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　　To　investigate　the　cerebral　IesiQns　caused　by　O冗妙tococczes｝neof（）17mams，　encapsulated　and　nonencapsulated

（NC）Cny妙tococczts　strains　were　intravenously　injected　into　mice．　Histologically，　the　NC　strain　induced　only

granulomatous　lesions　in　the　brain，　then　the　Iesions　were　absorbed．　The　encapsulated　strain　initially　produced

granulomatous　lesions　in　the　brain，　and　gradually　these　lesions　changed　to　cystQid　ones　showillg　sparse

infianmiatory　cell　responses．　The　NC　strain　formed　no　capsule　either編勿o　o枷伽．　In　contrast　to　the　NC

strain，　the　encapsulated　strain　revealed　a　thicker　capsule　in　cystoid　IesiQns　than　in　granulomatous　lesions．

Both　strains　also　induced　chronic　Ineningitis．　Immunohistochemically，　granulomatous　lesions　consis亡ed　of

macrophages　and　CD4　T　cells　in　their　centers　while　scattered　CD8　T　cells　were　present　in　their　periphery．　The

results　suggest　that　inna㎜atory　cell　responses　to傭伽鰯are　identical　to　both　strains，　the　di仔erences

in　the　lesions　produced　by　the　two　strains　depending　oll　the　presence　or　absence　of　the　capsule，　Shinshu　Med

／42’27－41，ヱ994
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　　　　　　　　　　1緒　言　　’　泄伽どに舞に含まれ・重要濾糊とな・てい
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る1）。通常は，酵母形で発育し，菌体の直径は4～20

CmPtococczas　neofomaansは，自然界に広く分布す　　μmで，多くは酸性ムコ多糖からなる5～20μmの厚

る酵・母状真菌である。疫学的には腐生菌として鳩の排　　さの英膜を有する2）3）。本菌によって引き起こされるク

別刷請求先：福澤　正男　　　　　　　　　　　　　　リプトコックス症は，空気中に浮遊した菌体を吸引す

〒390松本市旭3－1－1　信州大学第2病理学教室　　　ることにより，肺に初感染巣としての急性および慢性
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　福　澤　正　男

鍛を繊す。．ひとたび血軟移行すると，全雛作製・た・・の離を2，・…pmで1°分間髄し瀕

クリプ，，。ク。症となり，特に騒を中ld・とする中　菌鹸で3回瀞し・　BU・k・r－Tti・k血球計師で菌

枢擁系襯和性がある。クリプ…ク・は謎康数を講し献難食髄液とした・予骸験の結果・
人、．はe，とんど藤する・とはなく，ま濾染しても　それぞれ難欠損掬・4…1・8／ml・難鮪株は

通常は容易に治癒し，まれに肺に孤立性病変を作る4）5）。　2．0×los／mlに調製した。

しかし，何等かの触抑制状態に1焔。ている儲雌　3擁と動物の屠殺・上記菌灘マウスの尾静脈か

鄭起きると，・・プ・・〃・症姓命瞳大彫　ら・．25mlずつ注躯た・マウ・個体当たりの接騨

響を灘し，その致死率は8・～9・％V・謝る．本症は，数は，難欠損株は1・0・1・8個・菱膜｛賄株は5x

以前，造血器悪性腫瘍，固形腫瘍の化学療法後，また　　107個である。接種後3，5，10，15，20，25，30，

副腎皮質ホルモソの使用に伴う免疫不全状態での日和　　35，40，45，50，55，60，65，70，75，80，85，90

見感染症として考えられていたが，近年は後天性免疫　　　日まで経時的ee　5匹ずつ屠殺した。

不全症候醐騰移搬の触抑制状態など嬢け　4菌体蝿子顕鞭的嚇・上言己条件で平板培地で

る合併症7，として湘されて・・る。　　　　培養した2種の齢を2％カ・ジル酸舗（O・IM，

　C．neofo77nunsの感染に対する宿主の感染防御機構　　pH7．2）グルタールアルデヒドを用いて集菌し，その

は，＋分には解明されてL・ない．C，・…f・・7n・n・　e：iSkまま2時間4℃で前固定した・その後上清を捨て・

によって葵膜の厚さが異なり，感染病巣も，炎症性細　　沈澱した菌体のpelletを約50℃の1％寒天（ナカラ

胞浸潤のほとんどみられな畷胞様椴と，マク・フ　イテス・）溶湘砲埋し・版て固ま・た嚇で1

アー艸リンパ励どからなる肉芽醗病変がある8）。　㎜解細肌洞緩鰍で瀞後，1％カ・ジル酸

また臓器によっても形成される病変が異なることが知　　緩衝四酸化オスミウムで2時間後固定した。型通り，

られている9｝。そこで我々は，英膜欠損株と葵膜保有　　脱水，置換し，エポキシ樹脂（TAAB　812）に包埋し

株をマウスの騨脈に注射し，縢胎めた月ml内にど　た・約0・1μmの超薄切牌作製し・1％轍ウラユ

のような病変が形成されるか，また形成された病変に　　ウム，クエソ酸鉛で重染色を行った。切片は透過型電

存在する浸潤マクμファージ，多形核白血球（PMN），　子顕微鏡（日立耳S－9）で観察した。

T細胞、ubset，　i。t，，1，uki。2・ecept・・（IL2r）の出現　5マ蜘・対する病原性・両菌掬こついて（使用動

を免疫繍化学的噸討した。　　　　　物，使用菌株・培養条件醐しては薩己と同様）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．0×108／mlの生食浮遊液を作製し，泰膜欠損株は20

　　　　　　　　　11材料と方法　　　　　　　　　　匹，英膜保有株は17匹にそれぞれ尾静脈からO．25ml

A　材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　静注し，感染死による経時的累積死亡数を算定した。

1　使用動物：4週齢の雄性王CRマウス（日本チャ　　その後剖検を行い，　Hematoxylin－Eosin（HE）およ

一，レズ．リ．・一，厚木）を使肌た。実験中はTAR一　びAl・ian　bl・・（pH2・5）－peri・dic　acid　S・hiff　（AB－

50型エァコンボックス内で飼育し，実験動物用固形飼　　PAS）染色を行って検鏡した。

料MF（マウス・ラ・ト・ノ・ムスター，オリエンタル　6病理組織学的撚：

酵母工業）と水道水を自由に摂取させた。上記条件で　　　a　組織学的検索：上記日程で屠殺したマウス各3匹

1週間の予備飼育の後，下記実験に供した。　　　　　　　を左心室，右心室からそれぞれ4％燐酸緩衝パラホル

2　使用菌株：Sabouraud寒天斜面培地（日水製薬）　　ムアルデヒド液で灌流固定し，肺は気管から注入固定

で継代培養しtc　CmPtOCOCCtes麗⑳㎜窩葵膜欠損株　　し，取り出した臓器は24～48時間4％燐酸緩衝パラホ

　（血清型D，ATCC　36556，以下爽膜欠損株）と，　　ルムアルデヒド液で固定した。脳，肺，肝および脾を

C7　yPtococczas　neOfomalns　pa膜保有株（血清型D，　中心に切り出してパラフィソ切片を作製し，　HE染色

ATCC　62072，以下英膜保有株）を使用した1°）。　1　　　およびAB－PAS染色を行った。

B　方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b　免疫組織化学的検索：上記El程で屠殺したマウス

1培養条件：Saboul’aud寒天培地で30℃，約4日　　各2匹について取り出した脳を，ティシュー一一テック，

間培養した。　　　　　　　　　　　　　　　クリオモルド2号（Miles　Inc．，　U．　S．　A．）に入れ，テ

2　菌液の調製：上記条件で培養されたCneoforma・　　イシュマウソト（白井松器械）で包埋し，ドライアイ

。、の細胞を，それぞれ滅菌生食水に懸濁して菌液を　スアセトンで凍結した・これらの材料力・らJUNG
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実験的脳クリプトコックス症
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図1　葵膜欠損株の電顕像

図2萸膜保有株の電顕像（C；英膜，W；細胞壁）

　　　図1の萸膜欠損株には棊膜は存在しない。
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　　　　　　　　　図3　英膜欠損株接種におけるマウス生存数
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CM3000　cryostatで，厚さ3～4μlnの凍結切片を作　　oxidase除去のため，室温でメタノールに30分浸潰し，

製し，30分間の風乾の後，10分間4℃アセトンで固　　0．3％過酸化水素添加メタノールに室温で10分間浸漬

定した。これらの凍結切片に対して，1次抗体として，　した。トリス緩衝液で3回洗浄後，2次抗体を室温で

ラット抗マウスGranulocyteモノクPt一ナル抗体　　1時間作用させた。トリス緩衝液で3回洗浄後，　per・

（lsotype；Rat　IgG2b，以下PMN抗体），ラット抗　　oxidase標識streptavidinを室温で1時間作用させた。

マウスLy－2（CD8a）モノク・一ナル抗体（lsotype；　発色は，0．005％過酸化水素および0．1％アジ化ナトリ

Rat　IgG2a，以下抗CD8抗体），ラット抗マウスL3　　ウム含有トリス緩衝漁こ3，3’ジアミノベンチジンを

T4（CD4）モノクローナル抗体（lsotype；IgG2b，以　　0．2mg／m1の濃度で溶解し，室温で約10分間行った。

下抗CD4抗体），ラット抗マウスIL　－2receptor　　核染は1％methyl　greenを使用した。陽性コソトロ

（interleukin－2　receptor　antibody，　CD25）モノクロー　　一ルとして，胸腺，脾臓を使い，陰性コソトロールと

ナル抗体（lsotype；IgM，　x，以下IL2r抗体）（以上　　して，前述のように作製した脳凍結切片に，正常兎血

Pharmingen，　San　Diego，　CA，　U，　S．　A．），ラット抗マ　清（Dakopatts，　Kopenhagen，　De㎜ark）を1次抗体

ウ」9　Macrophageモノクローナル抗体（lsotype；　の代わりに使用した。

IgG2b，　Caltag　Laboratories　Inc．，　South　San　Francis・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II【結　　　果
co，　CA，　U，　S．　A．以下抗マクロファージ抗体），2次抗

体として，ビオチン標識ウサギ抗ラットlgG抗体　　A菌体の電顕的観察（図1，2）

（Vector　Laboratories，　Inc，，　Burlingame，　CA，　U．　S．　　両株とも菌体直径は3～4μm程で，胞体内部には，

A．），ビオチン標識ヤギ抗ラットIgM抗体（Kit一　核，液胞，小胞体が観察された。両株ともに，厚さ

kegaard　and　Perry　laboratories　lnc，，　Maryland，　U．　S．　　0．3～O．5μmの層板状構造の明らかな電子密度の高い

A，）を使用してavidin・biotinylated　peroxidase　com一　　細胞壁が認められた。英膜保有株は細胞壁の外方に厚

plex（ABC）methodで検索した11）。抗体の希釈倍率　　さ1μmほどのやや電子密度の低い樹枝状構造の明ら

は，抗マクPファージ抗体が200倍，抗PMN抗体が　　かな英膜に相当すると考えられる構造物が認められた。

400倍，抗CD8抗体が400倍，抗CD4抗体が200倍，　　葵膜欠損株にはこの構造は存在しなかった。

抗CD25抗体が400倍，2次抗体はいずれも50倍で，　　B　両株の病原性

peroxidase標SU　streptavidin（Dakopatts，　Kopen一　　英膜欠損株接種群では，経過観察期間は90日に及ん

hagen，　Dennユark）は1，000倍で使用した。1次抗体を　　だが観察中に死亡したものは1匹のみであり，死因は

室温で1時間作用させ，0．05Mトリス塩酸緩衝液　　特定できなかった（図3）。英膜保有株接種群では図

（pH7．6）で3回洗浄を行った。その後，内因性per・　　4のように死亡し，剖検すると後に述べる実験群と同

表1　英膜欠損株による病変の炎症細胞の推移

接種後日数　　　　3　　5　　10　　20　　30　　40　　50　　60　　70　　80　　90

肉芽腫性病変

　マクロファージ　　十　　十十　十十十　十十十　十十十　 十十　　 十　　　十　　 十十　　 十　　　十

　PMN　　　　　　一　　　十　　　十　　十十　　　十　　十　　一　　　一　　　十　　一　　　一

　CD8　T細胞　　　　一　　　＋　　　＋　　＋＋　　　＋　　　＋　　＋　　　＋　　　＋＋　　　＋　　　＋

　CD4　T細胞　　　一　　　一　　　一　　　十　　　十　　十　　十　　　十　　　十　　十　　　一

　IL2r（＋）細胞　　　一　　　一　　　一　　　一一一　　＋　　＋　　一　　　一　　　＋　　一　　　一

髄膜炎

　マクロファージ　　ー　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十　　十　　　十　　　「十　　　十　　　十

　PMN　　　　　　－　　　十　　　十　　　十　　　十　　十　　十　　　十　　　十　　一　　　一

　CD8　T細胞　　　　一　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　＋　　　＋　　　　＋　　　－　　　H

　CD4　T細胞　　　一　　　一　　　＋　　　＋　　　＋　　＋　　＋　　　＋　　　＋　　＋　　　＋

　IL2r（＋）細胞　　　一　　　一　　　一　　　＋　　　＋　　＋　　＋　　　＋　　　＋　　一　　　一

＋：少数，　＋＋：中等度，　＋＋＋：多数　（＋）レセプター陽性
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実験的脳クリプトコックス症
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図4　英膜保有株接種におけるマウス生存数
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図5　接種後15日の英膜欠損株による脳内肉芽腫性病変

　　マクロファージからなり内部には菌体（矢印）を認める。菌体に英膜

　　はみられない。（AB－PAS，　x　670）

図6　接種後30日の英膜欠損株による，慢性髄膜炎

　　浸潤炎症性細胞は，マクロファーシ，リンパ球からなる。（HE，×420）
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様の病変を呈していた。　　　　　　　　　　　　　　　以後，接種後30日までは，脳内の病変数，大きさは変

C　爽膜欠損株に対する脳の組織反応（表1）　　　　　　化はないが，PMNは減少し，病変内部の菌数も減少

　接種後3日で脳内の毛細血管内から脳実質にかけて　　した。接種後35から45日にかけて，脳内の肉芽腫性病

増殖する菌塊を認めた。菌塊の直径は20μm程であっ　　変の数は著明な滅少を示し，病変の大きさも直径60

た。接種後10日位までこの菌塊内の菌数は増加し，菌　　μm程と小型となった。また病変内の菌数も減少した。

塊数も増えた。この頃より菌塊の周辺にマクロファー　　肉芽腫性病変内の構成細胞は，おもにマクロファージ

ジの浸潤がみられる様になった。接種後15日程で肉芽　　で，辺縁部に少数のリソパ球浸潤が観察された。髄膜

腫の形成を認めた（図5）。これらの大きさは約150　　炎も徐々に消退してゆぎ，少数のリソパ球，マクロフ

μm程までで，肉芽腫内に含まれる菌の数は減少して　　アージが見られるのみであった。以後は，個体により

いた。また，くも膜下腔にも菌体成分を認め，PMN，　　違いはあるが，脳内の肉芽腫性病変と，髄膜炎は徐々

マクロファージの浸潤を軽度に認めた（図6）。接種　　に吸収され，注射後約80日ほどでほとんど吸収された。

後25日ほどで，髄膜腔ではリンパ球浸潤がみられた。　　これらの肉芽腫性病変内，また吸収過程で菌体の

衰2　焚膜保有株による病変の炎症細胞の推移

接種後日数　　　　3　　5　　　10　　20　　30　　40　　50　　60　　　70　　80　　　90

肉芽腫性病変

　マクロファージ　 ー　　　十　　十十　十十十　十十十　十十十　十十十　十十十　　十十　十十十　　十十

　PMN　　　’　　一　　　十　　　十　　　十　　十十　　十十　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十

　CD8　T細胞　　　十　　十十　　十十　　　十　　　十　　　十　　十十　　　十　　十十　　十十　　十十

　CD4　T細胞　　　一　　　一　　　十　　十十　十十十　　十十　　　十　　十十　　十十　　十十　　十十

　IL2r（＋）細胞　　　一　　　一　　　一　　　＋　　＋＋　　＋＋　　　＋　　＋＋　　＋＋　　十＋　　＋＋

嚢胞様病変

　マクPtファージ　ー　　　一　　　一　　十十　　十十　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十　　　十

　PMN　　　　　　－　　　一　　　一　　　十　　　十　　　十　　　一　　　一　　　一　　　十　　　一

　CD8　T細胞　　　一　　　一　　　一　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋　　　＋

　CD4　T細胞　　　一　　　一　　　一　　十十　　　十　　　十　　　一　　　m　　　十　　　m　　　十

IL2r（＋）細胞　　一　　　一　　　一　　　＋　　　＋　　　m　　　－　　　一　　　一　　　一　　　rm

髄膜炎

　マクロファージ　ー　　　一　　十十　十十十　　十十　十十十　　十十　十十十　十十十　十十十　十十十

　PMN　　　　．　一　　　一　　十十　　十十　　十十　　十十　　十十　　十十　　十十　　十十　　十十

　CD8　T細胞　　　一　　　一　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋

　CD4　T細胞　　　一　　　一　　十十　十十十　十十十　　十十　十十十　十十十　十十十　十十十　十十十

　IL2r（＋）細胞　　一　　　一　　　＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋　　＋＋

＋：少数，　＋＋：中等度，　＋＋＋：多数　　（＋）レセプター陽性

図7　接種後20日の葵膜欠損株による肉芽腫性病変における抗CD4抗体陽

　　　性像（ABC法，×790）

図8　接種後20Elの英膜欠損株による肉芽腫性病変における抗CD8抗体陽

　　　性像（ABC法，×440）

図9　接種後30日の爽膜保有株による脳内の肉芽腫性病変

　　　菌体（矢印）には薄い英膜がみられる。（AB－PAS，×590）

図10　接種後50日の爽膜保有株にみられる嚢胞様病変

　　　菌体には厚い英膜がみられ，炎症性細胞浸潤はほとんど観察されない。

　　　（AB－PAS，×610）

32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．42



実験的脳クリプトコックス症

　　　　撲　　 讐寒4　　瓢　レ○畠　　　　 翼

No　1，1994　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33



福澤正男

謡一ヤ躊；霧・f健離　“　。・．、
∴劉一㍉駕｝．窺罷．　一　 。・v’
♂ジ　．Stt・、、ゴ孫ヅ

　，，m｛　：t　　　とぷ　　　xt　　　’　　　　ギ　　　，　㍉3　　ド　tt　　　　　　°　　　－
　　ft・　’－，：〆．

　　　　　　　　　　　　’∵　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ

　　ソtt’

i”’》　　　　　　　　　　　　　　‘　　＿ド　 “　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．燕
　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　れ　　　i　　　　　　　　　　　　　 ’　

　　　　　　’f1　　　、　’　’：
　　　　　　燃簿lt＝　、　　、　・　　．
　　　　　　？　　　　　　　㌶も
　　　　　　　　ア

34　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．42



実験的脳クリプトコックス症

PAS染色性は徐々に低下した。組織中の菌体成分は　　　3　脾：注射後10～15日で少数の肉芽腫性病変が形成

通常の英膜保有株にみられるAB染色陽性の英膜は存　　され，注射後20日で吸収された。

在しなかった。金経過を通じて嚢胞様病変は形成され　　E　爽膜保有株に対する脳の組織反応（表2）

なかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注射後3日で，脳実質内に直径約40μmほどの菌塊

　免疫組織化学的にはPMNとマクロファージについ　　が形成された。病変は，以後時間とともに数，大きさ

ては前述の結果と同様の所見であった。接種後15日程　　を増した。注射後10日ほどで，菌の増殖巣の大きさは

で，脳実質では菌を取り囲むようにしてCD4陽性T　　最大300μmほどとなり，辺縁に単核細胞浸潤と一部

細胞が浸潤し，接種後20日頃に最も多くみられ（図　　ではPMNの漫潤を認め，少数ではあるが，径約40

7），以後は徐々に減少し，接種後40日頃でほとんど　　μmの小型の肉芽腫性病変が形成された。くも膜下腔

観察されなくなった。しかし肉芽腫性病変が長く存在　　　にも菌体成分が確認された。注射後15日まで轟胞様病

した動物では・この後も，CD4陽性T細胞浸潤が認　　変の数は増加するが，併せてマクロファージの浸潤も

められた。脳内の肉芽腫性病変にCD4陽性T細胞が　　多くみられ，肉芽腫の形成が著明となった（図9）。注

出現する時期とほぼ同じ時期に，くも膜下腔でも　　射後20日ほどで髄膜にもPMN，マクロファージから

CD4陽性T細胞が散見され，接種後90日まで観察さ　　なる炎症性細胞浸潤がみられた。注射後25日ほどで，

れた。CD4陽性T細胞の浸潤がみられる時期にほぼ　　肉芽腫性病変と，嚢胞様病変の数はほぼ半々となった

一致して，CD8陽性T細胞が肉芽腫を取り囲むよう　　（図10，11）。髄膜炎も著明となり，上記炎症細胞に

に出現した（図8）。肉芽腫数が増加すると，病変内　　加えて，リンパ球の浸潤が明らかとなった。また個体

に観察されるCD8陽性T細胞は増加し，病変数の減　　によっては，肉芽腫性病変の方が多いものもみられた。

少とともに減るが，完全に消失することはなく，接種　　注射後30日から35Elでふたたび嚢胞様病変が増加し，

後80日で肉芽腫性病変が消失した後でも，CD8陽性　　直径700μm程に大型化した。接種後40日までに形成

T細胞は散見された。髄膜でも，CD8陽性T細胞の　　された嚢胞様病変の内部や，辺縁部にはマクロファー

浸潤時期は脳実質内のそれとほぼ一致し，接種後90日　　ジの浸潤が少数ではあるが認められたが，以後はこれ

まで観察された。接種後20日ほどすると，肉芽腫内で　　らの細胞は滅少していった。脳実質には肉芽腫性病変

表面にIL2rを発現するリンパ球が散見され，接種後　　が吸収された跡と考えられる，中心部に変性した菌体

40日頃まで観察された。髄膜でもほぼ同時に観察され，　を少数含み，辺縁にgliosisを伴う病変が散見された。

接種後75日頃まで認められた。　　　　　　　　　　　　以後90日まで，嚢胞様病変，肉芽腫性病変が交互に出

D　黄膜欠損株に対する他臓器のおもな組織反応　　　　現する像がみられたが，徐々に嚢胞様病変の占める面

1　肺：接種後3日頃から間質に肉芽樋性病変が形成　　積が大きくなっていった。髄膜炎は，注射後25日ほど

され，以後増加した。接種後15～25日がピークで，接　　から常に観察され，注射後40日ほどで，マクロファー

種後35日までに吸収された。　　　　　　　　　　　　　　ジ，リソパ球が中心となった。．なお経過中，肉芽腫性

2肝：接種後3日ほどで肉芽腫性病変が形成され，　　病変内の菌体はAB陽性の葵膜は厚さ1μm以下と薄

以後数は増加し，注射後15～20日でピークに達した。　　く，それに対して，嚢胞様病変では厚さ3μm以上で

以後徐々に減少し，接種後90日まで少数の肉芽腫性病　　あった。肉芽腫性病変の中央部に位置する菌体は，英

変が存在した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　膜が乏しく，菌体自身のPAS染色性も低下していた。

図11　接種後25日の葵膜保有株による脳内病変

　　　肉芽腫性病変と嚢胞様病変が同時に観察される。（AB－PAS，×100）

図12接種後25日の萸膜保有株による髄膜脳炎

　　　髄膜腔にリンパ球とマクロファージの著しい浸潤を認め，脳内には肉

　　　芽腫性病変がみられる。（iHE，×120）

図13接種後25日の英膜保有株による髄膜脳炎

　　　抗CD4抗体に陽性のリンパ球が多数髄膜腔に浸瀾する。（ABC法，×

　　　120）

図14　接種後25日の葵膜保有株による髄膜脳炎

　　　抗CD8抗体に陽性のリソパ球が髄膜腔に散見される。（ABC法，×

　　　120）
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全経過を通じて，黄膜保有株は，脳実質に病変が形成　　の発症が増加している。アメリカのAIDS患者の5

され，炎症細胞の反応は髄膜より速いが，一旦髄膜炎　　～10％にクリプトコックス症があり，その85％が，髄

が形成されると，髄膜腔の方が炎症性細胞反応は著し　　膜炎であるという6）。

かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脳におけるクリプトコックス感染病巣は，髄膜炎，

　免疫組織化学的には，PMNとマクロファージは，　　髄膜脳炎，　cryptococcomaの3種類に分類されてい

脳の組織反応に述べた通りであった。接種後15日ほど　　る5）。マウスを使用した実験的脳クリプトコックス症

で，菌塊を取り巻くようにCD4陽性T細胞が肉芽腫　　では，萸膜を有する株は嚢胞様病変を形成し，英膜欠

性病変内で増加し，接種後25日程まで増加した。以後，　損株は肉芽腫性病変を形成することが明らかにされて

接種後90日まで個体差はあるが持続した。髄膜では，　　いる8）26）。これらの報告では，脳実質で形成される病

CD4陽性T細胞は接種後10日頃からみられ，髄膜炎　　変の形態学的な違いに関して検討されており，髄膜に

の進展に合わせて，数は増加した。髄膜炎を形成する　　形成される病変に関しては，詳細な記述は乏しい。

リソパ球の大半は，CD4陽性T細胞であった（図12，　　　σ喫q／b㎜鋸に対する免疫応答は来だ十分には解

13）。これと前後して病変の辺縁部ec　CD8陽性T細　　明されておらず，感染防御機構における液性免疫の役

胞が散見され，接種後90日まで観察された（図12，　　割にも一一定の見解は得られていない27）2s）。クリプトコ

14）。IL2rは肉芽腫性病変では，接種後15日ほどから　　　ヅクス感染には，細胞性免疫の果たす役割が大きいと

リソパ球に発現し，以後接種後90日まで持続した。　　　　の報告が多い4）25）27》一30）。過去のin　vivo，　in　vitroでの

F　爽膜保有株に対する他臓器のおもな組織反応　　　　研究によると，natural　killer細胞31），　antigen・

1肺：接種後3日から菌集塊を認め，少数の肉芽腫　　induced　suppressor　T細胞s2），活性化マクロファー

性病変の形成を認めた。接種後10～20日で嚢胞様病変　　ジ33｝などがクリプトコックス感染の防御に関与してい

が最大となり，一部の動物はこの段階で死亡した。以　　ると言われている。またヌードマウスを使用した実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’後嚢胞様病変は肉芽腫性病変へと変化し徐々に病変数　　によるとS4），宿主のC．　neofomans　e＝対する免疫応答

は減少した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　では，初期のT細胞反応が重要であることが明らかに

2　肝：接種後3～5日で菌集塊が出現し，接種後　　されている。しかし，脳クリプトコックス症における

10～15日ですべて肉芽腫性病変となり，同時に病変数　　　リソパ球subsetおよび肉芽腫の形成，髄膜炎に関す

も最大となった。以後徐々に吸収された。　　　　　　　る検索は行われていない。本実験で使用した2種の株　　’

3　脾：接種後5～25日間に少数の肉芽腫性病変が観　　は，髄膜脳炎を形成し，病変の再現性が高く，炎症性

察された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　細胞浸澗の検討に適していると考えられる。一般的に，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　クリプトコックスの侵入経路は，経気道的であり，そ

　　　　　　　　N考　察　　　　の髄融介して，脚。搬を作るものと教られて

　クリプトコックス症の頻度は，深在性真菌症のうち，　いる4）。本実験では，血行性脳病変の検索を目的とし

カンジダ症，アスペルギルス症に次いで，3番目に位　　たため，菌体の静注による経路を選んだ。また本菌を

置づけられている12）。C．　neofo2manεは，菌体を厚い　　用いた感染実験の多くは，菌の病原性に主眼がおかれ

葵膜が被うことが特徴である2）3）。この英膜は，菌株に　　たものが多い。ここでは，人クリプト＝ックス性脳髄

より様々な厚さがあり，食細胞の寅食に抵抗を示すと　　膜炎に類似した実験的病変に免疫組織化学的検討を加

いわれる13）－15〕。まれに英膜欠損株が存在し，英膜保　　えて，脳における肉芽腫形成とT細胞のSubsetを明

有株との違いが論議されている3）10）Is）－22｝。　　　　　　　　らかにすることとした。

　人肺クリプトコックス症の組織学的検索によると，　　　今回の実験で使用した英膜欠損株では，初期には

健常人に発症した場合は，異物型の巨細胞を伴った肉　　PMNとマクロファージの浸潤がみられたが，肉芽腫

芽腫の形成が著明で，一部には乾酪壊死を伴い，遅延　　形成が著明になるとPMNは認められなくなり，肉芽

型アレルギー反応の関与が推定される例もある23〕24）。　　腫は，リソパ球とマクロファージから形成された。免

これらの現象には，肉芽腫の形成とともにT細胞によ　　疫組織化学的には，肉芽腫形成期にみられるリンパ球

る細胞性免疫の関与が考えられ，in　vitroでの細胞性　　は，病変中央部はCD4陽性T細胞であり，肉芽腫の

免疫の成立を示唆する報告もある25）。近年は，臓器移　　辺縁部にCD8陽性T細胞が散見された。病変数が減

植患者における免疫抑制状態7），AIDSなどでの本症　　少するにしたがって，マクロファージ，　CD4陽性T
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細胞も減少した。実験的なマウスの真菌症において，　　ックス症でも肉芽腫周囲の線維化が起きてもよいが，

免疫組織化学的な検討が加えられているものにCOC・　　英膜欠損株は，線維化の形成以前に病変が吸収され，

cidioidomycosisがある35）。それによると，　coc一　英膜保有株では，線維化を惹起させるマクロファージ

cidioidomycosisでは諸臓器に肉芽腫が形成され，そ　　などが嚢胞様病変ではほとんど存在しないため形成さ

の中心に菌体を取り囲むようにマクロファージと　　れないと考えられる。

CD4陽性T細胞があり，その周囲にCD8陽性T細胞　　　MiyajiとNishimura°）の報告によると，クリプトコ

が散見され，人coccidioidomycosisに見られるもの　　ックス感染時に，クリプトコックス菌体に対する肉芽

と同様であるとのことである。健常人に発症した，肺　腫の形成は病変の拡大を防止する点で重要であり，マ

クリプトコックス症の組織学的，免疫組織化学的検討　　ウスのクリプトコックス症における病変形成は，組織

によると，肺の肉芽腫では，菌体を取り囲むように　　固定マクPファージの数に依存し，肺，脾，肝のよう

CD4陽性T細胞が散在し，その周囲にCD8陽性T細　　にマクロファージの多い臓器では肉芽腫性病変が形成

胞が少数散見され，病変内部のCD4対CD8は約2対　　され，脳のようにマクロファージの少ない臓器では嚢

1であったという36）。また，渋谷ら3ηは，マウス肺の　　胞様病変が形成されるという。しかし，本実験で明ら

クリプトコックス症について免疫組織化学的な検討を　　かなように，本菌の感染における病変の質は，組織固

加えており，肉芽腫形成の時期では，major　his・　定マクロファージの数ではなく，菌株，特に爽膜の性

tocompatibility（MHC），　class　IIであるIa抗原を発　　格に依存するといえる。

現したマクロファージが多く観察され，その聞に　　　渋谷らは，対象臓器として肺を用い，本実験では，

CD4陽性T細胞が位置したという。　MHC　class　IIに　　脳を用いたため単純な比較は不可能であるが，浸潤リ

拘束されたCD4，　CD8およびマクロファージによる　　ソバ球のsubsetはほぼ同様である。したがって，脳

細胞間の相互作用が，肉芽腫の形成と菌体の処理に重　　内病変形成，および感染防御機構に関しては，肺と同

要な役割を演じているとしている。マウス肺のクリプ　　様のメカニズムに基づいていると推定される。本実験

トコックス初感染巣では，菌の拡散防止は，CD8陽　　で使用したマウスはICRマウスであり，現在までに

性T細胞より，CD4陽性T細胞の果たす役割が大き　　この系のマウスの，　MHC　class　II抗原を認識する抗

いといhれる3s）。しかし，マウス肺初感染巣における　　体は開発されていないために検討を加えることができ

検討によると，CD8陽性T細胞はC．　neoforiuansを　　なかった。しかし，本実験ではIL2rがリンパ球に発

食食したマクロファージを溶解し，感染病巣にマクロ　　現した。IL2は，　T　cell　growth　factorであり，　T，　B

ファージを動員する役割を果たし，CD4陽性T細胞　　細胞に作用し，　T，　B細胞の増殖を促進させる42）。す

はCD8陽性T細胞よりcytokine分泌が盛んであり，　　なわち，肉芽腫内部や，髄膜炎病変部ではT細胞間に

食細胞の活性化を促すことによりC．η2碗㎜πsに対　　おけるサイトカインを介したinteractionの存在が考

する感染を防御するという3°）。ヌードマウス（nu／　　えられる。

nu）の脳のクリプトコックス感染病巣では，　BALB／c　　　葵膜保有株では，初期には肉芽腫性病変が形成され，

（nu／＋）マウスに比して，髄膜，脳実質ともに炎症性　　以後徐々に嚢胞様病変が優位となっていった。英膜欠

細胞浸潤が乏しく，ヌードマウスでは肉芽腫の形成に　　損株に比して，個々の肉芽腫は大きいが，浸潤リソバ

いたらなかったとの報告もある9）s9）。一方，　nu／nuマ　　球のsubsetは英膜欠損株とほぼ同様であった。萸膜

ウスでは，異物肉芽腫の形成はみられるといわれてい　　の乏しい株は，非特異的オプソニン化を受けて，

る4°）。この事実は，脳内のクリプトコックス感染病巣　　PMN，マクPファージに寅食されるとの報告があ

における肉芽腫の形成およびその維持にT細胞が必要　　る4s）。萸膜保有株は，嚢胞様病変形成前には葵膜はや

であり，本実験結果でみられた肉芽腫性病変の中心に　　や薄いが，嚢胞様病変が形成される時期になると，厚

CD4陽性T細胞が位置することは，病変の拡大を防　　くなり，これらの病変には炎密性細胞浸潤が乏しくな

止する意味での脳内肉芽腫形成にT細胞が深くかかわ　　る。興味のあることに，嚢胞様病変と肉芽腫性病変が

っていると考えられる。　　　　　　　　　　　　　　混在する時期がみられた。この時期の肉芽腫性病変の

人の肉芽腫を形成する代表的疾患に結核がある。結　　リンパix　subsetは，爽膜欠損株の肉芽腫とほぼ同様

核性肉芽腫ではしばしば周囲ile　fibrosisがみられ，病　　であった。すなわち，同一の個体で，免疫応答が完成

変の修復過程であると考えられている41〕。クリプトコ　　した炎症性細胞浸澗がみられる病変もあれば，同一の
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病原体に対して，ほとんど炎症性細胞浸潤がみられな　　　本実験では，黄膜産生能のある株とない株を使用し

い病変も存在することになる。　　　　　　　　　　　　て脳内病変の免疫組織化学的検討を加えた。基本的な

　また，マウスに対する病原性に関して，同じ血清型　　炎症性細胞反応は，初期には，非特異的な急性炎症細

の株同士でも著しい差があることが知られている44）。　　胞浸潤であるが，徐々にCD4，　CD8陽性T細胞およ

本実験で使用した菌株はいずれも血清型Dの共通抗原　　びマクロ7アージが中心となっていく。焚膜保有株は，

性を示す。しかしこれらの株は，in　vivo，　in　vitroで　　生体内での萸膜産生により，宿主の免疫機構から逃れ

の葵膜形成能，菌体の大きさで，著しい差を認めた。　　るように増殖し，最終的には，嚢胞様病変の形成に至

電顕的に，爽膜保有株は，細胞壁から伸びた電子密度　　る。本実験で，脳内クリプトコックス感染病巣におけ

の高い樹枝状構造物を認め45）‘6）v黄膜欠損株では，こ　　る病変形成に丁細胞とマクロファージが強く関与して

のような構造物はみられなかった。また，脳内病変で　　いることが明らかとなり，他方焚膜の有無で病変の性

もAB染色陽性の英膜は，英膜欠損株には観察されな　　格が変わることも明示された。

かった。マクロファージの貧食は，黄膜のサイズに反
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
比例するといわれている47｝。焚膜polysaccharideは，

リンパ球の反応を抑制するとの報告もあり48）“－fi°｝，こ　　　C．　neofomaans　veよる脳の病変がその英膜の有無に

の爽膜の有無が，組織反応の違いの1つの原因として　　よって，いかに異なるかを明らかにする目的で，マウ

考えられる。また，他の理由としては，厚い黄膜がマ　　スを用いて実験を行った。すなわち，C．　neoforeuams

クPファージの貧食に抵抗し，抗原提示細胞としての　　の同じ血清型（D）を有する爽膜欠損株と葵膜保有株を

働きが達成されないとか，菌体の抗原物質が英膜によ　　マウスに静注し，形成された脳の病変を経時的に検索

って隠されてしまうという仮説がある13）－15）。黄膜保　　して，以下の結論を得た。

有株では，一旦嚢胞様病変が形成されると，大きさ，　　　1　英膜欠損株は葵膜保有株に比べて病原性が著しく

数を増して，さらに病変同士の融合傾向がみられ，接　　　弱かった。

種後90日では大きいもので700μmほどのものが認め　　　2　英膜欠損株はin　vitroでもin　vivoでも泰膜を形

られた。多量のクリプトコックス英膜glucuronox・　　成しないことが確認された。一一一・方葵膜保有株はin

ylomannanの存在は宿主のクリプトコックスに対す　　　vitroでもin　vivoでも焚膜が形成された。

る免疫学的寛容を成立させるとの報告29）や，クリプト　　3　両株とも，マウスに脳髄膜炎を惹起し，病変初期

コックス抗原物質は遅延型過敏反応を抑制するといっ　　　の炎症性細胞反応は，PMNとマクロファージの浸

た報告もある32）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　潤であり，やがて肉芽腫が形成され，菌を取り囲む

　英膜欠損株に対する組織反応と，英膜が薄い時期で　　　ようにマクロファージとCD4陽性T細胞が集まり，

の葵膜保有株に対する反応はいずれも肉芽腫性病変形　　　その周囲にCD8陽性T細胞が散見された。髄膜炎

成という同一の反応であった。これらの事からクリプ　　　の構成細胞も肉芽腫構成細胞と同様であった。IL2r

トコックスの抗原はおもに細胞壁にあることが推定さ　　　はリンパ球に発現した。

れる。前述の黄膜の性格からすると英膜が厚くなるに　　4　英膜欠損株では，この肉芽腫性病変が時間ととも

したがって嚢胞様病変が優位になることは理解しやす　　　に吸収された。それに対して，葵膜保有株では肉芽

い。すなわち，嚢胞様病変が一旦形成され，数が増加　　　腫性病変から炎症性細胞反応のない嚢胞様病変へと

し，大型化すると，ますますリンパ球，マクロファー　　　変化し，その病変数が増加し，かつ大型化した。

ジの反応が起きにくくなることが推定される。本実験　　　5　これらの結果から，CneOformans　Vt対する炎症

の爽膜保有株使用時の末期に観察されたような大型の　　　性細胞反応は，英膜の有無に関係なく原則として共

嚢胞様病変が形成されると，宿主の免疫機能だけで排　　　通であるが，黄膜保有株では，組織内菌増殖に伴っ

除されるとは考え難く，事実，一度形成された嚢胞様　　　て炎症性細胞反応のない特異な嚢胞様病変を形成す

病変は，肉芽腫性病変に転換し得ないとの報告もあ　　　ることが明らかにされた。

る8》。英膜保有株の病原性の検索では，注射後42日で

全動物が死亡した。病原性の検索において投与した菌　　　本論文の要旨は，第81回日本病理学会総会（1992年

数は，免疫組織化学的な検討を行った系の2倍量であ　　　5月，仙台），第36回日本医真菌学会総会（1992年10

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　月，福岡），第82回日本病理学会総会（1993年4月，
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