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察を加えたものである｡

同教授の霊前に捧げて,御冥福を祈 りたい｡

1. は じ め に

1950年代はまだ重症な顎部感染症の多い 時代だ

った｡ 放線菌症はそのなかでも難治性の疾患で,

再発をくり返す例も多く,数カ月ないし1年を越

える症例も稀ではなかった｡ 放線菌症の診断は膿

汁または組織中から菌塊を証明することで確定す

るが,このような診断が得られる場合は膿癌が形

成されたり,病巣掻他が行なわれてからのことで

あり,初期の段階で確定診断法のないことが治療

方針の決定や 予後推定の上で大きな支障となって

いた｡

このような背景のもとで,TuberculinやWas-

serman反応のような検査法が模索されてきたが

1)-8),その結果は放線菌症以外の炎症や悪性腫疾

などでも陽性を示すことが多く, あまり有用とは

いえなかった｡

常葉はヒト放線菌症から分離して,Actinomy-

cesisraeliiと同定された放線菌 ミノワ株から多

糖体抗原を抽出し,放繰菌症患者の血清と沈降反

応させたところ,ほぼ100% の陽性反応を得るこ

とができた9)｡ しかしこの反応もまた悪性腫癌,

梅毒, リウマチ,妊婦などで陽性反応がみられ10)

ll),しかもこの反応は炎症の初期, まだ抗体産生

されていないと思われる時期から陽性となり, 衣

症の軽快とともに急速に消失 していった｡ また家

兎に対 して免疫原性を示さないことなど,一般の

抗原抗体反応とは趣を異にしていた｡

丁度その頃C反応性タンパク (CRP)がわが国

にも広 く紹介され, 臨床検査にも応用されるよう

になってきた｡CRPは1930年 Tilletら12)によ

り発見され, 炎症の急性期や悪性腫疹末期などの

患者血清中に現われるタンパク質で,本来は肺炎

球菌の菌体成分であるC多糖体と結合 して沈降反

応を示すものであるが13), 当時すでに化学分析は

進められ14), 結晶化も行なわれ15)16),それで家兎

を免疫 して抗血清が作られ17),米国各社よ･り市販

されていた｡また国内でも生産,発売の準備がな

されていた｡

常葉はこの放線菌抽出物と患者血清との沈降反

応が,C多糖体と CRP の反応に極めて類似 して

いることに注目し, その異同を明らかにしようと

考えた｡
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2.菌体分解法の検討

著者は18)主として1N.NaOH で80oC,5-6

時間加水分解して菌体を破壊 した｡永瀬19)は for-

mamideを加えて150oC,15分間加熱分解した｡

どちらも TCAで除タンパクしてからacetonで

抽出した｡ これらは細胞壁成分を破壊 しており,

細胞質および細胞壁成分の混在 した多糖体分画と

考えられた｡ 両者は分解法のちがいから,化学的

構成分などには 差異が 認められるが,CRP様の

反応活性は 同一のものと考えられた｡ (これらの

抽出物を以下A多糖体とする｡ 分解法による区別

を必要とするときはA多糖体 (NaOH)または(fa)

とする)0

一方菌体を methanol-dryiceにより凍結融

解を繰 り返 したり,超音波あるいは cellhom0-

genizer(Broun)により機械的に破壊 しても反

応活性成分は抽出された｡ これらは細胞壁までは

破壊されず,主に細胞質成分であるが, 同様の反

応が認められた｡ただし活性量は低かった｡

3.放線菌菌体抽出物とCRP陽性血清と-の反応

a) 定量的沈降反応

A多糖体は放線菌症をはじめ, 各種の炎症,悪

性腫癌などの患者血清と沈降反応を生じたが,そ

れらはいずれも CRP陽性血清であった(図 1)｡

沈降タンパク量は A多糖体の濃度が 2-8pg/ml

付近で最大となり, それ以上濃度を上げても増加

しなかった｡また CRPの含有量の高い血清ほど

強 く反応し,多くの沈降タンパクを生じた19)0

b) 放線菌菌体抽出物による CRPの吸収試験

CRP陽性血清にA多糖体を加えて吸収を行い,

その上清中の CRP量を測定 したところ,吸収率

は68-98%であった19)｡ただしこの実験は一方で

A多糖体を用いながら,上清中の CRP測定には

抗 CRP血清を用いているので,直ちに吸収率を

比較することはできない｡そこで次項の抗 ARP

血清の作成が必要となった｡

出発 したが,MacLeodら17)が患者血清中の反応

成分 (C-reactiveprotein) を分画, これを用

いて家兎を免疫 して抗 CRP血清を作 ってか ら

は,反応が一層鋭敏になり,現在では専らこの抗

図 1 中央 (G)A多糖体溶液

周 囲 : 患者血清

A:上顎癌 B:上顎悪性黒色腫

C:舌 癌 D:上顎癌

E:舌癌 (屍体血清) F:上顎癌

4.抗 ARP血清の作成

CRPは 肺炎球菌のC多糖体との沈降反応から
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図 2 中央(A):抗 ARP血清

周 囲 :患者血清

0:急性智歯周囲炎 K:急性帯下 リンパ節炎

I:下顎癌 T:急性腹膜炎

Y:再発性アフタ K:腹部膿癌･
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血清が用い られている｡ そこで著者らも放線菌の

A多糖体と反応する患者血清側の活性成分 (Ac-

tinomycespolysaccharideReactiveProtein

以下 ARP という)を用いて家兎を免疫すること

にした｡

舌癌で死亡 し, 病理解剖を行なった死体から血

清 50mlを採取 して, これに A多糖体 (NaOH)

を混じ,37oC, 12時間放置 したところ, 湿潤量

2･5g の沈澱が生じた｡ これを生理的食塩水に浮

遊させ, その半量を Freund'sadjuvandtとと

もに3羽の家兎に筋注,10日後同量の追加注射を

したところ, 明らかな抗体産生を認めたので,18

日後に全採血 した｡ 家兎血清は混合 し,健康な5

人のヒ ト血清で吸収 した後,抗 ARP血清として

図 3 抗 ARP血清と抗 CRP血清の沈降帯比較

Ⅰ:患者血清 A:抗ARP血清
C:抗 CRP血清

表 l A多糖体,抗 ARP血清,抗 CRP血清
の臨床成績比較

A多糖体
陽 性 例
(重層法)

抗ARP血清
陽 性 例
(Ouchter-

1ony法)

抗CRP血清
陽 性 例
(Ouchter-

lony法)
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実験に供 した｡

抗 ARP血清と各種患者血清との沈降反応は非

常に鋭敏となり(図2), しかも抗 CRP 血清と共

通の沈降帯を形成 した(図 3)｡ また多数の症例に

ついても陽性率が一致 した18)(表 1)0

5･ARP の精製と分析

a) 免疫電気泳動

14例の患者血清について celluloseacetate膜

電気泳動を行なった 結果,ARP,CRP とも陰極

側 (γ-globulin の位置) に沈降帯がみられた20)

(図4)0

一部の血清については寒天ゲル免疫電気泳動お

よび澱粉ブロック電気泳動を行なった｡ 寒天では

β1-globulin, 澱粉では γ-globulin の位置に反

応が認められた'･0)21)｡ 抗 CRP,抗 ARP血清に

対する沈降帯はすべて同じ位置に出現 した｡

b) 硫酸アンモニウム分画

ARP陽性血清を (NH4)2S04で50%飽和 して

沈澱を除き, その上活をさらに75%飽和にした時

沈澱する分画 (albumin を主とする｡- 以下

75%飽和分画という)に AR玉)の活性が認められ

た｡ この分画を cellulose acetate 膜電気泳動

をするとタンパク成分の大部分は陽極側先端に泳

動されたが, ARP,CRP の沈降帯は陰極側に認

められた20)(図 5)0

図 4 Celluloseacetate膜電気泳動

M:患者血清 a:抗 ARP血清
C:抗 CRP血清
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図 5 (NH4)2SO4分画の電気泳動

M:患者血清

50,75,100:(NH4)2S04の各飽和分画

a:抗 ARP血清 C:抗 CRP血清

CRPが (NH4)2SO4塩析法で albumin分画に

属することは古 くから知られていたが13), 電気泳

動ではさまざまな泳動結果が報告されている｡ す

なわち Tiselius法では β-globulin16),寒天で

は β1,ない しγ22)~24),滝紙ではα125),polyacryl

amide26)27)澱粉16)28),celluloseacetate膜29)で

はγなどである｡しか し泳動条件を一定にすれば,

再現性はよく,筆者らの結果では ARP,CRP と

もすべて同じ位置に泳動され, 沈降帯はすべて 1

本であった｡

C) DEAE cellulosecolumn chromato-

graphy

広瀬らは CRP,ARP陽性血清を DEAE ceト

lulosecolumnに通 し,0.02M.NaH2PO4(pH

7.0)で流出させた｡ その結果 大部分のタンパク

成分は早期に流出したが,ARP,CRPとも全 く反

応がなかったので,NaH2P04を 0.05M とし,さ

らに食塩を加えて, 段階的に濃度を上げていった

ところ,0.05M で反応成分が流出した (分画 ⅠⅤ),

それ以上食塩濃度を上げても反応成分は流出しな

かった20)(図6,7)｡

以上の結果をもとに肺癌で死亡 した死体の血清

および胸水500mlを (NH4)2S04で分画 し,DEAE

cellulosecolumnで分画 したところ,分画 ⅠⅤに

反応活性が認められた｡これをタンパク濃度0.3%

に調整 し, 超遠心分析をしたところ,S20W=3.2の

ピークが得られた21)(図8)0

永瀬は患者の血清,胸腹水を(NH4)2SO4,DEAE

cellulosecolumnで精製 したあと,0.1M 酢酸

ナ トリウム緩衝液 (1mM CaC12含有)に透析 し

た液を タンパク量 300pg/mlに調整 して, 精製

CRP液 とした｡ これにA多糖体を加えて定量的

沈降反応を行なったところ 8〟g/mlで最大値に

達 し, 以後減少傾向を示 したのに対 し,C多糖体

は 4pg/mlでプラ ト- になった｡ 沈降タンパク

量は常にC多糖体の方が多かった19)(図9)0

CRPの沈降係数は7.5S16),6.6S30)などの輪

告があり,また Schultzeら23)は 3.5Sと6.4S

図 6 ARP,CRP陽性血清の DEAEcellulosecolumnchromatography
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図 7 DEAEcellulosecolumllChromatograPhy

各分画の電気泳動

M:患者全血酒

Ⅰ-Ⅴ:chromatographyの各分画

図 8 分画 ⅠⅤ の超遠心分析

が,6-7Sとい う分画は得られなかった｡DEAE

cellulosecolumn について Hokama ら31) は

Sodiumcitrateに NaClを加えて CRPの 75%

を 回収 しているが (永瀬も この 方法に従 ってい

る),広瀬らは Peterson& Sober32)33), の方法

によったため, 回収量が少な くなったことと関係

しているのかもしれない｡

CRPの分子構造については Gostchlichら34)

が分子量平均 118,000,6コの等 しい subunitが

S-S結合 していること,8M尿素により subunit

にまで分解された CRP はもはや反応活性を示さ

ないと報告 した｡ その後 Kushnerら30)も ほぼ

同様の分子量を報告 している｡ 最近 OLiveria&

Gotschlich35)36)は CRPの 1次構造を決定 し,

187の amino 酸から成 る直鎖構造 と,subunit

の分子量 20,946とを発表 している｡

6. 放線菌菌体抽出物の分析

A多糖体 (NaOH)を CM および DEAEcel-

lulose膜の paperchromatography にかける

の2コのピークがあるとしている｡ 広瀬らの値は と, CRP,ARP の反応活性は CM ではその先

Schultze らの小 さい方の ピークにほぼ一致 した 端部分にあ り DEAEでは原点と先端の2カ所に

- 21 -
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分かれた｡ そして どちらも反応と関係ない nin-

hydrine陽性物質を 除 くことが 可能となった18)

(図10)｡そこでA多糖体溶液を CM celluloseに

混 じ,その上清を DEAEcelluloseの COlumn

にかけたところ, 0.013M.KH2P04 で早期に流

出する分画 (E)と,DEAEcelluloseに吸着さ

れ,1M,2M NaClで溶出する分画 (R,RR)に

CMセ ノしロー17 DEAEヒルO-i

o

n

u

n
)

□
巳

反応消惟 二t/ヒドリン 反応請催 ニンヒドリン

染色 染色

図 10 イオン交換セルロースによるA多糖体

の paperchromatography

分かれた｡再分画は共通の沈降帯をつ くり, その

反応活性量の比はおよそ 60:38:2であった｡ 両

分画は タンパク質は 検出 されな かったが, 還元

糖,ア ミノ糖量にはかなりの差があった｡ 紫外吸

収曲線は250m/J付近に極小,270m/J付近に極大

値があり,核酸の存在が推察された18)(図11)0

永瀬の抽出物は SephadexG100のゲル確過

で活性成分の鋭い単一ピークが得られ, これが多

糖体のピークとよく一致 した (図12)｡ この精製分

画では cbolineが特徴的で,他に galactose,

glucose,galactosamineおよび リン酸が定量さ

れ,そのモル比は 1:4:1:2:1であった19)0

C多糖体成分の分析は古 く Goebelら37)によ

(き

,
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-
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.

.A..

250 300 350
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図 11 精製A多糖体 (NaOH)の紫外吸収曲線

り還元糖, hexosamineが定量された｡ これは

粗な多糖体であったが,紫外吸収で252.5mβに

吸収極小,267.5m〟に極大があり, この曲線は

Hornungら38)も全 く同様で,筆者の曲線 とよく

似てお り, 核酸成分が主要なかかわ りをもつこと

を示唆 していた｡Liu&Gotschlichは N-ace-

tylgalactosamin-6-phosphate が粗なC多糖

体の34.8% を占め39), これを TCA処理 と Se-

phadex 滅過により精製 した 活性成分では N-

acetylgalactosamine-phosphatepolymerが

95%以上を占め, 混在 していた他の抗原成分は

除去されたとしている40)｡ この結果や Hornung

ら38)の結果からみると,lysine,alanine,mura-

micacid,glucosamineなどは全 く反応に関与

しないことになる｡一方 Brundishら41)はC一多

糖体には リン酸濃度が高度であり, これが phos-

phorylcholineや ribitolphosphateの形を

とって CRPとの反応にあずかっているのではな

いかとしている｡ この説は反応阻止試験の結果な

- 221
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図 12 A多糖体 (fa)の SephadexGIOOcolumn

chromatography

一般多糖体
- -- タ ン/ミク

- 一一- CRPに対する活性度

どから支持する意見が強い, 永瀬もA多糖体から

choline を定量 しているが,galactosamineは

検出していない｡

7.放線菌菌体抽出物と ARPの反応条件

a) Ca'十の影響

A多糖体 (fa)と ARP との反応系に EDTA

を加えたところ,反応は全 くみられず, これに過

剰の Ca++を加えると反応が復活した｡Mg+十で

は反応はおこらなかった19)0

C多糖体と CRPの反応に Ca++が必要なこと

は Abernathyらの報告13)にもみられる重要な

特徴で,McCarty15),Wood16)らもこの性質を利

用 して, CRPの結晶化に成功 している｡ この作

用は触媒作用 と考えられている42)｡

b) リン酸エステルによる反応抑制試験

A多糖体 (fa)と ARPの反応系に種々の リン

77

酸エステル化合物を加えて, 反応抑制度を比較 し

た｡その結果,反応を50%抑制するに要するモル

濃度でみると,phosphorylcholineが最も少量

でよく, 次いで cytidine-5-monophosphate,

DLα-glycerophosphate,uridine-5-monopho-

sphate,D-galactose-6-phosphateなどである

が,前者の30-50倍のモル濃度を要 した｡そして

C多糖体 -CRPの反応系の抑制に比べると,い

ずれも8-17倍の多糖体を要 した19)0

C多糖体の活性基について初めて具体的な成分

を指摘 したのは Hornung ら38)で,uridine-di-

phosphate-muramicacid-peptide (分子量

8,000,3S)ということであった｡そしてCRPを

uridinemonophosphateで吸収すると, C多

糖体との反応が抑制されることを示した｡ ところ

が Gotschlich ら42)は ∂一glycerophosphate,

AMP,CMPなどより低分子の リン酸エステルで

同様な反応抑制の おこることを報告 した｡ Vala-

nakisら43)は定量的沈降反応で CRP-C多糖体の

反応を50%抑制するに必要なモル比を比較 したと

ころ,cholinephosphateが圧倒的に少量です

み, uridinephosphate など他の リン酸塩の

1/20-1/100量ですむことを発見 した｡

永瀬の結果もこれとよく一致 してお り, A多糖

体の反応基がC多糖体のそれと一致 していること

を示している｡

8.反応活性成分の単一性について

以上の実験結果から ARP と CRP は同一の

ものという結論が得られたと考えられる｡ しかし

一連の比較実験においてわれわれを悩ませたもの

は細菌成分側, 患者血清側双方にみられた活性成

分の単一性に対する疑問であった｡ 寒天ゲル内沈

降反応や電気泳動で CRPに複数の沈降帯が現わ

れることは 多 くの指摘があり22)44)~47), よ､り具体

的な資料としては Schultzら23)の超遠心による

6.4Sと3.5Sの2コのピ-ク,Hokamaら26)27)が

Woodら16)の結晶 CRPの他にムコ多糖体と結合

したCRPの存在を報告 していることなどがある｡

筆者の経験では Ouchterlony法で2-3本の沈

降帯の現われることがあり,一部がCRPとARP

ー 23-
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で一致 しない場合があった18)(図13)｡同じように

守′′--⑥④ 3例 ⑨⑥④ 3

一､､､㌢ /⑥ ④ 5 ⑨⑥ ④ 2

@ 28 @ 3
⑥ ④ ⑥ ④

⑤ 14 ⑨ 4

図 13 抗 ARP血清,抗 CRP血清の沈降帯比較

@ :患者血清

④:抗 ARP血清

@ :抗 CRP血清

C多糖体と CRP の反応でも複数の沈降帯の見ら

れる場合があった｡DEAEcellulosechromat0-

graphyでA多糖体の活性成分が両極端に分離 し

た り18),C多糖体の活性成分が SephadexG75

の columnで 2分画されたりしている40)｡またC

多糖体で CRP をい くら吸収 しても抗 CRP血清

と反応する成分が残ることを指摘 した報告48)もあ

る｡

今回の実験で CRP と ARPの同一性に多少の

疑問を投げかける実験結果は,同一の CRP と反

応する際に C多糖体とA多糖体 (fa)では沈降タ

ンパク量に差があったことと,A多糖体 (fa)で

CRP を吸収した後もC多糖体との 反応が 残った

ことである｡ しかし比較の対象としたC多糖体の

本体が極めて陛昧なもので, ある実験では複合性

が強調され, 別の実験では単一な結果 しかでない

ことなどからこの程度の誤差はむ しろ当然かもし

れない｡ そして全 く同じような睦昧さをA多糖体

も具えていることは興味深いことである｡

9.Actimomyces属の他の菌種と CRP

との反応性

以上の実験に用いた菌株は ATCC 10048株お

よび ミノワ株で,いずれも Actinomycesisrae-

1iiである｡ Bergey'smanua149) には Genus

Actinomycesを4種に分類 しているので,永瀬

は各種の株を formamideで分解 して多糖体分画

を抽出した｡使用菌株は A.bovisATCC19012,

A.odontolyticusATCC17982,A.naeslundii

ATCC12104,A.viscosusATCC 19246であ

る｡沈降反応の結果は図14,15の通 りで,A･od-

ontolyticusは A.israeliiとほぼ同様の反応を

図 14 各種の放線菌より抽出した多糖

体と CRP との反応

- 24-

図 15 各種放線菌より抽出した多糖

体と CRP との反応

Ⅰ:A.israelii 0:A.odontolytlCuS
v:A.viscosus N:A.naeslundii
B:A.bovis C:精製 CRP
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示 したが,A.bovisの 反応は弱 く,A.naeslun-

dii,A.viscosusには 全 く反応が み られ なか っ

た 19)｡

著者 らが A.israelii の 1菌株について CRP

様 の反応活性 を認めた とき, これはすべての細菌

についての共通構成分ではないか と考察 した｡ そ

の後 C多糖体 の 反応基が比較的単純 な構造である

ことがわか って, さらにその考 えを強 くした｡ と

ころが 同 じ Actinomyces属のなかに 全 く反応

の認め られ ない ものがあ り,特 に A.israeliiと

は細胞壁構造が近似 し,共通抗原 もある A.nae-

slundiiに反応活性が認め られ ない ことは 意外で

あ った｡

10.お わ り に

CRPが急性 炎症生体 内で どんな 役割 を果 して

い るのか長い間不明だ った｡ 近年 この方面 の研究

も進み,CRP には 食作用50)51), リンパ球の 活性

化52)と悪性黒色腫細胞 の増殖阻止53),血小板機能

の抑制54)55),補体 との結合56)などの作用が知 られ

てい る｡ また CRP の産生機序についても諸説が

あ り24)57)~60),Osmand ら61)は免疫 globulin と

同一 の origin を想定 してい るが, む しろ Clt,

P component,female protein な どが penト

mericな構造や機能面か ら CRPとの類似性が論

議 され てい る62)~66)｡

しか しC多糖体が CRP と結合す るのは反応基

の偶然の一致 なのか, 両者に何 らかの因果関係が

あるのか 不明のままであ り, CRP と反応す る物

質が他 の細菌か ら抽出された とい う報告 もない｡

常葉教授の先駆的研究は これにひ とつの 示唆 を与

えるものであ り,一時の流行が去 った最近 の CRP

研究は地道 な成果 をあげてい るので, これ らの問

題が解決 され, 常葉教授 の再評価 され る日も遠 く

ない と思われ る｡
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