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結核ア レルギー反応に関する生化学的研究
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(A.L.K反 応)に お け る抗 原特異 性 と抗 原の検討
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山村等は第1報Dで,家 兎の肝臓において結核アレル

ギー反応を惹起せしめると,そ れに伴つて肝臓カタラー

ゼ作用が低下することを見出し,こ れを便宜上結核アレ

ルギー性肝臓カタラーゼ反応(A・LK反 応)と 名づけ

た。その際家兎の感染には入型結核菌(Frankfurt株,

以下F株 と略記する)を 使用してツベルクリン反応 を陽

転せしめ,二 次抗原はすべで腸間膜静脈内に注射を行つ

た。 しかして二次抗原 と して人型結核菌 。牛型結核菌

(三輪株)・BCGの 各加熱死菌を使用したとき;一 定の

抗原特異性が存在することを認め,こ れによつて入型結

核菌(F株)と 牛型結核菌(三 輪株)及 びBCGと は明

らかに区別することができた。

今回は牛型結核菌(三 輪株)及 びBCGを 一次抗原

として使用し,二 次抗原は第1報 で述べた各種結核菌の

加熱死菌を用いて実験を行い,各 菌型間にそれぞれ第1

報 と同様な抗原特異性が存在することを明らかにし,更

にA,L,K,反 応 に使用する一次抗原(ッ ペルクリン反

応陽転化に使用 した抗原)及 び二次抗原(腸 間膜静脈内

に注射する抗原)に ついて検討を加え,一 定の成績を得

たのでこれ等をあわせ第2報 として報告する◎

第1章 実 験 方 法

実験方法は特に記載しない限り第1報 において述べた

方法に従つた。すなわち肝臓 カタラーゼ作用力の測定は

マ◎nEuユer&J◎8ephs◎nの 方法2)に よ りKatalase伍 一

higkeit糠
欄 義燥量篤 を以て示すこととLtCe

(以下KatalasefahigkeitをKat.f.値 と略記する)

但し酵素材料は家兎の肝臓H◎m◎geBateを,kはH20,

のカタラーゼによる分解反応における一次反応速度恒数

をあらわす◎

第2章A.LK.反 応 における抗原特異性

第1節 牛型結核菌(三 輪株)感 染家兎における

A.LK。 反応の抗原特異性

牛型結核菌(三輪株)の生菌礪 秘 嫁 兎の大搬

下に注射してツベルクリン反応を陽転せしめた後,牛 型

結核菌(三 輪株)及 び入型結核菌(ぎ 株)の 各加熱死菌

、瑠識 嫁 兎の瀦 講 脈内に注射して逐晒 に家兎

を救 し・七の肚臓Kat・f・ 値を測定すると,第1表 に示

す如く二次抗原として牛型結核菌(三 輪株)を 用いた場

合にA・L・K反 応は叢も強 く陽性を示し,且 つ持続的

(14臼 目陽性)で あるoし か し一次抗原とは異つた人型

結核菌(F株)を 二次抗原 として用いた場合でもA.L・

K反 応は一過性に(3～5日 目)陽 性を示すが直ちに陰

性 となるnこ れを模式的に示すと第1図 の如くである◎

第t表 牛型結核菌(三 輪株)感 染家兎におけ

るA・L・K・反応による人型結核菌(F・一・

raBkft?rt株)と 牛型結核菌(三 輪株)

との鑑別

初 感 染:牛 型(三 輪株)10mg皮 下

ご次抗原:加 黙死菌 腸間膜静脈内

菌株 と菌量 照 罐 囎10尼 灘 ヂ轡 初ワ

議 襲 奮叢K畿 副 食ILKKat・L食:L.K・
§153

.1±79.3-

228、9帯52。2±

342.0十43.Q十

437。8十 ト36.1十 ト

541・2十140・3+

636.71十54.1±

742.2十62.3_

く

llll:1工{1

この場合,い ずれも二次抗原注射後4日 目の肝臓Kat,

f.値 が最低値を示すので,両 者の差をより判然とさせる

ため二次抗原に用いる菌量を種 々増減してその4日 目の

A・L・K反 応 を測定することとした。一すなわち第2表 の

如 く種々の菌量を注射した場合,牛 型結核菌(三 輪株 。

一次抗原)感 染後牛型結核菌(三 輪株 ・二次抗原)腸 間

騰 脈内注射の場合ては二猟 闘 ヵ磁 譲,の如き微
量の菌澱によつてもA・L・K・ 反応は陽性 となるが,菌

型の異つた牛型結核菌(三 輪株)感 染後人型結核菌(F株)

腸 間膜静脈内注射場 合では二次抗原量は 鋭 議 の

大量 を用 い なけ れ はA・L・K・ 反 応 が 陽性 とな ら ない 。
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第1図 牛型結核菌(三輪株)感 染家兎の

A.L.K.反 応

正常値 鑑 織 菌(F株)
一一…一 対 称 ・一一一 牛型結核菌(三 輪

(牛型)株)死 菌

ユ2345678910

注射後日数

すなわち両者の差をA.L.K.反 応 によつて二次抗原注

射後4日 目に区別するためには,二 次抗原に用いる菌量

を鋤 ㍊ 以下にすればよいこと蜘 つた・

第2表 牛型(三 輪株)結 核菌感染家兎に

おけるA.L.K。 反応の抗原特異性

初 感 染:牛 型結核菌(三輪株)10my皮 下

ご 次 抗 原:加 熱死菌 腸間膜静賑内,耳 静賑内

注射後日数:4日

第2節BCG感 染家兎におけるA・LK・

反応の抗原特異性

珊G艦 撚 を用い嫁 兎のツベルクリ坂 応蠣

転せしめて,同 様の実験を行い,第3表 の如くBCG

感染後BCG腸 間膜静脈内注射の場合にA・LK.反 応

が最 も強 く陽性となるが,二 次抗原 として牛型(三輪株)

結核菌を用い鵬 合には 艦 撚 以上を用いないと反応

は陽性 とならないe又 人型結核菌 ・鳥型結核菌では殆ん

どA.L・K・ 反応は陰性であつた◎すなわちこの場合にお

いても,各 菌型間においてもかなりの抗原特異性がみと

められるヒとを知つたう

第3表B。C.G.感 染 家 兎 にお け るA.L.K.

反 応 の 抗 原特 異性

初 感 染:B.C.G.IOmSt皮 下

ご 次 抗 原:加 熱 死菌 腸 間 膜 静 脈 内

注 射 後 目数=4日
1

菌 量

口 窺9
… } 5魏gl 10η9

・

酬 酬Kat桧 盈二陣 鶴{会二k:IKat・f・11t:RL:

B。C.G. 49.3 十
47.8

48。8

十
十

36.2

29.1 帯

腸 問 膜 静 脈 内 耳静脈内

牛型 三剃5&・1-IS2・ ・ト143・2i+

人

型

F凱n-

kf鷹t

青 山
B

注射法
麟 竹副5a・1-159・31一

55,0

68、4

51.6 土

菌 倒 牛型(輪株)脹 曲 森)牌(三 輪株)

齢 月Ka副 舘

100

50

10

5

3

1

9躍

〃

〃

〃

〃

〃

0.5〃

0.1〃

26.6

26.0

37.8

35。0

40.3

35.7

39.8

53。5

帯

舟

藷

昔

+

升

荘

±

Katf搬:陣 堰 二k二

36.1

54。6

4&5

6L4

±

十

(20mg)
29.6

44.1

60.3

帯

+

次にこれらの成績から,こ のような微燈の牛型結核菌

を二次抗原 として家兎の腸間膜静脈内に注射しても肝臓

Kat・f・値が低下するのであるならば,や や大量の菌を

耳静脈から注射 してもある一定量は肝臓に到達してアレ

ルキー反応が惹起せられ,A.L.K反 応が陽性となるで

あろうと考えて実験を行つたeそ の結核第2表 の如 く二

次抗原として艦 撚 以上の牛型結核菌(三 鰍)加 熱

死菌を耳静脈から注射すると明らかにA・L.K.反 応 が陽

牲 となることを知つた。

第3童=次 抗原の検討

以上の結核アレルギー性肝臓 カタラーゼ反応(A.L

K.反 応)を 惹起せ しめる為には,二 次抗原としてはす

ぺて結核菌の生菌又は死菌菌体を用いてきた。

次にわれわれは結核菌の菌体濾液を化学的に分劃を行

つて,そ の昏々を二次抗原 として,ツ ペルクリン反応を

陽転せしめた家兎の腸間膜静脈内に注射 し,肝 臓Kat・f・

値を測定して,各 劃分のAJL.K。 反応における抗原性の

有無を検討した。

第1節 抗原の分劃

入型結核菌青山B株 のキルヒナー氏基礎培地培養4週

目の菌を,1000q30分 加熱滅菌して菌体を濾過によ

つて除去 し,そ の除菌液を第4表 に従つて沓劃分に分劃

し,そ の各々を二次抗原として使用することとした・

窮2節 実験成績

入型徽 菌(F株)の 生菌艦 凱 を家兎の燃 皮下

に注射 して,ツ ベルクリン反応を陽転せしめた後,上 記

の各劃分をそれぞれ腸聞膜静脈内に注射し,注 射後4日

目に家兎を殺 し,そ の肝臓Kat.f.値 を測定した。

なお対照実験 としてツベルクリン反応陰性の正常家兎
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第4表 分 翻 法

人型結核菌(青 山8株)培 養除菌液

ドー テル」で櫨 棚(2日 間)
↓

「エPテ ル」層

i

第 一劃 分(φ)サ

憐 脂質 性劃 分

↓
母 液
一「エ ー テル 」追 出 し

一「ク 鷲 ロホ ル ム」を加

え一 夜 冷 室 放 置

↓
「クロ耀ホルム」層

第ご劃分(V)
芳香性物質 翫騒

液

ク

肱

ド
　

ノ

↓

レ
「

母

∫ 尺、
50%

CC13。COOHで

pH2.01

↓

酢酸 を加 えpH4.0

↓

上 清

↓
N/20NaOHで 中和

↓

減 圧濃 縮

↓

透 析

↓

P〕H5.8と し「ア ル コ・-7Y」を加
え る

}

↓ 工
沈 澱

第 五 劃 分(S)

多糖 類

↓ 、↓ ↓
沈 澱 上溝 沈澱
↓ 核蛋白
純アル コール,第 三劉分(NP)
エーテルで洗糠

乾燥
↓
粗製蛋白
一・N/20NaOHで 溶 解

12%CCユ3・COOHでpH5.4
↓

真 空 冷 凍 乾 燥

第 四劃 分(π)

精製 「ツ」蛋 白

することとした¢

その成績は第5表 に示す如 くであ

る。すなわち精製ッペルクリン蛋白

(x)をpH4・0の 酷酸水にサスベン

ドし,こ れを二次抗原としてA.L

K臨 を検すると而 羅5矧

ぐら1my/ecで はA.L.K.反 応はす

ζて強 く陽性を示し,O・5mg〆eeの微

量注射においてもなおA.L.K.反

応 は陽性であつた¢更に「ッ」核蛋白

(NP)を 同様にpll4.0の 酷酸火に

サスペンドし,二 次抗原 とした場合

においても同{蓑にA.L.K.反 応は陽

性であつた◎之に反して「ッ」蹄指質

(φ)を 生理的食塩水にサスペソ ド

したものを二次抗原 ど した場合に

は,ユ0瑠 においてもA・L・K・反応

は全く陰性であつた{}な お第1報 で

述べた如 くA・L・K・反応に使用する

抗原としては不溶性の固形成分であ

つて,肝 臓毛細血管において一定度

捕捉される必要がある。しかるに多

の腸間灘 脈内に獅 をそれぞれ 、(盟 宛注射し 注 騰 胴 溶性であるために歌 抗原として闘 できなか

射後4日 目に家兎を殺 し,肝 臓Kat・f・ 値を測定

第5表ALK。 反応におけるご次抗原の分劃

初 感 染=人 型(F株)菌10瑚 皮下

ご 次 抗 原:腸 間膜静賑内

注射後日数:4日

実
験
群

ご次抗原 初感染
↓
再注射
の

日 剃応

3
一

反
性

体重

(9) (のf.!

Kat。

値

A.

L.

K.

反

応

分 劃

注 射

量
(乾燥
芝の

m941

10

精 製 蛋 白C
πpH4,0の 酷5

酸 水 に サ ス 』
ペ ン ドして1

注 射
O.5

NP

核蛋 白C
NPpH4.0の 酷

酸 水 にサ ス
ペ ン ドして

注 射

10

Cg燐 盤

5

1

10

1

32

41

32

誓膿撫
舟♂ 1950146、oi27.9

苔i♂}2100145遡5

十

帯

十

39

41

38

紳5・・:郷晦
+16!・鵬 酬 マ

　

苔 ♀ ユ57049.544.9十…

37+1♂/・98042.7166.・
ii{

37峯i♀i21・・飾 一

対

{

π
}・・/H♀1・95・15・2155・ ・/

NP
レ・i/H♂ 圃4…i49・2/

φ ・・1/十3・Gl5・ ・51574/

つた◎又,対 照実験では第5表 に示す如 く,いずれも肝臓

K臨f・ 値は正常家兎のそれに近い値を示した◎

以上のことからA.L.K.反 応においては二次抗原とし

て結核菌の菌体と同様にその「ツ」劇分も使用し得ること

が分 り,且 つrツ 」劃分中,蛋 白劃分がA・LK反 応 陽性

を示すことからL・A・K・反応の活性因子が蛋白劃分中に

存在することが考えられる◎

第4章 一次抗原の検討

われわれはこれまでの実験において,家 兎のッーミルク

リン反応を陽転せしめるために,一 次抗原としてはすべ

て結核菌の生菌を使用 してきた◎しかし動物を結核菌の

生菌で感染させることは実験の操作 上不 便 なことが多

い◎そこでわれわれは,結 核菌は加熱 して死菌とし,こ

れにAdjuvantと して流動パラフィンを加え攣いわゆる

流動パラフィン加加熱死菌3)を 以て家兎を感作 し,生 菌

の場合と同様に家兎のツペルクリン反応を陽転せしめる

ことができた◎

結核菌の流動パラフィン加加熱死菌は欝 入型結 核 菌

(F株)の キルヒナー氏寒天培地培養3～4週 目の菌を

採り,こ れに流動パラフィンを徐々に加えて充分に乳慾

内で麟 し・5灘 炉 入型徽 菌流動ノぐラフィ均 響

游液とし,これを100。C30分 加熱 して調整したものであ

る。この浮游液1e・e・を塚兎の大腿内側筋肉内に注射す

ると・約2週 間後に「ツ」反応が陽転するe次 いて二次抗

原として人型結核菌(F株)加 熱死菌10塑 批 を腸聡
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膜静脈内に注射し,逐 日的に家兎を殺 し・その肝臓Ka一 入型結核菌 と牛型結核菌又はBCGと の間には抗原特scsc

tf・ 億 を測定 した。その成績は第6表 に示す如 くであつ 性を認めることができた◎

て・玖 抗原として入型結核菌の生菌、謝2。 嫁 兎の

大腿皮下に注射し,ツ ベルクリン反応を陽転せしめて行

つた実験 とほぼ同様の成績を得た◎すなわち二次抗原注

射陵,2日 から6日 にわたつて肝臓Kat.f・ 値 は低下

し,ALK反 応 は強 く陽性を示した。

第6表 流動パラフィン加,死 菌 フクチン

注射家兎におげるA・LK.反 応

一一次抗原:人 型結核菌(F株)加 熱死菌流動パラ

フィン浮游液(50my)筋 肉内注射

ご次抗原:人 型結核菌(F株)加 熱死菌1伽9腸

聞膜静脈内注射

壊i日 数
ジ毛, 一_置__一___

験 一次抗原二次抗原
N列 ↓ ・ ↓
[二次抗原実 験

ヲ

罐
性
体璽

rゐ

1腫{肝
{Kat .f.[

(ρ)1

A.L.

K.R.

次に流動パラフィ枷 加熱噛((湿1爾)50mg/c。e,)を家勅

大腿内側筋肉内に注射 し・約3週 後ツベルクリン反応が

陽転した家 電につきツベルクリン精製蛋白(質)の 酷酸

水サスペンジヨン(pH4・0)の10m.q・5mg,1mg,O.5mg

の各 々を二次抗原 として家兎の腸間膜静脈内に注射し,

その4日 目の肝臓Kat・f・ 値を測定した。その成績は第

8表 の如 くで・二次抗原の注射量10mgの 場合は人型結

核菌(F株)生 菌感染家兎の場合のA・LK・ 反応 と同

様の成績を得たが,二 次抗原の注射量5mg以 下ではA.

LK・ 反応陽性の程度が弱 くなり,0・5吻 では陰性で

あつた◎

第8表 流動パラフィン加加熱死菌注射家兎

におけるA・L・K・ 反応の抗原特異

性(2)
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ミ ミ
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一次 抗 原:人 型 結 核 菌(F株)加 熱 死 菌(50mg)

流 動 パ ラ フィ ン浮 游 液

二 次 抗 原:ツ ベル ク リン精製 蛋 白 π の サス ペ

ン ジ ヨ ン

38・8卦

36.9斗 ト

次に濁 パラフィン加力嚥 礪(入 型購 萬)調 澱 .

を以てツペルクリン反応を陽転せしめた家兎について,

二次抗原として第7表 に示す結核菌の各加熱死菌を家兎

の腸聞膜静脈内に注射し,そ の肝臓Kat・f・値を渕定して

獄原の狩y牲 を検討した◎その成績は第7表 の如 く入型

結核菌(F株)生 菌を用いて家兎のツペルクリン反応を

陽転せしめて行つた実験と同様に二次抗原として用いた
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第7表 流 動 パ ヲ フ イ ン加加 熱 死 菌 ワ クチ ン注

射 家 兎 に お け るA.L.K。 反 応 の抗 原特

異 性

・一次 抗 原:人 型 結 核菌(F株)加 熱死 菌50mg流

鋤 パ ラ フィ ン筋 肉内 注 射 → 「ツ」反 応

陽 転

ご 次 抗 原:加 熱 死菌ltOM.7:腸 間 膜 静 脈 内注 射

数 で直尋欲肝1(at・f辱{i直

ご次抗原注射→実験迄の
日致

毘L坐 」謂 ♀ ・9・・i52・・i37・8i昔
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3614i+i-1・ 囹2…IS…15・ ・gl±
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塾 薗 株
4日 5日

人 Fr撮 まkf蟹 も 31.8(斗 ト)38。8(斗 ト)

型 青 山Bl57・8(一)146・7(+)

牛 三
酬6α 妬)i57・ ・(一)

型 牛R塞 曝

BCG

46・4(±)163・2(一 一)

63。1(一) 59.7(一)
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第5章 考案並びに結論

・)牛 型繊 菌(三 輪株)生 菌(、8聯,)麟 家兎'

において,二 次抗原として人型結核菌(F株)と 牛型結

核菌(三 輪株)の 各加熱死菌を用いて家兎の腸間膜静脈

内に注射して,A.L.K.反 応 を惹起せしめた場合,牛 型

結核菌を用いた方がA.L,K反 応 は強 く且つ持続的で

あ り,二 次抗原注射後5日 以上を経過すると,両 者には

明確なる差がみられる◎

2)糎 徽 菌(三輪株)生菌 砺 隙,)感 染輝

において,二 次抗原の注射後4日 目のA、LK反 応 を検

査 して牛型結核菌(三 輪株)と 人型結核菌(F株)を 区別

するためには,二 次抗原の注射菌量を5mg/cc以 下にすれ

ばよい◎

3)BCG感 染家兎においては,二 次抗原がBCGの

場合にA.LK。 反応が最 も強 く陽性を示 し,牛 型結核

菌(三 輪株)が これに次ぎ,入 型結核菌 。鳥型結核菌は

反応 しない◎
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4)ツ ベルクリンを分劇して得た各劃分について,そ

の抗原性の有無を検討したのに,蛋 白劃分を二次抗原と

して家兎の腸聞膜静脈内に注射 した場合には,唱 ・L・K・

反応は明らかに陽性を示した◎これに反して燐脂質劃分

は全く陰性であつたeこ のことから,A・L・K反 応の活

性因子が蛋白劃分に存在することが考えられる癖なお多

糖類は可溶性のため抗原として使用できなかつた◎

5)人 型結核菌(F株)の 疏動パラフィノ加加熱死菌

を家兎の大腿筋肉内に注射すると,入 型結核菌生菌を用

いた場合と同様に家兎の ツペ ル クリン反応を陽転せし

め,A.L・K・ 反応を惹起せしめることができた0

6)入 型結核菌(F株)の 流動パラフィン加加熱死菌

にょつて家兎のツぜルクリン反応を陽転せしめた場合に

おいても,二 次抗原として用いた各菌型間に抗原特異性

の存在することを知つた。

7)入 型結核菌(F株)の 流動パラフィン加加熱死菌

を以て,家兎のッペルクリン反応を陽転せしめた後,二 次

抗原として精製ツペルクリン蛋白(展)を 腸開膜静脈内

に注射すると?家 兎の肝臓Kat・f・ 値は低下し,A・L・K

反応は陽性を示した。但し入型結核菌(F株)生 菌を以

て家兎のッベルクリン反応を陽転せしめた場合と比較す

ると,A・LK・ 反応陽性の程度はやや弱いと思われる◎

終 りに臨み,御 指導 と御校閲を賜つた院長渡辺三郎博

士に深謝する。
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垂 東京慈恵会医科大学教授 医学博士 片 山 良 亮 著 ≡

1結 核 の 化 学 療 法 是5畿1解蕪1
嚢 ～ 殊に骨 関節結 核 につい て 一 ≡

垂 本書は骨関節結核の化学療法を述べると共に従來の治癬法にも簡単に触れて記述し・または 嚢
i化 学療法の施行時痴 は実験をするに必要な検査法についてはその総てを網羅してV・る。殊に ≡

叢 戦後アメリカ医学の導入による新しb検 査法或V、は実験法の吸収に大きな努力が払われた。更 妻

嚢 に記載にあたつては本書を見れば実験を実施 し得るように懇切を極めていると共に実験中の体 蓬

嚢 験と鮮明な多数の図撒 とを以て万全を期 してV・る◎また各事項については夫々文献名を記載し9;
藝 て研究の便を図つている◎従つて本書は医学者並びに臨床医家諸氏に貴重な参考資料である◎ ≡
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嚢 第1章 化学療法剤の発達史とその性状 第2章 骨関筋結核の病変像と化学療法による ≡

叢 第3章 化学療法に必要なる臨床的並び 影響に関する丈献 ≡i

垂 に実験検査法の実際 第4章 郵物実験による化学療法の検討 箋
垂 第5章 骨関飾結核に対する化学療法の臨床応用 ≡

垂 医 学 博 士 三 輪 徳 定 著 ≡

1主 な 肛 門疾患とその臨駄 象5継縞 畢垂 ≡
藝 諸種の疾患が直腸肛門部にいろいろの障碍 をきたすど同時に,直 腸肛門部の疾患がまた全身 垂
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