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論文内容の要旨

【目的】

I 型糖尿病に対して、インスリン産生細胞を移植する勝島移植は全勝移植に比して合理的であり、また非侵襲的な

治療法と考えられる。しかし、勝島移植の一年生着率は 10%以下であり、全勝移植と比べて著しく成績が悪い。これ

までの解析から、勝島細胞自身は抗原性が低いことが知られているが、臨床的には勝島移植に平行して施行されるこ

との多い腎移植や輸血あるいは勝島細胞に混在する抗原提示細胞などにより、レシピエントのアロ抗原に対する反応

性が充進している場合が多く、勝島移植の成績を向上させるためには勝島細胞に対する拒絶反応を抑制することが重

要である。そこで、私はマウス勝。細胞 MIN6 を用い、免疫抑制活性を持つ CTLA4-Ig を遺伝子導入することにより

DST (donor specific transfusion) によって誘導される MIN6 細胞の拒絶反応を抑制する事を試みた。

[方法ならびに成績】

CTLA4-Ig は CTLA4 の細胞外領域と IgG の Fc 領域を連結させた分泌型融合蛋白質であり、T 細胞の抗原認識の成

立に重要な副刺激伝達経路 CD281B7 経路を遮断する。この CTLA4-Ig を C57BL/6 (H-2b) 由来勝。細胞株 MIN6

に導入し、 CTLA4・Ig を構成的に発現する CTLA4-IgIMIN6 細胞を樹立した。 CTLA4-IgIMIN6 は、親株同様に生理

的グルコース濃度依存性にインスリンを分泌した。また、 CTLA4-IgIMIN6 により産生された CTLA4-Ig は B7 発現

細胞に特異的に結合し、アロ抗原刺激に対する T細胞の増殖応答を強く抑制した。親株のMIN6細胞は、 streptozotocin

で糖尿病を誘発した C3H/Hej (H-2k) マウスの腹部皮下に移植すると、 C57BL/6 マウス牌臓細胞を用いた DST 依存

的に拒絶される。そこで、この移植片拒絶モデルを用いて、遺伝子導入した CTLA4-Ig の MIN6 細胞の生着延長効果

を、レシピエントの血中グルコース濃度を指標に解析した。その結果、親株は全て移植後 14 日以内(平均生着日数:

10.7:!:2.2 日)に拒絶されたのに対し、 CTLA4-IgIMIN6 は、 12 匹中 7 匹が移植後 20 日以上生着した(同:40.5:!: 30.7 

日)。移植後 8 日目に移植片を採取し、移植片における MHCclass 1 の発現と T 細胞の浸潤を免疫組織学的に解析し

た。その結果、 CTLA4-IgIMIN6 では、 MIN6 細胞で認められた MHCclass 1 発現の増強および T 細胞の浸潤が強く
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抑制されていることが認められた。また、 CTLA4-IgIMIN6 に認められた生着期間の延長は、 CTLA4 に対する中和抗

体を投与することにより消失することが確認された。次に、親株と CTLA4-IgIMIN6 を両対側に同時に移植し、それ

ぞれの生着を検索した。その結果、移植後 21 日目において正常血糖を維持しているマウスから CTLA4-IgIMIN6 を

摘出すると全例高血糖となったことから、 MIN6 に発現させた CTLA4-Ig は反対側の MIN6 の生着延長には寄与する

ことはなく、 CTLA4-Ig による生着延長効果は局所的な免疫抑制作用によるものであることが示唆された。また、

CTLA4-IgIMIN6 により正常血糖を維持しているマウスにおいて、血清中 CTLA4-Ig は移植後 6 日日では、 200"-'400

ng/ml であり、移植後 14 日以降では検出不能(<3 ng/mD となるのに対して、免疫組織学的な解析から移植片局所

では移植後 72 日以降も CTLA4・Ig の発現を認めたことから、移植片局所に存在する CTLA4-Ig が生者延長効果と密

接に関連することが示唆された。

【総括】

醇 3 細胞株 MIN6 細胞は、 DST 処置したレシヒ。エントマウスに速やかに拒絶される。この拒絶反応に対して、遺

伝子導入により MIN6 細胞に発現させた CTLA4-Ig は抑制効果を示し、 MIN6 細胞の生着期間を有意に延長すること

が確認された。また、この移植片拒絶モデルにおいて、 CTLA4-Ig による拒絶反応の抑制は局所的であり、移植片局

所で産生される CTLA4-Ig が重要な役割を担うことが示唆された。これらの結果より、遺伝子導入により発現させた

免疫制御分子による局所的な拒絶反応の抑制が、臨床的な勝島移植技術の確立に有用であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

I 型糖尿病の治療法として、勝島移植は実験段階から、実用段階に入ろうとしている。梓島細胞自身は抗原性が低

いことが知られているが、臨床的には勝島移植に平行して行われることの多い腎移植や輸血などによりレシピエント

の移植片に対する反応性が充進している場合が多く、勝島細胞に対する拒絶反応の抑制技術の開発が望まれている。

本研究はマウス勝。細胞株 MIN6 が生理的なグルコース濃度に反応しインスリンを分泌することに着目し、 MIN6 細

胞を移植片として用いて、 DST (donor specific transfusion) 依存的に拒絶されるモデル系において、遺伝子導入に

より勝。細胞に発現させた免疫抑制性分子 CTLA4-Ig が有意な生着延長効果を示し、拒絶反応を局所的に抑制するこ

とを明らかにした。本研究で得られた知見は、勝島細胞への免疫制御分子の遺伝子導入による拒絶反応の制御という

新しい移植技術の開発に有用であり、学位授与に値するものと認める。
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