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In guinea pigs, tuberculin-type delayed skin reaction was found to be suppressed by spleen 

cells which showed no rosetting with rabbit red blood cells(RRBC). Separation of spleen cells 

into RRBC-rosette forming cells(RFC) rich and RRBC-RFC depleted cells fractions was done 

by using Ficoll-Hypaque gravity sedimentation technique.

1) RRBC-RFC depleted spleen cells from guinea pigs immunized with complete Freund's 

adjuvant suppressed the skin reactions such as erythema and induration of their own animals 

when they were injected simultaneously at the same place of the injection of antigen TAP

(Tuberculin Active Peptide).

2) In the experiment of local passive transfer of tuberculin-type delayed skin reaction to 

normal guinea pigs with lymph node cells from animals immunized with tubercle bacilli, RRBC

-RFC depleted spleen cells from the same donor were found to suppress the reactions 24 hour later 

when injected with lymph node cells.

In both experiments 1) and 2), RRBC-RFC rich spleen cells showed rather enhancing activity. 

Treatment of the cells at 56•Ž for 30 min. abolished the suppressive activity of RRBC-RFC 

depleted spleen cells.

It remains to be elucidated whether suppressor cells observed above are B cells or belong to 

subset of T cells which do not from rosette with rabbit red blood cells.

緒 言

モルモットに おいては,胸 腺由来のいわゆるT-リ ン

パ球は,ウ サギ赤血球に親和性をもち,ロ ゼ ットをつ く

る性質をもつている1)2)。著者らは ツベルクリン遅延 型

皮膚反応が,こ のウサギ赤血球とロゼ ットをつ くる性質

をもつ リンパ球により,正 常動物に受身感作しうること

を報告してきた3)。

免疫反応,特 に流血抗体産生系に おいては,T-リ ソ

パ球がその調節に関与 して い ることが広 く知 られてい
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る4)。一方,細 胞性免疫反応系に おい ては,T-リ ンパ

球 の他に,骨 髄由来のいわゆるB-リ ンパ球が,そ の反

応の調節によつているとい う報告がある5)6)。

そ こで著者 らは,フ ロイン ドの完全アジュバン トで免

疫 したモルモヅトの脾臓細胞を用い,ウ サギ赤血球とに

よるロゼットを 形 成 後,ロ ゼ ット形 成細胞,す なわち

Т-リ ンパ球の多い分画と,少 ない 分画 を比重遠心法7)

に より分離し,ツ ベルクリン遅延型皮膚反応に及ぼす,

それぞれの細胞分画による影響を検討した。

材料および方法

動物:モ ルモットは市販の白色雑種を使用した。ウサ

ギは市販の体重2kgの ものを使用した。

免疫方法:結 核菌によるモルモットの感作は,結 核死

菌0.5mg/mlを 含む市販 のフロインドの完全アジュバ

ン トを,後 足蹠 の皮下に0.1～0.2ml注 射 し,4～6

週 間後の動物を実験に供した。

リンパ節および脾臓細胞浮遊液の作成:エ ーテル麻酔

下で,膝 窩および鼠径部の局所 リンパ節を摘出した。ま

た脾臓は麻酔下で,そ の部分切除を行なつた。ハサ ミと

ピンセットを用いてそ れ ぞれの細胞をほぐし,RPMI-

1640培 養液を用いて3回 洗浄後,同 じ培 養液に細胞浮

遊液を作成した。細胞の生存率は,エ オジン染色液によ

るdye exclusion testに よ り算定した。

ウサギ赤血球は,使 用 当日にAlsever液 中に耳静脈

より採血 し,3回 生理 的 食塩水で洗浄後,RPMI-1640

培 養液で5×108/mlに 調 整して用いた。

ロゼ ット形成とその分離:こ れらはいずれも既に報告

した方法3)で 行なつた。すなわち脾臓細胞浮遊液と,約

20倍 量 の赤血球数を含むウサギ赤血球浮遊液を混じ,37

℃15分 間 インキュベー ト後,室 温で1,500回 転3分 間遠

心 し,そ のまま氷水中に1時 間静置し,ロ ゼット形成を

行なつた。ロゼ ットを形成後,ロ ゼットを多 く含む細胞

分画とロゼ ットを取 り除いた細胞分画への分離は,比 重

1.115に 調整したFicoll-Hypaqueを 用いて の比重遠心

法で行なつた。ロゼ ットを多 く含む分画中のロゼットを

形成しているウサギ赤血球,お よび 遊離の赤血球は0.5

%塩 化 アンモニウムにより溶血させ,最 終的にRPMI-

1640培 養液による両分画の細胞浮遊液を作成した。

正常動物へのツベルクリン反応の受身感作方法:す で

に報告 したlocal passive transfer法3)に よ り行なつた。

抗原 と し てTAP(Tuberculin Active Peptide)20μg

を加えた感作モルモットか らの局所 リンパ節細胞106コ

を正常モルモットの背部皮内に注射し,経 時的に局所の

発赤腫脹の面積の大きさを測定することにより,反 応の

程度を観察 した。TAPは 結核菌体 より山村 らの方法8)

で抽出精製 したもので,大 阪大学医学部第3内 科田原留

之助博士 より恵与されたものを用いた。

Table 1. Specific Depletion of Rabbit Red Blood

 Cell-rosette forming Spleen Cells by

 the Method of Gravity Sedimentation

Each cell fraction was treated with ammonium chloride 

to lyse erythrocytes and rerosetted with rabbit red blood 

cells. Only rosettes possessing three or more adherant red 

blood cells were counted.

実 験 成績

1.　 ウサギ赤血球 と脾臓細胞 とによるロゼット形成 と

その分離

ウサギ赤血球(RRBC)と 脾臓細胞 とに よるロゼット

(RFC)を 形成後,Ficoll-Hypaque比 重遠 心 法 に より

分離を行ない,塩 化アンモニウムで溶血後,そ れぞれの

細胞分画を用いて再びウサギ赤血球によるロゼット形成

をみたのが表1で ある。 ロゼット形成細胞は大部分試験

管管底に集まり,中 間層にみられるのは,ほ とんどロゼ

ット形成性のない細胞に属することがわかる。このよう

にして分離した,ロ ゼット形成細胞の多 く含まれる分画

をRFC rich分 画,少 ない分画をRFC depleted分 画

として以下の実験に用いた。

2.　 ツベルクリン遅延型皮膚反応に及ぼす分離 したそ

れぞれの細胞分画の影響

表2は フロインドの完全アジュパントで免疫 したモル

モットから部分切除 した脾臓細胞を用いて,ウ サギ赤血

球 とによるロゼットを形成後,上 記の方法で分離 し,そ

れぞれの細胞分画を作成 し,も との自己の皮内に,抗 原

TAPと ともに注射した場合の,局 所の遅延 型反応に及

ぼす影響をみた成績である。注射後48時 間の反応の成績

で,抗 原TAP 20μgを 単独注射 した際の局所の発赤腫

脹の面積を100と した場合に,同 じ個体の脾臓か ら分離

したそれぞれの細 胞 分画を,抗 原TAPに 加えて注射

した際の面 積 の割合を%で 示 したも の である。なお

тAP単 独注射で,発 赤の直 径が10mm以 下を示した

個体は実験より省いた。RFC rich分 画 を一緒に加えた

場合には,む しろ反応の増強をみるのに比 し,同 じ細胞

数のRFC depleted分 画を加えた場合には,約1/2に

反応の減弱をみた。抗原TAPな しでそ れ ぞ れの細胞

分画単独の注射では何 ら認むべき反応はみ られない。代

表的な反応の時間的経 過 を 図に示 した。いずれも抗原

TAPの み の注射による局所の反応の強さを100と して,

それぞれの分離した細胞分画を加えたときの反応の強さ



1977　 年　5　月 221

Fig. Effect of RRBC-RFC Depleted and Rich Spleen Cell Fractions on TAP-induced 

Skin Reactions. Strength of Reaction was shown in Percent Size of Erythe-

matous Area to the Control Induced by TAP Alone

•Z-•Z: TAP and RFC depleted spleen cells.

x•cx:TAP and RFC rich spleen cells.

Table 2. The 7Effect of RRBC-RFC Depleted

 and Rich Spleen Cells on TAP-induced 

Delayed Skin Reactions

One million fractionated spleen cells by Ficoll-Hypaque 

gravity sedimentation technique were injected into auto
logous skin intradermally with 10ug TAP(Tuberculin Active 

Peptide) and erythema and induration were measured 48 
hours later. Guinea pigs which showed less than 10 mm in 

diameter of erythema by the injection of TAP alone were 

discarded from the experiments.

を%で 示している。RFC depleted分 画を加えた際の反

応 の減弱が明らかにみられる。

3.　 正常動物への遅延型反応の受身感作に及ぼす分離

細胞分画の影響

フロインドの完全アジュバントで感作したモルモット

の局所 リンパ節細胞を用いて,正 常動物への10cal passive

 transferの 方法によるッベルクリン遅延型皮膚反応の受

身感作が可能である。 この際に,同 じ個体から部分切除

Table 3. The Effect of RRBC-RFC Depleted

 and Rich Spleen Cells on Local Passive

 Transfer of TAP-induced Delayed Skin

 Reactions

One million RRBC-RFC depleted or rich cells were in

jected into normal guinea pigs intradermally with TAP and 
same numbers of sensitized guinea pig lymph node cells 
from the same donor. Skin reactions were measured 24 

hours later. The recipient guinea pigs which showed less 
than 5 mm in diameter of erythema by the transfer of TAP 

and lymph node cells alone were discarded from the expe
riments.

した脾臓細胞 より分離 した細胞分画(RFC richお よび

RFC depleted)を リンパ節細胞 と同時に局所に注射し,

受身感作の成立における,そ れぞれの細胞分画の影響を

検討した。表3に 示 したのは,抗 原TAPと 感 作 リンパ

節細胞のみによる局所の反応の大きさを100と した場合,

同 じdonorの 脾臓より得た分離細胞分画を加えた際の反

応の大きさを%で 示 したものである。T-リ ンパ球の多 く

含 まれているRFC rich分 画 を加えた場 合 には,む し

ろ反応の増強が認め られ る場合があるのに比 し,RFC
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depleted分 画 を加えた系では,反 応の減弱をみている。

Local passive transferの 系では,感 作 リンパ球 と抗原

TAPを 一緒に注射後24時 間に反応のピークが み られ

るため,反 応の測定はいずれ も,注 射24時 間後における

発赤腫脹の面積の大 き さでみている。 この場合,TAP

と感作 リンパ節細胞のみに よる24時 間後の発赤が 直径

5mm以 下を示した個体は実験より省いた。

考 察

上記の実験結果は,ツ ベルクリン遅延型皮膚反応にお

いては,ウ サギ赤血球 とロゼットを形成しない脾臓細胞

により,そ の反応の発現が抑制され る こ とを,結 核菌

によるactive immunizationと,感 作 リンパ球による

passive immunizationの 両方の系において示している。

この場合,生 きた細胞が必要であることは,56℃30分 間

の処理で上述の抑制作用が失われることより確かめた。

一般に流血抗体産 生系に おいては
,suppressorT-リ

ンパ球により,そ の調節が な され ていることが報告さ

れ4),ま た細胞性免疫系に おいて も,胸 腺由来の リンパ

球による調節機構の報告が なされている9)。一方Turk

 and Parkerら は,卵 白アルブ ミンで免疫したモルモット

においては,感 作T一 リンパ球 とともにsupPressor B-

リンパ球が誘導 されることを報告,細 胞性免疫系におけ

るB-リ ンパ球による調節機構の存在を示唆する成績を

観察 している5)6)。

モルモットにおいてはウサギ赤血球に親和性をもち,

ロゼットをつ くるリソパ球はT-リ ンパ球であること1)2),

また ツベルクリン遅延型皮膚反応が,こ のロゼット形成

細胞により,正 常モルモットに受身感作 しうることを著

者 らは報告 してきたが3),こ の ウサギ赤血球 とはロゼッ

トをつ くる性質のない細胞で,し かもB-リ ソパ球表面

抗原をもたない細胞,い わゆるnull cellの 存在がモル

モットでしられている。著者 らがみてきた抑制的に働 く

細胞が,こ のnull cellに 属 してい るのか もしれない。

したがつてB-リ ソパ球ではなく,い わゆるsuppressor

 T-cellと して,T-リ ンパ球のsubpopulationに 属 してい

る可能性も考慮に入れなければならない。ウサギ赤血球

とによるロゼット形成後,分 離した場合,ロ ゼ ットを形成

しない細胞分画においてもなお,抗T-リ ンパ球家兎血

清の作用をうける細胞の存在を著者らは観察しているが,

このことは,上 記の可能性を 示唆している。この抗T-

リンパ球血清は,モ ルモットの胸腺細胞を家兎に免疫し

て得た抗血清で,モ ルモットの肝臓および赤血球で十分

吸収 したのを用いた。著者 らは前報3)で,ウ サギ赤血球

とロゼット形成性の リンパ球で,ツ ベルクリン反応が正

常動物に受身感作しうるという報告に際 し,脾 臓細胞を

用いた場合,リ ソパ節細胞に比 し,受 身感作能が弱かつ

たが,こ れは脾臓中に感作T-リ ソパ球が少ないという

こと以外に,共 存するロゼ ットをつ くらない リンパ球が,

脾臓にはリソパ節よりも相対的に多 く,抑 制的に働いて

いた可能性が考え られる。

ここでみてきた抑制的に働 く細胞の誘導に際し,結 核

菌による免疫が必要なのか等の免疫学的な特異性に関し

ては,純 系モルモヅトを用いての今後に残された問題で

ある。

著者 らは皮内反 応 惹 起抗原 と して,PPDの 代 りに

TAPを 使用 したが,遅 延型皮膚反応惹起能に関しては,

PPDと 同等の活性をもつていた。またTAPに は,PPD

にみ られるようなB-リ ンパ球に対するmitogenicityは

ないことが知 られている。

結 語

モルモットを用いてのツベルクリン遅延型皮膚反応に

おいて,ウ サギ赤血球 とロゼットをつ くらない脾臓細胞

が,反 応に抑制的に作用 していることを,次 の二つの実

験結果から結論した。

1.　結核菌感作動物のTAPに よる皮内反応に際し,

同 じ個体の脾臓 より分離 した,ウ サギ赤血球 とロゼット

をつ くらない細胞を一緒に局所に注射することにより,

その反応の減弱が観察された。

2.　 結核菌感作動物の局所のリンパ節細胞を用いての

正常動物へのッベルクリン反応の局所移入実験において,

同 じdonorの 脾臓より分離した,ロ ゼットをつ くらな

い細胞を加えることにより,そ の受身移入反応の減弱が

み られた。

稿を終るに当たり,ご 校閲をいただいた山本和男院長

に感謝いたします。なお本論文の要旨は第51回 日本結核

病学会総会において発表した。
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