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結核症の結核苗及びチモシー薦抗原に対する

沈降反応に関する臨床的及び実験的研究

第3報 結核菌及 びチモ シ…一・菌沈降反応抗原の

化学的成分に関す る実験

東京大学伝染病研究所第八研究部(主 任 美骨 義夫教授)
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緒 言

結核の血溝学免疫学的診断法 として幾 多の抗原が考案

案出され実験 されているが,そ れ 等は総 べて臨床的 また

は動物実験的 に行われ た結果成績 についてのみ論せ られ,

その抗原の如何なる因子が主た る作用機転 を営んでい る

か とい うζとについて,一 つの抗 原を追求 した研究 を余
ジ ゆ

りみない。殊 に結核沈降反応 では結核菌体 の各種抽出液

を抗原として用いてい るが,臨 床的に結核患者血潜 につ

いてのみその抗原の特異性を論 じてい るに過 ぎず,さ ら

に動物実験並 びにその抗原の化学的成分 について追求 し

たものは殆ん どない○ もつ とも結 核菌体及 び非病原性抗

酸性菌体の各種分謝の化学的成分 について の 研 究 はD

Hammerschlag及 びWey工 な どを始め とし,Anderg登R

その他多数の学者が優れた発表 をな してお る¢ これ らの

業績からみれば細菌菌体の化学的威分研究 では結捜菌に

ついて最 も多 くの知見が得 られ ているといい得 る。 しか

しその成績は甚 だ一致 を欠 いてい るざ これは培養の条件

又は菌株な どの因子が重要 な役割 をす るものの如 く,た

とえ同一人によつて反復せ られて も同一成績 を得 ると限

らず,こ の種笑験の困難 さを患わせ るに充分である◎一

方結核菌体化学的成分 の生物学的性状 も幾多論ぜ られ実
ノ お

験されてい るところであるo

著者はこれ迄(第1,2報)Schlessbergerの 法 によ り

結核菌及び非病原性抗酸性菌 チモシーの アソチホル ミソ

浸出液を抗原 として,臨 床的 に結核患 者血清 その他多数

の人血溝について沈降反応 を試み,両 抗 原の差違並 びに

結核血清に対す る共通性,特 異性 を論 じ,ま た動物実験

的に両抗原の交叉免疫学的性状 を論 じて きたが,両 抗原

の優劣差違は浸出抗原 の菌体化 学的成分 の含量差違 によ

り生ずるもの と考え,如 何 なる因子に よる もの なるか を

可能な範囲内において追求 してみた。結核菌 々体成分 と

して水分の他,乾 燥物質 と しでは脂質 ・蛋 白質 。含水炭

素 ・灰分が挙げ られ てい るが,浸 出溶媒 として本抗原は

アンチホル ミソを用いた ので,ア ルカ リ溶液 に溶解浸出

されるものは主 と して蛋白質な るものと考え,結 核菌及

びチモシー菌 のア ソチホル ミン浸出抗原}こついて各種蛋

珀呈色反応 を試み,さ らに両抗原の総 窒素量 を測定 し両

抗原 中の蛋白含量 の差違によ り,結 核菌抗原 とチモシー

菌抗原 の異同 を比較研究 してみた○

実験方法並び に成綾

結核菌及び チモ シー菌のア ソチホル ミン浸出抗原につ

いてつ ぎの如 き実験を行 い定牲並びに 定 量 試 験 を試み

た。

ひ3定 性 試 験

1)蛋 白現色反応

のBi"xet反 応

結核菌抗原,チ モ シ ー 菌抗 原沓 鋤 に苛 性 曹達液

(2N)2ecを 加 えた後,稀 硫酸鋼液(1%)を1滴 宛滴下

しつつ振撚 対照 と して アンチホル ミン液3eeに 同操作

を行い しものを澄 くとき,.両 抗原 ともに対照青色に比 し

紫冑色を呈 し蛋 白陽性反応 を示す鶏

b)M1恥 雄 反応

結核菌sチ モシ{菌 両抗原各3eeにMm鑓 の試薬

を等量加 えると白色沈澱 を発生,暫 く放置す るかまたは

60～7びCに 加熱す ると,一 部煉瓦赤色 を呈 し弱 き蛋白

陽性反応 を塁す◎

試薬添加後加 熱 せ ら れた際に溶液 は酸挫なるを要

しン原液 アルカ リ性 なるたあ濃硫酸1滴 翫加えるを

要す。

本反応 はTyroginに 因るもの ときれ る燈

のM◎ ユ励h試 験

結核菌,チ モシP菌 両 抗 原 約 勧 に 伽Naph癒 撮一

AikOho工 溶液Gタ の £～3滴 を湘 え湿和 した後,試 搬管

に沿 うて静か に純濃硫酸約 鋤 を加 え璽盤す ると,両 液

接触層 に淡い紫赤色の色環 を生 じ弱陽性 を呈す登

本反応は本来糖質 の一般反応に属す るもの とき鵜

蛋 白質中 に存するA磁 難○糖 に因 るものであつて蛋

白の存在 と共 に僅かながら糖質の存在 を知 る。

2)蛋 白沈澱反応

a)煮 沸試験

結核 菌,チ モシー菌抗原 を酷酸 で中和後,加 熱煮 沸す

るも認 むべ き混 濁沈澱を生ぜず◎すなわち対熱凝岡性 蛋

白は認め られないO

b)SulfvsalieyX酸 試験

～11-一 一
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両抗原に酵酸 を加 え,中 和 してSUIfogaMayI酸 溶液

(2⑪%)を 加 える も白濁せず陰性 を示す"

3)糖 質還元反応

a>F"hlime9試 験

F曲 蜘gの 試薬3ee宛2本 の試験管に採 軌 予 め煮

沸 してその変化 しない ことを確 めた後,一 方には結核菌

抗原 を欝他方 にはチ{シ 鼠菌抗原 を数滴加え加熱 を持続

す るもCeqQの 赤色沈澱を発生せず,還 元 性糖 の存在 を

認めず陰性 を示す◎

りB燈 憩di虞 反応

}艶瞭 望減 の試薬5ee宛2本 の試験管に採 り,一 方 に

は結核菌抗 原,他 方 にはチモ シー菌抗原各十数滴 を滴下

し1～2分 開強 く煮 沸 した後,放 置 し自然 に冷却 せ しめ

る も珂等洗澱 を生ぜず反応陰性を示す。

のNyユ 鋤dα 反応

両獺 液3碗 にNyla漁 試難 ÷量宛厭2～

5分 問煮沸 した後,放 置ずる も反応陰性に して還元糖 の

存 在を認 めない。

以 上結核菌抗原及びチモ シー菌抗原の定惟試験 の結果

は次表 に示す(第1表)。

第1表 菌体 浸出抗原 の化学的成分定性 試験

試幅 一 逝 原 陣 亥菌捌 チモシー菌抗原

本抗 原は菌体50瑠 に対 しアンチホル ミソ1ecの 割

すなわち597翅 の濃度にて浸撮 した もの故,浸 出苗体

量 に対す る抗 原総窒素量 をgmmpereentに 換算する

と次の如 き値 となるe

結 核 菌 抗 原1.179%
{
チモ シー菌抗原O.666%

2)つ ぎに結核菌及び チモシ・・菌両 菌 体 の総窒素量並

びに浸幽残渣菌体 の総窒素量を測定 し,そ の差によりア

ンチホル ミン浸 田操作における菌体蛋白窒素喪失量を求

め,浸 幽抗 原中に含まれ る菌体蛋 白窒素量 とを比較検討

してみた◎

さらにまた浸出抗原透 析液 の総窒素量を濁定,前 記浸

出抗 原の総窒素量 と比較 して,抗 原透析操作による窒素

分含量 の変動 を検 討 してみた結果,次 表 の 如 き値を得

た(第2表)◎'

第2麦 結核菌及 びチモ シー菌々体成

分窒素定量値(grampercent)

譜 全菌体欝:鍵 轟 抗嚇 抗原

蟹色憶 濾 α 反応

白反lM川 鱗 殿

麟M・ ユi紬反応
§

(+)

(+)

(+)

結 核 薗14・922%12・089%

チ モ シ14 ,186%12,921%爵薦{

2,833%

…

L265%i

…

1,179%

0,666%

…

0,325%

0,203%
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結核菌及びチモ シー菌 のアンチホル ミソ浸出抗原は以

上の如 く蛋白反応 を呈 し,菌 体の アルカ リ可溶性蛋 白が

主成分 をなす ものと思考,両 抗原申の総窒素量をPar-

taasの 法 を用いて測 定実験 してみた。

ユ)結 核菌抗原,チ モ シー菌抗 原各leeをKjeldah1

の小酸化 隷ルペソ3本 宛採 り,酸 化剤(純 濃硫酸2ec並

びに銅加 星一小尖刀量)を 加え,酸 化装置 して小火焔に

て加熱 完全に酸 化後,放 冷約 如 の水 を注意 して添加

衝 法卿 く翻 瀞 酸灘 吸 び黙1数d'醐
/2～3滴}を 入れ た受器 内に蒸溜 を受け・騎MI1液 に

て滴定 した◎B恥dと しては抗原lecの 代 りに菌体浸

欝溶剤 として用いたア ソチホル ミンIC{3を測定 して,各

抗 原中の総窒素量 を算 撮 した結果 次の如 き値を得 た◎

結 捜 菌 抗 原5&954mg/dig
　
チモ シ ー菌 抗 原33・309my/d9

総括並び に考按

(A)1)結 核菌及 びチ モシー菌のアンチホル ミン浸

出抗 原の定性反応 を試 みた結果,Biuret及 びMill◎n

の反応腸牲 を示 し,こ れ等抗原中には菌体成分のアルカ

リ可溶性Pr。teinが 大部 を占め,沈 降反応の一重要因子

をな してい るもの と思 われ るeこ れ等Pr◎teinは 煮沸

試験 によ り熱凝固性はな くSulfosalicy1酸 に よつて も
d'白濁 沈澱 はみられずalbumin

,globUlinの 類で は ない

と考 えられ る"ア ルカ リ可溶性Pr◎teinに つ い て は

Kユebs2)そ の他の人 々は一種のNucleinと 考え,Wey13)

はそれ をAlbttminと 同一物 と信L"て いたが,一一般には

認 められていない。Ruppelの はさらに研究 を行いNue-

Ieopreteikだ と考えたo彼 は叉核酸 と結合 したPr◎teiR

物質 はProtaminな ることを も証明 した。Rirppelは 弱

アルカ リによ り結核菌から浸出 され る物質の全量は約15'

%な ることを発 見 した◎彼は分析 に際 しこれ等溶液中に

は凝固性のPr。teinは 含んでいず,総 べてのPr◎tein

について現色反応 はただ単に弱 いBiurbt反 応を呈する

のみだつ た◎

2)結 核菌及びチモ シー菌 アソチホル ミン浸撮抗原中

に糖質成分を含 んでい るか否かを検 したが,た だM◎1i'

sch試 験が弱 い反応 を呈 し,一 部Pr◎teinに 結合 してい

る糖,す なわちAminevaの 存在を認 めたが,還 元性糖

の存在は本抗原か ら直接 には証明 し得 なかつた◎

3)そ の他本抗原中には微 量 な が ら燐質 の存在及び

LipiR物 質の残存が推定 され る◎

12



(B?1)結 核菌及び チモ シ・-exアンチホル ミン浸出

抗原の総窒素量 を測定 した結 果,結 核菌抗 原は58・954

mg/dl,チ モシー菌抗 原は33・309ms;/t/tな る償を得,結L

核血清に対す る沈降反応 において結核菌抗原 とチモ シー

菌抗原との反応差異 は,こ れ等総窒素量 よ り推定 して両

顧体浸出抗原中に含有 され る菌体Pmte加 量の 差 異が

一重要因子 をなしているものと考え られ る0

2)結 核及び チモ シー菌体 の総窒素量を 測 定 し た結

果,結 捜菌は14・922%,チ モシ轡菌はK186%と な り,

澗菌体で家兎 を免疫 した場合沈降反応 に差異 の生ず るの

.も,こ れ等菌体蛋白量 の差異 によるもの叱考 えられ る。

3)菌 体ア ンチホル ミン浸出後の残淡菌体 について窒

累分を測定せ しに,結 核残澄菌体では12・089%,チ モ シ

ー残滅菌体は12・921%と な り,浸ll{に より結核菌 は

2、833%,チ モシー菌は1・265%の 菌体窒素分が 浸 出喪

失 しているのをみる。従つて浸綴残淡菌体 で家兎を免疫

した場合,全 菌体 を接種 した場合 より沈降反応が低 下す

るのが見受け られ るのは,こ れ等菌体蛋 白の喪失に より

菌体 の免疫元性(沈 降元 牲)が 減弱 され るもの と思 ㌔

4)菌 体 のアンチホル ミン浸繊に より結 渓菌では2.83

3%3チ モ:7-・菌では1.265%の 窒素分喪失 をみ るeし

か るにこれ等浸出抗原中 に含まれ る窒素分はその約半量

で,結 核菌抗原はL179%,チ モ シー菌抗原はO.666%

となり,こ れは恐 ら く浸出過程 におけ る濾過 及び濾液遠

心沈澱操作 中に菌体蛋 白を逸 出する もの と考 えられ る◎

5)結 核菌及びチモ シー菌浸 出抗原 を透析 したものに

ついて同 じく窒素分 を測定せ しに,結 核菌透 析 抗 原 は

0・325%,チ モシー菌透析抗原は0・203%と な り透析前抗

原の約 蓋に減少 してい るのが みら才し 透析}こよ り約3倍

に稀釈されてい る。

従つて前報実験 において透析抗原 に対する結核患者血

清 の沈降反応が減弱す るのは,こ れ等透析抗 原中の菌体

Pr◎tein含 蚤の減少 によるものと考 えられ るcま たこれ

等透析抗原 を以 つて家兎免疫 を試 みた場合,全 菌体免疫

及び残 渣菌体免疫の場合 よ り洗降反応弱 も 瀧降素産生

の減弱するの もこれ等菌体蛋 白含量 の減少に起 因す るも

のと愚われ るe

結 論

結核菌及びチモシー菌 ア ンチホル ミン浸崖抗 原中に含

有 され る菌体成分の化学 的性状 を検 した結果,ii「1統原と

もに化学的 に共通 の成分を有す¢すなわち定牲試験 の結

果 本抗原中には菌体の アルカ リ可溶 性蛋 白が重要部を占

める もの と思われ る⇔

結核菌及びチモ シー菌 のア ソチホル ミン浸出抗 原及 び

同透析抗原,並 びに両菌体及び浸轟残漉菌体それぞれ の

総窒素量を澗定 した結 果,両 菌闘に蛋 白成分の量的差違

を認めた○従 つて既報 の臨床的並びに動物的実験 におけ

る沈降反応 の強弱は之等免疫元及び反応元聞の蛋白成分

の量的差違が一因子 として関与す るものと考えられ る登

以上結核菌及 びチモシー菌 は化学的 に共通成分を有 し肇

両菌体浸出抗 原による沈降反応 も共通反応 を晃す鞭 しか

し両 抗原を以つてす る臨床実験並びに動物笑験において

いずれの場合 も差違を生ず るのは,両 抗原並びに両菌体

の蛋白量の相違が一・雄要因子 を占め ることを認めた撒

稿 を終 るに臨み終始御懇篤 なる御指導並びに御 校閲を

賜 った美甘教授に深 く感謝す る次第 である○
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