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Formalinの 抗 体 変 性 に 就 て
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專 攻 生　 大 塚 信 夫
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緒 言

蛋白抗原をその抗原性を失わしむることな

く長期に亙 り保存することについては既に多

数の業績があり,教 室に於ても特殊の化学薬

品を用いず しかも抗原性を損することな く蛋

白を保存する方法を報告1)し ているが,そ れ

と共に,得 たる抗血清をその抗体価を変える

ことなく保存することについても種々の報告

が見られる.即 ちグリセリン,石 炭酸,ヤ ト

レン等々の薬品を用いて抗血清の保存を試み

ているが,い ずれの方法にも共通しているこ

とは,無 菌を目標としそのために何か化学薬

品の添加を行つていることである.従 つてこ

の抗血清を用いて血清学的反応を行 う時にそ

の薬品の作用を考慮に入れると共に,薬 品そ

のものが抗体を破壊 しないものであることを

要するのは論 を俟たない. Formalin.も また

抗原保存 と同時に抗血清保存に用いられんと

した薬品の一つであるが,そ の抗体に及ぼす

影響は余 りに強 く,そ の濃度,作 用時の温度,

作用時間の長短等によつて多少の変化はある

にしても2),抗 体を殆んど破 壊するため抗血

清保存の目的には適 しないとされている2) 3).

私は先に抗原にFormalinを 作用せしめて

その血清学的反応への影響 と共に蛋白の物理

化学的 性質 の変化 を も検討 し,そ の結果

Formalinの 蛋白に対する作用については,

濃度の差により甚 しい違いのあることを見出

したのであるが,抗 体に対 しても果して抗原

の場合と同じく濃度による差が認められるか

どうかを検するため一連の実験を行つた.即

ち従来Farmalinに 対 して最 も抵抗弱 く1‰ 

6時 間の作用で消失するという沈降素3)を 用

いUhlenhuth氏 沈降反応(以 下U氏 法と略

す)及 び緒方氏抗体稀釈沈降反応4)更 に抗原

感作赤血球凝集反応5)に より血清学的反応に

及ぼす影響を見ると共 に,電 気 泳動法によ

りFormalinを 加えた抗体の変性の状況を検

討してみた.

実験方法及び材料

免疫方法及び血清学的反応の手技は教室慣

行の方法に従つた.抗 原は正常人血清とし,

これを家兎に注射して得た抗血清を用いて,

以下の一連の実験を行つたものである.な お

Formalinは 日本薬 局方Formalin(37%)

を使用,生 理的食塩水を以て各濃度に稀釈し

た.

1) U氏 法及び緒方氏稀釈法

抗血清に各種濃度Formalinを 等量混合,

作用を一定ならしむるため孵卵器中に37℃ 

24時間保存したものを用いて, U氏 法及び緒

方氏稀釈法を実施した.な おFormalinの 代

りに生理的食塩水を等量混合 したものを対照

とした.

2)抗 原感作赤血球凝集反応

抗原感作赤血球凝集反応の手技は概ね進藤

の記載5)に従つた.即 ち感作原 としては正常

人血清(AB型)を 非働化することな く生理

的食塩水で25～50倍 に稀釈 したものを用い,

赤血球はAlsever変 法液に採血 した緬羊血球

を使用した.感 作方法は感作原1ccに 対し

洗滌緬羊血 球0.1ccの 割合 で混和, 37℃

温浴中で2時 間感作後生理的食塩水で3回 遠

沈洗滌, M/100燐 酸緩 衝化生理 的食塩 水

(pH 6.8～7.0)で0.5%浮 游液 とした.凝

集反応は同じくM/100燐 酸緩衝化生理的食
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塩 水 で倍 数 稀 釈 した抗 人 家 兎 血 清 に,上 記

0.5%感 作 血 球 を等 量 に 加 え, 37℃ 温 浴 中

2時 間 更 に 氷 室 に一 夜静 置 後,管 底 像 に よ ら

ず 透 過 光 線 に よ り凝 集 像 を 検 査 判定 した.な

お 家 兎 血 清 の緬 羊 血 球 に 対 す る正 常 凝 集 素

(20～40倍 以 下)は 特 別 に 吸 收 除 去 せ ず,正

常 凝 集 素 の 影 響 が少 い と思 わ れ る40倍 以 上 の

血 清 稀 釈 に つ い て試 験 した.

3)濾 紙電 気 泳 動 法 並 びに 濾 紙電 気 泳 動 分

屑 定量 法

Grassmanの 水 平 法 を改 良 した 小林 式 電 気

泳 動 装 置6) 7)を 使 用,濾 紙 は 東 洋 濾 紙No. 51

を 用 い,緩 衝液 は ベ ロナ ー ル ソー ダ,醋 酸 ソ

ー ダ
,醋 酸 緩 衝 液, pH 8.5,イ オ ン 強 度

0.045の も のを 使 用0.3mA/cmの 電 流 で 泳

動 を行 つた.な お 材 料 は 生 珪 的食 塩 水 に 一 夜

透 析 しFormalinを 除 い た もの を使 用 した.

泳 動 後 の 濾 紙 を 乾 燥, Bromphenol-Blue染

色 液 に て染 色 後, 2%醋 酸 に て蛋 白 と結 合 し

ない色素を除去したものを流動パラフ ィンに

より半透明とし,夏 目製作所製光電光度計III

型により直接法6) 7)で 吸光度を測定し,そ の

値をグラフ用紙に描いた後,各 成分相当部の

面積をプラニメーターにて求め各分屑の百分

率を算出した.

実 験 成 績

1) Formalin混 合抗人家兎血清によるU

氏法及び緒方氏稀釈法に就て

正常人血清で免疫して得たU氏 法沈降素価

50000,稀 釈法結合帯100,沈 降素価500の 抗

人家兎血清を用い,これに各種濃度Formalin

を等量混合,孵 卵器 中に37℃ 24時 間保存

したものについてU氏 法及び稀釈法を行つた.

なおFormalinの 代 りに生理的食塩水を等量

混合したものを対照とした.

U氏 法 の結果 は第 一表に示す如く, For

malin濃 度の高い部分即ち10～0.1%に 於て

第 一 表　 U氏 沈 降 反 応

(F.=Formalin)

は反応は完全に抑制 されている.更 に稀釈法

を試みるべ く1% Formalin混 合部分に於て,

抗原稀釈10～250を 実施してみたが,こ れ も

全 く反応が認められず抗体は完全に破壊され

たものと考えられる.こ れに反し0.01%以 下

の低濃度の部分に於ては,対 照 と殆んど変ら

ないか,或 はむしろ梢々反応増強を示してい

る.こ れは第二表に示す稀釈法に於ける結果

についても同様であつて,対 照に比し反応減

弱の傾 向は認 められない.即 ち抗原にFor

malinを 作用せしめた場合 と同じく,抗 血清

第二表　緒 方 氏 稀 釈 法

(C=対 照, F.=0.001% Formalin混 合)



Formalinの 抗 体 変 性 に 就 て 1041

に対するFormalinの 作用についてもその濃

度如何が大きな影響を有するものと考えられ

る.

2) Formalin混 合抗人家兎血清の感作血

球凝集反応に就て

感作原には正常人血清を用い,先 ず緬羊血

球に対する感作条件について一連の予備実験

を行つた.そ の結果は第三表に示す如 くであ

る.即ち人血清を56℃ 温浴中にて30分間非働

化 した場合には,之 を各濃度に稀釈 して血球

に加えてもいずれ も溶血乃至凝集を起すこと

はないが,こ の血球を以て検 した凝集髄はす

第 三 表　 感作血球凝集反応の感作条件の検討

(生=非 仂化の処 置を加えない人血清)

べて40以下であり,血 球が感作されたとは考

えられない.次 に非働化しない抗原を用いて

血球の感作を行 うと,抗 原の10倍 稀釈では殆

んど溶血し,残 つた血球は凝集して凝集価の

測定不能である.更 に抗原稀釈25～50倍 にな

ると一部溶血を見るが残存血球は抗人血清に

よる被凝集性を獲得し,そ の凝集価は1280ま

でとなる.そ れ以上の抗原稀釈では,も はや

感作血球の溶血は見られないが,そ れと共に

凝集価も低下 し250倍 では殆んど凝集反応を

示さない.こ の反応に用いた抗血清は稀釈法

結合帯100,沈 降素価500の ものであつたが,

以上の結果よりして感作抗原濃度 と稀釈法結

合帯 との間に関連性は見られなかつた.な お

非働化せる人血清に海〓補体を添加 して血球

感作を試みたが凝集反応は起らなかつた.

以上の結果より人血清による感作の成立は

人血清中の非耐熱性補体成分の吸着によるも

のではないかと考えられるが,一 応凝集反応

を呈した25, 50, 100倍 稀釈の非働化しない

人 血 清 を 用 い て血 球 を 感 作 した後,各 種 濃 度

Formalinを 等 量 混合37℃ 24時 間 作 用 せ し

めた 抗 人 家 兎 血清 との凝 集 反応 を検 し た.そ

の結 果 は 第 四 表a) b) c)の 如 くで,感 作 抗

原 の濃 度 の低 下 に伴 い 凝 集 反応 は弱 く結 果 判

定 は 困難 とな る が,何 れ に も共 通 してFor

malin 0.1%迄 の 高 濃度 の部 分 で は 凝 集 反応

は全 く見 られ ず,逆 に0.01%以 下 の低 濃 度 の

部 分 に於 て は対 照 と殆 ん ど同 じ凝 集 価 を示 し,

沈 降 反応 の結 果 と同 じで あ る.

3)濾 紙電 気 泳 動 法 に よ るFormalin混 合

抗 人 家 兎血 清 の検 討

沈 降 反応 及 び凝 集 反 応 の結 果 よ りFormalin

作 用 の代 表 的 な 濃 度 即 ち1%, 0.001%の

Formalinを 等 量 混合,孵 卵 器 中に37℃ 24

時 間 保存 した抗 人 家 兎 血 清 を 用 い, Formalin

を除 くた め生 理的 食 塩 水 に 一 夜 透 析 して濾 紙

電 気泳 動 を行 つ た.な おFormalinの 代 りに

生 理 的食 塩水 を等 量 混 合 した もの を対 照 と し

た.
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第 四 表　 感作血球凝集反応によるFormalin混 合血清の検討

a)生 人 血 清25倍 稀 釈 に て 感 作

(F.=Formalin)

b)生 人 血 清50倍 稀 釈 に て 感 作

(F.=Formalin)

c)生 人 血 清100倍 稀 釈 に て 感 作

(F.=Formalin)

そ の 結 果 は 第 一 図a) b) c)に,又 そ の 電

気 泳 動 組 成 は 第 五 表 に 示 さ れ る,こ の 図 に 於

て 縦 軸 は 吸 光 度 を,横 軸 は 泳 動 距 離 を 示 す.

こ の 結 果 よ り 見 る に,対 照 に 於 て はAlbu

minは58.3%, α-Globulinは9.3%, β-

Globulinは14.4%, γ-Globulinは18.0%を

示 し て い る が, 1% Formalinを 作 用 せ し め

る とAlbumin相 当 分 屑 は23.5%と 減 少 し,

 α-Globulin相 当 分 屑 は46.1%, β-Globnlin

相 当分 屑 は19.6%と 増 加, γ-Globulin相 当

分 屑 は10.8%を 示 して 明 らか に 変性 部 分 の 出

現 が 認 め られ,先 に 緒 方,望 月8)が 海 〓 血清

を 加 熱 した 際, α-Globulin相 当 の易 動 度 を

有 す るC成 分 を 認 め て い る の と略 々相 似 た結

果 を 示 してい る.

然 る に0.001% Formalinを 作 用 せ しめ た

場 合 に は, Albumin相 当 分 屑 は59.0%, α-

Globulin相 当分 屑 は9.1%, β-Globulin相 当
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第一図　Formalin混 合抗 人家兎血

清濾紙電気泳動図

a)対 照抗血清

b) 1% Formalin混 合 抗 血 清

c) 0.001% Formalin混 合 抗 血 清

分 屑 は11.9%を 示 し, γ-Globulin相 当 分 屑

は20.0%と やや 増 加 して い る が,そ れ ぞ れ対

照 に比 し殆 ん ど変 化 が 認 め ら れ な い.以 上 沈

降 反 応 に 於 て1% Formalinの 場 合 は 完 全 に

反応 が 抑 制 され, 0.001% Formatinで は 対

照 と殆 ん ど反応 が変 らな い か,或 は多 少 増 強

して い る事 実 と よ く符合 す る.

第 五 表　 抗人家兎血清及びFormalin混 合抗人家兎血清の

濾紙電気泳動法による成分組成

○ 対 照抗 人家 兎 血 清Albuminよ り少 し速 い易 動 度 を 有す る成 分. Albuminか 変 性成 分 か は不 明.

△ α-Globulinと 殆 ど等 しい易 動 度 を 有す る変性 成 分.

+ β-Globulin相 当分 屑.

× γ-Globulin相 当分 屑.

÷, ×分 屑 は何 れ も明 確に 分 離 せず 漸 次 移 行 す る.

総 括 及 び 考 按

Formalinに よ る抗 体 変 性 に就 ては 従 来既

に 報 告 さ れ て い る 所 で あ る が,い ず れ も

Formalinに よ り抗体 は 破 壊 され,そ の作 用

は認 め られ な くな る と して い る.そ の 中 で も

特 に沈 降素 は最 もFormalinに 対 す る抵 抗 が

弱 い とされ て い るが3),私 は先 に蛋 白 抗原 に

Formalinを 加 え て一 連 の 実 験 を 行 つ た 結 果

よ りして,敢 え て各 種 濃度 のFormalinを 抗

血 清 に作 用 せ しめ,そ の結 果 を検 し てみ た.

U氏 法 及 び 稀 釈 法 に於 てFormalinの 作 用

は そ の濃 度 に よ り明 らか に 区別 せ られ,高 濃

度 の 部 分 に 於 て は抗 体 は全 く破 壊 され て そ の
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作用を失 うが,低 濃度の部分に於ては抗体は

破壊されることな く,む しろ反応をやや増強

させる傾向さえ見られ,そ の限界は大体に於

て0.01%の 附近にあると考えられる.

更に感作血球凝 集反応を行つてFormalin

混合抗血清の性質を検したのであるが,こ の

反応に於ける感作抗原は従来主として多糖類

に限られ9),最 近 に至 り進藤等10)が 卵 白

Albuminそ の他 で感作 を行い,凝 集反応を

実施しているのみである.従 つて先ず人血清

が血球感作抗原 となり得るや否やを検したの

であるが,非 働化せる人血清を以てしては感

作は不能であ り,操 作を加えないままの人血

清で可及的高濃度の部分に於て感作 し得るこ

とを認 めた.こ の結果人血清を抗原とした場

合の血球感作の成立は,人 血清中の非耐熱性

成分の吸着によるものではないかと考えられ

る.次 いで以上の成績を応用して,人 血清で

感作 した血球を用い,各 種濃度のFormalin

を加えた抗血清の凝集反応を検したのである

がその結果は全 く沈降反応に於けるものと同

じであつた.

最 後 にFormalin混 合抗 血 清 の変 性 を 見 る

た め電 気 泳 動 法 を 行 つ て み たが, 1% For

malinを 作 用 させ た 抗 血 清 は対 照 に比 して 大

き な差 異 を 示 し, α及 び β-Globulin相 当分

屑 に変 性 部 分 の 出 現が 認 め られ,血 清学 的 反

応 に於 け る抑 制作 用 とよ く一 致 して い る.し

か る に0.001%の 濃度 に於 ては 各 分 屑 の構 成

は大 体 に 於 て 対照 と変 らず,変 性 は 認 め られ

な い が,た だ γ-Globulin相 当 分 屑 が 対照 の

18.0%に 比 し20.0%と 増加 して い る点 が特 異

で あ り,或 は 沈 降 反応 の 増 強 と関 係 が あ るか

もしれない.

以上Formaliaの 抗体に対する作用は,大

体に於て抗原に対するそれと同じく,高 濃度

に於ては反応抑制を,低 濃度に於ては僅かな

がら反応増強を来すものと思われるが,た だ

抗原に於てはその変性にも拘らず,或 程度反

応性を保有しているに反し,抗 体に於ては変

性と共にその反応性を全 く消失する点が異つ

ているものと考えられる.

結 論

1)抗 人家兎血 清に各種濃度のFormalin

を加え, 37℃ 24時間作用せしめた後, U氏

法及び稀釈法で検すると, 0.1%以 上の濃度

では反応は完全に抑制され, 0.01%以 下の濃

度では反応は対照 と等しいか,或 は多少増強

するを認めた.

2)感 作血球凝集反応に於て人血清は感作

抗原 とな り得るが,非 働化した人血清は感作

能力を失う.

3) Formalin混 合抗人家兎血清を用いて

感作血球凝集反応を行 う時は,沈 降反応の抑

制部分では凝集反応 も認められないが,沈 降

反応残存部分に於ては凝集反応も認められ,

両者併行 した結果を示した.

4)濾 紙電気泳動法にてFormalin混 合抗

人家兎血清を検すると, 1%の 部分では完全

に変性が認められるが, 0.001%の 部分では

対照 と殆んど変らず,血 清学的反応の結果と

一致 している.

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.
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Effects of Formalin on the Activity of Antibodies

By

Nobuo Otsuka

Department of Hygiene, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Dr. M. Ogata)

Effects of formalin on the activity of antibodies were studied by means of precipitin 

reactions, hemagglutination with sensitized blood cells, and paper electrophoresis.

No precipitin reaction occurred in the area of high concentrations of formalin, while 

no marked changes in reaction were observed in the area of low concentrations compared to 

control tests.

Almost same results were noticed in hemagglutination tests with sensitized blood cells as 

in the case of precipitin tests.

On paper electrophoresis significant changes were noticed where one per-cent formalin 

was used as experimental reagent, while the same results were observed in 0.001 per-cent 

formalin as in control tests.


