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A b s t r a c t

p o l y m y o sitis ( P M ) i s a n i n fl a m m a t o r y m u s cl e d i s e a s e c a u s e d b y a u t o i m m u n e d y
s f u n c-

ti o n
,
a n d c o n s l d e r e d t o b e c a u s e d b y c y t o t o x i c C D 8 T c ell s ･ T o d a t e n o a u t o a n t l g e n S h a v e

b e e n I d e n tifi e d . W e a t t e m p t e d t o i n d u c e a n e x p e ri m e n t a l all e r g l C m y O S
l ti s ( E A M ) i n B A L B

/ c m i c e b y i n o c u l a ti n g s y n g e n ei c d e n d r iti c c ell s ( D C s) p r e s e n ti n g p e p ti d e s t h a t a r e e x -

p e c t e d t o m a t c h t h e b i n d i n g a n c h o r m o tif of H -
2 K d ( B A L B / c) ･ W e s e l e c t e d p e p t id e s t h a t a r e

a b u n d a n tl y e x p r e s s e d i n s k el e t a l m u s cl e a s t h e c a n d id a t e a
n t l g e n S ･ O n l y w h e n w e i n o c u -

l a t e d s y n g e n ei c b o n e- m a r r o w - d e ri v e d D C s p r e s e n t l n g p y r u V a t e
k i n a s e M l/ M 2 p e p ti d e 46 4-

4 72 i n B A L B / c m i c e
,
4 1 .7 % of t h e m i c e ( E A M ) d e v e l o p e d p a t h ol o g i c al c h a n g e s l n S k el et a l

m u s cl e c o m p a tib l e t o h u m a n - P M . U n d e r o t h e r c o n d iti o n s ( w h e n w e i n o c u l a t e d D C s p r e-

s e n ti n g s o d i u m c h a n n e l p r o t ei n ( s k el e t a l m u s cl e a l p h a- s u b u n it) p e p t
id e 1 26 4-1 27 4 i n t o

B A L B / c ｡ r C 57 B L / 6 m i c e , o r D C s p r e s e n ti n g p y r u v a t e k i n a s e M l / M 2 p e p t
i d e i n t o C 5 7 B L

/6 m i c e) , t h e r e w e r e n o n e c r o ti z i n g a n d i n fl a m m a t o r y l e si o n s ･ I n d u cti o n o f E A M l n t h e

s a m e m a n n e r a s a b o v e a l s o i n d u c e d C T L a c ti vit y a g a i n s t P 81 5 c e ll s w it h t h e p y r u
v a t e

k i n a s e M l / M 2 p e p tid e a n d s y n g e n ei c d iff e r e n ti a t e d- c u lt u r e d-
m y o t u b e s w ith o u t p e p t l d e s b y

t h e c h r o m i u m r e l e a s e a s s a y ･ C o n si s t e n t w it h t h e s l m il a r l t y O f t h e b ュn d i n g a n c h o r m o t lf s o f

H _2 K
d ( B A L B / c) a n d H L A A

'
2 40 2

,
w e f o u n d t h a t p y r u v a t e k i n a s e M l/ M 2 p e p t l d e

-

s p e c ifi c
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a n d i n t e r f e r o n γ- p r o d u ci n g T l y m p h o c y t e s e x i s t e d i n p e r i p h e r a l b l o o d o f h u m a n - P M w it h

th e H L A A
* 24 02 a ll el e b y t h e e n z y m e li n k e d i m m u n o s p o t ( E L IS P O T ) a s s a y .

T h e r ef o r e w e

c o n cl u d e d t h a t p y r u v a t e k i n a s e M l / M 2 p e p ti d e i s a c a n d i d a t e a u t o a n ti g e n n o t o n l y i n

B A L B / c - E A M b u t a ls o i n h u m a n - P M w it h th e H L A A
*
2 4 02 a ll el e .

K e y w o r d s : P o l y m y o siti s , D e n d r iti c c ell s , M H C - b i n d i n g a n c h o r m o tif , T c ell e p it o p e ,

C r o s s- p r l m i n g

は じ め に

多発筋 炎 ( P oly m y o siti s ; P M ) と 皮 膚筋 炎

( D e r m a t o m y o siti s ; D M ) は ,
主 に全身骨格筋に

炎症性病変を形成する自己免疫疾患で ある . 両者

とも に四肢近位及び体幹骨格筋に筋力低下を認め
,

筋病理学的に炎症細胞浸潤
,
筋線維壊死 が認 め ら

れ る . しか し
,
P M で は骨格筋が

,
D M で は骨格筋

と皮膚が障害され ると いう臨床的な違 い の み でな

く
,
病態形成機序の 見地か らも

,
以下 に示す よう

な相違点が集積 され つ つ ある . P M で は
, 非壊死

筋線椎を活性型 C D 8 陽性丁細胞が取り 囲むよ う

に浸潤して い る こ と1 ト 4)
,
更に筋組織浸潤 C D 8

陽性 丁細胞は , 培養自己分化筋細胞に対 して 細胞

傷害活性を有する こ と5) から
,
細胞傷害性 C D 8

陽性 丁細胞 によ る細 胞性免疫を機転 と した筋細

胞傷害が病態形成機序 として 推測され て い る .

一

方
,
D M で は

,
筋内血管周 囲に C D 4 陽性 丁細胞

と B 細胞を主体と した リ ン パ球が浸潤 し, 血管壁

には免疫複合体
,
m e m b r a n e a t t a c ki n g c o m p o-

n e n t s ( M A C) の 沈着を伴 い , 更 に血 管性障害 に

よる虚血を推測させ る p e rir a s ci c u l a r a t r o p h y が

認め られ る ことか ら, ヘ ル パ
ー

C D 4 陽性 丁細胞

が関与する液性免疫 による血管障害を介した筋細

胞傷害機序 が推測され て い る
6)

. 両疾患共 に, 各種

自己抗体( 抗 J o - 1 抗体に代 表され る ア ミ ノ ア シ

ル t R N A 合成酵素抗体等) の 存在 が報告 さ れ て

い るもの の
,
P M 特異的ある い は D M 特異 的抗体

は知られ て お らず , 更に抗体が直接 関与す る病態

形成機序 は報告され て い な い . また
,
両疾患共 に

,

T 細胞を介した免疫性機転 の 関与が推測され て い

るもの の
,
T 細胞 エ ピト ー プ及 び自己標的抗原 さ

えも解明さ れて い な い .

P M の発症機構 に深く関与する と考えられ て い

る細胞傷害性 C D 8 陽性 丁細胞は
,

一

般 に
,
m aj o r

hi s t o c o m p a tibilit y c o m p l e x ( M H C) cl a s s I 分

子に強く結合 した抗原ペ プチ ドを , T 細胞 受容体

( T c ell r e c e p t o r; T C R) c o m pl e m e n t a rit y- d et e r-

m i ni n g r e gi o n 3 ( C D R 3 ) 領域 で 認識する . M H C

cl a s s I 分子に結合 して い る自己抗原の 解析から ,

ぞれ ぞれの M H C に結合 して い る抗原ペ プチ ドは
,

それぞれの cl a s s I 分子 ごと に特異的 ア ミ ノ 酸 配

列 をも っ て い る こ と が わ か っ て い る . 例 え ば
,

H L A A
*
24 02 に結合する ペ プチ ドの 結合 ア ン カ ー

モ チ ー フ は Ⅹ- Y - ⅩⅩⅩⅩⅩⅩ
-Ⅰ/ L / F で ある7) 8)

簡炎 にお い て
,
M H C す な わ ち h u m a n l e u k o-

c y t e a n ti g e n ( H L A) の 関連性 は ,
報告され て い

るもの の
,
症例の 不均

一

性の 問題 か ら
,

一

定 の 見

解が得られて い な い9 ト
14)

. 我 々 は
,
臨床 的 にも病

理学的に も均 一 な
, す なわ ち筋線維周囲 に C D 8

陽性細胞の 浸潤を認め
,
更に p e rif a s ci c ul a r a t r o-

p h y 宅撃めな い P M 症例を解析す る こ とに よ り ,

H L A Å2 4 を有する症例 が多数存在す る こ と を確

認した( H L A A 2 4 を有する P M 患者 が6 0 % ( n -

10) に対 し, 健常者は18 % ( n - 9585) であ っ た)
15)

H L A A
*
24 02 に結合する ペ プチ ドの 結合 ア ン カ ー

モチ ー フ Ⅹ- Y - ⅩⅩⅩⅩⅩⅩ -Ⅰ/ L / F は ,
B A L B / c マ ウ

ス H -2 K d の結合ア ンカ ー

モチ ー フ Ⅹ- Y - ⅩⅩⅩⅩⅩⅩ_

Ⅰ/ L
7) 8) と 同

一

モ チ ー フ で ある こ と か ら ( 図 1 ) ,

我 々 は, H L A A
*
24 02 ヒ ト多発筋炎 モ デ ル 動物と

して
,
B A L B / c マ ウ ス ( H -2 K d) を

,
実験的ア レ ル

ギ
ー

性 ( 骨格筋) 筋炎 ( E x p e ri m e n t al a ll e r gi c

m y o siti s ; E A M ) 対象動物と 設定 した . 更に , 候

補抗原 と して は
,
骨格筋 に高い 発現量を有す る蛋

白で
,
か つ ヒ ト H L A A

*
24 02 及 び B A L B / c マ ウ

ス H - 2 K d 結合 ア ン カ ー モ チ ー フ に
一

致する ペ プチ

ド群と した .

こ れ ま で に 報 告 の あ る E A M と し て は
,
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M a t s u b a r a ら
1 6) によ るモ ル モ ッ ト へ の ミ オ シ ン

B 租分画免疫 に始 まり, 以降 ,
K oji m a ら

1 7) に よ

る L e w i s ラ ッ ト へ の ミ オシ ン租分画免疫 モ デ ル
,

M a t s u b a r a ら
1 6) 18)
によ る S JL / J マ ウス へ の ミ オ

シ ン B 分 画免疫 モ デ ル
,
K o b y a m a ら

19)
に よ る

L e w i s ラ ッ ト へ の精製 C -p r o t ei n 免疫モ デ ル が報

告され て い る . しか し
,
い ずれ の モ デ ル も臨床的

に明らかな筋力低下を認めず, 病理学的 に軽度も

しくは中等度の 筋炎の 存在が証明され て い るにす

ぎな い . また
,
T 細胞 が認識する抗 原 ペ プチ ドは

同定されて おらず
,
ア ミ ノ酸や分子 レ ベ ル の 解析

へ の 道は開かれて い ない . 実験的ア レ ル ギ ー

性心

筋炎モ デル が
,
その 標的臓器で ある心筋 に お い て

免疫誘導を起 こ しやすく ,
心筋炎を容易 に発症 し

易く , 既 に数種の 抗原ペ プチ ドが 同定 されて い る

こ とと は対照的で ある . 横紋筋 で ある骨格筋を標

的に免疫誘導する困難性は
,
成熟分化 した骨格筋

m y o t u b e の 特殊性, すなわ ち , 第
一

に
, 多核で 巨

大な(2 5 m m 長 Ⅹ 50 FL m 幅; 紡錘状腫癌細胞 の

2800 0 倍の 大きさ) 細胞 で ある と いう こと, 第二 に,

h u m a n T A P-li k e p r o t ei n が m y o t u b e で 発現 して

い る こ と ( こ の 為に ,
T 細胞 によ る筋線維の a p o-

p t o si s が起 こ りにく い)
20) 等の 特異 な性格 の 為,

心筋と は対照的に骨格筋を標 的臓器 とす る E A M

の 作成は難 し い と言われ て い る 21) . そ こ で
, 我 々

は
,
骨格筋に容易 にか つ 強力に免疫誘導を起 こ す

為 に
,
細胞傷害性 丁 細胞を誘導する能力 の 高 い 樹

状細胞
2 2) を使 っ て

,
E A M の 作成を試み た . 実際

には
,
M H C cl a s s I 結合モ チ ー フ に

一

致 し
,
骨格

筋 に 発 現 量 が 高 い P y r u v a t e ki n a s e M l / M 2

( P K M l/ M 2) ペ プチ ドを呈示 させ た樹状細胞 移

植 B A L B / c マ ウス で
, 病理学的及び細胞免疫学的

に E A M の 誘導を確認する こ とが で きた .

次に
,
ヒ ト P M の 発症機構 の 解析 を試 み た . こ

れ まで に 報告 さ れ た
,
ヒ ト P M の 病変筋組織 の

T C R r e p e rt o i r e 解析 で は
23) ‾2 6)

,
T 細胞 は

,
P M で

olig o cl o n a l に ,
D M で p oly cl o n a l に浸潤 し て い

るとさ れる . しか し報告 によ り
,
優 位 に出現する

T C R r e p e r t oi r e 及び C D R 3 m o tif 構 造が 異な っ

て い る . また
,
P M の 病態機序に C D 8 陽性細胞傷

害性 丁 細胞 が 関与 して い る こ と が推測 され て い

る にも関わ らず
,
M H C cl a s s I を限定 し た T C R

の 解析がな い ことか ら
, 我 々 は ,

P M との 関連 が

強く示唆される H L A A
*
24 02 を有す る P M 患者

に 限定した筋組織 T C R C D R 3 解析 か ら
,
T 細胞

の 浸潤様式を再検討 した . H L A A
*
2402 P M で は

,

T 細胞 は a n tig e n - d ri v e n な形式で標 的臓器内に浸

潤 し,
更 にその 標的自己抗原は比較 的均 一 で ある

こと
, すなわち均

一 な標的抗原 に よ る C D 8 陽性

細胞 によ る細胞傷害活性の 存在を推測する こ とが

で きた . 更に
,
樹状細胞 移植 に よ っ て E A M 誘導

を可能と した P K M l/ M 2 ペ プチ ドが
,
均

一

な標 的

自己抗原が推測され る ヒ ト H L A A * 2 402 P M に

お い て も病因ペ プチ ドになり得る ことを, t h e e n -

z y m e li n k e d i m m u n o s p o t ( E L ISP O T) a s s a y に

より確認 した .

材料と方法

1 . 実験的ア レ ル ギ ー 性筋炎モ デル マ ウス

1 ) マ ウス

年齢( 4 週から 8 週齢) 及 び性別 ( メ ス) を均
一

に した B A L B / c ( H-2 K
d
) , c 57 B L / 6 ( H -2 K b)

マ ウス ( C h a rl e s R i v e r- J a p a n I n c .) を使用 した .

2 ) C ell Li n e s

P 8 15 ( H -2 K d) ( a m a st o c y t o m a c ell li n e , T I B 1

64) ( th e A m e ri c a n T y p e C ult u r e C oll e c ti o n) を

ペ プチ ド特異的細胞傷害試験 の 標 的細 胞と した .

また
, 同系マ ウス 骨格筋筋芽細胞ライ ン は既 報 の

如く
5)2 7)‾29) 確立 し

,
同細胞を2 % 馬血 清( G IB C O

B R L) を含む D ulb e c c o
'

s M o difi e d E a g l e M e-

di u m ( D M E M ) ( GI B C O B R L) 培地 で 1 週 間培

養する ことによ り
, 培養分化骨格筋細胞を誘導し,

骨格筋細胞特異的細胞傷害試験の 標的細胞とした .

3 ) 樹状細胞の 分離と マ ウス へ の免疫

同系 マ ウス 骨髄由来樹状細胞は
,
既 報 の 如く作

成
30)
した . すなわち

, 大腿骨及 び腰骨 か ら骨髄を

分離 し
,
リ ン パ 球及 び接着性 マ ク ロ フ ァ ー

ジ を

除去 した後 ,
r e c o m bi n a n t m u ri n e g r a n ul o c y t e-

m a c r o p h a g e c ol o n y s ti m u l a ti n g f a c t o r ( G M -
C S F)( 10

3
u / m l)( G e n z y m e C o r p .) , r e c o m bi n a n t

m u r i n e i n t e rl e u k i n 4 ( I L - 4) ( 10 3 u / m l)



55 0 新潟医学会雑誌 第 11 6 巻 第1 1 号 平成14 年 ( 20 02) 1 1 月

( G e n z y m e C o r p .) , 10 % 牛 胎 仔 血 清 ( F C S)

( G I B C O B R L ) , 100 U / m l p e ni cilli n , 10 0 FL g / m l

st r e p t o m y ci n , 25 0 n g / m l a m p h o t e ri ci n B

( G I B C O B R L)
,
a n d 50 /∠ M β- m e r c a p t o et h a n ol

( G IB C O B R L) 含有 R P M I16 40 培 養 液 ( G IB C O

B R L) で 7 日間培養する こ と によ り ,
樹状細胞を

誘 導 し た . 合 成 ペ プチ ド ( L Y R G I F P V L 及 び

M Y L Y F VIF IIF) (S a w a d y T e c h n ol o g y C o .
L td .)

( 100 /∠g / m l) を 4 時間添加する こ と により ,
上 記

の 骨髄由来樹状細胞 に呈示さ せ ,
1 × 10

6
細胞を

同系 マ ウ ス 鼠 径 リ ン パ 節 に 移 植 し ,
同 時 に

B o r d e t ell a p e r u t u s si s ( 2 x 1 0
9
)( W A K O P u r e

C h e m i c al I n d u s t ri e s
,
L td .) を腹腔内に注射 した .

こ の操作を週2 回
,
計 4 回線り返す こ と で ,

E A M

の 誘導を試み た . 最終免疫 の 1 週 間後に
,
全 身骨

格筋( 大腿 四頭筋 , 膝屈筋群 , 前歴骨筋 ,
排腹筋

,

腸腰筋) を採取 し ,
液体窒素下で急速凍結 した後 ,

ク リオス タ ッ ト切片を作成 した .

4 ) フ ロ ー

サ イトメ トリ ー 解析

樹 立 し た 骨 髄 由 来樹 状 細 胞 は ,
fl u o r e s c ei n

i s o t h i o c y a n a t e ( F I T C) 標識抗 マ ウ ス樹状細胞抗

体(33 D I cl o n e : L ei n c o T e c h n ol o gi e s , I n c .) で 染

色 し
,
フ ロ

ー サイ トメ ト リ ー ( F A C S c a n : B e ct o n

D i c ki n s o n) で特異的誘導の 有無を解析 した .

5 ) 組織学的検討

凍結骨格筋は 8 / ∠ m 厚 の ク リ オス タ ッ ト切片

と し
,

ヘ マ トキシ リ ン
･ エ オ ジ ン染色 ( H . E .) を施

した . また
, 免疫組織化学的検索は ,

冷却 ア セ ト ン

で1 0 分間固定後
,
10 % ヤ ギ血清加 P B S で 室温 1 時

間,
その後

一 次抗体と して ラ ッ ト抗 マ ウ ス モ ノ ク

ロ
- ナル抗体( 抗 C D 8 (53-6 .7 cl o n e : P h a m i n g e n

l n t .) , C D 4 ( R M 4 - 5 cl o n e : P h a m i n g e n t n t .))

で 1 時間
,
二 次抗体と して ビオチ ン 化 ヤ ギ抗 ラ ッ

トIg G 抗体( Bi o s o u r c e l n t .) で 1 時間,
室温 で イ

ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン した . ア ピ ジ ン ･ ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ ( V E C T A S T A I N E li t e A B C K it)( V e ct o r ,

B u rli n g a m e , C A , U .S .
A .) とイ ン キ ュ ベ

ー

シ ョ

ン の 後
,
3 -3

'

-d i a m i n o b e n zidi n e ( S ig m a F a s t

D A B T a bl e t s e t) ( Sig m a) により発色させ た . 各

骨格筋は10 切片化 し , 定量解析 の 為 ,
各筋 当た り

少なくとも20 0 0 筋線維検討 し ,
壊死 筋線維及 び非

壊死筋線維周囲細胞浸潤を呈す筋線椎を比率化 し

た .

6 ) 細胞傷害活性試験

上記の 如く作成 した マ ウ ス より牌臓細胞を分離

し
,
ペ プチ ド (50 FL g / m l) 添 加10

0
/o F C S 含有

R P M I164 0 培地で 培 養を開始 し ,
24 時間 後 ,

175

J R U / m l ヒ ト r e c o m bi n a n t i n t e rl e u ki n 2 ( I L -2)

( H y m e di u m ; N ip r o) を添加す る . 5 日後 ,
C D 8 a

( L y - 2 ) M i c r o B e a d s ( M ilt e n yi Bi o t e c G m b H)

及び M A C S s e p a r a t o r ( M ilt e n yi Bi o t e c G m b H)

により
,
C D 8 陽性細胞を分離し( 実際 に は , 牌臓

細胞平均 5 × 10
7
c ell s / m o u s e よ り

,
C D 8 陽性細

胞平均 5 × 1 0
6
c ell s / m o u s e が 得 られ ,

M A C S 分

離群は C D 8 陽性細胞を9 8 .8 % 含んで い る) , エ フ ェ

クタ
-

細胞とする .

一

方 ,

ペ プチ ド特異 的細胞傷

害試験 に対 して は
,
標的細胞を P8 15 細胞 と し , 筋

細胞特異的細胞傷害試験に対 して は ,
培養分化骨

格筋細胞株と した . 常法 に従 い
31)

, 各標 的細胞 を

c h r o m i u m ( N a 2 5
1
c r o 4 : 18 . 5 M b q / 0 . 5 m l ;

D a ii c hi R a di o i s o t o p e L a b s .

,
L t d .) で標 識 し た

徳
,
設定した エ フ ェ ク タ

-

/ 標 的細胞比 ( E / T)

に従 い
,
t ri pli c a t e で96 ウ ェ ル プレ

ー

トに 配分 し ,

更に ペ プチ ド( 50 Fl g / m l) を添加 し ,
4 時間培 養

し
,
細胞傷害試験を試み た

5)
. % 1y si s を (( 実験

5 1
c r 遊離 ( c p m ) - 自然

5 1c r 遊離 ( c p m )) × 100

/(( 最大
5 1
c r 遊離( c p m ) 一 自然

5 1c r 遊離 ( c p m ))

と して計算した . 自然遊離 は ,
P 81 5 細胞 に対 して

は常に1 0 % 以下
,
同系培養分化骨格筋細胞株 に対

して は常に3 0 % 以下で あ っ た .

2 . ヒ ト多発筋炎骨格筋組織及び末梢血 リ ン パ 球

解析

1 ) ヒ ト多発筋 炎筋組織浸潤 リ ン パ 球 の T 細

胞受容体解析

臨床的及 び組織学 的に診 断し た ヒ ト P M の 疾

患活動期 ( 末治療) に採 取 した 凍結筋生検 組織

( 湿重量50 m g) より ,
I S O G E N ( N ip p o n G e n e) で

R N A を抽出し ,
プ ロ ト コ

ー ル に従 い オリ ゴ d T プ

ラ イ マ
ー 及 び A M V r e v e r s e t r a n s c ri p t a s e X L

( T a K a R a
,
B i o m e di c a l s) で4 2 ℃ に て 逆転写反応

を行う こ とで c D N A を作成 した . 既報3
2) に 従 い ,

2 2 個 の 特異的 丁細胞受容体 ( T C R ) Ⅴβ鎖 5
'

プ ラ
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イ マ - と
,
共通 した T 細胞受容体 C β 鎖特異的 3

'

プ ライ マ
ー を使 い

,
2 00 /∠ M d N T P , 0 .5 U E x T a q

D N A p oly m e r a s e ( T a K a R a , B i o m edi c a l s)
,
94 ℃

で 2 分間変性した後, 変性温度94 ℃ 1 分間,
ア ニ

ー

リ ン グ温度60 ℃ 1 分間, 伸長温度7 2 ℃ 1 分間 で35

サイク ル の 条件下で P C R 反応をする ことによ り
,

T C R V β C D R 3 領域 P C R 産物を増幅した . 特に,

得られた T C R V β1 3 .1 P C R 産物を T A ク ロ ー ニ

ング ベ クタ
ー

( O rigi n al T A Cl o ni n g Kit , I n vit r o-

g e n) によ りサ ブ ク ロ
ー ン化 し,

イ ン サ ー トを含

む10 か ら4 0 コ ロ ニ ー をラ ン ダム に選択 し
,
自動

D N A シ ー

ク エ ン サ
ー

( A p p li ed Bi o s y s t m e s ,

I n c .) を使 い 塩基配列を決定し
,
その 出現額度 を

算出する こ と で 骨格筋浸潤 丁 細胞 の ク ロ ー

ナ リ

ティ
ー を検討 した .

2 ) H L A 遺伝子型解析

既報
33) に従 い

,
S e q u e n c e-b a s ed t y p i n g ( S B T)

か ら
,
H L A A 型を決定した .

3 ) E LIS P O T a s s a y

既報3
4) に従 い

,
T e n-d a y i n t e rf e r o n (IF N) - γ

E L IS P O T 法を行 っ た . H L A A
*
2402 を有 す P M

患者 よ り 同意 を得
,
末梢 血 単核 球 ( p e rip h e r al

bl o o d m o n o n u cl e a r c ells ; P B M C) を 分 離

( L y m p h o p r e p
T M
; N y c o m ed) し, E A M に て 使用

した ペ プチ ド( 50 /∠ g / m l) と 共培養 ( 1 × 10
6
/

m l) する . 8 日後
,
同 一 患者か ら採取 し た放射線

照射後の P B M C ( 1 × 10
6
/ m l) を抗原呈示細胞 と

して 使うこ とで
,

ペ プチ ド(50 /∠ g / m l) で 再刺激

し
, 更 に 1 日 培 養 す る . 次 に E L IS P O T 法

( E L IS P O T f o r h u m a n l n t e rf e r o n- γ ; M a b t e c h)

で I F N- γ 産生 リ ン パ 球を算定する . T ripli c a t e

で 検討 し
,
10 6 細胞 中の I F N- γ 産生細胞数 ( s p o t -

f o r m i n g c ell s ; S F C) として 定量化 し た .

ペ プチ

ド の 有 無 で I F N - γ 産 生 細 胞 数 に 有 意 な 差

( M a n n - W hit n e y 検定) が 存在 した もの を ,
ペ プ

チ ド特異的リ ン パ 球 が存在 する と推 測 した , 尚 ,

症例間で は
,

ペ プチ ド非存在下 で の S F C をサ ブ ト

ラ ク シ ョ ン して 比 較 し
,
疾 患 群 問 で o n e- w a y

A N O V A 解析 を した . 今回
,
疾患対照 と し て は

,

同 H L A ( H L A A
*
2 4 0 2) を有す る寛解期 の 筋無

力症患者及び M C T D 患者と した . また
, 使用 した

ペ プチ ド は , E A M 作 成 で 使 用 し た P y r u v a t e

ki n a s e M l/ M 2 p ep tid e ( L Y R G I F P V L) , S o di u m

c h a n n el p r o t ei n s k el e t al m u s cl e al p h a - s u b u nit

( M Y L Y F V I F II F) と した .

結 果

1
. 樹状細胞移植に よる実験的ア レ ル ギ ー 性筋炎

モ デ ル マ ウス

1 ) 骨髄由来樹状細胞の 誘導

G M -C S F 及 びIL- 4 に て 誘導した骨 髄由来樹 状

細胞 は
,
95 .2 % の 原皮 で 樹状細胞 マ

ー

カ
ー

33 D l

陽性であ っ た ( 図 2 ) .

2 ) 樹状細胞呈示ペ プチ ドの 選択

M H C 分子 に結合する ペ プチ ドに は規則性 が あ

る こ とが わか っ て お り
,
H L A A

*
240 2 と H -2 K

d
は

同
一

結合ア ン カ ー モ チ
ー フを有する こ とから ( 図

1 )
,
H L A A * 2402 ヒ ト多発筋炎モ デ ル動物と して

,

B A L B / c マ ウス ( H -2 K
d) を対 象とする こ と に し

た . また , 細胞傷害性 丁 細胞 ( c y t o t o xi c T c ell ;

C T L) エ ピト
ー プを同定す る ため に , M H C 結合

ア ン カ ー モ チ ー フ構造を有す るペ プチ ドを
, 骨格

筋に発現が多い こ とが想定されるタ ン パ ク群か ら

選択 し( r e v e r s e i m m u n o g e n eti c s 法)
3 5)

, 樹 状 細

胞 に提示 し免疫する こ とで
,
E A M の 作成 を試み

た . 実際 には
, p y r u v a t e ki n a s e M l/ M 2 ( P K M l/

M 2) ペ プチ ド46 4-4 72 ( L Y R G I F P V L) も し くは

s o di u m c h a n n el p r o t ei n , s k el et al m u s cl e alp h a-

s u b u nit (S C S M ) ペ プチ ド12 64 -1 27 4 ( M Y L Y F V

I F IIF) を
,
G M - C S F 及 びⅠし 4 に て誘導した骨髄 由

来樹状細胞 に呈示させ
,
B o r d et ell a p e r u t u s si s と

とも に免疫 した( 図1 , 3 ) .

3 ) 臨床症状及 び骨格筋組織学的検討

上記の ように作成 した い ずれ の マ ウ ス も
, 経 過

中
,
明ら か な筋 力低 下 は 顕在 化 し な か っ た が

,

P K M l / M 2 ペ プチ ドを呈示 した樹状 細 胞移 植

B A L B / c マ ウス の み で
,
病 理学 的に全 身 , 特 に近

位骨格筋 に筋線錐の 大小不 同
, 筋線維壊 死 ( 図

4 ) , 非壊 死筋線維を取 り 囲 む よ う に C D 8 及 び

C D 4 陽性リ ン パ 球浸潤を認めた ( 4 1 .7 % ( 5 /1 2))

( 表 1 ) ･ こ の 所見 は
, p e rif a s ci c ul a r a t r o p b y を伴
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図 2 マ ウ ス 骨髄由来樹状細胞誘導

G M - C S F 及 び I L- 4 に て誘導した骨髄由来樹状細胞 を ,
F I T C 標識抗

マ ウ ス樹状細胞抗体 (3 3 D l) で フ ロ
ー

サ イ ト メ トリ
ー

解析 した . R e g i o n

1 ( R l) ゲ ー ト細胞 は ,
高額度に ( 95 .2 % ) 樹状細胞が誘導されて い た .

わず,
ヒト D M と い うよりも

,
ヒ ト P M の 病理像

と同
一

で あ っ た . 定量 的検討で は ,
全筋線椎の 9 .1

% に壊死線維や会食像が得られ
,
更 に リ ン パ 球 が

5 個以上取 り囲ん だ 非壊死筋線維 ( 炎症像) は ,

6 .6 0/. で あ っ た . 読 , 他 の 条件 , すな わち P K M l /

M 2 ペ プチ ド呈示樹状細胞を C 57 B L / 6 ( H - 2 K
b
)

マ ウス や
,
S C S M ペ プチ ド呈示樹状細胞 を B A L B

/ c ( H - 2 K
d) 及 び C 5 7 B L / 6 ( H - 2 K

b
) マ ウ ス に

移植 した時には ,
上記の所見は得られなか っ た ( 秦

1 ) .

4 ) ペ プチ ド特異的細胞傷害活性

E A M の 組織像が 得られ た免疫動物 ( P K M l /

M 2 呈示樹状細 胞移植 B A L B / c マ ウ ス) の 牌臓

c D 8 陽性細胞 は ,

51
c r 標識 した P 8 15 ( H- 2 K

d
)

細胞 ( ペ プチ ド播加) に対 し ,
細胞傷害 活性 が 認

め られ
,

ペ プチ ド特異的細胞傷害活性 を確 認 した

( 40 % : 2 / 5 ) ( 図 5) . ま た ,
E A M を免疫誘導で

き な か っ た マ ウ ス ( S C S M 呈示 樹 状 細 胞 移 植

B A L B / c マ ウ ス) で も ,

ペ プチ ド特異 的細胞傷害

活性を認め た (2 0 % : 1 / 5) ( 図 6 ) . 尚
,
他 の 条件 ,

すなわち P K M l / M 2 ま た は S C S M 呈示樹状細胞

移植 C 5 7 B L / 6 マ ウ ス で は ,

ペ プ チ ド特異的細胞

傷害活性は得られ なか っ た .

5 ) 培養分化筋細胞特異的細胞傷害活性

上記 で
,

ペ プチ ド特異的細胞傷害活性を認 め た

マ ウ ス の う ち
,
P K M l / M 2 呈 示樹 状細 胞 移植

B A L B / c マ ウス の み で ,

5 1
c r 標識培養分化筋細胞

を標的細胞( ペ プチ ド無添加) と した 時に も ,
拷

養分化筋細胞特異的細胞傷害活性を認めた ( 表 2 ) .

一

方
,
S C S M 呈示樹状細胞移植 B A L B / c マ ウ ス で

は
,
培養分化筋細胞特異的細胞傷害活性 を認め な

か っ た .

以上 の よう に ,
P K M l / M 2 呈示樹 状細胞移植

B A L B / c マ ウ ス は
,
臨床的に筋力低下 は認 め られ

なか っ たもの の
,
病理学的に と 卜 P M と同一一

一

の 筋

病理所見が認められ ,
更に ペ プチ ド特異 的及び培

養分化筋細胞特異的細胞傷害活性を得る こ とが で

きた こ と
,
及 び H - 2 K

d と H I J A A
*
2 4 0 2 の M H C

結合 ア ン カ
ー

モ チ
ー フ構 造の 類似 性か ら ,

H L A

A
*
2 4 0 2 ヒ ト P M の モ デ ル マ ウ ス と言える .

2 . ヒ ト多発筋炎骨格筋組織及び末梢血 リ ン パ 球

解析

1 ) ヒ ト多発筋 炎筋組織浸潤リ ン パ 球の T 細

胞受容体解析

当院神経内科で
,
臨床的及び病理学 的に 診 断し

た H L A A
*
2 40 2 を有す る P M ,

D M
,
混合性結合

織病( m i x ed c o n n e c t i v e t i s s u e di s e a s e ; M C T D )
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p y r u v a t e k i n a s e M 1 / M 2
ペ プチ ド呈示樹状細胞移植により作成 した E A M の 病理学的所見

A
,
B : ヘ マ トキ シリ ン

･ エ オ ジ ン染色 C : C D 4 陽性細胞 D : C D 8 陽性細胞

同 ペ プチ ド呈示 によ る樹状細胞移植により, 筋線維の大′ト不同, 筋線維壊死, 及び非壊死線維周囲 には

c D 4
,
C D 8 陽性 丁 細胞の浸潤 を認める ･

( 表 3 ) の 生検筋 凍 結標 本 を対 象に し た ･ H L A

A
*
2 4 0 2 を有する P M 全て で ,

Ⅴβ1 3 .1 鎖を有す る

T 細胞の C D R 3 領域 に ,
優位に 出現する cl o n e が

得 られ ,
o lig o cl o n a l に T 細胞 が浸潤 して い る こ

とが推測され た ( 表 4 ) .

一 方
,
D M

,
M C T D で は

,

優位 に 出現する cl o n e は得 ら れず , p o ly cl o n al な

出現様式をとる こ と が推測 され た ( 表 5 ) . 更 に ,

p M で は
,
J β鎖が比較的限定して 出現 し ,

C D R 3

領域 に特定の モ チ
ー フ構造( G- Ⅹ- G S G , Y S- ⅩⅩⅩ-

G
,
G - ⅩⅩ- G ) が認めら れる こ とか ら ,

P M 筋組織

で は
,
T 細胞は a n ti g e n- d ri v e n な形式 で 標 的臓器

内に浸潤 し, 更に そ の標 的自己抗原 は ,
比較 的均

一 で ある こ と が推測 さ れ た ( 表 6 ) . 以 上
,
M H C

cl a s s I を限定した解析 で D M ,
M C T D と は対照

的に
,
P M は比較的均

一

な自己標的抗原 の 存在が

推測され
,
均

一

な標 的抗 原に 対 する C D 8 陽性細
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表 1 樹状細胞移植 による E A M の誘導結果

B A L B / c C 5 7 B L /6

< H -2 K
d > < H _2 K

b >

P K M l/ M 2 p e p ti d e - D C s 5 /1 2 ( 41 . 7 0/o) 0 / 5 ( 0 0/.)

S C S M p e p tid e
- D C s 0 /1 2 ( 0 % ) 0 / 5 ( 0 % )

P e p ti d e ( - ) - D C s 0 /1 2 ( 0 % ) 0 / 5 ( 0 % )

P y r u v a t e k i n a s e M l/ M 2 ( P K M l/ M 2) ペ プチ ドを免疫した B A L B/ c マ ウ ス の 41 .7 0/. に 病

理学的に E A M を誘導可能で あ っ た が
,
S o d i u m c h a n n e l p r o t ei n , s k el e t a l m u s cl e a l p h a-

s u b u n it ( S C S M ) ペ プチ ドを呈示 した樹状細胞や
,
全く ペ プチ ドを添加 しな い 樹状細胞 で は

E A M を誘導する こ と がで きなか っ た . ま た
,
い ず れ の ペ プ チ ドも C 5 7 B L / 6 マ ウ ス で は

E A M を誘導する ことが不可能であ っ た .

･芸
A

I
- ■ ･ ■

O

盟
U
qJ

D <
C h

>
o

3 0

2 5

2 0

1 5

1 0

e x p . 1

fi
E/r 5 E ′r 2 0

) 0

2 5

2 0

1 5

1 0

e x p ･
2 e x p ･3

*

3 0 r

5 J く芸
⊥ _ _

E/ T 5 E/ T 2 0

3 0

…oh≡
exp ･4 e x p ･ 5

*

3 0

2 5

2 0

1 5

1 0

∃臣 - ･
･ - -

一 夏
_ _ _ _ _ _ _ . 一 + _ _ _ _ _ _ _ _ _

_ _

E q 5 E q 2 0
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○--･･･････ 一 P e p tid e ( ＋)
▲( ▲

p e p tid e (
-

)

㌔
Err5 E rr 2 0

図5 P y r u v a t e k i n a s e M l / M 2 ペ プチ ドに対する H - 2 Ⅰ(
d 拘束性細胞傷害活性

P y r u v a t e ki n a s e M l / M 2 ペ プチ ドを免疫 した マ ウ ス 牌臓より M A C S s y st e m に て C D 8 陽性細胞を分

離し エ フ ェ ク タ
-

細胞と し
,
まが

1
c r 標識 P 8 1 5細胞 ( H 1 2 K

d) を標的細胞と し
,
ペ プチ ドを添加

,
未添加の

条件で細胞傷害試験を施行した . E x p . 3 及 び E x p . 5 の マ ウ ス で ペ プチ ド特異的細胞傷害活性を有す る C D 8

陽性細胞を認めた ･ S p o n t a n e o u s l y si s < 1 0 % ,
R e s u lt s a r e m e a n ＋ S D of t r i p li c a t e w ell s .

胞によ る細胞傷害活性が , 筋炎発症機序 に 関与 し

て い る こと が推測され た .

2 ) E L IS P O T a s s a y

①臨床症例結果

E L IS P O T 法 に 関し て は ,
H L A A

*
240 2 を有す

P M 4 名
,
M C T D 2 名 ,

重症筋無力症 ( M y a s t h e -

n i a g r a v i s ; M G) 3 名を対象と した . 尚
,
P M 患者

に関して は全例治療 中である為 ,
可能 な限り雁病

期間の短 い 症例を対象と した ( 表 7 ) .

②P y r u v a t e ki n a s e M l / M 2 ペ プチ ド反応 丁 細

胞 に つ い て の 検討

H L A A
*
2 402 を有す P M 患者の 半数(4 名中2 名)

で
, 各症例 にお い て

,
P K M l / M 2 ペ プ チ ド特 異

的リ ン パ球の 存在を認 め た . 尚
,
H L A A * 240 2 を

有す M C T D 及 び M G 患者に は , 有 意 に反応す る

リ ン パ 球を認め なか っ た ( 図 7 A ) .

③S o di u m c h a n n el p r o t ei n s k el et a l m u s cl e

al p h a - s u b u n it ペ プチ ド反応 丁細胞 に つ い て

の 検討

H L A A
*
240 2 を有す P M 患者 の 半数( 4 名 中 2
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e x p . 2
8 0

7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

】0

0

一 定

E q 5 E r r 20

8 0

7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

1 0

0

e x p . 3
*

8 .

ノ妻§
30

20

瓦
-

ー
← 血 1 0

E/ T 5 E/ T 2 0

一 基

E r r5 E n ? 0

8 O

7 0

6 0

5 0
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3 0

2 0

1 0

0

e x p . 5
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図6 S o d l u m C h a n n el s k e l e t a l m u s cl e ペ プチ ドに対する H - 2 K
d
拘束性細胞傷害活性

s o d l u m C h a n n el s k e le t a l m u s cle ペ プチ ドを免疫 した マ ウ ス 牌臓よ り M A C S s y s t e m に て C D 8 陽性

細胞を分離し効果細胞と し, ま た
51
c r 標識 P 81 5 細胞 ( H 12 K

d) を標的細胞と し
,

ペ プチ ドを漆加
,
末添加 の 条

件で細胞傷害試験を施行 した . E x p . 3 マ ウ ス の み に ペ プチ ド特異的細胞傷害活性を有する C D 8 陽性細胞を認

め た . S p o n t a n e o u s l y s ▲ s < 1 0 %
,
R e s u lt s a r e m e a n ＋ S D o f t r ip li c a t e w e ll s ･

表 2 培養分化筋細胞特異的細胞傷害活性

% s p e c ific ly s I S ( E / T 2 0)

P K M l/ M 2 p e p ti d e - D C s

S C S M p e p t l d e - D C s

P e p ti d e ( - ) - D C s

e x p . 3 2 8 ･0 % *

e x p ･ 5 2 2 ･
1 %

*

e x p . 3 3 .91 0/.

( n - 5) 3 .2 9 %

ペ プ チ ド特異的細胞傷害活性を有する陣臓 C D 8 陽性細胞を エ フ ェ ク 夕
- 細胞と し

,

5 1
c r 標 識

培養分化筋細胞を標的細胞に ,
細胞傷害活性を検討 した . P y r u v a t e k i n a s e M l / M 2 ( P K M l

/ M 2) ペ プチ ドを呈示した樹状細胞移植免疫動物のうち ,

ペ プチ ド特異的細胞傷害活性を認め

た群( e x p . 3
,
e x p . 5)( 図5 ) で

,
同様に培養分化筋細胞 に対 して も細胞傷害活性を認め た

( * ) .

表 3 T 細胞受容体解析対象症例 の 臨床所見及び H L A A 型解析

c a s e d u r a ti o n C P K H L A A l o c u s

P M

1 5 M 5 6 76

2 4 M 38 8 6

3 3 M 1 0 8 65

*
2 4 02 /

*
24 02

* 2 402 /
*
24 0 2

* 2 40 2/
*
2 40 2

M C T D
6 M n o r m a l

*
2 40 2/

*
3 30 3

4

D M

5
11 M 2 72 7

*
2 4 02/

*
31 01

対象症例は い ずれも H L A A
*
2 40 2 1 o c u s を 含み

,
臨床的及び病理学的に診断され た症例 で ある
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表 4 T 細胞受容体 Ⅴβ1 3 .1 C D R 3 領域アミ ノ酸配列 ( ヒ ト多発筋炎)

B V f a m ily B V B D B J f a m il y B J B C N o .

P M ( C a s e 1 H L A A * 2 4 02/ * 2 4 02)

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

S P L G Q G S G E L F F G E E G

T Y S W D

Y N V R A D T

K V S

S K T G E P

S P S G A S

S G N T I Y F G E G S

Q Y F G P G T R L

S Y N E Q F F G P G

Y N E Q F F G P G T

S Y N E Q F F G P G

2 . 2

2 .1

2
. 3

2
.
1

2 .1

2 .1

2

1

2

2

2

2

3/1 2 ( 2 5 % )

3/1 2 ( 25 % )

2/ 12 (1 7 % )

2/1 2 (1 7 % )

1/1 2

1/1 2

P M ( C a s e 2 Ii L A A * 24 02/
*
24 0 2)

1 3 .1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 . 1 F C A S

S R D S
●

N L F D E Q F F G P G T

S G F L G L A A G E Q F F G P G

S D G E V G Y G Y T F G S G T R

S E G Y A Y E Q Y F G P G T R L

2
.
1

2 . 1

1 . 2

2
. 7

2

2

1

2

9/2 4 (3 8 % )

6/2 4 (2 5 % )

5/2 4 (2 1 % )

4/2 4 (1 7 % )

P M ( C a s e 3 H L A A * 2 40 2/ * 0 2 01)

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

S Y S M G G G S G T D T Q Y F G P

S Y SI K G A D I Q Y F G A G T R

R L T G Q G G Y G Y T F G S G T R

R P Y R E G L Y D E Q F F G P G T

2 . 3 2

2 . 3 2

1 .2 1

2 .1 2

4/ 1 2 ( 3 3 % )

4/ 1 2 ( 3 3 % )

2/ 12 (1 7 % )

2/ 12 (1 7 % )

H L A A
*
24 0 2 陽性多発筋炎筋組織内に は

,
優位に出現する cl o n e が存在 し

,
J β 鎖 は 限定され る傾向が あ

り
,
C D R 3 領域 には モ チ ー

フ構造が存在し
,
o1 1 g O Cl o n a l な様式で浸潤 して い る こ と が推測され る .

名) で , S C S M ペ プチ ド特異的リ ン パ 球を認め た .

尚
,
同陽性症例 は

,
前述 の P K M l / M 2 ペ プチ ド

に反応 しな い 症例 で あ っ た . また
,
H L A A * 240 2

を有す M C T D 患 者 1 名で も
,
反応 リ ン パ 球を認

めたが
,
M G 患者全例 で は有意 に反応す る リ ン パ

球を認めなか っ た ( 図 7 B) .

④疾患群 で の検討

P K M l / M 2 ペ プチ ド及 び S C S M ペ プ チ ド両

者におい て
,
P M 群 で は

, 疾患 コ ン トロ ー ル で あ

る M G 群に 比較 して
,
S F C が高 い 傾向にあ っ たが

,

有意差を見出すこ と がで きなか っ た . 検討症例数

が少な い こ とも影響 して い ると考え ら れ る ( 図 8

A
,
8 B) .

考 察

我 々 の 作 成 した P K M l / M 2 ペ プチ ド呈示樹

5 5 7

状細胞移植動物 ( B A L B / c) は
,
病理学的に筋細

胞の 壊死 と非壊死筋周囲 の C D 4 及 び C D 8 陽性

細胞浸潤を呈 し
,
更 に同ペ プチ ド特異的細胞傷害

活性及び骨格筋特異的細胞傷害活性を有す細胞傷

害性 C D 8 陽性丁細胞を誘導 して い た . 同免疫動

物 は
,
病理学的類似性及び M H C 結合 ア ン カ ー モ

チ
ー フ の 類似性か ら

,
ヒ ト H L A A * 2 402 P M の

モ デ ル 動物として位置付 ける こ と が可能 で あり ,

自己抗原の ア ミ ノ 酸や 分子 レ ベ ル の 解析に繋がる

強力 なツ ー

ル になる可能性を秘め て い る .

樹状細胞 が ヒ ト自己免疫疾患の 発症に関与 して

い るか否か は知 られて い な い が
, 樹状細胞移植は

,

実験的自己免疫動物モ デ ル ( 実験的自己免 疫性糖

尿病モ デ ル
,
実験的ア レ ル ギ ー 性脳脊髄炎

,
実験

的傍腫蕩症候群 ( 心筋 炎)) を誘導 し得 る こ と が

知られ て い る . L u d e w ig ら
3 6) は

,
リ ン パ 球性脈絡

髄膜炎ウイ ル ス (1y m p h o c y ti c c h o ri o m e ni n g iti s
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表 5 T 細胞受容体 Ⅴβ1 3 .1 C D R 3 領域 アミ ノ 酸配列 ( ヒ ト M C T D , 皮膚筋炎)

B V f a m ll y B V B D B J f a m il y B J B C N o ･

M C T D ( C a s e 4 H L A A
* 24 0 2/

* 31 01)

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

R L

P F D A D L G

A Y R S A F

K W T G R S H S

S G P K R D R D

S E W

S Y S R I( D T

S Y R G P R

E A F F G Q G T R L

N IQ Y F

T G E L F F

Y N S P

N Q P Q

G E L F F G E H S

Q Y F G P G

D T Q Y F G P G

S G G D R G P G R L H F G N G

S Y S W D R G N T E A F F G Q

S P G G G N E Q Y F G P G

G E G G D S R W D E Q F F G P G

S Y I P G G A L

S E A G A Y N

S Y S G D D

S Y W T N

N T E A F F G Q G

E Q F F G P G

E Q F F G P G

T E A F F G Q G

1 . 1

2 . 4

2 .2

1 .6

2
.3

2 .2

2
.3

2 .3

1 .6

1 .1

2 .7

2 .1

1 .1

2
.
1

2 .1

1 .1

1

2

2

1

1

2

2

2

1

1

2

2

1

2

2

1

2/1 7

1/1 7

1/1 7

1/1 7

1/1 7

1/1 7

1/ 17

1/ 17

1 /17

1 /1 7

1 /1 7

1 /1 7

1/1 7

1/1 7

1/1 7

1/1 7

D M ( C a s e 5 H L A A
* 2 40 2/

* 3 30 3)

1 3 .1 F C A S

1 3 . 1 F C A

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 . 1 F C A S

1 3
.
1 F C A S

1 3 .
1 F C A S

1 3 .1 F C A S

1 3 .1 F C A S

S Y A Q G S

E D R G

K G T V

S W G Q G A

S T A T G Y

S E V P G L N

S S T G E M N

R F T G A

S Y R R G G Y

K I P R D

G W G Q G A

S E V V S

S F M I A G G

S Y E G G F G

S L G G T H D

Y G Y T F G S G T R

H T E A F F G Q G T R L

S G A N V L T F G A G S

Y G Y T F G S G T R

Y G Y T F G S G T R L

T E A F F G Q G T

T E A F F G E G S R L T

G E L F F G E G S R L T

E Q Y F G P G T R L

S N S G A N V L T F G A

Y G Y T F G G S G T

Q P Q H F G D G T R L S

G E L F F G E G S R

T Q Y F G P G T R L

E Q Y F G P G T R L

1 .2 1 4/ 21

1 ,1 1 3/ 21

2 .6 2 2/ 21

1 .2 1 1 /21

1 .2 1 1/21

1
.
1 1 1/21

1 .1 1 1/2 1

2 .2 2 1/2 1

2
. 7 2 1/2 1

2 . 6 2 1/2 1

1 .2 1 1/ 21

1 .5 1 1 /21

2
.
1 2 1 /21

2
.
5 2 1/21

2 . 7 2 1/2 1

H L A A
* 2 40 2 皮膚筋炎 ,

M C T D 筋組織内には
,
優位 に出現する cl o n e は存在せ ず , p o l y cl o n a l な 様式 で

浸潤 して い る こ とが推測され た .
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表 6 ヒ ト多発筋炎 H L A A * 2 40 2 で は
,
T C R V β

鎖 n - D - n 領域に モ チ
ー

フ構造を有す る

M o tif n- D - a r e g l O n

G - Ⅹ- G S G

Y S- Ⅹ- Ⅹ一G

G - Ⅹ- Ⅹ- G

表 7 E L IS P O T a s s a y 対象症例

C a s e a g e / g e n d e r d u r a ti o n t r e a t m e n t

H L A A
* 2 4 02 P O L Y M Y O S I T I S

1 6 1 y . o . / m a l e

2 5 5 y . o . / m a l e

3 3 4 y . o . / f e m a l e

4 5 6 y . o . / f e m a l e

1
.5 Y

4 Y

4 Y

1 Y

P S L I O m g / C P A 50 m g

P S L 2 0 m g

P S L 1 4 m g

P S L 1 2 m g / C y A 1 5 0 m g

H L A A
*
2 40 2 M C T D

5 4 7 y ･ o ･ / f e m a l e 6 Y P S L 1 2 .5 m g / M T X

6 4 3 y ･ o ･ / f e m a le 5 Y P S L I O m g

H L A A * 24 02 M Y A S T H E N I A G R A V IS

7 61 y ･ o ･ / r e m al e 8 Y P S L 2 m g

8 72 y 1 0 1 / m a n l O Y P S L 7 . 5 m g

9 64 y ･ o ･ / m a n 8 Y P S L O m g

症例は全て
,
H L A A * 2 40 2 を有する症例である .

い ずれ の症例もス テ ロ イ ド療法を主体と した

治療を受けて い る .

( P S L ; p r e d n i s o l o n e , C P A ; c y cl o p h o s p h a m id e , C y A ; c y cl o s p o r i n A ,
M T X ;

m e t h o t r e x a t e)

v i r u s ; L C M V ) 糖タ ン パ ク特異的なC T L エ ピト ー

プを構成的に発現 して い る樹状細胞を ,
ラ ッ トイ

ン ス リ ン プロ モ ー

タ
ー を 用 い て 揮島特異 的 に

L C M V 糖タ ン パク を発現させ た トラ ンス ジ ェ ニ ッ

ク マ ウス に移入する こ と によ っ て
, 勝臓 に C D 8

陽性細胞主体の リ ン パ 膿胞を伴う勝島炎
,
更 に 臨

床的にも高血糖を証明 し
,
実験的自 己免疫性糖尿

病モ デル を作成 した . D itt el ら
3 7)
は

,
ミ ュ リ ン 塩

基性 タ ン パ ク ( m y eli n b a si c p r o t ei n ; M B P) 由

来脳炎奮起性ペ プチ ド ( A c ト11) をパ ル ス した樹

状細胞を , 同 ペ プチ ド特異 的 T C R トラ ン ス ジ ェ

ニ ッ ク マ ウス 由来 C D 4 陽性 丁 細胞 と共 に移入 し

た時に
, 実験 的ア レル ギ ー 性脳脊髄炎 , す なわち

ヒ ト多発性硬化症 の モ デ ル動物を誘導する こ とが

で きた ･ 更に ,
L u d e w ig ら

3 8)
によ り , β-g al a c t o -

sid a s e ペ プチ ドで パ ル ス した樹状細胞を
,
同 ペ プ

チ ドを心筋細胞 , 動脈平滑筋細胞に強制発現 した

トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス に移入した 時 に
,
血管

炎
,
心筋炎

,
時に心筋症を発症 した . こ の モ デル は

,

樹状細胞を移入する前に
,
同ペ プチ ドを発 現す る

E L - 4 t h y m o m a c ell s を移植 し た こ と か ら , 傍腫

癌 症候 群 の モ デ ル 動 物 の 側 面 を有 す . 我 々 の

E A M モ デ ル マ ウス は
, 樹状細胞 を使 っ て 作成 し

た自己免疫性疾患モ デ ル の 第 4 報
,
すな わち 自己

免疫疾患発症 にお ける樹状細胞関与の 可能性を示

す側面を有す貴重なモ デ ル である .
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図 7

A E L I S P O T a s s a y ; P y r u v a t e k i n a s e M l / M 2
ペ プ チ ド反応性 丁細胞 に つ い て の検討

H L A A
*
2 4 02 を有す多発筋炎( p ol y m y o siti s ; P M ) 患者 の半数( 4 名中 2 名) で , ペ プチ ド特異的リ ン パ

球 の 存在を認め た . 尚, H L A A
*
2 40 2 を有す 混合性 結合織 病 ( m i x e d c o n n e c ti v e t l S S u e d i s e a s e ;

M C T D ) 及 び重症筋無力症 ( M y a st b e n i a G r a v i s ; M G ) 患者 には ,
有意に反応するリ ン パ球を認めなか っ

た . ( ペ プ チ ドの 有無で I F N - γ 産生細胞数に有意な差 ( M a n n - W h it n e y 検 定) が存在 したもの を, ペ プ チ

ド特異的リ ン パ 球が存在すると推測 した .)

B . E L IS P O T a s s a y ; S o d l u m C h a n n el p r o t e i n s k el e t al m u s c l e a l p h a- s u b u n it
ペ プ チ ド反応性 丁 細胞

に つ い て の検討

H L A A
* 2 4 0 2 を有す P M 患者 の半数( 4 名中 2 名) で ,

ペ プ チ ド特異的リ ン パ 球を認めた . 尚
,
同 陽性症例

は
,
前述 の p y r u v a t e k l n a S e M l / M 2

ペ プ チ ドに反応しな い 症例で あ っ た ･ ま た
,
H L A A

* 24 0 2 を有す

M C T D 患者1 名で も
,
反応リ ン パ 球を認め たが

,
M G 患者全例で は有意に反応するリ ン パ 球を認め なか っ

た . ( ペ プチ ドの 有無で I F N - γ 産生細胞数に有意な差 ( M a n n - W h l t n e y 検定) が存在したもの を ,

ペ プチ

ド特異的リ ン パ球が存在すると推測した .)

生体内の 種々 の 組織 ,
器官に分布する樹状 細胞

はその 表現型の 違 い か ら不均
一

な集団と考えられ

て い る . 樹状細胞が 由来する前駆細胞 の 前駆細胞

系列を反映する と い う面 ( い わゆる ミ ュ ロ イ ドも

しくはリ ン パ 系樹状細胞等) の み で は なく ,
末梢

組織 に分布する 未熟な細胞が所属リ ン パ器官 へ と

移動する その 過程 に おける 成熟度も ,
同様 に 不均

一 性の
一

翼を呈す .

一 般 に
,
強力な会食能と 弱 い

共刺激分子の 発現を特徴 と する 未熟樹状 細胞 は ,

感染細胞
,
ウ イ ル ス 由 来産 物 (1ip o p o l y s a c c h a-

r id e
,
D N A

,
C p G モ チ

ー

フ) , 炎症性サ イ ト カイ ン ,

c D 40 L 等によ る刺 激 によ り
,
容 易 に強力な T 細

胞活性化を有す成熟樹 状細胞 に 変化す る . 今 回 ,

使用した未熟 な骨髄由来樹状細胞 は ,

一

般 に は T

細胞活性化能が弱 い こ とが予想され るが ,
同時 に

B o r d e t ell a p e r u t u s si s を ア ジ エ
バ ン ト と し て 投

与した こ とが所属リ ン パ 節 にお い て の 成熟化を誘

導 し
,
モ デ ル作成 を可能に したもの と考えられ る .

更に
,
樹状細胞が

,
免疫寛容で は なく免疫誘導 に

向かう
,
すな わち ク ロ ス ト レ ラ ン ス で は なく ク ロ

ス プ レゼ ン テ
- シ ョ ン の 方向 - 向かうには ,

C D 4

陽性 丁 細 胞 の ヘ ル プ
3 9 卜 4 1 ) も し く は k e y h o l e
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A : E L IS P O T a s s a y ; P y r u v a t e k i n a s e M 1 / M 2 ペ プチ ド反応性 丁細胞; 疾患群で の 検討

B : E L IS P O T a s s a y ; S o di u m c h a n n el p r o t ei n s k el e t a l m u s cl e al p h a- s u b u n it ペ プ チ ド反応性 丁細胞;

疾患群で の検討

P y r u v a t e k i n a s e M 1 / M 2 ペ プチ ド及び S o d i u m c h a n n el s k el e t a l m u s cl e ペ プ チ ド両者 にお い て ,
P M

群 で は
,
疾患 コ ン ト ロ ー

ル である M G 群 に比較 して
,
S F C が 高 い傾向にあ っ た が

,
有意差を見出す こ と が で

きなか っ た .

li m p et h e m o c y a ni n , 1ip o p o l y s a c c h a rid e 等の ア

ジ ュ バ ン ト
42) の 存在 が必要とされる . 当モ デ ル に

お い て
, 抗原特異的 C D 4 陽性 丁 細胞の 同時移入

なしにク ロ ス プ レゼ ン テ - シ ョ ンに方向付 けでき

た こと は
,
B o r d e t ell a p e r u t u s si s の 存在が大き い

もの と推察され る . 今後
,
P K M l / M 2 が標的抗

原で ある ことを確実 にする為には
,
抗原特異的 丁

細胞ライ ン 作成 と 同細胞 に よ る a d o p ti v e t r a n s -

f e r モ デ ル が必須になるもの と考える .

今回
,
我々 の E A M モ デ ル は

,
S C S M ペ プチ ド

で は誘導が不可能で ,
P K M l / M 2 ペ プチ ドの み

で 誘導が可能で あ っ た . M H C cl a s s I を介 した ク

ロ ス プ レ ゼ ン テ
-

シ ョ ン と活性型細胞傷 害性 丁

細胞 による組織障害を誘導する為に は
,
標 的臓器

に お ける 高 い 蛋 白 発 現 量 が 必 要 と さ れ る 4 3)

P K M l / M 2 分子は
,
骨格筋 に高発現 し て い る こ

とから
,
E A M を誘導可能で あ っ たと 考え られ る .

しか し
,
骨格筋にお ける内在性蛋白の エ ビキチ ン ･

プ ロ テ ア ソ
ー ム分解機構の 詳細が不明で ある現状

か らは
, 今回使用 した ペ プチ ドが

,
実 際に分解 さ

れた ペ プチ ドと偶然
一

致したに過 ぎな い か もしれ

ない . 今後, 骨格筋における エ ビキチ ン . プ ロ テ

ア ゾ
-

ム によ る内在性抗原プロ セ シ ン グ及び抗原

呈示機構の解明が必至 で ある .

さて
, 我 々 の E A M モ デ ル マ ウス か ら類推され

た標的抗原 P K M l / M 2 は ,
実際に ヒ ト P M に お

い て も標的抗原になり得るの で あろうか .

T C R の ク ロ ー

ナリテ ィ
ー の 解析は

,
標的抗原の

均
一

性を示唆する . 過去 に , P M 及 び D M の 病変

筋組織に浸潤 した T C R r e p e r t oi r e 解析 は ,
欧米

で数編報告され て い る に過ぎ か ､ . L i n d b e r g ら
23)

に より , 免疫組織化学的に P M で Ⅴβ3 が ,
B e n d e r

ら
24) により

,
免疫組織学 的検討 と R T-P C R 法か

ら
,
P M 患者筋 に浸潤 し て い る C D 8 陽性 丁 稚 胞

は Ⅴ α33 . 1/ V β13 .1
,
Ⅴβ3 が優位 に出現 し

,
更 に

均 一 な C D R 3 領域を有する こ とか ら
,
P M 筋組織

内で は T 細胞 は ク ロ ー

ナ ル に浸潤 し て い る こ と

が示 され た . M a n t eg a z z a ら
2 5) ち

,
P M 筋組織 で
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V α 1
,
V α5

,
V β1 , V P 1 5 r e p e rt o i r e が優 位 で あ

り
,
更に Ⅴβ15 陽性ク ロ

ー ン の90 % を J β2 .1 が 占

め
,
C D R 3 領域 にモ チ

ー

フ構造を有する こ とを示

し
,
同様に 0

'

H a n rl o n ら
26) ち , 抗 J o-1 抗体 陽性

P M 患者 で ,
Ⅴ α 1

,
Ⅴβ6 r e p e rt oi r e の優位な 出現

と
,
更に Ⅴβ6 陽性ク ロ

ー ン は 限定した J β 鎖 を

有する こ とを示 し, P M 筋組織内 丁 細胞 は抗 原刺

激により誘導され る こ とを推測 した .

一

方 ,
D M

に関して は ,
0

'

H a n rl o n ら
26 )
により

,
V P ,
J β 鎖

に限定した使用がなく
,
C D R 3 領域で優位 に 出現

するク ロ ー

ン を認め なか っ た こ と か ら
, p ol y cl o-

n al な T 細胞 の浸潤が推測さ れた . 我 々 の 検討で

ち
,
M H C cl a s s I を限定 した解析 で

,
D M

,
M C T D

と は対照的に ,
P M 筋組織 で は

,
T 細胞 は a n tig e n-

d ri v e n な形式 で 標的臓 器内 に浸潤 する こ と が確

認され た こ とか ら ,
その 標的自己抗 原 は比較的均

一

で ある こ とが推測さ れ , 均
一 な標 的抗 原 によ る

C D 8 陽性細胞 に よ る細胞傷害活性 が ,
H L A A

*

240 2 P M 発症機序 に関与 して い る こ と が 推測さ

れた .

また
,
マ ウ ス に筋炎惹起性を呈 し た P K M l / M

2 ペ プチ ドに反応 し I F N - γ を産生す る リ ン パ 球

は
,
H L A A

*
24 02 P M 症例 の 中 で 半数存在し た .

こ の 事実 は
,
同 ペ プチ ドが ヒ ト H L A A

* 2 402 P M

にお い て も
,
標的 自己抗原 の 可能性 があ る こ と ,

更 に同 ペ プチ ドが T 細胞 エ ピト
ー プになりうる

ことを推測させ る .

一 方 で
,
今回解析 に使用 し た

検体採 取 が 疾 患 寛解期 で あ る こ と か ら ,
単 に

e pit o p e s p r e a di n g の 結果 を見 て い る可 能性 もあ

る . また
,
P K M l/ M 2 ペ プチ ドよ りも S C S M ペ プ

チ ドに反応を示す症例もあり ,
実際の 患 者で は 病

因ペ プチ ドは症例により異なる可能性も考えられ

る . 今後は ,

ペ プチ ド反応性リ ン パ 球を単離 し ,
柄

初期 に筋組織内に浸潤 して い る T C R と の 関連を

解析する必要がある .

さ て
, p y r u v a t e k i n a s e ( P K ; A T P : p y r u v a t e 2-

o- p h o s p h o t r a n sf e r a s e , E C 2 . 7 .
1 ･ 40) に は 4 種

の アイ ソ ザイ ム ( R ,
L
,
M l

,
M 2 ) が知られ て お

り ,
そ れ ぞ れ 組 織特 異 的な 分布 を 呈 し て い る ･

E A M を誘導 し得た p y r u v a t e ki n a s e M l / M 2 ア

イ ソ ザイ ム は
,
骨格筋 に非常 に 強く発現 して い る

タ ン パ ク で ある . しか し
,
同タ ン パ ク が どの よう

に骨格筋内にお い て エ ビキチ ン ･ プ ロ テ ア ソ
ー ム

系で 消化され
,
M H C cl a s s I 分子に どの ような形

で 呈示され るの か詳細は不明である し ,
ま た他臓

器 で の 発現も少な い なが ら認め られ て い る . 最近 ,

臓器特異的な自己免疫疾患で ある慢性関節リウ マ

チ自然発症モ デル動物( K / B x N T C R トラ ン ス ジ ェ

ニ ッ ク マ ウス) 及び ヒ ト慢性関節リウ マ チ 患者 の

血清
,
関節液中には ,

全身に広範 に発現 し て い る

g l u c o s e
- 6 -p h o s p h a t e i s o m e r a s e ( G P I) に対する

自己抗体が認められ ,
同抗体が積極 的 に関節 局所

で 病態を形成する こ とが示された
4 4) 45 )

. 広 範に発

現する自己抗原 に対する免疫が ,
どの よう に限局

的な臓器特異的自己免疫疾患を形成する の か詳細

は不明で ある が
,
こ の 知見 は

,
我 々 の E A M の 標

的自己抗原を考える際に興味深 い .

ぁ わ り に

今回
,
樹状 細胞 移植 によ り作成 し た ヒ ト H L A

A
*
240 2 P M モ デ ル動物を報告 し た . こ の モ デ ル

は
,
以下 の 特徴を有す . 第

一

に
, 従来,
横紋筋 で あ

る骨格筋を標的に免疫誘導する 困難性 か ら E A M

の 誘導は難し い とされ ,
T 細胞 が認識す る抗原 ペ

プチ ドの 同定
,
ア ミ ノ酸や分子 レベ ル の 解析 が 困

難で あ っ たが ,
我々 の モ デ ル は分子 レ ベ ル で の 抗

原解析の
一

助になる可能性を有する こと . 第二 に
,

樹状細胞移植が 実験的自己免疫動物モ デ ル を誘導

し得る こ とが知ら れて お り,
当モ デ ル も自己免疫

性疾患 に樹状細胞が 関与す る可能性を示したこ と.

第三 に ,
依然 として 末同定で あ っ た P M 標的自己

抗原候補の
一

つ に
,
P K M l / M 2 の 可能性 を示唆

した こ と で ある . 更に
,
同 ペ プチ ド特異的 丁 細胞

は
,
ヒ ト H L A A

*
2 4 0 2 P M 患者 末梢血 中 に存在

して い る と いう事実は ,
M H C-1ig a n d 治療等 の 治

療モ デル に もなり得る可能性を秘め て い る重要な

モ デル と言える .
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