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【背景と目的】

  口腔上皮細胞は、様々な刺激や口腔常在菌に対して物理的防御機構として機能するだけで詮

く、´I｜0u・likereceptorなどにより細菌やウィルス成分を認識することで自然免疫反応を誘導し、

炎症性サイトカインの産生等を介して口腔内での生体防御に関与することが報告されている。

炎症性サイトカインのマクロファージ遊走阻止因子（MacrophageMi釘ationIn11ibito珂

Factor；MIF）は、炎症や自然免疫反応において重要な役割を担っていることが知られているが、

これまで口腔上皮での炎症、免疫応答におけるM田の関わりは検討されていない。本研究では、

口腔上皮での炎症反応におけるMIFの役割を探る目的で、ヒト口腔扁平上皮癌細胞株HSCー2

細胞を用い、M皿がLPS誘発性の炎症反応に及ばす影響を解析した。

【材料と方法】

  HSCー 2細胞は HSRRBよ り購 入し 、10％FBS含 有MEM中 で培 養した 。HSC-2細胞をLPS

刺激(10 Lt,gml冫した場合の、培養上清中のIL‐8量の測定はDuoSetELISADeve10pment

めrstem、MIF量 の測 定は IDIJs． AHumanMIFImmuBoassayk辻を使用した。また、mRNA

量 は AGPC法 で totalm岨 を 抽 出 し 、 R紐domp血 nerを 用 い て cDNA合 成後 、 Apph・ ed

Bi08ystems7300システムを用いた】bal‐血nePCR法により検出した。MIFs皿，N．Aおよびス

クランブルsiR．NAは、QL蛤ENから購入し、HSC―2細胞への導入は、丑田erFect皿ansfec1區on

ReageIltを用いて行った。

【結果】

  HSC-2細 胞をLPS刺激することにより、IL-8 mRNAはLPS刺激後2時間をピークに発現

が亢進しその後減少し、IL-8分泌量は4時間以降72時間まで有意に分泌が増加し続けること

を認めた。また、MIF mR1岨発現量は、LPS刺激の有無に関わらず、12時間もしくは24時

間以降増加し、MIF分泌量はIぶS刺激によルコントロールと比較して、12時間以降に分泌が

若干増加する傾向が観察された。以上よりHSC．2細胞ではIPS刺激に応答してIL‐8mIごNA
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発現が上昇し、分泌が亢進する事が示された。また、MIFはmRNA発現量、分泌量ともLPS

刺激により殆ど変化しないことが分かった。

  次にsiRNA（5nM）によるMIFノックダウン条件下での、IPS誘導時のMIFmm岨量とIL．8

mm岨量との変化を解析した結果、MIFmm岨は7割から8割程度、瑚［批ゝによる発現抑制

が観察された。また、LPS刺激で誘導されるIL‐8mRNA発現は、MIFsiRNAの導入により、

スクランプルsiIHqAを導入した場合と比較し、約5割抑制された。次にMIFノックダウン条

件下におけるLPS誘導性のIし‐8分泌量を解析した結果、MIFsiRNAを導入した場合、スクラ

ンブル8皿NAと比較して約3割抑制きれた。

  最後にMIFのノックダウンがH8C．2細胞におけるTLR4の発現量に影響を及ばしているか

否かの検討を行った。MIFノックダウン条件下におけるTLR4mm岨発現を野P（珊法で

解析した結果、MIF醐RNAの導入による′rLR4の発現に著しい変化は認められなかった。

【考察】

  本研究は口腔上皮のLPS誘発性炎症反応におけるMIFの役割を解析するために、HSC-2細

胞を使用した。HSC-2細胞ではLPS刺激によりIL-8のmRNAおよび分泌を亢進させること、

更にMIFノックダウン条件下でLPS刺激によるIL-8のmRNA発現と分泌が抑制される結果

を得ており、口腔上皮細胞においてもMIFがLPSで誘発される炎症反応に促進的に機能する

可能性が示された。

  炎症部位では好中球の活性化や遊走、T細胞の遊走を制御する主要なケモカインであるIL-8

が発現することが報告されており、本研究のMIFのノックダウンがIし‐8の発現・分泌を抑制

するという結果から考えると、MIFは他の臓器の場合と同様に口腔内の炎症反応の制御に関与

していることが示唆された。

  これまでの報告から、MIFが炎症反応の制御に重要な役割を果たしていることが示されてい

るが、それが如何なるメカニズムによって制御きれているのかにっいては現在不明を点が多い。

サイトカインとして細胞外に分泌されたMIFは、CD74レセプターを介する経路やエンドサイ

トーシスを介する経路で細胞内に情報を伝え機能を発揮すると考えられている。一方、サイト

カインとしての機能以外にもMIFは細胞内においてJAB1などのタンパク質と結合し、シグナ

ル伝達や遺伝子発現の制御に関与していることが知られている。このようにMIFは多様な機能

を有しているが、本研究で得られた知見である、MIFのノックダウンによりIL-8の遺伝子発

現・分泌が減少するという現象が、どのような経路を介しているのかは現在明らかではない。

MIFノックアウトマウスではTLR4 mRNAの発現が低下しており、その結果LPS感受性が低

下していることが報告されているが、本研究のHSC-2細胞におけるMIFのノックダウン実験

の結果からは、TLR4発現低下はみられておらず、ノックアウトマウスの場合とは異なるメカ

ニズムが関与していることを示唆している。炎症時のIL~8遺伝子発現を制御するシグナル伝達

には、NF-KB系およぴMAPK系が主に関与することが知られている。これまでの研究から、

MIFはMAPKシグナルのうち、ERKを介したシグナル伝達の選択的活性化に関与しているこ
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とが報告されており、HSC-2細胞の場合もMIFのノックダウンがLPSによるERKの活性化

を抑制することによりIL-8の発現を抑制している可能性が考えられ、今後の更なる解析が必要

である。

【結論】

  HSC-2細胞をLPS刺激することにより、＠IL-8およびMIFの遺伝子発現・分泌の有意な亢

進が観察された。◎siRNAで内在性MIF遺伝子の発現をノックダウンした場合、IL-8の遺伝

子発現・分泌の抑制がみられ、その条件下でTLR4のmRNAの発現抑制は認められたかった。

以上よりHSC-2細胞において、MIFは工PS刺激によるILー8のmRNA発現および分泌を促

進していると考えられ、口腔上皮の炎症反応の制御にMIFが関与していることが示唆された。
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学 位 論 文 題 名

HSC―2細胞の炎症反応における

マクロファージ遊走阻止因子の役割について

  審査は、審査委員全員の出席の下に口頭試問の形式により行われた。申請者に対して提出論文とそ

れ に 関 連 し た 学 科 目 に つ い て 試 問 を 行 っ た 。 審 査 論 文の 概 要は 以 下 の通 り であ る 。

  マクロファージ遊走阻止因子(Macrophage Migration Inhibitory Factor: MIF)は、炎症や自然免疫反応に

おいて重要な役割を担っている。これまで口腔上皮での炎症、免疫応答におけるMIFの関わりは検討さ

れていない・。本研究では、口腔上皮での炎症反応におけるMIFの役割を探る目的で、ヒト口腔扁平上皮

癌 細 胞 株 HSC-2細 胞 を 用 い 、 MIFが LPS誘 発 性 の 炎 症 反 応 に 及 ぼ す 影 響 を 解 析 し た 。

  HSC－2細胞は、10%FBS含有MEM中で培養し、LPS刺激（10ルg/il)した場合の、培養上清中のILー8

量の測定はDuoSet ELISA Development System、MIF量の測定はIDLISA Human MIF Immunoassay kit

を使用した。また、mRNA量はISOGEN法でtotal RNAを抽出し、Random primerを用いてcDNA合成後、

Applied Biosystems 7300システムを用いたReal一time PCR法により検出した。MIF siRNAおよびスクラ

ンブルsiRNAは、QIAGENから購入し、HSC－2細胞への導入は、HiPerFect Transfection Reagentを用い

て行った。

  HSC-2細胞をLPS刺激することにより、IL―8mRNAはLPS刺激後2時間をピークに発現が亢進しそ

の後減少し、ILー8分泌量は4時間以降72時間まで有意に分泌が増加し続けた。また、MIF mRNA発現

量は、LPS刺激の有無に関わらず、12時間もしくは24時間以降増加し、MIF分泌量はLPS刺激によル

コントロールと比較して、12時間以降に分泌が若干増加する傾向があった。以上よりHSC－2細胞では

LPS刺激に応答してIL―8mRNA発現が上昇し、分泌が亢進する事が示された。また、MIFはmRNA発現

量、分泌量ともLPS刺激により殆ど変化しないことが分かった。

  次にsiRNA(5 nM)によるMIFノックダウン条件下での、LPS誘導時のMIF mRNA量とIL―8mRNA量と

の変化を解析した結果、MIF mRNAは7～8割程度、siRNAによる発現抑制が観察された。また、LPS刺

激で誘導されるIL-8 mRNA発現は、MIF siRNAの導入により、スクランブルsiRNAを導入した場合と比
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較し、約5割抑制された。MIFノックダウン条件下におけるLPS誘導性のIL―8分泌量を解析した結果、

MIF siRNAを 導 入 し た 場 合 、 ス ク ラ ン ブ ル siRNAと 比 較 し て 約 3割 抑 制 さ れ た 。

  MIFノックダウン条件下におけるTLR4 mRNA発現をRT－PCR法で解析した結果、MIF siRNAの導入

によるTLR4の発現に著しい変化はなかった。

  炎症部位では好中球の活性化や遊走、T細胞の遊走を制御するIL―8が発現することが報告されてお

り、本研究のMIFのノックダウンがIL-8の発現・分泌を抑制するという結果から考えると、MIFは他の臓

器の場合と同様に口腔内の炎症反応の制御に関与していることが示唆された。これまでの報告から、

MIFが炎症反応の制御に重要な役割を果たしていることが示されているが、それが如何なるメカニズム

によって制御されているのかは現在不明な点が多い。サイトカインとして細胞外に分泌されたMIFは、

CD74レセプターやエンドサイト―シスを介する経路で細胞内に情報を伝え機能を発揮すると考えられて

いる。―方、MIFは細胞内においてJAB1などのタンパク質と結合し、シグナル伝達や遺伝子発現の制御

に関与していることが知られている。MIFのノックダウンによりIL―8の遺伝子発現・分泌が減少するという

現象が、どのような経路を介しているのかは現在明らかではない。MIFノックアウ卜マウスではTLR4

mRNAの発現が低下しており、その結果LPS感受性が低下していることが報告されているが、本研究の

結果は、ノックアウトマウスの場合とは異なるメカニズムが関与していることを示唆している。これまでMIF

はERKを介したシグナル伝達の選択的活性化に関与していることが報告されており、HSC－2‘細胞の場

合もMIFのノックダウンがLPSによるERKの活性化を抑制することにより｜L－8の発現を抑制している可

能性が考えられ、今後の更なる解析が必要そある。

  HSC－2細胞をLPS刺激することにより、OIL一8およびMIFの遺伝子発現・分泌の有意な亢進が観察

された。＠siRNAで内在性MIF遺伝子の発現をノックダウンした場合、IL－8の遺伝子発現・分泌の抑制が

みられ、その条件下でTLR4のmRNAの発現抑制は認められなかった。以上よりHSC―2細胞において、

MIFはLPS刺激によるIL―8のmRNA発現および分泌を促進していると考えられ、口腔上皮の炎症反応

の制御にMIFが関与していることが示唆された。

  論文審査にあたって、論文申請者による研究要旨の説明後、本研究ならびに関連する研究について

口頭試問を行った。主な質問事項は、1）CD74とMIFとの関係について、2）TLRシグナルとMIFとの関

係について、3)HSC―2細胞におけるTLRの発現について、4）MIFノックアウトマウスとTLR4との関係に

ついて、5） MIFとTLR2との関係について等であった。

  これらの質問に対して申請者から適切かつ明快な回答、説明が得られ、研究の立案と遂行、結果の

収集とその評価について申請者が十分な能カを有していることが確認された。本研究は、口腔上皮の炎

症反応の制御にMIFが関与していることを示したものであり、その内容が高く評価された。申請者は、関

連分野にも幅広い学識を有していると言忍められ、さらに発展的研究へのモチベ―ションも高く将来性につ

いても評価された。本研究業績は病態解明のみならず関連領域にも寄与すること大であり、博士（歯学）

の学位に値するものとニ認められた。
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