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論 文 内 容 要 旨

近年,生 活環境の変化 に伴 って気管支喘息,ア トピー性皮膚炎,あ るいは ア レルギー性鼻炎 な どのア レ

ルギー性炎症疾患の患者数が増加 して いる。 このような ア レルギー性炎症疾患で は,T細 胞,好 酸球,お

よび肥満細胞が病態形成 に深 く関わ って いると考 え られて いる。 とりわ け,好 酸球 は骨髄,末 梢 血,お よ

び 炎症 部位で増加 し,炎 症 部位 に浸 潤 した好 酸球 は 穎粒 蛋 白質 を放 出 し,種 々のケ ミカル メデ ィエー

ター やサ イ トカイ ン を産 生 す る ことが報 告 されて い る。好 酸 球 の特 異 穎粒 中 に存在 す る4つ の塩 基性

の 蛋 白質majorbasicprotein(MBP),eosinophilcationicprotein,eosinophi1-derivedneurotoxin,お よ

びeosinophilperoxidaseは 種 々の細胞 に対 して障害活性 を持つ こと,ま た,MBPが ア トピー性 皮膚炎 患

者の病変部位,お よび気管支喘息患者 の気管支粘膜 中に沈着 して いる こと,あ るいは気管支 喘息患 者の喀

疾 中のMBPの 濃度 はMBPが ∫%"伽oで 細胞障害活性 を示す濃度であ ることが報告 されて いる。従 って,

好酸球の増加は アレルギー性炎症 の病態悪化 の原 因の一つ にな ると考 え られ ている。

Interleukin-5(IL-5)は,`分 子量約13kDaの ポ リペ プチ ドが2量 体 を形成す るサ イ トカイ ンであ り,活 性

化 されたタイプ2ヘ ルパーT細 胞,肥 満細胞,お よび好酸球 によ って産生 され,マ ウスB細 胞 の増殖 を誘

導す る因子(B-cellgrowthfactorII:BCGF-II),マ ウスB細 胞 を抗体産 生細胞へ分化 させ る因子(T-cell

replacin琴factor:TRF),お よ びマ ウス 婦 酸 球 前駆 細 胆 を成 熟 好 酸 球 へ 分化 させ る 因子(eosinophil

differentiationfactor:EDF)と して報告 された。1986年 たTRFのcDNAが クローニ ング され,こ れ ら・

の因子 が 同一蛋 白質であ ることが明 らか にな りIL-5と 命名 された。 ヒ トお よびマ ウス のIL-5は これ らの

作用のみな らず,好 酸球の生存 を延長 させ る作用,好 酸球か ら活性酸素 の放 出を誘導す る作用,さ らに免 『

疫グロブリンによって誘導 され る好酸球 の脱穎粒 反応 を増強す る作用 がある ことが報告 されて いる。また,

気 管支 喘息患者の気管支粘膜 中のIL-5mRNA発 現 量は,病 気の重症度や気管支粘膜 中の浸潤好酸球数 と

相 関す る ことが報告 されている。従 って,IL-5は 好酸球 数の増加 を誘導す ることによ り,気 管支喘息 をは

じめ とす るア レルギ ー性炎症患者 の病態 形成 に深 く関与 している と考え られ るが,そ の詳細な機序 につ い

て は不 明な点 が多 く残され ている。 ・

ラ ッ トは気管支喘 息をは じめ とするア レルギ ー性 疾患や炎症病態モデル動物 として用 い られて いる動物

種で あるにも関わ らず,ラ ッ トIL-5の 標 品化 が行われていなかったため,ラ ッ トIL-5が ラッ ト好酸球 に

対 して どの様 な生物活性 を示す か明 らかではな く,ラ ッ ト好酸 球 とラッ トIL-5の 関係はマ ウスお よび ヒ ト

の解析結果か ら推定 せざるを得 なか った。なお,ラ ッ トIL-5は,1991年 にそ のcDNAが クローニ ング さ

れ,マ ウスおよび ヒ トのIL-5と アミノ酸 レベルでそれぞれ92%,67%の 相 同性 を持 つ ことが明 らか にされ,

ラッ トIL-5cDNAをIL-5依 存性 マウスB細 胞株T88-M細 胞 およびB13細 胞 に発現 させる とこれ らの細胞

が増殖す る ことか ら,ラ ッ トIL-5はBCGF-II活 性 を持つ ことが間接的 に証 明され た。 当教室 では,ア ス

カ リス抗原で感作 したラ ッ トの腹 腔に抗 原溶液 を注入 する ことによ り腹腔 に好酸球浸潤が多 く生 じる系 を

確立 し,骨 髄お よび末梢血 中で も好酸球 数が増加する こと,ま た抗 原注入によ り腹腔 に浸潤 した好酸球数

は48時 間後 まで高 い レベル に維持 される ことか ら,ア スカ リス抗原 を腹 腔に注入す るとラッ トIL-5が 産生
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され,産 生されたラットIL-5が そのよ うな作用を発現 している可能性 がある ことを示唆 してきた。そ こで,

本研 究は,recombinantラ ッ トIL-5を 作 製 し,recombinantラ ッ トIL-5の ラ ッ ト好酸球 に対す る生物活

性 につ いて解 析す る ことによ り,IL-5が 関与す る好酸 球増多 を伴 うア レルギー性 炎症 のモデ ル動物 とし

て,ラ ッ トを使用す ることが適切であるか どうかを明 らかにする ことを 目的 とした。

すなわち,ア スカ リス抗原で感作 した ラッ トの腹 腔 に抗 原溶液 を注入 し,4時 間後 に採取 した腹 腔浸潤

細胞よ りRT-PCR法 を用 いてラ ッ トIL-5cDNAを クローニ ング し,ラ ッ トIL-5cDNAを 挿 入 したバキ ュ

ロウイル スをカイ コ幼虫 に感染 させ,recombinantラ ッ トIL-5を カイ コ幼 虫の体液 中に発現 させ た。発

現 されたrecombinantラ ッ トIL-5は 陰イオン交換 ク ロマ トグ ラフ ィーおよび疎水クロマ トグ ラフィー に

よって95,5%ま で精製 し,精 製 したrecombinantラ ッ トIL-5を 抗マ ウスIL-5抗 体 を用 いてWesternblot

法 によ り検 出 した結果,recombinantラ ッ トIL-5は 活 性型で ある2量 体 を形成 して いる ことが明 らか に

な った。次 に,recombinantラ ッ トIL-5の 生物活性 につ いて解析 した。その結果,recombinantラ ッ ト

IL-5は1レ5依 存性 マウスB細 胞株T88-M細 胞 の増殖 を誘導 し,こ の増殖 は抗 マウ～qし5抗 体 によ って

抑制 された。 また,メ チルセル ロース法 を用いて ラッ ト骨髄細胞 をrecombinantラ ッ トIL-5存 在 下で6

日間培養 した結果,好 酸球 のコロニーが形成 された。 さ らに,ラ ッ ト腹腔か ら採取 して精製 した好酸球 を

recombinantラ ッ トIL-5存 在下 で培養iする と,好 酸球 の生存 率の低下 が抑 制され た。従 って,recombinant

ラッ トIL-5は,こ れ まで 間接的 に証明 されて いたようにマ ウスB細 胞 に対 してBCGF-II活 性 を示す こと

が証明 された。 また,recombinantラ ッ トIL-5は 好 酸球前駆細胞 に対 してEDF活 性 を示す こと,お よび

成熟好酸球 に対 して好酸球生存延長活性 を示す ことが明 らか にな った(第 一章)。

Recombinantラ ッ トIL-5は ラッ ト骨髄細 胞中の好酸球前駆細胞 に直接作用 し,好 酸球 コロニー を形成

させ る能力が あるこ とが メチルセル ロース法 によ り明 らか にな った(第 一章)こ とか ら,伽 痂oに お いて

も,ラ ッ トIL-5は 骨髄内 にお いて好酸 球 の産生 を誘導 す ることが考 え られた。 しか し,骨 髄 内 にお いて

は,好 酸球前駆細胞か ら成熟好酸球への分化お よび増殖が様 々な種類の細胞 の相互作用 によ って起 こって

いる可能性が あるた め,勿"伽oで 示 され たラ ッ トIL-5に よるEDF活 性が 勿 伽oに お ける好酸球増多 の

一 因になって いるか ど うか は正確 には不 明である。そ こで,ラ ッ トIL-5の 生体 内 にお ける作用 につ いて

明 らか にす る 目的で,ラ ッ トの骨髄細胞 を各種濃度 のrecombinantラ ッ トIL-5を 含む液体培地 中で培養

す ることによ り,骨 髄細胞 中の相互作用 が起 こり得 る状態 に した場合 にEDF活 性 がみ られるか どうか,さ

らにrecombihantラ ッ トIL-5を 静脈注射 した場合 にEDF活 性がみ られ るか どうか につ いて,好 酸球数お

よびMBPの 発現量 を指標 にして解析 した。そ の結果,recombinantラ ッ トIL-5存 在下で ラ ッ ト骨髄細

胞 を培養iする と,好 酸球数 は培養 日数お よびrecombinantラ ッ トIL-5の 濃度 に依存 して増加 した。培養

開始6日 後の骨髄細胞 中に占める好酸球数 の割合 は90%以 上 であった。 また,抗 ラ ッ トMBP抗 体 を用 い

てWesternblot法 に よ り培 葉 骨 髄 細 胞 中 のMBP量 を 検 出 し た 結 果,骨 髄 細 胞 中 のMBP量 は

recombinantラ ッ トIL-5に よ っ て 増 加 した。 さ ら に,ラ ッ ト尾 静 脈 か ら10pmo1/kgの 投 与 量 で

recombinantラ ッ トIL-5を12時 間お きに6日 間投与 した結果,末 梢 血 白血球お よび骨髄細 胞 中の好酸球

数 の割 合が増加 した。 これ らの結果 か ら,recombinantラ ッ トIL-5は 骨髄 細胞 の培養 系,お よび 勿 痂o
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においてEDF活 性 を示す ことが明 らか にな り,ラ ッ トIL-5のEDF活 性は好酸球増多 に関与 している こ

とが示 唆された(第 二章)。

IL-5レ セ プ ターは,α 鎖,お よびIL-3やGM-CSFの レセ プター と共 通 の β鎖(commonβ 鎖:βc

鎖)の2つ のサブユニ ッ トか ら構成 され る。IL-5がIL-5レ セ プターに結合す る とβc鎖 に会合 して いる

JAK2,Fes,お よびLynな どのチ ロシ ンキナーゼ が速や かに活性化 され,JAK1,JAK2,STAT1,

およびSTAT5な どを介す るJAK/STATシ グ ナル伝 達経路,あ るい はRas,Raf-1,MEK,お よび

p44/42MAPキ ナーゼ を介す るp44/42MAPキ ナー ゼ シグナル伝達 経路な どを活性 化す る ことが報告 さ

れ,ヒ トIL-5に よる ヒ ト好酸球 内のシグナル伝 達経路 が明 らか にされつつ ある。一方,ヒ トIL-5に よる

ヒ ト好酸球 の生存延 長誘導作 用にはJAK2の 活 性化,mRNAの 合成,お よび蛋 白質合成が関与 して いる

ことが 示唆されているが,そ の作用機 序はIL-5に よる好酸球内 シグナル伝達経路 の解析結果 と.比較 して部

分 的に しか明 らか にされてお らず,不 明な点が多 く残 され ている。 そ こで,recombinantラ ッ トIL-5に

よるラ ッ ト好酸球 の生存延 長作用 機序について,特 に細胞内 シグナル伝達経路 の観点か ら解析 した。 ラ ッ

ト腹腔 か ら採取 して精製 した好酸球 をrecombinantラ ッ トIL-5存 在 下で培養 した結果,p44/42MAPキ 、

ナーゼ お よびSTAT5の リン酸 化 が誘導 され,そ れ ぞれMEK1阻 害薬PD98059お よびJAK2阻 害薬

AG490に よって抑制 され た。 また,recombinantラ ッ トIL-5は ラ ッ ト好 酸球のアポ トー シス を抑制す る

こ とに よ って 生 存 延 長 を誘 導 し,そ の作 用 は 蛋 白質 合 成 阻 害 薬cyclohexlmide,RNA合 成 阻 害 薬

actinomycinD,チ ロシンキナーゼ阻害薬herbimycinA,お よびJAK2阻 害薬AG490に よって抑制 され,`「

MEK1阻 害薬PD98059で は抑制 され ない ことが明 らかになった。 これ らの結果か ら,recombinantラ ッ

トIL-5はJAK2を 含むチ ロシンキナーゼ の活性化お よび何 らかの蛋 白質 合成 を介 して好酸球の アポー ド

シス を抑制す る結果,好 酸球 の生存延長 が誘導 され,そ の細胞 内シグナル伝 達経路 にはp44/42キ ナーゼ

ではな くJA:K:2/STAT5が 関与 して いる ことが示唆 された(第 三章)。

本研 究では,バ キ ュロウイルス発現系 を用 いて カイ コ幼虫 の体液 中にrecombinantラ ッ トIL-5を 大量

に発現 させて精製す る ことによ り,recombinantラ ッ トIL-5を は じめて標品 と して作 製す る ことに成功

した。 また,好 酸球増多 因子 としての ラッ トIL-5の 生物活性 に着 目して解析 した結果,recombinantラ ッ

トIL5が マウスや ヒ トのIL-5と 同様 にEDF活 性お よび好 酸球生存延長活性 を持つ ζとをは じめて明 ら

かに した。従 って,ラ ッ トにお いて もIL-5が 好 酸 球増 多 を誘導す る因子 として作用す る ことが示 され,

ラ ッ トはIL-5が 関与す る好 酸球増 多を伴 うアレルギー性 炎症のモデル動 物 として活用 でき る動物種 であ

る ことが明 らか にな り,今 後,ラ ッ トを活用 す る ことによ りIL-5に よる好酸 球増多機構 や好 酸球 のア レ

ルギー性炎症 にお ける関与 にっいて詳細 な解析 が行 えるよ うになった。
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審 査 結 果 の 要 旨

気 管支 喘 息 な どのア レル ギ ー性 炎 症 のモ デ ル 動物 と して活 用 され て いる ラ ッ トにお いて,ラ ッ ト

interleukin-5(IL-5)が 好 酸球 の増 多 に実 際に関与 してい るか どうか 明 らか にされ ていなか った。本研究

は,recombinantラ ッ トIL-5を 作製 し,ラ ッ トIL-5が 好酸球 の増多 に関与 して いるか どうか を解析 し,IL-

5が 関与す る好酸球増多 を伴 うア レルギー性炎症 の病態 モデル動物 として ラッ トが活用で きる動物種 であ

るか どうか を明 らか にす ることを目指 した ものである。

まず,君soα7∫∬ 観 〃zextractを 抗原 として感作 した ラッ トの腹腔 内に抗原液 を注入 して腹腔 に浸潤 した細

胞か らラッ トIL-5cDNAを クローニ ング し,recombinantラ ッ トIL-5を バ キュロウイル ス発現 系を用 い

てカイ コ幼虫の体液 中に発現 させて精製 した。 こうして調製 したrecombinantラ ッ トIL-5に は,B細 胞

の増殖 を誘導する活性(B-cellgrow七hfactorII活 性),ラ ッ ト好酸球前駆 細胞か ら成熟好酸球への分化 ・

増殖 を誘導す る活 性(eosinophildifferentiationfactor活 性),お よび成熟好酸球 の生存延長活性 がある

ことを明 らか にした。また,ラ ッ トの尾静脈か らrecombinantラ ッ トIL-5を 投与す る ことによ り,∫%伽o

にお いて も,recombinantラ ッ トIL-5に は末梢血 白血球中および骨髄細胞 中の好 酸球 数 の割合 を増加 さ

せる作用があ ることを明 らか にし,ラ ッ トIL-5が 生体 内において好酸 球の産 生に関与 している ことを示 し

た。 さ らに,recombinantラ ッ トIL-5に よ る成熟好酸球 の生存延長 の誘導 の作用 機序 につ いて解析 し,

recombinantラ ッ トIL-5は,ラ ッ ト成熟好酸球 のアポ トー シス を抑制す る ことによ り好酸球 の生存 を延

長 させ,そ の作用 はp44/42MAPkinaseシ グナル伝達経路ではな く,'JAK2/STAT5シ グナル伝達 経路

を介 して何 らかの蛋 白質合成を誘導するためである ことを示唆 した。

Recombinantラ ッ トIL-5は じめて標 品 として作製す る ことに成功 した功績 は大 き く,こ れ を用 いて

ラッ トIL-5が ラッ ト好酸球 に対 してEDF活 性および好酸球生存延長活性 を持つ ことを明 らか にし,ラ ッ

トにおいて もヒ トと同様 にIL-5が 好 酸 球増 多 因子 として作用す る ことを示す ことがで きた。す なわち,

IL-5が 関与す ることによる好酸球増多を伴 うア レルギー性 炎症の病態モデル動物 として,ラ ッ トを活用 す

る ことがで きる ことを明 らか に した。本研究 成果 によ り,ア レルギ ー性炎症 におけるIL-5と 好酸球 の役

割 について,ラ ッ トを病態モデル動物 として活用 し,さ らに詳細 な解 析を行 う ことが可能 になった。 よっ

て,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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