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結 核 菌体 成 分cord factorの ア ジ ュ バ ン ト効 果
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   M. tuberculosis acts as an immunological adjuvant which enhances production of humoral 

antibody and induces delayed hypersensitivity. Its lipid fraction designated wax D had been 

widely regarded as an active principle responsible for its adjuvant activity, based on experiments 

in which guinea pigs were mostly used. 

   Recently, another lipid fraction, cord factor, but not wax D was reported to enhance antibody 

production in mice. However, in this connection we considered that there are at least two points 

to be clarified. First point is whether impurities in the cord factor preparation used might 

contribute to its adjuvant activity, since cord factor isolated by a usual method has been demon-

strated to be contaminated with considerable amounts of wax D and other components. Second 

point is whether an adjuvant effect of a given mycobacterial component may be exerted only in 

some specific animal species. 

   In the present study we investigated primarily these two points. For this purpose two highly 

purified cord factor samples were employed; one was purified by DEAE-cellulose column chro-

matography and the other by pressure-accelerated chromatography. The cord factor samples and 

appropriate antigens incorporated in the Freund type water-in-oil emulsion were injected into the 

 footpads. 

   Results were as follows: 

   1. In mice, the highly purified cord factor of as little as 1 mcg enhanced production of anti-

body. 

   2. In footpad test of mice, mycobacterial components including cord factor did not show such 

a definite effect on the induction of delayed hypersensitivity. 

   3. In mice, 1 mcg of cord factor induced remarkable swelling of injected footpads. When 

doses of cord factor were increased, the local reaction became stronger and a probable correlation 

was noticed between the degree of the local reaction and the adjuvant effect. 

   4. In guinea pigs, cord factor enhanced production of humoral antibody only slightly and 

did not induce delayed hypersensitivity even with a dose of as large as 500 mcg. The local 

reaction at the injection sites was also very slight and transient. 

   5. In rats, 40 mcg of cord factor not only enhanced antibody production but also induced
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delayedhypersensitivity.TheIQcalreac之ionatthesitesofinjectiorlwasslight.

Abovedataindicatethat,thoughtuberclebacilliasawholeactasago⑪dadjuva厭i轟many

a魏imalspecie$,theirextractedcomponeRtsmayactdifferentlyindifferenta貧imalsp¢cies;a

compo織entactiveasadl継vanti籍one$peciesmay籍otbealwaysactiveinanQtherspeciesandvice

versa.

動物を感作する際に,抗 原が油中水型エマルジ・ンの

形て注射されると抗体産生が高められる1)～5)｡結核 死菌

をこの油相に加えた,い わゆるFreundの 完全アジュバ

ン トを用いると,抗 体産生がさらに増強 されるばか りで

なくの7),単 独 では即時型反応 しか誘起 しえない蛋白抗

原に対して,遅 延型反応が誘起されることが知 られてい

る$)勢.結 核菌体の持つ,こ のアジ撫バ ント作用は,そ

の脂質中のロウD画 分10)畷)と,細 胞壁15)1G)にのみ活性

があるものと従来考えられてお り,こ の考えは,主 とし

てモルモットを用いた研究に基づ くものであつた｡

最近Bekierkunstら は,マ ウスの抗体産生が,図1に

示 される構造 を有す る,結 核菌体中の毒性物質Cord

factor(以 下CFと 略記する)に より高められるが,ロ ウ

Dに よつては高められなかつたと報告している17)｡こ の

i報告は,結 核菌体成分のアジュバント活性についての従

来の常識に反するものであつたが,こ の報告に関しては,

検討 されねばならない少な くとも2つ の問題点があると

考えられた｡

1つ は,彼 らが使用したCF製 品中の不純物が,ア ジ

ュバ ント効果に関係しているのではないかという点であ

る｡通 常の方法で抽出精製されたCFに は,種 々の成分

が混在していることが,物 理化学的にも18),生 物学的19)

～鋤 に も示唆されているし
,不 純物が問題 となるとい う

点に関 しては,Bekierkunst自 身 も言及 している2e)ので,

純粋なCF自 体がアジュバ ント効果を発揮 しうるかどう

かを検討することが必要 と考えられるe第2の 問題は,

ア ジュバン ト活性の発現に,種 属の差があるのではない

かという点である｡結 核菌体は,全 体としては調べられ

Fig.1.C◎rdFactor(Trehalose-6,6Ldimycolate)

?H
CH20-CO-CH-CH-C6c}Hi2e(OH)

H欝HOH

H・H

HOHOH ミ

OC-CH-CH-Cs登Hi2"(OH)
き

C24H4臼

本文 に お い て は 以 下 の 略 語 を使 用 した、

CF:cordfactor.AD6:asubfractionofacetylated

WaxD.SL:sulfoiipid.EA:eggalbumin.SRBCl

sheepredbloodcell.HRBC:ham$terredb!oodce1L

PPD:purifiedpreteinderivative.MBSA:methylated

bovineserumalbumin.IFA;incomp!eteFreund

adjuvant.Tb-bacMi:tuberclebaci日i.

たすべての動物においてアジュバン ト効果を発揮 してい

るが,そ の成分のレベルで考えれば,動 物によつてその

効果が異なり,あ る種の動物ではロウD以 外の成分が,

結核菌のアジュバ ント効果の主要な担い手である可能性

が考えられる｡

本 実験においては,こ れ らの点を検討 し,ア ジュバン

ト活性発現機作を更に理解する目的をもつて,精 製CF

を用 いて,マ ウス,モ ルモ ットおよびラットの3種 の動

物について,CFの 免疫反応に及ぼす効果 を,CF注 射

局所の炎症反応 と対比しながら検討 したので,そ の結果

を報告する｡

材 料 と 方 法

A.菌 体 成 分

1.CFと し て次 の2つ の製 品 を用 い た｡

i)精 製CF:N◎11とBlochの 方 法22)に よ り,人 型

結 核 菌H37Rv株 か ら抽 出 分 離 さ れ たCFを,さ ら に

DEAEセ ル ロー ス カ ラ ム ク ロマ ト グ ラ フ ィ を 用 い る

Gorenの 方 法 に よ り精 製 した もの で,薄 層 ク ロマ トで単

一 の スポ ッ トを示 す こ とが 確 か め られ で ,・る鋤 、

ii)P3:人 型 結 核 菌青 山B株 とArthrobacterよ り抽

出 精 製 され た もの18)で,Ribiの 遠 沈 ク=マ ト法 に よ り,

単 一 バ ン ドを示 す こ とが 確 か め られ て い る.

2・sulfolipid(SL):H37Rv菌 よ り抽 出 分 離 され た も

の で,図2に 示 され る よ うなCF類 似 物 質 で あ る24)｡5

種 の 同 属 体 が分 離 され て お リ,SL-1とSL-IIIを 使 用 し

た｡

3・WaxD;N｡llの 方 法22)に よ り,H37Rv菌 よ り抽

出 後,DEAEセ ルu一 ス カ ラ ム ク=マ トグ ラ フ ィで精 製

され た,CFを 含 ま な い製 品 を使 用 した｡

4・AD6:H37Rv株 由 来 の ロ ウDを ア セ チ ル 化 後 分 画

した もが5)を 使 用 した｡

な おCFお よびWaxDは 阪 大 加 藤 允 彦 博 士 よ り,

Fig.2.SulfolipidI
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P3は 阪 大 東 市 郎 博 士 よ り,SLはDr.G◎renよ りそ れ

ぞ れ 恵 与 され た もの で あ る.

B.動 物

1.マ ウス:8週 齢 前 後 のCFエ マ ウス雌 を主 と し て

使 用 したが,一 部 の実 験 に お い て は,C,Hお よびC57BL

を使 用 した｡

2.モ ル モ ッ ト:体 重300グ ラム前 後 のHartley系 雌

モル モ ッ トを使 用 した、

3.ラ ッ ト:8週 齢 前 後 のSD系 雌 ラ ッ トを 使 用 し

た｡

い ずれ の実 験 に お い て も,各 群 マ ウ ス は5～10匹,モ

ル モ ッ トとラ ッ トで は5匹 ず つ 使 用 したe

C.抗 原

1.卵 白 アル ブ ミ ン(EA)lSigma社 製 の2回 結 晶 製

品 を生 食 水 に溶 解 し て使 用 した,,感 作 に は,1匹 当 りマ

ウス では100～250mcg,モ ル モ ノ トで は1mg,ラ ッ ト

で は100mcgを 使 用 した｡

2.羊 赤 血 球(SRBC):Alsver液 に 浮 遊 した もの を購

入 し,生 食 水 で 洗 浄 後,最 終 濃度 が20%に,ま た一 部

の実 験 で は10%に な る よ う生 食 水 に再 浮 遊 さ せ て使 用

した｡

3.ハ ム ス ター 赤 血 球(HRBC):ヘ パ リ ン加 採 血 後直

ちに3回 洗 浄 し,最 終 濃 度 が2Q%に な る よ うに生 食 水

に再 浮 遊 させ て使 用 した｡

4.Purifiedproteinderivative(PPD):予 研 製 で,生

食 水 に 溶 解 し,感 作,足 際 反 応 と もに ユOmcgを 使 用 し

た｡

5.メ チル 化 牛 血 清 アル ブ ミ ン(MBSA):Sigma社 製

品 を生 食 水 に溶 解 し,感 作,足 蹄 反応 と もに10mcgを

使 用 し 葱｡

D.注 射 方 法

実 験 結 果 中 に と くに 指 示 す る,マ ウス の 一 部 の 実 験 を

除 い て,す べ て菌 体 成 分 を ドラ ケ オ ー ル に溶 解 し,ア ラ

セルAを 乳 化 剤 と し て,抗 原 液 と1:1の 割 合 に 混 じた

油 中 水 型 エ マ ル ジ,,ン(Freundtypeadjllvant)を 用 い

た.菌 体成 分 単独 の効 果 をみ る場 合 に は,抗 原 液 の 代 り

に 生 食 水 を用 い て エ マル ジ.ン を 作製 した｡一 部 の マ ウ

ス の 実験 で は,加 藤 の 方 法26)に よ り作 製 したCFの 水浮

遊 液 と,羊 赤 血球 の生 食 水 浮遊 液 とを用 い た｡

投 与経 路 は す べ て左 後 足蹄 の皮 内注 射 で,マ ウス で は

O.025ml,モ ル モ ッ トで は0｡1m1,ラ ッ トで はO.05ml

を注 射 した.対 照 と して,常 に菌 体 成 分 を除 い た不 完 全

Table1.EffectofCordFactoro日heAntibodyPrQductionofMice

No.ofmice/group Antigen

8
Eggalbumin

250mcg

Testsubstance MeanaRtib◎dytiter(log・z)*

ContrQl(IFA)

CF20mcg

AD6100mcg

5

Hamsterre(丑blood

cel1

8×107

Control

iCF10mcg　
lTb-bacilli100mcg

(day21)
7

9

8

(day28*つ

10

14

12

((lay17**東)

3

7

4

(day21*'**)

5.5

7.8

6.5

6

}Sheep,edbl｡｡dceilI

8×10・}
Control

CF10mcg

Tb-bacilli50meg

8
〃

Co:trol

CFlmcg

WaxDlmcg

〃5mcg

(day9)

3.5

6

5.5

(day7)

(day14)
4.8

5.8

7

(day21)
6

8.8

8

6 〃
CQntrol

CF10mcg

WaxDIOOmcg

5

7

4.5

5.5

(day14)

5.5

6.5

5.5

5

(day21)
6.5

8

6.5

5

(day5)(dayユQ)

33

4｡57

35｡5
_∴__

A鴛tige魏a捻dmycobacterialcomponentswere至nccrpora艶d沁IFA,鋤di負jec艶dl豊tQlefthi鶏dfOαP訟d｡

零N疑mbersl捻pareBthe$esindicatedaysafterl蹴mu鋤atio難 .

纏FOoΦadtestwasperf◎rmed⇔ 漁d議y21・

毒毒零Footpadtestandsec◎ndaどyimmunizationwereperformed◎nday三 〇and24,respectively .

(day17)

4.5

8.3

7
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アジュバント(IFA)注 射群をおき,成 績を対比 した、

E免 疫反応の測定

1.血 清抗体価:マ ウスでは眼窩静脈叢より採血し,

2～3匹 ごとに同量ずっプール した血清について,モ ル

モ ットでは心穿刺により,ラ ットでは尾静脈より採血 さ

れた1匹 ずつの血清について,凝 集抗体価をマイクロプ

レー トを用いて測定 した｡EA感 作羊血球は,マ ウスお

よびモルモットの抗体価測定の場合は,タ ンニン酸処理

血球法27)によ り,ラ ットの場合はCarbodiimi呼 法28)に

よ り作製 した｡

2.足 蹄反応:マ ウスでは感作後種々の時期に,右 後

足蹄波内にO.02mlの 抗原液を注射 し,4,24,48時 間

後の足の厚さを,顕 微鏡下に0.05mm目 盛 で読みとり,

注射前の値と比較 した｡

3.皮 膚反応:モ ルモットでは感作後約4週,ラ ット

では15日 後に,側 腹部皮内に抗原液0.1mlを 注射 し,

モルモ ットでは6,24,48時 間後に硬結の直径を,ラ ッ

トでは24,48,72時 間後にダブルスキンシックネスを

測定した｡

モルモ ットでは10mg/mlの 抗原液を,直 径2～3mm

の 白濁を生じるように角膜内に注入 し,24お よび48時

間後の白濁の有無を判定する角膜反応を併せ行つた｡

F.注 射局所の腫脹の測定

マウスでは20倍 顕微鏡を用いて,モ ルモ ットとラット

では1mm目 盛 のノギスを用 い て,足 の厚 さを測定 し

た、無処置動物では左右の足の厚 さはほぼ等 しく,ま た

種々の物質を一側に注射された際 に,他 側の足の厚さに

は変化がみ られなかつたので,足 蹄の厚さの増加を次式

て夫した.

注射側螺 ㍍謬 塑x1・ ・(%)

G.リ ンパ節重量および細胞数の測定

マウスの膝窩およびそ践部 リンパ節 を剥離 摘出 し,

0.1mg目 盛 の上皿天秤で重量を測定したeそ の後にリ

ンパ節を破砕 し,メ ッシュを通 して単一細胞浮遊液を作

り,血 球計算盤で数えた.

H.有 意差の検定

足の厚さ,!夫 ンパ節重最,皮 膚反応については,平 均

値の対照との有意差を,Stu配 蹴 のt-testに よつて検定

した｡

結 果

A.マ ウ ス

1.抗 体産生

CFlmcg以 上 を油相に溶解 し,EA,SRBC,お よび

HRBCを 油中水型エマル ジ｡ン として注射すると,CF

を加 えない場台に比較して,2～16倍 の抗体価の上昇が

み られた.こ のCFに よる抗体産生増強効果は極めて再

結 核 第50巻 第4・5号

Fig.3.EffectofCordFactorandP30nthe
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現性よく観察された｡表1に 代表的な結果が例示 されて

いるが,CF10mcgの 効果は,結 核菌50～100mcgに

劣 らず,WaxD100mcgよ!)も 強 いものであつた｡P3

で も図3の ように,血 中抗体価の上昇,注 射局所の腫脹

ともに,CFと 同様の結果が得られた｡以 下図中におけ

る垂直線は標準偏差を示す｡図3のP3は 青 山B株 由来

であるが,Arthrobacter由 来のP3に よつても,全 く同

じ結果が得られた｡CFO.1mcgで は抗体価の上昇はみ

られなかつたが,SRBCを 抗 原として,CF投 与量 を増

加してい くと,図4に 示すように,血 中ピーク抗体価 と

注射局所腫大のピーク値との間に,か なりの相関がみ ら

れた.

CF水 浮遊液とSRBC浮 遊 液とを混合して注射 した

場合には,10mcgに よつても,表2の ようにアジュバ

ント効果はほとんどみ られなかつた.し か し,CF水 浮

遊液をあらかじめ注射されたマウスに,同 一部位に抗原

単独注射を行つた場合には,同 時注射の場合より強いア

ジュバン ト効果がみられた(表2)｡

SLは 図5の ように,10～100mcgのSL-1あ るいは

SL-IIIの 単独使用によつても,ま たSL-III10あ るい

は50mcgとCFO・1mcgと の併用によつても,抗 体

価の上昇を来さなかつた｡

2.足 礁反応

EA,PPD,SRBC,お よびMBSAを 抗原 として,感

作後5～28日 の種々の時期に足聞販 応を行つたが,以 下
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Table2.EffectofAqueousSuspensiOnofCordFactorandPretreatmentwith

CordFactorontheAntibodyProductionofMicetoSheepRed

B1｡odCellinSaline

Pretreatment*

None

〃

Saline

CF10mcginsaline

Drakeol

CF10mcgindrakeol

Immunization

Meanantibedytiter(1092)

day5{d｡y10

SRBCinsaliRe

CF10mcg十SRBCinsalirte

SRBCinsaline

〃

〃

4.5

5.0

5.3

6.8

4.5

7.0

6.5

7.0

6.8

8｡0

6.1

8.0

day15

〃

6.0

6.5

6.8

7.5

7.0

7.5

*Materialsforpretreatmentwereinjected5daysbeforeimmu難izationatthesamesiteasantigeR

injectiQn.6micewereusedforeachgroup.

Fig.4.RelationshipbetweenFootpadSwelling

andAdjuvantEffectofCordFactorin

Mice
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offootpadthicknessanda捻tibodytiterareshown.

のような多彩な結果が得 られた｡MBSA以 外 の抗原に

関しては,と くに感作後の期間が長い場合に,菌 体成分

の有無に拘 らず4時 間後にかなりの腫脹がみ られること

が多かつた｡遅 延型反応の示標 としては,注 射前 と24時

間後の足の厚さを比較した｡IFA感 作群において も,

SRBCとPPDに 関 しては,24時 間後に有意の増加がみ

られる場合があつた｡し か し4時 間後の腫脹よりさらに

有意に増加している場合は少な く,ま た48時 間後にはほ

とんど注射前 と差がなかつた｡CF使 用群では,EA以

外 の抗原に関してはほとんどの場合に24時 間後に有意の

腫大を示 し,48時 間後にもなお有意差を示 している場合

や,24時 間後に4時 間後よりも腫脹が増加している場合

が,対 照よりも多かつた｡し かし24時 間後の増加はいず

れ も軽度であり,対 照群 と比較すると,PPDに 関 して

は有意差が示されることが多かつたが,SRBCに 関 して

は差がみ られなかつた、結核菌体を使用 したマウスでは,

(
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Day$afterimr灘 登iz議tio簸

Controlmicewere蒙 簸jectedi魏toIefth沁dfootpads

withSRBC(1x10$)incorporatedl難IFA(○ 一 〇).

Inoc犠1aforothergrOup$contai簸eds縫1fOlipidIII100

mcg(x-x),coでdfactorO.1m¢g(● 一 ●)orcord

factorO.1mc≦ ζP星ussulfolipidIII5◎ 斑cg(▲ 一 ▲)｡

7micewereusedfor¢achgr◎ 犠p.

PPDを テス ト抗原 として用いた場合には,24,48時 間

後に著明な腫脹がみられた｡こ れは明 らかな遅延型反応

と思われ,感 作後7～14日 が ピークであつた｡し かし

EA,SRBCに 関 しては,CF同 様はつきりした遅延型反

応 と思われ る反応は示されなかつた｡MBSAが 抗 原で

ある場合には,菌 体成分の有無に拘 らず,感 作後10～14

日に ピークを有する,明 らかな遅延型反応が示された.

以上のように,マ ウスの足蹄反応では,抗 原およびアジ

ュバ ントとして何を使 うかによつて,極 めて多彩な結果

が得 られ,再 現性も必ずしも高 くなかつた｡感 作10日 前
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Fig・6・Effect◎fCordFact◎rontheFootpadReactionofMice
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SixtotenMiceforeachgroupwerelmm"nizedand重estedbyegg

albumin(250mcg,50mcg,ガespectively)PPD(10mcg,10mcg) ,SRBC

(8x107,4x107)andmethylatedbovl践eserumalb犠 ㎡ 臓(10mcg,10

mcg).Intervalbetweenimmunizatio歴andfootpadt¢stwerelldays

(A),14days(B),9days(C)and12days(D).

Type◎finocula:antigeninsaline(○ … ○),a捻tige籍incorporat¢din

IFA(○ 一一〇)・antige捻incorporatedi捻IFAconねin玉ngCF10!ncg

(● 一 ●)a登dt疑berclebacilliIG0mcg(× 一 ×).

Table3.F◎otpadReaction◎fMiceMeasured

at24hours

Fig.7.EffectofCordFactor◎ntheFootpad

SwellingofMice

Adjuvant EA

Antigen
%
100

SRBCIPPD
　

MBSA

N◎ne

IFA

CF

Tb--bacilli ±

±

±

±

±

十

十

十

十

十:Unequivocanypositive

士:Notalwayspositive;ifpositlve,reactio轟isslightor

moづerate

-:Unequivocally籍egative

後の足蹄i反応の代表的な例を図6に 示 しているが,全 実

験 の結果を簡単にまとめると表3の ようであつた｡

3.注 射局所の腫脹

ドラケオールやIFAの み を注射しても,1～2日 を

ピークとして,軽 度の注射局所の腫脹がみられたが,抗

原が加わつても腫脹の程度は増加 しなかつた｡ド ラケオ

ールやIFAにCFを 加えて注射すると
,抗 原の有無に

拘 らず,1mcg以 上 の量で,図7に 示すような著明な局

所腫脹がみられた｡こ のCFに よる腫脹は,1日 後にす

でに著明であ り,10～ ユ4日頃 ピークに達したのち徐々に

減退するが,4週 間の観察期間の終わ りにも,な お対照

群 より有意に腫大していた｡
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D&ysafterinject正on

Sixmiceforeachgroupwereinjectedhtolefthind

f・・tpadsw量thlFA・ ・轟捻i難i総gvari｡usd｡se,｡fCF
.

CFを 水浮遊液 として注射 した場合にも
,図8の よう

に有意の腫脹がみ られたが,そ の程度は
,油 やIFAに

混 ぜて注射 した場合に比較 してはるかに軽度であつた｡

SLの 場合には・SL-III100mcgの 注射時にのみ
,初

期に軽度の腫脹がみ られた(図5)が ,し かしSL-III10

mcgお よびSL-110～100mcgの 注射時には
,腫 脹は

全 くみられなかつた、

4.領 域 リンパ節の腫大

注射側の膝窩 リンパ節では,IFAの みの注射によつ

ても軽度の腫大がみ られたが,CF10mcgが 加わると
,

図9の ように4日 目頃より腫大は更に有意に増加し,10
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Table4.EffectofCordFactor◎ntheDrainingLymphNodes◎fMice

Materialstested*

Weight◎flymphn◎des(mg)**

Popliteal Inguinal

None

SaliRe

CFinsaline

SRBCinsaline

CF十SRBCinsaline

Drake⑪l

CFinDrakeol

SRBCi獄IFA

CF十SRBCiRIFA

1.3±0.3

1:認1)Pく …25

1:1:1:1)Pく …1

1:1:1:1)P<…5

8.4±4.0

10.8±3.1

5｡0+LO

6.4+1.6

5.2+1.2

5.4÷1.4

5.9+1.0

5.0±1.0、

9.2±2.6)P<0・025

21:1:1:1)P<・ …1

*

**

Eachsubstancewasinjectedatthehindfootpad$Of5m三cefQreachgr◎up12day$

previously.ユOmcgofCFwereeithersuspendedinsalineordisolvedinoil.

A{eanvaユue±standarddeviation.

Fig.8.Effect◎fCordFact◎rInjectionlnthe

DifferentVehiclesQntheFootpadSwel・

1ingofMice
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Daysafteri可ection

Fivemiceforeachgr｡upwereinjectedi燵01eft

hindfootpadswithCF10mcgi捻IFA(● 一●),or,in

saline(● …●).Co厩r｡1micewereinjectedwithIFA

a10織e(O-O),OτsaIl捻ealone(○ …○).

Fig.9.E仔ectofCordFactor｡日heWeightof

thePoplitealLymphNodeofMice

曇

20「

　

玉十

ioL

s!

EffectofCordFact◎randAntige擁(SRBC)

QntheWeightoftheInguinalLymph

NodeofMice

I
{

}CF10mぐ9←,
liSRBC玉RIFA

;_一 一 一 一 一 一 一ト ＼＼.
ノ へ!
≡`、 、.

/lt't"・ 一 、i

/1111

/i＼;i囎 躍∵!1∠!

∠ 乱 一」 も$RBC研A・i
＼ ごIFA

a}ewe孟

一島

頃

mg

1471220

DaysafterinjectiOR

S董xmiceforeachgroupwereinjectedintoleft

hindfootpadswithIFA(○ 一 〇),orIFAcontaining

CF10mcg(● 一●),

日 昌頃 に ピ ー ク と な り,20日 過 ぎ る とIFA注 射 群 と の

問 に 差 が み ら れ な く な る 傾 向 が 示 さ れ た｡CF水 浮 遊 液

｡L… す 一t--91623

Daysafterinjection

Sixmiceforeachgroupwereinjectedintoleft

hindfootpadswithIFA(○ 一〇),orIFAcontaining

SRBC(1×10s)(○ 一一〇),CF10mcg(● 一●),orboth

(●一一●).

の注 射 の場 合 に も,膝 窩 リ ンパ 節 で は有 意 の腫 大 が み ら

れ た｡表4に ピー ク時 の結 果 を示 して い る｡

注 射 側 そ践 リ ンパ 節 で は,IFA単 独 注 射 で は も と よ

り,抗 原 が 加 わつ て い て も全 く腫 大 は み られ な か つ た.

そ れ に 反 して,CFを ドラケ オー ル やIFAに 混 ぜ て 注

射 す る と,図10の よ うに著 明 な 腫 大 が み られ,抗 原 が 加

わつ て い る場 合 に は,こ の腫 大 は 一 層 高 度 で あ つ た.一

方CFの 水 浮 遊 液 を注 射 し た場 合 に は,そ 践 リ ンパ 節 の

腫 大 は全 くみ られ な かつ た｡表4は12日 目の リ ンパ 節重

量 を示 して い るが,5日 か ら20日 まで 同 様 の 結 果 が 得 ら

れ た｡

な お リ ンパ 節 の腫 大 は重 量 に よ つ て示 され てい るが,

細胞 数 に つ い て も,重 量 と全 く同様 の結 果 が 得 られ た｡

B.モ ル モ ッ ト

1.抗 体産 生

表5の よ うに,50mcgお よび500mcgのCFに よ
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Table5・EffectofC◎rdFactoro臓theImm慧neResponseofG舷 量獄eaPigs

Materialstested

Exp.11FA(Contr◎1)

CF50mcg

Tbbacilli100mcg

WaxD500mcg

Exp.21FA(Control)

CF500mcg

AD6500mcg

Meanantibedy

titer(1◎92)

6｡3

8｡4

10.6

11.1

2.8

4.5

7.1

C｡mealreaction

No.positive/total

0/5

0/5

5/5

5/5

0/5

0/5

4/5

Skinreaction*
Meandiameterofinduration(mm)

6h {
12.5±2.5

10.5+1.6

10.4±2.1

10｡2±1.9

14.8±1.9

14.5±1.3

16.1+2.4

24h

6.6±1｡4

5.5±1.0

9.8±1.6

8.2+1.3

8.9±0.9

9.0+1｡1

10,2±1.0

48h

3.7±0.9

3.0±0.7

8.5+1.1

6.4±0.6

4.2±0.7

4.0±0.9

7.4±0.9

Immunere$ponsesweremeasured4weeksaftersensitizationwithlmg｡fEAi熱corpoτatedi難IFA,ori難IFA

co捻tain1捻gmycobacterialcompone登ts｡

*Dosesoftestantigenwere10mcgaれd50mcgfoτExp
,1and2,respectively.

Fig.11.EffectofCordFactor｡ntheFootpad
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Table6.EffectofCordFacteronAntibody

Producti◎nofRat

Materialstested

20

0

1=こi

10 15 20

ー≒馬ーノ
ー

ト

φ
…

㌃

顧

瞥

ー
丁
ま

Exp.1

1FA(Control)

CF40mcg

WaxD200mcg

Exp.2

1FA(Control)

CF250mcg

WaxD500mcg

Meanantibedytiter(log2)

day1・lday151day2・ ・

2

(∠

ら0

正4

ハ
0

ρ0

5.3

6.3

6.5

7.8

9.2

8.9

7.0

9.3

8.5

51015

DaysafterinjectiOfi

20

FiveguiReapigsforeachgroupwerei益jectedinto

IefthindfooΦadswithIFA(○ 一 〇),orIFAco勲 ・

taini!塘CF(● 一 ●)｡

り,平 均約4倍 の抗体価の上昇がみ られたが,結 核菌や

ロウDに よる上昇に比較すると軽度の ものであつたe

2.遅 延型反応

EA感 作4週 後の皮内反応では,結 核菌やロウD使 用

群では24,48時 間に対照群より大きい硬結を生じたが,

CF群 では対照群に比較 して差がみ られなかつたe同 時

に行つた角膜反応 で も,結 核菌,ロ ウD群 では全例,

AD6群 で も5例 中4例 に明 らかな陽性反応が示され た

が,CF群 ではIFA群 と同様,1例 も陽性反応を示さ

なかつた(表5)｡

3.注 射局所の腫脹

CF50mcgで は図11Aの よ うに,注 射局所の腫脹は

認められず,500mcgの 場合は,図11Bの よ うに,初

期に軽度の腫脹がみられたが,一 過性で,4～5日 以降

は対照群 と差がなかつたeこ の結果は,抗 原としてEA

が加わつていても全 く同様であつた｡

C.ラ ッ ト

Fiveratsforeachgro犠pwereim搬u貸izedw嚢hIGO

mcgofEAincorporated量 勲IFAoどinIFAcontaining

mycobaα αialcomponents.

*Skintestwasperformed15daysafterim】muRizatio簸
.

1.抗 体産生

表6の ように,CF40mcgお よび250mcgに よつて,

EAに 対 する抗体産生は2～4倍 に増強されたeWaxD

200mcgお よび500mcgに よつても同程度の上昇がみ

られた｡

2.遅 延型反応

EA感 作15日 後に行つた皮内反応では,4時 間後には

各群 とも発 赤 な く,硬 結 も軽微であつたe24時 間後に

は・図12の ようにCF群 およびロウD群 では,IFA群

に比較 し,有 意の硬結の増大と発赤を来し,48時 間 も持

続 し,明 らかな遅延型反応が示された｡

3.注 射局所の腫張

EAで 感作する際に,CF40mcgを 加 えて注射 され

た群におい ても 図 ユ3Aの ように局所の腫脹は対照群

と差がなかつた｡250mcgで は,図13Bの よ うに,対

照群に比較すると有意の腫大がみられたが,マ ウスの揚

合に比較して,極 めて軽度であつた｡

以上の結果 を・とくにアジュバン ト効果に関して簡単

にまとめると表7の とお りである｡
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Fig.12.EffectofCordFact◎rontheSkin

ReactionofRats
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Fiveratsf｡reachgroupwereimmunizedwlthEA

(100mcg)iBcerparatedi簸IFA(○ 一 〇),orinIFAcon・

taini薮geitherCF(● 一 ●),orWaxD(x-x).Skin

tes之wasp¢rfermed2weeksafterimm雛nizatiOn.

考 察

Cordfactorは,結 核 菌 の特 有 の紐 状 発育 の原 因 とな

る因 子 と して,か つ マ ウス に対 し強 い毒 性 を持 つ物 質 と

して,Blochに よ り分 離 され29),そ の 後 の分 析 に よ り,

二 糖 類 トレハ ロ ー ズ1分 子 と2分 子 の ミコー ル 酸 と のエ

ステ ル結 合 に よつ て出 来 て い る,糖 脂 質 であ る こ とが 証

明 され て い る鋤.ま たそ の毒 性 の メ カ ニ ズ ム に 関 し て

は,加 藤 の 広範 な仕 事 が あ る3り｡

CFは,Whiteら のモ ル モ ッ トに お け る実 験 では,抗

体 産生 増 強,遅 延 型 反 応 誘 起 能 ともに 示 さず 燭,ア ジ ュ

バ ン ト作 用 を有 しな い もの と考 え られ て き た.と こ ろが

最 近,Bekierkunstら は,マ ウ スに お い て.CFの 水 中

油型 エ マ ル ジ｡ン を注射 後 同一 部 位 に羊 赤 血 球 を単 独 注

射 した 場 合 や,油 中 水 型 エ マ ル ジ ・ン と し てCFと 抗 原

とを同 時 に 注 射 した 場 合 に,抗 体 産 生 が 増 強 され る こ と

を報 告 した17)｡

しか し,彼 らの使 用 したCFの 純度 に つ い て は疑 念 が

持 たれ てい るeRibiの 遠 沈 ク ロマ ト法 に よ る と,通 常

の方 法 で 分離 され たCFに は,主 と してtrehal｡seS,6'-

dimyc◎1ateが 含 ま れ てい るほ か に,種 々 の他 成 分 が 混

在 して い る こ とが示 され て い る1$)鋤eBekierkunstら は,

CFの 静 注 に よ り,マ ウ ス の肺 に 肉芽 腫 反 応 が 惹起 され

99
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Table7.ComparisoRofActivityofMycobacteria!

AdluvantamongS◎meAnimalSpecies

TubercleCo
rdfact◎riWaxDbacilli

lAb・DH・ …'AbめHi 曲

痢

督
廿

DH

Mouse

Rat
　

Guineapigi

♪

穿

柵

÷

2

世

》

や

什

轟

*Enha捻cemento{a貸tibodyprod慧ctio織 ｡

毒*Inductionぐ)fde1撫y¢dhypersensitixr1じ ・.

る こ とを 報 告 して い る19)29)が,東 らは精 製 され たCFに

よ つ て は,か か る反 応 は生 じな い と述 べ て い る恥｡ま た

マ ウス の結 核 菌 感 染 防 御 鋤 や 腫 瘍 の退 縮 鋤 に関 し て,精

製CFで あ るP3とBCG細 胞 壁 成 分 との 間 に相 乗 作 用

が み られ る こ とや,CFとSulpholipidと の 間 に,マ ウ

ス毒 性 に 関 し相 乗 作用 が み られ る跨 こ とが 報 告 され てい

る.こ の よ うに,生 体 成 分 の 生 物 活 性 は,微 壁 の 混 入 物

に よ り大 き く影 響 を受 け る こ とが あ るの で,物 質の 純 粋

さが 重 要 とな る｡

そ こ で われ われ は、2種 類 の精 製CFを 用 い て実 験 を

行 つ た.こ れ ら製 品 は,そ れ ぞ れ 物 質 の 純 度 検 定 に 高 い

感 度 を示 す 薄 層 クxxマ ト法 お よびRibiの 遠 沈 ク ロマ}・

法 に よつ て,単 一 と認 め られ た もの で あ る.そ ⊃結 果,

マ ウ スで は1mcgと い う微 量 の精 製CFに よつ て,確

か に 抗 体 産 生 が 高 ま る こ とが 認 め られ た｡

P3の 実 験 で は,Arthrobacter由 来 の もの もM!vcobge-

terium由 来 の も の と全 く同 じ ア ジ ュバ ン ト嫡 果 と局 所

の 腫脹 を示 した｡A丘hr｡baα α のP3は,炭 素80以 上 の

ミ コー ル酸 で な く,炭 素32コ のC◎rynomyc｡1i日ddを

持 っ こ とが わ か つ てい る鋤 の で,マ ジ 瓢バ ン ト活性 発 現

に は,砿 σ の 炭 素 に エ ス テ ル結 合 して い る脂 肪 酸 の 炭 素
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数は,32コ あれば十分であると考えられるeAsselineau

らによ り数多くのCF類 似物質が合成 されてお り,加 藤

らの研究によりその毒性 と構造 との関係 もわかつ てい

る鋤 ので,CFは アジュバント効果と毒性 と構造との関

係を追求するのに適 した物質と考え られ る｡Sulfolipid

は図2に 示 されるように,CFと 極 めて類似 した物質で

あるが,ア ジュバ ント効果は全 くみ られず,注 射局所の

腫脹もほとんどみ られなかつた、加藤 らのマウスに対す

る毒性に関する成績鋤 と異なり,わ れわれの行つたよう

な足蹄注射 では,本 実験に用いた量のSLとCFと の

問に,局 所の炎症反応に関してもアジュバ ント効果に関

しても,相 乗作用はみ られなかつた｡

CFの アジュバ ント作用機序について考察を試みたい｡

従来よりX線 照射36)～38)をは じめ,エ ンドトキシン39)～41),

コル ヒチン42×3),6MP44)な どのいわゆるcytotoxicage・

ntsに よ り,あ る条件下に免疫反応が増強されることが

報告されている｡一 般に,そ の細胞障害作用のため,核

酸やその分解産物が生成遊離されて,免 疫系細胞に非特

異的刺激を与えることが,こ れら物質のアジュバント作

用の原因と考えられて37)40)～42)")いる｡

一方 ,代 表的なデポ型アジュバントであるFreundの

不完全アジュバ ントについては,抗 原が接種部に長 くと

どまり徐々に持続的に放出利用される3)～5)9)12)45)こと,

全身的に抗原の散布が助けられて多くの組織で利用 され

るようになる9)46)47)こと,油 による細胞反応により,抗

体産生細胞が抗原周囲にひきつけられる9)4e)ことなどが,

主な作用機序と考えられている｡

結核菌体が加わつた完全アジュバ ントについては,上

述のオイルの効果の他に,結 核菌による特殊の細胞反応

に意味があると考えている人が多い｡す なわちモルモ ッ

ト,ウ サギ,サ ルなどでは,注 射部や所属リンパ節のみ

ならず,遠 隔リンパ節や肺などにも,大 単核細胞,類 上

皮細胞,リ ンパ球,形 質細胞等より成る肉芽腫が形成 さ

れることが知 られて6)7)9)48)～50)おり,ロ ウDに ついても,

モルモ ットの注射局所や所属 リンパ節などに結核菌同様

の類上皮細胞肉芽腫を作ることが報告 されてい る9)12)13)

51)
｡こ のような細胞反応により,抗 体産生細胞が抗原周

囲に集籏増殖し抗原と有利に接触する6)52)53)ことや,遅

延型感作に関与するような細胞系列が刺激される9)46)こ

となどが推定されている、マウスにおいては,結 核菌や

ロウDの 注射では,局 所に肉芽腫を生じないことがCar-

teff7)やBekierkunstM>ら に より報告されている.一 方

Bekierkunstら は,CFに よるマウスの組織学的変化の

特徴として,注 射局所に強い炎症性細胞反応による腫脹

が招来され,次 第に類上皮細胞も出現すること,所 属 リ

ンパ節でも類上皮細胞,マ クロファージ,リ ンパ球よ り

成る肉芽腫形成がみられ,ま たparac｡rticalareaの リ

ンパ球過形成とマクロファージの集籏がみ られることを
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挙げている醜)｡

われわれの精製CFに よる成績でも,同 様にマウスの

注射局所は著明に腫脹 し,所 属 リンパ節も腫大した.こ

れ らの腫脹は,CFの 組織障害作用により惹起 された炎

症反応 と考えられ,CFは 直接に細胞を障害 して核酸や

その分解物等のアジュバン ト活性のある物質を遊離 させ

るとともに,宿 主の細胞反応を誘起 して,よ り多くの免

疫系細胞が抗原 と接触することを可能にするのではない

かと推定される｡CFに よる組織反応が,そ のアジュバ

ン ト効果 と密接な関係を有する可能性は,以 下のことか

ら推論される｡

まずCFの 投与量を変えた場合,注 射局所の腫脹のみ

られない量ではアジュバ ント効果はみ られず,投 与量を

増加 して生じた局所反応の程度 と,抗 体産生増強の程度

との問に平行関係がみられたe次 にCFの 投 与様式が違

うと,組 織反応 とアジュバン ト効果も異なり,両 者の間

に関連がみ られた｡す なわちCFを 油中水型エマルジ｡

ンに加えて注射 した場合には,著 明な局所反応 と強いア

ジュバン ト効果がみ られたが,水 浮遊液と抗原 との混合

液の場合には,局 所反応は軽度であ り,ア ジュバ ント効

果もほとんどみ られなかつた｡CF水 浮遊液でアジュバ

ン ト効果がみられなかつたことは,組 織反応が弱かつた

ためと思われるが,水 溶液の形の抗原は局所 よりの排除

が速やかで,局 所反応が生じた時期にはすでに抗原が十

分残存 していないことも一因と考えられる｡事 実,CF

水浮遊液をあらかじめ注射されて反応が生 じている局所

に,抗 原を単独で注射すると,同 時注射の場合よりも強

いアジュバ ント効果が得 られた｡こ れはBekierkunstら

もすでに報告 している17)ことであるが,CFに よる組織

反応の生 じている局所に抗原が接触することの必要性を

示唆 しているように思われる｡

なおCFの 投与様式による組織反応の差は,リ ンパ組

織においても認められた｡所 属膝窩 リンパ節では,CF

水浮遊液によつても,エ マルジ ・ンの場合と同様の腫大

がみられたが,そ 践リンパ節では,エ マルジ 叢ン注射時

には著明な腫大がみられたのに反し,水 浮遊液の場合に

は,腫 大は全くみられなかつた｡デ ータを示 していない

が・脾臓もエマルジ・ン注射時のみ軽度 の腫大 を示 し

た｡こ の違 いは,エ マルジ・ンの場合は,油 によつて

CFの 全身への散布,と くにリンパ組織へのリンパ行性

の輸送が促進 されたためと考えられる.

CFエ マルジ・・ン注射時に,膝 窩リンパ節よりもそ践

リンパ節において,腫 大が高度であつたことは,興 味あ

る事実と思われるが,そ の理由はよくわからない｡As・

konasら も ロウDを 注射 されたモルモ ットで同様の所見

を報告 してお り51),到 達する刺激の濃度や,リ ンパ節自

体の組織解剖学的な問題など種々の因子が関係している

と考えられる｡
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マウスにおける,CFの 遅延型反応誘起能に関しては,

抗体産生の場合と異なり,は つきりした結論は下せなか

った｡マ ウスは元来モルモ ットと異な り,加 窃掬 で遅

延型過敏症を示し難い動物と考えられているが,Nelson

ら55),Hoyら56)は,SRBCや 異種抗原,腫 瘍抗原など

に対して足蹴反応を示標として,遅 延型過敏症を報告し

ている｡一 般に足蹄反応では,24時 間後の足の厚さの増

加の程度が遅延型反応を表す ものとみなされているが,

われわれの実験条件では,足 蹄反応はアジ纂バン トとし

て用いられた物質よりも,む しろ抗原の種類によつて大

きく左右 された｡ま た必ず しも良い再現性は示されなか

つた、馬場 らも,マ ウスの足蹄反応の誘起には,抗 原の

性質が重要な関係を持つことを報告 している5η｡足 躁反

応は遅延型過敏症の一表現であるとしても,そ の発現に

はアジュバ ントの存在の他に,抗 原そのものの性質や量

など,他 の因子がより重要ではないかと考えられる｡こ

の点で,菌 体アジュバ ントの作用が強 く表現される,モ

ルモ ットの皮内反応や角膜反応 とは異なつた点があるよ

うに思われる、 したがつて,足 蹄反応は,フ ロイン ト型

アジュバントに加えて注射 された物質の,遅 延型反応誘

起に関するアジュバ ント効果を判定する示標 としては良

い方法と考え難いので,CFの 遅延型誘起能に関 しては,

方法を変えて検討する必要があると考えられる｡

CFの 組織障害作用は,動 物種により感受性に差がみ

られ,マ ウスと異なリモルモットでは,注 射局所の反応

がほとんどみられなかつた.そ の抗体産生増強作用も,

モルモ ソトては結核菌やロウDに 比較する と極 めて弱

く,遅 延型誘起能は全 く示 されなかつた｡

このマウスおよびモルモットの成績から,CFの アジ

ュバン ト効果はその組織障害作用に基づ くものであり,

マ ウスとモルモットにおけるアジュバント効果の差は,

組織のCF毒 性 に対する感受性の差の反映であると考え

ることも可能のように思われる、

しかしラットにおいては事情は全く異なつていた.ラ

ットではCFに よつて,局 所反応が軽度であるにも拘 ら

ず,抗 体産生増強のみならず,遅 延型皮膚反応が誘起 さ

れた｡

遅延型過敏症を誘起する物質としては,種 々の菌体 と

その成分が知られており,中 でも結核菌 とそのロウDが

最も強力であると一般に認められている.こ れらの遅延

型反応に関する実験は,主 にモルモットを用いて行われ

ていることが多い｡ま たモルモットー ロウDの 系では,

disaccharidepeptidemonomerが 活性構造部分である

ことが最近わかつてきた5s)s9)｡CFは 上述のようにモル

モ ットでは遅延型反応を誘起 しないが,ラ ットではロウ

Dと 同じく遅延型反応を誘起 した、,CFは ペ プチ ドを有

さず,ロ ウD活 性部分とCFと の問に構造的な共通性は

存在しない.し かし,い ずれも哺乳類には存在 しない物
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質か ら成つていることは,菌 体成分アジュバントの作用

機序を考える上に,興 味深い点であると考えられる、

ラットでは,注 射局所の反応はマウスに比較し極めて

軽度であつたが,ロ ウDに 劣らぬアジ・・バント効果がみ

られた｡し たがつてラットでは,CFの 作用機序 として,

マウスの場合に想定され うるような,核 酸崩壊産物の遊

離や,炎 症性細胞反応による免疫担当細胞の増生促進な

どとは異なる機序が働いている可能性が示唆 される｡も

ちろんアジュバン ト活性に必要な最小限の組織変化はラ

ットにおいても起 こつてお り,注 射局所反応にみ られる

マウスとラットとの差は,ア ジュバン ト作用 とは何 ら関

連がない組織反応である可能性 も考えられる.し かしモ

ルモットでは500mcgの 大量でも,遅 延型反応誘起能

はみ られなかつたので,ラ ッ トとモルモ ットとのCFに

関する免疫学的感受性の差異は否定できないであろう、

なお本実験で用いたロウDは,モ ルモット,ラ ットに

おいては強いアジュバン ト効果を示したが,マ ウスでは

5mcgで は効果がなく,100mcgで もCF10mcgよ り

弱い効果しか示さなかつた｡Bekierkunstら はCFを 含

まないロウD5～10mcgは,マ ウスではアジュバン ト

効果を示さないことを報告している17)eわ れわれの用い

たロウDもCFを 含んでいないが,100mcg用 い ると

アジュバント効果を示 したので,ロ ウDは マウスにおい

ては弱いアジュバ ントであるため,彼 らの用いた量では

効果が表れなかつたものと考えられる、また本実験で用

いたロウDを アセチル化したADは,モ ルモ ットでは

強いアジュバ ント効果を示したが,ラ ットおよびマウス

てはアジュバン ト効果を示さなかつた(未 発表).

結核菌体は全体 として用いれば,調 べられたほとんど

すべての実験動物において,強 いアジュバン ト効果を示

すことが知 られている｡し かし,本 実験の結果は,結 核

菌体中にはアジュバ ント活性を有する成分が幾つか存在

し,そ れら各成分のレベルで考えると,そ の効果の発現

や作用機序は,動 物種によつて全 く異なる場合があるこ

とを示唆 している.現 在臨床分野において,悪 性腫瘍を

主として,免 疫学的療法の研究開発が盛んに行われてい

る.実 験動物の種類,腫 瘍の種類,ア ジ蕊バ ント物質の

種類,あ るいは注射経路などによつて,そ の効果は多様

であると考えられるので,動 物実験の段階から進んで,

アジ藷バントの臨床的応用を考える場合には,十 分慎重

であるべきことを,わ れわれの成讃は示唆 していると考

えられる｡

結 語

結 核 菌 体 中 の毒 性 物 質 と して知 られ て い るcordfactor

の ア ジ ェバ ン ト作用 を,マ ウス,モ ル モ プ ト,ラ ッ トに

つ い て,2種 の精 製 され たcOrdfaetor標 品 をFrevnd

型 エ マ ル ジ ・ンの形 で用 い て検 討 した.マ ウス で は抗 体
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産生に関 して強いアジュバント効果が示された.か つ注

射局所の炎症反応が高度で,ア ジュバント効果との間に

相関が示された｡モ ルモ ットにおいては,ア ジュバン ト

効果 局所反応 ともに極めて弱いものであつた｡ラ ット

では局所反応は軽度であつたが,抗 体産生増強のみな ら

ず,遅 延型反応を誘起 しうることが示された｡ま たロウ

Dは,モ ルモ ットおよびラットにおいては強いアジュバ

ント作用を示すが,マ ウスでは弱い作用しか示さなかつ

た｡以 上のことから,菌 体成分の レベルでは,少 なくと

もFreund型 エマルジ｡ン の形で用い られるとき,ア ジ

ュバント効果の発現に,動 物により差がみ られることが

示された｡

(稿を終わるに臨み,ご 指導とこ校閲を賜つた恩師杉

山浩太郎教授,田 中渥助教授に衷心より感謝 いた しま

す｡な お本研究の要旨は,第49回 日本結核病学会総会に

おいて発表した｡)
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