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緒 言

ツベルクリン (以下 ｢ツ｣と記す)過敏症の

受身伝達については Chasel)が結核感作モルモ

ットの腹腔溶出細胞を用いて始めて成功 して以

莱,遅延型過敏症の研究を志す学者が, この手

技に基づいて実験を行なうようになって来た｡

即ち, Kirchheimer&Weiser2)は BCG感

作モルモットの生きた腹腔溶出細胞,及び牌細

胞による ｢ツ｣過敏症の受身伝達を実験的に証

明したが,細胞破壊液では伝達できなかったこ

とを報告した｡

その頃,Metaxas&Metaxas-Biihler3)はモ

ルモットにおける ｢ツ｣過敏症の localpassive

transferの技術を開発 し, これによっても伝達

実験が可能であると報告 した｡

その後,実験動物における ｢ツ｣過敏症の受

身伝達は生きた リンパ系細胞を用いれば可能で

あるという Stavitsky4),Nishioka5),Schmid6)

らの報莞-が相次いだが,-方破壊 した細胞材料

や血清をもってする伝達実験に成功 したものは

なかった｡

1949年Lawrence7)は人における実験で,｢ツ｣

陽性のヒ トの末梢血白血球破壊液 を 用 い て,

｢ツ｣過敏症の受身伝達に成功 したと報告 した｡

その後,Baram ら8,9)はその受身伝達因子を

Sephadexを用いて分離 して γ一globulinを含む

高分子分画とpolynucleotideを含む低分子分画

の2分画に伝達因子としての活性があることを

証明した｡ しか し実験動物における伝達閃子に

ついては人の場合と比べて不明の点 が 多 かっ

た ｡

Cole良 FavourlO)は結核感作 モルモットの

血費よりCohnの低温エタノール法により分画

した α-グロブ リン分画 (FractionIV-10)を用

いて ｢ツ｣過敏症の受身伝達に成功 したと報告

したが,Ehrenkranz良Waksmanll)はこれを

迫試 した結果, Cole良 Favourの主張を否定

している｡

Bauer良Stone12)はinbredのモルモットの

生細胞を使用して, ｢ツ｣過敏症の受身伝達実

験を行ない,高率に recipientに伝達すること

に成功 したが,冷凍融解操作や超音波で破壊す

ると伝達能力を失 うことを報告 した｡

又 Turk13)は結核死菌感作を行なったモルモ

ットの牌細胞, リンパ節細胞及び白血球を破壊

して作製 した材料を正常モルモットに注射する

と, 長期間に亘って濃厚 ツベルクリン (PPD

40〝g)に陽性反応を呈することか ら,このよう

な材料を用いると, activesentization が起る

可能性を指摘 している｡

更に,Bloom & Chase14)はモルモットを用

いて破壊 した細胞材料による遅延型過敏症の受

身伝達実験を試みた結果,recipientにみられる

反応は特異的免疫反応ではなく脱毛剤などの非

特異的刺戟反応ではないかという否定的見解を

報告 した｡

以上のように動物 における細胞成分 による
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｢ツ｣過敏症の伝達に関しては,:最近迄一般的

な承認を得るに至らなかったが,免疫学的研究

方法の進歩と共に,動物においても ｢ツ｣過敏

症の伝達因子の存在を肯定する実験成績が次第

に増加 して来た｡

即ち,Rothmanら15)はモルモットの ｢ツ｣

伝達因子について研究 し, リンパ系細胞より分

離したγA-グロブリン分画に活性を証明したと

報告 した｡Kochanら16)は BCG感作モルモッ

トの腹腔溶出細胞を冷凍融解操作で破壊 して作

製 した抽出液中に ｢ツ｣過敏症の伝達因子を証

明し,更に,これらの細胞が invitro或は in

vivoで OTと接触 (OTchallenge)すること
により,transfermaterialが細胞から遊離する

という現象を認めて報告した｡辻ら17)は動物に

おける ｢ツ｣過敏症受身伝達因子について研究

し, 結核菌で感作及び challengeをおこなっ

たウサギの肺胞溶出細胞中に上記因子が存在す

ることを実験的に証明し,後に岡田18)は受身伝

達因子の本体は分子量15,000-60,000の低分子

の蛋白であると推定される実験成績について報

告 した｡

動物における ｢ツ｣過敏症の受身伝達因子が

細胞抽出液中 の一定分画中 に認められたこと

は,従来の常識を破る新 しい免疫学的事実であ

り,その意義は重大である｡そこで岡田の実験

報告については反対意見も少 くなかった｡その

最大の疑問は実験動物の選択方法 に向 け られ

た｡即ち,本邦で市販されているウサギは購入

時既に ｢ツ｣反応が陽性のものが多数混在 して

おり,この原因としては Mycobacterium の自

然感染が考えられるからである｡従って岡田は

伝達実験の recipientとして使用する動物は,

すべて実験前に ｢ツ｣反応をおこない,陽性の

ものを除外 し,陰性のもののみを実験に使用し

ている｡一方 ｢ツ｣過敏症の伝達実験にこのよ

うなテス トをした動物を使用することは,｢ツ｣

抗原による感作をおこなうことを意味するもの

で,岡田の実験成績が必ずしも一般の承認を受

けるに至らなかった最大の理 由が ここにあっ

た｡

著者は, ｢ツ｣過敏症の受身伝達が,細胞抑
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出液の一定分画を用いても可能であるか否かと

いう問題は,免疫学上極めて重要であると考え,

これを疑問の少ない方法によって研究 したいと

思い,実験動物としてモルモットを用いること

に着冒し,以下述べるようにモルモットを用い

て ｢ツ｣過敏症の受身伝達因子を追求 した｡

実験材料及び実巌方法

実験動物 :体重350乃至450gの市販 Hartley

系モルモット (哩)を用いた｡とくに実験前に

｢ツ｣テス トを行なっていないが,予備実験成

績ではツベルクリン反応陽性を示 した動物は皆

無であった｡

1.donorの感作方法

第 1表に示 した如 く, BCG加熱死菌 10mg

を Freundadjuvantlmlに浮併させて,その

第■1表 モルモットの感作方法

モルモット(Hartley系,?)
J
感作Ⅰ(BCG加熱死菌 1mg+Freundadjuvantを
足政に注射)

12過
感作Ⅲ(BCG加熱死薗1mg+Freundadjuvantを
足舵に注射)

12週

challenge(BCG加熱死菌 1mg+生理的食塩水
0.5mlを頚静月永内注射)

t3-4日
(60Co照射)

｣3-4E]

心臓穿刺により採血後動物を屠殺,

牌臓及び肺臓を摘出.

0.05mlづつ計 0.1mlを後肢足舵に呂三射 した

(第 1回感作)｡ 2過後に同一量の浮瀞液を足

既に再注射 した (第2回感作)｡ 更に2過後に

BCG加熱死菌 1mgを 0.5mlの生理的食塩水

に浮湛させ頚静脈より注射した (以後,この処

置を challengeと記す)｡ これらの処置をおこ

なった動物をVC(vaccinatedandchal一enged)

モルモットと略称することにする｡

更に対照として以下の3群をおいた｡

N.正常群 (無処置)

Vl.1回感作群 (challengeを行なっていな

い)
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V2.2回感作群 rchallengeを行なって いな

い)

2.牌細胞の採集及び細胞抽出液の作製方法

感作後 challengeをおこなった7日目のモル

モットを心臓穿刺により採血,屠殺 し,速やか

に牌臓を摘出した｡肺臓を Hanks液を用いて

充分洗源 した後, Hanks液中にて-サ ミをも

って細か く切り砕き, 2層の滅菌ガーゼで炉過

して Hanks液による細胞浮済液を作製 した｡

その細胞を 2FIl]遠心沈澱によって洗源 した｡最

後は目盛り付きスピッツグラスで細胞量を計測

したのち,packedcelll容の牌細胞を4容の蒸

潜水に浮前させた｡ この細胞は凍結融解操作を

5回反復 して細胞膜 を破壊 し,20,000g60分

間冷却遠心分離を行なった後,その上活を細胞

抽出液として実験に用いた｡細胞浮溝液は実験

に使用するまで -20oCに保存 した｡尚採取 し

た血液より血清を分離 し -20oC に保存 した｡

又 N群,Vl群及び V2群のモルモットにも上

記同様の操作を行ない,牌細胞抽出液及び血清

を作製 した｡ 対照実験材料 として岡田の方法に

より,BCG死菌で感作及び challengeを行な

ったウサギの肺胞彦山細胞抽出液を作製 した｡

この細胞抽出液 もモルモット腺細胞抽出液の場

合 と同株に -20oCに保存 した0

3.受身伝達実験方法

生細胞抽出液を実験材料として recipjentの

静脈内に注射 した後, recipientのツベルクリ

ン感受性を経時的に テス トする所謂 systemic

passivetransferの方法を用いた｡ 血清を投与

する場合は,通常 3回に分けて 3日間連続で,

recipient 1匹当り計 20mlとなるように等量

に分割 して腹腔内に投与 した｡テス ト抗原とし

てはPPD IOILg(ParkeDevis社製)を用いた｡

注射後 5時間,24時間,48時間目に局所反応を

観察 し,以下述べる判定基準に従って各時間に

おける皮膚反応の状態を記録 した｡

+ :明瞭な硬結 (径 10mm 以上)を認めた

もの

± :弱い硬結が認められるが,径10mm以下

のもの

ー :まった く反応が認められないもの

recipientの ツベルクリン感受性は静脈内投

与後,即時, 1日目, 3日目, 7日目 (必要に

応 じて14日日)について調べたが,原則として

テス トは recipientについては 1乃至2回に回

数を制限した｡その理由としてはモルモットは

テス ト抗原によって感作されるので,その影響

を避けるためである｡

4.細胞抽出液の透析による分画方法

TransferFactor(受身伝達因子)が細胞柚出

液中高分子成分であるか,低分子成分であるか

を検討する目的で セロファン膜 (ViskingNo

32)による透析を行ない,透析内液,外液に分

けたo透析操作は 40C18時間蒸溜水申で日--伝

った｡各分l輔ま前記の方法による受身伝達実験

の材料とした｡又必要に応 じて一度分離 した両

分画を再び混合 して (40C18時間放177-_)同様の
受身伝達実験を行なった｡

5.ゲル宮戸過による碑細胞柚出液分画実験

a)SephadexG-200によるゲル炉過 :

SephadexG-200粉末 (particlesize40-120

FL,Waterregain20士 2g,drygel,Pharmacla,

Uppsala)160gを蒸溜水中で膨潤, 洗源後,

pH 7･4,0･075M phosphatebuffered saline

(0.15M NaCl,0.001M disodium ethylene

diaminetetraacetete以下 PBS-EDTAと記す)

を合む溶液で充分洗推 し,直径 6.5cm,高さ50

cm のカラムに充壊 した｡細胞抽出液上活約 17

mlを凍結乾燥法により約 2倍濃度まで濃縮 し

た後,カラムに注入 し,P石S-EDTA により15

m1-20ml/hrの速度で溶出を行ない,12ml宛

フラクションコレクターにより採取 した｡ この

操作は全て,4oCの低温室内で行なった｡溶出

液の紫外線吸光度を UVcoder(Type1,L.K.B

社製)で記録 し,必要に応 じて島津紫外線分光光

度計により各試験管ごとに吸光度を測定 した｡

図2に示す如 く,溶出液を CO,Cl,C2,C3,C4

及びC5の 5分画に分けてプール し,それぞれ

2.5ml迄凍結乾燥法により濃縮 した後,C1,C2

分画は 100倍量の EDTA に対 して24時間透析

し,その透析内液を受身伝達実験に用いた｡C3
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及び C4の両分画は比較的低分子であるため濃

縮後,以下に記載す る SephadexG-25を用い

て脱塩 し,生理的食塩水で等張とし,その分画

を伝達実験材料 とした｡伝達因子の分子量を測

定する目的で,上記のカラムに次の 6種類の分

子量既知の物質をカラムにかけて,その溶出位

置を測定 した｡

humangamma-globulin分子量 160,000

bovineserum albumin 〝 67,000

ovalbumin 〝 45,000

chymotrypsln 〝 25,000

bacitracin ′′ 12,400

cytochrom c 〝 1,450

(Schwarz/Mann社, ゲル炉過法による分子量

測定用標準蛋白質キッ ト)

b)SephadexG-25によるゲル炉過 :

SephadexGl25粉末 (particlesize20-80FL,

water regain 2･5土 0･29 water/g,dry gel,
PharmaciaUppsala)を蒸滑水で洗源後,PI∋S-

EDTAで平衡 し,直径 4.5cm,高 さ15.0cm の

カラムに充壊 した｡前記濃縮 C3,C4の 8.5ml

を用いてゲル炉過を行ない,7mlづつフラクシ

ョンコレクターで分画採集 し,図 3の如 く Pl,

P2の2分画に分け, 生理的食塩水で等張 とし

て伝達実験材料に使用 した｡

6.酵素による伝達因子死活試験

酵素 としては, Trypsin(Sigma社製, 2×

cryst･),RNAse(Sigma社製 from bovinpan-
creas,5×cryst･)を使用 した｡

Sephadexゲル炉過により分離 した伝達活性

を有す る分画に,蛋白量 10mgに対 して各酵素

1mgを低温で24時間作用させた後(pH7.4),そ

の混合液を recipientに授与 して活性を試験 し

た ｡

7.60Co照射実験

島津製 60Co照射装置 (RTGS-2型,2000ci)

を用いて, 感作及び challengeを行なったモ

ルモ ッ トに, challenge後 3-4日目 に全身

800r照射 し, 更に3-4日目に採血屠殺 し,

その牌細胞及び血清を実験材料 とした｡対照と

して正常モルモ ッ ト或は感作のみで,challenge
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を行なわないモルモ ッ トについても照射を行な

って,牌細胞及び血清を採集 した｡

8.病理組織学的検査

recipientの ｢ツ｣テス トを行なった局所 につ

いて実験群,対照群の両者共標本を作成 し,柄

理組織学的検索を行なった｡標本はすべて-マ

トキシ リン,エオジン染色法 によって染色 した｡

美妓成績

第 1節 :生牌細胞による受身伝達実験

第2表は VC モルモ ッ トの生牌細胞 による

第2表 VCモルモットの生腺細胞によるツベルクリ
ン過敏症の受身伝達実験成績

Recipient ツベルクリン陽性 recipient+動物数
/recipient+総数 ー
静月永内投与後の日数

投与牌細胞量 高森 1日 3日 7日 14日

108個 17/17 13/15 4/8 3/5 0/6

5×107個 15ノ16 9/13 2/14 2/5

107個 2/5 0/5

実験成績を示す ものである｡ 即ち, 表の如 く

packedcell1.Oml(細胞数約 108個)を注射 さ

れた recipientは注射直後 (即時)は17匹仝例

について明瞭なツベルク リン感受性が認め られ

たが,注射後 1日目, 3日冒, 7日目と日を経

るに従 って ｢ツ｣感受性は微弱となり,14日目

には6匹全例について反応陰性であった｡即ち

recipientの ｢ツ｣ 感受性 は移入 された牌細胞

によるものであって,所謂受身伝達であること

が認め られた｡recipientに移入 す る細胞量 を

packedcell0.5ml(5×107個) とした場合は即

時で16匹中15匹に ｢ツ｣感受性が認められ ｢ツ｣

感受性の伝達はこの量でも充分可能であること

が判明 した｡ 移入細胞量を packedcellO.1ml

(107個)に減量す ると recipientの皮膚反応は

5例中2例陽性であったが,他の 3例で陰性で

あり, 1日目ではすでに5例全例が陰性であっ

た｡従 って確実な ｢ツ｣感受性の移入 には少 く

ともVCモルモ ッ ト生牌細胞 5×107個が必要

であると思われた｡

第 2節 :各種処置を行なったモルモ ット生牌細
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第 3表 各種処理を行なった dororの/i:.牌細胞による
ツベルクリン過敏症の受身伝達実験成績 (細
胞数 108個投与)

donor埋墜星室
群 体重

0

I/

/.

]
'
=

:Ⅴ

×100

l

1

3

8

9

2

2

2

7

2

0

0

0

0

0

ツベルクリン陽性recir)ient動
物琴/recipient総数
静月永内投与後の目数

直後 1R 3日 7日 14II

0/3 0/3

5/6 1/2 0/4*

4/4 1/2

17/1713/154/8 3/5 0/6

0/9 0/7

*2日目

胞による伝達実験

第 1節の成績 で示されたように VC モルモ

ット牌細胞 108僧を用いれば ｢ツ｣感受性の受

身伝達は確実に可能であり,多くのrecipientに

おいては感受性の持続期間は 1週間であった｡

challengeを行なわない Vl,V2増について,

/主牌細胞 108個移入された recipientでは移入

直後の ｢ツ｣感受性はかなり明 瞭に認められた

が (第 3表),持続期間が VC 群の場合と比較

して短か く,移入後2日目にはすでに全例が陰

性化 していた.一方対八田洋であるNlf羊では同量

のft'.牌細胞を用いた recipientでは全た く ｢ツ｣

感受性が認められなかった｡以上の実験成績よ

り challengeという処置が牌細胞中 に ｢ツ｣

感受性受身′伝達閃子を集枯する作用があるもα)

と考えられる｡ 即ち, 第 3表の如 くVC 群で
は他oj郡と比較 して牌臓の腫脹が著明であった

(正常の約 3.7倍)｡ この VCモルモットの牌
備中には多数の小肉芽腫 (図 1) が認められ,

類上乾細胞及び多数の単核細胞の侵潤が認めら

れた.受身伝達囚了･は恐 らくこの肉芽腫を形成

する細胞内 に合まれており,challengeにより

多数の細胞が脾臓に/渠漬されるものと思われる｡

第 3冊 :牌細胞抽出液各分画によるツベルクリ

ン過敏症の受身イ云達実験

VCモルモットの牌細胞より冷凍融解操作を
反復 して作製 した碑細胞柚出液そのものを投与-

された recipientでは,第4表に示す如 く,108

桐相当崖投 与の場合も, 2×108個相当量投与

の場合も,即時及び 1日目では微弱な ｢ツ｣感

受性が認められたにすぎず,注射後 3円目には,

すでに陽性反応は全 く認められなかった｡細胞

抽出液透析内液分画を投 与された recipientの
場合は 108偶に相当する量の同分画 の投 与で

図1 VCモルモットの牌膿 境界
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第4表 VCモルモットの牌細胞抽出液の各種分画によるツベルクリン過敏症の受身伝達実験成績

投 与 した
細胞相当量
(packedcellr､▲
volumel

細胞抽出液 透析内液

透析外液 2ml

recipientのツベルクリン反応 (10lLgPPD,24時間,硬結径 mm)
静月永 内 投

直 後
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00000

ll
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1 日 3 日 14 日

十12×10
+10×10
± 5× 5
- 0× 0
- 0× 0

5iZ'0

00000×××××000001LIrT

7■-/
4

1
2
0
0
7
0
0

1
1
｣l
1

X
X
X
X
X
X
X

2
5
2
0
7
0
0

1
1
1
1

+
+
+
十

±
一
一

5′/0

0
0
0
0
0

×
×
×
×
×

0
0
0
0
0

一
一
一
一
一

0
7
0
0
0

1×
×
×
×
×

0
7
0
0
0

1+
±
Z
l
¶ 5′′/

1

-0×0

-0×00/2

-0×O

-Ox0

-0×0
0/3 7iiu一0

5000000×××××××5000000±l一1L1T

9

0
0
0
0

×

×

×
×
×

9
0
0

0

0

｢

l,
州

.

/
+
+
十

十

+
±
±
±

9i"川Ⅶ5

1
0
0
0
0
6
4
6

1
1
1
1
1

×
×
×
×
×
×
×
×

3
1
0
0
1
8
8
8

1
1
1
1
1

9/1

0
6
6
5
4
5
0
0

‖
HX
X
X
X
X
X
X
X

0
8
7
6
5
7
0
0

1十
±
±
±
±
±
一
T

7i30

0
0
0
0
0
0

0

×
×
×
×
×
×

×

0
0
0
0
0
0
0

5iiZ'0

0

0

0

0

0

×

×

×

×

×

0
0
0
0
0

一

f

I

J

r

はrecipientの｢ツ｣感受性は不明瞭であった

が
,
その倍量に当る2×108個相当量投与の場

合は投与後1日冒
,
3日目に明瞭な｢ツ｣感受

性が認められた
｡一
方
,
透析外液を投与された

recipientでは全く｢ツ｣感受性の伝達は認めら

れなかった｡
従って,
細胞抽出液自身では｢ツ｣感

受性の伝達は殆んど認められないが,
透析する

ことにより低分子成分を除いた高分子分画は
,
明瞭な伝達活性を保有していることが証明でき

た
｡
低分子成分の細胞抽出液の伝達因子の阻害

能を確認する意味で
,
透析内液分画と外液分画

の両分画を再び混合し(原液と同一),
4oC一夜

放置したものを注射したrecipientでは注射後

1日目
,
3日目
,
いずれも｢ツ｣感受性を認め

なかった｡
従って,
この実験成績より透析外液

分画は
,
伝達因子に対して活性阻害能を有する

ことを実験的に証明されたものと考えられる｡
第 4節:細胞抽出液のSephadexG-20 0及び

G-25ゲル
炉過分画による伝達実験

細胞抽出液のゲル炉過の結果は図2の如く

Co,C1,C2,C3及びC4の5分画を得た｡C1
は19Sグロブリンを含む高分子の蛋白分画,
C2

は7Sグロブリン,
C3はリゾチームのよ
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00

G山cose

SY.q/ml｡5

40Lysozyme

網 ｡

∴,- Lj

20 3〇

一一 P2--図3 Sephadex

G-25によるFC3の細分画む分画であった｡

C1及び C2の両分画はセロファンチューブ

で透析後,生体内濃度の2倍まで濃縮 して,recipie

ntに投与した｡C3及びC4の両 分画は Sephade

xG-25を用いて脱塩 した徳,recipientに投

与 したが,C3分画は,図3の如 く Sephadex

G-25ゲル炉過により2つの蛋白分画(C3-Pl,C3

-P2)に分画されたので,各分画をそれぞれ

別個に投 与した｡その実験成績は第5表に示す如 く,

C3-Pl分画に著明な活性を認めた｡C3-P

2分画にも微弱な活性を認めたが,恐 らくC3-Pl分画の

tailingによるもojと思われる｡その他

の分画即ち CO,C2及び C4分画 には全 く伝達活性は認めなかった(, この C3-Pl 分画の

分子量は, 図2に示 した分子量既知の物質の溶出位吊より推定 して,15,000-

67,000と測定された｡第 5節 :ウサギ

の肺胞溶出細胞摘出液透析内液分両

によるモルモ ット-の伝達実験BCG 死菌による感作

及び challengeを行なったウサギの肺

胞溶出細胞柚出液を用いれば,ウサギからウサギ

への ｢ツ｣感受性受身イ云達が可能であることに

ついては, 既に岡田18)が報吾 している｡著

者はこの活性分画即ち肺胞港出細胞摘出液透析

内液分画を作製 して,モルモットに対する ｢ツ

｣過敏症の受身伝達が可能であるか否かについて
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第5表 VCモルモット腺細胞抽出液の Sephadexゲル炉過によるツベルクリン過

敏症の受身伝達実験成績

分 画

C1.

C2

CO
(対照)

投 与 し た
細胞 相当量
(packedcell
volume)

r竺ipientの､ry L,クリン反応 (10FLgPPD,24時間･ 硬結径 mm)
静 豚 内 授 与 後 の 口 数
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第 6表 VC ウサギ肺胞浸出細胞透析内液分画による

ツベルクリン過敏症の受身伝達実験成績

還r ;y4蒜蒜,9品露 慧 opgPPD,

1 直後 1日 3日
モノレモッ

モルモット 3

--0×0
-0×00/3
-0×0
-0×0
-0×0
-0×0

-0×O -0×0

-oXoo牛 oxoo/2

.,3乱 6FS軋 ,3

=呂….o

二 ~ 一 二 ∴ -

の如 く, recipientであるモルモ ッ トにおける

｢ツ｣反応は,細胞相当量 1mlを移入 した場

合 も,3mlを移入 した場合 もすべて 陰性であ

り,ウサギか らモルモ ッ トへの ｢ツ｣感受性の

伝達は認められなかった｡

第 6節 :酵素処理 による死活実験

｢ツ｣感受性受身伝達園子の本態については,

従来 これが RNAであるとする説 と,低分子の

蛋白とする説とがある｡著者はモルモ ッ トの伝

達因子の本態を究明する目的で, トリプシン処

理及び RNAse処理により, 伝達因子の活性
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第7表 酵素処理した活性分画(C3-Pl)によるツベル
クリン過敏症の受身伝達実験成組

分 画

C3-Pl分画

(対照)

トリフシン処理した

C3-Pl分画

RNAse処理した

C3-P1分両

Recipientのツベルクリン反応
(10flg･PPP.24時埋,経mm)

l H 3 fl

+10×10
± 6〉く 6
- 0×0
- 0× 0
- 0× 0
- 0× 0

± 7× 7
- 0× O
- Ox 0
- 0× 0

± 8× 7
± 7× 5
± 7× 5
- 0:く0

⊥11'<11
rllI<10
TIO､x:10
+10'<10
-0<0
- 0〉く0

工 7)(7
0×こ0
- 0)く0
- 0ー<0
- 0)く0
- 0×こ0

十 12〉く10
十13×こ10
二±9〉く8
--0､､0

が変化するかどうかを確めるため実験を行なっ

た｡その成績は第7表の如 く, トリプシン処理

により活性分画 (C3-Pl)の活性が完全に消失 し

たのに反 して,RNAse処理では活性に変化が

認められなかった｡

第 7節:ツベルクリン注射部位oj痛理組織学的
検束

活性分画を静脈注射 した recipientoj｢ツ｣

テス ト部位を生険し,そC/j痛理組織標本につい

て検索 した｡ ｢ツ｣テス ト実施後24及び48時間

後の変化は,単核細胞oj浸潤とrE下の浮腫を認

めるが,好中球の浸潤は殆んど認められなかっ

た (図4)｡ この変化は, donor の反応或は
生肺細胞を移入 した場合と比べて,一般に種皮

であり,皮膚反応の掻きと細胞反応の強さとは

平行 していた｡斯様に細胞柚出液の活性分画に

よる反応は,細胞浸出の程度において差がみら

れるようであるが,その性格は同一0)もC/)であ
り,従って組織学的所見か らも ｢ツ｣過敏症の

伝達が行なわれたことを意味するものと考えら

れる｡

第 8節 :60Co照射実験

動物におけるツベルクリン過敏症を,結核感

作動物の血清を用いて行なおうとす る試 み は

Cole良 FavourlO)らによって試み られたが,

その成績については一般の承認を受けるに至っ

ていない｡Dupuyら19,20)は PPD に対する特

異的皮膚反応は,大量のX線照射を受けた結核

感作モルモットの血祭,若 しくは血清を用いて

受身伝達されると幸腔,'･した｡

若者は VC モルモットに 60Co800r全身淡くi

射すると,第3表に示す如 く,牌臓が縮少 し,

図
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第8表 各種モルモットの血清材料によるツベルクリ

ン過敏症の受身伝達実験成績

佐 藤

を注射後 3日目の ツ ベ ル クリン陽性

-- :二;∵ -_∴‥∴ - ∴ ∴ :

透 析 甲液 透 析 外 準 血 清(透析甲)

上 呂…呂

N =呂,;80/6

=Sxxo. i

ト ox0 ㌧ oX o

V =呂≡30,3 = 呂xx 3 0/3

+15× 13 - 0× O

vc 喜 狛 = Sxx 3
- oX o

= 呂… 呂

+ 14× 14
+ 12× 10
+ 10× 10
+ 12× 12
+ 10× 10
+ 10× 10

vc-co弓 壬冒… 壬88/ 14
± 7× 6
± 9× 8
± 5× 5
± 5× 5
- 0× 0
- 0× 0

- 0× O
- Ox 0
- 0× 0
- 0× 0
- 0× 0

- 0× 0
- 0× 0
- 0× 0

且つ生牌細胞を注射 した recipielltの皮膚反応

はすべて陰性であった｡そこでこの動物の血清

及び上記の実験に用いた donorの血清を用 い

て, ｢ツ｣過敏症の伝達を試みた｡血清を透析

し,内液と外液に2分 した後,夫 々3日間連続

腹腔内注射によって計 20ml投与 した｡ 実験

成績は第 8表の如 く,透析内液分画を注射され

た recipientは,注射終了後 3日目に14匹申8

匹が ｢ッ｣反応陽性であった0-万全血活或は

透析外液分画を注射された recipientは,すべ

て反応が陰性であった｡対照であるN群,Ⅴ群

の血清を用いた実験では, recipientの反応は

すべて陰性であり,又VC群においては,その

血清透析内液によって9匹中1匹に陽性反応を

認めたに過ぎなかった｡ この実験成績 より結

核死菌により感作及び challenge を行 なった

京大胸部研紀要 第7巻 第2号

donorを 60Coで全身に大量照射すると伝達因

子は牌細胞より流血中に遊離すると思われる｡

考 按

動物における ｢ツ｣過敏症0)受身伝達因子に

関しては, 先に泉21)がウサギの肺胞溶出細胞

中の同因子について報告 している｡その後岡田

18)は Sephadex ゲル炉過法により胴 包容出細

胞摘出液の分画実験を行ない,その実験成績よ

りウサギの伝達園子としては,比較的低分子の

蛋白様物質 (分子量15,000-60,000)を分離 し

た｡ この成績は著者のモルモット牌細胞より分

離 した伝達因子 と略同様の成績であった｡ しか

し岡田のウサギを用いた実験には若干の問題が

残された｡ その第 1は, recipientとして使用

されたウサギについて, ｢ツ｣による予備テス

トを必要としたことである｡即ち, これ らのウ

サギはしばしば購入時に ｢ツ｣反応陽性のもの

が混っていたため,受身伝達実験前に予め｢ツ｣

テス トを行なって,｢ツ｣反応陽性動物を除かね

ばならなかった｡従って ｢ツ｣抗原で recipient

を感作する結果 となり,伝達因子移入後のreci-

pientの反応の解釈を困難にした｡

著者の実験では,モルモッ トを使用 したが,

このモルモットは購入時すべて ｢ツ｣反応陰性

であることを予備実験 で確めて あり, 従って

recipientに使用する動物は予め ｢ツ｣ テス ト

を実施する必要がなかった｡

更に著者の実験では,成績の正確を期するた

め同一の recipientについては ｢ツ｣テス トを

1-2回に制限 した｡そのため recipientとし

て多数の動物を必要 としたが, このような厳重

な条件下で行なった著者の実験成績が,ウサギ

における実験成績と略同様であったということ

は,岡田の実験成績について提起された疑問を

解消する結果 となった｡このことは,従来生細胞

を用いなければ伝達 し得ない2,12,14)とされてい

た遅延型過敏症の受載伝達が,cellfreeextract

によって も可能であることを確認 したこととな

ると共に,伝達因子の化学的同定 も理論的には

必ず しも不可能でないことを示唆するものとし

て,今後の免疫学の研究に極めて重要な意義を
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有するものと思われる｡

Dunn& Patnodeら22)は結核感作モルモッ

ト(challengeせず) の肺細胞,肺胞溶出細胞

及び未櫓血白血球抽出液を用いて, ｢ツ｣過敏

症の受身伝達に成功したと報浩-し,その結果比

較的高分子の蛋白様物質と,RNA 様の物質の

2種類の ｢ツ｣過敏症伝達因子を言直y]したと報

告した｡ しかし donorに challengeを行なわ

なかったためか, recipientの皮膚反応は陽性

ujもC))でも径 10mm 未満で,著者の実験成績
で径 10mm 以上の硬結を陽性としたものに比

べると全体に反応が微弱であり,その信頼性に

疑問の余地が感じられる｡

著者が行なった実験成績からすると,感作後

の donorに challengeを行なうと,モルモッ

トの牌臓に集中的に伝達因子を保有する細胞を

集め得ることが明らかとなった｡これは先に岡

田がウサギにおいて同様の処置を行なった際,

肺臓に ｢ツ｣反応伝達因子に富む肺胞溶出細胞

が多数集まることを認めたのと類似 している｡

しかし,その tagetorganがウサギとモルモッ

トで異なるという点は誠に興味深 い事実 で あ

る｡

Dupuyら19,20)は結核感作モルモットを 60Co

で照射すると,その血梁中に受身伝達因子が出

現すると報告した｡血柴 中の受身伝達園子に関

しては, 別に Kochan16)や岡田も一定の実験

条件下でその存在を認めている｡

著者は結核死菌による感作及び challe11geを

行なったモルモットについて 60Coを照射し,

山菜中の伝達因子を追求 した結果,照射前牌細

胞中に存在 した伝達因子が照射後多量に流血中

に遊離するという現象を認めた｡この事実は,

従来 cell丘Ⅹed と思われていた遅延型過敏症C/)

受身伝達因子が,一定の実験条件下では細胞か

ら遊離 して存在 しうるという点で,従来の既成

概念を改めさせる重要な事実である｡

著者の分離した受身伝達因子の反応機構につ

いては,活性分画を注射した recipientの反応

が,生細胞移入の場合と異なって,24-48時間

遅れて発現するという点に特徴 が ある｡ 先 に

安平23)は感作動物の食細胞内に取り込 まれた

結核死歯,或は菌体成分による能動感作である

かもしれないという疑問を提出しているが,こ

の点に関しては,結核死菌感作及び challenge

を行なったウサギの肺胞溶出細胞抽出液活性分

画が,ウサギに対 しては ｢ツ｣過敏症を伝達 し

得るけれども,モルモットに対 しては全 く活性

が認められないという著者の実験成績より,紘

核菌体成分による能動感作の可能性は全 く否定

出来る｡ 従って,recipientの反応出現時が遅

い理由としては, むしろ伝達囚子が recipient

体内で リンパ球或は macrophage に作用 し,

これらの細胞が感受性を獲得するに要するため

の時間が必要なためと考えられる｡

Bloom 良 Chase14)は遅延型過敏症が生細抱

以外の実験材料,例えば細胞抽出液や血清によ

って受身伝達されることに強 く反対 した｡即ち

脱毛剤による ｢ツ｣注射部位の非特異的刺戟作

用などを理由に,細胞抽出液や血清を投与され

た recipientにおける反応 ｢陽性｣の判定を鋭

く批判している｡このように recipientの皮膚

反応が非特異的刺戦による反応ではない かとい

う点に関しては,著者の実験では,この点を考

慮 して脱毛剤は全 く使用していないし,又正常

牌細胞を注射 した対照群や非活性分画を注射 し

た群では,全 く陽性反応を認めなかった点から

も,非特異的刺戟反応であることは否定し得る

と考えるO

｢ツ｣過敏症受身伝達因子の本体は,著者oj
実験成績よりすれば分子量 15,000-67,000の

比較的低分子の蛋白様物質であると推定される

が,それ以上の詳細は尚不明である｡しかし,

その分子量からみて少 くとも所謂 conventional

antibodyとは異なる物質 であることは確実と

思われる｡

先にBloom &Bennett24)はモルモットの リ

ンパ球を Pf'D添加培地中で組織培養し,その

上清中に PPD の存在下で macrophageの遊

走を阻止す る "Migration lnhibitory Factor

(MIF)"を証明して報告した｡この MIFの分

子量は,著者がモルモット牌細胞より分離 した

伝達因子の分子量によく類似 している｡即ち著

者の伝達因子の分子量は 15,000-67,000と推
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定され,一方 MIF の分子量は最初 60,000-

70,000と報告されたが, その後, Bloom &

Jimenez25) は血清を用いない培養系 より得た

MIF の分子量は, ゲルわ∃過及び庶糖密度勾配

遠沈で 25,000-50,000と報告 している｡この

ことから著者の分離 した活性分画中 には MIF

が含まれている可能性 が充分考 えられる｡ 更

に MIFは非透析性で26)560C30分では破壊さ

れないが, 800C30分 では失活すること27),

chymotrypsin処理で完全に失活し28)又 trypsin

処理でも活性が減弱すること, DNAse,RNA

seでは失活しない 29)ことから蛋白様物質 と考

えられる｡これらの諸性質は著者の分離した活

性物質と類似 している点が多い｡著者の実験に

おいては結核感作モルモットに結核菌を静脈注

射 (challenge)することによ り,donorのT

リンパ球を刺戟 して in vitro において種々の

lymphokins を産生することになるであろう｡

従って著者の実験は,この lymphokinsの一つ

である MIFが recipientに注射されることに

より,その recipientが ｢ツ｣感受性を獲得す

ることを個体 レベルで証明した実験と言い得る

かもしれない｡しかしこの点に関しては今後の

検討に待たねばならない｡

総 括

1. 結核死菌で感作及び challengeをうけたモ

ルモットの牌臓内に多数の肉芽腫形成 を認

め,この牌細胞内にツベルクリン過敏症の受

身伝達因子が豊富に存在 している｡

2. 上記牌細胞を破壊 して作成 した抽出液中の

高分子成分は ｢ツ｣感受性の受身伝達活性を

有するが,低分子成分は上記伝達因子の活性

を阻害する作用を有する｡

3. 牌細胞抽出液の SephadexG-200及び G-

25ゲル炉過による分画の結果,C3の細分画

C3-Pl分画に著明な活性を認めたC又伝達因

子の分子量は15,000-67,000と測定された｡

4. ウサギの肺胞溶出細胞抽出液透析内液分画

(FC3-Pl)で, モルモットに対 して受身伝達

は認められなかった｡

5. ｢ツ｣感受性受身伝達因子は, トリプシン
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処理によって 活性が完全に消失 し, RNAse

処理では活性に変化は認めなかった｡従って

同因子は蛋白様物質と推定される｡

6. 活性分画を静脈注射 したrecipientの ｢ツ｣

テス ト部位を生検し,病理組織学的検索を加

えた結果,単核細胞の浸潤と皮下の浮腫を認

めることから,組織学的所見からも ｢ツ｣過

敏症の伝達がなされたことが明 らか とな っ

た｡

7. VC モルモットに60Coを全身渦射 した後,

その生牌細胞によっては ｢ツ｣過敏症の受身

伝達はできなかったが,その動物の血清の透

析内液を腹腔内注射 (3日間連続,計 20ml)

することにより, ｢ツ｣過敏症の伝達ができ

た｡ 即ち感作及び challenge を行 なった

donorに 60Coで大量照射すると伝達因子が

牌細胞より流血中に遊離することが証明され

た｡

謝 辞

稿を終るに臨み,御指導,御校閲を賜わりま

した辻周介教授に篤 く御礼申し上げますO又,

研究面で,終始,御指導を頂いた大島駿作助教

授並びに御協力をいただいた小原幸信講師,泉

孝英博士に深 く感謝いたします｡実験遂行の上

で御協力をいだいた今井保代氏,吉田修子氏に

感謝いたします｡

文 献

1)Chase,M.W.: ThecellularTransferofCuta-

neousHypersensitivitvtoTuberculin･Proc.Soc°

Exp.Biol.& Med.,59:134-135,1945.

2)Kirchheimer,W.F.&Weiser,R.S.: Thetuber-

culinsensitivltyWithcellsoftuberculousgulnea

plgS. Proc･Soc.Exp･Biol.& Med.,66:166-

170,1947.

3)Metaxas,M.N.良Metaxas一別 hler,M.: Passive

transferoflocalcutaneoushypersensitivltytO

tuberculin.Proc.Soc.Exp.Biol.& Med.,69:

1631165,1948.

4)Stavitsky,A.B.:Passivecellulartransferof

tuberculintypeofhypersensitivity. Proc.Soc.

Exp･Biol.良Med･,67:225-22711948,



昭和49.3 モルモットにおけるツベルクリン過敏症の受身伝達囚 予に関する研究 -147-

5)Nishioka,K.: StudiesonThespeeiticchanges

ofhostcellsinthecourseofhfecti｡nI.Report.

Experimentsofthetuberculinhypersensitivlty.

Jap.J.Exp.Med.,20:665-672,1950.

6)Schmid,F.: 1)iepassivetjbertragbarkeitden

Tuberkulinallergle. Beitr.Klin.Tbk.,105:397-

402,1951.

7)I.awrence,H.S.: Thecellulartransferolcuta-

neotlShyl)erSenSitivltytOtuberculininman･Proe･

Soe.Exp.Viol.& Med.,71:516-522,1949･

8)Baram,P.良 Mosko,M.M.: Chromatography

ofthehumantuberculindelayed-typehypersen-

sitivity transferfactor. J.Allergy,33:498-506,

1966.

9)Baram,P.,etal.: Studiesonthetransferof

hunlandelayed-type hyperscnsitivlty, I.Partial

puritication and characterizationoftwo active

components.J.Immuno1.,97:407420,1966･

10)Cole,R.a,Favour,C.B.: Correlationsbetween

plasmaproteinfractions,antibodvtiters,andthe

passivetransferofdelayedandimmediatecutan-

eousreactivitytotuberculin PPD and tubercu-

lopolysaccharides. J.Exp･Med･,101=391420,

1966.

ll)Ehrenkranz,N.J.&Waksman,B･H･: Failure

totransfertuberculinsensltlVlty Passively with

plasmafractionsContainingalphaglobulm･ J･

Exp.Med.,109:9351945,1956･

12)Bauer,J･A･& Stone,S･II･= Isologousand

homologouslymphoidtransplants,Ⅰ･Thetransfer

oftuberculinhypersensitivltyin inbred guinea

pigs. J.Immunol･,86:1771189,1961･

13)rrurk,∫.L∴ Activesensitizationtotuberculin

withcellsfrom tuberculin-sensititzedgulneaPlgS.

Nature,189:889′-890,1961.

14)Bloom,B･R･& Chase,M･W･: Transferof

delayed-typehypersensitivlty. Progr･Allergy,

10:151-255,1967.

15)Rothman,U･&Lid6n,S･: PassivetrarLSferof

dclayedhypersensitivityto2,41dinitrochloroben-

zenean(1tuberculin bvtheimmunoglobulinA

(IgA)fractionofguineapigserum･ Actaderm･-

vernereolリ47:18,1967.

16)Kochan,I.& Bendel,W･L･: Passivetransfer

oftuberculinhypersensitivityinguineapigs･J･

Allergy,37‥284-294,1966･

17)Tsuji,S.etal･: Studiesonthe"TransferFactorり

oftutJerculinhypersen sitivltyin animals, I･

Observationofsuccesfulpassivetransferoftuber-

culin hypersensitivity with fractionsofeither

disruptedalveolarmacrophagesorserum ofsen-

sitizedand(､hallengedrablJits. J.Immuno1.,98:

838-849,1964.

18)岡田長保 :ツベルクリン感受性伝達因子の化学的

性状に関する研究,Ⅲ.ウサギ血祭中に存在する

伝達因子の分離精製.京大結研紀要, 14:140-

154,1964.

19)Dupuy,J.M.: Passivetransfer,Withplasma,of

delayedallergyin guineaPlgS･ IJanCet,7594:

551-553,1969.

20)I)upuy,J.M.& Good,R.A.: Role oflymp-

hoid cellsin passivetransfer with plasma of

delayed hypersensitivity in guinea pigs. J.

Immuno1.,1()5:111ト1115,1970.

21)泉孝英 :ツベルクリン感受性伝達因子に闇する研
究,Ⅲ.ウサギの AlveolarMacrophages及びそ

の細胞画分･並びに血清画分による ｢ツベルクリン｣

感受性の受身伝達アレルギー, 13:583- 592,

1964.

22)Dunn,D.J.良 Patnode,R･A.: Passivetransfer

oftuberculinhypersensitivltyWithcellularfrac-

tionsfrom sensitizedguineapigs. J.Immuno1.,

99:467-475,1967.

23)Yasuhira,K∴ Theroleoflymphocyteinconnec-

tionwithtuberculinimmunlty. ActaHaemat.

Japリ24:100-109,1961･

24)Bennett,T3.良 Bloom,B.R.: Reactionsinvivo

andvitroproducedbyasolublesubstanceassocia･

ted with delayed-type hypersensitivlty･ Proc･

NewYorkAcad.Sci.,59:756-762,1968.

25)Bloom,B.良.良Jimenz,L.:Migrationinhibitory

factor and thecellularbasis of delayed-type

hyperscnsitivityreactions･ Amer･J･Path･,60=
453-465,1970.

26)David,J.:I)elayedhypersensitivityinvitro:Its

mediationhycell-freesubstancesformedI)ylym-

phoidcell-antlgeninteraction. Proc･Nat･Acad･

Sciリ56:72-77,1966.

27)David,J.: Proc.ofthe3rdInternationalPhar-

macologlCalMeetingPergamon,London,1966･

28)Remold,ll.G･ & David,J･R･: Cellular

hypersensitivlty= Characterization ofmlgration

inhibitoryfactor(MIF)byenzymatictreatment･

Fed.Proc,,29:305,1970.

29)David,J･R･: MacrophagemihO-ration･ Fed･

Proc..27:6-12,1968.


