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緒 言

サル コイ ドー シス(サ 症)は,原 因不明の全

身性肉芽腫疾患であり,その原因究明のため種々

の試みがなされている.本 間 ら1)が,サ 症 リンパ

節 よりPropionibacterium acnes (P. acnes)

が 高率,高 濃度に検出 され るこ とを報告 して以

来,サ 症の原因 としてP. acnesに よる感染論

が展開 されてきた.P. acnesに よ る実験的肉芽

腫モデル として,伊 藤 ら2)や本 間ら1)は局所 での

肉芽腫の作製 を行 っている.著 者はサ症の臓器

罹患率か らみると肺が最 も高率 であることから,

病 原物質の経気道的侵 入に病因を求め て追求 し

て きた.サ 症患者 の肺胞 リンパ球は,P. acnes

刺 激にて幼若化率3),Interleukin-2 (IL-2)産 生4),

IL-2受 容体発現4)が亢進することよ りP. acnes

に特 異的に感作 されていることを報告 した.即

ち,経 気道的に侵入 してきたP. acnesに 感 作

肺胞 リンパ球が接触す ることで,IL-2産 生 が亢進

されhelper Tリ ンパ球の増殖5)が 起こ り肺胞隔

炎 の病 態を形成す る.一 方では,活 性化 リンパ

球 の分 泌す るmonocyte chemotactic factorは

末 梢血単球 を病巣に集積 し6),さ らにmacro

phage migration inhibitory factor (MIF)な

どによ り単球,マ クロファージか ら類上皮細胞

へ と成熟分化させ7),サ ル コイ ド肉芽腫 を形成す

るのではないか と考 えられた.

江 尻 ら8)はモ ルモッ トにP. acnesを 経 気道的

に投与 し肺肉芽腫 を作製す ることに成功 し,こ

の肺胞 リンパ球は,サ 症 患者の肺胞 リンパ球 と

全 く同様にP. acnesに 特 異的に反応す るこ と

を証明 した.今 回著者は一歩進めて同様の肺 肉

芽腫モデルでの,活 性化肺胞 リンパ球 とIL-2の

関係 を検討 した.

方 法

1. 感作 方法8)(Fig. 1)

体 重400g前 後 のHartley系,雌 モルモ ット

39匹 を用 いた.全 く無処置モルモ ッ トを Ⅰ群(7

匹)と した.モ ルモッ トに2.0mg/mlのP. acnes

 (Merieux社,IM1585株)とincomplete

 Freund's adjuvant (IFA)の 等量混合液 を週1

回,合 計3回 の皮内注射 による前感作 を行った

後,以 下のⅡか らⅣ群 の3群 に分けた.Ⅱ 群(6

匹)は 生食水0.2ml,Ⅲ 群(15匹)はP. acnes

 2.0mg/mlとIFA等 量混合液0.2ml,Ⅳ 群(11匹)

にはP. acnesの 菌 体壁成分 であるpyridine

 extract residue (P. acnes-PER)(Strain 4182,

 RIBI Immuno Chem Research INC) 1.0mg/ml

とIFA等 量 混合液0.2mlを いずれの群 に も気管

内へ3日 間連続注入した.即 ちⅢ, Ⅳ 群 が肺肉

芽腫症 モルモッ トであ り,Ⅰ, Ⅱ群 が対照群で

129



130 森 由 弘

ある.注 入後7日 目に生食50mlに て気管支肺胞

洗浄(BAL)を 施行 し,有 核細胞 を採取 した.

Fig. 1 An animal model of experimental pul
monary granulomatosis 

(Experimental procedures)

さらにBAL液 中の有核細胞数 を算定 し,塗

沫標本 を作製しMay-Giemsa染 色にて有核細胞

の分類 を行 い,リ ンパ球百分率 を求め た.又,

ヘ パ リン加静脈血を採取 し,Ficoll比 重 遠沈法

に より末梢血 リンパ球 を分離採取 した.

2. IL-2産 生 及びIL-2反 応能の測定

肺胞及び末梢血 リンパ球 を1%胎 児仔牛血清

(FCS)加RPMI培 地 に浮遊 させ1×106/mlに

調 整 した後,24穴 組織 プレー ト(Costar社)に

分注 した.P. acnes-PER最 終 濃度5μg/mlの 存

在下あ るいは非存在下 に48時 間37℃ にて培養 し

た後,上 清 を遠沈にて採取 した.培 養上清 中の

IL-2活 性 は,IL-2依 存性細胞株(CTLL-2)を

指 示細胞 として用いるGillisの 方 法9)に準 じて

測定 した.IL-2活 性 は,標 準IL-2 100u/ml(味

の 素中央研究所,Jurkat IL-2 Lot No. J-012)

を も とにprobit analysis法 に より算出 した.

P. acnes刺 激 リンパ球のIL-2に 対 する反応

能の測定は,P. acnes-PER添 加 培養後,細 胞 を

洗浄 し,リ ンパ球1×106/mlに 調 整浮遊 した.浮

遊液 とrecombinant IL-20.5u/ml(武 田薬品,

TGP-3 Lot No. H-609-504)を 各wellに100μl

ずつ添加 し48時 間培養後,0.25μCiの3H-Thymi

dine (3H-TdR)を 添加 し,18時 間後の3H-TdR

の 摂 取(dpm)を 測 定 した.

成 績

1. 気管 支肺胞洗浄液(BALF)所 見

BALFの 回収量は Ⅰ～Ⅲ群 で差はなかったが,

Ⅳ群 では Ⅰ群 に比 し有意に増加 していた(P<

0.02).総 細 胞数は Ⅰ～Ⅳ群 で差がみ られなか っ

た.リ ンパ球総数 はI群 からⅣ群に向か って増

加傾 向がみ られたが有意差はなか った.リ ンパ

球百分率 は,Ⅳ 群 のみ,Ⅰ, Ⅲ群 に比 して有意

な増加がみ られた(P<0.05, P<0.02)(Table

 1).

2. 肺 胞 リンパ球 のP. acnes刺 激 によるIL-2

産 生

肺胞 リンパ球 のP. acnes刺 激 による培養液

中のIL-2活 性 測定の1例 をFig. 2に 示 した.

肺 肉芽腫症群の肺胞 リンパ球 はP. acnes刺 激

にてIL-2を 産 生することが示 された.尚,本 法

によるIL-2の 測 定限界は,0.1u/mlで あ った.

各 群のIL-2産 生 は,Ⅰ 群0.6±1.1(平 均値 ±

標準 偏 差) u/ml (N=7), Ⅱ群0.7±1.1u/ml

 (N=6), Ⅲ群21.2±27.9u/ml(N=15), Ⅳ群

329.4±294.1u/ml(N=11)で あ り(Fig. 3),

肺 肉芽腫症群 のⅢ及び Ⅳ群では,対 照群 である

Ⅰ, Ⅱ群に比 し有意にIL-2産 生 の亢進がみられ

た(P<0.02, P<0.01).

3. 末梢 血 リンパ球のP. acnes刺 激IL-2産 生

末梢血 リンパ球のP. acnes添 加 培養上清中

のIL-2活 性 は,Ⅰ 群0u/ml, Ⅱ群7.4±10.3u/

ml, Ⅲ群8.6±15.7u/ml, Ⅳ群9.3±8.9u/mlで あ

った(Fig. 4).前 感 作群 であるⅡ, Ⅲ, Ⅳ群 に

おいて,無 感作の Ⅰ群 に比 して亢進がみ られた.

しか し,そ の産生量は肺胞 リンパ球 に比較 して

1/10以 下 と低値 であった.

4. 肺 胞 リンパ球のIL-2反 応 能

P. acnes刺 激 後の肺胞 リンパ球 のIL-2反 応

能 は,Ⅲ 群 で12,513±12,766dpm, Ⅳ群12,362±

9,414dpmで あ り,P. acnes無 刺 激時の6,611±

7,066dpm, 5,818±5,494dpmに 比 し亢進がみら

れた(Fig. 5).一 方,対 照群 であ る Ⅰ群 ではIL-

2反 応能が全例低下 し,Ⅱ 群 では一定傾向が認

め られなか った.
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Table 1 Cellular finding of bronchoalveolar lavage fluids in guinea pig experimental pulmonary gra

nulomatosis

a: P<0.02 in comparison with group 1 b: P<0.05 in comparison with group 1

C: P<0.02 in comparison with group 3 (Mean•}SD)

Fig. 2 Interleukin-2 activity of supernatant 

from alveolar lymphocytes culture in 

guinea pig experimental pulmonary 

granulomatosis

Fig. 3 Interleukin-2 activity of alveolar lym

phocytes stimulated by P. acnes-PER 5

ƒÊ g/ml in vitro at 7th day after intra

tracheal challenge in guinea pig experi

mental pulmonary granulomatosis.5. 末 梢 血 リン パ 球 のIL-2反 応 能

P. acnes刺 激 後 の 末 梢 血 リン パ 球 のIL-2反

応 能 は,Ⅰ 群200±82dpm, Ⅱ 群3,591±3,665

dpm, Ⅲ 群1,958±1,448dpm, Ⅳ群2,939±2,170

dpmで あ り,無 刺 激 時 の そ れ ぞ れ131±96dpm,

 206±233dpm, 150±138dpm, 307±158dpmに

比 して各群 ともに刺激にて亢進 していた(Fig.

 6),し か し,刺 激によるIL-2反 応 能の亢進の

程度は,Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ群 では Ⅰ群 に比 し大 きか っ

た.
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Fig. 4 Interleukin-2 activity of peripheral lym

phocytes stimulated by P. acnes-PER 5

ƒÊ g/ml in vitro at 7th day after intra

tracheal challenge in guinea pig experi

mental pulmonary granulomatosis.

Fig. 5 The responsiveness of alveolar lympho

cytes to IL-2 was evaluated by 3H-TdR 

incorporation in the presence and 

absence of P. acnes-PER 5ƒÊg/ml in 

guinea pig experimental pulmonary 

granulomatosis.

Fig. 6 The responsiveness of peripheral lym

phocytes was evaluated by 3H-TdR 

incorporation in the presence and 

absence of P. acnes-PER 5ƒÊg/ml in 

guinea pig experimental pulmonary 

granulomatosis.

Fig. 7 Correlation between total pulmonary 

lymphocytes number and IL-2 activity 

of pulmonary lymphocytes stimulated 

by P. acnes-PER 5ƒÊg/ml for 48 hours.

6. 肺 胞 リンパ球 のP. acnes刺 激 によるIL-2

産 生 と各種データ との相関

P. acnes刺 激 によ りIL-2産 生 の最 も亢進が

み られたⅣ群11匹 について以下の検討 を行 った.

P. acnes刺 激肺胞 リンパ球のIL-2産 生 とBALF
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中総細胞数及びBALF中 リンパ球総数との間に

はそれぞれr=0.693(P<0.02), r=0.674(P<

0.05)と 有 意な正の相関がみ られた(Fig. 7).

肺胞 リンパ球 と末梢血 リンパ球のIL-2産 生 との

間にはr=-0.344と 有 意な相関を認めなかった.

考 察

本間 ら1)は,P. acnesを サ 症生検 リンパ節よ

り70～78%も の高率 に,し か も高濃度 に分 離 し

ている.又,サ 症の剖検時の罹患臓器 では肺が

最 も高率であることか ら経気道的に何等かの病

原体の侵入 を疑 わせ る.一 方,近 年BALの 発

達 によ りサ症肺局所 における病態は著 しく解明

された.Crystal RG一 派5,7)の研 究により,サ 症

BALF中 に は,リ ンパ球特 にTリ ンパ球が増加

し,活 性化 リンパ球か らは,MIFやIL-2の 分

泌が増加 し,さ らに活性化マ クロファー ジから

はInterleukin-1 (IL-1)の 分 泌10)が示 されてい

る.又,こ れらlymphokineやmonokineは 肺

胞隔炎,類 上皮 肉芽腫の形成や維持に重要な役

割 を果たしていると考 えられ る.

著 者は,サ 症の病 因にP. acnesの 関与 を想

定 し,本 菌の経気道的侵 入により,肺 胞 リンパ

球が活性化 されている可能性 を検討 してきた.

その結果,サ 症肺局所の リンパ球は,P. acnes

に よ り特異的に感作 されてお り,P. acnes刺 激

により幼若化の亢進3),IL-2産 生4)お よびIL-2受

容 体の発現が亢進す ることを報告 した.

小林11)は,muramyl dipeptide (MDP)を 気

管内投与することによ り実験的肺 肉芽腫症モル

モッ トを作製 し,肺 及び肺門 リンパ節 に肉芽腫

が形成 され,さ らに肺におけ る肉芽腫形成 と同

時期 に,肺 胞 リンパ球が増加す るこ とを示 した.

次 いで,江 尻 ら8)は,P. acnesを 経気道的に投

与 し,同 様 な肺肉芽腫症 を作製 し肺胞 リンパ球

の動態 を検討 した.そ の結果,P. acnes気 管 内

感作後,7～14日 目に肺胞 リンパ球が増加 し,こ

れ らリンパ球は,P. acnes刺 激 にて幼若化反応

の亢進がみ られ,肺 胞内の活性化 リンパ球 の存

在 を示 した.

マ ウス,ラ ッ ト,ヒ トにおいては,IL-2の 存

在 は確認されているが,モ ルモッ トでは明確 な

存在は示 されていない.し か し,Iribeら12)は モ

ルモットでmitogenic factorと されていたMW

 25,000～35,000の 物質はIL-2に 相 当すると報告

している.さ らにWeinblattら13)もMWに 若

干の相違はあるがモルモットでT-cell stimulator

y factorはIL-2に 一致す るこ とを示唆 してい

る.江 尻 らの方法に従 い作製 した肺 肉芽腫症 モ

ルモ ットの肺胞及び末梢血 リンパ球 のP. acnes

刺激IL-2産 生 及び反応能 を検討 した.肺 肉芽腫

症モルモ ッ トの肺胞 リンパ球 は,IL-2産 生 及び

IL-2反 応能が亢進 してお り,肺 胞 リンパ球 は,

lymphokine分 泌のレベルにおいて も活性化 され

ていることが示 された.一 方,末 梢血 リンパ球

は,肺 肉芽腫症以外に生 食注入群で も,IL-2産

生及び反応能の亢進が認め られた.こ のことは,

P. acnesの 皮 内への前感作によ り末梢血 リンパ

球が感作 されたことを示 している.さ らに気管

内感作によ り,肺 肉芽腫症を発症 したモルモッ

トでは肺胞 リンパ球のIL-2産 生及び反応能は末

梢血 リンパ球に比 して約10倍 と高値 であ り,活

性化は肺局所にて著明であった.無 処置群であ

るⅠ群では,肺 胞,末 梢血 リンパ球 ともにP. acnes

刺激 に よるIL-2産 生 は全 く認め られなか った.

しか し,IL-2反 応 能に関 しては肺胞 リンパ球 で

は低下が,末 梢血 リンパ球では増加がみ られた.

一 方
,肺 肉芽腫症モルモッ トの肺胞 リンパ球 の

IL-2反 応能の低下は,BALFに お いては共存す

るマ クロファー ジの比率 が高 いこ と,抑 制性マ

クロファー ジの存在 ない しは,抑 制因子の非特

異的産生 などが原因 として考 えられ る.

BALF中 総 細胞数及び リンパ球数 と肺胞 リン

パ球のP . acnes刺 激IL-2産 生 が正の相関 を示

すことは,IL-2産 生 が肺局所におけ る胞隔炎の

程度 を反映す る指標 として有用であろう.

Crystal RGら5)に よ るとサ症 リンパ球は,IL-

2を 自然放出す ると報告 している.本 実験 モデ

ルにおいては,P. acnes非 刺 激下では最近の成

績によれば各実験群 ともにIL-2分 泌は認めてい

ないけれ ども,こ のこ とはP. acnes感 作 だけ

でな く宿主側の免疫 応答の差 を積極的に示唆す

るものである.

類 上皮細胞肉芽腫 の形成には,免 疫学的機序

の関与があ り,そ の有無に よって 大別 され る.

サ症の類上皮細胞肉芽腫は,異 物肉芽腫 と異な
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り各種lymphokineやmonokineが 分 泌 され,

複雑 な細胞間相互作用 を経て形成 され る免疫学

的機序の関与 した肉芽腫である.MDPは 細 菌の

細胞壁を構成す るアジュバン ド活性 を有す る最

少単位 である14).田 中 ら15)は,モ ルモッ トを使 用

しMDPに よ る肉芽腫形成能について調べ,W/

O emulsionの 形 で足蹠に接種 して得 られる所属

リンパ節の肉芽腫 形成には,MDPに よ るマ クロ

ファージの活性化が重要な役割 を演 じてお り,

ア レルギーの関与 を必要 としないと述べている.

P. acnesは マ クロファー ジを非特異的に活性化

す る.本 間 ら1)も,P. acnesは 量依存的に肉芽

腫 を形成す るが,前 感作することにより,よ り

層サ症に近 い非融合性肉芽腫 を作 ると述べ て

いる.著 者 らの実験モデルにおいても感作によ

り,肺 胞 リンパ球か らIL-2産 生 の亢進が起 こり,

IL-2反 応能即 ちIL-2受 容 体発現亢進 を介 して

肺 肉芽腫形成 に至 る過程が示 された.吉 田ら16,17)

は,抗 原 を付着 したアガロー ス粒子 を用いたモ

ルモ ッ ト実 験的 肉芽腫 を作製 し,そ の形成 に

lymphokineが 重要 な役割 を果たすことを述べて

いる.こ の根拠 として,肉 芽腫炎症の発現初期

に肉芽腫抽出液中に各種lymphokineを 認 め,

抗lymphokine抗 体 の投与で肉芽腫形成が抑制

されること,さ らにアガロース粒子にlymphokine

を付 着させて投与すると,非 常に早 くかつ強い

肉芽腫が惹起 され ることを挙げている.

本 実験 では,気 管内にP. acnesを 感作 し,1

週 間 後の肺胞 リンパ球 を用いた.小 林 らのMDP

に よ る実験的肉芽腫症においては,肺 肉芽腫 は

気管内感作後2～3週 間後 に最 も成熟 し4週 ま

で存在す ると報告 している.又,江 尻 らに よる

と肺胞 リンパ球のP. acnes刺 激幼若化能は,

気 管内感作後1～2週 間後にピー クとなると報

告 している.以 上の成績 を考慮すると,感 作肺

胞 リンパ球はIL-2を 含 めたlymphokineを 産

生 し,さ らに分裂増殖 し肉芽腫形成 に至 ると考

えられる.今 回,マ クロファー ジの活性化所見

について検討 していないが,IL-1産 生 の亢進 し

てい る可能性が あ り,今 後マ クロファー ジにつ

いて も検討が必要である.

以上,P. acnesが 肺 肉芽腫 を発症 させ る原因

とな り得 るこ と,そ して肉芽腫 の形成には,本

菌にて感作 され たリンパ球の肺内への集積 と肺

内での増殖が,重 要 な役割 を果た していること

を示 した.さ らに,こ の実験動物 モデルにおけ

る成績は,ヒ トにおけ るサ症の肺胞 リンパ球異

常 と全 く同様の所見 であ ることから,サ 症にお

け る肺 肉芽腫形成へのP. acnesの 関与 を強 く

示唆す るものである.

結 論

P. acnesに よ り実験的肺 肉芽腫 を作製 した.

感作肺胞 リンパ球 は,P. acnes刺 激 に よりIL-

2産 生 及びIL-2反 応能の亢進がみ られた.こ れ

は,サ 症患者 における肺胞 リンパ球の異常 と全

く同様の所見である.サ 症の病態にP. acnesの

関 与が示唆され た.

稿 を終えるに臨み御指導ならびに御校閲いただき

ました恩師木村郁郎教授に謝意を捧げますと共に,

研究に際して御指導いただきました医療技術短期大

学部,中 田安成教授に深謝致します.
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The role of Propionibacterium acnes (P. acnes) isolated from a high percentage of patients 

with sarcoidosis by Dr. Honma, as a cause of sarcoidosis was examined.

Interleukin-2 (IL-2) production and the responsiveness to IL-2 of alveolar lymphocytes 

stimulated by P. acnes were examined in vitro in a guinea pig model.

The animals were divided into 4 groups, normal guinea pigs (group 1), guinea pigs 

intracutaneously presensitized with P. acnes and intratracheally challenged by saline (group 

2), guinea pigs presensitized as above and intratracheally challenged with P. acnes (group 3), 

and guinea pigs presensitized as above and intratracheally challenged by P. acnes-pyridine 

extract residue (P. acnes-PER) (group 4). The production of IL-2 by alveolar lymphocytes 

stimulated by P. acnes-PER for 48 hours was determined using the method described by Gillis 

et al. The responsiveness of alveolar lymphocytes to IL-2 was evaluated by 3H-TdR uptake in 

the presence and absence of P. acnes-PER.

The amount of IL-2 produced by alveolar lymphocytes was 0.6•}1.1, 0.7•}1.1, 21.2•}27.9 and 

329.4•}294.1u/ml (M•}SD), respectively, in groups 1, 2, 3 and 4. The value of IL-2 production 

in groups 3 and 4, the intratracheally challenged groups, was significantly higher than that 

in groups 1 and 2, the control groups (p<0.02, p<0.01). By contrast, the IL-2 production of 

peripheral lymphocytes in groups 1, 2, 3 and 4 was 0, 7.4•}10.3, 8.6•}15.7 and 9.3•}8.9u/ml, 

respectively. The amount of IL-2 produced was about one-tenth that of alveolar lymphocytes.

In the intratracheally challenged groups, the responsiveness to IL-2 of alveolar lymphocytes 

in the presence and absence of P. acnes-PER was 12,514•}12,766 and 6,611•}7,066 for group 

3, and 12,362•}9,414 and 5,818•}5,494dpm, respectively, for group 4. The responsiveness to 

IL-2 of alveolar lymphocytes in group 4 was significantly increased by stimulation with P. 

acnes-PER (p<0.05), but that in groups 1 and 2, control groups, was not different.

Our findings indicate that P. acnes-PER stimulated IL-2 production from alveolar 

lymphocytes and induced a functionally active state of alveolar lymphocytes to IL-2 in this 

guinea pig model.

In conclusion, the role of alveolar lymphocytes in an animal model stimulated by P. acnes 

appears to be consistent with that obtained on the sarcoidosis patients we previously reported.


