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In this symposium the role of  lymphocytes and macrophages in tuberculo-immunity 

was discussed.
The speakers and the subjects of their presentation were as follows:

1) Shigeru MORIKAWA

Response of Lymphocytes and Macrophages in the Establishment of Delayed 
Hypersensitivity and Granuloma Formation.

2) Kiyoshi SHIMA

Macrophages in Tuberculous Lesions; Their Function and the Kinetics of Macrophage 

Response.

3) Shizuko MURAOKA

In Vitro Studies on the Role of Immune Lymphocytes in Acquired Resistance to 

Tuberculous Infection.

4) Kenichi YAMAMOTO

The Mechanism of Enhancing Effect on Tuberculo-Immunity by the Intravenous 

Challenge of Antigens.

5) Koomi KANAI and Eiko KONDO

Cellular Response in the Mouse Spleen in Relation to Antituberculous Immunity.

6) Kazuhisa SAITO

Activation of Macrophages by Lymphoid Cells from BCG-Infected Mice.
7) Takakazu AOKI

Helper Activity of Tuberculin Reactive Lymphocytes on Secondary Anti-Hapten 

Antibody Response.

As a result of the interaction between the specific antigen and the T cell, maybe 

in cooperation with B cell, some macrophage activating factors were produced or 

released either in vitro or in vivo. And the intracellular growth of  tubercle bacilli in

*From the Research Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Suita, Osaka 565 
Japan.
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the activated macrophages was inhibited.
This process might be the main way of antituberculous immunity. [Muraoka, 

Yamamoto, Kanai, Saito]
Morikawa suggested that thymus cells in cooperation with bone marrow cells 

played an important role in the development of delayed hypersensitivity and it was 
found by Shima that the migration of macrophages from bone marrow was pre
dominant and the division of macrophages was limited to only once or twice in 
tuberculous lesion. This phenomenon closely related to the development of delayed 
hypersensitivity.

Aoki showed that immune lymphoid cells (T cells) from the animal sensitized with 
tubercle bacilli had the helper activity cooperating with B cells in vivo in the 
induction of anti-hapten antibody formation and had the activity to produce MIF in 
vitro.

近年免疫現象を細胞の レベルで解析 してい こ うとす る

研究分野が急速に進展 しつつあ る。

結核におけ る免疫は周知の よ うに古 くか ら細胞免疫が

主体をなす と考 えられて きたが,細 胞免疫 の本態は明 ら

かでな く,最 近 の免疫学 の進歩は この本態 の研究に よ う

や く手がか りを与 え ようとしている。 また遅延型 アレル

ギ ーの代表 的なもので ある結核 ア レルギ ーについては,

そ の反応 の場 におけ る細胞反応 の様相 な どが詳細 に研究

され てきた が,細 胞反応 が起 る要 因,細 胞反応 の意義 な

どに関 しては近年 までほ とん ど明らか にされ て こなかつ

た。

しか しなが ら細 胞 レベルでの免疫 学の最 近の研究 は,

一 般論的にいつ て,以 下 の ように展 開 し,免 疫 に関与す

る細胞 とそのか らく りが徐 々に分明 しつつある。

抗原物質が生体に侵入 した場合,こ の抗原物質はまず

マ クロファージに取 り込 まれ処理 されて処理抗原 とな り,

この処理抗原が リンパ系細胞に作用 して ここに免 疫が芽

ば えは じめ る。 この際に関与す る リンパ系細胞は胸腺に

由来す る リンパ系細胞(T細 胞)と,骨 髄に 由来す る リ

ンパ球(B細 胞)と に区別 されてい る。

T細 胞 ももともとは骨髄細胞 に由来す ると考 えられて

お り,胸 腺 内にはいつた骨髄細胞が,胸 腺 とい う環境の

影響を受け なが ら分裂 して小型 リンパ球様の 細 胞 と な

り,そ の多 くは胸腺 内で死滅す るが,一 部は末梢に放出

され てT細 胞 になるとされ てい る。B細 胞は骨髄細胞が

胸腺 を経 ないで末梢 に放 出された もので,脾 や リンパ節

な どの組織 中に存在す る。

T細 胞が抗原(処 理抗原)刺 激を受 け る と分裂,増

殖,分 化 してイ ムノブ ラス トとな り,更 に免疫遂行細胞

(Immunologically committed lymphocyte[Icl])に ま

で分化す るが,体 液性抗体は産生 しない。細 胞免疫,遅

延型 アレルギ ーに大 きな役割を演ず るのは実 に このIcl

であ るとされている。す なわ ちIclは ふたたび特異 抗原

(最初の抗原 と同 じ抗 原)の 刺激 を受 けて,マ クロフ ァー

ジの活性化因子,遊 走阻止因子,走 化性因子な どや,細

胞分裂促進因子,皮 膚 反応 惹起 因子,細 胞障害因子,等

々を産生あ るいに放出 し,そ の結果,細 胞免疫の場合は

マクロファージの抗原物質の取 り込み,あ るいは取 り込

まれた抗原物質の処理能 を高め,ま た遅延型 ア レルギ ー

の場合は反応の場への マクロファージの遊走,集 合,定

着を容易 にし,皮 膚反応惹起因子の働 きとあい まつて,

ジベル ク リン反応 にみ られ る ような局所 の組織反応を起

す と理解 され てい る。

一方B細 胞 は抗原刺激を受け て分裂,増 殖 し,プ ラス

マブラス トの段階を経 て,プ ラスマ細胞 に分化 し,体 液

性抗体 を産生す る。

しか しなが ら抗 原の種類 に よつ ては,B細 胞単独 では

抗 原の認識 ができず,T細 胞(Icl)の 協 力を得 ては じめ

て抗 原を認識 し,そ の刺激 を受け たB細 胞 がプラスマブ

ラス ト,プ ラスマ細 胞へ と分化 し,体 液 性抗体 を産生す

る反応 系の多い ことが知 られてお り,こ の ような機能を

発揮す るT細 胞はhelperT細 胞 と呼 ばれている。た と

えば蛋白をキ ャリアー として抗 原決定基 を もつ ような抗

原,す なわ ちハ プテ ン ・キ ャリアー系抗 原を 例 に と る

と,B細 胞はハ プテ ン基 の,helperT細 胞 はキ ャリア

ー側の抗原特異性をそれぞれ認識す るもの と考 え られ て

い る。

この シンポジ ウムは,上 述の よ うな免疫学の進歩をふ

まえて,結 核の免疫あ るいは アレルギ ーを この ような観

点か ら理解 し,演 者各位の研究発表を通 じて,更 には討

論を通 じて,研 究を更 に前進 させたい とめ希望で企図 さ

れ たものである。

しか し司会者 の不 手際か ら討論の時間がほ どん どな く

なつた ことをお詫 び したい。
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それで討論の代 りに司会者か らlつ だけ演者各位に質

問 した。 それは結核の免疫 あ るいは アレルギ ーの すべ

てを演者各位 の研究成績で説明で きるか,と い う質問で

あ る。

とい うのは,実 験的に結核免疫はBCG生 菌接種に よ

つ てはかな り強力な ものが成立す るが,結 核菌(BCGを

含めて)の 加熱死菌,そ の他の死菌製剤では,た とえ ア

ジュバ ン トを加 えて も,強 力な免疫は得 られない し,ま

た結核菌あ るいはその製剤を接種 した動物の血清には顕

著 な感染防御能を認めがたい こと,な どが知 られてい る

か らであ る。

この間 に対す る演者各位の見解を ここに列記 す ること

は さけ るが,は じめに述べたT細 胞関与の免疫反応 とこ

れ によるマ クロファージの活性化が,結 核免疫の基 本で

あろ うことは大方の意見が一致 した ところであ り,司 会

者 も同感である。 しか しなが ら結核 免疫 あるいはア レル

ギーに,T細 胞関与の免疫 反応系 が どの程度 の役割を演

じてい るのか,B細 胞関与 の反応系 は どんな役を してい

るのか,な ど今 後に検討すべ き多 くの問題 を 残 し てい

る。

結核症 の諸相 は複雑 を きわ め,そ の移 り変 りは千変万

化で,菌 側の諸因子に生体 側の諸因子,特 に免疫,ア レ

ルギ ーが常にか らみあつている。本シ ンポジ ウムの成果

が,基 礎研究者のみな らず,臨 床の諸家 に とつて,結 核

症の複雑な様相の理解 に役立てば,本 シ ンポジ ウムを企

図 された武谷会長に とつて も,ま た司会者に とつて も幸

いである。

1.　遅延型過敏症と局所肉芽形成におけるリンパ球と

マクロファージの関与について

京大胸部研病理部 森 川 茂

結核 の免疫お よびそれ に付随 した現象 としては,主 な

もの として次 の事象が あげ られ よう。(1)細 胞性抗体に

関連 して遅延型過敏症 の成立、(2)液 性抗体産生,(3)

抗体成分 に よるア レル ギー炎症 と特異的 肉芽形成で あろ

う。一 方近年 の免疫学 の方法論 的発展 は免疫現象 の解析

は もとより,免 疫 関与細 胞の解析 の進歩を もた ら した。

す なわ ち免疫成立 には胸腺 由来 リンパ球(T-リ ンパ球),

骨髄 由来 リンパ球(B-リ ンパ球),マ クロフ ァージの重

要 性 と3者 の共働 が強調 され ている。

今回わ れわ れは結核 の免疫現象 の1つ として細 胞性免

疫 を取 り上 げ,遅 延型過 敏症 の成立 と肉芽形成 に対す る

リンパ球 とマ クロフ ァージの関与を形態学 的に,ま た細

胞学的に検討 した。実験動物 とし て は,T-リ ンパ球,

B-リ ンパ球,マ クロファージの相互関係 のモデル の 確

立 されてい る純系マ ウスを用い,次 の ことを検 索 した。

(1) Freund complete adjuvantを 付 して,種 々の蛋 白

抗原を調べ,マ ウスにおいて安定 して遅延型過 敏症 とし

ての足瞭反応(foot pad reaction)を 成立 せ しめ うる抗

原を求めた。(2)メ チル化 ヒ ト血清 アルブ ミン(MHSA)

が検索 した蛋白抗原中,最 も顕著に また安定 した足瞭反

応 を惹起 した。 このMHSAを 中心に幾つかの抗原につ

い て,試 験管内での胸 腺細胞,脾 細胞,腹 腔内マ クロフ

ァージに対す る作用を観 察 した。(3)MHSA抗 原-足 蹠

反応系を用いて,種 々の細胞移入の実験モデルを組み,

マ ウスでの遅延型過敏症に関与す る細胞の 解 析 を 行な

つた。

材料お よび方法

動物:C3Hマ ウス,C57BLマ ウス,(C3H×C57BL)

F1お よび(CBA×C57BL)F1を 用いた。

抗原:ヒ ト血清 アルブ ミン(HSA),ウ シ血 清 γ-グロ

ブ リン(BGG),ウ マ 脾 臓 フェリチ ン,リ ゾチ ーム,

PHA-P(Difco)等 の純 化蛋白抗 原 を 用 い,ま た 別 に

HSA,BGG等 は メチル化,蛍 光 色素標識,熱 凝集等,

化学 的,物 理的 に修飾を加 えた ものも用いた。対照 とし

て,PPD,Old Tuberculinも 検討 した。

感作:Freund complete adjuvantH37Rv死 菌3mg/

mlあ るいは0.3mg/ml)を 等量 の蛋白溶 液(5mg/ml)

を混合 し,ニ ムルジ ョンの0.05mlを マウスの 左 後肢

足蹄 に1回 注射 した。

足蹄 反応:感 作 後一定期 間 して,反 対側 の 右 足 蹠 に

0.02mlの1mg/ml蛋 白溶液を注射 し,24～48時 間

後の右 足の厚 さを,実 体顕微鏡下 で1/10mmの 目盛 の

スケールを用 いて測定 した。惹起注射前 の右足 の厚 さを

差 しひいて,足 蹠反応の大 きさ(1/10mm)と して表現

した。また同時に感作側 左足 の厚 さも測定 して,感 作局

所の腫 脹すなわち肉芽の大 きさ(mm)と して表現 した。

両足の皮膚 は そ れ ぞ れ 摘 出 し て,パ ラフ ィン切片,

hematoxyline-eosin染 色標本 を 作 り,病 理組織学 的に

検 索 した。試験 管内抗 原一細 胞反応:正 常 マ ウスの胸腺,

脾 臓を取 り出 し,そ れぞれ 培 養 液 中で細胞 浮遊 液を作

り,こ れに種 々の濃度の抗原を加え,30分 間室温 で反
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応 させ た。 その後Trypan blue溶 液 を加 え,細 胞 の染

色性か らそ の生死を判定 した。腹腔 内細胞はグ リコーゲ

ン溶液刺激 に より集め,10%マ ウス血清 を 加 えた培養

液 中で小型 シャーレ内で培養 し,浮 遊細胞を除いた後種

々の抗原を加 え,底 付着性のマ クロファージの形態を観

察 し,そ の抗原感受性を判定 した。

細胞移入実験:Recipient成 熟 マ ウスは,胸 腺 摘出術

を受 け,更 に800radの 全身照射を受けた直後に,同 系

マ ウス よ りの種々の細胞 の移 入を受 けた。

抗 リンパ球抗体:C3Hマ ウスの胸腺細胞を家 兎に免疫

して得た,異 種抗 リンパ球抗体を用 いた。

抗 θ抗体:C3Hマ ウス胸腺細胞をAKR.マ ウスに免疫

し て得た,抗C3Hθ 抗体を用 いた。

蛋 白抗原に よるマウスでの足蹠反応(遅 延型過敏症)

検索 した蛋白抗原,MHSA,HSA,nativeBGG,熱 凝

集BGG,FITC標 識BGG,フ ェリチ ン,熱 凝集 フェ リ

チ ン,リ ゾチ ーム,PHA-P,PCOgenase,PPDお よび

Carrageenanの うち,最 も安定 して足蹠反応 を成立 せ し

め,ま た惹起 しえたのはMHSAで あ り100%に み ら

れ,そ の大 きさ も大 であつた。PPDで の惹起 では60～

70%で,そ の大 きさもMHSAの1/3以 下 であつた。

MHSAはFreund incomplete adjuvantを 用 いても感

作 を成立せ しめた。

感作局所 の腫脹 はフェ リチ ン,MHSA,Carrageenan

に著 明にみ られた。Carrageenanは 足蹠反応 を 起 せ し

めたが,フ ェ リチ ンはそ の効果を有 して いなかつた。

試験管 内にお ける抗原 と各種細胞の反応性

最 も顕著 な足蹠反応を来すMHSAは,胸 腺細胞,脾

細胞に強い障害性を有 していた。 そ れ 以 外 の 抗 原 は

PHA-Pを 除 き,い ずれ もそ うした障害性を有 していな

かつた。一方腹腔 内マクロファージに対す る障害性あ る

いは刺激性は フェ リチ ン,熱 変性BGG,Carrageenan

に強 く,MHSAお よびPHA-Pに 中等度にみ られた。

特 に フェ リチ ン,Carrageenanの 作用はむ しろ障害性で

あつた。

MHSAお よびPHA-Pは 寒天板内電気泳動法に よ り,

正 常マ ウス血清 と数本の沈降線を生 じること が 知 ら れ

た 。

MHSAやPHA-Pの 胸 腺細胞 や血 清蛋 白に対 す る親

和 性は,そ の足蹠反応を成立せ しめやすい性質やBlast-

transformationを 起す性質 に関係す る ようにも 考 えら

れ る。一方 フ ェリチ ンやCarrageenanの マクロファー

ジ障害性 は感作局所 の肉芽形成 に関係す る ようであ る。

マウス の足蹠反応 とその関与細胞

種 々の月齢 のC57BLマ ウスを用い,MHSAを 抗原

Fig. 1. Effect of Aging on the Immune

 Responses of Mouse

Table. Foot Pad Reaction of Thymectomized and 
Irradiated C3H/He Mice Reconstituted with 

Various Cells from Sensitized 
Syngeneic Donors

として,感 作局所の足腫脹 と足蹠反応を検索 した。対照

として羊赤血球に対す る溶血素 の産生を同月齢 のマウス

で調べ,同 時にそれぞれの月齢での胸腺重量を測定 した

(Fig.1)。 胸腺重量が月齢 と共に減少 して くるの とは 逆

に,足 蹠反応は8～10カ 月以降に ピークを示 し,な ん ら

かの形の免疫成熟のあ ることを示 唆 した。細胞性抗体に

比較 して液性抗体であ る溶血 素は,明 瞭な免疫成熟の現

象を示 さなかつた。

胸腺 自体は足蹠反応 の成立 と関係な く,む しろ逆の相

関の よ うな印象を与えるが,マ ウスの足蹠 反応 の惹 起,

成立 には胸腺 由来細胞 の関与 が必要 である ことが 明 らか

にされた。感作されたマ ウスにALSを 静脈 内投与 し,

惹 起注射 を行 な うと,対 照や正常家 兎血清 を投与 された

ものに比較 して,足 蹠反応 が抑制 された。 また感作 マウ

スに胸腺摘 出を行 ない,そ の後450rad,600rad,800

radと 異 なる線量 の放射線を照射す ると,800radで は

ほぼ完全 に足蹠反応は押 えられ,600rad,450radで は

量 に応 じた抑制が観察 された。 あらか じめ感作 された マ

ウスの脾臓を取 り出し,細 胞 浮 遊 液 を1群 は抗 θ抗体

で,1群 は正常AKRマ ウス血清で処置 し,そ れぞれを
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胸腺 摘出,被 照 射マ ウスに移入 した 。2日 後Recipient

に惹起注射 を行 い足蹠反応を観察す ると,Tableの ごと

く,抗 θ抗体処置群 では足蹠反応 は強 く抑制 さ れ て い

た。す なわ ち足蹠反応 の出現 には,比 較的放射線に抵抗

性を有す るT-cellの 関与が示唆 されてい る。

足蹠反応 の成立,す なわち感作の成立に も液性抗体で

観 察 された よ うに,胸 腺 由来の細胞の必要性が認め られ

た。胸腺摘 出,被 照射 マウスを2×107コ の骨髄 細胞 の

み を補つた群,5×107コ の脾細胞 のみで補つ た群,2×

107コ の骨髄 細胞 と5×107コ の胸腺細胞で補つた 群 と

に分け,そ れぞれ感作,足 蹠反応 を行 うとFig.2の よ

うに,骨 髄 細胞のみでは感作局所 の肉芽 も微 弱で,足 蹠

反応 はほ とん ど成立 せず,骨 髄 細胞に胸腺 細胞 を補 つて

初めて完全な足蹠反応 の成立 が観 察され た。

結 論

(1)　 検 索 した各種抗 原中,MHSAが 最 も 安定 して

マ ウスに足蹠 反応 を惹起 しえた。

(2)　 修飾 された抗 原MHSAはHSAに 比 較 して抗

原性の低下 を来 し,一 方胸腺細胞,血 清蛋 白 と の 親 和

性,腹 腔 内マ クロフ ァージの刺激 性を示 した。

(3)　 感作局所 に高度 の肉芽を形成す る鉄蛋 白フェ リ

チ ンは,Carrageenanと 同 様 に 腹腔 内マクロフ ァージ

Fig. 2. Requirment of T-cell to Develop 

Foot Pad Reaction

に対 して強 い障害性を示 した。

(4)　 足蹠反応の成立,出 現には血清抗体の産生に比

して よ り免疫 成熟 が必要 である。

(5)　 足蹠反応 の出現には放射線に比較的抵抗性を有

す るT-cellの 関与が示唆 された。

(6)　 足 蹠反応 の成立 には胸腺 由来細胞 と骨髄 由来細

胞 の協働 が必要 であろ う。

(共同研究 者:馬 場 満男 ・原田孝之)

2. 結核病巣に おけるmacrophagesの 機能 とkinetics

熊本大学医学部徳臣内科 志 摩 清

古 くは1)Metchnikoffに より初めて,結 核菌 に対す

る獲得免疫が,macrophageに よつ てmediateさ れ る

で あろ うといわれ て以来,数 多 くの研究 が な さ れ,近

来,特 に リンパ球 との関連において,更 に詳細,か つ免

疫 学的に も興味ある事実 がわかつて きた。

Lurie2)は 家兎の前眼 房 を 用 い,免 疫家兎 のmacro-

phageが,結 核菌 の増 殖を阻止 しうる ことを証 明 し,正

常macrophageや 免疫血清 には,そ の 効果 のない こと

を示 し,ま た,正 常家兎 に結核菌を感染 さ せ た 場 合,

extracellular bacilliを 多数認め るのに反 し,免 疫家兎

で は,そ の数 が非常 に少 な くなつ ている ことを認めた。

す なわ ち非免疫の状態では,macrophageの 活性の程度

が低 く,貪 食 の能力,お よび殺菌能力 も低下 してい るも

の と考 えられ る。 この よ うに結核菌に対 し て,effector

 cellと して働 くmacrophageのkineticsを 結核免疫

の 場で追求す る うえで,結 核病巣形成の機序を現在まで

にわかつてい る事項か ら想定 した シエ ーマ(図1)に 従

い 簡単に述べ,こ の理解の うえで,実 験 結核症 における

macrophageの 態度を検討 してい きたい。

結核菌 が局所 に侵入 した際,胸 腺 由来 の 感 作Tcell

が,そ の結 核 菌 と 出合 い,種 々 の物 質 を 放 出す る。 す な

わ ちchemotactic factorが,macrophageを 病 巣 へ 引

きつ け,MIFが それ を局 所 に と どま らせ,macrophage

 activating factorが,macrophageを 活 性 化 し,こ こ

Fig. 1
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にmacrophageの 集 積 が 起 り,更 にmitogenic factor

が 感 作 さ れ て い な い リ ンパ球 を,感 作 分裂 させ,更 に こ

れ ら反応 を 増 強 させ,こ こに1つ の 結 核病 巣 を 形 成 す

る。 これ ら一 連 の 反応 が,い わ ゆ るcellular hypersen-

sitivityで あ り,結 核 菌 と い う抗 原 にspecificな 反 応 と

い え る。 一 方 活 性 化 したmacrophageが 結 核 菌 を 貪 食

し,そ の 有 す るlysosomal enzymeに よ り,菌 を 分解 し

て い く過 程 がcellular immunityで あ り,Mackaness3)

が 言 うご と くListeria,そ の他 の菌 に も働 くと い うnon-

specificな 反 応 とな る。 この よ うに 結 核 免 疫 は リンパ 球

とmacrophageの 相 互 の働 きに よ りcellular hypersen-

sitivityとcellular immunityの2つ の 反 応 よ り 成 り

立 つ て い る と考 え られ る。 以 上 の 機 序 を 把 握 しつ つ,実

験 結 核 症 にお け るmacrophage活 性,局 所 で の分 裂,

病 巣 へ の侵 入 お よび病 巣 で の死 滅 の問 題 につ い て 検 討 し

て い きた い 。 この全 実 験 に共 通 す る実 験 方 法4)と して,

家 免 の背 部 皮 内 に 接 種 し たBCGlesionに つ い て,

lysosomnal enzymeの1つ で あ る β-galactosidaseを 組

織 化学 的 に証 明 し,enzyme activityを,ま たtritium

で ラベ ル したthymidineを 用 い て 分 裂 お よびmacro-

phageの 動 きを 観 察 し,更 にZiel Nelsen重 染 色 を 行 う

こ とに よ り同 一 ス ライ ド上 に て,H3Tgrain, enzyme

 activity,結 核菌 を 同時 に観 察 した。

1) macrophageの 活 性 に つ い て

家 兎 の 背 部 皮 内 のBCGlesionに つ い て,そ の 体 積 を

経 時 的 に 測 定 した 結 果,2な い し3週 で 最 大 とな り,そ

の 際 のBCGlesion中 のmacrophageに つ きlysosomal

 enzymeで あ る β-galactosidaseのactivityを 組 織 化

学 的 に 染 色 した と ころ,そ の 活 性 化 さ れ たmacrophage

の 割 合 が2な い し4週 の 問 で 最 大 とな り,こ の 時 点 で殺

菌 能 力 す なわ ちcellular immunityも ま た強 くな つ て

い る と考 え られ る。 一 方reinfectionの 場 合 はprimary

 infectionよ り活 性 化macrophageの 割 合 は1週 目付 近

に ピ ー クが あ り,3週 目以 降 は 逆 に低 下 して い る。 す な

わ ちprirnary infectionに 比 し早 期 に高 くな り 早 く減

少 して い く とい う促 進 化 の状 態 が 認 め られ る。

2) local division

Cellular immunityが 効 果 的 に な る た め に は,局 所 病

巣 へ のmacrophageの 侵 入 お よび 活 性 化 が 主要 な要 因

で あ るが,局 所 の場 で の 分裂 も ま たeffector cellの 増

員 とい う点 で 重 要 なfactorと 考 え られ る。 家 兎 の 背 部

皮 内 のBCG lesionをbiopsyし,37℃1時 間,3気 圧

の 酸 素 下 でincubateし,β-galactosidase染 色 お よび

tritiated thymidineに 対 し7週 後 にdevelopしH.E.

染 色 し,病 巣 局 所 で のmacrophageの 分 裂 を み た と こ

ろ,2週 目付 近 で盛 ん に 行 わ れ て い る こ と が わ か つ た 。

一 方Radiationを 行 つ た 際 の 局 所 の 分 裂 率 はcontrol

に 比 し,低 下 して い た5)。 また,肺 病 巣 に つ ぎ,BCG,

Fig. 2.

Ravenel,H37Rvの 場 合 につ い て の分 裂 は,皮 膚 病 巣 の

場 合,ま た 菌 種 間 で,さ ほ どの 差 は認 め られ て い な い4)。

次 にenzyme activityと の 関係 をみ た と ころ,2週 目ま

で は,activityの な い 未熟 型 のmacrophageの 分 裂 率

が 多 い の に反 し,3週 目に な る と,未 熟 型 お よ び成 熟 型

の 比 が 同 率 で あ つ た 。 この こ とは若 いmacrophageが

DHSが 存 在 した 後 で,す な わ ち 新 しい 細 胞 が 病 巣 に侵

入 した 後 で,漸 次enzylne activityが 上 昇 して い き,

cellular immunityが 進 展 して い く こ とを示 して い る ど

解 釈 され る4)。(図2)

3) macrophageの 病 巣 へ の 侵 入 の 問題

Macrophageが 病 巣 へ 集 ま る こ とはDHSの 存 在 以外

に 多核 球 や 組 織 等 の 崩 壊 産 物,体 成 分 等 に よつ て も左右'

さ れ る もの と考 え られ る 。BCGlesionに 入 るmacro-

phageの 率 を み るた めBCG接 種 前 お よび 接 種 後6,14,

27日 目にtritiated thymidineを 静 注flash labelし,

お の お の5日 後 に,lesionで の ラベ ル され たmacrophage

の 数 を み た と ころ,labeled macrophageす な わ ち新 し く

病 巣 へ や つ て きたmacrophageのtotalの 数 は,6日 で

最 大 と な り,以 後27日 目まで そ の 状 態 が 続 い て い る。

こ の こ とは い つ た んDHSが 成 立 す る と,結 核 菌 自体,

また そ の生 成 物 が,新 しいmacrophageの 侵 入 を 促 し

て い る よ うに考 え られ る6)。 い つ た ん 病 巣 へ 入 つ た

macrophageが,病 巣 局所 で何 回 分裂 す るか の検 討 を 行

つ た と ころ,BCG接 種1日 前 に,H3Tでflash label

した場 合,4日 目で のmacrophage1コ 中 のH3Tgrain

の 数 が,110以 上 ま で を示 して い る の に反 し,7日 で は.

ほ ぼ 半 分 ま で の 減 少 を示 した 。 しか し14日,21日 で は,

そ の 減 少 の 程 度 に 変 化 が 認 め ら れ な か つ た 。 ゆ え に

macrophageがBCGlesionで1回 あ る い は2回 ま で し

か 分 裂 しな い こ とを 物 語 つ て い る と 考 え ら れ る6)。

Reinfectionの 場 合 につ い て 検 討 した と こ ろprimary 

infectionで は,labeled macrophageが,4日 目の30%
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か ら,7日 目の21%に 減 少 す るの に 反 し,reinfectionで

は,30%よ り10%と 大 き く減 少 を 示 して いた 。 す なわ

ちreinfectionで はprimary infectionに 比 しlabeled

 macrophageす なわ ち新 し く病 巣 へ 入 つ たmacrophage

が 早 く減 少 して い くこ とを 示 して お り,早 期 に 病 巣 の 消

失 化 が 起 る こ とを 表 現 して い る と考 え られ る。

4) cell deathに つ い て

Tritiated thyrnidineをflash labelし た 後,10日 間,

BCG lesion中 に生 き残 つ たmacrophageの 率 を み た と

ころ,BCG接 種 後,14日 目の病 巣 で 盛 んにcell death

が起 つ て い る こ とが わ か つ た。

以 上 述 べ て きた4つ の項 目で あ るmacrophageの 活

性 化,局 所 で の 分裂,病 巣 へ の侵 入お よ び死 の問 題 につ

い て検 討 した結 果,次 に述 べ る よ うな こ とが い え る も の

と考 え られ る。

個 体 に い つ た んDHSが 成 立 す る と,そ れ が 引 き 金

の よ うな 役 割 を 演 じ,お そ ら く リンパ 球 が放 出 す る種 々

のmediatorの 働 きに よつ て,骨 髄 よ りBCGlesionへ

のmacrophageの 侵 入 が促 さ れ,6日 目付 近 で,そ の侵

入 の 度 合 が 強 くな り,27日 こ ろ よ り 消 失 して い くと

い う経 過 を た ど り,2週 目付 近 で は病 巣 局 所 にお いて も

macrophageの 分 裂 が盛 ん とな りeffector cellの 動 員

の一 助 とな り,ま た,こ の 時 期 に 一 致 して,macrophage

 enzyme activityも 高 ま つ て お り,取 りも直 さずcellular

 immunityも また,強 く現 わ れ て きて い る こ とを 示 して

い る。reinfectionの 場 合 は これ ら の 現 象 がaccelerate

され た 形 を 取 つ て い る も の と考 え られ る。 同 じ く2週 目

ころ にはmacrophageの 局 所 で の死 滅 も また,多 く認

め られ て い る ことか ら2週 目を 境 と し て骨 髄 よ り新 し く

macrophageが 局 所 へ 侵 入 し,侵 入 して は死 ん で い くと

い う状 態 が 盛 ん に行 なわ れ て い る こ とを 示 し,BCGle-

sionに お いてmacrophageが 非 常 にdynamicな 動 き

を 行 なつ て い る こ とが わ か る。

以 上 の ご と きBCGlesionに お け るmacrophageの

dynamicな 態 度 は,DHSの 存 在 して い る こ とに 大 き く

規 制 され て い る と考 え られ,結 核 免 疫 に お け るcellular

 immnunityと の 関連 でDHSは 重 要 な 役 割 を 演 じて い る

もの と考 え られ る。 そ こでDHSを 伺 う 手 段 と し て

Tub-Rが あ るが,結 核 免 疫 に お い て 必 ず し もimmunity

とは 平 行 関 係 に な く,Mackanessも あ る 時 点 で の み

parallelで あ る とい つ て お り,人 に お け る,特 に経 過 の

長 い 結 核 症 の 場 合,種 々 のfactorに よ り 修飾 さ れ て い

る もの と考 え られ る 。 そ こで個 体 の有 す る本 来 のDHS

の 状態 を扱 え る 目的 で,人 の肺 結 核 症 に 対 し,DNCB

testを 行 い,そ の経 過 を 胸 部X線 像 の 変 化 で 判 定 し
,

DNCBtestと の 関係 につ い て検 討 を 行 なつ た(表1)
。

胸 部X線 上 改 善 お よび 過 去 に 悪 化 を示 した群 に,DNCB

陽 性 の もの が 多 く,不 変 の群 に陰 性 が 多 い とい う傾 向 が

Table 1. Relation between DNCB Reaction 

and Clinical Course

Table 2. ƒÀ-Galactosidase Activity of Cultured 

Monocytes from Human Peripheral Blood

認 め られ た(表1)。 この解 釈 は難 しい と ころ と思 わ れ る

が,結 核 進 展 の 状 態 はRichが 述 べ て い る ご と く,種 々

の 因子 に左 右 され,そ れ ら の うち で,獲 得 免 疫 の 一 面 の み

につ い て考 え る と,そ れ はallergenの 量 お よび 個 体 の

hypersensitivityと の 関 係 に よつ て 決 まつ て くる と考

え られ る。Allergenの 量 が,高 濃 度 の場 合 は,caseous

 necrosisを 起 し,個 体 に とつ て不 利 な 反 応 が 起 つ て くる

と考 え られ,こ れ に 反 しallergen量 が 適 量 の 場 合 は,適

度 のmacrophageの 集 積,増 殖 が起 り,こ れ らdefense

 cellに よ り治 癒 に 向 か うもの と考 え られ る。一 方 個 体 が

hyperallergicの 場 合 は ち よ う どallergenの 量 が 高濃

度 の 場 合 と結 果 的 に 同様 の 反応 とな り,個 体 に 不 利 とな

りう る もの と考 え られ る7)。す な わ ちcellular irnmnunity

の 引 き金 と して働 くDHSは,個 体 に とつ て,そ の程 度

が 強す ぎ る と,か え つ て不 利 益 を もた らす 結 果 と な り,

悪 化 例 でDNCB反 応 が 強 く出 た とい う こと は,ち よ う

どか か る状 態 が個 体 で起 つ て いた の では な いか と推 測 さ

れ る。

Cellular immunityのparameterと してmacrophage

の活 性 化 の状 態 を,β-galactosidase染 色 に よつ て ,流

血 中 のmonocyteに つ い て 検 討 を 試 み た 。 末 梢 血 よ り採

取 したmonocyteを3時 間 培 養 し,coverslipに 付 着

した もの に つ き観 察 した結 果,そ の活 性 は,lesion中 の
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macrophageよ り,弱 い な が ら も認 め られ て お り,人 の

肺 結核 症 の場 合,学 研 分 類B,C,F間 に そ の活 性 の差 は

認 め て い な い が,正 常 人 対照 に 比 し1/4,1/2プ ラ スが

や や 多 い 傾 向 に あ り,家 兎 の 場 合 も,BCG接 種 群 で,

活 性 化 の 高 い もの が 多 い 傾 向 に あ つ た(表2)。 こ の 意

味 づ け は 更 に 検 討 を 加 え ね ば な らな い が,結 核 患 者 で は

Tuberculin like productが 流 血 中 に放 出 され,直 接 的

に ま た,cytophilic antibodyを 介 し て,あ る い は

lymphokine等 に よ り活 性 化 され て い る こ とが 考 え られ

る。 更 にA型,E型,悪 化例 に つ い て も検 討 を 加 え,か

つ 個 体 問 にmonocyteの 有 す るlysosomal enzyme

 activityの 予備 能 力 に差 が あ る こと も考 え られ,phago-

cytosis等 の処 置 を加 え る こと に よ り検 討 し て い き た い

と考 えている。
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3. 結核感染防御免疫における感作 リンパ球の役割について

九州大学細菌学教室 村 岡 静 子

I.　 緒 言

従 来か ら多 くの人 々が結核感染防御免疫 の機作 につ い

て研 究を重 ね て き た が,そ れ らは大部分貪食細胞特 に

macrophage(Mφ)と 結 核 菌 とのhost-parasite rela-

tionshipを 主な研究対 象 としたものであつ た。 しか し最

近Mackanessら は マウスのin vivoの 系 において,脾

臓 リンパ細胞 のpassive transferに よ る正常 マ ウスへ

の 獲得免疫 の移入の可 能性 と,ま たその ような場合,遅

延 型過敏反応 が防御免疫 と密接 な関係 を もつ ことを示 し

た。 ま たPattersonとYoumansら はin vitroの 系

に おいて 感作動物由来の腹腔Mφ と正 常Mφ で は,

その中におけ る結核菌 の増殖の程度にはほ とん ど差 がな

い ことを示 し,感 作動物 の脾 リンパ細胞 がMφ 内結核

菌 の増殖に対 し抑制的効果を もつ ことを示唆 した。そ こ

で著者 らは,in vitroの 系で結核菌感作マ ウス由来の リ

ンパ球が結核感染防御 免疫に どの ような役割を果た し,

どの よ うな機作でMφ に関わ りを有す るのか を検討 し

て みた。

II.　 実 験 材 料

(1)実 験動物:C57BL/10雌 雄マ ウス,6～8週 齢,(2)

結核菌:ヒ ト型菌,H37Rv,ソ ー トン培地 で継代,(3)細

胞 培養培地:medium199に 馬血清,幼 若仔牛血清,ペ

ニシ リンな どを加 え,5%CO2incubator用 にpHを 調

整 した もの。 ス トレプ トマ イシンは一切用いなかつた。

III.　 実 験 方 法

(1)　マ ウスの感作法:流 動パ ラフ ィン 懸 濁 加 熱 死 菌

H37Rv1mgず つを四肢 に皮下注射後2週 経つて,1mg

生菌BCGを 静注追加免疫 した。2～3週 後腹腔滲 出細

胞,リ ンパ節細胞を感作 マウスよ り,そ して正常 マウス

か らも採取 した。

(2)　細胞培養方法:約5×106cells/mlの 腹腔滲 出細胞

液0.3mlを プラスチッ クdish内 のカバ ース リップ内

にのせ1時 間程度培養後,ハ ンクス氏液で洗 い,更 に1

晩培養 してMφmonolayerと す る。 ソー トン培地表面

培養 の ヒ ト型菌 をガラス玉 で摩砕 して単個菌 とした もの

を,monolayerに かけ約1時 間貪食 させ た 後,ハ ンク

ス氏液で よく洗い細胞 外菌 を除去する。 この上 に種 々の

リンパ節細胞(LNC)約1×107コ を48時 間接触 させ

るか,あ るいはLNCと その抗原 との24時 間培養上 清

Fig. 1.
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をかけて培養 し,Mφ 内の結核菌 の増殖への影

響を経時的に観察 した。

(3) Mφ 内結核菌増殖度の 判定:Mφmono-

1ayerに 貧食 させた 日を0日 として,3,5,7日

とduplicateで カバ ース リップを固定 し,抗酸菌

染色,続 いてギ ームザ染 色を行い永久プ レパ ラ

ー トとす る。細胞 内に菌 を含 んだ100コ のMφ

内の菌数を数 え,そ れを0日 の数 と比較 して,

結核菌の細胞内平均増殖 度 として算出 した。

IV.　 実 験 結 果

(1)　感作Mφ 内におけ る結核菌の増殖は,正

常Mφ 内におけ る増殖 よ り幾分抑制 されたが,

両者の増殖 カーブはほ とん ど平行であ り,特 に

感作Mφ のほ うが殺菌能力が 高 い とはいえな

かつた。次に感作LNCをMφ に48時 間接触 させ る

と,Mφ が正常,感 作 由来にかかわ らず 感 作LNCを

加えない ときに比 して,細 胞 内菌 の増殖 は非常 に よく抑

制 された。 しか し正常LNCを 加えてもそ のよ うな細胞

内菌 の増殖抑制 は起 らず,む しろ促進 され る傾 向であつ

た(図1)。 この ような実験 を6回 程度繰返 し,Mφ 内

結核菌 の増殖抑制 能力 とい う観点か らま とめ る と,感 作

Mφ は正常Mφ に対 し約20%細 胞 内結核菌 の増殖抑

制能力が高 く,正 常Mφ に感作LNCを 接触 させ ると

正常LNCを 接触 させた ときに比 して 約60%菌 増殖抑

制能力が上昇 してお り,感 作Mφ に感作LNCを 接触

させた場合は,正 常LNCを 接触 させた ときに比 して,

約44%抑 制能力を上昇 させた。

(2) LNCをMφ に48時 間接触 させ るとき,PPDを

10～20μg/rnl加 えると,感 作LNCはMφ に対 して結

核菌増殖の抑制効果を増大 させた。

(3) LNCとPPDと を24時 間培養 し,そ の培養上清

を新鮮培養液で2倍 に希釈後,Mφmonolayerに 作 用

させ ると,感 作LNCとPPDの 培養上清 は 正常LNC

Fig.2.

Sensitization with.

Fig.3.

A hypothesis for mechanism of immunity in tuberculosis

とPPDと の培 養上 清に比 して,Mφ をあ る程度結核菌増

殖抑 制の方向に変化 させ る ことがわ かつ た。 しか し感作

LNCを 直接Mφmonolayerに 接触 させた場合 に 比べ

る と,そ の効果 には,や やバ ラつ きが見 られた。(図2,

左端 のカラム)

(4)　完全Freundア ジ ュパ ン トに 懸 濁 した ウシ-γ-グ

ロブ リン(BGG)200μgで 感作後10～14日 の マ ウス

の感作LNCとBGGの 培養上清を,あ るいはBGG感

作LNCとBGGと を直接Mφmonolayerに48時 間

接触 させた場合,正 常mCとBGGと の組合せに比較

して,Mφ 内結核菌の増殖を ある程度抑制す ることが示

された。(図2,真 中の カラム)

(5) C3Hマ ウス継代 のMH134腫 瘍細胞 で 免 疫 し7

～10日 後の所属LNCと ,5～6回 凍結融 解を繰返 して

作つた腫瘍細胞抗原 との24時 間培養上清の2倍 希釈液

をMφmonolayerに 作用 させた場合,あ るいは腫瘍 感

作LNCと 抗原 とを直接monolayerに 加 えた場合 も,

やは り正常LNCと 抗原 との組合せの場合に比 して,バ

ラつ きはあ るもののMφ 内菌の増殖を抑 制 す ることが

明 らか となつた。(図2,右 端 のカラム)

(6)　蛋 白合成阻 害剤 であるcyclohexirnideやstrepto-

vitacinAで,細 胞 の蛋 白合成がgo%以 上阻 害 され る

条件下 で,LNCを 処理後MφmonolayerにLNCを

接触 させ ると,感 作LNCのMφ 内結核菌増 殖抑制効

果 は大部分失われて いた。 こ の 場合薬剤処理後のLNC

の生残率 は,非 処理LNCの それ とほとん ど差 がない こ

とを確かめて いる。

(7)　正常 マウス由来 のLNCとPHA1μl/mlあ るい

はconcanavalinA2μg/mlと を,結 核菌 を取 込 ん だ

Mφmonolayerに 約60時 間接触 させ ると,mitogenな

しで正常LNCを 加 えた場合,あ るいはmitogenの み

を加 えた場合に比 して,Mφ 内結核菌の増殖は抑制 され

るが,結 核菌感作LNCを 直接接触 させた場合に比べ る
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と,数 段その効力は弱かつ た。

V.　 結 論 と 考 察

上に述べた よ うな実験結果か ら,結 核感染 防御免疫 に

おけ る感作 リンパ球 とMφ との 関係 は以下 の ように推

察 され る。

結核菌抗原で感作 されたマ ウスに結核菌 が侵 入 して き

た 場合,ま ずMφ の よ うな貧食細胞内に取込 まれ,死

菌や生菌の一部は細胞内で消化 され外 へ排 出 され るであ

ろ う。その よ うな細胞外へ放出 された抗原 と,細 胞性免

疫 の方 向に十分分化 した感作 リンパ球が出会 うことに よ

り,感 作 リンパ球がtriggerを 引 か れて,貧 食細胞を

bactericidalあ るいはbacteriostaticな 方向に変化 させ

るよ うな液性 因子 を産生す ると考 えられ る(模 式図3)。

しか しこの液性 因子 の産生量はそれほ ど大 き くはな く,

リンパ球か ら直接的にMφ にご受 け渡 しが行 なわれたほ

うが効果的 な程度 の量 と考 えられ る。 な ぜ な らば感作

LNCを 直接Mφ に接触 させた場合に比べて,感 作LNC

とPPDの 培養上清をMφ にご接触 させた場合は,細 胞

内菌増殖抑制 力は劣 るか らである。 また このよ うな液性

因子 を産生す るには,蛋 白合成やそ の他 の代謝機構が正

常 に働 いてい る必要 がある ことも,蛋 白合成阻害剤 を用

いた実験 よ り,あ る程度示唆 され る。次 に感作 リンパ球

とその抗原の接触 が特異 的であ りさえすれ ば,結 核菌以

外 の抗原の感作 リンパ球 とその抗原で あつ てもよいか否

か とい う問題 である。結核菌 と一応無 関係 と 思 わ れ る

BGGや 腫瘍細胞で免疫 し,そ の細胞 性免疫 が 最 も高 い

時 期に取 り出 したLNCと そ の特 異抗原 の24時 間培 養

上清に も,バ ラつ きはあ るけれ どもMφ をbactericidal

あ るいはbaCterioStaticに 賦活す る液性 因子が含 まれ る

ことが実験結果か ら示唆 されるので,リ ンパ球 とその抗

原 との接触 は免疫学的 に特異的であ る必要があ るが,1

度 リンパ球が 抗原 によつてtriggerを 引かれて 液性因

子 を産生す ると,そ の液性因子はあ る 程 度momspecific

にMφ を活 性化する と思われ る。 しか し正常 リンパ球

をPHAやconcanavalinAの ようなmomspec爺cmi-

togenで 刺激 して生 じるlymphotoxin,の よ うな液性 因

子 は,あ る程度 はMφ を結核菌増殖抑制 の方 向に変化

させ たが,し か しその程 度は結核菌感作 リンパ球 を直接

Mφ に作用 させた ときに比 して劣 るので,こ の よ うな

lyrnphotoxinと 先に述べた よ うな液性因子 とは 質 的 に

異 な るのではないか と考 え られる。 しか しリンパ球 と抗

原 との接触 に よ り放 出 され る他 のMIF,SRF,chemo-

tacticfactorの よ うな種 々の液性因子 との異 同性につ い

ては,今 までの実験か らは明 らかではない。

結核感染防御免疫が この ような機作で全部説 明 しうる

か とい う問題に対 して,明 らかに言い うるのは,感 染 防

御免疫には,細 胞性免疫,特 に特 異抗原 と接触 して種 々

の液性因子を産生 しうるまでに十 分分化 した ような感作

リンパ球が,Mφ の よ うな貧食細胞を防御 的方向に変

化 させ るとい う仕方で関係 している とい うことである。

しか しこの機作以外に も抗体系が防御 免疫に補 助的役割

を果た してい ることも十分考 えられ るし,ま た個体の感

作状態あ るいは感作 リンパ球 といわれ るものの中に も質

的 な差がそ の うちに包含 されていて,防 御免疫に最 も有

利 に働 く感作 リンパ球集団が,た とえばBCGの 生菌 免

疫 によ り最 もよ く出現 しやす く,死 菌免疫では他の質的

に異 なる免疫状態が出現する とい うような可能性 も考え

られ る。す なわ ち感染防御免疫状態の中に も質的な広が

りが あつ て,そ の中の1方 向として,感 作 リンパ球が上

記 の ような メカニズムで防御的方向に働いてい ると考 え

られ る。

4.　 マク ロフ ァー ジ ・リンパ球相互作用 よ りみた抗原静注 による

結核抗菌免疫増強の機 序

北海道大学結核研究所 山 本 健 一

BCGcell wall静 注 免 疫 マ ウ スは そ の肺 細 胞 がDe

-layed hypersensitivityのinvitroの 指 標 と され て い る

Macrophage migration imhibitiom(MI)を 示 し,結 核

菌 のAirborme感 染 に強 い抵 抗 性 を もつ こ とを す で に 確

か め た 。 と ころ で,こ の免 疫 マ ウス に感 染 前 日に結 核 抗

原 を 静 注す る と,肺 細 胞 のMIは 減 弱 な い し消失 す る に

も か か わ らず 感 染 防御 の増 強 を示 した 。 こ の前 述 の知 見

と一 見 相 反 す る この 現 象 の 機 序 に つ い て,細 胞 性免 疫 の

立 場 か ら感 作 リンパ 球 と抗 原 の 相 互作 用 の結 果 放 出 され

る 因 子 に よ るMacrophageのActivatiomが 関 与 す る

の で あ ろ うと想 定 し,こ の 現 象 に 関 与す る種 々 の要 因 の

検 討 を 行 な つ た 。

方 法

す べ て 動 物 はCF1マ ウス を 使 用 した 。 免 疫 はBCG

cell wall oil-treatedワ ク チ ン150～300μgを 静 注 あ

るい は 皮 下 接 種 した 。 そ の 後,8～10週 で実 験 に 供 し

た 。 そ の 他,Listeria momocytogemes cell wallも 同

様 に して用 いた 。 静 注 抗 原 に はBCGprotoplasmあ る

い はListeria monocytogemes protoplasrnaを15～100

μg,そ の 他,非 特異 的 リ ンパ球 刺 激 剤 で あ るPhytohaeln-

agglutinimPHA-P0.02unitも 実 験 に よつ て用 いた 。
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Footpad反 応 に はPPDあ る い はBCG

protoplasm5μgを 足 蹠 皮 内 に注 射 して,

注 射 部 位 の腫 脹 を24時 間後 に測 定 し,

他 側 足 蹠 の 生 食 水 注 射 部 位 の 厚 み と の

差 で 示 した 。 肺 細 胞 のMItestは 被 検

肺 細 胞 浮 遊 液 と正 常 マ ウ ス腹 腔 滲 出液 を

等 量 混 合,毛 細 管 に つ め,Sykes-Moore

型chalnberで 仔 ウ シ血 清15%加Eagle

培 地 中に 置 き型 の ご と く行 な つ た 。 脱 感

作 血 清 はBCGcell wall免 疫 マ ウス に

BCGprotoplasm50～100μg静 注24時

間 後 に採 取 し,56℃30分 間 加 熱 非 働 化

して 使 用 し た 。Airborne challengeは

Triの 経 気 道 感染 装 置 を 用 いM.bovis

 Ravenelを106/ml30分 間 一 定 の 条 件

で 吸 入 させ た 。 抗 菌 免 疫 の 判 定 に は 生 存

日数 お よび 感 染 後2～6日 の 早 期 の 肺 内

生 菌 数 を 全 肺 を 用 い 小 川 培 地 で 定 量 培 養

に よ り求 め た 。invitroの 実 験 に 使 用 す

る リンパ 球 と して リンパ 腺 細 胞 浮 遊 液 が

供 され た 。 この 細 胞 浮 遊 液 とPPDあ る

い にまListeria momocytogenes proto

-plasmn30μg/mlを37℃1時 間試 験 管 内

で 接 触 させ,そ の ま ま 正 常 マ ウス に 静注

移 入 した 。 ま た,monolayer細 胞 実 験

で は 肺 細 胞 浮 遊 液107程 度 を直 径3cm

の フ ァル コ ン ・プ ラス チ ッ クシ ャー レで

37℃1時 間5%CO2-incubator中 で単

層 と し,こ れ に,シ ャー レ非 付着 細 胞,

PPDあ るい は 脱 感 作 血 清 を 加 えた 場 合 の

肺 細胞 の抗 菌 力 を調 べ た 。添 加 物 は24時

間37℃5%CO2-incubator中 で 接 触 さぜ,

Hamks氏 液 で 洗浄,Raveme10.1mg/ml

菌 浮 遊 液 の800回 転2分 間遠 沈 上 清 を加

え1時 間食 菌 させ て洗 浄,再 び仔 ウ シ血

清15%加minimal Eagle's medium

で3～4日 培 養,洗 浄 後,蒸 留 水1ml

を 加 え 細胞 を 溶 か し,こ のlysateに つ

い て 小川 培 地 を用 い て定 量 培 養 を 行 な い

感 染菌 の 増殖 の程 度 を判 定 した 。

実 験 成 績

実 験A:静 注 抗 原 と マ ウ ス の感 作 状 態

の 相 互 のか か わ りが 感 染 防 御 増 強 に どの

よ うに影 響 して い るか の検 討 。

1)　 あ ま り強 くな い 感染 防御 能 を与 え る 免 疫 量BCG

cell wal160μgで 免疫 した マ ウス にBCGprotoplasm

静 注,1日 後 にAirborme challengeを 行 な つ た結 果,感

Fig. 1. Specific Effect of Antigen Intravenously Injected on 

Development of Increased Protection against Aerosol 

Challenge with M. bovis Ravenel in Mice Vaccinated 

with Mixture of BCG Cell Walls and Listeria 

Monocytogenes Cell Walls

**p•…0.01

Fig. 2. Anti-tuberculous Immunity Induced by Transfer of 

Lung Cells or Sera from BCG Cell Wall Vaccinated 

Mice Previously Injected with Tuberculous Antigen

染 後1日 お よび5日 の肺内生菌数,ま た,平 均 生存 日数

のいず れに よつて も通常強 い感染 防御能が与 え ら れ る

BCGcell wall300μg免 疫 マ ウスが示す の とほぼ 同 じ
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程 度 まで 感 染 防 御 の 増 強 が み られ た 。

2)　 更 に免 疫 量 を 少 量 に して30μgと す る と,BCG

protoplasm静 注 に よつ て も,も は や 抗 菌 免 疫 の増 強 は

な か つ た 。

3)　 抗 原 静 注 とAirborne challengeま で の 時 間 を5

日に す る と,感 染 時 に は 抗 原 静 注 マ ウス のFootpad反

応 と肺 細 胞 のMIは 抗 原 静 注 以 前 の 状 態 に 復 し,感 染 後

2日 目お よび6日 目の肺 内生 菌 数 は 非 処 置 免 疫 動 物 と同

様 で,抗 原 静 注 に よ る抗 菌 免 疫 の 増 強 は 特 に み られ な か

つ た 。

4) BCGcell wall免 疫 マ ウ ス にBCGあ る い は

Listeria protoplasmを 静 注 す る と特 異 抗 原 で あ る前 者

に よつ て のみAirborne感 染 後 の肺 内生 菌』数 の 減 少 が み

られ 感 染 防 御 の増 強 を 示 した 。 また,同 様 にPHAの 静

注 で も 同様 な 効 果 を 示 した 。 更 にLiSteria monocyto-

genes cell wall免 疫 マ ウ ス に対 して はListeriaprot-

oplasm静 注 に よつ て の みRavenelairborne感 染 後

の 肺 内生 菌 数 の 減 少 を 認 め,BCGprotoplasmに は そ の

よ うな 効 果 が な か つ た 。 ま た,BCGcell wallと
む

Listeria cell wall各300μg混 合 静 注 免 疫 マウスに

BCGprotoplasm, Listeria protoplasmあ るいはPHA

を静注す る と,図1に 示す ご とくいずれ の 場合に も,1

日後 の感染 に対 して,感 染後早期 の肺 内生菌数 の減少が

認め られた。

5)　 抗 マ ウス脾 細胞免疫血清(A.S.S.)を0.1mlず

つ抗 原静注1日 前お よび直前 に皮下投与 された免疫 マウ

スに対 しては抗原静注 に よる抗菌免疫増強効果 はみ られ

なかつ た。

以上 の実験結果 は静注抗 原 と感作 リンパ球 とが特異的

に接触 して,約24時 間で感染 防御 増強の確立 に深 くか

かわ り合つ ていることを示唆 して いるので,両 者 をin

 vitroで 接触 せ しめて実験 を行 なつた。

実験B:抗 原 と接触 させ た リンパ球 の移入実験

1) BCGcell wallあ るいはListeria cell wall感

作 リンパ節細胞 に特異抗原 をin vitroで37QC1時 間

接触後,正 常 マウスに移入する と,24時 間後 の 感染 に

対 して肺内生菌 数の減 少がみ られた 。

2) BCGcell wall免 疫 マウスにPHAま たはPPD

静注2.5時 間後に得た リンパ節細胞 を移入 された正常 マ

ウスに もAirborne感 染2日 目の肺内生菌 数の減少 が示

された。

以上の結果か ら感作 リンパ球 と抗 原の接触 が抗菌免疫

賦与に関与 している ことを示 している もの と思わ れる。

次に抗 原静注後の脱 感作血 清中に抗 原 と感作 リンパ球

との接 触の結果 流血 中に放 出された と考 えられ るMIに

関与す るmediatorが 含まれている ことをわ れわ れはす

でに報告 してい るので,脱 感作血 清の本報 告における抗

菌免疫確立への関与について調べた。

実験C:脱 感作血清の抗菌免疫への関与

1) BCGcell wall免 疫 マ ウス にBCGprotoplasm

静注24時 間後に得た血清は正常 マウス腹腔滲 出細胞に

MIを 示 す と共 に,こ れをAirborne感 染1日 前に0.5

ml正 常 マウスに静注投与す ると,抗 菌免疫を賦与 した。

同様 に して,PHA静 注後に得た血清で も同様 の 効果が

あつたが,Listeria protoplasm静 注血清 にはその よ う

な効果はみ られなかつた。

2)　 抗 マウス脾細胞免疫血清(A.S.S.)に よつて静注

抗原 に よるBCGcell wall免 疫 マウス の 抗菌免疫増強

が阻止 され たが,こ の阻止 は抗 原静注 と同時 に脱感作血

清0.5ml静 注 を行 な うと妨げ られ て,免 疫 マウスにお

け る抗 原静注 に よる抗菌免疫増 強が示 された。

3)　 また脱感作血清 をあ らか じめA.S.S.を 皮下投与

してお いたBCGcell wall免 疫 マ ウスに0.3ml静 注

と同時 にPPDに よるFootpad応 を試み る と,明 らか

にこの反応 は阻止 された。

4)　 更 にBCGcell wall免 疫 マ ウス にBCGproto-

Fig. 3. Anti-tuberculous Immunity Observed In Vitro of Lung Cells
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plasm静 注2時 間お よび1日 後の血清 と肺細胞浮遊液を

それぞれ正常 マウスに静注移入 し,1日 後にAirborne感

染 させ2日 後 の肺 内生菌数を 調 べ た 結果を図2に 示 し

た。抗原静注24時 間後の肺細胞お よび血清の移入に よ

つ て抗菌免疫を与 えることが 明 らかに された。

以上 の結果 に よつてMIFを 含む脱感作血清 が抗菌免

疫 を与 える因子 をもつ ていることが想定 された。

そこで,こ の ような因子が働 きかけ る 相手をMacro-

phageと 考 え,モ デル として肺細胞浮遊液 でプラスチッ

クシ ャー レにmonolayerを 作つて,抗 原 と感作 リンパ

球 の組合せを添加 して,こ のMacrophageに 感染 さ せ

た菌 の増殖阻止を調べた。

実験D:Macrophage monolayerに おけ る実験

1)　 プラスチ ックシャーレにInonolayerに したBCG

cell wall免 疫 お よび 非免疫 マウス肺細胞にPPDと 肺

細胞浮遊液の シャーレ非付着細胞をそれぞれ単独,あ る

いは組合せて添加,24時 間後に洗浄,次 い でRavenel

菌 液を加えて感染 させ4日 目の増殖の程度を調べた結果

は図3に 示 すご とくPPDと 免疫肺細胞のシ ャーレ非付

着細胞 とを組合せ て添 加 さ れ た 免 疫 お よ び 非 免 疫

Macrophage monolayerに おいて明 らかな感 染 菌 の 増

殖阻止がみ られた。 また,同 じ実験で,BCGprotoplasm

静注 の脱感作肺細胞monolayerは それ 自身で 同様 の感

染菌増殖阻止を示 した。

2)　 同様の実験をBCGcell wall免 疫お よび非免疫肺

細胞monolayerに 脱感作血清を添加 させて行 なつたが,

やは り脱感作血清に よ るRavenelの 肺細胞内増殖阻止

がみ られた。

以上の結果は正常肺 細胞 の シ ャー レ付着細胞 はPPD

とBCGcell wall免 疫肺細胞の シャーレ非付着細胞 と

の組合せ,あ るいは脱 感作血清 との接 触に よつて,感 染

菌 に対す る増殖阻止を発揮する よ う活 性化 される ことを

明 らかに した。

む す び

結核菌 に対す る感染防御 も他の通性細胞 内寄生性細菌

感染症 のそれ と同じ く免疫適格細胞が関与す る"細 胞性

免疫"に 基づいて発現す るものであ る こ と は,す でに

Mackanessら の仕事に よつて特に注 目をひいて き て い

る。われわれが先に報告 したBCGcell wall免 疫 マ ウ

スに抗原を静注 した場合,MIFを 含む脱感作血 清 が 得

られ ること,ま た,こ の抗原静注に よつて抗菌 免疫の増

強がみ られ ること,こ の2つ の事実の根底には免疫 適格

細胞 と抗原のinteractionが 当然考 え られ,そ こ か ら

Macrophageの 抗菌免疫発現へ導 くmediatorの 存在 が

想定された。そ こで この道 す じに関与 する諸 因子 を検討

した本実験 の結果 を総合 する と,感 作 リンパ球 と特異抗

原 の接触後MIFを 含むMediatorが 放 出され,一 方 で

はMacrophageのActivationを 惹起 し,他 方,Footpad

反応 と肺細胞 のMIの 減弱 で示 され る脱感作が一時的に

起 る。そ して前者 の過程で肺 内感染菌 の初期 の減少に基

づ く抗菌免疫の増強 とい う表現が招来 され るとの説明が

可能であろ う。

5.　結核感染マウス脾における細胞反応と防御力

国立公衆衛生院衛生微生物部 金 井 興 美

国立予防衛生研究所結核部 近 藤 螢 子

緒 言

結核感染 における リンパ系組織 の腫 大は,防 御 力の発

生,遅 延 型感作 の成立 と密接 に関係 している ことが経験

的に認め られている。 この際 リンパ系組織 の腫大 に関

与する細胞 のgenesisは,最 近Northら1),Dannen-

bergら2)の 仕事 に よつ てその大要が 明白となつて きた。

私 たち もマ ウス結核 感染 において脾 の腫大 が防御 力発

生 と強い因果 関係 のあるこ とを認め,そ の細胞 生物学 的

ない くつかの側面 について観 察を行 なつた。

研 究材料 と方法

動物は市販dd系 マウスの雄 を用 い,組織 か らの感染菌

の分離は1%小 川培地 を用 いて型 のごと く行 なつた。組

織 または細胞の酸 フォス ファターゼ活 性(AP活 性 と略)

と酸蛋 白分解酵 素(カ テ プシン)活 性の測定は,そ れぞ

れパ ラニ トロフ ェノール フォスフ ェイ ト,変 性ヘモグ ロ

ビ ン,あ るいは ツベル クリン蛋 白(ツ 蛋 白)を 基質 とし

て,こ れ まで報 告 した方法3)に 従つた。脾 よりの細胞分

離 は,100メ ッシ ュのステ ンレスふ るいを用 いてヘパ リ

ン加PBS浮 遊液 とした。更に100メ ッシュのガ ラス ビ

ーズカ ラムを用 いて37℃30分 で吸着操作を試み,そ の

あ とPBSを 流 し,流 出液か らリンパ球を主 とす る細胞

分画 を遠沈 して あつめた。次 にガ ラス ビーズを ビーカー

に移 し,EDTAを 含 んだPBSを 加 え軽 く振つて吸着 し

ている細胞をふ りだ し,遠 沈 して マクロファージを主 と

す る細胞成分を あつめた。 マウス腹腔 内よ りマ クロファ

ージを あつめ る場合は,流 動パ ラフ ィン,あ るいは加熱

結核死菌を1mg/mlに 含んだ流動パ ラフ ィン2mlを

腹腔 内注射 し,5日 後ヘ パ リン加PBSで 洗 い出 して,分
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液 ロー トで流動パ ラフィンを除 き,下 層 の液 より遠沈 洗

浄 して細胞成分を集め,ガ ラス ビーズカ ラムで細胞 分画

した。

実 験 成 績

(I)　 マ ウスを用いた一般 感染実験 において,静 注感

染 後の脾 の腫脹 を経時 的に追 求す る と,強 毒M.bovis

(ラブネル株)0.5m霧 接種 の場合,2週 間で脾 は2倍 ほ

どの重量 に 腫 大 したが,そ の後は 萎縮 を続 けて 死亡時

(4週 前後)に は,は じめの重量 に減少 した。 こ の 間,

肺 においては感染菌 数は上 昇を続 け,無 数 の結節形成 に

よつてその重量 は1g近 くになつ た。 しか し感染10日

目よ りINH1日 量0.1mgの 投与で治療 を 開 始 す る

と,脾 の腫 脹は維持 される と同時に,肺 の菌数増加 は阻

止 され,ま た肺の重量 増加が停止 した。また感染量 を単

に 同一株 の0.05mgに 下 げるのみ でも脾 は長期 にわた

つ て腫 大を続け,同 時 に肺 の腫大 も一定範 囲に とどま り,

動 物は生存を続けた。

以上は実験 ごとの恒 常的な結果 であ り,脾 の腫 大は免

疫 に関与す る細胞の増加を示唆 する現 象 と考 え られ,過

大感染に よる脾 の縮小は抗原過剰に よるそ う し た 細 胞

(おそ らく リンパ球)の 広範な崩壊 であ り,そ の 結果 と

しての感染死である と理解 したい。

(II)　 マ ウスをBSA330μgで 感作す る際,腹 腔 内

にFreundの 不完全 アジ ュバ ン トを用いた場合 と,完 全

アジ ュバ ン トを用いた場合について,感 作 の実態 を比較

した。つ ま り感作注射後3週 にBSAの20μgあ る い

は5μgを 静注 してその反応を観察す ると,前 群 のマ ウ

Fig. Time-Course Enumeration of Spleen Viable 

Units in the Mice Challenged with Virulent 

Tubercle Bacilli at the Time of "Recall" 

with BSA 3 Weeks after Sensitization

 with the Same Antigen Incorporated 

into Freund Complete or 

Incomplete Adjuvant

スにおいては全例 アナフ ィラキシー症状を呈 し,実 験 ご

とに変動 はあるがI/4～1/3の 動物が死亡 した。他方,

完全 アジ ュバ ン トに よる感作群は この際症状は軽微で,

死亡 は例外的 であつた。 ところが感作 に よ る 脾の腫脹

は,逆 に完全 アジュバ ン ト群 にお いて のみみ られ,ま た

BSA再 注射 と同 時 に 有毒結核菌(H37RvKM-R株)

0.05mngを 静注感染 し,そ の菌数消長を週 ごとに追求 し

て感染防御力 の存在を調べてみ ると,完 全 アジ ュバ ン ト

群 にお いて,早 期に一時的な防御力の発現が 検 出 で き

た。

結核菌を含 んだ完全 アジ ュバ ン トを用いてBSAで 免

疫す ると,BSAに 対 しての骨髄前駆細胞の分化 と 増殖

が,主 と して細胞免疫(遅 延型)に 関与す る感作 リンパ

球 に方 向づけ られ,抗 体産生型 の リンパ球への転化が抑

制 され た結果,上 述 のごとき観察が得 られた と説 明で き

よう。BSAの 再注射 による感作 リンパ球 の 刺激は,一

時 的なマ クロフ ァージの活 性化につなが り,防 御 力の表

現 となつた ものであろ う。 いずれ にせ よ,こ の群 にお い

てのみ脾 が腫脹 していた ことは,脾 腫が感作 リンパ球 の

集積 に よる もの とみ て,大 きな誤 りはないであろ う。

(III)　結核 感染防御 の本態 が,特 異 的に刺激 を受けた

リンパ球 と,非 特異 的に活 性化 され ているマク ロフ ァー

ジの協 力に よる ものであ り,こ れ ら活性化 の指標 の一つ

が ライ ソゾーム由来 の水解酵素活 性の上昇 である とされ

る。そこで感染 後における肺 と脾 のホモジネイ トにつ い

て,AP活 性 とカテ プシン活性の変化を週を追 つて検査

した。肺 においては,3週 後感染菌数 は10,000倍 に ふ

え,こ の間,カ テプシ ン活 性は組織重量 当 りで4倍 に,

臓 器当 りでは10倍 に もなつた。AP活 性は組織 重量 当

りで2倍 に,臓 器当 りでは5倍 ほ どであつた。脾 におい

ては両活性 とも,臓 器 当 りで5倍 ほ どの上昇であ るが,

重量 当 りでは2倍 にな らなかつた。

以上 の結果は,細 胞 当 りの酵素活性の上昇はあ るに し

ても,よ り重要 なのは活性細胞 の集積 による数の増加で

あ り,こ とに肺 ではそれ らが肺胞空間 に充満 す る た め

に,組 織 重量 当 りの活 性が顕著 に増 し,脾 では もともと

そ うした細胞 の集まつ た実質臓器 であるた め,臓 器全体

の腫 大があつて も,重 量 当 りの活性上昇が肺 のよ うには

表 現 されないのであろ う。

また興味ある ことは,6-MP注 射 に よつ て リンパ球 の

増殖を抑 制する と.感 染動物 の脾 は萎縮 し,ま た単位重

量当 りの水解酵素活 性をみる と,カ テプシ ンの場合 は多

少減少するが,AP活 性は逆に著明に上昇 し2倍 になる

こともあ る。 この ことは,リ ンパ球 の崩壊 の結果 として

脾におけ るマクロファージの数が相対的に 増 加 す るこ

と,そ してAP活 性がが マクロファージで強 く,リ ンパ

球で弱い と考 えれぼ説明がつ くが,次 に この点を検討 し

た。
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Table 1. Change of Viable Counts in the Tissue Homogenate or Macrophage
 Suspension Prepared from the Mouse Spleen Challenged with a  Kanamycin

Resistant Strain of Tubercle Bacilli (H37RaKM-R)

Table 2. Degradation of Tuberculoproteins by Incubation with 

Mouse Peritoneal Macrophages

(IV)　 正常 マウスの脾,あ るいはBCGを3週 間隔で

2回 静注 して得た腫大 した 脾 よ り,硝 子吸着性 の細胞

(GAC)と 非吸着性(GNAC)の 細胞 を 分 離 し,107細

胞数 による水解酵素活性を検査す ると,両 活性 ともGAC

が強 く,ま た カテ プシン/AP活 性 比 を み る と,常 に

GACが 低い。 この傾向は腹腔内滲出細胞について も 全

く同様であ り,結 論 として,ラ イ ソゾーム由来の水解酵

素活性は一般に マクロファージが リンパ球 よ り強 く,こ

とにAP活 性は前者が圧倒的であ る。 また抗原処理 とい

う観点か らすれぼ,マ クロファージの カテ プシソ活性の

意 味は理解 しやすいが,リ ンパ球のカテプシ ン活性の免

疫 学的意味は今後の興味ある課題 であろ う。

(V)　 2群 の マウスを用意 し,一 方をBCGO.5mgの

静 注で免疫 し,3週 後H37RaKM-R株0.2mgの 静 注

に よつて両群 とも感染 した。感染 後3時 間,1週,2週 目

に,各 群 よ り10匹 のマ ウスをサ ンプ リング して脾 を摘

出 し,う ち3匹 分はホモジネイ トとして,ま た7匹 分 の

脾 か らはGACを 分離 して,そ れ ぞ れKM100μg/ml

の小川培地 に接種 して感染菌 の選択 的分離 を行 なつた。

そ の結果,ホ モジネイ トに つ い て も,GACに つ いて

も,免 疫群 における菌数減少 は極めて顕著で,免 疫処置

が,マ クロフ ァージの抗菌 力を活性化 してい る事実が示

された。

(VI)　 腹腔 内マクロフ ァージ2×106を 用 い,基 質 と

して変性ヘモグ ロビン4,000μg,H37Ra株 の菌体 細胞

質(100,000g上 清)よ り分離 した蛋 白525μgあ るい

はBCGソ ー トン培養炉液 よ り精製 した蛋 白330μgを

それぞれ混合 インキ ュベイ トし,40℃,90分,pH3.19

におけ る蛋 白分解の程度を検討 した。 この際,そ れぞれ

2系 列 とし,一 方には カテ プシンDに 対す る特異的阻害

剤ペ プス タチ ンを加 えた。その結果は,ツ ベル ク リン蛋

白が マクロファージの カテ プシンDに よつて分解 され う

ることが明 白に示 された。 また,更 に大量の 基 質 を 用

い,分 解物をSephadexG-75を 用いた ゲル炉過で分離

し,そ の ツベル ク リン活性を感作モルモ ッ トを用 いて検

討 した ところ,明 らかに力価 の減 少が認め られたが,数

千 の分子量 をもつか ぎ り,反 応 そのものは定型 的な発赤

と硬結を示 した。

結 論

結核感染 において マウスの脾 は腫脹す るが,こ れはそ

の個体 の免疫力(防 御力)な らびに遅延型 アレル ギーの

発生 と密接な関係を もつ。その よ うな脾の構成細胞であ

る リンパ球,マ クロファージが活性化 されて い る こ と

は,水 解酵素活性,抗 菌力の上昇に よつて証明 された。

しか し,同 時に,あ るいはそれ以上に重要 なのは,こ の

種の白血球性細胞の数の増加(動 員)で ある と考 え られ

る。
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6.　特別発言:結 核免疫におけるマクロファージ代謝活性ならびに

それと免疫 リンパ球との関連

慶応義塾大学医学部微生物学教室 斎 藤 和 久

結核や チフス症 な ど通性細胞 内寄生性細菌感染症 に対

す る防御免疫 は,免 疫 の成立 している動物 のマクロフ ァ

ージ(MP)内 における感染菌 の増殖抑制 として発現 され

るこ とが明 らか にされ,"細 胞性免疫"の 範疇 に 入れ ら

れ るに至つた こ とは周知 の通 りであ る。 ところで,こ の

ような細菌感染症 に対す る"細 胞性免疫"が 免疫適格細

胞 とは考 え られ ないMPに 即 して発現 され る 事実を い

か に説 明す るか は大 きな問題 となつ た。 そ して,ま ず こ

の 機序 を免疫動物MPに 付 着 し て い る と思 わ れ る

cytophilic antibodyな い しcell-bound antibodyに 求

め ようとする考 えを一 部の人 に生ぜ しめたが,異 なつた

通 性細胞 内寄 生性細菌 感染症 の間(た とえぼ結核 とチフ

ス症,リ ステ リア症,ブ ルセ ラ症 の間)に,免 疫学 的特

異 性を こえて交差的に感染 防御 免疫 が 成 立 し,そ れが

MP内 における攻撃菌 の増殖抑 制に基 づ くこ とが示 され

たため,感 染症に対す る細胞性免疫に直接抗 体が関与す

るとい う考えは否定 された。

Mackanessは,遅 延型 ア レルギ ーにお い て 感作 リン

パ球にin vitroで 対応す る抗原を作用 させ る と,正 常

動物のMPの 遊走を阻止す る物質(MIF)やchemotactic

 factorな どいろいろな活性物質が産生 され るとい うこと

に アナロジ ーを求め,感 染防御免疫において も感作 リン

パ球に対応抗原が作用 して,MPの 活性を上昇 させ るよ

うな物質を生 じ,こ れ に より活性 の上昇 したMPに 即 し

て免疫学的特異性を こえて感染防御免疫が発現す るので

あろ うとい う考 えを,in viVoの 細胞移入 の実験結果か

ら提唱 した1)。Mackanessの この考 えは,免 疫適格細胞

とMPを 結 びつける機構 を示す ものと して注 目をひ き,

これ に向か つて多 くのアプ ローチがなされ ているが2)～ 9 ) ,

この間題 をMPの 代謝活 性の面 か ら検討 した研究 はわず

かにNathanら10)のMPのhexosemonophosphate回

転促 進についての研究 があるのにす ぎない。

私 はBCG免 疫マ ウスのMPのlysosomal enzymes

が増量 している ことを見 出 しているので,MP内 の菌処

理 に重要 と考え られる このlysosomal enzymesの 一 つ

であるacid phosphatase (a,p.)活 性を指標 として上記

の問題 の追究を試みた。

BCG感 染25日 のマ ウスの脾 細胞 をin vitroに そ の

まま,あ るいはPPD10μg/mlを 加 え,1日 培養 した培

養液をMillipore炉 過 した もの(CS)を 等量 の新 しい培

養液に加 え,正 常 マウスの腹腔か ら集 め たMPのcell

 sheetの 培地 として用 い,3日 間培 養 し たMPのa.p.

活性を定量す ると,そ の活性 は 正常 マ ウス脾 細胞 のCS

を加 えて培養 したMPの それ に比 し明 らか に上昇 して い

るこ とが見 出された。そ して,こ の 際 にCSがPPDを

添加 した ものであると,BCG感 染 マ ウス脾 のCSの 場

合 にはか えつ てMPa.p.活 性上昇が少な く,ま た正常

マ ウス脾 のCSの 場合にはか えつてMPa.p.活 性を上

昇 させた。

BCG感 染 後,日 をおつてマ ウス脾 のCSの 正常MP

a.p.活 性に及ぼす影響を検討 す る 目 的 で,正 常MF

cell sheetをMillipore filterで へだ て て,BCG感 染

後 日数を異にするマ ウスの 脾 細 胞 とcocultivate後,

MPa.p.活 性を定量 した。その結果,BCG感 染10日

後の脾 細胞では正常MPa.p.に 影響を及ぼ さないが,

26日 後,36日 後の脾 細胞では明 らかに正常MPのa.p.

活性を上昇 させた。またPPDに よるBCG感 染マ ウス脾

細胞の正常MPa.p.活 性上昇の抑 制は,脾 細胞 とPPD

を短時間作用 させた後洗つた脾細胞を用いて,正 常MP

とcocultivateし て もみ られた。

BCG感 染 マウス脾細胞をglass bead column通 過に

よ り純化 した リンパ球系細胞を用いCSを 作製 しても,

そ のCSは 正常MPのa.p.活 性を上昇 させた。 また,

この ように して得 られたCSを 透 析 して も,正 常MP

のa.p.活 性上昇作用 は失われ なかつた。

以上 の結果 はBCG感 染 マウス脾細胞集 団中の リンパ

球 系細胞 が,MPのa.p.活 性を上昇 させ る ような,非

透 析性の物質 を産生 しているこ とを示 唆 す る。PPDの

添加がかえつて この物質の作用あるいは産生を抑 制す る

結果 を得ているが,BCG生 菌 感染 に よ り生体 内 で 適 当

に感作 されている リンパ球 に対す るPPDの 影響 と考 え

るこ ともで きよう。 また,こ の ような物質 がMIFな ど
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と同一 の物質か否 か,こ の物 質産生 に関与 する リンパ球

が胸腺 由来(T)リ ンパ球 であるか否 かな ど,今 後 の問題

と して追究 中である。
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7.　 特別 発言:ツ ベ ルク リン反応性細胞 の抗ハ プテ ン抗体産生に おける

Helper効 果について

大阪大学保健管理センター・医学部第3内 科 青 木 隆 一

研 究 目 標

結 核 菌 感 作 動 物 の リンパ 球,T-cellの も つ免 疫 生 物 学

酌 特 性 と して,細 胞 性 免 疫 諸 現 象 を誘 起 す るlymphocyte

 mediatorsを 産 生す る こ とが 次第 に 明 らか に され つ つ あ

る。 ま た 結 核 菌 感 染 動 物 の"activated angry macro-

phages"の 示 す 特 異 な 感 染 防 御 作 用 も細 胞 性 免 疫 の一 つ

と して 注 目 され て い る。 一 方,結 核 菌 感 作 動物 のT-cell

は,体 液 性 抗 体 産 生 を 促 進 す るhelper効 果,adjuvant

効 果 を示 す こ とが 広 く認 め られ て い る 。抗haptene抗

体 産 生 に は,抗hapten抗 体 産 生 前 駆 細 胞(AFCP:B-

4ell)と 抗carr ierhelpercell(T-cell)お よび マ ク ロ フ

ァ ージ の3者 の 協 同 作 用 が 必 要 と され て い るが,こ れ ら

細 胞 間 のco-operation機 構 につ い て は ほ とん ど判 明 し

て い な い。 こ のた め,1つ の ア プ ロー チ と して最 も 代 表

的 な細 胞 性免 疫 現 象 の1つ とされ て い る ツベ ル ク リ ン過

敏 症 を例 に と り,ま た 精 製 したPPDsは 体 液 性 抗 体 を

作 らな い とい う利 点 を 利用 して 本研 究 を行 なつ た。 す な

わ ち抗hapten AFCP(B-cell)をhapten-PPDsで 刺 激

して,PPDs反 応 性 リンパ 球(T-cell)と と もに 予 めX

線 照 射 し たrecipient中 で 生 体 内培 養 し,PPDs反 応

性 細 胞 がhapten-primed B-cellの 産 生 す る 抗hapten

抗 体 産 生 に どの よ うな効 果 を示 す か,ツ ベ ル ク リン反 応

性 細 胞 の 免 疫 生 物 学 的 性 状,更 にT-cell-B-cellco-

operationに 関 与 す るT-cell由 来 の1種 のchemical

 mediator (Bloomのhypothetical activated factor)

Fig. Relation between Cellular Immunity and Antibody Formation

MIF: Migration inhibitory factor, ChF: Chemotactic factor, LT: Lymphotoxin, 

IF: Interferon, SRF: Skin reactive factor, BMF: Blastogenic, mitogenic factor, 

C1IF: Cloning inhibitory factor, PIF: Proliferation inhibitory factor, Ab: Antibody
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の有 無,性 状 を 追 求 した ので 追 加 発 言 す る。

研 究 方 法 お よび 成 績

動 物 はddoマ ウス,C3H系 マ ウ スを 使 用 した 。PPDs

は 糖 反 応 の な くな る ま で精 製 して 用 いた 。 ハ プテ ン基 と

して2,4-dinitrophenyl(DNP)基 を 用 い,Eisenの 法

でDNPLPPDsジDNP-KLHな ど を 調 整 し,hapten-

carrier conjugateと して使 用 した 。 人 型 結 核 菌 加 熱 死

菌(青 山B株)で 感 作 した 動 物 よ りtuberculin-reactive

 cell (helper cell)を,ま たDNP-KLHで 免 疫 し た 動

物 よ り抗bapten-primned cellを と り,両 者 を 混 合 し

てDNP-PPDsと と もに あ らか じ めX線 照 射 さ れ た

recipient内 で 生 体 内 培 養 した 。 産 生 さ れ る 血 中 の 抗

DNP抗 体 量 ぼDNP-BSA-131Iを 用 い る共 沈 法 で 定 量

し,ま た 脾 細 胞 中 の 抗DNP溶 血 斑 形 成 細 胞 の 測 定 は

Cunnin蜘am法 で 行 な つ た 。 一 方migration inhibitory

 factor(MIF)の 産 生 お よび 部 分精 製 はBloomら の 方 法

で 行 な い,型 の ご と く間 接 法 でMIテ ス トを 行 な つ た 。

(1)　 結 核 菌 感 作 マ ヴス ・リンパ 球 の ツベ ル ク リン反

応 性

ツベ ル ク リン反応 性 を 有 す る か 否 か をmacrophage

 disappearance testお よ びMIF産 生 能(MIテ ス ト)

で 検 討 した 結 果,結 核 菌 感 作 マ ウス の リンパ 腺 リンパ 球

中 に はPPDs反 応 性 細 胞 が 存 在 す る こ とを 確 認 しえ た 。

(2) PPDs反 応 性 細 胞 のhelper activity

前 述 の 研 究 方 法 で 検 討 した 結 果,結 核 菌 死菌 感 作 マ ウ

ス の リンパ 球 はcarrier protein (PPDs)を 介 し て 抗

DNP-AFCPとco-operationし て 著 明 な 抗DNP抗 体

を 産 生 し,明 らか にhelper cell activityを 示 した 。 抗

hapten-primed cellと して はDNP-bacterial α amylase

かDNP-Takaamylaseで 免 疫 して も同 様 の 結 果 を 得

た 。BCG(1.2×107)接 種 後4週 目 のBCG-sensitize

d cellも 明 らか にhelper activityを 有 して い る。 こ の

helper activityは 結 核 菌 感 作 後3日 よ り 出 現 し,そ の

活 性 は4週 以 上 も持 続 して 認 め られ る が,131I-PPDsを

用 い たradio-immunoelectrophoresisで 検 討 した 結 果,

抗PPDs抗 体 は検 出 で きな か つ た 。

(3)　 本helper activity発 現 に 影 響 す る 因 子

抗 θ抗 体(AKR anti-θ(C3H/He) isoahtisrerum)を

用 い,型 の ご と く前 処 置 したPPDs反 応 性 リ ンパ 球 は,

helper activityを 消 失 し,ま た1,000rのX線 照 射,

酢 酸 コ ーチ ゾ ンを 腹 腔 内 注 射 後 に 死 菌 感 作 した 場 合 な ど

に もそ のhelper activityは1/2～1/4に 低 下 す る 。 こ

れ らの 結 果,helper activityを 有 す る感 作 リンパ 球 は

T-cellと 考 え られ る 。

(4)　 感 作T-cell由 来 の 抗 ハ プテ ン抗 体 産 生 促 進 因

子 に つ い て

Helper cellとhapten-primedcellと を混 合せ ず に

別 々のrouteでrecipientに 投 与 して も 抗 ハ プ テ ン抗 .

体 が 明 らか に 産 生 され る こ とか ら,本cellular coopera-

tionに お け るT-cell由 来 のmediatorの 存 在 を想 定 し

た 。 感 作 マ ウス の リンパ腺 リ ンパ 球 をPPDsと とも に培

養 し,そ の 培 養 液 の遠 心 上 清 よ り本mediatorの 分 画 を

試 み た 。Sephadex G-200で ゲル 過 した 結 果,MIF活

性 はpost-albumin位(Fr.IV)に 見 出 され るが,本 促

進 因 子活 性 はvoid volumeに 続 く 画 分 た 見 出 され,

MIFと は 明 らか に異 な る 高 分 子物 質 で あ る。

以 上,結 核 菌 感 作 動 物 の リ ンパ球 が もつ 抗 ハ プ テ ン抗

体 産 生 に お け るhelper activityに つ い て追 加 した 。


