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独 文 内 容 の 要 旨

(背景)

成人T細胞白血病 (ATL)の患者に肝障害が多く認められることから,ATLウイルスの肝細胞-及ぼす影響を調べる過

程で我々は,ラット初代培養肝細胞のEGF反応性増殖を抑制する因子を,ATL感染 T細胞継代培養株であるATL-2が産

生していることを報告してきた｡今回の研究では,この因子の同定を目的とし,さらにその臨床的意義について検討した｡

(対象及び方法)

アッセイ方法として, 8過から12過までの雄ラットの肝細胞をコラゲナーゼ潅流法にて採取し培養し,サンプルをEGF

とともに培地に混和させ,サイミジンの取り込み率をカウントすることにより,増殖およびその抑制活性とした｡まだ,材

料としてはATL-2を3日間無血清培地で培養し,その培養上清 15Lをもちいた｡精製方法は4ステップのHPLC,SDS-

PAGEなどをもちいた.また,ATL患者の血清をELISAにより分析したO

(結果)

まず,TGF甥 でないことを確認するために抗 TGFIB中和抗体にてこの因子による肝細胞増殖抑制活性が申和されないこ

とを確認した｡そこで限外渡過法にて分子量 1万以上の物質に濃縮し,ゲル嬉過法にて活性中心が 15kDaから40kDaまで

に存在することを確認したOこの活性中心のフラクションを濃縮し,SMARTシステムを使用し,ヘパ リンカラムにて,さ

らに分離をおこなった｡NaCl濃度 200mMから300mM付近に活性中心を認めたため,これを集め,濃縮し,さらに陰イオ

ン交換カラムにて分離をおこなった｡NaCl濃度 150mMから200mM付近に活性中心を認めたため,このフラクションを

集め,濃縮し,さらに逆相カラムにて分離をおこなった.アセトニトリル57%に活性中心を認めたoここまでのHPLCによ

る分離では活性中心は単ピークであった｡この精製の結果,濃縮率は44000倍になり約 5iZgの蛋白が得られたOさらに活性

中心のフラクションをSDS-PAGEにて分離すると,20kDaと27kDa付近に2つのバンドを認めたOこの 2つの蛋白暮

SOS-PAGEのゲルをスライスして直接抽出することにより活性を確認 したところ,両方に活性を認めたため,まず,20

kDaの蛋白から,アミノ酸分析をおこなった.3フラクションから得 られた断片から,34アミノ酸がⅠレ 6と一致したOそ

こで,抗ヒトIL-6抗体にて確認をおこなったところ,まず,抗ヒトIL-6中和抗体にて活性が申和され,ELISAにて濃縮

とともにIL-6の濃度が上昇 し,ウェスタンブロッティングにて20kDaと27kDaの両方が認識された｡これらのことよ

り,この因子はIL-6と同一であると結論した｡さらにこのILー6の臨床的意義を確認するため,ATLの患者の血清中のIL

-6をELISAにて測定した｡患者が大学に入院したときの血清を6人について測定したところ,健常人にくらべて有意に高

値を認めた｡また,ヒト肝臓より潅流法にて締出したリンパ球を無血清にて1週間培養したところ,一部Ⅰレ 6を高濃度分泌

していることが確認された｡
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(考察)

この精製過程を通じて,ATLが産生する肝細胞増殖抑制因子はひとつであり,それがIL-6であることが示された｡リン

パ球の分泌するIL-6が肝臓の再生に関して重要な役割をおこなっている可能性が示唆され,臨床においても,ATL患者の

肝障害や肝臓の再生に対してATLの細胞が分泌するIL-6が重要な役割をはたしている可能性が示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本学位授与申請者は,ATL感染T細胞継代培養株であるATL-2が産生している,ラット初代培養肝細胞のEGF反応性

増殖を抑制する因子を精製同定した｡さらにその臨床的意義について検討した｡

ATL-2の培養上清を,限外漉過法,ゲル漁過,ヘパ リンカラム,陰イオン交換カラム,逆相カラム,SDS -PAGEにて分

離をおこなったO 得られた20kDaと27kDaの両方の蛋白に活性を認めたため,20kDaの蛋白のアミノ酸分析をおこなっ

た｡34アミノ酸がIL-6と一致したため,抗IL-6抗体にて確認をおこなったところ,中和抗体,ELISA,ウェスタンプロッ

ティンダにて認識された. これらのことより,この因子はIL-6と同一であると結論した.さらに臨床的意義を確認するた

め,ATLの患者 6人の血情中のIL 6をELISAにて測定したところ,健常人にくらべて有意に高値を認めた. リンパ球の

分泌するIL-6が肝臓の再生に関して重要な役割をおこなっている可能性が示唆され,臨床においても,ATL患者の肝臓病

態に対してATLの細胞が分泌するIL-6が重要な役割をはたしている可能性が示唆された｡

以上の研究は肝再生におけるIL-6の役割の解明に貢献し,肝臓病態の把握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 11年 7月5日実施の論文内容とそれに関連した研究分野の試問を受け,合格と認められ

たものであるO
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