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緒 言

カルジ オ リピン(CL)は 細菌 の膜 にお いて グ

ラム 陽性 菌,陰 性菌 を とわず 広 く分 布 してお り,

細 菌がL型 化 した時に はその含量 を大 巾に増加

す る事 が知 られ てい る. 1) 2)しか し入 の細胞 にお

いて は ミトコン ドリア内膜 に低 量含 まれ てい る

のみ であ る.このCLは もともと梅毒 患者 の血清

と免疫 反応 を起 こす リン脂 質 として発 見 された

もの で現 在 もSerological Test for Syphilis

(STS)に おい て梅 毒 の診 断に広 く使 用 されて

い る.そ してCLは 単独 ミセル では抗体 を産 生せ

ず,フ ォ スフ ァチ ジー ル コ リン(PC)と 混合 ミ

セル を作 成 し,メ チ ル化 アル ブ ミン と混和 吸着

させ る事 に よ り抗体 を産 生 す る事 が実 験的 に確

認 され て いる. 3)

一 方
,梅 毒 の感染 においてはCLに 対す る抗体

価 が上昇 す る(STS陽 性 となる)と ともにその

病 原体 であ るTreponema pallidumに 対す る特

異抗 体が 上昇 す る.こ の両者 が 陽性 とな る事 で

梅毒 の確 定 診断 を行 うが 梅 毒 以外にSTS陽 性,

つ まりCL抗 体 が検 出される症例 が 多 く報告 され

て い る.こ の場 合 はTreponema pallidumに 対

す る特 異 抗体 の上 昇 は な くBiological Folse

 Positive(BFP)と 呼ば れて い る.こ のBFPの

症例 はほ とん ど自己免疫 疾患 及 び ウイル ス感 染

であ って, CLを 膜 に有す る細 菌の感 染症 では癩

を除 いて 多 くはな く,漫 性 も し くは遷延 化 した

感 染症 た とえ ば結核 などで報告 されて い るにす

ぎな い. 4) 5)一般 の細 菌感 染症(特 に敗血症)に

おい てCL抗 体 価 が上昇せ ず,梅 毒 の場 合 に抗

CL抗 体 価が たやす くしか も高 力価に上昇す る理

由は不確 定 であ る.又,先 に述 べ た よ うに単独

ミセルでは抗体 を産 生 しないCLが 細菌 細胞 膜の

中で有効 な抗 原 として抗体 を産 生 し得 るかにつ

いて は全 く検討 されて いな い.こ のため本 報告

では細 菌細胞 膜 中のCLが 抗体 を産 生 し得 るのか

どうか についてCL混 合 ミセル,黄 色 ブ ドウ球菌

と黄色 ブ ドウ球 菌L型 菌 を供 試材料 として検討

した.又,産 生 された抗CL抗 体 が細 菌及 びL型

菌 と どの よ うに反応す るか につ いて も検 討 した.

さらに抗DNA抗 体はCLと 交叉 反応 を示す事 が

知 られ ている6) 7)ため抗CL抗 体 が逆にDNAと 免

疫 反応 をす るか につ いて も検 討 を加 えた.

材 料 と 方 法

1　抗 原の作 成

CL混 合抗 原 ミセ ルは井上 らの方法3)に従 って

作 成 した.概 要 を述べ ると まずCL 3mg, PC30

mgを10mlのethanol solutionに 溶解 し,そ の後

10mlの 生 食 と急 速混和 し ミセル を作成 した.つ

いで吸 引に よりethanolを 完 全に除いた後に同量

(10ml)の0.1%メ チル化 アルブ ミン と混 和 した。

この 溶液 中にCLは0.15mg/ml含 まれて い る.

抗 原 と して供 試 した細 菌は黄 色ブ ドウ球菌209

 P FDA株(209P-P),黄 色 ブ ドウ球 菌209P FDA

株 よ り得 られ た安 定L型 菌(209P-L)で あ る.

細菌 はbrain heart infusion broth(BHIB)

 (Difco U. S. A.)に て37℃ で培 養 を行 い後期 対

数 増 殖 期 に 集 菌 した. L型 菌 は5%NaCl加
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BHIBに て 同様 の培養 を行 い集菌 した.菌 体 は

その後0.5%ホ ルマ リンで一夜 処理 し抗 原 とした.

黄色 ブ ドウ球 菌細 胞膜(209P-Pmemb)は 上 記

と同様 に培養 した209P-Pを 集菌 し, 0 .1mmの ガ

ラス ビーズ と混和 しVuhler型 破 砕器 にて機械 的

に菌体 を破 壊 した,これ を10,000rpm 20分 間遠心

し,そ の上清 を30,000rpm 1時 間遠 心 した沈渣

を209P-P membと して 回収 した.そ の 後0.5%

ホ ルマ リンで処理 した もの を抗 原 と した。

2　 免疫 スケ ジュー ル

CL混 合 ミセルはウサ ギに3mlず つ を2日 お き

に耳 静脈 よ り投与 した.計10回 の投与 後一週 間

目に脱血 し血 清 を採 取 した.

細 菌抗 原 では,最 初2回 はFreundのimcom

plate adjuvant(Difco U. S. A.)と 等量 混和 した

もの を皮 下に注 射 し,その後はCL混 合 ミセル と

同様 に耳静 脈 よ り投 与 した.投 与の 日程 はCL混

合 ミセ ル と同様 であ る.

抗 原投 与量 はすべて概 算で1回 あた りCL量 で

約0.45mgと な るよ うに調 整 して行 った.

3　 抗血 清の精 製

得 られ た ウサ ギ血液 は血清 を採取 し,血 清 に

おけ る抗CL抗 体価 を測定 した.血 清は50%硫 安

塩 析 を2回 くり返 しその 後PBSに 透析 し,総 γ

グ ロブ リン分画 を得 た.

この総 γグ ロプ リン分 画 の一部 はSephadex

 150(Pharmacia, Sweden)を 使 用 した ゲル濾過

カ ラム クロマ トグラフ ィー(φ27mm×1m)に よ

りIgM分 画及 びIgG分 画 に分 離精製 し,そ れぞ

れ の抗CL抗 体 価 を測 定 した.

4　 抗CL抗 体 価 の測 定

抗CL抗 体価 はVDRL法(ガ ラス板 法) 8) 9),

及 び ワ ッセ ルマ ン反応(緒 方法) 10) 11)によ り常法

に従 って測定 した.反 応測定 用 の抗原 は市 販の

ガ ラ ス板 法抗 原(住 友化 学),ワ ッセ ルマ ン反応

用緒 方抗 原(住 友化 学)を それ ぞれ使 用 した.

5　 各種 抗血 清 と細 菌 及びDNAと の反 応性 の

測定

抗 血清 と細菌 の 反応 は凝集 法,間 接 蛍光 抗体

法,ニ トロセ ル ロー ズ 膜上 でのEIA法(膜EIA

法)で 行 った. DNAと の反応 は ニ トロセル ロ-

ズ膜上 で のEIA法 に よ り行 った.

反応 用(抗 原)と して扇 いた細 菌は すべ て免

疫 血清作 成用 抗原 と同 じ調整 を行 った もの を使

用 した. DNAは ウシ胸腺(Sigma, U. S. A.)鮭

精 液(Sigma, U. S. A.)由 来の もの を使 用 した.

ここで ま とめ て反応 用 と して用 いた細菌 及 び

その略名 を記 す.

黄色 ブ ドウ球 菌209P FDA株　 (209P-P)

化 膿 レ ンサ球 菌124株　 (124-P)

ミクロコッカス ルテウスATCC4698株　 (M-P)

大 腸菌B株　 (EC-P)

緑 膿菌3455株　 (PA-P)

黄 色 ブ ドウ球 菌L型 菌209PL株　 (209P-L)

化 膿 レ ンサ球 菌L型 菌124L株　 (124-L)

大 腸菌L型 菌ECL株　 (EC-L)

1) 凝集 法

反応用 細菌 をPBSに てマ ックフ ァー ラン ド比

濁標 準#3の 濃 度 に調整 し,こ れ を150μlと 抗 体

150μlを 混和 した.凝 集 反応 用プ レー トにて30分

間室 温 で反応 させ たの ち凝集 の有 無 に よ り反応

性 を検討 した.

2) 間接 蛍光抗 体 法

ス ラ イ ド グ ラ ス に0.2% Poly-L-Lysin

(MW4,000～15,000, SIGMA U. S. A.)を 滴 下

し,室 温 で15分 間静 置 した.こ れ をPBSに て4

回以上 洗 浄 した.こ の処 理 スライ ドグラスにPBS

に懸濁 した菌体 をのせ15分 間室 温 にて付 着 させ

た.こ の 後PBSで 洗浄 し, Poly-L-Lysinの 吸 着

力 をブ ロッ クす るため0.15Mグ リシン加PBSに

て15分 間室 温 で処理 した.こ れ をPBSで 洗浄 し

た もの を蛍 光抗体 用 の試料 と した,

菌体 を付着 させ た ス ライ ドグラ スを20倍 希 釈

ヤ ギ血清 で30分 間 室温 で前処 理 を行 っ た. PBS

に て各10分 間3回 の洗 浄 を行 い,そ の後一 次抗

体 として50倍 希 釈 抗CL混 合 ミセル抗 体IgM分

画(VDRL法 凝 集価 ×32)に て37℃30分 間 反

応 させ た.こ れ をPBSに て各10分 間3回 の洗浄

後100倍 希 釈HTCラ ベ ル抗 ウサ ギ γ-グロプ リ

ン羊IgG(Behringer mannheim)に て37℃30分

間反 応 させ た.最 後 にPBSに て各10分 間3回 の

洗浄 を行 い グ リセ リン緩衝 液に て封 入 し,蛍 光

顕微 鏡 にて観 察 した.

3) ニ トロセルロー ズ膜上 のEIA法(膜EIA法)

ニ トロセルローズ膜(membranefiiterr 0.45μm

 Schleicher & Schuell W. Germany)に 適 当な
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濃 度 に希 釈 した抗原 を3μlス ポ ッ トした. 0.5

%ウ シ血清 アルブ ミン(BSA)と0.05%Tween 20

を含 むPBS(BSA-TW-PBS)で 各10分 間振盪

しなが ら洗 浄後2%ヤ ギ血清 を含 むPBSに10分

間室 温で 反応 させ た. BSA-TW-PBSに て3回

洗浄 後,各 一 次抗体(抗CL混 合 ミセ ル抗体,抗

209P-P抗 体 抗209P-L抗 体)を1,000～8,000

倍 に希釈 した もの と30分 間反 応 させ た.つ いで

BSA-TW-PBSで1回, PBSで2回 洗浄 しペ ル

オキ シダーゼ標 識抗 ウサ ギ(IgG+IgM+IgA)

抗体(Cooper Biomedical, U. S. A.)の2,000倍

希釈 液 に浸 し室温 にて30分 間 反応 させ た.こ れ

をBSA-TW-PBSで1回, PBSで2回 洗浄 し,

基 質(0.01%過 酸化 水素 水, 0.05% diaminoben

zidinを 含 む50mM Tris-HCI pH 7.6溶 液)と 反

応 させ発 色 させ た.こ の方法 では0.25μgの 抗 原

量 の検 出が可 能 であ り,非 特 異反 応 に対 し充分

に対照 を選定 すれ ば特 異性が 高 いこ とが判 明 し

てい る.

この方法 において通常 の菌体 抗 原やDNAの ス

ポ ッ トは紫外 線照射 で確 実 に付着 してい る事 が

確 かめ られ たが,カ ル ジオ リピンの みに よる ミ

セルは付 着性 が弱 くこの方法 に よ る検 出はや や

弱いが,フ ォ スフ ァチ ジー ル コ リンや コレステ

ロール をスポ ッ トした場 合 には全 くスポ ッ トの

発 色は な くどの抗 血清 と も反応 しな いこ とか ら

本 法に よる反 応検 出 は可能 であ った.

結 果

1　 各種 抗原 の抗CL抗 体産 生性(表1)

それぞれの抗 血清の抗CL抗 体価 を測定 したと

ころ, CL混 合 ミセル(メ チ ル化 アル ブ ミン吸着

CL・PC混 合 ミセル)は 井上 らの報告 と同様 に

高 力価の抗CL抗 体 を産生 した.黄 色ブ ドウ球 菌

親株(209P-P),及 び そのL型 菌(209P-L)で

も抗CL抗 体 価 は上昇 し,その 力価 はCL混 合 ミ

セ ルの場合 とほ とん ど同程度 で あ った.一 方,

コン トロール つ ま り免疫 操作 を行 ってい ない ウ

サ ギ血清 では全 く抗CL抗 体価 を検 出 しな か っ

た.た だ し209P-P memb.で は抗CL抗 体 は

VDRL法 で ×2ま で検 出 され たが,緒 方法 では

検 出され なか った.

2　 抗 血清 のSephadex 150に よる流 出パ ター ン

と抗CL抗 体 価

CL混 合 ミセル を抗原 として免疫 したウサギの

血清 の総 γグ ロブ リン分画 を50%硫 安 塩析 に て

採取 した.こ れ をSephadex G 150に よるカ ラ

ム クロマ トグラフ ィー にか けた.こ の蛋 白流出

のパ ター ンと抗CL抗 体 価(VDRL法)と の相

関 を図1に 示す.又,こ の 流出 フ ラク シ ョン を

抗 ウサ ギIgMヤ ギIgG,及 び抗 ウサ ギIgGヤ ギ

IgGを 用いてOuchterony法 で検 出 した結果 を図

2に 示 す.こ のOuchterony法 に より当然 なが ら

最初 のpeakはIgMに よ るもので あ り, 2番 目

のpeakはIgGに よ る もの であ った.こ の ため,

フラ クシ ョン#22～#25をIgM分 画 とし,フ ラ ク

シ ョン#29～#35をIgG分 画 とした.

この流 出パ ター ン と抗CL抗 体 価 との相 関 をみ

る とIgM分 画 に一 致 して最 も高 い.し か し蛋 白

量 あた りではIgM分 画に比べ て非常 に抗CL抗

体価 は低 い もののIgG分 画のpeakに 一 致 して抗

CL抗 体価 の 第2のpeakが 観 察 され た.こ の事

か ら抗CL抗 体価 はすべ てIgMに あ るのでは な

く弱い なが らIgGに も存 在 して いた.

表1　 各種抗原の抗CL抗 体産生性

抗体価は血清希釈培養で標示

このSephadex 150に よる流出パ ター ン及 び抗
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CL抗 体価 の相 関 は209P-P, 209P-Lを 抗原 とし

て得 られ た免疫 血清 で も全 く同一 であ った.

図1　 抗CL混 合 ミセル抗体 のSephadex 150に よる

流 出パ ター ン と抗CL抗 体 価

図2　 Sephadex 150に よ る流 出 フ ラ ク シ ョンのIgM, IgG分 布(Ouchterony法)

A:抗 ウサ ギIgMヤ ギIgG

B:抗 ウサ ギIgGヤ ギIgG

T:抗CL混 合 ミセ ル抗体 γ グロ プ リン分 画

数 字 は 図1のfraction numberを 示 す

3　 各抗体 と細菌 の反応性

1) 凝 集 反応(表2)

抗CL混 合 ミセル抗体 はIgM及 びIgG分 画を

使用 し,抗209P-P抗 体,抗209P-L抗 体 は総:γ

グロブ りン分 画 を使 用 した.こ の結果,抗CL混

合 ミセルは, 209P-Lば か りで はな くす べ てのL

型菌 に対 して凝 集 活性 を示 した.グ ラム陰性 菌

親株 とは全 く凝 集 活性 を示 さなか った.グ ラム

陽性 菌 に対 しては209P-P以 外には凝集 活性 を示

さ なか った.

表2　 凝集反応におけ る各種抗体 と細菌の反応性

* CLミ セルとの反応はVDRL法 におけ る最大希釈凝集値で表示 し

ている

抗209P-P抗 体,お よび抗209P-L抗 体 との 反

応 では供試 したL型 菌 はすべて凝 集活性 を示 し
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たが, 209P-P株 以外 の通常 の栄養 型細菌 には凝

集 活性 を示 さなか った.

又, 209P-Pはcontrol seraを 含む すべ ての抗

血清 で凝集 した.

2) 間接蛍光 抗体 法

L型 菌 は菌体 が粘 調であるため前記 の凝集 反応

で は強 い凝 集 を起 こ さない と判 定が 困難 であ っ

た.そ こで間接 蛍光 抗体 法 で検 討 した.

ここでは抗体 として抗CL混 合 ミセル抗体 総 γ

グロブ リン分 画 のみ を使用 した.こ の結果 の1

例 として209P-L株 での もの を図3に 示 した.

この 間接 蛍 光抗体 の結 果,供 試 され たL型 菌

すべ てか ら209P-L株 と同様 の強い蛍 光が検 出さ

れ た.

グラム陰性 菌(E. coli B, P. aeruginosa 3455,)

では全 く蛍光 は検 出 され なか った..し か し,グ

ラム陽性 菌(S. aureus 209P-P, S. pyogenes 124)

ではL型 菌 や 膜分画 に比べ て非 常に弱 い ものの

蛍光 を認め た.

3) ニ トロセル ロー ズ膜 上 のEIA(図4)

この実 験 にお いて は抗CL抗 体総 γ グロプ リ

ン分 画,抗209P-L抗 体総 γ グロブ リン分画,抗

209P-P総 γ グ ロブ リン分 画 を使 用 し,いずれ も

総 蛋 白量 を2μg/mlに 調整 して行 っ た.

図3　 抗CL混 合 ミセル抗体 を用 いた間接蛍光抗体

法例

(抗原:黄 色ブ ドウ球菌L型 菌(209P-L))

抗CL混 合 ミセ ル抗体 は209P-P, 209P-L,

 ECL, CLミ セル と反応 し, E. coliな どその他

の栄 養 型細菌 とは反応 しなか った.反 応 した も

のでは209P-Pが 最 も強 く, 209P-L,ECLは そ

れ に比べ て弱 い ように見受 け られ た.

図4　 膜EIA法 に よ る各 種抗 体 と細菌 の 反応 性

一次 抗体

A:抗CL混 合 ミセ ル抗 体

(γ グ ロブ リン分 画)

B:抗209P-P抗 体(〃)

C:抗209P-L抗 体(〃)

二 次抗 体

ペ ル オ キシ ダー ゼ標 識抗 ウサ ギIgG+IgM

ヤ ギ抗 体(1,000倍 希 釈)

抗 原(各 スポ ッ トは3μl)

1: 209P-P(黄 色 ブ ドウ球菌)

1×107cell/ml

2: 209P-L(黄 色 ブ ドウ球 菌L型 菌)

1.1mg protein/ml

3: EC-L(大 腸 菌L型 菌)

0.53mg protein/ml

4: EC-P(大 腸 菌)　 1×107ce11/ml

5: CLミ セル　 lmg/ml

6: M-P(ミ クロ コ ッカ ス.ル テ ウ ス)

1×107cell/ml

7: 124-P(化 膿 レ ンサ球 菌)

1×107cell/ml

8:変 形菌1×107cell/ml

9:正 常 ウサ ギ血清(100倍 希 釈)

10:正 常 ウサ ギ血清(5000倍 希釈)

抗209P-L抗 体,抗209P-P抗 体 との 反応 を比

較す ると, 3者 の間 に大 きな差 は認め られ ず,

反応 した4者(209P-P, 209P-L, ECL, CLミ

セル)に 共 通の 反応性 が認 め られ,そ の力価 に
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著明 な差 は なか った.

4　 抗CL抗 体 とDNAの 反応性(図5)

抗CL混 合抗 体,抗209P-P抗 体 抗209P-L

抗体 とDNAと の反 応性 の有無 につ いて膜EIA

法 で調 べ た.こ の結 果DNAと は全 く反応 しなか

った.二 重鎖DNAを 熱 変性(90℃ 20分 処理 後 急

冷)し,一 本 鎖DNAを 作成 し同様 の方法 で しら

べ たが,反 応性 は認め られ なか った.

図5　 膜EIA法 に よ る各種 抗 体 とDNAと の反 応性
一 次抗 体

A:抗CL混 合 ミセ ル抗 体

(γ グ ロブ リン分 画)

B:抗209P-P抗 体(〃)

C:抗209P-L抗 体(〃)

二 次抗 体

ペル オキシターゼ 標 識抗 ウサ ギIgG+IgM+

IgAヤ ギ抗体(1000倍 希 釈)

抗 原

1: 209P-P(黄 色 ブ ドウ球 菌)

1×107cell/ml

2: 209P-L(黄 色 ブ ドウ球 菌L型 菌)

1.1mg protein/ml

3: CLミ セ ル　 1mg/ml

4: ds DNA(ウ シ胸 腺 由来)　 1㎎/ml

5: ss DNA(〃)　 1mg/ml

6: ds DNA(鮭 精液 由 来)　 1mg/ml

7: ss DNA(〃)　 1㎎/ml

8:正 常 ウサ ギ血 清(100倍 希 釈)

考 察

細 菌細 胞膜 の リン脂質 は菌種 に よ り種 類,量

と もに 異な るが これ ら リン脂質 の 中で は カル ジ

オ リピン(CL) 3),フ ォ スフ ァチ ジー ル グ リセ ロ

ール12)とフォスファチジー ルイ ノシ トー ル13)以外

に は抗 原性 が あ る とい う報告 はない. CLは 通 常

栄養 型細菌 で は膜 に10%～20%程 度 まで存在 す

る.こ のCLに 対 す る抗CL抗 体価 の上昇(STS

陽性)は 梅 毒 以外 の種 々の疾病 で み られ る.こ

の 中で細 菌感 染症 では癩 で60%,マ イ コプ ラズ

マ肺 炎・ス ピロへー タ性疾 患(レ プ トス ピラ症,

回帰熱,等)・ 発 疹 チ フスで10%～30%に み られ,

結核.肺 炎球菌 性肺 炎 ・亜急性 心 内膜 炎 ・梅毒

以 外の細菌 性性病 で10%以 下 に検 出 されている.

しか しウ イルス性疾 患,マ ラ リア,自 己免疫 性

疾 患 で もか な りの頻 度(10%～40%)で 検 出 さ

れ る4) 5).こ の事 よ り抗CL抗 体価 の上 昇 は,人

体 内の広 範 な組織破 壊 に よって引 き起 こ され る

一種 の 自己抗 体的 な反 応 であ ろ うとの考 え方 が

強い14) 15).

しか しなが ら上 記 で述べ た ご と く細 菌の膜 に

はか な りのCLを 含有 してい る.こ の細菌 の膜 内

CLが 抗CL抗 体 価 の上 昇 を引き起 こす可 能性 は

高い と思 われ るが, CLが 単独 ミセル では抗体 を

産 生せ ず フォ スフ ァチ ジー ル コ リン(PC)と 混

合 ミセル を作 成 しメチル化 ア ルブ ミンに吸 着 さ

せ る と抗体 を産生 す る事 を考 え る と判 然 としな

い.又 これ に対 す る検 討 は全 くな されて いな い.

この ためCL混 合 ミセル(CL, PC混 合 ミセル.

メチ ル化 アルブ ミン吸 着),黄 色 ブ ドウ球菌(209

P-P),黄 色ブ ドウ球 菌L型 菌(209P-L)を 抗 原

と して ウサ ギに免 疫 を行 った.こ の結 果209P-P,

 209P-Lを 抗 原 とした場 合 もCL混 合 ミセル を抗

原 とした場合 と同等の高い抗CL抗 体価 の上 昇が

観察 され た.従 って細 菌の 膜に含有 され るCLは

有効 な抗 原 として抗CL抗 体 を産生 し得 る可能 性

が高 い.し か しなが ら もう一 つ の可能性 が 存在

してい る.抗DNA抗 体 がCLと 交 叉反 応 を引 き

起 こす事 が知 られ てお り6) 7), 209P-Pや209P-L

の よ うに全菌体 を抗原 として免疫 した場合 菌体

内DNAに よ り抗DNA抗 体 が産 生 され この抗

DNA抗 体 がCL混 合 ミセル と反 応す るため見 か
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け上 抗CL抗 体 価が上 昇 した とい う可 能性 で あ

る.黄 色 ブ ドウ球菌 細胞 膜分 画 を抗 原 とした場

合 の抗CL抗 体 価上 昇が弱 いとい う結果 もこの可

能 性 を示 してい る.こ の抗DNA抗 体 とCLと の

反応 性につ いては 自己免疫 性疾 患特にSLEで よ

く知 られ て い る7).自己免疫性 疾 患に お いては抗

CL抗 体価 の上昇 が か な りの頻 度 で検 出され る.

この場合抗DNA抗 体 価が 上昇 して お りこの抗

DNA抗 体がCLと 交 叉 反応 を引 き起 こすため人

体組 織の破壊 とともに抗CL抗 体価 の上 昇 を引 き

起 こす とい われて い る.こ の 可能性 に対 して抗

209P-P抗 体 抗209P-L抗 体 のDNAと の反 応

性 を調べ た.こ の結 果209P-P抗 体 と抗209P-L

抗体 は二 本鎖 及び一 本鎖DNAと 全 く反応 しな

か った.こ の事 は二 つの抗体 には抗DNA抗 体 は

含 まれ てい ない事 を示 して い る.従 って抗209P

-P抗 体
,抗209P-L抗 体 におけ る抗CL抗 体価 の

上昇 は抗DNA抗 体 によるものて臆 なく細 胞膜 内

のCLが 確 実に有 効な抗原 として抗CL抗 体 を産

生 して い る事 を示 して い る.か な り多量 の も し

くは継続 的 な細菌感 染症 にお い ては組織 の崩壊

によるものだけではな く細菌 膜 内CLも 抗CL抗

体価 上昇 に関 与 して いる もの と考 え られ る.し

か し多 くの細菌 感染 症 で抗CL抗 体 価 が上 昇せ

ず,梅 毒 にお いて たやす く高 力価 に上昇 す る理

由 につ いてはさ らに詳細 な検 討が 必要 であろ う.

黄 色ブ ドウ球菌 細胞 膜分 画 を抗原 と した場 合抗

CL抗 体価 の上昇 が 弱か っ たが,こ の理 由は不 明

で あ る.し か し通常 の膜 蛋 白に対す る抗体 も膜

分 画 を抗 原 とす るよ りは全 菌体 を抗 原 とした方

が抗体 価 の上昇 が良 い事 が経験 的 に知 られて お

り,こ の場合 もこれ に類似 す る現象 ではな いか

と考 えて い る.

抗209P-P抗 体,抗209P-L抗 体 はDNAと 反

応 しなか ったが,抗CLミ セル抗 体 も又DNAと

全 く反応 を示 さなか った.抗DNA抗 体 がCLと

交 叉反 応するのはDNAとCLが 分 子立体 構造 で

非 常 に似 か よってい るため で あ る と考 え られ て

い る6).抗CL抗 体がDNAと 全 く反 応 しない事

は この理 論 に矛盾 してい る と考 え られ る.し か

し抗CL抗 体が 弱いなが らもDNAと 反応する と

い う報告16)もあ りさらに詳細 な検 討が 必要 であろ

う.

抗CL抗 体 におけるIgM抗 体価 およびIgG抗

体価 の分 布 を検 討 した.こ の結 果抗CL抗 体 は

IgM分 画 にその力価 が高か ったがIgG分 画 に も

力価 が存在 してい た.抗CL抗 体価 の分 布パ ター

ンは抗209P-P抗 体,抗209P-L抗 体の場 合 も同様

であ った.通 常梅 毒 にお いて は抗CL抗 体(抗 脂

質抗 体),抗 トレポネーマ特 異抗体 双方 にお い て

IgM, IgG抗 体 が検 出 され る17)が,一 般 の感染 症

と同様に感染 初期 にはIgM抗 体 が主に検 出され

る.本 実験 に おけ る抗CL抗 体,抗209P-P抗 体,

抗209P-L抗 体 にお け る抗CL抗 体 価 のIgM,

 IgGパ ター ンは梅毒早期 の ものと似か よっていた.

作 成 した抗体 と細菌 との反応性 は種 々の方 法

で検 討 した.こ の結 果抗CL混 合 ミセル抗体,抗

209P-P抗 体 抗209P-L抗 体 いずれ も209P-L株

だけで な くすべ てのL型 菌 と反応 した.こ れ ら

の抗体 に共 通に含有 されているのは抗CL抗 体で

あるか ら抗CL抗 体 が種 々のL型 菌 と反 応 して

いる と考 え られ る. L型 菌 は細胞 壁が欠 落 してお

り細 胞質 膜が 直接外 界 と接 して い る.そ の上 膜

内CLが 増加 してい る.このため抗CL抗 体 が

細 胞質膜 と容易 に しか も強 く結合 で き ると考 え

られ る.一 方細 胞壁 を有す る通常 の栄養 型細 菌

では黄色 ブ ドウ球 菌(209P-P)以 外 は化 膿 レン

サ球 菌(124-P)が 蛍光 抗体 法 で非常 に弱 い反応

を示 したのみで抗CL抗 体 とは反応 しなか った.

グラム陰性菌 においては最外 層は外 膜であ るが,

この外膜 のouter lefletは ほ とん どがLPSで 占

め られ てお りCLは ほ とん ど存在 しない.そ の上

抗体 は外膜 を通過 できずCLを 含 有 している内膜

に到達 で きないため抗CL抗 体 と反応 しないと考

えて いる.又 グ ラム 陽性菌 は厚 い細胞 壁 を有 し

てお り抗体 が これ を通 過 で きず 反応 しないの で

あろ う.黄 色 ブ ドウ球 菌(209P-P)は 正常 ウサ

ギ血清 を含 むすべ ての抗体 と凝集 法及 び膜EIA

法 で反応 した.こ れ は 明 らか に非特 異反 応で あ

るが この反応 を引き起 こす もの としてはProtein

 Aが 考 え られ る.し か し蛍光抗 体 法で は弱 い蛍

光 しか検 出 しなかった点やIgM分 画 で もIgG分

画 に対 して それほ ど反 応の程度 が さが らな い点

な どProtein Aの み では説明 がつ かず本 態 は不

明 で ある.こ の ように抗CL抗 体 と細菌 との 反応

を検 討す る と黄色 ブ ドウ球菌(209P-P)以 外 の
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栄養型細菌は抗CL抗 体と反応せず, L型 菌は検

討したすべての菌で反応した.又 黄色ブ ドウ球

菌膜分画も蛍光抗体法で抗CL抗 体と強く反応

していた.従って抗CL抗 体を用いた検出法はL

型菌及び細菌の膜片の検出に利用できると考え

られる.凝集法は感度の低いため難点が多いが,

蛍光抗体法と膜EIA法 はこの方面に利用し得る.

特に蛍光抗体法は形態的に黄色ブ ドウ球菌を判

別できるため有用と考えられ,さ らに検討を行

いたい.

結 論

CL混 合 ミセル,黄色ブドウ球菌及び黄色ブド

ウ球菌L型 菌を用いて細菌の膜内カルジオリピ

ンが有効な抗原として抗体を産生し得るかを検

討した.さ らに産生された抗カルジオリピン抗

体 と細菌及びDNAと の反応性を検討し以下の

結果を得た.

1) 細菌の膜内カルジオリピンは有効な抗原と

して抗 体 を産生 し得 た.

2) 抗 カル ジオ リピン抗体 はIgM, IgG双 方 に

抗体価 を有 して い た.

3) 抗 カルジオ リピン抗体 はDNAを 全 く交叉 反

応 しなか った.

4) 抗 カル ジオ リピン抗体 は各種L型 菌 及 び細

菌膜分 画 と反応 し通常 の栄 養 型細菌 とは黄色 ブ

ドウ球 菌 を除 いて反 応 しなか っ た.こ の こ とか

ら抗 カル ジオ リピン抗 体 を用 い た検 出法(蛍 光.

抗体 法,膜EIA法)はL型 菌 及び細 菌膜 片 の検

出に利用 し得 る と考 え られ た.
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I investigated the possibility of production of antibody to bacterial membrane-cardiolipin 

using cardiolipin micelles, Staphylococcus aureus (S. aureus) and L-form of S. aureus. I also 

investigated and the reactivity of anti-cardiolipin (CL) antibody with bacteria and DNA.

I confirmed that the bacterial membrane-cardiolipin induced the production of anti-CL 

antibody, which was present mainly in the IgM fraction, but also in the IgG fraction.

The anti-CL antibody reacted with L-form of bacteria and bacterial membrane fractions, 

but it did not react with the vegetative form of bacteria other than S. aureus nor with DNA. 

On the basis of these findings, I considered that the L-form of bacteria or fragments of 

bacterial membranes can be detected by immunofluorescence antibody technique or nitro

cellulose membrane-enzyme immunoassay using the anti-CL antibody.


