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SJL/JマウスにおけるT細胞惹起性筋炎
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T Cell-Mediated Myositis in SJL Mice
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Inordertostudytheanimalmodelofpolymyositis.aCD4 positiveandCD8

negati＼TeTcelllinewasestablishedfrom SJL/JmiceimmunizedwitharabbitCrude

myosinfraction.TheTCelllinereactedwiththecrudemyosinfractionbut.notwith

thepurifiedsixmajormllSCularconstitutionalproteins. Thehistoloかealexamination

showedmyositisinSJL/Jmiceat3weeksaftert･heinjectionoftheTcellline. This

ist･hpfirst-reportt･hatCD4positiveTcellsreacting＼＼,ithcrudemuscleproteincan

causemyositisin mice.

Keywot･ds:Myosit､is.SJIJ/Jmouse.九･̀Iyosin,Tぐelllille
筋炎,SJL/Jマ巾ス.ミオシン,

多発性筋炎の動物モデルである実験的筋炎を解析する

ために.家兎ミオシン租分画で免疫 した SJL/Jマウ

スから CD4陽性 CD8陰性T細胞株を樹立 した.こ

の株はミオシン租分画に対して増殖反応を示したが,棉

製した6種類の主要筋構造蛋白に対して増殖反応を認め

なかった.このT細胞株を注射した SJL/Jマウスは3

週後に筋炎を発症した.これはミオシン粗分画反応性の

CD4陽性T細胞でマウスに筋炎が惹起できることを証

明した初めての動物モデルである.

Ⅰ は じ め に

実験的アレルギー性脳炎 (Experiment･alAllergic

Encephalitis,EAE)は多発性硬化症の動物モデルで
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T細胞株

あI),惹起抗原として MBPllや PLP2)などが明ら

かになっている.また,抗原決定部位のマウスの種差も

明らかになっており31い.これら EAEの知見をもと

に MBP特異的T細胞の受容体のペプチ ドを朋いた治

療が多発性硬化症で試みられている5). 一方多発性筋

炎の動物モデルである実験的アレルギー性筋炎 (Ex-

perimentalAllergicMyosit.is.EAM)では当初惹

起抗原として筋 hom曙eneもeが億周され6ト岬,その

後粗製ミオシンの免疫によって多発性筋炎類似の組織像

を里することが報告されているが頼 ,筋炎惹起性の特

異的抗原は未だ不明である.errectorについては組織

学的所見などから CD8陽性細胞障害性T細胞の関与

別刷請求先: 〒951-8585新潟市旭町通1番町
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胞の補助的な役割も示唆されている121.多発性筋炎の

診断,活動性の判定及び抗原特異的治療法開発のために

はこれら対応抗原や effee細Tの同定が必要と考えられ,

これらを解明するために動物モデルの作製を試みた.そ

の結果 SJL/Jマウスからミオシン租分画反応性の1'

細胞株を樹立し,同細胞を移入することにより筋炎が惹

起された.株化されたT細胞によi)マウスに筋炎を惹

起した報苦はなく.今回が初めての報告である.

Ⅱ 材 料 と 方 法

1) 抗原の調軸

ミオシン租分画はH本産家兎の腰背部筋からSzent-

Gybr冨yiの方法に従って精製した頼.家鬼を屠殺,筋

肉をミンチし.筋肉100gにつきWebt†r-Edsall液 (0.6

M lくCl,0.04･4h･,1NafleO3.0.01h-:INa2eO31を30

Oml加え. 4℃で24時間推拝 した.混和液に0.6M

lくCl溶滴を200ml添加し,20,000Xgで 1時聞遠心

した.更に.__1二滴を蒸留水で1倍に希釈L.10分聞8.000

Xgで遠心した.沈澱に同鼠の1M KCl溶液を添加し,

10分間8.000×gで遠心した.同処理を2回繰i)返し.

0.6M KCl溶液中に6時間透帆 20.000×gで1時間
遠心し,上清をミオシン租分画として健欄した.

2) T細胞棟の樹立

12遇齢 SJL/Jマウス (GokitaBleeding)を 1遇

おきに3臥 1匹当り6111gのミオシン粗分画を完全

フロイ,lJドアジュバントと共に皮下に免疫した･最終免

疫から10F~†後,全身麻酔下にリンパ節を採取した.リン

パ節は金網越しに擦りつぶした後,10%午胎児血清含有

Gil)eoをLRP九･1111640培地に懸濁して培養した.培養

3H後,20%午胎児血清含有ヒトリコンビナントII｣-2

(175JRU/ml,コージンバイオ株式会社)を加え,培

養10日後細胞懸濁液で限界希釈を行い. 2週間おきに

100/Lg/mlのミオシン租分画を添加,フ†-ダー細胞

として30Gyの放射線を照射した同種マウス腺細胞を加

えてIL-2存在下に培養し.リンパ球細胞株を樹立した.

3) リンパ球芽球化反応

SJL/Jマウスから樹立した株化リンパ球lX104個

に,2×105個の同種マウス放射線照射碑細胞を抗原提

示細胞として加え,各種濃度のミオシン粗分画を添加し

て培養した.また曹アクチン,a-アクチニン,ミオシ

ン軽錆 ･重鎖,トロポニン,トロポミオシンの各種精製

抗原については.抗原蛋白が 1/Lg/mlの濃度にな

るように調製した.増殖活性は72時間培養の [3H]

-thymidineの取り込みにて測定した.パルス時間は

剛 現寸24時間とし.4.0.tLCi/ml(148kBq/mllの濃

度でパルスした.

4) フローサイ トメトリーによる解析

樹立したT細胞株は phycoerythrin標識抗マウスC

D4抗体 (クローンRh･･Ⅰ4-5.Pharmingen杜)及び

FITC標識抗マウスCD8抗体 (クローン53-6I7,

Pharmingtln社)で染色し,7ローサイトメトリ-

(FAeSc壬In,Becton-Dikinson社トぐ解析した.

5)T細胞受動免疫

16過齢雌 SJI｣/Jマウスに,1.0×107個の培養丁細

胞株を静脈注射した.注射3遇後に腸腰筋･大腿四頭筋･

鮮腹筋を採取した.

6) 組織学的検索

採取筋肉の一部はドライアイス ･イソペンタンで急速

凍結した.また一部は4%パラホルムアルデヒド/PBS

で固定,パラフィン包埋した.凍結筋肉は8′〃nl厚の

クリオスタット切片とし,ヘマトキシリンーエオジンで

巣色した.浸潤細胞の免疫染色は,クリオスタット切片

を風乾後冷却アセ トンで10分間固定.10%ヤギ血清加

PBSで室温1時間反応させた.その後 ･次抗体として

マウスモノクU一十ル抗体 Ll;iCD4･抗 CI)81才jLi

(TDllb,Pharmingel目 上 各200倍巨ぐ1時間.∴

次抗体としてどすチン化杭マウス IgG (loo情)で 1

時間反応させサアビジン･ベルオキシダ-ゼと反応させ

た後.ジアミノベンチジンにより発色させた.

Ⅲ 結 果

1) ミオシン粗分画の調製

得られたミオシン租分画を10%ポリ7クリルアミドゲ

ルの SDS電気泳動を子十った.この分両にはミオシン･

C蛋白 ･アクチン･トロポミオシンなどの筋構造蛋白

がバンドとして認められた (図 1).

2) リンパ球芽球化反応

前記の方法で8種類のリンパ球株を樹立し.これらの

株のうち1種でミオシン租分画との反応が認められた

(C127,図 21.この株を6棟類の主要精製筋構造蛋白

で刺激したが,いずれの蛋白でもリンパ球芽球化反応は

陰性であった (図 3).更に各種濃度のミオシン租分画

で刺激したところ,抗原量に比例した増殖反応が認めら

れたが.200/̀g/lTll以上の濃度では増殖は抑制され.

高濃度での毒性が示唆された.また,このリンパ球株

C127はフローサイトメトリーにて CD4陽性,CD8

陰性のT細胞株であることが明らかとなった (図 4).

このT細胞株を12週齢の雌 SJlノJマウスに注射 した.
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注射したマウスには明らかな筋力低下を認めなかったがず

3通夜屠殺して作製した筋肉切片では筋炎と考えられる

筋線維壊死及び単核球の細胞浸潤が認められた (図5).

細胞浸潤は遠位筋に比して腸腰筋で強く認められた.撹

潤巣核球細胞を免疫組織学的に検索したところ,浸潤繍

ミオシンli錆 ■■-

.L_､ -

TJL･プミン ー

アクチン 恥

トロポミオシン1 ･■■-
トロポミオシン2 秒

ミオシンL鎖1恥

ミオシンL鎖2秒

ミオシンL鎖3 秒

図1 ミオシン寒邑分画の SDS-ゲル電気泳動

ミオシン粗分画の SDS-ゲル電気泳動パターン.

ミオシン軽銀 ･塞鎖,C蛋白,アクチン,トロポ

ミオシンがこの分画に認められた.
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2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

353

胞の多くは抗 LIDllb抗体陽性であることから,マ ク

ロファージと考えられた.浸潤細胞のうち少数は抗

cD4抗体あるいは抗 CD8抗体で陽性であった.対

照群としてミオシン租分画に無反応T細胞株を同週齢

のマウスに静脈注射したが,細胞浸潤等の筋炎の所見は

認められなかった.

Ⅳ 考 察

T細胞で免疫したマウス骨格筋に認められた筋線維壊

死及び細胞浸潤の所見はこれまでの EAM の報告と同

様のものであった弼0017).今軌 炎症の程度を筋各部位

の切片で比較したが,細胞浸潤の程度は遠位筋に比較し

て近位筋で優位であり,よりとト多発性筋炎類似の傾向

を示 した.SJL/J マウスは骨格筋内血管内膜 に

classⅡ抗原を発現する特殊なマウスであり筋炎感受

性が高いこと且5),また高齢で筋炎を自然発症すること

が分かっているが,筋線維壊死を認めるのは通常6カ月

以降であり,若年成熟マウスでは壊死の所見はごく軽微

であると報告されている18).他ので細胞株を注射 した

同胞マウスに組織学的検索を行ったが筋線維には炎症等

の所見は殆んど認められず,今回認めた筋炎の所見は自

然発症の筋炎所見とは別の過程で進行したものと考えら

れた.

塞験的筋炎のT細胞を用いた受動免疫はこれまでに

もモルモット8),ラツ巨 O),マウス17)で報告されてい

る.松原らはミオシン租分画で免疫 した SJL/Jマウ

スT細胞を用いた受動免疫を報告 し,筋炎惹起性のT

リンパ球の存在を示唆した. しかし周いたTリンパ球

はマウスから採取直後のものでありサ反応性を異にする

C127 Bl18 G108 1,1㈹ 1く108 Ⅹ1(鳩 W115 B115

図2 各で細胞株のミオシン粗分画への反応性

ミオシン租分画で刺激した SJLIJマウスから分乾しか )ンパ球株の増殖活性 1×104ヶの細胞を2

×105ヶの同種マウス放射線照射複勝細胞を抗原提示細胞と共に各種漉度のミオシン租分画にて培養

した.増鵜活性は24時間の [3H]-th.Vmidineの取り込みをtriplieateにて測定Lた.結果はstimu-

lationindex(抗原添加群の平均 cpmf抗原非添加群の平均 cpm)で表した.
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ぐrudemyosin aCtion '7-aCtinin myosinH myosinL troponin tropomy'osin
fraction

図3 T細胞株 C127の各種抗原下における3H-.lhymidineの町 )込入

ミオシン粗分画.アクチン.(7-7ケチニン.ミオシン軽蛸 ･垂鎖.トロポニン, トロポ ミオシンに

てリンパ球を刺激した結果を示す.リンパ球の刺激条件は図2と同様である.各抗原は Siぎma社の

ものを使用した.それぞれの抗原蛋白は1/Lg/mlの濃度にて調制した.増柏活性は培養72時間の

[3H上甑ymidineの取り込みをパルス時間回収前24時間にて,tTiplicateにて測定 した･結果は

stimulationindex(抗原添加群の平均 叩nl/抗原非添加群の平均 cpm巨F表した.
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図4 T細胞株 C127の7ローサ 1'トメトリーに

よる解析.

T細胞株 C127を phyeoerythrin標識抗マウス

CD4抗体 (クローン RM4-5.Pharmingen

社)及び FITC標識抗マウス CD8抗体 (タロ-

ン53-6･7,Pharmingen杜)で無色し.フロー

サイトメ トリー (FACScan.Becton-Dikinson

社)で解析した,T細胞株の95.8%は CD4陽性

CD8陰性細胞であった.

多種類のリンパ球を含んでいると考えられる.また同時

に 主監G を用いた受動免疫 も可能と報告 していることな

どから,この系は effectorが複数存在する複雑な系 と

考えられ,以降の解析が困難であった17).今回作製 し

た窯験的筋炎では,株化 して一定の特性 を有するT細

胞が使用されてお り,特定の筋含有抗原反応性の CD4

陽性T細胞によって筋炎が惹起できることが明 らか と

なった.株化されたT細胞を介 Lて疾病 を発症する動

物モデルとしてほ,実験的アレルギ-性脳炎19) ･実験

的甲状腺炎20)･実験的神経炎2日 において報告されてい

るが,EAM では初めてであ吟,今後抗原 epitopeの

解析に有用なモデルと考えられた.

これまで抗原として.実際の筋炎に近付ける目的で同

種マウスの骨格筋からミオシン租分画を抽出して免疫に

用いた報告があるが151171.組織像は家兎ミオシン粗分

画で免疫 した場合と類似 したものであることから,抗原

蛋白は比較的異種間で共通した抗原である可能性が示唆

された.小島らは精製ミオシンに百日咳尊を用いた強力

なアジュバン吊こよるラットの実験的筋炎を報告 してい

るが22),今回ミオシン租分画反応性株 について ミオシ

ンを含めた6種類の主要筋構造蛋白への反応性を検索 し

たが抗原は明らかでなかった.精製ミオシンではこれま

でにも筋炎の惹起が困難であるとの報告 もあ り1日, ミ

オシンの精製度を含めて評価には-考を要する.今後は
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図5 T細胞株 (C127)注射3週間後(T)マウス腸腰筋 (tiE染色.50倍)

筋線維の大小不同,壊死筋線維の散在を認める,壊死筋線維はマクロプア-

ジによる食食像を認める (左 :横断像,右 :縦断傑).

得られたT細胞株の刺激抗原について,更に多種類の

抗原を対象に検索を進める予定である.

今回作製したの筋炎モデルの組織所見ではき免疫組織

学的に筋肉内にマクロファージを多数認める----方で

CD4陽性細胞は僅かであり,CD8陽性細胞の浸潤は

極少数であった.ヒト多発性筋炎では CD8陽性細胞

が優位に筋線維に浸潤していること23)24),筋炎患者由

芽細胞に effecもoTとして働くとの報告がある事などか

ら25)cD8陽性細胞の関与が強く指摘されているが,

その動物モデルである EAM では今回と同様にこれま

でにもマクロプア-ジが優位に浸潤した所見が報告され

ている15トi7).一方で抗体が免疫反応の主な mediaもor

と考えられているヒト皮膚筋炎類似の組織所見は認めら

れず.EAR:Ⅰ及びヒト多発性筋炎.ヒト皮膚筋炎にお

けるT細胞関与の相違は筋炎の病態を解明する上で注

目に億する.今回注射した T細胞は長期培養後である

ため抗体そのものの混入はないと考えられるが,EAM

でT細胞はB細胞を介して筋炎の病態に関与している

のか,マクロファージがどのような経路で賦活化される

のかについて検索が更に必要であると考えられた.
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