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Middlebrook-Dubos反 応 の 血 沈 変 法

芥 川 光 男

国立福岡療養所(所 長 佐々虎雄博士)

受 付 昭 和51年9月4日

1.緒 言

Middlebrook-Dubos反 応 は 結核 に対 しあ る程度特異

的 であ り,結 核症 の経過 や治療 効果の判定 などに対 して

参考 にな るであ ろうと思 われ る点 も多いが,操 作が比較

的繁雑 であ り,一 定度の熟 練を要 す るためにまだ一般 に

広 く用 い られ るまでには至 つていない。また通常倍数稀

釈 によつ て行 われ るために,擬 集素価 が幾 何級数 的にす

なわ ち飛躍的 にしか求 め られず,実 験 者の肉体的条 件,

例 えば疲労 などの如何が判定 に影響 す る危険が大 きい。

なお稀 釈段階 を倍数 よ りも細分す るこ とは,誤 差範 囲内

で操作 が倍加 す るのみで意義 が少 ない とされ てい る。 し

か しなが ら血清学的価 値のほぼ確立 された反応で あるか

ら,も し簡 略で しか も誤差 の生 じ難 い変法が考案 されれ

ば普及 稗益 す るところが大 きい と思 われ る。

これ に反 して赤血球沈降 反応(以 下血沈 と略)は 結核

症の病勢診断 に毎常行 われ る臨床検査 であ るが,血 沈速

度 を左右す るものは赤血球凝塊 の大 きさと血液 の粘稠度

との相関関係で あ るとす るな らば,な ん ら結核 に特 異的

な要素 を含 んでいない と考 えられ る。

ところで血球が凝集す ると,擬 集が 強ければ 強 い ほ

ど,す なわち血球凝塊が大 きくなればな るほ ど,血 球 塊

は凝集 してい ない個 々の血球 よ りも速 く沈澱 す るのは一事

実で あ る。

γ=C√ ηv(Stockes's law)

γ:凝 塊の半 径

η:比 較粘 稠度

v:沈 澱速 度

C;恒 数

クエ ン酸 ソーダを加 えて凝 固を防いだ健康者の0型 血

液 を遠心沈澱 して得 た血漿 を2分 し,1半 にはA型 また

はB型 の血球 を入れ,他 の1半 には0型 血球 を入れて良

く混和 した後,直 ちに ウエスターグレン氏 法で血沈 を行

つた成績 が表1で あ る。血球 の量は血液 を遠心沈 澱 して

得 た血球沈渣 の容量で計 り,.血球 対血漿の容量比 は常 に

3:4と した。

横軸 は時 間,縦 軸は ウエスターグレン氏 ピペ ットの読

みで,実 線 は凝集 していない ピペ ット群すなわ ち0型 血

球 を入 れた群,破 線 は凝集 した群 すなわ ちA型 またはB

型血球 を入れ た群 の血沈値 の平均 の経過 を示す。散在 す

る点は実測値 であ る。破線 の傾斜 すなわ ち凝集 した血球

表1血 球凝集による血沈の促進

塊の沈澱す る速度 は,5時 間 目までは急峻 で以 後は緩徐

になる。

以上に よ り凝集の強弱す なわち凝集素価 を血沈速 度で

表 わす ことが考 え られ るわけで あ る。かか る方法 を用 う

れば,通 常の血沈 と同様 に1本 の ピペ ッ トの 目盛 を読 む

だけであ るか ら,方 法が至極簡便で あ り,判 定 に熟練 を

要 せず,し か も価が連続的 に精密 に得 られ る。

2.文 献 概 要

1948年Midd重ebrook&Dubos1)が 入型結核菌 よ り抽

出 した物質 を吸着 させた羊 赤血球が,結 核患者 血清 によ

り特 異的に凝集 され るとい う現象 を発表 してよ り,こ の

反応の本 態や応用方面の研究 とともに,術 式 の改善 に対

して も多大の努力が払われて きた。

まず1950年Scott&Smith2)が 菌抽 出液 の代 りに旧 ツ

ベル ク リンを用 うることを始 め,同 年矢追,武 井3)も 結

核菌培 養濾液 で羊 よ りも得易い鶏の赤血球 を感作 して臨

床報 告を行い,熊 谷,長 沢4)は0型 人血球 を用 うること

に よ り種 族特 異的反応 を除 くこ とに成功 した。

また1950年Middlebrook5)は 溶 血反応 を発表 したが,

凝集素 価 と溶血素価 との間 には平行関係が ない と報 告し

た。山下6),北 本7),齊 藤8)も同意見で あ り,反 応 の鋭敏

度においては溶 血反応の方が凝集反応 よ り優れ てお り,

非 特異的反応が少 ない と述べ てい る。

さ らに1951年Thalhimer&Rowe9)は 載物 ガ ラス板

上で凝集反応 を迅 速に判定す る方法 を考 案 し原法 よ りむ

しろ鋭敏 であ ると述べ たが,Forsehbach10)は 非特異的

擬集 が多い といつてい る℃ 同年 矢追11)も 同様 な凝集盤

(ホ ール グラス)に よる変法 を発表 した。

なお1951年Boyden12)は 赤 血球 をタンニン酸で前処置
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してか らPPDを 吸着 させ て凝集反 応 を行 い,原 法 よ り

も一般 に高凝集素価 をえ ると報 省し,ま た翌々年Hein15)

は赤血球 を トリプ シンソで前処置すれ ば凝集素価が高 くな

る と発表 し,中 江14)は タンニン酸 よ りもトリプ シンが優

れてい ると述べ てい る。

また昭和25年 及川15)は 血球 を ツベ7レク リンンで感作 し

て血沈 を行 い,血 球凝集 と血沈促進が起 るこ と を 観 察

し,結 核症 におけ る血沈促進 の1因 は,赤 血球 に吸着 さ

れ た抗原 と血漿 中の抗体 との間 のMiddlebrook-Dubos

反応 であ ろうと推論 し,翌 年勝沼,中 里16)は同様な実験

によつて,非 感作 の対照 血沈 との60分 値の差 が結核症 に

特異的 で鑑 別診断に有用で ある と発表 した。

実験材料 について は,北 本7),高 山17)が感作用抗原 と

して青山B株 を推賞 してい る。佐 々木18)は血清 の非 仂化

の有無 は影響が な く,ク エ ン酸加血液 も使用 しうるが,

血清 中の抗体 は数 日間保存す ればほ とん ど破壊 され,感

作 血球 も保存条件 によつて凝集素価 が変化 す るの を観 察

した。

実験 方法については,江 崎19)が40倍 稀釈 旧ツベル ク リ

ンを血球 量の50倍 以上加 えて37℃ に2時 間置い て感作

し,こ れ を用いて凝集反応 は37℃ に2時 間,つ いで室 温

に24時 間放置 した後 に判定す るのが良 い と述べ てい る。

3.実 験 材 斜

1)3.8%ク エ ン酸 ソーダ水溶液 。

2)旧 ツベル ク リンは人型結 核菌青 山B株 の グル タ ミン

酸 ソーダ,ソ ー トン培 地8週 培養の加熱濾液 よ り作 つ

た。

3)人0型 血球 泥 は0型 健康者(著 者)の 肘静脈 よ り採

血し,遠 心沈澱 して血漿 を分離 除去後,生 理的食塩水 で

1,500回 転5分3回 遠心洗滌 した 赤血球沈渣 であ る。 用

に臨 み これか らメス ピベッ トで必要量 を採取 した。

4)人0型 感作血球 は上記 の人0型 血球 泥 を60倍 稀釈 旧

ツベ7レク リンの6。倍容 量 と混 合 して,37℃ の恒温器 中

で ときど き振 りなが ら2時 間,つ いで氷室 に1夜 放置 し

て感作 した もので ある。

4.実 験 方 法

3。8%ク エ ン酸 ソーダ液 と被検 血液 とを1:4の 割合 に

混合 し(臨 床的 には3.8%ク エ ン酸 ソーダ160を 吸引 し

た注射器 で被検者の肘静脈 よ り500の 目盛 まで採血 し,

良 く混合すれば良い),そ の中の206足 らずで通常の血

沈 を行 う。残 り(3c余 り)を 遠心沈澱 して得 る上清 を

0.906あ て2本 の試 験管 に分注す る。

この1本 には人0型 血球泥0.600を 混合 して ウエスタ

ーグ レン氏 法で血沈 を行 う。 この血沈 は血球 の質 や量 に

よる影響 を除去 して,血 漿のみの性質 を示す こ と に な

る,、これ を補正血沈20)と呼ぶ ζ とにす る。これ に関 して

は昭和25年 に 鈴木21)が 血球 の置換は血沈 に影響が少な

く,結 核症 におけ る血沈 促進の重要 な因子 は血漿の変化

であ ると述 べてい る。

残 りの1本 の試験管 には人0型 感作 血球泥 を遠心洗滌

して0.60混 合 し,370℃ の恒温器中で ときど き振 りなが

ら25分 反応 させた後,ウ エスターグ レンン氏法で5時 間 目

に ピベ ットの 目盛 を観測す る。 これ をMiddlebrook&

Dubos氏 結核感作血球凝集反応 の血沈変法 と呼 び,以 下

の表ではMDで 表わす こ と1とす る。

5.実 験 成 績

表2ツ 反応 との関係

1)ツ ベノレク リン反応 との関連

当療養 所に入院中の肺結 核患者 について,2,000倍 旧

ツベル ク リンに対す る皮内反応の発赤 の大 きさ(長 径 と

短 径 との平均,単 位 はmm)の を横軸 に,本 変法 の値 を縦

軸 に とつ てみ る と表2の よ うにな るが,両 者 の間に特 別

な関連 は見だ し難い。散在 す る点は実測 値であ る。

表5血 沈中等値との関係

2)血 沈 中等 値 との関連

同 じ肺結核患者の集団 について,血 沈 中等値 を縦軸 に

本変法の値 を横軸 に とつ てみ ると表3の ようにな り,仮

に引い た点線の よ うな関係が推測 され そ うな気 もす るが

明 らか な関係 はない ようであ る。

3)補 正 血沈 との関連

補正血沈 の5時 間値 と本変法の値 との比較で は,前 者

(血沈 中等値)と よ りも幾分関係が深 そ うで あ るが,密

接 な平行 関係が あ るとい うには余 りに実測 値の撒布が広
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表4補 正血沈(5時 間値)と の関係

い。表4に お ける点線 は仮 に引いてみた もので平均 値で

はない。

表5

補正血沈の5時 間値 をSGと し,本 変法 の値 をMDと

して両者 を比較 して み ると,結 核患者 では一般 にMDが

大 きく,健 康者(当 療養所附属看護学院生徒)で はSG

の方が大 きい傾 向が あ る。

表6

4)陽 性 率

表6は 縦軸 に被検者数 を とつて本 変法 の値の人数的分

布 を示す。黒 は喀痰 の塗抹検査 で恒 常的 に菌 陽性 の患者

で,白 は看護婦で あ る。患者 の大多数 はMD50以 上に分

布 し,看 護婦の大部分 は29以 下 に含 まれ る。 よつて著者

は29以 下 を本変法陰性,30～49を 弱陽 性,50以 上 を強陽

性 とした。

表7

この よ うに規定 した場合,強 陽性 者および弱 陽性者が

種 々の集団の 中に如何 な る比率 で存在 す るかをま とめた

ものが表7で ある。 この表で恒常排菌者 とは毎 月1回 の

喀痰 検査でおお むね毎回菌が塗抹陽性 の者 であ り,そ の

他の患者の中 には,と きに塗抹陽性 であ るが おおむね陰

性 に止 ま る者か ら培養陰性で歩行療法 中の者 ま で を 含

む。健康者 とは当所附属看護学院 の入学試験 の受験生 で

胸部に異常所見のない者で あ り,学 院生徒 は短時 間では

あ るが結核 病棟実習 中で ある。他 の疾患患者 の内訳 は,

肋骨 骨折兼血 胸,脊 椎骨骨折 および頭蓋骨骨折兼蜘蛛膜

下 出血各1例 であ る。表 にみ られ るよ うに結 核 患 者 の

63%が 陽性 で,結 核 を除外 し うる人 は全例陰性で あ る,。

結核療養 所に居住かつ勤務す る者の 中には13%に おい て

弱陽性 者をみ る。なお ツベル ク リン反応陰性者 は少数で

あつたが,す べ て本 変法 も陰性 で あつた。

表8

結核患者 を主病変 によつ て分類 したのが表8で あ る。

滲出性傾向 の顕著 な肋膜炎群(結 核性膿 胸6例 を含む)

と,そ うで ない結核腫 を主病巣 とす る群 との間には相 当

大 きい陽性率の開 きが あ り,空 洞 を主病巣 とす る群 は両

者の 中間 に在 る。

肺葉切除術 または肺 区域切 除術 を受 けた患 者20例 につ

いて,本 変法の値 と血沈 中等値 との術後変化 を週 を追 つ

て観察 してみ たのが表9で あ る。横軸 は手術後 の経過 日

数 を週で示 し,縦 軸 は ウエス ターグ レンン氏 ピベ ットの読
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表9手 術 と の 関 係

みで ある。実線 は血沈 中等値 の,破 線 は本変法の値 の経

過 を示 し,散 在す る白点は血沈 の,黒 点は本変法の実測

値で ある。表 にみ られ るよ うに本 変法 の値は血沈 ほど手

術直後 に増大す るこ とが な く,術 後7週 で術前値 に戻 り

8週 で陰性 に転化す る。

6.考 案

Middlebrook & Dubosの 結核感作血球凝集反応 の臨床

上にお ける評価 は追試者 によつ て幾 らか異 なつてい る。

Schwarz22),Choremis25',矢 追24)は 活動性結核 に特異

的 であ るとい うが,Kirbyetal.25),Hinon26),Howard

27),Forsehbach10)ら は診断の補助 には役立 たない と述

べ てい る。

本変法 はMiddlebrook&Dubosの 原 法 と血沈 との折

衷法 とも考 え られ るもので,し たがつて血沈 の非特異性

を内蔵 して いるわ けで あ り,こ れが本変 法の欠点の1つ

で あるが,Stokesの 式 か ら考 えられ るように沈 澱速度 を

左 右す る最 も大 きな因子 は赤血球凝塊 の大 きさであ り,

これ に較べれ ばその他 の因 子の影響 は極 めて小 さ く,ま

た表3,4か らみ て も本変法 の値 は血沈 とは相当異なつ

た性質の もの と考 え られ る。また表6,7,8で 明 らかな

ように本変法の値お よび陽性率 は相 対的 な ものであ り,

したがつて多数例の被検者 を病型 や病状 な どに よ り分類

した場合 には,そ れ らの集団 と本変法 の陽性 率 との間に

あ る程度の相関関係 を見だ して,集 団 を一般 の傾向 とし

て比 較す るの に役立つが,個 々の患者 に対 す る診断上の

価値 は定め難 い。Ardd28)も 同様 な見解 であ る。

つ ぎに原法 の陽 性率はKirbyetal.25)に よれば活動性

肺結核 で57%,非 結核で10%で あ り,Hinson26)は 結核

63%,非 結核5%と 述 べ,Howardetal.27)は 活動性結

核66%,非 結核25%と 報告 してお り,表7に 示 した本変

法 の陽性 率 とほぼ一致 してい る。

きらに詳 しく成績 を検討 してみれ ば,ま ず原法 とッベ

ノレク リン反応 との関連 について はChoremis25),木 村29)

は平行 関係があ ると述 べたが,矢 追24),中 島50,佐 々木

18),小 野原51)ら 多 くの学者は相関関係 を認 めず,本 変

法 の成績 も表2に 示す ようにほぼ同様であ る。

つ ぎに血沈 との関連は,矢 追24),Hein15),佐 々木52),

加勢55)ら は関係あ りと報 告 してい るが,Hinson26),青

木54),小 野原51)は 特 別な関係 を認 めていない。 本変法

は血沈 の一変法 とも考 えられ る方法であ るので,し たが

つ て得 られ た成績 は血沈 と無 関係ではあ りえないが,そ

の割 には関係が薄 いよ うに思 われ る。非感作血球 を用 う

るほか は本変法 と全 く同様 に操作 し血球 量を一 定に した

補正血沈が,通 常の血沈 よ り一層本変法 に近似 した値 を

示 すの も当然で あるが,こ の補正血沈値 と本変法 の値 と

の間 に表5の よ うな差異が あるこ とは興味深 い。 これ は

あ えて勝沼,中 里16)が注 目して結核症の鑑別診断 に利用

しよ うとした ことであ る。

また排菌状態 と原法 の価 との関連 は,Hein15),佐 々木

52),加 勢55),小 野原51)ら の ように排菌 陽性者の方が陰

性者 よ りも凝集素価が高 く,陽 性 率 も高 い と述 べてい る

学者が多いが,本 変法 において も表7の ように同様 な傾

向がみ られ る。

なおArold28),小 野原51),加 勢55)ら は主滲 出型 の病

巣 を有す る患者が主増殖型の者 よ りも凝集素価 や陽性率

が高 い と報 告 したが,本 変法 において も表8に 掲 げたよ

うに,滲 出性傾 向の顕 著な肋膜炎群が そ うで ない結核腫

を主病巣 とす る群 よ り相 当高 い陽性 率 を示 してい る。

さ らに肺切 除術 によつて主病巣 が除去 され ると凝集素

価が低下す ることを原法 について矢追55),古 賀56),小 野

原51)が認 めてい るが,本 変法 において も表9の ように手

術後 に反応の陰転が み られ る。

以上の よ うに成績が ほぼ同様で あ るな らば臨床上 は操

作 がな るべ く簡単 な方が便利で あ る。Thalhimer & Ro-

we9),矢 追11)のガ ラス板法 は10分 以 内に判定 す るので甚

だ迅速 で あるが,倍 数稀釈 を用 うるために陽性 と陰性 と

の間隔がほ とん どない こ とが欠点で あ る。例 えば原法 で

は血清稀 釈8倍 を もつて疑陽性 とし,よ り強 けれ ば陽性

としてい るが,Ardd28)は32倍 以上 を陽性 とす る方が 良

い と考 え,Howard et al.27),Choremis25)は8倍 以上,

Rabe & Labo57),佐 々木52)は64借 以上 を陽性 とし,そ

の ほか青木54)の ように160倍 以上 を陽性 とす る者や,矢

追55)の ように5倍 以上 を陽性 とす る者 もあ り,ま た感作

血球液 の濃 度について も矢追11)は10～15%を 用い,中

島50)は5%を,Bown & Jennings38)は1%を 用いてお

り,判 定 に手技 の巧拙 や主観 が影響 す る危険が大 き く成

績の比較が難 かしい。

これに対 して本変法 は方法が普遍的 で値 が連 続的に細

か く得 られ,判 定 に際 しての誤差が少 ないのが1つ の長

所で ある。(ウ エス ターグ レン氏法 の手技 的誤差 は10%

以内 とい われ てい る)。

なお本法施行上注意すべ き点は,人0型 血球 を旧 ツベ

ル ク レンで感作す る場合,同 様 な条件 で操作 して も毎 常

同一程度 に感作 され る とは限 らず,と きによつて殊 に瓜
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球採取源 た る人が異な る場 合 には巧 く感作 され ない場合

が あ ることと,血 球 が採取後時 日が経つてい る と操作 中

に溶血 して沈澱 し難 くな ることで ある。 また感作後時間

が経つ と抗 原が血球 か ら再解離す るこ とは当然で あ り,

この点は佐 々木18)も 凝集素価 の変化 として認 めてい る。

以上の ように本変法の欠点 は,感 作 血球泥,換 言すれ

ば旧 ツベル ク リンソが比 較的大量必要 なこ とと,原 法 ほ ど

厳密 な抗原抗体反応でない ことで あるが,本 変法が血沈

と同時に施 行 しえ,ま た操 作が血沈 と同様 に簡便 で,値

が比 較的精確 に え られ る点 は短所 を補 うに充分で あ ると

思考 す る。

7.結 語

血球 が擬集 す るとその血球凝 塊は凝集 していない個 々

の血球 よ りも速 く沈 澱す る とい う事実 をMiddlebrook

&Dubos反 応 に応用 して,凝 集素価 を血沈速 度で表わ

す変法 を考 案 した。

3.8%ク エ ン酸 ソーダ液 を1/4量混合 して 凝固 を防 いだ

被検 血液 を遠心沈澱 して得 る上清0.900に,旧 ツベノレク

リンで感作 した入0型 血球 泥 を0.600混 合 して,ウ エス

ターグレン氏 法で5時 聞 目に沈降速度 を測定す る。

本変法の値 はツベル ク リン皮内反応の強 さ と平行関係

が な く,.血沈 とも関係が薄 く,30～49を 弱陽性,50以 上

を強陽性 とすれ ば恒常排菌者 や滲 出性病巣 を有 す る患者

に陽性率が高 く,肺 切 除術 を受 けた患者 では術後 に反応

の陰転が み られ る。 これ らの成績 は原法 についての諸学

者の報告 とほぼ一致 してい る。

本変法の欠点 は,感 作血球泥,換 言 すれば旧 ツベル ク

リンが比較的大量必要 な ことと,原 法ほ ど厳密 な抗原抗

体反応で ない ことであ るが,本 変法 は血沈 と同時 に施 行

しえ,ま た操作が血沈 と同様 に簡 略で,し か も値 が比 較

的精確 にえ られ るとい う長 所を備 えてお り,短 所を補つ

て充分有用 な新検査 法であ ると考 えられ る。

(欄筆 に当 り終始御指導御鞭燵 を賜 つた佐 々虎雄 所長 に

深 く感謝 いたします)
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