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Bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) is considered to play an important role

 for the local immune response of the lung. We have been studying the function of BALT in

 delayed-type hypersensitive reaction of the lung. Our previous report showed that BALT of

 rabbits was histologically divisible into four different areas: lymphoepitheliallayer (LE),

 dome area (DA), follicular area (FA), and parafollicular area (PFA), and that the

 structure of BALT changed in rabbits sensitized with heat-killed bacillus Calmette Guerin

 (BCG). In the present study we researched the distribution of imrnurloglobulin (Ig) (IgG,
 IgA, and IgM)- positive cells and T cells in the lungs and BALT in both normal rabbits and

 rabbits with pulmonary granulomas induced by primary and secondary intravenous sensiti

zation with heat-killed BCG. We detected Ig positive cells by the direct immunoperoxidase

 technique, using horseradish peroxidase (HRP)- labeled anti rabbit IgG-, anti rabbit Ig

A-, and anti rabbit IgM-IgG antibody. Also we detected T cells by the indirect immunoper

oxidase technique, using M-108monoclonal antibody specific for rabbit T cells.

The following results have been obtained.

1) In the normal rabbit-BALT the distribution of the cells was as follows: LE; This

 area was consisted mainly of IgG-positive cells, IgA-positive cells and T cells. IgM-

positive cells were scarce. DA; IgG-positive cells, IgM-positive cells and T cells could be

 seen in this area. FA: A center of FA is distributed by a number of surfaces IgM-posltlve

 cells. A slight degree of infiltration of IgG-positive cells and T cells was found in this

 area. PFA; This area was consisted mainly of T cells. There were also a number of Ig

G-positive cells and IgA-positive cells and small number of IgM-positive cells.

2)In normal rabbits a nurnber of IgG-positive cells and IgA-positive cells were seen

 within bronchial walls, and a few of these cells were found in bronchiolar walls and

 alveolar septa. IgM-positive cells distributed sparsely in the bronchial walls. The number

 of the Ig-positive cells distributing in the bronchial walls was closely ralated to the degree

 of the development of BALT.

3)A marked in filtration of IgG-positive cells and IgA-positive cells was seen in the
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peripheral regions of the epithelioid cell granulomas from one day after the secondary

 BCG-sensitization, and then the number of these cells increased gradually
. The number of

 the cells in the granulomas reached the peak three weeks after the sensitization
, and

 subsequently　 decreased.

4)The number of sIgM-positive cells in FA markedly increased from four days after

 the secondary sensitization, and the findings could be recognized continuously for the

 subsequent five weeks.

The above results suggest that BALT may control the production of immunoglobulins

 of the lung, which may modify the delayed-type hypersensitive reaction in the lung .
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緒 口

肺はガス交換と同時に,外 来の侵入抗原に対する免疫

臓器として認識されてきている。近年,気 道における免

疫現象の局在化が注目され,局 所性免疫応答と全身性免

疫応答に関与するリンパ組織が,気 管支壁と細気管支壁

に存在することが明らかにな ってきている。1973年 に

Bienenstock1)2)が この気 管支随伴 リンパ組織(Bron

chus-associated lymphoid tissue: BALT)の 形態

と機能を提唱して以来,動 物実験モデルを用いたBAL

Tの 基礎的研究が進められてきた。我々は,病 因不明の

サルコイ ドージスや環境抗原に対する特異沈降抗体の検

出のみ られる過敏性肺炎などの肉芽腫性肺疾患の病態を

解明するためにBALTの 研 究に着手 した。既に研究段

階として,BCG死 菌を各 種経路で投与することにより,

家兎において肺肉芽腫反応を実験的に惹起させ,BALT

の病態変化を組織学的に検索 し,そ の役割を検討 してき

た3)4)。

最近,細 胞膜表面や細胞中に存在する特異抗原をマー

カーとして,そ れに対応する特異抗体を用いることによ

り,免 疫組織化学的に組織内に浸潤する免疫細胞を同定

する酵素抗体法が開発され,細 胞の分布状態を検索する

ことができるようになった。今回,我 々はその酵素抗体

法を用い,正 常家兎および実験的肺肉芽腫症家兎におけ

るBAI.T内 並 びに肺 内の分布細胞の同定を行ない,

病 態の進展 に伴 って肉芽腫巣 とBALT内 で,い か

なる細胞がどのような動態と反応を起こすかを明らかに

することにより,肺 の遅延型過敏反応に対するBALT

の免疫学的機能を研究した。

材料と方法

1.動 物

体重1.8～2.2kgの 成 熟雌性 ニュージーランド白色

家兎を使用し,実 験期間中は飼料(RM3,船 橋 農 場)

と水を自由に与えて飼育した。

2.実 験的肺肉芽腫症の作製

加 熱 化Bacillus Calrnette-Guerin(BCG)死 菌

を 抗 原 と して 用 い た 。 初 回 感 作 方法 と してBCG100μg/

0.1mlBayol Fを 耳 静 脈 か ら注 射 し,更 に3週 後 にBC

G5mg/1ml生 理 食 塩 水 を 静 注 して 二 次感 作 を 行 な った。

二 次 感 作 後,1日,4日,1週,2週,3週,4週 お よ

び5週 目で 感 作 家 兎1～2羽 を経 時 間的 に脱 血 死 させ て

免 疫 組 織 化 学 的 検 索 を 行 な った。

なお,正 常対照群としては無処置の家兎6羽 を使用 し

た。

3.細 胞浮遊液の準備

a)胸 腺および膝窩 リンパ節細胞:正 常家兎を脱血死

させ,直 ちに組織を摘出し,冷Hanks balanced salt

 solution(ハ ンクス液)中 で細胞浮遊液を作製 した。

b)BALT細 胞:Clancyら5)の 方 法に準 じて行なっ

た。脱血死させた正常家兎の肺より,肉 眼的に認めうる

気管支壁をハサ ミで摘出し,ハ ンクス液中で細切した。

次にテフロンホモゲナイザーを用いて約400rpmで1分

程度ホモゲナイズし,上 清を無菌単層ガーゼで濾過 して

浮遊細胞を回収する操作を約10回 繰り返した｡次 いで,こ

の回収液より比重遠心法6)で 単核細胞分画を分離 した。

なお,回 収細胞分画はリンパ球,マ クロファージ,形 質

細胞がそれぞれ70%,27%,3%で あ った。

c)末 梢血細胞:正 常家兎の下大静脈血を採取 し,比

重遠心法6)に て リンパ球分画を分離した。

4.フ ローサイトメトリー

各種臓器より得られた細胞浮遊液(1×106個)に 対し,

Fluorescein isothiocyanate(FITC)標 識 抗家兎

IgG(H鎖 とL鎖 に特異性)ヒ ッジF(ab')2,あ るいは

―6 ―



1986年2月 59

FITC標 識 抗 家 兎IgG(γ 鎖 に特 異 性)ヤ ギF(ab')2

(い ず れ もCappel社)を 加 え,4℃ で45分 間反 応 させ,

洗 浄 の の ちEPICS-V(Coulter Electronics社)を 用

いて 免 疫 グ ロ ブ リ ン陽性 細 胞 を 検 出 した。 ま た,T細 胞

の 検 出 は,第 一 次 抗 体 と してM-108抗 体(抗 家 兎T細

胞 一 単 ク ロ ー ン性,UCB社)を 用 い,4℃ で45分 間 反

応 させ,更 に 二 次 抗 体 と してFITC標 識 抗 マウスIgGF

(ab')2(Cappel社(+)非 動 化 家 兎 血 清(2%)を 加 え

て 同 様 に 反 応 させ,洗 浄 の 後 にEPICS-Vで 行 な った 。

な お,抗 体 を 加 え な い 検 体 と,二 次 抗 体 の み を 反 応 さ

せ た 検 体 を 対 照 と して 用 い た｡

5.免 疫組織化学的検索

1)固 定 お よ び 包 埋:屠 殺 直 後 に気 管 か ら 冷perio

date-lysine-paraforrnaldehyde(PLP)固 定 液60ml

を 注 入 した 後,肺 を 摘 出 し,冷PLP液 内 に て 気 道 軸 に

対 しほ ぼ 直 角 に 横 切 し,水 流 ポ ン プで 軽 度 陰 圧 を か け て

脱気 を 促 した 。 続 い て 冷 暗 所 に て,Rotator(Daiichi

 Radio Isotope社)内 で 回 転 さ せ な が ら約7時 間 固 定 し,

冷Phosphate beffer saline (PBS) で 洗 浄 した 後,

ドライ ア イス ・ア セ トンを 用 い てTissue・TekIIO.C.

T.Compound (Miles Laboratories社)中 へ 凍 結 包

埋 した 。 次 い でColdtome,Model CM-41(Sakura

社)を 用 い て 凍 結 切 片(約6μ)を 作 製 した 。

2)酵 素抗体法

(i)IgG,IgAお よ びIgMの 各 陽 性 細 胞 の 検 出1抗 体

と してHorseradish peroxidase(HRP)標 識 抗 家 兎

IgG(γ 鎖特 異 性)ヤ ギIgG,HRP標 識 抗 家 兎 分 泌 型

IgAヒ ツ ジIgG並 び にHRP標 識 抗 家兎IgMヤ ギIgG

(い ず れ もCappel社)を 用 い た 。

Isobeら の方法7)で 内因性peroxidase活 性 を阻止

した凍結切片標本に上記の各抗体(PBSで10倍 希 釈)

を加えて室温で約30分 間反応させ,3,3'-ジ ア ミノ ベ

ンチジン4塩 酸で発色後,1%メ チルグリーンで核染色

を施した。

対照 としてHRP標 識 抗マウスIgG抗 体 を用い,同 様

に検索 した。

(ii)T細 胞 の検 出:内 因 性peroxidaseを 不 活 性 化 し

た標 本 に10%非 動 化 ヒツ ジ血 清 を 加 え,30分 間 室 温 に 放

置 した。 次 いで 一 次 抗 体 と してM-108抗 体 を加 え,4℃

で 約12時 間反 応 させ,更 に二 次 抗 体 と してHRP標 識 抗

マ ウ スIgGヒ ッ ジF(ab')2〔Cappel社 〕を加 え,室 温

で90分 間 反 応 させ,3,3'-ジ ア ミノ ベ ンチ ジ ン4塩 酸 に

て 発 色 後,1%メ チ ル グ リー ンで 核 染 色 した 。

対照として,二 次抗体のみと反応させた標本を同時に

作製 し,同 様の検索を加えた。

3)IgG,IgAお よびIgMの 各陽性細胞数の定量

(i)気道並びに肺胞領域

気道については,切 片標本でその横断面を呈するもの

において,便 宜上,内 径の太さが1mrn以 上を大気管支

(中枢側),1mm以 下 を小気管支(末 梢側)と して,そ

れぞれの気管支壁に分布する陽性細胞を光顕下で算定し

た。肺胞領域に関 しては,肺 胞200個 あた りに認め られ

る陽性細胞を算定 し,こ れから肺胞10個 あたりの平均出

現数を求めた。

(ii)肺肉芽腫領域

類上皮細胞肉芽腫100個 における各陽性細胞数より,

肉芽腫1個 での平均出現個数を求め,更 に肉芽腫100個

について ミクロメーターで大きさを計測して肉芽腫1個

の占める平均面積を計算し,こ れらの成績か ら肉芽腫1

mm2あ た りの各陽性細胞の出現頻度を算定 した。

結 果

1.正 常家兎のBALTお よび肺の免疫組織細胞化学

的所見

1)BALT

正 常 家 兎 のBALTは 光 学 顕 微 鏡 学 的 に み て,リ ンパ

性 上 皮(lymphoepitherial layer:LE),円 蓋 域(D

ome area: DA),濾 胞 領 域(Follicular area: FA)

お よ び 傍 濾 胞 領 域(Para follicular area: PFA)の4

領 域 か ら構成 さ れて い る こ と は,前 報告3)に お い て 既 に

述 べ た 。今 回,こ れ ら4領 域 を構 成 す る免 疫 グ ロ ブ リン

陽 性 細 胞 群 の 同定 を 行 な う と と も に,そ の 分 布 や 出 現状

態 を 免 疫 組 織 化 学 的 に検 索 した(Fig.1)。

IgG陽 性細胞はLE,PFAお よびBALT周 辺 の粗性

結合織内に比較的多く認められるほか,DAやFA内 に

も散在性に少数ながら認められた(Fig.1-a)。LEに 隣

接する線毛上皮細胞間には殆んど認められなかった。なお,

IgGの 細胞局在の状態を強拡大でみると,大 部分が細胞

質内に認められた。

IgA陽 性細胞の分布様式は,IgG陽 性 細胞の場合と

ほぼ同様の傾向を示し,LE,PFAお よびBALT周 辺

部に多数のIgA陽 性細胞がみられた(Fig.1-b,c)。 しか

し,IgG陽 性細胞の場合と比べて,DAやFA内 では出

現頻度は低かった(Fig.1-c)。 なお,IgA分 子 も大部

分は細胞質内に認められた。

IgM陽 性細胞については前二者と異なり,IgM分 子

が細胞質内にみ られるものだけでなく,細 胞膜表面に局

在するものも認め られた。そのうち,細 胞質内陽性細胞

はLEとPFAに 散在性にみられるのみであ った。ところ

が,細 胞膜表面(Surface:s)IgM陽 性 細胞は特異な

分布様式を呈し,FAの 中心部に比較的限局して集簇を

つくる傾向が認められた(Fig .1-d)。

次 に,抗M-108陽 性T細 胞 の 分 布 を み る と,PFAお

よ び 濾 胞 問領 域(Interfollicular area:IFA)に 選 択 的

に分 布 す る傾 向が み られ る こ とが 特 徴 で あ った(Fig.2

-a)。 その 他 ,T細 胞 はFAやDAに も少 数 で は あ るが
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散在性に認められるほか,PFAやIFAか らLEの 下層

にまで入り込んでいる所見もみられた(Fig .2-b)。

Fig.3は,以 上の成績をもとにBALT内 のIgG,IgA,

IgMの 各 陽性細胞並びに抗M-108陽 性T細 胞の分布

を模式的にまとめたものである。これをもとに,各 領域

別に各々の細胞分布の様式を述べる。LEの リンパ性上

皮細胞間にはIgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞がかなり多数

浸潤しているほか,少 数のIgM陽 性細胞も散見された。

LEの 下層にはT細 胞の存在もみられた。DAに は,主

にIgGやIgMの 免疫グロブリン陽性細胞とT細 胞が混在

していた。FAに は,多 数のsIgM陽 性細胞がほぼ中央

に分布 しているのが特徴であったが,少 数のT細 胞や

IgG陽 性細胞も散見された。PFAを 構 成する主な細胞

はT細 胞であったが,そ のほかにIgG,IgA,IgMの 各

陽性細胞もみ られた。BALT内 のみならず,そ の周囲の

粗性結合織内にも多 くのIgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞が

存在 し,こ れ らは気道の粘膜固有層へと連続的な拡がり

をみせていた。

BALT内 リンパ球のうち,免 疫グロブリン陽性所見を

示す細胞について,フ ローサイトメトリーによる蛍光強度

の解析を行なったところ,幅 広いプロファイルを示す不

均一性が認められた(Fig.4-e)。 また,IgG陽 性細胞

についても同様の所見がみられた(Fig.4-f)。 これらの

事実から,細 胞膜免疫グロブリン陽性のいわゆるB細 胞

と高い免疫グロブリン量を示す抗体産生性B細 胞,ま た

は リンパ芽球や形質細胞を含む不均一な細胞群からなる

ことが示唆された。BALT内 細 胞の中で免疫グロブリ

ン陽性細胞は約50%を 占めた。

次 に,抗M-108陽 性T細 胞 につ て 同様 に解 析 し た と

こ ろ,胸 腺 や リ ンパ 節 で は蛍 光 強度 の プ ロ フ ァイルか ら,

比 較 的 均 一 な 細 胞群 か らな る こ とが 示 唆 さ れ た(Fig.4

-a
,b)。 と ころ が,末 梢 血 リンパ 球 やBALT内 細 胞 で

は,蛍 光 強度 か らみて 不 均 一 性が み られ た(Fig.4-c,

d)。 な お,陽 性 細 胞 比 率 は 胸腺,リ ンパ 節,末 梢 血 リ ン

パ 球,BALTで それ ぞれ,94% ,83%,77%,36%で あ った 。

BALT内 で はT細 胞 の 占め る割 合 が,胸 腺 や リンパ 節

と比 べ 低 値 で あ る こ とが わ か る。

2)気 道並びに肺胞領域

Table 1は中枢側気管支か ら肺胞隔壁に至る領域にお

ける,免 疫 グロブ リンお よびその ク ラス陽性細胞の

出現頻度を示す。免疫グロブリン陽性細胞は,中 枢側気

管支で最も多 く認められ,末 梢側になるにつれて出現率

は低下 した。

各 ク ラス別 にその分布状態をみ ると,IgM陽 性細

胞は大気管支壁のBALTと それに近接 した周辺部に少

数散見されるのみで,IgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞の比

率と比べ,極 めて低値(約1/10)を 示 した。また,細 気

管支から肺胞領域に至る末梢部分では,殆 んど認められ

なかった。一方,IgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞はともに

中枢部分から末梢部分まで広範囲にわたり,多 数が認め

られた。IgG陽 性細胞の出現率はIgA陽 性細胞と比べて

やや高値を示した(Table 1)。この出現頻度は中枢側気

管支で最も高く,末 梢側気管支から細気管支,肺 胞とな

るにつれて次第に低下した。

次に,大 気管支においてBALTの 発 達の程度と免疫

グロブリン陽性細胞出現頻度との相関性の有無をみたと

ころ,直 径の大小に関係なく,BALTの 発 達の程度が高

いほど全 ての クラスの陽性 細胞の出現頻度は高 く,

両者間に強い相関があることが示唆された(Table 2)。

II.BCG感 作 家兎の肺およびBALTの 免 疫組織学的

所見

1)肺 肉芽腫領域

二次感作1日 目か ら既に肺組織内には類上皮細胞肉芽

腫巣が散在性に観察され,2週 か ら3週 にかけて更に広

範囲において著しい類上皮細胞肉芽腫の形成が認められ

た。Fig.5は2週 目の肉芽腫領域におけるIgG陽 性細胞

とIgA陽 性細胞の分布を示す。いずれの細胞も肉芽腫の

辺縁部を主体として著 しい浸潤像が認め られる。Fig.6

は肉芽腫反応における各免疫グロブリン陽性細胞の出現

頻度の経時的推移をまとめたものである。IgG陽 性細胞

は感作後1日 目で既にかな りの数が認められ,以 後経時

的に次第に増加 した。3週 目で ピークとなり1日 目の値

の約2倍 に達 し,そ の後漸減 した。IgA陽 性細胞は1日

目において他の二者より高値を示すが,そ の後1週 目に

かけて一旦減少 した後,3週 目まで再び漸増 し,そ の

後次第に減少 した。観察期間のあいだ,IgA陽 性細胞は

IgG陽 性細胞に比べ1日 目を除いて低値を示 した。IgM

陽性細胞の出現頻度は5週 目までの全経過を通 して低値

を示 したが,IgA陽 性細胞と同様の推移を呈 した。即ち,

1日 目で比較的高値を示 し,再 び3週 目にピークを作り,

以後漸減 した。肺肉芽腫病変部位に出現するこれらの免

疫グロブリン陽性細胞群は,い ずれも細胞質内に各免疫

グロブリンの陽性所見を示すことから,免 疫グロブリン

の産生～分泌型であることが示唆された。

なお,肉 芽腫領域には抗M-108陽 性T細 胞は認めら

れなかった。

2)BALT

次に,肺 肉芽腫反応経過中におけるBALTの 各 領域

での各免疫グロブリン陽性細胞について検索 した。IgG

陽性細胞とIgA陽 性細胞の分布状態や数値については,

前述の正常家兎の場合(Fig.1)と 比 べて特 に著変 は認

められなかった。それに対 して,FAのslgM陽 性 細胞

は正常時と著しく異なり,感 作後4日 目から著増し,以

後5週 目に至っても同じ傾向が続いていた。5週 目のB

ALTを み ると,FAで のsIgM陽 性細胞の増加は著し

く,DAの みならずLEお よび濾胞周辺部にまで陽性細
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a

c

b

d

Fig.1,Localization of immunoglobulin-positive cells in bronchial walls and BALT from a

 normal rabbit. These cells were detected by the direct method of immunoperoxidase technique.

a)BALT labeled with anti IgG antibody. Note the presence of a number of IgG-positive ce

lls in lymphoepithelial layer (LE) and parafollicular area (PFA) of the BALT and also in the

 surrounding connective tissue. A slight degree of infiltratration of these cells can be seen in

 follicular area (FA) and dorne area (DA). Methylgreen,×25.

b)A bronchial wall labeled with anti IgA antibody. A massive infiltration of IgA-positive

 cells can be seen diffusely in lamina propria mucosa of a bronchial wall. Methylgreen,×10.

c)High magnification view of b). A number of IgA-positive cells are found in LE and PFA

 of the BALT and the surrounding connective tissue, but rarely in DA and FA. Methylgreen,

×25.

d)BALT labeled with anti IgM antibody. Note a massive accumulation of surface IgM-posi

tive cells in FA of the BALT. Methylgreen,×25.

胞が観察された(Fig.7-a)。

抗M-108陽 性T細 胞については,正 常時と比べて軽度

の違いが認められた。即ち,感 作後2週 目のPFAで,

その出現頻度が軽度ではあるが,増 加する傾向がみられた

(Fig.7-b)。

考 案

BALTは 特 異な分布1)3)並 び に組織構造3)8)を 有

しており,こ れは気道粘膜を経て侵入する外因性抗原や

異物に対応 し,局 所防御を遂行するための極めて有効な

免疫装置であると考えられている3)。Raczら8)に より,BA

LTが 組織学的にDA,FAお よびPFAの3領 域より

構成されることが提唱されて以来,そ の生理学的および

免疫学的機能が研究されてきた。 しか し,最 近我々はこ

の3領 域のほかに,更 に形態学的な連続性と抗原摂取能

からみて,気 道に面 したLEもBALTを 構 成す る主要

な領域であることを提唱 した3)。 これらLE,DA,F

Aお よびPFAの4領 域は密接な関連性を有 しながら気

道系の免疫学的並びに感染防御装置として独自の役割を

果たし,肺局所見免疫応答の成立に密接に関わっていると

推定 している。しか し,各 領域の構成細胞の性状や分布状

態については不明な点が多く,その解明が待たれているの

が現状である。そこで,本 研究ではまず正常時における各

領域を構成する免疫担当細胞の分布状態を,免 疫組織化

学的な方法により検討 した。

最も注目されるのはFAで のsIgM陽 性細胞の集簇で
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a

b

Fig.2,Distribution of anti M-108-positive

 (T) cells in a normal rabbit-BALT.T cells

 were detected by the indirect method of the

 immunoperoxidase technique。

a)PFA and interfollicular (IFA) is consist

ed mainly of T cells. Methylgreen,×20.

b) High magnification view of a). T cells

 are seen in DA and in filtrate into the lower

 part of LE. Methylgreen,×132. L: Bronchial

 lumen.

あ ろ う (Fig.1-d)。 これ らの 細 胞 は ピ ロニ ン好 性 の 中 ～

大 型 リ ンパ 芽球 と して 観 察 さ れ た も ので あ る3)。sIgM陽

性 細 胞 の 出現 はB細 胞 分 化 の 早期 にみ られ る9)こ とか ら,

BALT内 で のIgG陽 性 細 胞 とIgA陽 性 細 胞 への 転 換 機

構 が 想 定 され る。 消 化 管 随 伴 リ ンパ 組 織(Gut-associ-

ated lymphoid tissue:GALT10))の1つ で あ る マ ウ

スPeyer板 ではsIgM陽 性 細 胞 か らslgA陽 性 細 胞 への 転

換11)12)を,ま た,脾 臓 内 に はsIgM陽 性 細 胞 か らsIgG

陽 性 細 胞 へ の 転 換 を 促 すswitch T cellが 存 在 す る こ と

が 示 唆 されてい る11)。BALTとGALTの 形 態 的 並 び に 機

能 的 類 似 性13)か ら推 定 す る と,BALTで もsIgM陽 性 細

胞 か らsIgA陽 性 細 胞へ の 転 換機構 と,switch T cellの

存 在 が 充 分 に予 想 さ れ る 。 更 に,気 道 並 び に 肺 胞 領 域 に

お いてIgG陽 性細 胞 がIgA陽 性細 胞 よ りやや 多 く認 め ら

れ た(Table1)今 回の 成 績 か ら考 え る と,家 兎 のBA

LTで はsIgM陽 性 細 胞 か らsIgA陽 性 細 胞 へ の 転 換 の

み な らず,同 程 度 も し くは それ 以 上 にsIgM陽 性 細 胞 か

らsIgG陽 性細胞への転換が起こることが示唆される。

しかし,こ れについては,BALT内B細 胞分化につい

て個体発生的立場から,更 に詳細な検討を要するであろ

う。

PFAはT細 胞が主に分布するいわゆる胸腺依存領域

であるといわれているが3)8),そのほかに樹枝状マクロフ

ァージや細網細胞が存在 し,更 にリンパ球の再循環経路

である毛細血管後静脈(Postcapillary venule: PCV)

がみ られるところである3)8)。今 回の研究 にお いて も同

領域は抗M-108陽 性T細 胞が分布する,い わゆる胸腺

依存領域であることを明らかにしたが,同 時にIgG陽 性

細胞およびIgA陽 性細胞もかなり多数分布することを示

した(Fig.1-a,c)。B細 胞の リンパ節での再循環経路

は,T細 胞と同様にPCVで ある14)～16)こ とか ら考え

ると,こ れらの免疫グロブリン陽性細胞は循環血中由来

のものであることが示唆される。

LEは 炭粉17),Horseradish peroxidase18)並 びにB

CG3)の 摂取能を検索 した研究から,抗 原摂取能をもっ

た特異な細胞であるといわれている3)。異物摂取能をも

った上皮細胞間並びにその下層 に,多 数の抗M-108陽

性T細 胞,IgG陽 性細胞,IgA陽 性細 胞および少数 の

IgM陽 性細胞が存在 していた(Fig.3)。 また,DAに は

多数の免疫 グロブリン陽性細胞および抗M-108陽 性T

細胞が混在 していた(Fig.3)。 これらの所見より,LE

か らDA領 域 において,マ クロファージとT細 胞および

B細 胞の細胞接着を介する細胞間共同作用の機序が起こ

る可能性が考えられる。

家兎の気道における免疫 グロブリン陽性細胞およびT

細 胞の定量的成績は,Rudzikら19)に よって報告 されて

いる。彼 らは気管支粘膜か らホモゲナイズして得たすべ

ての リンパ球を 「BALT cell」と解釈 し,検 討を加えて

いる。これによると,IgM陽 性細胞とIgA陽 性細胞がほぼ

同じ数で,IgG陽 性細胞に比べ優位であ った。一方,今

回の免疫組織化学的な検討成績では,IgG陽 性細胞とIgA

陽性細胞が大部分(90%以 上)を 占めた。この差異が生

じた理由としては,細 胞回収法による定量法と組織切片

による部位別の計測法の違いや,我 々がFAのsIgM陽

性細胞を検討の対象から除外 したことなどが挙げられる。

今回,我 々は中枢並びに末梢気管支,非 呼吸および呼吸

細気管支,肺 胞領域に至るまでの免疫グロブリン陽性細

胞の部位別の分布比率を検索 した。その結果,実 数は異

な るものの各 クラス陽性細胞の出現比率はほぼ一定

で,再 現性の高いものであった。この研究結果から考え

て,我 々の成績は,気 道や肺の各部位における免疫グロ

ブリン陽性細胞の,よ り正確な分布を表わしていると考

えられる。なお,T細 胞については,彼 らの成績と我々

の免疫細胞化学的な検討結果は類似し,BALTで は,

リンパ節や末梢血と比べてT細 胞の占める率は低かった。
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Fig.3.Shematic distribution-pattern of lymphocytes sub

sets and antibody forming cells in normal rabbit-BALT.

 LE: This area is consisted mainly of IgG-positve cells, IgA

-positive cells and anti M-108(T)cells . IgM-positive cells are

 scarce。

DA:IgG-positive cells, IgM-positve cells and T cells can be

 seen in this area.

 FA: A center of FA is distributed by a number of surface

 IgM-positive cells. A slight degree of infiltration of IgG-pos

itive cells and T cells are found in this area.

 PFA: This area is consisted mainly of T cells. There are al

so number of IgG-positive cells and IgA-positive cells and

 small number of IgM-positive cells.

BCG死 菌の静脈内投与(二 次感作)に より惹起した

肺肉芽腫反応において,免 疫 グロブリン産生による液性

免疫応答が類上皮細胞肉芽腫形成の調節機能 を果たす可

能性については既に報告した3)4)。今回は,同 様の実験系

を用いて肉芽腫組織での各免疫グロブリン陽性細胞の変

化を経時的に検索した。感作1日 目から肉芽腫の辺縁部

にIgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞の浸潤がみられ,そ の後

次第に増加 し,3週 目をピークとして以後減少した(Fi-

g.6)。 千田ら4)は 肺肉芽腫症家兎での気管支肺胞洗浄液

(Broncho alveolar lavage fluid: BALF)のIgG,

IgAお よびIgM量 を測定 し,経 時的にIgGとIgA量 が増

加することを報告 している。BALF中 にみ られ る免疫

グロブリンの一部は,お そらく肉芽腫病変部位に出現 し

たIgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞により産生分泌されたも

のであると考えられる。

一方
,肺 肉芽腫反応の経過におけるBALTの 変 化と

しては,感 作後4日 目以降に認められたFAのsIgM陽

性の著 しい増加(Fig.7-a)が 特徴的である。Krause20)

やMyrvik21)ら により,経 静脈的に投与 した抗原はBA

LT内 に出現するといわれ,上 記の所見は,経 静脈的に

侵入 したBCG抗 原 の刺激に対するB細 胞が芽球化反応

を起こしたものと思われる。更に,こ れらの芽球化 した

B細 胞はIgG陽 性細胞やIgA陽 性細胞への転換を起 こ

し,再 循環機構によりBALTお よび肉芽腫巣の抗原の

存在する部位へrecruitment22)23)し,肺 肉芽腫病変の

進展に関与することが示唆される。

本実験系は二次免疫応答をみていることから,免 疫記

憶機構の関与を評価しておく必要がある。千田4)ら はB

CG死 菌で肺肉芽腫反応を実験的に誘導する際,初 回感

作群 と二次感作群の2群 において,両 群間でのBALF

中の免疫 グロブリン量を比較したところ,一 次免疫応答

群に比べ,二 次応答群ではIgGお よびIgA量 はいずれ

も感作後迅速に,且 つ著しく増加し,い わゆる二次反応

を示すことを報告 している。従って,IgGの み な らず

IgA24)25)に 関 してもBCGに 対する免疫記憶機構が働

いていると考え られる。本研究ではFAで のsIgM陽 性

細胞が著明となるのは感作4日 目以後であった。 これ

らの事 実より,肺 肉芽腫反応 に伴って早期に出現する
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Fig. 4. Fluorescence histogram from EPICS analysis of 

normal rabbit lymphocytes labeled with antibodies against 
T cells and immunoglobulin (Ig). Two dimensional light s

catter of peripheral blood lymphocytes (PBL) is shown in up

per margin of the figure. The antibodies used and cells tested 
are on the figure. Positive profiles are for million cells and 

expressed as cells with more fluorescence than the marker 

position shown.
 The cells tested were: a) thymocytes, b) lymph node cells

 (LN), c) peripheral blood lymphocytes (PBL), d) bronchial 

(BALT) lymphocytes labeled with anti T cell monoclonal 
antibody (M-108) , e) BALT lymphocytes labeled with anti 
Ig antibody, f) BALT lymphocytes labeled with anti IgG anti

body. Note a marked heterogeneity of the fluorescent intensi

ty in both Ig—positive cells and IgG-positive cells obtained 

from BALT.
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Table1. The Distribution of Immunoglobulin (lg)-and the Class-Positive 

       Cells in the Wall of Airway and Alveoli

a) Bronchi which are over or less than 1 mm. in the diameter of lumen were arbitrarily classified as
"large type"or"small type", respectively. 

b) Number of immunoglobulin-and the class-positive cells in the alveolar region is expressed as the 
number of the positive cells per 10 alveoli.

Table2. Relationship between the development of BALT and the distribution 

       of immunoglobulin (lg)-and the class-positive cells in the wall of

 large bronchi

a) Number of immunoglobulin-and the subclss-positive cells is expressed as the relative number of

 the cells found in each 5 mm.-length of the lamina propria mucosa of bronchial walls.

免疫グロブリン陽性細胞の一部は,二 次感作後にFAで

分化増殖 したsIgM陽 性細胞に由来するものではな く,

記憶B細 胞の増殖反応によるものであることが示唆され

る。

なお,肉 芽腫を構成する細胞には,そ の細胞性免疫の

関与する形成機序4)か らみて,T細 胞が含まれると予想

されるが,病 変部では抗M-108陽 性T細 胞は検出でき

なか った。この理由として,M-108抗 体 は活 性化T細

胞とは強い反応を示さないことが考えられる。

既報3)4)の 研究成績か ら,BALTが 肺 局所 における

免疫グロブリン産生の調節機序を介 して肺肉芽腫反応に

関与 していることが示唆されたが,本 報ではこのBAL

Tの 反応様式を,免 疫細胞組織化学的な方法により,更

に詳細に解析することができた。 しか し,肺 肉芽腫反応
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Fig. 5. Representative findings of distribution of IgG-positive cells and IgA—positive cells 

in the pulmonary granulomas induced by the secondary sensitization with heat—killed BCG.

a) IgG-positive cells, and b) IgA-positive cells two weeks after the sensitization. Note a 

massive infiltration of IgG-positive cells and IgA-positive cells into the peripheral regions 

of the epithelioid cell granulomas. a) and b) , Methylgreen, •~25.

 Fig. 6. Changes in the number of immunoglobulin cla

ss—positive cells distributing into the pulmonary granulomas.

 Number of the positive cells is expressed as relative num

ber of the cells found in one mm2. of granulomatous region. 

The number of IgG-positive cells gradually increased, reach

ing the peak three weeks after the sensitization, and then de

creased. The number of IgA—positive cells and IgM— positive 

cells decreased in early phase, and subsequently increased, 
reaching the peak three weeks after the sensitization, and then 

decreased. 

S1=Primary sensitization three weeks before secondary 

sensitization. S2= Secondary sensitization.

の成立過程には,従 来より指摘されてきた活性化T細 胞

由来の リンフォカインに加えて,免 疫グロブリンおよび

マクロファージ由来のインターロインキ1な ど,各 種の

液性因子が相互的に作用していると考えられ,こ の過程

の中でBALTが どの程度に肉芽腫形成に対する免疫学

的関与を果たしているのかはまだ明らかではない。今後

は,BALT内 のマクロファージや多数集積するT細 胞

の機能を追求するとともに,更 にB細 胞および抗体産生
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 Fig. 7. Distribution—pattern of lymphocytes 

subsets in the BALT from a rabbit with gran

ulomatous lung. a) BALT five weeks after the 

sensitization. Marked increase of surface IgM-

positive cells can be seen in FA. b) BALT tow 

weeks after the sensitization. Note intense ac

cumulation of and M-108-positive T cells in 

PFA (arrow). a) and b), Methylgreen,•~33.

細胞を含めた細胞間の相互作用の機序を明らかにしてい

くことが必要であると思われる。

ま と め

正常家兎のBALT,気 道 お よび肺胞領域における免

疫グロブリン(IgG,IgA,IgM)陽 性細胞と抗M-108

陽性T細 胞の分布状態を,酵 素抗体法により免疫組織化

学的に検討 した。また,BALTを 含む気道壁 よ り得 ら

れた リンパ球について,フ ローサイ トメ トリーにてその

細胞型を解析 した。次に,BCG死 菌の静注二次感作に

よって実験 的肺 肉芽腫症を作製 し,BALT並 びに肺

肉芽腫病変における上記細胞群の経時的な分布様式の変

化を観察 した。

①正常家兎において,BALTの4領 域(リ ンパ 性上

皮:LE,円 蓋域:DA,濾 胞領域:FA,傍 濾胞領域

:PFA)を 構成する細胞群について検討 した。LEに

は多数のIgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞が分布するほか,

少数のIgM陽 性細胞も散見され,LEの 下層部には抗M

-108陽 性T細 胞の存在 もみられた。DAに はIgGとIgM

の各免疫グロブリン陽性細胞と抗M-108陽 性T細 胞が

混在 していた。FAで は多数の細胞膜表面(S)IgM陽 性

細胞が中央部に集簇 してみられ,抗M-108陽 性T細 胞

とIgG陽 性細胞も散見された。PFAを 構成する主たる

細胞は抗M-108陽 性T細 胞であったが,ほ かに多数の

IgG陽 性細胞とIgA陽 性細胞も認められた。

②正常家兎の気道壁より分離回収した細胞液の検討で

は,免 疫グロブリン陽性細胞,抗M-108陽 性T細 胞 と

もに幅広い蛍光強度のプロファイルを示すことから,不

均一な細胞群からなることが示唆された。

③正常家兎の中枢気道から肺胞領域に至る領域での各

免疫 グロブリン陽性細胞の分布を検索した。これらの陽

性細胞群は中枢側気管支で最も多く認められ,末 梢側に

なるにつれて出現率は低下した。また,BALTの 発達の

程度が高いほど,陽 性細胞の出現率も高値を示した。

④BCG感 作 家兎では感作後1日 目から多数のIgG陽

性細胞とIgA陽 性細胞が,類 上皮細胞肉芽腫の辺縁部に

認められた。両細胞の出現数がピークとなるのは3週 目

であり,以 後漸減した。

⑤肺肉芽腫反応でのBALTの 変化として,感 作4日

目からFAのslgM陽 性細胞の著しい増加が認められ,

5週 目においてもこの傾向は続いていた。

以上の結果により,BALTの4領 域は免疫学的に独

自の細胞構造を呈しながらも有機的なつなが りを持ち,

肺局所免疫応答に関与 していると推定された。また,B

ALTは 肉芽腫病変の免疫 グロブリン(IgG,IgA)の 産

生を調節することにより,肺 肉芽腫反応の成立過程に関

与することが示唆された。
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