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Theauthorstitratedprecipitinsandcomplementfixingactivitiestotuberculoproteinsinsera

frompatientswithpulmonarytuberculosis.Cellsofhumantuberclebacilli(Frankfurtstrainl

weremechanicallydisintegratedbytheequipmentdesignedbyoneoftheauthors.Acrude

proteinfractionextractedfromthemwithminimumdenaturationwasusedastheantigen.

Precipitintitrationwascarriedoutbytheagglutinationreactionofantigen-coatedcollodion

particleselaboratedbytheauthors.

Complementfixationperformedagainstthenativetuberculoproteinswasofhighdisease-

specificity.Nohealthypositivereactortotuberculinhad1/200rhighertiters,whilevast

majorityof335tuberculouspatientsrevealedhighertitersthan1/20reaching1/640inserious

cases.Theserologicalreaction,therefore,wasusefulinmakingdifferentialdiagnosisofab-

normalchestshadows,inspeculatingprognosisandconfirmingrecoveryofpulmonarytubercu-

losis.

Precipitinstotuberculoproteinswerecomparativelyscant(1/5～1/20)inhopelesspatients

sufferingfromseverediseaseandinrecoveredpatientsaswellasinhealthypositivereactors.

Precipitinswereplentiful(1/40～1/160)onlyinimprovingPatientswhosechestshadowswere

diminishingsteady.

Itwasofinteresttonoticethatexcessiveproductionoftheprecipitinstothemostlynoxious

bacillaryelement(tuberculoproteins)accompaniedafavourableclinicalcondition,whereaslow

bloodconcentrationoftheantibodiesoccurredinpatientsrunninghopelesscourse.Theauthors

postulatedbasingontheirstudiesthattheprecipitins(antiproteins)wouldbereducedinthe

circulationofseverepatientsnotonlybytheparalysisofproductionbutalsobyincreasedunion

withcorrespondingantigenfromactivelesion.

*FromKitanoHospital,Kitaku
,Osaka,Japan.
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緒 言

結核症 については,結 核菌体の脂糖質に対す るもの と

考 え られ るMiddlebrook-Dubos反 応1)と 燐脂質を抗原

とす る高橋反 応2)な ど数種の報告 があ るが,菌 体 の蛋白

の呈す る臨 床血清 反応はほ とん ど検索が進め られていな

い。本研究 では結核菌体 を機械 的に破砕 し,そ れか ら可

及的緩和 な方法 で抽 出 した蛋白を抗原 として,肺 結核 患

者血清 内の蛋白に対 す る沈降抗体 と補 体結合抗体 を測定

した成績 の概要 を報告 する。

材料および方法

1)抗 原:人 型結核菌(F株)を 破砕 し,そ れを原料 と

して抗原を製 した。2枚 のセルロイ ド板(レ ン トゲンの

古 フ ィルムの被膜 をアルカ リで除 去 した もの)に 小量の

水 を加 えた乾燥菌塊 を挾 み,金 属板上に固定 して,ハ ン

マーで強打を加 える装置 で菌体 の破壊 を行なつた3)。2g

の菌 を処理 しboratebuffer(pH8・2)100mlに 投 入 し

一夜 冷蔵 庫内で抽 出 した。 これに酢酸を加 えてpH4・2

とし3,000回 転 で遠心 して菌残 渣 と蛋 白を沈殿 した。沈

渣を素早 くPH4・2のacetatebufferで3回 洗 瀞 し,

boratebuffer(pH8.2)の100mJに 投 入 し蛋白を溶解

させ15,000回 転15分 間遠心 して淡黄色を帯びたほぼ

透明 な上清液 を得 た。 これ にpheno1を0・5%に 添 加 し

た ものを数週間冷蔵庫 に保存す る と培 養基 上で結核 菌の

発育がみ られ な くなるのが常 なので,そ れを確かめて抗

原 として使用 した。われわれ の初期 の実験 では シャンベ

ランで濾過 した ものを用 いたが4),上 記 の ように保存 で

無 菌化 され るこ とを知 つたので,濾 過を省略 したのであ

る。 ミクロキールダル法 に よるN測 定値 を もとに して,

既 知蛋 白濃度液(0・5g/dl)に 補正 して保存 した。

2)補 体結合抗体 の測定:上 記粗製蛋 白液は抗補体作

用は ほ とん どな く,3,000倍 くらい の希釈液で も抗原活

性 があ り,補 体 結合反応 の抗原 としては優秀 なもので あ

る5)。これを抗 原 として緒方氏梅毒補体結合反 応 の術 式

に従 い,血 清希釈法 で被検血清 の補体 結合抗体 のtiter

を 求めた。補体には新鮮モル モッ ト血清 を用 いた。

3)沈 降抗体の測定:上 記蛋 白液は抗原活性が強 いの

で沈降反応(flocculation)で も抗体 のtiterは 測定 され

るが6),Boyden法7)に よる と一層鋭敏に行 なわれ る。 し

か しBoyden法 は煩雑なので,わ れわれは阪東8)が工 夫

した コロジオ ン粒子反応 に若千変更 を施 した術式 で,結

核 菌蛋 白に対す る沈降抗体 のtiterを 測定 する ことに し

た。

コロジオン粒子 の製法:脱 イオ ン水 で洗瀞 しよく乾燥

した ニ トロセル ローズ(片 山)の1.09を アセ トン10

mlと アル コール5・5mlの 混液に とか し,強 く撹 拝 し

なが らそれ に脱 イオ ン水20mlを 注加 し粒子を生ぜ しめ
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る。綿花 で濾過 し,濾 液 に等量 の生食を加 えて2時 間静

置す る。再び綿花 で濾 過 し,生 食 で3回 洗瀞 して有機溶

媒を除いて コ ロジオ ン粒子 を 集 め た。 この粒 子を10%

容量比 の懸濁液 とし,等 量 の0.25%の ビスーマル ク褐生

食 溶液を添加 して2日 間室温 に置 き,つ いで生食で3回

洗瀞 し5%の 容量比 の懸濁液 とした9)。

コロジオ ン粒子反応:上 記菌蛋 白液 の10倍 生食希釈

液 の1容 に等量 の色素処理粒 子液(5%)を 混 じ37。Cで

2時 間感作 し,生 食 で3回 洗潅 後4倍 量 の生 食 に 懸 濁

し,phenolを0.5%に 添加 し冷蔵庫 に保存 してお き,

用に臨み抗原 として使用 した。

非動 した血清を1/5か ら出発 し生食で倍数希釈 し,そ

の各0.5mlに 上記感 作粒 子液を1滴(0・05ml)ず つ滴

下 し,2時 間37。Cでincubateし,そ の後翌 日まで室

温に放置 し成績を判定 した。判 定法はBoyden法 と同 じ

くpatternmethodで 下 された。すなわ ち管 底に均質 な

沈降物がみ られ るものは陰性,激 を生 じいわゆ るcarpet

状 の沈降物が現 われ てい るものを陽性 とした。 ただ しコ

ロジオン粒子 は赤血球 よ り比重は小 さい関係上管底 の最

深部 に集積 しに くいので,試 験管 を側 下方か ら眺めて,

沈降物 の辺縁 が鋸歯 状な線を 描 いてお りcarpet状 な る

こ とが明 らかな もの も弱陽性 とした。

実 験 成 績

1.補 体 結合反応 の成績

292名 の肺結核患者,335名 の一般病棟入院患者 お よび

85名 のツ反既 陽性の健康者 につ い て 本反応を行 なつた

ところ,図1に 示 した成績を得 た。1/20以上を陽性 とす る

と活動性結核 患者はすべて陽性 で,健 康者はすべ て陰性

であつた。 また本抗体 のtiterは 病勢 と並行 し,重 症患

者 では1/320～1/640に 達 してい た。 一般 病棟患者 の う

ち,20名 が1/20以 上 であつたので,そ れ らを調 査 した

ところ,肺 外結核を有す る もの と肝疾患患者 であ ること

が知 られた。川上10)は 肝疾患 では,ま れ に1/20く らいの

低 いtiterの 偽 反応 がみ られ ると報告 してい るが,本 研究

で もそれが確か め られ た(図1のC.F.titerは 逆 数値)。

2・ コロジオ ン粒子反応 の成績

蛋 白に対す る沈降抗体 を肺結核 患者,一 般病棟 入院患

者お よび健康成人合計286名 につい て,コ ロジオ ン法で

測定 した結果 は表1に 示す よ うに,補 体 結合抗体 と傾 向

が異 なる ものであつた。titerの 平均値を み る と結核患

者は健康者や非結核 患者 よ り高いが その差 は補体結合抗

体 よ りは るか に少 ない。 また重篤患者 と発病初期 の者で

は明 らか に低 く,胸 部陰影が急速 に吸収 されつつあ る者

で最 もtiterが 高い とい うことが示 された(図2参 照)。

3.沈 降抗体 と補体結合抗体 の測定:慢 性患者184名

について コロジオ ン粒子法 と補体結合反応 を行 ない,両

抗体 のtiterを 比較 した。 この場合臨床 像 と抗 体 のtiter
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Fig.1.PercentageofHealthyPositiveReactors,

Non-tuberculousPatientsandTuberculousPatients

HavingVariousComplementFixationTiters
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Table1.PrecipitinTiterinTuberculousand

Non-tuberculousPersons

Disease
lCa・elA器ge

Pulmonary

tuberculosis

Non-

tuberculous

disease

Onset

Activedisease

Inactivedisease

Nephropathy

Pneumonia

Hepatopathy

Diabetesmellitus

Rheumaticdisease

Carcinoma

Gastropathy

Heartdisease

Healthypositivereactor

23

176

21

6

4

8

6

5

3

5

4
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1/30

1/34

1/13

1/8

1/3

1/5

1/10

1/8

1/7

1/8

1/10

1/10

と の関 連 性 を 検 す るた め,患 者 を 次 の よ うに 区 分 して み

た 。 まず 病 巣 の 進 展 度 で 型 の ご と く,(1)faradvanced,

(2)moderateadvancedお よび(3)minimalに 分 け,

各 群 の症 例 を 病 状 の 経 過 を 参 照 し て,(i)improving,

(ii)unchangedお よ び(iii)relapsingorseriousの

3群 に再 区 分 して み た 。 この よ うに 分 類 す る と病 巣 の 拡

25

Fig.2.VariousPatternsofPrecipitinandCom-

plementFixationTitersObservedinGroupsof

PatientsClassifiedaccordingtoExtentof

LesionandCourseofDisease
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りと経過 の双方が類似 した症例が再区分群 に揃え られ る

ことにな る。検査 の3ヵ 月前 と反応検査 時のX線 を比較

し,学 研 の基準 に従 い陰影 の吸収 が10%以 上 の ものを

(i)と し,悪 化をみた もの お よび病状 が きわめて重い

ものを(iii)に 入れ,そ の他 を(ii)に 区分 した。判定

しに くい若干例 と発病6ヵ 月以内 の患者 は除外 した。

この再区分群 の症例 の沈降抗体 と補体結合抗体 の平 均

値を とつてみ ると図2に 示す もの となつた(図2のtiter

はすべて逆数値)。 前者 のtiter,す なわ ち血 中濃 度は病

巣 の進展度が大 きいほ ど高 い傾 向を示す が,そ の うちで

も改善 しつつあ る患者で ことに高 いとい うや や複雑 な関

係にあ ることが知 られた。後者は これ に反 し,病 巣の拡

りが大 きいほ どまた経過が不良 の者ほ どそのtiterは 高

い とい う簡単な ものであつた。

観 察法をかえて,逆 に両抗体の出現 の具合に よつ て肺

結核 患者,非 結核 患者お よび健 康成人計152名(こ の観

察 では急性期 の患者 も含 む)を 数群に分類 し,そ の各群

の症例の臨床像を調べてみた ところ,表2に 示 した よ う

に両 抗体のpatternが 似か よつてい る患者 では,臨 床 像

も共通 した ところが多い ことが確かめ られ た。

考 案

本 研究ではわれわれが工夫 した新 しい手技 で結核菌 体

の蛋白 の呈す る血清反応を患者血清 で行 ない2 ,3の 新

知見を得た。新 しい手技 の第1は 抗原 の製法 であ る。 硬

い被膜 のためか,結 核菌体か ら蛋 白の抽 出は緩和 な方法

では困難で,尿 素で抽 出 した ものが抗原 として用い られ

ていた11)。われわれは菌体 を機械的 に破 砕す ると,水 抽

出法で も多量に蛋 白が 分離 され ることを知つ た4)。 この

蛋白 と尿素抽出蛋白 とを比較 した ところ,前 者には強い
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抗原活性が あるのに,後 者では辛 うじ

て認 め られ る程 度であつた4)。 また こ

の蛋 白は加熱 や有機溶媒 で変性 され抗

軍 舌性 を失 うことが証 されてお り12),

結核菌蛋 白抗原 のす ぐれた ものが得 ら

れ ながつたので,そ の血 清学 が進め ら

れ ていなか つたのであ り,本 実 験で用A

いた よ うないわゆ るnativeな 蛋 白を

更用す る と鋭敏 な血清反応が行 ない う

るこ とが明 らか にされ た。結核菌 体はB

数週間 にわ たる磨砕(Koch)や 長時間

の超音波で も破壊 され う と報 じられて

い るが,こ れ らは変性を伴 うため有用

な蛋白抗 原は得 られなかつた ものであC

ろ う。

われわれ はSeibert13)D術 式 に準 じ

て非加熱培養濾液か ら蛋 白を分離 して

みた ところ,破 砕菌か らの もの と化学

D坦成1)
,電 気泳動上の性状ll)も抗 原活

性4)か らもほぼ同一な こ とを 発 見 し

た。 それ ゆえ蛋 白抗 原 の材 料 と しては

Table2.GroupsofPatientsClassi丘edAccordingtoPatternof

PrecipitinsandComplementFixingActivities

Titerof:

G脚}P欝 Complement

丘xing

activities

Case

　

≧1/401

≧1/40 37

≦1!20 27

→
1/640～1/80 9

Generaltendencyofclinicalstatus

Strugglingagainstadvanceddisease

Symptoms;manifest

Prognosis;hopelessunlessmore

effectivetherapy

Improving

Symptoms;mild

Prognosis;hopeful

Beingdefeatedbyseveredisease

Symptoms;serious

Prognosis;hopeless

≦1/201

i1/20～1/10

11/80～1/40【5
1

Onsetofdisease

54iMuchimpr・ved

1/10～0 20

Recovered

Non-tuberculouspatients

Healthypositivereactors

非加熱培 養濾液を用い てもよいわけであ るが,収 量がは

るか に多 いので菌体 か ら直接分離す る ことに した。なお

これ まで血清反応 の抗 原 として もしば しば利用 された濾

液 蛋白(PPD)は 加熱殺菌 した培 地か ら製 され る ものな

ので15),抗 原 としての価値 は低,・ものであ ろ う。

本研究 での新 しい手技 として,次 に コロジオ ン粒子反

応が あげ られ る。 しか しこれ は優秀 な もの として では な

く,便 利 な もの として採用 され たのであ る。蛋 白抗原 に

対す る沈降抗体 の測 定法 としてはBoyden法 がす ぐれ て

いる。 コロジオ ン粒 子法 とBoyden法 とを比較 してみた

ところ,卵 白で免疫 した家兎 や実験家兎結核症 の血清に

ついてはBoyden法 のtiterは 高 いが結核 患者 血清では

両反応で得 られ るtiterは 大差 が なかつ た16)。その うえ

コロジオ ン粒子法 では予製 してあ る感作粒子液 を非 動血

清に滴加す るだけ の操作 で済むが,Boyden法 では緬 羊

の採血,そ の血球 の タンニ ン酸 処理をは じめ とし一連 の

長時間を要す る操作が伴 い,ま た 感 作 血球は調製後18

時 間以内 に使用せね ばな らない。 したがつて 日常検査法

として の応用が望みが たい術式 を避げて,本 研究 では コ

ロジオ ン粒子法を用 いたのである。

なお コロジオ ン法を主 として研究 した理 由は,粒 子 の

製 法を多少変更す る と(た とえば色素 処理 を 省 略 す る

と)燐 脂体の反応に適 した粒子 も得 られ るか らで もあつ

た17)o

本研究 の成績で注 目すべ きこ とは,重 篤 な者 や悪 化 し

てい る患者では沈降抗体がは なは だ しく低水準 な ことで

あ ろ う。 この ことは沈降反応で もす でに認め られてい る

こ とで6),コ ロジオ ン反応 やBoyden法 にか ぎつたこと

ではない。 しか しこれ まで明 らかに指摘 された こ とが な

い現象な ので奇 異な成 績 と解 され やす い。他 の細菌性疾

患では菌 の毒性物 に対す る沈降抗体 が重篤病状 にさいし

て低下す るこ とは,肺 炎双球菌 の菌膜 多糖体以外 にも少

なか らず知 られ てい るところであ り,結 核症で も菌 の多

糖体を抗原 とす る沈 降反応は経過 が よい患者で陽性率が

高 い とい う報告 もあ る一8)。近 時 牛 のM.mycoides菌 に

よる肋膜肺炎 の末期 では凝集抗体(菌 の表面抗 原に対す

る沈降抗体)は 完全 に血 中か ら消失 し,補 体 結合抗体の

みが極度に上昇す るこ とが報 ぜ られ ている19)。動物の疾

患に関す るものであ るが,本 研究 の成績 とよく合致 する

蓬,のであ る。

重篤結核 症で蛋 白沈降抗体 が低 くな る本態は われわれ

の実験 でかな り明白に され た9)。す なわち 家兎 に卵 白を

大量 に静注 す ると,卵 白に対 する沈 降抗体 も補体結合抗

体 も上昇す るが,静 注を頻回 に行 な うと前者は急激 に減

退 し始 めるが,後 者は上昇 し続け図2に 示 した重篤患者

で の両抗体 り相互 関係 と同 じもの にな る。 ところが静注

を停止す る と前者 は上昇 し後者は降下 し,改 善期 の患者

での両抗体 のpatternと 似た ものにな る(図2参 照)。

重 篤患者で沈降抗体 が低水 準に なるこ との本態 は,過 度

な免 疫を施 した動物 と同 じで,大 量 の病巣抗 原 との結合

1こよる抗 体の消費 の増加 と20),抗 体産生能 の疲弊21)の結

緊とい う免 疫血清学上 の基本的 な現 象 として 理 解 さ れ

た。

ただ蛋 白の血 清学 の成績を他 の結核 血清反応 の報告 と
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比べてみ ると割 り切れ ない ところがあ る。等 し く菌体成

分;こ対す る沈降抗体 の測定法 であ るM.D反 応で も,高

橋反応で も重篤患者で低下す る とされ てい ない か らで

ある。M.D抗 体 はおそ らく毒 性を欠 きかつ 菌 の微量成

分(脂 糖体)22)に対す る ものなので,重 篤 な病状 でも,そ

れに対 する抗体 の産生 は疲弊 しに くい もの と解 され る21)。

しか し,こ の抗 体で も病巣再 燃患者でtiterが0を 示す

例 もあ り23),抗 体産生の疲弊が伴 うこともあ るもの と考

え られ ろ。他方燐脂質を抗原 とす る補体結合抗体のtiter

は重症患者 ほ ど高 いことは蛋 白の反応 と似てい るが24),

沈 降抗体 も同 じ傾 向の もの とされてい ることは本研究で

の蛋 白の反応 と相違 してい ろことにな る。破砕結核菌か

ら分離 した燐脂質 を抗原 としてわれわれが沈降抗体を検

してみた ところ,沈 降反応6)で もコロジオ ン粒子法25)で

も,き わめて重篤 な患者 では低 いtiterが 得 られてい る

ので,燐 脂質 に対 する沈降抗体 も蛋 白に対す るもの と本

質的に異なつた ものではなさそ うに考 え られ る。

最後に蛋白の反応 の臨 床意義 についてふれ る。本研究

の結果の よ うに補 体結合 反応は疾患特 異性 が高 いので,

診断的価値があ る。実 際肺結核 と肺癌 な どの鑑別10),肋

膜炎 の予後の判定26)に役立つ ことが報 告 されてい る。 し

か し沈降抗体 の測定値には この よ うな意味はない。 病巣

の拡 りが大 きいのに,本 抗体 の血中濃度が低いのは不良

の徴 で,病 巣が広 くて も抗体 のtiterが 高い症例では経

過が よい とい うことが本研究 で示 された。本抗体はすで

に論 じた よ うに21),菌 の侵襲に対 し発揮 されてい るre-

sistanceの 強 さを 示 す もの と臨 床 的 に考 えて よい。

Seibert27)は 結核 の ごとき複雑な 疾 患 で は1つ だけ血清

反応を検 して も意味 が乏 しい と述べ ているが,本 研究 の

成績の示唆する ところ も,蛋 白を抗 原 として沈降抗体 と

補体結合抗体 を同一患者 で測 定 す る こ とがhost-para-

siterelationshipを 理解す る新 しい有益 な資料 となると

い うことであ る。

結 論

破砕 した人型結核菌 か らいわゆ るnativeな 蛋 白を分

離 し,そ れを抗原 として肺結核患者血中の沈 降抗体 と補

体浩合抗体を測定 した。前者はわれわれが工夫 した コロ

ジ+ン 粒子 反応 で行 なつた。

,尤降抗体 は重篤 な患者 ではtiterが 低 く,胸 部X線 陰

27

影が急速に吸収 され つつあ る者 で高 かつた。 これに緊 し

補体結合抗体は病状が重 い患者ほ どtiterが 高 かつた。

重篤 な患者 て沈降抗体が低水準 とな ろ本態 について論

及 した。
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