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The protective immunity against virulent mycobacteria is induced by Mycobacterium

 bovis BCG in mice. It was found that a preceding infection with a strain of atypical myco

bacteria, M. avium Mino, suppresses the BCG—induced protective immunity. In the present 

study, protective immunity was judged by the extended survival time after the challenge 
with virulent mycobacteria, M. bovis Ravenel. C57BL/10 mice receiving BCG vaccination 

with 107 live bacilli sc showed prolonged survival after 106 injection with M. bovis Ravenel 

iv. Infection of these mice with M. avium Mino, 106 iv, 2 weeks before BCG vaccination 

shortened the survival time significantly. This suppression of protective immunity was 

caused by CD8+ T cells. CD4+T cells also had a weak suppressive effect on the protective 

immunity, but was not the main population of suppressor T cells. Thus, it was confirmed 

that atypical mycobacterial infection produces CD8+ suppressor T cells which inhibit both 

protective immunity and delayed—type hypersensitivity induced by BCG.
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中 村 ら は 非 定 型 抗 酸 菌Mycobacterium auium

Minoが,マ ウ ス に感 染 す る と,そ の 後 のBCG免 疫 に

お け る遅 延 型 ア レル ギ ーを 抑 制 す る こ とを 報 告 した1)2)。

こ の機 作 はサ プ レ ッサ ーT細 胞 に よ る もの で あ る こ と も

明 らか にな った2)。 しか し,非 定型 抗酸 菌 の前感染 が

BCG免 疫 に よ る獲得 抵抗 性(抗 菌免疫),す なわ ち有

毒結核 菌の攻撃 に対 する抵抗性 に対 して どのような影響

を及ぼすかは知 られていなか った。 そこで,本 実験で は,

* From the Department of Bacteriology , National Institute of Health, 1-23-1 Toyama,
 Shinjuku-ku, Tokyo 162 Japan.
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BCG免 疫 マ ウス に有毒結核菌 を感染 させ,生 存 日数 の

延長を指標 として獲得抵抗性 を比較 する系 を用 いて,非

定型 抗酸 菌の前感染 がBCG免 疫 にどのよ うな影響 を与

え るかを検討 した。

そ の結 果,非 定型抗酸菌 の前感染 は,BCG感 作 によ

る遅延型 ア レルギーのみな らず,抗 菌免疫 を も抑制 する

ことが明 らか とな った。 また,そ の抑制作用 は,遅 延型

アレルギーの抑 制 と同様,サ プ レッサーT細 胞 によ って

担われてい ることも判 明 した。

材料および方法

マ ウ ス:近 交 系C57BL/10,C57BL/6の6～8週 齢

の ♀を用 い た。 動 物 はす べ てSPFで,日 本SLC(浜 松)

よ り購 入 した。

抗 酸 菌:Mycobacterium auiuznMino,M.bouis 

BCG(Tokyo),M.bouis Ravenelは,本 研 究 室 保存

の菌 株 をMiddlebrookの7H9培 地 で 振 と う培 養 し,

5×107CFU/mlの 濃 度 に な った もの を 分 注,-80℃

で 保 存 した。 実 験 に は これ を 融 解 して 使 用 した 。

遅 延 型 ア レル ギ ーの 測 定:BCG免 疫 に よ り 誘 導 され

る遅 延 型 ア レル ギ ー は,前 報 で 報 告 した よ う にBCG生

菌107で 皮 下 感 作 した マ ウ スの 足 蹠 に精 製 ツ ベ ル ク リ ン

(PPD)を10μg/50μlPBS注 射 し,24,48時 間 後 の

足 蹠 反応 を測定 して判定 した2)。 測 定 に は ダ イ ヤ ル ・シ ッ

ク ネ ス ゲ ー ジ(尾 崎 製 作 所,東 京)を 使 用,1/100mm

単 位 で表 現 した。

抗菌免疫 の強度の判定:マ ウスにM.bouis Ravenel

106生 菌 を尾静 脈 よ り注射 し,生 存 日数 を記録 した。1

群10匹 の マ ウスを用 い,平 均生存 日数 とSEか ら,各

群間の生存 日数 の長 さを統計学 的に比較 し,抵 抗性 の指

標 と した。未処置 マウスの有毒菌攻撃後の生存 日数 と,

BCG感 作 マ ウスの それ とを対照 と して実験群の免疫力

を比較 した。

細胞移入実験:C57BL/6マ ウスにM.auium Mino

の生菌106を 静注 し,1週 後 に脾細胞浮遊液 を調整 し,

赤 血球 を溶解 させ た後 プ ラスチ ックプ レー トに37℃90

分付着 させ,非 付着性 の細胞 を集 めて,こ れ を ドナー細

胞 と した。 レシ ピエ ン トには正常 のC57BL/10マ ウス

を使用 し,1匹 当た り5×107の 細胞 を尾静脈 より移入

した。

BCG免 疫:M.bouis BCG(Tokyo)生 菌107を 皮

下 注 射 す る こ とに よ りマ ウ ス を免 疫 した。2週 後,PPD

に対 す る足 蹠 反 応 で免 疫 の成 立 を確 認 した。

M.auium Minoの 前 感 染:M.auium Mino106を

静 脈 内 注 射 す る こ とに よ り感 染 させ た。 前 感 染 はBCG

免疫 の2週 前 に行 った。

M.bouis Ravenelに よ る 攻 撃:す べ て の マ ウ ス に

106のM.bouisRavenelを 尾 静 脈 よ り注 射 した。 そ

の 時 期 はBCG免 疫 の14～17日 後 で あ った。

抗 体 お よ び 補体:抗 マ ウ スCD4(L3T4)抗 体,抗 マ

ウ スCD8(Lyt2,1)抗 体,お よ び補 体(low toxic

 guinea pig complement)はCedarlane Labora-

tory (Ontario,Canada)よ り購 入 した。 抗 体 は細 胞

108当 た り に10× 希 釈 を0.1ml,補 体 は原 液0.1mlを

使 用 し,37℃60分 の 処 理 後 よ く細 胞 を洗 浄 した。

統 計 処 理:生 存 日数 の 比 較 はStudentのt-検 定 法

に よ り有 意 差 検 定 を 行 った 。

結 果

1.M.auium Minoの 前 感 染 がBCG免 疫 に よ り誘

Fig. 1 Suppressive effect of M. avium Mino pre-

infection on the protective immunity

 against M. bovis Revenel induced by 

BCG-vaccination.
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導 される獲得抵抗性 に与 える影響

M.bouis Ravenelの 攻撃 に対 し,BCG免 疫 マ ウス

の生存期間 は非免疫マ ウスのそれに比 べて有意 に長 く,

抗 菌免疫 の誘 導 を示す 結果 を得た。Fig.1に み られる

よ うに,非 免疫 対照群が平 均19.5±0.5日 で死亡 するの

に対 し,BCG生 菌107で2週 間前 に免疫 したマウスは

平均 生存 日数 が35.7±9.8日 であ り,危 険率1%以 下で

有意 の差 を示 した。 この実験系 において,BCG免 疫 の

2週 前 にM.auium Mino106を 静脈内接種 したマウ

ス は,M.bouis Ravenelの 攻撃 に対す る抵抗性が減

弱 し,平 均生 存 日数 が25.0±8.4日 で あった。非定型抗

酸 菌前 感染BCG免 疫群 と,BCG免 疫のみの群の生存

日数 の問 には,危 険率1%以 下で有意差が認め られた。

この結果 は,M.auium Minoの 前感染が,BCGに よ

る抗菌免疫の誘導を抑制す ることを示 してい る。

また,こ の実験でBCG免 疫 後2週 目(有 毒菌攻撃 の

前)に,PPDに 対 す る遅延型 ア レルギーの成立 を足蹠

反応 で検 討 した と ころ,表 に示 す よ うにMino前 感染

群で は著 明な遅延型 ア レルギーの抑制 が認 め られ,前 報

での報告 の結果2)を 確認 した。

2.　非定型抗酸菌感染 マウス脾細胞 によるBCG免 疫の

抑制

われわれ は第1報 にお いて,M.auiumMinoの 前

表 M.auium Minoの 前 感 染 に よ るBCG

遅 延 型 ア レル ギ ーの 抑 制

感 染 がBCG免 疫 の遅延型 ア レルギーを抑制 し,そ の作

用 が サ プ レッサーT細 胞 に よる ものであ ることを示 し

た2)。本実 験 にお ける抗菌免疫の抑制が,遅 延型 ア レル

ギーの場合 と同様 に細胞性の ものであ るか否 かを確 かあ

るため,細 胞移入実験を行 った。

すで に前報で知 られてい るよ うに,サ プ レッサー細胞

の誘導 はB10マ ウスよりB6マ ウスの方 が強 いので,ド

ナー と してC57BL/6マ ウスを用 い,レ シピエ ン トには

B10マ ウスを用いた。M.auium Minoを106静 注後

1週 めに ドナーの脾 を摘 出,脾 細胞浮遊液 を作 り,プ ラ

スチ ック非付着性 の リンパ球 を移入細胞 と して用 いた。

BCG免 疫 は,細 胞 移入 直後 に行 った。結 果 はFig.2

にみ られるように,対 照群(非 免疫)マ ウスはM.bouis

 Ravenel106の 静脈内攻撃で23.7±0.6日 で死亡 したが,

BCG免 疫群 は42.2±8.9日 の生存 日数を示 し,BCGに

よる明 らかな抗菌免疫の誘導が認め られた。 これに対 し,

Mino感 染 マウスの脾 リンパ球を移入後BCG免 疫 を し

た群では,有 毒菌攻撃後の生存 日数 は31.1±4.3日 で あっ

た。

非感 作対 照群 とBCG免 疫群,BCG免 疫群 と細胞移

入群の問の平 均生存 日数 には,そ れぞれ危険率1%以 下

で有意 差が認 め られた。 すなわち,Mino感 染 マウス脾

リンパ球 に は,BCG免 疫 による抗菌免疫を抑制す るサ

プ レッサー細胞 が存在す ることが知 られた。 ちなみに,

BCG免 疫 群 と細 胞 移 入後BCG免 疫 群 の感作2週 の

PPD足 蹠 反 応 は,そ れ ぞ れ50.5±13.2お よび33.5±

20.8(1/100mm単 位)で あ った。

3. Mino感 染マ ウス脾細胞中のサプ レッサー細胞 の表

面抗原の表現型

M.auium Mino感 染によ り生 じるBCG免 疫 の抑

Fig. 2 Suppressive effect of the splenic lymphocytes 

transferred from the M. avium-infected

 donors on the protective immunityinduced

 by BCG—vaccination.
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Fig. 3 Suppression of BCG—induced protective

 immunity is mediated by CD8+splenic T

 cells of M. avium Mino—infected mice.

制細胞 がどのよ うな細胞 であるかを調べ るために,前 述

の実験 系 に おいて移入 する細胞 をあ らか じめ抗CD4抗

体,抗CD8抗 体,抗Ly5抗 体 などの抗 体 と補体 で処

理 し,特定の細胞群を除去 した後移入 す る実験 を行 った。

移入 細胞 を抗CD8抗 体 と補体 で処理 した場 合には,抑

制作用の解除が明 らか に認め られた。

Fig.3に み られ るよ うに,対 照群の生存が19.7±1.4

日,BCG免 疫群 が27.8±4.1日 の とき,全 脾 リンパ球

移入 後BCG免 疫群 で は生存が22.3±2.3日 であ った。

これ に対 し,こ の移入細胞 を抗CD8抗 体 と補体で処理

して か ら移 入す ると,そ の生存 は31.8±5.7日 と有意 に

延 長 し,抑 制 の完 全 な解除 が認 め られ た。 この結果 は

CD8+の リ ンパ球 が主 な抑制機構 をつか さどつているこ

とを示 してい る。

一方,移 入細 胞 を抗CD4抗 体 と補体 で処理 した場合

も,弱 いなが ら抑制 の解 除が認 め られ,そ の生存 日数 は

26.9±0.7日 で,全 脾 リンパ球 移入 群 との問には有意差

が あ った。 しか し,抗CD8処 理 群 と,抗CD4処 理群

の間 に も危 険率1%以 下の有意差があ った。抗Ly5抗

体処理細胞 の移入 の場合 と,ド ナーの血清を移入 した場

合 は,抑 制 の解除 は認 め られ なか った。

考 察

われわれは以前 に非定型抗酸菌 の遅延型 ア レルギーを

抑制 す るCD8+T細 胞が存在す ることを見 いだ し1),ま

た,非 定型抗酸菌の前感 染がBCG免 疫 の遅延型 ア レル

ギーを抑 制 し,そ の機作 はCD8+サ プ レッサーT細 胞

にあ る ことを報告 した2)。今回の実験 により,こ の非定

型抗 酸菌 前感 染 により生 じる抑制性T細 胞が,BCG免

疫 による獲得抵抗性(抗 菌免疫)を も抑制 する ことが明

らかになった。その表現型 はや はりCD8陽 性 であ った。

しか しなが ら,わ れわれの実験において は,遅 延型 ア レ

ルギ ーを抑 制す るCD8+T細 胞 と,獲 得抵抗性を抑制

す るCD8+T細 胞が 同 じものか否 か は不明であ る。そ

の答 を得 るには,T細 胞 のクローニ ングが必要であ る。

一 方
,今 回の実験で は,CD4+T細 胞 にも弱 いなが ら

獲得抵抗性 の抑制 に働 く効果 があることが認 め られた。

CD4+T細 胞 には遅延型 ア レルギーや獲得抵抗性 に関与

す るTH1細 胞 と,こ れ に拮抗的 に働 くTH2細 胞 の2つ

の タイプが あ るこ とが知 られて いる3)4)。今回 の実験で

抗CD4抗 体処 理がBCG免 疫 の抑制 の解 除に働 いたこ

とか ら,こ の細 胞集団 にTH2タ イプの細胞 が存在す る

こ とが 示 唆 され る。 しか し,CD4+T細 胞 の 除 去 と

CD8+T細 胞 の除去の効果 には著明な差があ り,本 実験

系 において主 な役割を果 た して いるサ プレッサーT細 胞

はCD8+T細 胞であ ることは明 らかである。

非定型抗酸菌 は結核菌 に比較 して病原性が低 いが,最

近 で は免疫不全症候群(AIDS)に おける日和見感染の

原因 菌 と して注 目されるよ うになってきた5)。今回 の実

験の結果 は,非 定型抗酸菌 自体 は病原性 が低 くて も,そ

の感染が抗結核免疫 の抑制 に働 く場合 がある ことを示 し

て いる。 また,先 の報 告で述 べたよ うに,非 定型抗酸菌

の前 感染 は遅 延型 ア レルギ ーの発現を抑制 す る1)2)が,

この作 用 は,BCG接 種者を選別す る際の ツベル ク リン

反応 を誤認 させ る可能性が ある。東南 アジア地区のよ う

に非定型抗酸菌 の感染が まん延 して いる地域で は,ツ ベ

ル ク リン反応 の結果 をそのまま評価 して よいか どうか問

題 であ る。
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また,非 定型抗酸菌の前感染が抗結核免疫 に抑制的 に

働 く場合が あるという本実験の結果 は,非 定型抗酸菌が

感染 症(特 に結 核)に お け るmodifierの 役割 を果た

すか も しれな いとい う点で,無 視で きない菌群であ るこ

とを示 して いる。非定型抗酸菌の免疫 学的検 討 はいまだ

十分でな く,今 後の研究が期待 され る。
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