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Antigen presenting capacity(APCC)by monocytes(Mono)and alveolar macrophages

(AM),using PPD as the antigen,was determined in 15 patients with pulmonary tuberculosis 
and 9 healthy controls who all showed positive PPD skin tests.

Results were as follows:

1)Mono from both healthy controls and tuberculosis showed APCC to autologous 

peripheral T lymphocytes,and no significant difference was observed between the two 

groups.

2)AM from tuberculosis showed APCC to autologous peripheral T lymphocytes,however 

AM from healthy controls did not.

3)APCC by autologous Mono or AM to lung T-lymphocytes was lower than that to 

 peripheral T-lymphocytes,but the difference was not significant.

4)In tuberculosis,APCC,observed before chemotherapy,was remarkably weakened during

 the first two months of therapy,and almost recovered to the previous level thereafter.

5)The mechanism which enhances APCC by AM in tuberculosis is uncertain.But neither 

increased DR antigen expression on AM nor release of IL-1 from AM suggested to be
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responsible for the enhanced APCC in tuberculosis.
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は じ め に

結核免疫で は,T細 胞,マ クロフ ァージにより担われ

る細胞性免疫が重要 な役割 を担 って いることが知 られて

いる1)～3)。

今 回 わ れ わ れ は,細 胞 性 免 疫 成 立 に深 く関 与 して い る

抗 原 提 示 細 胞(antigen presenting cell,APC)活 性

を,purified pr6tein derivatives(PPD)を 抗 原 と し

て 用 い,肺 結 核 患 者 に お い て検 討 した。

対 象

肺結 核患 者15例(男 性12例,女 性3例,平 均 年齢

49.8±16.8歳)を 対象 と した。 その 内訳 は,抗 結核剤

投与前の症例3例(男 性2例,女 性1例)と,抗 結核剤

投与中の症例12例(男 性10例,女 性2例)で あ る。後

者 のうち5例(全 例男性)は 治療開始後2ヵ 月未満の症

例で あ り,残 る7例(男 性5例,女 性2例)は 治療 開始

後2ヵ 月以上経 った症例で ある。正常者9例(男 性5例,

女 性4例,平 均 年齢50.2±14.2歳)を 対照 として用い

た。 なお,被 検者 は全例 ツ反陽性者で あり,他 に糖尿病

など全身性疾患 を有す る ものや ステロイ ド治療中の もの

は対象 か ら外 した。

方 法

気管支 肺胞 洗浄(BAL)を 右 中葉 または,左 舌区 の

亜区域枝で型 どお り行 い,得 られたBAL液(BALF)

お よびヘパ リン加末梢血 か らFicoll-Conray比 重遠心

法 に よ り単 核 細胞 を分 離 した。 これ を10%FCS加

RPMI1640に 浮 遊 後,Petri dish(Falcon#1005,

Oxnard,CA)に 注 入 し,37℃,90分 イ ンキ ュベー ト

す ることによりプラスチ ック付着細胞 〔単球(Mono)

また は,肺 胞 マ ク ロフ ァージ(AM)〕 と非付着細胞に

分離 した。回収 され たプラスチ ック付着細胞 はペル オキ

シダーゼ陽 性細胞 が95%以 上 を占め,viabilityは98

%以 上 で あ った。 なお,BALを 施行 した肺結核症例 は

3例 であ り,全 例BALは 病巣側で行 った。

この付 着 細 胞 をphosphate buffered saline(PBS)

で 洗 浄後,PPD(100μg/ml,CIP),マ イ トマ イ シ ン

C(MMC,50μg/ml,Kyowa Hakko)と 共 に37℃,

60分 イ ンキ ュベ ー トし,そ の 後PBSに て3回 洗 浄 して,

最 後 に10%ヒ トAB血 清 加RPMI1640を 用 い て2×

105/mlに 細 胞 調 整 し,PPDpulsedAPCと して 用 い

た 。PPD nonpulsed APCは,MMCの み を用 いて 同

様 に準 備 し た。 一 方,プ ラス チ ック非 付 着 細 胞 は10%

FCS加RPMI1640に 浮 遊 後 ナ イ ロ ン ウ ー ル カ ラ ム に

注 入,37QC,45分 静 置 後 ナ イ ロ ン ウ ー ル 非 付 着 細 胞

(T細 胞)を 回 収 し,10%ヒ トAB血 清 加RPMI1640

にて1×106/mlに 細 胞 調 整 しresponder cellと した 。

APC100μl(2×104個)とT細 胞100μl(1×105個)

を96穴 丸底 プ レー ト(Corning#25850,NewYork)

の各 ウ エ ル にTriplicateで 注 入 し,37℃,5日 間培 養

した 。 培 養 終 了 前 に3H-TdR0.2μCiを 各 ウエ ル に加

え,さ らに16～18時 間 培 養 後 セ ル ハ ーベ ス ター を 用 い て

ハ ー ベ ス ト し,T細 胞 へ の3H-TdRの 取 り 込 み を

liquid scintilation counterに て 測 定 し,APC活 性

と した。

特 に述 べな い限 りAPC活 性 は,responder cellと

して 自 己の末梢 血T細 胞 を用 いて検討 した値を意味 し

て い る。 したが って,本 論文 で は,APC活 性 はAPC

に よ る真 の抗 原 提 示 能 と,responder cellと して の

PPD特 異 的T細 胞 の数 および機能 を総合 した ものをあ

らわ してい る。

APC上 のHLAク ラ スII抗 原(DR抗 原)量 は,抗

DR単 ク ロー ン抗 体(Coulter Immunology,Florida)

を用 い 間 接 蛍 光 抗 体 法 で 検討 しFACSを 用 い て解 析 し

た。 な お,APC上Fcレ セ プ タ ー ヘ の一 次 抗 体 の非 特

異 的 結 合 を ブ ロ ックす るた め4)一 次 抗 体使 用 時 に過 量 の

ヒ トIgGを 同 時 に 加 え た 。HLAク ラ スII抗 原 量 は,

mean fluorescence intensity(MFI)に よ り表 した。

な お,肺 結 核 患 者 に お け るAMに よ るAPC活 性 は,

全 例 抗 結 核 剤 使 用 前 の成 績 で あ る。

結 果

APC活 性 に 対 す るAPCとT細 胞 の至 適 細 胞 比 を検

討 した と こ ろ,APC:T細 胞=1:5の と き にAPC活

性 は 最 大 と な っ た(Table1)。 し た が っ て以 下 の検 討

は,APC:T細 胞=1:5で 行 った(Table1)。

Monoを 用 い たAPC活 性(cpm)は,正 常 者 で は

4005±3276(mean±SD)で あ り,肺 結 核 患 者 の 値

(4578±4509)と 有 意 差 は なか っ た(Table2)。BALF
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Table 1.Effect of Numbers of APC on

 Antigen Presentation

中AMを 用 い たAPC活 性 は,正 常 者 で はこれまでの

報告 どお りほとん ど認め られなか ったが,肺 結核患者 で

は7785±1677と 認め られた(Table2)。

次 に,肺 結 核 患 者 に お い てresponder cellと して

BALF中T細 胞 を 用 い て 同様 の検 討 を した。Monoに

よ るAPC活 性 は3198±931,AMに よ るAPC活 性 は

4572±1236と 共 に認 め られ た が,末 梢 血T細 胞 をre-

sponder cel1と した場合 に比 べ て低 値 で あ った(Table

3)。

次 に,抗 結核剤治療 のAPC活 性 に及 ぼす影響 につ い

て検討 した。 なお,抗 結核剤投与例 は全例RFPを 含 む

治 療 を されて いた。Table4に 示 した よ うに化療前 の

症 例 では認 め られたAPC活 性が,化 療開始2ヵ 月未満

の症例 で著 明に低下 し,化 療2ヵ 月以上 の症例で は再 び

認 め られた。

T細 胞 は,APC上 のHLAク ラスn(DR)抗 原 と

PPD抗 原 を同時 に認識 して活性化 され るので,肺 結核

患 者AMのAPC活 性充 進がAM上HLAク ラス11抗

原量の増加に起因 して いる可能性が考 え られる。 そ こで,

正常 者 お よび肺結核患者のMono,AM上 のDR抗 原

量 についてそれぞれ検討 してみたが,両 者間で有意差 は

認め られなか った(Table5)。

さ らに,肺 結 核患 者AMのAPC活 性充 進の理由 と

して,肺 結核患者で は正常者 に比べてAMか らのIL-1

産 生 が亢進 してい るため とい う可能 性が考え られるの

で,正 常者AMのAPC活 性測定 時 に,種 々の濃度 の

recombinant IL-1を 培 養系 に添加 してそ の影響 を検

討 した。 しか し,IL-1を 添加 して もAPC活 性 は誘導

されず(Table6),こ の可能性 も少 ないと考え られた。

考 案

結 核 免 疫 で は,T細 胞,マ ク ロ フ ァ ー ジに よ り担 わ れ

る細 胞 性 免 疫 が 重 要 な 役 割 を 果 た して い る1)～3)。

細胞性免疫成立に際 して,APCの 役割 は重要 であ り,

T細 胞 はAPCに よ り提示 された外来抗原 とAPC上 の

HLAク ラスII抗 原 を同時 に認識す ることによりは じめ

て活性化される5)。このようなAPCと して の機能を持 っ

た細胞 と して生 体 内で は皮膚Langerhans細 胞、脾 細

胞,末 梢単球 な ど種 々の細胞 が知 られている6)～8)。PPD

を抗原 と して用 いた今回のわれわれの検 討で も正常者 お

よび肺結 核患 者 でMonoにAPC活 性 が認 め られ,両

者 間 に差 を 認 め なか った。 ところで本 論文 で は,re.

sponder cellと して 自己末梢T細 胞 を使用 して いるの

で,こ こで のAPC活 性 はAPCに よる真 の抗原提示能

と,PPD特 異 的T細 胞 の数お よび機能を総合 した もの

として理解 される。 したが って,正 常人 と肺 結核患 者の

問のAPCに よる真の抗原提示能の比 較に はallogeneic

 APC活 性 の検 討やPPD特 異 的T細 胞 クロー ンを用 い

Table 2.Antigen Presentation by Monocytes and

 Alveolar Macrophages *
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Table 3.Comparison of Antigen Presentation to

 Lung versus Blood T cells

PPD pulsed or nonpulsed APC(2•~1.04 cells)was co 

cultured with BT or LT(1•~105 cells)at 37•Ž for 5 days;

and then APCC was determined.

Table 4.Antigen presentation in comparison 

 with duration of therapy

Table 5.HLA Class II Antigens on Mono and AM

The density of DR antigen expression on Mono or AM 

was assesed by the indirect immunofluorescence method,

using anti-DR monoclonal antibody.The results are 

expressed as mean fluorescence intensity.

て の検討 が必要 で あ る。一 方,正 常者AMはAPCと

しての機能をほとんど示 さないと報告 されて いるが9)10),

今回のわれわれの検討で も同様であ った。肺結核患者で

は,正 常者 と異 な りAMに よ るAPC活 性が認め られ

た。 これはAPCに よる真 の抗原提示能 を示 してお り,

肺結核症 において局所免疫 の亢進 を示す ものと考 え られ

Table 6.Effect of IL-1 on Antigen Presentation

 To assess the effect of IL-1 on APCC,PPD-pulsed 

APC was co—cultured with T cells in the prsence of serial 

concentrations of IL-1(ranging from 0.1 to 1U/ml),and 
APCC was determined.The representative data is shown,

using 0.5U/ml of IL-1.

るが,い かな る機序でAPC活 性 が亢進 しているのかは

不 明で あ る。 しか し,AM上 のDR抗 原 が増加 してい

るためにAPC活 性が亢進す る可能性が考 え られ るため,

正 常者,肺 結核 患者 のAM上 のDR抗 原量 を検討 して

みたが両者間 に差 はな くこの可能性 はまずない と考 え ら

れた。 ところで,正 常 者 にお いてAMか らのIL-1産

生 能 はMonoに 比べて低 い とす る報告11)12)が み られ る

ので,正 常者 においてAPC活 性 が認 め られな いの は

AMか らのIL-1産 生 が少 ないためで,逆 に肺結核患者

で はIL-1産 生 が充分 であるためにAPC活 性が認め ら

れた可能性が考 え られるが,今 回のわれわれ の検討で は,

正常 者AMにIL-1を 加 えて もAPC活 性 を誘導 で き

なか った ことに より,こ の可能性 も否定 的である。

他 の 可 能 性 と してAM上 に あ るlymphocyte func-

tionassociated antigen(LFA)の 関与,DR抗 原 の

構 造 の違 い,Monoの 肺 局 所 へ のrecruitmentの 増 加

に よ る可 能 性 等 が 考 え られ る。

LFAは,AM上 にあ りkiller cellがtarget cellに

働 きか けるfirst stepに 関与 す る と考 え られ てい る抗

原13)で あ り,最 近,正 常者AMにAPC活 性が認め ら

れな いの はAM上LFAが 少 ない ため とす る報告がな

された14)。今回は,LFAに 関 しての検討 は して いないが,

肺 結 核症 のAPC活 性亢進 に関与 している可能性 は考え

られ る。

と ころで,今 回のわれわれの検討 では,AM上 のDR

抗原量の違いは正常者 と肺結核患者の問で認 め られなかっ

たが,DR抗 原 に構 造上 の違 いが あ り,こ れ が両者 の

APC活 性 の差 と して表現 されてい る可能性 が考 え られ

る。 マ ウ スにお いて ク ラスII分 子のglycosialilation

の違 いがAPC活 性 の強弱 に関連す ること,す なわち シ

アル化 の少 ないクラスII分 子 を表面上 にもっAPCの 方

が,APC活 性 が強 いとの報告がみ られ る15)。一方,正

常 人MonoとAM上 のDR抗 原 のcarbohydrateを

比較 した報告16)で は,MonoとAMで は,DR抗 原上

のneural,N-linked carbohydratesの 量 に差 がみ ら

れ,こ れが両者のAPC活 性の差の原 因であ る可能性 を
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指摘 して いる。 このようなDR抗 原 の構造上の差異が,

結果 と して正 常人AMと 肺結核患者AMのAPC活 性

の差 と して表れた可能性 は考え られ る。

肺 結 核 患 者 と同 じ く肉 芽 腫 性 肺 疾 患 の1つ で あ るサ ル

コ イ ドー シ ス(以 下,サ 症)に お い てMono,AMの

APC活 性 を 同 様 に検 討 して み る と,こ れ ま で の2,3

の 報 告17)18)に み られ るよ うに サ症AMにAPC活 性 が

認 め られ た19)。 一 方,サ 症 に お い てAMのphenotype

の 検 討 か ら,末 梢Monoの 肺 へ のrecruitmentの 増 加

が 示 さ れ て い る20)。 こ の こ とは,サ 症AMのAPC活

性 充 進 は 末梢Monoの 肺 へ のrecruitmentの 増 加 に起

因 して い る可 能 性 を 示 して い る。 肺 結 核 患 者 に お い て

AMのphenotypeに 関 す る検 討 が な さ れ て い な い ので

末 梢Monoの 肺 へ のrecruitment増 加 の有 無 に関 して

は 不 明 で あ る が,こ のrecruitmentが 肺 結 核 に お け る

AMのAPC活 性 亢 進 に関 与 して い る こ と は否 定 で き な

い。

肺 結核 患者 のBALF中T細 胞 をrespondercel1と

して もちいると,末 梢血T細 胞 をresponderce11と し

た場合 に比 べてAPC活 性 は低値 となったが,こ の場合

真 のAPCに よ る抗原 提示能 のほか に,PPD特 異的T

細胞 の数や機能 の違 いの関与 も考え られ る。肺結核患者

MonoのAPC活 性 は,化 療前 には認め られたが,化 療

開始2ヵ 月以内 の症例で はほとん ど認め られな く,2カ

月以上 たった症例で は再 び認め られた。化療 は,す べて

RFPを 含 ん でお り,一 方,RFPに は免疫抑 制作 用の

あ ることが知 られて いる21)ため,RFPに よ るAPC活

性 への影 響 の可能性 も否定で きない。化 療に伴 うAPC

活性の低下機序 について は今後 さらに検 討を要 す る。

ま と め

肺結 核患 者 にお いて,PPDを 抗原 としてAPC活 性

を測定 して以下の結 果を得た。

1)肺 結 核患 者Monoは,正 常者Mono同 様APC活

性を示 した。

2)肺 結 核患者AMは,APC活 性 を示 したが,正 常者

AMに は認 め られなか った。

3)肺 結 核 患 者 で は,肺 内T細 胞 をresponder cellと

して も,Mono,AMのAPC活 性 は共 に認 め られ

た 。 しか し,末 梢T細 胞 を 使 用 し た場 合 に比 べ て

そ の値 は低 か った。

4)APC活 性 は,化 療(RFPを 含 む)前 の症例 には

認 め られたが,化 療開始2ヵ 月以内 の症例で は低下

してお り,化 療2カ 月以上経過 した症例 には再 び認

め られた。

5)肺 結 核患 者AMのAPC活 性 亢進 の理 由 は不明で

あ るが,AM上 のDR抗 原量 やAMか らのIL-1

分泌 の増加 に起因す るもので はない と考え られた。

本 論 文 の要 旨は第62回 日本結核病学会総会(昭 和62

年4月,東 京)に おいて発表 した。
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