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論文題目

Legionella Iongbeachae induces apoptosis of human macroph哩esin vitro 

through activation of the caspase pathway 

(Legionella longbeachaeはinvitroにおいてヒトマクロファージにcaspaseを

介してアポトーシスを誘導する）
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論文要旨 ー

研 究 の 目 的 legion et/a 

longbeachae(L.longbeachae)はレジオネラ症

の重要な起因菌の一つである：オーストラリ
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アでは腐葉土が感染源となり、本菌による肺
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l,f i p 蛋白が重要な役割を果たしているとの報

呻ヽ―ょ“告 ある 近年、 様々な微生物によるアポ 卜

ーシス誘導が報告され、病原性との関連や生

体防御機構における意義が検討されている:

本研 究で は L. longbeachae およびその n, i p 

mutant を用いてア ポト シス誘導能、およ

びそ の機序を検討した＝

方法 H L -6 0 由来ヒトマクロファ ジを用

い、本菌の細胞内増殖能、細胞障害性を検討

した：アポトーシス誘導能は DNA の断片化

をア ガロースゲル電気泳動法、 Annexin V 染

色を用いて検討した：また、カスバーゼ阻害

剤を添加し、アポトーシス誘導能を検討した:
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感染細胞の培養 J:. 消の T N  F -n は EL  IS A 法：こ

て測定し さらに抗 TN  F -a 抗 体 を 培 養 系 ： こ

添加した上で、アポトーシス誘導能を検討し

』-

‘ー： 感染細胞 (T) FA S の発現はフローサイトメ

卜 リ ' ... °『一 用 し‘ し 測 定 し た

結 果 L.longbeachae は ヒ 卜 マ ク ロ フ ア~
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認め

一方 mip mutant は細胞内での増殖は

られなかっ キ—....-ーヽ 、J‘ 、 アポ トーシスを誘導し

J-

‘一: カスバ ゼ阻 害 剤 に て 本 菌 に よ る ア ポ

卜 シスは抑制さ れた 感染 細胞 の培 養上 消

中 (9) TN  F -o は 経時的な上昇を示したが 抗

TN  F -n 抗体を培養系：こ添加しても本菌によ

るア ポトーシスは抑制されなかった また感

染したマクロファージの FAS の発現は感染

後期： こ な っ て 増 加した，

考察 我々は L.longbeachae がヒトマクロ

ファージ内で増殖し、細胞障害性を示すとと
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も：こ、増殖を開始す る 感 染 早 期 よ り ア ポ ト ー

シスを誘導することを確認した＝細胞内増殖

や 4• 一恥とホさなし‘

誘導しており

． 
mip mutant そ）アポトーシスを

菌の細胞内増殖はアポトーシ

ス誘導：こ問与していない可能性を示唆した z

本菌に よ る ア ポ トーシスはカスパーゼを介す

るものであるが T N F -n および FAS を 介 さ

ず 誘導されている 可能性が示唆されたミ
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論文審査結果の要旨
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（論文題 目）
Legio”ellalongbeac伍 einduces apoptosis of hllllUIII macrophages in 11itro 
tllrough activation of the caspase pathway, 

（論文審査結果の要旨）

上記の論文に対し、その研究に至る背景、論文の内容とその学術的水準｀
研究の成果とその意義などを慎重に審査し、次のような審査結果を得た。

1. 研究の背景： Lcgionellalongbcacbacは、レジオネラ肺炎の起因菌のひとつとして 1981年

．に初めて報告された菌である。欧米、本邦の統計では Lcgione/Japn四 mophilaが原因菌と

しては圧倒的に多く約8割から 9割を占める。一方、オーストラリアでは事情が異なり、

南オーストラリアにおいてはレジオネラ症の原因菌として本菌が約 50％を占めており．
さらに西オーストラリアでは約 90％を占めると報告されている。これらは大規模な疫学

調査によって園芸用の培養土が感染源であることが判明している。本邦では 1996年に初

めてレジオネラ肺炎患者より分離培養された菌であるが、患者が長年造園業に従事して

いたことから、本邦でも培養土についての検査が施行された。培養土24検体中、 22
検体からレジオネラ菌が検出され、 Legionel/alo喀加achacは Legiond/aOOか mnniiに次い

で2番目に多く検出された。しかしながら、丘gionc11apneumopbiJaと比較すると本菌を

用いた研究結果は少なく、不明な点も多い。近年、様々な病原微生物とアポトーシスに

関する報告がなされ、病態生理学的な意義が注目されている。これまでに報告されたア

ポトーシスの意義については、感染拡大のため貪色細胞を死滅させるというもの、ある

いは炎症のトリガーとなるという報告、細胞内寄生菌では持続感染を惹起するため感染

細胞のアポトーシスが抑制している、さらに生体防御機構の一つとしてとらえている報

告などがある。また、近年、病原因子とアポトーシスに関する検討が進んでいる。 Mip
蛋白は Lcgioncllapncumophilaの病原因子として重要であることが報告されており免疫

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。

2 要旨は 800字～1200字以内にまとめること。

3 ＊印は記入しないこと。
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論文審査結果の要旨
(2) 

抑制剤の FK506と結合する蛋白と相同性があり、ペプチジルプロリルシスートランスイ

ソメラーゼ活性を有している。この蛋白はマクロファージヘの菌の感染性を高める蛋白

として感染の初期に重要な役割を果たすと報告されている。 Legionellalongb臼 cbaeのm中

mutantもAcantham心 baeに感染できず、モルモットの感染モデルでも病原性が低下して

いることが報告されている。今回、丘gionclJalongbcachacおよびその mipmutanntを用い

細胞内増殖能、細胞障害性、アポトーシス誘導能の検討を行った。さらに、 Legionclla

Jongb臼 cbacによるアポトーシス誘導の機序についても検討を加えた。

2. 論文の内容とその水準： Legion叫alongbcachacはマクロファージ内で増殖し同時に

細胞傷害性を有していた。また本菌の感染したマクロファージの DNAの断片化はアガ

ロース電気泳動法、 TUNEL法によって証明された。また、加熱処理をした菌にアポトー

シス誘導能は認められず生菌のみがアポトーシス誘導能を有していた。フローサイトメ

を用い細胞をAnnexinVで染色することにより細胞内で増殖を開始する以前の感染早期

からマクロファージはアポトーシスを起こしていることが明らかとなった。 Lcgionclla

longbcacbae mipmutantは細胞内での感染48時間まで細胞内の増殖は認められなかった

が、アポトーシス誘導能を有していた。これは細胞内の菌の増殖が必ずしもアポトーシ

スの誘導に関与していないことが示された。感染細胞のアポトーシスはcas戸記阻害剤で

ある Z-VADにより抑制されcaspaseを介することが示唆された。 FASの発現は感染後期

に上昇した。感染細胞のTNF-a receptorの発現、上清中の 1NF-aは経時的に上昇したも

のの、抗TNF-a抗体添加細胞にもアポトーシスが認められ本菌によるアポトーシスはFASi

や TNFを介していない可能性が考えられた。

3. 研究成果の意義：

本研究は、 Lgiom:DaJODgbeacbae感染が感染早期からマクロファージにアポトーシスを

誘導し、またその誘導に細胞内増殖が必須でないこと、さらにその機序として caspaseは

介するもののFASあるいはTNF-aを介さず末知の caspase活性化機構が存在する可能性

を初めて示唆したものである。

以上の結果から、本研究は学位授与に十分値する内容であると判断した。
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