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論文内容の要旨

[目的]

慢性炎症を背景としてリンパ腫が高頻度で発生することが膿胸関連リンパ腫、甲状腺リンパ腫、胃リンパ腫等で疫

学的に明らかにされているが、リンパ腫発生における炎症の関与の分子機序は解明されては t ，な L 、。炎症巣では種々

の炎症細胞からさまざまな chemical mediator が産生・放出されている。この中で、炎症性サイトカインはリンパ

球の増殖や分化に影響を与えること、また活性酸素が細胞死や DNA 損傷をもたらすことが知られている。そこで、

in vitro の系を用いて、リンパ球の悪性転化に炎症性サイトカインと活性酸素とがいかに関与しうるかを明らかにす

ることを目的として本研究を行った。

[材料と方法]

培養細胞としては、非腫蕩性の lymphoblastoid cell line (LCL) を用いた。活性酸素産生系としては、

Xanthine/Xanthine oxidase (X/XOD) を用いた。炎症性サイトカインとしては、 Interleukin-6 CIL-6) 、

Interleukin-10 (IL- lO)、 lnterferon γ (IFNγ) を用いた。細胞の生存率の検定は、 trypan blue dye exclusion asｭ

say および 3 -(45-dimethylthiazol-2・yl) -2 ， 5・diphenyltetrazolium bromide assay によった。 colony 形成能は培養

液を含んだ 0.25%アガロースで細胞を21 日間培養し、 50個以上の細胞の aggregate を colony として算定することに

より検定した。 apoptosis の検定は、 DNA アガロースゲル電気泳動におけるラダーの検出および flow cyotometry 

における hypoploidy 分画の検出によった。 bcJ ・2の発現は Northern blot 法で検討したロ染色体分析は trypsin­

Giemsa banding 法によった。

[結果]

まず、 X/XOD による apoptosis 誘導系を確立した。種々の濃度の X および XOD を培地に加え、 24時間後に細

胞の生存率を調べた結果、生存率はXおよび XOD の濃度に依存して低下した。 DNA アガロースゲル電気泳動での

ラダーの出現および Flow cyotometry での hypoploidy 分画の増加から本細胞死が apoptosis であることを確認し

た。 X/XOD は0γ と HzO z の 2 種類の活性酸素を産生することが知られているが、 superoxide dismutase による

02'の除去試験、硫酸鉄アンモニア法によるHzOz測定結果およびHzOz添加試験から本細胞死はH202がもたらすこと

がわかった。この結果から、 sublethal な apoptosis 系として200μg/ml の X および 1 U/ml の XOD を用いること

とした。
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次に、 X/XOD による apoptosis 誘導系における 1L-6、 1L-10、 1FNr の影響を調べた。種々の濃度および timing

について検討した結果、 10U/ml 以上の 1L-6で48時間前処理した時に X/XOD による apoptosis に対する抑制効果

を認めた。生存率の上昇は 1L-6 100U/ml の時最大で35%であった。 1L・10および 1FNr ではこの効果は見られなかっ

た。 1L-6で48時間処理した LCL から mRNA を抽出し Northern blot 法を行った結果、 bcl ・2の発現の上昇を認めた。

以上の結果から、 1L- 6 が LCL に活性酸素に対する耐性を付与することが明らかとなった。この機構に bcl-2の発現

増強が関与すると推定された。

次に、 1L- 6 前処理-X/XOD 後処理を 6 回反復して長期間培養し、 LCL の挙動の変化を調べたロその結果、培養

前に比して増殖速度の増加および軟寒天上での colony 形成率の上昇を認めた。染色体分析の結果、同処理による染

色体異常の蓄積を認めた。

[総括]

本研究によって、 LCL が 1L- 6 によって活性酸素に対する抵抗性を獲得することが明らかとなった。また、その機

構に bcJ-2の発現の増強が関与することが推定された。さらに、 1L・6 ・ X/XOD の長期反復処理により細胞の増殖速

度の増加、軟寒天上での colony 形成率の上昇、および染色体異常の蓄積がもたらされることが明らかとなった。以

上の結果は、慢性炎症巣におけるリンパ球の腫蕩化にサイトカインと活性酸素が関与している可能性を示唆している。

論文審査の結果の要旨

種々のリンパ腫が慢性炎症を背景として発生することが疫学的に明らかにされているが、その分子機序は解明され

てはいない。膿胸関連リンパ腫 (pyothorax-associated lymphoma ; P AL) は、結核に対する人工気胸術後の長期

の膿胸を背景として胸膜腔に発生する特異なリンパ腫で、 Epstein-Barr virus (EBV) が陽性の Diffuse large Bｭ

cell lymphoma という共通した特徴を有する o 申請者は、 PAL の発生における慢性炎症局所で産生される活性酸素

の関与を検討する目的でB リンパ球に EBV を感染させて不死化した lymphoblastoid cellline (LCL) に ;11 vitro で

活性酸素と炎症性サイトカインを作用させ、 (1) 1nterleukin-6 が活性酸素による LCL の apotosis を抑制すること、

(2) 活性酸素と lnterleukin- 6 の反復処理が細胞に増殖速度の増加、軟寒天上での colony 形成率の上昇および染色体

異常の蓄積という腫蕩化と考えられる変化をもたらすことを明らかにした。この成果は、慢性炎症とリンパ腫発生と

の関連について新しい知見を加えたと評価され、学位の授与に値すると考えられる。
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