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学位論文の内容要旨

Fas-FasL interaction in cytotoxic T cell-mediated vitiligo: The role of lesional 

expression of tumor necrosis factor-a and interferon-y 

in Fas-mediated melanocyte apoptosis 

Cytotoxic T cell(CTL)介在性白斑における Fas-FasL経路の関与、および

メラノサイトの Fas誘導性アポトーシスに対する病変部の TNF-aと

IFN-yの役割について

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

内科系講座皮膚科学分野

（指導教員：錦織千佳子教授）

神保晴紀

背景 ＿ 

尋常性白斑は表皮メラノサイトが消失する結果生じる後天性の脱色素性疾患である。

白斑患者の血中や病変部周囲皮膚にメラノザイトを特異的に認識する細胞障害性 Tリ

ンパ球(CTL)が検出されており、メラノサイト消失の機序に CTLの関与が古くから示

唆されている。 CTLはグランザイム Blパーフォリンのような細胞障害性メディエータ

ーの放出、もしくはFas-FasLigand (FasL)経路という 2種の異なる経路を介して標的細

胞に直接的な細胞障害をもたらし得る。白斑患者の病変部組織において、グランザイ

ムBlパーフォリン陽性細胞を認めるという報告やFasL陽性細胞を認めるという報告が

あり、またtumornecrosis factor (TNF)-aやinterferon(IFN)-yなどの炎症性サイトカイン

の増加を伴うという報告もある。マウスの白斑モデルにおいても、この 2つの経路に

関する報告が少ないながら存在し、パーフォリンの関与の有無についてはCTLを介し

た白斑モデルにおいて報告により異なる結果となっている。また Fas-FasL経路につい

ては CD4陽性 Tリンパ球を介した白斑モデルの 1つでその関与が証明されているが、

CTLを介したモデルではその関与が否定的な報告がある。以上の結果から、マウスの

モデルでは白斑誘導の方法により、主体となる経路が異なる可能性が示唆される。

方法

本研究ではByrneらの報告 (2011)にならい CTLを介した白斑を誘導するモデルを

用いた。 B16F10メラノーマ細胞を C57BL/6マウスの右臀部に接種し、 day4とdaylO

に抗CD4抗体(cloneGKl.5)を投与し、 day12にB16F10腫瘍を外科的に切除した。その

後、白斑様変化が出現するのを観察した。

正常ヒト表皮メラノサイト(NHEM)と培養液はクラボウより購入したものを用いた。

リアルタイム RT-PCRおよびフローサイトメトリー解析は標準プロトコールに従い施

行した。細胞障害の評価はLDHassay (Cytotoxicity LDH心sayKit-WST; DOJINDO)を用

いて行い、アポトーシスの解析にはAnnexinV /propidium iodine staining assay (Annexin 

V-FITC Apoptosis Detection Kit; Sigma)を用いた。カスパーゼ活性の測定にはCaspase-Glo

3/7 AssayとCaspase-Glo8 Assay (Promega)を使用した。 siRNAによるノックダウン実験

は、 Pre-designedSilencer Select siRN心 (ThermoFisher Scientific)を購入し行った。

実験は、少なくとも 2回行った。 2群間の比較はスチューデントの t検定で、 3群

以上の比較はテューキーのHSD検定による post-hocテストで比較し有意差を検定した。

P< 0.05を有意差ありとし、データはmean士SEMで表記した。



結果

C57BL/6野生型マウスに誘導した白斑部では局所のIFN-yおよびTNF-aのmRNA発

現は増加する傾向を認め、ヒトの白斑と同様の傾向であることを確認した。 Fasが欠損

している C57BL/6lpr/lprマウスにおいて白斑を誘導すると、野生型マウスと比較し白

斑様変化はごくわずかにとどまった。この結果から、 CTLを介した白斑誘導マウスで

はFas-FasL経路が関与している可能性が示された。

次に白斑病変部で発現が上昇している INF-aと1FN-yがFas介在性のメラノサイト

アポトーシスに対し、どのような影響を及ぼすかをNHEMを用いて調べた。まずNHEM

における Fasの発現を調べたところ、 TNF-a単独刺激により FasmRNAおよび細胞膜

上のFas蛋白発現が増加し、さらに1FN-yによって相乗的に増加することがリアルタイ

ム RT-PCRおよびフローサイトメトリーにより確認された。この結果から、白斑局所

で増加している IFN-y、INF-aにより Fas発現が増加し、 FasLによるアポトーシスが誘

導されやすくなっている可能性を考えた。その可能性を検証するために、 IFN-y、TNF-a

で前処置したNHEMにFasL刺激を加え、 LDHassayで細胞障害性を測定した。その結

果、予想に反して、 INF-aによって細胞障害は抑制され、 IFN-yによる相乗的な抑制効

果も認めた。 AnnexinV / propidium iodide staining assayによるアポトーシスの評価にお

いても同様の傾向を示すことを確認した。次に、アポトーシスにおいて重大な役割を

担っているカスパーゼ活性を計測した。 initiatorcaspaseである Caspase8活性、および

effector caspaseである Caspase3/7活性も、 INF-aにより抑制され、 1FN-yによって相乗

的に抑制されることを確認した。このアポトーシス抑制機序を調べる目的で、 1FN-yと

INF-aによるメラノサイト刺激後の抗アポトーシス分子の発現を調べた。代表的な抗

アポトーシス分子9種類の発現についてリアルタイムRT-PCRを用いて検討した結果、

両サイトカイン刺激で相乗的に発現が上昇したのは、 c-IAP2,c-FLIP, Mellの3種であ

った。次に、これら 3種の抗アポトーシス分子が実際にFas介在性アポトーシスの抑制

に関与しているのかどうか調べるために、 siRNAによるノックダウン実験を行った。

その結果、 LDHassayにおいて、 c-FLIPは細胞障害の抑制に寄与していたが、 cIAP2は

有意な効果を認めず、両者の相乗効果も認めなかった。同様の実験を c-FLIP,MCLIで

行ったところ、 c-FLIPとMCLIが相乗的に細胞障害抑制に作用していることが確認で

きた。次に、Caspase3/7活性を測定したところ、c-FLIPsiRNA, MCLI siRNAによって、

IFN-yとINF-aによる抑制効果が部分的にキャンセルされた。以上より、 Fas介在性の

メラノサイトのアポトーシスを INF-aとIFN-yが相乗的に抑制する機序には、少なく

とも c-FLIPとMCLlが関与していることが示された。

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)はFasLと同様にアポトーシスを誘導す

る分子として知られている。白斑病変周囲にはTRAILを発現した樹状細胞が特異的に

浸潤しているという報告があるため、 FasLとの関連について検討を行ったO NHEMに

対し、 TRAIL、FasL、および両者の併用刺激を行い、 AnnexinV /propidium iodide staining 

assayを行ったところ、それぞれ単独刺激でアポトーシスが誘導され、両者の相乗効果

も認めた。この結果から、白斑患者において FasLとTRAILがメラノサイトの細胞障

害に、協同的に作用している可能性も示唆された。

考察

本研究のマウスを用いた実験結果より CTLを介した白斑形成にFas-FasL経路が関与

している可能性が示唆されたため、培養ヒトメラノサイトを用いてFasを介したアポト

ーシスについて検討を行った。その結果、 Fasを介したメラノサイトのアポトーシスを

1NF-aがlFNJ'fと相乗的に抑制することを見出した。既報告の多くは、 1NF-aとIFNJ'f

の刺激によってFas発現が増加し、その結果Fasを介したアポトーシスが生じやすくな

るというものであり、本研究の結果と異なるものである。少数ながら、 1NF-aとlFNJ'f

刺激により抗アポトーシス分子である Bcl-xLの発現が低下し、それによって Fasを介

したアポトーシスの感受性が充進するという報告がある。今回の我々の実験では、

Bcl-xLは1NF-aとlFNJ'f刺激により影響を受けなかった。しかし、 c-FLIP,MCL]は、

相乗的に増加していた。これらの結果から、 1NF-aとIFN-y刺激が Fasを介したアポト

ーシスに及ぼす影響は、 Fas発現では無く、 Bcl-xLの発現低下レベルと FLIPを含む他

の抗アポトーシス分子の増加レベルのバランスに依存しているのではないかと推測し

ている。

近年、抗 1NF-a抗体による治療後に、白斑の新規発症や白斑が進行する症例報告が

増えてきている。大規模解析により、抗 1NF-a治療を受けた患者における白斑の新規

発症率が有意に高いことを示した報告もある。その機序は不明であるが、 1NF-aによ

るFasを介したメラノサイトのアポトーシス抑制が抗1NF-a治療によってキャンセル

されることが、白斑を発症あるいは増悪させる 1つの要因となっている可能性を考え

ている。

本研究の結果から、 CTLを介した白斑形成に Fas-FasL経路が関与し、白斑病変部で

発現が上昇している 1NF-aとIFN-yはFasを介したメラノサイトのアポトーシスを相

乗的に抑制している可能性が示された。
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尋常性白斑は表皮メラノサイトが消失する結果生じる後天性の脱色素性疾患で、原因と

して様々な要因が考えられているが、メラノサイトを標的とした自己免疫的な機序関与し

ていると考えられており、実際、白斑患者の血中や病変部周囲皮膚にメラノサイトを特異

的に認識する細胞障害性 Tリンパ球(CTL)が検出されている。 CTLはグランザイム Blパー

フォリンのような細胞障害性メディエーターの放出、もしくはFas-FasLigand (FasL)経路と

いう 2種の異なる経路を介して標的細胞に直接的な細胞障害をもたらし得る。白斑患者の

病変部組織において、グランザイム Blパーフォリン陽性細胞を認めるという報告や FasL

陽性細胞を認めるという報告があり、またtumornecrosis factor (TNF)-aやinterferon(IFN)-y 

などの炎症性サイトカインの増加を伴うという報告もある。 Fas-FasL経路についてはCD4

陽性Tリンパ球を介した白斑モデルの 1つでその関与が証明されているが、 CTLを介した

モデルではその関与が否定的な報告がある。以上の結果から、マウスのモデルでは白斑誘

導の方法により、主体となる経路が異なる可能性が示唆される。

申請者たちは、 Byrneらの報告 (2011)にならい CTLを介した白斑を誘導するモデルを

用いた。 B16Fl0メラノーマ細胞を C57BL/6マウスの右臀部に接種し、 day4とdaylOに抗

CD4抗体(cloneGKl.5)を投与し、 day12にB16F10腫瘍を外科的に切除した。その後、白斑

様変化が出現するのを観察した。その結果、 C57BU6野生型マウスに誘導した白斑部では

局所のIFN-yおよびTNF-aのmRNA発現は増加する傾向を認め、ヒトの白斑と同様の傾向

で、 Fasが欠損している C57BL/6lpr/lprマウスにおいて白斑を誘導すると、野生型マウス

と比較し白斑様変化はごくわずかにとどまった。これらの結果から、 CTLを介した白斑誘

導マウスではFas-FasL経路が関与している可能性が示された。

次に白斑病変部で発現が上昇している TNF-aとIFN-yがFas介在性のメラノサイトアポ

トーシスに及ぼす影響につき正常ヒトメラノサイト(NHEM)を用いて調べたところ、 TNF-a

単独刺激により FasmRNAおよび細胞膜上の Fas蛋白発現が増加し、さらに IFN-yによっ

て相乗的に増加した。この結果から、白斑部で増加している IFN-y、TNF-aにより Fas発現

が増加し、 FasLによるアポトーシスが誘導されやすくなっている可能性を考え、その検証

のために、 IFN-y、TNF-aで前処置したNHEMにFasL刺激を加え、 LOHassayで細胞障害

性を測定したところ、予想に反して、 TNF-aによって細胞障害は抑制され、 IFN-yによる相

乗的な抑制効果も認めた。 AnnexinV / PI staining assayによるアポトーシスの評価、および

アポトーシスにおいて重大な役割を担っている Caspase活性においても同様の傾向であっ

た。そして、 siRNAによるノックダウン実験から抗アポトーシス分子である c-FLIP,MCLI 

が細胞障害の抑制に寄与していることが示された。



FasLと同様にアポトーシスを誘導する分子である TNF-relatedapoptosis-inducing ligand 

(TRAIL)を発現した樹状細胞が白斑病変周囲に特異的に浸潤しているという報告があるた

め、 NHEMに対し、 TRAIL、FasL、および両者の併用刺激を行い、それぞれ単独刺激でア

ポトーシスが誘導され、両者の相乗効果を示した。

近年、大規模解析により、抗TNF-a治療を受けた患者における白斑の新規発症率が有意

に高いことを示した報告があるが、今回の申請者らの研究結果はTNF-aによる Fasを介し

たメラノサイトのアポトーシス抑制が抗TNF-a治療によってキャンセルされることが、要

因となっている可能性が示唆される。

以上より、申請者たちの研究結果から、CTLを介した白斑形成に Fas-FasL経路が関与し、

白斑病変部で発現が上昇している TNF-aとIFN-yはFasを介したメラノサイトのアポトー

シスを相乗的に抑制している可能性を示す、重要な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、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格が有ると認める。


