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論 文 内 容 要 旨

サイ トカイ ンは細胞 間 の情報伝達 を担 う分 子量1万 ～数 万の タンパ ク質 で,免 疫 ・生体防御,炎 症 ・

ア レル ギー,発 生 ・分化,造 血系,内 分泌 系及び神経系 に直接 的 あるい は間接 的に関与す るこ とが知 ら

れ てい る。サイ トカイ ンの特徴的 な性質 として は,1種 類のサイ トカイ ンが複数 の機能 を示す 多様性 と,

複数 のサイ トカイ ンが 同 じ機能 を示す重複性 を兼 ね備 えてい るこ とがあげ られ る。また,サ イ トカイ ン

はネ ッ トワー クを形成 して,生 体 内での恒 常性 を維持 してい るた め,そ の破綻 は各種疾病 に も大 き く関

係 している と考え られてい る。

獲得免 疫の 中核 を担 うhelperT(Th)細 胞 は,産 生す るサイ トカイ ンプ ロフ ァイル によってinterleukin

(IL)一2及 びinterferon(IFN)一 γを産生す るTh1細 胞 と,IL-4,IL-5及 びIL-13を 産生す るTh2細 胞

に分類 され る。Th1型 及びTh2型 の反応 は相互 に排他 的で,Thlサ イ トカイ ンはTh2サ イ トカイ ンの産

生 を抑制 し,反 対 にTh2サ イ トカイ ンはThlサ イ トカイ ンの産生 を抑制す る。ア レル ギー性疾患 の進展

にはIL-4及 びIL-5な どのTh2サ イ トカイ ンが主要な役割 を占めてい ると考え られ てきてお り,実 際に

ア レル ギー性 喘息患 者や ア トピー性 皮膚 炎患者 由来 の末 梢血 白血球 ではこれ らのサイ トカイ ン産生能 が

充進 してい ることが数多 く報告 されてい る。

1レ18は マ ウスのP眉oρ伽 めαc∫8磁〃2αcπ6∫誘導 シ ョックモデルにおいてIFN一 γ を産 生 させ る因子 とし

てOkamuraら によって発 見 され たサイ トカイ ンである。IL-18は その発 見の経緯 か らIFN一 γ の作用 を介

す るTh豊 型 の反 応 を誘導す る と考 え られ た。 しか し,Hoshinoら の研 究に よ り,IL-18とIL-2と の共存

下で細胞 を培養 す る とIL-4やIL-13の 産生が誘導 され るこ とや,同 様の組み合 わせ で動物 に投 与す る と

血 清 中のimmunoglobuiin(lg)EやIgGlの 濃度 が上 昇す るこ とが示 され,IL-18はTh2型 の反応 も惹起

す るこ とが明 らかにな った。 この よ うにIL-18はTh1型 及 びTh2型 の相 反する性質を持 つサイ トカイ ン

産生 を誘導 し,多 くの種類 の細胞 か ら産生 され,さ らにその受容体 も幅広 い細胞 で発 現 して いるため,

ある種 の疾患 においてはIL」18が 病態 の進展 に どの よ うな形 で関与す るかにつ いて明 らか にす るこ とは

困難 であった。

例 えば,ア レル ギー 性 疾 患 の動 物 実 験 モ デ ル と して汎 用 され るマ ウ スの 喘息 モデ ル にお い て,

recombinantIL-18を 吸入投 与す る と気道へ の好酸 球浸潤が充進 して気道 炎症 が悪化す るこ とが報告 され

てい る。一方,『IL一18遺 伝 を欠失 したマ ウスを用い て喘 息モデル実験 を行 って も,気 道 への好酸球 の浸

潤 が充進 し,結 果的 に肺 障害 を増悪す る傾 向があ るこ とも報告 され てい る。そ のため,IL-18が ア レル

ギー性 炎症 の病態 を改善す るのか,増 悪 させ るのかについて は一致 した結論 が得 られてい ない。 また,

IL-18がinvitroでgranulocyte-macrophagecolony-stimulatlngfactor(GM-CSF)の 作用 を介 して破 骨細 胞の

分化 を抑制 す るこ とや,osteoproIegerinの 作用 を介 して破骨細胞の成熟 を阻害す ることが報 告 されてい る

ため,IL-18が 骨代謝 性疾患 に関与す る可能性 も示 唆 されてい る 。しか し,骨 の リモ デ リングは破 骨細

胞 に よる骨 吸収 と骨 芽細胞 に よる骨形成 のバ ランスに よって制御 され てい るた め,IL-18に よ り破 骨細

胞 の分化や成 熟が抑制 され ると,骨 破壊 のみが抑 制 されて骨 ゐ過 形成 が引 き起 こされ るのか,あ るいは
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IL-18が 骨芽細胞 を抑制 して骨形成阻害が 引き起 こされ るのか については,先 に述べ たlnvi重ro実 験で得

られ た結果 か ら推 定する ことは困難 で あった。

そ こで本研 究で は,IL-18のinvivoに お ける免疫 ・ア レル ギー お よび骨代謝 における役割 を解析す る

目的 で,リ ンパ球 系及び その 前駆細 胞 であ る骨髄 細胞 がIL-18を 過 剰 に分泌す る トラ ンスジ ェニ ック

(£ransgenic,TG)マ ウス,及 び主に皮膚 に分布 す るケ ラチ ノサイ トがIL-18を 過剰に分泌す るTGマ ウス

を作製 し,そ のphenotypeを ワイル ドタイプ(wildtype,WT)マ ウス と比較検討 した。 リンパ球系及 びそ

の前駆細胞 である骨髄細胞 がIL-18を 過剰 産生す るTGマ ウス(Ig11L-18TGマ ウス)は,Igpromoter下

流 にマ ウスmatureIL-18の 遺伝 子 を導入 し,ケ ラチ ノサイ トがIL-18を 過剰産生す るTGマ ウス(K511L-18

TGマ ウス)は,keratln5promoter下 流 にマ ウスmatureIL-18の 遺伝子 を導入 して作製 した。

第1章 には,Ig11L-18TGマ ウスについて免疫 学的解析 を行 った結果 を述べ た。脾臓細胞の構成割 合の

解析 を行 った結果,Ig11L-18TGマ ウスにおいては,WTマ ウス と比較 して,CD8+T細 胞及びマ クロファ

ー ジが増加 してお り
,B細 胞が減少 していた。また,脾 臓 と同様 に骨髄 において もB細 胞数 が減少 して

い た。脾臓 細胞 をPMA,ionomycinあ るいは抗CD3抗 体及びIL-2の 存在下で培養す る と,Ig/IL-18TG

マ ウスの脾臓細胞 では,WTマ ウス と比較 して,IL-4,5,13及 びIFN一 γ の産生充進が認 め られた。また,

Ig11L-18TGマ ウス血清 中のサイ トカイ ン濃度及び抗体価 を測定 した結果,WTマ ウスにおいては極 めて

微量 しか検出で きない血清 中のIL-4,IFN一 γ 及 びIgEの 濃度 が上昇 していた。 さらに,IgπL-18TGマ

ウスの血清 中のIgGl濃 度は加齢 に伴 って上昇 した。IL-18に は免疫 系の細胞 に対 してTh1型 あるいは

Th2型 のサイ トカイ ン,GM-CSF,tumornecrosisfactor一 α 及びIL-1β な どのサイ トカイ ン産生 を誘導す

る作用 がある ことが報 告 され てい る。そのた め,Ig肛 一18TGマ ウスにおいて観察 された脾臓細胞の構成

割合 の変化,血 清中のIL-4及 びIFN一 γ 濃度及 びIgE及 びIgG1抗 体価 の上昇 には,IL-18単 独の作用に

加 えて,IL-18に よ って誘 導 され る他 のサイ トカイ ンが間接 的に関与 して いる可能性 も考 え られた。

第2章 に は,Ig11L-18TGマ ウス の骨 髄細胞及 び骨形成 につ いて解析 した結 果 を述 べた。WTマ ウス

と比較 して,Ig肛 一18TGマ ウス にお いて は骨 髄細 胞 中 のIFN一 γ のmRNAレ ベ ル が上 昇 し,IL-4の

mRNAレ ベル は低 下 していた。 さ らに骨病理組織学的解析 に よ り,Ig11L-18TGマ ウスにおいてはWTマ

ウス と比較 して,大 腿 骨 にお ける皮 質骨面積及び腰椎 におけ る海綿骨体積 が減少 している ことも明 らか

に した。 さらに,骨 吸収 と骨形成のパ ラメー タを解析 した結果,Ig11L-18TGマ ウスにお ける骨形成不全

の原 因は,破 骨 細胞の減少 に伴 う骨吸収及び骨形成速度の低下で あることを示唆 した。

これ らの結果 か ら,IgπL-18TGマ ウスにおいては,リ ンパ球 系細胞 および骨髄細胞 か ら過剰に産生 さ

れ たIL-18が,直 接 的,あ るいはIL-18に よって誘導 され るサイ トカイ ンを介 して間接 的 に,局 所的な

変化 あるい は全 身作用 をもた らし,そ の結果,脾 臓 においては細胞 の構成割合 の変化及 びサイ トカイ ン

産生能 の変化 を引 き起 こ した と考 え られ た。 また,骨 においては骨髄細胞 の構成割合 の変化 と骨髄 細胞

におけるサイ トカイ ンmRNAレ ベル の変化,及 びそれ らに伴 う破骨細胞数の減少 に よって骨代謝 回転の

低下 を誘 導 し,結 果 として骨形成不全 を生 じさせ る と考 え られた。

第3章 には,K511L-18TGマ ウスの皮膚 をcrotono孟1あ るいはtrinitrochlorobenzene(TNCB)な どの起炎
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剤 で刺 激 した際の反応 を,WTマ ウス あるいはIg11L-18TGマ ウスにお け る反応 と比較 し,皮 膚 におけ

るIL-18過 剰 産生 の影響 につい て検 討解析 した結果 を述べ た。K511L-18TGマ ウスにおいて は,TNCB

に よって誘発 され る接触 性皮膚 炎が増強 されcrotonoilに よって誘発 され る急性 炎症及びTNCBの 反 復

塗布 による慢性 炎症 はWTマ ウスの場合 よ りも強 い反 応が誘発 され た。 また,K511L-18TGマ ウスの皮

膚 にcrotonoilあ るい はTNCBを 塗布す ることに よ り誘発 され る反応 はIg11L-18TGマ ウスの皮膚に塗布

した場合 に比べ て よ り強 かった。 これ らの結果 か ら,IL-18は 皮膚 炎を悪化 させ るこ と,及 び皮膚炎 に

おいては循環血 中のIL-18よ りも局所 で高 濃度に産生 され るIL-18が 炎症反応の誘導 に強 く関与す るこ

とが示唆 され た。K5/1L-18TGマ ウスにTNCBを 反復塗布す ることによって誘発 され る慢性炎症 におい

ては,皮 膚 の表皮肥厚及 び炎症 局所へ の好 中球,好 酸球及び肥満細胞 の浸潤が認 め られ,ま た,炎 症局

所 においてIFN一 γ,IL-4及 びCCL20のmRNAレ ベ ルが上 昇 していた。IL-18に は好 中球遊 走作用,好

酸球 に よるIL-8産 生 を充進 させ る作用,及 び 好塩 基球細胞 によるIL-4の 産生や ヒスタ ミンの放出 を充

進 させ る作用 があ るこ とが報告 され てい るた め,皮 膚 で過 剰産生 されたIL-18が 炎症局所 の細胞 に作 用

し,TNCBの 反復塗布 に よる炎症 を増幅 させ た可能性 が考え られ た。 さらに,TNCBの 反 復投 与に よ り,

K511L-18TGマ ウスにおいては所属 リンパ節のB細 胞数 が増加 し,血 清 中のIgE濃 度の上昇 も認め られ

た。 これ らの こ とか ら,K511L-18TGマ ウス においてはケ ラチ ノサイ トによ り過剰産 生 され るIL-18が,

起 炎剤 の刺激 に よっそ 引き起 こされ る炎症反応 を直接 的に,あ るい はIL-18に よって産生 され るサイ ト』

カイ ンや ケモカイ ンを介 して間接 的に炎症局所 で作用 し,炎 症 を悪化 させ るこ とが考 え られた。 さ らに,

起 炎剤 に よる炎症 の悪化 は全身性 の変化 をもた らし,そ の結果,所 属 リンパ節 のB細 胞 の増加 及び血清 』

中IgE濃 度 の上昇 につ ながった と考 えられ た。

本研 究 によ り,免 疫系細 胞,骨 代謝性 疾患及び皮膚炎症 にお けるIL-18の 役割 を部分 的に解 明す るこ

とがで きた。す なわ ち,リ ンパ球 系及 びその前駆細胞 である骨髄 細胞においてIL-18を 過剰 に産 生 させ

る と,免 疫 系の細胞 の構成割合 が変化 して,IFN一 γ な どのThl型 サイ トカイ ン及びIL-4な どのTh2型

サ イ トカイ ンの産生炉誘 導 され,骨 形成 に対 しては骨代謝 回転 の低 下 を誘導 し,骨 形成不全 が生 じた。

また,皮 膚 でIL-18を 過剰 に産生 させ ると,crotonoi1及 びTNCBの 刺激 によって引 き起 こされ るア レル

ギー性及 び非 ア レル ギー性 の炎症 が悪化 した。 これ らの作用 はIL-18単 独 あるいはIL-18に よって誘導

され るサイ トカイ ンを介 して発 現 され た と考え られ,IL-18を 中心 としたサイ トカイ ンネ ッ トワー クの

異 常が骨代謝性 疾患及び皮膚 炎症の病態 の進展 に関与 してい る可能性 が示唆 された。以上 の結果 か ら,

IL-18の 過剰 な産生 を抑制す る薬剤 は,骨 形成不全 あるい は皮膚炎 に対 す る有用 な治療 薬にな り得 る可

能性 が示唆 され た。
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＼

審 査 結 果 の 要 旨

IL-18の 生体 内での役割や病態へ の関与を解析す る研 究は,培 養細胞 を用 いたinvitro実 験,リ コンビ

ナ ン トIL-18や 抗IL-18抗 体 をマ ウスに投与す るinv重vo実 験,あ るいはIL-18遺 伝子 を欠失 させたマ ウ

ス を用 いる実験 な どに よって行 われ て きた。 しか し,骨 代謝性疾 患やア レル ギー性 疾患 においてIL-18

が どの よ うな形で病 態の進展 に関与す るかについて は必ず しも明確 ではない。そ こで本研究で は,2種

類 の トランス ジェニ ック(TG)マ ウス を作製 して,そ の表現型 を野生型マ ウス と比較す るこ とに よ り,

IL-18の 免疫 ・ア レル ギー及 び骨代謝 にお ける役割 をinvivo実 験 で解析 した。

リンパ球 系の細 胞及 び骨 髄細胞 がIL-18を 過剰 に産 生す るTGマ ウ スにおい ては,血 清 中のIL-4,

IFN一 γ,IgE及 びIgGlの 濃 度が上 昇 し,脾 臓細胞 におけ るIL-5,IL-13及 びIFN一 γ の牽生充進 が誘導

され る ことを示 し,ま た,こ のマ ウスの脾臓においてはCD8℃D44+T細 胞及び マク ロファー ジが増加す

るこ と,及 びB細 胞 が減少す ることを示 した。また,骨 髄細胞 においてはIFN一 γ のmRNA発 現が上昇

す る こと,及 びIL-4のmRNAレ ベル が低 下す る こ とを示 した。 さらに,骨 組織 においては破骨細胞数

の減少 に よって骨代謝 回転 の低 下が誘 導 され,皮 質骨及び海綿骨 の減 少 を伴 う骨形成不全 が生 じるこ と

を明 らかに した。すなわち,TGマ ウスを用 いた本研究 によ り,IL-18が リンパ球系及びその前駆細胞 か

ら過剰 に分泌 され る と脾臓 細胞 の構成割 合が変化す るこ と,及 び,骨 形成不全が誘導 され るこ とを初 め

て明 らかに した。

一方 ,皮 膚 に分布す るケ ラチ ノサイ トがIL-18を 過剰 に分泌す るTGマ ウスにお いて は,crotonoi1や

TNCBな どの起炎刺激 に よる炎症反応 が悪化す る ことを示 し,皮 膚 にお いてIL-18が 過剰 に産生 され る

と,非 ア レル ギー性 及び ア レル ギー性接触皮 膚炎 が さらに増悪 され るこ とを初 めて 明 らか に し,IL-18

の過剰 な産生 を抑制す る化 合物 を見い出す ことに よ り,皮 膚炎 に対す る有 用な治療 薬 を開発 できる可能

性 を示唆 した。

また,IL-18TGマ ウスにお ける以上 の変化 は,IL-18単 独 あるいはIL-18に よって誘導 され るサイ ト

カイ ンを介 して発 現 され た と考 え られ,IL-18を 中心 と したサイ トカイ ンネ ッ トワー クの異常が骨代謝

性疾患及び皮膚炎 の病態 に関与 してい る可能 性 を示唆 した。

以上 の一連 の研 究成果 に よ り,本 論 文は博 士(薬 学)の 学位論 文 として合格 と認 める。
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