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文  内  容  の  要   

Li5teriaseeliieriにより産生されるコレステロール依存性溶血毒素seeligeriolysinO（LSO）はL．monocytogenesにより  

産生されるIisteriolysinO（LLO）とアミノ酸配列で80％の相同性を示す。申請者の所属する研究室では，LLOが従来知ら  

れた細胞傷害活性に加え，サイトカイン誘導活性を有することを示してきた。LSOがこれら2つの活性を有するかどうか  

を明らかにする目的で，にリコンビナントLSO（rLSO530）と細胞傷害活性に重要なundecapeptideよりC末端側を切断  

し，細胞傷害活性が失われたLSO（rLSO483）を作製し，リコンビナントLLO（rLLO）と比較した。細胞傷害活性はそ  

れぞれのリコンビナントタンパクでC3H／HeNマウス牌細胞を6時間刺激した後の培養上清中のLDH量から算定し，サイ  

トカイン誘導活性は，牌細胞を刺激24時間後の培養上清中のIFN－γ量をELISA法で測定することにより検討した。細胞  

傷害活性を有するrLSO530は，コレステロールによる前処置にて細胞傷害活性を抑えると牌細胞からのIFN－γ産生を強  

く誘導した。さらに，細胞傷害活性を示さないrLSO483もIFN－γ産生を誘導したことから，undecapeptide以下C末端側  

は細胞傷害活性には必須であるが，サイトカイン誘導には必須ではないことが示された。これらのリコンビナントタンパク  

に含まれるLPSはごく微量で，同等の量のLPSではIFN－γ産生を誘導できず，またLPSを中和するポリミキシンBを  

添加してもIFN－γ産生に変化なかったことからLPSの関与は否定された。抗LLOポリクローナル抗体はLLOにより誘  

導されるIFNLγ産生を抑制し，さらにLSOにより誘導されるIFN－γ産生も抑制したことから，LLOとLSOはIFN－γ  

産生に必要な活性部位を共有していることが示唆された。Micro Beadsに結合した抗NK抗体，抗CDllb抗体，抗CDllc  

抗体を用いて，牌細胞からNK細胞，マクロファージ，樹状細胞を除去し，それぞれの細胞分画をLSOで刺激したところ，  

IFN－γ産生誘導は全勝細胞を刺激した時より低く，LSOにより誘導されるIFN－γ産生にはNK細胞，マクロファージ，  

樹状細胞のいずれもが必要であると考えられた。脾細胞ではrLSO刺激によりIFN－γ，IL－1α，IL－1β，TNFαのmRNA  

の発現が増強され，CDllb陽性細胞ではIL－1α，IL－1β，IL－12p35，IL－12p40，IL－18，TNFαの発現が増強されたが，  

IFN－γの発現は認めなかった。また，CDllb陽性細胞を除去した細胞分画（CDllb陰性細胞）では，LSO刺激しても  

IFN－γを含めいずれのサイトカインも発現を認めなかった。このことから，IFN－γ産生にはCDllb陽性細胞とCDllb陰  

性細胞の両者が必要であると考えられた。CDllb陽性細胞をLSOで刺激した時に発現を認めたサイトカインのうちいずれ  

がIFN－γ産生に重要なのかを知るために，これらのサイトカインに村する中和抗体を添加し，牌細胞をLSOで刺激した  

ところ，抗IL－12p70と抗IL－18抗体を添加した場合にIFN－γ産生の抑制が認められ，IL－12とIL－18が重要であると  

考えられた。これらの結果は，LLO刺激によるIFN－γ産生の時と同様の結果であり，LSOはLLOと同様の生物活性を  

有することが明らかとなった。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

細胞内寄生菌であるリステリア属細菌は膜傷害性蛋白毒素を産生し，食胞膜を傷害し，細胞質に脱出することでマクロフ  
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アージ内寄生を可能としている。一方，感染宿主にはTHl依存性の強い感染防御免疫が誘導される。申請者は，リステリ  

ア属の一種であるListeria5eeJなeriが産生するコレステロール依存性タンパク毒素seeligeriolysinO（LSO）のリコンビナ  

ント標品を作製し，膜傷害と宿主感染防御免疫成立に必須のIFN－γ誘導の機構を解析した。   

作製したl）コンビナントLSOでマウス牌細胞を刺激するとIFN－γ産生を強く誘導した。LSOのホモログであるLister－  

ia mono叩tPgCneS由来の1isteriolysin O（LLO）はすでにIFN－γ産生を誘導することが知られるが，これに対する中和抗  

体はLSOを認識し，IFN－γ産生を抑制した。牌細胞からDX5陽性細胞（主にNK細胞），CDllb陽性細胞（マクロファ  

ージ），CDllc陽性細胞（樹状細胞）を除去するとLSO刺激によるIFN－γ産生誘導は著しく減少した。RT－PCRの解析  

においてrLSO刺激によりCDllb陽性細胞ではⅠし1，Ⅰし12，IL－18，TNFαのmRNAの発現が増強された。IFN－γ産  

生における各サイトカインに対する中和抗体添加の影響を調べた結果，抗IL－12p70と抗IL－18抗体を添加によりIFN－γ  

産生の低下が認められた。以上の結果より，LSOはLLOと生物活性を共有し，マクロファージ由来のIL－12，IL－18が  

NK細胞や樹状細胞を刺激してIFN－γ産生が誘導されることが明らかとなった。   

本研究は，細菌の病原因子と宿主防御免疫の連関の一部を解明し，細菌学および感染免疫学の発展に寄与するところが大  

きい。従って，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。なお，本学位授与申請者は，平成15年2月  

19日実施の論文内容とそれに連関した試問を受け，合格と認められたものである。  
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