者は,本章・第2節

で, FTY720 と病因抗原(GP1325_診9)の併用療法が,(1)病因 T 細胞の細胞死

(アポトーシス)の誘導,(2)病因T細胞の免疫不応答(アナジー)の誘導お

よび(3)制イ卸性T細胞の増殖を介して,効果的に GP1325_郡誘導性関節炎の症

状の進行を抑制していることを見い出した.さらに,追加免疫後も寛解が維持

されることを明らかとした.これらのことから,本併用療法により,病因T細

胞を制御する状態を維持(完全寛解)できる可能性が考えられた

GITRは, CD25、CD4、痢Π卸性T細胞に高発現し,自己免疫寛容の維持に重要

な役害11を担うと考えられている.また, GITR、CD25、CD4'T細胞,即ち, GITR、

非制イ卸性T細胞が自己免疫応答を抑制することも報告されている. uraushihara

ら[65]によって, GITR、CD25、CD4、T細胞が a)炎症性腸疾患に対して抑制

活性を示すこと,(2) GITR、CD25、CD4、T細胞と同等レベルの CTLA、4 を発現

していること,(3)iπνitr0 で CD4、T細胞の増殖を抑制することおよび(4)1L、10

やTGF・βを高産生することを報告している.また, on0 ら[6U も, CD25、CD4、

T 細胞だけでなく, GITR、CD25、CD4、T細胞によっても自己免疫応答が抑制さ

方, shimizU らは,コンベンショナノレ T 細胞れていることを報告している

が活性化した時に, GnR の発現がアップレギュレートされることおよび加

Wか0下で誘導したCD25、CD4、 T 細胞由来 GITr 細胞がCD25、CD4、T 細胞

の増殖抑制活性を示さないことを報告している[48].また, GITR を制1卸性 T

細胞よりむしろ活性化した工フェクターT 細胞のマーカーとする報告もある

[66].従って, GnRは抑制系の細胞に必ずしも発現している訳ではないと考え

られる.しかし,本節で得られた結果からも, FTY720 と病因抗原の併用療法

によって加W叩で,T細胞増殖抑缶W舌性および丘、10の高産生能を有するGnR

非御Ⅱ卸陛 T 細胞を誘導できることが示された. GITR、非御Π卸性 T 細胞は,

FTY720 単独あるいは GP1能5.339 単独では誘導されなかった.このことから,

GITR、非制1卸性T細胞を誘導するには,細胞が密に存在している環境および高

用量の抗原刺激の両方の要素が必要と考えられた
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IL・10 を高産生する細胞として, TypelregulatoryT (TrD 細胞が知られてい

る. Tr1ホ醐包は,丘・10 以外に中程度の TGF・β,1FN、γ,丘、5,少量の丘、2 を産

生し,丘・4 は産生しない[67,68].また,表面マーカーとしては, CD49b や

Iymphocyteactivationgene (LAG・3)を安定かつ選択的にヒトおよびマウスいず

れにおいても共発現していると報告されている[69]. Asnagliら[70]は,Ⅱ型

コラーゲン特異的TCR トランスジェニックマウス由来のホ剛包から加 Wか0で増

加させたⅡ型コラーゲン特異的 Tr1 クローンが,1L、10、1L、4飛且IFN、ym'というサ

イトカインプロファイノレを示し,かつ GITR, granzymeB, CTLA・4 およびCD39

を発現し,このTr1クローンの移入が,コラーゲン誘導性関節炎に対して治療

効果を示すことを報告している.本節で示したFTY720と病因抗原の併用療法

で誘導されたGITrcD25、CD4、T細胞の機能は,今後詳細なサイトカインプロ

ファイルについての検討が必要ではあるが,丘、10を高産生するという点では,

Tr1 細胞と近似している可能性がある.重要なポイントは,この Tr1 様細胞を

FTY720と病因抗原の併用療法が加W如で誘導できることである.この知見は,

病因抗原にFTY720 を併用することで,病因抗原単独では誘導できない新たな

免疫不応答(アナジー)を誘導できる可能性を示唆している

本節で得られた結果より, FTY720 と病因抗原の併用療法が高い免疫抑制活

性を示す細胞集団を誘導することによって,新たな免疫寛容を形態し,効果的

に関節りウマチに完全寛解を導入していることを明らかとした
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小括

本章では,関節りウマチモデル動物のGP1獅_339誘導性関節炎に完全寛解を導

入できるFTY720と病因抗原(GP1325_339)の併用療法による新しい治療戦略を構

築し,その作用メカニズムについて調べ,以下の知見を得た

1) FTY720およびGP1325_339単独療法は,いずれもGP1325_339誘導性関節炎に対し

て優れた発症予防効果を示した

2) FTY720およびGP1325_339単独療法は,いずれもGP1325_339誘導性関節炎に対し

て治療効果を示したものの,その効果は部分的であった

3) FTY720とGP1325_339の併用療法は, GP1325.339誘導性関節炎に対して,①病因

T細胞の細胞死(アポトーシス)の誘導,②病因T細胞の病因抗原に対する

免疫不応答(アナジー)の誘導および③制御性T細胞の増殖を介して,優

れた治療効果を示した

4) FTY720とGP1獅_籾の併用療法で治療した個体で,追加免疫後も再燃が抑制

されたことから,本併用療法は,効果的に免疫寛容を誘導し,完全寛解を

導入できる治療方法であることが明らかとなった

5) FTY720とGP1325_339の併用療法で治療した個体で,細胞活性抑制能を有し,

丘・10高産生能をもつGITr 非制1卸性T細胞(GITR、CD25、CD4、Tネ醐包)が

増加していた.このことから,併用療法特異的に加WWで増加したGnR、非

制御性T細胞が免疫寛容の成立に大きく関与している可能性が示された
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結 毛五
ロロ

本研究で得られた成果は以下の通りである

多発性硬化症モデル動物の実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)において

D FTY720 は,優れた速効性の改善効果を発揮するが,休薬後,二次りン

パ組織に隔籬されていた病因抗原特異的 Th細胞の再循環および再活性

化に伴う重篤な再燃が生じることを明らかとした

2) D でみられた再燃を, FTY720および病因抗原(MOG35_55)の併用投与

が,病因りンパ球の二次りンハ組織から脊髄への移1予性を低下させ,抑

制できることを明らかとした

関節りウマチモデノレ動物の glucose・6・phosphate isomerase peptide (GP1325_339)誘

導性関節炎において

D FIY720および病因抗原(GP1獅_339)単独治療は,単独で優れた発症予防

効果を示した

2) FTY720 およびGP1325'籾単独治療での,発症後の治療効果は部分的であ

つた.

FTY720 と GP1325_339の併用治療が,治療早期から優れた効果を示し,病

勢の悪化を顕著に抑制できることを明らかとした.治療完了時のりンハ

節内では,アポトーシス細胞,免疫抑制分子(CTLA、4, PD、D を発現し

たT細胞および制御性T細胞が増加していた

FTY720 と GP1325_339の併用治療が,追加免疫後の再燃を抑制できること

を明らかとした

FTY720 と GP1325_339の併用治療が,T%剛包増殖抑制活性を持ち丘・10 を高

産生する GnR、非制御性T細胞(GITkcD25、CD4、Tホ醐包)の誘導を介

して,免疫寛容を導入している可能性を見い出した

自己免疫疾患一般に,効果的かつ安全に病態形成の主軸となる自己免疫応答

を制御し,長期間の寛解状態を誘導および維持させるには,単に免疫応答を抑

制するのではなく,病因りンパ球に対して,特異的に免疫不応答(アナジー)
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を誘導し,その状態が言己億として植付けられるような治療が理想である.本研

究で見い出した「FTY720 と病因抗原の併用療法」に期待できる特色を以下に

刀ゞす

D 病因抗原を用いた治療であるため,病因りンパ球特異的な免疫応答制御

が期待できる

2) FTY720のりンパ球の二次りンパ組織への隔籬作用が, D の効果を高め

る(効果的)ことが期待できる

FTY720 は, T 細胞や B 細胞の増殖,活性化には影響を示さないため,

タクロリムス水和物,シクロスポリン等の免疫抑制薬とは異なり,重篤

な日和見感染等の有害事象のりスクは低いと考えられる.即ち,安全性

が担保できる

生体内で,「病因抗原」の静脈内投与による高用量の抗原暴露環境および

「FTY720」による二次りンパ組織内の細胞高密度状態が生み出され,抑

制能が高い細胞が効果的に誘導され,さらにはそれらの細胞によって寛

解状態が維持されることが期待できる

本研究で見い出した「FTY720 と病因抗原の併用療法」は,自己免疫疾患

般に,効果的かつ安全に免疫寛容を誘導し,完全寛解を導入できる可能性を秘

めている.本治療方法の作用メカニズムをさらに詳細に解明し,般化できれ

ば,これによる臨床的貢献度は極めて高い
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