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血 球凝 集 反応 とツベル ク リン・ア レル

ギーの 関係 につ いて

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

土 屋皖 司

(昭和27年8月13日 受付)

緒 言

ユ948年MiddIebrookaRclDub◎sDに よ り結核菌体

抽 出物 によ り感作 された緬 羊血球 による血球凝集反応 が

報告 されて以来,多 くの研究者 によ り,そ の追 試変法が

i報告 されてい る。1950年 に至 り,Sc◎ttandSmith2)

及 びそれ とは別 個にMiddlebre◎k3)は 補体を加 えるこ と

に よ り本 反応 を溶血反応 に導いた。最近 に至 り,Mallie

MolboandThaddeus4)に より, .血球 凝集素 と溶i血素

とは別 な抗 体 であろ うと報 告 されて いる。 この反応は

Middlehrook1・5)GerneyRieuxetTacquet6)或 いは

Hils・nandElek7)等 によ り菌体或いはTube・culi岬

のP◎1ysachari(1e分 割 によ り起 るものであ ることが証

明 されているが,そ の後B◎yden8)に よ り,タ ソニ ン酸

で処理 され た血球 はProtein分 劇を附 着 し,この ものに

よつて も結核血清に対 し,Middlebreokの 方 法よ り,よ り

高い稀釈度 において凝 集の起 ることが報告 されてい る◎

本 反応 についての 報告 の大 部分は ッ ーεル ク リン反応

(以後 ツ反応 と略),或 いは病変 との関係 についてであ

り,本 反応 を結核症,特 に活動性結 核の有 力な補助診断

法 として使屠せん とす ることにAliddlebroekを 始め と

し,ほ とんどすべての人々の研究が向い1～ユ8),多 くの

人 々によりその可能 性につ いて報告 されつつあ るが申に

は否定的な意見を もつ もの もある。

しか しなが ら ッベルク リン ・ア レルギ ー(以 後 ツ ・ア

と略)の 強 さ,或 いは感染防禦力 と本反応 との関係 につ

いての報欝には未 だ接 してい ないのであ る。

一方 ・加熱 結 核死菌流動 パラ フ インワクチン(以 後

流 パ ラワクチンと略)に ついての研究 は,古 くか ら行 なわ

れてお り,多 くの人 々によ りッ ・アに対す る抗元性,或

いは感染防禦力 を確認 され てい る。特 に岡 ・肉田等19)は

加熱流パ ラワクチ ンの予防 ワクチ ンとしての可能性 を報

告 し,金井等20)に よつて も同様 な結 果が得 られてい る。

われ われ は流パ ラワクチ ン接 種動物 におけ るッ 。アの

強 さと血球凝集価及びそれ らと感染防禦力 との関係を見

ようと して,2,3の 実験 を行つた のでここた報告する。

実験材料及び実験方法

血球凝集反応及び溶血反応は,ほ ぼMiddlebroOkの

方法 によつて行 なつ た。

1)ツ ベ ル ク リン:青1 .U-B株8週 間 培 養 の ソ ー ト

ン'ツ でPH5.6,青 山 一B株 加熱 死 菌 流 パ ラ ワ クチ ン感

作 天 竺駅 に よ る力価 試 験 に よ り標 準 「ツ」 とほ ぼ 同力 価

の もの で あ る◎ これ を30倍 稀 釈 と しPH7.0に 修 正 し

て 使 用 した ◎

2)洗 灘 血球:緬 羊血 液 をAlsevmS.sSolution2コ)中

に採 血 し氷室 に3日 以 上 保 存 した後,生 理 食 塩 水(以 後

生 食水 と略)に て3回 洗 い,最 後 は2000r.P.m.20分

聞 遠 心沈 澱 し,そ の沈 渣 を洗 濫 血 球 と した 。

3)感 作 血 球 液:30倍 ツ6e・e.に 対 し洗 溢 血球0 、1
き

c・c・を加 え,370Cの 恒 温槽 で2時 闘,時 々振盛 しなが

ら感作 し,生 食水 で3回 洗 つた陵,20e・c・の生食水を加

え約0・5%感 作 血球 浮溝液 とした。

4)正 常血球液:生 食水20e.e.に 洗瀞 血球0.1c.c.

を加 え0・5%正 常血球浮游液 と した◎

5)吸 収補体:採 血後24時 閥以 内の健康天竺夙血濤

を7頭 以上混合 し,使用 した。補体 は2倍 稀 釈 とな し氷室

中 にて2倍 補 体15c.e.に 対 し,洗潅血球1c・6.を 加え,

20分 放 置 した後,遠 心沈澱 を行い上清 を吸収補体 とした
。

6)可 検血清:血 清分離後直 ちに56。C,30分 聞加温

して非動性 と し,血 清lc.e・ に生食 水1e・c.を 加 え,

これ に洗濃血球0・2e・e・を加 え罠 く混 じ室 温に20分 放

置 した後・遠 心沈澱 し,さ らに洗 灘血球0.2e.e.を 前の

沈 渣をなるべ く浮游 させ ることな く混合 し,室温に20分

放 置 した後再 び遠心沈澱 を行 い,こ の上清 を2倍 血清 と

して使用 した輪

7)血 球凝集反応術式:血 清 は倍数稀 釈 し各試験管

O・5e・e・の稀 釈血溜 を含 む如 くし,0・5%感 作血球浮游液

O・5e・e・を加え,37◎C2時 間放置 した後,室 温 に1晩

放置 し・翌朝判定 した◇ この際,2倍 稀 釈血清05c.c.に

O・5%正 常血球 浮游液 を加 えた もの及び生食水0.5c.c.

に0・5%感 作血球浮溝液O・5c・cを 加えた もの と,既知陽

性血清一系例・陰性血満一系例を対照 として もうけた。

判定方法は・管底の沈澱状態 を参考 と して軽 く振鍵 し,

血球の凝塊 の状態に よ り判定 し陽性 の最高稀 釈倍数を以

つて凝集価 と した¢

8)溶 血反応術式:凝 集反応 を判定 した後,吸 収補体

を各試験管 に0・05c・e・加 え・ 血球 の沈澱が まつた く認
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め られな くなる迄 強 く振量 し37。C1時 間放置 した後,

直ちに判定 した。判定方法は完全溶血をO,全 く溶血 し

ない ものを4と し,そ の間 を溶血の程度 に応 じ,1,2,

3,の 記号 で表わ し,完 全溶血の最高稀 釈度 を以つて溶

血価 とした。

9)ツ ベル クリン反応:SmithandSc◎tt9)に よりツ

反応 によ り,血 球凝集価 に動揺が認められ ることが報告

され ているので ッ皮応の影響 を母ける為採血の翌 日天竺

鼠の肢側を脱毛 し,100倍 及 び2000倍 稀 釈 液 を各 々

O・1e・e.一ヵ所注射 し.24及び48時 間 に両者 とも硬 結の

縦経 と横経 とを計測 しその算術平均を以 つて その強 さと

した。

10)免 疫方法:人 型結 核菌 を ソー トン培 養3週 後,菌

体 と液体 とに分ち,菌 体 を100◎C1時 間殺菌 し,流 パラ

で100ni9/c・c・の乳剤 となし天 竺鼠 の両 股部筋 肉内に各

各3mg接 種 した◎

11)生 菌感 染方法:H:rRV株 グリセ リンブイヨソ馬

鈴薯培養2週 の ものを500c.c.丸 底 コルペ ンを用いて

第1表

1血

生食水にて5mg/e・c・ の乳剤 とな し,IOOOr・P・m・5分 聞

遠心沈澱 し,上 清 をホ ール ビペ ッ トで取 り,化 学天秤で

秤蚤上清 申の菌量を知 り,こ れ よ り1e・e・ 中lhem7の

菌を含む如 き菌液 を作 り,こ れ を天竺鼠 の前腱 静脈内に

O.1e.e.接 種 した。

実 験 成 績

H2株 免疫天竺鼠7頭 における血球 凝集価 とッベルク

リン 。ア レルギ ・・の強 さの推移 を第1表 及び1例 を第1

図に示 した◎No.3及 びNo。7の2頭 を除いて は種 々な

る理 由によ り8週 ～12週 で観察 を打 切つたが,全 て血

球凝集価は2週,4週 と急 に上昇 し6週 以後 は殆 んど一

定の凝集価 を示 して経過 してい る◎ 帯

ッ 。ア も2週 よ り表われ6i週 以後は,ほ ぼ一定の強 さ

を示 している◎ しか しなが ら ツ ・アの発現は2週 ではま

だ弱 く血球凝集価 より若干遅れ るよ うではあるが大体血

球凝集価 と平行 して経過 している。

H:rRV株 免疫天竺鼠45頭 において,免 疫後6週 目

に血球凝 集反応 とツ 。アの強 さとの相関を見,ツ 注射3

H2株 死菌流パ ラワクチン免疫 天竺鼠 のヅベルク リン 。ア レルギ ーと血球凝集価の推移
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日後 にHStRV株 生菌1/100mgを 静

脈内に接種 し,さ らに6週 後,再 び

血球 凝集価及 び溶血価 とッ ・アの強

さとの相関 を見 るとともに剖検 し,

肺 。肝 ・脾 の定量培養を行つた。

各時 期におけ る血球凝 集価,溶 血

価及び ッ ・アの強 さは第2表 に示す

如 くで,各 々についての相 関表 は第
ボ

3表 より第8表 に示 したが,い ずれ

も表一面に分散 してお りその相 関係

数は第9,10表 に示す如 くで,全 く

相関 々係を認 めることはで きなかつ

た◎

解剖所見 は第11表 に示 したが,

免疫群 と生菌対照群 では,病 変の強

さに著 明な差異 を見 出す ことはで き

なかつた。死菌対照群で も或程度の

病変を各淋 巴腺及 び肺 に認めたが肝

・脾には全 く見 られ なかつた。 しか

一35-一 ・
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第1図H慧 株 死 菌 流 パ ラ ワ クチ ン免 疫 天 竺 鼠(No・3)の
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しながら培養所見では3者 問に著晦

なる差異 を見出 した◇すなわち,免

疫 群では脾臓 には常 に多数の集落を

認 めたが肺 ・肝 には非常に少な く,

特 に肺 には全 く集落の発生を認め覆

い もの もあつたが,生 菌対照群では

例外 な く培地上一面 に集落の発生を

認 めた◎ しか し死菌対照群では当燃

のことなが ら菌は全 く認明 されなか

つ た◎なお,第11,12表 の中からは

少 しで も溶血連 球菌の感染の疑いの

ある ものは除外 した◎

一方,ツ 。アの強 さ及び血球凝集

価 は病変 の程度 とは何等関係ない如

くである◎

総 括 及 び 考 察

流 パラワクチンによ りツ ◆ア及び

感染 防禦 力を生体 に附与 し得 ること

は多 くの人 々によ り報告 されている

が,そ れ による血中抗体産生に関レ

ては,ま だその報告 を見ないのであ

る◎私 どもは血球凝集反応 を用いて

流 パラワクチンi接種動物 において血

申抗体 を証明 し得た と信ず る。しか

しそれが感染防禦 と如何なる関係を

有 するかは不明で あ り今後 もこの点

に関 して研究 を続け るつ もりである¢

ッ 。アと血球 凝集価の消長がβ

ぼ平行 して経過す るこは,両 者とも

ワクチンに対す る生体 反応 の一つの

表われであ ろ うが,両 反応 の強さに

全 く相関 々係の見 られないことは,

反応の条件が相当異なる点 竜あるで

あろ うがぴ 般 に認め られてい るよう

に ツペルク リンの活性物質がPr◎t'

ein分 劃 中に有 り,血 球凝集反応が

Polysacharide分 劃 によ り起 るもの

とすれば,各 々に反応す る抗体それ

自身が全 く異 る為 ではなか ろうか・

従つて或いはB・ydenの 方 法によ

る血球凝集反応 を行 えば,ツ ・アと

血球凝集価 との闘に,よ り密接な相

関 々係 を見出 し得 るか も知れない¢

流 パラワクチ ンで免疫 した動物に

おけ るツ 。アの推移及び解剖所見に
ノ

ついて岡等は動物接種に よりツ●ア

が発現 し軽度 の病 変が 存在 すること

を認め,金 井等 も流 パラワクチンを
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第3表
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1'2YE

t;12?

5:64

1二32

書:}6

免 疫 後6週 目 の ツベ ル ク リン ・ア レル
ギ ー(X100)と 血 球 凝 集 価 との 相 関表
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皮下又は筋 肉内に大量接種 した場合

には接種局所のみな らず肺 に も著明

なる変化があ るが肝 ・脾 には変化 な

く強い ッ ・アの発現 を見,か つ感染

防禦力を認めている◎私 どももほぼ

同搬な結 果を得 たが,感 染防禦力に

ついてはVkegmgの 静脈 内接種 とい う

大量の菌で感染せ しめ た為か,明 ら

かに認 めることはで きなか つた。

結 言

1)人 型加熱 結核死 菌流 パラワク

チン免疫天竺鼠 では ッ ・アは血球凝

集素 よ り若干遅れ て発現す るが,両

者はほぼ平行 して経過す る。

2)人 型加熱結核死菌流パ ラワク

チン免 疫天竺鼠及び免疫後生菌を感

染 した天竺鼠では血球 凝集価或いは

溶血価 と ツ。アの強 さとは何等相関

々係 を見出す ことはで きない。

3)人 型加熱結 核死 菌流 パ ラワク

第5表 感 染 後6週 目の ツベ ル ク リン ・ア レル

ギ ー(Xloq)と 血球 凝 集 価 との相 関 表
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第4表 免 疫 後6週 目の ツ ベル ク リン ・ア レル
ギ ー(X2000)と 血 球 凝集 価 との相 関表
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第6表 感 染 後6週 目の ツベ ル ク リン ・ア レル

ギ ・…V(X2000)と 血 球 凝集価 との相 関 表
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第7表 感染 後6週 目の ツベ ル ク リン ・ア レル

ギ ー(X100)と 溶 血 価 との 相関 表
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第8表 感 染 後6週 目の ツベ ル ク ウン ・アyル

ギ ー(X2000)と 溶 血 価 との 相 関 表
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第9表 ツ ベ ル ク リ ン 。ア レ ル ギ ー と血 球 凝 集

価 と の 相 関 係 数
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群 別:鱗L里L瓢 壁 度
lx…IX2…

触 疫 劃45・ …2・ …6

感 染 後360 .014-O.0316週

チソ免疫天竺鼠は或程度 の感染防禦力を有する もの と思

われ る。

第10表 ツベル ク リン ・ア レ・レギ ー と溶血 価

との相 関 係 数

rツ 」 の 濃 度

群 別 例 数
Xユ ・・ い2…

擁 染ff36…42・ …3

4)こ の実験 ではツ ・アの強 さ,及 び血球 凝集価或い

は溶血価 と病 変の程度 とは関係ない ものの ように思われ

る◇ しか し,こ の点 については更に詳 細の研究 を行つて

か ら結 論を下 すべきであろ う◎

稿 を終 るに臨み種 々御指導下 され た柳沢部長 に深甚

な る謝意 を表す るとともに,終 始御援助下 された浅 見

技官 及び御協力下 された,荻 野,末,両 君 に対 し感謝

す る次第である。
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