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BCG生 菌免疫 マウス細胞の移入 による結核免疫の研究

第1報 結核菌感染に対して感受性を異にする2系 統

マウスにおける細胞移入効果を中心として
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実験的 チフス症 におけ るR型 弱毒 生菌 免疫の効果は,

非抗体性 のいわ ゆる細胞性 のものであつて1)～3),0抗 体

の産生 に伴 う殺菌能 力の昂進 に よつてその効 果 を ほ ぼ

説明 し うる死菌免疫adjuvant加 死菌 免疫を も含 め

て一 の場 合 とは,本 質的 な差 異のある ことが ようや く

明 らかに されて きたが4)～6),実験的結核症 の場 合には,

両種免疫法 の効果 に同様な本質的 な差異 があるものか ど

うか,ま だ断定 しがたい7)～12)。

われわれは結核症 の免疫 における生菌 な らびに死菌前

処 置の意義を解 明す る手掛 りを得 るこ とを究極 の目的 と

して,す でに実験的チ フス症 において成功 した、被免疫

動 物の有核細胞を同種動物 に移入 して免疫性 を導入 しよ

うとす る方方法を3)5),マ ウスを用いた実験的 結 核 症 に

適 用 した。

実験 的結核症の免疫に も非抗体性細胞因子の関与す る

可能性 を明 らかにす べ く,細 胞移入法を応用 した免疫の

研究 がす でに少数 の学 者に よつて試み られてい るが,そ

れ らの実験 は移 入方法のみな らず,効 果 の判定 法 もまち

まちであ り,細 胞移 入に よ り免疫性の導入 され る可能性

について さえ,統 一 した見解が得 られて い な い13)～17)。

な お先人 の実験 では生菌免疫 された動物 の細胞 を移入す

るさいに,細 胞 に捕食 された状態 で持込 まれ る弱毒生菌

の意義 についてはほ とんど考慮 が払われ ていないが、わ

れわれ は実験 的チフス症 に細胞移 入法 を応用 して以来,

かか る弱毒生菌 のrecipient体 内における消長 と免疫性

の発現 との間に不即不離 の関係 のあるこ とを知つ たので,

今回の実験的結核症 の細胞移入実験 にあたつ て も 弱 毒

BCG株 のrecipient体 内での消長については と くに注

意を した。

またdonor細 胞 の効 果 の持 続 期 間 は,recipientが こ

の細 胞 に対 して 同種 移 植 免 疫 を 獲 得 す る こ とに よ り左 右

され る こ とが 明 らか となつ た の で18)19),使 用動 物 の 系統

差,換 言 すれ ばdonor, recipientの 抗 原 性 に 関 す る

genetic disparityに つ い て も考 慮 を払 つ た 。

材 料 と 方 法

動物:大 部分 の実験 には市販(金 丸商店)のddマ ウ

スの雌のみを使用 したが,一 部の実験には慶応大学 医学

部微生物学教室で腸炎菌(Salmonella enteritidis)攻 撃

に対す る均一な感受性を指標 と して選抜育成 した、近交

系のDK1系 マウスを雌雄 の別な く使用 した。DK1系 マ

ウスは結核菌 感染に対 して も均一 な,し か もddマ ウ入

に比 べ るとは るかに高い感受性 を示す ことが知 られてい

る20)。なおいず れのマウス もdonorと して免 疫処 置を

開始 され る時期,な らびにrecipientと して細胞を移 入.

され る時期 には5～6週 令 であつたo

免疫 法:生 菌 免疫法 としては,BCG株 の小川 斜 面 堵

養 より手振 り法 に よつて作製 した菌液 を,湿 菌量 に して

約1mg宛(7.6～8.0×106)マ ウスの尾静脈 よ り接 種

したo

死菌免疫法 としては、人型黒野株 の小川斜面培養 より

作製 した菌液 を,あ らか じめ700C,30分 間加熱殺菌 し、

た ものに,Freundのadjuvant(Aracel A, Drackeol)

を混 じ,菌 量に して約1mg宛 を マウスの腹壁皮下 に接

種 した。生 ・死菌 ともに接種回数 は1回 のみで免疫期間,

は3週 間 とした。

細胞移入法:死 菌前処置は能動免疫法 と して のみ実施

され,移 入細胞 のdonorの 免疫 にはBCG株 の生菌前
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処 置のみが実施 された。移入細胞 としては腹腔細胞を主

とし,一 部では脾細胞 も使用 した。腹腔細胞は既報 の方

法3)に 従つて,あ らか じめ細胞採取 の5～7日 前 にグ リ

コーゲン食塩水をdonorの 腹腔 に接種 し,局 処 の 滲 出

細 胞 の85%以 上が単核球 となつた時期を選んでHanks

氏液を腹腔に注入 して洗い 出 した。脾細胞は摘 出脾臓を

冷 却 したHanks氏 液 中で細切 した のち,駒 込 ピペ ット

で 吸引圧 出を くり返 して可及的 に細胞を分離 した ものを,

一たん 中試験管 に分注 して数分間静置 し,大 型組織片 の

沈 下を まつ て上清部分 よ り採取 した。なおいずれ の細胞

もHanks氏 液で2回 以上遠沈洗浄 して,十 分に体液成

分 を除去 した ものを適 当量 の冷却Hanks氏 液に再浮遊

し,中 性紅試験 で21)細胞 のviabilityを 確かめてか ら使

用 した。 移 入細胞数は腹腔細胞の場合は1～3×107,脾

細 胞 の場 合は3～5×107と し,い ず れも 未 処 置recipi-

entマ ウスの尾静脈 よ り注入 した。

なお このさいに,移 入細胞材料 の-部 を小川斜面 に培

着 して,梓 迭み生菌数を確認 した。

移入効果 の判定 には,細 胞移入4日 後 に強毒結核菌 の

小 川斜面培養 より作製 した菌液 を,湿 菌量 に して約0.1

mg宛,recipientの 尾静脈 より注射 し,そ の後 の体 内

保 菌 の消長 を,逐 次屠殺 した マウスの肺,脾 を1%苛 性

ソーダ法 でホモジナイズ して定量培養 す ることに より求

め,そ の値 を同様 に処理 した対照群 の値 と比較 した。

攻撃用強毒株 としては人型 黒野株,あ るいはス トレプ

トマイシ ン(SM)100μ9完 全耐性 の新 鮮分離人型小泉

株 を使用 した。

成 績

実験1:donor, recipientと もにddマ ゥスを用

～ た。細胞移 入群 としてはBCG生 菌 を接 種後3週

を経 過 したマウスの腹腔細胞を移入す る群(recipi-

ent当 りの持込生菌単位461コ)と 脾細胞 を移入す

る群(持 込生菌 単位 約10,000コ)を 区別 し,他 に

}BCG生 菌能動免疫群,adjuvant加 黒野株死菌 能動

免疫 群な らびに無処置 対照群をおいた。攻 撃には黒

野 株(4.7×105)を 用い,1,3週 後 に各群5匹 宛 を

屠 殺 して肺,脾 を定 量培養 した。

成績は図1に 示す ごとく,各 臓器1mg当 りの生

菌 単位 よ り幾何平均値を求め るほか1,3週 の平均

値を線で結んだ。

臓器 内で の生菌単位の消長は肺,脾 ともに相似た

傾 向が認め られた。すなわち,1週 後にはBCG免

疫 群が体 内に残存 した免疫菌が攻撃菌に加算 された

ため と思われ るが,も つ とも多い生菌単位を示 した

,ほかに は,と くに対照群 と細胞移入群 との間 に有意

差 は認め られなかつた。 しか し3週 判定では各群間

の 差 は明らか とな り,BCG免 疫群 では最 強 の 菌 増

Fig. 1. Effects of Vaccinations and Transfers 

of Cells from Mice Immunized with BCG

 on the Challenge with M. tuberculosis 

Strain Kurono (Experiment with 

dd strain of mice)

殖 阻止能を示 したのに対 して,黒 野株 の死菌免疫群では

対照群 とほ とん ど変わ らない保菌状態を示 し,細 胞移入

群では これ らの中間 の値を示 した。ただ し腹腔細胞移入

群 と脾細胞移入群 の保菌状態 を比較すれば,前 者 のほ う

がは るかに強い菌増 殖阻止 を示 し,脾 細胞移入群 と対照

群 の保菌 に著差 の な い の に反 して,腹 腔細胞移入群 は

BCG免 疫群 にほぼ匹敵す る阻止効果 を示 した。

実 験2:実 験1と 同様 にdonor, recipientと もにdd

マ ウ スを 使 用 し,BCG生 菌 免疫 マ ウ ス の腹 腔 細 胞(持

込 生 菌』単 位300コ),脾 細 胞(持 込 生 菌』単 位6,000コ)

Fig. 2. Effects of Transfers of Cells from Nor

 mal or BCG Vaccinated Mice on the Course 

of Challenge Infection with M. tuber

 culosis Strain Kurono (Experiment 

with dd strain of mice)

Time after challenge
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を移入 した群 と無処置 対照群のほかに免疫細胞移入群 と

抵 ぽ同数 の未処 置マ ウスの腹腔細胞な らびに脾 細胞を移

入 した計5群 を区別 した。 攻撃には黒野株(1.53×106)

を用い,1～5週 にわ た り毎週 各群3匹 宛 を屠 殺 して肺、

脾 を定量培養 した。

成績は図2に 示す ご とく,肺,脾 ともに2週 後 までは

各群間に著差を認めえなかつたが,3週 後 よ り免疫細胞

移 入群,と くに免疫マ ウスの腹腔細胞を移入 した群では

強 力な菌 増殖 阻止が認め られた。ただ し4週 以後は免疫

細胞移 入群 と他群 との差 は再 び減 少 したが,こ れは各群

で 動物 の発死 が始 ま り,体 内保菌値 の個体差 が大 となつ

たため と思われ る。 なお未処置 マウスの腹腔細胞,あ る

いは脾細胞を移入 した群で は,終 始対照群 と著差 のない

保 菌状態を示 した。

実 験3:先 にわ れ わ れ は 腸 炎 菌 を皮 下 に頻 回 接 種 して

動 物 の 血 清 抗 体 価 が 上 昇 して い る時 期 にddマ ウ スな ら

び にDK1系 マ ウ ス を選 ん で,そ の腹 腔細 胞 あ るい は脾

細 胞 を 集 め,そ れ ぞ れhomologous(dd)とisologous

(DKI系)マ ウ ス に 移 入 して,recipient体 内 で抗 体産

生 が 続 け られ る期 間 を調 べ た こ とが あつ た 。 そ の結 果,

homologousな 細 胞 を 移 入 され た マ ウ スで は ,細 胞 移 入

後10日 前 後 で 抗 体 が 検 出 で ぎな くな るの に 対 し,isolo-

gousな 細 胞 を 移 入 され た マ ウ スで は,細 胞 移 入 後110日

以 上 も続 い て抗 体 を検 出す る こ とが で きた18)。 か か る抗

体 産 生 期 間 の差 はdonor, recipient間 の抗 原 性 の 差 に

由来 す る もの で,homologousなrecipientで は 移 入 細

胞 に 対 して,早 晩 同 種 移 植 免 疫 を 獲 得 して そ の細 胞 を 死

滅 脱 落 せ しめ るの に 反 し,isologousなreciPientで をま

移 植 免 疫 の 成 立 しが た い た め と考 え られ る。

さらに別 の実験(未 発表)で はddマ ウス相互の間で

皮膚移植 を行 なつた場合 には,donor, recipientが 同性

であつ ても2週 前後 で移植片 が脱落す るのに反 し,同 性

のDK1系 マウスの間で皮膚移植を行なつた場合には,

移 植片が200日 の全観察期間を通-じて生着す ることを確

か めた。皮膚の ごとき組織片を移植 した場合 と,腹 腔細

胞 の ごとく分離状の細胞を移植 した場合 とで は,isolo-

gousの 動物に移入 して も生着期間に長短 の生ず る可 能

性 はあ るが,実 験3で はdonor,recipientと もにDK1

系のマウスを雌雄 の別 な く使用 して移入細胞 が長期生着

した場 合の効果 を調べ てみた。移入細胞 はBCG生 菌免

疫 マウスの腹腔細胞 とし,生 のまま移入す る群(持 込生

菌単位572コ)と あ らか じめ48℃,30分 加熱 して細胞

の み を殺 してか ら移入す る群(培 養時雑菌混入 のため持

込生菌単位は不 明な るも,上 記の加熱条件では結核菌は
、死滅 しな

い ことを確かめてあ る)を 区別 し,他 に無処置

対照群を も うけた。 攻撃は黒野株(8.2×105)と し,3,

4週 後に各3匹 宛を屠殺 して肺,脾 を定量培養 した。成

績 の図表は省略 したが,予 想を裏切 つて生 の免疫腹 腔細

胞 を移 入 した群では,対 照群 よ り終始多い保菌値を示 し,

3週 後の成績 では平均値 で脾 で約10倍,肺 では30倍 の

差 が認め られた。ただ し加熱腹腔細胞移入群 では対 照群

と著差 のない保菌状態を示 した。

なお興味深 く感ぜ られた ことは,各 群間 の保菌状態を

反 映 して,免 疫細胞 とくに生の ままの免疫腹腔細胞を移

入 され たDK1系 マ ウスは細胞 移入の翌 日か ら攻撃数 日

後 まで立毛,不 安状 態を示 した ことで,こ の ような症状

は前2回 のddマ ウスを用 いた実験 では経験 しなかつた

ところであつた。

実 験4:既 述の実験 とは別 に,BCG生 菌免疫ddマ

ウスの腹腔細胞 をDK1系 マウスへ移入 した こ とが ある

が,こ の さい も実験3で 経験 した ご ときrecipientマ ウ

スの立 毛,不 安状態が認め られたので,こ の現象は必ず

しもisologousな 免疫細胞を移入 したために起 こるもの

でな く,む しろDK1系 マウスをrecipientに 選んだが

ため に起 こつた のではな いか と考 えられた。

実験4で はDK1系 マ ウスに移入 した さいに起 こる立

毛,不 安状態が菌 の体 内保菌状態 にいか に反映す るかを

確かめ ることを第1の 目的 とし,次 に生菌免疫 マウスの

細 胞を移 入す るさいに持込 まれ るBCG生 菌 がreciPient

体 内でいかに消長す るかを確かめ ることを第2の 目的 と

して,donorはBCG生 菌免疫ddマ ウスとし,そ の腹

腔細胞(培 養 時Q雑 菌混 入のため,持 込生菌単位の算定

は不能)を2分 して,ddマ ウス とDK1系 マウ スに移

入 した。なお持込BCG株 と攻 撃菌 の体 内消長を区別す

るために,攻 撃菌 としてはSM耐 性 の小泉株(7.6×105)

を使用 し,屠 殺recipientの 臓器培養 には,薬 剤 を含 ま

ない小川斜面 とSM5oμ9/mZ含 有 小川 斜 面 を 併 用 し

た。なお上記の 目的に合致すべ く,攻 撃直後,2,4,8,

Fig. 3. Effects of Transfers of Cells from Mice 

Immunized with BCG on the Challenge with 

Streptomycin Resistant Strain Koizumi 

of M. tuberculosis 

(Transfer from dd to dd)

Time after challenge
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Fig. 4. Effects of Transfers of Cells from Mice 

Immunized with BCG on the Challenge with 

Streptomycin Resistant Strain Koizumi 

of M. tuberculosis 

(Transfer from dd to DK1)

Time after challenge

15,22,29日 後 と,と くに攻撃早期に頻繁に屠殺 して肺,

脾 を定量培養 した。屠殺 マウス数は毎回各群3匹 とし,

成 績は図3,4に 示 した。

ddマ ウスをrecipientと した場合 の成績 を実験1,2

のそれ に比較す ると,今 回の免疫 細胞移入群 の菌増殖 阻

止効果 はやや弱いが,臓 器内の保 菌消長の傾 向は同一 で,

移入群 と対 照群 との肺,脾 内総生菌単位 は2週 後まで著

差 がな く,3週 以後 明 らかな差 が認 められた。 さ らに2

週以前で も図 の斜線部で示 したBCG株 の占める数 を減

じて,SM含 有培地上 に培養 された攻撃菌 のみにつ いて

比 較すれば,免 疫細胞移入群では肺,脾 ともに対照群の

生菌単位を終始下回 る値 を示す こ とが分 か つ た。DK1

系マ ゥスをrecipientと した場合には,や は り移入早期

に立毛,不 安状態が認め られ.ddマ ウスをrecipientと

した場合 とは始めか ら違つていたが,発 症の有無は体 内

保 菌数に も反映 して,攻 撃2,4日 後の培養 成績は脾臓

では移 入群 と対 照群間に差 を認めえず,肺 臓 では移入群

の保菌値 が対 照群のそれを明 らかに凌駕 してい ることが

分 かつた。 ただ し15日 以後 には肺,脾 ともに移入群 の

保菌値 が対照群 のそれ を下回つてお り,実 験3でisolo-

gousな 免疫マウスの腹腔細胞をDK1系 マウス に移入

した場 合の成績 とは,明 らかに異なつていた。

考 察

BCG生 菌 免疫 マウスの細胞 を 移 入 さ れ たhomolo-

gous,あ るいはisologousな マウスの攻 撃菌処理 能力が

変化 してい るのに反 して,未 処置マ ウスの細胞を移 入さ

れたマウスではかか る攻撃菌処理能 力に変化 が認 め られ

なかつた ことは,免 疫 細胞の移 入に よつてdonor動 物 の

免疫性 がrecipientに 導入 された とい う可能性 を示唆 し

てい る。 この免疫性 が抗体 の移入に よつて導入 された と

仮定すれば,細 胞移入時に既成抗体が細胞 と同時に持込

まれ るが,生 きたまま移入 された免疫 細 胞 がrecipient

の体 内で も抗体 の産生 を続 け ることを証 明 しなければな

らない。 と ころ が われわれ は免疫細胞 を移入す る場 合

には あ らか じめ十分洗浄 して体液成分 を除去 した もの

のみを使用 しているので,既 成抗体 の持込み は考 えられ

ず,続 報22)で述べ るご とく,特 殊 な前処置で殺 した細胞

にも強 い免疫性 を導入す る効果が残つ てい ることが確か

め られて,recipient体 内での抗体産生 も否定 さ れ た の

で,免 疫細胞 の移入に よつて もた らされ るrecipientの

反応性の変化は,先 に秋山が腸炎菌感染 マウスを対象 と

して実施 した細胞移入実験3)や,異 種移植免疫を免疫動

物の腹腔細胞や脾細胞を移入す る こ と に よ り新 しい動

物に導入 しえた場合19)23)と同様に,donorの 細胞性の免

疫 性がrecipientへ なん らか の形で導入 された もの と考

えたい。異種移植免疫を導入す る移 入細胞の有効因子は

現在 かな り解明 され,核 酸や脂 質を含 まない蛋 白を主 と

す る物 質であ ることが明 らか とな り,マ ウス当 りの最 少

有効量 も数十 μ9ま で精製 されて きた が,同 様 の化学物

質 が細菌感染症 の免疫,と くに細胞性免疫 の本態 に関係

す るか ど うかは今後 の検討 に待た なければな らず,こ れ

ら とLawrenceの ツベル ク リンア レルギーの “trans-

fer factor"24)と の異 同につい ても明らかに され ていな

い。

免疫細胞 と同時にrecipientに 持込 まれ る弱毒生菌 の

意 義については,実 験的チ フス症を対象 として細胞移入

実験を行なつた場合に も注 目された ところであ るが,本

報 では強毒菌攻 撃後2週 以前ではrecipient体 内の総生

菌数 のかな りの部分 が持込みBCG株 に由来す ることと,

生菌免疫 細胞 を移 入す ることに よりrecipientの 免疫 学

的反応性 に変化 をもた らしえた場合 には必ず細胞移 入時

に免疫用 に使つたBCG株 のい くらかが持 込まれ ていた

こ とを述べ るに とどめて,持 込弱毒生菌 の細胞移入効果

の発現に及ぼす意義について は続報22)で論及 したい。

本報で述べた成績 の うちで,わ れわれの全 く予期 しな

かつた ことはrecipientの 系統差に よつて,免 疫細胞を

移入 した後に認め られ る免疫学的反応性に著差のあつた

ことであ る。その原因は明 らかでないが,BCG生 菌 免疫

マ ウスの細胞を移入す ることに より,免 疫性 とともに遅

延性 ア レルギー も導入 され る可能性 は,わ れわれ の細胞

移入法 が,Chase25)が ツベル ク リンア レルギーを導入 し

ようとして考 案 した方法 にな らつた ところか らも,当 然

考 えなければな らない。 したがつて,細 胞移入に基づ く

遅延性 ア レル ギーの発現性が,DK1系 マウス に おいて

とくに強い と仮定すれば,同 系マ ウスをrecipientと し

た場 合に,と くに移 入早期 に立 毛,不 安状態や臓 器内保
,菌の増 加が認め られた ことが説明で きる

。Allisonら は.
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結 核に感染 した ウサギの免疫性 が一過性に,と くに遅延

性 ア レルギーの成立が強力であ ると考え られ る時期 に一

致 して低 下す ることを認 め,免 疫性 の低 下が特殊の基 質

に対す る動物細胞の代謝機能の低 下 と関連 してい ること

を示唆 した報 告の うちで,結 核菌 に対 して強 い感 受性 を

示 す系統 のウサギの細 胞は,よ り抵 抗性 のウサギの細胞

よりも同上 基質に対す る代謝能が低下 してい ることを述

べてい るが26),彼 らの成績 に徴すれば,結 核菌 に対 して

とくに感 受性 の強いDK1系 一マウスをrecipientに した

場合 に,強 い遅延性 ア レル ギーが導入 され,一 見免疫 に

反す る現象 が認め られた と仮定 しても,あ なが ち牽強付

会 とはいわれない のではなか ろ うか。

結 論

BCG株 の生菌 を接種 して3週 後 のマウスの腹 腔 滲 出

細胞あ るいは脾細胞を未処置のisologous,な い しhomo-

10gousな マウスの尾静脈 よ り移入 し,4日 後に 強 毒 結

核菌を同 じく尾静脈 よ り攻 撃 してその後の体 内菌 消長を,

逐 次屠 殺マウスの肺,脾 の定量培養 に よ り求めた。

1.　近 交系でないddマ ゥス間で免疫 細胞の移 入が行

なわれた場合 には,攻 撃早期 よりrecipient体 内での菌

増殖阻止効果が認め られたが,阻 止効果は脾 細胞移入群二

よ りも腹腔細胞移入群のほ うが強力であつた。なお未処

置マウスの細胞を移 入 して も菌 増殖 阻止効果 の発現 はな

かつたo

2. BCG免 疫ddr7ウ スの腹腔細胞を近交系のDK1

系 マウスへ移入 した場 合には,攻 撃菌 の増殖 を阻止す る

効果 は攻撃 後2週 以上経 過 した個体 にのみ認 められ,攻

撃後1週 以前 のマウスでは対照群 マウスに比べ て,逆 に

菌増殖 の促進 が認 められた。

3. donor, recipientと もにDK1系 マ ウ スを 用 い た

場 合 には,免 疫 マ ウ スの 腹 腔 細 胞 のrecipientは 細 胞 移

入 早 期 の立 毛,不 安 状 態 の発 現 と と もに,攻 撃3.4週

後 まで 引 続 き菌 増 殖 の促 進 が 認 め られ た 。

なおdonor, recipientの 系統差 に基づ く細胞移入効

果の相違を.recipientマ ゥスの結核菌感染に対 す る感

受性の差を中心に して考察 した。

本論文 の要 旨は第16,17回 国立 病院療養所 総 合 医 学

会(昭 和36・37年)に おいて講演 した。

御 指導をいた だいた 中沢所 長,牛 場教授 に深謝す る。
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Passive  Transfer of Immunity to Tuberculosis 

by Means of Cells from BCG vaccinated Mice. I. 

Comparison of Results obtained in Experiments 

with Two Mouse Strains different in the Suscep

tibility to Tuberculosis.

Effects of transfers of peritoneal exudative or 

spleen cells from donor mice immunized with BCG 

upon the challenge infection of recipients with viru

lent strains of M. tuberculosis were examined by 

means of quantitative cultivations of bacilli in the 

lungs and spleens.

In dd strain mice transferred with immune perito

neal cells from homologous dd mice, marked inhibi

 tory activity against bacterial multiplication was 

observed in the cultivated organs.

However, the recipients of immune speen cells 

did not show so marked anti-microbial activity as 

observed in the recipients of immune peritoneal 

cells, although it was more obvious as compared 

with that of the controls.

When inbred DK 1 strain mice which are more 

susceptible to infections with tubercle bacilli were 

transferred with peritoneal cells from immune iso

logous or homologous donors, enhanced multipli

cation of bacilli in organs of sacrificed mice, especially 

in an early phase of infections, was noticed.


