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AbstraCt

Micewereinjectedwith104parasitized（anon1ethalstrainofnasmodlumyoeHI）erythrocytes

andparasitemiawasenumCratedintheblood．Parasitemiaappearedfromday5t（）day28，Show－

ingapeakatday18・Atthispeaktime，1ymphocyteswereisolatedfromthebrain，1iver，Spleenand

blood．Thenumber（）flymphocyteyieldedbytheseorgansincreasedprominent1y．Thephenotype

OflymphocyteswasexaminedbyimmunofluorescCnCCteStS．Brain1ymphocyteswCreamixtureof

I十2RP‾CD3higHIcells（conventionalTcells）andIL－2R／ヲ＋CD3intcells（extrathymicTcel1s）

beforeandafterinkction・¶1ispatternWaSquiLesimi1artOthatintheliver，theonlydifference

beingthatNKl．十CD3intcells（i・e・，NKTcells）whichwereabundantintheliverwereabsentin

thebrain－InthecaseoftlleSPleenandb100d，themajor・1ymphocyteswereconventionalTce11s，

irrespectiveofinfection－InparallelwiththeiIICreaSCOfbrainlyml）hocytesduringinfection，his－

tologyofthebrainindicatedtheaccumulationofsuchcellsinthetissue．Intheblood，ParaSitemia

andbody temr）eratureWereinverselycorrelated，i・e．，bodytemperatul．edecreasedwithpara－

Sitemia，and monocytesincreasedinnu1nberinthe r）Onlethal－Straininfection．In case ofthe
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lethal - strain infection, granulocytes increased in number in the blood and these mice died within
day 5. These results suggest that brain lymphocytes might be associated with resistance or
severity of malarial infection and that the major such lymphocytes were extrathymic T cells.

Key words: brain, extrathymic T cells, liver, malaria, TCR'nt cells

は　じ　め　に

マクロファージは宿主の免疫機構の－－－一環とし

て，体全体に分布するのが一般的である・マクロ

ファージは血ミ夜中に存在する場合単球と呼ばれる

が，月十臓にあるものはクッパー細胞とよばれ，脳

に存在するものはダリア細胞などと呼ばれる，マ

クロファージの場合と同様に，胸腺外分化T細胞

も様々な臓器に存在する，このような臓器には，

腸管2ト4），肝臓5）－7），外分泌腺（例えば唾液腺

や涙腺）8）や子宮9）10）などがある．胸腺外分化T

細胞が存在する臓器では，胸腺外分化T細胞自体

は似たようなあるいは異なった分布を示すことが

ある．例えば，肝臓での胸腺外分化T細胞は，IL－

2RP＋TCRi一一t細胞，NK1・1＋細胞およびNKl．1－

細胞の混合したものである5）．NKl．1＋TCRlnt細

胞は通常，NKT細胞と呼ばれる11）－15）・これら

のT細胞は，T細胞レセプター（TCR）16）に対し，

Vd－14Jα281に関する様々なチェーンを有してお

り，CI）1d分子と一緒にある挿の糖脂質（具体的

にはα－galactosylceramide）を認識することがで

きる17）．小腸の胸腺外分化T細胞はIIノ－2R／ヲ＋
J

（主としてγ∂T細胞）やIL－2R一′タ－（主として

αβr11細胞）の混合したものであり，この場合，

ほとんどの胸腺外分化T細胞はNKl・1－細胞であ

った1釦－2〔‖

胸腺外分化T細胞に関する所見の観点から考

察するにあたり，脳は胸腺外分化T細胞を含有

し，これらの胸腺外分化T細胞はマラリア感染

後，細胞数が著しく増加することを確認しようと

試みた．最近の研究で21）－23），われわれは数の上

で胸腺外分化T細胞を刺激するもっとも有用な

方法は，マラリア感染であることを報告している．

この時，通常のT細胞すなわち胸腺由来のIL－

2RP＋TCRlligIlは十胸腺の萎縮に伴い，細胞数が

著しく減少することが知られている．IL－2Rノウ＋

TCRint細胞は脳でも確認され，これらのT細胞は

マラリア感染に伴い著しい増多をみることがわか

った・この結果に基づくと脳も特巽な増殖の仕方

で胸腺外分化T細胞を含みこのT細胞がマラリ

ア感染に反応することが示唆される・この現象は脳

マラリアにみられる症状に関連する可能性がある．

対象と方法

マウスとマラリア感染

C57BL／6（通称B6）の8から20適齢のマウス

を実験に用いた．これらのマウスは特異抗原のな

い晒されることのない新潟大学動物実験施設で育

成された．これらのマウスにマラリア感染を起こ

させるために1×104／ml個の赤面－球に上述のマ

ラリア非致死株のP．yoeliiを感染させた21）．感染

赤血球の数はGiemsa染色を行った後，計測した・

細胞の抽出

肝臓，脳からのリンパ球の抽ILflは既に報告した

方法によって行った5），すなわち，肝臓脳の組織は

摘出した後，200－gaugeのステンレスのスチールメ

ッシュを通し，EagleMEM（ニッスイ社）に5mM

のHEPESおよび加熱非活化した2％了一牛血清を加

えた培地を用いてsuspendした，このmediumで

▲度洗浄した後，細胞は35％パーコール15ml

（Amcl－Sham Pharmacia Biotech，Piscataway NJ）

によって2000回転15分間，比重遠心を行った．

このペレットは，赤血球を破砕するため，再度

suspendを行った（1ysingbufferの組成は155mM

NH4Cl，10mMKHCO3，1mMEDTA－Na，170mM

Tris（pH7・3））．牌リンパ球採取にあたっては，

NH4Clを用いて赤血球の破砕を行った．他の報告

では，この赤血球破砕の行程は，なおIysing

bufferを用いて行っている施設もある．
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Tmmunofluoreseencetests

ImmunofluorescencetestsはリンJ嘲；のpheno一

年peを決定するために行われる18）・この行程は

FrrC－，PE．，Biotine－接合抗体を用いて行い，

Biotine．接合抗体を用いての染色では，Strep－

tavidin（CaltagIJab．，SanFrancisco，CA）による

TRI－COLOR染色を行った．ここで用いた抗体は，

anti・CD3（145－2Cll），ant十IL－2R／3（TMrP

l），anti－NKl．1（PK136），anti－CD4（RM4－5），

anti－CD8（53－6・7），ant十erythrocyte（TERl19）

抗体（PharMingen，SanDiego，CA）である．こ

れらの細胞はFACScan（Becton－DickinsonCo．，

MountainView，CA）で解析した・非特異的抗体

の結合を阻1卜するために，ラベル抗体による染色

を行う白いこCD16／32（2．4G2）（PharMingen）を加

えた・死滅した細胞は，forwardscatter，Sidescat－

ter，PrOpidiumiodidegatingによって，排除した・

脳の病理学的検討

脳の病理組織は10％リン酸緩衝フォルマリン

で固定を行t），パラフィンに包理した・4／∠1nの

厚さに切片を作製し，へマトキシリン，エオジン

で染色を行った・

統計学的解析

統計学的有意差の検討は，Student’st－teSLに

よって解析を行った．

結　　　果

マラリア感染後，脳内のリンパ球数は著しく増

加した・

マウスには1×104／ml個の感染赤血球を腹腔

内接種し，その末梢血中の感染赤血球数を経時的

に計測した（図IA）．感染赤血球は，接種後6日

目に初めて出現し27日目まで持続してみられた・

ピークは18口日に認められた．18日臼に，リン

パ球はマウスの脳，肝臓，牌臓から抽出された・

リンパ球数はいずれの臓器においても，著増して

いた（p＜0．05）（図1B）．

リンパ球増多様式に関する脳と肝臓での－致と

相違

われわれは，胸腺外分化T細胞（つまりⅠⅠノ－2R

ノウ＋cD3int細胞）が正常マウスの肝臓で増多し

ており，このような胸腺外分化T細胞はマラリア

感染後に数と比率において著しく増多することは

既に報告した21）－23）．この実験においては，脳リ

ンパ球のphenotypeをマラリア感染の前後で，肝

臓のリンパ球のphenotypeと比較している（図

2A）．IL－2RP＋cD3int細胞はマラリア感染に伴

t），接種後18日目に増多することがわかった・特

に興味深いのは，HL－2Rβ十c1）3int細胞は存在比

率が低いものの，正常マウスの脳にも存在するこ

とである・また，Ⅰ十2Rβ＋cD3－NK細胞もマ

ラリアに感染しているにも拘わらず，脳にわずか

な比率ながら存在するのである．さらにNKr細

胞のphenotypeを決定するために十脳のリンパ球

に対し，CD3とNKl・1のいわゆる1wo－CO10r染

色を行った・マラリア感染後，約10％のNKT細

胞が確認された・NK細胞（NKl・1十cD3‾）と

NKT（NKl．1＋cD3int）は正常マウスの脳ではほ

とんどみられなかった．続いて，B細胞（B220十

CD3int）と非定型的T細胞（B220＋cT）3－）を

確認するために，B220，CD3の抗体でtwo－COlor

染色を行った・その結果，正常マウスの脳には，

かなりの比率（36．8％）でB220＋Bce11を含ん

でいた．しかし，マラリア感染後，このpopulation

はむしろ減少し，通常のT細胞（B220十cD3＋）

がわずかにみられるようになった．

肝月蔵，牌臓，末梢血のリンパ球のphenotypeも，

マラリア感染の前後で検索した（図2Hミ）．この検

討の結果では，IL－2R．β＋cD3inl細胞（つまり胸

腺外T細胞）とIL－2Rβ，CD3high細胞（通常の

T細胞）とのいずれもが十正常マウスの肝臓に存

在していた・脚蔵では，T細胞のほとんどは，Ⅰ十

2Rノ′プ‾CD3h納経胞に分類された・マラリア感染

後，IL－2R／一？＋cD3int細胞は肝臓で著しく増多し

ていた．このT細胞のほとんどはNKl・1－CD3int

であり，CD3とNKl．1のtwo－COlor染色で示す

とおりである．その結果，非定型的T細胞（すな

わちB220＋cD3‾）のあるものは，マラリア感

染後の肝臓でみられた．これらの現象（すなわち

NKl・1－CD3intと非定型的T細胞B220＋T細胞

の混在）は牌臓や血液ではみられなかった．換言
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図1マラリア感染中における経時的解析

A．感染赤血球の推移（％），B・月礼肝臓十脾臓のりンパ球数－感染赤

血球数は非致死株のヱアロeJffに感染させたマウスの梢血において計測

した－脳，肝臓，月別蔵におけるリンパ球はマラリア感染後18日前後に

抽出し，総数を計測した・平均および標準偏差は4回の実験を経て得

られた．

すれば，マラリア感染後のリンパ球の分布は，脳

と肝臓で酷似していた・

マラリア感染経過中の脳病理組織

脳の組織は正常マウス（コントロール）および

非致死株P・yOelii感染後18日目のマウスから摘

出し，へマトキシリン，エオジンで染色を行った・

コントロールマウス脳と比べると，マラリア感染

マウスではリンパ球ならびに他の単核細胞の浸潤

が認められた．これはimmunofluorescenceテス

トで，マラリア感染マウスにおいて胸腺外分化T

細胞およびその他の細胞に一致するものと考えら

れる（図3A，B）．

マラリア感染経過における血液中の免疫学的

パラメーターの変移

正常マウスの場合，リンパ球および単球の増多

が認められる（図4左）．マウスにP．Yoeliiの非

致死株（17NXIJ）を感染させると，リンパ球の比

率が減少し，単球の比率が増加している（図4中
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脳リンパ球のPhenotype（A）．肝楓牌臓，末梢血のPhenotype（B）・リンパ球はすべて感染

後18日目に抽出した・リンパ球の表面上のphenotypeを櫛諾するためにTWo－COlor染色を行

った・図に示される数字は，設定を行った領域での皿uoresceIICe陽性の細胞が占める割合を示

している，

央）・正常マウスにおいては，体温は通常38℃に

保たれる．これに対し，感染赤血球の出現に伴い，

非致死株に感染したマウスの体温は低下した・し

かし，感染から回復しえたマウスの体温は正常に

筏した・

この実膜の終局において，マウスにP．Yoeliiの

致死株（17ⅩL）を感染させた（図4右）．この実

験群において得られた結果で注目すべきは，顆粒

球比率の著しい増加と体温の低下である・これら

のマウスは著しい感染赤血球の増多を示しつつ，

マラリア感染後約5日目に死亡した．
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図3　脳の病理組織図（×200）．

A．コントロールB．マラリア感染マウス（感染後18目目）・

へマトキシリンエオジン染色

考　　　察

本研究によってわれわれは，正常マウスの脳で

も胸腺外分化T細胞でもみられるが，マラリア感

染マウスの脳ではさらに同T細胞が著しく増多

するのを確認した・これに関連し，肝臓では，IIノ－

2RP＋TCRintのphenotypeの胸腺外分化T細胞

を含有し，このけpeのT細胞の中には，NKl．1十，

NKl・1－のいずれも存在することがわかっており，

このことは既に報告している5）．また，これも既

に報告したとおり，胸腺が先天的に欠損している

ヌードマウスでのT細胞はすべてIL－2R′？＋

NKl・1－TCRintに分類されることがわかってい

る24）・したがって，本実験の結米は十脳でみられ
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ヱyoe揖の非致タヒ株および致死株に感染させたマウスならびにコントロールマウスにおける免疫学

的パラメーター，感染赤血球数，体温の推移・三実験に及ぶ典型的な結果が示されている・致死株感染

マウスは感染後，5日目に死亡した．

るIL－2RP＋NKl・1－TCRint細胞は，正常マウス

およびマラリア感染マウスの肝臓でみられる胸腺

外分化T細胞に類似していることを示すと考え

られる21）－23）．肝月威でみられる胸腺外分化T細

胞の場合と同様に，脳でみられるIL－2Rノ？＋

NKl．1－TCRjnt細胞は，マラリア感染に速やかに

反応しているものと考えられた・

一方，肺リンパ球の検討において，脳自体はあ

る程度の血液を含むため，今回の実験では心腔に

生理食塩水を注入し十分な濯流を行った後，脳を

摘出した．これに加えで脳と末梢血のT細胞の

phenotypeを直接，比較した・末梢血では，確認さ

れたT細胞はIL－2RP‾CD3highすなわち胸腺

由来の通常のT細胞であった・これはマラリア感

染の有無に関わらず，末梢血を含むすべての検休

に共通していた・これに対し，コントロールマウス

の脳にみられるT細胞の2／3はIL－2RP＋cD3int

であり，一方，マラリア感染マウスの脳における

T細胞の半分以上は，II，－2R′？＋cD3intであった．

マラリアに感染後このIL－2R／ヲ＋cD3in〔絶対数

が増加することは，非常に東雲な意味を持つ．T

細胞のほとんどは，通常のT細胞よりもむしろ胸

腺外分化T細胞に分類されるとすれば考えやす

い・宿主がマラリアに感染していても，末梢血の

みならず脾臓でも主体をなすのは通常のT細胞

（IL－2RP－CD3hjgh）であることがわかった．

脳と肝臓にみられる胸腺外分化T細胞にも若

干の遠いがみられた．これら脳以外の他臓器の胸

腺外分化T細胞はいずれもIL－2Rβ＋cD3intで

あったが，脳における同′r細胞はほとんどすべて

NKl・1．であった．一h，このIL－2R／3＋cD3iIlt

細胞自体は，NKl．1＋およびNKl．1－がほぼ半数

ずつで構成されていた・マラリアに感染した後で

も，肝臓ではNKl．1－比率が増加していた・

各臓器すなわち脳，肝臓，牌臓，血滴間で

B220十Bの分布する比率を比較検討すると興味

深い結果が得られた（いずれも40－60％の比率

で推移していた）．B細胞のマーカー（B220）を

有する非定形的T細胞は虫垂のみならず，肝臓に

も存在することが知られている26）．また，この種

のT細胞はマラリアに感染した後，肝臓で著しく

増加することがわかっている（3・5→13．9％）・マ
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ラリア感染後，肝臓では同様にB220陽性のT細

胞が増加していた（0．7→12．7％実験1）・一方，

脾臓と末梢血ではマラリアに感染しても，このよ

うなT細胞はみられなかった．

マラリア感染の緯過中，末梢血の免疫学的パラ

メータ―は，一連の実験の最後に体温の経時的変

化に平行して検索した．P－yOeliiの感染例では，

致タヒ株ならびに非致タヒ株とも感染赤血球の絶対数

と体温は，ほぼ反比例の関係にある・すなわち，

感染赤血球の数が多い例では，体温の低下が認め

られた・著しい体温の低下はおそらく循環不全が

引き起こされているためと考えられる・このメカ

ニズムとして，感染赤血球による幸幹動脈の閉塞

が，この循環不全に関わっている可能性がある．

その根拠は，非致死株感染では単球の増多がみら

れるが，致死株感染では顆粒球が増加しているこ

とである．また，顆粒球は多量のスーパーオキサ

イドの産生能を有するため，これが臓器損傷を引

き起こしマウスは死に李ると考えられる．臓器損

傷の中には肝不全も含まれ，これは顆粒球と胸腺

外分化T細胞によって引き起こされるものと考

えられる．いずれのケースでも，脳は臓器特異的

な胸腺外分化T細胞を含み，このようなリンパ球

が脳マラリア特有の神経症状に関わっていること

が，本研究によって示唆されるのである・
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