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論文内容要旨

背景目的

 自然免疫物質である抗菌ペプチド(抗菌タンパク)は,従来,昆虫などの下等生物において感

 染防御の中心的役割を果たしていることが分かっていたが,近年,獲得免疫系を有する哺乳類に

 も抗菌ペプチドが存在することが明らかとなった。しかしながら,生体内で最も細菌の多い部位

 である大腸上皮を主な局在とする抗菌ペプチドはいままで発見されていなかった。Resistin-like

 moleculebeta(RELMβ)は2001年にSteppallらが新規に同定した大腸上皮分泌タンパクで

 ある。小川・福島らは,無菌マウスに通常のマウスの糞便を経口投与することによって(すなわ

 ち,無菌状態の大腸上皮が腸内細菌に曝露されることで),大腸上皮におけるRELMβの発現が

 著しく上昇することを示した。また,北山・福島らは,潰瘍性大腸炎患者の大腸上皮における

 RELMβの発現が,Crohn病患者の大腸上皮や大腸癌患者の健常な大腸上皮における発現と比

 べて有意に低下することを示した。RELMβの機能は未知であったが,これらの特徴のある発

 現パターンから,RELMβが大腸上皮において何らかの生体防御作用を有していると私は予測

 した。さらに,データベース検索にて,RELMβのアミノ酸構造が,既知の抗菌ペプチド(抗

 菌タンパク)と共通性があることを見いだし,RELMβの機能として生体防御機能の中でもと

 くに抗菌作用を予測した。本研究の目的は,ヒトRELMβが腸内細菌に対して抗菌作用を有す

 るという仮説の検証,ヒト便中でのRELMβの存在様式の検討,およびRELMβの発現誘導因

 子の検討である。

方法

 (1)抗菌活性試験:17株の代表的な腸内常在菌・病原菌を対象に,寒天培地法にて抗菌活性の有

 無をスクリーニングした。抗菌活性を示す濃度を詳細に確認するために,液体培地法にて

 Soz'rαイs(JCM2413),E60/i(JCM5491),臨床検体から分離した5株のMRSAを対象に検討

 した。

 (2)形態学的検討:RELMβを含む液体培地と30二,rθτ'sまたは且6011共培養した後,これらの

 細菌に対して抗RELMβ抗体を用いた蛍光免疫光顕をおこない,RELMβの細菌に対する

 bindingreac七ivi七yを検討した。また,免疫電顕をおこない,RELMβが及ぼす細菌の形態学的

 変化を検討した。

 (3)ヒト便中のRELMβの濃度・構造の検討二5名の健常人の便を対象に,抗RELMβ抗体を

 用いたWestemblotを行った。濃度の分かっているReconbinantRELMβをコントロールと

 し,スタンダード直線を作り,ヒト便中のRELMβの濃度を半定量した。また,RELMβタン

 パクはシステインを多く含んでおり,ジスルフィド結合による多量体の形成が予測されたため,
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 非還元条件と還元条件でWestemblotを行い,構造の違いを検討した。

 (4)RELMβ発現の検討:大腸上皮細胞株LS174Tに対して,細菌(熱非活性化した5甜rεz,5

 またはE.σo〃),または,細菌構成成分(ペプチドグリカン,リポポリサッカライド,ムラミル

 ジペプチド)を投与し,Westemblotまたは定量RT-PCR法にて,経時的なRELMβの発現

 量の変化を検討した。

結果

 (1)MRSAを含むε〇五"2z'5に対してのみRELMβは濃度依存性,pH依存性に抗菌活性を示

 した。(2)免疫光顕では,&θ1〃・α6のみで,RELMβの細菌へのbil/dillgreactivityを認めた。

 免疫電顕では,510〃rα6の表面に本タンパクが多数付着し,中心体の出現などの細胞破壊の像が

 認められた。(3)ヒト便中でRELMβは豊富に存在しており,inソ'1roで抗菌活性を示す濃度に

 匹敵した。RELMβの濃度は個人差があり,抗菌作用を示し始める濃度から,ほぼ完全に

 εo躍α6を死滅させる濃度までの幅があった。非還元状態ではRELMβは3量体,6量体に相当

 する部位(27kDa,54kDa)に2本のbanclを認め,還元状態では1量体(9kDa)に相当する

 部位のみにbandを認めた。(4)LS174丁細胞株では,熱非活性化したε`'〃r8113,ペプチドグリ

 カン,リポポリサッカライドの刺激で,RELMβの発現の増加を認めた。熱非活性化したεco!1

 では,Westemblotでのみ,ごくわずかな発現の増加が確認できた。

 まとめ・考察

 (1)結腸上皮からの分泌を主とする抗菌タンパクを初めて同定した。(2)MRSAに対しても

 強力な抗菌作用を有しており,今後,感染症に対する新規薬剤としての臨床応用が期待できる。

 (3)免疫電顕では,接着による細胞膜透過性の変化が推察され,既存の抗生物質とは異なる作用

 機序を有すると考えられた。(4)RELMβの発現は,特定の細菌あるいは細菌構成成分の刺激

 によって上昇を認めた。ヒト便中でのRELMβの濃度に個人差があることを考えると,本知見

 は,たとえば,腸内でSα!'1でε6が過剰に増えたときに,RELMβの発現が上昇することで

 3α〃rθ2'sの増殖を抑えるというようなシステム,すなわち,宿主側がRELMβの産生を直接制

 御することで腸内細菌の恒常性を保持する,というフィードバックシステムの存在を推察させる。

 従来,腸内細菌叢に影響を及ぼす因子として,プロバイオティクス,プレバイオティクス,抗生

 物質といった外界の因子が知られていたが,RELMβなどの抗菌タンパク(抗菌ペプチド)は,

 生体自身が産生する腸内細菌叢の調節因子であるという仮説が想起された。
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 審査結果の要旨

 近年,自然免疫物質である抗菌ペプチド(抗菌タンパク)は,昆虫などの一ド等生物のみならず,

 獲得免疫系を有する哺乳類にも存在することがわかってきた。しかしながら,生体内で最も細菌

 の多い部位である大腸上皮を主な局在とする抗菌ペプチドはいままで明らかではなかった。この

 研究は,Resistin-1ikemoleculebeta(RELMβ)というヒト大腸上皮に特徴的に発現するタン

 パクに,strain-selectiveな抗菌作用があることを初めて示したものである。さらに,RELMβ

 の発現誘導に細菌成分が関与していることを示し,抗菌タンパクRELMβが,腸内細菌叢の維

 持に関わっている可能性を考察している。抗菌活性の検討では,RELMβが濃度依存性,pH依

 存性にS'岬毎ノ10000α,s`11“・ε3,3および,methicillill,resistant&02,r8“s(MRSA)に対して抗菌作

 用を示すことを明らかにしている。耐性菌であるMRSAに対して抗菌活性を有するという知見

 は,感染症に対する新規薬剤としての臨床応用を強く期待させるものである。この研究ではさら

 に,免疫光顕,免疫電顕を用いて,RELMβがSt甜Fθz'3に及ぼす形態学的変化が考察されてお

 り,抗菌活性機序の解明に向けて大きな手がかりとなる知見となっている。また,実際に,ヒト

 便中のRELMβの量を半定量することによって,ヒト便中でRELMβはi1了}・ilroで抗菌活性を

 示す濃度に匹敵するほど豊富に存在していることや,RELMβの濃度に個人差があることが示

 された。さらに,この研究では,RELMβの発現誘導因子についても詳細な検討がなされてお

 り,大腸上皮細胞株であるLS174丁細胞株において,熱非活性化したS甜r6己'5,ペプチドグリ

 カン,リポポリサッカライドの刺激で,RELMβmRNAおよびタンパクの発現が増加すること

 を示した。考察においては,RELMβが腸内細菌叢の維持の役割を担っているという可能性を

 示している。従来,腸内細菌叢に影響を及ぼす因子として,プロバイオティクス,プレバイオティ

 クス,抗生物質といった外界の因子が知られていたが,生体自身が産生するRELMβなどの抗

 菌タンパク(抗菌ペプチド)が腸内細菌叢の調節因子であるという仮説は,研究結果に基づいた

 ものであり合理的,かつ,独創的である。また,近年の知見で,RELMβが潰瘍性大腸炎患者

 で発現が低下すること,また,潰瘍性大腸炎患者の腸内細菌叢が,健常人と比べて異なるパター

 ンを示すことから,RELMβと潰瘍性大腸炎の病態について考察されている。この研究は,新

 規抗菌タンパクの同定にとどまらず,抗菌スペクトラム,発現誘導様式,形態学的特徴などが詳

 細に検討されており,今後,腸内細菌叢の維持システム,潰瘍性大腸炎の病態との関係,新規薬

 剤への応用など,多分野への応用・発展の基礎となりうる内容であり,審査の結果,十分に学位

 に値すると判断する。

 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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