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In the previous report, the present author showed that the suppression by live BCG-pretreatment on 

delayed-type hypersensitivity is possibly mediated with adherent macrophage-like cells, by the use of 

the macrophage migration inhibition test.

The present study was undertaken to characterize the adherent cells involved in this suppression.

The result were as follows:

1) The adherent cells from mice injected with live BCG at least 12 days before cell harvest 

showed the suppressive effect.

2) The suppressive effect of the adherent cells acted beyond the major histocompatibility (H-2) 

barrier; it was shown both in C3H/He and C57BL/6 mice.

3) The suppressive adherent cells were sensitive to methotrexate but not to cyclophosphamide.

I.　緒 言

前報1)でBCG細 胞壁(CW)で マウスを感作する3

週 間前にBCG生 菌を大量静注することによつて遅延型

反応が著しく抑制される現象について,Migration lnhi-

bition(MI)assayを 用 いて解析 した結果,こ の抑制に

plastic adhcrentな 細胞が働いていることが推定された。

そこで,こ の抑制細胞の性質を更に明らかにするため,

主 にin vitroの 系 で追究した。

II.　材料と方法

1)　動物:前 報1)に 引続きC3H/HeMs (C3H) を

主 に用いた。 一部の実験には静岡実験動物農業協同組合

から購入したC57BL/6(B6)を 用いた。個々の実験は

マウスの週齢,性 をそろえて行なつた。

2)　薬剤:Methotrexate(MTX)(日 本 レダリー社)と

Cyclophosphamide(CY)(塩 野義製薬)を 使用 した。

3) BCG生 菌,抗 原,MI活 性:前 報1)と 全 く同様

に行なつた。

III.　結 果

1. BCG生 菌静注後,腹 腔浸出細胞(PEC)中 にMI

活性抑制細胞が出現するまでの時間的経過

BCG生 菌静注後,何 日経過するとPEC中 にMI活

性を抑制する細胞が出現するかを調べるために,C3H

マウスにBCG生 菌静注3,12,21日 後 に採集 したPEC
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(3d-L-BCG-PEC, 12d-L-BCG-PEC, 21d-L- BCG-

PEC)そ れ ぞ れ に,BCGCW300μgで 皮 下 感 作 し4週

後 に 得 られ たPEC(CW-PEC)を 等 量 混 合 してMI活

性 を 調 べ た 。 表1に 示 した よ うに対 照 に 無処 置 マ ウス の

PEC(N-PEC)を 加 え たそ れ は83.7%と 活 性 はみ られ た 。

一 方 ,3d-L-BCG-PECを 加 え た 場 合 は71.7%と 活 性 は

み られ た が,12d-L-BCG-PEC,21d-L-BCG-PECを

そ れ ぞれ 加 えた 際 のMI活 性 は112.1,105.6%と 消 失

した。 この こ とか ら,BCG生 菌 静 注 後,遅 くと も12日

以 降 に抑 制細 胞 がPEC中 に 出現 し て くる もの と考 え ら

れ る。

2. CW-PECと 抑 制 細 胞 が 互 い にH-2を 異 にす る

場 合 の抑 制 効 果

BCG生 菌 静 注 に よつ てPECに 出 現 す る 抑 制 細 胞 は

H-2barrierを 越 え て 作 用 す るか 否 か を 検討 す るた め に

C3H(H-2k)マ ウス とH-2を 異 に す るB6(H-2b)マ ウ

スを 用 い て実 験 を 行 なつ た 。C3Hマ ウ スのCW-PEC

にBCG生 菌 静 注3週 後 のC3H,お よびB6マ ウス

のPEC(L-BCG-PEC)を そ れ ぞ れ 等 量 混 合 してMI活

性 を 調べ た。 結 果 は 表2に 示 した よ うにC3Hマ ウ ス

のCW-PECにB6マ ゥスのN-PECを 加えても69.2

%とMI活 性 は み られた。 しか し,B6マ ウスのL-

8CG-PECを 加えた場合109.2%で あ り,C3Hマ ウス

の レBCG-PECを 加 えた場合と同様にMI活 性は消失

した。また同様にB6マ ウスのCW-PECにC3Hマ

ウスのL-BCG-PECを 加えた際にもMI活 性の消失が

観察された。この結果 から,MI活 性抑制細胞はH-2

barrierを 越 えて働 くものと考えられる。

3. MTXお よびCYの 抑制細胞に対する効果

BCG生 菌前処置によつてBCGCW感 作による遅延

型反応抑制が薬剤投与によつて解除できないか否かを検

討した。薬剤には抗腫瘍剤 として知 られているMTX

とCYを 用 いた。MTXは15mg/kgをBCG生 菌静

注後,11日 目と16日 目,す なわちBCGCW感 作前,10

日と5目 に2回,C3Hマ ウスの腹腔に投与 した。また

CYは200mg/kgをBCG生 菌静注後,16日 目,す な

わちBCGCW感 作前,5日 に1回 腹腔に投与した。い

ずれの場合も前報 と同様,BCGCW感 作4週 後にPPD

10μg/0.05mlで 足蹠反応を調べた。結果は図1に 示し

たように,BCG生 菌前処置を施さない対照群において

Table 1. Time Course of Development of Inhibitory Effect of 
PEC from Live BCG-injected Mice on MI Activity

 of PEC from BCG CW-immunized Mice

a) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest.

b) PEC from mice intravenously injected with live BCG 3, 12, 21 days before cell harvest,
 respectively.

*0 .001<p<0.01

Table 2. Inhibitory Effect of PEC from Live BCG-injected Mice
 on MI Activity of PEC from BCG CW-immunized Mice 

between H-2 different Mice

a) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest.
b) These mice were injected intravenously with 108 live BCG 3 weeks before cell harvest.
*0 .05>p>0.02
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Fig. 1. C3H mice were iv injected with live BCG 3 weeks before immunization 
with BCG CW. They were divided into three groups, one group were ip injected 

 with 15mg/kg of methotrexate 11 and 16 days later, another were ip injected with 
200mg/kg of cyclophosphamide 16 days later, the others were untreated as control.

Table 3. Effect of Methotrexate (MTX)a) on Suppressor Cells in PEC from Mice 
Injected with Live BCG

a) MTX injection was done 5 and 10 days before cell harvest.

b) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest.
c) These mice were injected iv with 108 ive BCG 3 weeks before cell harvest.

*0 .02<p<0.05
**0 .01<p<0.02

***0 .001<p<0.01

は,MTXの 投与は足疏反応に何 ら影響を及ぼさなかつ

た。一方,CYの 投与は有意に反応を増強させた。

BCG生 菌前処置群においては,MTXの 投与によつ

て対照群の足踪反応の約60%近 くまで抑制の解除がみら

れた。 しか し,CYの 投与では,こ の抑制解除はみられ

なかつた。

次にMTXの 投与による部分的な足礁反応の抑制解

除をMI assayを 用 いて検討した。L-BCG-PECを 採

集する5日 と10日 前にMTX 15mg/kgを2回, C3H

マ ウスの腹腔に投与した。この採集したPECを CW-

PECに 等量加えてMI活 性を調べた。その結果,表3

に示すように,こ のMI活 性は79.4%で 活性がみられ

た。MTXを 投与して得たL-BCG- PECと MTX を

投与 しないで得た L-BCG-PEC,更 に CW-PECを そ

れそれ等量混合してMI活 性を調べてみると103.1%と

活性は消失していた。以上のin vitroの 成績は先に述べ

た足嚥反応の成績を裏付けるものであろう。

IV.　 考 案

大量のBCG生 菌を静注処置されたマウスでは,そ の

後のBCGCW感 作 による遅延型の足礁反応が抑制され

る。この現象をMI assayを 用いて解析した結果,こ の

抑制にT細 胞,B細 胞 に属 さな いplasticにadherent

な細胞,お そらくmacrophageに 属する細胞が免疫調節

細胞として働いていることを前報1)で 明らかにした。こ

の抑制細胞の性質はまだ不明な点が多く,本 報では更に

幾つかの性質について調べた。前報ではBCG生 菌静注

後21日 目のPECを 用 いて解析を行なつてたきたが,こ
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の抑制細胞はBCG生 菌静注何日後に腹腔に出現するか

を検討した。BCG生 菌静注後,3,12,21日 のPECを

採集して調べた結果,3日 目のPECに は抑制活性はみ、

られず,12日 目のPECに 抑制活性がみられたことから,

遅 くとも12日 以降に抑制細胞が腹腔に出現してくるもの,

と推定される。このような検討はG.R. Klimpelら2)に

もよつてなされている。すなわち,彼 らは,大 量のBCG

生 菌の腹腔投与を受けたマウスの脾臓のmacrophageが

cytotoxic T細 胞 の活性を抑制するとい う実 験系 で,

BCG生 菌投与後,5日 目あた りから脾臓中にこの抑制

活性をもつた細胞が出現 しはじめ,20日 前後で最高とな

り,90日 を経てもなお,そ の抑制活性を保持しているこ

とを報告している。更に著者は互いにH-2が 異 なつた

C3H(H-2k)とB6(H-2b)マ ウスを用いて,こ の抑制

細胞はH-2barrierを 越えて働 くことを明らかにした。

この事実 についても先のG.R. Klimpelら2)に よつて

cytotoxic T細 胞の実験系で,そ の活性 の抑制がH-2

barrierを 越えることが確かめられている。このようにご,

著者がBCG生 菌静注 で見出したMI活 性抑制細胞と

G.R. Klimpelら2)に よつて報告されているBCG生 菌

を腹腔に投与して脾臓から得たcytotoxic T細 胞 の活性

を抑制するmacrophage様 の細胞は非常に類似点が多い。

著者はBCG生 菌静注マウスの脾細胞のmacrophageが

CW-PECのMI活 性を抑制するか否かを検討したが,

PECの 遊走能と脾細胞のそれが極度に異なるため,そ

の証明はできなかつた。

次に著者は大量のBCG生 菌前処置によつて起 こる足

嚥反応の抑制を薬剤を用いて解除できないか否かを検討

した。BCG生 菌前処置を施さない群においてCYの 投

与は足礁反応を増強させた。 この事実は,A. Mitsuoka

ら3)に よつて明らかに されているようにCYに 対して

suppressor T細 胞が感受性を有することから,suppressor

 T細 胞が障害され,そ の結果,足 嚥反応が増強したもの

と推察される。 しかし,BCG生 菌前処置による足瞭反

応抑制 はCY投 与 に よつて影響 されなかつた。 この

事実からBCG生 菌 投 与によつて誘 導 されたplastic

 adherentな 抑制細胞はCYに 感受性を有さないと考え

られ る。 またBCG生 菌前処置に よる足蹠反応抑制に

MTXを 投与することによつて抑制に部分的な解除が起

こつた。 このことは,plastic adherentな 抑 制 細胞 が

MTXに 感 受性 を有 す る と考 えられる。これをMI

 assayを 用いたin vitroの検討でもMTXの 投与によつ

てL-BCG-PECで はMI活 性 に対 し抑制効果を消失し

ていた。これに類似した報告としてS. Orbach-Arbouys

ら4)の 報告がある。 すなわち,BCG生 菌 を大量静注さ

れたマウスの脾 細胞 のPHAに 対 する反応の低下が,

MTXの 処置によつて回復するという。しかし,彼 らの

報告では抑制細胞 とMTXの 関係は定かでない。前報1)

で も述べたが,著 者がマウスで見出したこの抑制細胞と

類似すると思われ るsuppressor macrophagcが ヒ トのあ

る種の疾患で見出されており,今 後,MTXと の関係が

追究されていくものと考えられる。

V.　 結 語

BCG生 菌を大量静注されたマウスの腹腔にMI活 性

を抑制するplastic adherentな 抑制細胞が出現する。こ

の細胞の性質を主にMI assayを 用 いて検討を行ない次

の結果を得た。

1) BCG生 菌静注後,遅 くとも12日 以降に抑制細胞

が出現する。

2)　 抑制細胞はH-2の 異 なつたマウスのMI活 性も

抑制することから,H-2barrierを 越 えて働 くと考えら

れる。

3) MTXの 投 与を受けたマウスでは抑制活性が消失

することから,抑 制細胞はMTXに 感受性を有すると

思われる。
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