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原 著

抗結核菌 モ ノクローナル抗体 ア フィニテ ィー

精製抗原 に対す る肺結核症 の免疫応答
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TO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
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Immunoaf f inity-purif ied antigens(MAb—Ags)of Mycobacterium tuberculosis,which 

had been obtained in a previous study by use of anti-M.tuberculosis monoclonal antibodies 

and designated MTA 2 a(24 kD),MTA 6 a(19 kD)and MTA 8 a(19 kD),were examined 
for their antigenicity by determining the responsiveness to these antigens of pulumonary 

tuberculosis(TB)patients and non-tuberculous controls.Serum anti-MAb-Ags ELISA 

antibody levels in TB patients were significantly higher than those in non-tuberculosis 

controls,including patients with atypical mycobacterial infection and Mantoux-test-

positive healthy individuals.MAb—Ags stimulated proliferation of peripheral blood 
lymphocytes(PBL)from TB patients as determined by 3H—thymidine uptake of PBL.

MAb—Ags also stimulated PBL from TB patients to increase T 4/T 8 ratio and Ia—positive 

T cells.After stimulation with MAb—Ags,increse of IL-2 receptor—positive T cells in PBL 

from TB patients was not significantly higher than that in PBL from healthy persons.

Responses of PBL from non-tuberculosis controls to MAb—Ags varied considerably,and 

the response was either none or weak, in some cases,or as high as that of PBL from TB 

patients,in the other cases.In general,MAb—Ags stimulated PBL from TB patients and 
some of Mantoux test—positive persons to almost the same extent as PPDs did.
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序 論

わが国を始 め先進 国の結核症 には,例 えば老人性結核

にみ られる難治性結核 の増加,あ るいは免疫不全 に伴 う

合併症 としての結核 のよ うに病像が多様化す る傾向 にあ

る。 これに伴 いツベルク リンによるMantoux反 応を補

墳 すべ く,さ まざまな免疫診断 クライテ リアの導入が検

討 され始 めている。 こ こで問題 となるのは,従 来の ツベ

ル ク リン(PPDs)が 多数 のペプチ ドを主 とす る抗原の

不規則 な集合 であ り,い まだ主 なアクティブサ イ トが確

定 されていない ことである。

われわれは前報1)に おいて,結 核菌 に対す るマウスモ

ノ ク ローナル抗 体(MAb)9種 を作 製,そ の中 より人

型結核菌群 に特異的 な もの3種 を選 び,そ れぞれ に対応

す る抗 原(MAb-Ag)を イムノアフィニティーにより

得,小 動物 実験 の上 で これ らのMAb-Agは,PPDs

にほぼ匹敵す る抗原性 を持っ ことを報告 した。今回 は結

核 症患 者症 例 につ いて,こ れ ら3種 のMAb-Agの 抗

原 性 をPPDsを 対 照 と して,こ れ ら抗原 に対す る患者

の血清抗体価,末 梢血 ンパ球 のこれ ら抗原刺激 に対す る

反応性 などの面 か ら検討 した。

方 法

1.対 象

結核症(TB)患 者20例,非 定型抗酸菌症患者5例,

健 常者14例(ッ ベ ル ク リン反応 〔ッ反〕陽性者6例,

陰性者8例),年 齢 は24～60歳(平 均50歳)に わ たる。

な お,PPDsに 対 す るELISA抗 体 測定 にのみ臍帯 血

16例,新 生 児8例 の血清 も用 いた。結核患者 は年齢60

歳以下,最 終排菌 よ り3ヵ 月以 内ッ反陽性,ま た重篤 な

合併症 のない者 に限 った。

2.抗 結核菌MAb;

前 報1)で 得 た ものを用 いた。略述 す ると,BALB/c

マ ウ ス を結 核 菌 青 山B株(M.tbcAB)乾 燥 死菌 を

Freundincomplate adjuvantに 加 えた もので免疫,

免疫 マウスの脾細胞 をP3×63-Ag8-U1ミ エローマ細

胞 とポ リエチ レング リコール法 で融合 しハ イブ リドーマ

を作製,ELISA法 により抗結核菌抗体産生ハ イブ リ ドー

マをスク リーニ ング した。抗体産生ハ イブ リ ドーマを4

回 の リク ローニ ング後,プ リス タン処理 マウスにi.p.

注射,そ れ らのマウスの腹水 を50%硫 安沈殿分画 して

MAbと した。 この うち,MTA2(lgGl),6(Ig,G1),

8(IgG2b)を 次 のイムノア フィニテ ィーによる抗原 の

分離 に用 いた。

3.イ ムノア フィニテ ィーによ り分離 した抗原;

前 報1)で 得 た ものを用 いた。略述 す るとM.tbcAB

培養濾液80%硫 安画分(TACF)をDEAEセ フ ァロー

スCL6Bで2回 分画 してMAbと 反応す る画分 を集 め,

こ れ を 各MAb(MTA2,6,8)を カ ップ リ ング させ た

CNBr-activated Sepharose4Bカ ラ ム に か け,そ れ

ぞ れ のMAbに 対 応 す る抗 原(MTA2a,6a,8a)を

得 た 。MTA 2a,6a,8aは そ れ ぞ れ 分 子 量24,19,19

kDの 均 質 なbandと な る こ とをPAGE上 確 認 した(以

後 ア フ ィニ テ ィー抗 原 ま た はMAb-Agと 略 称 す る)。

対 照 抗 原 と して,PPDs(CIP;M.tbcAB由 来 検 査

用PPD抗 原,日 本BCG社)お よ び 前 述 のTACFを

用 いた 。

4.ELISA法;

前報1)と 大 略 同 じ方 法 で行 った。 上 述 の各 抗 原 をそ れ

ぞ れ 蛋 白質 濃 度5μg/mlで,COBIND96穴 マ イ ク ロ

タ イ タ ー プ レー ト(Micro Membrans)に 吸 着 させ,

1%ウ シ血 清 アル ブ ミン加 燐 酸 緩 衝 食 塩 水(PBS)で ブ

ロ ッ ク後,被 検一 次 血 清 を作 用 さ せ た。 二 次 抗 体 と しで

ペ ル オ キ シ ダー ゼ標 識 ヒ ッ ジ抗 ヒ トイ ム ノ グ ロ ブ リ ン血

清(Cappe1)を,発 色 基 質 と してo-フ ェ ニ レ ンジ ア ミ

ン を 用 い,反 応 後 の492nm吸 光 度 をMTP-32コ ロ ナ

マ イ ク ロ プ レー ト リー ダー で 測定 した。

5.ヒ ト末 梢血 リンパ球(PBL)の 分 離;

被 検 者 の ヘ パ リ ン加 末 梢 血10～20mlよ りFicol―

Hypaque沈 降 法 で 単 核 細 胞 層 を分 離RPMI-1640で

3回 洗 浄 後,PBLと して以 下 の実 験 に用 い た。

6.リ ン パ 球 増 殖 反 応,[3H]-thymidine([3H]

TdR)取 り込 み;

以 下 の 細 胞 培 養 は,す べ て10%非 働 化 ヒ ト(血 液 型

AB)プ ール血 清 と2rnMglutamineを 加 え たRPMI-

1640を 用 い た 。分 離 し た被 検PBL1×106/mlに 各 種

抗原0.05～50μg/mlを 加 え て6日 間培 養 後,0.25μCi

[3H]TdRを 加 え,18時 間 後 の リ ンパ 球 内[3H]TdR

取 り込 み を 測 定 した。 各 々 の 測定 値 は,trip1icateの 平

均 を と った 。

7.フ ロ ーサ イ トメ ト リー に よ る リ ンパ球 表 面 抗 原 の

解 析;

基 本 的 に はShiratsuchiら の方 法 に よ った2)3)。 分 離

したPBL2×106/mlと 各種 抗 原50μg/mlと を,24穴

プ レ ー ト(Falcon)の 各 ウ エ ル に そ れ ぞ れ1mlず っ

入 れ て6日 間 培 養 した 。 培 養後 リンパ球 に次 の標 識 抗 体

を 作 用 さ せ た 。 す な わ ち,(1)fluorescein isothiocy-

anate(FITC)標 識 抗Leu 3aお よ びphycoerythrin

(PE)標 識 抗Leu2aマ ウ スMAb,(2)FITC標 識 抗

Leu4お よ びPE標 識 抗HLADRマ ウスMAb,あ る

い は,(3)FITC標 識 抗IL-2レ セ プ 夕-(IL2R)マ ウ

スMAb。 各MAb(Becton-Dickinson,藤 沢)を

各 々20μ1加 え,30分 間 冷 暗 所 に お い た後,PBS(2%

ウ シ胎 児 血 清,0.1%NaN3加)で2回 洗 浄 して 測 定

用 サ ンプル と し,FACS-analyzer(Becton-Dickin-

son,藤 沢)で 細 胞 表 面 抗 原 の解 析 を行 った。 図1に 示
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図1PPDs存 在 下 培 養 後 サ イ ドグ ラ ム上 の 設 定 領 域

(培 養6日 後)

SSC:Side Scatter(細 胞 内象構造 の複雑 さ)

FSC:Forward Scatter(細 胞の大き さ)

枠 内を拡大 リンパ球領域 に設定 した。

す よ うな拡 大 リ ンパ 球 領 域 にゲ ー トを 設 定 し,FITCお

よ びPE蛍 光 陽 性 細 胞 の百 分 率 を算 出 した。

結 果

1.ELISA法 に よ る血 清 抗 体 価(図2);

結 核 患 者,非 定 型 抗 酸 菌 症 患 者 お よ び健 常 コ ン トロ ー

ル 群 のELISA法 に お け る抗PPDs,抗TACF,抗 ア

フィニ テ ィー抗 原(MTA2a,6a,8a)抗 体 価 の分布

を 図2に 示 した。各 々,血 清1,000倍 希 釈 にお け る

ELISA吸 光度(O.D.492nm)を 示す。結核患者群 は

いずれの抗原 に対 して も,非 結核対照群 よ りも有意 に高

い抗 体価 を示 した(P<0.01)。 非 結核対照群で はッ反

陰性,陽 性 にかかわりな くすべてが低 い抗体価 を示 した。

そ して注 目す べ き こと と して,PPDsに 対 して最 も低

値 の抗体価を示 したの は予想 に反 し,腰 帯血 ではな くて

1歳 未満の新生児血清であ った。総 じて,各 ア フィニテ

ィー抗 原 はPPDsと ほぼ等 しい抗原性を示 し結核患者

.血清 とのみ有意 に反応 し,対 照群 とはッ反 陽性者血清 と

いえど も反応 して いないことは注 目され る。

次 にい くつか の症例 にっ いて抗原の違いに よる種々血

清 希釈 にお けるELISA抗 体価 のkineticsの 相 違を示

す。図3-(a)(b)(c)は 結核症患者,図3-(d)は ツ反陽性

健常人 である。結核患者血清で は多 くの症例 において,

図3-(a)(b)の よ うに,抗PPDs,抗TACF抗 体価 の

著 明な上昇 とそれにほぼ平行 した抗 アフィニティー抗原

(MTA2a,6a,8a)抗 体価 の上 昇 がみ られ たが,図3

-(c)は 抗PPDs ,抗TACF抗 体 価 よ り も抗 ア フィニ

ティー抗原抗体価 が明 らかに低値 を示 した例で ある。図

3-(d)は,ツ 反陽性(健 常人)で あるに もか かわ らず,

すべての抗原 に対 す る抗体価 は低値 を示 している。

2.ア フィニテ ィー抗 原刺激 によるPBL増 殖反応;

表1に 示す ように,ツ 反陽性者 および結核患者 のPBL

図2ヒ ト血清の結核菌由来各種 被検 抗原 に対す るELISA抗 体価
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(a)

(c)

(b)

(d)

図3ヒ ト血清 の結核菌 由来各種被検抗原 に対す る抗体

価(血 清希釈 によるkinetics)

はいず れの抗 原刺激 に対 して も[3H]TdRの 取 り込 み

の上で顕著な増殖反応を示 した。 また,抗 原 間に抗原刺

激の面で有意の差を認めなかった。平均値 の上 ではアフ ィ

ニティー抗原 は単独で も,あ るい は3種 混合 した場合 で

も惹 起 したPBLの 増殖 反応(cpm値)はPPDsに 対

す る反応(cpln値)の1/2～2/3程 度 であ ったが,両 者

間 に統計上の有意差 は認 め られなか った。

ここで 問題 とな るの はッ反陰性者PBLの 増殖反応 で

あ り,[3H]TdR取 り込 み が結核 患者 に匹敵 するほど

高 い 「highresponder」 と そ の1/10以 下 の 「10w

responder」 の2群 が認め られた。両群 はPBL採 取時

において健常で あったが,各 々年齢 性,既 往 において

完全 に等 しいわけで はな いので,表1で は両群 の結果 を

分 けて 記 載 した。 これ に よ る とhigh responderの

[3H]TdR取 り込 み は ッ反 陰性 に もかかわ らず,ッ 反

陽性健常人,結 核患者 とほとん ど等 しい。

代表 的 な症例 にっ いて,抗 原希釈 に対応 するPBLの

[3H]TdR取 り込 み のkineticsを 図示 する。 図4は ツ

反 陽性健 常人 例,図5お よび図6(a)(b)は 結核患者,図

6(c)(d)は 非定 型抗 酸菌(M.int)症 患者 のPBLに つ

いて の結果で ある。図の上で一般 にア フィニテ ィー抗原

はPPDsま たはTACFと ほぼ平行す る[3H]TdR取

り込 み のkineticsを 示 して い るが,図4(a)のMTA

2a,図6(a)のMTA群 のよ うに,PPDsと[3H]TdR

取 り込 みのkineticsで 完全 に は平行 しない例 がある。

図6(b)は ッ反 陽性 結核 患者 であ るが,す べての結核菌

抗原 刺激 に対 しPBLの[3H]TdRの 取 り込 みの極 め

て低 い例 で あ る。 またM.int症 患者PBLで は,図6

(c)(d)の よ うにす べての結核菌抗原刺激 に対 し低値 を示

した。

3.Tリ ンパ球表面マーカーの変動 か ら見 たアフ ィニ

ティー抗原のPBL刺 激能;

PBLの 抗 原 刺 激 に よるhelper/suppressor細 胞比

(T4/T8)の 変動お よびTリ ンパ球活性化 の指標 である

Ia抗 原 とIL―2Rの 変 動 を み た(表2～4)。T4/T8

(表2)は,結 核 患者 で は健常人 に比 しすべての抗原刺

激後,著 増がみ られ る。ただ し患者 の場 合無刺激 ですで

にT4/T8の 軽度 上昇 が有意(P<0.05)に み られた。

健常人PBLで はッ反陽性者,陰 性者にかかわ らずMTA

表1PBLの 各 種結核菌抗原刺激 による 「3H」TdRの 取 り込み

*5μ9/1×105cells/200l/well
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(a) (b)

図4種 々濃度 の各種 抗原刺 激による末梢血 リンパ球 の

[3H]TdRの 取 り込 み

(a)

(c)

(b)

(d)

図5種 々濃度 の各種抗原刺激 による末梢血 リンパ球の

[3H]TdRの 取 り込み

抗 原刺激で はT4/T8に 変動 は生 じなか った。PPDsを

刺 激抗原 と した場合,ッ 反陽性健常人PBLは ツ反 陰性

健常 人PBLよ り有 意(P<0.01)に 高 いT4/T8を 示

したが,ア フィニテ ィー抗 原で はこの識別 がで きなか っ

(a)

(c)

(b)

(d)

図6種 々濃度の各種抗原刺激に よる末梢血 リンパ球の

[3H]TdRの 取 り込み

た。Ia抗 原陽性細胞(表3)は,結 核患者お よびツ反陽

性 健常 人PBLの 両者 ともに,各 抗原刺激後 ッ反陰性健

常 人PBLに 比 して増加 が み られ た。 また,IL-2Rの

変 動(表4)は,PPDs,TACF刺 激 で はla抗 原 と同

様 の増加が み られ たが,MTA抗 原を刺激 に用いた場 合

ツ反 陰 性健常 人 とッ反陽性健常人お よび結核患者PBL

の問 に有意 の差 は認 め られなか った。

以上 の結果の もととな った抗原無添 加 と添加後 のFA

CS-analyserに よ るサイ トグラムを,PPDsを 抗原 と

して用 いた場合を例 に示す。図7は 培養6日 後 の抗Leu

3aと 抗Leu2aMAbに よ るtwo color analysisを

示 し,図8は 抗Leu4と 抗HLAｰDRMAbに よる

two color analysis,図9に 抗IL-2RMAbに よ る

分析を示 した。PPDs刺 激 によ り図7で はLeu3a陽 性

細 胞(helper)の 増 加 に よ るhelper/suppressor

(Leu2a)比(T4/T8)の 上 昇 が,図8で はLeu4,

HLADR陽 性細胞(la+・Tリ ンパ球)の 増加が,図

9で はIL-2R陽 性細胞 の増加 が表 出されて いる。

以上のPBLに 対する各種抗原刺激 による細胞表面 マー

カーの変動 を 「ッ反陽性健常人 および結核患者」 と 「ッ

反 陰性健常人」 問の各 々の絶対値 における有意差検定の

結果 としてまとめて,表5に 示す。 この表 より以下の点
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表2PBLに 対す る各種結核菌抗原刺激によ るT4/T8の 変動

*50μg/2×106cells/2m乙/well

表3PBLに 対す る各種結核菌抗原 刺激によるIa抗 原の変動

*50μg/2×106cells/2ml/well

表4PBLに 対す る各種結核菌抗原刺激 によるIL-2レ セプ ターの変動

*50μg/2×106cells/2ml/well
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無 刺 激 PPDs刺 激

図7PPDs存 在 下 培 養 前 後 に お け るLeu3a(he1per),Leu2a(suppressor)陽 性 細 胞 の 変 化

無 刺 激 PPDs刺 激

図8PPDs存 在下培養前後 におけるDR陽 性T細 胞の変化

無 刺 激 PPDs刺 激

図9PPDs存 在下培養前後 におけるIL-2レ セプター陽性細胞の変化
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表5抗 原刺激によるPBL表 面 マーカーの変動

「ツ反陽性健常人及び結核患者 」 と 「ツ反 陰性健常人」 間の有意差検定(P)

表6ツ 反 陰性PBLの 結 核 菌 抗 原 に対 す るin vitro免 疫 応答(low responder例)

表7ツ 反 陰 性PBLの 結 核 菌 抗 原 に対 す るin vitro免 疫 応 答(high responder例)
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が要約 され る。 ツ反陰性者に対 し,

(1)結核患者 のPBLは,用 いたすべての抗原刺激 に対

し,有 意 のT4/T8,Iaの 上昇 または増加が ある。 こと

にT4/T8の 上昇 は顕著 である。 これ に反 しIL―2Rは

MTA抗 原刺激 によって は変動が ない。(2)MTA抗 原 に

よ るPBL刺 激後 の表面 マー カーの変動の うちT4/T8

を指標 に用 いた場合,ッ 反陰性健常人 に対 して ッ反 陽性

健常 人PBLで は有意差がな く,結 核患 者で は有意 の差

が み られる(P〈0.01)。(3)一 般 に多価 のPPDsやTA

CFは,ア フィニテ ィー抗原 よ りPBL刺 激能 が高 い。

4.ツ 反 陰性者PBLの 結核菌抗原刺激 によるT細 胞

表面 マーカーの変動;

ツ反陰性者 には,結 核菌抗原刺 激によ るPBLの[3H]

TdR取 り込 みの上 で10wresponderとhigh respon-

derが 存 在 す る こ と を前 述 した(表1)。 これ らlow

responder2例 お よびhighresponder6例 中の2例 を

典型 と して,そ のPBLの 結核菌抗原刺 激によ るT細 胞

表面 マ ーカ ーの変動 を[3H]TdRの 取 り込 み と血清 中

抗結 核菌ELISA抗 体価 とともに,そ れぞれ表6お よび

表7に 示 す。

表 か ら分 かるよ うに,ツ 反陰性者 は結核菌抗原刺激 に

対 す るPBLの[3H]TdRの 取 り込 み の上 で は,大 き

な差異 の あ る2群 に分 か れ たが,抗 原刺激 によるT細

胞表面 マーカーの表出 にお いて は必ず しもそれ らの群に

対応 せ ず,無 関係か,T4/T8の ようにむ しろ逆 相関 し

て いると思われ る場合 もあ った。 この ことは対照群 とし

て ッ反陰性群を選択 す るにあた り問題 となる と考 え られ

る。

考 察

本 研究 の 目的 は,抗Mf.tbcABモ ノクローナル抗体

に対応 す る抗原(MAb-Ag)が,結 核患者の免疫反 応

にどのように関与す るか,そ の程 度を ッベル ク リンとの

比較 の上 で調 べ る ことにあ った。前報1)に おいて, ―M.

tbcABに 対 す るMAbの うち ヒ ト型結核菌群 に特異的

なMAbに 対応 す るア フィニテ ィー抗原 は,小 動物で は

血 清学 的 に もDTH皮 内反 応 やPBL刺 激 能 の上 で も

PPDsに ほぼ匹敵す る ことを報告 した。 アフィニティー

抗原 の皮膚DTH反 応 を人 に適応で きないので,ヒ トか

ら採取 した材料 につ いて アフィニティー抗原 との反応を

調べ た。

血清学 的に結核症を調べ る試み は,古 くは多糖体抗原,

リン脂質 抗原 を用 いて行 われて いた4)5)。1976年Nas-

sauら6)はELISA法 を導入 し結核菌H37Rv株 抽 出抗

原 に対 す る抗体 価 を測定 した。1980年Grangeら7),

1983年Radinら8)は,抗PPDs抗 体 価 が結核症 にお

いて有意 に増加す る ことを報告 して いる。わが国で も,

越 野 ら9)・草野10)・ 山本 ら11)に よ り同様の報告がな さ

れて いる。 それ によると一般 に活動性結核 では,有 意 の

抗PPDs抗 体 の上昇 が あ り十分 な診 断的意義が あると

いう。

しか し,わ れ われが 問題 と したのはPPDsが 多数の

ヘ テ ロなペ プチ ド抗 原 の集合で あ り,患 者血清中の抗

PPDs抗 体価 は多 数 の抗原 に対応 す る多種の抗体の総

和 で あ る とい うことで あ る。同 じ意味でDTH反 応 も

PPDsに 含 まれる抗原 に対す る反応の総和であ る。

結核症が典型的な症状 と経過を示 してい る問は,PPDs

で十分で あった。 しか し今 日の ように結核症 が難治性 と

化 し,免 疫不全合併症 とな り,同 時に非定型抗酸菌症 の

増加がみ られ るようにな ると,免 疫学 的診断 もこれ に対

応 しな ければな らない。単 に多様 な抗体 の総和 だけで な

く,特 定 の抗原 に対 する反応 の差異が病期や病像の判別

に利用 され うる ことも考 え られ る。

例 えば,仮 定 として,あ る病型 はある抗原にのみ対応

する反応として捕 らえ られるか も しれ ない。 また,免 疫不

全 の結核で は総和 と しての反応 は弱 くとも,特 定 の抗原

の特定 の反応だ けは残存す る可能性がないだろ うか?

われわれの アフィニティー抗 原はPAGE上 均質 であ り,

分子量の上か らエピ トープ数 も5～10前 後 と推定 され る

に もかか わ らず,ア フィニテ ィー抗原 に対す るELISA

抗体 価 はほ とんどの ヒ ト血清 において,多 価抗原であ る

PPDsに 対 す る抗 体価 とほぼ等 しか った。 またPPDs

と同様 に結核患者血清にのみ反応 した。 したが ってア フィ

ニ テ ィー抗原 を使用 したELISA抗 体価 は補助診 断的価

値 が あろ う。 しか し症例 によ って は,PPDsと ア フィ

ニテ ィー抗原 に対す るELISA抗 体価 に若干 の解離 がみ

られ たが,こ の ことは今後 さらに多数 の症例 につ いて の

検討,ま た さらに多種 のア フィニテ ィー抗原が得 られれ

ば,病 型 と特定抗原 に対 する抗体価 の間 の有機的関係を

明 らかにする ことが可能 な ことを示唆す るものか もしれ

ない。

今回 は非定型抗酸菌症 にっ いて十分な症例が得 られな

か った上,非 定型抗酸菌症例が結 核 との混合感染 の疑 い

があ り,ELISA抗 体価測定以上の解 析 は行 わなかった。

なお,臍 帯 血 の抗PPDs抗 体 価 が新生児 のそれよ りも

高 いことは興味深 く,母 親 か らの移行抗体 による もの と

考え られ る。

結 核菌 が体 内 に入 る と,Ia抗 原 陽性 のマクロファー

ジに貧食 され,抗 原処理 を受 けたのちその抗原情報 は同

じIaハ プ ロタイプのTリ ンパ球 に伝え られ,感 作 リン

パ球が形成 され る。 この感作 リンパ球が再度結核菌抗原

と接触す ることにより,リ ンフォカイ ンの産生放 出を介

して細胞(マ クロファージ)内 寄生結核菌 の殺菌 を促進

す ると考え られてい る。

この種 の抗 菌免 疫 に関与 す るTリ ンパ球 と,結 核症

の診 断 に用 い られ て きた遅延型 過敏 症反応 に関与す る
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Tリ ンパ球 の異 同につ いては,ま だ確定的で はな いもの

の,こ こでは両者 の反応 はほぼ平行 して発現す ると考 え

た 。Tリ ンパ球 につ いて は感作 個体 のPBLはPPDs

刺激 によりhelper細 胞 の誘導 が促進 される12)。

以 上 の理 由 か ら,ヒ ト皮 膚DTHに 替 え てin vitro

の ヒ トPBLに 対 す る刺激 反応 を調 べ た。[3H]TdR

取 り込みで示 される増殖反応 の他,フ ローサイ トメ トリー

により活性化Tリ ンパ球をIL-2R+,HLA-DR+等 を

指標 と して測定,粗 抗 原 であ るPPDs,TACFに 対す

る反応 とわれわれの得 た比較 的単一 なアフ ィニテ ィー抗

原 に対す る反応 との差 をみた。 われわれの用 いたッ反陰

性 健 常 人 は,ELISA抗 体 こそ低 い ものの[3H]TdR

取 り込み は8名 中6名 において ッ反陽性 または結核患者

と差が な く,従 来の報告 と異な っていた。 この説 明 とし

て,こ こで用 いたッ反陰性群 は完全な無感作群でな く,

BCGま たは結核感作後 の陰転 のためと考え られ る。

そ こで ツ反 陰性 者PBLの 結核菌抗原 に対 す る[3H]

TdR取 り込 み の 上 で,lowお よ びhighresponder

groupに 分 け,表6,7に 例示 したが,こ の表 か ら何 ら

かの傾向を見いだす ことは困難であ った。 しか しなが ら

総体的 に,ア フィニティー抗原 はヒ トに対 す る抗 原性 の

上 でPPDsに 近 い活 性 を もっ ことが うかがわれた。当

初期待 した結核感作状態 の細か い識別 につ いて はアフィ

ニテ ィー抗原 は従来 のPPDsを 凌駕す るにはいた らず,

一 象 の リンパ球 マー カー発現 においてPPDsと 差が み

られた。 これ は,ア フィニテ ィー抗原 のエ ピ トープが少

な いことが原因か もしれない。

PPDsが10～100kDに わた る多様 なペ プチ ド抗 原の

集合体で あり,そ の抗原 エピ トープの数 も多数,多 種 に

お よ ぶ こ とを考慮 す れ ば,PAGE上24ま た は19kD

の1本 のバン ドを形成す る均質 なアフィニティー抗原が,

限 られ たエ ピ トープでPPDsに 近 い活性 をすべて発現

す るよう要求 す ることは困難 であろ う。 しか し,将 来最

小のペ プチ ドで ッベル ク リンに代替 し得 る可能性 をさ ぐ

ることは,結 核免疫の解明の上で重要 であ ることにかわ

りない。

なお,以 上 「ペプチ ド」 とい う表現 を用 いたが,ッ ベ

表8各 試料の構成成分

苔口 進博士による

ル ク リンおよびわれわれのア フィニテ ィー抗原 には糖成

分 が含 まれて お り(表8),過 沃 素酸酸化 で抗原活性 が

減弱す ることが予 備的に認 め られているので,今 後免疫

活性への糖成分の関与,こ とに糖蛋白の観点 か らの検討

が必要で ある。 これ に関 して当教室 において大腸菌で結

核 菌遺伝子か ら発現 させ たrecombinant peptideは 動

物 実験 系 においてT,B両 細胞 と反応 し,ま た患者血清

とも反応 したが,こ れで刺激 した ヒ ト患者PBLの[3H]

TdR取 り込み増加 は微 弱であ った(未 発表)。 この理由

として は,recombinant peptideは 蛋 白のみか ら成 り,

一方 ア フィニ テ ィー抗 原 はpeptideに 加 えて天然 の糖

鎖 を保有す るので,こ の糖鎖の存在が関与 してい ること

が考 え られる。

今 回実験 に用 いた症例 は限 られてお り,陳 旧例 こそ含

ま ない ものの症 例 に よ って はPPDsに 対す る反応性の

減 弱 が しば しば認 め られ,ま た,結 核 患者 にお いて

suppressorT細 胞2)やIgGFc受 容 体 を持っTリ ン

パ球 の増 加12)が 報告 されてい るので,そ のよ うな症例

を含 めて の検討 も残 されてい る。 さらに多様 なア フィニ

テ ィー抗原 を分離 し,多 様な症例 について多様 な免疫学

的クライテ リアにつ いて調べ るのが,今 後の課題であ る。
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