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家兎肺胞食細胞による試験管内核多巨細胞形成

菊地由生子 小野江和則 森川和雄

(北海道大学結核研究所病理部門)

(昭和48年 10月1日受付)

はじめに

結核病巣とくに増殖性肉芽性病巣の特徴的な所見は，

結核菌をかこんで出現する類 k皮細胞と，その聞に散在

する多核巨細胞及びこれらをとりまいて浸潤するリンパ

球などである。この特徴ある巨細胞の出現はRokitansky

(1855)1)により発見され， Langhans (1868)2)によっては

じめて記載された。以来多核巨細胞の起源や形成機序に

ついて議論が重ねられた力む Lambert(1912)3)は in

vitroで実験的に異物細胞形成を観察して報告し，つづ

いて多くの研究者が同様の検索を試みて来ため，5)。現在

迄に一般に多核巨細胞は血中の単球叉は大食細胞に由来

し6)，7)，種々の条件下で (1)細胞質の分離を伴わない

amitosis又は mitosisによる5)，(2)複数の単核細胞の

融合 (fusion)によって出来るだろうとされ， とくに後

者の可能性が高いとするものが多¥，，3，4，5)。

我々は結核感作家兎の肺胞細胞で，マクロファージ遊

走阻止現象を検索しているとき，特異抗原で遊走阻止さ

れた群に多核巨細胞 (Polykaryocyte，PKCと略す)が

多数みられるのを経験して来た。この現象は特異性があ

り，細胞性免疫の関与が予想された。そこで，結核感{乍

及び正常家兎肺胞食細胞を種々の条件下で単層培養して

PKCを作り，主として光顕的，電顕的観察をし，更に

16mm 位相差顕微鏡映画でその動態を観察して PKC

の形成機序を検索した。

材料と方法

1. 動物: 白色家兎， 2，0∞-3，∞Ogの o，♀， 96匹

2. 感作方法 H37Rv死菌。 10mgに incomplete

Freund adjuvant (IFA)を加えて皮下に l回注射L，

l週後から種々の時期に使用した。再感作は皮下には

lOmg，静注で 5mgを使用し種々の時期に使用した。

Listeria monocytogenes死菌。(札幌医大中検永共二

竜夫氏より恵与のもの)10mg iこIFAを加えて皮下に

1回注射し， 2週前後に使用した。

Bovine r-globulin (BGG)o 28mgのPBSsuspension 

にIFAを加えて皮下に注射後3週間隔で 1-2回で同量

の抗原で再感作し，最終感{乍後 15-18日目に使用した。

3. 培養細胞: 感作家兎叉は正常家兎(未処置家兎)

を全採血してから肺を摘出した。 Myrvik法的に従って

heparin加 Hanks液を経気管で注入して肺胞細胞を

数回洗い出し Hanks液で 3回洗糠遠心をくり返し，

1X107jme の細胞浮遊液を 20~も正常家兎血清加 Eagle

MEMで作成した。 これを直径 25mmの円形 cover

glass上にのせ 1-2時間 37
0
Cの C02培養器内に静置

し肺胞食細胞の単層培養 coverglassを作った。肺胞

食細胞は壁粘着性が低く簡単に剥離してくるのでMEM

で軽く洗って Sykes-Moorechamber IこsetL，試料

を入れて 370Cで培養しながら経時的に観察した。

4. in vitro抗原及び試料

a)血清

正常家兎血清 (NS): 5匹以上の未処置家兎から得た

血清を 560C30分非動化し EagleMEMに 20%の割

合で加えた。

結核家兎血清 (TS): H37Rv死菌 10mgにIFAを

つけて 3回以上免疫して得た血清で，沈降価が 128倍以

上の高カ価血清を非動化後初%の割合で EagleMEM 

に加えて用いた。

抗 Mycobacteriummarinum (M. marin.)家兎血清

(MS) : M. marin.死商 10mgに IFAを加えて家兎を

2回免疫したものから得た血清で，非動化後20%の割合

で EagleMEMに加えて用いた。

抗Listeriamonocytogenes (List.)家兎血清 (LS):

List.死菌 10mgにIFAを加え， 免疫して得たものを

非動化， 20%の割合で用いた。

抗 BGG家兎血清 (BS): BGG 20 mgに IFAを加え

て2度免疫し沈降価 128x以上のものを非動化して

20%の割合で用いた。

b)抗原

ツベルタリン蛋白(PPD): H 37 Rv培養j戸液から硫

安法で精製した蛋白抗原で，最終濃度 25μgjmeとして

用いた。

BGG: 牛血清より硫安法で精製したれglobulinで

26μg!mlの最終濃度として用いた。



H37Rv死菌 (Myc.)，M. marin.死菌， List.死菌.

すべて加熱乾燥死菌で最終濃度 100f1g/meとなるよう

に EagleMEMで菌浮遊液を作成，使用した。

c) 感作リンパ球培養上清

結核死菌感作家兎(主に遅延型皮内反応を示すもの)

のリンパ節，牌の 1X 107/me Eagle MEM細胞浮遊液

に 200/0NSと PPD25μg/meを加えて COz培養器で

20時間培養後， 2，500 rpm， 20分間低温遠心した上清を

MIFを多量に含む上清と考え，便宜上これを MIFと

呼ぶこととし，対照の PPDを加えずに培養した上清を

cont-MIFととなえ，一700Cに保存し使用時には対照に

PPD25μg/meとなるように抗原を加えて用いた。最終

使用量は培養液の 1/2量とした。肺胞食細胞による遊走

阻止試験は毛細管法で既報9)の如く行った。

d)その他

PHA-P (DIFCO) (PHA) : 0.05 me/meを最終濃度と

して用いた。

Caolin (第一化学薬品)， zymosan (Nutri. Bioch. Co. 

Cleveland， OHIO): 各々 1∞μg!me最終量として用
し、7こ。

5. 観察方法:

光学顕微鏡所見・ 倒立位相差顕微鏡で， 培養後主に

6， 12， 24， 48時間自に観察し，必要に応じて写真撮影を

した。 又 coverglass は chamberからはずし型の如

く Giemsa染色或いは acidphosphatase染色を行っ

て，細胞の形態学的，組織化学的な観察，細胞の分類算

定をした。

電子顕微鏡所見(日本電子 JEM100): 

多核巨細胞の多数出来ている時期に型の如く forma-

lin固定 Epon包埋で標本作成し，観察，写真撮影

しfこ。

倒立位相差顕微鏡 16mm映画(NIKON): 肺大食細

胞の単層培養をした Sykes-Moorechamberを用レて

2 frames/min.， 100X， 200X，で24時間， Neopan R40 

(Fuji)に撮影した。

本文及ひ図，表，中の略語一覧

PPD: ツベルタリン蛋白

Myc: H:，7Rv死菌
Cont. MIF: 感作リンパ球培養上清

MIF: 抗原加感作リンパ球培養上清

M. marin.: Mycobacterium marinum 

BGG: bovine T-globulin 

NS: 正常家兎血清

TS: 結核感作家兎血清

LS: Listeria菌感作家兎血清

BS: BGG感作家兎血清

IFA: incomplete Freund adjuvant 

PKC: Polykaryocyte 

MI: migration index 

結 果
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正常兎肺胞食細胞は，極めて均一な大きさの大食細胞

が高率 (950/0以上)を占め， 他に少数のリンパ球と好中

球が混在する。これに対して結核再感{乍4日目の肺胞食

細胞では MyrviklO)らの云うように大食細胞は大小不

同がみられ，リンパ球，好中球の混在がより高率で (200/0

前後)あった。このような細胞を培養すると 20時間目で

少数の，時には相当数の PKCが出現した。叉， PPDを

加えるとより多数の PKCが観察され，MIF，H37Rv死

菌又はこれと抗血清を同時に加えた場合は極めて多数の

PKCが出現し，とくに MIFでは合胞細胞様の PKC

が観察された。 PKCの判定は弱拡大のー視野に5コ前

後を(+)， 20コ前後を(-1+)，それ以上視野のほとんどが

PKCで占められるか，合胞細胞様の巨大な PKCをみ

とめる場合は(柵)として基準会おいた。これにより再

感ii'群による予備的成績をまとめると表1のようにな

る。

表 1 結核再感作家兎腕胞細胞の PKC形成

免E疫xp後• No 
日数

NS 

PPD+NS 

PPD+TS 

Myc+NS 

Myc+TS 

25 45 32 16 17 41 42 43 
(4) (6) (7) (11) (17) (17) (20) (24) 

+十一十一-1+ -1'-ー

+一一件 -1+仲-1'-

-1+ + 

+仲* + 
iIム+仲千L

Cont. MIF + NSI 件 十

+ 十件 -1+ 
-1'-

乱lIF+NS 特-1+

PHA+NS 件

十件 +仲

この所見から，再感作によって感作度が高ければ， m

vivoですでに PKCの形成がおきているか， 或いは極

めて PKC形成のおきやすい状態に活性化されていると

想像される。

Myrvikら10)の報告によれば，静注感作ーでは， granu-

lomatous responseがおきて，肺洗練液中に PKCが

種々の程度に出現し， in vivoですでに PKCの形成は

ある程度進行していると考えられる。それ故 PKC形成
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の条件をより正確に知るためには実験の場を出来るだ

け invitroに移すために我々は主として初感作ないし

は，正常家兎の細胞を使って実験をすすめた。

1. 結核初感作群: 結核死菌感作後l週から 5週日

までの種々の時期に肺胞食細胞を採取し，抗原その他の

試料を作用させて観察した。作用後経時的に観察すると，

5-6時間で， PPD或し、は MIFを加えた群で‘は，細胞

の凝集，接着がみられ， 9時間目頃から数コの食細胞で

共有する細胞膜がみえて来て次いで PKCが出現しはじ

めた。 20時間で，ほほ peakに達した。 48時間目で1土，

多少の PKC増加があるが大きな差はなく， cont・MIF，

抗血清(TS)のみを加えた場合は 48時間でやや増加の

傾向があった。 PKC形成の判定は，従って20時間目

に行なった。

その結果は表2に示すように，正常血清 (NS)のみで

は PKCを作らないが，結核死菌を抗結核血清 (Myc十

TS)又は MIF+NSを作用させると著明な PKC形成

がみられ，とくに MIFでは核数200をこす合胞細胞性

PKCが数例に出現した。このような細胞のあるものは

24時間以上経過すれば細胞膜の突起が短縮して小型化，

円型化する傾向がつよかった。 Myc十TSで:'Ii，ほとん

どの場合に境界鮮明の凝集型の PKCで，合胞細胞性

PKCがみられることはなかった。各々の対照では少数

の小型 PKCをみとめるのみであった。非特異的細胞凝

集因子として PHAはすべての場合に PKCを作らず，

glass面上に平面的に互に接着した細胞島を形成しただ

けであった。又， caolin， zymosanを貧食させてみる

と，稀に5-6核の PKCが出現したが，殆んどの例で

PKC形成は陰性であった。

2. 正常群; 結果をまとめて表3に示すと，感作群

と同じく Myc十TSの場合と， MIF十NSを作用させ

た場合に最も強い PKC形成がみられた。しかしその程

度は一般に感作群より弱く， とくに MIF+NSによる

合胞細胞性 PKCの出現頻度は低く，その程度も弱かっ

た。結核死菌の対照として M.marin.死菌を作用させ

ると，抗 M.marin.血清 (MS)を加えた場合には特に

強し、 PKC反応、があらわれ，両菌に共通抗原性のあるこ

とからも，興味ある現象である。

表2 結核感作家兎肺胞食細胞の PKC形成

Exp. No 
(免疫後日数)

NS 

PPD十NS

Myc+NS 

恥1yc+TS

cont. MIF+NS 

おUF+NS 掛+骨骨掛

14 14 12 11 55 13 31 63 49 49 53 50 44 60 
(7) (13) (15) (16) (17) (19) (19) (19) (24) (24) (28) (31) (34) (36) 

+ 
+ + 

PHA+NS 

+ 
+ 

十+

* 
+ * + 

* 掛十川
廿十

件十一一一+

+ +十時骨骨骨骨十

Exp. No. 

表3 正常家兎肺胞食細胞の PKC形成
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表4 正常及び結核感作家兎肺胞食細胞の
PKC形成例数

FKC陽性例数/全例数
in vitro normal (%) immunized (%) 

NS 

PPD+NS 

PPD+TS 

恥1yc+NS

孔1yc+TS

Cont. MIF十NS

MIF+NS 

M. marin. + NS 

M. marin.+ MS 

PHA+NS 

Caolin+NS 

Zymosan+NS 

0/14 ( 0 ) 

1/9 (11.1) 

0/4 (0 ) 

0/8 (0 ) 

4/8 (50.0) 

0/10 ( 0 ) 

3/11 (27.3) 

1/4 (25.0) 

3/4 (75.0) 

0/5 (0 ) 

1/4 (25.0) 

1/3 (33.3) 

1/14 (0 ) 

0/12 ( 0 ) 

1/4 (25.0) 

1/7 (14.3) 

4/7 (57.1) 

1/8 (12.5) 

9/13 (69.2) 

0/5 (0 ) 

0/3 (0 ) 

0/4 (0 ) 

以上1，2の結果について， PKC形成(*)以上を陽性

例として，例数をまとめたのが表4である。この中で最

も高率なのが感作群のMIF+NSを作用させた群で，次

いで，両群の Myc+TSを作用させた群と M.marin.+ 

MS群，であり，正常群に MIF+NSを作用させたもの

では， (+)の場合が多かったので，比較的陽性率が低

かった。しかし，対照の cont.MIF+NS群に比較して

高率であった。

3. 16mm位相差顕微鏡映画所見

結核再感作14日目の肺胞食細胞に PPDをかけて培

養しつつ 16mm映画撮影を行った。 培養後5-6時間

で食細胞は互に強く凝集しはじめ，遊離食細胞は長い偽

足を出してさかんに隣接する細胞の細胞膜に接着，離反

する運動がみられた。叉，大食細胞の聞を小型のリンパ

球と思われる細胞が遊走して大食細胞に接着，離反する

のが観察された。叉 9時間頃から，多数の細胞が共有

するかのような細胞膜がみえて来て，間もなく多核巨細

胞が出現して来た。現在まで， MIFによる合胞細胞様

巨細胞の形成過程を充分観察していないが，少なくとも

細胞分裂を思わせる像はみられず， PKC形成は時間的

にも極めて短時間内の現象であって，細胞融合，貧飲な

どがむしろ予想しうる。

4. PKCの核数からみた出現頻度

各試料を作用させてから培養20時間自に chamber

から coverglassをはずして Giemsa染色をし，構成

細胞の核数をかぞえてそれにより PKC細胞を分類して

みると図1のようになる。即ち，結核感作家兎は，対照、

のNSのみでも 2-4核の細胞が増加し， PPDを加える
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と8核以上の PKCが出現した。 MIFを入れたもので

は核数の少いものから多いものまで著明に増加したのが

わかる。

一方，正常家兎でも同様の傾向がみられるが(図2)他

mononuch.即~S ま
/00とLT

恥図 2~4核

園 5~7核

18核以上
10ト

5 

ll.1 
NS NS PPD M/F 

培養 0時間 20時間

図1 結核感作 (16日目)家兎肺胞食細胞の
核数からみた PKCの割合

]0 

5 

NS PPD cont. M/F M/F 

20日守問

図2 正常家兎肺胞食細胞の核数からみた

PKCの割合



c) 結核菌染色 (Ziehl.Nelsen法)

正常食細胞に結核死菌を加えて培養し 3時間目，

20時間目に型の如く菌染色し貧食された菌を観察した。

3時間目では，遊離食細胞も PKCも貧食した菌数は板

めて少いが50%程度の細胞に陽性であった。 20時間目

では約90%の細胞に食菌がみられ 1細胞に10コ前後

の菌がみられることが多かったが， PKCが必ずしも多

数の菌を食ってはL、なかった。個々の細胞により食菌数

に差があって，細胞膜に充満する程の菌をみとめるもの

もあった。

6 竃子顕微鏡(EM)所見

結核感{乍兎肺胞食細胞に MIFを加えて培養し， 20時

間目に EMで観察すると， PKCには次のような所見が

みられた。即ち，細胞自体が極めて大きく，核は多く，円

形又は卵形で切込みのあるものも存在する。核の chro-

matinは少し核小体は 1-2コのものが多い。細胞質

は明るく， mitochondriaは中等大でよく発達し，一般

に丸くて，長いものはほとんどなし、。 Golgi野は小さく

て随所にみられ， phagosomeは denseなものから

clearなものまで雑多であるが，正常肺胞細胞のように

大きな phagosomeはみられない。滑面小胞体は比較

的よく発達し，粗面小胞体はあまり発達していない。こ

のように大食細胞に修飾が加わって類上皮細胞に近い形

をとっている。叉，細胞質内にしばしば隣合った細胞の

細胞質突起のゆ合によると思われる網目状の構造物がみ

られた。これは大食細胞膜の多数の突起の構造によく一

致している。

結核菌と抗血清を加えて観察すると， PKCは小型で

円形のものが多く核は少いが，外側に片寄って並ひ

phagosome は中心に集り， denseなものから clearな

ものまでみられるが，検索の範囲では結核菌体ないしは

その破壊産物も見出せなかった。又，細胞小器管や多数

の脂肪滴が外側に{立し mitochondria，粗面小胞体も相

当数みられた。

MIFによる PKC内にみられた細胞膜の入りくんだ

網目構造物はみられなかった。

7. PKC形成の特異性について

a) 結核感作家兎の皮肉反応と肺胞食細胞遊走阻止

結核菌感作家兎肺胞食細胞による PKCの形成は，感

作家兎の遅延型アレルギー成立の程度に関連性があるか

どうかを，皮内反応と肺胞食細胞遊走阻止試験9)の直接

法と間接法で検討した。結果は表5に示したように，皮

内反応の強弱と平行した直接法の MI値 (migration

index)を示すものと，関係のないものとがあった。叉直

接法と間接法による MI値は，ほほ平行するものが多
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図3

の実験例の紐験から相当な個体差が伺われた。叉， Myc 

+TSでは著明な PKC形成がみられた(図3)。

5. 2，3の特殊染色による PKCの所見

a) エオジン Yによる生死の判定

培養後20時間目に， cover glassに接着している細胞

をエオジン YO.1%生食液で処理して鏡検すると，大

食細胞及び PKCの95%以上は生存してエオジンに染

まってこない。 48時間以上では，生存率はやや低下する

傾向があるが， PKCの生存率は一般に高L、。

b) 酸性フオスファターゼ染色

Naphthol AS法 (Barker)により， 固定は冷フォノレ

マリン，カルシウム液で行い coverglass上の細胞を観

察した。試料を加えずに， NSのみで培養6時間では，

正常細胞は強陽性の染色性を示してうす紅く， 20時間目

ではより濃染した。これに Myc十TSを加えれば， 6時

間で対照と差はないが， 20時間目では対照より濃染し，

食細胞の活性化がみられた。 この際形成される PKC

は，遊離食細胞よりやや濃染するが，これは核が周囲に

並び，染色物質は PKCの中心に集まるので，局部的な

絶対量が多いためと考えられる。他方MIF+NSで処理

した場合の PKC~ì，一般に細胞質が広く，偽足様の細

胞膜の形がみられ酸性フォスファターゼ陽性頼粒が一般

にうすく散在性にみられた。
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表 5 PKC形成と MI及び皮内反瓜との関係

MIF No目 Immun. 
Days after 

S. R 
M.I 乱1.1. 

PKC formation Immun. direct (%) indirect (%) 

1 S 17 NT  NT  28.2 4ト

ワムJ p 28 4仲 68.0 75.1 # 

3 p 17 +t 89.5 89.5 + 

4 p :16 +t 31.0 62.0 十

5 S 7 + 74.9 89.6 

6 p 19 +件 52.8 59目4 土

7 P 27 判十 82.0 91.6 + 

8 p 27 +什 109.7 83.7 + 

9 s 10 +t NT  81.0 

10 s 10 + NT  82.0 

s:結核再感作， p:結核初感作， S. R.:皮内反応， PPD 10 pg， MI: migration index， NT  : not tested 

cont. MIF No. 2 MIF No. 2， MI=75.1% MIF No. 1， MI=28.2% 

均一に遊走した食品目胞 PKC形成を伴う凝集部 つよい遊走阻止がみら

がみられる れる

図4 正常家兎肺胞食細胞による migrationarea 

表 6 PKC形成の特異性

Immun. with IFA I Myc List. 
days normal 

m vItro 
24 24 14 14 16 16 

List十NS +ム 十 +t 

List 十LS 十 +t 十 + + 

List+TS +t 十 十

Myc+NS + 十 十 十 -f'- + 

Myc十TS +仲 +ム +t +t 十

NS 

Zymosan+NS 
||+ + 

Caolin+NS 

PHA+NS 
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かった。しかし， PCK形成能は MI値(間接法)の低い に国型抗原である菌体を抗血清で処理するとその傾向が

MIFに強い例があり，実際に正常細胞に加えて PKC 強かった。そこで液性抗原である PPD，BGGを各々の

形成の多かったものは， MIF No. 1，2， 4であった。 抗血清と合わせて immunecomplexを作り，今回は

Galindoll)らの云うように肺胞食細胞を用いた場合，皮 正常肺胞食細胞に作用させてみた。結果は，大量の 1m・

内反応の強弱と MI値は必ずしも平行しないが，ある程 mune complexを作用させると，抗原のみ或いは抗

度の相関は伺われた。実際，食細胞の遊走野を詳しく観 体のみを加えた場合よりも PKC形成の傾向がみられ

察すれば，図4のように，しばしば PKC形成をみとめ

る例もあり， PKC 形成~ì，肺胞食細胞の遊走阻止にー

役かっている可能性もある。

。
た

総括と考察

以下の3項目では， PKC形成の特異性に関する対照 今回の実験で，結核感作家兎の肺胞食細胞は invitro 

実験の成績を示した。 で PPD，結核菌と結核血清及び MIFを含む感作リンパ

b) List.感作家兎肺胞食細胞 List菌の感f乍によっ 球培養上清などにより高率に PKCを形成することが知

て遅延型アレルギーが成立すると云われているので12)， れた。特に後2者では，正常家兎の肺胞食細胞にも

上述の感作条件で得た細胞を用い PKC形成について検 PKCを形成させる能力のあることを知り， 種々の角度

討した。表6に示すように， List菌で、感作した場合は， から両者の PKC形成機序を検索した。この両者の作用

List菌に最も強く，結核菌に弱く，逆に結核菌感作の場 機序は各々別個であるらしいが，感作肺胞食細胞の場に

合は結核菌に強く， List菌に弱く反応した。対照の NS， おいては，混在する感作リンパ球に結核菌と云う抗原を

caolin， zymosan， PHAでは殆んど PKCの形成はみら

れなかった。すなわちこれら二種類の菌による PKC形

成は，特異性が強く，とくに対応する抗血清を同時に加

えたものに最も強かった。 List感作細胞に対して，結核

菌は多少の PKC形成反応を示したが，正常細胞に対す

るPKC形成反応と比較すねば当然とも云えよう。

c) BGG感作家兎肺飽食細胞:即時型アレルギーに

関する対照として， BGG抗原を選び，上述の条件で家

兎を感作して得た肺胞食細胞で，次の成績を得た。すな

わち，表7のように， 感作後15-17日では一部の例外

を除いて殆んど PKC形成はなく，正常肺胞食細胞とほ

ぼ同様であった。すなわち，可溶性抗原のBGGのみ，

抗BGG血清のみ，両者の混在による培養などでも PKC

の形成はみられなかった。

d) PPD， BGGによる immunecomplexの態度
抗原と抗血清を作用させれば，正常及び感作肺胞細胞

でも， PKC形成が比較的容易になる傾向がある。 とく

表7 BGGと抗 BCG血清による PKC形成

m vltro 

Days after 
Immun. normal 
15 16 17 

NS 

BGG+NS 

BS 

BGG+BS 

PHA十NS

Zymosan十NS

+ 
-tt 

4ι 

仲立ちとして cellularimmunityが関与しており， そ

の一部において MIFを含む感作リンパ球培養上清によ

るPKC形成機序と共通性がある可能性もあり，問題は

複雑である。

便宜上問題をいくつかに分けて考察したし、。

1. PKCの細胞起源と感作リンパ球培養上清 (MIF
と記載)による PKC形成過程

PKCの細胞起源、の前に， 肺胞食細胞の起源から考察

しなければならないが，ここでは一般に信じられている

ように，血中単球が肺胞食細胞に移行する6)，7)と考えて

次の stepにすすみたい。

尚，肺胞食細胞との比較の意味で，腹腔食細胞 (PEC)

がMIFによる PKC形成能をもっているかどうかを予

備的実験でしらべたが， PKC形成はきわめて少なく，

MIFに対する態度がかなり異なることを経験した。 実

際， PECで遊走阻止試験をすると対照群でも遊走性が

非常に悪く，家兎 PECでのこの種の実験には困難を感

じた。両者は形態学的に類似性があるとは云え，PECは

偽足の形成がさかんで壁粘着性に富む点など，肺胞食細

胞とは生物学的に相当異なった細胞13) と考えられ，今

回の実験では，検索の対照としなかった。

我々の観察したMIFによる PKCは，酸性フオスファ

ターゼが弱L、ながら陽性であり，大食細胞由来を意味し

ている。叉， 16mm顕微鏡映画で経時的にPKC形成を

追うと，主に大食細胞の接着，凝集から PKCが形成さ

れて行くのが観察される。又， Giemsa染色標本によっ

ても大食細胞の特徴である広い明るい細胞質と，偽足を

形成した細胞膜，染色質の少い核などを観察しうる。電

4 



顕所見では，最も大食細胞の特徴がみられる。!ljJち，核

の chromatinは少し細抱質は明るく， mitochondria， 

phagosomeがよく発達している。全般にむしろ類上皮

細胞に近い形をとっている。最も興味ある所見は，細胞

質内にしばしばみられる細胞膜突起の複雑なからみ合い

によって出来たと思われる網目状の構造物である。おそ

らく相隣合った大食細胞の細胞膜突起が融合してその送

残物が細胞質内に閉じ込められた可極性がつよい。実

際 invivoで異物巨細胞内に，同様な遺残物を観察し

た報告がある14)。叉，我々は1llvltroで PKC形成ま

での時間をはかると，約12時間ですでに PKCが観察

され， 20時間で peakiこ達するので数 10コから時に数

100コに及ぶ核をもっ PKCが endomitosisや amJto開

SISによって出来るとは考えにくく，従来，異物巨細胞

での報告3)，4)，15)，16)や， Galindol7)の報告と同様，恐ら

く融合 (fusion)の可能性が強く，あるいは合体 (incor-

poration)と表現しうるのかも知れない。実際，我々の

標本では核分裂像に相遇する率が非常に低い。細胞の融

合に MIFを含む感作リンパ球培養上清が，いかに作用

するかは，全く想像の域を脱しない。いくつかの報告に

よれば，我々と同様の培養上清に含まれると云う mac-

rophage aggregation factor (MAF)による大食細胞

の凝集現象， 壁粘着性の冗進18)-21)，貧食能の元進作用

など19)，大食細胞の細胞膜に何らかの変化が起ると想

像される成績がある。この際，物理的な細胞同志の接

着は必ずしも PKC形成に移行しないことは，我々の

PHA添加が PKC形成に無効であったことからも知れ

る。

木交でも記したように，数例の MIFを含むリンパ

球tif養上清を比較すると，強い PKC形成を示すもの

とそうでないものとがあり，食細胞の遊走阻止された

migration野に PKCをみとめること及び MI値とあ

る程度の相関があることは興味がある。大食細胞膜に与

える変化の強弱によるのかもしれない。最近，細胞融合

同子 (cellfusion factor)として HVJ(Sendai virus) 

粒子が報告22)，23)されている。その細胞融合機序は，細

胞膜表面のレセプターにその粒子が吸着して細胞聞を僑

渡しし，細胞膜基底部の脂質層相互の融合で

終るとされているが，示唆に富む現象と考える。

以上の考察は正常及ひ、感作肺胞食細胞に共通のもので

あるが，更に強く感作された食細胞で、は， MIFを含む培

養上清により強い PKC形成反応を示し， 合胞性 PKC

が観察されることが多い。この細胞は，いかにも活性が

強く，大型の偽足を出した様で、特徴的て、ある。このよう

な細胞が PPDをかけた場合にもみられるのは， 肺胞

71 

食細胞に混在するところの感作リンパ球から放出された

MIFを含む mediatorによって出来ると考えられる。

MIFを含むリンパ球府養上清中の PKC形成因子と

MIF又はその他の mediatorとの関係は今後の検索に

待たねばならない。

2. 結核菌文はこれと結核血清による PKC形成と

その特異性

結核菌叉はこれと対応する結核血清で出来た PKCは

すでに述べたように， MIFで、出来た PKCとは異り，

細胞膜が鮮明で偽足が少く，一般に円型である。とくに

細胞の融合の一つの根拠である細胞質内の細胞膜遺残物

は検索の範囲では， 電顕でも見出せなかった。 ただ，

phagosomeの著るしい発達があり，大食細胞の貧食能

と密接な関係が予想される。電顕像では見出されなかっ

たが，光顕では菌染色により多数の結核菌の貧食がみら

れ，食細胞同志による貧食叉は貧飲現象も PKC形成に

一役かっているのではないだろうか。

PKC形成を促進する効果が沈降価の高い結核血清に

みられた。沈降価の低い血清や，結核血清だけでは促進

効果はなく，結核菌を加えてはじめて高い PKC形成能

をみとめる。恐らく菌に対する opsonin作用として働

くと思われるが，更に immunecomplexの形成があ

って， PKC形成に好条件を与えるのかもしれない。ニ

の現象は List菌と抗 List血清の組合せでも観察され

る。しかし，PPD，BGGによる immunecomplexは，

正常細胞に PKCを形成させなかった。

感作家兎肺胞食細胞による PKC形成は特異性があ

る。現在迄，非特異的な異物巨細胞の形成は多数発表さ

れて来た。我々の実験では，結核菌， List商で感作する

と，それぞれの菌体に特異的に invitroの PKC形成

が強く， Galindol7)も報告しているように，この現象に

は特異性のあることが伺われる。叉， PPD抗原と結核

血清も，結核菌より弱L、が PKC形成を示す。 これは

PPDが結核菌体の抗原物質の一部しか担っていないこ

とと immunecomplexが出来たとしても粒子がはる

かに小さいことによると思われる。しかし，単に粒子の

大きさだけが重要でないことは，非特異的物質の粒 fーと

しての zymosan，caolinは PKC形!反に無効であるこ

とでも知れる。

以上 2つの方法によって PKCが形成されたが，そ

の機序についても，形態についても相当の差異があるよ

うに思われる。ただ全く相異るものではなくて，最初に

述べたように，少くとも感作附]胞食細胞においては，

MIFを含むリンパ球培養上清に類した因子を介して，

共通な形成機序があり，叉，細胞融合による PKC形成
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の点でも，融合の形式が異るであろうか類似性があると

考えられる。

ひるがえって，生休の増殖性結核病巣では，茶本的に

は商をとりかこむ大食細胞と類上皮細胞及びここに混在

する Langhans型巨細胞が特徴的であり， その外側に

リンパ球の種々の程度の浸潤がある。この組織像から当

然予想しうるのは，感作リンパ球と，常在する結核1荷な

いしはその産物とが反応して放出する MIFを含む me-

diatorが病像の修飾に関与しているのかもしれないと

云うことである。すなわち，放出された mediatorが食

細胞の食菌作用を尤め10)，細胞同志の粘着性を増し，細

胞の遊走を阻止して更に，食細胞の食菌に対する共同作

用としてか或いは PKC形成因子としての mediatorが

あって細胞融合が起こり， PKCが出現するのかもしれ

ない。叉，この際，結核血清は常に供給されており，結

伎繭を opsonizeしたり immunecomplexを作る可

能性もある。このように考えると， PKC形成機序は m

vivoにおいては， 遅延型アレノレギーと密接な関係をも

っ，即ち病像を修飾し増殖性へと導く細胞免疫の me-

chanismと深い関連があるのかもしれない。

我々のテーマは古いようでいて，未だ新しい問題を含

んでいる。 PKC形成因子と MIF叉は MAFそのもの

との異同，結核菌による PKC形成機序との異同など残

された問題である。今後の検討にまつ他はない。

この稿を終るに当り，結核菌 H37Rvの分与，Listeria 

菌の培養精製を快よくお引きうげ下さった当研究所山本

健一助教援に心から感謝致します。

尚，この研究は日米医学研究会結核専門部会研究費に

ょっTこ。
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図5-1 結核再感作4日自家兎細胞に PPDを
作用させ 20時間目。 4-5核の丸い
PKC形成， Giemsa染色

図5-3 結核再感作4日日家兎細胞に MIF
を作用させて培養20時間目。 長い
突起を出して 30個位の核をもっ

PKCo Giemsa染色

図5-5 結核感作細胞に MIFNo. 1を作用
させ20時間日(位相差)多数の核を
もち，又多数の単細胞を粘着させて，

大型の偽足を形成している。

図5-2 結核感作4日目家兎細胞に結核菌を
加えて培養20時間目。 15-20個核
をもっ PKC形成， Giemsa染色

図5-4 結核再感作4日目家兎細胞に MIF
を作用させて培養20時間目。100個
近い核をもっ。PKC細胞膜が，流動
性をもつかにみえる。 Giemsa染色

図5-6 正常細胞に MIFNo. 2を作用させ
20時間目(位相差)。 多数の核をも
ち，偽足の形成が目立つ。細胞の上

に付着した単細胞もみられる
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図6-1 結核初感作24日自家兎細胞に MIFNo.lを
作用させ20時間目。PKC膜に多数の突起が，
互にからみ合い，細胞内につづいている。大

きな Phagosomeの発達はない

図6-3 結核初感作24日目家兎細胞に H37Rvを加
えて培養20時間目。 6個の核が外側に位置

し，中に多数の dense-clearな Phagosome
を入れている。核周辺に多数の脂肪頼粒がみ

られる

図6-2 同細胞質内にみられた細胞膜突起の網目状構
造物。大食細胞の融合を思わせる

図6-4 同様の細胞を拡大したもので，多数の

Phagosomeと Golgi野がみえる
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