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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
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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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