
Title γM, γG両抗体の赤血球凝集反応およびFarr testにおける反応性，特にその感度について

Author(s) 大原, 達; OHARA, Tohru; 木村, 卓郎 他

Citation 結核の研究, 27-28, 35-40

Issue Date 1968-03-28

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/26784

Type departmental bulletin paper

File Information 27_28_P35-40.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



35 

oM， oG両抗体の赤血球凝集反応および

Farr tεstにおける反応性，特にその感度について

大原 達・木村卓郎

(北海道大学結核研究所細菌部)

まえがき

抗体が r-globu¥in分画中に存在することは台く

Tiselius & Kabatl)以来周知の事実であるが，この分画

は均一な物質から成るものでなく，今日免疫グロプリン

と総称されているものは， rA， rG， rM のいわゆる

3 major classに分類されている。更に最近に至って，

1965年には rD，2l3l， 1966年には rE4)がそれぞれこれに

追加された。但しこれらは血清中の分量も少ないので，

後者はレアギン活性を持っと云われているけれども，

前者に抗体としての働きがあるか否かは未だ明らかでな

L 、。

抗原刺戟に伴なう主要免疫グロプリン classの変動，

消長に関しては，特に rMとrGについて詳しく調べ

られてしら。これら両者は，その分子量，沈降定数，電

気的易動度，糖含有量などの物理化学的性状を異にする

ばかりでなく，血清学的にもいろいろな性状の相違が指

摘されている。例えば， rM抗体は赤血球凝集反応(以

下HA)において極めて鋭敏に反応するのに precipitin

活性は殆んど無く ，rG抗体は丁度これと反対に， HA 

力価の低いものでも強い沈降索活性を示す 5)。 また，

PCA反応についてみれば， 陽性反応、を呈するのは rG

抗体のみでrM抗体には全くこの活性がなしゅ寸)。また

補体結合反応において， rM抗体は3TCで反応を行なっ

た方が4oC の場合より力価は1O~20倍も高いのに対し，

rG抗体はこれと正反対の成績を示した 8)10)11)。血清反

応に対するこのような態度の相違は，両者が異なった分

子構造を有するものである以上当然、想像し得るところで

はあるが，反応パターンの相違は認めるにしても，細部

に関して諸家の成績が必ずしも一致していない事もまた

事実である。例えば前記の報告と異なり， Jatonら8)は

rM抗体と rG抗体の preclpltm活性に著差を認めて

いないし，一方オプソニン活性に関しでも， rMの方が

rGよりも活性が高いという Robbinsら12)の主張と rG

の方が moreactlveであるという Smithら 13)の成績

とは，完全に喰い違っている。かかる成績の不一致は，

恐らく用いた抗原の種類，長，経路の違い，抗体の分離

精製法，血清反応における手技の違い，その他に帰せら

れるものであろう。然しながらこれら rM抗体と rG抗

体との性状の比較において，略々一致した成績が得られ

ているのは両抗体の HAに対する感度の相違である。

すなわち， rM抗体は抗原を coupleした赤血球を凝集

する力が rG抗体に比して格段に高く，抗原の種類によ

っても異なるが rM抗体の凝集力は weightbasisに

おいて rG抗体の約3倍 14)から 150倍 14)，molar basis 

において約20倍凶から 750倍15)と報告されている。よっ

てわれわれもまたヒト血清アルブミン(以下 HSA)免

疫ウサギの rM，rG両抗体についてその感作赤血球凝

集能を比較すると共に，同じ試料について Farrの方法

による antigen-bindingcapacity (以下 ABC)を測り，

それぞれの成演を互に比較してみた。 HAおよび Farr

testに対する rM抗体と rG抗体の態度は全く正反対

で， rMはHAに鋭く反応するが Farrtestに対する

反応は極めて弱(，、のに反し， rGは HAに対して低い

力価しか示さないにも拘らず Farrtestには高度の反応

性を示した。以下に得たる成演を報告する。

実験材料並びに方法

1) 免疫法。免疫に用いた動物は体重 2.5kg~3 kgの

白色ウサギ〔雌雄混合〉で，水酸化アノレミニウム・ゲノレ

と混じた 20mgのHSAをその足腕皮下に 1回注射，免

疫6日目から日を追って採血した。

2) rM抗体および rG抗体の分離。抗血清はすべて

非働化し寒冷飽和によって正常血球凝集素を除いた後，

次の2つの方法により rM，rG丙抗体を分離した。

(a).荒糖密度勾配超遠心法:10，%から40yぎまでの濃度

勾配をつけた熊糖溶液4.5mQを調製し，その上に2倍稀

釈抗血清0.5mQを静かに重層， 40P型目立分離用超遠心

機にかけて 35，000rpm， 16時間違心する。ローターは

RPS 40 (Spincoの SW39 swinging-bucket rotorと同

型)を使用した。遠心後セルロイド製 centrifugetube 

の底に細い注射針で子しをあけ，ここから滴下してくる液
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の滴数を数えながら，全体を液量の等しい10の fraction 10 mg/mQ ， 放射能濃度は 0.5~1. 0 mc/mQである。血清

に分jlllIする。この際最初に collecl した底部分府会 稀釈には l/lO:J:NRS /J11 borate bu[[er， pH 8.3， ;JjCh;( 

fraction 10とし 以下順次番弓を減じつつ段後の top 稀釈には同じく 1/100:1l:句 NRS!J11 borale bufferを川し、

fractionを fraction1と呼ぶ事にする。得たる fraction tこ。 ii) O~l'C に冷却した飽和硫安 (SAS) 1 mQをす

は0.15M食塩水中にて3日間透析し sucroseを除いて べての試験管および 10倍稀釈 NRSのみを入れた

から immunoassayを行なった。 contro¥tubeに加え，注加1分以内に全部を強く振滋混

(b). ヶツレ鴻過法 Sephadex G 200を用い大体

F¥odin & Killanderl6)の方法に準じて rMとrGの分離

を行なった。用いたカラムの容量は1.75x 130 cm，分画

に用いた血清試料は 2mQで，ケ、ルを O.lMTris-HCI， 

0.2M NaC¥ buffer (pH 8.2) で良く洗った後，同じ

bufferで溶出を行った。 流下速度は20mQ/hr.，collection 

の容量は 4.2mQ/tubcである。 会 eff¥uentの蛋白濃度

は Beckmann型 spectrophotometerにおける波長

280 mμ の吸光度から計算によって求め，濃縮を必要と

する場合には pressuredialysis によってこれを行った。

3) rM， rG丙抗体の確認。分離した rM抗体， rG 

抗体が互に他の成分を含まぬ純粋なものであることを

checkする為 immunoe¥ectrophoresis によって沈降

線の性状を調べたほか，rM抗体は 2吋nercaptoethanol

(以下2ME)によって失活するのに反し rG抗体には

何ら影響がないことを確かめた。すなわち本実験iこ供し

た rM抗体は 0.2Mの2MEと混じ (1:1)3TCに

2時間 incubateすると HA活性を完全に失うが rG

抗体は同じ処置によって活性に全く変化を示さなかっ

?こO

4) 抗体活性の測定。

(a) HA: Stavitsky 17) の方法に従った。すなわち，

1/100量の正常ウサギ血清(以下 NRS)を加えた

phosphate buffered sa¥ine (PBS)， pH 7.2で被検血清試

料を倍数稀釈しこれにタンニン酸処理.HSA感作ヒ

ツジ赤血球浮遊液 (2.5.96)各1滴ずつを加えて 1夜室

温に放置後 Stavitskyの cntenaにおけ』る 2p¥us 

patternを endpointとして成績を判定した。

(b) ABCテスト Farrの原著 1引を参考しつつ大略

次の如くして ABCを測定した。

i) 分画した血清試料を適宜に倍数稀釈(多くの場合

2倍， 5倍， 10倍， 25倍， 50f音の 5段階。濃縮した試料

については1250倍まで稀釈〉して 0.5mQず、つ試験管に分

注し 各 tubeに同量の放射性沃素標識 HSAを加え

る。通常同じ倍数稀釈のセヅトを3組用意し，第1のセ

ットには 1rN/mQの抗原を 0.5mQ，第2のセヅトには

同じく 0.1rN/mQ，第3のセヅトには 0.01rN/mQの

抗原をそれぞれ加えた。 使用した 1311-HSAは市販の

もの〔第一化学薬品株式会社製〉で，アルブミン濃度は

和する。 iii)最後の SAS注入が終ってから 4'Cに30分

放置，次いで 2000rpmで30分遠沈して上清を捨てる。

iv) 沈澄を 3mQの50%SASに再浮所 2000rpm 

30分間遠沈して沈溢を洗い，この操作を2回繰り返す。

v) 最後の沈i宣に 0.5N NaOHを数滴加えてこれを

溶かし蒸溜水を加えて各試験管の全査を 2.0mCにす

る。 vi) 各試験管ごとにその放射能を gammaray 

detectorでカウントし backgroundおよび非特異的沈

降による修正を施した後臥すべての試験管について加え

られた抗原のうち特異的に沈降した部分のパーセントを

計算する。 vii)片対数グラフの整数軸にIIな記のパーセ

ント，対数軸にその時の血清稀釈の逆数を plotし こ

れらの点から加えられた抗原の 33，96を沈降せしめる血

清稀釈を求める。 viii) 市TlJiで得た血清稀釈の逆数を

Diト33%，加えられた抗原量，rN/mQを Agとすれば，

求める ABC=Di¥-33，%x Ag x O. 33 x 2 (，ug/mQ)である O

実験成績

1. 煎糖密度勾配超遠心法による血泊二分両の

抗体活性。

木法によって抗血清を 10の fraction に分画した場

合，血清成分の分布を予備的に調べてみると，rMクラ

スの抗体はその大部分が底部分屑である fraction8およ

び9に分布し，rG抗体は同じく middlefraction 4お

よび5に集まるのが通常であった。然しこの場合，分画

に供した 2倍稀釈 0.5mQの血清試料は全量 5mQの

sucrose so¥ution中に分配される上に(!}j{血清は平均 20

倍iこうすめられた事になる)透析によって更に液量が増

える為，各分画の蛋白濃度は可なりうすく，その容量も

各 fractionごとに HA反応と Farrtestの両者を行う

には十分でなし、。故にこの実験においては同一血清試料

について超遠心を繰り返えし得たる分画の同一番号を

6本分混ぜ合わせた後それぞれ約五量に濃縮して HA

力価と ABC価とを比較した。成績は図 1に示す如くで

ある。図において，rMクラスの抗体と rGクラスの抗

体との分離が sharpでなく，且最上部の分屑である

fraction 1を除きすべての分画に多かれ少なかれ抗体活

性を認めたが，これは各分画が同一条件によるとは云え

数個の fraction を混合したものである為，止むを得な
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4.2 mQずつ col¥ectし各試験管ごとに HAtIterおよ

びABCの測定を行った。その成績の 1例を表1に示

す。この表は同一ウサギ (#3)のday7血清と day9

血清について各 SephadexfractIonの力価を測ったもの

で，これをケ、ル鴻過における elutionpatternと共に図

1)11つつIKυ
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い事であった。図における fraction2はアルブミンに少

量の rGを含むものであり fraction3， 4， 5は主とし

てrGであるがこれに少量のアルプ、ミンが contammate

し fraction6は rGとrMの混合物 fraction7お

よび8はrMが主成分であるが前者には相当量，後者に

はごく少量の rGを含み fraction9および 10は少量

のrMより成る分画であった。かくの如く，図に掲げた

各分画はし、ずれも完全に純粋なものとは云い難いが，

HA価と ABC価とを対比してみると可なりはっきりし

た傾向が窺われ，主として rM抗体と思われる bottom

fraction 7， 8， 9は HAtiterが高く，主として rG抗

体を含むと考えられる fraction3， 4， 5は HA力価が

これより逢かに低いにもかかわらず ABCの価が 100倍

以上も高いことは興味ある事実である。すなわちこの成

績からみると， rM抗体は HAに対して鋭敏であるが

れrrtestに対しては甚だ鈍感であり，逆に rG抗体は

HAに対して感度が低い代りに Farrtestに対しては極

めて鋭敏に反応することが分る。なお図において Dil33

とは加えた抗原量，すなわち 0.1rNj叫 131トHSAの

33.%を沈降せしめる血清稀釈の逆数であり， ABC 33は

各血清分画の 1mQ (稀釈しないもの〉が結合する

l31I-HSAの量(μg)を示すものである。

Sephadex G 200 gel filtration によって

分画した rM抗体，rG抗体の活性。

京糖密度勾配超遠心法によって得られる rM抗体およ

びrG抗体は収量が少ないため，次に gel filtrationに

よる分画を試みた。 0.1MTris-HCl， 0.2 M NaCl 

buffer (pH 8.2)で溶出を行なうと毎常3つの main

peakが得られ，第lの peakは rM抗体，第2の peak

はrG抗体，第3の peakはアルプミンをそれぞれその

主成分とするものである。 effluentは1本の tubeに

図

Gel filtration Sephadex G-200 
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Buffer : O.lM Tris-HCI， 0.2M NaCl pH8.2 
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Gel filtration Sephadex G-200 

Sample 非Day9 
Buffer : O.lM Tris-HCI， 0.2 M NaCl pH 8.2 

図 3

示したものが図2および図3である。 7日目の血清につ

いて見ると，図2のま日く peak1の各 tube'il.、ずれも
HA titerが高く最高 204'3倍を示したが，このように高

い力価にもかかわらず Farrの方法による抗原結合能力

が全く見られなかった事は注目に価する。これに反し

peak 2の各 tubeは7日目にして既によ弘、抗原結合能力

を示したが， HA titerは極めて低く，高々16f音を示す

に過ぎなし、。 9日目になると図3に見る如く，第1の

peakすなわち主として rM抗体より成る fractionの

HA価は絹減じ代って peak2のそれが給上昇する傾

向は見られたが，依然として peak1は抗原結合能が低

いのに対し peak2では更にこの能力が増強するのを

見た。

3. rMおよび rG分画の濃縮による HA価，

ABC価の比較。

上記の実験によって，rM抗体は rG抗体に比し格段

に抗原結合能力の劣ることを知ったが，元来血清中にお

ける rMの含量は rGに比して著しく低L、。正常血清

100mQ につき rM の量は 60~170 mg， γG は 600~1500

mgであるから前者は後者の 1/10に過ぎず，免疫操作

によってこの比率に変動はあるとしても，なおrM抗体

は rG抗体より絶対量はかなり少ない事が予想される O

従って Farrtestにおいて rM抗体の reactivityが著

しく低かったのは，この抗体の量的不足にその原因があ

ることも考えられる。よってわれわれはrM抗体分画を

濃縮することにより，この反応に陽性の成績を示すよう

になるか否かを調べてみた。すなわち Se叩pha珂adexG 200 

によるケ、ルi鴻慮j過品て

較的 C∞0!1川1¥ιa叩ln11n山 O!1のない分 H両hと考えらJれLる t川llbe}陀e 

#22， 2お3，2μ4の3本分を併せたものを F町I，同じく tllbe

表 2

Farr Test 
Day I Fractio!1i 

at280mμ mg/mQ 
HA 
l 33F6ABCm 出

特3
FI 0.187 13 20480 O O 

7 Fll 0.260 19 640 80 52.8 

FIII 0.163 12 O O O 

FI 0.066 d 戸 204S0 0.4 0.3 

9 Fll 0.193 14 160 200 132.0 

FIII 0.193 14 O O O 

#30， 31， 32， 33， 34の5本分を併せて FII， tllbe # 

40， 41， 42， 43. 44の5本分を併せて FIIIとそれぞれ

名付け，これを約 1/10に濃縮した後 HA価と ABC価

を測定した。 immunoelectrophoresis，zone electropho-

reslsおよび 2ME処理によって調べたところでは，

FIは rGを含まない純粋な rMfractio!1であり， F II 

は痕跡のアルブミンを含むrGfractio!1， F IIIはアノレブ

ミンであった。これら 3つの fractio!1の抗体活性およ

び 1n，Q中の蛋白濃度(1000倍に稀釈して 230mμ にお

ける O.D.の読みを求め， この値より換算〉は表2に

示すま口くである。 7日目血清の rMfractionは表にみる

如く液量を約 1/10量まで濃縮してもなお Farr testに

おし、て陽性成演を得ることが出来なかった。従って

Farr testにおける rM抗体の低感受性は，その量的不

足に原因があるのではなくて，ミの抗体自体の持つ性質

と考えられる。 特 Jこ， 抗原結合能を示さなかった同じ

fractio!1が， HAにおいては 20，480倍という高力価を

示している事と対比してみると甚だ興味深い。一方向じ

7日白血清でも rGfractionの成績はこれと全く趣きを

異にする。 これまでの成績と同様に，rG抗体の HA

tl terは rM抗体に比して著しく低く，その蛋白濃度か

ら換算してみると，rG抗体の HAに対する感度は rM

の約 1/50に過ぎない(同様にして 9日目血清について

これを比較すると 1/350)0 Farr testにおける rGの鋭

敏度はこれと全く逆で， 加えた抗原の 33.%を結合す

るに必要な血清濃度で比較すると rM抗体は 0.4す

なわち更に 1/2.5量まで濃縮しなければならないのに反

し，rG抗体は 200倍に稀釈したものがこれと等しい

ABC 価を示した。今 1mQあたりの蛋白濃度を同じく

なるよう補正して Farrtestにおける両抗体の抗原結合

能を較べると，rG抗体はrMの約 175倍感度が向L、と

云い得る。



総括並びに考察

抗体が heterogeneousなものであることについてはか

なり以前》ミら注目されていたが，そのうち特に重要な報

告として， 1956年に Talmageら19)20)の発表した2つ

の論文と1958年に Farrの発表したもの18)との計3篇を

挙げる事が出来よう。 Talmageらはヒツジ赤血球で免

疫したウサギ血清において，溶血能と sedimentation 

rateの異なる 2種類の抗体があることを見いだした。す

なわち彼らは第1の論文19)において免疫1週後の初期血

清と 6週後の後期血清とを較べ，前者では溶血能:結合

能の比がかなりょ示、価を示すのに，この価は時日の経過

と共に減少して後者の血清においては前者の約 1/9程度

まで低下することを観察し，更に第2の論文20)において

は，同一血清を Spinco超遠心機にかけて 105，000Xg， 

200分間遠沈した場合，この比が top fractionより

bottom fractionに進むほど大きくなること (bottom

fractionは topfractionの平均約 10倍)を報告した。

彼らはこれら 2種の抗体に特別な名称を与えていないけ

れども，この研究は免疫クロプリンにいろいろなクラス

のある事を示唆するものであり，今日の如き免疫グロプ

リンの分類が行なわれるに至った基を開いたものとし

て，高く評価すべきものと考える。 現在の観点から

Talmageらの仕事を解釈すれば，免疫グロプリンには

沈降恒数の異なる少なくとも 2つの抗体があり(19S抗

体と 7S抗体。 WHOの命名法に従えば rM抗体と

rG抗体)， 19 S抗体の方が7S抗体よりも hemolytic

efficiency (溶血能と結合能の比〕は高いこと，及び初期

の抗血清中には19S 抗体が多く含まれる事を示したもの

と見倣し得る。 続いて 1958年に Farrl8)は BSA-anti

BSA 系において，免疫初期の抗体と後期の抗体との間

には質的な差違のあることを観察した。すなわち彼の創

案したの方法によって抗体の antigen-binding capacity 

を測ってみると，免疫初期の抗体は抗原稀釈の影響を

強く受けるのに，免疫後期の血清あるいは secondary

r田ponseの血清は稀釈によってさほど影響を受けないの

を見た。彼の仕事もまた免疫クロプリンには異なったク

ラスのある事を暗示するもので，これら pioneer的研究

の後に現在承認されている如き各クラスの存在が確立し

たのは周知の通りである O 免疫グロプリンのうち rD，

rEの両者は血清内含量が極めて微量のため，rAは rG

との分離が困難であるため，いずれも血清学性状につい

ての詳しい;科医に乏しく，今11では rGとrMの|両者に

ついて主としてその性状が比ili之されてし、る。 rG抗{小と

rM抗体は物理化学的性状が違っているばかりでなく，
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序論にも述べたように，両者はし、ろいろな血清反応にお

いてその態度を異にする。血清反応によって両抗体の反

応性ないし感度を異にする理由は明らかでないが，この

事を念頭におかないと抗体生成の sequenceに関して誤

まった判断を下す可能性が出てくる。従来多くの学者に

よって行われた研究成績によれば，免疫の初期には先ず

rM -classに属する抗体が現われるけれども， この抗体

はその後短期間内に消滅しやがて rG-classの抗体が

これに取って替るようになるとL、う観察が支配的であっ

た21)斗7)。 しかしこの際，両抗体を証明する unmuno-

assayとしていかなる方法をとったかが問題となる。もし

溶血反応や HAの如き方法を用いるならば，初期血清

中に存在する微量の rM抗体のみが選択的に検出され，

同時に存在するかも知れなし、 rG抗体は当然 detect さ

れないことになる。何となればこれらの方法は rM抗体

の検出に対してのみ特に鋭敏で， rG抗体の detection

に当つてはかなり感度が低いからである。このように，

用いた方法如何によって rM， rG抗体の検出性に著明

な差のあることを考えれば，ただ 1つの方法によって両

抗体の出現時期を観察しても，それは出現の順序を示す

ものか detectabilityの順序を示すものか判断に苦しま

ざるを得ないことになって来る。われわれの実験成績か

らHAにおける rM，rG両抗体の react1Vltyを比較し

てみるに weight basisにおいて前者は後者の50倍か

ら350倍鋭敏であった。この値は従来報告された値，す

なわち Groffら14)の 3.1倍から Greenburyら15)の観

察した molar basisでの 750倍 (weightbasisでは約

150倍に相当〕に比較して大体一致するが， これより

幾分高い傾向を示した。但しわれわれの実験における

weightの比較は 280mμ の吸光度から求めたものである

から，抗体以外のグロプリン成分も多少含まれており，

正確には opticaldensi tyによらず精製した rM，rG抗

体について求めるべきものであろう。一方 Farr test 

における両抗体の reacliVJtyは HAの場合と全く正反

対で，今回の実験で見る限りでは，rG抗体は rM抗体

の 100 倍以上も sensitiv~ であった。特に免疫初期 (7

日以内〕の rM抗体は Farrtestに殆んど反応しなかっ

たが，この成績は最近 Weiet al引が発表した論文にお

いて， 初期 rM抗体 (6日以内〉は antigen-binding

testにおし、て検出し得ないと述べているのと良く一致す

る。今試みに同一血清の fractionについて ABC価と

HA価との比を取ってみれば rMfractionではこの

価が非常に['，:jく，時には 1万以[二のu!fi合とりt:}るのに対

し rGfractionにおいては山々 10以下の佃iをとるに

過ぎず多くの場合は 1以下であった。すなわち rM抗体
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は HA反応に著しく鋭敏で Farr testには感受性が鈍

く，rG抗体はこの逆である。われわれの実験は種々な

る血清反応中 HA反応と Farr testの二者のみについ

てrM， rG抗体の反応性を比較したものに過ぎないけ

れども，かくの如き著明な差が認められた以上，他の反

応に関しでも同様な傾向の認められる事は十分に推測さ

れる。従って rM， rG抗体の発現時期を調べる実験に

おいては，それぞれの抗体を検出するのに最も鋭敏な方

法を用いるべきであることは多言を要しない。この意味

において，rM， rG両抗体の発現が sequentialである

か simultaneoues であるかについての判断は，いろい

ろな lmmunoassayによる dataを綜合的に観察する事

により，はじめて得られるものと考える。

結論

HSA で免疫したウサギの抗血清ーから rM抗体と rG

抗体とを分離し HA反応における力価と Farrの方

法による antigen-binding capaci tyとを比較した結果，

次の結論を得た。

1. HA反応において，rM抗体は rG抗体よりもがJ

50倍から 350倍感度が高L、。

2. Farr testにおいてはこれと反対に.rG抗体の

方がrM抗体より 100倍以上も高い感度を示す。

3. このように rM，rG両抗体は用いられた immu-

noassayによってその反応性を著しく異にするから，両

抗体の検出に当っては常に最も適した反ー応を択ぶ事が必

要である。

4. 以上の事から，従来報告された rM抗体，rG抗

体の発現順序に関して若干の考察を試みた。
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