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第1章　 緒 言

抗 原抗 体 反応 に 於け る抗 体 測 定 法 にはin 

vivo testとin vitro testが あ る

in vitro testの 内,厳 密 な 測 定 法はHei

derberger, Kendall1)に よ り開 拓 さ れ た 化 学

定 量法 であ るが,実 用 的 に も博 く用 い られ る

方法 は稀釈 法 で あ る

昭 和2年,緒 方 教授 が抗 原 抗体 稀 釈 法2)を

発表 され て 以来,結 合帯 に 於 け る抗 体 価 を測

定 す る事 に よ り,沈 降 反応 及 び補体 結 合 反応

には定 量 的 に抗 体 測 定 が 可能 となつ た.

其 後,広 田 は3)結 合 帯 とDean a Webb-1)

のOptimal proportions methodと の 関 係 を

明か に した.

従 来沈 降 反応 の混 合法 に よる抗体 価 は 重 層

法 の抗体 価 に比 べ,略 一 稀 釈 劣 つ たが,後 述

の新 混合 法 では 重 層 法 に一 致 させ る事 が 出来

た.

依 つて 私は 緒 方氏 法 に よ り,沈 降 反応 の 重

層法,混 合法,新 混合 法 及 び補 体 結 合 法 を,

結合帯 を 中心 に,蛋 白, Lipoid,多 糖 類反 応

系に就 き比 較 し,併 せ て補 体 結合 法 の 抗体 価

を,重 層法 と一 致 させ る為 に,補 体 結 合 の時

間を検 討 した

第2章　 実 験 材料 及 び 実 験 方法

第1節　 実験 材料

第1項　 免疫 血清

使 用 抗 血 清 は,人 血 清,牛 血 清,卵 白

albumin,海 〓 腎 抽 出 液,酵 母 菌, Proteus 

X19菌 の家 兎 抗 体 で あ る.

第2項　 免 疫 方法

免 疫 原 の注 射 は 次 の如 く行 つ た

注 射 量 は人 血清 及 び牛 血清 の0.5cc, 1%

卵 白Albumin溶 液1cc, 10%海 〓 腎 乳 剤生

理 的 食塩 水1cc, 10%乾 燥 酵 母食 塩 水3ccを

夫 々3～4日 間 隔で7～15回 免 疫 し,又P. 

X19菌 で は 食 塩 水5ccに1ose懸 濁 し, 60℃

30分 加 熱 後0.5～3ccを 漸増 的 に3日 毎 に15

回,家 兎耳静 脉 に注 射 し,何 れ の場 合 も最終

注 射 日よ り10日 後 全採血,血 清 を分 離 した.

第3項　 反 応用 抗原

人 血 清 及牛 血 清は, 56℃ 30分 非 働 化 した

ものを原 液 として使 用 した.

卵 白AlbuminはCole5)法 に よ り精製 し,

酵 母 菌多 糖類(Hefegummi)は 橋 谷 氏 法6),

 P X19菌 多糖類 はHeiderbergerのC-Polyo-

accharid抽 出法7)を 用 い.夫 々抽 出乾燥 し,

食 塩 水 に溶解 して使 用 した

又Forssman Lipoidは 海 〓 腎 よ り奥氏 法8)

に従 い調製 し,特 にCholesterinを 加 えず に

用 い た.

第2節　 実験 方 法

同 一 免疫 血 清 につ き沈 降 反応 の重 層法,混

合 法,新 混 合 法 及 び補体 結 合 法 の各 々に付 緒

方氏 法 を用 い,結 合 帯 を 中心 と して,反 応価

及 び反 応域 を 比 較 した.

1)　 重層 法

免 疫血 清 の稀 釈 に は1%ア ラビ ア ゴム食 塩

水 溶 液 を用 い,成 績 の判 定 は 重層 後15分 以 内

に 白 輪 の生 じた もの を〓,30分 以 内 を 〓,1

時 間 以 内を〓,24時 間 以内 を+,と した

2)　 混 合法
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普通の抗原抗体容量の等量混合法を用 い,

混合後,37℃孵 卵器に2時 間,更 に氷 室 に

24時 間後 判定 し,溷 濁度 よ り,〓,〓,〓,

+と 記 録 し, Flockgの 著明 な もの は, gross, 

mittel, feinの 順 として, g. F., m. F., fFと

記 載 した.

3)　 新 混 合法

反 応 系 内 の抗 原 及抗 体 絶 対量 は,混 合 法 と

同一 で あ るが,抗 原 の注 入 容量 が 異 る

10倍 濃 厚 抗 原 を1/10量 注入 す る.即 ち 抗体

容 量を1と す れ ば,一 般 混合 法 の反 応 系容 量

は2で あ るが,新 混 合 法 では1.1と な る .

判定,其 他 は,普 通 法 と同 一 で あ る.

4)　 補体 結 合 反応

当教室 の方 法9)に 従 い,37℃ 孵 卵 器1時

間で補体を結合 させた後,山 羊溶血系を加え,

 2時 間, 37℃ で反応 させ て,氷 室一夜 保 存

し,成 績を判定 した.

溶血阻止程 度に より,結 合の強 さを〓,〓,

〓,+と 成績 を記載 した.

尚,結 合帯 は図表中に,ゴ ジック体 として

表示 した,

第3章　 実 験 成 績

第1節　 蛋白反応系

第1項　 牛血清 系

第1表 の如 く,新 混合法では抗原価 及抗体

価共に,混 合法 よ り一稀釈強 く,そ の為に重

層法 とは,結 合帯,抗 原価 及抗体価共に略々

一致 した 併 し新混合法に於 いて も,抗 原過

剰域の反応阻止帯は,重 層法 に於け るよ り著

明であつた

第1表　 牛 血 清 系

補体結合法では,抗 体価は重層法 よ り一稀

釈劣 り,結 合帯は一稀釈程抗原稀薄 側に現れ

全体的に,抗 原稀薄域 の反応は,沈 降反応に

比べ強度であつた.

第2項　 人血清系

第2表 の如 く,牛 血清系 と同様,結 合帯,

抗原価,抗 体価 共に,新 混合法 と重層法は一

致 した.
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本例 も補体結合法の抗体価は,重 層法 より

一稀釈劣 り,結 合帯は重 層法,新 混合 法に一

致した.

第2表　 人 血 清 系

第3項　 卵白Albumin系

第3表 に示す実験例では,各 種沈降反応及

補体結合反応の結合帯,抗 体価は総 て一致 し

た.

第3表　 卵 白Albumin系

乍併,混 合法の抗原価は,重 層法及新混合

法 より一稀釈弱 く,亦 補体結合法の抗原稀薄
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域 は,複 合蛋 白 系 と同 様,沈 降 反応 よ り反応

が強 度 で あつ た.

第2節　 Lipoid系 及 び蛋 白-多 糖 類 の

複 合 系

第1項　 Lipoid反 応 系

第4表　 Forssman-Lipoid.

(海 〓 腎酒 精 エ キス)

Forssman-Lipoid(海 〓 腎)に よ る 成 績 は,

第4表 の如 くであつた.

新混合法の抗原価,抗 体価 は重層法に略々

一致 し
,混 合法 の反応価 より,略 々一稀釈づ

つ強 く発現 し,是 迄の蛋 白反応 系 と,同 様な

成績を得た.

本例では抗体 の性質上,牛 血球溶血系で,

補体結合法を行つたが,抗 体価は重層法に近

似 した.

第2項　 酵母菌食塩水浸出液反応 系

フ ラ イシュ マ ン乾 燥 酵 母0.5gを,食 塩 水

50ccで60℃ 30分 浸 出 しBekfeld濾 過器 に

よ る濾液 を100倍 液 とした.

本 浸 出液 は,次 表 に 示 す酵 母 の組成 よ り,

蛋 白及多糖類の混成溶液 と考え られ る

乾燥酵母の乾燥物 の組成10)

粗 蛋 白 質　 35～65%

粗 脂 肪　 3～7

無窒素 エキス　 20～63

グ リ コ ゲ ン　 8～36

酵 母 ゴ ム　 6～7

ペン トーザン　 2～3

灰 分　 5～11

本液に よる成績は,第5表 の如 く,新 混合

法 と重 層法の結合帯,抗 体価 及抗原価は総て

一致 した.

混合法及び補結法は共に抗体価 は低 く,混

合法の結合帯は,抗 原濃厚部に,補 結法では

抗原稀薄部に出現 した.

又,蛋 白反応 系 と同様,抗 原稀薄域の反応

は補結法では,比 較的強度 であつた

第5表　 酵母菌浸出液系
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第3節　 多糖類反応系

第1項　 Proteus X19菌 多糖類系

第6表 に示す如 く,本 実験 の成績は蛋 白及

びLipoid系 と稍々趣 きを異に した.

即ち重層法は,是 迄の例 とは逆に,混 合法

より反応域が狭 く,結 合帯 も抗原濃厚側に偏

した.

新混合法 と混合法の関係は,他 の反応系 と

同様,新 混合法の反応価は一稀釈強 く発現 し,

絮状形成 も新法は著明 であつた.

補体結合法では,抗 体価 は新混合法 より劣

つたが,結 合帯 は比較的,抗 原高稀釈 側に現

れた.

第6表　 Proteus X19菌 多 糖 類 系

第7表　 酵母菌多糖類系

第2項　 酵 母 菌 多糖 類(Hefegummi)系

第7表 の如 く,本 例 で もPX19菌 多糖 類 系
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の場合 と類似の結果を得た.

即 ち混合法 の反応域は重層法 より広 く,新

混合法 は,各 反応系の成績 と同様反応価 は混

合法に優 り,補 体結合法 と混合法の関係は他

の反応系に於け る と,同 様 であつた.

第4節　 第1～ 第3節 の概括

以上,各 種反応 系の抗体価及び結合帯の成

績を 一覧表にすれば第8表 の如 くであつた.

新混合法は,抗 原価及び抗体価共に,混 合

法 より一稀釈強 く現れ,重 層法 と一致 したが,

抗原過剰阻止帯現象は著明であつた

第8表

亦結合帯は,重 層法 と新混合法 とは,略 々

一致す るが,重 層法では稍々抗原濃厚側へ現

れ る傾向があつた.

本実験に よる補体結合法では,抗 体価は,

混合法 と大体一致 したが,結 合帯は,沈 降反

応に於けるより,抗 体価の割には抗原高稀釈

側 に現れ,同 時に抗原稀薄域 の陽性度は強度

であつた.

多糖類反応系は,蛋 白,リ ポイ ド反応 系と

異な り,重 層法 よ り混合法が,比 較的陽性度

が強 く現れ た.

第5節　 沈澱子量による混合法と
新混合法の比較

鳥潟氏 プ レチ ピノメー タで,人 血清系及び
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酵母多糖類 系 の結 合 帯 部を 混 合 法(抗 原2cc

+抗 体2cc)と 新 混 合 法(10倍 濃 厚抗 原0.2cc

+抗 体2cc)及 び新 混 合法 の 反 応24時 間 後,

0.8cc食 塩 水 を追 加 し,30分 後 遠 沈 した.

第9表 の 人血 清 系 は,毎 分3000, 15分 間

遠沈 し,第10表 の酵 母 多糖 類 系 は,毎 分3000,

 30分 間遠沈成績で,何 れ も注入抗原抗体絶対

量は同一であ るが,沈 澱子量は新混合法に よ

れば混合法 より多 く,一 方,新 混合法で,反

応後食塩水を追加 し,混 合法の メヂ ウム と同

量 とする事 に よ り,沈 澱子量は混合法 と差を

認めなかつた.

第9表　 人血清系 混合法及,新 混合法に於

ける沈澱子量比較(反 応24時 間後)

(新混合法の反応24時 間後,普 通混合法の反応

メヂウムと同量となる様食塩水を追加し,30

分後,遠 心した沈澱子量 ↓)

第10表　 酵母多糖類系

第6節　 補体結合反応に於け る感作

(補体結合期の)時 間の検討

是迄の成績 より,補 体結合法の抗体価 は沈

降反応に比べ一稀釈劣 る事が多い.

大田原教授 は,抗 原-補 体-抗 体を37℃ に

1時 間後更に低温24時 間の結合法を11),提 唱

されたが同法では,時 に抗体価 が上昇 し過ぎ

る事があつた.

従つて私は,結 合時 間を, 37℃, 1時 間 と

0℃ に6時 間及び24時 間の三法を,沈 降 反

応 と共に比較 した.

第1項　 人血清系

沈降反応 の成績は重層法=250:250(抗 体

価:結 合帯)新 混合法=250:500で,補 体結

合反応の比較成績は,第11表 の如 くである.

第11表　 人血清系補体結合反応

第2項　 牛血清系

沈降反応の成績は 重層法=500:5000

新混合法=500:5000で,補 体結合反応 の比

較成績は第12表 の如 くであ る.

以上人血清系及び牛血清系に よる補結法低

温6時 間で結合 させ た成績は沈降反応抗体価

に一致 し,結 合帯 も略 々一致 したが,こ の事

は単一系に属す る馬血 清Allbumin,牛 血清

Globulin系 に於 いて も,同 様 な結 果を得た.
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第12表　 牛血清系補体結合反応

第4章　 総 括並に考按

私は緒方氏法に依る抗原 抗体稀釈法を用い

蛋 白, Lipoid,多 糖類系に就いて,沈 降反応

の重層法,混 合法,新 混合法及補体結合反応

の抗体量測定を行 い,同 時に結合帯,反 応域

を比較 した.

一方 ,沈 澱子測定法に依 り,混 合法,新 混

合法の相互関係を明かに し又,補 体結合反応

に於け る補体結合時 間の検討 を行 つた.

混合法の抗体価が重層法及新混合法 より劣

るのは比較的大容量の反応相内で反応が起 こ

り,沈 降物は反応媒に分散 し一部は溶解す る

為 と考えられる.

新混合法では混合法に於け ると同数の抗原

及び抗体分子が,略 半量 の反応媒 中で,結 合

を起す為,よ り大なる紫状物を,速 かに形成

し,単 位溶媒 中の密度大 とな り,為 に反応価

は,混 合法 より殆 ど2倍 近 くの強度で発現す

る.

一 方重層法では反応が狭い界面部で互に対

流接触 して起 り,沈 降物は其所に集積 し反応

初期には拡散が殆 どない為,混 合法よ り反応

価が強 く出る.

亦 補体結合法の抗体価 は抗原-補 体-抗 体の

感作が長時 間であ る程,高 く出る故37℃, 1

時間の感作では補体の結合が,不 充分である

と考える.

尚,補 体結合反応の結合帯 が沈降反応に比

し抗原 高稀釈側 へ偏す るのは,補 体結合の性

質上抗原稀薄域の結合が比較的強度に起 こる

為,結 合帯 の位 置に も影響あ るもの と推定す

る.

従つて,各 検査法の条件を,夫 々適 当にす

る事に より,実 際上抗体価は各法共一致 させ

る事が出来 る.

其れ故,本 論文に記載 された条件を用 うる

限 り,各 法の抗体価 は略 々一定である故,一

法を以て他を推定出来 る為,実 用上至便 な方

法 と考える.

第5章　 結 論

1)　 新混合法を考案 した.本 法に よれば抗

原価及抗体価は,通 常の混合法 より一稀釈強

く現れ,重 層法の価 と殆 ど一致する.

2)　 補体結合法は,補 体感作を低温6時 間

とす る事に よ り,結 合力の弱い抗体の場合に

は,抗 体価を重層法 と,一 致 させ る事が出来

る.

3)　 同一免疫血清で,沈 降反応の各法及び

補体結合法の抗体価を一致 させた場 合には,

結合帯は略一致する.

4)　 結合帯は,蛋 白系, Lpoid系 及び多糖

類 系共に,且 単一系,複 合系何れ の場合 も存

在 し,一 方,稀 釈法に よる抗体測定には,結

合帯に於け る抗体価 を 以て標 示 す べ きであ

る.

5)　 多糖類 の沈降反応は蛋白系. Lipoid系

と趣 きを異に し,混 合法が重層法に比べ,比

較的反応が強 く,判 定が容易 と思われる.

終りに臨み終始御鞭撻御指導並に御校閲を賜つた
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恩師緒方教授に対し,満 腔の謝意 を表す.

尚,併 せて種々御援助を頂いた岡大公衆衛生学教

室緒方正名先生に深謝す.

本論文要旨は昭和26年 及 び昭和27年 第61回 及び

第62回 岡山医学 会総会に於て発表した.
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The Comparative Studies on Various Kinds of Antigen

 Antibody Reactions.

BY

Kuniya Inoue.-

The author studied relations among the antibody titer as well as reaction area in pre

cipitin ring test, precipitin mixture test, new precititin mixture test and complement-

fixation test with various antigen antibody systems. The results were as follws.

1) The antigen titer and antibody titer by new method of precipitin mixture test are
 heigher than that. hy usual method and equal to that of ring test.

2) The antibody titer of complement-fixation test incubated in refrigerater at 4℃.

 for 6 hours is nearly equal to that of ring test.

3) The "Bindungs Jone" never fails to appear in evry antigen antibody reactions.

 (e. g. protein, lipoid polysaccharide systems, simple and compound antigen systems.)

4) In polysaccharide system the antibody titer of precipitin mixture test proves heig

 her than that of precipittn ring test in most cases.


