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(はしがき)

過去に我々は､勝原病疾患モデルマウスにおいて2つの｢正常化｣

突然変異を兄いだした｡本研究は､この2つの遺伝子変異が､どの
′

ように勝原病を抑制しているのかを明らかにし､その病態理解にも

とづき免疫･炎症性疾患の新たな治療法を提案し､さらに､動物実

験でその有効性を検証することを目的に実施された｡以下に､その

研究成果を報告する｡
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研究成果

1.研究の背景と目的

最近､ヒトを含めた多くの生物種のゲノム塩基配列が明らかにされ､仮想遺

伝子までも含む､ほぼ全遺伝子の情報が利用可能な時代に入った(ポストゲノ

ム時代)｡その結果､ポジショナルクローニングなどの遺伝解析において飛躍的

な効率化が実現されており､今後､疾病の遺伝要因の解明にも大きな進展が期

待される｡

私たちは､勝原病疾患モデルマウスの中から正常化マウスを分離し､そこに

｢正常化｣の原因となった突然変異､すなわち勝原病抑制変異の同定を試みて

きたo　この方法の利点は､変異遺伝子の正常機能が勝原病の発現､特に生命予

後に関わる病的カスケードにクリティカルな役割を果たしていると考え得るこ

とにある｡実際これまでに､ポストゲノムの遺伝子情報を活用することにより､

2種の勝原病抑制変異の同定に成功している(論文準備中､ 1種は特許申請済

み)｡さらに､これらの変異マウスの詳細な解析から､勝原病の病態に関わる新

たな分子や組織傷害のエフェクター細胞が想定されており､現在､この新しい

着想を基に新たな疾患制御法を想起するに至っている｡

本研究で扱う2つの勝原病抑制変異は､元来､重篤な勝原病を若年時に発症

して､その為に短命となるMRL/1prとEOD(1pz.とyaaを持つ)のマウス2系統に

独立に生じた自然突然変異である｡興味深かった点は､いずれの変異マウスも

健やかに延命するようになり､外見のみならず病理組織学的にも｢正常化｣を

示したことである｡これまでの解析から､それぞれ､ SAP(SLAM-associated

protein ; xlp)と新規タンパク質(シナモン; cl'DD)の欠失変異であることを突
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き止めており､前者はヒトの先天性免疫不全病　XLP (X-linked

lymphoproliferative disease) ､後者はヒトでアルビニズムと血小板機能不全

を示すHermansky-Pudlac症候群の原因遺伝子であることが分かった｡以上を

′

踏まえて､本研究で明らかにする具体的な項目を以下に挙げる｡

i) sAPやシナモンタンパク質が､どのような作用機序で､また､どのようなェ

フェクタ-細胞あるいはインデューサー細胞を介することによって勝原病

発症に関係しているのかを明らかにする｡

止)勝原病に関わるSAP依存性受容体を明らかにする｡その上で､可溶性受容

体などによる勝原病抑制治療をマウス疾患モデルで試みて有効性を評価す

る｡

ih)血小板機能と勝原病(腎炎､血管炎､関節炎)の関連性を明らかにする｡

その上で､血小板抑制や血小板をvehicleとしたドラック･デリバリーを

勝原病抑制治療法として試みて有効性を評価する｡

iv)腫癌転移や気道過敏症と血小板機能の関係を明らかにするoその上で､ H)

に記した治療法を腫疲転移や気道炎症の抑制に対して試みて有効性を評価

する｡

勝原病(特に関節リュウマチ)の治療は､これまでに､ステロイド剤､メソ

トレキセ-トなどによる非特異的な免疫･炎症抑制が主であったが､最近､抗

TNF抗体などの生物製剤よる治療の有効性が示され､その台頭の兆しを見せてい

る｡アレルギー性疾患を含む免疫･炎症性疾患全体に論点を広げれば､リンパ

球受容体､炎症性サイトカイン･ケモカイン､炎症性の転写因子をターゲット

にした生物製剤や遺伝子による治療法が試されている現状にある｡本研究の3
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年間で､我々が独自に発見した｢正常化｣マウスを活用することにより､勝原

病の病態発生に関わる重要な分子や細胞を明らかにし､自己免疫や炎症病態に

関する新たな視点を生み出すことを目的とした｡さらに､トランスレーショナ

ルリサーチとして新しい治療法開発にも取り組む｡
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2.研究結果

(1)平成16年度

′

i) ｢1-1.糸球体腎炎と血小板機能｣について

急速進行性糸球体腎炎(RPGN)の若年発　A

症により早期死亡するEODマウスの中に､

毛色の淡色化(シナモン色)とともに顕著

な延命を表現型とする自然突然変異種を

兄いだした(図1)｡本研究では､この突

然変異に伴う病態や免疫･炎症細胞機能の

変化を明らかにする目的で､変異遺伝子の

同定と表現型の詳細を解析した｡その結果､

病理組織学的にはRPGNの顕著な改善が認め

られた(図2)｡また､免疫･炎症細胞機能

の変化を解析したところ､血清抗体価､キ

ラーT細胞やNK細胞の細胞傷害活性､マ

スト細胞活性には有意な変化は認められな

鮒

一BJuNrL9%

8　　　　1(氾　　　　200　　　300　　　　408

dg8

図1.変異マウスの表現型

100　　　2(0　　　380　　　400

EET=

A,変異マウス(mat)には毛色の淡色化が見られる｡

B,変異マウスには寿命の延長が認めらる｡

こ1'./

Y.:･i::li:it..堅I:<-::i二.二･t : ;.嘘

図2.変異マウスにおける糸球体腎炎の改善

変異マウス(nut)では､半月体形成(*)や尿細管

内の硝子円柱形成(**)が認められない｡

かった｡一方､変異マウスに出血時間の延

長､血小板セロトニン､ ATPの低下､血小板凝集能の低下が認められた(図3)｡

また､電子顕微鏡観察により､変異マウスの血小板では血小板細胞内デルタ頼

粒内のdense bodyが欠損していることが明らかとなった(図4)｡
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Time

図3.血小板凝集の試験

図4.血小板の電子顕微鏡俊

変異マウス(nut)の血小板のデルタ頼粒(矢印)

にはelectron dense body形成が見られない｡

変異マウス(nut)の血小板はコラーゲンやトロン

ビンに対する凝集反応の低下が認められるo　　　毛色の変化を指標に､マイクロサテラ

イト多型を利用した遺伝連鎖解析を行った｡連鎖解析には､日本固有種である

野生マウスMSMとの交配で得られた仔マウス3 5 8匹を用いた｡その結果､カ

プチーノ遺伝子(Cno)の翻訳領域に一塩基の欠失変異を認めた｡また､この変

異はカプチーノ遺伝子のフレームシフトの原因となっていた｡カプチーノ蛋白

に対する抗体を用いたウェスタンプロット解析により､変異マウスにはカプチ

-ノ蛋白の発現がないことを示した(図5)0

カプチーノ蛋白は､リソゾ-ム形成に重要

な働きを為すことが知られている｡カプチー

ノ遺伝子変異は､血小板のオルガネラ形成不

全を起こすことにより血小板機能を障害し､

RPGN病態の発生を抑制したものと考えられた｡

RPGNの病態発生には血小板機能が深く関わっ

ていること､また､ RPGNの治療には血小板機

能の抑制が有効であることが示唆された｡
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図5.カプチーノ蛋白の粗鉄発現

変異マウス(nut)にはカプチーノ蛋白の発現

が見られない｡ Br, wholebrain; Kid, kidney;

Plt, platelet; BM, bone marrow.



ii) ｢2-2.自己免疫現象に関わるSAPの上流分子｣について

SAPは､ Ⅷ細胞においては主に2B4受容体､ T細胞においてはSLAM受容体な

どの細胞内領域の特定アミノ酸モチーフ(TxYxxL : 1mmunoreceptor

′

tyrosine-based switching motif, ITSM)に会合する細胞内シグナル伝達分子

である｡これらの受容体に刺激が入ると､ ITSMのチロシン残基のリン酸化に引

き続きFynキナ-ゼの活性化が起こる｡すなわち､ 2B4やsLAMと言ったSAP依

存性の受容体からのシグナルは､リンパ球活性化のひとつのモードと理解され

ている｡我々は､ SLAMファミリー受容体のリンパ球活性化モードと自己免疫の

関わりを明らかにするために､自己免疫免疫マウスと非自己免疫マウスの間の

同受容体遺伝子群の翻訳領域の遺伝子多型を調べた｡その結果を図6に示す｡

SLAMファミリー受容体遺伝子には､およそ2パターンの多型が存在し､MRL､NZB､

BXSBといった自己免疫系統に共通する多型がハプロタイプを成していることが

分かった｡

Ly1 08
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図6. SLAMファミリー受容体の遺伝子多型

SLAMファミリー受容体(SLAM, LY108, 2B4, Ly9)のアミノ酸多型を示す｡MRL/1pr,

NZB, BXSBは自己免疫マウスとして知られる｡
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(2)平成1 7-18年度(18年度計画は17年度計画の継続)

i) ｢1. SAPを介した自己免疫現象の発現機序｣について

′

MRL/Mp･FaslpTマウスは､病理組織学的　A
loo

に､また血清学的に､ヒトSLE様症候群を　　め

呈する自己免疫病モデルであり､進行性の

重篤な糸球体腎炎により6か月齢までに半

数が死亡する｡顕著な表現型として､牌臓
20　　　　　　40　　　　　　6()

生存期Fn (港)

ならびに全身リンパ節の腫脹を認める｡こ　B rpI MRUl

れは､リンパ球のアポトーシスに関係する

Fas　の機能欠損に起因する｡我々は

MRL/Mp.Fasl"マウスの中に､リンパ節､牌

臓の腫脹の消失と寿命延長を示す亜集団を

兄いだし､ MRL/rplと名付けた(図7)｡

MRL/rplに､血清自己抗体価の低下､糸球

体腎炎､血管炎など自己免疫病の軽症化が

認められた(図8)｡リンパ節重量を指標に

連鎖解析　を　行　っ　た　結果､ SAP

(宣LAM一旦SSOCiated旦rOtein)遺伝子の翻訳

エクソンに一塩基挿入変異が同定された｡

また､SAPの抗血清のウェスタンプロットに

図7･ MRL/rplマウスの表現型

A,生存曲線｡ MRL/rpl (rpl)マウスで有意な生存

期間の延長が見られるQ B, MRL/rplでは､牌臓､

リンパ節腫脹が軽快しているQ

図8. MRL/rplマウスの表現型

MRL/rpl (rpl)では､病理組織上､腎炎の軽快が

見られる｡

よって､リンパ球におけるSAPタンパク質

の欠損が確認された(図9)｡

SAPはSLAMファミリー受容体と呼ばれるリンパ球受容体のシグナル伝達分子
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として機能する｡その際､ Fynキナ-ゼの活性化

を仲介するアダプター分子として働く｡したがっ

て､ SAP欠損はSLAMファミリー受容体を介したリ

ンパ球活性化を障害することになる｡また興味深

いことに､MRL/Mp. FaslpTにFyn欠損を導入すると､

その自己免疫に関連する表現型はMRL/rplのそれ

に一致する｡すなわち､ SLAMファミリー受容体､

TPI M R LJlpr

1　　2　　3　　4

図9. SAPタンパクの発現

サンプルは胸腺細胞ライゼ-トQ MRL/rpl

ではSAPタンパクの発現が見られない｡

SAP､_ Fynの一連のシグナル伝達は､ MRL/Mp. FaslpT

の自己免疫発症の必要条件であることが本研究によって明らかとなった｡

ii) ｢4.気道炎症(晴息モデル)と血小板機能｣について

アレルギーモデルとして､当初計画の気道炎症モデルに替えて､ IgE依存性全

身性アナフイラキシー(IgE-PSA)モデルにおける血小板機能の役割を解析した｡

実験では､血小板機能不全を呈するCno変異マウスを用いた｡マウスにTNP特

異的IgEを静脈注射(iv)後､ TNP-OVAをivして引き起こされるショックを体

温(直腸温)低下で評価した｡そ

の結果､血小板機能不全マウスで

は､野生型のコントロールマウス

に比べ､顕著に重篤なショック症

状を呈した｡特に､重症化は

IgE-PSA誘導後2時間以降のショ

ック後期相で顕著であった(図1

0)｡以上より､ IgEによって引き

起こされるアナフイラキシー反応

N　3　4　5　6　7　8　9
l I l I l I J I

(3b)i∝V

200　　　400　　　600　　　800　　1 000　1之00

図1 0. IgE依存性全身性アナフイラキシー反応

血小板機能不全マウス(B6-cno)では､アナフイラキシ

ー反応の回復が遅れる｡
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の後期回復過程に､血小板が重要な役割を果たしていると考えられた｡今後､

マスト細胞と血小板の機能連携の分子メカニズムについて､詳細に検討する予

定である｡

iii) ｢5,関節炎と血小板｣について

関節炎モデルとして､ウシⅢ型コラーゲン誘導関節炎を解析した｡実験では､

血小板機能不全を呈するDBA/1背景のCnoウシⅢ型コラーゲンを完全フロイン

トアジュバントと不完全フロイントアジュバントで2度免疫し､関節炎を誘導

した｡その結果､血小板不全マウス

では､野生型のコントロールマウス

に比べ､関節炎症状が有意に軽度で

あった(図11)｡以上より､ Ⅲ型コ

ラーゲン誘導関節炎においては､血

小板が促進的に働いていることが示

唆された｡今後､血清関節炎などの

知見も加え､血小板が関節炎誘導に

関わるメカニズムを詳細に検討する

予定である｡

♪　　　　　ふくV　　　　　　サー
○】0988flgJLJuV
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図1 1.コラーゲン誘導関飾炎

血小板機能不全マウス(MUT)では､コラーゲン

誘導関節炎の軽症化が見られる｡
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