
11

結核免疫に関する研究

第16報

結核菌菌体蝋質の免疫学的性状に関する研究

第1編

結核菌菌体蝋質の毒性及び反応原性に就ついて＊

金沢大学結核研究所細菌免疫部（主任：柿下正道教授）

宮 森正孝

(受付；昭和32年11月25日）

緒

結核菌菌体成分の研究は，結核症の本態一

免疫及びアレルギーを含めて－を解析する手

段として欠くべからざるものである．

しかして菌体成分の研究を系統的に体系づけ

たのはAndersonl)~5)であり，彼の抽出した燐

脂質を以て実験的に結核結節の形成を証明した

のはSabin6)7)である．その後多くの研究者に

より，この方面の研究は目覚しく進展したがそ

のうちの生物学的研究に関する主なものを挙げ

ればBloch8)~12)によるcord-factor,山村13),

中村'4）らによる実験的結核性空洞の形成，

RaHbl'5)による精製蝋,Choucrounl6)による

Pmkoの研究などである．

＝
一

一

戸

当教室に於ても先に蔵17)，秋山18)，杉林'9）

らによって結核菌，腸チフス菌，並びにパラチ

フスB菌菌体諸成分の免疫学的意義について一

連の研究が施行された．私もこれらの研究の一

環として，結核菌の複雑な菌体諸成分中特に特

徴のある菌体脂質に注目し,Sauton培地12週

培養人型結核菌H2株の熱殺死菌より脂質分画

をAnderson')2)の方法で抽出し’そのうち

の蝋脂質（以下Waxと略記す）の免疫学的意

義の解明を試みた．本編においては先ずその化

学的性状，毒性並びに反応原性の検討を行った

のでここに報告する．

成績

ぴNの含有量はそれぞれ0.1%以下及び0.4%,

融点は120｡～123｡CでAnderson2)の人型菌

(H-37)6週培養生菌より抽出したWaxの融点

（200～250｡C)より低くNollu.Blochl')が12

週間培養加熱死菌より抽出した精製蝋D(Wax

D)の融点130｡～140oCに近似し，且，水，

0．1N-HCl及び0.1N-NaOHに不溶で，熱

実験

I)抽出法

Sauton培地12週間培養人型結核菌H2株の

熱殺死菌より第1表の如くAndersonl)2)の方

法に従って脂質分画を抽出し，その内のWax

を実験に供した．

II)化学的性状

化学的性状は第2表に示した．すなわちP及
一一

ー－

－－－

鶉本論文の要旨は昭和31年11月4日日本細菌学会北陸地方会で発表した．
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アルコール(60｡C前後）に対しては大部分が可

溶性であった．

II1)毒性試験（第3表）

実験方法

1mg,2mg及び4mgのWaxを生理的食塩水0.4ml,

0.7ml及び1.4m.1でそれぞれ懸濁液とし，各2匹宛

のマウス（体量15～20mg)の腹腔内に注射後,3～4

日毎に体量を測定し，12日目に撲殺して肺，肝，腎，

脾を肉眼的に観察した．

実験成績

第3表に見る如くWaxlmgを注射したNo.

1は体重減少し，肺，肝，脾，腎に所見なく，

Wax4mgを注射したNo.5,No．6では脾

やや肥大し，肝に粟粒大或は麻の実大の結節及

び斑点を認めたが体重は増加している.No.4

のマウスは経過中肺炎を併発して蕊死した．

以上の成績から,Waxは健常マウスに対し

著明な毒性を有するとは考えられなかった．

IV)反応原性試験（第4,5表）

Waxの反応用抗原の製法：

原液:60｡C前後に加温せる0．1%コレステ

リン・アルコール1mlに対しWax2mgを溶

解したものを原液として保存した．

沈降反応用抗原：上記原液1容量に生理的

食塩水15容量を急速に混合し30分後より使用し

た．

補体結合反応用抗原：ワッセルマン反応抗原

の製法に従いウサギ心臓筋肉1gmに対し10ml

の割に96％アルコールを加え室温にて7日間抽

出した液を生理的食塩水にて14倍に稀釈し，こ

の稀釈されたウサギ心臓アルコール抽出液で上

記原液を8倍に稀釈したものを補体結合反応用

抗原とした．

使用に際しては毎度適正使用量を決定して実

森

験に供した．

反応術式

(1)沈降反応＆型の如く重眉法により室温に2時間放

置後成績を判定した．

②補体結合反応；被検血清を非働化し，上記Wax

抗原を使用し，柿下20〕が報告したウサギ梅毒血清

反応の術式によった．

なおwaxによる沈降反応及び補体結合反応を下

記諸反応と比較検討した．

(3)OT感作血球凝集反応；人型結核菌H2のSauton

培地10週培養濾液より型の如く作製した|日ツベルク

リンを健常人O型血球に感作し山下21)，中島22)の

方法により実施した．

(4)東風沈降反応；東風23）の報告に従い反応実施後

室温に15分間静置して成績を判定した．

(5)ワツセルマン氏反応，村田氏反応，チトコール反

応；抗原は当教室保存のものを使用し，型の如く行

った．24〕

実験成績

肺結核患者血清に対する反応原性試験：第4表

の如く東風沈降反応の比較的強い血清の一部と

Waxの間で沈降反応弱陽性を示し，臨}休症状

並びにOT感作血球凝集反応とは平行関係は認

めなかった．

ワッセルマン反応陽性血清に対するWaxの

反応原性試験：第5表は他に合併症なき梅毒患

者24名について行った梅毒血清反応とWaxを

抗原とした補体結合反応及び沈降反応の比較成

績である.Waxを抗原とした補体結合反応は

14名中1名においてのみ血清稀釈5倍にて陽性

を示し,Waxを抗原とした沈降反応は梅毒諸

反応強陽性例でも陰性を示し，村田氏反応弱陵

性者の一部に本反応弱陽性を認め，梅毒諸反応

とは平行しなかった．

総括並びに考按

1953年Nollu.BIoch'')は2乃至12週培養の性Waxを抽出し，次で熱アセトンにて2分

人型菌H37Rv加熱死菌よりクロロホルム可溶し，熱アセトン可溶性部分をWaxC,不溶性
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部分をWaxDと名づけ,WaxCは有毒

性,WaxDは無毒性であると報告し，同年

Asslineau,Bloch,andlederer'2)も4乃至

6週培養の人型菌H37Rv生菌からWaxC及び

WaxDを抽出し,WaxD必ずしも無鯨性で

ないこと及び2週間培養のBCG生菌からの

WaxC及びWaxDもまた有毒性なることを

報告している．しかして私の抽出したWaxに

ついて行った毒性試験の結果No.5,No.6

のマウスで肝脾に変化を認めたが，いずれも体

重は増加し，著名な朧性があるとは考えられな

かった．

私の抽出したWaxは2乃至6週の比較的短

い培養日数の菌から得たものでなく12週間培養

のH2株加熱死菌より抽出したもので融点が

120～123｡Cであることから考えてNollu.

Bloch'')のWaxDに近似し，赤性があると

してもきわめて弱いものと推定される。

またその結核患者血清に対する反応原性を観

察するに，東風沈降反応強陽性の患者血清の一

部に弱い沈降反応原性を示すのみであり，しか

も之は東風抗原が菌体のアルコール抽出液で，

Waxは菌体から第1表の如くアルコール・エ

ーテルにて抽出後，更にクロロホルムで抽出し

たもので，従ってWax中にアルコール・エー

テル可溶性成分の少量が残存せる結果ではない

かと思われる．

先に秋山18）は臓器アルコール・エキスと結

核菌菌体燐脂質とは免疫学上互に共通するもの

あると報告しているが，梅毒患者血清に対する

Waxの反応原性の成績を観察するにWaxも

また村田氏反応の抗原とわずかに共通性を有す

るが反応原性ははるかに弱いように考えられ

る．

論

1)Waxはマウスに対し著明な赤性は無か

った．

2）肺結核患者及び梅毒患者血清に対する

Waxの補体給合反応原性並びに沈降反応原性

はきわめて弱かった．

結

私はAnderson')2)の方法に従ってSauton

培地12週間培養人型結核菌H2株の熱殺死菌

体より精製Waxすなわち融点120～123oC,N

含有量0.4%,P含ｲi､量0.1%以下の標品を抽出

し毒性並びに結核患者及び梅毒患者血清につい

て反応原性の検討を行い次の如き結論を得た．
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第1表結核菌体脂質抽出法

Saumn培地12週間培養

100｡C,60分加熱殺菌

ろ過菌体水洗，乾燥

アルコール抽出2日間（コルベン使用，毎日’時間振とう）

ろ過
ろ液

菌体

アルコール・エテール（1：1）
混合液抽出5日間(Soxhlet抽出器使用）

ろ過

加 ろ液菌体
｜

アルコール・エテール クロロホルム抽出2週間
(Soxhlet抽出器使用）

ろ過(Seizろ過器）
ろ過(Seizろ過器）
｜－減 圧濃縮一一一｜
ろ液菌体

エーテル溶解
蒸発乾固（粗製蝋）

アセトン加う（同量）
エーテル溶解

沈殿
冷メタノール加う（同量）

ろ過
’－－－~~~－－－－‐一一 淡黄色沈殿
残 査ろ液

ろ過
エーテル溶解氷室（48時間放置）

残査ろ液
冷アセトン加う（同量）白色沈殿l.
’（室温24時間放置）エーテル溶解
沈殿ろ過

’－~－－－－’冷メタノール加う（同量）
濾 過残査ろ液

蝋様物質沈'殿
濃縮（茶褐色）！

淡黄色残査ろ液脂肪ろ過

燐脂質I 氷室(48時間放置）残査ろ液.一加
｜ 蝋脂質

白色沈殿 濃縮
燐脂質11 軟蝋
(WaxA)
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第 2表使用せるWaxの性状

融点N%|P%

’120｡~123｡C|041ql>

各種溶媒に対する性状

N－N皿（

トン 熱アセトン アルコールセ

ア
不

ル
ー
溶

ノタメ
｜
不

｜
|熱アルコール

溶｜一部分可溶｜不溶｜大部分可溶
註:Nはアツオトメトリ一にて,Pは光電比色計にて測定す

第3表マウスに対するWaxの毒性試験

檸
扉 11/XII14/XII15/XII18/XII22/XII

’

’
’

体重増減 剖検所見

0.4ml

0.7ml

1.4ml

1mg

2mg

4mg

18．015．415．915．4

15．115．016．416．4

15．415．115．515．2

15．613．4
姥
死

15．616．518．517．2

17．016．418．718．118．1

－2．6 肺肝脾腎所見なし

＋1

一 0

十1

ｊ
ｌ
ｌ
ｌ

３
－
２

6

０
０
１
■
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
！
■
ｌ
Ⅱ
Ⅱ
０
Ｊ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
日
Ⅱ
！
Ⅱ
Ⅱ
』

Ｉ
↓
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
Ｉ
Ｉ
９
Ｉ
Ｉ
６
Ｉ
６
Ⅱ
ｌ
■
■
Ｂ
■
■
■
■
且
■
■
■
■
■
■
８
■
■
■
■
■
■
■
Ｑ
■
■
■

同
一
同

上

一一一'－－－－－－

右肺肺炎，腸炎

上

，

肝粟粒大黄白色斑点2ケ，
脾腎所見なし，

一

肝黄白色粟粒大結節1ケ，
脾梢々肥大，
肺腎所見なし，

十1．1
肝黄白色麻の実大斑点2ケ
脾梢々肥大p
肺腎所見なし,
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第4表ル|j結核患者における症状と血清反応との比較

＊ 抗原にWaxを使用す．

＊＊病期はTurban-Gerhardtの分類による

第5表梅毒血清反応とWaxを抗原とせる反応

補体結合反応（14名）沈降反応（10名）

－－、

|Wax抗原 ＃
反
一
十
十
冊
十
Ｈ
十
十
冊
冊
什

氏
応

冊
冊
冊
冊
冊
州
冊
冊
冊
丹

ワ
反

１
１
１
川
’
三
・
！
‐
１
１
１
‐
１
１
１
１
１
‐
ｉ
ｌ
ｌ
ｌ
‐
１
１
‐
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
Ｉ
ｌ
Ｉ
Ｉ
１
ｌ
Ｉ
‐
・

○
○
○
○
○
○
○
○
○
○

《
，
↑
邸
山
白
阿
小
武
坂
中
渡
川
南

'三,蝿
Wax

抗原
田
応|ワ氏反応

冊

冊

I冊

皿Ⅲ
|++

、
一へ
、
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○

、
、
壬
．
参
一
一
（
《
一氏
上
川
岡
小
中
前
井
中
中
和
奥
横
福
岩

什
什
冊
什
什
什
什
．
＋
什
什

十
十
一
一
士
士
一

一
一
一
一
Ｐ
一
一
一
一
一
一
一
一

州
州
冊
冊
州
冊
什
十
冊

ー

士
■
Ⅱ
ｆ
Ｉ
Ｌ
Ｂ
Ｉ
Ｉ
Ｉ
ｌ
Ⅱ
０
１
４
０
０
■
Ｉ
■
Ⅱ
０
０
９
．
且
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
１
ｑ
４
１
ｌ
ｌ
４
Ｉ
ｊ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ⅱ
Ｉ
Ｏ
ｊ
ｉ
Ｉ
ｑ
Ｉ
■
１
９
６
Ⅱ
９
０
６
Ⅱ
Ⅱ
Ｉ

１
１
１

－

1：5

＊
＊病
期
年
令

性

、

、

、
廷

、
蟇、

、

L

、
、

！

匙
、
、

、名
ﾄ

I、

、

氏

Ⅲ
１
１
Ⅲ
Ⅲ
Ⅱ
Ｉ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅱ
Ｉ
Ⅱ
Ｉ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅱ
Ⅱ
Ｉ

’

Ｌ
‐
Ｉ
０
Ｉ
ｌ
７
Ｉ
１
Ｉ
Ｉ
‐
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
Ｉ
‐
１
１
Ｉ
Ｉ
ｌ
Ｉ
Ⅱ
１
ｌ
ｂ
ｂ
ｒ
Ｐ
‐
１
１
ｌ
ｂ
■
Ｉ
１
Ｉ
Ｊ
Ｉ
１
“
１
１
‐
ｌ
Ｉ
ｌ
ｌ
ｊ
ｌ
４
ｄ
ｈ
ｌ
１
１
１
０
‐
１
１
１
Ｉ
Ｌ
１
Ｉ
ｌ
ｇ
Ｉ
Ｉ
■
Ｉ
‐
Ｉ
ｒ
Ｉ
，
‐
１
１

i

５
５
５
４
１
３
５
６
７
５
５
５
７
５
４
０
１
６

３
１
２
３
５
５
２
２
３
４
２
３
３
６
５
３
２
２

１
１
‐
Ｉ
Ｉ
ｌ
‐
１
１
１
‐
Ｉ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
‐
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
Ｉ
‐
Ｉ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
‐
Ｉ
‐
Ｉ
ｌ
ｌ
１
Ｌ
ｌ
ｌ

へ
○
へ
○
へ
○
へ
○
〈
○
へ
○
へ
Ｃ
小
○
〈
○
○
丁
へ
○
〔
￥
Ｏ
Ｔ
Ｏ
十
○
Ｔ
Ｏ
Ｔ
Ｏ
Ｔ
Ｏ
Ｔ

○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
○
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