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寒 天 層 中 に お け る 補 体 結 合 反 応 の 研 究(I)
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緒 言

Oudin1)～7)に よってその基礎を確立された寒天層内

沈降反応は,そ の後血清学の分野において活発に利用さ

れるとともに,術 式に関して もいろいろな改良法ないし

変法が考案,発 表されている8)～19)。この方法によれば

単に反応の陰陽のみならず反応に関与する抗原抗体系の

数まで も同時に観察しうるので,あ たか も化学における

chromatographyの ごとく,現 在 この方法は血清学的な

諸研究において欠 くことので きない 手段とな りつつあ

る。

一方,血 清学の分野においてこれまで非常に重要な役

割を演 じてきた反応に補体結合反応がある。この反応に

関与する諸因子には量的に厳密な相互関係が保たれなけ

ればならず,し たがって その 手技はかな り煩雑である

が,そ れにもかかわ らず補体結合反応が好んで用い られ

るゆえんはその感度の鋭敏 さにある。したがって,こ の

ように従来重視 されてきた補体結合反応と,最 近新しく

発展してきた寒天層内沈降反応とを結びっけて,前 者の

反応をOudinの 方法によって寒天層中で観察すること

ははなはだ興味ある問題といわなければな らない。この

さい,用 い られるreagentの 量 的関係は ある程度簡易

化 される可能性があ り,か っまた種々な程度に起る部分

溶血を溶血帯の長 さという形において直接肉眼的にみ う

るという利点がある。しか も従来の方法と異なり部分溶

血を読むために一定時間後に反応を打切ってphotome

terに かける必要がないため,溶 血の時間的な進行,換

言すれば反応の時間的推移を観察することができる。し

かしその反面,鋭 敏度とい う点になると寒天層内の補体

結合反応にはある程度の疑問がある。通常の試験管内沈

降反応 とagar diffusionに よるそれとを比較したSchi

ott2),Grabar21)ら は鋭敏 さにおいて両者の 間に差は

ないと述べているが,補 体結合反応の場合,完 全溶血を

指標 とする在来の方法との比較はともか く,最 近の50

%溶 血単位法に較べれば寒天層内の反応は鋭敏度にお

いて遠 く及ばない ものと考 えられる。しかしながら元来

agar diffusion法 をわれわれが用いる目的は血清力価の

測定にあるのではな く,反 応系の数の解析ないしは2っ

以上の抗原のhomogeneityま たはheterogeneityの 検

索にあるのであるか ら,目 的を異にするものについてそ

の優劣を論ずるのは愚かなことというべきであろう。

さて著者は,寒 天層内にわいて補体結合反応を実施せ

んとするに先立ち,反 応のindicatorと な るべ き溶血反

応にっいて基礎的な研究を行ってみた。実際に反応を行

うに当っては,溶 血素 と血球を寒天層におき補体液を重

層する場合と,逆 に補体と血球 を寒天層におき,溶 血素

を重層する場合とが考 えられ,ま た上下両層とも寒天層

として重ねる方法や,血 球 を下層だけでなく上層にも加

える方法など,い ろいろな術式が考 えられる。さらに本

試験の場合には抗原,抗 体,補 体,溶 血素,血 球の各re

agentを 上下両層に分ける組合せは幾通 りもある。これ

らの各reagentが 互 いに結合する場合,血 清学的な 法

則に従 うのは もちろんであるが,同 時にまた,反 応の現

われ方は拡散の基本公式にも従わなければな らない。し

たがって溶血反応において も,溶 血素,血 球,補 体の3

者間にみられる量的な相互関係が溶血帯の現われ方にど

のように影響して くるか,ま たそれが時間的にどのよう

に推移してゆくかを知 らなければ正しい補体結合反応は

行われない。本実験はこのよ うな基礎知識を得るために

行われた ものである。

実験材料 および実験方法

寒天:良 質の寒天を溶解して1.5%の 濃度 とし,こ

れに1%の 割 にNaClを 加 えたのちNaOHでpHを

7.0付 近 に修正する。この寒天を冷めない うちに4,000

回転15分 間遠心沈澱し,夾 雑物を含む不透明な沈澱部

を棄てて透明な上清部のみを使用した。

溶血系:羊 赤血球 とこれをもって家兎を免疫した溶血

素血清を使用す る。羊血球は等量のAlsever液 を加え

て氷室に保存すれば相当長時間保存で きるが,古 くなっ

た血球は溶血 しやすくなるので1週 間 以上経った もの

は使用しなかった。.血球浮游液は用に臨んで食塩水で何

回も洗い,上 清に色が着かなくなってか ら最後に遠心沈

澱した血球を1.5%の 浮游液にして用いた。溶血素血

清は型のごとく56℃,30分 間 加温 して非働性にして

か ら使用した。

補体:健 康海〓 数頭か ら採取した血清をよく混ぜ合わ

せ,羊 血球で寒冷飽和したのち実験に供した。

試験管:口 径約3mm,長 さ約6cmの なるべ く均

一な ものを選び,ク ローム硫酸にっけたのち流水および
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蒸溜水で完全に洗滌 し,乾 燥後 これに1%寒 天で薄い

coatingを 施 して用いた。coatingを 施 さないと,場 合

によっては,寒 天層と管壁との間に間隙がで き,上 層し

た抗原が漏出することがあるのでこれを防ぐために行わ

れた ものである。

反応実施:寒 天を加熱溶解 し てほぼ50℃ まで 冷え

たとき同温度に温めた1.5%の 血球浮游液および溶血

素(ま たは補体)を それぞれ等量混合し,小 試験管に1/2

～2/3の高 さまでcapillary pipetteで 分 注する。寒天が

固まってか ら補体(ま たは 溶血素)を 重層 して37℃

の孵卵器に納め,一 定時間ごとにとり出して溶血帯の長

さ(溶 血した部分の下縁か ら寒天 と上層液の境界面まで

の距離)をmmの 単位で測定した。著者は補体を寒天

層内にお く場合と溶血素 を寒天層に入れる場 合 と両 方

行ってみたが,後 者の場合 は溶血素 を血球浮 游液に等

量加えてか ら室温 に2時 間 以上放置し,十 分 感作せ

しめてか ら寒天に混ぜた。以上の操作によ り寒天,溶 血

素,補 体,血 球の各因子は寒天に混合後いずれ も3倍 に

稀釈 されたことになるが,本 論文に記載した濃度はすべ

て混合する前のものである。なお実験には同じ組合せの

ものを3本 宛作 り,測 定にはその平 均値をとった。観

察時間が長 くなる場合には一般に防腐剤が使用されてい

るが,防 腐剤は血球の抵抗を弱めるのでこの実験におい

ては使用せず,全 操作を無菌的に行った。

実 験 蔵 綾

1.血 球浮游液および溶血素の濃度と溶血帯の長さと

の関係一 とくに血球濃度の検討

本反応に用いる.血球濃度および溶血素の至適濃度を検

討するため,寒 天層に5借 稀釈の補体と10%,5%,

2.5%お よび1.25%の4段 階に稀釈した 血球浮游

液をおき,そ の上に種々なる稀釈の溶血素を重層して,

生ず る溶血帯の長 さを観察した。

表1の 成績はその1例 を示す ものである。表のごとき

組合せにおいて,溶 血帯の長 さは溶血素濃度が同一なら

ば赤血球の濃度 に反比例し,同 一濃度の血球に対しては

溶血素濃度に比例する。血球濃度にっいてみれば,濃 度

のうすいものほど溶血帯が長 く現われて測定に便利なよ

うに思われ るが,あ まり血球濃 度 が うすいと溶血帯が

みにくいし,下 縁が乱れて測定が困難になってくる。別

に行った実験(表 省略)で も血球濃度が1%以 下にな

ると溶血帯の下縁は ぼやけてしまい 成績が 不揃で あっ

た。

か くのごとく,一 方において血球濃度はうすいほど溶

血帯が長 くなって測定に好都合であるが,あ まりうすす

ぎると測定誤差が大 きくなる。したがってその中間に適

当な濃度を決めなければな らない。われわれの経験によ

れば1.5%の 血球浮游液までは鮮明な溶血帯が観察 さ

表1.血 球浮游液および溶血素の濃度と

溶血帯の長さとの関係

れたか ら,溶 血帯の長さをできるだけ長 くししか もこれ

を鮮明に判読しうる濃度として,以 下この実験において

は1.5%の 血球を使用した。

2.溶 血素および補体の濃度 と溶血帯の長 さとの関係

-と くに溶血素濃度の検討

前実験においてまず赤血球の濃度は1.5%が 最適で

あることを知ったので,次 にいろいろな濃度の溶血素を

含有する赤血球 ・溶血 素 寒 天 層を作 り,そ の上に種々

なる稀釈の補体を重層 して現われる溶血帯の長 さを観察

した。表2の 成績はその1例 を示 したもので,これによ

って補体 と溶血素の各濃度の間には一定の関係のあるこ

とが判る。すなわち溶血帯の長 さは補体濃度の一定な系

列にあっては溶血素濃度の濃い ものほど長 く,溶 血素濃

度の等しい系列にあっては,補 体濃度の濃い ものほど長

く現われている。これ らの関係は後に述べるごとくほぼ

拡散の公式に従 うもので,大 体直線を もって結び うる関

係にあるが,細 部に関してはこれか ら外れる部分 もあつ

た。表2は 溶血素を51倍 か ら56借 まで稀釈 した も

のであるが,溶 血素の濃い ものでは補体濃度のきわめて

うすい部分まで溶血を起している。この点,溶 血素は濃

い方がよいように思われるが,51倍 および52倍 稀釈

までの溶血素は血球を強 く凝集せしめるため,混 合する

さい上手に行わないと成績が揃わない。また凝集のため

0.1mmま で正確に測定することは困難である。53倍

稀釈になるとこれを血球に加えたさい多少の凝集がみら

れないこともないが,寒 天に加えてよく混和することに

より,寒 天が固まったのちには肉眼的に認めうるような
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凝集 はほとんどなくなる。少なくともこの場合,顕 微鏡

的な凝集はあるにして も実験に支障をきたす程度のもの

はない。54倍 よりうすい稀釈では凝集を起 さない代 りに

高濃度の補体を用いないと溶血がみ られなくなる。

表3は 同じ実験を稀釈倍数を変えて繰返したもので,

上述の成績から溶血素の適当な濃度が53～54倍 付近に

あることを知ったので,400倍 までを表2よ り細か く

刻んでみた。さらに,赤 血球 と溶血素 を混ぜた場合に起

る血球凝集を,寒 天混和前と混和後寒天層内にみられる

表2溶 血素および補体濃度と溶血帯の長さとの関係

凝集の強 さとに分けて表の右欄に記入した。表において

全 く凝集のない ものを(-),凝 集 はあるが弱いもの(寒

天内では溶血帯の測定に ほとん ど支障の ない もの)を

(+),や や強いものを(++),凝 集高度のものを(+++)

とし た。30倍 稀釈の溶血素にっいては凝集が強かった

ため,正 確を欠 くものとして,溶 血は認めたが長 さを記

入 しなかった。 表のごとく溶血素の稀釈が30倍,50

借,70倍 というごとく濃度にあま り差が ない ものにっ

いては,高 濃度の補体に対して溶血帯の現われ方にほと

んど差がでない。すなわちこの場合,計 測値の差は0.1

mm以 下であることが多い。しかし補体濃度が うす くな

表3溶 血素濃度,補 体濃度と溶血帯の長さおよび

血球の凝集との関係

*測 定せず+:<0 .1

るとはっ きり差がでて くる。

表において血球凝集の強 く起 る30倍 稀釈の溶血素は

全 く使用に耐えない。寒天層内の凝集が(十)の もの,

す なわち50倍,70倍 稀釈の溶血素は使用で きないこ

とはないが成績が不確実となるので避けた方がよく,し

たがって寒天内凝集が 肉眼的に(-)と な る100倍 稀

釈以下の ものを 用いるべ きで ある。表2,3を 通覧し

て,血 球凝集が起 らずしか も補体の うすい濃度まで溶血

帯の観察し得 られる溶血素濃度を求めれば,大 体100倍

稀釈が適当とい うことになる。

図1溶 血素 ・補体濃度 と溶血帯の

現われ方 との関係

次に表2か ら溶血素濃度および補体濃度と溶血帯の

長 さとの関係を図示してみ ると図1が 得 られる。 図か

ら明 らかなごとく,溶 血素および補体濃度の非常にうす

い部分を除けば3者 の関係はきわめて 美事な 直線関係

をもって表わされる。溶血帯出現に対す る補体および溶

血素の量的な らびに時間的相互関係は図の三角錐をもっ

て表わすことができ,溶 血反応陽性の 「場」はその底面

である三角形をもって示される。

一般に血清反応においては反応の出現に対し抗原抗体

の最適比を考慮しなければな らないが,こ の実験の場合
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はとくにそれを考慮す る 必要はない。 なんとなれば補

体,溶 血素のあらゆる濃度の組合せにおいて図1の ごと

き美事な直線関係が成立する以上,理 論的にはどのよう

な濃度比をとってもよい訳である。したがって表2,3

か ら観察した理由によって,以 後の実験には100借 稀 屡

の溶血素を用い ることに定めた。

3.溶 血帯の現われ方に対する時間的影響-と くに

補体濃度の検討

上記の実験か ら溶血素は100倍 稀釈,赤 血球は1.5%

浮游液を用い,こ れを寒天層においていろいろな稀釈の

補体を重層し,現 われる溶血帯の長さを時間を追って観

表4溶 血帯の現われ方に対する時間的影響

図2溶 血帯の長さと反応時間との関係(1)

察 した。表4は20倍 か ら26倍 までの 補体を 重層し

て,30分 後よ り73時 間後までの 測定値を記録した も

のである。この表か ら溶血帯の長 さと反応時間との関係

を図示してみると図2,3の ごとくになる。図において

縦軸には溶血帯の 長さ1mm,横 軸 には 時間の平方根

√t分 をとった。図2は 煩雑を避けるため反応初期

図3溶 血帯の長 さと反応時間との関係(2)

の計測値を一部省略して73時 間目までの値をPlotし

た ものであるが,全 体としてみると溶血帯の長さは反応

時間とほぼ直線関係にあることが判る。この場合補体濃

度が濃い ものは大体直線 とみなして差支えないが,濃 度

が うす くなるにつれて(24～26)次 第 にS字 型に近い

曲線になってくる。図3は 反応初期の値をよ り詳細に

観察するため,反 応時間30分 か ら7時 間までの 間の

測定値を詳しく描いたもので,こ の図においては26倍

稀釈の補体を除き他はすべてよく直線をなしている。両

図か らみて反応初期 のものと後期のものでは溶血帯の移

動に差があるようにみうけられる。すなわち反応初期に

おいては大体拡散の基本公式に従 うが,時 間の経過とと

もに少しずつ測定値が 理論値よりずれてくるようで あ

る。しかしなが ら全体的にみて25倍 稀釈の補体までは

直線的な移動を示す とみて差支えなかろう。図4は 縦

軸に溶血帯の長さ1mm,横 軸 に補体濃度の対数-log2

図4補 体濃度 と溶血帯の長さとの関係(1)
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図5 補体濃度 と溶血帯の長さとの関係(2)

Cを とつて溶血帯の長さと補体濃度との 関係を調べた

ものである。図のごとく両者の間には直線関係のあるこ

とがよく判 る。

以上のことか ら本試験に使用する補体の至適濃度を求

めるには,補 体濃度の対数と溶血帯の長さとが比例する

ことか ら理論的にはいずれの濃度を用いてもよい訳であ

る。表3の 成績か らみれば,溶 血素が 濃い場合,補 体

濃度はある程度 うすい方が溶血帯の長さに差が現われ反

応の強弱を判断す るのに適当と考えられ るが,一 方溶血

帯はある程度の長さがなければ測定が困難であ り誤差 も

大 きくなる° この意昧において溶血帯は1.5mm以 上

の長 さに達す ることが 望ましい。また測定時間も1日

のうちに実験結果をみるためには5～7時 間が限度であ

る。ゆえに測定に便利なよう,反 応実施後5～7時 間で

1.5mm以 上の溶血を起すような 補体濃度を選べば よ

い。この場合23倍 ～24倍 稀釈の補体が この条件に

適 う。ただし本試験のさいは抗原 と抗体がこれに加わる

ため,こ こに得た値よ り3倍 濃い補体を用いた。

考 察

結核の補体結合反応を寒天層内において観察せんとす

るに当り,著 者はまず寒天内における溶血反応の起 り方

を本報において検討した。この場合,い うまで もなく溶

血反応の結果は溶血帯の長 さによつて表現 されるか ら,

ここでは溶血帯の長 さを規定す る因子について考えてみ

アこいと思う。

寒天層中沈降反応において,生 じた沈降滞の移動が時

間の平方根に比例することは多くの学者によつて認めら

れ て お り1)22)Oudinは この 関 係 がFickの 拡 散 公 式

に従 うものであることを指摘して

いる(c:拡 散物質の濃度,D:diffusion coefficient,

x:t時 間における移動距離)° しかし寒天層内抗原抗

体反応に拡散公式 を適用するためにはFickの 式 におい

て次の条件を仮定しなければな らない。すなわち(i)

生ず るprecipitateの 量 がnegligibleで あ り,抗 原が

freeに 拡散 しうるものと考えること,(ii)抗 体寒天

層および重層する抗原層の長さが無限であると考えるこ

と,(iii)抗 原 ・寒天の接触面における抗原濃度が重層

された抗原のoriginal concentration Ag0に 等 しくか

つ そのまま不変で あること,(iv)沈 降帯のleading

 edgeに おける抗原抗体比がequivalence pointに おける

比R'に 等しいこと,が この条件である。Becker et al.

23)は このような仮定をおいたうえで,t時 間内におけ

る沈降帯の移動距離xは そのleading edgeに お ける

抗原濃度Cの 画数 として表現されることを発表した。

すなわち重層した抗原の 濃度をAg0,抗 体濃度をAb,

拡散 恒数をDと すれば,

が成 りたつ。この式か らみて沈降滞 の移動は抗原濃度 と

正の関係,抗 体濃度と逆の関係を示すはずであるが,わ

れわれ24)も 精核血清 とツベフレクリンとの寒天層内沈降

反応において沈降帯の移動は時間の平方根 と抗原濃度の

対数に比例 することを観察し,Oudin,Beckerら の 理

論式を実験的に証明している。

溶血帯の場合は沈降帯のごとくbandが 移動するので

はなくその長さを増してゆくのであるが,沈 降帯の場合

と本質的に異なつた点はみ られなかつた。

まず溶血帯の長さと反応時間の関係をみるに図2,3

に示 したごとき直線関係が成立する。とくに,観 察時間

が短かい場合(反 応実施後7時 間まで)両 者の 関係は

図3の ごとく美事な直線をなす。しかし時間の 経過 と

ともに観測値は漸次この直線か ら外れ全体 としてはS字

状をなすようになる。すなわち図2の ごとく反応後期

の観察点を直線で結ぶと初期の点がこの線上に載 らなく

なるが,こ れは補体濃度がうすい ものほど著しい。補体

濃度が26の ものでは図のごとくはじめか ら直線関係を

求めることが困難であつた。

次に溶血系を一定にした場合補体濃度 と溶血帯の長さ

との関係を調べてみると図4,5の ご とき関係が成 りた

つ。増山25)お よび影出ら26)27)は 寒天層 内沈降反応

において用いた抗原濃度をC,抗 原と寒天 との境界面よ

り玉だけ離れた距離にある抗原の有効濃度をK,反 応開
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始後の経過時間をt,塞 天中を抗原が拡散するさいの拡

散恒数をDと すれば,一 般に

C>2Kの 範 囲 でlog C-2logK=12/πDt

なる式が成 りたつ と述べている。図4は この式におい

て沈降帯の移動距離を溶血帯の長さ,抗 原濃度を補体濃

度にそれぞれおきかえ表4か ら1と-log2Cと の関係

を作図した ものであり,図5は 縦軸を1の 代 りに12と

したものである。いずれの場合にも大体において直線関

係が認められているが,観 察時間があま り長 くなるとこ

の関係が くずれ,沈 降反応の場合ほど完全な直線関係は

認められなかつた。その原因についてただちに論断はで

きないが,溶 血反応においては溶血素,」血球,補 体の3

者の濃度関係により溶血帯の現われ方が左右 され る こ

と,お よび補体は時間の経過 とともに力価の低下をきた

すことが沈降反応の場合 と異なる大 きな原因 と考えられ

る。図4,5を 比較してみると,溶 血帯の長さが短かい

うちは 玉と-log2Cと が 比例し,溶 血帯が長 くなると

12と-log2Cと が よく比例するようである。 なおこ

の論文においては,溶 血素 と血球を寒天層に入れ補体を

重層した場合のみについて述べたが,補 体と溶血素を上

下逆にして も結果は同じであつたことを付記しておく。

以上述べたごとく,寒 天層内における溶血反応は拡散

の法則によく従 う。このことを念頭において反応に用い

るべ き血球,補 体,溶 血素3者 間の量的関係を決める

ならば,最 終的には図1の 三角錐を もつて現わされる

陽性の場に含まれる量である限 りどの組合せを選んでも

差支えないことになる。ゆえに著者は実験の項において

検討した理由により,血 球濃度 は1.5%,溶 血素は100

借稀釈,補 体は3借 稀釈(本 試験においては抗原 およ

び抗血清を等量加えるためこの稀釈 となる)を それぞれ

用いることにした。この量は影山28)の 定 めた成績 と大

体一致するものである°

以上の実験において 問題となるのは0.1m"単 位の

計測を行わなければならない点であるが,慣 れてくれば

1/20mnの 副 尺ノギスによ り肉眼で も測定 できないこと

はない。ただしやや主観の混入するのを免れないか ら拡

大鏡を使用して上記 ノギスで測定すればさらによい。著

者は正確を期するため写真の引伸機を利用した特殊の装

置を作 り,白 い壁に投影 した試験管の拡大像について計

測を行つた。投影像は1mmま で 正確に測 る ことがで

きるか ら,も し20倍 に拡大すれば0.05mmま で正確

に読みうることになる。しかしあま り細かい単位まで測

定してもその意義が少ないので,実 際問題 としては副尺

と拡大鏡だけで十分であろう。

なお使用補体量に関しては,使 用の都度力価を測定し

て単位を決めるのが常識であり,影 山は溶血の長 さをも

つてこれを決めている。しかしここに述べた方法におい

ては補体単位のもつ意味が薄弱であ り,そ れを決定する

ことによつて格別の利益がないので,著 者は補体単位の

測定を行わず0率 に3倍 稀釈の補体を本試験に おいて

用いた。補体は数頭の海瞑の ものを合わせて も必ずしも

常に力価が一定しているとは限 らないが,た とえ力価が

低下していても観察時間を延長することによ り溶血帯を

一定の長さにすることがで き
,測 定に支障 はない。さら

に著者の行つた本試験の術式においては補体の消費が対

照 との比較によつて定められ るか ら,こ の意味か らも予

備試験を行つて補体単位を決める必要はない。これにつ

いては次報に述べる。

結 論

Oudinのtechniqueに よつて寒天層内で溶血 反応を

行い次の成績 を得た。

1) 溶血帯の長さは補体および溶血素濃度が一定なら

ば赤血球濃度に反比例する。すなわち,血 球濃度が うす

いほど溶血帯の長さは長 くな り計測には便利であるが,

あ る程度以上 うす くなると下縁が乱れて誤差が多 くなる

し溶血帯 もみに くくなる。したがつて溶血帯をで きるだ

け長 くし,し か も鮮明に判読 しうる血球濃度と しては

1.5%が 最適である。

2) 血球 および補体濃度が一定な らば溶血帯の長さは

溶血素濃度に比例する。ただしある程度以上に濃い溶 血

素は血球を凝集せしめ測定誤差を大きくする。したがつ

て溶血素の至適濃度としては,か かる凝集を起さずしか

も補体のうすい濃度まで溶血帯を観察 しうるような濃度

を選べばよい。

3) 血球 および溶血素濃度が一定ならば溶血帯の長さ

は補体濃渡 および時間の経過 と比例する。至適補体濃度

としては5～7時 間以内に1.5mm以 上の溶血帯を作

るような濃度を選べばよい。

4) 以上を総合す るに,溶 血帯の長 さと補体濃度,溶

血素濃度,お よび反応時間との間には美事な直線関係が

成立する。この関係は大体拡散の基本公式に従 うもので

ある。

終 りに臨み終始御懇篤なる御指導 と御校閲を戴いた大

原教授に深甚なる謝意を表す る。なお本論0の 要旨は第

30回 日本細菌学会総会(千 葉)に おいて発表した。
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