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ヒ ト末梢血 の 工L －6 産 生能

一 菌血症モ デ ル に よる検討
一

念沢 大学医学部小 児科学講座 く主任 二 谷 口 昂教掛

高 野 信 彦

く平成 2 年 1 月2 6 日受付ン

本研究で は ，
細菌刺激 に よ るイ ン タ

ー

ロ イ キ ン 6 くi n t e rl e u k i n 6 ， I し61 産 生 の メ カ ニ ズ ム を明 ら

か に す る た め に全血培養法を 用 い て ， 種々 の 刺激後 の I し6 産 生能 を測定 し た ■ 分離単核球を培姜 した場

合 は ， 特定 の 刺激 を加 える こ と な しに 著 明な ル 6 産生が 誘導
さ れ た が

，
こ れ に 対 し て ， 全血培養法 を用

い た 場合 に は ， 非 刺 激下 で は I L ．6 産 生 が 認 め ら れ な か っ た ． 1i p o p ol y s a c c h a rid e くL P Sl や

c o n c a n a v ali n A くC o n A l で 刺激 した 場合 ，
I L －6 産生は 培養開始後 2 時間と 早期 に誘導さ れ ，

1 2 時間 で

ピ ー ク に 達 した ． なお
，
免疫組織染色で検討す る と 全血培養 に お け る 主た る 工し6 産生細胞 は単球

で あ る

と 考 えられ た ． 肺 炎球乱 リ ス テ リ ア菌 ， B 群溶連菌な どグラ ム 陽性菌の生菌を使 っ て全血培養法 で培

養 した 吼 1 X l O
5

ノm l 以 下 の 菌体濃度 で も 工し6 産 生が誘導され た ■ こ れ に 対 して ，
グラ ム 陰性薗である

大腸菌 で は， 1 0 ソm l と 極め て低濃度に お い て I し6 産生 を誘導
で き た ． ホ ル マ リ ン 処理 を した 死菌に よ

る刺激 で は生菌 と同様 な用 量 依存性で 工し6 産 生が 誘導さ れ た ． 補体処理 ザ イ モ ザ ン また は ラ テ ッ ク ス

粒子 等 ， 貪食刺激 の み に よ っ て も ， 有意な ル 6 産生が誘導さ れ た ． しか し こ れ ら粒子 の 貪食刺激 に よる

王し6 産生の誘導に は細菌刺激 に 比 し ， よ り 多数 の 粒子 が 必要 で あ っ た
． 新 生児臍帯血 に お け る L P S ，

c o n A 添加時の I し6 産 生の 経時的変化 ， 用 量依存性や その 産生量 は ， 成人末棺 血 を 用 い た場合 と同様

で あ っ た ． さ ら に ， 新生児臍帯血 に様 々 な細菌 を 翻 口して 培養 を行 な っ て も ，
成 人末梢血 に 匹 敵 す る

I し6 産生が誘導さ れ た ． 以上 の 結果よ り ， 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ る IL －6 産生の 誘導に は 貪食刺激 だ

けで はな く ， 殺菌や 消化等 を含 む細胞内の処理機構及 び細菌自体 の抗原性が関与 し ，
それ を増強 して い

る こ とが 示 唆さ れ た ．
hま た 単球ノマ ク ロ フ ァ

ー

ジ系 に よ る ル 6 産生能な どの 基本的機能 は ，
胎生の 極 め

て早期に 完成 し ， 生下 時に は成人 レ ベ ル に 成熟 して い る と 考 えら れ た
． 本研究 の 成績 に よ り ，

全血培養

法 は ， 末 栴循環 に お け る 感染因子 と 白血球 の 相互 作用 を再現す る 薗血 症
の 理 想的な実験 モ デ ル で あ る と

考 えら れ た ．

E e y w o r d s i n t e rl e u k i n 6 ， m O n O C y t e ， W h ol e b l o o d
c ult u r e

，
b a c t e r e m i a

サイ トカ イ ン と して の イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 6 くi n t e rl －

e u k i n 6 ， I し61 は 当初 ，
T 細胞 に よ っ て産生 され ，

B 細

胞 の 分化誘導 に 関与す る生理 活性因子 と して 注目さ れ

た
1 糊

． しか し
，
そ の後数多く の 研究 に よ っ て ， 1 し6 が

B 細胞の み な ら ず， 生体 内の 種 々 の 細胞 に 対 し て多様

な生物活性を有 す るサ イ トカ イ ン で あ る こ と が明 ら か

A b b r e vi a ti o n s こ C o n A ， C O n C a n a V ali n A i

と な っ て き た
3－
． さ ら に

，
そ の 産生細胞 は多岐 に 及 び

4l

，

血 液中 で は主 と して 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ り産生

され
5 刷

，
イ ン タ

ー

ロ イ キ ン 1 くi n t e rl e u k i n l ，I L
－11 ， 腫

瘍壊死因子くt u m o r n e c r o si s f a ct o r ， T N F l 等と と もに

生体 に お け る免疫反応 や炎症反応 に お い てモ ノ カイ
ン

く単球由来液性因刊 の
一

種 と して 重要 な役割 を果たす

F B S
，
f e t al b o vi n e s e r u 町 G V B ， g el ati n v e r o n al

b u ff e r J し1 ， in t e rl e u k i n l i I L
－6
，
i n t e rle u k in 6 i L P S ， 1ip o p oly s a c c h a rid e 芸

M T T
，
3 ．く4 ，

5 － di m e th y lt h i a z o l
－2 － y ll － 2 ，5

－ di p h e n y lt et o r a z oliu m b r o m id e i P B S ， p h o
s p h a t e

－b uff e r e d s alin e i

rI L －6
，
r e C O m b in a n t in t e rl e u k in 6 ニ T B S ， T ris b u ff e r e d s a li n e 三 T N F ， t u

m O r n e C r O Sis f a ct o r
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こ とが 知 られ る よ うに な っ た ． こ の よう な 王し6 の 多

様な生理作用の う ち ， 特 に 肝細胞刺激因子 と して の作

用は重要であり ， 肝細胞 を刺激 して C 反 応性蛋軋 ハ

プ ト グロ ビ ン 等種 々 の 急 性期蛋白 の 合成 を誘 導 す

る
珊

． U e n o ら
9 I
は川崎病や細菌感染症 な ど急性期蛋

白が著明に 誘導さ れ る 急性熱性疾患 に お い て 血清中

I し6 が 高値 を示 す こ と
，
ま た こ の よ うな 工し6 の 変化

が ，

一 部の 急性期蛋白の消長と よ く 相関す る こ と を示

し， 急性炎症 の 指標 と し ての 工し6 の 重要性 を明 ら か

に した ． しか し
，
生体 内に お ける 1 し6 産生と そ の 制御

に関 して は種 々 の要素が関与す る こ と が 予想さ れ ， 具

体的 に 生体内で どの よう な刺激が 工し6 産生 を 引き 起

こす か は明 らか で は な い ．

一 方 ， 新生 児 期 は 従来 よ り感染 に対 す る 抵抗 が弱

く ， 重篤な感染症 に 確患 し や す い こ と が 知 ら れ て い

る ． こ の よう な 一

種の 免疫不全状態 は
，

一 般 に は特異

的免疫能が未発達であ る こ と が 原因で あ る と考 え られ

てい る ． 特 に B 細胞の 分化能や T 細胞 の 調節能 の 未熟

性 に 関 し て は こ れ ま で に 繰 り 返 し 報告 さ れ て い

る
1 佃

． しか し
，
実際 に は こ れ ら の 特異的な免疫能 のみ

なら ず， 発熱反 応 ， 急性期蛋白の 誘導 を初 め と し た炎

症反応の発現が成人 に 比 し 弱 い こ と が 知 ら れ て お

り
均
，
こ の 時期 の易感染性と の 関連 が 示 唆さ れ て い る ．

王L － 6 が B 細胞分化誘導等 の 免疫能 の 調節 に関与 す る

こと
1I

， 急性期蛋白の 合成 を誘導 し7 畑
．
さ ら に 工し1 等

とと も に 中枢神経系 に 直接発熱因子 と し て作用 す るな

ど
131

， 免疫反応や 炎症反応と 深 く 関わ る こ と よ り
， 新

生児期 に お ける I し6 産生能と こ の 時期の 免疫 ． 炎 症

の特異性 との 関係が興味深い ． 本研究 で は新生児及び

成人 の 工し6 産生能 を 比 較検討 す る目的 で ， 全血培養

下で の各種刺激に よ る I し6 産生の 誘導 を試 み ，
こ と

に菌血 症の 実験 モ デ ル と し て ル 6 産生 に 及 ぼ す 細菌

添加に よ る影響を見 た ．

対 象お よ び方 法

工 ． 対 象

新生児臍帯血 は
，
満期 正 常 分 娩児 の 胎盤側臍帯 よ

り ，
ヘ パ リ ン加採血 し た ． 成人 末梢血 は

，
2 5

－

35 歳 ま

で の 健康成人 よ り ，

ヘ パ リ ン 加静脈 血 を得た ．

H ． 培養条件 の 設定

1 ． 全血培養法

ヘ パ リ ン加臍帯血 な い し
，
成人 末輸血 を そ れ ぞれ 1

m l ずつ ポ リプ ロ ピ レ ン ．

チ ュ
ー

ブ くF al c o n p ol y p －

r o p yl e n e
，
r O u n d ．b o tt o m t u b e s 三 B e c t o n D i c k i n s o n

良 C o ．
，
L i n c ol n P a rk

，
N Jl に 分注し ， 一 定 時間

，
炭酸

ガス培養器に て37
0

C
，
5 ％ C O 2 存在下 で培養 し た ． 培

養開始時 に Ii p o p ol y s a c ch a rid e くL P S ， E ． c oli O 2 6 こ

B 6 i D if c o L a b o r a t o ri e s
，
D e tr o it

，
M Il O ．0 1 －1 0 j L gl

m l あ る い は
，
C O n C a n a V ali n A くC o n A ， D if c ol

O ．0 8 － 50 月 gノm l を添加 し， こ れ ら薬剤の 1し6 産生 に及

ぼ す用量依存性 を検討 した ． ま た ，
L P S I JL gl m l あ

る い は
， C o n A l O JL gノm l を添加培養 し， 2 4 時間ま で

の IL －6 産生を経時的 に検討 した ．

2 ． 単核球分離培養法

ヘ パ リ ン加臍帯血 ない し ， 成人 末輸血 よ り Fi c o lト

H y p a q u e L y m p h o p r e p くN y c o m ed As ， O sl o ， N o r －

W a yl を用 い た 比重遠心法に よ り単核球を採取 し ， 細

胞数 2 X l O
6

ノm l に 調節 ，
ペ ニ シ リ ン 20 0 Uノm l ， ゲ ン タ

マ イ シ ン 10 J L gl m l ， 0 ．0 2 M H E P E S 綬 衝液 を 含 む

R P M 1 1 6 4 0 培 養 液 くGib c o L a b o r a t o ri e s
，
G r a n d

I sl an d
， N Y l に浮遊 した ． こ れ ら分離単核球 は10 ％非

働化 ウシ 胎児血清くf et a l b o v i n e s e r u m ， F B S I ，く三 菱化

成工業， 東京 あ るい は
，
M ． A ． B i o p r o d u c t s ， W al k e

．

r s vi11 e
，
M Dl を添 加 ， あ る い は血 清無添加 で培養 し

た 一 培養 に は ポ リプ ロ ピレ ン ．

チ ュ
ー ブを 用 い

，
全血

培 養 と 同様 に L P S あ る い は C o n A を 添加 し て

工し6 産生 の 誘導 を検討 し た ． な お
， 分離単核球培養 に

使 用 し た F B S は
，
L i m ul u s t e st に よ り 内 毒素

くe n d o t o x i nl の 検索 で， い ずれも 検出感度以 下 で あ っ

た く50 p gノm l 以下1 ．

m
．
I L ．6 活 性の 測 定

1 ． 検体の 処理

全血培養法で は培養終了後， 50 0 G l O 分 間遠心
，
血

祭部分を採取 し ， 5 6
0

C 3 0 分間加熱に よ り非働化処理 を

行 っ た ． さ ら に 50 0 G l O 分間遠心 し ， 上 清 を採取 ， 測

定検体 と した ． 分離培養法で は ， 培養終了後 ， 同様 に

遠心 ， 上 清 を採取 し
，
検体 を得 た ． 検 体 は 測定暗 ま

で
， －20

0

C に て 冷凍保存 した ．

2 ． I し6 生物活性の 測定

工し6 の 測定 に は
，
工し6 依存 性 マ ウ ス ． ハ イ ブ リ

ド
ー

マ
． ク ロ ー ン で ある M H 6 0 ． B S F 2 く大 阪大学細胞

工学 セ ン タ ー

，
平野 俊夫

． 岸本 忠三 両博士 よ り 供与J

に 対 する 増殖促進効果
いり

を 指標 と して
．
以 下 の よ う

な バ イ オ
． ア ッ セ イ を施行 した ． すな わ ち96 穴平底 プ

レ
ー

ト くC o r n i n g G l a s s W o r k s ， N Y l に 検体 な い し レ

コ ン ビナ ン ト IL － 6 くr e c o m b i n a n t I L
－6
，
rI L－6 ， 阪大細

胞 工 学セ ン タ ー

， 平 野 ， 岸本博士よ り供与1 の 3 倍 希

釈系列を作成 し た ． M H 6 0 ． B S F 2 は継代 3 日目の 対数

増殖期に あ る も の を採取 ， 洗浄 し ，
工L －6 を含ま ない 培

養液中で 6 時 間前培養 した ． 培養終了後 こ れら の 細胞

を洗浄
，
各穴 に 1 X l O

4

個 ずつ 分注 した ． プ レ ー

トは 炭

酸 ガ ス 培養器 に て4 8 時間培養し た ．
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M H 6 0 ． B S F 2 の 増殖は ，3 －く4 ， 5 － d i m e th ylth i a z o l
－2 － y

T

lト2 ， 5 －d i ph e n ylt e t o r a z oli u m b r o m id e ，くM T T ， S i g
m a

C h e mi c al C o ．
，
S t L o u i s

，
M Ol を 用 い た比色定量法 に

ょ り行っ た
瑚

． す な わ ち ，
培養終了 4 時 間前 に M T T

を 燐酸嬢衛生理 食塩水 くp h o s ph a t e
．b u ff e r e d s ali n e ，

P B SI に て 5 m gl m l に 調節 し， 各穴 に 20 JL
l ずつ 分注

した ． 培養終了 後 ，
プ レ ー ト を 20 0 G 5 分間遠心 し ，

上 清を捨 て余分 な染色液や培養液を ペ
ー パ ー タ オ ル に

て除去 した ． 各 穴 に 酸 性化 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル

く0 ．0 4 N H C l i s o p r o p yl al c o h o ll を1 00 JL l ず
つ 添加 し

た ． 完全 に 色素が溶出し て か ら ，
2 0 声1 の デ タ

ー ジ ュ

ン ト溶液 く3 ％ s o d i u m d o d e c yl s ul f a t e 水溶 掛 を加

A s s a y f o r lL
－ 6 A ctivity

M o n o n u ct e a r C e11s W h ol e BI o o d

l
S u p e rn at a nt

C u はu r e

at 3 7
0

c
l
Pla s m a

H e a トi n a cti v at e d

l ノ
3 －f old S e ri al D il uti o n s

－．さ－．．

M H 6 0 ．
B S F 2

，
1 x l O

4 仙 ell

C ult u r e f o r 4 4 h r

M T T A d diti o n

－ 4 h r

A cidifi e d P r o p a n oI

．■ト

0 ．D ． at 5 5 0 n m

F i g ． 1 ． P r o t o c o l f o r I L
－ 6 c o l o ri m e tri c a s s a y ．

S e p a r a t ed p e ri p h e r al bl o o d
m o n o n u cl e a r c e11 s

くM N Cl o r h e p a ri ni z e d w h ol e b l o o d w e r e

c u lt u r e d a t 3 7
O

C i n p o l y p r o p y r e n e t u b
e s ．

H e a t －i n a cti v a t ed pl a s m a s a m pl e s f r o m w h o
l e

b l o o d c ult u r e s a n d s u p e r n a t a n ts f r o m
M N C

c ult u r e s w e r e s t u d i e d f o r l L
－ 6 a c ti v it y ． I L

－6

d e p e n d e n t h yb ri d o m a cl o n e ， M H 6
0 ． B S F 2 c ell s

く1 X l O
4

l w elll w e r e c u lt u r e d t o g e th e r w ith

3 ．f ol d d il u ti o n s o f th e s a m pl e s f o r 4 8 h r ． M T T

d y e w a s a d d ed f o r t
h e fi n a1 4 h r a n d th e

o pti c al d e n sity a t 5 5
0 n m w a s m e a s u r e d b y a

S p e Ct r O p h o t o m e t e r －

野

え ，
5 5 0 n m に お け る 吸光度 を酵素免疫測定装置

くE LI S A A n a l y s e r E A R 4 0 0 三 S L T
－ L a b i n st r u m e n t s

，

S al z b u r g ， A u st ri al に よ り測定 した く図 11
－ I L ．6 活性

は r工し6 に よ り 得ら れ た標準曲線 を も と に 算 出し た ■

rI L － 6 の 特異活性 は I L － 6 反応性 E p s t ei n
－ B a r r ウイ ル

ス 感 染細胞株 で あ る S E W 6
． C し4 を 用 い た 検討 で

5 X l O
6
U ノm g と され て い る ．

N ． 血 清中 I L － 6 活 性 の 中和

培養上帝中に 認 め られ る 1 し6 活性の 特異性 を検討

す る た め に r工し6 に 対 す る家兎抗血清 を使 っ た中和実

験 を行 な っ た ． 抗 r工し6 家兎血清 は阪大細胞工学セ ン

タ
ー

， 平野 ． 岸本両博士 より 供与頂 い た ■ 被検検体 を

種々 の 濃度く0 －1 叫 gノm ll の抗 rI し6 家兎血軌 あるい

は非免疫対照家兎血清 を添加 して 1 時間37
0

C に て培養

した ． こ れ ら の 中和検体 に つ い て 前述 の ご と く 1 し6

溝性 を 測定 した ．

V
．
I し6 崖生細胞の 免疫組織染色

家兎抗 rIL －6 抗血 清くM a y 博士 よ り供
一引
8

使 用い た

免疫組織染色 に よ り ，
工し6 産 生細胞 を検討 した

岬
． 全

血培養後単核細胞 を単離 し， サイ ト ス ピ ン 標本 を作成

した ． 標本 を 5 ％酢酸と95 ％ エ タ ノ
ー ル 混合液で ，

． －

2 0
0

C
，
3 0 分 間 固定 ，

0 ．0 5 M ト リ ス 塩酸緩衝液くT ri s

b u ff e r ed s ali n e ， T B S l に て 三 回洗浄 ，
T B S に て10 0 倍

に希釈 した抗 工し6 抗体 に よ り60 分間染色 し た ． さ ら

に
，
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ標 識 ブ タ 抗家兎 王g G

くT a g o I n c ．
，
B u rli n g a m e ， C A一 に て 二 次染色後 ，

ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ標識ブ タ抗 ヤ ギ I g G くT a g ol を

用 い て 三 次染色 を行 な っ た ． 最後 に ， A S － M X 及び

F a s t R e d T R s alt くSi g m al を含 む ア ル カリ フ ォ ス フ ァ

タ
ー ゼ 基質に よ り発色 した

m
． さ ら に

，
カ ラ ッ チ へ マ

トキ シ リ ン 染色液に よ り 核染色 を行 な っ た 一

V L 細菌刺激 に よ る l し6 産 生

1 ． 各種細菌 の 調整

細菌 は ， 大腸菌く励 cゐg わc 地 c 弼 N I 即 J じ
21 と臨

床分離保存株 で あ る リ ス テ リ ア 菌くエゐおアブd 椚 0 乃 叩
f ．

o g e n e s ， 髄 掛 ，
B 群溶連菌くG r o u p B S tr W to c o c C u S ， 血

臥 肺炎球菌 く5 わ
■

紗 加 肌 用 り 助 郷
肌 脚 加 血 閻 を使

用 し た く金沢大学医学部付属病院中央検査軌 藤 田信

一

先 生よ り提供1 ．

各菌を 平板培地よ り採取 し ， 液体培地 を使 っ て増菌

した ． 液体培地 に は ，
大腸菌 ，

リ ス テ リ ア菌 ，
B 群溶

連菌 に つ い て は L ． b r o th 亡T r y pt o n e くDif c o1 5 g ，

Y e a s t E x t r a c t くD if c o1 2 ．5 g ， N a C1 5 g を p H 7 ．
4 に調

節 し， 5 0 0 m l の蒸 留水 に 溶解 した ものコ を使用 し，
肺

炎 球 菌 に つ い て は b r ai n h e a rt i n f u si o n b r o t
h

くDif c ol を使用 した ． 菌 は ， P B S で 3 回洗浄後再浮遊
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して菌体濃度 を調節 した ． 菌数 は マ ッ ク フ ァ ラ ン トの

硫酸 バ リ ウム 基準液 を用い た 比濁法
181
に よ り 1 X l O

8
－

1 X l Oソm l に 調節 した ． こ の方法 は計算板法 ， あ る い

は吸光度計 を用 い た 菌数定量法
1 9I
と よ く相関 した ．

2 ． 死菌の 調 節

各種細菌を0 －5 ％ホ ル マ リ ン く0 ．5 ％f o r m al d e h y d e i n

O ．1 5 M ． N a CIJ に て24 時 間固定 し ， P B S に て 3 回 洗浄

して ， 死 菌を作成 し た
加I

． 処理 後 の各菌 を平板培地 に

接種 して ，
コ ロ ニ

ー の 形成の 認め ら れ な い こ と を確認

した く生薗率 1 ハ0
6
以 下I ．

3 ． 細菌添加 に よ る 工し6 産生 の誘導

ヘ パ リ ン 加全血 に 種々 の 濃度の生菌 あ る い は ホ ル マ

リ ン処理 死菌 を添加1 2 時間培養後血凍 を得 ， 検体 を56
8

C ， 3 0 分間加熱
，
非働 化 して

，
0 ． 4 5ノJ m 異物濾過 フ ィ

ル タ
ー

マ イ ク レ ス H A く日本 ミ リ ポ ア リ ミ テ ッ ド
， 東

京1 に て濾過 し ， 測定検体と し た ．

用 ． 補体 処理 ザ イ モ ザ ン
． あ る い は ラ テ ッ クス 粒子

に よ る I し6 産 生 の 誘導

1 ． 補体 処理 ザイ モ ザ ン な ら び に ラ テ ッ ク ス 粒子 の

調節

ザイ モ ザ ン くZ y m o s a n A ， S i g m aI は ， P B S に 浮遊

し超音波処理 くB r a n s o n ， B － 2 2 0 いこよ り粒 子 を 均
一 化

した ． こ の浮遊液 を100
0

C で 1 時間加熱 し
，
ゼ ラ チ ン

ベ ロ ナ
ー ル 緩衝液くg el a ti n v e r o n al b u ff e r ， G V BI で洗

浄後
，
2 x l O ソm l に 調節 し ，

さ ら に 等量の G V B で 5

倍希釈し た新鮮 ヒ ト血清と混合
，
3 7

0

C 3 0 分間反応後 ，

P B S で 3 回 洗 浄 し た
21，

． ラ テ ッ ク ス 粒 子 くSi g m a ，

p ol y s ty r e n e ， 直径1 ． 0 9 1 JL m l は ，
P B S に 浮遊 し， ザイ

モ ザ ン と同様 ， 超音波処理 に よ り粒子 を均 一 化
，
1 0 0

0

C l 時間加熱 し ， 1 0
9

ノm l に調節 し た ．

2 ． 貪食刺激に よ る ル 6 産生 の 誘 導

ヘ パ リ ン加静脈血検体を ポ リ プ ロ ピ レ ン ． チ ュ
ー

ブ

に 分注 し， 種 々 の濃度く10 ソm ト1 0ソm り に 調節 し た 補

体処理 ザイ モ ザ ン
，
あ る い は ラテ ッ ク ス 粒子 を添加 し

て培養し た ． 培養 開始12 時間後 に 上 清 を採取 ，
I し6 活

性 を測定 し た ． さ らに 添加 した粒 子濃度と貪食能と の

関連 を検討す る た め に ， 分離単核球を2 X l Oソm l に 調

節
，
補体処理 ザ イ モ ザ ンあ るい は ラ テ ッ ク ス 粒 子 を加

えて培養 し
，
2 時間後 に 細胞 を洗浄 ，

サイ トス ピ ン標

本を ス ライ ド グラ ス 上 に 作成 した ． 標本は メイ ．

ギ ム

ザ染色 を施行 し． 光学顕 微鏡 を用 い て 粒子 を貧食 し て

い る単球の 比率 を算定 し た ． 貪食能の 検討に は対照 と

し て リス テリ ア死 菌 を用 い た ．

成 績

王 ． 全血 培養法 に お け る I し6 産生

1 ． 全血培養法 な ら び に 分離単核球培養法の比較

く表 り

全血培養法 が 工し6 活性 を測定す る上 で
，
有 用 な 方

法 で ある か を検討す る た め に ， 成人末梢血 を用 い
，
従

来か ら使用 さ れ て き た 分離単核球培養法と 比 較 し ， 以

下の 結果 を得 た ． 分離単核球 を培養し た場合に は ， 特

定の 刺激 を加 える こ と な し に 培養上 清中 に IL －6 活性

が誘導され た ． こ の よ う なI L －6 活性の 誘導は F B S 添

加培養 に お い て 著明に 増強さ れ た ． 特 に
，
F B S l を含

む培養液 を用t l た場合 に は L P S ある い は C o n A の 添

加 な しで ，
2 0 0 Uノm l 弱の I し6 活性の 誘導が観察 され

た ． これ に 対 して F B S を使用 しな い 場合 に は ， 非刺

激下 の 工L ．6 産 生は 10 U ノm l 以 下 で あ っ た ． こ の よ う

に
， 分離単核球培養法 で は非刺激下で 有意 な 1 L －6 括

性が 誘導さ れ ，
さ ら に F B S の 添加 に よ り増強さ れ る

こと が 明ら か と な っ た ．

T a b l e l ． I L－6 p r o d u c ti o n i n diff e r e n t c ult u r e c o n diti o n

I L 6 A c ti vi t y くUl m り

S e p a r a t e d M N C

N o n e F B S I F B S 工I
W h o l e b l o o d

N o n e 8 ． 1く2 ． 6 1う十 19 2 ． 5く1 ．6 21壬

L P S l O7 ． 1く1 ． 6 21 3 5 2 ．2 く1 ． 2 1う

C o n A
．
2 22 ． 8く1 ．1 0J壬 2 7 5 ． 9く1 ． 3 2フ

62 ． 3く1 ．4 6フ壬 0 ．1 く1 ． 4 8う

2 9 8 ． 7く1 ．0 3I 2 00 ． 1 く1 ． 4 4う

3 0 4 ． 2くL 5 0コ十 63 ． 0く1 ． 0 71

M o n o n u cl e a r c ell s くM N Cl i s o l a t e d f r o m a d ult p e ri p h e r al b l o o d w e r e s u s p e n d e d i n c u lt u r e
m e di u m wi th o r w i th o u t F B S こ r e S u lts wi th t w o di ff e r e n t F B S l o ts tF B S I o r F B S m a r e
Sh o w n － W h ol e bl o o d o r M N C w e r e c ult u r ed eith e r i n p r e s e n c e o r a b s e n c e of L P S く1 J L gl
m lJ o r C o n A く1 0 JJ gl m ll f o r 12 h r a nd th e s u p e r n a ta n ts f r o m M N C c ult u r e s o r pl a s m a f r o m
W h ol e bl o o d c u ltu r e s w e r e e x a mi n e d f o r I し6 a c ti vi ty ■ T h e r e s ult s r e p r e s e n t th e g e o m e t ri c
m e a n s 誉g e o m e t ri c S E M of th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t sニ St a ti s ti c al si g ni丘c a n c e w a s d e t e r

．

m i n e d b y t t e s t ． T h e v al u e s w e r e c o m p a r e d w ith th e d a t a f r o m w h ol e bl o o d c ult u r e s ．
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一 方
，
ヘ パ リ ン 加全血を用 い て 培養す る 場合 に は 非

刺激下 で は IL
－ 6 産生は ，

ほ と ん ど誘導さ れ な か っ た

く0 ．1 U l m l 以下1 ． しか し ， L P S ， C o n A 等 を添加
して

培養 した 場合 に は著明 な 工し6 活性 を認 め ， 分離 単核

球 を用 い た 場合 に 匹敵す る レ ベ ル で あ っ た ■ よ っ て ，

全 血培 養法 は L P S 及 び C o n A に よ り 刺 激 し て

I し6 清性 を測定す るた め の 培 養条件 と し て は最適 な

方法 で あ ると 考 えら れ た ■

2 ． 抗 rI し6 家兎血清 を用 い た I し6 活性 の 中和

全血培 養法 に よ り 血 祭 中 に 誘 導 さ れ た
M H 60 ．

B S F 2 の 増殖活性 に お け る 1 し6 活性 の 特異性 を検討

す る た め に 抗 r工し6 血 清 を 用 い た 中和実験 を施行 し

た ．
，I し6 の M H 6 0 ． B S F 2 増 殖 促 進活 性 は ， 抗

r工し6 血清 に よ り完全 に 抑制さ れ た く図 2 A l ． さ らに ，

被検血清くL P S 刺激培養の 上 潮 中の ル 6 活 性 は 抗

rI し6 家兎血 清 に よ る前処理 に よ り完全 に 消失 し た
．

ユ

O

L

十

こ

O

U

忘
十

u

む

U

L

む

L

野

こ れ に 対 して ， 対照と した 非免疫家兎血清 を用い て処

理 し た 場合 に は 全 く 抑制 が認 め ら れ な か っ た く図 2

別 ． こ れ らよ り ，
全血培養法 に お い て培養後血祭中に

認 め ら れ る I し6 活性 は ． 特異的に 工し6 に よ る も の で

ある こ とが 明 らか と な っ た ．

3 ． L P S
，
C o n A 刺激 に よ るI L ． 6 産生 の用 量依存性

種 々 の 濃度 の L P S あ る い は C o n A を 用
い て

1 し6 産生 に お け る用 量依存性 を検討 し た ． L P S 刺激

で は
，
き わ め て低濃度く10 p gノm ll で す で に ル 6 産生

の誘導 が認 め ら れ ，

1 0 n gノm l で ほ ぼ 最 大量 に 達 し た

く図 3 A l ． C o n A 刺 激で は ， 添加 した C o n A の 用 量

に 従い 産生さ れ る ル 6 の 量 は増加 した く図 3 別 ．

4 ． 免疫組織染色 を用 い た I し6 産生 細胞 の同定

全血培養後 に 単核球を分離 し， 抗 rl L
．6 抗体 を用 い

た免疫組織染色 に よ りI し6 産生細胞 の 同定 を試
み た ．

非刺激培養 で は細胞質内 に 工し6 を示 す 染色
は全 く認

0 1 2 5 1 0

A n 十トIL － 6 A n lib o d y 叫g ノm U

Fi g ． 2 － N e u t r al i z a ti o n o f I し6 a c ti v i ty
i n d u c e d i n th e w h ol e b l o od c u lt u r e

w ith

a n ti － rI L －6 a n ti s e r u m ．
R e c o m b i n a n t I L

－ 6 くAl a n d pl a s m a s a m pl e f r o m a d ult

p e ri p h e r a l bl o o d
c ul t u r e くB， w e r e i n c u b a t e d w i th v a ri o u s

c o n c e n t r a ti o n s of

r a b bi t a n ti
．

rI L ． 6 a n ti s e ru m く■
－ ■l o r n o n

－i m m u n e r a b b it s e r u m く0
－ 0 1 a t 3 7

0

C

f o r l h r
，
a n d th e r e si d u al I L

－6 a c ti v it v w a s a s s a y e d ．
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め られ な か っ た ． こ れ に 対 して ， L P S ， ある い は C o n 生は 認め られ ず
， 単球横紙胞 に の み こ の よ う な顧粒が

A に よ り刺激 した場合 に は細胞質内 に 顆粒状 に 染色 認め られ た ． 図 に は 成人末梢血 を伺 い た標本 を 示 す

され る I し6 の産生 が明 ら か に 認 め られ た く図 り 一 さ が
， 臍帯血 を用 い た場合 も同様に 染色さ れ た ． 以 上

，

ら に ，
リ ン パ 球様 の形態 を示 す 細胞に は全 く 工L － 6 産 全血培養法で は主 と し て単球に お い て 著明 な I L 6 産

言
ミ
コ

こ
ぎ
言
じ

く

m

コ
一

0 0 ． 0 8 0 J 2 1 0 5 0

L P S C o n c e nl r 刷 o n くJ L gノm り C o n A C o n c e n T r 州 O n くIL gノm り

Fi g － 3 ． D o s e
－

r e S p O n S e C u r V e S O f I L 6 p r o d u cti o n i n d u c e d b y L P S o r C o n A ．

H e p a ri n i z e d a d u lt p e ri ph e r al b l o o d w a s s ti m ul a t e d w i th i n d i c a t e d d o s e s o f L P S

くAJ o r C o n A くBI f o r 1 2 h r ． T h e d a t a r e p r e s e n t th e g e o m e t ri c m e a n s o f 5

S e p a r a t e e X p e ri m e n t s ．

重 態

Fig ． 4 ． I m m u n o c yt o ch e m i c a l i d e n tifi c a ti o n o f I し6 － p r O d u ci n g c ell s i n w h o l e bl o o d c ul tu r e s ． M N C
f r o m w h ol e bl o o d c u lt u r e s

，
i n c u b a te d eith e r w ith o u t L P S くAJ o r wi th L P S くBl o r C o n A くCl

f o r 1 2 h r w e r e s t ai n e d f o r i n t r a c ell u l a r I L －6 p r o t ei n u si n g e n z ym e
－1 a b ell e d a n tib o d y ．
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生が 誘導さ れ る こ と が明 ら か と な っ た ．

工I ． 新生 児臍帯血 の L P S お よ ぴ C o n A 刺激 に よ る

1 し6 産生

1 ． 1 し6 産生 の経時的変化

新生児臍帯血 を用 い て ，
L P S ある い は C o n A 刺激

に よ る 1 し6 産 生を成人 末梢血 と 比較検討 した ． ま ず

こ れ らの 刺激に よ る 1 し6 産生 の経時的変化 を見 た ．

い ず れ の 刺激に お い て も ，
培 養開始後 2 時間で す で に

血簾中に 工し6 産生の誘導 を認 め た ． I し6 活性 は こ の

後急速 に 増加 ，
12 時間 で プラ ト ー に 達 し ， 2 4 時間後 の

1 し6 活性 は ほ と ん ど変化 を認 め な か っ た ． ま た
， 経時

的変化に お い て ， 新生児臍帯血 と成人末梢血 は ほ と ん

ど同様 で あ っ た く図5 卜 した が っ て ，
以 下の 実験 で は

12 時間全血培養後の血襲を採取 ，
測定検体と した ．

2 ． L P S な ら び に C o n A 刺激 に よ る I L － 6 産生誘

導 の比較

新生児臍帯血 と成人末梢血い ずれ にお い て も非刺激

培養で は 1 し6 産生 の誘導 は全 く認 め ら れ な か っ た ．

こ れ に対 し て L P S く1 FL gノm ll あ る い は C o n A く10

メ gノm り を添加 して培養 し た場合に は著明 な I し6 産

生が 認 め られ ， 産生さ れ た 王し6 量に は 有意差は認 め

ら れ なか っ た く表 21 ． これ に よ り
，
レ クチ ン あ るい は

L P S 刺激 な ど に よ る 1 し6 産生 は新生児期 に は成人 レ

ベ ル に 達 して い る と考 え られ た ．

つ
E
ヘ

コ

ご
ご

宣
－

U

V

u

J
一

野

m ． 細菌 刺激 に よ る I し 6 産生

先の 実験で 用 い た L P S 及び C o n A は精製 され ， 抽

出さ れ た 非特異的な刺激物質であ り ， 実際の 細菌感染

症 に お い て は さ ら に 複雑 な要素が関係 し て く ると 考え

られ ， 新生児の 感染時 の I し6 産生能 を こ れ だ け で は

評価 で き な い ． そ こ で
， 新 生児期 に曜患 しや す い 大腸

菌 ，
リ ス テ リ ア 薗

，
B 群溶 連薗 ， 及 び対照と して肺炎

球菌の 生菌ある い は 死薗 を用 い て ，
I し6 産生の誘導を

検討 した ．

1 ． 新生児臍帯血 と成人末梢血 に お け る生薗刺激に

よ る I し6 誘導

T a b l e 2 ． I n d u c ti o n o f I L －6 p r o d u c ti o n i n n e o n a t al

c o r d bl o o d a n d a d u lt p e ri p h e r al b l o o d o n s ti m u
．

1 a ti o n

I し6 A c ti v it y くU l rn 11

S ti m u l an tS N e o n a t eくn ニ 71 A d ul tくn ニ 61

N o n e く 0 ．1 く0 ． 1

L P S く1 JL gl m ll l ，1 9 3く1 ．1 71 1
．
4 1 9く1 ． 2 31

C o n A く10 jLgJ m l1 21 7く1 ． 1 81 1 7 6く1 －4 9l

N e o n a t a l c o rd b l o o d a n d a d ul t p e ri ph e r al bl o o d

w e r e c u lt u r e d f o r 1 2 h r i n th e p r e s e n c e of L P S o r

C o n A ． T h e r e s ult s r e p r e s e n t th e g e o m e t ri c m e a
n s

竺 g e o m e tri c S E M ．

H o u r s o f S 十im uしq 十io n H o u r s O f S 十im uしcl十io n ．

F i g ． 5 ． K i n e ti c s of I L
．6 p r o d u c ti o n i n w h ol e bl o o d

c u lt u r e ． H e p a ri n i z e d a d ul t

p e ri p h e r al b l o o d く．
－ ．l o r c o rd b l o o d く0

－ 0 1 w a s s ti m u l a t e d w ith l J L gl m l

of L P S くAン o r l O FL gノ m l o f C o n A くBl － T h e d a ta r e p r e s e n t th e g e o
m e t ri c

m e a n s o f 3 s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ．
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新生児臍帯血と成人末棺血 に 各生菌 を 10 ソm l 並 び

に 10
6

ノm l の濃度 で添加12 時間培養 し
，
工し6 産生 を比

較 し た － い ずれ も 菌漉度 10
8

ノm l に お い て は 高 い

工L ，6 産生 を認 め ， 薗種 に よ る差 を ほ と ん ど認 めな か っ

た ． 1 岬 m l に お い て は
，
リ ス テ リ ア薗 ， 肺炎球菌で は

ほと ん ど 工し6 産 生を認 め な か っ た が
， 大腸 菌で は ま

だ か な り高い I L －6 藤生 を示 した ． 新生児臍帯血 と成

人末梢血 の 比 較で は 同様 な傾向また は新生児臍帯血 の

方が や や 高 い 傾向 を 示 した ． 菌 体漉度 1 0ソm l ， 1 0
6

ノ

m l い ずれ を用い た場合 も同様であ っ た く図 6I ．

2 ． 細 菌刺激に お け る ル 6 産生の メ カ ニ ズ ム の 解

明

生薗を使 い ， 新生児臍帯血と成人末棺血 の 工し6 産

生に つ い て検討 したが ， 生薗で は培養中に 増加 した菌

数に よ る影響 ， 産生 され た毒素 ， 薗の 貪食
，
菌体成分

その も の に よ る影響な ど様々 な 因子 が I し6 慶生 に 働

い て い る と考 え られ る ． こ れ ら の 効果 が 工し6 に どの

よう に 影響 す るか を検討 した ．

1フ 死 蘭刺激 に よ る IL －6 産 生

ホ ル マ リ ン 処理 に よ り死薗を作成 し
，
死 菌 と生菌 に

よる I し6 産生の 用 量依存性 を比 較検討 し た ． 死 薗 を

用い た場合 に は肺炎球菌 ，
B 群溶連菌 ， リ ス テ リ ア薗

で ほぼ
一 様 な用 量依存性曲線 を示 し た ． す な わ ち ，

1 0ソm l 以下 で は ほと ん ど ル 6 産生 の 誘導が認 めら れ

ず
，
1 0ソm l 以 上 の 濃度で 用量 依存性 に 工し6 産生は 増

ニ

E

5
－

き
叫

之
l

U

V

誓
J
一

C o r d A d ult C o r d A d uZt

l O
2

1 0
2

1 0
6

1 0
6

F i g ． 6 ． I し6 p r o d u c
．ti o n b y c o rd b l o o d a n d a d ul t

p e rip h e r al b l o o d i n r e s p o n s e t o b a c t e ri a ．

H e p a ri n i z e d w h o l e bl o o d w a s c ult u r e d wi th

diff e r e n t b a c t e ri a l p r e p a r a ti o n s ． T w o diff e r e n t

d o s e s く10
2

l m l an d l O
6

l m lJ w e r e u s e d f o r e a c h

b a ct e ri al s t r ai n ． T h e b a ct e ri al s t r ai n s u s e d

W e r e E ． c oli く■1 ， G B S く現I S t r ． p n e u m o n i a e

く口I a n d L ． m o n o c y t o g e n e s 帽削．

1 9 3

加 した ． 産生量は 生菌を使用 した場合と死 菌 を用 い た

場合で ほ とん ど差を認 めず
，
また 菌の 種類 に よ る差も

認め な か っ た ． こ れ に 対 して
，
大腸菌で は生薗 を用い

た場合 と同様 ， 極め て低濃度 か ら著明な m － 6 産 生 の

誘導が観察さ れ
，
産生畳も他 の 薗 に比 し

， 高値 を 示 し

た く図り ．

2 う 補体処理 ザイ モ ザ ン
， ある い は ラ テ ッ ク ス 粒子

貴食 に よ る 1 し6 産生の 誘導

最抑 こ分離単核球 を用 い て
，
単球に よる 貪食 の 粒子

濃度 に よ る 変化 を検討 し た ． 分離単核球浮遊液 に ，

種 々の 濃度の補体処理 ザ イモ ザ ン あ るい はラ テ ッ ク ス

粒子 を添加 し2 時間培養 ，
ス ライ ドグ ラス 上 に塗抹標

本 を作成 し染色 ， 単球中の こ れ ら粒子 を貪食 し て い る

比 率
，
並 び に 細胞あ たり の貪食粒 子数 を求め た ． リス

テ リ ア菌は貪食 され た後 も比較的長く胞体内に 残存す

る こ と か ら ， こ れ を死菌処理 し， 会 食 の 対 照 と した

く図8 1 ■ 貪食単球の 比率 と添加粒子濃度の関係 を検討

する と
，
い ずれ を用 い た場合も 10 ソm l で は 単球 に よ

る会食は ほ と ん ど認 めら れな か っ た ． 1 0
6

ノm l よ り貪食

が 観察さ れ は じ め
，
1 0ソm l で は ほ とん どの 単球が 粒子

を貪食し て い た ． ま た
， 図に は示 さな い が ， 補体処理

ザ イ モ ザ ン及び ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い て細胞 あた りの

貪食粒子数の分布を検討す る と ， 貪食単球の 比 率の み

な ら ず， 単球 一

個あた りの 平均貪食粒子数も粒子濃度

依存性 に 増加す る こ とが 示 さ れ た ．

次に こ れ ら貪食刺激に よ る 工し6 塵生 を全血 培養法

で検討 し た ． 補体処理 ザ イ モ ザ ン
，
あ る い は ラテ ッ ク

ス 粒子 に よ る 刺激 で は ， 貪食 が 観察 さ れ る 粒 子 濃度

く10
6

ノm り に お い て初め てI し6 産生 が誘導され ， そ れ以

上 で は用 量依存性の 工し6 産生が 認め られ た ． こ れ に

対し て ， リ ス テ リ ア菌
，
肺炎球菌及 び B 群溶連菌の 死

菌 で は 貴食刺激 に 対 し て 1 0
3
－ 1 0
4

倍
，
大 腸 菌 で は

10
8
－1 0
7

倍 の 効率で 工し6 産 生の 誘導が 観察さ れ たく図9

射 ． な お新生児臍帯 血 に お い て も 成人 末梢血 と 同様

な結果 を示 し た く図 9 B ト

以 上 の 結果 か ら ， 細菌刺激 に よ る 工し6 産 生 に お い

て は培養中の 増菌の 影響 ， 産生さ れ た毒素に よ る 影響

は少な い と考 え られ た． ま た菌の 貪食 に よ る 刺激効果

だ けで は そ の 1 し6 産 生 の す べ て を 説明 す る こ と が で

きず ． そ れ以 外 に 抗原と し て の 菌体成分 その も の の 影

響が 大き い と考 えら れ た ．

考 察

単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジは感染や 炎症の 際に 活性化さ

れ ， 貪食 ， 殺菌
，
異物の 処理 な どの 作用 の 他 に ， 炎症

反応を修飾す る様々 の 生理 活性物質を産生す る ． とれ
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ら の 物質の 中に は ， イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 くi n t e rl e u k i n

l
，
I L － 11 や 腫 瘍 壊死因 子 くt u m o r n e c

r o si s f a c t o r
，

T N Fl な どが 知 られ て い る － 1 し6 は 生体内の多種 の細

胞 に 対 して ， 多様の 生理 活性 を有す るサイ
トカ イ ン と

し て知 られ ， 末 棉血 液中で は 主 と し て ， 単 球ノマ ク ロ

フ ァ
ー ジ に よ り 産生さ れ

5糊

，
I し1 ， T N F 等 と共 に 炎症

反応に 関与す る モ ノ カイ ン で ある こ とが 明ら
か に さ れ

つ つ あ る ．

E ． c oli

ハ

盲
m
－

音
名
U

V

ヤ
J
一

N u m b e r of B a c l e ri a I m ttL o gl

S tr ． p n e u m ．

0 1 2 3 4 5 61 7 8

N u m b e r o f B a c le ri a l m lくL o gI

野

単球 は プ ラ ス チ ッ ク面 に 付着 し た り ， 培養上 清中の

異物の刺激に よ り容易に 活性化 さ れ る こ と
跡 聖． ま た

ごく微量の エ ン ド ト キ シ ン くL P Sl の 存 在 が 単球 を活

性化 し ， 工し1 ， T N F 等 の モ ノ カイ ン 産生 を誘導す る
こ

とが 知 ら れ て い る
細

． さ ら に ，
王し6 産生 も単球ノマ イ ク

ロ フ ァ
ー ジ

，
ある い は線推芽細胞 や内皮細胞 を微量 の

L P S で 刺激 す る こ と に よ り容易 に 誘導 され る
瑚 句

． 特

定の 刺激 に よ り誘導 され る生理活性物質の産生を 正 し

ハ

盲
ヨ
一

首
主
O

V

甲
J
一

N u m b e r of B a ct e ri a l m ItL o gl

L ．
m o n o cytO g e n e S

ハ

一

E

m
－

倉
吉
U

V

甲
山
l

N u m b e r of B a ct e ri a I m lくL o gJ
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く評価 す る た め に は ， 非刺激下で こ れ ら 蛋白 の 産生が

極め て低値 である こ とが 望ま しい が ， 細胞培養 に お い

ては痕跡極度の L P S の 混入 や
卜 細胞 分離操作 ， 培 養

プラ ス チ ッ ク容器 へ の 細胞の 付着な ど種 々 の 要 因に よ

り非特異的刺激が加わ りや す い ． 今 回 の 単核球分離培
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養法 に お い て も
，
L P S や C o n A に よ る 刺激 を加 え る

こ と な しに す で に 著明 な 工し6 塵生 を認め て お り
，
特

に 培養液中 に F B S が 含 ま れ て い る 場合 に は 顕著 と

な っ た ． F B S を用 い な い 場合に も 工し6 産生が 認め ら

れ た こ と
，
ま た Li m u l u s t e st に よ る検索 で は F B S 中

に 混 入 す る L P S の 量 は極 め て低値 であ っ た く50 柑ノ

m l 以 下ン こ と な どよ り
， 非 刺激培養 で 観察 さ れ る

I し6 産生は 単核細胞分離操作 に よ る物理 的刺激 ， 培養

チ ュ
ー

ブ へ の 単球の 付着
，
培養液中 に 含ま れ る F B S

等の 異種蛋白 に よ る 刺激等 ， 種々 の 要因が関係 して い

る と 考え られ た ．

一 方
， 全血 培養法 を用 い た 場合 に

は
， 非刺激下 で は 工し6 産生は ほ とん ど認 め ら れ ず，

L P S ある い は C o n A 刺激 に よ る IL －6 塵 生の 誘導

も
，
分離単核球 を用 い た 場合に 匹敵 した ． また 全血培

養法は生体で の 単球 ，
リ ン パ 球等 の免疫担当細胞の 免

疫応答を知る上で生体 に よ り 近い 実験系と して 有用 と

考 えられ る ．

分離単核細胞中に は単球の 他に リ ン パ 球が 多 く含ま

れ て お り ， こ れ ま で に T 細胞 が I し6 産生 に 関わ る と

す る報告が あ る 劉 ． しか し
， 培養単核細胞中の 工L －6 産

生細胞 に 関 して は
，
家兎抗 r ル 6 抗血清 を用 い た 免疫

組織染色 に て ，
L P S あ る い は C o n A で 刺激 した 場合

に 王L － 6 が リ ン パ 球様細胞に は染色さ れ ず
，
単 球様細

胞の み に 染色さ れ た こと よ り ， 単球が IL － 6 産 生細胞

で あ る こ と が 示 さ れ た ． ま た K a to ら
引
は免疫蛍光染

色と 才乃 Sブナ祝 ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法 を併用 し て ，

単球 が主た る I し6 産生細胞 で ある こ と を証明 し て お

8 0 1 2 3 4 5 6 7
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p e ri p h e r al b l o o d くAl o r c o rd bl o o d くBI w a s s ti m u l a t e d w ith v a ri o u s c o n c e n t r a－
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p n e u m o ni a el く口1 ， O p S O n i z e d z y m o s a n く中l o r l a te x くO J a n d th e I L
，6 p r o d u c ti o n

i n d u c e d i n th e c ul t u r e s w e r e a s s a y e d ． R e s ul t s r e p r e s e n t th e g e o m e tri c m e a n s o f

th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ．
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り
， 少な く と も培養開始 早期 に お い て は ，

主 要 な

工し6 産生細胞は単球ノマ ク ロ フ ァ
ー

ジ で あ る と 考 え ら

れ た ． さ ら に ， 全血培養法の 場合 に は ， 好中球 を初め

と し た多核白血球 に よ る I し6 産生 の 可能性 も考慮 し

な けれ ばな ら な い ． 予 備実験 で は ， ヘ パ リ ン 加全血 よ

り分離 され た 好中球 に よ る IL － 6 産生 は ほ と ん ど 認 め

ら れ な か っ た く0 ．2 U ノm l 以 下1 ． こ れ らの 結果よ り ， 全

血培茸法 は特定の 刺激に よ り 誘導さ れ る単球 の 工し6

産 生能を評価す るた め に は ， 極 め て 優 れ た 方法 で あ る

と 考 えら れ た ．

L P S お よ び C o n A を用い て I L － 6 産生の 経時的変

化 を検討す る と ， 培養開始後極 め て 早期 に 工し6 産 生

が 誘導さ れ る こ と が明 ら か と な っ た ．

一

般 に モ ノ カイ

ン産生 は培養 を開始 して 数時間で 認 め ら れ る こ とが 知

ら れ て お り
叫
， 今 回の 結果と

一 致 した ． さ ら に ，
K a t o

ら
5－
は刺激培養後 の 工し6 m R N A 発現の 経時的変化 に

つ い て検 討し ， I し6 m R N A の 発 現が 培養開始約 1 時

間後 に 明ら か と な り ，
4 時間後 に は最大値 に 達す る と

報告 して お り ，
血襲 中の I し6 活性の 経時的変化 と符

合 す る ．

急性炎症や感染症 に お い て単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ

，

ある い は それ に よ り産生さ れ る種 々 の 蛋 白が重要 な役

割 を果た す こ と は知ら れ て い る が ，
U e n o ら

射
は種 々 の

細菌感染症 で血清中に I し6 活性が 検出さ れ る こ と ，

細菌性髄膜炎に お け る髄液中な ど炎症の局所 に お い て

I L －6 が 極め て 高い 値 を示 し ， さ ら に H el f g o tt ら
28，

も

急性細菌感染症に お い て ，
血 清や 体液中 で商 い 工し6

産 生 を認 め た と報告 し て お り ， 細 菌感染症 の 際 に

工し6 産生の 強い 誘導が起 こ る 可能性 を示 した ． 今 回用

い た 全血培養法 は ， こ の よ う な細菌感染症 ， 特に 敗血

症の モ デ ル と な り ，
比較的生体内に 類似 した 培養条件

で 1 し6 産生を評価 する こ とが 可能で あ る と 考え ら れ

た ．

新生児期 は種々 の 細菌感染 に 対す る抵抗が弱 く ， か

つ 重症化 しや す い こ と ， また こ の 時 期は大腸菌 ，
リ ス

テ リ ア菌 ，
B 群溶連菌な ど比較的限ら れ た種類 の 菌 に

対 して感受性が高 い
卸
こ と が知 られ てい る ． 本研 究 で

は
，
全血培養系 に こ れ らの細菌な ら び に肺 炎球菌を添

加 して ，
工し6 産生 を検討 し た ． 細菌 刺激 に よ る 工し6

産生の 誘導に は ， 単球 へ の こ れ ら細菌の付着， 貪食 ，

殺 菌あるい は 消化な ど多種の要素が 関与 し て い る
3013 1，

と 考 えられ る ． 生菌を用 い た 場合 に は大腸菌 を除 い た

他 の菌 で は ほぼ 同様に 10
6

ノm l で 最大の 工し6 活性が 誘

導さ れ た ．

一 方 ， 大腸 菌を用 い た場合 に は極 め て低 い

菌体濃度で も rし6 産生が 認め られ ，
菌体 あ る い は 浮

遊液中に 含 ま れ る L P S の影 響が 大き い と 考 えら れ た 一

野

L P S を用 い た場合 に は単球 に 発現 され る L P S 受容体

を 介 し た 結合 の 他 に ， 急 性 期 蛋 白 の
一 つ と さ れ る

L P S 結合蛋 白 く1i p o p ol y s a c c h a rid e b i n d i n g p r o t ei nl

の 存在
弛
も 知 ら れ て お り ，

こ れ ら に よ り 単球 へ の

L P S 結合が 強化 さ れ ，
工し6 産生は さ ら に 増 強 さ れ る

と 考 え られ る ．

一 方 ，
B 群溶連菌を添加 した 場合 に は

比 較的低濃度 で も 1 し 6 産生が 観察さ れ る こ と よ り ，

今回用 い た全血培養系 で は培妻中 に B 群溶連薗の 増菌

が起 こ っ て い る可能性が考 え られ た ． 事実
，
死菌 を用

い た場合 に は大腸菌以外 の リ ス テ リ ア死菌 ，
肺炎球菌

死菌 な どと 同様 の用 量依存性を示 し て お り ， これ らの

グ ラ ム 陽性薗に 関 して は 添加 した菌体量 と ， 誘導 され

る 工し6 活性 は ほぼ
一 定の 関係に あ る と推察 さ れ た ．

しか し
，
大腸菌の 死菌 を用 い た 場合 は そ の ル 6 産生

誘導 に お け る用 量依存性 は生薗 を用 い た 場合と変化が

なく
．
低濃度の 菌量 に お け る Iし6 産生 は菌体数 の増

加 に よ る も ので は な く ，
む し ろ混 在す る L P S の 効果

と考 え ら れ た ．

単球 は プ ラ ス チ ッ ク 面 へ の付着 ， あ る い は粒子 を貪

食 す る こ と に よ り活性化さ れ ， 種 々 の生 理活性物質を

産生す る こ と が 知ら れ て い る
抑 211

． グラ ム 陽性各菌に

ょ る 1 し6 産生の 誘導 に は細菌の単球 へ の付 着 ， さ ら

に は単球 に よ る会食 の 他 に ， 殺菌ある い は消化に い た

る
一 連 の過程が 関連 して い る と 考 え ら れ る ． こ の う

ち
， 付着 ， 会食 の モ デ ル と し て補体処理 ザ イ モ ザ ン お

よ び ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い て I し6 産生 の誘導 を検討

した
瑚

． 粒子 を貪食す る 単球の 比率は多少の 差 は 認 め

る が
， 補体処理 ザ イ モ ザ ン ， ラ テ ッ ク ス 粒子 ，

ある い

は リス テ リ ア死菌 を用 い た 場合で ほ ぼ 同様 の 用量依存

性 を示 した ． す なわ ち ，
1 0
6

ノm l で初 め て 貪食が観察さ

れ
，
1 0 ソm l で は ほ ぼ す べ ての 単 球 に 貪食 が 観察さ れ

た ． こ の こ と は
，
粒子 の 種賛 に 関わ ら ず， 粒子 数ノ細胞

数比 に よ り貪食率が ほ ぼ決定 され る こ と を示 す ． さら

に
，
補 体処 理 ザ イ モ ザ ン な ら び に ラ テ ッ ク ス 粒子 を用

い た検討で は ， 添加す る 粒子 数の 増加 に 伴 い ， 貪食細

胞の 比率の み な らず ， 単球
一 個あ た り の 平均貪食数も

増加す る こ と が 示 さ れ た ．

こ れ らの 会食刺激 に よ る 工L －6 産 生の 誘導 を こ れ ま

で と同様 に 全血培養法 に よ り検討 した ． 補体処理 ザイ

モ ザ ン あ る い は ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い た 場合 に は貪食

細胞 の 観察 さ れ る粒 子濃度， す なわ ち 1 0
6

ノm l で 初め

て 工し6 産生が 認め ら れ ，
1 0ソm l で 最大に 達 した ． ま

た ， 貪 食が 全く 認め ら れ な い 10
5

ノm l 以 下の 粒子 濃度

で は
，
1 し6 産生 は認 め ら れ なか っ た ． す な わ ち ，

これ

ら貪食刺激 を用 い た 場合 に は ， 粒 子 と細胞 と の 直接接

触の 後 に 起 こ る付着や貪食が直接の刺激と な っ て ，
そ
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の程度 に 比例 して 1 L －6 産生が誘導さ れ る と 考 え ら れ

た ． こ れ に対 して
，
リ ス テ リ ア死 薗 を初 め とす る グ ラ

ム 陽性薗 を使用 した場合に は約1 ハ00 の 濃度 で 同様 の

皿 ．6 産生が 誘導 され て お り
，
こ れ ら細菌 を用い た場合

に は貴食以降の殺菌
，
消化 な どの細胞内処理機構

ユ2，

及

び抗原と して の菌体 そ の もの の 刺激 が モ ノ カ イ ン 塵生

能の増幅 に 関与 して い る可能性が示 唆 さ れ た ． また 先

に 示 した よう に
，
大腸 菌 は こ れ ら グ ラ ム 陽性薗 に 比

し
，
さ ら に 低濃度 で工し6 産生 を誘導 し

，
その 比活性 は

ザイ モ ザ ン ， ラ テ ッ ク ス の百万 倍以上 に達 した ．

新生児期 に お け る易感染性 の原因 と し ては
，
個体が

ま だ外来抗原 に さ ら さ れ てお らず ，
B 細胞 分化能や T

細胞に よ る調節能 な ど
，
特異免疫能が未発達 で あ る こ

とが そ の原因の
一

つ と し て 考 え ら れ て い る1 蝋 ． ま た

一

般に は ， 単球ノマ ク ロ フ ァ ー

ジの 機 能 は ほ ぼ 正 常 で

ある と され て い るが
，
そ の 道走能が成人 に 比 し劣 ると

の報告もある 劉 ． さ ら に
， 新生児で は急性期蛋白 の合

成や ， 発熱反応 な ど
，
炎症反応が乏 し い と さ れ て お

り
均

，
こ の 時期 にお ける 重症感染症 の 診断を困難 に し

て い る ． I し 6 は B 細胞分化や T 細胞機能 の調節 な ど特

異免疫能 を調節す る こ と
卿
， 急性期蛋白の誘導 な ど急

性炎症反応 に 関与 して い る こ と な ど 柳 生体 の 防御機構

の調節 に 重要な役割 を果 た し て い る と 考 え られ て い

る ． 従 っ て ， 新生児期 に お け る工L ．6 産生能 を検討す る

こと は
，
こ の 時期 に お け る免疫能の 特徴 を知る 上 で興

味深い と考 えら れ た ．

今回 の 研究 で は L P S ある い は C o n A に よ る刺激 の

みな らず
，
種 々 の細菌 に よ る刺激で も新生児臍帯血 に

よ る 工L － 6 産生 は 成人 末輸血 と差 を認 め な か っ た ．

S p e e r ら
珂
は新生児単球 に お け る貧食能 を種々 の 観点

か ら検索 し
， 付着 軌 遊走能， 殺菌能 ， 活性酸素産生

乳 貪食能 ， 化学発光 な どす べ ての 単球機能が成人 に

匹敵し てお り
， 単 球機能 の 未熟性に よ り新生児期の易

感染性 を説明で き な い と して い る ． さ ら に
，
E n gli sh

ら
殉
は新生児単核球 に よ る リ ン ホ ト キ シ ン あ る い は

T N F の 産生 を検討 し
， 新生児 に お い て T N F の 産生

がやや低 い も の の 著明 で はな く
，
そ れ に よ り新生児期

の易感染性 を説明で き る も の で は な い と し て い る ． 今

回の研究で も 工し6 産生能は刺激 の種類 に よ ら ず
， 成

人 に 匹敵す る レ ベ ル に 達 して お り ，
こ れ らの 単球機能

は生下時 に は ほ ぼ 成熟 して い る と考 え ら れ た ． し か

し
，
W e a th e r st o n e ら

叩
は
，
未熟児 に お い て T N F 産 生

が有意 に 低い と す る報告 を して お り
， 胎 生の極 め て早

期に おい て は他の モ ノ カイ ン 産生も低下 して い る可能

性が ある ． 筆者が 検索 した 胎生35 週前後 の未熟児数例

で はI し6 産生 は正 常に 認 めら れ たが
，
2 9 過 の 一

例 で

1 9 7

は ル 6 産生 は極 めて 低値 で あ っ た ． こ れ ら の事 実よ

り
， 特異免疫能の発達 に 比 し

， 単球 に よ る工し6 産生能

は胎生早期 に 完成 し
，
生下時 に は ほ ぼ成熟 して い る可

能性 が強 く示 唆さ れ た ． しか し
，
こ の点 を明ら か にす

る た め に は胎生30週 末満の 未熟児症例 に つ い て さ ら に

検討 を重ね る 必要があ る ．

結 論

全血培養法 を用 い て
， 成人 末梢血及 び新生児臍帯血

の 工し6 産生能 を検討 し， 以 下の結論 を得た ．

1 ． 全血培養法は ， 非刺激下で ほ とん ど工L －6 産生が

誘導され ず
， 特定の刺激 に よ る 王L － 6 産生の 誘導 を評

価 す る に は有用 な 方法である こ とが 示 さ れ た ．

2 ． L P S
，
C o n A 刺激 によ るI L － 6 産生の経時的変化

及 び用量依存性 に つ い て 検討 し
，
L P S l ル gノm l あ る

い は
，
C o n A l O JL gJ m l 添加 で ， 1 2 時間培養 に よ り ，

十分な I し6 産生が 認め ら れ た ．

3 ． 大腸菌
，
リス テ リ ア菌 ， B 群溶連菌

，
肺 炎球菌

の生菌あ る い は死 薗 を使 い ， 全血培養法 に て ，
工し6 産

生を検討 し た ■ 大腸菌は 低溝度で 工L ，6 産生を誘導し
，

L P S に よ る効果が 大で ある と考 え ら れ た ． 他 の 3 薗

に お い て は
， 菌体量 と 工L －6 産生量 に 一

定の 関係が あ

る と推察さ れ た ．

4 ． 補体処 理 ザイ モ ザ ン及 び ラテ ッ ク ス 粒子 を用 い

た場合に は ， 貪食率 に お い て は死 菌と ほ とん ど差 を認

めな か っ たが
，
I し6 塵生 は死菌の方が よ り低 い 粒子 濃

度で 工し6 産 生 を 誘導 し た ． 従 っ て
， 細 菌 に お け る

ル 6 産 生の誘導 に 貪食以外 の 因子 が 関与 し て い る 可

能性が 示 唆さ れ た ．

5 ． 臍帯血 は L P S
，
C o n A の みな ら ず種々 の 細菌刺

激 に お い て も成人 末梢血 と 同様 な 1 し6 塵生 を認 めた ．

従 っ て ， ル 6 産生能 は新生児期 にす で に 成人 レ ベ ル に

達 して い る と考 え られ た ．
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