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論文内容要

 b日

目的

 炎症の結果もたらされる組織の低酸素(hypoxia)状態は,炎症性サイトカインを含む様々な

 遺伝子発現を招来し,炎症の病態を修飾する要因となる。グラム陰性桿菌の菌体外膜を構成する

 1ipopolysaccharide(LPS)は,LPSレセプターであるToll-likereceptor4(TLR4)を介し血

 管内皮細胞をはじめとする多くの細胞を活性化する炎症惹起物質である。このTLR4の発現変

 化は,LPSに対する細胞応答牲に直接影響を及ぼす。本研究の目的は,hypoxia曝露が血管内

 皮細胞のTLR4発現変化とLPS応答性に与える影響を培養ヒト臍帯静脈血管内皮細胞

 (HUVEC)を用いた1nソi1roのモデルで検討すること,そして,このhypoxiaによるTLR4発

 現変化のシグナル経路を解明することである。

方法

 HUVECをhypoxia(PaO2:35torr)またはnormoxia(PaO2:160torr)環境下で培養した。

 HUVECのTLR4mRNA発現の変化を,Northermblotanalysisおよび半定量的RT-PCR

 法にて測定した。細胞表面のTLR4蛋白の発現変化を,抗ヒトTLR4モノクローナル抗体を用

 いたフローサイトメトリーにて測定した。LPS(50ng/m1)刺激によるh/tracellularadhesion

 molecule-1(ICAM-1)の発現変化を,抗ヒトICAM-1抗体を用いたフローサイトメトリーにて

 測定し,細胞のLPS応答性を評価した。ミトコンドリア由来のreactiveoxygenspecies

 (ROS)は,hypoxia刺激を細胞内に伝える2ndmessengerとして重要であることが知られて

 いる。そこで,hypoxiaによるHUVECのTLR4発現変化のシグナルに,ミトコンドリア由来

 のROSが関与しているか検討した。細胞内のROS産生量は,H,0,存在下に酸化され蛍光を

 発するCM-H2DCFDAを用いて蛍光プレートリーダーにて測定した。ミトコンドリアのROS

 産生を抑制するため,mitochondriasite皿inhibitorのmyxothiazo1(1μM)を使用した。

 TLR4のpromoterregionに存在する核内転写因子AP-1およびIRF/PU.1の転写活性を,

 electrophoreticmobilityshiftassayにて測定した。

結果

 hypoxiaに曝露したHUVECのTLR4は,mRNAレベルでも蛋白レベルでも,発現が低下

 していた。hypoxiaに曝露したHUVECでは,normoxia群に比べて,LPSによるICAM-1の

 発現増強が抑制されていた。hypoxia曝露により,細胞内ROSの産生が亢進した。

 一350一



 myxothiazo1は,hypoxiaによるROS産生とTLR4発現低下を抑制した。hypoxia曝露によ

 り,AP-1の転写活性が低下した。しかし,IRF/PU.1の転写活性には変化を認めなかった。

 hypoxia曝露によるAP-1転写活性低下は,myxothiazol投与により抑制される傾向を認めた。

結論

 hypoxiaに曝露したHUVECでは,ミトコンドリア由来のROSを介した核内転写因子AP一一1

 調節によりTLR4発現が低下し,LPSに対する細胞応答が抑制される。
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 審査結果の要旨

 エンドトキシン(1ipopolysaccharide:LPS)による細胞の活性化が,どのような機序で起こ

 るのかは,多くの研究者の関心事であった。近年の研究によりToll-1ikereceptor(TLR)が

 LPSの刺激を細胞内に伝えるレセプターであると考えられるようになり,TLRが脚光を浴びる

 ようになった。本学位論文は,このLPSレセプターであるTLRの発現と,炎症に伴う低酸素

 状態とを結び付け,低酸素曝露によるTLR発現変化を,培養細胞を用いたinvitroの実験を通

 して解析したものである。

 本研究では,第一章で,培養ヒト 齊帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)では,RT-PCR法によ

 りTLR2の発現を認めないことから,HUVECではTLR4がLPSのレセプターとして重要であ

 ることを示した。第二章では,ノーザンブロット法および特異的抗体を用いたフローサイトメト

 リーにより,TLR4発現が,低酸素曝露によりmRNAレベルでも,蛋白レベルでも低下するこ

 とを明らかにし,低酸素に曝露したHUVECでは,LPSにより惹起されるintraceHularadhe-

 sionmolecule-1(ICAM-1)の発現増強が抑制されることを示した。第三章では,低酸素曝露

 によるTLR4発現の低下に至る細胞内シグナルに焦点をあてて実験を行った。低酸素曝露によ

 り,細胞内ROS産生が亢進し,核内転写因子AP-1の活性が低下することを示した。ミトコン

 ドリア阻害剤であるmixoむhiazolを用いると,低酸素曝露による細胞内ROSの産生とTLR4発

 現低下が抑制されることを明らかにした。

 本論文の興味深い点は,低酸素に曝露されたとき,血管内皮細胞がTLR4の発現を低下させ,

 LPSによる過剰な炎症反応を抑制するということである。さらに本研究では,低酸素曝露から

 TLR4の発現低下に至るシグナル経路を追求し,低酸素によるTLR4の発現低下に,ミトコン

 ドリア由来のROSを介した核内転写因子AP-1調節が関与していることを示した。本研究は,

 RT-PCR法,ノーザンブロット法,フローサイトメトリー,EMSA法など,多彩な実験手法を

 用いてこれらの結論を導き出している。実験条件,実験手法は緻密に計画され,結論に至る考察

 も論理的である。

 本論文は,学位授与に値するものと考える。
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