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Introductory Remarks

Since old time, it has been known that tuberculous lesions are closely associated with macrophages, e.g., macro

phages are constituent cells of granuloma in tuberculous lesions. In 1952, in vitro experiments revealed that tubercle 

bacilli phagocytized by macrophages were able to proliferate within macrophages, and thus the concept of the intra

cellular parasites was established. Furthermore, it was found that macrophages obtained from animals immune 

against tuberculous infection inhibited the intracellular proliferation of phagocytized tubercle bacilli. The mecha

nism of the inhibitory effect of "immune" macrophages on tubercle bacilli was explored, and was shown to be a 

consequence of T cell-mediated immunity. This symposium aims to solve problems relevant to macrophages which 

participate in several facets of tuberculous infection.
Macrophages participate in several facets of tuberculous infection: (1) Macrophages play a role in the first defense 

against tubercle bacilli at early stage of the infection, (2) they play an important role as antigen presenting cells in the 

induction of effector T cells as well as in the stimulation of the induced effector T cells, and (3) macrophages acti

vated by the antigen-stimulated effector T cells play a central role in immunity against tuberculous infection. In 

addition, macrophages are known to suppress immune responses under certain conditions.

The role of macrophages in (1) and (3) is relevant to the mechanisms of the intracellular killing of bacteria by 

macrophages, and the mechanisms have been explored by biochemical and metabolic studies of phagocytizing macro

phages. Drs. Minakami and Ando will present their data obtained by the studies along this line.
In the antigen presentation by macrophages, MHC products expressed on the macrophage cell membrane are 

known to be crucial. In the induction and manifestation of cell-mediated immunity to tuberculosis, products coded 

for by I region genes are important. Dr. Tokunaga will present confirmative data with this respect.

Antigen-stimulated effector T cells activate macrophages via lymphokine, macrophage activating factor (MAF). 

Dr. Tokunaga obtained data which suggest that receptors for the MAF are present on macrophage cell membrane 

and expression of the receptor may be related to the differentiation stage of macrophages. In addition to the activa

tion of macrophages by MAF, bacterial components of tubercle bacilli activate macrophages, and Dr. Ito will pre

sent data on the activation of macrophages by mycobacteria and nocardia cell wall skeleton (CWS). It will be of 

interest to compare mechanism of CWS-directed activation and that of MAF-mediated activation.

On the suppressor macrophages for immune response, Dr. Kato will show that macrophages from animals pre

viously injected with BCG suppress delayed-type hypersensitivity and prostaglandin released from the macrophages 

may be an active principle in the suppression.

Thus macrophages exert diverse functions in various facets of infection and immunity, and whether or not each
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of the different functions is exerted by different subset of macrophages or macrophages at distinct differentiative stage 

becomes an important problem of the studies. Macrophage cell lines originated from macrophagelmonocyte lineage 

give us useful and valuable information for clarification of this problem. Various macrophage cell lines, which ex

press different markers, e.g., IgFc receptor, C3 receptor, phagocytizing activity and so on, in different combinations 
have been extensively studied by Dr. Ralf for the functions in various respects. He will present his data which are 

related to infection and immunity.

I hope that vivid discussions on the talks in this symposium should stimulate studies of macrophages and tuber

culous infection.

1. は じ め に

Introduction

座 長 斎 藤 和 久

ご承知のように,結 核とマクロファージの密接な関係

は古 くか ら知られてお り,例 えば結核病巣の肉芽腫を構

成する細胞が組織球 ・マクロファージに由来することが

観察されていた。そして1952年 にごは,結 核においてはマ

クロファージ内に取 り込まれた感染菌が細胞内でも増殖

することがin vitroの 実験で明らかにされ,細 胞内寄生

細菌感染症の概念が生まれた。更に結核に対し免疫にな

つている動物のマクロファージは結核菌の細胞内増殖を

阻止することが見出された。そしてその機序として,細

胞性免疫にこより生 じたエフェクターTリ ンパ球が対応抗

原で刺激され るとマクロファージを活性化し,活 性化さ

れたマクロファージは取 り込んだ結核菌の増殖を阻止す

ることがわかつた。本シンポジウムでは,結 核感染の種

々な相にご関与するマクロファージについて,マ クロファ

ージに焦点をおいて討議 していきたい。

マクロファージは結核感染の種 々な段階で種々な機能

を果たす。(1)感染初期にこおける結核菌にご対する防御機構

としての役割,(2)細 胞性免疫応答におけるエフェクター

Tリ ンパ球の誘導の段階,お よび誘導にこより生 じたエフ

ェクターTリ ンパ球の免疫発現の段階で,必 須 とされ る

抗原提供細胞 としての役割,(3)エ フェクターTリ ンパ球

の免疫発現に より活性化されたマクロファージが果たす

結核感染防御免疫における中心的な役割などである。そ

れに,マ クロファージは(2)の他に,あ る条件下では免疫

応答の抑制という面で調節的に働 く。

(1),(3)の感染防御におけるマクロファージの役割は,

マ クロファージの細胞内殺菌機構の解明の方向で追究さ

れ,そ れは貧食作用を行なつているマクロファージの代

謝,生 化学との関連で追究されている。水上氏 と安藤氏

はこの方面の研究成果について述べる。

(2)の問題は,Tリ ンパ球の抗原認識に関して重要な問

題を提起している。それはTリ ンパ球が抗原を認識して

分化 ・分裂してエフェクターTリ ンパ球 となるためには,

外来抗原とともに抗原提供細胞(マ クロフプージ)の 細

胞膜にmajor histocompatibility genecomplex(MHC)

に よりコー ドされて表現されている産物をも認識 しなけ

ればならないことである。そしてこのようにして誘導さ

れたエフェクターTリ ンパ球は,誘 導される際に認識し

たと同じMHC産 物 と外来抗原を再び認識しては じめ

て免疫機能を発現する。徳永氏はこのことを確認した成

績を述べる。

(3)　のマクロファージの活性化は,抗 原刺激を うけたエ

フェクターTリ ンパ球が産生するリンホカインのうちの

マクロファージ活性化因子(MAF)を 介 して行なわれる。

徳永氏はマクロファージのMAFに 対するリセプターの

問題,ま たこの リセプターの表現 とマクロファージの分

化との関連について述べ る。一方,結 核感染においては,

結核菌の菌体成分がマクロファージを活性化するという

事実がある。伊藤氏はBCG,お よびノカルジアのcell

 wall skeleton(CWS)の マ クロファージ活性化作用にこつ

いて述べるが,CWSの 活性化機構と,MAFを 介 して

の活性化機構の比較検討は将来の興味ある課題であろう。

免疫応答にご対するサプレヅサーマクロファージに関し

ては,加 藤氏はBCGを あ らか じめ接種された動物のマ

クロファージが遅延型アレルギーを抑制すること,こ の

抑制はそのようなマクロファージが放出するプロスタグ

ランジンによるものであろうことを示す。

以上のように多彩な機能を示すマクロファージがそれ

ぞれ異なる細胞か否かが問題 となる。そして近年,マ ク

ロファージと総称され る細胞集団は,種 々のマーカー,

例えばIgGのFcに 対するリセプター,補 体C3に 対

するリセプター,Ia抗 原,負 食能の有無によ り亜集団

に分けられ,各 亜集団の機能が異なることが明らかにさ

れつつあ り,ま たこれとマクロファージの分化の過程 と
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の関連も示されている。この問題の追究にはマクロファ

ージ単球系細胞に由来する株化 され たcell lineが 貴重

な情報を提供している。Dr. Ralfは さまざまなcell line

について,そ のマーカー,お よび機能について広範な追

究を行なつているが,本 日はそれ らのうちの感染および

免疫に関連した成績を述べ る。

以上,本 シンポジウムで取 り上げる問題の概略を述べ

たが,活 発な討論により,こ の分野の研究のみならず結

核研究全般の将来の発展に寄与できることを期待する。

2.顆 粒球やマクロファージの殺菌と関係する活性酸素生成の機構

九州大学生化学 水 上 茂 樹

2. FORMATION OF ACTIVE OXYGEN RELATED TO BACTERICIDAL

 ACTIONS OF GRANULOCYTES AND MACROPHAGES

Shigeki MINAKAMI

Department of Biochemistry, Kyushu University School of Medicine

食細胞が食作用によつて取 り込んだ細菌を殺す機構は

長い間消化作用によるものと考えられてきたが,近 年の

研究によるといわゆる 「活性化酸素」が主 として殺菌に

関連していると考えられ るようになつた。活性酸素と呼

ばれて い る の は,超 酸化物イオン(O-2),過 酸化水素

(H2O2),ヒ ドロキシフリーラジカル(HO・),一 重項酸

素(102)で ある。

細菌の取 り込みとともに食細胞の酸素消費は上昇する。

この変化は細菌取 り込みのためのエネルギー供給反応で

はな く,殺 菌と関連するものである。 ミトコン ドリアの

酸化的 リン酸化 と関係していないことは,青 酸やオリゴ

マイシンなどで阻害されないことによつて明らかである。

この酸素消費の増加はNADPH-酸 化酵素の活性化によ

るものであり,こ の酵素はNADPHに よつて酸素分子

(O2)を 還 元してO-2と す る(図1)。H2O2はO-2の

デ ィスミュテーションによつ て作 られ,HO・ や1O-2

も引き続いて作られる(図2)。 食細胞中に取 り込 まれ

た細菌は活性酸素によつて直接に殺 された り,ミ エロペ

ルオキシダーゼーH2O2系 の 触媒する ハロゲン化に よつ

て殺菌される。 ミエロペルオキシダーゼによつて作 られ

図1　 白血球酸素代謝の変化の機構

るアルデヒ ドも殺菌作用を示す。

NADPH-酸 化酵素の活性化は細菌が細胞膜と接触す

ることによつて起きるもので,細 菌取 り込みの過程を必

要とはしない。例えば細胞の運動を阻害し細菌の取 り込

みを阻害するサイ トカラシンE(ま たはD)は 顆粒球や

マクロファージの0-2生 成反応を 活性化す る(図3)。

サ イ トカラシンで刺激した 細胞の外液には大 量 のO-2

やH2O2が 出現する。 この うちで0碁 は食細胞 より放

出されたもので,H2O2は 二次的に0;か ら作 られたも

のである。O-2を 産生するNADPH-酸 化酵素は細胞膜

の表面にあると考えられており,細 菌の取 り込みを伴 う

場合に細胞膜が陥没して食胞(フ ァゴソーム)を 形成す

るとそれに伴つて食胞内面に移 り,O-2を 食胞内に放出

して殺菌の役割を果たす。サイ トカラシン処理によつて

食胞形成が阻害されると,O-2は 細胞外に直接放出され

る。サイ トカラシン処理のときにみられるH2O2出 現は

SOD(超 酸化物ディスムターゼ)に よつて阻害されるの

に対し,細 菌取 り込みのさいの反応は阻害されず,後 者

図2　 活性酸素の相互変化
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図3　 サイ トカラシンEに よる呼吸促進(上 図)

お よびO-2放 出(下 図).SOD:超 酸化

物ディスムターゼ

の場合H2O2が 食 胞から放出されたものであることを示

している。

食作用によつて活性化されたNADPH-酸 化酵素は顆

粒成分(細 胞膜断片?)に 見出される。細菌取 り込みに

伴 うH2O2放 出 がp-ヒ ドロキシマーキュリ安 息香 酸

(PCMB)の よ うな膜透過性薬品によつてのみ阻害 され

るのに対し,サ イトカラシン処理によるH2O2出 現がp-

マーキュリベンゼンスルホン酸のように不透過性の薬品

によつても阻害されることは,上 記の機構を支持する。

サイ トカラシンによつて誘発されるO-2放 出は コン

カナバ リンA,D2Oな どで促進され,環 状AMPに よ

つて阻害される。このことはNADPH-酸 化酵素の活性

化に微細管(マ イクロテユービュル)が 関連しているこ

とを示 している。活性の直接の引き金が細胞内Ca2+イ

オ ンである可能性を示す実験 として,Ca2+の 細胞内拮

抗剤 であるTMB-8(ジ エチルアミノ・オクチル ・トリ

メ トキシ安息香酸)に よつて活性化が阻害され,こ れは

Table 1. O-2-Generation by Mouse Peritoneal 

Macrophage Preparations (Mean•}S.D.)

Table 2. Effect of Inhibitors on O-2-Generation 

by Guinea Pig Peritoneal Macrophage

Ca2+(イ オ ノフォアA23187存 在下)に よつて解除さ

れる。

サイ トカラシンEに よるO-2放 出反応は顆粒球の機

能検査,例 えば慢性肉芽腫症の診断に用いられ,ま たマ

クロファージの機能検査への応用 も試みられている。

これまで述べてきた活性酸素生成の機構に関して,マ

クロファージと顆粒球と根本的な差はないものと考えら

れる。表1に 種々の刺激方法によつて得たマウス腹腔マ

クロファージの麦芽ヘマグルチニンとサイ トカラシンE

に よるO-2放 出を示している。 パラフィン油や結核菌

処理によつて得 られた マクロファージはO-2放 出 活 性

が高い。 マクロファージのO-2生 成系が顆粒球と異 な

る点は,後 者の反応が解糖にのみ依存しミトコン ドリア

の呼吸を必要とするのに対し,前 者は一部を酸化的 リン

酸化に依存していることである。表2に 示すようにマク

ロファージのO-2放 出は呼吸阻害剤によつて阻害される。

マクロファージのもつている殺菌 と関連した代謝変化

は顆粒球の代謝に比べ るとまだ研究が進んでおらず,今

後の研究の進歩に待つところが多い。
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3. 肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ の 抗 結 核 菌 作 用 機 構

熊本大学医学部第1内 科 安 藤 正 幸,杉 本 峯 晴

菅 守 隆,堀 尾 直

3. ANTIMYCOBACTERIAL MECHANISMS OF ACTIVATED 

ALVEOLAR MACROPHAGES

Masayuki ANDO, Mineharu SUGIMOTO, Moritaka, SUGA. and Sunao HOMO

The First Department of Internal Medicine, Kumamoto University Medical School

は じめ に

肺胞マクロファージ(AM)は 呼吸細気管支から肺胞

に至る下部気道の生体防御機構の主役を担つていると考

えられている。 しかしながら,AMは,in vitroで は,

黄色ブ ドウ球菌などのsimple bacteriaは 殺菌す るが,

intracellular growth bacteriaと 呼ばれる結核 菌や リス

テリア菌は殺菌しえない。AMが これ らの菌を殺菌す

るためには,種 々のstimulantsに よ り活性化され る こ

とが重要となる。そこで今回は,正 常肺および炎症肺に

おけるstimulantsの 問題と,こ れらstimulantsに より

誘導された 活性化AMの 抗結核菌作用機序について,

AMの 代謝面から検討した従来の我々の成績1M)な ら

びに今回行なつた実験結果をあわせて報 告 し,活 性 化

AMの 抗結核菌作用機構に関する我々の見解を述べる。

方 法

動物は家兎を,結 核菌はBCG菌 を用いた。AMは 剔

出肺を生食水にて経気管的に洗浄して採取した。培養液

は10%FCSを 含むRPMI1640を 用いた。肺胞被覆層

成分としては,別 出肺を生食水で経気管的に洗浄して得

た液を,遠 沈して細胞成分を除去後,更 にmillipore fil-

terに て粘液,塵 埃,細 菌を除去した。 この液をDiaflo

膜 で濃縮後,millipore filterで 無菌化したものを用いた

(以下PWと 略す)。AMの 機能は,BCG菌 の細胞内

増殖抑制効果,ガ ラス面への粘着能,NBT還 元能,ス

ーパーオキサイ ド(O-2)産 生能,カ ゼインに対する遊走

能,貪 食能で検討し,形 態学的には走査型電顕(SEM)

に よる観察と光顕によるspreading率 で検討した。試験

管内でのO-2産 生 はxanthine oxidase-purine systemを

用いた。PW中 のAM活 性化物質の精製にはSepharose

 4Bcolumn chromatography, affinity chromatography,

免 疫電気泳動などの手技を用 い た。細胞膜のNAD(P)

Hoxidase活 性はAMのpostnuclcar fractionに つ い

て測定した。

成 績

A.　正常肺について

1. in vitroに おける正常AMの 抗菌作用

正常家兎肺か ら採取したAMは,in vitroで は,黄 色

ブ菌は殺菌するが,リ ステ リア菌や結核菌の うちでも弱

毒菌に属するBCG菌 の細胞内増殖を抑制しえなかつた

(Fig.1)。 このin vitroの 結果が,も しin vivoに おいて

も事実であるとするならば,AMは 結 核感染の初期防御

の役割をはたしていないことになる。この結論はおそ ら

く正しくないであろ う。そこで我々は,「in vivoに おい

ては,AMは 肺胞内環境因子,と りわけAMが 存在 し

ている肺胞被覆層成分が,AMの 機能を高めている」 と

の作業仮説のもとに,以 下の実験を行なつた。

2.　 正常肺洗浄液(PW)存 在下におけるAMの 形態

と機能D4)5)

正常成熟家兎から得たPWを 正常AMの 単層培養に添

加すると,AMは ガラス面への粘着能が亢進 し,spread

Fig. 1.



4 9 8 結 核 第 55 巻 第 1 1 号

し,NBT還 元能,O-2産 生能が亢進 した。SEMで は細

胞膜のmicrovilli, filopodiaの 増大と数の増加が顕著で

あ り,ガ ラス面へしつか り付着していた。またrufflesは

消失していた。これらの形態ならびに機能の変化はPW

の添加濃度,作 用時間と相関し,蛋 白量150μg/ml以 上,

作用時間60分 以上で有意差があつた。対照としたIym-

phokineで は腹腔滲出細胞(PEC)に は活性化作用 を示

したが,AMに は作用 しなかつた。以上の結果は,正 常

AMは 正常PWの 存 在下で活性化AMと なるこ とを

亦 している。

3. PW活 性化AMの 抗BCG菌 作用2)

正常AMに8CG菌 を感染させ培養すると,BCG菌

はAM内 で増殖し,AMのNBT還 元能ならびにO-2

産 生能は明らかに低下 した。一方,BCG感 染AMに

PWを 添加すると,AMは8CGの 細胞内増殖を抑制し,

NBT還 元能ならびにO-2産 生能は著しく亢進していた。

このことは,PW活 性化AMは 抗結核菌作用を示し,

その機序にO-2が 関与していることを示唆している。

4. O-2-generating-catalase systemに よ る試験管 内

BCG殺 菌作用2)

Xanthine oxidase-purine systemを 用いて試験管内で

産生 したO-2がBCGに 殺 菌的に作用するか否かを検討

した。その結果,O-2自 体 はBCGに 殺菌的に作用する

が,そ の作用は弱い。 しかしながら,こ の系にcatalase

が共存 す る と,殺 菌効果は増強した。 この殺菌効果は

catalaseの 添加濃度に明らかに相関し,ま たcatalaseの

至 適pHで ある4.0～5.0の 間 で最も高い活性が得られ

た。このときのO-2産 生は少量ではあるがsteady-state

に産生されていた。AMのphagosome内 はacidpHで

あること,ま たAMは 多量のcatalaseを 有 し,そ の一

部はphagosomc内 に移行することか ら,こ の殺菌系は

AMで 起こりうる機序と思われる。

5.　 活性化AMのNAD(P)Hoxidaseの 検討

PW活 性化AMに よるO-2産 生は細胞外膜で行なわ

れていることをNBTとSODを 用いたSEMで 確 認

し,か つKCN耐 性 であることも確認したのち,PW活

性化AMのpostnuclear fractionに おけるNAD(P)H

oxidaseの 活性を検討した。結果は正常AMもPW活

性化AMも そ のNAD(P)Hoxidase活 性において差は

なかつた。 このことは,AMのO-2産 生機構はPMN

とは異なる可能性を示唆しているように思える。

6. PW中 のAM活 性化物質の検討1)

正常PWをSepharose4Bで ゲル濾過すると,5画 分

に分けられた。活性化物質は第4画 分にこのみ存在 し,か

つ分子量16万 のところに最も高い活性が認められた。そ

こでこの画分から,抗 兎IgG抗 体を吸着させたaffinity

 chromnatographyを 用 いて,IgGを 除去したところ活性

は消失し,得 られたIgGを 添加したところ活性がみ ら

れた。 このIgGの 作用はdose-dependentで あ つた。

したがって,PW中 のAM活 性化物質は肺内IgGで

あ ることが確認された。

7. NeonatesのAMとPWの 検討3)

上述 した成熟家兎におけるAMとPWに 関する実験

結果が正しいとすれば,感 染抵抗性の低い新生児家兎で

は,そ のAMあ るいはPWに 問題があることが考えら

れ る。そ こで生後7日 目の新生児家兎について検討した

結果,AMのO-2産 生能は弱く,ま たそのPWはphos-

pholipidsは 充分に含有しているが,IgG含 有量がきわ

めて少な く,AM活 性化作用がないことがわかつた。こ

の成績は新生児肺の易感染性の一面をとらえており,重

要な知見と考えられ る。

B.　炎症肺について

BCG肺 肉芽腫病変をモデルとして,炎 症肺におけ る

AMとPWの 関係について検討した。肺病変か ら得た

マクロファージ(PM)の 数は正常肺のAM数 の5倍 以

上であ り,そ の機能は遊走能,貪 食能,NTB還 元能,

O-2産 生能のいずれも亢進していた。 この炎症肺か ら得

たPWを 正常なAMに 作用 させると,AMのO-2産

生能は著明に亢進 し,強 い リステリア殺菌作用を示した

(Fig.1)。 この炎症肺のpw中 には正常pwや 血清に

は存在しない肺局所由来 と思われ るAM活 性 化 物 質

(分子量30万 ～70万)が あることがわかつた。この物質

については現在更に検討中であるが,前 述したごとく,

我 々の系にはlymphokincは 作用 しなかつたことから,

この物質がlymphokineで ある可能性は少ないであろう。

以上の結果か ら,BCG肺 肉芽腫病変においても,我 々

が以前にBCG皮 内病変にこついて報告した如 く6)7),AM

の集積 とその活性化が顕著であること,お よびこれらの

現象を誘導するstimulantsが 炎 症肺のPW中 に存在す

Fig. 2. A hypothesis antimycobacterial mechanisms 

 in the AM activated by IgG in PW or seium.
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る こ とを 知 りえ た 。

考 案

以 上 の成 績 か ら,我 々は正 常肺 な らび に炎 症 肺 に おけ

るAMの 活 性 化 とそ の抗 結 核 菌 作 用 機 構 を 次 の よ うに

考 え て い る(Fig.2)。 正 常肺 で は,肺 胞 被 覆 層 中に 比 較

的 多 量 に 存 在 す る肺 内IgGが,そ のFc-portionでAM

の 細 胞 膜 のFc-receptorに 結 合 す る と,そ れ がstimulant

と な り,細 胞 二 重 膜 外 層 でO-2産 生 が 高 ま り細 胞 外 へ 放

出 され る(細 胞 外 へ放 出 され たO-2は 水 溶 液 中 で は容 易

に他 のactiveoxygen・OH,H2O2,1O3へ と移 行 す る の

で,O-2-generating systemと 呼 ぶ)。 食 菌 時 に は細 胞 膜

が 陥 入 してphagosomeが 形 成 され るが,そ の 内 面 は 細

胞 二 重 膜 外 層 よ りな るの で,O-2はphagosome内 に放 出

され る こ とに な る。 このO-1(あ る い はO-2-generating

 system)は 単 独 で,あ るい はcatalaseの 共 存 下 で抗 結 核

菌 作 用 を 示 す 。肺 に炎 症 が起 こる と,肺 局 所 で産 生 され

るIgGや 血 清 由 来 のIgGで,こ の 機序 が更 に 増 強 さ

れ る と共 に,炎 症肺 局所 で新 た に 産生 さ れ る 別 のAM

活 性 化 物 質 に よ り,O-2-generating systemに ま更 に 亢 進

し,そ の 結 果炎 症 肺 のAMは よ り強 い抗 結 核 菌 作 用 を

示 す よ うに な るの で あ ろ う(Fig.1,2)。

一方
,こ のような機構が作動していないAM,す な

わち非活性化AMで は,結 核菌の産生するcord factor

をは じめとするcytotoxic factorsに より,AMの 方 が

逆に障害され,O-2産 生機構は低下し,結 核菌の細胞内

増殖を来すものと考えられる。

結 論

結核感染の初期防御機構における肺胞マクロファージ

の役割を正常肺ならびに炎症肺局所における液性成分と

の相互作用の面から検討 し,AMの 抗結核菌作用 機構

にO-2-generating system+catalaseの 作用が重要であ る

との結論を得た。
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SUMMARY

In vivo, Mycobacterium BCG and related muramyl dipeptide induce the production of colony stimulating and po

tentiation factors for megakaryocytopoiesis. In vitro experiments show that LPS, BCG and zymosan induce the same 

factors in peritoneal and cell line macrophages. Cell lines, in parallel with normal macrophages, can be induced to 

kill tumor targets with antibody, lymphokine, LPS, MDP and other microbial immunomodulators. Individual 

cell lines give a restricted response to activating signals, suggesting that they belong to different subsets of normal 

mononuclear phagocytes. Mutant or variant cell lines defective in peroxide and superoxide anion production have 

normal levels of tumor cytotoxicity when stimulated by LPS, phorbol myristate or antibody, showing that these oxygen 

intermediates are not involved in these tumor and RBC lysis experiments. Using several lines as effector cells against 

different tumor targets demonstrates that a variety of toxic mechanisms must be elaborated by macrophages.

USES OF MACROPHAGE CELL LINES

Macrophage-like. cell lines are tumors of the monocyte/macrophage lineage adapted to culture, or obtained during 

growth of macrophages in vitro. There are over 25 lines from different strains of mice (Table 1 and ref. 1), induced 

by viruses, mineral oil or occurring spontaneously, and one human line U937 from a patient with diffuse histiocytic 

lymphoma. Most of the lines have typical receptors for immunoglobulin Fc and complement, phagocytose latex
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Table 1. Macrophage-Related Cell Lines.

a C=BALB/c strain; S= spontaneous; A=Abelson; M-MuLV= Moloney murine leukemia virus; Fc and C= receptors 

for immunoglobulin and complement; LZ= lysozyme; latex phagocytosis; antibody-dependent sheep RBC phagocytosis 

(Ab-RBC ƒÓ) and killing (K); i=induced by human lymphokine".

beads, contain lysosomal enzymes and produce lysozyme, prostaglandin and granulocyte/macrophage-colony stim

ulating factor2). Synthesis of factors stimulating mouse T cells and human and mouse antibody production have 

been described/). Some of the lines phagocytose and lyse antibody-coated RBC and kill tumor targets with anti

body3). Lipopolysaccharide (LPS), tuberculin PPD, Mycobacterium BCG, yeast zymosan and other immunomodu

lators induce or enhance these activities in cell lines similarly to their effect on normal macrophages1)•`5).

The advantages of cell lines in the study of macrophages are both practical and scientific. 1) They are con

venient-cultures yield 166 cells/ml and the doubling time (16-20hr) allows a 100-fold increase in cell numbers in 

5-6 days. 2) They have constant activity. Macrophages harvested from mice vary greatly in tumoricidal and other 

activities unless they are maintained in a carefully controlled environment with a constant microbial flora. Cell 

lines can change gradually, or rarely lose some macrophage properties, but this is not a problem over several months 

time, and the initial cell type can be obtained from liquid nitrogen freezings. 3) The cell lines are pure macrophages, 

so there is no question of suppressing or stimulating effects by a small number of contaminating cells, e .g. T lympho

cytes. Being homogeneous or clonable, most of the cells should respond in the same way in experiments, whereas 

in vivo sources of macrophages may contain different subsets or degrees of maturation. 4) Because they are growing 

rapidly, it is possible to select and analyze variants or mutants lacking a given property, and to study functions of 

macrophage populations at different stages of the cell cycle.

MECHANISMS OF MACROPHAGE TOXICITY TO TUMORS

Table 2 shows that macrophage line J774 kills about 25% M1 tumor targets "spontaneously," with lower cyto

toxicity apparent with other lines and peritoneal cells. In 2/3 experiments, conditioned medium from J774 contained 

a toxic factor for Ml. Inclusion of LPS in the 20-hr assay caused another 15-30% targets to be lysed by all the ef

fectors tested except the immature WEHI-3 and Ml lines. LPS concentrations as low as 0.001ƒÊg/ml significantly 

stimulated J774 toxicity. Antibody-dependent cellular cytotoxicity ranged from 9-35% for the active macrophage 

lines. In a study of lymphokine-activated lysis of non-hemic tumor targets, only J774, PU5-1.8 and RAW264 lines 

were stimulated to kill SV-3T3 (Table 2). Lymphokine-induced lysis of SV-3T3 occurred at less than 0.5:1 ratio 

of effector-to-target cells for RAW264 (2•~104/m/), whereas normal peritoneal cells required 10-fold higher numbers 

for comparable killing.

Two mechanisms proposed for macrophage toxicity are H202 and superoxide anion production8)9). Two clones 

of J774 lacking NBT reduction, H2O2 and O2 generation during stimulation by tumor promoter phorbol myristic 

acetate (PMA) or zymosan10) were tested. These clones kill M1 spontaneously and show enhanced lysis with LPS 

and PMA stimulation similarly to the standard J774.1 line. In antibody-dependent killing, the 16C3C clone was 

considerably superior to J774.1. There was no difference among these three clones in antibody-dependent phago
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Table 2. Activation of Macrophage Cell Line Cytotoxicity

Mouse macrophage cell lines at 20:1 or C3H/Anf resident peritoneal cells (PC), at 40:1 

incubated in duplicate with 125IUdR-labeled myeloblast M1 targets 18hr. Some cultures 

contained 20ƒÊg/ml LPS or antibody-coated targets (1:50 dilution rabbit anti-BALB/c spleen, 

20 min at 23•‹). Background IUdR release with 20: 1 unlabeled MI (5-15%) subtracted. 

Standard errors were less than 7% of means; differences above 3% are significant. For 

 thymidine labeled SV-3 T 3 transformed fibroblast targets, macrophage cell lines at 12:1 were 

used for 40 hr. Background lysis of SV-3T3 was 18%, with lymphokine 19%. Lymphokine 

was 1:10 dilution of PPD-stimulated spleen conditioned medium from BCG-primed C3H/Anf

 mice7). Standard errors were less than 15% of means.

cytosis and lysis of sheep RBC. Therefore oxygen intermediates are probably not necessary in cytotoxicity for certain 

RBC and tumor targets.

As with microbes, tumor targets vary in susceptibility to killing by different macrophage mechanisms. Antibody

dependent lysis of M1 and human U937 tumor targets is similar but U937 is not killed by LPS or lymphokine 

stimulation of RAW264, whereas M1 is. Thus, U937 is susceptible to lysis mediated by antibody but not by two 

other methods even though the RAW264 effector is capable of cytotoxicity to other targets using all three agents. 

As another example, LS23 macrophage line kills mouse pre-B lymphoma 18-8 spontaneously but not Ml significantly, 

yet LPS induces lysis of M1 but not that of 18-8. This clearly suggests that at least two lytic mechanisms are operable 

in LS23. Spontaneous toxicity and that stimulated by MDP and other agents in macrophage cell lines have also been 

described by other investigators11)•`13). We expect the molecular mechanisms of macrophage activation and cytotoxicity 

will be understood through a combination of genetic differences7), biochemical analysis8)9), somatic cell genetics10) 

and cloned cell lines.

MEGAKARYOCYTE-STIMULATING FACTORS PRODUCED BY MACROPHAGES

Murine megakaryopoiesis is stimulated in vitro by megakaryocyte colony-stimulating factor (MK-CSF) and 

megakaryocyte-potentiating factor (MK-PF). The agar colony forming assay is used with morphology, size of cells 

and specific choline esterase staining to determine cell types. The standard source of MK-CSF is the monocyte cell 

line WEHI-3 which also makes separate G/M-CSFs14). MK-PF does not promote megakaryopoiesis directly in vitro 

but increases the incidence of clonable megakaryocyte progenitor cells in the presence of CSF14). PF is found in 

conditioned medium (CM) of murine lung, bone marrow and adherent peritoneal cells (Table 3). WEHI-3 cell 

line makes MK-CSF but almost no PF. Line J774 makes PF constitutively and stimulation with LPS induces G/M

CSF but not MK-CSF. P388D1 line can be induced to produce all three factors by 0.01 to 1ƒÊg/ml LPS. T 

lymphocytes may also regulate megakaryopoiesis since the EL4 T leukemia line, previously shown to synthesize G/M

CSF2), could be induced with T cell mitogen Con A for PF and MK-CSF as well.

Abnormal thrombopoiesis is observed in some patients with tuberculosis and changes in the level of megakaryocyte 

stimuli produced by macrophages induced by microbial adjuvants including Mycobacterium BCG and N-acetyl muramyl 

dipeptide (MDP) have been investigated. Serum and three-day lung conditioned medium from mice injected with 

MDP (4 or 40ƒÊg i.v.) contained high levels of MK-PF (Table 4). Maximum activity could be obtained at a 1:300 

final dilution by this source of PF. Exceeding large colonies (>200 cells) were produced by MDP-stimulated lung
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Table 3. Assay for Megakaryocyte Colony-stimulating Factor (MK-CSF) and
 Potentiation Factor (MK-PF)

*Peritoeal macrophage CM .

**WEHI-3 medium
, 3.2 colonies background subtracted.

*** Four days after mineral oil injection i
. p. in C57B1/6 mice. Assay uses 0.1-0.2 ml test CM 

added to 1ml agar culture and incubated 7 days14). CM is serum free or containing 10% 

fetal calf serum for cell lines initiated at 3•~105/ml, harvested at day 3.

Table 4. Effect of BCG and Ac-MDP on Production of M,Takaryocyte 

Growth Factors

One pair lungs 5 hr after injection, minced and incubated 3 days in 5 ml serum free medium;

 106 resident peritoneal cells from C57B1/6 mice or 3•~105 B/6 cell line per ml cultured 3 days 

in 10% fetal calf serum.

CM. Small quantities of MK-CSF were also detected, but only at low dilutions of the CM. In contrast, injection 

of LPS did not induce PF despite high G/M-CSF concentrations. Mycobacterium BCG and zymosan were also es

pecially active in producing MK-CSF and PF by culturing with mouse peritoneal cells in vitro. Macrophage line B/6 

was induced very strongly by BCG for PF, but not MK-CSF.

In conclusion, stimulation of host macrophages by mycobacteria or their cell components may enhance the pro 

duction of factors influencing megakaryocyte maturation and platelet turnover in tuberculosis patients with platelet
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disorders. Cell lines may complement normal macrophage and in vice studies to determine subsets of mononuclear 

phagocytes and mechanisms of response to microbial infections.
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5. ACTIVATION AND DIFFERENTIATION OF MACROPHAGE

Tohru TOKUNAGA

Department of Tuberculosis, National Institute of Health

結核免疫の誘導と発現の過程におけるマクロファージ

の役割が,極 めて重要なことは論をまたないが,同 時に

その役割は極めて多様であ り,機 能を異にするマクロフ

ァージのい くつかのサブセットや,あ るいは分化の段階

を異にするマクロファージのいくつかの機能集団の関与

の可能性も考えられる。本シンポジウムでは,結 核免疫

の成立 と発現の2過 程について,そ れぞれにおけるマク

ロファージの役割 と特色を,私 共のここ数年間の知見を

中心に述べてみたい。

(1)　 結核免疫の成立とマクロファージ

結核感染にこおけるマクロファージの役割は,い くつか

に分けて考え られる。結核初感染の場合には,結 核菌に

対する生体の初期反応の一環としてマクロファージは菌

を捕食するが,こ の段階のマクロファージの殺菌能力は

はなはだ弱いと考え られている。

しかしこれ らのマクロファージのあるものは,結 核菌

のもつ抗原を処理し,マ クロファージの細胞表面 のIa

抗原 とassociateし た形で,そ の抗原清報をTリ ンパ球

へ提示し,そ れに対するレセプターを持つTリ ンパ球は

増殖して,ク ローンの増大がおこる。これが結核免疫の

成立過程であ り,こ の リンパ球が感作 リンパ球である。

再感染の場合にも,抗 原情報は同様な形でマクロファー

ジによつて感作Tリ ンパ球へ提示される。表1は このよ

うな結核菌抗原情報を リンパ球に提示するマクロファー

ジに関する私共の実験成績である。

すなわち,組 織適合抗原を異にする近交系モルモット

(strain2,strain13,JY-1お よびJY-2)をBcGで

免疫し,そ の脾細胞浮遊液をナイロソ繊維カラムを通し

て,感 作Tリ ンパ球をenrichし,responding cellと し

た。一方,腹 腔滲出細胞を壁面に付着さぜて,マ クロフ

ァージ分画を得,こ れにごPPDを パルスしてstimulating

 cellと した。この両者を混合培養し,PPD特 異 的 な リ

ンパ球の幼若化反応をみた。その成績の一部が表1に 示

してある 1 ) 。

このように抗原情報の授受が行なわれるためにごは,T

リンパ球 とマクロファージの間に組織適合抗原の一致が

必要であるというShevachら の成績2)が,我 々の系 で

も確認できた。なお,別 の実験で,こ の反応のためには,

組織適合性を支配するモルモットの遺伝子領域の中のB
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Table 1. Requirement for H;stocompatible Macrophages in Antigen-mediated

 DNA Synthesis in BCG-immune Guinea Pig Lymph Node Lymphocytes

Peritoneal macrophages (106) induced by oil were pulsed with 100ƒÊg/ml PPD for 60min at

 37•‹, washed and mixed with an equal number of syngeneic or allogeneic lymph node lym

phocytes from animals immunized with living BCG. Lymphocyte blast formation was assessed 

after 72 hr of culture; 1ƒÊCi 31-1-TdR was added for the last 18 hr.

Table 2. MAF Activity of Culture Supernatants of BCG-primed (C3H•~SWM) 

F1 Spleen Cells and PPD-pulsed or Nonpulsed Parental Macrophages

 on the Tumoricidal Activity of CDF1 Macrophages

aEach value represents counts per minute•}standard error. [3H]TdR uptake by P815 mastocy

 toma without CDF1 macrophages was 19,792•}2,768 cpm.

b Each value represents percent inhibition, i.e., [(counts per minute of P815 alone-experimental 

counts per minute)/counts per minute of P815 alone]•~100.

c Value represents cytotoxicity of nonactivated CDF1 macrophages against P815.

領域の一致は必要でないことも明らかとなつた。

このようにIa陽 性の抗原提示細胞は,必 ず しも食作

用を有しな くてもよいことが知られているが,Ia抗 原

陽性で,か つ食作用ないし細胞傷害作用を有するマクロ

ファージが存在するか否かは,必 ずしも明らかでない。

私共は,最 近ProteinA,ポ リ-L-リ シ ン,Ia抗 体など

を用いて,Ia陽 性 マクロフ ァージのpositive selection

に成功し,そ の多 くがFcR陽 性であり,食 作用だけで

な く,細 胞傷害作用をも有することを示唆する成績を得

た。

図1は,SWM/MsとC3H/Hcと い う2系 統のマウ

スをBCGで 免疫したのちのPPDに よる足蹠反応値を

示している。明らかにSWMは 高応答性,C3Hは 低応

答性マウスであるが3),私 共 は後者の低応答性につ いて

それが8CG特 異的なサプレッサーTリ ンパ球の誘導に

よることを見出した4)。 そして更に,こ の低応答性マウ

スにおいては,表2に 示すように,そ のマクロファージ

が感作 リンパ球へ抗原を提示する能力に大きな差がある

ことが知 られた5)。この差がIa陽 性細胞の差によるもの

か否か,ま たこの差がサプレッサーTの 誘導に結びつ く

のか否かは,未 だ明らかでなく,検 討中である。

このほか,BCGを 大量静注す ると,脾 中に抗体産生

を抑制するマクロファージが出現することも観察してい

る。

(2)　 結核免疫の発現とマクロファージ

感作Tリ ンパ球がマクロファージを介して抗原と結合

し,リ ンフォカインを産生放出することにより,局 所に

マクロファージを集積せしめこれを強 く活性化すること

が,結 核免疫の発現過程と考えられている。

私共は,リ ンフォカインがマクロファージを活性化す

る機構の研究を行なつてきたが,そ れらの中から,以 下

のような問題につき実験の結果を述べてみたい。

a)　 リンフォカインとマクロファージの相互作用の最

初のステップは,リ ンフォカインの細胞表層レセプター

ヘの結合である。 マウスの場合,D-マ ンノースがこの
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Fig. 1. FPR to PPD in BCG-immunized SWM

/Ms and C3H/He mice and their hybrids. The 

results for the FPR were plotted by individual 

values. The vertical bars indicate the mean •} twice 

the standard deviation FPR in each group. The 

mean + twice the standard deviation in C3H/He 

was set as the upper limit of low responsiveness 

and is indicated by the broken line. BC refers to

 (F1•~C3H) BC.

レセ プタ ー の主 要 構 成 糖 で あ る こ とが,多 くの実 験 事 実

か ら強 く示 唆 され た6)。LPSの マ ク ロフ ァー ジへ の吸 着

もD-マ ン ノー ス に よ り阻 止 され るが,し か し マ ク ロフ

ァー ジのLPSレ セ プ ター と リ ンフ ォカ イ ン レセ プ タ ー

は,別 個 の もの で あ る こ とを示 す 成 績 が 得 られ た 。

b)　 リン フ ォ カイ ンに よ るマ ク ロフ ァー ジ の活 性 化 に

は,細 胞 内 の ミク ロフ ィ ラ メ ン トが必 要 で あ り,微 小 管

の 関 与 は 少 な い 。 また 蛋 白 合 成 は 不 可 欠 で あ る が,

DNA合 成 を 必 要 と しな い 。

c)　 リン フ ォカ イ ンに よ り活 性 化 され るマ ク ロ フ ァー

ジ に は,heterogeneityが あ る。 腹 腔 常 在 マ ク ロ フ ァー

ジ は活 性 化 され に く く,腹 腔 滲 出 性 マ ク ロフ ァ ー ジは さ

れ や す い。 こ の差 は,リ ン フ ォカ イ ン レセ プ タ ー の差 に

よ る可能 性 が あ り,ま た 前 者 は 後 者 の分 化 が 進 み,一 種

の退 行型 で あ る可 能 性 が あ る。

d)　マ クロファージの活性化は,分 化と密接に関連し

ていると思われる。 私共は,リ ンフォカインを含 む マ

ウス血清自体が,マ クロファージの分化を促すことを見

出した。また合成MDPに は,マ クロファージの前駆

細胞の分化を促進する作用はないが,あ る段階まで分化

が進んでいる と考え られ るマクロファージのクローン

(J774-1細 胞)を 刺激して,マ クロファージ分化因子を

産出せしめることを見出した7)。 マクロファージの活性

化は,マ クロファージの分化の段階と関連があ り,ま た

マクロファージ活性化因子と分化促進因子との間にも関

連がある可能性がある。このように リンパ球産生物質が

マクロファージの分化を促す一方,マ クロファージ産生

物質が リンパ球の活性化と同時にマクロファージ自身の

分化をも促す,と い うサイクルの存在が認められた。一

方また,マ クロファージ活性化物質の多 くがマクロファ

ージの分化促進因子でもあることは,活 性化と分化の関

連を考えるうえに極めて興味深い事実のように思われる。

なお,結 核免疫のエフェクターは,遅 延型アレルギー

に関与する感作 リンパ球が抗原特異的に放出するリンフ

ォカインによつて活性化されるマクロファージであるこ

とについては,多 くの人が容認するところである。しか

しそれならば,死 菌免疫モルモットで,強 い遅延型アレ

ルギーが成立するのに,抗 菌免疫がそれほど強 くないの

はなぜであろうか。この古 くて新 しい疑問について,私

共は本学会においてその考えの一端を示 したが8),結 核

免疫とマクロファージを考えてゆ くうえでも,今 後の重

要な研究課題の一つと考えられる。
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6.　菌体成分cell-wall skeleton(CWS)に よるマク ロファー ジの活性化
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感 染 や 腫 瘍 に対 す る生体 の防 御 機構 に お い て,マ ク ロ

フ ァー ジは 重 要 な 役 割 を果 たす と考 え られ て い る。 マ ク

戸 フ ァ ー ジはBCGな どの免 疫 賦 活物 質 に よつ て活 性 化

され るが,そ の機 序 は 必ず しも 明確 で は な い。 一 方,

BCGお よび そ の類 縁 菌 で あ るNocardia rubra(N.rubra)

の 各 細 胞 壁 か ら抽 出,精 製 され た ミコー ル酸 ・ア ラ ビ ノ

ガ ラ クタ ン ・ム コペ プチ ドを組 成 とす る骨 格 成 分cell-

wall skeleton(CWS)が 強 い 免 疫 学 的 活 性 を 保 有 す る こ

とが 明 らか に され た 。 した が つ て,マ ク ロ フ ァー ジの機

能 に及 ぼ すCWSの 効 果 とそ の 機 序 に 関 す る 検 討 は

CWSの もつ 免 疫 学 的 活 性 の 発 現 機 構 を 解 明 す るた め の

一 つ の ア プ ロー チ であ る と思 わ れ る
。 本 研 究 で はCWS

に よ る マ ク ロフ ァー ジの 諸 機 能 の 活 性 化 に つ い て,特 に

腫 瘍 細 胞 傷 害 能 に 重 点 を お い て解 析 した。

方 法

BCG,N.rubraか らのCWS(BCG-CWS , N.rubra-

CWSと お の お の 略 す)を 腹 腔 内投 与 した マ ウス(C3H

/He,C578L/6,CBA,7～9週 齢)か ら腹 腔 マ ク ロフ ァ

ー ジ,BCG-CWSを 気 管 内投 与 し た ラ ッ ト(ド ソ リュ

ウ,200～250g)か らは肺 胞 マ ク ロフ ァー ジを 採 取 して,

以 下 の指 標 につ い て観 察 した 。(1)遊 出数 。 遊 出 した腹 腔,

肺 胞各 マ ク ロフ ァー ジ の細 胞 数 を 経 時 的 に 算定 した 。(2)

2-デ オ キ シ-D-グ ル コー ス(2-DG)摂 取 率 。 代 謝 活性 の

指 標 と して,腹 腔,肺 胞各 マ ク ロフ ァー ジ の2-DG摂

取 率 をSiddigiら の方 法 で測 定 した 。(3)食 作用 。Zymo-

sanに 対 す る腹 腔,肺 胞 各 マ ク ロフ ァー ジの食 作 用 活 性

をMay-Giemsa染 色 を 用 い て測 定 した 。 これ ら(1)～(3)

の測 定 に は,mineral oil-attachedのBCG-CWS,N.

rubra-CWSをC3H/Heマ ウス腹 腔 内 に100μ9,ラ ッ

ト気 管 内 に400μg投 与 した 。(4)腫 瘍 細 胞 傷 害 能 。 こ の

測 定 に はsqualene処 理 のN.rubra-CWS50μgを マ ウ

ス(C57BL/6,CBA)腹 腔 内 に投 与 した 。 投 与5日 後 の

腹 腔 滲 出 細 胞(PEC)を エ フ ェ ク タ ー細 胞 と し,125I-デ

オ キ シ ウ リジ ン([125I]IdUrd)で 標 識 した 腫 瘍 細 胞 に 対

す る細 胞 傷 害 能 を24時 間 の[125I]IdUrd release assayで

測定 した 。標 的腫 瘍 細胞 に はFBL-3(C578L/6マ ウ ス

由来 白血 病 細 胞),MethA(BALB/cマ ウス 由 来線 維 肉

腫 細 胞),CEM(ヒ ト由 来Tリ ンパ 腫 細 胞)を 用 い た。

次 にPECに つ い て,(8)プ ラス チ ッ ク デ ィシ ュへ の粘

着 性 に よ る粘 着 細 胞 と非粘 着 細胞 の分 離,(b)抗 マ ク ロフ

ァー ジ血 清 と補 体 処 理,(c)抗Thy1.2抗 体 と補 体 処 理,

(d)マ ク ロフ ァー ジ機 能 抑 制 物 質 カ ラ ゲ ナ ン処理 を 行 な い,

PEC中 の エ フ ェ クタ ー細 胞 が マ ク ロフ ァー ジ で あ るこ

とを 同定 した 。 更 に腫 瘍 細 胞 傷 害性 マ ク ロフ ァー ジ の産

生 に 最 適 なN.rubra-CWSの 投 与 量,ル ー ト,timing

に つ い て も観 察 した 。

結 果

(1)遊 出数 。BCG-CWS投 与 に よ り,比 較 に 用 い た

BCG(400μg)と 同 様 の肺 胞 マ ク ロフ ァー ジ数 の著 増 が

み られ,そ の ピー ク は投 与 後14～21日 であ つ た(Fig.1)。

同様 に,マ ウ ス腹 腔 マ ク ロフ ァー ジ もBCG-CWS,N.

rubra-CWS各 腹 腔 内投 与 に よ り著 し く増 加 した が そ の

Fig. 1. Accumulation of alveolar macrophages after 
intratracheal injection of oil-droplets() BCG
CWS ()or BCG(). Each vertical bar presents 
standard error.
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Fig. 2. Uptake of 2-DG by alveolar macrophages 

treated with oil-droplets (•E), BCG-CWS (•¡) or 

BCG(•£). Each vertical bar presents standard error.

Fig. 3. Phagocytic activity of peritoneal macrophages 

Each value indicates mean of 3 determinations, except that of 
saline group which is a mean of 4 determinations at day 4 

and 7, and separately shown in the graph. Each vertical bar 

represents SE.

ピー クは5～7日 後 で あ り,肺 胞 マ ク ロフ ァ ー ジ と異 な

る パ タ ー ンを 示 した 。(2)2-DG摂 取 率 。Fig.2は ラ ッ ト

肺 胞 マ ク ロフ ァ ー ジ の2-DG摂 取 率 で あ る。BCG-

CWSがBCG(400μg)と 同 等 な い し以 上 の増 強 を投 与

後4～14日 に わ た つ て もた らす こ とが 観 察 され た。 マ ウ

ス腹 腔 マ ク ロフ ァー ジ につ い て も 同様 の結 果 が,BCG-

CWS,N.rubra-CWS各 投 与 でみ られ た 。(3)食 作 用 。 マ

ウ ス腹 腔 マ ク ロフ ァー ジのZymosanに 対 す る食 作用 も

E:T=100:1 E:T=50:1 E:T=10:1

Fig. 4. The cytolytic activity of PEC from N. rubra
-CWS injected mice measured as a function of the 

effector to target cell ratios.

C57BL/6 mice were given 50ug N.rubra-CWS (CWS, dotted 
columns), squalene alone(Sq, hatched columns), correspond
ing to that attaching to 50ug N.rubra-CWS, and saline only 
(S, open columns) i.p., respectively, and their PEC were 
harvested 5 days later. These cells were assayed with [125I] 
IdUrd-labeled FBL-3 target cells for 24 hr at effector-to-target 
cell ratios from 100: 1 to 10: 1 as described in Materials and 
Methods. The columns represent the mean of 10 experiments; 
bars, S.D.

Fig. 5. Adherent properties of N.rubra-CWS-induced 

exudate effector cells.

C57BL/6 mice were given 50ug N.rubra-CWS(CWS), squalene 

alone (Sq), corresponding to that attaching to 50ug N.rubra
-CWS, and saline only (S) i.p., respectively, and peritoneal 

exudates harvested 5 days later. The separation procedure is 

detailed in Materials and Methods. Adherent (A, hatched 
columns) and nonadherent (NA, open columns) PEC were 

assayed against 104 [125I]IdUrd-labeled FBL-3 target cells for 
24 hr at an effector-to-target cell ratio of 100: 1.

BCG-CWS,N.rubra-CWSに よつ て 著 し く活 性 化 され

た(Fig.3)。 同 様 の結 果 は ラ ッ ト肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ に

つ い て も得 られ た 。 以 上(1)～(3)の 実 験 で は対 照 群 と して

saline投 与(図 中 にcontrolと 表 示)の ほか にmineral

 oil-droplets単 独 投 与 を行 な つ た が,投 与 後4日 に 軽 度

の 変 化 が み られ た だ け で あ つ た。(4)腫 瘍 細 胞 傷 害 能 。
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Table 1. Treatment of N.rubra-CWS-induced Adhe

rent PEC with Antimacrophage Antiseum 

and Complement

a Adherent PEC were obtained from CBA mice given 50ug 

N.rubra-CWS i.p. 5 days before harvesting. Cytolysis of 

FBL-3 cells was measured in a 24-hr [125I] IdUrd release 

assay at an effector-to-target cell ratio of 100: 1.

b Mean•}S.D. of 4 experiments.

c p<0.01 compared to untreated controls.

Table 2. Sensitivity of N.rubra-CWS-induced Adher

ent PEC to anti-Thy 1.2 Serum in the 

Presence of Complement

a Adherent PEC were obtained from CBA mice given 50ug 

N.rubra-CWS i.p. 5 days before harvesting. These cells 

 were assayed with [125I] IdUrd-labeled FBL-3 target cells

 for 24 hr at an effector-to-target cell ratio of 100: 1.

b Mean•}S.D. of 4 experiments.

Table 3. Abrogation of Cytolytic Activities of N.

 rubra-CWS-induced Adherert PEC by 

Carrageenana

a Adherent PEC were obtained from C57BL/6 mice injected 

with N.rubra-CWS and carrageenan simultaneously by the 

i.p. route 5 days previously.

b Cytolysis of FBL-3 cells was measured in a 24-hr [125I]

 IdUrd release assay at an effector-to-target cell ratio of 

100: 1. Mean•}S.D. of 4 experiments.

c p<0.05 compared to N.rubra-CWS + None-treated controls.

d p<0 .01 compared to N.rubra-CWS + None-treated controls.

Fig.4はN.rubra-CWSを50μg,C57BL/6マ ウス腹

腔 内 に 投 与後5日 のPECが 示 す 同 系腫 瘍FBL-3に 対

す る細 胞傷 害 率 で あ る。 エ フ ェク タ ー:標 的 細 胞 比100

Fig. 6. Dose of N.rubra-GWS required to affect adher

ent PEC.

C57BL/6 mice were injected i.p. with 10, 50, or 100ug N.

rubra-CWS (CWS) in. 0.5ml saline and adherent PEC assayed 
at day 5 with 104 [125I] IdUrd-labeled FBL-3 target cells at 

an effector-to-target cell ratio of 100: 1 for 24 hr. The i.p 
injection of squalene alone (Sq), corresponding to that at

taching to 100ug N.rubra-CWS or saline only (S) was used 
as controls. Each column shown is the mean of 3 experiments; 

bars, S.D.

I.V. S.C. I.p.

Fig. 7. Effect of N.rubra-CWS injection site on produc
tion of cytolytic adherent PEG.

Adherent PEC were obtained from C57BL/6 mice injected 
with 50ug N.rubra-CWS (CWS, dotted columns) i.v., s.c., 
or i.p. 5 days previously. The cells were then assayed as 
effector cells against  [125I] IdUrd-labeled FBL-3 target cells 
at an effector-to-target cell ratio of 100: 1 for 24 hr. Adherent 
PEC harvested from the mice injected i.p. with squalene 
alone (Sq, hatched columns), corresponding to that attaching 
to 50ug N.rubra-CWS or saline only (S, open columns) were 
used as controls. The columns represent the mean of 3 
experiments; bars, S.D.

:1,50:1でPECが 著明な腫瘍細胞傷害能を発 揮 す

ることが示された。これに反し対照群のsaline,あ るい

はsqualene単 独投与のPECに は有意の腫瘍細胞傷害

性はみられなかつた。同様の結果はCBAマ ウスについ

ても得られた。この腫瘍細胞傷害性PECを プ ラスチッ

ク ディシュを用いて粘着性PECと 非粘着性PECに 分
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Table 4. Cytolytic Activities of Spleen Cells and Lymph Node Cells irom Mice Inject: d with 
N.rubra-CWS

Fig. 8. The cytolytic activities of adherent PEC were 

measured as a function of time after i.p. N.rubra-CWS 

injection.

C57BL/6 mice were injected i.p. on day 0 with 50ug N.rubra

CWS (•£). The adherent PEC were harvested from 1 to 21 

days later and assayed with [125I]•@ IdUrd-labeled FBL-3 target 

cells. The assays employed 104 target cells incubated with 

106 effector adherent PEC for 24 hr. The adherent PEC taken 

from the mice injected i.p. with squalene alone (•Ÿ), corres

ponding to that attaching to 50ug N.rubra-CWS or saline 

only (•œ) were used as controls. Each point represents the 

mean of 3 experiments; bars, S.D.

離 しておのお のについ て腫瘍細胞傷害能を測定 したの

がFig.5で あ る。図からあきらかなように,N.rubra-

CWSに よつて誘導される腫瘍細胞傷害性エフェクター

細胞はPECの うちの粘着性細胞であることが確かめら

れた。この粘着性PECは 活発な食作用を有しかつ形態

的にもマクロファージであることが示唆されたが,同 定

のために更に以下の実験を 行 な つ た。N.rubra-CWS

50μgをCBAマ ウス腹腔内投与5日 後に採取 した粘着

性PECを 抗 マクロファージ血清と補体で処理後,FBL

-3に 対する細胞傷害能を測定 した(Table 1)。そ の結

果,粘 着性PECの 強い腫瘍細胞傷害活性は抗マクロフ

ァージ血清と補体処理でほぼ完全に消失 していた。この

ことは粘着性PECが マ クロファージ抗原を保有するこ

とを意味する。また,粘 着性PECを 抗Thy1.2抗 体

と補体で処理 してもその腫瘍細胞傷害能は影響されない

FBi.-3 Meth A CEM

Fig. 9. Target cells lysed by N.rubra-CWS-induced 

adherent PEC.

Adherent PEC were obtained from C57BL/6 mice 5 days after 
injection of 50upg N.rubra-CWS (CWS, dotted columns) i.p. 

Cytolysis of the various target cells tested was measured in 
a 24-hr [125I] IdUrd release assay at an effector-to-target cell 

ratio of 100: 1. Adherent PEC obtained from the mice injected
 i.p. with squalene alone (Sq, hatched columns), corresponding 

to that attaching to 50ug N.rubra-CWS or saline only (S,

 open columns) 5 days previously were used as controls. The 
columns represent the mean of 3 experiments; bars, S.D.

ことか ら粘着性PECに 混在したTリ ンパ球がエフェク

ター細胞である可能性は否定された(Table 2)。Table 3

は粘着性PECを マクロファージの選択的機能抑制物質

カラゲナンで処理した実験結果である。N.rubra-CWS

で誘導された粘着性PECの 腫瘍細胞傷害能がカラゲナ

ンの量に依存して著明に抑制された。このデータからも

腫瘍細胞傷害性の粘着性PECは マ クロファージである

ことが示唆された。N.rubra-CWSの 投与量,ル ー ト,

timingと 粘着性PECの 腫瘍細胞傷害能の関係を次に観

察した。投与量では,10μg腹 腔内投与でも低いながら有

意の活性化がみられ,50～100μgで プラトーに達するこ

とが示された(Fig.6)。 投与ルートについては,腹 腔内

投与で最も強い活性化がみられ,皮 下投与では弱 く,静

脈内投与では活性化されなかつた(Fig.7)。 また,粘 着

性PECの 腫瘍細胞傷害能はN.rubra-CWS50μg腹 腔
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内投与後5日 が ピークで,そ の後は漸次減弱 を 示 した

(Fig.8)。Fig.9は 標的細胞に同系,同 種,異 種の各腫

瘍細胞を用いて,粘 着性PECに よる細胞傷害率を比較

したデータである。C57BL/6マ ウスにN.rub7a-CWS

50μg腹 腔内投与して5日 後の粘着性PECは 同系FBL

-3 ,同 種MethA,異 種CEMの 各腫瘍細胞に対して著

明な細胞傷害能を発揮 した。 しかし粘着性PECと 異な

り,N.rubra-CWS腹 腔 内投与マウスの脾細胞および リ

ンパ節細胞には腫瘍細胞傷害能がみられなか つ た(Ta-

ble 4)。

〔結語〕今回の実験結果から,CWSが マクロファー

ジの諸機能を著明に活性化することが示された。この活

性化機序については現在検討が進められている。たとえ

ば,腫 瘍細胞傷害能の活性化機序に関して,CWSは 直

接的にマクロファージを活性化するのではな くTリ ンパ

球由来可溶性因子の産生を介して活性化することを示唆

する知見が得られている。

7. BCG生 菌で誘導されるマクロファージ様細胞の結核感作への関与

北海道大学免疫科学研究所 加 藤 一 之

7. INVOLVEMENT OF THE MACROPHAGE-LIKE CELLS INDUCED BY

 LIVE BCG INJECTION IN THE TUBERCULOUS SENSITIZATION

Kazuyuki KATO

Institute of Immunological Science, Hokkaido University

BCG生 菌 は結核予防接種に用いられるのみな らず,

強 力なアジュバント活性をもつために腫瘍の免疫療法にこ

も用いられている。 このように体内で増殖するBCGは

多彩な免疫応答を惹起するのであるが,そ れに関与する

種 々の細胞の性質,相 互関係はなお不明な点が多い。

我々は結核遅延型皮膚反応がBCG生 菌をあらかじめ

投与することによつて抑制される現象を確認し,こ の抑

制現象に関与する細胞がマクロファージ様の細胞である

ことを明らかにした。 結核感染の際,BCG生 菌免疫宿

主ではマクロファージが感染防御に主役を演ずることは

よく知られた事実であるが,感 染防御 と密接な平行関係

をもつと言われている遅延型反応が実験条件の設定を変

えるとBCGに ごよつて誘導されるマクロファージ様の細

胞によつて抑制され ることは結核感染 とマクロファージ

のかかわ り合いを追究するうえではなはだ興味深 く思わ

れ る。

上述のBCG生 菌 接種によつて誘導される遅延型反応

抑制細胞の性質について次に述べるごとく検討した。

I.　 実験材料と方法

使用した動物はC3H/HeMSマ ウスで,一 部の実 験

ではC57BL/6マ クスも用いた。同一実験では性,週 齢

を揃えて生後6～10週 齢のものを使用した。遅延型反応

のための感作には米国NIH, Rocky Mountain Labora-

toryのDr.Ribiよ り分与を うけたBCG細 胞壁(CW)

をRibiら の方法によつて水中油系エマルジョンとして

マウス当 り300μgず つ頸部の皮下に接種した。遅 延型

皮膚反応はPPD10μgを 足礁皮内に注射,24時 間後の

腫張をダイヤルゲージで測定する方法 で調べた。BCG

生菌はソー トン培養8～10日 目の菌膜を型のごとく水晶

玉入 りコルベンで手振 り法に よつて磨砕,生 食水浮遊液

とし,マ ウス当 り生菌単位約108を 静注,実 験によつて

は腹腔にも投与した。また対照実験としてBCG死 菌 も

用いたが,そ の調製には上記,生 食水浮遊BCG生 菌を

100℃,30分 間加熱 した。遅延型反応をin vitroで 解析

するためにマクロファージ遊走阻止試験(MIテ ス ト)

を用いた。このテス トは遅延型皮膚反応のin vitroの示

標 とされているものである。このテス トに用いる腹腔浸

出細胞(PEC)は12%カ ゼ インソーダ生食水3mlを 腹

腔注射3日 目にハンクス液で洗浄し採集した。BCGCW

感作マウスPECを 毛細管につめ,Sykes-Moor型 チ ャ

ンバーでPPD50μg/ml添 加 および非添加の15%仔 牛血

清加イーグル培地中で,そ れぞれ24時 間5%炭 酸 ガス環

境下培養を行ない,毛 細管断端か ら遊走した面積を測定

し,両 者の百分率,す なわち%阻 止率を以て被検PEC

のMI活 性を示した。また,BCG生 菌静注マウスPEC

のBCGCW感 作 マウスのMI活 性への影響をみるには

両PECを お およそ等量混合したもののMI活 性を測定

した。

II.　実 験 結 果

1) BCG前 処置 によるBCGCW感 作遅延型皮膚反

応の抑制

BCG生 菌 および死菌をそれぞれ静脈と腹腔に接種 し,

3週 後にBCGCWを 皮下に感作,さ らに4週 後にPPD

に よる足礁反応を調べた結果ぽ図1に 示 した。BGG生
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菌前処置では静脈,腹 腔群共に足蹠反応は抑制された。

他方,死 菌前処置では静脈群においてのみ抑制がみられ

た。また,こ れらのマウスのPECに つ いてMI活 性を

調べた結果は図1の 右欄にご示したように,死 菌前処置静

脈群を除き,足 蹠反応が抑制された群はMI活 性も消失

し両者は平行した。

2) BCGCW感 作PECのMI活 性に対す るBCG

生菌静注マウスPECの 抑制効果

前実験で示されたBCG生 菌前処置マウスにおける遅

延型足踪反応の抑制をin vitroで 解析するためにBCG-

CW感 作4週 後のPECとBCG生 菌静注3週 後のPEC

**0.05<P *0.001<P ***0.05>P>0.02

Fig. 1. DTH responces in C3H mice sensitized with 
BCG CW. C3H mice injected by the live or heat-killed 
BCG iv, ip 3 weeks before the immunization with BCG 
CW. Footpad thickness was measured four weeks after 
the immunization with BCG CW. MI activity of PEG 
was estimated by the per cent migration of the cells.

 ND: not done

とを等量混合してMI活 性を調べた。結果は表1に 明ら

かなようにBCG生 菌 静注マウスPECを 加えることに

よつてのみMI活 性の抑制がみられた。対照の正常マウ

スPECとBCG死 菌静注マウスPECに は全 く抑制効

果はなかつた。ここでBCG生 菌静注PECの 抑制とい

う表現に1つ の検討すべき点がある。それはBCG生 菌

静注PECが マ クロファージ遊走阻止因子(MIF)に 感

受性がないた めに,そ れ自身遊走してBCGCW感 作

PECの 遊走阻止状態をおおい,あ たかもBCGCW感 作

PECの 遊走阻止が抑制されたとみなされたのではない

か ということである。 しかし,BCG生 菌静注PECは

BCGCW感 作 マウスの対応抗原での脱感作で得 られ た

MIFを 含む血清によつて遊走が明らかに阻止され た の

で,上 に述べた見かけ上の遊走阻止抑制の可能性は除外

してよいと思われる。

3) BCG生 菌静注PECの 中 の抑制細胞の性質

前実験でみ られたBCG生 菌静注PECの 抑制効果を

示す細胞の性質を検討した。まず,BCG生 菌静注PEC

を プラスチック ・シャーレに付着するものと非付着のも

のとに分け,そ れぞれのBCGCW感 作PECのMI活

性にご対する抑制効果をみた成績が表2で ある。表に明ら

かなようにプラスチック ・シャーレ付着性細胞にのみ抑

制効果があつた。次に,こ の付着性細胞をウサギ抗マウ

スIg血 清あるいはAntibrain-associatedθ 血 清で処置

し,B細 胞,T細 胞 のほとんど存在しないことが確かめ

られたが,こ の場合も抑制効果に変動を来さなかつた。

以上の結果から,こ の抑制作用を示す細胞はマクロファ

ージ様のものであると考えられる。

4)　 抑制細胞出現の時間的経過

BCG生 菌静注3,12お よび21日 後のPECのBCGCW

感作 マウスPECMI活 性抑制効果を調べた。結果は表3

の ように3日 後のものには抑制効果はなかつたが,12日

以降のものに抑制効果が示された。したがつて少な くと

Table 1. 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) These mice were injected intravenously with 108 live or heat-killed BCG 3 weeks before
 cell harvest.

*p<0 .001
**0.1>p>0.05
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Table 2. Inhibitory Effect of Adherent 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) These mice were injected intravenously with 108 live BCG 3 weeks before cell harvest.
*p<0 .001

**0 .01<p<0.02

Table 3. 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

もBCG静 注12日 以後にMI活 性抑制細胞が出現するこ

とが明らかになつた。

5)　 抑制細胞はH-2barrierを 越 えて働 くか

抑制細胞が主要組織適合抗原遺伝子H-2を 異にする

マウスのBCGCW感 作PECのMI活 性にも作用する

か否かを今までで用いたC3H/Heマ ウスをH-2の 違

うC57BL/6マ ウスを用い,両 者の組合せで 調 べ た。

BCGCW感 作C57BL/6PECのMI活 性をBCG生 菌

静注C3H/HePECは 抑 制した。 また逆 にC3H/He

のMI活 性をC57BL/6の 抑制細胞が明らかに低下させ

た。 このように抑制細胞はH-2のbarrierを 越えて働

くことが明らかである。

6)　 抑制効果に及ぼすIndomethacinの 影響

BCG生 菌静注PECのMI活 性抑制はProstaglandin

の拮 抗剤であるIndomcthacinを10-2μg/ml添 加 す る

ことによつて解除された。 これはこの系にごProstagran-

dinの 関与を示唆する。

7)　 抑制効果に及ぼすMethotrexateの 影響

BCG生 菌静注後11日,お よび16日 にMethotrexate

15mg/kgず つ2回 腹腔投与 し,そ の5日 後にBCGCW

で感作 したマウスでは遅延型足礁反応の抑 制がmetho-

trexateで 処置しない対照の60%ま で回復するこ とが見

出された。 これをin vitroで 調べてみると,BCG生 菌

静注PECに み られるMI活 性抑制がmethotrexate処

置によつて解除されることがわかつた。

8) BCG生 菌静注による遅延型皮膚反応抑制の特異

性

BCG生 菌静注前処置に よつて リステリヤ加熱死菌感

作遅延型反応も明らかに抑制されることが知られ,本 抑

制作用は抗原特異的なものでないことが 明 らかに され

た。

以上,BCG生 菌静注によつて誘導され るマクロフ ァ

ージ様細胞の結核遅延型反応抑制効果を明らかにしたが,

今後,結 核感染防御の主役であるマクロファージとの関

係を追究することは複雑な結核感染の様相を明確にする

主要なポイン トとなるであろう。


