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要旨

lipopolysaccharide (LPS)刺激による単球・マクロファージからのサイトカイン産生の動態を利

用し、 invitroでサイトカイン産生のパテーンを抗炎症性にシフトさせてアロ免疫応答抑制能を検

討した。 DAおよびLewisラット末梢血から単球を濃縮する。これをLPSの存在下に培養し、 invitro 

およびinvivoの実験に使用するために上清および細胞(マクロファージ)を採取した。単球・マ

クロファージからのTNF-alpha、IL-lbetaとIL-I0をLPS培養上清中の濃度を調べた。 LPS培養細胞内

のサイトカイン(TNF-alpha，IL-I0)をフローサイトメトリーで検出し、個々の細胞レベルで細胞表

面マーカーと各サイトカイン産生の関係を調べ、この細胞を採集し、 invitroでのThl細胞活性化

の抑制を研究した。最後にDAからLewisへぬ異所性心移植モデ‘1レを用いて、移植直後にLPSで誘導し

たレシピエントあるいはドナーのIL-I0産生性単球・マクロファージを静脈内投与し、グラフト生

着延長を確認した。 LPS誘導抗炎症性マクロファージはアロ樹状細胞に対する T細胞からの

IFN-gammaの産生を抑制する。
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研究報告

目的

Ex vivoでのlipopolysaccharide(LPS)による刺激後、炎症惹起性サイトカインであるTNF-alpha

の産生が低下し、逆に、強力な免疫制御作用を有するサイトカインであるIL-I0を産生するように

なった単球が臓器移植における拒絶反応を抑制しうるか検討する。

方法

1.単球採取とLPSによる活性化

DAおよびLewisラット末梢血から単球を濃縮する。これをLPSの存在下に培養し、 invitroおよびin

vivoの実験に使用するために上清および細胞(マクロファージ)を採取する。
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2.単球・マクロブア}ジの細胞表面マーカーとサイトカイン産生能の検討

1) 単球・マクロファージからのproinflammatorycytokines (TNF-alpha、IL-1beta)と

anti-inflammatory cytokine (IL-10)をLPS培養上清中の濃度としてELISAで調べる。

2) LPS培養細胞内のサイトカイン(TNF-alpha，IL-IO)をフロ}サイトメトリーで検出し、個々の

細胞レベノレで細胞表面マーカーと各サイトカイン産生の関係を調べる。

3)抗原提示に必要な附CClass II、CD80とCD86、およびFcreceptorの細胞表面への発現の程

度をフローサイトメトリーで調べる。

3. in vitroでのThl細胞活性化の抑制

臓器移植における拒絶反応は、グラフト内の樹状細胞が牌臓やリンパ節といった二次性リンパ

組織へと移動しそこで抗原提示細胞として成熟して、レシピエントのT細胞を活性化し特にTh1タ

イプの免疫応答が惹起されることに始まると考えられている(23)。これをinvitroでsimulateする

ためにDAドナーから調整した樹状細胞とLewisレシピエントから調整したT細胞をcocultureしTh1

cytokinesの代表であるIFN-gammaの分泌量をELISAで定量する。この培養系にLPSで誘導したレシピ

エントあるいはドナーのIL-IO産生性単球・マクロファージを加えることでIFN-gamma産生が抑制さ

れるか調べる。

4. in vivoでの移植グラフト拒絶反応の抑制

DAからLewisへの異所性心移植モデ‘/レを用いる。移植直後にLPSで誘導したレシピエントあるい

はドナーのIL-IO産生性単球・マクロファージを静脈内投与し、グラフト生着が延長するか調べる。

結果

我々がラット牌から調整したマクロフアージを用いて、 LPS刺激後の時間経過とTNF-alpha、

IL-IO分泌の関係を検討したところ、刺激後4時間ではpr叫 nflammatorycytokineであるTNF-alpha

の高レベルの分泌が認められたが、 anti-inflammatorycytokineであるIL-IO分秘は測定感度以下

であった。 24時間後、 48時間後と経過するにしたがい、培養上清中のTNF-alpha濃度は減少し、逆

にIL-IO分泌は著明に増加した。この結果から、 LPS存在下に24時間刺激した牌マクロファージは

IL-IO産生状態にあると考えられるため、

このマクロファージをリンパ球とアロの樹状細胞の混合培養の系に培養開始24時間後に加え

ると、拒絶反応を惹起するThlサイトカインであるIFN-gammaの産生が著明に抑制された。

考査



--・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・・-------------------・・・ー・・・・・・・・ー・・・圃・・・ーー---------・ー・ー・・・ー・・・・・・ーーー・・・・・・・.圃--

1.本研究では臨床応用を考慮、して、ドナーラットの末梢血単球から強力な免疫制御作用を有する

IL-IOを産生するマクロファージを誘導できた、その細胞表面マーカーとサイトカインの産生能、

および、 in'vitroでのThl細胞活性化制御能を確認した。

2.臓器移植における拒絶反応抑制効果を検討し、グラフト生着延長に応用する試みは免疫寛容誘

導および維持の達成につながる。

3.単球・マクロファージはリンパ組織および炎症の場に集積すると考えられ、遺伝子導入等を応

用する場合も免疫組織へのdeliverysystemとしてinvivoでの免疫療法の効率を高める可能性が充

分に考えられる。
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