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論文の内容の要旨

（目的）

　抗原提示細胞（APC）は丁細胞を介した免疫応答の中心的役割を担っている。APCと丁細胞の相互作用におい

てその第一のシグナルは抗原特異的丁細胞受容体がAPCに提示されているMほCと抗原ペプチドとの複合体を認識

することにより始まる。また丁細胞の活性化には第二のシグナルも必要で，これはAPCと丁細胞のクラスターに

存在するいくつもの接着分子，もしくは副刺激分子として知られている分子によってもたらされる。免疫樹状細

胞はAPCの中でも最も抗原提示能力が高く，そして重要な働きとして抗原未暴露なナイーブ丁細胞を活性化する

働きや，メモリー丁細胞を誘導する働きなどが知られている。この樹状細胞も，未熟なものは抗原提示能力を保

持してはおらず，活性化し，成熟型となって，初めて高い抗原提示能力を示すようになる。樹状細胞の成熟過程

には，発現した分子の再編成，たとえばエンドサイトーシスや貧食に関わる分子の発現低下やMHCクラスn及び

丁細胞のプライミング（ナイーブ丁細胞の活性化）に必要なCD40，CD58，CD80，CD86などの副刺激分子の発現

の上昇を伴う。しかしながら樹状細胞の丁細胞をプライミングする分子機構は十分明らかにされていない。そこ

で，本研究では，丁細胞をプライミングする事の出来る分子を明らかにする事を目的とした。

（対象と方法）

1）Represeηtationa1d雌ere㏄eana1ysis，RDA：C57BL／6マウスの脾臓細胞よりナイコデンツを用いた比重遠心法に

　より樹状細胞を濃縮した。この濃縮液に含まれる樹状細胞を更にマウス樹状細胞マーカーであるCDllcPE標識

　抗体によって標識し，フローサイトメーターによって高い純度の分画を行った。分画化してきた樹状細胞は未

　熟樹状細胞とし，そこから未熟樹状細胞のcDNAを作成した。また，分画化を行った樹状細胞に抗CD40抗体を

　作用させることで成熟樹状細胞を誘導し，この細胞群からは成熟樹状細胞のcDNAの合成をおこなった。抗体

　による刺激の前後の細胞から調整したcDNAを用いてRDAを試みた。

2）融合タンパク：pMXゼLレトロウイルスベクターでマウスTspa外3／GFPの融合タンパクの作成を行った。この

　融合タンパクを一過性に293丁細胞発現させ，レーザー顕微鏡下にて観察した。また，ウイルスを用いてマク

　ロファージの細胞株，J774．1にも発現させ，機能解析を試みた。
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3）RTPCR：マウス組織，及び血球系の細胞における発現をRTPCRにて観察した。各組織，細胞における発現

　はHPRTもしくはG班睨の発現強度を目安として定量化したcDNAサンプルを使用して行った。

4）増殖実験：CD8丁細胞をMACSを用いてBa1b／cマウスの脾臓より純化し，C57BL／6マウス脾臓より樹状細胞を

分画化したものと共培養を行い，BrdUの取り込みによりCD8丁細胞の増殖をEuSA法にて検出した。

（結果）

1）フローサイトメーターを用いて分画化してきた樹状細胞は細胞増殖実験の結果より，高い抗原提示能を有す

　る樹状細胞であることがわかった。

2）未熟樹状細胞と成熟樹状細胞によるRDAの結果，4回膜貫通型の細胞膜上に発現する新規の分子を同定した。

　これはヒトのTsp肌3と91％の相同性があり相同遺伝子と考えられた。

3）RT－PCRの結果より，単離した遺伝子Tsp肌3は様々な組織で広く発現が観察される分子であった。

4）RTPCRによる判定量の結果，Tsp鮒3は，活性化免疫樹状細胞上において発現が低下していた。さらに，マ

　クロファージ細胞株のJ77虹にGFPとの融合タンパクを遺伝子導入した実験においても，活性化すると発現が

　低下することが判明した。

（考察）

　マウスTsp肌3が抗原提示細胞上において発現しており，活一性化に伴い，その分子の発現の低下が樹状細胞にお

いてもマクロファージにおいても観察されたことから，免疫系が活性化されるステップの初期になんらかの役割

を担う分子である可能性があると考えられた。

審査の結果の要旨

　本研究は，樹状細胞上の丁細胞をプライミングに関わる分子を明らかにする事を目的とした研究である。結果

として，新規4回膜貫通型分子，Tsp肌3を単離した。この分子は，活性化樹状細胞でその発現が低下していたた

め，樹状細胞の成熟過程，丁細胞の活性化過程において重要な役割を担っている可能性が示唆された。本研究の

成果はすでに国際雑誌に報告され，高い評価を得ている。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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