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ン脂質の血清反応

有馬純

細菌感染部門)

ガラス板法による結核菌リ

ヨ佐々木昭雄 立花キ

(北海道大学免疫科学研究所

永山能為 西出鬼一郎 柴田正弘

(国立療養所札幌尚病院)

{昭和 50年 11月4日受付)

凝集反応は操作が繁雑な上，溶血が起りやすく，不便と

なった。そこで，梅毒血消反応の一つであるガラス板法

(VDRL法)を結核血清反応に適用するための実験条件

を検討した結果，ガラス板法は結核菌ワン脂質抗原に対

する抗体系の解析に便利な方法であること，抗体価の測

定のみに限ってもカオリン反応より有利なことが明らか

となった。

カオリン凝集反応あるいは高橋結核反応の名で知られ

ている結核血清反応において，抗原と Lて使用されてい

る結核菌体リン脂質は， 12以上の成分を含むー群の物質

である。化学的にはジホスファチジルグリセロール(カ

ルジオリピン， CL)，ホスファチジルエタノールアミン

(PE)，およびホスファチジルイノシトールオリゴマンノ

シド (PIM玄Ry)の3種類のリン脂質であるが， PIMxRy 

にはマンノースおよび脂肪酸の残基数が違ういくつもの

成分が存在するためてある(図 1)。

脂質: 抗原リン脂質としては，結核菌 H37Rv株より

抽出・分画した菌体全リン脂質H-T，およびこの画分に

含まれる H-2-H-7と名づけた6種の PIMxRy(図l参

照)を使用した。 これらの脂質の製法と化学的性質の詳

細については既に報告した6)。

コレステロールは市販特級品をそのまミ使用した。

レシチンは井上の方法的に従L、，卵黄より得た全脂質

画分から，カラムヴロマトグラフィーにより分画精製

Lた。

抗血清: 結核死菌感作ウサギ血清は，前報8)の抗

H37Rv-1血清を使用した。

ウサギ抗日 3および抗 Hー7血清は，精製リン脂質

H-3 (P1M6R2) 0.5 mgまたは H-7(PIM2R2) 5 mgを等

量の M-BSAと混合し， FIAと共に2週間隔で 3回筋

注して作製した。

患者血清は国立療養所札幌南病院の外来および入院患

者より得た。

ガラス板法血清反応: テトラヒドロフランにコレス

テロールを 18mgjmCの濃度に漆解し，この溶液に適当

量;のレシチン，抗原リン脂質， および 2mgjmeの脂溶

性色素スーダン IIIなどを溶解して抗原液とした。

希釈液は，海毒抗原希釈用緩衝液およびこれにlmM

EDTAを加えたもので， その組成はつぎの通りであ

実験材料と方法

u
，，
 
白
川

，
 

MV 

ハu

n
v
"
D
r
・-
n
v

-
-

門

u

勺，

ι晶
内

，

4‘
 

H
H

凶
H

凶
H

P
‘L切i
‘'戸
ι

、、lFι
、
匂

門

》

円

U

ロ門

n
R

x = 1 -6 

y = 0 -2 

M: マうノノース

R 脂肪酸墓、

略号: PIMxRy 

H-12 (CL) • 
-・・・・・畠・••..• 

x
 

結核菌 H37Rv株菌体全リン脂質の薄層ク

ロマトグラムと，ホスフアチジルイノシ

iーノレオリゴマンノシドの構造

H-r 

図1

る。

一部の PIMxRy成分について血清学的活性が報告され

ているが1)-5)，いくつか存在する PIMxRy成分相互間

の血清学的あるいは免疫学的関係はまだ明らかでない。

最近我々は6種の PIM玄Ry成分を単離・精製するこ

とに成功し，これらすべてが抗原活性を有するニと，こ

れらの間には複雑な交差反応性があることを明らかにし

た6)-8)。従って，結核菌リン脂質の血清反応には2種以

上の抗原抗体系が関与していると考えられる。一見複雑

な交差反応の成績が2つの系の組合せのみで説明できる

かどうかを解析するに当り，従来用いてきた間接赤血球
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塩化ナトリウム 10.0g 

第二リン酸ナトリウム (Na2HP04.12H20) 0.093 g 

第一リン酸カリウム (KH2P04) 0.170 g 

EDTA(エチレンジアミン問酢酸二ナトリウム)

0.372 g 

蒸溜水 1000 mt 

(pH 5.9-6.1に調整)

希釈液19容をパイプロミキサー上で撹伴しながらこ

れに抗原液1容を滴下しさらによく撹持して抗原浮遊

液を作製Lた。

エクセルマイクロピベット 25-IlI(硝英製作所)を使

用L，梅毒血清診断用のガラス板 (10穴)のすべての穴

に希釈液0.05mtを人れた後，被検血清 0.05mtをとり，

ガラス板上で血清の2倍希釈系列を作りつ込液を穴全体

にひろげた。

抗原浮遊液一滴(1/60mt)ずつを22ゲージの注射針か

ら滴下L，水平回転器にかけて 1分間 120回転の割合で

室温5-15分回転した後，凝集の有無をX線間接撮影フ

ィルム用観察器(SEICOFL-657，精光社)J::で判定した。

カオリン凝集反応: 高橋法に従い市販品(第一化学

薬品K.K.)を使って行なったが，抗原液は ~íj記の菌体全

リン脂質H-Tと精製卵黄レシチンより新しく作製した。

抗体の吸収: スーダン IIIを含まない抗原浮遊液を

作り，氷庫に一夜放置した後 10，000回転 30分の遠心操

作により脂質粒子を沈澱させ，希釈液で2回洗糠し，吸

収用抗原とした。

血清と抗原を混合し， 37
0

C水浴中に30分間ついで氷

水中に30分間放置した後，遠心により上清を分離して

ミリポアフィルター (HAWP，0.45μ)を通し，吸収血清

とした。

血清分画. 血清 0.5mtをセファデックス G-200の

カラム (2.5X35cm)にかけ， ホウ酸緩衝食嵐水 (0.5M

NaCl， pH 8.2)で分画した。溶tf:¥液は 4mtずつ集めた

が，抗体価測定のためにはこの中の 1mtをとり，正常

ウサギ血清 0.05mtと飽和硫安溶液 1mtを加え， 560C 

15分間インキュベー卜した後 2，000回転 15分の遠心で

沈澱物を集め，0.5mtの血清反応用希釈液に溶解した。

実験結果

基礎的検討

以下の実験は，抗原浮遊液中のコレステロール濃度を

0.9 mg/mtとし，結核死菌感作ウサギ血清を使用して

行った。

コレステロールに H-3のみを加えた場合， 浮遊液'10

の濃度が 0.03mg/mC以下では自然凝集がみられたが，

0.09 mg/mC以上では安定な微細浮遊液が得られ，抗血

清と混合すると凝集反応が起った。 H-3濃度が0.09mg/ 

mCと0.30mg/mCとでは得られた血清抗体価に差がな

かったが， 0.60 mg/mCでは抗体価が明らかに低下した。

H-2-H-6および H-Tは，濃度が 0.10mg/mCになる

ようコレステロールのテトラヒドロフラン溶液に加えて

おくことにより抗原浮遊液を作ることができた。しかし

H-7を加えたときは自然凝集が起り，添加量を増減しで

も安定な浮遊液を作ることができなかった。

コレステロールにレシチンのみを加えた場合， 0.30 

mg!mC以上で安定な脂質浮遊液が得られた。コレステ

ロールとレシチンを3:1に混合したテトラヒドロフラン

溶液に抗原である結核菌リン脂質を加えると， H-7を含

めてどの脂質でも広い濃度範囲で安定な浮遊液が得ら

れ，抗血清を加えると凝集反応が起った。最高抗体価を

与える抗原濃度は0.01-0.1mg/mCであったが，抗原が

低濃度のときは抗体価は同じでも凝集塊は小さくなる傾

向がみられた。従って抗原濃度は0.03mg/mんすなわち

コレステロール，レシチン，抗原リン脂質の比はカルジ

オリビンの系と同じく 30:10: 1が適当であった。 H-3

に対するウサギ血清の抗体価は， レシチンを含まない抗

原浮遊液のときと同じであった。

抗原液にスーダン IIIを加えたときと加えない時とで

は，抗原浮遊液の安定性および血清抗体価に差はみられ

なかった。スーダン黒はテトラヒドロフランに対する溶

解度が低く，不適当であった。

希釈液の pHを6.0，6.5， 7.0， 7.5と変えても凝集反応

の成績に差はみられなかった。食塩濃度を標準の 1/2お

よび2倍にすると，凝集塊は小さくなったが反応の終価

は変らなかった。

抗原浮遊液は室温またはどCの氷庫に保存すると沈搬

を生ずるが， よく振って再浮遊すると少くとも 1ヶ月聞

は使用可能であった。 42
0

C瞬卵器中に， または室温で

lOW 殺菌灯の f10cmの位置に一夜放置したときは，

再浮遊しでも小さな凝集塊が残った。 1000C30分の処理

では脂質が凝固し，機械的に再浮遊することはできな

かった。ゆっくり凍結させた後融解すると，よく振って

も小さな凝集塊が残ったが，液体窒素による急速凍結を

行ったときは融解後使用可能であった。急速凍結後凍結

乾燥し，水を加えてもとに戻すと，均一な浮遊液は得ら

れたが抗血清と混合しでも凝集は起らなかった。

種々の血清の抗リン脂質抗体

抗体価の高い (128以上)結核患者およびウサギ抗血清

においては一般に大きな凝集塊がみられ，反応の終価が

則定しやすかったが，免疫初期のウサギ血清および大部
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0.75倍容相当の抗原で再吸収した時の残存抗体価は <4，

<4，4，8であった。従って吸収に必要な抗原量は大体 1・

の計算に従うことが確められた。

H-3に対して 64，H-7に対して 32の抗体価を示した

別の患者血清(プールしたもの)を 10倍容に相当する量

の抗原で2回吸収したときの成績を表1に示した。吸収

抗原に対応する抗体のみが特異的に消失し，もうー)jの

抗原に対する反応性は抗体価のみならず，凝集の強さに

おいてもほとんど変らなかった。

血清の分画テスト

結核死菌感作ウサギ血清をセファデックス G-200の

カラムで分画 L，溶出液の抗体価を測定した成績を図2

に示した。抗日 3および抗日 7抗体活性は，いずれも

IgMを含む第1ピークと IgGを含む第2ヒークの両方

にみられ，測定された抗体価の総和は抗日一3について

.
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分の患者血清で抗体価32以下の場合， →般に凝集塊は

小さく反応、の終価が半IJ定困難な例が多かったの 」郊のJfrl

I古では血清希釈液に EDTAを加えると非特異凝集と忠

われる弱L、凝集が消失し，反応の終価の判定が容易と

なった。 一般に反応が弱L、ときは判定後再び5-10分間

同転するか，あるいは始めから 10-15分間回転すると凝

集塊が比較的大きくなり，判定が容易となった。しか L，

このような検討にもかかわらず， H-Tを抗原とする反

応においてはときどき判定困難な弱L、凝集がみられた。

H-3感作ウサギ血清の抗体価は H-3に対して 256，

H-7に対して 16， ・方 H-7感作ウサギにおいては抗

:H-3が4，抗 H-7が128であり， H-3とH-7は特異性

の違う抗原であるという以前の成績7)，8)が確認された。

結核感作ウサギ血清の抗体価は，抗日一3が抗 H-7より

大きL、もの，等しいもの，小さいものがみられ，感作条

件によって変動するようであった。

患者血清 7礼l例について H一-3とH一マ7に対する抗体価

を比較した成績て

抗 H-3抗体価の方が明らかに高いもの4必3例，両抗体価

が大体等しいもの(:t 1血清希釈単位以内)22例であっ

た。陰性の6例はすべて非結核，患者であった。抗体価の

等しい22例中3例において，抗日 7抗体価は抗 H-3抗

体価より l血清希釈単位高い値を示したが，抗 H-7抗

体価の方が明らかに高い例はみられなかった。

抗体の吸収テスト

ガラス板法凝集反応においては血清(希釈液)と抗原

浮遊液との混合容積比は 3:1である。従って抗体価32

の血清中の抗体を吸収するためには， 10.7倍容の抗原浮

遊液中に存在する抗原脂質が必要となる。このような計

算が成り立つかどうかを確めるため，次の実験を行った。

H-3に対する抗体価 32で， H-7とは反応しない患者血

清(フールしたもの)を， 6倍容に相当する量の H-3抗

原で吸収したときの残存抗体価は16であった。 この部

分吸収血清を4つに分け，それぞれを6，3， 1.5，および

ウサギ抗血清のセブアデックス

G-200による分画
図2

は84，抗 H-7については52であった。溶出液はその抗

体価測定時に4倍希釈になっているので(方法の項参照)，

全抗体価はH-3について 336，H-7について 208と計算

される。分画前の血清抗体価は H-3とH-7の両抗原に

対して共に320であり，いずれも計算値に近かった。

カオリン反応との比較

結核患者血清 181例について， H-Tを抗原とするカ

オリン凝集反応、と H-3を抗原とするガラス板法凝集反

応を平行して行ない，両抗体価を比較した成績を表2に

脂質粒子による特異抗体の吸収

!~r:!-~Tt5" 1 血清希釈倍数吸収抗原!反応抗原|
4 8 16 32 64 

H-3 I 廿* -1+ -1+ -1+ + 
H-7 

H-3 

H-7 

H-3 

」γi一一 一

* 凝集の程度を掛~ーで表 LたO

十

十

十

-1+ 

サ十

十

-1+ 

4十

す+

-1+ 

-1+ 

-1+ 

廿

← 

表 1

H-3 

H-7 
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表 2 忠:者血清 181例におげるカオリン

反応抗体価との比較

1血清希釈単

まとめた。カオリン反応は8倍希釈血清より，ガラス板

法は2倍希釈血清より行ったものであるが，ガラス板法

では全例が陽性であった。抗体価8以上で両抗体価が完

全に一致したものは 29例 16%にすぎないが， 1血清希

釈単位以内で一致したものは 128例 71%であった。不

一致の53例中24例はカオリン反応の方が， 29例はガラ

ス板の方が高い抗体価を示した。

不一致例中23例について再度採血し，両抗体価を測

定した成績を図3に示した。 23伊jの内訳はカオリン反応

抗体価が高かったもの7例，ガラス板法抗体価が高かっ

たもの 16例である。 2回の測定値が完全一致したものは

8例で，いずれもガラス板法が高い抗体価を示した。 l

血清希釈単位変化したものは9例で，合計17例 74%が

前回の測定値と一致した。 23例中両反応の抗体価が1血

清希釈単位以内で一致したもの917lJ，不一致14例であっ

力オリン反応抗体価

<8 8 16 32 64 128 

4 • ' 
:tJ" 8 Q 0-----・ i 中
「

，)・ 0' 

ス ?¥ " 6 ，・ 116 0' 

板
-i』 s1 

法 32 
ー
p・¥

i'食
/e 

抗 @@@  
9 

体 64 
0'. 
、、、、、ト-O 0: 

， ， ， ， 

fifi 0、、、 @・
， 

、ー句、、、‘与
‘'. ‘ー-‘ー

128 
、、. -0 O' 
、、、 ' s 

256 、. 。幽ー・ー・1主@

-一回目 O二回目⑥二度の測定がー致女混合抗原による抗体価

図 3 不一致例の再検討成績

た。ガラス板法抗体価の方が高いものは13例で，この中

617lJにおいてはカオリン反応陰性にもかかわらずガラス

板法抗体価は16，32，あるいは64であった。カオリン反

応抗体価の方が高いものは1例にすぎなかった。

混合抗原

ウサギ抗 H-3および抗 H-7血清について， H-3と

H-7を種々の割合で混合した抗原による凝集反応を行っ

た成績を表3に示した。抗 H-3血清の凝集は抗原の H-

3含量25%以上で H-3単独のときと同じであった。こ

れに対し抗日 7血清は抗原の H-7含量25ro以上で一

定の抗体価を示したが，凝集塊の大きさを考慮に入れる

と75%以上でH-7単独と同じ反応がみられた。

前節の再測定で使用した23例の患者血清について，

H-3とH-7を 1:3の割合に混合した抗原に対する抗体

価と，抗 H-3抗体価とを比較した。 21例において雨抗

体価は1血清希釈単位以内で一致した。残り 2例UI土L、ず

表 3 混合抗原による I血清反応

抗 H-3血清 抗 H-7血清
反応抗原

希 釈 f云口昆 数 希 釈 倍 数

H-3:H-7 8 16 32 64 128 256 512 8 16 32 64 128 256 512 

H-3のみ +仲 +仲 +十 1+ + + 
9:1 +仲 +件 1+ 1+ 十 + 1+ 1+ 1+ + 
3:1 +件 +仲 1+ 1+ + + す+ 1+ 1+ 1+ + 
1 : 1 +仲 +仲 十件 1+ 1+ 十 判十 1+ 1+ 1+ + 
1 : 3 十件 十件 1+ 1+ 1+ + +甘 +仲 神 1+ + 
1:9 1+ 1+ + 十 + 十件 +仲 +件 1+ + 
H-7のみ 1+ + 十件 +仲 +仲 1+ + 



れも混合抗原に対する抗体価の方が高く，その中1例は

カオリン反応抗体価が抗H-3抗体価より高い例であっ

た(図3参照)。

考 察

近年，ウサギを使って種々の抗リン脂質抗体が作られ

るようになったが，抗体の検出には定量的 YDRLMi-

croflocculationテスト，すなわち梅毒血清診断におけ

るガラス板法の手技を用いている例が多L、。カルジオリ

ピンはもとより，その類似体10)，11)，ホスファチジルイノ

シトール12)，ホスファチジJレセリン13)，ホスファチジル

グリセロール11)などがあげられる。これに対し，結核菌

リン脂質の血清反応は間接赤血球凝集反応で始まり15)， 

その後赤血球の代りにカオリンを凝集媒体とするように

なった16)。しかし我々は，化学的に不均一な菌体リン脂

質から抗原活性成分を単離するために，種々の脂質画分

の抗原活性を比較しやすい赤血球の系を用いてきた。数

種の活性リン脂質が精製された6)現在では，赤血球およ

びカオリンの系は比較的不安定でリン脂質抗原抗体系の

免疫化学的解析には不便なため，ガラス板法に移行する

ことにした。

今回の成績にもとずいて結核菌リン脂質に適用された

ガラス板法は，本質的には梅毒用と同じであるが，次の

4点で違っている。第11こ，脂質濃度を2倍にしてテ卜

ラヒドロフランに溶解し， 19容の希釈液中に滴下したこ

と。抗原リン脂質がアルコール難溶のためテトラヒドロ

フランを用いたが，脂質の溶解度が大き過ぎ，通常の

1・9希釈では自然凝集が起りやすいためてある。第2に

希釈液に EDTAを添加したこと。一部の血清でこれが

非特異凝集をおさえる作用を示したので，カオリン反応

の場合と同様，補体を化学的に非動化するためである。

従って，被検血清はあらかじめ非動化する必要はない。

第3に，抗原液にスーダン IIIを加えたこと。脂質粒子

を着色し凝集の有無の判定を容易にするためで，適当

な溶解性をもった色素なら何でも使えると思われる。判

定は白紙上肉眼でもできるが，透過光の方が見やすく，

数倍のレンズがついているとさらに便利である。第4に

回転時聞を長くしたこと。一部の血清で抗体価が上昇し

たり，反応、の終価の判定が容易になるためである。血清

によっては，このようにしても判定困難なことがある

が，赤血球やカオリンの反応系においても弱L、凝集がみ

られることがあり，抗体の質的な問題と考えて検討中で

ある。

通常，脂質抗原は補助脂質(レシチン)の存在下一定の

ミセルを形成する必要があると考えられている10)，12)。
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これに対L，今回の成績ではレシチンの有無により血清

抗体価に差はみられず，レシチンはコレステロールの自

然凝集性をおさえ，抗原リン脂質の必要濃度を低くして

いるのみである。結核菌リン脂質抗原の主要活性因子で

あるホスファチジルイノシトールオリゴマンノシドは，

通常のリン脂質よりも親水基の多いグリコリン脂質であ

り，補助脂質がなくてもI耗独で免疫学的に活性なミセル

を形成するものと考えられ，免疫化学的に興味ある脂質

抗原である。

ガラス板法は，間接赤血球凝集反応およびカオリン反

応に比して種々の利点を有している。抗原浮遊液は室温

1ヶ月以 kの保存が可能であり，抗体価の測定は血清希

釈系列を作り，抗原浮遊液を滴下L， 7-15分回転する

だけである。従って少数例の患者血清や，免疫途中の実

験動物血清の抗体価測定は非常に短時間て、行える。また

抗原浮遊液の安定性は，同一抗原による抗体の段階的吸

収，数種類の抗原による多重吸収を可能にする。反応液

のpHや塩濃度の多少の変化に対する安定性は，原血清

以外の被検試料の前処理を容易にする。今回はこれらに

ついて予備的な実験を行ったのみであり，今後ガラス板

法を使って結核菌リン脂質抗原抗体系をくわしく解析す

る予定である。

結核患者血清について検討した成績から， H-3とH-7

を混合した抗原を用いたガ、ラス板法の抗体価は，カオリ

ン反応抗体価と同じ，あるいはそれより高くなる可能性

が示され，現在実験中である。抗リン脂質抗体価が結核

症の臨床面に如何なる意義を有するかについてはまだ明

らかでないが，実験動物による基礎的検討と同時に，患者

血清についても検討を続ける必要がある。そのために

も，カオリン反応より操作が簡単で高い抗体価を示すこ

ともあるガラス板法は，有利な方法であるといえよう。

結論

結核菌リン脂質の血清反応に梅毒血清診断用ガラス板

法を適用するための実験条件を検討し，次のような力法

を確立した。

1) 抗原液はつぎの組成をもっテトラヒドロフラン溶

液で， -20
o
Cに保存する。結核菌リン脂質O届%，精製

レシチン 0.607c， コレステロール1.80%，スーダン III

0.2%。

2) 抗原浮遊液は，希釈液 19容にパイブロミキサー

上で撹持しながら抗原液を滴下して作製する。この浮遊

液は室温1ヶ月保存後も使用できる。

3) ガラス板上に0.05mOずつの血清希釈系列を作り，

抗原浮遊液 1/60mOずつ滴下し， 1分間 120回の割合で
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7-15分間水平回転Lた後，凝集の有無を判定するの

この方法を用いて，結核蘭体全リン脂質画分は少くと

も2種類の抗原を含むことを再確認し，また，抗リン脂

抗体の活性は19MとIgGの両画分に存在することを認

めた。

結核患者 181例についてこの方法を検討した結果，抗

原として2種類の精製リン脂質の混合物を使用すること

により，ガラス板法はカオリン反応と同じ，あるいはそ

れより高い抗体価を示す可能性が示された。
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Microilocculation Test for Detection of Antiphospholipid 

Antibody in Tuberculous Sera 

Akio SASAKI， Kiyo TACHIBANA， Jun ARIMA， Yoshitame NAGAYAMA， 

Kiichiro NISHIDE and Masahiro SHIBATA 

Slide agglutination procedure used for the serodiagnosis of syphilis (VDRL microflocculation test) 

was applied to the detection of antibody against phospholipids of tubercle bacilli. 1n comparison 

to the indirect hemagglutination and kaolin agglutination methods， this technique had three main 

advantages， namely， serum titration was performed more rapidly with less labor， and stepwise 

adsorption of antibody and titration of serum fraction could easily be achieved. 

Through use of this method， the existence of two different haptens in the total phospholipid 

of tubercle bacilli was reconi五rmed. 1n addition， it was shown that more then one class of anti-

phospholipid antibodies were present in antiserum目 Whenthe test was performed by admixture of 

two puri五edphospholipids， antibody titer of tuberculous patient seemed to be similar to， or some-

times higher than， the one obtained by kaolin method. 
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