
`259

Kekkaku"Ve1｡49,No｡9

今 村 賞 受 賞 講 演

ツ ベ ル ク リ ン 反 応 発 現 の 機 序

橋 本 達 一 郎

筑 波 大 学 基 礎 医 学 系

国 立 予 防 衛 生 研 究 所

受付 昭和49年7月3H

MECHANISMOFTUBERCULINREACTION

TatsuichiroHASHIMOTO*

(ReceivedforpublicationJuly3,1974)

ITh6studyonthemechanismoftuberculinrea¢tionisdividedintothefollowingthree:steps
.・

Ce11ulartransferoftuberculinhyかersensitivitycombinedwithdese簸sitizationorwith・

'1
abelli総gofdon｡rorreciかientdemonstratedthatthecirculatingsensitizedcells(comniitted

lymphocytes)interacteddirectlywiththetuberculinantigeninl6ctedintradermallyandremained

thereatthecontactsite,reachinginseveralhoursthenecessarynumberstoelicitatethe

visibleski獄reaction.Toperformtheseexperimentsthegranulomat◎ussplee臓cellswereused

、ithroughoutasthemoste伍ci6ntsourceofsensitizedlymphocytes.'

Duringthespecifici!lteractien,thesensitizedcellssynthesizeinseveralhoursachemica!

・mediatoroftheskinreactionwhichisprovedtobeamacrophagemigrationinhibitoryf識ctor

てMIF),alsoachemicalmediatoroftheinvitrodelayedhypersensitivity.ジTheaboveskin

reactivefactor(SRF)obtainedfro磁guineapigswasabletoproducetheskinreactionsimiiarb

thetuberculinreactio臓inseveralhoursgrosslyandhistologicallynotonlyintheguineapigs

b皿talsobeyondtheaniτnalspecies.Forthemassiveproductionofhighlye丘icientSRFagain

thegra蕊ulαnatousspleencellswerefoundtobemostusefulandthe・is◎1ationtechnique・was

established.

Thefinalvisiblestageofthetuberculinreactioniscausedbymononuclearcellin.filtration

inwhichmacrophagesplayamainrole｡Theexperimentsinwhichwhole-bbdyirradiatedanimals

inrestoredwiththe獄ormalis｡genicbonemarrowwereexaminedwithvarioustechniques

ofcelllabellinghaveindicatedthatthenon-specificmacrophagescomedirectlytotheSRF-

mediatedskinreactionsitefromtherapidlyproliferatingprecursorsinthe1)｡nemarrowby

wayofthebloodstream.

Thusthecellularandchemicalpr｡cessesofthet犠berculinreactionwerea捻alysedindetai1｡

ジペル ク リン反応の発現機序に関す る私の一連の細胞

免疫学的研究は,1962年 以来結核の免疫お よびア レルギ

ーの細胞移入実験を出発点 として開始 された｡そ の詳細

はすでに結核(48:51～59,1973)誌 上 に発表 したので,

機序の解明に貢献 した研究の概略 のみを簡単に述ぺ る こ

とにす る｡こ の研究の出発点か ら理解 され るよ うに私の

*FromtheDepartmentofTuberculosis・NationalInstituteofHealth
,Kamiosaki,-Shinagawa-ku,T◎kyo

141Japan｡
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研究 の 目的は結核におけ る免疫 とア レルギ ーの関連 を解

析す ることであつ たが,そ の前途は まだ遠い｡こ れ まで

に よ うや くジペ ル クリン反応の本態についてそ の全貌の

把 握がで きるよ うになつたにす ぎない｡

ツペル ク リン反 応が結核感染生体において ツベルヅ リ

ン蛋 白の皮 内注射 に よつて肉眼的に発現す るために は少

な くとも2種 の細胞性反応(リ ンパ球お よび マクPフ ァ

ー ジ)が 化学的mediaterの 媒介に よつて連結 されねば

な らぬ ことが現在 容認 され てい る｡こ の反応連鎖を経て

ツベル ク リン反応 は発現 の遅 延性 と反応部位の組織像,

す なわち単核性細胞 の浸潤を2大 特長 として 発 現 に 至

る｡私 の研究 は反応惹起の細胞性お よび化学的mediater

に相応 して次 の ように3段 階 に分かつ ことがで きる｡

1.リ ンパ 球 性mediater

初期の研究 としては ツベル ク リンアレルギ ーの細 胞に

よ る受身伝達,感 作細胞の抗原に よる脱感作,ト リチ ウ

ムサ イ ミ.ジンで標 識 した感作細胞の追 跡な どの細胞 レベ

ルにおけ る解析が 行わ れ,遅 延 型ア レルギ ー受身 感作成

立 の細駒性機構 を明 らか にす ることを 目的 とした｡

研究 り焦点は まず細胞移入実験において最 も受身感作

力 の強い細胞 材料の 発見におかれ,遅 延型皮膚反応Q観

察に最適 の実験動物 として同種お よび同系の モルモ ッ ト

が選ばれた｡

実験 の結 果,表1に 示す よ うに ツベル ク リン感作動物

か ら分離 され るジ ンパ球様細胞 を含む材料に よる受身感

作能 を定量 的に しらぺて,感 作 リンパ球を最 も多 く含む

材料 として肉芽腫脾 細胞 を見出す ことが できた｡

この細胞 材料 はB¢Gの 静注に よつ て感 作脾 にア レル

ギ ー性炎症 を起 ζ し.committtedlymphocyteの 増加 を

はか るよ う鵜創 案 され た毒 のであ る｡

これに よつて活性が強いのみ ならず,量 的にも容易に

大 量の細胞 材料 が得 られ るようにな つ礎 ので,兎細胞 レベ

ルの実験 を行 うことが極めて容易に なつ たのみな らず,

後 述の「ように化学的mediatorの 研究に も大 きな利便を

与 える ことになつた｡

か くしで勘率 の よい肉芽腫 脾細 胞 材 料を 主 として用

い,受 身感 作 ツベル クリン反 応の発現には,皮 内に注射

され たPPDな どの抗原が直接 に全 身を循環す る感作細

胞 と作用 しあ うことを間接的な らびに直接的証拠 に よつ

て示す ことが できた｡

間接的 な証拠 と しては細 胞 に よる受身感作の成立 に潜

伏期 のないこと,種 々の細胞 移入経路 の うち,静 脈経路

が最 も有効 な こと,同 種 動物 間の受身伝達系 では 同系動

物間 に比べ て受身伝達 ア レル ギーの持 続は移植免疫反応

の ため に短期間 であること,さ らに感作細胞はinvivo

お よび 動vitroで 抗原に よ り速や かに可逆 的 脱感作を

受け ることである｡脱 感作実験 に よ り,抗 体様 レセ ブタ

ーは細胞表面 に位置す ることが示唆 され,ま た抗原皮内

注射後7時 間前 後のまだ肉眼的反応 のみ られ ない注射部

位 にす でに感作細胞 の必 要数 が集 まつている ことが示 さ

伽 た｡こ の事墨は ラペ ル感作細胞 の追 跡に よつ ても裏書

きされた｡

す なわ ち直接的証拠 として トリチ ウムサイ ミジンでラ

ベル した ツベル ク リン感作細胞をDNCBで 遅延型に感

作 したモルモ ヅトに移 入 し,表2に 示す よ ケにPPD,

DNCB皮 膚接種 部位に おけるラベル細胞の消長を追 う実

験 を行つ た｡そ の結果反応が 肉眼的 に出現 しない早期に

感作細胞 と抗原 の特異的 な相互 作用 の起 こる二とが オー

トラジオグ ラフ ィーに よつ て も放 射能 活性の 測定 によ

つ てもr致 して示 すこ とがで きた｡こ れ らの解析 は 「抗

原 一、感作 細胞 直接 作瓶 説」 に強固な波 持を吾髄 ととも

・に,次 の感作 リンパ球 による化学的mediatorの 合成,

放 出を考える基礎 になつた｡

Tableユ. PassiveTransferofTuberculinSensitivityfromSensitized

toNormalGuineaPigs

(二ellsfromsens董tizeda箆 韮薮措翼s N日fcellsSlze｡fpa$siv・et曲e¥Q讐 ㎞skin
reactioninnormalanima】S珂e6t¢d

(× ユ06)01020mm
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Tableこ2.Radioactivityand:Percent縫geofLabelledCellsattheSiteofPassiveTuberculin

Sk量n・Reactien,7and24HoursafterI雄trave無ousInjectionwithTritiated-thy醗idi難e

LabeUedCellsofTuberculinSensitiveDonorsto.DNCB-sensitized

RecipientGuineaPigs

Ti鵬eaftercell

tfa駐gfer

7hours

24hours

A籍t三ge凝ugedfor

i寿tτadeズ 黛緊al

iBjection

None

DNCB

PPD

None

DNCB

PPD

Chaagesatthesiteofskinreaction

Radioae蕊v量ty窪

・CPM櫛 ㎎ 『脚 恥

A糠toradio9訟phicexa斑 薫血ation雪

Grcss伽dings
Lab6U◎d～oe119

pertota監cel1S

Pe驚c舳 ㎏goof
labemag

60

70

1,630

3/1,018

6/1,001

28/1,018

0.3%

0,6%

2.8%

70

120

260

1/1,019

11/1,032

14/1,003

0.1%

1｡1%

1.4%

十(Redness)

十(Redness十induration)

Note,DNCB:Dinitrochloroben鵬 £しe二PPD:P繊 轍ied餌ote薫 窺deriva雛ve(Tuberc犠1i溢)

2.化 学 的mediator

Table3.SkinReactionsInducedbyGuinea

PigSRFa

次に研 究の舞台は試験管内に移つた｡上 述 の 細胞性

mediatorが 抗 原 との特 異的結合 の結 果 とし て 化 学 的

mediatorを 合成,細 胞 外に放 出するinvitroの 第2段

階 であ る｡

1nvitroの 遅延 型ア レルギー反応 としては じめ感作モ

ルモ ットの脾 小片 を培養 して抗原を加 え遊 走細胞 に与 え

る影響をみ た｡そ の結果,遅 延 型感作 のみ を受けた動物

においてマクロファージだけが遊走阻止を受け ることを

認め たが,や がて毛細管法に切 り替えinvitreの 遅延

型反応を検 出す る技術の確立が まず行われた｡

っ いでMIFがinvivoで は正常動物に皮膚反応を惹

起す る因子(SRF)と して作用す ることを 認め,ツ ベル

クリン感作動物 の肉芽腫脾細胞 に抗 原PPDを 加え て培

養す る系か らSRFを 有効 に分離す る方法 を考案 し,SRF

が ツベル ク リン反応の化学的mediatorで あ るとい う仮

説にたつてSRF活 性の本態を研究対象 とした｡現 在 ま

だSRFは 部 分的に精製 されて いるのみであ るが,MIF

か ら化学的に分離 す ることはで きていないので,MIF活

性は依然 としてSRFの よいinvitroの 指標 となつてい

るo

わ れわれが分離 しているSRFは そ のdoseresponse

curveか ら活性 の高い分画であるとみ られ,通 常蛋 白量

2μ9のSRFに よつ て正常モルモ ットに径10mm以 上

の肉眼的,組 織学 的にツベル クリン反応 と類 似の著 明な

皮膚反応を起 こす ことが できる｡さ らにモル モ ットか ら

得たSRFが ウサギや ラ ットな ど他 種 の正 常動物 の皮

膚に も全 く類似 の皮膚反応を起 こしうることが確認 され

(表3),SRFな る化学的mediatorが 動物種 の壁 を乗 り

越えて作用 しうることが立証 された｡

これ らの実験結果は肉芽腫脾細胞中に含 まれ る感作 リ

ンパ球が ツペル ク リン蛋 白と特異的に作用 した結果合成

Nor】mal

recipients

Guineapigs

Rabbits

Rats

MiceC

No.of
aaimals

(U

ハ0

0

9
創

勺■

耀五

4

s砦賭 糟 をy臨 鰹9Rx

17.5±1.4mm

15｡8±3.8

12.3±1.4

0

5.7±2.Omm

4.8±2.8

1.5±1.9

0

a.Mea簸diameteroferythemareported土1standard

deviation.

b.Theamou就of40μgofSRFa無dcontrolfractio無

correspo纂dj熟gtoSRFwasinjectedi獄trader塒ally

三月toeach丘ankoftheanimals.

c.Six凱iceeachfromano縫tbreda簸ds三xinbred

straiXXS.

放 出され るSRFを 反応 の化学的mediatorと み な しう

る可能性を強め るもの であろ う｡

3.炎 症 性 マ ク ロ7ア ー ジ

ツベル ク リン反応は化学的mediatorの 放 出に よつ て

は じめて可視性炎症の発現す る第3段 階 に入 るわ けであ

るが,私 の研究はその炎症が どの よ うに して発現す るか

とい う点に向け られた｡化 学的mediater:SRFがin

vitreで マ クPtフ ァー一一ジに対 し種 々の生物 学的活性 をも

つ ことは ッペル ク リン反応の炎症細胞構成成分 として マ

クロフ ァージが最 も大 きい役割を演 じてい ること,ひ い

ては結核 結節 がマ クロファー ジに よつて構成され ること

に大きな生物学的意 義をもつ と考 え られ る｡SRFに よつ

て惹起 され るモルモ ットの皮膚反 応を ツベル ク リン反応

の実験 モデル として,私 はツベル クリン反応の最終 段階

として マ クロフ ァージが骨髄 か ら動員されて炎 症反応の

発現に あずか ることを示そ うと した｡

近交系 モル モ ットにガ ンマ線全身照射,ま たはCyclo-

phosphamide投 与を行 うと,受 身 ツベル ク リン反応 ま

たはSRFに よる皮膚反 応は抑 制,消 失す るが,正 常骨
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髄 細胞の移植を行 うと皮膚反 応の回復がみ られ ることを

認めた｡ま た全身照射 モルモ ッ トに トリチ ウムサ イ ミジ

ンで標 識 した骨髄細胞を移入 し,標 識細胞がSRF皮 膚

反応 部位の細胞浸潤に参加す る ことをオー トラジオグ ラ

フ ィーお よび反応部位 の放射 能活性測定に よつて示す こ

とが で きた｡こ れ らの結果 は ツベル クリン反応の肉眼的

表 明に骨髄細胞が非特異的 に炎症 で クロフ ァージを供給

す る ことに よつて重要 なi役割 を演 じている ことを示 して

いるo

以上 細胞性mediator,化 学的mediat｡rお よび炎症 マ

クロフ ァー ジの連鎖反応 の結果,十 数時 間の遅延 型時間

経過をとつてツペルクレン皮膚反応が発現せしめられる

機序の全貌に関与しその解明に少しでも貢献したと思わ

れる私の実験的研究の概略について述べた｡

終わりにこの講演の機会を与えられた砂原茂一会長に

謝意を表明するとともに,国 立予防衛生研究所結核部室

橋豊穂部長のこ鞭捷ならびに同結核部BCG室 の諸氏の

ご協力に深謝する｡な お同研究所江頭靖之病理部長,駒

井知好放射能研究室長,中 野健司実験動物室長ならびに

横浜市立大学医学部皮膚科永井隆吉教授の研究上のご援

助に厚く感謝する次第である｡
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健康人尿中の結核菌発育抑制因子の研究

大 島 駿 作

京都大学結核胸部疾患研究所

受 付 昭和49年6月12B、

TUBERCULOSTATICFACTORINHUMANURINE

ShunsakuOSHIMA*

(ReceivedforpublicationJune12,1974)

Apolypeptideshowingtuberculostaticactivitywasisolatedfr◎mhealthyhumanurineina

chemicallypureformbyrepeatedcolumnchromatography(activatedcharc｡a1
,AmberliteCG-

400,Dowex50,Dowex1).Theminimald6seforcompleteinhibitionofthegrowth◎fVirulent

tuberclebacilliwasO.04mcgノml｡Itsyieldwasonly2.3mgfrom1,000kgofurine(Table1).

Itiscomposedofseveralkindsofamine-acidsanditsmolecularweightisassumedtobe

1,000｡Itisreferedtoasthe"UrinePeptide".

ItinhibitedthegrowthofSM-,PAS-,INH-resistanttuberclebacilli,and$lightlyinhibited

thegrowthofnon-pathogenicMycobacteria.Ontheotherhand,itdidnotinhibitthegr◎wth
、

ofbacteriaandfungiexceptMycobacteriaattheconcentrationsoflessthan250mcg/ml(Table

2).

Theurineoftuberculin-・negativechildrencontainedthesameamountoftuberculostatic

substancesasurinefromadults.Itislikelythatthetubercu1◎staticpeptideisinvolvedwith

native・resistanceofhumanstotuberculosis,and ｡havenoapparentrelationship‡oacquired

の
reslstance.l

Itissuggestedthattheurinepeptideplaysanimportantroleinnativeresistanceofhuman

bodytotuberculosis,

結核感染に対する生体の防衛機序に関する研究におい

て,健 康動物の体液低分子分画が毒力結核菌の発育を抑

制する作用を有することが辻 ・伊 藤の"チ ェンバー法"

により実験的に証明された｡こ の体液低分子分画中の抗

菌因子の本体を明らかにすることによつて,結 核啓染に

対する生体の自然抵抗力の本態を解明しようとした｡

初期の実験においては実除材料として健康勲物の血清

透析外液,各 種臓器粥透析外液およが健康人廉を使用し

た｡ご れらの案験材料はすぺて陽イオン交換樹脂および

陰イオン交換樹脂を用いて系統的に分画した｡す なわち

1)両 性分画,2)塩 基牲分画,3)酸 性分画,4)中 性分

画の4分 画に分画 した(文 献1参 照)｡H37Rv菌 に対 す

るinvitroの 抗菌試験 の結果,血 清透析外液,筋 肉,

肝,腎,肺,脳 の透 析外液お よび健康 人尿 のす べての材

料 につ いて両性分画 お よび酸性分画 の2分 画 に著 明な抗

菌 作用 を認 めた｡更 に これ らの抗菌 因子につ いて追求 し

た結果,酸 性分画につ いては低分子 の脂肪酸(ま たはそ

れ らの塩)に 比較的弱 い抗菌作用があ るが,こ れ らが比
も

較的多量に存在するため全体 としては抗菌作用が著明

であることが判明した｡一 方両性分画からは高度の抗菌

活牲を示す主因子が分離された｡こ の主因子は微量物質

と思われたのでその本体を究明するたあ大規模の実験を

声Fr◎m㌻helC項estpise
,seResearch・Instilute,,KyotoUniversity・$akyo-ku,Kyo紅0606Japa】 【脳
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Table1.YieldandActivityofTuberculostaticFracYioh

HumanUrine

↓

Charcoalco1犠mnchromatography

↓

Fractio職eluatedby20%aceticacid

↓M
ethanolextraction

↓S
olublepart

↓

AmberliteCG400columnchromatogmphy

↓
Fractiona

↓

Dowex50colum獄chromatography

↓

FractionaE

↓

Dowexlcolum簸chromatography

↓

FractionaE3

・Yield

Dryweightmg/1

・31,300 、

94

'13;・5

0.17

0.OO23

Activity

M.1.D.(Tuberclebacilli)mcgノml
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行 つた｡

抗菌因子 の分雛 方 法 としては,実 験 材料 として容易に

多量 の材 料寮得 られ る健康人尿 を用 い,分 離 精製 ほ以下

の廠序 で行りた(文 献3)｡

1)活 性炭カ ラムグロマ ト

2)陰 イオ ン交換樹脂(AmberliteCG400)に ょるヵ

ラ ムクロマ ト

3)陽 イオン交 換樹脂(Obwex50)・ に よるカラムケ

ロマ ト

4)陰 イオ ン交換 樹脂(Doileex'1)に よる蟻 酸濃度勾
}配を用 いたカ ラム クロマ ト

以上 めカ ラム クロマ トを遂次行 い,各 クロマ トに よつ

て分離 した分画 の抗菌 活牲を テス トして活 性物質を分離

精製 した(表1)｡そ の結 果著明 な抗菌活 性を有す る塩基

性ペ プタイ ド(UrinePeptideと 呼ぶ)を 含む活 性分画
'を得た

｡こ の分子量は約1ゆ0り,N:{6%,Nihhシdri獄
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反応陽性で6NHC1で 約2時 間水解 す る と活性を消失

す る｡そ の人型お よび牛型結核菌に対す る最低発育阻止

濃度は0.04mcg/mlで あ り,SM耐 性菌,PAS耐 性菌

およびINH耐 性菌に対 して もinvitroで 同様 の活性

を示 した｡し か し鳥型結核菌お よび非病原性 ミコパ クテ

リウムに対す る発育阻止作用は比較的微弱であ り,ミ コ

バ クテ リウム以外の微生物(細 菌お よび真菌)に 対する

抗菌作用は250mcg/mlと い う高濃 度で も全 く認め られ

なかつた(表2)｡ま たマ ウスに対す る毒性は認め られて

いない｡

本抗菌因子は ツベル ク リン反応陽 性者の尿 においても

陰性者の尿において も同様に認め られ ることに より結核

に対す る獲得性抵抗力 とは無関係 と考え られ る(文 献2

参照)｡

以上の実験 成績 よ り本物質は健康 人尿中の結核菌発育

抑 制因子の うちの主因子 と考 え られ,結 核感染 に対 して

先天的に生体 が具備 している抗菌 性物 質であることが 明

らか となつた｡し たがつて本 因子 を精製 し,そ の化学構

造を決定する ことは,結 核 のPath◎genesisに 関 して

も,ま た臨床応用 の面か らも資す るところが あろ うと考

える｡

)1

)2

)3
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