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学位論文の内容要旨

The dual role of scavenger receptor class A in development of diabetes 

in autoimmune NOD mice 

自己免疫性NODマウスでの糖尿病発症におけるスカベンジャー受容体クラスAの

二面的な役割

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

糖尿病・内分泌・総合内科学分野総合内科学部門

(指導教員:小川渉教授)

清水まみ

【背景11型糠尿病(TID)は臓器特異的な自己免疫疾患として勝島炎が生じ勝p細胞が破壊
され務尿病が発症する。 NODマウスは 1型糖尿病の自然発症モデルマウスである。免疫系

の制御に重要な Th1庁h2バランスの破綻が発症を誘導すると考えられており、 TlDは、

Foxp3陽性の制御性T細胞に比べて活性化細胞である Th1細胞が優位となり発症に至る。

T細胞の活性化や抑制には、樹状細胞やマクロファージの抗原提示細胞が重要である。それ

らの表面上に発現する SR-A(ScavengerReceptor class A(CD204))を欠損させたSR-Aチマ

ウス(C57BL/6background)で、は動脈硬化や易感染性を示すことが報告されているが、自己

免疫での役割は明らかではない。また、SR-AはdsRNAの細胞表面上のレセプターである。

大半のτ'LR(TolHikereceptor)シグナノレはMyD88を下流に有しているが、 MyD88-/-NOD 
マウスは糖尿病発症が完全に抑制される一方、 MyD88に無関係のτ'LR3-/・ NODマウスで
は発症は抑制されないことが報告されている。細胞外dsRNAの認識における、細胞表面上

のSR-AとdsRNAウイノレスの細胞内レセプターであるTLR3との関与について調べるため

に、 TLR3のリガンドでdsRNAアナログである polyU:C)投与実験を行い、 SR-AチNOD

マウスにおける SR-A欠損の影響を検討した。

[目的】本研究では、SR-A'マウスと NODマウスをbackcrossを繰り返すことにより SR-A

遺伝子を欠損させた NODマウスを作製し、 polyU:C)存在下と polyU:C)非存在下での実験

を行い、 1型糖尿病における SR-Aの役割を検討した。

[方法1SR-A -/-NODマウスにおいて以下の実験を行った。①CD204の欠損を確認した。

②脂質や CPR について比較した。③糖尿病発症率を追跡した。④1O~15 週齢における勝

島炎を単核球浸潤の程度によって分類し検討した。⑤8、12、16、20週齢での Ins叫.in

autoantibodyuAA)を測定した。⑥牌細胞分画をフローサイトメトリーにて検討した。⑦粋

細胞サイトカインαFNγ、IL-17)産生量をELISA法を用いて検討した。③ウイルス感染を

模倣するために polyα:C)300問を投与し糖尿病発症率の変化を比較した。⑨

polyU:C) 100問を投与し糖尿病発症率を比較した。⑮'polyU:C)投与群と非投与群の牌細胞

分画を検討した。 @invitroでpolyU:C)存在下での骨髄由来樹状細胞(BMDC)のサイトカイ

ン(TNF-u、IFN-s)産生量を測定した。

[結果1①SR-A遺伝子の欠損、 BMDCや腹腔内マクロファージでのSR-A発現の欠損を確
認した。②ωtalcholesterol、LDL-C、triglycerideは有意差はみられず、 CPRはNODマ

ウスの方が7適齢と 25週齢で有意に減少していた。③NODマウスでは40週齢までに90%

が糖尿病を発症したが、 SR-AチNODマウスでは50%の発症率であり発症は有意に抑制さ

れた。④1O~15 週齢における勝島炎は有意に抑制されていた。⑤'IAA発現は低揚性率を示

した。⑥CD4CD25細胞、 CD4Foxp3細胞の割合に有意差はみられなかった。⑦IIFNγは有

意に増加していた。 IL-17は有意差がなかった。③高用量 polyU:C)投与により、糖尿病発

症は早期に促進した。⑨自然発症では発症を抑制した SR-A-1-NODマウスへの低用量

polyU:C)投与では自然発症に対してむしろ有意に発症促進した。⑮'polyU:C)投与群では、

非投与群に比べて牌細胞における CD4CD25 細胞の有意な増加を認めた。⑪7~9 週齢の



BMDCにおけるT悶にα産生は、 poly(I:C)濃度依存性に増加を認めるも、 IFN-s産生は変化

を認めなかった。

[考察]本研究は自然発症1型糖尿病モデルマウスにおける SR-Aの役割を検討した最初の

研究である。 SR・A-'-NODマウスではNODマウスに比べて、発症率と勝島炎の有意な抑

制を認めた。 CPRについてはNODマウスに対して有意な増加を認めており、 CPRは目撃島

炎や糖尿病進行と逆相関し、この結果から SR-A-'-NODマウスにおける糖尿病発症抑制は

勝島炎の抑制によるものであることを示した。自己免疫に関する SR-Aの役割を検討するた

めにIAAを測定した結果、SR-A-'-NODマウスでは有意に低発現であり、SR-A欠損がNOD

マウスにおける自己免疫に影響を及ぼすことを示した。

SR-A -，-NODマウスにおける糖尿病抑制の機序を調べるために牌細胞のphenotype、サ

イトカイン産生量を比較した。 Thlサイトカインである IFNγは通常、糖尿病発症に促進的

に働くが、 IFN-yが CFAや BCG投与では糖尿病抑制に作用するという報告がみられるよ

うに、 SR・A -I-NODマウスにおいてもIFN-yは有意に増加していた。最近、糖尿病発症を

促進すると言われているTh-17細胞が産生するIL-17の増加はみられなかった。さらには、

CD4CD25活性化細胞、 CD4Foxp3制御性細胞に有意差がみられなかたことからも、 IFN-y

は抑制的に作用した可能性を示唆した。

次に、 polyα:C)投与実験を行い、 SR-A欠損の影響を検討した。 poly(I:C)非存在下では発

症抑制する SR-AチNODマウスでは、低用量poly(I:C)投与により発症抑制する NODマウ

スに比べて、さらに発症が抑制されることを予測したが、結果はむしろ自然発症でのNOD

マウスと同程度に有意に促進した。制御性T細胞(τ'reg)欠損 NODマウスに対してウイル

ス感染を模倣したpoly(I:C)(200μ.g)投与により劇症1型糖尿病様の発症促進を認めたという

報告をもとに、我々はTregを有する NODマウスおよびSR-Aチ NODマウスに強度のウ

イルス感染を模倣してpoly(I:C)(300μ.g)投与を行った。興味深いことに、低用量投与では発

症抑制する NODマウスでは、自然発症の poly(I・C)非投与群と同程度に発症促進し、

poly(I:C)投与SR-AチNODマウスはpoly(I:C)非投与群に比べて、早期に、有意な発症促進

を認めた。SR-AチNODマウスは、poly(I:C)非投与群に比べてpoly(I:C)投与群でCD4CD25

細胞が増加していた。低用量投与では活性化T細胞と制御性T細胞の両方が増加するも、

それらのバランスが維持されているために糖尿病発症が抑制されるとの報告から推測する

と、 NODマウスは、高用量投与により制御性T細胞に比べて活性化T細胞の割合が増加す

るために発症が促進するが、 SR-A十 NODマウスは、 polyα:C)低用量投与でさえも、活性

化T細胞の割合が増加し発症が促進したと考えられる。 Invi位。での SR-AチNODマウス

における poly(I:C)存在下BMDC由来TNF-α産生は dosedependentに有意に増加した。

IFN-陣生の変化はみられなかった。 SR-AはT旧・αのsuppressorであるという報告があ

り、 τ'NF-αは早期投与では糖尿病発症を促進することから、 SRA'-NODマウスにおける
poly(I:C)存在下のBMDC由来TNF-α増加と早期のpoly(I:C)投与による発症促進とは関与

があること、さらにpoly(I:C)が細胞表面上の SR-Aと結合し細胞内の TLR3経路を介した

TNF・α産生に抑制的に作用することを示唆した。

さらに最近、別の細胞表面レセプターであるraftlinを介したTLR3RNA-sensing system 

が報告されていることから、我々はdsRNAシグナルの3つの経路があるという仮説を立て

た。一つ目は細胞外のdsRNAがSR-Aと結合した後τもR3へnegativesignalを伝達する
経路、二つ目はraf組nと結合した後TLR3へpositivesignalを伝達する経路、そしてこれ

らを介して TNF‘-α産生を誘導することとなる。三つ呂は、 TLR3シグナノレを介さずに

MDA5や則G-Iを介して IFN-s産生を誘導する経路である。 Poly(I:C)を投与した

SRA"'-NODマウスでは、 SR-A欠損により SR-Aからτ'LR3へのnegativesignalが伝達さ
れずra仙 nを介したTLR3へのpositivesignalが増強しTNF-α産生が允進したことによ

り、低用量poly(I:C)投与でさえも早期に糖尿病発症が促進したと考えた。 NODマウスに

おいては、ウイルス感染下では、 SR-Asignalとraftlinsigna¥のパランスが発症に重要な

役割を果たし、強感染ではraftlinsignalが優位となり発症を促進させ、 SR・A欠損では、

弱感染でも ra食linsignalにより発症が促進すると推測している。

[結論]我々の実験では、 NODマウスに比べて糖尿病発症が抑制される SR-Aチ NODマ

ウスでは、高用量のみならず低用量poly(I:C)投与でさえも発症が促進した。この結果から、

樹状細胞のような抗原提示細胞の表面上に存在する SR-Aは、自然発症経過では糖尿病発症

を促進するように作用し、軽度のウイルス感染下では防御的に作用するといった二面的な

作用を有しており、今後のTlD治療において重要な役割を担う可能性が示唆された。
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目的:1型糖尿病(TID)は発症にウイノレス感染などが関与している推測されている.この TlDの自然発

症モデノレマウスとしてNODマウスが知られている.このモデルでは免疫活性化細胞であるτ'h1細胞が
優位となり発症すると考えられている.このNODマウスにおけるTlD発症機序を更に詳細に解明する

ために，本研究はSR-A(ScavengerReceptor classA(CD204))， τ'LR(TolHike receptor)3の関与を検討
した.

方法:

樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞表面上に発現する SR-Aを欠損させた SR-Aチマウス

(C57BIJ6 backgroun<uと NODマウスのパッククロスにより SR・A.，.NODマウスを作成，糖尿病発症病
態と免疫系細胞の反応状態を検討した.また，MyD88に無関係の活性化される恒..R3の関与について調

べるために，τ'LR3のリガンドである dsRNAアナログpoly(I:C)投与実験を行い，SR・A.，.NODマウスに
おける SR-A欠損の影響を検討した.

結果:

1) total cholesterol， LDL-C， triglycerideには有意差はみられず， CPRはNODマウスの方が7週齢

と25週齢で有意に減少していた.2)NODマウスでは40週齢までに90%が糖尿病を発症したが， SR-A

チNODマウスでは50%の発症率であり発症は有意に抑制された_3) 1O~15 週齢における勝島炎は有意

に抑制されていた.4)IAA発現は低陽性率を示した_5)CD4CD25細胞，CD4Foxp3細胞の割合に有意差

はみられなかった_6)IFN-yは有意に増加していた.IL-17は有意差がなかった.7)自然発症では糖尿病

発症を抑制した SR-A・，.NODマウスへの低用量polyα:C)投与では自然発症に対してむしろ有意に発症
促進した_8)高用量polyα:C)投与により，務尿病発症は早期に促進した.9) Poly(I:C)投与群では，非投

与群に比べて牌細胞における CD4CD25細胞の有意な増加を認めた_10) 7~9 週齢の BMDC における
TNF-α産生は，poly(I:C)濃度依存性に増加を認めるも，IFN-6産生は変化を認めなかった.

考察:

SR-A ・，.NODマウスではNODマウスに比べて，糖尿病発症率と勝島炎の有意な抑制を認め， CPRはNOD
マウスに対して有意な増加，IAAもSR・A.，.NODマウスでは有意に低発現であり，SR-A欠損がNODマウ
スにおける自己免疫に影響を及ぼし，糖尿病発症を抑制していると考えられた.

SR-A -，.NODマウスにおける糖尿病抑制の機序を調べるために牌細胞のpheno勿pe，サイトカイン産生

量を比較した.CD4CD25活性化細胞， CD4Foxp3制御性細胞に有意差がみられなかった.Th1サイトカ

インである IFN-yは有意に増加していた.IFN-yは通常，糖尿病発症に促進的に働くが， IFN-yがCFA

やBCG投与では糖尿病抑制に作用するという報告もある.SR-AチNODマウスにおいては，IFN-yは糖

尿病発症に抑制的に作用した可能性が示唆された.

polyα:C)投与実験では，低用量poly(I:C)(10011g)投与により糖尿病発症抑制がみられるNODマウスに

比べ， SR-Aィ・NODマウスではさらに発症が抑制されることが予測されたが，結果はむしろ自然発症

NODマウスと同程度に有意に促進した.高用量polyα:C)(30011g)投与では，poly(I:ω非投与群に比べて，

早期に有意な発症促進を認めた.SR-AチNODマウスは poly(I:C)非投与群に比べて poly(I:C)投与群で

CD4CD25細胞が増加していた.SR-AチNODマウスは，poly(I:C)投与により，活性化T細胞の割合が靖

加し糖尿病発症が促進されたと考えられた_vitroでの poly(I:C)投与による骨髄由来樹状細胞(BMDC)

のTNF-a産生は， NODマウスでは変化はみられなかったが， SRA-!-NODマウスではdosedependent 

に有意に増加した_IFN・9産生の変化はいずれもみられなかった.
これまでの結果と最近の細胞表面レセプターraf組nに関する報告より次の3つの仮説活性化経路



を考えた. 一つ目は細胞外のdsRNAがSR-Aと結合した後τ'LR3へnegativesignalを伝達する経路，
二つ目はra倒 nと結合した後TLR3へpositivesignalを伝達する経路，そしてこれらを介してTNF-日

産生を誘導することとなる.三つ目は，TLR3シグナルを介さずにMDA5や回G・Iを介してE‘N-α産

生を誘導する経路である_polyU:C)投与SR-AチNODマウスでは，SR-A欠損により SR-AからτもR3へ
のnegativesignalが伝達されずraftlinからのpositivesi伊且Iが増強し，T畑、・α産生が充進し，活性化

T細胞が増加したことにより，低用量polyU:C)投与でさえも早期に発症が促進したと推測された.以上

の結果から，樹状細胞のような抗原提示細胞の表面上に存在する SR-Aは，ワイルス非感染時では発症

促進に，感染時では抑制的に作用するといったこ面的な作用を有する可能性があり，今後のTlD治療に

おいて重要な役割を担う可能性が示唆された.

本研究は 1型糖尿病(TID)発症モデルマウス NODマウスにおいて，免疫系細胞のSR-AとTLR-3の機

能を解析し，糖尿病発症機序について研究したものであるが，従来にない重要かっ新しい知見を得たも

のとして価値ある集積であると認める.よって本研究は，博土(医学)の学位を得る資格があると認める.




