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論文 の内容の要旨

ウエストナイルウイルス(日明V) はフラビウイルス属のウイルスで、蚊と烏の間で感染環が成立する。

蚊の吸i鼠によりヒトへ感染し、軽い発熱から急性熱性疾患、致死的な脳炎などの疾病を起こす。 WNVは本

来アフリカ地域の風土病であったが、 1999年にアメリカのニューヨークで大流行を起こし、多数の死者を

発生させた。 WNVが日本へ侵入した場合、同様の流行が発生する可能性があり、新興感染症としてその制

御方策がもとめられているつしかし、ヒトにおけるワクチンや特異的治療法は存在せず、脳炎発症のメカニ

ズムも不明なままである。 CD8寸細胞がウエストナイル脳炎の防御において重要な役割を果たすと考えら

れているが、 WNVと近縁のタイラーウイルスの感染マウスの脊髄に出現する CD8寸細胞が脱髄と相関する

という報告があり、必ずしも防御的に作用するとは授らない可能性が指摘されている。

最近、百羽Vと同じ日本脳炎血清群に含まれる日本脳炎ウイルス (JEV) 感染マウスの脳内浸潤 T細胞の

研究により、特定の T細胞レセプター (TCR)V遺伝子をもっ抗原特異的 T細胞の存在が見いだされたo

WNVとJEV間のアミノ酸配列の相向性は高く、 JEV不活化ワクチンの接種により、 WNV感染マウスの致

死率を減少させるという報告もある。このことは、 T細胞レベルにおいても同ウイルス間で共通エピトープ

を認識する可能性があることを示唆している。

本研究の目的は、 TCRレパトア解析を中心に、 WNV感染マウスモデルを用いて脳内浸潤 T細胞の特異性

を明らかにし、JEVおよびダニ媒介性脳炎ウイルス (TBEV)感染マウスモデルのそれと比較し、共通エピトー

プに対する認識性について考察することである。

(対象と方法)

WNVは NY99-6922株を使用し、 7週離 C3HJHeN]cl(H-2k
) マウスに感染させ、jJ過と!陣織を採取している。

脳の組織学的解析 (HE染色)、免疫組織学的解析 (CD3、CD4、CD8) を行っている。牌臓と脳から全 RNA

を抽出し、リアルタイム定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR) を用いて、ウイルス RNA量を定量す
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るとともに、サイトカインバランスについても解析を行っている。 WNV感染による T細胞の抗原特異性を

評価するため、 TCRレパトア解析、相補性決定領域 3(CDR3) size spectratyping、CDR3アミノ酸配列解析

を実施している。 jEVおよびTBEVで何様の解析により得られた結果をもとに、ウイルス問における脳内浸

潤 T細胞の特異性を比較している。 WNVおよびJEV感染マウス脳内浸潤 T細胞を分離し、 invitroにおけ

るそれぞれのウイルスに対する交差性を評価するために、感染腹腔細胞との共培養による IFNγ 産生能を解

析している。さらに共培養後の T細胞について、クローナリティーの変化を調べている。

(結果)

本論文は、組織学的および免疫組織学的解析により、 WNV感染マウスの脳では組織破壊と CD3+CD8+細

胞の浸潤が認められたと述べている。リアルタイム定量 RT-PCR解析により、 WNV感染マウスの脳では、

WNV RNA量が増加し、 Th1/Tc1タイプのサイトカインが充進していることを明らかにしている。さらに

CD3、CD8、CD25(IL-2R)、CD69、Perforin、GranzymeA、およびGranzymeBの発現レベルが経時的に増加

することを観察している。

TCRレパトア解析により、 WNV感染マウスの脳で、 TCRAV1-1、TCRAV2-1、TCRBV5-2、TCRBV8-2の

有意な増加を観察している。 CDR3size spectratyping解析により、 TCRAV1・1、TCRAV2-1、TCRBV5-2ではク

ローナリティーが非常に高く、 TCRBV8-2はオリゴクローナルであったことを明らかにしている。 CDR3ア

ミノ酸配列解析によっては、 TCRAV1-1で複数の同一クローンが個体問で認められ、それらの相似性は高い

が、 CDR3領域内の N領域において lアミノ酸の相違を持つことを明らかにしている o TCRAV2-1において

も類似の傾向が認められたと述べている。 TCRBV5-2およびTCRBV8伽2では同一クローンを認めていないo

WNV、JEV、TBEV間の脳内浸潤 T細胞を比較し、共通の TCRクローンを持つ T細胞は存在しないことを

克いだしている。

WNV脳内浸潤 T細胞と WNV感染腹腔細胞の共培養系で IFN-y産生誘導を確認したとしているが、 jEV

感染腹腔細胞との共培養では有意な産生は認めていない。 WNV感染綾控細胞との共培養により、 WNV脳

内浸潤 T細胞のクローナリティーは充進し、限られた TCRクローンで占められるようになると述べている。

(考察)

WNV感染マウスモデルにおいては、 CD3、CD8mRNA発現量の増加とも相関して、脳組織の破壊、

CD3+CD8+細抱の浸潤などが認められていることから、羽市V感染による脳内では Thl!Tclタイプで、 IL-2に

より活性化された細胞傷害性 Tリンパ球がウイルス感染細胞の排捻のため作用していると考察している o

TCRレパトア解析は、 WNV感染マウスの脳内浸潤 T細胞は、特定の TCRファミリーを高度に使用し、抗

原特異的であることを示していると結論している。また個体関で共通して得られた TCRクローンが、複数

のVα 鎖、 Vs鎖から構成されていることから、 WNVエピトープが複数であると推澱している。クローンレ

ベルの解析は、脳内浸潤 T細胞では TCRα 鎖が限定的であるのに対して、 TCRs鎖が多様であることを示し

ており、 WNV抗原の認識において TCRα 鎖が重要であると結論している o WNV、JEV、TBEVそれぞれが

感染した個体の脳内に浸潤する T細胞は、異なる抗原エピトープを認識していることから、ウイルス特異

的に反応していると考察している。 invitroにおける T細胞による IFN-y誘導能を指標にした交差性の検討に

より、 WNVとJEVの間で交差性は全く認められないことから、 WNV初回感染持では、加1HCによって提示

されるウイルス関連ペプチドにより選択されて脳内に浸潤する T細胞は、他の近縁なウイルスとは交差性

を示さないことが証明されたと述べている。これにより、ワクチンを設計するうえで、 JEVおよび WNVの

共通エピトープを用いた場合、初回感染における免疫賦活効果が弱い可能性を述べている。 WNV感染マウ

ス脳内浸潤 T細胞の WNV感染腹腔細胞との共培養によるクローナリティーの充進は、その T細胞が WNV

特異的で、あり、再刺激によって特異性が増強されたことを示唆していると考えることから、初回感染時の

WNV感染マウス脳内に浸潤する T細胞は、他の血清学的に類似するフラピウイルスと交差することなく、
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ウイルス特異的であると結論している。

最後に、本研究によって得られた知見をもとに、免疫賦活効果の高いワクチンの開発には、ウイルス関共

通配列部位ではなく、異なる部位で検討することを提案している。しかし、脳内浸潤 T細胞が脳組織にお

いて防御と破壊のどちらにシフトするかの検討が重要であることを指摘し、今後これら T細胞の移入実験、

さらに既存のワクチンによって誘導される T細抱との比較検討が重要であることを述べている。

審査の結果の要旨

本論文は、 WNV感染マウス脳内に CD3+CD8-rT細胞の浸潤を認め、誘導される T細胞の TCRレノ川、アは

WNVに対して撞めて特異性が高く、また invitroの解析においてもこの T細胞は WNVに特異性を持つこと

を示し、加えて 1肝w、JEV、TBEV感染により誘導される脳内浸潤抗原特異的 T細胞は、非常に限定され

たTCRα 鎖と比較的多様な TCRs鎖によって構成されることが明らかにし、今後の WNVに対-するワクチン

開発研究に基盤を与える点で、価値ある研究と考えられる。

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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