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は じめ に
各種病原細菌の保有する病原因子に-I,し､て,分f-しノベ

･L･過伝子しベJLでの研究が進展してきたが,必ず しも

感染病態や宿主.免疫応答LT)解明に結びついてはいない.

我 々は,細菌内寄生菌で.IT'るlいく:7-I))一丁'LLL.裏flf･tl(I

rJlりll川､Il.tfJgf,flf-∫)L')感染で誘導さItる細胞惟免疫の成立 ･

発現機構を,とくをこ東商の病原因子との関わりで解析 し

てきた.ここでは いく-'｢かしT)病原因子がJ･･:(rl､L,")に木

蘭による感染成_立{_t二免疫応答,とくに′r細胞CJ)/'IIL二に関

fj-+p肴か(TJ→し､て.最近LTl研究成績を-fj心にCT)べてあた

い.

感染 にお け る リステ リアの特性

りIL十 りIJ'iよグ:75人陽性短梓菌で.晒乳類をr巨L､にひ

I-''(分IfJLてし､るが.汚染食品を･JTして経r~~~圧和こ宿i:.に

侵入t.､宿 l:.ilt抗性が減弱 している場 合には致命的侶ilI

血症や髄膜炎を引 き起こ｢トこしL二がある.本稿は 結t幻暑

し【二l司様に-1･'7日~7--,I-ジ-内-でも生存可能なし､わIJ)る細胞

内寄生性細菌で舟･1),感染宿主には強い細胞性免疫応答

を誘導 L,遅･娃型過敏反応 (I)′【'Hトや再感染抵抗性を

成立 させることが尭きな特教である.

マウ射 こリステ リアを静脈内感染させるとき肝蹄で-

時的に増殖するが 1遇前後で次第に排除さ.畑 この時期

1､邦軒 )碑には抗原姉取的な (1)車 cr)'r細胞が誘導され､

感染防御免疫や 1)Tトーを非免疫~-,I-L7てに移入寸;i:､こしi二

ができる.室.Li二して rI_)⊥1+′lt細胞に上る I)frl-tや防御

共通 した現象で卦モーが.T細胞にく-Lる再感染防御免疫は

死菌免疫ではその謙導が極めて困難であることも薗橡を

越えて普遍的に観察される1-.｢‡ソ亡かi､),こLT〕種し'〕菌に

と一･､て細胞内寄生性を可能にする･J+)二でムが.同時に

感染防御免疫LJ)誘導成立に直接閑i-1-･して:いる可能性があ

り,さ吊二煉染防御免疫上 1)TH t抹t.同L Cl)I:1+T

細胞の中でヰ)機能的には異虹,--､たサ-/1Y:.1卜によ一一･,て担

われている可能性も考えとL-IlるLT)で.これ｢'L二Tl点に--lき

解析を行--､た.

リステ リアの産生 する溶血素の病原因子 と

しての役割

リステリア属にはアつの薗観が知られているが,その

うち吐卜や噂乳類をこ病原性を有するのはき代表的な菌穫

で ･舵にり1:,=･-】ri'繭とよは,Itる I_.J71()Pt()rTl･/tJg川(∫

のはか,I..Sl,tTligL,l･tlと L.J~Z.alZtJZj/(,')3菌穂であ;),

こか i''L')晶が血液寒天平板上β溶血を示すことかiL-.浴
血素 仁＼そ りうン)が病原因子!こして古くか!､)重視され
てきた,

りて::;,りr,'〔りへモ1)エバま.培養上清か己､)[ナン交換

ウIlて 卜や▲rこ､′‖慮遇によil精製できる/JIl･最 58.0(氷)〟

蛋白で,そLr)溶血素活性は幣化によ小失活L還元状態-L':'.

発現されて)典型的な thio卜こICti＼,ate(ihHllOlySinであ

香.llL･■p(:,∴T-トーJL添加にJ二･')溶血活性がなくなるここL二

や.I,∫′lrMli:降では LTll//でか/lWrCtl∫♪.l･｡g川(,∫LTl産牛す

る一く卜L-7い卜】巨 ン O (Sl..I(.)1上抹通抗原性がメモ)亡､こ

とから,この橡の溶血素は同じファミ73-に属するとき

打 こ~きた.最近.各種 グラム陽性菌(ノ')-ItlIJン逓伝f･

がタ四一二ソグされ アミJ酸配剤でも極めて堰同性が

高く,､-まこくに堆 ･ハエ1十仁/ち.含むC=付則は､しく保存

をこ属せる-そりタソの中で,感染をこおける病原因子とし

ての役割が確立しているのは実はリステリアのみである.

リステリオリシン扮め竃泰菌の主賓な病原因子であるこ

とは,その遺伝子がクm-こソダされる以前に,主とし

て トラジスポゾソ挿嵐をこより得られた非溶血性の愛熟練

を用いて示されてきた.~､′r17Y~(で榛東された 卜二~i1/-/り二

ゾジ挿Å変異株をこみられる終彪隆親株との違いとして,

①静脈接穂 L扮5O職著明な上昇 (致死活性の低下)

②経静脈感染マウスでの酵内増殖能の低下

③経口感汲マウスでの肝蹄内増殖能の低下

しi十:'7I--I.･---ll:/系細胞内で亡･'欄封胞内増殖能の低 卜

消失

在LE-:があり,これl'､かL▲1日一人:71-りす1号 ンOが.感染宿

して肉芽瞳性炎症を引き起こ-､卜勅勘77)病原性発揮に~可叫~

衆の因子であることはほぼ聞達いない.

ところでリステリアのヘモリシンがマクロファ…ジ内

でどのようをこ作潤 して細胞内寄生性に関与するのかは末

だ明確ではなし､.箆食作用により-/ツtrー'T一･･一Jに取り

込まれたリステリアは一時的には食胸内をこ存在するが,

食胞から細胞質へと脱出して増殖するので,この食胸膜

の傷害をこ関 与することが最も考えられる.我々は強葦の

L.fftt)77')(.tl(7g 川 (,L<EGI)珠の培養J･.清か1･L,58kl)LTl
溶血素を精製 し またこれに対するをjタロ-ナル抗体

も作成 しているが3㌧ こ〔-r)溶血素養日をてr17て施肥-~√A)

Pフヂ-葺をこ作用させると著名な細胞膜傷害がみられ,



光ill:細菌Ll')病原囚 [･Li_二免疫応答

-/'1′Lボ′L_T∴くナノ再伸絶iこ対する chL111ilLIminesePnL,tL†

応答の消失や粒子状異物の蔑食健低下が観察された.こ

の膜傷害活性はコレステロールや血清の添加をこよりかな

り解除されるので,おそらく宿主体内では食細胞の外部

からこれを傷害することはなく,蔑食されたマグmブァ-

ジの食胞の内部 (遊離コレステロ-ルの少ない)で慶生

され 生体膜が imside-outとなった食胸膜のみが傷害

の標的となるものと思われる4日H.Yoshjkawa,et滋.,

mこ1nuS(､1･iptinprLIPこIt-iltiOn).赤血球を標的細胞上し

て試験管内でみる限り同様の活性を発揮する 洩ioト

LICti＼.LltL,dtI･~peハ-そり⊥ンを産牛寸ろ LT)1.I)Itrt).i:.(･Iti,∫,

S.♪fZL,〃177りZZZl(zL,.(I.〟(,I-jLrlJlLiTi.)lLi.B.()/=･tLなどがり

ステリアと同じように細胞内寄生性を示し得ないのは,

これらの菌がリステuアほど活性酸素の消去酵素 (cataiase,

SOD)活性を有 しないので,食細胞に寛食されるや否

や食胸内に放出される 02~や H202をこより殺菌され

溶血素産生のチャンスを巣う為であろう｡この点をこつい

ては今後モノクロ-ナル抗体を周いて,マクロファ-ジ

食胸内での溶血素産生と生菌残存のカイネティクスをL

らべていきたい.

ヘモリシンの宿主免疫応答に対する役割

細胞内寄生菌感染では,何故細胞性免疫が効率よく誘

導されるのかは永い間の疑問であった.免疫防御をこ働 く

T細胞は一般に死菌では誘導されにくく,生菌による免

疫すなわちある程度の感巣が成立することが免疫応答をこ

は必要不可欠である5)やところが, リステリア菌の種々

の味をしちべるとヘモリシン度数能の無い株がみられ,

そのような菌株では生菌を用いてマウスを免疫 しても細

胞性免疫が誘導されにくいことが見出された,そこで,

感染宿主をこおいてぼ産生されるが死菌免疫では塵生され

ない-そ りシソ蛋 白が,免疫防御を担うT細胞に特有の

管 eei且epitope である可能性が考えられた.ところが

生菌免疫 マウス由来のT細胞を活性化する能力を比較す
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る上 -モE号 ンの抗原性はあまり高くはたく.むし/i

全菌体がそL')牛種や-千)上 ン産生能とは無間拝に高い

T細胞抗原性を示 したことから,この可能性は否定的で

恭一､た.次LT)可能性としては 種々Lr)菌体抗原;･ニ特幣的

なT細胞群の分化に-モリシソが関与することが考えら

れた.ヘモリシン産生株の生菌と死菌をマクロファ-ジ

i･こ作用させ in ,ヽitl･0で産牛さナlる IL--1をLとL-べたと

こj'1,生菌にLTlム強し､ILl 産･Jh誘導能があり,牛菌

でも-をリシソ産生能の欠如した菌株ではこれがみられ

ないことが判明した6㌧ そこで鞠観へをリシンやマクロ

ll.1 活性が検,L1--1さI.1.そLり大部分｣挿高畑こよか中和実

験かとL,大部分は IL-1̀t.てあー-､た.こし7う二と(よ王IJ/一･1(yLり

cl)N̂ prol)i,を用し､./'I_NりIlh(,Tllhlotでも確認され

た7)(図 1).つまり主要な病原因子であるヘモリシン

′､ ■-I
l +
一ヽ一′→一一′

>1
Eiiiii
=

い :I ,h･.

I-､t∴

･:さ:.

図 1 リスチリ-l'-モ りシンによるマクロ7-,,-ジ
Il_.-1庄牛誘導

精製した listeriolysin0(50/Lg/mlいごて
･))1腹腔-､,I/t17-′,一一ジを3uJil汁伸j供し./--
→ナンブt.hJ卜で 11--･--1(I∩ mIINA 発現を

しらべた.Hly巨 日豊無刺戟対照書

表 l rlt:1投Lj-こよるりス十りI･ナ特興的rr細鉦7)機能分化L7)促進

免疫方法 T纏胸の機能 (cpm)
抗原特異的分裂 毒 m-2産生能 YⅠ三㌔2をこ対する反応

非免疫 440士 120 告930± 320 1,020±

リステリア死菌単独 300± 60 2,440± 130 720± 130

rIL-1単独投与 630十 90 告3とうO± 440 690± 100

死菌十rm-1 2,8-0± 150 21,610±1,一oo 2,590± 310
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は, リステリア菌の宿主マクロファ-ジ内での生存を可

能にしている一方で,宿主免疫応答の初期過程をこ遺草な

払-1産生を促 し 結果的にリステ リア特異的T細胞の

分化を促進するという二面性を有することが明らかとなっ

-/}∴ ll_/Llが雫際に inI-i＼,Oで作間LT細胞分化を促進

させることを確認する為に,本来抗原韓鼎的T細胞の分

化が進まない死蘭単独免疫マウスをこ,免疫時と呈日後の

2回, ■l二tンし::+ント IL.-1を投与 した.免疫 TH後

の碑T細胞をリステリア抗原で刺観すると,死菌免疫に

加えて IlJ-1r･_:捜 EJ-･した群ハ'T細胞応答は.ほ汗生菌

シソには心線毒性鮎あるらし宅,その全身投与でマウス

は死亡するので,-モリシソ非産生株の生菌や野生株死

歯をこよる免疫と櫓魁へ凝りシソ授与によってT細胞分化

が促進されることを示す成鱗は尊のところ得られていな

いが,感染局所ではこのようなプu七スによってT細胞

の浄化が促進されているものと考えられる.

生菌で誘導される感染抵抗性 T 細胞の特徴

DTH や再感染防御免疫の謙噂闘 ま生菌が不可欠であ

り,これが結核予防に今なお BCG 生菌 ワクチンを済

いる理由である.死菌であってもフロイントアジュバン

トなどを併用すると少な くとも DTH だけは誘導する

ことができる. リステリア菌や結核菌を開いた実験から,

DTH と感染防御免疫とは極めて関係深い免疫現象であ

るが必ずしも同一のものではないと考えられるようになっ

てきた. しかしながらきどのような練能が感染挽筑後T

細胞の特徴であり夢 また DTH を担うT細胞とどのよ

うをこ異なるかぼ全 く不明のままであった.

リステリア死菌を完全フロイントアジュバントをこ混じ
て免疫 したマウスでは,DTH のみを発現する CD洩本

のT細萱胞が誘導され -方生菌免疫マウスをこぼ,剰 怠り

CD竣ヰであるが DTH と感染防御免疫の双方を担 うT

細胞が誘導されることを利用 し,この2つの CD確ヰT

細胞群の戟能をしらべたB両署とも特異抗原刺観によっ

て分裂増殖 し.培養 t･_清中には 11...-I-コ と lL-3が同等

に慮生されたが,IL-4度盤は何れをこもみられなかった

(表 21. 二J汗)ハ点て▲11る､【二両肴]二もいわゆる THl

タイプの-ルパ-T細胞殿機能を有 していたが,直接マ

クロファージをこ作潤 して感熱防御発現鷹 関与するサイ ト

･!]1′ンてある M(,i/r､'''t･･~7.,･一一./走lL'lJn'-)と.A;1人ド

(マクロファ-ジ活性化因子) としてはたらく ⅠFN-㍗

の産生能をみると,免疫防御能を示す生菌免疫マウス由

来のT細胞のみが抗原刺観虻より IFN-Tを産生する三

細胞の塵能と考えられているが,この実験事実からする

と m lタイプの細胞はきちに2分され 機能的に 『洞7

産生健を示すものが免疫防御の寮の担い手である私のと

考えられる.同様の機能分化は,最近行っている 罵CG

を抗原とした実験でも認められ,数多くのサイトカイン

産生健の率で 肝N-7 産生能が感染抵抗性T細胞の唯-

の機能的マ-カーであることがより普遍的な屯のである

二十が示されてきた (図 2う(1くこ1WとImurこ1.Ietこ11..

mと1nuSCT･itltin1)rL,i)こlrLltiOn~).1､摘Jに開発した感染抵

拙作′r細胞()iiIIVitr(1in(1uL-lionsystL,m を用いて経

時的な機能分化 をみ ると,MCF 産生健の発現に遅れて

疫防衛を発現するT細胞 (T九CR)のサイトカイ ン産生能の適い

特異抗原刺戟をこより塵致されるサイト カ イ ン 非免疫T Tい!‖ T1川

ll: コFI 2200±200 十ll(W±450 7900±800

ーL-3b 900± 80 9800±990 5200±300

lL一寸｢ 85(ー±25(ー 1050±330 l川い±16

MCFd 36士 1- 一13± 12 114± 23

各T細胞群をリステ
al/4希釈上清による
bl/4希釈上清による
cl/4希釈上清による
(3H-TdRuptake,
dl/2希釈上清車のマ
M*/3HPF)
C培養上清車の活性を

1)ア抗原で刺観し,培養土滑車の各サイ トカイソ活性を調達 したo
f･････rr.コLlP‖L!)分裂増殖 再十TdlくLIPtake.LIPml
Fl~)し二･Ⅰ)2L:Lllハ分裂増殖 し3日.Tdlくulltこlke,LIPTnl
CTLL-2C淵 の統 IL-2抗体 (S4B6)存在下における分裂増殖
し1)ml
タロファージ走化因子活性 (modifiedBoyden'smethod,No.of

lFN-7--SPe｡ificELISA にて測定 しし､Illl)
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図 2 /-げ ンイロ-′卜による rr紬q'L,lにおける
IFN7 の mRNA 発現の比較

非免疫群 (Nonej,BCG生菌免疫群 (VBCG),
BCG 死顔免疫群 (kBCG)の各 T細胞を

APC存在下で PPD5堀/mlで5時間刺戟
した. (-)は抗原 (-)の対照 .

肝N-㌢産生能が発現され,前著のみの擁能発現段階の

T細胞を受身移入 しても DTHの発現 しかみられない

ことから,同じ THlタイプに異なった分化段階のあ

ることが薬付けられる10).

ス トレス蛋白の病 原性と宿主応答における

意義

結核菌の有する数多くの抗原蛋白のうち,とくに 65

kD の蛋白が T,B 両免疫応答の重要な抗原であり,

しかもこれが大腸菌の熱ショック蛋白 GTOEL と高い

相同性を着 していることが明らかになって以来,にわか

に病原性や免疫応答をこ関与する細菌のス トレス蛋白への

関心が高まってきている. リステリア菌も32℃の培養か

ら42℃- shiftup した際に誘導される蛋白を 35S-

meth豆oninでパルスし検出したところ数榎の熱ショッ

ク蛋白がみられきその中には BCG の 65kD 特異的モ

jタロ-ナル抗体によるウエスタソプロットで反応する

ものがあることが観察された.しかし,この蛋白の発現

はマクロファ-ジ内での増殖能やマウスに対する病原性

の変化闘 ま関係 していないようである (Mitsuyama,

M.,eta1..malluSCriptinpret)こlmtionl.また予備的

な実験では,リステリア免疫腺細胞からの 若し2や m -㍗

産生盈はき抗原として用いる菌体やその lysate車の熱

ショック蛋由発現とは無関係である成績が得られており,

733

勲ショック蛋白がリステリアのみならず細胞内寄盤菌に

督遍的な病原因子やT細胞抗原として揮周 している可能

性はたし､よFlに思,わ来ろ.

その他の病原因子の役割

リステリアは有鞭毛菌であ巧,細菌の鞭毛の中をこぼ宿

主への定番に関与することが知られているものもあるの

で,何らかの病原因子として作用する可能性が考えられ

ら.本菌の鞭毛は温度依存性に発現が抑制され,37℃で

は無鞭毛であるがさ自然感染は冷蔵保存食由来の経口感

染が主体であることを考慮すると,有鞭毛菌が侵入愛着

していると想定される.有撤毛菌と無鞭毛菌をマウスに

経口感染させたが,有意の腸管恋着率の違いは認められ

なかった,また部分精製 した鞭毛で経口免疫すると,有

鞭毛菌を感簸させた場合の腸管からの排除が若干促進さ

れたが,最終的な腸管から全身への感染の波及は防御 し

得なかったので,鞭毛の病原性における役割は殆どない

ものと思われる,

最近我々は,極めて高い phospho加ase活性を示す

リステ リア菌株を2妹分離 した.この菌の分泌蛋白を

SOS-PAGEで展開し,ゲル上に milkagarを重層す

ると,分子量約 30,000の単一バンドがこの活性を示す

ことが判明した.現在この phospho毎ase活性のない

isogenicmutamtを トランスポゾン挿入により作成中

であるが,本活性の高い菌株は,-モリシソ産生能とは

無関係に高い病原性を示すようであり,新しい病原彊予

である可能性も考えられる.

お わ リ に

我々のごく最近の研究をこついての第 467回新潟医学

会での特別講演内容を,やや級説的をこまとめてみた.我々

の研究困的は,細菌の病原因子が感染というダイナミズ

ムの車でどのように宿主応答と相互関係を有するのかを

リステリアや BCG を用いた感漁実験から明らかをこす

る二!-_であり,最終的に細胞内寄生菌に普遍的在細胞性

免疫誘導の顔横を解明できれば,このような感染に対す

るより有効なワタチソの開発や,宿主免疫応答の修飾に

よる治療へも役立つものと考えている,

本研究は,新潟大学医学研究助成金,文部省科学研究

費,持田記念医学薬学振興財団助成金などの援助により

なされた.
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