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抗体産生機構に関する免疫病理学的研究

第7報:家兎虫垂と常在性腸内細菌(大腸菌〉との関係について

浜

(北海道大学結核研究所病理部主任森川和雄教綬〕

田 栄 司

緒 自

家兎虫垂リンパ組織内に腸管系由来と考えられる細菌

群が多数存在し，それが大食細胞に貧食されさらに細胞

内消化過程を経て泡沫細胞の集塊として所々に残存する

ことは前報1)で報告したが，この細F菌群と宿主との免疫

学的関係を追求することは非常に興味のあるところであ

る。すでに Friedenstein2)はこれら細菌群に対し宿主仮IJ

の免疫学的寛容の成立を示唆しているがし、まだに実験的

証明はなされていない。前報の電顕による虫垂の組織学

的観察からこれら腸内細菌群の虫垂リンパ組織内への侵

入は生后2週までは認めらなかったこと，さらに末柏、リ

シパ組織の成熟がその前後から発達の度合を増すことな

どを考えると，これらの細菌による生体への侵襲が免疫

機構にかなり重要な役割を持つことが准察される。それ

に加えて無菌動物においてはリンパ組織の成熟が遅れし

かも未発達であるωこともこの考えを推しすすめる根拠

の一つで、あろう O

それ故本実験は宿主と腸内細菌との関係を追求する為

に当研究所動物室の健康家兎糞便中より高頻度に検出さ

れる菌のうち大腸菌を分離しそれを抗原として皮内反

応，及び Middlebrook-Dubos血球凝集反応による大腸

菌に対する抗体産生の推移を追求すること p さらに虫垂

の中心性リンパ組織4)としての役割を検索する為に大腸

菌抗原を胸腺，虫垂内に直接注射することによって免疫

学的反応態度に， 1， 、かなる差異，変化が両者の間にみら

れるかによって，虫垂を中心性リンパ組織として位置づ

けるか否かに対する裏づけを得ることを目的とした。

実験材料及び実験方法

動物:成熟家兎55羽，無作為的に交配して得た新生仔

家兎63羽を使用した。

抗原:健康成熟家兎を無菌的に開腹し虫垂を切除し虫

垂内の糞便を直接ハートインフ L ージョン培地に塗沫培

養し2C時間後最も多く検出された同形態を示す集落の一

つから釣菌しその菌について生物学的性状をしらベた結

果， E.coliと同定された。これをハートインフュージヨ

ン培地叉はブイヨンで大量増菌し集菌後3回以上滅菌生

理食塩水で洗練し，湿菌量で 100mgjmQの濃度で滅菌生

食水に再浮遊させた。次いで菌浮遊液を 1210C1時間オ

ートクレープで加熱し抗原物質を抽出した。これを4万

回転 30分遠心して， その上清を抗原原液として使用し

Tこ。

又対照実験として腸パラワクチγ(武田薬品〉を抗原

として0.3mQ各リンパ組織に直接注射した。菌凝集反応

は腸パラワクチン300mQを遠心して集菌し3回生食水で

洗機後，生食水 30mQに再浮遊させ凝集反応、の抗原液と

して使用した。

皮反応及び Middlebrook-Dubos反応:皮内反応は大

腸菌加熱抽出抗原原液を10倍に生食水で希釈し生後3週

まで、は0.05mQ，それ以後は 0.1mQ皮内に注射し経時的

に紅斑及び皮ふの厚さを測定した。皮内反応、の計測値

は，紅涯直径×反応部位の皮ふの厚さ/正常部位の皮ふ

の厚さで表わした。叉反応部{立の組織学的な検索も行な

った。 Middlebrook-Dubos反応(以下 MD反応と略す〕

は大腸菌感作家兎血清を用いて予備実験をした結果，血

球感作抗原は1C倍希釈液が最も高い{直を示したため，以

後の実験は全て10f音希釈液を使用した。

羊赤血球を Mj15燐酸緩衝生食水 (pH7.2)(以下 P

BSと略す〉で3回以上洗糠後 packedcellとしこれを

抗原液 lmQに対し 0.25mQ加えて 3JDCの昨年卵器で2時

間感作 (30分毎に振滋〕しその後 PBSで3回洗獄後2.5

N感作血球浮遊液を作製した。一方被検血清は560C30 

分湯水槽で非{動化しその後羊赤血球で吸収したのちウ

ィダール誌験管に0.5mQづっ PBSで倍数希釈したのち

感作血球浮遊液を0.05mQ滴下し振重量後室温に放置，

20時間後に管底の血球の状態をみて判定した。

実験 1. 

新生仔から成熟家兎までの大腸菌に対する皮内反応、及

び MD反応抗体価の縫移:

生后4日目から4週まで22羽， 6週から 12週まで 12

羽，成熟家兎30羽から得られた血清について MD反応

を試みた結果が図1である O これによる 4週までは陽性
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図1 新生期から成熟期までの MD抗体価反び皮内反応、の推移
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を示したものはなく 6週から漸次抗体価の上昇がみられ

成熟家兎では平均20倍から40倍の抗体価を示した。皮内

反応については図1に示すごとく 3週までは陽性を示さ

ず4週目から陽性となるが，その反応は6時間に最高値

を持つ即時型皮内尻応を示すが，週を経て 8週目になる

と24時間にピークを示すようになり成熟家兎では24叉は

48時間に反応が最強を示す遅延型皮内反応の像を呈し

た。

しかしこの皮内反応は抗原にふくまれる非特異的な刺

激物質によって惹起される懸念がある。それ故 Schwa-

rzman反応を起こす因子がふくまれているかどうかを検

索したが，その結果ブイヨン大腸菌培養鴻液を各段階に

希釈し，原液， 2 f音，4f音希釈液及び抗原液を0.1m.Q皮

内に準備注射し翌日10倍培養溶液5m.Qで惹起注射を行な

い3時間後注射部位の変化を観察したが紅斑は勿論点状

出血は認められなかったし抗原注射部の紅斑部に惹起注

射による反応の増強はみとめられなかった。又生後3週

日までは〔生体反応、そのものが低く表われると思われる

が〉皮内反応が陽性にならないし胸腺摘出群においては

陽性度が低く陰性を示したものがあることなどから一応

非特異的刺激物質の混在は除外出来るものと考えられ

る。

成熟家兎の皮内反応部位の組織学的変化は3時間目で

は真皮に多形核白血球の浸i関がみられるが6時間目にな

るとその細胞数が増加し毛細血管のうつ血も認められ

る。 24時間では表皮直下の真皮に単核球の浸潤がかなり

認められるが真皮深層及び皮下には単核球よりも多形核

白血球が優位をしめている。しかし48時間では単核球と

多形核白血球が混在し，その量的関係においては両者ほ

-・・・ .-.・. •• • 10 

• く10

8 10 12週 成熟京兎

ぼ同等で、あった。この組織像はツベルクリン皮内反応に

みられる組織像と類似していると思われる。

実験 2.

大腸菌抗原を新生仔家兎の各リンパ組織内に直接注射

したのちの皮内反応及び MD反応抗体価の動態:

実験1の結果生後必然的に腸管内に入り，増殖し定着

する腸内細菌群に対し生体は感作される。それ故健康な

る家兎においてその菌群に対し抗体の産生が認められ

た。(以後自然感作及び自然抗体と云う言葉はこの意味

において使用する。 "naturalantibody"とは少し意味が

異るものと考える〉又この大腸菌抗原に対する皮内反応、

が生後週を経るとともに即時型反応から遅延型皮内反応

を示すようになることがわかった。このように腸内細菌

と宿主との関係は新生期の生体の免疫機構が虫垂を主と

する腸管系リンパ組織を門戸として最初に遭遇する重大

な事変であると考えられる。このことから，新生期に胸

腺，虫垂，皮下〔足照〉に直接抗原を注射することによ

って非生理的に抗原との接触を早めてみることから各群

の反応態度がどのようにあらわれてくるかを検索した。

胸腺内注射群〔以下「胸」群)10羽，虫垂内注射群 (1虫」

群)11羽，皮下注射群 (1皮」群)8羽，新生仔期胸腺摘

出後虫垂内注射群 (1胸虫」群)6羽，無処置群11羽に

それぞれ大腸菌抽出抗原原液を 0.1m.Q注射した。ただし

虫垂内には生後5日目に注射した。これは虫垂のリンパ

i慮胞が 4~7 日目に形成されるためで、ある。抗原注射

後5，6， 7， 8， 10週目に採血し MD法により抗体価の

動きをみたのが図2である。これによると最も高い値を

示したのが「虫」群であり， 1胸」群は対照群よりも低
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図2 大腸菌抗原感作后MD抗体価
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い値を示したが「胸虫」群が最も低い値を示した。つま

り胸腺摘出によって虫垂の抗体産生能が著明に抑制され

た。さらに胸腺内に直接抗原を注射することによっても

抗体産生は抑制されることがわかった。次いで皮内反応、

をみると図3，4に示すごとく生后4週目の皮内反応、に

40 

図3 生后4週目の皮内反応、
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おいては，それぞれ 3~6時間ピークの反応を呈し「虫」

群が最も強し、反応を示し反対に「胸虫」群が最も弱し、反

応を示した。さらに6週日になるとその差がはっきりと

あらわれ「虫」群が最強の反応を示し「胸J，1"胸虫」群

は共に最低を示した。このことから胸腺摘出及び胸腺内

凶後抗原注射によって大腸菌に対する皮内反応が抑制さ

れること，虫垂内注射が最も強い皮内反応を示すことが

わかった。抗原注射后10週目の胸腺の組織学的観察の結

果，注射部位において二次小節及び形質細胞が認められ

たものはなく正常胸腺と比べて殆んど変化が認められな

かった。

実験 3.

大腸菌生薗を成熟家兎の胸腺，虫垂内に直接注射後皮

内反応及び MD抗体価の動態:新生期に非生理的な方

法で抗原を投与することによって抗体産生の量的な変化

が招来された。成熟家兎においては自然、感作の結果，

MD反応も平均4C倍の抗体価を示すし皮内反応におい

ても遅延型反応を呈していることが前実験で確認され

た。そこでこのような成熟家兎に再感作の意味で抗原を

各リンパ臓器に直接注射した場合， ~ 、かなる反応態度が

示されるかを検索した。成熟家兎25羽を 5群に分け虫垂

内，胸腺内，足際、皮下， 静脈内に湿菌量10mg!m.Q生食

水の大腸菌浮遊液を lm.Q注射した。注射後 1，2， 3， 5 

週と採血し MD反応を行ない， 2， 4， 6週と反内反応、

図5 大腸菌感作后MD体価
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を観察した。さらに6週後全群を屠殺し主な臓器，リ

γパ組織を取り出し95，%アルコール，又はホルマリンで

固定し型のま日く組織標本を作製しヘマトキシリン・エオ

ジン染色，メチールグリーン・ピロニン染色を施し組織

学的変化を観察した。

図5は MD抗体価の各群の動態を示したものである

が， i虫」群，皮下群，静注群では 1週日ですでに640倍

の抗体価を示し， 3週以後は「虫」群がもっとも高い値

を持続した。これに反し「胸」群では対照群よりも高い

値を示したが前3群と比較するとかなり低い値を示し

た。 この結果から大腸菌に対する MD抗体価を高める

には虫垂内感作がもっとも，効果的であること，胸腺内

直接感作では対照群に比し軽度ではあるが MD抗体価

は上昇を示した。このことは胸腺内に注射された抗原物

質が他のリ γパ組織に流出した結果に帰するものかもし

れない。

組織学的な検宗の結果では， 5 {7IJ中4例が胸腺内に肉

芽腫を形成した。肉芽腫の中心部は壊死におちいりエオ

ジンに濃染する壊死部には菌塊が多数存在し，その周囲

を結合織及び線維芽細胞が取りまき，単核球も混在じて

おり時としてラングハンス型巨細胞も散見された。多形

核白血球の浸潤はみられなかった。〔写真1)肉芽腫を

形成した4例中1例はかなり広範囲に病変が形成され，

正常の胸腺組織はほとんど消失していたが，他の4i日jで
は正常な胸腺組織がかなり認められ，肉芽閣に接した組

織でも多少リンパ球の減少〔皮質〉は認められたが二次

小節，形質細胞は認められなかった。虫垂内注射群では

抗原投与后1週以内で死亡したものではリンパ、応胞中心

図6 大腸菌感作后2週目内反応
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部の大食細胞の著明な増加と紙毛上皮の是Ij脱， i慮胞構造

の崩壊，壊死が認められたが(写真2)6週以上生存し

た例で、は以上の変化は認められず，正常虫垂に比して大

食細胞の増加がみられたが陸中心の形成はなかった。

静注群においては，牌の赤随，肺，肝，腎に菌塊が散

在しているが， (写真3)その周辺部の細胞反応は少く，

この菌の抗原性の特殊性を物語るものと考える。

皮内反応の経時的な変化を図6，7，8に示したが，

2週目では各群共に6時間に反応のピークが移動し 6

週自になると24時間に最強の反応を示す遅延型反応にも

どった。この皮内反応のピークが移動することについて

は抗原感作による血清抗体の上昇が遅延型反応を修飾し

たものと考えられる。

対照実験として腸パラワクチンを抗原として0.3mQを

同様にして投与した結果を図9に示したが，これによる

図7 大腸菌感作后4週日皮内反応
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図8 大腸菌感作后6週目皮内反応
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と各群共に感作后1週日で160倍から1280倍の凝集素価が

認められ，それが5週まで持続して認められた。最高の

抗体価を示したのが静注群で、あり「胸」群， r虫」群は
共に低い値を示したヵに「虫」群は3週から上昇を示し

ているが「胸」群は反対に下降を示す傾向が認められた。
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図9 腸パラワクチン感作后凝集素価
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常在腸内細菌としての大腸菌に対する宿主側の動態を

新生仔家兎を用いて経時的に観察したが，その結果，生

后4週までは MD抗体は検出できず，その後漸次上昇

して12週で成熟家兎の平均抗体価と同等に達した。それ

にともなって皮内反応が即時型反応から遅延型反応に移

行することもわかった。 MD反応によって検出される大

腸菌に対する自然抗体は健康成熟家兎で平均40倍であり

最高320倍を示すものもあり自然抗体価としてはかなり

高い値を示してしる。中村ら7>8)は同様に E.coli 013 

を用い，菌凝集反応で観察しているが，それによると健

康成熟家兎の凝集素価は4かー160倍を示したと報告して

いる。叉松島ら9)10)はヒトにおいて観察した結果，新生

児で平均40イ音，乳児期で45倍の陽生率を示している。こ

のことから MD反応と菌凝集反応との抗体検出感度が

異っているために比較することはできないが，健康家兎

において腸内細菌群に対する自然抗体の産生がかなり高

い値で認められることは異論のないところである。生后

まもなく腸管系に入り込んでくる非病原性細菌群の腸管

内での増殖及び定着に対して，宿主側は母体から移行し
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た抗体及びリンパ組織の成熟をまって抗体の産生をもっ

て対処すると考えられる。大腸菌に対する MD抗体が生

后4週まで認められなかったカし この MD抗体が菌に

対する防禦反応にあずかるという証明はなされていな

い。しかし皮内反応はかなり強く紅斑の中心部は夜結を

示した。このことは細胞性抗体の関与を示すものである

し最近研究されている分泌型抗体も防禦作用に重要な

役割を演じているとも考えられる。近年 Broberger& 
Perlmann1Dは潰湯性大腸炎が腸内細菌群による生体感

作にその成因を求めているし，Ashersonl2)らは家兎を

E. coli 064で感作し下痢を主症状として死亡した感作

家兎の大腸，回腸の表在性粘膜上皮及び深部の分泌腺が

蛍光抗体法によって特異的に染色されたことを報告して

いる。これらの実験から考えて，生体は常在する腸内細

菌群の各々に対して抗体を産生し防禦していると思われ

る。

新生期に抗原の侵襲を受げることにより，しかも長期

間感作状態が続いている場合，抗原量が微量であるとし

ても免疫学的寛容を惹起することなく，その逆に抗体産

生への行程をたどるということは，非常に興味のひかれ

る問題と思われる。最近主で免疫学的非感応性 (immu-

nological Paralysis)は大量の抗原を投与することによ

って引きおこされると考えられていたが Dresserl3)や

お1itchisonwらは抗原として BSA，BGGを用いてマウス

にその微量 (μgのオー夕、'-)を投与することによって免

疫学的非感応性を惹起せしめた。これらの実験らか免疫

的寛容をおこさせるのに 2つの zoneつまり lowdose 

zoneと highdose zon巴があるとする考えが生れてき

た。 さらに他の抗原 (OA，ジフテリヤトキソイド)に

おいてもこの関係が認められ low-zonetoleranceをお

こすには抗原の種類に関係なく量的な関値が存在すると

推測した。叉 N日目all5)らは Salmonellaadelaide sag-

ellinを用いて "twodose zone" toleranceをおこし得

たことを報告してLる O このことから Mitchisonは免疫

適格細胞に対し M-8(モル〕の抗原が作用した場合免疫

学的非感;J;t:;;性になり，大食細胞を介して Mー7の抗原が

作用すると primedcel1となりそれにさらに M-5の抗

原が作用すると非感応性へ， M10 の抗原で形質細胞へ

移行すると考えている。新生時期に腸内細菌が生体内に

侵入した場合どの程度の抗原量になるのか不明である

し又直接抗原を注射した場合の抗原量も測定していな

いため，推測の域を脱しないが，おそらく lowdose zone 

と highdose zoneの中間に抗原刺激が属していたと考

えられるが，叉逆に腸内細菌(大腸菌抗原〉は上記の現

象が認められないものかもしれぬがこの点については今
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後の研究をまたねばならなし、。

新生期に大腸菌抗原を直接胸腺及び虫垂iこ注射した場

合の免疫学的反応態度にかなりの差が認められだが，

Waksman16-19)らは BSA，EAを胸喋内に直接注射した

結果，遅延型，即時型皮内反応及び血球凝集素産生能も

共に低下することをみている。しかしMarshall& Whi te 

20)は胸腺が抗原刺激に何ら反応を示さないのは胸腺血

液関門があるからであり，胸腺内に直接抗原を注射する

と形質細胞及び二次小jfr'f21lが形成され怪光抗体法によ

って抗体産生細胞を検出したといってし、る。今回の実験

では胸腺内に直接抗原を注射した部位には二次小節は認

められず典型的な形質細胞もみられなかった。しかし注

射后10週を経過したのちの組織学的観察であるからそれ

らの変化が修復された可能性がある。しかし Blauらは

胸腺内に adjuvantと共に抗原を注射した場合，その

adjuvantの油滴周辺部には形質細胞が認められなかっ

たことを報告してLる。いずれにしても胸腺内に直接抗

原を注射することによって局所的(胸腺内)抗体産生が

あったとしても微量なものであり，全体の抗体価はむし

ろ他の部位に感作した場合に比べて低下すると考えてよ

L 、と思われる。

しかるに虫垂内に直接抗原を注射した場合は胸腺とは

反対に最高の抗体価の上昇をみた。

このことは虫垂内に存在する大量の大食細胞がこれに

関与していると想像される。何となれば抗体産生への過

程で大食胞による抗原処理が重要なステップ22)加として

現在はっきりと確定されているからである。普通健康家

兎の虫垂内には大食細胞が豊富に存在し被覆上皮を通し

て侵入Lてくる大量の菌を貧食している。リ γパi慮胞の

リンパ球様細胞にも貧食頼粒を有するものもみられ窓

胞で産生されるリ γパ球のほとんどが大食細胞に移行す

るように思われる。 Lかも虫垂においては粘膜上皮下及

び漏胞接合部には形質細胞が認められるがその他の部に

はほとんど存在しないために，細雨を貧食した大食細胞

がその抗原に対する抗体産生への指令を周囲のリンパ球

に直接与えることにより免疫適格細胞になり他の免疫臓

器で抗体を産生するようになるのか，又は大食細胞自身

が他の免疫臓器へ転移してその部の免疫担当細胞に作用

するかは別として，左も角虫垂その場での抗体産生は行

なわれないと考えられる。このことは胸腺と形態学的に

やや類似性を持つものである。 しかし腸パヲワクチン

を抗原として用いた場合，胸腺内注射群は共にかなり低

L 、凝集価を示したが3，5還になると虫垂内注射群の抗

体価は除々に上昇を示したが，胸腺内注射群は2週をピ

{クにして下降を示している。 Blau24)25)によると抗原は

(ある種の抗原きと除いて〕容易に胸腺内に入り込み関門

の存在を杏定しているが，この点も考慮すると，大腸商

抗原の場合は再感作であり，腸パラワクチンの場合は初

感{乍であると考えるならば胸腺は一次反応に対しては多

少効果が弱L、にしても反応するが，二次反応においては

他のリンパ組織とかなり趣きを異にすると推測すること

が出来るがこの点についてはさらに検討されなければな

らない。

今回の実験成績にみられた胸腺と虫垂の反応態度の差

fi，大量の大食細胞の存在の有無に帰すると考えざるを

得なL、。さらに胸腺摘出后に虫垂内抗原直接注射群では

胸腺内注射群よりも低い値を示したことは，虫垂の機能

が胸腺によってかなり影響をうけることを示唆してい

る。これらを総括して考えるに虫垂は中心性リンパ組織

としての criteriaを充分満足するものではなく，むしろ

末梢性リンパ組織しかも腸管系由来の外来抗原の侵襲に

対処する防禦機構のうえで重要なる部分と考えたし、。今

回の実験系から虫垂の中心性リンパ組織としての役割を

肯定叉は否定するにはかなりの議論の余地が残されてお

り，今後の直接的な証明が期待される。

車吉 i吾

健康家兎の常在性腸内細菌群から大腸菌を分離，増菌

し加熱抽出法により抗原を作製した。

1) その抗原を用いて新生仔期から成熟期までの健康家

兎の MD抗体価と皮内反応、を検ベた。

MD抗体価は生后5週日から検出され漸次上昇し12週

日で平均40倍の抗体価を示した。皮内反応は生后4週目

から陽性を示し即時型皮内反応を示すが， 8週をすぎ

ると遅延型皮内反応を示した。成熟家兎の皮内反応、の組

織像はツベルクリン皮内反応、のそれと類似していた。

2) 新生仔期に大腸菌抽出抗原を直接胸腺内，虫垂内，

胸腺摘出后虫垂内に注射し MD抗体価と皮内反応を観

察した結果， 胸腺内， 胸腺摘出后虫垂内注射群は MD

抗体価，皮内反応共に最もi尽くあらわれ，虫垂内注射群

が最高値を示した。

3) 成熟家兎に大腸菌生菌を直接胸腺，虫垂内に注射し

同様に観察した結果， 虫垂内注射群が最も高い MD抗

体価を示し胸腺内注射群はかなりの抑制がみられた。

皮内反応は感作后2週日に全群共即時型反応を示した

が， 6週后にはもとの遅延型反応にもと、った。

4) 腸パラワクチンを成熟家兎に同様の方法で投与した

結果，虫垂内，胸腺内注射群共に対照群に比し低い菌凝

集素産生能を示したが，虫垂内注射群で、は除々に抗体価

の上昇をみたが，胸腺内注射群では2週をピークに抗体
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価の低下がみられた。

5) 胸腺内に直接抗原を投与した場合，三次小節の形成

及び形質細胞の出現は認められなかった。

6) 以上の実験成績からウサギ虫垂が中心性リンパ組織

としての機能を有する可能性は低く，むしろ末梢性リン

パ組織しかも腸管系由来の外来抗原の侵襲に対処す

抗争等書警ゐご 多象島

写真1

写真2

ゑ 縄振
ム事 吟.' . 噸£警主

軍事“
事~幾多

胸腺にみられた肉芽腫の組織像(生菌直接胸腺内投与群) (N)壊死部で，それを結合

織，線維芽細胞，単核球， リンパ球が取り囲み，時として巨細胞 (R)を認める。

生菌直接虫垂投与群の虫垂の組織像で， 粘膜土皮の離脱，

加と家死と被覆上皮のみだれが認められる。

iI重砲中{;、部の大食細胞の増
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写真3 生菌静脈注射群で左は肺， 右は肝であるが， 菌塊が処々に認められるが(矢印)それ
に対する細胞反応が認められていない。

る防禦機構のうえで重要なる部分と考える。
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