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　　　 The　 p85a　 regulatory　 subunit　 ofclass　 IA　phosphoinositide　 3-ltinase　 regulates

　　　　　　　　　　　　　　　　(3-selection　 in　thymocyte　 development

(クラス 【API3一キ ナーゼ の制御 サ ブユ ニ ッ トp85αの 胸腺T細 胞成 熟過 程 にお け るβ。セ レクシ ョンへ の関 与)

内容の要旨

白　木

　胸腺丁細胞は、最 も未熟なCD4℃Dr細 胞(DN}か らCD4℃D8猫

胞(DP〕 を経て.最 終的にcna℃D8"も しくはC【淵℃D8◆の成熟細胞

(SP)へ と分化す る。この過程において、αp鎖 のT細 胞受容体

(TCR)が 機能的か否かの2段 階のセレクシ ョンを受ける。すなわ

ち、DNか らDPへ の分化過程におけるpre-Z℃Rに よるρ・セ レクショ

ン、およびDPか らSPへ の分化過程におけるTCRに よる正負の逝択で

ある。本研究では、この2段 階のセ レクションのそれぞれにおける

クラス1A　PI　3・キナーゼ(PUK)の 機 能解析 を行った。クラスIA

PI3K{は、 リンパ球においては、主として制御サブユニットp85af3よ

び触媒サブユニットphOδか らなるヘテロダイマーとして機能してい

ることが知 られている。まず、制御サブユニッ トp85aのDNか らDP

へ の分化への関与を検証するために、p85a"vウ ス とRag-2'一.マウ

スをかけ合わせ、P・セレクションの(n　vNoモ デル案験を行った。

Rag・2"aウ ス の胸腺T細 胞 はDN段 階 で分化 が停止 しているが、

R88-2"マ ウスに#nCD3e抗 体 を投与することで、その刺激がpre・7CR

シグナルの代わりとなってDP段 階 まで分化が逃行する。抗CD3c抗 体

投与後のp85a'Reg-2"マ ウスにおいてはDPへ の 分化が制御されてお

り、細胞数 もp85α触ag・2"マ ウスの場合に比ぺ減少 していた。ま

た、単一の1rCRの み を発 現す るTCRト ラ ンス ジェニ ックマ ウス

(DO11.10)、　Reg-2'"vウ スな らびにpBSa"マ ウスの交配により作製

したマウス(p85a"DOI　 LIORag・z一'一)を解析 した結果、正負の選択へ

の異鴬はないものの、DP細 胞の絶対数が減少するとい う表現型が認

められた。次 に、触媒サ ブユニ ットp1105の 特 異的阻害剤である

IC87114の 存 在下 ・非存在下に胎児胸腺器官培養(Fr㏄)を 行っ

た。T細 胞の分化段階がDNに ある(4.5日 期胚の胎児胸腺を5日 聞器

官培獲 す るこ とで、DPま で の分化過程 を解 析可能で あるが、

lC87114を 加 えた場合には、このDPへ の分化が抑制 された。一方、

すでにDP段 階 にある17.5日 期胚の胎児胸腺丁細胞は、　IC87114を 加 え

たにもかかわらず、加えてない場合 と同様にSPへ と分化が進んでい

た。さらに、クラス【AP13Kと 拮抗的に機能するRenの 胸腺特異的欠

損マウスを用いて、β・セ レクションのUf　YIYOモデル奥験を行った。抗

CD3e抗 体投与後のPl㎝馳g・2φマウスでは、対照となるPlcn簡㎏2め

マ ウスの場合 と比べ、DNか らDPへ の分化の促遡 ・細胞数の増加が

昭められた。以上の結果から、クラス[AP13KはDPか らSPへ の分化

過程にはほとんど関与せず、p【G・TCRの刺激によるDNか らDPの 分 化

過種に特異的な役割を旭 うことが明らかとなった。

文　子

論文審査の要旨

　本論文では胸腺内におけるT細 胞の分化過程に脂質キナーゼの一
つであるクラスIA・PB・キナーゼ(以 下PUK)が どのような機能を持

っかを検肘 した。具体的にはP13Kの 制御サブユニットであるp85aの

ノックアウ トマウス 似 下PI3Kノ ックアウ トマ ウス)や τ細胞受容

体(TCR)ト ランスジzニ ックマウスなどを用いて丁細胞の分化を検

肘 した。ダブルネガティブ細胞からダブルポジティブ細胞への移行

には機能的なτCRβ鎖の再構成が必須であ り、再構成 したTCRβ 鎖 を

含むプ レTCRを 介 したシグナルが伝逮されて細胞増殖とTCR《劇 の再

撫成が誘導される。このチェックポイン トをe一セ レクシ ョンと呼

ぶ。本研究か ら、P口Kがp一 セレクションに関与すること、その一方

でダブルポジティブ細胞からシングルポジティブ細胞への分化段階

でTCRの 特異性や自己反応性をチェックするポジティブセレクショ

ンやネガティブセ レクシ3ン には必要でないこと、などを明らかに

した。

　審査では、ダブルネガティブT細 胞からダブルポジティブT細 胞
への分化に有意艶があるとはいえ分化が停止するわけではないこと

から、PUKの 生理的な機能をどのように解釈すぺきなのか.が 間わ

れた。これに対し、PI3Kが 細胞増殖や生存にかかわる可能性や分化

の引きがねにかかわる可能性があり、これらを区別する実験を計画

中であると回答された。また、用いたPUKノ ックアウトマウスにお

いてはT細 胞のみならず他の細胞でもp85aが 欠 損 してお り、観察さ

れた衷現型が上皮細胞などのストtr　 マ細胞の表現型による可能性

に関 して質聞された。これに対 しては、その可能性は否定 しきれな

いが、さらに検財するために培養ス ト0　 マ細胞を用いた案験を行

い、予as的 にはT細 胞におけるPI3Kの 活性が重要であるとい う結果

を得ていると回答された。また、上皮細胞におけるPI3Kの 機能に関

しては自分ではデータをもっていない と回答 された。さらに、pBSa

の ノ ックアウ トによって酵素活性が どの位低下 しているかを謬緬 し

たかが質問された。これに対 して、試みはしたが胸腺細胞において

P13Kの 産物であるPIP3の 検出は極めて鮭 しく、成功していないと回

答された。PI3Kの 逆反応を司る脱 リン酸化酵棄であるamの 欠損に

よってどのような衷現型が得 られ るかとの質問には、二れまでに自

己免疫反応の惹起やダブルポジテ ィブ型の胸腺腫の発症などが綴告

されていると回答 された。事実この研究においてもT細 胞特異的に

Mrnを 欠損させた場合、異常な衷現型 を持つダブルポジティブ細胞

がある頻度で出現することが観察されたことが報告された。以上の

観察を背景に して医学的にはどのような応用が考えられるか、とい

う質問に対 しては、直接PBKを 標的にすることは難 しく、下流のシ

グナル伝逮系を含めた分子機構を解明 し、より特異的な標的を探し

だすことが重要であると回答された。Notchシ グナル経路とT細 胞白

血病の関係が注 目されていることか ら、PUKの 上流に関 しても質問

され、これに対して培養ス トローマ細胞にNotchの リガン ドを発曳さ

せた型を用いた研究を計画中であると回答された。

　本研究は、さらに詳細な分子機構 を解明する必要があるとはい
え、T細 胞の分化におけるPI3Kの 機 能を示 したことで価値があると

解価 された。
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