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論文内容の要旨

【目的】

抗原特異的な T細胞の活性化には， T細胞レセプターを介した抗原認識シグナルだけでは不十分で，抗原提示細胞

上に発現する B7-1 あるいは B7 一 2分子といった costimula tory molecule と， T細胞上の CD28 との結合による

costim ula tory シグナルが必要で、あることが明らかとなってきた。この costimulatory シグナル非供与下に T細胞レ

セプターを介した抗原認識シグナルを与えられたT細胞は活性化されないだけでなく，不応答状態 (clonal anergy) 

に陥ることが示されている。近年これら costimulatory molecule の腫傷免疫における役割が注目されており， B7-

1強発現腫蕩細胞による腫虜免疫の誘導が試みられている o

肝細胞癌 (HCC) に対する治療は，手術・肝動脈塞栓術 (TAE) ・アルコール注入療法 (PEIT) ・化学療法などに

よる集学的治療によってその予後は改善しつつあるが，依然ほとんどの症例で再発を認め，既存の治療法に加えより

確実な肝細胞癌に対する新たな治療法が求められている D 肝細胞癌における B7-1あるいは B7-2分子といった

costimulatory molecule の発現と， B7-1遺伝子の遺伝子導入による腫蕩免疫の誘導に関する検討は未だなされて

いなし、そこで本研究においては， ヒト肝癌細胞における costimulatory molecule である B7 -1 (CD80) 分子と B

7-2 (CD86) 分子の発現を検討し，さらにヒト B7-1遺伝子導入肝癌細胞による細胞障害活性誘導能を検討した。

【方法ならびに成績】

今回の検討には 7 つの肝癌細胞株 (Hep3B， HepG2 , Huh-6 , Huh-7 , HB61 1, PLC/PRF/5 , KYN-3) 

を用いた。各肝癌細胞より RNA を抽出し， RT-PCR 法にて B7-1及びB7-2の発現を検討した。またリン酸緩衡

液に肝癌細胞を溶解し抗ヒト B7-1抗体，抗ヒト B7-2抗体，抗 HLA class 1 抗体と反応させ， flow cytometry を

施行した。各分子の陽性細胞率を isotype con trol の抗体を用いてラベルした細胞を対照として検討したD これら分

子の発現が，免疫を修飾するサイトカインによって誘導されるかどうかを検討するために interferon 一 α ， interｭ

feron -r , interleukin -12を添加し， 24時間後に B7-1及びB7-2の発現を flow cytometry によって評価した。

次にヒト肝癌細胞 Hep3B 細胞にヒト B7-1遺伝子を遺伝子導入し， B7-1強発現肝癌細胞を作製した。健常人よ

りリンパ球を採取し 5 X10 6 個のリンパ球と ， 1 X 10 6 個のマイトマイシン C処理をした B7-1強発現肝癌細胞を用

いてリンパ球腫虜混合培養を施行し， 14 日目に親株肝癌細胞を標的にクロムリリース法にてリンパ球の細胞障害活性
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を検討した。

RT-PCR 法の結果，全ての肝癌細胞において messenger RNA レベルにおける B7-1およびB7-2の発現が確認

されたo flow cytometry の結果，全ての肝癌細胞において B7-1分子， B7-2分子及び HLA class 1 分子の発現が

みられた。しかし， B7-1分子及びB7-2分子の陽性細胞率は全ての肝癌細胞にて低率で10%以下であった。一方，

5 つの細胞株では HLA class 1 分子の発現は97%以上発現しており，残りの 2 つの細胞株でも約30%程度発現して

おりいずれの細胞でも B7-1分子 B7-2分子より HLA class 1 分子の方が強発現していた。

B7-1分子の発現は，ほとんど全ての肝癌細胞株において interferon -α 刺激及び interferon 一 γ 刺激によって

濃度依存性に発現増強を認めたが， B7-2分子の発現は，一部の肝癌細胞株において濃度依存性に発現増強を認めた

のみであった。しかし， いずれの発現の増強も抗原提示細胞上の発現と同程度まで強発現とはならなかった。

in ter leukin -12刺激では，いずれの肝癌細胞においても B7-1及び B7-2分子の発現は誘導されなかった。

B7-1遺伝子をヒト肝癌細胞 Hep3 B 細胞に遺伝子導入することで， B7-1強発現肝癌細胞が作製された。これを用

いたリンパ球腫蕩混合培養の結果， B7ー 1強発現肝癌細胞によって誘導されたリンパ球は親株肝癌細胞に対して強い

細胞障害活性を示したのに対し，親株肝癌細胞株で誘導されたリンパ球はほとんど細胞障害活性を示さなかった。こ

の B7-1強発現肝癌細胞によって誘導された細胞障害活性は HLA class 1 抗体によって減弱したが， HLA class II 

抗体によって変化がなかった。また Hep3B 細胞と HLA class 1 を全く共有しない Huh 一 7細胞を標的とした場合に

は， B7-1強発現 Hep3B 細胞によって誘導されたリンパ球は Huh -7細胞に対して細胞障害活性を全く示さなかっ

Tこ o

【総括】

ヒト肝癌細胞表面に B7-1及び B7 一 2の発現を認めたが，低発現であり，サイトカイン刺激によっても，抗原提示

細胞上の各分子の発現と同程度までは増強されなかった。 in vitro において， ヒト肝癌細胞に B7-1遺伝子を導入し

強発現させることにより，健常人の末梢血単核球から肝癌細胞上の HLA class 1 を認識する CD8陽性 CTL 活性が誘

導された。以上の結果は， B7-1遺伝子を用いた肝細胞癌に対する免疫遺伝子治療の臨床応用への可能性を示唆する

ものであった。

論文審査の結果の要旨

抗原提示細胞上に発現する B7-1あるいは B7-2分子といった costimulatory molecule は， T細胞上の CD28との

結合によって costimulatory シグナルを供与し，抗原特異的な T細胞の活性化において重要な役割を果たしている。

近年これら costimulatory molecule の腫蕩免疫における役割が注目されているが，肝細胞癌におけるこれら分子の

発現と， B7-1遺伝子の遺伝子導入による腫虜免疫の誘導に関する検討は未だなされていない。

本論文では， ヒト肝細胞癌細胞表面における B7-1及びB7-2の発現に関して， ヒト肝癌細胞上のこれら分子は低

発現であり，免疫を修飾するサイトカインの刺激によっても， professional な抗原提示細胞上の各分子の発現と同程

度まで増強されないことを明らかにした。また in vitro の系において， ヒト肝癌細胞に B7-1遺伝子を導入し強発現

させることにより，健常人の末梢血単核球から肝癌細胞上の HLA class 1 を認識する CD8陽性 CTL 活性が誘導され

ることを明らかにした。

本研究で得られた知見は， B7-1遺伝子を用いた肝細胞癌に対する免疫遺伝子治療の臨床応用への，基礎的な論拠

を提示するものと考えられるo

従って，本論文は，学位に値するものと認める。
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