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    学位論文題名

  Expression of RANTES by bronchoalveolar lavage cells

    1n nonsmoking patients with interstitial lung diseases

（非喫煙問費陸肺疾患患者の気管支肺胞洗浄細胞におけるRANTESの発現）

学位論文内容の要旨

  1980年代後半より多数のサイトカインの精製と遺伝子のクローニングが進み、新し

いファミリーとして一群のサイトカインが見出された。これらのサイトカインはケモカイ

ンと称され、低分子量で構造上の類似性を持ち、特定の炎症細胞に対する強い走化作用や

活性化作用を有するのが特徴である。サルコイドーシス、膠原病肺、特発性問質性肺炎な

どの問質性肺疾患の原因は不明だが、最初に肺局所への炎症細胞の集積が起こり、炎症が

成立した後、線維化の過程ヘ進展していくと考えられる。サルコイドーシスはCD4陽性細

胞の肺局所への集積が特徴とされるが、なぜ特定の炎症細胞が集積するのか、その機序は

解明されていない。そこで我々は、この機序にケモカインが、中でも当初CD4陽性細胞に

特徴的な走化作用が報告されたRANTESが関連しているのではないかと推定し、非喫煙

問質性肺疾患患者におけるRANTESの発現を、mRNAと蛋白量にっいて検討した。

  RANTES mRNAの測定には、気管支肺胞洗浄液(BALF)中の総細胞と、末梢血から分

離した単核細胞から総RNAを抽出して検体とした。測定には、RANTES mRNAの内部

標準として作成した人工的RNAを用いた競合的reverse-transcription polymerase chain

reaction (RT-PCR)法を用いた。この方法では、既知量の検体と十段階希釈した内部標準

を同一チューブに入れてRT-PCRを行う。用いた内部標準は面端の配列がRANTES

mRNAと同じで長さが短く作られている。逆転写の段階からその内部標準と検体を同ーチ

ユーブ内で反応させ、PCR時はRANTES mRNAと同じプライマーを用いて競合的に増

幅させる。これによって、検体と内部標準の間の、PCR時の増幅効率の差を極力少なくで

き、より簡便で再現性のあるmRNAの半定量が可能になると考えられる。得られた検体と

内部標準のPCR産物は、2％アガロースゲル上で電気泳動すると、その長さの違いから、

エチジウムプロマイドで染色後、容易に2本のパンドとして識別できる。検体中の

RANTESと同一輝度に見える内部標準の希釈乗数に10を加えた数を、その検体の

RANTESの発現量とした。RANTESの蛋白量は、BALFと血清を検体として、ELISA法

で測定した。

  対象は、サルコイドーシス患者20名（男性4名、女性16名）、膠原病肺患者10名

（女性10名：慢性関節リウマチ3名、SLE3名、全身性硬化症1名、多発性筋炎1名、



シェーグレン症候群2名）、特発性問質性肺炎患者10名（男性3名、女性7名）と、対

照群 として健常人8名（男性4名、女性4名）であり、全例非喫煙者である。

  BALF所見では健常人に比較して、サルコイドーシス患者群では総細胞数、リンバ球比

率、CD4陽性細胞比率・絶対数、CD4/8比が増加し、膠原病肺患者群では、総細胞数、リ

ンバ球比率、好中球比率、CD4陽性細胞絶対数、CD8陽性細胞絶対数が増加していた。特

発性問質性肺炎患者群では好酸球比率、好中球比率、CD4陽性細胞絶対数、CD8陽性細胞

絶対数が増加していた。

  BALF総細胞中のRANTES mRNAの発現は、対照群に比較して患者3群で有意に増加

していた。しかし、末梢血単核細胞では4群闇で有意な差は認められなかった。RANTES

mRNAとBALF所見の相関は、サルコイドーシス患者群でりンバ球比率・リンバ球絶対数、

CD4陽性細胞絶対数と有意な正の相関が認められ、膠原病肺患者ではりンバ球比率と有意

な正の相関を認めた。RANTES蛋白量は、BALF中で、健常人に比較して患者3群で有意

に 増 加し て いた が 、血 清 中で は 4群 間 で有 意 な差 は 認 めら れな かった。

  本研究で明らかになったことは、サルコイドーシス、膠原病肺、特発性問質性肺炎の患

者群 で、対照に比較してBALF細胞のRANTES mRNAの発現とBALFのRANTES蛋白

量が増加していたことである。末梢血や血清で有意な差は認められず、BALF細胞の

RANTES mRNAの発現とBALFのRANTES蛋白量の増加は、肺局所での発現亢進を示

唆すると考える。サルコイドーシス患者群と膠原病肺患者群においては、BALF所見のり

ンバ球増加とRANTES mRNAの発現は有意な正の相関を示しており、これまで報告のあ

るMCP-1と共に、RANTESがサルコイドーシスや膠原病肺でりンバ球の集積に関与して

いる可能性が示された。またRANTESは、最近in vitroでMIP-1口、MCP-iやPF-4よ

りT細胞の活性化に重要な役割を果たすという報告がなされた。RANTESは、invivoで

も炎症細胞の集積に関与すると共に、炎症局所での炎症細胞の活性化にも関与している可

能性がある。今回の検討では、RANTES mRNAはサルコイドーシス患者では、BALF所

見のCD4陽性細胞と有意な正の相関を示した。しかし、RANTESはのちにCD8陽性細

胞に対する走化作用が報告された。実際、今回の検討では、サルコイドーシス患者群でCD4

陽性細胞とCD8陽性細胞の絶対数が増加しており、RANTESは、サルコイドーシスにお

いて両サプセットの集積に関与しているかもしれない。

  特発性問質性肺炎患者群ではBALF所見とRANTES mRNAの発現に相関は認められな

かったが、好酸球比率と好中球比率が上昇していた。RANTESは好中球に対する作用は報

告されておらず、特発性問質性肺炎では好酸球の集積に関与している可能性がある。しか

し、RANTESのみで各々の疾患の肺局所での炎症細胞の構成が決定される訳ではない。さ

らに、種々のケモカインとBALF所見の相関の検討や、in vitroでの主要な走化因子の同

定が必要である。今後、様々なケモカイン、サイトカインの知見が集積し、各疾患特有の

サイトカインネットワークが明らかになり、問質性肺疾患の病態の解明が進むことが期待

される。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

  Expression of RANTES by bronchoalveolar lavage cells

    in nonsmoking patients with interstitial lung diseases

（非喫煙問質性肺疾患患者の気管支肺胞洗浄細胞におけるRANTESの発現）

  1980年代後半より、ケモカインと称される、低分子量で構造上の類似性を持ち、特定の

炎症細胞に対する強い走化作用や活性化作用を有する新しい一群のサイトカインが見出さ

れた。サルコイドーシス、膠原病肺、特発性問質性肺炎（以下IIP）などの問質性肺疾患は、

原因不明だが、最初に肺局所への炎症細胞の集積が起こり、炎症の成立後、線維化ヘ進展

すると考えられる。そこで我々は、この機序にケモカインであるRANTESが関連してい

るのではないかと推定し、非喫煙問質性肺疾患患者におけるRANTESの発現を、mRNA

と蛋白量について検討した。

  RANTES mRNAの測定は、気管支肺胞洗浄液（BALF)細胞と、末梢血単核細胞から抽

出した総RNAを検体とし、RANTES mRNAの内部標準として作成した人工RNAを用い

た競合的reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)法で行なった。これ

により、検体と内部標準の間の逆転写とPCR増幅の効率差を極力少なくでき、より簡便で

再現性のあるmRNAの半定量が可能になる。RANTES蛋白量は、BALFと血清を検体と

して、ELISA法で測定した。

  対象は、サルコイドーシス患者20名（男性4名、女性16名）、膠原病肺患者10名（女

性10名：慢性関節リウマチ3名、SLE:3名、全身性硬化症1名、多発性筋炎1名、シェー

グレン症候群2名）、IIP患者10名（男性3名、女性7名）と、健常人8名（男性4名、

女性4名）であり、全例非喫煙者である。

  BALF所見では健常人に比較して、サルコイドーシス患者群で総細胞数、リンパ球比率、

CD4陽性細胞比率と細胞数、CD8陽性細胞数、CD4/8比が増加し、膠原病肺患者群で、

総細胞数、リンバ球比率、好中球比率、CD4陽性細胞数、CD8陽性細胞数が増加していた。

IIP患者群では好酸球比率、好中球比率、CD4陽性細胞数、CD8陽性細胞数が増加してい

た。

  BALF総細胞のRANTES mRNAの発現は、健常人に比較して患者3群で有意に増加し、
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末梢血単核細胞では4群間で有意差はなかった。また、サルコイドーシス、膠原病肺患者

群で、RANTES mRNAはりンパ球比率、リンノマ球数、CD4陽性細胞数と有意な正の相関

を認めた。RANTES蛋白量は、BALFで、健常人に比較して患者3群で有意に増加してい

たが、血清中では4群問で有意差はなかった。BALF細胞のRANTES mRNAの発現と

BALFのRANTES蛋白量の増加は、肺局所でのRANTESの発現亢進を示唆すると考える。

  サルコイドーシス患者群と膠原病肺患者群で、BALF所見のりンパ球増加とRANTES

mRNAの発現は有意な正相関を示した。よってRANTESが、サルコイドーシスや膠原病

肺でりンパ球集積に関与している可能性が示された。今回の検討でRANTES mRNAは、

サルコイドーシス患者と膠原病肺患者で、BALF所見のCD4陽性細胞数と有意な正相関を

示した。しかし両群ではCD4陽性細胞数とCD8陽性細胞数が増加しており、RANTESは、

両疾患において両サプセットの集積に関与しているかもしれない。IIP患者群では、BALF

所見とRANTES mRNAの発現に相関はなかったが、好酸球比率が上昇していた。同疾患

ではRANTESは好酸球の集積に関与している可能性がある。

  しかし、RANTESのみで各疾患の肺局所における炎症細胞の構成は決定されない。今後、

様々なケモカイン、サイトカインの知見が集積し、各疾患特有のサイトカインネットワー

ク が明 らかになり、問質性肺疾患の病態の解明が進むことが期待される。

  審査に当り、副査松田教授より、1、問質性肺疾患の定義について、2、サルコイドー

シスのステージ分類について、3、サルコイドーシスにおいて、ステージでBALF所見

に差はないのかについて、4、健常人群と疾患群で、性差、年齢に差が認められるがこれ

が結果に影響を及ほす可能性について、5、RANTES mRNAの半定量化の意義について、

6、免疫染色はどのような対象を用いておこなったのか、について質問があった。また、

副査川上教授より、末梢血単核細胞のRANTES mRNAの発現や、血清中RANTES蛋白

量で有意差がなく、肺局所でこれらに差があったことの意義について質問があった。さら

に主査皆川教授より、1、対象を非喫煙者に限った理由について、2、細菌性肺炎など原

因が明確な疾患でのRANTESの発現について、3、サルコイドーシスは全身性疾患であ

るが、血清中RANTES蛋白量に差を認めなかったことはどのように説明できるか、4、

RANTESと疾患の活動性、予後は関連があるのか、5、より疾患特異性の高いサイトカ

インも合わせて検討するとさらに有意義である、6、今後、ケモカイン受容体の動向につ

いての検討も重要である、との質問、コメントがあった。申請者はこれらの質問に対して

適切な回答をおこなった。

  審査員一同は、本研究を、問質性肺疾患におけるRANTES発現の意義を検討した研究

として高く評価し、申請者を博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと

判定した。

- 209―


