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3.9 金 属

はじめに

                                            荒川 泰昭

金属と生体とのかかわりを特に
“

有害影響
”

の面から把握すると， そのなかには生理的量の欠乏

による障害も過剰による障害も含まれることになる． 事実， 金属欠乏による栄養障害， ホルモンバ

ランスの乱れ， 器官の組織傷害， 機能障害などから免疫担当細胞の数や機能が障害を受けることは

多分に考えられる． しかし， 従来からの
“

毒性
”

としづ概念は， 一般的には臓器， 組織， 細胞の性

質ならびに機能に対して生理的量の過剰による障害をさし， 生理的量の欠乏による機能障害は栄養

学的領域にゆだねられる． したがって， 本稿では
“免疫毒性

”

としづ概念も同様に生理的量の過剰

による免疫機能障害としてとらえ， 議論するに留める． すなわち “

免疫毒性
”

としづ概念を化学物

質曝露による免疫系への有害彰響としてとらえる． 一般に金属の免疫系への有害彰響には， 免疫反

応を冗進する場合と抑制する場合とがあり， 前者はアレルギ ー 疾患や自己免疫疾患の原因となり，

後者は感染症や発がんなどの原因となることが考えられる（図 3. 9. 1）. そして， 免疫系に変化を与

える金属は用途あるいは用量に応じて免疫療法薬（図 3.9.3, 3.9.4 は抗腫療作用， 図 3. 9. 5 は抗

炎症作用を示す）45
，叫 58） となったり， 免疫毒（図 3. 9. 6, 3. 9. 7, 3. 9. 8)6' I0-!4）となったりする• 59) 

したがって， この免疫毒性にかかわる金属もまた免疫修飾物質（immunomodulators）あるいは

免疫関連反応物質（immune-interacting compounds）として総合的に取り扱う方が妥当かもしれ

ない． いずれにせよ， このような免疫応答への修飾をで、 きるだけ正確に把握するためにはそれぞれ

の反応進行状態に合った， より特異的な検索法の選択が要求される． 現在ヒトにおいて使用されて

いる主な免疫能パラメ ー タ ー を表3. 9. 1に， また動物実験において使用される免疫能パラメ ー ター

を表3. 9.2 に整理した． しかし， あくまでも免疫毒性（広義には免疫応答の修飾）評価は最終的に

はヒトにおいてなされなければならないものであるから， 動物からのデータは常にヒトへの外挿を

念頭において評価されなければならない． 以下， これらの研究を進めていく上でまずチェ ックして

みなければならない代表的な検索法について解説を試みる．

なお， 紙面の都合で割愛させていただし、た他の試験法については， 一般の免疫実験法などの解説

書を参照されたい．
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図 3.9.1 金属と免疫系とのかかわリ

発がん(制がん |

免疫毒性試験法

(A)れ υJυο実験

幼若ラット (雄性 and/or雌性,Wistar系 ,40～50g),幼若マウス (雄性,SwiSs,10～ 12g),

幼若モルモット (雄性,Hartley strain,200～ 225g), 日本自色 うさぎ (雄性,3.5～4.0月 齢,

2.0～2.3 kg), 日本うずら (70～80g)な どが 1群を10匹 として用いられる.

被験物質の投与は以下のように行うが,投与実験終了以後はそれぞれの実験目的に準じて処理す

る.

(a)経口投与実験 (Oral Treatment Studies) 飼料は被験物質と市販飼料との混合によっ

て調整する.すなわち,水溶性の被験物質は問題ないが,水に難溶性あるいは不溶性の物質はまず

エタノール1～ 3)ぁ るいはサラダ油`〉 などで溶かした後, よく混合し, ラット,マ ウスおよび日本うず
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図 3.9.2 免疫担当細胞の分化・成熟過程

○ :コ ン トロール群

◇ :DMBA― ジブチル錫

(イ ニ‐シエーションステージ)群

△ :TPA― ジブチル錫
(7・ロモーションステージI)群

□ :メ ゼラインージブチル錫

(プ ロモーションステージH)群

飼育期間 (週 )

マウスはジメチルベンズアンスラセン (DMBA,loO nmOles)で イニシエートされ,ネルボールニステル (TPA,5μ g〉 おょ

びメゼライン (me2erein,2.5μ g)でプロモートされた。ジブチル錫 (5μg)は ィニシエーターおよびプロモーターで処理す

る30分前に投与された.ジ ブチル錫によって TPAに よるプロモーションステージ Iが完全に抑制される.

図 39.3 マウス皮膚 2段階発がん (イ ニシエーシヨンおよびプロモーション)シ ステムに対す

るジブチル錫の阻害作用
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細胞 (1× 104)は メチルコランスレン (Mい ,0.lμ g/m′ )で イニシユートされ,ホルボールエステル (TPA,o.lμ g/m′ )

でプロモートされた。ジブチル錫は MCAぁるいは TPAの どちらかと同時に添加された。

A:全 ネガティブコントロール,B:MCAのみ (プ ロモーションプランク),C:TPAのみ (イ ニシエーションプランク),

D:MCA― TPA(ポジティブヨントロール),E:〔MCA十 ジブチル錫 (3× 10~7M)〕 _TPA,F:MCA一 〔TPA+ジ ブチル錫

(3X10~7M)〕 ,G:〔MCA十ジプチル錫 (3X10~3M)〕 _TPA,H:MCA―〔TPA十 ジブチル錫 (3X10~3M)〕。

図 3.9.4 BALB/c3T3細 胞の 2段階 (イ ニシエーションおよびプロモーシヨン)ト ランス

フォーメーシヨンシステムに及ぼすジブチル錫の影響

01234
時 間 (hr)

,0)ポ ジティブコントロール群,(0)ジ ブチル錫投与群 ,

(▲ )ト リフェニル錫投与群, 1■ハイドロコーチゾン投与群

カラゲナン (0.5 mg/o.∞ rnf)あ るいl■生理

食塩水 (プ ランクコントロールとして)が ラッ

ト下肢足底に注射された。有機錫 (1.Or.ngハ g)

およびハイ ドロ,一 チゾン(10 mg/kg)は 起炎

剤注射の 1時間前に経口 (p.o.)投 与された。

各時間における測定値は生理食塩水による工1定

値によって補正されている。

（
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図 3.9.5 カラゲナン惹起のラ・ット足浮腫に対する有機錫およびハイドロコーチゾンの抑制効果
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表 3.9.1 ヒトに利用される主な免疫能バラメーター

(A)細胞性免疫能

1)末捨血リンパ球

末槍血Tllu胞数 (TC,TMの 絶対数と比率)

2)末檜血リンパ球幼若化反応

mitogen(PHA,ConA,PWMな ど)に よる反応

混合 リンパ球培養

免皮抑告1細 胞 (単球,T細細)の活性

3)リ ンパ球内酵素活性 (adenOSine deaminase,purine nucleoside phosphorylase)

4)運延型皮膚反応

前感作を要するもの

DNCB(接触性皮膚炎),PPD(ツ ベルクリン反応)

その他いわゆる recall antigenと して Candida,mumps,SK―SD,dermatophytonな ど

前感作を要しないもの

PHA皮膚反応

5)標的細胞障害試験 (CytotoXた ■y)

a)非特異的細胞障害試験 :natural killer(NK)細胞,マ クロファージ

b)抗体依存性細胞障害試験 :K細胞,マ クロファージ

b)mitOgen東」激 リンパ球による細胞障害試験

(B)液性免疫能

1)末精血リンパ球

末柏血B細胞数

2)血中免疫グロプリン量 (IgG,IgM,IgA)

3)血清補体価

4)液性免皮抑制因子の■1定

5)抗体産生能

SRBCに対する抗体プラーク形成 (PFC)反応 (IgM産生の演1定 )

6)末槍血 リンパ球幼若化反応

mitogen(LPSな ど)による反応

(C)マクロファージ機能

1)細胞数 (非特異的エステラーゼ染色細胞)

2)食作用

3)腫瘍細胞障害作用

4)マ クロファージ遊走阻止試験 (MIT)

白血球遊走阻上試験 (LMIT)

(がん組織からの抽出抗原に対して)

5)酵素活性 (ectoenzyme)

表 3.9.2 実験動物において利用される免疫能パラメーター

(A)組織病理所見

1)血液学検査 :免疫担当細胞の数の算定, リンパ球の Subpopulation(末 精血 リンパ球,胸腺細胞,骨髄細胞)

2)体重あたりの相対的臓器重量の測定 :胸腺,牌臓,膝寓 リンパ節,フ ァプリーキウス要,副腎,肝臓,腎臓,睾九.

3)組織病理学的検査 :リ ンパ組織,胸腺,牌臓,骨髄,副腎,肝臓,腎臓など

酵素組織化学的検査 (マ クロファージの非特異的エステラーゼ染色など)

免疫組織化学的検査 (細胞内免疫グロプリン,細胞表面抗原の酵素免疫法による染色など)

(B)細 胞性免疫能



(表 392つ づき)

1)運 延 型過 敏反 応

a)接触性皮膚炎

b)ッ ベルクリン反応

2)同種異系移植片拒絶反応

3)移植片対宿主反応

4)Lお teria monocytogenes感 染に対する抵抗性

5)NK(natural kttler)細胞活性

J″ υブ
`rο

l)m■Ogen(PHA及 び COn A)によるリンパ球幼若化反応

2)混合リンパ球培養によるリンパ球幼若化反応

3)モ ルモット赤血球を用いるロゼット形成能

(C)体液性免疫能

1)SRBCに対する胸線依存性抗体産生

2)LPSに 対する胸腺非依存性抗体産生

ル υJ′′ο

l)プ ラーク形成 (PFC)反応

a)T細胞依存性抗原 (SRBC)に対して

b)T細胞非依存性抗原 (LPS)に 対して

2)mttogen(LPS)に よるリンパ球幼若化反応

(D)マ クロファージ機能

J″  ′
`′

″ο

l)炭素粒子に対するマクロファージの食作用

2)腹腔細胞数及び非特異的エステラーゼ染色細胞数の測定

3)マ クロファージ遊走阻止試験 (MIT)

自血球遊走阻止試験 (LMIT)

(E)7レ ルギー反応

1)即時型 (ア ナフィラキシー型)過敏反応

好塩基球,肥満細胞

IgE測定

2)遅延型 (llu胞性免疫型)過敏反応

接触性皮膚炎

ツベルクリン反応

同種移植片拒絶反応

3)細胞障害型 (抗体依存性)

マクロファージ,多形核白血球

IgE,IgMの 測定

4)抗原抗体複合体型 (Arthus型 )

多形核白血球,血小板

IgG,IgMの 測定

(F)自 己抗体産生

血清中抗核抗体,抗 DNA抗体

(G)易感染性

ゴ″ υJι′ο

l)好中球,マ クロファージの貪食作用
2)感染細胞に対する細胞障害試験 :細胞障害性T細胞,活性化マクロファージ,キ ラー細胞



(表 392つづき)

3)抗体産生

(H)発がんおよび制がん

1)マ ウス皮膚での二段階発がん (イ ニシユーションおよびプロモーション)シ ステム`8,52-Sの 。

2)各種担がん動物による制がんスクリーニングシステム6,`6~4,).

3)免疫監視細llS(T細胞,特にK細 胞,NK細胞,マ クロファージの量ならびに機能扱1定 )

,″ ′J`″ 0

1)BALB/c3T3細 胞の幼若化反応

二段階発がん (イ ニシエーションおよびプロモーション)シ ステム48,52～ 53).

らに対 L′ てはあら粉 (meal)あ るいは固形物として, また,モ ルモットに対 しては 3mm 4ヽ球

(pellet)と して調整する。また, ゾンデによる直接胃中投与の場合には不溶性物質はあ らか じめ

cMc5)中で懸濁した後,投与する.

ラット,マ ウス,モルモットはプラスチックケージ内で,ま た,日 本うずらはスクリーン底のケ

ージ内で,室温 23° C±2,相対湿度 50～60%の 条件下で飼育する.飼料および水は常時供給する.

各個体の体重および食餌摂取量は毎週記録する。通常の実験期間は 2～6週 とするが, これは目的

に準ずる.

(b)静脈注射実験 (Intravenous Treatment Studies) 水溶性の被験物質は生理食塩水に溶

かすが,水に難溶性,あ るいは不溶性の物質に対t.ては S01uづ o petitあ るいは intralipidを溶媒

として使 う.す なわち,S01ujo petit溶 液作成の場合は,ま ず被験物質を 99.5%エ タノールに溶

かし,次にグリセロールを混ぜ,最終的にこの液を 25-ゲ ージ針注射筒で蒸留水中に注入しながら

よく混ぜる、そして,最終的に 26%エ タノール,33%グ リセロール,42%蒸留水となるように調

整する。この溶液中の被験物質の結品の存否は遠′心分離 (10,000g,10 min)後 ,polanzation

microscopyで チェックする.intralipid溶液作成の場合は被験物質を 99.5%エ タノールに溶かし,

illtralipidで注意深く混ぜる.こ の脂肪エマルジョンは最終的には2%の エタノールを含むように

調整するが,約 2時間は安定である.溶液中の被験物質の結品の存否は同様に polarization mic‐

roscopyでチェックする.し かし,一般的には,ま ず 99.5%エ タノールで溶かし,エ タノール/

生理食塩水=1/2～ 1/3, V/Vと なるように注射筒内で生理食塩水と注意深く混ぜるだけで充分で

ある1:".ただし,調整溶液中のエタノールの最終濃度は 20～30%以下にすべきである (こ の濃度

は動物に影響を与えず,かつ被験物質が結晶を生じない濃度であること).こ の調整溶液を, ラ ッ

トでは尾静脈より,ま た, ウサギでは耳静脈よりゆっくりと注射する.各個体の体重は注射直前お

よび屠殺直前に記録する.

(c)腹腔内注射実験 (Intraperitoneal Treatment Studies) 水に難溶性,不溶性物質は,

Tween-80/蒸 留水/エ タノール (1:97:2,V/V)混 合溶媒
6)ぁ るいは CMC5)で浮遊液を作成す

43.

(d)皮下注射実験 (Subcutaneous Treatment Studies) 上記 (b)静脈注射および (C)腹



腔内注射実験での調整に準する.

(B)Fπ υ:trο 実験

(a)末梢血 リンパ球の採取  末槍血 リンパ球はヘ パ リン添 加静脈血 か ら Ficoll― Isopaque

(Lymphoprep)比重遠沈法を用いて分離する.本法は現在最も広 く使われている方法であ り,リ ン

パ球の Cytotoxic活性をみる assay系 においては比重遠沈法操作により影響を受けるとする報告

もあるが,rnitOgenに 対するリンパ球幼若化においてはその影響は無視し得ると思われる.胸腺細

胞 (T細胞)はまず胸腺を摘出し,ス テンレスメッシュ (220μ)上でハサ ミで細か く切 りなが ら

RPM1 1640培 養液で洗い出すことに よって採取する.骨髄細胞 (B細胞)は,大腿部骨髄宙より

RPM1 1640培 養液で洗い出すことによって採取する6).

(b)細胞浮遊液の調整
6) 

採取された細胞はペニシリン (50U/m′ )お よびス トレブ トマイシ

ン (50 μg/mノ)を添加した 2mM I′―glutamine含 有の RPM1 1640培養液中に浮遊させ,細胞塊

(cdi tlJttpt)を 除 くために 25ギ ージ針 を通す.さ らに細胞 は 2度洗浄後,5～15%Fetal

Bovine Serum(1leat―薇lactivated,56° C,30■ lin)を 合む培養液に再浮遊させる そして細胞数

を計測することにより細胞濃度を 1～ 5× 106 rellS/m′ に希釈調整する.

(c)被験物質溶液の調整
6) 水溶性の被験物質は生理食塩水に溶かすが,水に難溶あるいは不

溶性の物質はエタノールあるいはジメチルスルフォキサイ ド (DMSO)な どに溶かす.ただし,培

養液中での溶媒の最終濃度は,ユ タノールで 0.5%以下,DMSOで 0.01%以 下 とする (こ の濃度以

下では,細胞の生存に影響を与えない).

一般的に使用する被験物質の培養液中での濃度は 10~8～10~4Mでぁる.

(d)細胞生存率 (Cell Viability)6) 細胞生存率は自血球用メランジュールを用 いて一定量

(0.lm′)の リンパ球浮遊液を吸い取 り,0.05%nigro」 n生理食塩水溶液あるいは 0.04%エ リス

ロシン (erittosin)PBS溶液 (10m′ )で希釈かつ染色後,染色した リンパ球 篠 細胞)を 自血

球用血算板 (Bterkel‐)を用いて測定する。 細胞生存率は一視野における総細胞数 |こ 対する生細胞

数の害1合 (%)で表わす _

(e)総細胞数
6) 

自血球用メランジュールを用いて一定量の細胞浮遊液 (0.lm′ )を吸い取 り

Tark's溶 液 (1.Om′ )で有核細胞を染色後,自血球血算板を用いて測定する.

(C)体重あたりの相対的饉器重量の測定

投事実験終了直後,各個体の体重を測定し,署殺する.解剖後,胸腺,牌臓,膝宿 リンパ節, フ

ァプリーキウス嚢,冨 1腎,肝臓,腎臓などの職器重量を711定 し,体重あた りの相対的臓器重量の変

化を記録する.本法は動物を用いる実験の中で,被験物質と免疫系とのかかわ りを総合的にかつ直

接自りに把握できる,最 も有効な検索法の一つである すなわち被験物質の免疫担当器官 (胸腺,稗

臓,膝寓 リンパ節,骨髄など)への傷害を直接的に把握 で きる.特に,胸腺は細胞性免疫の中枢

臓器であ り,かつ最初に出現するリンパ臓器である。この胸腺の相対的重量変化,例えば萎縮や肥

大を確認できれば,T細胞の分化・成熟過程での障害,それに伴 うT細胞介在性の免疫機能の障害
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(M)

胸腺細胞 (1× 106celiS/m′ )は種 の々濃度 (10~“～10~4M)の ジブチル錫と24時間培

養され,〔3H〕 チミジンはハーベストの4時間前に添加された.

図 3.9.6 胸腺細胞の DNA合 成および細胞生存率に対するジブチル錫の影響

などが容易に推測できる。ただし,こ の胸腺萎縮には, グルココルチコイドの遊出増大によるス ト

レスめ,いわゆる “Starry sky"現 象 (例えば,マ クロファージによる核濃縮 リンパ球の食作用な

ど)に由来する間接的な萎縮もあり,(1)冨」腎摘出動物および非摘出動物による比較,(2)冨 1腎の

相対的重量の変化,(3)冨」腎皮質の活性克進による組織学的変化や,(4)胸腺皮質の リンパ球破壊

の有無などのチェックが必要である。そしてまた,被験物質の免疫系へのより特異的な影響を把握

するには,少なく.と も動物の成長や食餌摂取量が被験物質によって影響を受けないような条件,す

なわち他の毒性が発現しないような条件下で実験を行うべきである.

有機錫特にジブチル錫
9~14)ゃ ジォクチル錫

15)は
選択的に,かつ著しく胸腺萎縮を誘発する (図 3.

9.7)。 この胸腺萎縮は 100 ppmジ ブチル錫含有 NMF固形飼料経口投与の場合 1週間以内で観察

され,対象群の40%に まで低下する (カ ゼイン飼料の場合はジブチル錫 5ppm含有で同程度に低

下する).しかし,正常食に戻すとこの萎縮は速やかに回復する。この萎縮現象は量依存性であり,

かつ可逆性である (図 3.9.8).

(D)組織病理学的検査

胸腺,牌臓,膝宿 リンパ節,フ ァブリーキウス嚢,副腎,肝臓,腎臓その他心臓,脳 ,性腺,甲

状腺,肺臓,膵臓,唾液腺,前立腺,睾九,子官,下垂体,消化管, 勝洸, 骨格筋, 脊椎コード,

乳腺,腋宿,お よび腸間膜のリンパ節など,重量■ll定後の各臓器は10%buFered formalinで 固定

し,組織病理学的検査に供する。 各組織切片はヘマ トキシリン (hematOXylin)―ェオシン (eOSin)

おょび PASな ど検査目的に合った色素で染色する。それぞれの詳しい手法については他の成書を

参照されたい。

胸腺は,組織学的には,主に上皮性の構造を有する細胞とリンパ球成分とから成ってお り, この

上皮性成分が胸腺内Tリ ンパ球の分化成熟を調節してtヽ る.そして,胸腺実質は薄い結合織性の被

O:DNA合 成

0:細胞生存率
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WiStar系 幼若ラット(3適齢,40～45g,雄性)は正常食 (NMF固形飼料)および
100 ppmジ ブチル錫含有飼料で2週間飼育された.左側 :対照群,右側 :投与群

図 3.9.7 ジブチル錫による胸腺の萎縮

8    1o

L壌ル_「_正常食― にジ易Å礼■―正常食J
飼育期間 (週 )

WiStar系 幼若ラット(3週齢,40～45g,雄性)は初めの4週間,100 ppmジ ブチル錫含有飼料にて飼育

され,そ の後6週間は正常食 (NMF固形飼料)で飼育された (△ :100 ppm投与群).対照群 (○)は終
始,正常食で飼育された。
・ :p<0.05,¨ :p<0.01,・・・ :p<o.ool.

図 3.9.8 ジブチル錫経口摂取による相対的臓器重量の変化
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膜と,さ らにそれから小葉間にのびた結合織によって囲まれている.こ れら結合織内には血管, ソ

プパ管,神経,組織肥満細胞,骨髄球,脂肪細胞などが認められる.胸腺実質は リンパ球が主と1,

て密集している皮質と, リンパ球が比較的少ない,tヽわゆる細網細胞ぉょび比較的太い血管の多い

髄質とに分けられる そして,髄質には胸腺特有のハ ッサ ル小体 Hassalrs cOrpusclc"ゝ 散在す

る.こ の胸線は加齢とともに胸腺実質が皮質から次第に減少ヒ́て脂肪組織に置き換えられてい く,

この生理的な退縮はさらに飢餓,感染,X線照身ま̀副腎皮質ステロイ ド剤の影響など種々の原理に

よる病的退縮が加味される.こ の病的退縮の本質的変化としては, リンパ球系細胞の減少と細網網

胞の相対的増加が挙げられる.

前述のように,ジ ブチル錫によって誘導される胸腺萎縮では特に細胞分裂の激しい皮質領域にお

けるリンパ球 (immature cells)の 消失が著しい (図 3.9.9)9～
14).し かし, この消失は程度の差は

あるが,髄質領域においても観察される。そして, グルココルチコイドの遊出増大に起因するよう

な皮質 リンパ球の破壊はみられない.ち なみに, この消失は図 39.61~示すように,細胞生存率の

低下とDNA合成の阻害が共に量―依存性であり,かつ互いに平行することから,DNA合 成の阻

害さらには細胞増殖の阻害に起因した二次的な細胞死によるものであろうと思われる.

(E)血液学的検査

動物実験では,投与実験終了直後に採取 した血液は,免疫担当細胞数の算定, リンパ球の sub―

population(末 槍血 リンパ球,胸腺細胞,骨髄細胞など)の測定,あ るいはヘモグロビンの定量など

に供す (図 392参照)、 また, ヒト血液ではT細胞とB細胞,さ らにT細胞群では細胞表面に免疫

グロプリンGを もつ TG細胞と免疫グロブリンMを もつ TM細胞の絶対数とその比率を算定する.

また,血清を用いて Technicon Autoanalyzer method(N9a)に よるglucoseの 定量,automated

phenazonediacetylmonoxime technique に よる血中尿素窒素の定量
lω
, glutamic―oxalacetic

transaminase(GOT)活 性や glutamic―pyruvic transaminase(GPT)活 性の■ll定
17), alkaline

phosphatase(AP)活 性の測定
18)な どを行う。

(F)リ ンパ球幼若fヒ反応 (LymphOcyte Transformationあ るいは blaSt01d transformation)

本反応は細胞性免疫の機能を知るパラメーターとしては最も代表的なもので,広 く利用されてい

る.通常,多 クローン性の活性化が起こる非特異的マイトーゲン (mitOgen)を用い, これに対す

るリンパ球幼若化能の程度を■ll定することによって免疫能状態を推測する。植物レクチンであるコ

ンカナバリン (COnCanavalin Ai Con A)ゃ フィトヘマグルチニン (phytOhemagglutinin:PHA)

はT細胞を,ま た,E εο′Jの細胞壁 リポ多糖 (LPS)は B細胞をそれぞれ活性化する.T細胞およ

びB細胞の両方を活性化できるポークウィードマイトーゲy(pokeWeed mitogen:PWM)も しば

しば用いられる.リ ンパ球幼若化能はリンパ球の増殖を [3H]_チ ミジンの取込み (DNA合成)で

測定する6).こ の DNA合成の増大は 24時間以後でないと起こらないが,RNA合成は反応開始 6

～8時間後に活性化するので.[3H]_ゥ リジンの取込み (RNA合成)を■ll定 し,判定する場合も

ある6)。 このリンパ球幼若化反応は再現性に富み, 標準化し得る利点を有する.金属曝露における
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増殖因子
(ds)

(B)において完全なリンパ球の消失がみられる。(Hematoド ylin―eosin,x400)

図 3.9.9 対照群ラット(A)ぉ ょび 100ppmジ ブチル錫で2週間飼育した

ラット(B)か らの胸腺皮質領域
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免疫応答修飾の検索法としても有力である.有機錫特にジアルキル錫は末槍血 リンパ球や胸腺細

胞のT細胞性マイト~ゲン (COn Aあ るいは PHA)に よる幼若化を著しく抑制する●1。
~13,1".こ

の阻害効果を細胞膜の変化から DNA合成に至る一連の生化学的初期反応を中心に,'″ υj`γθにお

いて経時的に観察すると,ま ず DNA合成や RNA合成の増大が細胞死を生じないレベル(1× 10~7

M)のジブチル錫で著しく阻害される (図 3.9.11).Ca2+取込みの増大は阻害されない.リ ン脂質の

合成増大が抑制され,特にホスファチジルイノシトール (PI)代謝回転 (図 3.912)や アラキ ドン

酸の遊出増大 (図 3.9.13)が 抑制 され るら20,45～ 5の .さ らにホスホリパーゼCの基質であるPIP2の

膜におけるオーダーリング (Ordering)力 有`意に増大し (図 3.9.14)20'62-58),か っホスホリパーゼ

A2の阻害たん自であるリポコルチンの リン酸化が抑制される (図 3.915)21'50,51).したがって, こ

のジブチル錫のもつ細胞増殖抑制作用はホスホリパーゼ活性化の阻害を中′心とした膜応答系の傷害

に起因したものであろう45,5め
.

塩化水銀で処理されたマウスにおいてもT細胞性マイトーゲソ反応が抑制される2".こ のT細胞

性傷害は,解糖系の速度制限酵素である胸腺ピルビン酸キナーゼの阻害に関連している.ま た, カ

ドミウム処理のヒトリンパ球で PHAに対する応答が抑制される23).鉛 曝露においては,T細胞性

マイトーゲン (COn A,PHA)誘 導の幼若化は影響されず, B細胞性マイトーゲン (LPS)に対す

る応答が抑制され る24)と ぃぅ報告もあれば,逆に鉛処理マウスでは Con Aや PHAに対する幼

若化が増強され,LPSに対する応答は影響を受けない とヽヽ う報告もあり25),混乱している.しか

Con A刺湯に月匈腺糸田月包

リト束l湯交月匈‖泉糸田月包

胸腺性 リンパ肉腫細胞

HeLa糸田月包

・ V 0     10-8   10-7   10-6   10-5

ジブチル錫濃度 (M)

各細胞 (1× 106cellS/m′ )は種 の々濃度のジブチル錫と24時間培養され,

[3H]_チ ミジンはハーペストの4時間前に添加された.

図 3.9.11 増殖細胞の DNA合 成に対するジブチル錫の影響
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コントロール

ジブチル錫のみ

Con Aのみ

Con A十 ジブチル錫

32P_リ ン酸 (10μ Ci/m′)で予めラベルされたラット胸腺細胞 (3× 10SCells/m′ )はジブチル
錫 (5× 10~7M)ぉ ょび COn A(5″ g/mI)の存在,非存在においてさらに5分間インキュベ
ー トされた.各 リン脂質成分の値はヨントロールを1と した比放射活性で表している。

詣fyILみ繁11ちちり,ミサ桃r彩努ガL:らず
スフアチジルセリ4

図 3.9.12 リン脂質代謝に対するジブチル錫の影響

時 間 (分 )

[1コ `C]ア ラキドン酸の遊出は 10-6Mジ ブチル錫 (△ )お よび 10-6Mモ ノメチル錫 (□ )

の存在ならびに非存在 (○ )において Con A(5μ g/m′ )刺激後,経時的に測定された。図
中の各測定値はそれぞれの時間における Con Aブド刺激の場合の値で補正されている.

図 3.9.13 アラキ ドン醸遊出に対するジブチル錫の影響

し,れ υ′υοでの慢性低レベル曝露は首尾一貫して免疫応答の抑制と関連している。臨床的には,が
んの進行度が PHAに対するリンパ球幼若化能と相関し′ており,マイ トーゲン反応低下の著しい症
例は予後不良のことが多い.リ ンパ球幼若化能は,他の免疫状態を知るパラメーターとしても利用
され得る。その一つは血清中に存在する免疫抑制因子の存在を検索する方法である.例えば担がん
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PI―PC

PIPl―PC

PIP2-Pc

PS― PC

PC

PI

PIPl

PIP2

PS

100(P Pcl)/為

40      60

DPHを 含む各リン脂質ベシクルはジブチル錫 (10-`M)の 存在,非存在において 25° Cで
5～7分間インキュベートされた.メ ンブレンオーダーは luorescence plarizatio■ によっ

て測定され,各測定値の変化の割合 100(P― P。)/P。 として表わされている.すべてのリン

脂質ペシクルは総量として 』8μg/m′ のリン3ヨ質を含む.混合ベシクルの場合,PCに対す
る各リン脂質の比は 1/2で ある.

図 3.9.14 種々の リン脂質ベシクルのメンプ脇ンオーダーに及ぼすジブチル錫の影響

012345

時 間 (min)

(● )コ ントロール,(0)fMet― Leu― Phe,

(Δ )ジ ブチル錫十fMet― Leu―Phe

''Pで 予めインキュベートされた好中球はジブチル錫 (10~'M)の 存在, 非存在において

fMet― Leu―Phe(lo-3M)で刺激された。3,P_ラ ベルされたリポコルチンは全身性紅斑性狼

療 (syStemic lupus erythematosus,SLE)の 患者の血清によって免疫沈殿する。

図 3.9.16 リポコルチンのリン酸化に及ぼすジブチル錫の影響
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こ
==PIPl =ゴ= PIP2

CDP― DG―   PA― DG

トロンポキサンA2

プロスタグランディン12

図 3.9.16 リン脂質代謝回転および Ca2+動員と共役する情報伝達系

に伴う免疫抑制因子の出現が報告されている2の .他の一つは Con Aに て前処理された免疫担当細

胞のリンパ球幼若化反応に対する抑帝1能を測定することに使われる.例えば,マイトーゲンである

Con Aは末槍血単核細胞と培養することにより,非特異的な免疫抑制作用を有す る細胞を誘導し

得る.すなわち,免疫抑制能活性の獲得をチェックすることができる。以下に,一般的なマイトー

ゲン誘導によるリンパ球幼若化反応の実験例を示す。

試験管に (3)(b)(p.126)の ように調整した リンパ球浮遊液を 1～ 5× 106 cellS/m″ 入れ, マイ

トーゲン (PHAの場合 :10μ g/m′,COn Aの 場合 :5μg/m′)を加え,37° C,5%C02イ ンキュ

ヽ―ター内で72時間培養する.培養開始より48時間後,lμCi/m′ の [6-3H]_チ ミジン(5.O Ci/rn

憩ol, RCC Arnersharn,England)を 加え,さ らに24時間培養する。培養終了後, リンパ球は

AcFOdiSC nlter(1.2mμ ,Gilson社 )付注射筒で吸引採取するか,またはセルハーペスター(ミ ニマ

ッシュ AM 78,Dynateck社 )でガラ
^フ

ィルター上に吸着させる.lo%ト リクロル酢酸 (TCA)

で細胞を洗浄後,0.6m′ の S01uene-350(Packard社 )お よび 5 rnJの Dirnilume-30(Packard社 )

のシンチレーターで均一融解した後,液体シンチレーションカウンター (PaCkard社 )で,その放

射活性を■ll定する。
.

また,微量培養のためにはマイクロテス トプレー ト (Falcon社 )の小穴 (well)中 に 4× 105

cells/o.15 rn′ のリンパ球浮遊液を分注し,試験管法と同じ条件で 72時間培養する.微量化の場合

のマイト_ゲンの至適濃度は,PHA(PHA― P,DifcO Lab.,Detroit,Mich.)で 5 μg/well,COn A

(Nutritional Blochemicals Corp.,Cleveland,Ohio)で 2 μg/well, LPS(Difco Lab。 ,Detroit,

Mich.)で 0.25 μg/wellで ある。また,[6-3H]=チ ミジンは wellあたり 0.25μ Ci/20μ′medium

を加える。

島
―
―

恥
―
，

ＩＰ
‐

リン脂質―ご生一アラキドン酸

ロイコトリエン

プロスタグランディン

ホスホリバーゼA2
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(G)混合リンパ球培養 [mixed lymphOcyte reaction(あ るいは Culture);

MLRあるいは MLC]

本反応は同種のリンパ球を混合して培養すると,主としてT細胞が他方のリンパ球上に存在する

抗原を認識して幼若化を示す反応である この同種抗原はヒトでは遺伝的に HLAの D-locusに

より支配を受けている。また,マ ウスでの組織適合抗原は H-2である.ヽlLRの 手技は当初無処置

のままリンパ球を混合して行われていたが (tWO― way),こ の方式ではどち らが刺激を与え, どち

らが刺激を受けて幼若化を示すのか半」定することができないため,一方のリンパ球を MitOmyCin C

処理やX線照射して反応をとめて stimulator cellと し,他方を responder cenと して用いるのが

普通である.

金属曝露における本反応への影響をみると, カドミウム処理のヒトリンパ球において同種異形の

MLRが抑制され23),塩化水銀処理のマウスにおいて MLR応答が抑制される22)ま た,鉛におい

ても抑制がみられる (表 3.9.3)24).以 下に動物を用いた MLRを紹介する.

H-2組織適合因子の異なる2種の純系Aお よびBマ ウスの1卑細胞をとり出し,それぞれの One―

way MLRを行う.牌細胞の浮遊液調整は別の項を参照されたい。Aマ ウス牌細胞のBマ ウス牌細

胞に対する one―way MLRで は,Aお よびBマ ウス牌細胞 (15× 106 cellS/0.25m′ )をそれぞれ

2本ずつ,ま た,Bマ ウス牌細胞のAマ ウス牌細胞に対する One¨way MIンRでは同濃度のBお よび

Aマ ウス牌細胞をそれぞれ 2本ずつ培養試験管に入れる マイトマイシン C50μg/01m′ を加え,

よく混合してからキャップをきつく締めて 37° C,30分加温する.加温後 5m′ のハンクス液を加

え, よく混合した後,1000 rpm,10分 間遠心し,上清を捨てる.こ の操作を再度繰 り返して細胞を

洗 う.上清を捨てた後,完全培養液 (RPM11640)を 31p′ ずつ加え, これに 15× 106 cel｀ /0.25m′

の反応細胞を加え,混合した後,キ ャップをゆるくして 37・ C,80%湿度,5%C02イ ンキュベー

ターにて72時間培養する.培養終了24時間前に各培養試験管に lμCiの [3H]_チ ミジンを加える

培養終了後,セ ルハーベスターでガラスフィルターに細胞を吸着させ,液体シンチレーションカウ

ンター (PaCkard社)で,その放射活性を測定する。

(H)ロ ゼ・ット形成能 (Rosette Formation)

リンパ球が異種動物の赤血球と結合してロゼットを形成する反応である.

胸腺 リンパ球のほとんどすべてがロゼット形成性であり,特にヒツジ赤血球 (SRBC)と のロゼ

ット形成率は末槍血 リンパ球に比べて著 l″ く高い.そ して,① ソンパ組織の胸腺依存性部位にその

性質をもつ リンパ球が局在すること,② T細胞の特異的マイトーゲンである PHAに反応性のリン

パ球がロゼット形成性であること,③細胞表面に免疫グロプリン決定基や補体レセブターをもつ リ

ンパ球 (B細胞)と は別の populationの リンパ球であることなどから,本反応は大局的にはT細

胞の性質を反映しているといえる

このリンパ球と赤血球との組み合わせはヒトおよび動物の種類によって異なる.例えば, ヒトの

リンパ球とロゼットを形成するのは何も SRBCに限らない.サル, ヒト (Bromelain酵 素処理し
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表 3.9.3 動物の免疫機能に及ぼす金属の影響

細胞性免疫 影  響

J"υルο                  ジブチル錫    鉛    カドミウム    水銀

・遅延型過敏反応 (DTH)

a)ツ ベルクリン反応            +     +      +
b)接触性皮膚炎                    +      十      +

・同種異系移植片拒絶反応           十

移植片対宿主反応              キ

ιJsι ″滋
"ο"ο

σノοg′
"ο
S               +

感染に対する抵抗性

・細胞障害能                        +      十

f″ υj′″ο

,マ イトーダン (PHAお ょび Con A)     +     士      十       +
によるリンパ球幼若化反応

混合 リンパ球培養による                  十      +       十

リンパ球幼若化反応 (MLR)
モルそット赤血球を用いる           +
ロセット形成能

体液性免疫

′″ ′,υο

SRBCに 対する胸腺依存性抗体産生      +
`ユ ごο″ LPSに 対する胸線          ―

非依存性抗体産生

′″ υJ`「ο

SRBCに 対するプラーク形成 (PFC)     一     +      十       一

・マイトーゲン (LPS)に よるリンパ      ー     士

球幼若化反応

炭素粒子に対するマクロファージの食作用      一     ±      ±

たもの),イ ヌの赤血球がかなり高い反応性を示し,モルモット,マ ウス, ウサギ, トリの もので

も程度は弱いがロゼットを作る.ま た, ラットリンパ球ではモルモット赤血球がよい.以下に,基

本的な試験管法を紹介するが,微量化する必要のある場合にはマイクロプレート法
27,23)をお勧めし

たい.

リンパ球浮遊液 (5× 105 cellS/o.lmJ牛 胎児血清)と SRBC(2× 107 cclls/0.lm′ 牛胎児血清)

とを同量混合し,室温ないし 37° Cで 5分間反応させた後,200× ′で 5分間ゆるく遠沈し,試験

管をそのまま 4° C冷蔵庫あるいは氷水中で 1時間 (あ るいは実験 の都 合 で Over night)静 置す

る。上清を捨て,牛胎児血清 0.lmJを加えて Celi pektsをゆるやかに再浮遊させた後,0.1%ト

ルイジンブルー溶液 1滴を加える。表面に SRBCが 3個以上結合している有核細胞をロゼ ット陽

性細胞と判定し,試験管あた りの有核細胞総数 100個 に対するロゼ ット形成細胞数の比率を算定す

る.こ のとき, トルイジアプルーを加えるところで,浮遊液をスライ ドグラスに 1滴とって同時に

塗抹標本を作り,Giemsaあるいは perOXydase染 色して,非 リンパ球細胞 (主 として単球)の混入

率を算定してお くと,次式に従って全 リンパ球に対するロゼット形成 リンパ球の比率 (%C)がより
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正確に算定できる。

C=100-B× 100

A(%):ロ ゼット陽性細胞,3(%):リ ンパ球以外の細胞の混入

一般に頻用される比重遠心法で得られた リンパ球 preparationに ,ま単球が混入している (健康正

常人血液中の リンパ球と単球の比率は 6:1ぐ らい).がん患者などで リンパ球減少症があれば,さ

らにこの単球の比率は無視できない.したがって、正確に
'ン

パ球中のT細胞の比率を算出するた

めには,混在するリンパ球以外の細胞を差引いて算出する必要がある.

ロゼ ット形成は 37° Cだけの反応では良い結果は得られず,低温 (4° Cあ るいは氷水中)での反

応を併用する ただし,赤血球と混合後,直ちに低温にするよりも室温ないし 37° Cで 5分ほど置

いた方がよい また,培養液は生理食塩水(Sahne)あ るいは血清 (牛胎児血清 i fetal Calf serum,

FCSが ょい)を用いる 欧米では一般に生理食塩水で良い結果を得てい るが,本邦ではむしろ血

清を使用した方が良いという報告が多い.いずオ1にせよ,血清●存在は反応を安定化させるようで

ある.

ヒト胸腺細胞を用いた
'″

υ′″θでの有機錫曝露実験では,ジ プチル錫 0.5μg/mι,あ るいはジオ

クチル錫 12 5μg/m′ の濃度 (こ れらの濃度は Cell viabilityに 影響を与えない)において,SRBC

とのロゼ ット形成が著しく抑制される。また,100 ppmジ ブチル錫含有 NMF固 形飼料で 1週間以

上飼育したラットからの胸腺細胞のモルモ ット赤血球とのロゼ ット形成も,対照群の 1/2以 下に抑

制される (表 398)10'13)

(1)リ ンバ球内の酵素活性の測定

リンパ球の細胞内代謝,と りわけ酵素系に異常があれば,その結果として リンパ球の分化,成熟

あるいは免疫機能が障害されるであろうことは十分予想される.し たがって, リンパ球の機能を酵

素活性でもって測定し,診断パラメーターに応用する 原発性免疫不全症が リンパ球の adeno雨 nc

deaminase(ADA)活性欠損を伴 うこ とi~着 目し, この AI)A活性
2■ 3"と purine nucleoside

phosphorylase(PNP)31,32,33)を 測定する.臨床的には肺がん患者からの末檎血 リンパ球 ADA法

性は健常者に比し低 く,PNP値 は高値を示す。また,ADA/PNP比 にて両群を比較すると,担が

ん患塔群では著 しい低値を示す.両酵素の活性化の意味するところは今後の検討が必要 とされ る

が,免疫能パラメーターの一つとして用いることができよう.

有機錫曝露の場合,jη υ
'υ

ο(例えば,ラ ットにおけ る 100 ppmジ ブチル錫, 1週間以上の経口

投与)お よび ヴκυゲrγθ(リ ンパ球と 10~7～ 10-6Mジ ブチル錫との培養)の実験にお いて,胸腺細

胞ならびに末拾血 リンパ球の ADA活 性は, ともに対照群の 1/2以下に低下する.

(J)遅延型皮膚反応 (Delayed‐ Type Hypersensit市 ity;DTH反応)

本反応は細胞性免疫能をチェックできる代表的指標の一つで,その手技の簡便さから広 く用いら

れている。前感作を要するものとして代表的なものに dinitrochlorobenzene(DNCB)に 対する接

触性過敏反応がある。本反応は定量性に富む利点を有するが,判定までに 2週間を要すること,局
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所における副作用 (疲痕および色素沈着)を残す欠点がある.臨床的に DNCB皮 膚反応の測定は

がん患者などの予後の推察に役立 つ.他 に ツベル ク リン (PPD),Candida,mumps,SK―SD,

dermatophytonな どの recall antigenに よる皮膚反応がある。しかし, これら recall antigenに

対する生体の反応性は自然感作の程度にも影響され,一様ではない.したがって,現在のところ細

胞性免疫能の把握には DNCB反 応と共に recall antigenを い くつか組み合わせて施行し,総合

半」定する方法がとられている。そして, これら反応の程度が免疫療法剤による反応効果や予後と相

関することから,それらの判定に利用される.こ の DTH反応は金属曝露における免疫応答修飾の

評価l~も 利用することができる (表 39.3).ジ ブチル錫やジオクチル錫の よ うな ジ アルキル錫は

100 ppm,1週間以上の連続経口投 与でラットに著しい胸腺萎縮を誘発するが, このとき DTH応

答を始め皮膚移植片拒絶反応,移植片対宿主反応 (graft versus host responses),T細 胞性マイ ト

ーダンによる幼若イヒ反応などTリ ンパ球介在性の免疫応答が著しく抑制される 〔表 3.9.3(p.136)〕

ヵ ドミウム曝露を受けたマ 1'ス てti DTH応 答の開始が阻害されるが,進行中の DTH応 答 も抑

俸,さ れる。4).ま た,鉛処理のラ ットやマウスに
'ご

いてもこの DTH応 答は抑制される.

また,鉛,金,銀,白金, カ ドミウム,水銀,ニ ッケル, コバル ト, クロムなどの金属はそれ自

体で接蝕性皮膚炎の過敏症を誘発する35).

一方,感作を要せず,簡便にかつ反復して宿主免疫能全般を矢口る方法とし́て,,PHA皮膚反応が

ある T細胞の非特異的な nl■ogenで ある PHAは皮内注射 24～ 48時間後に紅斑および硬結径が

ビークを示す皮膚反応を生じる.本反応も他の細胞性免疫能パ ラメー ター (リ ンパ球幼若化能 ,

DNCB反応)と よく相関した動きを示す。そして,臨床的にはがんの進行度や予後の推察に役立つ

が,金属による免疫応答修飾の把握にも利用できるものと思われる.以下に動物実験において頻用

されるツベルクリン遅延型過敏反応についてその実験例を紹介する

ツベルクリンに対する遅延廻過敏反応 (Delaycd¨ Type Hypersensit市 ity to Tuberculin)

雄性 WiStar系 ラット■1雌性モルモットを被験物質を含む試験飼料で 3週間飼育した後,完全 H―

3=Raア ジュ″:し/卜 (Dinco LaboFatOries,Detro資,Michigan)の 0.lm′ を うしろ足裏の膨らみ

lfoOd pad)に 皮下注射し,前感作を行 う
。6)そ して,遅延型過敏反応はツベルクリン (PPD)の

皮内注射によって試験する.すなわち, ラットの場合は実験開始より 5～ 6週間後に PPDの希釈

液 0.llnノ 中 10 μgで, また,モ ルモ ットの場合は 5～7週間後に PPDの 2.5 μgでそれぞれ皮

膚テス トを行 う。皮膚反応の腫脹 (直径や厚み)は PPDテ ス トの 24お よび 48時間後にカリバー

(Caliper)ぁ るいはノギスで測定する.実験終了後,動物を居殺し,胸腺,牌臓, 副腎, 活性化し

た膝窺 リンパ腺などの重量を測定する.そ してまた皮膚反応部位を採取し,組織病理学的検査に供

する.

本反応は,細胞性免疫能をチェックするために れ υ
'υ

Oにおいてよく使われる検索法の一つであ

る。この遅延型アレルギー反応には,T細胞 とマクロファージが関与する。抗原を認識したT細胞

は二次感作の際に増殖 t´ ,MIF(macrOphage inhib■ ory factor)を 放 出す る。この放出に よっ

3  イ手
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て抗原注射部位に集まってきたマクロファージが血管から滲出し,周辺組織を破壊する.そのため

に発赤,腫脹が生ずると考えられている。

(K)同種異系移植片拒絶反応 (A1lograft ReiectiOn)

近親交配の Wistar(WAG)お ょび (WAG× B)Flハ ィプリッドラットを用いる.二つの供与

体として WiStar(WAG× B)Flハ ィプ リッドラットからの尾―皮膚移植片をジエチルエーテルで

麻酔した受容体の WAGラ ットの尾移植床に移植する37).二 っの系統間の皮膚同種異系移植片は

およそ10日 後に拒絶されるので, この親である WAGぉ ょびB系統は一つの重要な組織適合性部

位で明らかに異なる.さ らにこの拒絶過程の検討をより容易にす るために, 自己移植片を移植す

る。動物が移植片を取 り除かないように グラスチュープを尾にはめ, 3日 後に取 り除 く.移植片の

状態を毎日立体顕微鏡で観察し,首尾よく移植できた移植片に対する同種異系移植片拒絶反応の時

間を測定し,二つの同種異系移植片に対する平均まE絶時間を算出する.

(L)標的細胞障害試験 (CytOtoxicity)

細胞性免疫能を検索する方法の一つである 理想的には特異抗原をもつ細胞に対する免疫担当細

胞の特異的細胞障害能を■ll定できればよい.171えば,生体のもつがんに対する抵抗力を的確に知る

にはがん細胞を標的とする細胞障害試験が最 も有効である.しかし,臨床的にがん特異抗原が十分

判明していない現状では■ll定不可能である.し たがって,生体のもつ非特異的な細胞障害能の測定

に頼らざるを得ない.現在,主に免疫能パラメーターとして使われている細胞障害試験としては,

表 39.1(p.123)の ように三つに分けられる。その中で,natural killer(NK)細 胞およびマクロ

ファージによる非特異的細胞障害試験が最 も注目されてお り,生体防御機構における多 くの情報を

提供している.ヒ '卜 NK細 胞は末槍血および牌に主として存在し, インターフ ェロンの調節を受

け,免疫学的監視機構を担 う重要な細胞である。一方,マ クロファージは細胞性免疫反応において

重要な働きをするT細胞分泌の リンホカイン,な らびに種´々の細菌製剤などにより活性化され,抗

腫瘍性を獲得し得る.

他に,細胞障害性試験とtン て,抗体依存性細胞介在性反応 (antibOdy dependent cell mediated

cytotoxidty:ADCC)お ょびマイ トーゲン (PHA)依存性細胞介在性反応がある。前者の ADCC

は抗体に感作された細胞が Fcレ セプターを保有する細胞により障害を受ける反応である38)す な

わち,ADCCは Fcレ セプターを介するものであ り,貪食細胞 (単球―マクロファージ)な らびに

,ン パ球 subsetの 一つである null cellが 担当細胞 (K細胞)と されている.こ の反応はがA.患

者や全身性エ リテマ トーデス (SLE),慢性関節 リウマチ (RA)な ど自己免疫疾患において低下す

る。後者の PHA依存性細胞障害反応はT細胞と adherent細胞との関与が示唆され,がんの進展

につれて低下する`以上のように,例えば,がん細胞を標的としての細胞障害反応 を考 えてみて

も, この反応は担がん生体の免疫能の変動を抗腫瘍活性という面から把握し得る点で重要である.

しかし,細胞障害性反応は■ll定法の段階で標的細胞の選択,免疫担当細胞の調整法などの因子によ

って影響を受けることから,い くつかの解決すべき問題を残している。
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金属曝露によるこの反応への影響についてはカ ドミウムや鉛でよく検討されてお り,カ ドミウム

処理マウスでは肉lriが ん細胞に対するマクロファージ介在性の細胞障害能が著 し く低下 してい

る3".逆に,鉛処理マウスではマクロファージの貪食活性そのものは著しく低下するが,同種異系

のがん細胞に対する細胞障害能は変化 t′ ない4。).そ して鉛曝露マウスでは,MSV―あるいは MSB―

誘導がんに対する細胞障害能はむ L´ ろ増大する 〔表 3.9.3(p.136)〕 `・ .

この細胞障害能の活性増大はおそらく初期がんの増殖増大と関連する抗原表現の増大に起因した

ものであろう。

(1)胸腺あるいは末槍血 リンパ球 (2.5X105 ceHs/0.05m′ )に 0,05m′ の抗T血清 (実験群)

あるいは正常 ウサギ血清 (対 照群)を混合し,37・ C,10分 間培養 lン た後,さ らに補体としてモ

ルモ ット血清を 0.01m′ 加え 30分問培養する.0.5%ト リバン青染色法により染色細胞 (死細

胞)の割合を算定し,次式を用いて細胞障害率 (cytotOXiC index)を 算出する.

cl∽ 』     望 とЮ0

(2)一般的には 51cr遊
離試験法を利用する.すなわち,あ らかじめ標的細胞となる細胞を S'Cr

で標識 (51Crを取 り込ませる)し ,_Nlunc社製U型マイクロプレー トのウェル内で, 104個 の

標的細胞と 50× 104個の検討したい細胞 (エ フェクター細胞)と を 0.2m′ 'の 10%牛胎児血清

加 RPM1 1640培 養液中に混合したものを,guardruplicatcず つ作 り,8～ 12時間 37・ Cで培

養後,標的細胞から,放出された 'Crを含む培養上清を Ttter― tec社 の Supernatant Col‐

lection Systerllで採取し, ウェルタイプガンフマカウンターで■ll定する.標的細胞からの 5:cr

の自然放出 (SpontaneOus Release)は 標的細胞を試験用培養液とのみ培養したものから, ま

た,最大放出 (Maximunl Release)は o.5%NP-40と 培養 した ものか ら得 る.Percellt

CytotOxicityは 下記の式によって計算する.

検索目的によって異なるが,標的細胞には種々のがん細胞, 自己自血病細胞,マ イ トーゲン

により幼若化した リンパ球などが用いられ, また,エ フ ェクター細胞には natural kiner細

胞,マ クロファージ,K細胞などの免疫担当細胞が用いられる.ま た,標的細胞の免疫学的な

意味での感受性をみたいときには,それぞれの試験において標的細胞の HLAタ イプが明らか

になっている場合には抗 HLA抗 体を用いた ADCC反応を, また不明である場合には抗 ヒト

リンパ球抗体を用いた ADCC反 応を併せて検討する.

Percent CytotOxicity

=                              ×100

(M)抗 体産生能 (AntibOdy Formation)

プラーク形成細胞試験 (Plaque fOrming cell assay:PFC Assay) 被験ラットに20%ヒ ツ

ジ赤血球 (Sheep red b100d cell;SRBC)浮 遊液の 0.5m′ を実験終了日から数えて5日 前に i.p.



/
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投与し,感作する,AIsever's solutionの SRBC浮遊液は 3度洗浄する.一次の直接 (おそらく

lgM)PFC反応は,」erneぉ ょび Nordinの 方法41)に
従って測定する。まず,膊臓の重量を測り,

それを一定量の c01d Eaglご s mcdium中 でハサミで細XFrす る.こ の組織細片を 225μ のステ 1/

レスメッシュ (あ るいはナイロン節)に 通した後,さ らにこの細胞浮遊液を25-ゲ ージ針の注射筒

で吸引して細胞の塊を除く。細胞浮遊液は Eagle's mediumで 1/10お よび 1/40に希釈し,梓臓

あたりの有核細胞総数を計測する.そして,Eagle's mediumと 1`4%ア ガロース生理食塩水溶液

との等量 (0.75 mJ)混 合溶液を 6cmデ ィスポーザブルペ トリ皿のグルの下層に分注する、そし

て,l rn′ の 1.4%ア ガロース生理食塩水溶液,lm′ の Eagle'3 medium,o.09 mIの 20%SRBC

浮遊液および 0.l m7の 希釈膵細胞浮遊液を含む試験溶液を二つのプレートの上層に十分に満た

す。このプレートを 37°Cで 1時間培養した後,新しく 1/20に希釈したモルモット補体を ln】 J

加える.さ らに室温で 1時間培養した後, プラークを計測する。そして,諄細胞の l X 106個ぁた

り,あるいは全牌臓あたりの直接 PFC数を算定する.

本反応は SRBCな どの特異抗原で動物を惑作 t´ , その感作動物から得た牌細胞中の特異抗体産

生細胞の数を計測するものである。この方法では主に IgM抗体産生細胞を検出できる.抗 IgG抗

体を用いれ′ば IgG抗体産生細胞も検出でき,抗体産生の二次反応に適用できる.ま た, T細胞依

存性抗原 (SRBCな ど)と T細胞非依存性抗原 (IンPSな ど)のそれぞれによる PFCを 比較すれ

ば,被験物質のT細胞に対する影響の違いをより浮き彫 りにすることができる.

本反応に対する金属曝露の影響は鉛,カ ドミウムなどで現れている 〔表 3.93(p136)〕 鉛でtま ,

Jκ υ
'τ

Oの抗体応答は変化しないが,れ υ,″θの P「C応答は抑制される4".カ ドミウムて0ま Jκ υr″θ

の一次 PFC応答が同じような実験条件下で抑制 され るという報告
4の と,逆に克進するという報

告`｀
44)が

ぁり,議論の余地が残されている.有機錫:■ 13)ではほとんど PFC応答は影響を受けず,

また,水銀2つ も高濃度でない限 り影響を受けない.

(N)Fれ υゴυο食作用 (Carbon clea■ance)

コロイド状の炭素浮遊液 (11/143a,Gullther Wagner,Pё likan Werke Hannoverl Germany)

を 40 ing/m′ に希釈し,それを体重 100gあたり20 mgの用量でラット尾静脈に注射する.5,10,

20分後,ジ エチルエーテルで軽 く麻酔したラットの retro―orbital plexusよ り20μ′の血液を取り,

これを 2 mι の蒸留水に移す。そして,比色計の 650 nmで cPtiCal densityを 測る。その後, ラ

ットを屠殺し,体重および胸腺,牌臓,肝臓の各臓器重量を測定する.食作用 index Kは Blozzi

の式を用いて計算する.

X=[10g(OD)1-log(OD)2]/レ 2~`1]

OD郷 :時間 ′.における Optical density

食作用 index;α :体重および臓器重量の差で補正する.

α=(7/″ιO×力1/3

3.9 金 属  141
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7:体 重

″LS:肝臓 と牌臓の重量和

本反応は
'π

υグυθにおける炭素粒子のクリアランスによってマクロファ_ジの食作用活性を■ll定

するものであ るが,ジ アルキル錫曝露の場合は全 く影響が現れなかった 〔表 3.9.3(p.136)〕 .すな

わち,生後 2日 より週 3回 7週間,ジ オクテル錫を 0,5,15 rng/kgの用量で胃内投与したラットで

は,食作用 indcX(補正値)は コン トロール群の値と全 く同じであった。マクロファージ機能に対

する他の金属曝露の影響をみると,鉛では食作用活性が著しく抑制される4の
とぃぅ報告もあるが逆

の報告もあり, この領域に関しては混乱している カ ドミウムにおいても全 く同様で,その効果は

無作用から活性増大あるいは抑制へと広範に変動する.こ の理由として,マ ウスやラットの腹腔内

マクロファージの貪食能は
'π

υ′υοでの化学物質や薬物の乱入に対して非常に感受性が低 く, した

がって,免疫毒性試験に用いるには感度が低すぎるかもしれないことが挙げられる.

おわ りに

“免疫毒性"と いう概念は金属を含めて化学物質による免疫系への有害影響を研究する分野として

形成されつつあるが, ヒトにおいてそれぞれの免疫応答における進行状態を的確にしかも特異的に

把握できる試験法はいまだ十分には確立されていない.したがって,現状ではここに挙げたい くつ

かのノくラメーターを組み合わせて施行 してゆ くことが必要である。そしてまた,今後の課題として

新しいより特異的な免疫能パラメーターの開発ならびに確立が要求される。そして,さ らにそれぞ

れのパラメークーから産出されるデータを蓄積すると共に, こたらのデータを解釈できる学問体系

を確立してゆかねばならない。
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