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   Relationship between adjuvant activity of a lipopolysaccharide fraction of  tubercle  bacilli, 

wax D, and its chemical structures has been investigated and the  followi: conclusions were 

obtained :  (1) the presence of the peptide moiety is important for the activity ;  (2) mycolic acid 

plays an important role in the activity ;  (3) hydroxyl groups are not important ;  (4) the size 

of the  polysaccharide portion should be  large enough for wax D to exert the activity. These 

findings together with the isolation of a unit structure identical with wax D  (  'bound wax  D') 

from delipidated BCG cell walls led us to the assumption that the  .,imilarity of wax D to the 

cell surface  of mycobacteria in chemical and physicochemical structures may be required for 

wax D to be active as adjuvant. 

 Tubercle bacillary bodies which are usually used  lot- Freund's complete adjuvant were 

shown to be disadvantageous particularly for a weak antigen, because the antigenicity  f  tuber-

cle bacilli competes with that of an antigen incorporated, causing a negative effect on its 

adjuvant activity. In this connection, an acetylated and purified wax D subfraction, AD6, was 

found to be a much better adjuvant in that it was virtually free  from competing antigenic 

materials, exerting no negative effect.  AD6 was also found to be highly purified not only as 

a material but also in that it does not exert many other various biological activities and is 

considered to be  advanta:eous as adjuvant for practical as well as research purposes. 

   Statistically significant increases in plaque number and size were obtained with spleen cells 

derived from mice which had received sheep red blood cells plus wax D or other several ad-

juvants when measured by Jerne's  plaque technique. This  strongly  ug'4-ests that the adjuvants 

exert the adjuvant effect through increasing the number of  antibody-forming cells as well as 

enhancing the capacity of each cell. The  adjuvant effect in terms of the increase in plaque 

size was long-lasting, while that in  term,  (if the increase in plaque number transitory. Mem-

ory cells appeared to be able to  'memorize' the adjuvant effect when wax D was used in the 

primary immunization, while wax D exerted no adjuvant effect on memory cells which had 

been produced by the injection of sheep red blood cells alone. 

   AD6 was found to increase the phagocytic activity  of the reticuloendothelial system in mice. 
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This effect of  AD6 was long-lasting, while other several adjuvants or stimulants were  found 

to increase the activity only for short  periods. The fact that  AD6 which possesses no other 

biological activities so far tested except the adjuvant activity exerted the adjuvant acitivity and 

reticuloendothelial system-stimulating activity may suggest that these two  activities may 

be closely related.

生体は種 々の防御反応を有 してお り,こ の防御反応 な

しに生体は生 き伸びることはで きない。 結核 菌は長い歴

史 を通 じ,人 類に とつ て最 も危険な侵 入者の一つであつ

た。 したがつて身体の どこかに紹核菌が侵入す ると,組

織は非常に活発 な防御反応を示す。防御反応は宿主一一寄

生体相互反応であ り,そ れぞれ 複雑 な2つ の生命体間の

反応だか ら,そ の解析 と理解は容 易でない。解析の有力

な手段 の一つは,両 方の複雑 な因子をで きるだけ 代表的

な単一の因子に しぼる ことで あろ う。

私たちは宿主一結核菌間 の相互反応を理解 す る た め

に,菌 体成分の代表 として リボ多穂体(ロ ウDと もよば

れ る)を 取 り上げ,こ れ をで きるだけ精製 して結核菌体

側 の因子を単一に した。最近安平 らは種 々の結核菌体成

分 を検討 した結果,PウDだ けが結核結節をひき起 こす

こ とを見出したり。つ まり結核菌特有の組織反応 は ロウ

Dに よりひ き起 こされ ることがはつ きりした。 この こと

は ロウDは 結核菌体が示す生物活性 をか な り再現で きる

可能性が強い ことを示唆 してい る。た しか に後述の よ う

rCPtウDは 結核菌体が示す種 々の生物活性 をひき起 こす

ことがで きるが,そ の中でわれわれは とくに免疫学的活

性 であるアジュパソ ト活性(ア 活性)に 注 目した。

以下 ロウDの ア活性 とその化学構造の関係,ロ ウDの

精 製 とそ の応用,ロ ウDの ア活性の メカニズムなどにっ

い て,わ れわれの研究室で得 られた成績につ い て 述 ぺ

る。

1.結 核苗体中の7ジ ュバ ン ト活性因子

(1)Freund'scempleteadjuvant(FCA)

Lewisら は結核生菌をモルモ ット腹腔 に注射 して お

き,数 日して種 々の抗原を同じ場所に注射す ると,そ の

抗 原に対す る抗体産生が 高まることを観察 した1)。また

Diensら は通常のモルモ ッ トは卵 白抗原感作に より即時

型 の皮膚反応を示すのに対 し,結 核モルモ ッ トは遅延型

の皮膚反応を示すこ とをみた8)eCoulaudは 結核菌にパ

ラフ ィソを加えて注射す ると,ツ ベル クリン反応が増強

す ることを観察 した4)eこ れ らの過去の観察結果 を もと

に して,Freundは いわゆるFreundの アジュパ ソトを

作つた5㌔

一般にある物質が抗原に加え られて注射 され るとき,

そ の抗原に対す る免疫反応が著 しく増強 され る場合,そ

の物質は アジュパ ソ トとよばれ る.ア ジュバ ソ トは数多

く知 られているが,Freundの ア ジュパ ソ トは代表的な

ものであ るの。鉱物油 と界面活性 剤を抗原液 とまぜ 油 中

水 型エムルジオ ソに して 用いるときはFreund'sinoom・

Pleteadjuvantと よばれ,こ の鉱 物油に さ らに 結核菌体

を加 える場 合,Freund'scompl¢teadjuvant(以 下FCA

と略)と よばれ る◎

Freundア ジ ュパ ソFの 応用範囲 と頻 度は 大きい。一

般に蛋 白抗原に対す る抗体産生の増強の ために よく使わ

れ るが,遅 延型過敏症をひ き起 こすためにはFCAが し

ば しば用い られる。実験的に 白己 免疫疾患 を作 るために

FCAは 不可欠で,そ のため最近Bum¢tは 実 験的 自己

免疫疾患 はFCAの 所産で あると表現 したη。 た とえit

Pasteurが 狂犬病 ワクチ ソを作つた ころ,ワ クチ ソ注射

後麻痺の発病率はO.2%で あつ たeこ れ を動 物に再現す

るため,兎 脳 をサルに30～100回 注射 した ところ。25%

の発病率が得 られ た。FCAを 用い る と1回 の 注射でほ

とん ど100%の 発病 率を得 るこ とがで きる。

(2)ロ ウD

FCAの 中でその ア活性に最 も重要な成分 は 結核菌 で

ある とい うことがで きる.結 核菌は生菌 である必 要は な

いので,結 核 菌体 中のあ る物質が活性 因子で あ ると思わ

れる。 結核 菌の特徴 の一つは,そ れが 多量 の脂 質を含ん

でいる ことであるが,RaffelはAnderson,Asselineau,

Ledererの 方法で抽 出分画 さ れ た 菌体 各脂 質画分の中

で,ク ロμホル ム可溶画分であ るPウDに ア活性が存在

する ことを見 出 した8)。

加水分解 の結果 ロウDの 構造はだいたい図1に 示す よ

うなペプチ ドと多糖体 と ミコール酸 とよばれ る 炭 素80

以上 の高級分枝脂酸か らな る複合体であ るとい うこ とが

分かつ た9)。Freundら は 結 核菌 とロウDの 単位重量 当

りのア活性 を比較 し,結 核菌体のほ うが強かった ので,

ロウDが 果 た して活性因子であ るか ど うか疑わ しい と報

告 しているle)。しか しわれ われは ロウDが た しかに 活性

因子である といえる成績を得てお り,Freundら の疑義

Fig。1.StructureofWaxD
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　 (3)　 PウDの 構造 とアジュパン ト活性

　 RaffeL　Asselineau,　Ledererら は最初 ミコー ル酸 と

多糖体の結合物であ ることが活性 発現に とつて重 要で あ

り,ベ デチ ド部分は活性には不必 要 で あ る と 報 告 し

た吻。しか しこの結論はその後,後 述 の ようにわれ われ

およびWhite,　 kdererら に より否定 され,ペ プチ ドも

また重要であ ることが明 らかになつた。

　 PtウDの 抽出法勢をみれぽ分かる ように,ロ ウDは ま

だかな り不純な物質である と思われ たので,わ れわれに

UウDの 化学構造 と活性 の間 の関 係を明らか に す る に

は.ま ず精製す るこ とが先決 と考えた。 しか し,H.　No11

がその総説の中で 「詣質の精製には一般に クμマ トグ ラ

フ ィーが有用であるが,ロ ウDの 場合は題常の クμマ ト

グラフ ィーに よる精製は 不可能で,こ の事実が ロウDの

化学的あ るいは免 疫学的研究を著 し く 困 難 に し て い

る」鱒 と指摘 して いるこ とで も分か るとお り,そ の精製

は客易でないe精 製の困雛性 についてはAsselineauも

当初に指摘 してお り覇,著 者 も珪 酸あ るいはマグネシウ

ム ・Fリ シ リケー5を 使い種 々クロマ トグラフi9　一を試

みたが,す べて失敗 した。

　 しか しその後 ロウDの 水酸 基をアセチル化す る と,ク

Uマ トグ ラフ ィ　-1こ よる分画が可能 になるだけで な く,

その他のい くつか の点で 利点が ある ことが分 かつ た1も,

　 このアセチル化法に よりPtウDは7画 分に 分 画 さ れ

f:17)e各 画分の性質は表1に 示す とお りであ るが.注 目

され る点は4つ の画分(AD,,　 ADs　 AD$AD,〉 はPウ

D固 有のア ミノ酸を含んでお らず,ま た ア活性 ももつて

いないが,残 りの3つ の画分rAD,,　 ADfiヘ キサ ソ不

溶AD　 は ア ミノ酸を含み,ま たア活性を有 している点

であ る勘trこ の こ とか らわれ われは(1)ア 活性 にペプ

チrの 存左は重要である.e2}ア 活性に水酸基の存在は

必要で ない,と 考えた曇

　 その後の追試に より,ア セチル化法が他の結核菌ロウ

Dの 分画に も応用で き,ま たヘプチ ドを含む画分のみが

活性 を有 している ことが 確認 された19》覗㌔Jollesら も

アセチル化法に より,ロ ウDの 分画がで きる ようになる

こ とを追試確認 した箆⑳.

　上 に途べ た貰造 と活性 に関す る2つ の結論 の中の最初

の結論であ る 「ア活性にベ プチ ドが必要である』 とい う

点については,す でにWhite,　 Ledererら が弛の方法に

よ り同 じ結論に達 していた鋤惣,

　 しか し,舅2番 目の結論 瓠ア活性に水酸基は不必要)

についてぽWhiteろ は アセチ ル ・ロウDが ア活牲 を示

さない とい う結果 を得て,わ れわれの結論に異論 をとな

えたls>　pmし か し,　Whiteは この ことを 総説鍋為 でのみ

述べてお り,細 か いデータや実験方法を示 していないの

で,著 者はそれ らの ことについて問い合わせたが返事は
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得 られなかつた。一 方われ われはその後 もアセチル ・ロ

ウDが ア活性を有す る ことを2～3の 異なつた方法で く

り返 し確認する ことがで きた し恥吻鋤 覗),東 らも われ

われの結果を確認 しているので鋤鋤,上 紀第2の 結請は

間違いない と考 えている。生体内でアセチル基が除かれ

て活性を示す ように なるとい う可能性は,ア セチル ロウ

Dの 注射後,PウDの 多糖体部分に対す る抗体(こ の こ

とについてはなお後述す る)が 艮期間全 く生 じなかつた

ことか ら否定で きる19)81)。

　 ミコール酸 と多糖体部分のエステル結合は簡単に切れ

るが,こ の結合が切れれば,活 性は完全にな くなる こと

を,White,　 Ledererら は報告 した鋤。 一方,著 者は ミ

コール酸をパル ミチ ソ酸で燈 き 換 え た ロウDを 作つた

が,こ れ にも活性はみ られなかつたS2》。 したがつ て構造

と活性 についての第3番 目の結論は,(3)ミ コール酸が

結合 していることが活性 発現には必要であ るとなる。

　 上記の ように,ロ ウDの 多糖体部分の水酸基は ブロ ッ

クされ ても活性は消失 しない ので,多 糖体部分は 活性に

関係ないよ うに感ぜ られ た。それ で ミコール酸 とD一 ア

ミノ酸 を直接結合するこ とに より,活 性に必 要な最小単

位 が得 られ るか もしれ ないと思い,ミ コール 酸 とD一 グ

ル タミソ酸,あ るいはD一 アラニ ソとのア ミド結合 に ょ

る結合体 を合成 したが,こ れには全 く活性はみ られなか

つた18}e

　 PtウDか ら ミコール酸 を除いた残 りの部分は,大 部分

は 多塘体か らなつてお り,そ れにペプチ ドが結合 してい

るが,水 に溶けるので,以 下 この部分 を水溶部 とよぶ こ

とにす る。 この水溶部をセ ファデ ックスで分画する と,

図2に 示す ように3つ の画分(Fractions　 I,　II,　III)が

得 られた鋤。

　 この3つ の画分 の量的比をいろいろの ロウDあ るいは

Fig.2.　 Elution　 Pattern　 of　the　 Water-soluble　 Portien

　 ◎fWax　 D　 of　 H37RaonaSephadex　 G-50　 Column
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・ウDの 亜画fircつ いて調べた緒果,衷2に 示す よ うrc

活性 を もつ ているものはすぺて大 きい画分(Fraction　 1)

を もつ てい ることが分かつた鋤。 この ことか ら構造 と活

性につ いて次のZZ　4の 結SUが 得 られた。(4)活 性発現の

ためには多糖体部分は一定以 上の大きさを もつている こ

とが必要であ る。

　 以1の よ うに活性 と構 造の関 係につ いて,ξ コール酸

とい う白然界では結核菌に のみ見 出 さ れ る 超 高級脂酸

と,哺 乳動物体内には見 出され ないD一 ア ミノ酸 の べ プ

チ ドがかな り大きい多糖体 部分に絡合 してい ることが活

性発現に必要であること,多 糖体の水酸 基は関係 ない こ

とが分かった。結核菌が産生す る毒性物質 と して知 られ

てい るコー ド因子の毎性はその水酸基が アセチル化 され

ると完全に 消失す ることt6}を考えあわせ ると,ロ ウDの

水酸基は活性に関係ない ことは意味が大 きい よ うに感ぜ

られ る。

　 以上 の4つ の結論は ロウD分 子があ る特有の形を とる

ことが 活性 をもつためには必要であ ることを示唆 してい

る ように思 える。そ して空間的に生体あ るいは細胞膜が

"認識"で きるあ る形になるために
,か な り大 きい 分 子

であることが要求されるのではなかろ うか,あ る形 とは

何か とい うことに関連 して次の事実 は興味 がある。

　BCGの 完全脱脂菌膜(ロ ウDは 除去 されて い る)を

酵素処理 して取 り出された クロロホルム可溶画分は表3

に示す ように,調 ぺ られたすぺ ての点について人型菌 ロ

ウDと 同 じものであ り,し たがつてわれ われ は これ を

"結合 ロウD"(bOund　 wax　 D)と よんだ鋤
eこ の こと

はそれ らの収量 を考えあわせ る と編獅},結 核菌の表面に

は菌膜に くみ こまれた形(bOURd　 wax　 D)と 遊離 の 形

("capsular"wax　 D)で,か な りの量の ロウD構 造が存

在す ることを示 している。 生体細胞が侵入 した結核菌体

を"認 識"す るとき,菌 体麦面構造が重要であ ると思わ

れ る。

　 これ らの こととロウD構 造は結核菌に特有な成分か ら

な り,か つ特徴的な構造 と形を している こと,そ してア

活性の発現のためには全体 としてその特有な構造がその

まま保たれていなければな らない ようであ ること,小 さ

い構造上の変化は ア活性に影響 しない こと(上 記4つ の

結論)等 を考えあわせる と,ロ ウDは 生体の中で,個 々

Table　3.　 Comparisen　 between"CapSular"Wax　 D

　　　　(Hs7Ra)and"Bound　 Wax　 D"(BCG)

　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 Wax　 D　 　 "Bound　 wax　Dの

Infrared　 spectra

Chemical　 censtituents

Molecular　 weight

Melting　 point

Adjuvant　 activity

{All　 the　 abs◎rpti。n・bands　 are
identical

　 　 　 　 Identical

　 32・000　　　　i　　　 32,000

200～210℃ 　 }227～228℃

　 Active　 　　　　　　　　　Active
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の単 なる物質的 レベルの変化 を起こす のみに と ど ま ら

ず,さ らに高次の細胞 レベルの変化 をひ き起 こす ように

思われ,生 体の細胞tt　PtウDが 注射 された とき,そ れ を

結核菌あるいは重大な侵入者 と"認 識"し,結 核菌 に対

す るの と似た反応を起 こすのではなか ろ うか と 思 わ れ

る。PウDに よ り典型的な結核結節が生 じる こ と1},は

このことを支持 してい る。その ような"認 識"が ア活性

に関係 してい るよ うに著者には感ぜ られる。

　 (4)せ りあい現象一結 核菌が示 すネガテ ィブアジュ

パソ ト活性

　Alyordら は動物 の脳 とFCAを まぜ て動物に注射 し,

実験脳炎を起 こす実験 を してい るうち,結 核菌量を多 く

するとかえつてア活性は抑制 され ることを見出 した●●)。

しか し,そ の メカニズ ムについては何 も分かつ ていなか

つた。われわれはア ジュパ ン トと抗原をで きるだけ精製

した系(ロ ウDと 結晶卵白アルブ ミン)を 用 い。 この現

象を調べた。その結果抗原量が少な くロウD量 が 多 い

と,抑 捌現象がみ られ ることを知つた鋤鋤。 また抑制現

象が起きる場合,動 物は必ず ツペル クリソ反応が陽性に

なることを観察 し,さ らに2～3の 実験 を行 ない,そ の

結果 この抑制現象はPウDが もつてい る抗 原性 と卵 白ア

ルブ ミソの抗原性 がせ りあいを起こす ためで あ る こ と

を明らかにす る ことがで きた鋤鋤。 こ の こ と は実際に

FCAを 使つ て動物 を免疫す るさい,と くに抗原 が 弱い

かあるいは抗原量が小さい ときに問題 になる。それで次

にtx　PtウDの 抗原性 にふれ ることにす る。

2.　 ロウDの 抗原性

　 (1)即 時型過 敏症 に関す る抗

原性

　 一般に詣 質は抗 原性 を も た な

い,ryしか しPtウDは 化学的にはPt

ウ(wax)つ ま り高級脂酸 と高級

アルコールのエステルでは な く,

籍脂質であるので抗原性 をもつて

いる。武 田 らはPtウDの 水溶 部で

赤血球を感作す ると,結 核動物血

清に より血球凝 集反応が起 こるこ

とを観察 した鋤。

　われわれは ロウDの 微粒子水浮

遊液が結核動物お よび結核患者血

清に より.特 異的に凝集する こと

を見出し,結 核病変の活動度 と凝

集価の間にかな りの相関性がみ ら

れることを報告 し た38》一"K)eまた

ミコール酸を除いた残 りの水溶部

は結核家兎血清に より沈降反応を

起 こす。 これ らの反応にあずか る

抗原決定基は多糖体部分にあつて,ベ プチ ドあ るいは ξ

コール酸部分には ない ことが分か り,さ らに抗原決定 基

はav-D-Arabinofuranosideを 末 端 とす るOligosac・

charideか らなつてい ることが報告 された鋤働6ま た こ

の抗原決定基 の構造はMiddlebrook-Dubos反 応に関係

す る抗原決定基 と同様の ものであ るこ と,水 溶部はモル

モッ トでPassive　 Cutaneous　 Anaphylaxisを 起 こす こ

とが報告された働　)。

　(2)遅 延型過敏症に関する抗原性

　通常の ロウDを モルモ ッ トに注射す ると,ツ ベルク リ

ンアレルギーが陽性 となる鋤。一方結核モルモ ヅトの皮

内に ロウDの 水溶部を注射する とツベル ク リン反応 と同

し遅 延型の皮膚反応が起きる鋤。水溶部をセフ ァデ ヅク

ス,DEAEセ ル ローズ等で分画精製す る と,　PPDに 匹

敵する力価をもつた画分が得 られた鋤。 現在この抗原性

が混入 してい る蛋白であ るのか,ロ ウD中 のべ プチ ドで

あ るのか,あ るいは多糖体部 分が関与 しているのか,最

養的 な結論にはいたつていないが,通 常の ロウD中 に強

力な ツベル ク リン抗原物質が 存在す ることは疑い ない。

そ して前述のせ りあい現象による結核菌あるいは ロウD

のネガテ ィブ ・ア活性 は主に この抗原性 に 由 来 し てい

る笥鋤。

　　　 3.ロ ウDの 精 製

一 新 しいアジュパ ソトの開発

Fig,3.　 M¢an　 Ski轟Reactions
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役割を果たす他のアジュパ ソト物質が知 られ て い る の

でt7)　"),こ の ことはpaウDの ア活性 の作用機作をさ ぐる

5え では,Ptつ の重要 な事実 と考えている鋤。 また実際

的な面か ら考えても,場 合に より霊要な意味 をもつて く

る。 とくに弱い 抗原あるいは極少量 の抗原で感作す る場

合,結 核菌全体を使用 したFCAは 不利である。実際に

e・　OO1　mgと い う少量の 卵 白 アルブ ミソで モル モヅ トを

感 作す るため,結 核菌 をO、　Ol・v10　mgま で種 々量 を か

えて試みたが,モ ルモ ヅ トに卵白アルプ ミソに対す る即

時 型あ るいは遅 延型過敏症を成立させ るこ とはで きなか

つた(図3)。 この ことはFCAが 使用できるのはあ る程

度強力な抗原性 をもつてい る抗原に限 られ ることを示 し

ている といえる。 したがつて きわめて弱い抗原に も使 え

る強力なアジュバ ソ トを作るために は,ロ ウDの 抗原性

を除去 したものを作れば よいだろ う。

　 ロウDは 前記の とお り少な くとも2つ の強い抗原性 を

もつてい る。 この うち,多 糖体の抗原性は アセチル化に

よ り完全に消失してしま うig}el)tg)。またッペル ク リソ感

作物質 もアセチル化法に より有 効に除 去され るが鋤鋤恥,

出発材料 として用い るロウDが 大ftの ツベ ルク リソ物質

を含んでいる と,精 製後 も多少残る ようで ある。われわ

れの研究室 で偶 然この ッベル クリソ感作物質 をほ とん ど

含 まない ロウDが とれたので,こ れか らアセチル化法に

よ りAD6画 分を作つた ところ,上 記抗原性が全 くみ ら

れ なかつた。 図4に 示す とお り,こ のAD610　 mgを 鉱

Fig。4.
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物油に とか してモルモ ッFに 注射 し,PPD　 O・1mgを 用

いて皮膚反応を行なつたが全 く陰 性であつた こと、 また

多糖 体部分に対す る抗体が長期間 全 く証明で きなかつた

ことは恥 この ことを明 らか に示 してい る.

　 このADeをO.　 OO1　mgの 卵白 アルプ ミソに よる感作

にさい し,ア ジ ュパ ソ トとして用い ると,図4に 示す よ

うに,モ ルモ ッ トは 強 く卵 白アルプ ミソに対 して感作さ

れたsc》。 この成績は 図3の 詰 核菌全体を アジ}パ ントと

　　　　　　　　　　　 して使つた ときと比べ ると全く

　　　　　　　　　　　 対照的 である.結 核菌を使 うと

　　　　　　　　　　　 結核菌 の抗原性 が強 くてア活性

Incomplete　 lの

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time

Guiぬea　 pig　gro讐ps(5　 to　8　animals　 per　 gro讐p)were　 iぬje¢ted　with　 1μg　of　ova.

1bumi籍as　 a無tig卿1us　 10　m窮(a),5㎎(b),1㎎(c),0・5㎎(d)orα2㎎

(e)of　 AD6　 ag　 adju▼ant,　 regpectively・C犠 τves　 abo▼e　 the　 abscigsae　 8how

reactions　 to　ovalbu瓢iτ}and　 thoge　 u漉der　 the　 abscis8ae　 reaetio皿s　 to　tuberculo_

proteia.　 The　 8y瓢bo1(十)iRd薫 ¢ateg　the　 pre8e獄ce　 of　 i無duration。 　 h¢omplete

(f)meang　 th¢　skin　 react…ons　 of　a¢o飢rol　 whioh　 was　 i司◎醜ed　 with　 ovalbulm薫 餓

i籍¢◎rpoτated　 in　Freund'3　 incomplete　 adj讐 犠a勧t・

が おさえ られ てい る が,こ の

抗 原性 が全 く除去 さ れ たADe

は予想通 り弱い抗原に も有効で

あ るこ とを図3と 図4は 示 して

いる。 現在 このADeがACTH

な どの弱い抗原に使え るか どう

か 検討 中であ る。

　AD`は 表4に 示 されているよ

うに,ア 活性 以外の種 々の生物

活性を有 しない。 こ の こ とは

ADeが 物質 としてのみな らず,

作用の点か らも精製 されている

ことを示 してい ると同時に,そ

れ ら他の種 々の生物活 性 とロウ

Dの ア活性は直接には 関係ない

ことを示 してい る。 た と え ば

Talmageら は抗補体作用 が ア

活 性に必 要で あろ う と 考 え た

が,表4の データは これを支持

しないst)52}.またあ る種の アジ
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ユパ ソト(エ ソ ドトキ シン,赤 血球な ど)は それ 自身 の

抗原性が ア活性の発現に必要である と 考 え られ ている

n;")"),PウDに 関 しては ア活性 と抗原性 の間 には関係

がない ようであ る`●,。またFCAを 使えば 注射局所が強

い炎症を起 こす ことは よく知 られ てお り,こ の注射局所

の炎症性 肉芽腫の形成 とア活性 の間 に関連性が あること

を強調す る論文 は多いpm～")。Burnetも 最近の著書7)に

よるとこの局所 の炎症 とア活性の関連性を重 視 し て お

り,こ れをFreund　 granulomaと 呼んだ。 しか しAD6

を使 うとほ とん ど注射局所に炎症はみ られないに もかか

わらず,強 い ア活性 がみ られたso)。それに対 し,た とえ

ば1・vlO　mgの 結核菌 と0.　OO1　mgの 卵 白アルブ ミン

注射で,モ ルモ ッ トは注射局所に強い炎症を示 したが,

ア活性はみ られなかつた。 したがつてわれわれは少な く

ともモルモッ トに関す る限 り局所の炎症の大部分は アジ

ュパソ トとして用い る結核菌の抗原性 と関係 してい て,

ア活性 とは無関係であ ると考 えてい る。 この ように結核

菌は複雑な物質の集合体であ るか ら,そ のア活性 を解析

した り,ア 活性 を他の種 々の生 物活性 と関連づけ よ うと

する実験のために は,結 核菌そのものを使 うことは不利

であるとい うこ とがで きる。い いか える とAD6が 示す

他の生物活性は ア活性 と関係 してい る可能性が強い とい

うことになる。 このこ とについ ては また後に述ぺる。

4・　 ロウDの7ジ ュパ ン ト活性の作用様式

　(1)細 胞 レベルでの解析

　抗原にFCAの 形で結核菌体やPtウDを 添加す る こと

により,血 液中の抗体量が著 しく増量する ことは よく知

られてい るが,こ の抗体生産量 の 増大は(1)抗 体産生

細胞の数の増加に よるのか,(2)1コ 細胞 当 り抗体生産

量の増加に よるのか,(3)そ の両者 の どち らに もよるの

か分かつていない。

　 われわれは羊赤 血 球 で マ ウスやラ ッテ を 感 作 し,

Jerneの プ ラク法でブ ラクの数っ ま り抗体産生細胞 の教

をかぞえ,同 時にブ ラクの直径を測つてみた。 その結果

血球に ロウDを 添加 して感作す ると,プ ラク教は対照に

比ぺ2～3倍 に増加するのみ ならず,プ ラクの直径 も大

きくなることを見出 した(図5)M)。

　 それで まず最初に,こ のプラクの直径がア活性以外の

因子に よつて も変動するか ど うかを調べ た。その結果,

プラク径は抗原■,抗 原注射部位,動 物 の種類,リ ソバ

臓 器の種類,プ ラ ク測定法の種類,等 に よつて影響 され

ない ことが分かつたso》eまたWigzellse》 やTakeyaS7》

らは抗体や胸腺除去に よる抗体産生の抑制にさい して,

プ ラクの数は減るが,プ ラクの径は減 らない ことを報告

している。種 々の条件の中で,今 の ところプ ラク径 を増

大させ る因子は ア活性のみである。そ して結核菌,気 管

支 常 在 菌,ロ ウD,ア セチル ロウD,エ ソ ド トキ シ

ン,DNP一 エ ソ ド トキ シ ソ,リ シ ソ(ヒ マ の 毒 性 蛋

白)58》'00)等の アジュパ ソ トはすべてブ ラク径を増大させ

る。そ して アジュパ ン トに よるプ ラク径の増大は,抗 原

量や アジュパ ソ ト量,動 物の種頬,プ ラク測 定 法 の種

類,リ ソバ臓 器の種 類,炭 末に よる細網 内皮系のブ ロッ

ク鋤等 とは無関係に,ア ジュパ ソ トさえ抗原に添加され

ておれば,高 い再現性 をもつて起 こつ てくる。 この点で

プラク数の態 度 とは対照的であ る。そ してエ ソ ドトキシ

ソではO.　01　Ptg,ロ ウDで は1μ9と い う少量 で,プ ラ

クの径は増大 したel)。この ように鋭敏な ア活性の測定 法

は他にない よ うであ る。

　プ ラク法に よるア活性は少数のマウスに より測定が 可

能であ る鋤。 この点で もプ ラクの数に よるア活性の測定

と対照的で ある。必要ならば1～2匹 を1群 としても測

Fig。5.　 Distτibution　 of　 the　 Diametαof　 Plaques　 Produced　 by

　 Sple¢n　 Cells　 D¢rived　 from　 Mice珂ected　 with　 Sheep

　 　 　 Red　 Blood　 Cells　 Alone(。 … 。)and　 Shoep　 Red

　 　 　 　 　 　 Blood　 Cells　 Plus　 Wax　 D(一 。)

30

か20

舅

9

　 10

0

0　　　　0.025　　0の050　　0.075　　0.100　　0.125　 　④.150　　0.175　　0.200　　0.225

　 　 　 　 　 　 　 　 Diameter　 of　plaqlle(㎜)

0。250　　0.275

定が可能である。それはマ ウス1匹 当

り多数のプラクを測定するこ とがで き

るか らで,そ のプ ラク径平均 の個体差

はアジュバ ソトに よるプ ラク径の増大

の程度に比ぺ小さいので,少 数のマ ウ

スで も多数のプ ラクの径を測定すれば.

プラクの差は有意になるか らと思われ

る。 この ように径の平均が安定 してい

る理 由の一つはプ ラク径が抗原量 と無

関係であ り,ま たアジュパ ン トの添撫

に よ り大 きくなるが,そ の量に比例 し

て大 きくな るこ とは ないためである と

考 えられ る30㌔

　 この ように,プ ラク径は ア活性に よ

り特異的に,高 い再現性を もつて,鋭

敏に増大 し,そ の測定に要す るマ ウス

は少数でい いので,こ の方法はア活性
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Table　 5、　 Relationship　 between　 Plaque　 Size　 and

　 　 　 　 Conditions　 fer　 Immunization

Pretre麟 ・

ment

Wax　 D

First　 in,

SRBC*

SRBC十
wax　 D

SRBC

SRBC

sRBC十

wax　 D

SRBC

　 　 　 　 　 　　 P1鱗uo　 sixe
S　 醐P鵯 引S辮 戸

SRBC

SRBC

SRBC十

wax　 D

oSheep　 red　 bleod　 cell

Normal

Enlarged

Enlarged

Norma1

Enlarged

Norma1

測定 のための優れた方法であることが分かつた。

　 この方法に より,ア 活性の時間経過に よる消長を調べ

た結果,プ ラク の 数 は 抗原注射後4日 目に ピー クに達

し,こ の ときア ジュパ ソ ト使用群は対照の2～3倍 多い

プ ラクを作 るが,そ れ以後両群 とも急速に減 ること,そ

れ に反 し,プ ラク径に関 しては長期間にわた り,両 群間

に有意 の差がみ られる ことが分かつたSO)。この ようにPt

ウDに よるプ ラクの数の増加は一過性であ るが,径 の増

大 効果は持続的で,後 述の ように,二 次反応 に ま で 及

ぶ。抗体 産生細胞は通常主 として形質細胞 とされ てい る

が(と くに7S抗 体に関 して),大 部分の形質細胞 の寿

命は1週 間以 内で,小 部分(1%以 内)は 数 カ月生 きる

こ とが分かつている62}。リソパ球系 の 細胞は19S抗 体

を作 り79),ま たプ ラクも作ることが報告されてお りGS》,

リソパ球の中に も生存期間が長い ものが知 られ てい るS2》

se》ので
,プ ラク径の持続的 な増大効果は この長 く生 きる

細胞に よると思われる。

　抗 原 とロウD注 射を時間的にず らせて行なつた実験結

果 を表5に まとめた。抗原刺激 と同時あるい はそれ以前

(L2,3,4,7,30,70日 前)に ロウDを 注射す る と一次

反 応のプラクは増大する。初回抗原刺激 と同時に ロウD

を注射す ると,お くれ て(7,28,70,150日 後)二 次刺

激 を抗原のみで行なつてもプラク径は増大する。それに

反 し,初 回刺激を抗原のみで行なつて後(30日 後),二

次抗原刺激のさいに ロウDを 添加 しても,プ ラク径は増

大 しない。また抗原単独刺激後時間をず らして ロウDを

与 えると,ブ ラク径増大効果は両注射時期の時間的へだ

た りに逆比例 して減つてい き,4日 目のブ ラク径測定直

前に ロウDを 与 えてもプ ラクは大 きくな らない61》。

　 これ らの結果か ら,(1)プ ラクが大きくなるのは抗体

産生細胞に対す るロウDの 直接作用に よるのでは なく,

抗原刺激以前あるいは同時に起 こつ てい る生体の変化に

ょる,(2)ロ ウDの ア活性を``記 憶"し た特殊な細胞群

が出現する,(3)抗 原単独刺激に より生 じた通常 の記憶

細胞(memory　 cell)に 対 してアジ ュパ ソトはそ の効果
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を発揮 しえない,と い うよ うな ことが分かって きた・

これ らの繍 は,さ らrc　s¢rcarzが し・うY-'ce11eつ

ま り免疫 紀憶細胞が存在す ることを支撞す る")eSerearz

の ことばでい えば,わ れわれの紹果は アジ轟パ ソ トを使

えば(ア ジュパソ トは抗体産生細胞に直接働 くのではな

いか ら),大 きいプ ラクを 作 るz細 胞・つ ま りz'細 胞

といえるものが出現す ることを示 してL・ る・z'が 出現

す る可能性 は,(1)X-Y-.z'・(2)X→Y'-Z'・(3)

X'→y'→Z・ の3つ に分けて考え られる。 上記の よ うに

一次抗原刺激に さい しロウDと 抗原を同時に使用すれ匠

すでに ア活性をあたか も 慨 憶"し た ような・ 違つた記

憶細胞 が出現 してい るとい う結 果 を 得てい るので(2)

か(3)の 可能性が残 る。 われわれは(3)の 可能曲 つ ま

りロウDの 使用に より,新 しい クロー ソが出現す る可能

性が強い と考えているが,現 在検討中である・

　プ ラクの径が増大す るこ とが ただちに1コ 細胞当 りの

抗体産生量の増大を意味 している とは もちろ ん い え な

い。抗体の溶血能はそのavidityと 関 係 している し働,

FCAを 添加 した抗原感作後,　a》idityは 時間 とともに強

くなつてい くことが分かつ ているので●●⊃紛,抗 体の質釣

変化に より大 きなプ ラクがで きる可能佳 はある。 しか し

このavidityの 変化は抗 原量 の違 いに よつ ても起こつて

くるが66》,プラクの径は前述 の ように抗 原■ の変化 とは

無関係なのでso,,　avidityの 変化によつ てのみ径が大 き

くなる とい う可能性 は小 さい。

　Bussardは 最近microcinematographで,ブ ラクの

中心の細胞 が生 きて動 いている間,プ ラ クの径は増大 し

つづけ ることを示 した が68》,プラクの径が抗 体産生量を

直接 あ らわ している可能性は 高い と思 われる。 いずれに

しろ多 くのアジ ュパ ソ トの抗体量 増大 効果は,こ の節の

最初にあげ た3つ の可能性 の中で,第3番 目の機作に よ

る,つ まり抗体産生 細胞 の数 を 増す のみ な らず,1コ 細

胞当 りの免疫 能力を高め る ことに よる とい う結論は間違

いない ようである。

　 しか し他 のアジ ュパ ソ ト,た とえばFreund's　 incom・

plete　adjUvantは プ ラクの数を増 したが,径 を 全 く増

大させ なか つた鋤。 したがつて このアジ 轟パ ソ トは主に

抗原の状態 を物理 化学的 に変えていて,生 体側に働きか

けてい る度合は少ない と思われ る。

　(2)細 網 内皮系(RES)に 及ぼす作用

　われわれは結核 菌体が示す種 々の生物活性 を 取 り上

げ,AD6も それ ら活性を示すか ど5か を調ぺ,ず つ とv

イナ スの成績(表4)を 得て きた。つ ま り前述(表4)

の ようにADGは ア活性は強 いが,即 時型お よび遅延型

の抗原性,組 織障害性,毒 性,抗 補体作用,ア ジュパ ソ

ト関節炎誘起能69》,結核節形成作用等を示さないので,

これ ら種 々の生物活性はア活性 と直接 関連 していない と

考え られ る。 この ことは生体内の どの ような変化が ア活
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性 と結びつ くか とい うことを明 らかにす る 目的 の実験に

は(そ のよ うな報告は非常に多いが),結 核 菌体 や ロウ

Dは 不利であ ること,反 対に,AD● が示す ア活性 以外の

生物活性は ア活性 と関 係してい る可能性 が高い こ とを示

唆 している。

　 Nico1"》その他 の 人び とは7塾⊃(Bi《》zziら,　Schecnbrg

ら,Dicarloら)結 核 全菌体 を使い.こ れ がRESの 働

きを高め るこ とを観察 し,そ れ と結核菌のア活性 とを関

連づけ てい る。

　 しか し全菌体 を使つてい るので 上記の ようにた だちに

ア活佳 とRESの 働 きを結び つけ るのは無 理 と 思 わ れ

る。

　 最近われわれは炭粒子の クリア ランスを測 る ことに よ

り,mcが マウスのRESの 働 きを高め るこ とを観察 し

た鋤。一方同時に コソ トロールの意味で 用い たア活性を

もたないもの,た とえばCord　 factor,ロ ウB.ミ コー

ル酸等もRESの 働 きを轟め ることを観察 したeし たが

つて この意殊で もRESの 働 きの高ま りをただちに ア活

性 と結びつけ るのは無理 と思われ る。それで時間経過を

おってくわ しく調ぺ た結果,そ れ らの非 アジュパ ソト物

質は24時 間 後を ピー クとし,一 過性にRESの 働 きを

高めるにす ぎない 二とが分かつた,ま た ロウDや 結核菌

体のよ うなア ジュパ ソ トはRFSの 働きを高め るが,や

は り持続的な効果は少な く,そ の持続性は アジュパ ソト

の量}こ関係 しているが,最 適量 の場 合で も4～5日b;隈

度でそれ以後は も とに もどり.量 が多す ぎる とかえつて

はじめか らRESの 働 きを抑Mし た。 これはそれ らアジ

ュパ ントが不純 なためであろ うと思われ,不 純物 として

抗原性物質を第一に考えているが,こ の ことについては

なお後述する。　ADs　ttそれに 反 し,1週 間後 も ひ き続 き

RESの 働 きを高めてお り,抑 制 因子が全くみ られ なか

つ たe

　 ここで用い られた炭粒 子 自身は抗 原では ない.マ クロ

フ ァージにはい ろいろの種頬があ り,そ のPhagocytosis

が免疫反応につながるもの と,単 な る清掃の意味 しかな

N・もの(Scavenger　 cell)が ある しm,ま たマ クロファ

ージが示すPhag㏄ytosisに は とりこまれ る物について

選択性がある物 ので,炭 粒子の ク リアラソスに よつて表

わ されるRESの 働きを高め る作用がただちに ア活性 と

は結びつか ないのはむ しろ当然であろ う.し か し他の種

々の生物 活性 をもたず ア活性のみを もつてい るAD・ が

持 続的に強 くRESの 働 きを高めているこ とは,　RESあ

るいは マクロフ ァージに対す る抗原の とりこみ が抗 体産

生 に とっ て重要 な意味を もつている とい う最近 の知識 を

考 えあわせ ると,ロ ウDは 免疫反応につ なが るRESの

樋 きを高め,こ れが結核菌体のア活性の一つの要因であ

る ことを示唆 する。
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5.　　oウDの 結核結師形虞f㌻用

　 MackaneSSに よると感染症において成立す るVク ロ

フ孚一ジの非特異的な細胞免疫(細 胞内の殺菌能)の 成

立に、特 異的 な遅廷型過敏症は 霞要な役割を果た してい

る。 つま りマクロファージは特異的に感作 され た リソパ

球 と侵入細 菌中のHomolegeusな 抗原 と の 相 互作用を

手がか りとして,そ の侵入細菌に対 し急遼な細 胞免疫を

作 りあげ る74}。そ して,Lurie,　 Dann¢nbεrgに よると,

結核菌の場 合は,細 胞免疫 が成 立するに 従い,マ クロフ

ァージは未熟頬上皮細胞か ら戚熟頬上皮細胞へ と分化 し

てい く7s,。安平 も頬上皮細胞巣ほ リソパ球 と関連ナ る超

遅 延型ア レルギーに ムつ て作 られ ると考 えてい るb.

　通常 ロウDは 前述の ように典型的な結核結節形成能 を

もつ てお り,一 方通常のPウDは 遅 廷型過敏症を起こす

抗 原性 とア活性をもつてい る、:れ に対 し,AD6は ア活

性 を有す るが抗原性をもたず,ま た結節形成作 用をもた

ない。少量 の抗原性 が残つているAD6は 弱い結節形成

作 用を もつている。

　 これはMackaness,　 Dannenberg,安 平 らの成績に上

述 のわれわれの成績 をあわ せて考える と次の ように説 明

す るこ とがで きる。

　 つま りロウDは それ 自身で ツベルク リン抗原に対す る

遅廷 型過敏症を誘導することがで きる。 同時にPtウDは

それ 自身で結核菌の表面の ような印象を細胞に与える ら

しい。 この2つ が相 まってtマ クロファージは結核菌に

対す る細胞免疫を獲得す るさい現われ る変化の うち少な

くとも頬上皮細胞への形礁変化を行な うの で あ ろ う。

AD6は 抗原性がないので,遅 廷型過敏症 が成立 しないか

ら,マ クロファージに特有の形態変化を起 こさせない と

思われ る。

　感染動物のマ クロフ ァージは細胞免疫 つま り殺菌力や

形態的変化以外に,他 の機能的な変化ない し高 まりを示

す葡。それ らの変化がすぺ てア活性 と抗原性 あるいはそ

の他の性質を要求するか どうか分か らない◎ しか し少な

く ともア活性のみで(AD6で)Phag㏄ytosiSは,上 述

の ように高 まる。Phag㏄ytosis,　 Pi糠㏄ytosis.　Spread-

ingの よ うな機能的な可逆的 変化はア活性に よ り起 こ

り,不 可逆的 な,形 態学的変化,つ まり細胞の分化が起

こるためには,そ れ以外に抗 原性が要求され るのではな

か ろ5か,こ のマ クロフ ァージか ら類上 皮細胞への形態

的変化に伴つてPhagecytosisの 能力は失われ てい くこ

とが分かつているので鋤,こ の ことが前述 した現象,っ

ま りAD6は 持続的にRESの 働 きを 上昇させ っつけ る

のに反 し,抗 原性のあるWax　 Dや 結核菌には抑制効果

が現われ ることを説明す るか も しれない。そ のさい何が

個 々の感染菌に特有 な分化 ない し組織像を決定 するのか

等の問題についてはほ とん ど何 も分かつてお らず功,今
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後に残され ている。

お わ り に

以上結核菌 と生体の複雑な反応の中で,結 核菌か ら取

り出された精製物 質が示す ア活性に とくに 注 目して行な

われた仕事につ いて,最 近の成績になるほ どやや詳 しく

述ぺた.こ れは いわば宿主一寄生体反応 の一断面をみて

い るにす ぎないが,そ れだけで もきわめて複雑な生命現

象が うかがわれ る。

今後 も同 じようなア活性の機作をさ く・るとともに臨床

的に有用なアジュパ ソトの開発を行ないたい と考えてい

る。

(終 りに ご指導 とこの研究を 自由に行 な う場 を ケえて

下 さつた杉山教授,お よび この研究 を可能に して下 さつ

てい る研究室の若 い同僚たちに感謝 します.ま た この研

究に ご理解 とご支援 を賜わつた戸田忠雄名誉教授,山 村

雄一教授および諸先生方に感謝いた します。)
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