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SummαηThe present study was carried out to elucidate the mechanism by which 

living cells of Salmonella ty，ρhimurium confer long-lasting immunity in mice against murine 
typhoid. Living cells of either virulent or avirulent organisms of S.以phimuriuminduced 

higher levels of mouse protection of which the duration correlated with the persistence of 

each bacterium in the liver as a L form. In contrast， S. schottmulleri， of which 0 

antigenicity is identical to that of S.わ;phimurium，induced only short-term protection， since 

L forms of the bacteria existed in the liver only over a short period. The capacity of 

salmonella L forms to persist in the liver was aUributable to the ability of salmonella 

organisms to produce cytotoxin and they changed into L forms. This cytotoxin was toxic 

only to macrophages and polymorphonuc1ear leukocytes in vitro. The persistence of L 

forms in mice resulted in high production of both the tumor necrosis factor and membrane 

associated inter1eukin 1 upon challenge with virulent S. tYPhimurium， which would lead to 

the initiation of S. ty，ρhimurium-specific immunity. These results suggest that the persist-

ence of salmonella L forms in mice might be required for longer-lasting immunity against 

murine typhoid after immunization with live-cell vaccines. 
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序
呈4
自問

murine typhoidは，ヒトにおける細胞内寄生菌感染症

の動物モデルとして繁用されている.murine typhoidに

おいては， hostのマクロファージ(Mφ〉が primaryef 

fectorであり，獲得抵抗性はT細胞によって非免疫マウ

スに伝達し得ると考えられてきた(1).しかし Hsu(2)一

派らの近年の仕事から， murine typhoidの起因菌として

用いられる Salmonellaf)φhimuriumは，host cell内で

の殺菌作用に抵抗し増殖能を有するも，細胞外での菌の

増殖も著明であるため，獲得抵抗性の成立には抗体と

Mゅの存在が必要であり，抵抗性を非免疫マウスへ移入

するにはT細胞より B細胞の方がより有効であるとい

う報告もみられる(3).教室の喜多等もマウス系統によっ

ては特異抗体の存在が獲得抵抗性の発現に必要であるこ

とを報告している(4).

murine typhoidにおいては，生菌ワクチンのみが長期

にわたる免疫を附与し得ることがよく知られている (5).

しかも生菌ワクチンとしては強毒株を致死量以下で接種

する方法，或いは弱毒株を大量に投与する方法がともに

有効である事も認められている.この事は S.奴phimur-

iumが生体内で抗原性を維持しながら長期間生存して

いる可能性を示唆するものであるが，免疫後 30日を経て

からは，生体内より生菌が回収されないことから，親株
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の状態で存在しているとは考えにくい.一つの可能性と

して， 5 わIPhimuriumがL型菌として生体内に存在し

続けていることが考えられる.

著者は， murine typhoidの原因菌である SわIphimur-

zumと，本菌と血清学的に鞭毛抗原特異相のみを異にし

マウス非病原性であるS. schoftmulleri及び S

わ少himuriumのR型変異株を用いて，生菌免疫後のマウ

ス体内における獲得抵抗性の成立過程を L型菌との関

連から解析し，細胞内寄生菌感染症の発症と免疫成立機

序について考察を加えた.

方法と材料

L 動物園 ddY雌マウス(5-6週令， SLCより購入〕

及び同週令の C3H/HeJ雌マウス〔日本クレア〕を実験

に供した.抗体の作製には日本動物社より購入した白色

ラピット〔雌， 2 kg)を使用した.

2_ 菌株 :5al押20nellaf;YJうhimuriumL T 2株，LT 2 

株の two-hψtose mutantである 5L1004株，及び 5_

schottmulleri 8006株を用いた_LT 2株の ddYマウス

に対する LD50は 10'colony-fo門ningunit(CFU)である.

8006株及び 1004株は両マウスに対して 108CFU以上で

も致死性を示さなかった.

3_ L型菌の誘導 :Brain heart infusion broth(BHI， 

D折。〉で4時間振渥培養した S回収phimuriumをL型誘

導寒天培地00%非働化馬血清， 2%NaCl， 10 % su-

crose， L 5 % agar含有 BHIbroth)上にコンラッジ棒で

塗抹し，その中央に Penicillin G(Pc) 10万単位含有の

discを置き 3TC48時間培養した_ PCによる阻止円の周

辺部に認められる典型的な L型コロニーを採取し， PC 

10万単位含有 L型菌誘導液体培地(L誘導寒天培地から

寒天のみを除去したもの〉に接種し，3TCでL型菌を増

殖させた_5日後，試験管の底に沈殿した L型菌体の一部

を新しい液体培地に接種して更に数代継代して安定な L

型菌(stableL)を得た.

4 _ cytotoxinの分離 stable L菌体(湿重量 1gr)を

10 mlの0_1% SDS溶液中にて 3TC30分撹持処理する

ことにより溶菌せしめ， 2，2000回転 60分の遠心により

膜成分を除去した後， Sephad巴xG-25 (Pharmacia Fine 

Chemicals， Tokyo)にて脱塩後， AB 11 A 8 Ion Retar-

dation column(Bio Rad Laboratories， Tokyo)にて

SDSを除去し， Hanks' balanced salt solution(HBSS) 

に十分透析したものを， ~慮過滅菌して後，その cytotoxin

活性を測定した.尚，活性測定に際しては各 sampleの蛋

白量を 500μg/mliこ調整した.蛋白量の測定はBioRad 

社の Protein-assaykitを用いた.

5 _ cytotoxin活性の測定:Thioglycollat巴m巴dium

大介

(TGC)にて誘導したマウス腹腔浸出細胞より，

Kumagai等の方法(6)により分離した Mq¥浮遊液を 106

/wellの濃度に 96穴平底マイクロプレート (Falcon)に

分注し，3TC5 % CO，インキュベーター内で2時間プレ

ート底面に接着せしめた後，非附着細胞を除去し，a-

modified MEM(Flow Laboratories， Mclean， VA)に

て倍数希釈した sampl巴を各wellに加え，3TC 5 % CO， 

インキュベーター内で反応させ， 24時間後に上清を除去

しHBSSにて洗浄した後生存細胞をメチノレアノレコーノレ

に溶解したクリスタノレパイオレット液で染色した.各ウ

エノレの吸光度を 540nmの波長で ELISA-Read巴rを用

いて測定した_cytotoxin活性は，対照ウエノレ(メディウ

ムのみでMq¥と培養したウエノレ〉の 540nmにおける吸

光度を 50%に減少せしめる最大希釈倍数の log，で、表示

した.又マウス腹腔内からの多形核白血球(PMN)の採

取は 0_2% cas巴in2 mlをマウス腹腔内に接種してから

4時間後に 4mlのHBSSにて腹腔惨出液を洗い出し，

P巴rcolldensity gradientにて精製し(7)，Mφ の時と同

様の方法にて cytotoxinassayを行った. リンパ球に対

する cytotoxicacti vi tyの測定も同様に行なった.尚 T

細胞， B細胞の分離は喜多等の方法(8)に従い以下の如く

行なった.マウス牌細胞浮遊液から plasticadher巴nce

法を 2回繰り返し，附着細胞を除去した後， J ulius等の方

法(9)に従い nylonwool columnを用いて T細胞画分

を得た.一方B細胞画分は附着細胞を除去したマウス牌

細胞浮遊液を抗マウス T細胞抗体(Cedarlane)と補体

(Low-Tox-M， Cedarlane)で処理する事により得た.更

に，それぞれの細胞画分を Mage等の panningmethod 

(10)に従って，ラビット抗マウス IgG抗体(Cedarlane)

をpoly-L-lysineで結合せしめた plasticdishにて 3TC

60分反応させ， B細胞を選択的に結合させた後，非附着

細胞を集めて十分に洗浄し精製T細胞とした.更に，

dish i;こ結合した B細胞は HBSSで十分に pipettingす

ることにより回収し，よく洗浄した後，精製 B細胞とし

て用いた.これらの細胞標品は FITC標識抗体を用いた

判定でともに 97%以上の純度であり， dye exclusion 

testにより 98%以上の生存率であった_ Cytotoxin 

assayは， 96穴平底マイクロプレートに a-MEMで倍

数希釈した sampl巴100μlを加えた後に， リンパ球浮遊

液(2xW/ml)の 100μlを各ウエ/レに添加して， CO，イ

ンキュベーター内で 24時間反応後にトリパンブノレー染

色により細胞の生存率を求めた.各標品の cytotoxic

activityは， 50 %致死作用を示す sampleの最大希釈倍

数を log，で表示した.

6_ L型菌による感染防禦効果・ L型菌の菌量は 10
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% sucrose含有 HBSSに懸濁した菌液を吸光度計を用

いて A540nm二 0.1に調整した後，同 bufferにて倍数希

釈した菌液を 100μlずつ L誘導固形培地に塗抹し 3TC

で7日間培養し，生じた Lcolony数より菌量を算定し

た。一個の colonyは一つの Lformから形成されるとし

て， L型菌量は L-formingunits(LFU)で表示した.種

々の濃度の L型菌液 O.lmlをマウス腹腔に投与した後，

15， 30， 40，及び 60日目に 1000LD50のLT2腹腔内攻撃

を行い感染防禦効果を検討した.この場合各群 10匹のマ

ウスを用いた.

7 免疫マウスの血中抗体価，及び遅延型反応の測

定種々のワクチンで免疫を施したマウスの salmonel.

la抗原に対する遅延型反応は， LT2株のホノレマリン死

菌体 10'個を惹起抗原とした delayedfootpad r巴sponse

(DFR) (11)の測定により判定した

血清抗体価は， グノレターノレアノレテゃヒド法(12)により羊

赤血球に抗原(L型菌抽出液〉を結合させ， paSS1Ve 

hemagglutination法(PHA)により測定した.LT2菌体

に対する whole.cellagglutinin (WCA)も同時に測定し

7こ.

8. Tumor necrosis factor(TNF)の測定 TNFは

Urushizakiの方法(13)にI1慎じて行った.96穴マイクロプ

レートに L929細胞(マウス繊維芽細胞〉を 100μ1(3x 

104/well)接種し， actinomycin D(1μg/mI)存在下で、日

-MEMにて倍数希釈した sampleを100μlずつ添加し，

48時間後プレートに附着している L929細胞をクリス

タノレバイオレットで染色し， 540nmで吸光度を測定した

マウスリコンピナント TNF(Genzym巴社〉を標準サン

プノレとして TNF活性を算出した(14).

9. L型菌感染 Mゅの interleukin1 CIL-1)産生能

40LFU量の LT2及び 8006株由来 L型菌を腹腔内投

与後 2，7及び 14日目にマウス腹腔内細胞を回収し， 2 x 

106/w巴11の濃度で 24穴平底マイクロプレート (Falcon)

に分注し， 2時間，3TC， 5 % CO2インキュベーター内で

附着さぜた後，非附着細胞を除去し，10'個の LT2加熱

死菌含有 a-MEMを 1ml添加し，更に 24時間培養後の

上清を細胞外 IL-1標品とした. IL-1の定量は C3H/ 

E巴Jのthymocyteを用いた co-stimulationassay(15) 

により測定した.Genzyme社のヒトリコンピナント IL

1β を用いて standardcurveを作製した.一方膜結合型

IL-1活性は上清を除去した後，附着細胞をパラホノレムア

ノレデヒドで固定し，十分に洗浄した後，先と同様 co・

mitogen assay法により測定した.

10. Salmon巴lla抗原特異的 T細胞応答目免疫マウ

ス，非免疫マウスの牌由来 T細胞を RPMI1640(10 % 

fetal bovine serum， 10 mM  HEPES 5 x 10-5 M 2-

mercapthoethanol含有〉に 2x 106/mlの濃度に調整し，

96穴平底マイクロプレートに 50μlずつ分注し， acces 

sory cellとして mitomycinC処理(30μg/ml，30分〉

TGC-誘導 Mφ を同メディウムに 2x 104/mlの濃度に

調整した後，各ウエノレに 50μlずつ追加した.抗原として

は10'個の LT2ホルマリン死菌体を 100μlのメディウ

ムに懸濁したものを各ウエノレに加えた.3TC， 5 % CO2内

で72時間培養し，培養終了 12時間前に各ウエノレに1.0

μCiのtritiated thymidine([3HJTdR， 2 Ci/mmol， 

Amersham， Japan)を加え， DNAへの[3HJTdR取り込

みを常法に従って測定した

11 抗体の作製:抗 L-toxin抗体は 1mgのL抽出

液を等量の Fr巴und'scomplete adjuvantsに混じてラピ

ット皮内に数箇所投与し， 14日間隔で 3回免疫後， 6日

後に全採血し，硫安分画法にて γg!obu!in分画を得た.

抗マウス TNF-aモノクロ一ナノレ抗体は Genzyme社

製のものを使用した.

12. S. typhimurium L型菌走査電顕:安定な L型菌

を， 10 % sucrose含有 HBSS(HBSS-sucrose) 0こて 3回

洗い， 1m!のHBSS四sucroseにて， A54onm=0.1 になる

ように調節し 1% po!y-L-!ysin巴で処理したカバーグラ

ス〔直径 15mm円形〉にサンフツレを載せ， 15分間室温に

置き， HBSSで洗った後， 2%グノレターノレアノレデヒド含有

HBSSにて前固定し HBSS凹sucroseに一昼夜 40Cにて

浸透させた.その後 1%酢酸オスミウムを含む HBSS

sucroseにて後固定を l時間行った. 50 %， 70 %， 80 

%， 90 %， 95 %アルコーノレを用いて順次脱水し，最後に

100 %アルコーノレを用いて， 3回脱水した.酢酸イソアミ

ノレにて 2回置換した後，臨界点乾燥装置(HITACHI

OPTICAL POINT DRYER)にて，乾燥させイオンコー

ターを用いて，銀イオンをコーティング(5mA/秒〉した

後，走査型電子顕微鏡(HITACHI S 800)にて観察した.

結 果

1 生菌免疫後のマウス肝内 L型菌増殖・致死量以

下(0目1LD50量，100CFU)のs.わiPhimurium腹腔内投与

後肝内生菌数の変化と L型菌量を比較したところ，接種

後 15日目に肝内生菌数は maximum(mean!Og10 CFU 

ニ 3.94)に達し，その後 10日間で直線的に生菌数は減少

し，接種 30日目以降では増菌培養によっても肝内より生

菌は回収されなかった(Fig.1).一方， L型菌数は 15日

目以降から次第に増加し，接種 60日後に maxlmum

(mean LFU=820)に到達し，その後わずかにi威少したが

90日目でも m回 nLFUは約 740であった.肝内 L型菌
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Fig. 1. Relationship between the numb巴rof salmonalla organisms and that of L forms in the liver of 
Salmonella-infected mice. 
〔一一〉・ infectedwith 100 cfu of S目わphimuriumL T2 
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Fig. 2目 Scanningelectron micrograph of L forms of 
S. f)φhimuriu1ηL T2. Each partic1e represents 
approximately 150 nm in diam巴ter.(magnifi-
cation X 20，000) 

の定着は，菌接種後 3ヶ月自においても meanLFU 440 

であることから明らかになった.

LT2のtwo.h巴ptose mutantである SL1004株 10'

CFUを投与した時にも肝内生菌数と L型菌数の推移は，

LT2の生菌 100CFUを投与した時とほぼ同様の結呆で

あった.一方 S.shcottmulleri8006株を 10'投与した時肝

内生菌数は前 2株の時に比して有意に少なく，生菌も投

与後 15日目以降は肝内より回収されなくなった.更に L

型菌は 12日目頃から検出されるもその菌数は投与 30日

目に 200LFUで間似zmumに達し，その後は急速に減

少し， 60日目以降は L型菌の回収は出来なかった.

2. L型菌の感染防禦効果:生菌投与時に認められる

肝内 L型菌の存在は免疫の成立と維持に関連があるも

のと思われる為仇 vitroで誘導した L型菌を用いて， L

型菌の感染防禦効果について検索した.誘導された L型

菌は走査電顕において直径は 150nmの粒子状の不定型

を呈していた(Fig.2)種々の濃度の L型菌をマウス腹腔

内に投与後， 7日目に 1000LD50のLT2を腹腔内攻撃し

30 日間生存率を観察した (Fig.3). マウス当たり 20~40

LFU量の免疫量では 100%の生存率が， 100 LFU量の

免疫量では 20%の生存率も， 160 LFU量以上では全て

のマウスが死亡した.しかし，この量では LT2攻撃後 2



-3日以内に全てのマウスが死亡した.この事から少量

のL型菌では感染防禦効果が得られ，大量の L型菌によ

る前処理で寸主マウスの感受性を充進させることが認めら

れた.

次に， L型菌前投与によるマウスの S回収。himurium

LT 2 i;こ対する感受性の変化を調べた. LT2， SL1004， 

及び 8006株により得た L型菌の 300LFU量をマウス

腹腔内に投与してから 2日後に 1000LD50のLT2で腹

腔内攻撃し接種マウスの 50%が死亡する日数(ST50)を

比較した(Fig.4). コントローノレ(10% sucrose含有

HBSS O.lml投与〉マウス群の ST50は7.6日， LT2株

L型菌投与マウス群で 3.4日， SL 1004株 L型菌で 4.2

日，そして 8006株の L型菌で 14.2日であった.5 

typhimuriumのL型菌を 200LFU前投与することに

より親株の S型 ，R型にかかわらずマウスの S

枚。himuriumに対する感受性は充進した.一方， 8006株

のL型菌では逆に抵抗性が充進した.

3. L-toxinの分離:LT2親株の wholecell lysat巴

にはマウスの S.わIphimuriumに対する感受性を充進さ

せる様な作用が認められなかった事から S ちψhimur.

zumのL型菌にのみ何らかの毒性因子が存在するので
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itoneal injection of L forms. 
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はないかと推察された.そこで LT2のL型菌を 0.1% を抽出液から分離するために， Bio.GelP 100(Bio Rad) 

SDSで溶菌せしめた後，可溶性画分から Ion retarda. によるゲノレ繍過を行なったところ， void volumeより少

tionカラム (AG11 A8)により SDSを除去して得た L し遅れて抽出される分子量 36.000付近の画分に毒性活

型菌抽出液を種々の濃度でマウス腹腔内に前投与し， 2 性が認められた.次にこの活性画分をプールしてロトフ

日目に 1000LD50のLT2株で腹腔内攻撃を行なった. ォア (BioRad)による等電点電気泳動(5%パイオライ

Fig.5に示す如く 50μg以上の前投与で 200LFUのL トpH3.0-10.0， 12 w定電力， 4時間〉を行ったところ，

型菌を腹腔内前投与した時と同様に，処理マウスの s. 活性物質は pH7.8附近の分画に認められた.この画分

以Phimuriumに対する感受性が充進した. を集め濃縮後， a-MEMにて十分に透析し，スライドグ

そこでこの抽出液の細胞毒性について検討を加えた. ラス上に培養した Mctのmonolayerに0.5，5， 10μg/ 

Table 1に示す如く，抽出液はマウス腹腔Mφ，及び mlの濃度で添加し，形態学的変化を調べた結果， 0.5μE 

PMNに対してのみ強い毒性を示した.その作用は両細 /mlでは細胞質の膨潤化と多数の toxicvacuolesが認

胞に対して cytolyticであった.しかし，S. schottmulleri められ 5μg/ml以上では反応後 1時間以内に Mctの殆

8006株の L型菌には細胞毒性は認められなかった.ま どが細胞融解を呈したので，この画分を L-toxinとして

た， SL 1004株の L型菌抽出液中にも LT2株 L型菌の 以後の実験に供した.又， SL 1004株の L型菌からは LT

抽出液とほぼ同等の毒性が認められた.いずれの抽出液 2のL型菌と同様に L-toxinが分離できたが，S. schott. 

もT細胞， B細胞に対する毒性は認められず，この作用 問 ulleri8006株の L型菌からは L-toxin様の活性物質

はMφ 及び PMNに対してのみ認められた. は認められなかった.

{ 凶。

H Uω rL s 3 

-〉t13 

汎〉Lコ. 

更に LT2のL型菌抽出液の cytotoxiccomponent 4. L-toxinの感染防禦能:L-toxin 0.5μgを1回

或いは5日間隔 3回投与及び 5μgを1回或は 10日間

100唱 。 隔で 3回投与の 4つの処置グループをつくり，最終投与

80 

60 

勾日

20 

10 25 40 50 75 100 

後 7日目に 1000LD50のLT2を腹腔内攻撃した.0.5μg

で3回前処置したマウス群においては 90%の感染防禦

効果が得られ，感染抵抗性が附与されている事が認めら

れた(Fig.6).一方 5μg投与では何れの投与方法も無効

で投与回数が多い程マウスの S.ち3うhimurium~こ対する

感受性の允進が認められた.

Fig. 5. Eff巴ctof L-form extract on the susc巴ptibility
of mic巴 toS.以phimurium目

5. ワクチン接種後の免疫応答 :S. tYPhimurium L T 

2株， SL 1004株及び S.schottmulleri8006株の生菌及び

L型菌投与後の感染防禦持続期間及び血中抗体価及び

DFR に つ い て 調 べ た(Table2). LT 2の生菌000

CFU)及び SL1004の生菌(1Q8CFU)更にそれぞれの L

型菌(40LFU)感染防禦効果が免疫後 60日目でも認めら

れた. しかし 8006株の生菌008 CFU)では免疫後 30日

目以降感染防禦効果が低下し， 40日目では 65%， 60日

目で 30%に迄低下した。 8006株の L型菌の免疫効果も

Table 1. Cytotoxic activity of L-form extracts 

from thr巴巴 strains

Extract of Cytotoxicity 

L-forms Macrophag巴s PMN Tc巴lIs

s. tYPhimurium L T2 12土 2 10 :t 1 ND 
s. tYlうhimuriumSL1004 8士2 9土 2 ND 
S. schottmulleri 8006 ND ND ND 

B cells 

ND 
ND 
ND 

Cytotoxic activity was expressed as the highest log2 dilution of the 
sample to achieve a 50% cell death. 
ND: not d巴tectable.
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Groups of mice 
irnmunized wi th 

o. 5 再gof L toxin once 

0.5 sg of L toxin 3 
tim巴sat a 5-day interva1 

5 再gof L toxin once 

5 sg of L toxin 3 t工mes
at a 5-day interval 

Surviva1 rate日(%) at 30 days 
postinfection 

20 40 日0 80 100 

Fig. 6. Mouse protection by L toxin of S わ少himuriumLT2 against 1000 LD50 of homologous 
orgamsms 

Table 2. Duration of the protection 

induced by various vaccines 

Mouse protection at 30 
days p仁stinfection (%) 

Vaccines 
Days after irnmunizati口n

15 30 40 60 

s. tYPhimurium L T2 
Liv巴cells 000 cfu) 100 100 100 95 
L forms (40 LFU) 100 100 85 75 

S. t沙himurium8L1004 
Live cells 008 cfu) 100 100 80 90 
L forms (40 LFU) 100 100 85 70 

S. schotl例 ulle門 8006
Live cells 008 cfu) 100 95 65 30 
L forms (40 LFU) 65 40 25 30 

LT2-L toxin(0.5μgX3) 90 75 20 10 

Each group consisted of 10 mIce. All mice were 
infect巴dintraperitoneally with 1000 LD50 of strain 
L T2 7 days after the final immunization目 Allcontrol 
mice died with in 12 days after infection 

LT2株の L型菌に比して弱く，免疫後 30日目迄が有意

の防禦効果を発現し得たにとどまった.更に， LT2のL

toxin(0.5μg)3日投与群は，免疫後 30日目迄有意の感

染防禦を示したが，それ以降経時的に防禦効果は減少し

40日目は 20%に低下した。血中抗体価及びDFRについ

ては免疫後 14日目に調べたが， LT2株の生菌投与時に

はDFRの成立， WCA及び抗 L-toxin抗体価の上昇が

談められたが SL1004株の生菌投与時には DFRの成立

と抗 L-toxin抗体価の上昇のみであった(Table3). 

8006株の生菌投与時にはDFRの成立と WCAのみ上昇

していた.更に， 3株の L型菌投与時には DFRの成立は

認められたが WCAの上昇は認められなかった.一方，

L-toxin(0.5μg)3回免疫群では，抗 L-toxin抗体の上

昇のみ認められた.これらのワクチンで免疫されたマウ

ス牌臓由来T細胞の LT2ホルマリン死菌抗原に対す

る反応性を調べたところ生菌投与時のみならず L型菌

投与マウスにおいても T細胞の反応性が認められた

(Tabl巴4). しかし， L-toxin免疫マウスの牌由来T細

胞はサノレモネラ抗原に反応し得なかった.

6. TNF-assay:種々のワクチン投与マウスに 1000

LD50のLT2株を腹腔内投与し， 2時間後の腹腔惨出液

中の TNF活性を測定したところ， LT2及び SL1004株

のL型菌免疫マウスにおいて生菌免疫マウスの腹腔穆

出液に対して 2.5倍，非免疫マウスに対して 6.4倍の高

いTNF活性が検出された.一方 8006株の生菌及びL

型菌投与マウスではコントローノレの約 2倍の TNF活性

が検出されたにとどまった(Table5). 

200 LFU量の LT2由来 L型菌前処理マウスに LT2

攻撃前 2日閥抗 TNF-aモノクロ一ナノレ抗体(20μg/

mouse， Genzyme)或いはラピット抗 L-toxin抗体を

(100μg/mous巴〉投与した後， 1000 LD50量の LT2腹腔

内攻撃をしたところ，抗 TNF-a抗体投与マウスで、はマ

ウスの急性死は認められず， 75%以上のマウスが生存し

た(Table6).一方抗 L-toxin抗体投与マウスでは 25% 

のマウスが生存したにとどまった.

7. 1L-1 assay: LT2株及び 8006株の 40LFUのL

型菌(40LFU)投与マウスの腹腔Mφ の1L-1産生能を

Fig.7に示した. LT2由来 L型菌投与マウスの腹腔

Mゅでは，細胞外 1L-1産生能のみならず，膜結合型の 1L

1産生能が 7日目以降から有意に上昇した.しかし，

8006株由来L型菌免疫マウスの Mゅでは細胞外 1L-1

の産生のみが認められたに留まった.
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Tabl巴 3.Immune responses after immunization 

with various vaccines 

Vaccines 
Immune r巴sponses

WCA titers Anti-L toxin Ab 

S. tYPhimurium L T2 

Live cells (100 cfu) 1 : 256 1 : 128 
L forms (40 LFU) く 1: 2 1 : 256 

S. t沙himuriumSL1004 

Live cells (10' cfu) < 1: 2 1: 64 
L forms (40 LFU) < 1: 2 1 : 128 

S. schottmulleri 8006 

Live cells (10' cfu) 1: 64 く 1: 2 

L forms (40 LFU) < 1: 2 < 2 
LT2-L toxin (0.5μgX3) く 1: 2 く : 512 
Saline control 

DFR 

7.9 ::t 0.6 

6目4::t 0.5 

6.7土 0.3

6目1土 0.3

6.3土 0.4

5目8::t 0.2 

2.1士0.1

2.2士0.1

Each group consist巴dof 10 mice. Five mice were killed by extracting blood 

on day 14 of immunization for measurement of antibody responses. Remaining 

five mice were used for DFR test， DFR was expressed as x10-1 nm. Values of 

DFR in all vaccinated mice巴xceptL toxin-immunized mice were all statisti. 

cally significant (P < 0.01) as determined by Student's t-test. 

Table 4. Salmonella-sp巴cificrespons巴sof T cells prepar巴d

from mice immunized with various vaccins 

Salmonella -specific 

Vaccines T -cell proliferation 

(mean cpm土 SD/culture) 

S. t)少hi隅 uriumLT2 

Live cells (100 cfu) 21，624士2，433

L forms (40 LFU) 16，128土3，145

S. tYPhimurium SL1004 
Live cells (10' cfu) 17，317 ::t 3，106 

L forms (40 LFU) 15，214土 2，692

S. schottmulleri 8006 

Live cells (10' cfu) 14，364土 1，917

L forms (40 LFU) 13，723土 1，584

LT2-L toxin (0.5μgX3) 712::t 304 

Saline control 637土 214

Except for responses of T cel1s from L toxinimmunized mice， 
values of T c巴11responses in all immunized mice were statistical1y 

significant (P < 0.01) as determined by Student's t-test. 

考 察

「細胞内寄生菌に対して何故生菌ワ Fチンのみが長期

にわたる免疫を附与し得るかJ.この問題は従来から多く

の研究者が取り組んできたが，未だに明確な答えが得ら

れていない.結核菌においては，生菌免疫時(BCGワクチ

ン〉にのみ，免疫された個体の T細胞は stressprotein 

と反応し得る様になる(16)と言われ，Linteria 

monocytogenesでは，生菌が産生する hemolysin

(cytotoxin)が細胞性免疫の成立に必須とされる膜結合

型の IL-l産生を誘導できる(17)ことが生菌免疫の有効

な理由のーっとして認められている.しかし，これらの

研究からは，ほぼ life-longiこ渡る免疫が持続する理由

が明らかでない.

ネズミチフス症においては，生菌ワクチンとして強毒

株の sublethaldose，弱毒生菌，或いは鞭毛抗原特異相

のみ異なる S.schottmulleri等が用いられる.本研究に

おいてはこれら 3種の生菌を用いて感染防禦の成立につ

いて解析した.強毒株と言えども，致死量以下で投与す

ると，投与後 30日目で、増菌培養によっても肝内から生菌
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Table 5. TNF production in the peritoneal cavity of immunized 

mice after infection 

Vaccines 

S. tyPhimurium L T2 

Live cells (100 cfu) 
L forms (40 LFU) 

S.奴phimuriumSL1004 

Live cells (108 cfu) 

L forms (40 LFU) 

S. schotfmulleri 8006 
Liv巴 cells (108 cfu) 

L forms (40 LFU) 

LT2-L toxin. (0.5μgX3) 

Saline control 

TNF activity in 

peri toneal exuda te 
(u x 10←'/叫〉

5.6士1.98 

14.1土 2.3b

5.2土 0.2"

12.4士 2.3b

4.8土 0.78

4.3士 l，5b

2.3土 0.8

2.2土 0.3

TNF activity was measured by ELISA. Each assay was don巴 in

triplicate 

" : P<O.Ol 
b : P<0.005. 

Table 6. Effect of anti-TNF-a antibody on acute death of L 

form-tr巴ated mice following infection with S. 

tyPhimurium L T2 

Antibodies 
Dose Mortality 

P values 
〔μg/mous巴〕 rat巴(%)

Anti-TNFα 20 25 <0目。1

Anti-L-toxin 100 75 <0.1 
Control (NRG) 100 100 

Each group consisted of 10 mice. Mice were injected intraper-

itoneally with 200 LFU of LT2-L forms 6 days before infection and 

receiv巴done of antibody preparations intravenously 2 days prior to 

challenge with 1000 LD50 of strain L T2. Mortality rate was recorded 

until day 7 of infection. 

NRG : normal rabbit globulin. 

(531) 

の存在が証明されなくなる.それにもかかわらず免疫効 する cytotoxinが分離されたが， S. schoftmulleri・からは

果が持続する理由として，菌体が何らかの形で生体内に 分離されなかった.しかも微量の cytotoxinによる免疫

残存している可能性が推察された.そこで肝内より L型 がマウスに感染防禦効果を付与し得たことは，抗

菌の回収を試みたところ，長期にわたる生菌免疫効果を cytotoxin抗体の存在により primary effectorである

附与し得る LT2及び SL1004株では，肝内の生菌が減 Mゆが質的・量的に十分に機能し得るため獲得免疫の成

少する頃から，L型菌が増加し，投与 60日目でも約 600 立過程において S.収phimuriumの細胞内増殖を抑制し

LFU量の L型菌が肝内に定着していた.しかし感染防 得るものと思われた.L型菌の産生する cytotoxinとS

禦効果を附与し得ても，その効果が長期に持続しないS. tYPhimuriumの親株で見い出されている cytotoxin(18) 

schoft押1ulleriでは 60日目以降L型菌が減少し， 80日目 が同一であるかどうかは本研究で明らかにし得なかった

ではL型菌が肝内より消失し，この L型菌の減少に伴つ が今回用いた 3菌株の親株から cytotoxinを分離し得な

て感染抵抗性は減弱した.この事は，生菌免疫効果の持 かったことや， R型 S わIPhimuriumのL型菌からも

続と L型菌の生存とは密接な関連がある事を裏付ける cytotoxinが分離されること，更にこの物質が H巴La細

ものと思われた. 胞や L929 fibroblastに作用し得なかったこと〔未発表

S.わtthimuriumのL型菌からは Mtt及び PMNに対 データ〉から，親株で報告されている cytotoxinとは異な



ない原因の一つに cytotoxinを産生し得ないことが考え

られた.

以上の成積から，生菌免疫の有効性とその持続性は免

疫に用いた菌がL型菌として長く RES系に定着し得る

か，更に，その定着性には L型菌に変化するに際して im-

munogenic cytotoxinを産生し得るかに否かによって

決まる可能性が示唆された.しかも 5_以phimuη・umLT 

2の親株からは L型菌から分離された cytotoxinが検出

し得なかったことから， L型菌由来の cytotoxinが一種

のstressproteinの役割を担っていると思われる.今後，

cytotoxinの細胞内殺菌機構への作用及び， cytotoxin誘

導機構の解析と免疫マウスから cytotoxin反応性の T

細胞クローンを樹立することが， cytotoxinが stress

proteinとして作用しているかを決定する上で重要であ

ると思われる.

5_わJtJtimuriumの強毒株 LT2，弱毒株 SL1004及び

5. 段。himuriu聞と鞭毛抗原特異相のみ異なる 5. shott-

mulleri 8006株を用いて， murine typhoidにおける生菌

ワグチンによる免疫成立機構について解析した.

1 強毒株 LT2及び弱毒株 SL1004で免疫後 30日

目以降は肝内より生菌が回収されなくなるが，両菌の L

型菌が持続して回収され感染抵抗性も維持された.

2. S.shoftmulleri 8006投与後も肝内に L型菌の定

着が認められ，一過性に 5.typhimuriumに対する感染

防禦効果が成立したが，肝内より L型菌が消失するにつ

れて抵抗性が減弱した.

3 生菌ワクチンによる感染抵抗性の成立とワクチン

に用いた菌株の肝内での L型菌定着能に相関性が認め

られた.

4 用いたワクチン株が肝内へ L型菌として定着す

るためには親株から L型菌に変化するに際して

cytotoxinを産生する能力が必要であると認められた.

5 この cytotoxinはMφ 及びPMNに対して高濃

度では細胞融解作用を示したが，低濃度をマウスに反復

投与することにより一過性には細胞性免疫の関与を認め

なかった.

6. in vitroで誘導した 5.typhimurium L T 2株及び

SL 1004のL型菌によってマウスに感染抵抗性を附与し

得るこれら 2株の L型菌免疫マウス体内における，

TNF-aおよび膜結合型 IL-1の産生能が著しく克進す

ることも認められた.

本論文の要旨は，第 64回日本細菌学会総会(平成2年

4月)，第 44回日本細菌学会関西支部総会〔平成 3年 10
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Fig. 7. IL-1 production by macrophage of mice im-
munized with 40 LFU of L forms 
(一一〕・ immuniz巴d with L forms 

わ少himuriumL T2 
unized with L forms of S. schoft-

(一一〉・
. mulleri 8006 

ると考えられる.更に興味あることは， L型菌投与後 7日

以内に強毒株の LT2で腹腔内攻撃を行うと短時間で大

量の TNF-aが産生されることである_L型菌投与マウ

スにおいて投与後短期間の間に観察された 5.収。himur-

ium LT2に対する感受性の充進は， L型菌を食菌した

Mゆが LT2由来の endotoxin刺激により大量の TNF

aを放出，これが cachectinとして作用したことによる

と思われる.このことは抗 cytotoxin抗体よりも抗

TNF-a抗体の前投与でこの急性死が防禦できることか

らも明らかであり，マウスリステリア症においても

TNF-配の適量産生は感染抵抗性の発現に導かれ，過剰

産生は急性死を招くという Nakane等の報告と(19)合

致するものである。一方 L型免疫マウスの腹腔Mφ が膜

結合型の IL-1β を産生し得たことは 5.かphimurium

のL型菌が出す cytotoxinはL.monoりtogenesの外毒

素のひとつで， cytotoxinの一種であると言える.代表的

な2種の細胞内寄生菌が出す cytotoxinが同様の作用を

しめすことは， immunogenic cytotoxinの存在が細胞内

寄生細菌による感染と免疫の成立に密接な関連があるも

のと思われた.

また， S. schoftmulleriは免疫後短期間であるが感染防

禦効果を附与し得たが，その効果が長期間持続しなかっ

た理由のーっとして L裂菌として RES系での生存期聞

が短いことが考えられ，しかも L型菌が長期間存続し得
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月〉に於いて発表した.

稿を終えるに当たり，御指導を賜った樫葉周三教授に

深謝します.また細部に渡って種々の助言を賜った喜多

英二講師，並びに御協力下さった谷)11し、ゆ子嬢に謝意を

表します.
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