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There have been numerous reports on the transfer factor (TF) of delayed-type hypersensitivity, 

but there are still unsolved problems about its mechanisms. The experiments reported herein were 

performed in order to clarify the transfer mechanisms of tuberculin-type hypersensitivity (TTH). Used 

as a TF was the non-dialyzable fraction of the extract obtained from spleen cells of guinea pigs vac

cinated and challenged (VC group) with heat-killed BCG.

1. A fraction which showed TTH-transfer activity was isolated from the spleen extract of the 

VC group by column chromatography using a Sephadex G-75. It's molecular weight was 15,000

-67,000.

2. The low molecular fraction of TF did not contain H37Rv antigen or an antibody to H37Rv.

3. Recipient animals intravenously injected with the TF showed a positive skin reaction to PPD 

on the 3rd day, but the reaction was negative one week after the injection.

4. TTH was transferred to normal recipients with thymocytes or spleen cells from normal animals 

incubated with TF in vitro for 24 hours, but not with the lymphnode cells of those animals.

It was demonstrated that TTH could be transferred to normal recipients by thymocytes or 

spleen cells treated with TF in vitro. This results suggests that normal T cells are sensitized through 

the same process in recipient animals injected with TF.

I.　 緒 言

ツベルクリン型遅延型皮内反応(以 下DCHと 略す)

は感作動物の生細胞によつて受身伝達されることは一般

に認められている1)～4)。しか し生細胞以外に細胞破壊液

やその一定分画を用いても受身伝達が可能であるという

報告 も数多 く見 られる。Lawrence5)は1954年 に ヒトの

末梢血白血球の透析外液を用いてDCHの 伝達が可能で

あることを報告 した。またBaram6)はDCHの 伝達活

性物質が γ-globulinを含む高分子分画とpolynucleotide

を含む低分子分画との双方に存在することを示した。そ

の後Cummings7)は1956年 に,H37Rv死 菌感作動物か

らの脾細胞超音波破壊抽出液分画を用いて,DCHが 正

常動物へ伝達可能なことを報告した。

*From the Chest Disease Research Institute , Kyoto University, Sakyo-ku, Kyoto 606 Japan.
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またKochan8)は1966年 にBCG死 菌感作モルモツト

の脾細胞とPurified protein derivative(以 下PPDと

略 す)と の培養上清にDCHを 伝達する物質が存在 し,

この伝達物質は免疫成立後 のモルモットにOld tuber-

culinをchallengeし た4時 間 目の血清 中 にも存在す

ることを報告 した。さらに1969年 よ り1970年 にかけて

Dupuy9)～11)は 感作動物をX線 照射することにより,そ

の血清あるいは血漿中にDCH伝 達活性物質が出現する

ことを示し9),こ の伝達物質は透析内液に存在 し,抗 体

とは異なる物質であることを証明した10)。またこの伝達

物質 と正常動物の脾細胞 とを共にin vitroで,37℃,

90分 間加温することにより,正 常細胞を感作細胞に変え

ることも可能であると報告 した11)。

1964年 辻12)はBCG死 菌感作ウサギの肺胞滲出細胞の

冷凍融解透析内液に,DCH伝 達活性物質が存在するこ

とを示し,岡 田13)はこの物質の分子量が15,000～60,000

ダル トンであることを報告 した。 また佐藤14)は1974年

にBCG死 菌 感作モルモツトの脾細胞の冷凍融解透析内

液にDCH伝 達活性物質があることを示 し,こ の物質は

分子量15,000～67,000の 蛋 白質であることを報告 した。

以上のようにDCHに 関する細胞間伝達物質について

数多 く報告されているが,反 論もあ り,抗 原の混入によ

る能動感作である可能性も完全に否定されず,そ の本質

に関して不明の点が多 く残されている。今回佐藤14)のツ

ベルクリン感受性受身伝達因子(以 下TFと 略す)を 用

いて,in vitroに おける伝達実験を行ない,そ の実験成

績をとおして伝達機構について考察 した。

II.　実験材料ならびに方法

1.　実験動物および感作方法

実験動物は静岡県実験動物農業協同組合より入手した

雌ハー トレー系モ ルモット(体 重300～350g)を 用い

た。感作方法は両後肢足蹠へBCG死 菌 の乾燥重量2mg

をFreundのincomplete adjuvantと 混合 して各1mg

ずつ 注射 し,感 作後4週 目にBCG死 菌の乾燥重量1mg

を0.5mlの 生理食塩水に溶かし,左 心室内注射により

投与(チ ャレンジ)し た。チャレンジを行なつた後7日

目の群をVC群 と称する。

2.　 細胞浮遊液の作製方法

VC群 あるいは正常未感作モルモット(N群 と称す)

を心臓穿刺法により採血し,虚 血死させたのち,胸 腺,

脾臓および頸部 リンパ節をおのおのに採集し,Eagle's

 mihimal essential medium(pH7.2,阪 大 微研,以 下

MEMと 略す)中 でメッシュを通 してハサ ミで細か く切

りきざみ細胞を集め,綿 濾過 した のちMEMで3回 洗

つて使用した。

3.　 受身伝達活性分画(TF)の 作製方法

VC群 の脾細胞1×108個 のpacked cell volume1容

Fig.1. Preparation of T.F. from VC spleen cells.

Fig.2. Experimental results obtained by Ouchterlony's 

method for detecting tuberculous antigen and antibody 

in T.F. The results showed that those were not detected 

in T.F.

AS: Goat antiserum to H ,Rv (1: 1)
1 and 3: TF (VC spleen cell extract) (1: 2)
2: VC spleen lymphocyte extract (1: 2)
4: VC serum (1: 1)
CF: H37Rv culture filtrates (1: 1)

に 対 し生 理 食 塩 水1容 を 加 え て 細 胞 浮 遊液 と し,凍 結融

解 操 作 を5回 反復 して 細 胞 膜 を破 壊 し,20,000G,4℃,

60分 間遠 心 して上 清 を得,上 清 は蒸 留 水 に 対 し4℃ で1

昼 夜 透 析 後,生 理 食 塩 水 で等 張 とし てTFと して 使 用 し

た(Fig.1)。 こ のTFか らはOuchterlony法 で 調 べ た

結 果,抗 原 あ るい は 抗 体 は 検 出 され な か つ た(Fig.2)。

正 常 モ ル モ ッ トの 脾 細 胞 よ り同 様 の 方法 で 細 胞抽 出液

透 析 内液(CFと 呼 ぶ)を 作製 し対 照 と した。

4. Sephadex G-75に よ るTFの ゲ ル濾 過分 画 法

Sephadex G-75 (particle size 40-120μ, water regain

 7.5±0.5ml/g, gel bed 12-15ml/g, Pharmacia Fine

 Chemicals AB, Uppsala, Sweden)を 蒸 留水 で膨 潤 し,

脱 気 後PBS-EDTA (0.01MのEDTAを 含 む0.075 M

PBS,pH 7.4)で 充 分 洗 浄 し,直 径7cm,高 さ50cm

の カ ラ ムを 作 製 した 。20mlのTFを カ ラ ムに 重 層 し,
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Fig. 3. Fractionatioh patterh of T.F. by Sephadex G-75.

Fig. 4. Method of target cell treatment with T.F.in vitro.

PBS-EDTAで 溶 出 を(溶 出 速 度125ml/時)行 な い,

12.5mlず つ フ ラ ク シ ョン コ レ ク タ ーで 試 験 管 に 分 画 し

た。 こ の操 作 はす べ て4℃ の低 温 室 内 で 行 な い,溶 出 液

の紫 外 線 吸光 度 は分 光光 度 計(Shimadzu Double-Beam

 Spectrophotometer UV-210A)に よ り測 定 した 。 そ の 結

果 はFig.3に 示 す ご と くフ ラ ク シ ョン1(F.I),II(F.

II)お よびIII(F.III)の3分 画 を 得 た 。F.Iは19S蛋 白

を 含 む 分 画,F.IIは7S蛋 白 を含 む 分 画,F.IIIはBSA

以 下lysozymeま で の低 分 子 の蛋 白を 含 む 分 画 で あ る。

各 分 画 は そ れ ぞ れ 凍結 乾燥 法 に よ り,原 液 と 同容 の

20mlに な る よ う濃 縮 し,EDTAお よび 塩 を 除 去 す る

た め 蒸 留 水 に 対 して 充 分透 析 し,生 理 食 塩水 で等 張 と し

て使 用 した 。

5. TFに よ るih vivoに お け る伝 達 方 法

TFに よ るin vivoに お け る 伝 達 は,TFあ る い は

CFを 正 常 同 系 モ ル モ ッ トの 心 室 内 へ 直 接 注 入す る受 身

伝 達 法 を 用 い た 。

6. TFに よ るin vitroに お け る伝 達 方法

VC群 の生 脾 細 胞1×108個 相 当 に あ た るTF1.5ml

と,56℃ で30分 間 非 働 化 した 正 常 モ ル モ ッ ト血清0.5ml

と,TC 199 medium(buffered with 20mM HEPES,

pH7.4)の1.5mlを 混 和 溶 解 し,正 常 モ ル モ ッ トの

胸腺細胞あるいは脾細胞あ るい は 頸部 リンパ節細胞の

0.5×108個 をおのおの1.0mlのTC 199 mediumに 浮

遊した細胞浮遊液を加え,プ ラスチック培養シャーレ中

で混和し,5%CO2in air,37℃ の条件で24時 間培養し

た。培養後MEMで3回 洗つて培養細胞 とした(Fig.4)。

対照としてTFの 代わ りにCFを 用い 同様 の方法によ

り培養細胞を得た。培養細胞は1×108/ml,5×107/ml

お よび1×107/mlと な るよう細胞数 を 調 整 し,そ の

1mlを 正常同系モルモ ットの心室 内へ直接注入する受

身伝達法を用いた。

7.　 ツベルクリン皮内反応

In vivoの 伝達実験においては,TFあ るいはCF移

入後,1日 目,3日 目あるいは7日 目に,0.1mlの 生理

食 塩水に溶 か したpurified protein derivative(以 下

PPDと 略す)の10μgで 皮内反応を行ない,24時 間 目

の皮内反応の硬結の直径を測定 した。PPDに よる能動

感作の影響を避けるため,1匹 のrecipientに つ いてた

だ1回 の皮内反応を行なつたのみで,2回 以上は施行し

なかつた。

In vitroの 培養細胞を移入されたrecipientに おいて

は,移 入後1日 目に0.1mlの 生理食塩水に溶 か した

PPDの10μgを 用いて皮内反応を行ない,24時 間 目の
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Table 1. Results Obtained from Transfer Experimcnts of Tuberculin Sensitivity

 to Normal Recipients with T.F.

Table 2. Tuberculin Reactions in Recipients Transferred with Various Kinds o

 Cells Treated with T.F. or C.F.in vitro

反応の硬結の直径を測定 した。TFの 各分画を移入され

たrecipientに お い ては,移 入後3日 目に同様にPPD

の10μgで 皮内反応を行ない,24時 間 目の皮内反応の硬

結の直径を測定 した。

8. Bovine serum albumin (BSA), Ovalbumin (OA)

お よびkeyhole limpet hemocyanin (KLH)に よる

皮内反応

0.1mlの 生理食塩水に溶か したBSA,OAあ るいは

KLHの おのおの10μgで 皮内反応を行ない,24時 間

目の皮内反応の硬結の直径を測定 した。

9.　 有意差の検定

Student t-testに より行なつた。

III.　実 験 成 績

1. TFに よるin vivoに おけるツベルクリン感受性

伝達実験(Table 1)

TFに よるin vivoに おけるツベルクリン感受性伝達

の投与時期と皮内反応発現 との関係 を調べるため,VC

群 の生脾細胞4×108個 相当のTFを 正常同系モルモッ

トへ移入して,1日 目,3日 目あるいは7日 目にPPDに

よ り皮内反応を行なつた。TF移 入後1日 目ではまだツ

ベルクリン感受性は発現せず(皮 内反応24時 間値:6 .6

±1.2mm),移 入後3日 目に初めてツベルクリン反応が

陽性となつた(皮 内反応24時 間値:9.3±0.3mm)。 こ

の成績はCFを 投与された対照群の反応(皮 内反応24

時 間値:4.5±0.5mm)と 比較 した場合,P<0.005で 有

意差であつた。このツベルクリン感受性はTF移 入後7

日目には消失 した(皮 内反応24時 間値:5.2±0.4mm)。

2. TFに よるin vitroに おけるツベルクリン感受

性伝達実験

TFに よるtarget cellがrecipientの どの細胞であ

るかを調べるため,正 常モルモットの胸腺細胞,脾 細胞

あるいは頸部 リンパ節細胞を用い,in vitroでTFと 培

養 し,培 養細胞を正常同系モルモットへ移入 して,ツ ベ

ルクリン感受性の伝達を検討した。正常胸腺細胞および

脾細胞は,TFに よ りin vitroに おいてツベルクリン感

受性を獲得し,正 常モルモットヘツベルクリン感受性を

伝達できた(皮 内反応24時 間値:胸 腺細胞8.1±0.7mm,

p<0.01,脾 細胞9.6±0.4mm,p<0.005)。 しか し頸

部リンパ節細胞では陰性の成績であつた(皮 内反応24時

間値4.6±0.5mm)。 対照としてCFと 正常胸腺細胞あ

るいはCFと 正常脾細胞との組み合わせを行なつたが双

方とも陰性の成績であつた(皮 内反応24時 間値:胸 腺細

胞4.0±0.9mm,脾 細胞5.1±0.5mm)(Table 2)。
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Table 3.Tuberculin Reactions in Recipients Transferred with T.F.-or C.F.-treated

 Thymocytes in vitro

Table 4.Tuberculih Reactiohs in Recipients Transferred with T.F.-or C.F.-treated

 Spleeh Cells in vitro

Table 5.Antigen Specificity in Day 3 Skin Tests in Animals

 Transferred with T.F.*

ツベルクリン感受性を獲得 した胸腺細胞 と脾細胞につ

いて,活 性を比較するためdoseresponse実 験を行なつ

たところ,脾 細胞の方が胸腺細胞に比べ,著 明にツベル

クリン感受性を獲得することが示された(Table 3お よ

びTable 4)。

3. TFに よる反応の抗原特異性

抗原の特異性を検討するため,TFを 移入されたモル

モ ットを用いて,種 々の抗原で皮内反応を行なつたとこ

ろ,PPD以 外 の抗原す なわ ちBSA(皮 内反応24時 間

値:1.7±0.5mm),OA(同:2.2±0.2mm)お よ び

KLH(同:2.8±0.2mm)で は 陰性 の成 績 で あつた

(Table 5)。

4. TFの 各分画によるツベルクリン感受性伝達実験

TFをSephadcx G-75を 用 い て,F.I,F.IIお よび

F.IIIの3つ の分 画 に 分 け(Fig.3),各 分 画 の ツベ ル ク

リン感 受 性伝 達 活性 につ い て検 討 した 。

i) TFの 各 分 画 に よ るin vivoに お け る ツベ ル ク リ

ン感 受 性伝 達 実験(Table 6)

TFの 各 分 画 に よ るin vivoに お け る ツベ ル ク リ ン感

受 性 伝 達 活 性 は,各 分 画 移 入 後3日 目に ツベ ル ク リン反

応 を行 なつ た とこ ろ,F.IIIの み に 伝達 活 性 が 認 め られ

た(皮 内反 応2A時 間 値:9.1±0.6mm,P<0.005)。F.I

(同:6.0±0.7mm)お よびF.II(同:5.4±1.1mm)

で は陰 性 の成 績 で あつ た 。

ii) TFの 各 分 画 に よ るin vitroに お け る ツ ベル ク

リン感 受 性 伝 達 実 験(Table 7)



230 結 核　第57巻　 第4号

Table 6. Results Obtained from Transfer Experiments of Tuberculin Sensitivity 

to Normal Recipients with Fraction I, II or III of T.F. or C.F.

Table 7. Tuberculin Reactions in Recipients Transferred with the Fractions 

of T.F.-treated Spleen Cells in vitro

TFに よるツベルクリン感受性のtaget cellを 含む正

常脾細胞(Table 2)を 用 いて,TFの 各分画によるin 

vitroに おける伝達実験をした。in vivoに おける成績と

同様にin vitroに おいてもF.IIIに 強い伝達活性が認

められ(皮 内反応24時 間値:10.6±0.5mm,P<0.005),

F.Iで は陰性の成績で あつ た(同:A.3±0.3mm)。In

 vivoの 伝達実験においては伝達活性の認 め られなかつ

たF.IIか ら,in vitroで は伝達活性が認められた(同:

8.5±0.6mm,p<0.01)。

IV.　 考 察

いわゆる トランスファーファクターと言われる因子に

ついては,Lawrence5)以 後,数 多 くの報 告 が 知 られ

る7)～14)。しか し低 分子 の因子にせ よ高分子の因子にせ

よ,そ の中に抗原部分が含まれている可能性については

否定できていない。また作用機序に関しても解明されて

いない。

今回ツベルクリン感受性受身伝達因子(TF)に よる

in vivoの 受身伝達実験の時間的経過 よ り,TF投 与後

のツベルクリン感受性は1日 目および7日 目では認めら

れず,3日 目に認められた結果より,抗 原による能動感

作ではないことが示 された。もしTFに 抗原部分が含

まれて能動感作が成立 したとすれば,移 入後7日 目のツ

ベルクリン感受性は3日 目よりも増大するはずである。

なぜならば,BCG菌 に よる能動感作の場合,感 作後7

日目ごろよりツベルクリン感受性が著明になるのは周知

の事実である。Ouchterlony法 に よる結果より,著 者の

用いたTFよ り抗原あるいは抗体 は検出されなかつた

(Fig.2)。 以上のようにin vivoの 伝達実験 より確認で

きたことはTFに よ り正常動物が ツベルクリン感受性

を獲得するには3日 ほどの日程を必要 とすること,お よ

び抗原による感作 とは時間的に異なる経過をとるという

ことである。

TFに よるin vitroに おける正常細胞へ の伝達実験

より,培 養時間が2時 間あるいは5時 間の場合,伝 達は

不可能であつた(未 発表データ),今 回示 されたごとく

24時 間の培養時間が必要であつた。また培養時間が48時

間を超えた場合,細 胞の生存率が悪 く,多 数の生細胞を

回収することは不可能であつたため,デ ータとして表示

す ることができなかつた。TFのtarget cellは 正常動物

の胸腺あるいは脾臓に存在 し,リ ンパ節には存在しない

細胞であることがin vitroに おける実験 より明らかに

された。胸腺と脾臓に共通に存在する細胞としてT-cell

が あ り,そ のsubsetと しては,リ ンパ節には少数で,

脾臓に多い未熟なT1-cell15)～17)がTFのtarget cellと

して最 も考えられた。能動感作の場合ツベルクリン感受

性はT-cellに よつて発現 されることは一般に認められ

ている18)～20)。さ らにT-cellの なかでもT1-cellお よび

T2-cellの2種 類,あ るいはそれ以上のsubsetのT-cell

が ツベルクリン感受性の発現には必要であろ うと報告さ
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れている21)22)。

今 回の実験より得た結果より,ツ ベルクリン感受性の

伝達機構を考察すれば,TFに よるツベルクリン感受性

の獲得にはT1-ccllがtarget ccllと してまず必要であ

り,こ のT1-cellが ツベルクリン感受性を獲得するため

には約24時 間の接触が必要であ り,こ の間にT1-cellの

一部がT2-cellに 成熟 し,後 者あるいは両者の協同によ

つてツベルクリン感受性が発現されると推察された。一

方recirculating T2-cellのpoolと されているリンパ節

細胞では,TFに よりツベルクリン感受性を伝達できな

かつたことより,成 熟したT2-cellは もはや新たな感受

性を獲得することはできない細胞であることが示された。

透析内液である著者のTFの 活性分 画 につ い て,

Sephadex G-75を 用 いて,3つ の部分に分け,ツ ベル

クリン感受性の伝達活性を調べた結果,佐 藤のTF14)の

結果 と同様に,BSA以 下 の分画か ら強い活性が認めら

れた。また7S分 画からも弱いなが ら活性が認められた

が,19S分 画か らは伝達活性は認 め られなかつた。

以上のごとく,今 回TF中 に 抗原 あるいは抗体部分

が含まれている可能性を否定できる結果を得ることがで

き,ま たTFはvirgin T1-cellを 介 してツベルクリン

感受性を伝達することが示唆されたが,こ れで充分とは

言いがた く,今 後in vitroの 伝達実験 を とおして遅延

型反応の解析を行なう予定である。

V.　 結 語

1. TF(ツ ベルクリン感受性受身伝達因子)に よる,

in vivoに おける伝達実験より,TFに よる伝達は一過

性で,移 入後3日 目にツベルクリン感受性が認められた。

しか し7日 目にはすでに消失し,移 入後1日 目ではまだ

伝達は認められなかつた°

2. TFに よるin vitroに おける伝達実験より,TF

とtarget cellと の培養は24時 間必要 で あ り,TFの

target cellと しては正常動物の胸腺お よび脾臓に存在

し,リ ンパ節には存在 しない細胞であつた°以上の条件

を満たす細胞としてはT-cellの うちで も よ り幼若な

T1-ccllが 考えられた。

3.　透析内液であるTFの ツベルク リン感受性伝達

活性は分子量15,000～67,000の 分画において認められ,

抗原あるいは抗体部分は検出されなかつた。
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