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The present study was performed in order to define the responding populations and 

profiles of cytokine production in BCG-primed spleen cells restimulated in vitro with 

antigen. Spleen cells from DBA/2 mice, one of BCG-resistant strains (Bcgr), infected with 

Mycobacterium bovis BCG vigorously proliferated by restimulation with heat-killed BCG. 

This response peaked as early as on day 3 after BCG infection, and then decreased to the 

basal level by 3 weeks. Blocking of IL-2Ra chain or IL-4 by each antibody partially 

inhibited it, but anti-IFN-ƒÁ antibody did not, suggesting that both IL-2 and IL-4 were 

involved in the proliferation of primed spleen cells. CD4+ and ƒÁƒÂ TCR-bearing T cell were 

responding populations to BCG, but CD8+ T cell was not, because depletion of CD4+ or ƒÁƒÂ T 

cells by the treatment with each antibody and complement inhibited proliferation and IL-2/

IL-4 production, but that of CD8+ T cells did not. Further study demonstrated that spleen 

cells from BCG-resistant DBA/2 mice produced more IL-2/IL-4 than those from BALB/c 

mice, one of BCG-susceptible strains (Bcgs), in response to BCG.

These results suggest that both CD4+ and ƒÁƒÂTCR-bearing T cells play an important 

role in the host defense against M. bovis BCG infection, and that the magnitude of cytokine 

production is one of the critical factors to define the susceptibility of mice to this pathogen 

in the late phase of infection.

*From the First Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, University of the

 Ryukyus, 207 Uehara, Nishihara, Okinawa 903-01 Japan.
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緒 言

結核菌に対する感染防御のエフェクターは主にマクロ

ファージが担 っている。 しかし,結 核菌はファゴゾーム

とリソソームの融合を阻害するなど種々の機構により殺

菌に抵抗するため,マ クロファージが結核菌に対 して十

分な殺菌能を持っにはIFN-γ をはじめとする種々のサ

イ トカインによって活性化される必要がある1)。そのよ

うなサイトカインは主にヘルパーT細 胞によって産生さ

れるが,こ れにはIL-2やIFN-γ を産生し細胞性免疫

を賦活するTh1と,IL-4やIL-10を 産生 し液性免疫

を賦活するTh2の2種 が存在 し,こ れらは互いに抑制

的に作用 しなが ら免疫系に関与することが分かってい

る2)。マクロファージの活性化にはTh1よ り産生される

サイ トカインがより重要であり3),免 疫系におけるTh1

とTh2の 量 的質的関係が特異免疫獲得後の結核菌に対

する感染抵抗性に関与 していることが推測される。

今回,わ れわれはBCGで 感作されたマウスの脾細胞

を用い,in vitroでBCG加 熱死菌を用いて再刺激 し

た場合の脾細胞の抗原特異的増殖反応およびそれにおけ

るIL-2(Th1系 サ イ トカイ ン)とIL-4(Th2系 サイ

トカイン)の 関与にっいて検討を行 った。さらに自然抵

抗性遺伝子Bcgに よ って規定 されるBCG抵 抗性マウ

スと感受性マウスとのIL-2/IL-4産 生 における比較検

討も行ったので以下報告する。

材料および方法

1)　菌株と調整法

乾燥BCGワ クチン(日 本BCG製 造株式会社)を 使

用直前に生食で溶解 したものをマウスの感作に用いた。

また同菌を121℃,30分 間 オー トクレープ処理 したも

のを加熱死菌 としてin vitroで の再刺激に用いた。

2)　マウス

Bcg遺 伝子 に関 し抵抗性のDBA/2マ ウス(Bcgr)

また は感受性のBALB/cマ ウス(Bcgs)(7週 齢,雄)

を 日本SLC(静 岡)よ り購入 した。マウスは購入後純

1週 間飼育 した後,実 験に用いた。また,納 入時より実

験終了時までエアカーテン付きのアイソレーター内で濾

菌 した水と飼料で飼育 した。

3) BCG感 作 マウス脾細胞のBCG死 菌 に対する堪

殖反応

BCG5×106cfuを 眼窩静脈叢より経静脈的に接種し,

経時的に取 り出した脾細胞(1×105/ウ ェル)を,BCG

加 熱死菌とともに96ウ ェルマイクロカルチャープレー

トで3日 間培養した。増殖反応は最後の6時 間の3Hサ

イ ミジンの取 り込みで評価 した。

4)　増殖反応への抗サイ トカイン抗体の影響

感作脾細胞のBCG再 刺激による増殖反応への抗IL-

2Rα 鎖,抗IL-4,お よび抗IFN-γ 抗体の影響につい

て検討 した。抗体はATCCか ら購入 した抗体産生細胞

(各々クローン7D4,11B11,R4-6A2)の 培養上清を

25%の 濃度で用いた。 ここで用いた抗IL-2Rα 鎖 およ

び抗IL-4抗 体 は25%の 濃度でそれぞれ20U/mlの

IL-2,200U/mlのIL-4の 活性を50%抑 制 した。

5) CD4,CD8,γ δTCR陽 性T細 胞サブセットの除

去

一部の実験で は抗体および補体を用いて脾細胞中の

CD4,CD8,γ δTCR陽 性T細 胞サブセットを除去 し,

その影響 につ いて検討 した。ATCCよ り購入 した抗

CD4,抗CD8,抗 γδTCR抗 体 産生細胞(各 々クロー

ンGK1.5,53-6.72,UC7-13D5)を ヌー ドマウスに

接種 して得 られた腹水2.5μl/1×107細 胞 と脾細胞とを

氷上で30分 間反応させた後,3回 洗浄 し,さ らに補体

40μl/1×107細 胞(low-toxic guinea pig comple-

ment,セ ダ レー ン社,米 国)を 加え37℃,30分 間処

理 した。処理後,フ ローサイ トメ トリーにてCD4,

CD8陽 性細胞が1%以 下にまで除去されているのを確

認 した。

6)　培養上清中のIL-2/IL-4の 測定

感作1週 後 に取 り出した脾細胞5×105/wellをBCG

加 熱 死菌5×105/wellと ともに24時 間培養 し,得 られ

た培養上清 とともにIL-2/IL-4依 存性細胞株である

CTLL-2(味 の素株式会社基礎研究部羽室淳爾先生よ

り供与)を28時 間 培養 し,最 後 の4時 間における3H

サイミジンの取り込み量を測定することによって,培 養

上清中の両サイトカインの量を調べた。

7)　統計処理

有意差の検定はStudent's t-testに て行った。P<

0.05を 有意差ありとした。

結 果

1) BCG感 作 マウス脾細胞のBCG加 熱死菌に対す
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Fig. 1 Proliferation of Spleen Cells from BCG-

infected Mice by in vitro Restimulation

Three DBA/2 mice were injected intravenously 

with either saline (open symbols) or 5•~106 cfu of 

M. bovis BCG (closed symbols). Seven days after 

infection, spleen cells (1•~105/well) were cultured 

in triplicate with various amounts of heat-killed 

BCG for 3 days. Proliferation was assessed by 

incorporation of 3H thymidine for the last 6h. 

Each point represents the  mean•}SD of three 

mice.

る増殖反応

DBA/2マ ウスにBCGを 接種後,1週 目に脾細胞を

取 り出しさまざまな量のBCG加 熱死菌とともに培養 し

た。増殖反応の結果をFig.1に 示す。BCG感 作群は生

食投与群に比べ,強 い増殖反応が用量依存性に認められ

た。 しかし,加 えるBCG加 熱死菌の量が多すぎると逆

に増殖反応は抑制された。この増殖反応が最 も強 く起こっ

たBCG濃 度 を至適濃度 として,以 後の増殖反応に用い

た。一方,生 食投与群でも高濃度のBCG死 菌刺激に対

しては若干の増殖反応が認められた。

2)　増殖反応の経時的変化

DBA/2マ ウスにBCGを 接種後,1,3,9,22日 後

に脾細胞を取 り出して同様の検討を行 った。BCG加 熱

死菌による刺激は至適濃度(1×105/ウ ェル)で 行った。

増殖反応は3Hサ イ ミジンの取 り込みの無刺激群との比

(Stimulation Index)で 評 価 した。BCG感 作群の増

殖反応は感作後比較的早期にピークを示 し,感 作9日 後

には早 くも反応性の低下が見 られた。感作22日 後では

もはや生食投与群 とほとんど同程度の増殖反応 しか認め

られなかった(Fig.2)。 われわれは増殖反応のピーク

を感作1週 後 と推定 し,以 後の実験はすべて感作後1週

で行うこととした。

3)　増殖反応におけるサイ トカインの影響

Fig. 2 Proliferation of Spleen Cells at Various 

Times after BCG-infection

Spleen cells obtained from DBA/2 mice 1, 3, 9, 

and 22 days after intravenous injection with 

saline (•›) or 5•~106cfu of M. bovis BCG (•œ) 

were cultured at 1•~105/well with heat-killed 

BCG (1•~105cfu/well) for 3 days. Proliferation 

was assessed by incorporation of 3H thymidine 

for the last 6h. Results are expressed as a 

stimulation index calculated by the following 

formula: cpm when cultured with BCG/cpm 

when cultured with medium. Each point 

represents the mean•}SD of three mice.

IL-2Rα 鎖 あるいはIL-4に 対 するモノクローナル

抗体を用いて,培 養系の各サイ トカインの作用をブロッ

クした際の増殖反応への影響にっいて検討を行 った。増

殖反応 はいずれの抗体によって も部分的に抑制 され

(Fig.3),こ の増殖反応がIL-2,IL-4の 両 サイ トカ

イ ンによって担われてい ることを示 した。なお,抗

IFN-γ 抗体では増殖反応に何の影響 も認められなかっ

た。

4) CD4,CD8,γ δTCR陽 性T細 胞除去の増殖反応

における影響

次にCD4,CD8,γ δTCR陽 性T細 胞をそれぞれに対

するモノクローナル抗体および補体により除去 した場合

の増殖反応にっいて調べた。CD4陽 性T細 胞の除去に

より増殖反応の抑制が認められたが,CD8陽 性T細 胞

を除去 しても増殖反応に何ら影響は認めなかった(Fig.

4-a)。 また γδT細 胞を除去すると脾細胞の増殖反応は

有意に抑制された(Fig.4-b)。

5) CD4,CD8陽 性T細 胞除去のサイ トカイン産生

における影響

同様の方法でCD4あ るいはCD8陽 性細胞を除去 し,

BCG加 熱 死菌 とともに24時 間培養 したときの培養上

― 1 5 ―



2 9 6 結 核 第 70 巻 第 4 号

Fig. 3 Effect of Anti-Cytokine Antibodies on 

BCG-induced Spleen Cell Proliferation

Spleen cells obtained from DBA/2 mice 7 days 

after infection with 5•~106cfu of M. bovis BCG 

were cultured at 1•~105/well with heat-killed 

BCG (1•~105cfu/well) for 3 days. Culture 

supernatants of hybridomas producing anti-IL

2Rƒ¿ chain, IL-4, and IFN-ƒÁ mAbs were added 

at 1:3 dilution as indicated to examine the 

effects of these Abs. Proliferation was assessed 

by incorporation of 3H thymidine for the last 

6h. Each point represents the mean•}SD of 

triplicate cultures.

清中のサイ トカインの量をIL-2/IL-4依 存性細胞株で

あるCTLL-2の 増殖反応を用いて比較 した。CD8陽

性T細 胞を除去 した場合はサイ トカインの産生は変わ ら

ないが,CD4陽 性T細 胞 の除去によりサイトカインの

産生は強 く抑制された(Fig.5)。

6) BCG抵 抗 性マウス(DBA/2)と 感 受性マウス

(BALB/c)のBCGに 対するIL-2/IL-4産 生の比較

BCG感 受性系統であるBALB/cマ ウ スについても

BCGに よ る感作を行い,感 作1週 後の脾細胞5×105/

wellをBCG加 熱死菌5×105/wellと ともに24時 間培

養 して得 られた培養上清にっいて,IL-2/IL-4産 生 の

検討 を行 った。感受性系統であるBALB/cの 感 作脾細

胞 もBCG死 菌 に反応してIL-2/IL-4の 産生が認めら

れた。 しか し,対 照として用いた抵抗性ストレインであ

るDBA/2の それに比べ反応は弱く,産 生 されるサイ ト

カイ ンの量 も少ないことが示された(Fig.6)。 また,

同様 の結果が他の菌量のBCG刺 激にっいても得 られた

(未発表データ)。

考 察

BCG感 作マウスの脾細胞 はin vitroで のBCG死 菌

(a)

(b)

Fig. 4 Effect of Depletion of T Cell Subsets on 

the Proliferative Response

Spleen cells obtained from DBA/2 mice 7 days 

after intravenous injection with 5•~106 cfu of BCG 

were treated with anti-CD4 and/or-CD8, or and

 -ƒÁƒÂ TCR mAb, and complement to deplete each 

subset of T cells. (a), (b) The resultant cells 

were cultured at 1•~105/well with heat-killed 

BCG (1•~105cfu/well) for 3 days, and an 

incorporation of 3H thymidine was measured. 

Results are expressed as the mean•}SD of 

triplicate cultures.

による刺激に対 し強い増殖反応を示 し,BCG感 染 によ

る反応性クローンの質的あるいは量的増大が示唆された。

しかし,高 用量の抗原では逆に増殖抑制が認められた。

エ ン ド トキ シ ン,ザ イモザ ン,Corynebacterium

 parvum等 のような強い刺激に応答 して,マ クロファー

ジは多量のプロスタグランジンを一過性に産生するが,

これらはT細 胞に対 し増殖抑制およびサイ トカイン産生

抑制を起 こす ことが報告されている4)。また,同 じ抗酸

菌 で あ る.M. auium complexの 菌 体 成 分 で あ る

glycophospholipidがT細 胞の増殖を抑制するとの報

告 もあ り5),多 量 のBCG抗 原刺激による増殖反応抑制

も一部 はこれらの機序を介している可能性が考えられる。

増殖反応の経時的検討では強い増殖反応が比較的早期

に起こり,以 後急速に減弱して感作3週 後には感作によ
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Fig. 5 Effect of Depletion of T Cell Subsets on 

the Cytokine Production

The cells prepared as in Fig. 4 were cultured 

at 5•~105/well with heat-killed BCG(5•~105

cfu/well) for 24h, and the culture supernatants 

were assessed for IL-2/IL-4 activity by a CTLL

-2 assay. Results are expressed as an incor

poration of 3H thymidine by CTLL-2 cultured 

with various dilutions of the culture superna

tants of spleen cells subtracted by that only with 

medium.

る2次 性の強い応答がほとんど完全に消失 して しまった。

この結果は一見,BCG感 作 による免疫学的記憶が消失

してしまったかのようにみえるが,記 憶 リンパ球もしく

は活性化 リンパ球が完全に消失 して しまうには期間的に

短す ぎるように思える6)。われわれはBCG感 染マウス

(DBA/2)に おいて脾臓内 リンパ球数が感染1週 後をピー

クに減少 していく一方で,肺 内 リンパ球数は4週 以後も

増加 し続けることを見いだ しており(未 発表データ),

脾臓内においては菌体の排除が比較的速やかに行われ る

のに対 し,肺 内の菌体排除は遷延すると推測される。脾

臓での菌体排除は脾臓内反応性クローンの他臓器への遊

走を起こし,そ れにより反応性クローンが枯渇 した結果,

反応性が低下 した可能性もあると思われる。

T細 胞サブセ ットを除去 して行 った検討では,CD8

陽 性T細 胞を除去 しても感作脾細胞のBCG死 菌 に対す

る増殖反応およびサイトカイン産生にはほとんど影響の

ないことを示 した。CD8陽 性T細 胞はその細胞傷害活

性により,結核感染マクロファージを破壊することによっ

て結核感染防御に関与する可能性がある。 しかし,結 核

菌を貧食 したマクロファージに対する活性化 リンパ球の

細胞傷害活性 はCD8陽 性T細 胞にはなくCD4陽 性T

細胞に存在したという報告7)や,マ ウスの結核感染モデ

ルにおいて,抗CD4抗 体投与によるCD4陽 性T細 胞

Fig. 6 IL-2/IL-4 Production by Spleen Cells 

from Mice Resistant or Susceptible to BCG

Spleen cells obtained from mice resistant 

(DBA/2) (•œ) or susceptible (BALB/c) (•£) to 

BCG 7 days after intravenous injection with 5

•~106cfu of BCG were cultured at 5•~105/well with 

5•~105cfu/well of heat-killed BCG for 24h, and 

the culture supernatants were assessed for IL-2/

IL-4 activity by a CTLL-2 assay. Results are 

expressed as an incorporation of 3H thymidine 

by CTLL-2 cultured with various dilutions of 

the culture supernatants of spleen cells 

subtracted by that only with medium.

の除去が生存日数の著明な短縮を起 こしたのに対 し,抗

CD8抗 体投与によるCD8陽 性細胞の除去は何 ら影響を

与えなかったという報告8)が あり,CD8陽 性T細 胞は

結核感染防御においてそれほど重要な役割を果たしてい

ないのかもしれない。今回のわれわれの結果 もこれを支

持するものと考える。

感作脾細胞のBCG再 刺激 による増殖反応はCD4,

CD8陽 性T細 胞をともに除去することによって50%程

度抑制 されるが,か な りの反応が残存 した。通常,

CD4ま たはCD8分 子 を発現するのはαβT細 胞受容体

をもったT細 胞 と考えられ,そ れ以外の γδT細 胞やB

細 胞が応答細胞であるものと思われる。今回の検討で

γδT細 胞を除去することにより増殖反応が20%程 度抑

制されることも分かったが,残 存 した反応を説明するに

は十分ではなく,B細 胞 も主要な応答細胞のひとつであ

るものと推測される。また,抗IL-4抗 体 による有意な

増殖反応の抑制(Fig.3)は,B細 胞増殖因子のひと

つでもあるIL-4に よるB細 胞の増殖が脾細胞中で起 こっ

ている可能性 を示唆するものである。BCG感 染 におけ

る液性免疫の役割については細胞性免疫ほど重要視され

ていないが,今 回のわれわれの検討でかなりのB細 胞反
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応 が存在すると考えられることから,B細 胞によって担

われる液性免疫の意義について見直す必要があると思わ

れる。

BCGに 対 する自然抵抗性は,BCGMontreal株 に

おいてSkameneら によって提唱9)さ れ,そ の後さま

ざまなBCG株 に おいて もこの分類が成り立っ10)こ と

が示 された。今 回用 いたBCG日 本 株 については,

.BcgrがBcgsよ りも感染抵抗性を示すものの著明な差

は認めなかったとの報告 もある10)。最近,Vidalら に

よってBcg candidate (Nramp)が 同定され11),こ の

抵抗性の系統差はマクロファージレベルに存在すること

が分かっている。構造的に真核生物の酸化窒素の輸送に

関与する膜蛋白とホモロジーの高いことからその機能が

推測されているが,ま だその詳細 は明らかではない。

今回,わ れわれは,マ ウスの脾細胞を用いた本実験系

において,BCG加 熱死菌による再刺激により,抵 抗性

マウスのDBA/2が 感受性マウスのBALB/cよ りも強

いサイ トカイン産生を起 こすことを示 した。脾細胞増殖

反応 は抗原特異的であり,Bcg遺 伝子の規定する自然

抵抗性とは概念を異にする。特異免疫獲得後の感染抵抗

性は,Bcg遺 伝 子で規定 されるものとは異なっている

ことが.M.tuberculosisの 系 では確かめられており12),

同 じ遺伝子で感染抵抗性が規定されているマウス リーシュ

マニア感染モデルにおいても,同 じ感受性系統に分類さ

れているBALB/cとC57BL/6で,前 者が感染後期に

おいてTh2優 位 の誘導が起 こり,有 効な感染防御を行

うことができずに感染死するのに対し,後 者はTh1優

位の誘導によって,特 異免疫獲得後,治 癒することが知

られている13)。今回のわれわれの結果は,感 受性系統の

BALB/cが 感 染後期において も有効な特異免疫を誘導

できない可能性を示唆するものであり,原 因としてはT

細胞 レベルでの違い,も しくはマクロファージの抗原提

示レベルにおける違いが考え られる。最近,マ クロファー

ジ上のcostimulatory moleculeと して知られるB7

が感受性系統 のBALB/cに お いてはBCG感 染後 に

down regulateさ れ るが,抵 抗性マウスのC3H/HeJ

で は感染後 も変化が見 られなかったという報告14)が あ

り,興 味深い。われわれも,BCG感 染後の脾細胞にお

けるPHA responseがBALB/cに おいて著明に低下

し,DBA/2で は ほとんど変化 しないのを観察 しており

(未発表データ),今 回のわれわれの結果 もマクロファー

ジ上のcostimulatory moleculeのdown regula-

tionに よ るものである可能性があるものと思われる。

また今回の検討では,DBA/2に おいてTh1サ イ ト

カインであるIL-2,Th2サ イ トカインであるIL-4の

両者の関与が示唆 されたが,BALB/cに おいても両者

が関与していることが確かめられており(未 発表データ),

リーシュマニア感染モデルのような明確な関係は必ずし

も存在 していないようで ある。ただ し,Th1お よび

Th2か らのサイ トカイ ン産生の相対的な量的バランス

がBCGに 対する抵抗性を規定する因子となる可能性は

考えられると思われる。また感染の各ステージでサイ ト

カインの産生パターンが異なることも考え られ,今 回,

Th1,Th2系 サイ トカインの両者の産生が認められたこ

とは,BCG刺 激 によってTh0か らTh1に シフトして

いく途中の経過をみている可能性もある。

今回,in vitroで の刺激にBCG加 熱死菌を用いたが,

BCG生 菌 を用いればまた異なったサイトカイン産生パ

ターンを示す可能性がある。例えば,γδT細 胞は死菌

刺激と生菌刺激で反応が異なるという報告や15),Legio-

nellapneumophila抗 原吸入による肺胞マクロファー

ジの活性化において,活 性化には生菌による刺激が必要

であった という報告16)は,今 回の実験系においても生

菌刺激 と死菌刺激で異なった反応を示す可能性を示唆 し

ている。死菌に対する反応が必ず しも生菌に対する反応

を反映 していない可能性を考慮する必要があると思われ

る。
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