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検 圧 法 に よ る 結 核 ア レ ル ギ ー の 研 究

ツベルク リン皮内反応陰性お よび陽性者血清の結核菌酸素消費に及ぼす影響
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国 立 療 養 所 福 寿 園(園 長 三野原愛道博士)

受 付 昭 和5工 年7月6日

第1章 緒 言

体液中結核抗体の存否の証明に関しては,古 来先入の

幾多の業績がある。Zink1)は,凝 集反応や沈降反応など

では結核抗体を証明するには充分でない,補 体結合反応

では,熟 練が何よりだがある程度の価値はある,し かし

結核症においては非常な努力が重ねられたがまだその目

的は達せ られないと述べている。H.Schmidt2)は 結核抗

体は細胞性で体液性ではないといい,Rich5)も ツベ レク

リン型の過敏性は抗体に依存す るが,抗 体のすべては紬

胞 と密接に結合し,血 清で受働的感作ができる程の過剰

抗体は血中に僅かしかないと述べている。

また電気泳動法による血清蛋白分劃法では,γ グロブ

リンと抗体 との関係についてSeibert4)は,家 兎の結核

菌蛋白に対す る抗血清はγグロブリンの上昇をきたし,

この γグロブリンは結核蛋白抗元を沈澱させ,結 核生菌

を凝集し,そ の生長を阻止すると報告 しているが,8al-

dwin5)は 結核補体結合抗体はγグロブリン分劃中にある

が,結 核菌での吸収試験では,γ グ ロブリンの濃度に変

化はなかつたといつている。三好,土 屋6)は,結 核患者

血清のrグロ ブリン濃度とツベルクリン感作赤血球凝集

反応の凝集価とは,相 関関係はみ られないが,結 核菌あ

るいは旧 「ツ」感作0型 赤血球で吸収すると,対 照に較

べ吸収減少があつたといい,吉 田7)も また結核家兎で γ

グ ブリンの増加 と赤血球凝集反応との間に相関関係は

ないといつている。

か くの如 く流血中結核抗体の証明は未だ決定的な方法

はないようであるが,私 は結核感染個体の体液中にもし

抗体があるな らば,そ の個体の血清を生結核菌に作用さ

せて抗元抗体反応が起れば,そ の際抗元たる結核菌のガ

ス代謝に変化がみられはしないかと考えて,1949年 よ

り,ワ ーノレブノレグ検圧計で実験を続けている8)。 文献を

広 く猟渉したが結核入血清の結核菌の酸素消費に及ぼす

影響を検討した業績を認めず,こ こに報告し大方の批判

を仰 ぐ次第である。

第2章 実 験方 法

1実 験材料:

1.血 清 。使用血清は2,000倍 旧 ツベルクリン皮内反応

強陽性健康人(以 下 「ツ」強陽性者)血 清で,100倍 旧ツ

ベルクリン皮内反応陰性健康入(以 下 「ツ」陰性者)血

清を対照とした。陰性アネノレギー者血清は,福 寿園入院

重症想者で,100倍 旧 「ッ」陰性者血清である。

肘静脈より採血し,血 餅の凝固後一昼夜氷室に置 き,

血清の分離 をまちて3,0CO廻 転5分 間遠心沈澱 し,ピ ベ

ットで血清を採取 した。

2.菌 液。九大細菌学教室保存の入型結核菌青山B株,

岡 ・片倉培地培養12～14日 目の ものを使用した。可及的

無菌的操作で菌苔を3号 グラスフィルターを用いて生理

食塩水にて充分吸引洗源し,集 めた菌を濾紙に鋏み充分

吸湿し換 り秤にて秤量,メ ノー乳鉢に移し無菌操作箱中

で これを充分磨砕し,AAP液9)を 加 えて2～20mg/6c

の均等浮游液とし,実 験にはその0.56c(す なわちmoist

1～10mg)を 使用した。

AAP液 の組成は,第 二燐酸 ソーダ11.8769/cc,第

一燐酸カリ9 。0789/66を3:7の 割合に 混合し,そ の

100ccに 対 し,さ らにアセ トアンモニウムを0。3ccの 割

に加 う。

II装 置;

検圧装置は単一検圧計で,マ ノメータPの 数は16本,

表1容 器恒数
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測 定 は 旧法 に よっ た。 振 幅 は10〃2,振 盗 回 数 は 毎 分195

回,測 定 温 度37。5。C,測 定 は30分 毎 に行 い 測 定 時 間 は2

時 間 で あ る。

容 器 恒 数 は 水銀 法 に よ り測 定 した 。(表1)

皿 容 器 内 容:

総 液 量 は2.260と した 。 その 内 訳 は,

i)菌 液:人 型 結 核 菌 青 山B株 のAAP浮 游 液0.ACC(菌

量:1～10彫9)。

ii)基 質:入 血 清1。ACC。 対 照 に は血 清 の代 りに生 理 食

塩 水1.506。

iii)炭 酸 ガス 吸 収剤:副 室 に20%苛 性 カ リを0.200。

iv)pH:7。2～7。3。

第3章 実 験 成績

表2「 ツ」強陽性者血清を結核菌に加えた:場合 と

「ツ」陰性者血清を加えた場合との菌の酸素

消費:量の比較 測定温度37。・5CpH7.3

/＼ 一鵬 』 ■ ■i■i

〔1〕 「ツ」強陽性者血清を結核菌に 加えた場合と,

rツ」陰性者血清を加えた場合とのS菌 の酸素消費量の

比較。(表2)

入型 結核菌青山B株(岡 ・片倉培地培養12日 目)で,

使用菌量1.0〃¢9の場合は,「ヅ」陽性者血清を加えたとき

と,「ツ」陰性者血清を加えたときとの菌の酸素消費値を

較べたが,そ の間にほとんど差を認め得ず。菌量2.0〃¢g

の ときは,「ツ」陽性者血清を加えたときの方が酸素消費

値はある程度低かった。

〔11〕 「ツ」強陽性者血清,「 ツ」陰性者血清,お よび

陰性アネノレギ肖者血清をそれぞれ結核菌に加えた場合に

おける菌の酸素消費量の比較。(図1)

「ツ」陽性者血清,「 ツ」陰性者血清,お よび陰性アネ

ルギー者血清をそれぞれ結核菌に加えた場合の菌の酸素

消費量を比較したが,菌 量2.伽9の 場合は,陰 性アネル

ギー者血清を加えたときの菌の 酸素消費量は,「 ツ」陰
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図1「 ツ」強陽性者血清と「ツ」陰性者血清および陰性アネルギー患

者血清を結核菌に加えたる際の菌の酸素消費量の比較

Cmm

↑
使 絹 菌青山B2.Omg

蜜

語

含,,一

δ 一二含 ノ1風三婆
ノ ノ

1!≠!淋_ノ ノ ロロ訴z/

1ノ1/

♂/
リ ノ

之//7… 一一一ノ7
ノ"

306090120min

60

50

40

30

20

10

0

Cmm

「ツ」反 陰性 者血清+菌

「ッ」
.反 陽性 者血清 十菌

一階一 ×一x一一 陰 性 アネル ギー者血清+菌
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306090120mm

性者血清を加えたときとほぼ同様の値で

あって,し か もこの両者の値は,い ずれ

も 「ツ」陽性者血清を加えた ものより,

幾分高い値を示した。
'菌量:が5
.0〃zgのときも,陰 性アネルギ

P者 血清を加えたときと,「 ツ」陰性者

血清を加えたときとの菌の酸素消費値は

ほぼ同様の値を示した。またこれ らの値

と,「 ツ」陽性者血清を作用 させたもの

との差は僅少 となった。

以上(表2,図1)「 ツ」陽性者血清を

加えたときの菌の酸素消費量は,「ツ」陰

性者血清を加えたときに比べ,使 用菌量

を1.0〃¢g,2.0粥g,5.07ηgと したいずれ

の場合に も,幾 分低い もの もあったが,

両者の間にみるべ き差がないものが多か

った◎陰性アネルギー者」血清を加えた場

合結核菌は,「ツ」陰性者血清を加えた:場

合 と同様の酸素消費値を示した。

〔皿〕 「ツ」強陽性者血清 と,こ の血清
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を加熱死菌で吸収操作をしたものとをそれぞれ結核菌に

加 えたときの,菌 の酸素消費量の比鞭。

i)・ 加熱死菌1伽8に て吸収した場合。(表3)

rツ」陽性者血清1.506に 対 し1QO。C30分 加i熱入型結核

菌をユ0。0甥9の割に加え,37。C24時 間放置後,3,000廻

転30分 間遠心沈澱 して,そ の上清を材料 とした。対照の

同___.入rッ」陽性血清はそのまま370C24時 間放置した

ものである。

＼謂 対 照

＼
(紛

表5rツ 」強陽性者血清 と これを加熱死菌により

吸収せるものとをそれぞれ結核菌に加えた際

の菌の酸素消費量の比較 吸収操作 コ加熱死

菌10.0勉9,測 定温度37。5'C,pH7。3

(柵)

鱒1}
＼容 顔2窺劇
＼
N菰C1

喫

難濫

KOH

至51

a.5

0.2

ユ.5

0。5

0.2

15/

3a/

60/

90/

!20ノ

　
12.1i17・9

24.229。7

36.3i40・7

45.6148.7

49.149.Z

1.5

0.5

0。2

1.5

0.5

14.1

27.5

41.6

52.9

58,5

0.2

16.2

25.2

31,5

40.4

47。v

0.5

1.5

0。2

4.5

!C。3

17.4

26.7

3C.5

/＼淵
＼

ド

■[対 照

＼凝＼＼
＼容＼器

1内

＼容轡

＼

酸
素
消
費
量
c〃3〃3

＼L
「ツ」反L㈲

}■ ■ 「対照

G菅+) (暑の G馨)

無

謬

義

死菌吸
収血清

無処置 』
血 清

菌1吻9'

:NaCl

KOH

15/

i50/

60/

90/

1201

!.5

0.5

o.1
3

z.5

0,5

0.2

1,5

4。0

7。i5

9.i5

ユ4.2

19.2

5。3

9.8

12.9

15.1

17,4

0.5

0.2

2.v

5.4

7。7

1C.8

15.1

1.5

0.5

0.2

1.7

5.9

10、1

13.4

15。8

0.5

ユ.5

0.

1.4

4.2

7.8

19.4

14,8

灘 懸i

盤処藩
菌10辮8

Naαl

K・引

i5/

30/

60/

90/

120

1.5

0.5

0.2

25.2

47.4

78・引

・・8.6i

123.41

ユ,5

0.5

0.2

!,5

11.0

51.0

82,5

111.6

i25.8

0。5

0.2

32.0

55.8

90.6

ユ29.4

157.3

!。5

0,5

0.2

0.5

ユ.5

0.2

50.0

54.6

87.9

!2F.9

i55。7

20.1

27。8

47.4

70.5

89.4

図2「 ツ」強陽性者血清 とこれを大量(3CO甥8)加 熱死菌により吸収せ るも

のおよび生菌吸収せるものとを結核菌に加えた際の菌の酸素消費量の比較
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「ツ」 陽性者血清(無 処 置)+菌

_fツ 」 陽性 者血清(生 菌吸収)+菌

,生 理食塩 水+菌

吸収操作・:加熱死菌300墨 蹟9

生菌 吸収 の ものは

生菌5.Q鵬 騒にて吸収

測 定温度37.5。c

P翻7.蒙

使用菌量1.0勉9,2.0解9,10.0　 %9の

いずれの場合 も,結 核菌の酸素消費値は

ほとんど対照 と差がなく,菌 による吸収

操作の影響は認められなかった。すなわ

ち抗体吸収操作による特異的の変化は菌

の酸素消費の上では認めえなかった。

ii)吸 収菌:量を300免η9と した場合。

(図2,曾)(ロ))

「ツ」陽性者血清1.ACCに 対 し300醜8

の加熱死菌で吸収した ものと,吸 収操作

をしない同一者血清とが,菌 の酸素消費

に及ぼす影響を比較した。

容器内の菌量を2・伽9と,5.0鱗9の

二系列 として測定した結果は,吸 収血清

を加えた系の菌の酸素消費量は9吸 収前

の血清を加 えた系に比べ幾分高いようで

ある。

また(図2㈲)「 ツ」陽性者血清1.506

に,青 山B株 生菌を5.0観9の 割に混 じ

24時 間37。Cに 保持して吸収操作をした

血清を加えた場合の菌の酸素消費量は,

操作前の血清を加えたものとの間に差を

みとめなかった。
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表4「 ツ」反応強陽性入血清にソートン・ツベルク

リンを加 えた ものと,原 血清 とを,そ れぞれ

結核菌に加えた:場合の結核菌酸素消費量の比

較 各材料を菌に惣え37。C24時 間放置後実験に

用う ソートン培地は%容 に濃縮せ るものを用 う
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〔IV〕 「ツ」強陽性者血清に ソートンツベルクリンを

加えた ものと,原 血清 とを9そ れぞれ結核菌に附加せ る

場合の結核菌の酸素消費量の比較。(表4)

「ツ」強陽性者 血清に,ソ ートンツベルクリン原液を

2:1の 割 に加え9対 照 として血清に%容 濃縮 ソrト ン培

地を加えて24時 間フラン器に置いたものをそれぞれ結核

菌に加えた場合の菌の酸素消費量:を比較したが,両 者間

に特定の関係は認められなかった。この際,%容 濃縮 ソ

ートシ培地を結核菌に加えた ものと,生 理食塩水のみを

加えた ものとで菌の酸素消費量を比較 して,ツ ベルクリ

ンの結核菌の呼吸に及ぼす影響をあわせ検討した0

吉田10)は旧 「ツ」は入型結核菌(H2株)の 呼吸を促進

し,そ の添加量を増すとともに酸素消費量は上昇す る。

しかしこれは 「ツ」液中の培地成分の影響であり,「ツ」

特有の影響 とは認め難いとのべてお り,真 弓11)は 結核

感染者血球の組織培養実験に及ぼす 「ッ」の影響を検討

図3「 ツ」強陽性健常者血清を結核菌に加えたものと同一者
非働性血清を菌に加えた場合との菌の酸素消費量の比較
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し,「 ツ」は発育を抑制す るといっている。

私の実験においては,対 照の 「ツ」原液

のみを加えた場合の菌の酸i素消費値は,%

容濃縮ソートン培地を加えたとき,お よび

生理食塩水のみを加えたときよりも割に高

い値を示した。

〔V〕 「ツ」強陽性者血清を附加せ る場合

の結核菌酸素消費に及ぼす補体の影響2)。

さきに行ってきた実験系に更に補体を加

えることによって,結 核の抗元抗体反応に

あずかっている補体の何 らかの影響が認め

られはしないか と考えて次の実 験 を行 っ

た。

i)560c30分 加温非働性とした 「ッ」強

陽性者血清を結核菌に加えた ものと,無 処

置のままの同一血清を結核菌に加えた場合

との,菌 の酸素消費量を比較した。

(図3)「 ツ」強陽性健常者血清を非働性

として結核菌に加えた場合の菌の酸素消費

量は,無 処置のまま加えた:場合に比べて大

約半減 した。

(図4,表5)「 ツ」強陽性結核患者.血清

を非働性 として加えた場合の菌の酸素消費

量 と,無 処置のままで加えた場合の菌の酸

素消費量 とは,両 者間に認むべき差はなか

った。

次に本実験系をそのまま室温に20時 間放

置して再び菌の酸素消費量を測定 した が

(表5)前 述 の2時 間の測定値 と同様に認

むべき差はなかった。

ii)560C30分 非働性 とした 「ツ」強陽性

結核患者血清を結核菌に加えた場合の菌の



714 結 核 第31巻 第12号

図4「 ツ」強陽性結核患者血清を結核菌に加えた場合と,同 一者非

働性血清を菌に加えた場合との菌の酸素消費量の比較

酸素消費量に及ぼす補体の影響をしらべた。

補体は雄の健常モルモット5匹 より,心 臓穿刺により

採取せ る血液を,血 餅の凝固後氷室に一夜放置し,分 離

せ る血清を集めてこれに純食塩を0.085g/ccの 割に加

え冷凍保存,用 に臨み冷蒸溜水で10倍 稀釈した。

菌液は1/15Mo1燐 酸緩衝液(pH7.3)浮 游液で,菌

量はmoist5mg。

「ツ」強陽性者の56℃30分 加温非働性」血清1.0ccに

菌液0.5ccを 加 え混和後直 ちに,10倍 稀釈モルモット補

体血清0。5ccを 加 う。対照には,補 体血清を56℃30分

加温した もの(不 活化補体)0.50cを 同様にして加 う。

(表6)結 核菌に 「ツ」強陽性者血清 と補体血清 とを加

えた ものと,結 核菌に 「ツ」強陽性者血清 と不活化補体

とを加えた ものとの,菌 の酸素消費値の間には認むべ き

差はな く,し たがつて,こ の際補体の影

響は全 く認めえなかつた。

次 ぎに,本 実験系を20時 間室温放置後

再び測定したが(表6),同 様に認むべき

差はなかった。

第4章 考 案

今 日一般に抗体は修飾されたグロ ブリ

ンとされてお り,結 核症において も,そ

の血清の γグロブリン分劃の変化がみ ら

れ ることは多数の報告がある。結核菌に

よる吸収試験後に γグロプリンの減少を

認める者に原沢13),沖 中14),三 好,土

屋,吉 田,Seibertら が あり,Baldwin

は これを否定してい る。また 「ツ」感作

、血球凝集反応において,武 田15)は赤血球

凝集抗体はγグロブリンにはなく,血 清

リポイドに関係あ りといい,Gerstli6),

原沢,斎 藤17),神 崎18)ら は γグロブリ

ン中にあるという。

か くの如 く結核症において体液中に抗

体を予想せ るγグロブリンの量的証明に

関す る多数の報告があるが,も し流血中

に抗体があつて,抗 元である結核菌 と反

応が起つたとして も,私 がやつたような

方法で,菌 の酸素消費 とい う示標で観察

することは問題であろう。

Suranyi,Pa16cyy19)は,1緑 膿菌で,擬

集が起 ると酸素消費はその際の免疫血清

の濃度に相当して減少するが,こ の呼吸

の減少は菌の表面積の減少,お よび酸素

拡散の困難さに関係する。さらに免疫血

清および補体を加えると,酸 素消費の上

昇があり,そ の後急カーブで呼吸の停止

に移 るといつている。

Sevag20)は,チ フス菌で,正 常血清と免疫血清との間

に酸素消費の差を認めないが,補 体を加えた場合は,免

疫血清においては著しい抑制を認め,こ れは溶菌が起る

ためであるとのべている。Richも,抗 体が結核菌の呼

吸と代謝に及ぼす影響を研究す ることは比較的容易なは

ずであるといつている。またHarris21)は,サ ルモネラ

で,抗 元抗体反応の結果の凝集は,酸 素消費の抑制を示

さないし,補 体を加えた場合 も酸素消費に影響なく,溶

菌 も起 らなかつたとい う。

私の実験とは無関係にBluhm(1953)22)は,人 型結核

菌30m8に,「 ツ」陰性者ならびに陽性の人血清2.0coを

附加して,菌 の酸素消費を比較し,そ の90%の 例 におい

て,「 ツ」陰性者血清 よりも「ツ」陽性者血清中における
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表5「 ツ」強陽性結核患者血清を結核菌に加えた場合と,同 一者非働性血清を菌に加えた場合との,菌 の酸素消

費量の比較 使用菌青山B5.0彫99測 定温度37.50Ca血 清非働性操作:560C30分,pH7.3
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表6「 ツ」強陽性結核患者非働 性」血清を加えた際の結核菌酸素消費に及ぼす補体の影響 使用菌青山B5 。0甥9,

測定温度37・50q血 清非働性操作:560C30分,pH7.3,補 体:モ ルモット血清を10倍 稀釈せ るもの0。500を用 う
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菌の酸素消費量は低 く,そ の うちほぼ半数は20な いし40

%の 酸素消費抑制度を示し,「 ッ」陽性者血清中に 結核

菌の呼吸を特異的に抑制する因子が存在すると報告 して

いる。

西村23)はS結 核家兎血清,血 清オイグ・プリン,お よ

び家兎肝粥等の結核菌酸素消費に及ぼす影響を詳細に報

告してい るが,特 異的な酸素消費抑制因子の存在は確認

していない。

私の実験においては,以 上の如 くs結 核菌の呼吸は,

免疫血清の環境下にあってはある程度の阻害を受けるよ

うに思われるもの もあるが9そ の理由を抗体に帰する程

の差は認め得なかった。しかしこのことは,体 液中の抗

体の存在を否定する材料にはな らな い。抗体があって

も,そ れの生菌に対する 「彷き」を酸i素消費 とい う現象

面では把握することが困難であったということにす ぎな

い ものと考える。かつまた単に 「ツ」反応のみをもって

選定した血清で あるか ら,「 ツ」型過敏症抗体の観察法

としては適当でないか もしれないしOJ使 用抗元量が予想

抗体量に比して非常に過剰でありこの量的闘係に も難点

が考 えられ,ま た同一人の場合と錐 も,菌 液の側に も,
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血清の側に も,酵 素化学的反応条件が充分に齊一である

とは必ずしもいえない点 もあり,結 論は差 し控 え実験成

績の総括のみをのべる。

第5章 総 括

結核入血清の結核菌の酸素消費に及ぼす影響を,ワ ー

ルブルグ検圧計を用いて検討して,次 の如き成 績 を え

た。

1)「 ツ」強陽性者血清を結核菌に加 えた場合の菌の

酸素消費値は,「 ツ」陰性者血清を加えた場合に較べて,

認 むべき差はなかつた。

2)「 ッ」陰性アネルギー者血清を加えたときの 菌の

酸素消費値は,「 ツ」陰性者血清のそれと,同 様の値で

あ り,こ れらは 「ツ」強陽性者血清を加えたものとの間

に認むべ き差はなかつた。

3)加 熱死菌で吸収した 「ツ」強陽性者血清を結核菌

に加えたときの菌の酸素消費値 も,吸 収せぎる同一陽性

者血清を加えた ものに較べて特に差はな く,し たがつて

菌による吸収試験のための影響は認めえなかつた。

4)ソ ートン・ツベルクリン原液を加えて24時 間フラ

ン器に入れた 「ツ」強陽性者血清を,結 核菌に加えたと

きの菌の酸素消費値については,特 に認むべき成績は得

られなかった。

5)56℃30分 加温非働性 とした 「ツ」強陽性者血清を

加えた結核菌の酸素消費量を,無 処置の同一者血清を加

えた場合の菌の酸素消費量 と比較 したが,「 ツ」陽性健

常者にては非働性血清を加えた方が低値を示すものが多

く,結 核患者血清では両者の間に差を認め得なかつた。

6)「 ツ」陽性結核患=者非働性血清を結核菌に 加え,

さ らに,こ れに補体を加えた場合と不活化補体を加えた

場合 との菌の酸素消費値を比較したが,両 者の間に何等

差を認めなかつた。

御懇篤なる御指導を賜わ り御校閲の労を忝 うした恩師

楠教授,な らびに三野原博士に深甚なる謝意を捧げる。

西村五郎学士の協力を謝す。

本研究は厚生省治療研究費の援助を受 く。記して謝意

を表す。
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