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BCG死 菌 感 作 マ ウ ス のstaphylococcal enterotoxin Aに よ る
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Staphylococcal enterotoxin A(SEA),a T cell mitogen,was found to induce a high level 

of interferon r(IFN-r)in mice which had been immunized with killed Bacillus Calmette 

Guerin(BCG)in water-in-oil-in—water(W/O/W)emulsion.The phenomenon was 

analysed by in vivo and in vitro experiments,and the following results were obtained.

1.The SEA—-induced IFN was inactivated by treatment with 0.2M glycine—HC1(pH 2 .0)

but not by heating at 56°•‹C for 30 min.nor by treatment with anti—-IFN a/18

 antibodies,and the fact suggest that the IFN belonged to the y type.

2.Treatment of the BCG—sensitized mice with silica and 2—chloroadenosine(2CA),specific

 lethal agents for macrophages,reduced the SEA-induced IFN production.

3.The SEA—-induced IFN production occurred in mice immunized with BCG either

 intravenously or intraperitoneally,although they showed weak or no footpad reaction

 to purified protein derivatives(PPD).In contrast,mice sensitized subcutaneously with

 BCG showed strong foodpad reaction to PPD but not the SEA-induced IFN production.

Thus,the mere presence of BCG—sensitized T cells does not appear to r esult in the SEA

-indused IFN production.

4.In vitro experiments,in which SEA-induced IFN production was determined in the

 culture of BCG—sensitized spleen cells,showed that principal IFN-producing cells were 

Lyt-1+ T cells.

5.Deprivation of macrophages from BCG—sensitized spleen cell population by passing

 through Sephadex G-10 column reduced the SEA-induced IFNproduction in the culture.

Addition of 2CA to the culture medium also reduced the SEA-induced IFN production
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by the BCG—sensitized spleen cells.

6.The SEA-induced IFN production in the culture of the BCG—sensitized spleen cells 

was suppressed in the presence of lipoxygenase inhibitor,i.e.,caffeic acid or

 nordihydroguaiaretic acid.

7.The plastic adherent spleen cells(i.e.macrophages)from mice sensitized with BCG

 produced leukotriene C4(LTC4).The suppression of the SEA-induced IFN production
 of BCG—sensitized spleen cells in the presence of the lipoxygenase inhibitor was

 prevented by addition of synthetic LTC4.
These results suggest that LTC4 released from macrophages activated by BCG causes 

production of IFN—r by BCG—sensitized T cells responding to SEA.

Key words:interferon r production,acti

vated macrophages,staphylococcal entero

toxin A,killed—BCG,leukotriene C4

キ ー ワ ー ズ:イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ産 生,活 性 化 マ ク ロ

フ ァ ー ジ,staphylococcal enterotoxin A, BCG

死 菌,ロ イ コ ト リ エ ンC4

は じ め に

イ ン タ ー フ ェ ロ ンγ(IFN－ γ)は,種 々 の抗 原 で 感

作 さ れ た マ ウ ス の 血 清 中1)～3)や,in oitroで の リ ンパ

球 培 養 上 清 中4)～8)に 対 応 抗 原 の 刺 激 に よ り産 生 さ れ る

こ とが知 られ て い る。 ま た,T細 胞 マ イ トー ジ ェ ンで あ

るphytohemagglutinin(PHA),concanavalin A

(Con A),staphylococcal enterotoxin A(SEA),

pokeweed mitogen(PWM)あ る い はstreptolysin

-0(SLO)が,in oitroで の ヒ ト9M2)お よ び マ ウ

ス8)13)～16)リ ンパ 球 のIFN－ γ 産 生 の イ ンデ ュ ー サ ー

と な る こ とが 報 告 され て い る。

最 近,岡 村 ら16)は,Propionibacterium acnes接

種 マ ウ ス にT細 胞 マ イ トー ジ ェ ンを投 与 す る と血 中 に

IFN－ γ が 産 生 さ れ る こ と を,ま たHavellら17)は,

Listeria monocytogenes接 種6日 目の マ ウ ス 脾 細 胞

をCon AやPHAで 刺 激 す る と培 養上 清 中 に,正 常 マ

ウ ス細 胞 に 比 べ,10～20倍 のIFN－ γ が産 生 さ れ る こ

とを報 告 して い る。 彼 らの 報 告 は,細 胞性 免疫 が活 性 化

され た マ ウス のT細 胞 がPHAやCon Aの 刺 激 に よ り

高 力 価 のIFN－rを 産 生 す る こ とを 示 唆 して い る。

しか し な が ら,こ の よ う な細 菌 感 染 マ ウ スに お け る

IFN－ γ 産 生機 構 は な お不 明 の点 が 多 い。 わ れ わ れ は,

Bacille de Calmette et Gu6rin(BCG)を 感 作 し た

マ ウ ス にSEAを 静 注 して,血 清 中 に高 力 価 のIFN－ γ

が産 生 され る こ とを 見 い だ した。 そ の産 生 機 構 を マ ク ロ

フ ァー ジ(Mφ)の 関与 を 中心 に検 討 した。 そ の結 果,

BCGに よ り活 性 化 さ れ たMφ か ら分 泌 さ れ るLTC4

がIFN－ γ 産 生 増 強 に関 与 す る こ とが示 唆 さ れ た。

材 料 ・方 法

マ ウ ス:静 岡実,験動 物 セ ンタ ー よ り購 入 したC57BL/6

(B6)マ ウ ス(雌,6～8週 齢)を 用 いた 。

BCG,SEAお よ び試 一薬:BCG(日 本 株)は ソー トン

培 地 で2週 間 培 養 し,100℃30分 の加 熱 に よ り死 菌 と

した 後,蒸 留 水,ア セ ト ン,エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し

た。 マ ウ ス に感 作 す るた め に は,0.2mlのwater-in-

oil-in/water(W/0/W)emulsion中 に1mgの

BCGを 含 む よ う に 調 整 し た。 つ ま り,BCG菌 液(10

mg/60μlの 生 理 食 塩 水)中 に 等 量 の ミネ ラル オ イ ル

(Drakeol－6VR)を 加 え テ フ ロ ン グ ライ ンダ ーで 混 合

す る こ と に よ りW/Oemulsionと し た 後,0.2%の

Tween80を 含 む生 理 食 塩 水 を このW/Oemulsionに

加 え 再 び 混 合 し オ イ ル の 濃 度 が3%と な るW/0/W

emulsionと した。 対照 に は,BCGを 含 まな いW/0/W

を 用 いた。

PPDは,西 ドイ ッ,Robert Koch研 究 所 のDr.W.

Brehmerよ り供 与 を 受 け た 。SEAはSerra Fine

 Biochemicals,Inc.(Garden City Park,NY)よ り,

2-chloroadenosine(2CA)はGega Biochemicals

(Tucson,AZ)よ り,silica(Min－U-Sil)はWhit-

tacker,Clark and Daniels,Inc.(NY)よ り,

nordihydroguaiaretic acid(NDGA)はSigma

 ChemicalCo.(St.Louis,MO)よ り,leukotriene

 C4(LTC4)はPaesel Gmbh&Co.(Borsigallee

6,6000Frankfult)よ り,そ して2-mercaptoethano1

(2ME)とcaffeic acidはNakarai Chemicals Ltd.

(Kyoto)よ りそ れ ぞ れ購 入 した。

IFN力 価 の 測 定:IFNの 力 価 の 測 定 は,L細 胞

(L929B株)と 水庖 性 口炎 ウイ ル ス(VSV,NewJersey

―14―



1989年8月 501

株)を 用 いてArmstrong18)の 方法 に従 いsemi-micro

dye binding法 に よ り行 った 。 そ の 方法 を要 約 す る と,

L細 胞 を平 底 マ イ ク ロ プ レー トに撒 き完 全 に単 細 胞 層 を

形 成 さ せ た後,上 清 を 捨 て100μlの 段 階希 釈 したIFN

サ ン プ ル を入 れ5%CO2存 在 下 で37℃ 一 昼 夜 放 置 し

た 。 そ の 後,400PFUのVSVを 接種 し,お よ そ24時

間後 に0.596ク リス タル バ イオ レ ッ ト,5%ホ ル マ リ ン,

50%エ タノ ー ル と0.85%NaClを 含 む 液 で染 色 し,プ

レ ー トを 洗 浄,乾 燥 した 後,550nmで 吸光 度 を 測定 し

た 。 各 プ レ ー トご と に 置 い た ス タ ン ダー ドIFN(NIH

reference G 002-904-511を も とに して作 成)の 希 釈

吸 光 度 カ ー ブ よ りサ ンプ ルの 力 価 を 求 め た。

抗 血清 によ るIFNの 中和:抗 α/βIFN血 清 は東 レ㈱

基 礎 研 究 所 の小 林 茂 保 博 士 よ り分 与 され た。 そ の血 清 は

L細 胞 にNew Castle disease virus(NDV)を 接 種

しで 得 ら れ たIFNを ウ サ ギ に感 作 して 作成 した もの で

あ る。 中 和 はIFN含 有 血 清 お よ び対 象 と してNDV誘

導 マ ウ スL細 胞IFNを 抗 血 清 と37℃1時 間 反 応 させ

る こ とよ り行 った。

肺,脾 臓 重 量index:肺 お よ び脾 臓 の 肉 芽 腫形 成 の指

標 と して対 応 臓 器 の重 量 を用 い た。 つ ま り,臓 器 重量 を

体 重 で割 り,100倍 した数 値 をindexと して 示 した。

足 蹠 反 応:BCGで マ ウ ス を感 作 し,4週 後 にPPD,

10μgを 含 む 生 理 食 塩 水,0.05mlを 左 足 蹠 皮 下 に 注射

した。 対 照 と して 同量 の生 理 食 塩 水 を 右 足 蹠 皮 下 に 注射

し た。24時 間 後,ダ イ ヤ ル ゲ ー ジで 足 蹠 の 厚 さを 測定

し,両 方 の足 蹠 の差 を もっ て腫 脹 の程 度 を 表 した 。

培 養 脾 細 胞 に よ るIFNの 産 生:脾 臓 を 無 菌 的 に取 り

出 しハ ン クス 液 中 で磨 砕 し細 胞 浮 遊 液 と した 。 そ の 後,

ス テ ン レ スメ ッ シ ュを通 し,ハ ンク ス液 で2回 遠 心 洗 浄

し,馬 血 清10%,HEPES10mM,グ ル タ ミン2mM,

ペ ニ シ リ ン100U/ml,ス トレプ トマ イ シ ン100μg/ml

を 含 むRPMI1640培 養 液 に浮 遊 した。 こ の細 胞 を 平 底

の マイ ク ロ プ レー ト(Corning 25860,Corning Glass

 Works,NY)に2×106/0.2ml/wellに 撒 き,IFNを

産 生 させ る た め に0.025μg/mlのSEAを 加 え た 。 す

べ て の細 胞 は3-4wellず っ 培 養 した 。37℃,5%CO2

存 在 下 で72時 間,細 胞 を培 養 した後,上 清 を回 収 し,

IFN力 価 測 定 まで －20℃ に保 存 した。

脾 細 胞 の 抗 血 清処 理:抗BAθ 抗 体 の調 整 はす で に報

告 した方 法19)に よ り行 っ た。 脾 細 胞(3-5×107/ml)

と1mlの40倍 希 釈 の 抗BAθ 抗 体 を混 合 し37℃30分

放 置 した後,細 胞 を1回 洗浄,こ れ に寒 天 に よ り細 胞 毒

性 を 吸 収 したモ ル モ ッ ト補 体 を加 え た。37℃,30分 放

置 した後2回 洗浄 し,10%馬 血 清(M.A.Bioproducts,

Walkersville,MD)を 含 むRPMI1640培 養 液(Nissui

 Seiyaku Co.,Ltd.,Tokyo)に 浮 遊 した。抗Lyt-1.2

モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 は多 田 伸彦 博 士(東 海 大 学)よ り,

抗Lyt-2.2モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 は木 村 正 治 博 士(Lon-

don Medical College)よ り分 与 さ れ た。2×107の 脾

細 胞 に1mlの400倍 希 釈 の 抗Lyt抗 体 を加 え,4℃,

30分 放 置,洗 浄後,ウ サ ギ補 体 で37℃30分 処 理 し,2

回 洗 浄 後10%馬 血 清 を 含 むRPMI1640培 養 液 に浮 遊

した。

Sephadex G－10処 理 に よ るMφ の 除 去:Lyら20)

の 方 法 に 従 いSephadex G-10カ ラ ム(Pharmacia

 Fine Chemicals,UpPsala,Sweden)で 脾 細 胞 を 処

理 した。 つ ま り,10%牛 胎 児血 清 を含 むRPMI1640培

養 液 に1×108/mlの 脾細 胞 を浮 遊 させ,1mlの 浮 遊 液

を10mlシ リ ン ジ 中 でSephadex G-10と37℃ で30

分 放 置 し,非 付 着 細 胞 を溶 出 さ せ た。 溶 出率 は20%で

あ っ た。

LTC4の 測 定:LTC4を 遊 離 さ せ る た め1mlの 脾 細

胞 浮 遊 液(1×108細 胞/ml)を1.4mMのCaイ オ ン

と0.7mMのMgイ オ ン を含 むpH7.4のHBSS中 で

37℃20分 反 応 させ た 後,5×1r3Mのglutathioneあ

る い は5×10ｰ4MのL-cysteine(Sigma)存 在 下 で

80μMのarachidonic acidお よ び2μMのcalcium

 ionophoreA23187(Calbiochem,La Jolla,CA)

と37℃5分 反 応 させ た 。 つ い で,2mlのacidmetha-

no1(pH3.0)を 加 え て反応 を止 め,細 胞 浮遊 液 を150009

10分 遠 心 し,上 清 を 集 めnitrogen gasで 乾 燥 させ,

サ ンプル と して用 いた。LTC4の 測定 はradioimmuno-

assay(RIA)キ ッ ト(New England Nuclear,Bos-

ton,MA)を 用 いて 行 った 。

結 果

BCG感 作B6マ ウ ス のSEAに よ る血 中IFNの 誘 導

静 脈 内 注 射 に よ りBCGで 感 作 した マ ウス にSEAを

静 注 す る と,2時 間 後 か ら血 中 にIFNが 検 出 され,6～8

時 間 で ピー ク に 達 し,10時 間 後 に は減少 した。 一 方,

対 照 と してW/0/Wで 処 置 したマ ウ スにSEAを 静 注 し

て もIFNの 産 生 は,1001U/ml以 下 で あ った(Fig.)。

ま た,BCG感 作 の み の マ ウ ス に もIFNは 産 生 さ れ な

か った 。 な おBCGをi.υ.投 与 後1～6週 を経 過 した マ

ウ スにSEAを 静 注 し6時 間 目の 血 中IFNを 測 定 した。

BCG感 作 後1週 のIFN産 生 量 は,1001U/ml以 下 で

あ った が,2週 目 に は37001U/mlと 増 加 し,3週 目に

は46001U/mlに 達 した。 しか し4週 目 に は,IFNは,

12001U/mlに 減 少 し6週 目 に は2901U/mlと な った。

BCG感 作,SEA静 注 に よ り誘 導 され るIFNの 性 状

の 検 討

BCG感 作 後3週 日 のB6マ ウ ス にSEAを 静 注 して

誘 導 さ れ たIFNは0.2Mglycine-HC1(pH2.0)処

理 で 活 性 が 低 下 した が,56℃30分 お よ び抗 α/βIFN

血 清 の 処 理 で は活 性 の変 化 は み られ ず,IFN－ γで あ る
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Fig.Six B6 mice were injected with 1 mg of 

killed—BCG in W/O/W emulsion 3 weeks before 

SEA injection.They were divided into two 

groups;one group was injected i.v.with 0.5,ug 
of SEA,and the other group was not.As their 

control,three B6 mice which had been injected 

with W/O/W alone were injected i.v.with 0.5,ug 

of SEA.These mice were bled for measurement 

of IFN titers in the sera 2,4,6,8,10 and 24 h 

after injection with SEA.

こ とが 示 され た(Table1)。

BCG投 与 ル ー トとIFN産 生,肉 芽 腫 形 成,足蹠 反 応

の 関連

BCGをi.υ.あ る い はi.p.注 射 した マ ウ ス は,SEA

投 与 に よ り血 中 に そ れ ぞ れ21101U/ml,14401U/ml

のIFNを 産 生 した。 これ らの マ ウ スで は,脾 臓 のindex

が1.27あ るい は1.34と 高 く,BCGをi.υ.投 与 した マ

ウ ス で は,肺indexも1.53と 有 意 に 上 昇 して い た。

BCGをs.c.投 与 した マ ウ ス お よ び 対 照 マ ウ スで は,

SEA投 与 後IFNは1001U/ml以 下 と ほ と ん ど産 生 さ

れ ず,ま た 脾 臓 お よ び 肺 のindexは 変 化 しな か っ た。

PPDに 対 す る 足 蹠 反 応 に 関 して は,BCGをs.c.あ る

い はi.υ.投 与 した マ ウ スで そ れ ぞ れ0.45,0.21と 明 ら

か な 反 応 を 示 し た が,BCGをi.p.投 与 した マ ウ スで

は明 らか な反 応 を 示 さな か った(Table 2)。

IFN産 生 に対 す るMφ 阻害 剤silica,2CA処 理 の

影 響

BCGで 感 作 した マ ウ ス にMφ 阻 害 剤 で あ るsilica

あ る い は2CAを 投 与 す る とSEAに よ る血 中IFN産

生 は 減 少 し た 。 す な わ ち,silica,2CAを 投 与 さ れ た

マ ウ ス で は,血 中IFN値 は そ れ ぞ れ,Mφ 阻 害 剤 を 投

与 され な いマ ウ スの69%,37%で あ っ た(Table 3)。

BCG感 作B6マ ウス脾 細 胞 のSEAに よ るIFNの 産

生

BCG,i.υ.感 作3週 目 の マ ウ ス の脾 細 胞2×106を

SEA,0.025μg/ml存 在 下 で72時 間 培 養 した上 清 中 に

は,IFNが 産 生 さ れ た が,対 照 マ ウ ス(W/0/Wの み

注 射)脾 細 胞 のSEA添 加 培 養 上 清 中 に はIFNは ほ と

ん ど産生 され な か った。 ま た,SEA非 存 在 下 で はBCG

感 作 マ ウ ス,対 照 マ ウ ス の脾 細 胞 と も にIFNを 産 生 し

なか った。上 清 中 のIFNは,血 清 の場 合 と同 様 に0.2M

glycine－HCI(pH2.0)で 活 性 が 低 下 した が,56℃30

分 処 理 で は力 価 に変 化 は な く,IFNｰγ で あ る こ とが示

され た。

SEAに よ り誘 導 さ れ るIFNｰγ の 産 生 細 胞 の検 討

BCG感 作 マ ウ ス の脾 細 胞 を抗BAθ 抗 体 と補 体 で処

理 す る と,SEA存 在 下 で のIFNｰγ の 産 生 は ほぼ完 全

Table 1.Characterization of SEA-induced IFN in Mice Sensitized with Killed—BCG.
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Table 2.Relation between Granuloma Formation in BCG—Sensitized Mice and 

Their IFN Production after Stimulation with SEA.

Table 3.Effect of Silica and 2-Chloroadenosine on SEA-Induced 

IFN Production in BCG—Sensitized Mice.

Table 4.Characterization of IFN-Producing Cell.

―17―
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Table5.Effect of Elimination of Macrophages from Spleen Cells on the

SEA-Induced IFN Production.

Table6.LTC4 Production by Spleen Cells from Killed BCG-Immune Mice.

に抑 制 され,IFN－ γ産 生細 胞 はBAθ 陽 性細胞,つ

まりT細 胞であ ると思 われた。 さ らにIFN産 生T細 胞

の性状を検 討 した。BCG感 作 マウス脾細胞 は,抗Lyt-

1.2抗 体 と補体 の処理 でSEA存 在下 でのIFNの 産生が

ほぼ認 め られ な くな ったが,抗Lyt-2.2抗 体 と補体の

処理 で は産 生値 に大 きな変化 はな く,IFN産 生細胞 は

主に,Lyt-1+のT細 胞であると考えられた(Table4)。

脾細胞中Mφ のIFNｰγ 産生 に対す る影響

IFN産 生 にお けるMφ の関与 を検討す るため,Mφ

の 除 去,あ るい は阻害 に,SephadexG-10カ ラム と

2CAを 用 いた。SEA存 在下 でのIFN－ γ産生 はBCG

感作 マ ウ ス脾細 胞 をSephadexG-10で 処 理す ること

により減少 した。 また,2CAの 培養液 中へ の添加 によっ

て もIFN－ γ の産 生 は そ の濃 度 に依存 して低 下 した

(Table5)｡

BCG死 菌感作 マ ウス脾細胞か らのLTC4の 遊離

BCG感 作 マ ウス脾細胞か らのLTC4遊 離 は対照 とし

てW/0/Wを 静 注 したマ ウスに比 べ高 か った。LTC4

の産生 は付着細胞,非 付着細胞 の両方 にみ られ た。 しか

し,産 生 量 は付着 細胞 が非 付着細 胞 の約3倍 であ った

(Table6)。

脾細 胞のIFN-γ 産生 におけるカフェイ ン酸お よび

NDGAの 影響

LTC4合 成 阻 害剤 であるカフェイ ン酸お よびNDGA

のIFN－ γ産生 への作用 を検討 した。BCG感 作マ ウス

の脾細胞培養時にカ フェイ ン酸 およびNDGAを 添加す

―18―
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ると,SEA刺 激 によるIFN－ γ の産生 は阻害剤の濃度

に依存 して減少 した(Table7)。

リポキシゲネーゼ阻害剤存在下でのLTC4添 加 によ

るIFN－ γ産生の回復

BCG感 作 マ ウスの脾細胞培養時に上述 の リポキシゲ

ネー ゼ阻害剤 とLTC4を 共 存 させ た。結果 は,両 阻害

剤 により抑制 されていたSEA刺 激 によるIFN－ γ の産

生 が回復 した。そ の回復 はLTC4の 濃度 に依存 して い

た(Table8)。

考 察

わ れわれ は,BCG感 作 マウスにT細 胞 マイ トージェ

ンであ るSEAを 投与 す ることによ り血 中にIFN－ γが

産生 されることを見いだ した。IFN－ γ の産生 は,SEA

の単 独投与 で は認 め られない ことか ら,BCGに より活

性化 ざれた細胞 の存在 が必要 であると思 われ た。

BCGは 強 いMφ 活 性化物質であ る21)22)ことが知 ら

れてい る。 われわれ も,BCGをi.υ.感 作 したマウスの

脾,肺,腹 腔 のMφ が強 くスーパ ーオキサ イ ドを産生

す る こと,ま たマ ウスの腫瘍 細胞で あるMeth A細 胞

の増殖 を抑 制 した ことを確認 して いる(結 果,省 略)。

そ こで,BCGに よ り活 性化 したMφ のIFN－ γ 産生

への関与 を検討 した。

まず,BCG感 作期間 をかえてIFN産 生を調べ ると,

Mφ が最 も活 性化 され ると考 え られ るBCG感 作3週

目でIFN産 生 は ピー クに達 した。次 に,BCGの 投与

ル ー トを検 討 した ところ,活 性化Mφ の集積であ る肉

芽 腫 を肺,脾 臓,肝 臓等 に形成す るi.υ.お よびi.p.感

作 マウスでは,SEA投 与 によりIFNが 産生 されたが,

BCG感 作部 位 に小 さい肉芽腫を形成す るのみで,臓 器

に肉芽腫 を形 成 しないBCGのs.c.感 作では,IFNは

産 生 され なか った(Table2)。 さ らに,Mφ の特異 的

阻害 剤で あ る,silicaお よび2CA23)24)を マ ウス に投

Table7.Effect of Caffeic Acid and NDGA,

Lipoxygenase Inhibitors, on SEA—

Induced IFN Production.a)

与 す る こ と に よ り,血 中IFNの 減 少 が 認 め られ た

(Table3)。

これ らの 結 果 か ら,BCG感 作 マ ウ ス にSEAを 投 与

して 血 中 に誘 導 され るIFN－ γ産 生 に は,BCGに よ り

活 性 化 したMφ が 関 与 して い る こ とが示 唆 され た。

と こ ろで,IFN－ γ 産生 細 胞 に つ い て は,マ ウ ス,ヒ

トに お い てT細 胞 あ る い はNatural Killer細 胞 で あ

る ことが示 され て きた15)17)25)～30)。 われ わ れ も,抗BAθ

処 置,あ る い は 抗Lyt－1処 置 でIFN－ γ産 生 が 低 下 し

Table8.LTC4 Circumvents Suppressive Effect of Lipoxygenase Inhibitor

 on SEA-Induced IFN Production of BCG—Sensitized Spleen Cells.a)
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た こ と,お よ び 抗Lyt-2処 置 で はIFN－ γ 産生 に差 が

認 め られ なか っ た こ とか ら,Lyt-1+T細 胞 が 産 生細 胞

で あ る と結 論 した。 そ こで,BCG感 作 に よ る感 作T細

胞 の み がIFN－ γ の 産 生 に重 要 な 役 割 を はた して い る

か 否 か を 検 討 した 。BCGをs.c.感 作 す る と4週 後 に

強 い 遅 延 型 反 応 が 誘 導 され るが,SEAを 投 与 し て も

IFN－ γの産 生 は み られ な か っ た。 一 方,BCGのi.p.,

i.υ.感 作 に よ って は 遅 延 型 反 応 は誘 導 され な いか,あ

る い は 低 い 反 応 で あ る に もか か わ らず,SEAに よ り

IFN一 γ は産 生 さ れ た(Table2)。 これ らの事 実 か ら,

BCG感 作T細 胞 の単 な る存 在 とIFN－ γ の産 生 に強 い

相 関 はな い もの と推 定 さ れ る。

最 近,マ ウ ス 腹 腔Mφ が 貧 食 刺 激 に反 応 してLTC4

お よびLTB4を 分 泌 す る こ と31)～33)が 報 告 さ れ て い る。

ま た,Drapierら34)は.M.tu.erculosisで 活 性 化 さ れ

た 腹 腔Mφ がLTC4,LTD4な ど のslowreacting

substance-A(SRS-A)を 分 泌 す る こ と を 報 告 し て

い る。 さ らに,Johnsonら35)36)はLTsがT細 胞 の マ

イ トー ジ ェ ン に よ るIFN－ γ産 生 に お い てIL-2の 必 須

な役 割 に代 わ り得 る こ とを 報 告 して い る。

そ こ で わ れ わ れ の 実 験 に お い て,IFN－ γ 産 生 と

LTC4に 焦 点 を 当 て て 追 究 した。RIAに よ るLTC4の

測 定 の結 果 は,BCGで 感 作 され た マ ウ スの 脾細 胞 は対

照 マ ウ ス の脾 細 胞 に比 べ 多 量 のLTC4を 分 泌 す る こ と

を 示 し て い る。 さ ら に,BCG感 作 マ ウ ス 脾 細 胞 の う

ち,LTC4はMφ が主 体 で あ る と考 え られ る プ ラ スチ ッ

ク 付 着 細 胞 か ら分 泌 され て い る こ とが 示 され た(Table

6)。 ま た,結 果 に示 さ な か っ た が,LTB4もBCG感

作 マ ウ ス の脾 細 胞 で は高 値 を示 して いた 。 次 に,リ ポキ

シ ゲ ネ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る,caffeic acid37)お よ び

NDGA38)をBCG感 作 マ ウ ス の脾 細 胞 培 養 時 に添 加 し,

SEA誘 導 に お け るIFN－ 産 生 能 を調 べ た。 そ の結 果,

こ れ ら阻 害 剤 の 存 在 下 で脾 細 胞 のIFN産 生 は明 らか に

減 少 し た(Table7)。 ま た,リ ポ キ シ ゲ ネ ー ゼ阻 害 剤

存 在 下 で 減 少 し たIFN－ γ の 産 生 は合成LTC4の 添 加

で 回 復 し た(Table8)。 こ れ ら の 結 果 は,LTC4が

IFN－ γ の 産生 に 関与 して い る こ とを示 唆 して い る。

本 研 究 に お い て,わ れ わ れ は,IFN－ γ産 生 に対 し特

にLTC4の 関 与 に 重点 を お い た が,お そ ら くJohnson

ら35)36)が 示 した ごと く,LTC4以 外 のLTsも 関与 して

い る と推 定 され る。

本 実 験 の 結 果 は,お そ ら く活 性 化Mφ か ら分 泌 さ れ

るLTC4がIFN－ γ 産 生 へ の 正 の シ グ ナ ル と して働 く

こ と を 示 して い る。 と こ ろで,IFNはMφ を 活 性化 す

る こ と39)～42)も 知 られ て い る。 も し,IFN－ γ に よ り活

性 化 さ れ たMφ がLTsを 分 泌 し,分 泌 され たLTsが

SEAに よ るT細 胞 か らのIFN－ γ の産 生 を高 めて い る

の で あ れ ば,Mφ とT細 胞 に お け るLTs-IFN－ γ分

泌 サ ー キ ッ トを調 節 す る機 構 が 存 在 す る と考 え られ る。

この 抑 制 性 調 節 機 構 は,明 らか で はな い が,prosta-

glandin(PG)Eの 関 与 が 推 定 さ れ る。 す な わ ち,わ

れ わ れ が先 に報 告43)し た よ う に,BCGで 活 性化 され た

Mφ は ま た,PGEを 分 泌 す る。 一 方,PGEは リンパ

球,Mφ か らのIFN－ γ の産 生 を抑 制 す る35)44)こ とが

報 告 され て い る。 そ れ ゆ え,活 性 化Mφ か ら分 泌 され

るPGEはIFN－ γ産 生 に お い て負 の シ グ ナ ル と考 え ら

れ る。 これ ら の見 地 か らIFN－ γ 産 生 の 調 節 に は,ア

ラ キ ド ン酸 カ ス ケ ー ドの リポ キ シ ゲ ネ ー ゼ に よ るLTs

合 成 は正 の シ グナ ル と して,ま た シク ロ オ キ シ ゲ ネ ーゼ

に よ るPGE合 成 は負 の シ グナ ル と して働 いて い る ので

あ ろ う。

IFN－ γ 産 生 にお け るア ラキ ドン酸 カ ス ケ ー ドの役 割

を さ らに 明 確 な もの とす るた め に,リ ンパ球 のLTsレ

セプ ター の確 認 な ど さ ら に検 討 が必 要 で あ る と思 わ れ る。

結 論

BCG死 菌 で 感 作 したB6マ ウ スに3週 後staphylo-

coccal enterotoxin A(SEA)を 静 注 す る と,血 中 に

イ ンタ ー フ ェ ロ ン(IFN)が 産 生 され た。 この機 構 を検

討 し,次 の こ と を明 らか に した 。

1)IFNの 性 状 を調 べ た と こ ろ,pH2.0の 処 理 で失

活 したが,抗 αβIFN血 清 の処置 で は失活 せず,IFN－ γ

で ある こ とが 明 らかに な った。2)SEAに よ る血 中IFN

の 産 生 は,ほ ぼ 全 身 の マ ク ロ フ ァ ー ジ(Mφ)が 強 く

活 性 化 さ れ るBCGの 投 与 ル ー トお よび 投 与 後 の 時 期 に

一 致 し た
。3)BCG感 作 マ ウ ス にMφ 阻 害 剤 で あ る

silicaあ るい は2-chloroadenosineを 投 与 す る とSEA

に よ るIFNの 産 生 が 減 少 し た 。4)in uitroでBCG

感 作 マ ウス の脾 細 胞 を培 養 し,IFN－ γ産 生 細 胞 を 調 べ

た とこ ろ,Lyt-1+T細 胞 で あ った。5)脾 細 胞 のMφ

を 除 去 あ るい は阻 害 す る とIFNの 産 生 が 減 少 した。6)

BCG感 作 マ ウ ス の脾 細 胞,特 に そ の付 着 細 胞 か ら,多

量 のleukotriene(LT)C4が 分 泌 さ れ た 。7)BCG

感 作 マ ウ ス の 脾 細 胞 培 養 時 にLTC4分 泌 を 阻 害 す る

caffeic acidあ るい はnordihydroguaiaretic acidを

共 存 さ せ る とIFN－ γ の 産生 が減 少 した。8)BCG感

作 マ ウ ス の脾 細 胞 培 養 時 にLTC4阻 害 剤 とLTC4を 添

加 す る とIFN－ γ産 生 の 抑 制 は回復 した。

以 上 の こ とか ら,BCG感 作 によ り活 性化 さ れ たMφ

がLTC4分 泌 を 介 しIFN－ γ 産 生 を 増 強 して い る こ と

が示 唆 さ れ た。
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