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破傷風 トキ ソイ ド初回免疫後 の i n v i v o お よ び

i n v it r o 抗原特異的抗体産生

金 沢大学医学 部内科学第三講座 く主任 こ 桧 田 保教掛

大 塚 実

く昭 和6 2 年 1 月13 日 受付1

I n vi v o お よ びi n v it r o に お け る抗原特異的抗体産生の経時的変化 を知る目的 で
， 破傷風の 既往 お

よ び破傷風ト キソイ ド くt et an u S t O X O id
，
T T， ワ ク チ ン 接種歴 の な い 健康成人 6 例 に 対 して T T ワ ク チ ン

を接種 し
， 経時的に 血清抗体価 と末梢 血単核球の T T 抗原特異的抗体産生 を測定 した ． 末梢血 単核球 は

，

T T 抗原無添加あ る い は添加 し た系で 4 日 間培養後上 清 を採 取 し く4 日目上浦上 培 養細胞 を洗浄後 T T

抗原 を添加 しな い で さ ら に 8 日間培養 を継続 した後上 清 を採取 した く12 日 目上 清う．
血清 およ び上 浦中の

ィ ム ノ ダ ロ ブリ ン G G m m u n o gl o b u li n G
，

I g G， 抗 T T 抗体 を 酵素結合 免疫 吸着剤検定法 くe n z y m e
－

1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ，
E L IS A l を用 い て測定 したと こ ろ 以 下の結果 を得 た 一 免疫前に は全例， 血

清中お よび 4 日目上清， 12 日目上 清中のI g G 抗 T T 抗体は検 出され な か っ た ． 血清抗体価 は初回接種後 1

へ 5 週目 に 陽性化 し，
15 へ 36 週目 に 陰性化 した

．
6 例中5 例で ， 血清抗体価 が陽性を 示 す時期に 末棺血単

核球 に よ るi n vi tr o に お ける Ig G 抗 T T 抗体産生が 認め られ た
．

4 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗体産生 は
，

培養液中の T T 抗原の 存在の有無 に か か わ らず に 検出さ れ たが
，

1 2 日目上 清中の Ig G 抗 T T 抗体産 生は

培養液中 に T T 抗原が 存在す る場合 のみ に検 出さ れた ． こ れ らの 所見 はi n v it r o に お けるI g G 抗 T T 抗体

産生に は， 免疫後 2 週目に 出現 し，
6 週日に は消失 した抗原非依存 性の 抗体産生 と

， 免疫後2 ル 1 1 過日か

ら現れ
，

9 句 20 週目に は消失 した 抗原依存性の 抗体産生の 2 種類 の 型が存 在す る こ と を示唆 した
．

これ ら

の 所見よ り， 自然 に Ig G 抗 T T 抗体 を産生す る B 細胞が， 少 く と も血清抗体価が 陽性 を示 す時期に 末梢血

液中を循環 し てお り
，

一 方 T T 抗原特異的記憶 B 細胞は， 自然 に I g G 抗 T T 抗体 を産生す る B 細胞 と同時

か， また は そ の消失よ りや や遅 れ て末棉血液 中を循環 してい ると 考 えら れ た
．

K e y w o r d s p rl m a r y l m m u niz ati o n
，
t e t a n u S t O X Oid

，
I g G a n ti －

t e t a n u S t O X Oid

a n tib o d y ，
S p O n t a n e O u S a n tig e n － S p e Ci丘c a n tib od y p r o d u cin g B c ell

，

a nti g e n －

S p e Cifi c m e m o r y B c e11

h l V it r o に お け る抗体産生 に 関す る研究 に は，
こ れ

ま で 主 と して ポ
ー ク ． ウ イ

ー ド マ イ ト ジ ュ ン くp o k e
－

w e e d m it o g e rl
，
P W M l に よ る非特異的 な抗原刺激 に

ょ っ て 多ク ロ
ー ン 性抗体塵生を誘導 す る系を 用 い て 解

析 が 行わ れ て き た ．
ヒ ト 末梢 血 単核 球 くp e ri ph e r a l

b l o o d m o n o n u c l e a r c e11
，
P B M Cl の 破傷風 ト キソ イ

ド くt e t a n u s t o x o id
，
T T l に 対す るi n v it r o 抗体産生

に つ い て も
，

こ の P W M 誘 導抗体産生系 を用 い た研究

が数 多く報告され て い る
1 川

． しか し
，
P W M 添加培養

系で は P W M が 非特 異的な 抗原 刺激と し て作 用 す る

の で ， 得 られ る結果は 多 ク ロ
ー ン性抗体産生の 一 部と

して の抗 T T 抗体産生 を反映 す る こ と に な るの で
，
抗

原特異的抗体産生 の 評価は 困難で あ っ た
．

この た め ，

抗原初回免疫後の i n v i v o に お け る抗原特 異的抗体産

生や末栴血 液中の 抗原特異的抗体産生細胞の 動態 に つ

い て は
，

未だ不明 な点が 多い
．

そ こ で
，
P W M を用 い ずに T T な どの 特異的抗原刺

激 を利用 す る 抗原特異的抗体産生系が ， 近年確立 さ れ

A b b r e v i a ti o n s ニ E LIS A
，

e n Z y m e
，1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y 三I g G

，
i m m u n o gl o b uli n G 三

o D
，

O p tic al d e n sit y 三 P B M C
， p e ri p h e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ell ニ P B S

， p h o s p h at e b u ff e r e d

s alin e i P W M ， p O k e w e e d m it o g e n 三 T T
，
t et a n u S t O X Oid ．



初回 免疫後 の 抗原特異的抗体産生に 関す る研究

て き た9 卜 川
． しか しな が ら ， 従来の 報告1 2 ト 川

では ， T T

を抗原 とす る i n v it r o 抗原特異的抗体産生 はす べ て 2

次免疫 に 関す る も の で あ り
，

また i n v it r o で の 検討 に

は対 象の 追加 免疫が 必 須で あ るた め応用 が 限定さ れ て

い た
． 最近 L u m ら

1 5 ト 1 7 1
， S hi o b a r a ら

刷
は

，
i n vi t r o

抗体塵 生の た め の 培養法に 改良 を加 え， さ らに 培養開

始後 4 日目に 上清 中か ら い っ たん抗 原を除去す る こと

に よ っ て
， 追 加免疫 を必要とす る こ と な く免疫さ れ た

正常人 の 83 ％ 以上 に i n v it r o T T 抗原特異的抗体産

生を検 出しう る こ と を明ら か に して い る
．

破傷風 に 対す る 免疫 は不顕性感染に よ っ て得 られ る

こ と は な く， 破傷風確患後で も免疫 は不充分で あり，

破傷風に 対す る 免疫 を与 える方法は 予防接種以 外に は

ない 1 91 細
と さ れ て い る ． そ こ で

，
著者は T T に よ る初

回 免疫後の i n v i v o お よびi n vi t r o に お け る抗原特異

的抗体産生 に つ い て
，

T T ワ ク チ ン を接種 した健康成

人 を対象に 検討 した ．

対象お よ び方法

工 ． 対 象

破 傷風 の 既 往 お よ び T T ワ ク チ ン 接種歴 の な い 健

康成 人 34 名 く男性 32 名， 女性 2 名， 年齢こ 17
へ

ノ 4 8 歳，

平均 30 ． 4 歳うを対 象と して選 び
， 全例か ら血清 を， 2 0

名 く男性 18 名
，
女性2 名， 年齢 こ2 2 旬 4 0 歳， 平均28 ． 5

歳1 よ り P B M C を採取 した ． 対象の う ち 同意の 得ら れ

た 6 名 く男性，
26 へ 4 0 歳うを T T 初回接種 の対象と し

た ．

H
． 免疫方法

T T ワ ク チ ン 初 回 接種 の 対 象 と し た 6 名 くc a s e

ト6う に 対 して T T ワ クチ ン く沈降破傷風 ト キ ソ イ ド ，

L o t N o ． 4 0 5－Ol く武田薬品 ， 大阪1 0 ． 5 m l を筋肉内

に 接種 し
，

こ れ を 0 週目と し た ． その 後 1 週目 に追加

接種 し
，
さ ら に c a s e 5 を除く 5 例 に 対 して は 3 週目に

も 追加接種 を行 い
， C a S e 6 に 対 して は 1 3 週目 に も追加

接種を 行 っ た ．

III ． 血 清 お よ び P B M C の 採取

採血 は ， 初回 接種後 9 過日 ま で は毎週 1 回
，

その 後

は 2 へ 3 週間隔で 26
へ

3 6 週目 ま で 行 っ た ． 採取 した血

清 は測定時 までN 20
0

C で凍結保存 し た ．
P B M C は ヘ

パ リ ン 加末梢血を Fi c ol トH y p a q u e 比 重 遠心 法を 用 い

て 分離し， R P M I 1 6 4 0 培養液 くGI B C O
，
G r a n d I sl a n d

，

N Y
，
U ．S ．A ．1 で抗 T T 抗体を除去す る た め に 6 回 洗浄

し， 以 下の 実験に 用 い た
．

IV ．
I n v it r o イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G くi m m u n o

－

gl o b u li n G
，
I g GI 抗 T T 抗体産生

T T 抗原刺激 に よ るIg G 抗 T T 抗 体の i n vit r o で

の 産生は L u m ら
1 引

の 方法 を用 い て検討 した ． まず
，
ス

14 3

ト レ プ トマ イ シ ン 0 ． 1 g 几 ペ ニ シ リ ン G 5 0 ， 0 0 0 U 几

非働化牛胎児血 清 くGI B C O l を 10 ％ 添加し た R P M I

1 6 4 0 培養液 く培養液I で P B M C を 3 X l O
6

l m l の 濃度

に 調整し た ．
こ れ を 20 0 ノノl ずつ 単独で， ある い は至 遠

出の T T 抗原 くDi vi si o n o f B i ol o gi c L a b o r a t o ri e s
，

C o m m o n w e alth of M a s s a c h u s e tt s D e p a rt m e n t o f

P u bli c H e al th
，
B o s t o n

，
M A

，
U ．S ，A ．1 2 5 n gl m l を添

加 し て U 型 マ イ ク ロ プ レ ー

ト くN u n cl o n D elt a l

くN u n c
，
R o s kild e

，
D e n m a r k l に それ ぞれ 6 穴 ずつ 分

注 し
，
3 7

0

C
，
1 0 0 ％ 湿 鼠 5 ％ C O 2 i n a ir の 条件下で 培

養 を行 っ た ． 培養4 日目に 培養上 清 く4 日目上 清1 を

採取 し，
R P M I 1 6 4 0 培養液で P B M C を3 回洗浄して培

養鞭内の T T 抗原 を除去後， 培養液 を新た に 加 えた ．

さ ら に 8 日 間培養 を継続 し
，
培養終了 後その 上 清 く12

日目上 清1 を採取し た ． 採取し た上 清は測定暗ま で
－

2 0
0

C で 凍結保存 した
．

つ ぎ に
，

4 日目上清中のI g G 抗 T T 抗体 がi n vi t r o

で 産生さ れ た もの か否 か を検討 した ． 具体的に は， ワ

ク チ ン 初回接種後，
C a S e l で は 4 週 臥 c a s e 3 で は 3

週目の P B M C を培養開始時か ら T T 抗原 と と も に 蛋

白 合 成 阻 害 剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド くSi g m a

C h e mi c al C o ．
，
S t ． L o ui s

，
M O

，
U ．S ． A ．1 5 0 JL gJ

l
m l の存

在下で 培養 を行 っ た ． ま た
，

1 2 日目 上清 中の王g G 抗

T T 抗体が ， 培養 5 日目以 降に 塵生され た も の か否か

を検討 する た め に 以下 の実験を行 っ た ．
C a s e l は ワ ク

チ ン初 回接種後 4 週目
，

C a S e 2 と c a s e 3 は ワ ク チ ン初

回接種後 8 週目 に P B M C を採取 し，
これ を T T 抗原

25 n gノm l と と も に 培養し
，

4 日目上 清採取後 シ ク ロ ヘ

キ シ ミ ド 50 ルgノm l を加 えて さ ら に培養を継続 した ．

V ． I g G 抗 T T 抗体の 測定

血 清 お よ び 上 清 中の I g G 抗 T T 抗 体 は L u m ら
151

の 方法に 準 じて 酵素結合免疫吸 着剤検定法 くe n z y m e

－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ，
E L I S A l に よ っ て測

定 した
．

まず， p H 9 ．6 の 0 ．0 5 M 炭酸緩衝液 で 5 ルgノ

m l の 濃度に 調整 した T T 抗原を 100 メイ1 ずつ 平底 マ イ

ク ロ プ レ
ー

ト くI m m u n o pl a t e I l くN u n cl に 加 え，

こ れ を 37
q

C で 2 4 時間放置 しプ レ ー トの 表面 に 吸着さ

せ た ．
つ い で

，
0 ． 0 5 ％ T w e e n 2 0 くSi g m al を添加 し

た p H 7 ． 2 ， 浸透圧 280 m O sl k g の リ ン酸緩 衝食塩 水

くp h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e－T w e e n
．
P B S－T w e e nl

で 3 回 洗浄 し
，
1 0 ％ 牛血清 アル ブ ミ ン くSi g m al を添

加 した リ ン 酸緩衝食塩水 を 1 00 〆1 ず つ 加 え て 37
0

C で

2 時間反応 させ た
． 反 応終了後 P B S－T w e e n で 3 回 洗

浄 し
，

これ を測定用 プ レ ー

トと して 測定時ま で－20
Q

C

で凍結保存 した ．

1 0 倍 の 稀 釈系列で段階稀釈 した被検血 清1 00 ノJl あ

る い は 培 養 上 浦 100 ノバ を 測定 用 プ レ ー

ト に 加 え て



1 4 4

3 7
0

C で 2 時 間反応 さ せ
，

反 応終 了 後 P B S － T w e e n で

3 回洗浄 した ． さ ら に ， 抗体 を反応 させ た 上記 の 測定

用 プ レ
ー

トに 2 次 抗体 と し て p王1 6 ． 6 の 1 0 m M リ ン

酸緩衝 液で 1 こ15 0 0 に 稀釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標

識 ヤギ抗 ヒ トIg G 抗体 くT A G O
，

I n c －
，

B u rli n g a m e
，

C A
，
U ．S ． A ．1 を1 0 0 FLl 加 えて 3 r C で 1 時 間反応さ せ

た
． 反応終 了 後 プ レ ー

ト を P B S－T w e e n で 3 回洗 浄

し
，

H 2 0 2 を 0 ．0 3 ％ 添加した p H 4 ． 0 の 0 ．1 M ク エ ン

酸 緩 衝 液 に 2
，
2

，
－

a Z i n o d i
－く3 －

et h yl b e n z th i a z oli n e

s u lf o ni c a cid l くSi g m al を 1 ． O gll の濃度 に溶解 し た

溶液 を 100 〆1 ずつ 加 えた ． 室温で 30 分間反応さ せ
， 反

応終 了 後 た だ ち に そ の 呈 色反 応 の 吸光 度 くo p ti c al

d e n sit y ，
O D l を吸光度計 くEIA r e a d e r M o d e1 2 5 50 1

くBi o
－

R a d L a b ．，
R i c h m o n d

，
C A

，
U ．S ． A ．1 を用 い て 波

長 405 n m で測定 した ． な お ， 上 清中のI g G 抗 T T 抗

体 の絶対量 は
，

ア フ ィ ニ チ イ
■ カ ラ ム で 精製 した既知

濃度の 1g G 抗 T T 抗体 くD r ， L ． G ． L u m よ り倶与l に

ょ り得ら れ た標準 曲線か ら求め た ． な お
， 標準曲線 は

異 な る機会 に 数回作製 した が
，

い ずれ の場合 も ほぼ 同

様 で あっ た ．

V I ． 統計学的検討

統計学的処理 は ， 等分散性の検定の 後 S t u d e n t ま た

は W el c h の t 検定で 行い
， p く0 ． 0 5 の場合 を有意差 あ

り と判定 した ．

成 績

1 ． m ワ ク チ ン 未接種時 の 血清 中1 g G 抗 m 抗体

価

E LI S A 法の 標準 曲線 く図 1 1 か ら
，
本 法 を用 い た

Ig G 抗 T T 抗体 の 測 定下 限値 は 1 ． 6 n gl m l で
， そ の

5

E
こ

の

0

寸

－

ロ

ご
誘
じ

票
二
D

U

芋
d

O

ニ

ニ

ニ

ニ

ー

ト
． － ．

占
川

うb
t －

旨
－

d
－

i6 01 5 1 0

c o n c e n l r o li o n o f lg G q n十卜T T q n十ib o d y くn g ノ m しI

Fi g ． 1 ． A st a n d a rd c u rv e f o r th e d e t e r mi n a ti o n o f

I g G a n ti － T T a n tib o d y ■ C o n c e n t r a ti o n s of th e
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塚

O D は 0 ．1 0 で あ っ た ． した が っ て
，
O D が 0 ． 1 0 以上 を

示 す 最高稀釈濃度 を血 清抗体価 と した ． 破傷風の 既往

お よ び T T ワ ク チ ン 接種歴 の な い 3 4 例の 血 清抗体価

は
，

1 こ 1 が 3 例， 1 こ1 0 が 6 例，
1 ニ1 0 0 が 25 例で

，

1 二 10 0 0 以上 を示 した者 は 1 例 も 認め ら れ な か っ た
．

以 上 の 結果 か ら
，

血 清抗 体価 1 二10 0 以下 を工g G 抗

T T 抗体陰性 と判断 した
．

工工 ． T T ワ ク チ ン 接種後 の i n Y i Y O I g G 抗 T T 抗体

産生

T T ワ ク チ ン 接種後 の i n v i v o I g G 抗 T T 抗体産生

の経 時的変化 を明 らか に す る た めに
，

T T ワ ク チ ン を

接種 した 6 例 に お け る 血 清中王g G 抗 T T 抗 体価 を経

時的 に 測定 した
．

血 清中Ig G 抗 T T 抗体 は， T T ワ ク

チ ン 接種前 に は 全例陰性 を示 し た が
， 初回 接種後 1

卑 5 過日で 全例 共に 陽性化 した く図 2 う． 血 清抗体価の

推移 を み る と
，

C a S e l ， 2
，

3
，

5 ，
6 で は 3 句 5 週目で

最高値 を示 し
，

その 後変動 を示 しな が ら低下 して ゆき

15 過日に は陰性 と な っ た
．

しか し
，

C a S e 4 で は 13 週目

以降 に か え っ て抗体価が 上昇 し始 め
，
17 過日 に 最高値

を示 し
，
その 後変動 しなが ら低下 し て 36 週 目 に は陰性

化 した ．
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初回免疫後の 抗原特異的抗体産生 に 関 する研究

III ． T T ワ ク チ ン 未接種 時 の i n vi t r o I g G 抗 T T 抗

体 産 生

前述 し た様に E LI S A 法で ， O D が 0 ．1 0 以 上 を示 す

も の をi n v it r o I g G 抗 T T 抗体陽性 と判断 した
．

T T

ワ ク チ ン 末接種 20 例 に お け る P B M C の T T 抗原 添

加お よ び無添加培養で 得られ た 4 日目上 清の O D は
，

それ ぞ れ 0 ． 0 18 士0 ． 0 1 3
，
0 ． 0 1 7 士0 ． 0 1 2 くm e a n 士 S Dl

で あ り ， ま た 12 日目 上 清の O D は そ れ ぞ れ 0 ． 0 1 3 士

0 ． 01 3
，
0 ． 01 2 士0 ． 0 1 3 で あ っ た

． 以 上 の よ う に
，
T T ワ

ク チ ン 未接種時に お け るi n vi tr o 特異的抗体産 生は全

例認め ら れ なか っ た ．

1 4 5

I V ． T T ワ クチ ン接種後 の i m Y it r o l g G 抗 T T 抗体

産生

1 ． 4 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗体

T T ワ ク チ ン 接種後 の 4 日目上 清中の i n v i tr o I g G

抗 T T 抗体産生の 経時的変化 を明ら か に す る た め に
，

T T ワ クチ ン を接種 し た 6 例に つ い て
，

T T 抗原 を添

加 した培 養 4 日 目上 清中の Ig G 抗 T T 抗体 を 経時的

に 測定 した く表 い ．
C a s e l

，
2

，
3

，
4

，
5 で は

， 初回 接

種後 2 へ

3 週目で Ig G 抗 T T 抗 体が上 清 中に 検 出 さ

れ る よう に な り ，
5 ノ ー 6 週目で 消失 した ．

C a s e 6 で は

1 1 週 目 ま で 1 度 も検 出さ れ な か っ た た め 13 週目 に
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1 4 6 大

T T ワ ク チ ン の追加接種を行 っ た が
，

そ れ 以 後も 上 清

中の 1g G 抗 T T 抗体産生 は認 めら れ な か っ た ．

一 方
，
i n v it r o I g G 抗 T T 抗体産生 に お け る 抗原依

存性の 有無を明 らか に す る目的で
，

T T 抗原 を添加 せ

ずに 培養を行 い
，
その 4 日目上 清中Ig G 抗 T T 抗体産

生の経時的変化 を
，
主 に c a s e l ， 2 ， 3 に つ い て 検討 し

た ． 表2 か ら明ら か な よう に
，

4 日目上清中の1 g G 抗

T T 抗体産生は ， 培養系 へ の T T 抗原の 添加 の有無に

か か わ らず認め ら れ た
．
ま た

，
T T 抗原添加 お よ び無添

加培養 に お け る 4 日目上清 中のI g G 抗 T T 抗 体産 生

量 を 6 ウ ェ ル の 平均値で 全例 に つ い て検討 した結果
，

T T 抗原を添加 した場合抗体産 生量が少な い傾向が認め

塚

ら れ た く表 3 う．

っ ぎに
， T T 抗原刺激に よ っ てi n v it r o で抗体 を産

生す る B 細胞が 蛋白合成 を必要 と す る か否 か を c a s e

l お よび 3 の P B M C を用 い 検討 し た ．
T T 抗原添加培

養系 に お い て
，
培養開始時に シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 50 声gノ

m l を加 え た系 と加 え な か っ た系 に お け る 4 日 目上 清

中の1 g G 抗 T T 抗体産生量 を測定 した ． その 結 果は表

4 に 示 さ れ る よう に
，

シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド を培養系 へ 添

加す る こ と に よ りi n v it r o I g G 抗 T T 抗体産 生は認

め られ な く な っ た ．

2 ． 1 2 日目上清 中の Ig G 抗 T T 抗体

T T ワ ク チ ン 接種後 の 1 2 日 目 上 清 中 の i n vi tr o
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初回免疫後の 抗原特異的抗体塵生 に 関す る研究

1 g G 抗 T T 抗体 産生 の 経時的変化 を明 ら か に す る た

め に ，
T T ワ ク チ ン を接種 した 6 例 に つ い て

， 培養系 へ

T T 抗原を添加 し た 12 日 目上 清中の I g G 抗 T T 抗体

を経 時的に 測定し た く表5 l ．
C a s e l

， 2 ， 3 で は
， 初回

接種後 2 へ 4 週目 か ら上 清中に 王g G 抗 T T 抗体 が検

出さ れ るよ う に な り
，

5
〆

へ 一 6 週目 で い っ た ん消失 した

が 7 週目 に 再び 出現 し
，

そ して 9 過日 に 再び認 めら れ

な く な っ た
．

し か し
，

C a S e l で はI g G 抗 T T 抗体 は

1 1
，

13
，
1 7 週 目に も検出さ れ

，
2 0 週目以 降は完全 に 認

め ら れ な くな っ た ． C a s e 4
，
5 で は初 回接種後9 へ 1 1 週

14 7

目に 初 めて 検 出され るよ う に な り
，
1 5 週目以 降は消失

した ． C a s e 6 で は4 日目上 清と同様 に 1 度も 検出され

な か っ た ．

さ ら に
，
1 2 日目上 清中に 検出され るi n v it r o I g G 抗

T T 抗体産生に お ける抗原依存性の 有無を明 ら か に す

る 目的で
，

T T 抗原 を添加せ ずに 培養を行い
， そ の 12

日目上 清中工g G 抗 T T 抗体産 生の 経 時的変化 を検討

し た
． 表 2 に 示 し た T T 抗原無添加 4 日目上 清中の場

合と 同じ時期に つ い て 12 日目上 清中Ig G 抗 T T 抗体

塵 生を検索 した が抗体 は全く 認められ ず
，
1 2 日目上 清

T a bl e 5 ． P r o d u c ti o n of I g G a n ti－
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中の I g G 抗 T T 抗体産生 は T T 抗原存 在下 で 培養 し

た 場合の み に 認め ら れ る こ と が判 っ た ． く表6 う．

次 い で， T T 抗原刺激に よ っ て培 養5 日目以 降に i n

v it r o で 抗体 を塵生す る B 細胞 が 蛋白合成 を必要と す

る か 否か を検討 した ．
T T 抗原添加培養系に お い て

，
4

日目上 清採取 後に シ ク ロ へ キ シ ミ ド 50 月gノm l を加 え

た 系 と加え な か っ た系 に お け る 12 日 目上 清中 の 工g G

抗 T T 抗体産生量を測定 した ．
そ の 結果 は

，
表 7 に 示

され るよう に ，
シ ク ロ へ キ シ ミ ド を培養系 へ 添加す る

こ と に よ りi n v it r o I g G 抗 T T 抗体産生 は認 め ら れ

な く な っ た
．

考 察

本研究に お け る成績 か ら
， 健康成人 を T T で初 回免

疫 した場合 ，
血清中の抗原特異的抗体の 出現に ほ ぼ対

応 してi n v it r o に お い て も抗原特異的抗体産生 を検 出

で きる こ とが 明ら か とな っ た
．

しか も
，

この T T 抗原

特異的抗体産生 は， 検出可能 と なる 時期や抗体産生条

件 の違 い に よ っ て 2 種類 に 区別 され る こ とが示 唆され

た
2 1I

．

ま ず，
4 日目上 滞中のin vi t r o 抗体産生 は

，
血清抗

体価の 上昇と ほ ぼ
一 致 して初回 接種後 2 へ 3 週目よ り

認 め られ る よう に な り ，
ま た培養系 へ の T T 抗原添加

の有無に 関係 な くIg G 抗 T T 抗体が 検出され た
．

こ の

こ と は ，
4 日目上 清中の I g G 抗 T T 抗体産 生は抗原非

依存性 で あ る こ と を示 唆 し て い る ． さ ら に
，

こ の i n

v it r o 抗体産生は
， 蛋白合成阻害剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ

シ ミ ドの添加 に よ っ て消失 した こ とか ら
，
血清 中か ら

の抗体 の移入 で はな く ，
i n v it r o に お い て 自然に 末梢

T a bl e 7 ． E王f e c t of c y cl o h e xi m id e o n i n vi i r o

a n ti b o d y

塚

血 B 細胞 に よ っ て産生 され た も の と考 えら れ る
．

S t e v e n s ら
2 2，

，
G e h a

2 3 I
は T T の 2 次免疫に お い て

，

追加免疫後 5 日以 内 に T 細胞 や P W M の 非存在下で

I g G 抗 T T 抗体 を 自然 に 産生 す る B 細胞 が 末棉血 液

中に 検出 で き るよ う に な り
，

1 週間後に は消失 した と

報告 して い る ． ま た
，

K i sh i m o t o ら
紺

は
，

T T ワ ク チ

ン に よ る初回 免疫後 6 週目に 追加免疫 した際 に ， その

前後 で 自然 にI g G 抗 T T 抗体 を産生 す る 末梢血 B 細

胞が認 め られ た と 報告し てい る ．
し たが っ て

，
今回 の

検討で明 ら か とな っ た よう に
，

T T 初回 免疫時 に も 2

時免 疫の 場 合 と 同 様 に
，
i n vi v o で T T 抗 原刺 激 に

よ っ て帝性化 され
，

さ らに 抗体塵生細胞 へ 分化 した B

細胞が 末梢血液 中を循環す る 時期が
一 時的 に 存在す る

も の と予 想さ れ る
．

しか し
，

2 次免疫の 場合 と はや や

異な り ， 抗 T T 抗体産生細胞の 末杓血液中 へ の 出現 は

2 次免疫の 場合よ り遅れ ， 逆 に 末梢血液中に 出現後1

へ 3 週間と比 較的長期間末棉血液中に 存在す る と 考え

られ る
．

一

九 12 日目上 清中の i n vi tr o 抗体産生が ， 培養系

へ T T 抗 原 を添加 し た場 合 に の み認 め ら れ た点 は注

目さ れ る
．

こ の こ と は
，
12 日目上 清中の 工g G 抗 T T 抗

体産生が抗原依存性で あ る こ とを 示唆 して い る ． さ ら

に
，

こ の i n v it r o 抗体産 生は
， 蛋白合成阻害剤で ある

シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド の存 在 下 で は 検 出 さ れ ず
，

ま た

c a s e l
，

2
，

3 の 接種後 3 週目の 抗原無添加 の系お よ び

c a s e 5 の 接種 後 2 お よ び 5 週目 の 抗原 添加 の 系 な ど

では，
4 日目上清中に 検 出さ れ たI g G 抗 T T 抗体が 12

日 目上 清 で は認め ら れ なか っ た ．
こ れ ら の こ と よ り

，

1 2 日 目上 清中 に 認 め られ る Ig G 抗 T T 抗体 は 4 日 目

p r o d u c ti o n く1 2－d a y s c ul t u r el of I g G a n ti－T T

A d diti o n of

C a s e 覇霊窟
i

だ
c ult u r e
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，
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上 浦中の 自然 に 産生 さ れ た抗体 の 移入 で は な く て
，

T T 抗原 刺激 に よ り i n vi t r o で 末栂 血 B 細胞 の T T

抗原痔異的抗体産 生細胞 へ の 分化が 誘導され ， 培養5

日目 以 降 に 抗体産 生 細胞 に 成熟 し た も の と 推定 され

る ．
S h i o b a r a ら

1 鋸
， C a ll a r d ら

251
の 報告に よ る と

，
i n

v it r o に お け る抗原刺激 に よ る抗原特 異的抗体産生 に

は
，

ヘ ル パ ー

T 細胞 活性と と も に 記憶 B 細胞の 存在が

必 須で あ る と い う ． し たが っ て
， 今回 の 検討 に お い て

i n v it r o で T T 抗原刺激 に よ っ て T T 抗原特異的抗体

産生 細胞 へ 分 化 した細胞は
，
I g G 抗 T T 抗体産生前駆

細胞， す なわ ち T T 抗原特異的記憶 B 細胞 と考え られ

る
．

S t e v e n s ら
2 61 お よ び S a x o n ら

27I
は ， T T の 2 次 免

疫 に お け る P W M を用 い た 実験系に お い て は
，
自然 に

I g G 抗 T T 抗体 を産生 す る B 細 胞が ま ず末楷血液中

に 出現し， そ して それ が 末梢血液中か ら消失 した後の

追加免疫後14 日目以内に
，

P W M と T 細胞 に 反 応 し

て Ig G 抗 T T 抗体 を産生す る B 細胞 が 末柵血 液中 に

出現 す るよ う に な り ， 6 0 日目 まで に は消失 した と報告

して い る
． 著者の 成績 で は ， T T 抗原特異的記憶 B 細

胞 の 出現 は
， 個体差が ある もの の

，
2 次免疫の場合の

か れ ら の 報 告に 比 べ て遅 く か つ 長 期間続 く傾 向が あ

り
，

ま た自然 に Ig G 抗 T T 抗体 を産 生す る B 細胞 と

同時か また は遅れ て 出現 する と い う 種々 の 違 い が認 め

られ た ．
こ の 違い に は

，
i n vit r o に お ける P W M と T T

に よ る抗原刺激の 差異
，
抗原特異性の 異な る細胞 を評

価 し てい る 可能性， な どの 関与 も考 えら れ る
．

興味あ る こ とに
，

C a S e l
，
2

，
3 で は 12 日目上 清中に

工g G 抗 T T 抗体が 検 出さ れ る よ う に な っ て か ら 途 中

で い っ た ん陰性化 し， その 後再 び陽性化し て い る ． そ

の 原因は不明 で あ る が
， 可 能性 と し ては ， 1 1 i n v it r o

に お い てI g G 抗 T T 抗体産 生 を抑制 し， 追加免疫後 2

週目か ら 4 カ月目 ま で 血清中に 検出さ れた と 報告され

て い る抗イ ディ オ タイ プ抗体2 8，2 別 に よる影響，
2 う 追

加 免疫 後20 へ 6 0 日頃 に 出現 す る抗原特異 的サ プ レ ツ

サ ー T 細 胞 や B 細 胞機 能 の 低 下
261 に よ る 影響， 31

T T 抗原特 異的記憶 B 細胞 の 末栂 血液 中 へ の 出 現 頻

度の 減少
，

な どが 考え られ る ．

C a s e 6 で は
， 血 清抗体価はf

．

分な 反応 を示 した に も

か か わ ら ず
，
i n v it r o で の 抗体産生は 認め られ な か っ

た ．
こ の よう に 免疫後in v it r o で の 抗原特異 的抗体産

生 の 認 め られ な か っ た症例に つ い て は他 に も 報告され

て い る
3 01

．
その 理 由と して

，
1 1 i n v it r o で 抗体産生 可

能 な B 細胞の 末梢血液中に お け る頻度が 非常 に 低 い
，

2 う そ の よ う な B 細 胞が 末梢血 液 中に 存 在 し て い な

い 3 り
，

3 1 末楷血液中に はそ の よう な B 細胞が 存在 し

て い るが ， そ の i n vi t r o に お け る 抗体 産 生能 ま た は

抗原 に 対す る反応性 が弱い た め に検 出さ れ なか っ た，

な どの 可能性が 考 えられ る ．

本研究の 成績か ら
，

T T ワ クチ ン接種後早期 に 自然

に I g G 抗 T T 抗体を産生 する B 細胞が 血清抗体価の

上 昇と ほぼ 一 致 して末梢血液中に 出現 し， つ い で T T

抗原特異的記憶 B 細胞 が 出現す る と い う 可能性が 示

唆さ れ た
． 最近， 末梢血液中の リ ン パ 球と

，
リ ン パ 節．

脾臓 ． 骨髄 な どの リ ン パ 系臓器内の リ ン パ球 と の 免疫

学的性質の 適 い2 5I3 2 ト 3 4 I
が次第 に 明 ら か に され て き て

い る
． 今後末梢血 リ ン パ 球だ けで なく

，
こ の よう な リ

ン パ 系臓器 内の リ ン パ 球に よる抗原特異的抗体産生機

序の 検討に よ っ て
， 不明な点の 多い 免疫学的記憶の 維

持 メ カ ニ ズ ム 拙 粕
も 含め て

， 初回免疫後の生体内 に お

ける 免疫学的出来事が 明らか に な っ て い く も の と予想

され る ．

結 論

健康成人 を対象と して
，

T T に よ る初回免疫後の i n

vi v o お よ び i n vi tr o に お け る T T 抗原 特異 的抗体

く工g G 抗 T T 抗体1 産生の 経 時的変化 に つ い て 検討 し

た結果， 以 下の よう な成績 を得 た
．

1 ． 免疫前に は ， 全例血 清お よ び末梢血単核球培養

上清 中に 工g G 抗 T T 抗体 は検出さ れ なか っ た
．

2 ． 血清抗体価 は T T ワ ク チ ン 初回 接種後 1 ん 5

過日 に 陽性化 し
，

1 5 へ 3 6 過日に 陰性化 した ．

3 ． 6 例 中5 例で
， 血清抗体価の陽性化 に ほぼ 一 致

して末棉血 B 細胞の i n v it r o 抗原特異的抗体塵生が

認 めら れ る よう に な っ た
．

4 ． こ の i n vi tr o 抗原特異的抗体産生は
， 抗原非依

存性と抗原依存性の 2 つ の タイ プに 区別され
， 前者は

初回 接種後 2 過日か ら認め られ る よう に なり， 6 週目

に は 消失し たが
，
後者 は個体差が ある もの の 初 回接種

後 2 へ 1 1 過日 に 出現 し始 め， 9 へ 2 0 週目 に は 消失 し

た ．

5 ． 検討 した 6 例中1 例 では
， 血清抗体価 の陽性化

を認め たが
，
i n v it r o 抗原特異的抗体塵 生 は認 め られ

な か っ た
，

以上 の 成績か ら
，

T T に よる初 回免疫後初期に 血清

抗体価の 陽性化と ほぼ
一 致 して

， 自然に I g G 抗 T T 抗

体を産 生す る B 細胞が末梢血 液中に
一 過性 に 出現し

，

そ れ と 同 時 ま た は そ れ よ り 遅 れ て 血 清 中 に 工g G 抗

T T 抗体が 検出され る 時期に
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的記憶 B 細 胞が比 較的長期 間末稗血液中を 循環す る
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．

謝 辞

稿 を終 え る に 臨み
，
御掛 軌 御校閲を賜わり ま した恩師松



1 5 0 大

田保教授 に深甚の 謝意 を表 し ます ． また直接御指 導， 御援 助

を敷い た 金沢 大学 第三 内科原 田 実根講師 お よ び塩 原信 太郎

博 士， な ら びに 多大な御協 力を戴 い た金沢大 学第三 内科免

疫研 グル
ー プ の諸 先生 お よび教員室 諸氏，

そ して 精 製 した

Ig G 抗 T T 抗体 を御供与 戴い た F r e d H u t c hi n s o n C a n c e r

R e s e a r c h C e n t e r くS e a ttle
，
W A

，
U ．S ．A ．1 の D r ． L a w r e n c e

G ． L u m に深く感謝 い た し ま す．

なお ， 本論文の 要 旨の
一

部 は
， 第 2 1 回日本移植学 会総会

く19 紛 お よび第 15 回日本免疫学会 総会 く1 98 別 に お い て 発

表 し た ．

文 献

り St e v e n s
，

R ． H ． 鹿 S a x o n
，

A ． こ D i ff e r e n ti al

s y n th e si s o f I g M a n d I g G a n ti －t e t a n u S t O X Oid

a n tib o d y i n vi t r o f oll o w i n g i n v i v o b o o s t e r

i m m u n i z a ti o n o f h u m a n s ． C ell ． I m m u n ol ．
，
4 5

，
1 4 2 －

1 5 0 く197 9ン．

2 I T hi el e ，
C ． J ． 息 S t e v e n s

，
R － H ． こ A n tib o d y

p o t e n ti al o f h u m a n p e ri p h e r al b l o o d l y m p h o c yt e s

d i ff e r e n ti a ll y e x p r e s si n g s u rf a c e m e m b r a n e I g M － J ．

工m m tl n Ol リ 12 4 ，
1 8 9 8 ．1 9 04 く198 0ン．

3 I T h i el e ， C ． J ．
，
M o r r o w

，
C ． D ． 鹿 S t e v e n s

，
R ．

H ． こ M ulti pl e s u b s et s of a n ti
－

t e t a n u S t O X O id

a n tib o d y
．

p r o d u ci n g c ell s i n h u m a n p e ri ph e r al b l o o d

d iff e r b y si z e
，

e X p r e S Si o n o f m e m b r a n e r e c e p t o r s
，

a n d m it o g e n r e a c ti vi ty ． J ． I m m u n o l －
，
1 2 6

，
11 4 6 ． 11 5 3

く19 8 11 ．

4 I K i sh i m o t o ， S ．
，

T o m i rL O
，
S ．

，
M i t s u y a

，
E ■ 鹿

N i s hi m u r a
，
H ． こ A g e

－

r el a t ed d e c r e s e i n f r e q u e n ci e s

o f B ． c e11 p r e c u r s o r s a n d s p e ci丘c h el p e r T c ell s

i n v oI v ed i n th e I g G a n ti ，t et a n u S t O X O id a n tib o d y

p r o d u c ti o n i n h u m a rl S － C li n ． I m m u n o l ． I m m u n o
－

p a th ol
り
2 5

，
ト1 0 く19 8 21 ．

5 I S t e v e n s ，
R ． H ．

，
B e n v e n i s t e

，
E ． 鹿 P i n e d a

，
E ． こ

T h e s el e c ti v e r ol e o f m e m b r a n e I g G i n th e a n ti g e n
－

i n d u c e d i n h ibiti o n o f h u m a n i n v i tr o a n tib o d y

s y n th e si s J ．
I m m u n ol ．

，
1 28

，
3 9 8 － 4 0 1 く19 8 21 －

6ナ 満 屋 裕明， 冨野 新八郎
，
藤原 弘

一

， 河 野 文夫 ， 岸

本 進，

一

山 本治 郎 こ免疫不全症 に お け る特異抗体産生

能 の i n vi v o お よ び i n vi tr o 解析， 臨床免疫，
14

くS u p pl ． 51 ，
3 5 一 掴 く19 82I ．

7 1 S t e v e rL S
，
R ．

，
D i c h e k

，
D ．

，
K el d

，
B 一 品 H ei n e r

，

D ． こ I g G l i s th e p r e d o m i n a n t s u b cl a s s o f i n v i v o － a n d

v it r o
－

P r O d u c e d a n ti －t e t a n u S t O X O id a n tib o d i e s a n d

al s o s e rv e S a S th e m e m b r a n e I g G m ol e c ul e f o r

d eli v e ri n g i n hib it o r y si g n al s t o a n ti －t e t a n u S t O X Oi d

a n tib o d y
－

p r O d u ci n g B c ell s ． J ． Cli n ．
I m m u n o l －

，
3

，
6 5 －

6 9 く19 8 31 ．

8 ト 岸本進ニ シ ン ポ ジウ ム 老化 と生体反応． 4 ． 老化

塚

と生体反応一免疫学の 立場 か ら ， 日 内会誌， 74 ， 1 5 －1 8

り98 軋

9 I C a11 a r d
，

R ． E ． ニ S p e cifi c i n v it r o a n ti b o d y

r e s p o n s e t o i n 8 u e n z a v i r u s b y h u m a n b l o o d l y m p h o
－

C y t e S ．
N a t u r e

，
2 8 2

，
7 3 4－73 6 く19 7 9J ．

10I S o l lh a mi
，
R ． I ．．

，
B a b b a g e

，
J ． 鹿 C a ll a r d ， R ．

E ． こ S p e citi c i n vi t r o a n ti b o d y r e s p o n s e t o v a ri c ell a

z o st e r ． Cli n ． e x p ． I m m u n ol ．
，
46

，
9 8 － 1 0 5 く19 8 い．

1 11 V o l k m a n
，
D ． J ．

，
L a n e

，
H ． C ． 8 t F a u ei

，
A ． S ． こ

A n ti g e n
－i n d u c e d i n v it r o a n tib o d y p r o d u c ti o n i n

h u m a n s 二 A m o d el f o r B c e 11 a c ti v a ti o n a n d

i m m u n o r e g u l a ti o n ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S c i ． U S A
，
7 8

，

2 5 2 8 ．2 5 3 1 く19 8 1う．

1 21 L a n e
，
H ． C ．

，
V ol k m a n

，
D ． J ．

，
W h al e n

，
G ． 此

F a 11 Ci
，

A ． S ． ニ I n vit r o a n ti g e n －i n d u c e d
，

a n tig e n
－

s p e cifi c a n tib o d y p r o d u c ti o n i n m a n － S p e ci丘c a n d

p ol y cl o n al c o m p o n e n ts
，

k i n e ti c s
，

a n d c ell ul a r

r e q u i r e m e n t s ． J ． E x p ． M e d ．
，
1 5 0 ，

1 0 4 3 ．1 0 5 7 く19 8 11 ．

1 3I V ol k m a n
，
D ． J ． ，

A ll y n
，
S ． P ． 良 F a tl Ci

，
A ． S ■ こ

A n ti g e n
－i n d u c ed i n v i tr o a n ti b o d y p r o d u cti o n i n

h u m a n s こ T et a n u s t o x oi d s p e ci fi c a n ti b o d y s y n th e
－

si s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 2 9 ，

1 0 7 －1 1 2 く19 8 21 ．

H J 二M o o r e
，
A ． L

，
E r s b l e r

，
W ． B ． 及 H a c k e r

，
M ．

P ． ニ S p e ci丘c a n tib o d y s y n t h e si s i n v it r o ， I － T e c lm i ．

c al c o n si d e r a ti o n s ． J ． I m m u n o l ． M e th o d s
，
7 0 ，

1 3 － 21

く19 8 41 ．

1 5J L u J TL
，
L ． G ． 鹿 C u lb e r t s o n

，
N ． J ． こ T h e i n d u cT

ti o n a n d s u p p r e s si o n of i n v it r o I g G a n ti － t e t a n u S

t o x oi d a n tib o d y s y n th e si s b y h u m a n l y m p h o c y t e s

s ti m u l a t e d w ith t e t a n u s t o x oi d i n th e a b s e n c e of i n

v i v o b o o st e r i m m u ni z a ti o n s ． J ． I m m u n ol ．
，
13 5

，
18 5 －

1 9 1 く19 8引 ．

161 L u m
，
L ． G ．

鹿 C u lb e r t s o n
，
N ． J － こ I n d u c ti o n of

i n vi t r o I g G a n ti －t e t a n u S t O X Oi d a n ti b o d y s y n th e si s

i n m a n w it u o u t i n v i v o b o o s t e r i m m u n i z a ti o n ． C li n ．

R e s ．
，
3 2

，
3 5 2 A く19 8 41 ．

1 71 L u m
，
L ． G ．

，
S h i o b a r a

，
S －

，
C ulb e r t s o n

，
N － J ． 及

S t o r b
，
R ． こ T a n d B c ell c o11 a b o r a ti o n f o r t e t a n u s

t o x o id i n d u c ti o n of i n v it r o I g G a n ti－t e t a n u S t O X Oid

s y n th e si s a ft e r h u m a n b o n e m a r r o w g r a fti n g ． E x p ．

E e m a t o l ．
，
1 2

，
1 2 く19 8 41 ．

1 81 S h i o b a r a
，
S ．

，
I ．u m

，
L ． G ．

，
W i t h e r s p o o n

，
R ．

P ． 鹿 S t o r b ，
R ． 二 A n ti g e n s p e cifi c a n tib o d y r e s p o n s e

o f l y m ph o c y t e s t o t e t a n u s t o x oi d a ft e r h u m a n

m a r r o w tr a n s pl a n t a ti o n ． T r a n s pl a n t a ti o n
，
4 1

，
5 8 7

－ 5 9 2 く19 8 61 ．

瑚 木 村 三 生 夫二 百 日咳 ． ジ フ テ リ ア ． 破傷風 ． 治療



初回 免疫後 の 抗原特異的抗体産生に 関 する研究 1 51

学，
9

，
7 76 － 7 80 く19 8 21 ．

2 0I 海老沢 功 二 破傷 風 か ら だ の 科学， 増刊13
，
1 1 9 －

12 1 く19 8 2I ．

2 り 大塚 実， 塩 原 信太郎
， 原 田 実根， 上 田幹丸 尾

高和亮， 近 藤邦夫， 中尾 真ニ
， 森 孝夫 上 松田 保こ 破

傷風 トキ ソイ ド初回 免疫後の i n vi tr o 抗原特異的抗体

産生． 臨床免疫， 1 乳 92 9 月32 く19 8 61 ．

2 2ン S t e Y e n S
，

R ． 軋
，

M a c y ，
駄

，
M o r r o w

，
C ． 鹿

S a x o n ， A ■ こ C h a r a ct e ri z a ti o n o f a ci r c u l a ti n g s u b －

p o p u l a ti o n of s p o n t a n e o u s a n tit et a n u s t o x oid

a n tib o d y p r o d u ci n g B c ell s f oll o w l n g i n v i v o

b o o s te r i m m u n i z a ti o n ． J ． I m m u n ol ．
，
1 22

，
2 4 9 8 －2 5 0 4

く19 7 91 ．

2 3ナ G e h a
，
R ． S ． こ D y n a mi c s o f h u m a n ci r c ul a ti n g

a n ti g e n r e a c ti v e c ell s f o ll o wi n g s e c o n d a r y l m m u n i －

Z a ti o n w ith t e t a n u s t o x oi d ． C li n ． I m m u n o l ． I m m u n o ．

p a th o l
り
1 9

，
19 6 － 2 0 5 く19 飢1 ．

2 4I K i sh i m o t o
，

S ．
，

T o m i n o
，

S ．
，

M i t s u y a ， H ．
，

F uji w a r a
，
H ． 盈 T s u d a

，
H ． ニ A g e

－

r el a t e d d e cli n e i n

th e i n v it r o a n d i n v i v o s y n th e si s o f a n ti －t e t a n u S

t o x oi d a n tib o d y i n h u m a n s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 2 5

，
2 3 4 7 －

2 3 5 2 く19 8 0J ．

2 5I C a ll a r d ， R ． E －

，
M c C a u g h a n

，
G ． W ．

，
B a b b a g e

，

J ． 及 S o u h a mi
，

R ． L ． こ S p e ci丘c i n v it r o a n ti b o d y

r e s p o n s e s b y h u m a n bl o o d l y m p h o c y t e s 二 A p p a r e nt

n o n r e s p o n si v e n e s s o f P B L is d u e t o a l a c k o f

r e ci r c ul a ti n g m e m o r y B c ell s ． J ． I m m u n ol ．
，
1 2 9

，
1 5 3 －

1 5 6 く19 8 21 ．

2 6I S t e v e n s
，

R ． H ． 及 S a x s o n
，

A ． こ I m m u n o －

r e g ul a ti o n i n h u m a n s ． C o n t r ol o f a n tit e t an u S t O X Oi d

a n tib o d y p r o d u c ti o n a ft e r b o o s t e r i m m u n i z a ti o n ． J ．

Cli n ． I n v e s t ．
，
6 2

，
11 54 －1 1 6 0 く19 7 81 ．

2 7I S a x o n
，
A ．

，
T a m a r o ff

，
M ． A ．

，
M o r r o w

，
C ． 鹿

S t e v e n s
，

R ． H ． こ I m p ai r e d g e n e r a ti o n o f s p o n t a
－

n e o u s a n d m it o g e n
－

r e a C ti v e a n ti ．t e t a n u s t o x oid

a n ti b o d y
．

p r o d u c i n g B c ells f o1l o w i n g r e p e titi v e i n

V i v o b o o s t e r i m m u n i z a ti o n ． C ell ． I m m u n o l ．
，
5 9 ， 8 2 －

9 6 く19 8り．

2 即 G e h a
，

R ． S ． こ P r e s e n c e o f ci r c u l a ti n g a n ti －

id i o t y p e b e a rl n g C ell s af t e r b o o s t e r i m m u n i z a ti o n

W i th t et a n u s t o x oid くT Tl a n d i n h ib iti o n o f a n ti － T T

a n tib o d y s y n th e si s b y a u t o
．

a n ti －id i o t y pi c a n tib o d y ．

J ． I m m u n ol ．
，
1 3 0

，
1 6 3 4 －1 6 3 9 く19 83ン．

2 9I S a x o n
，
A ． 鹿 B a r n e tt

，
E ． こ H u r n a n a u t o

－

a n ti －

id i o t y p e s r e g u l a ti n g T c ell －

m ed i a te d r e a c ti vi t y t o

t e t a n u s t o x oi d ． J ． C li n ． I n v e s t ．
，
7 3

，
34 2 － 34 8 く19 8 4l ．

3 0I H a rl e y ，
J ． B ． 及 F a u ci

，
A

． S ． ニ C y cl o s p o ri n e

m o d u l a t e s th e h u m a n i n v it r o T ． d e p e n d e n t a n tig e n
－

i n d u c e d s y n th e si s o f s p e ci丘c a n tib o d y － T r a n s pl a n t ．

P r o c ．
，
1 5

，
23 1 5 － 23 2 0 く19 8 3I ．

31J M i t c h ell
，
D ． M ．

，
Fit z h a r ri s

，
P ．， K ni g h t

，
R ．

A ． 鹿 S h il d
， G － C ． ニ K i n e ti c s o f s p e cifi c i n vi tr o

a n ti b o d y p r o d u c ti o n f o1l o w i n g i n 8 u e n z a i m m u ni z a －

ti o n ． Cli n ． e x p ． I m m u n ol ．
， 4 8

，
4 91 ．4 98 く19 8 2I ．

3 2I K o d o
，
H ．

，
G al e

，
R ． P ． 及S a x o n

，
A

． こ A n tib o d y

S y n th e si s b y b o n e m a r r o w c ell s i n vi tr o f o1l o wi n g

P ri m a r y a n d b o o st e r t e t a n u s t o x oi d i m m u ni z a ti o n

i n h u m a n s ■ J ． C li n ． I n v e s t ．
，
7 3

，
1 3 7 7 －1 3 84 く198 4J ．

3 3I C l a r k
，
P ．

，
N o r m a n s ell

，
D ． E ．

，
I n n e s

，
D ． J ． 鹿

H e s s
，
C ． E ． ニ L y m ph o c y t e s u b s et s i n n o r m al b o n e

m a r r o w ． B l o o d
，
67

，
16 0 0 －1 60 6 く19 8 61 ．

3 4I A n d e r s o n
，
K ． C ．

，
R o a c h

，
J ． A ．

，
I h l e y ，

J ． F ．
，

S c h l o s s m a n
， S ． F ． 鹿 N a dl e r

，
L ． M ． 二 D u al a u o r o

－

C h r o m e a n al y si s o f h u m a n B l y m ph o c y t e s こ P h e n o
．

t y pi c e x a mi n a ti o n o f r e s ti n g ，
a n ti －i m m u n o gl o b u li n

S ti m u l a t e d
，

a n d i n vi v o a cti v a t e d B c ell s ． J ．

工m m u n ol
リ
1 3 6

，
3 61 2 －3 61 8 く19 8 61 ．

3 5J 黒 沢 良知 ニ B リ ン パ 球 レ パ ー

ト リ ー 形成 の 遺 伝

子機構． 免疫薬理
，

3
，
3 7 4 －3 7 8 く1 9 851 ．

3 6I Ti z a r d
，
I ． R ． ニ T h e r e s p o n s e of B c ell s t o

a n ti g e n ． I n I ． R ． T i z a r d くe d ．1 ，
I m m u n ol o g y こ A n

I n t r o d u c ti o n
，
l s t e d ． p1 8 0

－2 2 0
， S a u n d e r s C o ll e g e

P u bli s hi n g ，
N e w Y o r k

，
1 9 8 4 ．



1 5 2 大 塚

An ti g e n － S p e cific A n tib o d y R e s p o n s e s i n M a n a ft e r P ri m a r y I m m u n i z a ti o n w it h

T e t a n u s T o x oid M i n o r u O ts u k a
，
D e p a rt m e n t o f I n t e r n a l M e di c i n e 川り，

S c h o o l o f M e d i c i n e
，

K a n a z a w a U n i v e r sity ，
K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 6

，
1 4 2 － 1 5 2 り9 8 71

K e y w o r d s こ p ri m a r y i m m u n i z a ti o n
，

t e t a n u S t O X Oi d
，

I g G a n ti － t e t a n u S t O X Oi d a n ti b o d y ，

s p o n ta n e o u s a n t lg e か S P e Ci丘c a n ti b o d y
－

P r O d u ci n g B c ell
，

a n tl g e n － Sp e C ifi c

m e r n o r y B c ell

A b st r a c t

I n a n a tte m p t t o k n o w t h e i n vi v o a n d i n vi tr o a n tl g e n
－ S P e C i n c a n ti b o d y p r o d u c ti o n i n m a n

，

i m m u n o g l o b u li n G くIg Gl a n ti －t e t a n u S t O X Oi d くT Tl a n ti b o d y r e s p o n s e s i n th e s e r u m a n d i n c u l t u r e s

w e r e st u d i e d i n 6 h e al th y a d u l ts w h o w e r e i m m u n i z e d f b r t h e n rs t ti m e w i th T T v a c ci n e ． S e r a

a n d p e rip h e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c e 11 s くP B M CI w e r e o b t ai n e d s e q u e n ti a11 y ft o m t h o s e s u bj e cts

afl e r th e p r l m a ry l m m u n i z a ti o n ． F o r a n ti － T T a n tib o d y r e s p o n e s i n vi tr o
，
P B M C w e r e c u lt u r e d

w it h o r w i th o u t T T a n ti g e n a n d s u p e r n at a n ts w e r e h a r v e st ed aft e r 4 d a y s o f c u l t u r e く4 － d a y s

s u p e r n a ta n tsl ． C ult u r e d c e11 s w e r e w a s h e d
，
r eS u S P e n d e d i n t h e c u lt u r e m e d i a a n d fu rt h e r c ul t u r e d

wi th o u t T T a n ti g e n ． A ft e r c ul t u ri n g fb r 8 d a y s
，

S u P e r n a t a n tS W e r e C O 11 e c t e d り2 － d a y s s u p e r
－

n a t a n tsJ ． S u p e r n at a n t s w e r e st o r e d a t － 2 0
0

C u n til t h e m e a s u ri n g of a n ti b o d y p r o d u cti o n ．

C o n c e nt r a ti o n s of I g G a n ti － T T a n ti b o d y i n s e r u m a n d s u p e r n a t a n ts w e r e d e te r m i n e d b y t h e u s e

o f e n z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y くE L I S AJ ．

B e fb r e i m m u n i z a ti o n
，

a n ti － T T a n ti b o dy w a s

n o t d et e ct e d b o th i n t h e s e r u m a n d i n th e 4 － d a y s a n d 1 2 － d a y s s u p e r n a t a n ts ． S e r u m a n ti b o d y ti t e rs

b e c a m e p o siti v e i n l － 5 w e e k s a ft e r th e p r l m a ry l m m u n i z a ti o n b u t t u r n ed n e g a ti v e d u ri n g 1 5 t o 3 6

w e e k s ． I n vii r o p r o d u cti o n o f I g G a n ti － T T a n ti b o d y b y P B M C w as o b s e r v e d i n 5 0 f 6 i m m u n i z e d

s u bi e c ts d u ri n g t h e p e ri o d w h e n t h e s e r u m a n tib o d y tit e r s r e m a i n e d p o si ti v e ． 1 g G a n ti － T T

a n ti b o d y i n th e 4 － d ay s s u p e r n at a n t s w e re o b s e r v ed r eg a r dl e ss o f t h e a b s e n c e o r p r es e n c e o f T T

a n tl g e n i n c u l tu r e s
，

W h e r e a s th o s e i n t h e 1 2 － d ay s s u p e r n a t a n t s w e r e d e t e c te d o n l y w h e n T T a n t lg e n

w a s p r e s e n t i n c u lt u r e s － T h e s e n n di n g s i n di c a t e t w o ty p e s o f i n vi tr o I g G a n ti － T T a n ti b o d y

p
r o d u c ti o n ニ 1l a n tig e n

－i n d e p e n d e n t a n ti b o d y p r o d u c ti o n e m e r g e d ft o m 2 w e e k s a ft e r th e

i m m u n iz a ti o n a n d d i s a p p e a r e d i n 6 w e e k s 三 2J a n ti g e n － d e p e n d e n t a n ti b o d y p r o d u c ti o n w a s

o b s e r v e d fY o m 2 t o l l w e e k s a ft e r t h e i m m u n i z a ti o n a n d di s a p p e a r e d i n 9 －2 0 w e e k s ． T h e s e

o b s e r v ati o n s s u g g e st t h a t sp o n t a n e o u s I g G a n ti － T T a n ti b o d y p r o d u ci n g B c ell s a r e ci r c u l a ti n g l n

t h e p e ri p h e r al bl o o d a t l e a s t w h e n t h e s e r u m a n ti b o d y tit e r s a r e p o si ti v e
，

W h il e T T －

S p e Ci 丘c

m e m o r y B c ell s m a y ci r c u l a te i n th e p e ri p h e r al b l o o d si m u l t a n e o u sly o r sh o r tly a ft e r th e

di s a p pe a r a n C e O f t h e s e a n ti b o d y p r o d u ci n g B c ell s ．


