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論文内容の要旨

〔目的〕

肝細胞障害の免疫学的機序のーっとして，抗体依存性細胞媒介性細胞障害 CADCC) が注目されて

いる。これまで phosphodiesterase 阻害剤，プロスタグランディンおよび dibutyryl cyclic AM P がA

DCCを抑制することが報告され， cyclic AM P CcAM P) の上昇により ADCCが抑制される可能

性が示唆されているO しかし これらの物質が標的細胞とエフェクター細胞のいずれに作用するかの詳

細な検討は少ない。

一方， forskolin は adenyla te cyclase に受容体を介さず直接作用しで活性化する物質であり，免疫反

応における cAMP の役割を検索する上で有用な手段となると考えられる。

私は正常ヒト肝臓由来の細胞株である Chang 肝細胞が forskolin に反応せず， cAMP が上昇しない

ことを見出した。そこで Chang 肝細胞を標的細胞としたADCC実験系を用いて forskolin の影響を検

討すれば，標的細胞における cAMP の変動を除外でき，エフェクター細胞での変動のみを観察できる

ことになるO

本実験では Chang 肝細胞を標的細胞としたADCC系を用いて， forskolin のADCC に及ぼす効果

を観察した。またエフェクター細胞での cAMPの変動をあわせて観察し， ADCC における cAMP

の関与について検討した。

〔方法〕

正常ヒト肝臓由来の細胞株である Chang 肝細胞を標的細胞とし，同細胞で免疫した家兎血清を抗体，

健常男性の末梢血単核球をエフェクター細胞としてADCCを観察した。 ADCCは標的細胞を 51Cr で
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ラベルし，非動化した免疫家兎血清を加え，エフェクター細胞:標的細胞比 30: 1 で 4 時間培養し， release 

assay 法で評価した。

forskolin は純エタノールに溶解して使用し，対照には同濃度のエタノールを用いた。

cAMP はトリクロル酢酸で、反応停止と除蛋白を行い， radioimmunoassay で測定した。

Chang 肝細胞ならび1こ末梢血単核球にforskolin を添加したときの cAMP の変動を測定した。また

ADCC反応系に forskolin を加え， 51Cr release と cAMP の変動を測定した。

実験は duplicate または triplicate で行い， 3 または 5 回の実験を行った。

〔成績〕

1) ADCC系の検討

免疫家兎血清と Chang 肝細胞を反応させ，蛍光抗体間接法で Chang 肝細胞表面に免疫グロプリンの

存在を確認した。免疫家兎血清を2500倍に希釈して抗体とし， ADCC系を組んだところ，対照邸前7.6

:t3.6% (mean:t S. E.) に対し 87.2士 3.4%の 51Cr release が観察された。

2) ADCCに及ぼす forskolin の影響

ADCC反応開始時に forskolin を添加すると， 1μMから有意に， 20μMまで濃度依存性にADC

Cが抑制された。 20μM添加時のADCC活性は対照79.6士3.5% (mean士 S. E.) に対し， 52.3:t 

3.0%まで抑制された。

3) Chang 肝細胞における cAMP の変動

forskolin 添加後120分までの cAMP の経時的変動と， forskolin 添加による cAMP の濃度依存制変

動を測定した。しかし いずれも有意の変化を示さなかった。

4) 末梢血単核球における cAMP の変動

forskolin 10μM添加後30分を頂点とする，前値の約 7 倍の cAMP の上昇がみられた。 10分後の cA

MP の値は 5μMから有意に増加し， 20μMまで濃度依存性に上昇した。

5) ADCC経過中の cAMP の変動

ADCC反応開始後10""20分を頂点にして前値の約2.5倍の cAMP の上昇が一過性に見られた。 A

DCC系に forskolin10μMを添加したときは，前値の約 8""9 倍の上昇が見られた。この上昇は， forｭ

skolin 無添加のADCCにおける cAMPの上昇と エフェクター細胞単独に forskolin を添加した際

の上昇の相加と考えられた。

〔総括〕

Chang 肝細胞を標的細胞としてADCCを惹起し，以下の結論を得た。

1) ADCC は forskolin 添加により濃度依存性に抑制された。

2) Chang 肝細胞は forskolin 添加による cAMP の変動は見られなかった。

3) 末梢血単核球の cAMP は forskolin 添加により濃度依存性に上昇した。

4) ADCC経過中には， forskolin 無添加でも末梢血単核球での cAMP の軽度の上昇がみられた。し

かし， forskolin 添加により cAMP のさらに顕著な上昇が見られた。

以上の結果より，エフェクター細胞での cAMPの増加がADCCを抑制する可能性を示し得た。



論文の審査結果の要旨

本研究は，免疫学的な肝細胞障害機序のーっとして注目されている抗体依存性細胞媒介性細胞障害

(AD C C) に及ぼす forskolin の効果を検討したものである。本研究はまず forskolin がADCC を

抑制することを初めて明らかにした。さらに，正常ヒト肝臓由来の細胞株である Chang 肝細胞では for­

skolin による cyclic AMP の上昇が認められないことを見出し，このことを足掛かりに， forskolin は

エフェクター細胞の cyclic AMPの上昇を介してADCCを抑制することを示した。すなわち，本研究

はエフェクター細胞での cyclic AMPの変動の影響を標的細胞におけるそれときりはなして検討する

ことにより， ADCCにおける cyclic AMP の関与のあり方について有力な示唆を与えたものであり，

学位に値すると考えられるO




