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異物に対する反応性と,自己物質に対する非

反応性が動的に維持されている免疫機構の調節

機能を実験的にしらべる遺すじは少 くとも二通

りあるO一つは,異物をあたかも自己物質のよ

うに認識させる過程をしらべる実験,すなわち

immunologicaltoleranceの研究であり, 他の

一つは,自己物質をあたかも異物のように認識

させる過程をしらべる自己免疫の実験である｡

ここで述べるのは後者,すなわち実験的甲状腺

炎を使って進めている仕事についてである｡

Witebskyら1)が,ウサギの自己thyrc･idex-

tractを用いて 実験的甲状腺炎 を起 こさせるこ

とに成功 して以来,甲状腺炎は自己免疫病のモ

デ ルとして,その発症の mechanism の解明の

ために多 くの努力がはらわれた｡特に,thyro一

globulinに対する抗体と CelLmediatedimm-

unityの役割に関しては多 くの研究の蓄積があ

る｡ Roseら2)は甲状腺の炎症と skintestに

おける delayedhypersensitivity(DH)の強さ

の相関を示 した｡ところが Roseら3)はその後,

6-メルカプ トプ リンによって DH 反応を抑制

しても甲状腺炎 が起 こることを 報告 した｡ 一

方,抗体の役割に関 しては,甲状腺の炎症の強

さと抗体価の 相関性が 弱いことから, 発症に

おける役割に対 して否定的な考えが強い l̀)が,

Nakamuraら5)の注意深い実験によって, ｢初

期抗体｣ が重要 な 働きをしている事が示され

た｡ このように, 甲状腺炎の発症には, Cel1-

mediatedimmunityも血清抗体 も, 共に何 ら

武彦

かの役割をになっていると考えられるが,その

いずれの役割 も単純ではな く,多 くの要因が組

合わさって発症に至るものと考えられる｡

我々の興味は,自己免疫の最初の段階にしぼ

られてきた｡すなわち,単純化 しすぎることを

おそれずに述べれば,自己物質に対する反応性
を持 った細胞のクローンが出現 し (新らしくで

きたのか,inactivateされて存在 していたもの

がアジュバント等によって活性化されたものか

は明らかでないにしても),それが toleranceに

される前に実験的に与えられた免疫原に反応 し

て,免疫反応性を持 って増殖することによって

自己免疫が始まると考えられるが,その細胞は

T-cell(thy-us-dependentcell)であろうか,B-

cell(non-thymus-dependentcell)であろうか,

あるいは両方出現する必要があるのであろうか｡

そのようなことを知る目的のためには,従来の

ように抗体は血清抗体を,cell-mediatedimm-

unityは主にDH反応を測定するいわば間接的

な方法では不十分で,両者共,直接細胞レベル

で測定されることが望ましい｡その第一段階と

して,我 々は thyroglobulinに対する抗体産生

細胞を検索 したので報告する｡

材 料 と 方 法

guineapig:体重 400-500gの Hartray系

guineapigを使用 した｡

thyroidextract:guineapigより得た甲状腺

に適 当量の salineを加えて,グラスホモジナイ
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ザ-で磨砕 し,氷室に1昼夜放置した後,3,000

RPM,15分間遠心 し,その上清を甲状腺粗抽出

液として免疫注射に使用 した｡抗体の測定等の

検出には,上の抽出液をさらに,40.000RPM,

1時間超遠心 した上清 (TG)を使用した｡

Immunization:thyroidextractをカリミョ

ウバンの沈澱に吸着させて(Ap-TG),Freund's

CompleteAdjuvantと共に(FCA-TG),あるい

はFreund'sIncompleteAdjuvantと共に(FIA-

TG)注射 した｡これらの免疫原の調整の仕方は,

BSAを抗原とした以前の方法と同様である6)0

Primaryimmunizationは,すべての場合に,

footpadsに行ったが,challengeは他の route

で行った場合もある｡抗原量は1回に5mg/gu-

ineapigになるように注射 した｡

Antibodytitration:ヒツジ赤血球をホルマリ

ンで固定 し7),タンニン酸処理 して,TGを coat

した8) ものを用いて passive haemagglutina-

tiontestを行った｡microtitrationplateを用

いる方法は,前述の通りである6)0

skintest:10〃･gの TG を側腹部の皮内に注

射し, 3時間目及び24時間目に観察 した｡

plaquefわrmation:基本的には,ヒトthyr0-

globulinを用いた場合9)と同じである｡guinea

pigTGの場合,ヒツジ赤血球を coatする抗原

のタンパク濃度が0.5mg/mlが鼻も良い事が確

かめられたので,その濃度で coatして行った｡

Histology:甲状腺組織は,10%ホルマリンで

同定 しパラフィン包埋切片とし,-マ トキシリ

ン ･エオジン(H.E.)染色を行って観察した｡

結 果

1. 免疫原投与法による反応のちがい｡

Ap-TG,FIA-TG,FCA-TG,あるいは比較

のために FCA のみを footpadsに注射 して 1

ケ月後に観察 した結果を比較してみると,甲状

腺組織 -のリンパ系細胞の浸潤は, FCA-TG

グループの全例において強く,他のグループで

は FIA-TG グループの 1例で, ある程度の細

胞浸潤が見 られた以外はほとんど正常に近かっ

た｡ 血清抗体価も皮内反応も,FCA-TGグル

ープ以外のグループでは,negativeか,あるい

はほとんど r)egativeに近い値であり, 以後の

実験では FCA-TG で免疫 して実験するのが適

当であると考えられた｡

2. FCA-TG注射後の反応｡

FCA-TG を footpadsに注射 し,日を追って

皮内反応,血清抗体価,及び組織反応の程度をし

らべた｡3時間目の皮内反応は全例で negative

であったので,24時間目の皮内反応と血清抗体

図
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図2 Seetionofthyroidglandtaken3weeksaftersensitizinginjection. Lesion

characterizedby】ncreaseinconne(･tivetissuesanddi机ISei山iltrationofmono-

nuelear(-ells. ll-F.

stainx150図 3 Sectionofthyroidglandtaken4weeksaftersensitizinginjection Lesion

eharacterized by intensiveinfiltration ofmo
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表 1 Haemagglutinationantibodyandskin reactiontonativethyroglobulin

followingsensitizinginjection(Days)

P

o.

G
N

1

2

3

4

5

6

14(Days)

Titre S.R.

(log2) (mm)

3(-) 21×11

- (-) 17×10

4(3) 8× 6

2(3) 6× 6

4(4) 9× 7

3(3) 15×13

21 28 56

Tit一e S.R. . Titre S.R. Titre S.R.

8(8) 2｡×13十 11(1., 9× 91 3(3) 13× 7

- (3) 28×17 6(4) 13×10 8(4) 25×12

3(3) 10× 8 一一(3) 20×15 2(3) 12× 8

S.R.:Skinreactionat24hr.

Titre:Passivehaemagglutinationtitres,.numbersinparenthesesindicatethe21MEresistanttitres.

一:negativevalue.

皮細胞も修復 し,不完全ながら正常組織に近い

部分も認められるようになった｡

表 1に示すように,皮内反応は第2週で十分

強いので,この時期にすでに現れてくる強い反

応性を持った細胞が組織を次第に侵 してゆくよ

うに見える｡一方抗体は,ほとんど2-メルカプ

トエタノール (2-ME)resistantであったが,

titreは2週目までは低 く,3週目以後には高い

個体 も見 られ,組織の変性破壊の程度とは何ら

明らかな相関性は見られなかった｡

一部の実験で, FCA-TG 注射後 2ケ月目に

Ap-TG あるいは FCA-TG で腹J搾内あるいは

footpads に challenge を行った｡ この場合

FCA-TG を footpadsに注射 したグループに

おいてのみ 明らかな 組織変化 の増強が 認めら

れ,他のグループでは challengeの効果は明ら

かではなかった｡

3･ Plaqueforming cell(PFC)の検索

血清抗体価と甲状腺炎との関連性はイ削 ､よう

に見えるが,抗体産生細胞自体が何 らかの働き

をしている可能性が考えられるという事が,こ

の実験を行った理由である｡FCA-TG を foot-

padsに注射 し,21日目に FCA-TG を皮下及

び腹J搾内に注射 して,その8日後に皮内テス ト

を行ない次の目に採血すると共に PFC の検索

を行った｡結果は表2にまとめているように,

皮内テス トは陽性で抗体価もある程度高い個体

もあるが,PFC は spleen,lymphnodeあるい

表2 1mmunologicaldataobtainedinguinea-pigswiththyroiditisinducedby

adjuvantmethod.

GuineaPig
No.

1

2

3

4

Passivehaemagglutination
titres(log2)

2ME
Untreated Treated

4

9

4

2

No.ofplaqueformingcells Skinreaction
at24hr.

spleen Lymphnodes Thvroid (mm)

0

0

0

0

5

5

5

5

1

1

1

1

く

く

く

0

0

0

0

5

5

5

5

く

く

く

<

5

5

5

5

く

く

く

く

8× 8

13× 9

10×10

12×12
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は thyroidgland中のいずれにもほとんど全 く

見 られなかった｡この実験の他に, 2度目の注

射は14日目にFCA-TG を footpadsに行い,

その6日後に PFCを検索 した場合も結果は同

様であった｡

考 察

guineapigで甲状腺炎 を起させるためには

FCA と共にTG を与える必要がある事は過去

の多 くの研究で示された通り10)である｡ Rose

ら2)によって示されたように,我々の実験でも

血清中の抗体価と炎症の程度が平行 しないとい

う,成績が得 られたが,この事をもってただち

に抗体は無関係であると言うことはできない｡

すなわち,抗体には生物活性のことなったいく

つかの種類のものがあり,それらのうちのある

ものが,少量で有効な働きをしている事が考え

られるからである｡Nakamuraらの実験5)はそ

の可能性を示唆している｡

今度の実験で血清抗体価が29の guineapig

でもPFC を検出することができなかった事に

関しては,実験条件等を考察 しておく必要があ

ろう｡①,guineapigTGを注射 したマウスの

spleenでは, 上述の方法で plaqueが検出さ

れた｡ ⑧,guineapigにウシ血清アルブミン

(BSA)を注射した 場合,spleen中に抗-BSA

抗体産生 plaqueを検出することができた｡③,

マウスにおける抗-BSAPFCの経験から,titre

27-28では,spleen中にほとんどPFCを認め

ないことがある｡④,甲状腺炎以外では自己抗

体産生 plaqueが検出 されたという報告 があ

る11,12)｡以上のことを考慮 してみれば,方法を

今少 し改良 し,免疫注射後 plapue検索の時期

を検討すれば PFCが検出される可能性は残っ

ている｡

plaque法で検出される抗体産生細胞がB-cell

であることは今や常識であるが, guinea plg

の自己免疫的甲状腺炎において,この細胞のは

たす役割は大きくほないと考えられる結果をえ

た｡T-cellの機能を単一細胞レベルで検出する

ことは,現在はできないが,できるだけ細胞レ

ベルで測定できる方法で,T-cellの役割をしら

六るために,現在いくつかの方法を検討中 であ

る｡

結 論

Hartray系のguineapigに同系のgulneaplg

からとった甲状腺抽出液を Freund'sComplete

Adjuvantと共に footpads に注射することに

より,実験的甲状腺炎を起させた｡

甲状腺内の組織変化がおこるより前 (注射後

2週目)より,強い delayedskinreactionが見

られるが,血清抗体は組織変化が強い頃 (注射

後4週目)になってようや く高 くなる傾向が見

られた｡

組織変化の強い時期に spleen,lymphnode,

thyroidgland内の plaqueformingcellを検索

したが, これらのいづれにもplaqueは検出さ

れなかった｡
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