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結核における赤血球凝集反応抗原の研究

第1報

名古屋大学予防医学教室(指 導 岡田 博 助教授)

浅 野 元 康

(昭和28年9月27目 受付)

緒 言

1948年Middlebrook及 びDubosl)は 結核菌 の フヱ ノ

ール処置後の食塩水抽 出液 を以つ て感作 された緬羊赤血

球 は結核患者1血清及 びBCG接 種家 兎血清 と特異的に赤

血 球凝集反応を起す ことを報告 し更 に1950年Scott及 び

Smith2)は 原法の変法 としてLederle製 旧 ツベル クリン原

液を用いて も同様の反応 を起 し得 ることを報告 した｡そ

の後多数の研究者に よつて追試 され本反応が結 核症 に特

異的であ ることはすべ て認 めてい るが活動性結核症 の診

断 に対す る本反応 の臨駄的価値 の評価 については研究 者

によつ てそれぞれ意見を異 にしている｡す なわ ちRorth-

bard3),Gernez-Rieux4);Sigv.TsehudiMadsen5),H.

Brodhage6),矢 追7)8)9)10),永 上ll),丸 本12),吉 田13),

佐藤1の,熊 谷15),吉 田16)等 は活動性結核症に高度の陽

性度 を認め,そ の瀦 粕勺価値 を認 めているに対 しScott

及びSmithヱ7),W.HeMtd1及 びG.D.Gilbert18、,John

Adcoek及 びRaphealR.19),BenjaminSchwartz20),

WilliamM・,M・Kirby21)等 は臨}休的価値が少ないか

或い は疑わ しい と報告 している｡以 上の如 く反応 成績 が

一定でないのは矢追7)が い う如 く感作抗 原の化学 的本態

が明 らかでな く巳つ純粋 なる感作抗原が得 られぬため と

不安定な赤血球 を使用 するた めと思われ る｡よ つて本反

応の臨淋的価 値を高 めるためには純粋な る感作 抗原を得

ることと赤1血球 にかわる安定性 のある物質を使用す るこ

とであ ると思 われる｡余 はまず純粋 なる感作抗原を得 る

目的 で ッペル ク リンの分劃 を行 い如何な る分劃 に感作抗

原が存在 しその化学的本態 は如何 なるものであ るかを検

索 した いと思 い第1報 としてF.B.Seibertの ツベル クリ

ン分謝法22)を参考 として下 記の如 き方法 によ り分劇 し,

その各分翻 について赤血球凝集反応 との関係を検ぺた｡

実 験 方 法

1)旧 ツペル ク リンの作製

厚生省基準23)によつて 自家作 製 した｡培 地は ソー トン

無蛋 白培地 を使用 した◇

2)ツ{ミ ル ク リン分劃法

ツベル クリン原液 を トリオ ールを加えてセ ロファン袋

で流水 中48時 間透析 し水浴上にて原量 に迄濃 縮 した｡

a)分 劃1:そ の内液を酷酸溶液 にてPH4.0に し生

ず る沈澱 を蒸溜水(PII7・0)に とか し遠 心 してその上清

を真空乾燥 しこれを1と した｡

第1表 ツ分割 の方法
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b)分 劃 豆:の における上満 にNaOH溶 液を加えて

pH7.0と しエチルアル コール最 終濃度30%に なる迄加

えて生ず る沈澱を真空乾燥 しこれを 丑とした｡

o)分 劃 皿:b)に お ける上清 を酷酸溶液 にてPH4・6

とし生ず る沈澱 を真空乾燥 しこれを 田とした｡

d)分 劃IV:c)に おける上清 にエチルアル コールを

最終濃度70%に な る迄加 えて生ず る沈澱を真空乾燥 し

これをIVと した｡・

e)分 劃V:｡)に おける上溝 を流水 中にて透析 しエ

チル アル コールを除去 し生 ずる沈澱 を真空乾燥 しこれを

Vと したo
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f)分 劃VI:e)に おけ る上清を水浴上 にてYieに

濃縮 しこれに50%三 塩化酷酸溶液 をPHI.2迄 加 え生

ず る沈澱を蒸溜水(PH7・0)に とか し遠心 してその上清

を透析 してその内液を真空乾燥 しこれをVと した¢

g)分 劃冊:e)に おける上 清を トリオールを加えて

洗水中にて48時 間透析 し三塩化酷酸を除去 しその内液

を濃縮乾燥 したものを ㎎ とした◇

3)赤.血 球 凝集反応

赤血球凝集反応の術式 はMiddlebrook及 びDubos1)

の原法に準 拠 し赤血球 は熊谷ユ5)と同様O型 人赤血球 を使

用 した｡被 検血清は レ線所見 にて明 らかに結核性 と考え

られ る病巣を認 め喀疾 培養の結果菌陽 性であ り巳つ現在

治療中の患者10例 と健康 と思われ る者10例 について行

つ たe感 作抗原は各分劃 を化学天秤 にて正確 に5mgそ

れぞれ秤量 し5mlの 生理的食塩水に とか し使用 した｡

被検血清は非働化 して4倍 稀釈 からの稀釈例をつ くりこ

れ に感作血球 浮游液 を血清稀釈液 と同量加え2時 間癬 卵

器 中に保存 し2時 間後及び一夜放置後判定 した｡8倍 稀

釈以上で凝集 した ものを陽性 とした｡対 照 として無感作

血球浮游液を加えた試験管及び生理的食塩 水 と感作血球

浮游液 とを加 えた試験管2本 を用意 した◎

4)紫 外線吸収 曲線

紫外線吸収曲線 はベツクマ ン装置を使用 して各分劃の

0.5mg/ml溶 液 の吸光度を2,200geか ら3,300geの 間 に

つ いて測定 し作製 した｡

5)電 気泳動法

電気泳動法 は 日立 のHTB型 チセyウ ス装置を使用 し

概ね電気泳動研究会の規定鍵)にも とつ いて行つた◎泳動

条件はPH7.8イ オン強度0・1の 燐酸緩 衝液 を用い100

Volt10mA45分 間で行つた｡試 料の濃度は1・5%溶

液 のものを用 いた｡

6)ツ ベルク リン力価試験

ツベル ク リン 力価 試験は概ね厚生省基準23)に も とつ

いて行つた｡各 分劃5mgを 秤量 し10ec生 理 的食塩水に

とか しその1mlを 更 に10mlの 生理 的食塩 水にとか し

50δノmlの溶液 を作製 しそのO・1mlを モルモッ トの背部

の一 側に皮 内注射 した｡W分 劃 を対照 として一側 に他の

分劃をそれぞれ他側対応部に注射 し24時 間後 及 び48

時間後その硬結 の大 きさを測定 した｡モ ルモッ トは厚生

省基準 に もとついて予め処置 し5匹 を一群 としその平 均

値を とつた｡

実 験 成 績

1)各 分劃 と赤 血球凝集反応 との関係

各分劃成分を感作抗原 として患者J血清10例 健康者血

清10例 につ いて反応 を行つた結果表2に 示す如 く患者

血清 の場合W分 劃及び 四 分劃を感 作抗原 とした場 合

のみ陽性を示 し他 の分劃 で感作 した場合 はすべて陰性 で

あつた｡ツ ベル ク リン15倍 稀釈で感作 した場合 とIV

分劃 で感作 した場 合 とその凝集価 を比較 して見 ると凝集

価 が等 しい場合が10例 中5例,他 の5例 はすべてIV

分劃 の方が高い凝集価 を示 した¢

また盟分劃 とツベルク リンの場 合とを比較ルて見 ると

凝集価が等 しい場合が10例 中6例 他 の4例 は 冊 分劃

の方が低い凝集 価を示 した｡IV分 調 とN贋分劃 の場合 を比

較 して見 ると凝集価が等 しい場合が10例 中2例 で他の

8例 はすぺてW分 劃の方が高 い凝集価を示 した｡健 康

者1血清では 四 分劃の場 合すぺ て陰性であつ たがIV分

劃及び旧 ツベルク リンの場合1例 陽挫を示 し凝集価 は8

倍 であつた｡

第2表 各分 劃 と血球凝集反応 との関係
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数 字 は凝 集 価(倍 数)8倍 以 上 を 陽性 と した｡抗 康

はlmg/1》ecを 用 い た

以 上 の成 績 か ら本 反 応 の感 作 抗 原 の大 部分 がIV分 劃

及 び 四 分 劃 す な わ ちPH4.6エ タ ノ ール最 終 濃 度70

%以 上 で 沈 澱す る分 劃 に 存在 す る と思 わ れ る｡

2)各 分 劃 の化 学 的 性 状

表3に 示 す 如 く1,皿,V,V分 劃 は と もにXanthopr(>

teinR.NinhydrinR.BiuxetR.い ず れ も強 陽 性 で 巳つ

DipheRylaminR・ が 陽 性を示 し核 酸 を 含 む蛋 白質 を大

部 分 含 む もの と思 わ れ るがM◎lischR・ が弱 陽 性 又は 陰

性 のた め 僅 少 の多 糖 体 を 含 むか 又 は含 まな い もの と想わ

れ る｡III,IV,靱 分 劃 はMGIIschR・ が 強陽 性 で いず れ

も相 当 大 量 の 多糖 体 を含 む もの と思 わ れ る｡IV分 劃 ば

XanthoproteinKNillhydrinR.BiuretB.が いず れ も

強 陽 性 を 示 し 且っDiphenylamiRR・ も陽性 を 示 し桐当

量 の 蛋 白質 及 び核 酸 を 含 む もの と思 わ れ ろeW分 劃 は

Xanthoprote加R｡Ni曲ydrinR.BiuretR.が 陽 性 を漬

す が 反応 が弱 くttつDiphenylaminR.が 陰 性 を示 す の

で核 酸 を 含 まぬ 少量 の蛋 白質 を 含 む もの と思 わ れ る｡
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第3表 各分劉成分の化学的性状
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3)各 分劇 の紫外線 吸収 曲線

図1及 び2に 示す如 くL互,月W分 劃は共 に2600Aの

部 分に吸収帯 が認め られ核酸の存在 を示 しているが田分

劃 ではその部分 に吸収帯が認め られず核 酸を含 まないこ

とを示 している"L丑,月IV分 調の2500A～2800Aの 部

分の吸収帯 は明らか に認め られ蛋白質 の存在 が明らか で

あ るがW分 劃 において も2500A～2800Aに 吸収帯が認 め

られ少量であ るけれ ども蛋 白質を含む ことを示 している｡
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第1図 分劉 の紫外線吸収曲線
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第2図 分 劃 の 紫 外 線 吸 収 曲 線
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4)IV分 劇及び 冊 分劃の電気泳動法 による分析

図3に 示 した如 くW分 劃の泳動図は5つ の峯 からなつ

ている｡す なわ ち易動度測定 により多糖体 と考 えられる

1つ の峯 と蛋 白質 と思 われ る3つ の峯 と核蛋 白 と思われ

る1つ の峯か らなつてい る｡珊 分劃の泳動図は多糖体 と

思 われ る1つ の峯 と蛋 白と思われ る2つ の峯か らなつて

い る｡そ の百分比 を澗つ て見 るとW分 劃は多糖 体41・

3%蛋 白質37.3%核 蛋 白質21・3%で あ り,田 分劃 は

多聴体68.3%蛋 白質32｡7%で あ る｡多 糖体 と蛋白質 の比

はIV分 劃 はo.59で 多糖体は蛋白質の半 量 しかないの

に対 し田 分劇 では2・1で 多晴体は蛋 白質の約2倍 から

なることが判 るo
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5)各 分劃 と「ツ」力価

IV分 劃を対照 として一側 に,他 の分劃 を他側対応部 に

皮内注射 しllV分劃 を1と し比を求めた｡そ の果結表4に

示す如 く1分 劃 とIV分劃 とでは24時 間後1加=12.6,

48時 間後1/N=1・19で1分 劃 の方 が力 価が強い｡豆 分

第4表 各分劃 とツ力価
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劃 とW分 劇 とでは・24時 間後E/N=O｡87,48時 間後

n/N・・O.74で 皿分劃の方 が力価が弱いo遜 分劇 とW分

劃 とでは24時 間後 皿/N=1.32,48時 間後 皿IN・m・1・33

で 皿 分劃の方 が力価が強い｡畷 分翻 とIV分 翻 とでは

24時 間後W/rv・O.81,48時 間後W/N=O・62でW分

醐の方が遙かに力価が弱 い｡

総 括 並 び に 考 按

旧ツベル ク リンをエタノール分翻法 によつ て7つ の 分

劃 に分 ち,各 分劃を感作抗原 として赤血球凝集反応 を行

つた処IV分 翻及び 冊 分翻で感作 した場合 のみ陽性 を

示 し感作能 を有す ることが判つ た｡す なわちPH4・6エ

タ ノール最終濃度70%以 上 で感作抗 原が沈澱す るよ う

に思われ る｡IV分 翻 及び 靱 分劃の化学的性状を定性

反応,ベ ックマンに よる紫外線吸収曲線及 び電気泳動法

に よる分析 によつて検 べた結果 いずれ も多糖体及び蛋白

質 の混在物 であつてIV分 翻 は核蛋 白質を も含 んでい る｡

Tツ 」力価試験 によつて もIV分 劃及び 鴨 分鍵 共に「ツ」

活性が認め られ蛋白質 の存在が明 らかである｡以 上の成

績 か ら感作抗原の化学 的本態 を推論 することはできない

が更に実験 を進め てこれを究明 したい¢

本反応 の感作抗原の化学的本態 に関 して多糖体説を主

張す る ものと蛋白質説 を主張す るものがあ り未 だ明 らか

でない｡す なわちMiddlebrook及 びDub◎s1),Haas25),

BullN.Y26),Fishα 及びKe◎gh27),根 津28),武 田29),

岡 田30)等 は本態 は多糖体である と報告 してい るに対 し

Gericke31),C.W.Dewett及 びJ.M.Birckeland32),H、

Brodhage6),WilliamL.GabyJoyce33),進 藤34),秋

葉35),等 は蛋白質 がその本態であ るか若 しくは大 きな役

割を もつ もの と報告 している｡

「ツ」力価試験においてF.B.SefbertはPolysaocharide

I及 び1[(F.B.Seibertは 非加熱性 ツベル ク リンをエ

タノール分劃法に よりP◎lysaecharideを1及 び巫に分

ちた)に は「ツ」活性 は認 められない と報告 しているが余

の分劃 皿 及び 田 には相当強い「ツ」活性があ り非加熱

性の場 合 と分劃成分が多少異るためではないか と思 う｡

叉EB,SeibertはPr｡teinAが ・一番力価 が強 くB,Cの

順序で力価 が弱 い と報告 しているが余 の分劃 では分劃 班

すなわちProteinBに 相当す る分劃が 一番力価が強 く

W分 劃す なわ ちProteinAに 相 当す る分劃が一番力価

が弱かつた｡こ の成績 は武谷36ルの報告 と全 くny致 し又

ProteinAに は相当量の多糖 体を含 む と報告 しているが

この点に関 しても余の成績 と一致 している｡

RB｡Seibert37)はPolysaccbaridellは 洗 降元 とな り

得 るがPolysaccharideIは 分子量がPolysaecharide

豆に比較 して極め て小 さく沈 降元 とな り得 ない と報告 し

てい る｡余 の成績 では 冊 分翻 に感 作抗原 を含んでいる

ことか らもし感作抗原 が多糖体 である とした らPolysao・

charideIrc感 作抗原が存在す るのではないか と思 う｡
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結 論

結核症 における赤血球 凝集反応 の感作抗 原の化学的本

態を検索するため に旧 ツベル クリンをF.B.8eibertの

エタノール分劃法を参考 に して7つ の分闘 に分 ち?各 分

劃を感作抗原 と して反応 を行いジ如何 なる分劃 に感作能

があ るかを検ぺた｡そ の結果次の ことが結論で きるゆ

1)IV分 劃及 び ㎎ 分劃す なわちPH4.6エ タノール

最終濃度70%以 上で沈澱す る分鐘鋼に感作抗原 の大部 分

が存在す る｡

2)化 学的諸反応 及びベツクマン装 置による分析に よ

つてIV分 劃及 び四分劃はいずれ も多糖体 及び蛋 白質を含

みIV分 劃 は核蛋白質 を も含む｡

3)電 気泳動法 による分析 の結果IV分 劃は5つ の峯

に 田 分劃 は3つ の峯に分れ る｡

4)「 ツ」力価はW分 劃 の方が遙かに ㎎ 分翻 より強

いo

終 りに臨み終始御懇篤な る御指導及 び御校閲 を賜わ り

し岡 田助教授 に深謝す｡
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