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〔特 別 掲 載〕

（轟駐奮、螺難御

ツベルクリン脱感作動物における各種血中抗体

ミ単核細胞の抗菌作用sの推移に関する研究

武田薬品工業研究所第4部（部長 金沢謙一）
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          緒   言

 結核症におけるツベ7レクリンァのレ四一（以下ヅ・ア

と略称）と免疫との関連性に関する研究には，従来から

結核菌の生菌または死菌感作動物ならびに脱感作動物が

用いられた。その研究方法としてはヅ・アと血中の各種

抗体量，ツ・アと感染防禦力，更に，ヅ・アと腹腔単核

細胞の抗菌力等について比較観察された。  ・ t‘

 特に脱感作動物におけるツ・アと血中抗体量との消長

に関し，Clawson 1）， Baker，2）Higginbotham 5），磯4），

Boyden 5）等は補体結合反応とツ・アとは無関係である

といい，小野江6），安在7），大原8）9）等は沈降反応で

は脱感作の進むに従って沈降価の上昇を認め，吉田10），

川上11），八木12），長田15）等はMiddlebrook＆Dubos

の赤血球凝集反応の価は不変であるという。しかし会田

14）のみは血球凝集反応値とツ・アは平行すると報告し

た。このようにッ・アと血清の免疫反応とに関する成績

が研究者によって一致しないのは，反応術式の相違の外

に使用抗原の種類が異なるためであろう。また血申抗体

量と感染防禦能とは必ずしも一致しtこ成果が得られてい

ない。

 そこで結核免疫は組織性のものであるとの考えから，

組織細胞の一部である腹腔内単核細胞の免疫原性に注目

がよせられた。すなわちLurie 15），Suter 16），MacK：aness

17）等は単核細胞内における結核菌の増殖を中心に，

Chase 18）， Kirchheimer 19）， Metaxas 20），小崎21）等は

単核細胞によるヅ・アの他動移行に関し，原沢22）は単核

細胞の腹腔内寸菌力を，それぞれ観察した。しかし単核

細胞の組織培養法は困難なため，この方面の研究は比較

的少ない。・更に脱感作動物における各種免疫反応を同一

個体について同時に，しかも経時的に比較検討した成績

も甚だ少ない。

 著者はツ・アと免疫現象との関係を解明するため，結

核死菌感作後において脱感作した群と感作と同時に脱感

作を開始した群とのについて，ツ反応，血清の結核菌発

育阻止作用，血清の血球凝集反応および沈降反応，腹腔

の単核細胞内抗菌作用等の推移を調べ，更に一部には有

毒菌感染による防禦能をも検査しためで，それらの成績

を報告する。

       実験材料および実験方法

 1．使用動物：体重4009前後の雄の市販雑系モルモ

ットで100倍OTによる皮内反応陰性のものを使用し

た。各動物は感作後毎週1回体重を計測すると共に健康

状態も観察した。その結果第1実験では各群とも良好な

発育を示したが，第2実験の脱感作群では体重の上昇は

良好でなかっアこ。

 2．感作方法：感作に用いたMycobacterium tuber・

culosis var hominis H3τRvはSteenkenから分与さ

れたものでProskauer＆Beck培地に継代した。この

培地に10日間培養し充分増殖しナこ菌に8896石炭酸を最

終濃度2％になるように加え，370Cに2H間放置して

殺菌した。この菌体を遠心沈澱によって集め，蒸留水でよ

く洗った後，濾紙で脱水し。流動パラフィンで10mg／ml

の乳剤を作った。この乳剤をモルモツ〉の両股部筋肉

内にO．5mlずつ接種した。

 3．脱感作法：第1実験では感作後11週から脱感作

を開始した。はじめ10，000倍OTO・1mlから注射し，

漸次OTの濃度および量を増し，100倍OTlm1となっ

てからは連目この量を皮下注射した。第2実験では感作

と同時に脱感作を開回し，2週までは100倍OTlm’1，

その後10倍OTlmlを連目用いた。
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 4． ツベルクリン反応：感作前およびその後2週間毎

に1，000倍OTO．1mlを皮内注射し，24時間後におけ

る硬結の縦横径の積を反応の大きさとした。なお感作初

期および脱感作末期｝tは100倍OTを併用した。

 5．血球男憎反応：さきに著者等 23）の報告した方法に

よってMiddlebrook－Dubosの血球凝集反応を実施し

た。感作原にはOTを用いた。

 6．沈降反応：抗原としては予研結核部から分与され

た蛋白分子（以下PFと略称）と多糖体分劃（以下CF

と略称）を用いたgこれは人心結核菌青山B株のソー｝

ン・ツベルクリンから分離きれたものである。反応術式

は抗原O．1mlに」血清0．1m1を加えよく混合し，37。 C

で2時闇作用させた後，4。Cに1時間放置し翌朝判定し

た。抗原の希釈は1，000倍より5倍希釈法により，」血清

の希釈は原液より2倍希釈法によって，それぞれ希釈

し，Box－titration ICよって抗原価および抗体価を測定

した、‘

 7．血清の結核菌発育阻止作用：血清分離後，直ちに

宰作用を観察した。逆丁字管にDubos培地（Penicillin

50単位，colistin 50 7／mlを含む）8mlと血清1mlと

H3了Rvの10 mg／ml菌液（小川培地の培養菌）1mlと

を入れ，静置■法24）によって培養iした。

 Optical DensityはColemanのUniversal SPect「〇一

photometerを用い，波長650 mμで測定した。この

Optical Densityの推移によって菌の発育阻止作用をみ

た。

 8．腹腔単核細胞内の抗菌作用：

 a）単核細胞の採取：各観察時において各群2匹のe

ルモツ｝を使用した。まず動物の腹腔内に0・01mg／ml

Glycogen加生理食塩水10 rn1を注射したのち，5貝巨

に李採血を行う。採血後20，000倍Heparin加Hanks

・ta 20 mlを腹腔内に注入し，次で静かに腹腔液を採取し

た。Hanks液の注入および腹腔液の採取は静かに行い

出血を起さないように注意した。この腹腔洗溶液中には

滲出細胞が1，soo ／mm3前後含まれ，そのso・vgo ％は

単核細胞であった。

 a）単核細胞の喰菌法：腹腔洗際目は各群ごとに混合

し，その18m1に対しH3TRvの1 mg／ml菌液（小川

培地に培養の菌をHanks液で稀釈）2mIを加え，直径

9cmのシe－vに入れてよく混和する。また同時に数

回のカバーグラス（9×9mm）を底｝こ沈め，37QCで1

時間喰凹きせた。1時国後には細胞がカバーグラスの上

に附憎し，結核菌を喰べている。この際全細胞に対する

喰菌細胞の割合は30％前後であった。また喰菌細胞中

の結核菌数は大部分1～3個程度であった。

 c）単核細胞内の増菌法：細胞の附着したカ．バーグラ

スを直径15mmの小シal 一一レに移し，次の培養液0・5

皿1を加え，炭酸ガス5％を含む空気を通じtこ恒温器内

に納め，37。Cで培養し71。培養液は3目および5日目

に交換した。

  培養液処方：新鮮モ7レモツト血清80ml

        Hanks液       20ml

       pecicillin     50単位

        Streptomycin 17／ml

 d）増菌数の検査：カバーグラスは1，3，5および7

日臼に取り出し，メタノールで固定，カルボール・フク

シン液で煎熱することなく染色し，次で3％塩酸アルコ

ールで脱色し，へe｝キシリン液で後染色を行なった。判

定は細胞中に含まれた結核菌数によって1・V3，4・V6，

7・vgおよび10個以上の4段階に分け，喰菌細胞100

個について百分率を求めた。

 9．攻撃試験＝第1実験の脱感作開始後7週目に，非

感作対照群を加え，小川培地に10日間培養したHa． 7Rv

の1／1，000 mgを静脈内に接種し，感染翌日対照群の2

匹を解剖し，肺，肝，脾等の定量培養を行って臓器中の

定着菌数を測定した。その後2，4わよび6週に各群2

弁ずつ解剖し，肺，肝脾の定量培養を行った。なお脱感

作群では生菌感染と同時にOTの皮下注射を中止した。

         実験成績

 1．感作後11週から脱感作した場合

 1． ツベフヒクリy反応

 各群のツ・アの推移を図1に示した。死菌感作群では2

週後でツ・アは僅か1こ発現した。その後ツ反応は漸次増

強し8週で最高に達した。次で18週過までほぼ同程度

の強さを保持しtこ。一方脱感作群では脱感作開始後1週に

おいてヅ反応は急激こ減少し，3週後には1，000倍OT

では殆んど反応を示さなかった。しかし100倍OTに対

しては弱い反応を示したが，これもやがて消失し，18週

では全く無反応であった。なお流動パラフ／ンのみを注

煙した対照群では100倍OTに対し全期間中無反応であ

った。このように脱感作によってツ・アは容易に消失し

た。

 2，血球凝集反応

 感作前の動物および対照群の血球凝集反応は殆んど陰

性であった。感作群および脱感作群では比較的個体差が

大きかった。なお反応の最高に達する時期も個体差がみ

られ。早いものでは4週1こ，おそいものは10週であった

。また早期に凝集価の上昇したものは比較的すみやかに

低下する傾向がみられた。反応の推移は感作群と脱感作

群との間に相違はみとめられなかった。そこで各時期に

おいて各群ごとの血清を同量ずつ混合したものについて

反応を行った成績を表1に示し元。すなわち感作群では6

～8週で最高に達しそれ以後はほぼ一定の価を保持した

。脱感作群においても感作群と殆んど同様な傾向を示し

，脱感作による影響はみられなかった。

 3．沈降反応
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   ツペ7レクリン反応の推移

 上記の混合血清を用いてPFおよびCFを抗原として

沈降反応を試みた。その成績を表2に示した。対照群では

 表1 第1実験群における』血球凝集反応の推移

群別i・2468…2・4・6・8週

感作
脱感作

対 照
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04eo400000

両抗原に対し全時期を通じて全く反応を認めなかった。

PFに対し感作群では抗体価は4週で4倍，6’v18週

では16・V32倍の価をもつて推移した。抗原価は4週で5

，000倍，12週以後は125，000倍を示した。脱感作群にお

いても殆んど同様な傾向がみられた。しかしCFに対し

感作群では抗体価は4・V 10週で1・）2倍，12週以後は8

nu 11倍を示し抗原価は4週で1，000倍，それ以後は

5，000～25，000倍を示し一般にPFより低い価であっ

た。脱感作群における抗体価は脱感作開始後1週16倍，
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3週8倍5週以後は全く消失した。抗原価も1週後5，000

倍，3週1，000倍，5週以後陰性を示し・た。このように

脱感作によってCFに対する沈降素の消失がみられた。

 4．血清の結核菌発育阻止作用

 これが成績は図2のようである。対照群では本作用は

認められなかった。感作群では2週以後弱く，、6，8お

よび16週でやや明瞭に認められた。また脱感山群も脱

感作後7週では感作群とほぼひとしい作用が認められ

た。

 5．腹腔単核細胞内の抗菌作用

 1細胞中の菌数が7個以上のものの百分率を示すと図

3の如くである、すなわちこれら単核細胞内抗菌作用は2

週後では感作群と対照群との間に差はみられないが，4週

から感作群では対照群よりも菌の増加率は低く，6週で

は10週とほぼ同程度の抗菌作用がみられた。さらlc IS

週においても10週とほぼ同様な抗菌作用を保持した。

脱感作群においても感作群とほぼ等しい抗菌作用を示し

ナこ。まナこ18週における各群の細胞内記数の比率を図示

すれば図4の如くである。このように100倍OTでヅ

反応の認められない脱感作群の抗菌作用が1，000倍OT

で著明なツ反応を示す感作群のそれと同程度の抗菌作用

が認められた。

 6．攻撃試験

 感作後181週において有毒結核菌を用いて攻撃した成

績を図5に示した。まず肺についてみると対照群では2

週に定着菌数の約200倍に達し，その後も徐々に丁数の

増加を示した2感作群では2週｝こは約10倍に増加したが

その後はほとんど菌数の増加は認められなかった。脱感

作群では2週以後約30・）60倍の増加しか認められなか

っt。次ぎに肝についてみると対照群では2週目増加率

は肺におけるより少ないが6週目で漸次回数の増加を示

しアこ。感作群および脱感作群では忌数の増加率が著閉に
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が，その程度はやや減弱した傾向が示された。

 ll．感作’と同時に脱感作を実施した場合

 1， ヅベルクリン反応

 これが成績を図6に示した。感作群では100倍OTに

対するツ反応は2週から徐々に発現し8週で最高を示し，

その後はほぼ同程度の大きさを維持した。対照群および

脱感作群では実験期間中100倍OTに対し常に陰性であ

った。

 2・血球擬集反応

 各群ごとに混合した血清について実施した本反応の成

績は表3の如くである。対照群は常に陰性を示し，感作

群は2週目で16倍，4週で128倍，6および8週で256

倍と漸次上昇した。脱感作群は2週16倍，4週64倍，

6週128倍，8週256倍と上昇し，感作群とほぼ同一傾

向がみられた。

感作群では2週1倍，4週以後2倍の抗体価を，また2

週以後全期を通じ1，0QO倍の抗原価を示したが，脱感作

群では全期を通じ無反応であったことは感作群と明らか

に異なる成績であった。

   表4 第2実験群における沈降反応の推移

矧群 別i・2468週
蛋1感作

白1

分

劃

1抗細・2
   1抗原価

脱劇魏
対照｛灘

4 4 4

表3第2実験群における血球擬集反応の推移

群  別 。 2   4 6 8 週

感  作

脱感作

対  照

O 16 128 256 256

O 16 64 128 256
o o o o o

O 5．000 25．000 25．000 25．000

多

糖

体

分

劃

o

o

o

o

 1   2   4

1．000 25．000 25．000

 0   0   0

 0   0   0

感作鵬価

麟｛騰
対照｛辮

抗醐

3．沈降反応

 表4に示すように対照群はPFおよびCFに対し無反

応であった。PFに対し感作群では抗体価は2週2倍，

4週以後4倍を示し，抗原価は2週5，000倍，4週以後

25，000倍を示した。脱感作群では抗体価は4週1倍，6

週2倍，8週4倍，抗原価は4週1，000倍，6および8

週25，000倍であって漸次上昇した。しかしCFに対し

O l 2   2   2

01．000 1．000 1．000 1．000

0 0 o   o   o
o o o   o   o

o o o   o   o
o o o   o   o

 4。血清の結核菌発育阻止作用

 3群とも本作用を認めることが出来なかった。．

 5．腹腔単核細胞内の抗菌作用

 これは図7および8に示したように脱感作群では4週

で僅かに抗菌作用が認められたが，感作群では培養初期

の菌数は対照群と大差ないが，7日目においてやや少な

かった。しかし6週で感作群および脱感作群とも抗菌作

用が現れ；8週では最：高に達した。なお両群の間に著し

い相違は認められなかっアこ。

        総括および考按
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図8 第2実験群における実験開始後8週目
   の腹腔単核細胞内結核菌の増殖率

 ツベルクリン・アレフレep’ 一一と結核免疫との関係および

脱感作の機序を研究するため，著者は結核菌の石炭酸死

菌体を用いてヅ・アの充分与えられた後脱感作を行った

場合（第1実験群）と，感作と同時に脱感作を実施した

場合（第2実験群）とにおけるツベルクi）ン反応，血中

抗体および腹腔単核細胞の抗菌作用等について比較観察

した。それらの成績を一措すると表5の如くである。

   表5 各群における各種免疫反応の総括表

皮 膚

wt・re

奄

腹腔内

全 身

ッペ7Liクリソ反応（OT）

血球凝集反応（OT）

沈降反応（PF）
   ，i （C F）

結核菌発育阻止作用

単核細胞内抗菌作用

感 染 防 禦 能

灘11週目1感作と同時

感脱対
 感
作作照

十

十 十

十 十

十

士 土

．＋・十

十 十

感脱対
 感
作作照

十

十 十

十 十

十

十 十

 すなわち感作群，脱感作および対照群における各免疫

反応は第1実験群と第2実験群との間には差がなかっ

た。また感作群と脱感作群との問における差はヅベフレク

リソ反応と多糖体抗原による沈降反応のみであって，そ

の他の各反応には著しい差異は認められなかった。

 さて脱感作動物における血中抗体量の消長に関し，大

原等’8＞’は大いわゆる原抗原を用た沈降反応では脱感作の

進むに伴い，沈降価の上昇を認め，このことから脱感作

とは抗体過剰による反応性の減退であるとの新説を発表

した。しかし吉田10），川上11），八木12），長田15）等が血

球擬集反応を調べた成績では脱感作群と感作群との間に

差iを認めていない。また会田14）は同反応による凝集価

および溶血価はツベルクリン反応に平行して減退したと

述べている。

 著者の場合も血球擬集反応および蛋白抗原による洗降

反応では感作群と脱感作群との間に差は認められなかっ

た。これは多くの先人の業績と一致した。アこだ多糖体抗

原による沈降反応では脱感作によるッ・アと平行した成

績が得られた。さてヅベルクリン反応の抗原はSe三bert

等25）の業績から蛋白が主体である。故にこの抗原：に対応

する皮内反応の抗体も蛋白性のものと考えられる。とこ

ろが今回の沈降反応において抗原に蛋白を用いた場合と

多糖体を用いた場合とによってヅ・アに対する関連性が

違ったDまた血球凝集反応における抗原については従来

多糖体が主体であると考えられていたが，最近進藤等26）

によればこの反応に関与する抗原は糖蛋白の様な複合体

である。しかしこれに対応する抗体は2つあり，1つは

擬集反応に関与するものでこれを完全抗体と名づけ，他

は溶血反応に関与するものでこれを不完全抗体と名づ

け，ツ。アに対し前者は相関しないが，後者はよく相関

すると述べている。今回の実験はおいて溶血反応は行わ

れなかったが，凝集反応では脱感作によるヅ・アとは平

行しなかった。このように脱感作によって血中の抗体量

は不変かむしろ減少することがあっても，大原のいうよ

うな上昇はみられなかった。

 つぎに腹腔単核細胞の抗菌作用についてSuter 16）は

BCG免疫モフレ毛ツトでは健康動物におけるよりも抗菌

作用の強いことを述べた。しかしMackane＄s 1了）はヴサ

ギを用い同様な実験を行かSuterと異った成績を得た。

原沢22）は脱感作後腹腔内に結核菌を注入し，単核細胞の

喰菌率を定量培養法によって観察しているが，感作群と

の間に差がないといっている。有馬2？）は前処置後有毒菌

を感染したモノレeツトの脾を培養して菌の増殖をみてい

るが，脱感作しても免疫効果に影響は認められないとい

う。著者の例においても単核細胞内の抗菌作用は脱感作

群と感作群との問に差は認められなかった。この結果か

らもツ・アと単核細胞の抗菌作用とは平行しなかった。

 他方単核細胞によるツ・アの他動的移行がChase 18）
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はじめ多くの研究者によって成功し，単核細胞がヅ・ア

に対し主役を演じていることが証明された。しかし最近

小崎21）は脱感作動物の単核細胞を他動的移行してもツ

ベルクリン反応が陽性とならなかったので，この細胞内

には抗体が存在しないであらうと推論している。著者の

場合ヅ・アの他動的移行は行わなかったが小崎の成績か

ら推察すれば，脱感作によってツ・アの消失した単核細

胞にも充分抗菌作用が存在したことになる。この点から

しても単核細胞のヅ・アと抗菌免疫とは区別されるであ

ろう。

 』血清による直接の抗菌作用に関し，辻28），Zitrin29），

Seibert 30）等の報告’はあるがその作用機序についてはい

まだ明かにされていない。今回の実験においても3群間に

著しい差は認められなかった。

 脱感作後における感染防禦力の存在まtこは上昇に関し

Rich 5ユ）の成書にもある如く，多くの研究者の一致した

成績である。ただ最近長田52）は精製ヅベフレクリソの種々

な量を用いて脱感作を行ったところ，注射量が適正の時

は免疫現象を，大量の場合は病変の増悪を認めている。

安平55）は結核免疫の主体はアレルギーのもたらす非特

異的抗菌作用によるものであると述べ，会田14）は脱感作

によって一時的或る程度の抗菌免疫を附与し得ると述べ

ている。著者の場合，脱感作群は感作群をしのぐ感染防

禦力はみられなかったが，免疫能の減少は認められなか

った。

 最後1こ脱感作の機序について触れてみたい。前述の如

く大原8）は脱感作は超免疫でありといい，柳沢54）は脱感

作に至る動的過程すなわち物理化学的条件に注目してい

る，会田14）は脱感作を非特異的因子による抗菌免疫の

一時的上昇であって，これに抗体性因子を期待すること

は無理であろうと述べている。このように脱感作の機序

はいまだ解明されていない。著者の実験において，もし脱

感作が生体に対し根本的変化を与えるものであるならば

，第2実験において各免疫反応の上昇がみられなくとも

よい筈である。これらのことから脱感作とは署者や会田

の場合におけるように繍亥死菌まtはBCG等によって

ヅ・アを附与した実験においては，脱感作によってツ・ア

を附与する因子の一時的減少または消失を来すものであ

って，全身の各免疫反応に著しい変化を与えるほどの作

用を有しないものと思われる。それが証拠には林55）によ

れば脱感作を黙止することによって病巣の悪化を認めて

いる。

 このようにツ・アと各免疫現象とは簡単に解明されな

いが，若しSuter 56）や高ke 57）のいう如くPolysacch－

aridの注射によって，ッ・アの発現なくとも免疫作用

の生ずる成績の再現性があればヅ・アと免疫との関係も

よりょく解明されるであろう。これは今後の実験に待t

ねばならない。

          結   言

 第1実験群では人型結核菌H37Rvの石炭酸死菌をモ

ルモツNこ感作した後，11週からOTを用いて脱感作を

実施し，第2実験群では同死菌の感作と同時に脱感作を

開始した。これら両者についてヅベ7レクiJン反応，血中

の二，三の抗体，腹腔単核細胞内の抗菌作用等の推移を感

作群、脱感作群および対照群について比較観察した結果

は次の如くである。

 1．ツベフレクリン反応は感作群では時間の経過と共に

次第1こ上昇した。脱感作群では第1実験群においては3

週から消失し，第2実験群においては，はじめから無反

応に経過した。

 2．血球凝集反応は両実験群とも感作群と脱感作群と

の間に本反応の相違は認められなかつt。

 3．蛋白抗原による沈降反応は両実験群とも感作群と

脱感作群の間に差は認められなかったが，多糖体抗原｝こ

よる本反応は感作群では陽性，脱感作群では陰性を示し

，明かな差異が認められた。

 4．両実験群とも血清の結核菌発育阻止作用は開らか

でなかった。

 5．腹腔単核細胞内の抗菌作用は，第1実験群では感

作後6週から認められ，脱感作によってこの抗菌力は減

退しなかった。第2実験群では感作当初からの脱感作1こ

よって抗菌力は阻害されなかった。

 6．ツベルクリン脱感作と感染防禦との関係について

も考察を加えた。

 稿を終るに臨み終始御鞭燵を賜った桑田所長並びに御

指導，御校閲をいただいた金沢部長および東京女子医大

細菌学教室平野教授に深謝いたします。なお終始御協＝力

をいれだいた今井章浩氏，二十八俊彦氏に感謝し，さら

にツベルクリン分点の分与を快諾された予研浅見博士に

感謝の意を表します。
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