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MECHANISMS OF INDUCTION AND EXPRESSION OF 

ANTI-TUBERCULOUS IMMUNITY
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The induction of anti-tuberculous immunity highly depends on the cytokines produced 

endogenously at the initial stage of immunization. Among several cytokines, IFN ƒÁ ap

pears to be the most important to generate antigen  specific Thl type of protective T 

cells in mice. IL-12 and IL-18, which are produced by macrophages in response to viru

lent mycobacteria, are responsible for stimulating NK cells to produce IFN ƒÁ. Once an

tigen-specific Thl cells are generated, Thldependent macrophage activation was effective 

in the elimination of infected bacteria through enhanced production of reactive oxygen 

intermediates and reactive nitrogen intermediates. In Listeria monocytogenes, one of the 

intracellular bacteria, listeriolysin O (LLO) appeared to be responsible for the induction 

of endogenous IFN ƒÁ from NK cells. The possible mechanisms operating in the induction 

and expression of anti-tuberculous immunity are discussed with special reference to 

cytokine responses. An application of LLO to the induction of protective immunity is 

also discussed.
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1.は じ め に

結核 は典型的な慢性 肉芽腫性 炎症 であ り,肉 芽腫形成,

組織 の壊死 や乾酪化な どがみ られ,こ れ ら病変 の進展 に

はマク ロファージ,T(α βT)細 胞の ほか,NK細 胞 や

γδT細 胞 も複雑 に関与 してい る。 また同時 に感染 防御

や治癒機転 に もこれ らの免疫担 当細胞 の働 きが必須 であ

る｡結 核防御免疫の発現 に抗体が関与 しない こと,病 態

に も防御 に もT細 胞 とマ クロ フ ァージ を主体 とす る細

胞性免疫が深 く関与す ることは古 くか ら知 られ,異 論の

ない ところで ある。 しか し,そ の誘導や発現の メカニズ

ムにつ いては必ず しも明確 なコンセ ンサスが得 られてい

る訳 ではない。免疫防御 を構成す る因子で近年最 も研究

成果が得 られた もの にサ イ トカインがあ げられ,多 くの
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サ イ トカイン遺伝子が クローニ ングされ,レ セ プターも

ほぼ同定 されて,さ らに発現調節機構が解明 されつつあ

る。ここで は,主 に感染宿主の内 因性サ イ トカイン応答

を中心 に,と くに防御免疫の誘導発現機構 について,わ

れわれの研究成果 を基盤 と して解説 を試みたい。

2.結 核菌の病原性 とその因子

結核が健常宿主 に も慢性感染 と して起 こる理 由として,

Mycobacterium tuberculosisが 示す,感 染宿 主 の異

物処理細胞 であるマクロファージの細胞内殺菌をエスケー

プす る能力が重要 であ り,さ らに慢性 の抗原刺激の持続

とともに,結 核菌(ひ ろ く抗酸菌)の 細胞壁成分や分泌

性蛋 白に抗酸菌以外 の一般細菌 とは違 って極めて免疫刺

激活性 の高 い ものが多 いことが あげられよう。 またい わ

ゆる毒素性急性感染 を起 こす細菌 のように,宿 主標的細

胞 を直接破壊 した り機能 を障害す るといった特異 な蛋 白

毒素 を産生 しない(少 な くと もこれ までの ところ知 られ

ていない)こ とや,こ の菌の世代時 間が長い(増 殖が緩

やか)こ とに も,か な りの意義が あると考 えられ る。

宿 主は培地 とは異 な り,さ まざまな防御機構 を保有 し

ている。生体 の感染 防御機構 の基盤 は食細胞(好 中球,

マクロフ ァージ)で あ り,旺 盛 な異物貧食能 と細胞 内殺

菌機構 に特徴付 け られる。一般 に食細胞が細菌 を貧食す

る と細胞膜 に包 まれた食胞 内の菌 に対 しては,ま ず殺菌

性 ラジカルである活性酸素が作用 し,さ らに細胞質 リソ

ソーム顆粒 が融合(P-1.fusion)し て顆粒内の殺 菌物

質が放 出される(表1)。 とくにアズ ー ル顆粒 に貯蔵 さ

れて い る各 種殺 菌蛋 白 の殺菌 活性 は高 い。 またP-L

fusionに よ りMPOや ハロゲ ンが 供給 され る とH2O2

か ら極 めて殺菌力 に富 むOCl-が 生成 され る。 したがっ

て貧食 された細菌は通常 これ らのいずれかの機構 に よっ

て殺菌 され る。 しか し結核 菌に代 表 される細胞 内寄生菌

は貧食 に抵抗す ることはな いが,P-Lfusionま で の

いずれかの細胞内ステ ップ をエスケープ して殺 菌を免 れ

ることがで きる。 また好中球でな く好 んでマクロフ ァー

ジに取 り込 まれ る(入 り込む)が,こ れはマクロフ ァー

ジの顆粒 にはdefensinが ない,好 中球に比べ る と細胞

あた りの活性酸素生成量が低 いな ど,そ の細胞 内殺 菌能

が比較的低い ことが増殖の場 を与える結果 となっている。

結核菌が この ような複数の殺菌機構を 免 れる機構 とし

て は,次 の ようなものが想定 されて いる(表2)。 結核

菌 はマ クロファージ表面のマ ンノース レセプ ター,補 体

レセ プター(CR1,CR3),Fcレ セ プ ター を介 して貧

食 され食胞内 に閉 じ込め られる。見方に よっては積極 的

侵入 ともみえ るが,決 して細胞 質内へ 直接invadeす る

訳で はない。ROIの うち初期 に作用す る02-やH2O2は

本菌の もつ高いSODやcatalaseな ど消去酵 素 活性 で

消去 されて しま う。 細胞 壁糖 脂質 成分 で あ るglyco-

lipid(GL)や1ipoarabinomannan(LAM)に は

ROIの 抑制作用が認め らる1)。 しか しリソ ソーム顆粒

に貯蔵 され る各種殺菌 性蛋 白やH202-MPO-halide

系が作用す ると抵抗で きない もの と思われる。 これを免

れ るための主要 なエスケー プ機構 は リソソームの食胞へ

の融合阻害で,結 核菌以外 にも多 くの細胞 内寄生体 にみ

られ るエスケー プ機構 であ る。結核 菌 に よるP-Lfu-

sion阻 害 にはそ の代謝 産物 で あるsulfatideやNH4+

表1食 細胞 の細胞内殺菌機構二
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表2結 核菌の食細胞 内殺菌 因子か らのエスケー プ機序

GL: glycolipids, ST : sulfatides, LAM: lipoarabinomannan

が働 くと想定 されている もの の2),そ の 分子 レベ ルで

のメカニズ ムは未 だ明確 でない。またリソソーム酵素の

示適pHは 低 く,食 胞 ではH+-ATPaseが 作用 してpH

の低下 が起 こるが,NH4+は これ を阻害 して万 一一P-L

fusionが 進 んで も殺菌 を受 けに くくす る ら しい。 また

電子顕微鏡下 には食胞 か ら細胞質へ脱 出 した菌が観察 さ

れるこ ともあ り,hemolysinが 食胞膜 を傷 害 して脱 出

す る可能性 も完全 に否 定 はで きな い3)。 活 性 酸素 や リ

ソソームから供給される殺菌蛋白を免れても,マ クロファー

ジが活性化 される とiNos依 存 的 に産生 され る窒素 酸

化 物 ラジ カルが作 用 す るが,こ れ に抵 抗 す る遺 伝 子

noxR1が 極 く最近 クローニングされ,新 た なエス ケ ー

プ因子 として注 目されている4)。

以上 のご とく結核菌 は複数の 因子 によ り正常 なマ クロ

フ ァージの殺菌 を巧妙 にエ スケープ し,宿 主防御 因子が

作用 しに くい細胞 内に生息 し増殖 して慢性炎症 を持続 さ

せ るこ とになる。

3.免 疫防御の発 現にお けるTh1細 胞 と

活性 マクロファージ

マウスをMycobacteriumbovisBCG生 菌で免 疫

す る と,数 週後 には結核菌やBCG感 染 に対す る極 めて

強い防御免疫が誘導 される。免疫マ ウスの感染抵抗性 は

CD4+T細 胞 で非免疫マ ウス に受 身移入 が で き,レ シ

ピエ ン トのマクロフ ァージを枯渇 させ るとその移入効果

がみ られな くなるので,CD4+T細 胞 とマ クロ フ ァー

ジの両 者が 必須 で ある こ とが示 唆 され る。 古 くか ら

BCGに よる結核 防御免疫誘導成立のパ ラメータとして,

DTH反 応(ツ ベ ルクリン反応)が 用い られて きた。 こ

れはTh1型T細 胞 の抗原特異的 な各種サ イ トカ イ ン産

生 に基づ く炎症反応 を生体 内発現 させ るもので,惹 起抗

原 としてのPPDに 特 異 的なT細 胞 の存在 を確 認 す る

ことができる。しかしDTHは 毛細血管内皮,マ クロファー

ジ,T細 胞,各 種 サ イ トカイ ンな どの複雑 な相互作 用の

総合 された結果であ り,防 御 免疫 誘導 の機構 をT細 胞

の分化誘導 として解析 する には,感 染 抵抗性 発現 を担 う

T細 胞 をinvitroで 追跡するに最 も適 した特 徴 を見 出

す必要があ る。

致死量以下のM.bovisBCG生 菌で免 疫 した マ ウス

には再感染防御免 疫(攻 撃感染 に対 する高い抵抗性)と

DTHが 誘導 されるが,死 菌で免 疫 したマウスで は抗 原

特異的DTHは 生菌免疫マ ウス と同程 度に成 立するに も

関わ らず,再 感染 防御免 疫は成立 しない。生 菌免疫 マウ

ス にみ られ る防御免疫 とDTH,死 菌免 疫マウスのDTH

はともにCD4+T細 胞 の受動移入で非免疫 マ ウス に移

入発現 され る。 この両群のマ ウス由来のT細 胞 をPPD

で再 刺激 した と きに,ど の よ うなサ イ トカ イ ンがin

vitroで 産生 されるか しらべた ところ,基 本 的 なサ イ ト

カイン産生パ ター ンはいずれ もTh1型 で あ ったが,高

いIFN-γ 産生能は生菌免疫マウス由来の細胞 に限って

み られた5)。 以上 の結 果か ら,い わ ゆる感染 抵抗 性T

細胞は と くに高い抗原特異的IFN-γ 産生能に特徴づ け

られ,さ らにDTHそ れ 自身 は抗 原 特異 的T細 胞(と

くにTh1型)の 存在 を示 す ものではあ るが,必 ず し も

防御免疫成立のパ ラメー タとは成 り得 ないこ とが示 唆さ

れた。われわれは上記の成績 か ら,抗 原特 異 的 なTh1

細胞 にも分化の程 度に より,高 いIFN-γ 産生 能を示す

感染抵抗性T細 胞(protective T cell)と,必 ず し も

IFN-γ 産生能は高 くな くともMIFな どの産 生 に よ り

DTHを 発現で きるTDTHと が,機 能分化 の違 い として

存在 する と考えている。各 々の認識抗 原を しらべ てみて

も,い ずれのT細 胞 群 も主要認 識抗 原 は同様 であ り,

さらに生菌免疫で誘導 されるIFN-γ 産生 能の高いTh1

細胞群が反応する抗原は,免 疫防御 を単独 では誘導 で き
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ない死菌 にも存在す る抗 原 であ っ た6)。 した が って感

染防御免疫 を担 うTh1細 胞 は抗原特異 的 なIFN-γ 産

生能 を特徴 と し,そ の誘導過程 には抗原性以外の因子が

関与す る可能性が示唆 された。

宿主 の動物種が何であれ,結 核菌や多 くの病原抗酸菌

の第一義 的な標的細胞 はマ クロファージであ ると考 えら

れる。マクロファージに取 り込 まれた結核菌が殺菌 をエ

スケープ して生存,増 殖す ることは前述の とお りであ る

が,一 方,免 疫防御 の成立 した動物 由来の活性化マ クロ

フ ァージ内では,そ の細胞 内増殖 は明 らかに抑制 される。

invitroで もIFN-γ で活性 化 されたマ ク ロフ ァー ジ

では結核菌 の増殖抑制がみ られ る7)。IFN-γ が作用 し

て活性化 されたマ クロファージで は,活 性酸素(ROI)

産生が著明 に充進 し,さ らにP-Lfusionが 促 進 され

る。 さ らに通 常発 現 して いな い誘 導 型NO合 成 酵 素

(iNos)遺 伝子 の発現が誘導 され,そ の酵素活性 によっ

てL-arginineか ら酸化 的反 応 に よってNOラ ジカ ル

が産生 される。NOラ ジカルはまた活性化 によって産生

される活 性酸 素 と反応 してONOO-(peroxynirite)

とな り,呼 吸鎖 の金属配位蛋 白や核酸 を傷害 して殺菌能

を発揮す る。数多 くのサ イ トカインがマ クロファージに

作用 して機 能を活性化す るが,わ れわれはBCGに よ り

誘導 されるiNOSを 生菌 と死 菌刺 激 で比較検 討 し,炎

症性 サイ トカイ ンが産生 される条件で もIFN-γ の発現

が誘 導 されない限 り,殺 菌 活性 充進 に有 効 なiNos発

現は起 こらないこ とを明 らかに してお り8),IFN-γ が

iNosの 発現 を最 も効率 良 く誘導す るサイ トカインで あ

る ことに疑 問の余 地はないであろ う。

結核 菌 と同様 にマクロフ ァージ内殺菌 をエスケープす

る細 胞内寄生 菌の ひ とつで あ る リス テ リア(Listeria

monocytogenes)に 対 するマクロ ファージ活 性化 の影

響 について,よ り信頼で きるinvitro測 定 法9)を 開発

して しらべたわれわれの成績では,IFN-γ を用 いた活

性化の タイ ミングに よって,活 性 酸素群 と窒素酸化物 ラ

ジカルが共同 または異なった関与に よって,細 胞 内殺菌

の亢進 にあずか っている ことが示 され てい る10)。 これ

らの共同作用 によって細胞内殺菌能が格段 に亢進 し,菌

の細胞内寄生が困難 になる と考え られる。 この ような細

胞内殺菌 を亢進 させ る活性化因子 として作 用するIFN-

γを大量 に産生で きるTh1の 分化誘導は,マ クロファー

ジ活性化 を介 した結核防御免疫発現に極 めて重要な役 割

を果たす ことになる。

IFN-γ ノックアウ トマ ウス を用いた研 究では,結 核

菌静注感染後の臓器内菌数が肺や肝で2.OLog近 く増加

し,生 存率の低下 もみ られ るが,IFN-γ の投 与 で改 善

され ることが示 されてい る11)。動 物 でほ ぼ証 明 された

マ クロファージ活性化 にお けるIFN-γ の中心的作用は,

必ず しもヒ ト由来マ クロファージについて もコンセ ンサ

スが得 られている とは言い難い状 況であったが,最 近,

先天的IFN-γ レセプ ター欠損 乳児 に重篤 な抗酸菌 感染

がみ られた報告か ら,ヒ トで もIFN-γ の重 要性 は変わ

らない もの とみな されつつある12)。

4.感 染抵抗性Th1細 胞の分化 誘導

IFN-γ 産生性の感染抵 抗性Th1細 胞 を,死 菌 に よ

る免疫で生菌免疫同様 に実験 動物に誘導する ことは困難

であ る。 また結核 菌か らは多 くの蛋白抗原が単離 される

が,そ れ ら蛋 白抗原の各々 には生菌免 疫に より感染 防御

免疫が誘導 された個体のT細 胞 を刺 激する抗 原性はあっ

て も,各 蛋白それ 自身のみで感染防御 免疫 を誘導する こ

とは容易では ない。そ こで,感 染抵 抗性Th1細 胞(抗

原特異的IFN-γ 産生性T細 胞)の 誘導機 構 と して,

抗原性の問題 とは別 に抗原特 異 的T細 胞 を高いIFN-

γ産生性T細 胞へ と分化 させ る 因子 を考 える必 要が あ

ると思われ る。

われわれは細胞内寄生菌のM.bovi8BCGや リステ

リアを用いたマ ウス免疫モデルにおいて,死 菌が防御免

疫 を誘導で きない機構 として,死 菌 と生菌の問の抗 原的

な違い よ りも,宿 主 に対す るサイ トカイ ン誘導能の違い

が関与す ることを示唆する成績 を得て きた。すなわち,

菌が宿主 に接種 された初期 にお こる内因性サイ トカイ ン

の発現 を しらべ ると,生 菌免疫マ ウス には強いIFN-γ

発現が誘導 され るが,死 菌免疫マ ウスでは これがみ られ

ない。マ ウス脾細胞 を刺激す るinvitroの 系 で解析 す

る と,生 菌刺激でマ クロファージか ら産生 されるIL-12,

II.-18,TNFα な どがNK細 胞 に作用 してIFN-γ の

発現 を誘導 していることが判明 した13)14)° 感染 また は

免疫 の初期 には多 くの炎症性サ イ トカイン産生がみ られ

るが,な かで もIFN-γ はTh1の 分化 に必 須 の役割 を

果 たす こ とが知 られてい る。そ こで,生 菌免疫の早期 に

誘導 されるNK細 胞か らのIFN-γ が真 に生菌 免疫 に

よる感染抵抗性Th1細 胞 の機能 分化 に必須 の役 割 を果

たす か否 かをみるため に,免 疫早 期 に ラ ッ ト抗 マ ウス

IFN-γ 中和抗体 を投与 して,本 来誘導 され るべ き感染

防御免疫へ の影響 を しらべ た。その結果,リ ス テリアで

もBCGで も,ほ ぼ完全 に感 染抵 抗性Th1細 胞 の 誘導

が阻害 され,初 期 のIFN-γ 発現 誘導 がinvitroで 中

心 的作用 をす るこ とが証明 された15)16)。

リステ リアの場合,最 終 的にNK細 胞 か らのIFN一

γ産生 に働 く生菌特有 の因子 を検索 した結果,リ ス テリ

アの細胞 内寄生 を可 能にす る病原 因子で あるリス テリオ

リシ ンO(LLO)が 最 も重要 であることが,LLO産 生

能の異 なる菌株 や精製LLOを 用いた実験 で明らかになっ

た17)18)。次に当然考 え られるこ とは,感 染 防御免 疫誘
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導が不 可能な死 菌による免疫 に際 して,内 因性IFN一 γ

誘導 能の高いLLOを 併用す れば,病 原生菌で免 疫 した

と同様 に強い抗原特異 的な免疫防御が誘導 され る可能性

である。われわれはそこで,LLOを リボ ソ ーム に封 入

してマ ク ロ ファー ジに取 り込 まれ や す く し,死 菌 や

LLO(-)生 菌株 な ど,単 独 での免疫 では防御免 疫が 誘

導 され ない系 に併用投与 してみた。その結果,死 菌 また

はLLO(-)株 生菌 による免疫にLLOを 併用す る と,

LLO(+)の 生菌に よる免 疫に匹敵する程 度の抗 原特 異

的な感染 抵抗性Th1細 胞 が誘導 され,非 免疫 マ ウスへ

も防御免疫 を移 入で きる成績 が得 られた19)20)。

これ らの実験成績 をま とめる と,図 のようなシェーマ

を描 くこ とがで きる。 リステリアのLLOに 相 当す る 因

子が,結 核菌 やBCGで は何 であるのか は今後の検索 に

またざるを得 ないが,そ のような因子が発見 され遺伝子

クローニングがで きれ ば,有 用 な防御免疫の人為的賦与

が可能 になるであ ろう。

お わ り に

やや ドグマ的 ともいえるTh1,Th2サ ブセ ッ トの概

念 が一般に受け入れ られ,結 核 防御 免疫 はT細 胞 の な

かで もTh1が 主体 であるこ とに疑 問 をは さむ ものは な

い。 しか し,抗 原特異 的Th1細 胞群 は何 故結核 菌 で は

誘導 されやす いのか,Th1細 胞 の どの機 能が結 局 の と

ころ結核防御免疫 に必須であ るのか について は,未 だ に

研究の余地が多い。 さらに,マ ウス をはじめ とす る実験

動物での成績が ヒ トにお ける結核防御免疫 にその まま還

元で きるものか について も議論 は絶 えない。

われわれの,抗 原特異的IFN-γ 産 生性T細 胞 の 分

化誘導 にお けるNK細 胞由 来内 因性IFN-γ の中心 的

役割 は,マ ウスでの成績であ り,こ れ を臨床の場で も確

認す ることは容易では ないが重要である。一方,同 じ細

胞内寄生菌である リステ リアの実験系 において見出 され

た リステ リオ リシ ンOの 示 す 一種 の アジ ュバ ン ト効果

は,も しその細小活性単位 が明 らかになれば,生 物学 的

に も興 味ある展 開が期待 されるだろ う。現在われわれは,

各種 リコ ンビナ ン トLLOを 作製 して,Th1細 胞 の分化

に必須 のサイ トカイン誘導 能 と,毒 素 としての溶血活性

を分離 しつつ あ り,新 たな成果が 間 もな く得 られるもの

と考 えている。同様の活性 は結核菌やその他の抗酸菌 に

もみ られるので,サ イ トカイン誘導能 をパ ラメータとし

て変異株 を検索す ることによって,リ ステ リア のLLO

に相当す る結核 菌由来因子の特定 にも力 を注いでい きた

い。
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