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要 旨

出産後2日 から7日 および1ヶ 月の母親 より得た母乳中の総IgA,IgM,オ ボアルブ ミン特異IgA,IgMを 検 索

した.方 法 としては,免 疫比濁法,ELISA (Enzyme-Linked Immuno-sorbent Assay)を 用 いた.そ の結果,い

ずれの値も出産2日 目にもっとも高値を示 し,そ の後漸減 した.出 産後30日 では総IgA,IgMは 共 に測定感度(7

mg/ml)以 下であった.ま た,オ ボアルブ ミン特異IgA,IgM抗 体 は出産後2日 目の10分 の1か ら100分 の1に 減

少 していた.

さ らに,鶏 卵摂取前後の母乳中のオボアルブ ミン特異IgA,を 経時的に測定すると摂取後減少 し,そ の後増加す

るパ ター ンを示 した.

は じめに

母乳中には種々の生理活性物質が含まれてお り,こ

れらの物質が新生児,乳 児を消化器感染症,呼 吸器感

染症から防御 しているとの報告がなされている.そ の

作川機序は 一方ではオリゴサッカライドやカゼ イン分

画中の糖蛋白が細菌の 上皮付着を阻止する作用による

ものであ り,も う 一方はIgAに よる上皮よりの細菌や

ウイルスの侵人阻止に依 るものとされている.(1,2)

特 に母乳中の分泌型IgAは 各種腸内侵襲因子に対する

抗体活性 を有 し,あ る種の免疫不全の状態にある新生

児,乳 児を感染から保護 している.(3,4)ま た,母

乳中のIgAに は 各種 食物に対する抗体 も含まれており,

ア レルギー性疾患の発症に予防的に働 くと言う報告が

見られる(5).今回は予報として日本人の母乳中の総IgA,

IgM,さ らに代表的な食物抗原である鶏卵中のオボアル

ブ ミン(OA)に 対する抗IgA,IgM抗 体 と出産後の 日

数の関係について検討を加 えたので報告する.

材料の方法

1.母 乳.母 乳は群馬大学付属病院,佐 久総合病院お

よび済生会前橋病院産婦人科 に入院中ない し外来通

院中の出産後2日 から7日 までの母親,及 び1ヶ 月

検診に来院した母親(48名)よ り,用 手法にて採取

(延べ88検 体)し,遠 心後(7000r.p.m.30分),細

胞および脂肪 を除いた透明な部分を得,測 定まで-

20℃ に保存した.

2.総IgA,IgMの 測定

総IgA,IgMの 測定にはHoechst社 製の免疫比濁

法による測定キッ トを用いた.

3.ELISAに よる抗OAIgA,IgM抗 体 の測定

Abbreviations: IgA; Immunoglobulin A, OA;

Ovalbumin, IgM; ImmunoglobulinM,, ELISA;

enzyme linked immunosorbentassay,
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基 本 的 に はEngvall and Pearlmanの 方 法(6)に 従

っ た が 。 阿 南 らの 報 告(7)を 参 考 に 一 部 改 変 し た(8).

実 験 は全 てduplicateで 行 っ た.

1)マ イ ク ロ プ レー トの 調 整

OA(Sigma社 製)を0.05M carbonate buffer,

pH9.5に10μg/mlの 濃 度 に 溶 解 し,そ の100μlを96穴

の プ ラ ス チ ッ ク製 マ イ ク ロ プ レ ー ト(Immulon II

MICROELISA plate, Dynatech Lab. Inc.)の 各 ウ

エ ル に 注 入 し,一 晩4℃ に てincubationを 行 っ た.

washing buffer(0.05% Tween 20加phosphate

buffer saline(PBS-T)pH7.2)に て 各 ウ エ ル を三

回 洗 浄 した.

2)被 検 母 乳 お よ び 標 準 母 乳

被 検 母 乳 は 予 備 実 験 で 至 適 と思 わ れ た20倍 に 希 釈

して 用 い た.ま た,抗OA特 異IgAお よ びIgM抗 体

価 の 高 い プ ー ル し た母 乳(標 準 母 乳)を20倍 か ら2560

倍 まで 希 釈 を行 い標 準 曲 線 用 試 料 と した.希 釈 液 は

2%BSA,,0.02%NaN3を 含 む,0.05M PBS,

pH7.2を 用 い た.100μlの 標 準 母 乳 お よび母 乳 サ ンプ

ル を ウ エ ル に 注 入 後37℃,3時 間 のincubationを 行

っ た.

3)washing bufferで3回 洗 浄 後1500倍 に希 釈 した

peroxidase標 識 抗 ヒ トIgA,IgM(Cappel社 製)100

μlを 各 ウエ ル に 注 入 後,37℃,2時 間incubationを

お こ な っ た.

4)3)と 同様 の 洗 浄 後substrate (0.1M citrate phos-

phate bufer, pH5.0100ml, orthophenylendiamine

(O-PDA)40mg,31%H2O240μl)を100μl加 え,

15-30分 室 温 に放 置 した.

5)更 に,2.5MH2SO4150μlを 加 え て 反 応 を停 止 させ

た 後,Micro ELISA Autoreader

MR580(Dynatech)に て490nmに お け る吸 光 度 を 測

定 した.

6)母 乳 中 の 抗OAIgA,IgM抗 体 価 の 表 示 は標 準 母 乳

を20倍 か ら2560倍 ま で 倍 々希 釈 し,そ れ よ り得 られ

た 標 準 曲 線 か ら検 体 中 の 抗 体 価 を算 出 しarbitrary

unit(U/ml)で 表 わ し た.な お,back groundと し

て は希 釈 液 を 用 い た.

3.鶏 卵 摂 取 後 の 母 乳 中 特 異IgA抗 体 の経 時 的 変 動

3名(分 娩 後5日,2ヶ 月 日,5ヶ 月 後)の 母 親

の 母 乳 につ い て 鶏 卵 摂 取 後 の母 乳 中 卵 白特 異IgA抗

体 を検 索 した.即 ち,前 日 よ り鶏 卵 の 摂 取 を 中 止 し,

当 日朝 食 前 に 母 乳 を採 取 後,鶏 卵1ヶ を摂 取 し,そ

の 後 は 経 時 的 に母 乳 を採 取 して 試 料 と した.

4.統 計

統計処理にはMann-Whitney Utestを 用 いた.

結 果

1.総IgA,IgMと 出産後の 日数の関係

母乳中の総IgA,IgMの 量は出産後 日を経るに従

って減少するが,IgMの 場 合には出産後2日 目でも

図1.出 産後の日数 と母乳中の総IgAの 関係

出産後の2日 目の総IgAは4日 目以降の総IgA

よ りも有意に高値を示 した.

図2.出 産後の 日数と母乳中の総IgMの 関係

出産 後の2日 目の総IgMは4日 目以降の総

IgMよ りも有意に高値 を示 した.
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低値をとるものが見られた.な お,出 産後2日 目の

母乳中の総IgA,IgMは4日 目以降のそれよりも有

意に高かった.(p<0.01).(図1,2)

2.抗OA特 異IgA,IgM抗 体 測定のための標準曲線

の作成.

予備実験で集め得た抗OA特 異IgA,IgM抗 体価の

高い母乳をプール し,原 液から倍々希釈 してこれら

の抗体量の希釈曲線 を求めたところ,吸 光度は20倍

で最 も高 く,そ れ以降では希釈 と共に次第に減少 し

た.そ こで,20倍 液 を100U/ml,40倍 液 を50U/ml,

80倍 液 を25U/mlと して,以 下160倍 液 を12.5U/ml,

320倍 液 を6.25U/ml,640倍 液 を3.125U/ml,1280倍

液 を1.5625U/mlと した.図3は その1例 である.

3.抗OA特 異IgA,IgM抗 体 と出産後の日数の関係

母乳中のOA特 異IgA,IgM抗 体は出産後 日を経

るに従って低下 し,出 産後7日 では出産後1ヶ 月時

の値 とほぼ同 じであった.な お,出 産後2日 目のOA

特 異)IgA,IgM抗 体 は4日 目以降のそれよりも有意

に高かった(P<0.01)(図4,5)

4.分 娩後5日 目及び5ヶ 月目の母親の母乳では,鶏

卵摂取後抗OA特 異IgA抗 体 は次第に減少 し,前 者

は1-2時 間で後者は3-4時 間で最 も低値を示 し,

その後次第に増加 し始めた.ま た,分 娩後5ヶ 月の

母親では5時 間頃から増加 した(図6).

図3.OA特 異IgA抗 体 測定のための標準曲線の1

例.

図4.出 産 後の 日数 と母乳中のOA特 異IgA抗 体の関

係.出 産後の2日 目の総OA特 異IgA抗 体 は4

日目以降のOA特 異IgA抗 体 よりも有意に高値

を示 した。

図5.出 産後の日数と母乳中のOA特 異IgM抗 体の関

係.出 産後の2日 目のOA特 異IgM抗 体 は4日

目以降のOA特 異IgM抗 体 よりも有意に高値 を

示した.

図6.鶏 卵摂取後の母乳中の特異IgA抗 体の経時的変

動.
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考 察

母乳中には,ラ クトフェ リン,リ ゾチーム,免 疫 グロ

ブ リンなど,さ らには食物などの巨大分子の血中への

吸収 を阻止する作用(gutclosure)を 有する因子などを

含有 している.中 で も免疫 グロブリンAは 生理的に局

所免疫の不十分な新生児を各種の細菌感染症やウイル

ス感染症から防御 している.一 方,IgAに は,経 口摂

取 された食物抗原に対 しても抗体活性を有 している.

この抗体は細菌感染での検討か ら補体の活性化(9)やオ

プ ソニン活性がないこと(10),腸管粘膜に特異的に付着

すること(10)を考 え合わせると食物の巨大分子の腸管粘

膜表面から侵入を阻止すると考えられる.そ れゆえ以

前から母乳はア トピー性疾患を予防すると言われてき

た(5).し か し,現 在 までに集めえた文献では母乳のア

トピー性疾患の予防効果に就いての意見は相半ばして

いる.こ れらの原因は投与した母乳の性状 を考慮に入

れず検討した為 と思われる.Machtingerら は(12)β-ラク

トグロリンに対する特異IgA抗 体 が高い母乳により保

育された児ではアレルギー症状のスコアーが低いこと

を報告 した。そこで,我 々は 日本人の児について食物

アレルゲンとして最 も頻度の高い卵白抗原について母

乳中のIgA,IgM抗 体 及び総IgA,IgMに つ いて検討

した.そ の結果,総IgA,IgM,卵 白特異IgA,IgMは

いずれも出産直後に最 も高値を示 し,そ の後次第に減

少 した、Hansonら(13)は 母乳中に牛乳蛋白に対する特異

IgA抗 体 が存在 し,授 乳期間が長いほど児の牛乳蛋白

に対するIgG抗 体 が低 く,母乳中の特異IgA抗 体 が腸

管における感作に抑制的に働いていると報告 した.こ

れらの結果は腸管のIgAが 殆 ど無 く,し かも透過性が

成人に比して亢進 している新生児では母乳栄養が高分

子の食物抗原の吸収阻止に役割 を果たしており,出 産

後1週 間は母乳中の抗体濃度が高 く特に重要であるこ

とを示唆 していると思われる.今 回は分泌量を測定し

ていないが,一 般には分娩後 まもなくでは分泌量は少

ないが蛋白濃度は高 く,そ の後では蛋白濃度は低いが

分泌量は多くなる.そ れゆえ児に与えられるIgA抗 体

の量は出産直後 もその後 も変 らないかもしれない.一

方,母 乳中のIgM抗 体 はいまだその役割については不

明な部分が多い.IgA欠 損症ではIgAの 代 りにIgMが

分 泌液中に増加する.更 に,IgMが 補体結合反応,凝

集反応,オ プソナイゼーションに関与しており,こ れ

らの作用の無いIgA抗 体 の補助的役割 を果 していると

考えられている(14).今後,母 乳中のIgM抗 体 の役割に

ついても検討を加 える予定である.

最 後に鶏卵摂取後の母乳中の抗OAIgA抗 体 の変動

について考案する。 今回は3例 の検討であるが,共 通

することは摂取直後低値 をとり、その後増加すること

である.こ れらの現象に対 しては免疫複合体の形成の

可能性が考えられる.こ こには成績には示 さないが,

我 々の検討では鶏卵摂取後1時 間で母乳中のOA量 は

最高になり,そ の後急速に減少することか らも免疫複

合体形成の可能性は高いと考えられる(15).今後抗原特

異的免疫複合体の検索を行って見たい.

本研究の一部は第1回 日本アレルギー学会春季臨床集

会シンポジウム,第21回 日本小児アレルギー学会で発

表した。
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    OVALBUMIN SPECIFIC IGA AND IGM ANTIBODIES IN BREAST MILK 

     Akihiro Morikawa 

    Department of Pediatrics, Gunma University School of Medicine 

 we measured total IgA, IgM and ovalbumin (OA) specific IgA, IgM antibodies inbreast milk for 88 samples 

from 48 mothers, Total IgA and IgM levels were the highest on the second day after delivarly and these levels 

decreased rapidly with time, The levels of OA-specific IgA and IgM antibodies also revealed same tendency 

as those of total IgA and IgM. 

 Furthermore, OA-specific IgA antibody decreased first and then increased gradually after the peroral 

challenge with an egg.


