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BCG生 菌,cyclophosphamide,放 射 線 照 射 の 細網 内皮 系

お よび免 疫 反 応 に及 ぼす 影 響(そ の1)
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RETICULOENDOTHELIAL SYSTEM AND IMMUNE RESPONSIVENESS

IN MICE (PART 1)

Susumu HARADA*

(Received for publication April 18, 1977)

The effects of BCG and X-radiation of sublethal dose on reticuloendothelial system (RES) 

were studied in mice. An attempt was also made to evaluate the action of BCG on the recovery 

of immune responsiveness in irradiated mice .

1) Carbon clearance test and measurement of spread macrophage in peritoneal cells were 

used to assay the function of RES. The result of carbon clearance was in good accordance with 

the one of macrophage spreading test.

2) Either intracutaneous or intravenous route of BCG administration increased the activity of 

RES. The functional levels of RES reached a maximum 3 to 5 weeks after BCG inoculation . 
When BCG was given intravenously, the highly increased level of phagocytic activity was 

obtained even one week after BCG injection.

3) Whereas X-radiation of sublethal dose caused a marked reduction of the number of 

peritoneal cells, the decrease of RES activity was not found. Although X-radiation suppressed 

markedly the immune response to sheep red blood cells (SRBC) , delayed type reactivity recovered 

quickly to a normal level. The production of plaque forming cells (PFC) in spleen also recovered 

within 2 weeks after X-radiation and thereafter increased rather , while PFC in the draining 
lymph node reduced markedly and its recovery was protracted . BCG inoculation in X-radiated 
mice could not increase the number of peritoneal cells while it increased the activity of RES and 

the immune responsiveness to SRBC.

4) BCG inoculation made mice extremely susceptible to pseudomonas infection either 2 to 3 

weeks after i. v. inoculation or 5 weeks after i . c. inoculation. But a marked resistance than 
normal controls was found 10 weeks after the i . c. inoculation of BCG. On the other hand , 
X-radiation caused a serious damage to protective activity against pseudomonas infection and no 

increase of resistance throughout experimental period .
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緒 言

細網内皮系(reticuloendothelial system以 下RESと

略)は,生 体の防御 機構 において,極 めて重要 な役割 を

果 たす ことが知 られてい る。RESに 含 まれ る主 た る細

胞 は,肝 臓,脾 臓,肺 等 の組織 に存在 す る組織 内RES細

胞 とmonocyte等 の血 中を 自由に遊走 し,炎 症 の際 に浸

潤 す るマ クロファー ジの2つ に分類1)さ れてい る。RES

は,内 因性あ るいは外来 性の異物が生体 内に生 じた とき

負食 し,消 化,あ るいは殺菌 し排除す る とともに,マ ク

ロファージは生体 内に生 じた異物(=抗 原)を 処理 し,情

報 を リンパ球 に与 え,免 疫反応 の発現 に重要 な役割 を果

たす2)と され ている。更 にMackanessら3)4)は,結 核菌,

リステ リア菌 な どの通性細胞 内寄生菌 の感染免疫に おい

て,そ の獲得抵抗性 に細胞 性免疫が主役 を果 た し,そ の

機構 は,細 菌由来抗原 に対す る感作Tリ ンパ球が,抗 原

と接触 した とき,macrophage migration inhibition

 factor5)6)やmacrophage arming factor7)な どの

lymphokine8)が 産生 され,そ れに より活性化 された マ ク

ロファージは,そ の抗原 を持つ細菌 のみな らず,非 特異

的 に他 の微生物4)9)に対 して も攻撃 しうると報 告 し てい

る。

一方
,細 胞性免疫が主役 を果たす と考え られ る抗腫瘍

免疫 では,Tリ ンパ球 由来 のkiller cel1がeHectorce11

である と10)11)一般 に認 め られ ている。 しか し,マ ク ロ

ファージの抗腫瘍作用 も,し ば しば報告 され て い る ゆ

え12)-14),充分 考慮 に入れ るべ き もの と思われ る。BCG

生菌 は,結 核症に対 してほ とん ど無害 な ワクチン として

使用 され てきた歴史 を持 ち,近 年,そ の免疫強化作用,

RES活 性化作用の検討が進 むに つ れ て,抗 腫瘍免疫に

対す るBCG生 菌 の応用が,臨 床的15)16)にも,実 験的17)18)

に も行 なわれ,そ の効果が報告 され て い る。 教室 の原

田19)は,主 に細胞性免疫 を中心 として,BCG生 菌 の免

疫強化作用 を報告 してい る。本稿 では,BCGに ついて

は,そ のRESの 活性化作用に重点を置いて検 討 した。

更に悪性腫瘍 の非観血的療法 と して,一 般に,制 癌剤

や放射線療法や,こ れ らと免疫療法 との併用が行なわれ

るが,副 作用 として,生 体 の免疫能や感染防御能を低下

させ,近 年特に グラム陰性桿菌感染症20)21)による死亡が

多 く報告 され てい る。そ こで,放 射線照射がRESや 免

疫能に対 してどのよ うな影響を与え るか,ま た放射線照

射に よる障害 の回復をBCGが 促進 し うるかについて検

討 した。あわせ て,グ ラム陰性桿菌 の1つ であ る緑膿菌

の静注感染実験を行ない。BCG接 種,放 射線照射の感

染防御能に対す る影響につい ても検討 した。

材料と方法

動物:九 大純系動物飼育施設より供給された,生 後8

～12週 齢 のCF1成 熟雌 マ ウスを使用 した。

BCG生 菌:日 本 ビーシージー製造 株式会社 の 凍結乾

燥標 品を生理食塩水に懸濁 し,・マウス1匹 に1mgを 右

足蹟皮 内接種 または経尾静脈接種 した。

緑膿菌:東 大 医科研本間遜教授 より供 与 さ れ たNC

5株 を,1夜,普 通寒天斜面培地(栄 研)に 培養 した もの

を生理食塩水に懸濁 した。 この菌液を分光光度計(181日

立UV-VIS分 光光度 計)に より,波 長660mμ にて吸

光度 を測定 し,菌 数を調整 した後,経 尾静脈感染を行な

つた。感染菌数 は,普 通寒天平板培地にて1夜 培 養 し,

集落計算を行なつた。

放射線照射:島 津製作所 の 「信愛号」にて400radの

X線(200kVp,25mA,フ ィル ター0.3mmCu+1.0

1nmAl,距 離100cm22.9rad/分,17分27秒,H.V.L.

0.92mmCu)を1回 全身照射 した。

腹腔 マクロファージのspreading:腹 腔 マクロファー

ジの採取は,非 特異的な刺激に よるマ クロファー ジの活

性化を避け るため,諸 家の よ く行な うパ ラフィソオイル

や カゼ インな どの腹腔内注入に よる腹腔 マ ク ロ ファー

ジの誘導は行なわな か つ た。 マ ウスを頸椎脱 臼屠殺後

ヘ パ リン5U/ml,56℃30分 加熱 処理後 の ウシ胎仔血清

(GIBCO社 製)5%を 含むHanks液2.5mlを 腹腔 内

に注入 した。 腹 腔 を マ ッサージ後 シ リコン加工 ス ピッ

ツに2ml採 取 し,一 部は血球 計算 盤にて細胞数 の計測

を行ない,ま た塗抹標本 を作 り,May-Giemsa染 色 を

行なつた。 この採 取法 に よ り,正 常 マ ウス1匹 当 り腹

腔細胞数は6～9×106で あ り,そ の60～70%は マ クロ

ファージであつた。一部は0.1～0.2mlを 同Hanks液

5mlを 入れた鏡面仕上 げガ ラスシ ャー レに入れ,30分

間37℃ の恒温室に静置後,ニ コ ン倒立位相差顕微鏡

(日本光学工業製)に て,200～300の 細胞 を観察 した。

spreadし ていないマ クロファージは,ハ ローがみ える球

形の ものであ り,リソパ球 とは,そ の大 きさに よつ て区別

した。 またspreadマ クロフ ァージの判定は,Fauveら22)

の方法に準 じ,1)ガ ラス面 に付着 し,2)細 胞質が 明瞭に

見え,か つ,細 胞 が2～3倍 と大 き くな り,そ の辺縁は

不規 則であ ること,3)細 胞 内に多数 の穎粒が認 め られ る

こと,の3つ の基準 を設け,こ れ らの3つ の基準 を満た

した ものをspread cellと した。

カーボ ン ・ク リア ランス:マ ウスは各群5匹 とし,実

験 ごとに正常 マ ウス5匹 を対照 とした。方法はHalpern

ら23)の方法に よつた。簡略 に述べ る と,ペ リカンイン ク

cll/1431aを 生理食塩水に て16mg/m♂ に調整 し,マ ウ

ス体重 当 り,0.01m♂/gを 尾静脈 よ り注入 した。 そ の後,

経時 的に後眼 窩静脈 叢 よ り血液0.025mlを 採 取 し,

0.2%Na2CO3液3.5mlに 注入混合 した後,分 光光度

計に よ り,お のおのの カーボ ン濃度 を波長600mμ にて

吸光度 として測定 した。 吸光度 の対数 を縦軸 に経過時間
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を 横軸 に と り,血 中 か らの カ ー ボ ンの消 失 直 線 を描 い た 。

こ の消 失 直 線 の 傾 きK(clearance index)はRESの 貧

食 能 を 示 して い る。

K=
logC1-logC2/

t1-t2

C1:t1時 の血 中 力 ・ーボ ン濃 度

C2:t2時 の血 中 カ ーボ ン濃 度

同時に,肝 臓,肝 臓の重量を測定 した。

免疫反応 の測定:ヒ ツジ赤血球(以 下SRBCと 略)

を右足蹠,あ るいは経尾静脈内感作 し,4日 後,遅 延 型

反応(以 下DTHと 略)は,原 田19)の 方 法に従い足蹠

反応(以 下FPTと 略)に よ り測定 し,血 中抗体価は,

ヒツジ赤血球凝集反応に よ り測定 した。 また脾臓,膝 窩

リンパ節(SRBC感 作局所 リソパ節)の 抗体産 生 細 胞

は,Jerneの プ ラー ク法を一部修飾24)して プラーク形成

細 胞(以 下PFCと 略)を 測 定 した 。 表 に示 すPFC数

は,background PFCi数 を 引 か な か つ た。

有 意 差 の検 定:各 実 験 に よつ て 得 られ た差 の検 定 は,

Studentのt-testに よ り行 な つ た 。

実 験結 果

1. BCG生 菌 接種 のRESに 及ぼす影 響

a)腹 腔 マク ロフ ァージのspreading

BCG生 菌1mgの 足 蹟皮 内接種群,経 尾静脈内接種

群 お よびBCG未 処置 の対照群,各 群5匹 に つ い て,

BCG接 種 後,経 時的に腹腔細胞数 お よびspread macro-

phage(以 下活 性化細胞 とす る)数 を測定 した。そ の結果,

表1に 示 す ごと く,皮 内接種群 では,腹 腔細胞数は5週

後 よ り増加 し,10週 後 まで続 いた。活性化細胞数は3週

後に対照群 の約5倍 とピー クを示 し,以 後漸減 した。 ま

表1 BCG生 菌接種 の腹腔細胞数 および活性化 マ クロフ ァージ数に対す る影響

細胞数は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。
t-testは 対照群 との間に行なつた。

表2 BCG生 菌接種 による肝臓,脾 臓 の経時的重量変化お よび カーボ ン ・ク リアランスに対 する影響

臓器重量は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。

K/Kc=
clearance index (K) of experimental group (5 mice)

/ clearance index (Kc) of contemporaneous control group (5 mice) を示す。

t-testに よ り1)は 対照群 との有意差をp*はBCG皮 内接種群 と静注群 との有意差を示す。
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表3　 放射線照射 マウスにおけ るBCG生 菌接種 の腹腔細胞数お よび活性化マ クロファージ数

に対す る影響

細胞数は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。

各群の有煮差はt-testで 行ないpは 対照群との有意差をp*は 放射線照射単独群とBCG併 用群との有意差を示す。

表4　 放射線照射マ ウスにおけ るBCG生 菌接種に よる肝臓,脾 臓 の経時 的重量変化 および

カーボ ン ・ク リア ランスへの影 響

臓器重量は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。

K/Kc=
clearance index (K) of experimental group (5 mice)

/ clearance index (Kc)  of contemporaneous control group (5 mice)
を示す。

t-testは 対照群 との問に行なつた。

た静脈内接種群では,腹 腔細胞 数,活 性化細胞数 ともに

皮内接種群に比 べ,更 に早期 よ り増加 がみ られ,活 性化

細胞数は3週 後に ピークに達 した後漸減 したが,10週 後

において も皮内接種群 は対 照群 の約3倍,静 脈 内接種群

では約4倍 と,活 性化はなお持 続 していた。

b)　 カーボ ン ・ク リアランスへの影響

前記a)の 実 験 と同様 に3群 に分け,各 群5匹 につ い

て,肝臓,脾 臓 の重量 お よび カーボン ・ク リア ランスを測

定 した。 カーボ ン ・ク リア ランスの変化 は,各 週 ご とに

行なつた対 照群 のclearance indexの 平均値Kcと の比

KIKcに よ り検討 した。表2の ごと く皮 内接種群 では,

肝臓,脾 臓 の重量変化 はほ とんど起 こ らないが,カ ーボ

ン ・クリアランスは1週 後 より軽度 の亢進が認め られ,5

週後には対照群 の約3倍 と ピークに達 し,以 後漸減 した。

一方 ,静 脈 内接種群 では肝臓,脾 臓 の重量は2週 後 よ り

増加 し,3週 後 を ピー クとし,以 後漸減 した。 カーボン

・ク リアランスは1週 後,す でに約5倍 と亢進 し,臓 器

重量増加 の ピー クと一致 して,3週 後に ピー クとな り,

以後漸減 した。

2. X線 照射お よびX線 照射 とBCG皮 内接種併用 の

RESお よび免疫反応 に及ぼす影響

a)　腹腔 マクロファージのspreading

CF110～12週 齢 の成熟雌 マウス(体 重259)に 対 し,

通常 の臨床的照射量を考慮 して,X線 照射量 はsublethal

 doseで あ る400radを 選び,1回 全身照射を行なつた。

またBCG接 種経路 も臨床的応用を考慮 して,X線 照射

1日 後にBCG 1mgを 足蹠皮 内接種 した。 マウスは各群
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5匹 で,対 照群は正常 マウス15匹 であ る。

X線 照射群,お よびBCG皮 内接種併用群につい て,

経時 的に腹腔細胞数 お よび活性化細胞数 を測定 した。そ

の結果,表3に 示す ごと く,両群 ともに腹腔細胞数は照射

後3日 よ り21日 まで正常マ ウスの33～40%に 減 少 し,28

日後 よ り漸増 し,42日 後には約80%ま で回復 した。X線

照射単独群において,活 性化細胞の腹腔細胞総数に対 す

る割合は,照 射直後 の方が高率 であ るが,活 性化細胞の

絶対数 は,14日 後に最 も減少 し,以 後漸増 して42日 後 で,

ほぼ対照群 と同程度 まで回復 した。一方,X線 照射1日

後 にBCG皮 内接種 を した群 においては,更 に活性化細

胞の腹腔細胞総数に対 す る割 合は高 くな り,7日 後 を ピ

ークとして以後漸減 したが,42日 後 において も対照群 に

比べ て約2倍 であつた。 また活性化細胞数 もX線 照射 単

独群 よ り約1.5～2倍 多 く,28日 後を ピー クとして増 加

す る ことが認め られた。以上 の結果か ら,腹 腔細胞 の活

性化 は強 くかつ長期間持続 してい るこ とが認め られた。

b)　 カーボン ・ク リア ランスへの影響

上記a)の 実験 と同様に処置 し,経 時 的に両群 の肝臓,

お よび脾臓の重量の変化 とカーボ ン ・ク リア ランスの変

化を測定 した。マ ウスは各群5匹 とし,実 験 ごとに正常

マウス5匹 を対照群 とした。表4の ごと く,臓 器 重量 の

変化 を観察す る と,両 群 ともに肝臓は正常 マウス とほ と

ん ど変わ らず脾臓は照射1週 後,対 照群 の約1/2～1/3に

減少 したが,2週 以後 は正常 マウス とほ とん ど同 じであ

つ た。 カーボ ン ・クリア ランスは,X線 照射単独群に お

いて,照 射1週 後 すでに対照群 に比 し,約1.4倍 の尤進 を

示 し,2週 後に約2.3倍 の ピー クとな り,以 後減少 した

が,6週 後において も,な お対 照群の約1.5倍 と軽度 の

亢進を持続 していた。一方,BCG皮 内接種併用群は,

X線 照射単独群 よ り一層亢進を示 し,2週 後を ピークと

して,X線 照射単独群 と同様 の経過を示 した。以上 の2

つの実 験か ら,X線 照射 に より,RESの 機 能 は2週 後

を ピー クとして亢逢 を示 し,BCG皮 内接種 はX線 照射

に よる腹腔 細胞数の減 少の回復 を促進す る ことはなかつ

たが,X線 照射に よつて起 こつたRESの 機能亢進 を更

に増幅す るとともに,BCG単 独皮内接種において観 察

された(表2)接 種後5週 におけ るRESの 強 い亢進 も

認め られた。

3.　 X線 照射 お よびX線 照射 ・BCG併 用 の免疫反応

に及ぼす影響

X線400rad照 射群 と照 射1日 後BCG1mgを 足蹠

皮内接種 した群2群 に対 し,上 記実験 と同様に経時的に

SRBC107を 右 足蹠(BCG接 種局所)に 皮 内感作 し,

そ の4日 後,5匹 はFPTを,他 の5匹 は右膝窩 リンパ

節(SRBC感 作局所 リンパ節)と 脾臓 の細胞数 お よ び

PFCを 測定 した。 対照群 は無処置 マ ウス とし,プ ラー.

表5　 放 射線照 射マ ウスにおけ るBCG接 種 のSRBC

に対 す る遅延型反応(足 蹠反応)へ の影響

足蹠反応は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。

各群の有意差はt-testで 行ない,pは 対照群 との有意、差をp*は 放

射線照射単独群とBCG併 用群との有意差を示す。

ク法は各実験 ごとに対照 群5匹 を置 き,PFCの 経時 的

変化は対照群 のPFCと の比 で観察 した。

DTHに 対す る影響は,表5に 示す ごと く,両 群 とも

に照射7日 後 は対照群に比べ減弱 したが,2週 後にはす

でに対照群 と同程度に回復 した。 またBCG皮 内接種併

用群 では,4週 以後DTHの 著 しい増強効 果 が 認 め ら

れ た。

膝窩 リンパ節 と脾臓の細胞数お よびPFCに 対 する影

響は,表6の ごと くX線 照射単独群において,膝 窩 リン

パ節細胞数 の著明な減少が認め られ,4週 後において対

照群 の約30%,6週 後において も約50%の 回復 しか示 さ

なかつた。膝窩 リンパ節 のPFCは 更に回復が遅 く,6

週後 に対照群 のわずか23%で あつた。脾臓におけ る細胞

数 の変 化では,2週 後 で50%の 低下 を示 し,4週 以後回復

の傾 向を示 した。一 方,PFCは1週 後減弱 を示 したに

もかかわ らず,2週 後 は約4倍 と な り,以 後6週 まで

PFC産 生の増 強が認 め られ た。一 方,BCG皮 内接種併

用群においては,膝 窩 リンパ節細胞数は,1週 後対照群 の

約16%に 減少 していたが,2週 以後細胞数は増 加 し,6

週後には対照群 の約2倍,X線 照射群の約4倍 に達 し 。

しか し膝窩 リンパ節 のPFCの 増加は,全 くX線 照 射単

独群 と同 じで,BCGの 影響は 認め られず,6週 後にお

いて も対照群 の14%で あつた。脾臓 のPFCに 対 す る影

響 は,X線 照射単独群 と同様 の傾 向を示 し,2週 後か ら

6週 後に至 るまで,PFCの 増加 が 認め られ,特 に6週

後には,対 照群の36.5倍 と著 しい増加 が認 め られた。

以上 の結果 よ り,X線 照射マ ウスにお い て も,BCG

皮内接種を行な うことに よ り,4週 以後RESお よび免

疫反応が増強す ることが認め られた。

4. BCGお よびX線 照射のマ ウスの緑膿菌感染防御

に及ぼす影響
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表6　 放射線照 射マ ウスにおけ るBCG接 種 のSRBCに 対す る抗体産生への影 響

膝窩 リンパ節,脾 臓の細胞数は各群5匹 のマウスの平均値±標準偏差を示す。

対照群PFCの 実験群PFCに 対する比率は,
total PFC number of experimental group

/ total PFC number of contemporaneous control group
とした。

各群の有意差はt-testで 行ない,pは 対照群 との有意差をp**は 放射線照射単独群 とBCG併 用群 との有意差を示す。

254*67.5*は それ ぞれ正常マ ウス20匹 の膝窩 リンパ節脾臓の平均PFC数 を示す。

表7 BCG静 注お よび足 蹠皮 内接種後,経 時的 に緑膿菌感染 を行 なつ た と

きのマウスの死亡率

緑膿菌感染菌数 1.87×107

緑膿菌感染菌数 7.30×106

緑膿菌感染菌数 1.00×107

緑膿菌NC5株 を静注感染 し*は10匹 中1匹 のマ ウス死亡数を示す。
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表8　 放射線照射後,経 時的に緑膿菌感染を行なつた ときのマ ウスの死亡率

緑膿菌NC5株6×106を 静注感染 した 。
*は10匹 中のマウスの死 亡匹数 を示す 。

a)i)BCGlmgを1～5週 前に経尾静脈 内 接種 し,

緑 膿菌NC5株1.87×107の 静注感染を行ない,そ の

後7日 間死亡率を観察 した。表7のi)に 示す ごと く,

BCGを2週 お よび3週 前に静注 され たマ ウスは,著 し

く死亡率が高 まつた。死亡す るマ ウスは,静 注感染後,

数時間 で動かな くな り,毛 が逆立ち,振 戦 し,2日 以内

に ほとん どが死亡 した。死亡 した マウスの臓器には病変

が認め られず,肝 臓,脾 臓 の重量減少が認め られた。

ii)次 にBCGlmgを 足蹠皮内接種 し,そ の後,1

週,3週,5週 にNC5株1.73×106を 静注感染す る

と,表7ii)に 示す ごと く,5週 後 に高い死亡率 を示 し,

また表7出)に 示す ご とく,BCGlmg皮 内接種後5週

と10週 にNC5株1.0×107を 静注感染 し比較す ると,

10週 後には死亡率は低下 した。

b) X線400rad1回 全身照射を表8に 示す ごと く,

6日,16日,23日,30日 前 に前処置 し,NC5株6×106

を静注感染 させた。対照群は無処置正常 マウスであ る。

そ の結果,X線 照射 に より死亡率 は高 ま り,照 射後,日

数 が経過 す るに従 つて抵抗 力は回復 し,30日 後 において

死亡率は対照 群 と同 じになつた。

考 察

I. BCG,X線 照射 のRESに 及ぼす影響

RESの 活性を計測 す る方法 と し て,次 の2つ の方法

を用 いた 。1つ は腹腔細胞が,ガ ラス面に吸着 し,胞 体が

拡がつ て,大 型化 したspread macrophageの 数を計測

する形態観 察法 である。 このspread macrophageは ミ

トコン ドリアや リソゾームが増加 し25),ま た殺菌作用に

関与す ると考え られ るhexose monophosphate shunt6)

が高 まつていて,貧食能,運 動能,殺 菌能 において も,活性

化 されたマ クロファージ と報告 され てい る。 この方法 は,

free macrophageの 活性を観 察す る方法であ る。他 の1

つは,RESの 貧食能 を検 討す る方法で,一 般 に よく用

い られ るHalpernの ヵ-ボ ソ ・ク リア ランス を 行なつ

た。静 注され たカーボ ンの90%は,肝 臓,脾 臓 のRES

細胞 によつ て貧食 され,肝 臓,脾 臓 の重量が,カ ーボ ン

の血 中消失速度(clearanceindex)に 大 きな影響を持つ

ことをBenacerrafら26)は 報告 している。 この方法は,

臓器 に固定 したfixed macrophageの 機能 を観察 した も

のであ る。 この2方 法 を用 いてRESの 活性化を検討 し

た。 この2つ の方法に よつて得 られ た結果 は,比 較 的 よ

く一致 し,RESの 活性化 を測定す る よい方法 と考 え ら

れた。

1. RESに 対す るBCG生 菌の影 響

BCG生 菌 は,接 種経路 にかかわ らずRESを 活性化

し,そ のピークは3～5週 に起 こ り,そ の時期 は,BCG

に対す るDTHで あるツベル クリン反応が成立,増 強す

る時期19)とほぼ一致 している。 またNorthら27)もBCG

のマ クロファージ活 性化 にTcellが 必要 であると報告

してい ることか ら,BCGに よるRESの 活性化は,BCG

に対 す るcell cmediated immunityの 成立 の結果 に よる

ことが充分考え られた。 山田17)はmethylcholanthrene

に よる腫瘍発生や移植腫 瘍の生 着,発 育がBCGのDTH

増強期に抑制 され ると報 告 し,ま たHibbs14)はBCGに

よつ て活性化 された マクロフ ァージがin vitroに おい

て腫瘍細胞 の増殖を阻止す ることを報告 してい る。 これ

らの報告や,BCG接 種に よるDTH増 強期 とRES亢

進期が一致す ることか ら,BCGの 抗腫瘍作用は,一 般

に報告 され ているTcellを 活性化す るばか りでな く,

RES機 能を活 性 化 す る作用 も関与 している可能性は否

定 できない。 またBCG静 注1週 後 よ り,肝 臓,脾 臓 の

重量 の増 加 と平 行 して,カ ーボ ン ・ク リア ランスが著 し

く亢進 し,腹 腔マ クロファージの活性化 と時期 的に一致

しなかつた。BCG接 種に よるカーボ ン ・ク リア ランス

の亢進28)は,BCGに 対す るDTHの 成立 に無関係な,

非特異的な影 響に よるもの と考え られ る。 この ような カ

ーボン ・ク リアランス の上 昇は,endotoxin29)やzymo-

san30)等 の他 の菌体由来成分に よつて も起 こされ る。

2. X線 照射 のRESに 及ぼす影響 とX線 障害 の回復

に及ぼすBCGの 影響

X線 照 射に よ り,腹 腔細胞数 も活 性化細胞数 も,照 射

1～2週 後著 し く減 少 し,以 後漸増 したが,6週 後 にお

いて も,な お対 照群の約80～90%の 回復 しか示 さなかつ

た。一方,活 性化細胞数の腹腔細胞 数に対 す る割 合が,
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対照 群に比較 して増加 した ことは,腹 腔細 胞数 中の残存

した成熟 マ クロファージの割 合が増加 したため と考え ら

れ,X線 照射に よ り,RESが 活性化 され た とは思われ

なかつた。 一方,カ ーボ ン ・ク リアランスに対す る影響

は,X線 照射 に より障 害され るこ とはな く,2週 後にか

えつ て クリアランスの増強が認め られた。一般に,骨 髄

に存在す るマ クロフ ァージの前駆細胞は,放 射線に対 し

て感受性が高いが,血 中,組 織中に出現 した成熟 した マ

クロフ ァージ,特 に活性化マ クロファージは,抵 抗性が

強い31)と報告 されてい る。 またマ クロファージの貧食 能

も,放 射線照射に よる障害を受 けない と報告32)33)され,

上記の実験結果 とよ く一致 してい る。

またX線 照 射マ ウスにBCGを 皮内接種 す ると,腹 腔

細胞数 は,常 に対照群 よ り少 ないが,活 性化細胞数 は4

週 を ピー クとして増加 した。 また ク リアラ ンスの増強 も

X線 照射単独群 よ り強 く認め られ,6週 後 まで増強が持

続 していた。 この ことか ら,BCG接 種単独でみ られた

(表1)よ うな,骨 髄 よ り腹腔への細胞の動 員は,X線 照

射に よる骨髄抑制 のために認 め られ なかつ た もの と思わ

れ る。 しか しBCGに 対 す るDTHの 成立 を介 して,

X線 抵抗性 のマ クロファージの活性化 は認め られ る と考

え られた。X線 照射に よ り,2週 後,RESの 負食能(カ

ーボン ・クリアランス)の 増強が認め られた ことに対す

る理 由は不 明であ るが,Millerら34)は450radのX線

照射 マウスの血液培養 よ り,照 射2週 後,正 常腸内細菌

を65%の マウスに認め てお り,腸 内細菌,ま たはそ の

endotoxinの 関与す る機序 も想定 され る。 以上 の実験か

ら,BCG生 菌接種 によ り,X線 照射に よつて起 こつた

骨髄抑制の回復 を促進 す ることはなかつたが,RESの 活

性化を増強 す る効果 は認め られ た。

II. X線 照射 の免疫能 に及ぼす影響 とX線 障害 の回

復 に及ぼすBCGの 影響

X線 照射1週 後,DTHは 減弱す るが,2週 後 の比較

的早期 に回復 し,BCG皮 内接種 に よるDTHの 増強効

果 も充分に認め られた。X線400radの1回 全 身 照 射

は,DTHに 対 す る障害は少なかつたが,し か し,増 強

す ることも認め られなかつた。一方,抗 体産生 系に対 す

る影響については,表6に 示す ごと く,X線 照 射単独群

において,膝 窩 リンパ節細胞 の減少 に もまして,抗 体産

生 細胞を示すPFCの 減少が著 しく,6週 後におい ても

対照群 の23%し か回復は認め られ なかつた。 この傾向は,

BCG接 種群におい ても認め られ,4週 以後膝 窩 リンパ

節細胞数が増加 したに もかかわ らず,6週 後において も

PFCは 対照群の14%で あつた。すなわち リンパ節の抗

体産生細胞(B cel1)に 対 す るX線 照 射の影 響は強 く,

原田が報告19)してい る,BCG接 種 に よつて起 こされた,

SRBC感 作局所 リンパ節 のPFCの 増 加 も認 め られ なか

つた。 この事実 と,SRBC足 蹠感作 で は,DTHの

eHector cellの 生成は主 と して局所 リンパ節 であ ること

か ら考え ると,X線 照射後,速 やかにDTHが 回復す る

ことも,X線 に対 して,Bcellは 感受性が強 く,Tcell

は抵抗性であ るとい う報 告35)とよ く一 致 した結果であつ

た。 また正常の マウスでは,膝 窩 リンパ節(抗 原感作 局

所 リンパ節)のPFCが 脾臓 よ りも多 く観 察 され るのに

対 して,X線 照射群 においては,脾 臓 のPFCが 多 く観

察 され,2週 か ら6週 までに正常群 の数倍 の増加 を示 し

た。BCG接 種は,こ の傾 向を更 に増幅 し,6週 後 には

36倍 と脾臓 のPFCの 極端 な増加 を示 した。X線 照射に

よる2週 後 のPFCの 増加は,X線 照射に よ り破壊 され

た細胞 の核酸 のアジ ュバン ト効果,あ るいはBcellの

mitogenと して知 られ るendotoxinな どの影響36)も考え

られ るが,2週 以後,長 期にわた る脾臓 のPFCの 増 加

は,X線 に よ り,よ り強 く障害を受 けたBcellの 過剰

な代償性過増生に よると考え られ る。Bcell増 殖状態 で

のBCGは,抗 体産生 を異常 に増強す る山田の報告17)と

も矛盾 しない。

III. BCG,X線 照射 の緑膿菌感染に対 す る影 響

RESが 細 菌感染に対 して,重 要な防御機構 で あ るこ

とは,多 くの人 び とに よつ て報告 され てお り,RESの 機

能が亢進 した動物は,非 特異的に,一 般 細菌 感染に対 し

て も,抵 抗力は増強 してい ると報 告37)されてい る。 また

緑膿菌 感染の防御免疫においては,緑 膿菌 の静 注大量感

染に よる敗血 症に対 して,抗 体が有効 であ り,細 胞性免

疫はほ とん ど無効であ る(未報告)。 抗体 は好 中球 やマ ク

ロファージの貧食殺菌 を助け るオ プソニン効果 を示す と

報告38)39)され てい る。そ こでBCG,X線 照射が,マ ウ

スの免疫反応やRES機 能等 の総和 と して表現 され る感

染防御能に与え る影響を検討す る目的 で,緑 膿菌静注感

染実験を行なつた。

正常 マウスに緑膿菌 の大量 静注感染を行な うと,24時

間以内の早 期に死亡す る場合 と,24時 間以後 の晩期 に死

亡す る場合 とがみ られ る。早期 に死亡 す る場合 は,1)死

亡 したマ ウスの臓器 に病変が認 め られず,肝,脾 は虚血

状態 で,重 量 の減 少が認 め られ る こと,2)BCGを 処置

したマ ウスは,endotoxin40)41)や 大量 の緑膿菌死菌を静

注す ることに よつ ても,同 じ様相 で早期に死亡す ること,

3)緑 膿菌静注感染後,肝,脾 の臓 器培養を行ない,菌 の

増減を観察す ると,静 注後3～6時 間に菌 は減少 を示 す

が,そ の時期において もマ ウスの死 亡が認 め られ ること,

以上の3つ の理 由 よ り,早 期死 の原 因は,エ ン ドトキシ

ン ・シ ョックに よる ものを考 えた。一方,晩 期死 の原因

は,臓 器培養 に より静注後10時 間以後 に,肝,脾 での菌

の増殖が認 め られ る ことより,感染死 である と思われた。

緑膿菌静注感染 に よる死 因は,こ の両者が包括 され てい
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ると思われ るが,臨 床的に も,重 症 の緑膿菌感染症 の死

因 として,こ の両者が認め られ,か つ,こ の両者を区別

す る ことは,極 め て困難 であ るので,こ の両者 の死因を

含 めて緑膿菌感染防御能 に対す る影響を検討 した。

1.　緑 膿菌感染 に及ぼすBCGの 影響

BCG静 脈 内接種後2～3週,皮 内接種後5週 のRES

の機能亢進 の状態 で緑膿菌を静注感染 させ ると,マ ウス

は高い死亡率を示 した。 しか し,一 方BCG皮 内接種後

10週 の抗体産生増強期 にマ ウスの抵抗性が増強 す る こ

ともみ られ た。BCG静 注後2～3週,足 蹠皮 内接種3

～5週 にマ ウスの死亡率 が高 まるのは,緑 膿 菌 の もつ

endotoxinに 対 す る感受 性が増強 したため と思われ る。

データを示 していないが,salmonella abortus equiの

endotoxinや 緑膿菌死菌を,BCGに よつてRESの 機能

が亢進 した時期に投与す るこ とに よつ ても高い死亡率が

認 め られ た。 一般にendotoxinはRESで 処理 され る

と報 告 されてい るが,BCG死 菌40)41),zymosan30)を 静

注 し,RESが 亢進 した時期に,endotoxinに 対 す る死亡

率が高 まること,無 菌 マウス42)では,こ の現象が認め ら

れ ない こと,cortison30)で 前処置す ることに よつて,予 防

が できるこ とより,BCG接 種に よ りマウスがendotoxin

に対 して,過 敏状態に なつ ているもの と思われ る。

2.　 緑 膿菌感染 に及ぼすX線 照射 の影響

X線 照 射後,抵 抗 力は著 し く減 弱 し,照 射後,日 数 を

経 るに従い,30日 後には正常 マ ウス と同程度 まで回復 し

た。X線 照射後2週 にRESの 貧食能 の増強 が認 め られ

たが,Nelsonら43)は 放射線照射マ ウスの腹腔マ クロフ

ァージは,緑 膿菌 を貧食す るが,殺 菌す ることが できな

い ことを報告 している。 また細菌感染に対す る抵抗性は,

生体 の全機能 を上げ て成立す るもの と考 え られ,骨 髄 由

来 細胞の増殖動 員を必要 とす るであろ う。 したがつ てX

線 照射に よる感染抵抗力の減弱は,骨 髄障害に よる好中

球 の減少に主な原因を求め るのが妥当であろ う。

結 論

CF1お よびC3H/Heマ ウスを用 いて,BCG生 菌皮内

接種 お よび静注接種,400radのX線 照射 の処 置を行 な

い,細 網 内皮系 お よび免疫能 に対す る影響 を検討 した。

結果 は以下 の とお りであつ た。

(1) RESの 機能を,腹 腔 マ クμフ ァー ジ のspreading

お よび カーボ ソ ・ク リアランスの2つ の方法を用いて検

討 した。 この両者は,ほ ぼ一致す る結 果 を 示 し,RES

の機能 の良い指標 とな ると思われ 。

(2) BCG生 菌 皮内接種後,RESは3～5週 後を ピーク

とす る機能亢進 を示 した。BCG静 注接種 の場合 も,同

様の傾 向を示 したが,カ ーボ ン ・ク リア ランスのみは,

1週 後すでに著 しい増 強を示 し,そ の後 も亢進状態 を持

続 した。

(3) X線 照射 のRESに 対す る影響 をみ る と,腹 腔細胞

数 は減 少 し,6週 後 に正常 に回復 した。 しか し腹腔 の活

性化マ クロファージ も,カ ーボ ン ・ク リア ランス も比較

的正常に保たれ,む しろ照射2週 後には,一 時的な増強

さえ認め られた。免疫反応に対す る影響をみ ると,遅 延

型反応 は早期 に回復 した。抗体産生に関 しては,膝 窩 リ

ンパ節においてはPFCの 回復は極め て遅 く,6週 後に

おいて も著 しい低下 を認 めた。 しか し脾臓 においては,

2週 後か らPFCの 著 しい増加が認め られ,6週 後 まで

持続 した。更にX線 照射後 のBCG接 種は,RESの 機

能 も免疫反応 も共に増強 した。

(4) BCG接 種,お よびX線 照射の緑膿菌感染に及ぼす

影響 を検討 した。

BCG静 注接種後2～3週,皮 内接種後5週 において

は,著 明な死亡率の増 加が認め られ,ま た皮 内接種後10

週においては,抵 抗力の増強が認め られた。X線 照 射は,

著 しく抵抗 力を障害 し,照 射30日 後に正常に回復 した。

(稿を終わ るにあた り,ご 指導 とこ校閲 を賜つた恩師,

杉山浩 太郎教 授,石 橋 凡雄講師,高 本正 砥講師 に衷心 よ

り感謝の意を表 します。 なお本研究の要旨は,第50回 日

本感染症学会総会,第51回,第52回 日本結核病学会総会

におい て発表 しま した。)
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