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CXCLIO　 DNA　 Vaccination　 Prevents　 Spontaneous　 Diabetes　 through　 Enhanced　 P　Cell

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Proliferation　 in　NOD　 Mice

((;〉(CL　IO・DNAワ クチ ンは、　NODマ ウスにおいて、β細胞の増殖 を促進 させ、

　　　　　　　　　　　　自然発症す る糖尿病 を抑制する)

内容の要旨

鴫　原

　 1型 糖尿病 はT細 胞 によ り引き起 こされ る自己免疫 疾患 と考 え られ

てお り、膵β細胞 が選択的 に破壌 され、イ ンス リン欠乏 に陥 り、高血

糖を きたす疾患であ る。 これまで、nonobese　diabetic(NOD)マ ウス

を用い た検 酎 よ り、特 にThelper　 l(Th1)細 胞 が その発症 に重要な

役割 を果 た してい るこ とが示 されて きた。CXCL10は ケモカ イ ンの

一 つであ り
、その受容 体で あるCXCR3がTh　 1細胞 に特 異的 に発 現 し

てい ることか ら、多 くのTh　1タイ プの 自己免疫 疾患の病因 との関 わ り

が 強 告 され て い る。そ こで、今 回 、若 齢 のNODマ ウ ス にCXCL10

DNAワ クチンを投与 し、 自然発症糖尿病への影響 を検討 した。

(対象 と方法)

　CXCLrO　 DNAワ クチ ン(pCAGGS・CXCL10)を 作成 し、4週 齢お

よび6週 齢 にNODマ ウスの前脛 骨筋 に 注射 ・電 気穿 孔 をお こな っ

た。 このCXCL10　 DNAワ クチ ン治療 群 にお い て、抗CXCLIO抗 体 の

産生 、糖尿 病発痕 率、膵 島炎の進展 度、膵勘 浸潤細胞 、膵 ・膵所属

リンパ節 での サイ トカイ ン ・ケモカイ ンmRNA発 現 を検 討 した。 ま

た、全身性 サイ トカイ ンバ ランス、膵島 関連 自己抗原の ひ とつ であ

るgLutamic　acid〔decarboxylase(GAD)に 反応す るinterferon{IFN)-V産

生CD4細 胞 数 お よび 制 御 性T細 胞 数 の 検 討 も行 っ た。 さ ら に

BromOdcoxyuridne(BrdU)投 与後の膵 組織 を免疫 組.織染 色 にて観 察

し、pCAGGS・CXCLIO治 療のβ細胞増殖 、β細胞 容積 に与 え る影響 を

検討 した。

(結果 と考察)

　pCAGGS・CXCLIO治 療 によ り、有意な抗CXCLIO抗 体 の産 生が観察

された。 このpCAGGS・CXCL10治 療群 におい て、30週 齢時 点で の糖

尿病 累積発症 率は有 意に抑制 され た。 しか し16週 齢 での膵 組織 の観

察 では 、pCAGGS-CXCL10治 療 群 とpCAGGSの み 注 射 した コ ン ト

ロール群にお いて膵 島炎の進展度 に有意差 は認 めず 、膵 畠浸潤細胞

も同様で あった。 さ らに、膵臆 お よび膵 所偶 リンパ節 にお けるサイ

トカイ ン ・ケモ カイ ンmRNA発 現 レベル 、全 身性 サイ トカイ ンバ ラ

ンス、GAD反 応性IFN・γ産 生CD4緬 胞 数、制御性T細 胞数 とい った免

疫 学 的 指 標 に 有 意差 を認 めな か っ た。 しか し、16週 齢 に お い て

pCAGGS・CXCLIO治 療 群 の膵 島内 のBrdU陽 性 細 胞 が 有意 に増加 し

て、イ ンス リン陽性 領域が増加 していた。BldU陽 性細 胞 のほ とん ど

は、Pancreatic　duodenal　homeobox-1(PDX-1)陽 性 で あ り、増殖 して

い るp細 胞 と考 え られ た。以 上 よ り、pCAGGS・CXCL10に よ る

CXCLIO　 DNAワ クチ ン治療 はNODマ ウスにお い て、膵 島炎 内の膵β

細胞の増殖 を促進 し、糖尿病の発 症を抑制す ることが示唆 された。

寿　一

論文審査の要旨

　 1型 糖尿 病は、T細 胞 によ り引き起 こ され る自己免疫疾患 であ り、

T　hctper　1(Th　1)細 胞 が 自己免疫 によるβ細胞 の破壊に重要 な役 割 を

果 た している。 本研究 では、Th　1タイ プのケモカイ ンのひ とつであ る

CXCLIOに 漕 目 し、4週 齢 のnonobese　 diabetic(NOD)マ ウス に、

CXCLIO　 DNAワ クチ ンを投 与 し、糖 尿病発 症率 、膵 島炎の進 展、免

疫 学的 指標 お よびβ紹 胞 への 影響 を検射 した。そ の 結果 、CXCLIO

DNAワ クチ ン治療 に よ り、生 体 内 で 抗CXCLSO抗 体 が 産 生 され 、

NODマ ウ スの 糖尿 病 発 症 率 が抑 制 され た。 予 想 に反 してCXCL10

DNAワ クチ ンは 、膵 島炎 の進 展、膵 島浸潤細 胞、膵 お よび膵 所属 リ

ンパ節でのサイ トカイ ン ・ケモ カイ ン血RNA発 現、制御性T細 胞数 と

いった免疫学的指標 には影響 を与 えず、一 方、膵 島内 にお いてβ細胞

の増殖 を促 進 し、イン ス リン陽性 領域 を増加 させ 、塘尿 病発症 を抑

制す る ことが示 され た。

　 審査 で は、まず、CXCL10　 DNAワ ク チ ンで産生 され る抗 体が 、

実際 にCXCLIOを 中和 してい るかの確 証 がな され てい るか につい て

質間が あ り、本来 であれ ば、血清 よ り抗 体を抽 出 し、in　vitroで生物

学的 活性 を確認 す るべ きで あっ た と回 答 され た。 また、CXCLIO中

和抗体 の投 与 を行 う方 法を と らなか った理 由につい て質 問が あ り、

NODマ ウスは椿尿 病発痘 まで約30週 齢 までかか るため畏期 間の投与

が 困 難 で あ る との 回 答 が な され たeNODマ ウス に お い て 、血清

CXCL10は 上昇 す るのか とい う質問 に対 して、　NODマ ウスで は糖尿

病発症 に向 か って徐 々に 上昇す るこ と、CXCLSO産 生部位 につ い て

は、膵 島 だ けで な く、肝 臓 、腎臓 等 が 報告 され てい る と回 答 され

た。 次 に過 去 に報告 され てい る ウイル ス感染 に よる梼尿病発 症モ デ

ル で のCXCLIOの 中和 実 験 と比較 して、膵 勘 炎 の進 展 を抑 制 しな

か った とい う結 果の相 違にっ いて質 問 され 、 ウイル ス感染 の よ うな

外因性抗原 に よる疾患 のモ デル と、NODマ ウスの 内因性抗 原 によ る

疾患の モデル の違いが 発症機序 の違 いに関 与 して いる可能性 を回答

された。 さ らに膵P細 胞 がCXCL10お よびCXCR3を 発現す る機 序 につ

い て質 問 され 、IFN一γ、　TNF-aへ の暴露 が発 現の励 因 とな る と回答 さ

れ た。 また、CXCUO中 和が膵 β細胞 の細胞 増殖 を促進す るメ カニ ズ

ム につ いて 、in　vitroでさ らに検 討 され るべ きで あっ た と助 言 され

た。最 後に本研 究の臨 床応用 にっい て質問 され 、1型 糖尿病 発症 直

後のCXCLIO中 和 によるβ細胞 の保持 の可能性 を回答 され た。

　 以 上、本研 究は さ らに検肘 され るべ き躁題 を残 してい る ものの、

NODマ ウスにお いてCXCU　 O　DNAワ クチンが諮尿病発 症 を抑 制 し、

さ らに膵β細胞 で発 現す るCXCLIOの 中和 がp細 胞 の増 殖 を促 進 させ

る可能性 を示 した点 で有意 義な研究 と評 価 された。
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