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I 緒 言

結核菌 の凝集 反応 の研究 は古 くか ら行なわれていたに

もかか わ らず,技 術的 に菌液 の調製 に適 当な方法が見 出

だ されなかった こ とと,臨 床的な応用価値が少 ない とみ

られた等 の理 由に よって久 し く発展 をみなかった。 著者

は最近大林 ら1)2)のTween80法 に よって 調製 され

た菌液が凝集反応抗原 として適す ることを知 り,結 核 の

抗 原抗体反応研 究の一環 として凝集反応の研究に着手 し

たのでその成績 を報告 す る。

II 実験方法 ならび に実験成績

1.Tween80の 濃 度について

1)実 験方 法

a)抗 原菌浮遊液 の作製

菌液 の調製 には大林 らの方法1)2)を 木研究 の 目的に

適 うよ うに改 めて行 なつた。す なわ ち青 山B株 の小川

培地1ヵ 月 培養菌試験 管1本 に0.1%NaN3を 含 む

6%Tween80加 生理的 食塩水1mlを 加 え,60℃

前後 の水浴 中で1時 間 ときどき振盪 して 濃厚菌液 を 作

り,そ れ に6%Tween8010mlを 加 え 遠沈管 に移

し,1,000～2,000r.p.m.で5分 間 遠沈 上澄 菌液 を採

り,6%Tween80加 抗原菌液 とした。 次に6%

Tween80加 菌液 よ り3%,1 .5/,0.75%とTween

80濃 度別菌液 を作 り,光 電比色計に よ り1mg/ml菌

液 とな るよ うに それ ぞれ のTween80濃 度の 生理的食

塩水で希釈補正 し,Tween80加1mg/ml青 山B抗

原菌液 を作 つた。 その方法は以下の よ うであ る。すなわ

ち島津製作所製光電比色計 の波長470ミ リミクロンの と

ころを用い,1%Tween80加 生理的 食塩水 を 透過率

100%と す る場 合,通常の 磨砕に よる1mg/ml菌 液の

透過 率は40%で あ るか ら1%Tween80加BCG

菌液 について も40%の 透過率 の もの を1mg/mlと

決めた。

次に抗原菌液 お よび生理的食 塩水(す なわ ち反 応液)

に雑菌に よる汚染防止剤 として0.5%フ ォルマ リン,

50,000倍 マーゾニ ン,0.1%NaN3を 使用 してみた と

ころ,0.1%NaN3は 凝集反応 に及 ぼす 影響 がみ られ

ず,適 当 と思 われた。以下 の凝集反応 のための抗 原菌液

お よび反応液 には0.1%NaN3を 加 えた。

b)抗 血清

抗血清 を 得 るには ウサギを 用い,青 山B株 の生菌

5mg/ml生 理的 食塩水 菌液1mlを4匹 の ウサギに

2～3日 間隔で4回 静 脈内に接種 し,最 終接種後7～

10日 目に全採血 して,抗 青 山B血 清 とした。抗BCG

血清 については,BCG生 菌10mg/mlの 生鐸 的食塩

水菌液1mlを7匹 の ウサギに2～3日 間隔で4回 静

脈 内に接種 して,抗 青 山B.血 清 と同様最終接種後7～

10日 目に全採 血 した。

抗 血清 は56℃30分 水浴 中で 不活化 して,0.1%

Na3を 加 え保存 した。

c)凝 集反応

ウィダール反応の方法にな らい,抗BCG血 清,抗

青 山B血 清 を生理 的食塩 水で各試 験管 に希釈抗血清 と

して0.5mlず つ残 るよ うに,2n乗 希釈法に よ り希釈

した。 その後Tween80加 抗原菌液 を0.5mlず つ各

希釈抗血清試験管に分注 し,最 後の試験管 は抗原対照 と

した。 反応条件は37℃ フラン器 に21時 間放 置後 判

定 し,判 定方法は ウィダール反応 の 基 準に 従 い(+++),

(++),(+),(±),(-)と した。

2)実 験成績

Tween80の 濃 度については表1に 示 すよ うに生菌青

山B株 の小 川培地1ヵ 月問培養菌 に,Tween80を6

%,3%,1.5%,0.75%に 加 えた1mg/mlの 抗

原菌液では,抗 青 山B血 清 で も抗BCG血 清で も

Tween80の 濃 度の凝 集価に 及ぼす 影響 には著 明な 差

異 は認 め られず,Tween80の 最終濃度0.5%で 十分

使い うる もの と考 え られた。

2.Tween80加 抗 原菌液 の濃 度について

1)実 験方法

a)Tween80加 磨砕菌液

BCGの 小川培地3週 問 培養の 湿菌量100mgを
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表1 Tween80加 青 山B菌 液 の擬集 反応

注:抗原菌…〓山B
血清の希釈倍数は菌液0.5ml宛加えたのちの倍数

採 り,こ れに10%Tween801mlを 加 え,磨 砕法に

よ り濃厚菌液 を 作 り,次 に 生現 的 食塩水9mlを 加 え

て,1%Tween80加10mg/ml菌 液 を作 り,こ れ を

原液 としてTween80の 最終濃 度が0.5%と な ろよ

うに1ml中1mg,2mg,3mg,4mg,5mgを

含 む各 段階の菌液 を作 製 した。

b)Tween80加 加温菌液

BCGの 小川培地3週 培養 を用い,こ れ に既述 の方

法に よ り10%Tween80加 生理 的食塩水 を加 え加 温,

振盪,遠 沈等 に よって菌浮遊液 を作 り,さ らにTween

80加 生 理 的食塩 水で希釈,終 末濃度,Tween80は0.5

%菌 は1ml中1mg,2mg,37mg,4mgお よび

5mgの ものを作 った。

2)実 験成績

1%Tween80加 磨 砕菌液 では表2の ごと く,対 照

例 において も擬 集 を認 めたのに対 し,1%Tween80加

加温菌液 では擬集 を認 めなかつた。 この点について は次

項 に詳述 す る。なお両菌液 と くに加 温菌液 にお ける菌濃

度 は1～2mg/mlの ところが適 当で3～5mg/mlの 菌

液 とな ると凝集 の判定が困難 とな る。

3.Tween80加 抗 原菌液 と磨砕菌液 との比較

BCGの ソー トン培地2週 間培養菌 に ついて1%

Tween80加 加温菌液 と磨砕菌液 とを作 り,こ れを抗 原

菌 として抗BCG血 清 について凝集反応 を行なった。そ

の成績 は表3に 示 す ようで 磨砕菌液 では 自然凝集が著

明に認 め られ るが,1%Tween80加 抗 原菌液 で は 自

然凝集 を起 こさない ことが分か る。

次に 抗 原菌 として 人型菌 のKH1株,H37Rv株,

H37Ra株,青 山B株,牛 型菌 のRavenel株,三 輪

株,BCG,鳥 型菌 のE38686株,Maren Cecilie株,

表2 Tween80加 抗 原菌液 の磨砕菌液 と加温

菌液 の凝集 反応 におけ る菌濃度

注:抗 原菌…BCG

表3Tween80加 抗 原 菌 液 と非Tween80加

抗 原 菌 液 との比 較

注:抗 原菌…BCG

お よび 非病原性 抗酸 性菌 のPhlei(有 色)株,No.1

(白色)株 等 を用い,そ れぞれの 小川培地3週 間 培養

菌 を100℃1時 間 殺菌 して磨 砕菌液 を作 り,1,000～

2,000r.p.m.で5分 間遠沈,上 澄 を採 り,光 電比色計

で1mg/mlと な るよ うに生理 的食塩水 で補正希釈 して

1mg/ml死 菌生理的食塩水 抗原菌液 を作 り,健 康 ウサ

ギ血清につ いて凝集反応 を行 なった。成績 は表4に 示す

ごと く各菌株間 に程度 の差 は認 め られ るが対照試験管 と

同様な凝集が認め られた。

4.抗 原菌液の培養 日数 と凝集反応

BCGの ソー トン培地,9日,14日,25日 培養菌

について,Tween80の 濃 度6%よ り0。188%ま で

の各 段階の1mg/ml菌 液 を作 り,抗BCG血 清 に よ

り凝集 反応 を検 した。成績 は表5に 示すよ うに14日 培

養菌 の反応が もつ とも鋭敏 であ り,培 養 日数 によ り凝集

価 に差 のあ ることが認 め られ る。菌 の培養 日数が 異な る

につれ て凝 集 反応 上のTween80の 至適濃度 には幾分

相違が あ るよ うにみえ るが著 しい差 はない。

5.Tween 80加 抗原菌液に よる凝集反応の判定時間
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表4非Tween80加 死菌抗原菌液 の健康血清 におけ る凝集 反応

表5培 養 日数 を異 にす るTween80加BCG菌 液の凝集反応

お よび反応液

BCGの 小川培地20日 間培養菌 に10%Tween80

を1ml加 え加 温振 盪 して菌液 を作 り,そ の後Tween

80の 濃度が1%と な るよ うに 生理的食塩水 と燐酸緩

衝液 を用いて希釈 し1mg/mlの 抗原菌液 とした。判定

は37℃2,4,10時 間後お よび5℃24時 間後に 行 な

つ た。

なお 反応液 のpHは0.1%NaN3加 生理的 食塩水

7.3.1%Tween80加NaN3食 塩 水6.2,燐 酸緩衝

液7.2で あった。

成績 は表6に 示す ご とく,37℃10時 間で 凝集価 は

最高 に達 し,こ れ を5℃24時 間放置後 に判定 した とこ

ろ凝集価 の低下が 認 め られた。 この場合0.1%NaN3

加生理的食塩水で も,0.1%NaN3加 燐酸緩衝液 を 用

いて も凝集価 に差 は認 め られ なかつ た。

6.Tween80添 加培養菌の凝集反応

青 山B株 を小川培地 に培養す るさい に,小 川培地中

の擬固水 を捨 て,6%,3%,1.5%Tween80加 滅
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表6 Tween80加BCG菌 液凝 集反応判定時間

注:緩 衝液……0.1%NaR3加 燐酸緩衝液

食塩水……0.1%NaN3加 生理的食塩水

表7Tween80加 培 養 菌 青 山B株 のTween80加 抗 原菌 液 の凝 集 反 応

菌蒸留水約0.1mlを 培地表面に流 し各濃度 ごとに5本

ずつ1ヵ 月間培養後6%Tween80加 生 理 的 食 塩水

1mlを 加 え,前 述 の方法 によ り加 温遠沈 して菌液 を作

り,6%,3%,1.5%,0.75%Tween80加1mg/

ml菌液 とな るよ うに して これに つい て凝集反応 を行 な

つた。 表7に は 上記 の菌液 と抗青 山B血 清 との 凝集

反応の 成績 を 示 したが 菌接種 時 に あ らか じめ 加 え る

Tween80の 濃 度に よる反応 の差 は認 め られ なかつ た。
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また抗BCG血 清 についての反応 も同様 な成績 を示 し

た。

7.Tween80添 加培養菌 と非Tween80添 加 培養

菌 の生菌 と死菌抗 原菌液 の比較

BCG,青 山B株,人 型分離菌株65,お よび68に つ

いて小 川培地へ の培養時前項の方法 によ り10%Tween

80加 滅菌蒸留水約0.1mlを 培地面に流 し込み 接種 し

た もの とTween80を 用 いないで 接種 した もの を,4

週 間培養 して 各菌株 に10%Tween80加 生理的 食塩

水1mlを 加 えて加 温 して菌液 を作 り,そ の後0.1%

NaN3加 生理的 食塩 水9mlを 加 え 遠沈 上澄 を 採 り,

1%Tween80加1mg/ml生 菌菌液 と0.1%NaN3

加生理的 食塩水9mlを 加 えた の ち100℃1時 間殺

菌,そ の後遠沈 上澄 を採 り,1%Tween80加 死菌菌

液 を作 り,抗 青 山B血 清,抗BCG血 清 について凝

集 反応 を行なつた。抗BCG血 清 についての成績 は表

8の ごと く,Tween80添 加培養菌 で も非添加培養菌 で

も青 山B株 とBCGに つ いては生菌 と死菌 とが ほぼ

同様 な凝集価 を示 した。 これに反 し分離菌65,68の 非

Tween80加 培養菌液で は,生 菌の凝集価が死菌 のそれ

よ りも直 い。

8.免 疫経過週数 と凝集価の推移

表8 Tween80加 お よび非Tween80加 培養

菌 の生菌,死 菌 抗原菌液 の凝集 反応

表9 Tween80加 お よび非Tween80加 培養

菌 の生菌,死 菌抗 原菌液 の凝集 反応

BCGの 小川培地2週 培養生菌で10mg/ml生 理

的食塩水 を作 り,そ の1mlを2～3日 間隔で5回 ウ

サギ静脈 内に接種 し,最 終接種 よ り2週,8週,12週

後の血清にっいて,1%Tween80加 生理的食塩水1

mg/mlBCG抗 原菌液 と1mg/ml/青 山B抗 原菌液

を用いて 凝集反応 を 行なつた。表10に 示す ご とく,

表10免 疫経過週数 と擬集価
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BCG抗 原菌液で は2週 で凝集価128倍,8週 で32

倍 と下降 を示 し,12週 で は 凝集反応 を示 さない。 また

青 山B抗 原菌液で も12週 後になわ軽度の凝集が 認め

られたほかは これ とほぼ同様の結果が得 られた。

9.Tween80の 抗 原性について

1)実 験方法

これについては凝 集反応お よび沈 降反応重層法で君 な

つた。

a)抗 血清

免疫抗 原液 として,生 理的食塩水 に よる1mg/ml

BCG菌 液,1%Tween80加 生理 的 食 塩水に よる

10mg/mlBCG菌 液お よび1%Tween80加 生理

的食塩 水を用い,ウ サ ギ6匹 こついて,1匹 には 生理

的食塩水BCG菌 液 を,2匹 には1%Tween80加

BCG菌 液 を,3匹 には1%Tween80加 生理 的食

塩水 を2～3日 間隔で5回 静脈 内に1mlず つ 注射 し

て,免 疫最終 日よ り10日 目に全採血 し,翌 日.血清 を分

離 して,56℃30分 間 不活化 して0.1%NaN3を 加

え保存 した。

b)凝 集反応

上記各抗原に よる 免疫前の 血清 と免疫 後の 抗 血清 を

2n乗 希釈 法によ り各試 験管 に0,5mlと な るように希

釈 して,1%Tween80加 生理 的食 塩水1mg/mlB

CG死 菌抗 原菌液 を0.5ml宛 分注37℃24時 間後

判定 した。

c)沈 降反応重層法

凝 集反応の場合 と同 じ.血清について,2n乗 希釈 法 に

よ り1%ア ラ ビヤゴム生理的食塩水で希釈し た。抗 原

液 として はBGGツ ベル ク リン50倍 液 と0.75%

Tween80加 生理的食塩水 を重 層 して,室 温に放置 し,

3,5時 間 ごとに判定 した。

2)実 験成績

凝 集反応の成績は 表11の ご とく,BCG菌 液のみ

を接種 した抗 血清 では32倍 の凝 集価 を示 したのに対 し

1%Tween80BCGを 接種 した抗血溝 では,2例 と

竜。128倍 と9前 者に比較 して高い凝集価 を 示 した。 な

お免疫 前の血清 はどち らの抗原 と も反応 していない。

次に沈降 反応重層法の成績 は表12の ごと く生理的食

表11Tween80の 免疫に及ぼす影響(凝 集反応)

抗 原1%Tween80加BCG死 菌 菌液

注:No.2…… 生理的食塩水BCG菌 液 で免疫

No.4,5……1%Tween80加 菌液で免疫

注:1%Tween80で 免疫

表12Tween80の 免疫 に及ぼす影響(沈 降 反応重 層法)

塩水BCG接 種抗血清 はBCGツ ベル ク リンに対 し

32倍 の沈降価 を示 したのに対 し1%Tween80加B

CG菌 液接種抗血清 はほ とん ど反応 を 示 さない。 また

生理 的 食塩 水BCG接 種抗 血清 は,0.75%Tween

80抗 原には全 く反応 を示 さないのに反 し,1%Tween

80加BCG接 種抗血清 は32倍 の沈降 価 を示 した。

なお免疫 前のNo.2血 清 ではBCGツ ベル ク リン

50倍 液 に対 し4倍,No.4の 血清 では0.75%Tween

80に 対 し8倍 の沈降価 を示 した。 また ウサ ギ3匹 に1

%Tween80を 注射 した血清 に ついては 注射 前の血清

で も注射 後 の 血清 で もBCGツ ペル ク リン50倍 液,

0.75%Tween80加 抗 原液 の 両 者 に対 し全 く沈 降 反 応

を示 さな か っ た 。

10.健 康 ウサ ギ 血清 の凝 集 反応

健 康 血清m例 に つ い て1%Tween80加 生 理 的食

塩 水 で1mg/mlの 菌 浮 遊液 と した 人 型菌(KH1,H37

Rv,H37Ra,青 山B),牛 型 菌(R.avenel,三 輪,BC

G),鳥 型 菌(E38686, Maren Cecilie),非 病 原 性抗

酸 性 菌(Phlei, No.19),い わ ゆ る 非 定 型抗 酸 菌(甲

府,新 倉)等 の抗 原菌 を 用 い て凝 集 反 応 を み る と,血 清
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によ り差が あ るが,5～10倍 血清 で(+)～(±)の 凝

集価で あっ た。 したがって以下の実験では血清は10倍

希釈以上の もの を用いた。

110Tween80加 抗酸性菌の交叉凝 集反応

1)実 験方法

a)抗 原菌液 の作製

前実験 と同様抗酸性菌13株 を用い,小 川培地 の3～

4週 間培養に10%Tween80加 生理的 食塩水1ml

を加 え,既 述の方法に よ り濃 厚菌液 を作 り,そ の後0.1

%NaN3加 生理 的食 塩水9mlを 加 えて3Tween80

の濃度 を1%と し,次 に100℃1時 間 殺菌菌液 を遠

沈 管 に 移 して,1,000～2,000r.p.m.で5分 間遠 沈 上澄

を採 り,光 電 比 色 計 を用 い菌 液 の濃 度 が1mg/mlに な

る よ うに1%Tween80加 生 理 的食 塩 水 で補 正 希 釈 し

て抗 原 菌 液 とし た 。

b)免 疫 血 清

前 述 の抗 酸 性 菌13株 に つ い て,ウ サ ギ を3匹 宛 用

い,H37Ra株,青 山B株 は 生理 的 食 塩 水 生菌5m/

arcl菌 液 を,BCG,Phlei株,No.19株 ※ は 生 理 的

食 塩 水10mg/ml菌 液1mlを2～3日 間 隔 で3～5

回静 脈 内 に 接種 し た 。KH1株,H37Rv株,Ravene1

株,三 輪 株,E38686*,Maren Cecilie株*,甲 府 株**,

表13各 抗酸性菌の交叉凝集反応

新倉株**に ついては,生 理 的食 塩水死菌10mg/ml菌

液1mlを2～3日 間隔で5～7同 静脈 内に接種 した。

最終接種後7～10日 目に全 採血 し,翌 日血清 を 分離 し

て56℃30分 間 不活化 し,0.1%NaN3を 加 え保存

した。 凝集反応の 判定 は37℃24時 間後 に行なつた。

2)実 験成績

成績 は表13に 示す ようであ るが これを概 括すれば以

下の よ うにな る。まずKH1株 を除 く人型 結核菌 は同

種血清 に対 して 高い 凝集価 を 示すが,同 時に他 の異種

血清 と も類属反応 を示す ことが多い。人型菌 中で もH37

Ra株 と青 山B株 との間には高度の 交叉反応 が認め ら

れた。

次に青 山B株 とBCGの 関係については,青 山B

株 は抗BCG血 清 に対 してBCGよ りも高 い凝集価

を示すが,同 種 血清 には さ らに高 い凝集価 を示 した。一

方BCGは 抗青 山B血 清には反応せず,同 種血清 に

は比較的低い凝集価 を示 してい る。

牛型菌 は一般 に抗人型菌血清 とは全 く反応 しないか,

あ るい は弱い反応 しか示 さないが 同種血清 とは比較的 よ

く反応 し,同 型血清 ともある程度反応す る。抗鳥型菌血

清,抗 非病原性菌血清 中には牛型菌 と比較的 よ く反応す

るものがみ られ た。

なお抗Ravene1血 清 は どの菌に対 して も弱い反 応 を

示すのみで あつた。

鳥型菌 は同種血清 とよ く反応す るほか,抗 牛型菌 血清

とも反応す る。ただ し抗E38686血 清 の 凝集価 は この

成績 では低い。

※,*結 核研究所 工藤祐是博士保存株
**国 立予防衛生研究所結核部より分与されたもの
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非病原性抗酸性菌,と くにPhlei株 は 同種血清 とよ

く反応す るほか,異 種血清 と も比較 的 よく反応 す る。

いわゆ る非 定型抗酸菌2株 は 同種血清 と よく反 応す

るほか,抗Maren Cecilie血 清,抗 三輪血清 とあ る程

度の反応 を呈 した。

III考 察

前述の よ うに,結 核の血清 反応に関す る研究中で も

凝集反応の研究は近年 ほ とん ど行なわれていない状態 で

あ るが,そ の理由 としては,第 一には術式上の難 点があ

げ られ よ う。す なわ ち結核菌体 は蝋様物質 を多 く含 むた

めに,こ れ を均等な浮遊液 とす るこ とが困難 な こと,ま

た一たん磨砕等の方法に よって均等浮遊液 として も,容

易 に自然凝集 を起 こす こ と等の点が問題 となる。 この問

題 を解決す るために は,結 核菌の蝋様物質 をある程度除

去す るための化学的処理 を行 な う方法Jj～6)や 均等培養

を抗原 とす る方法7)～11)が 採 られ た。 前者で は とくに

Fornet3)4)の エーテル蒸 気を 作用 させた 脱脂結核菌浮

遊液1こよ る方法が 問題 と され たが,こ れ に つ いて は,

Bignami12)は この方法 によ る反応の特異性 を否定 し,

その他Hoffmann13)ら やOssoinig14)も,そ の 応用

価値 を疑 ってい る。また後者 には,長 谷川 ら8)のCon

vallamarin添 加培養,鴻 上9)の アル カ リ卵黄水添加培

養等 多 くの報告が あ る。その他真志 田15)～17)は 結核菌

のX線 照射 に よって得 られた非抗酸性菌 に よる凝集 反

応について報告 してい る。

以上の ような比 較的多数の報告が あ りなが ら,そ の後

この方面 の研究が 発展 を示 していないのは1つ には,こ

れ らの方法が 技術 的にまだ十分満足すべ き段階にいたつ

ていない ことと,さ らには,こ れ らの研究 目的が 主 とし

て結核症の臨床的 な応用面 に限 られていたため と考 え ら

れ る。多 くの他の結 核血清 反応の場合 と同 じ く,凝 集反

応において も,こ れが結核症の臨床的診断面 への応用価

値が少 ない とみ られた こ とは凝集反応 その ものの研究 を

も停滞 させ る結果 となつた。

しか し一方近年問題 となってい るBCG陽 性者 と自

然感染陽性者の鑑別の問題や,ミ コバ クテ リヤの分類や

同定の問題 は,血 清学分野の研究の進展に まつ ところが

多 く,こ れに方法の簡単 な凝集反応が導入 され るな らば

寄与す る ところが少 な くない もの と考 え られ る。

著者 は本研究 に お いてまずTween80法 に よる 菌液

を抗原 として凝集反応 を行 な うさいにお ける反応条件 を

検討 した。磨砕法に よる菌液 を用い た場合に は非特異性

の 自然凝集が多 く認 め られ るので,こ の方法 は不適 当 と

考 え られ た。 また磨砕 の さい にTween80加 食塩水 を

加 えた菌液 によ る凝集 をMeynel118)が 報 告 して い る

が,著 者の実験では 磨砕法 に よる菌 にTween80を 加

えた場合に も反応が不 明瞭 にな るので,適 当ではない と

み られ る。

なお培地 中に あ らか じめTween80を 入れておいて

もとくに反応実施上の利点 はみ られ ないのでTween80

は菌液調製時ITの み使用す るこ とで十分 と考 え られ る。

著 者の方法 によ る場合Tween80濃 度や 菌濃 度には

それぞれ最適 の点が見 出だ され た。す なわ ち反応系に お

け るTween80濃 度は1%,菌 濃度 は1～2mg/

mlが 適当 とみ られた。 判定時 間は,10時 間以後が適 当 と

み られ,実 際 には37℃ に211時 間放置御 乙判定 してい

る。なお使 用菌株 の小川培地 上の培養時間 によっ て も凝

集価 には著 しい差 があ り,著 者の実験 の範 囲で はBCG

については14日 培養 の凝集価が9日,お よび25日 培

養 の凝集価 よ りも高か つた。

凝 集原 としては生菌 のほ うが 死菌 よ りも幾分凝集価が

高 い傾 向がみ られたが著 しい差 異はない。また本反応)/

関す る血中抗体 の ウサ ギにおけ る推移については,免 疫

後2週 が もつ と も高 く12週 では著 しい 低下が み られ

たが,1例 の実験であ るので一般 的な断定はで きない。

次にTween80の 免疫 に及ぼす影響 に ついては 興味

ある事実がみ られた。す なわ ちまず1%Tween80液

のみ ウサ ギ に 注射 した 場合 には,そ の 血 清 中 に は

Tween80加 菌液 を凝集 す る抗体は認 め られない。BCG

生理的食塩水浮遊液で免疫 した ウサギ血清 とTween80

加BCG浮 遊液で免疫 した ウサギ血清では,後 者のほ

うがTween80加BCG浮 遊液 に 対す る 凝集 価がは

るか に高い。 この点 を さらに追求す る日的でBCGツ

ベル ク リンわ よびTween80加 食塩水 を 抗原 とす る沈

降反応 をみ ると,こ の 両者 はTween80加 食塩水で免

疫 したウサギ血清 には 反応 しないが,BCG食 塩 水浮

遊液 による免疫血清に対 してはBCGツ ベル ク リンが,

Tween80加BCG浮 遊液 に よる免疫 血清 に対 しては

Tween80加 食塩水が それ ぞれ沈 降反応 を示 した。後者

の現象 についてはMiddlebrookお よびDubos19)も 報

告 してい るよ うに,通 常 はウサギに対す る抗原性 を もた

ぬTween80が 結核菌 との結合に よって 抗原性 を 現わ

した もの と考 え られ,結 核菌 のAdjuvantと しての作

用の1例 とみ られ る。おそ らくはTween80加 菌体 に

よる免疫血清 の凝 集反応 の さいにみ られた高 い凝集価 も

同様 な理 由に基 づ くものであろ う。したが ってTwee

n80菌 液 を反応 原 として 用 い る場合 には 動物免疫用 の菌

液調 製にはTween80を 用 い ることは で きない。 なお

表12の 成績 ではTween80加BCG菌 液 で 免疫 し

た場合 の ウサギ血清で は,BCGツ ペル ク リンを 反応

原 とす ると沈降 反応 はか えつて抑制 され るよ うにみ られ

るが,こ の理 由は不 明であ る。

以上の成績 は使 用動物 の数 も少ないので これ らの点に

ついては将 来の研究 を必要 とす るもの と考 え る。なお皮

膚反応におけ るTween80の 免疫原性 につい ては 最近
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Magnussonら20)はTween80加 精製 ツベル ク リン

に よって モル モ ッ トを 感作 しえなかった と報 告 してい

る。

本法に よる各種 ミコバ クテ リャの菌液 は健 康 ウサギ血

清 に対 しては10倍 までの凝集価 を示 すので反応 実施 に

は血清 は10倍 希釈以上 を使用 した。

次 に供試13株 の ミコバクテ リヤにつ いての交叉凝集

反応 の成績 につ いては若干 の注 目すべ き点がみ られ る。

まず各菌株 の同種 な らび に異種血清に対す る反応 をみ る

と少数 の例外(Ravenel株,E38686株)を 除いては,

すべて 同種血清に対 して最高の凝集価 を示 してい る。 こ

の ことと免疫 前の健康血 清には すべて,10倍 以下の 抗

体価 しか示 していない点 よ りみて,こ れが特 異性の抗 原

抗体 反応に よる もので あ ることは 推 定 しうる もの と思

う。

次 に菌株 に よって被凝集 性にはか な りの差 異が あ るこ

とが注 目され る。また被凝集性 の強 い菌 は類属反応 の範

囲 も広 く,反 応 も強 い。た とえば人型菌3株 やPhlei

株等 は異種血清 に よっ て も よ く凝集す る。 青WB株

は,こ の意味での被凝集性の強い菌に属す るが,青 山B

とBCGと の関係 をみ る と,こ の菌は抗青 山B血 清

にお ける凝集価が抗BCG血 清 におけ る凝 集価 よ りも

明 らか に高 く,こ れに反 しBCGは 抗BCG血 清 に

おけ る凝 集価が抗青 山B血 清 におけ る凝 集価 よ りも明

らか に高い。 この意 味では両菌株 の間に凝集 反応 におけ

る特異性が み られ るといえ るが,一 方抗BCG血 清 に

つ いてみ ると,こ れ は青 山Bに 対す る凝集価がBCG

に対す る凝集価 よ りも高 い。 しか し同様の傾向が沈降反

応や補体結合反応で も認 め られてい るこ とは興味 ある点

と思われ る。

なおKH1株 の成績 は他の人型菌 とか な り異 なるが,

これについては さ らに検討 を要す る。 その他牛型菌 と鳥

型菌の間に も比較的 よ く類 属反応が認 め られた。

IV結 論

1)主 として人型結 核菌青 山B株 お よびBCGを

用いて,磨 砕等 の方法に よ らず,Tween80を 菌塊 に加

え高温中で振 盗す る方 法を用いて,均 等浮遊液 を作 り,

これを抗 原 として抗結核血清 との間に凝集 反応 を起 こす

ことを認 めた。

2)以 上の 方法 によ る反応系 におけ るTween80の

濃度 は1%,菌 濃度 は1～2mg/mlが 最適 とみ られ,

また反応成立 には37℃,10時 間以上の放置が必要 とみ

られ た。

3)凝 集原 として は生菌 と加熱死菌 との間に はほ とん

ど差が な く,ま た使用菌の小川培地上の培養期 間 こよつ

て被凝集性 にはか な りの差が認め られた。

4)Tween80は 単独では ウサ ギに対 す る抗 原性を も

たぬが結核菌 を加 え るこ とによ り抗原性 を発揮す るよ う

にみえ る。す なわちTween80加BCG浮 遊液で 免

疫 した血清 はBCG食 塩 水浮遊液で免疫 した血清 よ り

もTween80加BCG浮 遊液に 対す る 凝集価が著 し

く高 く,ま た 前者 はTween80加 食塩水 と よ く沈 降反

応 を起 こすが,後 者 は起 こさない とい う事実が認め られ

た。

5)13株 の ミコバ クテ リヤに ついて 交叉凝 集反応を

行ない以下 の事実を認め た。,

a)少 数の例 外を除けは各株 は同種血清 に刻 し最高の

凝集価 を示す。

b)菌 株 によって被凝集性 にか な りの差異が あ り,同

種血清 に対 して きわめて高い凝集価 を示 す菌 は概 して類

属反応の範 囲 も広 い。H37Rv,H37Ra,青 山Bお よび

Phlei株 等 は異種血清に よって もよ く凝集す る。

c)青 山B株 とBCGの 関係については,両 者間

に ある程度の凝集反応.上の特異性が認 め られ るが,青 山

B株 の被凝 集性が 強 いために,抗BCG血 清 に 対 し

て も青 山B株 がBCGよ りも高い凝 集価 を示 した。

d)牛 型菌 と鳥型菌 との間に も比較 的著 明な類 属反応

が認 め られた。

稿 を終 わるにの ぞみ,御 懇篤な る御指導,御 校閲を賜
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研究所結核部 浅見望 博士,栃 木県衛生研究所長 木村 貞夫

博士 に感謝 いたします。

なお菌株 の御便 宜を賜 わつ た結核研究所工藤砧是 博士

に感謝 いたします 。

本論文 の要 旨は昭和34年10月14日 第14回 日本

細菌学会 関東支部総 会におい て報告 した。
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-訂 正-

本論 文 第1報(35巻4号 掲 載)271頁 右 段 上16お よ び272頁 表1注 のMakro-Kjeldahl法 は

Mikro-Kjeldahl法 と訂 正 い た しま す 。


