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来剛色、浮燐液培養法によるツベノレクリンアレノレギーの実験的研究

第 1 報

培養手投及びツベノレクリシによる細胞増殖抑制の際における補体の意義

伊藤幹夫

(北海道大学結核研究所病理部指導 森川和雄助教授)

~:~ì核免疫動物の体制H胞がツベノレクリ Y!こ感受性を有す

ることは単に皮膚におけるヅベノレクリシ反応のみならず，

或いは紫液11丸肺，その他の臓器におけるアレルギ一反応

としてμ忍められて来ている。一方 Rich1¥ Aronson2)~ 

ìl~によって，同様の事yが試験竹内においても確められた

わけで，日IJち牌，骨髄培義組織にツベノレクリシを添加する

ことによって，組織の増殖 J 細胞滋出が抑制されることを

報じている。更に乙の様な事実は通常の蛋白感作動物細胞

にその特異抗元の添加では起らず3 ツベノレクリン型アレノレ

ギーに特異なものであることを述べている。この様な成績

はその後多数の追試者3吋〉によって確認されているが，

Favour7l一派は，結核免疫動物白血球浮世毒液にツベルク

リγを加えて，細胞の融解壊死の起ることを多角的に検討

している。

しかしこの様な成績に対して全而的な確r;，2がえられて

いるわけではない。 Lasfargues町 baldridgeのその仙

の反対論者もいるし，叉 Waksman10)は，卵白アlレプミ

ン抗原及び抗体系においても，同様の細胞壊死の事実が泌

められることを報告している。しかも興味あることは，そ

の際l乙血清補体を必要とする事である。この事実が発表さ

れて以来，ツベルクリ γ融解は補体を必要としないし，ア

ルブミン融解は補体を必要とする一一両者は全く)jiJの機構lこ

であり，又原組織の面積を一定に保つことにも非常な困難

に遇する。 npち同一条件の下で一定の成績を出す迄には相

当の熟練を要するものであり，尚旦組織片の納!切そのもの

も3 場所と切り方による閃子の介入をまぬがれ難い。従っ

て従来の方法にはたしかに不YI:lj足の点、が?f;いと感ぜられ

る。そこで著者は J 細胞浮波液土台芸j去を用い， 士吉茶細胞の

絶対数の増減でtlH胞増殖或いは抑制過引を判定しようと芳

えたのである。以下この培養子以の説明と 3 それによって

得た細胞i首殖性抑制の際の補体の役割の成績を述べる。

実験材料及び方法

1.動物は全て 2kg前後の白色雄性家兎を使用した。

2.耳目白アノレプミ γは木研究室において卵白より Cole

の記載法に従って3同精製したものを使用した O

3.免疫に用いた BCG!土木研究所保存株を用l'た0

4.ゴ!働化血清は 56030分1JlliftJ.したものを用いた。

5.家兎lこ対するJ)!J白アノレプミ γffi3;作は前記アノレプミ

γ1%溶液を、 3ml 宛隔日 3 回啓 ì4:[~皮下注射によって

行った。

6. BCG免疫は 6CG浮世毒液 20mg/mlを 0.5ml 

宛隔週2回左右の大腿部皮内lζ接種して行った。

7. i手滋液培養法:勝田11) に記載の方法lζ大体準じ

よっているとの考え方も出ている。しかし Rich，Aronson た。

時代の組織培養培地にはへパリ γ加血祭が伎われているわ ① 浮瀞液の調製

けで，当然補体の参加を=iIJ定するわけには行かない。 て全採血で死亡した間後， 1!時間的lこ牌を取出し J 冷.i:¥l

との様な矛盾iを解決する方法として，著者はアレJレギ Rinaldini液 (Ca，Mgを合まない塩狽溶液〕で沈い，欽

一性細胞主主死の際の補体の役割]を知るべく，両アレノレギー で細切し，小硝子玉を入れた沈ri2j'!(i'1乙2% trypsin溶液

反応系を用いて実験してみたわけである。(:tj田製薬) (pH 7.8 Iこ調製)を入れ 370C 30分加温，

尚今迄lここの様な実験lこ用いられた材料は Favourそ その間ラ分毎に振還， 2500 rpm 5分間遠沈，沈法の中央ょ

の他らの白血球を除いては，組織片のままであって，その りやや上l乙iflP淡黄色の層をベピットでとり， Tyrode液

培養時増殖の程度 3 遊出の程度は主として増殖帯，遊出帯 lこ入れ， 1500 rpm宮分で数回洗糠3 之を 80，150メッジ

の面積でもって判定していたわけである O しかしながらこ ユの金網を通し3 細胞塊を除く，之 lこ必要とする量迄

のような面積の測定からの判定は定量的な実験には不向き Tyrode液を加える。



①培養法

液体培地は鶏妊浸出液3，血清(自家血清を用いた)

3， Tyrode液4の;引に似合し， pHを7.o!乙謝整した。

l前記細胞浮滋液を 0.5ml宛培養一位(肉厚スピッツグ

ラスで0.5，1.0 mlの ringmarkの入っているもの)に

分注し，上記液体培地を Iml加えて密栓，日。の傾斜を持

たせ， 370C で静置培養を行った。

①培養液の交換

培地は隔日に交換した O 先づ培養管を 1，000r pm 10 

分遠心し，上清 Imlを捨て，新培地 Imlを加える O

① 細胞数算定法

培養開始時はそのまま， J:音長、後は遠心後 0.5mlを残

したものに8倍量のクリスタノレ紫，クエン酸俗液をJJIJえ，

370C 30分間振重量器で振主主 1500rpmで遠心， lmlが

残る様lこ上消を拾て，残りをj問、ドし均等な浮説液とし， liIl 

1求計算似で，核数を節句え培養~m 内の総制l\胞数を引定する O

この場合核はクリスタル紫で染まるが，死んだもの又は死

にかけたものは核が崩壊しているので数に加えない。尚 1

回の判定には同条件のもの 3本の培養告の各々を夫々 3凹

宛計算したものを平均して記載した。

8. 抗原添加法

培義細胞に対する抗原の作用を見るために液体培地lこ

抗原を加えた。t!日ちツベノレクリンの場合は Tyrode液そ

のものが 100倍橘釈波になるように!日ツベルクリンをJ)II

え，卵白アノレプミンの場合は同様に 0.1形になるように結

品卵白アルブミシを加えて実験した。

成 績

1 予備実験

先ず非働化しない血清を用いて子。i~j~験を行った。

① 正常家兎牌細胞に対するツベノレクリン (T)及び

卵白アノレプミ:/(A)の作用

第 1:表の如く，同一浮波紋にツベノレクリンメは卵白ア

ノレプミシを加えた場合2口目lこも，又一週間IJ!こも始んど

差異を氾めなかった。

1E'i品培地

T加培地

第

培養開始時

90，000 

90，000 

表

2 日

180，000 

170，000 

7 日

520，000 

520，00。
A加培地 90，000 180，000 510，000 

① 二重感作家兎牌細胞に対するツベノレクリン叉は卵

白アノレプミシの作用

ECG免疫動物を更に卵白アノレプミンで感作した例

(ECG 接種後 40 日，卵白アルブミンI~作後 21 日に相

当)の牌について調べた。
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第 2 表

培i't開始11寺 2 日 4 日 7 日

正常培地 30，000 日0，000 80，000 190，000 

T加培地 30，000 30，000 30，000 日0，000

A加培地 30，000 30，000 30，000 40，000 

第2表の如く，非働化しない血清を使うと，ヅベノレク

リγにも叉卵白アノレプミシにも感受件ーを有し，共lこ増殖が

明らかに抑制される事を;忍めた。

E 非働化実験

液体培地lこ使用するJ(ni市をJI働化して，前実験同線l乙

抗原の作用をJ制べた。

① BCG免疫家免牌lこ対するツベノレクリンの作用

第 3 表

血清処世添加1 日Ij 2 Fl 4 日 7 日

201，000 314，000 333，000 3o9，000 

T 201，000 28o，000 303，000 311，000 

;JI働化 201，000 333，000 354，000 378，000 

ユド伺jイt; T 201，000 322，000 345，000 381，000 

oO，OOO 101，000 121，000 139，000 

T oO，OOO 8o，000 9o，000 100，000 

ゴ1 働化 oO，OOO 99，000 133，000 144，000 

非働化 T oO，OOO 100，000 1ラ1，000 142，000 

この燥に対日誌の 1:;也氏 I[Ll;~i {JuではTの作用が表われて

いるが，JI働化血治を用いると，その作月jが"ぷめられない。

① 卵白アノレブミ γ感作家兎牌lこ対する[d]抗原の作用

卵白アノレプミンiilf作終了後 21日目の牌について同様

に調べた。

第 4 表

血清処，:，1'添加 培出始養時 2 日 4 日 7 日

17，000 34，000 59，000 72，000 

A 17，000 24，000 28，000 29，000 

Jli 1'IlIJ化 17，000 35，000 58，000 7:2，000 

ゴド働化 A 17，000 33，000 ヲ8，000 78，000 

第4表の如く卵白アノレプミン例においても非働化の有

無が増殖抑制に大きく影響していることがわかった。

以上の成績から培養前の数に対する増殖率を求めて之

を抗原添加しない増殖率と比較した比較増殖率を血清非働

化の有無について夫々図示すれば第 1，2図の如くなる。

之からもわかる通り明らかに補俸の参与が必要な事実を物

語っている O
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第 1図 BCG免疫兎牌細胞に対する旧ツベルク

リンの作用 血清の非働化と比較増殖率

% 
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90 
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70 
前 2 4 7 (日)

第2図 J)[J白アノレブミン感作兎牌細胞に対する同

。ノ
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抗原の作用ー←血清の非働化と比較増殖率

抗昭+:Jf働化血清

2 4 7 (日)

考 按

た。最後に培養信監に細胞の附着の問題がある O

培養法そのものにはローラーチューブを用いる法と静

日培養法とがあるが，著者の基礎実験では静民培養法が増

殖にはすぐれていることがわかった。従って静IIました培養

管下面には相当数の細胞が附着する。従ってクリスタノレ紫

加振涯はどうしても長時間行わねばならない。著者はH僻呼卵

器中で 1υ/:汚宮 IP モ一夕一 lにこ小試験ヤ桁竹\;今(\立Lを述P払紡唱J占'ilしい〆~， i振決l幅約:

mm，毎分 180同位の振重量法で行ったもので，大体満足す

べき装置と考えている。

以上の様に，この培養法にも夫々の場合lζ応じた基礎

実験を行って，それに従った最もjミし〉方法を適切に考える

必要があり，著者の方法にもまだまだ改良す~き余地があ

ると考えている。

2. アレノレギー性細胞崩壊における補体の役割につl>

て

前述の如くツベルクリン型lこ感作された動物の細胞が

ヅベノレクリシlこinvi troで死滅させられ， Arthus型ア

レノレギーでは見られないとの事実は随分吉くから知られて

いる O しかしその際の補体の役割についての知見は比較的

新しく Favour，Waksman等によって始めて唱えられ

たものである。 Favourl2)らはツベノレクリシ反応陽性者の

白血球lこ補体を|徐いた患者血殺をJJllえた場合，ツベ/レクリ

ンは作用を及ぼさず，之lこツペノレクリ γ反応陰性者からと

った補体を加えると細胞融鮮が起ると述べており，ツベノレ

クリン型においても補体を必要とすることを強調してるわ

けである。一方 Waksmanめ13)14)は前記の如く Favour

の方法を用うれば卵白アルプミシ感作の場合も補体の存と

1.培養方法について さえあれば確実に細胞壊死が起ることを述べ，更に牌，リ

前述の如く，従来の方法とは異り本法は種々の便'庄な γパ節の組滋地養実験ではツペノレクリシの作用には補体を

点が合まれており，優秀な方法と考えられるが，しかしと 必要としないと述べているのである O

の方法にも更に検討を要する 2，3の問題が内蔵されてい とのような 3種類の報告を通覧すると， Waksmanの

るO 先ず浮世在液の"広整の際の trypsin消化であるが，細 述べる如く，恰も Favourの lympholysisとRichら

胞Il央日体に対する trypsinの作用はをめない。少し¥1寺聞 の組織増殖抑制は全く興った機構に偏するとの考えをおし

を長くすると全ての細胞は増組出来ない状態に立到るし， たくなるのである O そこで組織問の連続性をたちp 条件的

短時間であると充分に組織が解離せず，殊に牌の如く，多 には白血球の場合と同様な浮溶液培養法がこの聞の説明を

種類の細胞が合まれる臓器の場合，遊離し易い細胞のみが 与えてくれると考えた次第である。

培養の材料になるおそれがある。次に同じ細胞について多 著者の成績は一言lとして言えば，ツペルクリシ型でも

数回の遠心操作l土、般の細胞は勿論殊に細胞性アレルギー Arthus型でも，特異抗原による細胞壊死は共K起りうる

反応を起している場合には尚更障碍性に働くことが考えら ものであるし，又その際には共に補体を必要とすると云う

れる。叉クリスタノレ紫による核染色についても，既に崩境 乙とである o Waksmanは増殖抑制は大食細胞3 線維芽

し核の露出して了ったものと，同染色液中のクエン酸によ 細胞，肝細胞等について見られ，細胞壊死は血球p 殊にリ

って裸核となったものとは必ずしも正確には分別し難l)場 シパ球，多核球だけに見られると云っているが，之は著者

会がある O その為l乙著者は一般に振渥時聞を長く(殊l乙培 の成績と一応反している O 只著者は，牌培養時に増殖する

義後の細胞数算定の局合)行って，既に胞体の崩れたも 細胞の種類を，ここに発表出来る程度lと与まとめていな

のに対する作用を強くして，一応の区別をすることが出来 い。乙の問題については次報にゆずる。但し，リ γパ球，
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多校球が牌の培養u剖こ著しくJPi殖する能力を有しているか 2) Aronson， J. D.: J. Immunol.， 25， 1 (19労〕

と云うことが疑問であるし，叉検鏡によって，之らよりも造 3) Moen， J. D. & Swift， H. F. : J. Exper. Med.， 64， 

かに大型の細胞が多数認められたことだけ附記しておく。 339(1936) 

今回lの実験lこは不充分な点がたしかに!?いが，次報以 4) Heilman， D. H.， Feldman， W. H. & Mann， F. 

下においてその不足分を補足して行くつもりである。 C.: Amer'. Rev. Tubere.， 50， 344 (1944) 

結
号.6.
面岡

5) Heilman， D.H. & Seibert.， F.B.: Ibid.， 53， 71 

(1946) 

細胞ìiiJfi液培養法を汀jいてr~f!1一家兎牌細胞に対する判 的 Heilman，D. H. & Feldman， W. H. : Ibid.， 54， 

異抗原の作用を調べ，特にその際の補体の役割について実 312 (1946) 

験的研究を行った。 7) Favour， C. B. : Proc. Soc. Exper. Biol. & Med.， 
1. 正常家兎牌細胞噌舶に対し， 1日ツベノレクリ γ及び 56， 269 (1947) 

J)jl白アノレプミシは作用を及ぼさない。 8) Lasfargues， E.， Boquet， P. & Delaunay， A. : 

2. BCG免疫家兎牌細胞l首殖に対し， 旧ツベノレクリ Ann. Inst. Pasteur， 73， 169 (19~7) 

ンは強い抑制効果を及ぼした。その際p 液体培地lリド働化 9) Baldridge， G. D. & Klingman， A. M. Amer. 

血清を用いると、このf'OiJが表れなかった。 Rev.Tuberc.， 63， 674 (1951) 

3. JJ¥J白アノレプミンl必作家児院細胞増殖に対し，卵白 10) Waksman， B. H.: J. Immunol.， 70， 331 (19刃)

アノレプミシは強い抑制効果を示し，その際ツベルクリンの 11) 勝田 甫: 組織培養法，納谷害届p 東京 (19男)

場合同様やはり補体が必要であることがわかった。 12) Miller， J. M.， Vaughan， J. H. & Favour， C. B. : 

4. 以上の成績について及ひ、培養子肢について若「の Proc. Soc. Exper. Biol. & Med.， 71，ヲ92(1919) 
考察を行った。 13) Waksman， B. H.: Amer. Rev. Tuberc.， 68， 
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