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論 文 内 容 の 要

LiSteriamonocytogenesは,グラム陽性の通性細胞内寄生性細菌で,しばしばヒトにリステリア症 (髄膜炎,敗血症)を

引き起こす｡Listeriolysin0 (以下LLO)は,コレステロール結合型細胞傷害毒素ファミリーの一つで,本菌の産生する

主要な病原因子である｡宿主食細胞に貧食されたL.monocytogenesは,LLOの細胞膜傷害活性により食胞から細胞質にエ

スケープすることで殺菌に抵抗性を示すことが知られている｡ さらに精製したLLOが細胞傷害活性を示すのみならず,マ

ウスマクロファージからのIL-1産生や,腺細胞からのIFN-γ産生を誘導する活性も有することが明らかになっている｡

Listeria感染マウスを用いた研究から,宿主の内因性IFN-γが Listeria感染防御に必須であることが知られているが,上

記の知見は,LLOが菌の細胞内寄生戦略にとって不可欠な因子であると同時に,宿主の免疫機構を活性化させる因子でも

あることを示唆している｡ そこで本研究では,LLOによってマウス腺細胞に誘導されるINF-γ産生におけるマクロファー

ジ及びマクロファージの産生する炎症性サイトカインの関与をしらべ,LLOによるIFN-γ産生誘導の機序を解析した｡

L.monocytogeneS培養上清より陰イオン交換カラムを用いてLLOを精製し,SDS-PAGE上単一バンドを示す標品を得

た｡コレステロール処理により細胞傷害活性を阻害したLLOでマウス腺細胞を刺激すると,培養上清中に高濃度のINF-γ

産生が認められた｡このIFN-γ産生は,LLO標品を94℃ で加熱することにより低下する一方,ポリミキシンB添加によ

っては抑制されないことから,標品中に極微量に存在するエンドトキシンの関与は否定された｡腺細胞からDX5陽性細胞

(主にNK細胞)あるいはCDllb陽性細胞 (主にマクロウァ-ジ)を除去すると,LLO刺激によるIFN-γ産生が著しく

減少したことから,IFN-γ産生には,これらの細胞が関与していることが示唆された｡RT-PCR解析によって,LLOで

刺激された腺細胞のCDllb陽性画分にILl1,IL-12(p40,p35),TNFαの遺伝子発現誘導が認められた｡一方,IL-18

遺伝子の発現に変化はなかった｡またCDllb陰性画分におけるサイトカインの遺伝子発現に変化はなかったので,LLO

はまずマクロファージ系の細胞を刺激していることが明らかになった｡そこで,これらのサイトカインに対する特異的中和

抗体を添加してLLOによって誘導されるIFN-γ産生-の影響を調べた結果,抗IL-12p70抗体及び抗Ⅰし 18抗体を添加

した場合にIFN-γ産生の低下が認められた｡さらにⅠし 12欠損,あるいはIL-18欠損マウス由来の腺細胞におけるLLO

刺激に対するIFN-γ産生応答は,野生型マウス由来の腺細胞に比べ著明に低値を示した｡

以上の結果より,LLOによってマウス腺細胞に誘導されるIFN-γ産生には,IL-12とIL-18が重要な役割を果たして

おり,これらのマクロファージに由来するサイトカインがNK細胞を刺激してIFN一γ産生が誘導されることが明らかとな

った｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

リステリア菌はTHl型感染防御免疫を強く誘導する細胞内寄生菌であり,その産生するListeriolysin0 (LLO)はマク

ロファージ内寄生を可能にする主要な病原因子である一方,サイトカイン誘導活性を示し宿主防御免疫の誘導にも重要な役
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割を示す｡申請者は,LLOによってマウス腺細胞に誘導されるINF-γ産生の機序を解析した｡

リステリア菌培養上清よりLLOを精製し,コレステロール処理により細胞傷害活性を阻害した標品でマウス腺細胞を刺

激すると,強いINF-γ産生応答が認められた｡腺細胞からDX5陽性細胞やCDllb陽性細胞 (主にマクロファージ)を除

去すると,LLO刺激によるIFN-γ産生は著しく減少した｡RT-PCR解析において,LLOで刺激された牌細胞のCDllb

陽性画分にIL-1,IL-12,TNFαの遺伝子発現誘導が認められ,IL-18の発現には変化がなかった｡次にLLOによって

誘導される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抗体及び抗IL-

18抗体の添加によりIFN-γ産生q)低下が認められた｡さらにIL-12欠損,IL-1畠欠損マウス由来の腺細胞は野生型マウ

ス腺細胞に比べ,LLO刺激に対するIFN-γ産生応答が著明に低値を示した｡以上の結果より,LLOによってマウス牌細

胞に誘導されるIFN-γ産生には,Ⅰし 12とIL-18が重要な役割を果たしており,これらのマクロファージに由来するサイ

トカインが主にNK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14年2月

22日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものである｡
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