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論 文 内 容 の 要 旨

【目的】

骨髄 異形成症候群(MDS)の 造rli1障害には、 説に異常T細 胞 クローンによる免疫学的機序の存在が示唆され

ているが 、そ の詳細 は不 明である,我 々はMr)S患 者の 末梢血 よりT細 胞株K2-MDSを 樹 立し報 告した.

lLeukemiaResearch2()00)今 回、K2-MDS細 胞の健常 ノ＼CI)34陽 性細胞 に対する細胞障害活性について

検討 した,

【方法と結 果】

健常 人骨 髄から、CD34陽 性細胞を純化 した後にK2-MDS細 胞と共培 養を行い、CD34陽 性細胞の細胞障

害活性を測定 した。その結 果、K2-MDS細 胞は濃 度依存性 に細胞 障害活性を認めたが、Jurkat細 胞ではその

活性を認めなかった、 一方、Transwell及 びK2-MDS細 胞の培 養 ヒ清を用いた系では細胞障害活性 を示 さなか

った、AnnexinV法 を用いて解析した結 果、K2-MDS細 胞は、CD34陽 性細胞に対して52.1%の アポトーシスを

誘導したK2-MDS細 胞は、細胞障害 分子perforin、granzymeBを 発現 し、かつconcanamycinA添 加に

より活性は阻害されたことから、その細胞障 害活性経路がperforingranzymeB系 であることが示唆された 近 年、

NK細 胞 や細胞障 害性T細 胞の細 胞障害 モデルで、fractalkineと その レセプ々-CX3CR】 が注目されている

K2-MDS細 胞はCX3CR1を 細胞 表面に発現し、CD34陽 性細 胞でのfrac〔a[kille発 現も確 認された、その細胞

障害 活性 が、抗frac↑alkine中 和抗 体 及び 可溶性fractaikineに よって特 異的に阻 害されたことから、この

K2-MDS細 胞の細胞 障害機構はfractalklneCX3CRI系 を介することが示された・

【結 論】

perforin'granzyme陽 性糸IH胞障害性T細 胞株K2-NIDS細 胞はfractalkineCX3CRIシ ステムを介して、健

常 人骨 髄CI)31陽1生 細 胞に対して細 胞障害を示すことが小された
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論 文 審 査 結 果 の 要 旨

【目的】

骨髄異形成症候群(mS)は 造血幹糸朋包異常Cあ り、無効造血を特徴とする。シクロス

ポリンAな どの免疫抑箭麟 去が奏胴 る症例があることから、その造血障害に異常

T細 胞クひ…ンにLろ 免疫学餅 幾序σ瘡二在が示唆されているが、その詳細は不明で

ある。

我々は以前㎜ 患者の末梢血よりT細胞撫e→ のSを樹立 し、その解析を進めてきた。

今・回、置)Sの無効造血にお ける新たな病態を明ら那 こするために、K2→のS細胞の造

血幹細胞 ＼の細脚 轄 活1牡 その輸 繭 蜥 し七

【方法】

健常 人か ら骨髄 を採取 し、造血幹細胞マー一カーで あるCD34を 指標 として(1)34陽 性

細胞を純化 した。K2畑S細 胞 と冊{-26色 素で ラベ リングしたCD34陽 性細胞 との共

培養、Tran錨・eU及 び培 養上清 を用いた系で、K2→∬)S細胞のCD34陽 性細 包への細 胞

障害活性 をフローサイ トメ トリーで検 討 した。コン トロール には、Jurkat細 胞 を用

いた。 また、AnnexinV法 で早期 アポ トーシスの観察 を行 った。K2-M)S細 胞の細胞

1轄 因子 の検討 で＼圃forin、gr㎝z皿eBの 糊 包内発現 お よびFasli卿dの 細 包

表面発現 をフロ…サ イ トメ トリ…で検討 した。 次に、perforinの 特 異的inhibitor

であるcon⊂識namycinAを 共培養系 に添加 し、細胞障害活性 への影響を検討 した。

毘→鵬 細胞の細胞認識 機構の検討で、毘→鵬 細胞のCX㎜1発 現(脳 陽1彗細 包の

fractalkine発 現をRr-PCRお よびフローサイ トメ トリーで検討 した。抗fractalkine

中和抗体および可溶 性fractalkineを 共培養系に添加 し、細脚 章害活性 への影響 を

検討 した。CX3CRI陽 性細胞 のCI)34陽 性細胞への細 胞障害活 性の検討で、高速セル

ソーター を用いて、健常人よ りΦ1陽 性細 胞お よびCX3(沢1陽 性(羽 陽性紐胞 をソー

テ ィング し、細胞障害活性を検討 した。 最後 に、fractaユkine陽 性で人贈帯血管 内

皮細 胞である、HUCEC細 胞へのK2→OS糸 田胞の細胞障害 活性を検討 した,同 曜 こ、抗

fractalkine中 和航 体の糸田胞障害活1生嘱 曝 多響を検討 した、

【結剰

麟 娼 横 ①34眺 細胞 との 揖 護 の結 果、阻 のS紳 膿 度依耕 生に糸曙 轄

活1生を認めたが、Jurkat細 胞では同活性を認 めなか った。 一一一方、Tran即el1及 び培

養 ヒ清を用いた系では同活性 を示 さなかっ応AnnexinV法 では、K2→{DS細 胞は、

52.1Cl6のアポ トー シスを誘導 した また、K2焔)S細 胞は、細胞障 害分子・perforin、

granz、m(・Bを発現 し、か っcorlcallamycinA添 加によ り活1生が阻害 されたこ とか ら、

perf。r】n/granz》meB系 を介 して細胞障害 を起 こす ことが示唆 された。冗Rを 細胞表
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面に有 さないK2→ 鵬 細胞 は、CX3CRlを 細胞表面 に発現 し、⊂D謎 陽 性細胞 での

fractaユkine発 現も確認 されたっ その細 剋1章害活1生が、抗fractalkine中 和抗体及

び可 溶性fractalkineに よって特 異的 に阻害 された ことから、K2→のS細 胞の細 胞障

害認識 機構はfractaユkineノ/CX3CR1系 を介することが示された.ま た 、K2一皿)S細 胞

は、㎜ 細胞に対 して も細胞障害活性を示 し、fractalkine中 和抗1刺こよりその活

性 が阻害され た。

【考察 】

MDsの 無効 造血にお ける新たな病態 を明 らかにす るために、K2→のS細 胞の造血幹細

胞への細胞障害活性 とその機序を解 析 し鳥K2→ のS細 抱は、健常人CD34陽 脇 瑚包

に対 して細胞障害活 性を認めた。培養上清およびTran甜el!を 用いた細胞非暖着の

系で同活性を認 めないことか ら、その細胞障害経路は、nonsecretarysystemが 重

要であ ることが推測 された。そ こでK2棚 細胞の有す る細胞障害因子について検討

した ところperforin/9㎜ 皿ne系 が重要であることが明 らかになった。TCRを 有 さ

ないK2制DS細 胞は、CD34陽 性細胞を認識する新たな分子の検討 が必要 であった。

近年、甑 細胞や細胞障箸 性T細 胞の細月包障害モデル で、fracta!kineと そ のレセ プ

ター{⊃X3CRIが注 目されている。K2-MDS細 胞はCX3αUの 発現によ り細胞を認識 し、

リガン ドであるfracta!kine発 現依存性に細胞障害活性を示す ことが明ら魍 こなっ

た。健常人CX3CR1陽1生 細胞は、健常人CD34陽 性細胞に対 して細腱障 害活性 を示 さ

ないことか ら、fractalkineとCX3CRlの 結合のみでは細胞障害分子の分泌が生 じな

い細胞内 シグナル伝 達機構の相違 、あるいはTCRま たはCX3CR1の 個々の細胞間での

優位性の相 違な どが推測 された。

NDS由 来のT細 胞株はK2→ のS糊 包以外 に報告がなく、鵬 の無効造血に関す る新た

な病態機序を解析す る上で、良いモデル とな り得る可能 性が示唆 され た。

【結 論】

MDS由 来T細 胞株K2棚 細胞は、fractalkine発 現細 包に対 して細胞障害活性を示

し、その経路 としてperforirし/granzyme経 路が重要であることが示 された。

これ らの研究成果は、氏のSの無効造血の病態解明に大きな手がかりを与えるものであ

り、以上の点から本論文は医学博吐の学位を授与するに値する《,のと考えられる。


