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論 文 の 内 容 の 要 旨

トキソプラズマ原虫(T汝叩ねsmagondれTgon茹原虫)は,ネコ科の動物を終宿主す

る真コクシジュウム目アイメリア亜目の偏性細胞内寄生原虫で,ヒトを含むあらゆる哺乳

動物と鳥類を中間宿主とし,中間宿主の細胞内で内部出芽による二分裂増殖を繰り返して

宿主細胞を破壊する･本原虫は多くの感染中間宿主体内で宿主の免疫系による生体防御機

構を逃れて脳,骨格筋,および心筋組織内に嚢包(cyst)を形成して緩慢な増殖を続けなが

ら長期間生息し続ける結果,感染中間宿主は不顕性感染の状態で生存する.しかし,中間

宿主の生体防御機構に障害が生じた場合,中間宿主の死をももたらす疾病を起こす.ま

た,Tgo∫-df順虫感染細胞の種々の殺原虫機構が活性化されれば,感染細胞内での原虫の

増殖が抑制されることも知られている.

一方･乳汁･涙液,鼻汁,唾液,ならびに好中球分泌物中に含まれ分子量約80kDaの

鉄結合性糖蛋白質であるウシラクトフェリンは,種々の生物活性(静菌作用,免疫賦清作

用,抗炎症作用,細胞増殖作風腸管内での鉄吸収促進,および脂質の過酸化抑制など)

を有していることが知られている･また,ウシラクトフェリンと約69%のホモロジーを有
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するヒトラクトフェリンはマウスマクロファージ内でのamastigoto期の伽OSOma

CrUZブの増殖を抑制するという報告がある.

本学位論文は,Tgon血原虫のマウス腹腔マクロファージとマウス胎仔線維芽細胞内で

の増殖とTg00戯原虫感染マウスの生残に対するウシラクトフェリンの効果を検討し,こ

れまで知られていなかったウシラクトフェリンの生物活性を明らかにしたものである.

本学位申請論文の骨子は,次の6つの章から成っている.

第1章は,｢ウシラクトフェリンのマウス体細胞内でのTgom班原虫増殖抑制効果｣に

関するものである.この章ではウシラクトフェリンはTgondガ虫体に対しては直接的な障

害性を示さないが,Tgondぷ原虫感染マウス腹腔マクロファージとマウス胎仔線維芽細胞

にウシラクトフェリンを作用させるとそれらの細胞内での原虫の増殖が抑制されるという

事実を明らかにしている.また,鉄完全飽和乳 および鉄非結合型ウシラクトフェリンで

も同様の効果が認められることと,鉄結合性蛋白でるトランスフェリンにはそのような効

果が認められないことから,ウシラクトフェリンの細胞内原虫増殖抑制作用には鉄分子が

関与していないことを明らかにしている.

第2章は,｢マウス腹腔マクロファージ内におけるウシラクトフェリンによるTgmdまf

原虫増殖抑制機作,とくに活性酸素と一酸化窒素の役割｣を検討したものである.原虫感

染,あるいは非感染マウス腹腔マクロファージにウシラクトフェリンを作用させても活性

酸素,ならび一酸化窒素の増加を観察する事が出来ないことを明らかにし,これまでマク

ロファージ内での原虫増殖抑制,あるいは細胞内での殺原虫因子として広く論じられてき

た活性酸素や一酸化窒素は,ウシラクトフェリンでの原虫増殖抑制機構には関与していな

いことを明らかにしている.また,この章では,培養液中にL-arginine依存系を阻害する

monomethy-L-arginineacetateを添加すると,ウシラクトフェリンによる原虫増殖抑制

効果が阻害されることを明らかにし,L-arginineを基質とする一酸化窒素産生系以外の代

謝系が関与している事を示唆する結果を示している.

第3章では,｢マウス腹腔マクロファージ内におけるウシラクトフェリンによる

TgoJld上原虫増殖抑制機作,とくにチロシンのリン酸化の関与｣を検討し,抗リン酸化チ

ロシン抗体を用いてのimmunoblottingによりウシラクトフェリン処理マクロファージ内

に30kDaのリン酸化蛋白を発見すると伴に,チロシンATP依存性リン酸化阻害剤処理でウ

シラクトフェリンによる原虫増殖抑制と30kDaの蛋白のリン酸化が阻害されることを明ら

かにした.

第4章では,｢了1goJ】dJf原虫感染マウスに対するウシラクトフェリンの効果｣を検討

し,ウシラクトフェt｣ンの投与によってTgom班原虫感染マウスに延命効果が見られたこ

と,延命マウスの脳内シストが減少することを明らかにし,ウシラクトフェリンの生体内

投与の有効性を実証している.また,同章ではヌードマウスではウシュラクトフェリンは
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延命効果を示さないことと,生体内投与による延命とIFN-γ産生との間には直接的関係が

ないことを明らかにしている.

第5章と第6章では,｢ウシラクトフェリンN一端構成ペプチドであるラクトフェリシン

の効果｣を血v丑mと血vル0の系で検討し,同ペプチドはTgm戯原虫に対して直接的な

抗原虫作用を有し,Tgon朝原虫の宿主細胞への侵入性を抑え,ラクトフェリシンで予め

処理されたTgmdガ原虫はマウスに対する感染能力が低下すること,Tg仇m嘉原虫感染マ

ウスヘの同ペプチド投与もウシラクトフェリンと同様Tgm戯原虫感染に対し延命効果を

もたらすと伴に,ヌードマウスやIFN-γ産生に対する反応もウシラクトフェリンと同様な

結果を得ている.

以上,各章に示された新しい知見は,ウシラクトフェリンの有効利用に示唆に富むもの

となっている.

審 査 結 果 の 要 旨

トキソプラズマ原山(Tt状(ノJ血sJlはgりJl(川,丁二g･(州招原山)は,ネコ科の動物を終侶1iと

する夷コクシジュウムl■_げイメリア亜=の偏仰㈲‖地内寄′=甘虫である.木原山は,ヒトを

含むあらゆる哺乳動物と鳥類をt川相宿_｣三とし,廿川胴廿】.ミの糾胞内で内滞日射こよる二分裂

増殖を繰り返して宿主細胞を破壊する.また,本原山は,多くの感謝I川欄トl:脚力で机上

の免疫系による生体防御機柄を逃れて脳,悍格肪,および心筋糾織州こ幾包(cyst)を形成

して緩慢な増弼を続けながら良川川臣l通し統ける紅組感謝l川棚侶lミは不軌件感染の状態

で生存する.しかし,し11i-り綻f.1ミの隼体跳御機付目こ障Hカシトじた陽介,-=冊軒l:の死をもも

たらす疾病を起こす.また,了二g(')Jl(/桐山山掛染細胞の椰々の毀損虫機構が折粧化されれ

ば,感染細胞内での増補は抑制されることも知られている.

-一方,ウシラクトフェリンは,乳汁,涙液,胴卜,岬披,ならびに好申球分泌物小に合

まれる分子量約80kDaの鉄解合竹朝矧′慣であり,郁々の′卜物情件(I酢菌作川,免捌武析

作川･抗炎症作川,細胞増掴作川,腸竹内での鉄一敗収促進,および肺門の過酸化抑制な

ど)を布していることが知られている･また,ウシラクトフェリンと約6日%のホモロジ､-一

を有するヒトラクトフェリンはマウスマクロファーージ内でのal-1aSt.厄()1∫りgjの

丁わ仰anOSO〃laCrUZfの増郁を抑制するという報てI湧iある.

学位申調布用仲桝也氏の捉‖ルた･論文は,マウス倒空マクロフーjノい･ジ,およびマウス脈

仔線維芽鮒胞内でのTgonrノ〃原山の椚姉に対するウシラクトフェリンの効黒とその什川機

作の解析を加v触)の系で検討すると什に,了二g(珊ノ舶山感染マウスヘのウシラクトフェ

リンの生体内投与の効米をinviv(二)の尖験系で検.りしたものである.

同学位申請論文では･1)ウシラクトフェリンがマウス体細胞困でのTlg(珊瑚仙榊･i
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を抑制する効果を有することと,その効果は鉄完仝飽和刑,および鉄井釦ハ叩ウシラクト

フェリンでも認められること,2)マウス脱腔マクロフア､一一ジ州こおけるウシラクトフJ.

リンによる了二goJ】d〃原山の増柵抑i帥こは椚作酸素,ならび･腔化肇素の増加を作わない

が,L-arginine依存系を阻害するとウシラクトフェリンによる鋸虫増刺抑制効果が帖モほ

れること,3)ウシラクトフェリンによる原虫椚姉抑制効果には,感染鮒胞小の:‡()kl.)ilの

蛋白質のリン酸化が閑ノラ･していること,4)ウシラクトフェリンの締=投Jノ･,ならびに腹

腔内投与が了二goJ】df原虫感染マウスの坐残率をtl-Jiめるが,その機附こはlドN-イの闇ノバま

考えられないが,少なくても免疫抑-1糾胞の側Jノ･が推定=来ること,5)ウシラクトフェ

リンのN一端側構成ペプチドであるラクトフェリシンは1二g…1(/∫仙(山に対して直は的な抗

原虫作用を有し,Tgα】(Jjf脱出の侶-1諸‖胞への侵人件を抑え,ラクトフェリシンで-｢め処

理された7二餅〃1d勅丑山はマウスに対する感染能力が低卜すること,6)T二g(鼎/ff感染マウ

スへのラクトフェリシン投与もウシラクトフェリンと川様Tl.g川汀榊h;(山感染に対し延命効

果をもたらした事などを6｢封こわたって.論述している.省章に新しい知見がみられ/卜乳

ヰりこ多俄に含まれるウシラクトフェリンの利川とウシラクトフェリンの新しい/巨理研畑作

用を示した研究業績であるという評価をした.

本学位申南論文は平成9咋1月20日の学棉派査会にうい/二ち,行宮香川こよって充分な査

読が行われ,いくつかの指摘に対し,小請厭からの適切な対応がとられた.上記,学イ立i論

文の内容,研究立案の独創性,および研究結果の組めカから判断し,かつ,学位小品論文

の主要な部分が既に国際誌に掲職されていることも槻案して,審査委H仝い･致で川小論

論文が岐阜大学大学院連合獣I宝学研究科の怖l二二(獣医一､.予)の学位前文として卜分仙他のあ

るものと認めた.
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