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    学位論文題名

  Comparison of biological activities of mycoplasmal

diacylated lipopeptide with those of Eschericカ励coli

    lipopolysaccharide and its active entity，lipidA

（微生物由来リポペプチドとりピドAの歯肉線維芽細胞および

    マクロファージ活性化能の比較）

学位論文内容の要旨

【目的】M. salivaliumはヒト正常歯肉線維芽細胞(HGF)とマクロファージを活性化し、

Interleukin-6 (IL-6)、IL-8など炎症性サイトカインの産生、ならぴに細胞間接着分子

intercellular adhesion molecule-l  (ICAM-I）の発現を誘導することが報告されており、その

活性部位はM. sá nẃ f珊の細胞膜に結合しているりポタンパク質にあることが明らかとな

っている。そのりポタンパク質の中でも特に活性化能の強い分子量44kDaのりポタンパグ

質の活性部位はN末端リポペプチド部分であり、その構造はS‐（2，3－bisacyloxypropyl）CGD・

PKHPKSFTEWVD‐である。本研究ではその構造をもとに合成したりポペプチドS‐（2，3‐

bisacyloxypropyl）CGDPKHPKSFくFSL‐1）ならびに大腸菌の細胞壁に存在するりポ多糖体

（LPS）およびその活性部位であるりピドAを用い、それぞれのHGFとマクロファージに

対する活性化能を比較、検討した。

【方法】HGFはlO％ウシ胎児血清（FBS）、100umtS/mlpenicillinGならびにl00旭/m1

streptomycinを含むダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）でコンフルエントに達するまで

培養した。マクロファージ系細胞株であるnロ－1、U937およびHL‐60細胞は10％FBS、100

units/mlpenicminGならびに100pg/n11Streptonlycinを含むRPMI11640培地で培養した。末

梢血単核球（PBMC）はヒト末梢血を採取しFicol卜Paqueを用いて遠心分離した。

  活性化能の指標としてHGFではIL‐6を、THP．1、U937、HL‐60ならびにPBMCではTNF‐a

を 用い 、測定 法は enZyme－linkedimmunosorbentassり（ELISA冫法を用いた。

  細胞表面のToll一likereceptor2（TLR2）、TLIHの発現はPhycoer舛mnで標識したTLR2、

TLR4そ れぞれ に対 する抗 体を 用い、 フロ ーサイ トメトリーにより測定した。

  TLR4のCo‐receptorであるMD‐2、またTLRの細胞内のシグナル伝達において重要なア

ダ プタ ー分子 であ るMyD88のmRNA発 現量の 測定 はIu、．PCR法により行った。
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【結果】HGFおよびTHP-1細胞においてFSL-1、大腸菌LPS刺激により濃度依存性に活性

化されることが確認された。その活性化のレベルを比較したところ、HGFにおいてはFSL-1

に比べLPSの方が高い活性化能を有していたが、THP-1細胞においてはFSL-1の活性化能

の方が高いことが確認された。しかしながら正確に両者の活性化能を比較するためには両

者をモル濃度で表す必要があり、溶液状態でのLPSはモル濃度で表すことが出来ないため

正確に両者を比較することは不可能であった。そこで、LPSの活性部位として知られてい

るりピドAの構造をもとに合成した大腸菌型合成リピドA (compound 506)を用いてFSL-1

と比較することとした。LPS．の場合と同じように、FSL-1とりピドAでHGFを刺激し、産

生されるIL-6の量を測定したところ、FSL-1で刺激した場合にはIL-6の産生が確認された

が、リピ ドAで刺激 した場合にはほとん どIL-6の 産生は見られなかった。

  次にFSL-1とりピドAによるマクロファージ系細胞の活性化を調べるためにTHP-1、

U937、HL-60細胞にprotein kinaseCの活性化させる働きのあるPhorbol 12-myristate

13-acetate (PMA)による前処理を行った後、FSL-1とりピドAによる刺激を行い、産生され

るTNF-aの量を測定した結果、3種の細胞全てにおいてPMA前処理によりFSL-1による

TNF-aの産生が増強されることが確認され、U937細胞においてはPMA処理によルリピド

Aの活性化能にも増強が見られることが確認された。

  マクロファージ系細胞株におけるPMA処理によるサイトカイン産生の増加が細胞表面

のTLR2、TLR4の発現と関係している可能性を考え、PMAによる前処理が細胞表面にお

けるTLR2、TLR4の発現にどのように影響をしているかを調べたところ、すべての細胞に

おいてPMA未処理の場合でもTLR2、TLR4ともに発現していることが確認され、その発

現量がPMA処理により増強されていることが分かった。mRNAレベルでのMD-2、MyD88

の発現をRT-PCRにより調べたところ、MD-2の発現はTHP-1細胞での発現がほかの細胞

に比べ低いことが確認されたが、HL-60細胞ではほば正常に発現していた。また、MyD88

の3種の細胞において発現量はほば同程度であった。これらの結果からPMA処理により

FSL．1刺激による活性化能が増強されたことは説明可能であったが、U937細胞において

PMA処理によルリピドA刺激による活性可能にも増強が見られた原因にっいては説明不

可能であった。

  次に、実験系における血清中に含まれる可溶性CD14が両者の活性化能に与える影響を

考え、U937細胞に対し、種女の濃度の血清を含んだ培地中でFSL‐1、リピドAによる刺激

を行い、産生されるTNF‐ぱ量を測定した。その結果、PMAで処理した細胞において血清濃

度依存性にりピドAによる活性化が増強されることが確認された。一方それに対し、FSL‐1

で刺激した場合には血清濃度が増加するとサイトカイン産生量が減少する傾向が見られた。

  より生体内の状況に近い状態での比較を考え、PBMCに対してFSL－1、リピドAで刺激



した場合にはりピドAによる活性がFSL-1を上回っており、両者の活性化能は血清濃度に

依存して増加していた。

  本研究により、確立された単一の細胞株を用いた場合、FSL-1は強い活性化能を示した

が、リピドAはほとんど活性化能を持たないが、種々の細胞が含まれるPBMCを用いた場

合にはりピドAの方がFSL-1よりも活性化能が高くなる．ことが示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

、  Comparison of biological activities of mycoplasmal

diacylated lipopeptide with those of Eschericカ施colz

    lipopolysaccharide and its active entity，lipidA

（微生物由来1JポベプチドとりピドAの歯肉線維芽細胞および

    マクロファージ活性化能の比較）

【提出論文の要旨】

  我々はこれまでにM.  salivar iumがヒト正常歯肉線維芽細胞(HGF)とマクロファージを

活性化し、その活性物質は細胞膜に結合しているりポタンパク質であることを明かにした。

また、特に活性化能の強い分子量44kDaのりポタンパク質(LP44)を精製し、その活性部位

であるN末端リポペプチド部分の構造を決定し、さらに、その構造に基づきりポペプチド

S-(2，3・bisacyloxypropyl)CGDPKHPKSF (FSL-1)を合成した。

  本研究では、FSL-1、大腸菌リポ多糖体(LPS)およびその活性部位であるりピドAの

HGFとマクロファージに対する活性化能を比較した。

  HGFはbMEM（10％fetal bovine serum (FBS)，100 unit/ml PenicillinG、100 yg/ml

streptomycin含有）で、THP-1、U937およびHL-60細胞はRPMI-1640（10％FBS，100 unit/ml

PenicillinG、100 lig/ml streptomycin含有）で培養した。末梢血単核球(PBMC)はヒト末梢

血をFicoll-Paqueを用いて遠心分離した。

  活性化能は、HGFではIL-6を、THP-1、U937、HL-60ならぴにPBMCではTNF-aを指

標と し 、enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法で測定し た。

  細胞表面のToll-like receptor2(TLR2)ならぴにTLR4の発現はフローサイトメトリーによ

り測定した。

TLR4のco-receptorであるMD-2、またTLR.の細胞内のシグナル伝達において重要なァ
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ダプター分子であるMyD88のmRNA発現量はRT-PCR法で測定した。

  HGF韜よびTHP-1細胞はFSL-1、大腸菌LPS刺激により濃度依存的に活性化され、その

レベルはHGFではFSL-1に比べLPSの方が高かったが、THP-1細胞ではFSL-1の活性化

能が高かった。しかしながら、溶液状態でのLPSはモル濃度で表すことが出来ないため正

確に両者の活性を比較することは不可能である。そこで、LPSの活性部位として知られて

いるりピドA領域の構造をもとに合成したりピドAを用いてFSL-1と比較したところ、

FSL-1で刺激した場合にはHGFではIL-6の産生が、また、THP-1細胞ではTNF-aの産生

が 確 認 さ れ た が 、 リ ピ ド Aで は ほ と んど こ れ ら の 産 生 が 見ら れ な か っ た 。

  次に、FSL-1ならびにりピドAのマクロファージ系細胞に対する活性化能を調べるため

にTHP-1細胞以外にU937ならびにHL-60細胞を用いた。これらの細胞をprotein kinaseCの

活性化剤であるphorb0112－myristate13ーacetate¢MA）で前処理した後、FSL‐1とりピドAで

刺激し、産生されたTNF‐aの量を測定した。その結果、3種の細胞全てにおいてPMA前処

理によりFSL一1の活性化能の増強がみられたが、リピドAの活性化能の増強はU937細胞

以外ではみられなかった。

  マクロファージ系細胞株のPMA処理の細胞表面のTLR2ならびにTLR14の発現に及ばす

影響を調べたところ、それらの発現は共にPMA処理により増強された。mRNAレベルで

のMD．2ならびにMyD88の発現をIぽ・PCRにより調べたところ、MD‐2の発現はTHP‐1細

胞での発現が低かったが、HL‐60ならびにU・937細胞ではほば正常であった。また、MyD88

の発現量は3種の細胞すべてでほば同程度であった。これらの結果から、PMA処理により

FSL－1刺激による活性化能の増強はTLRの発現の増強で部分的tニは説明可能であったが、

HL‐60細胞においてPMA処理により、TLR14の発現が増強されているにも拘わらず、リピ

ドAの活性化能の増強が見られなかった原因については説明できなかった。そこで、実験

系に用いた血清中に含まれる可溶性CD14が両者の活性化能に与える影響を考え、U937細

胞に対して、種々の濃度の血清を含んだ培地中でFSL‐1、リピドAによる刺激を行い、産

生される1NF‐a量を測定した。その結果、PMAで処理した細胞において血清濃度依存性に

りピドAによる活性化が増強されることが確認されたが、FSL‐1で刺激した場合には血清

濃度が増加するとサイトカイン産生量が減少する現象が見られた。この現象はM

sロzfvロrf“朋が殆どの人の口腔に常在し、LP44に対する抗体の影響ではないかと推測してい

る。

  より生体内の状況に近い状態での生物活性を比較するために、PBMCをFSL‐1ならぴに

りピドAで刺激した。その結果、リピドAの活性化能がFSL‐1のそれを上回っており、ま

た 、 両 者 の 活 性 化 能 は 血 清 濃 度 に 依 存 し て 増 加 す る こ と が わ か っ た 。

  以上の結果から、FSL‐1は確立された単一の単球系細胞株に対してはLPSより強い活性



化能を示し、種々の細胞が含まれるPBMCに対してはりピドAがFSL-1より活性化能を示

すことが示唆された。

審査委員からの質問として、

1）ジアシルリポペプチドFSL-1の合成方法について

2）  M. salivaliumと ヒ ト 歯 肉 線 維 芽 細 胞 と の 直 接 的 な 関 連 の 有 無 に つ い て

3） PMAによる処理方法について

4)マクロファージ系の細胞株間にもFSL-1、リピドAによる活性化に差があることの理由にっいて

5） LPSによる刺激ではサイトカインの産生が見られたのに対し、リピドAの場合ではほとんど見ら

  れなかったことの理由等についての質問があったが、論文提出者はそれぞれに的確に解答し

  た。

  これまで、細菌のもつ内毒素LPSは毒素としてだけでなく、人の免疫カを上げるアジュバントと

しての研究もなされてきたが、その毒性のために人体への応用はなされていない。本研究結果は、

微生物由来リポタンパク質ならぴにりポペプチドがLPSと同様な生物活性を有していることを明か

にしただけでなく、その生物活性が標的細胞によってはLPSよりも強く、また、PBMCに対しては

毒性は低いことを示唆していることから、リボタンパク質ならびにりポペプチドのアジュバントとして

の 可 能 性 を も 示 唆 す る も の で あ り 、臨 床 応 用 の 面 で も 評 価 で き る内 容 で あ る 。

  よって、学位申請者は博士（歯学）の学位授与に値するものと判断し、主査ならびに副査は合

格と判定した。
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