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論文内容の要旨

(目的)

B型肝炎ウイルス (HBV) の排除には， HLA class 1 抗原拘束性の cytotoxic T cell が密接に関与していると考

えられている。 interferon (IFN) , tumor necrosis factor (TNF) 等のサイトカインは細胞表面における HLA

class 1 抗原の誘導能を有することが知られており また B 型慢性肝炎患者ではこれらのサイトカイン産生能低下が

指摘されている。従ってサイトカインによる HLA class 1 抗原誘導能は B 型肝炎の慢性化と密接に関与している

と考えられる。さらに最近， HBV 増殖は肝細胞表面の HLA class 1 抗原誘導能にも影響を及ぼすことが示唆されて

いる。そこで今回我々は， Huh 6 および HB611 を用いて各種サイトカインの HLA class 1 抗原誘導能およびその

相互作用について検討するとともに，これらのサイトカインによる HLA class 1 抗原誘導時の細胞内情報伝達機構，

およびそれらに対する HBV 増殖の影響についても検討した。

(方法)

1 )細胞

Huh 6 : hepatoblastoma cell line 

HB611 : Huh 6 にHBV genomeをintegrate させたことにより，恒常的に HBV を産生する cell line 

2) HLA class 1 抗原の誘導および細胞内情報伝達機構の解析

Huh 6 または HB611 の培養中に， IFN-α ， IFN -r , TNF-α ，または IL- 1β を各種濃度にて，あるいは各種

組合せにて添加後48時間培養した。また， Huh 6 においてacyclovir は HLA class 1 抗原を誘導しないことが既に示

されているため， HBV 増殖を抑制する場合には acyclovir 100μg /ml にて 12 日間の preincuba tion を行った。さら

に，細胞内情報伝達機構の解析時には，サイトカインの他に H-7 (PKC inhibitor) , PMA (PKC activator) , HA 

1004 (PKA inhibitor) , dbcAMP (cAMP analogue) , W -7 (calmodulin antagonist) ，または A23187 (calciumｭ

ionophore) を用いた。

3) 免疫蛍光抗体法

培養細胞を collagenase 処理にて分散させ cell suspension とし，マウス抗 HLA class 1 抗体を 4
0

C にて 30min 反

応させ，さらに FITC 標識ヤギ、抗マウス抗体を 4
0

C ， 30min 反応させた後， flow cytometry により解析した。解析時，

10 ， 000 個の細胞を計測することにより mean fluorescence intensity (MFI)を算出した。実験は 3 回行い同様の傾
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向を認めたため，代表的な結果を示した。

(成績)

1 )各種サイトカインによる HLA class 1 抗原の誘導

各サイトカインにより濃度依存性に HLA class 1 抗原の誘導が認められ， HB611 における HLA class 1 抗原の発

現は，どのサイトカインにおいてもすべての濃度において Huh 6 より大であった。さらに，その誘導能の強さは，

IFN-r>IFN-α>>TNF一 α=.:IL- 1 ß であった。

2 )細胞内情報伝達機構の解析

IFN-α および IFN- r による HLA class 1 抗原誘導能は H-7 により濃度依存性に抑制された。これに対して，

TNF-α および IL- 1β による HLA 抗原誘導能は H-7 により影響を受けなかった。さらにPMA によりサイト

カイン無添加時および添加時の HLA class 1 抗原誘導能の増強作用が認められた。

各サイトカインによる HLA 抗原誘導能は， HAI004 , W -7 により影響を受けなかった。また， dbcAMP , A23187 

には HLA class 1 抗原誘導能，およびサイトカインによる HLA class 1 抗原誘導能増強作用が認められなかった。

この結果は Huh 6 およびHB611 双方において全く同様であった。

3) HLA class 1 抗原誘導時における各種サイトカインの相互作用

IFN に比して TNF-α および IL- 1β は単独では HLA class 1 抗原誘導能は弱いにもかかわらず， IFN を同時添

加した場合 IFN-α および IFN- r を同時添加した時と同等の強い HLA class 1 抗原誘導能が得られた。また，

TNF-α および IL- 1β を同時添加した時には上記のような強い HLA 抗原誘導能は認められなかった。

4) HBV 増殖抑制下での各種サイトカインの相互作用

HB611 において acyclovir により HBV の増殖を抑制すると HLA class 1 抗原誘導能は増強された。同様の傾向は

各種サイトカイン添加時にも，またサイトカインの各種組合せ添加時にも，さらに PMA 添加時にも認められた。

(総括)

1) IFN α ， IFN -r , TNF-α ， IL-1β はすべて HLA class 1 抗原誘導能を示したが， IFN-α ， IFN -r は，

単独では TNF-α ， IL-1β に比して HLA class 1 抗原誘導能は強く認められた。一方，相互作用の検討からTNF­

α ， IL-1β はIFN-α あるいは IFN- r による HLA class 1 抗原誘導能を強く増強した。この結果から， TNF α 

および IL- 1β は IFN と協調して強い免疫調節作用を有していることが示唆された。

2) IFN-α ， IFN-γ による HLA class 1 抗原誘導時には PKC が関与しており， Ca2 +-calmodulin 系と cAMP 系

は関与していな l'o 一方， TNF-α ， IL-1β による HLA class 1 抗原誘導時には，上記三つの系はいずれも関与し

ておらず， IFN と monokine では細胞内情報伝達機構が異なることが明かとなった。

3) HBV 増殖は HLA class 1 抗原誘導抑制作用を持っており，各種サイトカイン存在下でもこの作用は認められた。

従って， HBV 増殖は PKC の関与する pathway と関与しない pathway の双方を抑制しているものと考えられた。

4) Huh 6 および HB611 において，各サイトカインによる HLA class 1 抗原誘導時の細胞内情報伝達機構に関し

ては差異が認められなかった。

論文審査の結果の要旨

B型肝炎ウイルスの排除には， HLA class 1 抗原拘束性の cytotoxic T cell が密接に関与していると考えられてい

る o interferon , tumor necrosis factor 等のサイトカインは，細胞表面における HLA class 1 抗原の誘導能をもつ

ことが知られており，また， B 型慢性肝炎患者ではこれらのサイトカイン産生能低下が指摘されている。従って，サ

イトカインによる HLA class 1 抗原誘導能は B 型肝炎の慢性化と密接に関与していると考えられる。本論文は，

Huh 6 および HB611 を用いて，各種サイトカインの HLA class 1 抗原誘導能およびその相互作用，これらサイトカ

インによる HLA class 1 抗原誘導時の細胞内情報伝達機構，およびそれに対する HBV 増殖の影響について明かにし

ており，学位を授与するに値すると考えられた。
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