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はじめに

　1973 年（昭和 48 年）に九州大学医学部を卒業し
医師免許を取得して最初の 3 年間は、九州大学温泉
治療学研究所附属病院（現九州大学別府病院）と金
沢大学附属病院で研修医、ジュニア医員として内科
の修練を受けた。とくに武者修行に出掛けた金沢大
学第 3 内科での半年間の研修医時代には、急性白血
病などの血液疾患患者主体の診療に従事し、多くの
患者を主に重症感染症で亡くした経験から、感染宿
主の感染防御機構を深く知りたいとの思いがつの
り、当時感染免疫学では我が国のトップレベルの研
究室であった九州大学医学部細菌学教室（武谷健二
教授、野本亀久雄助教授）に出向し、1976 年 4 月
から基礎研究に従事することとなった。
　当時の免疫学は、抗体や補体の生化学的機構など
液性免疫学から、急速に細胞性免疫学へと研究の方
向が変革した時期であり、ヘルパー T 細胞、キラー
T 細胞、アクセサリー細胞などを対象とする細胞生
物学的手法による研究が主流となっていた。しかし、
現在のような分子生物学的手法は未だ確立されてお
らず、近交系マウスとその培養細胞を用いた in 

vivo, in vitro の実験によるマウス免疫応答の解析が
主体の、やや泥臭い実験生物学の時代であった。
　私が細菌学教室に入って最初に与えられたテーマ
は、リステリア（Listeria monocytogenes）を用いた
マウス感染モデルを確立し、マクロファージや好中
球などの食細胞がどのように感染の進展や抑制に関
わるかを解析することであった。当初は 1 年間だけ

の一時的な出向研究の予定であったが、リステリア
を用いた実験感染学の研究が面白くなった私は、結
局臨床に復帰することなく、九州大学細菌学、新潟
大学細菌学、京都大学微生物感染症学にて、都合
40 年近くを細菌学、感染免疫学の基礎研究者とし
て、リステリアや結核菌など、マロファージの中で
細胞内殺菌機構に抵抗して生存することができる細
胞内寄生性細菌の病原因子と宿主免疫応答の研究に
従事することとなった。
　ここでは、主にリステリア感染モデルを用いた現
役時代の研究に焦点を絞り、その歩みを振り返って
みたい。

Ⅰ. リステリア感染モデルの確立と
防御機構の比重論

　私がリステリア感染モデルに取り組んだ 1976 年
頃には、極めて稀にヒトリステリア症を起こす程度
の認識しかなかった L. monocytogenes（Lm）の実験
感染を行うものはおらず、まず少量の Lm 生菌を静
脈内接種感染させたマウスで、肝臓や脾臓の臓器内
菌数の経時的変動を調べ、どのような経過で増殖し、
その過程に宿主の免疫系細胞がどのような比重で関
与するかを in vivo で明らかにすることとした。と
くに、直接貪食殺菌能を有する食細胞（好中球、マ
クロファージ）の防御における比重を解明するため
に、好中球と遊離マクロファージを一挙に枯渇させ
る全身放射線照射群と、クッパー細胞などの臓器固
定マクロファージの機能を阻害するカラゲナン（car-

rageenan）投与群を作製して、感染後の臓器内菌数
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の変動を比較検討した。その結果、感染 6 時間目ま
では肝臓固定マクロファージが増殖抑制的に働き、
次いで骨髄から供給される単球・マクロファージが
遊走集合して 3 日目までの増殖に一定の抑制機能を
発揮すること、その後は 7 日目以降に抗原特異的な
T 細胞が分化誘導されて完全排除に至るという、3

つのフェーズに異なった防御機構の関与があること
を明らかにできた 1）。この報告論文はその後、リス
テリア感染実験を実施する世界の多くの研究者に
よって引用された。また、放射線照射マウスとカラ
ゲナン投与マウスにおける感染動態の比較から、緑
膿菌、大腸菌やクレブシエラへの感染防御にはマク
ロファージ系よりも好中球が主体となることを示す
ことができた 2 ～ 4）。
　これらの感染実験を行った 1970 年代には、未だ
ディスポーザブル器具は出回ってはおらず、ホモジ
ナイザー、ピペット、試験管、遠心管、培養シャー
レなどの全てがガラス製で、滅菌洗浄して何度も使
い回していた。また、ピペットマンのような便利な
器具も未だ使われてはいなかったため、感染動物の
臓器のホモジネートを段階希釈するのには口吸いガ
ラスピペットを用いており、もし菌液を少しでも吸
い込めば感染（Lm はヒトに経口感染後の脳脊髄膜
炎を起こす）の可能性もある極めてリスキーな実験
であったが、他に方法はなく、実験者はみな平気で
行っていた。さらに段階希釈した菌液を塗り広げ、
培養後のコロニー数から臓器内菌数を算定した後の
大量の培地は、コッホ釜という蒸気滅菌器で処理し
たのちシャーレの再生に供するため、準備室には強
烈な臭気が立ち籠め、マウスケージの世話も含めて
まさに 3K の研究室であった。

Ⅱ. Lm 感染マウスに成立する
T 細胞性免疫防御の解析

　従来、我が国の細菌感染免疫の研究では主にサル
モネラ（Salmonela typhimurium）感染マウスが用い
られており、抗体は防御に有効ではなく、T 細胞に
依存した細胞性免疫が重要であるとの認識が得られ
ていた。しかし、当時は T 細胞にヘルパー T 細胞
とキラー T 細胞があること（後年否定されたがサプ

レッサー T 細胞の存在も強く信じられていた）は共
通認識であったが、感染防御に関与する T 細胞群
がどのような亜群でどのような性状を示すかは未だ
明確ではなかった。
　感染早期の食細胞関与の比重論的解析を経て、感
染を耐過して回復したマウス（生菌免疫マウス）に
みられる極めて強力な獲得免疫の機序に次第に興味
が移り、従来サルモネラ感染で T 細胞性免疫成立
の指標として用いられていた遅延型過敏反応（de-

layed-type hypersensitivity, DTH）の誘導機序の解
明を主眼とするようになった。Lm 感染マウスの足
蹠に抗原として Lm 死菌抗原を接種すると、24 -48

時間後をピークとする著明な腫脹（footpad swell-

ing）が起こり、これは結核菌感染動物の皮内に
PPD 抗原を接種したときに見られるツベルクリン
反応と同様の DTH 特有の病理所見を呈した。リス
テリア感染マウスにおいて DTH は容易に誘導され、
DTH が成立する時期に一致して、再感染させた
Lm に対する排除能が著明に亢進しており、獲得感
染防御免疫と DTH の誘導は同時に起こることから、
果たして DTH 反応そのものが Lm に対する免疫排
除能を直接発揮するかが問題となった。そこで、生
菌免疫したマウスに DTH を発現させ、腫大した足
蹠に直接 Lm の局所攻撃感染を行って、その後の菌
数の消長を調べることにより、DTH という生体反
応そのものが菌の増殖抑制的に作用することを示す
ことができた 5, 6）。また、DTH が誘導成立した生菌
免疫マウスの脾臓 T 細胞を in vitro で抗原刺激培養
すると、上清中にマクロファージ走化因子（macro-

phage chemotactic factor; MCF）やマクロファージ
活性化因子（macrophage-activating factor; MAF）が
産生され、それら T 細胞由来の分子（当時はリンフォ
カインとよんでいた）が感染部位へのマクロファー
ジの走化集合を促し、マクロファージの殺菌能を亢
進させて強い獲得免疫が発現されることを明らかに
した 7, 8）。
　その頃には助手から講師に昇任していたこともあ
り、臨床へ復帰する気持ちはなくなっており、教授

（武谷健二先生）の推挙もあって米国留学の機会が
与えられ、1981 年暮れから、ボストンのハーバード
大学医学部の John David 教授の研究室へ家族（家



Master’s Lectures

（ 27 ）

287

内と子供 3 人）とともに研究留学することになった。
当時、マクロファージを活性化する T 細胞由来リ
ンフォカインの詳細は不明で、DTH の成立したマ
ウスの T 細胞が産生するマクロファージ遊走阻止
因子（macrophage-migration inhibitory factor; MIF）
がそれであろうとの可能性が高かった。David 博士
の研究室は、その MIF の生化学的性状研究では世
界的に知られていたため、私も MIF の研究室で新
たな展開を期待していたのであったが、留学直前に
なって David 博士からラボの研究対象の主眼を寄生
虫感染免疫に変更するので（当時の米軍の世界的展
開に関連して NIH から寄生虫感染免疫に関する研
究費が巨大化したという背景があったらしい）、そ
のグループに参加して欲しいとの要望があり、ボス
トン滞在中は、マンソン住血吸虫の膜抗原の生化学
的研究に従事することとなった。当初はやや不本意
であったが、それまで生化学的実験に疎かった身に
とっては、モノクローナル抗体を作成して感染防御
抗原を探索し、住血吸虫の膜抗原を同定する実験は
それなりに興味深く、Journal of Experimental Medi-

cine や Journal of Immunology に論文を公表するこ
とができた。米国留学で驚いたのは、ピペット、試
験管、遠心管など全てが渡米前の日本では全てガラ
ス器具であったものが、完全にプラスチック製の
ディスポ製品ばかりで、毎日膨大な量の使い捨て器
具が山のように捨てられることであった。しかし 2

年後帰国してみると、日本のラボでもあっという間
に同様のプラスチック製品に置き換わり、ガラス器
具の洗浄再生作業が無くなったこともまた驚きで
あった。

Ⅲ. DTH と感染防御免疫の解離の発見

　米国留学から帰国したころ、米国の Carl Nathan

らが、従来マクロファージ活性化因子として多くの
研究者がその実態を追いかけていた T 細胞由来リ
ンフォカインが、実はインターフェロンγ（IFN-γ）
そのものであることを見事に証明し、IFN-γを作用
させたマクロファージでは活性酸素生成能が著明に
亢進して細胞内殺菌力が高まることを Journal of 

Experimental Medicine （1983; 158: 670-689） に報告

し、MAF の本体論争に決着がつけられた。我々も、
マクロファージの活性化を個体発生の観点から解析
し、活性酸素産生能を指標とすると、そのレベルと
Lm に対するマクロファージの細胞内殺菌能が平行
すること 9 ～ 11）、Lm 生菌免疫マウスでの抗原提示細
胞の成熟に IFN -γを介した macrophage の Ia 抗原
発現が重要であること 12, 13）などを明らかにした。
　この当時、私は九州大学医学部細菌学で助教授に
昇進していたが、1988 年の 3 月から新潟大学医学
部へ細菌学担当教授として異動することになった。
生まれ育った福岡を遠く離れて家族 4 人とともに赴
任した雪国新潟の気候は九州とは大違いで厳しく、
また、教室には空きポストがなく、さらに感染免疫
の実験に必要な機器も動物飼育装置もなく、手持ち
の科研費は僅かな一般研究 C（現在の基盤研究 C）
だけで、実験室のセットアップにはかなり苦労させ
られた。とは言うものの、新米若造教授のゆえか講
義以外の事務的雑用が回ってくることは少なく、毎
日朝から晩まで自分自身で好きな実験（準備から後
片付けを含めて）ばかりを行うことができた。
　新潟大学へ異動する前の九大時代から取り組みを
始めていたのが、少量の Lm 生菌免疫でマウスに成
立する強い獲得免疫が死菌免疫では如何に抗原量を
増やしても誘導できないのは何故か、言い換えれば、
生菌免疫と死菌免疫で誘導される T 細胞の機能を
比較することで、強力な獲得免疫の本態が解明でき
るのではないか、との考えであった。
　Lm 生菌では致死量以下の 10 3 cfu という少量接
種で強い獲得免疫が誘導できるが、死菌の場合は
10 8 といった大量で免疫しても獲得免疫は成立しな
い。しかし、死菌免疫マウスでも細胞性免疫の指標と
なる DTH を誘導することは可能であるとの発見が、
次の研究ステップへの大きな足がかりとなった 14）。
生菌免疫と死菌免疫マウス由来脾細胞の比較から、
従来は細胞性感染防御免疫応答と同義語的に認識さ
れていた DTH のエフェクター T 細胞（TDTH）と、
再感染防御獲得免疫（acquired cellular resistance; 

ACR）を担う真のエフェクター T 細胞（TACR）には、
胸腺依存性に違いがあることが判明し 15 ～ 17）、さら
に Lm 特異的な T 細胞を、非免疫マウス脾細胞を生
菌や死菌とともに in vitro 培養して誘導する新たな
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方法を開発し 18, 19）、表 1 に示すようにマクロファー
ジ走化因子、マクロファージ活性化因子、IFN-γな
どのリンフォカインの産生能に違いがあることを明
確に示すことができた 20, 21）。

Ⅳ. 抗酸菌による獲得免疫誘導における
生菌免疫の意義

　新潟大学へ移ってラボを主宰するようになった
後、日米医学研究協力計画（感染症中心の部会から
成る）の一部会であった日米結核部会への参加を要
請され、Lm と同じく細胞内寄生性細菌である結核
菌の感染免疫の研究にも着手することになった。こ
の領域では、九州大学で大学院を終え、新潟大学細
菌学に助手として着任してくれた河村伊久雄氏（現
横浜薬科大学教授）の参加を得て、Lm 感染免疫で
得られていた生菌と死菌の違いを参考に解析が進ん
だ。マウスにおいてヒト結核のモデルとも言える
BCG （Mycobacterium bovis） 感染系を確立し、Lm

感染と同様に、BCG に対する獲得防御免疫を担う
T 細胞は IFN -γ産生能が機能的マーカーとなるこ
と 22, 23）、そのような T 細胞は生菌免疫でしか誘導で
きず、その誘導には生菌免疫初期に産生される内
因性 IFN -γが必須の役割を果たすことなどを示し
た 24, 25）。この BCG を用いた実験成績から、抗原特
異的な細胞性獲得免疫の誘導には生菌免疫が不可欠
であることは、リステリアに限らず細胞内寄生菌に
共通した事象であることが実証され、また、IFN-γ
産生能に特徴づけられる免疫防御を担う T 細胞の
誘導過程にも、NK 細胞由来の IFN-γが必須の役割
を果たすことが示唆されるようになった。

Ⅴ. Lm の生菌、死菌の免疫誘導能の
違いへの本質的なアプローチ

　感染防御免疫を担う T 細胞が、抗原特異的な
IFN -γ産生能を有する T 細胞であることは確定し
たが、何故その種のエフェクター T 細胞は生菌免
疫でしか誘導できないのか、は大きな疑問のままで
あった。生菌と死菌では、接種されたマウスの個体
内で最初に出会うマクロファージ系細胞に対する刺
激能に違いがある可能性を想定し、1990 年当時極
めて複雑な bioassay によってのみ測定可能であっ
た interleukin-1（IL-1）の産生誘導活性を比較した。
その結果、Lm の死菌には IL-1 産生誘導能が見られ
ないのに対して、生菌には強い誘導能があることを
見出した。さらに重要なことに、同じ Lm でも一部
のヘモリシン（listeriolysin O ; LLO）産生能のない
菌株（2769 株や ATCC15313 株）では IL-1 産生誘導
能がほぼみられないことが観察された 26）（表 2）。こ
の in vitro の実験をもとに、当時かなり苦労して入
手することができたリコンビナント IL-1 投与を死菌
免疫マウスに併用することで、誘導される T 細胞
の機能分化が促進されることが示され 27）、菌体抗原
に加えて生菌のみが誘導できる初期応答因子の協同
作用が獲得免疫成立に必須であることが判明した。

Ⅵ. 生菌特有の因子としての
LLO への着目

　Lm のヘモリシンは血液寒天培地上のコロニー周
囲にβ溶血斑を形成する菌体からの分泌性タンパク

Lm生菌免疫 Lm死菌免疫
エフェクターT細胞
免疫防御移入能

DTH移入能
MCF産生能
MAF産生能

IFN -γ産生能

TACR（CD4+）
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

TDTH（CD4+）
−

＋＋
＋＋
−
−

　この実験の当時、免疫マウスの脾細胞からナイロンウールカラム通過で得たT細胞を非免疫マウスへ細胞移入
し、感染防御能（ACR)は攻撃感染に対する菌数減少で、DTHは遅延型足蹠反応で測定した。また抗原刺激し
た脾細胞の培養上清につき、MCFはボイデンチャンバー法で、MAFは上清を作用させたマクロファージのP815
細胞に対する51Cr遊離量で、IFN-γは自作のELISA法にて測定した。

表 1  リステリア生菌と死菌で免疫マウスに誘導される T 細胞の違い
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分子で、米国の Daniel Portnoy らによって、Lm が
マクロファージ内で食胞膜を傷害して細胞質へ脱出
し、殺菌を免れて細胞内増殖をする上で必須の病原
因子であることが示されていた（J. Exp. Med.1988; 

167: 1459-1471.）。先に述べた実験成績から、生菌
特有のマクロファージ刺激因子が LLO そのもので
ある可能性が考えられたため、Lm の培養上清から
イオン交換クロマトグラフィーやゲル濾過などを用
いて LLO タンパク質を精製し、SDS ポリアクリル
アミド電気泳動で単一バンドとなった精製標品のマ
クロファージ刺激活性を調べた。その結果、菌体を
用いずとも、精製 LLO 標品自体に、マクロファー
ジからの強い IL-1 産生応答誘導活性があることが
証明できた 28）。ヘモリシン（溶血素）の呼称が示す
ように、LLO は赤血球に溶血活性を示す膜傷害タ
ンパク質であり、マクロファージの細胞膜をも傷害
する可能性のあるヘモリシン（サイトリジン）活性
因子が果たして IL-1 などのモノカイン産生を誘導
できるか？との疑問が呈されたが、精製した LLO

標品が膜傷害活性を示さない低濃度でもモノカイン
誘導活性を示すこと、溶血活性は低濃度のコレステ
ロールで阻止されるが、一方のモノカイン誘導活性
にはコレステロールの存在は影響を与えないことが
示された 29）。それまで、溶血素のような細菌由来毒
性タンパク質が免疫系を刺激することは報告がな
く、細菌のタンパク質毒素分子に毒素活性とマクロ
ファージ刺激活性が同時に存在する可能性の認識は
なかったため、この発見は興味をもって注目もされ
たが、同時に懐疑的なコメントもしばらくは続いた。
　その後、各種サイトカインの分子生物学的研究が
世界的に進展し、ELISA 法による各種サイトカイン
の定量的測定が可能となり、リコンビナント標品や

中和抗体が業者から入手できるようになった。さら
に RT-PCR 法の発展普及によって、サイトカイン遺
伝子の発現を定量的に測定することも容易になって
きた。そこで、感染防御免疫のエフェクター T 細
胞の分化に最も重要なサイトカインの検索を詳細に
行った。その結果、LLO 産生能の欠如した Lm 菌
株や死菌に比べ、LLO 産生性の高い Lm 株生菌は、
IL-1 や IFN -γ誘導能にとどまらず、各種サイトカ
インの誘導能が明確に高いこと 30 ～ 32）が判明し、獲
得免疫のエフェクターとなる T 細胞の分化には、
IL-12 の産生誘導に基づく内因性 IFN -γの産生が必
須であること 33）が示された。
　ここまでの研究で、Lm 生菌免疫による感染抵抗
性 T 細胞の誘導に必須の IL-12 や IFN-γ産生応答誘
導には、Lm 生菌が産生する LLO が作用している
可能性が示唆された。そこで精製 LLO 標品でマウ
ス脾細胞を刺激すると、IL-12 や IFN -γの発現が誘
導され、それらはマクロファージと NK 細胞が関与
していた 34）。実際に in vivo でも、生菌免疫マウス
に抗体を投与して初期の IL-12 や IFN-γ産生応答を
抑制すると、最終的に誘導されるべき感染抵抗性 T

細胞の分化成熟が阻害されることも示された 35）。さ
らに、Lm 死菌や LLO 欠損株生菌による免疫に際
して精製 LLO 標品を投与すると、生菌免疫に匹敵
する強い再感染防御免疫の誘導が可能となることも
示された 36, 37）。
　以上のような研究結果を総合して考察すると、生
菌免疫でみられる強い再感染防御免疫のエフェク
ター T 細胞が死菌免疫では誘導されないのは、LLO

の作用が存在しないために各種初期サイトカイン、
とくに IL-12 に依存した内因性 IFN-γ産生応答が起
きないためであるものと考えられた。つまり、生菌

刺激菌株 培養上清中のIL-1活性（cpm）
なし

EGD株（LLO+）生菌
EGD株（LLO+）死菌
2769株（LLO−）生菌

ATCC15313株（LLO−）生菌

1,442 ± 206
13,580 ± 1,380

2,228 ± 464
3,349 ± 263
2,980 ± 183

　この実験当時、IL-1量の定量は困難でBioassayしかできなかった。各菌体で刺激したマクロ
ファージの培養上清を段階希釈し、C3H/HeJマウスの胸腺細胞を低濃度のPHA存在下で培養
する際に添加し、3H-TdRの取り込み量（cpm）で測定した。

表 2   生菌と死菌の IL-1 誘導活性の違いがあり、LLO が関与する
可能性が初めて示唆された所見
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免疫では、マクロファージに感染した Lm 生菌が増
殖に伴って産生する LLO 分子が、一方では菌のマ
クロファージ内殺菌からのエスケープに寄与すると
同時に、マクロファージには各種サイトカイン産生
を誘導する結果、IL-12 を介して NK 細胞からの内
因性 IFN -γ産生が誘導され、その作用によって最
終的なエフェクター T 細胞の分化成熟が起こる、
という全体像が見えてきた。

Ⅶ. リコンビナント LLO の作製と
その生物活性の解析

　1998 年春に、11 年を過ごした新潟大学細菌学か
ら京都大学医学部微生物学へと異動することにな
り、数年間教授不在のままであった研究室へ赴任し、
再びラボの設営を一から始めることとなり、本格的
な実験が可能となるまでに 1 年以上を要した。
　京大では、前述の全体像をより詳細に明らかにす
べく、分子生物学と細菌遺伝学的手法を重視し、常
に純度が問題となっていた培養濾液から精製した
LLO から、リコンビナント LLO 標品に切り替える作
業から始めた。LLO の遺伝子 hly をクローニングし、
6 x His の Tag をつけて pQE システムを用いて大
腸菌に発現させ、リコンビナント LLO（rLLO）を大
量採取した。グラム陽性菌の Lm の培養上清からの
カラム精製過程では問題とならなかった LPS のコン
タミが一番の問題となったが、最終的に LPS を吸着
する detoxi-Gel カラムの頻回通過によって、大腸菌
由来の LPS を徹底的に除去することができた。
　漸く得られた rLLO 標品を用いて正常マウス脾細
胞を刺激すると、期待どおり極めて強い IFN -γ産
生誘導能が観察された。LLO の遺伝子 hly の配列は
Streptococcus pyogenes の streptolysin O （SLO） や
Clostridium perfringens の perfringolysin O （PFO） 

などの、所謂 cholesterol-dependent cytolysin （CDC） 

ファミリーと総称されるヘモリシン毒素遺伝子と極
めて高い相同性を示していたので、Rossjohn らに
よって報告されていた PFO のタンパク質構造 

（Cell, 1997; 89: 684-692）と同様の 4 つのドメイン
から成るものと想定された。そこで、rLLO の N 末
端や C 末端を欠失させた変異 rLLO を作製して、そ

の溶血活性（膜傷害活性）とサイトカイン誘導活性
を調べた。興味あることに、サイトカイン誘導活性
には C 末端側の第 4 ドメインの存在は不要で、N

末端側の 1-3 ドメインがあればよく、一方、膜傷害
活性の発現には LLO 全長分子が不可欠であり、と
くに C 末端側の第 4 ドメインによる膜コレステロー
ルへの結合が必須であることが判明した 38）。加えて、
rLLO による宿主からの内因性 IFN -γの産生誘導に
は、マクロファージが応答産生する IL-12 に加えて
IL-18 が必須で、この両者が NK 細胞に対して IFN -γ
産生誘導因子となることが改めて示された 39）。この
ように、単一毒素タンパク分子に、ドメイン依存性
の違う 2 つの全く異なった機能（活性）があること
を示したのは我々が最初であった。

Ⅷ. Lm 以外の菌種由来の
CDC についての解析

　rLLO の機能解析から、LLO と相同性の高い他の
CDC ファミリーヘモリシンにも LLO と同様のサイ
トカイン誘導活性があるのではないかと考えられ
た。Listeria 属には代表的な Listeria monocytogenes

以外に、臨床細菌学的にはあまり知られていない
L. seeligeri や L. ivanovii という菌種があり、それ
ぞれが seeligeriolysin O（LSO）、ivanolysin O（ILO）
と呼ばれるヘモリシンを産生することが知られてい
た。そこで、それぞれのヘモリシン遺伝子である lso

と ilo をクローニングして大腸菌に組込み発現させ、
LLO と同様の手法により rLSO と rILO 標品を作製
した。rLSO は rLLO と同様に、第 4 ドメイン非依
存的に IFN-γ誘導活性を示し、やはりマクロファー
ジと NK 細胞を介していた 40）。一方で、rLSO 標品
は rLLO に比べ膜傷害活性は低く、改めて 1-3 ドメ
イン依存的なサイトカイン誘導活性と第 4 ドメイン
依存的な膜傷害活性が同一タンパク分子上の解離し
た生物活性であることが確認された。rLSO の膜傷
害能の比活性が低い理由を検索した結果、CDC ファ
ミリータンパクの第 4 ドメインに共通して保存され
ているウンデカペプチド配列（ECTGLAWEWWR）
にみられる A → F 変異が原因となっていることを、
アミノ酸置換標品を作製して証明できた 41）。細胞膜
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傷害活性が低い一方でサイトカイン誘導能の比活性
が高い rLSO は in vitro での解析に有効で、そのサ
イトカイン誘導は自然免疫受容体の TLR2, TLR4 の
両者に依存するが、LPS やペプチドグリカンなどの
代表的な TLR リガンドとは異なり、強い IL-12 誘導
活性で特徴付けられることも明らかにすることがで
きた 42）。一方、L. ivanovii 由来の rILO の膜傷害活
性は LLO よりも高い比活性を示すにも関わらず、
ほとんど IFN -γ誘導活性を示さなかったので、そ
の 1-3 ドメインに問題がある可能性が考えられた。
そこで、LLO の 1-3 ドメインを ILO 由来のそれと置
換したキメラタンパクを作製したところ、サイトカイ
ン誘導活性に著明な低下をみた 43）。またサイトカイ
ン誘導活性の低い ILO を産生する L. ivanovii 生菌
でマウスを免疫しても、Lm 生菌免疫で得られる強
い再感染防御免疫は成立しなかった。また Caco-2

細胞に対しては、膜傷害活性が細胞致死濃度以下の
rLLO を作用させると、膜の透過性亢進と Ca++ イオ
ンの流入が惹起されて炎症性サイトカインの発現が
誘導されることも分かり、膜傷害活性と独立したサ
イトカイン誘導とは別に、非マクロファージ系細胞
には膜構造の撹乱を介して感染局所の炎症応答を誘
導する機序も示唆された 44）。また、異なる菌種由来
の CDC ファミリータンパクを比較すると、アミノ
酸配列的には極めて相同性が高いが、リステリア属
以外の菌種はリステリアのような CDC 依存的な食
胞脱出と細胞質内増殖能を示すことがない。その理
由として、リステリア属由来の CDC タンパクだけ
がアルカリ側 pH で不可逆的に失活することから、
食胞内での V-H+ ATPase による酸性化が、食胞か
ら脱出するリステリアの CDC タンパクの安定化に
寄与することも示された 45）。

Ⅸ. 遺伝子組換え変異体作製による
炎症性サイトカイン誘導機構

　リコンビナント標品による in vitro での細胞刺激
実験だけでは、全菌体接種による感染後の in vivo

での応答を再現することはできず、また機能の異な
るヘモリシンを有する異なった菌株の比較だけで
は、真にヘモリシンの違いが感染および免疫誘導の

違いを規定するとは確定できない。そこで、基準と
な る Lm EGD 株 の LLO 遺 伝 子 で あ る hly を in- 

frame で完全欠失させた欠損変異株（Δ hly）を作製
した。この株では、IL-6 や TNFαなど TLR を介し
た菌体認識さえ起これば誘導されるサイトカイン種
の発現は誘導されたが、Lm 死菌と同様に IFN-γの
産生誘導能は消失した。この変化が hly 欠失導入操
作に伴う別の遺伝子変化によるものでないことは、
再度 hly を完全相補した復帰株（Δ hly :: hly）が元の
Lm 生菌と同様の活性を示したことで確認された。
リコンビナント標品を用いた先の研究から、L. iva-

novii の ILO は細胞膜傷害能は高いがサイトカイン
誘導能は低いことが判明していたので、LLO の欠
損変異株である Lm Δ hly に ILO 遺伝子である ilo

で相補させた変異株 Lm Δ hly::ilo を作製した。こ
の変異株は Lm Δ hly::hly と同等にマクロファージ
に感染し食胞を脱出して細胞質内増殖が可能であっ
たが、IFN-γ産生誘導能には回復がみられず、マウ
スを免疫しても感染抵抗性 T 細胞は誘導できなかっ
た 46）。これらの遺伝子組換え変異体を用いた感染実
験から、Lm 生菌による T 細胞性感染防御免疫の誘
導に LLO が必須である機序が、LLO により菌体の
マクロファージ食胞からの脱出という LLO の従来
知られたサイトリジン活性に加えて、我々が見出し
た LLO の 1-3 ドメイン依存的な炎症性サイトカイ
ン誘導が感染抵抗性 T 細胞の最終分化誘導を担っ
ていることを確的に証明できた。

Ⅹ. Lm によるインフラマソーム
活性化機構解析への展開

　Lm の LLO 欠失変異株を用いた研究の過程で、
それまで我々が重視してきたマクロファージ由来の
IL-12 の産生誘導に加えて、NK 細胞からの IFN -γ
産生誘導に必須のサイトカインとして、IL-18 の重
要性が浮かび上がってきた。IL-12 とは異なり、IL-

18 の産生には caspase-1 による前駆体 IL-18 から活
性型 IL-18 への変換が必要なことがすでに判明して
いた。前駆体サイトカインから活性型サイトカイン
の変換には、インフラマソームとよばれる巨大なタ
ンパク質複合体の形成が必要で、その結果 IL-18 の
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活型型への変換に必須の caspase-1 の活性化が起こ
る。私の研究室ではリステリアの LLO と類似の CDC

タンパクの一つである pneumolysin（PLO）を産生す
る Streptococcus pneumonia を用いた実験で、PLO

がマクロファージのインフラマソーム（inflamma-

some）を活性化して caspase-1 依存的なサイトカイ
ン産生を促すことを見出していた 47）。Lm の実験で
も、LLO 依存的な食胞脱出に続いて、LLO 自身の
作用で caspase-1 の活性化が起こることが確認でき
た 48）。また、この研究の初期段階で見出していた
LLO 依存的な IL-1 の産生誘導にも、IL-1αの活性化
に必要なカルパインの活性化が先行することも見出
された 49）。この時期から、感染に伴う炎症性サイト
カインの産生におけるインフラマソームの形成と
caspase-1 の活性化機構の解析を重視した結果、S. 

pneumonia 感染系でも Lm 同様のインフラマソーム
形成が起こることを示し 50）、リステリアによるイン
フラマソーム活性化には、マクロファージの細胞内
受容体として AIM2（absent in melanoma 2）を新た
に同定し、それまで知られていた NLRP3 と NLRC4

を介した経路に加えて第 3 の活性化経路があること
を初めて明らかにする大きな成果を得ることができ
た 51）。私が京大医学部を定年退職した 2013 年春前
後からのインフラマソーム研究では、大学院博士課

程を経て教室助教として研究をリードしてくれてき
た土屋晃介博士（現金沢大学特任准教授）と原英樹
博士（現慶応大学特任独立准教授）がさらに優れた
新知見を解明してくれ 52 ～ 55）、現在はそれぞれ独立
してこの方面の第一任者となっている。
　最後に本稿で述べた研究の結果得られた LLO を
介したリステリア生菌による感染抵抗性 T 細胞誘
導の機序を簡潔に図示してみた（図 1）。

おわりに

　医師となり僅か 3 年の臨床経験を経て基礎研究の
世界に飛び込み、その後 30 余年を細菌学・感染免
疫学の領域での研究と教育に明け暮れることになっ
た。その間、様々な微生物を対象とした研究に関与
し、多くを英文原著として公表してきたが、ここで
はライフワークとなったリステリアの病原因子と感
染防御免疫誘導の研究に絞り、時間経過を追って述
べてみた。基礎研究の世界に入って最初に与えられ
たテーマが結局は現役を引退するまでのメインの仕
事となった訳だが、そこには、「初恋の味忘れ難し」
という側面に加えて、実験研究を進めるにつれ次々
と新たな疑問、到達目標が湧き、時代の流れで開発
された新しい実験技法（リコンビナントタンパク質

図 1 LLOのドメイン構造とドメイン別機能の概要

食胞膜へ結合し細胞質への
脱出に関与→細胞質内増殖

LLO分子産生

Lmがマクロファージに感染

IL-12産生誘導
インフラマソーム形成
→caspase-1 活性化
→IL-18活性化
Calpain 活性化→IL-1α

NK細胞から
のIFN-γ産生

TACRの分化成熟

↓



Master’s Lectures

（ 33 ）

293

作製法、PCR 法、RT-PCR 法、遺伝子組換え法など）
を導入することで一歩一歩、次の到達点へ迫ること
の面白さがあったことが大きい。我田引水にはなる
が、ここで示したリステリア感染モデルが、細菌学
と免疫学の双方の領域の研究者に広く認識されるよ
うになり、我が国における感染免疫学の発展に僅か
ながらでも貢献できたのではないかと自負している。
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