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原 著

寒天層中における抗原抗体反癒の研究

(第 1報) Oudinの方法による結核血清の沈降反応について

板倉益夫・今井 忠・高橋和男

(北海道大学結核研究所納南部.主任 大原遥教授)

〔昭和 31"IO 7月 10日受付)

まえがき

抗体を含む Gel中lζ抗原を拡散させた場合，抗原抗体

反応に基く沈降物の Bandが形成されることはf?くから

知られていたが，これについて最も浦和11な研冗を行ったの

は Oudin (1946-49) 1) ~5) である。彼は溶融せる寒天，ま

たは gelatin中に抗血清を混じた半流動の rnediurnを作

り，との上に，対応する antigenを首府して徐々に惨透

せしめた所，鮮明な白い沈降帯が':tじ，これが!昨日lJととも

に移動することを観察した。彼の研究によれば，界iliiから

移動するNli離は，抗I血清の濃度が一定の場合時間の平方恨

と抗原濃度の対数に比例する O 多くの場合，かかる Band

は数本生ずるが， Oudinはこれを抗原抗体系の最少数を

表わすものと考えた O すなわち抗原がtJiーなものならばl唯

一本の沈降帯を生ずるが，抗原が多数の抗原作物質から成

っている|侍はとれら部分抗原に対応する precipitating 

antibodyとの間にそれぞれ specificな Bandが形成され

るO したがってこの方j去によれば antigenの cornplexity

を調べることが出来，今日 Oudinの techniqueは色々

な方面において抗原分析の研究に広く応用されている。

しかしながら，歴史的にみるとこの techniqueの始

まりは古く 1905年の Bechhold6)に遡る。彼は抗山羊jミ

兎血清を含んだ 0.5% gelatin gel中にILI羊血清を拡散せ

しめ， 2*の分離した“ring"を観察した。 しかし Be.

chhold はこれを 2 つの抗原抗体反応系に占I~~ く沈降反応の

結果とは考えず，この ringをLiesegang'sringと考え

たため，それ以上の免疫学的な発展はみられなかった。

Gel di庄usion precipitin reactionの免疫学的な意

義について最初に考究したと戸者は Petrie(1932)7)である。

彼は rneningococcusのR型と pneurnococcusのS型

とをそれぞれ対応する免皮血清を含んだ agarplateに庁

長した際，生ずる集落のMJUJJIこ工'渓状の濯ができることを

治比した。これをあ(週間政[1そしておくと，涯は次第に変化

して同心円をなした数本の ring こ変る。また肺炎双球的

から取りだした purifiedpolysaccharideを hornologous

な免向山清潔J¥.iこ消ドしたJ1/]介も"i1じ現役がみられたの

で，この量は抗原と抗体の interactionによって形成され

る沈降物であると彼は結論した。その後 Sia& Chung 

(1932)的， Brown (19.40)10)は肺炎仰について， Kirkbride 

& Cohen (1934)9)は I田 ningococcusについて， Petrie 

& Steabben (1943)11)は gasgangrene について，それ

ぞれ同総な観察をしている O

前記 Oudin以来，かかる geldi妊usionによる血清

反応は多大の興味をもって多くの学者に追試されるように

なり，特に Oakly& FulthorpeJ2)， Ouchterlony13ト 18)

Bjorklund 16)-22)，その他叫24)はそれぞれ方法的にも多少

の改良を加えつつ， diphtheria toxin， tetanus toxin， 

streptolysinなどの抗原構造の研究や各種臓器の抗原的特

殊性の追求などいろいろな実験を行っている O

しかし結核性抗原，特にツベノレクリンなどについて行

われた研冗は係めて少い。ツベノレクリンはその製法上から

も複雑な抗原的組成をもっているととが芥易に旬、像される

ので，著者一等はまずツベノレクリンを抗原とした寒天層内沈

降反応を Oudinのプj法lζよって実施してみた。われわれ

はこれによってツベルクYンの抗以的な多元性を確かめる

とともに， I'A:降Jiiiの現われ方について2，3観察したので，
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得たる成績をとこに報告したいと思う。

実験材料および実験方法

抗原: ソートシヅペノレクソ γ

抗体 BCG生l+iで免疫した家兎血清(沈降反応に

おいて 32倍稀釈まで陽性のもの〉

寒天 1% Nacl， 1万倍マーゾニンを含む0.6;;ぢ寒

天。寒天は良質のものを溶解して上記の濃度とし， NaOH 

で略々中性とした。との反応に丹]いるには pH6.5-7.ラ

位が良い。:;事天は)JIJ熱波Wfした後 4000廻転 15分間遠心

沈澱し，爽維物を含む不透明な沈澱l'iIiを棄て，透明な上ii'i

部のみを保存して使用した。

試験管 J1径約 3mm，長さ 6cm以上のなるべく

一段なものを選び，クローム硫酸に漬けた後定全lこ水沈

し，乾燥後 1%宋天で日験行の内躍を coatingした。 こ

れはIf山口りくが[占1まる際にr-f，f，ぜから陥れて間際を作ること
があり，これをイえって抗原液が下に漏れるのを防ぐためで

ある。

反応実施: 寒天を加熱溶解し略々ラOOC (450C-

WC)に冷えたとき，ドゴjじ温度iζ温めた免疫血清を等量

iIeじ，固まらないうちに同じく iNitめた capillarypi pette 

で手早く上記の試験官ーにヨ~沼の肖さまで分注し，冷所

において同まらせる。抗原は 1;あマープニンを含む食品i水

をもって所要の濃度iこ稀釈し，'JJf天lこ司王層後は蒸浴をIWぐ

ため試験貸のuを蝋封した。これらの試験符は試験管立に

直立させて370Cの解卵器に納め，毎日境界J函から沈降，掃

の下縁までのJ乏さを 0.1mmまで測定した。われわれは

測定に当り写uの引イ'1'1機を利!日した特球の装凶を作り，白

い3正に投影した試験管のが、ノた像からJI刈を行った。投影像

は lmmまではJ仁確に測ることができるから，もし 20倍

に拡大すれば 0.05mmまで‘正確にlulみ得ることになる O

なお実験はいずれも同じ稀釈のものを3本宛作り，測定に

はその平均値を取った。

別lこ皿清稀釈を2倍，4+音， 8倍としたものも行った

が，原液を用いた場合が長も良い結果を得た。ここでは原

液と 4倍稀釈血清の成績だけを述べる。なお本論文i乙記載

した稀釈倍数はすべて寒天l乙混ずる前の稀釈で，実際寒天

内ではこの2倍に稀釈されていることに江る。

実験成績

沈降帯の数について

抗原および抗体稀釈の各組合せによる沈降帯の出方は

表 lおよび表2I乙示す通りである。

表 lにおいては免疫血清を稀釈せずツベルクリンを I

佑， 10 倍， 100倍，ラ00倍， 1000倍と 5通りに稀釈した。

表中の数字はそれぞれよ欄記載の日時lζ抗原・寒天の境界

面から沈降帯までのWt!i殺を実測し， これを mmで表わし

たものである O 同一欄に2個以上の実測位が記載されてい

るのは，その数だけ沈降併が現われたことを示す。

との表でみられるごとく， ツベノレクリシ原液では 16

時間で2本， 24時間で4本の沈降帯が観察されたが，以

後時間の経過について漸次この Bandは不明瞭となり，

13日で l本， 16日では測定されなくなった。すなわち沈

降，日?はこの期間中に lìi~たしたわけではないが，下校がぼん

やりしてきて測定できなくなったり，または全体がうすく

なって測定困難となったものである。

10倍稀釈ツベノレクリシでは 1611与同日に 3本， 24時

間円に 4ぷを示し，以後次第にri'{!JJIIして 16U日には最，:石

の 10本;を観察したが， 25 R円lこは再び日l占じて7本となっ

た。
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100倍では24時間日まで1木，4日目4本， 6日目
5本， 20日目に最高の6本であった。
500倍では24時間日1本，4日目3本で以後測定困

難となった。

1000イきでは4日目に I本観察されたが間もなく消失
して~)る O

本実験においてツベノレクYン原被を用いた場合10倍
稀釈のものよりも Bandの数が少くなっているのは，実

際の数が少いということだけではなく，ツベノレクリ ンによ

る着色のためにうすい Bandの測定が困難であったこと

と， Bandの移動が極めて速いため，一部の沈降帯が短時

間で管時!と達し測定できなくなったことなどもその原因で

ある。放にツベノレクリシの着色を除く目的で透析を行って

みたが，透析の程度により沈降帯の数が変り，ほとんど色

素を取り除くほど(こすると10倍橋釈ツベルクリシよりも
Bandの数は少くなった。また活性炭で脱色するとほとん

ど沈降帯は現われなくなる O このような理由でわれわれの

場合ツベルクリンは10倍に稀釈した方が原液よりも良好
な成績が見られた。

また100倍稀釈ツベノレクリンにおいて，9日日，13日
自にその前後より Band数が少くなっているのは，うすい

沈降帯を測定しなかったためである。

つぎに沈降帯の長さ(境界面から沈降帯下縁までの距

離)と時間との関係を調べてみると図lのごとくなる O

ζの図は縦軸lζ沈降帯の長さ品 rnrn，横軸lこ反応時間

の平方根、IT分を取り，10倍ツベノレクリンについては移

4 

倍

9.0 
5.0 I 7.0 
1.5 

※ 

13 
第1図 沈降帯の長さと反応時間との関係

j，刊
25 (J' 

-0- I口121r，y~ -・_IOOlg r ，y~ 
C 

20 
(21 

/5 

5 

?OOVi;， 

その全部を図示したものである。図のごとくいFれの場合

も略々 j直線が得られるので，沈降帯の移動はIJ与問の平方根

lζ比例するととが確かめられた。ただし図において傾斜の

ゆるいは線は， 2週間を過ぎるころから次第に移動速度が

長くなり，梢l宣線からはずれてくるように思われた。

反応に対する温度の影響について

第2表は血清を 1倍と 4倍lこ稀釈しツベルクリシを表

のごとく51，52， 53， 54倍の4種lこ稀釈したもので，
現われた沈降帯のうち最も移動の速いもの各 1;本について

の成績を記載した。最後の欄には7日目lこ現われた沈降帯

の数を示しである O 反応に対する温度の影響をみるために

同じものを2組宛作り組はそのまま室温lζ放Ffして反

応させ，他の l紐は最初370Cの解卵器l乙48時間入れた後
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表において沈降帯の数が長も多かったのは血清原液に

ラ倍稀釈ツベノレケリンを重層しこれを 3rcIこ4811寺間置

いた場合で， 7臼日lこ8*の沈降帯を認めた。以下 Band

数が多いのはいづれも騨卵器lζ入れたものであ倍稀釈ツ

ベノレク3ンで6本， 125倍で3本， 625倍で2本の沈降帯

が認められた。

血清を4{告に有者釈すると沈降帯の数は減じ，ツベノレク

!Jy稀釈がライffの11寺3本， 25倍では 3日日に 2本現われ，

125倍では 1;本 62ラ倍でば全く沈降*刀-¥，忍、められなかっ

第E図 沈降帯のiミさと温度ならびに時間の関係

Pmm 
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会48附11司まで37C 0 s降卵器内で反応を行い以後は

室温で行った

た。いづれの馬合も 3日目li'r.から漸次色がうすくなり

週間後lこは測定I村i'#f:となった。

また友にみるごとく反応温度が高l'力が沈降帯の移動

速度は速いが，それを室温にすると， 7日自には最初から

:主温iこ泣l'たものとほとんと、去を必めなくなる。然し解卵

器lζ入れた湯合は沈降郊の数が多いばかりでなく， Band 

の現われ方日体も遥かに鮮明であった。

考 察

ヅベノレクリシは云う迄もなく結核問の暗養溶液である

から，その中には培地成分はもちろん，出jの代謝産物な原

らびにl宥体成分など雑多なものが含まれている。かかる抗

的な多元性は，上述の Oudin の technigue において

10本以上の沈降帯を作ることにより確認することができ

た。すなわちツベルクリンは少くとも 10種類以上の部分

抗原から成り立っており，結核血清中lこはそれぞれに対す

る抗体が産生せられている O 前記のごとくこの沈降帯の数

は Oudin以来各研究者によって抗原抗体系の最小限の数

を表わすものと考えられている O すなわち抗原性物質中に

合まれる各部分抗原はそれぞれ寒天府中を拡散して行く速

さが違うので，抗体と Optimalな proportionにおいて

沈降f17を作る場所が少し宛違ってくる。したがって形成さ

れた Bandの数だけ抗原抗体系が存在することになるが，

との際異った部分抗原でも拡散法度が略々等しいものもあ

り得るし，また生じた Bandがごく近いものではお互に重

なり合って l本にしかみえない場合もあり得る O かく考え

ると Bandの数は抗原抗体系の最少限の数を表わすと考え

るのは妥当であるが，一方ある程度反応時聞が経過した場

合には， Oakley12l等のいう“splitting"も考慮iこ入れな

ければならない。すなわち Oakleyの観察によれば，試験

管を 370C におく場合 incubationの時聞が長くなると

生じた flocculationlineは水平に“splitting"を起し2

本の lineI己分れるという。われわれの実験の場合，例え

ば第l表のごとく 10倍柿釈ツベルクリンでは!3日日に

Bandの数は8本みられ，このあたりまでは比較的はっき

りと Band数を読み取れたが，その後噌加してきたものは

果して新しい沈降帯であるかか又は分離によるものである

か，これをはっきり決めることは難かしい。 Oakley に

よれば“splitting"によるものは同じ densityをもって

いるので，他の部分抗原による異った densityのものとは

容易に区別できるというが，沈降帯の数がある程度以上多

くなると，実際上ζの区別はなかなか困難である O

第5図 Oakley & Fulthorpeの変法による寒天

内沈降反応

なお Oakleyの方法は Oudinの方法を多少改良した

もので，抗体層lこj直接抗原を重ねず，図3のごとく抗原と

抗体の中間に寒天だけの層を置きこの中間層に沈降帯を作

らせるものである O 同3における右側の写真はわれわれが

実際にこの方法を治:試してみたものの l例で，抗原は 10

倍稀釈アベノレクリン，抗lID.a!J'は2倍柿釈のBCG免疫家兎

血清である Oudinの方法と Oakleyの変法とを比較し

てみるに，われわれの経験によれば優劣相半ばしていると
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いうべきであろう。すなわち生ずる沈降帯ば Oakleyの方 が原点であるとは限らないようであ忍が. Munoz26) Iこょ

が明附でたしいが，中間層を距てるために移動が遅く計測 れば沈降帯の観察点を結ぶとそれぞれ定った傾斜の直線が

にかなり不便である O また Oudinに比し多量の material 得られ，これらは横軸と一定の点で交るという O しかして

を必要とするのも宿所であろう O その点は彼によると沈降得の移動しはじめた時期を示すも

小西 2.5)はわれわれと同僚な実験を馬の血{青について のである O このことは一定の実験誤差を許す範囲内におい

行い，ツベノレクソン原液を月Jいた場合1::18本の沈降市を て大体正しいものと考えて良い。遅れて現われた Bandは

認めている。とればわれわれの成績よりかなり多いが，実 拡散速度が遅いものか，または濃度が低いために移動速度

験条件の差遂によるものか，あるいは動防血清lこ馬と家兎 が遅くなる。したがって図では傾斜が緩く現われる。

という種属的なf~j庄があることによるものかは速かに判定 第5図抗原濃度と沈降帯の長さとの関係 (2)

できない。史に又小西の場合は，ヅベノレク 3ン以 I伎を用

いた際に本数が最も多く，以下稀釈tlf数が進むにつれて

本数は急激に減少している。われわれの成結はこれと反対

に 10伯稀釈ツベノレクリシのプjfバ Band数は多くみられ

た。これは;だ験成績のl}'jlζ述べたごとき事実もその)京凶の

lつではあるが，教室におけるツベノレクリンを抗原とした

他の1(rrí;~ J5iJ~; の成績からJítせば，ツベノレクリンとこれに対

する抗体の問には一定の Optimalな proportionがある

ことを考えないわけには行かない。また Ouchterlonyの

方法にしたがって行った寒天内沈降反応の場合も. 2倍稀

釈l但f青に対してツベノレクリンを 80j古lこ稀釈したものが，

これより濃いツベノレクリンを用いた場合よりも常lこ0il1l')反

応を位した。いづれにせよツベノレク 3ンl京液をもってした
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場公，小西のごとき多数の Bandは，どうしても観察する 増山27)は寒天内における一次元拡散の理論式と実験式

ことができなかった。 を殆災し，高橋等28)はその式の検討を行っているが，用

つぎに沈降併の杉勤は抗原浪度の対数に比例するか好 いた拡散物質の濃度をC仮体と媒17との境界ffijより品だけ

かを調べるため，第2表の室温lとおりる成績についてこの 隊れた距雄にある拡散物質の有効濃度をk.拡散開始後の

第 4図 fJc原濃度と沈昨帯の長さとの関係 (1) 経過時間を t.媒質中を物質が拡散する際の鉱骸恒数を D

必zo71m卜
!Z4腸周Y¥ 

。
15卜 77B事周• 46時間

5ト ::~ 
ー語O l 

2 3 今C

関係を図示してみた。図4がこれである。図からIljjらかな

ように，大体において直線関係を認めることが出米た。た

だしツベノレクリンがね二に言及しユか特にうすいものにおいては

1 • 2例外的にl白線からはずれるものもあったが，これを

計二存するならば，沈降42の移動(;1:濃度の対数に略々 比例す

るものと見倣すことができる O

都って閃 I をみるに，各I~j線が横軸と交る点はすべて

とすれば，一般に
n.2 

2 C > kの範聞で logC一一 log2k= “ 一
7rDt 

なる Fickの拡散式が成立する O

これについて影山管制叶1)は，彼等の実験から

C?-2kの範問で

log C← 210g k=f  
πDt 

なる式によって計釘した方がより沼い仙を得ると述べてい

るQ

そこでわれわれは，この式ぷよって今回の成績を図示

してみた。図日は表2の成績を plotしたもので，各時間

毎のl白線は横軸上の一点P (4倍血清の場合Pつにおいて

交ることが明らかとなった(ただしこの図においても 22

時間までは図の通りであるが 46時間以後になると 5倍

補釈ツベノレクリンの成績が/I'{線上に載らなかった)。

結 論

Oudinの方法によってツベノレクリンの抗原的多元性
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を実託し，沈降帯の現われ方について観察した。

1) ツベノレクリシは最少限 10伺の部分抗原から成る。

寒天層中沈降反応において生ずる沈降，信:の数は，抗原濃

度，抗血清濃度，経過時間などによって異るが，ツベノレク

リンを抗原とした場合，われわれの実験では原被よりも 10

倍稀釈ツベルクリンの方に多数の Bandを観察し得た。

2) 沈降帯の移動は度11寺問の平方根と抗原濃度の対数

に比例する。ただし抗原v震が特に濃~，かまたは特にうずい

場合，および反応時間が午、?に長くなった場合には，この関

係、が破れてくる O

(稿を終るに臨み，御懇篤なる御指導と絢]校閲を賜わ

った大l宗教十三に深謝致します)
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