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結核菌燐脂質感作カオリン凝集反応の研究

深江肇

(国立療養所旭川病院院長小野英夫博士)

北海道大学結核研究所予防部主任 高橋義夫教授

(昭和35年 6月1日受付)

1948年 Middlebrook& Dubosがツベルクリンを感

作吸着させた緬羊血球を抗元とした赤血球凝集反応を報

告したが，この本態は Middlebrook，Scoot， Pound， 

等により多糖体であることが確認された1的・l8)。その後，

Boydenは血球をタンユン酸で処理することにより，蛋

白質も感作元となり得ることを報告した。爾来，此の両

血清反応に関して幾多の研究がなされ，その特異性には

異論は少ないが，結核症の病勢との関係、については未だ

一致した見解はみられない。 1956年，高橋，小野7)-9'1に

よって結核菌燐脂質も赤血球凝集反応の鋭敏な抗元とな

り，しかもこの反応に関与する抗元抗体系は菌体乃至は

ツベノレクりン蛋白，多糖体をもってする同種反応とは全

く別個で独立していることが明らかにされた。その後，

高橋及び著者同は本燐脂質赤血球凝集反応を肺結核患

者血清について研究し，本反応の成績は結核患者の病勢

に平行するという興味ある結果を得た。又望月，永山20ヲ

その他も結核菌体多糖体，蛋白及び燐脂質をJ感作抗元と

する赤血球凝集反応を多数の肺結核患者及び、ツベノレクリ

ン反応陽性な健康者に施行し，多糖体及び蛋白反応は，

患者，健康者の別なし又病勢に関係なく一様に出現す

るに反し，ひとり燐脂質反応のみ結核患者の約80μ，活

動性結核患者の 90;:{以上に出現し， しかも健康者には

殆んど出現しないという成績を得た。かくして燐脂質に

よる赤血球凝集反応は活動性結核の確実な血清学的診断

法として注目されるに至った。しかしながら，本反応の

手技は血清学的手技としては簡便であるとはいし、ながら

緬羊血球を必要とするので，いずれの場所においても容

易に行ない得ないし，又緬羊血球の採取，特殊溶液をも

ってする保存(アルスベーJレ)，処理，被検血清中の血球

に対する正常抗体の吸収等の前処理を必要とするばかり

でなく，反応に長時聞を要するという不便がある。

さて，色々な抗元を血球以外の血清学的に不活性な色

々な物質，例えば細菌，コロデウム，カオりン等に吸者

させこれらの同種免疫血清と混和すると凝集反応を起す

ことは多くの研究者により認められている。例えば， F. 

S. JonesのAgglutinationby PrecipitinI2)13)， Hulscho妊

の Suspension-Prezipitationと呼ばれているものがそれ

である。この現象は主として，沈降素と凝集素の一元性

の問題の論議のための手段とされてきたが，その後，

Zinsser叫により抗元粒子を大きくすることにより， 反

応の感度がたかめられることが報告されて以来，この種

の反応が血清学的研究の対象になった。

本邦においても緒方5)10)11)は梅毒血清反応にカオりン

凝集反応を応用してすでに実用化しており，水上め'¥安

田，飯塚1)2¥ 山本的等がカオリン粒子又はコロヂウムに

よる感作凝集反応は微量抗体の証明に優れていると報告

しているc

そこで著者は，高橋教授指導の下に本反応を簡易化す

る目的で，赤血球の代りにカオりン粒子懸濁液を使用し

て反応条件を追求し，赤血球凝集反応との比較を試みた。

実験材料

1.抗元

北大結核研究所予防部において抽出された次の 3種の

結核繭燐脂質を使用した。

① Pd. ha:人型菌 H37 Rv及び青山株を等量混ぜ

たものより抽出したもの (P=2.6%)

② Pd. b: BCGより抽出したもの (P=2.3%)

③ Pd. n:人型菌仲野株より抽出したもの (P=2.5%)

2. 抽出方法(高橋教授による)

ノートン培養のアセトン致死乾燥菌体を，アセトンで

40
0
Cで温抽出し，乾燥後， メタノーノレで抽出(ソゥクス

レ-3日)， メタノーノレ抽出液を蒸発乾国した後， これ

を熱アセトンで抽出してアセトン可溶物質を完全に除去

する。残澄をクロロホルムに溶解し，クロロホルム不溶

物を高速遠心 (12，000r.p.m.)及びザイツで除去し，可溶

物を蒸発乾回して抗元とする。抗元は予め2.0mg/meに

メタノーJレ溶液とする。ちなみに，アセトン可溶物及び

クロロホルム不溶物には試験管内抗元性は全くみられな

し、。
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抗元液の作製法

燐脂質のメタノーノレ溶液を生理的食塩水に懸濁して抗

元液とする。この場合作製法によっては燐脂質の懸濁粒

子の大きさに差を生じ，ためにカオりンへの吸着がわる

くなって反応がはっきりしないことがある。そして一定

の方法で可及的微細かつ均等な懸濁液をつくる必要があ

る。この事は既に小野めが研究しているが，私も小野に

ならって次のようにして抗元液を作製した。すなわち，

予め所定量の生食水を結晶皿にとり，これをマグネチゥ

クスターラーで療梓しながら，所定量の燐脂質メタノー

ノレ溶液を1.0meのピペットで静かに滴下する。 至適濃

度0.01mg/meの懸濁液は1度O.lmg/meのものを作り，

更に同様な操作を加えて 0.01mg/meの懸濁液とする。

抗元液は実験の都度新しく作って使用する。

免疫血清

家兎免疫血清を用いた。免疫方法は BCG加熱死蘭を

5.0mg/meの割合に流動Ifラフィンに懸濁し，これを4

日置さに1.0meあて皮下に注射し， 抗体価が上昇して

結核菌燐脂質感作赤血球凝集反応により，凝集価が 1，260

倍前後になった時に全採血した。得た血清はザイツ癒過

し， 56
0C 30分間非動化した後，アンプJレに分注してどC

の冷蔵庫に保存した。

カオリン液

先づ現在梅毒血清反応に実用されている住友化学工業

のカオりン標準液を用いて，試みに上記燐脂質で感作カ

オリン凝集反応を行なってみたところ，美麗な凝集反応

が出現することを知ったむそこで市販の局方カオりン数

種につき，阿部めの方法にならって，カオリン液を作っ

てみたが，いずれも満足すべき結果が得られなかった。

そこで北海道大学理学部地質学教室から，河東郡上士

幌町勢多カオりン会社製のカオリナイトの分与を受け，

これを懸濁液にして上記凝集反応を試みたところ，住友

のカオりン液と同様，美麗な反応が現われた。そこで以

後カオリナイトを使用することにした。その後の調査で

カオリンには極めて多数の種類があって，その物理的化

学的性状は必ずしも一様でないことがわかった。血清学

的研究には吸着力の強いカオリンを選ばねばならない。

カオりナイト液の製法は次の通りである。先ず淡黄白

色の固形カオりナイト約1.0gを直径1.5cm長さlOcm

のカ、ラスホモヂナイザーに入れ，脱イオン水約5.0me加

えて，約3，000r.p.m. 30分間磨砕する。出来上った濃厚

な懸濁液を 200meの脱イオン水に再浮遊し， よく混和

しながら 200meのメステりんノダーに入れて， 1昼夜室温

に静置して粗大な粒子を沈澱させ，上部の均等な懸濁液

をとってカオりナイトを秤量し脱イオン水を加えて1.0

mg/meの懸濁液をつくる。 これを標準カオリ μ液とし

て以後の実験に使用した。

阿部5)はカオりン液を作るのに，先ずカオリンをるつ

ぼに入れてガスバーナー上で約2時間灼熱してから懸濁

液を作っているが，カオりナイトの場合は灼熱すると全

く吸着力がなくなり， 又標準カオリナイト液を 1000C，

15分間滅菌しても吸着力が消失して反応が出なくなる。

従ってカオりナイト液の使用期聞は氷室に保存して3カ

月位であった。

(本研究が終りに近づく頃，岩城製薬の局方カオリンが

この種の研究のためにすぐれている事を実験によって確

め得た。そこで現在は上記阿部5)の方法にならって，こ

のカオザンをるつぼに入れてガスバーナーで灼熱してか

ら1.0mg/meの標準カオりン液を作り，これを 1000C，

15分滅菌して使用しているが，各種の反応条件及び凝集

価ともカオリナイトと同様である。)

実験方法

本反応の反応術式を確立するために，反応に関与する

諸国子の最適条件を決定する必要があるc そのために，

先ず大略の実施様式を次のように決めておき，これに従

って諸条件を検討し，最後にこれらの最適条件をまとめ

て，結被菌燐脂質感作カオリン凝集反応の術式を決定し

た。 すなわち， 感作用抗元液1.0meに標準カオリ ν液

を脱イオン水で2倍にしたものを1.0meの割合に加え，

よく振還混和し 370C，30分間感作したものを感作カオ

リン浮遊液とする。これをウィダール反応用の小試験管

に生理的食塩水で 0.5meづっ 10倍稀釈しておいた被検

血清にO.lmeを加えよく振替差混合し， 37"Cに30分間反

応させてから， 2，000 r.p.m. 5分遠心沈澱する。遠沈後，

試験管底に沈澱したカオリナイト粒子を軽く振り再浮遊

させた時の凝塊の状態により対照と比較して判定した。

肉眼的に凝塊の認められるものを反応陽性とし，これに

反して何等肉眼的に凝塊を認めず，平等に混濁している

ものを陰性とした。陽性の度合は凝塊の大きさ及び中間

液の混濁度により次の3つに分けた。

十件:凝塊の大きさが約1.0mm以上で中間液は透明な

もの。

什:凝塊の大きさが約0.5mm程度で中間液は透明な

もの。

+・凝塊は小さいが，明らかに認められるもので中間

液は透明，又は半透明なもの。

士.陽性とも陰性とも判定に困難な場合。



対照

対照 1: 生理的食塩水+感作カオリン浮遊液

対照2:健康家兎血清+未感作カオリン浮遊液

1. 結核菌燐脂質感作カオリン凝集反応に

関与する諸国子の最適条件の検索

1)至適抗元濃度， 2)抗元液とカオリン浮遊液の混合比

3)pHの影響， 4)感作時間と温度との関係， 5)感作カオ

リン浮遊液洗糠の影響， 6)被検血清と感作カオリン浮遊

液の混合比， 7)被検血清，感作カオりン浮遊液混和後判

定迄の温度と時聞の経過の影響， 8)遠心沈澱法，静置法

による判定の比較， 9)遠心沈澱の廻転数の影響， 10)アル

コール濃度の影響， 11)レシチン添加の影響， 12)抗元保

存期間，以上について検討を加えた。

1) 至適抗元濃度

0.1， 0.075， 0.05， 0.025， 0品， 0.0075及び， 0.005 mgjmC 

の7段階の抗元濃度について至適濃度を調べた。表 lに

示すように3抗元共O胤 mg/m&が最も凝集価が高く最

a
 

元

h

抗

ι

:

p

 

Pd. b 
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適な濃度であった。

2) 感作抗元液と力オリン浮遊液の混合比について

0.5及び1.0mg/m&の2つのカオりン浮遊液を使用

し， 至適濃度0.01mg/meの抗元液との比率を色々にか

えて作った感作カオリン浮遊液と予め倍数稀釈した被検

血清とを混和して反応の影響を調べ最適な両者の比率を

検索した。この結果は表2に示した。

(1) Pd. haの場合

0.5mg/m&ヵオリン使用の場合は，抗元対カオリン比

が 1:1，及び 2:1の時，叉1.0mg/m&カオりン使用の場

合は同じく 1:1，及び 2:1の時にいずれも， 2，560倍と

凝集価は同一であるが，凝塊の強さの点で1.0mg/m&の

カオリン液で，比率が2:1の時が感度が強く凝塊も大き

く，従って判定が容易であった。

(2) Pd. bの場合

1.0 mg/m&カオリン液で抗元対カオリンの比率が 1:1 

2・lの時が凝集価が5，120倍と同一であるが凝塊は比率

2:1の時が最も強く現われた。

1: n (n-) 

酬 2，560 1 山 K， K2 
濃度

(mg) 20 40 

0.1 + + + + 
0.075 +十 +t + + + 
0.05 +t 十+ 十+ + + 士
0.025 +十 十十 +t + + 十 士

0.01 十+ 十十 十十 十 十 十 十 士

0.0075 十+ 十+ +t 十 十 十 十 土

0.005 +十 +t 十 十 十 土

0.1 十+ 十十 + + 土
0.075 +t +十 十十 + + 十

0.05 +t 十十 十+ 十十 + + 土
0.025 +十 ←← +t 十十 + 十 + 十

0.01 十+ 十十 +←十 斗斗 + + + + 
0.9975 +t +十 + + + + + 士
0.005 十十 +十 + + + + 土 士

0.1 +t 十+ + + + 士
0.075 +t +t +t + 十

0.05 +十 十+ 斗+ 十十 + 十

0.025 +t 十十 十+ 十一十 + + 土
0.01 十+ +十 +十 斗十 十十 + + ± 
0.0075 +t +t 十十 十十 + + + 土
0.005 十十 十十 十十 十十 + 士 土 士
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(1) Pd. ha 

カオリン師:勺|
(mg/me) り

1 

2 1 

3 ・1

4 1 
0.5 

5 : 1 

6 

7 

8 : 1 

1 

2 1 

3 1 

4 
1.0 

5 

6 : 1 

7 1 

8 1 

(2) Pd. b 

「
カオりン ーカオ l

|抗苅
(mg/me) I ") 0/ I 

1 

2 1 

3 

4 1 
0.5 

5 1 

6 1 

7 1 

8 : 1 

1 

2 1 

3 1 

4 
1.0 

5 ・1

6 ・1

7 1 

8 1 

表2. 感作用抗元液とカオりン浮遊液の混合比

血 清 稀 釈 1: n (nー)

20 80 1 160 I 320 1ω|四 oI 2，560 I広120I K， I K2 
++ +十 十ト +十 + 
+十 +十 +十 十+ 十

十十 十+ 十十 十 + 
H 十十 十十 十+ + 
+十 +十 + + 十

十 + + 士 土

+ + + + 士

+ + + 土 土

十 + + + + 
十十十 すt+ 十+ 十十 +十

仲+ 十十十 +十 +十 + 
村+ 十什 十+ ベトト + 
+H 十汁 十十 十一十 十

十十 十十 +十 十十 十

十十 十+ +十 十十 十

++ +十 十 + 士

血清荷

20 I 40 I 80 I 160 I 320 1 
+ 十 +十 +十 + 
++ +十 + 十 + 
十+ 十十 +十 + + 
+十 十十 十十 + 十

十+ 十十 +十 + + 

+ + + + 士
十 十 + 十 土

+ 十 十 十 土

十 十+ 十ト+ 十十 十十

十件 十十十 +糾 十+ 4+ 

十十+ 村十 十十 +十 十十

tt+ す什 十十 十十 十

州 特十 +十 十+ + 
+十 十十 十+ + + 
十十 十十 +十 + + 
十十 +十 +十 十 + 

+ + 十

+ + 十

+ 士

+ 士

士

+ 十 + 

+ + + 土

+ + 土 士

+ 十 土

+ 十 土

十 士

+ 

釈 1:n (n=) 

ω1 1，280 I 2，560 I山 IK， I K2 
+ 十 + 

+ + 土

+ 土 士

+ 士
士

土

士

+十 + 十

十十 +十 十十 + 
十十 + 十 + 

+ + 十

+ 十

+ + 
十 土

士
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(3) Pd. n 

• • I 血 清稀釈 1:n (n=) 

;J;/ih元:r:: I 20 I 40 I 80 ， 160 i' 320.." ω 11，280 Iえ5601 山 l一九 K2 

5 

() : + 
+ 
+士

1 1 

2 

3 1 

4 
0.5 

7 

H 

I

l

 

-
-
-
-

1

2

 

1.0 

3 

4 

5 

十

+

+

+

+

+

+

+

 

十

十

+

+
十
士

+

十

+

+ 十+

+

+

 

; 
+ 十

+ + 十 士

+ + 
ト + 

土

土 土 i十 斗十十十

寸十 十十十 ++ +十

十 十 +ト 十 + 
÷十 ++ + 士十

+ 土 士十 十

士

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

(3) Pd. nの場合 温度と時間の経過により抗元液，カオリン浮遊液の混

0.5 mg/msカオリン液で両者の比率 1:1の時と1.0 合液が抗元としてどのように影響されるかをみた。温度

mg/mLカオりン液で同じく 2:1の場合が2，560倍と凝 は200C及び， 370Cとし，感作時聞を 5，30， 60及び 120

集価は同じであったが，やはり凝塊の状態は後者におい 分として，反応に対する影響をみた。

て強く，判定が容易であった。 結果は表4に示すように，いずれの条件でも凝集価に

以上の実験結果から，抗元i夜とカオリンj手遊液との泌 は差異は殆んど認められなかったが，凝塊の大きさの点

合比は3抗元共に，標準カオりんノ液をそのまま使用して から， 20
oC， 15分及び， 30分， 3アC，15分では凝塊は

(1 :mg/mL)抗元対カオリン比が 2:1の時に最も感度が 細かく感作が不充分のように思われた。感作は本反応系

高く最適な量的関係であることがわかった。これ以上両 の重大な因子であるが 37
0C30分が適当であると考え

者の比が大きくなるにつれて反応は減弱して行った。 られる。

3) pHによる影響 5) 感作カオリン浮遊液に対する洗練の影響

反応に用いる稀釈液の pHは反応経過中，特に抗元粒 抗元を吸着した感作カオりン液を遠心沈澱して上清を

子がカオり ν粒子に吸着する過程に影響するのではない 捨て， pH6.8の緩衝生理的食塩水で洗織し，これが反応

かと考え，この関関を検討した。すなわち， pH5.2より にいかなる影響を与えるかを検討した。すなわち.1)感

7.8迄の8段階の燐酸緩衝生理的食海水を調製し反応を 作カオりン浮遊液をそのまま使用した場合(未洗糠)， 2) 

実施した。 感作カオリン浮遊液を2，000r.p.m. 5分遠心沈澱し， こ

表3に示すように3抗元共 pH6.8が最も凝集価が高 の上清を捨て沈澱した感作カオリン粒子を緩衝生理的食

く凝塊も大きかった。これより酸性に傾く程これに比例 塩水で原量に復した場合(洗練l回)， 3)この洗糠操作を

して凝集価は低くなった。これに反して， pH7.2以上の 2回行なった場合(洗糠2回)の 3つの場合を比較した。

アルカリ性になると酸性側のように凝集価はさほど低く 結果は表5に示すように3抗元共に未洗練の場合が反

はならなかったが，凝塊は細かくなった。この結果より 応が最も強く，洗繰回数と共に反応は弱くなった。これ

反応に用いる緩衝生理的食梅水の至適 pHは 6.8である は山本的も云っているように燐脂質のカオりン粒子への

ことがわかった。 II!え着が弱いため遠沈，洗糠という物理的操作により，カ

4) 感作の際の時間と温度の関係 fりンに吸着した抗JC;が離脱して行くためと忠われる。
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表3. pH の影響

血 清 稀 釈 1: n (nー)
抗元 pH 

20 40 80 I 160 I 320 I側 I1，280 I日60I山|
5.2 外+ 十十+ 付+ +十 十+ + 
5.6 制+ +什 制十 +す十 十十 + 土
6.0 +ト+ 制怜 十汁 外+ +十 十十 十

6.4 +仲 +十十 制十

Pd. ha 
+ト十 +十 什 十 士

6.8 十汁 t廿 十十十 刊す 十+ 十十 十 十 土

7.2 快十 十特 十十十 付+ 十十 十十 十+ 十 土

7.6 付十 村十 十十十 +十 十十 十+ 十+ 十 士

7.8 十+ +十 十十 十 + + + 十 土

5.2 tt+ 村+ ギト十 十+十 十十 + 
5.6 十朴 判+ ttt 十t+ 十十 + 士
6.0 付+ 制仲 制+ tt+ 十十 + + 
6.4 tt+ 十件 十ト十

Pd. b 
十十十 +十 +十 + 十

6.8 外+ 十十十 廿+ 十+ +十 十+ 十 + 
7.2 十十十 十十十 十十十 十+ + + 十 士

7.6 +-t 十+ +十 + + + + 士
7.8 十十 十+ +十 + + + + 士

5.2 +ヤ+ 同 +十十 十+ + 土 土

5.6 村+ +-t 十十 十 十 土

6.0 ，tt 村十 +十 +十 + 十 士

6.4 十村 w H斗 十 十 十 士
Pd. n 

6.8 付+ w 十十十 +十 十 + 十 十

7.2 十十+ 判+ +け H 十十 + + 士
7.6 +-t +-t +一十 斗十 十 + + 十

7.8 十 + 十 十 十 十 十 土

表 4. 譲作時の温度及び時間の影響

抗元 [温度17l加 1 40 J 8o lt。人20稀1よI1ぷ:;z|5m|
15 十十 十 + + + + 十 士

30 十竹 +-t +ー十 + + + 十 士
200C 
60 判十 +-t +十 十+ + 十 十 十

120 +十十 十+ +-t +十 十+ 十十 + + 
Pd. ha 

15 十十 +十 +-t + + 十 十 士

30 十ト十 判十 +十 +十 十+ 十+ + + 
370C 
60 十ト十 け+ +十 +十 +十 十 + 十

120 相十 村+ +-t +-t 十+ + + 十



抗元 20 40 80 

+ + + 
十+ 十十 +十

200C 
村+ "十 十十

十十十 十十十 +t 

Pd. b 
十十

十十

370C 
十+

+十

十十

200C 
十+

十十

Pd. n 

+ 
十+

+t 

I 320 I 
十

十

+十

+ 

十十

+t 

十十

+十

十

+t 

+t 

+t 

十

十+

十十

釈

640 

十

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
十

十

+ 

十

+ 

十

十

十

十

十

33 

明 oJ 5，120 K， K2 

+ 土
十 十

+ + 

+ 十

十 + 

十 十

+ 十

土

+ 
十

+ 

+ 

+ 
十 十

十 十

十 十

表5. !議作カオりン浮遊液に対する洗糠の影響

抗元 洗樵廻数 20 40 80 

Pd. ha 

Pd. b 

Pd. n 

6) 血清量と感作カオリン浮遊液の混合率

被検血清を 0..5m8ずつ倍数稀釈した試験管に感作ヵ

オリン浮遊液を 0.05，0.1， 0ム 0ふ 0.4及び，0.5meを

夫々混和後，全量が1.0meになるように緩衝生理的食塩

水を加えて検討した。

表6で明らかなように，0.2meを混和した時が反応が

強く最適と考えられた。 併し，操作の簡便さを重視し℃

血清に感作カオリン浮遊液のみを夫々混和してみたが同

様な結果を得た。 従って血清 0.5mCに感作カオリン浮

釈

640 

十

十

土

+ 
十

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

lilil 十

十

十

十

十

遊液0.2meを混和するのが最適と考えられる。

K2 

7) 血清と感作カオリン浮遊液i毘和後の温度，時間の

影響

温度20，及び 37
0Cの下で，反応時間 15，30， 60及び

120分として， 温度と時間の経過により反応がどのよう

に影響されるかを調べた。その成績は表7に示されてあ

るように，いずれの抗元に対しても凝集価，凝塊の大き

さの点から見て， 37
0Cで30分反応させるのが最もよい

ことがわかった。



血清量と感作カオりン浮遊液の混合率

血清稀釈 1:-n寸瓦司

80 I 160 I 320 Iω11，州 2州広12014TFFF伊|
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K2 

0.05 0.45 十十 + + 十
0.1 0.4 十汁 すtt +十 +十 十 +土

0.2 0.3 +十十 ギト十 制+ 十件 十十 ; 十十 + + i Pd. ha 0.5 
+十++0.3 0.2 +汁 +tキ 判+ 十+ + 十一

0.4 0.1 f+t 十汁 判+

0.5 O +十+ 十十 一

40 20 
抗元

+ 
十

十

ート

士

十

+ 
十

士

+ 
+十

十

++ 

制+

十十

十十

十件

ιげ

十十

十十

十+

0.5 Pd. b 

Pd. n 

時聞の影響

Tア市町

ωo|羽 oI 山 1 K， 1 K2 

土

士

十

十

+ 
十

+ 
十

十

+ 

十

+ 

+ 

+ 

血清と感作カオりン浮遊液混和後の温度，

血清稀釈

1 160 I 320 Iω 
|十

士
+

+ 

+ 

十

十

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

十+

+ 
+ 

十

+ 

+ 
十十

十

+ 

+ 

+ 

十十

す十

++ 

表.7.

十

十十

4判

4十+

十+

+十

++ 

++ 

十件

→+t 

80 

+十

村十

判寸

十十

十件

十件

外+

40 

射す

村+

+十十

十件

十十十

+汁

20 

十十

十件

m 

i件

+十+

200C 

ハ

リ

ハ

り

一

ハ

り

つ
ω

一

C
 
qo 

3iOC 

200C 

Hi元

Pd. ha 

Pd. b 
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抗元 |温度|廿!

血 清 稀 幸司

20 40 80 I 160 I 320 I 640 I 1，280 I 2，560 I 5，120 I Kl I K2 
15 +十

30 +什

200C I 
60 十ト十

120 +←+ 

Pd. n I 
15 十件

30 制十

370C I 
60 十汁

120 村+

8) 遠心沈澱法，静置法による判定の比較 た。

被検血清に感作カオリン浮遊液を混和， :37
0
C， 30分間 1) 遠心沈澱法 2川()r.p.m. 5分間遠心沈澱後判

反応させた直後では，各試験管はみな同様に潤濁してい 定。

て，果して凝集反応がおきているかどうか判定はできな 2) 静置法 24時間氷室に放置後判定。結果は表8

い。従って通常は遠心沈澱したあとで判定するのである に示すように，遠心沈澱法では3抗元共2，580倍と高い

が，感作赤血球凝集反応の場合は，反応終了後そのまま 凝集価を示したのに反し， 静置法では3抗元共80倍と

試験管列を室温に一夜放置し，翌朝試験管底の凝集の様 凝集価は遥かに劣った。従って判定は遠心沈澱法による

子をみて判定することになっている。 のが適当であるし，叉この方法では短時間内に判定出来

そこで感作カオリン凝集反応の場合，遠心沈澱法と静 る手IJ点もある。

置法といずれに反応が鋭敏に判定されるかを比較検討し

表8. 判定の際の遠泌法と静置法の比較

血 清 稀 釈 r:n (nー)
抗元 20 40 I 80 I 160 I 320 Iω|酬 I2，560 I 5，120 I Kl I K 

十十 十十 +十 + 
Pd. b +十+ 十←十 十汁 m +寸 十十 + 

+十 +十 十十 + 

士

PcI. b + + 士 士

+ + 士 土

9) 判定の際の遠心沈澱の廻転数の影響 であった。併し廻転数をあまり多くすると沈澱したカオ

前の実験で判定には遠心沈澱法がよいことがわかった リン粒子が強く試験管底に固着するため，再浮遊し判定

が，この操作は故意に外部から力をかけて凝集させるた するのにやや困難を覚えた。 従って 2，∞or.p.m. 5分で

めに，遠心力の大きさによって反応結果の判定に差が生 充分であると考えられた。

じないかどうかという懸念がある。そこで遠心沈澱時の 10)アルコール濃度の影響

廻転数により反応にいかなる影響があるかを検討した。 前述の如く結核菌燐脂質は水に不溶のため，先ずメタ

遠心沈澱器はどこでも使用されている普通の小型のもの ノーノレ溶液となし，これを出発点として抗元液の緩衝生

である。遠心沈澱時聞はいずれも 5分間とした。 理的食塩水懸濁液を作るのであるから，作るべき抗元液

表9に示すように 1，000r.p.m.では， 凝集価はやや低 の濃度によってその中に含まれるメタノーノレ濃度が当然

く，凝塊も細かくやや不充分であったが， 2，000 r.p.m.以 変ってくる。又至適濃度O.01mgjmIJの抗元液を作るに

上で:は凝集価に変りなく且つ，凝塊も大きく判定が容易 しても，はじめのメタノ-)レ総被に含まれる燐脂質の合
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表9. 遠洗の廻転数の影響

血 清 稀 釈 1: n (n=) 

抗元 1 廻転数 20 40 80 I 160 I 320 Iω11，280 I之560I 5，120 I K， 
1，000 +十 4→ +十 +十 + + 
2，000 1什 +汁 刊十

九，000 すす十

4，000 4十ト

，000 すtt

?OOハ +十十

Pd. h 

Prl. n 

表10. アルコール濃度の影響

抗元|抗元濃度 I~
I (mg) I 20 

2.0 I ;什

1.0 

0.5 

0.1 

Pd. ha 

40 品

川

什

件

血
一
]剖

H

什

士|士

酬!日60I弘120 玉上玉

Pd. b 

一三

十件

ハ

リ

ハ

り

に

d

t

A

2

1

0

0

 

十件

十汁 特十

十十十 相+ +

+

 

+

+

 

H十 Ht 

判十 +十

+十十 引け +十

H十 村十 t→ 

十件 十汁 什

2.0 

1.0 

0.5 

0.1 4ト+

有量により当然懸濁液中のアルコーJレ含有量が異なって

くる。本実験において使用した燐脂質メタノール溶液は

2.0 mg/meであったが， 反応のための至適濃度は 0.01

mg/me緩衝生理的食塩水であるので，2.0mg/meメタノ

ーノレ溶液から一挙に0.01mg/meの抗元液を作ることは，

数百という被検血清を一度に調べる時は別であるが，少

数例を調べる場合は濃度に誤差を生ずるので， 2段階，九

段階に稀釈して行なわねばならない。このわずらわしさ

を除くためには2.0mg/me以下，例えば， 0.5， 0.2， 0.1 

mg/meのメタノーノレ溶液があれば楽である。 しかしな

++ + 

+ 十十

十 ココ

+十

+

+

+

 

十十

十

十

+
+
士
士

十

+

+

がら，低濃度のメタノーノレ捺液で作ると必然的に出来上

った所定の抗元液のメタノ-)レ濃度が高くなる。そこで

抗元の節約のためと，稀釈回数をへらすために，どの程

度までメタノール溶液中の燐脂質含有量を下げられるか

を調べてみた。すなわち，各燐脂質 2.0，1.0， 0.5及び

0.1 mg/meメタノーノレ溶液の4つの燐脂質の異なるもの

より， 0.01 mg/mf， の懸濁液を作り， 反応に及ぼす影響

をみた。

表 10に示すように， 2.0mg/me及び1.0mg/meメタ

ノーノレ溶液を用いた時は凝集価は同一でcあるが，合有量
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及びレシチン 10mgjmeメタノール溶液を用い， メタノ

ール 1me中に燐脂質0.5mgjmeレシチン 5.0mgjmeを

含む様に調製し(レシチンは燐脂質の 10倍量となる)更

に稀釈液で至適濃度の 0.01mgjmeの抗元液を作って影

響をみたが，反応はレシチン添加により，かえって強く

抑制された。これは現手Eの結核I翁燐脂質中には未だレシ

チンが含有されていて，外部からその添加の必要がない

ことを示すものと思われる。

12)抗元液の保存

2.0 mgjmeメタノーノレ溶液より，至適濃度0.01mg!me 

の感作用抗元液を作り，これを40Cの冷蔵庫に保存し日

を追って凝集価の変化を調べた。表 11に示すように 10

日目迄は 2，560倍と変動はなかったが12日後には 640

倍と低下した。このことは一度稀釈液に懸濁した結核肉

燐脂質は，たとえ氷室でもかなり平く変質することを示

すもので，感作用抗元はその都度作ったものを使用すべ

きであろう。

が 0.5mg以下のものより懸濁液を作る時は反応は減弱

してくる。従って，出発点としてのメタノーノレ溶液中の

燐脂質含有量は1.0mg!me以下に下げられないことがわ

かった。メタノーJレが過剰に存在すると反応が減弱する

ものと思われる。

11)レシチン添加による影響

現在梅干住血清反応に使用されているカ Jレディオライ♂

ンは，それ自体では試験管内抗元性がなく，これに 10倍

のレシチンを加えたものを抗元としてカオリン凝集反応

に使用している。本研究に用いた結核菌燐脂質は未だ単

一物質として精製されたものでなく，又これ迄の実験成

績から明らかなように，それ自体で試験管内抗元性をも

っているが，カルデfオライピンの場合と同様にリポイ

ド系の抗元抗体反応である。そこでレシチンがこの反応

にどのような影響を与えるかを 10倍置のレシチンを使

用してしらべてみた。

すなわち 3種の燐脂質のメタノーJレ溶液 1.0mg!me 

間

10 

2，560 

2，560 

15 

640 

640 

640 

640 

12 

期ff. 保

。
2，560 

2，560 

液

3 

2，560 

2，560 

7G 抗

2，560 

2，560 

2 

表11.

2，560 

2，560 

1 l
i
l
i
-
-
l
i
l
i
-
-
す一一小を価集凝は字数の中表

抗元

40C 

640 640 2，560 2，560 2，560 2，560 2，560 

聞に感作赤血球凝集反応と同程度の凝集価を示すことが

わかった。そこで本感作カオリン凝集反応が臨床面で感

作赤血球凝集反応にかわり得るかどうかを，国立療養所

旭川病院入院中の結核患者 lω名について調べてみた。

血清は朝食前採取し， 56
0
C， 30分非動化して使用した。

抗元は今迄研究に使ってきた Pd.ha， Pd. b， Pd. nの3

種である。

カオリン凝集反応は前の実験で確立された最適条件下

で行ない，赤血球凝集反応は通常の方法で次のようにし

て実施した。

稀釈液にはM!15燐酸緩衝生理的食塩水pH7.0を使用

し， 血球としては脱繊維した緬羊血球に等量の Alsver

溶液を加え， 4'Cに保存3週間以内に用いた。使用に際

しては血球を稀釈液で3回洗糠した。感作は抗元0.5mg

F希釈液 1.0meにPackedcell 0.025 meを混和， 37'C， 2 

時間感作 (30分毎に振重量)後，稀釈液で3回洗糠し， 2.5?~ 

血球浮遊液とした。被検血清は非動化後血球に対する正

常抗体を除去する目的で， 血清0.5mfに12.5;1;;血球浮

本反応の術式確立

反応に関与する諸条件を検討した結果次のように行な

うのが適当であると考える。

pH 6.8燐酸緩衝生理的食塩水で，結核商燐脂質含有量

1.0 mgjme以上のメタノーノレ溶液より 0.01mgjmeに懸

濁した感作用抗元液 1.0meに 1.0mgjmeカオリン浮遊

液 0.5meを混和振重量37'C，30分間感作する。感作カオ

りン浮遊液は未洗搬のまま， 予め小試験管に 0.5meず

つ倍数稀釈した被検血清に0.2meずつ混和振重量し， 37'C

30分間加温後， 2，000 r.p.m. 5分間遠心沈澱する。 この

沈澱した粒子を軽く振渥再浮遊させ対照と比較して凝塊

の状態によって判定する。

結核菌燐脂質感作カオリン凝集反応と

感作赤血球凝集反応の比較

11. 

前の実験によって，結核関燐脂質感作カオリン凝集反

応は，反応の最適条件を選べば，ウサギの免疫血清との
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遊液を2.0mC混和し，室温で20分間2回吸収を行ない

上清を取り使用した。この時の血清は8倍稀釈となる。

ウィダーノレ試験管に被検血清を 0.5mCずつ倍数稀釈し

て，これに前記感作血球浮遊液を0.05mCずつ加え3アC

2時間加温後，氷室に24時間放置した後に管底に沈澱

した血球の状態により判定した。判定規準は閃 1に示し

た。なお対照として①稀釈液+感作血球浮遊液，②被

検血清+非感作血球浮遊液をとった。両反応は実験当日

採血した血清について平行して行なった。

⑧⑧⑧⑧④ 

実験結果

両反応の凝集価を比較したのが阿2，3，4及び表12で

ある。両者の聞には大きな差異は認められず明らかな相

関関係を示した。すなわち，両反応が全く一致したもの，

Pd.haに対して 64例， Pd.bに対して63例， Pd.llに対

して 61例であった。 凝集価が赤血球凝集反応よりカオ

リン凝集反応において高い例は， Pd. haに対して24例，

Pd. bに対して26例， Pd.llに対して 24例で，反対にカ

オリン凝集反応の値が低かった例は Pd.haに対して 12

例， Pd. bに対して 11例， Pd.llに対して 15例であった。

すなわち，カオリン凝集反応の凝集価が赤血球凝集反応

のそれより高い例が低い例数の約2倍にあたり，しかも

赤血球凝集反応とカオリン凝集反応の比較
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表12. カオリン凝集反応と赤血球

凝集反応凝集価の比較

抗元

Pd. ha 

Pd. b 

Pd. 11 

つ
“ 

カオリン凝集反応>赤血球凝集反応:十
カオリン凝集反応<赤血球凝集反応:ー
カオリン凝集反応=赤血球凝集反応 o
差は試験管の数を示す。
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血清稀釈の高い所に多い傾向があることは注目に値する このようにカオリン凝集反応は重金属イオンにかなり

と考えられる。感作赤血球凝集反応凝集価と感作カオリ 影響されるので，テストに用いるすべてのガラス器具は

ン凝集反応凝集価との相関係数は， Pd.haの場合はO訓， 時折， クローム硫酸で洗計揮するなど，出来るだけ化学的

Pd. bの場合は0.81，Pd. nの場合は0.87であったG 清浄に保持しておくことが必要である。

考 按

結核繭燐脂質が感作赤血球凝集反応の感作元になり得

ることは，既に高橋によって確立された事実であるが，

本実験においてはこの燐脂質感作赤血球凝集反応の術式

を簡略化する目的で，吸着物質としてカオりン粒子を選

び，反応に関与する諸条件の検索を行なって最適な術式

を確立した。しかして燐脂質による感作カオリン凝集反

応は感作赤血球凝集反応と同程度の鋭敏度をもっ事が実

験的に証明された。感作カオりン凝集反応の未IJ点をあげ

てみると，先ずカオリン感作に要する抗元量が極めて少

量ですむことである。すなわち，感作赤血球凝集反応の

場合の赤血球感作に要する抗元の至適濃度は 0.5mg/me 

であるがカオリン感作に要するそれは 0.01mg/meで血

球感作の場合の実に 1/50である。 抗元の節約の点から

みてこの事は第ーに特記されるべきであろう。

次に従来の赤血球凝集反応の場合は，吸着物質として

の緬羊血液の採取，血球の脱線維操作，使用時の血球の

洗糠，又被検血清中の異種凝集素の吸収等，繁雑な前処

置が必要であるが，感作カオリン凝集反応の場合はこれ

らの操作が全く不必要であり，術式は極めて簡単，かっ

判定迄の時間が極めて短かくてすむことである。勿論感

作カオリン凝集反応にはカオりン粒子懸濁液が必要であ

るが，このものの製造はさ程難かしいことではなく，且

つ一度製造したものは半年以上使用に耐えるという利点

がある。

抗元，被検血清の稀釈液としては，実験3で明らかな

ように pH6.8燐酸緩衝生理的食塩水を使用するのが最

もよい。而して，ここに特に強調しておきたいことは，

実験中に得た経験であるが反応のための稀釈液，試薬は

すべて脱イオン水で調製することである。此の実験の行

なわれた国立療養所旭川病院は特に水が悪いかも知れな

いが，病院の薬局で製造した蒸溜水を用いると出るべき

反応が出なかったり，不規則になったりして非常に悩ま

されたことがあった。この理由を北大結核研究所で検べ

たところ，蒸溜水中にも微量の特に銅イオン，鉄イオン，

碓酸イオンが存在し，これらのイオンが反応の出現を阻

害していることがわかった。水質は所によって変るので

脱イオン水を用いれば問題はないと思われる。

ともあれ，結核菌燐脂質を抗元とする結核血清との血

清反応に，赤血球の代りにカオリン粒子が使用出来るよ

うになった事は，結核血清学上大きな進歩といえよう。

結 E命

1) カオリン粒子は結核菌燐脂質感作赤血球凝集反応

の赤血球の代りになる事が出来る。

2) 赤血球の代りにカオリン粒子を用いることによっ

て反応術式は梅めて簡易化され，判定も短時聞に確実に

出来る。

3) 臨床的に結核蘭燐脂質感作カオリン凝集反応と感

作赤血球凝集反応の成績は明らかに相関関係を示す。

終りに本実験を命ぜられ，又御指導と御校閲をいただ

いた高橋教授に満腔の謝意を表すと共に，研究に際し御

指導，御援助をいただいた有馬助教授，山本講師に深く

謝意を表す。

また御助言御援助をいただいた国立療養所旭川病院小

野院長及び，医局の諸兄に深謝する。
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