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抗体産生機構に関する免疫病理学的研究

1.賛光抗体法による結核動物組織内ツペルクリン蛋白抗体の証明

奥山春枝・浜田栄司・森川和雄

(北海道大学結核研究所病理部主任・森川和雄教授〕

(昭和40年1月15日受付)

免疫反応における抗体の産生に関する研究は，血清学

的な追及から，今や組織乃至細胞レベノレの研究として進

められるようになってきた。 それには Landsteinerの

Azo-蛋自の合成，Coonsの蛍光抗体法の考案，更に IS0-

tope使用による radioautographyの利用が大いにこの

研究の発達に効果をもたらしている。特に C~ons が 1942

年めに fluoresceinisocyanateで標識した抗体 globulinに

より，直接法及びサンドイツチ法で組織内の抗原及び抗

体の追求をする一連の実験をしており，異種蛋白あるい

は多糖体抗原の体内分布が明らかにされ，それに対する

反応としての抗体産生細胞の出現を，牌及び所属リンパ

節に証明している。しかし， fluorescein isocyanateは合

成がむずかしく，不安定なために，広く利用されること

がなかったが， Riggs:めが isothiocynateを合成すること

に成功して以来，容易に各方面に応用されるようになっ

てきた。

蛍光抗体法は，このように組織内抗原の追及に広く用

いられており，異種蛋白あるいは多糖体抗原から，細菌

菌体，更にはリケツチャまたは vlrusの細胞内証明など

殆んどの抗原に応用されている。一方，抗体の証明にも

多数の研究がなされており，特に最近では自己免疫疾患

への応用と，抗体産生機構解明への手段としての利用が

著しく盛んになっている。

現在までの多数の抗体証明に関する報告をみると，血

清抗体を産生する速時型反応時の抗体産生細胞の証明が

主である。免疫反応として，速時型反応と対立して考えら

れている遅延型反応については殆んどなされていない。

特に，蛍光抗体法利用による結核症の組織内抗体の証明

に関する報告は見られなL、。遅延型反応系では血清内に

抗体が証明されず， Chase3)により初めて細胞によって

免疫の pa田ivetransferが成功したので、あるが，これらの

細胞がどの様な免疫学的活性因子をもっているのか興味

のある問題であるo transferに有効な細胞である腹腔細

胞について， Gillisen4) が結核死菌感作モルモットの細

胞がツベルクリ γを抗原として，鐙光抗体法で陽性に染

色されることを報告しているが，その他の報告は見当ら

ない。

本来鐙光抗体法は，免疫J-globulinを鐙光色素で標識

したものを用いて，抗原あるいは抗体を証明する方法で

あるから，血清内に抗体を証明出来ない遅延型反応の組

織内抗体を本法でみつけ出そうとすることは，理論的に

困難であると思われる。しかし遅延型反応をおこす代

表的疾患である結核症においても，各種の血清反応に関

与する抗体は明らかに血清内に証明され，又，ツベルタ

リン反応自体にも速時型因子のかなりの関与があること

を考えると，結核においても組織内に抗体産生細胞が証

明される可能性が強し、。我々はここで，再感作時の兎あ

るいはモルモ y トの主に牌及びリンパ節内に鐙光抗体法

により抗ツベルタリン抗体産生細胞を証明し，更にその

反応にあずかる特異的抗原の吟味をした成績を述べる。

実験材料

1.抗原

鐙光抗体法染色のため及び皮内反応用の抗原は，表1

のようにして作ったツベルタリン蛋白及びツベルタリン

多糖体を用いた。われわれはこれをそれぞれ TPt及び

TPsと称Lている。これらの抗原を鐙光染色に用いる際

は， TPt 2mg/ml， TPs O.lmg/mlの濃度のものに，兎

1) Coons， A且， Cr悶 h，H.].， ]ones， R汎&Berliner， E. : ]. Immounl.， 45， 159 (1942). 

2) Riggs， ].L.， et al. : Amer. ]. Clin. Path.， 34， 

1081 (1958). 

3) 日田町 M.W. : Proc. Soc. Exp. Biol. Med. : 59， 134 (1945). 
4) G日lisen，G. Revue d'lmmunologie， 27， 43 (1963). 



鐙光抗体液の作製l土，鈴江・浜島署5)の蛍光抗体法に

大l惜のっとってffなった。

この蛍光抗体液の F/P 比は 1~2 で，染色には 3~

5倍に稀釈して用いた。

製わ
「
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表 2 蛍光抗体液の作製

r-glob. 2 %生食水溶液

(炭酸ソーター一緩衝液で pH9.0とする〉

Fluorescein isothiocyenate (FITC) 

ヌは Tetremethylrhodaominisothiocyanate (TMR) 
↓ 1110∞量添加

室温2時間撹持、
↓ 

Sephadex G 50 medium column 通過
v 

DEAE-ceIIulose column通過

0.1 M phosph. buffer pH 6.4で溶出
↓ 

兎肝粉末 100mg/mlの割合で吸収

蛍光抗原液は，抗体液と同様な方法で TPtを FITC

で標識した。その精製は，流水及び蒸溜水で充分に透析

して遊離の色素を除き，最後に緩衝生食水で透析した。

このものの F/P比は0.64で、あった。
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1. 実験方法

第I実験:H37 Rv結核死菌感作後4週以上経過した

兎の耳静肪くに， 同死菌 5mg (乾燥量〕を 1mQ生食水

浮遊液として注射し，その後3. 5. 7及び10日目に屠

殺して，牌， リンパ節(主として側腹リンパ節〕及び肺

をとり出して 95，9ザ ethanol固定をし，低温で脱水，ク

ロロホルムを通じてパラフインて、包埋. 4μ の切片を作

製した。又一部の実験では cryostatにより凍結切片を

作製した。これらについて鐙光抗体法により抗体保有細

胞の出現をしらべ， 更に hematoxy Iin-eosin染色及び

methylgreen pyronin染色で組織学的検索をした。

屠殺前に採血して血清抗体価をしらベた。

結核死菌感作モルモットの各組織についても，兎と同

様にしてしらべた。

第E実験:この実験で証明される抗体産生細胞の特異

的抗原抗体系を求めるために，次の方法を行なった。抗

体産生細胞の多数みられた牌及びリンパ節切片を，抗原

として TPt及び TPsを用いてザンドイツチ法で染

色，あるいは pronase (蛋自分解酵素〉消化 TPt叉は

TPsを抗原として染色，更に FITCTPt. TMR TPt. 

FITC TPs及び TMRTPsをそれぞれ組合わせて二重

染色をしてそれぞれに染色される細胞を隣接する切片ま

たは同一切片上で比較して検討した。

法方験実

肝粉末を 100mg/mlの割合に加えて，抗原の組織への

非特異的吸着性を除いてから使用した。

叉一部の実験では，蛋白分解酵素 pronase(科研)を

蛋白量の1/2∞量加え.3TC24時間作用させて消化しそ

のあと80'ClO分加熱して酵素作用を不活性化し 13.000

廻転30分冷却遠心後上清を抗原として用いた。この方法

で約'50%の蛋白が消化された。

2.抗体

H37Rv結核死菌 5mg/ml浮遊液に Arlacel1 

Drackeol 9の割合に混合した adjuvantを等量加え，そ

の 2mlを5日おき4回家兎樗部皮下に注射して感作し

た。随時採血して，沈降反応重層法で抗体価を測定し，

128倍陽性以上の抗体価を示した家兎より全採血により

血清をえた。

この抗血清より，硫安巧飽和で沈澱させたものを抗体

r-globulinとして用いた。

3. 盤光色素

結晶性のfIuoresceinisothiocyanat巴 (BBL)又は tetra司

methylrhodamin isothiocyanate (BBL)を蚤白の標識に

用いた。

4. 鎖光抗体液及び抗原液の作製

鈴江・浜島:後光抗体法，医学書院，東京大阪

(196司.



第E実験:結核死菌感作兎及び正常兎の皮内に， TPt 

250 r叉は FITCTPt 250 rを注射して， 3， 21， 48， 

72時間， 5， 7， 10及び14日後に反応皮膚を切除して凍

結切片を作製して，鐙光抗体法による抗原，抗体の追及

及び hematoxyli-neosin染色， methylgreen-pyronin染色

による組織学的検索をおこなった。

1. 蛍光染色法

i. 抗原の証明(直接法)

抗原の証明は直接法により，次の様にして行なった。

なお， 5重光標識抗原で皮内反応した場合は，未処置の切
片をグリセリンで封じて鏡検した。

表 3 抗原の証明法

paraffin切片または凍結切片

燐酸緩衝生食水 (SI.B.) pH 7.2に浸す

蛍光抗体液添加 (FITCー抗体液，室温2時間，

TMR抗体液，低温一夜)

SI. B.で洗糠 10分

蒸溜水で洗練

グリセリンで封入

11. 抗体の証明(サンドイツチ法)

抗体の証明は4表に示すようにして行なった。

表 4抗体の証明

paraffin切片または，凍結切片

SI. B. pH 7.2に浸す

抗原液 (TPtまたは TPs)添加，室温2時間
↓ 

St. B.で洗糠 10分

蛍光抗体液添加(時聞は表3と同じ〉

St. B.で洗練 10分
↓ 

蒸溜水で洗樵

グリセリンで封入

iii. 蛍光抗体染色における対照

鐙光染色法で、染まった抗原又は抗体が特異的に染色さ

れたものであることを証明するために，次の対照染色を

同時に行なった。

① FITC Tbc r-globulinで染色(抗体染色の対照〉

⑧ in vitroであらかじめ特異抗原で吸収した FITC

Tbc r-globulinによる染色

③ FITC Tbc r-globulinで染色する前に，標識して

いない Tbcr-globulinをあらかじめ作用させる

抑制試験
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④ TPtの代わりに，非特異的抗原である卵白アル

プミンの使用

⑧非特異的抗原抗体系である卵白アルプミン系によ

る染色

⑥ FITC-抗卵白アルブミン抗体による染色

⑦ 正常組織の染色

以上の対照染色が全部陰性の時にのみ陽性の染色成績

とLた。以下成績の記載は全く特異的染色態度のみを述

ベる。

3. 検鏡及び撮影

光源には千代田高圧水銀灯装置を用いた。フィルター

は励起フィルタ-BV吸収フィルターは Yの組合わせ，

あるいは両フイノレター共 UVを用いた。写真撮影は，

フジカラー ASA100のフィルムを用い， 1分乃至1分

30秒露出で撮影した。

4. 血清抗体価の測定

屠殺時に採血した血清について， TPtを抗原として沈

降反応(重層法，抗血清稀釈)， Middlebrook-Dubos血

球凝集反応及び Boyden血球凝集反応を行なって抗体価

を測定した。

実験成績

I.結核菌再注射後の組織所見

1. 家兎における成績

結核死菌感作兎耳静詠に，同死菌 5mgを注射したあ

との各経過日数後にみられる抗体保有細胞の所見を5表

に示した。

牌では3日後すでに，i慮胞周辺及び髄索内に多数の抗

体保有細胞が光っているのがみられた。その細胞の分布

を見るとi慮胞では，辺縁にそって帯状乃至集団状に増殖

しており，その他小血管を囲んで、大量に光ってみられ

た。髄索には一般に禰漫性に増殖していた。なお，座中

心には染まった細胞はみられなかった。これらの細胞は

5日目に特に大量に出現し 7日以後はやや減少した。

個々の細胞は円形で，細胞質が円形の核の周辺を細く囲

んでいるものから，核が偏在して細胞質の豊富なものま

で種々の段階のものがみられ，何れもその細胞質が繍漫

性に蛍光色素にそまっている。核は染まらなかった。

methy 19reen-pyronin染色でこれらの細胞は何れも形質

細胞に相当する。また，これらの他に，細胞質が粗な穎

粒状に光る Russellbody型の形質細胞も多数みられ

た。 Russellbodyは，前述の抗体保有細胞の中にばらば

らと散在したり，あるいは，場所によってはこの型のみ

で集団をなしていたりするのがみとめられた。定型的な
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表 5 組織の鐙光抗体染色所見

物記動 抗 原
語後再数日日

号 感 作|再注射

gT 加熱死菌 死菌死菌 3 

nT タ ク ク

fT 。 。 5 

JT 。 。 。

Egg a¥b. + gA 
aceton死菌 aceton死菌 7 

aT aceton死菌 。 。
兎
bT ク ィク 。

eT 加熱死菌 加熱死菌 。

kT 。 。 。

cT TPt TPt -'/ 

dT ク タ 。

iT 加熱死菌 加熱死菌 10 

oT ク 。 3 
モ
ノレ ¥T ク 。(皮下) 5 
モ
‘Y gT イ少 ク 。
ト

mT  。 。(皮下) 7 

Marscharko型形質細胞及び Russellbodyは蛍光度が非

常に高く強くそまった。 methy¥green-pyronin染色では，

この様な牌のi慮胞周辺及び髄索内に多数の形質細胞の増
殖があり，これらの細胞が鐙光色素に染まっている様に

思われる。しかし， methy¥gr配n-pyronin染色では，細胞

質がPyronin好性に染まる細胞は，核が円型で大きく，細

胞質のわりあい少ないものから，定型的な形質細胞迄，

種々の段階のものがみられるが，蛍光染色では，これら

の細胞全部が光ってみえるのではなく，細胞の形に関係

なしその 1部の細胞だけが抗体染色陽性を示した。

リンパ節は，牌より抗体保有細胞の出現は不定であ

り，また，あまり多くはなかった。その出現場所は鴻胞

周辺と髄索内であるが，牌に比し髄索内の増殖が強く，

より禰漫性にみられた。その細胞の形は牌と同様な円形

細胞で.Russell bodyは少なかった。そのような抗体産

生細胞の豊富なリンパ節では， methy¥green-pyronin染色

で，髄索内の細胞が殆んで pyronin好性細胞におき代え

られた様にみられた。

肺では，抗体保有細胞は7日以後に始めてみられ，

後光の強さ
血清抗体価

) Russell Body 

牌 |リンパ節| 肺 沈反 降応 1反MD応 1反Boyd応-

十十(f-) 土 32 640 160 

+ 十け 8 80 <10 

+l十(刊〉

+け(十件〉 + 16 160 20 

十円十十〉 4十(+)

十(+) + 十十

+ 十H

十十(+) 十 16 160 80 

+ 土 32 80 10 

土(+) + + 16 640 80 

f- 十 + 

+ 十件 1 <10 く10

十 1 

土 土 <10 <10 

+ 十 8 <10 <10 

その出現場所は，気管支リンパ節内に1. 2個づっ散在

性に，あるいは，結核結節の周辺に集団をなしてみられ

た。リンパ節内にみられた細胞は形質細胞の形をしてい

たが，結核結節の部分では，形質細胞の形をとるものの

他に，細胞外に存在する不定型のものが多数染色され

た。これは，細胞の大きさより小さく，かなりよく光って

おり，抗体産生細胞のこわれた 1部であるか，あるいは，

分泌された抗体の塊であるかは判定が困難であった。

以上の実験動物の感作抗原は， 殆んど加熱あるいは

acetone死菌を用いたが， cT，dTの2羽の兎だけは TPt

で感作し，再静注も TPtを用いた。 cTは全く抗体保有

細胞がみられず.dTには僅かにみられた。これは TPt

の感作が弱かった為と思われる。

以上の鐙光所見による抗体保有細胞の量と，血清抗体

価を比較すると，何れの血清反応においても平行関係は

みられなかった。

2. モルモットにおける成績

兎と同様に，加熱死菌感作モルモットに，同じ死菌

0.5 mgを皮下叉は静隊内に接種したあとの各臓器の



所見を5表に示した。

牌ではl慮胞周辺，髄索内あるいは洞内に抗体保布細胞

がみられるが，兎に比し光度が弱く，叉，数も少なかっ

た。しかしその形態は兎にみられたものと同様で、あっ

た。叉，再注射の経路が皮下でも静除内でも変わりがな

かった。

リンパ節の染色成績は不定であるが 3日後に屠殺し

た oTが非常に大量の抗体保有細砲の増殖を示してい

た。その分布は，兎と同様に滞胞周辺と髄索内で繍漫性

にひ、っしりと増殖していた。 Ru日ellbodyはみられず，

殆んどが核の偏在する形質細胞の形を示していた。この

リンパ節の methylgreen-pyronin染色では pyronin好

性細胞の繍漫性の強い増殖がみられた。

肺では抗体保有細胞が証明されなかった。

モルモットの血清抗体価は非常に低いために，主査光所

見と比較できないが oTのようにリンパ節に大量の抗

体保有細胞のある例で、も血清抗体価は低かった。

II.盛光染色陽性抗原抗体系の吟味

主査光染色でそまる抗体は，抗原に用いた TPtすなわ

ち，ツベルタリン蛋白に対する抗体であるか，あるいは

TPtの中に約2% (Anthrone法， glucoseに換算)に含

まれる多糖体に対する抗体を示すものかを種々の方法で

吟味した。染色した切片は，主に jTの牌と oTのリン

パ節を用いた。

1. ツベルタリン多糖体 (TPs80)による反応

TPs-80は，生ツベルタリンから蛋白と， 40% methanol 

飽和でおちる多糖体を除いたあとに， 80タ rnethanol飽

和でおちる多糖体であり，沈降反応、抗原性が非常に高

い。この 0.1mg/mlの濃度のものを蛍光染色サンドイ

ツチ法の抗原として用いると， TPtを抗原として用い

たと同様に，強く旦つ多数の抗体保有細胞を証明するこ

とが出来た。両者の方法で染まる細胞は同じ形態であ

り，叉，同じ位置に出現していた。

更に同一切片を用いて，最初に TPtを抗原として染

色しその写真撮影をしたあと，今度は TPsを抗原と

して二重に染色して前と同じ部を撮影して比較すると，

染色されるのは丙写真全く同じ細胞で， TPs抗原で、新た

に染色された細胞はみられなかった。叉， TPs抗原で先

に染めて，あとで TPt抗原で染めた場合も全く同じ

で，同抗原のうちの何れかで単独に染められる細胞はみ

つけることがで、きなかった。

2. 蛋白分解酵素による抗原の消化試験

蛋白分解酵素 pronaseを TPt量の 1ft∞量加えて3TC

に1日おいてから80.C10分加熱して酵素作用を非活性化
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した後，抗原として鐙光染色に用いた。この処置により

蛋肖成分は約50;'';消化された。これを抗原として染色す

ると，消化前の TPtを抗原とした時と同程度か，むし

ろ光度が強く染まる成績がえられた。すなわち，蛋白濃

度が50%減少しても染色所見には全く影響を与えなかっ

た。

同じく TPs-80を pronaseで同様処置して抗原として

用いた場合も，蛍光抗体染色性は，消化しないものと全

く変化がなかった。

更に，消化Lた TPtを抗原として染色したあと，未

消化 TPt又は TPs-80で染色したもの，あるいは消化

TPs-80で先に染色したあと，未消化 TPs‘80又は TPt

で染色したものの相互の写真の比較では，何れも全く同

ーの細胞が染色されており，後染色時に新しい抗体細胞

を証明することが出来なかった。

E 皮内反応における抗原抗体の追及

成績は表6にまとめた。

表 6 ツベルクリン反応部の抗原及び抗体の追及

皮内反応 -:fl: $2i: ~ "rU ... 
抗 原| 非蛍光 TPt 鐙光 TPt

iFT 結核兎 正常兎 結核兎正常兎抗原|抗体 抗原|抗体 抗原 抗原

3時間 甘十 十十 十け 十件

24 タ ttf f" 州 判L

48 。 十け 十 1廿 骨L

72 ク 十件 + ++ 十十

5 日 f" f" + + 4十

7 ク 土 4十 + + 十十

10 ク 土 4十 + 

14 タ 件

1. 抗原の追及

鐙光色素 FITCで標識した TPtによる反応の場合

も， TPtを注射して直接法で抗原を追及した場合も同様

な成績で、あった。

結核兎皮内反応部においては，注入抗原を最初にしら

ベた3時間目から72時間自主で，皮膚中間層及び深層の

結合織聞に大量にみられ，特に中間層の浮腫の強い所に

多くみられた。抗原は集塊状になり， TPt注射3時間後

では浮腫液の中に，沈降物を形成しているのがみられ

た。その他組織球にとられて頼粒状に光る抗原物質が，
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浮腫部に特に強く，皮膚表層から深層まで散在してみら われは，一応細胞が抗体を産生している，あるいは保持

れた。 5日以後次第に抗原量が減少L，組織球にとられ しているとし、う状態を想定して，これを蛍光抗体法を利

たものが，その特有の色調を失ないつつ減少していき， 用して証明しようと試みたのである。

10日目以後殆んどみられなかった。しかし表層の組織 結核を離れて，鐙光抗体法による抗体の証明に関する

球にとられたものは最後迄残っていた。 多くの報告をみると，先ずCoons一門の仕事がとり上げ

正常兎皮内注射部では，i剖重抗原は3時間後は結合織 られるであろう。彼らは抗原の体内分布の研究のあとに

束の周囲に線状乃至網目状に禰漫性に入りこんでいた。 1953年から+ンドイツチ法の考案めにより，抗体証明に

その他に組織球にとられて表層及び深層に僅かにみられ そのほこ先を転じている。その抗原としては，卵白アルフa

た。その後も大部分が組織球にとられた形で全層にわた ミン，人血清i'-globulin，diphtheria toxoidのような異

り一様に散在していたが，結核兎のように集塊状をなす 種蛋白を用いて，兎叉はモルモツトの各臓器内の抗体産

ことはなく，叉，量も少なかった。しかし組織球にと 生細胞を追及している7人9，10)。その後，わが国において

られた形で，その特有の蛍光色調を保持したまま特に深 も浜島を中心として活発な仕事がなされるようになり，

層に長くみとめられ， TPt注射部には14日目も組織球内 抗原の追及について抗体産生細胞の証明がなされてい

に僅かながら残っているのがみとめられた。 る11，12，13)。これら両者の報告による成績は殆んど一致し

2. 抗体の証明 ており，何れも牌，リンパ節の髄質及び濃胞周辺に集団

抗体はサンドイツチ法で染色したが，蛍光標識 TPt 性叉は散在性に抗体産生細胞が出現することを報告して

による反応部では，抗原物質と重なり合って鑑別がむず いる。その他肝あるいは腸のリンパ装置内に陽性細胞を

かしいので，非標識 TPt注射部についてのみ検索し みとめている。これらの陽性細胞は，形質細胞である

た。 ということは一致した所見で、あり， White14)は Proteus

正常兎では14日目になっても全く抗体及び抗体保有細 vulgarisを抗原として，マウスの牌に定型的な形質細

胞をみとめることが出来なかった。 胞の他に Russel1body型の形質細胞をみとめ， この

結核兎では，抗原の減少し始めた5日目に突然全層の Russel1 bodyの主成分は抗体であることを報告してい

結合織周囲が線状に光る形で抗体が証明されるようにな る。

り，日数の経過と共に次第に量を増してくるのがみられ 以上の報告の異種蛋白感作動物の臓器にみられたと同

た。その問，抗体保有細胞は認めることが出来なかっ 様な所見が，われわれの結核死菌感作動物においてもみ

Tこ。

総括及び考按

結核感染時に，組織細胞〔主に単核細胞と考えられて

いる〕自体が免疫され，何らかの変化を来しているとい

うことは，それらの細胞によってのみ pa田ivetransfer 

が可能であることから明らかである。その変化というこ

とは，その細胞が抗体産生能力を持っているということ

か，抗体を単に保持している状態なのか，あるいは一般

の抗体とL、う概念とは異なる細胞のある変調を来したと

いうことなのかは未だ解明されてはいない。そこでわれ

られている。再注射は静肱内に行なったために，われわ

れのしらべた範囲内では牌が一番強い反応を示し，抗体

保有細胞は牌漏胞周辺に集団状又は，散在性に多数みと

められ，その他髄索内にも同様に出現する。特に小血管の

周聞をとり囲んで増殖しているのがしばしばみられてい

る。抗原静注のせいか， リンパ節は牌のように全例一定

した強さではなく，抗体保有細胞の増殖の強い例と僅か

しかみとめられない例があるが，その出現場所は髄索に

強く ，i慮胞周辺にはやや弱くみられている。抗体反応の

程度は初感作より再感作の方が強く 7)，その出現時間は

再感作時は2日後からすでに抗体陽性細胞が出現すると

6) Coons， A. H， Leduc， E. H. & Connol1y， J.M. : Fed Proc.， 12， 439 (1953). 
7) Coons， A. H， Leduc， E.H. & Connolly， J. M. : Science， 118， 569 (1953). 

8) Coons， A. H. & Connolly， J. M. : ]. Exp. Med.， 102， 49 (1955). 
9) Leduc， E. H.， Coons， A.H. & Connol1y， J.M. : J.Exp. Med.， 102， 61 (1955). 
10) 京市ite，R.G， Coons， A.H. & Connol1y， J.M. : J.Exp. Med.， 102，73 (1955). 

11) 浜島・京極・平松・吉田・中島:日病会誌， 45， 375 (昭 31). 
12) 中島・吉田・平松・京極・浜島:日病会誌， 46， 424 (昭 32). 

13) 中島:日本体質学雑誌， 25， 515 (昭 35). 

1の White，R.G. : Brit. ]. Exp. Path.， 35， 365 (1954). 



L 、われているの。われわれの再感作の実験では3日後か

ら観察を始めたので、あるが，牌， リンパ節に既に陽性細

胞の出現をみ， 5日目更に光度と量をました最高の反応

がみられ，以後次第に減少を示すようであった。

その抗体陽性細胞の種類は， Coons及び浜島らと同様

に， pyromn好性の細胞質をもち，核の偏在した定型的

な形質細胞とみなされるものが光度も強く数も多し、。そ

の他に，初期には細胞質が少なく，核が中心性で大き

く，光度の弱L、ものが多く， これは pyronin好性の細

胞質をもっており形質芽細胞とみなされうる。叉，特に牌

に多くみられたが， Whiteが Proteusvulgarisで述

べたと同様な多数の Russellbodyの出現が殆んどの例

にみられたことも，これらの陽性細胞が形質細胞である

ことを示していると考えられる。肺においては抗体陽性

細胞は他の2臓器に比しはるかに少なく，その陽性例は

7日目項，即ち，結核結節の形をなした病巣の周辺に，

形質細胞の形態をとるものが染色されている。その他

に，気管支周囲のリンパ節内に時に 1，2個みられるも

のがある。回中15)がマウスに Salmonellaenteritidisを

注射してその肉芽腫細胞の中に抗体保有細胞を証明し

ある特定の状況下においては大食細胞や， リンパ球も抗

体を産生するとし、っている。チフス肉芽腫における陽性

細胞も大食細胞であるといっているが，われわれの牌，

リンパ節の例でも，叉，肺の結節の例においても，陽性

細胞はその形態及び染色所見より形質細胞に属すると考

えられ， リンパ球あるいは大食細胞と思われるものは染

色されなかった。

形質細胞は血清抗体特に IgG(7S r-globulin)を産生

するというのが定説であるが，血清抗体産生の非常に弱

いそノレモットにおいてはどうかということは興味のある

ことである。われわれの例においては，牌には陽性細胞

が少なかったが，I{河jにおいてリンパ節に非常に沢山の

形質細胞の増殖を示し，この細胞が抗体陽性であること

をみとめたが，沈降反応抗体価は血清原液て、やっと陽性

を示す程度で、あった。勿論，抗体産生の場としては骨髄

が最も重要であると思われることから，兎の例における

ように抗体価と牌あるし、はリンパ節の抗体保有細胞の量

の聞に平行関係がなくてもよいと考えられるが，モノレモ
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ットのように血清内抗体の少ない動物で，この様な大量

の抗体保有細胞のみられることは何らかの意義がありそ

うである O なお， Miller16)は，結核菌体蛋白を腹腔内に

注射して，大網に多数の形質細胞が出現してくることを

報告しているが，われわれの TPt感作例では，牌内の

形質細胞は結核死菌再注射例に比し非常に少なかった。

これは， TPtによる感作状態の弱L、ことによるのであろ

う。結核においても，異種蛋白感作と同様に，抗体産生乃

至保有細胞は形質細胞であるということは興味のあるこ

とである。これについては後に考按したし、。

次にツベルタリン皮内反応部の抗原と抗体の追及であ

るが，今回の実験に用いた抗原量が250μgとやや大量で

あったため，結核兎は勿論正常兎においても，初期には

皮膚深層及び中間層に強い浮腫と多形核白血球の浸潤が

みられた。しかしそれらの抗原の分布の状態には著明

な差があり，結核兎の反応部特に浮腫部に初期に抗原抗

体沈降物様の蛍光陽性のものが形成され，叉正常兎より

大量に，集塊状をなして局所に保留されているのが目立

っている。しかも，正常兎では組織球にとられた状態で

特有の蛍光色調を保持したまま長く局所に残っているの

に反し，結核兎では5日目以後急激に減少消失を示して

いる。この消失時期と一致して結核兎にのみ線維束周辺

に抗体を証明することが出来る。これらの所見は，結核

兎においては注射された TPtが，先ず局所において体

液性抗体と結合してその場に沈降し，抗原としての活性

を失ない，一方組織球にとられた抗原も速やかに細胞内

で処理されることを示している。そして，抗原と結合して

いるために，組織内に証明出来なかった抗体が5日目か

らは大半の抗原が局所から消失することにより初めて過

量となった抗体が染色されるようになると思われる。こ

の皮内反応経過は，浜島ら17)及び Kyogoku18)の報告

した卵白アルブミンを抗原とした Arthus現象と全く一

致した所見である。ツベルクリン反応は遅延型反応の代

表とみなされているが，その抗原物質の中に速時型反応

をおこす物質もかなりあり 19，20)， 当然その反応、は両反

応の混合型を示すことになる。従って蛍光抗体法で速時

型と同じような抗原抗体の推移がみられでも不思議では

ないが，そこに何らかの差異がみとめられることを期待

15) Tanaka， N.， Yamaguchi， H.， Nishimura， Y. & Yoshiyuki， T. : ]ap J. Microb， 4， 434 (1960). 
16) Miller， F. R. : ]. Exp. Med.， 54， 333 (1931). 
17) 浜島・林・高橋・京極:アレノレギー， 4， 162 (1955). 
18) Kyogoku， M. : Acta Schol. Med. Univ. in Kioto， ]ap.， 38， 71 (1962). 
19) 奥I11・太川・森川い結核の研究，北大， 15， 45 (昭 36). 
20) 奥111・太田・森川:結核の研究，北大， 17/18， 7 (If何38). 
21) 奥I1I・大fIl・森川い結核の研究，北大， 20， 19 (1964) 
22) 九Iyhile，R. G. : Nature， 182， 1383 (1958). 
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したが，今回の方法ではみつけることが出来なかった。

なお標識 TPtと非標識 TPtを皮内反応に用いた場

合に若干の差異が認められた。その原因のーっとして組

織あるいは細胞内で FITCと蛋白画分との分離が起る

可能性が考えられる。蛍光陽性物質はFITCであって決

して蛋白そのものでないということを常に念頭において

おかねばならない。 これはひとり鐙光抗体実験に限ら

ず，同位元素実験でも同様であろう。この問題について

は別報で取り上げる予定である。

最後に，蛍光抗体法で証明された抗体は，ツベルタリ

ン蛋白のいかなる成分に対する抗体であるかが問題とな

る。ツベルクリン反応抗原は蛋白成分であることは，

Seibertの研究以来，またわれわれもすでに報告2めした

ように明らかなことである。しかしわれわれの抗原と

して使った TPtの中には，大部分の蛋肖成分の他に約

2%の多糖体が含まれている21)。このような混入多糖体

量はPPDその他の従来のツベルクリン蛋自画分に比べ

て決して多いものではなL、。しかしこの多糖体成分はツ

ベルタリン反応時に速時型の反応をおこしまた血清反

応においても高い抗原性があることから，鐙光抗体法の

抗原として，実際に反応の場にあず、かっている可能性が

ある。これを解明するために.TPtの蛋白分解酵素によ

る消化試験や.White 22) の報告にならって二重染色試

験を試みた。これによると.TPtを無処置のまま抗原と

して用いた際と，多糖体を抗原としたり，あるいはTPt

の蛋白画分を大部分不活性化したものを用いても，同一

切片上で全く同じ細胞が染色された。そのことは. TPt 

を抗原として証明された抗体は，その中に含まれる少量

の多糖体が抗原として作用しているであろうことを推定

させる。抗原として用いた TPtは 2mg/mlの濃度であ

るが，実際に TPs80即ち80%methanol処理で沈降す

る多糖体は 10μg/ml即ちTPtの200分の l量を用いて

も，抗体染色は同様に陽性であることからもこの事を強

く示唆している。

遅延型反応に関与する抗体を組織の中に証明しようと

いうのがわれわれの最初の目的であったが，最後の特異

性の吟味の成績より，われわれが証明した抗体保有細胞

は，結核においても産生される血清内抗体を産生する細

胞を証明したことになるようである。そのことはまた，

われわれの成績が多くの異種蛋白を抗原とした実験の成

績と一致することからもうなずけるのである。しかし

前報で述べたがわれわれの多糖体画分は感{乍原性が低い

しまた同一血清について蛋白自分と沈降反応原性を比

べて見ると多糖体抗原では抗原価は高いが抗体価は若干

低い。更に分画成分を見ると蛋白と多糖体とは不可分の

結合を示しているようである。また丙画分それぞれに抽

出段階における変性の問題も考えねばならない。今回の

抗原抗体反応系が多糖体系であるらしいと推定するのも

飽迄も多糖体系に近いという意、味である。ゲル内沈降反

応では蛋白画分に少くも 7本の異った沈降線の出現を見

ている。生物学的活性を減少させないで蛋白や多糖体を

純粋にとり出すことは現状では不可能に近い。

この報告はこのような複雑抗原による免疫反応系とい

う宿命を背負って行なわれた実験であるだけに，若干の

危虞の念を抱かざるをえなL、。更により純化した抗原に

よる研究が残されているのは当然である。

金士 号全
市回 目i

1. 結核死菌感作兎に同死菌を再静注後，日を追って

酔， リンパ節及び肺の標本を{乍り，ツベルクリン蛋白を

抗原として，鐙光抗体法のサンドイツチ法で，その組織

内に抗体保有細胞を証明した。また同様処置したモルモ

ットにおいても同じ所見をえた。

2. 牌及びリンパ節ではj慮胞周辺及び髄索内に集団状

あるいは散在性に抗体染色陽性の多数の細胞を認めた。

これらの細胞は形質細胞に属し.Russell bodyも多数認

められた。

3. ツベルクリン蛋白あるいはそれを蛍光色素で標識

した抗原を用いて皮内反応を行ない，その反応皮膚内の

抗原及び抗体を追及した。抗原は結核兎では正常兎より

局所に強くl浪局化し，しかも早く消失し 5日目より抗

体の出現をみた。正常兎では抗体は証明されなかった。

4. 本実験で証明された抗体は，ツベルタリン蛋自の

蛋白成分に対するものではなく，その中に少量に含まれ

る多糖体成分に対する抗体である可能性が高いことを証

明した。
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写真説明

写真 1. 死菌再静注後7日目の結核兎の牌。漉胞周辺

に出来た抗体保有細胞の集団。(サンドイツチ法)

写真 2. 死菌再静注後5日目の結核兎の牌。形質細胞

にまさoって定型的な Russellbodyが多数混在して

いる。(サンドイツチ法〉

写真 3. 死菌再静注後3日目の結核兎リンパ節。髄索

内に禰漫性に抗体保有細胞が散在している。大多数

は定型的な形質細胞の形をとっている。(サンドイ

ツチ法，弱拡大〕

写真 4. 死菌再静注後7日目の結核兎の肺。結核結節

内抗体保有細胞。定型的な形質細胞の他に，不定型

な抗体染色陽性物質が散在してしみ。(サンドイツ

チ法〕

写真 5. 死菌皮下再接種後5日目のモルモットの稗。

洞内に 1個の抗体保有細胞がみられる。(サンドイ

ツチ法〉

写真 6. 死菌再静注後3日目のモルモットのリンパ

節。髄索内に禰漫性に大量の抗体保有細胞がみられ

る。大半は定型的な形質細胞の形をしている。(サ

ンドイヅチ法〕

写真 7. 死菌再静注後5日目の結核兎の牌。 TPt抗原
と TMR標識 r.globulinによるサンドイツチ法染

色。形質細胞の形をした抗体保有細胞が染色されて

し、る。

写真 8. 写真7と同じ切片。 pron部e消化 TPsと

FITC標識 r-globulinによるサンドイツチ法染色。

写真7と全く同じ細胞が染色されている。

写真 9. FITC標識 TPt接種正常兎皮膚反応部。 3

時間目。抗原が結合繊束聞に禰漫性に入りこんでい

る。(無染色〕

写真 10. 上記反応部。 24時間目。抗原は皮膚深層の組

織球にとられて光っている。

写真 11. FITC標識 TPt接種結核兎皮膚反応部。 3

時間目。抗原は結合織間に集塊状をなしている。

写真 12. TPt接種結核兎皮膚反応部。 5日目。結合織

聞に抗体が染色されている。(サンドイツチ法〕

以上はカラースライドよりモノクロームに反転

したために粒子の荒れが目立つ。
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写真 写真 2 

写真 3 写真 4 

写真 5 写真 6 
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写真 7 写真 8 

写真 9 写真 10 

写真 11 写真 12 
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