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Propionibacteriumacneshasbeenimplicatedastheetiologicagentofsarcoidosis

sincetheisolationofthisbacterium atahighincidencefromsarcoidosisspecimensin

1978.However,thispossibilityhasnotbeenestablishedoracceptedwidelyyet.Wehave

obtainedtheP.achesstrainsisolatedinthatstudy.Basedontheideathatinflamma-

torycytokinesareinvolvedingranulomaformationcharacteristicforpathologyor

sarcoidosis,wehavecomparedthecytokine-inducingabilityamongvariousstrains.
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andhealthycontrols.CellswerestimulatedwithP.achesstrainsinvitro.andinflam-

matorycytokinesweredeterminedbyusingcytokine-specificEIA.TheerrectorT-cell

depletionw昆Sexamined.臣民esuiも3 Th丑-typeofantigen-specificyesponsewasnotob-

servedwhenpatientcellswerestimulatedwithP.acnes.Strainsfromsarcoidosisspeci-

menshowedasignificantlyhigheractivityforinductionorIL12andIFN-γ rorwhole

mononucleaTC母lls弧dalsoforTeeu-d叩letedp叩u息免も豆on. ECondusion】 Theresults

suggestedthaもpaLTtieulaTP.aだ花e題SもTainscapab温eofinducingahighlevelofinflamma-

torycytokineareinvolvedinthepathogenesisofsarcoidosis.ItwaspostulatedthatP.

acnesfirststimulatemacrophagestoproduceIL12theninturnstimulateNKcellsto

produceIFN-γ whichmaycontributetogranulomaformation.
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サイトカインの基礎と臨床応用

は じ め に

サルコイド-シス (以下サ症)は全身性の非乾酪性肉

芽腫を特徴とした疾患である.その病態として病理学上

の類上皮肉芽腫の存在が墓賓であり,その形成が何 らか

の物質に対する宿主側の特殊な免疫応答によるものとい

うところでは諸研究者の意見は一致している.しかし原

因については種々の微生物の関与のほか化学物質,金鳳

花粉,粘土などあらゆるものが想定されてきたものの,

いずれの症例でもサ症との関係を実証できておらず,今

田でも原因は不明のままである日.日本では1970年代

に本間らがサ症患者検体より高頻度に PropioT症

bacとerium ac花eS(以下 P.ac花eS)が分離されるこ

とを報告2)して以乳 サ症とP.acnesの関与につい

て,P.acnesの実験的肉芽腫形成能,P.acTieS特異

抗原のサ症肉芽腫内での証明,PCR による病巣でのP.

acTWSDNA の証明,抗原添加時のuンパ球幼若化な

どを通じて間接的に証明が試みられてきた,しかし国際

的には,P.acnesがサ症の原因であるというための

Koch'spostulatesを満たしうる結果がないこと,P.

acnesは皮膚常在菌であり,コンタミネーションの可

能性を否定しきれないこと,宿主側の要因の関与が強く

考えられること,などの理由から支持するものは少なく,

むしろ抗酸菌群を候補とする意見の方が強い3)

我々は本菌のサ症への関与の可能性について,従来欄

いられた患者からの蘭の検出や免疫応答の観察とは異な

る方法でアプローチを試みた.感染性肉芽腫は宿主のサ

イトカインに依存することが知られてお り,P.aches

が肉芽腫形成に関与するのであれば,当然本菌は肉芽腫

形成に必須のサイトカイン誘導を示すであろうと考えら

れる.また皮膚,腸管常在菌である P,acnesがサ症

患者にのみ起因蘭としての役割を果たすとするならば,

患者が特異的に P.amesに反応するか,あるいは特

殊な P.acnesの存在によりサ症患者にのみ肉芽腫病

変を作るという仮説をたてることができる.そこでサ痘

分離株と非サ症由来株の,肉芽腫形成に関わるサイ トカ

イン誘導能の比較に注目し,宿主サイトカイン誘発能と

サイトカインメッセ←ジによるサ症病因論の解析を試み

た.

対 象 と 方 法

1.P.acnes菌株

Hommaらによって1978年に分離報告されたサ症

病変部由来及び非サ症由来の P.acTWS各2菌株を結
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轄研究所間部千代治博士より分譲された.便宜的にサ症

由来株を S-1L S-12,非サ症由来株を N-01,N-

02と名付けて以下の実験に用いた.各菌株は嫌気的に

ABCM bTO軌 (栄研)で培養しアニデント嫌気性菌同

窓システム (apibiomerieuxs.a,France)で蘭種

の同定再確認を行った,

2.ELISÅ

サ痘患者4名及び健療成人3名より各40mlの採血を

行い,Fico鉦PaquePLUS (PhaTmaCia Biotec,

Sweden)にて単核球を分離し1XiO7/miになるよう

loonFeS十GM20.,Lg/Jml加 RPMI1640培地 11111

に suspendした.この単棒球浮遊液を各菌株加熱死蘭

(75℃30min)で刺激し,その培養土滑車の ⅠL-1α,

IL-2,IL-4,IL-12,IFN-Yをそれぞれ EIA で

定量した.また健康成人対照群では NK 細胞や T 細

胞に着 目し,MACSCD3 mierobeads(Mitenyi

Biotec,Germany)を使用して T細胞 (CD3+)を

除去し,主にNK細胞と単球系のサイトカインプロブイ-

ルを EIA で定義した.

3,RT-PCR

とトM車-の分化能を持つ monocytecelllineで

ある U937-DE4(理化学研究所)4×106を各菌株

生菌 MO王10で48時間刺激 し,回収 した細胞 よ り

cDNA を作成し,βアクチン,IL-1α,王L-8,IL-

12,TNF-α,IFN-γについて抽出した RNA から

PCR を行い,各 mRNA の発現を観察した.positive

controlには PMA を MOI10-畑こあたる濃度で刺

激し,negativeconもTOlには簸刺激細胞を使用した,

結 果

サ症患者末梢血単核球のサイトカイン応答

我利 ま厚生省特定疾患呼吸器系調査研究淡びまん性肺

疾患 ｢平成8年度研究報告番｣において,P.acnes一

般臨床分離株が Thl型のサイトカイン発現を示す傾向

を認めた4).サ症の肉芽腫が抗原特異的な Thl細胞に

依存するとすれば,サ症患者末梢血単核球 (以下

PBMC)は健常者に比 し強い Thlサイトカインを産

生すると考えられる.そこでサ症由来株と非サ痘由来株

を用いて健常者 1名とサ症患者 4名の PBMC を P.

amesで刺激し,培養上清中の各種サイ トカインを定

量測定した.ここで用いたサ症患者は外来通院中ではあ

るが樽橡的加療を必要としない安定期のものである.そ

の結果 IL-2,IL-▲1についてはサ症患者 1刑の丸が

やや低い IL-2産生を示したのみで,P.acnesのい



682

lFN-γ

新潟医学会雑誌 第 112巻 第 11号 平成10年il月

IL-2

fpg/mり (pg/mり

IL-4

抗原なし 非サ症株 サ症分離株 抗原 な し 非サ症株 サ症分離株 抗原 な し 非 ･サ症様 サ症分離掠

Ag(-) N-02 S-1Z Ag(-) Nl02 SllZ Ag(-) N-02 S12

図1 サ症患者及び健常者末梢単桟球の P.aenes刺激による IL-2.LI洩,IFN-γ産生能

ずれの株も患者群に対し明らかな Thlサイトカイン産

生を示す結果は得られなかった (図 1).一万 三FN-㍗

は患者及び健常者いずれの PBMC もサ痘分離株に対

して非サ症分･離株の方がより強い産生能を認めた.サ症

患者のうち1人は特に高い 王FN-γを産生 したが,紘

床の病勢とは必ずしも--･致してはいなかった.以上の結

果から,特にサ症分離 P.ac花eS棟は非特異的に 王FN-

Y産生を誘導し,しかもその産生細胞としては Thlよ

りも T細胞以外の (NK 細胞などの)関与が考えられ

た.

健常者 PBM('のサイトカイン応答

3名の健常者 PBMC を P.ac花eS生菌で刺激 した

ところ高い 王FN-y産生応答が認められ,さらに CD3

+陽性細胞 (T細胞)を除去すると非サ症株に比 しサ

症株に強い誘導活性が認められた (図 2).このことか

らサ症由来株は肉芽腫形成に必須の IFN-γ産生を非

特異的に誘導する活性が商いことが確認された古さらに

M単糸細胞レベルでこの違いが規定されている可能性を

考え,モノカインとして 王Lllαと 王L-12産生を調べ

た.王L-1αについては菌株による差異ははっきりとは

しなかったが,IL-12に関してはサ症株が非サ症株より

明らかに強い産生誘導を示した,CD3+陽性婚胞を除

去した状態においてもその傾向に変わりはなかった (図

3).

M中幕細胞の刺激実験

末梢血から単球,M歩系細胞のみを採取することが容

易ではないことから,培養系細胞として U937を用いず

P.acneぷ生菌刺激に対する 王L… 1α,王L…12発現を

RT･--.-PLIR法で比較した.llJ-1lLは P.(7Cl!(･_,L<牛菌

に対し発現されたが死蘭には反応が弱く,P.ac花eSは

生菌に強い活性があることが考えられ,活性成分には菌

の代謝産物や分泌性蛋白を考える必要性を示唆した.し

かし直接 NK 細胞を刺激LiL-12の産生を促す物質

である IL-12の発現は認められず,しかも PMA 刺

激でも発現しなかったため,我々の使用している U937

細胞をこの実験目的でヒトM車の代用とすることには

問題があると考えられた.

考 察

今回の実験に関する限りサ症患者が P.ac花eSに対

し特異的な免疫応答により Th-1タイプの応答をして

いるとはいえなかった.むしろ P.amesは非特異的

に単核球からの 王FN-ア産生を誘導 し,その活性はサ

症分離株が非サ症分離株より強い傾書初を認めた.その機

序として M車の 王L-12産生先進を介 して非特異的に

非 T細胞,恐らく NK 細胞の IFN-γ産生を刺激す

ることが考えられた.非特異的な NK 細胞からの 王F

N-γ産生誘導には M≠からの IL-12や は-18が必

須であることは我々が抗酸菌やリステリアの実験系で明

らかにしているところである5)6).肉芽腫形成には多

くの炎症性サイトカインが関与するが,抗原特異的な

Thl由来サイトカイン以外にも,NK雑胞由来の 王FN-
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図2 健常者末梢単核球の P.ames刺激による IFN-ア産生

と菌株による遠い
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図3 健常者末梢血単柊球の P.acnes刺激に対する 王L-la,IL-12
産生と菌株による違い

Yの嚢要性が着目されている7㌧ 従って P.αC花eS に

もそのような肉芽腫形成性サイトカイン誘導能に異なる

活性を示す株があり,そのような株がサ症の肉芽渡形成

により関与する可能性を今後さらに検討していきたい,
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また†生菌により強い活性を認めることから,菌体成分

よりも分泌性蛋白などに着目していぐ予定である.一方

でこのような非特異的炎症性サイトカインのみでサ症特

有の類上皮肉芽腫形成を説明するには無理もあり,従来
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報告があるように特異的な抗原応答による肉芽腫形成や,

サ疾患者由身の免疫学的異常に対するアプローチについ

ても否定せずに進めていく必要があろう.
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司会 ありがとうございました.ではこの演題に,御

質問はございますでしょうか.どうぞ.

渡部 マウスにおいてもNK細胞はインターフェロ

ンγを強く産生することが知られております8また,ヒ

トリンパ球でも,NKT細胞が IL-連を産生するとい

う報告が出ております.この疾患でも,胸腺外分化 T

細胞の機能も合わせてみていただければ,マウスとの整

合性を確かめることができるのではないかと思っており

ます.

司会 サルコイドーシスのガンマデルタが増えてると

いう報告は,アルファベータのもあ りますね.CD一塊

と CD-8はどうでしたか.

望月 末梢血では CD-4,CD-8のどちらとも減

少していました.

司会 リンパ節はどうでしたか.

望月 リンパ節では し'Ⅰト-1が優位でした.

司会 わかりました.どうぞ.

内藤 P.ac花だβというと,P.ac托eS を静注 して肝

に肉芽腫を作ってその後,LPS誘発,劇症肝炎という

ことで使うのがポピ3_ラ-なモデルですが,サルコイドー

シスですと,肺のほうから病変が拡大していくので,モ

デルはまったく違うと思います,たとえば吸入させるな

ど感染経路を変えてみるという実験は行われているので

しょうか.

望月 マウスにサルコイドーシスを再視させることは

困難です.吸入モデルも考えられるのですが.手技的な

困難さと,デ-夕を集めるときのイ-ジーさを考えます

とや肺に病変が多いというのは確実にいえるものの後入

経路が肺に確定されたわけでなく,また起因物質が何で

あるか屯分からない状態で吸入モデルを優先してやると

いうのは今のところ考えていません.ですが,侵入経路

としてはそれも選択枝の-つだと思います.

司会 はいどうぞ.

P,amesによるサイトカインの誘導を見られたわけ

ですが,そのプロ771')Lが gralluloma を作るよ})

なサイトカインが出やすいということなのですが,これ

杏,P.ac花eSではなく他の菌でやった場合と比較 して

P .ae花eSのときにこういうことが特異的に起こったと

いうことなのでしょうか,

望月 いいえ.P.(7Cneβには immunomodulation

作用があり,先ほどの LPSによる endotoxinのショッ

クモデルを作る際に,P.ac花eSが良く使われる理由で

す.おそらく殆どの種菌を使えば,末梢単核球にせよ

M車にせよ炎症性サイトカインを誘導することは可能か

と思います.それが doseによるものなのか了性質に

よるものなのか,他の菌株との比較を行っていないので

何とも言えませんが,P.acnesにだけ特異的であると

は私たちも決して考えているわけではありません.

司会 機にございませんか書ありがとうございました.

では次の山本先生お願いします.


