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研究成果の概要： 

ETEC の LT の変異体（ｍLT）は、志賀毒素 2 または死菌 BCG に対する Th2 または Th1 系 T

細胞を活性化すること、mLT はマクロファージ（Mφ）からの IL-12 と TNFα産生を促進することを明

らかにした。上昇した TNFαは IL-12 産生促進の上流に存在していたが、NF-κおよび JNK 経路

の活性化はなかった。そこで、CREBを介してTh2系T細胞を活性化が予想されているコレラ毒素と

mLT を比較検討し、mLT 特有の細胞内情報伝達機構の解析を進めている。 
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１．研究開始当初の背景 

 コレラ毒素（CT）と毒素原性大腸菌の産生す

る易熱性下痢毒素（LT）は種々の抗原と同時

経鼻投与すると粘膜アジュバント活性を示す。

CT は Th2 系 T 細胞を主に活性化し、抗原特

異抗体を上昇させる粘膜アジュバントである。

しかし変異 LT（mLT）は主に Th1 系 T 細胞を

活性化し、TNFα、IL-12 誘導した。これは、

mLT が従来言われている粘膜アジュバント発

現機構と全く異なる発現機構を持っていること

を示す。本実験がこの事実を明らかにした点、

非常に独創性が高い。 さらに、抗 TNFα抗

体の添付により、IL-12 の上昇が阻害されたこ

とから、TNFαが IL-12 の上昇の上流に存在

していることを明らかにした。これは、TNFαの

上昇により TNF-R1 などの刺激に伴い、細胞
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内情報伝達機構を介して IL-12 が上昇してい

る可能性を示す。そこで、 IFNγ存在下で、培

養マクロファージ（MΦ）を mLT で刺激し、NF

κ-B 経路、 JNK経路の活性化を検討した。 

 

２．研究の目的 

我々の分離した変異 LT（mLT）の MΦから

の IL-12 および TNFα産生促進作用がどのよ

うな細胞内情報伝達機構で行なわれ、 mLT

によるαβおよびγδT 細胞の抗原への特異

的 Th1 系 T 細胞傾斜が起こるかを解明するこ

とを目的に企画した。そこで、以下の３点を研

究目的とした。(a)mLT の種々の抗原に対する

粘膜アジュバント効果の判定。(b)mLT による

IL-12 および TNFα産生増加と NF-κ経路の

関連の解析。(c) mLTによる IL-12および TNF

α産生増加と JNK経路の関連の解析。 

 

３．研究の方法 

(1).骨髄からのMΦの分離と培養: C57black 6J マ

ウスからの骨髄細胞を利用した。 

(2). 培養 MΦの毒素による誘導サイトカインおよ

びその mRNA の測定： 培養 MΦを毒素（各々10

μg／ml）で処理し、培養上澄み液のサイトカインを

kitで測定した。また細胞表面抗原をFACScanで解

析した。mRNA 量は mRNA 抽出キットを用い RT—

PCR 法で測定した。 

(3). RAW264.7 細胞または骨髄 MΦの毒素による

NFκ-B 活性の測定 

①RAW264.7細胞または骨髄MΦにNFκ-Ｂレ

ポータープラスミドとコントロールの pRL-TK vector

を lipofectamine を用いて tranfection させた。毒素

を添付後、一定時間後にkitを用いて細胞を溶解し

て luciferase 活性を測定した。 

②RAW264.7 細胞または骨髄 MΦの核内 NF

κ-Ｂを ELISA方法で検出した。 

（４). RAW264.7 細胞または骨髄 MΦの毒素によ

る NFκ-B の上流の解析：培養各細胞を各

inhibitor で処理し、細胞を破壊、SDS-PAGE と

Western blotting を行なった。nitrocellulose 膜上

で、anti-phospho-MEKKs と anti-rabbit or mouse 

horseradish peroxidase-conjugated seconadary 

抗体及びECLシステムを用い、MEKKsなどの伝

達物質を検出した。 

（５). RAW264.7 細胞または骨髄 MΦの JUN 経路

の活性化の解析：上記のように各細胞から標品調

整し、nitrocellulose上でanti-phospho-Erk 等の抗

体を用い、Erk1/2 等の伝達物質の検出を行なっ

た。 

（６）. RAW264.7細胞または骨髄MΦの毒素による

MAPkinase(Erk1/2)より上流の解析： MAPKK とそ

の上流のRaf、さらに上流のRas、 PI3kinase等、阻

害剤の有無と特異抗体を用いて発現の変化、活

性の変化を検討した。 

 

４．研究成果 

（1）. mLT の抗原に対する粘膜アジュバント活

性: 腸管出血性大腸菌の産生する志賀毒素 2

の Bサブユニット（Stx2B-His）と mLTを同時に

マウスに経鼻投与（n.s.）した場合、皮下注射

（s.c.）の場合と同程度に血清抗 Stx2B-His 抗

体価が上昇することを明らかにした。但し、経

口投与（p.o.）の場合は、上昇は顕著でなかっ

た（Vaccine, 26.469-47、2008 と Vaccine, 26. 

2092－2099、2008）。 

 また、CT は Th2 系 T 細胞を主に活性化する

粘膜アジュバントであるのに対し、mLT は Th1

系 T 細胞も活性化した。例えば、熱処理した

BCG（killed BCG）とmLTを同時にマウスに経鼻

投与した場合、killed BCG に対する細胞性免疫

が増加した。また、killed BCB+mLT を同時投与

し 4 週間後、マウスの脾臓細胞を結核抗原で刺

激した場合、Th1 系のサイトカイン、IL-2、 IFN

γ、TNFαの上昇が認められた。これにより

mLT は結核抗原に対する細胞性免疫を賦活化

するこ とが明らかになった (Vaccine, 24. 

3591-3598, 2006）。 

(2）.mLT の骨髄性 MΦに対する IL-12、 TNF

α産生刺激の解析:  水痘ワクチンと mLT をマ

ウスに同時経鼻投与した場合も結核抗原と同様

にｍLTがTh1系T細胞を活性化することを明ら

かにした（Vaccine, 24.3719-3726, 2006）。そこ

で、in vitro でマウスの骨髄から分離した MΦを

ｍLT で刺激した。その結果、ｍLT は MΦから

の IL-12とTNFα、産生を促進することが明らか

になった（Vaccine, 24.3719-3726, 2006 と 24. 
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3591-3598, 2006）。 

一般にLTは、Th1と Th2系の両方の T細胞

を活性化するといわれている。従って、ｍLT も

LT と同様に、両方の T 細胞を活性化するが、

mLT が直接 MΦを刺激して、IL-12 と TNFαを

誘導することにより、Th1/Th2 バランスを Th1 に

傾斜している可能性が示唆される。この点、本

研究の大きな成果と考えられる。 

さらに、抗 TNFα抗体の添付により、MΦか

らの IL-12 の産生が抑制された。これらの結果

から、TNFαがｍLT の IL-12 産生促進の上流

に存在していることが示唆される。但し、NO に

は非依存性であることも明らかにした（Vaccine, 

24. 3719-3726, 2006）。 

以上の結果から、ｍLT は LPS のように MΦ

を刺激して TNFα産生を上昇させ、TNF-R1

を介して、細胞内情報伝達機構を刺激し IL-12

が上昇している可能性が示唆される。則ち、

TNFαの受容体の TNF-R1 を通じて、NFκ

—Bが活性化され、IL-12の promoterが刺激さ

れている可能性が示唆される。 

(3）．mLTによる IL-12および TNFα産生増加

と NF-κ経路および JNK経路の関連の解析 

 培養マウス骨髄MΦをmLTで刺激した場合、

NFκ—B の活性化（mRNA 及び蛋白質合成）の

可能性を時間経過、毒素の濃度的変化を検索

した。しかしながら、抗原に対するアジュバント

効果をもつ LPS のように明瞭な NF-κB の活性

化を検出出来なかった。さらに、JNK 経路の活

性化があるか MAP kinase（Erk1/2）活性などで

検討した。その結果、NFκ—B と同様に明瞭な

上昇を示す結果を得ることが出来なかった。 

  そこで、CT は LT と同様粘膜アジュバント効

果をもち、しかも両毒素は細胞表面に存在する

GM1ガングリオシドと結合して、細胞内の cAMP

を上昇させることが知られている。上記したよう

に CT は Th2 系 T 細胞を主に活性化するのに

対し、mLT は LT と同様に Th1,Th2系の両方の

T 細胞を活性化する。CT の場合、既に GM1 ガ

ングリオシド受容体を通じて細胞内 cAMP を上

昇させ、PKA、Raf、  MEK1/2、  ERK1/2、 

CREB 経路を通じて T細胞内の IL-10 を上昇さ

せることが予想されている。 

 ｍLT、LT の B サブユニットも CT と同様に T 細

胞内の IL-10 を上昇させることを既に明らかにして

いる（Clin.Diag.Lab.Immunol、12.157-164, 2005.）。

しかし、LT-B はアデニル酸シクラーゼを活性化し

ない。一方、ｍLTはCTの10％程度のアデニル酸

シクラーゼ活性化を行い、10％程度の細胞内

cAMP濃度を上昇させる。 

これらの結果をもとに現在、CT による細胞内情

報伝達系の活性化と mLT の活性化の相違を比較

検討している。その結果、ｍLT の特有の細胞内情

報伝達刺激を明らかにすることが出来ると期待さ

れる。 
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