
 

Instructions for use

Title 組織培養法によるツベルクリン・アレルギーの研究

Author(s) 沼田, 達夫

Citation 結核の研究, 12, 41-52

Issue Date 1960-03

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/26688

Type bulletin (article)

File Information 12_P41-52.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


41 

組織培養法によるツベルクリン・アレルギーの研究

沼田達夫

(北海道大学結核研究所細菌部主任大原 ;主教授〉

(昭和 34年 9月1日受付〉

結核図の感{乍を受けた個体がツベルクリンに対して特

有なアレルギー状態を示す事実を解明すぺく，組織培養

j去によって生体外にとり出した細胞についてツベルクリ

ンに対する反応、を調ぺた実験は，古来甚だ多い。然し注

目すべきは，これら学者の得たる結果において，ツベル

クリン過敏性を惹起せしめる要因が ceIlularの factor

に存すると考えるぺき成績と humoralのfactorによる

ものと見倣すべき成績とが相半ばしてし、る事である。

この種の研究のうち，最も初期的な実験の 1つは，

Holst口によるものであるが，彼はツベルクリン反応陽

性の人聞から得た白血球の遊走がツベルクリンによって

阻害される事を報告し，この際同時に白血球の貧喰能も

減弱する事を観察した。この dataを更に詳細に追究し

た Rich& Lewis2l，3lは，結核動物の牌及び骨髄細胞を

組織培養してこれにツベルクリンを添加すれば細胞の形

態変化と遊走阻害が起ることを確認したが，この際正常

動物の plasmaを加えても免疫動物の plasmaを加えて

も成績に相違の起らない事から，ツベルクリン過敏性に

は humoralのfactorが関与しなし、と述べている。即ち

絞らの成績は謂わばツベルクリン過敏性の「細胞説」と

でも名付くべきもので，後に Richはこの成績から進ん

で，結核におけるアレルギーと免疫の無関係を強く主張

するに至った。

然し同じ実験においてこれとは全く異なった成績を示

した報告もまた数多く存在する。例えば O'Nei1l& 

Favour4lは，結核患者の白血球を正常血清に浮世寄せし

めこれにツベルクリンを加えても cytolysisは起らなか

ったが，結核血清を加えた場合は健康者の白血球でも明

らかに cytolysisを起すことを観察した。この成績は前

記 Rich& Lewisの説とは正反対な結論を導くもので，

この場合ツベルクリン過敏性に関与する因子は細胞自身

にはなく，専ら humoralの factorによって細胞融解

がもたらされるものと解釈し得る。かかる説は Rich& 

Lewisのそれに対し謂わば「体液説」とでも名付けらる

べきものであるが， O'Nei1l & Favourらは， cytolysis 

に対し specificな humoralfactorのlまかに補体もこれ

に関与すると J5~¥，.、ている。このような相反する結果が生

れた原因につし、ては，直ちにはっきりした説明を与える

事は困難であるが，恐らく単なる方法的技術的な差のほ

かに，各 factorの量的な問題やそれぞれの実験条件の

違い等，複雑な因子が関係しているものと思われる。試

験管内におけるツベルクリン・アレルギ一発現の様相を

適確に掴むことは単に理論的に興味あるのみならず，ア

レルギーの本態，ひいては結核免疫とアレルギーとの関

係をも明らかにする鍵ともなる問題と考えられるので，

著者は正常並びに結核免疫海絞の細胞と正常及び免疫血

清との4通りの組合せにそれぞれツベルクリンを加えて

組織培養し，各組合せにおける細胞の反応を観察した。

この際ツベルクリンに対する過敏性を判定するには色々

な方法がある。 ll~ち(i)細胞の形態変化乃至細胞融解を

顕微鏡的に観察する方法， (ii)白血球について遊走速度

の変化を観察する法， (iii) Warburg検圧計により細胞

の呼吸を測定する方法， (iv)細胞の増殖程度を比較す

る方法，等色々な研究方法がこれまで採られて来たが，著

者は比較的正確な結果を与えると思われる細胞浮波液培

養法(後述〉によって細胞核数を測定し，もって細胞傷害

(融解)の有無を判定した。その結果は Rich& Lewis2l，3l 

の成績に一致するもので，免疫細胞は，加えられた血清

が正常動物から得られたものであると免疫動物より得ら

れたものであるとに拘らず，ツベルクリンによって同様

に増殖を抑制された。一方正常細胞については， O'Nei1l

& Favour4lの成績と異なり，これに免疫血清を加えた

場合にもツベルクリンに対し sensitive と考えられるよ

うな成績は得られなかった。以下に著者の得た実験成績

について報告し，これに若干の考察を加えてみたいと思

う。

実験材料並びに実験方法

(i)培養組織培養組織はすべて海原から得たもの

で，体重 500g内外の健康正常海猿及び結核免疫海狭の

牌細胞並びに腹腔内渉出細胞を後述の如き方法で培養し

た。海浜の免疫には人裂存力菌仲里子株の加熱死菌を用
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い，これを perml 5 mgの割になるよう流動パラフィ

ンに懸濁し，その 1mlを下腹部皮下lこ1週間間痛で2

回接種した。尚海演は何れも免疫4週後 100倍補釈旧ツ

ベノレクリンをもって皮膚反応の陽性な事を確かめた。

a) 腹腔内渉出細胞の採取法。滅菌した流動パラフィ

ンを各海浜(正常及び免疫〉の腹腔内に約 20~25ml 宛

注射して無産i的な炎症を起さしめ， 72時間後腹腔を開い

て peritonealexudate を集めたが，この為に 1000倍

heparin溶液を 5%の割;こ加えた Tyrode液で腹腔内

をよく洗い， $Ufこ用意したガラス管を通じて陰圧の下に

j光線液を吸い上げ，ゴム管で述結した無菌j誌の中へこれ

を送り込んだ。この操作によって海浜の腹腔内洗務液は

少しも無駄なく 1つの瓶中にi長め得られる。かくして集

めた洗淑淡をガーセ、で 1田清過し 1500廻転 30分間遠

沈すれば細胞は管氏に沈んで厚い腐を作り，混在する流

動パラフィンl主軽し、ので細胞と別れて上に浮く。上消を

静かに捨てて細胞を再び Tyrode淡iこsuspendし， I司

じ操作を数回繰り返して良く洗った後最後の washed

cellを trypsinで処理する。 日日ち 1mlにつき 200単

位の害IJに trypsmを含む Rinaldini 伎を沈澄に加え，

37SCの恒温槽にj受けて絶えず振還し， 30分後に遠沈

してi:ti査を 3回洗滅後適当量の Tyrodei夜にi'ii持せしめ

る。この際 Tyrode淡にペニシリンを perml 50単位

程度に加えておけば吏によL、。かくして集めた腹腔内渉

出細胞の種類ば，正常動物から得たものでは淋巴Il(22~

33%，単]求 43~59%，多形核白血球 3~85も，被後細胞

11~17%，免疫動物から何られたものでほ淋巴球 39~

43%，単球 36~44%，多形校白血球 1~45る，被穫細胞

14~18% であった。尚，細胞を trypsin で処置したの

は，局長経過中 lこおこる変性を最少~R~こ止める為であ

る。

b) !枠制胞浮i佐波調製法。上記腹腔内;参出細胞浮世(1波

調製法と大体l司じであるが，詳細(土(iii)の現に茂る。

この浮波液における細胞の種類ば大部分が淋巴球であり

少数の核小体を持った淋巴芽球も見られた。多形核白血

球は僅かに認められ，その他紡錘形の細胞質をもった繊

維芽細胞と思われる少数の細胞及び形質細胞も認められ

たが，単球はJftんど見られなかった。

(ii) 組織培養に用いる諸材料

a) 培養管。直径 15mm，長さ 90mmの目盛り1J硬

質ガラス製のものを用いた。

b) ツベルクリン。青山B株の Sauton培養溶液より

型の如く調製した旧ツベルクリンを Tyrode液で 10倍

に稀釈して用いた。

c) 鶏胎児浸出液。 9~10 日目の解化鶏卵より鶏旺を

無菌的に取り出し，シャーレ内で眼球を除去してTyrode

液でよく洗糠した後ホモジナイザーにかけて粥状とな

し， 2~3 回凍結融解を繰り返した粥状液を 4000r.p.m.

で 30分間遠心沈澱する。その上清に等量の Tyrode波

を加えたもの(1:1)を用いた。

d) 液体培地。組織培;去をの際加えられる液体培地の組

成は次の如くである。

血清1容，鶏胎児没出液(1: 1) 1容， Tyrode 淡 1

容， 10倍稀釈ツベルクリン波 1/3容，又は生理的rtl江

水(対照実験)1/3容。

(iii) 培養方法 Ear1e5)， 防回ß) らの細胞浮説波打，~-{t

法に拠った。牌細胞培養の場合について述べれU:，その
大略は第1図に示した如くである。

海浜を屠殺して無菌一的に牌を取り出し， Ca， MgをiS

まない塩類溶液 (Rinaldini波)の少量を加えた丸凶の

50ml遠沈管に入れ，長1'11の子宮男刀で欽に抵抗を感じ

なくなるまでtlJ墜に術11他する。これを同じ塩類溶液で約

10回位洗ってから，予め小さなガラス玉を入れて滅的

した 100mlのコルベンに移し，これに perml 200単

位の割lこtrypsinを合んだ Rinaldini液 50mlを加え，

37.50~380C の恒温槽に入れその間よく振濯する。これ

によって組織粥は更に微細になると共に細胞聞のii3lい結

合がとける。これをピペットで遠沈管に移し 2500姐転

で5分間遠沈すれば組し、組織塊は管底に沈むからこの部

分を避けて沈涯の中間腐を別の試験管に取り，適当量の

Tyrode液を加えて 1500r.p.m. 15分間宛3回沈務後，

最後に 15mlの Tyrode 夜に浮漉せしめて4枚重ねの

ガーゼ、で濃過する。かくして得られた溶液には大きな細

胞塊は除かれ，大体均等に浮治する細胞液が得られる。

これを 14本の試験管に 0.5ml宛正確に分注し， ~:f寄

最初に分注した試験管と中間及び最後の試験管の 3本を

除き，他の 11本には (ii) の d)に記載した液体J台地

を各試験管に 1.0ml宛加え，ダブル栓を施して 6EJ間

37.50~380C で培養した。細胞浮世~f液を試験管に分注す

る時はピペットの先がコルベンの底にまで達していると

最初に分注される試験管に特に多数の細胞が入り防ちで

あるから， ピペットを吸い上げる間にも絶えず撹梓ーする

事が必要である。尚液体培地の更新は 1日おきに行つ

た。

(iv) 細胞複数算定法細胞核数の算定は培養開始時

と2日目 4日目，及び6日目にそれぞれ任意の試験管

3本宛を撰んで行った。従って試験管の所要本数は 12

本になるが，上記の如く 14本の試験管に細胞を培養し

たのは遠沈時における破損，雑菌混入のおそれ等を考慮

して予備を設げた為である。培養開始時における核数計
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表 1

各培養管中の
細胞枚数

24x 103 

坊は，前項lこ述べた液体培地を加えていない3本の試験

管について平均怖を求めた。 f!Pち管内にある 0.5mlの
細胞浮波液に対しクエン酸溶液4ml(処方:蒸溜水1000

ml， 0.1 M クエン酸 21g，クリスタル紫 500mg，フォ

ルマリン原液約 10;jj) を加え， 370Cの恒温f習中で 30

分振濯機にかけた後 1500廻転 15分間遠沈， 1 mlの日

溜りまで正しくピペットで上清を拾て，十分!貧打'して均

等にした液を血球計:G~(~;t;こ移すと，細胞の核ばクリスタ

ル紫できれL、にうたっているのでその数を算える。培主主後

の核数をt;(えるにはまず 1500廻転 15分間遠沈後 0.5

mlの液を残して上清を拾て，前と同様に 4mlのクエ

ン酸液を加えるが，治美した細胞は管底で鶏胎児没出液

のj宰と固い結合を作っているので，力日温振、盈の時聞を2

時間乃至2時間、!こに延ぼさなければならなL、。以下の操

作は培養開始時のそれと全く同じである。

図 1

各培養管中の
24.6 X 103 

細胞核数
l 

標準偏差 0.75X 103 

績

実験 1. 細胞i7iJff江主の均等性の検討。

本実験を始める前(二，各試験管に分注された制胞J手洗

液中の細胞数にはどれ位の変動があるか，換言すれば培

夜、に当って各試験管に略々同数の細胞を分注し得るか百

かを検討してみた。栴1支はその成績を示すもので， ，試

1m門I ~ 
1ml蓋R

成験実
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った。

実験 2.牌細胞によるツベルクリン過敏性惹起因子の

検討。

ツベルクリンに対して個体が示す過敏性において，主

要な役害リ~淡じているものは細胞であるか又は体液性の

凶子であるかを検するため，正常牌細胞及び、免疫細胞と

正常並びに免疫血清との次の如き4つの組合せを作り，

それぞれに 10倍稀釈ツベルクリンを加えて培養し，細

胞の増殖を観察した。

C i ) 正常細胞+正常血清+10他ツベルクリン
(ii) 正常細胞+免疫血清+10佑ツベルクリン

(iii) 免皮細胞+正常血清+10倍ツベルクリン

Civ) 免疫細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン

以上の4つについて接種開始時，培養2日 4日 6

日日と臼を追って細胞核数を算定した成績は第2表の如

くである。表中の数字は各3本の上主義管について細胞核

主主の平均伯‘を求めたもので，が弧lせの数字は各培養日に

おける細胞核数を培養開始時の紡l胞核数で割り，これを

jJ分率で示したものである。

(i)の組合せにおいては松支?H2，第4日目の細胞核
数中， 1~2 本の試験管に僅かながら減少(1.5~4.1%)

の見られたのを除げば，イ也はすべて核数が増加してお

り 6日日においては全例に細胞の地加が認められてい

る。(ii)の組合せも同様で，一部;こ減少を認めたものも

あるが全体の傾向としては明らかに細胞数の増加が認め

られる。これに反し(iii)の組合せにおし、ては，培養2

日にして既に著明な細胞核減少を認め 6日間の培養全

経過を通じて細胞増加の傾向は全く認められていなし、。

!動物

表 2 種々の組合せに於げる細胞核数の増減(牌〉
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C i )正常細胞+正常血清

(ii)正常細胞+免疫血清|

十10倍ツベルクリン

(iii)免疫細胞+正常血清 i

+10倍ツペルクリン

Civ)免疫細胞+免疫血清|
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(iv)の組合せも(iii)と同様で，全伊Jに細胞数の減少が

認められた。第2図はこの関係を図示したもので，第1

表記載の細胞核数を各組合せごとに平均し，増加(又は

減少)の平均パーセントを日を追って plotしたもので

ある。図から明らかなように，細胞と血hljとの組合せに

よる培養成績は2つの訴に分れ， (i) (ii)においては細

胞数増加， (iii) (iv)においては細胞数減少がそれぞれ

結果として観察された。即ちツベルクリンに対し過敏性

を示すものは免疫細胞に限られ，正常利11胞はこれに正常

血清を加えても，免疫血清を加えても細胞の減少は認め

られなかった。免疫牌細胞における細胞数の減少はツベ

ルクリンによる cytolysisの結果と考えられ，ツベルク

リン・アレルギーの本態は細胞阿身にあるものと思われ

130 

120 

110 

100 、
¥ 

90ト¥、、
50 

70 

60 

50 

¥ 、、、、、
句1ト
‘二、、一、司、ー、---一、色、~ー
、・・ー -‘、-

ー・・--~・，­ー--0:0:邑

る。

実験 3.馬血清使用による牌初|胞の組織1101120

前実験において，細胞に加えられた血清は正常血清で

も免疫血清でも得られた成績に差を認めなかったので，

ツベルクリン過敏性の発現に対し humoral factor は

dominantな要素でない事を更に確かめる目的から，現

在組織培養に最も広く用いられている尽.rUl泊ーを使用して

次の 4;l!iりの培養試験を行い，各制1胞における核数の増

減を調べた。

( i ) 正常細胞十馬血清十生理的食塩水
246培養日鉱

(ii) 正常細胞+馬血清+10{台ツベルクリ〉

(iii) 免疫細胞+馬血清+生理的1t温水図 2 種々の組合せにおける細胞数増減の推移(牌〉

正常細胞+正常血清十10倍ツベルクリシ

正常細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン

免疫細胞+正常血清+10倍ツベルクリン

免疫細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン

(iv) 免疫細胞+馬血清+1O{去ツベルクリン

得られた成績は第 3表に示した如く， (iv)の組合せ

のみにおいて著明な核数の減少が認められ，他の組合せ

表 3 種々の組合せに於げる(馬血清)細胞数の増減(牌〉

動物! 各士吉養tTに於ける平均細胞核数

!番号培養開始時 培養後 2 日 4 日 6 日

11 73.0x 103 れ
Ox1が i川 5γ( i )正常細胞十馬血清十! 12 38.0 37.3 (98.2) 39.0 (102.6) 41.6 (109.5 

11:1'τ44114  3 
36.7 36.0(((98.1 〕〕〉 37.702.7 〉〕)46.0(〔( 125.3 
34.2 44.0 028.7) 48.3 (141.2)  57.1 (167.0 

15 52.3 50.7 ( 96.9 ) 56. 3 (107.6) 58.0 C 11 0 . 9 

11 73.7 ((101.0 〉〉80.7 ((1105) 〉8ロ3

ij 
( ii) 正 'ì;~~細胞十馬血清十， 12 39.0 102.6 ) 38.5 101.3 ) 41.0 107.9 

13 37.0 ((1008j〉413 111. 7 
10倍ツベルクリン 14 ， 47.7 139.5 ) 58.0 169.5 ) 58.7 171.6 

15 51.3 98.1 ) 57.3 109.6 ) 59.7 114.1 

11 岨川 43.3 (1師 4j“。
;1130j4 (jii)免疫細胞十馬血清十| 12 30.3 29.3 (96.7)i 30.7 101.3 ) 30.3 100.1 

13 30.7 31.7 (103.2) 31.7 103.3 ) 34.7 113.0 
IL[t水 14 30.4 '37.3 022.7) 44.0 144.7 ) 47.7 156.9 

15 64.0 65.7 002.7) 67.0 104.7 } 76.3 119.2 

11 28.7 

i j 
(iv)免疫細胞+馬血清+ 12 20.3 67.0 ) 19.3 63.7 ) 19.3 63.7 

13 22.0 71. 7 ) 21. 7 70.7 ) 19.0 61.9 
10倍ツベルクリン 14 24.0 78.9 ) 21.3 70.1 ) 21.7 71.4 

15 46.0 71.9 ) 44.0 68.8 ) 43.3 67.7 ) 
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図 3 種々の組合せにおける細胞数増減の推移(牌〕

正常細胞十時血清十生食水

正常細胞十馬血清+10倍ツベルクリン
免疫細胞十馬血清+生食ノ:k

免疫細胞十馬血清+10倍ツヘノレク ljン

においては何れも核数の増加が観察せられた。第3図は

第 3表記載の核数増減の平均パーセントを図に示したも

のである。

実験 4.補体の影響について。

ツベルクリンによる cytolysisにl工humoralfactor 

のlまかに補体がこれに関与すると云う報告4)があるの

で，前実験の再現性を確かめると共lこ補体の作用を検討

する目的で，前実験と同じ組合せに正常海事てからとった

補体 (24時間以内氷室保存)をそれぞれ 0.2ml宛添加

して細胞数の増減を測定した。結果は第4表の如く(iv)

の組合せにおいてのみ細胞校数の減少が認められたが，

その程度は補体を加えなかった第3表(iv)の結果とよヒ

較して差があるようには思われなかった。そこで免疫牌

細胞だけについて補体の作用をもう一度直接比較してみ

るために，次の 2つの培養から細胞核数の算術平均を

求めた。

( i ) 免疫細胞十馬血清+10{きツベノレクリン+補体

( ii) 免疫細胞十馬血清十10倍ツベルクリン

(補体なし〕

第 5表はその成績をノJ一セントで比較したものである

が，補体添加の有無が cytolysisの程度に影響を与えた

と思われる結果はi~ 1られなかった。尚第4図及び第5図

はそれぞれ第4友及び第5'J受の成績を図によってぶした

ものである。

表 4 種々の組合せに於げる細目包数の地減CiJ卑)(馬血清，補体)

動物 各培養管に於ける平均細胞険数

寄りe JJ;主主rmWi目立 J，';選後 2 1'1 4 口 6 日

( i) 正);~細胞十，1 ， (5 山 ;'JI_Í" -; 
16 39.0x 10' 45.7 (117.2%) 50.3 (129. O~り 58，3 (149.5%.) 

17 52.0 51.0 ( 98.1 ) 49.7 ( 95.6 ) 55.7 (107.1 ) 
ノk食水牛判官{イ;

18 40.0 38.0 (95.0 ) 40.0 (100.0 ) 44.0 (110.0 ) 

(ii)正'11;;剥IlJJ包+，I.!5iI[1.;'j!;十 16 44.0 (112.8 ) 45.3 (116.1 ) 55.3 (141.0 ) 
10倍ツベノl.-7 1; / + 17 46.7 (89.8 ) 57.0 (109.6 ) 59.7 (114.8 ) 

補体 18 36.0 (90.0 ) 38.0 (95.0 ) 45，0 (112.5 ) 
一一一一一一一一一

(iii) 免~，と刊IlIJ0l+ ，:.!川'J~~8+ 
16 35.0x 10' 36.3 (103.7 ) 37.7 (107.7 ) 44.7 (127.7 ) 

17 55.7 62.3 (118.6 ) 70.3 (126.2 ) 70.7 (126.9 ) 
'1.: ft 7j，ト布Iif~よ

18 35.7 32.3 ( 90.5 ) 33.0 ( 92.4 ) 35.0 (98.0 ) 
一一一一一一一一一一

(iv)免辺和IlIJ2!+.I.!ゾlriLii{f+ 16 24.7 (70.6 ) 24.3 (69.5 ) 23.0 ( 65.7 ) 

10倍ツベノレケ 11ン+ 17 35.7 (64.1 ) 35.3 ( 63.4 ) 35目7 ( 64.5 ) 

補体; 18 26.0 (72.9 ) 23.3 (65.3 ) 22.3 (62.5 ) 

実験 5.腹IJ';'I).:I;参山細胞による過敏性1.¥起凶子の検討 ( i) IE常*llll泡+正常血清十10倍ツベルクリン

以上の実験は1l~1細胞を用いて行ったものであるが，次 (ii) 正常細胞+免疫血清十10倍ツベルクリン

に腹院内渉:出制IJ包について実験1と全く同じた:廷を繰返 (iii) 免疫細胞+正常血清+10倍ツベルクリン

してみた。細胞とJJIL'i'iとの組合せば次の4通りである。 (iv) 免疫細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン
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表 5 補体と細胞融解との関係(牌)

2 日

免疫細胞+馬血清+10倍 69.2% 
Yベノレクリン+補体(+)

免疫細胞十馬血清+10倍 72.0
Yベノレクリン+補体(ー)

% 
130 

120 

4 日， 6 日

66.1% 64.2% 

67.4 '66.1 

図 4 種々の組合せにおける細胞数増減の推移(牌〕

(補体)
60 

正常細胞+馬血清+生食水+補{本

正常細胞+馬血清十10倍ツ 1 ル71)ン

+補体

免疫細胞十馬血清+生食水十補体

免疫細胞+馬血清十10倍ツベルクリン

+補{本

50 
4 6培養日叡

図 5 細胞融解と補体との関係

免疫細胞+馬血清+10倍ツベルクリン

免疫細胞十馬血清+10倍ツベルクリン十補体

表 6 種々の組合せに於げる細胞数の増減(腹腔細胞〉

l 各培養管中に於げる平均細胞核数
動物群ト一一一一一一ー一一一一一一←一一一一一一
l培養開始時( 培養後 2 日 4 日 6 日

1群 I227.3 X 103 '252.0 X 103 (110.9%) 270.0 x 103 (118. 8~り!285.3x103 (125.5%) 
(i) A常細胞+正常血清 l 

2" 1115.0 '123.7 (107.6 )134.3 (116.8 ):141.0 (122.6) 
十10倍ツベルクリン | 

3 " 7 5 . 7 80. 3 (106. 1 ): 83.7 (11 0 . 6 )， 87.0 (114.9) 

'261.7 (115.1 )258.3 (113.6 )!265.3 (116.7) 
(ii)正常細胞+免疫血清 l

: 211 '128.3 (111.6 )135.0 (117.4 ):146.7 (127.6) 
+10倍ツベルクリン I_ 

1 3" I I 74.0 (97.8) 76.3 (100.8) 78.3 (103.4) 

1 11 i 116.3x103 ! 82.0 (70.5)' 80.7 (69.4): 73.7 (63.4) 
(iii)免疫細胞+正常血清

1 211 ， 95.3 i 69.7 (73.1)' 66.0 (69.3)' 60.3 (63.3) 
+10倍ツベルクリン.，

3 " i 120.0 I 80.7 (67.3 ) 81.7 (68.1)，75.3 (62.8) 

/||777(668 〕71.7(617 〉|長 o ( 58.5 ) 
(iv)免疫細胞+免疫血清 J

11 ! ; 65.3 (68.5)，61.7 (64.7)! 59.7 (62.6) 
+10倍ツベノレクリン

311 ' ' 74.7 (62.3) 76.0 (63.3): 72.0 (60.0 ) 
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50 
6 培養巴数

図 6 種々の組合せにおける細胞数増減の推移

(腹腔細胞)

E常細胞+正常血清+10倍ツベルクリン
E常細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン

一一一 免皮細胞+正常血清+10倍ツベルクリン
一一 免疫細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン

得られた成績は第6友に示した如くで，実験1の結果を

再現したものであった。即ち正常細胞にツベルクリンを

作用せしめた場合は，これに加えられた血清がE常血清

であると免渋血清であるとを問わず細胞核減少は見られ

なかったに反し，免疫細胞にツベルクリンを作用せしめ

た場合には，添加する血清が正常動物のものであっても

免疫動物のものであっても，同程度に顕著な納胞核数の

減少が見られた。第6図は細胞核数の推移を各組合せご

とに平均パーセントを以て示したものである。

実験 6.細胞の過敏性とツベルクリン反応の関係。

以上の実験から，免疫細胞はツベルクリンの作用によ

って cytolysisを来たし，その結果細胞数の減少を来た

す事が観察された。この際細胞がツベルクリンに対して

示す過敏性と細胞を採取した個々の動物のツベルクリン

に対する皮牌反応の強さとの聞に如何なる関係があるか

jを調べてみた。第 7図は細胞核数の減少パーセント

， (cytolysisを起した細胞のパーセントを表から計算した

もの〉を皮庸反応の発赤の大さに対比せしめて plotし

たものであるが，この図から見た限りにおいては，両者

もの聞に特別な相関関係は見出し得ないようであった。
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ソ反応 (m刊)

図 7 細胞融解とツベルクリン反応との関係

O 免疫細胞+正常血清+10倍ツベルクリン
. 免疫細胞+免疫血清+10倍ツベルクリン
⑫ 免疫細胞+馬血清ー十10倍ツベルクリン

考察

i 
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組織培養法の起源は古く Harrison7)に遡り， 1907年

彼が蛙の神経繊維を蛙の淋巴内で成長せしめたのがその

端緒であるが，続いて Carrel町叶日， Fischer!2l， 13) らに

よってその基礎が作られ，遂には， 1954年 Robbins，

1九TelIer，Enders'51らヵ，rolIer tube 1;会による寸、児件末州:の
研究においてノーベル賞を受けるに至った程の輝かしい

発展を遂げた。この間組織培養法は極めて多数の研究者

によって利用され，その応用範囲は殆んど医学の全分野

に及んでいる。従って結核研究の分野においても亦この

方法が活凝に取りとげられた事ば当然であり，結核感染

に伴う細胞反応の検索，或いは諸組織内における結核的

の納[知学的研究等にも屡々利用されているが，特に顕著

な成績を挙げているのは免疫乃至アレルギー現象の解明

に関する研究においてである。

然しツベルクリン過敏性に関する組織培養実験の結果

は，緒言の項にも述ぺた如く，一定した成績がi!}'られて

いなし、。ある実験においては免疫細胞でも humoralの

factorが加わらない限りツベルクリンによる傷害を受げ

ない事が示され，又ある実験においては，これと反対に

humoralの factorがツベルクリン過敏性に何ら関与し

ない事が示されている。

前者に属するものとしては，先に述ぺた O'NeilI& 

Favour4)のf也lこ Fischer14l， MilIer et aI'6)， Baldridge 

& Kligman!7)， Marks & James問， Jacobi & Marks'9)， 

Cruickshank20)等の学者があり，後者に属するものとし

ては HolstD 及び Rich&Lewis幻，3) を初め Stewartet 

aI21)， Aronson22) ， Heilman et aI23)， Heilman & Seibert24l， 



Witte25l， Fabrizio26l， Moen & Swift27l等が挙げられ

る。

このように相反する成績が得られた原因については色

々な事が考えられるが，O'Neill & Favourば，理由の

1つとして，用いられた細胞が自己の plasmafactorを

全く含まないものであったか否かを重要視している。即

ちある状態の plasma中にはツベルクリンによって特異

!的に細胞傷害を窓き起す物質が存在し，又ある場合に

は，これと逆に，ツベルクリン中和物質が含まれている

と報告28)されている如く， plasma factorがツ反応に影

響を与える可能性は十分に考えられる。従って O'Neill

らの見解によれば，細胞がこのような plasmafactorか

ら完全に freeでない限り，ツベルクリン過敏性惹起因

子が細胞白身にあると云う考えには軽々に賛意を表し得

ないとヨミう。この意味で彼らが引用している Fischer14)

の実験ば興味あるもので， Fischerは烏型結核問を感染

せしめたニワトリの fibroblastを 12代 in vitroで

継代し，完全に plasmafactorを除いた上で烏型ツベル

クリンを作用せしめてみたところ，この細胞はツベルク

リンに対し全く感受性を示さなかったと述べている。然

しながら一方において，結技組織のツベルクリンに対す

る過敏性ば数代組織培養を継代したものにも認められ

る，と云う Moen& Swift27)の報告もあり，著者の実

¥験においてもまた plasmafactorをさほど重要視すべき

ゅdataは得られていなし、。即ち，若し O'Neill らの考え

ている如く plasmafactorが極く微量混在しでも細胞の

ツベルクリン感受性に影響を与えるものならば，この実

験において加えられた免疫血清の量をもってすれば当然

正常細胞にも cytolysisば現われる筈であるが，結果ば

既に述べた如きものであった。

次に考えなければならないのは方法の問題である。紡

言の項lこ述べた如くツベルクリン過敏性を観察するには

色々の方法が可能であり，且又用いる細胞の種類によっ

ても成績が異なって来る可能性は十分ある。 Favour一

派29)叫〉は前述の如く結核動物の血清中に cytolysisに

関与する factorの存在する事を唱えており，この物質

は易熱性の r-globulinで補体と共に cytolysisを起す

重要な役割を有するものとしているが，この際 cytolysis

を起す細胞は人間・海演の如く delayedtypeの皮膚反

応を呈するものにあっては淋巴球，頼粒細胞の両者であ

り，マウスの如く delayedtypeの皮膚反応を見ない動

物にあっては淋巴球のみであると述べている。而しでか

かる相違の原因については，マウスの淋巴球はツベルク

リンを吸着するが多核球はこれを吸着せず，人間におい

ては両者ともツベルクリンを吸着すると云う血球吸着能
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の差;こ基くものと説明している。又 Seibertら24)の成績

によれば感受性動物の細胞中ツベルクリンに対して最も

傷害を受け難いものは淋巴球であり，最も傷害を受けら

いものは多形核白血球であると云う。

かかる細胞による差の他に傷害の程度を判定する組織

培養の方法に問題がある。 Cytolysisは形態学的に直接

観察し得る他に組織培養による細胞数の増減から間接的

にこれを知り得るが，従来の組織培養法においては組織

の成長測定法に 1つの難点があった。即ち従来は多くの

場合投影器等を用いてl原宗

積を測定していたが， JJ幸田町も指摘している如く，成長

借中の細胞は分裂による増殖よりもむしろ原組織片より

移住して来たものの方が多く，面積の拡大を以て直ちに

原組織の成長と見倣す事は出来ない。成長帯中に含まれ

る細胞の密政を問題とせずに，同じ輪廓まで拡っていれ

ば同じ成長を示したものと見倣さざるをのなかった所に

これまでの判定法の根本的な欠陥が宿っていたと云うべ

きである。故に本研究においては細胞浮説液培養法によ

って個々の細胞核数を算定する方法をとった。核数の測

定が直ちに細胞数そのものの増減を表わす事にはならな

いにしても，細胞数と細胞核数との聞にはある程度比例

的関係がある事は既に知られており，且実験1から明ら

かなように全培養管に略々均一な細胞数を分注する事が

可能であるから，現在の段階においては先づこの方法を

もって満足すべきものと考えねばなるまい。

著者はかかる方法によって，ツベルクリン過敏性の発

現には humoralの factorが関与していない事を確かめ

る事が出来た。核数浪IJ定による培養成績判定法が従来の

面積測定法より正確な結果を与えることは間違いない

が，然しかかる方法上の相速や既述の考察だけによって

ツベルクリン過敏性に関する実験成績の不一致を説明出

来るものとは忠われない。最も成績に重大な影響を与え

るものは，組織培養実験において用いられた抗原と抗体

との量的な関係ではなかろうか? ここで注目しなけれ

ばならないのは Fischerの行った実験成績である。彼1町

は結核家鶏の心嚢を組織培養しこれに烏型菌より作った

ツベルクリンを加えてみたが，ゴド結核の疋常組織に対し

発育を抑制するような濃度のものを添加しでも結核感染

組織は感んに発育するのを認めたと報告している。こ

の成績は，細胞説に対する体液説とは異なった意味で

Rich & Lewis2l，3lの報告及び著者の観察した結果とは

正反対なものである。即ちこの場合，ツベルクリンに対

し過敏性を示すべき結核組織が，むしろ正常組織よりも

感受性が鈍いような結果を示している。かかる実験成績

から出発して Fischerは結局ツベルクリン過敏性の体液
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説をlJ[JえてL、るが，伎の成績は細胞説の立場からも説明

出来なし、訳ではないと考える。アレルギー及び免疫に関

するわが教室の一連の研究33)-52)においてわれわれが繰

り返し強調しているように，アレルギー乃至免疫なる 2

つの生体反応は共に抗原抗体反応、lこ基く現象であり，そ

の限りにおし、て両者の現われ方を規定するものは常に抗

原と抗体との量的関係である。わが教室の見解lこ従え

ば，一定量の抗原に対し反応すべき抗体(体液性の抗体

のみならず組織性のものを含めた広義の抗体〉が中等量

存在する時にのみアレルギーが見られ，これより更に抗

体量が多くなれば抗原抗体反応、の結果は「免疫」として

表現される。この意味においてアレルギーは免疫の前段

階であると我々は考えている。組織培養におし、て抗体量

と云うのは， 体j夜説にあっては文字通り免疫血清の量

(乃至濃度〕を意味するが，細胞説にあっては培養に用し、

られた細胞の量そのものではなく，細胞の持ってし、る免

疫度の強弱(換言すれば細胞の持っている sessilの抗体

長〉をJ意味する。従って invitroで行うツベルクリン

過敏性の実験におし、ても，加えられたツベルクリンlこ対

し細胞の免疫度が中等度の強さのものであればアレル

ギー性の反応 (cytolysis) を示すが，極めて強度に免疫

された細胞であれば「免疫」としての表現をとる筈で，

従ってこの際正常細砲に傷害を与えるようなツベルクリ

ン濃度に抵抗を示したとしても少しも不合理ではなし、。

Fischerの成績はこのように解釈すれば説明がつくばか

りでなく，役の成績から見てアレルギー乃至免疫なる現

象を示す要因は細胞自身にあると解釈する事も可能にな

って来る。それは兎も角として，これまで組織培養実験

に用いられて来た細胞は，一口に免疫細胞と云っても細

胞を採取した動物自体の免疫度には強弱色々あり，その

程度は実験者ごとに異なったものと考えるのが妥当であ

ろう。云い換えれば細胞の持つ sessilの抗体量が実験者

ごとに違っているばかりでなく，用いられたツベルクリ

ン量(濃度〉もまた学者によって一定していなし、。組織

培養においてツベルクリンが結核細胞に対し toxicな効

果を示す為には可なり大量のツベルクリンが必要で，

Fabrizio26)によれば同じ動物にツベルクリン皮膚反応を

惹起せしめる量の 1000倍にも及ぶ量が必要であり，Rich 

に対する過敏性の発現をもっと定量的に観察する必要が

あろう。然しかかる研究(土ツベルクリン過敏性の主体が

細胞にある事を確立した後の問題であり，且本実験にお

いて観察したお]き細胞と血清との色々な組合せのほかに

細胞の免疫度までを加味した組合せを作る事は余りにも

実験が複雑になるので，著者はツベルクリン過敏性惹起

因子が細胞性のものであるか体液性のものであるかを光

づ検討する目的でここに報告した如き実験を行った。そ

の結果著者ば以上述べた立11く細胞説をとるに至ったもの

である。

総って考えてみるlこp ツ反応は一般に知られているお]

く血清による被動感作が成立しなし、。 この事は Arthus

型の皮膚過敏性とツベルクリン型のそれとの大きな相違

点とされてし、ると共に，ツ反応に関与する抗体が体液性

のものではなく細胞鈎着性のものと考えられている所以

である。ツ反応抗体が sessi1のものである実験的証明と

して Chase")は tuberculin-sensi ti veの動物から得た

細胞をもってツ反応の passive transferに成功しその後

多くの学者~4)吋引がこれを追試確認しているが，本論文

におし、て著者の観察した事実はツ反応抗体が sessilのも

のである事を組織培養によって証明したものであり，

Chaseらの報告及び教室の荻田耕の行った実験を側面か

ら支持するものである。

なお invitroにおけるツベルクリン過敏性の現われ

方と動物のツベルクリン皮膚アレルギーとの聞には理論

上平行関係があって然るべきであるが，本実験において

は必ずしも密接な関係があるような結果は得られてし、な

い。然しながらツベルクリンに対するアレルギーの発現

は，既lこ述べた如く，抗原たるツベルクリンとこれに対

する sessilの抗体との量比lこよって強く左右されるもの

であるから，かかる量的関係の解析を行わない限り正し

い結論は得られない。組織培養j去におけるかかる解析的

研究は今後に残された問題であり，更に進んで量的な

factorを考慮、に入れた結核組織と結核菌との組合せによ

る組織培養の研究によって，結核アレルギーの本態は一

層明らかになるものと考えている。

結 論

& Lewisも彼らの実験において可なりのツベルクリン量 細胞浮波液培養j去によって正常並びに結核死菌免疫海

を必要とした事を認めている。かくの如く抗原及び抗体 旗の牌細胞及び腹腔内渉出細胞を試験管内に培養し，こ

の量的関係如何が実験結果を左右する事は容易に想像し れら細胞のツベルクリンに対する過敏性の現われ方を観

得るところであにこれまで一致した成績が得られてい 察した。即ちツベルクリンと共に正常又は結核免疫血清

ない大きな原因はかかる量的問題にあるのではないかと をこれら細胞に加え，それぞれの場合に見られる細胞数

著者は考える。この点を明らかにするには免疫度を異に の増加又は減少を観察する事によってツベルクリン過敏

する色々な動物から細胞を採取し，細胞のツベルクリン 性の有無を判定したが，得たる結果は次の如くである。



1) 正前細胞をツベルタリン(10倍稀釈)と共に組

織培養した場合，これに加えられた血清が正常動物から

得たものでも免疫動物から得たものであっても，細胞数

は増加しツベルクリンによる細胞傷害は認められなかっ

た。これに反し免疫細胞は，これに加えられた血清が正

常血清たると免疫血清たるとを問わず，ツベルクリンに

よって同程皮4の傷:ょを受け，顕著な細胞数減少を来たし

7こ。

2) 正常細胞ヌは免疫細胞を馬血清及び 10倍ツベル

クリンと共に培交した場合は，後者においてのみ顕著な

細胞数減少が認められた。

3) ツベルクリンによる細胞傷も'に対し，補体の添加

は何ら影響を与えなかった。

4) 以上の成績から見てツベルタリン過敏性惹起因子

は体液性のものでなくて細胞性のものと考えられる。

稿を終るに当り，終始御指導，御佼閲を頂いた，恩師大

原教授に深甚なる感謝を捧げる。又組織培養i去について

御教示を頂いた本研究所病理部森川教授，種々御助言を

頂いた予防部山本講師，病理部奥山博士の御教示を感謝

する。尚論文の要旨は昭和 34年4月，第 31回日本細

菌学会総会(岡山)において述べた。
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