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ヒト・ツベルクリンアレルギーにおける

Migration Inhibition Test 

崎山幸雄キ山中 樹料実藤 誠叫ネ

\~ヒ海道大学結級研究所病理部 主任森川和維教援)

¥11!1和47年 9月初日受付)

遅延型過敏性反応を呈する動物のマクロファージが特

異抗原と共に倍養されるとその遊定が阻止される現象口[J

ちMigrationInhibition ，こもとずく MigrationInhibi-

tion Test はGeorgeand Vaughan1)による Capillary

Tube Migrationの紹介により遅延型過敏性反応の m

vitro assayとして広く用いられている。臨床におし、て

も結核を含む細菌感染症， ウィノレス感染症，臼己免疫疾

患，移植免疫，腫場免疫等における遅延型反応の関与は

とみに重要視されており，本法の~í:凋は今後さら iこ j自求

されるものと考えられる O 今度私達はツベノレクリン・ア

レノレギーを対称にヒトにおける MigrationInhibition 

Testについて検討を加えたのて、その試験方法を中心に

報告する。

実験方法

結核患者の木梢血よりリンパ球を分離しニれと正常モ

ルモット腹腔渉出細胞を混合して毛細管につめて PPD

添加上主義i夜と無添加防長波とで 24時間出銭しその遊定

面積を比較した。対柄、はツベノレクリン反応陽性のヒト

19名 l全て結被患、者しツベノレクリン反応、陰性のヒト 4名

¥1人はサノレコイドーシス)である o

リンパ球分離 Conray-Ficol¥による比重迭it法2)に

よりコンラキシン L又はアンギオコンレイを使用した。

あらかじめ 64.970コンラキシン Lを蒸溜水で稀釈して

3370コンラキシンを作成し次いで 9%Ficoll 蒸溜水溶

液と 10容:24容の比率でよく混和し滅菌しておく O ヘ

パリン加注射器tこlOmt末梢静脈血を係血し，直ちに，

これに 20mtの0.9%生理食塩水を加えて良く混和し，

Conray-Ficoll溶液 15mtに静かに重層する。 L注意し

て液!蛍が香しれないよう Mこするミとが必要。)次に，ミれ4ゴ

室温にて 1，550rpm30分遠沈しリンパ球の液!醤を新しい

試験管tこ移し等量の0.99も生理食塩水を加えて混和し，

更に 1550rpm5分遠沈する。上清をj舎で沈i査に Hanks

i夜を加えてリンパ球を浮遊させる。赤血球の明らかな混
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入を認める時には0.83%NH4Cl水溶液で，室温 10分間 分遠沈する。再度沈j査に Hanksi夜を加えて混和し 1500

作用させて赤血球を破壊し Hanks液で洗って除く。 リ rpm 5分遠沈する。沈澄を TCRM1640熔養液 10m/!

ンパ球浮遊液の一部で細胞数， viabilityを測定し塗沫標 にi手遊し細胞数を測定する。赤血球の著明な混入を認め

本も同時に用意すると良い。この方法でおよそ8x106- る時は0.83%NH4Cl水溶液にて前記同様に処理する O

1x107jm/!， 97-100% viable， 95-98% pureのりンノマ

球を得た。

モルモッ卜腹腔語審出細胞採取. 試験の 2-:)日前に

10% Nutrose 15 m/!を2匹の正常モノレモット腹腔にil

入しておく。(モルモット腹腔細胞は個体差があるので，

常に 2匹使用した，')麻酔下で頚動脈切開にて全採血後，

腹部を正中線で 3-4cm開腹しヘパリン加 Hanks淡

100m/!で3-4回腹腔を洗浄し，これをどC，1，500 rpm 

10分間遠沈して上清をすてる。これに Hanks淡を加え

てよく細胞を混和し， メッシュにてi慮過後 1，日)0rpm 5 

表1 Aligratioll inhibitioll 01 guineaタig

川acroρhagesby sensitized and Ilun-
sensitized hUlllan シIII}りhu叱ytes 111 
the presence 01 alltigen 

Migration index \~も)
Lym- Antigen Doses 

Patient I phocpteP. P. D. ugjme) 
COlurOl 一一一一一

明 )1 12550100 

1) I S. K. 7 9.26 81ω50  

2) I S. N. I 5 9.52 78 74 I 64 

3) I H. R. I 5 I 7.:52 I 62' 54 I 50 

41 S. S. I 5 ! 585 I 86 I 8θ55 

51 i M. T.) 6 9.47 73 1 80 70 

61 I F. K. I 5 5.25! 82 122 i 76 

71 i H. R. I 14 I 29.10 81 66 I 56 
8) ~ H. A. I 18 2539 i 98 I 72 64 

9) K. D. i 10 ; 24.76 92 I 75 I 72 

101 I K. K. I 10 41け 96 87 I 77 

11) Z. K. I 5 25.41 120 i 103: 104 

12) I N. G. 1 10 ! 26.33 78 I 78 n 
13) I K. M. I 17 I 25.54 I 79 I 61 

14) I T. U.: 18 I 25.63 87! 98 

15) I A. B. I 13 11.00 I 78 68 

16) I H. M. i 14 78 I 69 

17) I T目 K.i 40 ! 14.85 100 101 I 79 

18) : M. T. 1 17 ， 16.67 114 1 116 73 

191 I M. N. I 31 I 24.93 I 91 I 90 i 64 

20) ! O. T. I 33 i 12.71 I 128， 130! 99 

叫 Iu. K. I 30 ! 13.78 105 I 103 I 107 
221 ! K. K. 14 9.8 139 133 I 151 

23) I Y. K. I 7 9.75 I I 121 I凶

11-19): skin test positive 

20)-23): skin t'est negative 

control: average area of migration 

. 
control 

TPt 25 flgjm/!， MI ニ 100~も

.. 
必〆

TPt 50 p.gjmムMI=101%

TPt 100 p.gjm/!， MI = 68% 



コンラキシンーフイコーノレ比重法
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表2

ファイパーカラム法

資 料

採取時間

操作

採取りンパ球数

純度(%)

に見える。この遊走阻止現象は，非感作動物から得た細

胞では PPDを添加しでも起らないので，細胞性免疫，遅

延型過敏症の成立した動物にのみ特異的な現象であると

報告した。その後 David5)，Bloom6)等の研究者により

Migration Inhibition現象は遅延型過敏性反応を呈する

ヒト，モルモット，マウス，家兎等に認められ，感作リ

ンパ球が特異抗原との相互作用で正常マクロ 77ージの

遊走を阻止する MigrationInhibition Factor (MIF)を

作ることにより起り，皮膚反応とよく一致することが確

認された。しかし現在のところ MIFが生体内における

遅延型過敏性反応においていかなる役割を演じているの

か，叉感作リンパ球により産生される他の活性因子との

関連等については明らかにはされていない。

ヒトにおける本現象の応用は，細胞性免疫の関与が種

種の感染症，腫場免疫，移植免疫等で，主要問題である

現在非常に重要である。

Thor7)は， PPD， Histoplasmin， Coccidioidinを用

いて CottonFilter Columnで分離した感作ヒトリン

パ球の培養上清を 10倍濃縮すると，正常モルモット腹腔

渉出細胞の遊走を阻止することを初めて報告した。その

後 Rocklin8)等は， PPD， SKSD， Candidaを用いて感

作ヒト・リンパ球の培養上清を 10倍濃縮して同様の結果

を報告している。これら間接法とは別に Soborg，Ben-

dixen9)はBrucella患者の白血球を直接毛細管に詰めて

抗原の存在下で培養すると遊走が阻止されたと報告し，

以来この直接法はシーグレン症候群10)，橋本甲状腺炎11)，

サノレコイドーシス12)，枯草熱13)，腎臓移植14)等に応用が

報告されている。しかしこれら直接法，間接法はし、ずれ

も40-50m&の末梢血の採血が必要とされるのが，日常

の臨床応用としては問題で、ある。 Rajapakse，Glynm15) 

は，正常モノレモット腹腔運委出細胞に3%，15%の比率で

感作ヒト白血球を混合して毛細管に詰めて抗原の high

doses (100 flg/m& PPD)で遊走が阻止ぎれたと報告して

いる。この方法ば，ヒト白血球とモルモット腹腔穆出細

胞を混合して毛細管に詰めている点が要点で，ヒト白血

球が前述の方法よりは極めて少量ですむことになる。私

培筆法3): 培養液は TCRM1640でこれに 20%正常

ウサギ血清，抗生物質(ストレプトマイシン 100μg/mム

ペニシリン 100単位/m&)を加えて pH7.4-7.6に補正し

て使用した。 血清加培養液で3-5xlO'/m&に調整した

モルモット腹腔惨出細胞におよそ 10-40%の比率でヒ

ト・リンパ球を混合して毛細管に詰めた。これを900rpm

4分間遠沈後，細胞と培養液との境界より 1mmほど細

胞側よりで切断する。別に用意したカパーグラスに微量

のグリースを中心につけて毛細管を固定し，これを培養

液を山盛りにしたホールグラスの上に気泡が入らないよ

うに静かに重ねてパラフィンで固定する。培養液はあら

かじめ真空ポンプにて気泡を除いておくと，培養後も気

泡が生じないので良い。抗原は北大結研病理部製 TPt

を使用し，無添加群， 25 r!m&， 50 7/m&， 100 7/m&添加

の4群に分け，炭酸ガス培養部にて 24時間培養し遊走

面積を拡大機で traceして測定した。

Migration Index = A/B 

抗原添加
Aニヒトリンパ球とマクロファージ群古原来謀面

ツ反陽性の 19うち TPt257/m&で4名， 507/m&で

10名， 100 7/m&で17名に遊走阻止を認めた。ツ反陽性

の4名(-;t¥.、ずれも遊走阻止を認めなかった。

果

按

ヒトリンパ球分離法については辻等2)，4)による Fiber-

Column法と比重遠沈法が手近かである。私達は両法を

試みたがConray-Ficollによる比重遠沈法が操作が簡易

で5-lOm&の採血量で充分量のリンパ球を採取出来た。

1962年， George and Vaughan1) (主 BCG感作モノレモ

ットの腹腔渉出細胞を毛細管に詰めて培養すると，遊走

して扇形に拡がるが，これに抗原 PPDを添加して培養

すると遊走面積が著しく減少し遊走が阻止されたよう

抗原添加
B=マクロファージのみの群百原蕪蕊茄一

結

考



達の方法はほぼ Rajapakse等のそれと同じであるが，

白血球よりリンパ球を分離して使用することにより頼粒

球の 7 クロファージに与える影響を除いた。感、作リンパ

球と正常モノレモット腹腔渉出細胞との比率は，いずれも

5%以上であったが充分量と恩われた。抗原量は100f.1g/ 

msTPtで皮膚反応と平行する結果を得た。¥p<0.01i抗

原量の highdosesの必要性については Rajapakse等

の報告と一致し叉間接法における抗原添加培養上清の

10倍濃縮の必要性の報告とも同じ意、l床をもつものと思

われるが，ヒト MIFの specles s pecl五cityによるもの

か，あるいはモルモット腹腔穆出細胞自体の特異性によ

るものかは明らかではない。従来の方法と比較して，私

達の方法はヒトからの採血量は5-lOmsで可能であり，

操作も比較的簡易であるので細胞性免疫の調査法として

!ムく応用され得ると思われる。

結論

ツベルタリン反応陽性及ひ陰性のヒト・リンパ球と正

常モノレモット腹腔惨出細胞を混合して毛細管につめて遊

走面積を観察した。

1) 19名のツベノレクリン反応陽性者のうち TPt1∞ 
μg/msの添加培養で 17名に遊走阻止を認めた。

2) 4名のツベルタリン反応陰性者は， 全て遊走阻止

を認めなかった。

3) 本法は細胞性免疫の invitro assayとして用いら

れ得ると忠われた。
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