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I.緒言

近年､癌に対する免疫療法は有望な治療法となりつつある｡その

理由としてT 細胞活性化のメカニズムが解明されてきていることが

挙げられる｡T細胞の抗原特異的活性化には少なくとも2つのシグ

ナルが必要であることがわかってきた｡第-のシグナルはT 細胞 レ

セプターを介するもので､抗原提示細胞によりMトIC上に提示された

抗原を T細胞が T細胞 レセプターで認識することによりシグナル

が入る｡第二のシグナル (coslimulaL.on,)与刺激)は抗原とは独立に

入るシグナルである｡第-､第二のシグナルとも入る場合 T 細胞は

活性化されるが第-のシグナルのみが入る場合そのT 細胞はアナジ

ー(anergy)になると考えられている (MuelIerelaI,1989,Schwartzet

a),t989)｡この第二のシグナルには複数の異なる経路が存在するこ

とが知られているが T細胞の活性化に椴も重要な経路はcD28を介

したものでありそのリガンドが B7分 Fである｡このCD28を介 した

シグナルでは1L12を主としたサイトカインのmRNAの発現立を上げ

る･mRNA の発現を安定化するなどの作用がその活性化の本質と考

えられている (Juneela1.,1994)｡

87分子 には 87-1(CD80)分子 と 87-2(CD86)分 子が あ り



(YokochieLa1.,1982;FreemaneLal,Ⅰ989,AzumaelaT,)993)､ともに

免疫グロブリンスーパーファミリーの一つであるOそのシーケンス

の相同性は 25%である. B7分+はまた cD28と相同性のある分子

CTLA-4 とも結合 しこの場合は T細胞に抑制性のシグナルが入るこ

とが知られている (ThompsonelaJ,1995)｡このようにしてB7分子

とcD28分子あるいはcTLA-4分子との相互作用によりT細胞の活性

化は調節されていると考えられている｡

B7-1分子は休止期の抗原提示細胞 (単球､樹状細胞､B細胞)に

は発現はほとんどみられず刺激により抗原提示細胞が活性化される

ことにより B7-2分7･に遅れて細胞表面上に発現するCこれに対 し

87-2分子は抗原提示細胞に恒常的に発現 し (Bリンパ球を除く)刺

激により速やかに発現量が増大 していくo B7分子は T リンパ球を

活性化するがこれによりcD40リガンド分子を発現 し､このリガンド

分子により抗原提示郷胞がcD40分子を介 して更に活性化され 87分

子の発現がより高まることも知られてきている｡

腫癌細胞に87-1分子を導入することにより腫宙細胞を抗原提示細

胞として機能させ腫掛 こ対するCrLを誘導させることが考えられ､

そして実際､臆疾al胞にB7-1分子を導入 しマウスに接種することに
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より抗腫癌免疫が誘導されることが報告された(chenelal.1992,

TownsendeLa】･,1993)｡またNK細胞もB7分子により活性化されるこ

とが示され (chambersetaI,1996)B7分子導入腫坊細胞による抗腫

皮;L効果の誘導には NK細胞が関与-+る場合があることも報告された

(Tzyy-Choouetal,1995)｡我々もまた､マウス骨髄性白血病細胞

MlにB7-1分子を導入し同系マウス(SL マウス)に接種することによ

り腫癌原性の低下､ワクチン効果､治療効果を観察しこれを報告 し

てきた (Hjranoetal,1996)｡一方でB7分子ファミリーとしてB7_2

分子が同定されYangら (1995)は腫癌細胞にB7-2分子を導入するこ

とによりB71]分子同様､抗腫癌効果が誘導できることを確認した0

B7-1分子､B7-2'JT+とも抗腫癌免疫が誘せされうることが確認され

たためどちらの分+がより効果的に抗腫癌免疫を誘導できるかが免

疫学あるいは臨床応用上問題となった｡これらを比較 した論文がい

くつか報告 されたが･結論は出ていない(Gajewsktetal,1996,

Matulonisetal一,1996,Martin-FontechaetaL,1996)0

今回､繁者は将来的にヒト白血病に対する免疫退信子治療を確立

するEl的で､マウス剛 l病鰍胞を使ったモデルにおけるB7分子の抗

株転効果の確認とB7-1分+とB7-2分 Fのどちらが抗戚蛎効果に有
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効であるか比較検討するためにマウス骨髄性白血病細胞株である

8709細胞にB7-1､B7-2分子を羊入しその抗腫蕩効果を解析 したoそ

の結果､8709細胞にB7-1分子を導入した細胞 8709/B7-I細胞､8709

細胞にB712分子を導入した細胞 8709/B7-2細胞でともに腫癌原性が

低下することがわかった｡そしてこの効果はB7-2分子で屠明であっ

た｡この抗腫疾効果を誘導するエフェクター細胞を検討したところ､

8709侶 7-1細胞､8709n37-2細胞でともにCD4+T細胞､cD8+T細胞が

必要であることがわかった｡また､NK細胞の関':Jは少ないと考えら

れた｡8709IB71L,8709/B7-2細胞に放射線照射しこれをワクチン接種

したところ､明らかな抗腫蕩効果の誘掛 ま確認できなかった｡

筆者は本研究によってマウス白血病細胞に B7分+を導入すると

免疫原性が高まることを確認しまた笹者の系においてはB7-2分子の

方が有効であることを観察した｡B7弟大塩癌細胞を免疫遺伝子治療

に応用する上で粂件によって 87-1分子及び87-2分子を選択する必

要が有ることを本研究は示唆しするものであるC今後のB7を用いた

免疫遺伝子治療の役に立つことを願い､本研究を報告する｡



11 方法

I.動物

C3H爪eNマウス(H-2K)とBalb/C′zEJ'M ヌー ドマウスは6週令で日

本クレアより購入し､東京大学医学部付属動物実験施設内 spF環境

下で飼育した｡実験は6週令から10過令のマウスを用いた｡全て

の実名剣士1回に5-10匹のマウスを用いて､少なくとも2回以上

の独立した笑顔を行った｡

2.プラスミド作製

報告されているマウスB7-1cDNA配列に基づいてRT_PCRにてマ

ウスB7-1cDNA全長を取り出した (Freemane(a1.,1989)0PCR産物

はサブクローニングにてpBIuescr'pLlJ(SLralagene)に挿入しシークェ

ンスの確認を行った｡このB7-1cDNAをマウスMPSV由来のレトロ

ウイルスベクター､PSRαMSVneo(MuIleret止,1991)に挿入LpmB7-I

を作成したoマウスB7-2cDNA全長は､東 みゆき 悼士 (国立小児

病院研究所)より譲渡され､ psRαMSVneoにサブクローニングL

pmB7-2を作成した｡

3 細胞株

COS-7細胞 は RPMH 640+10%′r一胎児血清(FCS)にて培蕃した｡



8709細胞株(H-2k)は C3Hマウスに放射線照射することにより発症し

た急性骨髄性白血病より樹立した細胞株であり､書皿 和子 博士 (放

射線医学総合研究所)より譲渡された (YoshLdaelal,)993)08709,W

胞とその誘導株は37℃､5%CO,メディウムRPMH640+10%牛胎児

血清､2mM グルタミン､】00ng/mIペニシリン-ス トレプトマイシ

ンで培蕃 した｡

4.レトロウイルスの準備と8709細胞への感染

組み換えレトロウイルスは次のように作製した｡すなわち､マウ

ス B7-1プラスミドとマウス B7-2プラスミド及びコントロールとし

てmockプラスミド(ベクターのみ)をpsv-l-EMLV(ヘルパーウイ

ルス)とともにDEAE-デキス トラン法にてCOS-7細胞に避伝子導入

したoそしてCOS-7細胞より産生されたウイルス上清を8mg/mlの

ポリプレン (SIgma)とともに8709細胞への感染に用いた｡その後､

感染した細胞をG418(300mg/ml)(GIBCO)で選別しポリクローナル

な8709/B7-1､8709/87-2､8709伽OCKの細胞株を得た｡その後､限

界希釈を行い､モノクローナルな8709/B7-1と8709n37-2の細胞株を

樹立 した｡この実験に用いた全ての細胞株は独立したレトロウイル

ス感染とI唄界希釈によって得られたものであるoまた､樹tLした級
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は動物実射 こ用いる前に 14日間以上の培養をは行 っていない｡

また､樹立 した細胞株の培盛上桁では未感染のNTH3T3細胞に対する

neo耐性遺伝子の伝搬が無いことから､これらの細胞株はヘルパーウ

イルスを産生 していないものと考えられた0

5.フローサイ トメトリーによる解析

フローサイ トメ トリーを用いて8709細胞株､及びその誘導株にお

けるMnCclassl(H-2Kt,H-2Dt)､classTI(トAL,1-EL)､マウス B7-1､B7-2､

lCAM-1分 子の発現 を調 べた｡抗体 は抗 H-2KL抗体 (36-715,

Ph･.rmingen)､抗 H-2Dt抗体(15-5-5,Pharmlngen)､抗 J-Ak抗体 (lI-5.2,

Pharmlngen)､抗 トEt抗体 (14-4-4S,Pharn-1ngen)､抗マウスB7-1抗体

(16-10AL,Pt-arm･t-egen)､抗マウスB7-2抗体 (GLl,Phar'ningen),抗

マウス ICAM-1抗体 (3E2,PhaTTTmlgen)及びアイソタイプを合わせ

たコントロール抗体を用いた.5x105個の細胞をpH7.4､4℃の条件

下でPBSに抗体を加えて反応させた｡細胞はpBSで2回洗いフロー

サイ トメ トリーで解析 した (FACSort,Becton-DicklnSOn)0

6CD4+細胞あるいはcD8+細胞あるいはNK細胞の ''zv'vo除去実験

B(db/C"ur,Luヌー ドマウスにプリスタン (S.gma)05mlを腹腔内接

種 しておき一週間後にラット抗マウス CD4抗体 (GKl.5)あるいは
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ラット抗マウスCD8抗体 (53.6-7)を産生するハイプリド-マを腹腔

内に接種した｡モノクローナJL,抗体を含んだ腹水を硫酸アンモニウ

ムで沈降させ pBSで溶解した｡その後 pBSにて24時間透析を行い

MabTrapGIl(PharnlaCZa)を用いて精製した｡T細胞の除去実験に関し

ては各々の同系マウスに腫癌を接種する 7日前､および1日前に精

製した抗体をo･3mgA,odyずつ腹腔内接種 し7E]後に02mgn'ody接

種 した｡ T細胞の除去が行われていることを確認するために腫疾接

櫨予定Elから14El後に胎脂を調べCD4'T細胞にTX]してはラット抗

マウスCD4抗体 (RM4-5)及びcD8+T細胞に関してはラット抗マウ

スCD8抗体 (Lyt22)でそれぞれの分画のT細胞が除去できているこ

とを確認した｡ NK細胞の除去実験にF対してはマウスに抗マウスア

シアロGMlウサギ血'lr号(WAKOChemlCals,Osaka,Japan)を接種 した｡

これは､凍結乾燥した抗血清をlm)の姦留水で溶きpBSで 10倍希釈

した後､マウスの腫頼接種予定E]の7E)前､1日前､7E]後に0.2ml

(20pgルdy)腹腔内接種した｡NK細胞が除去されていることの確認

は､腺細胞のNKアッセイによって行った｡これは抗マウスアシアロ

GMlウサ判 lJ州 を接種しておいたマウスから腫坊接種予定Elのi4

日後に腺細胞を取り出しこれをエフェクター細胞として用いた.NK
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活性はNK感受性があるYAC-1細胞 (RIKENCELLBANK)を5■C,で

ラベルしたものをターゲットとして用いた｡アッセイは3穴ずつで

2回行った｡E/T比は LOO･)､5011､25Ⅰ､12･5)とした〇 %specJLic

Lys-Sは以下の式 を用いた :(exper‖nenlalreleaselcpmト spont''uleOuS

releaselcpml)/(maxLmumreJeaselcpm]-spontaneousreleaseLcpmlx100

=percentagespecificlysls

7 動物実験

細胞はハンクス平衡塩 (HBSS)(GlBCO)で 2回洗ったものを用い

た○ トリバンプル-で染まらない細胞をカウントし適当な濃度に調

製 Lo.2m)のHBSSに溶かし同系マウスに腹腔内接唖 した.いくつか

の実験では､細胞に始めに ■37cs線源を用いて 160rad/mlnで 3,500

Fad()一ad-00JGy)照射を行い､その後 トリパンブルー染色でカウ

ントを行った｡この照射線量は予め実験を行い､8709糸剛抱及びその

誘導株は3,000radの照射で増殖できないようになりまた3,500radを

照射 した5x)05個の8709細胞をマウスに接種しても腫掛 ま生育 しな

いことを確認し設定 した｡

8B7導入 8709細胞による同系マウスでの免疫反応

6週令のC3Hマウス各2匹づつの倣艦内に8709∧VT､8709/MOCK､

8709IB7-l､8709/B7-2細胞を5xlOl個接榎 した｡2週間後に肺臓を
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取 り出しこれをすりつぶしてメッシュでこし pBS(-)にといた｡赤血

球を溶血させた (REDBLOODCELLLYSINGBUFFER)のちpBS(-)

で 3回 洗 浄 しカ ウ ン ト. そ の 後 cD3(500A2,Pharmlngen)-

FITC/CD45RIB220(RA3-6B2, Pharmlngen)-PE 及 び cD4(RM4-5.

PhaTnlingen)-F】TC/CD8(Lyt22,PharmLngen)の2重敗色を行い FACS

を行い解析ソフト､セルクエス トを用いてそれぞれの分画の割合 を

井出した.

9 統計解析

生存期間は腫痴接種の日から敬え､終了は 300日に生存 していた

場合はと殺 し担痛状態を調べた.またlogranktesLを用いて生存カー

プを比較 しp億が005以下を有意とした｡
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HL結果

1.マウス87-Ⅰ､B7-2遺伝子の8709細胞への導入

今回の実験で用いた細胞株は8709紺胞でC3Hマウス(H-2L)に放射

線照射することにより発症 した､骨髄性｢卜血病細胞株である｡8709

細胞はMHCcJasslのHl2Kkを中等度に発現しH-2Dkをわずかに発現

している｡しかしMI℃ C)assHの I-Ak､トEt､B7-)､B7_2､1CAM_1

は発現していない (図 1)oマウスB7-1､B7-2及びmockベクターを

導入 した細胞株はフローサイトメトリーでB7-1､B712及びMHCclass

Iの発現 レベルによりスクリーニングを行った｡8709侶 7-L及 び

8709/B7-2のポリクローナルなプールから各々30以上のモノクロー

ナルな細胞株を樹立しそのうちB7-)あるいは87-2の発現が高いも

のを選び8709/B7-l/clone10(以後 8709/B7-I)､8709/87-2/clone16(以

後 8709/B7-2)とし以後の実験に用いた 個 1)｡また同様の実験をそ

れぞれ別のクローン､8709/B7-1/cJone6(B7-J分子の発現レベルは

8709/B7-L/Clone10の半分)､及び8709/B7-2/clone7(B7-2分子の発

現レベルは8709/B712Jclone16とほぼ同等)で行いほほ同様の結果を

得た (データ未掟出)0
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図1.8709細胞､及びその遺伝子導入株 (8709/MOCK､8709/B711､

8709IB7-2)におけるB711､B7-2､MHCclass】､classnそして

ICAM-1の発現｡点線はアイソタイプコントロール抗体を示し､実

線は調べた抗体を示す｡細胞は5xl05をpBSで洗い,氷上で抗体を

15分反応させたO細胞はその後､pBSで洗い､FACSorL(tkcton

DICkinson)で解析 した｡
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2 同系マウス (C3Hマウス)に対する8709細胞の造腫坊性

マウスは異なった細胞数の8709野生株 (8709/WT )を股艦内凝種

しその生存期間について検討した｡各々のC3Hマウス個体集団 (5

匹以上)に5x105-5xL04の8709細胞を接種すると多最の腹水を生

じ10過以内に全例死亡 した (&2)｡これより腫癌生育最小量は5x

]04個化odyと考えられた｡この実験は3回繰り返 し同様の結果を得

たO死亡したマウスにおいては末梢血と骨髄に白血病細胞が浸潤 し

また牌臓も著明に艦大していた｡ B7着入8709細胞株が野生株と同

様の造鹿癌性を保持 していることを確認するためにtnv,I,0またはm

vIVOにおけるB7中人 8709細胞株の追艦癌性を検討した｡IrHtLroに

おいて B7導入 8709細胞株の細胞増殖について調べた｡8709/WT､

8709/MOCK､8709/87-1､8709/B712細胞を1xlO5個から培葦し生存

細胞の個数を4日間にわたり数えたがいずれの細胞においても細胞

増殖能に差は認められなかった (鼠3)｡この実験は2回繰 り返し同

様の結果を得た｡次にL'nv'VOでの遥腿癌性を検討するためにBa】b/C

'7Ldnuヌードマウス (各々6匹)にB7Ff入8709細胞株を機種した.

これはヌードマウスに5x105個の細胞を接種しその生存を調べた｡

結果は8709/WT､8709伽 OC7(､8709/B7-1､8709/B7-2細胞を棲種し
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図3･I,川,'tLDにおける8709糸耶包およびその87迎伝+串入細胞における上卵白の比校｡
8709/WT (II)､8709/MOCK (□)､8709/J37-1(●)､8709/B7-2(○)細胞は

同様の増殖を示 した｡1xl05の細胞数から始め細胞数を4El間数えたOこの実験は
2度行い同機の結果を得た｡



たヌー ドマウスの集団で生存曲線に差が無く全てのマウスは6週以

内に死亡した 佃 4)｡この美顔は2匝徹 り返し同様の結果を得た｡

3.B7-1分子とB7-2分子の同系マウスにおける抗腫姦効果の比較

B7導入 8709細胞株の同系マウスにおける造腫癌性を検討するた

めにC3HマウスにB7導入 8709細胞株を接種した｡8709/B7-Ⅰ細胞接

種群(5匹以上)においては仝例腫擬死 したが平均生存 日数は

8709ハVT細胞接種群 (5匹以上)に比し有意に延長 した (平均生存

日数 :8709/B7-1細胞群 85日問 vS. 8709∧VT細胞群 48口

問､p=00088)a8709/B7-2細胞接種詐 (5匹以上)では平均生存

期間が 128□以上であり17-33%のマウスが生存 した｡生存

したマウスは 300日目にと殺､解剖したが異常を認めなかった｡

8709/MOCK 細胞接種群 (5匹以上)では平均生存期間は50Elであ

り8709/WT細胞接種群に比し有意な差を認めなかった (p=07533)

(図5)｡これらの実験は2回繰 り返しいずれもほほ同様の結果を得た｡

また､生存 したマウスに関しては8709野生株5xlO5再接種を行い抗

腫蕩効果が維持されているかを確認した.8709/B7-2細胞接種マウス

で生存 した2例においては野生株5xlO5接種し86EJと102日と

いう生存期間の延長がみられた｡
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図4lt7VL'voにおける遥腫癌性の検討｡Balb/cnu/nuヌー ドマウスにおける8709細胞

及びその87殺人細胞で造腫癌性は変わらず.各6匹のヌー ドマウスの集団に8709

/wT (lI)､8709/MOCK (□)､8709/B7-1(●)､8709/B712(○)の細胞を5x
l05個マウス腹腔内に接種 しその生存の有無を観察した｡
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図 5.B7-1分子導入8709細胞とB7-2分子導入8709細胞における抗白血病効果の差違o

各々5-6匹のマウス集団に5xlO5個の8709/WT(I)､8709/MOCK (□)､8709/

B7-1(●)､8709/B7-2(○)細胞を腹腔内に接種｡生存期間を300日､まで観察
した｡この実験は2回繰 り返 し同様の結果を得た｡



4･87導入8709細胞接種群における生存期間の延長にはcD4+T細胞

及びcD8+T細胞が必要であるがNK細胞の寄与は少ない

C3Hマウスに方法の章で記載した通りに抗cD4抗体､抗cD8抗体､

抗NK抗体､及びコントロールとしてHBSSを､腫癌を接種する7日

前､1日前及び7日後に腹腔内に接柾しリンパ球唖分Ldijを除去 して

B7分子の抗腺癌効果におけるそれらの寄与について調べた｡ 7日日

と14日目のマウスの末梢血を調べ98%以上のCD4十T細胞あるい

はcD8+T細胞が除去されていることをFACSで確認した｡NK細胞

の除去に関しては方法の華で示したとおりNKアッセイで評価 した｡

NKを除去 したマウスではYAC-Ⅰに対する細胞障害はE什 比 50 1

でコントロールマウスでの25%に比し1%以下であった｡これら

のリンパ球除去マウスにおいて87導入8709細胞を5xl05個を腹腔

内接種 した｡8709/87-1細胞接種では､cD4+T細胞あるいは cD8+T

細胞を除去した群では全てのマウスは9週以内に腫療死LB7-1分子

導入による抗柾癌効果は消失 した｡しかし､NK細胞を除去 した群で

は HBSSを接種 したコントロールマウスと比較 して有意差を認めず

B71)分子導入による抗腺癌効果は保たれた (図6)08709/B712細胞

接種においても同様の結果が得られcD4+T細胞あるいはcD8+T細

20
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図6 8709/8711細胞はcD4十T細胞あるいはcD8+T細川包を除いたマウス個体群では抗白血病効果は

消失する｡マウスはcD4+T細胞 (□)あるいはcD8+T細胞 (○)､NK細胞 (○)を抗体でした
後､5xlO5個の8709/B7-l,W胞を腹腔内接種した｡コントロール群にも5xIO5個の8709/87-1細胞を
腹腔内接種した.各々5匹の炎団で行った｡また､同実験を繰り返し同株の結果を得た｡





胞を除去した群では 87-2分子導入による抗腫蕩効果は消失し､NK

細胞除去群ではB7-2分子導入による抗施療効果は保たれた(図7)｡

これらの結果よりB7導入8709細胞の抗腫疾効果の発現にはB7-1分

子､B7-2分子ともにCD4+T細胞及びcD8+T細胞の両方が必要であ

ると考えられた｡

5.放射線照射 87導入8709細胞によるワクチン効果の検討

次に放射線照射 B7導入 8709細胞によるワクチン効果について調

べた.C3Hマウスに 3,500rtld照射した 8709/WT､8709/MOCK ､

8709/B7-1､8709/B7-2を 5x105個股艦内左側に接種 し10日後に

8709∧VT細胞を右側に接種した｡これらの4群間で生存曲線に有意

な差は認められず､放射線照射 B7中人 8709細胞によるワクチン効

果はほとんど無いと考えられた (図8)｡更に､ワクチンする細胞量

を5xlÒ個に増やす､あるいはワクチン回数を3回に増やしたが明

らかなワクチン効果は得られなかった (データ未提出)｡また､放

射線照射 B7導入 8709細胞による治療効果を検討するために

8709/WT細胞をC3Hマウス腹腔内左側に5xl05個接種 した後､3,500

rad照射した8709/WT､8709/MOCK､8709/B7-1､8709/B7_2を5x105

佃､腹艦内右側に2円後､8日後､I4日後に接種 したが全ての群

23
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図8 B7導入8709細胞は免疫原性が無いO各々5匹の集団のマウスに5x105佃の
3,500rad放射線照射した8709/WT(■)､8709/MOCK (□)､8709/B7-1(●)､
8709n37-2(○)細胞を腹腔内接種し10口後5x105個の8709仰/T細胞を接種 した.
この実験は2回繰り返し同様の結果を得たo



のマウスは8週以内に死亡 し明らかな治療効果は確認できなかった

(データ未提出)｡

6.B7導入 8709細胞の同系マウスへの接種による免疫反応若超の検

討

次に137導入 8709細胞接種による免疫反応惹起について調べた｡

C3Hマウスに8709IWT､8709/MOCK､B709/B7-1､8709/B7-2細胞を5

xlo5個腹腔内に接種 し14日後にマウス牌臓を摘出し捻細胞数をカ

ウントしまた､T細胞(cD3)､B細胞(tl220)及びcD4､CD8の割合､

cD4/CD8比について FACSを用いて検討した｡週令を合わせた細胞

を接種 していないコントロール群に対 し､8709/WT､8709/MOCK接

種群では､総細胞数､T細胞､B細胞の割合､cD4/CD8比に有意な

差は認められなかった｡これに対 しB7導入8709細胞 (8709n37｣､

8709/B7-2)棲せ群では約20-50%の籍細胞数の増加が認められた｡し

かし､ 8709/B7-1,8709/B7-2間に増加に有意な差はなくまたT細胞､

B細胞の割合､CD4/CD8比にも有悪な差は認められなかった (表 1)0
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細胞数(x107) CD3(%) CD4(%) CD8(%) CD4/CD8

control-1 27 22.) 163 64 2.5

conLrol-2 3.5 222 16.6 7.3 23

8709/WT-1 2.7 205 )5.8

8709/WT-2 2･4 17.9 14.8

8709/MOCK-1 2.3

8709/MOCK-2 35

8709/87-1-1 36

8709/B7-1-2 4･9

8709/B7-ト1 42

8709/B7-2-2 45
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25.5 21.2 9.6 2.2 401

20.5 16.6 8.2 20 39.7

2Ⅰ.8 14.4 6.7 21 412

21.2 14.9 7.0 2.1 420

24.3 172 8.6 2.0 411

2)2 168 75 22 48.8

表 187導入8709細胞の同系マウスへの接種による免疫反応惹起の検討-C3Hマウスに5xl05の8709Ⅳ r､
8709/MOCK､8709/B7ll､8709/87-2を接種 し14日後に牌臓 を摘出 し総細胞数をカウン トしCD3､CD4､
cD8､B220陽性細胞をFACSで調べたo



lV 考察

87-1分子とB7-2分子のどちらがより効果的に抗腫蕩効果を誘導

できるかに関してはいくつかの報告がなされており87-1分子の方が

有効だとする報告 (Gajewskietal.,1996,MatuloniseLal,1996)が多い

がB7-2分+の方が有効だとする報告 (MaTLLn-Font∝haelal,1996)ち

あり (筆者の調べた限りこの一報のみ)結論は得られていない｡今

回の研究はこの点を明らかにするとともに､将来的にヒト白血病に

対する B7分子を用いた免疫療法を臨床応用することを目的とした

マウスでの鹿礎実験であるo今回の実験ではC3Hマウスに放射線照

射することにより誘導されたマウス骨髄性｢Hfu.病細目泡株 8709細胞を

用いた｡結果は､87導入 8709細胞を同系マウスに接種するとB7-1

分IF､B7-2分子を羊入した細胞ともに野生株に比し生存期間の延長

を認めた｡ B7導入8709細胞では生存期間は延艮するものの生存率

が低 く87導入8709細胞凍種で生存したマウスに8709野生株を再接

種することは競計的に十分な数を行うことはできなかった｡しか し

8709/B712細胞接種マウスで生存した2例においては野生株 5x105

接種し86日と102日という生存期間の延長がみられた｡通常同

系マウスに野生株5x105棲裡すると60日以内に全例死亡すること

27



が観察されており例数が2例と少なく統計的な評価には耐えないが､

B7導入 8709細胞に対 し実際に免疫反応が起こっている可能性の一

つとして考えられた｡今回の系に関しては､生存期間の延長及び生

存率の上昇の点で 87-1分子よりB7-2分子の方が抗腫壕効果が優位

である可能性が考えられた｡B7分子はcD28レセプターを介して T

細胞を活性化させるが､逆にCTLA-4レセプターを介して活性化 T

細胞を抑制する作用がある (K∫umrneletal,1995).その親和力は

CTLA-4分+の方がcD28分子に比し芯いため今回用いた 8709rB7-I

細胞および8709/87-2細胞のそれぞれのクローンにおけるB7分子の

発現レベルが異なるために起きた可能性 も残る｡しか し本実験では

87-1分+の発現が図 1での8709/B7-1細胞での B7-1分子発現並のの

半分弱の発現立のクローン (8709/87-1/cloneF6)でも同様の結果を

得ており B7分子の発現量の本結果にあたえる影啓は少ないと考え

ている｡また他の影響によるクローンの差で生存期間､生存率など

の得られた結果が異なる可能性もあるが m vLIroにおける8709細胞

及びその B7遺伝子導入細胞において増殖を比較しその結果 Ll" L'TrO

増殖ではクローン間に有意な差は認められなかった｡また､ヌー ド

マウスを用いた8709細川包及びその B7遺伝子導入細胞接種によるマ

28



ウスの生存期間に有意な差は認められなかった｡これらの結果より

クローンの差が生存期間､生存率に与えた影響は少ないと思われる｡

勿論クローン間の差の結果-の影響は否定できない｡

8709細胞の免疫原性は野生株を放射線照射して免疫してもワクチ

ン効果が得られなかったことから非常に弱いと考えられた｡Marlln-

Fontechaら (】996)は､免疫原性の弱いTS/A アデノカルシノーマ細

胞株､あるいは B16FIメラノーマの細胞株に B7-1分子あるいは

B7-2分子を中人しその抗腫癌効果を比較 しておりいずれの場合も

B7-2分子を導入した腫療株の方が抗腫坊効果が大きくその原因とし

て免疫原性が弱い場合にはB7-1分子よりもB7-2分子の方が効率よ

く抗施療免疫が誘導できるのではないかと予想 している｡今回の筆

者の結果もこの予想に沿うものであり少なくとも免疫原性が弱い場

合にはB7-2分子の方が B7-1分子に比し抗腫癌免疫を効果的に誘導

できる場合があると考えられた｡この機序に関しては不明であるが

可能性としてはB7-2分子の方が B7-1分子よりcTLを誘導する効率

が高いこと､cTLを誘導する効率はほぼ同じだが､誘導されるCTL

の性質 (サイ トカイン産生､細胞障害活性など)が異なることなど

が予想される｡Kuchrooら (1995)や Lenschowら (1995)は87-1分

29



子とB712分Tでは､ヘルパーT細胞のうちのThl細胞とTh2細胞の

誘導のされかたが異なることを報告しており (B7-2分子はTh2細胞

を有意に誘導する)興味深い｡また､Eckら (1997)はB7-1分子は

cD28レセプターの発現を下げるが B7-2分+はその効果は弱いこと

を報告している｡したがって､免疫遺伝子治療を臨床応用する上で

B711分子とB7-2分子で抗瞳疲効果の得られ方が異なる場合があり､

どちらを用いるかは腫疫の種類､あるいは個々のケースで変わる可

能性があり今後の課題である｡

次に筆者はB7導入8709細胞により誘導された抗腫癌効果に寄与

するリンパ球亜分画を調べた｡結論で述べたように､B7-1あるいは

B7_2分7-qJT_人による抗腫痴効果発現にはcD4+T細胞とcD8+T細胞

の両方が必要であると考えられた｡一般的には､B7や入鹿癌細胞の

抗腫窃効果の発現にはcD8+T細胞が重要であるという報告が多いが

(cheneLa1.,1992,Townsendelal,1993)､CD4+T細胞とcD8+T細

胞の両方が必要となる系も報告されている (L)etal,1994,Baskarel

a1.,L995)｡8709細胞に関してはclassl分7-(H-2Kt)を発現しているが､

chssH分子 (I-Akn-Et)は発現していないので､CD8+T細胞は睦癌細

胞上の C)asslに提示された腫痴抗原は直接認識できるが､cD4+T細



胞は直接は活性化できないと考えられる｡CD4+T細胞が活性化され

る横序としては 8709細胞から放出された腫BT･抗原を抗原提示細胞

が取 り込みペプチ ドに処理してこれをclassllで提示することにより

腫痴特異的T細胞が誘導され活性化されている可能性がある｡Huang

ら (1996)は､B7分子が導入された腫癌細胞の抗腫療効果はある程度

は艦疹抗原を直接cD8+T細胞に提示することにより誘導されるが､

主な機序は宿主の抗原提示細胞によって腺癌抗原が取 り込まれ提示

されることによりCTLが誘導されていることを報告している｡筆者

は､免疫原性が非常に弱い場合はB7導入腫癌細胞の抗腫癌効果発現

にはcD4+T細胞 とcD8+T細胞の両方が必要である場合が多いと予

想 している｡マウスNK細】胞はcD28分子を発現 しておりB7分子に

よって活性イヒされ得るため抗腺症免疫に主要な役割を果たす場合が

ある (Geldhorela1.,1995,Chamberselal,L996,TT.yy-Chooueta1.,

1995)｡しかし笥者の系においては､マウスの tnvwo除去実験の結

果から NK細胞は抗腫痴効果において重要な働 きをしていないと考

えられた｡これには､MHCclasslの発現 レベルや8709細胞のNK細

胞感受性に寄るところが大きいのではないかと推察される｡

放射線照射 B7導入腫癌細胞がワクチン効果あるいは治療効果を



誘導できるか否かに関しては､不明な点が多い. Matulonisら(1995)

はマウス骨髄球系細胞である32D細胞にp2lOb'rAuを発現させ白血病

細胞としこれに 87-1遺伝子を導入した系において放射線照射 した

87導入32Dp210細胞を多数回マウスに接種したがワクチン効果を誘

導できなかったと報告 している｡彼らは､また照射していないB7導

入32DP210細胞を単回投与することによりワクチン効果が得られた

ことを併せて報告 している｡これに対し放射線照射 B7導入腫蕩細胞

がワクチン効果あるいは治療効果を誘導できるという報告は多数な

されているOマウス白血病細胞の系に限っても､Dunussi｣oannopourls

ら (1996)の報告がありまた､筆者らも免疫原性の弱いマウス骨髄

性白血病細胞であるM1細胞にB7-1分子を導入することによりワク

チン効果及び治療効果を観察している (Hiranoetaい 996)｡今回の

茸者の実験系においてはいくつかの粂件検討を行ったが､放射線照

射したB7-)あるいはB7-2導入8709細胞でワクチン効果及び治療効

果を誘導することはできなかったoこれは免疫原性が弱い細胞であ

ることが大きな要因であると考えられるが一方で､Mlの様に免疫原

性が弱くても効率よくワクチン効果及び治療効果を誘導する場合も

あり､B7分子以外にどのような分子がこれらを規定しているかはB7



分子を利用した癌免疫療法の臨床応用を行う適応を考える上で重要

な問題であり今後の研究課題である｡M1細胞はJCAM-1分子を発現

しており8709細胞は1CAM-1分子を発現していないため､8709細胞

に87分子 (B7-1あるいは8712分子)とlCAMll分子を共発現させ

た細胞でワクチン効果を現在調べているがワクチン効果ははなさそ

うである (データ未提出)｡しかしこのことは必ずしもB7導入8709

細胞ではワクチン効果を誘導できないと結論するものでなく今後 も

多種の粂作検討をLより解析を深めたいと考えている｡87-1分子と

IL-2､IL-)2などとの組み合わせで抗腫痴効果の増鎖が報告されてお

りこれらサイ トカインや他の免疫関連分子との組み合わせも重要で

ある｡

今回の系においてはB7導入による免疫反応が8709細川包接種マウ

スにおいて起きているいることの根拠は弱い(CD4+あるいはcDg+T

細胞の除去による生存期間延長効果の消失は認められるが)｡この

ため B7導入8709細胞を同系マウスに接捜し2週後にその肺臓を節

析 し免疫反応の動きがみられるかを検討 した｡結果は腫場細胞を接

櫨 していない同週令のコントロール群に比し8709/WT､8709/MOCK

倭種群で何れも有意差を認めず､8709/B71)､8709/87-2接種群では牌
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臓の総細胞数が20-50%増加が認められた｡しかしT細胞､B細胞の

割合及びcD4/CD8比に関してはB7-I,B7-2何れの群もコントロール

群に比し有蕃な差は認められなかった｡従ってB7導入細胞をマウス

に接種すると特異的あるいは非特異的な免疫反応 (あるいは炎症反

伝)がおこり腺細胞数が増加することがわかったが T細胞､B細胞

あるいは CD4/CD8比などに変化をみるまでは至らず､また B7-1､

B7-2間に明らかな差を見出すことはできなかった｡

結論として孜々は､ある条件下においては 87-2分子の方が B7-I

分子より効果的に抗睦広効果を誘導できる可能性を示 したDそして

この場合､cD4+T細胞､cD8+T細胞の両jJ-が関与することを明らか

にした｡しかし､B7導入腫瘍L細胞でワクチン効果､治療効果は誘導

できなかった｡これは､粂作によっては誘草できる可能性はあると

思われる｡幸い､筆者らの検討によりヒト白血病細胞においてはC)ass

)､classTIの発現が高い場合が多く､またICAM-1分子もしばしば発

現 していることがわかっている (Hrmnoeta1,1996)｡従ってヒト白

血病細胞においては適当な腫壕抗原が出ていさえすれば免疫原性が

ありヒト向血病における87分子を用いた免疫遺伝子療法は､有効で

ある可能性があると思われるO将来的にB7分 f･を用いた免疫遺伝子

34



治療が行われていくに際し､筆者が今回明らかにしたB7-1､87-2分

子の差違および B7分子のみでの免疫遼伝子治療の限界の研究が役

に立ち､これらの分子が適当な条件で臨床応用されていくいくこと

が望まれる｡
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