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Lymphoid tissues in bronchus and intestines (bronchus-associated lymphoid tissue: 

BALT, and gut-associated lymphoid tissue: GALT) seem to be important adjuncts which 

accomplish the recognition of antigens and the subsequent local immunity. But the function 

of BALT remains to be clarified despite its morphologic resemblance to GALT. This study 
was carried out to elucidate the function of BALT in pulmonary delayed hypersensitivity 

by analyzing BAL fluid.

 Primary and secondary response groups to heat-killed BCG in rabbits were arranged and
 sacrificed at various intervals up to 28 days in order to compare the findings of BAL fluid 

(cellular components : total cell counts, cell population and Con-A reactive T cells/humor
al components: lymphokines, immunoglobulin levels, circulating immune complex and 

angiotensin converting enzyme activity) with histological findings of the lung and BALT. 
These results lead to the conclusions listed below:

1. These comparative studies strongly suggest that total cell counts in BAL fluid are 

extremely high in proportion to intra-pulmonary reactions as shown by the ratio of lung 
weight(g)/body weight (kg), and cell population in BAL fluid corresponds closely to cell 

components which are responsible for alveolitis.

Furthermore, the appearance of multinucleated alveolar macrophages in BAL fluid 

suggests the pulmonary granulomatous lesions.

2. The secondary response groups developed pulmonary granulomatous reactions which 

were not only elicited by cell-mediated immunity as revealed by the detection of lympho

kines and Con-A reactive T cells, but closely associated with humoral immunity as shown 

by high immunoglobulin levels and circulating immune complexes.

3. There were found considerably more fluctuations of immunoglobulin levels in BAL 

fluid than in serum, and the reconstructions of BALT were accompanied with such
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fluctuations. These data suggest that immunoglobulins are produced by numerous numbers 

of lymphocytes and plasma cells observed in the lung and BAL fluid, some of which are 

derived from BALT, and BALT controls the local immunoglobulin production in such 

manner.
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1.　 緒 言

気 道 粘 膜 系 に付 属 す る リ ンパ 組 織 は,消 化 器 系 と 同

様,粘 膜 を介 し て 外 来 性 抗 原 に さ ら さ れ る と い う特 殊

な状 態 に あ り,生 体 防 御 の 上 で 重 要 な役 割 を 果 た し て

い る こ とか ら注 目 さ れ て い る 。 各 種 臓 器 に お い て,粘

膜 下 リン パ 装 置 を,局 所 免 疫 防 御 機 構 の 関 与 す る一 つ

の 機 能 単 位 と し て 捉 え よ う とす る考 え方 は,ま ず 消 化

管 に 付 属 す る リ ン パ 組 織 と し て"gut associated

 lymphoid tissue"(GALT)の 概 念1)の 提 唱 に は じ ま る 。

次 い で1973年Bienenstock2)3)に よ り,気 道 系 に お い て,

気 管 支 随 伴 リンパ 組 織(bronchus associated lymphoid

 tissue; BALT)が 提 唱 さ れ た 。 ま た最 近 で は,皮 膚 組 織

に お い て,"skin associated lymphoid tissue"(SALT)

が,Streilein(1978年)に よ り命 名4)さ れ て い る。

気道系 に随伴 して リンパ組織が存在することは,古 く

か ら指摘 されてお り,1867年Burdon-Sanderson5)は,

モルモッ トの気管支壁に内在する リンパ系細胞の集簇

を記載 し,klein6)は これがバイエル板に類似の構造 を呈

することを見出している。以後,ヒ トを含めた種々の

動物で同様の報告7)～11)がな され,BALTの 概 念が確立

された。しか し,形 態学的にはGALTと 多 くの類似点、

を有するにもかかわらず,GALTほ どにBALTの 機 能

的側面3)12)～14),特に遅延型アレルギー反応における局所

免疫応答 において,い かなる役割 を担 っているか15)は,

充分 な検討がなされてお らず,不 明な点が少な くない。

一方
,呼 吸器疾患の中で,肉 芽腫性病変 を来す もの

は,数 多く惹起 されて くる。 しか し,過 敏性肺炎や原

因不明のサルコイ ドージスの肉芽腫発症機序において,

液性免疫応答がいかに関連するかは,明 らかでなく,

追求すべ き問題が 多く残されている。最近では,こ れ

らの疾患での肺局所病態を把握するため,臨 床上気管

支ファイバースコープの使用によって,気 管支肺胞洗

浄(bronchoalveolar lavage; BAL)が 行 なわれ るよう

になり16),肺 胞一気管支領域の細胞 を末梢血 と同様,

浮遊細胞 として採取で きるようになった。その結果,

肺疾患において末梢血レベ ルの所見が,必 ず しも呼吸

器疾患の病態を適確に反映 しない場合があることが判

明17)し,反 面BALの 有用性が指摘されるようになった。

しか し,BAL中 に見出される細胞や液性因子が,果 し

て肺組織内での病態や反応を,ど の程度反映 している

かは明確ではな く,残 された課題である。

以上のような観点か ら,我 々は,家 兎に対 してBCG

死 菌 を投与することによ り,実験的肺肉芽腫 を作製 し,

この動物実験モデルを用い,BALTの 意義 ならびにBAL

中の細胞成分や液性成分 を中心に,肺 局所免疫動態 を

解析 し,遅延型アレルギー反応におけるBALTの 免 疫

学的役割について,検 索したので報告する。

2.　実験材料ならびに方法

1)　実験動物

本実験系には,体 重1.8～2.2kgの 成 熟雌ニュージー

ラン ド白色家兎62羽 を使用 した。

2)　抗原感作および実験群

抗原 としてBacille Calmette-Guerin(BCG)の 加 熱死

菌(120℃,20分)を 用い,投 与方法の相違により,実

験群 を次の5群 に分 けた。即 ち,対 照 としての正常群

(N群),BCG乾 燥 重量5mg/生 食水1mlの 懸 濁液

を,耳 外縁静脈 より静注 した一次応答群(IV群),他 の

3群 は投与方法の異なる二次応答群であった。バ イオ

ールF液0 .1mlにwater in oilエマルジョンとしたBCG

死菌100μgを,両 耳介基始部に皮下注射 し,初 回感作

を行ない,3週 間後 にBCG死 菌5mg/1ml生 食 水

を,静 脈投与したもの(皮 下注→静注群;SC→IV群),

BCG死 菌100μg/0.1mlバ イオールF液 を静脈注射し初

回感作 を行ない,3週 間後にBCG死 菌5mg/1ml生

食水を静脈注射したもの(静 注→静注群;ＩV→IV群),

IV→ ＩV群 と同様に静脈感作を行 ない,3週 間後BCG

死菌5mg/1mlリ ン酸緩衝生食水懸濁液 を,注 射針

(21G)を 用いて気管内へ投与 したもの(静 注→経気

管注群;IV→IT群)を 準備 した。

抗 原 の 最 終 注 射 後,1, 2, 4, 7, 14, 21, 28日
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目ごとに,空 気塞栓 によ り各群の動物 を屠殺 した後,

速 やかに肺 を摘出 した。

3)気 管 支 肺 胞 洗 浄(bronchoalveolar lavage;

 BAL)に よる細胞成分 と液1生成分の回収

摘出された肺 に対 し,Myrvik18)ら の方法により,1

回60mlの 生 食水を気管 より注入 し,計2回 の洗浄を行

ない,洗 浄液を採取 した。回収洗浄液 を4℃,10分 間,

200gに て 遠心 し,1回 目の気 管支肺 胞洗 浄液上 清

(bronchoalveolar lavage fluid; BALF)を-20℃ に

て保存し,後 述する各液1生因子を測定 した。一方,得

られた細胞成分 は,Eagle'sMEMに 再 浮遊 させ,ト

リパンブルー染色法で生存率 を調べ,総 細胞数 を算定

したのち,細 胞遠沈法で細胞塗抹標本 を作 り,メ イ ・

グルーンワル ド・ギムザ染色あ るいはニ ュー トラル

レッ ド染色 を施 し,細 胞分画 を観察 した。一部の試料

は,プ ラスティックシャーレ付着法およびG-10カ ラム

通過法によ り,肺 胞マクロファー ジ(alveolar macro-

phage; A-Mφ)と 気 管 支 肺 胞 リン パ 球(bron-

choalveolar lavage lymphocyte; BAL-Ly)に 分 離 し

た。

4)　末梢血 リンパ球の分離

ヘパ リン加注射器により採血後,pBSで2～3倍 に

稀釈 し,比 重遠心法により得 られた リンパ球層か ら,

プ ラスティックシャーレ法で付着細胞を除去 した。こ

のようにして得られた末梢血 リンパ球(peripheral blood

 lymphocyte; PB-Ly)分 画 の純度は,83～94%で あ っ

た。

5)　マ クロファー ジ遊走阻止試験

BALF内 に 含 ま れ るMIF(migration inhibitory

 factor)活 性 を,ア ガ ロ ー ス 滴 を 用 い るHarringtonの

方 法19)に よ り測 定 した 。

(1) A-Mφ の採取;正 常家兎か ら,前述 と同様の方法

により得 た。

(2)　腹 腔細胞の採取;正 常家兎の腹腔にパ ラフィンオ

イル50mlを 注 入3日 後に,ヘ パ リン加HANKS' bal-

anced salt solution総 量150mlで 洗 浄 して回収 した。

以上,(1),(2)で 得 ちれた細胞 を3×107/mlMEMと

し,0.2%ア ガ ロース液 と,各 々1容 量:2容 量 に混合

し,Lab-Tek chamber内 に分注 した。試料 として各病

期のBALFを,chamber内 のアガロース滴が満たされ

る程度(ほ ぼ0.25ml)注 入 し,対 照 としてN群 の試料

を用いた。37℃,5%CO2の 条件下で,24時 間 培養 し

た後,ミ クロメー ター付倒立顕微鏡にて観察 し,対 照

の遊走面積に対す る百分率でMIF活 性 を求めた。

6)　 リンパ球芽球化反応

BAL-Ly,PB-Lyの レ ク チ ン に 対 す る反 応 性 の 測 定

は,基 礎 的 検 討 の 結 果,Phytohemagglutininよ り も

Concanavalin A(Con-A)に お い て,反 応 性 が 良 好 な

た めCon-Aを 使 用 した 。

リ ンパ 球5×106/mlRPMI-1640に 調 整 し た も の100

μl,正 常 家 兎 血 清100μl, Con-A (DIFCO laboratories,

 125μg/ml)100μl,RPMI-1640(ペ ニ シ リンG10u/ml,

ス トレ プ トマ イ シ ン100μg/ml)700μl,を 混 合 し,こ

の200μlを マ イ ク ロ フ.レ ー ト(96穴,平 底,Nunc)に

移 しtriplicateに て,5%炭 酸 ガ ス培 養 器 内 で3日 間 培

養 し た 。 培 養 終 了6時 間 前 に3H-thymidine(5μCi/

ml)を 添 加 し,セ ル ハ ー ベ ス タ ー を 用 い て 回収 し,そ

の 放 射 活 性 を液 体 シ ン チ レー シ ョ ン カ ウ ン タ ー(ラ ボ

サ イ エ ン ス,CM101)で 測 定 した 。 対 照 と してCon-A

無 添 加 の もの を 用 い た 。

7)　免疫 グロブ リンの測定

BALFお よび血清中の免疫 グロブ リン値の測定は,抗

ウサギ-IgG(γ 鎖 特異的),-IgA(α 鎖 特異的),-IgM

(μ鎖特異的)(Cappel Laboratories)Laboratories

を使用 し,一 元平板免疫拡散法20)によ った。検体の前処

理 としては,血 清IgG測 定の場合 は血清を10倍 稀釈 し,

他 の場合 は原液 を用いた。抗IgG抗 体 は10倍 稀 釈,抗

IgAお よび抗IgM抗 体 は2倍 稀釈のものを用いた。well

内は5μlと した場合,各 々の沈降輪は最 も明瞭であっ

た。なお,検 体はセルロースアセテー ト電気泳動によ

り,M成 分のないことを確認 した。

8)　可溶性免疫複合体の測定

BALFお よ び 血 清 中 に 含 ま れ る 可 溶 性 免 疫 複 合 体

(circulating immune complex; CIC)の 測 定 は,

Creightonら のpolyethylene glycol (PEG, M. W. 6000)

法21)22)に よ っ た 。

(1)　標 準 溶 液:ウ サ ギIgG(Cappel)を63℃,20分 間 で

処 理 し,熱 処 理 凝 集 型IgG(heat-aggregated IgG)を

準 備 し,0℃ に 冷 却 した の ち,15,0009,4℃,10分

間 遠 心 しそ の 上 清 を準 備 した 。 更 に,こ れ を ゲ ル ク ロ

マ トグ ラ フ ィ ー(Sephadex G200,カ ラ ム0.9×80cm)

に よ り分 画 化 し,OD280nmのI peakを 濃 縮 分 離 し,

標 準 溶 液 と し た 。

(2) PEG濃 度 の決定:使 用するPEG最 終 濃度 を決め

るため,native IgGお よびaggregated IgGに つ いて,

PEG濃 度 を3.5,7.0,10.0%と して沈澱蛋白量を測定

した結果,3.5%で その差が最 も顕著であったため,PEG

濃度3.5%の ものを用 いた。

(3)　正常値の設定:Lowry法 とOD(280nm)の 比較

では,OD0.1単 位 が0.075mg/mlに 相 当 し,両 者は相

関係数 γ=0.978で あ った ため,CICの 測 定値 はOD

で記載した0な お,N群 におけるM+2SDを 正 常範囲 と

した。

9)　アンギオテンシン変換酵素の測定

ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 測 定 試 薬(富 士 臓 器,笠

原 法23))を 用 い,BALFに つ い て,ア ン ギ オ テ ン シ ン

変 換 酵 素(Angiotensin converting enzyme: ACE)

活 性 を 測 定 した 。
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10) Macrophage agglutination assay

血 清,BALFお よ びBALリ ン押 球 培 養 上 清 の それ ぞ

れ に 含 ま れ るmacrophage agglutinating活 性 を,

Galindo24)ら の 方 法 に よ り測 定 し た 。前 述 と同様 の 方 法

で,標 的 細 胞 と し て,正 常 家 兎 よ りA-Mφ を採 取 し た。

こ れ を1.0×107マ ク ロ フ ァ ー ジ/ml(neutral red:

MEM=1:9)に 調 整 後,こ の 細 胞 浮 遊 液0.1mlと 試

料0.1mlを 混 合 し,一 部 をceramic ring slideの 上 に

載 せ,室 温 に て100/分,3分 間振 動 させ た 。 これ を ピ

ペ ッ テ ィ ン グ後,顕 微 鏡 下 でagglutinationを 観 察 した。

BALリ ンパ 球 培 養 上 清 は,BAL-Lyを1×105に 調 整

後,Con-Aで 刺 激 し37℃,5%CO2の 条 件 下 で,3日 間

培 養 した 。対 照 と し て,血 清 お よ びBALFで はN群 の も

の を,BALリ ンパ 球 培 養 上 清 で はRPMI-1640を 使 用

した 。

11)　検 定

有 意 差 検 定 は,Student t testに よ っ た 。

3.　実 験 成 績

1)　気管支肺胞洗浄液内細胞の形態学的および定量的

検索

(1)　回収総細胞数

各実験群での総細胞数の変動 を図1に 示す。N群 で

は6.9×107個 で あった。一次応答群であるIV群 では,抗

原感作後次第に増加 し,21日 目にN群 の約30倍(2.3×

109)個 となった。

二次応答群では,い ずれの実験群 においても回収総細

胞数の増加は,一 次応答群 に比 し急峻かつ高値 を示 し

た。この傾向はIV→IV群 において最 も顕著で,4日

目で既に2.2×109個(p<0.005)とN群 の約30倍 に達 し,

以後高値 を示 した。SC→IV群 で は,IV→IV群 と比べ

やや遅れてプラ トーに達 した。IV→IT群 で もIV群 と

Days after secondary challenge (t)

Fig. 1. Total number of cells recovered in BAL fluid of the primary or secondary BCG-sensitized 

rabbits.

Each column is given in mean number of cells and SE from 2-6 experiments for each group. 

N; Non-sensitized control group.

S; Primary sensitization was carried out by injecting intravenously (IV, IV-IV and IV-IT group)
 or subcutaneously (SC-IV group). Three weeks after sensitization, total number of cells was

 determined.

Secondary challenge was carried out 3 weeks after the primary sensitization by injecting 
intravenously (SC-IV and IV-IV group) or intratracheally (IV-IT group).
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比べ早期 にプラ トーに達 したが,そ の程度は前二者に

比 して低 い傾 向がみ られた。

これ らの回収総細胞数の動向は,肺 内組織反応の指

標 として測定された「肺重量 一体重比」の値25)と殆 ん ど

同様の傾向がみ られ,回 収総細胞数 は,肺 内組織反応

による細胞浸潤の程度 を,よ く反映 していると考 えら

れた。

(2)　回収細胞の形状

BALF中 の細胞を光顕で観察 した ところ,N群 では

形態学的にほぼ均一なA-Mφ で 占め られているのに

対 し,BCG死 菌 二次感作後 には,多 形核 白血球,リ ン

パ球,多 核A-Mφ,形 質細胞など,種 々の細胞が認め

られた(図2)。 これら各種細胞の出現の経時的推移は,

図3の 示す とお りであった。

a

c

e

b

d

Fig. 2. Light microscopic findings of cells obtained by BAL in various stages of TV-IV group. 

(a); BAL-cells from non-sensitized control group. Note the high homogeneity of cells, which consist 

predominantly of macrophages. (b); BAL-cells obtained from the early stage (Day 1-2) after BCG 

sensitization. This smear shows large number of macrophages and polymorphonuclear leucocytes, 

and a few lymphocytes. (c); BAL-cells recovered from the following stage (Day 4-14) consist mainly 

of lymphocytes. (d); Multinucleated giant cells (arrow) among the mixed cell population seen in (c).

 (e); Higher magnification of BAL-cells observed in (c). A typical plasma cell (arrow), macrophages 

and lymphocytes can be seen. 

May-Grtinwalds Giemsa, (a), (b), (c), (d);•~100,(e);•~400.
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i) A-Mφ の変動

回収細胞分画の うち,A-Mφ の 占める割合 は,N群

で96.9%で その総数 は6.6×107個 で あった。BCG死 菌

投与後,相 対的に比率は一次減少 したが,回 収細胞数

は増加 し,一 次応答群では21日,二 次応答群では14日

をピークとして増加 した。BCG感 作 により,肺 局所 に

AMMφ が 集積 し組織反応を起 こした結果,BALFに 反

映されたことが示唆 される。

ii)　多核A-Mφ の 出現

2核 以上 を呈する多核A-Mφ(図2,d)が いずれの

BCG感 作群で も出現 し,早 川25)らの報告 した肺類上皮

細胞肉芽腫形成の経時的変化 と,密 接 な相関関係を示

した。

iii)　多形核白血球の変動

各群 とも1～7日 までの病初期に比較的 多く回収 さ

れ,そ れ以後は次第に減少 した。 これは非特異的な炎

症反応を反映 していると考えられる。

iv)　リンパ球 の変動

N群 では全体の2.5%で,総 数は2.2×106個 で あった。

BCG死 菌投与後は,い ずれの実験群で もその比率は,

最 高約12%で あ ったが,回 収総数 は一定の経時的変化

を示 した。即ち,一 次応答群では21日 目,二 次応答群

では14日 目をピー クとして増加 し,以 後わずかずつ減

少した。 この リンパ球の出現推移は,一 次応答群 よ り

も二次応答群において,細 胞数が多く,ま た早期 よ り

出現する傾向がみられ,肺 内での病態の程度および本反

応系におけるリンパ球 の関与 を反映 していると考 えら

れる。

v)　 形質細胞の変動

形質細胞は,N群 では認め られなかったが,実 験群

ではいずれ も出現 し,一 次応答群21日 目,二 次応答群

では14日 目をピークとして,そ の後漸減 した。なかで

もIV→IV群 が最 も多く観察され,比 率は14日 目1.9%

で,そ の総細胞数は6.1×107個 で あった。

Fig. 3. Differential cell counts of BAL cells in each experimental group. Each column represents the 

mean value and SE from 2-6 experiments for each group. See explanations of Fig. 1 for groups, N, 

S and challenges.
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Table 1. Con-A reactivity of lymphocytes from BAL fluid and peripheral blood in each experimen

 tal group

*Each value represents the mean cpm of triplicates and SE from two experiments.

**Stimulation index=
mean cpm in lymphocyte cultured with Con-A

/ mean cpm in lymphocyte cultured without Con-A

Table 2. Migration inhibitory activity of BAL fluid obtained from each experimental group

Migration Index=
mean migration area with BAL fluid from each experimental group

/ mean migration area with BAL fluid from non-sensitized controls
×100

Each value expresses mean•}SE from 4-8 experiments.

*.P<0 .01 **P<0.005
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2)　気 管支肺胞洗浄液に回収 された細胞と液性因子の

免疫学的検索

(1)　リンパ球幼若化反応

BAL-Lyの 免 疫 学 的 細 胞 性 免 疫 能 を検 索 す る た め,

IV→IV群 に お け るBAL-LyとPB-Lyの レ ク チ ン

(Con-A)に 対 す る幼 若 化 反 応 を比 較 検 討 した(table

 1)。BAL-LyとPB-Lyは と も に,Con-Aに 対 し幼 若

化 現 象 を 起 こ し た 。 前 者 のStimulation Index(S.I.)

は,4日 目 で 極 め て 高 い値(116.3)を 示 し,PB-Lyは

2日 目 で71.9で あ っ た 。二 次 応 答 群 はBAL-Lyの 方 が

PB-Lyよ り も高 い 反 応 性 を 示 し,肉 芽 腫 形 成 反 応 に お

け るCon-A反 応 性BAL-Lyの 関 与 が 示 唆 され た 。

(2) BALF内MIF活 性

BALF内MIF活 性 を検索するため,標 的細胞として,

正常家兎A-Mφ お よびパラフィンオイル誘導腹腔滲出

細胞の両者を用いた。両者のMigration Index(MI)

を比 較すると,AMMφ の方が低い傾向がみ られたが,

有意差は認められなか った(table 2)。 リンパ球 を主

体 とす る胞隔炎の継続時期およびBAL中 の リンパ球の

増加に一致 して,各 実験群 ともMIは 低値であった。即

ち,一 次応答群 では2!日 目,二 次応答群ではそれ より

早期から,MIの 低 下が認め られ,こ の時期のBALF中

に,マ クロファージ遊 走阻止をもたらす因子(MIF)

が存在することが示唆 された。

(3) macrophage agglutinating factor(MAgF)活

性

正 常 家 兎A-Mφ を 用 い,IV→IV群 に お け る 血 清,

BALF,BALリ ン パ 球 培 養i上 清 に 含 ま れ るMAgF活

a

c

b

d

Fig. 4-1. Macrophage agglutinating activities were classified as follows: negative= (-);(a),

 mild= (+);(b), moderate= (œO)(c), severe= (™¿); (d).
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性 を検討 した。判定は図4-1の ご とく,agglutination

のみ られなかった ものO,僅 かに認め られた もの(十),

強 く認め られた もの料+,そ の中間の もの升,の4段

階に分 け評価 した。

いずれの試料においても,こ の現象は観察された。

強いagglutination現 象 を示す時期 は,BALFで は7

～14日 で あったが,BALリ ンパ球培養上清では,比 較

的早期 より認め られた(図4-2)。

(4)　免 疫グロブ リン値の変動

本実験系での液性免疫の動態およびBALTの 役 割を

検討す るため,BALFと 血清中の免疫グロブ リン値を

測定 した。図5はBALF中 の各 グロブ リン分画の相対

的変動 をまとめた ものである。IgG,IgAに つ いては,

N群 の直径の 自乗平均を1と して,以 後の変化 をプロ

ットした。IgMはN群 で測定感度以下であったため,IV

→IV群 の14日 目の値 を同様 に1と した。

i) IgM

一次 応答群では2日 目に一旦検 出され
,そ の後14日

以 降に認め られている。

二次応答群では,い ずれの実験群 でもIgMは,IgG,

IgAに 先 行 して初期病 日に出現 し,早 期(7日 前 後)

に ピー クを示 した。

ii) IgA

一次応答群においては
,IgAはIgGが ピー クを示す

21日 目に先立って上昇 し,以 後IgGと ほ ぼ並行 して推

移 した。

二次応答群では,各 群 とも一次応答群 よりも早期に

上昇 し,し か も高値 を示 し,全 経過 を通 してIgGと と

もに推移 した。

iii) IgG

IgGはIgAと 類似の変動 を示 したが,特 にIV→IV

群 で は14日 目で高い値 を示 し,IgAを 凌駕 した。
一般的傾向 として

,IV→IT群 は二次応答型の免疫

グロブ リン分画の出現パターンを示したが,IV→IV群

やSC→IV群 と比べ,そ の程度は低値 を示 した。

iv)　血清免疫 グロブ リン値の変動

各群における血清中での免疫 グロブ リンの各分画の

値は,BALFと 比べて著 しく低値 を示 し(図5),経 時

的変動 も殆ん ど認められなかった。N群 とIV→IV群

14日 目におけるIgAの 実 測値 を比べ ると,血 清ではそ

れぞれ平均5.5mm,平 均6.1mmで あ ったが,BALFに

お いては,そ れぞれ平均3.4mm,平 均8.4mmで,絶 対

値で もBALF中 のIgAが 高値 を示 した。

(5) Circulating immune complex(CIC) の検出

Fig. 4-2. Macrophage agglutinating activities in serum, BAL fluid and supernatant fluid from BAL
-lymphocyte cultures, which were obtained from various stages of IV-IV group.
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CICを 媒 介 とするア レルギー反応の関与 を検討す る

ため,BALFお よび血清について,PEG法 に よ り測定

した結 果 を図6に 示 す。N群 の 測 定 結 果 か ら,

BALFO.21,血 清0.41を 正 常域 とした。

すべての実験群において,BALFに は有意のCICは

検 出されなかった。一方血清では,一 次応答群で14日

以降に検 出され,28日 目まで高値 を示 した。 これに対

し二次応答群では,二 次感作後,初 期 に上昇傾向 を認

めた。

Days after secondary challenge (•ª)

Days after secondary challenge (•ª)

Fig. 5. Quantitative analysis of immunoglobulin levels in BAL fluid and serum by single radial 
immunodiffusion (SRID). Immunoglobulin level is expressed as a ratio calculated by formula;

(
mean diameter of SRID in each experimental group

/ mean diameter of SRID in non-sensitized controls )
2

See explanations of Fig. 1 for groups, N, S and challenges.
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Days after secondary challenge (•ª)

Fig. 6. Circulating immune complex levels in BAL fluid and serum. See explanations of Fig. 1 for 

groups, N, S and challenges.

Days after secondary challenge (•ª)

Fig. 7. ACE activity in BAL fluid. Each value represents the mean activity and SE from 2-6 

experiments in each group. See explanations of Fig. 1 for groups, N, S and challenges.
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(6) ACE活 性

N群 におけるBALF中 のACE活 性 は,0.73±0.2U/

mlで あった。図7に みるごとく,一次応答群では,ACE

は21日 目より上昇 を認め,二 次応答群では,IV→IV群

において活性が4日 目より急峻に上昇 し,14日 目でピ

ークに達 し
,以 後漸減 した。SC→IV群 もほぼ同様の

経過 を示 したが,IV→IT群 では,殆 ん ど有意の活性

上昇は認められなかった。

4.　 考 察

呼吸器疾患領域での診断および病態解析 に,BALの

果 たす役割は大 きい。BALに よ り下気道や肺胞の細胞

成分が採取できるようになったが,BALに て 回収 され

る細胞成分が,病 変部位 の構成細胞あるいは組織変化

を,ど の程度反映しているかを,明 らかにす ることは

重要 な問題である26)27)。また従来,BALの 診 断的意義

は,リ ンパ球お よび好 中球 を中心 とした,胞 隔炎の評

価に集中してお り28),胞隔炎以外の病変でのBALの 有

用性 に関す る解析は,充 分ではない29)30)。

本 研究 と同様の実験系において,摘 出肺を組織学的

に検討した早川らの研究25)によれば,(1)各群 とも初期(2

日目まで)は,好 中球 を主体 とする胞隔炎が先行す る,

(2)一次 応答群では,21日 目よりリンパ球浸潤が出現 し,

二次応答群(特 にSC→IV群 とIV→IV群)で は,4

日～7日 目頃より好 中球が減少 し,次 第に リンパ球 と

形質細胞浸潤が主体 となった,(3)類 上皮細胞肉芽腫形

成は,一 次応答群では4日 目よ り認め られたが,二 次

応答群では早期(1～2日 目)か ら出現する,な どの

所見 を見出 している。以上の組織所見とBAL細 胞所見

の推移 との比較,即 ち 「BALF中 回収総細胞数 と肺重

量一体重比」および 「回収細胞分画 と肺内組織所見」

とを,そ れぞれ比較検討 した ところ,総 細胞数は,肺

内組織反応の程度 とほぼ相関し,また回収細胞分画の変

化 は,肺 内 のneutrophil alveolitisとlymphocyte

 alveolitisを 反 映 していた。更に,類 上皮細胞肉芽腫の

出現時期に一致 して,多 核巨大肺胞マ クロファージ29)31)

が推移 したことは,肺 肉芽腫性病変の進行 を示唆す る

ものであろ う。

以上の所見から,BALF中 に見出される細胞は,肺

内における細胞 一組織反応特 に胞隔炎の病態の程度や

肺 肉芽腫性病変の進展 を,反 映 していることが示唆 さ

れ,BALの 診 断的有用性が明 らかになった。

本研究で用いたBCG死 菌 感作による肉芽腫形成実験

モデルは,皮 下初回感作3週 間後,静 注による二次感

作 に よ り惹 起 され た肺 肉芽 腫 形成 反 応 の 報 告32)

(Oshima & Myrvik)に 始 まる。その後Galindo &

 Myrvikら31)33)に よ り,リ ンフォカインの解析からこの

反応は,細 胞性免疫応答の機構が主体 をな して惹起 さ

れると推定された。本研究において,二 次応答群のBALF

中にMIF活 性やMAgF活 性 が検出され,今 回更にCon

-A反 応性T細 胞の動員が見出されたことから考えても
,

T細 胞の関与する細胞性免疫応答機構(cell mediated

 immunity;CMI)が 存在することが,強 く示唆される。

本実験系の組織学的所見で,類 上皮細胞肉芽腫形成

反応が認め られた。一般に類上皮細胞肉芽腫形成は,

結核症,サ ル コイ ドー ジス,過 敏性肺炎,慢 性ベ リリ

ウム肺,Wegener肉 芽腫 など,多 くの肺疾患の際にみ

られ る現象で,CMIの 関 与が推定 されている。一方,

肺結核症を中心にその形成機序が解析されてきた報告34)

で は,Ellouzら の結核菌体のアジュバ ン ト活性の研究

で示 されたように35),アジュバ ント効果を示す最小の分

子単位であるMuramyl dipeptide(MDP)は,抗 原性

がな く,MDP自 体 によ り,類 上皮細胞肉芽腫が惹起 さ

れ うるといわれる36)。早 川らの報告25)で,一 次応答群の

初期から,幼 若な類上皮細胞肉芽腫が認め られたのは,

この非免疫学的機序のため と考えられる。

これに対 して,一 次応答群21日 目および二次応答群

における類上皮細胞 肉芽腫形成は,CMIを 基盤 とす る

もので,こ の所見に対応 して,BALF中 のACE活 性 上

昇が認め られた。1974年Liebermanが サ ルコイ ドー ジ

ス患者の血清ACEの 上昇 を報告37)して以来,多 くの追

試がなされ,本 症のみに認め られ る所見ではないこと

が明 らか となったが,補 助診断 としての意義 は,確 固

たるもの となってお り,ま たサル コイ ドー ジスの病因

との関連か ら注 目されている。肺肉芽腫形成実験か ら,

非免疫学的肉芽腫では上昇が認め られず,ア ジュバ ン

ト誘導が重要 とい う報告38),BCGに よ り惹起 される肺

肉芽腫病変は,ACEに よ り影響 され る可能性39)などが

指摘 されてはいるが,肺 結核症 あるいは本実験系の二

次応答群の うちIV→IT群 な ど,同 じように類上皮細

胞肉芽腫が形成 され るにもかかわ らず,ACE活 性 が上

昇 しない点は,今 後に残 された課題であろう。

BCGに 対 する生体反応として,細 胞性免疫応答が主体

をなすこ とは,明 らかであろうが,そ れに対 して液性

免疫応答が,ど のような関与をするか明らかでない40)41)。

本研究において,BALF中 に免疫 グロブ リンが検出 さ

れ,興 味ある変動を示 した。BALFと 血清中の免疫グ

ロブ リン値の比較か ら,BALFの 免 疫グロブ リンは血

清由来ではな く,局所の肺およびBALTに 由 来するこ

とが示唆された。即 ち,BALF中 のIgAとIgGを 主体

とす る免疫 グロブ リンの変動は,肺 組織およびBALに,

多数 の リンパ球 と形質細胞が認め られたこととよく対

応 した。更に,本 実験系 におけるBALTを 経 時的に観

察 した早川らの報告25)によれば,各 群 とも初期にリンパ

濾胞の消退傾向を示 し濾胞構造が不明瞭 となり,そ の

後感作 リンパ球によると思われるBALTの 濾 胞再形成

が認められた としてお り,BALF中 免 疫グロブ リンの

増加は,BALT濾 胞再形成 とも相関していた。これら
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のことから,感 作 リンパ球 と形質細胞の うちあるもの

は,BALTを 経由 して,肺 組織内あるいはBALF中 へ

遊出 し,こ のためBALF中 の免疫 グロブ リンが高値 と

なった と思われる。Bienenstock12)42)は,BALTに は

IgA産 生前駆細胞が豊富で ある とし,同 様の構造 をも

つGALTで は,バ イエル板 にB細 胞の前駆細胞が濾胞

状に集簇 してお り,抗 原刺激により分化 しつつ血流に

入 り,そ の後大部 分 はGALTにhomingし て くる と

考えられている43)。BALTに お ける詳細な細胞動態は,

今後の研究に待たねばならないが,BALTの 役割 とし

て,肺 局所における免疫グロブ リン産生の調節,制 御

が指摘 され る。

BALTに よ り調節されたと考えられるこの免疫グロ

ブ リンの変動,即 ち液性免疫応答 とCICお よびCMIの

関連性の有無は,重 要な問題である。Gell & Coombs

のア レルギー反応の4型 分類の うち,1型,II型 反 応

によっては,肉 芽腫形成は惹起 されない とされている。

一方
,III型が関与するという報告44)45)が散 見され,動 物

実験において抗体過剰では,壊 死の少 ない肉芽腫が形

成されること46),IV型反 応に先行 してIII型反応が存在す

る場合があること47)48),臨床 的にもサルコイ ドージスに

おける沈降抗体49)やCIC50)の 検 出,な どが報告 されてい

る。

本実験系で示 されたように,血 清中において,CICは

肉芽腫形成に先行 して検出され,こ の時期(病 初期)

に好 中球浸潤による胞隔炎をみている。更にIV→IV

群 で,血 管内膜肥厚像が散見 され,病 因 との関連性 を

思わせ る。好 中球および好 中球由来の ライソゾーム と

免疫複合体の関連は,従 来か ら報告51)～53)されてお り,

免 疫複合体 によ り好中球が活性化 されると同時に,好

中球の存在 により免疫複合体の組織沈着が促進 され る

という。本実験系におけるCICの 病 因的意義を説明す

るには,免 疫組織化学的に免疫複合体の証明がなされ

ていないこと,CICの 検 出は血清が主体であったこ と

など,問 題が残る。後者については,経 静脈的に抗原

を投与 しているため と考えられ,ま たIV→IT群 に て

BALF中 に検出で きなかったのは,抗 原過剰による免

疫複合体の解離が関係 しているか もしれない。今回の

CIC値 の検索か らは,CICが 関与す るか どうかはその

可能性 を指摘す るにとどまった。

本実験系において見出された免疫学的因子の動態は,

末 梢血とBALFの 間 で,種 々の点 において不一致点が

認め られた。即ち,Con-A反 応性 リンパ球な らびに免

疫 グロブ リン値は,い ずれもBALFに 高 値を示 し,CIC

値 は血清で高値 を示 した。以上の所見か ら,肺 局所で

のア レルギー反応の病態は,BALFを 採取 して解析す

ることにより,一 層的確 に把握され うることが示唆 さ

れる。

BALTは,肺 局所における免疫グロブ リン産生 を調

節 していると推定 されたが,BALTとCMIの 直接的な

関係は,見 出せ なか った。 しか しなが ら,BALF中

に出現したConMA反 応性T細 胞は,CMIを 裏付 けると

ともに,IgA産 生 に関与 していた可能性が考 えられる。

バイエル板における実験では,Con-Aに 誘導 されたT

細 胞は,IgA産 生 を増大 させるとい う54)55)。更 に,本 実

験系でBALF中 の高いIgGレ ベルと強い肉芽腫形成反

応が対応していたが,IgG成 分 はマクロファージの遊走

あるいは活性化 をもたらす といわれている56)57)。また,

Raczら15)は,BALTの 濾胞領域の形態学的検討か ら,

CMIがB細 胞の反応を刺激 している可能性を指摘 して

いる。これ らの点から,BALTとCMIの 関連は,Con

-A反 応性T細 胞,免 疫グロブ リン,CICを 介 して,相

互に影響 しているもの と推定 され るが,今 後BALTの

胸 腺依存域(TDA)の 動 態を中心に,検 討 され るべ き

問題 であろう。

5.　 ま と め

家兎に対 してBCG死 菌 を投与す ることにより,実験

的肺 肉芽腫症の作製 を試み,肺 の遅延型アレルギー反

応におけるBALTの 役 割について,気 管支肺胞洗浄液

の検討 に焦点を置 き,そ の免疫学的意義 を検索 した。

本実験系では,BCGに 対 する一次および二次免疫応

答群 を準備 し,経 時的にBALF中 の細胞成分 ・液性成

分 を採取 し,免 疫学的ならびに形態学的解析 を行なっ

た。

肺組織学的所見 と気管支肺胞洗浄液細胞成分 との相

関について検索 した結果,BAL回 収 総細胞数は,肺 内

組織反応による細胞浸潤の程度 を反映 してお り,ま た

BAL回 収細胞成分は,胞 隔炎構成細胞 とほぼ一致 した。

更に,多 核肺胞マ クロファージを検出す ることにより,

肺 内での肉芽腫形成の推移 を知 ることがで きた。

一次応答群 において初期 より認められた幼若な類上

皮細胞肉芽腫 は,非 免疫学的肉芽腫 と考 えられたが,

二 次応答群では,リ ンフォカイン(MIF,MAgF)の

存在 とCon-A反 応 性T細 胞の動員から示唆 される細胞

性免疫応答のみな らず,免 疫グロブ リン値 の上昇,CIC

の検 出か ら,液 性免疫が関与すると推定された。

この免疫 グロブ リンが,血 清に比 してBALF中 で大

きく変動 したことは,BALTの 濾 胞再形成の時期 に免

疫 グロブ リンの上昇 をみたこととあわせ て,免 疫 グロ

ブリンは肺局所およびBALTに 由来し,更 にBALTは

肺 局所における免疫 グロブ リン産生を調節 していると

思われた。

また,BALTとCMIの 直接的な関連は,今 後の検討

課題であるが,両 者はCon-A反 応性T細 胞および免疫

グロブ リンを介 して,密 接 に関係 しているもの と考え

られた。
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