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論 文 内 容 要 旨

序 論

個体の生体侵襲 に対 して恒常性 を維持 するための生体防御調節機構 において

免疫系は重要な役割 を担 っている。 この ような視 点か ら見れば、 「老化 」 とは、

生体侵襲 に対す る適応能力が低下 し生体 防御調節失調 に陥 り易 くなった状態 と

いえよう。そ して、 その ことが加齢 に伴 う種 々の疾患発症 の背景 となっている

と考 えられ る。 この 「老化 」を含 めた生体防御調節機構 に大 き'く影響を与え う

る因子 と して宿主の栄養状態 ・栄養条件 が考 えられる。そ こで、本研究 では、

免疫系 に影響を与 える栄養条件 と して、 まず、食餌制限を取 り上 げた。即ち、

バ ランスの とれた飼料を用 いその摂取量 を単 に減少 させる食餌制限 と、 また、

飼料 内の栄養素(タ ンパク質)を 減少あるいは除去 した栄養制限 について、免

疫系 に及ぼす影響 について比較検討 した。

(1)食 餌制 限が瑠歯類において有意 な寿命延 長効果 を有 することは良 く知 られ

お り、 その メカニズムの一っ として食餌制限による細胞性免疫機能 の充進が考

え られている。当研究室では これまで、菱沼 らを中心に、食餌制限によ り反応

細胞 であるT細 胞 自身が増強 され ることを明 らか にしてきた。 そ こで、本研究

では、 まず、食餌制限による細胞性免疫機能 の増強が化学発癌剤誘発腫瘍の発

生及び増殖 を抑制 しうるか否かの検討を行った。その結果、 明 らかな腫瘍発生

抑制効果 が認め られたので、 この様な食餌制 限による腫瘍発 生抑制効果 におい

て宿主の どのような抗腫瘍エフェクター細胞 が重要であるかをさらに検索 した。

(2)T細 胞 を中心 とした免疫系にお いては、T細 胞の分化 ・成 熟の場 である胸腺

が重要 な役割を担っている。 しか しなが ら、免疫系 に影響をあたえうる栄養条

件 の胸腺機能への影響は必ず しも明 らかではなく、年齢的要 素を加味 した解析

が必要で あると考え られ た。 そこで、本研 究では食餌制限 と共 に、 これ とは作

用 が異なる栄養制限の一つ として無蛋 白食飼育を行いそれ らの免疫系、特 に、

胸腺機能 に及ぼす影響について検討 を行った。

即 ち、①一般 に寿命延 長効果が認められている食餌制限 と、栄養制限の一っ

と して長期では致死的と考 え られ る無蛋 白食飼育がラ ッ トの免疫機能 に及ぼす

影 響 ② この食餌制限あ るいは無蛋 白食飼育の免疫機能 に及 ぼす影響を、加齢

と共 に免疫機能が低 下す るwistarラ ットと、胸腺機能解析 のモデルと して加齢

と共 に胸腺肥大 を示 し免疫機能が低下 しないBuffalo(BUF)ラ ットとを用 いて比

較検討 ③加齢の影響 の3点 について検討 した。

一258一



第一章 食餌制限による化学発癌剤処理マウスの腫瘍発生抑制効果 に関する免

疫学的研究

第一節 化学発癌剤誘発腫i瘍の発生及び増殖に対する食餌制限の影響

実 験動 物 はC3H/He系 雄 マ ウス を用 い、20%カ ゼ イ ン食 で1日6時 間 のmeal-

feedingに 馴 化 後、 対 照 群及 び40%制 限食群 の2群 に分 けて 飼 育 し、 制 限開 始後

2か 月 目 に化 学 発癌 剤methylcholanthrene(MC)0.5mg/マ ウ スを皮 内投 与 した。

そ の後、 対照 群 及び 制 限食 群 につ いて、HC誘 発腫 瘍 の 発 生 率、 腫 瘍sizeを 検

討 した。 また、両群 の脾 細胞 につ い て、 フ ローサ イ トメ ー タ ーに よ る リ ンパ 球

亜 集 団 の解 析 と、 コ ンカ ナバ リンA(ConA)及 びinterleukin-2(IL-2)に 対 す

る反 応性 を3H-thymidineの 取 り込 み を指 標 と して測 定 した。

そ の結 果、 食 餌制 限 に よっ てHC誘 発腫 瘍 の発 生 及び 増 殖 が 抑制 され る こ とが

明 らか となっ た(Fig,1)。 また、 フ ロー サ イ トメー タ ー に よ る解 析 の結 果、 配

処 理 を行 った制 限食 群 は正 常 マ ウス の制 限 食群 と同様 に、 脾 細胞 中 のThy1.2+、

L3T4+細 胞(ヘ ルパ ーT細 胞)の 割合 が著 明 に増加 して い る こ とが明 らか とな っ た。

また、ConA及 びIL-2に 対す る反 応性 は、HC処 理 を行 っ た対照 群 で は免 疫機

能 が 著 しく低 下 して い たの に対 し、 制 限食 群 では正 常 マ ウ ス と同程 度 に免疫 機

能 が 高 く保 持 さ れて い る こ とが明 らか となっ た。 また、 組 織 学 的検 索 か ら、 組

織 中 の腫 瘍 細胞 の有 無 で腫 瘍発 生率 を検 討 した結果 、 対 照群 で は100%の 腫 瘍

発 生 率 で あっ たの に対 し、制 限食 群 では50%の 発 生 阻止 が 認 め られ た。

第 二節 食餌制限マウスにおける抗腫瘍エフェクター細胞機 能に関す る検討

第 一節で述べた方法 と同様 に食餌制限 を行い、MC投 与後、腫瘍が まだ発 生 し

ない5週 、対照群 で腫 瘍が発生 し始める8週 及び対照群の腫瘍 が大 き く増殖 し始

める15週 目の脾臓 の細胞傷害性丁細胞(CTL)活 性及びnaturalkiller(NK)活 性 を

測定 し、抗腫瘍エフェクター細胞機能について検討 を行 った。

その結果、制限食群では、HC投 後5、8週 、15週 のいず れのstageに おいても

対 照群 に比べて高いCTL活 性が認め られた(Fig.2)。 また、NK活 性 はresident

の状態では食餌制 限により低下する傾向が認められたが、invitroで 誘導 ・活

性化 した場合、制 限食群で対照群 に比べ高い活性 を示 した。 以上の結果か ら、

食餌制限による腫瘍発生抑制効果 においては、 ヘルパー丁細胞 を介 して活性化

されるCTLが 重要である ことが示唆された。 また、NK細 胞 は食餌制限 により活

性低下の傾 向が認め られたが、局所では ヘルパーT細 胞を介 して活性化 され抗

腫瘍 エフェクター とし七機能 している可能性が示唆 された。
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第二章 食餌制限及び無蛋白食飼育がラットの免疫機能に及ぼす影響とその加

齢変化

実験動物 は、Wistarラ ツ ト及びBuffaloラ ツ トの2系 統 で、1、6、12か 月齢の

雄 を用 いた。無蛋 白食(protein-freediet;PFD)飼 育で は 対照の精製飼料か ら

蛋 白のみ除きカロ リーは同一のものを自由摂食させ、 また、食餌制限(dietary

restriction;DR)に おいては 対照群の摂食量の60%を 与 える40%カ ロリー制限

を行った。 各 月齢のWistarラ ッ ト及びBuffaloラ ッ トにっ いて無蛋 白食飼育及

び食餌制 限を1か 月間行 い実験 に供 した。 胸腺及び脾臓 は重量測定後、細胞浮

遊液を調製 し、 フローサイ トメーターによるリンパ球亜集団の解析、 脾細胞

のMitogenに 対す る反応性及び抗SRBC抗 体産生能 にっいての検討 を行 った。

その結果、1か 月齢では、無蛋 自食飼 育により両系統 ともに体重が対照群 の

1/4以 下 と著 しく減少 したが、 食餌制限による体重減少 は両系統 とも対照群の

70%程 度 に とどまった。一方、両系統の6、12か 月齢の体重 は、無蛋 白食群 ・

制限食群共 に各 々の対照群の70-80%程 度 で、 これら二つの栄養条件 間で同様

な減 少パターンを示すにもかかわ らず、免疫系には下記 のように大 きな差が認

め られた。

胸腺 の萎縮程度 を胸腺総細胞数で見ると、1か 月齢の無蛋 白食群で著 しい減

少が認め られ、Wistarラ ッ トでは対照群 の0.2%ま で減少 した。Buffaloラ ッ ト

も同様 に対照群の2.0%ま で減少 したが、 この月齢ですでに胸腺肥 大の傾向が

あ り、減少 しても細胞数 は多いことが認 め られた。 また、Wistarラ ッ トでは、

12か 月齢 で加齢 に伴 う胸腺萎縮が蛋 白欠乏により促進される傾向が認 め られた

が、Buffaloラ ッ ト無蛋 自食群 では、その ような加齢変化は認め られなかった。

また、食餌制限によって も胸腺は萎縮 するものの、 両系統 とも無 蛋 白食飼育

に比べる と軽度 であった。

また、個体 レベルの免疫機能 の指標 と して、脾臓 あた りの抗SRBC抗 体産生能

を検討 した結果(Fig.3)、Wistarラ ッ ト無蛋 白食群では1か 月齢で対照群の0.5

%と 著 しい抗体産生能の低下が認め られた。Buffaloラ ッ トでは抗体産生能が

高 いため 対照群の2.8%ま で低下 してもなお、産生 レベ ルは高いと考 えられた。

食餌制限 によっては1か 月齢 においても抗体産生能の低下は小さ く、6か 月齢

及び12か 月齢においても抗体産生能は両系統 ともに保持 された。 この様な両系

統 の抗体産生能の差において、Buffaloラ ッ トでは胸腺が大 きく 脾臓 に供給 さ

れ るT細 胞数 が多ので、 脾臓 の抗体産生 に対 して高 いヘ ルパー機能 を有するた

め、無蛋 白食飼育の ような厳 しい栄養条件下 においても免疫機能を保持 しうる

もの と考 え られた(Fig.4)。 この胸腺依存的な脾臓T細 胞のヘルパー機能は、蛋

白欠乏の影響を大 きく受け、 その影響は、免疫系の発達過程 にある若齢 におい
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て顕著であ り、 また、加齢 によって も影響が大 きくなるこ とが認め られた。 こ

れ らの結果 は、発展途上国 における乳幼児の蛋 白欠乏状態 では、免疫機能低下

に よる重篤 な感 染症 を引き起 こ し、回復 し難 いことを如 実に示 して いる。 この

ことは、免疫系 の発達過程 におけるバランスの とれた栄養条件の重要性を改め

て認め るものである。

要 約

(1)① 食餌制限マ ウスにおいて化学発癌剤methylcholanthrene誘 発腫瘍 の発

生及び増殖が抑制されることが明 らか となった。

② マウスの食餌制 限に よる腫瘍発生抑制効果 においてはヘ ルパーT細 胞 を

介 して活性化 される細胞傷害性T細 胞 が重要である ことが認 め られた。

(2)①Wistarラ ッ トにおける無蛋 白食飼育の影響は免疫系の発達過程 にある若

齢 において顕著で、体重減少及び著 しい胸腺萎縮 に伴 い、脾臓 の抗体産

生能 の著 しい低下が認 め られた。 また、加齢に伴 う胸腺萎縮 が蛋 白欠乏

により促進 され、免疫機能のさ らなる低下が認 め られた。

②Buffaloラ ッ トにおいても無蛋 自食飼育の影響を受けるもの の、 胸腺 が

大 きく 脾臓 に供給 される丁細胞数が多いため、蛋 白欠乏状態 においても

脾臓 のヘルパー機能は十分 に残存 していると考 え られ、免疫機能は高 く

保持 された。

③ 食餌制 限によっても胸腺 は萎縮す るが 無蛋 白食飼育ほど著 しくな く、

両系統 ともに免疫機能は保持 された。

④ これ らの結果か ら、.免疫系の発達過程及び老齢期 におけるバ ランスの と

れた栄養 条件の重要性が改めて示 された。
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審 査 結 果 の 要 旨

食餌を制限すると実験動物の寿命カミ延びることはよく知られた事実であるが,こ の場合,こ の

動物では腫瘍の発生が遅れ,腎 や血管系の加令による病態発現が遅れることが観察されている。

しか し,低 栄養条件下ではむしろ感染症への罹患が容易になることか ら,食 餌の制限といって

も,そ の内容によっては延命効果は必ず しも期待できないものと考えられる。食餌制限が免疫機

能に及ぼす影響については栄養化学研究室のこれまでの研究で,制 限食が丁細胞を中心とした免

疫系を増強することを明らかにしている。

本論文はこのような知見を踏まえて,(1)食 餌制限が発癌剤誘発腫瘍の発生および増殖を抑制 し

うるか否かの検討を行い,さ らに(2)食 餌制限とともに,そ の食餌の栄養的な内容,す なわちタソ

パク質欠乏時における免疫系の応答を検討 した。い うまでもな く,丁 細胞を中心 とした免疫能に

は胸腺が重要である。そこで,こ こではとくに胸腺機能に注目して実験を企画した。

その結果,食 餌制限マウスにおいては,ヘ ルパー丁細胞を介して活性化 される細胞傷害性丁細

胞の増強により,化 学発癌剤であるメチルコラソトレン誘発腫瘍の発生および増殖を抑制するこ

とが明らかになった。またラヅトを用いた食餌制限ならびにタンパク質欠乏時の影響について検

討 し,食 餌制限の場合,胸 腺の萎縮は見られるものの,免 疫機能は充分に保持されていること,

またタンパク質欠乏では著しい胸腺の萎縮がみられ,脾 臓の抗体産生能の低下がみられることが

明らかになった。

なお,胸 腺の役割を検討する目的で,胸 腺が異常なまでの増殖 をとげ ることの知 られている

バ ッファロー ・ラットを用いた同様の実験を行い,タ ンパク質欠乏条件下でも,胸 腺の機能が維

持されており,同 時に免疫系も高 く保持されていることを示 した。

これらの検討結果は,免 疫系における胸腺の役割の重要さを明確にするとともに,食 餌制限の

内容(つ まり,バ ランスのとれた食餌か否か)の 重要性を強調するものである。

本論文は,栄 養学の立場か ら,加 令の制御に関するアプローチを試みたものであ り,食 餌の摂

取の仕方ならびに食餌の栄養的内容が免疫機能に大きく関わることを明らかにした点,今 後の栄

養学の発展に寄与す るものであ り,博 ±:(農 学)の 学位を授与す るにふさわしいと認定 した。
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