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学位論文内容の要旨

  免疫制御因子であるサイトカインは疾病の進行に密接に関与している。しかし、アジ

アや中南米で使役家畜として用いられているラクダ科動物（ラクダおよぴラマなど）のサ

イトカイン遺伝子は同定されておらず、感染症などに対する免疫応答の詳細も明らかで

ない。そこで、本研究はラクダおよぴラマのサイトカイン遺伝子の同定、定量法の確立

およびサイトカイン動態の解析を目的に以下の研究を行った。

  ラクダおよぴラマのサイトカイン遺伝子の同定を目的に、末梢血単核球(PBMC)を分

離しconcanavalinA(Con A)存在下で刺激培養後、mRNAを抽出しcDNAを合成した。既

知のウシサイトカイン遺伝子配列よルプライマーを作成し逆転写ボリメラ―ゼ連鎖反応(RT-PCR)

法およびクローニングシークエンス法によってインターロイキン(IL)-la. IL-ip、I：L-2、IL-4、

IL-6、ILrl0、IL-12p35、IL-12p40、IL-13丶インターフェロン(IFBD-yおよぴ腫瘍壊死因子

(TNF)-aのcDNAのヌクレオチド配列を決定した。予想されるアミ丿酸配列をラクダと

ラマ間で比較した結果、高い相同性（96．4％～100翻が示され、さらに他の哺乳動物との

比 較 に お い て も 、 ブ タ や ウ シ の サ イ ト カ イ ン遺 伝 子と 高 い 相同 性 を示 し た 。

  次に、サイトカインmRNAの定量法の確立を目的に、得られIたラマのサイトカイン

遺伝子情報から特異的なプライマーを構築し、リボボリサッカライド（LPS）存在下で刺

激培養 したPBMCの各 サイトカインの発現の推移をReal-time RT-PCR法により解析し

た。その結果、各サイトカインの発現は’LPS濃度依存性に増大し、刺激後12---24時間

で最高値を示した。また、同ブライマーはラクダのサイトカイン遺伝子の定量も可能で

あるこ とか確認 され、本 法によってラマおよぴラクダのサイトカインmRNAの定量が

可能となった。

  最後に、Brucella abortus S19供abortus S19)ワクチン株をラクダに接種し、確立した

Real-time RT-PCR法によルサイトカインプロファイルを検討した。その結果、ワクチン

接種群のIFN-yおよぴIL-6はコントロール群に対して高く、特にIFN-yは2週間高値を持

続した。B．abortus S19ワクチンはBrucella感染症に対し有効であることが示されており、

今回の結果からラクダのBrucella感染症に対する防御反応には細胞性免疫型サイ、トカイ
ン(Thl)であるIFN-̂fが重要なかかわりを持つことが示唆された。

  本研究で、ラクダおよぴラマのサイトカイン遺伝子か同定され他の哺乳動物と高い相

同性を保有していること、ならぴに、この遺伝子情報によってサイトカインの定量法が

確立された。同法を用いたA abortus S19ワクチン接種ラクダのサイトカインブロファ

イル解析からワクチン接種によってIFN-yが強く誘導されることが明らかとなった。こ

れらのことから、本研究によってラクダ科動物の病態解析やワクチン効果判定にサイト

カインプロフんイルによる解析が有用であることが示唆された。
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  ラクダ科動物（ラクダおよびラマなど）のサイトカイン遺伝子は同定されてお
らず、感染症などに対する免疫応答の詳細も明らかでない。本研究はラクダおよ
びラマのサイトカイン遺伝子の同定、定量法の確立およびサイトカイン動態の解
析を行った。
  まず、ラクダおよびラマのサイトカイン遺伝子を同定するため末梢血単核球を
分離し、刺激培養後、mRNAを抽出しcDNAを合成した。既知のウシサイトカ
イン遺伝子配列よルプライマーを作成し逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)
法およびクローニングシークエンス法によってインターロイキン(IL)―la、
IL―1p、IL―2、IL-4、IL-6、IL-10、IL―12p35、IL－12p40、IL-13、インターフェロン
(IFN) -ッおよび腫瘍壊死因子Qの各遺伝子配列を決定した。予想されるアミノ
酸配列は、ブタやウシのサイトカイン遺伝子と高い相同性を保有していた。次に、
サイトカイン遺伝子の定量法としてReal－time RT-PCR法を用いてラマおよびラ
クダのサイトカイン遺伝子の定量法を確立した。
  最後に、Brucella abortusワクチン株をラクダに接種し、確立したReal・time
RT―PCR法によルサイトカインプロファイルを検討した。その結果、ワクチン接
種群では、IFN-ッおよびIL－6は対照群に比較して高く、特にIFN-ッは感染後1
週間高値を持続し、Brucella感染症に対する防御反応には細胞性免疫に重要な
Thl型サイトカインであるIFN-ッが重要なかかわりをもつことが示唆された。
  以上のように申請者は、ラクダおよびラマのサイトカイン遺伝子を同定しその
定量法を確立した。

  本研究はラクダ科動物ではじめてサイトカインプロファイル解析を可能とし
たものであり、ラクダ科動物の病態解析に重要な知見を提供した。よって審査員
一同は申請者が博士（獣医学）の学位をうける資格を有すると認めた。


