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緒 言

蛋 白抗 原 を物 理 的 に 或 は化 学 的 に処 理 す る

時は,も との生 蛋 白に よ る抗体 に対 す る反応

を減 弱 し,遂 には 全 く別 の 反応 を示 す に 至 る.

特 に化 学 薬 品 を 抗 原 或 は抗 体 に作 用 せ しめ て

その種 属 特 異 性,状 態 特異 性 の変 化 を 検 索 し

た業績 は 多 く,そ の 中 で もFormalinは 皮膚

に過 敏 症 を起 させ る作 用が あ り,更 に 蛋 白 溶

液 の防 腐 剤 と して 用 い られ た 関 係 上,そ の血

清学 的 反 応 に 及 ぼ す 影 響 につ い て も相 当研 究

せ られ てい るが,そ の殆 ん どに 於 て 反応 の減

弱 を報 告 して お り1) 2),僅 か に 濃 度 又 は 作 用

時間等 の関 係 に よ り差 を認 めた 報 告 を 見 るの

み で あ る3) 4).然 しな が らそ れ 等 の 報 告 の 多

くはFormalinの 作 用 に よ り変 性 せ しめ た蛋

白を抗 原 と して 用 い,こ れ に よつ て免 疫 され

た抗 体 と も との蛋 白, Formalin変 性 蛋 白 と

の関 係 を 見 た もの で,そ の 結 果 に 基 い て種 属

特異 性 或 は状 態 特 異性 の 変 化 よ りFormalin

の蛋 白 抗原 性 に及 ぼ す 影 響 を 論 じて い る4) 5).

最 近 に至 り生 蛋 白 に よつ て 免 疫 した正 常 抗 体

とFormalin変 性 蛋 白 との 反応 に つい て興 味

が むけ られ て来 た が 未 だ そ の 例は 少 く,又 相

当高濃 度 のFormalinを 用 い た ものが そ の 殆

ん どであ り5),又 そ の 反応 も沈 降 反 応 に 限 ら

れ て い る6).私 は 教 室 に 於 け る 従 来 の 業績

等4) 7)よ りして, Formalinの 各 種 の濃 度 を 用

い, Uhlenhuth氏 沈 降 反応(以 下U氏 法 と略

す),緒 方 氏 抗 体 稀 釈 沈 降 反応8),過 敏 症 等 一

連 の 実 験 を行 い, Formalinの 蛋 白抗 原 性 に

及 ぼ す 影 響 を検 索 してみ た.

実 験 方 法 及 び材 料

抗原 は 主 と して正 常 人 血 清 と し, Keckwick

の方 法 に よつ て脱 水 芒 硝 で3回 結 晶 した卵 白

Albumin9)も 用 い,実 験 に 使 用す る度 に 新 し

く調製 した.

Formalinは 日本薬 局 方Formalin液(37

%)を 用 い,之 を基 準 と して 生理 的 食 塩 水 に

て稀 釈 し10%, 1%以 下各 濃 度 の稀 釈 溶 液 を

調 製 した.従 来 の報 告 は殆 ん ど37%Formalin

を便 宜 上100%と し之 を 基準 に し て稀 釈 して

い るが,私 は それ に 従 わ ず37%か ら稀 釈 し

た.

Formalinの 作 用は そ の 濃 度,時 間,温 度

に 関 係 す る こ と多 く10),そ の作 用 を 一定 せ し

め るた め 各濃 度 のFormalinを 抗 原 と等 量 混

合 し,一 定 時間 孵 卵 器 中 に て37℃ で 作 用 せ

しめ た る後 使 用 した.

免 疫 方法 並 び に 各 血清 学 的 反応 の手 技 は 何

れ も教 室慣 行 の方 法 に従 つた.

そ の他 詳 細 は 各 実 験項 目に 於 て 記述 す る.

実 験 成 績

1) Formalinの 作 用 時 間 の関 係 に就 て

抗原 は正 常人 血 清 を用 い,之 に各 種 濃 度 の

Formalin即 ち37%を 基 準 と して10%, 1%

以 下10倍 稀 釈 に て0.0001%迄 の 生 理 的食 塩

水 稀釈 液 を それ ぞ れ等 量 混 合 した もの を30分,

 2時 間, 6時 間, 12時 間, 24時 間37℃ の

孵 卵 器 中に て作 用せ しめ,取 出 し た も の を

直 にU氏 法 に よ り抗 人 血 清 家 兎血 清 を 用 い て

そ の 沈 降 素 価 の変 化 を 検 した.対 照 と して

Formalinの 代 りに 生 理 的食 塩 水 を混 合 した .

そ の結 果 第一 図 に代 表 的 濃 度 の 曲線 を 示 し

た が, Formalin濃 度 の 高 い 所 で は 作 用 時 間

に比 例 して沈 降 素価 の減 弱 を 見 る.こ れ に 反

し濃 度 の低 い部 分 に於 ては 沈 降 素 価 は 減 弱 せ

ず0.001%に 於 て は む しろ増 強 の傾 向 を 示 し,
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その増強の程度は作用時間 と比例しているよ

うに思われる.

第 一 図　 Formalin作 用 時 間 の 影響

更 に 抗 原 と して人 血 清,結 晶 卵 白Albumin

を 用 い,前 項 と 同 じ く各 種 濃 度 のFormalin

を37℃2時 間 及 び24時 間 作 用せ しめた 場 合

をU氏 法 で 比 較 して み る と,い ず れ も同 じ傾

向 を示 し,第 二 図 の 如 く作 用 時 間 の 長 さ に

比 例 し て抑 制 作 用 が 著 明 と な つ て 来 る が,

 0.001%で は そ の作 用 を見 ず,そ の沈 降 素価

は 対 照 よ りも増強 し, 24時 間 で も同 じよ うに

保 た れ て い る.

第二 図　 Formalin濃 度 の影 響

2) Formalin抗 原 と保 存 期 間 と の 関 係 に

就 て

抗 原 と して の 蛋 白 をそ の抗 原 性 を 失 わ しむ

る こ とな く長 期 に 亙 り 保 存 す る こ とは な か

な か 困難 で あ り,又 そ れ を 試 み た成 績 もあ る

が11), Formalinは 牛 血 清 そ の他 を 屠 殺 場 に

於 て採 取 した あ と防 腐 剤 と して 用 い られ る こ

と多 く,こ れを保存した場合Formalinの 存

在が沈降反応に如何なる影響を及ぼすかにつ

いて検 してみた.即 ち前項の場合 と同じく各

種濃度のFormalinを 正常人血清 と等量混合

し,孵 卵器中に37℃2時 間作用せしめ,以

後これを氷室に保存, 1週 間毎にU氏 法によ

り沈降素価の変化を見た.

第三図に代表的濃度の曲線を掲げたが,こ

の場合作用時間が短いため濃度による影響は

それ程明らかでな く,高 濃度に於て僅かに反

応の抑制が見られ,低 濃度に於ては僅かに対

照 より増強している.保 存期間によつて沈降

素価の異動はそれ程顕著でな く,低 濃度の部

分ではむしろ増強 しているが,こ の成績は大

体に於て先人の例と一致している6).

第三図 保　存期間の影響

3)稀 釈法並びに混合法

以上の結果よりして0.001%Formalinを

37℃24時 間作用せしめた場合の沈降反応増

強は明らかに認められるため,之 を用いて稀

釈法により対照との比較を行つてみた.即 ち

沈降反応に於てはU氏 法より以上に稀釈法に

於け る沈降素価,結 合帯の変化は興味ある所

であ り,教 室の従来の業績よりしても大いに

意義を認められると考えるからである4).

抗原として正常人血 清を用い, 0.001%

Formalinを 等量混合,対 照 として生理的食

塩水を等量混合したものを孵卵器中に保存,

 37℃24時 間後稀釈法を実施した所,第 一表

の如 く対照に於ては沈降素価500,結 合帯500

であつたものが, Formalin抗 原に於ては沈
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降 素価1000,結 合 帯250と な り結 合 帯 の移 動

と沈 降 素 価 の上 昇 とを認 め た.

第一表　 稀 釈 法

(C=対 照, F=Formalin混 合)

同様の意味に於て同じ材料で混合法を実施

したが,そ の結果は第二表に示す如 く,結 合

帯の移動が認められた.

第二表　 混 合 法

(C=対 照, F=Formalin混 合)

4)補 体結合反応

沈降反応の結果Formalinを 抗原蛋白に作

用せしめる場合0.001%37℃24時 間 の抗原

に於てU氏 法,稀 釈法ともに最 も抗原性の高

まることを認めたので,更 にこの抗原を用い

て補体結合反応を行い対照 と比較した.

即ち抗原は正常入血 清を用 い, 0.001%

Formalinを 等量混合,対 照として生理的食

塩水を等量混合 したものを孵卵器に37℃24

時間保存し補体結合反応を行つた.

その結果第三表の如く対照に於ては補体結

合価1000,結 合帯250,之 に対 しFormalin

抗原に於 ては補体結合価1000,結 合帯1000

となり結合帯の移動 と抗原高稀釈部に於ける

反応増強とを認めた.

第三表　 補 体 結 合 反 応

(C=対 照, F=Formalin混 合,補 体1.3単 位 使 用)

(抗 原 対照C100(-), F100(-),溶 血 素+補

体(-),溶 血 素(〓),補 体(〓))

5)過 敏症

以上の如き関係を生体の過敏症反応に於て

証明し得たならば更に興味あるものと考え本

実験を行つた.血 清抗体による過敏症は教室

従来の多数の成績12)に より,感 作量25～20

単位/血 液1cc,再 注射は潜伏期24時 間の後

結合帯相当量を以て行えば過敏症死を起すこ

とが明らかである.

抗原には正常人血清 を用い之 に0.001%

Formalinを 等量混合,対 照 として生理的食

塩水を等量混合せるものを孵卵器に37℃24

時間保存せるものを使用,抗 体は抗人血清家

兎血清を用いた.な お実験に当つては,発 作

前後の血液を採血保存して補体価 と沈降素価

とを検 し,更 に体温,肺 の状態も検した.

その実験結果は第四表に示す如 くであるが,
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先ずFormalin変 性抗原により稀釈沈降反応

を行い,稀 釈沈降素価1000,結 合帯250を 測

定 し,之 を基準 として感作単位及び再注射抗

原量を規正した場合に,対 照の稀釈沈降素価

500,結 合帯500を 基準として規正した 同じ

感作単位及び再注射量を用いた場合 と同様の

過敏症を惹起することを認めた.

第4表　 過 敏 症

(C=対 照, F=0.001%Formalin混 合)

即 ち第 五 表 に 示 す 如 く, 20単 位 感 作,結 合

帯 相 当量 の半 量 の 抗原 再 注 射に よ り,正 常 抗

原, Formalin変 性 抗 原 共 に 強 度 過 敏 症 の 結

果 海 〓 の死 亡 を 認 め, 10単 位 感 作,結 合帯 相

当量 の抗 原 再 注 射 で は,両 者 共 軽 度 過敏 症 で

海 〓 の生 存 す るを 認 め た.こ こに 注 目す べ き

は,同 じ20単 位 の感 作 で は あ るが, Formalin

変性抗原に於てはその稀釈沈降素価の変化に

より,実 際には正常抗原の10単位に相当する

感作 しか行われていないことである.従 つて

この事より,感 作単位及び再注射量の基準と

なつた稀釈法の沈降素価,結 合帯は,過 敏症

の面からも正しいものと考えられる.

第5表　 過 敏 症(感 作単位を等 しくした場合の比較)

(C=対 照, F=0.001%Formalin混 合,※=対 照 を基 準 に した 場合 の10単 位 に相 当)

更にFormalin変 性抗原と正常抗原との差

を見るため,感 作量の絶対量を等しくし,再

注射抗原の絶対量 も等 しくした場合を比較す

るに,第 六表に示す如 く,対 照に於ては軽度

過敏症で海〓が生存するに対し, Formalin変

性抗原再注射では過敏症死を起し,明 らかに

Formalin変 性抗原の過敏症発症力が増強 し

ていることを認めた.

なお高濃度のFormalinを 抗原に作用せし

めた場合,沈 降反応に於て抑制作用が認めら

れたので,之 が過敏症に於て如何に現われる

かを検 した.即 ち第七表に示す如く,正 常抗
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第6表　 過 敏 症(感 作,再 注射の絶対量を等しくした場合の比較)

(C=対 照, F=0.001% Formalin混 合, △=対 照 を基 準 に した 場 合 の10単 位 に相 当)

原 の20単 位 に相 当す る感 作 を行 つ た海 〓 に,

正常 抗 原再 注 射量 の2倍 に 当 る1%Formalin

添 加 抗原 を再 注 射 した が,極 め て軽 度 の過敏

症 症 状 を認 め た に す ぎ な か つた.更 にForma

lin自 体 の 毒性 を検 す るた め,感 作 しな い 海

〓 に,前 記 と同 量 の1%Formalin添 加 抗 原

を 注 射 してみ た が,殆 ん ど認 む べ き症 状 を あ

らわ さな かつ た.よ つ て 高 濃 度 のFormalin

が 抗原 に作 用 した 場合,沈 降 反 応 に 於 て認 め

られ た反応 抑制 作 用は,過 敏 症 に 於 て も証 明

され, Formalinの 抗 原 に 及 ぼす 影 響 は,そ の

濃 度 が 大 な る関 係 を持 つ こ とが認 め られ る.

第7表　 過 敏 症(1%Formalin添 加 抗 原使 用)

(C=対 照, 1%F=1%Formalin混 合)

総 括 及 び 考 按

Formalinは その化学的性状よ り或 は消毒

に用いられ,又 人体に対し皮膚の過敏症を起

し13),更には蛋白の保存に防腐剤として用い

られる点等 よりして,他 の化学薬品と同様蛋

白に作用してその血清学的反応に影響を及ぼ

すこと大であろうと想像され,従 来その方面

の検索が行われて来たが,そ の多くはForma

linの 作用により蛋白の抗原性を減ずるとす

るものであり,更 には蛋白にFormalinを 加

えて変性せしめ,そ の変性蛋白を用いて得た

る抗体を以て状態特異性或は種属特異性を論

じたものが殆んどであつた.

私は正常蛋白によつて免疫して得たる抗体

と,各 種濃度のFormalinを 作用せ しめた抗

原とを用いて一連の血清学的反応を行つたの

であるが, Formalinの 高濃度の部分に於 て

はその反応抑制作用が明らかであ り,更 に作

用時間の延長に伴いその傾向は著明となるこ

とを認めた.然 るに低濃度の部分に於ては,

従来の成績とは逆に反応の増強作用を認め,

その作用は0.001%Formalinを37℃24時

間作用せしめた場合に最 も強 く,そ の増強作

用はU氏 沈降反応,緒 方氏抗体稀釈法,補 体

結合反応,更 には生体に於ける過敏症によつ

ても明らかに認められた.

惟 うにFormalinを 蛋白に作用せしめた場

合,高 濃度に於ては蛋白変性も高度であるた

め血清学的反応の減弱を来し,漸 次濃度の低

下に伴つてその抑制作用は弱 くなり遂には対

照と等 しくなるのであるが, 0.001%の 部分

に於ては蛋白が対照に比して或程度の変性を

受け,そ の変性の度は反応を増強せしむるに

適 した程度であろうと考えられる.

結 論

1) Formalinを 抗原蛋白に作用せ しめ て
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沈降反応で検すると,高 濃度に於ては反応抑

制作用があらわれ,低 濃度に於ては逆に反応

増強作用をあらわす.そ の最適濃度は0.001

%で あ り,作 用時間は37℃24時 間である.

2)0.001%Formalinを37℃24時 間作

用せしめた抗原は,緒 方氏抗体稀釈法に於て

も沈降素価を増強し更に結合帯を移動せしめ

る.混 合法,補 体結合反応に於ても略々同様

の傾向を認めた.

3)海 〓を用いた過敏症実験に於てもFor

malin変 性抗原は対照に比較 して作用強く,

 20単位感作,結 合帯相当量の半量の再注射に

於ても強度の過敏症反応を起して動物を斃死

せ しめ た.

終 りに臨み終始御懇篤なる御指導及び御校 閲を賜

つた恩師緒方教授に深甚な る謝意を表す.

本論文要旨は第467回 岡山医学会通常例会に発表

した.
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Effects of Formalin on Antigen, With a Special

 Reference to Increased Activity of Antigen

By
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(Director: Prof. Dr. M. Ogata)

Activity of antigen were studied after different concentrations of formalin was added to 

antigen for various period of time. Experiments were performed with precipitin reactions, 

complement fixation tests, and anaphylaxis.

Following results were obtained.

There were found exaggerated reactions with increase of period during which time 

antigen was exposed to formalin.

Activity of antigen was reduced when concentrated formalin was used as experimental 

reagent, while increase of activity was noticed in the case of diluted formalin. A peak of 

activity of antigen was found when 0.001 per-cent formalin had been reacted to antigen at 

37•Ž for 24 hours.


