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論文内容の要旨

歯肉の主要構成細胞の一つで、ある線維芽細胞は，種々のサイトカイン lとよりその機能が制御されるとと

もに，自らも複数のサイトカインを産生する。したがって，歯周病をはじめとする局所性炎症あるいは免

疫反応の成立には線維芽細胞が重要な役割を担う。本研究は，歯周病原菌として注目される Bacteroides 

属のリポ多糖 CLP S) や種々のサイトカインの刺激によるヒト歯肉線維芽細胞のサイトカインの産生を

胸腺細胞刺激因子 CTAF) 産生を指標として検討し，さらにその本体についても明らかにしようとした

ものである。

線維芽細胞は， 9 ~ 1 1 才の小児の歯肉開窓時に得られた正常歯肉組織より patch、法により分離・継代

したGF-l~GF-4細胞とヒト皮膚線維芽細胞SF-TYの継代数 5 ~ 1 0 のものを供試した。線維

芽細胞の刺激因子として用いた LPS は ， Actinobaciltus actinomycetemcomitans NCTC9710 , 

Bacteroides corporis ATCC 33547 , B. gingivalis 38 1, B. intermedius ATCC25611, 

B. loesheii A T C C 15930 , B. oralis A T C C 3 3 2 6 9 , Fusobacterium nucleatum 

ATCCl 0953 (以上口腔内由来)， Escherichia colz" 055; B5 , Salmonetla abortus-

equi および S. minnωota S 5 1 9 の計 1 0 菌より熱フェノー jレ・水法に従って抽出・分離した。サ

イトカインと抗血清は， リコンビナントヒトインターロイキンー 1αCrHuIL-lα) ，リコンビナン

トヒト腫蕩壊死因子 CrHuTNF; 以上大日本製薬D ， rHuIL ー 1 戸， rHuIL -2 C以上大塚製薬) , 

r HuIL -6 C阪大細胞工学センター岸本・平野両博士より恵与) ，天然型ヒトインターフェロンαCnH

uIFNα) • nHu 1 F Nγ(以上林原生物化学研究所) , nHu 1 F Nβ(東レ)ならびにそれぞれの

ウサギ抗血清(抗Hu 1 L -6 血清はヤギ由来)を供試した。
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TAF活性の測定は，以下に示す方、法に基づいて行った。即ち，線維芽細胞(1 x 1 04/ 1 0 0)1-1 / 

well )を 10%のウシ胎仔血清 (F CS) を含むαMEM培地で 9 6 時間前培養後，各種LPS あるい

はサイトカインを刺激標品として添加し， FCS無添加のαMEM培地で 2 4 時間培養した。培養後の上

清を回収し，乙れを上清両分 (C F) 標品とし，また残った付着細胞に 1 0 0 )1- 1 の培地を添加後，凍結

融解を 3 回繰り返したものを細胞画分 (CA) 標品とした。さらに，一部実験では，線維芽細胞前培養の

最終 2 4 時聞に rHuTNFあるいは nHuIFNでプライミングを行い，以後前述と同様の操作で標品を

回収した。

乙のようにして得られた標品を適宜希釈し，フィトヘムアグJレチニン (l )1- g/ml)の存在下で， C3H 

/HeJ マウス胸腺細胞( 1. 5 x 1 06/2 0 0)1-1 / w e 11 )に対する増殖刺激作用を 3H ーチミジンの取

り込みを指標~LT AFi活性を測定した。

以上のような諸実験の結果，次のような成果が得られた。 Bacteroides 属由来のLPS は，線維芽細

胞に胸腺細胞刺激因子 (CF-TAFおよびCA-TAF) を誘導した。 LP S ~とより誘導されたTAF

活性について，抗 IL-1α ， 1 L -1β，および IL-6 抗血清を用いて活性中和試験を行ったところ，

CF-TAFは抗 1 L -1β および抗 IL-6 抗血清により部分的な‘活性抑制を受けたが，これら両者を

同時に添加しても，完全な抑制には至らなかった。対照標品として用いた rHuIL-6 は，単独では高濃

度でも弱いTAF活性しか示さないものの， rHuIL-1β と rHuIL-6 の混液で発現したTAF 活性

は，抗HuIL -1β抗血清の添加では完全に抑制を受けるが，抗日uI L-6 抗血清の添加では増強分

のみ抑制された。乙れらの結果から， CF-TAF は， 1 L -1β が主体で， 1 L-6 はあくまで補助的

に作用し，さらに，その他の未知の物質が関与している乙とが示唆された。一方， CA-T AF は，抗 I

L -1α抗血、清の添加で、完全に抑制を受けた。なお，乙れら CFならびにCA標品には 1 L-2 活性は認

められなかった。次に，サイトカインによる線維芽細胞のTAF産生調節について検討したと乙ろ， rHu 

TNF は，単独で線維芽細胞のCA標品に強いTAF活性を誘導し，さらに， B. i ntermedius (Bi) 

LPS で誘導されたCA-TAF活性を増強する相乗作用を示した。また， rTNF は， 線維芽細胞の

Bi L P S ~L対する感受性を高めるプライミング作用も有していた。一方， nHuI F N は，単独で線維芽

細胞にTAFi活性を誘導しないが， nHuI FN 戸およびγ は， Bi L P S のCA-TAF活性誘導能を著

しく増強するプライミング作用を有することが明らかとなった。さらに，抗 IFN 同抗血清の存在下で線維

芽細胞をBi L P S で刺激しても CA-TAF は誘導されなかったことより， Bi L P S のCA-TAF誘

導活性は線維芽細胞の産生する IFNβ に依存している乙とが示唆された。一方， rHuTN Fによる CA

-TAF誘導は影響を受けなかった。なお，乙れらサイトカインを介して誘導される CA-TAFì活性も

抗 1 L -1α抗血清lとより完全に抑制を受け， CA-TAF の本体が，刺激の方法，標品に関わらず， 1 L 

-1αである乙とが証明された。

以上，本研究から局所炎症病巣における線維芽細胞を巡るサイトカインネットワークの一端が解明さ

れ，線維芽細胞も，マクロファージ等と同様に炎症・免疫反応の場では，エフェクター細胞として重要な

役割を果たしている可能性が示唆された。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト歯肉線維芽細胞培養系に，黒色色素産生性 Bacteroide s 属菌体より抽出したリポ

多糖 (L P S) や種々のサイトカインを作用させ，胸腺細胞刺激因子 (TAF) の誘導の条件と同因子の

本体について検討したものである。

その結果，上記LPS は，大腸菌等の腸内細菌LPS と異なり，ヒト歯肉線維芽細胞の培養上清と細胞

画分~cTAF を誘導し，それらのTAF活性は上清画分では I L-1β と I L -6 ，細胞画分では IL-

1αによってそれぞれ担われていることを初めて明らかにした。加えて LPS の細胞画分TAFの誘導能

に対する感受性は，ヒト腫蕩壊死因子やヒトインターフェロンの前処理によって著しく上昇することを見

し、 t=' し 7こo

以上のように，線維芽細胞が結合組織構成細胞としての機能に加えて，種々の刺激に応じてサイトカイ

ンを産生し，複雑な免疫機能調節系にも参画している可能性を示唆した三原丞二君の研究は，局所炎症の

研究に新たな局面を聞くものであり，歯学博士の学位請求に十分値するものと認める。
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