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乳酸菌菌体外酵素により合成される抗腫瘍性多糖

SPR－901の作用メカニズムに関する研究

学位論文内容の要旨

Leuconos toc  meseロteroides subsp.  dextrań Cu冊  の菌体外酵素により

合 成 さ れ る 抗 腫 痛 性 の a一 グ ルカ ン タ イ プ の 多 糖 ”SPR― 901” の

感染防御効果および抗腫癆効果について調ペ、その免疫賦活f乍用発現の

澱序について，免疫学的および生化学的に解析した。

  免疫賦活性の多塘は生体の免疫担当細胞のうちマクロフ‘アージ（M¢）

の機能を亢進させることが知られている。そこでまず、Mめが防御細胞と

し て 重要 な 役 割を 担って いる 、リス テ1Jア菌感 染に おける SPR― 901

のf乍用をマウスを用い―て検討した。

  SPR一 901の 経 口 投 与 はり ス テリ ア菌に 対す る感染 防御 効果を 顕著

に増強させた。すなわち、1．8x  10‘CFUのりステリア菌をマウスに接種

した場合、無処置のマウスでは60％程度の死亡例が見られたが、SPR－

9〇1を投与したマウスには死亡例は認められなかった。リステリア菌接

種後の肝臓、脾臓および接種部位である腹腔内における同菌の増殖を経時

的に測定したところ、無処置のマウスでは接種後翌日より対数増加的な増

殖 が みら れ 、 3日目 以 降 死 亡 す る 個体 が 現 れ た 。 一 方、 SPR一 901を

経口投与した場合は接種後3日目までは無処置マウスと同様なりステ1Jア

菌の増加が見られたが、その後5日目にかけて減少し宿主の防御効果が増

強されていることが示唆された。感染後3～5日目以降のりステリア菌の
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  排除には、抗原特異的に感作されたT細胞により活性化されたM¢が重要

  な役割を担っている。リステリア菌に対する抗原特異的免疫応答を遅延型

  足蹠反応で調べたところ、SPRー901の経口投与によりその反応は増

  強されていた。従って、SPR一901の経口投与は、T細胞を含めた抗

  原 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 亢 進 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

    Mめは生体内に侵入した細菌や老廃物などの異物をその寅食能により処

  理する、いわゆる抗原非特異的な防御だけでな＜、免疫応答の中心的役割

  を担うT細胞に抗原情報を提供したり、種々のサイトカインや生理活性物

  質を産生することにより、抗原特異的な防御にも関与している。Mめによ

  るT細胞への抗原提示は以下のステップから成り立っ。1）抗原（異物）

  を取り込み断片化する、2）断片化された抗原を主要組織適合抗原分子

    （MHCクラスH）とともに細胞表面へ提示する、3）ヘルパーT細胞

  がMHC分子と抗原分子を認識し増殖、活性化する。マウスM¢のもつ抗

  原特異的なT細胞増殖を誘導する能力、いわゆる抗原提示々とカをりステリ

  ア菌を抗原として測定したところ、SPR一901の投与により顕著に増

  強されていた。この時、SPR一901を投与したマウスM¢の異物

    （細菌）貪食能、殺菌能には大きな変化は見られなかった。また、マウス

  MHCクラスII分子であるIa分子のM¢での発現にも変化はみられなか

  った。従って、SPRー901は前述した抗原提示のプ口セスを活性化さ

  せるのではなぃと思われた。

    M¢はT細胞に抗原を提示するだけでな＜種々のサイトカインを産生し

  て免疫応答を調節していることが知られている。なかでもインター口イキ

  ン（IL）一1、ILー6などのサイトカインはT細胞の増殖、活性化に

  対して促進的に作用することが報告されている。これらのサイトカインの

  mRNAの発現や産生はSPR―901の投与により顕著に増強されてい
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た 。 従 っ て 、 SPRー 901の 経口 投 与に よ るT細胞 を含 め た免 疫 応答 の

増強は、M¢からのI L―1、IL一6などのサイトカインの産生亢進に

よることが示唆された。

SPR一 901は マ ウ ス 同 系 腫 癆 の MethAに 対 し て 経 口 投 与 に よ

り腫膓増殖抑制効果を示す。しかし、この抗腫癌効果は成熟T細胞を欠損

し て いる ヌ ード マ ウス では 認 めら れ なか っ た。 従って、SPR―901の

抗腫痛効果においてもT細胞が重要な役割を担っていることが判明した。

MethA担 癌 マ ウ ス に 再 度 Me． 1thAを 移 植 し て 二 度 目 に 移 植 し た 腫

癌の増殖を見たところ、SPR－90．1投与群で有意にその増殖が抑制さ

れていた。同様な実験において、二度目に移植する腫瘍を最初に移植した

腫殤とは抗原的に異なるものにした場合にはその増殖には差はなかった。

従って、SPR－901は腫瘍に対しても宿主の抗原特異．的な免疫応答を

亢進させることが示唆された。

  T細胞はその機能と細胞表面分子の発現様式から、ヘルパーT細胞

（L3T4分子陽性）とキラー／サプレッサーT細胞（Lyt－2分子陽

性）とに分けられる。SPRー901の抗腫瘍効果にこれらT細胞がどの

ように関係しているか検討した。まず、腫璃の増殖を抑制できるェフェク

ター細胞にっいて調ぺた。SPR－901を投与したMe thA担癌マ

ウスのりンパ節細胞の腫痛増殖中和活性は有意に増強されていた。この中

和活性はおもにLyt一2分子陽性の細胞に見られたことから、Lyt―

2陽性細胞がェフェクター細胞として働いていることが分かった。また、

SPRー901を投与したマウスリンバ節細胞の´〃レi troで誘導した腫

瘍傷害活性も有意に増強されていた。

  SPRー901の抗腫瘍効果におけるT細胞の関与をさらに検討するた
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め、I」3′ 1` 4分予陽1生またはLyL一2分子陽性細胞を消失させノこマウス

におけるSl’Iえ--9（）1の抗8m魎効果を検討したところ、いずれのマウス

にお｀、ても抗h亜鰯効果は認められなかった。また、活性化T荊‖胞からの

IL一2産生をnn轡するサイク口スポリンAを投与したマウスにおいても

SIJR -．（J〔〕1の効！徒tJ、れョ失した。これらの結采はSI）Rー（こ）Olの抗8！n

弼効果におけろエフウク夕‥j！‖胞のーっはLyt→2分予陽性のキラーーT

触‖胞であるが、そ（´）誘導にはL3T4分子陽性のヘルパーT亂‖胞の存在が

必要であることを示している。

以上の結果より、Sl．R―（J01の経□投与により増強される感鍛防御

効果と航｜垂鰯効果はMめと′i瓢州包の相互作J‖を介した抗原飴興的兜疫応答

の亢進によることが1リjらかとなった。SPRー901は直接T川‖迎を活性

化させるf乍用は持たノょいことから、この免疫応答の亢進はMめからの

ILー1、IIー―・Gなどのサイトカインの産生j曾強が引き血とな")て 1ヽ る

ものと∴旦われる。こjLらの．リ．イトカインはT細胞の増殖．cL 11fL二凶I了Jであ

るヘルバー-T｜‖】胞からのIL一ー2の産生に促進的に作川し結身き的に免疫応

答を)t；塗させるだけでな＜、キラ-Tキ川胞などのエフェクター．｜川馳の活1生

化を引き起こすものとぢえられた。

  SI’Iえ，ー901は成分的にも1巫めて純度が高い多糖件で搬1生も少な＜、

さらに経i-川殳与により全身性の免疫応答をj曽強させるという特徴を持つこ

とカ、らも新し tヽ 夕イプの免疫7巌法剤となることがjUj待さ.1゙ Lる。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

乳酸菌菌体外酵素により合成される抗腫瘍性多糖

SPR―901の作用メカニズムに関する研究

  本論文 は、和文101頁、図 18、 表9、 5章から なり、ほか に参考論文17篇が

付されている。

  癌の治療には外科的切除、放射線照射、化学療法剤などと．共に免疫学的療

法が用いられている。生体は外界からの侵入物はもとより、f木内で生じた異

常産 物に対して 恒常性を維 持するため、それらを処理、排除しようとする防

御機 能を有して いる。免疫 学的治療とは生体のもつ防御機能を賦活させるこ

とによりJ皿癌の増殖を抑制・排除しようとするものであり、そのような抗臓

瘍 効 果 を 示 す 物 質 は 生 物 学 的 反 応 修 飾 物 質 と 総 称 さ れ て い る 。 乳 酸 菌

L e‖ con ostoc  mesenteroides  subsp,   deメtranicumの菌体外酵素により合成

され る抗臓癌性 多糖SPR一 901もその ような物質 のひとっで ある。この多桝i

は、0ー1，6一結合のグルコースから榊成される主鎖に約5％の。一1，3ー結合の分

岐 を有 す る 分子 量 約1，000万のa-グル カン（一種 のデキス卜 ラン）であ る

が 、 経 口 投 与 に よ っ て マ ウ ス の 臓 癌 に 対 し 抗 臓 瘍 効 果 を 示 す 。

  本研究は、SPR－901のりステリア菌（Lysteria monocytogenens）に対する

感 染 防 御 効果 と マウ ス 繊 維肉 臓 MethAに 対 する 抗 J皿 癌 効果 に つい て 検討

し、 SPRー901の免疫賦活 作用のメカニズムを明らかにすることを意図してな

されたものであり、研究の結果は以下のように要約される。

  1． 免疫賦活性 多糖は、生 体の免疫担当細胞のうちマクロファ―ジ（M¢）

の機能を亢進させることが知られている。M゙ が主なli)御Iキ、m胞となるりステリ

ア菌感 染に対する SPRー901の作用についてマウスを用いて検討した。リステ

リア菌 をマウスに 接種した場合、約60％の死亡率が見られたが、SPR―901を

経口投 与したマウ スでは死亡例が見られず、SPR－901は感染後の生存率を著

しく上昇させた。
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  2． SPII－901を投与したマウスの肝臓、Jj＊臓のりステリア菌の増殖を汎IJ定し
たところ、接種後3日目までは無投与のマウスと同程度の増殖が観察された
がその後顕著に減少した。SPRー901の経口投与が感染抵抗を高めるのは、

Tリンバ球（T細胞）を合めた抗原特異的な免疫応答を増強させることによ
ると推定した。
  3．抗原特異Yな免疫応答反応にはT翁ll胞とM゙ との相互作用が重要なf殳割
を担っているが、Sl’Rー（j01の投与によりMtにどのような機能変化がみられる

かをマウスJ蝮腔Mtにより検討した。SPR－901を投与したマウスのMtは抗原特
異的なT耐‖胞の増殖を亢進させた。M゙ 自身の異物（細菌）貪食能や殺菌能な
どの発現には影響を及ぼさないが、サイ卜カイン（インタロイキンILー1，

IL―6など）の産生やそのmRNAの発現を顕著に増強させることを明らかにし
た。これらの結果から、S【）R―901の免疫応答の増強は、M‖こよるILー1や
IL－6などのサイ卜カインの産生増強がT細胞の活性化を促進させることによ
ると指j商した。

  4，SPRー901の抗JJm瘍効果発現のメカニズムにっいて、マウス繊維肉臓
MeLhAに対する効果をもとに検討した。SPR－901のMethA腫癌に対する抗
J皿癌効果は、成熟T細胞を欠損したマウスでは認められなかった。MeLhA

担癌マウスに両度MeLhAを移植してその増殖を観察したところ、SPR―901の
投与により増殖が顕著にmJ9ilJされることを認めた。これらの結果は、
SPR－901の抗臓瘍効果にTネ川胞が重要な投剖を担っており、臓癌に対して抗
原特異的な免疫応答をj曽弧していることを指摘した。
  5．TネfI｜胞は、その機能と糸u｜胞表面分子の発現様式からヘルバ－r11細胞と
キラー／サプ．レッサ－′r糸111胞のニつのサブセッ卜に分けられるが、
SPR―901の抗臓瘍効果にこれらのTキ川胞がどのように関与しているかをMet一11
A担癌マウスリンバ節ネ川胞を冂1いて検討した。SlコRー901を投与したマウスの
臓瘍増殖抑8iInこは、′「ネ‖1胞の両サブセットの存在が必要であり、一方のみで
はJ皿瘍抑制効果か認められないことをI丱らかにした。これらの結果から
SPRー901は、ヘルバ一Tネ1‖胞の機能亢進を介してキラ一／サプレッサ一T細
胞 を誘 導、活 性化 させる ことにより抗J皿癌効果を示すと打t定した。

  以上のように本研究は、0一グルカンspriー901の抗J弼癌作用のメカニズムを
解析し、学術的に貴重な知見を提供している。従来報告されている抗臓癌性
多糖はすべて0ーグルカンであるが、本研究によってQーグルカンが経口投与に
よる新しいタイプの免疫療法剤となる可能性を示したことは高く評価され

る。
  よって審査員-I司は、別に行った学力確認試験の結果と合せて、本論文の
提出者竹田保之はj噂士（農学）の学位を受けるに十分な資格あるものと認定
した。


