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寒 天 層 中 に お け る 補 体 結 合 反 応 の 研 究(I)

板 倉 益 夫

北海道大学結核研究所細菌部(主 任 大原達教授)

受付 昭和55年10月28日

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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