
Kekkaku Vol.73, No.11: 639-644, 1998  639

第73回 総会特別講演

結 核 防 御 免 疫 の 誘 導 と 発 現

光 山 正 雄

京都大学大学院医学研究科微生物感染症学

The 73rd Annual Meeting Special Lecture

MECHANISMS OF INDUCTION AND EXPRESSION OF 

ANTI-TUBERCULOUS IMMUNITY

Masao MITSUYAMA*

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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図 結核防御免疫の誘導と発現に関わる主要サイトカイン

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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