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結合卵 白ア ル ブ ミ ン に よ つ て 検 出され る IgG
，
　 IgA

抗体及 び未同 定の 抗体に つ い て ．
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　　　　　　　　　1． 緒　 　言

　 radioimmunoelectrophoresis は Yagi ら
1量
に よ つ て 導

入 され て 以来，極 め て 鋭敏な航体検出法 と して ，広 く用

い られ て い る ．こ の 方法は 抗体活蛙 を もつ 免疫 グ P ブ リ

γ の 種類の 同定に 役立つ て い る ．我 々 は ， 卵白アル ブ ミ

ソ に 1131を結合 させ ，radioimmunoelectrophoresis で ，

卵 ア V ル ギー患者血清中 の 抗萍 を調べ た の で 報告す る．

　Yagi ら
u

は ragweed 　 pollinosisの 患者血 清中 の ，

IgA
，
　IgM ，　IgG に It’Lragweed 渺 垂lenに 対す る抗体活

性 が あ る事を 報告 して い る ．Haermanst ）

らが
，

これ よ

り先 ，
ragweed 　 po！linosisの 患者血清中の IgA を 分離

し，IgA と reagin とが密接な関連を もつ と報告 し ，
こ

の 報告を 支持す る 実験結果 が 数多 く発表 され た
3 ｝1，m｝e ］，

　 しか し著者
T’et ，

　 reagin が DEAE 　 cellulose 　ce 且umn

chromatography で 王gA よ り も先 に 溶出 され る事を 明 ら

か に し，Perelmurier ら
s｝
も DEAE ・Sephadex に よ る分

離 で 同 様報告を した ．

　Perelmutter ら
9 ’

は ，更 に ，　Rowe ら
L°｝

に よつ て 発見

され た IgD と reagin との 関進を調べ ，平行関係が な

い と報告 し た ，

　 石 坂 ら
ll）1！ ）L3 ｝

は ，患者血清 に 抗 lgG
，
　 IgA

，
1gD

，

IgM を 加 え て も reagin は 暇収されず，抗 Fab 抗体 で

吸 収 され る の で ， reagin は 未知の 免疫 グ ロ ブ リ ン で あ

ろ う と考え，reagin を多く含む 分画 で ウサ ギを免疫 し ，

rcagin を吸 収 し得 る抗体 を作 り得 た の で ，　 reagin 活性

を もつ 新 らしい 免疫 グ 卩 ブ リ ン を IgE と し て 発表 し

た ．

　 Johanssonら 14，
は ，既知の IgG ，　IgA ，　IgM ，　IgD と異

なる骨髄腫蛋白を発見 し IgND と して 発表 した が ，こ

の IgND は 石 坂 らの IgE と抗原 的 に も 物理 同学 的性

質に お い て も
一

致 した
凶 ． 更に Johanssonらif｝ftア レ

ル ギー
性喘息患者 で は ，非 ア レ ル ギー

喘息患者及び 正常

入 よ りも IgND が有意に 増加 して い る と して い る ，

　一
方 ，Menzel ら

1”

は ragweed 　 PS〕lilnos｛s の 血清で

r三vanol で 分 画 す る と， 減感作 の 前 と 後とで は reagln

浩性 の 高い 分画 が別 の 分 画 に 属す る もの で，reagln は 2

種 の immunog ］obulin に 属す る か も知 れ な い と 報告し

て い る．

　動物｛生の ア レ ル ゲ ソ に つ い て は ．Reid ら
1s ｝

が BSA に

対 し過敏性 を もつ 患者血 清の reagin が DEAE 　 cellul −

ose 　 coEumn 　chremategraphy の O．01MI　pH7 ．Oで 溶出 さ

れ る IgG 分画に の み BSA に 対 す る reagin が あ り，同

じ血清中に あ る （77nodan　dacc）
’lon （Bermuda 　 grass　poll

en ） に 対する reagin は 0．025M 、　 pH 　7，0で 溶出 され る

分画 に あ る と報告 して い る． こ の 報告 の 中で 1” i．BSA

を 使つ て radiolmmunoelectrophoresis を 行 な い BSA

に 対す る 工gG ，　IgA 抗体を倹出 し て い る ．吏に Firem 譎 n

ら
9｝
は ，同

一血 清中に 牛乳 に 対す る reagin と ragweed

pollen に 対す る reagin とが併存す る 血 清を DEAE

cellulese 　 co ］urnn 　 chromat 。9raPhyで 分画 した 所，牛乳

に 対す る reagin は ，　 O．ODItl｛，　pH 　8，　Gとい う低張液 の

溶出rこ よ る IgG 分画 に 最も活性 が 高 く，
ragweed に 対

す る reagin は そ の 分画 こ は検出 されず ， 石 坂 らの 報告

同様 0．025M ，　pH8 ，0で 溶出さ れ る 分画 に 最 も高い 活性

が あつ た ．従つ て reagin ｝こ heteregenity（多様性） が

あ る の で は な い か と言つ て い る．こ の 場合 radioimmu 一
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noelectrophoresis をやつ て い ない ．

　か くの 如 く，動物性 の ア レ ル ギ T ない し ，食餌性 ア レ

ル ギー
に お い で は，吸入 性 ア レ ル ギ ーと， や や 状況を異

に す
・
る よ うで ， ある い は 抗体を異 に する可能性もある．

　著者らは ジ
ニ ワ トリの 卵に 対 し強 い 過敏性を 有す る患

者 血 清中の 抗体を
i3il

　lt結合せ る卵白 ア ル プ ミ

’
ンを使つ

た radioimrnuneelectrophores 三s で 調ぺ ，　 IgG ，　 IgA 抗

体 の ほ か に未同定の 抗体をみ い だ し検討 を 加えた．普通

一
般に 行なわ れ てい る radloimmunoelectrophresis は ，

’SII
結合抗原 と抗 ヒ ト加清を混合 した もの と患者血清 と

の 悶の 反応をみ て い る．Yagi
’
ら

i）9t　 t311
結合抗原と，

患表血清との 間に 直撲反応 を み て お り， γ 、 部位に 減感

作患者血 清 と
i311 −ragweed 　pollen とが 沈降反応を示す

事 を報告 して い る．こ れは 長期減感作を受け た患者 の み

見 られ た 現象 と して い る．我 々 は ，こ の 直接反応 を何 ら

減作を受けて い ない 卵 ア レ ル ギー
患者 に 適用 した。又 ，

患者血清中 の 抗体を 検討す るた め に 独特 の や り方 で作つ

た 抗免疫 グ ロ ブ リ ソ を使用 した ．

　　　　　　　　　1L　材

　  卵 ア V ル ギ
ー
患者血清

　 

Coinpany 　uS 。A ）
』’

　 

料

5 回 再結晶卵白 ア ル ブ ミ ン （Sigma 　 chemical

　　　
ISII

結合卵白ア ル ブ ミ ン （EA ＊
と略）

　　  を使用 して作製した ，Yagi ら
1）
の 方法 に 従つ た ．

　  　抗卵白ア ル プ ミ ン ウ サ ギ 血清

　　  〜  は恥ずれも第 1編で 用 い た も の と同 じで あ

　 　 　 る ，

　  　対照人 血清

　卵 を 食べ f も，何らア レ ル ギー
症状を示さ な い 人 で ，

且つ ，卵白ア ル ブ ミ ン を皮内に注射して も ，

’
何の 反応を

示さな い 正常人 の 血清を 用い た ．

　  　抗人血 清

1234抗入馬血 清

抗 ヒ ト IgG ヤ ギ 血 清

抗 ヒ ト IgA ヤ ギ 血 清

抗 ヒ ト IgM ヤ ギ 血 清

　 1 〜 4 は ， い ず れ も Hyland 　 LabOrat6ries，　 U ．S．A ．

の もの を用 い た 、

　5．　抗 ヒ ト IgD 血清

　金沢大学村上教授 ， 関 本 先生 よ りい た だ い た IgD

myeloma 血清 よ り Hanssonら
20 ，

の 法 に よ りIgD を分離

し ， これ を Freund ’
s　complete 　adjuvant と共 に ウサ ギ

Fig．　L 抗 IgD （aD ）　ウ サ ギ 1血清 に よ る　IgD．の 沈

　　　 降 線

GAbM

二 Sephadex　G

IgG 分 画 （正 常 入）

lgA 分画 （同 上）

IgD 分画 （lgD 骨髄腫）

　　　　　　 200に よ る macroglobu −

lin 分 画 （正 常 人）

を 免疫 して得た 抗血濤に ， 正常人血清を V、。 量 を加えて

抗 IgD の み に 反応する抗血清を得た （Fig．1 ）．

　6． 抗 ヒ ト Fab 血 清
．

　DEAE 　 cellulose で O．Oe5M ， 戸d ＄，0で 溶出 さ れ る

lgG 分画 を Porter の 法
2呈｝

に よ り Papain で 分解 し，

Olins ら
ez ）

の 法 に よ り DEAE 　cellulose で Fab を分離

し，こ の Fab で ウサ ギ を免疫 して 抗 ヒ ト Fab ウサ ギ

血清を 得た ．

　 7． 抗免疫 グ ロ ブ リ ン 血清

　す べ て の 免疫 グ Pt ブ リ ソ は ， 共通 の L 鎖を持つ て い る

の で ， 抗 Fab （抗L 鎖十 抗 Fd）で 卵 ア レ ル ギ ー
患者 血

清中 の 免疫 グ ロ ブ リン を沈澱 させ る事を試 み た ．抗 Fab

ウ サ ギ 血清 と卵 ア レ ル ギー患者血清 とを種々 の 割合 で 混

合し， 最も沈降物の 多い 割合 16ml： lml で混合し て 出

来た沈降物を 田 8．4，0．15Mborate 　 buffered　 saline

で 5 回 洗滌 し ， こ の 沈 降物を 生理 食塩水 1．5ml に 懸濁

させ ，等量 の Freund’

s　complete 　adjuvant と混合 し ，

ウサ ギ 3匹 t！＝　1　ml つ つ 免疫 した ． 2 週 お きに 3 回免疫

し ， 10日後に 採血 した ．

　 8． 抗 IgG ＆ 亘gA 血 清

　Haermansz ｝
の 方法 に よ り ，

ヒ ト血 清 500mL よ りIgA

分画を取 り ，
こ れを DEAE 　 cellulose に か け微量含 ま　　　　

れ る IgM を取 り除き，濃縮して ，ウサ ギ に 免疫 した と

こ ろ ，IgG に 対す る弱い 沈降線 と IgA に対する強い 沈

降線を生ず抗 IgG ＆ IgA 血清を得 た ．

　 9．　 ヒ ト臍帯血清

　東大医科学研究所 ， 石井明治氏に い た だ い た ，

　　　　　　　　　狂L　方　　法

　   radioimmuneelectrophoresis （RIE と略）

N 工工
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　 Yagi ら
n

の 方法 に 従つ た． 抗 血 清 と EA ＊
との 混合

物 を使う original 　method （one 　step 　method ）お よび ，

EA ＊ の み を溝の 中に 入 れ る直接反応 の 両方を 用い た ．

　  radioinnmun 。diffusion（】RID と略）

　  と同様，one 　 step 　 method と直接反応の 両方を用 い

た ．  ，   共 に 医用 X 線 フ イ ル ム （さくら） を使 つ て

radiQautography
「
を行な つ た ．　 、一

　  Prausnitz−Ktistnhr反応 （PK 反応と略），原法
23 ，

に 従 つ た ．　　．
層
　　　

」
旨

1

　
一

　  DEAE 　 celluio 串巳 『
olumn ρhromatography（DE −

　 　 　 　 　 　 　 　 　 tt’　　　　　　　　 う

AE 　 c．c．chr と略）　　 ・　　 ・’

　Sober ら
s4 ）

の ：方法 に従 い ジ お こ なつ た が溶出条件に は

modification を行な つ た ．

　   immunoelectrophoresis

　 Scheideggeris，
の micromethod に 従つ た ．μ ＝ ＝O．025，

想 8．6の veronal 　 bufferに 2％ の 割合で 寒天　（Bacte−

agar ） とか した ．泳動時間は 1時間で あ る ．

　  immun 。diffusion・

　 microplate 法で行な つ た ．

　　　　　　　　　IV・ 結　　果

　   radioimmunoelectropheresis

　患者溝血清を泳動後 ， 泳動方向 に 平行に 溝 を作 り，
こ

の 中 に EA ＊ （約 2 μC！ml ）と抗人馬 血清を容積比 1 ： 4

の 割 合 で 混合 した 液 を 入 れ た ． immunoelectrophores量s

と radioautography を 比較して み る と ， 対照 の 正常人血

清に は IgG の 沈降線に
一

致 し て 抗体活性が あ り，患者

血 清に は IgG と IgA の 沈降線に
一

致 し て ，　E　A ＊
の 結合

が み られ た ．IgM の 沈降線に は radioactivity は な か つ

た ．更 に IgA
，
　IgG

，
　IgM の 沈降線 と全 く異 k

’
る所に 巾

広 い radioactive な部分 が み られ た ． （Fig・2 ）

　 こ の 部分に は immunoelectrophoresis で は 何の 沈降線

もみられなか つ た ．IgG
，
　IgA

，
　IgM に 対す る特殊抗血清

で RIE を行な うと，や は り正常人 の IgG ・患者 の lgG
，

IgA の 沈降線 に
一

致 して EA ＊
の 結合を認 め 得た ほ か ，

患者血清に は ， これ らの 特殊抗血 清で沈降線を形成 しな
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ▼　　 t　、
い 部分 に radioact 三ve な巾広 い 部分が出現 した ．

　抗lgD 血 清 を使つ た場合 に は 同 様 の 巾広い radioactive

な 部分が出現 した ．IgD の 沈降線 も認 め られ なか つ た が

次に 述 べ る 如 く ， RID で は IgD の 沈降線 とは異な る

部分 に radiactive な所がみ られ た ．

　   radioimmunodiffusion （RIP ）．

　 抗 IgG
，
　IgA

，
　IgM

，
　lgD と EA ＊

とを混合 して 中心

孔 に 入れ ， 周囲の 孔に 患者血清を入れた と こ ろ い ずれ も

　　　　　　　　　 Fig．2．

上 immunoelectrophoresis

下 そ の radioautography （γ
一部分 の み ） ．

A ．0 ： 正 常人 血清，S．A 二 卵 ア レ ル ギ ー魚者 血清．

溝 の 中に は 1「3L
結合 ア ル ブ ミ ソ （EA

＊

） と 抗 人

馬 血 清 が 入 れ て あ る．正 常 人 に は IgG の 沈 降 線 に

一致 して EA ＊
の 結 合 が み ら れ，　患 者 に は IgG

｝

IgA ， の ほ か に 巾広 い radioactive な 部分が あ る．

　　　　　　　　　 Fig．3．
anti 　 IgG に EA ＊

を ま ぜ て 中心 孔 に お き，　周 囲 に

患 者 血 清 及 び その 分 画 を 入 れ て 行 な っ た．
radioimmunodiffusion （上），　immunodiffusion （下）
S．A 患者 ，　 A ・0 正 常人全 血 清

Fr　1 〜8 分 画 血 清 （実 験 番 号  参 照）．
IgG の 沈 降 線 tC一致 す る EA ＊

の 結 合 が み られ る ほ

か ，S．A と Fr．1 に 沈降線 と
一

致 し ない radioact ・

ive な 緑 が あ る ．

　纛
械嬬

臨翻 萋

一
本 の 沈降線を生 じ，radi 。 autography で は IgG

，　IgA

の 沈降線に 一致 して EA ＊
の 部分 の 結合 が み られ た ．し

か し，沈降線を生 じな い 抗原過剰域 の 沈降線の な い 部分

N 工工
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　　　　　　　　　　Fig4．
radioimmunQdiffusion （右） immunodiffusion （左 ）

中心 孔 に 抗 IgD と 1「el
結 合 卵 白 ア ル ブ ミ ソ が 入 つ

て い る．
A ，0 正 常 ん S．ASA 卵 ア レ ル ギ ー患者血 清 ．

に EA ＊
を患者血清 の 反応 と思われ る radieactlve な部

分がみ られた 、 （Fig．3 ，
Fig．4 ）

　 3　 RIE の 直接反応 （Fig．5）

　患者血 清を泳動 した 後，溝 の 中に EA ＊
の み を 入 れ ，

反応 させ る と ， 2本 の radioactive な 線が X 線 フ イ ル ム

上 に み られ た ．しか し沈降線は 全 く認 め られなか つ た ．

溝 に 近接 した 線の γ2 部位は 形態 ， 位置 よ りみ て IgG

と思われ る．お そ らくこ の IgG 抗体 とEA ＊
の 抗原抗

体複合物 は，抗人馬血 清，あ る い は 抗 ヒ ト IgG ヤ ギ 血

に よ り沈降線を形成 して ， そ こ に radioactivity を X 線

フ イ ル ム で ，と ら え る事が 出来 た の で あろ う．もう1 本

の 線 は 実験結果  で 示 した RIE （Qne 　 step 　methQd ）の

radioautography 上 と同じ所に 出て お り，RIE（one 　 step

method ）で 沈降線を 形成 し て ない 部分 の radi 。 active な

線は ， EA ＊ と患者血清の 直接反応 で あ る と考え ら れ

る．

　さて こ の 2 本 の radioactive な線 は ，特異的な反応で

あ る事が以下 の ご とく示 された ．即ち患者血ne　1　ml に

5 回 再 結晶卵白 ア ル ブ ミ ン 1   を加え37 °C ，15分間，時

々 振 と うさせ なが ら反応 させ ， こ の血 清を使つ て 上記同

様 の R
’
IE （直接反応）を お こ な うと ， 全 く陰性となつ

た ．卵白ア ル ブ ミ ン を加 え な い で 同様処置 を お こ なつ た

血 清に は ，や は り，2 本の radioactive な線がX 線フ イ

ル ム で 認め られた の で ，卵白ア ル ブ ミ ン に よ る阻止反応

が 成立する事が示 された ．（Fig・　6）

　   R，ID の 直接反応 　 　 　 　 、

　EA ＊ を 中心 孔 に ， 患者血 清を 倍 々 稀釈 して 周 囲 の 孔

に 入 れ る と，Fig．7に 示す ご とく，EA と患者血清 との

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Fig．5・

直接 反 応 に よ る radioim 皿 unoelectrophoresis （右 ），　immunoelectropheresis （左 ）溝 の 中 に は IIGt結
合 卵 白 ア ル ブ ミ ン だ け が 入 つ て い る ．
S，A 卵 白 ア レ ル ギー患者 血 清，　 A，O ＆ H ，R 正 常 人血 清 ，　 R 抗卵 白 ア ル ブ ミ ソ ウ サ ギ血 清，
NR 　正 常 ウ サ ギ 血 清．患者 血 清 に は γ1

〜
γ 2 の 長 い radioactive な 線 と γ 2 に 巾広 い 線が あ る ．

鰐
・

獵
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　　　　　　　　　 Fi96 ．

卵 白 ア ル フ 、ノ に よ る radioimmunoe 旦ectrQphoresls

の 阻止 反 応

A 　 霤者 血 清，B　卵 白 ア ル ブ 、ノ 結 晶を 加 え た 啓

　　　　　　　　　者 血 浩

お の fOの 上 は エmmunoelectrophoresis 下 radioim −

mun 。 electiophoreSiS

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A

B

　

．町
ド知
藪厂

瀬
鰄

匿
し

　　　　　　　　　 Fi97 ．

卵 f レ ル ギ L．・害、者 の radiOlmmunodiffUSion （直 接

反 応 ）

上 immunodiffuslon
， 下 そ の radroautograph ｝

A 　 宙者血 清，0 　 江 常人血 清，中心 孔 に 1131結合

　　卵 白 ア ル フ ・ノ を 入 れ て あ る

　　　　饗讖蠶野
獸
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反応は 何 ら 目に み える沈降線 は 形成 して い な い け れ ど

も，こ れをX 線 フ イ ル ム に の せ て約 3 日後，フ イ ル ム を

現際す る と ， 抗 原 過 剰 域 に rad 互・ actlve な hne が 検 出

され た EA ＊ を種 々 の 濃度に 変え て み た が ，
　 radioactive

な線の 位置は あ ま り変 らなか つ た 　 （Fi98 ）

　 RlD の 直接反応 は ，RIE の 直接反応 と異 な り ，

　　　　　　　　　　 Flg　8

　 Flg　 7 の 中心 孔 に 入 れ る 1131結 合 卵 白 ア ル フ 、ノ

　 を ソB に 稀 釈 し た

糶鑼難
欝 1欝
radioactive な線は 1 本 しか観察され なか つ た 　 RIE

の 場 合 に は RID に 比 し，著 し い 抗原過剩て あ り，それ

に もか か わ らず，IgG 抗体と巴わ れ る radi 。 act ・ve な

線 は ，抗原を 丿 れ た 溝 に 近接して お り，抗体過剰域 に 検

出された 　従 つ て RID て は 更 に 抗体過刑で ある の て ，

こ の radloactIve な線 は検出され得 な か つ た と考え られ

る　 RIE で IgG 抗体 の 内側 に 存在する巾仏 い radr 。
−

aCtlve な線 と同 じ線が RID て検出
¶
され た もの と 思わ

れ る ．

　   DEAE 　 cellulose 　co 王umn 　chromatography

　RIE ，　RID で LA ＊ と直接反応す る 居者 血 清中の 抗

体 は ， 抗 IgG
，　 lgA

，
　 lgM

，　IgD の い す れ と も反恥 ぜ

す ，卵白ア ル フ ミ ノ て 中和 され る の て 抗体て あ る事 は諏

か あ る が ，秘 属 を い す れ と も決 め か ね る　仮 に γx と し

て ，以下記述す る．

　γx の 物理化学的性質を 明らか に す るため に 患者血浩

を DEAE 　 c　c　chr て 分画 した　 （図 1 ） 0005M ，
　 pH

80 の phosphatc　 buffcr か ら 始 め て 015M ，　 pH

80 の phosphate　 buffor ま で gradient　 eluation を

行なつ た 　 5ml の 血清 を， 25x50c 阻の c。lumn に

apply し ， 5ml ず つ 溶出 させ ，約 50エn1 す つ pool し

て ，それ ぞれ 25ml に 濃縮 し た　 こ の 分画 を ，それぞ

れ に つ きRID を 行な つ た と こ ろ ， γx は 0005M ，

pH 　80 の 分画に の h 検出 された 　 （Flg　 3 ）

　 こ の 分画を，各 immunoglobulin の 特殊抗 血 清 と反

応 さ せ る と ， 抗 IgG の み に 反応 して い る．こ の γx を

含む IgG 分画 に は 強 い ：reag ］n 活性を もつ て い る　 しか

し， 0025M 附近 で 溶出 され る部分 に も reagln 活 性が

あつ た が ，γx は検出 されなか つ た　PK 　 tlter を凋 ぺ て
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　　　　　　図 1　 1gG
，　IgA ，　IgM ： 抗 IgG，　IgA ，　IgM を 用 い 寒天 ゲ ル 内沈降 反 応で 検 出

PK ； 紅斑 の 大 き さ，　 HA （hemagglutinatiem＞：耳目白 ア ル ブ ミ ソ を 使つ た タ ソ 邑 ソ 酸 処理 血 球 凝 集反 応
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図 2 ： IgG，　IgA，　IgM ．： 各分再 を倍 々 稀 釈 して 抗 IgG
，
　IgA

、
　IgM 抗 血清 と の 間に 形成 す

　　　 る沈 降 線を 寒天 ゲ ル 内沈 降 反 応 で 調 べ ，そ の 終 末 点 を記 し た．

　　　PK ： 紅斑 の 大 きさ
，
　 HA （hemagglutination）： 図 1 に 同 じ
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A

immunodiffusion

　　　　　　　　　F三9．9．
A 　 中心 孔 に 抗 Fab ウ サ ギ 抗 体 と II31卵 白 ア ル ブ

　　 ミ ン ．そ の 上 ，下 の 孔 に 血 清 （S．A 患 者血 清，

　　A ．O 正 常 人） の Fab の 沈降 線 に
一

致す る rad −

　　ioactive な 線 と患 者 の 血 清を 入 れ た 孔 近 く に 太

　　 い radioactive な 線 が あ る，

B 　中 心孔 に 抗 Fab を 入 れ 沈 降糘 を 生 じ た 後 で 洗

　 　 滌 後，1131結 合 卵 白 ア ル ブ ミ ン 液 中 に 入 れ た も

　 　 の ．

C 　radioimmunoelectrophoresis 　 Fab の 沈降線以

　　外 に radioactive な部 分 が あ る （矢 印）．

　　上 は immunoelectrophoresis

radioimmnno

　diffusion

B

C

い な い の で ，reagin 活性 との 関 係 に つ い て は 充分検討 で

きな か つ た ．

　 DEAE 　 c．c．chr ．で ，最初 の 溶出を 0．OelM ，　 pH 　8．O

の phosphate　 buffer で 行 なつ て み る と，そ の 分画 に ，

尚 ，
reagin 活性があつ た （図 2 ）．

　  抗 Fab に よ る γ x の 検討 （Fig，9 ）

　抗 Fab ウ サ ギ 血清 に EA ＊
を 4 ： 1 の 割合で 混合 した

もの と，患者ffn清 との 間の 反応を RIE ，RID で 調 べ

た ．Fab の 沈降線 に
一

致 して radioactive な線がX 線 フ

イ ル ム 上 に 検出 され た が ， これ とは 別に ， 沈降線の な い

所 に ，radioactive な線 が あ り，仮 に γ x と名付け た も

の と同 じ で あ る と思わ れ る ．  で 述べ た ご と く， γx は

抗体で あ る こ とは 確か で あ るか 抗 Fab で 沈降線 として

と らえ る事がで きな か つ た ，

　  　抗 immunoglobulin に よ る γx の 検討

　　　　　　　　　 F 至g．10．

抗 血 清 に 抗 IgG ＆ IgA 血 清 を 用 い た 場 合 ．

上 immunoclectrophoresis 下 そ の ・
’
adi 。 auto9 −

raphy で ，　 IgG ，　 IgA の 沈 降 線 と 一致 す る 　radlo −

active な 線 の ほ か に 巾広 い 線 が あ る．
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　抗 Fab 一ヒ ト immunog ！obulfn の complex で 免疫 し

て 作つ た 抗 lmmunoglobulin を 使 つ て ， 患者lrltVi
一
の

RIE ，R 工D を 行 な つ た けれ ど も，γ x は 沈降線を作

るに 至らなか つ た．　　　　　　　　　　 ．
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　  抗 IgA ，　lgG ウサ ギ血 清 に よ る γx の 検討

　  と同様結果で あつ た ． （Fig，10）

　  抗 immunoglobulin 血清に よる lgA の 検討

　 こ の 抗 immunoglobul三n 血 清 を ， 患者 血 清 の immu −

noelectrophoresis の 抗血 清と して使 うと ，
工gA の 沈降線

に 分裂がみ られた ． （Fig．11），こ の 抗血清に 臍帯血清

を
iAG

量加え抗 IgM
，
　IgA の み を残 して 更 に 検討した ．

　　　　　　　　　 Fig．11．

卵 ア レ ル ギ ー患者 i血漕の 　immunoelectrophoresis

anti 　Im．　G 　1，2、
3，抗 immunoglobulin ウ サ ギ 血

清 No ．1，2，3anti　lm ．　 G 　1 を 使 つ た 場合 工gA の

分裂 が み ら れ る． （矢印）

一

　　　　　　　　　 Fig．13．
中 心 孔 に 臍帯 血 清 で 吸収 した 抗 三mmunoglobul ｛n 　1
を 入 れ て あ る．

　γA −m ：　 IgA 骨 髄腫血 清 （κ 型 〉

　κBJ ； κ 型 Bence−∫ones 蛋白

　rclgG ： κ 型 IgG 骨 髓腫血 清

　pat：　卵 ア レ ル ギ   患者 血 清

叢

　　　　　　　　　 Fig．12．

卵 ア レ ル ギ
ー
患者 の 　im皿 unoelectrophoresis 　 antl

Im ，　G ，1，
2

，
3

，
　 anti 　IgA ．

臍 帯 血 清 を加 え た もの ．

： 写真11で 使つ た 抗血 清 に

再灌鱒 糖斗∫工齢 ：一
煽

欝驚驚：ll、濫 葺襟こ讐∴ 響 糶
饗 ご摩 潔鐸 灘、

　　　　　　　　　 Fig．14．

　　　 IgD 分 画 の immunoelectrophoresis

IgD ・Fr．2 ：IgD 骨 髄血 清 の IgD 分 画

anti 　 lgD−Fr．2 ： 同 上 で 作 つ た 抗 血清 （ウ サ ギ ）

anti 　 lm ．　G ．： 抗 immunoglobulin 　No ．1 に 臍 帯 血

　清 を加 え た もの ．

こ の 吸収後 の 抗 IgM ，　 IgA 血 清は患者血清 に 対 し，

IgM の 沈降線 と，2 本に 分裂 し た IgA の 沈降線を生 じ

た ． 2匹 の ウ サ ギ か ら採血 した 抗 imrnunoglobulin 血

清に こ の よ うな現象が み られ ， 他の 1匹 ， 及 び Haerm ・

ans の 方法 で 分離 した IgA で 免疫 した ウサ ギ か ら 採血

した 血清を使 つ た 場合 に は IgA の 沈降線 に 分裂 は み られ

なか つ た ． （Fig．12）

　 もし，こ の 五gA の 沈降線の 分裂が L 鎖の κ
，
A の 違い

に よ る もの ならば ，
IgG の 沈降線 が 出 る筈で あ る が ， 沈

降線 は 認め られず，又 ，こ の 抗血 清は ， κ 型 の Bence−

Jones蛋白とも反応 しな か つ た （写真13）．叉 lgD 　 mye 正一

〇 ma 　prote量n に 対して ，
こ の 吸収後の 抗IgA，　IgM 抗血

清 は 沈 降線 を作 らなか つ た （Fig．14）．従 つ て IgA の 沈

降線 の 分裂 は ，　 L 鎖 の m ，A に よ る もの で もな く ，
IgD

tc よ る もの で もな い 事が 判明 し た 。 お そ ら く，IgA の
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　　　　　　　　　 Fig．15．

　　 9例 の 正 常人血 清 の immunelectrophoresis
一番上の 溝 の み 抗 immunoglobulsn 　3，他 は 抗 玉m −

munoglobulin 　1

H 鎖 の 違い に よ る．もの と思 わ れ る ．こ の IgA の 分裂は，

卵 ア レ ル ギ ー
患者血清 の み ならず，9人 の 正常人の 血 清

に もみ られ た ．　（F三g．15）．

　　　　　　　　　V ． 考　　案

　 1） 未同定 の 抗体 に つ い て

　RIE ， RID の 結果を 要約する と，対照 に用 い た 正

常人 に は ，EA ＊ と反 応 す る IgG 抗体があ り，卵 ア レ

ル ギ ー
患老 に は ，

夏gG ，
1gA 抗体 とそ の ほ か に 末同 定 の

航体が あつ た ．

　さ て その ほ か に こ の 未同定 の 抗体 を γx を 略 して ，有

り得る場 合を 列挙 して考察する ．

　  　卵 白 ア ル ブ ミ γ に は ， 2種 類 の 抗原 が あ つ て ，患

者 血清中に は ，それぞれ反応 す る IgG 抗体があ り ， γx

は そ の 1 つ で ある．

　一艘仁 2 本の 沈降線 を 生 じた場合 ， 2種 の 抗原抗体反

硲が存在す る と考 え る の が 妥当で あ る ．しか し ，文献的

に は ， 5 向再結晶 の 卵白 ア ル ブ ミ ン は 電気泳動 で A ，

（分子あた づP2 原子），
　A ， （1），

A3 （0） に分けられ

て い るが
26 》2T ｝

，抗原的 に は 均
一

で あ る と され て い る ．28 》

ig ）
著9一らの 使 つ た 卵白ア ル ブ ミ ン （5回 再結晶）を，ウ

サ ギ に Freund’

s　 complete 　 adjuvant を 共 に 5 回 2 週

お きに 免疫した けれ ど も，抗体 は
一

種類 しか 出来なか つ

た． （Fig。ユ6）

　　　　　　　　　 Fig，16．

抗 卵 白 ア ル ブ ミ ソ ウ サ ギ 血 淌 に よ る 寒 天 ゲ ル 内沈 降

反 応 ．各数 字 は 5 回結 晶 卵 白 ア ル ブ ミ ソ mg ／ml

　又 ，RID で EA ＊
の 濃度 を 種 々 変えて み た が ，

　 radio −

aCtive な線 は ，ほ とん ど そ の 位置を 変 え る こ とな く，患

者血清を 入 れた 孔 （well ） の 近 くに あつ た 。

　  均
一

の 卵白 ア ル ブ ミ ン 抗原 に 反応す る 2 種類 の 抗

体 が あつ て ，その 1つ は IgG で あ りも う一つ は γx で

あ る ．

　均
一

の 抗原 に 対 し て，分子 量 の 異な る抗体が共存する

場合 ， 異な る沈降線が 生ず る事は 報告され て い な い ．又

γ x は DEAE 　 cellulose 　 C．C 。で ・rgG 分画 に あつ た ．
　　　　　　　　　　　 し
　  γx は lgG め sub ＃lassで あ る ．

　IgG に は IgG ・1 ，
2 ．3 ，4が 知 られ て い る

so ｝．こ

れ は H 鎖 の 構造 に 相違があるた め で ，分子量 ， 沈降定数

に 違 い は 見 い ださ れて い ない ．従つ て ，寒天 ゲ ル 内 で ，

同
一

抗原に対し ， 異 な る 沈降線を作 る可能性 は な い だ ろ

う．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

伊 　 藤　幸　治　 他 55− （761）

　  1gE との 関係

　 こ の 患者血清は ，卵白 ア ル ブ ミ γ に 対 し，高 い PK 価

を持 つ て い る．IgE は 石坂に ょれば
St｝

1
　 DEAE 　 c．c．chr

で 団 8．O， 0．025　M 　phosphate　bufferで ， その 主要部

分 が溶出 され る の に反 し ， 著者 の 示 した γx は pH 　8、O，

0．OO5M　phosphate　bufferで溶出 され て い る．電気泳動

で は IgE が 71 で ある と報告され て い る が
， γx は γt

と γ 、 との 中間 ， 又 は γ： で あ る ．

　  γx は κメ type 以外 の Lchain を もつ た ，抗体

で あ る．

　Lchain ｝こ は rc，a　 tvpe の ほ か ｝こ 未同定 の Lchain

が 少量ある とい われ て い る ，こ の γx は ，抗 Fab 抗体

で 沈降線を形成するに 至 らな か つ た ．しか し，γ x が

κ
，λ type をもつ て い る と し て も ， γx が 微量 の た め に 抗

Fab で 検出され な か つ た と考え るべ きであろ う． 吸収

操作に よ る検討が さ らに な され る ぺ きで あ る．

　  　γx と reagin と関係

　γ x が声 8．O， 0．OOsM の phosphate　buffer で DE −

AE 　 c．c．chT ・よ り溶出 され る し，又 ，　 reagln もこ の 分画

に 含 まれ る の で関 連は 否定 出来 な い ．しか し，reagi 亘 は

更 に 濃度を 高め た phosphate　buffer で 溶 出 され る分画

に も存在 して い る の で 更に 検討 の 必要が あ る、

　2） reagin の heterogenity

　 reagin が DEAE 　 c．c、chr ．で 0．005M，押 B．Oの ph−

osphate 　 bufferで 溶出 され るぼか り で なく， 0．001M

pH ， 8．0で も 溶 出 され た ．　 こ れ は 牛乳 ア レ ル ギ ー
に お

け る Fireman ら
1e ）

の 報告 と一
致す る もの で あ る．従つ

て ， 0．OO5M ，司 8．0の 条件で は 溶 出 されない と報告さ

れ て い る ragweed の TeaglnSt
）

と，そ の 性質 をや や 異

に す る． もしすべ て の reag 三n が 石坂 らの lgE
，
　 Joha−

nsson ら の IgND に 属す る もの とすれば ，ア レ ル デ ン

に よつ て 性質の 異 な る IgE 抗 体 が 存在 す るの であ ろ う

か ．しか し， 食餌性 ア レ ル ゲ ン 9C対す る reagin が 、

ragweed な どの 吸 入性 ア レ ル ゲ ソ に 対す る reagin よ り

も，DEAE 　 c．c．chr で 早 く溶出 され る 別 の immunogto−

bulin に 属す る事 も考 え られ る ．

　3）　IgA の 2 本 の 沈降線に つ い て

　 IgA に は ， 少 な く と も 2 種 の subclass が あ る 事 が

myeloma 　 proteinに よ り知 られ て い る
3！，．しか し正 常人

の IgA に は ，沈降線は
一

本 しか 生 じな い ．　 Grey らは ，

IgG の Fc を papaln で 分解 す る と 同〜電気移動度を

もちなが ら 2 本に 分か れ た沈降緑 を 生ずる と報告して い

る ．papainに よ り抗原性を
一

部消失 した Fc と，intact

の Fc が 共存した 場合 2 本 の 沈降線が生ず る と考 え られ

る． IgA の myeloma 　 protein よ り現らか に さ2zlt　su −

trclassも ，
Le と ， そ の 抗原達 を

一
部 消失 した He に 分

け られ て い る．両者の 電気移動度は 同じで あ る．huma −

nlmmunoglobulin −anti 　Fab の complex で 免疫 して 作

つ た抗 immunoglobulin ウサ ギ血清は IgA ｝こ 2 本 の

沈降 線 を作つ た ． こ の よ うな特殊な免疫方法を行 な え

ば ，
H 鎖 の 微小な違い が汐 サ ギ の 辣体産生 細胞 に認知

さ れ て IgA の 2種を識嬲する抗体を作 り得たの で は な

し、だろ うカ：．

　こ の 2 本 の 沈降線 と 廴e
，
He の関係は 明らか に 出 来 な

か つ た ．

　　　　　　　　　VL 　結　　論

　 （1）　
ISLI

結合卵白ア ル ブ ミ ソ を 用 い て 卵 ア レ ル ギー

患者 の ・radiolmmunediffusion ，　 radlo ｛mmunoelectroph ・

。 resis ，を 行な つ た ．又
13 ！1 結合卵 白 ア ル ブ ミ ソ 患者愈 清

との 直接反応を寒天 ゲ ル 内で 調ぺ た ，

　 （2） 患者に は IgG
，
　IgA 抗体が確認 さ れ た ．こ の ほ

か に ，鹽
門 卵白 ア ル ブ ミ ン を直接反応 に よつ て の み検出

され る抗体 が あつ た ．こ の抗体 は ，抗 IgG
，　IgA ，　lgM ，

IgD ，抗Fab 抗体 に ょ っ て 沈降線を形成す る こ とが で き

なか つ た ，

　卵白 ア ル ブ ミ ン に 2 種 の 抗原が存在す るた め ，そ の う

ち の
一つ に 反応す る抗体 で あ る と考 え られ る ほ か 、特殊

の 免疫 グ P グ ブ リソ で あ る とい う可能性 も考え られ る．

　 （3） 卵白 ア ル ブ ミ ソ に 対 す る reagln は ，す で に 報

告 され て い る τagweed 　pollen に 対す る reagjn な い し

は IgE よ ワ も，DEAE 　cc ］lulose　coiumn 　chro ：natogr −

aphy で 早 く溶出 され る と考 え られ る結果 を 得た 、

　 （4） 未同定 の 坑体 と reagin との 関係は 充分明 らか

に で きなか つ た ．

　 （5） 抗 ヒ トFab ウサ ギ血 清で ，ヒ ト血清中の 免疫 グ

ロ ブ リ ソ を 沈激 させ ，こ の 沈澱物で ウサ ギを免疫 して 作

っ た 抗 血清は ，正常入中に存在す る 2種 の IgA を識別

す る事 が 出来 た ．こ の 抗 免疫 グ ロ ブ リ ソ 血清 も ， （2）の

未同 定 の 抗体 に 対 し沈 降線 を 形 成 しな か つ た 、こ の 免疫

方法 は ，免疫 グ ロ ブ リ ン の 醒究 に 新 らしい 手段を与 え る

と思わ れ る ，

　貴 重 な 血 清を 提供 し て 下 さ い ま し た 金 沢 大 学 村 上 元 孝

教 授 ・関本博氏，東大医科砥石 井明 治氏 ，助 言 を い た だ

き ま し た 東 大 ＄科 研 渡辺 貞助 教授，青木 良雄 氏 ，中村弘

氏，東 大 病 院 物療 内科 広 瀬 竣一
氏 に 厚 くお 礼 申 し あ げ ま

す．又 ，終始．実験 E’手 伝 つ て 下 さ い ま し た 柿 沢 窟 乃 氏
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                       ]mrnunological  Studies on  Feocl  AIIergy

   I, P( A  and  Prausnitz.Kustner  reaction  by oral  challenging  ef  antigen  or  allergen

           Departmcnt  ofAllcrgology',  Institute of  Aledlcal Science, University o{' Tokyo

                                Koji Ito, Tiuzi  Sindo

               DepartmenL of  ])ermatology, School of  "L'Iedicing Keio  U' niversity

                                  A;ciko  OhshiTe

    1) Passive cu!ancous  anaph>'laxls  was  cavried  out  b}' orai chatlenging  ofantigen,

    Both in the  caseoregg-anti  ovalbumin  and  in the  case  ofcytochrome  C-anti cy[ochi'ome  C, PC,AL
wcre  clearly  positk'e by oral  cha]lenging.

   2) Serum  frotn a  patient sensit{ve  to egg  was  injccted intradermally to four recipient.  AI'ter tuking
egg  orally,  three reclpients  sho-y'ed  wheal  and  fiaTe reactions  at  Lhe  PK-slte,

    3) One  recipient  who  showed  no  reaction  at  PK-site b>' taking  eg.q  oraily,  showed  reaction  by in.iec-
tion oi' egg  albumin  at  PK-site. IgG  antibocly  to egg  albumin  was  delec{ed in this recipicnt  by radioimmti-
noclectrophresis.  The  other  recipients  had  no  antibodies  to egg  .-,Ibumin,

   4> By  irljection of  the  patient serum  once  intradermally, ome  ]'ecipient  shoss'ed  skin  reaction  cveFy                                                                                .
three  times  when  he taok  eggs  erally.

L

                        immunologlcal  Studies on  Food  A"ergy
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    1) Immunoelectrophoresis  and  immunodiHlisien  vvere  carried  out  }y'ith serum  frein a patietrt seti-

sitive  to egg.  IgG- and  IgA  antibodies  were  detected with  use  of  Ii3L egg  albumin  and  anti  hurnan  serum,

    Unidentified antibod}.  to egg  a]bumin  svas  detected by direct rcaction  between the  patient serum  and

IiSi egg  album{n.

    This  unidentified  antibDd>'  did not  form  any  precipitin band against  anti  IgG, IgiX, IgM,  IgD, Fab
and  anti  immunoglobulin serum.

    It is not  clear  that  thls antibody  is cnc  against  a  minDr  component  ef  the egg  albumin  preparation,
or  this is another  !mmunoglobuEin  than  IgG, IgA, IgM  and  IgD,

    2) PK  activity  wa,s  found also  in IgG fractlon syhich  was  eluated  in DEAE  cellulDse  column  chrorna-

tegraphy  with  pH.  8.0, O.OO] M  phosphate buHbr.

    It seems,  therefore,  that Teagin  to eg,g  is eluated  e?lier  than  reagin  to ragweed  potlen svh{ch  was  report-

ecl  by Dther  authors.

    3) 
'I'woIgApree[pitinbands

 "'erc  shown  {n allergic  and  non-allergic  peisoti$ by anti  immun-
oglobulin  serum  wh{ch  was  prepared  b), immunization  with  anti  human  Fab- human  immunoglohuiin

cofnplex  te rabbits,

   
'I'his

 immttn;zation method  nilgh{  detect minor  difitLreiices u{' H  chains  of  lgtX molectties.


