
Title BCG-細胞壁のアジュバント作用：特に最小限抗原感作量に対する影響

Author(s) 奥山, 春枝; OKUYAMA, Harue; 大石, 勉 他

Citation 北海道大学免疫科学研究所紀要, 39, 32-38

Issue Date 1979-03

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/26522

Type departmental bulletin paper

File Information 39_P32-38.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



BCG-細胞壁のアジユパント作用

一一特に最少限抗原感作量に対する影響*一一

奥山春枝

太田明彦

大石勉

森川和雄

(北海道大学免疫科学研究所病理部)

(昭和53年8月15日受付)

抗体産生を高める目的で皆から種々のアジユパント物

質 (rアJ)が用いられている。その主要な働らきの 1つ

は抗体産生増強作用で，産生抗体量を高めると共に，がし

)京性を発揮しないほど少量の，或いは弱し、抗原性を，抗

体産生に導く働らきがある。更に「ア」は，免疫性状を

質的に転換する作用があり，即時ZEl反応を惹起する抗原

に「ア」を同時に与えることにより遅延型に変えること

が出来る1)。 このような両性状を有効に表わすのは結核

菌であることはよく知られているが，その中の有効成分

として Ribiら2)により，結核菌細胞壁 (CW)が分離さ

れている。その後東らめにより， CWから抗原活性のあ

る蛋白分解酵素て、消化した cellwall skeleton (CWS) 

が精製されている。「ア」活性を示す物質はこの他にも

多数使用され報告されているが，田中ら4)の AD6と同

様に，強い「ア」活性を示す物質として， CWSはその

作用機序の解明のために広く用いられているものである

一方このような菌体成分以外に，油性物質にも免疫増強

作用がみとめられており，古くから一般的に用いられて

いる Freund'scomplete adjuvant (FCA)は，結核菌を

油性物質， すなわち Freund'sincomplete adjuvant 

(FIA)に浮遊させ， rア」活性を高めたものである5)0 
FCAは，抗原液と FIAを等量混合して乳剤としたも

の，すなわち大量のj由を使用した water-in-oi¥(w/o)の

形をしており， oi¥-in-water (o/w)の形は効果がないと

Freundはのべている6)0 CWは w/oの形でも用いら

れるが，少量の油滴に附着させたあと大量の生食水に浮

遊させた o/wの形でも用いられ，抗感染，抗腫湯，抗体

産生等の「ア」活性を持つことが報告されている7，8，9し

この o/w形は静注でき， しかも接種局所の傷害性が少

ない10)という利点をもっている。

この報告は， rア」物質である BCG-CWSを， w/。
とo/w形に作製し， モノレモットの牛血清 r-グロプリン
(BGG)感作に対する「ア」活性の程度を， BGG抗原の

最少感作量をどの程度引き下げうるかという観点から研

究し，遅延型過敏性誘導には CWS自身の「ア」活性が

強く1動らき，沈降抗体産生促進には，更に油の量も大き

く影響することをみた。

実験材料及び実験方法

1) 動物; 市販(静岡動物実験研究所)の Hartley

系モノレモット， 350乃至400gの雌を使用した。

2) 抗原は牛血清 r-グロプリン (BGG)(ICN Phar-
maceuticals Inc.)を用いたの

アジユパントとして， BCG-CWS (大阪大学第三内科，

東博士より提供された)Lot No. 182を用いたの

3) 抗原液の作り方

。/wemulsion:各必要量の BGG及び CWSを，テフ
ロンホモジナイザーに入れ， CWS 1mgに対し Drakeol

1滴(約0.06ms)の割合で加えてよく混和し，そのあと

適量の0.2%Tween 80-saline oilを加えて再びよく混

和して乳剤とした。 oil滴の表面に CWSが吸着して，

小滴となって浮遊した形で存在することを顕微鏡下でた

しかめてから接種液として用いた。

w/o emulsion: BGGは燐酸緩衝液加生食水 (PBS)

にとかし，一方 CWSは Drakeol:Arlacel 9: 1の

FIAとあらかじめ混合しておき，この両者を等量混合し

て乳剤としたn

これらの o/wメは w/o乳剤は，接種量0.1msの中

に希望する最終濃度に抗原及び CWSが入るようにそ

れぞれ作製したn

4) 接種方法: 上記の o/w又は w/o乳剤の 0.1ms 

を，右後肢足隙に注射した。 CWSを150μgに一定し，

BGGを0.015μgから 150μgまでの階段的各量を与え

た群(実験群)， BGG 15μgに CWSを150，100及び

50μgと変えた群 (CWS実験群)及び対照として BGG

15及び 150μgを CWSを加えずに o/w又は w/o乳

* 本研究には文部省科学研究費特定研究 (No目 211318，昭和52年)，及び日米医学協力結核専門部会研究費の補助
を受げたの



剤とした群(対照群)を作った。各変量につき，3J'J至6

匹のモルモットを使用した。

5) 検索方法. 感作後3，6， 10， 19， 28及び42日後

に次の検索をした。

① 皮内反応:BGG10μg/mOPBS溶液0.1mO(lμg) 

を背部剃毛部皮内に注射し， 6，24及び48時間後に発赤

を示す範囲の直径を測定し，硬結の程度はつみまあげた

時の反応部皮膚の厚さから正常部皮膚の厚さをひいた値

で判定したの皮内反応陽性の限界は，発赤直径10mm

とした。

② 血清抗体価. 皮内反応を行なう前に採血をして

血清を分離し，その一部で，タンニン酸処理羊赤血球

SRBCに BGGを附着させた抗原による感作赤血球凝

集反応のマイクロタイター法により凝集素価を測定し

た。また残りでは， BGG 100μg/mO液を使用して，血清

倍数稀釈後に沈降反応重層法で沈降素{面を測定した。

③接種足牒の反応、: 接種側である右足瞭の厚さから，

非接種側である左足勝、の厚さを差ヲ¥¥，、た値を，足鯨の腫

肢として記載した。

成 績

1) 最少感作抗原量に対する cwsの効果
① 皮内反応、過敏性誘導

BGGを CWSを加えずに o/w又は w/o形として

接種すると，図-1に示すように， 150μgでは明らかな陽

性反応、を示すが， 15μgでは w/o群の 10日目にのみ 10

mmにやっと達する反応で，その他は両群共陽性限界に

達しなかったの

CWS 150μgを抗原液に加えると， o/w群では1.5μg

で明らかな陽性反応、が， 0.15μgでは 10mmを越えない

値しかえられなかった(図一2)。一方 w/o群は， 0.15及び

0.015μgで10mm前後の反応の持続がみられるが， 1.5 
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図-1 BCG-o/w， w/o形感作モノレモツ卜の

皮内反応(発赤， 24時間値)
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/Ig以上の陽性反応、との聞に明らかな差がみとめられた。

② 血清抗体産生

対照群では，凝集素の産生は 15μg抗原量でも上昇が

みられた。しかし沈降素の産生は， w/o群に 42日目で，

8倍稀釈陽性の軽度の上昇がみられたが， o/w群は2倍

以下の{直しかえられなかった(図-3)。

抗原液に CWSを加えた時は，凝集素の産生は全例に

やや上昇がみられる程度で CWSの著明な影響はみら

れなかった(図-4)。一方沈降素の産生は， w/o群では

0.015 pgの少量抗原量でも対照群の 15μgと同程度の抗

体上昇がみられた。しかし， 1.5μgと0.15μgの間に約4

倍の聞きがみとめられた。 o/w群では， 15μg以上に産

生増強がみられたが，その程度は w/o群より弱く， 0.15

μgではほとんど陰性であったの
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図-5 BGG， BCG CWS・o/w，w/o形及び
BGG-o/w， w/o形接種足際の腫脹

③ 接種局所の反応、

BGGを o/w形として接種した時は，その接種局所で

ある足隙の厚さには著明な増加はなく， 1mm以下であ

った(図 5)。又 FIAを混じた w/o形では，これよりや

や厚く腫脹し，その後その厚さを接続した。しかし2mm

を越えることはなかった。

CWS 150μgを加えた実験群の o/w形では，対照群

より軽度の増加を示し， 19日目をピークとして1.5乃至

2mm前後の増加を示した。一方 w/o群は，初期より

非常に強い腫脹及び発赤がみられ， 19日まで漸増し，そ

のあと 42日目までその厚さを持続した。x.，少数例なが

ら皮膚表面に潰湯を作ったものがあった。抗原量の違い

で

腫脹を示したが， w/o形では， BGG抗原量に比例して

厚さの増加に差がみられた。ただ最低抗原量の 0.015μg
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図-7 BGG， BCG CWS叫w，w/o形及び
BGG-o/w， w/o形感作モノレモツトの
皮内反応(発赤.24時間値)
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図-8 BGG-o/w， w/o形及び BGG，BCG CWS・o/w，w/o形感作モノレモツトの 6及び

19日後の皮内反応の時間的経過(発赤)

接種例が， 15μg接種群と匹敵する値がえられた。

2) BCG-CWS量の影響

CWSの量を 150，100及び50μgと変えて「ア」効果

を比較した。 BGG抗原量は 15μgの一定量を用いた。

皮膚過敏性誘導促進効果及び血清抗体産生促進効果，

何れにも，この3変量の聞には差がみられなかった。

ただ接種局所の厚さの増加は， CWSの量と平行してい

た(図-6)。

3) rア」形の違いによる効果の比較
BGG抗原 15μg，CWS 100 f1gを用いて， o/w及び

w/o両「ア」形による促進効果を比較したの

①皮内反応

BGG 15μgを CWSを加えずに o/w又は w/o形と

して注射した対照群で、は， w/o群の 10日目の 10mmの

反応を除き，終始陽性反応には達しなかった(図ー7)0又

o/w， w/o両形聞にも差はみられなかった。「ア」として

CWSを加えると， o/w形では6日以後にlOmm以上

の反応が出現し， 42日後まで 15mm前後の反応が持続

した。 w/o形では， 10日以後から陽性反応となり， 20 

mmを越す反応が42日後まで持続したn 両群の比較で

は， 10日以後は常に w/o群の方が発赤，硬結共に著明

に強い反応を示した。

次に反応、の時間的経過を感作後6日目と 19日目につ

いて比較した(図-8)。対照群では陽性反応、を誘導する最

低量である BGG150μg感作例では， 6日目の反応は24

時間をピークとする遅延型に近い反応が o/w群にのみ
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図-9 BGG， BCG CWS-o/w， w/o形及びBGG・

。/w，w/o形感作モノレモツトの血清抗体価

~~l 、ながらみられ， 19日目は6時間ピークの即時型の反

応に変った。一方 CWSを加えた実験群では， 6日目は

o/w， w/o両群共に 24時聞から 48時間をピークとする
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効果的な「ア」物質であることはよく知られていて，実験

的に高い力価の抗体を得るために最もよく用いられてい

るものである。しかし，接種局所にはげしい傷害を来す

ことからJlJ，臨床への応用は不適当と思われる o Ribi1) 

らは，結被菊の中の「ア」活性物質である CWを分離

し，水不溶性であるこの物質を，少量の油i尚に附着させ

た形で用いると，静i主H1米ると同時に， 1tnl，、「ア」活性

も発揮出来ることを報告しているわ このような o/wの

形は，遅延型過敏性を誘導する効果は w/oと同程度に

強L、が12)，夜i生抗体産生に対する促進効果は弱く 13)，又

皮内，皮下又は筋肉内に接種した時の局所の傷害性も弱

くJl)，臨床的に応用するためには有利な形といえる。我

々は「ア」活性をもっ BCG-CWS自身，及び w/oと

o/w形が最少抗原感作量にどのように影響するかという

観点から検索したの

「ア」活性の 1っとして，最少感作抗原量を低くするこ

遅延型反応、を示したり 19日目は， 24時間あるいは 48時 とがあげられるのどの程度少なくできるかとし、う定量的

聞をピークとする遅延型反応に 6時間の即時型反応を 実験は殆んどないが， Coneら14)が， poly A:Uを「ア」

合併した経過がみられた門 として， SRBCに対する免疫応答を誘導するのに，最少

②血清抗体価 感作量を1/100にすることが出来ると報告している。我

凝集素の産生については， CWSを加えた効果，ある 々の成績では，皮膚過敏性誘導のためには，彼らと同様

いは「ア」形聞の差は明確ではなかった(図-9)0一方沈 に CWSは1/100の抗原量で有効な皮膚過敏性を誘導す

降素産生は， 19日以後に各形間の差が明らかであった。 る程度の促進効果がみられた。更に o/wとw/o形何れ

すなわち， CWSを加えることによって，抗体価は約8 においても1.5μgがその最少感作量となり，両形聞の効

倍の上昇を示し，又 w/o訴は o/w群の約4倍の増強を 果に差はみられなかったの

示した。 一方血清抗体に対する影響は，沈降素産生にのみ差が

③接種局所の反応 みられた。すなわち， CWSの w/o形では0.015μgBGG

接種部の足椋の厚さは， w/o群は o/w群より厚さの 量でも低いながら抗体産生がおこったが， o/w形では

増加が強く，特に CWSを加えることにより w/o群に 1.5 pg 以上でないと明らかな抗体産生を来さず，両者に

著しい増加がみられた(図 10)0その強L、反応は 42日後 100倍以上の最少感作量の差がみとめられたの この事か

まで持続した。メ o/w群も CWS添加は弱L、ながら反 ら，皮膚過敏性誘導に対する促進効果は， CWS白身の

応の持続をもたらした。一方対照群では，後期には両計 「ア」活性による所が大きく，一方血清抗体産生に関して

共に腫脹のi成退を示した。 は， CWS 自身の「ア」活性は勿論であるが， w/oとい

考 案
う大量の oilの存在が更に効果を高めているといえる。

ウサギを用いて， SRBC及び CWSを足隙に注射した

免疫応答を高める補助作用をするものを「ア」と総称 時の局所リンパ節内の plaque-formingcell (PFC)産

されるが，今迄そのような活性をもっ種々の物質が多数 生をみた著者らの実験でも， 19 s抗体産生 PFCの数は，

報告されているn 更に抗原物質をどのような形で接種す w/oとo/w両形聞に大差はないが， 7 s抗体産生 PFC

るかによっても，免疫応答の強さが大きく左右される 10)。 の値は w/o形に著明に高い値がえられている15)。このよ

昔から用いられている FCAは，菌体成分の中に強い うに， 7 s抗体産生に特に強L、促進効果を示すのは， FIA 

「ア」活性をもつものが含まれる結核萄と共に， FIAと による接種局所の depot形成が大きく働いていると思

いわれる局所の貯蔵効果により「ア」活性を示す鉱物i由 われる。 BGGを CWSと共に w/o形として足掠に注

を w/o形の乳剤としたものである。この FCAは，液 射した時の BGGを蛍光抗体法で染めてみると，抗原は

性抗体産生を高め，同時に即時型過敏性を誘導する蛋白 足隙に大きな oildepotを作って長期間多量にみとめら

抗原感作において，遅延型過敏性に転換する活性の強L、 れ，その部では形質細胞による抗体産生もみとめられる



ことを我々はすでに報告している16)。古くは Talmage17)

L 放射性同位原素を標識した BGGや卵白アノレブミン

を用いて， w/o形で接種した足眠からの抗原の吸収が非

常におくれることを報告している何このような貯蔵所か

らの持続的な抗原の流出及びそれによる抗体産生記憶細
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に1動いて，遅延型過敏性を誘導すると思われ，又 CWS
の o/w及び w/o形何れにおいてもこの機序は同様に働

ていると考えられる。

結 論

胞の持続的刺激が， 7 s抗体産生には boostのくり返し モノレモットを， BGG及び BCG-CWS["ア」と共に，

と|司じ意味で有効なのであろう n この depot効果は o/w或いは w/o形で感fドし， CWS 1'1身及び両「アJ

FIAに CWSが入ることにより，局所での高度の肉芽 形の最少感作抗原量に及ぼす影響をしらべた。

腫形成を来すことにより更に強調されている。綾種局所 皮膚過敏性誘導に対しては， CWSは最少感作量を約

の反応が CWSにより高められていることは， CWS量 1/100に減少させたn 更に即時型より遅延型への転換効

が多い程腫脹が強L、ことで裏付けられる(図 6)0 果も強くみとめられた。しかし， o/w及び w/o形聞には

w/o形に強く表われる depot効果は，沈降素産生に 差がなかった。血清抗体のうち沈降素産生には， CWS

対するほど効果的には皮膚過敏性誘導には影響しない I~ 身の促進効果の他に， w/o形が o/w形より著明に高

何故なら， CWSを入れない w/oとo/w形の BGG感 い促進効果を示したn

作時の両者の最少感作量は何れも 150μgであり，更に 嬢種局所の腫脹は， w/o形が o/w形より強く，更に

CWSを入れても1.5μgが両形の限界であった。すなわ CWSはその強さを更に高めた。

ち，皮膚過敏性誘導に1動いた最少感作量減少の為の因子 以上から，沈降素産生には「ア」に用レた油性物質に

としては， CWS自身の「ア」活性が大きく作用してい よる depot効果が大きく作用し，皮膚過敏性誘導には

るといえる。また反応型を即時型から遅延型へ転換させ BCG-CWSに含まれる「ア」活性物質の Tー細胞及び

る活性も CWS自身に帰せられる(図的。 大食細胞への直接的作用が重要であると推論したの

「ア」活性表現の為には，前述の oilの混合による

depot効果の他に，局所リンパ節への流入細胞数の増

加18-22)，T-細胞幻-25)或いは抗体産生前駆細胞鉛~お)へ

の直接的刺激作用，網内系29)乃至は大食細胞30)への作

用，更には大食細胞と T-細胞聞の相互作用を高める31，32)

など，多彩な作用機作が報告されているn これらの種々

な過程は， ["ア」の種類，形態により何れかが強く表われ

たりするが，一般的にはいくつかの作用機作が同時に働

いていると考えられるoCWに関しては， T細胞を刺

激して可溶性物質を遊離し， B-細胞を間接的に刺激する

という報告があるが33，34)，Bー細胞を直接刺激するという

報告はない。更に結核菌の water-solubleadjuvant 

或いは結核菌の lipidの生食水乳剤は，網内系，或いは

大食細胞を刺激するといわれる35，36)。活性の高まった

大食細胞による抗原物質のより高度の分解が，遅延型過

敏性誘導に効果的に働らくと Pearsonら37)がのべて

いるが， CWS及び抗原が oil~商に附着した形で与える

ことが，大食細胞への貧食を高め，更にこれらの細胞の

活性をより高めるであろうの Singhand Leskowitz38) 

が BSAを炭素数12個の脂肪酸に化学的に結合させた

抗原で免疫すると，遅延型過敏性のみを誘導し，抗体産

生がおこらないことをみているが， o/wの oili商上の

CWSとBGGの密な関連の存在による大食細胞の刺激

性が，これと共通した{動らきをもっと思われるn これら

のことが， CWS自身の T 細胞刺激作用と共に相乗的
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Adjuvant Activity of BCG・CellWall Skeleton 

- Effect on minimal sensitizing dose of Antigenー

Harue OKUYAMA， Tsutomu OH'ISHI， Akihiko OH'TA 
and Kazuo MORIKA W A 

Guinea pigs were sensitized with bovine 7-globulin (BGG) and BCG-cell wall skeleton (CWS) in 

oil-in-water (o/w) or water幽in-oil(w/o) form and then the e任ectof adjuvant on the minimal sensitizing 

dose of BGG antigen was examined. 

By the addition of the CWS the minimal sensitizing dose was reduced to about one hundredth 

for induction of skin reactivity and in the same time the skin reaction was converted to delayed 

type. These effects on the skin reactivity were of the same degree in both types of o/w and w/o. 

On the other hand， the precipitin production was strongly enhanced with CWS only in the form 

af w/o. Swelling of the inoculated footpads was more intensive in the w/o groups than in the o/w 

groups， and the use of CWS accelerated the reaction 

From these results， it was concluded that the precipitin production is enhanced in great part by 

deposition of the antigen together with oily substances， while for the induction of the delayed skin 
hypersensitivity the direct action to T-cells and macrophages of the active substances in BCG-CWS 

IS 1mportant. 
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