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原 著

結核菌燐脂質による赤血球凝集反応 (第 1報)

高橋義夫小野勝男

(北海遁大学結核研究所予防部)

結核における赤血球凝1f反応の赤血球感作抗元は現在

主としてさ己紹体であるとされているが，我々は結核l有体成

介研究の途上，従来肉体燐脂質が術休結合抗元としての能

力を)'fっている事完から，本物質の赤血球j巡れ能を検べて

みたと乙ろ，果して本物質も亦優秀な赤血球j送作抗元たり

作る古を匁lった。又興'J~ ある事に，同体燐脂質をJ長作元と

する赤血球凝祭反応の抗元抗体系はツベノレクリン多糖体を

感汁元とする凝先反jよ、の夫とは全く )]111こ独立している事，

JJ.び生体内において悶休燐脂質に対する抗体は少くともツ

ベノレクリンJy粘体l乙対する夫とは独立して産生される事を

知った，以下はその交験桜丘である。

実験材量及び方法

抗元

1) ツベルクリン蛋白 人型1'iJ{中野株ソートン8週常務

総i伎を漉紙で治、過し，溶液を重没煎t(o70C)で 1/10に
浪縮後遠心して沈澱物を除去，セロファン嚢中lこて流水で、

3日間透析，再び遠心して沈澱物を除去，重渥煎上で元の

量lζ再濃縮，ザイツ棒、過，浩被lこ多量の三塩化酪酸を加

え，生じた沈澱を遠心して集めて沈澱を少量の NzOHを

入れたアノレカリ性蒸溜水 (pH7.2) IC溶かし，再び三塩化

酷酸を加えて沈澱させ，乾燥乾燥後再びアルカリ性蒸溜水

に溶解し，遠心により不純物を除去し，三塩化酷酸で沈澱

させ，沈涜を三上包化酷酸で pH2.0 Iこして蒸溜水で 3回洗

滅後乾似した。褐色粉末。

2) ツベリクリン多糖体 上記の除蛋白後の波絞を流水

で一役得忍析， 450C -50ocで元の泣l乙再濃縮，濃縮液を
v!&.紙で倍、過し，メタノーノレrl'lIこ点滴して沈澱を生せ、しめ，

一任{~;室温lこが([.'i後沈澱を遠心5}1離し， 1fJび蒸j沼;}CIことか

し，倍、紙で漉過した後，ザイツ鴻過。 得られた溶絞lと先づ

5096の割にメタノーノレを加えて沈澱してくるものを除去

(これは Seibertl)の多糖体Hに相当し，赤血球感作能

が知い)，上清を再び、約 1/20に浪縮，遠心して不純物を

除去し， 95%の'I;IJ:こメタノーノレをJJIIえ沈澱を件，沈澱を逮

心分離し，これをメタノー/レと米imr}(で i'i;l~/r沈澱を数[LJ] く

り l~ して可，i;((I'J精製したもの。

3) 仲野燐脂質 (B.N.) Boq uet et Negre2)のhi去

に1;'[い， {rt'~!r株ソートン 8 週明芸乃JJIIJAi'，('lL乾燥 I\\j体から

先づアセトン"J溶物を吟去，検澄を乾燥後，メタノーノレで

数f，J]抽出 (4ラ~ラOOC磁気撹弁器を使用)，抽出液を集め
て，これをー昼従氷室(デC)に放置して生じた沈澱物を

ガラスブイ lレターで分離し，iJ:t、j伎を重湯方H上でアノレコーJレ

を京洛させて乾燥， PJびメタノーノレに溶かし不純物を除

去，これを数[11[くり返して乾燥したもの。

4) BCG燐脂質 (R.N.) アセトン致タヒ乾燥1;I，j体より

l記 Boquetet NegreのJntlこ干fじて得たものである。

似しこの場合法得られたメタノーノレ抽出物を熱アセトンで

数回処列して，アセトン可/'i''rl匁を殆んと、完全に除去した O

5) 仲野燐脂質 (A，) イ判ザ株ソートン B週培養加熱致

死乾燥的体を， Anderson3)の方法l乙従って，アルコーノレ

エーテノレ等量波で l[iJj4 - 8 [時間づっ数回抽出をくり返

し，抽出J伎をグイツi層、過，主渥煎上で，蒸発乾lι これを
熱アセトシで処斑してアセトシ百JI容物を除去したもの O

6) ツベルクリン抗元 青rJ1Bソートン8週培養の1口ツ

ベルクリ γを，セロブァン嚢中で流水で 48時間，蒸溜水

で泊 IJ寺問透析したもの。抽出に使用した溶媒はすべて本

研究所化γ'教室にて再蒸溜して精製したものを用いた。抗

元液の可，';J製， :ffi r~l' 毛主総体は'1食ァ'1<. 1ζ溶解し，燐脂質は先

づメタノーノレに法解!し，これを生食;j(1こ滴下して懸濁液を

作り，加rfuiしてメタノーノレを蒸 jとさせ，蒸発した水分は蒸
溜水で補った。叉，抗元i夜はすべて l万倍の割lこマーゾニ

ンを加えて 40C の氷室lこ保存したO

これらの抗元の化学的性状は表 lに示した。定性反応は

1 mg/mlの溶液について行い， 窒素はミクロキエノレダーノレ



ヴ

表 j;'c 元の化学的性状

一-fLI-r lyiTll  Tz l 2illrli而fl窒素U 燐

土Zfff1L( :ト+ 1一一JJflJJ-iiJL 11JJ 
Epy」|叶 l 十 I---~---I------I-------l~孟「…

仲日日間ト ト 土 l l l - lo開 :2.696

Z命日間| 件 l 士 I -I - -I 1明 12形
脱?日 I-'← 1 :::!: I -I -I -i O.:~明 :2.0%
法，燐の定量は Allen4)法により Beckman型分光光

度計を使って，波長 600rrμ，スリット 0.01で測定した。

抗血清

ヨ -3kg の健 [lt~<:兎 18 Vcを用い，家兎 lより 9まで

は結核問の色々な抽出同体残流で免疫した。用いた抽出m
休残漬及び免疫万法は次の通りである。

1) 菌体BA ソートン F週t1Hrの7守111B [布一子1を出来る
だけ水分を除き，充分塁のアセトンlと:24時間入れ，アセ

トγを除去乾燥したものoH[Jちアセトシ致死i{:i体である O

血球

脱線維した細下:j[ru向こ等匿の修iEAhever 存仮のを

加え40Cに保存し， Jl1 ¥こ臨んで Abev2r保存血液を遠心

し，血球を11.食永で3日沈澱して使用にU.!、した。 Alsever

保存血液は採血後3週間以上は使用しなかった。

血清反応術式

1) 赤血球凝集反応 血球感平方法ば予漏実験lこ於て抗

元濃度は O.ヲmg/ml，抗元液:Jfllf;j(の比iま40: 1が適当

と認められたので，本実験を通じてこの比率で行った o!i!l 

窒素量 4.56%。 ち抗原液 4.0mllと洗糠血球 0.1mlを加え 370C の解

2) 菌体 RC アセトシ致死乾燥m体を先づメタノー 卯器で21時間感パし，生食水でラ内洗糠後 40mlの生食

ノレで抽出，次いでクロロホノレムで拍出して遊離の脂質を完 7}Uこ浮遊して :2.5961古川ー血球波とした O 又ヴイダーノレ~A

全lと除去した残i査である。:JUJUH土問。C前後 l回ラ -7時 験校を用い，生食lKで被!会血治を(ifi:x話一釈して 0.5mlの
問あて，各3-4回行った O 室奈良 6.:25% 系列を作り，これにIiIj，;cの 2.596J~ 作血r:j(j手滋液 0.5 ml 

3) 菌体 RHC 間体RCを 1%)主酸アルゴーノレで処理 つつを各試験特に加えた。対n~1として，① Z. ラ必正常血球

して結合脂質を完全に除去した間体残澄である。抽出条イ午 浮遊液十被検清の長高濃度，① 2.596感作血球浮遊i夜十位t
は前回と同線。窒素量8.:25~ぢ 康家兎血清の{75数希釈を月]怠した O

以上の 3つの同体残澄を昼、食7}(1ζ浮遊し，各[有体浮遊 2) 赤血球凝集反応阻止試験 グイダーノレ試験管l乙抗元

液の窒素量を一定にして，家兎 1，2， 3， ¥とは BAをー 液を生食水で=所要濃度より倍数希釈した O.雪日11の系列を

週間隔で耳静脈より B回注射， ;n 1:2 mgo 4， 5， 6， 1とは 作り，乙れに~Ji:濃度(例えば赤血球，JJE!長単位)の抗血清

RCを同様に 8.76mgo 7， 8， 9，には RHAを同様に 0.5 mlをかlえて 370C の僻卵器で 30分l吸収した後，赤

6.7:2mg注射した。 血球凝集反応と同様に施行した。対照として，①感作血球

家兎 10，11， 1 :2，には BCG雨， 14， 15，には人 十抗血清+生食J](，①正常血球+抗血清十生食水を用志し

型菌青山 B 生関， 16， 17，には百ILIB加熱死l'Fiを各 10 た。

mgづつ 1週間隔で3回腹腔内注射して免疫した O 家兎 3) 沈降反応 重層法。抗元濃度は，多粘体は 0.1mg 

19， ::0，は1m処尻の対Hな血清とした O
かくして得た各種免疫及び、対照血清は，採血後ヂイツ

諸過， 560C 30分非動化して 40C の氷室に保存したが，

赤血球凝集反応に際しては，抗血清0.:2ml ¥こ，感作血球

に使用したのと同じ血球の 10%生食浮遊波1.0mlを加

え，室温 10分2恒|吹収し，異種赤血球凝集素を除去して

使用した。

/ml， iltlは 1mgfmlとした。又，①生食水十最高濃度血

清抗元+健康家兎血清を対照とした。

実験成績

赤血球疑集反応の成績:土表21こ示した通りいづれの燐

脂質劃分で感止した血球も，多糖体及び蛋白劃分で感作し

た血球と同様，極めて鋭敏 lこ各種抗血清と反応した o {口ー
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質を含む)を除去した間体 RCで免疫した血清と高度に

反応したにも拘らず，燐脂質感作血球ば本血清とは全く反

応しなかった。以上の成績は I':~休燐脂質がツベノレクリン蛋

白及びj問主体と同様血球感作能力を持ち，且つ主体内に

おいて燐脂質抗体は多糖体及び蛋白抗体とはノ01J個lこ独立し

て産生される事を意味する O 叉本表lこ見られる如く，いづ

れの抗JCで感作した血球も，結合脂質まで完全に除去した

的体残澄 RHAの免疫血清とは始んど反応を示さなかっ

7こ。

沈降反応、の成績は表31乙示した通り，一般的傾向ぽ赤

血球凝集反応の成績と略一致したが，ただ多糖体は赤血球

凝集反応lこ於て抗 BA血清と強く反応したにも拘らず，

沈降反応ではF:tt生であった事がi1口される O
結核!日の燐脂質は 般動植物の;憐脂質とjさってタ総lJu

を多くなんでいるのがその特徴の lつであり ，-)j赤血球

3Jf集反応における主たる血球I~作物質は多糖体 J7えられて
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表 4 赤瓜l球凝集反応阻止試験

血清 No. 10 160倍

ぶ官?12出れすliF315f部EF

f中fi九ザ 1-1 321 -110 
BCG燐脂 に I1n<")-1 
質(B . N) 1 - 1 1 U 1 - 'r 1 U"，，' 

仲野T!悶 1-1 抗 1-110241 
註〕 阻止に要した抗元呈は 1/数字 mg.但し OTは
数字 xl0倍
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いるので，燐脂質による血球感作も中に含まれる多糖体に

よる可能性が考えられる。これを鑑刊するために阻止試験
結 論

を行った。表4，ヲはその成績である O 血清は6穫の抗元 1) 結核内体燐脂買は赤血球i疑!t反応において鋭敏な血球

lと対して大体等しい赤血球疑~r仙を持っている No.l0 と 感 í'rc抗元になり 1~~ る O

NO.14を使用したが，成績;ま凶u}Jとも同僚の傾向を示し り 燐脂11による赤血球々集反応の抗元体系は少くともツ

Tこo lllJち;燐脂質感作血球の疑集反応は;燐脂質自身によって べ/レクソン多糖体による赤血球匁耳、反応の犬とは全く川個

強く阻止され， iツ」多野fl*によっては全く阻i上されなか で=独、';:している。

ったo1Llし蛋白分割によってある程度fmr上された。叉逆に め 結核団体燐脂百は， :j山!l¥f'I'，i休のJJI1;i;!¥:JI加熱をnuはず，
:燐脂質は「ツJg;給体， fi山，ツベノレクリシで!:{!;f干した赤 又抽出方法の如何によらず (Eoguet et 1¥egr2 i.b 

血球凝集反応;を全然阻止しなかった。又多総体はそれt'J身 Anderson法)すべて始んど同桜に血球のi:{!;/r元になりね

によって最も強く阻止されたが，蛋白，ツベノレクリンで感 る。

「トした赤血球凝集反応は，それ等u身よりもj;粘体lこょっ
てjfkも強く阻止された。

総括及び考案

亦血球主是t1i反応の/t:iぷについては Middlebrook6)7)8)

は多糖体と推定し， Scottと Smith9)， Gerne-RieuxlO)， 

Poundll)も悶燥の報台をしている O 又 Boyden12)は赤血

球を子めタンニン酸で処J'J!.することになって蛋白が吸着さ

れるとしているが，これに反応してfN浮13)，若倉14)進藤15)

は多糖体ばかりでなく，自lijYi1ii，{なしに蛋白によっても感作

する事が出来ると主張している。

Boquet d Negr2 の燐脂質(メチル抗7じ)， An. 

dcrson の燐脂質は tllJ体 ~;ll;合反応や沈I;;f以叱;の抗元として

叫に1>Ullされており，このj円:'1二凶 fはおii脂nと号えられて
pるが (Pinner16l，Doaこ17)， Chargoffと Sha:ofer川)，

我々はこれらの燐脂質を赤血球疑年反応の抗元として使用

し，燐脂質も亦赤血球疑長反応の血球!:{!;f'to元となる事を対1

り得た。而して燐脂質が赤血球 ~Æ集反応十沈降反応lこ於

て，脱脂r:i，i体残y査で免疫した抗血治と反応しなかった事，

及ひ下r1止試験lこ於て「ツ」多粉体と交叉反応を示さなかっ

た事からみて，燐脂質による赤血球疑1.1~反応の抗元体系は

少くとも「ツJ1þ粘体による赤血球 ~jì-;集反応;の犬とは全く

HL個の独立したものであるといい得る O

J欠lと，本邦去の趣旨とはII'{接関係はないが，本実験lこ

使用した蛋白劃分は化学的性状からみて，かなりの多総体

を合んでおり，且つ蛋白感f'r血球の凝集反応が，蛋白劃分

自身によるよりも多糖体によってより強く阻止された事実

から見ると，蛋白葺l分による赤血球疑集反応が，果して蛋

白白体の感作によるものか，中l乙含有されている多糖体に

よるものかは目下のと ζろ明確でな0'0又完全脱脂国体残

澄 RHAの抗血清はいずれの抗元とも殆んど反応しなか

った事から考えると，生体内において結核世liこ対する各種

抗体の産生にはl刊の結合脂質が主主な役 J剖を演じている事

を示口受するものと，l~，われる O
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