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生体内における結核菌の増殖にともない,組 織の炎症

および壊死等が起こり,一 方,生 体では植物性防御反応

や内分泌的防御反応が活発化 し,そ の結果体内において

異常代謝が起こることは周知のことである。

Wi織zlerらDは 結核患者血漿中にムコ蛋白が増加する

ことを認め,ま たSeibertら2)は 肺結核患者血清中に γ一

グ ロブ リン,組 織崩壊に起因する組織蛋白であろうと推

論 している α2一グロブリンの著明な増加お よび β一グロ

プ リンの軽度の増加を認めている。

このような事実よりみて,健 康者と肺結核患者の尿成

分においても,な んらかの差が生ずることは十分に考え

られるところであり,か つ結核菌の代謝産物または結核

菌 自体の破壊産物等もなんらかの形で尿中に排泄されて

～・るのではないかとも推察される。

人尿成分の研究は,Westa113)お よびStein4)の 正常

,人尿中アミノ酸成分の研究,Gabrie1ら5)の 非透析性糖

1蛋白の物理化学的研究,Max負eld6)の ムコ蛋白の物理

学 的研究,三 好7)ま たはSteger8)の 濾紙電気泳動法に

よる腎疾患患者の血清および尿成分の比較研究,癌 患者

〕を対象とした
,中 川ら9)の安息香酸吸着性物質のカタラ

ーゼ因子に関する研究,掛 田勘,正 宗 ら11)によるムコ蛋

由 またはムコポ リペプチッドに関する物理化学的研究等

そ の他数多 くの研究がみられるのであるが,結 核患者尿

を 対象とした研究報告はきわめて乏 しいようである。

われわれはさきに結核症の病態生理学研究の基礎実験

の 一つとして,患 者と健康者の尿成分の問に質的な差が

。あるか否かを,Seibertの 旧 ツベルクリン分画法によつ

て得た粗製分画について検討 し,報 告12)した。本報では

重症肺結核患者 と健康者の尿中安息香酸非吸着性物質お

よびDEAE一 セルロースカラムク#マ トグラフィーによ

りさらに分画された7つ の画分について,種 々比較検討

した◎

実 験 方 法

表1の ごとき,中 野療養所入所中の肺結核患者(患 者)

お よび健 康者 お の おの8例(No.1～8)の 尿 を 各 例 と

も約10～20Z用 い た 。

1。 濃 縮 方 法

No.1～4は 限 外 濾 過 法 に よ りま たNo.5～8は 氷 室
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に 入 れ て で きた 氷 を 除 く操 作 を 繰 返 す こ とに よ り約1/10

量 に 濃 縮 した ◎

,2.分 画 方 法

安 息 香 酸 吸 着 法9)霊0)に よ り,濃 縮 尿 中 の 吸 着 性 物 質 を

除 去 後,撹 拝 しな が ら限 外 濾 過 を 行 な う。 次 に 限 外 濾 過

濃 縮 液 を セ ロ フ ァ ン嚢 を用 い て,流 水(15～20℃)で4

日,純 水(5℃)で2日 透 析 した の ち,凍 結 乾 燥 を 行 な

つ た(S3)◎ た だ し安 息 香 酸 ソー ダ溶 液 は10%苛 性 ソー

タ"に安 息 香 酸 を17%の 割 合 に 溶 解 した もの で あ る。

3.S3のDEAE一 セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロマ トグ ラ

フ ィー

DEAE一 セ ル ロー ス は,Petersonら 三3)の方 法 に 従 い,

2一ク ロ ロ ト リエ チ ル ア ミ ン(東 京 化 成工 業 製,特 級)と

ウ ッ ドセ ル 質 一 ス(東 洋 濾 紙 製)か ら合 成 した 。

あ らか じめ0.02M燐 酸 緩 衝 液(pH7・0)で 平 衡 に し

た2本 の カ ラ ムに,0。02M燐 酸 緩 衝 液2裾 で 溶解 し
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た 健 康 者 のS3560〃3g,患 者 のS38557鶉g(お の お の

No.5～8)を 吸 着 させ,次 の ご と く溶 出 した 。1液150

鶉Zを 混 合 槽 に 入 れ,70〃3Z流 出後,皿 液200彿Zを 分

液 濾 斗 よ り混 合 槽 に 滴 下 しつ つ 溶 出 した が,以 後 は 皿液

200甥 ∫,y液200認,V液280甥Zお よび 斑液280甥Z

を それ ぞ れ カ ラ ムに 直 接 導 い て 溶 出 を行 な つた 。 なお 操

作 中 の温 度 は10～14℃ で あ る。

溶 出 速度 は 毎時 約18裾 と し,約5〃 πず つ フ ラ クシ ョ

ン コ レク タ ーで 集 め て,Lρwryら 瑚 お よび正 宗 ら1郷)

の 方 法 に 準 じて それ ぞれFolin,Molischお よびElson-

Morgan反 応 を 行 なつ た 。 なおFolin,Elson-Morgan

反 応 の 溶 出 曲 線 は,牛 アル ブ ミ ン(第 一 化 学 薬 品 製)お

よび グ ル コサ ミ ン塩 酸塩(東 京化 成 工 業 製,特 級)よ り

得 られ た 標 準 曲 線 か ら作 製 した◎

溶 出 され た7つ の 画 分(F1～F?)は,セ ル 冒 一 ス ・チ ュ

ー ブ(ViskingCo.製)を 用 い て,流 水(7～8℃)で3

日,純 水(7～8℃)で1日 透 析 後,凍 結 乾 燥 した(溶 出

画 分)◎

4.濾 紙電 気 泳動 法

泳 動 条件:濾 紙 は 東 洋 濾紙No.51(2×400殉,緩 衝

液 は ベ ロナ ー ル緩 衝液pH8.6μ=0.05(V.B。),S3お

よび 溶 出 画 分 の試 料濃 度 は おの おの127%g/0.04携Z(V.

B.)お よび1甥9/0.02携1(V・B・),使 用 した 試 料 液 量

は0.01〃3Z,電 流 お よび電 圧 は おの お の0.4獅A/o獅 お

よ び13～11γ ノo%で,7～8℃ 下S3は4時 間,溶 出 画 分

は5時 間 泳 動 した 。 対 照 と して 人血 清,卵 製 ア ル ブ ミン

(小 宗 化 学 薬 品製,最 純)お よび 牛 アル ブ ミ ンを用 い た 。

染 色 お よび抽 出法:Amid◎schwarz10B染 色17)～三9)

お よび そ の抽 出 は 次 の ごと く行 な つ た 。10分 間染 色 し

た 後,数 回脱 色液 を と りか えな が ら5時 間 に わ たつ て洗

浄 を 行 な つ た◎ 乾 燥 後 原 点 よ り0.5伽 間 隔 に 切 り と

り,お の お の の濾 紙 片 を抽 出液(5%メ タ ノ ール 中4%

苛 性 ソ ー ダ)3獅Zで2時 間抽 出 した後,595携 μ で 測定

した。HIO4-Fuchsinsumte染 色 はK6iwら20)お よび

Bl6rnesj621)の 方 法 に 従 つ て 行 な い,抽 出発 色 はわ れ わ

れ の考 案 した 方 法22>に よつ て 行 な つ た 。す な わ ち以 下 の

ご と くで あ る◎ 染 色 乾 燥 後,原 点 よ り0・50翅 間 隔 に切

りとつ た濾 紙 片 を お の おの 試 験 管 に 入 れ て,IN塩 酸1・2

鵬Zを 加 え,ゴ ム栓 を して100℃ 水 浴 中 で3分 間加 熱 後,

水 冷 して か らピ リジ ンを1・8認 加 え て 撹 搾 し約1時 間

放 置 した の ち,560甥 μ で 測定 した 。

5.血 球 凝 集 反 応 お よび凝 集阻 止 反 応

S3(No.1～4)お よび 溶 出 画 分 は血 球 凝 集 反 応 の み を

行 ない,S3(No.5～8)は 両 反 応 を行 なつ た ◎

抗 原:S315携9お よび 溶 出 画 分2甥9に0・15M燐

酸 緩 衝 液(pH7・1)を おの おの0・4〃 μ お よび0・2甥Z

加 え,そ の 遠 心 上 清 を使 用 した 。 な お 対 照 と して 国立 予

防 衛 生 研 究 所 製 ツベ ル ク リンNo・14を 使 用 した 。
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免 疫 山 羊血 清:既 報23)の ご と く処 理 した 国立 千 葉 療養

所 製No.14を 使 用 した◎

他 の 実 験 条件 は既 報23)に 準 じた 。 た だ し免 疫 山 羊血 清

の 希 釈 に は,0。15M燐 酸 緩衝 液 で 溶 解 した カゼ イ ン(小

宗 化 学 薬 品製,最 純)溶 液(血 球 凝 集反 応 は0・01%,

凝 集 阻 止 反 応 に は0。02%)を 使 用 した◎

6.呈 色反 応

S3の 定 性:試 料 を1彿8/〃3Zに な る よ うに純 水 に 溶解

し,F◎1in重4),Millon%),Xanthoprotein,Ni曲ydrin25),

Molisch!5),Anthrone26),Elson-Moτgan16)お よ び

DirectEhrlich27)の8反 応 を行 な つ た。 な お対 照 は純 水

を用 い た 。

溶 出画 分 の 比 色定 量:試 料 を1辮g加Zに な る よ うに

純 水 に溶 解 し,Folin14》,Molisch15),Elson-Morgan蓋6)

お よびBia129)反 応(お よびDirectEhrlich反 応27))

を行 ない,Erma光 電 分 光 光 度計(新4型)を 用 い てお

の お の500,565,537お よび575と680(535)餌 μ で

測 定 した。 な お標 準 曲 線の 作 製 に は お の おの 牛 アル ブ ミ

ン,グ ル コー ス(純 正 化学 製,特 級),グ ル コサ ミン塩

酸 塩 お よびYamakawa28)が 赤血 球 よ り抽 出 精 製 し た

N一 ア セチ ル ノイ ラ ミン酸 を 使 用 した。

実 験 成 績

安息香酸非吸着性物質(S3)

1.収 量および呈色反応

健康者および患者おのおの8例 の尿か ら分離 された

S3の 原尿量10Z当 りの最低収量値は39甥8,最 高収量

値は260甥8お よび平均収量値は約1127鷲8で あり,患

者では平均収量値以上が3例,以 下は5例,健 康者では

おのおの4例 であつた。このように各検体の収量値にか

なりのばらつきが認められることは,各 人の生理状態や

生活環境の相違等に起因するのではないかと思われる◎

S3は 概して白味をおびた褐色で,メ タノール,エ タノ

ール,エ ーテル,ア セトンおよび氷酢酸には溶解しない。

90%フ ヱノールには,健 康者は80%,患 者は60%程

度溶解し,60%エ タ ノールおよび60%メ タノールには

ぽとんど溶解するが,患 者ではいく分白い濁 りを認めた。

燐酸緩衝液(0.15M,pH7・3)に はほとんど溶解し,べ

官ナール緩衝液および純水には完全に溶解した。

健康者,患 者計16例 のS3の 水溶液は,Foli捻,Mi1-

10識,Xanthoprotein,Ninhydrin,Molisch,Anthrone,

Elson-Morganお よびDirectEhrlichの8反 応に全例

とも陽性の成績を示した。ただしDirectEhrlich反 応

においては,Ehrlich試 薬添加後1～2分 経過す ると

(加熱前),健 康者は8例 中7例 が薄赤紫色に,他 の1例

は黄色味がかつた薄赤紫色に,患 者は8例 とも黄色 に

変化し,1週 間近 く室温に放置しても両者の色調は同様

の傾向を示した◎
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2.濾 紙電気泳動

Amid。schwarz10Bお よびHIO4-Fuchsinsumte染

色による蛋白および蛋白結合糖の分布は図1に 示すとお

りである。左側に健康者,右側には患者の成績を示した。
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A峰 お よびB峰 は それ ぞれ 人 血 清 アル ブ ミ ン お よ び

β一グ#ブ リン とほ ぼ等 しい 位 置 に 認 め られ,AはAmi-

doschwarz10B染 色 よ りもむ し ろHIO4-Fuchsinsu1・

飢e染 色 で強 く発 色 し,一 方,BはHIO4-Fuchsinsu1・

飢e染 色 よ りもむ しろAmidoschwarz10B染 色 で強 く

発 色 す る傾 向 が うか が われ た 。

Amid◎schwarz10B染 色:健 康 者N◎.1,3,4お よ

び患 者No・1～4に お い て はBよ りもAの 定 量 値 が 高 い

か また は ほぼ 等 し く,ま た 健 康 者N◎.2,No.5～8お

よび 患 者No・5～8で は概 してBの 定 量 値 は 高 い が,A

の 定 量 値 は低 く,し か も 明確 な凸 状 と して は認 め られ な

い 傾 向が あ る。

HIO4-Fuchsinsul五te染 色:健 康 者No。1,2,3,5,

6,7お よび8に は,AとBの2峰 が 認 め られ,そ の定

結 核 第38巻 第4号

量値の比(A/B)は1.1～32で あ る。No・4は 再度の

泳動を行なつてもAとBの 分離は不良であ り,常 に原点

上に試料の変性または濾紙吸着性物質の存在によつて生

ごたのではないかと思われる幅約5甥 粥の紫色のパンド

が認められた◎一方,患 者では種 々の泳動図が認められ

た◎すなわちNo.1,3お よび4の ごとく,Bが 認めら

れないもの,No。5～8の ごとく,Aの すそから陰極側

に向かつて凹,凸 のダラダラのスロープを形成し,は つ

きりとはBが 認められないもの,ま たNo・2の ごとくA

とBが 認められるものなどである◎

濾紙電気泳動により以上のごとき結果を得たが,明 確

なる解答はより多 くの例数についての検討結果にまつぺ

きかと思われる。

なお両染色からみたNo.1～4とNo.5～8の 泳動図

はおのおの異なつた傾向を示しているようであるが,こ

のことは別個に泳動を行なつた ことによるよりも,む し

ろ尿濃縮法の差によるのではなかろうかと思われる。

3.血 球凝集反応および凝集阻止反応

血球凝集反応:表2に 示すごとく,健 康者はNo.4の

1例 のみが陽性,一 方,患 者はNo.1,2,3,6,7お よ
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び8の6例 が陽性であ り,そ の中で患者No.1の みは他

の陽性例と異なる反応の場の形を示した。なお健康者の

No.4が 陽性であつたが,は た して抗結核菌免疫血清と

特異的に反応 したためなのか,ま たは凍結乾燥中に起こ

つたと思われる変性のためなのかまだ不明である。患者

No.4は 血 球感作中に,す でに管底に凝集塊が認められ

たものである◎

なお尿中 召暮安息香酸吸着性物質"中 には,少 なくとも

抗結核菌免疫血清と反応する血球感作抗原の存在を認め

えなかつたことを付記する◎



1963年3月 125

凝集阻止反応:健 康者は4例 中2例 にきわめて弱い凝

集阻止能があることが認められ,他 の2例 には全 く凝集

阻止能はな く,患 者は4例 中3例 がきわめて弱い凝集阻

止能を示 し,他 の1例 には全く凝集阻止能がないことが

認められた◎ なお患者No.7に は,反 応の途中で溶血

が認められた。

本反応は試料の関係から,健 康者および患者おのおの

4例 について施行されたが,本 成績に関するか ぎりにお

いては,患 者が健康者に比し一定の傾向をもつて相違す

DEAE-CelluloseColumnChromatograms

ofS3-Fraction

Fig.2.FolinReaction
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Fig.3.MolischReacti◎ 鍛

るということは認められなかつた。

S3のDEAE一 セ ル ロー スカ ラム ク#マ トグ ラフ ィー溶

出画 分

図2,3お よび4に お の お のFolin,Molischお よび

Elson-Morgan反 応 に よる溶 出 曲線 を 示 した 。Folin反

応 で は6つ の画 分(F三 ～F6)を 認 め,Molischお よ び

Elson-Morgan反 応 では6つ の 画 分以 外 に,溶 媒Wで 溶

出 され るF7が 認 め られ た。

上 記3反 応 に よ る溶 出 曲線 よ り,と くに次 の こ とが 認

め られ る。 す なわ ち溶 出 画 分F3は,Folin反 応 では 健

康 者 と患 者 の 値 は ほぼ 等 しい が,Molisch反 応 に おい て

は健 康 者 に 比 して 患者 の値 が 高 く,と くにElson-M◎r-

gan反 応 に おい て この傾 向 は顕 著 で あ つ た。

な お念 の た め,Folin反 応 とElson-Morgan反 応 に

及 ぼ す 溶 媒 の 食 塩濃 度 の影 響 を 検 討 してみ た が,0.1～

1.5Mで は な ん らの 影響 も認 め られ な か つ た 。

4.濾 紙 電 気 泳 動

溶 出画 分 のAmidoschwarz10Bお よびHIO4-Fuch・

sinsul丘te染 色 の結 果 は,図5の ご と くで あ る。 左 側 に

健 康 者,右 側 に は 患者 の成 績 を 示 した ◎

両 染 色 に お い て,健 康 者,患 者 間 に 明 らか な差 が 認 め

られ た 画 分 は,F5と ほ ぼ 移 動 距離 の等 しいF4で あ つ た。

す なわ ち 健 康 者 に比 し患 者 はAmidoschwarz10Bお よ

びHIO4-Fuchsinsumte染 色 の い ずれ で も きわ め て強

く発 色 し,定 量値 は健 康 者 の3倍 程 度 で あつ た 。

F1,F2お よびF5で は,健 康 者 よ りも患 者 がAmido一

Fig。4。Elson-MorganReactio薮
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Fig.5.PaperElectroph◎reticPatter簸softhe
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schwarz10B染 色では強 く発色するにもかかわ らず,

HIO4-Fuchsinsumte染 色では弱く発色す る傾 向が う

かがわれた。F3はAmidoschwarz10Bお よびHIO4-

Fuchsinsumte染 色 できわめて弱く発色し,F6お よび

F7は,少 な くとも本実験に用いた試料濃度では全 く発

色しないことが認められる◎

なおF笈 およびF5は おのおのS3のBお よびAと ほ

ぼ等しい位置に認められ,F猛 は主にAmidoschwarz

10B染 色 で,F5は 主にHIO4-Fuchsinsumte染 色で

はつきりと認められる画分である。

5。 血球凝集反応

S3の 血球凝集反応および凝集阻止反応の結果より,溶

出画分については血球凝集反応のみを行ない次のごとき

結果を得た◎

健康者および患者のF塞,F2,F5,F6お よび患者のF3

はいずれも陰性であ り,健 康者のF3お よび両者のF4,

F7は 非特異的凝集を示 した。 ただしF7に は一緩衝液

に完全には溶解せず白い濁 りを生じたが,遠 心上清は透

明であつた一血球感作中にすでに凝集塊が認められてい

た。

以上のごとく,われわれの予想に反 して今回のDEAE一

セルロースカラムクロマトグラフィー溶 出画分中には,
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血 球 感 作 抗 原 の存 在 を確 認 す る こ とは で きな か つ た 。

6.比 色定 量

Folin,Molisch,Elson-M◎rganお よびBia1反 応(お

よびDirectEhrlich反 応)に よ る溶 出画 分 の 比 色 定 量

の 結 果 は,お の お の 図6,7,8お よび9に 示 す とお りで

あ る。横 軸 に溶 出画 分Nα お よび縦 軸 に は試 料 ナ%8』当

りの定 量 値(γ)を 示 す 。

図 よ り明 らか な ご と く,Amidoschwarz10Bお よび

HIO4-Fuchsinsu1丘te染 色 では きわ め て弱 い 発 色 を 示

すF3は,Elson-Morganお よびBia1反 応(お よ び

DirectEhrlich反 応)に お い て 健 康 者,患 者 間 に顕 著 な

差 を示 して い る。 す な わ ち 健 康 者 に 比 して 患者 は ア ミノ

糖 お よび シ ア ル酸 含 量 は い ず れ も高 く,2倍 以 上 の 値 で

あ つ た。 一 方,両 染 色 に お い て,健 康 者,患 者 間 に きわ

め ては つ き りと差 が 認 め られ たF生 は,上 記5反 応 を通

じて健 康 者,患 者 と もほ ぼ 等 しい 値 を示 した ◎

次 に健 康者 と患 者 のF三 ～F6を お の お の一 括 した 比 色

定 量値 を み る と,健 康 者 に 比 して 患 者 はFolin反 応 で

低 く,一 方Molisch,Elson-Morganお よびBia1反 応

(お よびDirectEhrlich反 応)に お い て高 い 傾 向 が う

かが われ た 。

な お両 染 色 に おい て発 色 しな か つ たF6は,5反 応 中

こ とにMolisch,Elson-Morgan反 応 で きわ め て高 い 値

を 示 し,か つF7はBia1反 応(お よびDirectEhrlich

反 応)の み を 行 な つ た が陰 性 の 成 績 を 示 した 。

DirectEhrlich反 応 に お い て,溶 出 画 分 中 健 康 者 の

FIは,Ehrlich試 薬 を 添 加 後(加 熱 前)1～2分 経 過

す る と きわ め て 薄 い赤 紫 色 を呈 し,一 方 患 者 のF二 を 含

め てい ず れ の 画 分 も 色 調 は不 変 であ つ た 。

総括および考察

重症肺結核患者および健康者尿から,安 息香酸吸着法

により分画した非吸着性物質(S3)お よびDEAE一 セル

#一 スカラムク#マ トグラフィーでさらに分画 した7つ

の溶出画分(F1～F7)に つ いて検討 した◎

Folin,Millon,Xanthoprotein,Ninhydrin,M◎1i・

sch,Anthrone,Elson-Morganお よびDirectEhrlich

反応にすべて陽性の成績を示すs3は,Ehrlich試 薬を

添加したのみで健康者は薄赤紫色を,患 者は黄色を呈し

九。また溶出画分中,濾 紙電気泳動においてS3のBに

相当する位置に出現するF1(健 康者)の みが,S3よ り

は きわめて弱いが,薄 赤紫色を呈 した。

Ehrlich試 薬 と常温で反応して赤く発色する尿中物質

としては,ピ 官一ル核をもつた一群の物質,た とえぽウ

ロビリン,ウ 官ビリノーゲンおよびウロクロモーゲン,

またはある種の芳香族化合物等が考えられ る。 一 方,

Ehrlich試 薬 と常温で反応して黄色を呈する物質として

菰,患 者のS3が 黄 色を呈することからまず抗結核剤が

127

考えられる。事実INH,PAS,SMお よびSulfa剤 に

Ehrlich試 薬を添加すると,SMで は色調の変化は認め

られないが,INH,PAS,Sulfa剤 は黄色を呈 した◎上

記薬剤以外に考えられる物質としては尿素もあげられよ

うが,健 康者の画分は薄赤紫色を呈することより,こ こ

では考慮する必要はないものと思われる。

以上のごとき非透析性のウ菅クロモーゲンあるいは高

分子物質と結合した状態にあると思われる透析性尿中物

質の存在により,健康者の画分は薄赤紫色を呈し,一方患

者においては高分子物質と結合状態にあるINH,PAS,

Sulfa剤 等が,薄 赤紫発色を妨害 して黄色を呈するので

はないかとも推察される。しかしまた健康者,患 者尿特

有の成分の差によるのではないかとも思われるので現在

なお検討中である◎

S3の 濾紙電気泳動の結果,Amidoschwarz10B染 色

では健康者と患者間に差は認められず,HIO4-Fuchsin

sumte染 色では健康者にはAとBの2峰 が認め られ,

一方患者は一定 した泳動図を示さず,概 してBが 認めら

れないような傾向が うかがわれた。溶出画分においては,

F1～F5がAmidoschwarz10Bお よびHlq-Fuchsin

sd且te染 色で発色し,こ とにF4で は患者が健康者のほ

ぼ3倍 程度の定量値を示すことが認められた。 なおF重

およびF5は おのおのS3のBお よびAに 相当する位置

に出現し,か つBお よびAと 発色傾向は同様であつた◎

F1に おいて,患 者に比して健康者がAmidoschwarz

10B染 色の定量値は低いにもかかわらず,HIO4-Fuch・

sinsu1負te染 色の定量値が高いとい うことはS3のHIO仁

Fuchsinsu1丘teの 染色における健康者および患者間に

認められる結果を,裏 書きしているように思われる。

次に血球凝集反応および凝集阻止反応で検討したとこ

ろ,S3の 血球凝集反応では患者は8例 中6例 および健

康者は8例 中1例 が陽性であ り,一 方凝集阻止反応にお

いては健康者および患者 とも凝集阻止能はほとんどな く,

かつ両者間に明確な差は認められなかつた。このような

ことは土屋ら30)の``ツベ ルクリン画分CFII-aに 血球感

作能は全 くないのに凝集阻止能はある"と い う報告,登

谷鋤の``ツ ベルクリン画分によつては血球感作能と凝集

阻止能とが必ずしも平行 しないηという報告およびわれ

われの``ツ ベルクリンを血球で吸収したのちの上清の血

球感作能は明らかに低下するけれ ども,凝 集阻止能は吸

収の前後にほとんど変化しないηとい う成績23)からみて

も考えられるところである。

S3に は血球感作能があるにもかかわらず,い ずれの

溶出画分にも血球感作能があることを確認することはで

きなかつた◎この理由としては,血 球感作抗原がカラム

に吸着されてしまうためか,ま たはカラムを通過中にあ

る種の物理化学的変化を受けたことによるのか,あ るい

はS3に は血球表面に抗原を吸着させるように働く物質



と抗原とが共存 しているために,血 球感作能があると仮

定すれば,そ れらがカラムクロマトグラフィーによりお

のおの別個の画分に分離されたことによるのではないか

とも考えられる。この点については,他 の種々の分画方

法を併用して検討する予定である◎なお本実験において

は抗結核菌免疫血清のみを用いたが,今 後は抗肺組織免

疫血清および肺結核患者血清等を併用してさらに検討を

加える予定である。

次に溶出画分の比色定量の結果をみると,こ とにF3

に おいて健康者と患者間に顕著な差が認められる。すな

わち健康者に比して患者はアミノ糖およびシアル酸含量

がきわめて高 く,い ずれも2倍 以上の値を示した。

Amidoschwarz10Bお よびHIO4・-Fuchsinsulfite染

色 において,健 康者と患者の定量値がきわめて異なつて

いたF4は,Folin,Molisch,Elsen-Morganお よび

Bia1反 応(お よびDirectEhrlich反 応)で は健康者,

患者ともほぼ等 しい値を示 した。このことは健康者およ

び患者のF4の 成分の質的な相違によるものとも推察さ

れ る◎とすれぽ,さ らに分離精製を繰返すことにより,

健康者または患者に特有な画分が得られるのではないか

とも思われる。

各溶出画分の比色定量値を一括 してみると,健 康者に

比して患者はFolin反 応で低 く,Molisch反 応におい

て高い値を示した。なおアミノ糖およびシアル 酸 含 量

はいずれも患者に高い傾向が認められる。この こ とは

Tansiniら32)のRimington法 により測定した血清中の

アミノ糖量,お よび諸木33)のDiphenylamine法eこ より

測定 した血清中シアル酸量のいずれも,健 康者に比して

結核患者に高いという報告と考え合わせるとき興味深 く

思われる。

なお安息香酸吸着性物質の性状の検討結果については,

おつて報告の予定である◎

ご指導,ご 校閲をいただいた田宮本会会長,採 尿にあ

た りご援助をいただいた国立中野療養所高橋竜之助氏に,

ご教示をいただいた東北薬科大学箱守仙一郎教授に,ま

たN一 アセチルノイラミン酸の分与を受けた東京大学伝

染病研究所山川民夫教授に深謝する。
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 Studies on the Fractions of Urine, Unadsorb-

able by Benzoic Acid, in Normal and far Advanc-

ed Cases of Pulmonary Tuberculosis. 

 So far as we are aware, little is known of the 

works dealing with the higher molecular substance 

 an tuberculous urine, while a number of studies on 

urines of healthy persons, nephro-patients or patients 

with cancer have been extensively made from 

biological, physical and chemical points of view by 

a number of authors, as Westall, Stein, Steger, 

Nakagawa, Masamune, Maxfield, Gabriel and many 

others. 

  Hence the present work was undertaken to study 

both the material (Ss-fraction) unadsorbable by ben-

zoic acid, obtained from urine of far advanced pul-

monary tuberculous cases as well as normal con-

trols, and the seven effluent fractions (F1—F7) further 

isolated from the above Ss-fraction by DEAE-cellu-

lose column chromatography. 

  1. All of S3-fractions are found to give the color 

reactions of protein, carbohydrate, hexosamine, sialic 

acid and so on. It is of interest that S3-fractions 

of patients give a reaction yellow in color but the 

 normal F1 and S3-fractions obtained from healthy 

 persons become light reddisch-violet in color, even 

 without heating in a water bath after adding the 

 Ehrlich's p-dimethylaminobenzaldehyde reagent. 

 Futher investigations are now carried out to eluci-

date whether it is due to the influence of some anti-

tuberculosis drugs or to the difference between the 

 urinary components of normals and patients. 

  2. In the case of paper electrophoresis, the pro-

 tein and protein bound-carbohydrate content was 

 estimated by means of photoelectric spectrophoto-

 meter after amidoschwarz 10 B staining and HI04- 

 fuchsin sulfite staining. 

  Results obtained by paper electrophoresis of S3-

 fractions are as follows : Little difference was found 

 between the electrophoretic patterns of normals and 

 patients in amidoschwarz 10 B staining. After 

H104-fuchsin sulfite staining, both A and B peaks 

 are recognized in case of normals, but in case of 

 patients there are a few kinds of electrophoretic 

 patterns, having a common tendency towards show-

 ing no B peak distinctly. 

  Results of paper electrophoresis of the effluent 

 fractions are as follows : It should be pointed out 

 that the protein and protein bound-carbohydrate

cöntent of F4 in case of the patient is about three 

times as high as that of the normal. In addition, 

both Fg and F7 peaks are not observed even after 

the staining by both methods, irrespective of wheth-

er the material is derived from normal or from 

diseased cases. 

 Each of F1 and F5 is observed at the spot corre-

sponding to each of B and A in the electrophoretic 

pattern of S3-fraction, in every respect F1 corre-

sponding to B and F5 to A respectively. 

  3. Six cases out of 8 in case of patients show the 

positive results but in case of normals only one 

case out of 8 is positive in hemagglutination test 

with S3-fraction. On the contrary, there seems to 

be little difference between patients and normals in 

inhibition test with Ss-fraction. 

  All fractions isolated by DEAE-cellulose column 

chromatography are negative in hemagglutination 

test even in case of the patient. The reason for 

this is supposed either to come from the antigen 

sensitizing red cells which might be too adsorbable 

on the DEAE-cellulose to be eluted by the elluant 

used or to the fact that its nature might probably 

be changed physically or chemically by the adsorb-

ent. 

  4. The following results were obtained in quan-

titative color reactions with the effluent fractions. 

Of seven fractions, a difference was detected be-

tween F3 of the patient and the normal. That is, 

the former contains about twice as much hexosamine 

and sialic acid as the latter does. The F4 which 

indicates a great difference in quantitative values 

estimated after the staining in paper electrophore-

sis between the normal and the patient, makes lit-

tle difference between them in the quantitative Fo-

lin and Molisch color reactions. 

  It has also been found that the sum of quantita-

tive values of all fractions of the normal is higher 

than that of the patient in Folin reaction, but the 

former is lower than the latter in Molisch reaction, 

 Elson-Morgan reaction and Bial's reaction (also di-

rect Ehrlich reaction). The fact that the hexosa-

 mine and sialic acid content in case of the patient 

 is higher than that in the normal may reflect the 

 following fact, that the serum in tuberculosis con-

 tains a higher percentage of hexosamine and sialic 

 acid than does the normal serum.


