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The relationship between macrophages and lymphocytes is important in the cellular immunity.

In this study the growth of tubercle bacilli in macrophages,was observed under the mutual 

relation among macrophages, lymphocytes, culture supernatant of lymphocytes and acid-phosphatase 

activity of macrophages.

1. Materials and Methods

Alveolar macrophages of guinea pigs were taken and prepared in suspension of 105/ml.

Lymphocytes were collected by teasing spleens or kneefold lymphnodes of normal of BCG

immunized guinea pigs. Suspension of lymphocytes was prepared in 106/ml.

Lymphocytes were cultured with or without PPD in 199 liquid media without serum for 48 

hours at 37•Ž under 5% CO2, and then culture supernatant was taken by centrifugation of lym

phocytes culture.

10ƒÊl of macrophage suspension and 10ƒÊl of bacillary suspension containing about 103 tubercle 

bacilli were put on a small slide glass. After 1 hour the slide glass was rinsed with Hank's solution 

to remove free tubercle bacilli. Then 10ƒÊl of suspension of lymphocytes or 10ƒÊl of culture 

supernatant was added on the adherent macrophages. The slide glass was kept in MEM with 10% 

calf serum at 37•Ž under 5% CO2.

The slide glass was taken off day by day and was stained by Ziehl-Neelsen method. Growth 

ratio was defined as percent of average number of tubercle bacilli in 100 infected macrophages at 

the examined day to that at the beginning of culture.

Macrophages were cultured on a small plastic dish and acid phosphatase activity of them was 

measured by using p-nitrophenylphosphate as substrate day by day.

2. Results

2-1. Effects of the immune lymphocytes and PPD on growth of tubercle bacilli in macrophages.

Growth ratio of tubercle bacilli in the immune macrophages (i.MƒÓ), normal macrophages 

(ni. MƒÓ) or normal macrophages with normal spleen cells (ni.MƒÓ+ni. S.) is shown in Fig. 1.
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Growth of tubercle bacilli in i. MƒÓ was slightly smaller than that in ni. MƒÓ. Addition of ni. 

S. was not significant to growth of bacilli in ni. MƒÓ.

Growth ratio of ni. MƒÓ, ni. MƒÓ with the immune spleen cells (ni. MƒÓ+i. S.), ni.MƒÓ+i. S. + 

PPD 2 mcg, ni. MƒÓ+the immune lymph node cells (ni. MƒÓ+i. L.) or ni. MƒÓ+i. L.+ PPD 2 mcg is 

shown in Fig. 2.

When ni. MƒÓ were added i. S. or i. L., growth of  tubercle bacilli in MƒÓ was inhibited. Addition 

of PPD enhanced inhibition of growth of bacilli in. MƒÓ. The inhibitory activity for bacilli of i. L. 

was a little stronger than that of i. S.

2-2. Effects of culture supernatant of the immune lymphocytes on acid phosphatase activity 

of macrophages.

Acid phosphatase activity (Ac.-P.) of normal macrophages (ni. MƒÓ) which were added culture 

supernatant of the normal or the immune spleen cells cultured with or without PPD is shown in 

Table 1.

Ac.-P. of ni. MƒÓ increased day by day. Among Ac.-P. of ni. MƒÓ at each day under each 

condition, Ac.-P. of ni. MƒÓ increased by adding culture supernatant of the immune spleen cells
, 

but not by culture supernatant of the normal spleen cells. Effect of addition of PPD into culture 

was not significant.

As shown in Table 2, culture supernatant of the immune lymph node cells also increased 

Ac.-P. of macrophages, but the effect of adding PPD into culture was not significant as well as 

in the case of spleen cells.

3. Summary

Growth of tubercle bacilli in normal macrophages was inhibited by adding the immune lym

phocytes or the culture supernatant in vitro. The inhibition was increased by adding PPD into 

culture.

Culture supernatant of the immune lymphocytes increased acid-phosphatase activity of normal 

macrophages, but the effect of adding PPD into culture was not significant to acid-phosphatase 

activity of macrophages.

1.　 緒 言

著者は結核菌の吸入感染実験において肺胞内に定着し

た結核菌がマクロファージ(Mφ)に 貧食され非免疫動物

ではMφ 内でよく増菌するがBCG免 疫動物ではMφ

内における菌の増殖が著しく阻止されることを動物実験

で組織学的に観察し既に報告した1)。

結核免疫の機序をMφ に求めた研究は既に古くから

あるが2-6),in vitroで は免疫Mφ 内結核菌の増殖抑

制がそれほど明らかでなく7)8),免疫動物in vivoMφ 内

では何故結核菌の増殖が抑制されるかとい う機 作 につ

いては今なお,明 確な解答は得 られていない。しかし最

近,Mφ とリンパ球の相互関係を中心とした研究がすす

められ細胞性免疫の機序の解明に曙光が当てられるに至

りようや くそのヴェールが除かれつつあるといつてよい

であろう9-11)。

結核菌以外にListeriaも 細胞性免疫を成立させること

は知 られているがin vivo12)の みならずin vitroで も

結 核 菌 とListeriaの 間 に 交 差 抵 抗 性 が 存 在 す る こ とは

Mφ 内 の菌 と リンパ球 が 深 くか か わ り合 い 更 に リンパ 球

に 媒 介 され るMφ 内菌 増 殖 抑 制 が 非 特 異 的 な一 面 を 持

つ こ とを うか がわ せ て い る13)～15)。

しか しin vitroの 系 で のMφ 内 結 核 菌 の 増 殖 抑 制 と

リンパ球 との 関 係 につ い て の研 究 は な お十 分 で な く,こ

の解 明 こそ 抗 菌 免 疫 の本 態 に迫 る もの であ ろ う。

近 年,免 疫 リン パ球 と対 応 抗 原 に よつ て 生 産 さ れ る

M,I.F.16-19),cytotoxic factor20)21),chemotactic factor22)

な どlymphokineの 研 究 の 進 歩 に よ り 免疫 リンパ 球培

養 上 清 に含 まれ る何 らか の 因子 を推 定 し,こ れ がMφ を

活 性 化 しMφ 内結 核 菌 の 増 殖 を 抑 制 す る とい う報 告 も

あ る8)27)。またBCG感 染 マ ウ ス の腹 腔Mφ はlysosomal

 acid hydrolaseを 上 昇 させ る とい う報 告 もみ られ る23)。

本 研 究 で はMφ 内結 核 菌 の動 態 をin vitroでMφ,

リンパ 球,リ ンパ球 培 養 上 清 二お よ び 代 表 的lysosomal

 enzymeの1つ で あ るacid phosphatase活 性 と関 連 さ

せ なが ら観 察 し知 見 を 得 た の で 報 告 す る。
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2.　 材料ならびに方法

2-1.　 材 料

a) Mφ

ツ反陰性健康Hartley系 モルモットよりMyrvikの

方法24)を用いて肺胞Mφ を採取しHanks液 で105/ml

に調整する。これを非免疫正常Mφ とする。またBCG

0.1mgを 皮下接種し5週 後に採取した肺胞Mφ を免疫

Mφ とする。

b)　 リンパ球

正常またはBCG0.1mgを 皮下に接種し5週 後の免

疫モルモットの脾または膝膕 リンパ節をとりメッシュ上

でチーズしHanks液 に浮遊させ,そ の浮遊液を1,500

rpm20分 遠沈し上清をすてHanks液 で106/mlの 細胞

浮遊液とした。

c)　 リンパ球培養上清

上記のようにして得た リンパ球を106/mlの 割合に血

清非含有199培 地に浮遊 し,そ の まままたはPPDを

50μg/mlに 添加 し5%CO2下 に37℃ で48時 間培養

した後,培 養液を3,000rpm20分 遠沈し上清を凍結乾

燥し保存する。用にのぞみ蛋白量を100μg/mlに なるよ

う滅菌蒸留水で調整し濾過滅菌する。

d)　結核菌浮遊液

人型菌H37Rvの ソー トン培地2週 培養菌 より摩砕 コ

ルベンで1mg/mlの 菌 液をつくり1,500rpm10分 遠

沈 し上清を菌浮遊液として実験に用いた。

2-2.　 方 法

a) Mφ 内結核菌の動態観察

通常のスライ ドガラスよりつ くつた滅菌小短冊形スラ

イドガラス(2cm×0.5cm)上 に10μlの 上記Mφ 浮遊液

をエ ッペンドルフ・ピペットで滴下 し,更 に結核菌浮遊

液を10μl滴 下 し5%CO2下37℃1時 間孵置した後

スライドガラスを十分洗い遊離の結核菌を除 く。次いで

このスライ ドガラスに10μlの 上記 リンパ球浮遊液およ

びPPD2μg含 有溶液,ま たは リンパ球培養上清10μl

を滴下し10%仔 ウシ血清加MEM培 地3mlを 含む

TD15管 中にこのスライ ドガラスを投入し5%CO2下

37℃ で培養する。経時的に スライ ドガラスを取 り出し

チール ・ネルゼン法で染色し,感 染Mφ100コ 内の結核

菌数の平均値を算定し培養開始時の感染Mφ 内結核菌数

との比をもつて増殖比とした。

b) Mφ のacid phosphatase活 性(Ac.-P.)測 定

2-1-a)に 記 したMφ 浮遊液1mlを 滅菌小プラスチ

ックシャーレにいれ5%CO2下37℃ に孵置 しMφ を

シャーレ底面に付着させる。1時 間後に上清をすて1回

Hanks液 で 洗 い10%仔 ウシ血清加MEM培 地2ml

を加え5%CO2下37℃ におき5時 間,1,3,5日 に

1コ ずつ培養シャーレをとり上清をすて1回Hanks液

で洗 つ た 後1mlのHanks液 を 加 え ラパ ー ・ク リー ナ

ーで 底 面 か ら細 胞 層 を は ぎ と り細胞 浮遊 液 を調 整 す る。

こ の浮 遊 液0.1mlに 蒸 留 水0.2ml,pH5-0,0.1M

acetate buffer 0.5ml,1%Triton-X 1000.1ml,0.02M

ρ-nitrophenyl phosphate 0.1mlを 加 え60分37℃ に

お いた 後1% NaOH 3mlを 加 えP-nitrophenyl phos-

phateを 基 質 と し て 生 ず るP-nitrophenolをo-time

 blankを お き 日立124型 ダ ブル ビー ム分 光 光 度 計 に よ り

波 長420mμ で測 定 す る。 酵 素 活 性 は μmole/minute/mg

 of proteinで あ らわ す26)。

な おMφ の蛋 白量 の測 定 はFolin法25)に よつ た 。す な

わ ちLowry試 薬 と して0.1NNaOH中 に2%Na2CO3

を 溶 解 した もの50に 対 し0.5% Sodium citrate中 にこ

1%にCuSO4・5H20を 加 えた 溶 液 を1の 割 合 に,用 に

のぞ み 調 整 す る。Ac.-P.測 定 に 用 い るMφ 浮 遊 液0.6

mlにLowry試 薬3mlを 加 え10分 後 にphenol試 薬

0.3mlを 加 え 室 温 に お き30分 後 に 吸 光 度 を 波 長700

mμ で 測定 し別 に 作 製 した 標 準 曲線 よ り蛋 白 量 を 算 出

す る。

3.　 成 績

3-1. Mφ 内 結 核 菌 の 増 殖 に 及 ぼ す 免疫 リンパ 球 お よ

びPPDの 影 響

次 の7条 件 下 でMφ 内 結 核 菌 が 培 養6日 まで に どの よ

うに 増 殖 してい くか を み た 。

1)　免 疫Mφ(i.Mφ),2)正 常Mφ(ni.Mφ),3)正 常

Mφ に免 疫 脾 細 胞 添 加(ni.Mφ+i.S.),4)正 常Mφ に

免疫 脾 細 胞 とPPD添 加(ni.Mφ+i.S.+PPD),5)正

常Mφ に免 疫 リン パ節 細 胞 添 加(ni.Mφ+i.L.),6)正

常Mφ に免 疫 リンパ節 細胞 とPPD添 加(ni.Mφ+i.L.+

PPD),7)正 常Mφ に 正 常 脾 細 胞 添 加(ni.Mφ+ni.S,)。

結 果 をFig.1,2に 示 す。

Fig.1はi.Mφ,ni.Mφ,ni.Mφ+ni.S.の 増 殖 比 の 変

動 で あ る。 図 で み る よ うにni.Mφ では2日 目に3.3,

4日 目に8,6日 目に は10.2と なつ た。 これ に対 し

i.Mφ 内 で は 増 殖 比 は2日 目に2,4日 目に6.7,6日

目に は9.8と な つ た 。 増 殖 の 仕 方 はni.Mφ とi.Mφ と

ほぼ 同 じであ るがi.Mφ の 方が 増 菌 がや や 少 な か つ た 。

ま た正 常Mφ に 正 常 脾 細 胞 を 加 え た と きは 正 常Mφ の み

の場 合 と ほぼ 同 じ よ うに 菌 は 増 殖 した。

Fig.2はni.Mφ,ni.Mφ+i.S.,ni.Mφ+i.S.+PPD,

ni.Mφ+i.L.,ni.Mφ+i.L.+PPDに お け る増 殖比 の 変

動 を示 す。 正 常Mφ に 免疫 脾 細胞 を 加 え る と3日 目で

4.2,6日 目で6で 正 常Mφ の み の1/2近 くに 菌 の増 殖

が お さえ られ た。 これ にPPDを 加 え る と4日 目で3,6

日 目で4と な り菌 増 殖 は更 に抑 制 され た。 正 常Mφ に 免

疫 リンパ 節 細 胞 を 加 え た場 合 は4日 に2,6日 に3と な

り免 疫 脾 細 胞 を 加 え た 場 合 よ り増 殖 阻 止 が 強 い。 更 に
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Fig. 1. Growth of Tubercle Bacilli in Macrophages

Fig. 2. Effect of Immune Lymphocytes on Growth

 of Tubercle Bacilli in Normal Macrophages

これにPPDを 加 えると6日 で も増殖比は2.3で あつ

た。

3-2.Mφ 内結核菌の増殖に及ぼす免疫 リンパ球培養

上清の影響

2-1-c)の 材料の項で述べた免疫 リンパ節細胞培養上清

または免疫脾細胞および リンパ節細胞にPPDを 添加し

培養した上清を感染正常Mφ に添加しMφ 内菌の増殖を

培養後6日 まで観察 した。

結果をFig.3に 示 す。培養2日 までは各条件下のMφ

内菌増殖の差はあまりないが3日 目になると増 殖比 が

ni.Mφ で3.4,免 疫 リンパ節細胞培養上清を加えると

Fig. 3. Effect of Culture Supernatant of Immune

 Lymphocytes on Growth of Tubercle

 Bacilli in Normal Macrophages

2,　リンパ節細胞にPPDを 加えて培養 した上清を添加す

ると1.5,免 疫 脾細胞培養上清添加2.2,免 疫脾細胞に

PPDを 加えて培養した上清を添加すると2と なつた。

6日 目では以上の順序に増殖比が11,7,5,8,6と な

り,免 疫 リンパ球あるいはこれにPPDを 加えて培養し

た上清を加えて培養したMφ には菌増殖抑制作用が認め

られた。 しかしリンパ球そのものを直接加えた場合に比

べると抑制効果は弱かつた。

3-3.Mφ のacid phosphatase活 性(Ac.-P.)に 及

ぼす免疫 リンパ球培養上清の影響

2-1-c)で 述べたようにBCG免 疫 脾細胞またはリンパ

節細胞 および これらにPPD50μg/mlを 加 えた細胞培

養上清を蛋白量100μg/mlに 調整 し,そ の0.1mlを 正

常Mφ を付着させたMEM2mlを 含む プラスチック

シャーレに添加する。 添加当日,お よび1,2,4日 に

Mφ のAc.-P.を 測定した。

表1に 正常および免疫脾細胞およびそのそれ ぞれに

PPDを 加 えた培養上清を正常Mφ に加 え た ときの

Ac.-P.を 示す。表にみるごとく正常Mφ(ni.Mφ)の み

でも,そ のAc.-P.は 経 日的に増加するが免疫脾細胞培

養上清を加えるとAc.-P.はMφ のみの場合より増加

する。 また免疫脾細胞にPPDを 添加して培養した培養

上清もAc.-P.を 増加させるが,PPDを 添加しない培

養上清の方がむしろAc.-P.の 増加の割合は高い。 また

正常脾細胞培養上清を加えたときもPPD添 加の有無に

かかわらず経時的にAc.-P.は 上昇するがni.Mφ のみ
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Table 1. Effect of Culture Supernatant of Spleen

 Cells on Acid-Phosphatase Activity of

. Macrophages

C.S.: Culture supernatant i.s.: Immune spleen cells

 ni. MƒÓ: Non-immune alveolar macrophages ni.S.: Non

immune spleen cells a: Ac.-p. activity expressed as

 uote p-nitrophenol produced/minute/mg of protein. 

Figures in parenthesis indicate ratio of Ac.-p. activity at 

indicated time to that on day 0.

Table 2. Effect of Culture Supernatant of Lymph

 Node Cells on Acid-Phosphatase Activ

ity of Macrophages

i. L.: Immune lymph node cells. See legend for Table I.

の場合とほとんど変わらなかつた。

表2にPPD非 添加あるいは添加免疫 リンパ節培養上

清を加えたときのMφ のAc.-P.を 示 す。表にみるよ

うに免疫 リンパ節培養上清はPPD添 加 の有無にかかわ

らずMφ のAc.-P.を 増加させ,か っPPDを 添加 し

ない方がむしろAc.-P.の 増加の割合は高 く,こ の点,

脾細胞培養上清の場合と同じ傾向であつた。

4.　 考 察

本実験ではin vitroで モルモット肺胞Mφ に感染し

た結核菌はよく増殖するが,こ れにモルモット免疫 リン

パ球を加えると菌の増殖が抑制されPPDを 加えるとこ

の作用が更に強 くなることを示 した。また免疫 リンパ球

あるいはこれにPPDを 加えた培養上清にもリンパ球そ

のものを加えたとぎよりは弱いがMφ 内結核菌の増殖阻

止作用があることを知つた。

結核感染防御機構は細胞性免疫によることは現在,既

によく知られているが,こ れ を細 胞レベルでみるなら

Mφ に貧食された結核菌の増殖が抑制されるということ

であろう。

Mφ 内結核菌の増殖抑制の機作については緒言で述べ

た よ うに 感 作 リンパ 球 に対 応 抗 原 が 特異 的 に作 用 し一 種

のlymphokineが 放 出 され,こ れ がMφ を 活 性 化 しそ

の結 果acidphosphataseな どのlysosomal enzymeが

増 量 しphagosome内 の菌 に対 し殺 菌 性 に働 く とい う仮

説 は 受 け 入 れ や す い 考 え 方 で あ るが,本 実 験 は これ を そ

の ま ま裏 づ け る よ うな成 績 を示 さ な か つ た。

結 核 菌 の 感 染 防 御 機構 にMφ と免 疫 リンパ 球 が 深 く関

与 して い る こ とは疑 い な い とこ ろ で あ り5)8)27)旬29),免 疫

リンパ 球 はMφ を 活 性 化 す る物 質 を 産 生 し,こ の 因子 は

M.I.F.richの 分画 に存 在 す る とい う報 告30)31)も あ る。

また免 疫 リン パ球 はH37Raの よ うな弱 毒 生 菌 やPPDな

どの抗 原 で刺 激 され る と ミ コバ ク テ リア発 育 阻 止 因 子 を

生 産 し,こ の 因子 はM.I.F.と は 異 な つ て お り32),Listeria

な ど に よつ て も 非 特 異 的 に 生 産 され る とい う報 告 も あ

る33)。 この よ うな 因子 がMφ のlysosomal enzymeを

増 加 させ るか 否 か とい う点 に つ い て は現 段 階 で は一 致 し

た 成 績 が 得 られ て い る とは い え な い。 本 実 験 で も免 疫 リ

ンパ 球 の 培 養 上 清 はMφ のAc.-P.を 上 昇 さ せ る が

PPD添 加 の必 要 は な く,ま たMφ の み で も 経 日的 に

Ac.-P.は 上 昇 した 。 こ の 結 果 はSaito and Mitsuma

のBCG免 疫 マ ウス の 脾 リンパ球 培 養 上 清 を加 え て培 養

した 正 常 マ ウス腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ につ い て の結 果 と よ

く一 致 して い る34)。逆 に活 性 化 因子 を含 む と思 わ れ る リ

ンパ 球培 養 上 清 を 加 え て もMφ の β-galactosidase活

性 は 上 昇 しな い とい う報 告35)も あ る。In vivo36)37)で は,

い ず れ も免疫 生 体 内 のMφ の酸 性 水 解 酵 素 を は じめ とす

るlysosomal enzymesの 増 加 を 示 して お りin vivoと

in vitroの 成 績 が 必 ず し も 一 致 しな い の はlysosomal

 enzymesの 増 加 がin vivoで は,よ り複 雑 な 機 構 の下

で 起 こ る ので は な い か と考 え られ 今 後 の検 討 に待 たね ば

な らな い 。

更にMφ の抗菌性とAc.-P.と の関係をみると本実

験では抗菌力は免疫 リンパ球にPPDを 加 えた場合,あ

るいはその上清を加えた場合が免疫 リンパ球のみあるい

はその上清を加えたときより勝つているが,Ac.-P.の

上昇は免疫 リンパ球にPPDを 加えない方がむしろ強 く

認められ抗菌性と一致しない。 またMφ のみを培養して

もAc.-P.は 経 日的にある程度上昇するにこもかかわらず

その間にMφ 内で菌は増殖する。このようなin vitro

の所 見から考えると免疫 リンパ球に対応抗原が 作用し

chemical mediatorが 生産され,そ れがMφ のlysosomal

 enzymesを 増 加させphagosome内 の菌にご殺菌性に働 く

という模式にはにわかに賛成しがたいものがある。

Iｎ vivoで は免疫モルモットの肺胞Mφ に食菌された

結核菌の増殖が著しく阻止されるのに本実験や他 の報

告7)8)27)にみ られるようにin vitroで の免疫Mφ 内結

核菌発育阻止が僅かであるのはin vivoで は免疫 リン

パ球や抗原物質がMφ 周辺に豊富であるからであろう.
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抗菌免疫の本態がなんらかの形で活性Mφ の中にご存在

していることは十分考えられ,BCG免 疫 動物のMφ の

lysosomal enzymesが 増 加 しているという報告23)38)や

lysosome分 画中に抗結 核菌 物質 が存 在するとい う報

告39)などから,抗 菌免疫とlysosomal enzymesは なん

らかの関係をもつてはいるであろうが他にいくつかの要

因も考える必要があると思われる。

5.　 ま と め

モルモット肺胞Mφ 内結核菌増殖 と免疫 リンパ球との

関係をin vitroで 観察し次の知見を得た。

(1)　正常Mφ にBCG免 疫 モルモットから採取 した

リンパ球を加えるとMφ 内結核菌の増殖は阻止されPPD

の添加は阻止作用を強めた。

(2)　免疫 リンパ球培養上清は正常Mφ 内結核菌の増殖

を阻止 したが,そ の効果は(1)の 場合に比し弱かつた。

この場合,PPDを 添加 した培養上清の方が阻 止作用が

やや強かつた。

(3) In vitroで は免疫Mφ のMφ 内結核菌の増殖阻

止は僅かであつた。 この点in vivoで の所見と異なつ

た。

(4)　免疫 リンパ球培養上清は正常Mφ のacidphos-

phatase活 性を上昇させたがPPD添 加 の影響は明らか

でなかつた。
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