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（マウスマクロファージの誘導型 NO合成酵素 mRNA発現はインターフェロンや

によりグルココルチコイドの抑制作用に対する抵抗性を獲得する）
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論文要旨 (1)  

背景 と 目 的

生体防御反応の一つ と して、 マ ク ロ フ ア

ン、.. は リ ポ多糖 (L  P S) 等の 菌体成分 に反応 し

て 誘 導性 酸化窒 素合 成酵 素 (iNOS) を 発

現 し NO  を産生する
..,. 
の i NOS  発現誘導ヽ

゜
し一

はグルコ コ ルチコ イ ド に よ り 抑制 さ れる
゜
私

共はマ ク ロ フ ア ジ培養細胞を用 いて種々 の

（ 細胞状態にお ける グルコ コ ルチ コ イ ドの抑制

効果を検討 し ヽ 高密度培養状態では抑制効果

が減弱する現象 （ス テロ イ ド抵抗性） を観察

し たので、その機構の解析 と併せて報告する
゜

材料と方法

i NOS 追伝子発現の解析

マ ウ スマ ク ロ フ ア ーン、... J 7 7 4 細胞を低密度

（ (2  X 104/cm2) 又 は高密度 (2  X l05/cm2) 

で培養 した。 これ ら の細胞を LP S で刺激 し ヽ

細胞か ら抽出 し た RNA  か ら cDNA  を合成 し

て、 リ アルタ イ ム PCR 法 (TaqMan PCR 法）

で i NOS  遺伝子の発現量を測定 した。 また、

デキサ メ サ ゾ ン (Dex) 存在下で刺激 し た細

胞での i NOS  遺伝子発現抑制効果を測定 し ヽ

ス フー ロイ ド抵抗性を検討 し た。



論文要旨 (2)  

ステロ イ ド抵抗性因子の解析

高密度細胞を LPS で刺激 し た培養上清を

回収 して未刺激低密度細胞に添加 し、 細胞が

ステ ロイ ド抵抗性を示すか調べた。 また、 抵

抗性を付与する候補因子 と してイ ンター フ .:c. 

ロ ン-P (IFN-j3) を添加 し て 同様の検討 を行

つ た。 さ ら に、 IFN-j3の下流分子である STATl 

（ の活性化につ いて、 活性化 STATl に対する

抗体 （抗 リ ン酸化 STATl 抗体） を用 いて ウ

エス 夕 ンプロ ツ ト法で解析 した。

結果と考察

高密度細胞では低密度細胞と比較 して LPS 

による i NOS  遺伝子の発現増強と Dex によ る

抑制に対する抵抗性が見 られた。 低密度細胞

（ も、 高密度細胞培養上清ある いは IFN-13を添

加する と、 高密度細胞と同様の i NOS  遺伝子

発現増強 と Dex 抵抗性 を示 し た。 さ ら に ヽ

高密度細胞と IFN-j3添加低密度細胞では、 し、

ずれも STATl が強く 活性化さ れていた。

マク ロ フ ア ージが LPS に反応 して IF N -pを

分泌する
.... と、 、9”

の IFN-j3が LPS による i NOS  '- し

遺伝子発現に も関与する
..,. 
とが報告さ れてい'-



． 論文要旨 (3)  

る
゜
し か し ヽ IFN-f3の ス フ—

口 イ ド 抵抗性への

関与は知 られていなかっ た。 今回、 高密度細

胞培養上清にステ ロ イ ド抵抗性因子が含まれ

て い た ｀フ と IFN-(3が高密度細胞培養上清 とし ヽ

同様の作用 を示 した
..,... 
とか ら ス テロイ ド抵L ヽ

抗 性因子の つ と して、 LPS 刺激細胞か ら 分

泌 さ れた IFN-(3がオ 卜 ク ラ イ ン的に作用 し

（ て い る可能性が考え ら れた。
..,.. 
の可能性は、し一

高． 密度細胞で STATl の活性化が強い と い う

結果 と も 矛盾 し な い。 侵入 した病原体に対す

る 局 所 の 免疫 ． 炎 症 反応 は ヽ hypothalamic-

pituitary-adrenal a X I S を 介 し て 血 中 コ ル チ

ゾ ル濃度を上昇さ せる
、ブ

れに よ り 全身の
゜

L. 

過剰反応は予防さ れる が、 局所での病原体排

（ 
除反応は減弱する と考え ら れる 方 今回

゜

の解析結果か ら ヽ 局所に高密度 に集積し たマ

ク ロ フ ア ジが IFN-(3を介する 才 卜 ク ライ

ン機構によ り ス プ ロイ ド抵抗性 i NOS  発現能

を獲得する可能性が示唆さ れる
゜
局所にお け

る病原体排除を効果的に遂行す る ためにマ ク

ロ フ ア ジが生体内で
.... 
の よ う な 自律的制御し

能を有するか否か、今後検討する必要があ る
゜
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上記の論文に関して、研究に至る背景と目的、研究内容、研究成果の意

義と学術的水準についで澳重に検討し、以下のような審査結果を得た。

1．研究の背景と目的

合成グルココルチコイド（ステロイド剤）は強力な抗炎症作用や免疫抑

制作用を持っため、幅広く臨床応用されている。しかし、ステロイド剤に

対する感受性に乏しい、いわゆるステロイド抵抗性を示す患者が少なから

ず存在する。

一方、マクロファージはリポ多糖 (LPS)等の菌体成分に反応して誘導性

一酸化窒素合成酵素 (iNOS)を発現するが、この iNOS発現はステロイド

剤により抑制される。マクロファージ培養細胞を用いて種々の細胞状態に

おけるステロイド剤の iNOS発現抑制効果を検討し、高密度培養状態では

効果が減弱する現象（ステロイド抵抗性）を観察したので、その機構を解

析した。

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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2．研究内容

マウスマクロファージ J774細胞を低密度 (2X 104/cm勾又は高密度 (2

x tc>5/cm2)で培養して LPSで刺激し、リアルタイム RT-PCR法でiNOS遺

伝子の発現量を測定した。また、ステロイド剤デキサメサゾンの存在下で

刺激した細胞での iNOS遣伝子発現抑制効果を測定し、ステロイド抵抗性

を検討した。

高密度培養細胞では、低密度培養細胞に比較して LPS刺激による iNOS

遣伝子の発現の増強とステロイド抵抗性が認められた。また、細胞にこれ

らの性質を付与する液性因子が、 LPS で刺激された高密度培養細胞から分

泌されていることが判明した。その液性因子の候補として IFN-(3を想定し

て低密度培養細胞に添加したところ、高密度培養細胞と同様の iNOS遺伝

子発現の増強とステロイド抵抗性が認められた。

IFN-j3の下流分子である STATlの活性化についてウエスタンブロット法

により解析したところ、高密度培養細胞では LPS刺激による STATlの活

性化が充進しており、 IFN-(3 を添加した低密度培養細胞でも同様の活性化

充進が認められた。これらの結果から、高密度培養細胞のステロイド抵抗

性に IFN-j3が関与する可能性が示唆された。

3．研究結果の意義と学術水準

本研究は、培養マクロファージ細胞の解析により IFNやが細胞にステロ

イド抵抗性を付与することを示したものである。個体におけるステロイド

抵抗性の機序は極めて複雑であり多数の因子が関与するが、本研究は、そ

の一端を明らかにするための解析の端緒となりうる有意義なものであり、

高い水準にあると考えられる。

以上により、本論文は学位授与に十分に値すると判断した。

(2) 


