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 A number of host factors are implicated in the induction and expression of tuberculosis 

immunity. Fig. 1 shows a central dogma of the immune response of tuberculosis immunity. 

However, there exist many questions in and around this scheme. For instance, what is (are) 

the antigen(s) effective for protection against infection with virulent tubercle bacilli? How 

do antigen-presenting cells process the antigen and present the antigenic information to T 
cells in association with I region product? Do T cells controlling delayed-type hypersen

sitivity to PPD work as the effector T cells protective against tubercle bacilli? Which 
factor among various factors contained in lymphokines works as a factor which renders 

macrophages bactericidal? What is the bactericidal components in activated macro

phages? What are the mechanisms on granuloma formation and anergy in tuberculosis? 
How can we apply the knowledge of tuberculosis immunology to the treatment of TB 

patients? In order to answer for some of these questions, this symposium was organized in 
the 59th Annual Meeting of the Japanese Society for Tuberculosis.

The speakers and their titles are as follows:

 1) K. Saito: Study on cloned PPD-specific murine T cell lines.

 2) R.M. Nakamura: Suppressor T cells in tuberculin reaction.

 3) A. Tanaka: The activation and differentiation of macrophage by tubercle bacilli
 infection.

 4) T. Yoshida, et al.: Pathogenesis of pulmonary granulomas in tuberculosis.

5) I. Tsuyuguchi : Immunological study on human tuberculosis.
 6) S. Oshima : Immunological study on macrophages obtained by broncho-alveoral

 lavage. 

 The first speaker, Dr. Saito, established PPD-reactive T cell clones. Using these clones, 
it was revealed that T cells capable of proliferating in vitro in responding to PPD act as
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the T cells to induce delayed foot-pad reaction to PPD and also as the T cells to activate 

macrophages to kill Salmonella in vitro. Further studies on the efficacy of these clones as 

the in vivo effector in tuberculosis immunity are underway.

Dr. Nakamura established an in vitro induction system of suppressor T cells against PPD 

footpad reaction, and clarified an essential role of macrophages in it . She showed using a 

cultured macrophage cell line that the macrophages playing a key role for inducing 

the suppressor T cells are I-J positive

Dr. Tanaka showed that synthetic muramyl-dipeptide (MDP), which was known as a 

macrophage activator, inhibited the synthesis of DNA-polymerase ƒ¿, but not ƒÀ . He 

speculated that the inhibition of DNA synthesis may be related to the differentiation of 

macrophages.

Dr. Yoshida and his colleague studied the mechanism of granuloma  formation in mice 

given an intratracheal injection with BCG. He showed a lot of new information about this, 

and concluded that pulmonary granulomas in tuberculosis are caused by not only allergic 

mechanism but also nonimmunological mechanism elicited by chemical substances .

Dr. Tsuyuguchi investigated the T cell subsets in various lymphocyte sources from 

various types or stages of tuberculosis patients. He found that T cells from severe 

tuberculosis patients that were unresponsive to PPD in vitro were recovered their response 

by the treatment with IL-2, suggesting a possibility of IL-2 therapy of severe tuberculosis.

Dr. Oshima studied morphologically and immunologically the macrophages obtained by 

broncho-alveolar lavage from tuberculosis patients. Antigen-presenting ability of BAL 

macrophages pulsed with PPD was well correlated with PPD-skin reactivity and activity of 

BAL macrophages measured by rosette-formation, phagocytosis, NBT-reduction, etc.; it 

was the highest in those from hypersensitive pneumonia , intermediate in sarcoidosis and 

pulmonary tuberculosis, and the lowest in spontaneous interstitial pneumonia and collagen 

disease interstitial pneumonia.

Nobody doubts that tuberculosis immunology has contributed greatly for better under

standing of tuberculosis. Not only that, it has influenced profoundly for the progress of 

general cellular immunology. We hope that this symposium could promiss further progress 

of tuberculosis immunology and contribute for prophylaxis and therapy of tuberculosis in 

the future.

は じ め に

結核 免疫 の研 究が,過 去 にお いて結核 症 の よ りよい

理 解,更 に結核 の治 療 と予 防 に大 きな貢献 を して きた

こ と,ま た将来 におい て も この よ うな貢献 が で きるで

あ ろ う し,ま た しな ければ な らな いこ と,は 言 うまで

もない。 それ に加 えてKochに よ るコ ッホ現 象 の観 察

(1890)や,Chaseに よ る感 作 リンパ球 の受 身移 入 の

実験(1945)な ど多 くの事 例 にみ る よ うに,結 核 の研

究 が免疫 学全 般 に新 しい息吹 きを注 入 して きた事 実 も

見 落 とす わけ には いか ない。現 代免 疫 学が 目ざ まし く

発 展 し,漸 く成 熟の 時代 に入 った今 日、結核 の免疫 学

的研究 は,「 生体 防御 の学 として の免疫 学 」の領 域 で,

今後一 層 中心 的 な寄 与 をす るで あ ろ う。

結核 の免 疫,つ ま り細 胞性 免疫 につ い ては,そ の 成

立 と発現 の過 程 に関 して,一 つの ドグマ とで も言 うべ

き筋書 きが あ る。 それ は図1に 示 す よ うに,抗 原-→

Tリ ンパ球-→ リンフ ォカイ ン-→ マ ク ロフ ァー ジ-

→ 活性 化マ クロフ ァー ジ,と い う図式 で示 し うるよ う

な ドグマ で ある。 しか し,一 見明快 にみ える この生体

応 答 の流 れに は,極 め て多 くの不 明の部 分 が累 々 と横

たわ って い る。 た とえば,抗 原 につ いて は,結 核 菌菌

体 成分 中 どの抗 原 が発 病 の防御 抗 原 として有用 で あ る

か,必 ず し も明 らか でな い。PPDが 結核 の 遅延 型 ア レ

ル ギー反 応の惹 起抗 原 で ある こ とは 明 らかで あ るが,

これ とて も100を 超 える種 類 の蛋 白の凝 集物 で あ る。こ

の よ うに抗 原 だ け とって も多 くの未解 決 の問題 が あ る

が,今 回は抗 原の 問題 に は触 れ ず に先 へ進 み たい。

図1に お いて,抗 原 とTリ ンパ球 との 間 を矢 印で 結

ん だが,こ の 矢印 に も種 々 の問題 が あ る。 抗原 情報 が
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Tリ ンパ球へ 提 示 され るには,マ クロ ファー ジ によ る

抗原 のprocessingと,Ia抗 原 陽性 の抗原 提示 細胞 の存

在 と,更 にそれ が産生 す るIL-1(イ ン ター ロイキ ンー1)

の作 用 とが不 可欠 で あ る。T細 胞上 の レセプ ター構 造

は,最 近Tonegawaら に よって 基本 的 に解 明 されつ つ

あ るが,し か しIaと の 関連 にお いて外 来抗 原 を認識 す

る機構 な どにつ いては不 明 で ある。結 核 の場合,リ ン

パ節のdendritic cellsや 皮 膚 のLangerhans cellsが 抗

原提 示細 胞 として大 きな役割 を果 してい る と思 われ る

が,そ の詳 細 も明 らか で ない。

結核 菌抗 原 に よ り刺激 を受 けるTリ ンパ球 につ いて

は,特 にツベ ル ク リン反応 の発現 に関与 す るTリ ンパ

球 と,結 核 の防御 免疫 に関 与す るTリ ンパ球 との異 同

が古 くか ら論議 され て きた。 この 点 を明 らか にす るた

めの 一つ のアプ ロー チ は,抗 原特 異 的 な クロー ン化T

細胞 を用 い るこ とであ る。斎藤 和 久教 授 は,い くつ も

のPPD特 異的 クロー ン化T細 胞 を確 立 し,PPD刺 激

に よる試験 管 内の増殖 や,マ ウ スの足 蹟反 応の惹 起 を

確 認 し,更 にBCGや 強毒 腸 炎菌 の細胞 内増 殖抑 制 を調

べ るこ とに よ り,こ れ ら クロー ンが遅延 型 ア レル ギー

反 応 と抗 菌 免疫 の両方 に関与 して い るこ とを示 した。

Tリ ンパ球 のサ ブセ ッ トに は,こ の ようなエ フ ェ ク

ター活性 を示す もの とは別 に,抑 制 活性 を示 す もの が

あ る。中村玲 子博 士 は,特 定 のマ ウ ス系統 でBCGに 対

す る抑制 性T細 胞 が優位 に誘 導 され る こ と,こ の よ う

なT細 胞 を一 定の条件 下で試験 管 内で誘導 で きること,

このT細 胞分 化 の誘 導 方向 を決定 す るものは,I-J陽 性

の マ クロ ファー ジで あ るこ と,な ど を示 した。

感 作Tリ ンパ球 は抗 原 と結合 して種 々 の因子 を産 生

す る。リンフ ォカ イ ン と総 称 され る これ らTリ ンパ球

産物 中 には,極 め て 多様 な活性 を もつ 因子が 多数含 ま

れ,個 々 の分 子の 同定 が永年 の研 究 課題 で あった が,

近 年 リンフ ォカ イン産生Tハ イブ リ ドー マが次 々に確

立 され,ま た その遺伝 子 の ク ロー ニ ングが行 なわれ て,

多 くの事実 が 明 らかに な って きた。 しか し,今 回 は こ

れ ら因子 の分子 レベ ル の問題 につ い ては触 れ ない こ と

に した。

マ ク ロフ ァー ジを活性 化 して,細 胞 内寄生 性 細菌 を

殺菌 させ る因子 は,マ ク ロフ ァー ジ活性 化 因子 と呼 ば

れ るが,そ の主 力 はガ ンマ イン ター フェ ロンで あ る ら

しい。 しか し,こ のほ か に も直接 マ クロフ ァー ジを活

性 化 す る物 質 が種 々知 られ てい る。細 菌細 胞壁 の骨 格

を形成 す るム ラ ミル ジペ フ.チ ド(MDP)も そ の1つ で

あ る。 田 中渥教授 は,結 核 菌感 染 に よるマ ク ロフ ァー

ジ活性 化 のモデルの一 つ として,合 成MDPに よる活性

化機 序 を研 究 し,MDPが マ クロフ ァー ジ との接 触後 早

期 にDNA合 成 を阻害 す るこ と,また それ に続 いてマ ク

ロフ ァー ジの分化 が進 行す るこ とな どを示 した。MDP

に よるマ ク ロフ ァノ ジの活 性化機 構 は,リ ンフ ォカ イ

ンに よ る もの と異 なる と考 え られ,ま た活性 化マ クロ

フ ァー ジの殺 菌機 構 な どにつ いて も明 らかで な い点が

多 く,こ の領 域 で も今 後 の研究 の発展 が 必要 で ある。

結 核症 にお ける 肉芽 腫 の形成 は,結 核 の病像 の著 し

い特 色 で あ る。吉 田彪 博士 らは これ まで,抗 原 を付 着

したア ガ ロース粒 子 を用 い る とい う方法 で,過 敏性 肉

芽腫 形成 にお ける リン フォ カインの役 割や,肉 芽部位

か ら血 中へ 流入す る リンフ ォカイ ンがア ネル ギー を も

た らす こ とな どを報告 したが,今 回はBCGを 気管 内に

注 入後 形成 され る肉芽腫 中に,MIFとIL-Iの 活性 が 認

め られ,IL-2活 性 は認め られ な い事 実や,結 核 性 肉芽

腫形 成 にお け る非 免疫 的機 序の役 割 な どにつ いて報 告

し,結 核 症 にお け る肉芽腫 形成機 序 につ いて考 察 を行

なった。

ヒ トの結核 の画像 は極め て 多彩 で あ り,結 核 と免 疫

との関連 を図式化 して示す こ とは容易 で な い。 露 口泉

夫博 士 は,新 鮮 症 例末 血 と胸膜 炎胸水 中の リンパ球 に

Helper/Inducer型 が 多いが,難 治症例 と胸 膜 炎群 の末

血 中 には抑制性 リンパ球 が 多 いこ と,ま た リ)くパ球 の

PPD低 反 応性 はIL-2添 加 によ り回復 することなどを報告

し,難 治 性結核 の 免疫療 法 の有効 性 を示唆 した。

大 島駿 作教授 は,気 管支肺 胞 洗浄液 中のマ クロフ ァ

ー ジ を調べ ,肉 芽腫 形成 を伴 う肺 疾 患 と,特 発 性 間質

性肺 炎,膠 原病性 間質性 肺 炎の ご とき肉芽 腫形 成 を伴

わ ない び まん性 肺 炎 とのマ クロフ ァー ジの 形態 とマ ー

カー を調べ,い ず れ も健康 人 よ り活性 化 して い るが,

活性化 の 内容 が異 な るこ とを示 した。

この よ うに,図1に 示 した結核 免疫 の基本 的 な流 れ

は,患 者 にお いて は無数 の 因子 に よって修飾 され,複

雑 化 して い る。 この よ うな複雑 な現 象 を構成 す る一つ

一っ の 因子の解 明 に よって科 学 が進歩 す る こ とは,各

Fig. 1. A dogmatic scheme of cellular immunology of Tuberculosis.
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演者 の報 告 が示す 通 りで あ る。結核 菌 発見100年 の結 核

対策 の歴 史 は,他 の 多 くの疾 病へ の対 策 に優 れた モデ

ル となっ たが,結 核 免疫 研 究の歴 史 が,他 疾 患の免 疫

学的 アプ ロー チ に,一 つ の モデル とな りうるため に は,

この 多彩 な結 核病 像 の一つ 一つ につ い て,更 に執拗 で

丹 念 な免 疫 学的追 求 の積 み重ね が必要 で あ る。

1.　結核免疫に関与 す るTリ ンパ球-ク ローン化Tリ ンパ球 を用 いた研究

慶応義塾大学医学部微生物学教室 斎 藤 和 久

結核 免疫 に中心 的な役 割 を果 たすの は細 胞性免 疫 で

あ り,そ れがTリ ンパ球(T細 胞)に 担 われ てい る こ

とは 周知 の こ とで あ る。 しか しなが ら、結核 免疫 の パ

ラ メー タ とされ るツベ ル ク リン(PPD)反 応やin vitro

に お け るPPDに 対 す るT細 胞 のproliferative

 responseな ど と,感 染 防御免 疫 との関係,ひ いて は結

核 に対 す る感染 防御 細胞性 免 疫 を担 うT細 胞 と,遅 延

型過敏 症 で あるツベ ル ク リン反 応 を担 うT細 胞が 同一

で あるか否 か に関 して は議 論 の あ る ところで あ る。

一方
,最 近 の免疫 学 の研 究 、 こ とにその 手技 の発展

は,一 つの抗 原 に対 応す るT細 胞の クロー ン を選 択 し,

この クロー ン化T細 胞 を増 殖 させ,継 代培養 す るこ と

を可能 に した。そ して,ク ロー ン化T細 胞 を用 い る こ

とに よ り,免 疫 機構 を精確 に解 析 す るこ とがで きるよ

うにな った。た とえば,我 々 はア ロIa抗 原特 異 的 ク ロ

ー ン化T細 胞 を用 いて,T細 胞が 対応抗 原 と反 応 した

際,24時 間後 をピー クとした著 しいDNA合 成 の促 進 は

起 こるが,そ れは その後 急激 に減 弱 し,細 胞分 裂 は全

く起 こ らな いこ と,し か し抗 原刺 激24時 間 後 にTcell

growthfactor(IL2)を 加 えてや る と直 ちに細胞分 裂 が

起こ り,細 胞は どん どん増殖す るこ とを明 らかに で きた

(J. Immunol. 131:37,1983)。

我 々は,PPDに 特 異 的 に対応す る クロー ン化マ ウス

T細 胞 を用 い て,前 記の結 核 免疫 に関 す る問題や,結

核 免疫 を担 うT細 胞 とマ クロ ファー ジの関係 などを追

究 してい るの で,以 下 にその 成績 を述べ る。

PPD特 異的 クロー ン化T細 胞 は,主 としてSredniら

(Nature 283:581,1980)の 軟寒 天法 を用 い て得 た。

結核 菌死菌1mg/mlを 更 に加 えたFCAを 尾根部 と後

足蹠 皮下 に注射 してPPDに 感 作 した純 系マウスの膝 窩

お よび傍 大動脈 リンパ節 細 胞 をナ イロ ンカ ラム を通 し

て得 たT細 胞 を,同 系 マ ウス のマ イ トマ イシ ンC処 理

した脾細 胞 を抗 原提 示 細胞(APC)と してPPDでin

 vitroで 二 次刺 激後,こ のT細 胞集 団 をAPCとPPDと

ともに軟 寒天培 地 中で5～6日 培 養 す る と,PPD特 異

的T細 胞 の コロニー が生 じる。この コロニー を と り出

し,APC, PPD,そ れ にIL2を 含 む培 地 中で6～8日

培養,ク ロー ンをexpandさ せ た後,こ の クロー ン化T

細 胞 をAPCとPPDを 加 えた培地(IL2は 含 まない)

中で継代 培養 を重 ね,PPD特 異 的 クロー ン化T細 胞株

を得 た 。

得 られ たPPD特 異 的 クロー ン化T細 胞 株 の細 胞 表 面

マ ー カ ー 抗 原 をFACSで 検 討 し た結 果,い ず れ の 株 も

Thy-1+,Lyt-1+2-のT細 胞 で あ っ た 。 な お,surface

 Igは い ず れ の 株 も完 全 に 陰 性 で あ っ た。

まず,B10.BRマ ウス 由 来 のP-21ク ロー ンT細 胞1×

104個 を6×105個 の 同系 マ ウ スのAPC存 在 下 でPPDの

種 々 の 量 に対 す る反 応 を3H-チ ミジ ン(3H-TdR)の 取

り込 み か ら検 討 す る と,0.25μgのPPDに 対 して は 対

照 の3倍 以 下 で あ っ た が,0.5μg/mlPPDに 対 し て は

対 照 の11倍 以 上 と な り,PPD量 の 増 加 に 従 い,直 線 的

に3H-TdRの 取 り込 み は 増 加 し,2μg PPDに 対 し て は

対 照 の80倍 以 上 の 増 加 を示 し た 。

次 にB10.BR(H-2K)マ ウ ス 由 来 の3つ の ク ロー ン,

お よ びBALB/c(H-24)マ ウ ス 由 来BP-3ク ロー ン に つ

い て,in vitroのPPDに 対 す るproliferative response

に お け るAPCのH-2 restrictionを 検 討 し た。そ の 結

果,B 10.BR由 来 の ク ロ ー ン は す べ て 同 系APCを 用 い

な い とPPDを 加 えて も3H-TdRの 取 り込 み の 上 昇 が み

られ ず,H-2k restrictedで あ っ た 。 こ れ に対 し,BP

-3ク ロー ン はH-2d restrictedで あ っ た が
,PPDを 加

え な くて も1T-2kハ プ ロ タ イプ の 細 胞 に対 し反 応 し,異

系 細 胞 に対 す る 交 差 反 応 性 を 示 した 。PPD特 異 的BP

-3ク ロー ンが 異 系 で あ るH-2k細 胞 に 対 し
,交 差 反 応

性 を 示 した こ とは,1個 体 が 保 有 す るT細 胞 のreper-

toireが どの よ うに して 備 わ るか を考 え る 上 で 興 味 が あ

る。

B10.BR由 来 のPPD特 異 的 ク ロー ンP-21とP-101

につ い て,種 々 のB10 recombinant strainsのAPCを

用 い てH-2 restrictionのmappingを 行 な っ た 。表1

に示 す よ う に,Kk, T-AkのB10.A(4R)のAPCを 用

い て もPPDに 対 し よ く反 応 す る こ と,表 に は 示 さ な か

っ た がKq, I-AkのB10. AQRのAPCで もPPDに よ

く反 応 す る こ とか ら,I-Akrestrictedで あ る こ とが 示

さ れ た 。

PPDに 対 し,以 上 の よ う にin vitroでproliferative

 responseを 起 こす ク ロー ン化T細 胞 がin vivoで 遅 延

型 過 敏 症 のeffector T cellと して 働 くか 否 か を検 討 し

た。BP-3ク ロ ー ンT細 胞 をPPDを 加 え な い 培 地 で

restingの 状 態 に し た 後,そ の2×105個/15μlに10μg
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PPD/10μlを 加 え た もの を同 系BALB/Cマ ウ ス の

footpadに 皮 下 注 射 し,以 後 時 間 を追 っ てfootpad

 thicknessを 測定 した。図1に 示 す ように,BP-3ク ロ

ー ンT細 胞+PPD注 射 に よ り,24時 間後 をピー クとす

る明 らか なfootpad reactionが 起 ったの に対 し,対 照

と してBP-3ク ロー ンT細 胞 のみ,あ るいはPPDの み

を注 射 したの で はfootpads wellingは 認 め られ なかっ

た。BP-3ク ロ ー ンT細 胞+PPD注 射 で 明 ら か な

footpad reactionを 示 してい るfootpadの 組 織切 片標

本 では,真 皮 層の著 しい肥厚 と単 核細 胞 の著 名 な浸潤

が認 め られ,典 型 的 な遅 延 型皮膚 過敏 症の像 を示 し,

BP-3ク ロー ンT細 胞 がin vivoで 遅延 型過 敏症 のef-

fector T cellと して機能 を発 揮す るこ とが 明 らか に さ

れ た。

Fig. 1. Passive transfer of delayed-type 

hypersensitivity to PPD-specific clone T 

cells. BP-3 T cells, PPD-specific clone BP-3 

T cells; HBSS, Hanks' balanced salt solu-

tion.

次 に,PPD特 異 的 ク ロー ンT細 胞 が 感 染 防 御 免 疫 の

effector Tcellと し て働 くか 否 か をin vitroで 検 討 し

た 。0.004%グ リ コゲ ン1.5mlを4日 前 にi. p.注 射 した

マ ウス か ら腹 腔 滲 出 細 胞 を集 め,約4×106/mlに20%ウ

シ 胎 児 血 清,15mM HEPES加RPMI 1640培 地 に 浮

遊,こ れ をLinbro plateの 各well,あ る い はLab-Tek

の各chamberに 入 れ,37℃24時 間 培 養 後,nonadherent

 cellを 除 い て マ ク ロ フ ァー ジのmonolayerを 作 っ た。

こ の マ ク ロ フ ァー ジ に 約106個 のBCGを 加 え,37℃1

時 間 お い て 食 菌 さ せ,食 菌 され な い 菌 を 洗 浄 に よ り除

い た 後,培 地 を20%ウ シ胎 児 血 清,15m M HEPES ,

5μg/ml SM加RPMI 1640培 地 に 替 え て 培 養,24時 間

後 に3×106個 のPPD特 異 的 ク ロー ンT細 胞,あ る い は

ク ロー ンT細 胞+20μg/ml PPDを 加 え培 養 を 続 け,

Table 2. PPD-specific clone T cells responding 
to PPD activate macrophages to result 
in inhibition of the growth of BCG ph-
agocytized by the macrophages(I)

*Figures in parentheses indicate%of phagocytizing 
macrophages.

Table 1. H-2 restriction on the response of PPD-specific 
T-cell clones from B 10. BR mice

Responder: 1•~104 cells/well.

APC: 6•~105 cells/well.

PPD: 10pg/m/.

Pulsed with 3H-TdR at 48 th to 72nd hr. of the culture.



36 1985　 年1　 月

日を追 ってマ クロファー ジ内のBCG菌 数 をチー ルネル

セ ン染 色 標 本 の 鏡 検,あ る い は マ ク ロ フ ァ ー ジ の

monolayerをTriton処 理後,小 川培 地に定 量培養 して

算 定 した。

B10. BR由 来 のP-108ク ロー ンT細 胞 をBCGを 感

染 したB10. BRマ クPフ ァー ジに加 え培養,マ ク ロフ

ァー ジ内のBCG菌 数 を染色 標本 で追 った結 果 を表2に

示す 。クロー ンT細 胞 を加 え ない培養 マ クロフ ァー ジ

に比 し,P-108ク ロー ンT細 胞+PPDを 加 えたマ クロ

フ ァー ジはBCGの 増 殖 を%以 下 に抑制 した。また,P

-108ク ロー ンT細 胞のみの添加 でも
,クロー ンT細 胞+

PPDの 添加 に比べ れ ば程 度 は 弱いがマ クロファー ジ内

でのBCG増 殖 を抑制 したが,こ れ はマ クロファー ジに

感染 したBCGに 由来 するPPDがP-108ク ローンT細

胞 を刺 激 したこ とを推察 させ る。C57BL/6(B6)マ ウス

由来 のB6ク ロー ンT細 胞 とB6マ クロファー ジを用い

て行 な った同様 な実 験結 果 を表3に 示 す が,こ の実 験

では染色 標本 に よるBCG菌 数 算定 とともに6日 目には

定 量培 養 に よるBCG生 菌数 の算定 を行 な った。この実

験 では染 色標 本での菌数 算 定ではB6ク ローンT細 胞+

PPD添 加 に よるBCG増 殖 の抑 制 は判然 と しなか った

が,生 菌数 算定 で はB6ク ロー ン細胞+PPD添 加 に よ

りBCG生 菌数 を対 照 の約1/5に 抑制 した。なお,以 上

の実験 は すべ てBCG日 本株 を用 いたの で,BCGの マ

ウスマ クロフ ァー ジ内 での増殖 の程 度 が弱 いが,今 後

BCG Pasteur株 を用 い て同様 な実験 を行 な う計 画 であ

る。

次 に,PPDと 反 応 した ク ロー ン化T細 胞 が,マ ク ロ

ファー ジ内 におけ る強毒 腸炎菌(Salmonella enteritidis

 116-54株)の 増殖 を抑制 す るか否 か を検 討 した。 実 験

方 法 はBCGに つ い て行 な っ た実験 と同様 で,今 回 は

BALB/cマ ウス のマ ク ロフ ァー ジmonolayerに 腸炎 菌

116-54株 を感 染,24時 間後 に,BP-3ク ロー ンT細 胞

(BALB/c由 来)あ る い はB10. BR由 来 ク ロー ンT細

胞+PPDを 加 えて更 に2～4日 培養,マ クロフ ァー ジ

内の116-54の 生菌 数 をTriton処 理 したマ クロフ

ァー ジmonolayerを 定 量培養 して算定 した。結 果 は表

4に 示 すよ うに,BALB/c由 来BP-3ク ローンT細 胞+

PPDの 添 加はBALB/cマ クロファー ジ内の腸 炎菌 の増

殖 を明 らか に抑制 したが,B10.BR由 来 クロー ンT細

胞+PPDの 添加 はBALB/cマ クロフ ァー ジ内の腸 炎菌

増殖 を全 く抑制 せ ず,ま た ク ロー ンT細 胞の みの 添加

Table 3. PPD-specific clone T cells responding to PPD activate 
macrophages to result in inhibition of the growth of 
BCG phagocytized by the macrophages(II)

*Figures in parentheses indicate% of phagocytizing macrophages.

Table 4. BP-3 clone T cells responding to PPD activate marcrophages 

and result in inhibition of the growth of S. enteritidis

 phagocytized by the macrophages
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はマ クロフ ァー ジ内の腸 炎菌 増殖 を全 く抑 制 しなか っ

た。即 ち,BALB/cマ ク ロフ ァー ジはBALB/c由 来 ク

ロー ンT細 胞 に対 して はPPDのAPCと して働 き,BP

-3ク ロー ンT細 胞がPPDと 反応 した結 果
,マ クロ フ

ァー ジ を活 性化 してマ クロフ ァー ジ内の腸 炎菌 の増 殖

を抑制 す るが,BALB/cマ ク ロフ ァー ジはB10.BR由

来 クロー ンT細 胞にはH-2 restrictionの ためAPCと

して働 かず,従 ってB10.BRク ロー ンT細 胞はPPDと

反 応で きず,マ クロフ ァー ジ を活性 化 で きな い こ とが

示 され た。

以上,ク ロー ン化 したPPD特 異 的T細 胞株 を用い る

ことに より,in vitroに おいてPPDに 対 しproliferative

 responseを 起 こすT細 胞 が,結 核免 疫 にお け る,PPD

に対 す る遅延 型過 敏 症のeffector T cell,お よび感染

防御 のeffector T cellと して働 くこ とが 明 らか にされ

た。今後 更 に,こ れ ら クロー ン化T細 胞 に よ りin vivo

の結 核感 染 に対 す る防御免 疫 が達 成で きるか否 か を追

求 す る計画 で あ る。

2.　ツベルク リン反応の抑制性T細 胞

国立予防衛生研究所細胞免疫部 中 村 玲 子

ヒ トの ツベ ル ク リン反応 は結核 菌 に対 す る免 疫成 立

の指標 として 臨床 的 に重要 な テス トで あ り,ま た細胞

性免疫 応 答の 表現 型の 一つ と して さ まざ まな角度 か ら

研究 され て きた。BCGで 免疫 した後,強 毒 結核 菌 で チ

ャ レ ンジす る と,免 疫動 物 は著 明 な抵抗性 を示す こ と

は,多 くの実 験系 で知 られ た事実 であ る。 しか し,ヒ

トにBCG接 種 を して も,陽 転 しなか った り,疑 陽性 の

場合 が しば しば み られ,こ れ は免 疫 が賦 与 され なか っ

た もの と考 え られて い る。この よ うな ヒ トに頻 回BCG

を接種 して も,必 ず しも陽 転す る とは 限 らない。 我 々

はマ ウス にBCG反 応性 の系 統差 があ り,低反応 性マ ウ

ス では遅延 型 ア レル ギーの 成立 を抑制 す る抗 原特 異的

なT細 胞 が出現 す る こ とを見出 した。この よ うな抑制

性T細 胞 の出現 が ヒ トのBCG難 陽転者 に も存在 す る

のか もしれ ない。マ ウスの モデル を使 って その機 作 を

明 らか にす るた め,以 下の 実 験 を行 な った。

材 料 と方 法

マ ウ ス:近 交 系SWM/MS, C3H/He, C57BL/10

(B10),お よびB10系 のcongenicマ ウスB10.A(3R),

B10.A(4R),B10.A(5R)を 用 いた。

抗原 と抗 体:Mycobacterium bovis BCG(日 本株)は

本研 究 室で継代 しているものを用 いた。PPDは 日本BCG

会社 よ り入 手 した。抗Thy 1.2単 クロー ン抗 体,抗1

-Ak(Ia . 2)単 クロー ン抗体,抗Lyt 1.1単 クロー ン抗

体,抗Lyt 2.1単 クロー ン抗 体,抗I-Jkア ロ抗 血清 〔B10.

A(3R)抗B10.A(5R)血 清 〕はいず れ もCedarlane社 か

ら購入 した。羊赤 血球 は船 橋農 場 よ り購 入 した。

マ ク ロフ ァー ジ系 株化 細 胞:CAISL1(SL-1)お よび

CRISL4(SL-4)はC3H/HeNマ ウスの腹 腔マ ク ロフ ァ

ー ジをSV40でtransformし て株 化 した細胞 で,佐 賀

医大 の永山教授 に よ り樹 立 された。両 系 ともRPMI 1640

培 地に10%のFCSと5%のL-cell培 養 上清 を添 加 した

培地 で継 代 した。どち ら も喰 食作 用 を もち,Fcレ セプ

ター が あ り,エス テ ラー ゼ 陽性 で あるが,SL-1は1-A,

 I-Jと もに陽性 であるのに対 しSL-4は 細胞 表面 にIaを

表現 してい ない点 が異 な って い る。

遅延 型 ア レルギ ーの誘 導 と測定:BCG生 菌107を マ ウ

スの皮下 に注 射 し,2週 間後 にPPD10μg/0.05mlを

後 足蹠 に注射,遅 延型 の 足蹠反 応(腫 脹)を もって ア

レル ギー の 強 さ を判定 した。足蹠 の腫 脹はPPD注 射24

時 間 と48時 間後 に ダイヤ ルゲ ー ジで1/10mm単 位 で 測

定 し,注 射前 の足 の厚 さをひ いた値 を足蹠 反 応 とした。

抑 制 性T細 胞 の 誘 導 と検 出:BCG生 菌 を107をC3H

マ ウスに静 注す る と,3～6日 後 の脾 細胞 中 に抑 制 性

T細 胞 が出現 す る。 この検 出は細 胞移 入 の方法 で行 な

う。C3Hマ ウス はBCGに 対 し低 反応 性 で あるが,サ

イ ク ロフ ォスフア ミ ド(CY)を200mg/kg2日 前 に腹 腔

内注射 してか らBCGで 免 疫す る と,高 反 応性 を示 す。

この よ うな,CY処 理 マ ウス に抑制 性T細 胞 を含 む脾

細胞 を静脈 内移 入 した後 にBCGで 免 疫す る と,遅延 型

ア レル ギーの成 立 が抑制 され る こ とに よ り,そ の 存在

を検 出す る。抑制 性T細 胞 の試験 管 内誘 導 は,C3Hマ

ウスの脾 細胞 をRPMI 1640培 地(10%FCS, 2×10-5M

2ME添 加)中 で抗 原PPD50μg/mlと ともに4日 間培

養 して行 な った。抑制 性T細 胞 の検 出 は上述 の方 法で

行 な った。

脾細 胞の 分画:脾 細胞 をプ ラスチ ック皿 に入 れ37℃90

分 付 着 させ て,付 着性 細 胞 と非付 着性 細胞 に分 け た。

非付 着性 細胞 は,更 にヤ ギ抗 マ ウスIg被 覆ペ トリ皿 に

B細 胞 を付着 させ て 除 き,残 りをT細 胞画分 とした。

プ ラ スチ ッ ク付 着性 細 胞は抗Thy 1.2と 補 体 で処 理 し

てT細 胞 を除 き,マ クロ フ ァー ジ画分 とした。それ ぞ

れ の画分 を更 に種 々の抗体 と補 体 で処理 した の ち再構

築 し,PPDと ともに4日 間培 養 して抑制性T細 胞 の出

現 を検討 した。

アロ反応 性T細 胞 の除去:C3Hマ ウスの脾細 胞 と,3000

R照 射 したB10脾 細 胞 を混合 して3日 間培養 し,2μg/



38 1985　 年1　 月

mlの5-Bromo-2'-deoxyuridine(BudR, Sigma社)

を加 えて更 に1日 培養 後,可 視 光線 で照射 してBudRを

取 り込 ん だ細胞 を殺 し,残 りの非 付着 性細 胞 をア ロ反

応性T細 胞 を含 まないT細 胞画 分 とした。

結 果

(1) BCGに 対 する遅延 型 ア レルギーのマウス系統 差 とCY

の効果

SWM/MsとC3H/HeにBCG 107を 皮 下 注 射 し,2

週 間後 のPPDに 対す る足蹠 反 応 をみ る と,表1の よ う

にSWM/Msは 高 反応性,C3H/Heは 低 反 応性 で あ る。

CY 200mg/kgをBCG免 疫 の2日 前 に投与 す る と,

C3Hの 反 応 は著 明 に上 昇す る。

(2) C3Hに お け る抗原 特異 的抑 制性T細 胞 の 出現

C3Hマ ウス にBCG 107を 静 脈 内注射 し,6日 後 の脾

細 胞 をCY処 理 したC3Hに 移 入 し,このマ ウスをBCG

で免 疫 す る と,2週 後 のPPDに 対す る遅延 型反 応が抑

制 され た(表2)。 移 入す る脾 細胞 を抗Thy 1.2抗 体 と

補体 で処 理 す る と,抑 制 は失 われ た。 また,こ の抑制

効果 は,細 胞 を抗Lyt 1抗 体 と補体 または抗Lyt 2抗

体 と補体 で処 理 して も失 われ たが,抗I-Jk抗 血清 と補

体 の処理 には影響 され なか った。 した が って,抑 制作

用 を持つ 細 胞はLyt1+23+1-rのT細 胞 で ある。BCG

を静 注 したマ ウスの脾 細胞 は,羊 赤 血球(SRBC)に 対

す る遅延 型 ア レルギー を抑 制 しなか った。したが って,

この効果 は抗 原特 異 的で あ る。

(3)　抑 制性T細 胞の試 験 管内 誘導

C3Hマ ウスの脾 細胞 を5×106/mlの 濃度で50μg/ml

表1BCGに 対す る遅延 型 ア レル ギー のマ ウ ス系

統差 とCYの 効 果

のPPDの 存在 下 で4日 間培 養 し,得 られた非付 着性 細

胞 をよ く洗 って残 存す るPPDを 除 き,CY処 理C3Hマ

ウ スに静 注 した。直 ちに これ ら をBCGで 免 疫 し,2週

間後 のPPDに 対す る遅延 型 反応 を測 定 した。表3に み

られ るよ うに,培 養 細 胞は遅 延型 ア レル ギー の成 立 を

抑 制 した。培 養細 胞 を移入 す る前 に抗Thy 1と 補 体 で

処 理 す る と抑制 作用 は失 わ れた。 したが って,こ こに

出現 した抑 制細 胞 はT細 胞で あ る。 また,抗 原特 異 的

で ある こ とも確 認 され た。

(4)　抑 制性T細 胞 誘導 にお け るマ ク ロフ ァージの役 割

C3Hマ ウ ス脾 細 胞 をプ ラスチ ック付 着性 によ り分 画

し,得 られたマ クロフ ァー ジ を主 とす る画分 を抗Thy 1

と補体 で処 理 して残存 す るT細 胞 を除 いた後,抗1-Ak

または抗1-Jkと 補体 で処理 してか ら正 常 のT細 胞画分 を

再構 築 してPPDと ともに培養 した。この培 養 細胞 をア ッ

セ イ した結 果,表4の よ うに,抗Thy 1単 独 処理 マ ク

ロ フ ァー ジ とT細 胞 の培養,お よび抗1-Ak処 理マ クロ

フ ァー ジ とT細 胞の培養 には抑制 活性 が存在 したが,

抗I-Jk処 理 マ クロフ ァー ジとT細 胞の培 養 には抑 制 活

性 が なか った。T細 胞単独 をPPDと ともに培養 して も抑

制 活性 は み られ なか った。この結果 か ら,抑 制 性T細

胞 の誘 導 には,Ｉ-J陽 性 マ クロフ ァー ジが必要 で あるこ

とが示 唆 され た。

(5)　抑 制性T細 胞 の前駆 細胞

分 画 したT細 胞 を抗I-Akま たは抗I-Jkと 補 体で処 理

したの ち,抗Thy 1と 補 体 で処理 したマ ク ロフ ァー ジ

と再 構築 し,PPDと と もに培 養す る と,抗I-J処 理T細

胞 を含 む培 養 か ら抑 制性 の 細胞 は得 られ なか った。 し

表2 In vivo抑 制 性T細 胞 の誘 導

表3　 抑制性T細 胞の試験管内誘導

*培 養中
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たが って、抑制 性T細 胞 の前駆 細胞 もI-J陽 性 で あ る

と考 え られ る。(表5)

(6)マク ロフ ァージ とT細 胞 のI-Jの 問 にみ られ る特異

性

マ クロフ ァー ジ とTのI-J間 の特 異性 を調べ るため

に,C3HのT細 胞 と,B10.A(3R),B10.A(4R),B10,

A(5R)の マ ク ロフ ァー ジ を組 合せ て,PPDと と もに培

養 した。ア ロ反応性 のT細 胞 を除 いたC3HのT細 胞

を,同 系のC3Hの マ ク ロフ ァー ジ または,5Rの マ ク

ロフ ァー ジ と ともに培養 した時の み抑制 性細 胞 の誘導

が み られ た。この事実 は,I-Jkの 一 致が 重要 で ある こ と

を示 唆 してい る。(表6)

(7)　マ ク ロフ ァージ系株 化細 胞 を用 いて の抑制 性細胞 の

誘 導

C3Hの 脾 マ クロ フ ァー ジの代 りにSL-I,SL-4を 用

いて抑 制性T細 胞 の誘 導 を試 みた。SL-1(I-A+,I-J+)

とC3HのT細 胞 との混合 培養 は,PPDの 存在下 で抑

制性T細 胞 を誘導 したがSL-4(Ia-)とC3HのT細

胞 の混合 で は抑制 細 胞 は出現 しなか った。SL-Iを 抗I
-Akで 処理 す る と

,抑 制 細胞 誘導 能 が増 強 した。この誘

導能 は抗I-Jk処 理 に よ り失 われ た。 これ らの事 実 は,

SL-Iの 上のI-J抗 原が抑 性制T細 胞の誘 導 に重要 な役

割 を果 して い るこ とを示 して い る。(表7)

表4　 マ クロ ファー ジの処理 と抑 制性T細 胞 の誘 導

表5　 抑制T細 胞前駆細胞の表面抗原

表6　 抑制性T細 胞誘 導 におけ るマ クロフ ァー ジ とTのI-Jの 一致

表7　 株化 マ クロフ ァー ジを用 いて の抑 制性T細 胞 の誘 導
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ツベル クリン反応 の成立 を抑制 するT細 胞の誘 導には,

I-J陽 性 のマ クロフ ァー ジが 重要 な役 割 を果 して いる こ

とが,マ ウス の実験 系 に よって明 らか となっ た。 この

T細 胞 の 前 駆 細 胞 はI-J陽 性 で あ り,マ ク ロ フ ァー ジ と

こ の 前 駆T細 胞 との 間 に はI-Jの 一 致 が 要 求 され た 。

しか し,エ フ ェ ク ター で あ る抑 制 性T細 胞 はLyt1+,23+

でI-J-で あ っ た 。

3.　結核 菌感染 によ るマクロファージの活性化 と分化

島根医科大学生化学 田 中 渥

結核 菌体 中 の結節 形成 因子 は,細 胞 壁 あ るいは ロ ウ

D中 に含 まれ る こ とが わか って いたが,先 に私達 は細

菌 細 胞 壁 中 に一般 に含 まれ る ム ラ ミル ・ジペ プ チ ド

(MDP)が,リ ピ ド特 に分枝 脂肪 酸(ミ コー ル酸)と

結合 して い る構 造が,結 核 菌 の結核 結 節 に重 要 な構造

で あ る とい う仮 説 を提 唱 した。また,グ ル コー ス酸化,

グル コサ ミン取 り込 み,器 壁上 で の付着,伸 展,網 内

系 食作用 増 強,マ クロ ファー ジ遊走 阻止 な どを指 標 と

して,MDPは マ クロ フ ァー ジ を活性化 す るこ とを報告

して きた。今 回私 達 は,MDPが マ クロフ ァー ジを活性

化す る と,DNA合 成 が抑制 され,DNAポ リメラーゼ

α活 性 が抑制 され るが,DNAポ リメラーゼ β活性 は抑

制 され ない こ とを見 出 した。

モル モ ッ トの無機 油 に よ り浸 出 して くる腹 腔マ クロ

ファー ジは,試 験管 内で酸不 溶部 に3H-チ ミヂ ンを活発

に取 り込 む こ とが 見 出 され た。(図1)通 常マ クロフ ァ

ー ジはあ る種 の組 織液 が なければ,試験 管 内でDNA合

成 を しない とい われて いる。また,3H-チ ミヂンはDNA

で ない膜 の 巨大分 子 に取 り込 まれ る とい う報告 が あ る

図1　 マ クロフ ァー ジはチ ミヂ ン を活発 に取 り

込む こ とを示 してい る。MDPと マ ク ロフ ァー ジ

を3時 間 イ ンキ ュベ ー トす る と,マ クロフ ァー

ジの酸 不 溶 部 へ の チ ミヂ ン取 り込 み は抑 制 さ

れ,グ ル コサ ミン取 り込 み は増 強す るこ とを示

す。□ 対 照群,■MDP添 加群

図2　 マ クロフ ァー ジ を種 々の 濃 度 のMDPあ る い は ア フ ィデ ィ コ リン と培 養

後,3Hチ ミヂ ンの 酸不 溶画分 へ の取 り込 みが減 少す るこ とを示 して い る。day1

は,3Hチ ミジ ンを0時 間か ら24時 間加 えた結 果。day2は,3Hチ ミヂ ンを24時 間

後 か ら更 に24時 間加 えた結 果 を示 して い る。
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し,マ クロフ ァー ジは核 以外 にもDNAを もっている し,

また,核 に取 り込 まれて いて も,DNA修 復 で あ る可能

性 もあ るの で,マ クロ ファー ジへ の3H-チ ミヂン取 り込

みは直 ちにマ クロフ ァー ジの核 のDNAの 複 製で あると

はい え ない。 したが って,こ の点 につ い て,詳 細 に検

図3 MDP添 加 後 の3Hチ ミヂ ン取 り込 み の減

少 を経 時的 に%取 り込み と して示 して い る。%

incorporation=(MDP群 のcpm/対 照 群

cpm)×100

図4　 上 図 は,MDPに よ りチ ミヂ ンの膜 の透 過

はか え っ て上 昇 す る が,下 図 は,MDPに よ り

DNA合 成 は抑制 され るこ とを示す 。

討 した。アフ ィデ ィコリンで3H-チ ミヂ ン取 り込 みが95%

も阻 止 され た。(図2)こ れ は,3H-チ ミヂ ン取 り込 み

がDNAポ リメラーゼ α 活性 を反 映 して いるこ とを示

して い る。 また,オ ー トラジオ グ ラフ ィー の結 果,マ

クロ ファー ジの約10%の 核 が3H-チ ミヂ ンに よ り強 く

ラベ ル された。これ らの こ とか ら,3H一 チ ミヂ ン取 り込

みは核 のDNAの 複 製 で あ るこ とが 強 く示唆 され た。

次 に,マ ク ロフ ァー ジ酸不 溶部 へ の3H-チ ミヂ ンの取

り込 み が,MDPに よ り強 く抑 制 され た。(図1)こ の

抑制 は1時 間で既 に有 意で あ った。(図3)こ れが,真

のDNA合 成 の阻止 に よるのか どうか を検 討 した。MDP

は3H-チ ミヂ ンのマ クロファージ膜の透 過 を低 下 させず,

か えって透 過 を増強 した。(図4)ま た,MDPは マ ク

ロフ ァー ジ内 にお け るチ ミヂ ンのde novo生 合成 を高

め なか っ た。 したが って,チ ミヂ ンの膜 の透 過 性の低

下,あ るいは,新 し く合成 され る`cold'チ ミヂ ンに よる
"希釈"に よ

っ て,MDPに よるチ ミヂ ン取 り込み の低

下 を説 明す る こ とはで きず,MDPは 真 にDNA合 成 を

阻止 す る こ とが強 く示唆 された。 オー トラ ジオ グラフ

ィー の結果,3H-チ ミヂ ン を核 に取 り込 むマ クロフ ァー

ジは,MDPの 使用 によ り全体 の1%に 低 下す るこ とが

わか った。また,MDPに よ るマ クロフ ァー ジDNA合 成

阻 止 はin vivoに お いて も起 こった。(図5)

図5　 モ ルモ ッ トに流動 パ ラ フィ ン を腹腔 注射

し,4日 後,MDP(あ るい は対 照 と して食塩 水)

を腹腔 注射 し,24時 間後,3H-チ ミヂ ン を腹 腔注

射 し,6時 間後,腹 腔 細 胞 を取 り出 し,こ れか

ら更 にマ クロ フ ァー ジ を取 り出 して,マ クロフ

ァー ジの 酸不 溶部へ の チ ミヂ ン取 り込 み を測定

した。
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MDPは,マ クロフ ァー ジを刺 激 してプ ロス タグラン

ジンE2を 遊 離 させ,後 者 はマ ク ロフ ァー ジのDNA合

成 を強 く抑制 す るこ とが わか って い る。 また,マ クロ

ファー ジが遊離す るチ ミヂンは強 いDNA合 成阻 止 力 を

もってい る。しか し,少 な くと もMDPに よ るマ クロフ

ァー ジ刺 激の初 期 にお いて は,MDPは 直 接マ クロフ ァ

ー ジを刺 激す るこ とによ りDNA合 成 を抑制 するのであ

って,MDPに よ り刺 激 された マ クロ ファー ジか ら出 さ

れ る メデ ィエ ー ター に よる二次 的効果 に よるので は な

い こ とが わか った。つ ま り,プ ロス タグ ランジ ンE2は

確 か にマ クロファー ジのDNA合 成 を抑制 したが,抑 制

に潜 伏期 が み られた。(図6)ま た,イ ン ドメサ シン は

MDPのDNA合 成 抑制 能 を除去 しなか っ た。(図7)

一方
,MDPは マ クロフ ァー ジ を刺 激 してプ ロス タグラ

ン ジ ンE2を 放 出 させ る こ とは わか って い るの で,図

6の 結果 か ら,刺 激の後 期 に はその よ うな メデ ィエー

ター が関 与 して くる と考 え られ る。更 に,MDPは マ ク

ロフ ァー ジのDNAポ リメラーゼ α の活性 を著 明に抑

制 し,DNAポ リメラーゼ β 活性 を抑制 しなか った。(図

8,図9)α は 主 にDNA複 製 を,β はDNA修 復 を行

図6　 マ クロフ ァー ジ にMDPあ る いは プ ロス タ グ ラン ジ ンE2(PGE2)を 加 えて,

24時 間(左),あ るい は48時 間(右)イ ン キュベー トした後,3H-チ ミヂ ン を加 え,24

時間後,酸 不 溶部へ の チ ミヂ ンの取 づ込 み を測 定 した。

図7 MDPあ る いはLPS添 加 群 に種 々の 濃度 の イ ン ドメサ シ ンを加 え,3Hチ ミ

ヂ ン取 り込 み減少 への 影響 を検討 した。イン ドメサ シ ンはMDPあ るいはLPS添 加

群 の3Hチ ミヂ ン取 り込 み減 少 を解 除 しなか った こ とを示 してい る。
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な っ て い る 。

一般 に細 胞が分 化 す る と きにはDNA合 成が 抑制 さ

れ,DNAポ リメ ラー ゼ α 活性 が抑制 され るが,β 活性

は抑 制 され ない といわれ ている。種 々のMDP類 似体 に

つ いて 調べ る と,MDPの マ クロフ ァー ジ活性化 能,類

上皮 細 胞 肉芽 腫形 成能,DNA合 成 阻止能 の 間には密 接

な平 行 関係 がみ られ た。(表1)類 上皮 細 胞は単 球 あ る

い はマ ク ロフ ァー ジか ら分化 す る と考 え られ てい る。

したが って,MDPに よるマ クロ ファー ジの活性 化 の部

分 現 象 としてDNA合 成 抑制現 象 がみ られ るこ と,お よ

びマ クロフ ァー ジ活 性化 が マ クロフ ァー ジか ら類上皮

細胞へ の分 化 の初期 段階 で あ るこ とが 示唆 され た。 こ

の よ うに,MDPに よ りマ クロフ ァー ジのDNA合 成 が

抑 制 され る こ とは,マ ク ロフ ァー ジが分 化 す るため と

思 わ れ る。

この よ うに考 える と,リ ンパ 球 が抗 原,レ クチ ンで

刺 激 され る とDNA合 成 が増 強 され るが,マ クロファー

Sucrose Gradient

図8　 マ ク ロフ ァー ジ をMDPと 一 緒 にイ ンキ

ュベ ー トし,48時 間後,マ クロフ ァー ジをホ モ

ジネ ー トし,蔗 糖密 度 勾配 に よ り,DNAポ リメ

ラーゼ αとβ活性 を測定 した。

ジが活性 化 され ると反対 にDNA合 成が阻 止 されるこ と

の意 味が理 解 で き る。

図9 MDPあ るい はLPSと 培 養 後 の マ ク ロフ

ァー ジのDNA合 成 とDNAポ リメラーゼ αお よ

びβの変 化 を%controlで 示 してい る。%con-

trol=(MDPあ る い はLPS添 加 群/対 照 群)×

100。MDPあ る いはLPS添 加 に よってDNA合 成

とDNAポ リメ ラーゼ α活 性 が特 異的 に減 少 す

るこ とが示 され て いる。

表1　 表 中の物質 を用 いてア ジュバ ン ト活性,

マ ク ロフ ァー ジ活 性化,類 上 皮 細胞 肉芽腫 形成 ,
マ ク ロフ ァー ジのDNA合 成 抑制 が よ く相 関 す

る こ とを示 して いる。 ア ジュバ ン ト活性 はモ ル

モ ッ トに卵 白アル ブ ミン を抗 原 とし,上 記 の物

質 をア ジュバ ン トとして油 中水型 のエ マル ジ ョ

ンに して注 射後,2～3週 間 に遅延 型皮 内反応

を行 ない判定 した。 マ クロ フ ァー ジ活性 化 は モ

ル モ ッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァー ジへ の14Cグ ル コサ

ミンの取 り込 み増加,DNA合 成 の抑制 は,3Hチ

ミヂ ンの取 り込 み抑 制 を指標 に した。 また,類

上皮 細 胞 肉芽腫 形成 は上 記 の物質 を油 中水 型エ

マ ル ジ ョンに して足裏 に注射後2～3週 後 に所

属 リンパ 節 を と り,組 織学 的 に判定 した。
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4.　結核症における肉芽腫発生機序の考察

日本メルク万有研究所

コネチカット大学医学部病理 吉 田 彪 ・小 林 和 夫

緒 言

肉芽 腫性 炎症 は大 くき分 け る と,過 敏性 肉芽 腫 と異

物性 肉芽 腫 の二種 が あ る こ とが知 られ て い る。 前者 は

その名 が示 す よ うに免疫 反応 が その起 因 とな る もの で

あ り,後 者 は一 定の大 き さを持 った化 学物 質 に よる と

思 われ て いるが真 因 は い まだ に不 明で あ る。

過 敏性 肉芽 腫 につ いて,我 々は抗 原 を付着 したア ガ

ロー ス粒 子 を用 いて惹 起す る実 験 モデ ル を用 い,モ ル

モ ッ トにお いて その発 生 に細胞 性免 疫 の メデ ィエ ー タ

ー であ る リンホ カ インが重 要 な役 割 を果 たす こ とを示

して きた1)2)。そ の主 た る根 拠 は3方 面か ら与 え られ て

きた。 まず,肉 芽腫 組織 の 中 に各種 の リンホカ イ ン,

殊 にマ ク ロフ ァー ジに影 響 を与 え る よ うな ものが 認め

られ た。例 えば,マ ク ロフ ァー ジ遊 走 阻止 因子(MIF),

マ ク ロフ ァー ジ趨化 性 因子(MCF),マ クロ フ ァー ジ融

合 因子(MFF),な どが 肉芽腫 炎症 の発 現初 期 に認 め ら

れ,そ の 活性 は肉芽腫 惹起 後一 週 間以 内には認 め難 くな

った。 第2の 根 拠 は,果 糖,あ る いは抗 リンホ カイ ン

抗体 な どの,リ ンホ カイ ン阻止物 質 を生体 内 に投与 す

る と肉芽腫 の惹 起 が遅 延 な い し減 弱 させ られ た。第3

に,ア ガ ロー ス粒 子 に リンホ カ イ ン を付 着 させ て正

常 動物 に注 入す る と,非 常 に早 く且 つ 強 い肉芽腫 炎症

を惹起 す るこ とがで きた。 この よ うな点か ら過敏 性 肉

芽腫 惹起 に当 っては,リ ン ホカ インが主 要 な役割 を果

してい る こ とが判 明 して きた。

最 近更 に,マ ウス を用 いた 同様 な過敏 性 肉芽腫 炎症

の実 験 にお いて,単 に上述 の よ うな リンホ カイ ンだ け

で はな く,マ クロフ ァー ジ由来 の メデ ィエー ター,即

ちイ ンター リュー キン1(IL1)が 多量 に放 出 され る

こ とが判 明 した。

肉芽 腫 炎症 が ある臓器(例 えば,肺)で 起 こって い

る ときに,全 身的 には 細胞性 免疫 の各 種 のパ ラ メー タ

ー が減 弱 してい る こ とが よ く知 られ て い る。 モル モ ッ

トや マ ウス にお いて,上 述 の よ うに惹起 した肺 肉芽 腫

症 の動 物 で もこの よ うな現象 がみ られ,ア ネル ギー状

態の 存在 が確認 された。 その原 因の一 つ の説 明 と して

は,肉 芽腫 部位 で生 産 され た リン ホカ インの血 中流 入

に よる炎症 細胞 へ の直接 的 阻害や,や は り肉芽 腫部位

か らの免疫 抑制物 質 の生 産 な どに よって,フ ィー ドバ

ック機構 が働 いて い る と思 われ る。

結核症における肉芽腫炎症,殊 に肺内の肉芽腫形成

の機序やそれが及ぼす全身免疫状態への影響などにつ

いて現 在 の我 々の知 識 は比較 的乏 しい。殊 に,結 核 肉

芽 腫 が,果 して 免疫 性 ない し過 敏 性 肉芽 腫 惹 起 の 機

構 で充 分 に説 明 し うるか ど うか,異 物 反 応の 関与 は あ

るか な ど大 きな問題 が残 されて い る。 この よ うな点 を

解 明す る手 が か りとして,BCGの マ ウス気 管 内注入 に

よ って惹起 した肺 肉芽 腫 をモデル と して,可 溶性 メデ

ィエー ター の動 向 を検 討 してみ た。

1.肺 肉芽腫 発症 の マ ウス系統 差

BCGの 気管 内注 入 後1～3日 にC57BL/6Jお よ び

BALB/cマ ウスで は単核 細 胞,殊 にマ クロフ ァー ジが肺

全体 に強 く浸 潤 す る。 この変化 は,結 核 免疫 マ ウス の

方 に よ り強 くみ られ る ものの正 常マ ウス に も充分 に観

察 され た。一 方,CBA/Jマ ウスで は極 めて軽 度の 細胞

浸潤 しか 認め られ なか った。2週 ない し3週 後 には,

C57BL/6Jお よびBALB/cで は多数の 巨大 肉芽腫 が認

め られ るの に対 してCBA/Jで は少数 の小 さな もの しか

見 られ なか った。注 目すべ き点 は,こ の 時点 では,前

もって免疫 を して おい た動物 と しなか った もの との間

に,肉 芽腫 の数 や大 きさに殆 ん ど差 を見 出せ ない とい

うこ とで あ る。いず れ にせ よ,こ の結 果はC57BL/6Jお

よびBALB/cはBCGの 気 管 内 注 入 に対 して 肉芽 腫 高

産 生系 マ ウスで あ り,CBA/Jは 低産 生 系マ ウ スで あ る

こ とを示 して い る。

2. BCG肉 芽腫 内のMIF活 性

C57BL/6Jお よ びBALB/cの 肉芽 腫 抽 出液 内 に は

MIF活 性 がBCG注 入 後24時 間す る と認 め られ,7日

間 にわ た って高 い活性 がみ られ た。 この間,免 疫 お よ

び非 免疫 両群 の間 に差 は なか った。一方,CBA/Jに お

いて は,抽 出液 中に殆 ん どMIF活 性 を認め るこ とが な

く僅 かにBCG注 入後24時 間 の ものでのみ弱 い活性 が検

出 され た。これ らの結 果 は,Netaお よびSalvin3)が 血

清 中のMIF様 活性 の惹起能 に各種マ ウス系統 間で差が

あ る と して い るデ ー タな ど と もよ く一 致 して い る。

3.　肉芽腫 抽 出液 中のIL1活 性

強 いIL1活 性 がC57BL/6Jお よ びBALB/cマ ウス

か ら得 たBCG肉 芽 腫抽 出液 中 に認め られ た。しか しな

が ら,MIF活 性 の現 わ れ方 と違 って,免 疫 お よび 非免

疫 両 群 と もBCG注 入 後24時 間 の 病 変 中 に 最 大 活 性

が み られ,そ の後 急激 に減 少 し,7日 目の抽 出液 中に

は極 め て弱 い活性 しか 認め られ なか った。 肉芽腫 低産

生系マ ウスであるCBA/Jで は24時 間後 に若 干の活性 が

認 め られ るだ けで2日 目以降 は殆 ん ど検 出 され ない。

C57BL/6JでBCG注 入後 どの位 早 くIL1が 出現 して く
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るか を検 討 して み る と,少 な くと も6時 間後 にはか な

りの活性 が み られ た。しか し,BCG注 入直後 の肺 組織

中 に はIL1活 性 は な い か ら,BCGそ の も の がIL1

測 定系 に直接 影響 を与 えて い るこ とはな い。 この点興

味 深 い と思 われ るの は,他 の水 溶性 抗 原(牛 血清 ア ル

ブ ミンや卵 白アル ブ ミン)で 惹起 した 肉芽 腫 中で はIL

1活 性 は抗 原投 与後3日 に して初 めて最 大 に達 した事

実 との違 いで あ る4)。

4.　 肉芽腫 抽 出液 中にIL2不 在

CTLL(細 胞 障害性T細 胞株)を 用 いたIL2の 特 異的

測 定法 でBCG肉 芽腫 中のIL2活 性 を検 討 したところ,

全 く検 出 出来 なかった。免疫 反 応系 におけ るIL1とIL

2と の相互 関係 を考 える と,こ れ は極 めて不 自然 な状

況 と考 え られ るが,肺 内に はIL2を 非特 異的 に破 壊 す

る物質 が あ るこ とか ら,あ る程 度 の説 明 はつ くと考 え

られ る。現 在 まで の とこ ろ種 々の 実験 系 に よる報告 で

も生体 内 か らIL2を 検 出 した ものが殆 ん どないこ とと

合 わせ 考 え る と興味 深 い事 実 で あ る。

5.　遅延型足蹠反応の抑制

BCGで 惹 起 した 肉芽腫 を担 って い るC57BL/6Jや

BALB/cマ ウ スで はBCG,PPDあ るい はMBSA(メ

チル化 牛 血清 アル ブ ミン)な どに対す る遅延 型 足踪 反

応が抑制 されてい る。一方,CBA/Jマ ウスでは殆 ん ど抑

制 は認め られ なか った。 この よ うな実 験系 で は反 応の

抑制 状態 は約1週 間続 い て認め られ る。 この 反応 の抑

制 はMIFを 含 む各種 リンホカインの血 中流入 に よって

フ ィー ドバ ック機 構 が働 き,リ ンホ カイ ンの 産生 が全

身的 に抑制 され るためであ ろ うと考 えられる。この点 は,

遅延 型脱 感作 モ デル で判 明 した抑制機 構 が,こ の 肉芽

腫 モデ ル(殊 に過 敏性 肉芽 腫)で も作用 してい る と考

え られ る。 更 に,肉 芽 腫病 変 か ら発 生 して くる免 疫反

応抑 制 非特 異的物 質 の関 与 も否 定 で きない。

6.　 リンパ 球増 殖反応 の抑 制

BCG肉 芽腫 を もつ よ うなマ ウスでは上述 の よ うに遅

延 型 足蹠反 応が 抑 え られ て い るだ けでな く,in vitroの

リンパ球 増 殖反 応 が抑制 され て い るこ とも判 明 した。

この現 象 も,C57BL/6JやBALB/cの 肉芽腫 高産 生系

で は強 く認め られ るが,CBA/Jマ ウスで は殆 ん ど反 応

の抑制 はみ られ なか った。抑 制状 態 が,BCG投 与後1

日目か ら始 ま り1週 間 は続 くとい う経 時的変 化 の あ り

方 も,上述 した よ うな種 々 のBCG肉 芽腫 時 にみ られ る

パ ラ メー ター の変 化 とよ く一致 してい る。

7.　肉芽 腫 マウ スに お ける抗 体産 生

上 述 して きた よ うに,遅 延 型 足蹟 反応 やin vitroの

細 胞性免 疫 反応 な どが,BCG肉 芽 腫 をもつ動物 で抑 制

され て い る が,液 性 抗体 産 生 能 は 殆 ん ど影 響 を受 け

なか った。この実験 モデル ではMBSAに 対 す る血 中抗

体 を1251ラ ベ ル したA蛋 白を使 ったRadioimmunoas-

sayに よって測 定 した。約2週 間後 に検 出 され,そ の後

2週 間にわた って増 加 し,プラ トーに達 した。この時間的

経 過 には,肉 芽 腫反 応 を もって い るか い ないか に よっ

て差 は なか った。 この よ うな点か ら,肉 芽腫 担体 動物

では細 胞性 免疫 の抑 制 はあ るが,液 性免 疫 反応 の抑制

はな い と考 え られ る。

考 察

今 回の一連 の 実験 に よっ て判明 して きたこ とは次 の

よ うな点 であ る。BCGを 気 管 内注 入す るこ とに よって

惹起 され る肉芽腫 反 応 には,マ ウス系統 差が 存在 す る。

この点 はMIFと かIL1と い うよ うな伝 達 物質 が 肉芽

腫病 変部 で作 られ た り,ま たその 時 にみ られ る全 身的

アネ ル ギー 状態 な どの現 われ 方 な どで のマ ウ ス系 統差

と全 く同 じよ うにみ られ る。 更 に,肉 芽 腫高 産生 系 の

マ ウ スで は,そ れ らが結核 抗 原で免 疫 され て いたか い

ないか に よって は,少 な くともこの系 では,殆 ん ど肉

芽腫 の 出現 の経過 や メジエー ター検 出 時期 な どに差が

み られ なか っ た。

肉芽腫 形成 は複 雑 な一連 の 炎症 反応 の表現 と考 え ら

れ るが,近 年,過 敏症 型 肉芽腫 の 形成や 維持 機構 に細

胞性 免疫 の メジエー ター で ある リン ホカ インが重 要 な

役 割 を果 して い る こ とが わか っ て きた 。 更 に,BCG

に対 す るマ ウス の抵抗 性や 肉芽 腫 形成 に遺伝 的 因子 が

深 く関 わ るこ ともわか って きた。 遺伝 的 に抵抗性 の あ

る動 物 で は,殊 更 に免 疫 反応 を起 こす こ とな しに全体

の菌 増殖 を防 ぐこ とがで きる。遺伝 的 に抵抗 性 の少 な

いマ ウスでは非常 に早期 に免疫 反 応 を惹起 させ,そ れに

よっ て肉芽腫 反 応 な ども強度 に起 こる と考 え られて い

る。 これ らの点 を考 慮 して今 回の実 験結 果 を考 えて み

る と,MIFやIL1な どの メジエー ター活性 が遺伝 的 に

はBCG抵 抗 性 の 弱 いC57BL/6JやBALB/cに 多 く

検 出 され,抵 抗性 の 強いCBA/Jで は これ ら伝達 物質 の

産 生 も少 な く肉芽 腫 反応 も極 めて 弱か っ た。 これ らの

結果か ら,BCG感 染 に対す る防御機 構のかな り早期に影

響 を与 える と思 われ る活性 マ クロフ ァー ジやT細 胞 か

らの伝 達物 質産 生 のプ ロセ スに,遺 伝 的 因子が制 御作

用 を して い る と考 え られ る。 これ らメ ジエ ー ター相互

間 も極 め て密接 な関係 にあ り,T細 胞 は直接 的 な い し

リンホ カイ ンを通 してマ クロファー ジか らのIL1産 生

を刺激 す る。一方,BCGは 直接 マ クロフ ァー ジ を刺 激

してIL1産 生 に導 び くこ ともで きる し,ア ジ ュヴ ァン

ト作用 を も含め てT細 胞 の刺 激お よび リンホカイン を

通 してIL1産 生 を増 強す るこ と もで きる。逆 に強 く活

性 化 され たマ ク ロフ ァー ジは,RNAや 蛋 白合成 の 内因

性 抑制 因子 を増 強 してIL1産 生 を抑 え ようとする働 き

もあ る。いずれ にせ よ,CBA/Jマ ウスでみ られ た よ う

な,IL1やMIF産 生 の低 い こ とはBCGに 対 してマ クロ

フ ァー ジお よび リンパ 球相 互 反応 の弱 さに起 因す る も

の で あ り,そ れ が 肉芽 腫形 成 の減 弱 に連 なって い る と
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思 わ れ る。

肉芽腫 形 成 に伴 うアネル ギー の出現 につ いてはBCG

肉芽腫 に特 異的 な こ とでは な く,水 溶 性抗 原 をア ガ ロ

ース粒子 に付 着 し
,気 管 内注 入 した過 敏 型肺 肉芽腫 症 に

お い て も確 認 され てい る。 その機構 は,遅 延 型 脱感 作

モデル で示 されて いるよ うなフ ィー ドバ ック制御機 構5)

に よる非特 異的 反応 弱化 だ けで はな く,抗 原刺 激 に よ

るIL2産 生 の抑制(お そ ら くは抑制 性マ クロフ ァー ジ

に よって)に 直接 支 配 され てい る と考 えられ る。

BCG気 管 内注射 す る前 に被実 験動 物が免 疫 されてい

たか,い なか ったか に よる差 が,肉 芽腫 反応 の見 か け

上 の強 さに殆 ん ど差 と して現 われ て こなか っ たの は ど

の よ うな理 由 に よる もの で あろ うか。 この 点 は比較 的

純粋 に免疫 反応 に よって惹 起 され たア ガ ロー ス粒 子一

抗 原系 との比 較 を してみ る と興 味深 い。即 ち,IL1や

リン ホカ インの検 出 は こち らの系 では比 較 的ゆ っ くり

上昇 して3日 目位 に ピー クに達 す るの に,BCGの 場合

に は1日 目に ピー クが あ り,驚 くべ きこ とに,IL1な

どはBCG注 入後6時 間 に して検 出されて いることであ

る。 これ らの点 を総合 的 に考 慮 す る と,BCG肉 芽 腫

の形成 には免 疫 反応 に匹敵す るぐらい強い非免疫 的化 学

反 応が 関与 して い るこ とを示唆す る｡こ の点 は もちろん

多 くの研 究 者 が 示 して きた 結 核 菌 中のmuramyldi-

peptides(MDP)に よる非免 疫 的 肉芽 腫 惹起機 構 と合 わ

せ考 える と理 解 しや す い。

この よ うに結核 性 肉芽腫 の形 成 には過 敏症 型 肉芽腫

の機 構 だ けで な く,い わ ゆ る,異 物 性 肉芽腫(あ るい

は化 学物 質性)の 関与 が強 い影響 を与 えて い る。 後者

の機 構 に関与 す る細胞 レベ ル お よび メジエー ター レベ

ル での詳 細 な検 討 は今後 の研 究結 果 をまたね ば な らな

い。
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5.　ヒ トの結核 と免疫

大阪府立羽曳野病院 露 口 泉 夫

結核 は,結 核 菌 に よる感染 症 では あ るが,一 方,こ

の結核 菌 を抗原 とす る宿 主側 の免 疫反 応,特 に細胞 性

免 疫反 応 に よ り,そ の病 態が修 飾 され,臨 床的 に は極

め て 多彩 な病像 を呈 す るに至 る疾 患で あ る。即 ち,結

核 菌 節 に と どま る もの,空 洞形 成 に至 る もの,ま た

胸 水貯 留 を主 た る病変 とす る もの 等で あ る。 また,そ

の 治癒過 程 にお い て も,化 学療 法 です みや か に治癒 す

る もの か ら,薬剤 耐性 を獲 得 し難治 化 す る症 例 が ある。

我 々は,こ れ ら多彩 な病 像 を呈 す る結核 患者 か らの

リンパ球 につ いて,免 疫 学的解 析 を行 な い,結 核 菌体

抗 原 に対 す る宿 主生体 の 細胞性 免疫 能 に おい て,そ れ

ぞれ の病態 を呈 す る結 核 で,ど の よ うな違 いが あ るの

か を明 らかに しよ うと した。 主 として末梢 血 お よび胸

水 リンパ球 につ い て,そ の表 面マ ー カー を検 索 し,合

わせ てin vitroに お け る,ツ ベ ル ク リンPPD刺 激 に よ

る反 応の解 析 を行 な った。

方 法

主 として入院 中 の結核 患者 の末 梢血 リンパ球(PBL)

お よび胸水 リンパ球(PFL)を 用 い,一 部,ツ 反 陽性

の健康 人PBLを 用 い た。PPDに よ る刺 激 は,in vitro

で培養 す る こ とに よ り行 な った。幼 若化 反応 の測 定 は,

3H-チ ミジンの細胞へ の取 り込 みで行 な
った。Tリ ンパ

球 表面 マ ー カー として は,OKTシ リー ズ に よるモ ノク

ロー ン抗体 を用 いた 間接 螢光 抗体 法 によ り,Tリ ンパ球

サブ セ ッ トを,ま た,特 に活 性化Tリ ンパ球 の検 出 に

は,IgGFcレ セプ ター陽性(Tr),自 己赤血球 とロゼ ッ

ト形 成性T(auto-RFC),Ia抗 原 陽性T(Ia-T),お よ

びTac(T cell activation)抗 原陽性T(Tac+-T)リ ン

パ球 を,そ れ ぞれ ロゼ ッ ト形成法お よび間接 螢光抗体法

で測 定す る こ とによ り行 なった。

成 績

1.　結 核 患者 リンパ 球サ ブセ ッ トの解析

OKTシ リー ズの モ ノク ロー ン抗体 を用 い,Tリ ンパ

球 サ ブセ ッ トの割合 を検 討 した。 表1に その成 績 を示

した。OKT4陽 性Tリ ンパ球(ヘ ルパ ー/イ ンデ ュー

サー)は,健 常 人対 照群 で は46.7%で あ り,胸 膜炎 胸

水 リンパ球 群(64.2%)で 有意 の増加 が み られ た。OKT

8陽 性Tリ ンパ 球(サ プ レ ッサー)は,難 治性 肺結核
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患者 お よび胸 膜炎 患者 の,い ず れ も末梢 血 リンパ球 群

で増加 の傾 向が み られた。従 って,T4+/T8+比 は,胸 水

リンパ球 で有 意 の上昇 を,逆 に,胸 膜 炎末梢 血 お よび

難 治性肺 結核 末梢 血 リンパ球 で有 意 の低 下 がみ られた。

2. in vitro PPD刺 激 に よ るTリ ンパ 球 サ ブセ ッ トの

変動 と,活 性化Tリ ンパ 球 の出現

結核 菌 に対す る抗 原特 異 的な反 応 をみるため に,PPD

刺激 後の リンパ球 につ い て解 析 を行 な った。PBLお よ

びPFLをin vitroで,PPD存 在 下 で培養 す る と,い

ずれ の患 者お よび健 常 人群 にお いて も,3H-チ ミジ ン

の取 り込 みで 測定 した幼 若化 反応 で は,取 り込 み の上

昇がみ られた。特 に胸 膜 炎患 者PFLで は著 名 な上 昇 を,

逆 にそのPBLで は他 の リンパ球群 に比 し,低下 がみ ら

れ た(表2)。Tリ ンパ球 サ ブセ ッ トの変動 で は,新 鮮

症 例PBL,胸 膜 炎PFLをPPDで 刺 激 した場合 にはT4

陽性 細胞 の増加 を,逆 に難治 症例 お よび胸 膜炎 患者 の

PBLで はT8陽 性 細胞 の増 加 をみ た。

PPD刺 激後 の活性 化Tり ンパ球 の変動 をみ ると,Tγ

細 胞は難 治症 例群 で,ま た,他 のIa-T,auto-RFC,

お よびTac+-Tリ ンパ球 は,い ずれ の リンパ球 群 にお

いて も,PPD刺 激で増 加 す るの をみ たが,胸 膜炎,PFL

の場 合 に特 に著 しい増 加 がみ られ た。

3. Tリ ンパ球 サ ブセ ッ トの機能 的解 析

ロゼ ッ ト形成分 離法,補 体 処 理法 に よ り,そ れ ぞれ

のTリ ンパ球 サ ブセ ッ トを分離 し,PPD刺 激 によ る幼

若化 反 応,ま た,そ れへ の添加 に よる影 響 等 をみた。

そ の結 果,T4陽 性Tリ ンパ 球,Ia-T, auto-RFC,

Tac+-Tリ ンパ 球 は,い ずれ もPPD刺 激 に よる幼 若化

反応 に直接 関 与す る細 胞 であ り,T8陽 性 細胞お よびTγ

細胞 は,反 応 に抑 制的 に作 用す るこ とがわ か った。

4. PPD低 反応性 リンパ球 の,lL-2添 加 に よ る反応 の

回復

難 治性 結核 患者 で は,し ば しば ツ反応 の減 弱 ない し

陰 陛化 がみ られ,そ のPBLのin vitroに お ける,PPD

刺激 によ る幼 若化 反応 の低 下が観 察 され る。この場合,

考 え られ るこ とは,PPD刺 激に よる1)IL-2産 生 の低

下,2)IL-2レ セプ ター 出現 の低 下,の ど ちらか,あ

るいは両 方 の可能 性 であ る。従 って,も しIL-2の 産 生

の みが低 下 して い るよ うな症 例 では,外 部 か らIL-2を

添加 してや る こ とに よ り,反 応 の 回復 が示 唆 され る。

表3に,こ の 可能性 を支 持 す る成 績 を示 した。症 例M.

F.,K.M.と もに,PPD刺 激 に対す る反 応性 が低 い。症

例K.M.で は,PPD単 独 刺 激で は3H-チ ミジンの取 り

込み でみ られ る幼 若化 反応 は低 いが,こ こ に,外 部 か

らIL-2を 加 え るこ とに よ り,そ の上 昇 がみ られ た。抗

Tacモ ノクロー ン抗体 で検 出 しうるIL-2レ セプターは,

この症 例K. M.で は,PPD刺 激 に よ り,充分 出現 してい

るこ とが わか る。一 方,症 例M. F.で は,PPD刺 激 に よ

る反 応が低 く,IL-2添 加 に よって も,そ の上昇 は み ら

れ なか った。 また,PPD刺 激 に よるIL-2レ セプ ター

表1　 結核 患者 に おけ るTリ ンパ球 サ ブセ ッ ト

表2 PPD刺 激 に よるTリ ンパ球 サ ブセ ッ トの変 動 と幼若 化 反応
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表3 PPD刺 激 に よ る幼若 化 反応 にお け るIL-2添 加 の影 響

の 出現 もみ られ なか っ た。即 ち,症 例K. M.で は,PP

刺激 によ るIL-2産 生 がわ るいため に,症 例M.F.で は,

PPD刺 激 に よる,少 な くともIL-2レ セプ ター の出現

が わ るい ため に,反 応が低 下 して いた こ とが 考 え られ

る。

まとめ と考 察

新 鮮症 例末 梢 血お よび胸 膜 炎胸水 リンパ球 で は,ヘ

ルパ ー/イ ンデ ューサ ー表現 型 の細 胞が 多 く,ま た,in

 vitroでPPDで 刺 激す るこ とによ り,更 に増加 した。

その際,種 々の方 法 で検 出 し うる活 性化Tリ ンパ球 の

著増 が み られた。 結核 菌 を抗 原 と して,ア レル ギー反

応 を惹起 せ しめ る特 異的Tリ ンパ球 が,こ れ らの症 例,

特 に胸膜 炎胸 水 中 に動 員 され,濃 縮 されて存在 して い

るこ とが示 唆 された。

難 治症 例 お よび胸膜 炎群 のPBLで は,抑 制機 能 を も

つ 細 胞 の増 加 して い る こ と,ま た,PPD刺 激 に よ り

更 に増加 す るの を観察 した。結核 菌 に対 す る免疫 ア レ

ル ギー反 応 の低 下 してい る こ とが示 唆 され た。 これ ら

の患 者 で,し ば しば み られ る,ツ ベ ル ク リン反応 の陰

性化 と関 連づ け,興 味 あ る所見 で あ る。

結核 は臨床 的 に 多彩 な病像 を呈 す る。 一つ は,菌 体

側 の毒 力 の違 い等 に求 め られ よ うが,他 の大 きな要 因

は,宿 主 の免 疫機 能 の違 いで あ ろ う。我 々 は,そ の細

胞 レベ ルで の解析 を通 じて,宿 主の免 疫能 におい て も,

臨 床像 を反 映 し,多 彩 で あ るこ とを明 らか に した。宿 主

の免 疫能 の違 いが,そ の病 像 の変化,治 癒機 転 の違 い

として反映 され よ う。難 治症例 で,常 に結核 菌 に曝露

され てい るに もかか わ らず,ツ ベ ル ク リン反応 が陰性

の ケー ス は,臨 床上 経験 す る ところ であ る。in vitroに

お け るPPD刺 激 に対 す る低 反応性 が,IL-2の 添 加 に

よ り,正 常 に まで 回復す る とい う上記 の成績 は,こ れ

ら難治 性結核 菌 症例 に対 す る,免 疫 学 的治療 へ の可能

性 を示 唆 して い る。

細 胞性免 疫不 全症 に対 す る,い わ ゆ る トランス フ ァ

ー ・フ ァ クター の 応用 が いわれ て久 しい。 これ ら難 治,

性 結核 患 者 にみ られ る免 疫能 の低 下 を,細 胞 レベ ルで

明 らか にす る と ともに,よ り精 製 され たフ ァ クター を

得 る こ とによ り,in vivoへ の応 用,難 治性 結核 に対 す

る免 疫学 的治 療 への 展望 が ひ らけ よ う。

6.　気管支肺胞 洗浄液 中の マクロファージについて

京都大学結核胸部疾患研究所内科学第2内 科 大 島 駿 作

気管 支肺 胞洗 浄(BAL)は,最 近 にな って呼 吸器 疾

患の 診断 に有 用 な手 技 として次 第 に広 く実施 され るよ

うにな った。 更 に,BALに よって採 取 され る細 胞 は,

生体 の臓 器 内か ら直接 採取 で きる細胞 としての数 少 な

い例 の一つ で あ り,疾 患の経 過 を追 って細 胞 の形態 や

機 能 につ いて調 べ る こ とが可 能 で あ るため,BAL細 胞

につ い て研究 す る こ とは種 々の 肺疾 患 の成立 機序 を解

明 す る トに重要 と考 え られて い る。

我 々の教 室 では,肺 結核 症,サ ル コイ ドー シス,慢

性 ベ リリウム肺,過 敏性 肺 臓炎 な ど,肺 に 肉芽 腫 を形

成す る疾 患か らBALに よって得 られたマ クロファー ジ

を中心 にBAL細 胞の形態 と機 能 につ いて研究 を行 なっ

た。対 照 としては 肉芽 腫 形成 を伴 わ ない び まん性 肺疾

患である特発性 間質性 肺炎お よび膠 原病 性 間質性 肺 炎を

有す る患 者,お よび健 常 者か ら得 られ たBALマ クロフ

ァー ジを用 いた。

1) BAL細 胞の採 集

BAL細 胞 採集 の ため,4%リ ドカ イン表面 麻酔 下 に

気 管支 フ ァイバ ー ス コー プ を右 中葉 また は左 舌 区の亜

～亜 々区域 枝 に楔入 し,滅 菌 生理 的 食塩水200mlを50

mlず つ4回 に分 け て注入 回収 し,BAL液 を得 た。BAL

液 は単層 ガー ゼ にて濾過 した後,250×g,10分 間遠 沈

し,沈 査 と してBAL細 胞 を得 た。この細 胞 を2回 洗浄

後 イー グルMEMを 用 いて 細胞 浮遊液 とし,FCS処 理
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した プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 中 で37℃,1時 間 イ ン キ ュ

ベ ー トし た後"adherent cell"と して マ ク ロ フ ァー ジ

を 採 取 し た 。一 方,non-adherent cellか ら ナ イ ロ ン ウ

ー ル や セ フ ァデ ッ ク スG10カ ラム を通 して リン パ 球 を

採 取 した 。 これ らの 細 胞 に つ い て 形 態 学 的 お よ び 免 疫

学 的 研 究 を行 な っ た 。

BAL細 胞 の収 量 は,健 常 者で は細 胞数 が105cell/ml

前後 で あ ったの に対 し,過敏 性肺臓 炎,サ ル コイ ドー シ

スな どの び まん性 肺疾 患 患者 で は2×106cell/mlか ら

107cell/mlを 超 え る症例 もあ って,全 般 に肺疾 患患 者で

は増加傾 向が認 め られ た。

BAL細 胞 の組 成 は,健 常 者 ではマ クロ ファー ジが主

成 分 で全 細 胞数 の90%以 上 を 占め,リ ンパ球 が5%前 後

で これ に次 ぎ,好 酸球,好 中菌,好 塩 基球 は極 めて少

数 で あ った。 しか し,肺 感染 症で は好 中球 が増加 し,

またア レル ギー 性肺 疾 患で は リンパ球 や好 酸球 の増加

が認 め られた。 例 えば過 敏性 肺臓 炎 患者 では健 常者 に

比 して リンパ球 の著 明 な増加 と,相 対 的 なマ クロフ ァ

ー ジの比率 の減 少 が認 め られ た。

2)　形態学的研究

各種 肺疾 患 患者 のBALマ クロファー ジを,光 学顕 微

鏡下 で,S(small)型,M(median)型,F(foamy)

型の3型 に分類 し,各 疾 患群 にお けるマ クロフ ァー ジ

各型 の出現 頻 度 を調 べ た。 その結 果,肺 野病変 を伴 う

サ ル コイ ドー シス,慢 性 ベ リ リウム肺,過 敏性 肺臓 炎,

膠原病 性 問質性 肺 炎で は大 型の 泡抹 細胞(F型)が 高

率 に認め られ たが,一 方,特 発性 間質性 肺炎 やBHLの

みの サル コイ ドー シスでは対 照(肺 癌 健 側肺 よ り得 た

マ ク ロフ ァー ジ)と 同様 に低 率 で あっ た。

透 過型 電子顕 微鏡 を用 いた検査 結果 は,サ ル コイ ド

ー シズ,慢 性ベ リ リウム肺 の よ うに類 上 皮細 胞 肉芽 腫

を主 病変 とす る疾 患で はLV型(ラ イ ソゾー ム ・粗 面

小胞体 型)マ クロフ ァー ジが増加 して蛋 白産 生の 充進

が伺 われ,過 敏 性 肺臓 炎で はL型(ラ イ ソゾー ム型)

が 多 く,特 に ミ トコン ドリアの増加 が著 明 で あっ た。

一方
,特 発 性 間質性 肺炎 や膠 原病性 間 質性肺 炎 で はラ

イ ソゾー ム由来 と思 われ る空 胞や 貧食 所見 がみ られ る

V型(空 胞型)マ クロフ ァー ジが 増加 してい た。

以 上の 形態 学的観 察 の結 果,肺 疾 患の種 類 に よって

肺胞 マ ク ロフ ァー ジが それ ぞれ 異 なっ た機 能へ と分 化

し,活 性 化 され てい る と考 え られ る所 見 が得 られ た。

3)　免疫 学的機 能 に関 す る研 究

BALマ クロフ ァー ジの抗 原提示 能,免 疫 応答 抑制 能,

IgG・Fcレ セプ ター を介す るロゼ ッ ト形成 能 お よび貧

食能,NBT還 元 能 お よび グル コー ス消 費 につ いて測定

を行 な った。

i)　抗 原提 示能

患 者の末 梢 血Tcel1に,PPDで パ ルス したBALマ

クロフ ァー ジを加 えて培養 し,そ の抗 原提示 能 を3Hサ

イ ミジ ンの取 り込 み を指標 として測定 した。 その成 績

を要約 す る と,マ クロフ ァー ジの抗 原提示 能 は それ を

採取 した個 体 の ツベ ル ク リン感受 性 と密接 な相 関 関係

が あ り,サ ル コイ ドー シス,間 質 性肺 炎,い ずれ のマ

クロ フ ァー ジで あ って も,ツ ベ ル ク リン反応 陽性 者で

あれば抗 原提 示能 を有 す る こ とが 明 らか となっ た。

ii)　免疫 応答 抑制 能

正 常 な肺 胞マ クロフ ァー ジは一定 条件 下で 免疫 応答

に対 す る抑制 作用 が あ るこ とが動物 実験 で も認め られ

て い る。健 常 な 人のBALマ クロ ファー ジをPHA刺 激

リンパ球 幼若 化反 応系 に10%以 上添加 す る と,幼 若 化

反応 の抑 制 がみ られ た。 また,同 じマ ク ロフ ァー ジ を

リンパ球 のPWM誘 導免疫 グロブ リン産 生系 に10%以

上添加 す る と,免 疫 グ ロブ リン産生 を抑制 す るこ と も

判 明 した。この抑制 作用 はサル コイ ドー シス患者 のBAL

マ クロフ ァー ジに も健 常者 の場 合 と同様 み られ たが,

一方
,特 発性 間質性 肺 炎のBALマ ク ロフ ァー ジは抑制

作用 が微 弱で,20%添 加 して もPHA幼 若化 反応 および

PWM免 疫 グ ロブ リン産生 反応 の いず れに対 して も全

く抑 制作 用 を示 さなか った。

iii)　活性 化状 態

種 々 の肺疾 患 にお け る肺 胞マ クロ ファー ジの活 性化

状 態 につ いて調べ る 目的 で,肉 芽腫 形成 を伴 う肺 疾患

を中心 にBALマ クロファー ジについてIgG-Fcレ セブ.

ター を介す るロゼ ッ ト形成能 お よび貧 食能,HBT還 元

能,グ ル コー ス消 費 につ いて測 定 を行 な った。

IgG-Fcレ セプ ター を介 す るロゼ ッ ト形 成能 お よび貧

食能 の 測定 に は,BAL細 胞か らマ クロフ ァー ジ・モ ノ

レー ヤ ー を作 製 し,ウ サ ギIgG抗 体 感作 ウシ赤血球 を

種 々 の濃 度 に希 釈 して試 験 に した。 その成 績 を要約 す

る と,lgG-Fcレ セプ ター を介 す るロゼ ッ ト形成 能 およ

び 貧食能 の両 者 とも過 敏性 肺臓 炎,サ ル コイ ドー シス,

慢性 ベ リリウム肺 および肺結核 症 では高値 で あったが,

一方
,特 発性 間質 性肺 炎や 膠 原病性 間質 性肺 炎 では健

常者 と同様 に低値 で あ った。

BALマ ク ロフ ァー ジにつ いてのNBT還 元 能や グル

コー ス消 費試 験 の成績 は,い ず れ も過敏 性肺 臓炎,サ

ル コイ ドー シス,慢 性 ベ リ リウム肺,肺 結核 症 では高

値 が認 め られた が,特 発性 間質 性肺 炎や 膠原 病性 間質

性肺 炎 では健 常者 と同様 に低 値 で あ った。

以 上 を要約 す る と,肺 胞 マ ク ロフ ァー ジの 活性 化 の

程 度 は,上 述 の成 績 を指 標 とす る限 り,過 敏 性肺 臓炎

で最 も高 く,サ ル コイ ドー シス,慢 性 べ りリウ ム肺,

肺結核 症 が これ に次 いで高 か った。一 方,特 発 性 間質

性 肺 炎や 膠原病 性 間質性 肺 炎で は健常 者 とほ ぼ同様 に

低 い とい う成績 で あ った。

ま と め

以上の成績を要約すると,肉 芽腫形成を伴う肺疾患
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患者 に おい て も,特 発性 間質 性肺 炎や 膠 原病性 間質 性

肺 炎 の よ うに 肉芽 腫 形 成 を伴 わ な い び ま ん性 肺 疾 患

患者 に おい て も,肺 胞マ クロ ファー ジは健 常者 に比 し,

活性 化 され ている とい う所見 が形 態学 的 に認 め られた。

しか し,そ の活性化 の 内容 は前 者 と後 者 で は質 的 に相

違 して いて,こ の相 違がIgG-Fcレ セプ ター を介 す るロ

ゼ ッ ト形成 能 お よび貧食 能 な どの機 能 上 の相 違 と して

表わ れて い る と理解 された。 お そ ら く,こ の相違 が 上

述 した各疾 患 の肺病 変成 立機 序 にお け る肺 胞マ クロフ

ァー ジの役 割 の相違,更 に,マ ク ロフ ァー ジ と リンパ

球 とのか かわ り合 い方 の相違 を示 唆す る もの として注

目に値 す る所 見 と思 わ れた。
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非定型抗酸菌症(肺感染症)の診断基準

国立療養所非定型抗酸菌症共同研究班

(班長)東 村 道 雄

受付　昭 和59年9月12日

国 立療 養所 非定 型抗 酸菌 症共 同研 究班(国 療 共研)

は,去 る1984年8月26日 に,名 古屋 市 で研 究班 会議 を

開催 した。その 際,国 療 共研 班 員外 か らも,山 本正 彦,

斉 藤肇 両数 授 の御 出席 を載 き,現 在 まで使 用 して きた

「非 定型抗 酸菌 症(肺 感染 症)診 断基 準」1)に若 干の 改

訂 を加 え,今 後,次 の診 断基準 を使 用す るこ とに した。

「非 定型抗 酸 菌症(肺 感 染症)の 診 断基 準」

1)X線 像 で,新 た に,空 洞 を含 む病 巣 または乾 酪

性病 変 と思 われ る病巣 が 出現 した場合 。

(a)　1ヵ 月以 内 に,3日 間 の喀痰 培養 検査 を行 なっ て,

同一 菌種 の病 原性 抗酸 菌2)を2回 以上 す る。 また は,

(b)　毎 月1回 の培養 検査 で,3ヵ 月以 内に2回 以上,

同一菌 種 の病 原性抗 酸菌2)を証 明 す る。

X線 像 での新 しい病 巣(空 洞 また は乾 酪性病 変 と思

われ る病 巣)の 出現 と,上 記 の(a)または(b)の排 菌 が同

時に観 察 で きた場 合 は,感 染 症 と考 え る。

(注)排 菌 の量(分 離 培地 上 の集落 数)は,100集 落 以

下 で も よい。

2)　既 に硬 化 巣中空 洞,ま たは硬 化壁 空 洞,ま た は

排菌 源 と考 え られ る気 管支拡 張 な どの既 存の病 巣 が あ

る場 合。

6ヵ 月以 内に,月1回 の 月例喀 痰培 養検 査 で,3回

以上,同 一 菌種 の病 原性 抗酸 菌2)を証明 す る。

なお,上 記3回 以 上 の排菌 の 中で,少 な くとも1回

以上 は100集 落以 上の排菌 であることを示す必要 がある。

また,上 記の排 菌 は,臨 床症 状 の変化(X線 像 の変 化,

発 熱,喀 血 ・血痰,咳 噺 ・喀 痰 の増加 な ど)と 関連 す

る こ と。

1)　国立療 養 所非 定型 抗酸 菌症 共 同研 究班:国 立 療

養 所非 定型 抗酸 菌症 共 同研 究班 で今後 暫定 的 に使用 す

る「非定 型抗 酸菌 症(肺 感染 症)診 断基 準」。結 核,55:

513,1980。

2)　 病 原性 抗 酸 菌 とは,Mycobacterium Ransasi4M.

smlgai, M.scrofulaceum, M.avium-My. intmcellular-

e, M. fortuitum, M. cReloneiを い う。 こ の 他 に,次 の

抗 酸 菌 も病 原菌 とな り う る.M. mnopi, M. simiae, M. 

shimoidei, M. nonchromogenicum.

国立療養所非定型抗酸菌症共同研究班:

久世 彰 彦(札 幌 南)・ 長沢 誠 司(東 京)・ 下 出 久

雄(東 京)・ 和 田 龍 藏(天 竜)・ 塩 谷 謙 二(富 山)・

東村 道雄(中 部)・ 吉井 才 司(中 部)・ 喜 多 詩 彦

(近畿 中央)・吉 本 五 勇(東 高知)・荒 川 洋(福 岡

東)・ 中西 啓(長 崎)・ 篠 田 厚(大 牟 田)・高本

正 祈(大 牟 田)。

班員 外参 加.

山本 正彦(名 古屋 市立大)・斉 藤 肇(島 根医科 大)


