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原著

細胞浮遊培養法による結核アレルギーの研究

山本健一・有馬 純・佐々木昭雄・高橋義夫

(北海道大学結核研究所予防部〕

(昭和37年 11月20日受付〕

緒 言

結核におけるアレルギーの問題は極めて複雑多岐にわ

たり，未解決の問題をいくつも残して今日に至ってい

る。結核アレルギーの 1つの典型的な示標とされている

ツベルタリン皮膚反応が抗原・抗体反応であるニとに勿

論異論i土なL、。その抗原側ではツヘノレクリン蛋自の生化

学拘研究の進歩に従って Seibert1)らの PPD-sから，

更には山村2)らによって菌体ツベルタリン活性ベプタイ

ドが得られているcニれに対し，抗体側では， Rich3)， 

Aronsu口付以来，試験管内の実験が多数行なわれ，抗体

がw織鈎着性であろうとの傍証が固められているが，今
後，蛍光抗体法なとの新Lい研究法の導入により，ニの

組織レアギンの解明の緒口が把握されるであろう。

私達l主ツベリクリン・アレノレギー(以下ツ・アレルギ

ー)の機序の一端を明らかにするため，このツ・アレル

ギー抗体の組織主主着性と云う点を考慮して，生体外にと

り出した感作細胞を直接対象とし得る細胞浮遊液培養法

を用い，試験管内の抗原・抗体反応である細胞融解現象

に関与する抗原民特に結核菌体およびツヘルタリンの各

種画分の態度，叉，ニの反応に影響をおよほす諸国子の

検討を行なった。

実験材料および実験方法

1)使用動物:体重4009前後のモルモット。

2) 感作方法: ヒト型仲野株小川培地2乃至3週培養

の菌訟を型の如く蒸溜水浮遊液とし， 100'C 30分間加熱

後， これに Adjuvantとして Arlacel，Drackeol 1 : 9 

の混合液を同量加え，10mgjmCの乳剤とした。ニれをモ

ルモットの左右股部筋肉内に 0.5meずつ接種した。感作

後6乃至 10週の聞に実験に用いた。

2)牌細胞浮遊液調製法:大凡，勝因りの組織培養法に

従って次の如く行なった。エーテル麻酔致死モノレモット

の湾を取り出し，容量50meの遠心管に約0.59をタイ

ロード液で洗獄後移し，子宮勇刀で細切， Difco製 1: 

200トリプシン 1%液をMgおよびCaを除いたタイロー

ド液で 5倍に稀釈したもの 10meを加え 3TCで30分間

作用させ，その間 5分毎に振滋した。その後，これを小

遠心管に移L2，000回転5分間遠沈。その中間層約 0.5

m(をピベットで他の遠心管に取りニれをタイロード液

で2回遠沈洗獄。最後に 5me内外のタイロードに再浮遊

後，組織片を除去するため 80および 150メツ、ンュの金

網を通 Lた。ニのような細胞浮遊液は6O~80 %が小単

核球と一部大単核球であった。

4) 細胞融解の術式:非働イヒウマ血清，型の如く調製

したニワトリ胎児2倍液およびタイロード液を 3:3: .:1 

の割合に混合した培養液 1me宛を目盛付小試験管 (15凡

90酬)に分注，これに細胞浮遊液0.5meを加え，次に抗

原をタイロード液 0.1meに含ませ添加後，3TCに立て

たまま静置培養した。培養48時間自に 1，500回転15分

間遠沈，0.5meを残して上清を捨て，これにグエン酸ク

リスタル県液5)4 mfを加え，3TCフラン器中で 1乃至2

時間振滋Lつつ]年細胞の核染色を行なった。そして再ひ

1，500回転15分間遠沈後，1meを残して上清を捨て残打

を充分混手iJL.，このものの核数を血球計算盤上で計算し

た。この際，抗原非添加対照試験管についても同様に L

て核数をしらべ，この両者を対比し対照に対する百分

率を求めて細胞融解の程度を示した。

5)使用抗原: ソートン培地約8週培養のヒト型結核

菌仲野株， H37Rv，青山B株，あるL、は BCGのアセト

ン致死菌体叉は加熱死菌体，生或は加熱培養漉液を夫々

三塩化酢酸法，ブエノール法，又は硫安法によって分画

した蛋自画分。メタール法によって得た多糖体画分。高

橋法的によって作った燐脂質画分などを抗原として用い

た。ニれらの化学的性状についてはグルコースはアン久

ロン法，窒素はミクロキェル夕、ーノレ法によって分析値を

示した。

6) 皮肉反応検査法: ニれら抗原のツ型皮内反応惹起

能をAdjuvant加加熱死菌感作モル毛yトに夫々 100r宛

皮内注射を行なって 24時間で反応を判定した。

その他の必要な細部については各実験毎に記載するこ

とにする。
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実験成績

実験1.細胞融解現象に与る抗原の検討

第1表に示Lた結果の如く OTの示すような有意な免

疫細胞残存率をもって，同様に他の蛋白画分もを TR-2

除きすべて 100rで細胞融解を起した。これに対して多

糖体画分にliTs-2を除き細胞融解能はなかった。叉燐

1旨質画分にも多糖体と同様に細胞融解能は見られなかっ

た。なお，これら抗原のツ皮膚反応惹起能と細胞融解能

との間には何ら平行関係は見られなかった。

更に，抗原の細胞融解に必要な濃度を検討するため，

1つの蛋白画分R⑩の種々の濃度についてしらべた成績

を第2表に示した。これによると 1rでも細胞融解を

j包すことが分った。

実験2.細胞融解におよーますアシド‘マイシン，グリチ

ロン，プレドニソロン， EDT A (Sodium ethv lendiami-

netetraacetate) ，グエン酸ナトリウムの影響

従来アレルギ一反応に影響を与えるとされている種々

のもののうちでアシドマイミン，グリチロンおよびプレ

ドニソロンがこの細胞融解現象にどのような影響を示す

が， Favourらが Lympholysisに絶対必要とする補体に

付して不活化作用をもっ EDTAおよびクエン酸ナトリ

ウムについても我4の細胞融解現象への影響をしらベ

ヂー
，~。

抗原には蛋白酒i分 R'@，R-12abおよび PPD-S(予研

より分与されたもの)を用いた。アシドマイシンは武田

製薬研究製品で同所より分与を受けた。グリチロンはミ

ノファーゲン製薬の市販品，プレドニソロンは三共製薬

ろ市販品を夫々用いた。これらの被検薬剤は夫々 0.1me 
i二所要濃度を含ませるようにタイロード液で稀釈して，

抗原と同時に反応系に加えた。

結果は第3表に示した。アシドマイシンとグリ千戸ン

;主夫々 lOrおよび200rで蛋白画分R⑩による細胞融解

を阻止した。またプレドニソロン 100rの添加によって

も同様に細胞融解阻止が見られた。同様にして EDTA

とクエン酸ナトリウムは夫々 35'6液0.1me (0.005M)お
よび 1mgで矢張り阻止効果を示した。

実験3.結核多糖体あるいは燐脂質画分の細胞融解に

ちょぼす影響

結核菌由来の多糖体あるいは燐脂質画分が本細胞融解

現象にどのような影響を与えるかを invitro叉は m

VIVOで蛋白画分添加前に叉は添加と同時に反応系に与

えて検討した。

使用多糖体はツ多糖体画分 Sw，S④および Ts-1と

菌体多糖体画分 Bs-1であつで，これらは実験1に示し

たように何れもそれ自身細胞融解能をもたないものであ

る。その他，実験の目的によって非定型抗酸菌 100616

株，コ宮株，非病原性抗酸性菌の M.Phleiなとの商体

多糖体と燐脂質画分をも用いた。

m Vltroの実験では細胞浮遊液培養開始と同時に多糖

体 S@の 100を0.1meに含ませて添加， 6， 24， 48時間
目に蛋白抗原 R-12abを加え，更に 48時間培養を続け

てから核数をしらべた。

叉 m VIVOの実験では多糖体あるいは燐脂質画分の

被検量を 0.5meに含ませて感作モルモツトの後駈静脈よ
り投与し，その後，時聞を追って， 1， 24， 48および72

時間自に動物をエーテル致死せしめ，肝細胞浮遊液を調

製し以下前と同様に細胞融解の程度をしらべた。

きて， ln vltro多糖体画分添加の細胞融解に及(ます影

響l土第4表ωに示す如く，添加6時間培養では細胞融解
に何らの影響もなかったが 24時間目ではじめて明ら

かな細胞融解阻止効果を示した。一方 lnVIVQではそ

の阻止効果が著しく，第4表(鴎および第5表に示Lた在日

<， 1 mg乃至 1rの静注投与1時間後に既に明らかと

なった。また 1nJ'f投与の場合は48時間迄阻止効果が見

られた。また燐脂質にも第6表に見られるような明らか

な阻止効果があった。

なお，このような多糖体あるいは燐脂質画分の阻止効

巣の菌株特異性を知る目的で，ヒト型菌で感作したモル

モット間細胞に対し非定型抗酸菌あるいは M.Phlei由

来の多糖体叉は燐脂質画分を静注して，その阻止効栄の

有無を見た。成績は第6表に示す如く何れのものにも全

く阻止効果はなかった。

総括および考察

Rich3)および Aronwn')によって認められた m Vltro 

における結核感作動物細胞とツベルタリンの聞に起る細

胞傷害の現象は，その後多くの人々7) 11)によって追試さ

れ，反対の報告12) 1りもあるが，多くは抗原抗体反応と

してのツ・アレルギーが細胞レベルで見られるものとし

ている。しかし従来のこの種の実験方法では組織片を

m Vltroで培養するために幾つかの欠点があったわけで

あるが，ニの点，伊藤14)，沼田15)によって報告されてい

るように，最近の組織培養法の進歩がもたらLた細胞浮

遊培養法を用いると，ある程度それらの欠点を選itるこ

とが問来るとL、ぅ。私達もこの方法を用いて，結核アレ

ノレギーの基本様式の一端を追究する目的で実験を行なっ

たので、ある。

まず，この試験管内抗原抗体反応に与る抗原側の検討

のため菌体あるいはツベルタリンより種々の分画法で得

られた多糖体，燐脂質および蛋自画分についてLらべた

ところ，分画法にかかわりなく大部分の蛋白画分に細胞



融解能がみられた。そして，これら画分の感作動物にお

けるツ反応惹起能と細胞融解能との聞には特に関係がな

かった。しかL.興味あるのは多糖体画分中にも Ts-2

の如く細胞融解を起すものがあった。ここで，ニのもの

の化学的性状を見ると空.索は0.3oj}にすぎず，グルコー

スが他の多糖体画分に比して少く，ベントースが多い

が， これらの点と細胞融解能とがどのような関係がある

かほ不明である。

既に Fabrizol6】もツベルタリンの精製画分について組

織培養による細胞遊走阻止作用をLらへ，旧ツ.PPD-S， 

Seabertの精製ツ蛋白 A.B. Cおよびツ多糖体Iと立

などのうち多糖体画分には全く阻止作用がないことを報

告しているが，このことは私達の実験とは方法に違いは

あっても本質的に同じ結果を示したと考えてよいであろ

つ。

アシドマイシンの m Vltroおよび lnVIVQのツ・ア

ンルギー抑制作用については土屋17)が報告しているが，

今回の我々の実験条件でもその細胞融解阻止が確認され

た。またアレルギー抑制効果をもっグリチロンは外松18)

らιよってアルチユス反応に抑制的に働くニとが知られ

ているが，やはり私達の実験でも同様の効果を示した。

Lかし何れもその阻止の機序は不明て、ある。とニろで，

高橋18)および岩井20)はこのような結核感作細胞融解現象

i二抗結核剤の SM. lNH などが抑制的に働くとして，

その作用は抗原であるツベノレクリンにニれら抗結核剤が

宣接働きか(十るものと解しているが，アシドマイシンの

3JlU:，.機序をこれら抗結核剤のそれとは同一視出来ないか

も知れない。

プレドユソ戸ンの細抱融解|阻泣1止k彬効J果については Lear汁巾h耐1庁y 

ら:31リ)のコ一チゾンを用いた成績と同様の結果を得たカが、，

二の機序についてlぽ土彼等はコ一チゾンが直接細胞に吸着

L車細回抱の代謝を変化させて PPDによる傷害作用を免れ

させる可能性を考えている。

次に.EDTAあるL、はクエン酸ナトリウムは補体作

用に必要な Ca叉は Mgイオンをキレートとか置換に

よって補体作用を不活化するものであるが，ニれらが細

抱融解現象を抑制Lたことは興味深い。私達の実験で

も，また私達と同様な実験条件の沼田15)の報告によって

も，本実験の反応系には特別に補体の添加を必要としな

いことは明らかであるが， しかも補体不活化作用をもっ

二れら EDTAとクエン酸ナトリウムが細胞融解阻止を

示すことは本実験反応系にやはり何らかの形で補体作用

をもつものの介在の可能性を示口受するものと解すべきで

あろうか。元来，私達の細胞融解現象は Favourら22)の

lympholysisとは反応時間の長いこと， 補体を必要とし
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ないことなどから明らかに機序の異なるものと思われる

が，この点は Waksmau28)も指摘していることである。

従って本実験では補体の介在を考えなくてもよいと思

う。しかしながら，伊藤1りは BCG感作ウサギ牌細胞を

用いた実験で，この点について血清因子も細胞性因子も

共に細胞融解に関与する。しかし後者の占める割合がよ

り大きいと述べて私達と多少見解を異にしてし、る。又，

0・;-.Jei125)らの指摘するように，私達の実験で行なった細

胞の洗練を以てしでも除去されずに，補体が反応に関与

するニとは否定出来ないが，この点は今後更に検討が必

要である。

多糖体を予め invitroあるいは lnVIV() で]思細胞に

作用させると蛋白による細胞融解が阻止されることは

Mei町ら25)の報告と関連して興味がある。 Meierらは

Proteus から分離Lた多糖体がアレルギー性現象を抑制j

ずるニとを知り，その機序については従来知られている

抗アレルギー剤とは異ったもので‘あって明確な説明をな

し得ないが，アレルギーに関与する細胞の一部に変化を

与えたり，又は細胞に固着される何らかの因子を遊離す

ることに，その多糖体の抗アレルギ一作用を想定してい

る。きて私達の実験では，多糖体の細胞融解阻止効果は

m vJlroでは一定時間，即ち 6時間以上の細胞との接触

を要するが， ln VIVOでは僅か 1時間でもこの作用が認

められたのであって，このことは多糖体が invivoで

は lnvltroよりも速かに細胞と交渉をもっニとを裏書

してL、ると思われる。

また，多糖体のニの作用が抗酸性菌型聞である程度特

異的に見られることは，ヒト型感作脚細胞にはヒト型由

来の多糖体のみ作用を示L.非定型抗酸菌あるいは M.

Phleiのそれには全く阻止作用がないニとから窺われよ

う。

ところで，私達の用いた多糖体画分中には必然的に蛋

白が混在するわげで，このものが多糖体画分静注の際，

脱感作的に!動き得る可能性が考えられる。しかし私達26)

の報告した如く結核感作モルモットに対する結核抗原画

分静注による一過性脱感作現象ては多糖体には全くその

作用を欠いていること，叉，少くとも m Vltroでは用

いた多糖体画分に全然細胞融解能もなく，更に感作動物

におげるツ反応惹起能もないことからも一応混在する蛋

自による脱感作の可能性を否定し得るものと考えられ

る。しかし，なおこの点を確めるため，多糖体，蛋白画

分の静注による細胞融解阻止作用を量的に検討したとこ

ろ，蛋白画分では多糖体画分の 100f音量を必要とした。

ニのニとは多糖体の細胞融解阻止作用が蛋白画分の静注

によって予め細胞が脱感作作用を受げ， in vitroでは最
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早や抗原に反応Lなくなった見かけ上の細胞融解阻止と

は質的に異なるものと思われる。なお，また同様なこと

が燐脂質画分でも見られたわけで‘あるが，両者の細胞融

解阻止作用の機序は蛋白画分が感作細胞に対して傷害的

に働く原因をなす抗原抗体反応に関与するある種の因子

を多糖体あるいは燐脂質画分が競り合の結果，奪い去

り，後に働く蛋自画分の細胞融解を阻止するものと説明

出来よう。 LかL.そのある種の因子とは補体様のもの

であるかどうかは全く不明で‘ある。ここにもツベルタリ

ン・アレノレギー機構のむづかしい断面がうかがわれる。

むすび

ツベルタリン・アレルギーの本態を明らかにするため

細胞浮遊液培養法を用いて，結核抗原による結核死菌感

作モルモット n~細胞融解現象に関する因子を検討 Lて次

の結果を得た。

1. この特異的細胞融解に関与する抗原l主主と Lて菌

体およびツ蛋自画分であって，多糖体と燐脂質画分には

この作用が見られない。

2. ニの細胞融解は抗アレノレギ一作用をもっアシドマ

イシン，グリチロンおよひ、プレドニソロンiこより，まTニ

EDTA. タエン酸ナトリウムなど補体不活化作用をもつ

もによって阻止される。

3. 多糖作画分あるいは燐脂質画分を予め l口、ltro叉

は invivoで感作細胞に作用させることによってもこ

の細胞融解は阻止される。この際，ヒト型感作細胞融解

阻止にはヒト型由来の多糖体あるいは燐脂質画分の人有

効で，非定型抗酸菌あるいは M.Phlei由来のそれらに

は，その作用が見られない。

稿を終るに当り組織培養法並に培養♂細胞所見につき

御教示をいただいた本研究所病理部森川教授に謝意を表

Lます。
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各種物質添加の細胞融解に及Jます影響

ヲミ l 添 加 物崎 細胞
1"'lj 残存率

アシドマイシン 100 r 105(ガ)

RIO 1007 60 

97 

アシドマイシン 1or + R 10 100r 102 

I グリチロン 200 7 107 

グリチロン 200r +RN  100r 101 

グリチロン 20r + R lU 100 r 62 

プレドニソロン 100 r 99 

プレドニソロン 10or+RN 100r 105 

3叩 π 0.1mC 附

R lU 100 r 67 

30，'; EDTA 0.1 me+R⑮ 1007 100 

0.30; EDTA O.llnC十 R19 100 r! 66 

第 3~ミ

アシドマイシン 100r+R~ 100 r 

H 

:¥'a-Citrate 10 mg 102 

R la 10 7 59 

TII :¥'a-Citrate山+同 100r 87 

:¥a-Citrate 111lg + R tt. 100r 96 

Na-Citrate 100 r + Rl(j; 100r 71 

第 4表 多糖体画分の細抱融解に及ほす影響

¥ . .¥) in vitro 

細胞残存

l 添加 l 非

。時間)1一一三三!
6 59 

24 93 

48 97 53 

多糖体画分 S守 100r添加。

各種抗原の性状と細胞融解能

(皮膚JJ化学的性状(詰属議事警の
|反応惹| 一一一一一ー一一一一一一
|起能 JNMG  6 正常免疫
! 細胞細胞

l ノ l 叫 n~

内臓 OT5X + I 17.1 / 109"1 63 

b 竺-1 10γ二一竺;!?」?lJ1
y，. J 百呼引一-1 川 0.1 叩 9町5' 10凹2 

体 干示ι一2 而而b……b一~IロJ 一ζ江よ|一一一一-一一 40一一
s正一]'!1…r一I + ττ:;6(コ「 戸丙瓦副1-108
S九宇 i

…
b

…
10r 一τ7i下Jiil尺84 コ~i---1~瓦d瓦正

S 刊l玄玄 附 + /i/ 90 I 78 
PPD←S 1附+ 13.6 i 3.2! 100 

1 
56 

長
TR-1a附三 lI2135! 瓦 168
TR一千-T+ |1331 181 901 64 
TR-2 100r 十 12.3， 6.0， 100 100 

pmPa 100r + : 14.3 1. 8 95 I 71 

酒田竺 100r三 ;4616Mli竺 70
BR-4b 100r + 4.4 33.0 97 65 

R-12ab 100r + 14.4， 0.8 96 51 

R 9 1007 + 11.9 0.6 105 69 

R 10 1007 +8.4  9.7 100 67 

燐脂質画分 PdB I - 0.3171 108 107 

持続i核死菌感作モルモットに 100r皮内反応 24時間判
乏による。

第 1表

原
十占

-rJL 

I型l

戸、

7]" 

臼

分

率

添加

62 

添加培養時間

64 

56 

抗原濃度と細胞融解能

67 00 

0.1 r 

1100.0' 

7 i 

696l 
抗原:R fit 

M
d
 

A
リー

67 lJo' 

50 r 

第 2表

100 7 原

度

抱

率

一

一
存
一

抗
長
一
細
残
一

ll1 VIVO 

対照(非毒事注〉
細胞残存率

iB) 

合EJ蛸 i
細胞残存率

l

l時間)! 102 63 

65 

1 mg感作モルモットに静注。

110 

多糖体画分 S百I

24 
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第 5表多糖体静注による細胞融解阻止対J京町

時間的，量的関係

実|
|静注多糖体分画
験!

多糖体画分2育注後 料

納切除迄の時間 ぺ

2-1 48 72 P.ミ

(%) 
1 BS-l 1 mg! 92 113 110 7-t 72 

BS-l 10 r 97 

II BS-1 1 r 96 

BS-] 0.1 r 75 

B雪 1m9 I 100; 

1lI BS-] 三lEJJJ6ヨ
部 0.1r 76; 78 

I TS-] 1 r. 105 I 
lV ー | 一一一 74 
i TS-l 0 . 1 r i 6-1! 

%は細胞残存率，蛋白抗原は実験 I~mは R10 100 

r，実験Wのみ PPD-S100r使用。

第 6表各種多糖体，燐脂質商分静注によと

細脆融解阻止効果

菌
画

分

館
、
胞
T
4
存

対
細
残

胞

率
存

細

残

J
惹
能

膚
応
皮
反
起

原抗注静型

S (主;

多ヒト型 戸

BS-l 

(，"o) ， 
103 60 

92! 60 

70 

糖非定型

抗酸菌

62 6、100616 Bp' 

:二宮 Bp， 70 72 

体 一一

非病原性 M.Phei Tps 
抗酸菌 y 

78 72 

一 103I 刊燐ヒト型 Pd-nh

脂;非定型! 100616 pd 

質|非病原性 M. Phlei pd 

7;:' I (1) 

72 fけ

*結核死菌感作モルモットで各抗原 100r皮内反応

24時間判定。


	10011730.tif
	10011731.tif
	10011732.tif
	10011733.tif
	10011734.tif
	10011735.tif

