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緒 看

即時型アレルギーに於ては,感作動物の血清

による受働感作が可能であるに対 し,遅延型ア

レルギーでは血清による受動感作は不可能であ

り,細胞によってのみ可能であることがこの両

アレルギーの根本的な差異であると考え られて

いる｡ しか し,血清による受働感作に成功 した

とする例外的な報告もある｡即ち,Coleら(1),

(2)のモルモ ット血梁を用いた実験では,そのエ

タノ-ル分劃 Fr.ⅠV110(α-globulin)を正常モ

ルモ ットに投与することにより,ツベルクリン

アレルギーの受身伝達に成功 したと主張 してい

るが,その追試者達(3)は夫 々の得た実験成績よ

り,Coleらの主張を否定 したため一般には認め

られるところとなってはいない｡又,Waldens-

tr6m ら(4),Goodら(5)は agammaglobulinemia

のヒ トに, ツベルクリン感受性 や dinitroflu･

orobenzeneによる接触皮膚炎型 アレルギーが

出現することを報告 したが,このことは遅延型

アレルギーには即時型アレルギーの場合と異 っ

て γ-globulin抗体が関与 していないことを示

唆するものである｡これ らの事実は,遅延型ア

レルギーの抗体は血中抗体とは無関係の細胞固

着性のものであり,従 ってその伝達因子 も細胞

同着性であるとする考えの根拠 となるものであ

る｡ しかるに先に辻 ら(6)は, BCG菌により感

作及び challengeを行 った ウサギの 血清を蒸

滑水に対 して透析処理することにより,その内

長 保

液上清に著明なツベルクリン感受性伝達能を証

明することが出来たと報告 した｡この成功の原

因として, 第一に感作動物に対する challenge

処置の重要性を強調 し, challenge処置によっ

て細胞内に存在 した Transferfactorが体液及

血中-放出された結果であろうと推測 した｡又

第二に細胞抽出液の場合と同株, inhibitorの

存在を仮定 し, この inhibitor除去に基 くもの

であろうと推論 した｡著者は,この観点より,

血柴中の Transferfactorの分離精製及びその

性状に関する免疫化学的研究を行い,あわせて

罪-篇に述べた alveolarmacrophageより分

離 した Transferfactorとの比較検討 を行 っ

た｡

実験材料及び実験方法

実験動物 :市販白色成熟ウサギ (体重2-3kgの雌

雄)を用いた｡recipientとしては,第1篇に述べた

と同様な方法でツベルクリン反応陰性のもののみを使

用した｡又,以下,正常動物と記載したものは,単に

無処[77[健康という意味でなく,ツベルクリン反応陰性

という意味をも含んでいる｡

Donorの感作方法並びに血清及び血寮の採取方法 :

第1篇に述べたと同様な方法でウサギにBCG死菌感

作を行ない, 3-4週目に challengeを行なった｡

challenge後4日目,顎動脈より採血し,凝固後4oC

に一夜放置した後,2500rpm,15分間遠心分離して血

清を採取した｡分割操作に用いた血祭は,同じくch･

allenge後4日目のウサギに,採血前-バリンナトリ
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ウム20mgを 2ml生理的食塩水に溶解 して耳静脈よ

り静注し,頚動脈より採血後,2000rpm,20分間冷却

遠心 して血祭を分離し,1Lotにつき10-20羽のウサ

ギ血祭をプールして -20oCに保存 した｡使用直前,

9000rpm,15分間冷却遠心し,その上活を分劃操作に

用いた｡感作のみの動物血清及び血祭は感作後4週目

のものを採血 し,正常動物血清及び血柴も同様な方法

で採取 し,夫々10羽分をプールして -20oCに保存 し

た｡尚,本文中種々の処置を行なったウサギ血清又は

血祭について,次の様な略称を用いた｡

Ⅴ.C.血清 (血祭):BCG 死薗感作及び challe-

ngeを併せ行なったウサギ血

清(血祭)｡

Ⅴ. 血清 (血祭):BCG死菌感作のみ行なって,
challengeを行なわなかっ

たウサギ血清(血祭)0

N. 血清 (血祭):正常ウサギの血清(血祭)｡

受身伝達実験方法 :V.C.血柴及び N.血祭分･劃操
作により得た実験材料の recipientに対する投与は,

第1篇に述べたと同様に recipientの耳静脈に注射
する所謂全身性受身伝達法によった｡然る後,経時的

に 1:100.T.を用いて recipientの皮内反応を追跡

した｡判定規準も第1篇に於けると全 く同様である｡

血寮の分割方法 :

1) SephadexG-25gelfiltrationによる分割 :

SephadexG-25(particlesizeloo-300JL,Water

%T
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図1 SephadexG-25カラムによ

るⅤ.C.ウサギ血祭の分劃
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A B C D 溶出液畠(ml)分 劃regain2.5±0.2g.water/g.drygel,Pha

rmaciaUppsala)は,莱溜水にて頻回洗

源後,直径 6.0cm,高さ 50cm のカラムに充現した｡

Ⅴ.C.血祭 10ml宛をカラムに注入し,運潜水を用いて

溶出分劃操作を行ない,20ml/tubeの割合でフラクションコレクター

で採取したO図1に示す様に

A,B,C及びDの4分図 2 V.C.ウサギ血柴の SephadexG-200による分劃と感作赤
血球凝集抗体の分布
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劃に分割プールし,夫々を原血祭量迄濃縮後 NaClを

0.15M となる様に添加して伝達実験に用いた｡

2) SephadexG-200gelfiltrationによる分劃 :

使用した SephadexG-200は第1筈に述べたと同様

のカラム,即ち6.5cmx50cmに充填し,用いたbuffer

も pH7.4,0.075M phosphate buffered saline

(0.001MEDTA含有)- (PBS-EDTAと略称)であ

る｡1回の溶出には血祭10-20mlを用い,図2に示

す如 く溶出液を FSl,FS2,FS3,FS4,FS5の5分劃に

分割プールし,夫々を 10-20mlの原血祭量迄凍結乾

燥法により濃縮後,FSl,FSZ,FS3は100倍量のPBSI

EDTAに対 して透析 し(No.32セロファンチューブ,

ViskingCompany,U.S.A.)(透析条件は各表に記

載 した),受身伝達実験に用いた. リゾチーム活性を

含むFS4,及びFS5ほ比較的低分子成分であるため,

SephadexG-25カラム (4.5cmx15.0cm)を用い,

第 1篇に述べたと同様な方法でFS4はPSl,PS2に分

割し(図3),FS5は同様にして脱塩 した｡ 然る後,

PBS-EDTA等張となして伝達実験に用いた.又,一

部 FSlに関しては濃縮後100倍容の蒸潜水に対 して36

時間透析後,その内液上清を 9000rpm,15分間遠心

分離 し,更に原血祭量迄濃縮後, NaClを 0.15M 迄

添加して伝達実験に用いた｡

3) DEAE-Celluloseカラムによる分割 :

0.D.
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図3 SephadexG-25カラムによ
るFS4の細分劃
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京大結研紀要 第14巻 第2号Ⅴ.C.血菜の SephadexG-

200gelfiltrationにより得られたFSlを更に S

oberandPetersonの方法(7)を用いて分劃 した

｡ 使用した DEAE-Cellulose(Sigma)2

0gを次の順序で処理したo即ち,義潜水にて洗液後, カラム

に充填 し,500mlの 0.5NHCl,義曹水,500mlの

0.5NNaOH,蒸潜水, 250mlの0.2MNa2HPO4,2

50mlの 0.2M NaHP04の順序に洗醸し, 最後

に以下に記載した第1bufferで洗醸し, 平

衡に達せしめた｡ 分劃に使用したカラムは,直径 2.5cm

,高さ約 15cm のもので ある｡ FSlは100ml血祭相当

量を 100ml迄濃縮後,20倍容の蒸滑水に対 して3

6時間透析し,その水可溶性劃分を 9000rpm,15分間遠心分別し

た後,更に pH6.3,0.0175Mphosphatebu

fferに対して24時間透析し,遠心分別した上清を用いた｡stepwiseelutionは次の如

き一連の bufferを用いて行なった｡Ⅰ.0.0175M,pH

6.3phosphatebufferII,0.04M,pH

5.8phosphatebufferIII,0.1M,pH

5.8phosphatebufferIV,0.4M,pH

5.2phosphatebufferかくして

得た各溶出段階 の分劃を図4の如 くPl,P2,P3,P

4としてプールし,濃縮後,生理的食塩水に24時間透

析した内液上清を伝達実験に用いた｡夫々の分劃は,FS1-Pl,FS1-P2,FS1-P3,FS

l-P4と呼称して記載することにする｡

4)■澱粉カラムによる分域電気泳動 :第 1第

に述べたと同様の方法,同じ条件で電気泳動し,陽極側より図

5の如 くⅠ,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳの4分劃に図4 FSlの DEAE-Celluloseカ
ラムクロマ トグラフィー

1(1 20 304()5()≡:≡=≡E コ
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図 5 V.C.ウサギ血祭の分域電気泳動法による分劃

分割プールし,夫々を原血祭量の

1/2迄凍結乾燥濃縮し,

燕溜水に対して24時間透析後, その内液上清にNaClを 0.15M

濃度迄添加 し,伝達実験に用いた｡1回の電気泳動には 10mlの Ⅴ.C.血祭を用い,5

回反復して得られた各分劃(血渠50mlに相当)を

合一して伝達した｡Atiddlebrook-Dubos感作赤血球凝集反応及び溶血

反応 :Middlebrook-Dubosら(8)の記載に準 じ,

ヒツジ赤血球を伝研

製ツベルクリン多糖体(9)で感作し,4倍より倍数稀釈 した夫々

の試料と混合し,37oC,2時間反応せ しめた後,4

oCに16時間放置して管底の凝集の有無を判定 した｡溶血反応には,上

記処置の内容にモルモット血清を加え

,37oC,30分間反応せ しめた後,反応の有無を判定し

た｡Boyden反応 :ほぼ Boyden ら

(10)の記載した方法に従い, Sta-vitskyら(ll)の判定基準に従って判定した｡]一:20

,000タンニン酸 処理 ヒツジ赤血球

の感作には, 2.5%血球浮遊液 lmlに対 して pH6.4phosphatebuffer

edsalinelmlに溶解した PPD50

JJg(Park,Davis&Co.)を加えた｡感作後,1:100正常ウサギ血清(5

6oC,30分間加熱非働化し,ヒツジ血球で吸収したも
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正常 ウサギ血清 5ml

0.D.280mLL

京大結研紀要 第14巻 第2号

図 6 SephadexG-200カラムクロマトグラフィー

BCG感作 ウサギ血清 5ml
(4週日)
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血清を種々の方法を用いて分劃し
,
inhibitorを

除去することによって,
活性の高いTransfer
factorを得,
その性状を検討することが本篇の

目的である
｡
分割の第一の手段として,
Sepha-
dexをとりあげたが,
その準備として
,N,
V,
Ⅴ
･
C
･
血清を夫々SephadexG-200を用いて分

割 し
,
比較検討することによって,
Ⅴ
.
C
.
血清の

特異性を先づこの面から追究しようと試みた
｡
使用血清は
,
夫々10羽分以上プールしたもの

を用い
,
同一量,
(5ml),
同一カラム(6.
5cmx
50cm)によって行った｡
図6は夫々のgelfilt-
rationによる分劃実験の成績を示したものであ

る
o
Flodinら(13)の報告にも明かな如く,
第1の

蛋白ピーク(FSl
)
は19Smacroglobulin,α-,
β
-1ipoproteinを主とするものであり,
第2の

ピーク(FS2)は7Sツーglobulinを主体とする分

劃であり
,
第3のピーク(FS3
)
はalbuminを

主とするものである
｡
N
.
血清に比しⅤ
.
及び

Ⅴ
･
C
･
血清 に於て著明な現象は

,
7Sγ-globulin

を含むピークが著しく増大していることであ

り
,
叉
,
リゾチーム活性分布状態にもOshima

ら(14)が指摘した如く
,
Ⅴ
.
C
.
>Ⅴ
.
>N
.
の順序に増

加がみられ
,
感作及challenge処置の影響をみ

ることが出来た
｡
更に
,
各血清及びその分劃に

ついてツベルクリン多糖体を抗原とするMidd-
1eb rook-Dubos感作赤血球凝集反応及び溶血反

応を検討した結果
,
表1に示す 如き結果を得

1 20
TubeN o.

那

.T

四

.

.

∫.I.. --～,

All ..)<-J

'--KI_

1)ゾチ ーム活 性

(g淘望)%T

0

00.4

6808･304nU2 1

00 120 100Tt王beNo.た

｡特に,Ⅴ.C.血清が Ⅴ.血清に比 して反応陽性価が減少せず

,反って増加の傾向を示すことは泉(15)カ咋艮告 した所と同一であり, challeng

eによりツベルクリン反応が脱感作されるのと

は逆に血中抗体産生に対 してはむしろブースター効果が現われている

ものと思われる｡各分劃では,ⅤリⅤ･C･ともmacrog

lobulin分劃 (FSl)及び 7Sγ-globulin分劃 (FS2)が赤血球凝集反応

陽性であり,図 2の知見からしても,その抗体活性分

布はFSlに著明であった｡これらの成績は Dan

ielの報告個,即ち,BCG死薗感作後 3-4週目迄のウ

サギ血中には, γ1M抗体が著明であり,4週以後 7Sγ2-globulin抗体が増

量 していくという事実と一致するものである

｡従って, 感作後如何 なる時期に採血 するかによっ

て, 上述の 抗体分布の 様相も変動 するであろう｡次

にツベルクリン蛋白 (p.p.D.)を抗原とするBoy

den反応の成績は表 2及び図 7に示す通 りである｡1

:100正常血清では凝集反応陰性であるに対 し,ⅤリV.C.血清とも8192倍稀釈迄

陽性を示 した｡従ってツベルクリン蛋白に対する抗体 とみ

なされている Boyden反応抗体 もchalleng

e処置によって減少 しないことを示すものである｡図

7に示す活性分布は,Middleb-rook-Dubos感作赤血球凝集反応の場合と同様

F
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表 1 N.,V.,Ⅴ.C.T')サギ血清及びその SephadexG-200分割による Middlebrook-Dubos
感作赤血球凝集反応,溶血反応成績

稀 釈 倍 数

一 口N: 一 ー血

凝 ≡Ⅴ. 血 清

溶

血

皮

応

V.FSl (1mg/ml)

Ⅴ.FS2 (1mg/ml)

V.FS3 (1mg/ml)

Ⅴ.C. 血 清

V.C.FSl (1mg/ml)

Ⅴ.C.FS2 (1mg/ml)

Ⅴ.C.FS3 (1mg/ml)

N. 血 清

Ⅴ. 血 清

Ⅴ.FSl (1mg/ml)

Ⅴ.FS2 (1mg/ml)

Ⅴ.FS3 (1mg/ml)

Ⅴ.C. 血 清

Ⅴ.C.FSl (1mg/ml)

Ⅴ.C.FS2 (1mg/ml)

V.C.FS3 (1mg/ml)

+

+

+

+

+

斗
ト

+
+

+

8

一
+

+

32

二

16

【

1
1

ー
｢
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【
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T

T
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十
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+
J

T

十

+
±

+

+

+
±

+

+

+

+
+
±

岳256 I512日024
rT1

..
_T

2048】対照1

一

l

E

E

+
±

l

l

+
+

一
十

±

一

+

l
l

I

I

I

対照 1:4倍稀釈試料と非感作血球 ;対照2:生理的食塩水と非感作血球(-)
( )内は蛋白濃度を示す｡

表 2 V.ウサギ及び V.C.ウサギ血清の Boyden反応

8 32 128 5二L2 2048 8192 32,768 131,072

≠

≠

≠

≠

醐

榊

仙

柵

活

活

血

血

清

.

C

血

Ⅴ

Ⅵ

≠ + ±

≠ + ±

対照 1:Ⅴ.又は Ⅴ.C.血清(1:8)と非感作血球
対照2:1:100N.ウサギ血清と感作血球(-)

事実に基づき血清抗体の存在を考慮 しつつ,以

下に述べる Ⅴ.C.血祭の分割とツベルクリン感

受性伝達因子の検討を行った｡

第二節 Ⅴ.C.ウサギ血寮の分割実験

(D 澱粉カラム分域電気泳動法による V.C.血帯分

割のツベルクリン感受性受身伝達実験:

Ⅴ.C.血楽 10mlを電気泳動した結果は図5に

示す通りである｡表 3に示す如 く,各分劃 Ⅰ,

17,相,及びⅣを recipientに投与 した結果,

分劃Ⅲ (α-globulin領域)の投与をうけた rec-

ipientは,1日目-3日日に著明な発赤と硬結

を伴う反応を示し, 7日目には既に減弱 してい

た｡この事実は,Transferfactorは電気泳動

上,α-globulinと同様な易動度を有することを

示 している｡

亘)V.C.血軒の SephadexG-25gelfiltration分

婁耶こよるツベルクリン感受性受身伝達実験:

さきに辻ら(6)は,Ⅴ.C.血清はそのままではツ

ベルクリン感受性の伝達能を発揮 し得ないが,
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之を透析 した内液を用うれば伝達作用を示すこ

とから, 低分子の inhibitorの存在を仮定 した

のである｡この点を更に別の面から検討する目

的でこの実験を行った｡即ち,血衆を透析する

代 りに SephadexG-25によって処理 し, 分子

量 5,000-10,000以下の物質を除去することに

より, 予想 される inhibitorの存在と, その

molecularsizeを知ろうとしたのである｡図 1

と表 4とから明かな如 く,蛋白ピークは一団と

なって溶出し, リゾチーム活性は僅かに遅れて

溶出する傾向を示 した｡これを便宜上,A,B

の2分劃に分け,史に分子量 10,000-5,000以

下と思われる分割を C,Dとして採取 した｡ A

京大結研紀要 第14巻 第2号

図7 SephadexG-200カラムによ
るⅤ.C.ウサギ血祭の分劃と
Boyden反応抗体の分布

10 20 30 40 50 60 70 80 90TubeNo.蓑 3 V.C.ウサギ血祭の分域電気泳動分割による

ツベルクリン感受性伝達実験及び Bは著明な

発赤と硬結を伴う反応を惹起し, 然も7日目に

は既に減弱乃至消失 していた｡ 然るに, 低分子

成分 C,Dはツベルクリン感受性を伝達することが出来なか

った｡以上の結果より,高分子成分が低分子成分(inhibi

tor)と分別されることによって, Tra

nsferfactorとしての活性を現 し

得たとみることが可能である｡但 し,この場合

,蒸潜水を用いて溶出した級,プール した分劃

を凍結乾燥濃縮する際,不溶性部分が除去されるので,この不溶性部分

のinhibitor 作用の有無についても検討 する必要があろう｡(㊤ V.C.血軒のSephadexG-200gelf
iltration分霊耶こよるツベルクリン感受性

受身伝達実験 :表 5及び表 6に示す如 く,
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表4
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Ⅴ.C.ウサギ血柴の SephadexG-25分劃によるツベルクリン感受性伝達実験

分

劃

2

A

A

B

B

A

B

C

D

5

5

1

1

0

0

0

0

2

2

2

2

Recipientのツベルクリン反応 (1:100.T.発赤径 mm)

静 脈 内 投 与 後 日 数

1
-

48 5 24 48

+ +

j】l

(

+ +

(16×14)(12×10)
+

± (10×10)

5 243 48十
± ± 1
≠ 廿
(17×16)(18×15)

+ + l
(16×16)(12×11)
+ +

(16×14)(18×17)

≠ †ト
(17×17) (16× 14)

十十 一汁
(27×22)(22× 17 )

24 48

+
±(241x14)(14×14)

- + +

+

(17× 15)

表 5 V.C.ウサギ血祭のSephadexG-200分割によるツベルクリン感受性伝達実験

分

処 理

蛋
白

邑

血清
相
当
立

法

mlmg

0
‖~+J二l

PBS-EDTAに
対 して48時間透
析内液上清

同上 36時間透析

FSl岡上 36時間透析]A
FS2桓 48[7品 這諒
FS2岡上 36時間透析

30

40

40

FS甲 上 36時間透析j30

FS3同上 48時間透析 40 450

FFSs;監 …66芸RFBB慧冨 430.

FS5t 冨 王

Recipientのツベルクリン反応(1:100.T.発赤径 mm)

静 脈 内 投 与 後 の 日 数

√
442584

+

11×10)±

一

±

3
5 24 48

±

+ +
(17×17)(13×12)

+ + +

(18×16)(20×17)(15×14)

7
5 24 48

+

±

+ +

(22×17)(18×17)

+

(18×16) ~+ + +

の辻 らの推測を裏づけるものである｡対照実験 椙来なかったことより,Ⅴ.C.血菜由来の FS4に

として 同時に行った正常ウサギ血柴 FS｡ の投 特異的な現象とみることが出来る｡FSlに関 し

与によっては,かかる伝達現象を認めることは ては,その伝達された反応性 も弱 く,_廿つ5時
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表6 V.C.ウサギ及び N.ウサギ血祭の SephadexG-200による分割 FS4のツベルク
リン感受性伝達実験

+ -1-
~(12×12)(14×12)

- 一十 一ト

≠ ≠
(19×19)(18×15)
+
(16×14)

+

+ +

(19×19)(18×15)
± ±

≠ +
(18×16)(18×17)

一汁 一卜
(19×19)(19×18)†I +
(22×20)(15×15)

+ -1

-ト ･什 +
(24×16)(15×12)

±(20妄15) ±
+ +

~(22×16)(18×16)
- +

- +

- + 士

ト ート

; L 二l

間目にすでに発赤反応を認めうる例があり,即

時型反応の混在も疑われるので本分劃における

伝達因子の存否及び認められた皮膚反応の性状

については更に検討を要するものと思われた｡

第三節 FSlに対する検討 :

① FSlの蒸潜水に対する透析処理 :

FSl を PBS-EDTA に対 してではなく,表7

に示す如 く,100倍容量の蒸潜水に対 して48時

間,4oCで透析し(その間2回外液交換),水不

溶性劃分を遠心除去後,その上清水溶性劃分を

recipientに投与した所著明な伝達能を認める

ことが出来た｡本反応は明かに硬結を伴い,義

5に示 した反応よりも強い反応であった｡この

事実と,Ⅴ.C.血清を蒸滑水に対 して透析しその

内液上清をもってツベルクリン感受性伝達に成

功した辻らの報告とを,あわせ考えると次のこ

とが推察せられる.即ち,一定以上のイオン強

皮を有する溶媒には可溶性であるが,蒸潜水透

析によりイオン強度が低下すると析出する水不

溶性の劃分 (euglobulin)に,inhibitorが存在

していたのであろう｡

(勤 FSlの DEAEICelluloseカラムクロマ ト

グラフィー

FSl に含 まれる伝達因子の存在 を更に確認

し,併せてその性状を調べるため,DEAE-Cel-

1uloseカラムクロマ トグラフィーによって FSl

を分割しそれらを用いて伝達実験を行った｡図

4は FSlの義滑水透析内液上清を DEAE-Cell-

uloseカラムを用いて分劃した実験成績である｡

著明など-クは pH5.2,0.4M phosphatebuffer

による溶出段階に認められ,SoberandPeter-

son(7)の報告した α一globulin分割に相当する

部分であった｡本分割を recipientの静脈内に

投与した結果,表 7に示す如 く24時間及び48時

間目に硬結を伴う著明な発赤が認められ,明か
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表 7 V･C.ウサギ及びN.ウサギ血祭 FSlに関するツベルクリン感受性伝達実験
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分

法

1

血
清
相

当

量
m

FSI

FSI

FSI

FSl

fgBLS蒜 晶遠 ⊆20
同 上 i2

蒸溜水に対して
透析36時間後の
水可狩性分劃

同 上

DEAE_Cellulo se
P4
同 上

FSl 同 上

対
正常ウサギの FSl

蛋

白

量
mg

185

1

4

4

3

3

0

0

2

2

20L34

40

一 -:~二

140:

Recipientのツベルクリン反応 (1:100.T.発赤径 mm)
静 脈 内 投 与 後 の 日 数

+ +

(16×14)(15×12)

8-1

0

竺撃

3

5 24 48

+ + +

(16×16)(12×12)

一汁 +

± (15×15)(11×14)

一汁 +

± (17×20)(11×15)

ト
-H- +

(18×15)(15×14)

7

5 24 48

+ -

+

(15×15) ±

±(14+xL14)(13×12)
+ト

･ ･ - (18妄17)(12貰12)(16;14) ±(14…13) =r二

t

謁 二 二 二 l

十｢ +卜 +

(18×16)(15×瑚 (16×15)

+ -

+ -

にツベルクリン感受性が伝達 されていた｡ しか

し,本分劃に特徴的なことは,先にも述べた通

り5時間目に若干の発赤が認められ,一一例に於

ては可成 りその程度が著明であったことで,あ

るいは即時型反応の混在 も疑われる｡ この問題

については血中抗体の検索と関連 して後述する

ことにする｡尚,対照としてN血柴 FSlを全 く

同様に 蒸溜水透析処理 し, その 水溶性劃分を

recipientに投与 した結果は凡て陰性であった｡

従 って Ⅴ.C.血柴 FSlに特異的な現象 とみるこ

とが出来る｡

③ FSlの糾分劃 P4及び FS4の Middleb-

rook-Dubos感作赤血球凝集反応及び Boy-

den反応 :

V.C.血 柴の FSl はツベルクリン多糖体, 或
いはツベルクリン蛋白 (p.p.D.) を抗原 とする

感作赤血球凝集反応を著明に惹起 し得た｡更に

FSlの水可溶性分劃を DEAE-Celluloseカラム

で分劃 して得た P4 について検討を行 った所,

表 8に示す様に何れも著明な抗体価を示 し,特

に Boyden反応陽性価は用いた試料の蛋白量に

比 して極めて高 い ものがあった｡然 して同時に

行 った実験で FS4及び Ⅴ.C.ウサギ alveolar

macrophage袖 山液 FC3 (第 1篇で記載 した如

く,Transferfactorを含む分劃)については,

いづれの反応もすべて陰性であった｡

(む FSlの DEAEICelluloseカ ラム ク ロマ ト

分劃 P4の免疫電気泳動結果 :

図8に示す舟1く,山羊抗 ウサギ血清抗血清を

用いて P4 分劃の寒天ゲル免疫電気泳動を行っ

た結果,γ1M-globulin及び著明な α2-globulin

に相 当 する沈降線を得た｡後者は後述する超遠

心分析結果か らしても α2-maCrOglobulinであ

ると推定された｡Danielの報告(16)より,Midd-

1ebrook-Dubos赤血球凝集反応抗体が rylMに局

在することは確実であり, Boyden抗体も同様

と思われる｡ しか しα2-globulin との関係は明

かでない｡要するに P4分劃は少 くとも γ1M一g1-

obulin,α2-maCrOglobulinを含有 していること

が明かである｡

⑤ 超遠心分離岩封こよる分析

上記 P4分劃の0.5%溶液 (pH7.4,0.075M ph-

osphatebufferedsaline)を 59,780rpm で遠心

し,4分毎に毘影 したシユ リ-レン沈降図形を
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蓑 8 V.C.ウサギ血清,Ⅴ.C.ウサギ血祭 FSl及び Ⅴ･C･ウサギAlveolarmacrophage
抽出液 FC3の各活性分割におけるMiddlebrook-Dubos,Boyden感作赤血球凝集
反応成績

反 応

し卜

MiddlebrO-
ok-Dubos

反 応

分 竜EJ 稀釈倍数 ､ t 4 8 16 32 64 128 256 512 10242028 ｣対酎

Ⅴ.C.血清

Ⅴ.C.FSl(蒸潜水に対して24時
間透析内液上清) (0.5mg/ml) .

Ⅴ.C.FS1-P4 (0.6mg/ml)

+ + + + + + + +

+ + + + + ± 一 一

十 十 十 十 ±

Ⅴ.C.FS4の PSl (0.4mg/ml)

Alveolarmacrophage抽出液
FC3 (0.7mg/ml)

特に記さない限り試料は56oC,30分間,加熱非働化した

｡対照 1:4倍稀釈試料と非感作血球 ;対照2:反応①では生理的食塩水と感作血球 ;反応②では正常ウサギ血清(1:100
)と感作血球｡対照は何れも陰件｡(

)内は蛋白濃度を示す｡図8 FS1-P

4の免疫電気泳動1:Ⅴ.C.ウサ
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図 9 V.C.ウサギ血祭FSl-P4のシュリーレン沈降図形
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fEF S:i737…≡二 二 『 771I=igi-I:I-_ .:I_==

午 :59,780RPM i,lJ迂後9分 I:2､:59,780RPM到達後21分 ⑨ :59,780RPM到達後37分

表 9 V.C.ウサギ血柴FSlのTrypsin処理の有無による伝達実験成績

分

処 理 ‥‥U

剖

蒸潮水透析24時

FSltSp?5左畿 軌
FSl37oC,24時間

FSl

蛋

日
量

mgll

血祭相
当
量

m

6

6

5

5

0

0

2

2

Recipientのツベルクリン反応 (1:100.T.発赤径 mm)

静 脈 内 投 与 後 の H 数

南 後

日55Fuq24 48

20 56 -

FSl粍 盟 笥F,?mg20 56 -

FSl烏7｡C,24時間 20 56 -

1 ｢1 ! 3 日

5 24 48 5 24 48

L ≠ ≠

7 日

5 24 48

1 +

⊥(14×14)(14114) + (17三14)̀15:16)
･(1謹 16)(1｡×14)(20×16)(15×15)(17×16)

死 亡

混在を認められた 7Stypeの蛋Fl]に相当するも

のと思われる｡

⑦ Trypsin処押による検討:

表 9に示す如 く,pH7.8にて FSlの trypsin

消化を 37oC で24時間行 うと,その伝達能は消

失 した｡従ってこのイ云達1人ロブ･は蛋白質に関係を

有するものと推測された｡

考 持

本実験で明かにな し得たことは,感作後 ch-

allenge処吊をうけたウサギ山菜 IIlには, ツベ

ルクリン感受性を伝達する Transferfactorと

して2つの異 った molecularsizeを有する物

質が存在することである｡その一つは,Sepha-

dexGl200による分劃 FSl に属 し,分域電気i

泳動上,更には trypsin処理の結果などより判

断 して α2-globulinがその主成分をな し,沈降

係数は 17Sを示すものであった｡ FS1-P4分劃

は,その他, γ1M-globulin及び 7S type の

微量蛋白を含有 し,前者は感作赤 血球凝某反応

抗体を含んでいることが明かであったが,後者

については 不明である｡ 然 してこの 7S type

の物質は FSlに最初からFS2の tailingとして

混入 していたのか,若 しくは透析その他の処理

によって,より人きな分子より解離 して来たも

のであるか不明である｡ 従 って 7Stype成分

のツベルクリン感受性伝達現象に果す役割の有

無は更に検討を要する所である｡以上の如く,
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FSlには α2-maCrOglobulinを主成分として3

つの成分が混在 していることが明かであり,そ

のいずれが伝達因子の役を果し得るか目下のと

ころ不明である.もう一つの因子即ちFS4に検

出された伝達因子は,比較的低分子成分で alb-

uminよりは小さく, リゾチームよりは大きい

分子量を有 し,第 1篇で記述 した alveolarma-

crophage抽出液の分劃 FC3とは SephadexG-

200カラムにおける溶出態度が同一であり,又

電気泳動の実験成績からしても両者は同一物質

であると考えられる｡

先に辻ら(6)は,Lawrenceがヒト白血球につ

いて行った invitroの実験結果(17)を,invivo

の状態に演緯 して 考察 し, 細胞中に存在 した

Transferfactorが challenge操作によって血

中へ遊離すると結論 した｡著者の実験結果は,

このことを裏付けるものであろう｡即ち,細胞

抽出液で証明した FC3の Transferfactorが

血中-遊離 して Ⅴ.C.血柴 FS4として捕捉され

たものと考 えられる｡ 従って, 血中低分子性

FS4伝達因子については第 1篇に記載した細胞

性 FC3伝達因子の諸性質がそのまま当はめられ

るものと考えられるので,本篇に於ては主とし

て高分子性FSlの伝達因子について吟味を行っ

たのである｡この高分子性因子は細胞抽出液よ

りは検出し得なかったものであって,上述の辻

らの推測,即ち血中の伝達因子は一時的に細胞

より流出し来ったものとの仮定 は当 はまらな

い｡従ってこれは血液固有のもの,即ち hum-

oralantibodyの一種と考えるべきであろう.一

方,この因子によって伝達された皮膚反応の様

相は低分子因子によって伝達された典型的なツ

ベルクリン反応とはやや異 り,早期反応を混え

ている如き感 があることは注意 せねばならな

い｡Arth11S反応が時にはツベルクリン反応と

区別困難な様相を呈 し得ることを考慮 し,又次

に述べる血中抗体との関連性を考慮すると,こ

の高分子性因子により伝達された皮膚反応が真

のツベルクリン反応であるか否かについて断言

をはばかるのである｡この点は更に吟味を要す

ると考える｡

次に血中抗体と伝達因子との関係を考察 して

京大結研紀要 第14巻 第2号

みたい｡ LawrenceらのヒトTransferfactor

は conventionalantibodyでないとされている

が,Middlebrook-Dubos感作赤血球凝集反応及

び Boyden 反応を用いて上記伝達活性分割に

於ける抗体価を検討 してみた結果,低分子伝達

因子を含む FS4,FC3に於ては全ての抗体価が

零であった｡ 従って本分割に属する Transfer

factorは,第 1嘉に述べたと同株 conventional

antibodyでないことが明かである｡ 然るに,

α2-maCrOglobulinを主成分とするFS1-P4には

著明な抗体活性が認められ,特に Boyden抗体

価には極めて高いものがあった｡叉,成分の分

析によっても, 3種の蛋白質を含むことが明か

であり,この内,抗体価に明かに関与するもの

として γ1Mをあげることが出来た｡ 従って,

この高分子分劃によって即時型皮膚アレルギー

が伝達され得る可能性は甚だ濃い｡これが典型

的なツベルクリン反応とは云えない反応を来し

たゆえんであろう｡さきにColeらの示 したFr.

ⅠⅤ-10(α-globulin)が,今回著者の提示 した

FSlと甚だ近似な関係にあろうことは推測に難

くないが,以上の理由によってこれも真のツベ

ルクリン感受性伝達因子と呼ぶことに蹟蹄を感

じるわけである｡この疑問を解決するためには

上記 3成分を夫々純粋に分離 した上 , その抗体

活性とツベルクリン感受性伝達能とを分別検索

することが必要であろう｡

之を要するに,感作後 challengeを行ったウ

サギの血渠中には確かにツベルクリン感受性伝

達因子が含まれており, 之はさきに alveolar

macrophageの抽出液から分離 した低分子の伝

達因子と同一のものと推定される｡従って,節

1篇に於て考察 したと同様に,これは conven-

tionalantibodyではないが 3.2Sの沈降係数を

有する蛋白で, 抗体のフラグメント又は prec-

ursorではなかろうかという興味深い推測を下

し得るものである.このものは challenge処置

によって細胞から遊離 し,一時的に血中に存在

するもので,よしこれが抗体の一種としても,

humoralantibodyと呼ぶことは不適当であり,

やはり cellularなものと考える｡ 故に, 今回

血中に Transferfactorを検出したからと云っ
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て,ツベルクリンアレルギーが cellulaI･antib-

odyhypersensitivityであるとする従来の定義

を訂正するものとは考えない｡

17S附近の沈降係数を有する高分子の因子に

ついては, 血中抗体 との 関連性が甚 だ密であ

り,Jlつ 伝達された皮膚反応の様相も典型的な

ツベルクリン反応とは些か趣を異にしている点

から,今のところ貢のツベルクリン感受性伝達

因子と呼ぶことに践躍する段階であり,更に今

後の検討を必要とするものと考える｡

総 括

BCG加熱死菌で感作後,challenge処置を加

えた (V.C.)ウサギ血渠中にツベルクリン感受

性伝達因子 (Transferfactor)が存在すること

を確認し,SephadexG-25,G-200 gelfiltra-

tion,DEAE-Celluloseカラムクロマ トグラフィ

ー,分域電気泳動,透析操作などを用いて分割

することにより, inhibitorを分離 して活性の

高い本因子を得,更に若干の物理化学的及び免

疫化学的性状を検索せんと企てた｡

① Ⅴ.C.ウサギ血梁中には,その分子量に於

て異る2柾の 伝達因子 が存在 した. その一つ

は,α2-maCrOglobulin(沈降係数 17.OS)を主体

とする分割 にあり,他の一つは albumin とリ

ゾチームの中間に付する分子量を有する分劃に

属 した｡

(勤 高分子量を有する伝達閃子は, trypsin

処理によってその伝達能を失い,且つその分割

は Middlebrook-Dubos感作赤血球凝集抗体価

及び著明な Boyden反応抗体価を示 したが,こ

の分割には γ1M-globulin,7Stypeの蛋白を混

入するため,伝達園子と抗体との異同を論 じ得

る段階ではない｡

(彰 低分子伝達因子は,電気泳動結果,Sep-

hdexG-200における溶出態度よりして, 第 1

篇に述べたウサギ alveolarmacrophage抽出

液の分劃 (FC｡) に属する伝達[̂J手 と同一物質

であると思われ,さきに提案された challenge

処置による Transferfactorの細胞から血中-

の放出という現象を裏づけることが出来た｡

④ inhibtorの存在に関して,次の2つの点
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が明かとなった｡第一に,SephadexG-25,G-

200による分割により,5,000-10,000以下の分

子量を有する分割と分離することによって,伝

達因子の活性が著明になることが認められたこ

と｡ 第二に, 高分子分劃 FSlを PBS-EDTA

(phoshatebufferedsaline,0.001M EDTA を

含む)の如き塩類溶液に対 して透析 したのでは

活性は極めて弱かったのに反 して,蒸滑水に対

する透析後,その水不溶性劃分を除去すること

によって活性が著 しく上昇 した事である｡

⑤ 低分子の伝達因子はたしかにツベルクリ

ン感受性を伝達 し得る因子であると考えるが,

高分子のそれに関しては尚疑問の点が多 く,今

後の研究の結果を待つ必要があることに関して

論述 した｡
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