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   In order to gain an insight into the genesis of cholesterol esters in tuberculous mouse lung 

lesions, attempts were made to examine lipid composition of macrophages comparing normal 

and stimulated ones, and also comparing with neutrophiles. These cells were obtained from the 

peritoneal cavity of normal and BCG-vaccinated mice. 

   Total lipid amount of macrophages was twice as much as that of neutrophiles. The same 

was true with phospholipids and cholesterol. On the contrary, the content of triglycerides in 

neutrophiles was two-fold as much as that of macrophages. Remarkable was the finding that 

cholesterol ester content of macrophages increased greatly when they were stimulated by casein. 

Lecithin, sphingomyelin, and phosphatidylethanolamine were the main phospholipids in both 

neutrophiles and macrophages, and the percent distribution of these individual phospholipids was 

almost the same in these two cell types. 

   108 cells of normal macrophages were incubated with 50 mg of H37RvR-KM tubercle bacilli 

in 5  ml of Hank's solution containing kanamycin for 4 days at 37°C .  Then, lipids were ex-
tracted from the mixture and fractionated. As shown in Fig . 1, cholesterol ester content was 5 
to 10 times as much as that of the incubation of normal macrophages alone .  When heat-killed 

or avirulent tubercle bacilli were used instead of virulent ones, the increase of the ester amount 

was observed in the lesser extent. 

   1.8 x  109 cells of casein-stimulated macrophages were disrupted and fractionated into  103 g, 
 4  x  103  g,  18  x  103  g sediments and the supernatant. DNA was present mainly in  103  g sediment , 

and the major portion of protein was found in the supernatant. Total lipids, phospholipids and 

cholesterol were mainly distributed to the membrane-rich fractions, namely  1x103g and  18  x  103g 

sediments. However, cholesterol ester distribution was shifted to  103  g and  4  x  103  g sediments. 

Besides, the percent distribution of ester cholesterols in total lipids was high in  103 g sediment 

and the supernatant unlike other lipids.
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Theobservationsasabovesuggestthatmacrophages,whentheyarestimulatedbymycobac-

terialinfection,wouldcometohaveaninαeasedamountofesteri丘edcholestero1,andthatthis

i$thereasonwhycholesterQIestersareaccumulatedint蟻berculouslesionsandparticularlyin

thをvicinityQfinfectingmycobacteria.

結核 感染 の進展 に伴つて,マ ウス肺に肉芽形成が起 こ

る と,肺 組織 の脂 質構成におい て トリグリセ ライ ドが減

少 し,コ レステ ロール量 はあま り変化がないが,遊 離脂

肪酸 燐脂 質そ して コ レステ ロールエ ステ ル(以後,略 し

てCE)の 顕著な増 量がみ られ る1)2)｡こ れ らの変化 は,

肉芽肺 よ り分離 したマク ロフ ァー ジにおける変化 と同一

傾 向 であつ た3)｡感 染 マク ロフ ァー ジにおける脂 質変化

の うち,CEの 増量は,竃 の研究 の動機 となつ たinvivo

菌で の観察 とよ く関連 しうるものであるが,こ の点 を さ

らに確認す るために,腹 腔滲出細胞 を用 いて,感 染 によ

るマ クロフ ァー ジ脂質の変 化のモ デ ・レ実験 を行 つた｡

実験材料と方法

動 物そ して脂質分析法 に関 しては前報告3)と 同 じで あ

る◎

腹 腔細 胞の収獲:正 常 マ ウ ス の 腹 腔 内 を そ の ま ま

Hanks液 で洗 い出 し,洗 浄液 を1,000rpm5分 遠沈 し

て細胞 を収獲 した｡ま た,正 常マ ウスあ るいは2週 前に

BCGlm9の 静 注を うけたマ ウ ス の 腹腔 内に,12%ま

たは6%カ ゼイ ンの2mlを 注射 し,6時 間 または3日

後 に洗 い出 して同 じ く細胞成分 を収獲 した｡細 胞数の計

算 は ビル ケチ ュル ク血球計算板に よ り,ま た分別は塗抹

標本 のギームザ染色によつ た｡

腹 腔細 胞 と結核菌 との混合イ ンキ ュベイ ション:腹 腔

細胞108前 後 とカナマイ シン耐性 の結核菌50mg(ま た

は100mg)と をカナマ でシン100mcg/mlに 含 むHanks

液5m1中 で混合 し,37｡Cで4日 間イ ンキ ュベイ トした｡

その あ と,45mlの アセ トンを加 えて脂質 を抽 出 し,残渣

は さ らにクuロ ホルム ・メ クノール¢;1)で 抽 出 した｡

細 胞 の分 画:正 常 マ ウス の12%カ ゼ イ ン腹 腔 滲 出 細 胞

の1.8×109コ をO.2MKCIの10mlに 浮 遊 させ,こ

れ を テ フ ロ ンホ モ ジ ナ イ ザ ー で ひ や しつ つ 数 回 ス トロー

ク した の ち,1039,4×1039,18×1039,1059で 分 別 遠

沈 し,各 沈 潅 と最 終 上 清 とに 分 け た｡

実験 成績

マ ウス腹腔内洗液中 の細胞構成 と収 量(Table1):正

常マ ウス腹腔 を単にHanks液 で洗 い出 して細胞 を収獲

した場合,そ の89%は マ クロフ ァージ とみ られ る単核

円形細胞であつた｡し か し12%カ ゼイ ン2m1の 腹腔内

注射で刺 激 した場 合には,6時 間後 に収獲 す ると,得 ら

れた細胞の94%は 好 中球 であ り,3日 後の収獲 では75%

がマ クロフ ァー ジで,そ のほか リンパ球,好 中球 そ して

核 のない膜 様 の 細 胞 か ら成 つ て い たe他 方2週 前に

BCGlmg静 脈注射 で感作 され たマ ウスに お い て は,

腹腔細胞 の67%は マ ケロフ ァー ジで,12%が リンパ球

であつ た｡こ のマ ウスに さらに6%カ ゼイ ンの腹腔 内注

射 で刺激す る と,注 射後6時 間での収 獲細胞 の93%は

好 中球 であ り,3日 後 では63%が マ クロフ ァー ジ,11%

が リンパ球,14%が 好 中球 であつた｡カ ゼイ ンに よつて

誘出 され たマク ロフ ァージは,McLaughlin4)ら によつ

ても指摘 され てい るよ うに,正 常(非 刺 激)の 場合 と違

つ て細胞質 の部分 が伸 展 拡 大 し,"Nucleocytoplasmic

ratio"が 小 であつ た｡

細胞収量はTable1に 示 すよ うに,正 常 マ ウス腹腔

ではマ ウス当 り常に2×106前 後 であ り,カ ゼイ ン誘 出

腹腔 細胞数はその3～4倍 に達す る｡BCG感 作マ ウス

では,正 常の1.5倍 または同程度 の細胞 数 が 得 られ る
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Table2.LipidContent◎fMousePeritonealExudateCell$
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が,こ れ にカゼ イン誘出 を行 うと,誘 出 な しの と き の

1.2倍 またあ るときには4倍 強 の細胞 が集 め られ た｡一

方,好 中球は正常マ ウスでは8.3×10s,BCGマ ウ スで

は この2倍 強が誘出 された｡

マクロファージ と好中球の脂質:細 胞108コ 当 りの脂

質量をTable2に 示 した｡総 量 におい てマ クロフ ァー

ジを主体 とす る細胞標本では,い ずれ も3,000pt9前 後

であるが,好 中球 では常 にその半量 の1,5001t9程 度 で

あつた｡し か し,そ の構 成脂質について比較 す ると,正

常マ クロフ ァージお よび好 中球 に少 ないCEは,カ ゼイ

ン誘出 マク潔フ ァー ジに殊に多かつた、燐脂 質 とコ レス

テ ロー ルはマ クロフ プー ジのほ うが好中 球 に比 し多 い

が,こ れ らの脂 質 と比べ て トリグ リセライ ド量 の含有率

が好中球 に多いこ とも特徴的 であつ た｡燐 脂質 の主成分

は,レ シチ ン,ス フィンゴ ミエ リン,フ ォス ファチジル

エタノールア ミンで,こ れ らの比率はマ クロファー ジも

好 中球 も殆ん ど同 じであつ た.そ の他に少量の カルジォ

リピン,リ ゾ レシチ ン等が検出 され た｡

マクロファージと結核菌 の混合イ ンキュベ ーシ ョンに

よるコ レステロール エステルの生成:正 常 腹 腔 細胞 の

108コ とH37RvR-KM50mgと をカナマイシ ン100

NoneH37Rv
50rag

mcg/mlを 含 む5mtのHanks液 中 で4日 間37｡Cに

イ ン キ ュベ イ トした の ち,脂 質 を抽 出 した.そ の結 果,

菌 と混 合 イ ンキ ュベ イ トす る こ とに よ つ て,正 常腹 腔 細

胞 のみ を単 独 で同 じ条 件 に お い て イ ンキ ュベ イ トした と

きの5～10倍 にCEの 増 量 が み られ た｡Fig.1に 示 す

よ うに,加 熱 死 菌 や 弱 毒 株 で は エ ス テ ル生 成 量 は少 な く,

ま た菌 に 変 え て硝 子 ビー ズを用 い た と き も効 率 は悪 か つ

た｡

マ ク ロ フ ァー・ntジにお け る脂 質 の 細 胞 内 分 布:常 にCE

量 の 多 く検 出 され る12%カ ゼ イ ンに よ る腹 腔 滲 出 細 胞

1.8×109を0、2MKCIに うか べ,テ フ ロ ンホ モ ジ ナ

イ ザ ー を用 い て こわ し,1039,4×1039,18×1039,1059

の 遠 沈 分 画 と上 清 とに 分 け,沈 渣 分 画 は 一 定 量 の0.2M

KCIに 再 浮遊 し,上 清 と とも にDNAと 蛋 白量 を測 定

し脂 質 はCM(2:1)で 抽 出 して型 の ご と く分 画 定 量 し

た.Fig.2に 示 した よ うにDNAは1Q3分 画 に,蛋 白 は上

清 分 画 に大 部 分 が 分 布 してい た が,総 脂 質 量 は4×1039

と18×103gの 両 分 画 つ ま り膜 構 成 分 画 に 多 く,燐 …脂 質

と遊 離 コ レ ステ ロー・ル も同様 のパ タ ー ンで存 在 す る｡し

か しCEに 関 しては103gと4×103gに 多 い、 ま た総

脂 質 中 のCE含 有 率 は1039沈 渣 と上 清 に た か く,さ
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Fig.2.PercentDistributionofDNA,Protein,

LipidsinCellFractionsofCasein-induced

PeritonealMacrophages
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らに この2つ の 細 胞 分 画 か らの エ ス テル 構 成 脂 肪 酸 に

は,他 の 分 画 か らの も の と比 べ てC18とC20の 不 飽 和

脂 肪 酸 が 多 かつ た｡こ の よ うな成 績 か ら,コ レス テ ロー

ル とそ の エ ス テ ル とは細 胞 内 で の存 在 場 所 が 異 な り,生

理 化 学 的 な意 味 も同一 で は な い よ うに考 え られ る｡

考 察

Invivoとinvitroの モ デル 実 験 に よ つ て,正 常 マ

ク ロフ ァー ジが ヵゼ ィ ンあ るい は 結 核 菌 の 刺 激 を うけ る

と,コ レス テ ロー ル の エ ステ ル が 増 量 す る こ とが 証 明 さ

れ た が,こ のinvitreの 実 験 は血 清 を含 ま な いHanks

液 中 で の菌 と マ ク ロ フ ァー ジ の混 合 イ ンキ ュベ イ シ｡ン

な の で,エ ス テル 量 増 加 は か な らず し も血 清 リボ蛋 白 の

流 入 に よ る もの で は な く,菌 とマ ク ロフ ァー ジの 直接 的

な 相 互 作 用 に よ る こ とを示 唆 して い る｡こ の場 合好 中球

で は エ ステ ル 化 は弱 く,死 菌,弱 毒 菌,硝 子 粉 末 な どは

有 毒 菌 と比 べ る と効 果 的 で な い｡し た が つ て有 毒結 核 菌

に よ る マ ク ロフ ァー ジの刺 激 動 員 そ して 肉 芽 形成 が 感

染 組 織 の コ レス テ ロー ル の エ ル テ ル 化 に あ ず か る役 割 は

大 きい とい うべ きであ ろ う｡WerbとC◎hn5)は 組織培

養 細胞で ラジオ アイ ソ トー プを用いた実験で正常 マウス

腹 腔細胞には コ レステロー ルエステルが検出で きなかつ

た ことについ て,マ ク ロフ ァー ジ中の コ レステロールエ

ステラーゼの存在 によ るもの と考 えた.彼 らはマ ウス腹

腔 あるい は うさぎの肺胞 マ クロフ ァー ジにその酵素 の存

在 を証 明 した｡一 方,TumeとDay6)7)は うさぎの腹腔

と肺胞 マ グロフ ァー ジに コ レステ ロー ルエステル化酵 素

の存在 を証 明 した｡結 核感染 マク ロフ アー ジあるいは特

異的刺 激 を うけた マクロフ アー ジ におけ るCE量 の増

量 は,細 胞の コ レステロー ルエステル化酵素の活性 上昇

か,あ るいは コ レス テロー ルエステ ラーゼ活性の阻害の

結果 として表現 され るものであろ う｡抗 酸菌それ 自体に

よつ てもコ レステ ロールはエ ステル化 され る とい うこと

は,RazinとShaferのM.phlei8),Schubertら によ

るBCGを 用いた研究9)が あ り,エ ステル の中にはそ う

い う反応 によ り生成 した もの も含 まれ てい るにせ よ,こ

の反応 の主役 はマ クロフ アー ジによる もの と考 え て い

る｡

いずれにせよ,こ れまで私達 の得 た成 績 を 通 覧 す る

と,コ レステ ロールエステルは感染菌 の周辺 においてこ

とに多量存在す る.ま た,こ のエステル型 のマ クロフ ア

ー ジ分画への分布パ ター ンをみ る と,他 の脂 質 と多少異

な つ て い る の で,そ の意味 につい ては明 らかではない

ものの,エ ステル型が細胞 の膜構造 をはなれ て菌体表面

に吸着 してゆ く過程 も考慮 してよいだ ろう.こ れについ

ては現在検討中 であるので,い ずれ報告 の機会 を持 ちた

いo
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