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結核動物血清の兎疫化学的研究 (11)

t戸紙電気泳動的分析*

奥山春枝 森川和雄

(北海道大学結核研究所病理部)

(受付昭和30年 12月5日)

結核感染時の免疫機構lζ関する研究は，主として組織

免疫の立場から行われているが，一方体液性抗体の証明も

また，抗原生成の進歩と共に発展してきつつある O 著者は

後者の立場より電気泳動法を利用して免疫機構を究明しよ

うと試みた。 〆

結核血清の電気泳動的分析は Seibert& Nelsonl)が
1942年lこツベノレクリ γ蛋白で感作した兎について観察して

以来，多数の人により追求されていることである。著者等む

もまた Tiselius電気泳動装置で初感染，再!感染，脱感作

及び試験管内吸収試験等で一応の成績を得ているのであ

るO 然し，乙れらの成績を検討してみると，必ずしもその

結果は一致しているとはいわれない。従って著者は更に追

試する目的で，最近になり大いに利用度の高まってきた液

紙電気泳動法をもって同じ実験を繰返し行ったのでその成

績をここに述べる。

実験材料及び実験方法

家兎 2000乃至2800g，1ラ羽を用い群は BCG

15mg皮内注射で感染させ， 3週後f中野株人型菌 Img耳

静脈内注射または 0.5mg皮下注射で再感染させ，他群は

仲野株人型菌 lmgを静脈内初感染させ，その後両群共一

週毎lζ 心採血後血清を分離した。採血と同時に， 30倍旧

ツベノレクり y(以下旧ツと略)O.lmlでツベノレクリン反応

(以下「ヅ」反応と略)を行った。血清については，液紙

電気泳動法によって各蛋白分屑の変動を追求し，更に旧

「ツ」を抗原として沈降反応重層法で抗体価をしらべた。

尚これら経時的観察の他陪， ¥0倍|日「ヅJ5mlを耳静脈内

lζ注射して大量脱感作を行い，また試験管内で仲野株人型

菌， 1[:1 rヅJ及び蘭体水抽出液を加えて吸収試験を行い，

Kjeldahl 法3ノで測定し，電気泳動法ーによる各分屑の百分

率からその絶対量を計算した。

減紙電気泳動法は小林式漉紙電気泳動装置のを利用し

たo NPち東洋漉紙 No.50で， pH8.5，イオン強度0.045
の Veronaト酎酸ソーダ緩衝液を用い，濃紙幅 Icm当り l

mA，通電4時間行い， brom'phenol-blueで染色後，光

度計で直接定量した。

実験成績

1. Tiselius電気泳動備との比較

Tiselius電気泳動法は，血清蛋白分屑分離法としては

優れたものであり，従来乙れによる多数の業績が残されて

いるが，これと同じ目的に利用され出した渡紙電気泳動法

は，種々の利点を備えている反面，欠点もまた持っている

こ占を認めなければならなU。著者は，漉紙電気泳動装置

を用いて実験するに当り，まず両者の方法による成績を比

較してみた。

Tiselius電気泳動装置は，目立HTB型を用い，泳動

時間80分で，その上行脚について planimet冶rで定量し

た。

表 1 浦、紙及び Tiselius電気泳動法によ
る各分屑比率

|濃 紙| Tiselius 

a 1. 50.3 % 57.1 % 

<<-glob. 9.5 10.9 

s.glob. 19.7 15.9 

r.glob. 20.5 16.1 

その際の血清蛋白分屑の変動をみた。蛋白量は Mikro・ 10例の血清夫々について得た両者の値の平均値(表1)

持 本論文要旨は日本病理学会会誌， 43巻，地方会号 320 2) Meguro. H. & Morikawa， K.: Jap. J. Tbc.， 2， 
(昭 29)に掲載した 229(1954) 

1) Seibert， F. B. & Nelson， J. W_ Proc. Soc. Exp. 3)落合，津田 有機微量小量定量分析法(陪26)南山堂

Bio1. & Med.， 49， 77 (1942) 4)森，小林磨、紙電気泳動法の実際(195ラ)南江堂
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をみると，液晶氏電気泳動法による値は Tiselius装置によ 3. BCG初感染及び仲野株人型菌再感染時の血清蛋

る値lこ比し，先行する部分間]ち albumin及び a.globulin 白分屑の変動

が少し逆l乙戸ー及び r-glob.が高い値を示した。乙のこ 成績は，全実験家兎について各分屑の夫々の平均値を

とは泳動図にみられるように，分屑間の谷が浅い乙とから 感染前 100としてその後の増減を百ー分率で図に表わした。

も推定される。

図 Tiselius及び濃紙電気泳動曲線の比較

AL. AL. 

Tidiu.J電気泳動周 j事故電気jま動困

2. BCG感染及び仲野株人型菌再感染後の「ツ」反

応及び血清抗体価

14羽の「ツ」反応値及び|日「ヅJlC対する抗体価を示

した表2にみられるようにツJ反応は l週では4例に

のみ軽い発赤がみられた 2週以後全例に陽性反応、がみら

れ， 3週lζ入り更に増強を示した。抗体価は一般に低く，

抗体出現は「ツJ反応陽転化よりおそかった。 2過では僅

か2例l乙， 3週では過半数l乙， 4週になって測定したもの

全例に血清稀釈4倍まで陽性反応がみられた。全経過を通

じ8倍稀釈以上陽性のものは認められなかった。

% 
I<<JI ? 

Al. 

d 

1201 E 
t.p 

m 

80 

60 

1/0 -， --2-J f/. S 6 7週

図 2 BCG感染及び仲野株人型菌再感染(静脈内)

図21乙みられるように， BCG感染によって2週， 3 

週lこ←， s-glob.の 10%前後の減少と， r-glob.の 20
%の増加がみられた。 3週後の仲野株人型菌 1mg静脈内

再感染lこより， 4週後は全分屑lζ強度の減少が認められ

た。その後は albuminだけは 7週lとなっても恢復がみら

れなかったが， r-glob.及び必-glob.特lこ前者においては

5週後より著明な増加を示し 7週にはその増加率は60

%にも達した。感染前後の泳動図を図I乙示したが， r-glob. 
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図 5 仲野株人型菌再感染
(静脈内 1mg) 

7こ。即ち凶5にみられるように， 1 mgの静脈円再感染で

総蛋白量と albuminは略平行して変動し， 3時間後から

既に減少を示した。~-及び T-glob. は 6 時間後急激に低

下し，小glob.は48時潤後l乙l時恢復を示したが， T-glob. 

はそのまま l週後もなお恢復しなかった。 s-glob.のみは
逆lζ軽度の増加がみられた。 l週後lζ至り，全分屑l乙著明

な低下がみられ， 2週後になって漸く増加の傾向が認めら

れた。再感染の対照の意味で，初感染時の同様経過中の変

動をみると(図6)，6時間後まで一様に低下を釆し，そ

の後 albuminの他は次第に恢復を示し週後では T-

glob.が， 2 週後lとは ~-glob. もまた増加を示した。また

十glob.は早期l乙恢復した。再感染時のような 1週後の著

d 明な低下は認められなかった。

8 

tρ J f¥fグr プフ~

感 安 前

Aι d β r 

足技 設 t愛

A L. a.β r 
図 3 結核菌感染前後の滞、紙電気泳動図

(T 24). 

の増加が明らかに認めることが出来る。

4. 仲野株人型菌初感染時の血清蛋自分屑の変動

仲野株人型菌の静脈内感染では，図にみられるように

弘
16{)r 白 T

80 
AL 

60 

/ 2 1 ダ週
図 4 {，中野株人型菌初感染

(静脈内)

総蛋白量は 10%以内の軽度の減少で， albuminはl週後

より既に 30%Iζ達する減少を示した。 これに反し， s-
glob. は常l乙軽度の増加を保っていた。~-glob. は l 週後 l

時減少を示したが， 2週後よりやや著明な増加を示した。

T-glob.では， 1週後より増加がみられ， 4週後lζは60%

に達する増加率になった。

5. 仲野株人型菌再感染時の血清蛋自分屑の変動

前記の再感染時の変動を更に時間的lζ精しく検索し

101 

r
g
d
印

μ

'10 
J 6 10 2'1 I/d時間 2週

m 
J 6 10 21! 1/8時間 -2遍

図 B 仲野株人型菌初感染
(静脈内 1mg) 

みい Jづ多ミft~lN争どグ
J 6 10 21/ 118時帰 2週

図 7 {，中野株人型商再感染
(皮下 0.5mg) 

再感染を皮下注射で行い，しかも 0.5mgを用いた場
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合は，前I記の静脈内注射に比し変動が軽微であって，図lこ 行った。抗原としては旧「ツ」ラ倍稀釈液，結核菌体水抽出

みられるように何れも 10%前後の変動にとどまり， 48時 液及び仲野株人型生菌 200mg/mlを用いて，これらの等

間後より次第に恢復して 週後からは全分屑に軽度の増 量を血清に加えた。成績は表に示した。表にみられるよう

加を認めることが出来た IC，何れの抗原によっても総蛋白量が僅かに減少し，それ

6. 脱感作実験 と同程度の s-glob.の減少がみられたo albuminは何れ

伝研製旧「ツJ10倍5mlを， BCG感染後4乃至5 も軽度の増加が示されたo ~-glob. と r.glob. は ß-glob.

週の家兎の耳静脈内に注射する乙とにより大量感作を行つ に比しその低下はやや著明で，生菌で吸収した場合は特に

たが，全例において肉眼的νヨック症状は認めることが出 著しい減少がみられた。その低下の割合は r-glob.の方が

釆なかった。血清蛋白分屑の変動は図8にみられるように やや高度であった。

。36 10 21/ 1/8時閥 2浪

図 8 脱感作実験
(停研旧「ツJ 10倍 5ml)

総蛋白量の軽度の減少， albuminの不規則ながら 3時間

及び24時間後の低下と， s-glob.の増加がみられたが，最

も著しいのは，←及び r-glob.の変動であって， 6及び

10時間後に著明な減少を示し， 24時間後からやや恢復を

示した。

1. 試験管内吸収試験

本試験は，試験管内で抗原添加後370C2時間及び氷

室一夜放i菅後， 2000廻転 lラ分遠心後上滑について泳動を

コ|JIJi山34A1p

総括及び考按

結核動物の血清蛋白玉3屑の変動の追求lζ用いた漉紙電

気泳動法は， 1943年l乙WieJandによって初めて発表され

たもので，その後この方法に関する多くの報告がなされて

おり， Tise1iu宮泳動装置に比し簡便なことによりどんど

ん利用率が増してきごいる。特に Kunkel& Tise1iu宮町及

び Flynn& Meyo9 が述べているように，法紙電気泳動

法は，材料が少量でよく， Tiselius装置を用いる際の透析

のような前処置がいらず，手技が簡単であるという技術的

な函と，装置が簡単で費用が廉く，場所をとらないという

経済的な面と，更に各分屑の分離がよく，また2次元泳動

が出来，更に分離したものをとり出すことが出来るという

可能性もあって，大いに重宝なものとなっている O しかも

それによって得られる泳動曲線は Tise1ius泳動装置によ

る曲線と非常に近似し，各分屑量:も僅かの差のみで，よく

一致することが報告されている 10，11ノ

著者は本実験を始めるに当って，一応両者の比較を行

ってみたのであるが，既発表者の成績に比しその差がやや

大きいようで、あった。即ち albumin 及び ~'glob. は Tise-

1ius装置による値に比し少しト及びr-glob.は逆に多い

値を示したのである。I'tpち先行する分屑は少くなり，後行

するものが多く出ると共に，各分屑間の谷が浅~)という結

果を示している。このことは，液紙電気泳動法がTise¥ius

電気泳動法と最も異る所の，液、紙線維の聞を蛋白が移動し

なければならないという欠点にもとづくものと考えられ

る。従って著者の実験方法で用いたよりも更に長時間泳動

した場合には，もっと Tiselius曲線の値IC近づくことと

考えられる。今回の実験は，同一条件で泳動して，各分屑

について変動をみたのであって，両装置による成績に多分

ラ)Grassmann， W. and Hannig， K. H.: Naturwiss.， 89 (1951) 

37， 93 (1950) 9) Flynn， F. V. & Mayo， P.: Lancet， 261， 235 (1951) 

6) Turba， F_ : Naturwiss.， 37， 397 (1950) 10)佐野:日本医事新報， 1531， 26 (昭28)

7) Grassmann， W.， Hannig， K. and Knedel， M.: 11) Riva， G. & Martin， V.: Schw. Med. Wschr.， 83， 
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8) Kunkel， H. G. & Tiseliu宮.A. : J. gen. PhysioI.， 35 



の差はあっても，実験経過中の値の実験前の値lζ対する変

動の割合をみた著者の実験方法においては，この源紙泳動

法は大いに利用しうるものと考える。

さて，血清蛋白の電気泳動的分析は Tiselius1わが

1937年に血清 glob.を電気泳動的に完全に分離すること

に成功して以来， JE常血清蛋白については勿論，異種蛋白

感作時，細菌感染特についても多くの報告がなされてきて

いる。 Tiselius1:めは既に，兎の抗卵白アノレプミン血清につ

いて，抗体は r-glob.分屑と共lζ泳動し，しかもこの分屑

を分離し，これが特異的に沈降することを認めているので

ある。 その後，ある種細菌感染時の14J5)例外を除いては

感染時あるいは異種蛋白感作時の r.glob.の増量は決定的

となってきたと思われる。特に緒方等W)は定量的な実験

で，特異的沈降素量と r-glob.量の平行ずることを述べ，

また萩原17)は濃紙電気泳動法を用いて濃紙上で抗原抗体

反応を行し)， r-glob.と抗原の聞に反応がおこることを証

明している。著者18)もまた卵白アノレブミン感作時の血清

r-glob.と抗体の聞に密接な関係がある ζとを認めてい
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ある。

今回の漉、紙電気泳動装置による成績をみると， BCG 

感染においてもまた毒力菌の感染においても，前成績と同

様で r'glob.が増量することは疑いないことと思われる。

乙れは，特に再感染後において著しい。更に， α-glob.の増

量も r-glob.より軽度ではあるが認められる。 albumin 

が相当に減少することも認められ，特lこ毒力菌感染時l乙高

度である O ζれは総蛋白量の減少を伴うことから証明され

るように，結核菌の侵襲による体力の低下によるものと思

われる。

以上のように著者の実験では r'glob.が結核感染時の

免疫機転と密接な関係にあると忠われるのであるが，これ

を更に確めるために，毒力菌の再感染，脱感作及び吸収試

験を行ってみたのである。即ち，仲野株人型菌の静脈内再

感染時の各分屑の変動を短時間毎に観察したところによる

と， 6時間後より r-及び α'glob.の低下が著明である。

この程度は，同菌を静脈内初感染した時よりも高度に認め

られる。これに反し s-glob.は逆に増加の傾向を示して

る。 いる。これは他の蛋白分屑の減少に伴う血清蛋白の補足的

一方，結核感染時の血清蛋白分屑の変動lζ関してはま な増量と考えることもできょう。尚静脈内再感染では

だ定説がないといってよいようである。 Seibert& Nel-

sonl)は 1942年に，兎を tuberculinproteinで感作して

α-glob.の増量を認め， tuberculin protein iこ対する抗

体はa!-glob.と関係あると考えており，翌年lD)i乙は結核

感染時に s-glob.の増加を報告している O 更に 1945年2め

には解化鶏卵祭尿腹上における結核結節の形成に対し，

PPD感作家兎血清の r.glob.が強い抑制力を示すことを

述べている O その後人体結核例で検討されたのでは21-J5)

T官lob.の増量がほぼ確定的のように思われるが，動物の

結核感染~~J.6-.!のにおいては一致していない。著者等めは前

報で Tisulius泳動装置によってBCG感染兎の血清蛋白

分屑の変動をしらべ， r-glob.の著明な増加を認めたので

12) Tiselius， A.: Biochem. J.， 31， 313 (1937) 

13) Tiselius， A.: Biochem. J.， 31， 1464 (1937) 

14) Pappenheimer， A. M. & Lundgreen. H. P. : J. 

E.xp. Med.， 71. 247 (1940) 

15) Van der Scheer， J，. Wyckoff， R. W. G. & Clarke， 
F. H.: J. Immunol.， 39， 65 (1940) 

16)緒方(益)，緒方(正)，望月，奥田:医学通信 7，

(284)， 8 (昭27)

.17)萩原:薬学雑誌， 74， 999 (19ラ4)

18)奥山:札幌医学雑誌掲載予定

19) Seibert， F. B.: Am. Rev. Tbc.. ~7 ， 67 (1943) 

20) Emmart， E. W. & Seibert， F. B.: J. Immunol.， 

週後iC全分屑iこ著明な減少がみられたのに反し，皮下再感

染時には変動が少いととは，再感染法の相違による生体内

反応の差lζ基づくもので，抗原の局所性捕捉という allergy

の合目的表現の lつの表れであると考えることが出来る。

更にその抗原が毒力菌であることによる高度の体力低下が

加味されたと考えられる。

更に!日「ツ」による脱感作においても，再感染時と同

様な蛋白分屑の変動がみられたのである。しかし，抗原性

状の相違と，再感染菌のように体内で増殖するものでない

，ということから， r-及びぽ・gfob.の低下は急激，及び高

度で，しかも恢復は速やかに示されている o s-glob..は矢

張り影響をうけない様である。

50， 143 (1945) 
21) Felder， 0.: Tbk. Arzt. 6， 591 (19ラ2)

22) Brodhage， H. : Beitr， Klin. Tbk.， 107， 494 (1952) 

23)原沢:結核， 28， 431 (1953) 

24)松岡:結核， 29， 42 (1954) 

25) Bafdawin， R W. & Iland， C. M.: Amer. Rev. 

Tbc.， 68， 372 (1953) 
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試験管内で抗原をもって特異的吸収試験を行って蛋白 関係にあるか著者の前回ならびに今回の実験成績からは結

分屑の変動をみる試みは， TiseIiu宮&KabatilO) Deu- 論することが出来ず，更に多くの実験を要することであ

tsch et al JI)及び緒方・等1')が異種蛋白感作例で行い， る。最近Cole& Favour1~) がa!-glob. と遷延性の皮膚反応、

r-glob.が減少することを証明し，緒方等は最大沈降素量 について報告しているが，著者の今回の実験では， a!τlob. 

が多い程 r-glob.の減少する割合が多いと報告している。 もまた 7・glob.と同様な変動を示したのであるが，前回の

結核においても原沢は結核患者血清を生菌で吸収して T一 実験にみられたように感染時の a司glob.の増量が確定的で

glob. ，ζ4.3%の減少をみている。著者は今回，旧「ツJ， ないように思われる。皮膚反応には果してa!.gob.が関係
菌体水抽出液， {，中野株人型生菌の3種で吸収試験を行った するものでZあるか，あるいは T宮lob.または他の未知の

が，何れも .r-glob.が最も強く，次いでa!-glob.も減少す 因子が関係をもっているのかは尚今後に残された興味のあ

るという成績を得たのである O 特にその度合は生菌を用い る問題である。

7こ湯合lζ著明lこ認められる。

以上の著者の成績をみると，結核感染で増量する蛋白

分屑の程度は r-glob.次いでa!-glob.であり，再感染，脱
結 sd‘ 

面倒

感作あるいは試験管内の吸収で最も影響されるのも乙れら 結核感染兎の血清蛋白分屑の変動を滅紙電気泳動法lこ

の分屑であるというととが出来る。前回著者等むが Ti'3e・ よって追求し，次の結果を得た。

lius電気泳動装置を用いて得た成績で， .BCG 感染時の 1. 液晶氏電気泳動法によって得た値を， Tiselius電

a!-glob.の増量が本実験程著明でなかったことの他は全く 気泳動法で得た値と比較すると， albumin及び α.glob.

一致した結果を得ることが出米た。 の値は後者が大きく， 13-及び r-glob.は前者が大であっ
以上から， r.glob.に関しては，結核においても異種 た。

蛋白感作時lζ多く証明されているように，抗体と密接な関 2. .BCG 感染及び毒力人型薗初感染及び再感染後に

係をもつものと考えるのが適切と思われる。このことにつ は3 著明な T官lob.の増量があり， a!-glob.もまた増加す

いては， Emmart & Seibert咽〉の r-glob.による紫尿膜 るのがみられた。

上の結核結節発生の抑制，松岡判の slidecell culture 3. 毒力人型菌静脈内再感染時及び!日「ツJによる脱

法による r-glob.の菌増殖抑制，及び.Brodhage22)の 感作時には， 6， 10時週後の著明な r-及び直宮lob.の減

赤血球凝集反応と 7・glob.の関係等の成績をみると，恰か 少がみられた。

も抗菌抗体とわれわれの追求した抗体は多少の一致性を示 4. 免疫血清と旧「ツJ，菌体水抽出液及び毒力人型

すかにみえる。しかし結核感染は単一抗原感作における免 生薗で試験管内吸収試験を行うと， a!-及び r-glob.の減

疫状態のように単純なものでないことは勿論であって，い 少がみられた。とれは特に生菌による場合が著しししか

わゆる血清反応によって表わされる抗体と，菌の増殖抑制l もr-glob.の減少の方が高度であった。

力で表わされる抗体と同一であるかどうかには疑問の余地 ラ. 以上の成績から，動物の結核感染では r-glob.分

が充分にあり，殊に皮膚のアレノレギー性反応である tuber- 屑l乙著明な変動があり， a!.g[ob.分屑もまた相当の影響を

culin反応が血清学的につかみうる抗体の変動と如何なる 受けることが証明された。

30) Ti宮elius，A. & Kabat， E. A.: Science， 87'， 416 Immunol.， 63， 195 (1949) 

(1938) 32) Cole， L. R. &. Favour， C. B. : J. Exp. Med.， 101， 

31) Deutsch， H.F.， Nichol， J. C. & Cohn， M. J. 39 (1955) 
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