
( 56 ) 奈医誌. (J. Nara M巴d.Ass.) 45， 56~66 ， 1994 

Pseudomonas aeruginosaによる生体防御調節機構

(抗リステリア活性の誘導)

奈良県立医科大学細菌学教室

上海道範昭

MECHANISM OF BIOPHYLACTIC REGULATION INDUCED 

BY PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

(INDUCTION OF ANTI -LISTERIAL ACTIVITY) 

NORIAKI KAMIKAIDOU 
Dψartment 01 Bacteriology， Nara Medical Unive町ity

Received J anuary 26， 1994 

Abstract: Subcutaneous inoculation of Pseudomonas aeruginosa， either mucoid type or 

non-mucoid type， 72h before a lethal infection with Listeria monocytogenes induced anti-

listerial resistance in mice. N on-mucoid P. aeruginosa was more efficient in inducing the 

resistance than mucoid. Formalin， acetone， or heat-ki11ed cells of P. aeruginosa induced the 

protection as effective in as did viable organisms of P. aeruginosa. Endotoxin low-respon】

der C3HjHe] mice were not protected from listerial lethal infection by this treatment. 

These results indicate that anti-listerial resistance conferred by P. aeruginosa is attributed 

to lipopolysaccharide (LPS). This resistance was adoptively transferred to naive mice by 

peritoneal cells from the mice pretreated intraperitoneally with heat-ki11ed P. aeruginosa. 

These peritoneal cells were able to produce tumor necrosis factor一αuponstimulation with 

heat-ki1led L. monoりtogenesand also to exhibit enhanced phagocytic activity. Macro-

phages are predominant in the peritoneal cells， as determined by the negative selection. 

Moreover， endogenousinterferon一γCIFN一γ)，which is a strong macrophage activator， was 

induced to a significant extent in the bloodstream of mice pretreated with P.αeruginosa 72h 

after infection with L. moηocytogenes. Pretreatment with monoclonal anti IFNγantibody 

resulted in significant reduction in anti-listerial resistance conferred by P. aeruginosa. 

Thus， it is assumed that peritoneal macrophages stimulated by LPS of P. aeruginosa could 

be fully activated by IFN一γproducedupon listerial infection， thereby exerting high 

magnitude anti -listerial activity. 
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緒 言

近年，臓器移植の導入，癌の化学療法の進歩，さらに

はAIDSを始めとする免疫不全患者の増加に伴って，日

和見感染症が臨床の場で大きな問題となっている.特に

Pseudomonas aeruginosaは，種々の抗生物質に抵抗性

を示すという理由のみならず，本菌の定着が生体防御能

を一層低下させることから， 日和見感染症の中でも特に
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重要な疾患とみなされている • P. aeruginosaの生体防御

機構に及ぼす作用としては皮膚移植片に対する拒絶反応

の抑制1)，ツベノレグリン反応の抑制2)，接触性過敏反応の

抑制3)，ヒトリンパ球のDNA合成抑制')など主としてT

細胞機能の抑制作用に関するものがよく知られているが，

これらの抑制機序に関してはいまだに十分には解明され

ていない.

一方，マウスにおいては，P. aeruginosaの前処置によ

りListeriamonoりtogenιsi.こ対する抵抗性が充進すると

いう報告5)がある.L. monocytog.仰 esはマウスに対して

は，典型的な細胞内寄生菌であり，本菌に対しては生体

側の細胞性免疫が重要な役割を担っていることはよく知

られている 6).このことから，P. aeruginosaの生体防御機

構に対する作用は， リンパ球機能の抑制ということだけ

でなく，ある種の感染に対しては抵抗性を増強する作用

の存在する可能性がある.そこで本研究では，P. aer 

uginosaをマウスの背側皮下に前投与することによって，

L. monocytogenesに対する感染抵抗性がどの様に変化

するかを解析することで，P. aeruginosaの生体防御機構

に対する作用を詳細に検討した.

方法と材料

1. 動物 ICR雌マウス(4-5週令〉およびC3H/

H巴N，C3H/H巴J雌マウス(5-6週令〉をそれぞれ日本

SLCより購入し，実験に供した.抗体の作製には日本ク

レアより購入した白色家兎〔雌， 2 kg)を使用した.

2 菌株:P. aeruginosa YM(mucoid型〉及びN-42

(non-mucoid型)， L. monoのtog仰 esEGD， Sal丹wnella

typhimurium LT-2を用いた.EGD株の ICRマウス及

びC3H/HeNマウスに対する LD50はそれぞれ10'及び

5 X 103 colony forming unit(CFU)， LT-2株の ICRマ

ウスおよびC3H/HeNマウスに対する LD50はそれぞれ

103及び5x102CFUであった.EGD株及びLT-2株は

tryptic soy broth (Difco社〉で3TC，4 -5時間振とう

培養したものを， YM株およびN-42株はmucoid産生

用培地(1 % Bactopepton， 2 %グノレコン酸ナトリウム

含有培地7))で18-20時間振とう培養したものを用いた.

3. 培養液:腹腔浸出細胞の培養にはEagle mini-

mum essential medium (MEM) (Flow Laboratories， 

Scot1and)に10%牛胎児血清， 20 mM  HEPES， 3.0 mg/ 

ml NaHC03， 0.3 g/l Lーグルタミン， 100 u/ml penicil1in 

G，50μg/ml streptomycinを添加したものを用いた.

4. 臓器内菌数の測定:EGD感染マウスより無菌的

に稗臓を摘出し， 0.5 %サボニン入り生理食塩水1ml中

でhomogenizer(REI ELECTRIC CO.， L TD.)を用いて

牌抽出液を作製し，段階希釈したものをtryptic soy 

agar plate上に塗抹，3TC18-24時間培養後にコロニー

数を測定し，臓器内菌数をCFU量で算出した.

5. P. aeruginosa N -42 (non-mucoid型〉の各種死菌

体の作製:

加熱死菌体;既述の方法にて培養後，遠心沈澱により

菌体を回収し，生理食塩水で2度洗浄した後生理食塩水

10 ml iこ懸濁し，吸光度計(HITACHI MODEL 100-10) 

にて菌液の濃度をA叫 =0.1(7.5x107CFUに相当〉に基

づき 5X10'/mlに調整したのち6O'C30分の加熱処理に

より死菌液とし，遠沈洗浄後10mlの生理食塩水に再懸

濁して標品として用いた.

ホノレマリン死菌体;加熱死菌体と同様に菌数を調整後，

ホノレマリン(最終濃度0.3%)を加え，3TC12時間静置

し，続いて 4'c 2日静置後十分に遠心洗浄しホノレマリン

を除去したものを標品として用いた.

アセトン死菌体;Landyの方法叫に準じ，培養菌体を

遠心洗浄後生理食塩水に懸濁し，アセトンを75%の割合

に添加し，3TC 1時間アセトン処理を行った後遠心にて

菌体を回収した.同操作を3度繰返した後， 100%アセト

ンを加え3TC12時間処置後，グラスフィノレターで猪過

し，乾燥機(CHEMYAUTO-DESICCATOR)にて十分

に乾燥後約5X10'/mlの濃度に生理食塩水で調整した

ものを標品として用いた.

6. P. aeruginosaのlipopolysaccharide(LPS)の抽

出回 Ph巴nol-Wat巴r法13)にて N-42株より LPSを抽出.

またさらにRNase(最終濃度2μg/ml，Sigma社製〕を

加え40'C3時間酵素処理後， Proteinase K (最終濃度

100μg/ml， Sigma社製〕を加え3TC2時間処理した後，

再度フェノーノレ抽出したものを標品として用いた.LPS 

量は凍結乾燥後の dryweight量で表示した.

7. Adoptive cel1 transf巴rt巴st:non-mucoid型N-

42株の加熱死菌体約2.5X10'個をC3H/HeNマウスに

腹腔内投与し 3日後腹腔浸出細胞をPBS(ー)6ml iこ

てperitoneallavageをおこない回収した.回収した細

胞はPBS(-)にて洗浄後106/mlに調整した後， 1mlを

正常マウスの腹腔内に移入し 8日後に L

monoのtogenesEGD株5x lO'CFU (100 LD50)で腹腔内

攻撃した.抵抗性の移入の成否は感染後 14日目の生存率

で判定した. コントローノレとして 10%プロテオース・ベ

プトン 2mlを腹腔内投与して誘導した腹腔浸出細胞を

移入したマウスを用いた.

8 腹腔浸出細胞のノレミノール依存性化学発光(CL)

の測定 non-mucoid型N-42株の加熱死菌体約10'{闘

をICRマウスの腹腔内に投与し， 3日後前述の方法にて
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腹腔浸出細胞を回収し，培養液にて 5X10'/mlの濃度に 間， 48時間， 72時間後に腹部大動脈より採血し，分離し

調整して用いた.腹腔浸出細胞浮遊液400μlをキュベッ た血清を用いて， Inter Test-yTM Mous巴 INF-ykit 

トにとり，3TC 5分間前加温後，ノレミノール液(ベーリン (Genzyme社製)， Factor-Test Mouse TNF-a kit 

ガ一社製)2X10-3Mを30μl添加し，次にオプニソン化 (Genzyme社製〉およびMurine GM-CSF Elisa kit 

ザイモザン(SigmaChemical社製ザイモザンを健常人 (Endogen社製〕により IFN-y，TNF-aおよびGM

新鮮血清にてオプソニン化)170μlを加えよく混和した CSF量を測定した.

後直ちにノレミフォトメーター TD4000(ラボサイエンス

社製〉にて peak値を測定した. コントローノレとして 10

%プロテオース・ベプトン2mlを腹腔内投与して誘導し

た腹腔浸出細胞を用いた.

9. P. aeruginosaの加熱死菌体によって誘導された

腹腔マグロファージの培養上清の作製:C3H/HeNマ

ウスにnon-mucoid型N-42型株の加熱死菌体約10'個

を腹腔内投与し 3日後回収した腹腔浸出細胞， 10%プロ

テオース・ベプトン 2mlを投与して誘由した細胞，L.

monocytogenes EGD株 5X 103CFUで免疫後30日目iこ

プロテオース・ベプトンを投与して誘導した細胞をそれ

ぞれ前述の方法にて回収し， 4 X10'/mlの濃度で培養液

に浮遊させた.24穴平底カノレチャープレートに細胞浮遊

液を500μlづっ加え，3TC 5 % CO，インキュベーター内
で2時間プレート底面に接着させた後，培養液を交換し

非付着細胞を除去した.これにEGD株の加熱死菌体を

約2X 108個/mlに調整した培養500μlを加え， CO，イン

キュベーター内で48時間培養し，その上清から遠心によ

り菌体を除去した後， membrane filtrationしたものを

リステリア刺激マクロファージの培養上清として用いた.

10. Tumor necrosis factor(TNF)の測定:96穴マ

イクロプレートにL929(マウス線維芽細胞〉を 100μl

( 2 X 104/well)分注し， 9.で、得たサンフツレを 100μlづっ

添加し， 48時間後の生存L929細胞数をCellTiter 96™ 
N on radioactive Cell Proliferation/Cytotoxicity 

Assay System(生化学工業〉を用いて測定した.

11. 抗体の作製:抗TNF-a抗体はマウスリコンビ

ナント TNF-a (Genzyme社製〉を等量の Hunter's

Titer Max adjuvantに混じて家兎の背部皮下に数カ所

接種し， 3週間後に追加免疫し，最終免疫から 12日目に

全採血を行い，硫安分画法にて γーグロプリン標品を得

た.γーグロプリン量はProt巴inassay kit(Bio Rad社製〉

を用いて測定した.

12. 血清中の Interferon-γ (IFN一γ)，TNF-aおよ

びGranulocyte-macrophage-colonystimulating fac-

tor(GM -CSF)の測定目 non-mucoid型N-42株の加熱

死菌体約5X 108個をC3H/HeNマウスの背側皮下に接

種し 3日後L.monocytogeηesEGD株 10'CFU量で腹

腔内攻撃し 2時間 4時間 6時間， 12時間， 24時

結 果

1. P. aeruginosa局所感染の L.monoりtogenesに対

する感染防御に及ぼす影響

P. aeruginosa YM株およびN-42株の 5X107CFU 

量をICRマウスの背側皮下に感染させると， 3日後には

著明な膿療を形成する_P. aeruginosaによる膿蕩形成マ

ウスにおける L.monoιytogenesに対する抵抗性を調べ

たところ ，P. aeruginosaによる前処置で L

monocytogenesに対するマウスの抵抗性の増強が認めら

れた.特にnon-mucoid型で約90%のマウスが，

mucoid型でも 50%以上のマウスが生存した(Fig.1). 

なお，P. aeruginosa感染後24，48， 72時間後に血液培養

を行ったところ血中からの P.aeruginosaの回収は認め

られなかった.

2. 牌臓内菌数の推移

P. aeruginosa 2株のうち L.monocytogenesに対して

著しい抵抗性を付与したnon-mucoid型N-42株で上述

と同様の前処置をICRマウスに行い 3日後L

monocytogenes EGD株 10'CFU:量で腹腔内攻撃し， 24， 

48， 72時間 6日後の牌臓内菌数の推移を調べたとこ

ろ，P. aerugi四osa前処置群と生理食塩水で前処置を行っ

たコントローノレ群とでは24時間後の時点ですでに牌臓

内菌数は約 1.5lOglOCFUの差があり，前処置群では3

-6日目の聞に急速に菌が消失するのが認められた

(Fig. 2). 

3. L. monoのItogenesに対する再感染抵抗性の獲得

non-mucoid型 N-42株前処置マウスに L.

monocytogenes EGD株 10'CFU量で腹腔内攻撃し， 14 

日生存後にEGD株 5X 10'CFU(500 LD50)量で再び腹

腔内攻撃して再感染抵抗性成立の有無を見たところ，P.

aerugznosa前処置により初感染を生き延びたマウスに

おいては全てのマウスで14日以上の生存がみられ，再感

染抵抗性の獲得が認められた(Table1). 

4 . P. aeruginosa死菌体の L.mo問。cytoge招esi.こ対す
る感染防御に及ぼす作用

non-mucoid型N-42株のホルマリン死菌体，加熱死

菌体，アセトン死菌体をそれぞれ約5X 108個ICRマウ

スの背側皮下に接種し 3日後L.monocytogenes EGD 
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巴xperim巴ntswere r巴peat巴dthree times and results were expressed as the mean 
of them. 
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Tabl巴1.Mouse protection against reinfection with 

L. monocytoge四es

Survival rate (%) 
(14 days after 
reinfection) 

L.刑問フcytog，仰esL. monocytogenes 
(5 x 10'ip) (5 x 10'ip) 

L間onocytogenω
(5 x 10'ip) 

The same巴xperimentswere repeat巴d3 times and 

same r巴sultswere express巴d.Each group consisted of 

6 mice. 

100 

100 

c.Untreated 

まではすべて生存したが， C3H/HeJマウスでは5X 105 

CFU量接種群で20%生存したのみで， 10'CFU量接種

群は感染後3-7日の聞に全てのマウスが死亡した.こ

のことより抵抗性の誘導には菌体構成成分中の LPSが

強く関与することが想像された(Table3). 

6 . P. aeruginosa N -4 2株由来 LPSの L.

monocytogenesに対する感染防御に及ぼす作用

non-mucoid型 N-42株より Phenol-Water抽出法に

て得たLPSを用いて ICRマウスを前処置し，L.

株10'CFU量で腹腔内攻撃し， 14日後の生存率を調べ，

また 14日生存マウスに1Q1CFU(1000LD50)量で腹腔内

再攻撃し，再感染抵抗性の成立の有無を調べたところ，

EGD感染後 14日目の生存率はそれぞれホルマリン死菌

体前処置群では90%，加熱死菌体及びアセトン死菌体前

処置群では100%であった.また， 14日生存マウスに対

する再攻撃でもホノレマリン死菌体，加熱死菌体， アセト

ン死菌体前処置群全てにおいて 14日以上生存し，いずれ

の死菌体を用いた場合でも N-42株の生菌による前処置

の場合と同様の L.monoのtogenesに対する抵抗性の獲

得と生存マウスにおける再感染抵抗性の成立が認められ

た.この結果より，L.例onoりtogenesに対する抵抗性の

付与には生菌が産生する外毒素よりも菌体構成成分が関

与していると考えられた(Tabl巴 2).

5. C3H/HeJマウス(LPSlow responder)における

P. aeruginosaの感染防御作用

LPS low responderである C3H/HeJマウスおよび

LPS responderである C3H/HeNマウスにnon-

mucoid型N-42株の加熱死菌体5X 108個で前処置を行

い，L. monocytogenes EGD株 10'CFU(500LD50)量或L、

は5x 105CFUClOO LD50)量で腹腔内攻撃したところ，

C3H/HeNマウスではいずれも EGD株接種後 14日目

1st infection R日nfecti口口
(day3) (day 14; 

A.p.目仰向Ig問osaL。間onoのtOf[enesL.問onoりtog，側何
viable cells (10'ip) (5 X 16'ip) 
(5 X 107sc) 

B. Saline 
(sc) 

Pretreatment 
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Fig. 2. Growth of L. monoりtogenesEGD in sple巴nof P. aeruginosa Cnon-mucoid 
type)-treated mice after an ip inoculation with 106 organisms. Th巴 bars
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Table 3. Protection of C3H/HeJ mice against infec凹

tion with L. monoのtogenes

Challeng巴doseSurvival rat巴(%)
of at 14 days 

L. monocyto吾enes postinfection 
Groups of mic巴
treated with : 

Heat-killed 
p.αerugznosa 
(5 x 10'ip) 

Table 2. Prot巴ctiveactivity of various kill巴d-P.aer. 
uginosa pr巴parationsto a lethal challenge 

with L. monocytogenes 

Survival rat巴(%)
(14 days after 
primary infection 
ofL附onocytogenes)

90 

10'ip 

20 5X 105ip 
Saline 
(Negative controD 

。

monocytogenesに対する抵抗性が付与されるかどうか検

討したところ，加熱死菌体を用いた場合と同様の抵抗性

の獲得を認めた.RNaseおよびProt巴inaseKで処理し

た後にPhenol-Wat巴r法により再抽出して得たLPSを

標品として用いても LPS100μg接種群で100%の生存

率を， LPS 20μg接種群は40%の生存率を認めた

CTable 4). 

7 . P. aeruginosa C加熱死菌体〉の S.わ;phimurium

LT-2株に対する感染防御効果

L. monocytogenesの様な典型的な細胞内寄生菌では

106ip 

A. Formalin-killed 
P. ae附ginosa(5 x 10') 
B. Heat-killed 
P. aerugiηosa (5 x 10') 
C. Acetone-killed 
P. ae門Iginosa(5 x 10') 
D. Viable 
P. ae門Iginosa(5 x 10つ
E Saline 0 

Each group consisted of 5 mice. 

Primary infection was done with 106 CFU of L. 
monocytogenes 3 days aft巴rtreatment. 
Reinfection was done with 107 CFU of L. 
monoりtogenes14 days after the primary infection. 

Survival rate (%) 
(14 days after 
reinfection) 

Type of 
P. aeruginosa 
treated with ・

90 

100 100 

80 

100 

100 

100 
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なく，細胞外増殖菌との中間に位置していると言われて で誘導した腹腔浸出細胞を抗マクロファージ抗体および

いる S.わ少himuriumを用いて non-mucoid型N-42株 補体で処理した後にトリパンブノレーで染色し，マクロフ

の加熱死菌体による前処置の効果が見られるかを検討し ァージの比率を算定したところ，その純度は約75%であ

た(Fig.3).前処置3日後の ICRマウスにLT-2株 10' った.

CFU 000 LD，o)量で腹腔内攻撃した場合， 20%の生存し 9. CLによる活性酸素産生能の測定

か認められず，さらにC3H/HeNマウスを加熱死菌体で non-mucoid型N-42株の加熱死菌体を用いて誘導し

前処置したときには， LT-2株 104CFU(20LD，o)量に対 た腹腔浸出細胞のノレミノーノレ依存性化学発光による活性

して，わずかに延命効果が見られるのみで有意の抵抗性 酸素の産生量は，プロテオース・ベプトンで誘導した腹

の獲得は認められなかった. 腔浸出細胞のそれに比べ約7倍のpeak値を示し，活性

8. Adoptive cel1 transferーによる抵抗性の伝達 酸素が著明に産生されているのが認められた(Table6). 

non-mucoid型N-42株の加熱死菌体で、誘導した腹腔 10. P. aeruginosaの加熱死菌体誘導腹腔浸出細胞の

浸出細胞を移入した群で、はL.monoのtogenesEGD株感 TNF-a産生能

染後14日目の生存率は85.0%であり，EGD株に対する non-mucoid型N-42株の加熱死菌体で誘導した腹腔

抵抗性が伝達された(Tabl巴 5).プロテオース・ベプトン

で誘導した腹腔浸出細胞を移入した群では22.6%の生 Tabl巴 5.Adoptive protection by peritoneal cel1s 

存を認めたなお， non-mucoid型N-42株の加熱死菌体 I Survival rate (%) 

Tabl巴 4.Effect of P. aeruginosa-LPS on r巴sistancein 

ICR mice to a lethal chal1巴ngewith L 

monocytogenes 

Groups of mice 
Survival rate (%) 
at 12 days 
postinfection 

A. LPS (100μg) 
B. LPS ( 20μg) 

100 
40 
0 C目 Saline

Mic巴 wer巴 chal1engedip with 10'CFU of L. 
monocytogenes EGD 3 days after treatment with P. 

aeruginosa-LPS 

(A) I CR 

京100
、町d

@ 

+-' 
伺
L 

一
伺 50
〉.-
〉
L 

コ
c/') 

Cha II enged wi th 

105 CFU of L T2 

5 10 
Days after infection 

Cells transfered at 14 days 
postinfection 

P. aeruginosa (H巴at-killed
cells)-induced PEC 
Proteose peptone-induced 
PEC 

85.0土13.2

22.6土17.6

0土 0.0None 

The same experiments were repeated 3 times and 

r巴sultswere expr巴ssedas the mean 1: SD of them. 

Donors were given 2.5 X 109 of h巴at-killedcel1s 

intraperitoneal1y 3 days before passive c巴11transfer. 

Recipients were infected with L. moηocytogenes EGD 
(5 x 10'cFu) intraperitoneal1y after passive c巴11trans日

fer. 

(日) C3HノHeN

京100
、回d

Cha I I enged 

with 104 

CFU of LT2 O

H
咽
L

咽 50
〉

〉
L 

コω 

15 5 10 

Days after infection 

Fig. 3. P. aeruginosa (Heat-killed cell)-induced resistance to a lethal chal1巴ng巴withS. 
typhimurium LT2. Groups of normal (0) or P. aeruginosa-pretreated (・)mice 
were chal1enged with S. t~ρhimurium L T2 3 days later 
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Table 6. Chemiluminescence of P. aeruginosa-
induced mouse peritoneal cells 

Cells from mice 
treat巴dwith ・

Hea t-killed cells 

Proteosepeptone 

Peak response 
(mean r1u士SD)

111岨00土10.76

14.34土 5.80

※ Mice wer巴given0.2 ml (09) of heat-killed cells 

or proteose peptone intrap巴ritoneally72 hr ear 

lier. 

Results were expressed as the mean士SDfor 

thr巴巴 separateexperim巴nts.

浸出細胞をEGD株で刺激した培養上清中にはL

monocytogenes免疫マウスの腹腔浸出細胞と同レベノレの

TNF-aの産生が認められた(Table7). 

11. 抗IFN-γ抗体および抗TNF-a抗体の P.aer. 

z印刷saN-42株(加熱死菌体〉前処置効果に対する作用

リステリア感染症においては，内因性IFN-yおよび

TNF-aの作用が重要で、あるとされており凶，抗IFN一γ，

抗TNF-a抗体を投与することによって P.aerugi 

nosa加熱死菌体前処置により誘導される抗リステリア

活性が消失するかどうか検討を行った.

non-mucoid型 N-42株の加熱死菌体を皮下接種した

C3H/HeNマウスの腹腔内に感染4時間前に抗IFN-y

モノクローナル抗体(Genzym巴社製)500μgおよび抗

TNF-a抗体1000μgおよび500μgを投与し，L.

monocytogenes EGD株10'CFU量で腹腔内攻撃後の，生

存率を調べた.抗IFN-y抗体投与マウスは14日目まで

に80%が，抗 TNF-a抗体投与マウスは全て死亡し，死

菌体により誘導される抗リステリア活性は消失した.尚，

正常家兎の γーグロプリン標品を同量投与した場合には，

N -42株による前処置効果の消失は見られなかった

(Table 8). 

12. P. aeruginosa前処置マウスにおける感染後の血

中IFNγ，TNF-aおよびGM-CSF量の測定

non-mucoid型N-42株の加熱死菌体前処置群と未処

置群の聞に感染48時間まではIFN-yの産生量に有意

な差は見られなかったが， 72時間の時点では前処置群は

未処置群に比べて産生の允進がみられた.また， GM 

CSFは加熱死菌体前処置群では感染2時間の時点です

でに有意の産生がみられた.一方，TNF-aは加熱死菌体

前処置群と未処置群との聞には48時間までは有意な差

はなかったが， 72時間以降に未処置群血清中に急激な増

加が認められた(Fig4). 

Table 7. TNF-a production in culture supernatant 

fluids of peritoneal cells after stimulation 

with heat-killed L. monocytogenes 

Treatment of mice TNFαactivity 
(ng/m]) 

P. aeruginosa 
119 

(Hea t-killed cell) 

Proteose peptone 69 

Proteose peptone 
induced PEC aft巴r

128 
immunization with 
L. monocytogenes 

Negative control 
Undetectable 

(Medium) 

PEC were stimulated with h巴at-killed L. 

monoのtogenesfor 48hr. 

TNF-a activity were measured by the bioassay. 

Each assay was done in triplicate. 

Table 8. Effect of anti-IFN-y and anti-TNF-a anti司

body on mouse protection to L. 

monoのtogenesby heat-killed ρ目 aeruginosa

Pretreated with : 

Anti-IFN-y Ab 

(500μg/mouse) 

Anti-TNF-αAb 

(500μg/mouse) 

Normal rabbit 

immunoglobu日n

(500μg/mouse) 

Survival rate (%) 

at 14 days 

postinfection 

20 

。

100 

Mic巴 werepretreated with heat-killed P. aer-

問ginosa(5 x 10's. c) 3 days before the chal1enge of 

L. monoりtogenes (lO'CFU). Antibody was 

inoculated ip 4h before List巴riainfecti on. 

考察

P. aeruginosaには生体防御機構の調節作用があるこ

とはよく知られている 5.15)が，その機序に関しては解明さ

れていない点が多い.この機序解明のために， リステリ

ア感染をモデルとして P.aeruginosaの生体防御調節作

用を詳細に検討した.

著者はP.aeruginosaをマウスの背側皮下に接種して

膿療を形成させることで，L. monocytogenesの腹腔内攻

撃に対して抵抗性の増強を認めた.また，グノレロン酸と

マンヌロン酸のポリマーからなる多糖体の alginateを

産生する mucoid型より alginat巴を産生しないnon-
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mucoid型にその効果は著明であった.更に，初回感染の

生存マウスにおいては再感染抵抗性の成立もみられた.

P. aeruginosaはalginate以外にも巴xotoxinA， phos-

pholipase C，巴lastase，catalas巴等の種々の病原因子を

産生して生体の免疫機構に影響をおよぼすとされてい

る 7.8.9.10)しかし，種々の死菌体でも同様の効果が得られ

たこと， LPS-low responderのC3H/HeJマウスを用い

た歩合このような抵抗性の増強がほとんどみられなかっ

たことより菌体構成成分，特にLPSが関与していること

が考えられたため， phenol-water抽出により精製した

LPSを前処置に用いたところ，抵抗性の増強がみられ，

LPSが主に作用していると考えられた.またnon-

mucoid型に比べて mucoid型で効果が弱いのは，

mucoid型ではalginat巴の存在により m VIVOでLPS

の効果が十分に発現し得ないのか， alginateによる RES

系抑制作用 11.16.17)によるものなのか，いずれかの機構で

P. aeruginosaのLPSによる RES系細胞の十分な刺激

な得られなかったものと推察された.

一方，L. monocytogenesに対する生体防御機構として

は，感染初期には好中球・マクロファージなどにより非

特異的な貧食がおこなわれるが，本菌はこれらの作用に

抵抗して宿主細胞内でリソソームと融合以前にファゴゾ

ーム膜を傷害し，細胞質内へ脱出して細胞内殺菌をエス

ケープして増殖する.中期以降に特異抗原によって刺激

されたCD4+THIT細胞が主体となって抗原特異的に産

生される IFN-yによって活性化されたマグロファージ

によって貧食殺菌される.また免疫成立後には強し、遅延

型過敏反応とT細胞依存性の再感染防御免疫が成立する

のを特徴としている.本菌による感染には特異抗体が全

く無効であるため，このような細胞内寄生菌感染には

種々のサイトカインが必要不可欠な役割を果たし，中で

もTNF-a，GM -CSF， INF-yが重要といわれてい

る14.18).本実験系においては，感染初期の段階で牌臓内菌

数に差を認めることから， LPSにより RES系が活性化

され，初期の非特異的貧食殺菌能が允進している可能性

が考えられ，マクロファージの機能およびサイトカイン

産生能を中心に検討した.

P. aeruginosaの加熱死菌体で誘導したマクロファー

ジを主体とする緩腔浸出細胞を正常マウスに移入するこ

とで L.monocytogenesに対する感染抵抗性も伝達され

ることより， LPSによって活性化される補体を中心とす

る液性因子の関与よりもマクロファージをEffectorc巴11

とする生体防御機構の充進が主体であると考えられた.

また，P. aeruginosa処置マウス由来マクロファージでは

活性酸素産生能の増強や，マクロファージ活性化の主要

な因子となる TNF-aのinvitroでの産生の増強が認

められ，さらに感染のきわめて初期にGM-CSFの産生

も有意に允進していることなどから，P. aeruginosaによ

る前処置により，マグロファージが非特異的に強し、活性

化を受けていることが推測された.抗IFNγ抗体の投

与でP.aeruginosaの前処置による L.monocytogenes 

に対する抵抗性が消失したことより IFN-yは抗リステ

リア活性を担う effectorの一つで、あると考えられた.L.

monocytogenes感染によって誘導される血清中の INF-

γ量には感染初期の段階で、P.aeruginosa前処置の有無

による有意な差はなく，感染48時聞から有意の差がみら

れた事実はLPS刺激マグロファージの強い抗リステリ

ア活性により感染初期にL.monocytogenesの増殖を十

分にコントローノレし得たことに起因するものと思われる.

このことは，P. aeruginosaのLPSによって活性化され

たマクロファージが，L. monocytogenes感染によって誘

導される IFN-yによって 2段階の活性化を受け，より

強い抗リステリア活性を発現し得る可能性を示唆するも

のである 19).

このような LPSの効果はL問。ηocytogenesの様な典

型的な細胞内寄生菌ではなく，細胞外増殖菌との中聞に

位置し，その感染防御には液性因子も重要な役割を担っ

ているといわれている S.tyhimuriumに対しては十分

に発現せず，延命効果がみられるのみであった.このこ

とはP.aeruginosa による前処置効果がマクロファージ

の強い活性化に基づいていることを示唆するものと思わ

れた.

近年， リステリア抵抗性マウスでは，感染早期にGM

CSFおよびIFN-yが産生されるのに対し，非抵抗性マ

ウスでは両サイトカインの産生が低いことが報告されて

いる 20).この事実は，P. aerugiηosaのLPS処置におい

て， リステリア抵抗性マウスと同様の生体防御機構がマ

ウス体内に誘導されていることを意味するものと思われ

る.マグロファージの活性化因子として認識されている

これら 2つのサイトカインの産生能允進状態は，P. aer-

uginosaが定着した生体にとって或意味では強力な防御

体制の確立と考えられる.P. aen修tnosaの産生する

exo巴nzymeには種々の細胞毒性因子，特にリンパ球抑制

因子が含まれることから，これら巴xoenzymeの産生能

を欠如した変異株を得ることによって，P. aeruginosaも

OK-432の様なbiologicalr巴sponsemodifier(BRM)へ

の道が開けるものと期待される.また，S収戸himurium

のLPS，E目 coliの加熱死菌体で前処置をおこなった場合

でも L.monocytogenesに対する抵抗性の増強を確認し

ているが，P. aeruginosaの内毒素蛋白な外膜成分中には
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P. aeruginosaをマウスの背{則皮下に前投与すること

によって，L. monocyfogenιsに対する感染抵抗性が増強

されるとL、う現象をもとに，P. aeruginosaの生体防御機

構に対する作用を解析した.

1. L. monocyfogenesに対する抵抗性の増強作用は，

P. aeruginosaの生菌のみならず，加熱死菌体，ホノレマリ

ン死菌体，アセトン死菌体を前処置に用いた場合でも認

められた.

2. LPS-Low responderである C3H/HeJマウスに

はP目 aerugznosa前処置による L.monoのfogenesに対

する抵抗性の増強は認められなかった.

3 . P. aeruginosaより phenol-water抽出した LPS

を前処置に用いた場合，同様の抵抗性の獲得を認め，本

効果はLPSiこ由来するものであった.

4. 本効果はP.aeruginosaの加熱死菌体で前処置し

たマウスの腹腔浸出細胞を移入することによって，正常

マウスに伝達し得た.

5 . P. aeruginosaの加熱死菌体を用いて誘導した腹

腔浸出細胞は，ノレミノーノレ依存性化学発光による活性酸

素の著明な充進を認めた.

6 . P. aeruginosaの加熱死菌体を用いて誘導した腹

腔浸出細胞をL.monoのめ'ge四百Sの加熱死菌体で、刺激し

たところ，その培養上清中に著明な TNF-aの産生を認

めた.

7. P.目。eruginosaの前処置効果は，L.monoιyfogenes 
感染前に抗IFN-y抗体を投与することにより消失した.

8. P. aeruginosa前処置マウスにおける L.mono. 

cyfogenes感染後の内因性IFN-y産生量は感染48時間

後までは未処置群に比べて有意な差は無かったが， 72時

間後の時点で、は有意な差が認められた.

9. 生体側の Effector因子としては， LPS によって

非特異的に活性化されたマクロファージが，L

monocyfogenes感染によって誘導される IFNγ によっ

て2段階の活性化を受けることで，強力な抗リステア活

性が誘導されているものと考えられた.

5年 11月〉に於いて発表した.
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