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論文内容の要旨

(目的)

マクロファージや樹状細胞は、LPSやCpG などの病原微生物由来物質を認識する Toll様受容体 (Toll-like receptor : 

TLR) を発現する。この TLR からのシグナルは、抗原提示や炎症性サイトカイン産生を誘導し、宿主免疫応答に深

く関与する。近年、アディポネクチンや肺胞サーファクタントが LPS 刺激後のサイトカイン産生を抑制すると報告さ

れ、これら soluble defense collagen 分子群の宿主免疫調節作用が注目されている。今回私は、 soluble defense collagen 

分子の一つで、ある補体 C1q の宿主免疫調節作用を明らかにするために、骨髄由来樹状細胞 (BMDC) を用いて、サ

イトカイン産生と TLR からのシグナルへの C1q の影響を解析した。

(方法ならびに成績)

1) LPS 刺激後のサイトカイン産生に対する C1q の影響

BMDC は、マウス骨髄細胞を GM-CSF 存在下で 6 日間培養し作製した。 LPS で刺激した BMDC の培養上清中の

サイトカイン濃度は ELISA にて測定した。 C1q は IL-12p40 の産生を約 70%抑制し、 TNF-α の産生も抑制する傾向

にあった。熱処理した C1q は IL-12p40 の産生を抑制せず、 C1q の IL-12p40 産生抑制作用は抗 C1q抗体により一部

阻害された。 IL-12p40 遺伝子発現を Northern blot にて解析すると、 LPS 刺激後の IL-12p40 mRNA 増加は、 C1q

添加により著明に抑制されていた。以上より、 BMDC において C1q は LPS 刺激後 IL-12p40 産生を mRNA 転写レ

ベルで抑制することが明らかとなった。

2) LPS 刺激によるシグナル伝達に対する C1q の影響

上記 C1q のサイトカイン産生抑制機構を明らかにするため、 LPS 受容体 TLR4、 TLR4 の細胞表面発現に必須の

MD-2、シグナル伝達に重要な MyD88 に関し、 C1q 処理前後の BMDC における遺伝子発現変化を Northern blot に

て解析したが、これら 3 つの遺伝子発現は C1q により影響を受けなかった。 LPS 刺激後の IL-12p40 遺伝子発現誘導

には、 NF-κB や MAPK が重要であることが知られている。まず、 IL-12p40 遺伝子フ。ロモーター領域をプロープと

した EMSA にて NF-κB の活性化を解析した。 LPS 刺激した BMDC では NF-κB 結合領域に結合する蛋白(少な



くとも p65 と c-Re1 を含む)が誘導されたが、この結合は C1q 存在下で著明に抑制された。次に、LPS 刺激した BMDC

の p38、 JNK、 ERK の活性化を Western blot にて解析した。 LPS 刺激後に認められる p38、 JNK、 ERK の活性化

は C1q 添加により抑制され、特に LPS 刺激早期 (10 分以内)の活'性化抑制が著明であった。以上より LPS 刺激後

の NF-κB活性化やMAPK早期活性化を抑制することにより、 C1q が IL-12p40 産生を抑制する可能性が示唆された。

3) MyD88 依存性および非依存性シグナル伝達経路に対する C1q の影響

MyD88 欠損マウスの解析より、 LPS 刺激後の NF-κB、 MAPK の早期活性化に MyD88 が重要であること、 C1q

が LPS 刺激後の MAPK早期活性化を抑制したことより、 C1q の MyD88 依存性シグナル伝達経路に及ぼす影響を解

析した。 CpG 刺激後のサイトカイン産生には TLR9 及び MyD88 が必須であるため、この経路に対する C1q の影響

を ELISA にて解析した。 C1q は CpG 刺激後の IL-12p40 と TNF-α 産生を共に抑制した。 MyD88 非依存性シグナル

伝達経路に対する C1q の作用は、 MyD88 欠損マウス由来の細胞を用いて解析した。 C1q は、野生型マウス由来牌細

胞が LPS に反応し形成する CFU-B コロニー数を約 20%減少させたが、 MyD88 欠損細胞の CFU-B コロニー形成に

は影響を及ぼさなかった。また、 MyD88 欠損 BMDC では、 LPS 刺激により誘導される CD40、 CD86 の発現は C1q

添加により影響を受けなかった。以上より、 C1q は MyD88 依存性シグナル伝達経路を主に抑制すると考えられた。

4) C1q のサイトカイン産生に及ぼす生体内作用

C1q 欠損マウスおよび野生型マウスに LPS を腹腔内注射し、血中 IL-12p40 と TNF-α を ELISA にて解析した。

LPS 注射後の血清 IL-12p40、 TNF-α濃度は、野生型マウスと比較して C1q 欠損マウスで有意に高値で、あった。以

上より、 C1q による LPS 刺激後のサイトカイン産生抑制作用は、生体内においても認められることが判明した。

総括

補体 C1q は、 TLR からのシグナルの制御に関与しており、 BMDC に対して LPS 刺激後のサイトカイン産生を抑

制する。

論文審査の結果の要旨

補体 C1q は、構造上 soluble defense collagen family に属し、健常人で約 70μg/ml の濃度で存在する血清蛋白で

ある。本研究において申請者は、補体 C1q が骨髄由来樹状細胞に対して、 LPS や CpG 刺激後のサイトカイン産生を

抑制するという新しい C1q の生理作用を見いだした。さらに、 C1q の作用機序として、 LPS 受容体である Toll-like

receptor 4 からのシグナルのうち MyD88 依存'性シグナル伝達経路を抑制することを明らかにした。本研究による知

見は、今後感染症や自己免疫疾患の病因や病態解明につながるだけでなく、 C1q や soluble defense collagen 分子を

中心とした新しい治療戦略確立に寄与すると考えられる。よって本研究は学位に値する。
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