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説草紙による結核兎疫血清の電気泳動的研究

(第 l 報)

沼田達夫・荻田友雄・信太隆夫・板倉益夫

(北海道大学結核研究所細菌部主任:大原達教授〕

(昭和31年2月29日受付)

緒 言

1937平スエーデYの化学者 ArneTiselius によって

考案された所謂 Tise1ius電気泳動装置は，それまでの研

究に方法的な新しい前進をもたらした画期的な装置とし

て，爾来医学，生物学，化学，薬学等の広い領域において

活t設に利用されている。殊K.Tiseliusがこの装置によっ

て始めて血清グロプリシに CI，(1， r，の 3種を区別し，更に

れglobulinが免疫学E重要な怠義を持つことを発見する

に及んで，この方面における研究の発展は買に目ざましい

ものがある O 然し主として経済的な理由からと思われる

が，わが国における TiseJius装置の普及は欧米lζ較べて

少がらず立遅れ， ζれによる研究が多きを数えるようにな

ウて来たのは比較的最近のことに属する。市もなお Tise-

Jius装置の難点としては， i) 装置が高価にして簡単に使

用し得ないこと， ii)実験操作が可なり煩雑である上，比

較的多量の試料を必要とするため微量のものでは実験出来

ないこと等が挙げられる。一方極めて最近 Wieland均等

は漉紙を用いて電気泳動を行うことを発表し，而もその成

績は Tise1ius装置によるものと大体同じような値が得ら

れるととを報告した。この方法は操作の簡便，試料の節約

等の利点により今後次第に利用度が高まって行くものと考

える O 然し法紙泳動法の成績と Tiselius装置による成績

とは必ずしも一致しない場合も多いようであり，森2)は波、

紙泳動法を Tise1ius装置の代用にすることの可否につい

ては多少の疑問ありとし，前者は本来の閉的として， paper 

chromatographyでは分離出来ないもの，或はTiselius

装置では取扱うことの出来ない微量物質の分離に用いると

にその成績を報侍したいと思う。

実験方法

i) Tiselius電気泳動及びその他の諸操作は大体電

気泳動研究会の規定l乙従った。

透析は Ij20M.燐酸緩衝液を外液として，約 16時間

氷室内で行った。電気泳動装霞は目立製 1、ise1ius装置を

使用し，泳動条件は1O-12mA.，80-110分の泳動を行

った。各分屑の Percentage測定にあっては原板を8倍に

拡大し， Planimeter.で面積を測定じた。

ii) 漉紙電気泳動装置は Wielandの簡単なものか

ら複雑な構造を有するものまで，種々な装置が報告されて

いるが，われわれは小林式のものを使用した。

緩衝液は pH.8.5，イオン強度 0.045の Veronal・

acetate-Bu妊引を用いた。使用した渡、紙は東洋漉紙 NO.

50で，使用lと際してこれを縦 12.5糠，横 23.5糎の大き

さに切り，全面を緩衝液で湿らし，余分の緩衝液を漉紙で

吸取り，保持枠l乙同定する o 18分程電流を空で通した後，予

め鉛筆で印をつけておいた Startline I乙試料をつける。

われわれは l枚の瀦紙で 5つの試料を同時に泳動した。泳

動は定電流にして行う方法と，定電圧にして行う万法とが

あるが，われわれは電流を一定とし，漣

ImA.の電流を通じた。尚この際波、紙面における発熱を

避けるため，氷片を泳動箱中l乙入れた。泳動時間は4時間、

である。泳動が終ったならば各蛋白j量を定量する訳である

が， ζれには型の如く，滅、紙上の蛋白質を染色し，蛋白質

と結合した色素の量を定量するととによって蛋白量を求め

た。用いた染色液はB.P.B.で液の製法は B.P.B.で液の製

とを推奨すると述べている。これまで動物における結核免 法は B.P.B.0.05 gr. Iこ対して氷酷酸2cc，昇求 1gr.を

疫血清蛋白分劃jの電気泳動的研究については，多数の報告 加え蒸溜水で全量を 100ccとしたものである O 写王実現像

があるが，われわれは正常家兎 lラ例と， BCG免疫家兎20 用のパットにとの B.P.B.を入れ漉、紙を約30分染色した

例の血清蛋白電気泳動像について，法紙並びに Tiselius 予後， ζれを 1%酪酸溶液lζ浸し， 2 -3回溶媒を変えて漉

装置による成績の異同を比較検討し，併せて 7・Globu1in 紙を良く洗糠する。乙の操作によって蛋白質の存在する部

の消長と沈降反応による力価とを比較対照して見た。以下 分以外の漉紙についていた色素は洗い落きれる。かくしてー
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1.0 

第1図鴻紙による電気泳動図

(免疫血清 No.101) 

Alb“悦仇 3仇6%1

cf-(Jlob. 似 6%1

(1-G-lob. 1S'. 5"" 
y・G-Zob. 36.2完

o 5 10 

-→港紙ょのは豆

湾、紙上K得られた 5本の試料の電気泳動像を 14'=宛切り離

し，加熱溶解せるパラプィン中lこ没した後，附属のた度計

によって 1mm毎l乙吸光度を読む。 この偵を Section

paper p: plotすれば，第 I図に示したような定量曲線が

符られる O これから各分割の比較的 percentageを求める

には， TiseJiusの場合の如く planimeterで面積を求め

てもよいが，われわれは吸光J支の読みをそのまま加えて面

積を出し相互の比率を計算した。

実験成績

以上主主ベfこ如き方法で淀、紙から求めた血清蛋白分劃と

TiseJius装置の patternから得た分劃のf直を比較したの

が第 L表である O この表lζ掲げた血清は11:常血清 15例，

免疫血清20例であるが，表中同じ番号が 2つあるのは

同一動物の血清について時期を異にして測定したもの，

または免疫後に測定したものである。この表から明かな

ように，血清蛋白の各分劃の Percentage を Paper と

Tiselius について比較して見るとし傾向としては大体一

致した成績を示すものといい得るが，各分劃毎l乙個々の偵

を比較して見ると両者の値は必ずしも同じではなく，場合

によっては可成りの開きが見られることもある。然し表を

通覧して見ると， 1， 2の例外を除き Paperと Tiselius

による値の相互間の deviationには一足の関係があるよ

うに思われる。この関係を明かlこするため TiseJius.の値

を 100とし Paper とによる値がζれからどれだけ偏侍し

第 1表 鴻紙電気泳動及び TiseJius装置による家兎血清蛋白分屑測定値の比較

Animal Percentage of Total Protein 
No. gfdl 1 Method Remarks 
Number Albumin ιGlob. f-Glob. 

ヲ (|Paper 55.3 9.1 18.2 17.4 
ラ.20 Tiselius 59.6 12.2 11.6 16.6 

normal 

2 I 6 16.Io l PTaipseelr ills 51.3 6.7 16.9 25.1 
11 

54.9 8.2 9.8 27.1 

3 I 8 ||Paper 51.1 ラ.8 J7.0 26.1 
5.95 Tisdills 65.4 8.4 9.6 16.5 

11 

4 I 105 Iラ.10|PTaipsee1r. 52.1 12.9 16.1 19.0 
64.ラ 9.3 10.5 15.3 

11 

ラ| 10615.40|PTaipseelr ius 
46.8 12.3 18.1 22.7 

/〆
56.1 11.8 18.7 13.4 

6 I 107|6.40|PTaipseeir -11S 42.0 7.2 20.3 30.2 
54.3 11.7 6.2 27.8 

11 

7 I 8||Paper  53.4 4.5 17.1 24.9 
108 I 5.00 I Tï~;îius 59.0 7.2 9.6 24.1 

/〆

8 I 205|4.80|PTaipseelr ius 57.9 10.5 15.9 15.7 
11 

64.7 JO.l 10.9 14.3 

9 I 206 I雪.00|PTaipseeri- 54.0 10.0 17.6 18.4 
11 

66.5 8.7 17.1 7.6 
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ているかを各分劃毎ICPercentageで表わLて見た。そ

の成績は第2表lこ示す通りである O この表lこ示した数字は

Albumin及び←，s-， r-Globulinの各々について，夫

々 Paperによる測定値から Tiseliusによる測定値を引

き，これを後者の値で割って 100倍したものである O 従

って負の符号は Tiseliusの伸一が高いことを示し，iEの符

第2表漉紙測定値の Tiselius測定値に封

する偏筒(百分率)

Serum I Serum protein 

number I .Alb. I ~.Glob.1 s-Glob.1 r.Glob. 
I Remarks 

5 ~7.2 ，ー25.4I十56.9，十481normal
6 ~6.6 ~18.3 ト 72.4 +7.3 Iμ  

8 ~2 1. 9 ← 3 1. 0 +77.1 十58.2I /1 

105 ~19.1 +31.6 十日3.3 十23.5 μ 

106 ~ 16.6 十 4.2 ~3.2' +69.4 μ 

107 ← 22.3 ~38.5 +227.4十8.6 /1 

108 ~9.5 ， ~37.5 +78.1 十3.3'グ

205 i一10.5 十 3.8 十45.9'十9.8I グ

206 ~18.8 +14.9 +2.9 +142.1 Iμ  

207 i ~42 .7 ~25. 7 十274.6 十 116.8I グ

K.2 I ~5.3 十 1 1. 3 十 10.9 十 10.0' グ

K.3 i ~5.6 十 16.7' ~9.2 I十25.0 /1 

K.6: ~3.3'~18.1 ー 13.2 '1 +23.9 I 庁

K.30 Iー 11.5， ~43.0 十2 1. 3 +70.6 Iμ 

K.40 i ーラ.3 ~I J. I +26.9 +5.0 I 11 

5 i ~33.0 

9 ー 12.4

101 1 ~1O .1 ' 
103 I +7.7 

十6.3 十49.0 +86.0 I immune 

十9.8 ~42.9 十39.6 /〆

-8.2 +17.4 +1.4 λy 

← 19.8 ，--14.3 +0.64 11 

105 ~22.3 +2.6 +5.6.十l∞.O! 11 

201 i ~29.0 '十3.1 +77.6 +11.8'， 11 

202 ~12 .4 ~16.5 ← 14.3 +51.9 11 

203 I ← 3.9 ~7.ラ十3.1 十 12 .4 i グ

206 I 十2.1 ~32.8 +ラ6.4i ~23.9 ， 11 

301l10.6l 十0.12 十36.1 十9.4 11 

302 ~50.2 ~20.3 ~4.3 +3.1 i 11 

303 i ~2.5 I 十ラ.0 十3.6' +0.41' 11 

401 ; 77J 172 十27.7 十弘7! H 

402 ' ~1. 7 ， ~2.5' 十5.6' ート1.2 11 

403 I ~5.6 I 十23.3 十3.1!十10.6， 11 

404 i ー 7.1 ~22.1 十21.81+8.81H
405 I ~9.6: 十抵8 斗4.9'+13.5 11 

4白|←7.3'ー11.5i十39.6!+18.3 庁

伯71~1 1. 5 I十16.0 +7.3 +13.8!ρ 
408 I← 15.0 I十38.6I→33.1 ト8.1" 11 

号は Paperの依が高いζ とを示す。これによって両者の

関係を見ると各分屑における測定 1[11の deviation Iこは

一定の法則が認められる O 上liJち Paper によると， Albu-

minの11在はNo.103及びNo.2邸の2例を除いて Tiselius

よりも常に低く表われ，反対に r.Globulinの偵は No.

206のl例を除いて規則正しく Tiseliusよりも高く表わ

れている O また s-Globulinの値も No.106， No.202， 

K. 6 No.9， No. 103， No. 302， K.3の各例を除けば

第2図鴻、紙及び Tiseliusによる泳動成績

の比較(正常血清)

I'7n骨...uneset.ι悦

.paper ~ω;u. S 

Alb. cJ.-Glob. (J・GlOD. r-GloT 

第3図滅、紙及び Tiseliusによる泳到成績
の比較(免疫血清)

Nor明 a，l Ser叫 m

.paper ~ Tiseω 

Alb. 0(・G-lob. β・G-loT. ，.・GIOD
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り， r・Globulinは Paperで見ると正常血清22.1%，免

疫血清25.296で3.1;るのi首加を示し， Tiseliusで見ると

夫々 17.3%及び21.4%で4.1;ちの増加]が認められる。か

くの如く b 及び βGlobulinも増加はしているが特に増

加が著しいのはわGlobulinであるので，次lこ沈降反応に

よる抗体制と r'Globulinの Percentageを比較して見た。

成績は第3表に示す如くである。

個々の血清について見ると個体差があるため必ずしも

一定の関係は無いようにも思われるが，大体の傾向として

は抗体価の高いものにおいてれGlobulinの Percentage

が高いことを認め得る。このことは平均値を取って見ると

更に明かになる。即ち Paper ，こよれば抗体価付の血清の

r.Globulinは半均 19.8%であるが，以下抗体価が 4，8， 

16， 64と進むにつれ半均値も夫々 23.8劣， 23.3 %， 34.3 

30.5 %と増加し，同じく Tiseliusによる成績は，付の血

清の三ji.均値 12.6%から夫々 17.8;;ぢ， 22.3 %， 29.5 %， 

29.2%と次第に増加の傾向を示している O かく見れば抗体

価の消長と r.Globulin量との聞に大体、ド行関係が存在す

るといって差支えないと思われる。

大依において Paperの方が高い。 Paper及び Tiselius

の両法によるこのような測定偵の偏向を統計的に見るため

に，第 I表における犬々のf瓜を、F均し，図示したものが第

2図(正常血清)及び第3図(免疫血清)である。図にお

いて黒線で示したのは Paperによる平均値，斜線で示し

たのは Tiseliusによる平均何であるが，これを見ると上

述の関係は一層明瞭になる。 IIpち Paperによる測定値は，

Tiselius ，乙比較して Albuminが低く現われ，逆l乙 r-

Globulinが高く現われる傾向を持つことが明かとなっ

た。尚第2図と第3悶を比較して，家兎を免疫Lた場合の

各分屑の変動を眺めて見ると， BCG免疫動物においては

Albuminの減少と Globulin分屑の増加殊に r.Globulin

の増量が目につく。同lち正常動物と免疫動物の各分屑をijZ

均値について較べて見ると.Albuminの平均値は Paper

の場合正常血清 53.1%.免疫血清 50.5% (2.6 %の減

少).Tiseliusでは夫々 67.1%及び努.7% (11.4%の減

少).~.Globulin の手均値は Paper において正常血清6.9

%.免疫血清8.3%(1.4 %の増加).Tiselius において夫

々9.4%及び 8.6%(0.8%の減少).s.GlobulinはPaper

において 16.6第及び 18.1% (1.5 %の増加). Tiselius 

において 11.6%及び 14.2% (2.696の増加)となってお

Wieland'に乙よつて始められた、漣

j操美作が簡i単単であるばかりでなく，資料が僅か 11商あれば足

りるという利点を有し，殊にその装置が極めて廉価である

点を考慮すれば，今後は.Tiselius装置に代って広く利用

されて行く可能性があるものと想像される。然しこの方法

を以てl育ちに Tiselius装置の代用となし得るか否かは一

応検討を要する問題であろう。先づ考えるべきは務、紙によ

る泳動成績の再現性についてであるが，既l乙 Pliickthun~)

Ott引等のi詳細な報告や小林めの実験l乙見る如く十分に再

現性を認めて差支えあるまい。但しアミノ酸の如き低分子

の物質を泳動する場合には梢再現性がよくないといわれて

いる。蛋白質の場合においても，緩衝液の使用回数，電流

値，染色溶媒など常に実験方法を一定lこして行わなければ

ならないととはしコうまでもない。然らば濃紙による泳動成

績は Tiseliusによるそれと一致するものであろうか?ζ

の問題に答えるためわれわれは先づ基礎実験として両者の

泳動成績を比較して見た。かかる基礎的な点についての報

告は余り多くを見ないが. Grassmann61は人血清(患者)

及び馬血清，計8例について比較を行い滅紙電気泳動によ

る成績は Tiselius装置による成績と殆んど同じであるこ

とを報告している。われわれの成績は上述の如く正常家兎 i

15例，結核家兎20例，計百例について調べたものである句

が，傾向としては Grassmannと同じく両者の成績は略々

~致するものと見倣して差支えなPo I准 Grassmann と

総括並びに考案

血中抗体憤(沈降反応)と ;".Globulin

置の関係
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異る点はわれわれの場合 Paper による成績は規則正しく

Albuminの値が Tiseliusよりも低く現われ T-Globulin

が逆に高く現われる傾向を認めたことである。勿論このこ

とは実験方法lこも関係あることで， Grassmannが血清蛋

白の染色液として Amidoschwarz 10 Bを用いているに

対しわれわれの用いたのは B.P.B.であり，泳動条件も多

少異ること，及び被検血清lこ人または馬血清と家兎血清と

いう相違のあること，なども考慮に入れる必要がある。然

しわれわれの成績は例数において Grassmannより遥かに

多いものであり，少くともわれわれと同じ実験条件におい

て研究する場合には， Paperの成績が Albuminにおいて

低目に， T-Globulin (及び s-Globulin) において高目に

現われることを念頭に置く必要があると考える。かかる測

定上の傾向的な相違に対し，何れが真に近いかを速に判断

することは困難であるが，実際問題としてはこのことを考

慮に入れて実験する限り，何れを用いてもさしたる不都合

は無いであろう。従って糠紙による電気泳動法は十分に

Tiselius装置の代用をなし得るものと考える。

次にかかる電気泳動像と病的経過との関係乃至は各分

屑の消長と免疫度との関係如何が問題となる。この点に関

しては古来枚挙lζ違ない程多数の研究があり，その総てを

とりあげることは全く不可能である O ままに結核lこ関するも

のの中，比較的最新の文献から 2，3を拾って見るなら

ば，人体の結核において Lazicわは，者参出性の病像では

<lI-Globulin乾酪性のものでは s-Globulin増殖性のもの

では T-Globulinが増えるといい， Caspani et al~) は惨

出性の結核において Albuminの減少， ~-，及び βGlo・

bulinの増量を認め， T-Globulinは硬化性の病巣を持つも

のに増量するという。特lζT-Globulinの増加を重視した

ものには Volleet aI9)， Alvalez-sala Morislめなどがあ

り，就中前者は totalserum/T・Globulin ratioが症状の

悪化と共に減少し，軽快と共に増加することを強調して予

後判定の指針としている。また Magistrettii1)は INAH

を使用した場合，初期には aと戸が増加しれGlobulin

は寧ろ減量するという。わが国においては原沢化等が結核

患者血清について結核閣による吸収試験を行い，吸収後l乙

Tiseliusの電気泳動を行って見ると T-Globulinの減少が

著しいことから結核と関係ある抗体は 7・Globulinである

としている。尚健康血清及び非結核血清について同じこと

を行って見た場合，吸収による T-Globulinの変動は認め

られなかった。但じ T-Globulinの総てを結核l乙特異的な

抗体と考えている訳ではなく， Klee1めが報告しているよ

うに結核免疫と共に増加する分劃には特異抗体のほかに非

特異的な所謂随伴性グロプリンのあること，而も後者Q)方

が多いことを認めている。

一方動物実験における成績を見るにこれもまた実に区

々であって必ずしも一致した成績は見られていない。一般

に免疫Ie.用いられる抗原が異るにつれ酔Globulinが噌え

るというもの， s-Globulinが増えるというもの， T-Glo-

bulinの増えるという者等色々な成績が見られるととは止

むを得ないが，結核の場合だけに限って見るならば報告の

多くは T-Globulinの増量を認めている。然し同時に他の

分屑の増量も否定することは出来ず，金上11)は人型菌を接

種した家兎において，Tと共に s-Globulin の増量を認

め，岡問15)は海摂において同時に a及び s-Globulinも

増量する乙とを報告している。以上の報告は何れも蛋白分

屑の百分率について云々し，夫々の相対的な変動を見てい

るにすぎなかったが，森川1G)及び目黒・森川17)は Micro-

Kieldahl法によって計った総蛋白量から単位血清内にお

ける各分周の絶対量を求め，その変動を追及している。そ

れによると BCG接種家兎は次第に総蛋白量が増加する

が，その中特l己著明な増加を来すものは T-Globulinで，

b 及び s-Globulinの増量は著明でないという。

練ってわれわれの成績を見るに， 15例の正常家兎と 20

例の免疫来兎とを比較した結果においては，第2図と第3

悶から明かな如く BCG 免疫によりQ!， {3， r，の何れの

Globulin fraction もその平均値において増加する事実

が認められた。然しその中で最も増加の程度が著明なのは

T-Globulinであり， <lI-Globulin については Tiseliusで

測定した場合多少の減量が認められている ρ 然しながら厳

密にいうならば，かかる比較は同一家兎について免疫前後

を較べるべきであり，われわれの用いた例数では個体差ーが

ある程度平均化されているとはいえ，決定的な結論を引出

すことは些か早計であるかも知れない。 更にまた従来の

文献を見ると<lI-Globulin を Albumin と共に一括し，

Albumin十<lI-Globulin の減少を報告するものも少なから

ずあり， <lII-Globulinと的・GlobulinIこ免疫学上異った意

義を怨定している者もまた少なくない。各分屑をどのよう

に考えるべきかは今後更に検討を要する問題であろう O

かくの如t従来の報告は極めて区々であり，われわれ

の成績もまた乙れに対して決定的な寄与をなし得るには至

っていないが，血中抗体は T-Globulinの修飾されたもの

であるという一般通念に従い，特l乙T-Globulinの消長と

沈降反応による抗体価とを比較して見た。乙の際の沈降反

応は教室の大原・中川lめに倣い結核薗の中性加熱抽出液を

抗原としたものである。その結果，傾向としては T-Glo-

bulinの Percentageと沈降反応による抗体価の聞に平行

関係を認めて差支えないと思われる。勿論個々の価につい

て調べると逆の関係にあるものも無いではないが，平均値

をとうて見ると T-G却も岨l.i.u.量の多いものは大体において



抗体価も高い。乙のことは一般的にも大体認められている

ことであるが，免疫に用いた抗原とも何等かの関係がある

ように思われる。例えば山根19)によると烏血清を抗原とし

た家兎沈降素血清においては血中抗体何と r-Globulinの

消長が殆ど平行するがr!J羊血球を抗原とした家兎溶血素Ifll

清においては平行関係が成立しないという。更に興味ある

のは最近の Cole& Favour20Jの報告で，通常われわれは

r-Globulin を免疫抗体と結びつけて考え勝ちであるが，

←Globulin の重要性も否定出来ない成績を彼等は示して

いる。即ち彼等は結核闘を化学的l乙種々の分割に分け，可

成り purifyされた fractionによって実験を行っている

が， tuberculopolysaccharide に対する抗体は r-Globulin

に存在するが， tuberculoprotein に対する抗体はCohnの

云ち fraktionN，即ち叶Globulinに存在するとL寸。

而も r-Globulin は被動性に移入すると Arthus型の皮

膚反応を惹起せしめ， II!-Globulinはツベノレクジシ型の皮

膚反応を惹起せしめることを報告しているのは甚だ興味深

l '0免疫化学的な研究が次第に発展しつつある今日，これ
等1主将来lこ残された興味ある課題であり Tiselius装置

並びに徳紙による電気泳動法が今後かかる方面において一

層活J援に利渇されて行く ζとは疑いないであろう。

結 論

り われわれは 15例の正常家兎及び20例の BCG免

疫家兎そ対象として4血清蛋白の電気泳動像を Tiselius並

びに Paperの両法について比較検討したが，法紙による

電気泳動は装置か療純であるのみならず操作も極めて簡単

であり，更に被検資料理主量が極く微量で充分である点にお

いて TiseliusI乙勝っている。而もその成績は大体におい

て Tiseliusによる成積と比較し得べきものであった。

2) 然し一般に Paperによると也lubumin の結は

常に Tiseliusの値よりも低く表われ，反立1Kr-Globulin 

の値は常Ir.Tiseliusよりも高く表われる O

3) 沈降反応による抗体価の消長は Paperにおいて

も Tiseliusにおいても r-Globulinの量と大体において

平行する。伺し倒体的な変動は百Jなり大きい@

終りに臨み御懇篤なる御指導と御佼関を賜りました恩
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BrU大原教授に満腔の謝怠を表すると共lζ種々御凌Dli頂いた

教室諸兄lこ深謝致します。

(本論文の要旨は昭和30年2月，第8D司日本細菌学会

北海道支部会において発表した)
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