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結核菌体リン脂質画分の赤血球感作能に関する研究

第 1報 感作抗原液の作製法とその安定性

佐々木昭雄・山本健一・高橋義夫

(北海道大学結核研究所予防部〕

(昭和40年1月初日受付〉

先に著者らの 1人，高橋及び協同研究者らにより，

Anderson法及びBoquet-Nとgre法によってえられた結核

菌体リン脂質画分は，結核血清との感作赤血球凝集反応

において感作抗原となりうること 1)，この反応系は従来

結核抗体の検出に用いられてきた多糖体画分を感作抗原

とする Middlebrook-Dubos反応及び蛋白質画分を感作

抗原とする Boyden反応とはことなる抗原・抗体系であ

ることり 2)，及びこの反応の抗体価は結核症の病状と平

行関係があることめが示された。その後この反応は簡易

化され，凝集媒体として赤血球の代わりにカオリン粒子

が用いられるようになりめ， いわゆる高橋結核反応とし

て現在その臨床的価値が検討されつつある。

本研究の目的は，この反応系の免疫化学的解析であ

る。その第一歩は抗原の精製であるが，その前に抗原活

性の測定法を決めておかねばならなし、。問題の反応系は

脂質画分の懸濁液を感作抗原とする間接凝集反応である

ので，抗原活性は凝集媒体の種類と抗原懸濁液の作製法

によって当然変動すると考えられるからである。

凝集媒体としては，カオリンその他の無機物質及び合

成高分子化合物などについて種々検討したが抗原活性測

定に適したものがなく，緬羊赤血球が最良であることが

わかった。高橋結核反応はカオリン凝集反応であるが，

その始まりは感作赤血球凝集反応であり，両反応は臨床

的に血清学的診断価値は殆んど同じであることが示され

ている04)

高橋結核反応における感作抗原液は，抗原のメタノー

ル溶液を希釈液中に滴下して作られており，その作製条

件については既に小野めが検討している。しかし精製の

目的でリン脂質画分を分画するとメタノール難溶性のIflli

分が生じ，この画分もまた適当な方法で微細懸濁液にす

ると抗原活性を示すことがわかった。そこで今回はこの

メタノール難溶性IElij分について抗原液の作製法とその安

定性を検討した。

実験材料及び実験方法

抗原結核菌体リン脂質画分の抽出・分画法は，高橋の

方法めを改良したもので，その詳細は別に報告する予定

であるが，概略は次の通りである。

粗リン脂質はBCGソートン4週培養菌体から抽出し

た。まず菌体を15'(以下でアセトン， メタノール，クロ

ロホルムにより順次可及的に抽出し，その残t査を37'(メ

タノールで可及的に抽出，抽出物を乾固後熱アセトン可

溶部を除いて粗リン脂質を得た。使用したリン脂質画分

は，まず粗リン脂質をクロロホルム・エーテル(I: 2) 

で抽出し，抽出物をクロロホルム・エタノール・水

(800: 200 : 25， vjvjv)を溶媒としてセルロース・カラ

ムを通し，溶媒により溶出したものである。

この画分は粗リン脂質と違ってメタノールに難溶であ

る。その化学組成は窒素0.3%，リン2.1%，糖質(アン

スロン法，ク守ルコースに換算して)11%で、あった。

抗血清人型結核菌仲野株の加熱死菌注射 (Adjuvant

浮遊)によって得た家兎免疫血清で， -25'Cで保存した

もの。使用に際し 1/10容の 3% ethylenediamine tetra-

acetic acid水溶液を加えることにより化学的に非働化し

異種血球凝集素を除くため原血清と等容の緬羊血球で室

温10分間の吸収操作を 2回行なった。

希釈液 リン酸緩衝生理的食塩水 (0.85%食温水9容+

O.lMリン酸緩衝液1容を， pH7.2)用いた。

血球脱線維した緬羊血液に等容の Alsever液を加えて

永庫に保存し，使用に際し綿花で鴻過後希釈液で数回洗

淋した。

抗原液の作製法

(1) 水浮遊法:リン脂質i卑i分の粉末を水v二浮遊，充分

混合してゾ、ノレ状としこれに2倍塩濃度の希釈淡を等容

加えた。

(2) フレンダ一法:リン脂質両分の粉末を希釈液に浮

遊L，これをマルサン式ホモブレンダ-500D型により
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15分間激しく撹持した。

(3) メタノール法:リン脂質画分の粉末をメタノール

と混じ，これを上記ホモプレンダーにより懸濁液とし

た。希釈液9.5日lQをマグネチック・スターラーで撹持し

つつ，その中に上記懸濁液0.5mQを滴下した。

(4) クロロホルム法.，希釈液をマグ、ネチック・スター

ラーで激しく撹持しつつ，これに水飽和クロロホルムま

たはクロロホルム・メタノーノレ (3:1)に溶かしたリン

脂質画分溶液を滴下し，撹持を続げつつ加熱または減圧

により溶媒を除去した。

(5) テトラハイドロフラン法:水で、ゾル状にしたリン

脂質画分に等容のテトラハイドロプランを加え，で、きた

溶液を 40f音容の希釈液と直接混合した。

感作赤血球凝集反応、 感作赤血球作製にあたっては，抗

原液を適当に希釈し等容の 4;?o5血球浮遊液を加え，

3TC 2時間感作 (30分毎に振溢〉後，希釈液で 3回洗淋

した。反応は，通常の方法により，0.5mQあての逓減血

清希釈液に2，905感作赤血球浮遊液を0.05mQを加えて3TC

2時間，ついで室温に1夜放置して行ない，翌朝判定し

た。判定基準は小野の方法5)に従った。

抗原活性 抗原活性は， 2%緬羊赤血球浮遊液1mQを感

作するに要する抗原画分の最少量で表わした。

実験成績

1)水浮遊法

リン脂質函分は， メタノールで抽出し，混在する水溶

性成分の大部分を除いてあるが，親水性がかなり強く，

水に浮遊すると膨潤してゾル状になる。塩溶液中では膨

i間がおそく，ゾル状にするためにはマク、ネチック・スタ

ーラーで長時間撹持する必要があった。

水浮遊法による濃度 128μg/mQの抗原液を{者数希釈し

て血球感作を行なった実験では，凝集反応、はすべて陰性

であった。抗原液作製l侍の濃度を4，092μg/mQにすると

反応は陽性となり，第1図に示すようにその活性は 512

μgて、あった。しかしこの反応は全般に凝集が弱く， 反

応の終末点も不明瞭で、あった。

このように水浮遊法抗原液の活性が著しく低いのは，

抗原物質が液中で完全に溶解していなく，ゾル状になっ

て分散しているにすぎないためとも考えられる。そこで

このゾル状液の pHを変えることにより，抗原物質が溶

解し活性が上昇するのではなし、かと考え，次の実験を行

なった。即ち水で、ゾル状にしたリン脂質画分に等容の

O.IM酢酸緩衝液 (pH5.0)またはホウ酸緩衝液 (pH

9.0) 合 Jmえ，ぬ分11~ 附1'1'1. .希釈淡で 10倍にうすめて

濃度 256l~g/ lIl Q の抗原液を(午った。 L7ふ L これを)品、た

第1図水浮遊法抗原液による反応
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* 2%緬半赤血球浮遊液1mPの感作に用いたリン
脂質画分の量を μgで表わす。

料血清 No.l. 数字は希釈倍数を示す。

反応はすべて陰性で、あった。

2) プレンダー法

この方法で作られた抗原液は，直ちに用いれば 4~8

μgの活性を示し， 反応、の終末点も明瞭で、あった(第2

図-I)。しかし室温に数十分放置すると，抗原液の活性

は明らかに低下し，反応の終末点も不明瞭になった。放置

時間による活性低下の程度は一定でなく，種々の因子が

関係しているように思われた。最も著しかったのは粗リ

ン脂質を抗原とした場合で，濃度1，000μg/mQの抗原液

の活性は室温1時間の放置により 8μgから 128μgに低

下し，抗体価もい 1280から1:40 に低下した。

新鮮抗原液で感作した血球または感作後洗糠した血球

を氷庫に1夜保存した際，反応の終末点は幾分不明瞭と

なったが，活性は低下しなかった(第2図-]I，-lli)。こ

れに比し抗原液 (512μg/皿のをあらかじめ氷庫に1夜

保存した実験では，活性は32μgであった(第2図 N)。

次に抗原液をー25Cで1夜凍結保存L，室温で徐々に

融解した場合にも活性の低下が認められ，反応の終末点

は著しく不明瞭になったは口図一I)。氷庫1夜保存し

た抗原液を100'C1時間加熱またはお圧滅菌処理(120'C，

l気圧， 20 分間〕すると，活性は 64~218μg となり，

反応の終末点は著しく不明瞭となった(第3図-1I，-lli)。

しかしこのように活性が低下した抗原液を再びプレン

ター処理すると，活性はかなりの程度回復した。即ち，

氷原 1 夜放置により 32/~g に低下した抗原液の活性は，

再プレン夕、一処理により 8~16/~g となった。また， JilJ 

fE滅菌処理後七温 4411 !fllij放置により 128~256μg に低下
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I 

第 2図 ブレン夕、一法抗原液による反応
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ホ血清 No.2

した抗原液の活性は，再ブレンダー処理により 16μgに

まで回復した(第4図〕。

3) メタノール法

ブレン夕、一法の結果から抗原液の活性は加熱により低

下することが認められたので，抗原液中のメタノールは

加温による蒸発で除かず，希釈によって反応液中のメタ

ノール濃度を低くした。

メタノール中のリン脂質画分は完全に溶解せず懸濁し

ていたにもかかわらず，この方法で作られた抗原液は

8~16μg の活性を示した。しかし反応の終末点、は不明瞭

で、あった〔第5図)。

4) クロロホルム法

この方法でも抗原液を作ることができたが，懸潟粒子

があらく不均~-c. --iEの活性をノドさなかった。この際

希釈液中にTween80のような表面活性剤をあらかじめ

加えておくと均一な微細懸濁液がえられたが，表面活性

邦jの作用のため反応は陰性に終わった。

5 )テトラハイドロフラン法

種々の方法でとったリン脂質面分は，あらかじめ水で

充分膨潤させた後等容のテトラハイドロフランを加える

と殆んど瞬時に溶解する。この時できた溶液は数日間放

置すると沈澱を生ずるが，製造後数時間は安定であっ

た。なお今回用いたりリン脂質画分は水を10%含むテト

ラハイドロプランに完全溶解するので，この方法と前記

の方法とを比較してみたが抗原液の活性には差がなかっ

t~o 

テトラハイドロフラン法による濃度64μg/mCの抗原液

を倍数希釈Lた反応をみると，211gの活叫がえられた。
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第3図 プレンダ一法抗原液の安定性
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この活性は作製l侍の抗原液の濃度を 16μg/mQ，4 Ilg/ mQ 

とした場合にも，各濃度の抗原液を 1本ず、つ作った場合

にも変わらなかった。反応の終末点、はすべて明瞭であ

った(第6図)。

テトラハイドロプラン法による抗原液は，プレンタ一

法によるものと較べてかなり安定であり，その活性は室

温数時間の放置でも変わらなかった。しかし37'C 18時

間の保存または高圧滅菌処理により 8μgまで低下し

た。これにi七L.，水でゾノレ状にしたりリン脂質画分をあ

らかじめ内圧滅菌処理してから抗原液を作ると，その活

性は 4μgであった(第7凶)。

第4国再プレンダーによる活性の回復

九百|叫281641泥[川可可 2
1. 氷原1夜保存，再ブレンダー

_8_0  1 I~I~I土|土工一一
160 +1件|件|件 1+ 1 -1ー

32日 + 1 + 1 十|件 1- 1_1 ー

64011+1+1+1十 1- 1_1 ー

1280 1 1 + 1 + 1 + 1 -1ー l ー l ー

2560 

II. 高圧滅菌処理，室温44時間

_8_
01+1ことに|二|二|二|二
160 1 + 1十 l ー

320 1 + 

640 1十 l ー

1280 1土

1;;-1-=-1て|て1-=-1-=-1-=-1-=-1て

80 十十 4十 +十 十十 十十 | 一

一一
160 十+ 十十 4十 十十 十十

320 十十 4十 十十 * 十+十戸4十
+ 

2560 1 + 十
* 1血清 No.4.， II， m血清 No.3

二五lflflJE己
3201+1+1十 1+ 1土

6401+1+1+1+ 

1280 

--2~60-1二 |二一戸1---=--1て j-=-t-=-I--=-



29 

64μg/mQの抗原液より

第 6図 テトラハイドロフラン法抗原液による反応

16μg/mQより
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テトラハイドロフラン法抗原液による感作赤血球凝集

反応の阻止反応は第8図のようになり，血清希釈度と凝

集の阻止との関係は定量的で、あった。

総括及び考按

著者らの実験目的は高橋結核反応の感作抗原となる結

核菌体リン脂質両分を精製するにあるが，これに先立っ

てまず感作抗原の活性の測定法を検討する必要がある。

そこでまず用いる反応系について検討してみた。

カオリン凝集反応(高橋結核反応〕は，操作が簡単で

あること及び凝集媒体が無機質であるためそれに結合し

た抗原，抗体量が化学分析により測定しうることが利点

であるが，一方抗結核血清の抗体含量が低いこと，感作

カオリンはかなりの量の血清蛋白質を非特異的に吸着す

ること，及びカオリン凝集反応用の緩衝液は蛋白質の微
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量定量を阻害することなどから，抗体の定量的測定は困

難なことがわかった。また，カオリン凝集反応において

は適当量のリン脂質画分で感作することによりカオリン

粒子を安定化しているので，感作に用いるリン脂質回分

の量を減じていくとカオリン粒子が不安定となり，自然

凝集が起りやすくなる難点がある。従って一定量のカオ

リン浮遊液を感作するに要する抗原画分の最少量で抗原

活性を示すことは困難で、あった。なおまた，イオン交換

樹脂やフォルマリン処理血球など種々の凝集媒体につい

ても抗原活性の定量的表示法を検討したが適当な反応系

はなく，結局通常の感作赤血球凝集反応を用い， 2%血
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感作抗原量 64μg/皿Q 2%血球浮遊液

血清 No.5

球浮遊液を 1mQを劇乍するに必要な抗原画分の最少量で

抗原活性を示す方法が最良であることがわかった。

次に抗原物質の溶解性について検討してみると，先に

小野めはリン脂質画分のメタノール溶液から抗原懸濁液

を作る方法について検討し懸濁粒子が小さいと広い範

囲の抗原濃度で同じ感作能力を示し，保存しうる期間も

長いことを報告している。一方 Tsumita等めは青山B

菌体より Middlebrook-Dubos反応の感作抗原を抽出精

製しそれはぺフ。チドを含む糖脂質であると報告してい

る。なお積田7)は，この抗原は中性溶液で保存すると沈

澱を生じ活性が低下するが，溶液の pHを9にすると沈

澱が再溶解し活性が回復するとL、っている。われわれの

抽出したリン脂質画分は，微量の窒素とかなりの糖質

を含み，親水性が強く水を加えると膨潤するが，生じた

ソール状液の抗原活性は著しく低く，ゾル状液を酸性また

はアルカリ性にしてもその活性には見るべき変化がなか

った。このことは，抗原としてのリン脂質画分と Mid-

dlebrook-D池田反応の抗原とはことなるとしみ高橋，

小野らの見解わめを支持するものであり，抗原液は微細

粒子の懸濁液としなければならないとし、う小野の見解と

も一致する。

本実験においてはメタノール難溶性画分の抗原活性測

定を目的としたので，抗原画分を微細粒子の懸濁液とす



るため次の方法を試みた。

(1) 機械的に懸濁粒子を微細化する。

(2) 適当な溶媒を用いて抗原溶液を作り，これを希釈

液と混和する。

機械的手段としては，乳鉢などによる磨砕法，音波ま

たは超音波による振漫法なども考えられるが，今回はそ

れらの方法より効率の良いブレンダ一法を用いてみた。

この方法の長所は抗原画分の溶解性を考えなくてもよL、

ことであり，作られた抗原液は作製直後に用いる限り活

性が高く，再現性もよかった。しかし欠点は抗原液を放

置すると活性が急速に低下することである。この場合，

抗原液を再ブレンダー処理すると活性はかなり回復す

る。従って急速な活性低下の主な原因は抗原物質の分解

でなく，懸濁粒子の凝集による有効抗原濃度の減少と思

われる。ブレンダ一法抗原液はテトラハイドロフラン法

抗原液に比し少し活性が低いのは，段階希釈などの実験

操作中に抗原粒子の凝集が起こっているためと考えら

れる。

次に今回用いたリン脂質画分はメタノール難液で、ある

ので.(1)のブレンダ一法と(2)の溶液法を組合わせたよう

なメタノール法を用いてみた。即ちリン脂質両分をブレ

ンダーによりメタノール中に懸濁しこれを希釈液中に

滴下して作った抗原液は，ブレンダ一法と同程度の活性

を示した。これはリン脂質画分中に存在する抗原物質が

メタノール可溶であるためか，あるいはプレンダーによ

ってメタノール中の抗原粒子が微細化されたためかは不

明である。

(2)の溶液法の場合，今回用いたリン脂質両分は，水飽

和クロロホルムまたはクロロホルム・メタノール混液

(3: 1)に可溶であったが，これらの溶媒は希釈液と混

和すると乳化し，放置すると 2相に分離する。そこでこ

の混液を激しく撹持L.乳化した状態のまま加温または

減圧により溶媒を除去してみたが，このようにして作ら

れた抗原液は不安定で，一定の活性を示さなかった。

次に希釈液と自由な比率で混合しうる溶媒として水ー

テトラハイドロプラン系を用いてみたが，得られた抗原

液は最も活性が高く，数時間の放置に安定で，加熱によ

る活性の低下も僅かであった。

そこでこの方法とメタノールを用いている小野の方

法5)とを比較してみよう。第1に，抗原画分をメタノール

の代わりに水ーテトラハイドロプラン系を用いて溶解し

たことである。メタノールに比し，水ーテトラハイドロフ

ラン系は，種々の方法で抽出・分画したリン脂質画分をす

べて溶解し，かっその溶解度も大きいことから，溶媒と
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してメタノールよりすぐれている。ただその唯一の欠点

は保存により過酸化物を生じ血球傷害性が強くなること

であり，従って抗原溶液は長期保存できなし、。

その第2は，小野法が希釈液を撹狩しつつその中に抗

原溶液を滴下するのに反し，テトラハイドロフラン法で

は希釈液と抗原溶液を直接混和しうることである。即ち

テトラハイドロフラン法で、は，滴下しても混和しても抗

原活性に変わりはない。このことは抗原溶液が既に水を

含んでおり，抗原物質は親水性であることによると考え

られる。即ち，この方法でほ溶液中の抗原物質は水和し

た状態にあるため，希釈液によってそのまま希釈される

が，小野法では希釈液と接した所で始めて水和が起こる

ため，滴下条件，撹狩条件によって水和された懸濁粒子

の大きさに差が生じてくるものと思われる。

第3i土抗原液中の溶媒の問題である。テトラハイドロ

フラン法では希釈によりその濃度を低くしているのみ

で，特に溶媒の除去を行なわなし、。この抗原液の活性は

2μgである。一方小野法では抗原液中のメタノールは加

温して除去されており，その結果えられた抗原液の活性

は 50~100μg を示すにすぎない。 ところで今回の実験

で明らかなように，抗原液の活性は加熱により低下す

る。テトラハイドロフラン法抗原液は比較的安定であり

100'C 1時間の加熱によりその活性は僅か (8μgに〉し

か低下しないが，ブレンダ一法抗原液の活性は同じ加熱

処理により. 4~8μg から 64~128μg に低下している。

このことから，小野の用いた抗原液の加温処理前の活性

は.4μg附近にあったのではないかと考えられる。事実

われわれは，小野と同様高橋の方法でリン脂質回分をと

り，そのテトラハイドロフラン法による抗原液の活性が

4~8μg であることを確かめた。以上の点を考えると，

抗原液作製時に加温処理による溶媒の除去を行なわない

方がよいと考えられる。

さて今回の実験の目的は， メタノール難i容1企画分から

安定した再現性のある抗原液を作ることであり，種々の

方法を検討したがその中でテトラハイドロフラン法が最

も適していた。この方法によれば，抗原液の活性は安定

で著しく高いのみならず，反応、の終末点は明瞭であり，

主た抗体価は感作抗原量を変えても一定となることがわ

かった。これらのことはリン脂質画分中の抗原が1種類

であるとし、う考えを支持するものであり，従って抗原物

質の分画・精製の指標としては単に活性即ち最少感作濃

度をめざせばよいことになる。そこで現在この方法を用

いてリン脂質回分中の抗原物質の精製を試みている。
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結論

結核菌体リン脂質l喧l分の感作抗原としての活性を測定

するのに用いる凝集媒休及び!感作抗原液のfド製法につい

て検討し次の結果をえた。

1. カオリン凝集反応(向橋結核反応〕は抗休価の測

定に便利であるが，抗原活性の測定には不適であり，む

しろ感作赤血球凝集反応の方がすぐれていた。

2 血球凝集反応用としての感作抗原液は，抗原画分

を水で膨潤させた後等容のテトラハイドロフランを加え

て溶解し，この溶液を希釈液と混和して作ったものが最

も安定であった。

3. テトラハイドロフラン法による抗原液を用いると

2%血球浮遊液 1m.Cを感作するに要するリン脂質画分の

最少量は 2時であり，感作抗原量を変えても抗体価は

一定で，反応の終末点は明瞭であった。

4. リン脂質画分中の抗原は単一であり， Middle-

brook-Dubos反応の抗原とはことなることを支持する実

験成績がえられた。

終りにテトラハイドロフランの使用を御教示下ざいま

した東大薬学部野島庄七博士に深謝致します。
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