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論文内容の要旨

〔目的〕

老化に伴うヒト免疫機能変化の特徴は，外来性抗原lと対する免疫応答能の低下と，逆に自己成分に対す

る抗体産生の冗進である。免疫担当細胞の分裂繰り返し能の低下， T細胞の 1n t e r 1 e u k in 2 (1 L -2 ) 

産生能や IL-2 レセプタ一発現能の低下， B細胞分化因子産生の充進等が報告されているが，より詳細

なメカニズムは不明である。一方，細胞の分裂，分化やその機能発現の際に，各種の細胞性癌遺伝子 (pc

otooncogene) の発現及びその調節が重要である乙とが最近明らかになりつつあるJ今回，ヒトリンパ

球サブセットにおいて，カノレシワムイオノフォア(イオノマイシン)及びホノレボールエステル (PMA)

刺激によるリンパ球の分裂過程における細胞性癌遺伝子の発現及び遺伝子発現の調節機構のひとつと考え

られている DNA のメチノレ化程度に加齢の影響がど‘の様に認められるかを検討した。

〔方法〕

SENIEUR プロ卜コーノレにもとづき老年群は75歳から89歳の健常者24例，若年コントローノレ群は23歳

から29歳の健常者23例を対象とした。常、法により末梢血リンパ球を AET-ロゼット形成T細胞(Tw) ，マ

クロファージ欠知T細胞 (Twp) , T4 (CD 4) 及びT 8 (CD 8 )陽性T細胞 (T4 ,T8) , B細胞 (Bp) に

分画し以下の検討を行なった。①イオノマイシン及び PMA による各リンノ，マ球サブセットにおける分裂能

: 2.5 x 10 5/ml の細胞濃度にて 4 日間 1μMイオノマイシン， InM PMA 存在下にて培養し， 4 日目

のハーベスト 8 時間前にサイミジン (3 H-TdR) を加えその取りこみにより細胞分裂能を測定した。②

上記刺激による細胞性癌遺伝子の発現及びキネティクス:各ヒトリンパ球サブセットを 1μMイオノマイ

シン及び InM PMAで刺激下， 0 , 2 , 5 , 8 , 24時間後にグアニジンイソチオシアネート法lとより RNA
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を抽出し， 01 igo (dT) ー ce11u10se カラムにより， mRNA (po1y (A) ー tailed RNA) を得た。乙の

RNAを用いて， ドットハイブリダイゼーション法iとより c-myc ， v-myb ， β-actin DNAをフ。ローブ

として RNA量を検討した。また同様の刺激後のヒトリンパ球サブセット単離核を用いた nuclear run 

on assay ，とより転写レベ、ルを各時点で角平析した。①細胞性癌遺伝子DNA メチル化レベルの解析:老

年群及び若年群の各ヒトリンパ球サブセットより DNA を SDS/プロテイネース K法により抽出し，制

限酵素切断後，サザンハイブリダイゼーション法にて細胞性癌遺伝子DNA， ß-actinDNA フ。ロープを

用いて検討した。

〔結果〕

① イオノマイシン及び PMA刺激による各リンパ球サブセットの分裂能は， Tw: 7 1. 248 士 2， 745

(cpm) (老年群)， 224， 935 :1: 2 ， 574 C若年群)， A/Y比(=老年群/若年群) 0.317 , 1¥vp : 72 ， 158 士

2,866 (老年群)， 226， 418 士 2，459 (若年群)， A/Y比 0.319 ， Bp: 38， 549 士 2， 012 (老年群) , 

80， 701 士 2 ， 137 (若年群)， A/Y比 0.478 でいずれも老年群で有意に細胞分裂能の低下が認められた

が， T細胞でより顕著であった。

② actin RNA量は各時点において著変を認めなかった。 c-myc RNAは 2 時間時点， c-myb RN 

A は 5 時間時点をピークとしてづ品性の増加を老年群，若年群とも認めたが，若年群に比し老年群におい

て， c-myc RNAはとくにT細胞においてピーク後の減少が遷延する乙とがわかった。また， nuc1ear 

run on assaylとより， c-myc , c-myb , ß-actin 転写量は，老年群及び若年群において著変を認

めなかった。以上より，老年群においては， T細胞サブセットにおいて， c-myc RNA の転写後の分解

過程における変化が示唆される。

③ DNAをEco R 1 , H ind m 及びメチノレ化感受性制限酵素で、ある Xho-Hとより完全分解後，サザン法

による各バンドをデンシトメトリーにより解析したと乙ろ， c-myc遺伝子において，老年群において有

意に 4.6 kb のバンドに比し， 8.2 kb のバンドの減少を認めた。この変化はT細胞，とくにT8陽性サブ

セットにおいて顕著であった。 ac tin遺伝子においては老年群及び、若年群で有意の変化を認、めなかった。

このことは， c-myc 遺伝子において遺伝子特異的 Ië::，老年群でメチル化レベルが減少している乙とを示

し，遺伝子発現調節機構のひとつとして DNA メチル化が関与すると考えられる点において非常に興味深

い知見であり，加齢における DNA結合因子の変化等が考えられる。

説会 括〕

ヒト末梢血リンパ球において，イオノマイシン及び PMA刺激における分裂能は，老年群で有意の低下

を認めた。同様の刺激後の細胞性癌遺伝子の発現において，老年群に c-myc RNA の転写段階後の変化

が示唆される。 c-myc遺伝子DNAは老年群，とくに T8 陽性サブセットにおいて，メチル化レベルが減

少しており，遺伝子レベルにおける加齢変化が示唆される。
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論文の審査結果の要旨

老化lとともなうヒトリンパ球の繰り返し分裂能低下が乙れまでの研究から明らかとなっている。

本研究は，その機構を分子レベルでより詳細に検討するため，カノレシウムイオノフォア及びホルボール

エステル刺激によるリンパ球分裂過程における細胞性癌遺伝子の発現とメチル化の加齢変化を解析した白

老年群の特にT細胞サブセットにおいて c-myc 癌遺伝子の転写段階後の変化，メチノレ化レベルの変化を

初めて見い出し，遺伝子レベノレにおける加齢変化を示唆する興味ある知見である。
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