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論文内容の要旨

種々の免疫調節物質が，生体防禦の要めとなる単球ーマクロファージ (Mゆ)系を in vitro ならび

に lfl VIVOで刺激するとの知見が集積している。

著者は， 1 免疫調節(免疫薬理活性)物質として広く知られている細菌細胞壁ないしペプチドグ

リカン (PG) ， PGの酵素による溶解産物， さらに PG構築単位の一部を模して合成したムラミルペプ

チド，ならびに 2. グラム陰性菌の内毒素性リポ多糖体 (LPS) ， LPSの生物学的活性の発現に当

たって中心的な役割を担うリピド A を供試し，ヒト末梢血単球の遊走に対する作用を， 48穴走化チェ

ンバーを用いるメンプランフィルタ一法により，調べた。

供1試した細胞壁は， 12菌種のグラム陽↑生菌から常法に従って調製した。またペプチドグリカンは，

4 菌種の細胞壁をトリクロル酢酸あるいはホルムアミド処理して非 PG部分を除去することにより，

分離した。さらに， S. epidermidis の PG を SALEエンドペプチダーゼで溶解して得た PG構築単位

の“ポリマ一" (SEPS) ，および SEPS を M-1 エンド N-アセチルムラミダーゼで分解して得た“モ

ノマー" (SEPS-M) を供試した(これらの標品の調製には大日本製薬・総合研の横川博士・河田

氏の協力を得た)。合成標品は，本学理学部・化学科芝哲夫教授の研究室で合成された MurNAc- L 

-Ala-D-isoGln (MDP) とそのアナログ，ならびに MDPの 6- 0- アシル誘導体を使用した。一方，

LPSむよびリピド A標品は，昭和大学薬学部・河西信彦教授により調製され'たもの，ならびm販の製

品を用いた。

単球遊走刺激作用の検定には，健康成人より採取したヘパリン加末柏血から， Ficoll-Paque 比重

遠心法により単球に富む細胞両分を分離して用いた。テスト物Tf はいずれも， 2 %ウシ血清アルブミ
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ンおよび、20mM HEPES を含む Gey's均衡塩類溶液の 7 容とゼラチン加ヴエロナール緩衝液の 5 容と

を混合した培養液に溶解ないし浮遊させた。陽性対照とした標準走化性因子には ， N- フォルミルー L

ーメチオニルー L- ロイシルー L- フェニルアラニン (FMLP) むよびLPS処理により活性化したヒト血

清(補体の活性化により生じた走化性凶子を含む)を用いた。細胞培養には， 48穴定化チェンパー

(Neuro Probe , Cabin John , Md., USA) を用い，特に断わらない限り，チェンバーの上室に細胞

浮遊液( 5 X10 6個/rne )の50μt を，下室にテストないし，標準標品の所定濃度の溶液ないし浮遊液

の25μt を容れ， 5 %C02 -95%空気中で37
0

C ， 90分間培養した。判定は，メンプランフィルターを

固定，染色，乾燥後，下室に接するフィルタ一面を光学顕微鏡により ~flJ浸，検鏡し，一視野当たりの

平均遊走単球数をテストならびに対照培養とについて算出，比較した。各標品毎に 3 通りの培養を行

ない，平均値と標準I~~~差 (S. E.) を求めた。チェ y カーボード分析は， Zigmond と Hirschの記載を

参考にして実施した。

{共 I~A12菌種の細菌細胞墜は， M. lysodeikticus のそれを除き，強弱の去はあるが，単球の遊走をた

かめる明確な作用を示した。 4 菌種の細胞壁より分離した PGは明確な単球の遊走j古川を示したが，

刺激の程度は対応する細胞壁のそれに比べると弱かった。 s. epidermidis PG を酵素処理して得た水

1~'I"1: の PG構築単位の“ポリマー"， SEPS むよび“モノマー" , SEPS-Mは，いずれも単球の遊走

をたかめる明確な作用を示した。合成標AI11 では， MDPが単単晶球の遊;1屯!じ;をたかめる}川ザ川!同U碓在な i活I占号号引'1性l

が， MDPの D-isoG ln残基を L-isoGln ， D-i店soAsn凡1 ， r恥)九-Glnなどにカか、えた 5 将傾:類のアナ口グは不 i活古↑

でで、あり， MDPの単球遊辻走:刺j海激9敗t作用がきびび、しい化J学j戸そ柄造{依衣 f存!-'I↑性J町J全y生h を有することが示された口 ー方 MDP

の6-0- アシル I誘導体である 6-0ーオクタデカノイルーMDP ， 6-0-(2ーテトラデシルヘキサデカノイ

ル)-MDP むよび6-0-(3- ハイドロキシー 2- ドコシルヘキサコサノイル)-MDP (L-Ser) は， f他也の

免佼薬薬エf珂型 i活古百剖'1性l

s. 叩idermidis ならびに MDPの単球遊主刺激作用がjli I淡物fytの濃度勾配に方向づけられた走化活性

を L とするものであることが強く司氏11変された。

fJt\A した S. enteritidis , E. coli むよび P. αeruginos α 由来の LPS には，単球遊/Ëを出:銭的にたか

めるイ'l:Jn は liZめられなかった。しかし， S. minnesotα むよびP. αeruginos α の LPS から酢酸分解法に

より剥製したリピド A標品には明確な刺激作用が認められ，チェッカーボード分析の結果， リピド A

の活性がランダム運動の克進を主とするものであることが明らかとなった。

以上，この研究により，細菌細胞表層の重要な構築成分で、ある細胞壁ペプチドグリカンならびに L

PS のリピド A部分が，補体系の活性化の助けを借りることなく，直接的に単球-Mゆ系細胞をその

反応部位ヘ集積させる作用を有することが明らかにされた。

論文の審査結果の要旨

小川知彦11の研究は，細菌細胞壁ペプチドグリカン (PG) および内毒素性リポ多糖 (LPS) のリ
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ピド A部分，ならびに PGに関連する合成物質のヒト末梢血単球に対する遊走刺激作用を，メンプラ

ンフィルター法により， *食言すしたものである。

この研究の結果， 1) 種々のグラム陽性菌の細胞壁およびペプチドグリカン，その酵素による溶解

産物，さらに PGの要めの部分を模して合成した N-アセチルムラミルー L- アラニルー D- イソグルタミ

ン (MDP) が単球の遊走をたかめる作用を示し， MDPの種々の構造類似体はこの作用を欠くこと，

2 )グラム陰性菌の LPS には単球遊走刺激作用は認められないが， LPSの免疫薬理作用の大部分を

担うことが知られているリピド A部分は単球の遊走をたかめる活性を示すこと，さらに 3 )チェッカ

ーボード分析により， MDPの単球遊走刺激作用は化学走性によるものであり，一方， リピド Aのそ

れはケモカイネーシスを主とするものであること，などの新しい知見が得られた。

以上のように小川君の研究は，細菌細胞表層関連物質が生体防禦の第一線を担う単球ーマクロファ

ージ系細胞に対して，これ迄に記載のなかった刺激作用を呈することを，世界の研究者に先駆けて，

明らかにしたものであり，歯学博士の学位請求に十分値する優れた業績と認める。
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