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結核菌燐脂質による赤血球凝集反応の研究

反応の諸条件の検討

小野勝男

(北海道大学結核研究所予防部主任 高橋義夫教授〉

(昭和 34年 1尽20日受付〉

高橋及び著者は，前回の実験において円 Anderson2)

及び Boquet-Negre3)の方法によって得られる結核国の

燐脂質が，ツベルクリン多糖体と同様，赤血球{疑集反訟

の良好な感作原になり得る事，及び燐脂質による赤血球

凝集反態の抗原抗体系はツベルクリン多糖体による赤血

球凝集反態の夫とは全く別個で独立している事をつきと

めた。それで今回著者は燐脂質による赤血球凝集反態の

術式を確立する目的で，抗原のWiiJ製法，血球感作法共他

について種々検討を加え，且つ同種抗原による溶血反態

及び補体結合反態との比較を試みた。ヌド報はその実験成

績である。

実験材料及び実験方法

抗原

抗原は高橋教授が拍出したもので，共方法は次の通り

である。 BCGソートン 8週培養アセトン致死菌体25g，

H37Rvソートン 8週培美加熱致死菌体 12g，1中野株ソ

ートン 8週培技加熱致死菌体 3g，以上の菌体を混合し，

450mlのアセトンで 40
0
C2回(各3時間)批出し，そ

の残澄に H37Rvブイヨン 31日培養アセトン致死因体

のエーテル・アルコール抽出残澄 17g を加え，これを

メタノール 600mlで2回煮沸しながら抽出し，メタノ

ール抽出液を窒素を通じながら 200mlに滋締 2倍の

アセトンを加えて沈澱を生ぜしめて遠心分離，七七澱物を

再びメタノールに加温溶解し，不溶物を除去，再びアセ

トンを加えて沈澱を生ぜしめ， 1七澱物を乾燥して得た燐

脂質である。以下これを Pd.mixとする。くP:2.2:;'~) 

Pd. mixをメタノールに 2.0mg/mlの割合に溶解し，

これを保存原液として4
0
Cの冷蔵庫中に保存したが，保

存中に白色の沈澱を生ずるので，使用時には約 500Cに

加温して沈澱を完全に溶解して用し、た。

抗原液の作製法・結核問体燐脂質は，ツベルクリン又

は凶体蛋白及び多糖体と異り，水に溶解せず，従ってメ

タノール溶液から水に懸濁液をつくって抗原として用い

るわけであるが，懸濁iO'の作り方によってi夜中の燐脂質

粒子の大きさに差を生じ，ひし、ては試験管内抗原性に差

を生ずる事が考えられる。そこで著者は次にのべる 2方

法を比較してみた。

(1) 滴下法:予め所定量の食塩水を結晶1m.にとり，

これをマクnネチック・スターラーで捜持しながら，これ

に所定量の Pd.mix メタノール溶液を滴下し，得られ

た抗原懸濁液を重漫煎上で加温しつつ扇風機で送風して

メタノールを双発させ，蒸発した水分を蒸溜水で補う o

{':)Jj下条件を一定にするために Pd.mix メタノール溶液

は注射針で滴下した。他の方法を用いた場合はその都度

記載する。

(2) 混合法.希釈液の食塩水と Pd.mix メタノー

ル溶液を2本の試験管に別々に入れておき，T!i釈液を

Pd. mixメタノール溶液に手早く加え，これを希釈液の

方の試験管にうっすと云う採作を数回くり返し， 37
0
Cの

解JJIJ器内に 30分放置した後使用した。但し抗原濃度が

0.5 mg/ml以上(メタノールの量が 20μ 以上)では

溶血が起るので，滴下法の場合と同様にメタノールを蒸

発させて使用した。

菟疫血清・家兎免疫血清を用し、た。免疫方法は，家兎

No. 21は BCG生菌を4固に分け合計皮下に 17mg，

腹腔内にlOmg，静脈内に 7mg注射した。家兎 No.

27とNo.28は BCG生菌を腹腔内に 10mgづっ3回

注射して免疫した。得られた血清は採取後サ、ォツ漉過，

56
0
C 30分非働化し，アンプレに分注して 40Cの冷蔵庫

内に保存したが，赤血球凝集反応に際しては，血清 0.2

mlに，感作血球に使用するのと同じ血球の 10:;'b浮遊
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j夜 1.0mlを加え，室温 10分間放置，これを 2回繰返

して異種血球凝集素を除去して使用した。

血球:脱線維した緬羊血液に等量の修正 Alsever 主主

液4lを加え 4
0
C に保存し，使用時には Alsever保存血

液を希釈液で 2回洗糠して使用に供した。 Alsever保存

血液は採血後3週間以内に使用した。

希釈液:特に指定した場合以外は，燐酸綬{事i生女水

pH 7.2(1日/15)を使用した。

血清反応術式

1) 赤血球凝集反応・抗原濃度，血球量，感作時間等

を色々変えて行ったが，それはその都度記載し，特に記

載してし、ない場合には，すべて下記の方法を用いた。l!P

h 血球感作条件は Pd.mix 1.0 mg/希釈液 2.0ml/血

球 0.05rnlとし， 37Cの解1JIJ器内で2時間感作(30分

毎に振濯)，希釈液で2回洗機後， 1.25μ 感作血球浮遊

液を作った。又ヴイ夕、ール試験管に被検血清を 0.5rnl 

づっ 20倍より倍数希釈して，これに前記の感作血球浮

遊液 0.1rnlづつを加え 370Cの解卵器内で2時間加

温(30分毎に振浸)， 14~18 時間室温に放置した後，

管底に沈澱した血球の状JIf.によって判定した。尚(1)感

作血球+希釈液， (2)非感作血球+被検血清の最高濃度

をJt照とし7こ。
2) 溶血反応:前記の方法で赤血球凝集反応を行し、

(但し希釈液は生食水を用し、，又血清は 0.25rnlづっ倍

数希釈した)，判定後，緒方法で測定した補体 3，4， 5， 

6， 8， 10単位/0.1 mlを加えて恒温槽で 370C30分加

温後直ちに判定した。判定基準は

0: 完全不溶血

1 : 一部分溶血

2: 大部分溶血

3: 完全溶血

として，完全溶血と大部分溶血を陽性としたo

3) 補体結合反応:緒方法5) を用い，抗原，血清両方

を希釈して施行した。

4) 沈降反応:重層法により，抗原血清両方を希釈し

て施行した。血清の希釈には 2μアラビアゴム食塩水を

用いた。

実験成績

1) 滴下法:実験方法の部で記載した方法で次の 5通

りの抗原液を作って赤血球凝集価を比較した。感作抗原

濃度はすべて 0.5rng/mlである。尚希釈j夜は生理的食

坂水を用いた。

( 1 ) 希釈液をマグネチック・スターラーで撹伴しな

がら， 1/5注射針で Pd.rnix メタノール溶液を滴下し

たもの。消数 1rnlあたり 300II富。

(2) 希釈液をマグネチック・スターラーで捜梓しな

がら， 1 ccピペットで Pd.mixメタノール溶液を滴下

したもの。 j荷数 1mlあたり 45滴。

( 3) 希釈j夜を入れたどーカーを子で振還しながら，

1 ccピペットで Pd.rnixメ7ノール溶液を滴下したも

dコ。
(4) 希釈液の上に Pd.mix メタノール溶液を重層

させ，次でマグネチック・スターラーで捜f干したもの。

(5) Pd. rnixメタノーノレ溶液を先つビーカーに入

れ，マグネチック・スターラーで説杵しながら，希釈液

を 1/5注射主十で滴下したもの。

成績は表 1に示す様に， (1) (2) (3)の方法では同じ

凝集価を示したが， (4)では不安定で，血清によっては

陰性となり，陽性の場合でも低希釈の血清一の試験管で凝

集の起らない事があった。 (5)では凝集は全く起らなか

った。

表 1 各種抗原液の凝集価

血清!
¥No.  21 No. 27 No. 28 
抗原¥

(1) I 6刊 64o 320 

(2) ! 64.0 64o 320 

(3)， 640 64o 320 

(4〉「五o 糾O

(5〉|-7-l-

表中の数字は赤血球凝集佃を示す。

Pd. mixメタノール溶液を希釈j夜に滴下する場合と，

逆に希釈液を Pd.rnix メタノール溶液に滴下する場合

では，抗原液の性状に著明な差異が見られた。前者では

Pd. rnixメタノール溶液を滴下するにつれて徐々に白濁

度を増すが，白濁は軽度で，やや蛍光をおび，放置しで

もこの抗原濃度では沈澱を生じなし、。これに反して後者

では希釈液を数滴滴下すると強い白濁を生じ，以後白濁

は増強しないが，前者に比して白濁強く，放置するか，

又は 2000回転5分程度の遠心により沈澱を生ずる。

次に滴下時の温度の影響について検討した。希釈液の

温度を 20C，室温(約250C)，4ぴCとし，これをマグネ

チック・スターラーで捜干ドしながら Pd.mix メタノー

ル溶液を 1/5注射針で滴下して抗原液を作ったが，何れ

も凝集価は同ピであって，この程度の温度の変化では凝

集価に影響を与えなし、事がわかった。

次に，メタノールを加温蒸発させる事の可否について

検討した。前と同様にして作った抗原液を2分して，一



il者下法では， 2.0 mg/mlから 0.25mg/mlまでは，各

量の血球を最高の凝集価を与える様にJ惑作する事が出来

た。 0.1mg/mlでは 1/10量の血球を加えた場合の凝

集価が低|ごし， 0.01 mg/mlでは全く凝集しなくなっ

た。これに反して混合法では， 0.4 mg/mlから 0.2

mg/mlまでの非常に制限された範囲内で 1/20量以下

の血球を充分に感作する事が出来るが，それ以上又はそ

れ以下の濃度では著明に感作能力が減弱した。他の血清

でも同様の成績を得た。

3 

方は前述通りi弗還した童書煎とでメタノールを蒸発さ

せ，他方を真空ポンプで吸引してメタノールを蒸発させ

た。成績は表2に示す様に，力日温蒸発させた方が高い凝

集価を示した。

メタノール除去法の抗元域に及ぼす影響

¥¥  血清
¥¥No.  21 No. 27 

抗原 ¥¥  

力日温蒸発| 附 | 併o 320 

真空蒸発 320 320 

表中の数字は赤血球凝集価を示す。

No. 28 

表 2

抗原濃度と血球量 2)混合法 血清 No.28

一一一一一_1血球量
¥i  1/10 I 1/20 I 1/40 I 1/80 11/160 

抗原濃度 mg/ml¥|一一一し_J___J一一一l一一一
2.0 ー|ー l 一:
1.0 ! - I -I -i 

0.5 

0.4 

0.3 

0.25 

0.2 

0.1 

0.05 

0.01 

160 

320 

320 

320 

320 

320 

320 

160 

80 

320 

320 

320 

320 

320 

320 

80 

表 4

表中の数字は赤血球凝集価を示す。

80 

80 

80 

80 

希釈液の pHの影響

希釈液の pHの影響を検べるために pH5.0，pH 

6.0， pH 7.0， pH 8.0の燐酸緩衝主主J短水 (M/15)，及び

生食水 (pH6.0)の5通りの希釈液を用意して，抗原液

の作製，血球のi光源から血清一の希釈に至る主での全操作

を各々の希釈液で行って凝集価を比較した。抗原液は滴

下法によって作った 0.5mg/mlのものである。成績は

表 5に示す様に， pH 5.0の燐酸緩衝食塩水では溶血が

起って判定不能， pH 6.0の燐酸緩衝食塩水では凝集価

が低いか又は凝集しなかった。最高の凝集価に達したの

は pH7.0， pH 8.0の燐酸緩衝食塩水及び生食水であ

2) 混合法.この方法でも凝集反応抗原液を作る事が

出来た。 0.5mg/mlの濃度ではメタノールの濃度が 20

μとなって溶血を起すので，加湿してメタノールを蒸発

させる事が必要であったが，この場合には滴下法で作っ

た同濃度の抗原液より凝集価が低かった。 0.4mg/ml 

以下の濃度ではメタノールを蒸発させる必要がなく，む

しろその方がメタノールを蒸発させた抗原.液より凝集価

が高かった。又希A釈液と Pd.mix メタノール溶液の混

合は手早く行う事が重要であって，徐々に加えた場合に

は，至適濃度でも凝集価が低し、か，凝集しない事が多か

った。

抗原濃度と血球量

滴下j去と混合法によって 2.0mg/mlから 0.1mg/ml 

までの種々の濃度の抗原液を作り，各濃度の抗原液に血

球を 1/10，1/20， 1/40， 1/80， 1/160量に加えて凝集価

を比較した。混合法では，0.5mg/ml以上の濃度の抗

原液は加温してメタノールを蒸発させたものである。何

れの方法でも 2.0mg/mlの抗原液は放置すると可成り

の沈澱を生じ， 1.0 mg/mlの抗原液は僅かながら沈澱

を生じた。凝集反応の成績は表 3，4に示した。表を見

ると，この血清に対する最高凝集価は 320倍で，血球量

を減じてもこれ以上凝集価は高くならない事がわかる。

表 5 希釈i夜の pHの影響

一一一一一(豆町一l

5.0 溶血

-l i 
表中の数字は赤血球凝集価を示すυ

28 

瓦一一 1云-下
320 

640 I 640 I 320 

640 640 I 320 

640 640 I 320 

27 21 ;夜

燐酸緩衝

食塩水
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切
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1
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「
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|
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川
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|
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|
|
」
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-

2

一

到

割

引

羽

到

一

一

一

示

。
一

ν
一
3

3

3

3

3

一を

-
l
l
I
J
|
「
1

1

1

1

1

1

1

-

-

-

-

一
価

涯
一

ω
一

m
m
m
m
ω
一
一
一
集
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-ν
一
3

3

3

3

1

一
凝

血

一

|

-

ー

ャ

ー

ー

ー

ー

L
球

三

一

責

主

ヘ

一

血

主

?

川

一

時

原

-
J
g
一

字

加
竺

m
一

数

二

度

一

の

こ

濃

一

中

二

康

一

表

=

抗

血清 No.28

1/160 

表 3

2.0 

1.0 

0.5 

0.25 

0.1 

0.05 

0.01 
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る。即ち中性乃至弱アルカリ性の燐酸緩衝食塩水，又は

生食水を用いるのが適当である事を示している。

血球感作時間及び反応実結後加湿する時間

抗原液は滴下j去では 0.5mg/ml， 混合法では 0.25

mg/mlのものを用V'， この両方の感作時間について，

37CCで 30分， 60分， 120分の 3通りを行ったので，

」つの抗原液につし、て 9通りの組合せが出来た。凝集{置

は滴下法でも混合法でも No.28の血清で 320倍であ

って，血球感作時間も反応、実施後加温する時間も 3アC

30分で充分である事を示している。又血球感作時間に

ついては，室温(約250C)15分では凝集しなかったが，

室温 30分乃至 60分で最高の凝集価に達した。

判定

判定は一晩室温に放置して血球を完全に試験管底に沈

澱させ， iti鮫の状態によって判定した。凝集の状態は図

1に示す様に，多持体を感f乍原とした赤血球凝集反応の

場合と同じである。多糖体の場合と異なる点は，多糖体

では試験管を振議すると，凝集が起っていれば血球は凝

集塊となって浮上するが，燐酸質では均等な血球浮遊液

十十

となってしまうので，この方法で判定するのは適当でな

い。又，再浮遊再沈澱させても凝集価は変らなかった。

又，抗原液が不適当で凝集価が低ドする場合，高希釈の

側で凝集が起らなくなると共に，低希釈の側でも凝集が

起らなくなり，血清希釈 80倍乃至160倍附近でのみ凝

集すると云う現象が度々見られた。

抗原液の保存

抗原液は71主下j去で 0.5mg/ml，混合法で 0.25mg/ml 

のものを作り，これを 2分して一方は 4
0
Cの冷蔵庫に保

存し，他方を室温く15~3ぴC) に放置して，日を追って

凝集価の変化を検べた。血清は No.27と No.28を用

いた。成績は表6に示す様に， i高下法では 40Cに保存し

た場合4週間にわたって凝集価は低下.しなかった。室温

に放置した場合でも凝集価は少し低ドしたが5週日まで

可成り高い凝集価を示した。これに反して混合法では，

40Cに保存した場合でも 2週間で全く凝集しなくなり，

室温では24時間で全然凝集しなくなった。これは滴下法

で作った抗原液は粒子が微少で安定性が高しこれに反

してJ昆合法で作った抗原液は粒子が大きく不安定で抗原

oo 
q
L
 

O
 
N
 

準

清
基

血

定

存
リ

保

刈
寸

の

1

液

戸

|

図

師
ρ
0
 
表

抗
|¥¥保存日数
原 l¥¥: 0 I 1 2 I 3 I 5 I 7 i 10 I 14 I 21 I 28 I 35 
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表中の数字は赤血球凝集価を示す。



粒子自体が自然に凝集する傾向にあるためと思われる。

レシチンの影響

梅毒血清反応、に於て，カルヂオライピンにレシチンを

加える事によって， it降価，補体結合価が上昇する事は

既に知られているので6川，同じリポイド抗原である結核

菌燐脂質に対するレシチンの影響について検討した。レ

シチンば市販一級レシチン(卵製)を使用した。抗原液

の作り方は Pd.rnixメタノール溶液 (2. 0 rng/ rnl)に

レシチン・メタノール溶液 (2.0rng/ rnl)を種々の割合

に加え， 滴下法では Pd.rnixの濃度が 0.5rng/rnl， 

混合法では 0.1rng/rnlになる様にした。;白下法で 0.5

rng/rnlは最高の凝集価を得る濃度であり，混合法で

0.1 rng/rnl はレシチンによって感作能力が増加すれば，

直ちに凝集価の上昇となって現れる濃度である。レシチ

ンは 0.5rng/rnl以上の濃度では溶血を起したので，

0.25 rng/ml， 0.125 rng/rnl， 0.05 rng/rnl， 0.025 rng/rnl， 

0.0125 mg/ mlとなる様にした。又，レシチン・メタノ

ール溶液に Pd.mix メタノール溶液と同量のメ 7ノ

ールを加えたもの，及び Pd.mixメタノール溶液にレ

シチン・メタノール溶液と同量のメタノールを加えたも

のを対照とした。成績はレシチン単独では凝集反応は陰

性であり，又 Pd.mixに加えても凝集価の上昇は見ら

れなかった。

溶血反応

方法は実験方法のところに記載したが，血清を 0.25

mlづっ倍数希釈したのは，血球の濃度が濃い方が判定

が容易であるからである。成績は表7に示した様に，補

体量を増加させるに従って溶血価も上昇してくるが， 10 

単位では対照にも溶血が起った。溶血価は加える補体量

に従って凝集価の1/2倍から 2倍乃至4倍であった。即

ち結核薗に由来する多糖体を感作原として溶血反応が見

られると同様，結核菌燐脂質を感作原とした場合でも補

体の存在下において溶血反応が起る事がわかった。

補体結合反応及び泊降反応

両反応、共，抗原液は滴下i去で作った 0.5mg/mlのも

のを抗原希釈1倍とした。補体結合反応、の成績は表8に

示す様に，陽性反応の起ったのは抗原希釈4倍乃至8倍

から 512倍の間で，補体結合反応に於げる抗体価は赤血

球凝集反応に於げる抗体価の 1/4乃至 1/8であった。

沈降反応の成績は表9に示す様に，抗原希釈 32倍まで

反応が起り，沈降反応に於ける抗体価は赤血球凝集反応

に於ける抗体価の 1/20であった。

考 案

結核菌燐脂質感作赤血球凝集反応、及びこれに補体を加

5 

えた溶血反応、について検討を加之たが，これらの方法は

本実験の成績が示す様に，同抗原を使用した補体結合反

応、や沈降反応、に較べてはるかに微量の抗体を検出する事

が出来る。

この反応の全操作を通じて最も重要な点は抗原液の作

製法である。燐脂質の様なリ fイド抗原は多糖体や蛋白

と異って水溶液にならないので，世清反応抗原には懸濁

液として用いるが，それには次の様な方法が考えられ

Q 。

1) 抗原アルコール溶液に希釈液を手早く加えて混和

する。

2) 抗原アルコール溶液に希釈液を滴下する。

3) 希釈液をJ辰吉霊混和しながら，これに抗原アルコー

ル溶液を滴下する。

1)は Nらgre3)がメチル抗原について用し、，又梅毒血

清反応の際は殆んどこの方法を用いてし、る。本実験に於

てもこの方法(混合法〉を用いて抗原液を作る事が出来

たが，この方法の欠点は，至適濃度の範囲が狭い事と，

希釈液を加える速度等の相違により抗原粒子の性状に変

化を来し，感作能力が変動する事であった。

2)はワッセルマン反応北研法8)に用いられているが，

この方法では粗大な抗原粒子を作り，血球を感作する事

が出来なかった。

3)は滴下法として本実験に用いたが，本実験の様に，

i高下条件，境梓条件を一定にする事によって常に一定の

感作能力を持った抗原j夜を作り得る事，感作能力カ司会い

事，広い範囲の抗原濃度で同じ感作能力を示す事，保存

実験の成績が示す様に混合法に較べて安定度の高し、事等

から，最も良し、方法であると思われる。

又， !宣下法と混合法に於て至適抗原濃度の広さが異な

ると云弓事は，この場合抗原液内の抗原粒子の大きさが

重要な因子であると考えられる。血球を感作し得る抗原

粒子の大きさについては特に検ぺなかったが，比較的小

さいものであると思われる。それ故，滴下法では高濃度

まで同じ様に血球を感作するが，混合法では高濃度で著

明に感作能力が低下すると云う事実は，滴下法では始め

に滴下された抗原は小さい粒子を作り，濃度が上昇する

に従って粒子は大きくなり，遂に沈i燃を生ずる様になっ

ても，上清には血球を感作するに充分な小きい粒子の抗

原が存住するが，これに反して混合法では高濃度では一

様に大きな抗原粒子を作るので血球を感作する事が出来

ないと考えるのが妥当であろう。

結 論

結核菌燐脂質感作赤血球凝集尺応、及び同溶血反応、につ
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表 7 凝集反応と溶血反応

血清 No.21 

血清 No.27

方法iJ小(柑i曲竺
HA 

I 1+← f「株-朴+
3 13121212  

4 1331313  
一一一一

5 13i31313  
HL 

8 13131313  

10 I 3 i 3 3 I 3 

血清 No.28

HA 十t十廿+

3 I 3 I 2 

4 I 3 I 3 

HL LL 
8 I 3 

10 I 3 ケ
(註) HA: 赤血球凝集反応 HL: 溶血反応
対照 1: 非感作血球+20倍血清 対照 2: 感作血球+生食水

HL 
判定

320 

160 

160 

320 

320 

640 

HL 
判定

320 

160 

320 

640 

1280 

1280 

HL 
判定

160 

160 

160 

32。
640 

640. 
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補体結合反応表 8
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血清 No.21
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160 

抗原対照

42JJlJ:二lJfJflfjThlflγ[戸
二ill-ll工-lj-lzJjj¥主
抗J11

血清 No.27

160 

抗原マ?f

干U干(-L叶1主叶lJJ7三[::1l「ZJ7三hナ
3J-jl7lil7J111ilU7 

血清 No.28

80 

血清希釈 1: 

20 

40 

160 

3 

3 抗原対照

320 



が，広い範商の抗原濃度に於て同ーの凝集価を示した

が，燐脂質メタノール溶液に希釈液を加えて混和する方

法(混合法)は 0.4mg/mlから 0.2mg/mlの聞のみ

凝集価が高かった。

2) 希釈液は pH7.0 7J至 pH8.0の燐酸緩衝食塩

水，又は生食71<.を用し、た場合に高い凝集価を示した。

3) 血球感作時間及び感作血球を血清に加えてから加

温する時間は，何れも 370C30分で充分であった。

4) 抗原i1kの保存は40Cに保存するのが良心滴下法

では4週間にわたって同じ凝集価を示したが，混合法で

は比較的短時日で陰性となった。

5) 判定後，補体を加える事によって溶血反応を行う

事が出来たc 溶血価は補体を増量するに従って高くなる

が，凝集価の 1/2乃至4倍であった。

6) 燐脂質メタノール溶液にレシチンを種々の割合に

加えたが，凝集価は上昇しなかった。

7) 燐脂質を抗原として補体結合反応及び沈降反応を

行ったが，抗体価は赤血球凝集反応、よりはるかに低かっ

7こ。

8 

沈降反応成績

iitfr 
表 9

血清 No.27

¥¥¥ヂ希釈I1 i 2 4 I 8 116 I 32 I 64 128 

吋1lUIizI7
[+ 1+ [十!+ [+ [ + [士|一
1+1 + I十|十|十 1+1土 l

16 十 i十|十 1+1+ I士|士

4lTlTlflf1TlT 稿を終るに当つ，御指導並に御校閲をいただいた高橋

教授に深謝する。
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sIo仔e.，3， 145， 1939. 

Boquet， A.， and Negre， 

Pasteur.， 37， 787， 1923. 
Bukonz， S. C.， Rein， C. R.， and Kent， J. F. : 

J. Lab. and Clin. Med.， 31， 394， 1946. 
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8) 

いて検討を加え次の如き成績を得た。

1) 抗原液作製法は，燐脂質メタノール溶液を希釈液

に滴下し，メタノールを加温蒸発させる方法(滴下法)
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