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論文内容要

一
日

 移植抗原に対する丁細胞の活性化の際には,主要組織適合抗原(MHC)浬細胞レセプター

 (TCR)を介する刺激の他に副刺激(co-stimulatorysignal)と呼ばれる刺激が必要とされてお

 り,このco-stimulatorysigna1が欠如するとドナー抗原に特異的な免疫不応答の状態となるこ

 とが知られている。

 ブタは異種臓器移植の最も有力なドナー候補と考えられており,近年,ブタ臓器,組織に対す

 るヒトの細胞性免疫反応に関する研究が精力的になされている。ブタのCD80(B7-1)及びそ

 の可溶性アイソフォームの遺伝子をクローニングし,異種移植を想定したブタCD80遺伝子導

 入細胞とヒト丁細胞との混合培養を行いその機能を解析した。

 ヒト,マウスなどCD80(B7-1)の遺伝子配列で種間の相同性の高い部位にプライマーを設

 定し,ブタCD80に特異的な293塩基対のPCR産物をクローニングし,その塩基配列を決定し

 た。この配列をもとにRACE-PCR(rapidamplificationofcDNA)法を用いて遺伝子全長の

 クローニングを行った。

 さらにブタCD80膜貫通型遺伝子のアミノ酸コード領域(ORF)全長を哺乳類発現ベクター

 にサブクローニングし,カチオニックリポソーム法を用いてCos-7細胞,CHO細胞に遺伝子導

 入をおこない,遺伝子導入後のブタCD80の発現をフローサイトメトリー,蛍光免疫染色にて

 確認するとともに,複数の抗体のブタCD80に対する(交差)反応性を検討した。

 また磁気細胞分離システムを用いて分離したヒト末梢CD4陽性丁細胞とブタCD80遺伝子導

 入CHO細胞との混合培養を行い,丁細胞の活性化,IL-2の産生さらにヒト丁細胞のブタCD80

 の獲得,発現について検討した。

 ブタCD80の3'末端の異なる3種類のisoformをクローニングし遺伝子配列を決定した。う

 ち2つは細胞膜貫通ドメインをもたないsolubleformと考えられた。研究当初,細胞内,細胞

 膜貫通ドメインをコードする遺伝子は検出されず,この遺伝子の3'側が強い高次構造をとってい

 るためと考えられたが,熱耐性逆転写酵素を用いて通常より高温で逆転写反応を行うことにより

 細胞膜貫通型の分子もクローニングすることができた。

 ブタCD80遺伝子導入Cos-7細胞の蛍光免疫染色により,ブタCD80に対する抗体の(交差)

 反応性を検討した結果,抗マウスCD80(16-10Al)と抗ブタ可溶性CD80ポリクローナル抗体

 は反応性を有することが判明した。

 CHO細胞へのブタCD80の遺伝子導入後,約60～70%の細胞に発現が観察された。さらに

 G4i8を含む選択培地でこの細胞を培養し,抗マウスCD80(16-10A1)と磁気細胞分離システ
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 ムでブタCD80陽性細胞を分離濃縮することにより,95～99%にブタCD80を発現する細胞を

 得ることができた。

 このブタCD80遺伝子導入CHO細胞とヒトCD4陽性丁細胞を,PHAあるいは抗CD3抗体

 によるTCR刺激'下に混合培養したところ,ブタCD80はヒトCD28のリガンドとしてヒトリン

 パ球を活性化し,IL-2の産生が観察された。さらにこのブタCD80によって活性化したヒト丁

 細胞は,抗原提示の際にブタCD80を取り込み,細胞膜上に発現することがフローサイトメト

 リーを用いた解析により示された。

 ブタCD80のクローニングとその膜貫通型分子の異種移植を想定した機能解析をおこなった。

 ブタCD80はヒトCD28を介して丁細胞を活性化するだけではなく,ヒト丁細胞に獲得され拒

 絶反応の進展や免疫寛容などの免疫制御に重要な役割を果たしていると考えられた。CD80など

 のco-stimulatorymoleculesの遺伝子改変は臓器移植において細胞性拒絶反応を制御する有用

 な手段となる可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨

 臓器移植後の急性拒絶反応などの細胞性免疫反応においてco-stimulaむorymoleculesのひと

 つであるCD80(B7-1)は重要な役割をはたしている。一方ブタは異種移植において最も有力な

 臓器供給源と考えられており,ブタ臓器に対する細胞性免疫反応は近年さかんに研究されている。

 本研究は,ブタのCD80(B7-1)及びその可溶性アイソフォームの遺伝子をクローニングし,

 異種移植における細胞性免疫反応を想定したブタCD80遺伝子導入細胞とヒト丁細胞との混合

 培養を行いその機能を解析したものである。

 著者はまず,ブタCD80の31末端の異なる3種類のisoformをRACE-PCR(rapidamplifi-

 cationofcDNA)法を用いてクローニングし,遺伝子配列を決定した。うち2っは細胞膜貫通

 ドメインをもたないsolubleformと考えられた。細胞膜貫通型の遺伝子の31側が強い高次構造

 をとっており,熱耐性逆転写酵素を用いて通常より高温で逆転写反応を行うことによりはじめて

 クローニングすることができた。

 次にブタCD80膜貫通型遺伝子を含む哺乳類発現ベクターを構築し,Cos-7細胞,CHO細胞

 に遺伝子導入をおこない,細胞膜上でのブタCD80の発現をフローサイトメトリー,蛍光免疫

 染色にて確認した。同時にブタCD80遺伝子導入Cos-7細胞の蛍光免疫染色により,ブタCD80

 に対する複数の抗体の(交差)反応性を検討し,抗マウスCD80(16-10Al)と抗ブタ可溶性

 CD80ポリクローナル抗体は反応性を有することを確認した。

 さらにヒトCD4陽性丁細胞とブタCD80を安定高発現するCHO細胞との混合培養を行い,

 丁細胞の活性化,IL-2の産生さらにヒト丁細胞のブタCD80の獲得,発現について検討したと

 ころ,ブタCD80は丁細胞レセプター刺激の存在下にヒトCD28のリガンドとしてヒト丁細胞

 を活性化し,IL-2の産生が認められた。またブタCD80によって活性化したヒト丁細胞は,抗

 原提示の際にブタCD80を取り込み,細胞膜上に発現することが示された。著者はブタCD80

 の機能として,ヒト丁細胞を活性化しうるだけではなく,ヒト丁細胞に獲得されることにより

 拒絶反応の進展や免疫寛容などの免疫制御に重要な役割を果たすと考察している。

 本論文はブタCD80細胞膜貫通型の遺伝子全長のクローニングを世界で初めて行い,異種移

 植における細胞性免疫反応に関する詳細な機能解析をおこない,これらの遺伝子の改変により臓

 器移植における細胞性拒絶反応の制御の可能性を示唆する重要かっ独創的な研究と考えられ,学

 位論文に充分に値するものである。
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