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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌感染において誘導されるIL-23はその感染防御に重要であるが、細菌
性リガンド分子は明らかではない。我々は株化されたヒト樹状細胞を用い、IL-23の誘導能を検出するバイオア
ッセイ系を確立した。これにより黄色ブドウ球菌には細胞壁タイコ酸画分とそれ以外の、少なくとも2種のIL-23
誘導物質があることが示唆された。細胞壁タイコ酸の合成変異株由来の細胞壁画分を用いた解析からは、IL-23
分泌能に細胞壁タイコ酸の完全な修飾構造体は必要ないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Staphylococcus aureus infection induces IL-23 that is critical for its 
biological defense, however the bacterial ligand molecules for the IL-23-induction have been 
unknown. We established a bioassay system to evaluate the IL-23 inducing activity by using a 
cultured human dendritic cell line and found that there were at least two molecules for the 
induction; one was wall teichoic acids (WTA) and the other was unidentified. Biochemical analyses 
using cell wall fractions derived from WTA modification enzymes revealed that a complete modified 
structure of WTA was not necessary for the IL-23 secretion.

研究分野： 微生物薬品化学
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１．研究開始当初の背景 
黄色ブドウ球菌 Staphylococcus aureus は
ヒト病原菌として最も頻繁に分離される細
菌で、皮膚並びに軟組織の感染症、肺炎、敗
血症等を引き起こす。本菌感染症の問題は、
多剤耐性株の蔓延にある。特にメチシリン耐
性の黄色ブドウ球菌 (MRSA) は入院患者の
みならず市中の健常者からも高い頻度で見
出され、MRSA 感染症に対して有効な抗生物質
を見い出せず患者が死亡するケースも頻発
している。新規治療・予防法としての黄色ブ
ドウ球菌ワクチン開発に向けて、これまでに
様々な抗原が選択され研究が進められてい
る。しかしながらこれまでの所、全ての単一
抗原ワクチンの開発は失敗している。現在は
複数の抗原を組み合わせたワクチンの開発
が進行しているが、何れの抗原の組み合わせ
が良いのかの検討段階と言ってよい。有効な
ワクチンや新規予防・治療法を開発する上で、
黄色ブドウ球菌感染症に対するヒトの生体
防御機構の理解と、本菌による免疫系逃避の
メカニズムの更なる究明が必要となってい
る。 
 
黄色ブドウ球菌表層の細胞壁タイコ酸 
(Wall teichoic acid: WTA) は、ペプチドグ
リカンに共有結合して存在する糖鎖の総称
で、黄色ブドウ球菌を始めとするグラム陽性
細菌に共通に存在する。黄色ブドウ球菌では
リビトールリン酸が 20 から 40 分子ほど重
合し、その 2 位及び 4 位では D-alanine 及び
N-acetyl glucosamine (GlcNAc) の付加を受
けている。2010 年に我々はヒト成人血清中の
高い抗 WTA 抗体価を報告し、2012 年にはヒト
注射用 IgG (IVIG) から抗 WTA 抗体を
affinity 精製し、この抗 WTA 抗体が黄色ブド
ウ球菌の好中球による貪食を誘導し、感染防
御能を有することを報告した。さらに WTA 生
合成に関わる各遺伝子の黄色ブドウ球菌欠
損体を作出し、抗 WTA 抗体による黄色ブドウ
球菌認識と好中球による被貪食能を調べた
結果、精製した抗WTA抗体画分は抗α-GlcNAc 
WTA 抗体を含まず、抗β-GlcNAc WTA 抗体を
含み、抗β-GlcNAc WTA 抗体が菌のオプソニ
ン化に重要であると分かった。 
 
次に我々は WTA-ペプチドグリカン (PGN) 共
有結合体が、マウスへの皮内接種により抗
WTA 抗体産生と、MRSA に対する感染防御能を
誘導出来ることを見出した。続いて、WTA ワ
クチンの開発を念頭に、WTA-PGN 共有結合体
ではなく、ペプチドグリカン部分を外した
WTAを調製し免疫実験に用いた。すると抗WTA
抗体価の上昇は小さく、MRSA 感染防御能は認
められなかった。WTA と精製ペプチドグリカ
ン部分を混ぜて投与しても回復せず、WTA は
ペプチドグリカンと共有結合体であること
が高い感染防御能の誘導に必要であること
を示唆する結果を得た。 
 

これらの研究の過程で、WTA-PGN 共有結合体
のマウス腹腔投与により樹状細胞から Il-23
が分泌されることを見出した。欠損マウスを
用いた解析から、IL-23 は、IL-17A とともに
黄色ブドウ球菌の感染防御に重要であるこ
とが報告されている (Cho et al. 2010)。
IL-17 は、好中球の活性化や遊走に関わるサ
イトカイン・ケモカインや、抗菌ペプチドの
発現誘導作用を持ち、感染 1日以内のごく初
期に IL-23 や IL-1 依存に誘導される。そこ
で、WTA-PGN 共有結合体は樹状細胞を刺激し
て IL-23 分泌を促進し、IL-23 は T 細胞を刺
激して IL-17A 分泌を誘導し、黄色ブドウ球
菌の好中球貪食と殺菌を促進するとの作業
仮説を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、WTA-PGN 共有結合体による樹状
細胞からの IL-23 分泌に着目する。IL-23 分
泌活性を指標にWTA-PGN共有結合体上の必須
ドメイン構造を決定し、続いて樹状細胞に存
在すると想定されるWTA-PGN共有結合体を認
識する受容体の同定を行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
細菌細胞壁の構成成分の精製は難しく、混入
物の存在が実験結果の解釈をしばしば誤ら
せてきた。WTA-PGN 共有結合体が真に IL-23
の誘導因子かを検証をする目的で、WTA の生
合成酵素の変異体から精製するWTA-PGN共有
結合体のなかにIL-23分泌能を失うものがあ
るかを調べた。IL-23 分泌能の解析は株化さ
れた樹状細胞を用いた。樹状細胞の応答性が
確認されたのち、Myd88 依存性であるかを調
べるために anti-Myd88 shRNA 発現系の構築
を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 株化されたヒト樹状細胞株を用いた自
然免疫リガンドの同定系の確立 
 
株化されたヒト樹状細胞 2種を入手し、黄色
ブドウ球菌細胞壁画分によるIL-23の誘導能、
および分泌能を qRT-PCR、及び ELISA によっ
て測定し、検証した。同時に、IL-23 の誘導
に関わる細菌性リガンドの必須構造領域の
決定を目的として、細胞壁タイコ酸の合成に
関わる黄色ブドウ球菌遺伝子の変異株を6株
構築した。細胞壁画分は、フレンチプレスに
よる菌体破砕後、ペプチドグリカンと細胞壁
タイコ酸を主な構成要素とする不溶性画分
を得た。非特的に結合するタンパク質、脂質、
核酸等は、界面活性剤を用いて不溶性画分よ
り洗浄除去した。TLR2 のリガンドである細菌
リポプロテインは、リポプロテインの脂質修
飾の変異株を用いることにより除去した。 
種々の条件検討の結果、樹状細胞株をサイ

トカインで前処理することにより、細胞壁画
分による IL-23 の誘導能、分泌能が著しく増



大する条件が見出された。さらに、検証した
細胞壁タイコ酸の変異株一株から調製した
細胞壁画分ではIL-23分泌能が失われること
が見出された。 
先行研究ではマウス個体への細胞壁画分

の投与によって樹状細胞からIL-23が誘導さ
れることを見出していたが、これを in vitro
の実験系で再現できた。これにより、再現性
良く、そして安価に、IL-23 の誘導に関わる
細菌性リガンドの必須構造領域の決定、宿主
受容体の同定を行うことが可能となった。 
 
(2) IL-23 分泌に細胞壁タイコ酸の完全な修
飾構造体は必要ではない 
 
株化されたヒト樹状細胞株に対し、黄色ブド
ウ球菌細胞壁画分がIL-23誘導能を有するこ
とを、mRNA レベル、タンパク質レベルで確認
した。他のサイトカインについて調べたとこ
ろ、IL-6 も分泌誘導されることが確認された。
これらのサイトカインの誘導に関わる細胞
側のシグナル分子を同定する目的で、遺伝子
発現の抑制法を検討した。Anti-MYD88 shRNA
を発現するレトロウイルス（ネオマイシン耐
性）を作出し、ヒト樹状細胞に感染させてネ
オマイシンで選択した後にMYD88の発現量を
定量したところ、抑制率は最大で 50%程度で、
期待に添うものではなかった。 
  IL-23 の誘導に関わる細菌性リガンド分子
の同定を目的として、黄色ブドウ球菌の細胞
壁タイコ酸の合成変異株を作出し利用して
きた。細胞壁タイコ酸の変異株に一株につい
て細胞壁画分に由来する可溶性画分を調製
したところ、IL-23 分泌能が失われることが
確認された。一方、細胞壁タイコ酸のある種
の修飾酵素の欠損株は活性を保持しており、
IL-23 分泌に細胞壁タイコ酸の完全な修飾構
造体は必要ではないことが示唆された。 
  我々の予想に反し、可溶性の細胞壁タイコ
酸画分のIL-23分泌能は失われるにもかかわ
らず、粗抽出液画分では IL-23 分泌能が親株
と同等に見出された。従って、IL-23 の誘導
能を有する細菌性リガンドは、細胞壁タイコ
酸以外にも存在し、少なくとも 2種類あるこ
とが示唆された。IL-23 誘導能は細胞壁タイ
コ酸以外にも存在することが示唆されたの
で、この第 2因子を、生化学的に同定するこ
とを試みた。第二因子は不溶性の細胞壁画分
を ペ プチド グ リカン を 加水分 解 す る
lysozymeとlysostaphinで処理した可溶化後
にも認められた。しかしながらカラムクロマ
トグラフィーの溶出画分にはその活性は検
出できなかった。 
 
 
(3) 不溶性細胞壁画分の高い感染防御能 
 
本研究はWTA-PGN共有結合体をマウス皮内

接種後のサイトカイン群発現解析を起点と
し、続いて WTA-PGN 共有結合体をマウス腹腔

に投与すると樹状細胞がIL-23を分泌するこ
と示唆する結果に着想を得て開始した。その
再現性を調べている過程で、可溶化した細胞
壁画分のマウス腹腔への投与は、可溶化前の
不溶性の細胞壁画分に比べて MRSA 感染防御
能が低いことが分かった。具体的には可溶性
細胞壁画分でも不溶性細胞壁画分でも腹腔
投与 12 時間後をピークとして腹腔への好中
球や単球の浸潤が認められるものの、その程
度は可溶性細胞壁画分では1/4以下に低下し
ていた。好中球走化性因子と単球走化性因子
の腹腔内量を比較したところ、いずれも不溶
性細胞壁画分の投与後3時間をピークに腹腔
内で認められるが、可溶化した細胞壁画分で
は 1/10 以下に低下した。次に細胞壁画分の
腹腔投与後 12時間後に MRSA 株を腹腔投与に
より感染させて、マウスの生死を 5日後まで
観察した。その結果、不溶性の細胞壁画分を
摂取したマウスは90%がMRSA株による感染死
を免れたが、可溶性画分を摂取したマウスは
30%に低下した。FITC にて蛍光修飾した不溶
性の細胞壁画分は、腹腔への投与後にリンパ
節に集積している様子が認められた。細胞壁
には複数の自然免疫リガンドがあり、不溶性
画分ではこれらがひとところに集まり、また
拡散が妨げられ局所的な濃度が高まること
が可溶性画分よりも不溶性の細胞壁画分が
高い免疫誘導能をもたらす原因であるかも
しれない。自然免疫リガンドを同定出来たの
ちの実用化に際しては、固相化した状態で用
いるメリットを検討したい。 
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