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第 3 章 MDPに よるマクロフ ァー ジの活性化

一般 に類上皮細胞肉芽腫形成に遅延型 アレルギ ーは大

きな役割 な演 じてい る。類上皮細胞肉芽腫か らは リンフ

ォカイ ンが検 出されてお り,お そ らく,リ ンフ ォカイン

は類上皮細胞 肉芽腫形成 に大 きな役割な果た してい ると

考 え られる。 ところが,上 記 のよ うに,リ ンフ ォカイン

が発生 しない と思 われる条件 で,典 型的 な類上皮細胞肉

芽 腫がMDPに よ り形成 された。 この ことは,MDPそ

の ものが リンフォカイ ンの ような役割 な演 じてい る こと

な示唆 した。

リンフ ォカインは マクロファージな活性化 す ることが

知 られ てい る51)。MDPが 同様にマ クロファージな活性

化す るか ど うか調べた ところ,以 下の ように,確 かに活

性化す る ことがわかつた。in vitroの 実験では,す べて

ハー トレイ ・モルモ ッ トに20mlの 鉱 物油な腹 腔 注 射

し,4日 後 に洗 い出した腹腔浸 出細胞,あ るいはそれか

らプラスチ ック表面 に付着 させ て調製 した マクロフ ァー

ジな用 いた。

MDPは マウスの網 内系 マ クロフ ァージの貧食能な増

強 した(図17)52)。種 々のMDP誘 導体な用 いて調べた と

ころ,ア ジュバ ン ト活性構造 な有す る誘導体 のみがマ ク

ロフ ァージな活性化 した53)。

次 に,MDPの マクロファージ活性化は,リ ンパ球な

介 した ものか どうかな調 べるた め,い くつか のin vitro

の系な用 いた。 まず,MDPは リン フォカイン中のMIF

 (macrophage migration inhibition factor)と同様 に,正

常 モルモ ッ トの腹腔浸 出マクロファージの遊走な効果的

に阻止す る ことがわかつた54)(図18)。 この場合 もアジ ュ

バ ン ト活性構造 な有 す るMDP誘 導体 のみが遊走な阻止

した55)(図19)。 マ クロフ ァージ遊走 の阻止は マクロファ

ージ活性化のあ らわ れ と考 え られているので,こ の結果

は マウス網内系貧食試験 と同 じ結果である。 このMDP

に よる遊走阻止は,マ クロファージ中か らリ ン パ 球 な

0.1%以 下にな るように除去 して も,ま た,抗 リンパ球

抗血清な用いて も全 く影響な受けなかつた。 この ように,

MDPに よるマクロファージの活性化に,リ ンパ球 は関

与 していない ことが強 く示唆 された。

この ことは更 に次 のマクロフ ァージ付着(attachment),

伸展(spreading)試 験で も確かめ られた。 マ クロファー

ジはガ ラス表面 や プラスチ ック表面 に付着 しやすいが,

Mackanessは マ クロフ ァージが活性化 され る と,そ の付

着 と伸展が更に強め られ ることな報告 し,こ れ らがマ ク

ロファージ活性化の指標 にな りうる ことな示 した。 この

指標な用いて調べた ところ,MDPは マ クロフ ァージの

付着 と伸展な増強す ることがわかつた56)(図20A)。 また,

MDPの 構造 と付着,伸 展の増強の間には密接な関係が

あ り,ア ジ ュバン ト活性構造 のみが マクロファージな活

性化す ることがわかつた57)(図20B)。 また,リ ンパ球な
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CORRELATION BETWEEN ADJUVANT ACTIVITY AND RES ACTIVATION

RES activation 

(% increase of K)

adjuvant activity 

(antibody titer)

MDPと そ の類 似体(100μg/0.2mlPBS)を マ ウ スの 腹 腔 と尾 静 脈 か らほ ぼ 同時 に投 与 し,24時 間 後 に
Biozziら の 方 法 に従 つ て ,カ ー ボ ン ク リア ラ ン ス を 行 ない 細 網 内 皮 系 の活 性 化 を 測定 し,%活 性 で示 し

た 。 ア ジ ュバ ン ト活 性 は 卵 白 アル ブ ミンに対 す る 流血 抗 体 価 を 測 定 し図 に 示 して い る。

図17 MDPと そ の 類 似 体 に よ る マ ウ ス細 網 内 皮 系 活 性 化 とア ジ ュバ ン ト活性 との関 係

MDP(+):MDP(10μg/ml)添 加

MDP(-):MDP非 添 加

図18 MDPに よ る マ ク ・ フ ァー ジの遊 走 阻 止試 験

注 意 深 く除 い て も,MDPに よ るマ ク ロ フ ァー ジ の 伸展

の 増 強 に影 響 は み られ なか つ た9)。

マ ク ロ フ ァ ー ジ活 性 化 を は か る生 化 学 的 指 標 と して,

ペ ン トー ス燐 酸 分 路 を経 由 ず る グル コー ス酸 化 の上 昇 と

グル コサ ミンの 取 り込 み の 上 昇 が あ る。MDPは この2

つ の 生 化 学 的 指 標 で 測 つ て もマ ク ロフ ァー ジ を活 性 化 し,

か つ,そ の活 性 化 はMDPの ア ジ ュバ ン ト活 性 構 造 に依

存 して い る こ とが わ か つ た58)。 マ ク ロフ ァー ジ の 活性 化

とい う言 葉 は,本 来Mackanessに よ りは じめ て用 い ら

れ た 。 彼 は,L.monocytogenesに 対 す る殺 菌 力 を 有 す

+:Active as adluvant
-:Inactive as adjuvant

それ ぞれ24時 間 培 養 し,遊 走 面 積 を 測定 し,図 は%

遊 走 値 で示 す 。 黒 丸 は各 実 験 の平 均 値 を示 す 。

図19 MDPお よび そ の 類 似 体 の マ ク ロ フ ァー ジ遊

走 阻 止 に 及 ぼ す影 響

る よ うに な つ た マ ク ロ フ ァー ジ を活 性 化 マ ク ロフ ァー ジ

と呼 ん だ59)。 最 近,マ ク ロフ ァー ジ の活 性 化 とい う言 葉

が 多 くの研 究 者 に よ りあ ま りに も安 易 に 使 わ れ す ぎ,少

し混 乱 が あ る こ とが指 摘 され た59)。 著 者 も確 か に マ ク ロ

フ ァー ジ の本 来 の働 きは 生 体 防 御 で あ るか ら殺 菌 力 あ る

い は抗 腫 瘍 細 胞性 の増 強 が 最 も信 頼 で き る指 標 と 考 え

た。L.monocytogenesに 対 す る感 染 防 御 力 の増 強 は,in

 viｖoに お け る マ ク ロフ ァー ジ の殺 菌 力 の増 強 に よ る こ と
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Macrophage spreading increased by MDP

Control

×100

MDP10μg/ml

×100

MDP10μg/ml

×400

マ ク ロフ ァー ジ(1×106個)を 培 養 液 に懸 濁 し,35mmの 培 養 皿 で24時 問 培

養 し,軽 く洗 浄 した 。

図 20 A MDPに よ るマ ク ロ フ ァー ジ の伸 展

EFFECT OF MDP AND ITS ANALOGS ON MACROPHAGE ATT A C H M E NT 

AND SPREADING (GUINEA PIG)

(lncubated for 24hr)

マ ク ロフ ァー ジ をMDPお よび そ の類 似 体(10μg/ml)添 加 後,24時 間 培 養

し軽 く洗 浄 した 後,器 壁 付 着 細 胞 数 と伸 展 細 胞 数 を 測定 した。 図 は,

%= 実験群
/コン トロール(非 添加群)

で 示 す。

図 20 B MDPお よび その類似体の マクロファージ伸展 と付着能増強 に及 ぼす影響

MDP100μgを エ マル ジオ ンの 形 で 腹 腔 注 射 後,4

日 目に リス テ リア を 腹腔(ip)あ るい は静 脈 内(iv)

に注 射 した 。

図21　 マ ウス リス テ リア感 染 防 御 に及 ぼ すMDPの

効 果

がわかつ てい る。著者 らはMDPが マ ウスのL.mon-

ocytogencsに 対ず る感 染防 御力を高 める ことを見 出だ し

た(図21)。 更にMDPは ヌー ドマウスの生存 日数を有意

に延長 し,臓 器内菌数を有意に低下 させ ることを観察 し

た(図22)。 これ らのことは,生 体内 でMDPはT細 胞 の

関与 なしにマクロフ ァージを"真 の意味で"活 性 化す る

ことを示す。 このこ とは,Mackanessら が明 らかに した

有名 な現 象,つ ま り[細 胞内寄生性細菌に対す る感染 防

御 で主役 を演 じる活性化 マクロフ ァージの活性化は,リ

ンパ球 を介して行 なわれ る]と い うこと以外に,リ ンパ

球 を介さないでよ り原始的 に,細 菌細胞壁 のアジュバ ン

ト構造 に よ り直接に行なわ れる経路 もあ りうる ことを示

唆 してい る。 この ことについて よ り詳し くは,他 に述 べ

た60)。更に これ らの ことは,ヌ ー ドマ ウスの方が感染初
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Protection of nude mice by MDP from Listeria infection

A B

C D

図21　参照。

図22　 ヌー ドマ ウスの リステ リア感染防御 に及 ぼず

MDPの 効果

期 には,正 常ヘテ ロマ ウス より,種 々の感染 に対 して抵

抗性が大 きい とい うよく知 られている事実 の機序 を説 明

してい ると考 え られる。 つま り,ヌ ー ドマウスでは腸管

内細菌に よるマ クロファージの活性化 が正常 マウスよ り

強 く起 こつてい ることが知 られているが,そ の活性化 は

おそ らくMDPに 代表 される細菌細胞壁 のアジ ュバン ト

活 性構造 に よるのである ことが強 く示唆 された。

以上 の ようにMDPは マク ロフ ァージを リンパ球 の関

与 な しに,in vivoお よびin vitroの 系 で 機能的,形 態

学的,生 化学的,細 菌学的に活性化す ることが明 らかに

された。

考 察

肉芽腫 の定義 の中で,時 に"修 飾 された"あ るいは"活

性化 された"マ クロファージの集積 とい う表現 が とられ

る1)～3)。マ クロファージのmodification, maturation,

 activation, stimulation, differentiation等 の言葉 は,類

上皮細胞肉芽 腫 と関連 して使われる場合,組 織 レベルで

の形態 的な観察に よ り使 われる ことが多 い。た とえば,

Lurieは 結核結節 内のマ クロフ ァージは,"activate"さ

れてい る理 由 として,細 胞 内小 器官 の発達,菌 破壊力 の

増大 をあげ,β-ガ ラク トシ ダーゼ染色を活性化 の指標 と

した61)。Turkも マク ロフ ァージと活性化 マクロフ ァー

ジ と類上皮細胞 の問の差 は,活 性化 の程度 の違い と考 え,

電顕 的に三者 を区別 した62)。Allisonら は連鎖球菌 の細

胞壁 がマ クロフ ァージを刺激 し63),肉 芽腫を作 ること,

カラゲーナンのコロイ ドは マクロファージの活性化 と肉

芽腫形成 の両方を引 き起 こすが,そ の カル シウム塩 は両

方を引 き起 こさない ことな どか ら,こ れ ら両 者の間の関

連性を示唆 してい る64)。しか し,こ れ らの肉芽腫 は類上

皮細胞 肉芽腫 ではない。一方,Allisonは エン ドトキシ

ンはマ クロフ ァージを活性化す るが,肉 芽腫を作 らない

と述べ ている63)64)。この ように,類 上皮細胞肉芽腫形成

とマ クロファージの活性化 との関連性 につい ては,注 目

されているが,類 上皮細胞 肉芽腫形成 に関連 してマクロ

フ ァージの活性 化の重要性が 明確 に示 された ことはあ ま

りない。

著者 らは第1章 に述べた よ うに,MDPの 類上皮細胞

肉芽腫形成能 はそのアジュバン ト活性構造に依存す るこ

とを見 出だした。 また第3章 で,こ の構造が リンパ球の

関与な しに マクロフ ァージを活性化す ることを,種 々の

形態学的,生 化学的,細 菌学的,機 能的指標を用いて明

らかに した。MDPの アジュバ ン ト活性構造が リンパ球

の関与 なしに マクロフ ァージを活性化す ることは,最 近

国内外 の研究者に よ り確認 された6)。 これ らの結果を ま

とめ る と表1の ように なる。MDPの アジュバ ン ト活性,

類上皮細胞肉芽腫形成能,マ クロフ ァージ活性化能の間

に密接 な平行関係が あることが明 らかで ある。言い換え

る と,マ ク ロフ ァージを強 く活性化す るものが類上皮細

胞 肉芽腫をつ くる とい うことがで きる。 これは,類 上皮

細胞 肉芽腫 の形成に,マ クロフ ァージの強い活性化が要

求 され る ことを強 く示唆 してい る。 したが つ て,MDP

が リンパ球 の関与な しに マクロファージを活性化でき る

とい うことは,MDPが ア レル ギー(T,B細 胞 由来 の リ

ンフ ォカイン)の 関与な しに類上皮細胞肉芽腫を作 りう

ることを意味 してい る。 何故 活性化 が重要 であるかにつ

いては次章で考察 したい。

MDPは 極 小量 で広範 な類上皮細胞 肉芽腫 をつ くり,

in vitroで極低濃度 でマ クロフ ァージを強 く刺 激 す る。

一方,高 濃度で もMDPは 細胞 に対す る毒性(ト リパン

ブルー排除試 験に よる)を 示 さない。MDPの 実験を し

ていて印象的な ことは,MDPは このよ うな生体細胞に

対 して傷害作用 や毒性 を示 さないのに,不 思議 にマクロ

フ ァージの方 が極少量 のMDPと 直接接 す るだけで,in

 vitro試 験でみ られた ように,激 しく"興 奮"し,in vivoで

は生体は結核菌に対す るのと同 じよ うに,も のす ごい組

織反応に よ り対応す るとい う点であ る。 あたか も,マ ク

ロファージはMDPを 直接"認 識"し,大 変 なやつが浸

入 してきた と"考えて",生 体全体に"連 絡"し て総 力を

あげ て対応 してい るような感 じがす る。("認 識"と い う

言葉を使つたのは,MDPは 細胞 を傷害す るわ けではな

いのに,マ クロファージの方が激 しく反応す る とい うこ

と以外に,そ の反応 はた とえばMDP中 のD-イ ソグル

タ ミンがD-イ ソアスパ ラギンに置 き換 え られ るだけで,

もう全 く消失 して しま う程MDPの 特殊な立体構造に厳

格 に依存 している とい う事実を重視 したか ら で あ る。)

上記 の ような感 じを もちなが ら,MDPは 細菌細胞壁に

共通 に存在 し,哺 乳動物体内 には存在 しない こと,一 方,
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メチニコフの名著 「メチニコフ炎症論」が示す ように,

マ クロフ ァージは生体防御 で最 も原始的,基 本的な細胞

であ ることを考 える と,MDPに 対す るこのマクロファ

ージの反応 は細菌 に対す る哺乳動物 の炎症反応 の一つの

原 点を示 してい るように思 える。

要 約

MDPは マ クロフ ァージを強 く活性化 した。活性化は

リンパ球の存在に依存 してお らず,MDPの アジ ュバン

ト活性構造 に依存 して起 こつた。 したがつて,第1章 の

成績 と考えあわせ ると,類 上皮 細胞 肉芽腫形成 因子 はマ

クロファージを強 く活性化 す る物質 であ ることが強 く示

唆 された。 したがつて,MDPの マ クロフ ァージ活性化

に リンパ球は不必要である ことは,MDPの 類上皮細胞

肉芽腫形成 にア レルギー反応 は不必要 である とい う第2

章の結論を支持 ず る。

第4章 MDPに よるマクロフ ァー ジのDNA

合成抑 制

上に少 しふれた ように,MDPは マ クロフ ァージに対

し細胞障害性を発揮せず,却 つてMDPを マ クロフ ァー

ジに加えて数 日培養 ず ると,し ば しばマ クロフ ァージの

数の増 加がみ られた。 したがつて,MDPは マ クロフ ァ

ー ジの分裂を高め るのか もしれない と考 え,調 べた とこ

ろ,結 果はむ しろ逆 であつた。 マ クロファージの数 を数

え るときには,あ らか じめシ ャー レを よく洗つ た後,底

に付着 してい るマ クロファージを数 えていたので,見 か

け上MDPは 対照 に比べ,マ クロフ ァージの数 を増 した

ようにみえたのであつた。 実際には,MDPは マ クロフ

ァージの付着力を増 強 しただけであつた。

MDPをin vitroの系 でマ クロフ ァージに加 え,3H-

チ ミジンと一緒に培養24時 間後に,ト リクロロ酢酸不溶

部へ の放射能活性の取 り込 みを測 ると,表2に 示 される

よ うに,対 照 のマクロファージは活発に3H-チ ミジ ンを

取 り込み,こ の取 り込みはMDPの 添 加に よ り著 しく減

表2　 モル モ ット腹腔浸出細胞への3H-チ ミジ

ン取 り込みに及ぼすMDPの 効果

Effect of MDP on [3H]-thymidine incorporation 
by guinea pig PEG in vitro

腹腔 浸出細胞1×106個 を199メ デ ィウム2mlに 懸

濁 し,MDP添 加 または非添加後24時 間 培養 し,
3H-チ ミジン1μciを 添加 後 更 に24時 間培養後,

TCA不 溶画分へ の3Hの 取 り込みを示す。数字は,

平均値 ±標 準偏差 を示す。

少 す ることがわ かつた。常在 マ クロフ ァージは チ ミジン

を取 り込 まなかつた。 図23に 示 されているよ うに,こ の

現 象は腹 腔浸出細胞 と精製 マ クロフ ァージで同程度に起

こ り,リ ンパ球ではみ られないので,以 後主 に腹腔 浸出

細胞を用いて,マ クロファージにみ られる この現象を追

究 した。 この ことは,こ の現 象 も活 性化 と同様,リ ンパ

球の関与な しに行なわれ ることを示 唆 している。 また,

同時に測つた グル コサ ミンの取 り込 みは,MDPに より

却つ て上昇 してい るので,こ の現 象はマ クロファージの

傷害に よるものではない と思われ る。 また,図24に 示 さ

れ てい るよ うに,こ の現象はMDPに 用量依存的に起 こ

り,10ng/mlの 濃度 で50%以 下 の取 り込 み減少 が起 こ

Effect of MDP and LPS on Thymidine and Glucosamine 

incorporation into guinea pig cells

PEC Macrophne Resident PC

Glucosamine

Thymidine

実験条件:表2参 照。

図23　 モルモ ッ トの腹腔細胞へ のチ ミジンとグル コ

サ ミンの取 り込 みに及 ぼすMDPとLPSの

効果

Inhibition of thymidine uptake by MDP and LPS 

Dose-response

実験条件:表2参 照。

図24　 種 々の濃度のMDP,LPSの チ ミジン取 り込

みに及ぼす影 響
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Suppression of macrophage DNA synthesis 

by MDP and Aphidicolin

day 1 day 2

実験条件: 表2参 照。

図25　 種 々の濃度のMDPお よび アフ ィデ ィコ リン

のチ ミジン取 り込みに及ぼす影響

る。 エ ン ドトキシン も同様 の作用を示 した。

ここでまず問題 になるのは,マ クロフ ァージへ の3H-

チ ミジ ンの取 り込 みが真 のマク ロフ ァージの増殖あ るい

はDNAの 複製を反映 してい るか とい う点であ る。 何故

な ら,マ クロファージはin vitroでは,組 織由来の特殊

な抽 出液 の添加 なしには増殖 しない と一般に認め られて

い るか らである65)。また,リ ンパ球 では細胞膜 の巨大分

子 にチ ミジンが取 り込 まれ るこ とが あるとの報告 もあ る

ので,チ ミジンのマ クロフ ァージ細胞内へ の取 り込みを

す ぐさま細胞 の増殖 あるいはDNAの 複製 と結びつけ る

わ けにはいか ない66)。

それ でまず,Thanhauser-Schmidtの 方法でチ ミジ ン

は大 部分DNAに 取 り込 まれ ることを確 認 した。 しか し,

DNAへ の取 り込 みはDNA修 復 をあ らわ してい るか も

しれ ない。 このこ とを確かめ るために,ア フ ィデ ィコ リ

ンを用 いた。 ア フィデ ィコリンは真核細 胞 のDNA-ポ

リメレース αを特異的 に抑制 し,こ のDNA-ポ リメレー

ス αはDNAの 複製 を 行なつてい ることが知 られてい

る67)。図25に 示 され るよ うに,ア フ ィデ ィコ リンはマ ク

ロフ ァージの3H-チ ミジンの取 り込 みを95%抑 制 した。

したがつて,マ ク ロフ ァージ酸不溶画分へ のチ ミジ ンの

取 り込 みは,マ クロフ ァージのDNAの 複 製を反 映 して

い る ことが明 らかになつた。

次 に,こ のMDPに よるチ ミジンの取 り込 みの減少 は,

DNA複 製 の真 の抑制を反映 してい るか どうかを調べ た。

一つ の可能性 として,MDPは マクロファージの細胞膜

の チ ミジンの通過を抑制 してい る可能性があ る。実際 に

調べ てみ ると,膜 の透過性は却つて高 まつている ことが

わ か り,チ ミジンのDNAへ の取 り込 みの減 少は,膜 の

透過抑制 のため ではない ことがわかつた。次に,MDPが

DNA合 成 の前駆体 の合成を高めたために,希 釈 された

可能性が ないかを検討 した。そ のため,14C-標 識 ギ酸 を

培 養液 に加 えて放射能 のDNAへ の取 り込 みを測つた と

ころ,MDPに よ り取 り込 みが増加す る ことはなかつた。

したがつて,MDPに よりDNA合 成前駆体 の合成が増

加 したため,"hot"の チ ミジンが希釈 され,見 かけ上チ

ミジ ンの取 り込 みが減少 したわ けでは ない ことがわかつ

た。最近,東 大永 野博士 らとの協 同研究 に よ り,MDP

は マクロファ ージのDNAポ リメラーゼ αに 直接作用

しないが,MDPに より活性化 された マク ロフ ァージの

DNAポ リメラーゼ αが強 く抑制 され る ことがわかつた。

したがっ て,MDPに よるマク ロフ ァージのDNAへ の

チ ミジンの取 り込 みの減 少は,マ クロフ ァージDNA複

製の真の抑制であ ると考 え られる。

次に,MDPに よるDNA複 製抑制の メカニズムにつ

いて検討 した。 すでにMDPは マ クロフ ァージに働 いて,

プロス タグランデ ィンE2を 遊離 させ る こと68),プ ロス

タ グランデ ィンE2は リンパ球や マク ロフ ァージに働い

てそのDNA合 成を抑制す ることが知 られてい る69)。し

たがつて,MDPに よ り刺激 された マク ロファージが プ

ロスタ グランデ ィンを放 出し,そ れに よ り二次的に マク

ロファージのDNA合 成が抑制 され る可能性が考え られ

た。実 際に外 か ら加 え られ た プロスタグランデ ィンは,

マ クロファージDNAへ のチ ミジンの取 り込みを抑制 し

た。 しか し,プ ロス タグランデ ィンに よる抑制は,MDP

に よる抑制 よ り時 間的に遅 れて起 こり,ま た,プ ロスタ

グランデ ィンの抑 制剤 であるイン ドメサ シンの添加は,

MDPに よるDNA合 成抑制に何の影 響 も与 え な かつ

た。 したがつて,MDPに よりマク ロフ ァージか ら放出

された プロスタ グランデ ィンによるDNA合 成抑 制は,

少 な くとも反応 の初期には起 こらない といえ る。マ クロ

フ ァージは チ ミジンを培養液中に放出 し,こ のチ ミジ ン

は細胞 の増殖 を抑制す るこ とが知 られ てい る81)。この可

能性 を含 め,何 かMDPに よ りマ クロファージか ら放 出

されるモ ノカインが,二 次的に マクロファージDNA合

成 抑制を引き起 こしている可能性 を検討 した。MDPと

腹腔 細胞 を2時 間培養後,よ く洗い,更 に24時 間培養 し

た上清 のなかには,マ クロフ ァージDNA合 成を抑制ず

る作用 は全 くみ られなかつ た。 したがつ て,MDPに よ

るマ クロフ ァージDNA合 成抑制は,そ の ような二 次的

遊離 物質 に よるのではな く,MDPに よるマ クロファー

ジの直接 の刺激 によ り,そ の引金が引かれ るのであろ う

と考 え られ る。 この ことは,MDPと マ クロフ ァージの

接触 は,1時 間 です でにDNA合 成 抑制は測定 可能 にな

る ことに よつ ても支持 され る(図26)。 細胞の刺激には,

しばしばCa2+,Mg2+が 関係す るが,MDPに よるマ ク

ロフ ァージDNA合 成抑制に この ような イオ ンは関係 し

ない こともわ かつ た。

上 述の ように,MDPに よるマクロファージDNA合

成抑制 とマ クロフ ァージへ のグル コサ ミンの取 り込 みは

同時 に起 こる(図23)。 種 々のMDPお よびその関連 物質
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Kinetics of suppression of thymidine incorporation 
by MDP

MDP(10μg/ml)の 添加群 と非添加群 にモルモ ッ ト

腹腔浸 出細胞1×106個 を懸濁 した後,チ ミジンの

取 り込 みを測定 した。測定 の1時 間前に3Hチ ミジ

ンを添加 した。図は,

%抑 制=(1-
MDP添 加 群cpm

/Control群cpm
×100を 示 す。

図26 MDPに よ るチ ミジ ン取 り込 み阻 止 のKinetics

Correlation between glucosamine uptake and 
inhibition of thymidine uptake

GI ucosam ine uptake 
(% Increase)

TdR uptake 

(% Inhibition)

図27 MDPと その類 似体 に よるチ ミジンの取 り込

み抑制 とグル コサ ミンの取 り込 み増強 との間

の相関性

について調 べた結果,図27に 示 され るよ うに,MDPに

よるDNA合 成抑制 とグル コサ ミンの取 り込 み上昇 との

間には,き れいな平行関係が あることがわかつた。 また,

図28に 示 され るように,DNA合 成抑制 を起 こすMDP

の濃度 と,グ ル コサ ミン取 り込 み増強を起 こす濃度は よ

く一致 した。 グル コサ ミンの取 り込み上昇は マクロファ

ージ活性化の指標であるか ら,こ の よ う な 結 果 は,

Dose-response relationship

図28 MDPの 種 々の濃度 によるチ ミジン取 り込み

抑制 とグル コサ ミンの取 り込 みの間 の関係

MDPに よるマクロファージDNA合 成抑制 はマ クロフ

ァージ活性化 の一部分現象であ ることを示 している よう

に思われ る。

考 察

通常 マク ロフ ァージは,L-cellの 培養上清70),炎 症組

織 の浸出液71),リ ンフ ォカイン72)等を加 えな け れ ばin 

vitroで増殖 しない。 したがつて,モ ルモ ッ ト腹腔 浸出マ

クロフ ァージ組織液を加 えな くても,活 発にチ ミジ ンを

取 り込 み,こ の取 り込 みはDNAの 複製を反映 してい る

ことは,新 しい知見 である。

このDNA複 製 がMDPに よ り著 明に抑制 された。

HaddenもMDPが マ クロファージの増殖 を 抑制す る

ことを報告 しているが73),彼 の場合,リ ンフ ォカインを

あ らか じめ培養 液に加えておかない と抑制 が起 こらず,

イン ドメサ シンで この抑制はな くなるので,プ ロスタグ

ランデ ィンを介 した現象であ ると述べてい るので,我 々

の観察 した現象 と違つた点があ る。

このDNA合 成がMDP,お よびその関連物質 に より

著 明に抑制 され,そ の抑制がマ クロファージ活性化 と平

行ず ることがわかつた。 この ことは,マ クロファージ活

性化 の一部分現象 として,DNA合 成の抑制が起 こる こ

とを示唆す る。徳 永らもMDPに よるマ ウスの骨髄 性白

血病細胞(MI細 胞)の マ クロファージへの分化の問題

を調べ,マ クロファージの活性化 と分化の間に関係があ

る ことを示唆 してい る82)。

リンパ球 が刺激 され るとDNA合 成の増加が起 こる こ

とは よく知 られ てい るので,マ クロファージが刺激 され

る とDNA合 成 の抑制が起 こるとい うことは,理 解 しに

くい感 じがす る。 しか し,次 のことを考え ると納得でき

る。

Clineら は未分化blast cellがpromonocyte, mon-

ocyte, immature macrophage, mature macrophage

と分化ず るに従 つて,細 胞 のDNA合 成能が次 々と低下

す ることを報 告 した74)。一 般に,分 化 した細胞 のDNA
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図 29 MDPに よる類上皮細胞 肉芽腫 内のマク ・フ

ァージの活性化 と分化 お よびマ クロフ ァージ

の集積の想像模 式図

合成が低下す ることは よく知 られている。一 方,Adams

はBCGに よ り引き起 こされたマ クロファージか ら類上

皮細胞への変化は,形 態 的に詳 しく観察 した結果,分 化

であ ると考えた1)。 同様 に,MDPが 生体 内でマ クロフ

ァージに働 いた場合 も,マ クロフ ァージは蛋 白質合成 の

細胞内オルガネ ラが発達 した類上皮細胞 となるので,形

態 的に考えた場 合,MDPは マクロファージを分化 させ

る と考 え られる。機能 的 に み て も,マ クロファージは

MDPの 刺激 に よ り,L. monocytogenesに 対す る殺 菌

能 とい う新 しい機能 を獲得ず るのであるか ら,MDPは

マ クロフ ァージを分化 させ ると考 えてよか ろ う。因みに

結核結節 中の類上皮細胞 は,結 核菌 に対す る殺菌能を も

つ ようになつ ているこ とが知 られ てい る1) 2 ) 。

表1に 示 され てい るよ うに,MDPの マクロファー ジ

活性化作用 と類上皮細胞へ分化 させ る能力は平行 してい

る。 したがつ て,MDPに よるマ クロファージの活性化

は分化 の始 ま りであ ると考え るな ら,マ クロファージの

活性化 に伴つ て,DNA合 成の低下が起 こることは よく

理解 できる。最近,長 野 らは マクロファージ活性化を起

こす インターフ ェロンが,マ ウ ス の 骨髄性白血病 細胞

M1細 胞をマ クロファージへ 分 化 さ せ,同 時 に増殖 を

抑制す ることを報告 した75)。加藤 らはマ クロフ ァージを

活性化 さ せ るエ ン ドトキシ ンが,L-cell培 養上清添加

培 養液中で増殖 す るマ ウスマ クロフ ァージの増殖を抑制

す ることを報告 した76)。我 々は大腸菌 のエン ドトキシン

お よび肺炎桿菌 の糖蛋 白はマ クロフ ァージを活性化 し,

DNA合 成 を抑制 し,油 中水型 エマル ジオン の形 で注射

され ると,類 上皮 細胞 肉芽腫 をつ くる ことを最近観察 し

た。

私 は次 のよ うに考 えた い。 マ クロフ ァージはMDP構

造 に接す る と,増 殖か ら分化へ代謝 のスイ ッチを切 り換

える。増殖す るためのエ ネルギ ーを止めて,そ れを強い

活性化,つ ま り殺菌能 を もつ細胞へ の分化 の道を歩 き始

め るために振 り向ける。

さて,こ こで類上皮細胞肉芽腫形成におけ るマクロフ

ァージ活性化 の意味を考 えたい。第3章 では,マ クロフ

ァージがMDPに よ り活性化 され ることが,類 上皮細胞

肉芽腫形成 に必要 な過程 であるとい う考えを述べた。 マ

クロフ ァージが活性化 され ると,ど の ように して類上皮

細胞 肉芽腫形成 が起 こるのであろ うか。MDPが マ クロ

ファージに働 くと,マ クロファージ生長因子,プ ロス タ

グランデ ィンE2,イ ンターロイキ ンI,パ イロジ ェン,

コラゲナーゼ,線 維芽細胞増殖因子,プ ラス ミノーゲン

活性化因子等 が 放 出され る ことがわかつ てい る6)68)。こ

れ らとMDPに よ り発生す る未知の無数 の因子が類上皮

細胞肉芽腫形成 のため,マ クロファージの増殖,集 積 に

役立つ と考 え られ る。

類上皮細胞肉芽腫 の中 で,類 上皮細胞は増殖す るとよ

く記載 され てい る。実際,類 上皮細胞肉芽腫の中では細

胞 の分裂像 が しばしばみ られ る。Spectorは,類 上皮 細

胞が分裂す る像を示 した46)。しか し,著 者は上記 の実験

結果 か ら,図29の よ うなことがMDPに よる類 上皮 細

胞肉芽腫 内で起 こつ てい るのだろ うと想像 し て い る。

MDPに よ り活性化 されたマ クロファージは,DNA合

成を止めて,よ り強い細胞へ と分化 を始 め,同 時 に種 々

の因子を出す。 この うちマ クロファージ生長 因子 は骨髄

を刺 激 し,小 谷 らが示 した ように,単 球増多 を引き起 こ

す。 骨髄か ら肉芽腫 のある場所 に新 し く到着 した単球は,

しば らく分裂 してい るが,MDPと 接す ると直 ちに活性

化 されDNA合 成 を止める。

要 約

MDPは モルモ ッ ト腹腔 浸出マ クロフ ァージのDNA

複製 を強 く抑制 した。 この抑制は マク ロファージ活性化

に伴つ て起 こる現象 であることが示唆 された。 おそ らく,

MDPに よるマク ロファージの強い活性化は よ り強い細

胞 への分化 の始 ま りと思われ る。

第5章　 MDPに よる関節炎と壊死性炎の誘起

MDPは アレルギ ー反応 の関与な しに類上皮細胞 肉芽

腫を形成す ること,マ クロファージの活性化 が類上皮細

胞肉芽腫形成に重要である ことを述 べてきた。 この章 で

は,動 物の種 の違 いに よ り,ま た,あ る特殊 な条件下 で,

MDPは 類上 皮細胞 肉芽腫以外 の特別 な炎症を 引き起 こ

ず ことを簡単に付け加え る。

1.　MDPに よるアジ ュバ ン ト関節炎 の誘起

1956年,Pearsonは 結核菌 を油中水型 エマルジオンの

形 でラ ッ トに注射 す ると,人 間の慢性関節 リユーマチに

よく似た慢性関節炎 が誘起 される ことを見 出だ し,ア ジ

ュバン ト関節炎 とよんだ77)。著者 お よび古賀,小 橋 らは
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WKAラ ッ ト♀(8～10週)の 足 う らに,MDP(エ マ ル ジ オ ン)を 注射 。4週 間

観 察 した。 写 真 は,注 射後3週 間 目の関 節 炎 を示 し て い る。

図 30 MDPに よつ て 誘 起 され た ラ ッ トの ア ジ ュバ ン ト関 節 炎

モ ル モ ッ トに 給 核 菌(H37Rv死 菌)100μgを 油中 水 の型 で足 う らに 注 射 し,4

週 後 にMDP100μg/0.1mlPBSを 皮 内 に 注 射 した 。 図 はMDP皮 内注 射 直 前 と

24時 間 後 を 示 す 。

図 31 結 核菌 注 射局 部 のMDPに よる壊 死 性炎

ペ プチ ドグ リカンが誘起 に必要 な構造 である ことを見 出

だ してきた78)。種 々のペ プチ ドグリカンの酵素分解物を

調べた結果,MDPを2個 含み,そ れに2個 のア ミノ糖 と

3個 のア ミノ酸が結合 しているペ プチ ドグ リカン断片が,

誘起 に必要 な最少構造 であ り,ア ジュバン ト活性発現 の

最小有効 溝造,MDP,は 関節炎誘起のため の溝造 として

は不充 分である と報告 され た79)。しか し,著者 らはMDP

が関節炎誘起能を もつ てい ることを最近見 出 だ し た80)

(図30)。 病理学的検索において も,関 節の組織像はアジ

ュバ ン ト関節炎の像を示 した。興 味あ ることは,第2章

に述べ られた ように,MDPは 正常 ラッ トとT細 胞欠除

ラッ トの両 者に,類 上皮 細胞肉芽腫を形成 した が,正 常

ラッ トのみがアジ ュバ ン ト関節 炎を発症し,T細 胞欠除

ラッ トにおいては全例関節炎 が誘起 されなかつ た点 であ

る。MDPに よる類上皮細胞肉芽腫形成 にはT細 胞 は関

与 しないが,ア ジ ュバン ト関節炎誘起 にはT細 胞 の存在
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が必要であ ると思わ れる。 アジ ュバン ト関節炎 の発症の

機 序ははつき りしないが,自 己免疫疾患の可能性があ る

と考え られてい る78)。同 じ物質 が同じ個体 で異なつた機

序に よ り,特 徴のあ る2つ の異 なつ た炎症を 引き起 こず

ことは興味のあ ることである。

2.　 MDPに よる壊死性炎の誘起

MDPに 抗原 性があるか どうかを調べ る実験 の途中で,

MDPは 以下 の ような激 しい壊死性炎を 引き起 こす こと

を見 出だ した。結核菌(100μg)を 油中水型 エ マルジオン

の中に入れて,モ ルモ ッ トの足 うらに注射 し,約1カ 月後

リン酸緩衝液 の中 に溶か したMDP(100μg)を 皮 内に注

射す ると,24時 間後に図31に 示 され るような激 しい腫脹,

浸 出,壊死,潰 瘍を伴つた炎症が結核 菌注射局所 の足 に起

こつた。組織を調べ ると,足 うら,局所 リンパ節 の肉芽腫

部分 に広範 な壊死お よび血管炎がみ られた。壊死の程度

および炎症腫脹 の強 さは,皮 内反応に用い られたMDP

の量 に依存 して増強 し た(図32)。 この壊 死性炎 には結

核菌 に よる準備注射 とMDPに よる惹起 注射(皮 内注射

Foot pad inflammatory swelling and necrotic reaction by provocat i v e 
injection of M D P

図32　 壊 死性炎 に及ぼずMDPの 濃度

あ るいは静脈 注射)の 両者 が必要 で(表3),両 注射 の間

隔は少な くとも3週 間以上,6週 間以 内でない と起 こら

ない ことがわかつた(表4)。 また,惹 起注射 の有効性は

MDPの アジ ュ・ミン ト活性構造 に依存 した(表5)。 この

反応の機序は全 くわか らない。準備注射 と惹起注射 の両

者が必要であ ることはシ ュバルツマン反応に似 てい るが,

注射間隔(表4),注 射に必要 な物質(表5),今 のところ

モル モ ットにおいてのみ観察され,ウ サ ギ,ラ ッ トでは

起 きない ことな ど,か な り違 つた点 もみ られる。MDP

は最近感染治療薬,抗 腫瘍剤 として臨床使用 の試 みがな

表3　 壊死性炎のための準備物質 と惹起物質 の関係

(SEPS: Peptidoglycan fragment) 

Preparatory injection: 100ƒÊg in w/o emulsion 

Provocative injection: 100 or 400ƒÊg, ic or iv

準 備 注 射 に 結核 菌(死 菌R37Rv),SEPSお よ び

MDPを100μg油 中水 エ マル ジ ョン の型 で モル モ

ッ ト足 う らに 注射 し,4週 目に表 に示 す 種 々 の物 質

100μgで 炎 症 再 燃 の惹 起 を 行 なつ た 結 果 を 示 す 。

(SEPSと はpeptidoglycan fragmentで 水 溶 性 の物

質 で あ る。)

表4　 結核菌注射後のPPDに 対する遅延型過敏症発現とMDPに よる壊死発現の時間的関係

準 備 注射 とし て結 核 菌(heat killed H37RV)は 油 中 水型 エ マ ル ジ オ ン の型 で モ ル モ ッ ト足 うら

に 注 射(100μg/0.2ml)し,1～8週 ご とにPPDとMDP(そ れ ぞ れ100μg/0.1ml)を 皮

内 に 注射 した。
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表5　 壊死性炎惹起と構造との関係

Necrotic foot pad reaction by provocative injection 
of MDP and its analogs

Preparatory injection: TB100μgw/oemulsion

準備注射 は結核菌死菌100μg油 中水型エマルジオ

ンを モル モ ッ ト足 うらに注射 し,4週 後に惹起 注射

として種 々のMDP類 似体(100μg/0.1ml)を 皮

内,ま たはMur-L-Ala, Mur-D-isoGln(400μg/

0.4ml)を 足部静脈 よ り投与後,24時 間後の準備注

射部位 の変化 の有無を示す。

され てい る。MDPが アジュバ ン ト関節炎,広 範 な壊 死

あ るいは シ ョックを起 こす可能 性があ ることに注意 して

お く必要があろ う。

要 約

1.　 MDPは アジ ュバン ト関節炎 を誘起す る ことが で

き る。 これにはTリ ンパ球 の関与 が必要 と思われ るので,

肉芽腫形成 とは違 つた機序 が働 いていると思われ る。

2.　 MDPは モルモ ッ トにおい て,数 週間前に注射 さ

れた結核菌 の準備 注射 の個所 に,強 い壊死性炎を起 こし

た。 これ は結核菌 に よる準備注射 のあとに,MDPに よ

る惹起注射を行 なつた ときにのみみ られた。

全編の考察

本研究で用い られた よ うな合成分枝脂肪酸は結 核菌 の

中にはない。 また,分 枝脂肪酸が直接(多 糖体を介 さず)

MDPに 結合 してい る構造 も知 られていない。結核結節

内で実際に類上皮細胞肉芽腫を作つてい る物質は,種 々

の大 きさの ミコール酸-多 糖体-ペ プチ ドグ リカン断片 で

あ ると思われ,B30-MDPで はない。 したがつて,本 研

究 でなされた仕事は一つ のモデル実験に過 ぎない。

しか し,複 雑な 自然現象を分析す る一つの有力な手段

は,そ の自然現象を起 こす因子を ぎ りぎ りまで単純化 ず

ることであ る。そ のよ うに単純化 され抽象化 された因子

は,も はやそ のままの形では現実に存在 しないか も知れ

ない。 しか し,そ のよ うな プロセ スを通 してのみ,現 象

の最 も深い理解 と洞察が得 られ ると考え られ る。 このモ

デル実験を通 して初め て,従 来結節を作 ることが知 られ

ていた粗画分,ロ ウD,あ るいは結核菌細胞壁のなかで,

結節形成 のために本質的な役割を演 じてい る構造 は何か

とい う問題がほぼ理解で きた と言え よう。 つま り,B30-

MDPあ るいはBH48-MDPは 結節形成において本質的

役割を演 じる構造 を指 し示 してい ると言 える。そ のよ う

な意 味 で,分 枝脂肪酸一MDP結 合体が結核結節形成因

子であ ると私は考え る。 一方,種 々のS. epidermidisの

ペ プチ ドグ リカン断片 は,MDPと 同様 にマクロフ ァー

ジの遊走を阻 止 し54),伸 展 を促進 し9),エ マル ジオンの

形 で,類 上皮細胞 肉芽腫 を形成 した9)。 したがつ て,こ

れ らのペ プチ ドグリカン断片は,考 え方 の うえでMDP

あるいはB30-MDPと 現実に結核感染巣 に 存在す るマ

クロファージを活性化す る菌体分解産物 との間の橋渡 し

の役 をす る。

B30-MDP結 合体は,い わば現実の抽象であ るが故に,

現実 に とどまつ ていた のでは不可能に近 い肉芽腫形成現

象の機序 についての理解 を も可能 にした。現実 の肉芽腫

形成 物質 である ロウD,細 胞壁 は抗原性 を もつ てお り,

この抗原性 は自身 のアジ ュパン ト活性 のために強い ア レ

ルギー反応 を引き起 こす。MDPの 抗原性は検 出できな

い。 これ とヌー ド・ラッ トな ど免疫不全動物 との組み合

わ せは,ア レルギー反応をほぼ完全に除外 した系を可能

にした。 この組 み合わせにおい て類上皮細胞肉芽腫が形

成 された ことは類上皮細胞肉芽腫形成は必ず しもア レル

ギーを必要 としない ことを初めてはつ き りと示 した。

必要な ことは アレルギ ー反応 ではな くて,マ クロフ ァ

ージを強 く活性化す る物質であ る
。MDPは マ クロフ ァ

ージを強 く活性化す る
。MDPに よるマク ロファージ活

性化は リンパ球を取 り除 いて も全 く影響 を受 け な か つ

た。 この ことは,MDPに よる類上皮細胞 肉芽腫形成 に,

ア レルギーが関与 しない ことを支持す る。

結核菌の中の結節形 成 に 必 要 な 構造は分枝脂肪酸-

MDP結 合体 で,こ の結合体は アレルギ ー反応 の関与な

しに肉芽腫 を形成す る と考 えられ る。 したがつ て,結 核

結節形成 に関 しては,私 達は ひとまず化学説 を 取 りた

い。 しか し,結 核菌 による結核結節形成に結核 アレルギ

ーが関与 していない とは考 えられない
。

分枝脂肪酸-MDP結 合体は強い免 疫 アジュパ ン トで

もあ り,結 核菌 は多 くの抗原を もつ てい る。 したがつて,

非 ア レルギー的 に肉芽腫を形成す ることがで きるこの ア

ジ ュバン トは,現 実には,抗 原をパ ー トナーとして,結

核 ア レルギー成立 の原因物質 でもあ り,こ の アレルギ ー

を通 して産生 され る リンフ ォカインは,二 次的に結核結

節 を強 める。 このよ うに考 えると,結 核結節形成因子に

関 して,過 去100年 間対立 した化 学 説 と アレルギ ー説

は,分 枝脂肪酸MDP結 合物を結節形成構造 と 認 識 す

る ことに より止揚 され ると言 えよ う。 しか し,あ くまで

も リンパ球 が関与 し な いMDPに よるマクロファージ

の活性化 が一 次的であつて,リ ンパ球(ア レル ギー)の

関与はその結 果 として二次 的に起 こる とい うのが私 の考
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Epithelioid granuloma-evoking agents

図33　類上皮細胞肉芽腫形成因子

えであ る。

話を少 し一般化 して考え ると,図33に 示 されてい るよ

うに,代 謝 され難い物質 と,マ クロファージを活性化す

る物質 とが密接 にア ソシエー トして存在す る構造は,類

上皮細胞 肉芽腫を形成 し うる構造 と言 えよ う。 この図に

はMDPと リンフ ォカインをかいたが,マ クロファージ

を活性化す る物質は数多 く知 られ てい る。そ のなかには

生体外 にあるものもあれ ば,生 体内に不活化状態で存在

ず るもの もある。一方,代 謝 され難い物質は,脂 質に限

らない。 もつ と一般 的に言えば,こ の模式 図であ らわ さ

れてい る効果 を発揮 でき るような情況 があれば,類 上皮

細胞肉芽腫 が形成 され るであろ うと私 は考 える。原 因不

明の類上皮 細胞 肉芽腫疾 患の原 因物質 を捜 す とき,こ の

よ うな考え方を もつてお くことは役 に立 つ と思われる。

細菌 と哺乳動物 との接触に よ り炎症 とい う現象が成立

す る。繰 り返す よ うであるが,こ の炎症を分析す る一つ

の有力な手段は,複 雑な両者をで きるだけ単純 化す るこ

とであ る。MDPと マクロファージ間の相 互作用 は,両

者を極め て単純化 した系 の一つ と言え よ う。今後,マ ク

ロフ ァージを更に単純化 し,MDPに よつて マクロファ

ージ内に引き起 こされ る現象 の分子 レベルで の理解がで

一きる よう努 力したい と願つ てい る。

全編 の要約

ほ とん どずべ ての細菌の細胞壁に共通 構造 として存在

す るペ プチ ドグ リカンの中に アジュバン ト活性 の最小有

効構造 として含 まれてい るムラ ミル・ヂペ プチ ド(MDP)

は,鉱 物 油 とエマルジオンの形 で注射 され ると,強 い類

上皮細胞肉芽腫形成能を発揮 した。 同様に,分 枝脂肪酸

とMDPと の結合物は強い肉芽腫形成能 を示 した。結核

菌体中には,本 質的に分枝脂肪酸-MDP結 合 物 とみな

される構造(ミ コール酸一多糖体-ペ プチ ドグ リカン)が

大量 に,結 核菌 のみに,存 在す るので,こ の構造が結核

結節形成 に要求 され る構造 である と思わ れる。MDPに

よる類上皮細胞 肉芽腫形成 に,ア レルギー反応は必要で

はない。一般 に,類 上皮細胞 肉芽腫 の形成 にア レルギー

反応は必ず しも必要でな く,必 要 な ことはマ クロフ ァー

ジ活性化物質 と代謝 され難 い物質 がア ソシエー トして存

在 す ることと思 われる。 マクロファージの活性化 の一環

として1マ クロフ ァージDNA合 成 の抑制が起 こる。 こ

のこ とは,マ クロファージの活性化は分化 の始 ま りであ

る ことを示唆す る。MDPは 類上皮細胞肉芽腫形成 以外

に,お そ らく違つた機序に よ り,ア ジュバ ン ト関節炎 と

壊 死性炎 を起 こす。
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