
氏 名(本籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月日

学位授与の要件

学位論文題 目

論文審査委員

たか はし けい すけ

高 橋 計 介

博 士 儂 学)

農 第597号

平 成10年9月10日

学位規則 第4条 第2項 該当

マガキ血球 における生体防御機能の発現 に関す る研究

(主 査)教 授 森 勝 義

教 授 谷 ロ 和 也

教 授 木 島 明 博

一49一



論 文 内 容 要 旨

序 論

二枚貝では,他 の無脊椎動物 と同様に免疫 グロブ リソの産生能やTリ ンパ球様の細胞の存在は

知 られていない。 したがって,二 枚貝の生体防御機構は,非 特異的な防御反応を示す因子群,す な:

わち血球の貧食能を軸とした細胞性防御因子 と少数の液性防御因子 との相互作用を介 して成立 して

いると考えられる。特に,液 性因子の活性が弱い二枚貝では,血 球が生体防御機構の中心であ り,

異物(非 自己)の 排除とい う役割を担当していると考えられる。二枚貝の血球は,血 リンパに存在

するマクロファージ様の細胞であ り,旺 盛な貧食能を示すことが古 くか ら知 られ,こ れ までも数多

くの報告がある。しかし,血 球の貧食能の発現に深 く関連する異物認識,走 化性などの異物に対す

る反応性,異 物の種類による貧食様式や貧食能の違いなどについては,な お十分には明らかにされ

ていない。また,取 り込んだ異物の処理,特 に病原性を有する細菌に対する殺菌 ・排除の過程につ

いても不明な点が多 く残 されている。

本研究では,海 産二枚貝のマガキC名αsso∫惚α8忽αsの血球を対象 として,血 球が2つ の細胞集団

で構成されることを明らかにし,各 々の異物認識および貧食の機構を解析 した。 さらに,細 菌の貧

食に伴 う活性酸素の生成機構 と生成 される分子種について検討 し,血 球による細胞内殺菌の過程に

おいて,活 性酸素を介した酸素依存性の殺菌がみ られるか否かについて調べた。また,細 菌を貧食

した特定の細胞集団にアポ トーシスが誘導されることを見い出し,こ の過程への活性酸素の関与に

ついても検討を加えた。

第1章 血 球 に よ る 異 物 認 識 と貧 食 機 構

マガキ の血 球は,血 球 の大 きさや穎粒 の有無 染色性の違 いな どの形態学的観察 に基づ いて分類

した結果,無 穎 粒球 と穎粒球 の2つ の細 胞集団に大別 され た。 これ らの細胞 集 団は,60%Percoll

溶液を用 いた連続密度勾配遠心 に よって,無 顯粒球層 と穎粒球層 に,各 々90%以 上 の純度 で分離す

る ことが できた。そ こで,分 離 した血球 を用 いて異物を貧食 させた結果,無 穎粒球,穎 粒球 ともに

強 い貧食能 を示す ことが明 らか とな った(Fig.1)。 しか し,異 物 の種類 に よって,無 顯粒球 と穎

粒球 の貧食活性 に違い のあ ることが示 された。すなわ ち,細 菌を異物 と した場 合,今 回の供試細菌

については,そ の種類 に関わ りな く穎粒 球の方 が常 に高 い貧食率を示 した(Fig.2)。 一方,パ ン

酵母,固 定赤血球,そ して ラテ ックス ビーズを異物 と した場 合は,無 穎粒球の方が1.5倍 か ら5・5倍

も高い貧食 率を示 した(Table1)。 さ らに,パ ソ酵 母 と大腸菌 に対 して,ホ ルマ リソ処理,100℃

で60分 間 の熱処理,121℃ で20分 間 のオー トク レープ処理を加えた ものに対す る貧食能 を比較 した

結果,無 穎粒球 の貧食は,い ずれ の処理を行 った場 合で も無処理 のもの と変わ らなか った。しか し,

大腸菌に対す る穎粒球 の貧食 は,ホ ルマ リン処理,オ ー トクレープ処理 に よって大 きく低下 し,特

にオー トクレープ処理 された大腸菌 はほ とん ど貧食 できないこ とが示 された(Fig・3)。 以上 のこ
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、

Fig.1LightmicrographsofCrassostreagagashemocytesphagocytizingyeast.Hemocyteswereat-

tackedandspreadonthesurfaceofglassslidefor30minofincubation.Afterincubation,

spreadhemocytesweretreatedwithyeastparticlesfor60mm.Agranulocytes(A)and

granulocytes(B)werestainedwithMay-GrunwaldandGiemsastammgfor15mm.N,nuclear

ofhelnocyte;Y,yeastparticle.Barsindlcate10μmscale.
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Fig.2 PhagocytosisofthreespeciesofbacteriabyCgagashemocytes.Theextentofphagocytosis

wasdeterminedbyrandomlycountingatleast400hemocytesfromeachmonolayerunderoil
immersionlensoffightmicroscopy.Threespeciesofbacteria,Escherachaacolt,Deleyamarina,
andPlanococcuscatreus,weretestedasforeignparticles.Thepercentageexhibiting

phagocytosis(phagocyticrate)wascalculatedas
numberofhemocytesengulfingatleastonebacteriumx100

totalnumberofhemocytescounted

ResultsaremeansｱSEoffiveseparateexperimentsperformedintriplicate.

TablelPhagocytosisofvanousparticlesbyCgzgashemocytes

Particle
Agranulocyte Granulocyte

PR(%) PI PR(%) PI

Saccharomycescerevisiae

HumanRBC

Latexbeads(｢2um)

861

343

735

639

321

1108

159

224

447

237

157

548

Hemocytemonolayersandforeignparticleswereco-incubatedfor60minat20ｰC.
Thepercentageexhibitingphagocytosis(phagocyticrate,PR)wascalculatedas

numberofhemocytesengulfingatleastoneparticlex100
totalnumberofhemocytescounted

Phagocyticindex(PI)wasexpressedastheaveragenumberofparticlesingestedmone-
hemocyte.

Resultsaremeansofsixseparateexperimentsperformedmtriplicate.
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Fig.3PhagocytosisofS.cerevisiae(baker'syeast)andE.coliafternotreatment(Live),formaliniza-
tion(Form.),heatingat100Cfor60min(Heat.),andautoclavingat121Cfor20min(Auto.).

、

とから,穎 粒球は,細 菌の有する特定の構造や分子を特異的に認識 して貧食 していることが推察さ

れた。すなわち,上 記の処理を加えたことによる貧食率の変化は,穎 粒球により認識されていた細

菌の部位や分子が変性 したため,貧 食できなくなった結果であると考えられた。

細菌に対す る穎粒球の高い反応性は,走 化性の点でも明らかにされた。穎粒球は細菌由来の走化

性ペプチ ドであるfMLPに 対 して明確な走化性を示 した(Fig.4)。 この走化性は,ア ンタゴニス

トのt-Boc-MLPの 共存 下で,ほ とん ど抑制 され た ことか ら,穎 粒球 はfMLPに 対す る レセ プター

を有 していて,こ れを介 し七走 化性 因子を認識 し,細 菌 に対 して遊走す ることが示 唆 され た。一方,

無穎粒球 には,fMLPに 対 す る走化性 は認 め られず,こ の点 で も2種 類 の血球 の間 で違 いがみ ら

れた。
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Fig.41nhibitionofgranulocytemigrationtowardfMLPbyt-Boc-MLP.Migrationofgranulocytes

wasmeasuredtowardBSS-control,towardfMLP,towardfMLPinthepresenceof

t-Boc-MLP,andtowardt-Boc-MLP.ResultsaremeansｱSEofsixseparateexperiments.

*MigrationtowardfMLPaloneissignificantlygreaterthanmigrationtowardBSS-control

(pGO.01).
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第2章 血球による活性酸素の生成 と酸素依存性の殺菌機構
、

無 穎粒球 においては,NADPHオ キ シダーゼ様 の酵素 活性が認 め られ,哺 乳 類の 白血球 と同様

に,ホ ル ボールエス テルや貧食 の刺激 に よってス ーパ ーオキ シ ドア ニオ ン(02一)が 最初 に生成 さ

れ ることが明 らか とな った(Fig.5)。 また,無 穎粒球 ではスーパーオキ シ ドジスムターゼに よる

酵素 的不均化反応の結果,過 酸化水素(H202)が 生成す る ことも示 され た。 さらに,02一 とH202
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Fig.5DetectionofOzgenerationbyNADPH-oxi-

daseactivityinPMA-activatedhemocytes

bythereductionofacetylatedfer-

ricytochromeαHemQcytes(5×107cells)

weresuspendedin2mlofKRPGcontaining

2mMNaN3andexposedsequentiallyto100

ng/mlofPMA,0.05ｰlo(W/V)deoxycholate

(DOC),0.1mMNADPH,and150U/mlof

Cu/Zn-SOD.

の反応 か ら,反 応性 が非常 に高 く,活 性酸素 に よ

る殺菌反応 の主体 となる と考 えられ る ヒ ドロキ シ

ル ラジカル(・0宜)が 生成 され るこ とも明 らか

とな った(Fig.6)。 以上 の ことか ら,無 穎粒球

には,好 中球 と.類似 した厳密な活性酸素 代謝系 が

備わ って い る と考 え られ た。一 方,穎 粒球 に は

NADPHオ キ シダーゼの活性は認 め られず,02}

の生成 もみ られ なか った。 しか し,H:202は 無穎

粒球の生成量 の約45%の 生成 が認 め られ た(Ta・

ble2)。 この ことは,穎 粒球 におけ るH202の 生

成は,無 穎粒球 とは異 なる経路で行われ ている こ

と を示 唆 して い る。02一 が 生 成 され な い こ と

か ら,穎 粒 球 では ・OHの 生成 も認 め られ な か

(A)DMPO(11mM)+PMA

● ▼ ● ▼ ● ● ▼ ● .s

(A)

(B)(A)+SOD(150U/ml)

(B)

(C)withoutPMA

(C)
1mT

伽OMπ0

▼hydro累y韮radicai(●OH)

●ea[もonCenteredmad量ca1(●CR) 、

Fig.6ESRsignalsofradicalspinadductsgenerated21.5minaftertheinitiationofthereactionof

PMA-stimulatedagranulocytes.Thereactionswerestartedbytheadditionof100ng/mlof

PMAtoagranulocytesuspension(5× 一106cells/ml)contalningllmMDMPOand500μM

DTPA.(A),ESRspectrumobservedonstimulationwithPMA.(B),spectrumobtainedforthe

samereactionmixtureas(A)with150U/mlofSOD.(C),spectrumobtainedfortheagranulo-

cytesuspensionwithoutPMA.Signalsmarkedwithclosedreverse-trianglesbelongtothead-

ductofhydroxylradical,andsignalsmarkedclosedcirclesbelongtotheadductofcarboncen-

teredradical.MnO,manganeseoxide.
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Table2Phagocytosis-associatedHZOZgenerationbygranulocytes

Time(m)in
H202.generation一(nmoVmg・protein)

Rest血9 Phagocytizing

0

60

正20

0

18.8ｱ2.06

23.4t1.27

0

33.7ｱ3.31

43.2ｱ6.46

HZOZgenerationwasmeasuredbyusingascopoletinoxidaitionmethodforgranulocytes

phagocytizingE.coli.

Mea且 ±SEofaverageoffivedetem血ations.
*Significantlydifferentfromthevalueofrestingineachtime(pGO

.01).

ったが,酸 性 に至適pH:を 持つペルオキ シダーゼの高 い活性が検出された(Fig.7)。 このペ ルオ

キ シダーゼは,塩 素 イオ ンとH202の 存 在下でモ ノク巨ロジメ ドンの塩素化反応 を促進 した(Fig.

8)。 す なわ ち,穎.粒 球 には,ミ エ ロペル オキ シダーゼ と機能的 な相同性を有す るペルオキ シダー
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Fig.7EffectsofpHonactivityofoysterperoxidase(s)ingranulocytehomogenate.ThepH-depen-
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Fig.8TimecourseofOPO-catalyzedchlorinationofmonochlorodimedon(MCD)ingranulocyte

homogenate.Granulocytehomogenatewasaddedtothereactionmixturein100mMpotassium

phosphate(pH5.0)containihg100μMMCDand100mMNaC1.Thereactionwasinitiatedby

theadditionofH202(finalconcentration,100μM),andspectrometricmonitoringwascon-

tinuedfor120sec.MCDchlorinationwasdeterminedbymeasuringthedecreaseinabsorban-

ceat290nm.
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ゼが存在 して,非 常に殺菌力の強い次亜塩素酸を生成することが明らか となった。.無穎粒球では,

この反応はみられなか った。以上のように;無 穎粒球では ・OH,穎 粒球では次亜塩素酸 とい うよ

うに,血 球の種類によって異なってはいるが,ど ちらの血球集団も強力な殺菌成分を生成すること

が示 された。

次に,強 い殺菌力を有する上記の活性酸素関連分子が,実 際の細胞内殺菌の場で機能するのか否

かについて検討 した。活性酸素の生成を抑制する目的で窒素で封入 した低酸素条件を設定 し,細 菌

を貧食 させた後の細胞内殺菌率を好気的条件下での値と比較 した。その結果,好 気的条件下での貧

食120分 後の測定において,血 球は供試 した6種 類の細菌のいずれに対 しても高い殺菌率を示 し,

貧食 した細菌の85%か ら99%を 殺菌 していたのに対 し,低 酸素条件下では,.46加o挽o∂ σo'〃
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Fig.9.Intracellularkillingofbacteriabyhemocytesinaerobicandanaerobicconditions.Bacteria

(initialdensity,1x108CFU/ml)wereincubatedwithadherenthemocytesfor60minat

20ｰC.Thenumberofbacteriakilledwascalculatedbysubtractingthecolonycountlevelaf-

ter120minfromtheinitialnumberofcolonycounting.Thecolumnsindicatethemeans,

andthebarsindicatetheSDofsixdeterminations.*Significantlydifferentfromthekilling

rateofeachbacteriumunderaerobiccondition(Pく0。05).
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Table3Effectsofradicalscavengersonkillingandingesting

of∠4σ伽o彫o∂ σc陀γ劾7う彪%sbyoysちerhemocytesunder

theaerobiccondition

Scavenger Bacteriakilled(%)
Hemocytes

ingestingbacteria(%)

Withoutscavenger

SOD(100U/ml)

Catalase(500U/ml)

Benzoate(lOmM)

N-acetycyateine(lOmM)

96.5ｱ2.4a

84.9ｱ5.1b

45.8ｱ9.0`

90.9ｱ4.7a.h

42.4ｱ7.6ｰ

44.6ｱ2.9

41.9ｱ4.3

46.1ｱ4.9

42.2t5.7

45.2ｱ1.8

Differencesbetweenaalldb,aalldc,bandcaresign迂icant(pく0.05),
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'%7∂毎肉1吻7勿06066%s乃 α乙砂〃伽3,S吻 勿`ocooo%sσ獺2%sの3種 類の細菌に対する殺菌率が有意に

低下 した(Fig。9)。 しか し,そ の際の殺菌率の低下は25%か ら40%と 部分的なものであつた。ま

た,好 気的条件下での・4.伽 ∂伽Sに 対する細胞内殺菌は,活 性酸素消去剤の添加によって有意に

抑制され,低 酸素条件での値 とよく一致 していた(Table3)。 以上のことか ら,マ ガキ血球の細

胞内殺菌において,す べてを担 うものではないが,活 性酸素が殺菌因子として機能 していると考え

られた。 さらに,低 酸素 ・好気の両条件下で殺菌率に違いのみられなかったル翫70coα泓ε1%勧 舘こ

ついて,抗 酸化力の強いカロテノイ ド色素を欠損させた変異株を作製 して,好 気的条件での細胞内

殺菌率の経時変化を野性株の場合 と比較 した結果,色 素欠損株は貧食後の非常に早い段階で殺菌さ

れることが明らかとなった(Fig.10)。 ここでみられた早;期の殺菌は,活 性酸素消去剤,特 にカ

タラーゼの添加で強 く抑制 されること,ま た,低 酸素条件では,色 素欠損株と野性株に対する殺菌

率の経時変化の違いはほとんどみ られなくなることが示された。 これ らの結果 と先の3種 類の細菌

に対する結果を総合して考察すると,マ ガキ血球ではいずれの細菌を貧食 した場合にも活性鹸素は

生成 され,活 性酸素に対 して感受性の高い細菌種の殺菌および多 くの細菌種に対す る初期段階での

殺菌に有効に機能していると結論される。
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Fig.10TimecourseofintracellularkillingofwildtypeandpigmentlessmutantstrainsofM.lu-

teusphagocytizedbyhemocytesinaerobiccondition.Forphagocytosis,Eachstrainand

hemocyteswereco-incubatedfor60minat20C.Incubationforintracellularkillingwas

continuedfor120minat20C.SOD(100U/ml)andcatalase(1000U/ml)wereaddedto

theculturemediumofhemocytes.

第3章 細 菌 の貧 食 に よ り誘 起 され る無 穎粒 球 の ア ポ トー シス

海洋性細菌のP伽ooooc鰐6伽%sを 貧:食した血球が,貧 食3時 間後か ら急激な細胞死を起 こし,

貧食12時 間後の生存率は19.6%とPo伽6%sを 添加 しなか った対照区の生存率の88・7%と 比較 して

大 きく低下する現象が見い出された(Fig.11)。 細胞死を起 こした血球は,ほ とんどが無穎粒球

であった。顕微鏡下での観察の結果,死 亡 した無穎粒球では,細 胞の縮小および核の断片化とい う
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アポ トーシス細胞 の特徴がみ られた ことか ら,生 化学的な解析 と して クロマチ ソDNAの 断片化 の
し

有無 を調べ た結果,ヌ クレオ ソー ム単位 でめ断片化は認め られ なか ったが,50-220kbpの 大 きな

断片化は起 こっていた(Fig.12)。 以上の こ とか ら,Po痂8%sの 貧食 に よ り誘起 され る無穎粒球

の細胞死 は,ア ポ トーシスであ る と判断 した。 この無穎粒球 の アポ ト「シスは,H202の 消去酵素

であ るカ タラーゼ と抗酸 化剤 のN一 アセチ ル シス テイ ンの添加 に よって,強 く抑制 された(Fig.

13)。 同様に,低 酸素 条件下 でP碗 形粥 を貧食 した無穎粒球 で も,ア ポ トー シスの誘起は抑制 さ

れ,有 意 に生存率 が高 くな った。以上 めこ とか ら,無 穎粒球 のアポ トー シスの誘起 に活性酸素が関

与 してい ると考 え られた。 しか し,活 性酸素生成 の刺激剤であ るホルボ ールエステルの添加では,

アポ トーシスはみ られず,細 菌 の貧食 が必要 な過程 であることが示唆 された。
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総 括

以上の結 果か ら,マ ガキ血球 は無穎粒球 と穎粒球 の2つ の細胞集団か ら構成 され,各 々の血球 で

異物 認識お よび貧食の しくみが異な ってお り,無 穎粒球は防御 の初期反 応を担 うマ ク 戸フ ァージ様

の細胞 として,ま た穎粒球 は細菌 に対 して特異的 に反応す るprofessionalphagocyteと して,多 様

な異物 に対応 している ことが明 らか とな った。貧食 した細菌に対す る細 胞内殺 菌g過 程 において,

血球 の生成す る活性酸素 が関与 している ことが証 明された。 しか し,そ れは細 胞内殺 菌機構 のすべ

てを担 うものでは な く,酸 素 に依存 しない殺菌因子 の存在 も示唆 され た。細菌 を貧食 した無穎粒球

は,ア ポ トー シスを起 こす ことが観察 され,異 物を貧食 した血球 の終末 の状態 を示す1つ の形 とし

て注 目され た。 また,こ のアポ トー シスの誘 起に活性酸素 が深 く関与 している ことが 明 らか にされ

た。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

他の無脊椎動物 と同様に,二 枚貝には,免 疫グロブリンの産生能がないことから,高 い貧食能を有す

る血球がその生体防御機構の中心 を担 うと考えられる。二枚貝血球の貧食能についてはよく知られてい

るが,貧 食能の発現に深 く関連する異物認識,走 化性などの異物に対する反応性については,な お十分

には明らかではない。また,取 り込んだ異物の処理,特 に病原性を有する細菌に対する殺菌 ・排除の過

程についても,ほ とんど解明されていない。

本研究では,海 産二枚貝のマガキCrαs80s舵 αgむ αsの血球における生体防御機能の発現,特 に異物

認識とそれに続 く貧食,取 り込んだ細菌に対する細胞内殺菌,そ して貧食血球の終末過程 という一連の

反応系について解析 した。

まず,マ ガキの血球を形態学的観察に基づいて無穎粒球 と穎粒球の2つ の細胞集団に大別 した。これ

らの貧食能,走 化性を検討 した結果,異 物の種類によって,無 穎粒球と穎粒球の貧食活性 に違いのある

こと,特 に,穎 粒球は,細 菌の有する特定の構造や分子を特異的に認識 して貧食能を発現することを明

らかにした。また,穎 粒球は細菌由来の走化性ペプチ ドに対 して高い遊走能を持つことを明らかにした。

無穎粒球では走化性は認められず,2種 類の血球集団の間で細菌に対する反応性に大 きな違いのあるこ

とを示 した(第1章 〉。

無穎粒球においては,貧 食の刺激によってスーパーオキシ ドアニオン(02一)が 最初に生成されること ヒ

を明らかにした。さらに,活 性酸素による殺菌反応の主体 となるヒドロキシルラジカル(・OH)が 生成

されることも明らかにし,好 中球と類似 した厳密な活性酸素代謝系が備わっていることを示 した。一方,

穎粒球のみで活性が認められるペルオキシダーゼが,塩 素イオンと過酸化水素の存在下で,殺 菌力の強

い次亜塩素酸を生成することを明らかにした。また,こ れらの活性酸素関連分子が実際の細胞内殺菌の

場で機能するのか否かを検討 した結果,活 性酸素がすべてを担 うものではないが,殺 菌因子として十分

機能していることを明らかに した(第2章)。

海洋性細菌のpZαπOCOCωSC伽 ε認 を貧食 した無穎粒球が,急 激な細胞死を起こす現象を見い出 し,

この細胞死がアポ トーシスであることを明らかにした。また,無 穎粒球のアポ トーシスの誘起に活性酸

素が関与 していることを示 した(第3章)。 、

以上のように本研究は,マ ガキ血球 を構成する2つ の細胞集団において異物認識および貧食のしくみ

が異なっていること,す なわち,無 穎粒球は防御の初期反応 を担 うマクロファージ様の細胞 として,ま

た穎粒球は細菌に対 して特異的に反応するprofbssionalphagocyteと して,多 様な異物に対応 している

ことを明らかにした。また,細 胞内殺菌の過程に血球の生成する活性酸素が関与 していることを証明 し

た。さらに,細 菌を貧食 した無穎粒球 に,ア ポ トーシスを起こす細胞があることを明らかにし,異 物を

食食 した血球の終末形態 として,こ れまで知 られていない形があることを発見 した。本研究の成果は,

二枚貝の生体防御研究に新たな局面を開 くとともに,生 体防御能を指標 とした二枚貝の健康度評価法の

確立に寄与すると考えられる。よって審査委員一同は本論文の著者が博士(農 学)の 学位 を授与される

のに値するものと判定 した。
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