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第10回 臨床試験指導者制度講習会講演抄録

日 時:平 成12年10月7日(上)15:20～17:00

場 所:旭 川グランドホテル

※この講習会は第47回 日本化学療法学会東日本支部総会の 【シンポジウム2】 に該 当しました(図 表は投稿規定外

と致しました)。

「感 染 症 と粘 膜 免 疫:将 来 へ の 展 望 」

司 会の ことば

嶋 田 甚五郎

聖マリアンナ医科大学微生物学

佐 藤 昇 志

札幌医科大学医学部第1病 理

ヒトの粘膜内腔の表面積は広大である。たとえば胃腸

管内腔や気道粘膜のそれらは,と もにテニスコー トの広

さに匹敵するといわれている。これ らの粘膜は日々体外

環境と接 しているわけであ り,粘 膜における免疫学的機

構は生体の恒常性を保持すべ く免疫学的寛容や活性化の

両側面が巧妙に分子 レベルで制御 されているはずであ

る。また,粘 膜免疫は当然のことなが ら第一線の生体防

御システムのひとつとしてきわめて重要であることはい

まさらいうまでもなく,こ こに感染免疫 との四六時中の

接点がある。実際,急 速な免疫学の進歩は粘膜局所で,

免疫学的な独自の寛容と活性化機序が巧妙に制御 されて

いることを明らかにしつつある。

本 シンポジウムでは以上の ような観点か ら4人 の演

者に最近の知見を発表 していただき,感 染免疫と粘膜免

疫の相関,お よび近年明 らかにされてきた分子機序をク

ローズアップし,さ まざまな臨床応用の展望もあわせて

行ってみた。
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粘膜免疫 とその臨床へ の展 望

清 野 宏

大阪大学微生物痛研究所免疫・生体防御研究部門免疫化学分野

粘膜免疫システムは厳 しく変化する体外環境か ら第 一

線のバリアとして体内環境 を守り,生 体の免疫学的恒常

性をコントロールする免疫機構の根幹といっても過言で

はない。近年,粘 膜免疫を誘導制御するシステムの詳細

が特定遺伝子発現または欠損動物モデルを駆使すること

で明 らかになって きている。特に上皮細胞,粘 膜系T

細胞群,抗 原提示細胞,IgA前 駆B細 胞が構成するダ

イナミックな粘膜細胞間イントラネットがその中心的役

割を担っている。このシステムを基本として考えられて

いる粘膜ワクチンは病原微生物の侵入門戸である粘膜面

と末梢系免疫システムの両方に感染防御免疫を誘導する

ことがで きる1)。現在までは腸管免疫機構の詳細な解析

とその経口ワクチン開発への応用性の検討が進め られて

きた。たとえば,GALTに 総称 される腸管関連 リンパ

組織 を 中心 と したIgA誘 導の ため の循環 帰巣 経路

(CMIS)と 呼ばれるIgA誘 導系を駆使 した感染防止免

疫の誘導である2)。最近,わ れわれはCMISに 依存 して

いないCMIS独 立型のIgA誘 導機構の存在 について も

明らかにしている3,4)。これは粘膜面で働 くIgA誘 導 に

あたって2つ のシステムが働いていることを示唆 して

いる。また,呼 吸器粘膜免疫 システムにも注目し,そ の

中心的役割を果たす鼻咽頭関連 リンパ組織(NALT)の

免疫生物学的検討 とそれを応用した経鼻ワクチ ンの可能

性について研究を進めている5～7)。病原微生物由来の タ

ンパク抗原を新規粘膜アジュバ ントとして期待されてい

る無害化コレラ毒素(mCT)と 混合 して経鼻免疫する

と効果的に抗原特異的Th2型 細胞とIgA産 生細胞が粘

膜面に誘導される8～10)。た とえば,肺 炎球菌の共通抗原

として注目を浴びているPspAとmCTの 混合ワクチン

を経鼻投与すると粘膜系 と全身系にPspA特 異的免疫応

答が誘導された。 さらに,肺 炎球菌感染防止効果のある

抗原特異的免疫応答が経鼻免疫により惹起された。粘膜

免疫用ハイブリッドワクチンデリバ リーシステムとし

て,最 近,注 目されている膜融合型リボソームにワクチ

ン抗原を封入して経鼻免疫すると効果的に生殖器を含め

た粘膜免疫系と全身免疫系両方にワクチ ン抗原特異的免

疫応答の誘導が確認 された。これ らの結果は,NALT

免疫システムを使った経鼻ワクチン開発に向けて貴重な

情報を提供 している。
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呼 吸 器 領 域

高 橋 洋

東北大学加齢医学研究所呼吸器腫瘍研究分野

I. は じ め に

呼吸器感染症に対する宿主側の広義の感染防御機構と

しては,粘 液繊毛運動や嚥下反射,口 腔～上気道の常在

細菌叢,各 種オプソニン蛋白,ラ ク トフェリン,補 体系,

食細胞,さ らには液性免疫,細 胞性免疫など多彩な要素

が含まれるが,感 染の急性期にはこれらの各種因子は相

互に影響をおよぼし合うと同時にTNF,IL-1な どの炎

症性サイ トカインによる制御を受けているものと考えら

れる(Table1)。 これらの感染防御機構 に何 らかの障害

や欠損が生 じれば宿主の易感染性が惹起されることにな

るが,わ れわれ呼吸器科医が臨床の場で 日常的に出会う

反復性呼吸器感染症例においては,こ れ らの感染防御機

構には一見して明らかな異常 を認めないにもかかわらず

気道感染を繰 り返す患者がむしろ多数を占めている。こ

のような原因不明の繰 り返し感染症,難 治性感染症にお

ける背景因子として,近 年では宿主の易感染性に影響を

およぼす可能性のあるさまざまな遺伝子多型が見いださ

れ,解 析が進め られている(Table2)。 呼吸器領域にお

いては,感 染刺激に対するサイ トカインの過剰産生を惹

起するTNF-α プロモーター多型,IgG2と 食細胞上の

Fcリ セプター との親和性の低下 をもたらすFcγRIIa

多型などが潜在的な易感染性因子として近年注 目されて

きている。

innate immunityの 重要な構成因子のひとつである

mannose-bindinglectin(MBL)は,微 生物表面のマ

ンノースおよびN-ア セチルグルコサ ミンを直接認識 し

てオプソニン活性および補体活性化能を発揮する急性相

Table 1.呼 吸器系 にお ける広義 の感染防御機構

●物理的
・粘液 ・繊 毛輸送機構

・口腔 ・上気 道常在細菌叢

・嚥下 反射,咳 反射

●化学 的

・ラク トフェ リン,ト ランスフェ リン

・サーフ ァク タン ト,フ ィブロネクチ ン

・補体系

●細胞性 因子

・好 中球 ,マ ク ロファー ジ

・NK細 胞

●特異 的防御機構

・液性 免疫:IgG,IgA,IgM

・細胞性 免疫:T細 胞

●サ イ トカイ ンに よる制御

・TNF,IL-1,IFNな ど

蛋 白 で あ る 。 このMBLは 補 体 成 分C1qと よ く似 た構

造 を 有 して お り,同 じ く構 造 的 に類 似 したCa依 存 性 の

C型 レ ク チ ン で あ るSP-AやSP-Dと と も に い わ ゆ る

コ レ クチ ンフ ァ ミ リー に分 類 され て い る。 こ のMBLが

認 識 す る病 原 体 は一般 細 菌の 他 に も抗 酸 菌,真 菌,ウ イ

ル ス な ど非 常 に広 汎 で あ る(Table3)。

MBLを 構 成 す る個 々 の サ ブ ユ ニ ッ トの 分 子 量 は32

kDaで あ り,Cystein-richdomain,Collagen domain,

Neck domain,Carbohydrate recognition domainの4

つ の ドメ イ ンか ら構成 され て い る。 この サ ブユ ニ ッ トが

ジ ス ル フ ィ ド結 合 に よ っ て 結 合 し た3量 体 構 造 が 基 本

的 なMBLの 構 造 単 位 と な る が,実 際 に はMBLは さ ら

に数 個 の構 造 単 位 が ジ ス ル フ ィ ド結 合 に よ っ て結 び つ い

た200～600kDaの 大 き さ の ホ モ ポ リマ ー の 形 態 で存 在

して い る(Table4)。

このMBLの 遺伝 子 上 に はcollagen domainに お け る

Arg52→Cys,Gly54→Asp,Gly57→Gluの3種 類 の

variantが 存 在 す る。 そ の タ イ プお よび 頻 度 は 人 種 に よ

りさ ま ざ ま に異 な り,た と えば ア フ リ カ系 で 見 い だ さ れ

Table 2.宿 主の易感染性との関連が示唆される遺伝子多型

●TNFα-308遺 伝 子多型,TNFβ+250遺 伝子多型

感染刺激に対 してTNFの 過剰 産生が誘導されやすい

マ ラリア,敗 血症,あ るいは髄 膜炎 などの重症化/予 後因子 と

しての報告あ り

●IL-1RA遺 伝子多型

感染刺激時 に1L-1RAやIL-1β の産生が 強 く誘導される

重症敗血症の背景 因子 と して有意であった との報告あ り

●FCγRIIa(=CD32)遺 伝子多型

食細胞 上 のFcγRIIa遺 伝 子上 の131番 の ア ミノ酸 に お いて

His/ArgのSNPが 報告 され ている

Arg多 型で はIgG2が 関与す る菌のク リアラ ンスが低下す る

小 児の髄 膜炎や敗血症併発の危険因子 としての報告あ り

Table 3.マ ン ノー ス 結 合 レ クチ ン:MBL(mannose-binding lectin)

● ヒ トの 自然免疫系 における非特 異的感染防御因子

●肝 由来の急性 相蛋 白

●1978年 に発見

● 補体 成分C1qと 類似 した構 造を有する

●類 似 した基 本構 造 を持つSP-AやSP-Dと 共 に コ レクチ ンフ ァ

ミリーに分類

● マ ンノースやN-ア セチ ルグルコサ ミンな ど微生物 表面の糖 鎖成

分を直接 認識 ・結合

● 一般細菌の他に抗酸菌,真 菌,ウ ィルスなど広 汎な菌種 を認識す る

●オプ ソニ ン活性お よび補体活性化能 を有す る
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る多型 はGly 57→Gluが 中心 となるが,日 本人を含む

アジア系の場合にはGly 54→Aspが 中心的に見いださ

れ,ま たその頻度は人口の約30%を 占めることが報告

されている。これ らのvarialltに おいては,MBLは 本

来の3重 らせん構造の形成が阻害 されるため血中で早

期に分解 され,さ らにはその補体活性化能も阻害される

ことから宿主の感染防御能は潜在的に低 下する。

近年,こ のMBLに おける遺伝子多型が髄膜炎や肝炎

などの各種感染症の発症背景因 子として重要であること

が種々の報告より明らかになり,さ らには一部の感染性

疾患においては発症の背景因子としてばかりでな く,早

期からの発症,治 療抵抗性,あ るいは生命予後などに関

与する重要な因子であることが徐々に解明 されて きた

(Table 5)。 しか し呼吸器感染症領域 におけるMBLの

意義を解析 した報告はまだ乏 しいのが現状である。

II.検 討 方 法

われわれは,呼 吸器感染症領域におけるMBL遺 伝子

多型の意義に着目し,明 らかな免疫異常や基礎疾患なし

に気道感染を繰 り返す反復性気道感染症例群における

MBL遺 伝子多型の頻度,MBL血 中濃度,BALF中 の

検出状況などの解析 を試みた。

対象症例は1995～2000年 に反復性呼吸器感染のため

に当科および関連病院を受診した患者のうちで成因不明

の34例(男/女:17/17,20～80歳)と した。これ ら症

例の感染増悪時の主な起炎菌はいずれ もS.pneumo-

niaeやH.influenzaeな ど一般的な市中感染症病原菌

であった。陳旧性肺結核など先行する器質的疾患を有す

る症例は成因不明群には加えず,ま た解析 を進めていく

過程で低ガンマグロブリン血症などの明らかな易感染性

因子の併発が判明 した症例 も成因不明群か らは除外 し

た。対照群 と しては53例 の健常成人を選んで同様 に

MBLの 遺伝子多型を検討 した。また原因不明の反復感

染群 と比較するために続発性反復感染群12例(慢 性誤

Table 4.MBLの 基本構造と遺伝子多型

●相 同性 な3つ のsubunitか らなる3量 体がMBLの 基本的な構造

単位

●1つ のsubunitは 分 子量 で32kDで,以 下 の4つ のDomainよ

り構成 され る

Cysteine-rich Domain-Collagen Domain-Neck

Domain-糖 鎖 認識Domain

● この構造単位が2～6個 ジスルフ ィ ド結合で結 びついて ホモポ リ

マー を形成す る(200-600kDa)

●MBL遺 伝子のexon 1のcodon 52,54,57に はSNPが 存在す る

●一般人 口におけ るMBL遺 伝子多型の頻度や タイプに関 しては人

種差が大 きい

● アジア にお け るMBL遺 伝 子多 型の 頻度 はcodon 54のvariant

が大部分で人口の約30%を 占める

日本人ではcodon 54のvariantの みが見 いだされてい る

● この多型の存在下ではMBL本 来の3重 らせん構 造の形 成が 阻害

される

すなわち血中MBLは 早期 に分解 され,ま た補体化能 も減弱す

る

嚥,低 ガンマグロプリン血症,肺 結核後遺症,重 度肝硬

変などに続発 したと考えられる繰 り返 し感染症例),お

よび爪症肺炎群14例 におけるMBL遺 伝子多型の頻度

も解析を試みた。

MBL遺 伝 子多型の解析に関 しては,各 症例の全血な

い し咽頭粘液からDNAを 抽出し,MBL遺 伝 子Exon 1

のCodon 52,54,57を 含 む298 bpの 断 片 をPolym-

erase chain reaction(PCR)を 用いて増幅 し,codon 54

部位 を認識する制限酵素Ban Iを 用いたRFLPお よびダ

イレクトシークエンス(一 部)に て解析 を試みた。 また

反復性呼吸器感染症例における血清MBL値 はSand-

wich ELISA法 を用いて測定 したの

III.検 討 結 果

反復呼 吸器感染群34例 中におけるMBL遺 伝子多型

の検出頻度は34例 中の22例,64.7%を 占め,健 常対

照群の53例 中17例,32.1%と 比較 した場合明白に高

値を示 し,MBL遺 伝 子多型の存在は本邦における原因

不明の反復呼吸器感染症例の発症背景因子 として有意と

判断された。 また 一方では続発性反復感染群における頻

度は25.0%,重 症肺炎群 における頻度は35.7%と,と

もに健常対照群 との問に有意差は認められなかった。

原因不明の反復呼吸器感染症例34例 をMBL遺 伝子

多型群22名 と正常群12名 とに分けてその病像 を比較

したところでは,MBL遺 伝子多型群の方ではより発症

年齢が高 く(34.1歳/20.0歳),緑 膿菌の気道定着率 は

低 く(40.9%/66.7%),副 鼻腔炎の併発率 も低値(40.9

%/58.3%),ま た胸部レ線上の気管支拡張像の陽性率も

低い(59.1%/83.3%)傾 向を示 していた。MBLの 血中

濃度は健常群と比較 して多型群において有意に低値を示

していた。

IV.考 察

特別な持病はないが 「気管が弱い」ためにしょっちゅ

う風邪をひく患者,一 見健康そうだが病歴 を聞 くと何度

も肺炎に罹患 している患者など,わ れわれが日常臨床で

稀ならず出会う反復性気道感染例のなかにはその成因が

Table 5.MBL遺 伝子多型による宿主の感染症感受性の報告例

●感染症の 発症背景/重 症化因子 と して

髄膜 炎,HIV感 染症,マ ラリア,小 児 の重 症感 染症,慢 性B

型肝炎 など多数報 告あ り

●感染症の早期発症 因子 と して(Mullighan Scand J Immunol 2000)

小児の免疫不全症例 ではMBL多 型群は原疾患 の発症が正 常群

より約10年 早かった

●感染症 におけ る治療抵抗性 因子 として(Matsushita Arch Virol 1998)

C型 肝炎症例 のIFNへ の反応 性がMBL多 型群 に おいて 有意

に不良だ った

●感染症におけ る予後不 良因子 と して(Garred JCI 1999)

Cystic Fibrosis症 例中ではMBL多 型群 は平均生存 期間の予測

値が正常群 よ り7年 間短かった
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まだに明らかではないケースが多 く残 されている。本検

討においてわれわれはそのような原因不明の反復気道感

染例に焦点をあてて,近 年髄膜炎や肝炎などの発症背景

因子として注 目されているMBLの 遺伝子多型の解析 を

試みた。結果 としてMBL遺 伝子多型の頻度は成因不明

の反復感染群においては一般健常人群,あ るいは続発性

の反復感染群に比較 して有意に高値を示 し,呼 吸器領城

においてもMBL遺 伝子多型の存在はた しかに繰 り返 し

感染の発症背景因子となっていることが示された。ただ

しこのMBL遺 伝子多型は健常人で も約3割 に認め られ

る高頻度なものであ り,単 独で易感染性を規定する特殊

な変異とい うよりは,む しろおそらく他の遺伝的素因や

種々の環境因 子などと重複することによっては じめて反

復感染を惹起するひとつの易感染性素因と解釈すべきも

のであろう。

なお今回の検討では症例数が十分ではないため詳しい

解析は加えなかったが,上 述 したようにMBL遺 伝 子多

型は一部の感染症についてはたんなる発症背景因 子のみ

ならず,早 期からの発症,治 療に対する抵抗性,あ るい

は生命予後などに影響をおよぼす因子であることが示 さ

れており,こ れらの点に関しても今後症例数の集積 とと

もに検討を加える 子定である.
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消化器領域(赤 痢菌 感染 を中心 に)

岡 村 登

東京医科歯科大学医学部保健衛生学科病因検査学

I.は じ め に

腸管感染症の病態に関与する微生物の病原因子の解析

研究は分子遺伝学的技術の進歩とあいまって飛躍的に進

歩しつつある。特に腸管毒素やその分泌機構,宿 主組織

への微生物の侵入増殖,ま た生体防御の機構をかい くぐ

って細菌が増殖できる能力など多くの病原性に関与する

遺伝子群が単純化された実験系を用いることによって明

らかにされている。 しか し,赤 痢,コ レラ,感 染型食中

毒に見られる急性胃腸炎などの局所性の腸管感染では,

宿主の生体防御を研究するための適切な実験動物モデル

がなく,宿 主の感染免疫,特 に粘膜免疫についての知見

は少ない。また多 くの腸管感染症においては自然感染後

の免疫は弱 く,そ の効果も比較的短期である。

赤痢菌は腸管上皮細胞に侵入 し,局 所に炎症を起す

が,全 身性の感染はごくまれにしか起こさない。ボラン

ティアによる感染実験では,赤 痢における感染防御免疫

は赤痢菌種(す なわち0抗 原)に 特異的であ り,B群

赤痢菌(Shigella flexneri)に 感染 したヒ トは感染後B

群 赤痢 菌の再 感染 で は発症 しな いが,D群 赤痢 菌

(Shigella sonnei)に は感染する。D群 赤痢菌の感染に

おいても同様の結果が得られる。 しか し死菌の非経口接

種 などの通常の抗原投与 によるO抗 原の免疫刺激では

効果的な感染防御は得 られない。本論文で赤痢菌感染や

サルモネラ感染などについて,腸 管感染免疫の研究の現

状を報告する。

II.世 界における赤痢菌感染の現状

世界における細菌性赤痢患者の発生は,WHOに よれ

ば1).年 間1億6,470万 の患者発生があると推定 され,

そのうちのほとんど(1億6,320万 人)が 開発途上国の

患者である。また110万 人が死亡 していると推定 され

ている。赤痢患者,お よびそれによる死者の大部分(60-

70%)は5歳 以下の子供が占めている。赤痢菌は生化

学的性状や血清学的性状 により4つ の種に分類 される

が.原 因となる赤痢菌の菌種内訳は,開 発途上国ではS.

flexneri 60%,S.sonnei 15%,S,boydii 6%,S.

dysenteriae 6%と なっているが,先 進工業国ではそれ

ぞれ16%,77%,2%,1%と なってお り,途 上国と先

進工業国で菌種の内訳が異なっている。先進国ではS.

sonneiが 赤痢の原因菌種の大部分を占めている。また

S.flexneriの 中の血清型はS.flexneri 2 aが 大部分を

占めている。

III.赤 痢菌感染における生体防御

細菌性赤痢はヒトを宿 主とする限局性の腸管感染症で

あ り,サ ル以外の動物は赤痢に自然感染 しない。ボラン

ティアに赤痢 菌を経口接種 したDuPontら の実験結果2)

によると,接 種 菌量が105以 上で約80%の ボランティ

アが赤痢 を発症する(Table 1)。また感染菌量は少なく,

10個 の菌量で もヒトに赤痢を起こしうる3)。赤痢におい

てはほとんどが局所感染で敗血症になる例はきわめてま

れである。同 じくDuPontら のボランティア実験の結

果によると,下 痢,発 熱な どの症状を呈 したヒ トの70

%前 後にLPSに 対する抗体価の上昇が見られる2)。この

ようなボランティア実験 臨床報告,動 物実験での結果

から赤痢 に対する免疫は主に赤痢 菌のO抗 原に特異的

であると考えられている。

IV.赤 痢菌感染における赤痢菌O抗 原および

lpa抗 原に対する抗体産生

筆者 らは赤痢菌O抗 原LPSに 対する赤痢患者の血清

中の抗体 を測定 した。その結果,原 因赤痢菌の0抗 原

に対する抗体はIgA,IgG,IgMそ れぞれの抗体価の上

昇がみ られた。発症後8日 から21日 の問で抗体価のピ
ークが見られ,以 後減少 した。免疫グロブリンのクラス

ではIgA抗 体がもっ とも特異性が高かった。一方,赤

痢菌O抗 原に対する糞便中のIgA抗 体(total IgAあ た

りの抗体価 として測定)に つ いて も同様の実験を行っ

た。その結果S.flexneri 2 aに よる赤痢患 者および保

菌者の糞便 中IgA抗 体価 は大部分が健康成人の平均値

プラス2 SDを 上回ったが,S.sonneiに よる赤痢患者

および保菌者のほとん どではS.sonnei O抗 原に対す

る高い抗体価は見られなかった。赤痢菌のすべての血清

型 に共通 して い る細 胞 侵入 性 に関 与す るIpa蛋 白

(IpaA,B,C,D)に 対する抗体産生についても検討し

た。方法 としてウエス ター ンブロッ トによりIpa蛋 白

に反応する抗体が血清中に検出 されたか どうかで調べ

た。S.flexneri 2a患 者がS.sonnei患 者 よりも高い検

出率を示 した。以上の結果から,O抗 原,Ipa蛋 白に対

する抗体産生について赤痢菌の血清型による検出率の違

いが見 られた。 このことは赤痢菌の菌種により病原性に

違いがあるということを反映しているのかもしれない。

赤痢 の感染においては赤痢菌O抗 原やIpa蛋 白に対

する抗体産生が認められたが,こ れらの抗体が感染防御

に密接に関与 しているのか,関 与 しているとすると血清

抗体なのか分泌型のIgA抗 体なのかは不明である。ま
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たボランティア実験での結果か ら,Th 1タ イプのTリ

ンパ球が主に活性化 されるという報告4)があるので,細

胞性の免疫が主に関与 している可能性もある。

V.赤 痢の予防ワクチンの開発

赤痢の自然感染の宿主がヒ トおよびサルだけという宿

主特異性がin vivoの 実験 特に宿主の生態防御に関す

る実験を困難にしている。 しか し,い ろいろな実験系 を

用いることにより赤痢菌の病原因子が解明されているの

で,こ れ らの病原因子に変異を起こし,弱 毒にした変異

株をワクチ ン株 として最終的にヒ トに投与 して防御効果

を判定するということが行われている,Table 2に 現在

開発 されつつある赤痢 ワクチ ンを示す。Table 3に メリ

ーラン ド大学の ワクチ ン開発セ ンター(Center for

Vaccine Development)で 開発された経口生ワクチンに

ついてボランティアを用いた安全性および免疫応答に関

する結果を示す5)。CVD 1207は 大量の接種でも副作用

が認められず以前開発 されたCVD 1203よ りもワクチ

ンとして有望視 されている。Table 4に アメリカ陸軍の

Walter Reed研 究所で開発したワクチン株のボランティ

アでのチャレンジ試験の結果を示す6)。このワクチン株

S.flexneri 2 a SC 602は,Table 3のvirG変 異株CVD

Table 1. Clinical response of man to varying challenge doses of

virulent Shigella flexneri 2 a

DuPont et al. J Infect Dis. 119: 296, 1969

1203株 と同様,接 種菌量を106以 上にすると野性株 と

同様に赤痢症状になる例が出るが,104だ と副作用は起

こらないというSafety marginの 狭い株である。Table

4に 示すようにチ ャレンジ試験では 下痢の症状 を示す例

はあるものの,赤 病症状,発 熱などを 予防できたという

結果が出ている。 一方,病原因 子のひとつであ り,感 染

防御抗原としてのO抗 原多糖とcarrier proteinを 共有

結合させたコンポーネントワクチンが現在野外試験でそ

の有効性の検討が行われている(Table 2-2)。 これは血

清中のIgGが 防御免疫に重要であるとい う仮説にもと

ついており,preliminaryな 結果 としてS.sonnei LPS

のワクチ ン接種により70%の 防御効果があった とい う

報告が発表された7)。

VI.そ の他の腸管感染症に対するワクチン開発

コレラのワクチンについてもいくつか臨床試験が試み

られている。 コレラ菌の病原性の主な因 子としてはコレ

ラ毒素があるが,い ままでのところコレラ毒素のみをタ

ーゲットとしたワクチンはいずれも成功 していない。 コ

レラにおいてもO抗 原が感染防御抗原 として重要な働

きを担っていることが知られている。コレラ菌は組織に

侵入せず腸管に付着して毒素を放出することによって発

症 させると考えられているので,お そらくコレラ菌の定

着を阻害することによって感染を防御 していると考えら

Table 2. Shigella vaccine candidates

1. Live attenuated vaccines

Mutations in the genes encoding either virulence factores

(ƒ¢virG, ƒ¢sen, ƒ¢set) or essential metabolic enzymes (ƒ¢guaBA,

ƒ¢czroA)

2. Conjugate component vaccine

Shigella O-specific polysaccharide bound to Pseudomonas

aeruginosa exoprotein A

Table 3. Clinical and immunological responses to live attenuated Shigella vaccines and to the wild-type parent in the phase 1 clinical trial

CVD 1207: ƒ¢virG ƒ¢sen ƒ¢set ƒ¢guaBA

CVD 1203: ƒ¢virG ƒ¢aroA

Kotloff et al. Infect Immun 68: 1034, 2000
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Table 4. Vaccination against shigellosis with attenuated

Shigella flexneri 2 a strain SC 602

SC602, ƒ¢virG ƒ¢iuc

Coster et al. Infect Immun 67: 3437, 1999

Table 5. Cholera vaccine candidates

1. O-polysaccharide-protein conjugate vaccine

2. Recombinant live cholera vaccine

CVD 103—HgR (ƒ¢ctxA ƒ¢hlyA:: mer)

3. Inactivated whole cell plus cholera toxin subunit B

Table 6. Typhoid fever vaccine candidates

1. Parenteral whole cell vaccine

2. Oral attenuated vaccine: Ty 21 a

3. Parenteral Vi antigen (purified capsule)

れ る。Table 5-1のO抗 原 多 糖 とcarrier proteinの

conjugate vaccineは ヒ トへ の 非 経 口投 与 で 安 全 性 に 問

題 な い とい う結 果 が 得 られ て い る。Table 5-2, Table 5-

3の ワ ク チ ン は 野 外 試 験 が 行 わ れ た。 弱 毒 生 ワ ク チ ン

(Table 5-2)は イ ン ドネ シア で 行 わ れ た が,コ レ ラの 流

行 が 少 な か っ た こ と もあ り,有 効 性 は確 認 さ れ な か っ

た8)。Table 5-3の 死 菌 ワ ク チ ン と毒 素 のBサ ブ ユ ニ ッ

トの 経 口接 種 につ い て はペ ル ー で 野外 試験 が 行 わ れ,コ

レラ感 染 で は60%の 有 効 性,ま た 入 院 が 必 要 な重 症 の

コ レ ラ に つ い て は80%の 有 効 性 が 報 告 さ れ て い る9)。

腸 チ フ ス の ワ ク チ ンに つ い て で あ る が,Table 6に 示 す

よ う な ワ ク チ ンが 現 在 試 み ら れ て お り,50-70%の 有

効 性 が 報 告 され て い る。

VII.お わ り に

い ま まで 述 べ た腸 管 感 染 症 で は,自 然 感 染 した 患 者 が

再 感 染 を 防 御 す る の は だ い た い70%程 度 と考 え られ て

い る。 腸 管 感 染 症 の ワ クチ ン開発 の これ か らの 課 題 と し

て は 自然 感 染 以 上 の 安 全 な免 疫 刺 激 を与 え る もの を追 求

してい く必要がある。自然感染後の免疫よりも強力かつ

持続性のある免疫を生み出すワクチン開発には,ト キソ

イド,死 菌や弱毒変異株の開発のみならず,効 果的なア

ジュバン トの作製や経口,非 経口ワクチンの組合わせな

ども必要であろう。 もしこのような優れたワクチンが弱

毒生ワクチンとして可能であればこの株に他の微生物の

感染防御抗原を付加することによってベクターとしても

利用できるであろう。
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小 児 ウ イ ル ス性 呼 吸 器 感 染 症 にお け る粘 膜 免 疫,特 に

respiratory syncytial virus(RSウ イ ル ス)感 染 症 につ い て

堤 裕 幸

札幌医科大学医学部小児科学講座

小 児 ウ イ ル ス性 呼 吸 器 感 染 症 に お け る粘 膜 免 疫 に つ い て,小 児 に と っ て 最 重要 と考 え られ るrespiratory

syncytial virus(RSウ イ ル ス)感 染 症 を 例 に と って,特 に そ の 感 染急 性 期 にお け る非 特 異 的 な 粘 膜 面 の 免

疫 応 答 に つ い て 検 討 した 。 呼 吸 器 ウ イル ス感 染 に お け る 生 体 の 防 御 機 構,免 疫 応 答 の 第 一 段 階 は,感 染 気

道 上 皮 に お け る,ウ イ ル ス 感 染 に 呼 応 した 種 々 の 変 化 ・反 応 と い え る 。 この こ とは,遺 伝 子 レベ ル で は,

感 染 上 皮 細 胞 内 の,種 々 の 機 能 を有 して い る 遺 伝 子 群 の 転 写 の 過 程 の 変 化 と 言 い 替 え る こ と も で き る。 そ

の よ う な観 点 か ら,主 にin vitroの 系 を用 い た 解 析 で,RSウ イ ル ス感 染 細 胞 に お い て,IL-1β,IL-6,TNF

-α な どの 炎 症 性 サ イ トカ イ ン.IL-8,RANTESな どの ケ モ カ イ ンの 産 生 が,そ の 転 写 レベ ル で 速 や か に

行 わ れ る こ とが 示 され た 。 ま た,ア ポ トー シ ス に 至 るcaspase経 路 の い くつ か の 遺 伝 子 群 が 活 性 化 さ れ る

こ と,ま た,強 いNO産 生 作 用 の あ るII型(誘 導 型)一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素(inducible nitric oxide synthase:

iNOS)遺 伝 子 の 転 写 活性 尤 進 もや は りin vitroの 系 で あ る が確 認 され た 。これ らの 反 応 に は,IRF-1,NF

-KBな ど の核 内 転 写 因 子 の 活 性 亢 進 が お きる こ と も示 さ れ た 。 これ らの こ と よ りin vivoに お い て も,こ

れ らサ イ トカ イ ン,ケ モ カ イ ンが 相 互 に 影 響 し合 っ て,各 種 炎 症 細 胞 を局 所 へ 誘 導 ・活 性 化 し,さ ら に 血

管 内 皮,粘 膜 下 腺 な どの 気 道 の細 胞 に働 い て気 道 炎 症 の 全 体 像 を 形 成 す る と と もに,生 体 の 防 御 機 構 で あ

る粘 膜 免 疫 の 第 一 歩 を進 め る 可 能性 が 考 え られ る。

Key words:RSウ イ ル ス,サ イ トカ イ ン,ケ モ カ イ ン.ア ポ トー シ ス,iNOS

I.序 文

小児,特 に乳幼児においては,感 染症の多くの部分を

呼吸器感染症,特 に昨今ではウイルス性呼吸器感染症が

占める。これらウイルスは気道上皮に感染を成立させて

増殖 し,細 胞を破壊 して発病するため表面感染 ともいわ

れ,感 染から発病までの潜伏期が短 く,ま た全身の免疫

応答が概 して弱 く短期間しか継続 しないという特徴があ

る。生体の防御機構,免 疫応答はこの過程で非特異的,

特異的に働 くが,呼 吸器ウイルスの場合,感 染が気道上

皮にある程度限定されることから,感 染気道上皮におい

て早期に起 こる変化 ・反応 を明 らかにすること,つ ま

り,気 道上皮細胞の,種 々の機能を有 している遺伝子群

の転写活性が,ウ イルス感染の際に,ど のように変化す

るのか,そ の様相を明 らかにしてい くことが,感 染初期

の免疫応答の理解,ひ いては免疫病理を含めた病態の解

明につながると考えられる。ここでは小児においてもっ

とも頻度が高 く,重 要な位置を占める呼吸器ウイルスで

あるrespiratory syncytial virus(RSウ イルス)感 染を

例にとり,初 期の非特異的な免疫応答としてのサイ トカ

インの産生,ア ポ トーシスの関与,一 酸化窒素(nitric

oxide:NO)産 生の可能性などについて,い ずれも感染

局所にフォーカスを絞 り,主 にin vitroに おいてわれわ

れが得た知見を中心に述べる。

II.RSウ イルス感染の特徴

RSウ イルスは1957年 にヒ トから分離されて以後,

生後1歳 までに70%近 くの乳児が,次 の1年 までにほ

ぼ100%の 小児が感染を受けるとされ,乳 幼児の もっ

とも頻度の高い呼吸器ウイルスとして知 られる。一本鎖

(-)RNAウ イルスでパラミクソウイルスに属するが,

血球凝集能 を欠 くため,Pneumovirusと して分類 され

ている。

その臨床的特徴 として,移 行抗体が存在する生後2～

3か 月以内の乳児に感染を成立 させ,細 気管支炎や肺炎

などを引き起こすこと,ま た,先 天性心疾患や肺に基礎

疾患を有する児においては重篤化しやす く,不 幸な転帰

をとりうること,未 熟児においては頑固な無呼吸を呈 し

て突然死に至る可能性があること,下 気道炎からの回復

後にも長期にわたって肺機能の異常を残 し,喘 鳴を繰 り

返すことがあること,さ らに,生 涯何度でも感染を繰 り

返し,年 長者においては重症化 しうることなども知 られ

ている。Fig.1にRSウ イルス下気道炎の簡単 な臨床

flowchartを 示す。

III.RSウ イルス感染局所におけるサイ トカイン,

ケモカインの産生

RSウ イルス下気道炎乳児の急性 期の鼻咽腔分泌物

(NPS)中 にIL-1β,IL-6,IL-8,TNF-α な どの サ

イ トカインの活性が認められ,回 復期には減少すること
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が明 らかに された(Fig.2)1,2)。 その産生の機序の解明

のため,II型 肺胞上皮細胞由来のA 549細 胞にRSウ イ

ルスを感染 させる系 を作成 し,RT-PCR法 を用いてそ

れらサイ トカ インの遺伝子の転写亢進が感染後4時 間

以内の早期におき,7時 間でピークを示した後,減 衰し

ていくことを確認 した(Fig,3)。 一方,RSウ イルス感

染においては感染気道上皮より放出されたウイルス自体

が吸気により,容 易に末梢肺まで到達 し,肺 胞マクロフ

ァージに感染がおよぶと考えられ,そ れらの免疫反応へ

の関与が推定されている。われわれも新生児の臍帯血単

球にRSウ イルスを感染させる系を作成し,感 染後2時

間でIL-1β,IL-6,TNF-α,IFN-γ などの転写活性

が亢進することを確認 した3～5)。培養上清中にはそれ ら

蛋白の活性が示され,免 疫学的には非常に未熟と考えら

れる新生児においても,そ のマクロファージはウイルス

感染に対 してすでに十分なサイ トカイン産生能力を有 し

ていることが示 された。

また,や はり,in vitroの 細胞系を用いた検討で,RS

ウイルス感染が核内転写因子であるNF-KBを 活性化

し,そ れがRANTES,IL-8,MCP-1な どのケモ カイ

ンの産生を誘導するとの報告もみられる6)。In vivoに お

いても,RSウ イルス感染気道上皮,さ らに肺胞マクロ

ファージより産生されたこれ らサイ トカイン,ケ モカイ

ンが相互に影響し合って,各 種炎症細胞を局所へ誘導 ・

活性化し,さ らに血管内皮,粘 膜下腺などの気道の細胞

に働いて気道炎症の全体像を形成 しうることが考えられ

る。

好酸球 に対 して強い誘導能 と活性化作用 を有す る

RANTESが,RSウ イルス感染気道上皮 より産生 され

ることは,気 管支喘息 と似た臨床像を呈するRSウ イル

ス下気道炎を好酸球性炎症 として捉えることができる可

Fig. 1. Clinical flowchart of RS virus lower respiratory

tract infection.

能 性 を 示 して い る。

IV.RSウ イル ス感 染 気 道 上 皮 に お け る

ア ポ トー シ ス関 連 遺 伝 子 の 誘 導

近 年,HIV,イ ン フ ルエ ンザ ウ イル ス を は じめ と した

い くつ か の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 死 に も ア ポ トー シ ス

(programed cell death)が 関 係 して い る こ とが 示 され

て い る 。 種 々の 細 胞 が ア ポ トー シ ス に 至 る 過 程 に は い く

つ か の経 路 が あ るが,そ の 代 表 的 な もの に カ スペ ー ス経

路 が あ る 。 抗 癌 剤,マ イ トー ゲ ン,ウ イ ル ス感 染 が刺 激

とな っ て,い くつ か の プ ロ テ ア ー ゼ(カ スペ ー ス)が,

次 々に 活 性 化 され(protease cascade),最 終 的 にpoly

(ADP-ribose)polymerase(PARP)と い うDNA修 復

に必 要 な酵 素 が 分 解 され,ア ポ トー シス に至 る とい う も

の で あ る。具体 的 に は,ウ イ ル ス感 染 な どに よ って,IRF

-1(interferon regulatory factor-1)と い う核 内 転写 因

子の 活 性 が 亢 進 し,そ れ がICE(IL-1β-converting

enzyme)(caspase 1)の 転 写 を 亢 進 し,続 い てCPP 32

(caspase 3)を 活 性 化 しPARPを 分 解 す る 。 そ こ で わ

れ わ れ は,RSV感 染 に よ っ て,こ の 経 路 が 実 際 に 作 働

し,ウ イ ル ス 感 染細 胞 に ア ポ トー シ スが 誘 導 され る か ど

うか に つ い てin vitroの 系 で 検 討 を進 め た。RSウ イ ル

ス感 染A 549細 胞 に お い て は,ア ポ トー シ ス に密 接 に

関 係 す る と さ れ るIRF-1,ICEな ど の 転 写 が 感 染 後 数

Patient age

Days after onset of illness

Fig. 2. Temporal pattern of cytokines (IL-6, TNF-ƒ¿)

levels in NPS during primary infection with RS virus.

Cytokine levels were corrected to a total IgA content of

0.1mg/mL. Bars indicate GMT+standard deiviation.
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Fig. 3. Time course of cytokine mRNA (IL-1ƒÀ, IL-6, TNF-ƒ¿)

expression in RS virus—infected and inactivated RS virus-

treated A 549 cells determined by RT—PCR assay.

Fig. 4. Expression of IRF-1, ICE and CPP 32 genes in A
 549 cells exposed to RS virus determined by RT-PCR

assay. mRNA expression was assessed before
treatment (pre) and at 4, 7 and 10h after treatment.
Lane C, positive control.

Fig. 5. Western blot analysis of ICE p 20 protein expression. RS virus-
infected, inactivated (Inact.) RS virus-treated or HEp-2 cell-
treated A 549 cells were lysed after the indicated times (h) of
treatment, separated by SDS-PAGE, transfered, and developed
with anti-human ICE p 20 antibodies.
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時間で有意に亢進 し(Fig.4),活 性化ICE蛋 白も感染

24時 間には細胞内に蓄積することが確認できた(Fig.

5)7)。しか し,フ ローサイ トメ トリーを用いた詳細な検

討においても,最 終的なアポ トーシスは確認できなかっ

た。この理由として最終的にCPP 32(caspase 3)が 活

性化されないことなどが考えられた。しか し活性化ICE

蛋白がRSV感 染において産生されることは,RSV感 染

細胞がアポ トーシスをおこしやすい状態に至ることを意

味しており,in vivoに おいては,TNF-α をはじめと

する炎症性サイ トカインがparacrineに 働き,ア ポ トー

シスを招来する可能性が考えられる。 一方,最近,RS

ウイルス感染が逆に"IEX-1L"と いうアポ トーシス抵

抗遺伝子の発現を亢進させることが明らかにされた8)。

このことも活性化ICE蛋 白の産生に もかかわらずアポ

トーシスが生じない機序のひとつかもしれない。

V.RSウ イルス感染による誘導型NO合 成酵素

(inducible NO synthase:iNOS)の 誘導,

およびNOの 産生

NOは 当初,内 因性の血管弛緩因子として同定された

が,そ の後神経伝達物質,細 菌やウイルス感染における

抗細菌,抗 ウイルス物質,あ るいは炎症のmediatorと

しての働きなど広範な生理的活性が確認 されている。ウ

イルス感染においては,動 物モデルを用い,肺 炎や脳炎

をおこすい くつかの感染症における誘導型(II型)NO

合成酵素(iNos)の 発現が明らかに され,NOの ウイ

ルス感染症の病態への関与が推察 されている9)。

iNosの 誘導には,ア ポ トーシスに関係するとされる

前述 した核内転写因子のIRF-1,さ らにNF-KBが 関与

していることが示 されている。今回,前 述 したRSウ イ

ルス感染A 549細 胞の系を用い,iNOS遺 伝子の発現

が,IRF-1の 発現 とほぼ同時で感染4時 間以内と早期

に見 られ,そ の後数時間持続することを確認 した。この

RSウ イルス感染 自体ではNOの 産生を確認できなかっ

たが,感 染細胞 にIFN-γ,IL-1β,TNF-α などを作

用 させたところ,iNos遺 伝子の発現が著明に増強 し,

RSウ イルス感染特異的 と考えられるNOの 産生も確認

で きた10)。この ことか らRSウ イルス下気道炎におい

て,感 染により産生された炎症性サイ トカインがRSウ

イルス感染細胞にparacrineに 働 き,NO産 生を増強す

る可能性が示された。実際,RSウ イルス下気道炎急性

期の乳児のNPS中 の細胞 におけるiNOS mRNAの 発

現亢進と,回 復期以降の低下が観察された。iNOSを 発

現している細胞の種類については同定できなかったが,

感染局所におけるNO産 生の可能性 を示す もの と考 え

られる。

VI.ま と め

乳幼児のRSV下 気道炎における急性期の病態,非 特

異的な免疫反応に種々の炎症性,免 疫調節性サイ トカイ

ン,ケモカインが関与 している可能性を示 した。さらに,

Fig. 6. Schema of intracellular signal transduction in RS

virus-infected respiratory epithelial cells and the

effects on inflammatory cells.

アポ トーシスの発生やNOの 産生の可能性 について も

言及 した。Fig.6に は,in vitroのRSウ イルス感染細

胞系を用い.遺 伝子レベルで明らかにされてきたことを

簡略化 して示す。in vivoに おいては,こ れらの どの部

分が.ど の程度に下気道炎の病態形成に関与しているの

か,あ るいは初期の免疫反応の一部となって感染からの

回復に寄与 しているのかは明らかでなく,さ らに検討が

必要である。 このように乳幼児の代表的な呼吸器感染症

であるRSウ イルス感染症の病態。粘膜免疫の解明を進

めることは,パ ラインフルエンザウイルスをは じめとす

る他のウイルス性呼吸器感染症の病態の解明にも結びつ

くと考えられる。
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Mucosal immunity in viral respiratory tract infection in children, especially in infection

with respiratory syncytial virus

Hiroyuki Tsutsumi

Department of Pediatrics, Sapporo Medical University School of Medicine, S-1, W-16, Chuo-ku,

Sapporo 060-8543, Japan

Nonspecific mucosal immune responses in infants and children during acute phase of RS virus infection

were analyzed. The first step of host defence mechanisms and immune responses during viral infection has

been thought to be functional and organic reactions in virus—infected host cells, that is, in other words

transcritional changes of host cellular genes which charge a variety of functions. Using in vitro RS virus

infection system, it has been clarified that the transcriptional level of inflammatory cytokine (IL-1 ƒÀ, IL

-6, TNF-ƒ¿), and chemokine gene (IL-8, RANTES) increased in RS virus infected respiratory cells. In

addition, a transcriptional activation of apoptosis-associated proteases and inducible nitric oxide synthase

(iNOS) genes were also confirmed. These activation were associated with the upregulation of nuclear

transcriptional activator, such as IRF-1 and NF-KB. These results suggest that, also in vivo setting, the

cytokines and chemokines produced at the airway attract and activate several inflammatory cells in local

infection site, in addition they activate endothels of airway blood vessel and submucosal gland. As a result

a whole feature of respiratory tract inflammation may be formed. The first step of mucosal immune

responses should be started through these inflammation processes.


