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論 文 要 旨

【背景と 目 的】

イ ンタ ロ イ キ ン 1 2 (IL-12) は抗原提ホ

細胞か ら 分泌 さ れ る ヘ 丁 口 2 量体の サ イ 卜

力 イ ンで ヘルパー T リ ンパ球 (T h) 1 型免

疫 反 応 を 促 進 す る
゜

ま た H e 1 j c o b a c t e r 

py/orj (H. p y l o r i) 感染に よ る 慢性胃炎は

T h 1 型免疫反応が優位であ る。 I L -1 2 の発現

量は非感染患者 と 比べ H. pyforj感染患者の

ほ う が多い。しか し I L -I 2 の 産 生 細 胞 は ま だ

あ ま り 調べ ら れ て し) な い
゜

ま た H. pylorj 

感染慢性胃炎症例 胃粘膜の I L -1 2 免疫染色

にお いて上皮細胞 リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ア

ジが染色 さ れた。そ マ
で我々 は胃 上皮細胞 とし

T リ ンパ球にお いて H. pylori 感染 に よ る

I L -1 2 p 4 0 の発現を検討 し た。

【結果】 R T -P C R で H. pyJorj 感染慢性胃炎

組織 2例 にお いて I L -I 2 p 4 0の発現を認め た。

H. pylori 感 染 慢 性胃炎症例 5 例 の 胃粘膜上

皮 細 胞、リ ンパ 球にお いてマ ク ロ フ ア ジ と

; 
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同様に I L -1 2 の発現が免疫染色で認め ら れ

た。 一方、 正常胃粘 膜 上 皮 に は I L -1 2 はわず

か に 染色 さ れ る の みだ つ た
゜

声自 上皮細胞株

M K N 4 5、 M K N 2 8 と A G S に H. pyforj を感染さ

せ た と -ろ R T -P C Rで I L -I 2 p 4 0が誘導 さ れた。'-

ま た E L I S A に て M K N 4 5 と A G S に お し‘ て

I L -1 2 p 4 0 の発現を 認めた。 ま た H. pylori 

が I L -I 2 p 4 0 を誘導す る 際 に 炎症性サイ 卜

力 イ ンで あ る I L -I a ヽ T NF a の関連を調べた

と
ア

ろ M KN 4 5 に I L -1 a T N F a を前処理すし

る ゞ と で H. pylori に よ る I L -1 2 p 4 0 の誘導L.. 

がさ ら に強 ＜ なっ た。 ま た H. pylori の病原

因子であ る cag pathogenicity island(PAI) 
•—’——- -—• → 

が IL-12p40 の誘導に必要か を検討する た め

cag PAI を有する H. pylori の野生株 と cag 

P A I を欠失さ せた H. pylori 変異株を M K N 4 5 

と M K N 2 8 に感染さ せ R T -P C R を行っ た。 野

生株では I L -1 2 p 4 0 は誘導さ れ cag P A I 欠

失株では誘導さ れなか つ た。次に レポ 夕

ア ツ セ イ を 行 し) H. pylori 感 染 に よ る

ら
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I L -1 2 p 4 0 の プロ ー モー 夕 ー活 性 を 調 べ た と

ヽ ろ 野 生 株 で は プ 口 モ 夕 ，一活性 を 認めL. 

cag P A I 欠 失 株 で は 芸w刃むヽ め なか つ た
゜

N F -K B 

結合配 列 に 変異 を 有 す る レ ポ 夕 を 用 い

て レ ポ 夕 ア ツ セ イ を行 つ た が cag P A I 

陽性 H. pylori株に よ る活性化は起 -ら なか'-

つ た。 さ ら にゲルシ フ 卜 ア ツ セ イ で M K N 4 5、

M K N 2 8 と A G S に H. py!orj 感染に よ り N F K B 

の D N A 結合が誘導さ れ、 その 構 成 成 分 は p 5 0 

と p 6 5 のヘテ ロ ダイ マ ーで あ る
ア と がわかし

つ た。 ま た cag P A I 欠失株では N F -K B の結

ムロ は誘 導 さ れな か つ た
゜

さ ら に H. pylorj 

感染に よ り N F -氏 B 活性化 シ グ ナ ル 伝 達 経 路

の構成因子であ る I氏 B a I K B {3 I K K a ヽ

I K K/3 ヽ N I K の 優 性 抑 制 変 異体 を 導 入 し て

I L -1 2 p 4 0 の レポ 夕 ア ツ セイ を行 つ た と

ヽ ろ H. pylori に よ る プロ モ 夕 活性は抑し

制 さ れた。 ま た N F -托 B の 阻害剤で細胞を前

処理 し た と く一 ろ I L -1 2 p 4 0 の ID RN A の発現や

NF -K B の D N A 結合が著明 に 阻害 さ れた。

↓
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ま た 炎症や N F - K B の活性化 に 重要で あ る

H s p 9 0 の関連を調べ る ため H s. p 9 0 の 阻害剤で

あ る I 7 -A A G を前処 理 した細胞に H. pylorj 

を感染さ せた と -ろ I L -1 2 p 4 0 m R N A の発現を'-

阻 害 し 、ゲルシ フ 卜 ア ツ セイ で N F -K B の D N A 

結合を 阻害 した。

ま た次に J u r k a t r 細胞，ヒ 卜 末梢血 C D 4 + T 

細 胞 に H. pylori を 感 染 さ せ た と
ア

ろし

I L -I 2 p 4 0 m R N A の 誘 導 を 吾け刃らヽ め た
゜

ま た H. 

pylori の培養上清は T 細胞に I L -1 2 p 4 0 Ill R N A 

の誘導 し たが、上皮細胞 には誘蒋 しなかっ た。

T 細胞に H. pylori の c a g P A I 欠失株 vacA 

欠失株 ど ち ら も I L -I 2 p 4 0 m R N A を誘導 しなか

つ た が ヽ 上 皮 細 胞 で は Va C i1 欠 失 株 で も

I L -1 2 p 4 0 m R N A の誘導が認め ら れた。

そ
ア で精 製 V a c A を J u r k a t T 細胞に作用 さ せし

た と ｀ ろ
I L -1 2 p 4 0 m R N A が誘導さ れた。 上皮t-

細胞では誘導を認め な か つ たため V a c A はあ

る 定 の細胞 に 作用 する と 思わ れた
゜

ま た

V a c A に ょ る I L -1 2 p 4 0 m R N A の誘溝に p 3 8 M A P K 

も
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経路 P I 3 K / A k t 経路の 関連を検討 し た と ヽ
L 

ろそれぞれの阻害剤 で V a c A. に ょ る I氏 B -a 

の リ ン酸化や I L -I 2 p 4 0 の発現が阻害さ れ た 。

【 結論】 H. py/orj は胃上皮細胞 と T 細胞に

I L -I 2 p 4 0 の発現 を誘導する
゜

上皮細胞 に お

いては c a g P A I依存性の N F -K B 経 路が 重要

で あ り T 細胞にお い ては Ca g P A I に加え

V a c A 依 存 性 に N F -托 B 活 性 化 を 介 し て

IL-12p40 の発現を誘導する
゜

H. py!orj に よ

る T h 1 免疫反応 には Ca g P A I に加え V a c A も

重要で あ る ア と が示唆 さ れた。L.. 

も
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（ 論文題目）

Helicobacter pylori Induced Interleukin-12 p40 Expression 

（論文審査結果の要旨）

上記論文に関して、研究にいたる背景と目的、研究内容、および研究成果の意義と学術的

水準についで慎重に検討し、以下のような審査結果を得た。

1. 研究の背景と目的

インターロイキン 12(IL-12)は抗原提示細胞から分泌される p40とp35のヘテロニ量体(p70)

からなり、ヘルパーTリンパ球 (Th}1型免疫反応を促進するサイトカインである。また

He! frobacter pyJorj（肋）感染による慢性胃炎では Thl型免疫反応が優位で、 IL-12の発現量

も冗進しているが、 IL-12の産生細胞は不明である。肋感染慢性胃炎症例から得られた胃粘膜の

IL-12免疫染色において、マクロファージに加え上皮細胞やリンパ球が染色されたことから、胃

上皮細胞とTリンパ球における IL-12産生機構、特に感染によって誘導される IL-!2p40の発現

機構を明らかにする目的で、以下の研究が行われた。

2. 研究内容

Hp感染胃炎組織において RT-PCRで IL-12p40の発現を認めた。また、 Hp感染胃炎症例の

胃上皮細胞、リンパ球において IL-12p70の発現を免疫染色で認めた。胃上皮細胞株に Hp

を感染させたところ、 RT-PCRで IL-12p40が誘導された。 ELISAにて IL-!2p40や p70の産

生も認めた。 Hpの病原因子である cagpathogenici ty island (PAI)の関与を検討するため

cagPA]を欠失させた変異株（△cagPAI)を胃上皮細胞に感染させたが、 IL-12p40の発現誘

導は認められず、 cagPAIが病原因子であると判明した。 p40遺伝子のプロモーター領域を

含むレポータープラスミドを用いたレポーターアッセイ等種々の解析によって、 Hpによる

ふ



p40遣伝子の活性化には NF-KB、および下流の NIK-IKK経路、さらに Hsp90が重要である

ことが示唆された。

次に、JurkatT細胞株やヒト末梢血CD4可細胞に肋を感染させ、T細胞における IL-12p40

の発現制御機構を解析した。両細胞において IL-12p40mRNAの発現と IL-12p70の産生誘導

を認めた。各種遺伝子欠損株を用いた解析の結果、これ』らリンパ球による IL-12産生には

cagPAI以外に細胞空胞化毒素 VacAが関与することが示された。実際に、精製VacAはT細

胞株にのみp40mRNA発現を誘導することが認められた。さらに、 VacAはT細胞株の Aktや

p38 MAPKのリン酸化を誘導し、またそれらの阻害剤によって VacAによる IL-12p40の発現

誘導が阻害された。

以上の結果により、肋は胃上皮細胞では、cagPAI依存性に、 T細胞では cagPAIに加え

てVacA依存性に IL-J2p40の発現を誘導することが明らかとなった。上皮細胞における p40

の発現誘導には、 NIK-IKK経路や Hsp90が重要であり、 T細胞においては、 VacAもNF→;B、

PI3K-Akt、p38MAPK経路の活性化を介して、 p40の発現を誘導することが示された。

3. 研究成果の意義と学術的水準

肋による慢性胃炎では Thi型免疫反応が誘導されており、本研究は、その成立に重要な

サイトカインである IL-12の発現が、抗原提示細胞以外の上皮細胞や T細胞においても誘導

されていることを見出し、さらにこれらの細胞において、 IL-12発現に関与する肋の病原

因子がそれぞれ異なることを示した興味深い報告である。肋起因性の慢性胃炎発症機構の

解明は重要な研究であり、かつ、その研究成果は国際的にも認められた米国微生物学会発行

雑誌 Infectionand Immunity誌に受理された高水準のものであると評価された。さらに研

究を展開し、上皮細胞における肋誘導性の PI3K-Akt経路活性化による p65のリン酸化の意

義については BMCMicrobiology 誌に、また T 細胞における VacA の NF—叫け舌性化機構につ

いても Helicobacter誌に掲載が決定されており、本論文は学位授与に十分値するものであ

ると判断した。

備 考 l 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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