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Both the macrophage migration inhibitory factor (MIF) and leucocyte migration inhibitory

 factor (LIF) in guinea pigs vaccinated (V) or vaccinated-challenged (VC) with heat-killed BCG 

were studied in relation to delayed type hypersensitivity, and the results were compared with that 

in normal guinea pigs (N).

Macrophage inhibitory capacity was determined by direct and indirect migration inhibition 

tests by J. R. David. Leucocyte inhibitory capacity was determined by direct and indirect migra

tion inhibition tests by M. Syiborg.

1) Three kinds of PPD concentrations (20, 40, 80ƒÊg/ml) were used in the culture media of 

lymphocytes obtained from sensitized animals (Fig . 2). The migration indices of MIF and LIF 

were determined at 24 hours (Figs 3 and 4). These conditions were established on the results of 

preliminary experiments.

2) The results of both the direct macrophage migration inhibition test and the direct leucocyte 

migration inhibition test showed remarkable migration inhibitory capacity not only in the V-group 

but also in the VC-group (Table 1, and Fig . 5).
3) MIF and LIF production of peripheral blood lymphocytes were tested by using the indirect 

migration inhibition test. Both productions were remarkable only in the V-group , and MIF 
productions were weak in the VC-group. LIF productions in the VC-group were not demon

strable, because migration promoting factors accelerated the migration of target cells in the test 

involved (Table 2, and Fig. 6).

4) MIF and LIF productions were determined in the spleen cells and the inguinal lymphnode 

cells of the V-and VC-groups, and compared with the V-and VC-groups of blood lympho

-cytes by using the indirect migration inhibition test . The results showed that remarkable MIF 

productions were seen in the lymph node cells of the V-group as well as in the peripheral
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blood lymphocytes. On the contrary, the spleen cells of the V-group did not produce MIF at 

all, although remarkable MIF productions were seen in the spleen cells of the VC-group. On 

the other hand, MIF productions of VC-lymphnode cells were as weak as the production of the 

VC-peripheral blood lymphocytes (Fig. 7). LIF production of spleen cells and inguinal lymph

node cells were remarkable in the V-group as well as in the peripheral blood lymphocytes. 

However, LIF productions of all those cells in the VC-group were not shown, because the 

leucocyte migration was accelerated by unknown factors as in the results seen in VC-peripheral 

blood lymphocytes (Fig. 8).

5) Peripheral blood lymphocytes of the V-group incubated with anti-thymocyte serum reduced 

the productions of MIF and LIF. In addition, peripheral blood lymphocytes of the VC-group 

incubated with anti-thymocyte serum lost not only MIF producing capacity but also the producing 

capacity of migration promoting factors (Figs 9, and 10). These results suggest that MIF and 

LIF are mainly produced by T-lymphocytes and that the migration promoting factors are also 

produced by T-lymphocytes.
It was demonstrated that LIF plays an important role in delayed type hypersensitivity as 

does MIF. However, immunological behaviors of both lymphokines were somewhat different. 

This difference must be investigated in a future study concerning delayed type hypersensitivity.

1.　 緒 言

遅 延 型 ア レル ギ ーに 関 す る研 究 は,従 来 は主 と して皮

膚 反 応 を示 標 と し て行 なわ れ て きた 。1922年Holst1)は,

結 核 感 作 動 物 の腹 腔 内 に ッ ベル ク リンを 注 射 す る と,腹

腔 滲 出細 胞 が 急 速 に 凝集 す る こ とを 見 出 して 報 告 した 。

また,Rich and Lewis2)は ツ ベ ル ク リン陽 性 モル モ ッ

トの 脾臓 をin vitroで 培 養 し,ツ ベル ク リンの 存 在 下

で,脾 臓 か らの マ ク ロフ ァー ジ の遊 走 が阻 止 され る とい

う新 しい事 実 に つ い て 報 告 して い る。 そ の 後,George

 and Vaughan3)は,現 在"capillary method"と して知

られ てい る毛 細 ガ ラ ス管 を 用 い た マ ク ロ フ ァー ジ遊走 阻

止試 験 法 を考 案 し,こ れ を用 い てDavidら4)～6)が 詳 細

な研 究 を行 なつ た 。 そ の結 果,マ ク ロフ ァ ー ジ遊 走 阻 止

現 象 は 抗原 特 異 的 で あ る こと,ま た そ の反 応 に 関 与 す る

細 胞 が リンパ 球 で あ る こ とを 明 らかに し,本 現 象 が 遅 延

型 ア レル ギ ーに基 づ い て い る こ とを 立 証 し た 。 更 に,

Bloom and Bennet7)は 結 核 感 作 モ ル モ ッ トの リン パ球

を抗 原PPDと と もに 培 養 す る と,リ ンパ 球 か ら正常 モ

ル モ ツ トの腹 腔 滲 出細 胞 の遊 走 を 阻 止 す る活 性 物 質 が 産

生 され る こ とを見 出 し,こ の活 性 物 質 をMacrophage

 inhibitory factor(M.I.F.)と 命 名 した 。 この こ ろ よ り,

in vitroの 実 験 方法 に よ る遅 延 型 ア レル ギ ー の研 究 が 広

く行 なわ れ る よ う に な り,Bendixen and Sφborg8)～10)

は ヒ トの末 梢 血 白血 球 を 用 い た 白 血 球 遊走 阻 止現 象 につ

い て研 究 を行 なつ た が,こ の現 象 が 真 の意 味 で 遅 延型 ア

レル ギ ー の パ ラ メー タ ー で あ る か否 か に つ い ては 多 くの

議 論 が あ つ た11)12)。 そ の後,Clausenら13)14)に よ る手

技 の改 良 が 行 な わ れ,1974年 に 至 つ てRocklin15)は ヒ

トのM.I.F.は,分 子量23,000ダ ル トン,標 的細胞は

モルモット腹腔滲出細胞,ヒ ト単核細胞であること,一

方,白 血球遊走阻止因子(L.I.F.)は 分子量69,000ダ ル

トン,標 的細胞は多核白血球であり,M.I.F.とL.I.F.

は異 なる物質であることを明らかにした。しかし,現 在

においてもなお遅延型 アレルギーにおけるM.I.F.と

L.I.F.の 役割については不明な点が少なくない。特に,

実験動物におけるL.I.F.の 研 究報告は現在のところ極

めて少数に過ぎない。この点を明らかにするため著者は,

モルモットを用いて,ツ ベルクリンアレルギーにおける

M.I.F.とL.I.F.に ついて実験的研究を行ない,遅 延

型 アレルギー反応に関与する これ らの"Lymphokine"

の由来と本質についても考察を加えたので報告する。

2.　 実験材料および実験方法

1)　 実験動物:本 実験にはすべてバー トレイ系の雌モ

ルモットを 用いた。 体重は350～450gの ものを選んで

感作した。

2)　 感作抗原:感 作抗原 と して,BCG加 熱死菌を

Freund不 完全アジュバン トに 浮遊させた型で用いた。

すなわち流動パラフィン2容 量に,ラ ノリン1容 量を混

合したものに生理的食塩水に浮遊 したBCG加 熱死菌を

混合した。BCG加 熱死菌の濃度として,1mg/mlに 調

整し感作に用いた。

3)　 感作方法:モ ルモットを感作方法の相違によって

3群 に分けた。第1群 は正常群(N群),第2群 は1mg

のBCG加 熱死菌を後肢足蹠に注射して感作し,4週 後

の群(V群),第3群 はV群 に更に,1mgのBCG加 熱

死菌を静脈経路で投与("challenge"と 呼ぶ)し,1週 後
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の群(VC群)で ある。

4)　 ツベルクリン皮 内 テ ス ト:10μg/mlPPD(Park

 Davis社 製)を,脱 毛した各群モルモットの側腹部の皮

内に注射 した。皮膚反応は注射後48時 間後の発赤および

硬結の直径を測定 した。 判定にあ たつ ては,硬 結の径

10×10mm以 上 のものを陽 性,径10×10mm未 満,

5×5mm以 上 のものを疑 陽性,径5×5mm未 満のも

のを陰性 とした。

5) Anti-Thymocyte Serum(ATS)の 作製:10匹 の

モルモット(2009)か ら胸腺を採取 しEagle MEM中

で はさみで細砕 し胸腺細胞を得た。Mediumで3回 洗浄

後,packed volumeと 等量のEagle MEMで 細胞を浮

遊 し,こ の浮遊液 と等量の0.01M,EDTA溶 液(pH

7.2)を 加 え,37℃3分 間incubateし た。Incubate後,

遠 心分離(3,000rpm,10分 間)し,そ の上清(EDTA抽

出 液 と呼ぶ)をFreund完 全 アジュバ ン ト(Difco

 Laboratories,Detroit社 製)と 混合し,2羽 のウサギの

皮下へ注射 した。注射2週 間後,10匹 のモルモット(200

g)か ら胸腺細胞を得て,こ れをウサギの耳静脈から静

注 した。更に,1週 間後,初 回注射 と同量のEDTA抽

出液をFreund完 全 アジュバン トと混合し,ウ サギの背

部へ皮下注射 した。1週 間後に,ウ サギの耳静脈から採

血 して得た血清を,56℃30分 間 で非働化した。 この非

働化した血清をモルモットの赤血球と骨髄細胞で2度 吸

収した。 この血清(ATS)は,胸 腺細胞の95%以 上を死

滅させる一方,骨 髄細胞の5%以 下を死滅させた。この

ATSは 後述するように モルモット末梢血 リンパ球の培

養時に,培 養液に混合 して使用 した。

6)　 腹腔滲出細胞の採取法:腹 腔滲出細胞を採取する

ために,滅 菌流動パラフィン20mlをN群,V群 お よ

びVC群 モルモ ットの腹腔内に注射した。4日 後に心

臓穿刺によって採血致死 させた後 開腹 して,滅 菌した

Hanks液 約200mlを 用いて腹腔内を洗浄し,無 菌的

に腹腔滲出細胞を採取 した。腹腔滲出細胞は,分 液漏斗

で水相部分を分離 し,滅 菌 したHanks液 を用い,遠 心

分離(1,000rpm,5分 間)で3回 洗浄 し,流 動パラフィ

ンをよく除いてから,マ クロファージ遊走阻止試験(直

接法および間接法)に 利用 した。 このようにして得た腹

腔滲出細胞に含まれるマクロファージは83～90%で あ

つた。

7)　 末梢血白血球の採取法:末 梢血白血球を採取する

ために,N群,V群 お よびVC群 モルモットをヘパ リ

ン加注射器で心臓穿刺することにより採血した血液を,

滅菌した6%デ キス トラン176と 試験管内で混合し,60

分間37℃ の フランキの中に静置 した。 この操作で赤血

球層は下層に沈降す るた め,上 層部(buffy coat cell)

を採取し,P.B.S.を 加 えて遠心分離(1,000rpm,5分

間)し た。なお混在する赤血球は蒸留水を加えて溶血さ

せ,10倍 量 のEagle MEMを 加 え て 溶 血 を 止 め た。

buffy coat cellはEagle MEMを 用 い,遠 心 分 離

(1,000rpm,5分 間)で3回 洗 浄 し,白 血 球 遊 走 阻 止 試

験(直 接 法 お よび 間 接法)に 利用 した 。 この よ うに して

得 たbuffy coat cellに 含 まれ る多 核 白血 球 は45～54%

であ つ た 。

8)　 末 梢 血 リンパ 球 の分 離 と培 養:N群,V群 お よび

VC群 の モル モ ッ トを ヘ パ リン加 注 射 器 で 心臓 穿刺 に よ

つ て採 血 した 血 液 に,等 量 のP.B.S.を 加 え てFicoll-

Isopaque(Pharmacia Fine ChemicaIs, Uppsala,Swe-

den)に 重 層 し,遠 心 分 離(1,500rpm,30分 間)を 行 な

い リンパ 球 層 を 採 取 した 。 混 在 す る赤血 球 は蒸 留 水 を 加

え て溶 血 させ,10倍 量 のEagle MEMを 加 え て溶 血 を

止 めた 。 リンパ 球 はEagle MEMを 用 い,遠 心 分 離

(1,000rpm,5分 間)で2回 洗 浄 し た 後,trypan blue

 dye exclusion methodで 生 細 胞 数 を 算 定 した 。 リンパ

球 数 は5～10×106個/mlに 揃 え,20mMHepesを 合

むTC-199(pH7.4,SM100μg/ml,PC100U/mlを 含

む)に 非 働 化 した正 常 馬 血 清 を15%に な る よ うに 加 え た

培 養液 中 で,4群 に分 け て培 養 した 。 第1群 は 抗 原PPD

非 添 加群,第2群 は 抗原PPD添 加 群(PPD濃 度 は20,

40,80μg/ml),第3群 は リンパ 球 浮 遊 液4容 量,ATS

(1:10)5容 量,新 鮮 正 常 モ ル モ ッ ト血 清(補 体)1容 量

を混 合 し,37℃,45分 間preincubateし,Hepes-TC-

199を 用 い,遠 心 分 離(1,000rpm,5分 間)で2回 洗 浄

した後,抗 原PPD添 加 群 お よ び非 添 加 群(第4群)を

作 製 し,37℃,48時 間CO2incubatorで 培 養 した 。 培

養 後,遠 心 分 離(3,000rpm,30分 間,4℃)し,そ の上

清 を と り,-20℃ で ス トック し,間 接 法 に よ る マ ク ロ

フ ァー ジ遊 走 阻 止 試 験 お よび 白血 球 遊 走 阻 止 試 験 に 供 し

た 。 以 上 の操 作 はす べ て無 菌 的 に 行 なつ た 。

9)　 直 接 マ ク ロフ ァー ジ遊 走 阻 止 試 験:Davidら4)～6)

の 方法 に 準 じて行 なつ た(Fig.1)。 滅 菌 したHanks液

で 洗 浄 したN群,V群 お よびVC群 の 腹 腔 滲 出 細 胞

を,56℃,30分 間 で非 働 化 した 正 常 馬 血 清 を15%含 む

Hepes-TC199でpacked valumeの10倍 量 に 浮遊 さ

せ た後,毛 細 管(径1.45～1.65mm,長 さ75mm)に 詰

め た。 毛 細 管 の一 方 の先 端 は あ らか じめ 加 熱 し て盲 管 と

し,閉 管部 を下 に して遠 心 沈 殿(1,200rpm,7分 間)し て,

細 胞 を 毛 細 管 閉管 部 か ら4～5mmの と ころ まで 詰 め た。

細 胞 部分 と 上 清 の境 界 面 の約1mm下 部 の 細 胞 側 で 毛

細 管 を切 断 し,Mackerness-Type chamberの 底 部 カ バ

ー グ ラス の上 に ,少 量 の シ リコ ン グ リー ス(Beckman)を

用 い て,2本 ず つ 固 定 した 。 パ ラ フ ィ ンで カバ ー グ ラス

を 閉 じた後,Mackerness-Type chamberの 横 穴 か ら,

Hepes-TC 199に 抗 原PPDを20,40,80μg/mlの 割 合

に溶 解 した もの,ま た はPPDを 加 え ない も のを 満 た し

た 後,パ ラ フ ィ ンで横 穴 を閉 鎖 し,37℃,24時 間 培 養 し
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て毛細管からマクロファージを遊走させた。遊走後,遊

走面積を40倍 に拡大 し,ト レーシングペーパーに写 しと

つた後,は さみで切 り取 りその重量を測定 した。マクロ

ファージ遊走の程度(migration index)は 次式にあては

めて計算した。

Migration Index (M. I.)

=

PPDを 加えた場合の平均遊走面積/
PPDを 加えない場合の平均遊走面積

×100(%)

平均遊走面積は6本 の毛細管から得た値を算術平均した。

10)　直接白血球遊走 阻止 試験:Bendixen and Sφ-

borg8)～10)の方法に準じて行なつた(Fig.1)。N群,V群

お よびVC群 の 末梢血白血球を,56℃,30分 間非働化

した正常馬血清を15%含 むHepes-TC 199でpacked

 volumeの10倍 量に浮遊させた後,毛 細管に詰め直接マ

クロファージ遊走阻止試験 と同様の方法で行なつた。平

均遊走面積は6本 の毛細管 か ら得た値を算術平均して

migration indexを 求めた。

11)　間接マクロファージ遊走阻止試験:標 的細胞とし

て滅菌 したHanks液 で洗浄した正常モルモヅトの腹腔

滲出細胞を用 い 毛細管 に詰 めた。Mackerness-Type

 chamberに は,N群,V群 お よびVC群 の末梢血 リン

パ球を抗原PPD(20,40,80μg/ml)を 加えて培養した上

清,ま たPPDを 加えないで培養した上清,お よび末梢

、血リンパ球 をATSでpreincubateし た 後,抗 原PPD

(20,40,80μg/ml)を 加 えて培 養 した上清,ま た抗原

PPDを 加えないで培養した上清を満たし,37℃,24時

間培養して毛細管からマクロファージを遊走 させた。平

均遊走面積は6本 の毛細管から得た値を算術 平均 して

migration indexを 求めた。

12)　間接白血球遊走阻止試験:標 的細胞 として正常モ

ルモ ットの末梢血白血球を用い毛細管に詰めた。間接マ

クロファージ遊走阻止試験に用いた同様の培養上清を,

Mackerness-Type chamberに 満た し,毛 細管から白血

球を遊走させた。平均遊走面積は6本 の毛細管から得た

値を算術平均してmigration indexを 求めた。

13)　脾細胞とリンパ節細胞を用いた間接法によるマク

ロファージ遊走阻止試験および白血球遊走阻止試験:N

群,V群 お よびVC群 の各脾細胞,リ ンパ節細胞を採

取した。各細胞数を1×107個/mlに 揃 え,非 働化した

正常馬血清15%を 含むHepes-TC 199で 抗原PPD(40

μg/ml)添 加群および抗原PPD非 添加群に分け,37℃

48時 間CO2 incubatorで 培養した℃ その培養上清を用

いてマクロファージ遊走阻止試験および白血球遊走阻止

試験を行なつて,脾 細胞およびリンパ節細胞のMIF産

生能とLIF産 生能について試験した。

3.　 実 験 成 績

1)　腹腔滲出細胞 および末梢血白血球に対するPPD

の非特異的遊走阻止作用について

20μg/ml,40μg/ml,80μg/ml,100μg/ml,200μg/mlの

5種 類のPPD濃 度について,標 的細胞である正常モル

モットの腹腔滲出細胞および末梢血白血球に対する非特

異的遊走阻止作用を調べた。その成績はFig.2に 示 し

た。標的細胞が腹腔滲出細胞の場合,PPDが 高濃度に

なるに従つてmigration indexが 減少する傾向 がみら

れ,PPD濃 度 が200μg/mlに 達 す ると,migration

 indexは78%と な り,明 らかにPPDに よる非特異的遊

走阻止作用が認められた。一方末梢血白血球については,

PPD濃 度が200μg/mlに 達 してもmigration indexは

101%で,PPDに よる非特異的遊走阻止作用は認めら

れなかつた。以上の実験成績から,マ クロファージ遊走

阻止試験における添加 抗原 としてPPDを 用 いる際

Fig. 2. Effect of PPD to the migration of perifoneal exudate cells 

and buffy coat cells.



336 結 核　第54巻　 第6号

PPDが 腹腔滲出細胞に与える非特異的影響を避けるた

め,最 終PPD濃 度 を80μg/ml以 下 となるようにした。

著者が実際に用いたPPD濃 度は,マ クロファージ遊走

阻止試験の場合も,白 血球遊走阻止試験の場合も,20,

40,80μg/mlの3種 類であつた。

2)　 マクロファージ遊走阻止試験および白血球遊走阻

止試験のための培養時間とmigration indexと の

関係

遊走阻止試験の判定に正確を期するため,安 定 した

migrationindexが 得 られるに必要な培養時間について

検討を行なつた。まず,N群 およびV群 のモルモットか

ら採取した腹腔滲出細胞を毛細管に詰め,PPD40μg/ml

を添加した培養液中でそれぞれ2時 間,4時 間,18時 間,

24時 間培養した直接法によるマクロファージ遊走阻止試

験を実施し,各 時間につ いてmigration indexを 測定

した。その成績はFig.3に 示 した。すなわち,N群,

V群 のいずれも2時 間,4時 間,18時 間 と培養時間の経

過とともにmigration indexに 下降の傾向が認められ

たが,18時 間を過ぎるとmigration indexは 安定 した値

となつた。次にN群 およびV群 のモルモッ トから採取 し

た末梢血白血球についても,直 接法による白血球遊走阻

止試験を実施した。すなわち,末 梢」血白血球を毛細管に

詰め,PPD40μg/mlを 添加した培養液中で,そ れぞれ

2時 間,4時 間,18時 間,24時 間培養し,各 時間につい

てmigration indexを 測定 した。その成績はFig.4に

示 した。N群,V群 のいずれについても腹腔滲出細胞の

場合と同様,2時 間から18時 間までは培養時間の経過 と

ともにmigration indexの 下降が認められたが,18時

間以後は安定 した値となつた。以上の実験成績から著者

は,以 後のマクロファージ遊走阻止試験および白血球遊

走阻止試験の培養時間を24時 間に決定した。

3)　直接法によるマクロファージ遊走阻止試験および

白血球遊走阻止試験

V群 およびVC群 の モルモットから採取した 腹腔滲

出細胞および末梢血白血球を用いて直接法による遊走阻

止試験を行なつた。培養液中のPPD濃 度は20,40,80μg

/mlの3種 類,培 養時間は24時 間である。対照は,N群

から得た腹腔滲出細胞および末梢血白血球である。直接

法の場合,標 的細胞はV群 ではV群 の腹腔滲出細胞およ

び末梢血白血球(V細 胞 と呼ぶ)で あり,VC群 ではVC

群 の腹腔滲出細胞および末梢.血白血球(VC細 胞 と呼ぶ)

であ り,N群 では正常モルモッ トの腹腔滲出細胞および

末梢血白血球(N細 胞と呼ぶ)で ある。その実験成績は

Table1お よびFig.5に 示 した。直接法によるマクロ

ファージ遊走阻止試験の場合,V群 のmigration index

はPPD20,40,80μg/mlの 各濃度に ついてそ れぞ れ

38%,36%,34%で 対照群の100%,91%,81%と 比較

して著明な低値が認められた。 またVC群 については,

Direct macrophage migration inhibition test

Fig.3. Migration index of peritoneal exudate 

cells from N-and V-guinea pig in the presence 

of 40ƒÊg/m/ of PPD  after incubation at 37•Ž 

for 2, 4, 18, 24 hr.

Direct leucocyte migration inhibition test

Fig.4. Migration index of buffy coat cells 

from N-and V-guinea pig in the presence 

of 40ƒÊg/m/ of PPD after incubation at 37

•Ž for 2, 4, 18, 24 hr.

PPD20,40,80μg/mlの 各 濃 度 でmigration indexは

そ れ ぞ れ44%,43%,44%とV群 の場 合 と同様 に 対 照

群 に 比 し て低 値 で あ つ た 。 また 末 檜血 白血 球 を用 い て 白

血 球 遊 走 阻 止 試 験 を 行 な つ た 。 そ の成 績 はTable1お

よびFig.5に 示 した よ うに,V群 ではPPD20,40,80

μg/mlの 各 濃 度 に つ い て,migration indexは そ れ ぞれ

48%,49%,59%と い ず れ も対 照 群 の103%,93%,95

%に 比 し て低 値 で あ つ た 。 またVC群 に つ い て もPPD

20,40,80μg/mlの 各 濃 度 でmigration indexは そ れ ぞ

れ47%,36%,34%でV群 の 場 合 と同 様,対 照 群 に比 し

て低 値 で あつ た 。 以 上 の成 績 は,V群 お よびVC群 の

両 群 と も,直 接 法 を 用 い た マ ク ロ フ ァー ジ遊 走 阻 止試 験
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および白血球遊走阻止試験においては,著 明な遊走阻止

能がみられ,両 者の試験が平行することを示 したものと

考えられる。しかし直接法による遊走阻止試験は,N群,

V群 およびVC群 の各群について 標的細胞 となるN細

胞,V細 胞,VC細 胞が,そ れぞれ異なつた免疫状態の

細胞であるとともに,リ ンパ球と標的細胞が毛細管内に

共に存在するため,実 験動物の リンパ球のlymphokine

産生能のみを直接表現 しているものとは言い難い。すな

わち直接法ではlymphokine以 外に抗体16)あ るいは抗

Table 1. Result of Direct M. M. I. Test* and

 Direct L. M. I. Test** of N-, V- and 

VC-Guinea Pig

Fig. 5. Result of direct M. M. I. * test and direct 

L. M. I. ** test of N-, V- and VC-guinea pig.

原抗体複合物17)18)の関与 も否定できない。このような理

由から,V群,VC群 のlymphokineの 産生能を 調べ

る目的で,次 に間接法による遊走阻試試験を実施した。

4)　 間接法によるマクロファージ遊走阻止試験および

白血球遊走阻止試験

V群 およびVC群 のモルモットから採取した 末梢血

Table 2. Result of Indirect M. M. I. Test* and

 Indirect L. M. I. Test** of N-, V- and

 VC-Guinea Pig

Fig. 6. Result of indirect M. M. I. test* and indirect 

L. M. I. test** of N-, V- and VC-guinea pig.
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リンパ球にPPD20,40,80μg/mlを それぞれ添加 し,

37℃,48時 間CO2 incubatorで 培養,そ の培養上清を

用いて間接法による遊走阻止試験を実施した。対照 とし

ては,N群 より得た末梢血 リソパ球に抗原PPDを 添加

し,培 養した培養上清を用いた。毛細管に詰めた標的細

胞としては,正 常モルモットの腹腔滲出細胞,あ るいは

末梢血白血球を用いた。 その実験成績はTable2お よ

びFig.6に 示 した。 間接法によるマクロファージ遊走

阻止 試験 の場合,V群 のmigration indexは,PPD

 20,40,80μg/mlの 各濃度について,そ れぞれ78%,71

%,66%で 対照群の103%,108%,107%と 比 して低値

であつた。 またVC群 については,PPD80μg/mlの 濃

度の時のみmigration indexは76%と 対照群の107%

と比 して低値を認めた。しかしPPD20,40μg/mlの 各

濃度でmigration indexは それぞれ88%,96%で 対照

群の103%,108%と 比較して極めて微弱な遊走阻止能

を認めたにすぎなかつた。一方,間 接法による白血球遊

走阻止試験の場合,そ の成績はTable2に 示 したよう

に,V群 ではPPD20,40,80μg/rnlの 各濃度について,

migration indexは それぞれ78%,65%,64%と いずれ

も対照群の107%,110%,95%に 比 して低値であつた。

またVC群 についてはPPD20,40,80μg/mlの 各濃度

で,migration indexは それぞれ127%,137%,127%

でいずれも対照群の107%,110%,95%に 比 して高値

であつた。以上の成績は,V群 においては末梢血 リンパ

球とPPD添 加培養上清中には,正 常モルモットの腹腔

滲出細胞および末梢血白血球に対する遊走阻止因子が存

在していたことを示 している。 またVC群 においては,

ツベルクリン反応が強陽性(17±2mm)を 示 した(Fig.7

お よびFig.8)に もかかわらず,正 常腹腔滲出細胞を標

的細胞 とするマクロファージ遊走阻止因子の産生がV群

に比 し微弱であつた。一方,正 常末梢血白血球を標的細

胞 とした場合,遊 走阻止作用はみ られず,用 いたPPD

濃度20,40,80μg/mlの いずれにおいても遊走促進作用

が認められた。 このようにVC群 では,間 接法による

マクロファージ遊走阻止試験および白血球遊走試験で遊

走阻止因子の産生は微弱ないし皆無 であつ た。 そこで

VC群 の遊走阻止因子産生細胞の生体内分布を調べる目

的で,脾 臓および リンパ節細胞を用いて,間 接法による

マクロファージ遊走阻止試験および白血球遊走阻止試験

を実施し,V群 およびN群 の脾細胞および リンパ節細胞

と比較した。

Diameter of
 skin reaction

Fig.7. Macrophage migration inhibitory capacity in the culture 
supernatant of spleen cells, lymph node cells and peripheral blood 
lymphocytes which are obtained from N-, V- and VC-guinea pig 
and result of tuberculin skin reaction (Indirect M. M. I. test*, PPD 
concentration 40,c/g/m/).

Migration index=
Mean migration area(sup. with PPD)/

Mean migration area(sup. without PPD)
•~100(%)

* M .M.I. test: Macrophage migration inhibition test.
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Diameter of
 skin reaction

Fig.8. Leucocyte migration inhibitory capacity in the culture 

supernatant of spleen cells, lymph node cells and peripheral blood 

lymphocytes which are obtained from N-, V- and VC-guinea pig. 

and result of tuberculin skin reaction (Indirect L. M. I. test*, PPD 

concentration 40ƒÊg/m/).

Migration index=
Mean migration area(sup.with PPD)

/ Mean migration area(sup. without PPD)
•~100(%)

*L . M. I. test: Leucocyte migration inhibition test.

5) V群 お よびVC群 の 脾細胞,鼠 腰 リンパ節細胞

および末梢血 リンパ球を用いた間接法によるマクロ

ファージ遊走阻止試験

V群 およびVC群 のモルモ ットから採取 した脾細胞,

鼠蹊 リンパ節細胞および 末梢血 リンパ球をPPD40μg/

ml添 加 し,37℃,48時 間CO2 incubatorで 培養,そ

の培養上清を用いて正常モルモッ トの腹腔滲出細胞を標

的細胞とした間接法によるマクロファージ遊走阻止試験

を実施した。対照として,N群 から得た脾細胞,頸 部 リ

ンパ節細胞,お よび末梢血 リンパ球をPPD 40μg/mlを

添加して培養し,そ の培養上清を用いた。その実験成績

はFig.7に 示 した。 脾細胞の場合,V群 のmigration

 indexは112%で 対照群の117%と ほぼ同じ値であつた。

また,VC群 のmigration indexは76%と 対 照群に比

して明らかに低値であつた。鼠蹊 リンパ節細胞の場合,

V群 のmigfation indexは69%で 対照群の111%に 比

して低値であつた。またVC群 のmigration indexは

86%で,対 照群に比して低値であつたが,V群 と比較す

るとやや高値であつた。末梢血 リンパ球の場合,V群 の

migratioMndexは71%で,対 照群の108%と 比 して

明 らかに低値 であつた。またVC群 のmigrationindex

は96%で,対 照群と比 して低値であつたが,V群 と比

較すると高値であつた。以上の成績からV群 の鼠蹊 リン

パ節細胞においては,著 明なMIF産 生能が認められ,

末梢血 リンパ球の場合とほぼ同程度の正常モルモットの

腹腔滲出細胞の遊走阻止能がみられた。一方,V群 の脾

細胞の場合は,標 的細胞である正常モルモ ットの腹腔滲

出細胞の遊走阻止が認められなかつた事実より,脾 臓内

にはMIF産 生能を有する細胞が極めて少数であつたか,

あ るいは全 く存在しなかつたことが推 定 され た。 次に

VC群 においては,鼠 蹊 リンパ節細胞 も末梢血 リンパ球

もともにV群 と比較 して,MIF産 生能が低下 していた

にもかかわらず,脾 細胞については,逆 にV群 に比 して

活発なMIF産 生能が認められた ことは興味深い事実で

ある。すなわちV群 の鼠蹊リンパ節や末梢血中にあつた

MIF産 生能を有するリンパ球が,"challenge"と い う

処置によてて脾臓に集積されたものと推測された。この

推測を裏付ける事実としては,"challenge"後,急 速に

脾臓が肥大 してV群 の脾臓に比 して約3倍 の重量となる

ことが知 られている。また,こ の肥大した脾臓には多数

の肉芽腫が 認められる。 このVC群 の脾細胞は先に大

島ら19)が報告 したように,活 発なツベルクリンアレルギ
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-の 伝達活性を有するとい う事実から推測 して,MIF

産 生細胞が脾臓内に集積 されている可能性が充分に考え

られる。

6) V群 お よびVC群 の脾細胞,鼠 践 リンパ節細胞,

お よび末梢血 リンパ球を用いた間接法による白血球

遊走阻止試験

V群 およびVC群 のモルモットから採取 した脾細胞,

鼠蹊 リンパ節細胞および末梢血 リンパ球を,PPD40μg/

mlを 添加 し,37℃,48時 間CO2 incubatorで 培養,そ

の培養上清を用いて,正 常モルモットの末梢血白血球を

標的細胞とした間接法による白血球遊走阻止試験を実施

した。対照はN群 から得た脾細胞,頸 部 リンパ節細胞お

よび末梢血 リンパ球に,PPD40μg/mlを 添加 して培養

した培養上清を用いた。その実験成績はFig.8に 示 し

た。脾細胞の場合はV群 でmigration indexは76%で

対照群の96%と 比 して低値 であつ た。 またVC群 の

migration indexは177%で,対 照群に比 して明らかに

高値であ?た 。すなわち著明な遊走促進作用が認められ

た。鼠蹊 リンパ節細胞の場合,V群 でmigration index

は75%で,対 照群の92%と 比 して低値 で あ り,ま た

VC群 でrnigration indexは128%で,対 照群と比し

て明らかに高値であつた。 すなわちVC群 では脾細胞

の場合と同様,遊 走の促進がみられた。末梢血 リソパ球

の場合,V群 でmigration indexは65%で,対 照群の

110%と 比 して低値であ り,一 方,VC群 ではmigration

 indexは137%で,対 照群と比 して高値であつた。すな

わちVC群 では脾細胞 および リンパ節細胞の場合 と同

様,遊 走促進作用が認められた。以上の実験成績から,

V群 の脾細胞および リンパ節細胞においては,末 梢血 リ

ンパ球の場合と同様,著 明なLIF産 生能が認められた。

一方,VC群 の脾細胞および鼠蹊 リンパ節細胞,ま た末

梢血 リンパ球のすべてについて,標 的細胞である正常モ

ルモヅト末梢血白.血球の遊走促進現象が認められた。こ

の原因はVC群 の脾細胞,鼠 蹊 リンパ節細胞および末

梢血 リンパ球と対応抗原であるPPDの 接触によつて,

培養上清中にLIFと は無関係に,白 血球遊走促進因子

が存在しているためと考えられる。 すなわちLIF産 生

細胞はV群 の末梢血 リンパ球,脾 細胞および鼠蹊 リンパ

節細胞に認められたが,VC群 ではLIF産 生 細胞に関

する情報は全 く得ることができなかつた。

7) ATS処 理後 リンパ球のMIFお よびLIF産 生

能について

感 作 リン パ球 と対 応 抗 原 と の接 触 で 放 出 され るsolu-

ble mediator,特 にMIFはT-リ ンパ球 か ら産 生 され る

と い う報 告 が あ る20)～24)。またLIFお よび 白血 球 遊 走 促

進 因子 もT-リ ンパ球 か ら産 生 され るsoluble mediator

で あ るか 否 か を 調 べ るた め に,ATSを 用 い てV群 お よ

びVC群 の末 梢 血 リンパ 球 を 処 理 した。

N群,V群 お よびVC群 の 末梢血 リンパ球浮遊液4

容量,ATS(1:10)5容 量,新 鮮正 常 モルモット血清

(補体)1容 量を混合 し,37℃,45分 間preincubateし

た後,Hepes-TC199で よ く洗浄した後,PPDO,20,

40,80μg/mlを 添加 し,37℃,48時 間CO2 incubatorで

培養,そ の培養上清を用いて正常腹腔滲出細胞および末

梢血白血球を標的細胞として,間 接法によるマクロファ

ージ遊走阻止試験および白血球遊走阻止試験を実施 した。

対照としては,N群,V群 お よびVC群 の末梢血 リン

パ球をATS処 理 せず,PPDO,20,40,80μg/mlを 添

加 して培養した培養上清を用いた。間接法によるマクロ

ファージ遊走阻止試験の場合,そ の成績をFig.9に 示

した。N群 のmigration indexはPPD20,40,80μg/ml

の各濃度 について,そ れぞれ98%,98%,9596で 対照

(無処置)群 の103%,108%,107%と 比 してほぼ同様の

値であつた。この成績はATS自 体は標的細胞である正

常モルモットの腹腔滲出細胞の遊走に影響を及ぼさなか

つたことを示 している。V群 については,PPD20,40

μg/mlの 各濃度で,migration indexは それぞれ86%,

87%で あ り,対 照群の78%,71%と 比 してすべて高値で

あつた。すなわちMIFの 産生能はATS処 理によつて

消失したと考え られ る。しかしPPD80μg/mlの とき

Fig.9. Influence of anti-thymocyte serum (A. T. S.) 
on the production of macrophage migration in-
hibitory factor (M. I. F.) in the N-, V- and VC-
guinea pig.
Mean migration indices of normal peritoneal exudate cells in 

culture supernatant from peripheral lymphocytes of N-, V-

and VC- guinea pig incubated with A.T.S(•¡) and without

 A.T.S. (• ).
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migration indexは77%で,対 照群の66%と 比 して高

値ではあつたが,こ の値をN群 の値 と比較するとやや低

値であつた。すなわちMIF産 生能はATS処 理 により

減弱したが,な おATSに よつて消失 しなかつた活性が

残存していたことを示す 成績であつた。 またVC群 に

つ い ては,PPD20,40μg/mlの 各 濃度 でmigration

 indexは それぞれ84%,95%で 対 照群の88%,96%と ほ

ぼ同様の値 で あつた。しかしPPD80μg/mlの 場合は

migration indexは96%で,対 照群の76%と 比 して明ら

かに高値 で あつた。すなわちVC群 についてもMIF

産生能はATS処 理によつて消失した。一方,間 接法に

よる白血球遊走阻止試験の場合,そ の成績をFig.10に

示 した。N群 のmigration indexはPPD20,40,80μg/

mlの 各濃度についてそれぞれ99%,120%,117%で,

対照群の108%,110%,95%と 比較 してほぼ同様の値を

示 したことは,ATS自 体が腹腔滲出細胞の場合と同様,

標的細胞である正常末梢血白血球の遊走に影響を及ぼさ

なかつたことを示 している。V群 については,PPD20,

40μg/mlの 各濃度でそれぞれ99%,110%で 対照群の78

%,65%と 比較して高値であつた。すなわちLIF産 生

能はATS処 理によつて消失 した。しかしPPD80μg/

mlの とき 謡grationindexは79%で,対 照群の64%に

比 して高値であつたが,こ の値をN群 の値と比較すると

やや低値であつた。すなわちLIF産 生能はATS処 理

に よつて減弱したが,な おATSに よつて消失しなかつ

Fig.10. Influence of anti-thymocyte serum (A. T. S.) 

on the production of leucocyte migration inhibitory 
factor (L. I. F.) in the N-, V- and VC-guinea pig.

Mear migration indices of normal buffy coat cells in culture 

supernatant from peripheral lymphocytes of N-, V- and VC-

guinea pig incubated with A.T.S.(•¡) and without A.T.S.

•i• •j.

た活性が残存 していたことを示す成績 で あつた。 また

VC群 についてはPPD20,40,80μg/mlの 各濃度で,

migrationindexは それぞれ107%,94%,99%で 対照

群の127%,137%,127%と 比 較して白血球遊走促進作

用が消失した。 すなわち遊走促進因子の産生能もATS

処理によつて消失した。以上の成績は,V群 およびVC

群 の末梢血 リンパ球をATSで 処理することにより,V

群 およびVC群 の末梢血 リンパ球の,抗 原PPD存 在下

におけるMIF,LIFお よび 白血球遊走促進因子 の産生

能が,著 明に減弱ない し消失したことを示すものと考え

られる。V群 についてはPPD80μg/mlの とき,MIFお 噂

よびLIFの 産生能がなお残存していたことより,T-リ

ンパ球以外にMIFお よびLIFの 産生細胞の存在が推

測された。著者が実験に利用 したATSは,胸 腺細胞の

95%以 上を死滅させ る一方,骨 髄細胞の5%以 下を死滅

させる活性を有するものである。 これ らの実験成績か ら.

MIF,LIFお よび白血球遊走促進因子の大部分は,感 作

T-リ ンパ球によつて産生 されることが明らか となつた。

しかし一方,PPD濃 度が80μg/mlに 達 す ると,V群

でATS処 理 した リンパ球においては,な おMIFお よ

びLIFの 産 生 が微弱ながらみられたことから,MIF,

LIFの 産生にT-リ ンパ球以外の リンパ球,例 えばB～

リンパ球が関与している可能性が考えられた。

4.　 考 察

感 作 リンパ球 は,in vitmで 特 異 抗 原 と接 触 す る こ と

に よつ て"lymphokine"を 産 生 す る。"1ymphokine"

は そ の活 性 の性 質 に よつ て分 類 され,macrophageinhi-

bitory factor3)-7), leucocyte inhibitory factor8)-10)13)14), 

skin reactive factor, 25)26) chemotactic factor27), lym-

photoxin28)29), mitogenic factor30)-32), macrophage

 aggregation factor33), interferon34)-36) など多 くの種類

が あ る こ とが 知 ら れ て い る。 実 験動 物 に おけ る遅 延 型

ア レル ギ ー反 応 は,こ れ ら の"lymphokine"に 基 づ く反

応 が 複 雑 に 混 り合 つ た 反 応 と 理 解 さ れ る。 これ らの

"lymphokine"の うち で
,macrophage inhibitory factor

(MIF)に つ い ては 研 究 の歴 史 が 比 較 的 古 く,動 物 お よび

ヒ トの 遅延 型 ア レル ギ ー のin vitroの 指 標 と して 利 用

され て きた。 そ の後,leucocyte inhibitory factor(LIF)

に よ る 白血 球 遊 走 阻 止 現 象 も,MIFの 場 合 と 同 様 遅 延

型 ア レル ギ ーの指 標 とな りう る とい うこ とが,Bendixen

 and Sφborg8)に よ つ て 提 唱 さ れ た 。 しか しMIFと

LIFは,Rocklin15)の 指 摘 した よ うに分 子 量 も異 な り,

また 標 的 細 胞 の種 類 も異 なつ て い る の で,両 者 が 仮 に 遅

延 型 ア レル ギ ーの 発現 に 関 与 す る と して も,そ の作 用 機

序 が 同 一 で あ る とは 考 え 難 い。 事 実LIFはMIFの 場

合 と異 なつ て,従 来 の 研 究 が主 と して ヒ トに つ い て 行 な

わ れ た た め,実 験 動 物 に よ る研 究 報 告 は極 め て数 が 少 な
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く,し たがつてその作用機序についても不明な点が少な

くない。著者は,モ ルモットを用いてツベルクリンアレ

ルギーとLIFと の関係について研究し,MIFの 成績と

比較検討した。まず最初,結 核死菌を用いて感作 したV

群 について,直 接法によるマクロファージ遊走阻止試験

と白血球遊走阻止試験の成績を比較したところ,両 者に

ほぼ同様の阻止作用を認めた。次いで,結 核感作動物に

更に結核死菌を 静脈経路 に投与したVC群 を用いて,

上記と同様の方法で遊走阻止作用について比較 したが,

この成績についても両者にほぼ同様の阻止作用が認めら

れた。これらの実験に用いたV群 およびVC群 はいず

れ もツベルクリン皮内反応は強陽性であつて,こ のよう

な実験条件下では直接法による遊走阻止試験は,そ の標

的細胞が腹腔滲出細胞であつても,末 梢血白血球であつ

てもいずれ も,よ くツベルクリンアレルギーを反映して

いるように思われる成績であつた。しかし直接法の場合,

結果的に細胞の遊走が阻止されたとしても,N群,V群

およびVC群 の各群について,標 的細胞となるN細 胞,

V細 胞,VC細 胞がそれぞれ異なつた免疫状態の細胞で

あるとともに,リ ンパ球と標的細胞が毛細管内に存在す

るため,そ の実験成績が実験 動物のリンパ球の有する

"lymphokine"産 生能を直接表現 しているとは言い難い
。

すなわち,直 接法による遊走阻止試験 では,"lympho-

kine"以 外に抗体工6)あるいは抗原抗体複合物17)18)が,

影響を与えることが考慮される。 このような理由か ら,

著者はV群 およびVC群 の末梢血 リンパ球の"lylnpho-

kine"産 生機能について,直 接調べる目的で間接法によ

る遊走阻止試験をMIFとLIFの 両者について行なつ

た。その実験成績はV群 でマクロファージの遊走も白血

球の遊走 もともに阻止されたことは,直 接法の成績とほ

ぼ同様の成績であつた。一方,VC群 については,マ ク

ロファージ遊走阻止作用がV群 に比して減弱していた。

更に白血球遊走阻止試験においては,VC群 では全 く遊

走阻止作用が認められなかつたばか りでな く,む しろ遊

走の促進が認められた。すなわち間接法を用いた場合,

VC群 についての遊走阻止実験によつて直接法の成績 と

は全 く異なる成績を得た。VC群 にみられるこのような

変化の原因を調べる目的で,N群,V群 お よびVC群

について,そ れぞれ脾細胞および リンパ節細胞について

MIF産 生能 とLIF産 生能に関する検討を 行なつた。

すなわちPPDと ともに培養し,そ れぞれの培養上清を

用いてマクロファージ遊走阻止試験および白血球遊走阻

止試験を行なつた。その成績は,マ クロファージ遊走阻

止試験では,リ ンパ節細胞培養上清については先に行な

つた末梢血 リンパ球の場合と同様,V群 では強 く,VC

群では微弱な遊走阻止作用が認められたが,脾 細胞培養

上清では全 く異な り,V群 で全 く遊走阻止作用がなく,

VC群 では著明な遊走阻止作用が認められた。 この事実

は,末 檜血ツ ンパ球にみられたようなMIF産 生細胞が

脾臓とリンパ節に均等に分布しているものではなく,V

群においては感作部位の所属 リンパ節に,VC群 におい

ては脾細胞に集積 されていることを示唆するものと考え

られる。一方,白 血球遊走阻止試験の成績は,V群 にお

いては リンパ節細胞培養上清,脾 細胞培養上清の両者に

ついて,末 梢血 リンパ球の場合と同様,著 明な白血球遊

走阻止作用が認られた。 またVC群 においては これら

3種 類の培養上清についてすべて白血球遊走促進作用が

認め られ た。すなわちLIF産 生細胞は,MIF産 生細

胞と異なつて,V群 においては感作部位所属 リンパ節内

のみならず,脾 臓内にもほぼ均等に分布していることが

明らかになつた。

次にMIF,LIFお よび白血球遊走健進因子の産生細

胞を調べる目的で,anti-thymocyteseruln(ATS)で 末

梢血 リンパ球を処理 した。ATS処 理後,末 槍血 リンパ

球におけるMIF産 生能,LIF産 生能 および 白血球遊

走促進因子産生能が消失したとい う著者の実験成績は,

MIF産 生細胞,LIF産 生細胞,白 血球遊走健進因子産

生細胞はT-リ ンパ球であることを強 く示唆するもので

ある。従来LIF産 生細胞に関する実験は,ほ とんどすべ

てヒ トの末梢血白血球を用いて行なわれたため,そ の生

体内分布に関しては不明な点が少なくない。またMIF

産生細胞とLIF産 生細胞の異同に関しても必ずしも明

らかであつたとは言い難い。著者はヒトでは実施困難で

あるLIF産 生細胞の生体内の分布に関する研究を,モ ル

モットを用いて行なつたのであるが,そ の結果LIF産

生細胞もMIF産 生細胞 と同様T-リ ンパ球ではあるが,

MIF産 生細胞とは異なつた動態を有する細胞集団に属

することを証明した。VC群 についての白血球遊走阻止

試験の結果,末 梢血 リンパ球培養上清,リ ンパ節培養上

清,脾 細胞培養上清のすべてについて遊走促進現象が認

められた。 このような遊走促進現象に関する概究報告と

しては,Bendixen and Sφborg37)の 報告がある。すな

わちヒトの白血球遊走阻止試験において,微 弱な感作状

態にある細胞に少量の抗原を加えると遊走が促進 され る

という現象について記述している。また,Fox38)は 胎牛

血清中には遊走阻止因子 と遊走促進因子の作用の相反す

る2因 子が含 まれ てい る と述 べ,更 にWe柚art39)は

agarose systemを 用いた ヒトの白血球遊走阻止試験で,

遊走阻止因子はアルブ ミン分 画に,遊 走促進因子は β-

グロブリン分画にあることを,polyacrylarnide gel ele-

ctrophoresisを 使つて証明したと報告している。著者の

実験成績に認められた白血球遊走促進因子の本体は,現

在のところ不明であるが,著 者の行なつたATS処 理に

よつて,リ ンパ球培養上清中の促進作用が消失すること

により,本 促進因子も他の多 くの"Iymphokine"と 同様,

T-リ ンパ球によつて産生されるものと思 われ る。 また



1979　 年6　 月 343

結核感作モルモットに結 核死菌を静脈注射する"chal-

lenge"と い う処置は,動 物体内に激しい免疫学的変化を

惹起するものと考えられ る。例えば感作後"challenge"

す ることによつて,脾 臓が著明に肥大し,そ こに多量の

transfer活 性細胞が集積されることが,佐 藤40)あるいは

大島19)らに よつてすでに報告された。このような動物体

内における免疫担当細胞の動態を知るためには,単 に リ

ンパ球のMIF産 生能について調べるのみでなく,同 時

にLIF産 生能についても調べることが,極 めて重要な

意義を有することが,本 研究によつて明らかにされたも

のと考えられる。

5.　 結 論

結 核 死 菌 に よつ て 感 作 した モ ル モ ッ ト(V群),お よ び

感 作 後"challenge"を 行 な つ た モ ル モ ッ ト(VC群)に つ

い て,末 梢 血 リン パ球 を用 い てmacrophage inhibitory

 factor(MIF)の 産 生 お よび1eucocyte inhibitory factor

(LIF)の 産 生 に つ い て 実 験 的 研 究 を 行 な い,遅 延 型 ア レ

ル ギ ー反 応 に 関 与 す る これ ら"lymphokine"産 生 細 胞 の

免 疫 学 的 動 態 に つ い て 考 察 を 加 え た 。

MIFの 測定はDavid4)～6)ら の方法に準じて毛細管を

用いた直接法および間接法によつて行なつた。LIFの 測

定はBendixen and Sφborg8)～10)の方法に準 じて毛細管

を用いた直接法および間接法によつて行なつた。

1)　 実験条件を設定するに当たつて,遊 走阻止試験に

用いるPPD濃 度 の標的細胞に対する非特異的影響につ

いて試験 した。 腹腔滲出細胞の場合,PPD濃 度が200

μg/mlに なると非特異的遊走阻止作用がみられた。一方,

末梢血白血球の場合,PPD濃 度が200μg/mlに 達 して

も非特異的遊走阻止作用は認めなかつた。また遊走阻止

試験の判定時間としては,18時 間以上の培養時間を必要

とすることが分かつた。したがつて本実験では,培 養液

中のPPD濃 度は80μg/ml以 下 とし,判 定時間を24時

間 とした。

2)　 直接法によるマクロファージ遊走阻止試験および

白血球遊走阻止試験の成績は,V群 およびVC群 の両

群 とも,N群 に比 し著明な遊走阻止作用が認められた。

3)　 末梢血 リンパ球を用いた間接法によるマクロファ

ージ遊走阻止能および白血球遊走阻止能の成績は,V群

ではMIFお よびLIFの 産生が認められた。 一方,VC

群 ではマクロファージ遊走阻止試験でMIFの 産生能の

減弱がみられた。 また白血球遊走阻止試験で,LIFの 産

生能は認められず,む しろ白血球遊走促進作用が認めら

れた。

4)　 間接法を用いてV群 およびVC群 の両群につい

て,脾 細胞および鼠践 リンパ節細胞のMIF産 生能およ

びLIF産 生能について,末 梢血 リンパ球のそれらと比

較した。MIF産 生能は,V群 の鼠礫 リンパ節細胞,末

梢血 リンパ球およびVC群 の脾細胞に認められた。VC

群 の鼠膜 リンパ節細胞および末梢血 リンパ球では,MIF

産 生能は減弱し,V群 の脾細胞には,MIF産 生能は全

く認められなかつた。このようにモルモットの感作条件

の相違で,MIF産 生細胞の生体内分布が 不均等になる

ことが証明された。 一方,LIF産 生能はV群 の脾細胞,

リンパ節細胞および末梢血 リンパ球には認められたが,

VC群 ではすべて遊走促進作用がみられ,LIF産 生細胞

については明らかに しえなかつた。

5)　 V群 およびVC群 の末梢血 リンパ球 を,anti-

thymocyte serum(ATS)で 処理 した後,抗 原PPDと と

もに培養,そ の培養上清を用いて間接法による遊走阻止

試験を実施し,MIF産 生能およびLIF産 生能を調べた。

V群 でみられたMIFお よびLIF産 生能は,末 檜血 リ

ンパ球をATSで 処理 した後,そ れらの産生能は著しく

低下した。しかしPPD濃 度が80μg/mlの とき,MIF

お よびLIFの 産生能が一部残存 していた。 この事実は,

MIFお よびLIF産 生細胞の大部分は,主 としてT-リ

ンパ球によつて産生され るが,一 部はT-リ ンパ球以外

の細胞によつて産生されることを示唆したものと思われ

る。またVC群 については,ATS処 理後,MIF産 生

能は全 く認められなかつた。一方,白 血球遊走促進作用

もATS処 理後,ほ とんど消失したことより,白 血球遊

走促進因子の本体は不明であるが,本 因子もまたTづ

ンパ球によつて産生されたものと思われ る。

以上の実験成績より,結 核 感作動物においてはLIF

もMIFと 同様,主 としてT一 リンパ球によつて産生さ

れる"lymphokine"で,遅 延型アレルギー反応機構に重

要な役割を演 じていることが明らかとなつた。感作動物

における両者の免疫学的動態が異なることより,反 応発

現における両者の役割が異なることが推測された。した

がつて,将 来 ヒトにおける遅延型アレルギー反応機構を

論ずるに当たつては,LIFはMIFと 異 なる免疫学的意

義を有する"lymphokine"と して考慮されなければなら

ないと考えられる。
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