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Kunkelら1)や Mackay ら2)が活動性慢性肝疾患の

経過中に免疫学的異常が随伴 し.肝炎の遷延化をうな

がすことを報告 して以来..ルポイ ド肝炎2)をはじめ と

し.肝疾患患者の流血中に抗肝抗体3).抗核 因子 4) な

ど20数種をこえる抗体出現が報告されてきた.しか し

流血抗体には病因性がないという考 えが支 配的 で あ

り,組織障害性を有するのは.遅延型 アレルギーにお

ける細胞性抗体であろうと推測されてきたが,細胞性

免疫反応を検索する方法が永い間確立 されていなかっ

た.

近年に至 り,末梢血 リンパ球培養法5ト9)やマク ロフ

ァージ遊走阻止試験10)～13)など, in vitroの実験で.

細胞性免疫を検出する方法が確立 され.肝疾患の領域

にもこの方法が導入されだ した5)14)～16).我々の研 究室

においても.梶原け)が慢性肝炎.肝硬変患者末梢血 リ

ンパ球が自己肝抗原の存在のもとで in vitro に刺

激 されることを報告 している.また.太田柑)は人肝か

ら mitochondriaを分離 し,これを抗原 と して芽

球化反応. MIF反応を行なうと,活動性慢性肝炎 や

肝硬変の約半数の リンパ球 が mitochondriaの存

在のもとで in vitroに刺激 されると述べている.

これ らの実験より,ある種の肝疾患では自己肝に対

して遅延型過敏症が発現 している可能性 が推定 され

る.そこで著者は.異種および同種肝抽出物で幼君モ

ルモットを感作 して.細胞性免疫反応を皮膚反応19)～21)

.リンパ球芽球化反応5卜9).マクロファージ遊走 阻止

反応相川 )などの諸方法を用いて検索 し,肝 分 画 に対

する細胞性免疫の成立過程を比較検討 した.

材 料 と 方 法

1.感作動物

成熟 Hartley系モルモットを実験に先立 ち数 日間

同一条件のもとで飼育 し.これらを交配 して生 まれた

新生モルモット175匹および体重500g前後の Hartley

系 成 熟 モルモ ット104匹 を感作動物 として使用 した
22)23)

2.抗原

1)感作抗原の作成

体重1.3-1.6kgの家兎 もしくは500g前後 の モ ルモ

ットを.門脈より Rock液にてかん流 し,肝を全別

した.別出肝は0.25M庶糖添加 Rock液 中 で細 切

し. Flax ら24), Jacob ら25)の方法により,かるく

homogenizeL,200〃mesh金網を用いては過 した

後,0.25M薦糖添加 Rock液を使 って .500rpm.

5分遠心 .その沈連を0.25M庶糖液に浮遊 させ.肝細

胞浮遊液を作 った.蛋白濃度は Folin法26)にて定量

し.36mg/mlとなるよう調整 し,用時迄 凍結 保存 ,

感作抗原 として用いた.

自己壊死肝抗原の作製は成熟モルモ ットを開腹 し.

肝分乗の椴部を結梨 して肝部分壊死を起 こさしめ,24

時間後同壊死部分を別出 して,上記同様の方法で感作

抗原作製を行 った.

2)テス ト抗原の分画

成熟モルモットを異種肝 (家兎).同種肝 . 自己壊

死肝抗原で感作 した例については.それぞれの肝細胞

粥を以下に述べる各免疫反応のテス ト抗原 として使 っ

た.幼若モルモットを同種肝および異種家兎肝抗原で

感作 した例については,家兎およびモルモ ット肝細胞

分画を作 って, nuclear fraction. mitochondria,

microsome,solubleproteinとに分け.それ らを

各免疫反応のテス ト抗原 として使用 した.

これ らの分画法は.感作抗原作成時 と同 じ方法で家

兎肝を別出 し.Dumondeら27), Biischenfelde28)～30)

らの方法に準 じて作製 した. すなわち肝に5倍量の

0.25M庶精液を加えて肝粥を作 り.400g.15分遠心 して

得た沈盛を核分画とした.その上清に10倍量の0.25M

Experimentalstudy on cellular immunity induced by liverantigen.Masatugu

TAwaraya,Departmentofthe 2nd Pathology,(Director :Prof.G.Ohta).Schoolof

Medicine,Kanazawa University.
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庶糖液を加え.15.000g,20分遠心 して得 た沈 法 を

mitochondria分画とした.またその上清を105.000g

60分 遠 心 して 得た沈 盛に 0.25M庶糖液を加 え て懸

葡 し.105.000g.2時 間遠心 して得 られ た沈 盛 を

microsome分画とした.また105,000g遠心後の上清

は可溶性分画抗原 として用いた.

核. mitochondria,microsomeの各分画および

粗製肝粥成分に0.44M庶糖 (0.01M phosphate

buffer,pH7.8)を 5倍量加え,4oC.2時 間放 置 後 .

0.4%の割合 でDOC (deoxycholicacid)を加 え

homogenize する. これを 4oC, 1昼夜放置後 ,

105.000g,2時間遠心 し.上清の上1/3を採取 .再 び

105,000g,3時間遠心 した上清を0.01M.pH7.2のVBS

(veronalburrersaline)で 4oC,4日間透 析 を行

い.核 . microsome,mitochondria,Crudeliver

の各 DOC可溶性分画を作製 し.以下の実験に用いた.

3.感作方法

出生 モルモ ット生後 1週目に感作抗原 (36mg/ml)

0.25mlを等量の CFA (completeFreund'sadju･

∨ant)と混合,乳剤を作 りモルモ ッ トの四肢 root

padsに 1回注入 し,また成熟モルモ ットには.感作

抗原 (18mg/ml)0.5mlをCFAと混合 して. 1週 お き

に5回皮内注射 して,感作終了後 1週か ら5週の各過

について以下に記す免疫学的検索を行 った.

4.皮内反応

感作 モルモ ットの背部に.生食0.1mlおよび テ ス ト

抗原各々500〟g/0.1mlを皮内注射 し,24時間後の紅 斑

を伴 う硬結の短径 ,長径を測定 し,その平均値を算出

した.さらに皮内注射後 2,4,8,16.24,48時間

後の局所皮内反応の変化を検索3日した.

5.リンパ節細胞培養手技

心臓穿刺により脱血死せ しめたモルモ ットの腕 首 .

蝋撰 リンパ節を別出 し, penicillinG IOOu/ml.str･

eptomycine lOO〃g/mlを含む Hank'sBSS (Ha一

nk'sbalancedsaltsolution32))で洗い,-サ ミで

細切 し.200LLmeSh金網上 で圧挫姐過 し, リンパ節

細胞を Hank'sBSSに浮遊 させる.つ ぎに1.000rpm,

10分間 の遠心操 作 を 3回 繰 り返 し洗鵜後 , 細胞数

が成獣では5.0×106,幼獣では2.5×106cells/mlにな

るよう TC199(Difco製,20% calfserum と上

記の抗生剤 とを添加)に浮遊 させる.この lymphoid

cell suspepsion を 2mlづっ培養試 験 管 に移 し･

各種抗原0.1ml添加 したものと,対照 として同量 の再

蒸留水を添加 したものを.37oC.5%CO2培養恒 温 器

の中で 1-5日培養を行 った.

6.培養 リンパ球 DNA合成の測 定

矢

Shtacherら33). caronら34) の方 法 に準 じて,

収穫 2時間前に, 培 養 試 験 管 に 0.06〃Ciの 1℃-

thymidineを加え.培養開始後 1-5日迄 の各 日毎

に収穫 し,370g.15分遠心 し.その沈 連 を生 食 で 3

回洗准 し.沈壇を dryice acetone と water

bathで10回凍結融解を繰 り返 して細胞を破壊 した.つ

ぎに 5%TCA (trichloraceticacid)2mlを加 え .

4oC.1昼夜放置後,5%TCAで5,000rpm,15分 間

3回遠心を繰 り返 し.さらに ether:ethanal(1:

3)混合液で5,000rpm.15分 間 2回遺JL､洗 喉後 .

Whatman製 glassfibrepaper(GF/C)に破過

吸着 させ. ethanolで洗い赤外線 ランプで乾爆 させ

た.それを scintilation bottle に入れ Toluen-

PPO(PPO5.0g/toluenll)5mlに溶解 させ . 充分透

明 となってか ら. BeckmanLS200B型液体 scint.

ilationCounterで 2分 間細 胞 内 に と りこまれ た

1℃･thymidineの cpm (countspermininte)杏

測定 した35).なお background(B.G.)として et-

hanolのみ吸着 させて countを測定 し. このB.G.

を差 し引いた値を比較 した.すなわち, リンパ節細胞

の刺激程度を示すために,

リン-節細胞刺激率 - 琵震悪霊Lpcm,LBT･GB:37cm,｡

の値を求めた.

7.MIF活性の測定

吉田の方法 に準 じて13)･36)-38).感作 モルモ ットの腹腔

内に流動パラフィンを注入 し.3日後 ,腹腔彦出細胞

(peritonealexsudatecells,以下PEC) を 採 取

し.TC199培養液に浮遊 させ PEC suspensionを

作成 した.予め Capillarytubeを入れた大 試験 管

にこの PEC suspension を入れて吸引すると,

capillarytube内 に PEC suspensionが 流 れ こ

む.この capillarytubeを 900rpm.10分 遠 心 し

て PECをパ ックした.沈連 と上清 との境界で ca･

pillarytubeを切断 ,これを小型 シャー レの底 に固

定 した.っぎに各種抗原を含んだ培養液を2.Omlづ っ

小型 シャー レに分注 し,培養恒温器 で24時 間反 応 さ

せ,毛細管切断口より周囲に広が って くる遊走像を写

真撮影 し.遊走面積を抗原無添加 コントロールと比較

した.%migrationの算定には Davidの式39)を参

考に し,次式により求めた.

%migration-
withantigenarea

withoutantigenarea
×100

8.血清抗体価の測定

感作 モルモ ットの心臓か ら採血 して得た血清を非動

化 し.前述の各 テ ス ト抗 原 を抗 原 と して Mayer40)
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の50%法により.4単位のモルモット補体,4単位の

家兎溶血素で感作 したヒツジ赤血球を使って. CFT

(complementLIxationtest)を実施 し,完全な溶血

阻止を示す血清希釈倍数をもって力価とした.

9.組織学的検索

感作モルモットの肝臓左糞の一部を10%中性 ror･

malinで固定 し,HE染色.鍍銀法.PAS染色 によ

り観察 した.

結 果

1.幼若および成熟モルモットの細胞性免疫発生の

相違

異種家兎の粗製肝抗原でモルモット幼獣は1回,成

獣は5回感作後.同抗原に対する皮膚反応.リンパ球

芽球化反応.血中抗体価がどのように現われるかを比

較検討 した.図 1に示すように幼獣では皮膚反応 は.

感作後 3,4週目に,リンパ球芽球化反応は2.3週

目に著明な反応を呈 し七 .また,血中抗体価の上昇 も

みられた.ところが,成獣では皮庸反応が 5回感作後

3週目に9.1±0.5mm程度の硬結を示す以外いづれの

検査にても陰性であった.

2.幼若モルモットの異種と同種の肝抗原感作によ

る細胞性免疫発生の相違

図 1 異種肝感作による幼若および成熟モルモッ

トの細胞性免疫発生の差異
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つぎに,幼獣を同種モルモット肝抗原で感作 し.

その抗原に対する細胞性免疫反応が異種肝抗原感作例と比較 して,どのように現われるか

を比較検討 した (図2).異種肝粗製抗原で幼獣 を 1回感作

した場合 .MIT(マクロファージ遊走阻止テス ト) で は

感作後3.4週目に活性を示すが,同種肝粗製抗原 1回感

作では.感作後 5過まで陰性であった.同様の傾向がリ

ンパ球芽球化反応にもみられ.
異 種
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そこで,幼若モルモット異種肝抗原感作系 を用 い

て.各肝分画に対するより詳細な細胞性免疫反応の発

現を検討 した.

4.幼君モルモット異種肝抗原感作後の肝分画に対

する皮膚反応

異種家兎肝粗製抗原感作 3過後の幼若モルモットに

っいて.各家兎肝分画 (500〟gprotノ0.1ml)を背部

に皮内注射 し,注射後 2時間から48時間迄経時的にそ

のあらわれ方を検索 した (図 4).非感作幼若 モ ルモ

ットに異種家兎の Crudeliverや可溶性抗原 (500

〟gprotノ0.1ml)を皮内注射 した場合には.最高5･2

図 3 幼若モルモ ッ トの異種 と同種の肝抗原感作

による皮膚反応お よび血中抗体価出現の相違

●一一● 異種 cmdeliver▲- ▲ 同種 cmdeliuer

0 1 2 3 4 5 矢±0.4mm程度の

非特異的な硬結 が認 め られ るので .Benacerraf,Gellの判定基準

3L)を参考として,7.0mm以上を陽性基準 とした

. 肝分画抗原のうち.Crudeliver,solublepr

oteinを感作幼獣に皮内注射すると.2時間後にそれぞれ11,6

×10.8.9.6×8.7mm程度の発赤と強い

浮腫がみ られ, 24時 間 を ピー ク(ll.6×9.7.10.4×9

.4mm)とする紅斑 を伴 う硬結が現われ.以後漸減 した.これに

比 し,mitochondriaを皮内連射すると,2

時間後に6.6×5.9mm程度 の浮腫がみられ.最高反応は

24時間後に5.8×4.8mm程度の硬結が現われ.生食水注

入の control (4.3×3.9mm)に比べて

.大差のない反応を示 すに とどまった.また microsome.nucle

arfractionで は24時間後の反応がそれぞれ2.6×

2.3.5.0×4.6mm程度の硬結で

あり.対照との差を認めなかった.つぎに.感作後 5過

までの皮膚反応の変移を調べる図 4 異種肝抗原感作幼君モルモ ッ トの肝分画に

対す る皮膚反応 と皮内注射後

の変化mlTI短径×長径の平均値

2 6 12 24 36 48

皮内注射後経過時間●一一● Crude
liver o10 solubleprotein■トー1

mitochondria△一△control

表1成熟および幼

君モルモ ッ トにおけ る感作抗原の差異による免疫反応成績モ ノレモ ツ ト 感 作 抗 原 例 数(匹) 感 作回 数 感作総抗原量(mg) 免 疫 反 応 成 績 組織学的変化皮 膚 反 応1)(mm) リ ン パ 球芽球化反応2)(倍) マクロファー ジ遊走阻止率 3)(%) 血 中 抗 体 価 4ー(稀 釈 倍 数)

異 種 肝 36 5 45 9.1土0.5●佃 1.7±0.

1H N.T+ 40(20-80):H (｣成 獣 同 種 肝 30 5 45 4.2

±0.6(-) 1.4±0.1日 N.T 10(0-20) (｣ H自己壊死肝 38 5 8-15 9
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ために,各分画注入24時間後の硬結 を測定 した (図

5).家兎肝抗原感作幼獣の家兎 Crudeliverに対

する皮膚反応は.感作後 2過 (8.4±0.5mm)より現

われて3過日にピーク (ll.6±0.7mm)に達 し. 4

過(ll.2±0.6mm)迄持続するが.5週(6.8±0.1mm)

に至ると消失 した.各分画について行 った成 績 で

は. solubleproteinが Crudeliverよりわづか

に反応は弱いが, Crudeliverと同じパターンを示

し.感作 3過後のど-ク時には10.4±0.5mm.4過で

は9.6±0.6mm程度の硬結を示 した.ところが mit･

Ochondria.nuclearfractionでは.最高値が感作

4週後にそれぞれ4.8±0.3,3.4±0.4mm程度の硬結

を示 し,感作後全過にわたって対照と有意差を認めず

陰性であった.

5.幼若モルモット異種肝抗原感作による肝分画に

対するリンパ球芽球化反応

家兎肝で免疫 した幼若モルモットの リンパ節細胞培

養培地に添加する至適抗原量を決定するために.感作

3過後のリンパ節を使って各分画抗原20〟g.200〃g.

2.000〃g/2mlを加え.抗原刺激によるリンパ球芽球化

反応をみると,どの分画抗原でも200〟gの抗原量を培

地に添加 したときが最も反応が強く.以後200〟gを添

加抗原濃度として使用 した.

つぎに･幼獣の感作 リン′領細 胞に2恥 Lgの肝分画抗

原を添加して培養し.培養後 1.2.3.4.5日目

に収穫,cpmを測定 し,培養感作 り◆ンパ節細胞の分画

抗原添加による刺激率を調べた (図 6).非感作 モル

モットでは.異種家兎肝細胞のどの分画抗原を培地に

加えても芽球化反応はみられないが. Crude liver.

solubleproteinを培地に加えて感作 リンパ節細胞

を刺激すると,培養2日後に刺激率はそれぞれ11.9±

0.8,9.7±0.1であ り. 3日後 に著明な blastoid

transformationをきたし (42.8±1.3,28.3±2.8).

4日後はそれぞれ18.8±0.6および9.2±0.9とな り以

後漸減する傾向を示した.

そこで収穫までの培養時間を72時間とし.異種肝抗

原感作後 1から5週にわたって.それぞれ リンパ節細

胞を採取 し.分画した感作抗原,それぞれ200〟gを培

地に加えて,芽球化反応の推移を検索 した (図 7).

非感作幼獣 リンパ節細胞の場合でも.抗原刺激をす

ると.無添加 コントロールに比べて.最高2.13±0.18

倍程度の刺激率を示したので,5倍以上のcpmの増加

率を示 した場合を陽性と判定することとした.家兎

Crudeliverで感作 した幼獣 リンパ節細胞を200〟gの

家兎 Crudeliverで in vitro刺激を行うと.感

作 1過後に10倍程度の刺激率を示 し.2週後には52.15
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±3.44. 3過後には38.10±2.13倍の刺激率 とな り.

この細胞性過敏状態が4週 (10.60±0.37)迄持続す

るが,5過後 には消失 した. solubleproteinで

in vitro刺激 した場合には. Crudeliverの場合

より反応は弱いが.同じく2過後 に ピーク に達 し.

40.72±7.42倍の刺激率を示 し.以後 3過後に26.06±

1.26.4週後に8.24±0.31となり.その陽性は4週目

迄持続 し.5過に至って陰性となった.

これに比 L mitochondria, nuclear fraction.

microsome分画では,最高値がそれぞれ2.13±0.28,

1.68±0.79, 2.27±0.14程度であり.感作後全通

にわたって陰性であった.

6.幼君モルモット異種肝感作後の肝分画に対する

マクロファージ遊走阻止試験

図 5 異種肝抗原感作幼若モルモットの肝分画に

対する皮膚反応 と感作後の経過
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作 3週後の 幼若モルモットの リンパ 節細胞数2･5×1061ymp
hocytes/2mlを培養｡添加抗原至適濃度の決定 :異種 C

rudeliver抗原 20,200,2,000/

∠gを培地に添加すると,刺激率はそれぞれ1･35±0･13,47･81±
2･53,13.03±1.01とな り,200pg

を添加 した ときが最 も反応が強よいOまたどの分画抗

原でも同様の結果が得 られ, 200FLgprotJ2mlcult
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まず,migration培地の添加抗原量を決 め るた め

に.抗原感作後 3週の幼獣について,solubleprot･

ein,Crudeliverでは 100,200.400,1.000〝gpr

ot‥ mitochondria.nuclear rraction では200,

400,1.000〟g,microsomeは400〟gの抗 原 濃 度 を

migrationchamberに添加 しMITを行 な った . そ

の結果を表 2に示 した.solubleproteinでは400〟g

を用いた時の反応が最 も良 く. Crude liverでは

400〟gと1,000〟gでは大差な く.mitochondrioとnucl･

earrractionでは全量 とも反応な く,全抗原 とも400

〃g/medium を添加抗原量 と して用 い る こ と と し

た.

つぎに感作後 1週か ら5週にわた り. 感作 幼 獣 の

図 7 異種肝抗原感作幼若 モルモ ッ トの肝分画 に

対す る リンパ球芽球化反応 (3日培養 ) と感作
後の経過
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の抗 原量にて リンパ球 刺激 を行 ない,培養 3日後に収穫 し, 各分

画抗 原添加 と無添加 の cpm 比率 を刺激率 (平均値 ±標

準誤差 )で示 した｡ 矢PECを用いて.添加抗原量400〟g/med

ium を基準 として MIT を行 った.この際非感作動物の PE

CはCrude liver抗原添加 により90%前後の mi

gration値を示すので, 80%以下をMIF陽性基準 とした13)38)そこで

異種家兎肝抗原感作 幼 獣 の PEC migration培地に, mitochondria,soluble protein.Crude

liverの各抗原 400FLg/medium を添加 した時 の %migration値を図 8に示 した. mitochondr

ia,mi･crosome,nuclearrraction抗

原添加では,感 作 後全過にわたって陰性であった.すなわち.それぞれ

の最高値は mitochondria.microsomeでは. 感 作5過後にそれぞれ92.8±7.6%.105.4±1

0.1%を示し, nuclearrractionは4週後に88.

2±6.7% を示図 8 異種肝抗原

感作幼若モ ルモ ッ トの肝分画に対す るマ ク

ロファー ジ遊 走阻止率 と感作後の経0 1 2

+--●CrudeliverlL -O solubleprotein3 4

5感 作 後 遺△一一でゝmitochond

ria各分画抗 原 とも 400pgprot. 濃度 を m

igrationmedium に添加 したo表 2 添加 抗原量に よる% M

igration値 の変動添 加 抗 原 抗 原添加 量 pg軒ot./
medium100〃g 200pg 400pg 1,0

00′∠gmlCrOSOme - - 1

08.5% * 98.3%mitochondria - 93
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したに止まった.

ところが Crudeliver抗原 を PEC migration

培地に添加すると,感作後早期の2週目より活性傾向

を示 し (82.5±4.4%).3過では52.8±3.1%, 4過

後にピークに達し,44.9±2.8%と最高値を示 し. 5

週目迄反応は陽性値 (74.1±3.0%)を示 した. sol-

ubleproteinでは Crudeliverよ り反応 は弱 い

図 9 異種肝抗原感作幼若モルモットの肝分画に

対する血中抗体価の推移

1
2 3 4 5L-1Cr

udeliver 感 作 後 週〇一日一〇 solub

leproteinJt-1 mitochondri

a補体結合反応により抗体価 を median で示 した

｡verticallineは stasticalrangeを示す｡ 259が.感作後 3過 (78.9±

7.6%)

よ り陽性 を示 し,Crudeliverと同じく4週後にピークに達 し (

65.1±3.9%).5過後には陰性値 (81.

8±2.7%) を示 した1対照として非感作動物の

腹腔PECについて .感作動物と同様の方法で %migration値

を測定 した結果.どの肝分画抗原に対 してもMIF活性は認められ

なかった.7.幼若モルモット異種肝抗原感作後

の肝分画に対する血中抗体価異種家兎肝抗原 1回感作

後各週にわたって,リンパ節採取時およびMIF活性測定時に感

作モルモットの心より採血 した血清について,CF

T (complementfi･xation test)を用

い肝分画抗原に対する抗体価 を測定し.その結果を図9に

示 した.対照として非感作モルモット血清中に Crudeliv

erに対する抗体価 は25例中10倍が6例,2

0倍が4例.40倍が 1例であり.他の分画抗原でも最高20倍程度の抗体価

が出現 したので.80倍以上を陽性とした.抗 Crude

liver抗体価は感作 2過後に80倍を示 し陽性

となり.3過後では640倍,最高1,280倍の抗体価の出現をみ.4過

後 (160倍)迄持続 したが, 5

週 目に至 り陰性化 した.抗solubleprotein抗体価は C

rudeliverよ りや ゝ低値であるが .抗 Crudel

iver抗体価 と同 じパターンで3週目をピーク (8

0倍)とし4週目迄陽性で表 3 家兎血清

に対する免疫反応の検討リンパ球芽球化反応刺

激率テ ス ト 抗 原 感
作 後3 週 4 週

rabbitserum :1.05±0.09干 1.55±
0.30CrudeliVer 38.16±2.13 10.60±

0.37マ クロファージ遊走阻止試験テ ス ト 抗 原 3 週 4 週

rabbitserum
96.4% 十 92.5%CrudeliVer 5
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あった.他の分画抗原では mitochondriaと同様 ,

最高値は20倍程度であり.感作後全通にわたり陰性で

あった.

8.幼若モルモットの家兎肝抗原感作後の家兎血清

に対する細胞性免疫

粗製肝抗原や可溶性抗原に対する前記の細胞性免疫

冗進状態は抗原中に混在 している家兎血清に由来する

のではないかという疑問が残る.そこで表 3に示すよ

うに.家兎血清に対する芽球化反応. MIT.皮膚反

応をそれぞれ行ってみたが,いづれの検索法において

も陰性であった.

9.組織学的観察

芽球化反応および皮膚反応実施時に採取 した肝につ

きその組織変化を調べた.最 も変化がみられたの は.

自己壊死肝感作成熟モルモットにみられた肝 で あ り,

その変化は.小葉中心性脂肪浸潤が17例中10例 に ,う

っ血 3例 .非特異的肉芽腫 2例,単細胞壊死が 1例み

られた.異種肝感作幼獣では29例中.軽度の脂肪浸潤

および単細胞壊死が各 2例 .非特異的肉芽腫.ダリッ

ソン氏鞘橋形成が各 1例みられたが.その変化はごく

軽微であった.その他.同種肝感作.成獣異種肝感作

例では,肝の組織学的変化は認められなかった.

考 察

細胞性免疫反応を in vitroで測定する方法 と し

て,古 くか ら知 られている皮膚反応19)～21).感作 された

生体よりの リンパ球をその抗原と共に in vitro 培

養すると,小 リンパ球が幼若化 して芽細胞様になる芽

球化様反応7)4日～44). 1962年 Georgeら13)により報告

された MIT,すなわち遅延型過敏症が成立 して い る

生体から分離 した大食細胞の migration が ,特異

抗原の存在下で in vitroに阻止 される反応な どが

ある.これら研究が進むにつれて.遅延型過敏反応を

in vitroで定量 しうる手がかりがっかめるよ うに

なり.肝疾患における細胞性免疫異常の検索が可能と

なった.

1967年 Scharrnerら15).宍戸 ら45)は肝疾患患者末

梢血 リンパ球を自己生検肝抽出物で刺激すると培養 リ

ンパ球が芽球化様反応をきたすことを観察 し.肝抗原

に対する細胞性抗休の存在を報告 した.さらに To･

biasら15).pipitone16).太田らWT)もまた ,慢性肝

炎.原発性胆汁性肝硬変患者の末梢血 リンパ球に自己

生検肝抽出物を添加 して培養を行 うと,かなりの率で

芽球化反応をきたすと述べている. これ らの実験 よ

り.肝疾患では自己肝に対 して遅延型過敏症が成立 し

ている可能性が推定される.

矢

そこで.この可能性を実験的に確め.肝抗原に対す

る遅延型過敏状態を再現 してみようと試みたのが,本実

験である.すなわち.肝抗原で感作後に皮膚反応,リ

ンパ球芽球化反応,MIF反応の細胞性免疫反応 の現

われ方を経時的に追跡 し.またどの肝分画に対 して .

過敏であるかを追跡 してみた.このような研究は文献

上まだ現われていない.

まず,本実験の出発に当たり,予備実験を行ってみ

たところ.少 くとも細胞性免疫を検する上では,成獣

より幼獣の方が.はるかに敏感なことが明 らかとなっ

たので,本実験には幼獣を用いて行 うこととした.従

莱,幼獣は成獣に比 し免疫反応性にとぼ しいとされて

いるが,逆に Uhr48)は 1-10〃gProt.濃度 の ジフ

テリア毒素,牛血清 アルブミン,卵白アルブミンでモ

ルモット胎児を免疫すると.感作早期に成獣と同様に

PCA (passive cutaneous anaphylaxis),遅発型

皮膚反応が高率に陽性を示 したとし.幼若モルモット

においては免疫学的不活性または tolerantperiod

がみられないことを示唆 した. さ らに, Mosier49)

はマウス胸腺細胞を5〟gの PHA (phytohaemagg･

ulutinin)で刺激すると.胎児期にはむ しろ成獣 よ り

はるかに反応性が高いことを報告 し.幼若期における

特異性を強調 している.

つぎに皮fk反応と芽球化反応.MIF活性 お よび血

中抗体価との相互関係を述べる.幼獣を異種肝抗原で

感作すると.同抗原分画のうち粗製肝抗原と soluble

protein分画に対する細胞性および液性免疫反応 が

もっとも強い元進を示 した.その皮膚反応は反応継続

時間も長 く.典型像を示 し.感作後 2過に出現 して3

過から4過に強 く5週に至って消失 した.MIF 活性

は皮膚反応より遅れて3週より現われ,4過日にピー

クとなり.5過に至ると速かに消失 している.芽球化

反応は皮膚反応や MIF活性反応と多少異 な り.感

作 2週後にすみやかに反応強陽性 となり且つ ピークを

示 し.3過迄持続するが4過後には消失 している.血

中抗体価は皮膚反応や MIF活性 とほぼ同 じパ ター

ンで出現 し.感作後 3過を ピークとし2-4過迄継続

した.以上より.皮膚反応とリンパ節細胞芽球化反応

がもっとも早 く出現 し.かつ比較的長 く持続 し,MIF

反応は皮膚反応より遅れて出現 し.持続期間 も短 い

傾向を示 した.しか し全体としてみた場合,この三者

の遅延型反応は.おおよそ歩調をそろえていると思わ

れる.これらの細胞性免疫のあらわれ方を検索 した実

験としては.結核菌を成熟 モルモ ッ トに感作 して .

PPD (purified protein delivatives)に対 す る免

疫反応が観察きている.すなわち Paronetto50)は皮
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膚反応がもっともよく遅延型反応を反映 していると述

べ,また Kostiala57)は皮膚反応 は MIF活性 およ

び血中抗体の出現より先行 して現われることを報告 し

ている.さらに,Ricciら52)は completeFreund's

adjuvant で免 疫 した 成熟モルモットにつ いて ,

PPDに対する免疫反応を観察 して,芽球化反応が感作

2過後より現われて, 皮膚反応とよく平行するが.

MITは感作 3週後に陽性となり.前 2者より遅 れて現

われると述べ,また細胞性と液性免疫のあらわれ方に

差はなかったということであり.肝抗原を用いた本実

験の結果とよく一致 している.皮膚反応.リンパ球芽

球化反応,MITが遅延型反応を反映することは Dav･

id53).Oppenheimら54)55)以来よくいわれてきた ことで

あるが.本実験が示すようにノ.臓器抗原を用いた場合

でも,遅延型免疫が成立することが,明らかになった

と思う.しかし異種蛋白といえども,遅延型反応を起

すことのできる蛋白は,結核菌 50卜52).ジフテリア毒素

56).溶血性連鎖球菌57).肺炎菌58),牛痘 ウィルス59).ブ

ルセラ60),卵白アルブミン6日.KLH (keyhole limpet

hemocyanin62))などのように.比較的限 られた範囲

の蛋白であることについては留意する必要があり,あ

る蛋白に対 して液性免疫が成立するのに伴って.細胞

性免疫 も容易に成立 しうるわけではない.異種肝抗原

が細胞性免疫を成立させることのできる蛋白であると

いうことを,本実験がよく示 しているが,免疫学的寛

容が成立 しがたい幼君モルモットを用いてテストした

場合にのみ,陽性の成績をうることができたのであっ

て,成熟モルモットを用いた場合には.異種肝蛋白に

よる遅延型反応は成立 しなかった.

つぎに,このような遅延型反応が,異種肝分画のな

かで,どの分画抗原に対するものであるかを考えてみ

る.幼獣を異種肝粥で 1回免疫すると.Solublepro･

tein分画や crudeliverextractに対 して .上

述の遅延型反応が成立 していたが . mitochondria

分画, microsome分画.核分画に対 しては,成立

していなかった.人の肝疾患において.一次性胆汁性

肝硬変を始めとし,活動性慢性肝炎.肝硬変の患者末

梢血中に人肝 mitochondriaに対す る流血抗体 が

出現する63)のみならず,その細胞性抗体 も末梢血 リン

パ球に検出されることが.太田18)によ って報告 され

た.すなわち,末梢血 リンパ球培地に mitochondria

を添 加 して芽球化反応を行うと,活動性慢性肝炎

や肝硬変の約半数の リンパ球 が mitochondriaの

存在のもとで. in vitroで刺激され ることを報告

している.

また.最近の当教室の成績では,モルモット (生後
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2カ月)を分画 した粗製 mitochondriaで 1回感

作 し.精製 した mitochondria の 内 膜 と外 膜 と

crudemitochondriaに対する遅延型反応をみると,

7例中 4例に皮膚反応と MIF活性とが陽性であり,

外膜と内膜とがともに反応 し易いという結果を得てい

る (野々村 ･未発表).本巣験において. mitochon-

dria や microsomeの膜性分画に対 して .遅延型

反応を示さなかったのは,感作抗原の違いによるため

であろうと考えられる.

近年. Meyerzum Biischenfeldeらが.肝細胞

の膜成分由来の可溶性 1ipoproteinを精製30)64)し,

これが肝特異抗原性 の高 い物質だ と述べ . ヒ ト肝

lipoproteinを家兎に長期 間注射 して . piecemeal

necrosisを伴った自己免疫性肝炎を惹起させ18)28)29)

またこの Iipoproteinに対する抗体が,ヒトの慢性

肝疾患血清中に高率に出現 していたと報 じた65).さ ら

に.この lipoproteinに対する遅延型免疫が.ヒト

の慢性肝疾患患者に成立 しているという報告66)が出て

おり.山本 ら67)～69)は,末梢血 リンパ球培養法で , こ

れを証 明 している.本実験 での solubleprotein

は.肝分画中もっとも遅延型免疫を生 じ易い肝分画で

あり, Meyerらの Iipoproteinがこの肝分画に含

まれていることは確実である.

結 持

家兎肝粥またはモルモット変性肝粥 を CFAと共

に生後 7日目の幼若モルモット124匹と成熟 モルモ ッ

ト104匹は注射 し.免疫応答の現われ方を皮膚反応,リ

ンパ節細胞芽球化反応.MIF反応.補体結合反応 に

ついて検討 した.

1.異種肝抗原 1回感作の幼獣では,感作抗原に対

する細胞性および液性免疫元進の状態がみられたが ,

成獣iEtは数回感作 しても.細胞性免疫元進がみられな

かった.

2.同感作幼獣では.分画精製 した感作抗原のうち

可溶性蛋白とそれを含んだ粗肝粥に対する細胞性およ

び液性免疫が元進 しており,ミトコンドリア分画.ミ

クロゾーム分画,核分画に対 しては陰性であった.

3.可溶性蛋白と粗肝粥とをテスト抗原として検す

ると,皮膚反応と MIF活性とはよく平行 して消長

し,感作後 2過日から3週目にかけて出現 し.4週目

頃に最高値に達 し,5週目に至って消失 した.リンパ

球芽球化反応は.感作後 2週目に強陽性 となり.4週

以後には消失 した .補体結合性抗体 は皮膚反応 や

MIF活性と同様の消長を示 し,細胞性免疫 と液性免

疫の発生のあいだに大きなずれはなかった.
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稿を終 るにあたり,終始御懇篤なる御指導 と御校閲を

賜わりました恩師太田五六教授に深 く謝意を表するとと

もに.第 2病理学教室の渚先生および技術員諸姉の御協

力に対 し深 く感謝致 します.
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Abstract

Recentlyincreasingattentionhasbeen payedtotheoccurrenceofautoimmune,

adelayed typeofreaction in somechronicliverdiseases.Thepresentworkwas

undertakentoknow anestablishmentofcellularreactionsagainstvariablefractions

ofheterologousliverantigensin young guineapigs,weighing llOgm,immunized

oncewith thesameliverhomogenates.

Thepositiveskin reaction eitherto thesolubleprotein orthecrudeextracts

wasdetected 2-4weeks･aftersensitization of the guinea pigs and reached the

maximmum levelin3weeksfollowing sensitization.Both MIFactivityand blast6id

transformation ofthe sensitized lymph node cellsalso approximately paralleled

the results ofthe skin test.Furthermore.complementfiXation antibodiesto the

sameantigensweredetectedlikewise.However,theskinreaction,MIFactivity and

blastoid reactionagainsttheinsolublefractionsofboththemitochondriaand the

microsome,andthenuclearfractionofthelivercellswerenotdetected throughout

theexperiment.Thusitseems likely the soluble fractionsofthe livermay act

asan antigen to acceleratethehypersensitivity ofadelayed typeaswellasof

ahumoraltype.


