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実験的自己免疫性心筋炎におけるC T L A - 4 I g Gの効果

阿 部 暁

新潟大学大学院怪南学総合研究科

循環器学分野 ( 主任 : 相揮義店数授)

E f f e c t  o f  N a k e d  P l a s m i d  D N A  E n c o d i n  C T L A - 4  I g G  o n  E x p e r i m e n t a l

A u t o i m m u n e  M y o c a r d i t i s .
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要 旨

ほ 的】 抗原特異的な T 細胞の 活惟化に は
,

抗原提示細胞の B 7 フ ァ ミ リ
ー

と T 細胞 の C D 2 8

とを介する副シ グ ナ ル の存在 が 必要で あ る が
,

可溶性 C T I A - 4 ( c y t o t o xi c T ly m p h o cy t e a s s o -

ci at ed m ol e c u le - 4) は 副シ グ ナ ル をブ ロ ッ クする こ と に より免疫反応 を抑制す る こ と が失11 られ

て い る. C T I A - 4 組み替 え蛋白 の ほ与ある い は ア デ ノ ウ イ ル ス に よる遺伝子導入治療 に よ っ て

自己免疫性疾患 モ デ ル や臓器移他侍の 免疫反応を有意 に抑え る こ と が報告され て い る . 実駿杓

自己 免疫性心敵失 ( 以下 E A M ) モ デ ル は
,

そ の 発掠 に抗原特異的 T 細胞清作 が 関与 し て おり,

ア デ ノ ウイ ル ス ベ ク タ ー に よ る C T I J A 1 4 退伝子治療 は劇的な効宋 が 最近報告され た . 我々 はI F1
=

J

モ デ ル に 対し
,

より簡便な方法 で あるプ ラ ス ミ ド を日い た退f云 子導入治療を行な い
,

そ の 効宋

を検討 し た .

【方法】 Le wi s ラ ッ ト に対し E A M を発獄さ せ
,

中†溶性 C T I J A - 4 に ラ ッ トI g G l の F c 部分を結

合させ た C T L A - 4 I g キ メ ラ遺伝子を導入 さ せ た p C A G G S ベ ク タ
ー ( P C A G G S C T I A - 4 I g G )

を授与 し た治療群 (∩
- 9) ,

対照プ ラ ス ミ ド を指与 し た対照郡 (∩ - 9) の 2 君= 二 分 け た . ブ

タ 心)
^

J
A'

]; ミ オ シ ン で感作さ せ
, 同日 に尼静脈内プラ ス ミ ド急速静注路与･ を行な い

,
感作 1 7 日目 に

心体重比
,
組織所見お よび血行動態を検討 し た .

【結果】 対脚刑 二比 し治療郡 で は 心体重比は有意に 小さ か っ た . 組織学的に は 炎症碩域 の縮小

を認め ( 1 2 .2 ± 1 3 .9 % v s . 3 7 .4 ± 1 2 .2 % )
,

治療郡の い く つ か は 殆と炎壮所見が 認め ら れな か

っ た . [(1i 行動態で は d P / d T m a x ( 8 8 33 ± 1 9 6 9 v s . 6 0 3 4 ± 1 3 4 4) は 有意に冶嘘粁 で 高く , 中ノL 静

脈rl:
I
_ ( 2 .9 ± 1 .1 m m H g v s . 5 . 8 ± 3 .O m m H g) ,

左 雀拡張 末期圧 (7 .4 ± 3 .3 m m H g v s . 1 1 14 ±

2 .5 m m H g) ,
d P/ d T m i n ( - 8 0 69 ± 2 3 6 6 v s . - 5 7 2 7 ± 10 8 4) は治療群 で有意 に低か っ た ･ ま た

,

A N P の m R N A 量 は 治療群で 有意 に低か っ た (0 .4 0 × 1 0
1

[
' ± 0 .4 8 × 1 0

5
分子数//

1 g t o t al m R N A
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v s . 3 .8 5 × 1 0 5 ± 2 . 21 × 1 0 5 分子数/F
L g t O t al m R N A) .

【結論】 急速静注 に よる p C A G G S - C T I A 4Ig に よる治療 は
,
心筋炎の 発症を強く抑制 し た.

キ ー ワ ー ド : 実験的自己免疫性心崩炎
,
遺伝子治療

,
C T I A - 4

は じ め に

T 細胞 の 活性化に は
, 抗原 提示細胞 の M H C

cl a s s Ⅱ による抗原提示と T 細胞 T C R を介 した抗

原特異的な 主 シ グ ナ ル に 加え
, 抗原提示細胞 の

B 7 1 1
,

B 7 - 2 の B 7 フ ァ ミ リ
ー

と T 細胞 側の

C D 2 8 と の 結合経路 を主とする抗原非特異的な副

シ グナ ル ( c o sti m ul at o ry sig n al) の存在が必要 で

ある
1) 2)

. 副 シ グ ナ ル の 欠如した状態で
, 主 シ グ

ナ ル の み で T 細胞を刺激した場合
,

T 細胞 はそれ

以降その 抗原に対 し て不応答また は a n e r g y と呼

ばれる状態 になり, それ以降その 抗原に対 して正

常な増殖 ･ 活性化が生 じない 状態となる 3)
.

可溶性 C TI A - 4 ( cy t o t o xi c T ly m p h o cy t e a s s o -

ci at e d a n ti g e n - 4) は B 7 フ ァ ミリ ー に対 し C D 2 8

より強 い親和性を持つ リ ガ ン ドであり
,

C T I A
-

4 1

B 7 フ ァ ミ リ
ー

結合は副 シ グ ナ ル を遮断し
,

T 細

胞活性に対 して 抑制的に作用する こ とが認め られ

て い る.

実験 的自 己 免 疫 性心 筋炎 ( E x p e ri m e n t al

A u t oi m m u n e m y o c a rditi s
,

E A M ) モ デ ル は
,
巨細

胞性心筋炎に類似 した実験動物モ デル で あり, そ

の 発症 に抗原特異的 丁 細胞活性が 関与して お り
,

免疫経路を抑制するような治療法が検討さ れて き

た . 抗 α
/
3 T C R 抗体 の 長期投与による心筋炎の 抑

制効果が認め られて おり 4 ト 6)
,

また
,

ア デノ ウ

イ ル ス ベ ク タ ー による C T L A - 4 遺伝子治療 は劇

的な効果が最近報告された
7)

. し か し
,

ウイ ル ス

ベ ク タ ー は免疫反応や 副作用を惹起する こ と があ

り 8) 9)
,

ア デ ノ ウイ ル ス はウイ ル ス性心筋炎 の 原因

の 一

つ と考えられて おり 1 0)
,

心機能に影響を与え

る危険性を内包 して い るため
,
心筋炎 の治療手段と

し て は難点 がある .

一 方
,

プ ラ ス ミ ドを用 い た遺

伝子治療は
,
上記 の ような感染性が なく 1 1) 1 2)

,
か

つ
,

様 々 な遺伝子を短時間 か つ 低 コ ス ト で導入す

る こ とが で き る利便性も持 っ て い る . 近年
,

プ ラ

ス ミ ドの 急速青草注による遺伝子導入 で
,

発現蛋白

を長期 にわたり高レ ベ ル で維持で きる こ と が報告

され た 1 3 ト 15)
. こ の 手法 で は主 に肝細胞 で遺伝

子発現が 認め られ て お り 1 5)
,

エ ン コ ー ドされ た

蛋白の み が分泌さ れる ため
, 発現蛋白の作用以外

の 免疫反応は考慮する必要がな い .

今回我々 は, E A M モ デル に対 し
,
プ ラ ス ミ ドを

用 い た C T I A
-

4 遺伝子導入治療を行な い
,

そ の

効果を検討 した
.

対象と方法

1
.

E A M の作成

9 週齢の Le w i s ラ ッ ト ( オ ス) に対 し
, 既報

4)

の 如く精製した ブ タ心筋ミ オ シ ン を p B S に溶解

し 1 0 m g / m l に調製する .
こ れを等量等濃度の 結

核菌ア ジ エ バ ン トと混和 し
,

0 .2 m l を下肢に皮下

注 する こ と で ミ オ シ ン に感作 させ
,

約 1 4 日頃よ

り E A M を発症させ た .

2 . プラ ス ミ ドの作成 ( 図 1)

ラ ッ ト牌臓の c D N A より K O D - pl u s D N A p oly -

m e r a s e ( 東洋紡, 大阪) とプラ イ マ
ー

( 5
'

- g a GA

Ai3 3 m T g a g a G C G G C C G C c gt g c c c a g a a a c

tg t g - 3
'

,
5

'

- g a g a g a g a G 4 n C a ct ct g g g g t c attt a

c c c g g a g a g tg g g a g - 3
'

) を用 い て Ig G - c D N A を精

製し
,

これと 発現 プ ラ ス ミ ド p C A G G S を制限酵

素 E c o RI で処理 し た 後 に組み 込み
, p C A G G S -

Ig G を作成 し た . これを大腸菌J M I O9 に導入 し
,

培養後 Q u a n t u m P r e p Pl a s m i d M a x ip r e p k it

( B io - R ad I J a b o r at o ri e s
,

H e r c ul e s
,

C A
,

U S A) に

て 精製 し た
. 次 い で E A M ラ ッ ト心筋 の c D N A よ

り
,

プ ライ マ
ー

( 5
'

- g a G A A 3 n T g g ctt g

t ctt g g a ct c c a g a g g - 3
'

,
5

'

- g c a g c at c G Q Q S R C g t

ctg a at ct g g g c a tg g tt ct g g - 3
'

) を用 い て 同様 の 手法

で ラ ッ ト C T L A - 4 を精製 し
,

こ れと p C A G G S -

I g G を制限酵素 S w a - Ⅰ と N o 卜 Ⅰ と で 処理 し た後
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に組み込ん だ. これを治療用プ ラ ス ミ ド p C A G G S

C T I A - 4 Ig G と し
,
J l記と同様の 手法で精製した

.

また
,

血LF ト濃度測定 の ため
, P C A G G S C T I A - 4

I g G に ヒ ト 可溶 性イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 2 受
ノ

容体

( SII + - 2 R) を組 み込 ん だ プ ラ ス ミ ドを作成 し た .

プラ イ マ ー (5
'

- g c a g c at a G C G G C C G C a ct ct gt g a c

g at g a c c c g c c a g a g - 3
'

,
5

'

- g c a g c at a G C G G C C G C

gt a ct ctg ttg t a a at at g g a c g 卜 3
'

) を 恥 ､ 同様 の 手法 で

SI L - 2 R を精製し
,

こ れと p C A G G S C T I , A - 4 I g G

を制 限酵素 N o 卜 Ⅰ で 処世 し た 後 に 組 み 込 ん だ

(P C A G G S sI L 2 R - t a g g e d C T I A - 4 Ig G) .

3 . 投与方法

治療用プラ ス ミ ド p C A G G S C T I J A - 4 I g G ( 治

療群
,

n
- 9) と

,
対 J

E!
J

g と して何も組 み込ん で い

な い p C A G G S (対照群
,

n
- 9) を ラ ッ トー

･ 匹に

対 し 8 0 0
′

〃 g 用意 し
,

リ ン ゲ ル 液 2 0 m l (約 80 m l/

k g) に 混和 し
,

ミ オ シ ン感作当日 に尾静脈より約

1 0 秒で 急速静江 し た .

4 . 血中濃度測定

tt
:

. 常 ラ ッ ト に 上 記の 手法 で p C A G G S s I L 2 R -

t a g g e d C T L A - 4 I g G を授与 し
,

経時的に採血 し

た
. S I L - 2 R の 測定 に は H u m a n I L - 2 s R al p h a

E LIS A K it ( G e n z y m e T e c b n e
,

M i n n e ap oli s
,

M N )

を用 い た .

5 . 治療効果判定

E A M 急性期と推察 される感作 1 7 日目に 血行動

態測定
,
心体重比計測および心筋採取を施行 し た

.

ラ ､

ソ トは 2 % イ ソ フ ル レ ン に て 麻酔し
,

そ の 後血

行動態 へ の 影響を考慮 し 0 . 5
0
/ o ま で減量 し た . ち

大腿動脈 か ら挿 人 し た カ テ ー テ ル に て 平均IfrL 江

( m e a n B P) を
,
右総顔静脈 か ら挿人 し たカ テ ー テ

ル に より中心静脈江 (C V P) を測左 し
,

右内頚動

脈 か ら左室 に 挿入 した圧 ト ラ ン ス デ ュ
ー

サ
ー

カ テ

ー テ ル に より左重 圧 (I ,
V P )

,
左室拡張 末期圧

(Ⅰ〟 E D P)
,

および d P/ d T を測定 した . 心電図 に

より心拍数 ( H R) を計測 し た
.

血行動態測定後
,

‾
卜大静脈より脱血 し た の ち心

臓を摘札 周囲組織 と心房を除去 し た の ち心重量

( H W ) を測定 し
,

体重と の 比 ( H W / B W ) を算出

し た .

心筋は 3 つ に横断 し
,

中間部を 1 0 % ホ ル マ リ

ン液に て 固定後
,

へ マ トキ シ リ ンーエ オ ジ ン染色

を行 っ た
. 炎症部位と非炎症部位と を標本の 色調

の 差を利用 し て 選別 し
, 横断面 に おける 炎症部位

の 面積比率を L u m i n a V i s i o n お よび M a c S c o p e

( 三谷商事
,
福井) に て 算出 し た

.

6 . 定量的 R T - P C R 法

心 尖 部を ト リ ゾ ル 試 薬 (I n v it r o g e n C o r ロ .

,

c a rl s b ad
,
C A

,
U S A) に て 処理 し R N A を抽出 し

,
ラ

ン ダム プライ マ
ー を用 い て 5

1
' 1 g の R N A か ら c D N A

を作城 し た . 心機能評価 の ため
,
定量的 R T - P C R

法に て ラ ッ ト心房利尿 ペ プ チ ド ( A N P) m R N A

を測定 し た . 心 筋 で の A N P - m R N A 発現は心筋

柄変 の 重症度 を鋭敏 に 反映する 指標 で ある 1 6)

定量
1

(
. 帆 R T - P C R 法に つ い て は既報 の と おり であ

り 17)
,
検体 の 濃度を算出 し た後,

分子量と ア ボ ガ

ド ロ 数を用 い て 総 R N A l
.
" g 中 の A N P - m R N A の

コ ピ - 数を求め た .

7 . 統計学的検討

数値は平均 ± 標準偏差 で記載 し た . 2 粁間 の 平

均値 の 差の 検定 は u n p ai r e d t 検定を行な い
, p <

o .o 5 を有意差ありと判定 し た .

結 果

p c A G G S sI L 2 R - t a g g e d C T I A - 4 I g G の 静注投

与後 の 血中濃度を図 2 に示す. 投与翌日 が最も高
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く ( 3 5 4 ± 1 6 n g / m l) ,
そ の 後 は漸減 し た ( 7 日

目 : 1 1 ± 1 0 n g / m l) .

治療群 と 対照群 と の 比 較結果を示す ( 表 1) .

体重は治療群で有意に高く
,

心重量および心体重

(∩

也
鷲
くっ
叫
-

<

I

5
ト
く⊃
一

っ

中
t d

t d
4

◆ J

α:
～

+
■

一
■

Q)

A
a

g / m l)

4 0 0

3 0 0

2 0 0

一o o

0

ぜ静注

2 4 6

図 2 p C A G G S sIL 2 R - t a g g e d C TI A - 4

I g G 急 速静注後 の 血清 s I L 2 R -

t a g g e d C T I J A - 4 I g G 濃度 の 推移.

8

( 日)

比は治療群 で 有意 に低 か っ た . 組織学的に は
,

対

照群で は心筋 に広範な炎症細胞 の浸潤と浮腫 , 壊

死像が全例 で 認め られたが
,

治療群 の い く つ か は

殆ど炎症所見 が認め られず, 炎症部位の 面積比率

は治療群 が有意に低 か っ た ( 図 3) . 血行動態指

標で は, 右肩圧, 左室拡張末期庄
,
d P / dt m i n は治

療群で有意 に低く
,
平均血圧

,
左室庄

,
d P/ dt m a x

は治療群 で有意 に高 か っ た ( 表 1) .

心尖部に おける A N P の m R N A 量は
,

治療群 で 有

意に低か っ た ( 表 1) .

考 察

プ ラ ス ミ ドを用 い た C T L A - 4 I g G 遺伝子導入

療法 は
,

E A M に対 し組織 学的所見および心機能

を著しく改善させ た . か つ て われわれは E A M に

対し
, 抗 丁 細胞抗体やサ イ トカイ ン の 効果に つ い

て 報告 してき た
1 8) 19)

. C T I A - 4 を用 い た治療法

は
,

T 細胞活性化に おける副 シ グナ ル の 遮断 によ

る強 い 免疫抑制作用を誘導 し, か つ
,

これは特異

的な免疫抑制を期待 で きるにも拘 わらず
,

自己抗

表1 対照群
, 治療群 の 比較結果

対照群 ( n - 9) 治療群 ( n
- 9) p v al u e

心 重量 ( g) 1 ･1 1 ±0 .07 0 .8 6 ±0 .1 8 p < 0 .01

体重 ( g) 21 8 ±5 .36 2 3 6 ±1 4 .1 p < 0 .01

心体重比 ( ×1 0 0 0) 5 ･08 ±0 ･42 3 ･7 3 ±0 ･9 5 p < 0 .0 1

炎症領域 ( % )

血行動態指標

H R (b p m )

38 16 ±12 .3 1 2 .1 ±1 3 .91 p < 0 .0 5

37 7 ±2 7 ･8 4 02 ±2 5 13 n .p .

C V P ( m m H g) 5 ･9 3 ±3 .0 8 2 .87 ±1
.1 2 p < 0 .0 5

A P ( m m H g) 76 ･8 ±5 ･7 4 94 ･6 ±1 1 16 p < 0 .01

L V P ( m m H g) 9 5 ･1 ±7 ･7 3 1 1 7 ±14 .5 p < 0 .0 1

L V E D P ( m m H g) 1 1 ･7 ±2 ･6 2 7 ･3 8 ±3 ･2 8 p < 0 .0 5

d P /d T m a x 6 0 34 ±13 4 4 8 8 33 ±1 9 69 p < 0 .0 1

d P/ d T m i n

m R N A of A N P

( 分子数/
J
u g Of

t o t al R N A)

- 56 54 ±11 4 7 - 8 0 6 9 ±12 6 6 p < 0 .0 1

3 ･8 5 × 10 5 ±2 ･2 1 ×10 5 o ･4 0 ×1 0 5 ±o ･4 8 ×1 0 5
p < o .o 1

H R - 心拍数 ; C V P
- 中心 静脈庄 ; A P - 動脈庄 ; L V P - 左 室庄 ; I ,V E D P - 左室拡張末期庄

A N P - 心 房利尿 ペ プ チ ド
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対照群 治療群

図 3 心 筋炎感作 17 日 目の ラ ッ ト心横

断軸炎拝領域の 比較 .

* p < 0 .0 1

原に関する知見を必ずしも必要と し な い と い う利

点を持 つ
. C T I A - 4 に よる副シ グ ナ ル 遮断 は

,
自

己免疫疾患 に お い て きわめ て 有効な治療法 で あ る

と い える
2 りト 2 3)

また
,

抗原感作と ほぼ 剛寺期 の 単回授与- で きわ

め て 有効な結果を得た . これに は
,

静注法 で の 授

与直後に 高 い1(JL Flj 濃度 が得ら れ
,

か つ 数日｢靴ま
一

定濃度を保 っ た こ と で
,

C T L A 4 による 副 シ グ ナ

ル 遮断 と抗原感作 による T 細胞刺激 が ほ ぼ同時

期 に生 じ
,

ミ オ シ ン抗原 に 対し T 細胞 の 不応答が

得 られ たためと考 えられた .

C T L A - 4 I g G は
,

ラ ッ ト C T L A - 4 と ラ ッ ト

I g G の F c 領域 か ら な る キ メ ラ蛋白で ある . I g G

F c 成 分 の 大量投与- が E A M に 対 し奏功 する と い

う 報告 が あ る
2 4) が

,
今 回 の 我 々 の 実 験 で は

C T L A - 4 I g G の 血中濃度 は ラ ッ ト本米 の 免疫 グ

ロ ブリ ン血中濃度よりはる か に 低く
,

病態 に 影響

を与 える可能性 は極め て低 い と考え られた.

ウ イ ル ス ベ ク タ ー を用 い た C T L A - 4 I g G 遺伝

子導 人 療法 は
,

E A M も含め 多く の 自 己免疫 疾

患 モ デ ル に 朋 い られ
,

有効性 が高く評価され て い

る 7)
,
25 ト 28)

. 今回の 実験 で
,

プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

に よる治療は
,

それと ほぼ同等 の 効果を得る こ と

が確認された . さ ら に
,

プラ ス ミ ドによる遺伝 1
-

導入治療 はウイ ル ス ベ ク タ ー より い く つ か の 点 で

有利 であ る . D N A 合成は容易 に 行う こ と が可能

で
,

化学的 ･ 生物学的 に安定 し て おり保存 が簡便

で ある . 遺伝子治療 に は大量 の ベ ク タ
ー を必要と

する が
,

大量の プ ラ ス ミ ド精製も低 コ ス ト で 行う

こ と が可能 である .

今回
,

我々 は尾静脈 か ら の 急速静注 によ るプラ

ス ミ ド導人を試み た . 瓜h a r a ら はプラ ス ミ ドの 筋

肉内接与 に 加え el e c t r o p o r ati o n を施行する こ と で

. 引 ､ 遺伝子 発現 を得 られ る と 報告 し て お り
2 9 )

,

当初我 々 も矧対内授与 によ る C T L A - 4 I g G の 治

療実験を行 っ た . し か しその 効果 は微弱 で あり ,

血行動態 に はほと んど差が認め られな か っ た
. ,

'

a

連静注に よ る C T L A - 4 I g G 治療 は高 い 効米が得

られて おり
,

急速静注法は筋肉内投与に比 し て よ

り効果的な遺伝子治療手段 で ある と言 える .

体重 の 1 0 % 近 い リ ン ゲ ル 液を急速 に 静注する

た め
,

ノ

容量負荷が 血行動態 に 及ぼ す影響も懸念 さ

れた
.

し か し
,
無治療 の 感作 1 7 日 目の E A M ラ ッ

トの 血行動態と比較 し たと こ ろ , 対照群と有意差

が なく
,

一

時的な容量負荷は E A M の 血行動態 に

は影響 し な い と ,

t
i
7
t われた .

M at s ui らは E A M に対 し
,

ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク

タ
-

に よる C T L A - 4 I g G 治療を行な い
,

心体重

比や 組織学的所見
,

細胞性お よび液性免疫反応 に

お い て E A M の 進展 ･ 発症 を劇 的 に抑制する こ と

に成1)) し た 7) . 今回
,
我々 の 研究 に お い て

,
プ ラ

ス ミ ド に よ る C T L A - 4 I g G 治療 は E A M の 発虹

を強く抑制 し
, 組織学的所見の み ならず血行動態

にお い て も改善が認めら れた . 治療群 の うち 5 例

は組織学的 に 全く 炎柾 が認め られず
,

ア デ ノ ウ イ

ル ス ベ ク タ ー

と 同等 の 効果を持 つ 吋能性 が示唆 さ

れた .

結 語

E A M に 対する プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 急速静江

法 に よる C T L A - 4 I g G 遺伝子治療 は
,

組織学的

所見お よび血行動態指標を大きく改善 し
,

そ の 発

症 を強く抑制 し た l
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