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結核動物血清の免疫化学的研究 (VI)

免疫血清の述続鴻紙電気泳動分l苛内の各種抗体の分布について

森川和雄

奥山春枝

(北大結核研究所病理部主任 森川和雄教授)

(昭和 35年 10月1日受付)

免疫血清に含まれる各種の血清反応に関与する抗体及

び度庸感作抗体が，電気泳動的に異なる易動皮を示し

て分布するということは， pol1巴nallergy川或いは

diphtheria toxoid2，め免疫血清の研究で明らかにされて

いる。 ~:!~f核血清についての報告は Cohn4ヲのアルコーノレ

分商法を用いた Co¥eand Favourの成績が僅かにみら

れるに過ぎない。最近我々の研究室において萩原的が，

j殿粉を mediumとする zonee¥ectrophoresisを行なっ

て結核動物血清を分画し，その各回分についての詳細な

研究によると，感作性抗体と血清反応抗体の血清内の電

気泳動的分布が明らかに異なることが証明され.更に血

清反応抗体の中でも沈降性抗体が特に異なる易動度を持

つことが報告されている。その実験上，最も困難となっ

たのは，分商成分溶液中に含まれる，泳動中に溶解した

澱粉成分の皮膚刺車貯金が強い為に，皮膚J感作性抗体の検

出を屡々困難とさせたことであった。この障碍を除去す

る為に Grassman7l等の報告した連続諸紙電気泳動法に

着目して，紡核血清の各抗体分布の追求を行い，先の報

告の成績を追試しようと試みた。

1. 実験材料

i. 電気泳動

電気泳動には三田村製の連続鴻紙電気泳動装置を使用

したが，購入したま Lの機械では，漉紙面を流下する緩

衝波長が一定に出来ない為に種々改良を加えて用いた。

鴻紙については血清あ画の分離が最もよく行われるも

のを広箱聞に求め，給品この目的に合致する東洋議紙

No.2を使用したo

ii. 血清

家兎に，予じめ Ar¥ace¥Drackeo¥ (1 : 9)のadjuvant

を等量混じた BCGlOmg 浮瀞液の皮下注射によって免

疫した。この様に処置した9羽の兎から使用時適宣に採

血して電気泳動を行なった。尚，これら兎の採血前の皮

膚反応の強さは. 0.0l~';ツベノレクリン蛋白 0.1 meの皮

内注射に対して， 15x15 mm以ヒの発赤と， 明らかな

硬~jを示した。叉同抗原に対する沈降反応では 2 倍稀釈

乃至16倍F希釈陽性を示した。

iii. 抗原

以下に記す各種抗体追求のための抗原としては非加熱

ソートンツベルクリン， 及びこれから三塩化酷酸 pH

4.0 で沈澱させたヅベルクリン蛋白，或は ~1核菌体蛋白，

更に結核蘭体多糖類を夫々の反応抗原として用いた。尚

南体成分は本研究所予防部より提出されたものである。

2. 実験方法及び成績

i. 電気泳動的分画

血清は予じめ使用緩衝液で5時間以ヒ氷室内で透析し

て用いた。綬衝液は verona¥-酪酸緩衝液 pH8ふμ=

0.045のものである。 血清泳動前に鴻紙が均等に緩衝液

によって湿る時間を置いてから更に予備通電を 30分乃

宅 1時間行って血清の泳動を開始した。

泳動条件は， 40mA定電流で初電圧700-800vo¥tで

始めた。泳動する血清量により通電時間が異るが，5.0me

の血清量の分画を完了するのには3日聞を要ーした。

泳動完了後は，各試験管に流下した液量を測定し，そ

の1.0meについて蛋白量を求めた。蛋白量の測定は

Biuret 法で， Beckmann型の spectrophotometerを使用

して行い，これに液量をかけ合わせて蛋白総量とした。

我々の用いた定電流による泳動法は，一般の鴻紙泳動

法或は澱粉などを mediumとする zoneelectrophoresis 

においては電圧の漸減があっても，分画成績には影響は

ないが，連続鴻紙泳動の様に流下と左右への電気的泳動

の三者を同時に行い，しかも長時間か』るものでは，電

圧低下による分離皮の低下が，地最後の分画成績に影響を

与える。従って我々の実験成績では，短時間泳動のもの

程各分画の分離が良好であり，長時間行なったものは，
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アルブミンと r-globulin聞の距離が狭まってくる。

泳動終了後，鴻紙を乾燥して bromphenol blueで

染色して泳動距離を定めた。尚試験管番号は，陽側側を

1とし，血清の鴻紙面への接触部は No_24の試験管の

上部に相当する。泳動3日間行なった肢の泳動ぽ|及びそ

れによって得られた蛋白量曲線を問 1，閃2に示した。

~~問中の蛋白量は総量を示しているo 悶にみられるよう

にTiselius電気泳動法・で得られる曲線と類似している

が， α-globulinの分離がや L劣っている。この事は，長

時間泳動の場合には常に認められた。

ii. 分画成分による血清反応

血清反応としては，電層i去による沈降反応， JflLl求凝集

反応 (Middlebrook-Dubos法， Boyden 法)及びj容lfll反

応 (Middlebrook法)を行なった。それぞれの抗原は沈

降反応にはツベルクリン蛋白を， Middlebrook-Dubos 

i去の血球凝集反応及び Middlebrooki'去の桃山反応は結

核薗体多糖類を， Boyden i去の血球凝集反応は紡核|有体

蛋白を用いた。血球凝集反応;術式は小里子，高橋的の記載

した方法及び萩原的の記載したと同様に行なった。

各反応の成績を関3，図4，閃 5，図6に示した。

尚，阿示した成績に用いた血清は，数匹の免疫血清を

混合したもので，その泳動前の血清抗体11而は次の通りで

あった。

沈降反応:64倍稀釈陽性

血球凝集反応 (Middlebrook-Dubos剖:lfiO佑稀

15.0 

14.0 

13.0 

12.0 

... 11 .0 
E 

c 10.0 
。
ー.司

O 9.0 

《

u

n

u

-

-

no

ヲ
t

ム宇

c
o
h
w
c
o
u

c 6.0 

-O 5.0 
£ 
4.0 

3.0 

2.0 

1 .0 

図1. 連続鴻紙電気泳動図
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図2. 連続減紙泳動法による泳動曲線
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釈陽性

同上 (Boyden法):1280倍稀釈陽性

溶血反応 (Middlebrook法):1280倍稀釈陽性

図に見る如く，沈降反応によって証明される抗体価は

試験管番号 No.25，No. 26に高い。 即ち r.globulin曲

線の頂点を越えた低易動皮側に明らかに偏って抗体の存

在が証明された。 同じ様に蛋白を抗原とした反応であ

るBoyden反応では， No.23に相当する r.globulinの

頂点、に抗体価の頂点がみとめられた。全体の抗体価の里;

的分布は， r.globu\i n:~まと平行して認められた。 次に

Middlebrook.Dubos反応では全体的に抗体価が低いの

で，反応陽性の試験管数は少いが，その頂点は Boyden

反応と同様に No.23の試験管にみられた。 又これに補

休を加えた溶血反応では，抗体価が寓く， r.globulin領
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域に広く分布しているが，その抗体価は矢張り r.globu.

lin量に比例てしていた。

iii. 分画成分による皮膚反応

各分画成分そのま Lでは蛋白濃度がうすいので，グロ

プリン部分だけを5部分に分けて各2乃至4本の分画成

分をプールして量を多くし，これを流水で一夜透析して

緩衝液を除去し，更に透析に用いたセロファンパヅグの

まh扇風器で通風して約1/10量に濃縮した。 これを更

に生理的食温水で数時間透析したものを，家兎背部の前

毛部に0.2m&宛皮内注射し， 48時間後，同じ部分に40

倍稀釈ソートンツベルクリンを0.1m&，対照としては

0.1 m&の生理的食塩水を注射して， 1， 3， 6， 24， 48時間

後に発赤の大きさ及び浮腫の強さを測定した。 24時間

後の反応の強さを図7に示したn 図にみられるように，

Intensity 
of reaction 

115 10 
5 

D 
22 23 24 2.5 26 27 28 29 30 31 32 33 

図7. 連続猪紙泳動分画における皮膚感作性抗体の分布

どの分l酉成分においても程皮の差はあるが発赤が認めら

れた。特に l及び3時間後はどの成分も同程度の発赤が

あるが， 24時間になると， トグロプリンの高易動度部

分注射部位だけに特に強い反応が持続しているのがみと

められた。 即ち，高易動皮トグロプリンに皮膚感作力

が強くみられた。

考 按

J(ll清蛋内分屑の各両分を電気泳動的に分両する場合各

分両を細かく分けられ，しかも或程度の量が一回の泳動

で得られるには zoneelectrophoresisが適している。

我々の研究室では澱粉を mediumとして電気泳動を行

ない，その波Mi液を用いて各種血清反応、抗体，皮膚感作

抗体の検出に用いてきたのであるが，緒言に述べた様に

皮膚感作力の研究には，溶出液そのものによる非特異的

反応が屡々強くおこる為に判定の困難なことが多かっ

た。それでこの刺戟性を避ける為に，連続櫨紙電気泳動

法に着目して実験したのである。

我々が用いた装置は三田村商庖製作のものであるが，

実際に実験するに当つては種々の改良を余儀なくされ

た。Jl.pち，一定の分画成績を得る為には緩衝液の癒紙面

の流下速皮と電流の強さの関係が一定で，しかも可及的

蒸発を防がなければならい。緩衝液流下量は上部緩衝液

槽における緩衝液面を一定させることによってどうやら

満足させられ，叉温度に関しては冬期間のみの実験であ

ったので室温 (100C以下)で支障を来さなかった。叉鴻、
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紙によって緩衝液流下速度が非常に異なり，我々の場合

は線維の割合粗な東洋瀦紙 No.2が最適であった。通電

は定電流で行なったのであるが，通電が長時間に亘れば

電圧の低下が大きい。従って泳動の1わが変ってくる。 3

日間通電を続けた場合にはアルブミン側と T-globulin

側が中央に近づいてくる傾向がみられている。 しかも 3

日間で5meの血清しか処理出来ないということは，大

量の実験をするのには不便であると思われる。分商成分

は叉かなり稀釈された状態で得られるので，皮膚反応に

用いるにはかなり濃縮しなければならなかった。しかし，

我々が目的とした皮膚の非特異的刺戟性は，澱粉を用い

た zoneelectrophoresisの溶出液と比較するとかなり

減少させることが出来た。

連続癒紙電気泳動法で得られた分画成分での血清反応

の成績をみると，萩原6)が澱粉電気泳動?去を用いて発表

したと全く同じ結果が得られたわけである。即ち，沈降

この分布からは血球凝集反応性抗体との差をみつけるこ

とが出来なかった。

皮膚反応性抗体の追求は濃縮しなければ反応が出ない

ので量の関係から 2乃至4体の試験管内容を一緒にして

用いた。J'lpち蛋白曲線でグロブリン領域の各ピークに合

わせ， T-globulinはその前半と後半に分けてしらべたの

であるが， T-globulinの高易動皮側の分l商注射部位に最

も強く 24時間後まで続く反応がみられた。 沈降性抗体

の証明された低易動度 7・globulinでは非常に弱い反応

が認められたにすぎない。

以上の成績は，澱粉泳動を用いた萩原の成績と完全に

一致するもので，東IJ!1~性の少ない連続鴻紙電気泳動法で

得られた分画成分によって，皮膚感作性抗体がT-globu-

lin高易動皮側にあることが更に確認されたのである。

結 E命

反応によって証明された抗体のみが T-globulinの低易 1) BCG免疫兎血清を連続鴻紙電気泳動法で分間を

動度側に大きく偏ってみられており，血球凝集反応抗体， 行なった。

溶血反応抗体は T-globulinの蛋白量曲線に完全に一致 2) 各分画成分について，沈降反応，血球凝集反応

している。た νMiddlebrook -Du bosの血球凝集反応は (Middlobrook-Dubos， Boyden)，溶血反応(Middlebrook)，

他の2反応より抗体価が低い為に，その分布施聞がせま 皮膚反応 (Prausnitz-Kustner法)を行なって各抗体の

いが，そのピークは T-globulinの蛋白量のピーケと一 分布をしらベたη

致している。しかしこれらの抗体問の比較で問題となる 3) 皮清感作抗体は T-globulinの高易動皮側にあり，

のは，反応に用いた抗原の違いである。沈降反応はツベ 沈降性抗体は T-globulinの低易動皮側に，血球凝集反

ノレクリン蛋白であり， Middlebrook-Dubosの血球凝集 応性抗体，溶血反応性抗体は T-globulin全体に分布す

反応は菌体多種体であり， Boyden反応には菌体蛋白を ることが証明された。

用いているが，これらの血清反応の抗原としてはそれぞ

れ蛋白多糖体が最もよい抗原であることが，本研究所高

橋8)らの成績から知られているのでこの様なものを用い

たのである。た正し，同ーの抗原ですべての反応をしら

べることは，それが精製されたものであればある程困難

なことで，なおこの抗原側の反応原性については目下計

約に研究中であるので次回に発表する予定である。

とにかく以上，血清反応成績からみると，沈降性抗体

は血球凝集反応、性抗体叉は溶血反応性抗体とは明らかに

異なるものであるといえる。同じ血球凝集反応であって

も Middlebrook -Du bos反応と Boyden反応は抗原が

異なるが，その分布域は全く同じであるので両者を位置

的に区別することは出来ないし，又進藤がいう様に溶血

反応性抗体が不完全抗体を証明するものであるとしても
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