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日本 MS協 会会長職を去るにあたって

会長職引継ぎをかねて一―

日本M S 協会名誉会長 菊 地 清 明

(元国連大使)

平成15年6月 7日記

私が日本 MS協 会の会長をお引き受けしたのは、もう14年前になります 〔1989年就任〕。

これは全くの偶然のことで、それまで私は多発性硬化症 (multiple sclerosis―略して MS)な るも

のについては、なんらの知識を持ち合わせていませんでした。ただ日本多発性硬化症協会 〔通称 「日本

MS協 会J〕という任意団体があり、その創設者が、私の旧制第一高等学校時代の無二の親友であった、

黒岩義吾郎博士であること〔1977年創設。彼は1965年ごろ当時日本には存在 しないといわれていた多発

性硬化症の存在を始めて指摘しました〕、そして彼の死去後 〔1988年7月 12日〕、前会長のm二 栄コーポ

レーションの社長、和泉国夫氏が日本 MS協 会の会長を探しているということで、私にアプローチが

あったのが始まりでした。41年間、国民の税金で、ご飯を食べさせて項いたので、引退後は何か社会事

業、慈羊事業に尽くしてみたいと思っていた矢先でしたので、案外すんなりと会長をお引き受けしまし

た。現役時代に培った実業界との人脈、退宮後顧間になった企業の取引先、学生時代の級友などにお願

いすれば、若子の募金活動は出来るかもしれないとの自負はありました。当時日本社会には、未だ80年

代の経済的な余映があり、また企業側でも社会貢献(メセナ)、国際貢献の必要性を、まだ企業のトップ

の頭の中にあったときですので、私が一社一社をい1って歩いて寄付をお願いしての感触は、好意的なも

のでした。もっとも日本では 「知られざる難病Jと いわれる多発性硬化症のことですので、医学者でな

い私が、皆さんにご説明するのは、一吉労でしたが。

黒岩君が、日本 MS協 会を始めたのは、ひとつには、後述のンルヴィア・ローリー女史の和泉さん

を通ずる窓凛があったことと、日本のArls研究者が世界3/1S協会連合 〔International Federation of

MS Societies(IFMSS)〕 の年次総会 (国際医学顧問委員会)に 出席するのに 〔A/1S協会〕がないとい

うのは不都合であること、また黒岩博士は、1981年に京都において開催される世界神経学会と並行して、

IFMSSの 年次大会を招致することを企画した、という事情があったからと聞いています。その関係で

日本 MS協 会は始めから、IFMSSと は関係が深く、現在、IFMSS本 部に対し、年間5000ポンドの賦

課金 (assessment)を 払っています。

勿論、日本 MS協 会の第一義的な目的は、この原因不明の難病である多発性硬化症の研究に、昼夜

を分かたず携わっている医学者に対する研究助成金を差し上げることです。今でこそ文部科学省の科

学研究費は、潤沢になっていますが、当時は、日本 MS研 究者は研究費を、アメリカ (NIH)か ら受

-1-



けるという状況でした。幸いにして、日本を含むアジア地域における MSの 発II率は、北米、ヨーロッパ

に比して、格段に少ないといわれ 「知名度」が低く、その上、厚′li省によっていわゆる難病である特定

疾患に指定され、子厚い社会保障が提供されているので、日本 MS協 会に対する患者さん達 (この世

界では Person with MSと よばれる)の 期待や要望も、たとえば英国 MS協 会に対するようなもの

は感じられませんでした。なお日本には日本 MS協 会のほかに、「全国多発性硬化症友の会 (会長、堀内

勇一郎)Jと いう姉妹団体があり過去30年間活発な活動をしておられます。

会長の最大の仕事は、寄付集め (Fund raising)で す。欧米諸国においては、民間の社会事業、慈善

事業の長い伝統があり、fund raising(募 金運動)の 手法も、かなり発達 しており、chari↓y show,

charity concert、また最近は、大衆を動員したwalk a thon(ウ オーカソン、いわゆるウオーク)、と

か Read a thon(小 学4:等の低学年のための識字競争)と か、多彩なキャンペーンを展開しています。

日本の MS協 会も、1993年5月 、副腎白質ジストロフィー症患者をテーマにした映画、 「ロレンブの

オイルJの プレミアー・チャリティ・ショウ (ユニヴァーサル映画)を 、セゾン、ラコステ等の協賛で

開催 したことがあります。その後、チャリティ・コンサートを何回か企画しましたが、実現の運びには

こらなかったのは残念でした。同じ難病である筋委縮性側索硬化症 (ALS)の 協会が、この方面で活

躍していることは、私たちの模範になると思います。

私は世界 MS協 会連合の年次総会には、ボードメンバーとして、各地に出張しました。会長就任早々の

89年 2月 には、ニューデリーで開催されたボードミーティングに出席しました。当時の会長はフォード社の

言1社長 Willlam P Bentonで あり、開催地のインドの理事は A H Tobaccowalaだ ったことを覚えて

います。その他この世界における中心的な指導者 〔理事たち〕に多数の知己をえました。彼らは本国におい

ては鉾々たる大物で、功なり、名をとげて、これからは慈善事業をやろうかと意気込んでいる人たちでした。

歴代の IFMSSの 会長も、Willian P Bentonか ら James R Cantalupo(マ クドナルド社社長)、

James D WolFensohn(豪 州人、現世銀総裁)、Peter schwei↓zer(」 Wal↓er Thompson社 長)と

世界的な営名人が続いています 〔木年、シュヴァイッァー会長は辞意を表明しました。〕

そのほか IFMSSの 最高決議機関であるCouncll(理 事会)の 同僚理事には、次のような人々がおり、

彼らと親しくなりました。アメリカの George C Boddiger〔後の IFMSS会 長〕、Charlie Goodyear

(Exxon)、 デンマークの言論界の人物、Ernst Klaeber、 カナダの Sinclair、オラングの Udo Kruse、

ドイツの Mariella von Klenck等 等。これらの人々は自国において実業界、ジャーナリズム等におけ

る有力者であるのみならず、彼らの親戚のうちに MS患 者を抱えているか、ないしは知人の中に MS

患者がいるという人々です。それほど MSは 、欧米人においてはコモンな病気なのです。なお当時連

合事務局には利発なイギリス婦人、Pauline Crowe嬢 がいて、パキパキと仕事をさばいていたのが印

象に残っています 〔ちなみに、MSの 原因を決定的に究明することに成功すれば、その発見者はノー

ベル医学生理学賞は間違いなしといわれています〕。
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インドのあとの II「MSSの 年次ボードミーティングは、 1991 fFにはアムステルダムで、92年にはロ

ンドンで、98年にはバンクーヴァーで、84年、ブタペストで開催されましたが、いずれも、社用 〔松下

電器産業〕を兼ねて出張し、我われの医学顧間団の先i方 とともに、大会に参加 しました。

ここで IFMSSの ことを説明したいと思います。IFMSSは 2000年から MSIF(Multiple sclerosis

lnternational Federation一 MS世 界連合)と 改称されましたが、本部所在地は従来通り、ロンド

ンにあります。1967年、アメリカにおける MS運 動のパイオニア的存在である、Sylvia Lawry女 史

が、IFMSS(International Federation Of Multiple SclerOsis SOcieties―〔MS協 会世界連合〕)

を創設 したのが始まりです。現在の MSIFは 年一回開催される理事会 〔Council〕と、年二い1開催さ

れる執行委員会 (Executive Committee)、それに理事会と同時期に開催される世界大会からなってい

ます。世界大会には、PwMS(Person with MSの 略称―一MSを 持った人、MS忠 者のことをこう

呼びます)も 、卓いす等で参加しています。毎年毎年、理事会を開催することについては、1994年頃か

ら、遠距離から参加する理事たちにとって、旅費負担等が大きいことから、問題とされ、隔年にすべし

との議論が|||ていました。年次大会の開催地は、1994年の Budapestの あとは Israel、Atlantaと続

きましたが、1995年のアトランタ大会を最後に、年次大会は隔年に開催することが決定。次の Barsel

から隔年になり、前回 (2001)は MelbOurneで 、そして本年は9月 にベルリンで開催されます。ただ

しベルリン後は、定期的な隔年開催の形式に捉われずに、地域別、内容別の会議形式で、随時開催する

ことに変更される模様。機関紙として、従来 MS Managementを 発行していたが、2003年2月 から

は、MS in FOcusに 模様替えして、発行しています。

なお、私事ながら昨年 5月 、MSIFの 組織変更有 り、私はボー ドメンバーを英国の George

Loudon氏 (現在会計担当理事)と 交代しました。その機会に、私はシュヴァイツアー会長から、

Certificate of Merit賞 状と記念品 (ガラス器)を 受けました。

私は医学者でありませんので、MSそ のものについて語る資格はありません。ただ MS協 会に関係

したおかげで、里古栄 1郎先生 〔国立精神 ・神経センター名誉総長〕、井形昭弘先生 〔あいち健康の森

健康科学総合センター長 ・lMl愛知県健康づくり振興事業同理事長〕、それに前記の黒岩君の九州大学医

学部時代のお弟子さんである柴崎浩 〔NIH米 国国立衛生研究所〕、田平武 〔国立療養所中部病院 ・長

寿医療研究センター長〕、斎口孝彦 〔国立療養所宇多野病院長〕、糸山泰人 〔東北大学医学部神経内科〕、

納光弘 〔鹿児島大学医学部第二内科〕等の諸先生、それに少壮の山村隆先生 [国立精神 ・神経センター

神経研究所〕等の、日本 MS協 会の 「医学顧問岡」の諸先生には、色々 MSに ついてご教示を願っ

たことは、大変有難く思っています。

日本国内における ArIS研究の現状、業績等については、私などが申しLげ ることは出来ませんが、

最近、11昨寸隆先′liの共同論文が、アメリカの Nature誌 〔2001年10月号〕に優先で掲載されたことな
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どは、最近の快挙といえましょう。

注 :MS関 係の国際賞といえば、故黒岩博士が受賞 した、MS医 学会での占い賞である Charcot

Awardが あります。シャルコー侯爵 (1825-93年 )は 、フランス人で MSを 研究 したニューロロジ

ストです。そのほかにこの世界には、MSで なくなった悲劇のチェリスト、ジャクリース・デュプレ

〔Jacqueline Dupre〕 にちなんだ同名の賞、前記の Walfensohn賞 などがあります。有名なアメリカ

の野球選手、ルー・ゲーリッグも MSと 同様に難病の ALSパ ーソンです。

最後に日本 MS協 会の今日あるのに貢献された、次の■人のお話をしたいと思います。日本 A/1S

協会を創始した黒岩博士の功績は絶大なものがありますが、彼を陰に陽に、支えてくださった和泉国夫

さん 〔現在協会の副会長〕をまず挙げなければなりません。社会事業、メセナ、今様に云えば、NGO

運動の先駆者であります。

MS運 動をアメリカ国内でまず盛んにし、US National MS Society(米 国 MS協 会)と 協力して、

世界 hrls協会連合 〔IFMSS〕 を創始した人に、シルヴィア・ローリー (Sylvia Lawry)と いうアメ

リカ人の資産家で慈善事業家でもある人がいます。彼女は、1940年代に、彼女の弟が MSに 罹 り、彼

の病気を治したい一っ芭ヽで、NY Tinesに 広告をだし、アメリカ全上の MS忠 者に呼びかけたのをきっ

かけに、私財をなげうって、MS忠 者の相互援助と MSの 研究、治療の研究を推進するキャンペーン

を起こしたのです。彼女は、黒岩、和泉両氏を通じて、日本の MS協 会の設置を働きかけたことは、

前述の通りで、彼女は陰に陽にわが日本 MS協 会を援助してくれました。私も何回か彼女に会いまし

たが、MSに 賭ける彼女の情熱には、ほとほと感心させられるものです。彼女は正に 「フィランスロ

ピストJ〔慈善家〕の鑑でした。彼女が2001年 2月 、惜しまれながら他界 した後は、IFMSSの 医学顧

問団の議長であったカナダの Ian McDonald博 士が提唱して、独逸のミュンヘンに、彼女の名を冠

した 「シルヴィア・ローリー MS研 究センターJ〔Sylvia Lawry Center for Mul↓iple Sclerosis

Research〕 が創立されました。因みに、現在のアメリカの National MS Societyの 会長は、91年の

湾岸戦争で勇名を馳せた Mike Dugan空 軍大将です。

最後に忘れてならないのは、故青木正子さんです。私が MS協 会の会長を大過なく勤められたのは、

ひとえに彼女が事務局となって、関係の医学者や 「友の会J、さらには IFMSS〔 も時〕との連絡を、

一手に引き受けてくれ、私を補佐してくださったからです。彼女は自身肝臓病を患いながら、日本 MS

協会のために献身的に奉仕してくれました。彼女もヴォランティーアの権化のような人でした。1997

年、彼女がなくなったときは、私も同時に会長を辞めようかと思いましたが、和泉さんたちに説得され

て踏みとどまった次第です。最後のころは彼女に、できるだけ安い航空切符を探 してもらい、IFMSS

大会に出席をしてもらいましたが、これが早すぎた彼女の死に対するせめてもの、はなむけになったの

かなと、密に偲んでおります。
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日本 MS協 会会長就任ご挨拶

会 長 荒 井 好 民

今年度より、理事会の指名により菊地清明会長の後任として当協会の会長に就任いたしました。力不

足ではありますが皆様のご協力のもと職責を合うする所存です。

顧みますと当協会は発足以来、この分野の研究者に対する助成、国際組織である MSIFと の連絡、

協調、患者に対する援助、広報活動など多くの実績を上げてまいりました。菊地前会長ならびに理事の

方々、西村事務局長など関係者各位の地まぬご努力に深く敬意を表する次第です。

しかし当協会もご多分に漏れずここ10数年続きました不況の影響を受け、財務的には決して余裕のあ

る状態ではなくなっております。幸いわが国の景気もやや上向きになってまいりました。本年度は新規

賛助会員を出来るだけ多く獲得 し、当協会の方針に基づく活動を更に活発にしていきたいと考えてお

ります。

理事各位、並びに関係者の方々には今後とも以前に変わらぬご協力とご指導ご鞭fAlを切にお願い中

し上げます。

あ
あ

- 5 -



3テ スラ超高磁場 MRIを 用いた多発性硬化症患者の

大脳皮質および白質機能の非侵襲的評価

新潟大学脳研究所神経内科  寺  島  健  史

【緒 言 】

多発性硬化症 (multiple sclerosis、以下 MS)で は由質がおもに病変の主座と考えられてきたが、

病理所見では大脳皮質にも病変が認められ、この病変が MS患 者における高次機能障害や機能的予後

に影響を与えている可能性が指摘されている。

今回われわれは、MRI拡 散テンソル解析を用いて大脳皮質および白質の機能を非侵襲的に評価 し、

正常対照群および MS各 病型群におけると異を検討したので報告する。

【背 景 】

MRIの 拡散強調画像は水分子の生体内での拡散の影響を反映させた画像である。この 「拡散」は生

休内のさまさまな組織構造により制限された拡散や、組織内の港流現象、あるいは軸索流などを反映し

たものであり、方向によつて拡散の程度が異なる 「不等方性拡散Jで ある。拡散テンソル解析とよばれ

る手法によって、この拡散の不等方性を解析することが可能となる。悩における拡散の不等方性はおも

に神経線維によって生じると考えることができ、拡散テンソル解析で得られる3つ の固有値は対応す

る固有ベクトル方向での拡散係数をあらわす。また、 3つ の間有値の和を トレースと呼び、平均化した

拡散の梓度をあらわす指標となる。

【対 象 】

新潟大学医歯学総合病院およびその関連病院に入院 ・通院中の忠者から16歳から38歳 (平均275

±75歳)の 古典型 MS忠 者 8名 (女7名、男 1名)を 選んだ。その内訳は再発寛解型 (RRMS)4名 、

二次進行型 (SPMS)4名 である。一次進行型 MSお よび視神経背髄型 MSに ついては今回の解析対

象からは除外した。一方、正常対照群としては、忠者群に年齢を適合させた15～39歳 (平均241± 50

歳)の 健常者ボランティア40名 (女26名、男23名)を 採用した。患者群・正常群すべての対象者に対 し

てき面による説明を行い、同意を得た。

【方 法 】

[MRI撮 像]

新潟大学脳研究所統合脳機能研究センターの3テ スラ機 (GE Medた al Systems)に て行った。

拡散強調画像はスピンエコー・エコープラナー法により、拡散強調傾斜磁場方向の組み合わせを 6道

りにかえて撮像した。マトリックスサイズは128×128、FOVは 20cm X 20cm、 撮像時間は4ス ライス
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で約 4分 30秒である。

[データ解析]

スライス選択

様像した画像より、

拡散テンソル解析 :

た。

ラムダ・チャート解析

病変の好発部位である側脳=体 部および放線冠を含む 1ス ライスを選択した。

選択 した 1ス ライスのすべてのピクセルにたいして拡散テンソル解析を行っ

本法は新潟大学統合脳機能研究センターにて開発された手法である。図 1に正常者の 1ス ライス

上の全ピクセルのラムダ・チャートに示す。このチャート上の特定の部位が、そのスライスでの大脳

皮質および白質によく一致することを利用して、大脳皮質および白質ピクセルの分離 ・抽出を行っ

た [1-3]。

図 1

トレース・ヒストグラム解析

ラムダ・チャート解析で分離 ・抽出された皮質群 ・白質それぞれに属するすべてのピクセルにつ

いてトレースを計算し、ヒストグラムを作成した。大部分の場合、ヒストグラムは1峰性のピークと

なるが、必ずしも正規分布とはならない。したがって、このトレース分布の代表値として、トレ
ース

の中央値、最頻値 (ピーク位置でのトレース値)、ど―ク高 (ただしピクセル総数に対する常J合であ

らわす)の 3つのパラメータを採用し、MS各 病型群および正常群間で統計学的検定を行った。検

定法としては、大脳皮質および白質において、正常群 ・RRMS群 。SPMS群 の3群間での 1元配

置分散分析と多重比較を行った。
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【結 果 】

図2に正常者と典型的な SPMS患 者のヒストグラムを示した。大脳皮質では、正常者のしストグラ

ムは右に構をひく分布となる。SPMS患 者のヒストグラムはピ
ークがはっきりしなくなり、全体に右

方に移動したかたちとなる。大脳白質のヒストグラムは正常者では大脳皮質にくらべてピ
ークの高い、

正規分布に近いかたちとなる。一方、SPN/1S患者では、やはり全体に右方に移動し、ピ
ークの高さも

低くなり、ピークの糖もひろがってきている。このように正常群と SPMS群 の典型例ではヒストグラ

ムの形状に明らかな違いが認められる。

図 2

Gray Ma“ cr Whitc Maicr

Normal

MS

(SPMS)

図 3に トレースの中央値、最頻値、ピ
ーク高の3つ のパラメータについて、正常群、RRMS群 、

SPMS群 での分布傾向を示した。大脳皮質 ・白質どちらにおいても、正常群→ RRMS群 → SPMS

群の順に、 トレースの中央値 ・最頻値が上昇し、ビ
ーク高は逆に、低下する傾向にあることが、よくわ

かる。これらの解析の結果を図4に示した。まとめると、

1)大 脳皮質では、 トレースの中央値は、正常群 ・RRMS群 。SPMS群 の3群 で有意差が認められ

た。最頻値は、正常群と SPMS群 および RRMS群 と SPMS群 とでは有意差が認められたが、

正常群と RRA/1S群 では認められなかった。ピ
ーク高は、正常群 ・RRMS群 ・SPMS群 の 3群

で有意差が認められた。

2)大 脳白質では、トレースの中央値および最頻値については、大脳皮質と同様の結果であった。ピ
ーク

高では、正常群と SPMS群 でのみ有意差が認められた。

ゆ 響
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図 3

図 4
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【考 察 】

MSに おける大脳皮質障害については、白質病変の二次的変化なのか、あるいは一次的に生 じうる

ものなのかその機序はまだ明らかとはなっていない。しかし、これは MS忠 者の機能的予後や高次機

能障害を考察する上でも重要な所見であると考えられる。さらには MSの 病態の標的が髄鞘のみなら

ず軸索にもあるという説を検証していく上においても重要な所見である。しかし、とくに発症早期や軽

症のMS忠 者では、CTや MRIな どの通常の画像所見ではほとんど異常を認めないことが多く、解

析が困難であるという問題があった。

脳における MRI拡 散テンソル解析は脳における拡散不等方性の定量化により、神経線維や神経細

胞などの機能をとらえようとする手法であり、最近臨床応用が広がってきている。

多発性硬化症においても、欧米ではこの拡散テンソル解析を用いた報告が散見されるようになって

きているが、国内での報告はまだほとんどないのが現状である [4]。

この MRI拡 散テンソル解析はまだ新 しい手法であり、標準的な解析法が存在するわけではないの

で、より有効な解析方法の開発もあわせて必要となる。今回考案 した解析法は、大脳皮質・白質をきわ

串
車

一
聾
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めて高い精度で解析者の恣意性なしに分離することができる。しかも、分離 口抽出する基準を対象によっ

て変更する必要がないため、きわめて再現性の高い解析結果を得ることが可能である。約50名の正常

ボランティアでの解析結果も安定しており、信頼性も高いものと考えられる。

今LDlの解析結果のポイントは、

1)MSの 病変の主座と考えられる大脳白質のみならず、大脳皮質でも忠者群と1に常群で有意差が認

められた

2)正 常群と SPMS群 との間のみならず、1卜常群と RRA/1S群 や、RRMS群 と SPMS群 との間で

も有意片が認められた

という2点 である。これらは、通常の MRI画 像で異常所見を認めない段階で MS患 者に大脳皮質

障青が■じているr13能性があることを示唆しており、きわめて注日すべき結果である。

このように、この手法は MS忠 者における大脳皮質機能評価を非侵襲的にしかも短時間で行うこと

ができるという点において従来にはなかった強力な可能性をもつものである。われわれは、今回の結果

をもとに、

1)さ らなる対象患者の蓄積

2)罹 病期間や重症度など臨床的な指標との相関

3)我 が国に多い視神経脊樋型 MSで の解析

4)同 一慧者における経時的な追跡評価

5)神 経免疫学的および神経眼科的評価とくみあわせた解析

など現状での課題に基づいて、今後の研究計画を立案中である。

【結 論 】

1)MRI拡 散テンソル解析を用いて、多発性硬化症 (h71S)患者の大脳皮質および白質の機能評価を

イ子った。

2)MS患 者では正常群に比して、大脳白質のみならず皮質においても、 トレースの中央値・最頻値の

上昇、ピーク高の低下を認めた。この有意差は正常群と RRMS群 、RRMS群 と SPMS群 との

比較でも認められた。

3)こ れらの結果は MS忠 者における大脳皮質障害が通常の MRI画 像では異常を認めない段階で出

現している可能性を示唆しており、病状評価や機能的予後の推定に役立つことが期待されている。

【研究協力者 】

西 浮 正 豊  新潟大学脳研究所神経内科教授

中 田   力  新潟大学脳研究所統合脳機能研究センター長

同 中 恵 子  新潟大学脳研究所神経内科助教授

松 浮   等  新潟大学脳研究所統合脳機能研究センタ
ー助教授

田 中 正 美  国立療養所西新潟中央病院神経内科医長
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Neuropeptide Yに よる

実験的自已免疫性脳脊髄炎 (EAE)の 制御

国立精神 ・神経センタ
ー神経研究所

免疫研究部 林    幼   偉

【緒 昌 】

多発性硬化症 (MS)の 動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)は 、 ミエリンの構成タ

ンパクを感作することで発症する 。EAEの 発症には IFN γ,TNFα などの Thl型 サイトカインを

産生する CD 4陽 性自己反応性 Thl細 胞の関字が特に重要とされており、IL 4,IL 5な どの Th2

型サイトカインを産生する Th2細 胞とのバランス (Th1/Th2バ ランス)を 調節することで発症が制

御されることが分かっている
2。

神経系と免疫系は隔絶された環境にあることや自己・非自己を認識することなど類似する点が多 く、

以,1から相互のクロストークは指摘されていた
・
。ストレスで交感神経系が活性化されるとリンパ球が

減少 し免疫系が低下するといわれており、カテコラミンによって EAEが 軽減され
4、
枯渇させると

EAEが 悪化することが報告されている
5。ヵテコラミンなどの神経伝達物質とともに神経終末に存在

する神経ペプチドの中で、神経ペプチドY(neuropeptide Y:NPY)は 交感神経賦活化で放出される

ペプチドである。。これは神経細胞に広く分布し、その受容体は Ylか ら Y5の 5つ が報告されている

が、Yl受 容体は広汎に分布し、免疫細胞にも発現している
。
。近年 NPYが 自己免疫疾患に影響を与

えることが注目されており
7、EAEに おける作用機序を明らかにするため実験を行った。

【対象 ・方法】

EAEは C57BL6/Jマ ウス又は SJL/Jマ ウスに MOG 35 55ま たは PLP 139 151を 免疫 して

誘導した。

EAE誘 導後、NPYま たはそのアミノ酸置換体である Yl受 容体特異的アゴニスト (YlR agonist)

を隔日で腹腔内投与して臨床経過に与える修飾効果を見た。

NPYが 臨床経過のどの期間にもっとも強く作用するのかを調べるため、全経過投与群 (感作後0～

30日)、誘導期投与群 (感作後 0～ 10日)、発症後投与群 (感作後10～30日)、対照 (PBS)投 与群で比

較した。

NPYが 臨床経過にどのように関与するのかを調べるため、YlR agonistを隔日投与したマウスの

リンパ節細胞と陣細胞をペプチド感作後11日日で調製し、ペプチド特異的な増殖反応と IFN γ 産生能

を調べ、マウス血清における感作ペプチド特異的な IgGア イッタイプを対照群と比較 した。さらに1可

様に調整した細胞を感作ペプチ ドで 3日 間再刺激 した後、放射線照射 した末感作マウスに移入 して

passive EAEを 誘導し、対照群と比較した。またペプチド感作時に YlR agonistを隔日投与したマ
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ウスから、T細 胞または抗原提示細胞を分離し、感作のみを行ったマウスのT細 胞または抗原提示孫口胞

とともに感作ペプチド存在下で培養し、反応性の差異を検討した。

【結 果 】

NPY投 与により用量依存性に EAEは 軽減されたが (図lA,B)、 Yl受 容体特異的括抗薬 BIBO

3304を NPYと 1司時に投与すると NPYに よる EAE抑 制効果が消失した (図lC)。 YlR agonist

は低用量でも NPYと 同等の EAE抑 制効果を示し、特に [D_Hiぜ]NPYに おいて顕斉であった

(メ1l D)。つまり NPYに よる EAE抑 制作用は Yl受 容体を介していることが分かった。このため

以降の実験は YlR agonistとして [D_His・]NPYを 用い、NPYの 作用を検討した。
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EAE

C57BL6/Jマ ウスに MOG 35 55ペ プチドを用いて EAEを 誘導 した。

A:EAE誘 導時に NPY(50μ  g/kg)を 投与すると、EAEが 抑制された。

B:NPYの 投与量を変えてみると、NPYは EAEを 用量依存性に抑制した。

C:EAE誘 導時に NPYと Yl受 容体措抗業 (100 μ g/kg)を 投与すると、抑制が除去された。

D iEAE誘 導時に Yl受 容体アゴニストを投与すると、低用豊 (0 01μg/kg)で 抑制された。
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さらにこの YlR agonistによる EAE抑 制効果は、誘導期 (EAE誘 導時より10日間)の 期間に投

与した場合には見られたが、発症後 (EAE誘 導後10日後以降)の 期間に投与した場合は認められなかっ

た (メ12)。つまりNPYの 抑制作用はEAE誘 導時期に有効であり、発症後の後期にはあまり効果がない

ことが分かった。

0    4    3    12   16   20   24   28   32   3●

病日

図 2 NPYの 投与時期による EAE抑 制効果の差異

EAEを 誘導 したあと、[D―His"]NPYを 合経過 (感作後 0～ 30日)、誘導期 (感作後 0～ 10日)

で投与し、対照 (PBS)投 与群と比較した。誘導期投与した場合には抑制効果が見られたが、発

症後の期間に投与した場合は効果が認められなかった。

次に感作抗原への免疫応答が YlR agonistに よってどのように変化するかを確かめるため、マウ

ス血清中の感作ペプチド特異的 IgGア イツタイプを比較 したところ、YlR agonistを 投与したマウ

スでは IgG2aが PBS投 与群に比べ有意に低く、IgG1/1gG2a比 が上昇 しており、感作抗原への免

疫応答が Th2偏 命していることが示唆された (図3)。実際、YlR agonis↓を投与したマウスのリン

パ節およびl牢細胞のペプチ ド特異的な増殖反応と IFN γ 産生能を調べたところ YlR agonistを 投

与 したマウスでは、感作ペプチド特異的T細 胞の増殖反応に有意斉は見られなかったものの、その IF

Nγ 産生は有意に抑制されており、感作抗原への免疫応答が Th2偏 付 していることが確認された

(B町4)。

一 YlR Oay O-34
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19G1       3902a

図 3 NPYに よる血清中の感作抗原特異的 19Gア イソタイプの差異

EAEを 誘導 したマウスに NPY、 YlR agonistを 投 与し、血清中の抗 MOG 35 55抗 体の

IgGl,IgG2aア イツタイプの OD値 を測定した。

A:NPY,YlR agonist([D_His西]NPY,[FT,P"]NPY)投 与群では IgG2aの OD値

が有意に低値であった。

B:NPY,YlR agonist投 与群では、IgG1/1gG2a比 が有意に高lHであった。

NPY,YlR agonist投 与にてT細 胞反応が Th2偏 衛 していると考えられる。

B
A

1      10

MOC(31」m9

図 4 NPYに よるT細 胞の Th2偏 侑

C57BL6/Jマ ウスを MOG 35 55ペ プチドで免疫した後、YlR agonistを投与し、 リンパ節

細胞のペプチド特異的な増殖反応とその際の IFN γ産■能を調べた。

A:YlR agonistを投与すると、MOG 35 55特異的T細 胞の IFN γ産生が有意に抑制された。

B:MOG 35 55特異的T細胞の増殖反応は有意な差は見られなかった。

またペプチ ド感作後 YlR agOnistを隔日投与 したマウスの リンパ節細胞と陣細胞を調整 して

passive EAEを 誘導したところ、YlR agonist投与を受けたマウスの細胞移入による passive EAE

は軽定化した。

セ

拘

８

６

４

２

０

Ｂ
　
　
　
　
ぎ

尽
ｑ
ゴ
ｑ
辞

仰

碑

ｍ

防

ｍ

い

。

Ａ
　
　
　
　
　
　
ｎョ
占
。

帥

的

的

帥

帥

知

（
Ｅ

」
ｏ
）
ｏ
と
，

こ
ヨ

Ｏ
Ｅ

Ｐ

Ｅ

ふ
≡
ヤ
ー
・

1      10

MOG《 ttg/m'

-15-



さらに NPYが 作用する細胞がT細 胞なのか抗原提示細胞 (APC)な のかを検討するため、ペプチ

ド感作時に YlR agonistを 隔日投与したマウスから、T細 胞または APCを 分離 し、ペプチ ド感作

のみを行ったマウスのT細 胞または APCと ともに感作ベプチ ド存在 ドで培養 したところ、YlR

agonistを 投与したマウスのT細 胞を用いたときのみ IFN γ 産生が抑制された (図 5)。 つまり

NPYは T細 胞に作用して Th2偏 衛を生じていると考えられた。また回相化抗 CD3抗 体を使用して

分離したT細 胞を刺激する際、YlR agonistを 添加しても IFN γ 産生が抑制されることから、NPY

は直接T細 胞に作用することが確認された。
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図 5 NPYに よるT細 胞への影響

MOG 35 55ペ プチ ド感作時に YlR agonistを隔日投与したマウスから、T細 胞または抗原

提示細胞を分離し、ペプチド感作のみを行ったマウスのT細 胞または抗原提示細胞とともに

MOG 35 55ペ プチド存在下で培養した。

A:抗 原提示細胞 (APC)に かかわらず、YlR agonistを投与したマウスのT細 胞を用いたと

きのみ IFN γ 産生が抑制された。

B:指 殖反応に有意な差は見られなかった。

【考 察 】

NPYは EAEを 抑制するが、YlR agonistは それより低用豊で効果的に作用する。これは NPY

の抑制作用が YlR特 異的であることが推察される。またその EAE抑 制効果は主に発症前の誘導期

においてもっとも高く、それは自己反応性の IFN γ 産生 Thl細 胞の Th2偏 椅によるものと考えら

れる。

自己免疫疾患はさまざまな身体的 ・精神的ストレスで影響されるが、その機序として神経系と免疫

系という特殊な高次機構の間の相互作用に関与する NPYの ような物質が介在している可能性がある。

NPY受 容体を標的とした薬剤は、新たな視点からの MS治 療に応用できると思われる。
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【結 論 】

NPYは Yl受 容体を介して EAEの 監:床経過を軽症化するが、EAE誘 導時期において顕斉であっ

た。これは NPYが T細 胞に直接作用し、自己反応性 Thl細 胞の Th2シ フトを上じるためであると

確認できた。NPYを 手がかりにして、神経ペプチドという神経系と免疫系の相互に関わる新たな視点

から、MS治 療が期待できると思われる。

【研究協力者】

Bedoui Sammy、 二宅幸子
2、
山村隆
3

(田立精神 ・神経センター神経研究所免疫研究部 :外来研究員
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多発性硬化症病巣への浸潤に関わるリンパ球関連分子の解析

東北大学医学部付属病院神経内科  三  須  建  良ト

はじめに

多発性硬化症 (Multiple sclerosist MS)1よ、中枢神経症候が時間的および空間的多発性を示すこと

を特徴とする中枢神経系の炎FI壮脱髄性疾患であり、CD4細 胞とりわけ Interferon γ (IFN γ)等

を分泌する1型 helper T(Thl)細 胞の病巣局所への浸潤を特徴とする自己免疫疾患と考えられてい

る。

数々の関連分子が中枢への浸潤に関わることが知られているが、我々は遊走や活性化に関わるケモ

カインやT細 胞受容体分子に注目し、MS病 巣への浸潤に関わる因子の同定を試みている。

近年、免疫細胞の遊走や活性化に関わり、相互に特異的な関係を持った種々のケモカイン及びケモカ

イン受容体が同定され、様々な局所の炎症における病態への関わりが注目されている。たとえば Thl

細胞では CCR5や CXCR3を 発現し、
一方 IL 4等 を優位に分泌する2型 helper T(Th2)細 胞で

は CCR3や CCR4が 特異的に発現することから、Thl・Th2に 関わる多くの疾忠で検言寸されている。

MSに おいても主に CCR5や CXCR3の 発現やそのリガンドの髄液中の発現と、疾患活動性や病巣 ・

病型との関連が報告されている。また、免疫記憶に関わる naive T細 胞や樹状細胞の遊走に強く関与

するケモカイン受容体 CCR7が 報告されており、本来免疫学的に特異とされてきた中枢神経系におけ

る CCR7関 連分子を検討することは、中枢神経の自己免疫病態を考える上で興味深い。また MSの

病態に特定のT細 胞受容体 (人ではV β52他 )力 関`わることが患者末梢血出来のミエリン塩基性貨白

(MBP)特 実的T細 胞における検討から報告されており、治療の標的としても注日されている。 しかし

培養による修飾が多く、実際にどれだけの役割を実際の生体内で行っているかは不明であった。新鮮末

梢血 ・髄液中のリンパ球における報告は少なく、MSの 病態における髄液浸潤細胞あるいは中枢内に浸

潤するT細 胞の動態を把握するにで重要である。

我々は、これらのリンパ球の活性化 ・遊走に関わる因子を同定することにより、病態の理解 ・標的治

療の可能性を検討することを目的とした。

研究背景

多発性硬化症 (multiple sclerosisi MS)は 、再発と寛解を繰り返す中枢神経の炎症性脱髄疾患であ

り、中枢の髄鞘を標的抗原とする自己免疫疾患と考えられているが、未だにその病態は不明な点が多く

有効な治療法は見出されていない
'名 MSの 病態においては、脱髄病某に浸憎するT細 胞やグリア細胞

がサイトカインやケモカインを放出し、さらに多くのT細 胞やマクロファージを活性化 して病巣局所

に遊走されることにより炎症反応が増強される者CD4陽 性ヘルパーT細 胞は、こにインターフェロンγ

(InterferOn γ;IFN γ)を 分泌する 1型 ヘルパ
ーT細 胞 (Thl)と 、主にインターロイキ ン4
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(Interleikin 4;IL 4)を 分泌する2型 ヘルパーT細 胞 (Th2)に 分類されるが、MSの 病態には特に

Thl型 のサイトカインである IFN γ や Interleukin 2(IL 2)、Tumor necrosis factor α (TNF

α)が 関係することが数多く報告されている
46。ヶモカインは細胞が遊走し活性化する際に働 くサイト

カインで、現在までに18種の受容体 (CCRl～ 10,CXCRl～ 6,CX3CRl,XCRl)や 40種以上のリガ

ンド (CCLl～ 27,CXCLl～ 15,XCLl～ 2,CX3CLl)が 同定されている
1。
特に CCR5や CXCR3は

活性化された Thl細 胞に発現し、一方 CCR3や CCR4は Th2細 胞に発現することが知られてい

るは9。MS患 者の髄液中の CD4陽 性細胞や脱髄病巣に浸潤するT細 胞が CCR5や CXCR3カ 陽`性で

あることが示された
ⅢⅢ
。また、CCR5や CCRlの リガンドである RANETSや MIP lα が MSの

動物モデルとされる実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)の 病態において病巣への細胞浸潤に重要な役

常|を持つこと
a、CCRl～ 3の リガンドである MCP l～3が MS病 巣のアストログリアやマクロファー

ジに発現することなど
'、MSの 病態に多彩なケモカインおよびケモカイン受容体の発現が関与 してい

ることが示されている。

CCR7や CXCR4は ナイーブT細 胞に発現しているケモカイン受容体である。これらのナイーブT

細胞はリンパ組織の高内皮細静脈に発現する CCR7の リガンドである SLCや ELCと 反応すること

によって リンパ組織のT細 胞領域に侵入 し、樹状細胞による抗原提示を受けて一次記憶を保持する

CCR7陽 性の central memory T細胞 (Tcm)や 再度抗原提示を受けた後炎症局所に遊走 して速やか

にイフェクター機能を発揮する CCR7陰 性の effectOr memory T細胞 (Tem)へ と分化する
コ・1。
自

己免疫疾患の病態において、どの過程で免疫記憶を獲得し、どのように免疫記憶を維持するのかは未だ

に不明な点が多く、臓器特異的自己免疫疾患と考えられている MSの 末梢血中及び脳内の脱髄病巣局

所でのこれらの細胞動態は不明である。先疫記憶に関連して、髄液中に浸潤しているT細 胞がどのよう

なT細 胞受容体の clonarityを持っているかを把握することは、免疫記憶病態を考察する上で意義深

いものと考えられる。

MSの 病態におけるケモカイン及びケモカイン受容体の知兄としては、中枢神経系が Thl型 ケモカ

イン受容体 (CCR5,CXCR3)が 優位に発現することが既に報告されているが、Th2型 ケモカイン受

容体 (CCR3,CCR4)や その他のケモカイン受容体の発現は十分に検討されておらず、これらの分子

の病勢との関連やメモリーT細 胞サブセットの動態も明かではない。本研究では、現在までに同定され

ているリンパ球のケモカイン受容体 (CCRl～ CCR7,CXCR3,CXCR4)及 び一部 リガンドの発現を

MS忠 者の再発時、寛解時の末梢血および樋液、さらには MS旨 」検脳の脱髄病巣において解析 した。

さらに末梢血 ・髄液中の単核球における CDR3 spectratypingによりT細 胞受容体レパートリーを検

索 した。これらの検討によりMSの 病巣局所に炎症細胞を遊走浸潤される機構が解明できれば、MSの

病態に促した治療法の開発に役立つものと期待される。
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１

研究方法

症  例

再発寛解型 A/1S患者21名 (女性15名、男性 6名、平均年齢342±102歳)で 検討を行った。MSの 診

断は、Poserら の診断基準に従い、MS類 縁の脱髄疾忠と考えられるDevic型 、ADEM、 Balo型 な

どは対象外とした。全症例において、MRIで MSの 脱髄疾患と考えられる多発性の中枢神経系病変

が確認されており、また再発時は今症例において臨床症状に一致する急性期病変を MRIで 確認した。

対象症例は、前駆する感染症がなく、また過去3ケ月間にインターフェロンやステロイド、免疫抑制剤

の使用雁がないものとした。全例治療前に末梢血及び髄液の採取を行い、 6人 の患者では同意を得た上

でステロイドパルス療法 (メチルプレドニブロンlg点 滴静注×3日 間)後 の寛解期 (治療 2～ 3週後)

にも末梢血及び樋液を採取 し、治療前後での変化を比較検討 した。健常対照者12名 (女性 8名 、男性

4名 、平均年齢273±40歳 )の 末梢血を用い、髄液の疾忠対照群として、無菌性髄膜炎 5例 (平均年齢

308±30歳 )、非炎症性疾患 6例 (脳梗塞 2名 、運動ニューロン疾患 2名 、パーキンソン病 2名 、平均

年齢557±117歳)を 用いた。本研究は、東北大学医学部倫理委員会の基準に従い、忠者の同意を得て

行われた。

法

リンパ球の分離

末梢血を EDTA入 りのベノジェクト真午採血管 (テルモ社、東京)に 採取後、Ficall Paque

Plus(Pharmacia BiOtech,Sweden)に て比重遠心分離し、リンパ球の存在する中間膚を抽出し赤

血球および類粒球を除去した。回収 したリンパ球はさらに PBS(Phosphate buffered salinc)に

て 2可洗浄後、Lysis Buffer(155 mM NH4Cl,10mM KHC03,01mM EDTA)に て 5分 問処理

して赤血球を除去し、PBSに て 2回洗浄後 assay buFFer(05%BSA,2mM EDTA力 日PBS)1こ

浮遊させた。髄液細胞は、髄液を遠心して沈査を作成し、洗浄後 assay buFferに浮遊させた。

2 3カ ラーフローサイトメトリー

3カ ラーフローサイトメトリーは、直接又は間接免疫蛍光法にて施行 した。 1× 106個の細胞を

assay bufferに浮遊させて、20分間 ヒト血清でブロッキング後 (4℃ )、細胞を表 1で示 した抗体

の組み合わせにて氷上で30分反応させた。反応後、assay bufferで 2回洗浄した。すべての反応は

速光下で施行 した。細胞は FACS Calibur(BectOn Dickinson(BD),San」 ose, CA)に て、表

面マーカーの解析を施行した。はじめに、前方散乱光 (FSC)、側方散乱光 (SSC)に て ga↓ingし 、

リンパ球を選択しそれぞれ 1×104個のリンパ球における染色陽性細胞の割合を (た1l Questソ フト

ウェアを川いて解析 した。統計学的検討は、M a n n  W h i t n e y ' s  U  t e s t あるいは W i l c o x o n

s i g n e d  r a n k s  t e s t を用 いた。 今回使用 したモノクローナル抗体 は以下 の通 りである。

Phycoerythrin(PE)ラ ベツレCD4(BD, CA)、 Fluorescein isothiocyanate(FITC)ラ ベル CD4

(BD, CA)、 FITCラ ベル CD8(BD, CA)、 Peridinin chiorophyll prOtein(PercP)ラ ベル CD8

(BD, CA)、 PerCP ラベル CD4(BD, CA)、 FITC ラベル CD45RA (BD, CA)、 PE ラベル

- 2 0 -



CD45RO(BD, CA)、 ビオチ ン化 CCRl(DAKO, Denmark)、  ビオチ ン化 CCR2(DAKO,

Denmark)、 PEラ ベル CCR3(DAKO,Denmark)、 CCR4(マ ウスIgGl)(松 島細治先4モより供

与)、ビオチン化 CCR5(DAKO,Denmark)、 CCR6(マ ウスIgGl)(義 江修先生より供与)、CCR7

(rat lgG2a)(義 '1:修先′ltより供与)、CCR7(mousc lgG, Pharmingen, San Diego, CA)、 PE

ラベル CXC R 3 ( B D , C A )、 PEラ ベル CXC R 4 ( B D , C A )。 精製抗体の染色時には、二次抗体 と

して blotin rat lgG2a(Pharmingen, San Diego、 CA)や biotin mOusc lgGl(Pharmingen,

S a n  D i e g o , C A )を 用いて反応させた後、Str e p t o a v i d i n  P e r C P ( B D , C A )に て染色を行 った。

ネガティブコントロールにはビオチン化マウス IgG l ( C M G l 1 5 , C e d a r l a n e , H o r n b y , C a n a d a )

を使サ11した。

3 RT―PCR

RT PCRに は、表 2に 示す MS澪 1検脳 5例 (脱髄病某及び井病巣白質)、正常対照脳 2例 、陽性

対照群 として重症筋無力症過形成胸腺 3例 の凍結組織を用いた。組織からの RNAの 抽出は、Trizol

(Gibco BRL, MD)を 用いた Guanidium lsothiocynate method でイ子った後、 Superscript

Preamplification system(Gibco BRL,MD)を 用いてFirst strand cDNAを 得た。各種のケモ

カイン及びケモカイン受容体に対する特異的プライマーを||]いて検討 した。GAPDHを 内閃性のコ

ントロークレとして hot start PCR method によりJそ定最的 PCRを イ子った。 PCR (Takara Taq,

Takara Shuzo,Shiga)は 合て30サイクル、アニーリング温度58℃で施行 した。PCR産 物はアガ

ロース電気泳動にて泳動し、ethidium brOmideで 染色後半定皇的に比較解析した。

4 免疫和1織化学

MS音 1検脳 5例 (脱髄病巣及び非病巣白質)、1に常対照脳 2例 の凍結組織を用いて免疫組織化学法

を施行した。献体は、クライオスタット (Lcica Japan,Tokyo)に て 5～ 10μ mの お切標本を作製

した後、企て常温で30分風乾 した後、-80℃ に冷凍保存した。パラフィン切片には、10mMク エン

酸溶液 pH60に 浸演し、オ
ー トクレープを用いて121℃、 5分 間の抗原賦活処理を施 した。内囚性

ペルオキシダーゼの不活化のため03%過 酸化水素水加100%メ チルアルコールに15分浸漬 した。その

後まず10%ウ サギll常血清あるいは10%ヤ ギIに常血清 (Nitirei,」apan)と 室温で15分問反応させ、

PBSに て洗浄後、一次抗体として抗人 CCR7抗 体 (BD Pharmingen,San Diego,CA)、 抗人

ELC抗 体 (Genzyme/Techne,USA)、 抗人 SLC抗 体 (Genzyme/Techne,uSA)、 抗人 CD4

抗体、抗人 CD8抗 体 (Nitiret,Japan)、抗人 CD45LCA抗 体 (DAKO,CA)、 抗牛 GFAP抗

体 (DAKO,CA)、 抗人 CD68抗 体 (DAKO,CA)、 抗人 HLA―DR(DAKO,CA)と 反応させ

た (4℃ 、12時間)。PBSに て洗浄後、二次抗体 goat anti mouse Enwision十/HRP(DAKO,

CA)あ るいは rabbit anti―goat antibody(Histofinc MAX― PO(G), Nitiret,Tokyo)と 宮ど温で

30分間反応させた。その後 Diaminobenzidine tetrahydrochloride(DAB)で 発色させた。各切片

はヘマトキシリンで対比染色の後封人して検討した。

5  CDR3 spectratyping analysis

詳細は既報告のとおりである
い
。MS忠 者 (n=42)の 再発時あるいは寛解時の末柑血および髄液
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単核球 ・に常対照 (n=30)を 用いて検討を行った。各々の細胞より RNAを 分離 し、各々の

TCR V領 域特異的 Primerを 用いて CDNAを 作製 し、PCR産 物は同量の formanide/dye泳

動バッファーと混合した後、94℃で 2分加熱処理した。2ulを 6%acrylamideゲ ル (30W、210分)

にて泳動 した。FMBIO fluorescence image analyzer(Hitachi,Yokohama)を 用いて、DNA

泳動結果を直接記録し、oligoclonal expanded patternを視覚的
・客観的に決定した。

研究結果

l CD4陽 性T細 胞

末梢血 CD4陽 性細胞に「キめる各種ケモカイン受容体の解析では、MS症 例では Thl関 連の

CCR5や 一部リガンドを共有する CCR2が 正常対照に比 して有意に増加 していたが (p<005)、

一方 Th2関 連の CCR3や CCR4は 有意に減少 していた (p<005)。 CCRl,CXCR3,CXCR4,

CCR6は 有意なたが認められなかった。また MS症 例の再発時における髄液と末梢血の比較におい

ては、髄液中の CCRl,CCR5,CXCR3の 発現は末梢血中の値に比べて有意に増加 していたのに対

し (p<0001)、 髄液中の CCR4は 逆に有意に減少していた (p=0016)。 CCR3は 髄液中で有意に

多く発現していた (p=0005)。 髄液中の CCR2の 発現は末梢血中の発現とまはなかった。

2 CD8陽 性T細 胞

MS症 例の再発時の末柑血 CD8陽 性T細 胞に占める各種ケモカイン受容体の発現率は、CD4で

の検討と同様の傾向であり、CCR5の 発現は正常対照に比して有意に (p=0028)増 加 しており、 
一

方 CCR4は 有意に (p=003)減 少 していた。また MS症 例における再発時の髄液と末梢血の比較

においては、樋液中の CCRl、 CCR5、 CXCR3の 発現は末梢血の値に比べて有意に増加 していたの

に対し (p<001)、 CCR3の 発現には有意差は認められなかった。

3 急性情悪期及び寛解期における各種ケモカイン受容体発現の比較検討

急性憎悪期及び治療後寛解期における末梢血 (CD4細 胞の CCRl～ CCR5、 CXCR3及 び CD8

細胞の CCRl、 4、5、CXCR3の 各発現率)及 び髄液中 (CD4及 び CD8細 胞中の CCR5、 CXCR3

の各発現率)各 ケモカイン受容体発現率を検討した結果、末梢血においては治療前後で有意差が認め

られなかったが、髄液中 CD4細 胞の CCR5発 現率は有意に治療後に減少 した (p<005)。 CXCR3

の発現率は有意差はなく、治療寛解後も高い発現率がみられた。

4 末梢血及び髄液中の CCR7発 現細胞

末梢血及び髄液中の Tcmに ついて検討したところ、髄液中では MS再 発時 (313±80%)は 、

MS寛 解期 (151±99)、無菌性髄膜炎 (155±19)や 非炎症性疾患群 (71±55)に 比 して有意に増

加しており、また MSの 再発時の末柏mや 1に常対照群の末梢血に比して増加 していた。
一方、CD4

陽性細胞における Tem細 胞の割合は疾患や対照群に関わらず中枢神経系においては末梢血に比 し
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て高値であるが、MS再 発時には髄液中の発現率は寛解時に比べ低下する傾向がみられた。樋液中

の naive T細 胞は、MS再 発時 (43±16%)、 MS寛 解時 (40±20%)、 対照辞 (51±46%)な ど

いずれも末梢血対照群 (397±169%)や MS末 梢血 (395±154%)に 比 して有意に低値であった。

5 MS病 巣及び対照群の病理所見及び mRNAレ ベルの検討

MS 5例 のうち4例 は脱髄巣の周囲に軽度から中年度のグリオーシスと著明なマクロファージの

浸潤を伴っており、De GrOOtら が提唱する MSの 病巣分類では chronic activeであった。一方、

1例 の MSは 、著明な脱髄及びグリオーシスを伴うがマクロファージの浸潤が比較的軽度であり、

chronic inactiveと考えられた。Thl関 連のケモカイン・ケモカイン受容体遺伝子の発現が優位で

あり、Th2関 連因子はほとんど発現が認められなかった。 4例 chrOnic activeな病巣を有する脱髄

病巣において CCR7お よび ELCの mRNAの 発現が認められたが、SLCの 発現は極わずかであっ

た。一方正常大脳白質では1症例を除いて発現は認められず、脱髄病巣で優位に発現していると考え

られた。また一次 ・二次抗原提示が行われている胸線組織においては CCR7、 SLC、 ELCヽ ずヽれも

明らかな発現がみられた。

6 S/1S病変部における CCR7陽 性抗原提示細胞およびT細 胞

CCR7陽 性細胞は形態的にはマクロファージやミクログリアと思われた主に血管周囲に浸潤する

細胞に発現が見られるが血管内皮には発現 していない。一方、CCR7の リガンドである ELCは 血

管内皮及び血管周囲のグリア系細胞に発現が見られる。特に ELCに 関 しては管内皮細胞に優位に

発現が見られた。非病巣には、脱髄病巣に見られるような ELCの 発現は認められなかった。

7 MSの 髄液浸潤 リンパ球の CDR3 spec↓ra↓yping

MS患 者の末梢血中において Vβ 52の clonalityが333%に 認められ、またV β24(143%)、

Vβ l(95%)、 Vβ 9/11(95%)も 認められた。髄液 ・末梢血の両者で検討を行い得た6例全例にお

いて、末梢血での発現に関わらず髄液中で Vβ 52が clonalityを示 した。

考  察

MS中 枢神経系の Thl関 連ケモカインの優位性

MSの 病態においては、IFN γ や IL 2、TNFα が病勢に関連するなど、Thl優 位な病態であるこ

とは周知の事実であるが、細胞遊走に関わるケモカインの観点から Thl・ Th2関 連囚子を検討した報

告は未だに少ない。

我々は再発時の MS髄 液中の CCR5陽 性 Thl孫田胞の害1合は寛解時に比して有意に高く、治療後寛

解期に有意に低下することを明かにした
い
。一方、Th2関 連の髄液中の CCR4陽 性細胞は対照群に比

して有意に再発時に減少 しており、また CCR3や CCR4は 末梢血に比 して髄液中で低 ドしていた。

MS再 発の病態において、ケモカインによる検討からも Thl優 位に傾くことが重要であることが明か
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となった。Thl関 連ケモカイン受容体のうち MSの 再発時には CCR5を 介 した自己反応性 Thl細

胞が中枢神経系へ浸潤し、Thlサ イ トカインである IFN γ を放出して炎症性脱髄の病態を引き起こ

していると推測される
H。

CXCR3に ついては、MSの 髄液中あるいは脱髄巣周囲の CD4あ るいは CD8陽 性T細 胞の多くが

発現することが報告され、また CXCR3の リガンドである IP 10が 血管周囲のアストログリアに発現

することが報告された
°
。また、樋液中の IP-10は 髄液細胞数と相関することが示されるなど、Thl

細胞の中枢神経系への浸潤に重要な因子と考えられている
Ⅲ
。我々の検討では、CXCR3の 発現は MS

再発時の CD4及 び CD8陽 性細胞の大部分において認められ、また寛解期にも髄液中T細 胞の

CXCR3発 現率は低 下していなかったことから、病勢に関わらず Thl細 胞の中枢神経系の浸rLlに用い

られている受容体であることを示唆している。Thl細 胞が髄液中に浸潤する際に1=常的に CXCR3カ ミ

利用されているとすれば、治療への応用も期待されるところである。その
一つの試みとして、CXCR3

のリガンドである IP 10を 中和抗体を用いて抑制したところ、むしろ EAEが 憎悪することが示され

た。IP 10が 末梢 リンパ組織で働く際に抗原特民的T細 胞に対して抑制的に働くなど、中枢神経系の発

現とは民なる役章1を持っている可能性が示され、今後さらなる検討が期待される
f。

中枢神経系における CCR7関 連因子の役割

リンパ節におけるリンパ球のホーミングの際には CCR7及 びそのリガンドが大きく関与 している。

まず リンパ球表面に発現 している L_セ レクチンやインテグリンを介 して高内皮細静脈 (high

endothttal venules,HEV)と 弱 く接着してローリングをした後、山1管内皮上の ICAM lと 強回に接

若すると HEVの 間既くへ潜り込む。血管内皮 上に発現する CCR7の リガンド (SLCな ど)に より、

CCR7を 発現する nalve T細 胞が遊走を受けることが示唆されている
ⅢⅢ
。末梢組織で抗原を捕捉 して

CCR7を 発現した樹状細胞は輸入 リンパ管よリリンパ節に入り、同様に SLCな どを介した遊走を受

け、さらに ELCを 介 してT細 胞領域に集積し、抗原提示が行われている
拘
。MSは 中枢神経抗原に対

する自己免疫疾忠とされてきたが、未だに実際に抗原提示が行われている部位や動態については議論

が分かれているⅢ
2。
実際の中枢神経内は血液脳関Flにより細胞や物質が容易に流入できず、またリンパ

組織が存れしないなど他の臓器と共なる特殊な環境がある。MSを 含めた自己免疫疾患において病状

の進行とともに自己抗原への反応性が拡大する (Epitope spreading)こ とが知られるようになり
い
、

病巣局所での抗原提示および免疫記憶の保持は病態を説明する上で重要と考えられる。

T cm細 胞は MSの 再発時において、末梢血においては変化が認められなかったが髄液中において

は寛解期や非炎症疾患群に比 して有意に多く、また無菌性髄膜炎患者の髄液と比較しても有意に高い

ため、単なる反応性の増加ではなく MSの 病勢に関係して増加していると推測される。慢性期の MS

音1検脳の病某組織において CCR7や そのリガンドである ELCの mRNAの 発現が同症例の非病巣組

織や対照群に比して多く発現していること、CCR7陽 性の抗原提示細胞の存在が認められること、急

性期には髄液中あるいは病変局所に Tcm細 胞が浸潤していることなどから、MS再 発の際に CCR7

を介 した何らかの免疫反応が起こっているものと推測される。CCR7及 びそのリガンドはリンパ組織
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における免疫記憶機構に非常に重要であるが、今回の結果から MSの 中枢神経内で CCR7を 介 した

抗原提示による機構が MSの 病態に関与する可能性が示唆された。今後モデル動物などによりさらに

詳細な検討が必要と思われる。

MS病 態に関連するT細 胞受容体レパー トリー

MBP特 異的T細 胞株が特定の TCRを 用いることや、MBP特 異的T細 胞、HLA―DA2お よび人

CD4を 移入したマウスが中枢神経系に自然発症の脳症を起こすことが知られ、特定のT細 胞 レパー ト

リーが A/1Sの病態に深く関与することが示唆されている。しかし、過去の報告はいずれも MBPな ど

で株化 した細胞における検討が中心であり培養による影響が強く関与すると考えられた。非束1激下で

の末梢血や髄液での検討は少なく、病態を考える上で髄液中リンパ球のレパー トリーを検討すること

は非常に重要と考えられる。

今回の検討により、従来の報告が示すように MS忠 者では末梢血中に Vβ 52が 高頻度であること

がホされたが、更に特筆すべきは末梢血 ・樋液を同時期に調べることができた患者では、末梢血の結果

に関わらず髄液中では一様に Vβ 52カ S expandし ていることが示された。神経抗原反応性株が

Vβ 52を 用いることが示されているように、Vβ 52カ S MSの 病態に深く関わることを示唆するとと

もに、髄液中に浸潤する細胞はより病態に関わるサブセットを反映していると推測され、今後 MSの

病態に関わる因子を検討する上で興味深い。今後は更に髄液中に expandす る細胞がどのような性状

の細胞であるのかを検討 していくことが必要と考え、現在忠者由来の Vβ 52陽 性等の特定の

repertoirを持った株の樹立を日指している。

おわりに

今回の検討により、MSの 中枢神経系内においては Thl型 のケモカイン受容体である CCR5や

CXCR3の 発現が復位であり、また多くのケモカインをリガンドとして共有する CCRlや CCR2の

関与が示唆された。一方、Th2型 の受容体である CCR3や CCR4の 発現は中枢神経内で低下する傾

向がみられた。病状の1可復とともに髄液中の CCR5陽 性 Thl細 胞の常Ⅲ合が低 下したことから、この

リンパ球サブセットは疾忠活動性を反映していることが示唆され、今後 MSの 治療法を開発する際の

標的として期待される。また naive細 胞や Tcm細 胞に発現するとされる CCR7や そのリガンドの

発現が MSの 活動期の病巣で増加していることが確認され、MSの 病態における Tcm細 胞の病態ヘ

の関字が示唆され興味深い。

MSに おけるこれらのケモカイン受容体およびそのリガンドの解析結果は、今後有効な治療法の開

発に有川な知兄となることが期待される。
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13:4S‐lS:OS

(Chairi sachiko WIiyake)

Ko‐hei Sonoda  rKwlばれrr t/rメィァな,) [20 min]

仰 修 ro形 qヵ V【 TC夕 rrJれ rrr夕 οcr`rrrメ カ rPrr'′ :"24わ り
'冴 S夕 as2

Kazuya lwabuchi(河 θたたo,どοし,′rl夕否′,)               [20 min]

A″ οN′ タ タ″ ″ ザ N【 T Cttrs F′:れ タル ッタ″ノ″'2′:rザ “rrr夕拘 sc″ヶ οFぉ

Yoshitaka Ueno  rr打的ざれrrP7α υ''r12でァsFⅢ' [20 min]

R ο ″ ザ ′Y【 T C 夕 r r s  F ′, r r r 夕F r r y 7 / r " , ″: “わり ″ ツ θ' S タ ザ タツ タカ ′ιタア2 r r r ′C ο″″sれ

",IC2

Asako ChibarブVarデθ′,α′ルな′′rr`rでヴN夕″″ざcを′Pごり        [20 min]

Tカ タ煎ガタザ ノVて rC夕 ″SF,,cO′ rrrg夕r,ギ′!rrrrcク″ “/rrrrtts

15:05‐lS:20

ネ求*求**coffee break****来 *

(Chair:Kazuya lwabuchi)

Sachiko WIiyakerNr7/iO'7α ′ル′ざr,′r`″ q′N夕 r"οSCFで,r2) [25 min]

7ルク●″′】たrf′“ノノあ∽″θ′:r7′:″″′οルc“筋r″,クcrr“′,ぉ,″り竹,ギeアタ″rr“′rと_イ

lS:20‐16:OS
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″″″r`Crθ"り Oc〃

Sachiko HiЮ se (Jル'rり,肋 t/r?ルでパ,守)

16:OS‐16:45

[20 min]

Cタ テ,夕'c″ お∫夕●ガο′,ザ “rιわ ど″:″,■′″ 材お夕“ざ夕rrr2″ミRTc夕 ″rr″ 2Cだ0′̀

Session IV Invariant T cells and autoimmunitv

(Chairi Sachiko Hirose)

M i c h i o  S h i m a m u r a  r 財な″b F s れ柘 α8 αれ ルなr F r ″r でヴと予 比F t t r c で, [ 2 0  m i n ]

D 2 y c t t P ,′ι夕'r“′2か",ァルrι′を0/2 g rι加わ′ッrrι′2Cガ0′,s o /α″ονtt J ,あざクrq′′vr r

c夕′rtぅ夕“Ff′rg rr,ュFr,ッ“ガ“"ry"ク ザ c2び rAy,9■ J3り rCR α crrβルJ

Takashi Yamamura  r′Vαrゎ″α′/P,s″r″″?ヴ 河夕沌拘Jごた'Pcり

Trrク拘 姥 q′力2町 rirr′,rTc夕 ″sF′,″,rtr仰″ sc″ ″ sぉ

16:45

Closing Remarks

[20 min]
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Neuroimmunological Disorders and Barrier Breakdown

Takashi Kanda

Department of Neurology and Neurolo9ical Science, Tokyo Medical

and Dental University Graduate School

Endothelial celis(ECs)in the adult centrai nervous system (CNS)

and aiso in the peripherai nervous system (PNS)arゃ COupled by tight

junctions(T」)that resemble those of epithelial barriers and show

extremely low permeability Breakdown ofthese T」in the biood‐brain

bartter(BBB)and b100d‐nerve barrier(BNB)may admit anti‐myelin

antibodies and various in‖ammatory cytokines to central and

pettpherai nerve tssues, exacerbaJng nervous system injury in

m u R i p l e  s c t e r o s i s ( M S ) ,  i n H a m m a t o r y  n e u r o p a t h i e s  i n c l u d i n g

Guillain‐Barr6 syndrome and chronic inflammatory demyelinating

polyneuropathy (CIDP) HenCe, development of new therapeuttc

strategies to restore BBB/BNB function based on properties of these

barriers long has been awaited Using cultured ECs obtained from

microvesseis from CNS and PNS,we investigated the characteristcs

specific for these celis and mechanisms of barrier breakdown in

n e u r o i m m u n o l o g i c a l  d i s o r d e r s  C o n c l u s i o n i ( 1 ) E C s  f o r m i n g

BBB/BNB are ditterent from ECs originated from non‐neuronal

tissues in the expression of certain barrier‐specific proteins and

vattous chemokines (2)MicrOVascular ECs from nettous system

share various 91ycosphingolipid antigens vvith CNS/PNS parenchyma

(3) Scattered distribution of the lesions in neuroirnmunological

disorders is a reflection of patchy destruction of BBB/BNB.(4)

Mechanisms to destroy BBB/BNB inctude (a)Extravasation of

humoral factors and(b)inflammatory cell invaslon, which are

t門9gered by inflanlmatory cytokines (5)BBB/BNB may select some

populatton of lymphocytes to be  infiltrated into CNS/PNS

parenchyma
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T o k / o ″J A t t N

Muttiple scterosis(MS)iS a human autoimmune demyelinattng disease of the central

nervous system(CNS),whereby the immune system attacks myelin,the outer covettng of nerve

fibres  MS symptoms include spasticity, tremo「, bladder dysfunction, weakness and pain

Current potent immunosuppressive therapies such as beta―interferon and copaxone decrease

the MR卜 lesion load,and blood―brain barrier dysfunction in relapsing‐remitting MS  in addition,

patients oRen sutter ttom fewer relapse episodes  However, disease progression is iargety

unattected in a high number of retapsing―renlitting MS patients  Furthermo「e, it is unclear

whether they are beneficial in primary―progressive MS  Therefore, there is a need fo「novel

therapeutic agents with which to treat MS

Anecdotal evidence, and recent clinical surveys suggest that many MS patients derive

sublective improvements in spasttcRy,ch「onic pain and spasms f「om smoking o「marⅢuana

Cannabinoid a9onists such as △
9-tetrahyd「ocannabinol and R(十)WiN55,212 mediate their

effects through cannabinoid receptors(CB) CBl iS mainty expressed on CNS neurons and is

thoughtto be invoived in the regulation of neu「otransnlission in contrast,CB2 is expressed only

in the periphery on leucocytes, and is thought to have an immunomodulatory role Therefore

cannabinoids may be benencialin the symptomatic and therapeutic treatment of animal rnodeis

of MS

Expettmental autoimmune encephalomye‖宙s(EAE)is an animal model of MS mediated

by myelin―specinc cD4・T ce‖s EAE inductton in Biozzi ABH rnice leads to a relapsing‐remltttng

course of disease  Fo‖owing the 3-4th relapse episode mice develop spasticity and tremor

R(十)WlN551212 treatment of these mice can signricantly reduce spasttcRy and tremor

associated with EAE,as eariy as 5 minutes post―treatment and up to l-2 hours  Furthermore,

treatment with endogenousiy occurring cannabinoids o「inhibitors of cannabinoid transport or

hydrolysis can also reduce spasticity

Cannabinoids also have immunosuppressive ettects As imrnune celis express CB2i this

could be a pOtential therapeutic target for inhibition of autoimrnune disease  intra―cranial
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infectton of S」L mice with The‖eドs muttne encephalomyelにis virus(TMEV)induCes a ch「onic

progressive fo「m of disease sim‖ar to primary‐progressive MS  WVe have demonstrated that

treatment wにh R(■)WIN55 at the Hme of infection, at the onset of c‖nical disease or duttng

on9oing disease can significantly inhibit chnical disease  This ettect was associated with the

inhibition of delayed type hypersensitivity reactions and iFN―γ responses of myelin specific T

ce‖s,which mediate disease

in conctuslon,cannabinoids are pOtenttherapeutic agents which may be beneficialin MS

both as a symptomatic treatment ior spasticity and as an immunosuppressive agent in chronic

progressive disease

Recent progress in Neuroll■munology and NKT ceu research
一一― Special sNm"siunl sttppOHed by japan Multiple Sclerosis Socie呼 ―
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The 14‐3‐3 Protein cPsi10n  isofornl exPressed  in reactive astrocytes

demyelinating lesions of inultiPle sclerosis:Its binding to vimentin and GFAP

cuitured human astrocytes

JunbiChi Satoh

DcPartlllCnt of lmamunology,Natlonal lnsttttc of NeぃrosCience,NCNP,Tokyo,」 apall

( S a t O」@ n c n p  B oもP )

0リ タCルタf TO inlrestgate the diffelcndal cxPrcsSiOn or scttn 14-3-3 isororms in multiple

sdelosis(MS)lesiOns JacFgrο ″泥″r Thc 14-3-3 Protein is a falmly of acidic 30-kDa

protcins cnllchod in thc blaln with the localizaton Primarily in ncurons Scvcn isoforms,

namcd β,Y,e,こ,11,0,alld a 10rm a dimchc comPiCX IVhich actt as a no唯 1呼 pe of

molccular chaperone intcractlng、vith kcy signaling comPonentt The 14-3-3 protein in the

cerebrospinal nuid(csF)pro宙 dCS a diagnostic marker for CreuセreldtJacob diseasc,

although we recently showed thatitis also dctccぬblcin the CSF oF 4ヽS patients atthe peak

Or acutc rclapsc,sugttcstlng hat this protein is a markcr for cxtcnsiwc braln dcstructlon

(SttOh et al」 Neurol Sci 212:11-20,2003)HowcVCr,lt lemalns unknown whether thc

14-3-3 Protcin plays an active rolc in Path010思ical ProccssCS Or Ms 丹ィタすれοrrs:Brain tissues

of rOur PrOgressive cases werc inlnlunolabclcd‖Ⅲth a Palle1 0r isOf01111-speCinc antlbodies

Pure astrctyte cultules、vcrc cstablishcd flom human neuronal progenitor cells incubated in

the 109る FBS― contalning culttre medium The 14-3-3 protein―binding Protclns 、vcrc

i d e n j t t c d  i n  c u l l l l r c d  h u m a l l  a s r o c y t e s  b y  p r o t e i n  o l r e l l a y  o n  2 D  b l o t s , m a s s  s p c cけomcl1 5 ,

immunoprccipitatlon,and doublc immunolabeling anttysis R夕F″力な!Reacti、re 2stroc)'tes in

chronic dcmyclinajng lesions expresscd intcnscly β,C,こ,■,and o isoFomls,among which

bolll e and σ isoforms reprcscnt a highly spccillc malkcr for reactive asttocytes

Furthcl■llorC,tllc 14-3-3e,こ,and βもOrOrms interacted、ldl both Hmendn alld GFAP in

cultuled human astrocytcs Rcacti、rc astrocytcs in 4ヽS icsions cocxPrcSSed wimentin,GFAP

and e isoform Cο″crrtsめ,2Sr These results su3gest tllat tlle 14-3-3 protein Plays an

organiおng rolc or thc interlllediate rllament network by blldging、lmentln and GFAP in

r∽ctl、re astrocytcs in denlyelinatin8 1csions oF 4ヽS

ｎ

　

　

ｎ
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"Evidence 
for functionally distinct inouse NKT celi subsets based on tissue

of origin and CD4 expression.1'

Dale I Godfrevl,Nadinc Y Crowcl〕」onathan Coquctl,Stuart P Bcrzinsl,Konstantinos

KyParissOudisl,Rachael Keatingl,Daniel C Pelllccil andヽ4ark」 Smyth2

7.Dで″arヵ,″′,アヴ 舟々 ご″οうデοわ8伊α'Pど力″P,rr,,θわどり,」竹ルでパ'う'9′財タルθ″r,で,Me■うο″″,で,
A″ざr/″′,α

2 Ca″cでァル,7″?″″0わgメP/θgrα′′?,Pでrで,Maご ca′rrt,,7こカアrC?/Cで,rrを,2И?′うθ″ァ,,で,Ar岱″rarra

A paradox in the neld Or NKT ccllsis thc di、
7crSC rangc of effects ascrlbed to thcsc ccllS,

ranging from promotion to supPressiOn or ccl卜mcdiatcd immunity NKT ccns are

essential  for  promoting  tumour  leJcctlon  in  both  mcthyicholanthreneinduced

flbrosarcoma,and B 16 melanonla nlouse tunlour modcls,yct in othcr models they have

been implicated in supprcssion or mmour rclcctiOn Simllar connicting evidence has been

PreSentcd in autoimmunc discasc modcls, including EAE in mice Wc havc shown that

adOPtiVC transfcr of NKT cclls from livcr oF normal mice into NKT ccll dcflcicni micc

could fully rcstore anti―tumour immunity,and that this rcquired IFN―Y production by the

NKT cells Vヽe soughi to dctcrminc、whcthcr this 、vas a gencral charactellstic or NKT

cells, and thererOre cOlllpared liverderived NKT cclis to those rrOm Other tissucs

including thynlus, sPlCCn and bone marrow Surprisingly, only livcr NKT cclls 、vcrc

CaPablC Of mcdiating tumour rc」cctiOn Furthcrmorc, when liver NKT cells were

subdivided into CD4・ and CD4 subsets,the CD4 subsct was found to contain nearly all

of thc tunlour protcctive caPaCity The inlpaircd ability of thylllus、dcjvcd NIくT ccHs lo

lllcdiatc tumour lcJcctiOn was Paltly ovcrcomc by isolating these cells rlom IL,4 dcicient

nlice,suggesting that production of IL-4 inhibits thc anti―tunlour capacity of NKT cclls

This raises imPoltant questions about the dirfelcntial rolc or thcsc subscts in val■ous

diseases in which NKT cells have been implicated
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Cytokine and Chemokine‐ NIediated Regulation ofiNKT Cell Activity in the Protection

Against Type l Diabetes.

T e r r y  L , D e l o v i t c h , P h . D .

Autoimmunity′ Diabctcs Group,Robarts Rcscarch institutc,and Depaltment ofヽ4icrobiology and

lmmunology,Univcrsity oF‖′estem Ontario,London,Ontrallo,Canada

A dencicncy in the number and runctiOn of iNKT cells nlcdiates thc dcvelopnlcnt or typc l

diabctcs(TlD)PrcviOusly,we dcmonstrated that actiwation of iNKT cells with the CDld ligand

α―galactosylcelanlldc(c― GalCer)corrCCtS this dencicncy and prcvcnts the onsct and rccurrcnce

of TID in NOD nllce  To in、′cstigate ho、v tlt‐GalCcr cnhances thc number,「 unction and

migration or iNKT ccIIs to secondary lynlphoid organs in NOE) nlice, 、vc conducted Bcne

prOnling Studics and sho、vcd that α
―GalCcr trcatnlent sclcctively incrcascs IL 4 and IL-10 and

dccrcases IL-16 gcnc expresslon in the spleen Protection from TlD was obseNed in NOD IL―

10Ⅲ butnot NOD IL-4・ knockout nlicc tleated with α―GalCer,indicating that c、PreSSiOn or IL-4

but not IL-10 is required to achevc tllis protection Given thc importance of CD4・ T cells for the

develoPmcnt Or T ID,we cxanlincd whethcr IL-16 directs thc rccruitment of CD4・ T cclls to isicts and

pЮmotcs isict iniammation alld isiet o ccH dCStruction H′c show that IL 16 mediates dlc pathogcncsis
ofinsulits and TlD in NOD micc,and that trcatment widl an and IL 16 mAb Protects against T lD e、

アcn

whcn adnlilllstercd aRcr the dcvcloPmcllt Of invasivc insulltis Tllc ProteCtiOn from TlD induccd by anti

IL 16 mAb treatnlent invol、7eS dle reduccd trarrlcklng Or cE洋
・
and CD8+T celis to islct leslons,incrcased

susccptibllity of CD4・ T celis to aPoPtOSiS and a dcPcndcnCy uPon CCL4 activity  Administratlon of

anti CCレ to anti IL-16 tlcatcd NOD micc rcverses ani―IL-16 mediatcd Protechon from TlD,

suggcsting that CCL4 protects against insulitis and TlD in NOD rnice lnlportanlly,lhese rlndlngS

SuPPO■ thC notion that IL 16 may antagoluze CCL+ function f′?ッiッο Thus, by thc contlol or

exprcssion of IL-16 and CCL/1 and thcir receptors,inlmunodulation or iNKT ccli nunlbcr and

activity by α―GalCcr treatillcni nlay profoundly rcgulate susccptibllity to T lD

To dctcrllline ho、v CCL4 confels protcction from insulitis and TlD,a model or intrademlal

gcne tlansfcr or CcL4 by a non immunogcnic HSV/EBV hybid Plasinid、
′ector(pHER0810tl)

to NOD micc was investigatcd NOD micc wele administcled PHER08100-CCM (l μ3/dOSe)

or cmpty PHER08100 intradermally onccヽveckly dullng 3-14 or 9-14、
'k or agC, vヽith sinlllar

resuits One weck latcr,ProteCtiOn from insulitis and TlD was obscn′cd and corlclatcd with a

rclati'ヽe decrcasc or islct_inflltrating CD8'T cclis,reduced surface expression or CcR5 on sPICCn

and isiet innitmting CD8・ T cclis and increttcd ProliFeration of spleen T cclis accompanicd by

thc clc、アated sccrction of IL-2, IFN―Y, and CCL/4  These sPlccn T Cells adoPtivcly transfcttcd

signincant prolection from TlD PLN一dcrivcd T cclls from these tleatcd mice also Produce

clc、′ated lcvcls or CCL4,and disPlay a 2-fold inclease in thc frcquency or CD4・CD25・ T cclls

To invcstigate whcthcr PHER08100-CCL4 induced p:otection from TlD depcnds upon

dccrcased recrtlitmcnt of CD8i to the pancrcas,NOD 83 TCR tl■nsgenic micc were tlcated

weckly from 3、vk or age with pHER08100-CCL4(l μゴwk) ThiS treatment significantly

delaycd the onsct of TlD by 7 、vk, suggcsting that CCL/t blocks islct―speciric cI)8・ T ccll

rccruitnlcnt to islcts Our data sho、v that CCL/4 rnay function as an anti―inflanlmatoげchCnnokinc

in the protcction against sPontancous TlD, and suggest that this protection is mediated 
by

downrcgulating CD8・ T ccll function and uprcgulating CD4i rcgulatory T cell acti、
アity

-36-



ANblerOleOfNKrcdhinthettwloPmerltOfahe― le的曲

Xヱビュya lwvab口d宜(Illlnlulloblologys lnst CJeneuc Medidnc,Httddo Uれvcrsl)」aPan)

AhcЮ ttlerosls is an ittalmllaby vttular dlseasc tlut ilコ「、アolves colllpOllents of bodl llle

illllate and acqdlcd illllmulle syttms Pre宙側s smdlcs脱、e sugg困劇 dla1 15rlllpl10Crs,whch arc

dctcctcd in adlercにrotlc lcsions in both hulnan and motlse,pltt a pЮ aneRDgenclolc Recent

smdtt hぶ,c ttused oll ulc 101e of dfFclcntいlllPh∝〕C Subscts h tlle dc、●loPlllcA or

atleraclcrosis ド む T cSelis伍 況 shmtc a u述
que 

subsct ofl)mph∝
〕
CS that C)や less stufacc m‐ に も

and賄 ′e runcdOnal PIoPcrtlCS of both「∝ns alld blK thclis alld lcalghze bPld allugtts pleselltcd

"tllC mttOr hIStOmm酔 崎Ыbtt COlllpl銚(NIHC)dasS 1like molccdc CDld MЙe ttsumcd that

l普打 t h e lもm t t  b c i N d N / e d  h  a t l c r o g c n c s l s  r a n d  e X a l l l i n c d  t h e再にn d t t  1 0 1 c  o f  N C  c e l i s  h  d l c

d c l , d o p n l e n t  o r  a h c l _ l c r o s l s  卜I● d c i b c l l t  C D l d・m i∝,、v h c n  f e d  a l l  a d l c r o t t i c  d l c t ,岡

甑Etticandy slllallcr ahcЮttlelotlc lcsion aleas in colll庫hSOll Winl wnd_け肝 mi∝ cOn、
アcrsclト

抑はvatloll of NC倒 おln apolipopoteulまmicc、転th ttsrcollplds d岨ng tlle ttdy Phasc of

adlersclcronもc河釘gtt dle lcsioll alus Ng tScll acuvatloll h atti脚Ⅳ並ln Bl micc witll

esaЫisllcd adlerは●lerotlc lcsltt did nOt aFcl碗 にdlsease,but dcclcascd llle ttollattn αttlcnt arld

illclcased tlle nullbcr or f∝ml celis  Dclreloplllent or adlclosclerosls、vtt assoctaled、、
アitll

dct∝doll or vα14Jα努l tlanmipts ln the adlcr唖●lerotlc atellal、valis,lndicadng ulat llKT cdis

ale lecl■litcd to these l岱iclms M延 コoPhttcs incubatcd■tth cttdlzFd lo■dcllSけHPoprOtelns

showed elllallccd CDld icvels ttd induccd卜区r the1ls tO ploducc illtelfeloll―γ COl10cti、
アel)we

∞ncllldc tllat Nぐ 「celis are plo ahcrogelllc in micc
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Role of NKT cells in the indammatory resPonse Of exPerirnental contis in mice

Yoshitaka Uenol,ShinJi Tanaka2,Takashi Yamamura3,sachiko Miyake3,and Kazuaki

Chayamal

l Department of Medicine and Molccular Scicncc,Hiroshima University,1-2、3 Kasumi,

Minami― ku,Hiroshima 734-8551,」 apan

2 Dcpartment or EndoscoPy,Hiroshima Univcrsity Hospital,1-2-3 Kasuml,ヽ 4inami、ku,

Hiroshinla 734-8551,」apan

3 Dcpartmcnt or lmmunOlogy, National lnstitutc or Neuroscience, NCNR 4-11

0gawahigashi,Kodalra,Tokyo 187・8502,」aPan

Background&Al巾 I:Natural klller T(NKT)ccllS appear to Play a kCy role in the

dc、relopmcnt of、アal■ous autoimlalunc discascs HowevcL thc Pathophysiological rolc oF

NKT cclls in inllammatory bowcl disease rcmains uncleatt WVe ha、「c rcccntly

denaonstratcd that colonic mucosal NK rcceptor PoSitiVe T cells(CD56・T and CD161'T

cclls)are deCreascd in thc innamcd mucosa oF patients with ulccmtivc colits To clariけ

the mechanism by which NKT cclis mcdiate protection agalnst intcstinal inflammation,

wc invcstlgated the rolc of Vα 14 NKT cclls in a mouse exPel■mCntai niodel or cOlitis

induced by de、tran sulFate sodium (DSS)METHODS: Colitis was induced in

C57BW6(B6)and Jα18 NKT ccll―dcncicnt(KO)mice by oral administration of 1 5%

DSS for 9 days and assessed by body 、vcighis, bloody stools, and colonic nlucosal

inJuり TO examine thc role or ach、ァatcd NKT cells on the protccton against intestinal

innammaton, NKT cell llgand, OCH or α-3alactosylceramidc(αGalCcrl was

administcrcd on day 3 arter induction or colitis  IFN―γ and IL-4 1c、
'cls in the

suPcmatants froill,″y'7乃simulatcd colonic lamina proplla lymphocytcs(LPLs)were

mcasuled by ELISA RESULTS:Mice dcricient For Jα18 NKT cclls had more se、アcre

intcstinal inflammation whcn trcatcd with DSS Administmtion or a single dosc of OCH

on da)「 3 of DSS treatmcnt attenuated colonic inllanlnlatlon in a 」α18 NKT cell―

depcndent lllanneL In COntrast, trcatmcnt ヽ vith αGalCer did not clicit protecti、
′e
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immunity OCH but■ot αGalCcrimproved the IFN、γ′IIナ4 ratio from f′?ザrr9-stimulatcd

colonic LPLs on day 9 arter DSS trcatment CONCLUSIONS:Thc Present data

indicated that activation of Vα 14 NI(T cells plays a pivotal role in mediating intcstinal

innammatlon via altcrcd Th17Th2 rcsponses Therapeutic stratcgies designed to activate

sPccincally vα 14 NKT cclls may provc bcncrlcial in treating intcstinal innamnlation
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A modined Glycolipid ligand,OCH Suppresses Collagcn‐induccd

Arthritis by lnducing Th2 Bias ofNattral Klllerぃ K)T CellS

Asako Chiba,Takashi Yamalnura,Sachlko MIiyakc

National lnstitttc ofNeuroscicncc,NCNL Kodatta,Japan

Vヽc havc previously reportcd on a modiflcd Blycolipid ligand OCH for CD ld‐

restltlctcd NKT cclls cxprcssing thc scmi‐血vanant T cell reccptor(Nattrc,

413:531‐534)OCH iS a■ analog of a protttype NKT ccll llgand, alpha‐

galactosyiceral■idc(αGC)with a tluncatcd spl山lgosinc chah and stimulatcs

NKT cclls to producc IL‐4 predominantiレ whereas αGC would rendcr NKT cells

producc both IFN―Y and IL‐4 Hele wc show that OCH suppressed dcvclopment

ofcollagen induccd arthritis(CIA)

C57BL6 Micc wcrc immunizcd tttadellllally at thc base of dic tall with

100u30f Chicke■57pc II collagen(CII)CmuiSifled widl an equal volurnc of CFA,

contattng 250 ug of H37Rtt Mycobactcriurn mbercu10sis Mice wcrc boosted by

inttadcl■■al l珂eCtOn with the same antigcn preparation on day 21 Stalting flom

d 守2 1 , m i c c  w e r e  l ■」c c t C d  i n t t a p e r i o n c a l t t  t h r i c e  p e r  w c c k  w i t h  e i t h e r  O C H  o r

αGC at a dose of 500 ug kg AItuntis development、 vas lnonitorcd by ttspection

thrcc tilnes a、vcck, and、vas evaluatcd by histological cxarninatlon on day 60

The level of scrulm antibodics to CII and cytokincs were measurcd by ELISA

Wc also examined tllc crect of OCH on CIA lnduccd with bovinc CII in SJL

micc,、vhich are kno、vn to have rcduccd nulllber of NKT cells and susccptible to

CIA OCH tteatmcnt cFFectively inhibited develoPmcnt of althitis botll in B6 and

SJL mice  ln contrast, administratlon of αGC didn't suppress arthritis

Histologic』 analysis revealcd that OCH tteatmcnt protected against inflltration

of inllalnmatoりcclls and dcstruction of cartilagc and bone We ncxt cxamincd

thc cfFect of OCH on CIA lnduccd in CDl k■ockout(KO)mouSe in which NKT

cclls are deFlcicnt CIA induced in CDl KO mice was not suppressed by OCH,

indicatln3 that the protcctivc clfect for altluitis of OCH is dcpendent o■NKT

cells Neuttalization of IL‐4 and IL‐10 、vith monoclonal antibodics abolished

discasc prOtcction by OCH,whlch indicatcs a critical role of thcsc cytokines in

OCH‐ mcdiatcd suppression ofCIA

In summalyt wc dcmonsttate that a ncw ttmtllCtic glycolipid OCH

supprcsscs CIA by inducttg predominant production of Th 2 cytokines by NKT

cclls The lack oFpolymolphlsm ofCDld and cross‐rcactivc resPonsc of inouse

and human NKT cclls to the samc ligand indicatcs hat talgeting NKT cclls witll

OCH may bc an attractive nlealls for intcl■7ening in human autoimmunc diseases

such as rhcumatoid a14thlitis
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The clinical implication and molecular mechanism of

preferential IL口4 production by modined glyCOlipidロ

stimulated NKT cells

Sachiko Miyakc,Asako Chiba,Takashi Yamamura,ShinJ1 0ki

OCH,a splllngosine―tluncated analoguc of α、galactosylccramidc(α GC),is a potential

thcrapeutic reagent for a val■cty of Thl―mcdiatcd autoilllnlunc discascs through the

selective induction or Th2 cytokincs rlom natural killcr T(NKT)cellS ThC molccular

mechanism of diflclcntial cytokinc ProduCtiOn in NKT cells by difrcrcnt =lycoliPid

antigen is a ma」or queston for the dcvclopmcnt of drug targeting NKT cclls Wc

dcnlonsttatc hcre that the NKT cell production of IFN―v is mOre susceptiblc to thc

sphingosine length of BlycoliPid li3and than that of IL-4,alld thc lcngth or sPhingOSine

chain determines the stability of ligand binding to the CDld nlolcculc cxPrCSSCd on

antigcn PrcSCnting cclls Fulthcrlllore,IFN―γ Production b)'NKT cclls rcquircs longer T

ccli rcccPtOr stirnulation than required ror IL-4 ProduCtiOn by NKT cells stiコnulated

cither with immobilized anti CD3 mAb orimmoblllzcd αGC loaded CDld molcculc

lntcrcstingI);transcl■PtiOn of IFN―Y,bui notthat ofIL、4、vas scnsiti、
rc to cycloheximide

treatment, indicating thc intl■nsic invol、アcmcnt of dc novo protein synthesis for IFN、γ

production by NKT cells Finally,wc dctcrnline c―Rel ls preferentially tranScribcd in

dCC― stimulated,but not in OCH stimulatcd NKT cclls and is an csscntial Protein for

IFN―Y ProduCtiOn by activated NKT cells
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Gcnctic disscction of autoiIIIInunc discasc and NKT ccll function

Sachiko Hirosc,Kazuyuki Tsukamo and Shtti MatSuOka

Dcpartlncnt of Pathology,Juntcndo Univcrsity School of 在ヽcdicinc

Gcncs that prcdisposc to systcmic rupus erythematosus(SLE)are c10SCly

rclated to kcy cvcnts in pathogcncsis of this disease. As much of the

pathology can be attributcd to high arinity autoantibodics, some of thc

genes may cxcrt cffccts in thc proccss of cmergcncc, activation and

differentiation of self―reactivc B cclls. We have so far cxamined thc

gcnctic basis for abcrrant activation of sclf―rcactivc B cells using SLE―

pronc(NZB x NZW)Fl mice.In the prcscnt studies,wc focuscd on the

role of NKT cclls in thc pathogcncsis of SLE,since NKT cclls arc now

shown to be ccntral rcgulator of i「h1/Th2 cytokine balancc,、vhich plays a

pivotal rolc in immune rcgulation and in autoirnmunc disease. HowcvcL

there arc rcports sho、ving t、vo contradictory effects of NKT cells on SLE,

1.e,suppressivc or cnhancing effccts.To dcterrlline the cxact role of NKT

cells on SLE,we examincd gcnctic basis of NKT ccll function in(NZB x

NZWD Fl mice,and found that mttor ttO gCncs contributc to IL-4

production by NI(T cclls and that thcsc gcncs partly contributc to SLE

pathogencsis.
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Development and immunoregulatoり functions OF a nOvel subset oF llKT cells bearing

an invariant Vα19-Jα26(AV19-AJ33)TCR c chain

Michio Shimamura

Mmsubishi Kagaku lnstittte ofLife Sciences

Invarlant ′ヽα19‐」α26 TCR α―beattng cells,originally found in peripheral blood,are

predominandy present as NKT cells in liver To further charactenze this subset(Vα 19

11KT cell),tranSgenic mice overexpressing the invarlant TCR α genc(Vα 19 Tg mice)

were analyzed ■lKl l・,TCRα β
・
celiS dい′elop in the liveL SPieen,lymph nodes,bone

m arrowちthymus and intestine of the Vα 19Tgコ nice in a TCR tI‐deicient backgrOund,

thus indicating that the expression of the invariant TCR α chains is responsible for the

development of Vα 19 blKT cells  Upon invariant TCR engagement力?、イッO and'77

1′,,o spleen and liverlymphocytes isolated from the Vα 19 Tg mice on a CDl―deFlcient

backgrOund exhibited a Th2-dominant phenoけpe in the early phase followed by Thl‐

dominant cytokl■e production  Vα 19■lKT cells are suggested to be involved in the

homeostasis of Th1/Th2 balance since they rnoderated the disease conditions caused by

excess of either Thl or Th2  ′ヽα19■lKT cells、vere reactive to certain glycolipids、vith

non‐reducing end α―mannosyl residues in the context of M回Кl  Conectvely, Vα 19

■lKT cclls are demonstrated to participate in the contrOl of Th1/Th2 immune responses

in cooperation、vith Vα 14 11KT cells and may be important in mediating cross‐talk

bet、veen the innate and adaptive immune systems
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Invariant T cells in multiPle sclerosis

Takashi Yamamura MD,PhD

DcPartrnent oflmmunolo墨 、National lnstitute oF Neumscience,NCNP

As is widely known,a hiBhly diverse human T ccll repertoire would contain numehcally rninor

subpopulations characterlzed by exPrcsS10n of an invariant TCR α―chain and recognition oF non―

Pcptide antigens Thc rcPrcscntative“invanant"T cells,namely human CDld― resthtccd T cclls,

CXPrCSSing invariant Vα24 TCR,could raPidly produce regulatott Cytokines upon recognizing

BlyC01lPid bound to CDld Bccause ofthe outstanding abllity to producc Thl and Th2 cytokines

and duc to their nunlchcal rcduction in autoimmune diseases,the Vα24 inv T cclls are thought

to play an inlPoltant role in protccting against autoimmunity HoweveL it has recently become

apprcciatcd that CD4・ and CD4 Populat10ns in the Vα24 inv T cclls are Functionally very

different, 、vhich has directed our attcntion to rc―analyze the changc of Vα24 inv T cclls in

multiplc sclerosis(MS)BCaHnB thC functional dichotomy of thc CDな and CD4 cclls in mind,

、ve examined thc nunlber and functions orthe vα24 inv T cells in PcriPhCral b100d oF MS Our

llow cylometry as wcll as functional anralysis showcd that CD4 cells,which mainly producc

PrOinnanlmatOry cytokines,are grcatly rcduced in rcnllssion orヽ4S,but CD4・ cclis capablc oF

PrOduCing both Thl and Th2 cytoklncs arc relati、
′ely spared Fulthenllore,thc CD4・ cclls were

biascd for secreting morc IL-4(Araki ct a1 2∞ 3)These nndingS allow us to ProPOSC neW

interpretatlons that thc Vα24 inv T cells are runctionally altered in thc rcmission statc of

autoimmunc discascヽ4S so that thcy could stabilizc thc Thl disease acti、rity(but nOt io promotc

thc innammatOtt PrOCess)

4ヽore rcccntly,propelties or anothcr“invaliant''T cclls bearing Vo7 2-」α33 TCR(Vttt7 2

inv T cclls)havc been intensi、アcly charactellzcd in France and」aPan Shilnamura showed that

thc mouse honlolog 、vith Vα 19 inv TCR are enriched in hvcr NKl l・ lynaphocytcs, 、vhich

suggcsts us to can the pOPulatiOn as a 
``sccond" 

NKT cells On thc othcr hand, Lantz ct al

rcpoltcd that the Vα 19 in、アT cells are restllctcd byヽ4Rl molcculc and they are accumulatcd in

the gut nlucosa Based on the uniquc iocalization in thc gut,Lantz et al have proPosed tO Call

thc invariant T cells as mucosal associatod invariant T cclls(MAIT)and SPeculate thcir rolc in

gut immunity HoweveL it rcmains an open qucstion as to iF the hVα7 2 inv(mVα 19 inv)T

cclls may play an altcmative rolc outside gut and in autoimnlune conditions Using PCR―SSCP

techniquc,、ve ha、アee、Piorcd thC Presencc of Vα7 2 inv TCR in various human samples such as

pcl■Phcral blood,brain lcsions and cerebrosPinal lluid samplcs from MS and periphcrai ncrvc

lesions flom chronic innammaゅ ry innammatory Polyneuropathy(CIDP)As PleviOusly

rcpolted(11lCS Ct a1 2001),eXpression of Vα24 inv TCR is greatly reduced in thc PBMC from

4ヽS In contrast,Vα7 2 inv TCR cxPreSSiOn was notreduccd in PBMC flom MS The Vα24 inv

TCR was detected in a maJonty oF CIDPlcsions(60%)but Only occasionally seen in MS iesions

(71%)HoWevei Vα7 2 inw TCR was morc frcqucntly detectcd in MS blain lesions(どЮ%)and

、'as also dctcctcd in 72 7%oF ccrcbrosPinal fluid,indicating that the Vα7 2 inv T cclls lnay be

prcFerentially rccruitcd to the inllammatory lesions of MS Our resulis re、
real thc invol、′enlent or

the Vα7 2inv T cellsin 4ヽS Ho、veveL it necds to be rully investlgatcd as lo if the cells detected

in MS and MAIT celis would share the same prope■ies(cytOkinc Ploducton,TCR β chaln

usage etc)and if thc Vα7 2 inv T cells arc inhibitott or prOmoting for brain inflammatlon ltis

also vcry interesting to examine whether  thc sl)'colipid ligand ror thc MR l_resthcted NKT

cells may control inlnlune disorders ir prOpClly sivcn
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ボカあ

平成 15年度は、医学助成金贈掌者を 3名 選出しましたので、従って本号では MS調 査研究論文が

3件載せてあります。これは先の総会で決議されていますように、平成15年度の繰越金が多少多かった

ため優秀な若手調査研究者を例年より1名増やして 3名 にした為です。

それに加えて、神経センターの山村隆先生主催の研究集会 「Recent progress in Neuroimmunology

and NKT cell researchJの reportも 掲載しています。この repOrtは 英文にて掲載していますが、

事実研究集会会議場では討論を全部英語で行っている訳なので救えて英文のまま掲載した次第です。

また、菊地清明新名誉会長と荒井好民新会長夫々のご就任の挨拶文が載せてありますが、一読 して、

当協会はいろいろな方々のご協力で成り立っていることが良 く分かります。新名誉会長と新会長のも

と、気持ちを新たに同結し頑張っていきたいと思います。

事 務 局 西  村 康
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