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遅延型アレルギー反応の発現機序に関する研究

1. 抗原処理細胞培養上清の皮膚刺戟性

奥山春枝 森川和雄

(北海道大学結核研究所病理部〉

遅延型反応に関与する抗体は血清中には見出されず，

細胞と密接な関連性をもっていることは，古くからみと

められていることであり，特に ChaseD2)が腹腔細胞で

被動感作の実験に成功して以来，遅延型反応の定義の 1

っとして数えられている。しかし現在なお，どの様な形

で抗体が存在するのか，叉は反応発現に細胞自体がどの

様な関与のし方をするのかはわかっていなし、。即時型反

応におけるヒスタミンのような化学的仲介物質の存在は

遅延型反応にはみとめられず，この方面の研究は即時型

反応に比較すればはるかに立ちおくれてL、る。最近にな

り.George & Vaughan3)により考案された macrophage

migration inhibitionが遅延型アレルギーに特有な反応

であることが提唱され. David4)らの一連の研究で，遊

走血止に働らく物質 (MIF)の分析が進められてきつつ

ある。しかし，遅延型反応の場において，感作細胞がど

の様にして反応を惹起するのか，そこに何らかの物質が

介在しているのか，現在の所定説がなL、。

この報告では，結核感作動物から， リンパ球と大食細

胞を別々にとり出しそれぞれに抗原を作用させて培養

しその上清にE常皮膚を刺戟する物質があるかどうか

をたしかめた。

実験材料及び実験方法

1.動物

正常及び結核死菌感作兎を用いた。結核加熱死菌 H37

Rv株5mgJmQを Arlace11: Drack巴019の adjuvant

等量と混合したものを一回，両後肢足際に分げて注射

し. 3週間以上経過して，ツベルタリン反応強陽性を示

すものを実験に供した。なお，結核兎のリンパ節細胞採

取のためには. 2~5 目前に雨後肢足際皮下にツベルク

リン蛋白(以下 TPtと略す)2.5mg宛注射して膝胴リ

シパ節を摘出した。

2. 腹腔細胞採取

1%グリコゲン生食水溶液40mQを家兎腹腔内に注射

し4日後屠殺し.heparinを8単位/mQの割合に加えた

冷 Hanks液で腹腔内を洗糠して細胞を集めた。 これを

2回冷 Hanks液で洗i係，最後に Eag1e培養液(血清を

加えなしうに浮源，約5X 107細胞を直径9cmのシャー

レに入れて 3JDC1時間静置しそのあと上清を捨て，

Hanks液でよく洗獄後，硝子商に附着した細胞を大食

細胞として使用した。このようにしてえた細胞の染色所

見によると，大食細胞 88，9G. リンパ球1%. 多形核白
血球11%で、った。

3. リンパ球浮世宇液作製

膝胸リンパ節を無菌的に摘出し，周囲の脂肪組織を除

いた後.Hanks液内で鉄で十分に細切， この浮世車液を

glass woo1をつめたガラス管(1.5x15cm)を通して，

大きな組織片及び glasswoo1に附着する細胞を除いた。

通過した細胞を Hanks液で 2回洗糠したものをリンパ

球浮源液として用いた。この浮器産細胞を塗沫染色をして

みると， リンパ球97%.大単核細胞3%で，多形核白血

球はみとめられなかった。

4. 培養方法

大食細胞培養では，すでにガラス面に大食細胞が附着

している、ンャーレに. TPt 100μg/mQ液5mQを入れ，

370C 1時間作用させた後 Hanks液で洗練し，半数のシ

ャーレには更に Eag1e液を5mQ入れて培養，残りはリ

ンパ球3~ 6 X 107個/5mQの細胞浮世毒液を入れて培養し

た。叉リンパ球は 1~ 2 X 108個細胞を TPt5μgJ5mQに

浮世産して培養した。何れも 370C.5% CO2条件下で24

時間培養した。

5. 細胞検索

大食細胞の抗原摂取量の検索のためには.F1uorescein 

isothiocyanate (FITC)を標識した TPtで抗原処理を

行なった。上清の抗原を除いたあと.2， 4， 6. 24時間

培養時に，シャーレ内に挿入しておいたカバーガラスを

とり出し，そのまま鐙光顕微鏡下で観察し細胞内の蛍

光の程度で抗原の摂取度を推定した。なお同時にギーム

ザ染色標本を作製し，細胞種類をしらべた。

6. 皮内反応

培養24時間後に上清をとり. 4.000廻転10分遠心，

そのO.lmQを正常及び結核兎皮内に注射して.1， 3. 

6. 24. 48時間後に注射部の発赤径を測定した。判定は，



40 

発赤の大きさのみを基準として表に示した。叉 4部実験

では，培養上清をコロジオンパヅグで5倍iこ減圧濃縮

しそのあと生食水で透折し， millipore filter (pore 

size 0， 22μ)で液過したものを皮内に注射して測定し

た。 なおリンパ球培養上清注射部を 3，6， 24時間後に

反応部を摘出して hematoxy li n eosi n染色に上り組織学

的に検索した。

7. 非(動化試験

大食細胞上清を 560C30分加熱したものを皮内に注射

し発赤の減弱がみられるかとうかを測定した。

成 績

1. 培養大食細胞の抗原摂取

は差がみられなかった。しかし，上清中の抗原を除いて

培養を続けると，俊光の程度で判定される抗原量は次第

に減少を示した。特に感作細胞の方が早く減少し 6時

間後には大半が， 24時間後には殆んどみとめられなくな

った。一万正常細胞では減少のし方がややおそく， 24時

間後もなおわずかに残っているのがみとめられた。

ギームザ染色でみると，大半の細胞は，胞体のよくの

びた明かるい細胞で，細胞質内には空胞変性がみられ

た。時間の経過と共に細胞質の好塩基性がやや増し突

起の縮少傾向があるが， 24日手間になると生き残っている

納胞は再び突起を長くのばしよい染色性を示してい

た。又細胞質内に空胞を持っているのがみられた。全体

として数はやや減少しており，その聞に変性した細胞が

FITC標識 TPt1時間作用後，上清を洗糠し培養液 裸核となってまざ、ってみられた。感作細胞と正常細胞の

を変えて24時間まで培養した時の大食細胞内抗原の消長 関には，これら細胞の形態学的変化に著明な差はみとめ

を表 1に示した。感作細胞も正常細胞も， 抗原作用 1 られなかった。一方， リンパ球を同時に混合して培養し

たものでは，大食細胞の周囲にリンパ球が多数附着して

表1 培養大食細胞の抗原摂取 おり，リンバ球，大食細胞何れにも変性が強くみられ

鐙光抗原量

培養細胞 抗原処理

o I 2 I 4 I 6 !品
感作 M E重光標識 *1+1七1:e Iー

細胞 M+L 
ツベルクリン

+1七[:el-蛋自

正常 M 100μgjmQ， !十 1.p.1+ I土|ヱ
3rc 
廿件 1+1土 1土細胞 M+L 1時間処理

M:腹腔大食細胞 L:リンパ節リンパ球

時間培養後 (0時間〉には，殆んど全部の細胞が胞体内

に抗原を多量にとり込んで、いるのがみとめられ，両者に

図1 培養上清による皮内反応
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2. 培養上清による皮内反応

i) 正常兎における皮内反応

旦) 結核兎細胞培養上清による反応

上i青を正常兎皮内に注射したあとの反応経過を図 1に

示した。培養液に TPt1μgjmQを入れたものを注射す

ると， 1時間後にわずかに発赤がみられることがある

が，そのまま消還してしまった。一方， TPt処理大食

細胞培養上清及び TPt加リンバ球培養上清では， 6時

間後がピークの発赤がみられた。両者の比較では，大食細

胞培養上清の方が明らかに強く，発赤の大きさのみでな

く，赤みの程度も強かった。特に24及び48時間後に両者

一争ーTMT -o-TLT 

一+ーTMT ----cult.med 
+TL +TPt 

0.5 I 3 6 48 24 

栓 i主寸時I

TMT; TPt処理結核大食細胞上清 TLT ; TPt加結核リンパ球上清
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聞の差が大きくみられた。 TPt処理大食細胞にリンパ球 d) 結核兎細胞培養上清と，正常兎細胞培養上清の

を混合して培養した場合は，大食細胞単独培養の場合と 比較

変りない反応の強さであった。 前述したように，結核兎細胞培養上清には，正常皮膚

b) 結核兎細胞培養上清の濃縮試験 を刺戟して明らかな発赤をおこさせる物質があることが

大食細胞及びリンパ球培養上清による反応を更に明瞭 みとめられたので，正常兎細胞を同様に培養した上清に

に表わすために，上清をコロジオンパックによる減庄濃 ついて皮内反応を行なった。図4に示したように， TPt 

縮で5倍に濃縮して反応をみた。図2に示したよう iこ， 処理大食細胞培養上清が最も強い民応で，正常大食細胞

濃縮により反応の大きさが増加し，特に6時間後の反応、 培養上清はそれより弱し、反応であった。両者聞の発赤部

が増強した。発赤の強さは，濃縮前と同機に，リンパ球 の大きさには大差がないが，赤みの強さには明らかに違

上清は終始淡く，大食細胞上清は明らかな強L、赤みを示 いをみることが出来た。又，リンパ球培養上清は大食細

した。しかし，両者共出血はみられなかった。 胞培養上清より弱く，又結核動物と正常動物の問の差は

c) 培養上清非(動化の影響 明らかで、なかったο

TPt処理結核兎大食細胞培養上清を 560C30分加熱し ii) 結核兎における皮内反応

たあと，皮内に注射して反応をみた。しかし非HiJJ1じし 培養上清に大食細胞から放出された TPt或いはリ γ

ても反応の程度には殆んど差がみられず，全く影響を受 ノ4球培養上流に残っていると推定される TPtの活性を

けないと思われる。 みるために，上清を結核兎皮内に注射して反応をみた。
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図2 濃縮培養上清による反応
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対照として，リンパ球培養液に加えたと同じ濃度に TPt

を加えたもので反応をみた。大食細胞培養上清及びリン

パ球培養土清が，対照の TPtと全く同じ経過の反応を

示した。ただし，正常兎においてみられた 3，6時間後

の反応が，結核兎における 3，6時間後の反応に加わっ

ていると考えられる O

. iii) リンパ球培養上清注射部の組織学的検索

結核動物リンパ球及び正常動物リンパ球を TPtと共

に培養した上清を正常兎皮内に注射した時の組織学的変

化を表2に示した。結核細胞培養上清では， 3， 611子間

後には，浸潤している多形核白血球と単核細胞の割合

は，前者の方が多いか或いは同程度にみられた。特に深

部細静詠壁及び周囲に多形核白血球の浸潤が多くみられ

た。 しかし 24時間後になると，単核細胞浸i閣が増強

し，特に血管周囲に集団をなしてみられた。一方正常細

胞培養上清で、は， 3， 6時間後の多形核白血球の浸j閏が

強く，弥慢性，或いは血管壁及び周囲何れも多量にみら

正常リンパ球

Le:多形核白血球 M:単核細胞

れた。しかし 24時間後になると，反応、は全体に弱くな

り，多形核白血球の減少が強く，叉単核細胞の増加も強

くなかった。更に，結核細胞上清によるような集団状の

単核細胞浸潤もみとめられなかった。

考 按

遅延型アレルギ一反応が即時型アレルギー反応と区別

される最も大きな根拠は， lIII者は感作動物の血清では正

図4 大食細胞及びりンパ球培養上清による皮内反応
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常動物への過敏性の移行が出来ないということである。

この被動感作に関して， Landsteiner & Chasel)が， モ

ルそットの腹肥細胞を用いて， picryl chlorideに対す

る接触皮膚過敏性の被動感作に見事に成功したことは画

期的な事て、あった。その後多数の追試がなされ，今日で

は細胞による遅延型過敏性の移行は常識となっている。

一方，血清或いは感作細胞の抽出液による過敏性移行の

試みがいくつかなされているがのの， いまだ確実な戎績

が出されていないようである。

ぎてこの細胞による passive transferで主役を演ずる

細胞は何かということは我々の興味をひとところであ

る。今まで出されている報告によると，腹腔細胞，リン

パ節細胞，牌細胞，未梢血白血球，胸腺細胞などで陽性

の成績がえられているがわめ7，的9)10) 中でも腹腔細胞が

最も活性が高いといわれる11)。しかし腹腔細胞といっ

ても単一細胞の集まりではなく，主に大食細胞，リンパ

球及び多形核白血球からなっている。特iこ，大食細胞と

リンパ球は遅延型反応には密接な関連性がみとめられて

いることから，抗体産生の場においてのみでなく，被動

感{乍においても或いは叉，遅延型反応発現の場において

も何れの細胞がどの様な関与の仕方をしているか分折し

てみる必要があると考える。 そこで、我々 は invitroの

手順をくみ入れて，遅延型反応発現にあずかる細胞及び

発現に至る経過の分折をLょうとしてこの実験を始め

た。そして， この invitroの段階で，大食細胞とリン

パ球を別々にとり出す操作を行なった。

大食細胞は， Drackeol注入によって遊出された腹腔

細胞よりガラス壁面附着の性質を利用して分離し，リン

パ球は，ガラス壁面に附着しない性質を利用してリンパ

節より分離した。成績にのべたように，両者の細胞をか

なり純粋な形でうることができた。これらの細胞に 111

vitroで抗原を作用させ， 24時間培養後の上清をE常動

物の皮内に注射することにより，皮膚刺戟i生物質の有無

をたしかめた。

最初に，抗原に笠光色素を標識しそれを食食さぜて

鐙光度を観察することによって抗原の摂取程度を判定し

たが，抗原処理1時間で殆んど全部の細胞が高度にとり

込むこと，叉感作動物細胞も正常動物細胞も同程度にみ

られることから，抗原処理を 1時間にきめた。リンパ球

については，主主食能がないことから，大食細胞に作用さ

せたよりはるかに少ない抗原量を加えたままで24時間培

養した。

このようにしてえられた上清には，正常皮膚を刺戟す

る物質の存在が明らかにみとめられる。それは，大食細

胞の上清でも， リンパ球の上清でもみとめられるが，発

43 

赤の強さでは明らかに大食細胞培養上清の方が強くみと

められる。この反応は時間的には 6~24時間を最高とす

る反応で，遅延型反応経過に比し peakの早い反応であ

るが，大食細胞培養と清によるものは発赤も強く，硬結

もみとめられ，遅延型反応に類似した反応である。従

って，遅延型皮内反応の場において，抗原と大食細胞聞

の作用で出来た物質が，直接発赤出現の mediatorとな

っている可能性が考えられる。

それではリンパ球はどの様に反応発現に関与するので

あろうか。 Najarian& Feldmanl2)に上ると，被動感{乍

による皮内反応部には， donor由来の細胞が多く集まる

といっており， 叉山下ら13)は， 感作リンパ球が反応局

所に集積し局所で特異抗原と反応することが遅延型反

応発現の引金となるものだとのべている。この事から考

えると，大食細胞とリンパ球を同時に培養すると，より多

くの皮膚刺戟性物質が産生されることが期待されるが，

実際には，我々が実験したところでは両者混合培養によ

る増強はみとめられなかった。従って，遅延型反応発現

の場における両細胞の関係は，同時に共同的に働くので

はなくて，反応経過中に段階的に働らくと考えられる。

近年遅延型反応に関連する invitroの実験として，

George3)らによる migrationinhibi tion testが盛んに

行なわれている。 David4)はこの方法による多くの報告を

しており，この反応において抗原と直接反応するのはリ

ソパ球で、あって，大食細胞は単にその遊走阻止の指標と

なるにすぎないといっている14)15)。この事からリンパ球

の重要性を説明しているのであるが， Bloom & Bennett 

16)17)も同じ成績を発表し更に MIF(migration inhib--

i tion factor)と命名されたものを正常動物皮膚に注射す

ると， 8~12時間を最高とする発赤がおこり，組織学的

には遅延型反応にみられると同じ単核細胞性反応である

止のべている18)。彼らは，皮内反応の場において，注射

された抗原と，過敏性リンパ球が反応して MIFを遊離

しこれが，局所の単核細胞の運動阻止に働らくと仮定

している。一方， Hill19)は，あらかじめ非特異的刺戟で

皮膚局所に単核細胞の集積をおこさせておくと，遅延型

反応の発赤，浮障，硬結がより早く，より強く表われる

ことをみている。彼は，遅延型反応の peakの時聞がお

そいのは，十分量の細胞がその局所に集まるのに必要な

時間であるといっている。また， Bloom & B巴nnett18)

も，彼らの実験において反応 peakが早ののは invitro 

で感作リ γパ球と抗原の作用で産生された活性物質が，

直接注射されるのであるから，反応は短時間でおこるの

であるといい， Hillの説と相通ずるものである。

我々も早くよりこれと同じ想定で実験を進めている
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が，感作リンパ球と抗原の培養上清に，大食細胞を集積 胞培養上清に比し結核細胞培養上清による反応部に強

する活性があるかどうかを組識学的にしらベた。たしか い単核細胞浸潤がみられた。

に，結核リンパ球上清を正常動物皮内に注射すると，正

常リンパ球上.i青に比し単核細胞の浸潤が強くみられた。

しかし初期の浸潤細胞は， Bloomらの成績に反し多形

核白血球が主であり，単核細胞の強L、浸j聞は24時間後に

みられることから， リンパ球と抗原の相互作用により局

所に単核細胞を集めるのが遅延型反応の引金となるとい

う結論には至っていなL、。しかし少なくとも抗原処理

大食細胞培養上清のみで，正常皮膚iこ発赤を惹起する力

があることから，リンパ球の働らきは，発赤発現に直接

働らく物質を遊離すると考えるよりも，それ以前の段階

での関与の可能性が高いと考えている。

最後に，この様な皮膚刺戟性物質の性状の分析が必要

と考える。最近 Willoughby20)らにより報告されている

LNPF (Lymph Node Permeabilily Factor)との関連性

が重要視される。この LNPFは正常リンパ節細胞の抽

出液にもみとめられる21)22)といってしる。我々の正常兎

大食細胞培養上清でも，結核兎大食細胞培養上清よりは

弱し、が，発赤を惹起する物質があることがみられている

ので，彼らの LNPFとの関連性を追及する必要があ

る。しかし Krejci23)らがのべているように，感作細胞

から遊離されるものには， LNPFのみでなく他の物質も

あることが准定される。更に培養上清を結核動物に注射

すると， 24時間 peakの遅延型反応を示すことから，上

清中にツベルクリン反応抗原としての活性をもった TPt

が残っていることが示されている。この抗原物質が，皮

膚刺戟物質とどの様に関連しているかは今後の研究にま

たねばならなL、。

結 E苦

結核及び正常兎腹腔内大食細胞及びリンパ節内リンパ

球を分離し invitroでツベノレクリン蛋白を作用させ，

その培養上清を正常兎皮内に注射して経時的に注射局所

の発赤を測定して，その上清の皮膚刺戟活性をしらべ

た。

抗原処理結核感作大食細胞培養上清及びリンパ球培養

上清の何れにも発赤を惹起する活性があるが，前者の方

が大きさ及び赤みの強さにおいて優る反応がみられた。

大食細胞培養上清の 560C30分加熱では，この皮膚刺戟

活性の低下はみとめられなかった。更に両上清を結核兎

皮内に注射すると，遅延型反応の発現がみられ，ツベル

クリ γ反応抗原活性をもった形で、ツベルタリン蛋白が残

存することがみとめられた。

リγパ球培養上清注射部の組織学的検索では，正常細
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