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論文内容の要旨

近年免疫系、神経系の両系が、共通の情報伝達物質、またその受容体を介して、それぞれの系だけでなく系相互間

で情報を伝達しあっていることがわかってきているO その 1 っとして神経ペプチドは、神経系、内分泌系、免疫系聞

の情報伝達を調節する重要な役割を果たしている。カルシトニン遺伝子関連ペプチド CCGRP) は37アミノ酸からな

る神経ペプチドで、中枢神経系や末梢神経系で発現し、強力な血管弛緩作用を持つことが知られている。また

CGRP とその受容体は神経組織の他に胸腺や牌臓などのリンパ組織に分布していることが報告されている。 CGRP

は胸腺細胞の生存やマイトジェンで刺激した牌細胞の増殖能活性化を阻害することが知られている。 CGRP は受容

体の下流シグナルとして G タンパク質を介して細胞内 cAMP 濃度を上昇させ、さらに PKA の活性化を誘導する。

また免疫系においてへルパー T細胞はサイトカイン産生パターンから Thl、 Th2の 2 つに分けられる。 Thl 細胞は

IL-2、 IFNr を産生し、移植片拒絶反応や自己免疫疾患などに関与し、 Th2細胞は IL-4、 IL-5を産生し、寄生虫感染

やアレルギ一反応に関与している。

本研究の目的の 1 つは PKA を活性化させると考えられる CGRP がへルパ-T細胞の活性化や分化にどのような

影響を及ぼすのかについてであるo もう 1 つはへルパーT細胞の活性化で上昇する PKA 活性が、ヘルパーT細胞の

活性化や分化においてどのような役割を持っているかについてである。これら 2 つのアプローチにより検討すること

でへルパーT細胞における PKA の役割を解明しようと試みた。

まず CGRP 刺激がへルパー T細胞からのサイトカイン産生にどのような効果を持つのかを調べるため、 IL-2や IL-

4、 IFNγ の産生量の変化について検討した。へルパー T細胞を抗 CD3抗体のみ、または抗 CD3抗体と抗 CD28抗体

で刺激した結果、 CD3単独刺激では CGRP はlnM という低濃度でも各サイトカイン産生をすべて抑制したが、 CD

28からの刺激が入ることによって IL-2や IFNγ の産生パターンは CD3単独刺激時と同様に抑制傾向にあったが、 IL-

4産生は促進していた。このことから CD28からの補助刺激の存在が CGRP による IL-4産生への効果を大きく決めて

いることがわかった。 CD28からの補助刺激が生体内での活性化をより正確に反映していることから、生体内におい

て CGRP がこのようなサイトカイン産生の特異性を持って作用していることがわかった。

CGRP 受容体の下流シグナル伝達因子として最も有名なものに cAMP の産生がある o そこで cAMP の膜透過性ア

ナログである dibutyryl-cAMP が CGRP と同様に IL-4産生に作用するのか検討したところ、容量依存的に IL-4産生

が CD3単独刺激では抑制、 CD3/CD28共刺激では促進されることがわかった。このことから CGRP 受容体の下流シ
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グナルとして cAMP の活性化が 1L-4産生の制御に重要であることがわかった。次に CD3/CD28共刺激が、 CGRP

添加による細胞内 cAMP 濃度の上昇をどのように変化させるのかについて調べた。その結果、 CGRP 刺激だけでな

く、 CD3/CD28共刺激においても同様に cAMP の産生が認められた。また CD3/CD28と CGRP の両方で刺激すると、

cAMP 産生量は相加的に上昇した。この現象は、 cAMP のターゲットである PKA の活性化についても同様であっ

fこo

そこで CD3/CD28共刺激時の PKA の活性化を阻害することによって 1L-4産生に何か影響を及ぼすのか検討した。

その結果、 CD3刺激時では阻害剤の効果は見られないが CD3/CD28共刺激時では組害剤で顕著な抑制が見られた。

この結果より CD3/CD28共刺激時における cAMP-PKA 経路の活性化は、 1L-4産生促進において非常に重要な要因

であることがわかった。

次にヘルパ-T細胞内のシグナル伝達経路において PKA から 1L-4産生までの過程を解析した。 CD28を高発現さ

せた Jurkat 細胞を用いて、ルシフエラーゼアッセイにより T細胞活性化に関与するシグナル伝達経路の活性を調べ

た。その結果、 1L-4産生パターンと同様に CD3/CD28共刺激時に cAMP による顕著な活性化が認められた伝達分子

は NF-AT であった。また CD3刺激時は PKA 阻害剤を添加しても NF-AT の活性に変化は認められないが、 CD3/

CD28共刺激時において PKA を阻害すると NF-AT の活性は抑制された。以上の結果より、 cAMP-PKA 経路の下流

に NF-AT が存在していることがわかった。 1L-4産生には NF-AT の活性化が非常に重要であり依存性も高いことが

知られている。このことから cAMP-PKA 経路により活性化された NF-AT によって 1L-4産生の増強が見られたと

考えられる o

次に 1L-4産生を促進させる cAMP 産生が Thl/Th2分化に関わっていな L 、か検討した。その結果、 CD3刺激に比べ

て CD3/CD28共刺激の方が約 5 倍 Th2に分化している割合が高くなっていた。この CD3/CD28共刺激に PKA 阻害

剤、 H89を添加すると Th2分化が大きく抑制され、 CGRP を添加すると Th2分化は有意に促進された。

結論として、 l つ目はヘルパー T細胞の活性化において CGRP もしくは cAMP は 1L-4産生を CD3単独刺激時に

は抑制させたが、 CD3/CD28共刺激時には cAMP-PKA-NF -AT という経路を介して促進させた。また 2 つ目とし

て、 CD3/CD28共刺激による Th2分化の促進も cAMP-PKA 経路の活性化を介していて、 cAMP を産生させる

CGRP はさらに Th2分化を促進させることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

近年免疫系と神経系が、共通の情報伝達物質やその受容体を介して、相互に関係しあうことがわかってきた。中で

も神経ペプチドは、神経系と免疫系間の情報伝達を調節する分子として興味が持たれている o カルシトニン遺伝子関

連ペプチド CCGRP) は中枢神経系や末梢神経系に発現し、強力な血管弛緩作用を持つ。また CGRP とその受容体

は神経組織の他に胸腺や牌臓などのリンパ組織に分布していることが報告されている。 CGRP はリンパ球の増殖・

活性化を阻害することが知られているがその詳細は明らかではな L 、。そこで T細胞活性化における CGRP の生物活

性について検討した。

(1)T細胞を抗 CD3 抗体、または抗 CD 3/CD28抗体で刺激したところ、 CGRP は前者では種々サイトカイン産生を

抑制したが、後者では 1L- 4 産生を著明に促進した。

(2)CGRP 受容体の下流シグナルとして cAMP 産生がある。 dbcAMP は、容量依存的に 1L- 4 産生を CD 3 単独刺激

では抑制、 CD3 /CD28共刺激では促進した。

(3)CGRP 刺激だけでなく、 CD3 /CD28共刺激でも細胞内 cAMP 濃度は上昇した。

(4) この現象は、 cAMP のターゲットである PKA の活性化でも確認できた。

(5)PKA 阻害剤は、 CD3 /CD28共刺激時の 1L-4 産生を抑制した。

(6)CD28を高発現させた Jurkat 細胞を用いた luciferase asassay で、 CD 3 /CD28共刺激時には NF-AT が活性化さ

れ、また PKA 阻害剤は NF-AT 活性を抑制した。

(7)CD 3 /CD28共刺激時に CGRP を添加すると Th 2 分化は有意に促進され、 PKA 阻害剤を添加すると Th 2 分化が

-605-



大きく抑制された。すなわち、 cAMP-PKA 経路の下流に NF-AT が存在していることがわかった。

1L-4産生には NF-AT の活性化が非常に重要であり依存性も高いことが知られている。以上の結果を総合して、

CGRP-cAMP-PKA 経路により活性化された NF-AT によって 1L-4産生の増強が誘導されたと考えられる。これら

の成果は、 T細胞活性化における cAMP-PKA 経路の重要性を明らかにしただけでなく、気管支端息を始めとした

種々のアレルギー性疾患の発症と増悪が、免疫系のみならず神経ペプチドによって調節される可能性を分子レベルで

明らかにしたものであり、新しい医薬品開発に貴重な貢献をすると思われ、薬学博士の学位を授与するにふさわしい

ものと考える o
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