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論文内容の要旨

辺縁性歯周炎はデンタルプラークにより惹起され歯周組織の破壊を来す慢性炎症性疾患であり，その炎症局所では

病理組織学的にリンパ球を中心とした多数の炎症性細胞浸潤が認められる o これらの浸潤リンパ球は歯周組織を構成

する細胞群とさまざまな細胞間相互作用を繰り広げ，歯周炎の病態形成に大きく関与しているものと考えられる。こ

れまでの研究より，活性化したリンパ球は複数の接着分子を介してヒト歯肉線維芽細胞 (HGF) に対する接着能を

獲得することが明らかにされている。しかし， リンパ球と HGF との細胞接着による細胞間相互作用が，互いの細胞

機能にどのような影響を及ぼすのかは未だ明らかではなし、 HGF は単に歯周結合組織を構成するのみならず，種々

のサイトカインを産生し，局所免疫応答，炎症反応の成立に大きな役割を果たしていると考えられる。そこで本研究

では，サイトカインおよび，そのメ y センジャー RNA (mRNA) の発現誘導を指標に HGF とリンパ球との細胞接

着に伴う HGF 活性化の可能性を検討した。

HGF は実験目的を理解し実験に参加することを応諾した健常人ボランティアからの健康歯肉組織の細切片より

outgrowth してきた細胞を， 10% ウシ胎仔血清 (FCS) 加 α-MEM 培地で継代培養した細胞を HGF として実験に

供した。リンパ球系の腫蕩細胞である K562， Molt-4 , Nalm -6 ，及び U937 は10% FCS 加 RPM11640培地で培

養したものを実験に供した。 HGF はコンフルエントにした HGF 単層上にリンパ球系細胞を添加し共培養すること

により，あるいは浦、過膜を介して隔離培養をすることにより，またリンパ球系細胞と HGF との共培養後に回収した

培養上清を無処理の HGF に添加することにより刺激した。 HGF から抽出された全 RNA 中のサイトカイン mRNA

発現量は Reverse Transcription -Polymerase Chain Reaction 法 (RT- PCR 法)により半定量的に検出されたo

HGF およびその培養上清中に含まれるサイトカインの定性および定量はサイトカイン特異的な免疫組織化学染色法

および EL1SA i去により行・った。

その結果， HGF は種々のリンパ球系細胞と共培養される事により 1L- 1βmRNA の発現を増強した。しかし

HGF を K562 と漉過膜を介して隔離培養したり，共培養時の培養上清を HGF に添加して培養しても， HGF 中に 1L-

1βmRNA の発現増強は認められなかった。 HGF と K562 との共培養時に 1L- 1β を外来性に同時添加すると，

それぞれ単独に刺激した場合に比べて 1L- 1βmRNA 発現は著しく増強された。同様にして HGF と K562 とを共

培養することにより， 1L-1α ，および 1L- 6 mRNA の発現増強が HGF 中に認められた。またこの発現増強は

HGF と K562 との共培養上清添加では誘導されなかった。さらに K562 と共培養された HGF は免疫組織化学染色法
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により抗ーヒト IL- 1 ß 抗体にて染色された。また K562 と共培養された HGF の培養上清には， HGF 単独の培養

上清と比較し， IL-6 産生が増大していることが ELISA 法により認められた。

炎症歯周組織では，血管外へ遊走してきた各種炎症性細胞が歯周結合組織構成細胞との間でサイトカイン等の液性

因子や細胞間接着を介して相互作用している事が想定される o 本研究では接着性相互作用による細胞活性化の機構に

着目し， リンパ球系細胞を HGF と共培養することにより HGF が活性化されるかどうかをサイトカイン mRNA の発

現を指標に検討した。異種細胞を共培養するという実験系でサイトカインの産生細胞を明確にするために RT-PCR

法による mRNA レベルで、の検出を試みたところ， リンパ球系細胞との共培養により HGF 中に IL- 1α ， .゚ およ

び IL- 6 mRNA の発現量の増加が誘導された。また共培養時に採取した培養上清による刺激では HGF 中に IL- 1 

α ， β，および IL- 6 mRNA の発現増強は認められなかった。これらの事から両細胞聞の接着が IIGF の活性化に

重要な役割を果たしている事が強く示唆された。この共培養系に IL- 1 ß を添加するとさらに強い IL- 1βmRNA 

発現が HGF 中に検出された事から今回明らかにされた接着性相互作用による HGF の活性化機構が m uwo において

はサイトカインの作用により増強される形で働いている可能性が考えられる。今回の実験結果より，炎症歯周組織に

おいて近接して位置するリンパ球と HGF が細胞間接着を介しても相互作用し，その結果引き起こされる HGF の活

性化が歯周病の病態の形成に関与している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，炎症部位における細胞間相互作用を in uitro のモデ、ル系を用いて検討したものである。その結果， リン

パ球系細胞との接着性細胞間相互作用により歯肉線維芽細胞が活性化され， IL-1β ， IL-6 の発現かメ・ソセンジャー

RNA レベルならびに蛋白レベルで増強されることを明らかにした。さらにこの接着性相互作用が外因性 IL- 1β 刺

激により誘導される歯肉線維芽細胞の IL- 1 ß 発現を相乗的に高めることも示した。

これらの知見は歯周炎の病態を理解する上で有益な手がかりとなるものであり，本業績は博士(歯学)の学位請求
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