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は じめ に

（受 f寸一：　6　月 20日 ，　1970）

　ホ ヤ 喘 息 の 診断用抗原液 とし て は ，Dextrose −Pheno1

法 に よ る ホ ヤ 抗原液 （ 1，000倍 液），治療 用 と し て は Ho −

11ister−St｛er 法 に よ る抗原液 （ 1    倍液 お よ び 10倍液）

が現 在 市 販 さ れ て 実 用 に 洪 さ れ て い るが，こ れ らの 抗原

液に ふ く まれ る ホ ヤ の 抗原成分 は 化学的 に 精製 さ れ た も

の で は な い た め ，抗原液の 走量 的 な 調製 は 困難 で ，そ の

力価 は製造 番号の 異 な る た び に 大 き く変 動 す る 悩 み が あ

つ た ．し た が つ て，あ る場合 に は，抗 原液 の 力価 が 強す

ぎて 非特異 的 な 皮内反応陽性者 が み ら れ た り，時 に は 皮

内反応 の 検査 に よつ て も瑞息発作が 誘発 さ れ る こ とが あ

る な ど の 問題 が あつ た ．

　そ の 後，大 阪 大 学 の 山村教授，八倉博士 の 御好意 に よ

り ，
Tuberculin ．Active　 Peptide 法隔 こ準 じて 調製 さ

れ た ホ ヤ 抗 涼液が っ く られ た が，こ の もの は Dextr 。se −

PhenoL 法お よ び Hollister−Stier 法 抗原液 に 比較す る

とか な り精製 さ れ た 抗原液 で あ り，ホ ヤ 喘息患者 に お い

て ，皮 内反 応 は 0，05mg ／ml の 濃度 の もの で 特異的 に 陽

性反 応 を 示 した
：；． また，こ の 抗原液 で は ，ホ ヤ 喘息患

者 血清 に よ る Prausnitz −KUstner 反応 も陽性 で ，減感

作療法 に 使 用 し て 著効 を 奏す る こ とが 認 め られ た が，

Dextrose −Pheno1 法抗原液 と異 な り ， 高濃度 の もの を 用

い て 榛査 して も，結膜反応は 陰性 で あ つ た
2）．

　 こ の 事実 は
，

ホ ヤ の 抗原成分 が 必 ら ず し も 単一
で は な

く，少な くと も皮内反応陽性成分 と結膜反応陽性成分 の

2 成分 を 含 ん で い る 可 能性 を 示 す も の と思 わ れ ，皮内反

応揚性成分を含み，結膜反応陽性成分 を 含ま な い 抗原液

を 用 い て ， 減 惑作療法 に 著効 を お さ め た こ と は，減感 1乍

覆決 の メ カ ニズ ム を解 明す る
一つ の 手 が か りを 与 え る も

の と考 え られ る ．

　私 どもは ，以上 の 考慮に もと つ い て
， ま ず皮内反応活

控成分を精製す る こ とを目的 と し て，ホ ヤ よ り塩析，除

蛋 白，ゲ ル 濾過 な どの 操 1乍 に よ り， 皮内反 応 の 閥値が

O，06μ g／ml 以下 とい う 高度に 活性 な標品 を うる こ と が

で きた の で ，そ の 大要 を 報告す る．

材料 と方法

　材 料 ： 養殖 カ キ や 真魚 に 付
’
着 す る ホ ヤ に は ， シ ロ ボ

ヤ ，エ ボ ヤ ，ユ ウ レ イ ボ ヤ，イ タ ボ ヤ ，
マ ホ ヤ お よ び ネ

ソ エ ギ ボ ヤ な ど が あ る が 31， こ れ ら の うち，付着す る 頻

度 も大 きく，採集 に も容易な，ツ ロ ボ ヤ を材料 と し て 選

ん だ ．

　抗原活性 の 測 走 ： ホ ヤ の 抗原活性 の 測定法 と して は ，

ホ ヤ 喘息患者を対象 と して ，検出感度な らび に 再現柱 が

高 く，手 技 も簡単 な 皮 内 反応 を 選 ん だ ．皮 内 反 応 に 使 川

す る サ ン プ ル は ，食塩 L％ ，フ ＝ノ
ール 0 ．5劣 を含む よ

うに 調 製 し ， そ の O．e2m1 を 前腕，屈側，皮内 に 注射 し
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て ，
15分後に 判定 し ， 生 じた 紅瑳経 が 9   以下 を （

一
），

三〇〜19  を （± ），20 〜 29gmltを （十 ）．30〜39  を （幵），40

  以上 を （骭） と し た ．また ，活性 を 量 的 に 表 示 す る 必

要 が あ る 揚合 に は ，サ ン プ ル を 1％負塩水 で 希釈 し，閾

饐すなわ ち 反応 が （t ） か ら （±） に か わ る と きの 希釈

倍数を求 め た ．

　 デ ル 濾過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

二 Sephadex 　 G −50
，
　 G −

75
，
G −200

，
　Sephai ・

。 se　4B
，
6B の カ ラ ム は，す べ て 1％

食塩水 で 平衝 し た の ち， 1％ 食塩水 を 用 い て 溶 出を 行な

い ，各分画 の 容量 は 2．5ml と した ，

　櫓 類 の 定 量 ： フ ェノ ール 硫酸法
4 ｝ を 用 い て 糖 類の 定 量

を 行なつ た ．

　 除 蛋 白 ： 飽和硫安 ｝こ よ る塩 析 お よ び ア セ ｝
・ソ に よ る 脱

脂後，透析 に よ つ て 塩類 を 除 き ，
こ の 透析液 よ り次 の 各

方法 に よ り除蛋白を行な つ た ．

　透析液 50ml に ク P 卩 ホ ル ム 25　m1 と，消泡剤と して

イ ソ ア ミ ル ア ル コ ール 1ml を 加 え ，激 し く振 と うす

る ．こ れ を i袁心 分離す る と，水 ，蛋 白 ゲ ル
，

ク ロ ロ ホ ル

ム の 3 謬に 分離する が ， 水層 の み を 分離 し，再 び ク ロ ロ

ホ ル ム を 加 えて 同 じ 処 理 を く りか え し，蛋 白 ゲ ル が 膜を

つ く ら な くな る ま で ， く りか え し行な つ た
5）．

　水 飽和 フ ニノ ール に よ る 除 蛋白 は
ε＞1）

，　 ク ロ ロ ホ ル ム

の 場合に 準 じて 行 な つ た ．

蛋 告ゲ1レ

　 　 　 ン ロポ ヤ

　　　
ー
「齎 、ホモヲナイズ，滑 温

　　 　 塾
　 　 　 　 　 103℃、30分加 熱，不溶物 葛戸去

」　　 　　　硫 安 飼 和 ，室 温 静 置

　 　 　 　 　 蓬 し分 難

上 澄 　 　 況 滅　
　　 　　アセトフ宇 に 懸 i虫，風 範

　 　 　 　 　 木 L二溶 解 し，i飛水 透 析

不：蜘 　　上 澄
　 　 　 丁

図 1 ，

ク日ロホ，1ノム廼 理 　　　　　　　　 フゴ
齟厂1レ匙 垂雪

嘉響
し趣 アミ・”7pmコーiL・t

　 塑 ・

蹟 癖 ，濃 霜 　　　　　　　　 工
一f．むてフ ：・’−lt・’tt土

i　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 韲 桁 濃 縮

ク ロ ロ ホ ル ム お よ び フ ェノ ール に よ る 除 蛋 白 ，

　塩基性酷酸鉛 1・こ よ る霞余蛋 白
7，

ζよ，　　透析液 50ml 　i・乙塩基

性醋酸鉛飽和液 6mi を 加 え，生 U る沈澱 を濾去，濾

液 に 醋酸鉛液を滴 トして も沈澱の で きない こ とを確 め た

の ち ， 硫化 水 素を 通 じて
， 過剰の 鉛を沈澱 さ せ て濾去 し

た ．

　硫酸 ヵ ド ミ ウ ム に よ る爨蛋 fi？ ）

は 次 の ご と くお こ な つ

た ，26 ，29 の 硫酸 カ ド ミ ウ ム と　蕪一硫酸i132ml を加 え

て 水 で U と した 酸｛生硫酸 カ ド ミ ウ ム 50m 【 を ，上 記 塩

癰聴懲
　　　塁 　　　　　　　　　上

．
澄

掴鶤窪蠹 鱸難
駐

凶 2 ．醋 酸 鉛 お よ び 硫酸 ヵ ド ミ ウ ム に よ る 除 蛋 白 ．

析 後 の 透析液50rn畫 に 加え，　 O．55　N の 水 酸化 ナ ト リ ウ ム

液 25m ！ を 加 え て ，5 分聞煮沸 した ．つ い で 生 じ る 沈澱

を 濾去 し，濾液を透析した の ち 濃縮 し た ，

成　績

　Dextrose −Phenol 　法 に よ りつ くら”
F
した エ ボ

ー
セ抗原液

を，Sephade ： G −50 お よ び G −75 を 用 い て 分画 した成

績を図 3 に 示 し た ．は じめ ， 抗 原活 性 を 示す成分 が 蛋白

系の 物質で あ る こ と を疑つ た た め ，紫外線 280m μ の 吸

光度を検査 し た ．Sephadex 　 G −50 に よ る 分画 に お い て

は，皮内反応 の 活性 は vold 　 VGIume の 位置 に 溶 出 し，
Sephadex 　 C −75 の 場 合 に も， 活｛生は 主 と して void

volume の 位置 に 溶 出 した が，分画番号20附近 に も若干

の 活 性 が 認 め ら れ た ，な お
，

こ の 活性 は 100℃，30分間

の 加熱に よ つ て は ， 影響を うげなか つ た ．

　Dextrosc −Phenol 法 に ょ る ホ ヤ 抗原液 ｝こ 含 ま れ る 活性

成分 の 量 は ぎわ め て 微 量 で あ り，今蜑 の 研究 の た め の 充

分量 の 採集が困難 と思 わ れ た た め ，以 後 は ホ ヤ よ り直

接，抗原成分 を 分離，精製す る こ と と した ．

　図 4 に 示 し た ご と く，シ ロ ボ ヤ を約 1   幅 に 細断 し．

0．to

吸
光

（280剛 〕

　 0．05

Sephadex　G502x25 　c−m
Sample・D−P法 工ボFirrtlF．液 2rnど
Sel》e冂t：1％ NaC 乏

　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　 輒
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 一 分画番 号

　　 皮 内及 応活 性 （十）（±）（
一

〉←）〔→ 〔
−X−X−X一乂

一
瓦
一
〕

　図 3 上 ．エ ボ ヤ 抗 原 液 の 　Sephadex 　 G ・50 に よ

る 分 画 、

蹉丿
へ

　 　 Io　 　 　 　 　 　 20　 　　30　　　40
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　 　αα5

　 吸

　元
σ05

（2s［hFi｝

　 0、025

Sepht”（⊥ex　G−75 　2x25α 質

5ヨ　m，p…e ：D−Piiエボ ヤ｝亢原1薫 2mE

諄」六・
：oc，℃ ．30分 烈〕塾 ．

）P舜
・鉋租 孃 安 によ慾塩 常
・アセトノ ；：よ る藻 脂
・流 木 透 揖Ψ

・・。搬 轄 …
一

颶 ・ i醋 ・ 攤 理 i欄 ・ミ・・咽
　；躰 透 乕 　 i王一テ蓐 澱 「晝縞 鞘 縞 t糠 ．

詠 氛 箔 　 摂 水 遣 析

　 　 　 　 　 …　 ；奇水遘 攝
．
　 i　　 辛 太 豊 翫 　　・

皮 内 反 塔 に よ る 活 柱

　 ワ［］ロホ ルム、　 ：　 　 　 　 　 　 　 フェ ノ
ー

ル
　 　 　 　 （5斜 、旨

　 　　　　 （5覇〕冖’．
：　　 酵 静 鈴　　　

1
｛至襲力ドミワ⊥

；
　 　　　　 ぐ5・亭潔　　　 　　 （5現 尹

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　一 分 画 番 号
皮丙反屠活性 （朴 ）・〔土〕〔十｝（

一
｝〔
−x−）〔

一
）（一）（

一
｝〔
一
）（
一
｝（
一
｝

　図 3 下 ．
る 分 酉，

ニ ボ ヤ 抗 漂 液 の 　Sephadex 　G −75 に よ

　 　 　卅 　 　　 ：　 　 ＋

　　　＋ 　 　 …　　 土

　　　土　　　i　　 一
　　　升 　　 1　　 ＋LILi 一 ゴ

±

十

十

＋

」
−

1 ”

図 5 ．　除 蛋 白 と 皮 内 反 応 活 ｛生．

　ソ ロ ボ ヤー
「 磊 ・ip過

｝戸　 　液1一
丁
一

而 ℃30分 加 熱 ・〜禹
逼

戸　　液
　

　 i　 硫 安 鉋 祁 ・旧 室温 靜 置

　　　 心ケ｝舞匪（2600rpm ．30分）

量の メヲノ
ー
丿レまたは 工9ノ

ー
ル

（匚コ ぱ 皮内反応活性の あることを 示す）

図 4 ．ホ ヤ 抗 原 物 質 の 精 裂 （1）．

t

濾過 した の ち，纛液を ユ  O℃，30分間加熱 し，凝固する

成分 を濾過 に よつ て除 き， さ ら に ， 濾液 に 飽和硫安 を 加

え て 1昼夜室温 に 静置 し た の ち ，上 清 と沈澱 を 分離 し

た ．皮内反応 の 活姓 は 沈澱 の 部分 に 認め られ ， ヒ清に は

み ら れ な か つ た 、つ い で ，活性を含 ん で い る沈 鍛 を 蒸溜

水 に 溶解 し た の ち ，
メ タ ノ ール ま た は エ タ ノ ール を 加

え，沈澱 と濾液 を わ け た が，皮 内反 応の 活性 は 沈澱 に も

濾液 に も存在 し，ア ル コ
ー

ル に よ る 沈澱 に よつ て は
， 活

性成分 の 分離．は 充分で な か つ た ．

　除蛋白 の 方法 と皮内反 応活性 の 関係を図 5 に 示 した ．

飽和硫安 に よ る塩析の 後 ，
ア セ i・ソ に よ り脱鮨 し．，透析

を行 な つ て 塩 類な どを 除 い た の ち ，前述 し た ご と く，；
7

ロ 卩 ホ ル ム ，ア ェノ
ー

ル
， 醋酸鉛 お よ び 儀酸 カ ド ミ ウ ム

に よ る除蛋 自を 行 な つ た ，除 蛋 白後，そ れ ぞ れ 5 倒 の ホ

ヤ 喘 息患者 に お い て 皮 内反麻『舌性 を挨査す る と ，
ク P 卩

・t・　IL 厶 で 除蛋白 した もの に お い て ，も つ と も強 い 活性 を

認 め た た め ，以後の 精製 に は ク ロ ロ ホ ル 入 に よ る方 法 を

選 ん だ ．

　以 上 の 結集 に もとつ ぎ，3Kg の シ ロ ボ ヤ を あ ら た ｝こ 採

シ［コボ ヤ

　 網 断 ）戸
．
過

t一
肉 質 部 　　　　　　　　　　　体 液 者3　

陣
飜 騨

  磐
臘

｝Jコ’ft　　　　　　　　　　　　 硫 安 鞄租一
陬 和 唱 室温 羅 　 　 旧 豊 樋

　沈 澱 　　　　　　　　　　　　 遠え｝分離

アtrトノにより脱 脂 　　　　　　　冲

履，孛乏
燈 析 40 時 「旬
減 圧 濃 鰭

クコロホ ルム 処 理 τ 除 蛋 臼

消 泡 朞iとしてイソ
・
アミ
ー
ル
・
アルコ

ー
ル赱

加 z 、蛋 已壊 を生じtSくなる邊艱回行なラ

職 圧 潅 縮

濫

以 下肉質部 と

同 じ処 理

　 ホヤ M　 　 ：

卿 r反応活 性 　　　　　　　 庚角反応活性
　　（瀞）　　　　　　　　　　　 （絢

　 図 6 ，ホ ヤ 抗 原 物 質 の 椿裂 （2）．

口

ft　L ，こ れ を 綱断，濾過 して 肉質部 と体 液部 に わ け ，肉

質｛艶 よ こ れを ホ モ ジ ナ イ ズ した の ち，そ れ ぞ れ に つ い て

赭 熱 ，濾 ］乱 硫 安 塩析，ア セ ト γ 脱脂 ， 透析 お よ び ク ロ

ロ ホ t／X ム に よ る 除蛋白 を 行 な つ た ，磨質錦 よ りえられ た

活 性 成 分 を ホ ヤ M ，体液都 よ りえ られ た 成 分 を ホ ヤ F と

す る と，こ れ らは，い す れ も強 い 皮内反応話性を示す こ

と力二認め らオした ，

　 ホ ヤ M お よ び ホ ヤ F に お い て ， 紫 外線 張駁 ス ベ ク トル

を しら べ る と，図 7 に 示 す ご と ・
（で あ つ た ．す な わ ち，

ホ ヤ M ，ホ ヤ F と もに
， 波 長 が ほ ぼ 26C揃 μ の と こ ろ に

吸収 の ピーク が 認め られ ，こ の こ と か ら，一
応，ホ ヤ M

お よ び ホ ヤ F は ，．核酸 系の 成分 を含ん で い る こ と が 推定

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

域　智彦他 61−（791）

吸

光

雇

已ト卩
…
ー

ー

「
、．

f．O

o．5

，k　

護
　

Se戸harose4B　2　x　25　cm

　 　 　 　 　 　 〔
一
）

皮内反応活性
珊（ く

一
｝

0

　 　 　 200　　　　　　　 250　　　　　　　300

　　　　　　　　　　　　　 波 長 （mp ）
一→

図 7 ，ホ ヤ ア レ ル ゲ ソ の 紫 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル ．
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フェノ
ー
ル硫 酸 試 強

　　 49伽 μ 吸 光度
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図 9 −H．，ホ ヤ F の Sepharose　 4B に よ る 分 画．
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皮内反応活控
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→

分 画 番 号
　 （

一
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図 8 ，’t’ヤ M の Sephadex 　G ・2001rこ よ る 分 画 ．

され た ．

　次 に ，ホ ヤ M お よ び ホ ヤ F よ りさ らに 不 活性莢雑物 を

除去す る 目的 で ，分 子篩 に よ る分 函 を 試 み た ．図 8 は

ホ ヤ M を Sephadex 　G −2 O に よ り分 画 し た 嘆績を 示 し

た ．各分画 に つ い て ，核酸系の 成 分 を 検出す る R 的 で 紫

外綜 260rnμ に よ る販 光度 と，糖質 を 験出す る 目的 で フ

」一　／ 一ル 硫酸試験を行 な い ． 490m μ に よ る 吸 光度 を 検

査した ．

　 26Gm μ，490m μ と も に ，そ れ ぞ れ 3 つ の ピ
ー

ク を示

し た が，皮内反 応の 浩性 は yold 　 volume に 相当す る最

初 の 山 に の み 認 め ら れ た ，した が つ て ．ホ ヤ M ま た は ホ

ヤ F を Scphadex　 G −200で 分 画 し，そ の void 　 volume

に 溶出す る 分 画 だけ を あつ め れぽ，比較的低分子 の 不 活

性 莢雑物 を臓去す る こ とが 可龍 で あ る ．

20　 　 30　 　 40　 　 50
　 　 　 　 　 一 分 画番 号
　 　 　 　 　 　 （

一
）　 （卅）

　 図 9 下 ．Sepharose　 4B 活 性 分 画 の

rese 　 6B に よ る 分 画．

Sepha一

　ホ ヤ F を Sepharose　 4B お よび 6B に よ り分 画 し，

Sephadex 　G −200の 場 合 と同様 ，
26em μ お よ び 490m μ

に ょる 吸光度 を検査 した もの を 黶 9 に 示 し た ．

　Sepharose 　4B に よ る分画 で は ，　 260rntt， 490m μ と

も，そ れ ぞれ 2 つ の ピ ータ が 認 め ら れ た カ  ホ ヤ 喘息憲

者 に お け る 皮内反応の 活性 は ，分霞番号20か ら40 の ピ ー

ク に 認 め ら れ た ．し た が っ て ，Sepharose 　 4B に よ る 分

画を行 な い ，
v 。id　 volume の 部 分をす て る と ， 巨大分

子 の 不 活性 莢 雑物を 除去す る こ とが で き る ．

　Sepharose 　 4B に よ り皮内反応 が 活性 を 示 す分鹵 を あ

つ め ，こ れ を さ らに 　Sephargse ．6B に か け て 分画す る

と，図 に 示 し た ご と く ， 皮内反 応 の 活性 は ，中 間 部 分 で

あ る 分画番 号15ない し30の 都 分に 認め られ た ，こ の 部分

で は 260m ＃ の 吸 収 は ほ とん ど除去 さ れ て お り，穂反応

の ピ ーク の t つ と一一
教 して い た ．

　 以 上 の 成 績 を 要約 し た もの を 図 10に 示 した ．私 ど も

は ，ホ ヤ よ り加熱，濾過，硫安 に よ る塩 析 ，
ア セ ト γ に

よ る脱脂，脱水 ，透析 お よ び ク ロ ロ ホ ル ム に よ る除蛋白

を行な つ て ，ホ ヤ の 抗原活性 を ほ と ん ど失 うこ とな く，

蛋 白，糠質 塩類など，闘形成 分 の 大郡分 を 除去 した ．
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62−（792） ホ ヤ 喘 皀 に お け る ホ ヤ 抗漂成 分 の 化 学 的 精 製

シ ロ ボ ヤ 　 3k｝

嫗 断 沖過

　 ．鞠
図 10．ホ ヤ 抗原 物 質 の 精 製 （3）、

茨樗 色 セ
’
ラチ ノ．洪 の 外 曼 三 皇っ 固 形 糎

“
分 子 量 は IO万 葩 後 と推 定 され る

c 蛋日 質 榎 盤 ・
多鏈 譲 あ るい ほ こ才しら二7）豫 兮 俸 て

’
あ る

　こと が 推を ξ∫れ る

ぐ ：舌 粧

（D 療宍 反応饕嚏

　　 沿 xi ゲ ： 2名

　　 lOCx の
4 ．1毛

　　 2（瞭 刈 〔ff・6名

　　4 ∫1てlx げ ： 3名

　　 813c× げ ： 4 毛

　 160GXit14： 2名

く2｝結 硬 反 応

　 12名に実遡して全 例 陰 性

　 〔D−P；去ン日鳶ζヤ｝亢原液 で
・
は4亀陽卜生｝

（3：1 簸 入試 験

　 　 1各 に 行 な い 畢言を主

（4｝P − K 反応

　 2名に 彳ラなt12 ＆陽 柱

　　　　　　 図ユ1．ホ ヤ 栲製抗 原 の 性 質．

さ らに ，こ の 半精製抗京液を Sephrrose　4B に よる 分子

篩 に か ；ナて ，巨 大 分 子 の 不 活性 莢雑物 を 除去 し，つ い で

Sephadcx 　 G −200　 iこ よ り分画 して ， 比 較的 蟻 分 予の 莢

雑物を 除 去 した ，紫 外線 260m μ の 吸収 は Sepharose

4B処 理 で 半減 し，　 Sephadex 　 G −200処理 で 大部分瞭 去 さ

れ た ．こ の 活性分画 を，さ ら に Sepharese 　 6B に よ ．丿 分

画 し て ，残存す る 高分子 お よ び 低分于の 莢雑物 を 除去

し，え ら れ た 活性 分 画 を 透析後に 減圧 乾固す る と，ホ ヤ

の 抗 原成分 は 固形物と し て
，

シ P ボ ヤ 3   よ ウ3i．3  が

え られ た ，

　以 上の 方法 に よ りえ られ た ホ ヤ 精製抗 原 は ，淡 褐色，

ゼ ラ チ ソ 状の 固形物 で ， 水 に 容易 に 溶 ナ，そ の 分子量

は ゲ ル 濾過 ク ロ マ トの 挙動 よ りみ て ，約 10万 と推 定 され

る ．

　精製処 理 に よ る凱臻活性の 損失は わ ず か で ，従来 つ く

ら れ た い ずれの 抗原液 よ り も皮内反応の 活性 は 高 く，皮

内反応の 閾値は ，症例 に よつ て は 1，600万倍以上 （O．06

tigiml 以下 の 濃度） で あつ た ．症儀数 は な お 充分で は

な い が，Prausnltz −KUstnei・反応は 2 例 に 実施 し て 2 例

と も陽 性 ，結驥反応 は 12例全例 が陰性で あつ た ．

　こ の 物質 の 化学的戒分 に つ い て は 目下検索中 で あ り．

詳 融 よ次 の 機会 に 報告す る が
， 精製過程 に お け る 諸成績

よ りみ て レ 蛋白質，核酸 また は 多糖体誘導体あ るい は こ

れ ら の 複合体 で あ る 可能 性 に い ず れ も依然 と し て 残 され

て い る もの と考えられ る．

考　案

　 減感作療法の 効 果を高め る た め に は，特 異 性の 高 い 治

擾 が 行 な わ な け れ は な らな い D ：Pt’，，一
毅 の 気管支喘息 に

お い て は，発症原因が 複雑 で ， 真 に 特異的 な減感作療法

を行 な うこ と は 困 難 で あ り，家屋塵抗原液 など の 混 合 抗

原 に よ る 特異性 の ひ くい 治療 が行な わ れ て い るに す ぎな

い ，

　 私 ど もは ，ホ ヤ 瑞息懲者 に お い て，皮 内反応 を 指標 と

し て ホ ヤ の 抗原成分 の 化学的精製 を試み ，従来 え られ た

どの 抗原液 よ り も活性 の 高 い 1つ の 抗 原成分を精製 した

が ，
こ の もの て は ，

Tuberculin 　 A （：livc 　 Peptide 法 抗

原液の 場 合 と 同康 〕，　ホ ゴ 端息患 者に おけ る 皮 内 反応 は

陽性，結膜反応 は蔭性 で ， 患者 血 清 に よ る　PrausnitZ −

KUstner 反応1ま陽性 で あ つ た ．す な わ ち，ホ ヤ 喘息を 診

断す るた め の 反 内反 応に お い て ， Dexti ・（，tie−Phenol 法

抗凍液 で は 1，000倍液，Tuberculin 　 A α ive　 Pepddc

法抗原液 で は 5 万 i音 液が 使 用 され る の に 対 し
2’
， 今回 え

られ た 抗原蔽 で は 三〇万〜 100万倍 の もの で充 分 で あ
；
）　）

しか も 1 万 倍 程 度 の 高濃 箋 の もの を 使 用 し た 場 合に も ，

非特異的な陽性反応を示す もの 1まほ と ん どみ られ な か つ

た ．一
方，結 膜反 応 に お い て は ，Dexzrese −PheBO1 泌抗

原液 で は 正O借液を使用 して 湯性 で あ つ た の に 反 し，Tv −

berculLn　fXctis
「
e　Peptide 法抗原液 て は 500〜 5，000倍

液 で 陰性
3二， 今匿 の 抗原液 で も，

1万倍 の もの を 用 い て

陰性 で あつ た ，

　 こ の よ うに ， t　 pJtrt反応 と結 蟆反 応の 成績 の 問 に 解離 の

み られ た こ とは 興味ある 点 で あつ て，ア レ ル ギ ー
性喘息

の 抗 原 診 断 に あ た つ て は，〔吏用 され る 抗原液 の 製法 の 相

異 に よ り，検査方法 を 考慮す る必 要 の あ るこ と を 強調 し

た い ．

　結膜反応 と吸 入誘発試裝の 問 に は 栴 関が あ る との 報告

もみ られ るの で
11Tq ； ；L｝

，　 こ の た び え ら れた 抗原液 に お い
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て も，吸 入 誘発試験 が 陰性 で あ る こ と も考えられな い で

は な い ．今回 の 抗原 液 に よ る減感作療法の 効果に つ い て

は ， 目下籔討中 で 結論 が え られ て い な い が ，
ホ ヤ 瑞患患

者 に お い て，同 じ よ うな反応態度 を 示 した Tuberculin

Actlve 　 PePtide 法抗原液 が 著効 を 奏 し た こ と か ら，同

様 に 有効 で あ る こ と が期 待 さ れ る．皮内反応 だ け が 陽 性

を 示 し， 結膜 反応も ， 吸 入 誘発試験 も陰性 で ，減惑〔乍療

法 に 使 N 可能な抗原液が つ くられ，そ の 化学的本態が明

らか に さ れ る な ら ば．減感作療法施行時 に 発作 の 誘 発を

恐 れ る 心配 が な く な る とい う治療上 の 大 きな利点 が あ る

だ け で な く，ア レ ル ギ
ー性喘息の 発生機序や減感作療接

の 機転を，分子 レ ペ ル で解明する手 が か りが え られ る も

の と 思わ れ る ，

　気管支喘息 の 原因抗原 に 関す る化 学的解析 は ， 2 ， 3

の 職業｛生喘息 に お い て わず か で は あ るが 手がけ ら れ て お

り， コ ソ ニ
ャ ク 喘息 お よび ま ぶ し喘息で は蛋白 ま た は そ

の 複合体
1；：
’13Y4 ）

，絹喘息 で は絹糸 の 外層を形成す る蛋白

質で あ る sericin が 抗厭 成分 と して あ げ られ て い る
鹽
翫

こ の た び の 私 ど もの 抗原活性成分 の 化学的本態や結膜反

応揚性成分 と の 異同 な どに つ い て は は ，巨下 研究継続中

で あ る の で ， 次 の 機会 に よ ワ明 らか に して 報告す る ，

むす び

　ホ ヤ 喘息患者 に お い て ，皮 内反応を指標 と し て ．ホ ヤ

の 抗 原 活 性 成 分 を 化学的 に 精製 し た ．

　ホ ヤ よ り加熟，濾過，硫安塩 析 ，
ア セ ト ン 脱脂 J 透析 ，

ク 卩 卩 ホ ル ム に よ る除蛋白 お よ び ゲ ル 濾過 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ーな どの 操 作 に よ り ， 従来つ くら れ た い ずれ の 抗原

液よ りも安定，強 力，均質 で ，精製 さ れ た 抗原活性成分

を 分 離す る こ とが で きた ．

　 こ の もの の 収 量 は，シ ロ ボ ヤ 3   よ り約30  で ．淡褐

色，ゼ ラ チ ソ 様 の 外観 を呈 し，水 に よ くとけ ，分子量 は

約 IO万 と推定 さ れ た ． こ の 戒分 の 化学的実体 に つ い て

は，引きつ づ き検討中 で あ る ．

　ホ ヤ 喘息患 者に お け る本抗原成分 に よ る 皮内反応 闘値

は，症 倒 に よ つ て は 1，60G万 倍以上 （0．06μg加 1 以 下

の 濃度） で ． Prausnitz −KUStner 反 応 は 陽性 ， 結 膜反

応 は 陰｛生で あ つ k ．

　 （本 論 文 の 要 旨 は 第67釦 日 本内科学 会総 会に お い て 発

表 し た．）
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    As thc  first step  for invcstigating mechanism  of  the  sensltization  and  the hyposcnsitization therapy
in sea-squirt  asthma,  the  al]ergenica}ly  active  substance  in skin  test ivas  extracted  from sea-squirt  body

and  highl}: purified.
    The  aqueous  extract  from sca-squirt  bod)' was  heaied at  100'C  for 30  mln,  te  remove  a  majorit}'  of

proteinous  impurities, and  then  salted  out  by saturation  with  ammonium  sulfate.  After dializing the pre-
clpitate,  the non-difusab]e  portion was  treated with  chloroform  repeatcdly  te rcmove  remaining  protcinous

imp, urities,  The  aqueous  solution  thus  subpurified  svas  subjected  to fa:'ther purification by the  gel-
fittration chretnatography.  After impurities having N.ery  high molccular  weight  was  reinos,ed  as  thc

fraction excludcd  from Sepharoe  4B column,  the  most  atler..cr.enic  activity  was  recovcred  as  the  fraction
excluded  fi'om Sephadex  G-200  column,  The  active  fractlon ",as  again  chr'omatographed  en  Sepharose

6B  column  re  rcmovc  thc  remainlng  higher and  loNver molecular  weight  impurities, Thc  fraction having

intermediatc mo!eeular  weight  (about 105) xvas  dialyzcd and  evaporated  irn,acuo, and  S1 mg  of  a  gelatin-

like amorphous  solid  Nvas  },ielded fi'om 3 kg ef  sca-squirt  body.

    This  preparation  showed  positive rcaction  Rt  the  conccntr'ation  as  low as  O.06 vgs'ml in skin  test  for

the patients, but no  activity  fbr coajunctival  test,

      Study  an  }Lfixcd C:ulture of  Lymphocytes  by a  Ncw  Fixcd  Staining )vlcthod  (Particular]y
            on  Immaturity  Tendency  ofthc  Cells in the  Lymphnodes  and  the  Thymus>

                                     Minao  Hayashi

                Dept. of  Microbielogy  and  Immunology,  Nippon  Mcdica] School

                             fChief:  ProfL Yoshitami Kimura'b                             t t

                        Dept,  of  2nd  Surgei-y, Nippon  Medical  Schoo]

                               r,Chief:  Pro{I KIyoshi Saito)                               . t t

    The  Ordinarily emplo>'ed  method  in which  thc  immaturity ratio  of  lymphcytes  in mixcd  culture  is

judged based  en  the  size  ofthe  cells  Ss sometimes  uiisatlsfactor>.  in its reproducibility.  The  author  thought

that  enc  of  the  reasons  would  be sweliing  of  cells in fixcd staining,  and  proposed a method  i" which  cells

were  transferred  to bt  suLijected  io fixed staining  in a  xvet  state,  without  drying them.  According to thc

said  method,  the number  of  the  immature  cells  can  be successfuIIy  counted  mere  accurately:  it may  be


