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4 ． ア レル ゲン ・
一
エ キ ス 製造方法に関す る素朴 な疑問

一
牛乳ア レル ゲ ン ・ エ キ ス を例と して 一

千 葉 大 学 医 学部小 児 科教室

久 　保　政　次

本　 宮 　　 建

　最初 に 牛乳蛋 白の 分翻 に つ い て 申し上げた い ，イ オ ン

交換 セ ル ロ ーズ （DEAE ） を使用 して牛乳蛋白の CQI・

urnn 　chromatography を 行 い ま した．使用 Bufferは

0・  2MPhosphate 　Buffer（pH 　7）　に NaCI を 段 階的

に 添加 しま した 13種 の もの で あ り ま す 〔表 1 ）．13種の

Bufferに 相当す る 部分に 夫々 ピ ー
ク が み られ ます （表

2）．亊L清を 同 様 fi）鏝…｛
・
三1こ よ　り　Colurnn　chr （＞matography

表 ］　 緩画液 濃 度
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を 行 い ま す と，Buffer　1 〜6の 部分に 流出 し，こ れ以後

に は 流出 しませ ん （表 3），Casein　 iま6 〜13即 ち篌 半部

に 流出 し ます （表 4 ）．6 の 部分に や ・ 重 な りが 見 られ ま

す が，ほ 翼 明確に 乳 清 と CaStinが 分 れ ます．こ れらの

ピー
ク の 同定をす る意味で ， 比較的純粋 に精製 した 牛 乳

蛋白各 Fractionに つ き夫々 の 同 醸 の 実験 を行 い ま し

た ．

表 3　乳 清 leml　DEAE 　2．5g ，　 O，02M 　 Phosphate

　　 Buffer （PH 　7 』）
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表 5　 a ．Lactalbtimin　50mg　DEAE 　 l　g
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tt．Casein　100皿g　DEAE 　2，59　0、02M　PhosDhate
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　　　　　　　　 表 9　 β，Casein
β．Case圭ロ 150mg　DEAE 　2．5g 　O．02M 　Phosphate
Bttffer（pH 　7．0）
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a ・」・ctalb ・mi ・ 1．ま 2 ．及 こ1：・3 （表 5 ＞，B・la・t。gl。b・ li。 1ま
4 ’5 。6 （表 6 ），そ の他 の globu｝in （Euglobulin と

Pseud。gl。b・ lin で す 」
・｝：） 1ま 1 及 び 2 （表 ？），α ．囎 ln

ほ 9 以 後 （表 8 ），β
・casein は 主 と して （表 9） に 夫“L

流出す る事が 分 りました．之 を一
表 ：こ ま とめ ます と表 10

の 様 に な り，各 Fraction が 比較的韃粋 に 分離出来 ま レ

た．以 上 ，牛乳蛋白 が 複雑 な 蛋 白 分藹よ りな つ て い る畜

を示 し ま t、た．

　次 に 之等各 牛 乳蛋 白憂 劃 に つ き ま して，免疫電気泳動
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表 12　Diagrammatlc 　Representaticn　 of 　 Immune

　　　Electrophoretic　Aoalysisof 　Bovine　Mature

　　　Milk　by　Means　of 　Anti−BDvine，Mature ．
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α ．Ca §ein 　 1． 3
β．Casein　 4．　 6．　 8，ユ1

α
．Lactalbumin 　2

β一LactOglobuiin　　5．　　9
Euglobelin　 and 　pseudoglobul妻n 　 10

表 13　検 査 方法

a ・抗 県 吸 誉 LGtex の 作 製

謁 1画 ・e ・eL ・τex
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表 14　母 乳 栄 養 児 （1 手以 下 ）

舗 i§ 令 病 　名
。 ． 諮 2 警4 着淀

　 1　　 2　　 輻 　　吐
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法を行い ， そ の 抗原性 を 検討 し ま ：．た．彙 疫 電 気 泳 動法

は Scheidegger　O 　 micrometh 。d の 変法であ る Wads ・

worth 　and 　Hanson の ：与法 ；こ 準 ：ま L、た．．ag　1イ 、た：buffer

は
iAo

　N ．veronal ＿．塩 酸 buffer　 pH8 ．2，　イ オ ン 強 度

O．05泳動条件 は 9。5Vl’cm ，3 時 間30分 で あ りま した．生

牛 乳 で 幸まユ1本 こ）沈降線 を 認
・．1噛   た （表 11），こ の 沈 降 線

を同定す る 意味 で，先 に使用 レ ま した 各牛乳蛋白分蔬 に

つ き同様の 実験 を行い ま した が，そ O 詳紐は 時 間 っ 都 舎

上 省略 し ， 結 果 だ け 牢 し 上 ：ノま す、即 ち表 12に 示 しま レ

た 様 に ， 各沈降壕をほ く 同定す る事 が 出来ま した ．以上

か ら牛乳蛋自は複雑な航原 複合体であ る とい えま す、

　次 に Latex 凝集反応 に よ り 乳幼児血 清中の 牛 乳 抗体

の検索を行 い ま レた．詳細は明日の ア レ ル ギー学 会総会

に於 て 発表致 し ます．検査方 法 ；よ 表 13の 通 りで ，
Latex

と抗原を混和 し 。
Glycine　bufEer で 段階稀釈 した 血 清

に 滂下 しま す．母乳栄養児玲 弼では 何 れ も 陰性で した
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表 15　牛 乳 分劃抗原 吸 着 Latex 粒 子 に よ る検 査
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表 16 　Rennin 処 理 市 販 牛 乳 6m11 ）EAElg
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（表 14），人 工 乃 至混 合栄養児 に 陽性 蜊がみ られ ま す が，そ

の読体が ど．D 牛乳蛋 白 分劃に射応するか をみ ま した．表

1うの 通 り 、 各分翻 に 対応す る もの が あ り ま す が ， 特 に

Case洫 に 根応す る もの が 多い 様で した，

　以上の 諸実験 に 基 い て ，市 販牛乳 ア レ ル ゲ ン エ キ ス を

検討 して み ま した．市販牛乳 ア レ ル ゲ ン エ キ ス は   市販

の 牛乳を12．000r・p・mIOEi 一
間遠沈し脱脂 し ます．次 に  
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800m1 の 嬲 旨乳 に 1％ レ 彊 ン溶液 2．5ml をtSi37
℃ i時問半1ncubate遠心 して，  上 清 を永道水 に対 して

セ ロ フ ア ン 透折し，  　Prote｛n 　N 皚 を 1 μg　PNtml に

Salineで稀釈 ・   緬菌濾 過 （シ ヤ ン ベ ラ ン ）無菌充鎮

した も の です．同 様 の 操作 に よ り我 々 が製造 した もの を

DEAE に よ る Column　ehrornatQgrophy に か けて タ

ま した、表 16の 通 り，夫々 の ピー
ク は低い の ですが ，1

・4 ・6 及び 7 に主 として 流出 しま した．即 ち我 k の 実

験戎績よ りみ ます と， β一lactoglobuhn が 主 で， 之 に そ

の他の glDbulin が 少た 入 つ て 居 る も の で あ りま して，
製造方 法 よ リ レて 当然予期 され ま した 如 く．Casein　i’ま
ぽ とん ど含まれて 居 りませ んで した．

　ア レ ル ゲ ン エ キ ス として，出来 れ ば 抗原 を完全に．そ

の 多様性 をふ くめて 保持 して 居 る 事 が 望 ま しい 事は申 す

迄もあ りませ ん ．こ の 意味で，市販 ア レ ル ゲ ン ＝ キ ス の

臨 擢 的価艚 には 自ら限度 が あ る と思 わ れ ま す．今 日 は 牛
乳 ア レ ル ゲ ン エ キ ス を例 と したもの で あ りま すが ， こ の

様 な 問題 炉 他の ア レ ル ゲ ン X キ ス に もな い とは 言 え ま せ

ん．こ の 点での検討が更に必要と思 う次第であ り ます．
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