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敗血症の ような重症全身感染,あ るいは髄膜炎および尿路感染の感染局所で,炎 症性サ イ トカイ ンは感

染防御に深 く関係 している。精巣上体炎は,精 巣上体の腫脹をきたす生殖器局所感染ではあるが.高 熱 を

呈することも多 く,何 らかの生体防御機構の関与が考えられる。そこで ラット精巣上体炎モデルおよび培

養上皮細胞を用い.生 殖器感染時における局所でのinterleukin-6(IL-6)を は じめ とする炎症性サイ トカ

インの発現 とその動態 に関する検討を行った。 まずラッ ト精管 よりEscherichia coliを 逆行性に注入 し精

巣上体炎を作成 し,感 染前および感染後6,12,24,48,72時 問後に精巣上体 を無菌的に摘 出した。その

精巣上体か らtotalRNAを 抽出 した後,Northern blotting法 にてIL-6mRNAの 発現を,な らびにRT-PCR

法にて各種炎症性サ イトカインの発現 を検討 した。さらに,精 巣上体の経時的な病理組織学的変化 と免疫

組織染色法によるIL-6の 局在を検討 した。また,ラ ッ ト精巣上体の上皮細胞を分離培養 し,lipopolysaccha-

ride(LPS)で 刺激 し,上 皮細胞における炎症性サイ トカインmRNAの 発現を検討 した。結果,精 巣上体

炎局所 においてもIL-6mRNAが 発現 してお り,ま たその発現は感染後6時 間でピークに達 し,以 後時間

の経過とともに減少していることが確認された。さらに他の炎症性サ イトカイン(IL-1β,TNF-α)mRNA

も精巣上体炎局所で発現 していた。病理組織学的検討では,感 染後6時 間では炎症細胞の浸潤 を認めなか

ったが,72時 間後に炎症細胞の著明な浸潤を認めた。免疫組織染色による検討では,精 巣上体の上皮細胞

において,感 染後6時 間でもっとも強 くIL-6が 発現 していることが確認 された。培養細胞 を用いた検討で

は,LPS刺 激後6時 間で炎症性サイ トカインmRNAの 発現が確認された。以上 より,精 巣上体炎において

も,感 染局所で生体防御機構 としてサイ トカイン産生系が賦括 されていることが明 らかになった。 また,

上皮細胞はサ イ トカイン産生細胞 として従来考えられていた以上に重要な役割 を担っていることが示唆さ

れた。
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サ イ トカ イ ンは生 体 防御 に深 くか か わ ってお り,重 症 感 染

時 に は ネ ッ トワー クを構 成 し,感 染 防御 に寄 与 して い る1)。

そ の なか で もIL-6は,炎 症 反 応 時 に 急 性 期 タ ンパ ク の 産

生2),pyrogen作 用3),免 疫 グ ロ ブ リン産 生 の 刺 激4),Bリ ン

パ球 にお け るIgA産 生 増 加5)な ど,生 体 に有益 な働 きを して

い る もの とされ る。 また,生 体 防御 の観 点 か らIL-6は マ ク

ロフ ァー ジ の活性 を高 め6),マ ウ ス敗血 症 モ デ ル にお い て 致

死率 を減 少 させ て い る7)。さ らにListeriaの 実験 的感 染 モ デ

ル でIL-6は 細 菌 の増 殖 を抑 制 して い る8)。つ ま り,生 体 防

御 にお い てIL-6は 重 要 な働 きを して い る と考 え られ る。 敗

血 症,髄 膜 炎な どの重 症 感染,あ る いは尿 路 感染 症 にお け る

IL_6お よび 炎症性 サ イ トカ イ ンの 発現 とその 動 態 に関 して

の報告 は散 見 され るが1,9～14),細菌性 生 殖器 局所 感 染 とサ イ ト

カ イ ンに 関す る報 告 はほ とん どない15)。

急 性 精巣 上 体 炎は,精 巣 上体 局所 の 炎症,痛 み,腫 脹 を 主

徴 とす る 局所 感染 で はあ るが,高 熱 を呈 す る こ と も多 く,何

らかの 生体 の 防御 機構 の 関与が 考 え られ る。

今回,生 殖 器 局所感 染時 におけ る生 体の 感染 防御 お よびサ

イ トカイ ンの 関与 を解 明す るため,ヒ トと類 似 の組 織 像 を示

す ラ ッ ト精巣 上体 炎 モデ ル を用 い16～19),生殖 器 感染 に お け る

局所 で のIL-6を は じめ とす る炎症 性 サ イ トカ イ ンの 発現 を

検討 した 。 さ らに,局 所で の上 皮細 胞 と感染 防 御機 構 の 関係

を解 明す る ため に,ラ ッ ト精巣 上体 か ら上皮 細胞 を分 離培 養

し,上 皮 細 胞 にお け る 炎症 性 サ イ トカ イ ンの 発 現 を検 討 し

た。

I.　 材 料 と 方 法

1.　 In vivoに お け る検 討

実 験 動 物:ウ イ ス ター 系 雄 ラ ッ ト(ク レア)8週 齢,

体 重250～300gを 用 い た。

細 菌 感 染 モ デ ルの 作 成:尿 路 感 染 症 患 者 か ら分 離 され

たEscherichia coli(E-19株)を 用 い た。 上 記 菌株 の

genotypeはMS(mannose-sensitive adhesin),pap

(p- fimbriae adhesin, mannose- resistance adhesin),

sfa (s- fimbriae adhesin),hly (a- hemolysin), CNF
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(colony necroting factor)陽 性 で あ っ た 。 上 記E.coli

をTrypticase soy brothに て37℃,24時 間 培 養 後,あ

らか じめ109/mLに 調 節 した。 ラ ッ トをペ ン トバ ル ビ タ

ー ル 麻 酔 下 .陰 嚢 を 切 開 し左 精 管 よ り27ゲ ー ジ 針 で 菌

液100μLを 逆 行 性 に 注 入 し精 巣 上 体 炎 を作 成 した 。 コ

ン トロー ル群 に は,E.coliを 含 まな い 培 地 を用 いsham

operationを 施 した 。 感 染 前 お よ び 感 染 後6,12,24,

48,72時 間 後 に 精 巣 上 体 を 無 菌 的 に摘 出 した 。1群5

匹 ず つ の ラ ッ トを 用 い た。 摘 出 し た 精 巣 上 体 の う ち3

検 体 を,RNA抽 出用 にsnap frozenし-80℃ に て 保 存

し,残 りの2検 体 は縦 切 開 し,免 疫 染 色 用 に は,Tissue

Tekに 包 埋 後-80℃ に て 保 存 したH-E染 色 用 に は,

ホ ルマ リ ン固 定 後 パ ラ フ ィ ンで 包埋 した 。

RNAの 分 離: total RNAをguanidium thiocyanate

法 に よ り各 精 巣 上 体 よ り抽 出 した20)。

Northern blotanalysisに よるIL-6mRNAの 測 定:

各totalRNA30μgず つ を1×MOPSバ ッフ ァー と2.2

Mホ ル ム ア ル デ ヒ ドを 含 む1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気

泳 動 で分 離 した の ち,nitrocellulose membrane(Schl-

eicher and Schuell Inc.)ヘ ブ ロ ッ トした 。そ してBamH

1-linearized pBluescript KS-vecters containing ratIL

-6cDNA(ATCC37681)よ り[α-32P]CTPで ラベ

ル さ れ たcRNA probes(1×106cpm/mL)を 作 成 し,ハ

イ ブ イ ダ イゼ ー シ ョ ンを 行 っ た 。 フ ィル ター を洗 浄 後 オ

ー トラ ジオ グ ラ フ ィー に て 放 射 活 性 を測 定 した 。 ま た デ

ンシ ドメ ー ター に よ る解 析 も行 っ た。 ラ ッ トの 腹 腔 内 の

マ ク ロ フ ァ ー ジか らRNAを 抽 出 しIL-6の コ ン トロ ー

ル と した211。

RT-PCRに よ る サ イ トカ イ ンmRNAの 解 析:上 述 し

た 方 法 で 抽 出 さ れ たtotal RNAか らPerkin-Elmer

Gene Amp RNAPCRkit(Roche Molecular System)を

用 い,逆 転 写 反 応 に よっ て,cDNAを 作 成 した 。 作 成 さ

れ たcDNAと そ れ ぞ れ のprimer(IL-1β,IL-6,TNF-

α,IFN-γ,IL-2,β-actim)を 用 い.95℃1分,60

℃1分,72℃2分 を1サ イ ク ル とす るPCR反 応 を,35

サ イ ク ル 行 っ た 。IL-6(614bp),TNF-α(295bp),

IFN-γ(288bp),IL-2(342bp),β-actin(764bp)

のprimerは ク ロ ンテ ッ ク社 の もの を用 い,IL-1β(520

bp)のprimerはMinamiら の 報 告 に よる,5'-GAAGC

TGTGGCAGCTACCTATGTCT-3',5'-CTCTGCTTGA

GAGGTGCTGATGTAC-3'を 用 い た22)。以 上 の 反 応 に

よ り 増 幅 さ れ たPCR産 物 を 電 気 泳 動 し,ethidium

bromideで 染 色 した。 ネ ガテ ィ ブ コ ン トロー ル と して,

reverse transcriptaseを 入 れ な い もの と,cDNAを 入 れ

な い もの も同 様 にPCR反 応 を行 っ た 。

病理組織学的検討:パ ラフィン包埋 した組織か ら4

μmの 切片を作製 し,H-E染 色を行 い精巣上体の細菌

感染による組織学的変化を観察 した。

免疫組織染色:摘 出した精巣上体か ら5μmの 凍結切

片を作製 し,抗murineIL6抗 体 を用 い精巣上体炎組

織の免疫染色(Avidin Biotin complex法)を 行った23)。

同切片を顕微鏡下で観察 し精巣上体局所でのIL-6の 発

現を観察 した。

2.In vitroに お け る 検 討

精 巣 上 体 上 皮 細 胞 の 分 離:3週 齢 ウ イ ス タ ー系 雄 ラッ

トよ り精 巣 上 体 を摘 出 し,細 片 化 し,0.25%trypsinで

処 理 後,1mg/mLcollagepaseで 処 理 した 。 イー グル

液 に再 浮 遊 させ た 後culture flaskに 分 注 し,12時 間後

に ま だ付 着 して い な い 精 巣 上 体 上 皮 細 胞 を含 ん だ上清を

新 しいculture flaskに 移 し,単 層 に な る まで6日 間培

養 を行 っ た24)。

L,PS刺 激 に よ る サ イ トカ イ ンmRNAの 測 定:培 養細

胞 にLPS(10μg/m(L:Sigma)を 加 え,0,2,6,24

時 間後 に 細 胞 を採 取 し,前 述 した 方 法 でRNAを 抽出し

た 。 前 述 した サ イ ク ル に てRT-PCRを 行 い,電 気泳動

に て サ イ トカ イ ンmRNAの 測 定 を 行 っ た 。

II.結 果

1.精 巣 上 体 局 所 に お け るIL-6mRNAの 発 現

Northern blot analysisに よ る 定 量 的 解 析 で,感 染後

6時 間 で 精 巣 上 体 のIL-6mRNAの 発 現 は ピー クに達

し,以 後 時 間 の 経 過 と と も に 減 少 し た(Fig.1)。 コン

トロ ー ル 群 お よ び 対 側 の 精 巣 上 体 で はIIL-6mRNAの

発 現 は 認 め られ な か っ た 。

2.RT上PCR法 による炎症性サイ トカインmRNAの

発現

RT-PCR法 に よ り.IL-6以 外 にIL-1β も感染後6

時間以降に発現 を認めた。TN(F-α は感染前にも発現を

認め,感 染後著明な増強を認めた。IFN-γ も感染前よ

り発現 を認めたが,感 染後の増強は認めなかった。ル

2は 感染前後 とも発現 していなかった(Fig.2)。

3.精 巣上体の細菌感染による病理組織学的変化

感染後6時 間では炎症細胞の浸潤 を認めず,24時 間

後 より炎症細胞の浸潤がは じま り,72時 間後には,精

巣上体管腔内お よび上皮下に炎症細胞の著明な浸潤を認

めた((Fig.3)。

4.免 疫組織染色 による検討

感染後6時 間で,も っとも強 く精巣上体においてIL-

6が 発現 してお り,ま たその発現 は上皮細胞に局在して

いた。正常精巣上体 ではIL-6の 発現 は認めなかった

(Fig.4)。

5.精 巣 上 体 上 皮 細 胞 に お け る サ イ トカ イ ンmRNA

の 発 現

(LPSの 刺 激 に よ っ て,IL-6,IL.1β,TNF-αmRNA

の 著 明 な 増 強 を認 め,24時 間 ま で持 続 した((Fig,5)。

III.考 察

細菌感染時の血液,髄 液,胸 水および尿中での炎症性

サイ トカインの動態については,さ まざまな検討がなさ

れている。Waageら は,細 菌性髄膜炎の髄液中にIL-1,
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Fig.1. Local expression of IL-6 mRNA in rat epididymis

at various times after Escherichia coli infection. A

representative autoradiogram of Northern blotting

and densitometric analysis. A 30—ug sample of total

epididymal RNA was extracted from rat epididymis at

the times indicated after bacterial challenge and

fractionated on 1.2% agarose formaldehyde gels.

Total RNA from LPS-treated peritoneal macrophages

(20 ƒÊg) was used as a positive control. All lanes

except the macrophages contained identical amounts

of RNA as assessed by ethidium bromide fluorescence

of the 28 S and 18 S ribosomal bands. pre=

prechallenge, M=macrophage.

Fig.2. PCR-assisted amplification of IL-6, IL-1ƒÀ, TNF-

a, IFN-y, IL-2 and ƒÀ-actin mRNAs from rat epidi-

dymis at various times after Escherichia coli chal-

lenge. Bands for IL-6 were observed on the original

gels and photographs at all time points except before

infection. "No RTase" were non-reverse transcribed

controls for IL-6. Bands for TNF-a were observed at

all time points; those for IL-1ƒÀ, at all time points

except before infection. Bands for IFN-y were

observed at all time points. Total RNA from LPS-

treated peritoneal macrophages was used as a positive

control. pre=prechallenge, M=macrophage.

IL-6,TNF-α が血中濃度とは関係なく産生 されている

ことを報告 している10)。Barnesら は,TNFお よびIFN-

γが,結 核性胸膜炎時に胸水中に産生 され局所で重要な

役割を果た していることを報告 している2%ま た尿路感

染においても,感 染時に尿中IL-6の 上昇が報告されて

お り,腎 の糸球体お よび膀胱上皮細胞がIL-6を 産生 し

ているといわれている9.26－28)。このように生体内にはさ

まざまなサイ トカイン産生系が存在するもの と考えられ

る。

今回の研究で,ラ ッ ト精巣上体炎局所 においてIL-6

mRNAが 発現 し,そ の発現は,炎 症細胞 の浸潤前にピ

ークに達することが確認された。さらに免疫組織染色に

よって,IL-6は 上皮細胞で発現 していることが明 らか

になった。加えて,他 の炎症性サイ トカィン(IL-1β,

TNF-α)mRNAも 精巣上体炎局所 において発現 して

いることが確認された。上皮培養細胞を用いた検討から

も,上 皮細胞においてLPSの 刺激により,IL-1β,IL

-6 ,TNF-αInRNAが 発現する ことが確認 された。す

なわち,精 巣上体局所においてもサイ トカイン産生系が

存在 していた。

感染局所で産生されたIL-6の 役割はまだはっきりと

はわかっていないが,局 所で産生 されたIL-6が 血中へ

移行することにより,感 染に対する生体防御機構が惹起

されている可能性が考 えられる。尿路感染の場合,急 性

腎孟腎炎時に尿中IL-6の 上昇を認めるが.有 熱性の腎

孟腎炎で も血液培養で細菌が分離 されるのは30%以 下

である29}。このことか ら発熱な どの全身症状は,細 菌の

血中への侵入の有無ではな く,pyrogenと してIL-6か
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Fig. 3. (A) Photomicrograph of rat epididymis 6 h after inoculation of

the vas deferens with Escherichia coli. Inflammatory cells have not

infiltrated the tubule and peritubular regions. (x 130) . (B)

Photomicrograph of rat epididymis showing intratubular abscess

and interstitial infiltration by polymorphonuclear cells and

mononuclear cells 72 h after inoculation of E. coli into the vas

deferens(•~130).

Fig.4. Immunohistochemical analysis of IL-6 produc-

tion within the epididymis. The sections were stained

with goat polyclonal antibody to murine IL-6,

developed with Avidin-Biotin Complex, and counter-

stained with hematoxylin (•~320).(A) Epididymis

section 6 h after inoculation with Escherichia coli

showing intense staining of the epithelial cells within

the epididymal duct. (B) Normal epididymis section

(•~320).

Fig.5. PCR-assisted amplification of IL-1ƒÀ, IL-6, TNF

-a, andƒÀ-actin mRNAs from rat epididymal

epithelial cells at various times after LPS stimulation.

Bands for IL-6 and IL-1ƒÀ were observed on the

original gels and photographs at all time points except

before stimulation. Bands for TNF-a were observed

at all time points.
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血中に遊離 されることが関係 していると推測 される。精

巣上体炎の場合も同様で,生 殖器局所感染であ りなが ら

高熱 をきたす場合があるのは,IL-6がpyrogenと して

働 くことによるもの と思われる。今回の研究で示 したよ

うに,炎 症細胞の浸潤前に局所でIL-6が 産生されてい

ることは,細 菌の血中への侵入ではなくサイ トカインの

血中への移行が生体防御反応を惹起 しているという仮説

を支持するものである。細菌感染 におけるIL-6の 役割

について,Bartonら は,マ ウス敗血症モデルを用い,IL

-6に よる感染防御効果 を報告 してい る7)。またIL-6

が,実 験的細菌感染で,初 期の感染防御反応において重

要な役割をはたしているとの報告 もある8)。これ らのこ

とか ら,IL-6は 局所細菌感染の広が りを防止する上で

重要な役割 を果たしていることが推察される。

上皮細胞の感染防御機構について,気 道感染において

は,気 道上皮細胞から,炎 症性サイ トカインが合成,放

出 され感染 防御 に関与 してい るこ とが報告 されてい

る30)。腸管上皮において も,炎 症性サイ トカインの発現

が報告されてお り31),腸管上皮が細菌感染症における炎

症反応 においてサイ トカイ ンネッ トワークのinitiator

としての役割 をもつ と考えられる。今回の免疫染色の結

果か らも,IL-6は 精巣上体の上皮細胞か ら産生 されて

いるものと考えられる。精巣上体管の管腔表面に位置す

る上皮細胞が,細 菌 の侵入 に より局所 でIL-6を 産生

し,そ の後,顆 粒球および単球の感染局所への流入が起

こっていることが想定 される。 また培養細胞を用いた検

討 か らも上皮 細 胞 に お い てIL-6,IL-1β,TNF-α

mRNAの 発現が確認 された。 これ らのことから,上 皮

細胞は従来考えられていた以上に,サ イ トカイン産生細

胞として上皮免疫系 において重要な役割を担 っているこ

とが推察 される。そ して,血 中に移行 したサイ トカイン

が,生 体の防御機構 を惹起 し,白 血球およびサイ トカイ

ンネッ トワークを活性化 しているものと考えられる。

以上,結 論 として,精 巣上体炎局所において精巣上体

管上皮細胞がIL-6を 発現 し,ま たIL-6お よび他の炎

症性サイ トカイン遺伝子が炎症細胞の浸潤前に精巣上体

炎局所で発現 していることが明らかになった。生殖器感

染局所におけるサイ トカインの働 きは明らかにされてい

ないが,本 研究は感染局所 における生体防御機構および

上皮細胞の感染防御への関与を解明する上での重要な手

がか りとなるものと考えられる。

本論文は上田賞受賞者論文 として既報32)に新たなデー

タを追加 し作成 したものである。
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Local expression of cytokine mRNA in a rat Escherichia coli epididymitis model

and cultured epididymal cells

Kazushi Tanaka1), Masato Fujisawa2), Soichi Arakawa2)

and Sadao Kamidono2)

1) D
epartment of Urology, Shinko Hospital, 1- 4- 47, Wakihama- cho, Chuo- ku, Kobe, 651- 0072, Japan

2
) Department of Urology, Kobe University School of Medicine

In a rat model of Escherichia coli epididymitis, Northern blot analysis and reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT- PCR) demonstrated that expression of IL- 6 mRNA in the epididymis

increased, reached a maximum as early as 6 h after bacterial challenge, and then decreased. No signals of

expression detected on the contralateral side or in the controls. Expression of other cytokines (IL- 1ƒÀ, IL-

2, TNF-ƒ¿, IFN-ƒÁ) was also determined by RT- PCR. After bacterial challenge, IL-ƒÀ mRNA was detected

in the epididymis as well as IL- 6 mRNA. The TNF- a mRNA signal, but not of IFN-ƒÁ mRNA, increased

greatly after bacterial challenge, although both TNF-ƒ¿ and IFN-ƒÁ mRNAs were detected in uninfected

epididymis. Histopathological examination showed no apparent changes at 6 h after infection, and only

mild interstitial cellular infiltration at 24 h. Immunohistochemical examination showed that epithelial

cells produced IL- 6. Cultured epithelial cells also expressed IL- 6, IL-ƒÀ, and TNF-ƒ¿ mRNA after

lipopolysaccharide stimulation. The results suggest that mRNAs for specific cytokines are expressed locally

as early as 6 h in response to bacterial genital infection before the histopathological changes. This rapid

expression may be important in host defense against local genital infection.


