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文  内  容  の  要   

細胞内活性酸素（ROS）や細胞内酸化還元状態の変化は，細胞の活性化や生死などを修飾することが報告されている。  

一方免疫学分野では樹状細胞（DC）の重要性が明らかにされ，臨床的解析・応用へと展開されつつある。最近このDCに  

おいて，細胞内ROS産生や酸化還元状態を修飾することにより，その機能を制御し得るとの報告がなされている。本研究  

ではこの点に注目し，ヒト単球を培養して得た樹状細胞を用いてリボ多糖体（LPS）刺激による細胞内ROS産生，酸化型  

グルタチオン（GSSG）に対する還元塑（GSH）の割合（GSH／GSSG）の変化，そしてこれらがDCの成熟に関わる諸機  

能（サイトカイン産生，表面分子発現の変化，allo T細胞増殖刺激作用）に及ぼす作用を検討した。   

ROS全般を検出する蛍光物質Red CC－1を用いて共焦点顕微鏡で検討した結果，LPS刺激4時間後の未熟DC内で蛍光  

強度の上昇を観察し，フリーラジカル消去剤であるPBN（alpha－phenyl－tert－butylnitrone）の添加によりこの上昇は減弱  

した。この結果よりLPS刺激にてDC内ではROS産生が起こることを確認した。またROS産生は還元型グルタチオンエ  

ステルGSH－OEt（glutathionemonoethylester）の前処理により減弱する成績を得た。産生された活性酸素種を同定する  

ため電子スピン共鳴法解析で解析した結果，過酸化水素（H202）のシグナルを検出し，このシグナルはPBNの前処理によ  

り減弱したことからH202の上流で産生されるスーパーオキシド（02‾）と考えられた。次にGSH／GSSGを測定解析した。  

LPS刺激4時間後の未熟DC内でGSH／GSSGの低下が認められた。この低下はPBNによる前処理では不変であったが，  

GSH－OEtの前処理では抑制された。以上よりLPSはDC内に存在するNADPH oxidaseを活性化することにより，  

NADPHをNADP＋に変換し，02に電子を供与して02．を産生するとともに細胞内グルタチオンを還元型から酸化塑に変  

換すると考えられた。   

LPS刺激により48時間後にはDCは成熟し，炎症性サイトカインであるInterleukin－12，TNF－αを有意に産生し，細胞  

表面分子のHLA－DR，CD40，CD80，CD86，CD83等の発現を増強した。またallo T細胞増殖刺激作用を認めた。PBN  

の前処理では上記のサイトカイン産生能のみが抑制され，GSH－OEt処理では上記全ての作用が抑制されたことから，  

LPS刺激を加えたヒト単球由来DCにおいて，細胞内酸化還元状態の変化はサイトカイン産生，細胞表面分子の発現，T  

細胞増殖刺激能すべてに関与し，細胞内ROS産生はサイトカイン産生のみに関与することが示唆された。   

本研究では，ヒト単球由来DCにおいてLPS刺激により細胞内でROS産生が起こること，GSH／GSSGが低下するこ  

とを確認した。さらにROS産生のみを抑制するとサイトカイン産生が低下し，ROS産生とGSH／GSSGの変化を抑制す  

ると表面マーカーの発現増強並びにT細胞増殖刺激作用も減弱する成績を得た。以上の結果より，LPSはROS産生や  

GSH／GSSGの変化によりDC機能を修飾することが示唆された。   

以上はLPSが深く関わる敗血症などの病態解明や治療に関する有用な所見になり得ると考えた。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

細胞内で産生される活性酸素（ROS）や細胞内酸化還元状態の変化は，細胞の活性化や生死などを修飾することが報告  

されている。最近，樹状細胞（DC）においても，細胞内のROS産生や酸化還元状態を修飾することで，その機能を制御  

し得るとの報告がある。そこで本研究では，ヒト単球由来DCを用いてリボ多糖体（LPS）刺激による細胞内ROS産生，  

酸化型グルタチオン（GSSG）に対する還元型（GSH）の比（GSH／GSSG）の変化，そしてこれらがDCの成熟に関わる  

諸機能（サイトカイン産生，表面分子発現の変化，alloT細胞増殖刺激作用）に及ぼす作用を検討した。   

最初にLPS刺激により細胞内でROS産生が起こること，GSH／GSSGが低下することを確認した。さらにLPS刺激時  

にROS産生を抑制するPBNを加えると，サイトカイン産生が低下し，ROS産生とGSH／GSSGの変化を抑制するGSH  

－OEtを加えると，表面マーカーの発現増強並びにT細胞増殖刺激作用も減弱する成績を得た。以上の結果より，LPS刺  

激を加えたヒト単球由来DCにおいて細胞内ROS産生はサイトカイン産生のみに関与し，細胞内酸化還元状態の変化はサ  

イトカイン産生に加えて細胞表面分子の発現，T細胞増殖刺激能にも関与することが示唆された。   

本研究は，活性酸素ならびに細胞内酸化還元状態の変化と樹状細胞機能との関係の解明に貢献し，LPSが深く関わる敗  

血症などの病態解明や治療に寄与するところが多い。したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと  

認める。   

なお，本学位授与申請者は平成18年3月1日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。  
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