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BCG-sensitized guinea pigs were injected intradermally(id) with either 2ug PPD alone, 2-0.02ug 

PPD plus 100ug bovine serum albumin (BSA), or 100ug BSA alone. Two weeks later, the animals were 

skin-tested with 5ug BSA. Positive delayed-type hypersensitivity (DTH) skin reactions to BSA sized 

more than 10 mm in diameter were observed only in the animals which were injected id with PPD plus 

BSA (Table 1). When 1 ug of bovine gamma globulin (BGG) was used instead of BSA, similar adjuvant 

effect of DTH to PPD on the induction of DTH to BGG was observed (Table 4). Arthus-type skin 

reaction had never been demonstrated. The DTH reactions induced were antigen-specific.

By the similar way, the adjuvant effect of DTH skin reaction to BGG was also tested; normal guinea 

pigs were sensitized with subcutaneous injection of 1 mg BGG mixed with Freund's complete adjuvant, 
and challenged with 5ug BGG plus 100ug BSA 3 weeks later. Three weeks after the challenge, these 

animals were skin-tested with 5pg BSA. Although significant level of DTH to BGG was developed 

in these animals, no positive reaction to BSA was detected (Table 3).

Normal guinea pigs were injected id with crude lymphokines, obtained as a culture supernatant 

of spleen cells of a BCG-sensitized guinea pig mixed with PPD, plus 100ug BSA, and skin-tested with 

5ug BSA 3 weeks later; no DTH to BSA was observed (Table 2). It is suggested that so-called tuber-

culin-type reaction, but not Jones-Mote-type reaction, is required for the adjuvant effect of DTH on 

the induction of the DTH to an unrelated antigen located at the site of the former DTH.

The intensity of DTH reaction to PPD seemed to affect the induction of DTH to BSA or BGG; 

in the BCG-sensitized guinea pigs challenged with 2ug PPD plus 100ug BSA, or 2ug PPD plus 1 ug 

BGG, 3 of 5 animals and none of 5 developed DTH to BSA or BGG, respectively, whereas all of the 

animals challenged with 0.02ug PPD plus 100ug BSA, or 3 of 5 challenged with 0.02ug PPD plus 1 ug 

BGG showed positive DTH reactions to BSA or BGG, respectively (Table 4). The sizes of the DTH 

reactions induced were larger in the latter group than in the former group (Table 4) . It is possible 
that too vigorous inflamatory response to PPD reduce the adjuvant effect on induction of DTH to 

protein antigens.

* From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, 10-35, Kamiosaki 2-chome, Shinagawa-ku,
 Tokyo 141 Japan.
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緒 言

BCG感 作生体は,結 核菌感染に対す る抵抗性や,ツ

ベルク リン皮膚反応 のよ うな結核菌に特異的な免疫応答

を示 すだけ でな く,結 核菌 とは抗原的に関係 のない種 々

の抗原 に対 しても,特 徴 のあ る応答を示す。た とえば,

われわれ の研究室 においても,ヒ ツジ赤血球に対す る抗

体産生 と遅延型過敏症(DTH)と が,BCG感 作 マウス

に おいては共に著 しく増強 され ること1)や,BCG注 射

部位 に コバル ト照射腫瘍細胞を接種す ると,有 効に腫瘍

特異免疫が成立す ること2)な どを報告 した。

一方,近 年 いわゆ る癌 の免疫療法剤 としてBCGが 使

用 され ている。 われわれ も,BCGの 抗腫瘍効果の機 作

につ いて一連 の研究を続け てきた3)～7)。その結果 得 られ

た知見 と,他 の研究者 の報告 とに立脚 して,徳 永 ら1)は,

BCGの 抗腫 瘍効果 の機 作に 関す る3ス テップ ・モデル

を提 唱 した。 すなわち,(1)BCGに 対 す る炎 症反応 に

よ り,接 種局所に動員 され る各種 細胞,特 にマク ロフ ァ

ージが,BCGと 共に局所に存在す る腫瘍細胞を も傷 害

し,い わゆ る 捲 き込み効果を示す。(2)BCGに 特異 的

に感作 されたTリ ンパ球 が,BCG抗 原 と反応 して リン

フ ォカインを産生 し,マ クロファー ジを活性化 す る。 こ

の活性化 マクロファー ジに よつて,腫 瘍細胞 が更 に非特

異的に破壊 され る。(3)破 壊 された腫瘍細胞の特異抗原

が マクロフ ァージに よ り処理 され,そ の情報 が有効 にT

リンパ球に提示 されて,最 終的に,全 身 的な腫 瘍特異免

疫が成立す る。 このモデルの各ステ ップを検証す るため

に,更 に研究を続行中であ るが,本 報告 の狙 いは,上 述

の中 の(2)の 効果が(3)の 効果 とどの ように結びつ くか

を示すための実験であ る。 すなわち,BCG感 作 リンパ

球 とBCGの 接触に よる局所 の遅延型 ア レルギー反応が,

非特異的に腫瘍細胞を捲き込 んで破壊す ると同時に,腫

瘍特異免疫の成立を促す とい う事実,す なわ ち,遅 延型

ア レル ギー反応 の場が,そ の場 に 存在す る別個 の抗原

(unrelated antigen)に 対 す る宿主 の免疫反応 を増強す る

とい う一般的事実 として捉 え うるか どうか を,検 索 しよ

うと企図 した ものであ る。 この ような可能性 につ いては,

Bloom8)がFreund完 全 アジュバ ン トで感 作 したモルモ

ッ トに,、ウシ ・ガ ンマ グロブ リン(BGG)をPPDと 一

緒に皮内注射す ると,BGG単 独 では 成立 しないDTH

が検出 され るようにな ることを,簡 単なが ら記載 してお

り,わ れわ れは,こ の方法を準用 して検討を行なつた も

のである。

実験材料および方法

1.　 モ ル モ ッ ト:体 重400～450gの ハ ー トレイ 系雌

を,船 橋農 場 よ り購 入 した も のを 用 い た 。

2. BCG:経 皮用 凍結 乾燥 ワ クチ ン(生 菌 数,約1×

109/ア ン プル;日 本BCG研 究 所)を 生 理食 塩 液 に 浮遊

し直 後 に用 い た 。

3.　 皮 膚 反応 抗 原:PPD(予 研 製),ウ シ血 清 ア ル ブ ミ

ン(BSA;Armour Pharmaceutical Co.,Kankakee,I11.),

ウ シ ・ガ ンマ グ ロブ リ ン(BGG;Nutritional Biologicals

 Corp.,Cleaveland,Ohio),卵 白 ア ル ブ ミン(EA;Miles

 Laboratories,Inc.,Elkhart,Ind.)を,そ れ ぞれ 燐 酸 緩

衝 液 に 溶解 して 使用 した。

4.　 皮 膚 反 応 惹起 因子(SRF):結 核菌 青 山B株 の流 動

パ ラ フ ィ ン浮遊 液 筋 肉 内 注射 で感 作 した モ ル モ ッ トの,

脾 細 胞1×107/mlをPPD50μg/mlと 共 に 炭 酸 ガ スふ

らん器 内 で24時 間 培 養 した 後,そ の上 清 を 分 離 した9)。

正 常 モ ル モ ッ トで,そ の上 清 が 強 い皮 膚 反 応 を 惹 起 す る

活性 を有 す る こと を確 認 した 後,使 用 した 。

5. BCG感 作:BCG生 菌1×107コ を 含 む 菌 液 を 皮

下 注 射 し,3～4週 後 の動 物 を 使 用 した 。

6. BGGに よ る感 作:BGG1mgを 単 独,あ るい は

Freundの 不 完 全 また は 完 全 ア ジ ュバ ン トと混 合 して,

モ ル モ ッ トの皮 下 に 注 射 し3週 後 の動 物 を 用 い た 。

7.　 皮 膚 反 応:BSA,BGGお よびEA5μg/0.1mlを

モ ル モ ッ ト皮 内 に 注 射 し,6時 間 後(ア ル サ ス 型 反応),

24お よび48時 間 後(遅 延 型 反 応)の 発 赤 を 伴 う硬 結 の長

径 と短 径 を,キ ャ リパ スで 計 測 した 。 両 者 の 算 術 平均 値

(mm)を もつ て,反 応 の大 き さを 表 した 。10mm以 上

の値 を示 した も のを,陽 性 反 応 と した 。

実験 成 績

BCG感 作 モルモ ッ トに,BSA100μgを 単独,あ るい

はPPDと 共 に皮 内注射後,2週 目にBSA5μgに よる

皮膚反応 を調べた成績 を,表1に 示 した。BSA単 独注

射群では,BSAに 対す る感作が 全 く成立 しなかつ たの

に反 し,PPDと 共に注射 された動物では,PPD2μgの

群 で6匹 中4匹,0.2μgの 群 では全 例で,強 い陽性反応

が認め られた。なお6時 間後の反応 は,す べて陰性 であ

つた。

ここでみ られたBSAに 対す るDTHの 成立が,感 作

抗原 と異な るタ ンパク,あ るいは リンフ ォカインが混在

していた ことで もた らされたか否か を明 らかにす るため,

次の実験を行なつた。BSA100μgをPPD5μgあ るい

はBGG5μgと 共に,ま たはSRF原 液 に 溶解 して正

常 モルモ ッ トに皮 内注射 し,2週 後にBSA5μgで 皮膚

反 応をみたが,ど の動物 においても感作が成立 していな

かつた(表2)。

次に,PPD以 外 のタンパ クに対す るDTH皮 膚反応

が,同 じようなアジ ュパ ン ト効 果 を 有 す るか否かを,

BGG感 作 モルモ ッ トを使つ て調べた。 表3に 示 した ご

とく,BGG1mgでFreundの 完全 アジ ュバ ン トと共

に 感 作 し た 動 物 で は,10匹 中8匹 にBGGに 対す る
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Table1. Induction of DTH to BSA Given Intradermally Together with

 PPD in BCG-sensitized Guinea Pigs

BCG-sensitized guinea pigs were injected intradermally with BSA together with or without 

PPD. Skin reactions at the injection sites were measured after 24 hrs. Two weeks later, 

the animals were skin-tested with 5ug of BSA. Skin reactions were expressed as the mean 

(mm) •} S. D.
* No . of animals with positive skin reaction (larger than 10mm)/No. of animals tested.

Table2. Induction of DTH to BSA Given Intradermally Together with

 PPD, BGG or SRF in Normal Guinea Pigs

Normal guinea pigs were injected intradermally with BSA together with or without PPD, 

BGG, or SRF. Skin reactions at the injection sites were measured after 24 hrs. Two weeks 

later, the animals were skin-tested with 5pg of BSA. Skin reactions were expressed as the 

mean(mm) •} S.D. (5 animals).
* BSA was dissolved in SRF at a concentration of 100ug/0.1ml, then injected.

Table3. Induction of DTH to BSA Given Intradermally Together with BGG in

 BGG-sensitized Guinea Pigs

Normal guinea pigs were sensitized by subcutaneous injection of 1mg of BGG with/without complete (CFA) 

or incomplete Freund's adjuvant (IFA), and three weeks later, challenged intradermally with 100ug of BSA 

together with 5,ug of BGG. Skin reactions at the injection sites were measured after 24 hrs. Then, three 

weeks later, the animals were skin-tested with 5ug of BSA. Skin reactions were expressed as the mean(mm)

 •} S.D.

* No . of animals with positive skin reaction (larger than 10mm)/No. of animals tested.

DTHが 成立 していた。BGG5μgで 皮膚反応を テス ト

した ときに,BSA100μgが 一緒 に皮 内注射 されたが,

3週 後 に調べ たBSAに 対 す るDTHは,BGG感 作が

成立 していた モルモ ッ トにおいて も,陽 性になつていな

かつた。すなわち,BGGに よるDTH皮 膚 反 応 は,

PPDに よるそれ とは違 つて,BSA感 作に対 して アジュ

パン ト効果 を示 さなかつた。

表1に 示 した成績で,PPDの 量 に よりDTHの 成 立

す る割合,そ の強 さが影響 され る傾 向がみ られた。そ こ

で,PPDの 量を2μ9～0.02μ9と10倍 間隔で3段 階の

濃度 をと り,そ れぞれBSA100μgと 共 に 注 射 して,

BSAに 対す るDTHが 成立す る割合 と反応の大 きさと

を 調 べ た。 同時 に,BSA以 外 のBGG,EAに 対 す る

DTHの 成立に及ぼす影響をみ ると共に,反 応 の特異性

をも確認 した。 予 備 実 験 で,BGG,EAは100～10μg

を用 いると,単 独 で皮内接種 しただけでDTEが 成立 す

る ことが分かつた ので,1μgと い う少量を用 いた。 この

実験 の成績を,表4に 示 した。EA単 独 でもDTHの 成

立がみ られた点 を除い て,次 の3点 が明 らか となつた。

す な わ ち,(1)BSA,BGGに 対 す るDTH成 立 に,

PPDに ょる皮 膚 反 応 が アジ ュバ ン ト効果 を示 した,

(2)成 立 したDTHは,感 作 抗 原に特異的であつた,

(3)DTHの 成立 する割合 と,そ の 強 さはPPDの 量(ま)

(すなわ ち,PPDに よる皮膚反応 の強 さ)と,反 比例す
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Table4. Adjuvant Effect of DTH Skin Reaction on Induction of DTH to BSA,
 BGG or EA in BCG-sensitized Guinea Pigs

BCG-sensitized guinea pigs were injected intradermally with BSA, BGG or EA with or without PPD. Two weeks later, the 
animals were skin-tested with 5pg each of BSA, BGG and EA.

* Mean (mm) •} S
.D. after 24 hrs.

** No
. of animals with positive skin reaction (larger than 10mm)/No. of animals tested.

る傾向がみ られ た。 いずれ の場合に も,ア ルサ ス型反応

が全 くみ られなかつ た。

考 察

ここに報告 した成績 は,充 分 にBCG感 作が成立 して

い るモルモ ッ トに,微 量 のPPDと 共に タンパ クを皮内

接種 する と,そ れ単独 ではDTHが 成立 しない100μg

のBSA,あ る い は1μgのBGGに よ つ て も,強 い

DTHが 誘導 され ることを示 した。 アルサ ス型 の反応は,

全 く認 め られなかつた。条件はやや異な るが,Bloomも

同様な知見 を報告 している8)。 しか しBGG感 作 モルモ

ットでは,BGGに 対 して十分 なDTHが 成立 してい る

に もかかわ らず,そ の皮膚反応 はBSAのDTH成 立に

効果 を示 さなかつ た。

PPDに よるDTH皮 膚反応 の場では,極 めて多彩な

現 象が起 こるが,そ れ をtriggerす るものは,感 作Tリ

ンパ球 がPPDに より刺激 され て放 出す る,リ ンフォカ

イ ンに よる ものと考え られ る。 このよ うな リンフォカイ

ンは,種 々の生物学的活性を異にす る因子を含み,そ の

場 に多型核 白血球,マ クロフ ァージあ るいは リンパ球の

集積 をもた らし,ま た マクロファー ジを強 く活性化す る

ことが知 られ てい る。 この よ うな反応 の場に集積 した種

々の免疫担当細胞が,BSAに 対す るDTHの 成立 に,

重要な役割を演 じた ことは明 らかである。 しか し一方,

BGG感 作動物 におけ るBGGに よるDTH皮 膚反応,

あ るいは正常 動物 におけるSRFに ょる皮膚反応に ょつ

ては,BSAに 対 するDTHに 何 の効果 も認め られなか

っ た ことか ら,DTH皮 膚反応 の場が有す るアジュパ ン

ト効果発現 のためには,BCG感 作動物 でみ られ るよ う

な,Jones-Mote型 でない,い わ ゆ るツベルク リン型 の

反応 が必要であ ることが考 え られ る。実際 に,こ こで示

された成 績 と類似 す る現 象を記載 した報告が幾つか ある。

すなわち,古 くはDienesとSchonheitが 結核感染 モル

モ ッ トの病 巣内に,卵 白アルブ ミンを注射す ることに よ

り,そ れに対 す るDTHを 誘導 した こと10),ま たZbar

らはstrain2モ ルモ ッ トの 同系肝癌 を用 いて,腫 瘍細

胞 とBCGの 混液 の皮 内注射 に より,腫 瘍細胞単独では

成立 しない腫 瘍特異的DTHを 誘導 した こと11),わ れわ

れ も数種の近交系 モルモ ッ トあるいは マ ウスの化学発癌

腫瘍系 で,同 様の事実を 確認 した こと5)6)12),Hawrylko

とMackaness13)14)お よび中村 ら2)は,単 独では特異免疫

が成立 しない弱い抗原性 のマ ウス同系腫瘍の系で,あ ら

か じめ足蹠 にBCGを 接種 し10日後に同一部位に コバル

ト照射腫瘍細胞 を接種す ることで,特 異免疫が誘導でき

た こと,な どを挙げ ることがで きる。 この ようなBCG

前処置 による免疫増強 の機構 として,HawrylkoとMa-

ckanessは,BCG感 作生体 では 特 に 所属 リンパ節でT

リンパ球 の多 ク ローン的増大があ り,そ れが細胞 性免疫

反応 の成立に有利に働 くと説明 してい る。BGG感 作 モ

ルモ ッ トの ツベル ク リン皮膚反応 の場において も,類 似

の現象が生 じてい ることが想像 され る。

次に,BSAと 同時に注射 されたPPDの 量が少 ないほ

ど,BSAに 対 するDTHが 成立 しやすい傾 向がみ られ

た。 この現象は,BGGを 抗原 とした場合 でも同様 であ

り,被 検動物数 は少ないが,単 独 注射 でもDTHの 成立

したEAの 場合 には,む しろPPDの 存在が阻害的 と思
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われ る成績が得 られた(表4)。PPD2μgで は,強 い皮

膚反応が惹起 され,全 例が中心壊死を示 した。 また0.2

μgで も半数近 くに軽度 の中心壊死がみ られたが,0.02

μgで はそれ が観 察され なかつ た。 この ことは強い炎 症

反応が,pHの 変化な ど抗原 タンパ クの変性を もた らす

原因 となつた可能性,あ るいは マクロファー ジの活性化

の段階に差が あ り,活 性化が進 みす ぎると抗原処理 の過

程がDTHの 誘導 には不適当な方向にすすむ可能性な ど

が,考 え られ よ う。 これ らの点につい ては更に検討中で

あ る。

以上 の事実は,BCGの 抗腫瘍効果の3ス テ ップ ・モ

デル1)の 正 当 性 を示唆す るものであろ う。 すなわち,

BCG特 異 的な肉芽腫反応 が局所 に生 じ,そ の反応 の場

に腫i瘍抗原が共存す ることに よ り,腫 瘍特異 的細胞性免

疫 の誘導に好都合な状況が現出 してい るもの と考え られ

よ う。ただ し,そ の場におけ る炎症反応 の強 さと,免 疫

誘導 に有利 な条件 との間 のバ ランスが,重 要な ファクタ

ーと して考慮 され るべ きであ ることを も示唆す るもの と

いえ よ う。

結 論

BCG感 作 モルモ ッ トに,単 独注射では感作の成立 し

ないBSA100μgをPPD2～0.02μgと 混合 して皮 内注

射す ると,BSAに 対す る強いDTHが 誘導 できた。誘導

され たDTHは 抗原特異的であ り,ま た却時型反応(ア

ルサ ス型反応)は 認め られなかつ た。PPDの 量 が少な

い方が,DTHを よ り良 く誘導す る傾向がみ られ た。 同

じよ うに,正 常動物に,PPD2μgとBSA100μgを 混

合 して皮 内注射 した対照群 では,BSAに 対す るDTH

の成立は認め られなかつた。 一方,BGG感 作モルモ ッ

トに,BGG5μgとBSA100μgを 混合 して皮内注射 し

ても,BSAに 対 す るDTHは 成 立 しなかつ た。 更に,

正常動物に,BSA100μgをSRF原 液 と混合 して 皮内

注射 した場合 も,BSA感 作の 誘 導 がみ られなかつた。

以上 の ことは,BCG感 作 動 物 に おけ るPPDに よる

DTH皮 膚反応 の場が,PPDと は抗原的に無関係な タン

パ ク抗原 に対 す る特異的 なDTHの 成立に,ア ジ ュパ ン

ト効果 を有す る ことを示す もので ある。
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