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結核菌体りん脂質画分の赤血球感作能に関する研究

第2報 りん脂質画分の性状

佐々木昭雄・高橋義夫

(北海道大学結核研究所予防部)

(R百和421f1月10FI受付)

結核fa:における感f'r赤血球凝集!反応としては.未処理

血球に多糖休両分を感作する M-D(Middlebrook-Dlはbos)

反応と，担ンニン酸処理血球に蛋白質[両分を感作する

Boyden反応とが広く知られてL、る。高橋ら1)2)は種々の

方法で抽出した結核菌体りん脂質両分が未処理血球に点、j

ずる感作抗原となり，りん脂質感作赤血球は結核血清と

凝集反応、をおこすことを発見し，同時にこのりん脂質反

応と， M-D反応および Boyden反応の血清学的特異性

を確立したc

M-D抗原は血清学的特異性を有する Polyarabomann-

oseと，赤血球に附着する役割を有する脂質とからなる

1}ポ多糖体であることが，積田ら3)によって明らかにさ

れた。彼らの精製抗原では， 2!!6人O型赤血球 1mQを感

作する最少抗原量は 0 ， 25~0 ， 5 何であると報告されて

L 、る4)。 一方高橋抗原は， 0 ， 3~ 2 ，o~の窒素と 15~20，o6

の糖質を含み，緬羊赤血球tこ対する最少感(乍量は50~

100μg 5)であった。 I¥;j橋抗原と積回らの精製 M-D抗原

とは共に未処理血球を感作するが，量的関係を見ると同

量の血球を感作するのにI高橋抗原は積回らの精製 M-D

抗原の約200倍を要する。従って.りん脂質反応と M-D

反応の血清学的特異性は一応確立されてはL、るが， りん

脂質反応の場合は抗原として用いられるりん脂質両分vニ

含まれる多糖体が独自の特異性をもって反応している可

能性はあながち否定出来ない。木研究て、は生化学的にこ

の点を追求した。

M-D抗原は水溶性リポ多糖体であるが，高橋抗原は

その大部分が水不溶のりん脂質両分で，血球感作の際は

水浮遊液として用いている。 litr報6)においてわれわれは

向橋抗原の血球感作能が浮遊液の作り方によっていちぢ

るしく変化することを報告したが，今同1::記の目的で抗

原|可分の抽出・分画法を検討した。

実験材料および方法

材料商は主としてソートン矯養 BCGを用いたc 初期

の実験では， 8週培養菌休を東洋誌を、紙 No131でi慮過し

て集め，アセトンで洗い，乾燥した。その後の実験で

は， 4週培義菌{牛を1fiC天じくもめん〉によるi慮過で集
め，水洗し凍結乾燥した。

血清反応 感作赤血凝集反応は古ij報6)と同様にしておこ

ない，緬羊赤血球を使用した。感作抗原液は，抗原画分

を水でゾノレ状にし，等容のテトラハイドロフランを加え

て溶解した後40倍の希釈液と混合して作った。 2%赤血

球 1mQを!感作する抗原画分の最少景を最少血球!感作軍ーと

しそれをもって血球感作能を示した。

感作赤血球凝集反応阻止試験は通常の方法に従った

が，特に阻止抗原と抗血清の両方について希釈系列を作

り，阻止が特異的であるかどうかを確めた。

M-D 反応には2種の抗原を使用した。その 1つは積

旧博士より分与しイニだ L 、た最少血球感作量 0 ， 25~0.5μg

の精製 M-DHLI京。もう 1つは，表2に示した方法て、脱

脂した BCG菌体を Westphalらの方法7)により水:

フェノール=1 で処理しその水層からアセトンで

沈澱させた粗リボ多糖休である。この画分の水溶液は，

265 mμ にピークをもっ紫外吸収物質を含むが，最少血

球!~作量は 2μg であ，-)た。

fヒ望企揖窒素量は Microkjeldahli去，りん量は Allen
法叉は Bartlett法的， 糖質量はグノレコースを標準とし

てアンスロン法により測定した。イノシトール量は次の

ようにして測定した。試料を6N塩酸で100'C40時間加

水分解した後i慮過し， i慮液を一度乾固してから水:エー

テルで、振り脂肪酸を除いた。水層を乾固して混在するエ

ーテノレを除き， 再び水に溶解， アンノえーライト IR410

(OH-型〕と IR120 (H+型)のカラムを通し電解質を

除いた。水溶出部を集めて乾回し，少量の水に溶解， メ

タノーノレを加えた。ここで沈澱してくる画分の重量を測

定しこれをイノシトーノレ量とした。イソプロパノール

:氷酢酸:水=3:1 の系でペーパークロマトグラ
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ブイーをおこないこの両分はほとんどイノシトールであ

ることを縫認した。脂肪酸含量は，試料をけん化した後

酸性としエーテルで抽出される画分の重量から計算し

た。結核菌のりん脂質画分中に不けん化物は認められ

なかった。

クロマトゲラフィー薄層クロマトグラフィーには

Wako Gel B-Oを使用した。溶媒系はクロロホノレム:

メタノール:水=65:25: 4で，検出にはヨード蒸気と

Dittmerらのりん発色試薬9)とを使用した。一部硫酸で

検出してみたが，ヨード蒸気の場合と完全に同じクロマ

トグヲムが得られた。

カラムクロマトグラフィーには重曹処理問したけい酸

: Hyf!o Super Cel= 2 1 (wjw) 250g(4.6x 37.0cm)を

使用した。

実 験

高橋抗原の性状

高橋らは種々の方法で抽出した結核菌のりん脂質画分

が血球感作抗原となることを見出したりが，簡単で収量

表 1結核菌体りん脂質両分の抽出法

アセトン致死菌体

|アセトン抽出

十 アセ iン問脂肪

メタノーノレ抽出 (3TC)

岩波 抽山液

l蒸発乾固
熱アセトン処理

熱アセトン不溶物 熱アセトン可溶性脂肪

|クロロホルムに溶解
|ザイツlJ喜過

不溶物 クロロホルム溶液

|アセトンによる沈澱

りん脂質抗原

がよいという理由から表 1に示す抽出法を採用した100

すなわち高橋抗原は Boquetet Negreのメチル抗原抽

出法12)に準じ，メタノールで、抽出した粗りん脂質から熱

アセトン可溶物とクロロホルム不溶物を除いた画分であ

る。

この方法で得られたいくつかの抗原についてその化学

組成を調べてみると，窒素含量0.3~0.8.% ， りん含量1

~3.%，糖質含量15~24，9，;'であった。更に BCG より得

られた抗原の 1つについて測定した結果で1土，この両分

のイノシトール含量は約4，96'，脂肪酸含量は約31.%であ

った。脂肪酸は中和他i194で，赤外スベクトルからはノ去

ルミチン酸が主成分であると推定された。糖成分として

はマンノースとグルコースがペーパークロマトグヲフィ

ーにより検出された。

高橋抗原の最少血球感作量は，小野町によると50~

100μgであったが，前報6)に記したこ、とく感作抗原液

の調製法を改良することによりこの量はいちぢるしく低

下し，いくつかの抗原について 4~ 8 f1gであった。し

かしこの中には少なくとも 0.6~1μg の糖が含有され

ている筈であるから，積回らの精製 M-D抗原の最少血

球感作量から見ると，この含有糖の血清学的作用の可能

性は否定出来ない。

高橋抗原は，アセトン，石油エーテルに不溶，メタノ

ールに難溶，エーテル，ベンゼン，クロロホルム，四塩

化炭素中では分離不能の不溶物を生じ，合水クロロホル

ムに可溶であった。合水クロロホルム中の溶解度は抗原

の lotによってかなりの変動が見られ，表1に示した

クロロホノレム不溶物を除く操作が困難なことがあった。

この現象は特にメタノール抽出回数が多い画分で見られ

た。上記溶解性は高橋抗原が多量のイノシトーノレりん脂

質を含んでいるためとも考えられるが，水溶性成分の混

在による可能性が大きし、。表1に示した抽出法には水溶

性物質を除く操作が含まれていなL、。そこで高橋抗原か

らエーテル:水またはクロロホルム:水による分配で水

溶性成分を分離しようと試みたが，ゲ‘ル化が激しくて 2

相に分離することが出来なかった。

Folchはイノシトーノレりん脂質両分のクロロホルム

溶液が分離不能の不溶物を含むときには，この溶液に2

倍容のエーテルを加えると不溶物が容易に分離されると

報告している13)0 Leaらは脂質両分中に混在する水溶性

物質を除く方法の 1っとして，クロロホルム:エタノー

ル:水=800: 200 : 25を溶媒としセルロース上で分配

させる方法を案出した14)。著者らはこれらの方法を高橋

抗原の分固に応用すベく次の予備実験をおこなった。

高橋抗原をクロロホノレム:エーテル=1:2で処理し

抽出部と残澄に分けた後，両画分をそれぞれi慮紙上にス

ポットし，クロロホルム:エタノール:水で下降法によ

り展開した。 Hanes-Isherwoodのりん発色法15)により

検出されたスポットの数はし、ずれも 2つで，両画分の間

に定性的な差はなかった。 1つのスポットは原点にあ

り，水溶性物質であった。他のスポットは溶媒先端の近

くにあり，脂質部分である。雨回分ともかなりの量の水

溶性物質を含んでいたが，脂質部分の合量はクロロホル

ム:エーテル抽出部の方が残湾より大きいことが，りん
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表中の数値i土， 5609のアセトン抽出残溢より表
2の方法で抽出された画分の重量(g)を示す。

抽出物の重量を毎回秤量した結果を表3に示した。アセ

トン処理菌体に対する抽出物の重量比は，冷メタノール

4.9%，冷クロロホルム14.9%，温メタノール8.4%であ

った。これらの値を連続抽出装置を用いたときの成績と

比較すると，クロロホルム抽出物の量が少ないことが目

立つ。しかし表の成績からは抽出不完全と考えられない

ので，これは用いた菌の lotが異る為と考えられよう。

冷および温メタノーノレ抽出物をそれぞれ冷，温，沸騰ア

セトンで順次処理し，可及的にアセトン可溶物を除いた

画分を粗リン脂質とした。収量はそれぞれ17.79と39.8

gで，アセトン処理菌体に対する比率は3.2%と7.1，9ぎと

なる。これら画分の最少血球感作量は 8μgおよび 4μg

であった。

温メタノーノレ抽出物から得られた粗りん脂質を出発材

料(画分I)とし，以下の分画をおミなった。

発色の程度から推定された。

低温溶媒による菌体脂質の分月IJ抽出

一般に生物学的活性を有する物質を抽出するにはなる

べく温和な条件でおこない，不純物の含量は少ない方が

よいことはし、うまでもなし、。 Macheboeufらは低温連続

抽出装置16)を用いて結核菌の脂質を分別抽出している。

この場合菌体をまずアセトンで抽出するが，このときの

温度が15'C以下であるとりん脂質と waxは全く抽出さ

れないとL、う。そこで氷冷アセトンで乾燥した BCG菌

体を彼らの考案した連続抽出装置を用い15'C以下〔水道

水の温度〕でアセトン，メタノール，クロロホノレムじよ

り順次抽出し，最後に残溢を Soxhlet の装置に移し，

メタノールにより抽出した。溶媒の除去は以後すべて窒

素気流下減圧でおこなった。乾燥菌体に対する抽出物の

重量比は，アセトン8.34%，メタノーノレ4.14%，クロロ

ホルム20.0%および Soxhlet メタノール8.52%であっ

た。クロロホルム抽出画分は，窒素含量0.03%，りん含量

0.1ヌム糖質含量0.4%で，ほとんどが熱アセトン可溶，

冷アセトン不溶の waxであった。メタノール抽出画分

は冷抽出温抽出の別なく同程度の血球感作能を示した。

従って低温抽出法は抗原物質を得るための分別抽出法と

して必ずしも最適とはし、えなL、。のみならず温メタノー

ノレ抽出画分は収量がよく，アセトン可溶物の含量が少な

く，以後の分画操作がおこないやすし、。従って本実験に

おいては温抽出画分を出発材料とすることにした。多量

ソートン4週培養 BCG

[ アセトン <肌 10回
残溢

| メタノール， く15'C，
| クロロホノレム，く15'C，

残澄
| メタノーノレ，31'C. 5回

残溢

リボ多糖体の抽出へ

低温分別抽出法表 2

水溶性成分の分離

水溶性成分の分離

抽出部(出分JI)

セノレロースカラム
クロロホルム:エタノール:水
(800: 200: 25. vjvjv) 

粗りん脂質
(画分1)

| クロロホノレム:エーテノレ
(1 : 2.寸/v)

残溢(画分I[)

表 4

5回
3回

抽出液

|溶媒除去
アセトン処理

粗りん脂質
(画分1)

出溶で
園

部
水
乾

V

i
着
1
1
1
1
分

吸

幽

上清 ゲル状沈i査
| 凍*r'i乾燥 i 凍結乾燥
両分w 両分v[

溶出部

l 溶媒除去
|員i分N
水に浮遊
超遠，心

の菌体を一度に処理するため，連続抽出装置を用いず表

2に示すように低温溶媒による抽J品を繰返した。

ソートン4週培養 BCG菌体を15C以下のアセトンで

3日づ、つ10同処理し，残消560gを得た。この残j告を2

Eづっのメタノールで 5凹，クロロホノLムで3回， 15 C 

以下で処珂した後， 37Cのメタノ-Jで5~Mrtlll: L t，こ。



表 5 表4で得られた各自分の性状

窒素含君!りん合言|糖含妻|収 勇軍富一画

このようにして分けた各幽分の性状を表 5Vこ示した。

幽分VIすなわち水溶性物質を除いた脂質画分は，最も強

L 、血球感作能を有しその糖含量は出発材料の35，%から

9，%まで減少した。また僅かではあるが窒素含量の低下

とりん含量の上昇も見られた。低いながら血球感作能を

有する水溶性画分Vをゲノレ穂過で、分画し，水溶性抗原を

得ょうとする試みは不成功に終った。すなわちこの画分

の水溶液をクロロホノレムで洗い，混在する脂質を可及的

尚fr詰抗原での予備実験に基き，表4Vこ示すような水溶

性成分の分画を行った。画分1309'をクロロホルム:エ

ーテルヱ 1: 2に30mg/mQの割合で浮遊し，マグネチヅ

クスターラーで 1時間撹十干後 10，000r.p.m 30分遠心し，

抽出液と残j査に分けた。残i宣は秤量して更に2回同様に

処理した。 3回の抽出物(13.2g，7.9g， 0.5g)を合

わせて画分Eとし，最後の残溢 (6.5g )を画分Eとし

た。次に両分1I15gを 100mQのクロロホルム:ェタノ

ール:水=800 : 200 : 25に溶解し， 同じ溶媒で作った

Whatmannセノレロース粉末のカラム(150g;4 x42cm) 

にかけた。900mQの溶媒で溶出した後吸着部を水で溶出，

溶出液をそれぞれ減圧乾回，画分N，匝i分Vを得た。画

分rvは更に 20mg/mQの水浮遊液とし氷庫中一夜撹持し

た後， 40，000r.p.m 3時間の遠心により上i青と沈溢に分

けた。沈1査は同様にして2回超遠心により水洗した後凍

20 

結乾燥し画分VIとした。上清は 2回の洗液と合わせ，

凍結乾燥し，幽分羽とした。

感作赤血球凝集反応阻止試験

感|¥阻;.-h.r¥..."l7r f..~\ lItQ 11 _~r..l_ll!Eti:J4-. {~=.\----I l¥ 止! 画分v[ (μg) 粗リポ多糖体 (μg) 
作(血¥抗| 一一一 I_~=-_-_~~_" _._=_____1 
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に除いた画分19を10mQの水に溶解し，水を溶媒として

セファデックスG50M C145mのを通過させた。溶出液

5 mQづつについてその 260mμ における吸光度を測定し

たが，初めに溶出してくる小さなピークにのみ血球感作

能が認められた。この画分を凍結乾燥して約 25mgの物

質を得たが，この物質は再び水には溶けなかった。

画分VIの性状

M-D抗原は中性溶液で長期保存すると沈澱を生じ血

球感作能が低下するが，溶液を pH9にすると沈澱は再

溶解し血球感作能も回復するという 17>。そこで M-D抗

原の混在を調べるため，画分VIをborateで処理してみ

た。 pH9の O.IMborate bufferに画分VIを 20mg/mQの

割合で溶解し，充分撹持後 40，000r.p.m. 4時間遠心し

た。沈溢を更に2回同様に処理し，各上清について紫外

域の吸光曲線とアンスロン法による糖の測定を行なった

が，いずれも検出できなかった。

画分、Eの血球感f乍能は最も強く，その最少血球感作量

は 1μgで，これを感作抗原とする赤血球凝集反応と

M-D反応との関係は表6に示すごとくであった。前者

の反応は国分程により特異的に阻止されたが，積回らの

精製 M-D抗原および粗リポ多糖体による阻止は見られ

なかった。これと逆に M-D反応と粗リポ多糖体感作赤

血球凝集反応は，共に積回らの精製 M-D抗原および粗

りん脂質画分の薄層クロマトグラム

T. c‘ 

挙 11 • 

a， りん脂質両分VI ヨード蒸気

b 11 リン発色試薬

クロロホノレム・メタノーノιil;
C りん脂質岡分 ヨード蒸気

d， λy リン発色試薬
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リボ多糖体によって特異的に阻止されたが，画分¥1によ

る阻止は見られなかった。

画分程は55%の脂肪酸を含有し，その糖組成はアンス

ロン法によるヘキソース定量値 Somogyi法による還

元糖定量値 Discheの硫酸システイン法によるへキソ

ース定量値の3つの測定値および分光特性から計算する

と，マンノース11~12%，グルコース 3%で，ベントー

スは検出されなかった。この画分は高橋抗原と類似の溶

解性を示し，クロロホルム中では分離不能の不溶物を生

じたが， クロロホノレム:メタノーノレ=3:Uこは溶解し，

そのけい酸薄層クロマトグラムは図 1，a， bに示すご

とくであった。これは Akamatsuら1由が結核菌からク

ロロホノレム:メタノーノレで抽出して得た全りん脂質のク

ロマトグラムとほとんど同じである。

空里旦空Jj..J色:メタノールによる茸里担質金量盟主L立

い酸力ラムクロマトグラフィーによD分画

最少血球感作量 1μgのりん脂質画分証は結核菌のり

ん脂質成分をすべて含むと考えられるが，クロロホノレム

中で不溶物を生じ通常のけい酸カラムクロマトグラフィ

ーを適用出来なし、。そこでクロロホノレム:メタノールで

りん脂質を抽出し，けい酸カラムクロマトグラフィーで

分画しようと試みた。

水洗，凍結乾燥した BCG500gを 7Pのクロロホノレ

ム:メタノール=2: 1により2日づっ室温で2回，3TCで

1回抽出し，抽出液をそれぞれザイツ漉過した後濃縮乾

閏した。抽出物を合わせ， 1 Pのクロロホルム:メタノ

ール=2 : 1に溶解し，これを10Pの O.IMNaCl中に

表 7 けい酸カラムによりえられた画分の性状

""*て存

薄上層クロマトグラム I最作少血球(μg感) 
のスポット番号 量

語り貨|川 4 

I 

>64 

ill-ll 1191 2，3 >64 

ill-2 i 336 I 2，3，4， 6 4 

ill-3 253 3，4， 6 16 

ill-4 541 2，3，4，5，6，7，8 4 

ill-5 67 6，7 4 

N-l 340 5，6，7，8，9 4 

N-2 529 5，6，7，8，9 4~8 

N-3 238 5，6，7，8，9 8 

V 120 (原点〉 >64 

4，418 

* I河2参照
料 |寸 1参照



たごとく集め，けい酸薄層クロマトグラブイーによる分

析と最少血球感作量の測定を行った成績を表7に示じ

た。薄層クロマトグラム上の各スポットはまだ同定して

いないが Akamatsuら18)によると結核菌体りん脂質

の主成分は cardio¥ipin(スポット番号2) ， phospha-

tidyl ethanolamine (スポット番号3)および phospha-

tidyl-inositol oligomannosides (スポヅト番号7，8，9) 

である。表7からはスポット番号6の物質が抗原のよう

に見えるが，血球感作能を有するすべての画分はいくつ

かの成分を含んでいた。これらの成分を単離すべく現在

実験中である。イノシトールりん脂質画分にはいくつも

の成分があることが知られている19)20)21)ので，未同定の

スポット番号5，6の物質もこの画分に属すると推定さ

れる。
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加えて水溶性物質およびリポ蛋白質を可及的に除いた。

ここで得られたクロロホルム層を濃縮乾固した後，冷，

温，熱アセトンで数回づっ抽出し，得られた抽出残溢

24.45gをりん脂質画分とした。

この画分の最少血球感作量は，前記りん脂質画分証の

量より明らかに多く 4μgであった。

この画分は Na塩であるので，その薄層クロマトグ

ラフィーにはO.05M重曹で作ったけい酸薄層を用いた。

得られたクロマトグラムは図1， c， dに示すごとくり

ん脂質画分程とほとんど同じであるが，溶媒先端にりん

を含まないスポットがはっきり認められた。

この画分をクロロホルム:メタノール=93:2に溶解

し，重曹処理けい酸カラムクロマトグラフィーで分画

し，図2に示す溶出パターンを得た。溶出物を図に示し

一

「

1
J
7
」

一

J
J
一一

-

L

一

I

BCG菌体りん脂質画分のクロマトグラフィー図 2

時岬ー

Si1icic Acid←Hyf!o Super Cel (2 1) Na型 250g.
カラム 4.6x 37.0cmカゃラス・フイノレター，テフロンコヅク

試料 4.45g/ mQ CHCh-MeOH (93: 2) 

報6)に記したごとく抗原画分の感作能を量的に表示する

ため，赤血球凝集反応を用いている。

高橋抗原は窒素と糖質を含有するので，その中の抗原

物質は混在するりん脂質以外の成分である可能性が残っ

ていた。そこでまず血球感作能の高い画分を得ょうと試

み，低温溶媒で分別抽出した菌体残漬より温メタノール

で抽出された粗りん脂質から水溶性物質を除き， 2%緬

羊赤血球 1mQを感作する最少量が 1μgの抗原([1剖分¥0

を得た。この辰少血球感作量は，初期のlfJi橋抗原につい

按

結核菌のりん脂質画分は，結核症における補体結合反

応の抗原となることが早くから知られている12)0 高橋

ら1)はこの画分が感作赤血球凝集反応の抗原ともなり得

ることを見出した。この反応は，結核症の診断・予後の

判定に広く用うべく赤血球の代りにカオリン粒子を凝集

媒体とするよう改良され，臨床面でのデーターを集積中

であるO著者らはこの反応の抗原を精製ιjlであるが， liij 

考



て報告された値 (50~ 100山内よりいちぢるしく低

く，積回ら4) の精製 M-D 抗原の値 (0.25~0.5 f1g) に

近い。 M-D 抗原は Polyarabomannose と脂質から

なる活性部分を有し， pH 9で最もよく溶解することが

知られている訓6)。今回得られた抗原画分は，アラピノ

ースが検出されないこと， pH 9で溶解しないこと，お

よび感作赤血球凝集反応阻止試験の成績から M-D抗原

とはことなることが確認された。粗りん脂質中に存在す

る抗原物質は必ずしも 1っとはし、えないが，粗りん脂質

から分離された水溶性画分(画分V)の有する弱L、血球

感作能は，水溶性抗原によるのではなく，その画分中に

混在する水不溶性物質によることも示された。抗原画分

は，けい酸薄層クロマトグラフィーによると結核菌のり

ん脂質成分をすべて含んでいたが，クロロホルム中で、分

離不能の不溶物を生じた。一方クロロホノレム:メタノー

ルで、抽出して得られたクロロホノレム可溶の結核菌体全り

ん脂質画分の最少血球感作量は 4μgであった。両りん

脂質画分とも脂質画分からアセトン不i容物を除いて得ら

れた。ところで一般に脂質が低融点の waxを多量に含

む場合，熱アセトン中で全脂質が液化してアセトン層と

脂質層に分離し，脂質層中のアセトン可溶物の除去は不

完全となる。前記抗原画分(画分、[)の出発材料は '¥vax

含量が少なく，熱アセトン中で液化しないので，沸騰

溶媒連続抽出装置によりアセトン可溶物をほとんど完全

に除くことが出来た。一方クロロホルム:メタノール

ではほとんどすべての脂質が抽出されるため，この抽出

物からア七トン処理して得たりん脂質画分には，薄層ク

ロマトグラムが示すようにアセトン可溶性脂質が混入し

ていた。このことは両りん脂質画分のクロロホノレム溶解

性および血球感作能の差の一因となっていると考えられ

る。

クロロホノレム:メタノール法てイ尋られたりん脂質由i分

のけい酸カラムクロマトグラフィーによる分画成績から

抗原物質はイノシトーノレりん脂質画分にあると推定され

た。最近 Pangbornら22)は，補体結合反応抗原の精製を

目的とし，結核菌からピリンンで抽出した糖脂質画分を

溶解度とけい酸カラムクロマトグラブイーのたくみな組

合せで分凶し phosphatidylinositol， 2種の phosph・

atidyl inositol dimannosides (AとM) および2種の

phosphatidyl inosi tol pentamannosides ( GとK)を単

離した。これらはすべてけい酸薄隠クロマトグラフィー

により単一のスポヅトを示していた。 AとMは補体と非

特異的に反応するが，これらの 1っすr-Gと2 の割合

で混fTするとjA補体作用は消失L，結核IfuifJiのr(l主lで

特異的にfJfi休を結合すると以告されてし、る c Slossら:!3)
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は彼らの考案した微量沈降反応により結核菌のりん脂質

に抗原性を見出し活性因子はイノシトールと 2~5分

子のマンノースを含むと報告している。 Subrahmanyam

ら24)はけい酸を浸み込ませた滴紙によるクロマトグラフ

ィーで結核菌のりん脂質を分画し，高橋カオリン凝集反

応の抗原は phosphatidylinositol mannosidesであると

報告している。これらのことから高橋抗原がイノシトー

ルりん脂質画分中にあることはもはや否定出来なし、。し

かしこの画分は Pangborn ら22)によると未同定の物

質を含めて少なくとも 7つの成分を含有し，補体結合反

応の抗原はこの中の2つの適当な比率による組合せであ

るとしみ O また Subrahmanyam らはカリオン凝集反応、

を用いているため，抗原画分の感作能が量的に示されて

いない。赤血球感作抗原については Pangbornらの精製

画分のレベルで、更に解析する必要があろう。

結 論

1. 尚橋抗原の性状を調べ，それに基づいて抗原画分の

抽出・分画法を改良した。

2. 菌体を低温溶媒により分別抽出した後温メタノール

で得られたりん脂質画分から水溶性成分を除き，最少

血球感作量 1μgの抗原画分をえた。血球感作能はこ

の画分中に混在する M-D抗原または他の水溶性物質

によるものではないことを確認した。

3. クロロホルム:メタノーノレで、抽出したりん脂質画分

をけい酸カラムクロマトグラフィーで分画し，血球感

作能はイノシトーノレりん脂質画分にあると推定した。
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