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In order to know the possibility that 75TCR+ T cells induced by Mycobacterium avium 

complex (MAC) infections participate in the expression of host resistance and in the 

occurrence of Behget disease, we examined the behaviour of them in MAC—infected host 

mice. In both BALB/c (Bcgs; MAC-susceptible) and CBA/JN (Iker; MAC—resistant) 

strain mice, a transient but appreciable increase in the number of ƒÁƒÂTCR+ T cells in the host 

peritoneal lymphocytes was noted around week 1 to 2 after M. intracellulare infection via 

ip. route. The degree of induction of rOTCR+ T cells was somewhat higher in CBA/JN mice 

than in BALB/c mice. Therefore, ƒÁƒÂTCR+ T cells are partly responsible for the expression of 

host resistance against the MAC in the early phase of infection. However, the subsequent 

decrease in the level of ƒÁƒÂTCR+ T cells was observed by week 5. Thus, in the case of chronic 

state of MAC infection, the size of ƒÁƒÐTCR+ T cell-pool seems to be in normal level. This 

suggests that per cell activity of ƒÁƒÂTCR+ T cells rather than mobilizing number of them is 

important factor in the mechanisms for occurrence of allergic diseases including Behget 

disease. Although, the early increase in ƒÁƒÐTCR+ T cells of peritoneal cells was also observed 

during the course of M. fortuitum infection, the degree of induction of raTCR+ T cells in 

A/J mice (M. fortuitum-susceptible) was in similar level as that in BALB/c mice (M.

 fortuitum—resistant).

BALB/c (MAC-susceptible) strain mice were infected iv. with M. intracellulare with or
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without subsequent ip. infection with Streptocuccus sanguis and examined for proliferative 

response of peritoneal or splenic lymphocytes to either MAC PPD or recombinant 65kD 

heat shock protein (HSP) of M. leprae. In this case, only peritoneal lymphocytes from MAC-

infected mice showed antigen specific response to PPD and the responsiveness was 

decreased in mice with multiple infections with MAC and S. sanguis. Although both the 

peritoneal and splenic lymphocytes showed  significant response to 65 kD HSP of M. leprae, 

the responsiveness was reduced by either MAC alone or MAC plus S. sanguis infections. 

Thus, no appreciable increase was observed in ƒÁƒÐTCR+ T cell function on the basis of their 

proliferative response to 60kD-family HSPs, during the chronic infection due to MAC with 

or without simultaneous infection with S. sanguis.
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緒 言

わ が 国 にお け る非 結 核 性抗 酸 菌症 の主 要 原 因菌 で あ る

Mycobacterium avium complex (MAC)はAIDS

な ど の易 感 染 性 宿 主 に 好 んで 感 染 ・発 症 し1)2),ま た化

学 療 法 剤 に対 す る感 受 性 が一 般 に低 い3)4)と ころ か ら本

菌 に よ る感 染 症 は極 めて 難 治 性 で あ る。 他方,抗 酸 菌 感

染 症 で は,M.tuberculosisあ る い はM.lepraeな ど

の 菌 体 抗 原 特 異 的 にMHC-1拘 束 性 に 誘 導 さ れ る

CD8+T細 胞,あ る い は これ らの抗 酸 菌 の熱 シ ョ ック蛋

白(HSP)に 応 答 性 の γδ型T細 胞 な どが エ フ ェ ク タ ー

とな って,ア レル ギ ー あ る い は 自 己免 疫 疾 患 が 招 来 され

る可能 性 が示 唆 され て い る5)6)。

今 回 わ れ わ れ は,MAC感 染 マ ウ ス に お け る γδ 型T

細 胞 並 び に αβ型T細 胞 の挙 動 に つ い て検 討 す る と と も

に,か か る 慢 性 感 染 で 誘 導 さ れ る 自 己HSP反 応 性 γδ

型T細 胞 の ア レル ギ ー 疾患 発症 へ の 関与 の可 能 性 を探 る

目 的 で,MAC単 独 あ るい は本 菌 と,ベ ー チ ェ ッ ト病 発

症 へ の関 与 が 注 目 され て い るStreptococcuss anguis7)

と の重 感 染 マ ウ ス にお け る宿 主 リンパ 球 のM.leprae

の65kD HSPに 対 す る増 殖 性 応 答 能 につ い て も検 討 し

た。

材 料 と方 法

1)　供 試 菌

MAC症 患 者 よ り分 離 さ れ,教 室 でGen Probeテ

ス ト(Gen-Probe社,米 国)でM.intracellulare

と同 定 され たN-260株(SmT variant),Mfortui-

tum 18367株(業 室 株)お よ び 聖 マ リア ンナ 医 大,坂

根 剛 教 授 よ り分 与 を 受 けたS.sanguisKTH-1株 を

用 い た。

2)　 動 物

日本 ク レア よ り購 入 したBALB/c系(MAC感 受 性

系 統,Bcgs)8)お よ びA/J系 マ ウ ス 並 び に チ ャー ル ス

リバ ー よ り購 入 したCBA/JN系(MAC抵 抗 性 系 統,

Bcgr)8)雌 マ ウス(5～8週 齢)を 用 い た。

3) 65kD HSP

国 立 多 摩 研 究 所,野 間 口 博 子 博 士 よ り分 与 を受 け た

recombinant M.leprae 65 kD HSP9)を 用 い た 。

4) MAC感 染 マ ウ ス腹 腔 リ ンパ 球 中 の γδ 型T細 胞

お よび αβ 型T細 胞 の 挙 動

M.intracellulare N-260株 の7H9培 地 培 養 菌(1

×108)をBALB/cお よ びCBA/JNマ ウ ス の腹 腔 内

に接 種 し,5,14お よ び34日 後 に腹 腔 細 胞 を採 取 し,

これ をplastic culture dish(75cm2)を 用 いて10%

牛 胎 児 血 清(FBS)加RPMI-1640培 地 中で2時 間 培

養 後,非 付 着 細 胞 を 集 め,正 常 ハ ム ス ター血 清 で4℃,

15分 間blocking後,FITC標 識 抗 αβTCRあ る い は

抗 γδTCR並 び にPE標 識 抗CD3ハ ム ス ター単 ク ロ

ー ン抗 体(い ず れ もPharMingen社)を 含 む10%

FBS加RPMI-1640培 地 中 で4℃,60分 間保 った後,

0.1%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン加 リ ン酸 緩 衝 生 理 食塩 水 で洗 浄

し,FACS分 析 を行 っ た。

5)　 腹 腔 お よ び 脾 リ ンパ 球 の65kD HSP並 び に

MACPPD応 答 性

M.intracellulare N-260株 の7H9培 地 培 養 菌 の2

×107をBALB/cあ るい はCBA/JN系 マ ウ ス の腹 腔

内 に 接 種 し た。 実 験 に よ って は,さ ら に そ の4週 後 に

S.sanguisKTH-1株 の10%FBs加 トリプ トソイ

ブ イ ヨ ン中 培 養 菌 の1×106を 接 種 し,そ の5日 後 に腹

腔 細 胞 並 び に 脾 細 胞 を 採 取 した。 これ らよ り上 述4)

の 方 法 で 非 付 着 細 胞 画 分 を 集 め,M.intracellulare
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N-260株 のSauton培 地 養 濾 液 よ り硫 安 沈 殿 法10)で 調

製 したPPD(25μg/ml),M.leprae65kDHSP(50

μg/ml)あ る い は熱 シ ョッ ク処 理(42℃,30分)を 施

した 自己 脾 細 胞(105)を 含 む5%FBS加-RPMI1640

培 地(0.2ml)に 腹 腔 リ ンパ 球(1×105)あ る い は脾

リ ンパ 球(2.5×105)を 加 え た もの を,U底 マ イ ク ロ タ

イ タ ー フ.レ ー トの ウ ェ ル 中 で37℃,4日 間 培 養 し,

[3H]チ ミ ジ ンの 取 込 み を も って そ の増 殖 性 応 答 を 測定

した。

結 果

1. MAC感 染 マ ウ ス に お け る γδ 型T細 胞 お よ び

Table 1 Induction of ƒÁƒÂTCR+ T cells and 

ƒ¿ƒÀTCR+ T cells during the Course of M. 

intracellulare N-260 Infection in Micea)

Table 2 Induction of r5TCR+ T cells during the 
Course of M. fortuitum 18367 Infection in Micea)

αβT細 胞 の挙動

Table1に 一括 して示 した。すなわち,MAC感 受性

系 統 のBALB/c系 マウ スにつ いてみ ると,γ δ型T細

胞 で は感 染14日 後 にわず か な,ま た αβ型T細 胞 では

感 染5～14日 後 に有 意 な増加 がみ られたが,両 細胞 と

も感染34日 後 に は正 常値あ るい はそれ以下 とな り,こ

れ らの細胞 の誘導 は感染2週 前後 の一過 性な ものである

ことが分 か った。

興 味深 い こ とに,こ うした細胞 の γδあるいは αβ型

T細 胞の誘導の時期 は,MACの 静脈内多量(108CFU)

接種 を受 けたマウスの感染早期 にみ られ る脾での感染菌

の一過 性 の排除 反応 のそれ とよ く一致 してお り(11),

さ らに このphaseで は同時 に脾マ クロファー ジの活性

酸素産生能 を指標 と しての殺菌活性の亢進が顕著であ り

(11),γ δあ るい は αβ型T細 胞 に よ り産生 され るマ ク

ロファー ジ活性化因子 またはそう した活性を有す る別 の

サイ トカイン(Tumor necrosis factor, macrophage

 migration-inhibition factorな ど)の 重要性が うか

がれ る。 また,感 染34日 後 の マ ウスにおける αβ型T

細胞 の比率 は対照 に比べ て著 しい低下がみ られたが,こ

れ は このphase以 降にみ られ るT細 胞機能不全状態11)

を反 映 した ものと思 われる。

他 方,MAC抵 抗性系統で あるCBA/JN系 マ ウスで

のMAC感 染 後 の腹腔細胞中の γδ型Tお よび αβ型T

細 胞 の挙動 につ い てみ ると,両 細胞 とも上記BALB/c

系 マウ スにお け ると同様 感染5～14日 後 に両細胞の増

加 が み られたが,そ の程度 は γδ型T細 胞で はBALB/c

系 マウ スにお け るよりもやや高か った。αβ型T細 胞で

もそれ と大 差 はな か ったが,感 染34日 後で もなお高い

細胞比率 が維持 された。

2. M.fortuitum感 染 マウスにおける γδ型T細 胞

の挙動

Table2は,A/Jマ ウス(M.fortuitum感 受性)

並 びにBALB/cマ ウス(M.fortuitum抵 抗性)に お

けるM.fortuitum(2.9×107/mouse)の 腹腔内接種

後 の γδ型T細 胞 の挙動 をみた もので ある。 いずれ も感

染7日 前後 に γδ型T細 胞 の軽度 の誘導が み られ たが,

マ ウス系統 によ る差 は明確 ではなか った。

3.MAC単 独並 びにS.sanguisと の重感染 マウス

の腹腔および脾 リンパ球 の増殖性反応

MAC単 独あるいはS.sanguisと の重感染BALB/c

系並 びにCBA/JN系 マ ウスによ り採取 ・調製 したフ.ラ

スチック非付着性腹腔および脾細胞画分 につ いて,65kD

HSPを 主要 なT細 胞活性化抗原 とす ることの知 られ る

MAC PPD9)並 びにM.lepraeの65kD HSP,さ ら

に その表面 に自己のHSPを 表現 しているとされ る熱 シ

ョック(42℃,30分)自 己脾 細胞 に対す る増殖性応答

について検討 した(Table3)。
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Table 3 Proliferative response of peritoneal and splenic lymphocytes to MAC 

PPD, M. leprae 65kD HSP and heat-shocked autologous spleen cells

a) Peritoneal lymphocytes (plastic nonadherent cells) and spleen cells harvested from mice infected with 2•~

107 CFU of M.intracellulare N-260 (day-33) and 1•~106 CFU of S. sanguis KTH-1 (day-5) were

 measured for their proliferative response to either MAC PPD (25 ƒÊg/ml), M. leprae 65 

 kD HSP (50,ƒÊg/ml) or heat-shocked (42•Ž, 30 min) autologous spleen cells (Heated SPCs; 105 cells),

 during 5-days cultivation.

まず,MACPPDに 対 する応答 につ いて みると,

BALB/c系 マ ウスで はMAC単 独感染 によ り腹腔 リン

パ 球 に は抗 原 特異 的 な応 答 が み られ,そ の応答 性 は

MAC・S.smguis重 感染 によ りやや低下 したのに対

して,脾 リンパ 球で はMAC単 独 感染 マ ウ スとMAC

とS.sanguisと の重感染 マ ウス とでは,ほ ぼ同等 の

MACPPDに 対 す る増殖応答 がみ られたが,こ れは非

感染マ ウスで も同様 であ った ことか ら,抗 原特異的応答

とい うよりはむ しろPPD中 のマイ トジェ ンに対す る増

殖性応答 と思われ る。

次 に,CBA/JNマ ウスで は,腹 腔並 びに脾 内 リンパ

球 はいずれ もMAC抗 原特異 的な増殖性応答 を示 さず,

MAC・S.sanguis重 感 染マ ウスの腹腔 リンパ球 や脾

細胞 で はPPD非 添加 の系で もPPD添 加 の系 と同程度

の細胞増殖がみ られた。

ここで,正 常脾 リンパ球の抗 原(-)で の増殖応答 が

他 の場合 に比べてかな り高い現象 については,こ の系統

マウスの脾細胞中 には培地に含まれ る牛胎 児血清 中の何

らかのマイ トジェニ ックな成分に応答性 の細胞群 が多 く

存在 して いる可能性が考え られ る。 リンパ球 の 自発増殖

はMAC・S.smguisと の重感染マ ウスでよ り顕著 に

なるところか ら,重 感染 マウスで は腹腔お よび脾 リンパ

球 の活性化が著 しいもの と思われた。

次 に,M.lepraeの65kD HSPに 対す る増殖応答

につ いて は,BALB/c系 マ ウスで は腹腔 リンパ球 と脾

細胞のいずれの細胞の反応性 とも正常 マウスで最 も高 く,

MAC単 独感染あ るい はS.sanguisと の重感染 を受 け

たマウスで はかえ って有意 な低下 がみ られたが,こ れは,

CBA/JNマ ウ スで も同様 であ った。以上,こ れ らの菌

の感 染 に よ って宿 主 の腹腔 お よび脾 リンパ球 の60kD

フ ァミリーのHSPに 対す る応答性 が特 に亢進 するよ う

な傾向 は認め られなか った。

さ らに,熱 シ ョック自己脾細胞 に対 する反応性 につ い

て は,MACとS.sanguisと の重感染 を受 けたCBA/

JNマ ウスの腹腔脾細胞 においてのみ有意 な増殖性応答

が認 め られ た。

考 察

今回 の実験成績 より,感 受性系統マ ウス と抵抗性系統

マ ウス とを問わ ず,γ δ型T細 胞 は感染後比較 的早期 に

誘導 されて来 ることか ら,感 染早期での宿主抵抗性 の発

現 になん らかの役割 を演 じて いる可能性が考え られ るが,

慢 性感 染 に移行 した宿主で は γδ型T細 胞 は正 常 レベル

に回復 していたことか らす ると,た とえ γδ型T細 胞 が

自己免疫疾患 の成因 になると して も,そ の量的な増加 に

よ る もの ではな く,例 えば 自己HSPに 対す る反応性 の

亢 進 とい ったよ うな個 々の γδ型T細 胞の活性の増強に

起 因 した ものと考 え られ る。
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Inoueら12)は,M.bovis BCG感 染マ ウスで は感染

の早 期 に γδ型T細 胞の顕著な誘導がみ られ,こ れ は特

にBcgrマ ウスでBcgsマ ウスにお けるよりも著 しい こ

とを報告 して いる。わ れわ れの上 述のMAC感 染マ ウ

スにつ いての成績(Table1)で は,そ の誘導の程度 こ

そや や低 いもののInoueら の報告 とよ く一致 してい る。

しか しなが ら,M.fortuitum感 染マ ウスで は感染早期

に軽度 の γδ型T細 胞の誘導がみ られ たが,そ の程度 に

つ いては感受性系統(A/J)と 抵抗性系統(BALB/c)

とで特 に大 きな差異 はみ られ なか った。 したが って,少

な くと もM.fortuitum感 染で は宿主抵抗性 に対す る

γδ型T細 胞 の関与 の可能性 は余 り大 きいもの とは言 い

難 い。 これに関連 してGriffinら13)もM.tabercu-

losis感 染 マ ウスで の γδ型T細 胞の誘導 は余 り顕著な

ものではない としてお り,一 般 に抗酸菌感染での宿主感

染 抵抗 性 の発現 にお けるγδ型T細 胞 の関与 は αβ型T

細 胞 に く らべ て はかな り少 ない ものといって よいので

はなかろ うか。 しか しなが ら,こ の点 につ いて結論 を出

す には,今 後ip以 外 の接種経路で の感染 を含 めて,他

臓 器 での γδお よび αβ型T細 胞 の挙動 の詳細 な検討が

必要 と思 われる。

次 に,MAC単 独並 びにMACとS.sanguisと の重

感 染 マ ウス か らの腹 腔 お よ び脾 細 胞 につ いて,M.

lepraeの65kDHSPあ るいは自己のHSPを 表現 し

てい る熱 ショック自己脾細胞 に対す る増殖性応答性 につ

いてみ ると,少 な くとも今回 の検討 の限 りで は,抗 酸菌

の60kDフ ァ ミリーのHSPに 対す る応答性が有意 に

亢進 す る とい う傾 向 は認 あ られなか った。MACPPD

に対 して は,MAC感 染BA。LB/c系 マウスの腹腔 リン

パ球に抗原特異 的な応答 がみ られたが,こ の場合 の リン

パ球 は γδ型T細 胞 の一過性 の誘導 が終息 して しまって

いる時期(感 染約5週 後)に 採取 された ものであ り,こ

こでみ られた増殖性応答 は主 に αβ型T細 胞 のそれと考

え られ る。

今回 の検 討で は,MAC慢 性感染宿主 での γδ型T細

胞 の動態 とそのHSP応 答 の解析 を主 目的 としていたた

め,γ δ型T細 胞が最 も強 く誘導 されるphase(感 染後

1～2週)に ついての検 討 は行 っていないので,今 後 こ

の点 につ い て はMAC感 染後 の時 期 を追 っての詳細 な

検討が必要 と思われ る。

他方,MAcとS.smguisと の重感染CBA/JN系

マウスの腹腔 リンパ球のみに熱 ショック自己脾細胞 に対

す る増殖 性応答,す なわち 自己HSPに 対 す る応答 が認

め られたが,こ の ことはこれ らの細 菌感染 とベーチ ェッ

ト病な どの アレルギ ー疾 患 との係わ り合いを解 明する上

で の一つの重要な示唆を与え る成績 と思 われ るが,こ の

点 につ いて は,現 在,感 染後の時期,接 種菌量 あ るいは

接種部位 などの観点か らの検討を進めてい る。

結 語

Mycobacterium avium complex(MAC)感 染 マ

ウスにお ける γδ型T細 胞 の動態 を検討 し以下の知見を

得た。

1. BALB/c系 マ ウス(MAC感 受 性)の み な らず

CBA/JN系 マ ウス(MAC抵 抗性)で も感染 の早期 に

一過性 の γδ型T細 胞 の誘導 がみ られ,宿 主 の感染抵抗

性発現への関与 が うかがわれた。

2. MAC単 独あ るいはS.sanguisと の重感染 を受

けたBALB/c系 マ ウスの腹腔 リンパ球 や脾 リンパ球 の

抗酸菌 よりの65kDHSPに 対 す る増殖応答性 は正常 マ

ウスのそれよ りもむ しろ低下 してお り,MACあ るいは

S.sanguis感 染に よる宿主T細 胞 の60kDフ ァミリー

のHSPに 対す る反応性の亢進傾 向は認 め られなか った。
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