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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

2. 抗原処理細胞培養上清の分画

奥山春枝・森川和雄・菊地由生子

(北海道大学結核研究所病理部)

遅延型反応に関与する細胞性因子として，単核細胞が

とりあげられているが，反応発現の場でどのように働ら

くのかまだわかっていなL、。我々は発赤反応に焦点をし

ぼり，単核細胞のうち特に大食細胞について検討し前報。

で報告した。結核兎腹腔大食細胞を invitroで抗原を

作用させ，その培養上清の正常皮膚刺激活性をしらべ

た。抗原処理大食細胞上清は，抗原処理リンパ球上清よ

りも正常皮膚刺激活性が強く，この活性は耐熱性である

ことを報告した。この論文では，培養上清から活性物質

の分離を試み，上清及び分画々分について発赤をおこさ

せる強さ Macrophagemigration inhibition factor と

の関係，血管透過性の点，及ひ

実験材料及び実験方法

1.動物

結核加熱死菌 H37Rv株10mg/m¥をArlace¥-Drackeo¥

adjuvantと等量に混合したものを，各後肢足背に0.5m¥

ずつ注射して感作し， 4週間以上経過後，ツベルタリン

反応強陽性を示すものを結核兎として大食細胞採取のた

めに用いた。

2. 腹腔細胞採取

滅菌 Drackeo¥40m¥を結核兎腹腔内に注入し， 4日

後全採血により屠殺し heparin8u/m¥の割に加えた冷

Hanks液約200m¥で腹腔内を洗携して腹腔細胞を採取

した。これを更に2回冷 Hanks液で洗携し最後に

処理大食細胞培養上清 TMTとして用いた。なお TPt

処理を行なわない対照の上清も作り，これは TMと称

した。叉， TMTと同様に，抗原処理正常兎大食細胞の

培養上清を作り， これを NMTと称した。これらの上

清は使用まで-200Cに凍結して保存した。

4. 分画方法

上記の TMTを col¥odionbagを用いた減圧濃縮で

10倍に濃縮しその 3~5m\ を 1 固に分画した。(図 1)

2.5 x 45cmの co¥umnに SephadexG-200をつめて，

TMT 

h竺竺2竺 T吋sbuff. pH 8.0 
I Seph. G200 IT Seph. G25 いrisbuff. pH 8.0 I Tris buff pH 8.0 

IT 
I-1 I-2 

DEAE-cel¥u¥ose 
0.15M Tris pH 8.4 

0.2M Tris + 0.2M 
NaC¥ pH 6.0 

0.2M Tris + 0.4M 
NaC¥ pH 6.0 

「一 「一一一一一寸

IT-l IT-2 IT-3 
図 Fractionationof TMT 

Eag¥e培養液に5X 106細胞/m¥の割に浮滋させて， 5m¥ 0.02M Tris buffer， pH8.0で溶出した。各溶出液を

づっ直径9cmのシャーレに入れて370C1時間静置した。 5m¥ずつ集めて， 280mμ の O. D.を測定した。この

その後上清を捨て， Hanks液で十分に洗絡し， ガラス 1回目の分画で2つの国分がえられた(図 2)。これらを

面に附着した細胞のみを得て，これを腹腔大食細胞とし Fr. I及びEと名づけた。 Fr.Iを更に同じく Sephadex

て試験に供した。G-200co¥umnを Trisbu任er，pH 8.0で溶出して，

3. 培養方法 Fr. I -1 I -2のつの函分を得た。 Fr.ITは更に Seph-

ガラス面に附着した大食細胞に， ツベルタリ γ蛋白 adexι.25 co¥mnを通してこの画分に伴なってし、る培

(以下 Tptと略)10Cμg/m¥液5m¥を加え， 370C 1時間 養液内の pheno¥redの色素をとり除こうと試みたが，

静置した。その後 Hanks液で十分に洗糠，新たに10が この色素を伴った 1つの peakが得られて，両者を分け

の自家血清を加えた Eag¥e培養液5m¥を加え， 37
0
C， ることは出来なかった。 これを更に， DEAE-cel¥u¥ose 

5.96C02条件下で'24時間培養した。そのあと，上清を集め co¥umnを通した。 0.15MTris buffer， pH8.4， 0.2M 

て2，500廻転20分OOCて、遠心し上清を得た。これを抗原 Tris buffer十0.2MNaC¥ pH6.0，及びo，ZMTris 
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図 2 培養上清の分画

buffer + O.4M NaCl， pH6.0の3種の緩衝液で溶出し
て， Fr. ]l-1， ]l-2， ]l-3の3つの画分をえた。各画

分の蛋白濃度を 0.5，%に調節し， 0.22μpore sizeの

millipore filterを通して滅菌した。
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5. 皮内反応

培養上清及び各画分を蛋白濃度0.5~6に統一して，そ

の0.1m¥を正常兎皮内に注射し1， 3，6，24及び48時

間後に注射部の発赤直径及び発赤の強さを測定した。

6. 血管透過性試験

上清及び分画画分の血管透過性を高める活性をみるた

めに，試験液を皮内に0.1m¥注射後，直ちに 1，%Evans 

b¥ue 3m¥を静注した。その後， 1， 3， 6， 24， 48時間後

に注射部の青色斑の大きさと，青みの強さを測定した。

7. 免疫電気泳動的検索

各分画画分を Cellu¥oseacetate膜に滴下し， Verona¥ 

buffer pH8.0，μ=0.045で，0.1mAjcm， 40分通電した。

そのあと，抗兎全血清抗体を用いて48時間反応させたの

ち，未反応の蛋白成分を十分に洗い流して， 0.5，%サイ

アジンレッド溶液で染色した。

8. 組織学的検索

培養上清及び分画々分を皮内に注射し， 3， 6， 24時間

後注射局所皮膚を摘出して，カノレノア固定後，パラフイ

ン切片を作製して，ヘマトキシリン，エオジン染色で観

察した。

9. Macrophage migrationinhibition test 

正常兎の肺胞細胞を採取して，これを毛細管につめ，

培養液の中に結核大食細胞培養上清叉はその分画々分

Fr. ]l及び対照として結核兎リンパ球の抗原処理培養上

清を入れて培養し，大食細胞の遊走の程度を測定した。

成 績

1. 培養上清及びその分両々分による皮内反応
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蛋白濃度を0.5，%に統ーした溶液0.1mlを正常兎皮内 かに弱く，しかも 48時間までには完全に消砲した。特に

に接種した際の皮内反応の発赤の大きさを図3及び4に示 Fr. 1-2は全経過を通じ，全く反応をおこさなかった。

した。図3には， Fr. 1 による反応を，分画前の TMT これらとは対照的に，図4に示した Fr.II及び更にそ

による反応と比較した。 Fr.1の反応は， TMTと同様 の画分は，何れも TMTより大きな反応を示し， しか

に， 6時間を最高とする反応であるが， TMTより明ら も24時間を最高とし， 48時間でもまだ強い反応を示す遅
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図 4 Skin reactions in normal rabbits induced by injection with TMT and its fractions 
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延型反応で・あった。

次に発赤の大きさと強さを合わせて図5に示した。こ

れでも明らかに， Fr. Iは弱く， Fr. rrで、強い反応、がみ
られた。抗原で処理しない結核大食細胞培養上清では，

発赤の大きさは TMTに近い大きさを示したが，発赤

の強さはあまり強くない反応で、あった。

2. 培養上清による大食細胞遊走阻止試験

TMT及び発赤反応を強くおこしたFr.rrを培養液中
に入れて，正常兎肺胞細胞の遊走阻止力をしらベ，それ

を結核兎リンパ節リンパ球の抗原処理培養上清 (TLT)

mm 
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表 Assayfor MIF activity of the supernates 

J6 inhibition at 

24 hours 48 hours 
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TMT 
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29.4 

80.3 

O 

O 

の阻止力と比較した(表1)024時間の判定では TLTは

83.6%の抑制を示すのに対し TLT及び Fr.rrは
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図 6Blueing test of the supernates and its fractions 
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18.9及び29.4%で非常に弱く. 48時間には TLTは

80.3%と依然強いが， TMT， Fr. ]1では全く抑制はみら

れなかった。

3. 血管透過性試験

培養上清及び各画分を皮内に注射した時の血管透過性

の昂進を Evansblueを静注することによりしらベた

(図6)0 TMT， Fr. ]1及びその画分は，何れも大きな育

色斑を示し叉正常兎大食細胞を抗原処理した培養上清

(NMTJもはっきりした青色斑を示した。特にこのうち

Fr. ]1及び]1-3は3時間ですでに最高となる速やかな

反応を示した。この反応を青みの強さで示したのが図7

である。 TMT，Fr. ]1， ]1-3は初期から 48時間の判定

終了時間まで一貫して強い青色を示した。しかし NMT

は，初期は強い青色を示したが24時間以後は次第に槌色

した。その他の抗原処理をしなかった TM，NM，及び

Fr. I， TPtのみでは直径が小さいと共に弱L、青色しか

みられなかった。

4. 免疫電気泳動的分析

各分画々分を電気泳動的に分析したが，培養液中の血

清成分と共に泳動して，単一な線を得ることが出来なか

ったが，特に強く反応を惹起するE画分，そのうちでも

]1-2， ]1-3画分で、はa-globulin及び albumin領域の

みに沈降線が認められた。

5. 培養上清及ひ‘分画々分接種部の組織学的所見

TMT， TM， NMT及び Fr.]1と]1-3画分の接種部

反応を組織学的に検索し，表2に示した。

TMT: 3時間では，深層の血管周囲に多形核白血球

の浸潤が強く，単核細胞は少なかった。 6時間には更に

多形核白血球のびまん性の浸潤がふえ，叉血管周囲に単

核細胞が増加してきた。 24時間になると，反応はやや弱

まり，多核白血球のこわれたのがみえ始め，単核細胞

がふえているが，しかしまだ多形核白血球と単核細胞の

割合は半々であった。毛嚢周囲の単核細胞浸潤がみられ

Tこ。

TM: TMTによる反応より全般的に弱かった。 3

時間では，多形核白血球を主とした浸潤で，単核細胞は

ほとんどみられなかった。 6時間には，深層結合織聞に

びまん性に，叉，血管周囲に強く多形核白血球の浸潤が

あり，単核細胞が出現し始めていた。 24時間後には反応

は全体的に弱くなり，多核白血球と単核細胞が同程度の

割合で集団状にみられた。

NMT: 3時間では，多核白血球を主とした反応が血

管周囲に多くみられた。 6時間後は反応が強く，多核白

血球が特に強く浸潤していた。結合織閣の穆出液内に単

核細胞が沢山みられた。 24時間になると，民応、は急激に

35 

表 2皮内接種部組織所見

時|浅 層 深 層

間|浮腫(紅葉[締 岡鉱[鵠
十上

TMT I 61ー|い

十上

十ム

TM  1τ1--=-1τ 
+ 

十L

NMT I6l+l工

E 

]1-3 

TPt 
(5μg) 

+ 十十 + 

+ 十十 十L

十L 十L 十上

+ 廿|土

+ 件 I+ 

+ + I + 

+ + 廿 十

十上 + 竹i 十L

十上 + 

弱まり，多核白血球の多い浸潤が少しみられた。

Fr. ]1 :全体的に反応が強く， 3時間後，多核白血

球の浸潤と共に，単核細胞もかなり出現し始めていた。

特に血管周囲の単核細胞の豊富な.浸潤が印象的で、あっ

た。叉浮腫が強く，好酸球の浸潤もみられた。 6時間後

は，多核白血球の増加が強くみられ，単核細胞浸潤がか

くされる様にみられた。浮腫が強くみられた。 24時間に

は多形核白血球の浸潤が，やや減退し，単核細胞の集団

状の浸潤が強くみとめられた。

Fr. ]1-3 3時間は， Fr.]1と同様に，深層血管周

囲の単核細胞の浸潤が特長的であるが，多核白血球の浸

潤も強くみられた。 6時間には，多核白血球の浸潤が増

加するが，血管周囲には依然単核細胞が多くみられた。

24時間後，多核白血球はやや減少しこわれかけている

が，単核細胞と共にまだ強い反応が残っていた。

TPt:全体的に弱し、反応で，多核白血球の出現はほ
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とんどみられず，わずかの単核細胞のみがみとめられ

た。

総括及び考案

遅延型反応の組織学的特徴は，単核細胞を主役とした

反応であることである。そのことから，反応惹起に関与

するものとして単核細胞が重要と考えられる。単核細胞

とは，単球ないし大食細胞と， リンパ球から構成されて

おり，これらが遅延型反応発現に重要なことはすでに多

数の人によってみとめられている。我々はこれらの細胞

のうち，直接皮内反応，特にその発赤発現に役割を果し

ている細胞をきめようとして，前報1)において，結核兎

腹腔大食細胞或いはリンパ節リンパ球を抗原処理下で培

養した上清を，正常兎皮内に注射すると明らかな発赤反

応がおこることを報告した。しかしこの反応経過は6時

聞を peakとする速い反応型であった。 Dumonde2)ら

もBCG叉は他の蛋白で. Freund's complete adjuvant 

と共にモルモットを感作し，そのリンパ節リンパ球及び

腹腔リンパ球を抗原と共に培養した上清を正常皮内に注

射すると炎症反応をおこすことをのべている。 Krejci3)

らは同様にモルモットを卵白アルブミンの Freund's 

complete adjuvant乳濁液で感作したリンパ節細胞を抗

原と共に培養した上清が，炎症を惹起することを述べて

いる。また.Heise4)ら.Pick5)ら. Bennett紛らも同様

の所見をえているが，その反応 peakは16時間或いは3

~6時間といっている。この様な早い時間に peak とな

る理由として.Hi1lりが定型的な遅延型反応がおこるた

めには，その局所に十分量の単核細胞の集積をおこす時

聞が必要であるために遅い反応となるといっている。従

って invitroで作られた反応惹起物質を直接皮内に

注射した際には速い反応がおこるのは当然とも考えられ

る。しかし，我々の SephadexG-200及び DEAE-

cellulose column chromatographyの分画で、えたFr.1I 

を正常皮内に注射すると.24時間を最強とし.48時間で

もはっきりとした反応を残す遅延型の傾向を強く示す反

応がえられた。叉この画分では，発赤の直径が大きいの

みでなく，赤みの強さによる比率でも最も強い反応を示

した。 Pickら8)は腹腔細胞の中のリンパ球と大食細胞

を分離して，それぞれの抗原処理培養上清で皮膚反応性

をしらベた。発赤の大きさ，赤みにおいては大食細胞培

養上清が一番強いが， リンパ球培養上清ではツベルクリ

ン反応に特徴的な硬結が最も強いと報告している。我々

の実験では，これに反し，リンパ節リンパ球培養上清よ

りも，大食細胞培養上清の方が発赤の大きさ，強さのみ

でなく，夜結も強くみとめられた。この点は， Pickら

のリソパ球は腹腔穆出液由来のものであり，我々のもの

はリンパ節から分離したリ γパ球であることの違いによ

る可能性がある。この論文で、は記載しなかったが，我々

も腹腔穆出液から分離した大食細胞とリンパ球の培養上

清が，同程度の反応を表わす成績をえている。

結核動物大食細胞培養上清の皮膚刺戟活性が，我々の

分画による Fr.1Iにあることがみとめられたが，この画

分の免疫電気泳動的分析では a-globulinと albumin

領域に沈降線がみられた。同様な成績は Pick5)らも報

告しており，彼らは.Freund's complete adjuvantを注

射したモノレモットの所属リンパ節及び腹腔穆出液のリン

パ球を PPDと共に培養した上清についてみているので

あるが，反応惹起活性の最も強いのは.slow a-globulin 

領域にあることをのべている。この事から，大食細胞培

養上清の活性物質， リンパ球培養と清の活性物質が同じ

ものである可能性が考えられる。しかし，現在のところ，

電気泳動的易動度の一致のみで，結論はえられなし、。

皮膚刺激活性と Macrophagemigration 巾 ibition

factorのlIF)との関係は.Bennettめらによるとリンパ球

培養上清の SehhadexG-100を用いた分画画分では，皮

内反応、活性と MIFが同じ画分にみられるといい，両活

性が同じものであると示唆している。 Heiseら心もリン

パ球培養上清の Sephadexι2日Oによる分画で.MIFと

皮内反応惹起活性は同じ画分にあるとのべている。ただ

し彼らは r-globulin画分に活性があるといっている。こ

れらとは対照的に，我々の大食細胞培養上清の分画々分

による MI試験の成績では，皮膚刺激活性のみられた

TMT及び Fr.1Iで全く MIFはみとめられなかっ

た。Bloomら8)は. MIFはリンパ球から遊離され，大

食細胞は遊走の indicatorにすぎないといっていること

から，我々の成績で MIFで陰性であることがうなずけ

ると同時に，大食細胞培養上清の皮膚刺激性をみたこと

によって，荷者は全く別のものであることを証明出来

Tこ。

次に Willoughbyら9)の報告した LNPF(Iymph node 

cell permeability factor)との関連についてふれたし、。

Willoughbyら10)は.LNPFを皮内に注射すると，ツ

ベルタリン反応と同様な組織学的変化がみられ，又ツベ

ルタリン反応、をおこしている皮膚の渉出液には，血管透

過性を高めるカがあることをみており，遅延型反応惹起

と LNPFの関連性を強く示唆している。大食細胞培養

上清においても，皮膚刺激活性の強い上清及び分画々分

では，血管透過性試験で直径が大きく，しかも青みの強

い反応がみられた。 LNPFはリンパ節リンパ球から作

られたが，同じような物質が大食細胞からも遊離するこ



とは容易に考えられる。即ち抗原と反応したのがリンパ

球であれ大食細胞であれ，それによって排出された，あ

るいは遊離された物質は同じものであると考えられる。

これが生体内では全く同じ発赤反応をおこすのであろ

う。ただ抗原と特異的に反応する段階で関連しているも

のがリンパ球で産生されたものを貧食しているのか，大

食細胞自体で作られるのかは明らかではない。

培養上清及び画分の皮内反応部の組織所見では，何れ

も，多核白血球の浸i閏が強くみられ，ツベルクリン反

応に定型的な単核細胞反応とはいわれない所見であっ

た。しかし Fr.II及び TMTにおける 3時間の血管周

囲の単核細胞の目立ちと，全経過を通しての単核細胞の

やや優勢であることが NMTとの差としてみとめられ

た。 invitroで作られた培養上清にはいろいろなもの

が含まれていて，遅延型反応の発現にあずかる因子のみ

を純粋にとり出すことは非常に困難であり，特に純系の

えられない兎聞で行なう実験では不可能であると思われ

る。多核白血球浸潤が強くみられるのも，これらの所に

原因があるのであろう。

結論

1. 結核兎腹腔大食細胞を，抗原処理後24時間培養し

た上清を Sephadexι200及び DEAE-cellu¥oseco¥umn 

を用いて分画し， Fr. 1-1， Fr. 1-2， Fr. II-1， Fr. 

II-2及び Fr.II-3の5つの画分をえた。

2. 培養上清を正常兎皮内に接種すると， 6時間を

peakとする発赤反応、がみられた。 Fr.1は上清よりも

弱し、反応しかえられず，一方 Fr.IIの全画分は上清よ

りも発赤の直径が大きく，発赤の程度も強い反応、で， 24 

時間 peakの反応を示した。

3. 発赤反応を強くおこした Fr.IIの免疫電気泳動

的分析では，日-g¥obu¥inとa¥buminの領域にのみ沈降

線が得られた。

4. 培養上清及び Fr.IIには MIFはみとめられな

カ為っTこ。

5. 皮膚刺激活性のみられる TMT及び下r.II によ

る反応には血管透過性の昂進がみとめられた。

6. 組織学的に， TMT及び Fr.IIで， 初期の血管

周囲の単核細胞浸潤が目立った。
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