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原 著

結核にbける赤血球凝集反応の研究

特に抗原加熱の影響について

小野勝男 高橋義夫

(北海道大学結核研究所予防部 主任 高橋義夫教授〕

(問手n33年7月28日受付〉

結核における赤血球凝集反応に於て，血球感作抗原 えて 400C前後の童書室煎上でマグネチックスターラーで

は主として多糖体と考えられ，又血球を予めタンニン酸 捜杵しながら 10時間加水分解した。この溶液に 10μ

で処理した場合には蛋白が感作抗原になると考えられて 三塩化酷酸を少量加えて完全に沈澱を生ぜしめ，遠心分

いる。著者は非加熱ツベルクリン及び加熱ツベルクリン 離， 10μ 三塩化酷酸で数回洗糠後，蒸溜水で上清の

より得た 12種の多糖体及び蛋白百分を用いて， Middle- Molish反応が陰性となるまで洗糠，乾燥したもの。(窒

brook-Dubos反応及び Boyden反応を追及，同時に抗 素量 9.7'}i-) 

原加熱の影響を検討した。以下その成績を報告する。 4) 多倍体画分 PsQC: P を分離した残りの浦、液

尚，これらの抗原は著者の 4人高橋が分離したものであ を流水で透析(2日)，遠心して不純物を除去，これに

る。

実験材量及び実験方法

抗原の製法

Sevagの方法により，クロロホルム・アミルアルコール

混合液 (4:1)を約1/5量加えて，分離漏斗で強く振替重

し，これを 3固くり返して除蛋白し，これにメタノール

を 45~i-に加えて 24 時間放置して沈澱したものを蒸溜

1) 蛋白面分P: H37Rvソートン 8週培養液液 (9 水とメタノールで溶解沈澱をくり返して精製したもの。

1)をザイツ源過 rotaryevaporatorで 300ccに濃縮 (窒素量 0.17~(，) 

(450C以下)， これに核酸を除去する目的で上清に沈澱 5) 多糖体画分 PsQV: PsQC をとった残りの液

の出来なくなるまで複合ストレプトマイシンを加え，遠 をrotaryevaporatorで 400Cで 1/10に濃縮，これに

心して沈澱を除去，上清に三塩化問酸を加えて pH1.0 メタノールを 80μ に加えて， 24時間放置後沈澱物を分

とし，一昼夜氷室に放置後遺心分離し，沈i査を蒸溜水 離，蒸溜水とメタノールで精製したもの。(窒素量 0.22

(pH 6.0)で数回洗機後再び弱アルカリ水に溶解，三塩 ?の

化酷酸で沈澱させる操作を数回くり返して精製したも の 多糖体画分 PsQQ: PsQVをとった残りの液

の。(収量 2050mg，窒素量 10.6'}，の を再び重漫煎上で 1/15に濃縮， 95μ にメタノールを加

2) 蛋白面i分 PD: 上記 P700mgをアルカリ水 えて出来た沈澱を同じ様にして精製したもの。(窒素量

に溶解し，遠心して不純物を除去，三塩化問酸で沈澱を 1.00μ〕

生ぜしめ，再びアルカリ水に溶解し，セロファン嚢中で 7) 蛋白画分 hP，hPD， hPH，多糖体分画 hPsQC，

流水で 2日，蒸溜水で 1日透析し，最後に三塩化酪酸で hPsQV， hPsQQ: 前述の H37Rv ソートン 8週培養を

pH 4.0にして沈澱を生ぜしめ，これを乾燥したもの。 高圧滅菌釜で 1200 30分加熱し慮液を非加熱のもの

(収量 380mg，窒素量 9.2μ，上消の Molish反応陰 と同様の方法で分画したもの。(窒素量 hP10. 3 '}{， ， hPD 

性)0 11.3 'J{" hPH 10.3μ， hPsQC trace， hPsQV 0.65μ， 

3) 蛋白画分PH: 上記Pをアルカリ溶液とし，遠 hPsQQ 2.47 '}.の

心して不純物を除去，三塩化酷酸で pH4.0にして沈澱 使用した抗原は以上の如くであるが，蛋白画分は窒

して沈澱を生せ、しめ， 沈澱物に 1μ 塩酸 100mlを加 素量からみて可成りの多糖体が混在していると考えられ
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る。これは糖蛋白の型のものであろう。 予五 NRS)で1回沈澱した後， 10 mlの 0.4?;;NRSを

菟疫血清 加えて 2.5μ 感作血球浮遊j伎とした。又被検血清をヴ

家兎免没血清を使用した。本実験に使用した免波1([1 ィダーノレ試験管に 0.5ml づっ 1~:; NRSで倍数希釈

清の内， No. 6とNo.12 fi前回の実験1)に使用したもの し，これに前記の感作血球浮遊淡 0.05mlづつを加え

で， No.6は菌体 RCで， No. 12は BCG生育Jで免 て振苦言，玄7ÆHこ 14~18 時間政置した後 M.D 法と同

皮したものである。 No.21は家兎に BCG生悶を 4回 様の基準で判定した。尚①感作血球+希釈液，②タン

に分け合計皮下に 17mg，腹腔内にlOmg，rlfl十脈内に 7 ニン酸処理非感作血球十被検血清の最I骨漢度を対照とし

mg注射して免疫したものである。これらの免疫血清 た。

は，採取後ザイツ法過， 560C 30分非働化して 40Cの め赤血球凝集反応阻止試験:抗原液をヴィダー

氷室に保存したが，赤血球凝集反に際しては，血清 0.2 ル試験管に希釈液 (B1去では 0.4~:; NRS)で0.5mlづ

ml に感作血球に使用したのど同じ血球の 10，，;;沼遊液 つ倍数希釈し(第 1管は抗原 0.25mg/希釈液 0.5mlと

1.0mlを加え，室温 10分2同l吸収し，異種血球凝集素 した)，これに 8倍免没血清0.05mlづつを加えて 370C

を除去して使用した。 の解卵器で 30分吸収し， 次で 2.5%感作血球浮遊波

血 球 0.05 mlづつを加え，以後 2)3)に記した方法と同様

脱線総した細羊血球に等量の修正 Alsever溶液C)を に施行した。 lil1止価ほ反応が陽性になる直前の試験管の

加えて 40Cの氷室に保存し，使用時にこの Alsever保有 抗原量の逆数で現した(例えば 1/32mg ならば 32と

血液を遠心し，血球を希釈液で 3戸li先株して使用した。 記載した〉。 尚①感作血球十免疫血清+希釈液，②非感

Alsever保存血液は採血後3週間以上は使用しなかっ

7こ。

希釈液

特に指定した時以外は， すべて M/1SJ;i!f酸緩衝生食

水 (pH7.2)を使用した。

血清反応術弐

1) Middlebrook-Dubos 法(以下 M・D法と略す〉。

血球感作方法は，特に指定した場合以外は，抗原 0.5

mg/希釈液 1.0ml/ packed cel1 0.025 ml とし 370C

の解卵器で 2時間感作 (30分旬に振滋)，希釈j夜で 3回

洗滅後， 2.5μ感作血球浮遊淡を作った。又ヴイダール

試験管に被検血清を 0.5mlづっ倍数希釈して，これに

前記の感作血球浮遊液 0.05mlづつを加え， 370Cの解

卵器で 2時間加湿り0分停に振濯)， 14 ~ 18時間定温

に放置した後，管!足に沈澱した血球の状態によって判定

した。判定基準は図 1に示した。尚①感作血球+希釈

j夜，②非感作血球+被検血清の最高濃度を対照とした。

図 1 判定基準

2) Boyden法(以下B法と略す): 大体 Boyden3)

の方法に準じて施行した。即ち 2.5μ 血球浮遊液 10ml

に，同量の 2000倍タンニン酸溶液を加えて室温に 10

分間放置後遠心し，希釈液で 1回洗糠した。これに抗原

1.5 mg/希釈液 50mlの抗原液を加えて室温 10分感作

後遠心し， 0.4;;bに正常家兎血清を加えた希釈液 (0.4

作血球十免疫血清十希釈淡を対照とした。

4) 沈降反応、: 重層法を用し、， 抗原希釈のみを行

って抗原価を測定した。

実験成績

各抗原を感作原として M.D法及びBi去で赤血球凝

集反応、を行った。又」部の抗原については感作濃度を変

えて赤血球凝集反応 (M.D法〉を行し、，又沈降反応を行

った(表 1，2)0 M.D 法では，多檎体画分の内，PsQC，

hPsQC は共に感作力がなく， PsQV， PsQQに感作力

があったが，その加熱画分である hPsQV，hPsQQには

表 1 各抗馬{の赤血球凝集価と沈降価

血清 No.12 

赤血球凝集何 沈降価抗 JJ)i 

加I・D flと B 法 (抗原価〕

ー一一一一一一

P 640 1280 64，000 

PD 640 1280 

PH 640 640 

PsQC O O 10，000 

PsQV 640 。 320，000 

PsQQ 640 O 320，000 
一一一一一

hP 640 。 8，000 

hPD 640 。
hPH 640 O 

hPsQC 。 。 10，000 

hPsQV 。 。 320，000 

hPsQQ 。 O 40，000 

れ



表 2 抗原漢震を変えてJ居;作した場合の

赤血球凝集価 (M.D法〉

血清 No.12 

¥吋度[
Per mllSml'" 1ml'" 0.5 : 0.25 0.1 0.01 

mg lmg mg' mg mg mg 
抗原 | 

P 640 1 640 640 640 。
PsQC 。。 o 。 O 。
PsQV 640 640 640 640 640 160 

PsQQ 640 640 I 640 640 320 。
hP 640 640 640 640 。
hPsQC O O O O 0， O 。|

0' hPsQV 320 ， 。 0' O 

hPsQQ O 。。|。。|。

感作力が無かった。 {[1.しhPsQVは全く感作力が5たわれ

たのではなく，高濃度を丹jし、た時には陽性反応が現れ

た。これに反して蛋白画分では非加熱，加熱曲I分J!~に感

作力を持っていた。 Bi去では非加熱蛍白凶分のみが感作

力を持ち，加熱蛋白国分，多糖体闘には感作力がなかっ

た。沈降反応では， PsQC， hPsQCは低希釈でのみ反応

が起った。 PsQV，PsQQは共に高希釈まで反応したが.

赤血球凝集反応では陰性であった hPsQV，hPsQQも亦

相当高希釈まで反応したのが注目される。蛋白岡分は多

糖体画分に較べて，イ民希釈で反応が起った。

次に M.D法では PsQV，PsQQ， P， hPを感作原と

し， B 泣くではPを感作原として，各抗原を阻止抗原とし

て阻止試験を行った(表 3)0 M.D法では， 多糖体)白i

分を感作原とした場合は， lli白幽|分よりも多糖体i面分に

よって強く阻止されたが，蛍白幽分を感作原とした場合

でも，同様に蛋白割分よりも多附体i面i分によって強く阻

止された。又 B法で蛋白凶i分を感作原とした場合は，

表 3 赤血球凝集反応阻止試験成部

血清 No.12 8倍血清

、~一一¥ 一一
¥ 感作抗原 P hPPsQVjPsQQ P 

成作 一一一一一一 一一←一一
・方法 M ・D i去 B法

阻止抗原
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0は4以下を示す。

3 

蛋白面分によってのみ強く阻止され，多糖体自i分によっ

ては全く阻止されなかった。

加熱多糖体画分 (hPsQV，hPsQQ)は先に述べた様

に，血球感作力を失っているが，阻止価，沈降価は非加

熱両分 (PsQV，PsQQ)と大差ない事がわかったので，

非加熱田j分を加熱する事によって，加熱闘分と同様の性

質を持った抗原を作り得るのではないかと考え，次の様

な実験を行った。E!Pち PsQVを 1mg/mlに生食水に
溶解し， N/lO塩酸， N/lO苛性ソータを用いて pH

4.0， pH 7.0， pH 10.0の13通りの抗原液を作・り， Koch 

釜で 1000C，15分， 30分， 60分， 120分， 240分加

熱し，直ちに N/lO塩酸と N/lO苛性ソーダで pH7.0 

にもどして，これを感作原として赤血球凝集反応を行っ

た(表4)。又加熱前と 240分jJ日熱後の抗原について赤

血球説集反応阻止試験と沈降反応を行った(表4)0 15[J. 

表 4 PsQVを pH4.0， pH 7.0， pH 10.0で 1000C
に加熱した場合の赤血球凝集価， 同阻止価，

Z立び沈降価

( 1 ) 赤血球凝集価

血清

No. 4 ! 1280 1280 1 1280 

7 1捌附 1ml1280: 併O 併O
21 10 1280 I 640 1 640 1 320 320' 0 

No. 4 320. 320 I 320 I 320 160 160 
" 
7. 320 I 320: 320 I 320 320 160 

6 10 1
1 
320 320 I 320 1

1 
160 160 0 

(2) 赤血球凝集反応、院 (3) 沈降何

止価感イl'抗原 PsQV 血清 No.21 

240' 
血清 pH加熱前 JJu熱後

No. 4 '! 256 

21 

240' 
血清 pH加熱前加熱後

Noi4|i800，ooo 
: 7 1800， 000'800， 000 

21 '.A 1 
10 ! .800， 000 

512 、γ1 4 1 .400. 000 
よ刊o.

512 1 7 i400， 000i400. 000 

512υi  10 I i400， 000 

7 256 256 

10 256 
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止試験の感作tA原には PsQVを用いた。成績は表4に

示す織に， pH 4.0， pH 7.0では， 240分加熱後に於て

も将JJrの赤血球凝集価の低下を示したに過ぎないが，

pH 10.0では， 240分加熱後に凝集価は Oとなり，アル

カリ性てす11熱する場合には，酸性又l土中性で加熱する均

台よりも寄与ノUに感('1ブJI)':たわれる'1+がわかった。この場

ffでもISll.ll:fIIli.i:1.J.Hlfiはj)lじ弘前に較べて全然低下しなか

った。

内
リ
ハ
り

4
h

ハ

リ

ハ

リ

ハ

リ

A
U
 



4 

総括及び考案

赤血球凝集反応の本態については，Middlebrook4)目的

は多糖体と推定し， ScottとSmithり， Gernez-Rieux')， 

Pound9)，も同様の報告をしている。又 Boyden3)は赤

血球を予めタンニン酸で処理する事によって蛍白が吸着

されると報告している。本実験に於ても表3に示す様

に， M.D法では，多絡体I函分を感作原とした場合でも，

蛍白画分を感作原とした場合でも，多糖体によってより

強く阻止され， B法では，蛋白面分を感作j宗とした場合

には，蛋白画分によて阻止されるが，多:陪体国分によっ

て阻止されないと云う事実から， M.D 去では多1主体が

感作原となり， B法では蛋白が感作原となると考えられ

る。

次に，ツベルクリン多糟体をメタノールで分画した

場合，どの分画に血球感作力があるかと云う問題につい

ては，既に幾つかの報告がある。即ち Pound引は 7S

~87 ガメカノー)[.，沈澱物，浅見等10) は 50μ メタノー

ル上清からの 83μ メタノール沈澱物， 武田等11lは 50

~80 :%メタノール沈澱部分と云う様に略一致した成績

を得ている。本実験の成績も，以上の報告と略一致し

て， 45:?{沈澱部分には感作力がなく， 45"'80μ， 80'" 

95μ に感作力がある事を認めた。且後二者は阻止試験

の成績から，血清学的に同ーのものと考えられた。以上

の成績から 4S~ 95:，!b沈澱部分に感イ乍力， 阻止力があ

り，沈降反応に於ても家兎免疫血清と強く反応し， 45μ 

沈澱部分には，感作力，阻止力共になく，沈降反応では

家兎免疫血清とは俸に反応するに過ぎなし、と結論する事

が出来る。武田等11)は又，この感作力を有する国分が，

Seibertの多糖体Iに一致する事を示している。

次に加熱の影響については，本実験に於て，酸性，中

性で加熱した場合でも感作力に多jの低下が認められる

が，特にアルカリ性で加熱した場合には著明な低下を来

すと云う成績を得た。この事実はIlandとPeacock12)， 

佐々木13) も指摘しており，又，根津14)は培地の pHが

アルカリ性に傾き 3TCで永い間加温されていると感

作力を失うと述べている。

而して，感作力を失った多糖体凶1分でも，尚阻止.力

を持ち，旦つ沈降反応、に於げる抗原価が低下しないと云

う事実は次の様に説明されると思う。即ち，赤血球凝集

反応の機転は未だ明確に解明されていないが， (1)抗原

が1m)'求表前に吸着される。 (2)血球表而iにl吸着された抗

原が，血清中の抗体と結合する，と三う 2つの段階を経

て行われると考えられているが，阻止力を持ち，沈降反

応、で反応すると云う事は，抗体と結合する能力は保持し

ているが，血球に吸着する能力を失ったと理解するのが

妥当であろう。それ故化学的には同じ位の量の多糖体I

を持っている回分であっても，血球に吸着し得る多糖体

の量と吸着しない多糖体の量の比は， 培妥条件， 分画

法，保存法等の相違によって異ってくるのが当然と考え

られる。或る両分に於て，血球に吸着し得る多楠体の量

を化学的に測定した実験は余りないが， Middlebrook15) 

は彼がツベルクリンから得た多糖体回分では， 約 40μ

がl決着されたと報告し，中島16)は結核菌の水性浸出液で

約 30:'!bの多情体が吸着されたと報告している。l1and

と Peacock12lは， 組多f膚体抗原を連続的に血球で吸収

し，赤血球ィ疑集反応が殆んど起らなくなった後でも，な

お沈蒋価は吸収前と変らなかった事実から，多糖体が感

f乍!反ではなし、と述べているが，この様な実験成績から感

作物質が多機体でないと結論するのは，上記の様な理由

から妥当ではないと考えられる。

又，表 1に示す様に，加熱多糖体面分 (hPsQV，

hPsQQ)は感作力を失っているのに対して，加熱蛋白岡

分 (hP，hPD， hPH)に含まれている多糖体は感作力を

持っていると云う理由は，これが蛋白によって保護され

ていると想像されるが，目下のところ明確ではなし、。

Meynell11)は PPD，菌体の尿素抽出物，水性抽出物に

ついて，感作力と阻止力を検討したが， PPDは阻止力

に比し，感作力が特に強い事を述べてし、るのが注目され

る。

結論

非加熱「ツ」及び加熱「ツ」より，それぞれ3種の蛍

白画分と 3種の多糖体画分を得て，赤血球凝集反応，同

阻止試験，沈降反応を行って，次の如き成績を得た。

1) 亦血球凝集反応、に於て， M.D法では多機体が

血球J慈作原となり B法では蛋白が血球感作原となると

考えられる。

2) 多糖体画分では， 45 ~b メタノール沈澱部分には

血球感作力，阻止力共になし沈降反応で家兎免疫血清

と僅に反応するに過ぎないが， 45"'80 :'!{， 80"'95μ メ

タノール沈澱部分に血球感作力，阻止力があり，沈降反

応に於て家兎免疫血清と強く反応する。旦後二者は血清

学的に向ーのものであると考えられる。

3) 蛋白I頭分は，本実験の様な条件で透析，加水分

解しても，赤血球凝集価の著明な変化を米さなし、。

4) ~~lM本~11Ì分 (M'Diお，蛋1"，]同分 (B法〉は，

1J111i!¥ (特にアルカリ溶液中で)によって亦血球疏集何の

消失乃至著切な低下を来すが，阻止価，沈降価は著明な

変化を来さない。これは抗原が抗体と結合する能力を失



内

ったのではなく，血球に吸着する能力を失ったものと考

えられる。
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