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論文内容の要旨

【背景および目的】

ウイルス性劇症肝炎は,抗原特異的細胞傷害性丁細胞(CTL)によるウイルス感染肝細胞に対する障害

が引き金となり,広範な肝壊死へと進展していくものと考えられている｡

近年,indoleamine2,3-dioxygenase(IDO)が,トリプトファンの代謝分解酵素の役割を有しており,

トリプトファンを枯渇させることでT細胞の増殖を抑制することが示され,免疫系の制御に深く関連があ

るとして注目されている｡この酵素はインターフェロン(IFN)-Yなどの炎症性サイトカインによって誘

導されるため,免疫学的機序により発症すると考えられている劇症肝炎･急性肝炎においてもIDOが何ら

かの関与を持つことが予測される｡

そこで本研究では,B型肝炎ウイルス(HBV)･トランスジェニックマウスを用いたマウス劇症肝炎モ

デルにおけるトリプトファン代謝およびIDOの動態について検討した｡

【研究材料と方法】

DrChisariから供与されたHBVトランスジェニックマウスは,アルブミンプロモーターによってHBV

envelope蛋白の発現が制御されており,肝細胞特異的にこの蛋白が発現される｡HBs抗原の残基28と39

の間に位置するエピトープ(IPQSLDSWWTSL)を認識するCD8+CTLクローン(HBV特異的CTL)を,

このHBVトランスジェニックマウスの尾静脈から移入することによって,B型劇症肝炎モデルを作製す

ることができる｡肝障害の程度は,血清AI∬活性の測定および組織学的所見(H.E.染色)にて評価した｡

HBV特異的CTL移入後の肝組織を用いてIDOの免疫染色を行い,またトリプトファンの代謝産物とし

て血清中のL･kynurenine(L-Kyn)濃度を測定した｡

さらに肝をホモジネー卜した試料とコラゲナーゼ処理によって単離した肝実質細胞からmRNAを抽出

し,RT-PCR及びリアルタイムRT-PCRによりそれぞれのIDOmRNA量を測定した｡

また,HBVトランスジェニックマウス及び非HBVトランスジェニックマウスから肝実質細胞を単離し

初代培養に供した｡この培養肝細胞をinT4tzvにてリコンビナントマウスIFN･Yで刺激後,mRNAを抽出し

RTLPCRでIDOmRNAの発現を検討した｡
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【結果】

HBVトランスジェニックマウスにHBV特異的CTLを移入すると,非HBVトランスジェニックマウス

と比較し,1日後に血清AI∬の有意な上昇および著明な炎症細胞浸潤が認められた｡そして,肝組織の免

疫染色において肝実質細胞でのIDO蛋白が,HBV特異的CTL移入1日後から7日後にかけて,徐々に強

く発現することが確認された｡またIDOがトリプトファンを代謝して生じるL-Kynの血清濃度も,移入1

日後に非HBVトランスジェニックマウスと比べ有意な上昇を示した｡

さらに,HBV特異的CTLを移入後の肝実質細胞を分離し,RT-PCRおよびリアルタイムRT-PCRでIDO

のmRNA発現を検討した結果,非実質細胞ではIDOが発現していないにもかかわらず,肝実質細胞では

IDOを発現していた｡

これらの結果が劇症肝炎モデルマウスの肝実質細胞に特異的なものなのかどうかを調べるため,HBVト

ランスジェニックマウスおよび非HBVトランスジェニックマウスの肝実質細胞を初代培養し,IFN-Yを添加

した｡その結果,HBVトランスジェニックマウスおよび非HBVトランスジェニックマウス共に,初代培養

された肝実質細胞でIDOが発現することを確認した｡

【考察】

本研究では,HBVトランスジェニックマウスにHBV特異的CTLを移入することにより,肝実質細胞に

IDOが発現し,血清L一正yn濃度が上昇することを明らかにした｡これまで肝におけるトリプトファン代謝

は主にtryptophan2,3-dioxygenase(TDO)にて行われ,IDOの関与は少ないと考えられていたが,本研究に

おいて,少なくとも劇症及び急性肝炎の状態では,肝実質細胞自体がIDOを発現するという新知見を得た｡

また,本研究におけるこの劇症肝炎モデルは,HBV特異的CTLを移入することにより抗原を認識した

CTLが大量のIFN-Yを産生することが知られている｡そのため,HBV特異的CTL移入による肝実質細胞

のIDO発現のメカニズムゐ一つとして,このIFN･Yの産生の関与が考えられる｡

IDOはトリプトファンの代謝分解酵素であり,IDOによるトリプトファンからキヌレニンへの代謝が,

T細胞の増殖を抑制し,妊娠期の胎児拒絶免疫寛容誘導に重要な役割をしているといわれている｡一方で

トリプトファンの代謝産物も免疫寛容を誘導することが知られている｡このことから,劇症肝炎モデルの

肝実質細胞におけるIDOの発現は,T細胞やNK細胞の増殖抑制や炎症細胞の浸潤を抑制しているとも考

えられる｡これらのメカニズムを明らかにするためにはHBVトランスジェニック/IDO欠損マウスを樹立

し,このマウスを用いた劇症肝炎モデルの研究が期待される｡

論文審査の結果の要旨

申請者 岩本直樹は,B型肝炎ウイルス･トランスジェニックマウスへの特異的細胞障害性丁細胞移入

によって誘導される劇症肝炎モデルを用い,肝実質細胞においてIDOが発現していることを証明し,劇

症･急性肝炎におけるIDOの関与が示唆された｡

この知見は,肝臓病学及び免疫学の進歩に少なからず寄与するものと認める｡
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