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Previous injection of live BCG in mice produced a suppression of delayed hypersensitivity induced 

by oil-treated BCG cell walls (CW). This phenomenon was analyzed by the macrophage migration 

inhibition (MI) test in which peritoneal exudate cells (PEC) from live BCG-injected mice were mixed 

with PEC from BCG CW-immunized mice, and observed the former's suppression on the MI activity 

of the latter. The author examined the cell population involved in this suppression and found that the 

adherent cells of PEC did possess a suppressive effect which was retained even after treatment with either 

anti-mouse Ig serum or anti-brain associated ƒÆ antigen serum. This suggests that the suppressor cell 

may belong to macrophage compartments.

Furthermore, whether or not the suppression of delayed-type hypersensitivity by the pretreatment 

with live BCG is antigen-specific was examined in mice immunized with heat-killed Listeria monocyto

genes. As a result, the live BCG-pretreatment produced a significant suppression of footpad response 

induced with Listeria antigen, suggesting that this suppression is not-antigen-specific.

I.　緒 言

免 疫学の進歩 と共 に,今 日,ア ジ ュバ ン ト活性を有す

る物質 は数多 く見 出され ているが 中でも古 くか ら最 もよ

く知 られ ているのは,Freund's complete adjuvantと し

ての結核菌 であ ろ う。結核菌,特 に8CGは 生菌,死 菌

を問わず強力 なimmunopotentiatorと して免疫 の実験 の

み ならず,臨 床において も一部で腫 瘍の免疫療法に用 い

られてい る。

しか しなが ら,著 者 は £CG細 胞壁(CW)で 誘導 され

る遅延型反応 が,あ らか じめ8CGで 前処置 してお くと,

増強 されず に逆 に抑制 され るこ とを見 出した。 この現象

について遅延型 反応 のin vitroの示標 とされ ているMig-

ration Inhibition(MI)assayを 用 い て,そ の抑 制の機

構を追究 した。

II.　材料 と方法

1)　 動物:近 交系マ ウスは国立遺伝研か ら分与を うけ,

当研究所 で繁殖 しているC3H/HeMs(C3H),雄 雌6～

10週 齢を用 いたが,個 々の実験は性,週 齢をそ ろえて行
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な つ た。

2) BCG:BCGは 日本 株 を 使 用 した 。 ソ ー トン培 地

で8～10日 間培 養 した ものを 生 理 食 塩 水 で2回 洗 い,型

の ご と く水 晶玉 入 り コル ベ ン で磨 砕 し生 理 食 塩 水 に 浮 遊

さ せ,使 用 まで 一70℃ に 保 存 した 。 使 用 時 に 室 温 で 融

解 し,マ ウス1匹 当 り約108Colony Forming Unit

(CFU)投 与 した 。 死 菌 作 製 に は,こ れ を コ ッホ釜 で100

℃,30分 間 加熱 した。

3)　 抗 原:BCGCWお よびBCG-protoplasmは 米 国

NIH,RockyMountainLaboratoryのDr.E. Ribiよ り,

またPPDは 西 ドイ ツRobert Koch研 究 所 のDr.W. 

Brehmerよ りそ れ ぞ れ 供 与 を 受 け た 。Listeria monocy-

togenes (Listeria)(EGD株)は ブ レイ ン ハ ー トイ ン ヒュ

ー ジ ョン培 地(ニ ッス イ)で3日 間培 養 した ものを コ ッ

ホ釜 で100℃,30分 間 加 熱 して 死菌 と した。 そ して,こ れ

を 蒸 留 水 で よ く洗 つ た 後,乾 燥 させ た 。 またListeriaの

protoplasmは 米 国Trudeau研 究所 製 の もの を使 用 した 。

BCGCWワ クチ ンの作 製 は,W.Brehmerら1)の 方 法 に

従 つ た 。 そ の方 法 を 要 約 す る と,BCGCWに 鉱 物 油 の

Drackeol-6VRを 添 加,充 分 に 磨 砕 し た 後,oilの 濃 度

が1%に な る よ うに0.2%Tweensalineに 浮 遊 させ,

oil-in-water(o/w)と す る。Listeriaで 感 作 す る際 に は,

Freund's incomplete adjuantと 混 合 して,water-in-oil

(w/o)と して 使 用 した 。

4)　 遅 延 型 感作 方法 と足 蹠 反 応:BCGCW(o/w)を マ

ウス1匹 当 り300μgを 注 射 量0.2mlと して 頸 部 皮 下

に感 作 し,4週 後,生 理 食 塩 水0.05mlに 含 ませ たPPD

10μgを 左 足 蹠 に,右 足 踪 に は 対 照 とし て生 理 食 塩 水 を

同量 注射 した 。24時 間 後,ダ イ ヤル ゲ ー ジで 両 方 の 足礁

の厚 さを 測 定 し両 方 の足 踪 の差 を もつ て 腫 脹 の程 度 を表

した 。Listeriaで 感 作 す る 際 に は,Listeria(w/o)1mg

を皮 下 に接 種,9日 後 にListeria protoplasm10μgで

PPDと 同様 の方 法 で 足 蹠 反 応 を 調 べ た 。 個 々の 実 験 条

件 に マ ウス6匹 を使 用 した 。

5)　 脱 感 作血 清:こ の血 清 の作 製 はK.Yamamotoら2)

の 方 法 に従 つ た。 す な わ ち,C3Hマ ゥ スにBCGCW

(o/w)300μgず つ 頸 部 皮 下,お よび 静 脈 に そ れ ぞ れ 接 種

して40日 後 に生 理 食 塩 水 に 浮 遊 したBCG-protoplasmを

マ ウス1匹 当 り500μgを 静 注 し た 。 静 注24時 間 後 に採

血 し,血 清 を 集 め56℃,30分 間 加 温,非 動 化 して 脱 感 作

血 清 と して使 用 した 。 またBCG-protoplasmの 代 わ り

に生 理 食 塩 水 を静 注 して得 た 血 清 を 対 照 血 清 と した 。

6)　 抗 血 清:抗Brain associatedθ 抗 原(抗BAθ)の

作 製 はE.S.Golub3)の 方 法 に従 つ た 。 す なわ ち,C3H

マ ウ スの 脳 細 胞 をFreund's incomplete adjuvantと 共

に 家 兎 を1週 お き3回 免 疫 して 得 た血 清 を56℃,30分 間

加 温,不 活 化 し,こ の 血 清 とpacked cellと して等 量 の

マ ウス赤 血 球 お よび 肝 細 胞 を 用 い て 室 温 で1時 間,2回,

吸収 した。 ま た抗 マ ウスIg血 清 は マ ウ スの プー ル血 清

を硫 酸 ナ トリ ウム で沈 殿 後,更 に0.04Mリ ン酸 緩衝 液

pH8.0のDEAEセ ル ロー ス カ ラ ムを 通 過 して 得 た蛋

白 をFreund's complete adjuvantと 共 に家 兎 に免 疫 し

て作 製 した 。 この 抗 血 清 も不 活 化 後,等 量 の マ ウス赤 血

球 のpacked cellで 室 温,1時 間,2回,吸 収 して 使 用

した 。

7) MI活 性:腹 腔 浸 出 細 胞(PEC)を 採 集 す る3日 前

に12%Casein sodium(半 井 化学)Salineを マ ウス1匹

当 り3mlず つ 腹 腔 に 注 射 した 。PEC採 集 に は マ ウス を

頸 椎脱 臼 して屠 殺 し,直 ちに 腹 腔 に ハ ン ク ス液3mZ注

射 し,腹 部 を よ くマ ッサ ー ジ した 後,注 入 ハ ン ク ス液 を 回

収 した 。 この よ うに して採 集 したPECに 赤 血 球 が 混 入

して い た 場 合 は0.83%塩 化 ア ン モ ニ ウム-ト リス緩 衝 液

で 赤 血 球 を溶 解 した 。 いず れ の場 合 も,ハ ンク ス液 で3

回PECを 洗 つ た 。 こ のPECを 毛 細 管 に つ め,Sykes-

Moore型 チ ャ ンバ ーを 用 い てPPD50μg/mlを 含 む

Eagle's Minimum Essential Medium(MEM)(千 葉 血 清

研 究 所)お よび 対 照 と してPPD非 添 加培 地 でそ れ ぞ れ

24時 間 遊 走 させ た 。MI活 性 は 次 の よ うに%遊 走 阻 止 で

表 した 。

%遊 走阻止=
PPD添 加培地 のPECの 遊走面積

PPD非 添加培地 のPECの 遊走面積
×100

通常,毛 細管は各 サ ンプルにつ き4本 を用 いて毛細管 の

断端か らの細胞遊走面積を測定 し,M亙 活性 の有意差は

Studenttテ ス トで検定 を行なつた。

III.　結 果

1. BCG生 菌,あ るいは 死菌前処置 の 諺CGCW遅

延型感作に及ぼす影 響

BCGCWで マ ウス頸部皮下 に感作 す る3週 間前に,

BCG生 菌,あ るいは死菌 を腹腔(ip)と 静脈(iv)に それ

ぞれ投与 した。そ してBCGCW感 作4週 後に足蹠 反応

を行なつた。 図1に 示 した よ うに 生 菌 前 処 置 の場合は

ip,iv投 与共に対 照に比 べて有意に足 蹠反 応は抑制 を示

した。一方,死 菌 の場合はip投 与では抑制はみ られ な

かつたが,iv投 与では著 明な抑制 がみ られ た。 この際,

これ らの足蹠反応が抑制 された群のPECのMI活 性

を調べ て み る と,生 菌前処置に よる足蹠 反応抑制群 の

MI活 性はip投 与群 で92.0%,iv投 与群 では96.4%と

明らかに低下 してお りin vinoとin virtoの 現 象は一致 し

ていた。 しか し,死 菌静注に よる足蹠反応抑 制群 のPEC

のMI活 性は存在 し,in vivoとin vitroの 現 象は一致

しなかつた。

2. BCGCW感 作 マウスPECとBCG生 菌,あ るい

は死菌 静注マ ウスPECと 等量混合 した際のMI活

性

BCGCW感 作4週 後 のPEC(CW-PEC)とBCG生 菌,
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Fig. 1. DTH responses in C3H mice sensitized with BCG CW. 
C3H mice were injected by the live or heat-killed BCG iv, ip 3 
weeks before the immunization with BCG CW. Footpad 
thickness was measured four weeks after the immunization with 

 BCG CW. MI activity of PEC was estimated by the per cent 
migration of the cells. 

ND : Not done

Table 1. Inhibitory Effect of PEC from Live BCG-injected Mice on MI Activity 
of PEC from BCG CW-immunized Mice

a) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest.
b) These mice were injected intravenously with 108 live or heat-killed BCG 3 weeks before

 cell harvest.
*p<0 .001

*0 .1>p>0.05

あ る いは 死 菌 を 静 注3週 後 のPEC(L-BCG-PECあ る

い はK-BCG-PEC)を 等 量 混 合 してMI活 性 を調 べ た。

この結 果 を表1に 示 した 。CW-PEC単 独 で は63.8%と

活 性 は み られ,こ れ に正 常 マ ウス のPEC(N-PEC)を 等

量 加 え て も55.6%とMI活 性 は存 在 した。 しか し,L-

BCG-PECを 加 え る とMI活 性 は124.1%と 消 失 した 。

一方
,K-BCG-PECを 加 え て もMI活 性 は62.7%と

消 失 しなか つ た 。

3. CW-PECのMI活 性 を抑 制 す る L- 8CG- PEC中

の細 胞 の 性 質

前 の実 験 で 明 らか に され たCW-PECのMI活 性 を

抑制 す るL-BCG-PEC中 の 抑 制 に働 く細 胞 の 性 質 を調

べ る た め に,L-BCG-PECをPlasticadherent細 胞 と

non-adherent細 胞 に 分 け た 。plasticdishは 米 国Fal-

con社 の 尋3003を 使 用 した 。L-BCG- PEGを monola yer

に な る よ うにdishに まき,炭 酸 ガス培 養 器 で2時 間培
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Table 2. Inhibitory Effect of Adherent PEC from Live BCG-injected Mice on 
MI Activity of PEC from BCG GAY-immunized Mice

a) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest .
b) These mice were injected intravenously with 108 live BCG 3 weeks before cell harvest .
*p<0 .001

**0.01<p<0.02

Table 3. Inhibitory Effect of Adherent PEC from Live BOG-injected Mice after 
Various Treatment on MI Activity of PEC from BCG CW-immunized 
Mice

a) These mice were immunized 4 weeks before cell harvest .
b) These mice were injected intravenously with 108 live BCG 3 weeks before cell harvest .
*p<0 .001

養 した 。 そ して,adherent細 胞 とnon-adherent細 胞

を そ れ ぞ れ 集 め た 。adherent細 胞 を集 め る際 に ラパ ー

ポ リス マ ンを 使用 した 。CW-PECに これ ら の細 胞 を 等

量 混 合 してMI活 性 を 調 べ た 。 表2に 示 した よ う に,

non-adherent細 胞 を加 えた 場 合,73.9%と 活 性 は み ら

れ た が,adherent細 胞 を 加 え た 場 合 は115.7%と 活 性

は み られ な か つ た。 更 に,こ のadherent細 胞 を抗 マ ウ

スIg(NaN3の 存 在 下)お よび 抗BAθ とモ ル モ ッ ト補

体(Nobelagarで 吸 収)で 処 置 し,同 様 に 抑制 効果 を調

べ た。 表3に 示 した よ うに,こ れ らの 処 置 を 行 な つ て も

MI活 性 は そ れ ぞ れ95.4,92.1%で 抑 制 効 果 を 依 然 と

して保 持 し てい た 。 な お,adherent細 胞 の抗 マ ウ スIg,

お よび 抗8Aθ の処 置 後 の細 胞 を,抗 マ ウ ス お よ び 抗

BAθ の抗 血 清 を そ れ ぞ れfluorescein isothiocyanateで

標 識 して,蛍 光 抗 体 法 で 調 べ た結 果,染 め えた 細 胞 は見

出 せ な か つ た 。

4. L-BGG-PECのMigration Inhibition Factor

 (MIF)に 対 す る感 受 性

先 の実 験 でCW-PECとL-BCG-PECを 等 量 混 合 し

た 際 のMI活 性 はみ られ な かつ た こ とを 示 した 。 こ の現

象 はCW-PECの 感 作T細 胞 がPPDの 存 在 でMIFを

分 泌 した と して も,L-BCG-PECがMIFに 感受 性 が

ないために遊走 し,み かけ上,MI活 性の消失を もた ら

した ことも否定 で き な い。 そ こで,L-BCG-PECの

MIFに 対す る感受性を調べ るためにMEMに15%の 割

で加えたMIFを 多量に含む脱感作血清2)と,そ の対照

血清 の存在下でL-BCG-PECを24時 間遊走 させ,遊 走

面積比を調べた。表4に 示 した ごとく59.3%で,脱 感作

血清で有意に遊走が阻 止され た。 この実験か らL-BCG-

PECのMIFに 感受性を有す ることは明 らかであ る
。

5. BCG生 菌静注前処置 された マウスのListeria感

作に よる足 蹠反応へ の影響

BCG生 菌前処置に よ る足蹠反応抑制は抗原特異的か

否 かを検討す るた めにBCGと 抗原性を異にす る抗原 と

してListeriaを 用 いて検討 した。BCG生 菌 静注21日 後

に,Listeria1mgをFreunds incomplete adjuvantと

共に皮 下に感作 し9日 目にListeria protoplasm10μgで

足蹠反応を行 なつた。結果は図2に 示 した ように,BCG

生菌前処置群は対照に比べて有意に足蹠反応 が抑制 した。

IV.　 考 案

BCGは 強力なimmunopotentiatorと して古 くか らよ

く知 られ ている。今回,著 者はBCGCWの 遅延型感作

に際 し,あ らか じめ大量 のBCG生 菌 お よび死菌 で前処
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Table 4. Sensitivity of PEG from Micea) Injected iv with Live BCG to MIF

a) These mice were injected intravenously with 108 live BCG 3 weeks before cell 

harvest.

b) The serum was obtained from BCG CW-immunized mice which had been injected 
iv with BCG protoplasm 1 day before serum harvest.

c) The serum was obtained from BCG CW-immunized mice without injecting BCG

 protoplasm.
*0 .001<p<0.01.

Difference of footpad thickness

*0.02>p>0.01

Fig. 2. DTH responses in C3H mice sensitized with Listeria. C3H mice were 
injected with the live BCG iv 3 weeks before the immunization with Listeria. 
Footpad thickness was measured 9 days after the immunization with Listeria.

置す る ことに よつ て遅延型反応が抑制 され る現象を認 め

た。 この現 象はG.L amoureuxとR. Poisson4)に よつ て

報告 された現象 と類似 してい ると思われ る。す なわ ち,

彼 らに よればFreund, scomplete adjuvantとCandida

 albicans, vartdaseあ るいはmumpsで それぞれ感作 され

た モルモ ッ トは感作後に頻回に8CG生 菌 の皮下投与 を

うけ る と,PPDの み ならずCandida, varidase, mumpus

に対す る皮膚反応 も成立 しない とい う。 この現 象はいか

なる機構に よるものか明 らかに され て い な い。著者 は

BCG大 量生菌 前処置に よつ て 起 こる遅延型反応抑制 の

現象を解 明す るために,遅 延型反応 のin vitroの示標 と

され ているMI assayを 用 いて解析 した。BCG生 菌 の

ip,ivの 前処置に よつて足蹠反応 が抑制 され たマ ウスの

PECのMI活 性は明らかに低下 し,一 方BCG死 菌 の

ivに よる前処 置では足蹠反応 は抑制を示 したに もか か

わ らずMI活 性は消失 しなかつ た ことを見 出 した。 この

現象 を解析す るた め,CW-PHCにL-BCG-PECお よび

K-BCG-PEC,更 に対照 としてN-PHCを 等量加えて行

なつたMIassayの 結果は上述 の現 象をよ く説 明できる

ものであつた。 さて,CW-PECはL-BCG-PECを 等

量加えた場合にみ られ たMI活 性の抑制に関 し て 次 の

2つ の可能性が考えられた。

1) CW-PEC中 の感作T細 胞がPPDの 存 在下で

MIFを 分 泌 していて も,L-BCG-PECが,MIFに 感

受性がないため 遊 走 し,み かけ上 のMI活 性の抑制を

来 した。

2) L-BCG-PEC中 に抑制細胞が存 在 し,CW-PEC

のMI活 性 を抑制 した。

そ こで,1)の 可能性を検 討す るた め にL-BCG-PEC

のMIFに 対す る感受性を調べた。表4の 結果が示す ご

と く,MIFを 多量に含む脱感作血清2)におけ るL-BCG-

PECの 遊走 阻止が対照血清 と比べ て明らかに認 められ,
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L-BCG-PECのMIF感 受 性 が 明 らか に され,1)の 可 能

性 は除 外 され よ う。 そ こ で2)の 可 能 性 が 強 く示 唆 され る

こ とに な る。

そ こで,L-BCG-PEC中 の抑 制 細 胞 を 検 討 す るた め,

まずLBCG-PECをPlastic adherentとnon-adherent

細 胞 に 分 け て,い ず れ の分 画 に 抑 制 細 胞 が 存 在 す るか を

調 べ た 。 この 結 果,adherent細 胞 に そ の存 在 が 認 め られ

た 。 更 に,こ のadherent細 胞 を 抗 マ ウ スIgお よび 抗

BAθ とモ ル モ ッ ト補 体 で 処理 し た が,こ の処 置 に 影 響

を 受 け な か つ た 。 この 結果 か ら,こ の抑 制 細 胞 は おそ ら

くmacrophageに 属 す る と考 え ら れ る。 した が つ て,

BCG生 菌 前 処 置 され た マウス に おけ るBCGCW感 作 の

足 礁反 応 抑制 に はmacrophageに 属 す る抑 制 細 胞 が 関 与

して い る こ とが推 察 さ れ た 。 この 抑 制 は マ ウス をBCG

生 菌 で前 処 置 し,感 作 抗 原 にBCGCWを 使用 して い る

た め,抗 原 特 異 的 抑 制 か 否 か は 明 らか で は な い 。 そ こで

BCGと 抗 原 性 を 異 に す るListeriaを 感 作 抗 原 に 使 つ て

調 べ た 。そ の結 果,BCG生 菌 前 処 置 を 受 け た 群 は 対 照

に 比 して 明 らか にListeria感 作 に 対 す る足 蹠 反 応 が 抑 制

され た 。 この こ とはBCG大 量 生 菌 前 処 置 に よつ て 起 こ

る抑 制 は 抗 原 非 特異 的 と考 え られ る。 著 者 はBCG大 量

生 菌 投 与 に よつ てPECにCW-PECのMI活 性 を 抑 制

す るadherent細 胞 が 誘 導 され る こ とを 明 らか に した が,

これ に類 似 した実 験 とし て,大 量 のBCG生 菌 をipに

投 与 され た マ ウス の脾 臓 中 のmacrophageがT細 胞 の

mitogenで あ るCon AやPHAに 対 す るT細 胞 の反

応 を 抑制 す る とい う報 告5)～7),更 にcytotoxic T細 胞 の

誘 導 を抑 制 す る とい う報 告6)が あ る。 最 近J. Bennetら8)

は,こ の よ うな 細胞 は骨 髄 にnatural suppressor cellと

し て存 在 し,BCG生 菌 の 静 注 に よつ て刺 激 され,脾 臓

中 に放 出 され る可 能 性 を 考 え てい る。BCG生 菌 以外 に

も,Corynebactcrium parvum9)10)を マ ウスに 投 与 す る

こ とに よつ てConAやPHAに 対 す るT細 胞 の反 応

性 を抑 制 す るsuppressor macrophageが 誘 導 され る こ

とや,Schistosoma mansoni11)の 感 染 を うけ た マ ウス の

脾 細 胞 にcytotoxic T細 胞 の 反 応 を 抑 制 す るsuppressor

 macrophageの 存 在 が知 られ て い る。 更 に ヒ トの 疾 患 に

お い て も ポ ジキ ン氏 病12)13),多 発 性 骨 髄 腫14),SLE15),

真 菌 症16),肺 結 核17)等 に お そ ら くmonocyte/macrophage

と考 え られ る免 疫 反 応 を抑 制 す る細 胞 が み られ る との 報

告 が あ る。 この よ うなmacrophageの 免 疫 反 応 抑 制 は

macrophageの 抗 原presentationやmacrophageactiva-

tionと 並 ん で 興 味 の あ る問 題 で あ ろ う。

な お,今 回 の実 験 でBCG死 菌 を 静 注 前 処 置 す る こ と

に よつ て も足 蹠 反 応 は 抑 制 され た が,PEC中 にMI活

性 を抑制す る細胞は見 出せ なかつた。 この ことは,BCG

生菌,死 菌 の静注前処置に よつて起 こる抑制は互いに異

なつた機構 に よる もの と推定 され る。

BCG生 菌 に よつて誘導 され るsuppressor adherent細

胞の性質につ いて引続 き検討中 であ る。

V.　 結 語

BCGCWの 感作に際 し,あ らか じめ大量のBCG生 菌

(108CFU)の 投与を受け たマ ウスの遅延型反応は抑制 さ

れ る。 この現象をMI assayを 用 いてin vitioの 系で解

析を行 なつた ところ,BCG生 菌静注に よつてT細 胞,

B細 胞に属 さないplastic adherent細 胞が働いてい るこ

とが推定 され た。またBCGと 抗原性を異にす るListeria

に よる感作 に対 しての遅延型反応を も抑制す ることか ら,

この抑制 は抗原非特異的 と考え られた。
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