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論文内容の要旨

【目的】

クローン病は原因不明の慢性炎症性腸疾患であり、消化管全層に浸潤するマクロファージがその病態形成に深く関

与すると考えられているが、クローン病におけるマクロファージの活性化の機序は未だ不明である o

CD40は TNF レセプターファミリーに属する膜結合型蛋白で、単球/マクロファージ、 B細胞などの免疫細胞がT

リンパ球からの活性化刺激を受ける際に必要な受容体分子である。

本研究は、クローン病におけるマクロファージの活性化機構の特徴を解明することを目的とし、炎症性腸疾患患者

において CD40分子の発現と CD40刺激による単球/マクロファージのサイトカイン産生能について検討を行った。

【方法並びに成績】

(1) 末梢血における CD40分子の発現

対象はクローン病患者29例(非活動期10例、活動期19例)、潰蕩性大腸炎患者15例(非活動期 8 例、活動期 7 例)、

健常人コントロール13例で、比重遠心法にて末梢血単核球を分離し、 CD14陽性単球と CD19陽性 B 細胞各々に・おけ

る CD40分子の発現を二重染色によるフローサイトメトリー法にて検討した。クローン病活動期患者の CD14陽性単

球における CD40陽性細胞数は他群に比較し有意に増加しており、その蛍光強度も有意な増強を認めた。また、 B細

胞においては 3 群とも殆どすべての細胞が CD40陽性細胞であったが、その蛍光強度は潰蕩性大腸炎活動期患者にお

いて他群と比較し有意な増強を認めた。

(2) 病変部組織における CD40分子の発現

手術又は内視鏡下生検より得られた組織より凍結切片を作成し、 CD40抗体を用い LSAB 法にて免疫組織化学染色

を施行した。その結果、単位面積当たりの CD40陽性細胞数は他群と比較しクローン病病変部粘膜組織にて有意な増

加を認めた。次にクローン病病変部組織における CD40陽性細胞の同定を LSAB 法にて CD40抗体による免疫染色後

に CD68 抗体、 CD20抗体による間接蛍光法による二重染色を施行したところ CD40陽性細胞の殆どは CD68 陽性細

胞であり、マクロファージと考えられた。

(3) CD40刺激抗体による末梢血のインターロイキンー12産生能の検討

クローン病患者、潰蕩性大腸炎患者、健常人コントロールの 3 群の末梢血から末梢血単核球を分離し、 CD40刺激

抗体と IFN-γ を添加し24時間培養後の上清中のインターロイキンー12を ELISA にて測定した。 CD40抗体のみの刺激
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ではクローン病活動期患者群におけるインターロイキン-12の産生はコントロール群、活動期潰蕩性大腸炎患者群に

比較し有意な増加を認めた。また、 CD40抗体と IFN-γ 両者の刺激では非活動期クローン病患者群においても健常人

コントロール群と比較し有意なインターロイキンー12産生を認めた。

(4) CD40刺激抗体による腸管粘膜のインターロイキン・12の産生の検討

コントロールとして大腸癌切除組織の健常部粘膜、切除組織より得られた潰蕩性大腸炎患者病変部粘膜、クローン

病患者非病変部及び病変部粘膜組織を末梢血と同様の刺激にて24時間組織培養を行い上清中のインターロイキン-12

を ELISA 法にて測定した。 CD40抗体のみの刺激にてクローン病患者非病変部、病変部粘膜ともコントロール、潰

場性大腸炎患者に比較し有意なインターロイキン・12の産生を認め、 IFN-γ はその反応を更に増強させた。

【総括】

クローン病患者において病変部のマクロファージのみならず末梢血単球においても CD40分子を強く発現し、 CD

40分子の刺激によりインターロイキン-12が過剰に産生されることを明らかにした。

本研究の結果は、クローン病患者では末梢血レベルにおいても CD40分子を介した単球の活性化が病変部マクロファー

ジの活性化に深く関与する可能性が考えられた。

論文審査の結果の要旨

クローン病で・はマクロファージの活性化がその病態形成に重要な役割を担っていると考えられているが、マクロファー

ジの活性化機序は~，まだ明らかになっていなし、。 CD40分子は細胞性免疫反応におけるマクロファージの活性化に重

要な分子である。本研究は、クローン病のマクロファージの活性化における CD40分子の意義を解明することを目的

としてクローン病患者及び潰虜性大腸炎患者において、病変部粘膜マクロファージと末梢血単球における CD40分子

の発現と CD40刺激による IL-12産生能について検討したものである。その結果、クローン病活動期患者において病

変部粘膜のマクロファージ及び末梢血単球において CD40分子の発現率と発現強度が有意に増加していることが明ら

かになった。また、クローン病患者の病変部粘膜、活動期末梢血単球のみならず、非病変部粘膜、非活動期末梢血単

球においても CD40刺激による IL-12産生が充進することを明らかにした。これらの結果から、 CD40分子を介した末

梢血単球の反応性元進が、クローン病におけるマクロファージの活性化に重要な役割を担い、クローン病の病態形成

に関与すると考えられた。

本研究は、クローン病患者の末梢血単球において CD40分子を介する反応性の充進が存在することを明らかにした

ものであり、クローン病の病態解明の上で重要な知見を加えたと考えられ、学位に値すると認めるものである。
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