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　高齢者における関節リウマチ(RA)や変形性関節症(OA)などの関節疾患の原因解明と予防・治療法の開発を目指してヒトTh1細胞特異的転写因子Txkの発現と機能を検討した。これまでにRA滑膜浸潤リンパ球ではIFN-γの産生とTxkの発現亢進を認め、疾患対照として検討したOA滑膜ではIFN-γの産生もTxkの発現も認められなかった。RA滑膜浸潤リンパ球Txkの発現亢進を是正する目的で、ドミナントネガティブTxk発現ベクターを作成した。本年度は自己抗体産生が病態を構築するコラーゲン関節炎モデルを対象にTxk遺伝子投与の関節炎への影響を検討した。ドミナントネガティブTxk発現ベクター投与では関節炎は改善を認めなかった。一方、コラーゲン関節炎マウスでは野生型Txk発現ベクター投与で関節炎は軽快した。今回の検討ではコラーゲン関節炎マウスは抗コラーゲン自己抗体産生に基づくTh2疾患であり、このような自己抗体産生が顕著な患者においてはTh1細胞細胞を誘導する野生型Txk発現ベクター投与が関節炎の治療に応用できることを示している。



A. 研究目的

　本格的な長寿・高齢化社会を迎えた本邦においては、高齢者の快適な生活を維持・増進できる施策が望まれている。多発関節痛・関節炎をもたらすRAやOAなどの関節疾患は高齢者の日常的な活動性を低下させ、介護の必要度を増加させる。高齢者の関節疾患の原因解明と予防・治療法の開発は難治性疼痛の緩和につながり、高齢者の生活の質の改善と高齢者社会の活性化に必須である。

　これまでの内科的治療ではRAのみならずOAにおいても関節病変は確実に進行する。本研究ではこれらを克服するために新たな治療的アプローチを確立し、さらに各種薬剤でRA、OAの治療法の確立をめざす。RAでは免疫異常として関節に浸潤するTh1リンパ球が特徴的である。

　ヘルパーT細胞は、産生するサイトカインの種類によってTh1型とTh2型に分類される。Th1細胞はインターロイキン(IL)-2, 腫瘍壊死因子(TNF)-β、インターフェロン(IFN)-γなどを産生することでマクロファージを活性化し、細胞傷害性リンパ球を誘導し、おもに細胞性免疫に関わる。これに対し、Th2細胞はIL-4, IL-5, IL-10, IL-13などを産生しB細胞の増殖と分化を誘導し、抗体産生をもたらす。Th1/Th2細胞は、それぞれのサブセットの細胞が産生するサイトカインにより互いの活性を制御し合いながら生体の免疫応答のバランスを取るように働く。

　Th1/Th2細胞のバランスの崩れが様々な感染症、自己免疫性疾患やアレルギー疾患の発症や病態形成に関与している。例えば、代表的なヒトの全身性自己免疫疾患であるRAは関節滑膜を病変の主座とする慢性疾患である。そのためには、Th1/Th2細胞の分化を制御する機構を明らかにすることが重要であり、主任研究者はこのTh1/Th2細胞の分化に重要な鍵を持つTxkに着目し研究を続けている。

　Txkは、itk、Rlk 、Btk、 Bmxなどが属するTec familyチロシンリン酸化酵素の一つで主にTリンパ球に発現する。ヒトTh1、Th0細胞に特異的に発現し、IFN-γの産生を誘導し、Th1細胞の機能発現に重要な役割な転写因子として働く。昨年度にTxkの発現を抑制する目的でドミナントネガティブTxkの作製を行った。本年度は関節炎モデル動物としてコラーゲン誘発関節炎を作成しTxk遺伝子投与の治療応用の可能性を検討した。

B.研究方法 

(1)ドミナントネガティブTxkベクターの作成

野生型Txk発現ベクターを鋳型として以下に示す突然変異体を作成した。それぞれの突然変異について、目的とする変異がプライマーの中央に位置するようにデザインしたプライマー一組（センス鎖とアンチセンス鎖）とPfuTurbo DNA ポリメラーゼを用いてTxk発現ベクターを増幅した。増幅した産物をDpnI制限酵素で処理し、鋳型とした野生型Txk発現ベクターを完全消化し、目的とする変異型ベクターを回収した。目的とする突然変異がベクターに導入されたことはDNAシークエンス解析から確認した。

(2)コラーゲン誘発性関節炎モデルマウスの作成：DBA1J(6週令雌)に牛II型コラーゲン100(gを完全フロイトアジュバントとともに尾根部皮内に投与し、3週後に同様の追加免疫を行い、関節炎を誘導した。

(3)txk遺伝子治療：コラーゲン誘発性関節炎モデルマウス作成過程の免疫前後、すなわち免疫前24時間、免疫後24時間および72時間に20(gの野生型txk発現ベクターあるいはドミナントネガティブTxk発現ベクターを筋肉内投与した。

④関節炎の評価：四肢関節の腫脹を肉眼的に評価した。各肢ごと全く変化のないものを0点とし、1指の腫脹を１点、2指以上の腫脹あるいは足全体の僅かな浮腫を2点、足全体の激しい腫脹を3点と評価し、四肢関節の点数の合計（12点満点）を関節炎スコアとした。

 (4)倫理面の配慮

血液などの生体サンプルを用いた実験については正常供血者に研究目的や趣旨を良く説明し、インフォームドコンセントを得た上で行なった。個人のプライバシーに関する情報の守秘義務を徹底するため、個々の研究者は検体と標識番号のみを用いて解析し、プライバシーに関する情報が守られるように注意した。動物実験に関しては、実験前の飼育、実験中、実験後に至るまで科学的かつ倫理的に対処し、動物の苦痛を排除するための麻酔による安楽死等の方法を用いた。
C.研究結果　

(1)ドミナントネガティブTxkの作成

Jurkat細胞にIFN-γプロモーター＋ルシフェラーゼプラスミドと共に、野生型や種々の変異体Txkを導入した。マイトゲンであるPHA刺激後に誘導されるルシフェラーゼ活性を測定した。その結果、txk-K299Eは内因性のTxk活性を抑制できることが明らかになった。同様にtxk-K299EはIFN-γ産生を抑制した。　

(2) txk遺伝子投与のマウス関節炎の発症率に与える影響：いずれかの関節の腫脹が初めて観察された時点を発症と定義した。II型コラーゲンの免疫のみでプラスミドを投与しないコントロール群のマウスでは、最終免疫より1週目より関節炎の発症が100%に観察された。コントロールプラスミドpRSV-cat投与群の発症率も同様で1週目より関節炎の発症が100%に観察された。野生型txk投与群の発症率は1週目で83%、4週目で83%で、野生型txk遺伝子の投与により関節炎の発症はやや低下した印象があるものの有意な影響とはいえなかった。

(3)txk遺伝子投与のマウス関節炎スコアに及ぼす影響：関節炎スコアを経時的に観察すると、コントロールプラスミド(pRSV-cat)投与群は1週目以降コントロール群（プラスミド非投与群）とほぼ同等の関節炎スコアを示した（図1）。これに対して、野生型txk投与群は1週目以降、コントロールプラスミド(pRSV-cat)投与群およびプラスミド非投与群より有意に低いスコアを示した。

D.考察

　免疫応答の中枢に位置するT細胞の中でも、特にヘルパーT細胞は免疫応答の調節に重要な役割を果たしている。Th1細胞は細胞性免疫に関わり、一方Th2細胞は抗体産生に代表される液性免疫を担う。Th1細胞とTh2細胞は相互に調節しあいながら生体の免疫応答を調節する。一方、RAをはじめ自己免疫疾患においてTh1/Th2バランスの偏りが認められており、疾患の発症や病態形成に大きく関与している。

　このTh1/Th2細胞のバランスの崩れが様々な疾患の原因となっており、RAではTh1細胞の過剰な活性化によって病態が形成される。TxkはTec familyチロシンキナーゼの一つで、Th0, Th1細胞に特異的に発現し、Th1サイトカインであるIFN-γの産生を選択的に調節し、Th1細胞特異的転写因子として働く。

　今回のⅡ型コラーゲン関節炎モデルマウスにおいては野生型Txk遺伝子投与が関節炎の改善をもたらした。Ⅱ型コラーゲン関節炎ではTh2細胞による抗Ⅱ型コラーゲン自己抗体がその病態形成に重要なことが知られている。即ちⅡ型コラーゲン関節炎モデルマウスはTh2細胞機能過剰と理解することができる。このような関節炎マウスに対してTh1細胞機能を増強する野生型のtxk遺伝子投与は著明な関節炎の抑制作用を示した。一方、ドミナントネガティブTxk発現ベクターの投与は関節炎の発症率および重症度に対して有意な影響を与えなかった。即ちTh2細胞機能過剰に基づく関節炎にはtxk投与によりTh1細胞機能を是正することが有望な治療法となることが明らかになった。
E. 結論

　関節炎のモデル動物において野生型Txk遺伝子の投与により抗原非特異的な様式でTh1/Th2バランスを是正し、関節炎の治療効果を示すことが示された。今後、ヒト関節炎での応用に向けた研究を行う必要がある。　
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図1.　Ⅱ型コラーゲン関節炎モデルマウスにおける野生型txk遺伝子投与の効果
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