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　　　　　　　　　　　　　要旨

　Streρtococcus　agalactiae（B群レンサ球菌；GBS）は新生児の

重篤な敗血症や髄膜炎の原因である。新生児GBS感染症は，生

後数時間から1週間以内に発症する早発型疾患と，生後1週間以

後から数ヵ月後までに発症する遅発型疾患に大別される。早発型

疾患は主に産道で感染し，敗血症や呼吸窮迫症候群として発症す

るが，急性致死性で致死率は10％に達する。一方，遅発型疾患の

感染経路は不明なことが多いが，原因菌は血清型川型が大部分

を占める。遅発型疾患では髄膜炎を発症することが多く，髄膜炎

発症例では救命し得てもおおよそ半数に重篤な後遺症を残す。早

発型疾患の発症率は分娩時の予防的化学療法によって，近年，明

らかに低下してきているが，感染経路が不明な遅発型疾患では有

効な予防法が確立しておらず，発症率は不変である。GBSに対す

る感染防御機構は，補体C3bや抗体による感染菌のオプソニン

化と，それにつづくマクロファージや好中球による貧食殺菌であ

る。母体のGBS英膜多糖体に対するlgG（型特異lgG）が胎盤を

経て胎児に移行してGBSに汚染された新生児を保護する。それ

故，米国においてワクチンの開発が進められ，現在，主要な血清

型の破傷風トキソイド結合一萸膜多糖体ワクチンが臨床応用の

前段階に達している。このように型特異lgGは有効な感染防御抗

体とされるが，一方，出産に際しGBSに汚染されながら発症し

なかった児でも感染防御に有効とされる水準の型特異lgG抗体

を欠いている場合が少なくない。このような児における感染防御

機構を明らかにすることは，ワクチン接種に応答しない妊婦も少

なからず存在する故に重要と考えられる。L．フィコリンがGBS
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の萸膜多糖体に結合して補体レクチン経路によるC3b沈着を促

すこと，さらに低濃度の型特異lgG2の共存下でオプソニン貧食

殺菌が増強されることが明らかにされている。L一フィコリンによ

るレクチン経路の活性化は，母体からの受動免疫が不十分な新生

児において，GBS感染症に対する自然免疫を担う潜在的感染防御

機構と考えられるが，これらの研究はいずれも成人血清や成人血

清から分離精製した分子を用いて明らかにされたものである。本

研究では，早産児および満期産児の膀帯血血清を用いて，より新

生児の免疫環境に近い条件下でL一フィコリンと型特異IgG抗体

がGBSのオプソニン貧食殺菌に果たす役割を解析することを試

みた。

　血清型川型とV型株では，L一フィコリン結合によるレクチン

経路活性化がC3b沈着を促し，　C3bと型特異lgGが共にオプソ

ニンとして機能して貧食殺菌を促進することが明らかとなった。

これらの血清型ではL一フィコリンと型特異lgGに相加的または

相乗的オプソニン貧食殺菌効果があると推定された。川型GBS

株による早発型疾患発症例と出産時に川型GBS株汚染を受けた

が発症しなかった対照例について膀帯血血清中川型特異lgG濃

度を比較し，2～6P9／mlの濃度範囲では発症例と発症しなかった

例が混在することが報告されている。この濃度範囲と，本研究で

L一フィコリン濃度との間に相加的または相乗的オプソニン貧食

殺菌効果があると推定された型特異lgG濃度範囲は近似してい

る。この濃度範囲ではL一フィコリン濃度が感染の有無を決定する

因子となる可能性が示唆される。血清型la型，　lb型，1書型株で

も，C3b沈着率と貧食殺菌率に有意な相関が認められたが，　C3b
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沈着率はL一フィコリン濃度や型特異lgG濃度のいずれとも相関

せず，オプソニン貧食殺菌におけるこれらの因子の寄与の程度を

明らかにすることはできなかった。但し，型特異lgG濃度が低値

な条件下では，いずれの血清型でもL一フィコリンによるレクチン

経路の活性化がC3b沈着の主因であると考えられた。L一フィコリ

ンが他の血清型株よりも極めて良く結合する血清型であるVI型

とVlll型株のオプソニン貧食殺菌率は，C3b沈着率の高低に拘わ

らず，成人血清でオプソニン化した場合とほぼ同様の殺菌率を示

した。

　本研究は，より新生児の免疫環境に近い条件下で，型特異塵gG

とL－一フィコリンとの相互作用がGBSのオプソニン貧食殺菌に影

響することを示した最初の報告である。特に遅発型疾患の大部分

を占める川型GBS株において，　L一フィコリン濃度が低値である

ことがオプソニン貧食殺菌不全を招きうることを明らかにした

点は重要である。今後，本研究の成果が，膀帯血血清L一フィコリ

ン濃度の測定や，危険因子を有する児へのレフィコリン製剤の投

与など，臨床応用へと進展するためには，実際の発症例において

原因株とL・一フィコリン濃度や型特異lgG濃度との相互関係を明

らかにする必要がある。
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　　　　　　　　　　　　　緒言

　Streρtococcus　agalactiae（B群レンサ球菌；GBS）は腸管や膣

に常在する細菌で，新生児や乳児の重篤な敗血症や髄膜炎の最も

一般的な原因である18）。GBSは萸膜多糖体の抗原性に基づいて

9つの血清型（la型，　lb型，　Il～V川型）に分類される。新生児

GBS感染症は、生後数時間から1週間以内に発症する早発型疾

患と，生後1週間以後から数ヵ月後までに発症する遅発型疾患に

大別される19）。早発型疾患は主に産道において本菌を含む分泌

物を吸引することで感染し，敗血症や呼吸窮迫症候群として発症

する。しばしば急性致死性で，数時間で死に至ることが少なくな

く，致死率は10％に達する29，30）。一方，遅発型疾患の感染源や

感染経路は不明なことが多いが，原因菌は血清型川型が大部分

を占める。遅発型疾患では敗血症に加えて髄膜炎を発症すること

が多く，急性致死性であるが致死率は2～6％と早発型疾患に比較

して低い。しかし，髄膜炎発症例では救命し得てもおおよそ50％

に視覚消失，聴覚消失，認知障害などの後遺症を残す4）。早発型

疾患の発症率は分娩時の予防的化学療法によって，近年，明らか

に低下してきているが，感染源や感染経路が不明な遅発型疾患で

は有効な予防法が確立しておらず，発症率は不変である29）。

　GBSに対する主要な感染防御機構は，他の化膿性細菌と同様で，

補体C3bやic3bおよび抗体による感染菌のオプソニン化と，そ

れにっつくマクロファージや好中球による貧食殺菌である。獲得

免疫が未成熟の新生児に対して母体血中の移行抗体が受動免疫

を付与する。GBS感染においても，母体のGBS萸膜多糖体に対

するIgG（型特異lgG）が胎盤を経て胎児に移行してGBSに汚染
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された新生児を保護する5）。それ故，米国においてワクチンの開

発が進められ，現在，主要な血清型（la型，　lb型，1置型，　Hl型，

V型）の破傷風トキソイド結合一萸膜多糖体ワクチンが臨床応用

の前段階に達している8）。川型ワクチンを接種した妊婦の型特異

lgG濃度は有意に上昇（平均0・18P9／mlから平均9．76　P91ml）し，

獲得されたlgGが胎児に移行した結果，新生児の血液中濃度は，

出産2ヵ月後にも実験的にオプソニン貧食殺菌に有効とされる

濃度（2．1P9／ml）を維持する。したがって，ワクチン接種は，早

発型疾患にも遅発型疾患にも効果が期待される。しかし，ワクチ

ン接種者のワクチンへの応答（型特異lgG獲得率）は，　lb型にお

いて低く（80％），他の型でも完全ではない（93～100％）。

　このように型特異lgGは有効な感染防御抗体とされるが，一方，

出産に際しGBSに汚染されながら発症しなかった児でも感染防

御に有効とされる水準の型特異lgG抗体を欠いている場合が少

なくない21’22）。このような児における感染防御機構を明らかに

することは，前述の通りワクチン接種に応答しない妊婦も少なか

らず存在する故に重要と考えられる。

　補体C3bによるGBSのオプソニン化に関与する潜在的分子を

図1に示す。GBSの英膜多糖体は補体第2経路の活性化を阻害

することによってC3bとic3bの細菌表層への沈着を減少させ，

GBSをオプソニン貧食殺菌に対して抵抗性にする10）。型特異lgG

濃度は好中球によるオプソニン貧食殺菌の効果9・41），および好中

球走化分子補体C5aの産生34）と相関する。しかしながら，型特

異lgG抗体を欠失する血清であっても，補体経路活性化に必要と

されるCa2＋とMg2＋の存在下で，有意なオプソニン貧食殺菌ll）
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とC5a産生34）を促す。この抗体非依存性の補体活性化は，　Ca2÷

が存在しない条件下で減少する故に，Ca2＋依存性のC3転換酵素

C4b2aの役割を示唆している。補体C4遺伝子ノックアウトマウ

スにおいて，GBS感染症に対する感受性が高まるという結果もま

た，この細菌に対する感染防御におけるC4b2aの役割を示唆し

ている36）。近年，MatsushitaとFujitaによって，細菌表層の糖

鎖を認識する分子によって開始される補体レクチン経路の存在

が明らかにされた12，13，27）。血清中には3種の糖鎖認識分子，マ

ンノース結合レクチン（mannose－binding　lectin；MBL），　L一フィ

コリン，H．フィコリンが存在する15，24，25，31）。これらはCa2＋の存

在下でMBL関連セリンプロテアーゼ（MBL－associated　serine

proteases；MASPs）と複合体を形成してレクチン経路活性化複

合体となり，C4とC2を分解しC3転換酵素C4b2aを形成させ

る。Aoyagiら2）は，英膜遺伝子欠失相同変異体を用いることで

L一フィコリンがGBS川型株の萸膜多糖体に結合してレクチン経

路によるC3b沈着を促すこと，さらに低濃度の型特異lgG2の共

存下でオプソニン貧食殺菌が増強されることを明らかにした。次

いで，L一フィコリンが血清型川型以外の血清型（lb型，　V型，

Vl型，　V川型）株に対しても，それらの萸膜多糖体の側鎖非還元

末端に共通して存在するN一アセチルノイラミン酸（NeuNAc）を

リガンドとして結合してレクチン経路を活性化すること，また，

la型やll型においては，L一フィコリンの細菌表層への結合性は低

いものの，精製した萸膜多糖体には結合し得ることを明らかにし

た3）。

　L一フィコリンによるレクチン経路の活性化は，母体からの受動
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免疫が不十分な新生児において，GBS感染症に対する自然免疫を

担う潜在的感染防御機構と考えられるが，これらの研究はいずれ

も成人血清や成人血清から分離精製した分子を用いて明らかに

されたものである。新生児の補体分子は成人に比較して量的にも

機能的にも低い7＞。また，L一フィコリンはGBS感染症の危険因

子の一つである早産児，および満期産の低体重児において有意に

低値である32）。そこで本研究では，早産児および満期産児の階

帯血血清を用いて，より新生児の免疫環境に近い条件下でレフィ

コリンと型特異書gG抗体がGBSのオプソニン貧食殺菌に果たす

役割を解析することを試みた。
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　　　　　　　　　　　材料と方法

供試菌株

　供試菌株を表1に示す。供試菌株は既に英膜多糖体のNeuNAc

含有量が明らかな血清型Ia型，　lb型，　Il型～V川型株の中から，

NeuNAc含有量が高値な株を1株ずつ選択した（表1）。

供試血清および血液

　供試膀帯血血清の内，満期産児血清（61血清）は吉田産科婦

人科医院において，早産児血清（35血清）は西神戸医療センタ

ーにおいて採取した。また対照成人血清（10血清）と好中球を

分離するための血液は，女子栄養大学において教職員から採取し

た。血清採取は香川栄養学園実験研究に関する倫理審査委員会お

よび西神戸医療センター医学倫理審査委員会の承認のもとに実

施した。血清は使用するまで一80°Cで保存した。

萸膜多糖体の精製

　7つの血清型（la型，　lb型，　Il型～V川型株）の萸膜多糖体の

精製は，Chaffinらの方法6）を改良して行った。後期対数増殖期

の培養液（THB培地，41）から遠心により回収した細胞をリン酸

緩衝生理食塩水（PBS，　pH　7．4）で洗浄した後，20　unitslmlの

mutanolysin（Sigma）を含む50％スクロースー10　mM　MgCl2－20

mMリン酸緩衝液（pH　6．8）に懸濁し，37・Cで36時間，振盈さ

せながら細胞壁を消化した。プロトプラストを遠心とフィルター

ろ過により除去した後，限外ろ過膜PM30（Millipore）を用いて

濃縮した。この試料を200mM　NaOH中で，37。Cで18時間，撹
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拝しながら処理してB群多糖体，リポテイコ酸，核酸を分解した。

試料に等量の200mMホウ酸一200　mM　KCIを加えた後，無水酢酸

を10mMになるように加えて室温で1時間放置して，萸膜多糖

体のNeuNAcを再アセチル化した。試料を遠心式限外ろ過器

Ultra－15（Millipore）を用いて濃縮し，50mM　Tris－HCI（pH　7．4）

に溶解した。この試料をSephacryl　S－300　HR（GE　Healthcare）

カラム（2．6×85cm）によるゲルろ過と50mM　Tris－HCI（pH　8．6）

で平衡化したDEAE－Sepharose　CL6B（GE　Healthcare）カラム

（1．6x14　cm）による陰イオン交換クロマトグラフィーによっ

て精製した。精製の各段階における試料中のB群多糖体の存在は

ラテックス凝集反応20）（デンカ生研）によって確認した。また，

萸膜多糖体の確認と精製試料の濃度は英膜多糖体の非還元末端

に存在するNeuNAcをチオバルビツール酸法ηで測定した。

各血清型の萸膜多糖体特異lgGの精製

　7つの血清型（la型，　lb型，　II型～V川型）の爽膜多糖体特異

lgG（型特異IgG）はアフィニティークロマトグラフィーによっ

て静注用ヒトlgG製剤（グロベニンー1，　Takeda）から精製した。

アフィニティー担体は，精製英膜多糖体を100mM　NaOH中でエ

ポキシ活性化Sepharose　6B（GE　Healthcare）にカップリングし

て調製した。カップリング後の担体を100mMホウ酸一100　mM

KCIに懸濁し，10mMに無水酢酸を加えて室温で1時間放置して，

萸膜多糖体のNeuNAcを再アセチル化した。10mM　Tris．HCI。150

mM　NaCI（TBS，　pH7．4）で平衡化した萸膜多糖体一Sepharose　6B

カラム（1・6x3．5　cm）に250　mlの20　mglmlヒト免疫グロブリ
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ンを添加した。カラムを1000mlの同緩衝液で洗浄した後，型特

異lgGを100　mM　glycine－HCI－1・O　M　NaCl（pH　2・7）を用いて1／10

量の1MTris－HCI（pH　9．0）を分注した試験管に溶出した。型特

異lgG画分を遠心式限外ろ過器Ultra－15（Millipore）を用いて濃

縮し，PBSに溶解した。精製型特異lgG濃度はBCA　Protein　Assay

Reagent　Kit（Pierce）を用い測定した。

L一フィコリンの精製

　L一フィコリンの精製は，ヒト血漿由来C◎hn　fraction川（化学

及び血清療法研究所から分与）からMatsushitaらの方法26）を改

良して行った。Cohn　fraction川を精製水（2009121）に懸濁し，

不溶成分を遠心除去した。ポリエチレングリコール4000の8％

（wlv）画分を11の20　mM　Tris・・HCI－150　mM　NaCl－10mM　CaCl2

（pH7．4）に溶解した。この試料（1回250　mDを同緩衝液で平

衡化したGlcNAc－agarose（Sigma）カラム（1．6　x　8　cm）に添加

した。カラムを洗浄した後，300mM　mannose－20　mM

Tris－HCI－150　mM　NaCl－10　mM　CaCl2（pH7．4）でMBしを溶出除

去し，次いで300mM　GIcNAc－20　mM　Tris．HCI－　1　50　mM　NaCl．10

mM　CaCl2（pH7．4）を用いてL一フィコリンを分画溶出した。

Ultra－15（Millipore）を用いて濃縮した試料をHiTrap　Protein　G

Purification　HP（GE　Healthcare）を通過させ共存するlgGを除

去した。次いで前述の20mM　TBS－Caで平衡化したV量型精製葵

膜多糖体一Sepharose　6Bカラム（1．6×3．5　cm）に添加した。カ

ラムを洗浄後，300mM　GIcNAc．20　mM　Tris－HCI．．150　mM

NaCMOmM　CaCI2（pH7。4）を用いてL。フィコリンを分画溶出し
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た。最終精製は20mM　Tris－HCI－10　mM　CaCl2（pH　8．6）で平衡

化したRESOURSEQカラム（GE　Healthca　re）カラム（6．4×31

mm）を用いた陰イオン交換クロマトグラフィーによって行った。

精製の各段階における試料中のL一フィコリンの検出は後述する

ELISAによって行った。精製試料の精製度はSDS一ポリアクリル

アミドゲル電気泳動により35kdal分子（L一フィコリン）の存在

を確認することで行った。精製試料のL一フィコリン濃度はBCA

Protein　Assay　Reagent　Kit（Pierce）で測定した。

血清L一フィコリン濃度の測定

　血清L一フィコリン濃度は抗L一フィコリンモノクローナル抗体

（mAb）を固相化した2点結合ELISA法を用い，精製L一フィコ

リン（12．5～400ng／mlの2倍希釈系列）を標準として測定した。

ELISAプレート（アサヒテクノグラス）のウェルに1pg／ml抗L。

フィコリンmAb（GN5，　Hycult）（80　pl）を入れ，4°cで1夜放

置して固相化した後，0．1％ヒト血清アルブミン（HSA，　Sigma）

－TBS－4　mM　CaCi2（pH　7．4）でブロッキングした。TBS－4　mM

CaCl2－Tween　20で8％と4％に希釈した被検血清（80μDをウエ

ルに入れ，室温で1時間放置して，L一フィコリンを固相化1次抗

体と結合させた。次いで2P91mlビオチン標識抗し一フィコリン

mAb（2F5，松下操博士から分与）（80　pl）を加え，室温で1時

間放置した後，TBS－4　mM　CaCI2－Tween　20で洗浄した。2次抗体

の検出には250nglmlアルカリフォスファターゼ標識ExtrAvidin

（Sigma）（80　pl）と酵素基質として4mglml　p一ニトロフェニル

フオスフェート（Sigma）（80　pl）を用い，波長415　nmの吸光
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度を測定した。2次抗体のビオチン標識はEZ－Link
Sulfo　・・　NHS－Biotinylation　Kit（PIERCE）によって行った。

血清型特異lgG濃度の測定

　血清型特異IgG濃度は7つの血清型（la型，　lb型，　ll型～V川

型）の各萸膜多糖体を固相化した非競合EUSA法を用い，各精

製型特異1gG（1．25～20　nglmlの2倍希釈系列）を標準として測

定した。ELISAプレート（アサヒテクノグラス）のウエルに1

P91ml　NeuNAcを含む精製爽膜多糖体（80μDを入れ，4°Cで1

夜放置して固相化した後，0．1％ヒト血清アルブミン（HSA，

Sigma）－TBS－4　mM　CaCl2（pH　7．4）でブロッキングした。TBS－4

mM　CaCI2－Tween　20で1140と11400に希釈した被検血清（80　pl）

をウエルに入れ，室温で1時間放置して，型特異抗体を固相化英

膜多糖体に結合させた。次いで1pglmlビオチン標識抗ヒトlgG

mAb（HP6017，　Invitrogen）（80　pl）を加え，室温で1時間放置

した後，TBS－4　mM　CaCl2－Tween　20で洗浄した。2次抗体の検出

には250ng／mlアルカリフォスファターゼ標識ExtrAvidin

（Sigma）（80μDと酵素基質として4mglml　p一ニトロフェニル

フオスフェート（Sigma）（80　i．il）を用い，波長415　nmの吸光

度を測定した。

血清CH50の測定

　血清CH50の測定は血清補体価CH50キット（デン力生研）を

用いて行った。
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GBS細胞のオプソニン化

　7つの血清型（la型，　lb型，　ll型～V川型）株をTHB培地で一

夜培養し，その1120量を新たなTHB培地に接種し，37°Cで90

分間，振湯しながら増殖させた。この後期対数増殖期細胞をハン

クス緩衝食塩水（HBSS，　pH　7．4）で2回洗浄し，　HBSSにO．60

0D600になるように懸濁した。1mlの0．600D600の懸濁液は，細

胞乾燥重量168P9で，0．4　x　108から1．8　x　108　CFU／mlである35）。

この懸濁液を20％に血清を含む350plの反応緩衝液（2　mM

CaCl2－1　mM　MgCl2－10　mM　HEPES－O．8％　HSA－O．05％　Triton

X－1　OO－1　50　mM　NaCl－HBSS）に0．120D600になるように加えt

37°Cで30分間振盈しながら反応させた。なお，L一フィコリンの

結合を阻害する実験では，反応懸濁液に64mM　NeuNAcを加え

たeまた，補体第2経路のみを活性化させる実験では，反応懸濁

液にCaCl2を加えず，2mM　MgCI2と4mM　ethylene
glycol－bis（2－aminoethylether）－N，N，N學，N㌧tetraacetic　acid（EGTA）

を加え血清中のCa2＋をキレート化した。

オプソニン化細胞に沈着したC3bの測定

　オプソニン化細胞へのC3b沈着はオプソニン化細胞を固相化

した非競合ELISA法を用い，同時に成人血清（L一フィコリン濃度

3．26pg／ml，　CH5037．2，各型特異lgG濃度をそれぞれ10pg／ml

に調製）を用いてオプソニン化した細胞（0．0025～0．020D600

の2倍希釈系列）を標準として測定した。EUSAプレート（アサ

ヒテクノグラス）のウェルに0．020D600オプソニン化細胞（80

μ1）を入れ，4°Cで1夜放置して固相化した後，O．1％ヒト血清ア
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ルブミン（HSA，　Sigma）・・TBS－4　mM　CaCl2（pH　7．4）でプロツ

キングした。1P91ml抗C3d　mAb（053A－1149．3．1．4，AbD　Serotec，

C3bとiC3bに結合する）（80　pl）を加え，室温で1時間放置し

た後，TBS－4　mM　CaCl2－Tween　20で洗浄した。次いで1P9／ml

アルカリフォスファターゼ標識ヒツジ抗マウスlgG（Zymed）

（80pl）を加え，室温で1時間放置した後，　TBS－4　mM

CaCl2－Tween　20で洗浄した。2次抗体の検出には酵素基質とし

て4mglml　P一ニトロフェニルフオスフエート（Sigma）（80叫）

を用い，波長415nmの吸光度を測定した。

好中球の調製

好中球は，ヘパリンを加えたヒト新鮮血液からPolymorphprep

（Nycomed　Pharma）を用いた密度勾配遠心法によって分離した。

好中球を含む層を50％RPMI　Medium　1640（lnvitrogen）で1回，

さらにRPMI　Medium　1640で1回洗浄後，0．4％HSA・・10　mM

HEPES－RPMI　Medium　1640に4．6×106　cells／m1の濃度に懸濁し

た。染色性に基づいて95％以上の好中球が生存していることを確

認した。0．4％HSA－10mM　HEPES－RPMI　Medium　1640に好中球

試料の赤血球濃度と等しい濃度の赤血球を懸濁させ，後述のオプ

ソニン貧食殺菌分析において標準曲線を求めるために用いた。

オプソニン貧食殺菌の測定

　細胞のオプソニン貧食殺菌は，Aoyagiらの方法2）に準じて定

量した。24ウエルマイクロプレート（アサヒテクノグラス）に

分注したオプソニン化細胞懸濁液（50μ1）に4．6×106cellslml好
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中球試料（350pl），または，好中球試料の赤血球濃度と等しい

濃度の赤血球試料（350団）を加え，37°Cで60分間，振盈しな

がら反応させた。各ウエルにTHB培地（1600μ1）を加えて完全

に混和した後，好中球と赤血球を遠心（200×9）によって沈殿

させた。好中球と反応させたオプソニン化細胞懸濁液は希釈せず

に，また赤血球と反応させたオプソニン化細胞懸濁液はTHB培

地で2倍希釈系列（100％，50％，25％，12．5％）を調製した。こ

れらの各800plを48ウエルマイクロプレートに移し，37°Cで

加温しながら増殖をOD600でモニターした。赤血球試料を加えて

反応させたオプソニン化細胞懸濁液（100％，50％，25％，12．5％）

を標準として，OD値の対数とパーセント濃度の対数との間の回

帰式を求めた。この回帰式からオプソニン貧食殺菌後の細菌細胞

の生存率を求め，殺菌の程度を次式，殺菌率（％）＝100一生存

率（％），から求めた。細胞外寄生性細菌であるGBSは，貧食後

まもなく殺菌されるため，液相中の生存数は，液相中と好中球中

に生存する細菌数の総量とほぼ一致する35）。
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　　　　　　　　　　　　　結果

　階帯血血清のCH50値，　L一フィコリン濃度，型特異lgG濃度

　早産児（在胎週数36週以下，35人）および満期産児（在胎週

数37週以上，61人）の膀帯血血清について，CH50値，　L－一ブイ

コリン濃度，型特異lgG濃度を測定した。早産児血清のCH50値

（平均値16．8，SD　4．0）は成人血清の値（平均値38．4，　SD　4．92）

より統計学的に有意（P＜O．Ol）に低値であった。在胎週数が延長

するにつれてCH50値は上昇したが，満期産児血清のCH50値（平

均値22．2，SD　4．92）でも成人血清の値より有意（P＜0．01）に低

値なままにとどまった（図2）。なお，満期産児血清との比較に

おいても早産児血清のCH50値は有意（P＜0．Ol）に低値であった。

　早産児血清のL一フィコリン濃度（平均値O．76，SDO．49）は成

人血清の濃度（2．82，SDO．73）より有意（P＜0．01）に低値であ

った。L一フィコリン濃度は在胎週数37週になると急激に上昇し

て有意（P＜0．Ol）な違いを示し，満期産児血清の濃度（平均値

2．57，SD　1．23）は成人血清の濃度の91．1％に達した（図3）。

　晒帯血血清の型特異lgG濃度はいずれの血清型でも90％以上

が8pg／ml以下に分布した（図4）。胎盤通過性の型特異lgGの濃

度は母体血清に由来する受動免疫であり，母体のGBS保菌と密

接に関係する。したがって，型特異lgG濃度を在胎週数に基づい

て単純比較することの意義はそれほど高くはないと考えられる

が，　V川型を除く血清型では早産児血清よりも満期産児血清に

おいて高濃度域に分布した。

　以上のCH50値，　L一フィコリン濃度，型特異IgG濃度の分布に

基づいて，C3bによるオプソニン化と貧食殺菌の測定に用いる膀
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帯血血清は，CH50が満期産児血清の平均値。2　SD（12．4）以下と

平均値＋2SD（32．0）以上の血清を除外した中から選択した。こ

の基準に基づいて除外された血清は低値領域で3つの血清

（3．1％），高値領域で1つの血清（1．0％）であった。L一フィコリ

ン濃度については，満期産児血清の平均値一1SD（1．34　P9／ml）

以下（早産児血清の91．4％がこの範囲に分布），平均値（2．57

pg／ml）以下，平均値＋0．5　SD（3．19pg／ml）未満，平均値＋0．5　SD

（3．19μglml）以上の4階層に分けた。一方，型特異IgG濃度に

ついては，8pglml以上の血清を除外し，　L一フィコリンの4階層

ごとに可能な限り均等に分布するように4階層に分けた。次いで，

L一フィコリン濃度と型特異匿gG濃度のそれぞれ4階層の計16階

層の中から血清を1つずつ選択し，C3bによるオプソニン化と貧

食殺菌の測定に用いた。但し，いずれの血清型においても，完全

にこの基準を満たすことはできず，近似する濃度の血清の中から

も一部選択せざるを得なかった。

　補体C3bによるGBSのオプソニン化に寄与する階帯血血清中

因子の分析

　血清型la型，　Ib型，　ll型～V川型株をそれぞれ16の階帯血血

清でオプソニン化した実験におけるL一フィコリン濃度，型特異

IgG濃度，　CH50値のそれぞれとC3b沈着率との関係を図5に示

す。血清型川型（P＜0．Ol），　V型（P＜0．05），　V川型（P＜0。01）

株をオプソニン化した実験において，C3b沈着率とL。フィコリン

濃度の間に統計学的に有意な相関が認められた。一方，C3b沈着

率と型特異lgG濃度の間で，あるいはC3b沈着率とCH50値の
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間では有意な相関は認められなかった。他の血清型la型，lb型，

ll型，　Vl型株をオプソニン化した実験においては，　L．フィコリン

濃度，型特異lgG濃度，　CH50値のいずれもC3b沈着率との間で

有意な相関を認めなかった。

　L一フィコリン結合による補体レクチン経路の活性化がC3b沈

着に寄与するか否かを明らかにするため，実験に用いた血清のう

ち，型特異lgG濃度が最も低値（1pg／m置以下）で，且つL一フィ

コリン濃度が，血清選択基準の上位3階層に入る血清について，

オプソニン化反応懸濁液に過剰のNeuNAc（GBSの萸膜多糖体に

おけるL一フィコリンのリガンド）を加えてL一フィコリン結合の

阻害実験を行った。その結果，前述の通りC3b沈着率としフィ

コリン濃度の間に有意な相関がみられた血清型lll型，　V型，　Vl11

型株はもちろん，両者に相関が認められなかった他の血清型株に

おいても，C3b沈着は，　NeuNAcの添加によってほぼ完全に阻害

された（図6）。すなわち，少なくとも型特異IgG濃度が低値な

条件下では，いずれの血清型でもL一フィコリンによる補体レクチ

ン経路の活性化がC3b沈着の主因であると考えられた。

　型特異lgGは補体第2経路の増幅ループの活性化を促すとされ

ている11）。膀帯血血清中の型特異lgGが補体第2経路の活性化

の促進に寄与するか否かを明らかにするため，レフィコリン濃度

が1pg／m1以下で，且つ型特異lgG濃度が最も高値な血清につい

て補体第2経路のみの活性化によるC3b沈着を測定した。すな

わち，オプソニン化反応懸濁液にEGTAを加え補体古典経路やレ

クチン経路の活性化に要求されるCa2＋イオンをキレート化し，

補体第2経路のみが活性化可能なMg2＋イオンのみ存在する条件
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下でオプソニン化を行った。その結果，いずれの血清型株でも

EGTAを加えた場合のC3b沈着率はEGTAを加えない場合の20％

以下であった（図7）。すなわち，いずれの血清型株においても，

型特異IgG　6μ91ml以下では，型特異lgGが補体第2経路を活性

化し，十分にC3b沈着を促すことはなかった。

　好中球によるGBSのオプソニン貧食殺菌に寄与する階帯血血

清中因子の分析

　血清型la型，　Ib型，　II型～V川型株をそれぞれ16の膀帯血血

清でオプソニン化した後，成人の末梢血から分離した好中球を用

いて貧食殺菌した実験におけるC3b沈着率および型特異lgG濃

度のそれぞれと殺菌率との関係を図8に示す。前述の通りC3b

沈着率とL。フィコリン濃度に有意な相関が認められた血清型川

型とV型では，オプソニン貧食殺菌率とC3b沈着率の間で有意

（P＜0．05）な相関が認められた。これらの血清型株ではL一フィ

コリン結合による補体レクチン経路活性化がC3b沈着に寄与し，

延いては，好中球による貧食殺菌を促進していると考えられた。

　血清型川型株では，貧食殺菌率と型特異lgG濃度の間でも有

意な相関（P＜0．Ol）が認められた。このことは，前述の通りC3b

沈着率と型特異lgG濃度の間で相関が認められない故に，型特異

lgGがオプソニンとして機能して貧食殺菌を促進していることを

示唆している。血清型V型でも統計学的に有意ではない（P＜0．10）

ものの，型特異lgG濃度の増加に伴う殺菌率の上昇が認められ，

川型と同様に型特異lgGがオプソニンとして機能している可能

性が示唆される。
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　これらの血清型についてオプソニン貧食殺菌におけるL一フィ

コリンと型特異lgGの相互関係を解析する目的で，L．フィコリン

濃度，型特異lgG濃度，オプソニン貧食殺菌率の相互関係を図9

に示す。L一フィコリン濃度と型特異1gG濃度のいずれでも濃度依

存的に貧食殺菌率は上昇したが，両者が中程度の濃度領域では，

レフィコリンと型特異lgG間に協調作用が認められた。すなわち，

暫定的に対照成人血清によりオプソニン化した場合の貧食殺菌

率（川型76．8％，V型79。5％）の50％以上の殺菌率（川型38．4％

以上，V型39．8％以上）が得られるL。フィコリン濃度と型特異lgG

濃度に注目すると，血清型川型では，型特異lgG濃度が約1pglml

では，L一フィコリン濃度は約3．5　pglml以上を必要とし，一方，

L一フィコリン濃度が約1pglmlでは型特異lgG濃度が約5μg／ml

以上を必要とした。血清型V型でも同様に，型特異lgG濃度が約

1P91m1以下では，L一フィコリン濃度は約3．5　P9／ml以上を必要と

し，一方，L一フィコリン濃度が約2pglm1では型特異lgG濃度が

約4pglml以上を必要とした。すなわち，血清型川型では，　L一

フィコリン濃度1～4μglml，型特異lgG濃度1～6pglmlの領域

の内，推定殺菌率が50％を超える領域で，また，V型では，　L一

フィコリン濃度2～4pglml，型特異lgG濃度0～5μg／mlの領域

の内，推定殺菌率が50％を超える領域では両者に相加的または相

乗的オプソニン貧食殺菌効果があると推定された。

　血清型la型，　Ib型，　II型でも，　C3b沈着率と貧食殺菌率に有

意（P＜0．01）な相関が認められた。血清型lb型では，貧食殺菌

率と型特異lgGとの間にも有意（P＜0．05）な相関が認められ，川

型やV型と同様に型特異lgGがオプソニンとして機能していると
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考えられた。

　血清型Vl型とV川型のオプソニン貧食殺菌率は，　C3b沈着率

と相関せず，一方，型特異lgGと有意（前者P＜0．05，後者P＜0．01）

に相関した。しかし，これらの血清型では，Vl型株の1血清を除

いて，対照成人血清でオプソニン化した場合とほぼ同様の殺菌率

を示した。なお，これらの血清型株でも，オプソニン化しなかっ

た場合には全く貧食殺菌を生じない（成績を示していない）こと

から，貧食殺菌にC3bかlgGによるオプソニン化を必要とする

点では他の血清型株と同様であった。
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　　　　　　　　　　　　　考察

　本研究では，好中球を成人末梢血に依存したことを除いて，よ

り新生児の免疫環境に近い条件下でL一フィコリンと型特異lgG

抗体がGBSのオプソニン貧食殺菌に果たす役割を解析すること

を試みた。

　血清型川型とV型株では，L一フィコリン結合による補体レク

チン経路活性化がC3b沈着を促し，　C3bと型特異lgGが共にオ

プソニンとして機能して貧食殺菌を促進していると考えられた。

これらの血清型では，成人血清によりオプソニン化した場合の

50％以上の殺菌率が得られるL一フィコリン濃度と型特異lgG濃

度を指標とすると，血清型川型ではL一フィコリン濃度1～4μglml

で，且つ型特異lgG濃度1～6μg／mlの領域で，また，　V型では

L一フィコリン濃度2～4μg／mlで，且つ型特異lgG濃度0～5μg／ml

の領域で，両者に相加的または相乗的オプソニン貧食殺菌効果が

あると推定された。Linら22＞は，川型GBS株による早発型疾患

発症例と出産時に川型GBS株汚染を受けたが発症しなかった対

照例について膀帯血血清中川型特異lgG濃度を比較し，型特異

lgG濃度が2pglmlから6pglml以上に上昇するにつれて発症リ

スクは低下するものの，この濃度範囲では発症例と発症しなかっ

た例が混在することを報告している。この発症例と非発症例が混

在する型特異lgGの濃度範囲と，本研究でL一フィコリン濃度との

間に相加的または相乗的オプソニン貧食殺菌効果があると推定

された型特異lgG濃度範囲は近似している。この濃度範囲では

L一フィコリン濃度が感染の有無を決定する因子となる可能性が

示唆される。

22



　一方，これらの血清型株において，型特異lgGがオプソニンと

して機能するという点は，これまでの報告と異なった。GBS型特

異lgGのサブクラスの大部分はlgG2である14）。Aoyagiら2）は，

レクチン経路と第2経路を順次活性化させた実験で，川型特異

IgG2を第2経路の活性化前にオプソニン反応懸濁液に加えた際

に，L一フィコリンによって開始されるオプソニン貧食殺菌は有意

に促進され，一方，第2経路活性化後に型特異lgG2を加えた際

に殺菌は増強されなかったことから，型特異lgG2が好中球のlgG

受容体FcRとの相互作用によってではなく，第2経路活性の促

進によって貧食殺菌を増強させると報告している。好中球に発現

するlgG受容体FCYRIIaの遺伝子FcyR〃Aには1塩基多形があり，

131番目のアミノ酸がヒスチジンのFcYRIIaにはlgGlとIgG3に

加えてlgG2も弱く結合できるが，アルギニンのFcyRllaに結合

しない16，17）。また，FcYR川bにlgG2は結合しない。FcRIIとFcRllI

のそれぞれに特異的なモノクローナル抗体を用いて，それらの機

能を阻害することで川型GBS株のオプソニン貧食殺菌における

両者の役割が明らかにされている28）。川型GBS株をlgG単独で

オプソニン化した場合，主にFcRllが貧食に関与し，　FcR川の役

割は限定的である。一方，補体の存在下でオプソニン化した場合

には，　FcRllとFcR川の両方ともオプソニン貧食に必要とされ

ない。成人血清を用いてオプソニン化を行ったAoyagiらの実験

では，貧食に型特異lgGを必要としない程度にC3b沈着が生じ，

一方，膀帯血血清を用いた本研究では，型特異lgGによるオプソ

ニン化を必要とした可能性がある。実際，本研究では，血清型川

型株のC3b沈着率は，1つの瞬帯血血清を除いて成人血清の60％
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以下であった。FcyRIIaは膜貫通型タンパク質で，またFCYR川b

はGPI（グリコシルポスファチジルイノシトール）アンカータン

パク質である16・17）。好中球におけるFcyRIIaの発現はFcYR川b

の10分の1程度であるが，細胞内に免疫レセプターチロシン含

有活性化モチーフ（ITA　M）をもち，細胞内シグナル伝達経路を

活性化できるため，FcyRllaが抗原一lgG複合体によって架橋され

ると好中球が活性化されて貧食が元進する。C3b沈着が不十分な

瞬帯血血清においては，成人血清によるオプソニン貧食とは異な

り，型特異IgGが好中球の活性化の役割を果たしていることが示

唆される。

　血清型Ia型，奮b型，　ll型株でも，　C3b沈着率と貧食殺菌率に

有意な相関が認められたが，C3b沈着率はL一フィコリン濃度や型

特異lgG濃度のいずれとも相関せず，オプソニン貧食殺菌におけ

るこれらの因子の寄与の程度を明らかにすることはできなかっ

た。但し，型特異lgG濃度が低値な条件下では，　NeuNAcの添加

によりほとんど完全にC3b沈着が抑制されたことから，いずれ

の血清型でもL一フィコリンによる補体レクチン経路の活性化が

C3b沈着の主因であると考えられた。　la型とll型株は，精製萸

膜多糖体にはL一フィコリンが結合するが，細胞では明瞭な結合が

観察されない（30％以下）血清型である3）。本研究の結果は，わ

ずかな結合でもL一フィコリンがレクチン経路の活性化分子とし

て機能し得ることを示している。一方，いずれの血清型株におい

ても，型特異IgGが補体第2経路を活性化し，十分にC3b沈着

を促すことはなかった。これらの血清型株では，補体や型特異lgG

に加えて，血清中の未知の因子がC3b沈着に関与している可能
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性がある。L一フィコリン以外のレクチン経路活性化分子である

MBLはGBSに結合しない3）故に，そのような因子としては萸膜

多糖体以外の細胞構造に対するlgGの存在が考えられる。実際，

Cタンパク質のαとβ構造，Rib，　Sip，　C5aペプチダーゼなどの

タンパク質細胞構造に対する抗体が感染防御抗体として役立つ

可能性が指摘され，成分ワクチンの候補に挙げられている48）。

なお，血清型奮b型株では，貧食殺菌率と型特異lgGとの間にも

有意な相関が認められ，川型やV型株と同様に型特異IgGがオ

プソニンとして機能していると考えられた。

　血清型Vl型とV川型株のオプソニン貧食殺菌率は，　C3b沈着

率の高低に拘わらず，成人血清でオプソニン化した場合とほぼ同

様の殺菌率を示した。V川型株ではC3b沈着率がL一フィコリン

濃度と相関し，またVI型株でも，型特異lgG濃度が低値な条件

下では，　L一フィコリンによる補体レクチン経路の活性化がC3b

沈着の主因であると考えられた。さらに，Vl型とV川型株共に

貧食殺菌率は型特異lgG濃度との間でも有意に相関したが，貧食

殺菌率に大差は認められなかった。但し，これらの血清型株でも

オプソニン化しない場合には好中球による貧食殺菌は生じない

ことから，貧食殺菌にC3bあるいは型特異lgGによるオプソニ

ン化を必要とする点で他の血清型株と同様であった。Vl型とV川

型株はL一フィコリンのリガンドとなるNeuNAc量の多少に拘わ

らず，L一フィコリンが他の血清型株よりも極めて良く結合する血

清型株である3）。本研究では膀帯血血清によるC3b沈着を成人血

清によるC3b沈着との相対量として求めた。膀帯血血清による

C3b沈着は，成人血清による場合に比較して明らかに低値である
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が，絶対量としてはオプソニンとして機能するのに十分であった

可能性がある。

　本研究は，より新生児の免疫環境に近い条件下で，型特異lgG

とL一フィコリンとの相互作用がGBSのオプソニン貧食殺菌に影

響することを示した最初の報告である。特に遅発型疾患の大部分

を占める川型GBS株において，　L一フィコリン濃度が低値である

ことがオプソニン貧食殺菌不全を招きうることを明らかにした

点は重要である。早発型疾患の発症率は分娩時の予防的化学療法

によって，近年，明らかに低下してきているが，感染源や感染経

路が不明な遅発型疾患では有効な予防法が確立しておらず，発症

率は不変であるt8）。米国において破傷風トキソイド結合一萸膜

多糖体ワクチンが臨床応用の前段階に達し8），早発型疾患にも遅

発型疾患にも効果が期待されている。しかし，ワクチン接種者の

ワクチンに対する応答は完全ではない。加えて，血清型川型株

に対するワクチンを接種した妊婦から生まれた児において生後2

ヵ月の時点で維持される型特異醤gG濃度（2．1μglmDにおける

川型GBS株のオプソニン貧食殺菌はL一フィコリン濃度に依存す

る。一方，感染症は病原体の病原力と宿主の感染防御能の相互関

係の帰結である。Takahashiら33）によって，　GBSの中でも病原

力が強いとされる血清型川型に高病原性株（RDP川一3型，　ST17

型）が存在することが提唱され，米国における広範な疫学研究に

よって立証されている23）。今後，本研究の成果が，騰帯血血清

L一フィコリン濃度の測定や，危険因子を有する児へのL一フィコリ

ン製剤の投与など，臨床応用へと進展するためには，実際の発症

例において原因株とL一フィコリン濃度や型特異lgG濃度との相
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互関係を明らかにする必要がある。しかし，新生児GBS感染症

は発症頻度が低く，コホート研究を簡単には実施し得ない疾患で

ある。症例の蓄積による患者一対照研究も必要と考える。
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　［　制御肝

図1．補体C3bによるGBSのオプソニン化に関与する潜在的分

子。GBS細胞における補体活性化は，3つの分子の結合で開始

され得る。1）萸膜多糖体に結合した複数の型特異lgGへのC1
の結合（古典経路），2）英膜多糖体の～一アセチルノイラミン酸

へのL一フィコリンの結合（レクチン経路），3）液相中でC3分子

が水分子の衝突を受け生ずるC3（H20）BbによるC3bの結合（第

2経路）。第2経路にはこれらの経路を経て沈着したC3bを増幅

させる働き（増幅ループ）があるが，GBS細胞上では，　C3bが

H因子を補助因子として1因子によって分解されic3bとなるた

め，増幅ループが抑制される。型特異1gGにはH因子の結合を阻

害して，増幅ループを活性化させる働きもある。
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図9．血清型川型とV型株を膀帯血血清でオプソニン化した

後，成人末梢血から分離した好中球で貧食殺菌した際の貧食

殺菌率，血清L一フィコリン濃度，型特異lgG濃度の相互関係

（測定値は図7と同一）。L一フィコリン濃度と型特異lgG濃度

を示す底面から引いた縦線の長さが殺菌率を示す。白○は殺

菌率が（一）値であったことを示す。底面が白色の領域は，

殺菌率が，対照成人血清によりオプソニン化した場合の殺菌

率の50％（III型38．4％，　V型39．8％）以上であると推定され

る領域を示す。殺菌率が50％以上の測定点よりも高濃度のL一

フィコリンや型特異lgGを含む血清でオプソニン化した領域

の殺菌率は50％以上であるという仮定の基に推定した。
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表1　供試菌株
血清型 株 NeuNA濃度3）

（nmollml　of　O．60D600

bacteriai　su＄pe織sion）

Ia型 i45 15．4

lb型 590448 6．7

ll型 Washington 8．7

川型 874391 7．0

V型 i16 8．9

Vl型 853009 6．4

V川型 872808 4．2
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