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原著

結核免疫モルモツトの脱感作血清中に存在

する SRFとMIF活性の分離

柿沼光明* 山本健一材

(昭和47年 9月30日受付)

遅延型アレ Jレギーと 7 クロ 77ージ遊定阻止現象との

間には密接な関係があり"クロファージ遊走阻止現象

11遅延型アレノレギーを研究するうえでmvJtroのモデノレ

とみなされてきた1)-6)。この現象は感作状態にあるリン

パ球が抗原と接触した際に何らかの機序で細胞外に 7 ク

ロファージ遊走阻止因子 (MIF)を放出することによっ

て生ずるといわれている。しかし感作状態にあるリンパ

球を含む細胞群を抗原の存在下で培養すると MIFの他

に多くの生物学的活性を持つ因子が培養上清に出現す

る。これらの因子群は Dumondeらのグループ7)によ

って Lymphokinesと命名されたが，なかでも遅延型ア

レノレギ一様の皮膚反応を正常動物に惹起する皮膚反応因

-f ¥Skin Reactive Factor : SRF)はもっとも興味深い。

他方山本ら8)は実験結核症における免疫とアレノレギー

の機序に関する一連の研究の過程で BCGの cellwall 

で免疫し， protoplasmで脱感作された動物 Lモノレモソト

およびマウス)の血清中には常に MIFおよび SRFが見

出されるこことを報告した。この事実はそれまで細胞培

養の系でのみ取り扱われてきたミれら mediatorsある

いはlynmphokinesが実際に生体内でも形成されている

ことを示唆している。と同時に脱感(乍血清そのものが，

MIFあるL、は SRFの研究iこ極めて重要な材料となり得

ることも充分予想される。

MIF等の諸因子間の相互関係じついては，研究が緒

についたばかりで断片的な知見しか得られていない。わ

れわれは脱感作血清の分画を試み， SRFとMIFは異な

る態度を示すことも知ったのでここに報告する。

実験材料および実験方法

1) 実験動物

Hartley系モノレモットを使用した。

* 北大結核研究所細菌部門
料北大結核研究所予防部門

2) 抗原，免疫および脱感作方法

BCG cell wallおよび protoplasmは RockeyMoun・

tain Laboratoryの Dr.A. L. Anackerから供与され

た。 BCGcell wall 1 mgを mineraloilと混合しモル

モットに皮内法射した。 6週後 BCGprotoplasmを

1mg静脈内注射し 24時間後に採血した。血清を分離

し 560C，30分間非|動化した。

3¥ MIFの測定

測定法は基本的には前報と同じであるが8)，種々の画

分について測定する場合には下記のごとく行なった。ま

ず，被検両分は Eagle'sMEMで一夜透析した。被検画

分および正常モノレモット血清を最終濃度としてそれぞれ

:)0%および 15%になるように Eagle'sMEMに加え，

Sykes-Moore型chamber内で毛細管から 7 クロファー

ジを遊走させた。対照として被検画分を含まず正常モノレ

モット血清のみ含む Eagle'sMEMでのマクロファージ

遊定を行なわせ， ニれの遊走面積を 100%として比較

した。

4) SRFの測定

脱感作血清画分を正食水で透析後，その 0.15msを正

常モノレモット皮内に注射し， 9ないし 10時間後の発赤，

硬結を測定した。

5) 脱感作血清の分画

a. Sephadex G 200による分画 2.5x90cmのカ

ラムを用い glycinebuffer (O.lM glycine+ 1 % NaCl)， 

pH8.2あるL、は boratebuffered saline (0.015M borate 

+0.135M NaCl: BBSl， pH 8.0で2ないし 5msの血清

を分画した。分画後，後述する画i分にまとめてプーノレし，

限外i慮過により濃縮し，生食水で透析した後容量をもと

の血清と同じくした。

b. DEAE cellulose chromatography ・1.4x40cm
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のカラムに DEAEcellulose (DE 32)を充填し 0.05M

sodium phosphate bu妊er，pH 6.4から 0.2M，pH6.0ま

でlineargradientによりi容出した。更に 1MNaH2P04 
で stepwiseelutionを行なった。全操作T.l:2-4'Cで行

ない，流速は 30ms/hであった。

c. 硫安分画 5msの脱感('p血清に 5msのBBS

を加え， pH8.0に調整した飽和硫安を 4070飽和になる

ように加えて 1時間氷中に静置し，遠心によって上清と

沈澱 (40P)に分けた。上i青には，さらに飽和硫安を加え

て50%飽和とし 40-50%沈澱画分(50P)を分離した。

同様の操作を続けて 50-60%沈澱画分 (60P)および

60-80%沈j殿I割分 ¥80P)を得た。沈i殿画分はそれぞれ

少量の BBSに溶解し，計算量の飽和硫安を加えて再沈

澱させた。得られた幽分は，透析をくり返して硫安を除

き，濃縮し，さらに生食水で透析した後に容量を 5ms

にした。

d. Pevikon block electrophoresis: 脱感{午血清

2m/Jを 1xlOx40 cmの Pevikonを交持体として電気

泳動した。 pH8ム i二 0.05の veronal・Nabu任erを用

い，低温で 3mA/cm2の定電流を 24時間通電した。泳

動後1cm幅の blockを切り出し， lOm/Jの生食水で

溶出した。蛍白量の指標として溶出液1容に 1M酢酸9

容を加え 280nmの吸収を測定した。

実験結果

1) Sephadex G 200による分画

凶1はモノレモット血清の SephadexG 200カラムから

の溶出曲線を示したものである。図 1A(t脱感作血清

D25m/Jを BBSでj容出したもの，凶 1Bは他の脱感作

血清 Do2.5 m/Jを glycinebu丘町でj容出した曲線であ

る。これらを正常モルモット血清(図 1Ciの溶出曲線と

比較すると前者の exclusionvolumeのpeakが著るし

く高かった。 この幽分の 260/280の比はおよそ lであ

り，通常の蛋白以外の物質がこニに集まっている可能性

が考えられた。 D2を前半および後半に2分し，D2-1，お

よび D2-2とすると D2-1には SRFのみが， D2-2 iこは

SRFとMIFが見出された t表1)0 この結果は glycine

bu妊erで溶出した場合の SRFの分布と箸るしく異なっ

ていた(図 1B)，即ち BBSを用いてゲノレi慮過を行なっ

た場合には glycinebu妊erによって溶出したときよりも

SRFの溶出が早いことを示している。

2'， DADE cel1ulωe chromatographyによる分画

D2-1は， 280nmにおいて高い吸収を持つ物質が含ま

れ，このものが DEAEcel1uloseのカラム内で不溶性の

沈澱物を作り chromatographyに何らかの障害を与え

A O2: 5mf 

2 

-句REE 4 10L 

B 

~ 0.5 

I:::l 
O 

し一一一一

C 

。5

100 

図1 モノレモット血清のゲノレ猪過

Sephadex G 200のカラム (2.5x90cmなL、し

2.5x95 cm)を30ms/hの流速でゲノレ鴻過した。溶

出液は BBS(ほう酸緩衡液O.01M，NaCI 0.135M， 
pH8.0)あるL、はグリシンーNaCI(グリシン緩衡液

O.lM， NaCI 1%)を用いた。 D2および Doi土脱感

作血清， Normalは正常血清を示す。

ることが予怨されたために D2-2のみについて分画を行

なった。 i容出曲線を凶2に示す。 i待出淡を図のごとく

D2-2aから D2-2hまでにまとめた。血清アノレブミンは

D2-2cから後の全画分に分布し)rグロプリンは D2-2a

から D2-2dまでに認められた。 D2-2a，D2-2bは SRF

のみ陽性， D2-2cから D2-2eまでは SRF，MIFともに

陽性， D2-2fとD2-2gは MIFのみ陽性であった。 1M

NaH2P04でj容出した D2-2hは SRFおよび MIFとも

に陽性であった(表1)，以上の結果は SRFがMIFより

早く溶IHされることを示しているが，両者の分離は完全

ではなかった。 ニれは chromatographyの条件にかな

り大きく左右されるためで，このことは yーグロプリンや

血清アルブミンの溶出からも明らかである。なお D2-2h

のili性については後に考察を加えたい。

3i 硫安分画

硫安分画によって得られた画分についての SRFおよ

び MIF活性を表2に示す。 SRFは 40P，加P、60P，
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図2 1認1AのD2-2画分の DEAEセノレロースクロマトグラフィー

D2-2 5 msを1.7x40cmのカラムで :-)0m/hの流速でクロマト Lた。初め 0.05Mリン酸

緩衡液で溶出 L(ai，つづいて直線勾配で濃度を上昇し (b-gi，最後に 1Mリン駿 1ナトリ

ウムで溶出した。実線l土2渇Onmにおげる吸光度を示し，破線ii:電気伝導度を示す。

表 1 脱感作血清 (D2iのゲノレ漉過および DEAE

セノレロースクロマトグラフィー画分による

皮膚反応と MI

1 280nmにお|皮膚反応1) MF) 
函分| l 

ける吸光度1¥) r.，) 'ZX.)L.I::s2.. 1 (mm) (9も1

D2 ー Hi (*) I 51 
D2-!3) 13.5(十) I 90 

D2-2a 4) 7.2 18 ¥十)! 97 

D2-2b 1.75 18.5 (件 89

D2-2c 7.2 16 (+十) 1 69 

Dγ2d 8.8 10 (+) I 59 

Dz-2巴 4.5 12.5 ( * i I 54 

D2-2f 2.1 8 (土) I 70 

D2-2g 3.1 0 53 

D2-2h o目5 15(*) I62  

11 0.15 msを正常モノレモットの皮内に注射し 9時

間後の反応。数字は発赤直径，カッコ内は硬結

の程度を表わす。

2i J.E常モノレモットのマクロ 77ージ遊走面積を，

被検画分を加えない場合を 100%として表わL

たもの。

3i 図 1Aのゲノレ繍過画分。 D2-2は測定しなか

った。

4) 図2の画分。

画

40P 

50P 

60P 

80P 

80S 

表2 n見感作血清の硫安画分による
皮膚反応と MI

分 1;山におl皮膚反応1)I 
ける吸光度 (mmi 

15.5 14 (件)

3.8 13(*) 

3.2 13(*) 

17.6 16(*) 

1.75 。
1)， 2i 表 1と同じ

MI2) 

(%) 

112 

37 

18 

笈)

35 

および80Pに認められ， MIF活性は5OP，60P， 80P 

および 80Sに陽性であった。 この場合も先の DEAE

cellulose chromatographyの場合と同じく SRFと

MIFの明確な分画は認められなかったが， SRFがMIF

より沈澱し易いことが明らかにされた。

4) Pevikon block electrophoresisによる分画

脱感作血清の電気泳動像を図3に示す。脱感作モノレ

モット血清の電気泳動像の特徴は，日領域の高い280nm

の吸収である。ここに泳動される物質は先の Sephadex

G200で voidvolumeに高い吸光度を示したものに相

当している。 MIF活性は血清アノレプミンの領域に認め

られ， SRF'主白から F領域にかけて陽性であった
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(表3i。図4に Pevikonb¥ock e¥ectrophoresisの分離

能を知るために行なった免疫電気泳動の結果を示す。 l血

清蛋白質相互の分離は Pevikonb¥ock e¥ectrophoresis 
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図3 Peviken電気泳動による脱感作

血清 (D1l)の分画

2mf!の血清を 1xlOx40cmの Pevikonプロッ

クで電気泳動Lた。 30mA 24時間， 4
0

Cで泳動L，

1 cm幅に切り出し生食水lOmf!で抽出した。おの

おのの抽出液はさらに 1・9の比で 1M酢酸で稀釈

し 28ゆnmの吸光度を測定した。矢印は資料を負荷

した位置を示す。

十

図4 Dl1およびその画分の免疫電気泳動

1.5%の寒天 (Nob¥eagar)を2mmの厚さにゲノレ

化L，pH 8.6ベロナーノレ緩衡液 i=0.05で3時間

泳動した。電流は 2mAjO.2 cm20 抗血清はウサギ

抗モノレモット全血清を用いて 24時間室温で反応さ

せ，型のごとく洗糠し，アミドブラックで染色Lた。

+ 

画

表3 脱感作血清 (Dl1)の電気泳動画分

による皮膚反応と MI

分
|皮膚反応1) 孔1]2)

(mm) (%) 

Dl1 19(*) 

Dn-a ll(土) 102 

Dl1-b 14(+) 92 

Dl1-c 16(-) 90 

Dl1-d 18(*) 96 

Dl1-e 1O(士) 62 

Dl1-f 。 62 

Dl1-g 。 49 

1)， 2) 表1と同じ

が今回用いた分画法の中ではもっとも優れており，その

結果が SRFと MIFを互いに混入することなく明確に

分離させたと言えよう。

考案

脱感作モノレモット血清中に正常モノレモットのマクロフ

ア{ジ遊走を阻止する因子治lIF)および正常モルモッ

トに皮内反応、を惹起する因子 (SRF)が存在することを

既に報告した8)。これらの因子はともに耐熱性 (560C，

30分)であり SephadexG 200のゲルi慮過では血清アノレ

ブミンと同じ両分にmLUする。ただし SRFが MIFよ

りもやや甲く溶:1'，するようである。これらの事実はいま
主で invitroのリンパ球培養ヒ清に見い:Uされていた
MIF および SRFが生体内でも生成・放:Hされること

をJJrrlく沿l凌している O

われわれは今l百1脱感1'1'I血清を分両L，SRF活性と

MIF ilil'i:の分離合 l試みた。Jìlいた:~i.よのうち夜気泳動

i1;がもっとも後れており，両者の活性は完全に分離し

た。 MIFはi血清アノレブミンl由j分に， SRF は白から J

|由1)土に分布していた ¥Igj310 品ii安分画によると SRFは

40%飽和で沈j殿したのに対し， MIF は50%飽和ではじ

めて沈澱したが，両者の分離は完全ではなかった(表札

DEAE cellu¥ose chromatographyによると SRFが

MIFよりも早く溶:Uしはじめるが， linear gradientに
よる溶:tJでは tai¥ingの影響が著るしく，両者の分離も

不完全であった。 DEAEcel¥u¥ose co¥umnから step--

wise e¥utionを行なうことにより SRFとMIFは完全

に分離しえる(未発表)。以上の実験から SRFと MIF

は明らかに異なる因子と考えることができょう。しか

し DEAEceJlu¥ose chromatographyでDz-2hと名

づけた両分には SRF活性も MIF活性も認められた。

この画分に SRF活性が認められた場合とそうではない



場合があり， D2-2hの真の意義についてはまだ問題が多

L 、。 SRFとして 2種以上:の分子種が存在するのか，ある

いは何らかの人工産物としてこの画分が SRF活性を持

つようになったのか何れかで、あろうと思われる。

さて，ここでわれわれの扱っている脱感作血清中の

SRF および MIFを invitroで発見された SRFおよび

MIFと比較してみたい。

Remoldら9)，10)は MIFは分子是35，000から 55，000

の糖蛋白質で discelectrophoresisでは prealbumin

に易動すると報告した。 MIFは trypsinには抵抗した

が chymotrypsinおよび neuraminidaseにより失活

したという。吉田と Reisfeld11)は， Sephadex G 100に

よる分画で MIFは分子量67，000と12，000の両回分に

みとめられ，そのうち 67，000の画分には SRF活性も認

められたが，分子量12，∞0の画分は SRF活性は陰性で

あったと報告した。 Bernsteinら12)は SephadexG 75 

と discelectrophoresisで精製した MIF画分は pre-

albuminに付置し，分子量30，000-40，000で SRF活性

5 

も共存Lていたという C これより先に Bennet と

Bloom2)が報告した SRF活性は MIFU圏分の中に認め

られたものであった。

他方 Pickら13)は SRFのみを取り扱ったが，電気泳

動的には日の位置にあり DEAE-Sephadexから早期に

j杯出されると述べた。また奥山14)らは，ウサギのマクロ

ファージ培養上清に SRF様物質が認められ， ニの函j分

には MIF活性がなく，有効物質l主アノレブミンかαーグロ

プリンに易動度を持つと述べている。このほかに菊地

ら15)，Heis巴ら16)，Amosら17)の報告があるが， これ

らは抗原特異性と MIFの産生機構に関する示唆を与え

る点において Turkら18)，19)のグノレープとともに重要な

報告であるが， SRFとMIFの異同とは直接関係がない

と思われるので省略する O

以上述べた諸報告を直接比較することは，実験条件が

必らずしも同じでないために多少無理があろうが，大田持

表4の如くまとめることができょう。

表4 リンパ球培養上情に出現した SRFとMIFを含む画分の分類

電 気 泳 動

A 四一グロプリン

C アノレブミンま fこliプレアノレプミン

分子量

:10，000-70，000 

活性(報告者

I Pickら 19691)
SRF 
| 奥山ら2)

I Yoshidaら 1970
孔1IF

Bennetら1968
SRF 

Bernsteinら1971

了二ブミiまたはブレーン| 明 I MIF Y oshida G 1970 

1) MIF は測定していない

2) リンパ球を除いたマグロファージにこの活性をみとめている。

(A) Il'領域に出現し分子号ーはアノレブミン程度で SRF

活性のみを持つもの。

(B) アノレブミンに近い易動度を持ち，分子量は 12，ω。
かそれより大きい程度で MIF活性のみを持つもの。

(0 アノレブミンに近い易動度を持ち分子量は(B)より

大きく 30，000以上あり， MIF 活性と SRF活性を併せ

もつもの。

われわれが脱感作血清中に見出した SRFは (Aiと梅

めて似ており， MIFは分子量は未定であるが(Biと似て

L 、ると言えよう。(c)の範慢に入る MIFは脱感作血清

からはまだはっきりと分離されていないが， DEAE cel司

lulose chromatographyで得た D2-2hの画分は，ある

し、は (C)とanalogousなものかもしれなL、。レずれにし

ても脱感作l血清r1"の SRFおよひ MIFは，いままで in

vJtroで得ら，れた SRF，MIFと比較しうるものと言え

よう。

結語

結核免疫モノレモットの一過性脱感作I血清中に見出され

た MIFと SRFは電気泳動法などの分画法によって分

離しえた。 これら MIFとSRFは invitroのリンパ

球培養上清中に見出されていた SRFおよび MIFと極

めて似た性質のものと思われる。
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