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（様式 甲 5）

学 位  論 文 内 容 の 要 旨

《背景と目的》

慢性アルコール性肝障害患者は腸内に存在する常在菌などによる日和見感染症を起こし

やすく、これは健常人では見られない。その背景にあるアルコール過剰摂取状態で免疫機

能が低下しているのがその原因と考えられる。宿主に侵入した病原体に対する自然免疫系

の主要なエフェクター細胞にマクロファージ(M)がある。Mは活性化すると、抗菌活性を

持ち IL-12 を産生する M1Mと、レジデント Mから M1Mへ転換することを阻害し、抗

菌活性を持たずに IL-10 を産生する M2Mが存在する。今回、アルコール過剰摂取時の日

和見感染に対する感染抵抗性を明らかにすることを目的として、１）慢性アルコール投与

マウス(chronic alcohol consumption mice : CAC-mice)の日和見感染に対する感受性と、
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Mの優位な分画を検討し、２）遺伝子治療により CAC-mice の Mの性質を変化させるこ

とによって、感染抵抗性を誘導できるかを検討した。

《方 法》

雄の 9-12 週齢の BALB/c マウスを用い、CAC-mice を作成するためこれらに 20%アル

コールを 0.5mL/日ずつ 4-16 週間経胃的に投与した。コントロールは同期間水を 0.5mL/

日ずつ経胃的に投与した。感染実験には Enterococcus faecalis (E. faecalis 29212 株)、

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae 43816 株)を用いた。E. faecalis 106 CFU/mouse

を経口接種し、バクテリアルトランスロケーションのモデルとして接種後の生存率におけ

るアルコール投与期間の影響を調べた。E. faecalis 感染に対する宿主の感染抵抗性に影響

する細胞を同定するために各種免疫不全マウスに106 CFU/mouse のE. faecalis を経口接

種し、腸間膜リンパ節 (mesenteric lymph node : MLN)における菌の増殖を colony

forming methodを用いて調べた。K. pneumoniaeは103 CFU/mouseを経気道的に接種し、

肺炎、敗血症のモデルとして感染２日後に脾臓を採取し菌の増殖を調べた。CAC-mice の

Mの性質を調べるため、MLN Mを分離し heat-killed E. faecalisと共培養した上で IL-12、

IL-10、CCL17、CCL1、CXCL13 を ELISA で、CXCL9、iNOS、CD163、mannose receptor、

ARG1、Chu313/Ym1、LIGHT、CCL1 の mRNA 発現を RT-PCR で検討した。CAC-mice

の感染抵抗性に影響する因子を検討するため、12週CAC-miceにCCL1 antisense ODN(10

μg/mouse)を 1 日 2 回 2 日間皮下注射した後 MLN Mを分離し heat-killed E. faecalis と

共培養した上で IL-12 の産生を ELISA で、IL-12、CD163、CCL1 の発現を flow cytometry

で検討した。さらに CCL1 antisense ODN 投与後、マウスから MLN Mを分離し 3×105

CFU の E. faecalis と共培養を行い殺菌能を検討した。In vivo の検討として、12 週の

CAC-mice に CCL1 antisense ODN を皮下注射後 E. faecalis を経口接種、K. pneumoniae

を経気道接種し MLN における菌の増殖および生存率を検討した。
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《結 果》

12 週 CAC-mice に E. faecalis を経口接種すると全て死亡したが、コントロール群は全

て生存していた。E. faecalis を経口接種した SCID、SCIDbg、SCIDbgN、NOD/scid mice

の MLN では菌は検出されず、SCIDbgMN、SCIDbgM、NSG mice の MLN で菌が増殖

し、E. faecalis 感染に対する感染抵抗性に主として影響する細胞は Mφであった。

K. pneumoniae を経気道接種した CAC-mice から採取した脾臓では菌が増殖しており、

K. pneumouniae 感染でも CAC-mice は同様に感染感受性が高いと考えられた。それぞれ

のマウスからMLN Mを分離し heat-killed E. faecalisで刺激しその性質を調べたところ、

コントロールでは IL-12 の産生と CXCL9、iNOS の mRNA の発現を、12 週 CAC-mice

では IL-10、CCL1 の産生と CD163、LIGHT、CCL1 の mRNA 発現が認められた。この

ことからコントロールから単離した MLN Mは抗原刺激により M1Mの特徴を持つ細胞

に変化するが、CAC-mice 由来の MLN Mは刺激をしても M2bMのままと考えられた。

CAC-mice における CCL1 の作用を見るために、CCL1 antisense ODN を皮下注射した

CAC-mice の Mの性質を確認した。CAC-mice 由来の Mは CD163+IL-12ーIL-10+CCL1+

cellsだったがCCL1 antisense ODN投与後CAC-mice由来のMはCD163ーIL-12+IL-10ー

CCL1ー cells となった。また、CCL1 antisense ODN 皮下注射後 CAC-mice の MLN M

を 3×105 CFU/well の E.faecalis と共培養し殺菌能を見たところ、scrambled ODN 皮下

注射した CAC-mice と比べ有意に高い殺菌能を示した。さらに、CCL1 antisense ODN を

投与した CAC-mice に E. faecalis 、K. pneumoniae を感染させたところいずれも生存し

ており、CCL1 antisense ODN投与によりCAC-miceは感染抵抗性となることが示された。

《考 察》

今回の実験結果より、CAC-mice が E. faecalis と K. pneumoniae に対し易感染性で、

CAC-mice に存在する M2bMの優位性が易感染性の主因と判明した。

M2bMφは免疫複合体と IL-1βによる刺激などでレジデント Mから分化すると報告さ

れている。アルコール過剰摂取者では血中に高濃度の免疫複合体を認めるとの報告や、ア
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ルコール投与マウスの肺胞、脾臓では免疫複合体に必要な Fc 受容体の活性化が見られると

の報告があり、さらに慢性アルコール投与マウスの脳・肝臓では、IL-βを活性化させる

NLRP3 inflammasomeの活性化が報告されている。以上のことより、CAC-miceにM2bM

が主に存在したメカニズムとしてはアルコールによるFc受容体やNLRP3 inflammasome

の活性化が主なものであると推察される。

CCL1 は今までの研究にて M2bMの性質維持に必要なケモカインであることが報告さ

れている。以前の研究にて、M2bMが存在する熱傷マウスは CCL1 antisense ODN 投与

により感染抵抗性が改善するという報告がある。今回、CAC-mice でも CCL1 antisense 

ODN 投与で M2bMがレジデント Mに遡及され、感染抵抗性を誘導することが示された。

この結果は M2bMが存在する個体においては CCL1 antisense ODN が有望な遺伝子治療

となり得ることを示している。

《結 論》

CAC-mice には M2bMが存在し、それが宿主の感染感受性に関与していることを示し

た。また CCL1 antisense ODN 治療により、CAC- mice に優位に存在する M2bMをレジ

デント Mに遡及させ、さらに細菌刺激を加えることで M1Mに転換することにより宿主

の感染抵抗性が改善することが判明した。
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(様式 甲 6）

論 文 審 査 結 果 の 要 旨

慢性アルコール性肝障害患者では、日和見感染症を起こしやすくなる。アルコール過剰

摂取に関連した感染における原因菌の多くは腸内に存在する常在菌であるが、これらの菌

による重症感染症は健常人では見られず、慢性アルコール性肝障害の背景にあるアルコー

ル過剰摂取状態における免疫機能の低下に関与すると考えられる。

申請者らは慢性アルコール投与 BALB/c マウス(chronic alcohol consumption mice : 

CAC-mice)を作成し、アルコール過剰摂取時の細菌感染に対する感染抵抗性について検討

した。その結果、CAC-mice は Enterococcus faecalis (E. faecalis)の経口感染、Klebsiella 

pneumoniae (K. pneumoniae )の経気道感染に対し易感染性であることを示した。また

CAC-mice ではレジデント Mから M1Mへの転換を阻害する抗菌活性をもたない M2M

が優位に存在しており、そのことが易感染状態の一つの原因であることを明らかにした。

さらに、M2bMの性質を維持するケモカインであるCCL1のantisense ODNをCAC-mice

に皮下注射した後に細菌刺激を加えると、CAC-mice の Mは M1Mが優位となっており、

E. faecalis と K. pneumoniae に対する感染抵抗性が改善した。このことから、CCL1

antisense ODN による治療は、CAC-mice に優位に認められる M2bMをレジデント M

に遡及させ、さらに細菌刺激を加えることで M1Mを誘導し、感染抵抗性を改善させるこ

とを明らかにした。

本研究は、アルコール過剰摂取時には Mが M2bM優位となることで易感染性を惹起す

ること、また遺伝子治療により Mの性質を変更し、感染抵抗性を誘導できることを示し

ており、慢性アルコール性肝障害における感染症に対する、抗生剤以外の新たな治療法を

確立することに貢献すると考えられる。

以上により、本論文は本学大学院学則第 11 条第１項に定めるところの博士（医学）の学

位を授与するに値するものと認める。

（主論文公表誌）
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