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結 核 ア レ ル ギ ー に 関 す る 実 験 的 研 究

そ の3markedantigenと し て のAtoxyl-Azo-Tuberculin
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(本 研究 の一部は,第4回 日本結核病学会九州地方会,第7回 医務局研究発表会に報告 した)

緒 言

ツペルク リン蛋 白を,そ のままでは組織化学的 に証明

す ることが不可能 てあるか ぎ り,何 等 かのか たちで これ

をmarkし,そ の生体 内におけ る逮命 を追求 してみた

第1表At◎xylの 合成

砒酸(シ ロ ツプ状)345,9ア ニ リン266e

}1

↓
アニ リン砒 酸塩

油浴上160◎C5時 間加熱掘神

葉糠}灘_磁__性.
li …

}
混 和 ・振 澱 。冷 却

l

l1

析 出 せ るア ル サ ニ ル酸 ソ弾 紅 色 の ア ル カ リ溶 液 層
ダ吸灘

籍晶灘 灘 楓 加融
約2・・ccの 水 を嫉 加2回 壇 返 えす
温 ●趨

↓ 淡絶 咽 液
深紅 色の溶液 約1～ のアル コールを加

活性炭 を 加 え,加 温 。振 え肇袷却生成す る沈澱 を吸
盈○濾撫

液 識 蒲 鞠

堕(叢)
淡紅色 の結晶

吸引濾過

再 轡約200ceの 水 で 加 温 。

溶解

活性 炭 を加 え加 温 。振 澱 ・

濾過

↓

紅 色 の溶 液

熱時 約500ce.の アル3一 ル
を加 え振 盈 ・冷 却 ・放 置

庄 成 ナ る沈 澱 を吸 引 濾過

デ シケ ー タ ー中K乾 燥

↓

白色 の結 晶 性 紛 末48g

(D

、・と考 え,Atoxyl-Az◎-Tuberculixを 合 成 した 。

実 験 方 法 並 び に 実験 成 績

1At◎xyl-Azo-TubercU!i}≧ の合 成

砒 酸 とア ニ リ ンか らAt◎xylを 合 成Dす る。このAtoxyl

をヂ ア ゾ化 わ し た もの を,ツ ベル ク リン

精 製 蛋 白 質X3)に カ ヅ プ リン グ の>S)し

eた もの が
,Atoxyl-Azo-Tuberculinで あ

る。 そ の方 法 の概 略 を第1～2表 に 示

す 。 町

こ の ものの 特 徴 は,砒 素 を含 むdye・

pr◎te沁 で あ り,ツ ベ ルク リンは,こ こ

に は じめ て 砒 素 に よ りfi}arkさ れ るに

い たつ た ◎

2AtoxyFAzo-kTuberculinの 抗 原性

nt

lモ ル モ ツ ト50匹 ・ 家 兎10匹 につL・

潔色 の 油 層 て ・ そ の皮 内反 応 を,旧 ツベ ル ク リン乃

至 カ ツプ リン グに用 い た ツベ ル ク リン精

製 蛋 白 質 驚 と,鍾 々な 条件 下 にお いて,

比 較 検 討 す る に,Atoxy1-Azo-Tuberculin

100Yがx50γ にほ ぼ 近 い 力価 を示すo

つ ぎに反 応 の消 長 をみ る に,Atoxyl・

Azo-Tuberc"linは,時 間 の経 過 と とも

に消 裾 す る傾 向が,他 の もの に比 して,

や や 強 い よ うで あ る◎

ま たAtoxyFAzo-Tubercu!ii}4・ 伽9

皮 下 注 入後3週 目の 家 兎2匹 につ いて,

1日ツペ ル ク リツ 及 びAtoxy1-Azo-Tube・

rculii}で 皮 内反 応 を試 み るに,硬 結 を認

め る こ とが で き なか つ た 。

3At◎xy1-Azo-T"bereulinの 組 織 化

学 的 証 明 法

さき に報 告 せ る1ふ たが らす 」法6)に

よ ると き は,Atoxyl-Azo-THberculi"は

そ のま ま で も,寅 喰 細 胞 内 に,黄 金 色の

光 輝 性 顎 粒 と して 認 め られ る。

さ らに ラベ ル され た砒 素 の 組織 化学 的
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第2表Atoxylの ヂ ア ゾ化及 びC◎upliR9

Atoxyl29を 蒸 溜水72eeに 溶 解

NHCI12.8ecを 加 え る

N/10NaNO2を 冷 却下(4。C)に 滴 下

沃 度 亜 鉛澱 粉 の紫 色 を呈 す るに至 る処 を もつ

て反 応 を終 る

i

精 製 ツ ベル ク リンK400卿 を滅 菌 溜 水

200ceicrs解

これ に]SNaOH60ecを 加 え,冷 却

i

i
C◎uplillg氷 室 中 に一 夜 放 置

・ ↓

燈紅 色 の アル カ リ溶 液

NIIqを 加 え る。pH4.8に て著 明 な 沈澱 を生 ず る◎3,000R・P・M・5分 間遠 沈 。濾 過

↓
檀 禍 色 の沈 渣(粗 製Atoxy1-Aze-TxxbereUlix)

0。85%N批C1(NIIC1でpH5.0と せ る もの)で3,000R.P・M・5分 間,遠 沈 。洗瀞

3回 繰 返 え して行 う

↓

澄 褐 色 の沈 液

0,85%Naq40ceを 加 え,NkeNaOIIを 滴 下 しつ つ 溶解 。濾 過,深 紅 色 の濾 液 を う る

こ れ に 〉/iellC1を 加 え,生 成 す る沈 澱 を3,000R.RM。5分 間遠 沈

3回 反 覆

↓

鐙 褐 色 の沈 澄

O.85%NaC130ee、 を加 え,少 量 のN/lgNaOHを 加 え て溶 解,こ れ に予 め 給 却 した る局方 アル コ ー・ル

100ecを 加 え る◎ さ ら にNAgIICIを 迫 加 し,著 明 な 沈澱 を う る

この 反 応 液 を氷 水 中 に10分 間 放 置,3,000R・P・M・5分 間遠 沈

↓
澄 褐 色 の 沈渣

O・85%NaCl40eeを 加 え・NんoNaOHで 溶解 ・ セ ロハ ン膜 で流 水 中 に40時 間 透 析

↓

淡 燈 褐 色 の濾 液

i

1"Nh
oIlc1を 加 え,pH4。8に て薯 明 な沈 澱 を

う る

3,000R.P.M.5分 間遠 沈

↓

燈 褐 色 の 沈 澱

滅 菌 溜 水40eeを 加 え,3,000R・P・M・5分

間 遠 沈 。洗 蘇

3回 反 覆

↓

榿 褐 色 の 沈 渣

ヂ シケ ー タ ー中 に乾 燥

↓

燈 褐 色 の粉 末12mg

(D

検出法7)と しては,Bmnaur法 。SchUmacher法 。田村

氏法等あるのであるが,Br聰a耀 法は比較的時問がか

かることよ り,ま た田村氏法 はオ スミ ウム酸 が 非 常 に

高価 な点 より,「ふたが らす」法による砒素の証明 には,

Se漁 照cわer法 が もつ とも簡便であろ う◎

Atoxyl-Azo・-Tnbeτc"1inのO・1%ア ラビァゴム加 生理

的食塩水溶液の所 要蚤 を,「ふたが らす」面上 に 滴 下 す

る。無菌室 中に一夜乾燥 し・塗抹面を外側 に して重ねあ

わせた ものを,2枚 一組 と して・実験動物背部皮下 に挿

入す る。

経時的にふたたび取 りだ し・ホルマ リソに一夜固定・

多
lee宛 ア ンプ ル に分 注,凍 結 乾燥

↓

鐙褐 色 の粉 末28・8mg

(湿)

30分 間 水 洗 後1枚 はdye-proteinと して,他 の1枚 は

砒素 の検 出 用 に供 す る。

す なわ ち前者 にお い て は,水 洗 後 その ま ま ヘ マ トキ シ

リ ソ,エ オ ジ ソ染 色 を行 うe後 者 は1.5%硝 酸 銀 ア ソモ

ニ ア及 び グ リセ リ ンの等 量 液 申 に10分 間,つ い で1%

次亜 硫 酸 曹達 液 に短 時 問 入 れ,あ らか じめ 砒 素 の染 色 を

行つ た後 に,ヘ マ トキ シ リン,エ オ ジ ンに よ る細 胞染 色

を行 う。

標 本 は,そ の ま ま或 い は アル コ ール,キ シ ロー ル を通

して,バ ル サ ムで 封 入 す る。

1枚 の 「ふ たが らす 」 面上 のAtoxy1-Azo-Tuberculin

量 は,家 兎 にお い て は0.2myり モ ル モ ッ トで は0・02脚

と したっ そ の 全 量 は,家 兎4・Omy,モ ル モ ツ トO・16mg

で あ る◎

4Atoxy1-Aze-TizbexeKlik貧 喰 紬 胞 出現 率

前述 の ご と く,実 験 動 物 にAtexyl-Azo-TubereUlin

を 与 え,貧 喰 細 胞 出現 の状 態 を観 察 した 。す なわ ち1ふ

た が らす 」面 上 にみ ら れ る 紬 胞200個 中,Atoxyl一

一一一19-一
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第3表 各 種 濃 度A,ATとxと の比 較

毛ルモッ 感 作

ト番号 条 件

競

晶

遡

漉

菌

憩

筋

9

0

1

2

3

4

5

6

1

2

2

2

2

2

2

2

りよ

ガ

ヱ

ズ

で

　

で

ヤ

掴

潜

N

N

N

N

N

N

甜 瞬T
AAT

10Y

平 均 値

9x918x8
13×12

11×U

8×7

11×9

11×11

12×12

9×8

13x11

10x9

7x6

9x8

10x9

8×8

5x5

…2183

5×4

5×4

7x6

5×4

7×6

6x6

5×4

3×3

5、0

50Y

13x13

14×13

15×14

14×14

17×15

15×13

16×15

11x9

13。8

第4表AAT100YとOT工Oxと の 比較

モ ノレモ ツ

ト番 蜜

Nr.27

Nr.28

Nr.29

Nr.30

Nr.31

Nr.32

Nr。33

Nr.34

Nr.35

Nr,36

感
条 舞r孫 「 「竃 一
BCG

80mg

乱 切
8週

lBCG80η ～μ

乱 切8週
十

H3rO.02mノ

筋 肉1週

BCG2my

皮内8週

5x5i
5x44.0

3x2i
j___

4×4

5.5

16XI6

18x1614.3

10x10

8x6

14×13

15×13

13.7

3x37×5

4x33.08x88.0

3x210×10

第5表

BCG2mg

皮 内8週
十

正rStO.02mg7

筋 肉1週

4×4

2×2

き

3.0

`

12×12

10x10

1

U.0

モ ル モ ツ トにお け るAAT,x,OT皮 内反 応 の

時 間 的推 移

モ ノレモ ツ

ト番号

Nr.1

Nr.2

Nr.3

感 作
条 件 鍔 ㌻2塒 問i48醐72劇

Nr.5

OT10x28x29

AAT20了11xg

Hg7-一 一一一

〇.05mgOT10x28x24

皮 下4週AAT20∵9×8.

'Oll'10
x30x28

iAAT2(,Yllx10

ヌ

,H簿7AAT

lO・05mq200Y20×17

30×29

6x5

29×29

5×4

30x28

8x7
i

__

27x25

4x3

26x25

5×4

Nr.6

22x22

7×7

200V30x25{30×27

17x15

皮 下12週x200Y21×20

}AA亀 。。Y:・5x14

20×19

15×12

23×23

5×5

20Xヱ9

4×3

Azo-Tubcreulinを 貧 喰 す る細 胞 の数 を,百 分 率 で表 わ

した もの が,第6～8表 で あ り,そ の一 鋼 を図 示 した も

のが 第1,2図 で あ るc

結 捜 未 感 染 動 物 に お いて は,経 過 日 数 と と も に,

Atoxy1;Az(,-Tu})ercu!ii}貧 喰 細 胞 の 出現 の 増 加 を耀 め,

5～7日 に至 り最 大 殖 を示 し,以 後 急 激 に減 少 す るoこ

の ことはdye-pr◎toixの ま まで も,砒 素 を トレーサーと

す る場合 で も同様 である。

これ に反 して,結 核感染動 物では,dye-Proteinの ま

まで追求す るときは,5～7日 に至 る も貧喰紬胞出現の

署 しい増加 をみ ることな く,概 ね一定 した値 をとり,砒

素を トレーサーと した ものが,未 感染群 と同様な傾向を

示すの と著 しい相違 である◎

・ 総 括 及 び 考 按

Atoxyユ のカ ツプ リングに よるツペルク リン力価の減

弱 について は,精 製過程 に伴 う不可避的操作,Atoxy1

基 の結合 による分子量の増大,さ らにAtoxy1基 の導入

による反応面の立体構造 の変化等 を考慮 しなけれぽなら

ない◎ したがつて より正確 な近似値 を うるためには,種

種の量的組合わせにおいてカ ツプリングせ るものによる

笑験値 を,さ らに必要 とす るであろ う。なおこれに附随

して,非 特異的要素 の検討 もま た忘れ られない問題であ

ろ ㌔

At◎xyl-Azo-Tuberciユlinの 免疫原性に関 しては,少 な

くともAt◎xy1-Azo-Tuberculin乃 至旧 ツペル クリンの

皮内反応 を指標 とす るか ぎり,こ れ を認 めることができ

なかつたのであるが,こ の ことは ツベルク リン自体がハ

プテ ンであるとすれば,当 然 の帰結 と云わなければなら

ない。

Atoxyl-Az◎-Tuberculin貧 喰細胞lll現率が,モ ルモ ツ

トにおいては最高90%近 い値 をとるのに反 し,家 蒐で

はたかだか20数%に 過 ぎないことは,両 者における検

索時 の光学的条件を異 に していたことに よるのが主たる

原因 と考 えられ,モ ルモ ツトの場合は,き わめて微細な

顎粒ま で追求 し うる条件 にあつた と云い うるであろ う。

ただ ここで一考 を要 したいことは,動 物 の種属による

結捜感受性の相違 とい うものが,結 核菌乃至その分劃に

対す るそれ ぞれ の動物の有す る負喰細胞 の貧喰能 に,そ

の原因の一つ を求 めることがで きは しないであろ うか。

反応の深 さを規定す る ものの一つ として,貧 喰細胞の種

属に よる貧喰能の相違の検 討は,今 後 の実験にゆず りた

い◎

Atoxyl-Az◎-Tubem鷺1加 の貧喰像を,dye-proteinの

ままで追求す るときは,結 核感 染 群 と 未感染群 との聞

に,そ の処理形式 において顕著な相違の存することが認

・ め られ るり

この事実は,さ きに報告のせ るごとく,感 作動物の抗

体条件先在に よる貧喰細胞 の抗原消化能 力の昂進 とい う

ことを仮定す るな らば,き わめて都合 よく説明で きる◎

す なわ ち非感作動物 においては,生 体内 に導入 された抗

原 を,貧 喰 細胞 によつて,い ちお う摂取す る の で あ る

が,そ の分解処理にあたつ ては,単 なる非特異 的反応 と

して終始する◎ したがつて,つ ぎつ ぎに出現す る寅喰細

胞の貧喰作用 に比 して・個 々の細胞内にみ られ る消化の

一20
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第6表AAT貧 喰細胞百分率(家 兎)

R'一ミミ『 一 璽塑H数1
ヤ い ゆぺ 　へ 　

家兎番
号 感作短 細嚥 璽 芝pP

35710

P}pi下rP{PIP倒

1428

{pPpP
し

Rr.27」

{i

趣

7.5偽 好 酸 球

2.0単 核 球

0巨 細 胞

i4至1…185
9.56.511,017.51

10.511L5117.0

0
。口0。.5

iO。iiO。.5

號i9豊 σ9豊。8豊5
めiα5id

、o

8.5il

8.0、

00

1.00

15.07.56.06.0

2.53.5}4.04.5

・2.5:0

10}0。5

Nr.28

Nr.23

Nr,29

5

ハ》

縫

2

0

球

球

胞

酸

核

細

好偽

単

巨

磯
　 0

0

5
,

9

0

ハU

O

O

㌫

0

0

8

1

の

の

8

9

0

轡◎

蒐
り

5

7

5

0

0

8

0

5

0

2

9

2

耀五

〇

5

0

0

1

L

6

ゆ

2

0

2

1

1

ゐ

の

8

9

Aり

5

0

5

4

5

4

9
々

ハ◎

《V

の

の

7

-

-
1
7
ボ

ー
…

}

0

0

0

5

6

5

1

5

ユ

(
)

5

ー

危

球酸好偽

球

胞

核

細

単

巨

輪

ρ
注
日

三
伽

牛
L
静
30

球

球

胞

酸

核

細

好偽

単

巨

上同

T… 恥

4.ol

O.514.5

01

T
7.0

2。OI9.0

α

4.02.0

04.08.5

。■ 。

10.5

iα5i

19。520。0

0,

3.5

17'51210

α

a5洞 α5

7。d9.5!6.5

0L5

2。50

6・59・0{7・5

α{o

&5

7.5

0

4.5

0.5

0

4.0

0

5.0

4.0

0

如

」

α5

3の

0
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反応速度が緩徐なため に,未消化 抗原残留細胞 として,相

対的 な蓄積像を示すのが5～7日 の姿であ る。 これ に反

して,感作動 物の貧喰細胞 内におけ る抗 原消化は,特異的

反応 として急速 に分解処理 され る.し たが つて蓄積像 と

して,多 数あ貧喰細胞の醇現を認め ることが できない。

かか る見解 に もとついて,著 者は前者 を所詮修飾 され

た異物処理形式 と見倣 し,こ れに対 して後者 を抗原処理

形式 と呼 んでい るのであるが,個 々の細胞 の有す る抗原

消化の化学が,ま だ未開 の領域に属 するか ぎ り,な お多

くの問題 を残 してい るであろ う。
『またAtoxyl -Az◎-Tiiberculinの 賞喰像 を,砒 素 を ト

レーサ ーと して追求す るときは,結 核感染未感染いずれ

の群 にお いて も,単 な る異物処理形式 をとることは,消

化 の最終段階 たる砒素の検索 を行つ ているか ぎ り当然で

ある◎ アゾ蛋 白 としての構造が破壌 され,dye-prQteinと

しての性質を失 い,砒 素化合物のみが証 明 され る段階の

組織化学的検討 はダまた逆に個 々の胞 体内におけ る蛋白

消化の化学に,ひ とつ の形態学的証明 を与え る可能性を

もた らす ものであろ ㌔

結 論

ツベルク リン蛋白の,生 体 内におけ る運命 を窺 うため

の よすが と して・Atoxy1-Az◎-Tnbercxxlh)を 合成 した。

この ものの特徴 は,砒 素 によつ てmarkさ れ たdye・

pxoteinで ある◎ したがつてその目的 に応 じて,あ るい

はdye-proteinと して,あ るいは砒素 を トレーサーとす

ることによつて,ツ ベルク リソ蛋 白の組織 化学的検索 に

利用 しうる◎

「ふたが らす」法 の展開は,貧 喰 細胞胞体内の摂取抗原

量乃至その食喰能 の数的表現 を可能 な らしめた。感作,

非感作両動物 の抗原処理像の相違 か ら,前 者 を抗原処理

形式,後 者 を異物処理形式 と呼ぴ,前 者 を抗体条件 の先

在 に帰納せ しめた◎ もちろん繰 りかえ し述べ た如 く,個

個の細胞に よる抗原消化の化学が 明らか ならざるかぎり,

その当否は しば ら くお くとして も,抗 原消化の過程を,

い ささかな りと も推察せ しめ る も の と して,か か る椿

murkedantigenの 利用は,ひ とつ の方法 ではあるま

いか◎
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の機会 を与え られ,御 校 閲を辱 うした恩肺佐 々博士に感

謝 いた します◎

またAtoxyl-Az◎-Txbereulipの 合成にあたつて御指

導,御 協力 を賜つ た薬学科西海技教授並 びに吉名助手に
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