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　　　　　　　　　　　　　　　要旨

　Streρtococcus　aga’act’ae（B群レンサ球菌；GBS）は，新生児の敗血症

や髄膜炎の一般的な原因細菌である。母親のGBS萸膜多糖体（CPS）特

異lgGは胎盤を経て胎児に移行し・侵襲性GBS感染からGBSに汚染さ

れた新生児を保護する。しかし，出産に際しGBSに汚染された大部分

の小児は，侵襲性の疾患に進展せず，そしてこれらの感染しなかった小

児でも，保護的なレベルのCPS特異lgGを欠いている場合が少なくな

い。実際，CPS特異IgGが欠失した血清でも，実験的に多形核白血球

（PMN）によるオプソニン貧食殺菌を促す。このIgG非依存性のオプソ

ニン貧食殺菌は，Ca＋＋とMg＋＋の存在下での補体経路活性化を必要とし，

そしてEGTAを用いてCa＋＋をキレート化することによって有意に減少

する。本研究では，lll型GBSのCa＋＋依存性，抗体非依存性のオプソニ

ン貧食殺菌におけるL－ficolin1MASP複合体の役割を明らかにし，次いで，

L－ficolin／MASP複合体とMBLIMASP複合体のGBS上のリガンドを特定

することを試みた。

　川型GBSを精製L－ficolin1MASP複合体およびClq1Ab除去血清と反

応させた後，Mg＋＋1EGTAの存在下で補体副経路を活性化させた際に，

PMNによる効果的なオプソニン貧食殺菌が生じた。この殺菌は，反応系

にL－ficolinのリガンドである～一アセチルグルコサミン（GlcNAc）を加

えることによって阻害された。異なるGBS株におけるL－ficolinの結合

は個々の株のCPS含有量に比例し，そしてオプソニン貧食殺菌とC4活

性化はCPSを反応に加えることよって阻害され，　L－ficolinがCPSに結

合することが示唆された。一方，異なるGBS株におけるオプソニン貧

食殺菌は・〈1一アセチルノイラミン酸（NeuNAc）含有量に反比例し，　CPS

の側鎖の非還元末端に位置するNeuNAcがC3b増幅ループの活性化を
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阻害して最適なオプソニン化を抑制すると考えられた。この仮説に矛盾

せず，CPS特異lgG2を補体副経路の活性化前に反応系に加えた際に，

L－ficolin1MASP複合体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，副経路活性化後に加えた際に殺菌は増強されなかった。

すなわち，抗体がPMNのFcRとの相互作用によってではなく，補体活

性の促進によって貧食殺菌を増強させることを示した。以上の結果は，

L．．ficolin／MASP複合体がC3b沈着を開始させ，そしてNeuNAcによる副

経路C3転換酵素の形成阻害をCPS特異lgG2が中和することでC3b沈

着とPMNによる殺菌を促進させることを示している。

　L－ficolinとMBLの固相化GlcNAcへの結合における精製CPSとCPS

を構成する単糖の阻害曲線は，L－ficolinとMBLが全ての型のCPSに結

合すること，そしてL－ficolinとMBLがNeuNAcとGlcNAcにほぼ同等

に結合することを示した。CPSの50％阻害濃度はGlcNAcやNeuNAc

に比較して100倍以上低値で，L－ficolinやMBLはCPS中に繰り返し構

造として存在するGlcNAcあるいはNeuNAcに効率よく結合することを

示した。細胞を用いた結合試験の結果は，精製CPSによる結合阻害試

験の結果と異なり，MBLは供試株いずれに対しても結合しなかった。ま

た，L－ficolinの結合はRDP型で異なっていた。すなわち，　L．ficolinは

RDP　lb－1，111－2，111－3，　V－1，　V－2，　V－3，　VM，　V川一1型の全てに結合し

たが，他のRDP型の全てに結合しなかった。　NeuNAc含有量が狭い範

囲に分布したRDP　VI・．1とV川一1型を除いて，NeuNAc含有量とL－ficolin

結合量に相関が認められた。結合したL－ficolin／MASP複合体は全ての株

においてC4を消費した。　MBLIMASP複合体がどのGBS株にも結合し

なかったため，C4消費はL－ficolin1MASP複合体によると考えられた。

ノイラミニデース処理細胞へのL．．ficolin結合は，除去されたNeuNAc量
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に比例して低下し，NeuNAcがL－ficolinのリガンドであることを示唆し

た。さらに，相同変異体を用いた実験は，少なくともRDPIII－3型におい

て，L－ficolinが結合する細胞構造物が唯一CPSであり，さらにCPS中

のNeuNAcであることを示した。以上の精製CPSと細胞への結合の違

いを矛盾なく説明し得る仮説の一つは，細胞表層構造であると考えられ

る。

　本研究の成果は，L－ficolin／MASP複合体によって開始される補体経路

活性化が，多くのRDP型のオプソニン貧食殺菌を促すことを示してい

る。また，L－ficolin／MASP複合体やMBLIMASP複合体は，　GBSの増殖

に伴って細胞から放出される遊離CPSに結合し，補体経路を活性化す

ることで獲得免疫における特異抗体産生に一定の役割を果たす可能性

を示唆している。出産時にGBSに汚染されたにも関わらず，　CPS特異

lgGを欠いている小児の多くが感染しない理由の一つに抗体非依存性の

レクチン経路の活性化が挙げられると考える。
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緒言

　Streρtococcus　aga’actiae（B群レンサ球菌；GBS）は，新生児の敗血症

や髄膜炎の最も一般的な原因である1）。GBSは葵膜多糖体（CPS）の免

疫学的反応性に従って9つの血清型に分類される。川型GBSは，この

血清型が新生児における早発疾患（生後1週間以内）の有意な割合，大

部分の遅発疾患（生後1週間後），そして髄膜炎の大部分1）を引き起こ

す故に特に重要である。

　母親のCPS特異IgGは胎盤を経て胎児に移行し，侵襲性GBS感染か

らGBSに汚染された新生児を保護する。しかし，出産に際しGBSに汚

染された大部分の小児は，侵襲性の疾患に進展せず，そしてこれらの感

染しなかった小児でも，保護的なレベルのCPS特異lgGを欠いている

場合が少なくない2）。CPSの側鎖末端に位置する～一アセチルノイラ

ミン酸（NeuNAc）は，補体副経路の活性化を阻害することによってGBS

をオプソニン貧食抵抗性にし，オプソニン貧食に特に重要であるC3bと

ic3bの細胞表面への沈着を減少させる3）。　cPs特異IgG量は，試験管

内で多形核白血球（PMN）によるオプソニン貧食殺菌の効果4，5），およ

略語一覧

CPS（capsular　polysaccharide，萸膜多糖体）

GBS（gr◎up　B　streptococci，　B群レンサ球菌，　Streptococcus　ag∂’actiae）

GlcNAc（～－acetylglucosamine，〈t一アセチルグルコサミン）

HSA（human　serum　albumin・ヒト血清アルブミン）

mAb（monoclonal　antibody，モノクローナル抗体）

MASP（MBL－associated　serine　proteases，　MBL関連セリンプロティエース）

MBL（mannose－binding　lectin，マンノース結合レクチン）

NeuNAc（N－acetylneuraminic　acid，〈1一アセチルノイラミン酸）

PMN（polymorphonuclear　leukocytes，多形核白血球）

RDP（restriction　digest　pattern，制限消化パターン）

THB（Todd－Hewitt　broth，　Todd－Hewittプロス）
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び補体由来の化学誘引物質C5aの産生6）と相関する。しかしながら，

lll型CPS特異lgG欠失血清は，それでもなお補体経路の活性化に必要

とされるCa＋＋とMg＋＋の存在下で有意なオプソニン貧食殺菌5）とC5a

産生6）を促す。このIII型GBSによる抗体非依存性の補体活性化は，

EGTAによりCa＋＋をキレート化することで減少させられる故にCa＋＋依

存性のC3転換酵素C4b2aの重要な役割を示唆している。　GBS感染症

に対する感受性が，C4欠失マウスにおいて増加するという観察結果は，

この細菌に対する感染防御におけるC4b2aの役割を支持している7）。古

典経路の最初の補体であるclqは，　GBSに直接結合し得るが，　Clq結

合は抗体非依存性のオプソニン貧食殺菌に十分ではない8）。

　本研究では，川型GBSのオプソニン貧食におけるL－ficolin／MASP複

合体の役割を明らかにし（第1章），次いで，L－ficolin／MASP複合体と

MBLIMASP複合体のGBS上のリガンドを特定することを試みた（第2

章）。
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　第1章Ill型Streρtococcus　aga’act’aeのオプソニン貧食における

L－ficolin1MASP複合体の役割9）

　　　　　　　　　　　　　　　目的

　レクチン経路は活性化物質の糖質構造に対する糖質認識コンポーネ

ントの結合によって開始される。血清中には3つの異なる糖質認識コン

ポーネント，mannose－binding　lectin（MBL），　L－ficolin，　H－ficolinが存在

する10’t3）。これら全ては，N．末端のコラーゲン様ドメイン，ネック領域，

そしてC一末端の糖鎖認識領域をもつ単一ポリペプチド鎖のホモトリマ

ーを構成し，そしてホモトリマーはさらに高次のオリゴマーとして存在

する14）。血清中で，このオリゴマーは，Ca＋＋の存在下において15）MBL－

associated　serine　proteases（MASPs；MASP－1　，　MASP－2，　MASP－3）と

複合体を形成し，レクチン経路活性化複合体16口21）と成る。これらの内，

MASP－2は，　C4とC2を分解しC4b2a複合体を形成させる19，22－24）。こ

のように，レクチン経路のC3転換酵素C4b2a複合体の形成は，　Ca＋＋

依存性で，且つ抗体とClに非依存性である。

　MBLIMASP複合体は，GBSに対し低い親和性しか持たず25，　26），また，

H－ficolinは川型GBSのCPSを構成する4つの単糖29，30）のいずれにも

結合しない27）。L－ficolin／MASP複合体は，　GBSから抽出したリポタイコ

酸に結合し，レクチン経路を活性化する28）が，L－ficolinがGBSの細胞

上でレクチン経路を活性化することは報告されていない。また，L．．ficolin

は・lll型GBSのCPSを構成する単糖の1つである～．アセチルグルコ

サミン（GlcNAc）に結合する27）。本研究においては，　L－ficolin／MASP複

合体が川型CPSと結合するか否か，さらにレクチン経路の活性化を開
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始することによって川型GBSをオプソニン貧食殺菌に導くか否かを明

らかにすることを試みた。

　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　供試菌株を表1に，また精製試料を表2に示す。

　CPS欠失相同変異体の作製

　glucosyl－1－phosphate　transferaseをコードするGBS　cps　Eの欠失は，

CPS発現の完全な欠失につながる31）。　Framsonら32）とAddersonら33）

の方法に準じてcρs・Eを短絡することによって，GBS　874391株のCPS

欠失相同変異体874391／cps一株を構築した。プライマーcpsE5f（5l

AGCAGAAGCTTATAAGATTATCTGTAG　3°），　cpsE5r（5’AACTACAACT－

GTTTGAATTCTCGCTATA　3’），　cpsE3f（5’AGGTAGAATTCCTCGGGAC－

AGGAG　3’）およびcpsE3r（5’CAATTCTCTTCGAAATAAAGTTGGC　3t）

を用いることによってcρs　t…の5’と3’の両端をPCRによって増幅した。

増幅産物をEcoR1で消化し，ライゲートし，再度，プライマー一一　cpsEsf

とcpsE3rで増幅して1，322　bpの塩基を短絡した配列（cpsE／trsf－3r）を

得た。cpsE／trsf－3rを温度感受性シャトルベクター一一一　pHY304（Washington

大学のCraig　E　Rubens教授から分与）に組み込み，エレクトロポレー

ションによって874391株のコンピテント細胞に形質転換した。形質転

換体をTodd－Hewitt　broth（THB，　BBL）培地に接種し，30。Cで180分間

培養し・874391株細胞内で染色体のcpsEとpHY3041cpsEltr5f．3rの組

換えを生じさせた。培養温度を37°Cに上げ180分間培養した後，0．063

P9／mlエリスロマイシン加THB寒天培地に塗布して37。Cで一夜培養し，

染色体と組換えを生じなかったpHY3041cpsE／trsf．．3rを細胞から脱落さ
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せた。培養菌の20plを2mlのTHB培地に接種し・30°Cで180分間培

養し，染色体に組み込まれたpHY3041cpsEltr5f－3r　DNAからpHY304

DNAを離脱させた。培養温度を37°Cに上げ180分間培養した後，　THB

寒天培地に接種して37°Cで一夜培養し，染色体から離脱したpHY304

を細胞から脱落させ，87439　1　／cps’変異体を得た。染色体のcρsEと

cpsEltrsf－3rの組換えはPCRで確認し・変異体のNeuNAcの脱落は

Aminoffのチオバルビツール酸法34）で確認した。

　lll型CPSの精製

　Ill型CPSは，　Jennigsらの方法35）に準じてIII型GBS　874391株の

培養上清から抽出し精製した。0．5％にホルマリンを加えた後期指数増殖

期の培養液（THB培地）から遠心により細胞を除去した後，上清をフィ

ルター滅菌し，限外ろ過膜PM30（Mi11ipore）を用いて濃縮した。試料の

NaCI濃度を150mMに調整した後，エタノールを50％に加え大部分のタ

ンパクと核酸を沈殿させた。上清にエタノールを80％に加えCPSを沈

殿させ，50mM　Tris－HCI（pH　7．4）に溶解した。この試料を同緩衝液で平

衡化したSephacryl　S－300　HR（Amersham）カラム（2．6×85　cm）を用い

てゲルろ過した。NeuNAcを含む画分を限外ろ過膜PM30を用いて濃縮

した。この試料のNaCl濃度を150mMに調製した後，エタノールを80％

に加えCPSを沈殿させ50mM　Tris－HCI（pH　8．6）に溶解した。次いで同

緩衝液で平衡化したQSepharose　HP（Amersham）カラム（1．6×14　cm）

を用いた陰イオン交換クロマトグラフィーによって精製した。NeuNAc

を含む画分（160～200mM　NaClで溶出）を限外ろ過膜PM30を用いて

濃縮した。試料のNaCI濃度を150mMに調製した後，エタノールを80％

に加えCPSを沈殿させ，水に溶解した。試料中のCPSは抗型特異ウサ
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ギ血清（デンカ生研の権平氏から分与）を用いたOchterlonyのゲル内沈

降法36）で，またB群多糖体抗原はPhadebact　Streptococcus　Test（Boule

Diagnostics）によって分析した。精製CPSのNeuNAc濃度はチオバル

ビツール酸法34）によって確認した。

　自然111型CPS特異IgGの精製

　川型CPS特異lgGを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（武田）から精製した。lgG試料を10mM

Tris－HCI－1　50　mM　NaCl（pH7．4）で平衡化したCPS－Sepharose　6Bカラ

ム【1．6x4cm，精製CPSをエポキシ活性化Sepharose　6B（Amersham）

に結合させて作製】に添加した。カラムを同緩衝液で洗浄した後，CPS

特異lgGを100　mM　glycine－HCI－1．O　M　NaCl（pH2，7）を用いて1110量の

1M　Tris－HCI（pH9．0）入りの試験管に溶出した。　CPS特異IgGを限外ろ

過膜YMIO（Millipore）を用いて濃縮した。　CPS－Sepharose　6Bから遊離

する可能性のあるNeuNAcを除去するために50　mM　Tris－HCI－1　．O　M

NaCl（pH7・4）に対して分子量限界25，000　Daの透析膜（Spectrum）を

用いて透析した。調製したIll型CPS特異IgGのサブタイプをELISAに

よって確認したところ99％以上lgG2であった。この試料を10　mM

Tris－HCI－1　50　mM　NaCl（pH7．4）で平衡化した抗一lgG1－agaroseカラム，

抗一lgG3－agaroseカラム，抗一lgG4－agaroseカラム【抗一lgGl　mAb

（Zymed＞・抗一lgG3　mAb（Zymed），　抗一lgG4　mAb（Zymed）をそれぞれ

HiTrap　NHs活性化HP（1　ml，　Amersham）に結合させて作製1に順次添

加し・IgGl・lgG3・lgG4を吸着除去した。抗川型CPS特異lgG2の濃

度は280nmにおける吸収によって測定した。
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　L．．ficolin／MASP複合体とMBLIMASP複合体の精製

　L．ficolin／MASP複合体およびMBLIMASP複合体はヒト血清から

Matsushitaら14）とCsehら15）の方法に準じて精製した。血清400　mI

にポリエチレングリコール4000を8％（wlv）に加え溶解させた後，MBLl

MASP複合体およびL－ficolin／MASP複合体を含む析出物を4°Cで遠心し

て沈殿させた。沈殿物を400mlの50　mM　Tris－HCI－200　mM　NaCト20　mM

CaCI2（pH7．8）（50　mMTBS－Ca）に溶解し，この試料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。50　mM

TBS．Caでカラムを洗浄した後，最初に300　mM　mannoseを含む50　mM

TBS－Caを用いてMBLIMASP複合体を分画溶出し，次いで300　mM

GIcNAcを含む50　mM　TBS－Caを用いてL－ficolin／MASP複合体を分画溶

出した。SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE，12％ゲル）

により各画分中成分の分子量を測定し，MBLIMASP複合体では32　kdal，

またL－ficolin1MASP複合体では35　kdalの分子を含む画分を集めた。こ

の試料を限外ろ過器Amicon　Ultra15（Millipore）を用い2mlに濃縮した

後，50mM　TBS－Caに対して透析した。　MBLIMASP複合体を含む試料は

20mM　Tris－HCI－150　mM　NaCl－20　mM　CaC12（pH7．8）（20　mM　TBS－Ca）で

平衡化したmannose－Sepharoseカラム11．6　x　4　cm，　mannoseをエポ

キシ活性化sepharose　6B（Amersham）に結合させて作製1に添加した。

20mM　TBS－Caでカラムを洗浄した後，300　mM　GIcNAcでMBLIMASP

複合体を分画溶出した。前述と同様に各画分中の成分の分子量を測定し，

32kdalの分子を含む画分を集め2mlに濃縮した。　L－ficolin1MASP複合

体を含む試料は20mM　TBS－Caで平衡化したasiarofetuin－Sepharose

カラム【1・6x4cm，　asiarofetuin（Sigma）をCNBr活性化Sepharose

4B（Amersham）に結合させて作製1に添加した。20　mM　TBS．Caでカラ
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ムを洗浄した後，300mM　GIcNAcを含む20　mM　TBS－Caを用いて

L－ficolin1MASP複合体を分画溶出した。前述と同様に各画分中の成分の

分子量を測定し，35kdalの分子を含む画分を集め2mlに濃縮した。濃

縮後の試料を20mM　TBS－Caで平衡化した抗一lgG－agaroseカラムと抗

一lgM－agaroseカラム［抗一lgG　mAb（Zymed）と抗一lgM　mAb（Zymed）をそ

れぞれHiTrap　NHS活性化HP（1　ml，　Amersham）に結合させて作製】に

順次添加し，lgGとlgMを吸着除去した。　MBLIMASP複合体および

L－ficolin／MASP複合体の濃度はBCA　Protein　Assay　Reagent　Kit（Pierce）

を用い測定した。

　Clq1Ab除去血清およびAb吸収血清の調製

　ヒト血清を2．5mM　EDTAを用いてキレート化した。高度に塩基性の

タンパクであるClq37）を弱陽イオン交換クロマトグラフィーによって

選択的に除去した。血清を82mM　NaClと2mM　EDTAを含む50　mMリ

ン酸緩衝液（pH7．4）で平衡化したCM　Sepharose　FFカラム（5　ml，

Amersham）に添加し，同じ緩衝液で溶出した後，限外ろ過膜YMtOで

元の量に濃縮した。Clq除去血清およびEDTAキレート化血清（各10

ml）をGBS表面に存在する全抗原に対する抗体を吸収するために，実

験に用いる4株のホルマリン固定GBS細胞と4。Cで6時間以上，3回

繰り返して反応させた。それぞれの吸収操作の後，細胞を遠心によって

除去した。ホルマリン固定GBS細胞は0．60D600後期指数増殖期細胞懸

濁液200mlを10　mMリン酸緩衝液（pH　7．4）－150　mM　NaCl（PBS）で

洗浄し・5％ホルマリンを含むPBS中で37。Cで2時間固定し，次いで1

mM　EDTAを含むPBSで5回洗浄して調製した。このようにして得られ

たClq／Ab除去血清あるいはAb吸収血清からMg＋＋。EDTAとCa・・．EDTA
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を除去するためにMg＋＋とCa＋＋を含まないHanks’s　balanced　salt

solution（HBSS°1－，　lnvitrogen）に対して透析した。　Clq／Ab除去血清ある

いはAb吸収血清の量を限外ろ過膜YMIOで元の量（10ml）に濃縮した。

　多形核白血球（PMN）の調製

　PMNは，ヘパリンを加えたヒト新鮮血液からPolymorphprep

（Nycomed　Pharma）を用いた密度勾配法によって分離した。　HBSS－1一で

2回洗浄後0．4％ヒト血清アルブミン（HSA，　Shigma）と10mM　HEPES

（lnvitrogen）を含むMedium　199（lnvitrogen）に4．6×106　ce11slmlの濃

度に再懸濁した。染色性に基づいて95％以上のPMNが生存しているこ

とを確認した。0．4％HSAと10mM　HEPESを含むMedium　199にPMN

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。

　細菌細胞のオプソニン化

　細菌細胞をTHB培地で一夜培養し，新たなTHB培地に1120量を接種

し・そして37°Cで90分間増殖させた。細胞をHBSS－／一で2回洗浄し，

そしてHBSS－1咀にO．600D600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168μ9で，そして0．4×108から1．8x1　08

のCFUを含む38）。0．4％のHSAと10mM　HEPESを含むHBSS一ノーで希

釈した細胞（0．120D600）を以下の成分あるいは血清と200　plの混合液

中で順次反応させた。2mM　CaCl2の存在下でL－ficolin／MASP複合体と

30分間・2mM　MgCl2と2mM　CaCl2の存在下で10％Clq1Ab除去血清

と1分間・そして4mM　MgCl2－16　mM　EGTAの存在下で10％Clq1Ab

除去血清あるいは10％Ab吸収血清と4分間である。いくつかの実験で
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は，細胞を2mM　CaCI2の存在下でヒトClとCPS特異lgG2と共に30

分間反応させた。オプソニン化した細胞をHBSS鴨1囎で3回洗浄し，そし

てMg＋＋とCa＋＋を含むHBSS（HBSS＋1＋）中にO．060D600の濃度に再懸濁

した。このようにして得られたオプソニン化細胞懸濁液（100％）の一部

から100，56．2，31．6，17．8，10．0％懸濁液を調製し，オプソニン貧食

殺菌分析における標準として用いた。

　オプソニン貧食殺菌分析

　細菌細胞のオプソニン貧食殺菌は，Ta　kahashiらの方法38）に準じて

定量した。350plの4．6×106　cells／ml　PMN懸濁液を50　plの100％オ

プソニン化GBS懸濁液に加え，37°Cで60分間，振盟しながら反応さ

せた後，氷水中で冷却した。赤血球懸濁液350plを50　plの標準懸濁液

に加え，同様に反応させた。反応後，PMN細胞外の細菌細胞生存率を測

定するために3．6mlのTHB培地を反応液に加え，ブレンダーを用いて

完全に混和した。PMNと赤血球を遠心（200×9）によって沈殿させ，2

mlの上清をキュベットに移し，37°Cで加温し，増殖をOD640でモニタ

ーした。100％標準のOD640値が0．2に達した時，すべての懸濁液を直ち

に氷水中で冷却し細菌の増殖を停止させた。5つの標準懸濁液のOD値

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，殺菌の程度を殺菌率（％）

として示した。

　なお・PMN細胞外に生存する細菌細胞数は，　PMN細胞内と細胞外の

両方に生存する細菌細胞数とおおよそ同じである38）。
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　オプソニン化細胞に結合した補体成分の測定

　細菌細胞に結合したL－ficolin／MASP複合体は，　L・・ficolin／MASP複合体

と反応させた後のClq1Ab除去血清と反応させる前の細胞を用いて測定

した。L－ficolin1MASP複合体以外の補体成分は，　Clq1Ab除去血清および

Ab吸収血清と反応させた後の細胞を用いて測定した。各80μ1の0．OOI5

0D600細胞をELISAプレート（アサヒテクノグラス）のウエルに入れ，

4。Cで一夜放置してウエルに接着させた。ウエルに200　plの0．1％HSA

を含む10mM　Tris・・HCI－150　mM　NaCI－5　mM　CaCl2（pH7．4）（10　mM

TBS－Ca）を入れ，4°Cで2時間，ブロッキングした。補体成分量は，1

次抗体として各80μ1の1P9／ml抗L－ficolin　mAb　2F5，抗Clq　mAb

（Quidel），抗C4d　mAb（Quidel），抗Bb　mAb（Quidel），抗C3d　mAb

（Quidel），2次抗体として80　plの1P9／mlアルカリフォスファターゼ標

識抗マウス免疫グロブリンヤギ抗体（Zymed）を加えELISA

Amplification　System（lnvitrogen）を用いて測定した。抗体は10　mM

TBS－Ca－0．05％Tween　20に溶解して用いた。1次抗体を加えないウエル

の測定値を陰性対照とした。なお，各反応の終了後，ウエルを10mM

TBS－Ca－0．05％Tween　20で洗浄した。

　L－ficolin1MASP複合体のC4分解活性の測定

　L－ficolin／MASP複合体によるC4分解はPetersenらの方法39）に準じ

て定量した。80μ1の16μglml　CPSをELISAプレートのウエルに入れ，

4°Cで一夜放置してウエルをコートした。ウエルに200plの0．1％HSA

を含む10mM　TBS－Caを入れ，37。Cで1時間，ブロッキングした。20　mM

TBS－Ca－0・05％Triron　X－1　OO－O．　1％HSA（pH7．4）に溶解した1Pglml

L・・ficolin／MASP複合体80　plをウエルに加え，4。Cで一夜放置してCPS
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にL－ficolin1MASP複合体を結合させた。2mM　CaCI2と1mM　MgCl2を

含むベロナール緩衝液に溶解した80plの1P9／m1精製ヒトC4（Sigma）

をウエルに加え，37°Cで90分間反応させた。L－ficolin結合およびC4d

結合は，1次抗体として各80plの1μ91ml抗L－ficoiin　mAb　2F5と抗C4d

mAb，2次抗体として80　plの1P9／mlアルカリフォスファターゼ標識抗

マウス免疫グロブリンヤギ抗体を加え，ELISA　Amplification　Systemを

用いて測定した。抗体は10mM　TBS－Ca－0，05％Tween　20に溶解して用

いた。1次抗体を加えないウエルの測定値を陰性対照とした。なお，各

反応の終了後，ウエルを10mM　TBS－Ca－0．05％Tween　20で洗浄した。

　　　　　　　　　　　　　　　結果

　古典経路非依存性のオプソニン貧食殺菌のための条件決定

　オプソ＝ン貧食殺菌におけるL－ficolin1MAsP複合体の役割りを明らか

にするためにClq1Ab除去血清とAb吸収血清を用いた。　Clq1Ab除去血

清中で加温した後の874391株の殺菌率は，細菌細胞をCa＋＋とMg＋＋の

存在下（C4b2a複合体の形成を可能にする）で1分間Clq／Ab除去血清

と共に反応させた際に5％以下であった（図IA）。細胞をMg＋＋1EGTAの

存在下（副経路の活性化を可能にする）で引き続き反応させた際にも，4

分の間，殺菌率は低値のままであった（図IA）。

　補体D因子は，Clqと同様に陽イオン交換樹脂に，ある程度吸着され

る37）。Clq1Ab除去血清がD因子やClq以外の補体成分をL－ficolin／MASP

複合体によって開始されるオプソニン貧食殺菌を支持する程度に含む

ことを確認するため，ヒトClとCPS特異lgG2を加えることによって

血清のオプソニン活性が増加し得るか否かを試験した。Clq1Ab除去血
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清の殺菌率（図1A）と細菌細胞へのBb因子とC3dの結合（図IB）は・

ヒトC1とCPS特異IgG2を加えることによって有意に増加した。これ

らの成績は，Clq／Ab除去血清が，これらの条件下で，オプソニン化に

おける古典経路の関与を除外し，Mg＋←／EGTAの存在下で副経路の活性化

を可能にすることを示している。

　111型GBSへのL－ficolin－MASP複合体の結合およびレクチン経路の活

性化

　上述の条件を用いて，874391株をL－ficolin／MASP複合体と反応させ，

引き続きClq1Ab除去血清と反応させた際にPMNによる殺菌が観察さ

れた（図2A）。オプソニン貧食殺菌は，　L－ficolin／MASP複合体の濃度の

増加にともなって増加した。L－ficolinのリガンドであるGlcNAcをGBS

とL－ficolin／MASP複合体の反応液中に加えた際に殺菌は完全に阻害され

た（図2A）。さらに874391株へのL－ficolinとC3d，　Bb，　C4dの各フラグ

メントの濃度依存性の結合が観察された（図2B）。これらの観察結果は，

川型GBSに結合したL－ficolin1MASP複合体がレクチン経路を活性化し，

次いで副経路の増幅ループが働いた結果，PMNによるオプソニン貧食殺

菌を増加させることを示している。

　川型CPSへのL－ficolin／MASP複合体の結合およびレクチン経路の活

性化

　異なる量のCPSを保持するGBS　4株とCPS欠失相同変異体

874391／cps’株へのL－ficolin／MASP複合体の結合は，　L．ficolin1　MASP複

合体の結合がCPS含有量と相関することを示した（図3B）。副経路は

GBSのオプソニン貧食にとってきわめて重要と考えられ，したがって殺
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菌率は副経路を阻害するNeuNAc含有量に反比例した（図3A）。しかし

ながら，L－ficolin結合量はNeuNAc含有量に比例して増加し（図3B），そ

れ故に，それぞれの株の殺菌率はCPS含有量（NeuNAc含有量を指数と

して）におおよそ比例した様式で増加した（図3A）。これらの成績は・

L－ficolinlMASP複合体がCPSに結合し，そして補体を活性化し得るこ

とを示している。これらの結論は，オプソニン貧食殺菌（図4A）および

L－ficolin結合とC4活性化（図4B）が，　GBSとL－ficolin1MASP複合体の

反応液中に過剰のCPSを加えた際に阻害されることで追認された。さ

らにCPSでコートしたウエル上でのL－ficolin結合とC4活性化は，　CPS

を液相に加えることによって阻害された（図5）。

　L－ficolin1MASP複合体によって開始されるオプソニン貧食殺菌におけ

るCPS特異lgG2の効果

　これまでの研究によって，III型CPS中のNeuNAcによる補体副経路

の阻害をCPS特異lgGが中和することが明らかにされている3°6）。そこ

でCPS特異lgG2が，　L－ficolin／MASP複合体によって開始されるオプソ

ニン貧食殺菌を促進し得るかを試験した。874391株をL－ficolin1MASP

複合体と反応させ，Clq／Ab除去血清（Ca＋＋とMg＋＋を含む），次いでAb

吸収血清（Mg＋＋1EGTAを含む）と反応させた際の殺菌（図6，

FICaMg1Mg）は，細菌細胞を予めCPS特異lgG2およびL－ficolin1MASP

複合体と反応させた際に有意に促進された（F，lgG／CaMg／Mg）。細胞を

L－ficolin／MASP複合体とClq1Ab除去血清と反応させた後，　Ab除去血清

と反応させる直前にCPS特異lgG2と反応させた際にも殺菌率の促進が

観察された（F／CaMg／lgG／Mg）。一方，補体を活性化した後に，細胞を

CPS特異醤gG2と反応させた際に殺菌率の促進は観察されず
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（FICaMg1MgllgG），　lgG2による殺菌率の促進は，　PMNのFcRを介する

結合によらないことを示した。細胞をL－ficolin／MASP複合体と反応させ

なかった陰性対照は・10％以下の殺菌率を示した（lgG／CaMg／Mg）。これ

らの成績は，CPS特異lgG2がNeuNAcと結合し中和し，それによって

副経路のC3転換酵素C3bBbが，　L－ficolin／MASP複合体によって細胞上

に沈着したC3bを増幅することを示唆している。これらの実験条件下で

CPS特異lgG2は，抗体依存性の古典経路活性化によって誘発される殺

菌においてより，L－・ficolin1　MASP複合体によって開始されるオプソニン

貧食殺菌を促進させることにおいて，一層効果的であった（図7＞。

　　　　　　　　　　　　　　　考察

　川型CPS特異lgGによる副経路の活性化は，　C3bとiC3bによる川

型GBSのオプソニン化を促し，　PMNによる効果的な貧食と殺菌に繋が

る。しかしながら，川型CPS特異lgG欠失血清は，それでもなおCa＋＋

とMg＋＋の存在下で有意なオプソニン貧食殺菌を生じさせ5），このこと

は補体のC3転換酵素C4b2aの重要な役割を示唆している。　L－ficelinは

GBS由来のリポタイコ酸に結合し28），そしてL－ficolinのリガンドであ

るGlcNAc　27）は，川型CPSを構成する4つの単糖29・30）の1つである。

したがって，L－ficolinが関与するレクチン経路は，川型GBSのオプソ

ニン化を開始するための潜在的な機構である。

　本研究で，L・・ficolinは，固相化精製CPSおよびGBS細胞に結合し，

そしてGBSへの結合はCPS含有量（NeuNAc含有量を指標として）に

比例した。L…ficolin1MASP複合体の活性化は，　C3bを生じさせるC3転

換酵素C4b2aを産生し，　C3bは次々にB因子と結合して副経路のC3
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転換酵素C3bBbとなり，最終的に細胞上のC3b沈着を増幅する。実際，

レクチン経路は副経路のC3転換酵素の形成に役立つ40，41）。本研究では，

古典経路活性化が関与しないオプソニン貧食殺菌におけるL．ficolin／

MASP複合体の役割を研究するために，　Clq1Ab除去血清を用い，次い

でMg＋＋1EGTAの存在下で副経路を活性化させた。この条件下で，　PMN

による川型GBS　874391株のオプソニン貧食殺菌は，加えたL－ficolinl

MASP複合体の濃度に比例し，そして有意な殺菌は，ヒト新生児の騰帯

血中に認められる濃度42）において観察された。

　異なるGBS株に対するL－ficolinの結合は，それらの株のNeuNAc含

有量に正比例し，一方，オプソニン貧食殺菌は，NeuNAc含有量に反比

例した。この観察結果は，川型CPSを保持する株が，　CPS特異lgG欠

失条件下で副経路を活性化しないというこれまでの観察結果5・6＞と矛

盾しない。副経路活性化の阻害は，川型CPSの側鎖末端に位置する

NeuNAc　29，30）の阻害効果を反映している。　NeuNAcが存在する細胞表

面は，結合したC3bへのH因子の親和性を増加させ，1因子によるC3b

のic3bへの分解と，その結果として生ずるC3b増幅ループの遮断につ

ながる43・44）。この機構は，川型GBSのノイラミニデース処理3），ある

いはトランスポゾン挿入変異誘発45・46）によるCPSからのNeuNAcの

除去が，細胞を補体副経路の非活性表面から活性表面にかえた実験によ

って証明されている。本研究の実験結果は，GBSに結合するL・・ficolin／

MASP複合体が，細菌細胞にC3b沈着をもたらすが，しかしNeuNAc

は，C3b増幅ループの活性化を阻害し，そして最適なオプソニン貧食殺

菌を阻害することを示唆する。この仮説に一致して，副経路活性化の前

のCPS特異lgG2の添加は，　L－ficolin／MASP複合体によって開始される

オプソニン貧食殺菌を促進した。CPS特異lgG2を補体活性化後に加え
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た際に，CPS特異lgG2がL・・ficolin／MASP複合体によって開始されるオ

プソニン貧食殺菌を増強しないことは，抗体がPMNのFcRとの相互作

用によってではなく，補体活性の増強によって貧食殺菌を増強させると

いう報告5）と矛盾しない。総合すると，本研究の観察結果は，

L－fic◎lin1MASP複合体がC3b沈着を開始し，そしてCPS特異lgG2は

NeuNAcが関与する副経路のC3転換酵素の阻害を中和することでC3b

沈着を増加させるモデルと一致する。
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第2章　L－ficolin／MASP複合体とMBLIMASP複合体のStreρtococcus

agalactiae　Pt膜多糖体への結合および補体の活性化47）

　　　　　　　　　　　　　　　目的

　GBSは英膜多糖体の免疫学的反応性に従って9つの血清型（la，　Ib，

ll，川，　IV，　V，　Vl，　Vll，　V川型）に分類され，さらに染色体DNAの制

限酵素消化パターンの数値解析（RDP型）によって分類される48－50）。

RDP型は，デンドログラム上で異なる血清型が同一のクラスターを構成

しない，という基準に基づいているため血清型をさらに細かく分類する

ことができる。CPSは5つの単糖（NeuNAc，　GicNAc，グルコース，ガ

ラクトース，ラムノース）のいずれかの組み合わせで構成され29，35，　51－56），

その発現量はRDP型毎に異なる傾向がある48・49）。

　L－ficolin1MASP複合体はIH型GBSに結合し，レクチン経路を活性化

することによってPMNによる効果的なオプソニン貧食殺菌に導く（第1

章）　が，他の型株のオプソニン化おけるL－ficolin／MASP複合体の役割

は明らかでない。一方，MBLは，　GBSに対して低い親和性しか持たな

いと報告されている25，26）が，L－ficolinやMBLのリガンドである

GlcNAc27）は，　Ia，　lb，　ll，　III，　V型CPSを構成する単糖の一つである

29，35，51－56）

　　　　◎

　本研究では，L－ficolin／MASP複合体とMBLIMASP複合体のGBS細胞

とその精製CPSへの結合，およびC4分解活性を測定し，　GBS感染症

におけるL－ficolin1MASP複合体とMBLIMASP複合体の役割を明らかに

することを試みた。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　供試菌株

　CPS欠失相同変異体，　NeuNAc欠失相同変異体，およびそれらの親株

（COH1株とその相同変異体はいずれもWashington大学のCraig　E

Rubens教授から分与）を表3に示す。臨床由来株は，既にRDP型が明

らかな149株50）についてCPSのNeuNAc含有量を測定し，　RDP型毎

にNeuNAc含有量が幅広く分布するように56株を選択した（表4）。ま

た，供試株はTHB培地中で一夜培養し，新たなTHB培地に1／10量接種

した。これを，37°Cで90分間，振盈培養した。この培養細胞は後期指

数増殖期に相当する。細胞は10mM　TBS－0．02％NaN3を用いて2回洗

浄し，10mM　TBS－0．02％NaN3に0．600D600に懸濁した。細胞のNeuNAc

含有量測定のため，同一の培養細胞を純水で2回洗浄し，O．1　MHCIに

0．600D600に懸濁した。懸濁液を84°Cで20分間加熱しNeuNAcを加水

分解により遊離させ抽出した。抽出試料中のNeuNAc濃度はチオバルビ

ツール酸法34）で測定した。

　細菌細胞のノイラミ＝デース処理

　ノイラミニデース反応緩衝液（20mMリン酸緩衝液。150　mM　NaCl－

0．02％NaN3（pH　5．1））2000　pl中で細胞（0、600D600）と20　U／mlノイ

ラミニデー－Niスを，37°Cで8時間，振盈しながら反応させた。対照とし

て同一の細胞を，ノイラミニデースを含まないことを除いて同様に処理

した。ノイラミニデース処理細胞と未処理細胞はそれぞれ10mM

TBS－0．02％NaN3を用いて2回洗浄し，10mM　TBS－0．02％NaN3に0．60

0D600に懸濁した。細胞のNeuNAc含有量測定のため，ノイラミニデー

ス処理細胞と未処理細胞のそれぞれ1000μ1を純水で2回洗浄し，O．1　M
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HCIにO．600D600に懸濁した。　NeuNAcの抽出と濃度測定は前述と同様

に行った。

　CPSの精製

　CPSは，供試株としてRDPIa－2型i45株，　RDPIb－1型590448株，

RDPII－2型Washington株，　RDPIll－3型874391株，　RDPV－3型i16株，

RDPVI－1型853009株，　RDPV川一1型872808株を用い，第1章に述べ

た方法で精製した。

　L－ficolin1MASP複合体とMBLIMASP複合体の精製

　L－ficolin1MASP複合体とMBLIMASP複合体は第1章に述べた方法で

精製した。

　CPSおよび単糖によるL－ficolinおよびMBLの固相化GlcNAcへの結

合の50％阻害量（lso）の測定

　CPSおよび単糖によるL－ficolinおよびMBL結合のlsoはHaurumらの

方法59）に準じて測定した。PBSに溶解した80　plの2．16　pg／ml

GlcNAc－BSA（1　pM　GIcNAcを含む）をELISAプレートのウエルに入れ，

4°Cで一夜，放置して結合させた。ウエルに0．1％HSAを含む10　mM

TBS－0．02％NaN3を入れ，室温で1時間，ブロッキングした。予め結合

緩衝液（10mM　Tris－HCI－10　mM　HEPES－1　50　mM　NaCl－4　mM　CaC12－

O．4％HSA－0．05％Triton　X－100－0．02％NaN3）に溶解した数段階の濃度の

CPSまたは単糖40μ1をウエルに入れ，次いで結合緩衝液に溶解した各

40plの0．5　yg／ml　L・－ficolin／MASP複合体または0．5　P91ml　MBLIMASP複

合体を入れ，4°Cで一夜，放置して固相化GlcNAcへ結合させた。標準
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には結合緩衝液で段階希釈した各0．Ol56～O．25　P91mlのL－ficolin1MASP

複合体またはMBLIMASP複合体を用いた。　L－ficolinとMBLの固相化

GlcNAcへの結合量は，1次抗体として各80　plの1P9／ml抗Lイicolin　mAb

（GN5）または1P9／ml抗MBL　mAb（3E7）を加え，2次抗体として80　pl

の1P91mlアルカリフォスファターゼ標識抗マウス免疫グロブリンヤギ

抗体を加え，ELI　SA　Amplifi　cation　Systemを用いて測定した。抗体は10

mM　TBS－Ca－0．05％Tween　20に溶解して用いた。1次抗体を加えないウ

エルの測定値を陰性対照とした。なお，各反応の終了後，ウエルを10mM

TBS－Ca－0．05％Tween　20で洗浄した。1soは各CPSまたは単糖の阻害曲

線から求めた。

　L－ficolin／MAsP複合体とMBLIMAsP複合体のGBs細胞への結合の測

定

　結合緩衝液300pl中で細胞（0．600D600）と8％血清を，37°Cで30

分間，振塗しながら反応させた後，遠心により細胞を沈殿させて上清を

得た。いくつかの実験では，細胞から0．0375～2．40D600の段階希釈系

列を調製して用いた。標準には細胞を加えないことを除いて同様に反応

させた8％血清を用いた。PBSに溶解した1P9／ml抗L－ficolin　mAb（GN5，

HyCult）または1pg／ml抗MBL　mAb（Hyb131－1，　Abcam）80　plをELISA

プレートのウエルに入れ，4°Cで一夜，放置して結合させた。ウエルに

0．1％HSAを含む10mM　TBS－0．02％NaN3を入れ，室温で1時間，ブロ

ッキングした。上述の細胞と反応後の上清80plをウエルに入れ，4°C

で一夜，放置して結合させた。上述の標準を結合緩衝液を用いて段階希

釈し同様に反応させた。L－ficolinとMBLの結合量は，各80　plの1P91ml

アルカリフォスファターゼ標識抗L・・ficolin　mAb（2F5）または1μ9／mlア

24



ルカリフォスファターゼ標識抗MBL　mAb（Hyb131－1，　Abcam）を加え

ELISA　Amplification　Systemを用いて測定した。抗体のアルカリフォス

ファターゼ標識にはEZ－Link　Maleimide　Activated　Alkaiine　Phosphatase

Kit（Pierce）を用い，調製した抗体は10　mM　TBS－Ca－O．OS％Tween　20

に溶解して用いた。血清を加えないウエルの測定値を陰性対照とした。

なお，各反応の終了後，ウエルを10mM　TBS－Ca－0．05％Tween　20で洗

浄した。L－ficolin1MASP複合体とMBLIMASP複合体の結合は，

　結合率（％）＝（加えた量一残存量）1加えた量x100

として求めた。

　GBS細胞に結合したL－ficolin／MASP複合体とMBLIMASP複合体によ

るC4分解の測定

　C4分解の測定はKrarupらの方法60）に準じて行った。高塩濃度結合

緩衝液（10mM　Tris－HCI－10　mM　HEPES－500　mM　NaCl－4　mM

CaCI2－0．4％HSA－0．05％Triton　X－100－O．02％NaN3）10001」1中で細胞

（0．600D600）と8％血清を，4°Cで一夜，ローリングしながら反応させ

た。反応後の細胞を10mM　TBS－Ca－0．02％NaN3を用いて2回洗浄し，

10mM　TBS－Ca－0．02％NaN3に0．600D600に懸濁した。いくつかの実験

では，血清と反応させた細胞から0．0375～2．40D600の段階希釈系列を

調製して用いた。C4反応緩衝液（ベロナール緩衝液一150　mM　NaCl・・4　mM

CaCl2－0．4％HSA－0．05％Triton　X－100－0．02％NaN3）300　pl中で細胞

（0．600D600）と1P9／m1精製ヒトC4を，37°Cで30分間，振盈しなが

ら反応させた後，遠心により細胞を沈殿させて上清を得た。標準には，

血清と反応させない細胞と1μ91mlC4を同様に反応させ，その上清を用

いた。
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　PBSに溶解した1P9／mlマンナン（Sigma）80μ1をELISAプレートの

ウエルに入れ，4°Cで一夜，放置して結合させた。ウエルにO．1％HSA

を含む10mM　TBS－0．02％NaN3を入れ，室温で1時間，ブロッキング

した。ウエルに高塩濃度結合緩衝液に溶解した8％血清80plを加え，4°C

で一夜，放置して血清中のMBLIMASP複合体を固相化させた。

　上述の細胞とC4を反応させた後の上清80μをウエルに入れ残存C4

と固相化MBLIMASP複合体を37°Cで60分間反応させた。上述の標準

を100％とし，結合緩衝液を用いて75，50，25，12．5％に希釈し，同様

に反応させた。固相化MBLIMASP複合体によって分解されプレートに

結合したC4b量を，1次抗体として80　plの0．125　P91ml抗一C4　mAb

（Hyb　162－02，　Abcam），2次抗体として80団の1P9／mlアルカリフオス

ファターゼ標識抗マウス免疫グロブリンヤギ抗体を加え，ELISA

Amplificati◎n　Systemを用いて測定した。抗体は10mM　TBS－Ca－0．05％

Tween　20に溶解して用いた。1次抗体を加えないウエルの測定値を陰性

対照とした。なお，各反応の終了後，ウエルを10mM　TBS－Ca－0．05％

Tween　20で洗浄した。細胞に結合したL－ficolinl　MASP複合体と

MBLIMASP複合体によるC4分解は，

　C4消費率（％）＝（加えた量一残存量）1加えた量x100

として求めた。

　　　　　　　　　　　　　　　結果

　RDP型とNeuNAc含有量

　既にRDP型が明らかなGBS　149株についてCPSのNeuNAc含有量

を測定した。既に明らかにされている48・49）ようにNeuNAc含有量は
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RDP型毎に異なる傾向を示した（図8）。　RDP型毎にNeuNAc含有量が

幅広く分布するようにRDP　la－1，　la－2，　la－3／4型からそれぞれ3株，

RDPII－1，　H－2，11・・3，　lll－1，　lll－4，　V－1型からそれぞれ2株，これら以外

のRDP型からそれぞれ5株の計56株を選択し以下の実験に用いた。

精製CPSとCPSを構成する単糖へのL－・ficolin／MASP複合体と

MBLIMASP複合体の結合

　固相化GlcNAcへのL－ficolinとMBLの結合における精製CPSの阻害

曲線は，L－ficolinとMBLの両方が，全ての型のCPSに結合することを

示した（図9A，9B）。　L－ficolinの結合に対するV川型CPSの150は，　V川

型CPS中にL－ficolinのリガンドであるGlcNAcが含まれていないにも

かかわらず，他の型のCPSのそれよりおおよそ4～7倍低かった（表5）。

固相化GlcNAcへのL－ficolinの結合におけるCPSを構成している単糖の

阻害曲線は，NeuNAcがGlcNAcとほぼ同等の阻害活性を示し，そして

他の単糖は，試験した濃度において阻害活性を示さなかった（図10A）。

一方，MBLの結合における単糖の阻害曲線は，　GlcNAc，　NeuNAc，ラム

ノース，グルコース，ガラクトースの順で強い阻害活性を示した（図10B，

表6）。L－ficolinとMBLの両者に対するNeuNAcの阻害曲線は，　GlcNAc

の阻害曲線より急激に下降し，そしてNeuNAcはGlcNAcより少ない量

で固相化GlcNAcへのL－ficolinとMBLの結合を完全に阻害した。

L－ficolin1MASP複合体とM趾1MASP複合体のGBS細胞への結合，およ

び細胞に結合したL－ficolin1MASP複合体によるC4分解

　L－ficolin1MASP複合体とMBLIMASP複合体のGBS細胞への結合は，

細胞と血清を反応させ，上清中の結合しなかったL－ficolinまたはMBL
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量から結合率として求めた。また，C4分解は，　Clqの沈着を阻害し，

且つC4の分解が生じない500　mM　NaClの存在下39）で細胞と血清を反

応させ，次いで細胞を洗浄後に精製C4と反応させ，上清中の分解され

なかったC4量から消費率として求めた。実験の結果，　L．ficolinまたは

MBLの結合率が30％以下の株については，　L－ficolin結合率が細胞濃度依

存性であるか否かを試験し，細胞濃度依存性でなかった場合には非特異

的な吸着と判断した。L－ficolinの結合率はRDP型で異なっていた。すな

わち，L－ficolinはRDP　lb－1型（5株），　V－1，　V－2，　V－3型（計12株），　VI－1

型（5株），V川一1型（5株）の全てに結合したが，　RDP　la－1，　la－2，　Ia－3

型（計9株），Il－1，　ll－2，　ll－3型（計6株〉の全てに結合しなかった。血清

川型において，L－ficolinはRDP川一2型（5株），川一3型（5株）の全てに

結合したが，RDP川一1型（2株），川一4型（2株）の全てに結合しなかっ

た。さらにRDP　lb－1，　II1－2，111－3，　V－1，　V－2，　V－3型のL－ficolin結合率

は，CPS中のNeuNAc含有量の増加と共に増加し，　NeuNAc含有量がお

およそ6pMで一定に達するように思われ，　NeuNAc含有量依存性の

L－ficolin結合を示した（図11A）。　RDP　VI－1，　VIII－1型ではNeuNAc含有

量依存性のL－ficolin結合は観察されず，いずれの株でも高値であった

（図11A）。これらのRDP型のNeuNAc含有量が狭い範囲に分布すること

が原因であるかもしれない。一方，MBLは試験したGBSのどれにも結

合しなかった。結合したL－ficolin／MASP複合体は全ての株においてC4

を消費し得た（図11B）。　MBLIMASP複合体がどのGBS株にも結合しな

かった故に，C4の消費はL－ficolin／MASP複合体が原因であると考えら

れた。しかし，C4消費率とCPS中のNeuNAc含有量の間に相関はなく，

そしてまた，C4消費率とL－ficolin結合量の間にも相関がなかった。RDP

VIII－1型へのL・・ficolinの結合率は高いにもかかわらず，　C4消費率は，他
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のRDP型と比較して低値であった。血清と反応させた後に希釈系列を

調製しC4と反応させた場合には，細胞濃度とC4消費量間に相関が認

められた（図12）。この結果は，異なる菌株間のL・・ficolin1MASP複合体

結合量とC4消費量に相関が無いことが，実験法上の要因によらないこ

とを示している。

　L－ficolinのリガンドとしての細胞上NeuNAcの役割

　前述の通り，固相化GlcNAcへのL－ficolinの結合におけるCPSとそれ

を構成する単糖の阻害曲線は，NeuNAcがGlcNAcとほぼ同等の結合活

性を持つことを示した。NeuNAcは，全血清型のCPS中の側鎖に非還元

末端として存在する29，35，51鱒56）。そこでL－ficolinのリガンドとしての細

胞上NeuNAcの役割を明らかにするためにNeuNAcを除去した細胞を作

製した。NeuNAcはノイラミニデース処理によって細胞から選択的に除

去した。ノイラミニデース処理細胞のCPS中に残存するNeuNAc含有

量は，ノイラミニデースを加えないことを除いて同様に処理した未処理

細胞のNeuNAc含有量に対し，RDP　lb－1型（590448株）で16．2％，川一3

型（874391株）で37．4％，V－3型（i16株）で13、8％，　Vl－1型（853009

株）で29．6％，Vlll－1型（872808株）で70％であった。恐らく残存して

いるNeuNAcにL－ficolinが結合し得る故に，　L－ficolinは，ノイラミニデ

ース処理細胞にも未処理細胞にも結合した。しかし，効率よくNeuNAc

を除去できなかったRDP　VIII．1型を除く全ての型で，ノイラミニデース

処理細胞のL．ficolin結合曲線と未処理細胞の結合曲線は異なり，そして

結合曲線は，X軸のスケールにNeuNAc含有量を用いることによって描

かれる際に，おおよそ等しかった（図13）。例えば，RDP　Ib－1型株にお

いてO．600D600のノイラミニデース処理細胞のNeuNAc含有量は，
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0．0960D600の未処理細胞のNeuNAc含有量と同じである。　L－ficolin結

合率は，0．600D600のノイラミニデース処理細胞と0．0960D600の未処

理細胞の間でほぼ同じであった。すなわち，除去されたNeuNAc量に比

例してL・・ficolin結合が低下した。このことはCPS中のNeuNAcがGBS

表面のL・－ficolinの主なリガンドであることを示唆している。これらの結

論は，RDP川一3型株の相同変異体を用いた実験によって強化された。

L－ficolinは，野生株874391株とCOH1株に細胞濃度依存性に結合し

得るが，しかしCPS欠失相同変異体874391／　cps一株とCOH1　・－13株にも，

また，NeuNAc欠失相同変異体COH1－11株にも全く結合しなかった（図

14）。このことは，少なくともRDP川一3型において，　L－ficolinが結合す

る細胞上構造物が唯一CPSであり，さらにCPS中のNeuNAcであるこ

とを示している。

　　　　　　　　　　　　　　　考察

　精製CPSによる結合阻害試験は，　L－ficolinとMBLが全てのCPSに結

合することを示した。CPSは5つの単糖（NeuNAc，　GlcNAc，グルコー

ス，ガラクトース，ラムノース）のいずれかの組み合わせで構成されて

いる29，35・　51”56）。CPSを構成する単糖を用いた結合阻害試験は，　L－ficoiin

がGlcNAcとNeuNAcに，またMBLがGlcNAc，　NeuNAc，ラムノース，

グルコース，ガラクトースの順で強く結合することを示した。MBLの糖

鎖認識ドメインは，古典的C型レクチンドメインであり，Ca＋＋の存在下

でピラノース環3，4位の水酸基と結合することが結晶化解析により明

らかにされている61，　62）。一方，L－ficolinはピラノース環にアセチル基を

持つGlcNAcやGalNAcの他にN一アセチルシステイン，～一アセチルグリ
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シン，～一アセチルコリンにも結合が認められ，～一アセチル基への結合が

示唆されている27）。グルコースがCPSの側鎖の非還元末端に位置する

V型を例外として，GlcNAc，グルコース，ガラクトース，ラムノースは，

いずれもCPS中でピラノース環の3位または4位で他の単糖と結合し

ている29，35，51“56）。一方，GlcNAcのN一アセチル基はピラノース環の2

位にあり，糖鎖中で他の単糖と結合していない。したがってCPS中の

GlcNAc，グルコース，ガラクトース，ラムノースは，　MBLによって認

識されないが，GlcNAcはL－ficolinによって認識され得ると考えられる。

NeuNAcはいずれの血清型でもCPS中の側鎖の非還元末端に位置して

いる。MBLの糖鎖認識ドメインが結合するNeuNAcの構造は明らかでは

ない。しかし，遊離CPSへのMBLの結合は，　GlcNAcが存在しないVI

型やV川型を含め，いずれの血清型でもほぼ同等であり，このことは全

ての型のCPSに共通して側鎖の非還元末端に位置するNeuNAcがMBL

のリガンドであることを示唆している。GlcNAcを含まないVI型CPS

に対するL－ficolinの結合はCPS中にGlcNAcを含む他の型のCPSに対

する結合と同等であり，一方，同じくGlcNAcを含まないV川型CPS

に対するL－ficolinの結合は他の型のCPSに対する結合と量的にもまた

阻害曲線の傾きでも異なっていた。したがって，遊離CPSにおいて

L－ficolinがGlcNAcとNeuNAcの両方に結合しているか，あるいはいず

れか一方に優位に結合しているかは不明である。なお，遊離GlcNAcや

遊離NeuNAcに比較しCPSの150は100倍以上低値で，L－ficolinやMBL

がCPS中に繰り返し構造として存在するGlcNAcあるいはNeuNAcに

効率よく結合することを示した。

　細胞を用いた結合試験の結果は，精製CPSによる結合阻害試験の結

果と異なり，MBLは供試株いずれに対しても結合しなかった。また，

31



L－ficolinは，　RDP　lb－1，　V－1，　V－2，　V－3，　Vl－1，　V川一1型の全てに結合し

たが，RDP　Ia－1，　Ia－2，　Ia－3，　II－1，11－2，　ll－3型の全てに結合しなかった。

川型株において，L・・ficolinはRDP川。2，川一3型の全てに結合したが，

RDP111・・1，川一4型の全てに結合しなかった。精製CPSを用いた結合阻害

試験の結果はCPS量の違いによってL－ficolinの結合量に差が生ずるこ

とを示すが，NeuNAc含有量が狭い範囲に分布したRDP　Vl－1型とVIII－1

型を除いて，NeuNAc含有量とL－ficolin結合量に相関が認められた。ノ

イラミニデース処理細胞に対するL－ficolin結合は，効率よくNeuNAcを

除去できなかったRDP　VIII－1型を除く全ての型で，除去されたNeuNAc

量に比例して低下し，NeuNAcがGBS表面のL－ficolinの主なリガンド

であることを示唆した。さらに，相同変異体を用いた実験は，少なくと

もRDP川一3型において，　L－ficolinが結合する細胞上構造物が唯一CPS

であり，さらにCPS中のNeuNAcであることを示した。精製CPSによ

る結合阻害試験と細胞への結合率の成績の違いを矛盾なく説明し得る

仮説の一つは，細胞表層構造である。L－ficolinに対しては血清型やRDP

型の違いを反映する細胞表層構造の差が存在し，MBLに対しては全ての

血清型やRDP型に共通する結合を阻害する細胞表層構造が存在すると

考えることができる。L－ficolinやMBLの結合を阻害する細胞表層構造は

明らかでないが，CPS自身かもしれず，また他の構造物かもしれない。

　L－ficolinとMASPは血清中で複合体を形成しており，　L－ficolinの結合

量の増加はMASP量の増加を意味し，結果としてC4消費量も増加する

と推測できる。しかし，細胞を用いたc4消費試験で，　L－ficolin結合率

とC4消費率に相関関係は認められなかった。また，RDPV川一1型では，

L．．ficolinの結合が高値であるにも関わらずC4消費率は他のRDP型に比

較して低値であった。C4分解活性を有するMASP－2は未活性型の状態
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でL－ficolinと結合しているが，　L－ficolinがリガンドと結合すると酵素活

性を示す2本鎖の活性型となり，C4をC4aとC4bに分解してリガンド

の近傍に存在する水酸基かアミノ基にC4bを結合させる20・22－24）。精製

CPSを用いた固相化GlcNAcへのL－ficolin結合の阻害試験で，精製V川

型CPSのlsoは，他の型のCPSのlsoより4～7倍低値で，また阻害曲

線の傾きも明らかに異なっていた。VIII型CPSへの結合によって生ずる

L－ficolin構造の変化が他の型のCPSに対する結合によって生ずる構造変

化と異なるとすれば，その違いはMASP－2の活性化の違いに現れる可能

性がある。

　GBS新生児感染症においてL－ficolin1MASP複合体やMBLIMASP複合

体が感染防御に果たす役割には2つあると考えられる。第1章でL－ficolin

によって開始される補体経路の活性化がRDPIII－3型株を有効なオプソ

ニン貧食殺菌に導くことを明らかにした。L－ficolin／MASP複合体が結合

したRDP型の細胞は，有効にオプソニン貧食殺菌されると考えられる。

一方，L－ficolinやMBLが，精製CPSに結合するが，細胞上には結合し

なかったRDP型ではオプソニン貧食殺菌の促進を期待することはでき

ない。しかし補体の活性化はB細胞による抗原認識を促し，獲得免疫に

おける特異抗体産生に繋がる。GBSは増殖の過程で細胞外にCPSを放

出する。L－ficolin／MAsP複合体やMBLIMAsP複合体は，遊離cPsに結

合し補体経路を活性化することで獲得免疫における特異抗体産生に一

定の役割を果たしている可能性を否定できない。
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　　　　　　　　　　　　　　　総括

　母親のCPS特異lgGは胎盤を経て胎児に移行し，侵襲性GBS感染か

らGBSに汚染された新生児を保護する。しかし，出産に際しGBSに重

度に汚染された大部分の小児は，侵襲性の疾患に進展せず，そしてこれ

らの感染しなかった小児でも，保護的なレベルのCPS特異IgGを欠い

ている場合が少なくない2）。GBSに汚染されたにも関わらず，　CPS特異

lgGを欠いている小児の多くが感染しない理由は明らかでない。　GBS表

層のタンパク抗原に対する母親の抗体63），あるいはGBSの遺伝系統間

の病原性の本質的な相違33，48’50，64）が原因であるかもしれない。実際，

RDP　lll－3型（ST－17complex）が他の遺伝系統株に比較して有意に早発

型感染の原因となる65）。

　本研究は，L－ficolin1MASP複合体によって開始されるレクチン経路活

性化が，多くのRDP型のオプソニン化を促すことを示した。また

L－ficolin／　MASP複合体やMBLIMASP複合体は，　GBSの増殖に伴って細

胞から放出される遊離CPSに結合し補体経路を活性化することで獲得

免疫における特異抗体産生に一定の役割を果たす可能性を示唆してい

る。GBSに汚染されたにも関わらず，　CPS特異lgGを欠いている小児

の多くが感染しない理由の一つに抗体非依存性のレクチン経路の活性

化が挙げられると考える。

　L－ficolin66）やMBL67）をコードする遺伝子の多形が高率に存在し，

L－ficolinやMBLの血中濃度や結合活性に影響することが明らかにされて

いる。GBS新生児感染と遺伝子多形との関連を疫学的に解析することで

GBS感染予防に繋がると期待される。
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BbとC3d沈着（B＞。細菌細胞を32　P91mlCPS特異量gG2と18　P9／mlC1と共に，

あるいは両者が存在しない条件下で30分間反応させた。次いでCa““とMg““の存

在下でClq／Ab除去血清と1分間反応させた後，　Mg÷÷／EGTAの存在下で図に示す

時間反応させた。成績は3回の実験の平均±SDである。
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おけるL－ficelin／MASP複合体の効果。細菌細胞をCa““，あるいはCa÷＋と100　mM

GIcNAcの存在下で，図に示す濃度のL－fic◎lin／MASP複合体と30分間反応させた。

細胞を洗浄後，Ca＋＋とMg＋＋の存在下でClq／Ab除去血清と1分間反応させ，次い

でMg÷÷／EGTAの存在下で4分間反応させた。補体沈着は，　GlcNAcの存在しない

条件下で反応させた細胞について測定した。成績はGlcNAcの存在下の実験を除い

て，3回の実験の平均士SDである。
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L－ficolin結合との相関（B）。　NeuNAc量の異なる細菌細胞とcps一相同変異体をCa““

の存在下で，2μ9／ml　L－ficoli／MASP複合体と，あるいはL－ficoli1MASP複合体が存

在しない条件下で30分間反応させた。次いでC　1　q／Ab除去血清とCa÷÷とMg÷の

存在下で1分間，Mg＋＋1EGTAの存在下で4分間反応させた。成績は3回の実験の

平均±SDである。
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図4．液相に加えたCPSによる874391株のL－ficolinによって開始されるオプソ

ニン貧食殺菌の阻害（A）およびL・－ficolin結合とC4d沈着の阻害（B）。細菌細胞を

Ca＋＋の存在下で，図に示す濃度のCPSと2　P9／ml　L－ficoli／MASP複合体と共に30

分間反応させた。細胞を洗浄後，Ca替とMg’“の存在下でClq／Ab除去血清と1分

間，次いでMg＋←／EGTAの存在下で4分間反応させた。成績は3回の実験の平均土SD

である。
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80ng　L－ficolin／MASP複合体を1．28　pg　CPSと，あるいはCPSが存在しない条件

下で予め反応させた後，CPSをコートしたウエル（1．28　P9／well）に入れ，4℃で1

夜，放置して結合させた。プレートを洗浄後，80ng精製ヒトC4を入れ37℃で

90分間反応させた。成績はCPSの存在しない条件下のL－ficolin結合とC4d沈着

の平均値を1．0とした3回の実験の平均±SDである。
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図6．L－ficolinlMASP複合体によって開始される874391株のオプソニン貧食殺菌

におけるCPS特異量gG2の効果。細菌細胞を図に示した順に連続的に反応させた。

成績は，3回の実験の平均±SDである。lgGと反応させなかった細胞（FICaMg1Mg）

と，L－ficolin／MASP複合体と共にlgGと反応させた細胞（F，lgG／CaMg／Mg）（P〈0．05），

および副経路活性化前にlgGと反応させた細胞（FICaMgAgG／Mg＞（P＜0．01＞との

間に有意な相違があった（Studentのt検定）。
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図7，L－ficolin／MASP複合体または抗体依存性の古典経路活によって開始される

874391株のオプソニン貧食殺菌におけるCPS特異lgG2の効果。細菌細胞をCa＋＋

の存在下でL－ficolin1MASP複合体と30分間，　Ca＋＋とMg＋＋の存在下でClq1Ab除

去血清と1分間反応させた。次いで図に示す濃度のCPS特異lgG2と30分間反応

させた後，Mg÷÷EGTAの存在下でAb吸収血清と4分間反応させた。抗体依存性の

古典経路活性と比較するため，細胞を図に示す濃度のCPS特異lgG2と18　pg／ml

ヒトClと共にCa＋＋の存在下で30分間反応させた。次いでCa＋＋とMg＋＋の存在下

でC　1　q／Ab除去血清と1分間反応させた後，　Mg÷ツEGTAの存在下でAb吸収血清

と4分間反応させた。成績は，3回の実験の平均±SDである。
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HCIの存在下，84。Cで20分間加熱して抽出し，チオバルビツール酸法34）で測定

した。成績はRDP型毎のNeuNAc含有量の平均±SDである。
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図9．固相化GlcNAcへのL－ficolin結合（A）およびMBL結合（B）における型特

異CPSの阻害効果。　L－ficelin／MASP複合体あるいはMBLIMASP複合体と図に示

す濃度の精製CPS（la，　lb，　Il，111，　V，　Vl，　VII1型）をGlcNAcでコートした

ウエル中で反応させた後，GlcNAcに結合したL－ficolinあるいはMBLを測定した。

成績は3回の実験の平均±SDである。
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図10．固相化GlcNAcへのL－ficolin結合（A）およびMBL結合（B）における型特

異CPSを構成している単糖の阻害効果。　L－ficolin／MASPあるいはMBLIMASP複

合体と，図に示す濃度の単糖（NeuNAc，　GlcNAc，　グルコース，ガラクトース

およびラムノース〉をGlcNAcでコートしたウエル中で反応させた後，　GlcNAcに

結合したL－ficolinあるいはMBLを測定した。成績は3回の実験の平均±SDであ

る。
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図11．細菌細胞へのL－ficolin結合量とNeuNAc含有量の相関（A）および細胞に

結合したL－ficolinのC4消費量とNeuNAc含有量の相関（B）。　L－ficolin結合量は，

種々の量のCPSを保持する細菌細胞と血清を37℃で30分間反応させた後，上清

中に残存する量を測定して求めた。C4消費量は，500　mM　NaClの存在下，4℃で

一夜血清と反応させた細胞と精製C4を37°Cで30分間反応させた後，上清中に残

存する量を測定して求めた。成績は3回の実験の平均である。
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を500　rnM　NaCIの存在下，4℃で一夜反応させた。細胞を洗浄後，図に示す濃度

に調製して精製C4と37℃で30分間反応させた。　C4消費量は，上清中に残存す

る量を測定して求めた。成績は3回の実験の平均である。
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図13．ノイラミニデース処理細胞および未処理細胞へのL－ficolinの結合。細菌細

胞をノイラミニデースと，あるいはノイラミニデースを加えずに37℃で一夜反応

させた。細胞を洗浄後，図に示す濃度に調製して血清と37°Cで30分間反応させ

た。L－ficolin結合量は，上清中に残存する量を測定して求めた。成績は3回の実験

の平均±SDである。
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図14．　Ill型GBS野生株（874391株，　COH1株），　CPS欠失変異体（8743911cps一

株，　COH1　・・13株），　NeuNAc欠失変異体（COH1－11株）へのL－ficoiinの結合。　L－ficelin

結合量は，細菌細胞を図に示す濃度に調製して血清と37°Cで30分間反応させた

後，上清中に残存する量を測定して求めた。成績は3回の実験の平均±SDである。
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表1．供試菌株6）

菌株 RDP型
　NeuNAc含有量

（pg／mg細胞乾燥重量）

8743911cps－

520086

872809

874391

io5

川一3

川一3

川一3

川一3

lll－3

0

2．6

3．9

5．6

7，7

表2，試料と精製方法

試料 精製方法

cρ5相同変異株
cρ8短絡遺伝子を組込んだシャトルベクターpHY304を野

ｶ株に形質転換し，細胞内で相同組換えを生じさせた。

型特異CPS
培養上清からゲルろ過と陰イオン交換クロマトグラフィー

ﾉより精製した．

CPS特異lgG2
免疫グロブリン製剤からCPS－Sepharoseを用いてアフィ

jティ精製した。

L一飴01in1MASP複合体
ヒト血清からGlcNAc－agaroseとasiab5etuin－Sepharoseを

pいてアフィニティ精製した。

Clq1Ab除去血清とAb吸

綷倹ｴ

clqは陽イオン交換クロマトグラフィーにより除去した。

ﾁ異lgGは供試菌株を用い吸収除去した。
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表3．供試相同変異体とその親株

菌株 表現型 文献

874391

8743911cps－

COHl

COH1－11

COH1－13

wild　type，　RDP型lll－3

CPS

w“d　type，　RDP型llト3

NeuNAc

CPS

7
ハ
◎
8

表4、供試臨床由来株50）

菌株 RDP型 株数

剛V

la－1，　la－2，　la－314

1b－1

1ト1，　Il－2，　ll－3

川一1，　川一2，　川一3，　lll－4

V－1，　V－2，　V－3

Vl－1

V川一1

◎
》
P
◎
ハ
◎

4
，
（
∠

1
　4醤
．

侭
）
ε
0
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表5．固相化GlcNAcへのL－ficolinとMBLの結合における型特異CPSの1　so

L一髄colin MBL
型特異CPS

150（pM） ls◎比 15◎（pM） Is◎比

川V

0，85

1．3

0．94

　1

1。4

0．94

6．0

0．59

0．40

0．65

　1

0．67

0．44

0．55

表6．固相化GlcNAcへのL－ficolinとMBLの結合における単糖の150

L－ficolin MBL
糖

150（mM） 1　so比 150（mM） ls。比

NeuNAc

GlcNAc

Glucose

GalaCtose

Rhamnose

◎
U
　
F
◎
　
ー
　
ー
　
ー

0．94

1

0。81

　1

0．35

0．10

0．55
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