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論文内容の要旨

【目的】

プログラムされた細胞死(アポトーシス)は、個体にとって不必要になった細胞、および有害になった細胞の除去

に大きな役割を果たしている O

Fas リガンド (FasL) は TNF 群に属するサイトカインであり、 “a death factor" として、その受容体 Fas に結

合すると、 caspase と呼ばれる一群のプロテアーゼファミリーの活性化を引き起こし、アポトーシスを誘導する o

Fas は T 細胞、 B 細胞、肝臓、心臓といった様々な組織で恒常的に発現しているが、 Fas リガンド (FasL) は活性

化された T細胞および NK 細胞で強く発現している o Ipr・マウスは、 Fas に変異を持つマウスであり、大量の非腫蕩

性の異常T細胞を蓄積し、リンパ節腫や牌臓肥大をひき起こす。また、自己に対する抗体である抗 DNA 抗体を産生

し、免疫複合体型の糸球体腎炎を誘発し、全身性エリテマトーデス (SLE) 様の自己免疫疾患にかかり死亡する o こ

の炉r マウスの研究から、 Fas/FasL システムは末梢における自己反応性T細胞の選択的なクローン除去に関与して

いると考えられる。すなわち、様々な刺激によって T細胞は活性化され増殖し、役目を終えると収束に向かう。この

際の活性化T細胞の down-regula tion に Fas/FasL システムが作用している。それでは、伊r マウスで見られる、自

己抗体の増加、自己免疫疾患はどのような機構で起こるのであろうか。 T細胞に関する Fas の関与に比べ、 B 細胞

における Fas/FasL システムの生体内での役割は明らかにされていな L 、。そこで本研究は、 B 細胞での Fas/FasL

システムの役割を個体レベルで解明することを目的とした。

【方法ならびに成績】

Fas を伊r マウスの T細胞で特異的に発現させ、組織特異的に Fas の欠損を機能回復させたトランスジェニックマ

ウス (Tg) を作製し、免疫学的手法を用いて解析した。すなわち、 T細胞でのみ発現するたk プロモーターの下流に

Fas 遺伝子を結合したハイブリッド遺伝子を炉r マウスの卵に導入し、 Fas を T細胞でのみ発現するマウスを作製し

た。 Northern Blot 法、フローサイトメトリー法の解析により、このマウスでは T リンパ球でのみ Fas を発現して

おり、 B リンパ球、肝臓、心臓では Fas の発現は認められなかった。また、マウスの牌臓より得たリンパ球を

Lipopolysaccharide (LPS) 存在下で52時間、 37
0

Cで培養し、その後、 IgM+B 細胞における Fas の発現を検討した。

その結果、野生型では、 Fas の発現は活性化により上昇したが、争r および Tg では Fas の発現は認められなかった。

また、野生型マウスから調製したT細胞も、活性型 B細胞も FasL の添加により死滅したが、 Tg マウスからの細胞
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では、 T細胞のみが死滅し、 B細胞は完全に抵抗性を示した。以上より、このマウスは、 T細胞でのみ機能的 Fas

を発現していることが確認された。

つぎに、このマウスの血清およびリンパ球を用いて、その病理学的な検討を行った。 17週齢の Tg マウスで、伊r

マウスで見られたリンパ節腫、および牌臓肥大は完全に治癒していた。またこれらの原因と考えられる異常T細胞の

蓄積は見られなかった。このことは、伊r マウスにおける異常T細胞の蓄積は、 Fas が T細胞で機能しないことによ

ることを示している。しかし、この Tg マウスでは、リンパ節、牌臓において、 B細胞の割合が増えていた。すなわ

ち、 B 細胞の数は、牌臓で 3 倍に、リンパ節では約40倍に増えていた。そこで， 5-7 カ月齢のマウスの血清中の

immunoglobulin 量および抗 DNA 抗体量をラジアルイムノデイフュージョンアッセイおよび ELISA 法を用いて検

討した。その結果、 B細胞が末梢で増えている Tg マウスおよび炉r マウスで、 IgG1 および IgG2a では野生型の 2-

3 倍に、また抗 DNA 抗体においては 5-6 倍の値を認めた。さらに抗マウス Igs を用いた免疫組織化学法により、

これらのマウスの糸球体では免疫複合体が沈着していることが認められ、 Hematoxylin・Eosin (H-E) 染色にて、こ

のマウスの糸球体は腎炎を起こしていることも示された。このことより、伊r マウスにみられる自己抗体の産生、糸

球体腎炎は B細胞での Fas の欠損によると結論された。

【総括】

Fas/FasL システムによるアポトーシスは活性化T細胞の除去ばかりでなく、自己反応性B細胞、活性化B細胞の

除去にも関与している。

論文審査の結果の要旨

福山英啓氏の本論文は、 B細胞のアポトーシスにおける Fas/Fas リガンドシステムの役割について検討したもの

である。 Fas 遺伝子の loss-of-function 変異をもっ、突然変異マウス MRL-lpr は、 lymphadenopathy や

splenomegary を引き起こし、自己免疫疾患を発症する。このマウスに T細胞特異的に働くことで知られている

proximal lck promoter の下流にマウス Fas cDNA を連結し、 MRL-lpr 匪に注入し、トランスジェニックマウスを

作成した。このマウスでは、 T細胞でのみ機能的な Fas を発現し、 B 細胞では活性化しても発現は見られなかった。

これらのマウスでは、 lymphadenopathy が見られなくなったことから、 lymphadenopathy は T細胞における Fas

の欠損が原因であることが明らかとなった。また末梢において B細胞数が増え、自己抗体を産生し、糸球体腎炎を引

き起こすことから、 MRL-lpr の自己免疫疾患は B細胞での Fas の欠損が原因であることが示唆された。さらに、 T

細胞、 B細胞の両方で Fas が発現する MRL-lpr トランスジェニックマウスを作成し、解析した結果、 B細胞の蓄積

は見られず、自己免疫疾患は緩慢になったことから、 B細胞におけるホメオスタシスに Fas/Fas リガンドシステム

が重要な働きを担っていることが、明らかとなった。

本研究は、以前から考えられていた、 MRL-lpr マウスの自己免疫疾患の原因が異常T細胞の蓄積による 2 次的な

要因ではなく、 B細胞での Fas/Fas リガンドシステムの機能不全により、自己反応性 B細胞のアポトーシスによる

除去が行われなくなったことが原因であることを証明したことになる。このことから福山英啓氏は Fas/Fas リガン

ドシステムが B細胞における自己寛容に重要な役割を担っていることを明らかにし、自己免疫疾患の病因を理解する

上で重要な研究であり、学位論文に値する o
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