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緒 言

寒天層内に起 る溶血反応はその強 さを溶血帯の長 さと

して観察 しうるが,著 者は前報1)に おいて での反応に

与 る各因子の量的関係を検討 し,現 われる溶血帯の長 さ

と補体および溶血素濃度の間には厳格な直線関係が成 り

立ってとを知 りえた。換言すれば,溶 血帯の長さは血球

濃度および溶血素濃度が一定な らば重層される補体の濃

度のみによって規定される。したがって,一 定濃度の溶

血系を含む寒天層に抗原 ・抗体 ・補体混合液を重層した

場合,出 現する溶血帯は重層液中に含まれるfreeの 補

体濃度と反応時間に比例 してその長さを変化する。か く

してわれわれは溶血帯の長 さを計測することにより,抗

原抗体反応の結果消費された補体量を推定するでとがで

きる。Kolmer法 においては,加 えられた補体を抗原抗

体結合物が過不足なく引きっけ完全に溶血を阻止するよ

うな抗体濃度を求め,50%溶 血単位法においては血球

の50%を 溶血せしめるに足る補体をfreeに 残す抗体

濃度を求めたが,い ずれの 場合に おいて も用い られる

reagentsは 量的にバランスの とれたもので なければな

らず,こ とに補体の定量が煩雑である。しかるに著者が

ででに報告する方法においては,補 体の残存量と溶血帯

の長さとが正しく比例するのであるか らとくに補体量を

吟味する必要はない。での場合仮 りに加えられた補体が

過剰であったとして も,抗 原と抗体が少しで も補体を消

費する限 りその分だけ溶血帯の短縮をきたすか ら,成 績

判定には少しも差支えない。すなわち本法において反応

の陰陽はあくまで も補体だけを重層した対照との比較に

よって判断される。また反対にたとえ補体が過少であつ

て も,溶 血帯の長 さは反応時間に比例するか ら観察時間

を延長するでとによってでれを補 うことがで きる。か く

てわれわれは補体の定量を省略し反応の手技をはるかに

簡単にしうる〇 もちろん補体は過不足ともにあまり極端

であるでとは避けるべきであるが,前 報で観察 した補体

量を用いればこの心配はない。

い うまで もなく寒天層内抗原抗体反応の最大の利点は

反応系の数を観察 しうるとでうにある。著者 ら2)も 寒

天層内沈降反応において,ツ ベルクリンと結核血清の間

には少なくとも10箇 の反応系が存在するでとを観察し

ており,補体結合反応においても当然同様な観察をなし

うるはずであるが,で の問題は別の機会に譲 り,で でで

は反応の手技ととくにッベルクリンを抗原とした場合に

おける反応の現われ方にっいて述べ,併 わせて従来の反

応 との得失を検討 してみたいと思 う。

実験材料ならびに実験方法

溶血系寒天層:前 報において検討したとでうに従い,

1.5%血 球,100倍 溶 血素 と1.5%の 寒天を それぞ

れ等量宛よく混合 し,口 径約3mm,長 さ6cmの 豆

試験管に分注して固まらせた。

抗原:次 の3っ を用いた。

a)ソ ー トンツベ7レクリン;ソ ー トン培地に植えた青

山B株 より型のごとくして作った。

b)ツ ベルクリン沈澱;上 記ツベノレクリソを三塩化醋

酸で沈澱せしめ,沈 澱部を流水で透析したもの。

c)中 性水加熱菌体抽出液;大 原 ら3)4)が 結核の沈

降反応に抗原 として用いたもので,で れ と全 く同様にし

て人型菌H2株 か ら作った。

抗体:BCG生 菌で 家兎を免疫 して得た血清。使用

前56℃30分 間加熱,非 働化 して用いた。

反応術式:抗 原および抗体はともに階段的に倍数稀釈

して各稀釈を組合わせ,そ れぞれ0.5cc宛 と,3倍 稀

釈の補体0.5ccを 順次試験管に入れてよく混合し,一

夜氷室に置 く。別に,抗 体の抗補体作用をみるため逓次

稀釈血清0.5ccに 補体0.560,食 塩 水0.5ccを 加

えた ものと,補 体のみの対照 として補体0.5ccに 食塩

水1,0coを 加 えた ものとを作 り,同 様一夜氷室に置い

た。翌 日でれ らを氷室か ら取 り出して別に作つておいた

上記の溶血系寒天層にでれを重層し,生 ずる溶血帯の長

さか ら補体の消費量を求めた。なお抗原の溶血作用と抗

補体作用を上記の方法であ らかじめ調べておいたが,ヅ

ベルクリンは25借 稀釈 まで抗補体作用があ り,50借

稀 釈ではでれがなくなった。また10倍 稀釈よ り濃い も

のでは溶血作用があったが,透 析するとでの作用はなく

なつた。H2株 の 中性水加熱菌体抽出液 には溶血作用

なく,抗 補体作用は5～6倍 稀釈まで認め られた。測定

に当っては 同じ内容の試験管をすべて3本 宛作 り,そ

の読みの平均値をとった。

実 験 成 績
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著者は上記の3抗 原を もって 結核家兎血清の 補体結

合反応を行ったが,て てでは主としてツベノレクリンを抗

原 とした場合の反応の現われ方にっいて述べる。表1は

その1例 を示 したもので,ツ ベノレクリンは抗補体作用

のない50倍 か らはじめて25,600倍(50×29)ま で倍

数稀釈し,血 清は8倍 か ら256倍 まで稀釈 して反応の

場の形を観察した(血 清は4倍 稀釈 まで抗補体作用が

あったのでての部分を除いた)。 すなわち表に掲げた 抗

表1 補体結合反応における溶血帯の長さ

原,抗 体の各稀釈を組合わせた混合液に3倍 稀釈の補

体を加え,溶 血系寒天層に重層したさい生ず る溶血帯の

長 さをmmで 表わしたものが表中の点線よ り上に書い

た数字である。同時に行った補体のみを重層 した対照の

試験管では3mmの 溶血帯が現われたので,表 におい

て溶血帯の長 さが3mmよ り短かいものは,抗 原抗体

反応によって補体が それだけ消費 されたてとを意味す

る。ての場合,溶 血帯の短縮が補体の消費度 と正 しく比

例するてとは前報において観察 したとお りである。した

がって著者は,補 体の消費度すなわち補体結合反応の程

度を,補 体のみを重層 した試験管 と反応を起した試験管

との間にみられる溶血帯の長 さの差をもって表現 した。

すなわちての実験においては各試験管にみ られた溶血帯

の長 さを3mmか ら引いた ものが補体の消費度を示す

数値 となる。表1に おいて点線の下に括弧を付して示

した数値が てれで,そ の値の多い ものほど補体結合反応

の程度が強 く起 きたてとになる。 表1の 成績か ら反応

の現われ方を図示 してみると図1が 得 られ る。図にお

ける太い黒線は補体結合反応の強 さを示す もので表1中

点線の下段に括弧を付 して掲げた数値を立体的に描いた

ものである。また図において反応陽性の 「場」は点線を

もって囲んだ。てれか ら明らかなてとく,ツ ベノレクリン

を抗原とする結核補体結合反応においては2つ の反応の

図1 ツベルクリンを抗原とした補体結合反応の

「場」の形

「場」が観察され る。すなわちての図の場合にはッベル

クリン稀釈100倍 の とてうと800倍 の とてうにpeak

を有する2っ の陽性の場がみ られた。

以上のごとき方法によって行った寒天層内補体結合反

応の成績と50%溶 血単位法に よって行った 場合の成

績とを比較対照してみると表2の で(とくなる。寒天内

反応の成績は表のごとく21倍 か ら28倍 までの血清稀

釈にっいて溶血帯の長さを測定したが,上 段の数字(A)

は その長 さを示し,下 段の数字(B)は ヅベルクリンを

加えず血清 と補体のみを寒天層に重層した場合の溶血帯

の長さで,血 清の抗補体作用をみるために行われたもの



1959年4月
205

表2寒 天内補体結合反応成績と50%溶 血単位法による補体結合反応成績との比較

である。ての実験において補体のみを寒天層に重層した

対照の読みは1mmで あったので,て れより値の少な

いものにあっては補体の消費が行われたてとになる。し

たがってAの 段における括弧は反応陽性の上限(抗 体

価)を 示し,Bの 段における括弧は その稀釈まで 血清

に抗補体作用の あるてとを示す。 溶血帯の 長さが0.9

mmの ときは0.1mmだ け補体が消費されている訳で

あるが,同 じ内容の試験管が3本 とも同じ値でなく,

た とえば0.9,1,0,0.9と 揃 わなかったときは誤差範

囲とみて陽性の中にいれなかった。

表にみるごとく,て の方法による抗体価は50%溶

血単位法によるそれ とよく平行す る。抗体価の価 として

は後者よ り全般的に低 く現われるが,50%溶 血単位法

はきわめて鋭敏な方法であるか らてれはやむをえない。

しかし,表 には載 せなかったがKolmer法 による抗体

価 と比較 すれば,多 くの場合 寒天法の方が 幾分高かつ

た。なお表2に おいては ツベルクリンを抗原とする沈

降反応の抗体価を参考までに掲げた。

以上ッベルクリンを抗原とした場合の成績にっいての

み述べて きたが,著 者は実験方法の項に述べたごとく,

他 にヅベルクリン沈澱部および中性水加熱菌体抽出液を

抗原 として上 と同じ方法で補体結合反応を行つた。得 ら

れた抗体価の価 としてはッベルクリンとッベルクリン沈

澱部は同じ値を与え,菌 体抽出液を抗原 とした場合はて

れより低い値しか得 られなかった。ただヅペルクリン沈

澱部および菌体抽出液を抗原とする反応がヅベルクリン

を抗原ととする反応 と異なつていた点は,前2者 を倍数

稀釈 して反応の場の形を調べても単一の場しか観察 され

なかつたてとである。

考 察

補体結合反応の術式には,完全溶血を指標 とし抗原・抗

体 ・補体混合液が完全に溶血を阻止す る最高稀釈をもつ

て力価を決める方法 と,50%溶 血 を指標 としててれを決

める方法とがある。後者の方法はきわめて感度の高い方

法でとくにspectrophotometerを 用いて 溶血度を測る

場合には非常に正確に力価の測定を行 うてとがで きる。

しかしててに述べた寒天層内補体結合反応は上述のい

ずれとも趣きを 異に している。溶血の起 し方は上層液

 (抗原+抗 体+補 体)と 寒天層との境界面から始ま り・

時間の経過とともにその長さを増してゆく。しかしてま

たその長さは上層液中に残存するfreeの 補体濃度 と正

しく比例す る。ゆえにその長さを測定するてとは,い ろ

いろな程度に起つている部分溶血の強さを測るのに等し

い意味を もっ。いうまでもなく抗原抗体結合物が補体を

引 きつけるさいの結合の仕方には,て れを完全に引 きつ

けるかまたは 全 く引 きつけないか とい うall or none

の結合様式をみせるものではない。その間にいろいろな

gradeが あ る。したがつて補体結合反応の結果を判定す

る場合にも完全溶血 と完全溶血阻止 との間には強弱いろ

いろな程度の陽性反応が存在す るはずで,て の意味か ら

いえば種々なる部分溶血を観察するてとは完全不溶血の

みを指標 として成績を判定するよりも理論的にははる傘

に合理的なはずである。
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しかし通常の補体結合反応においてはきわめて狭い範

囲内に限 り溶血度 と補体量 とが直線関係を示すにす ぎな

いか ら,上 に述べた寒天内反応のてとく部分溶血を連続

的に観、察するてとによつてtiterを 決 めるてとはで きな

い。第1に 考 えなければな らないてとは通常の補体結合

反応においてindicatorと して用い られる血球は抵抗が

一様でないてとである
。血球の中には溶血に対 しとくに

抵抗の強い ものととくに抵抗の弱い ものとが全体の何%

か を占める。 その分布はnormal curveを なす もの と

考 えられるか ら,厳 密にいえば溶血度 と補体量の関係が

直線的で あるのは50%溶 血 を 中心 とす るてく狭い部

分のみで,て れより離れ るにつれて両者の関係は直線よ

りはずれ,全 体 としてはsigmoidの 曲線を描 くように

なる。換言すれば100%溶 血 または0%溶 血に近い

部分ではきわめて大量の補体量の変化 も溶血度に対 して

はそれほどの変化を現わさない。補体量の変化に対しも

っとも鋭敏な50%溶 血点が 指標として用 い られる所

以はててにある。

要す るに寒天層内溶血反応 と一般の溶血反応 との相違

点は,前 者において補体量と溶血度があらゆる部分溶血

にわたって正しく直線関係を示すに反 し,後 者における

溶血度 と補体量の間にはてのような関係がなく,Krogh

5)に よつて観察された次の式が適用され るてとである
。

すなわち補体量をxと し,て れによつて起される溶血

度をyと すれば,

(ただしkは50

%溶 血に要する補体量,_1/n.は 恒数)

か くのごとく一方はFickの 拡散式に従い,他 方 は

Kroghの 式 に従 う。

第2に 考えなければならないてとは,従 来の方法にお

ける溶血反応には寒天層内反応のてとき時間的なfactor

がないてとである。 もちろん前者においても反応の完結

までには一定の時間を要す るが,て れは後者にみられ る

ような漸進的なfactorで はない。すなわち従来の方法

において結果を観察しうるのは反応完結後であつて,寒

天層内反応のてとく時間の経過 と比例 して進展 してゆく

processを 観察す るてとはできない。したがつて本試験

に用いられ る補体量は任意に選ぶてとを許されない。加

えられた補体量がただちに結果を左右するか らである。

もし補体量が過大であるな らば抗原抗体間に結合が行わ

れたと否 とにかかわらず溶血が起 り,反 応陰性の結果を

招 くてとはててに断 るまで もなかろう。従来行われた部

分溶血をもつて反応を観察する方法 も寒天内反応のごと

く生 じた部分溶血の程度如何(す なわちての場合溶血帯

の長さ)を 観察するのではなく,一 定の溶血 を指標 とし

て,そ れだけの溶血を起す補体がfreeに 残存する点を

求めるものである。 ての場合通常50%溶 血点が指標

として選ばれるてとはい うまで もない。すなわち50%

 溶血 点付近が補体量の変化に対 して もつとも鋭敏なてと

 を利用し,予 備試験においてかか る溶血を示す 補体最

 (1k)を 正確に測定したのち,本 試験においては2k

 を抗 原抗体系に加え,反 応の結果丁度50%を 溶血せ

 しむるだけの補体を抗原抗体が引きつける点(換 言すれ

 ば丁度50%溶 血 を起すだけの 遊離補体を残す点)を

 観察する。この方法は鋭敏であるだけに,完 全溶血を指

 標 とするものよ りもさらに一層補体の定量は厳格である

 てとを要する。てのためにはspectrophotometerを 用

 い て煩わしい定量を行わなければならない。

しかるに寒天層内補体結合反応においてはての手間を

 省 くてとができる。てれによつて補体結合反応の手技が

 いかに簡易化されるかは多言を要 しないであろう。てて

 に従来のtechniqueと 寒天層内補体結合反応の 優劣を

比較してみるに,後 者の欠点として数えられ るものは,

 (i)補 体,溶 血素 ともにかな り大量を要するてと(高

濃度のものを用いなければならないてと),(ii)計 測が

細か く熟練を要す るてと,(iii)感 度において50%溶

血単位法には及ばないてと,等 の諸点である。しかしな

が ら,常 識的な量(濃 度)を 用いる限 り補体の定量を省

略 しうるという手技の簡単 さはての欠点を補つて余 りあ

るものとい うべ きであろう。さらに寒天層内反応におい

ては反応の進展を時間的に追求するてとができるか ら,

成績 を立体的に眺めうるという利点がある。しかし寒天

層内反応の最大の長所は,緒 言の項でもふれたご とく反

応系の数を観察しうるてとである。てのためには次のご

とくすればよい。すなわち寒天層に赤血球,抗 体および

補体の3者 を置きての上に一定時間抗原を重層する。

ての操作によつて抗原中に存在す るpartial antigenは

それぞれの抗体 と反応し,上 層の抗原液をピペットで取

り去つたのちに もおのおのの反応帯は原位置に止 まる。

したがつて取 り去つた抗原液の代 りに溶血素 を重層すれ

ば,反 応帯が形成 されている部分では補体が全く消費 さ

れて いるか ら溶血が 起 らず(た だし ての方法では各

reagentに ついて正確な定量を要す)反 応陰性の部分だ

け溶血が起 る。ゆえにわれわれは非溶血帯の数を数える

てとによ.り反応系の数を知 るてとができる。てのような

反応系の分析は本論文の目的でないので,て てでは故意

にふれなかつたが影山6)は 上記の てとき方法で 実験を

行つている。

しかし著者がててに 検討した 寒天層内補体結合 反応

は,か かる本来の長所を別にしても,そ の手技の簡単さ

のゆえに十分利用しうべ き方法と考える。

か くして行われた結核の補体結合反応に おいて,ヅ

ベル クリンを抗原 とした場合2つ の 陽性の 「場」が得

られるてとを著者は知 りえた。すなわち図1に 示した実

験例のごとく・ツベルクリンを50倍 か ら12,800倍 ま
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で階段的に稀釈 して反応の現われ方を観察 してゆくと,

抗 原濃度の高い部分 と低いと部分(て の場合では100倍

稀 釈と800倍 稀釈)に それぞれpeakを 有する二相性

の反応が得 られた。かかる現象がconstantに 成立す る

てと をわ が国 では じめて観察 したのは教室 の池端7)

で あるが,て れ とほぼ時を 同じうして彼 とは独立に

Seibert 8)も同様なてとを報告 している。その後教室の今

井9)は 池端の成績 をさらに追求し,て れ ら2っ のpeak

はそれぞれヅベルクリン中に含まれる蛋白画分および多

糖体画分に由来するものであるてとを明 らかにした。す

なわち旧ツベルクリンを三塩化醋酸によつて沈澱する画

分Pと,上 清をメタノールで処理 して得た画分Sと

に分かち,そ れぞれを抗原 として50%溶 血単位法 に

よる補体結合 反応を行つてみると,ツ ベルクリンの示

す2つ の 反応 の 場はP反 応の 場 とS反 応の場を併

わせたものと考えるてとができる。てのよ うな現象を観

察 しえたのは,結 核の補体結合反応 を行 うに あたつて

50%溶 血単位法というきわめて鋭敏 な手抜が用い られ

たてとに 負 うとてうが多い と思われるが,1著 者の行つ

た寒天層内反応におい てもかかる2つ の 反応の場を観

察しえたてとは 興味深い。ただし50%溶 血単位法 の

で(とくconstantな 成績ではなく,反 応の場が1箇 しか

み られない場合 もあつたてとを付け加えておく。なおツ

ベル クリンを抗原 とす る補体結合反応についてはわれわ

れの教室の研究のほかに進藤 ら10)の 行 つた ものが あ

り,そ れによれば8例 中2例 ではあつたが三塩化醋酸

で沈澱 したツベル列 酒 分を抗原とした場合2つ の反

応の場がみ られたという。しかし前記池端,今 井の観察

した2つ の反応の場はそれぞれPお よびSに 由来す

るものであ り,P単 独(進 藤 らの抗原に相当する)を

抗原とする反応では,50%溶 血単位法の鋭敏さをもつ

てして も常に1箇 の 「場」しかみ られ なかつた。また

得 られた 「場」の形状 も異なるか ら,進 藤 らの観察した

2つ の 「場」 と上記の それとは 別種の ものと考えられ

る。著者の用いたツベル クリン沈澱部,す なわち進藤 ら

とおおよそ同様にして作つた抗原を寒天層内反応に用い

た成績でも,2つ の 「場」が 観察 されたてとは なかつ

た。またての実験において用いられた他の1つ の抗原,

H2株 菌体抽出液は主として多糖体よ り成るものである

が,て れによつて得 られた反応は今井の用いたヅベルク

リン多糖体画分Sの 示す反応に似ているように思われ

た。しかし本論と文においては寒天層内で行 う補体結合反

応の現われ方とその有用性を検討するに止 め,種 々なる

抗原分画による比較的な研究は別の機会に譲 りたい と思

う。

結 論

1)寒 天層内に溶血系を置 き,別 に作つた抗原 ・抗体

・補体混合液をての上に重層すれば,補 体結合反応の結

果は溶血帯の長 さによつて判定 しうる。てのさい補体だ

けを重層した対照を置 き,生 ずる溶血帯の長さを測定し

ておけば,て れよ り溶 血帯の短かい ものは短縮 した分だ

け補体が抗原抗体反応系に引 きつけ られたてとを意味す

る。すなわちての方法において反応の陰陽は補体単独を

重層して溶血を起させた対照との比較によつて判定され

る。

2) ての方法にわいて生ず る溶血帯の長 さは上層液中

の残存補体濃度および反応時間に正しく比例するか ら,

補 体は常識的な量(濃 度)を 用いる限 りとくに単位測定

を行 う必要はない。てれによつて反応の操作を非常に簡

略化しうるてとはての方法の大 きな長所である。さらに

ての方法では時間の経過に伴 う反応の進展を立体的に眺

めうるという利点がある。

3)そ の反面,溶 血帯の計測に熟練を要するてと,お

よび用い られるreagentsの 量がかな り大量でなければ

ならぬ とい う欠点を有す る。しかし上に述べた長所はて

の欠点を十分補い うるものと考える。

4) 寒 天層内の結核補体結合反応において,抗 原およ

び抗体のいろいろな稀釈 を組合わせて反応の場の形 を観

察すると,ツ ベルクリンを抗原とした場合2つ の陽性の

場が得 られた。 しかし三塩化醋酸で沈澱 させたツベルク

リン画分およびH2株 の 中性水加熱菌体抽出液を抗原

とした場合には常に1箇 の場しかみ られなかつた。

稿を終るに臨み,終 始御指導,御 校閲を戴いた大原教

授に深謝する。

なお本論文の要旨は第30回 日本細菌学会総会(千 葉)

において述べた。
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