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論文内容の要旨

【目的】

腸炎ビプリオは海産物の摂食によって、消化器症状を主体とした食中毒を引き起こす病原細菌である。その主要病

原因子は耐熱性溶血毒 (TDH) であり、多くの培養細胞に対して細胞毒性を発揮する。本研究では TDH の細胞毒

性発現機構について、 TDH 高感受性である培養ラット胎児線維芽細胞 (Rat- 1) を用いて解析を行った。

【方法ならびに成績】

TDH は、これまでコロイド様浸透圧性の溶血を起こすとされており、ポリエチレングリコール (PEG4000)

(15mM) や、デキストラン(10mM) などによってその赤血球溶血は阻害されるo そこでまず、 Rat- 1 細胞に対

しても同様のコロイド様浸透圧性阻害効果がみられるかについて検討した。その結果、グルコース、ラフィノース、

PEG、デキストランは、 TDH の Rat- 1 細胞に対する細胞毒性を血害できなかった。 TDH を作用させた細胞は形

態的にはギムザ染色において、核および細胞質体積の減少が認められた。

次に、 TDH の細胞毒性に対して種々の細胞内輸送経路遮断薬の効果を検討した。フィリピン (sterol 結合により

カベオラの構築と機能を限害)、クロールプロマジン(レセプターリサイクリング阻害剤)、クロロキンおよび塩酸ア

ンモニウム(リソソーム阻害剤)、ノコダゾール(マイクロチュプル形成阻害剤)、メネンシン(イオノフォア)、プ

レフェルディン A (trans-Golgi ネットワーク阻害剤)、カルフォスタチン C およびスタウロスポリン (PKC 限害剤)

は、いずれも TDH の Rat- 1 細胞に対する毒性を阻害しなかった。一方モノダンシルカダペリン (MDC、細胞内

への物質取り込みに重要な役割を演ずるトランスグルタミナーゼ阻害剤)は、容量依存的に TDH の Rat-l 細胞毒

性作用を阻害した(100μM で最大の阻害効果)。しかしながら、 TDH による赤血球溶血は MDC で阻害されなかっ

fこ。

さらに、抗 TDH モノクローナル抗体を用いた蛍光染色の共焦点レーザー顕微鏡観察では、 TDH を作用させた

Rat-1 細胞では、細胞膜よりも細胞質内に TDH の局在を認めた。以上のことは、 TDH が従来考えられてきた細

胞外からの膜障害性のみならず、細胞内からの毒性発現機構をも有する可能性を示唆した。

そこで、 1) TDH のマイクロインジェクション法による直接細胞内注入と、 2) tdh 遺伝子を挿入した晴乳類細

胞発現ベクター (pRSVtdh) を用いた細胞内での TDH の毒性発揮機構について検討した。その結果、 TDH のマイ

クロインジェクションを行なった細胞は、コントロールとしてデキストラン FITC を注入した場合と異なり、細胞外
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から TDH を作用した場合と同様の細胞障害性を示した。また、 pRSVtdh 遺伝子を導入した Rat- 1 細胞では、導

入21時間後から細胞障害性が形態上認められた。

導入された tdh 遺伝子産物の細胞内局在を調べるために、 TDH と GFP との融合タンパクの晴乳類細胞内発現ベク

ターを構築した (pGFPtdh)。また、コントロールとして溶血活性及び細胞毒性のない TDH 変異体 (R 7) を産生

する pGFPr7 も構築した。これらを Rat- 1 細胞内で発現させ、その細胞生存率を遺伝子導入後21時間の時点で計

測した。その結果、 Rat- 1 細胞の生存率は16 ::t 5 % (pRSVtdh) 、 92 ::t 8 % (pORSVI/MCS; mock) 、 18 ::t 4 % 

(pGFPtdh) 、 95 ::t 6 % (pEGFP-C 1 ; mock) 、 94 ::t 7 % (pGFPr7) であった。

これら TDH による細胞死がアポトーシスによるものかを検討した。 TDH を細胞外から加えた場合 Hoechst 33258 

で染色を行なった場合、クロマチンの強い凝集と、染色体 DNA のフラグメント化を認めた。更に、 DNA のラダー

形成を時間経過とともに観察した結果、 TDH 暴露後60分でラダーの形成が確認された。同様の結果は、 pRSVtdh 発

現ベクター導入後の Rat- 1 細胞でも認められたが、 mock ベクターの導入や、 pGFPr7 の導入後の細胞では、アポ

トーシスの確認はできなかった。アポトーシスをおこした Rat-l 細胞の割合は、 89 ::t 4 % (pRSVtdh) 、 95 ::t 5 % 

(TDH 細胞外添加)、 3 ::t 2 % (pORSVI/MCS)、 3 ::t 2 % (pGFPr7) であった。アポトーシスの経路を検討した

ところ、 TDH は Caspase- 3 の活性化を行なっている可能性が示唆された。

【総括】

TDH は、これまで細胞外からの膜の障害によって溶血をおこすとされてきた。今回、私は、 TDH が、 Rat- 1 細

胞では細胞外のみならず細胞内からも細胞毒性を発揮することを明らかにした。さらに、 TDH による Rat-l 細胞

の死は Caspase- 3 の活性化を伴ったアポトーシス経路を介することが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

本研究で申請者は腸炎ビプリオの産生する主要な病原因子である耐熱性溶血毒 (TDH) の培養細胞への細胞毒性

発現機構について解析を行った。

TDH は、これまでコロイド様浸透圧性の溶血を起こすとされており、ポリエチレングリコール (PEG) や、デキ

ストランなどによってその赤血球溶血が阻害されることがわかっている。申請者は Rat-l 細胞で PEG とデキスト

ランの阻害効果を検討したが、これらの物質は、 TDH の Rat- 1 細胞に対する細胞毒性を限害できなかった。この

ことは TDH の Rat- 1 細胞に対する細胞毒性はコロイド様浸透圧性の作用ではないことを示す。また、 TDH を作

用させた細胞は形態的にはギムザ染色において、核および細胞質体積の減少が認められた。次に、 TDH の細胞毒性

に対して種々の細胞内輸送経路遮断薬の効果を検討した。それらの中で、モノダンシルカダペリン (MDC) だけが、

容量依存的に TDH の Rat- 1 細胞に対する作用を阻害した。しかしながら、 TDH による赤血球溶血は MDC で限

害されなかった。このことは、 TDH による Rat- 1 細胞に対する細胞障害と、赤血球の溶血機構が異なることを示

唆する。 TDH を Rat- 1 細胞にマイクロインジェクションし、細胞内から TDH を作用させた場合と Rat- 1 細胞

に TDH の遺伝子を導入発現させた場合の双方共に、同様の細胞傷害性が認められた。これら TDH による細胞死は

クロマチンの強い凝集と、染色体 DNA の断片化を伴っていた。このことから TDH は Rat- 1 細胞に対してアポトー

シスを誘導していることが証明された。 TDH は、これまで細胞膜の障害によって溶血などを起こすとされてきた。

本研究は、 TDH が Rat- 1 細胞に対して、細胞外のみならず細胞内からも同様の細胞毒性を発揮することを明らか

にした。さらに、 TDH による Rat- 1 細胞のアポトーシスに至る経路は、 Caspase- 3 の活性化を伴っていること

が明らかになった。

以上の結果は、 TDH による病原性発現機構の解明に重要な情報を提供することが期待され、学位に値するものと

認める。
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