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緒　　言

　 レ ア ギ ソ すな わち 皮膚感作抗体が 囃息や 花粉症等 の ア

レ ル ギ ー
性疾患 の 患老血溝d」に 存在 しそ の 症状惹起 に 関

与するであろ うとい うこ とは 閤知 の 事実 で あるが ，
こ こ

数年 こ の
’
V ア ギ γ の 物理化学 的 性 質や 免疫化学的性質が

γ A グ ロ ブ リ ソ と密接な閧孫があ る とい うみ か た が有力

で あつ た
1）’ ｝1）．それ に 対 して 石 坂 等

4 ）
は レ ア ギ ン 活性が

γ A グ P ブ V ン とは chromalography の 上 で の 分 布が

異 な る こ とを証明 し既 知 の 免疫 グ ロ ブ リ ソ と異 な る こ

とを 想定 した ．また γ A グ ロ ブ リ ン を 欠 く agamru 俄g−

1・bulinemia や ataxia 　telea 口giedasia 等の γ A グ Pt ブ

リ ン が認め られ ない 壗者 に も レ ア ギ ソ が 含ま れ る こ ど
1

か ら種 々 険討 した結果、レ ア ギ γ 活 陸 を 含 む 新 しい 免疫

グ Pt ブ リ ン の ク ラ ス で あ る γ E を 発見 しtcfi，lt．また 最近

x ウエーデ ソ の JohanssDn等 E｝

に よ つ て 新 し い 骨髄騰蛋

白，ND 蛋 白が 発 見 され ，二 れが γ E 骨髄經で ある こ と

が 決定 さ れ て い る ．

　群馬県下仁鮴 地 方に み られ る 特徴ある吸 入性 ア レ ル ギ

ー艷端息で あ る こん に や く端息 に お い て も早くか ら その

患者血桝 ・に レ ア ギ γ 型抗体 の 存在が講 賠 れ
’

  また

注 目され て きた ，そ して そ の 免疫化学 的倹討が 急が れ て

い た が近年 ， 患者血 清を Sephadex 　G　200 及 び DEAE

Sephadex 　A　50を用 い て 分画 しk 各分画 に つ い て 調べ た

成績で は レ ァ ギ ン 活性は γ G
， γ M に は な く γ A と 密接

して 存在す る が γ A とは 必ず しも
一

致 しな い とい う罫i果

を 得た
ICI ，

　 そ 二 で 今鳳 さ ら に ごん に や く喉息 の レ ア ギ ン 型抗

俳 に つ い て DEAE 　cellutose 　ccltimn 　 cht
「
omatogr

’
aph ｝

「

や S ・ phad ・・ G20 鵬 よ る カ レ濾過 の 方法を用 い 礁 製

を 試み そ の 精製 され た 分 画 を 用 い て P ・au ・nitz −Kiistner

反 応 や ，放射性免疫電気泳動法 を ：み そ の 抗体活性 を 観

察 した ．また 抗 γ E ウ サ ギ血清想 ま じめ ，各種抗 血 清を

．Elい て 患者κ且清中 の レ ア ギ ン の 吸 収を 試 み た 、

材料及び 方法

　  　患者血 清

　こ ん に や く曙息患者て 舞粉抗原 に よ る吸 入 誘発試験陽

性 者 2例 （F．K ．
，
S，S．） か ら採 前エ した 血清 も用 い た． 2

例 と も未治療 の 血 清 で そ の Prausnitz−KUstner 反応1直は

そ れ ぞれ 1 ： 400，1 ： 20Dで あ つ た ．ま た 採血 した 血

清は 鉅用時迄
一20℃に 保存した ．

　  　抗琢物質

　 こ ん に や く 喘息 の ア レ ル ゲ ン で あ る舞粉 の 00％o 飽 和

硯安沈澱分 ingLllの 1  ，ひ］eH 一
の 生理的食鹿水 （また は 蒸留

4こ）液を 用い た ．上 記 抗 原を 生 体反 応 に 用 い る際 は 1．5

× 10‘
rpm で 遠沈 した 後 Milipore 　fiLterを 通 して 減菌

操作を 行な つ た 後，使 用 した ，

　   　Co 】umn 　 chroipatograph ｝
’

　 ま ず 患者血 清 をpH 　7．6N7 ．8の 間 で50％飽和硫安 て 沈

澱 させ て グ ロ プ リ ア 分 画 を 得た ．こ の グ ロ ブ リ ン 分 画を

生理 的食塩水で 約 12時間 0．OO5M リ ソ 酸緩衝液 で 約24時

聞透折 を 行 なつ た 隆，同
一
緩 衝 濱で 平衡 に した DEAE

ce ］［ulose の column （2、5× 40cm）　に 流し，　 O．OCsM ，

o ．。25M ， 。，。35M ，。，。5M ，。．08M の リ ン 酸雛 腋

　（PH ＆ の を 用い た sしepwise に よ る溶出 を 行なつ た．

蓄出液は 7m 董 ずつ と り波長 280m μ の 吸 光度 を 測定 し

た ．上 記の DEAE 　 ceLl しdo5e に よ る ⊂oittmfi 　 chromatO
−

grQpby の 結果 ，5 つ の 分画 が 得 られ ，そ の 中 O．025M

の 緩衝渋で 得 られた 分画 H に 大部分 の レ ア ギ ソ 活性 が

溶 出 された ． こ の 分画 を 約 3ml に 濃緒 し Sephadex　G

su 　pc
・
　rfl　ne 　 200　 column に よ る ゲ ル 濾過 も行 なつ た・

　（celumn 　2．5x6 ，3cru）．分画 は 低温 で ホ ウ 酸緩衝食塩水

　（pH 　8．の で 行ない 4ml ずつ の 分画を得 た ．得 られた

ピーク の 前半を採 り濃縮 し た 後，同様 に 再 び Sephadex

G200 　superfine に ょ る ゲ ル 炉過 を行 な い 同 劈iに 吸光度

を 濁定 した ．

　   　各種特異．抗 血清
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　　a ＞抗 ヒ トγ G ウサ ギ 血清

　　 O．  05M リ　ソ 酸緩衝液を 用 い た 　DEAE 　cellu10se

coiu 「nn 　 chromategraphy で 溶 出 され る γ G 分画 とを

Fretind の Complete 　Adjuvand とともに 3 瓰，兎に 免

疫 した た もの で ，3 種 の 異 な る γ G 骨髄腫 と反応する，
こ れ を K 型及び L 型 の γ A の 骨髄腫蛋白で 吸収を行なつ

た ．こ うして褞られ た 抗 γ G ウ サ ギ 血清は 正常 γ G ，骨

髄腫 γ G 及 び ヒ ト血 清との間 に 単
一

の 沈降線を形成 した

が γ A ，γ M とは 全 く反応 しな か つ た ．

　　b）抗 ヒ トγ A ウ サ ギ血清

　 K 型 の γ A 骨髄腫蛋自で 免疫 した ウサ ギ 血清を作成 し

た ．こ れ を K 型の γ G 蛋 白 ，正 常 γ G の プール で 完全に

吸 収 して monospecific となつ た もの を 用 い た．

　　の 抗 ヒ トγ 醜 ウサ ギ血 清

　 L 型 の Macroglobulinernla の γ M で ウサ ギ に 免疫 し

γ G 及 び γ A で 吸収を行ない 完全 に monospecific と し

た ，

　 d ）抗 ヒ トγ D ウサ ギ 疽［清

　 千葉大学 第2 病理 学 教 室，多 田 富雄博士 よ り提供され

た 抗 γ D ウ サ ギ 血清を 用 い た．こ れ は γ D 骨髄腫蛋白と

の み 反応す る が 他 の 免疫 グ ロ ブ y ン とは 全 く反応 しなか

つ た ，

　　e ）抗 ヒ ト γA
， （抗 ヒ ト7E ） ウ サ ギ 血清

　同種 に 千葉大学 ，多 田博士 よ り提供 され た もの で 花勧

症疾患者血清 か ら Vaermani2 ｝
の 方法 で γ A グ ロ ブ リ

ン 分画 をとり， こ れ を DEAE 　 ceHulo3e の colu ！nn

chroma てography で さ らに 分画 しO．  25M リン 酸緩衝液

で 溶出す る分画を Freundの cemplete 　adjuvand と と も

に 6 か 月間，ウ サ ギ に 免疫 し て 得られた 血 清 を用 い た ，
こ の 抗血 清 も正常 γ G の 骨髄腫 γ A ，γ D で 吸 収 した．
こ の 抗血 清 は ，γ G

， γ A ，γ M ，γ D の い ずれ の 免疫
グ ロ ブ 屮 ソ と も反 応 しない が

， 偽 か らβ に か け て 2 な

い し 3 本 の 沈降線 を 形成 した ，ま た こ の 抗血 清は 高力価

の 花粉病並1清 の レ ア ギ ア 活性 を吸 収 す る 能力が あ る こ と

が 確 か め られ て い る ．

　 f）抗 ヒ ト全 血 清 ウサ ギ血 清

　数名 の 正 常 ヒ ト 血 清 の プ ール の うち ， 三ml 同量の

Freund の adjuvand と と もに 2 週 に 1 回 の 割 台 で 計 6

回 注射 して え られ た 抗血 清を 用 い た．

　  　免疫電気泳動法

　Scheideggerの 変法 に よ る ml ⊂ ros 】ide 法
131

に て行な
つ た ・緩衝蔽は パ ル ビ タ

ー
ル 緩衝液

＊
を用 い ，　また 寒天

｛ま　Ion　agar 　ま 7「こ孛よ　Noble　agar 　を用 L．　L た ．

　　
＊

パ ル ピ タ v一ル 緩衝 液 （pH 　8，2　μ
＝0．05）

　　　飜譱
ビ タ

ー
畷 ソ

』
ダ

驪ll｝・3。…

　　　 蒸溜水 　　　　　　　　　　　　　700ml

　　 l，？％及び G．85瑠 の 二 種 の 1・ nag ・・ の パ ル ビタ
ー

ル

緩衝液を 作成 した ，まず ス ラ イ ド グ ラ ス に 1．7％ の 寒 天

溶液 で 基礎塗 りを行ない 乾燥させ 0．85弩 の 寒天溶液を

2ml 重畳 した ．寒天 が 固 まっ た 後 ，　 well 及 び trough

を 切 り 試料を入 れ て 5 〜7mA ！5iide で 約60分間電気泳

動を行なつ た ．泳動終了縫，抗血清 を trough に 入 れ反

応 を 行 なわ せ た ，反応の 終了 を 待つ て 寒天 ス ラ イ ド を

生理的食塩水 に 入 れ 数回 洗滌 して 余分の 蛋白を 洗い 流し

た ．そ の 後 ，　 乾燥 し 染 色 を　acid 　fuchsin＊＊　お よ び

ponCtau　3Ros ｝L て 約 10分間行 ない 1％酢酸液で脱色さ

せ 乾燥させ た ．

　
＊＊

　八 cid 　fuc｝ls｛n 　染 色

　 Acid　fuchsin　2　g を methylalcohol 　sOOml 中1こ溶解

し こ れ に 400m 「 の 蒸溜水及び 1 Oml の 酢酸 を 加 え た

もの 、

　
ew

　Ponceau 　3R 染 色

一 … 囀軈 瑚・

　　 三 塩 化 酢 酸 3．09

　　 蒸溜水 を 加 え て IOOml と し た も の

　  　免疫拡 散 法

　Ouchterloriy 法
h ）

に ょ る寒天 を用 い た 二 重拡散法を

行なつ た、緩衝液及 び寒天 は 免疫電気泳 動法 に 用 い た も

の と同 じ もの を嘆用 した ．6em　x　8　emの ガ ラ ス ス ラ イ ド

板上 に 5 ％ の Ienagar 緩衝液で 基瑳塗 りを した 後，1

％の Ionagar 緩 衝 液を 6　ml 重畳 し寒天 の 平板を作 つ

た．寒天 が固 まつ た後 ，こ れ に cutter を用い て weH

を｛乍り （well 間 の 距 離 6   ） こ れ に 被検血L清を 入 れ て

反応 を観察 した ．

　  放射性免疫電気泳動法

　P3z を 用 い た 放射性免疫電気泳動法を Yagi 等
x5 〕

の 方

法 ｝こ 従つ て 行な つ た 、図 1 の ご とくdirec； method 及 び

indlrect　method の 2 法 を併用 した ．

　正）　抗原の 放身，t｛生ヨ
ードイ匕

　r3 匸 O．2ml （3mc ）に 2x10
−

｛M の ヨ ウ 化 カ リ ウ ム

G・Iml を 加 え こ れ に ク ロ ラ ミ ン T （ 141mg ！L）の 0．IM
ホ ウ酸緩衝液 （pH 　9．0＞ 溶液 0．2m ！を加 え た．以 上 の

混合 液中 に 抗原 （go％ 飽和硫安沈澱分画 の looO 倍稀萩

液 ）。・2ml （ i6 μ9　P ・・ t・1・ ） を 加え 5 分 tbl室温 に 放 置

N 工工
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8 −
（478） こ ん に や く雅 息 の レ ア ギ ソ 型抗 体 に 関 す る 免 疫化 学 的 検 討

　　 Electrc／phoresis　ci　ser・〜．li、・∈ hwo・anser ・；・・

　　　　　　　　 i
　 　 　 「

一一一一一一一
τ 「 　 、

difftsion　of 　　　　　　　　　　　　コi匿rss：L’f　e7
C．！；h、m ユ厭 雇 es ε・じ rr／　 　 。・至・卜柵 ・諒 砺 Sξ 朋

tCf巳tトe−　1−
／iIh　工

｝3」Ag　　　　　　　　　　　　　　　｝

　　　i　　　　
LvasTrn

？

　　　i　　　　　　 T・ea：ε6　w …tH三，31A
？

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1

一
　 　 　 　 　 　 　 　 み

　　　　　 馬励 噂 （』orate 』・fFe广 sailr．e ）
　　　　　　　　 i
　 　 　 　 　 　 　 slalnpne

　 　 　 　 　 　 　 　 E
　 　 　 　 　 　 　 　 る

　　　　　　　 伍 d｝ea＝
，tosraF．11　　　　伽　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ

　 　 　 　 L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 L　　　　脚　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F

　 　 　 　 價　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

　 dlrεct　 m ヨト誠　　　　　　　　　lndire：l　 n ε樒od

　図 1 ．Method30f 　 radioimmunoelectrophoresis ．

した ．そ の 後 ， 過剰の ヨ
ードを N ・ ，SO 、 （1、26mg 加 1

，

pH 　9、D）を 2ml 加えて還元 し ，
　 pH 　8．0の ホ ウ 酸緩衝

液中に て 透析を 行 なつ た ，

　2）　免疫電気泳動

寒 天 は Agar ・se を前記
べ ・ ナ ーノレ緩 衝液 に 1 男の 割合

に 溶解 した もの を 用 い た ．図 1 の ご とく direCt　 mcthod

で は 泳動 して 抗血清を 注 入 し30分後 iこ ラ ベ ル した 抗原を

注 入 しホ ウ酸緩衝液 で 数 回洗 つ て 反 応1こあずか らない 蛋

白を洗 い 流 した後乾繰 した ．

　 王ndirect 　methocl で は 泳動 して抗 血清を注 入 して 拡散

を 行なわ せ た黌，24〜娼 時間後に ホ ウ 酸緩衝液で 数回 洗

滌 を 行なつ た ．そ して 乾燥させ た 後，ラベ ル した抗原 を

注入 した ．

　 3） Radi 。 au ヒ・graphy

　 2 置 とも よ く洗 漁…，　乾燥 し た ス ラ イ ドを サ ラ ソ ラ ッ

プ で 包み ス ラ イ ド と同 じ大きさに 切つ た X 線 フ ィ ル ム

（Kodak ）と一
合 わ せ ，そ の 上 に 薄 く切 つ た ス ポ ソ ジ を

電ね，も う 1枚の ス ラ イ ドグ ラ ス で 押えた ，こ れ を サ

ラ ソ ラ ン プ で 包み 24時間放置 した 後，現像定着を行なつ

た ．radioaut 。g ！
』
aphy を上記の ご と く行な つ た 後に 寒 天

ス ラ イ ドの 定着 を 行なつ た．

　  Prausnitz・KUstncr 反応

　正 常人すなわち舞粉抗原液に よる 皮内反応陰性の 非現

地人 の 背部 また は 上腕仲鯏の 皮内に ，被検血 清 の 2 借数

稀釈 した もの をO．05ml 注射し24時悶後に 該抗原0．02ml

皮内注射 して challengc を 行な つ tこ ．判定 は 対照 に 比

較 して 発赤 10  以上 ， 膨疹 5   以上 の 場合は陽性 と し

た ．な お 抗 原 液及び 血清の 減菌は IO，OOO回転20分間遠沈

した後 micr 。filterを 通す方法で 行な つ た ．

　  免疫 グ ロ ブ リ ン の 定量

　種 々 の操作で 得 られた分画及び血 清 に つ い て の 免疫 グ

ロ ブ リン の 定景は Hylaod 社製 の immunQpLa ‡e （γG ・

γA
， γ M ） を 用 い て 行つ た ．

実 験結果

　  レ ア ギ γ の 精
・
製

　まず患者 血 清か ら レ ア ギ ソ の 多い 分画 を と る こ とを 目

的 と して 以 下 の 操作 を試 みた ．患者血清 （s．s、　
P ．K 癒

1 ： 4eo）10rnl を50％飽和硫安 て 沈 澱 させ グ ゜ ブ リ ン

分画 を と りこ れ を 生現的食塩水で 12時間，次 に 0．005M

リ ソ 酸緩衝液 で 48時間透析 した後，DEAE 　cellulose に

よ る column 　 chrematQgraph ソ を Step’・vlse 法 fこ よっ

て行 な つ た， 結果 は 図 2 の よ うに   ．005M ， 0．025M

O．035M ，　 O．05M ，
  ．08M の 各 リ ン 酸緩衝液 に 対応 して
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　　 図 2 ，患 者 血 渚 の DEAE 　 column 　 chromatography に よ る 分 画 ・

0．025M リ ソ 酸綏 蛎液 で 瀦 出 さ れ た 分画 llの み 活 性 が み られ た．
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表 1　得 られ た 各 分 晦 の PK 値及 び γ A ，γ A グ ロ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 ブ リ γ 駈

分　 襾 P ・K 位 　 γ G （田9dDi γ G （皿9詞D

⊥
！ o 300 　　1
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　　図 3．Sephadex 　G　 200に ょ る 分 画 皿の ゲ ノ」 濾過
図 の 器 線 部 の み に 活 性 が み ら れ た ，
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　図 4 ．Sephadcx 　G　 200に よ る 分 両 ll　；の ゲ ル 濾過

斜 繊 部 の み に 活 性が み られ た ，

5 つ の 蜂 が えられた ．こ れ を 海拙 II［範 頒 LLm ，

IV，　 V と 命名 した ．

　 こ の うち，分画 Hは 石 坂 の い うγ E を最も多 く含む分

画 で あ るが こ の 実繊 こ お い て も レ ア ギ ン 活性 の 大都分は

こ こ に 含 ま れ た． こ の 分画 狂は 主 と して γ A 及 び γ G

を 含 み （γ G − 5，8蜘 ，γ A ；23   遣D こ れ か ら γ

G を除 くた め こ の 分画 を約 3ml に 濃縮 して か ら こ れ を

S ・phadex 　G 　2eO 　supe ・filie　｝一 よ る ゲ ル 濾過 を 行な つ た．

　（使用 した 緩衝液‘ま borate　buffer　pH 　8、0＞．

　結果 は 図 3 の ご と く単一
の 峰 が 形成 さ れた が レ ア ギ ン

活性 は そ の 前半   線部） に 含 ま れ て V た ．そ こ て こ の

前半部を 採 つ て 石 坂 に な らつ て 分画 皿 、 と命名 した ．さ

らに 精製す る 目的 で Sephadex　G　200　superfine に よ る

ゲ ル 濾過 の recyc ］ing を こ の 分 画 ll、 ｝こつ い て 行 なつ た

とこ ろ 図 ・1の よ うに 小 さな峰が 1 つ 得られ た ，こ の前半

部を採 つ て 分 画 llz と命名 した ．しか しなが ら こ れ らの

分画 L 分 両 馬 に は まだ 7G 及 び γ A グ ロ ブ リ ン が わ

ずか な が ら含 ま れ て い た ．こ れ ら の分画 ll，　 U ，， 1 ， に

つ い て の Prausnitz−Ktistner丿π応値は そ れ ぞ れ 1 ： 4 ，

il　2 　　　　　 王O − 一．．　　 ／ 　　　　　／

分 画 L の PK 反 応 を 起 す 最 少 の N 量 は 0．  8〜
o．】μ9 で あ つ た ．

　1 ： 5 ，1 ： 10で あ り分画 皿 ， の PK 反応 を 起す最少 の

　N 量 は   ．08〜 O．1μgN 位で あつ て ，最初 の 50霧飽和硫

安沈濃分画 で とつ た グ 卩 ブ リ ソ 分画 に 比 較 して N 当た り

約 ユOO倍位に 濃縮 され て い る と思 わ れ た ．なお、分画 豆

　の PK 値は 0 で そ の 組 成 は γ A グ ロ ブ tiン の み 含 まれ て

　い た （表 1）．

　   抗血清 に よ る吸収

　 次に 各 抗 血 清 に よ る 患 ，9’　afi清の 吸収を試 み て み た ．前

記特異抗血清すなわ ち 抗 ヒ トγ A ウサ ギ血清抗 ヒ トγ G

ウサ ギ 血1胤 抗 ヒ トγ D ウサ ギ血 清、抗 ヒ トγ へ （抗 ヒ

　b γ E ） ウ サ ギ 血 清を用 い て 下記 の ご と く患者 κ且清の 吸

収を行 なつ た．

　 まず患老血 清 SS ・及 び F ．K ．｛PK 値 1 ： 200） 2種

を 5 倍稀釈 し，そ の O ．5m 】 と抗 γ A ウサ ギ 血 清 G．5ml

とを 混 合 し た ．そ の 後37℃ に 王時聞保つ た後，一
夜 4℃

に 放置 ， 15， 00rpm，15分閤遠沈 しそ の ．ヒ清を 採 り浚菌

しkffi，麟 緒 の 背 部へ o．c5・iil 皮内 注射 を 行 な つ て 感

作 した ．そ して 24時闘後，抗原で challenge を 行なつ

た，

　抗 ヒ トγ G ウ サ ギ 君1廴清 の 場 合 に は ユ0暗稀釈 の 患者血 ij9，

を使 用 し，同 薩の 操作 を 行なつ た ．また 対照 と して は抗
血 清 の 代 りに 正 常 ウ サ ギ 血 清 o ，5ml を 用 い 同様 の 勵 ・

を行 な つ た 後，erff］し た ．

　結果 は 写真 1 に 示す よ うに ，患者血 清 の 稀釈 1 ： 200

迄で は PK 反 ［芭は 明 らか に 陽性で あつ た．すな わ ち 患客

血 清中 の レ ア ギ ノ は 抗 ヒ ト・
・
f・，x ，　 b

’
［ヒ ト γ G ウサ ギ lr…錆

では 吸収 され なか つ た ．

次 に 抗 ヒ ト
ー
t・D ，抗 ヒ ト γ ・x

、 o
’
［γ E ） ウ サ ギ 皿麟

に よ る 吸 収 を 試 み た ， 5 倍稀釈患鞠 缸清 （S．S，　PK 値

1 ： 400） 0．5ml に 2 倍 稀釈 抗 γ D ウ サ ギ 血1清 0 ．5ml を

加 え た．一
方，犀 様 5 倍稀釈患者瓶 清 （S．S） O．5mt に

抗 γA ・（抗 γ £ ） ウ サ ギ盈⊥清 。、5ml を加 え 各 々 37℃ 1
時聞 incubace した 後， 4 ℃ に て 1蒔闇放置 した 後，上
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L

　　　　抗 ヒ トlilL？A ウ サ ギ 血 清 →

（直 接 法 ）　　　　　 分 爾 1 →

　　　　抗 ヒ ト γ G ウ サ ギ ltiL清 →

上 の radioautograph

（間接法 ）

｝颯 5 ．　放身寸性彡皀疫 電 気 泳 動． （互）

，

分 画 1［一♪

抗 e　1一全 血 清 ワ サ ギ 1血廴滯一・

患 辞lrlL清 →

上 の radioautograpn

図 6 ．放射 性免疫 電 気 泳動 ． （∬）
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〉

　　　 抗 ヒ ト γ A ウ サ ギ 血 清
一

》

（直 接法）1黔 　患者 巾L清
一

ン

上 の radioautogi
・
apli 　

’

（閊 接 法 ）
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req　7 ，　放有寸帽三彡亘疫  巳食く泳 動 （遷）．

抗 ヒ ト γA1（抗 ヒ ト全 血 清）ウ ・J・ギ ∫購 →

　　　　　　　　　　　　 　 分 画 亙1
一ン

　　　　　　　　 抗 ヒ ト ウ サ ギ 1虹清

」： の radioautograph ．

図 8 ・放艪 免疫電気 泳 動．、（の
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　　　A …抗人 γ A 血 清 で 吸 収 し た 患者 血 清

　　　C …未 吸 収 患 者血 清

　　　G …抗入 γ G 血 清 で 吸 収 し た 患者 玉血清

　　　数字 は 面 清稀釈

　　　飄 …患 者 蠕

　　写 真 1 ．抗 ヒ トγ G 血 清 及 び 抗 ヒ トγ A 血清 を

用 い た 患 者 面 清 の 吸 収，　（Prausnitz−KUstner 反 応）

抗人 γ D 血 清 で は 患者血 清 の レ ア ギ ン 活 性 は 吸 収 さ

れ な い が J 抗 人 γ E 前晴 で は 完 全 に 吸 収 さ れ て い る ．

　　写 真 2．抗人 γ D 血 清 及 び 抗 人 γ A 、 （γ E）血

清 を 用 い た 患 者 五n睛 の 吸 収．

清を 得 た ．こ れを健康者の 背部皮内に 0．05ml 注射 し24

時間後 ， 該抗原 で challenge を行つ た ．

　結果 は 写真 2 の よ うに 抗 ヒ トγ D ウ サ ギ血 清で は 血L清

稀釈 1 ： 400で も吸収 さ れ な か つ た の に 反 し抗 ヒ ト γA1

ウ サ ギ血清 で 吸収 した 血清で 吸収した 血清で は 反応は ま

つ た く陰性 で あつ た．

　  放射性免疫電気泳動

　次 に 前記患者血清や 各分 画 及 び 抗血清を材料と し ， 放

射性免疫電気泳動を用 い て その グ ロ ブ リ ソ 中 の 抗体活性

を み よ うと試み た ．

　DEAE 　 column で とつ た 分画 1 （γ G の み を 含む）

と抗 ヒ ト血 清 ，抗 ヒ トγ G ウ サ ギ 血 溝とを対応 させ た 場

台，図 5 の よ うに 分画 1で は γ G の 沈降線に一致 して強

い 放射性活性 がみ られ た ．そ の 他 に そ の 内側 に これ ら に

平行 した 放射性活性 の 線を認め る が こ れ は 下段 の 間接法

に お い て は 認 め られず，した がつ て 過剰 の 放射性 ア レ ル

ゲ ン と本分 画 中の 抗体 （そ の 易動度か ら して γ G と考え

られる）との 直接の反応 に よ るもの と思 わ れ た ．

　次 に 分画 ll （レ ア ギ ン の 多い 分画） と患者血清 とを抗

ヒ ト全血清 ウサ ギ．ll【廴清に 対応させ た 免疫電気泳動 で は 図

6 の よ うに分画 H と抗 ヒ ト全血 清との 間に主 と して γA ，

一部 γ G ならび に transferrin の 沈降線が み られ た ．

こ の radioautograph で は γ A 及び γ G との 問 に 強い

radiGactivity がみ られ強い 抗原結合を示 して い る ． ま

た albumin と 偽 グ Pt ブ リン の
一

部 に弱い 非特異的放

射性活性がみ られ た．

　次 に レ ア ギ ン の 多 い 分画 1 ， と抗 ヒ トγ A ウサ ギ 血清

とを対応させ た の が 図 7 で あ る ．分画 lli及 び 患者血 清

に 両方 と もγ A グ ロ ブ リ ソ に radioactivity が認め ら

れた ．な お 直接法の ス ラ イ ド に み られ る γ A と異 つ た

band は 血 清中 の 抗体 とア レ ル ゲ ン の 直接 の 反応 の 結果

で あ ろ うと思わ れ る ．

　次 に こ の レ ア ギ ン の 多い 分画 矼 、 を抗 γAL ウサ ギ 血清

や抗 γ A ウサ ギ 血清に対応 させ た の が図 8 で あ る ．図

の よ うに 分画 9 ， と抗 γ A ウ サ ギ 血 清 との 間 に は 上 記 と

同様 ， 沈降線が 証 明され radioactivity が 証 明 さ れ た

が 抗 γA
皇 ウ サ ギ亘肱清との 問 に は 沈降線 も rad 正Qactivlty

もみ られなか つ た． ま た radioimmunodiffusion 法で

も抗 γ A 、 ウ サ ギ 血 清 と 分 画 H ， との 間 に は 沈降線 も

radioacitiviLy も証明する こ とは で きな か つ た ．

考　　案

　 レ ア ギ ソ の 物理化学的性状 に つ い て は ， それを 含む 血

清の ，飽和硫安沈澱分画 で 30％ 以 上 で 得 られ る こ と，電

気泳動 に お げ る易動度は γ 1 の 領域 に あ る こ と ， 沈降係

数 は 7S か ら19S の 間 で あ り 7S よ りや や大 きい こ と，

DEAE 　 cellulose の chrornatograPhy で は 0．02〜O．05

M の 緩衝液 （pH 　6．2〜 4 ．5）で 溶出 さ れ る こ と
IG）

また

Sephadex 　 G 　200で ゲ ル 濾過を行 うと γ M 分画 ， 他 の

グ ロ ブ リ ン 分画 ，及び ア ル ブ ミ ン 分画 と に分か れ る が レ

ア ギ ン 活性 は 第 1 分画 と 第 2 分画 と の 間で 互 い の ピ ー

ク が overlap する部位 に 存在する こ とが報告 され て い

る
17 ）le ｝．

　ま た レ ア ギ ソ の
一

般的性状 と して は 易熱性 で あ る こ と
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（こ れ は 最近，必ず しも抗体の 結合基が熱 に よつ て 破壊

さ れ る こ とを意味 しない こ とが 報告されて い るが
邑9 ）），実

験的操作すな わ ち稀釈，濃縮，透析，fractionatiort等 に

よつ て そ の 活性に か な りの 低下 が み られ る こ とが しられ

て い る．

　さ て こ の レ ア ギ ソ の 抗体活｛生が抗 γ A ウ サ ギ血清 に よ

つ て 失われ る こ と
2〕

， また患者血清 の γ A 分画が抗体活

性 を もつ こ と
zo ］

，レ ア ギ ン 型抗 体 の 受動感作 が 正 常 γ A

に よ つ て 抑制され る こ と
3〕

等 か ら レ ア ギ ソ が γ A に属す

る 抗体 で あろ う とい う 考 え
職 31

が 有力 で あつ た が 1966

年 ，石坂
e） は こ の レ ア ギ ン が γ A を含む 既知 の い ずれも

の 免疫 グ 卩 ブ リ ソ とも異つ た 新 しい 免疫 グ P ブ リン の

ク ラ ス で あ る こ とを証 明 した ．そ れ に よれば こ の γ E

グ ロ ブ リ ン の 性質 は 沈降係数 が 約 8S で γ G グ Pt ブ リ

γ や γ A グ ロ ブ リン の monomer よ りやや 大 きな 分 子量

を もち ，そ の 電気泳動 に お け る 易動度 は M に
一致 し

て い る．ま た患者血清の DEAE 　 cellulose の co 王ロ rnn

chromatography で は 0．025M の 緩衝液で 大部分 の γ E

グ ロ ブ リ γ が溶出され る として い る
S ｝Zl ），

　 今回 ，廻、は Vaemann 等
ll ）

の 方 法 で とつ た γ A 分 画 を

DEAE 　 cellulose 　 column 　 chromatography の 0、025

M 緩衝液 で 溶出 さ れ る分画 を 用 い て 作成 し た 抗 γAL （抗

γ E ） ウ サ ギ を 用 い て ，こ ん に や く矚息患者血 清中の レ

ア ギ ソ の 吸収を試 み た とこ ろ 抗 γ G ，抗 γ A ，抗 γ M ，

抗 γ D の い ずれ の 抗血湾に よつ て も レ ア ギ ソ 活性 は 吸収

され ない の に 反 して こ の 特定 の 抗 γA 国 （抗 γ E を 含む

と考 え られ る ） に よ つ て レ ア ギ ン の 活性 は 完全 に 吸収 さ

れ る こ とを 証明 した ．こ の こ とは ウサ ギ の γ G グ ロ ブ リ

ア ポ ヒ トの 受働感作を 抑制す る 事実を 考慮に 入 れて もこ

ん ｝こや く喘 息の レ ア ギ ン は 他 の 花粉 病 の レ ア ギ ン と同 様

に γ E グ ロ ブ リ ン で あ る こ とが 証明され た ．もち ろ ん 断

定 す る に は γ E グ P ブ リ ン に よ る抑 制実験 等を 試 み ま

た ，そ の 再現性 の 問 題等 の 匪 で な お 検討 の 余 地 は あ る

が ，少 くと もこ ん にや く喘息 の レ ア ギ ア が γ B に ある と

考 え ざ るを え な い 成績と考 え られ る．

　 レ ア ギ ン の 鯖製を試 み る と 50％飽和硫安沈澱 分 画 の

DEAE 　 cellulose 　 column 　 chromategraphy 及 び Sep−

hadex　G　200の ゲ ル 炉過 を行 つ て 最終的 に 得 られた 分

画 の PK 値は 1 ：ユ0で あつ た が N 量 で 比較して み る とP

K 反成 を 起す最少 の 蛋 白量 は ，
は じめ の グ ロ ブ リ ン 分画

に 比 較 して 約 100倍 ｝二濃縮 され る と い う結果 を得た ．こ

れ は 石坂等が rag 　 weed の 血 清を用 い て 行つ た N 当た り

約 150倍か ら 2GO倍 とい う成績 に 比べ て や や低 く，そ の

精製 が なお 不充分 で あ る こ とが想 1象され る ，

　しか しな が ら用 い た患者血清の PK 値が石 城等の サ ソ

プ ル に 比絞す る とか な り低 く，こ れ以 上 の 精製は 困難 で

あつ た ，した がつ て こ れ らを 用い て 放射性免疫電気泳動

法 そ の 他に よつ て こ の レ ア ギ ソ 活性 の 強い 分画 γ E に を

証明する こ とは 成功 しなか つ た ．

　放射性免疫電気泳動法に 関 して は，ま ず抗原の Ilel　｝：

よ る 玲 dlna！iOnが必要で あ るが，　Yagli5
） Callengnertt）

は rag 　 weed の 抗 原 を 用 い iodination を 行なつ た 際，

そ の 拡原 の 力餞 に は 有意 の低下がみられな い と報告 して

い るが 舞粉抗 原 の 場 合 で も こ の 程度 の 濃度 に よ る iOdi−

naLbn で は そ の 抗原性 に 有意の 低下は 認め られない こ と

を知 り得た ．こ の こ とは こ ん ｝こや く喘息 の 起因 ア レ ゲ ソ

の 抗原決定基 の問題 に 何 らか の 示 唆を与え る 事実 と考 え

られ る．い ずれ に せ よ本症 の 場合も放射性免疫電気泳動

法は 有力な 抗体 の 検索方法 に な り碍る こ とを 知 り得 た 、

しか しな が ら今回 の 実験 に お い て は γ E に 直接 ， 抗体活

姓 の あ る こ とを こ の 方法で 探す こ とは で きな か つ た ．P

K 反応 を用 い た 場 合 の 吸 収実験で は γ E で あ る こ とが確

め 得た に も抱 らず，放 射性免 疫電 気 泳 動 で 証明 し得 な か

つ た こ とは ，こ の 両者の 検索方法 が その 感度 の 点で 明 ら

か に 異 な る た め で あ ろ う と考 え られ る
21 ）．

　 した がつ て も し沈降反応を起す に 充分な 量 の γ E を濃

縮 し得 た な らば放射性免疫電気泳動法で もそ の 抗体活性

を証明で きるもの と思わ れ る ．とに か く ，
こ の 方法 に よ

つ て は γ G とγ A とに 強 い 抗体津i｛生の 存在する こ とは 明

らか とな し得た の で あ る が，こ の レ ア ギ ン 活性 を有しな

い 抗体 の 免疫生物学的意義は 極 め て 興味あ る点 で あ るが

現 在 迄 の と こ ろ の 実証的事実は 得 ら れ て い ない ．

ま とめ

　私 は こ ん に や く喘息血 清中 に 存在す る レ ア ギ ン 型抗体

に つ い て ，種 々 の 免疫化学的検索 を 試み 以上 の 結果を得

た、

　1， こ ん に や く 腸 息患者 血 清中 の レ ア ギ ン は 抗 γ A1

（抗 γ E を 含む ） ウ サ ギ 血清 で完全に 吸収 され た が抗 γ

A ， 抗 γ G
， 抗 γ D ウサ ギ で は 吸収され な か つ た ．

　2． こ ん に や く喘息 の 抗原 で ある舞 粉 は 本実験 に 用 い

た 程 度 の ヨ
ー ト化 i二よつ て は ，そ の 抗原性 に 顕著な影響

は み られ な か つ た ．した が つ て 放射挫 免疫電気泳動法は

本症患者 の 場合 も有力な 抗体枚索方法 に な り得 る こ と を

確め 得た．
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ユ4−（484） こ ん に や く喘息の レ ァ ギ ソ 型抗体 に 閃 す る 免 疫 化 学 的 検討

　3．　こ ん に や く喘息患 者 血 清 の chromategraphy 及

び デ ル 濾過 に よる検討で は ，レ ア ギ ン の 活性は γ G ， γ

A ，γ M ，γ D の い ずれ もそ の 分布を異 に し，石 衷 の 分

布と よ く
一

致 した 。

　4．　 レ ア ギ ン 話性の 強い 分画を と りそ こ に γ E 及 びそ

れ に 含 まれ る 抗体活性 を放身・｝性免疫電気泳動法 で 証明す

る こ とは で きなか つ た ．こ の 方法 に よれば ，本症患．者の

揚合 7G 及 び γ A グ P ブ リ ン 中に 強い 抗体活性が み ら

れた ．

　以上 の 成翫か らこ ん に や く喘息懲者 の レ ア ギ ン は γ E

中 に 含まれる こ とは ほ ほ 確認 し得 た が ，放射牲免疫電気

泳動法で γ E は お そ ら くは そ の 低濃 度 の ため ，証 明 で き

なか つ た ，こ れ らの 問題に つ い て の 考察を加えた．

　稿 を 終 るに 臨み 獅指 導，御左交閲 を 錫 っ た 恩 師 七 条小次

郎 教 授 に 感謝 致 し ます．ま た 終 始，御 教示 ，御籍導頂 き

ま し た 小 林簸雄 助 教授 に 深 謝す る と 同 時に 御 鞭達，篠 協

力頂 き ま し た 教 室 員 各 1立に 厚 く闘 礼 申 し 上 げ ま す．ま た

鋒 多忙 に も抱 らず 懇 切 な 指導 を 頂き ま し た 干 葉大 学医 学

部 第 2病 理 学 教 室 の 岡 林 篤教 授 ，多 田 富雄 博 士 に 厚 く芻

礼 申 し 上 げ ま す ．
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ABSTRACTOF  ORIGINAI.S

                Studies on  the  Role of  Macrophage  ii] the Skin Transp]antation

                                Shotoku lt"amamura

                      Dept, of  2nd Surgery, Nippon  Medical  School

                             {Chief: Prof, Kiyoshi  Saita)

               Dept,, of  Microbiology and  Immuno{ogy, Nippon Medlcal School

                           (Ch{ef: Pro £ Yoshitami  Kimura)

    In  the  experiment  ddy strain,  CaHIHe  strain  and  Cs7BL!6  strain  of  fernale mice  betwecn tl-a weeks

after  bir{h were  used,  The  skin  transplantation was  carried  out  by the method  ef  BiLlingham and

medawar,  The  survival  time  of  the  transplftntatlen  skingraft  was  dctermined b)' the  macroscepic  ob-

servation  {509･6 survival  days).

   The  mice  were  pretreated with  the  cultured  macrophage  originated  from the  different strain  of

inice  and  then  the  skingrafts  originated  from the  same  strain  of  the  cuLtured  macrophage  were  tvansplant-

ed  to the  above  mice.

    In the  abeve  group  ef  mice  the  Tejection  reactien  of  the  transplanted  skin  graft were  accelerated.

    However,  in the  group of  mice  transplanted  the  skingraft  diflerent ft'om t}ie pretreated macrophage

the  acceleration  of  the  rejection  reaction  was  not  recognized.  These  rcsul[s  suggest  that  thc  skin

transplanted  antigen  may  exist  in the  macrophage,

    The  macrophage  svas  fractionated bv  the  method  of  Manson  and  the  Iocalization of  thc  transplanted

antlgen  was  studied.  Holi,eK,er the  specific  antigen  could  not  be  isoiated by the  sonication.

          Immunochemical  Studies on  Reaginic Antibody in "Konjac

 Bronchial  Asthma"

                                 TsugioNakazawa

         First Department  of  lnternal Meclicine, School of  Medicine, Gunma  Unk,ersit)t,

                                  Maebashi,Japan

                           {.Director: Pt'of. Dr. K.  Shichijo)

    Imrnunochemica} studies  on  reaginic  antlbody  were  performed  in the  sera  from patients ailergie  to
'`ilf?iike:',

 the offendln.a. allergen  o!- 
"Konjac

 Bronchial AsthmaJi,

    l. Reaginic ar]tibody  was  cornpletely  absorbed  ".ith  antiserum  specific  for humaii TAi  centaining

human  ,rE  globu]in in Prausnitz-KUstnez' rcaction.  But it was  not  absorbed  with  antisevum  specific  for

human  yG, yA  and  TD  globulin. 
'

   2, Antigenicity of  
"]Iaiko",

 syas  not  signiticantly  decreascd  by the  Iodination for the  radioirn-

rnunoelectrophoresis.

    3. In the fi'actions from the  allergEc  serum  obLained  by gelfiltration or  DEAE  cellulose  column

chromatography,  Teaginic  activity  was  not  corresponded  with  clistribution of  1'G,  v,4, 
':fpt'I

 and  k'D globulin,
bul it was  closely  related  to that  of  TE  globulin proposed  by Ishizaka.

   4, In radio{mmunoelectrophoresis,  however,  no  vis{b]e precipitin or  radioactivity  arc  corresponcl-

ing to yE  globulin was  found eyen  in active  reaginic  fraction,


