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ペプシン分解によるウサギ rG抗体 Fd' fragment 

の抗体活性について

大原 達・山下↑貞子

柿沼光明・木村卓郎

〔北海道大学結核研究所細菌部)

免疫グロプリンの基本構造をなす2本のH鎖、と 2本の

L鎖は，それぞれ更に可変部と不変部の2つの部分から

成っている。グロプリン分子全体からみると可変部は大

体その廷を占め， L鎖にあってはN末端より約Yz， H鎖

にあっては FdfragmentのN末端側からおよそ半分が

これにあたる。このような可変部と不変部の存在は，こ

れを抗体の特異性との関連において考えると興味深いも

のがある。すなわち，異った特異性を持つ抗体の間には

その一次構造に相遣を認め得る， という Koshlandら1)

の主張に従えば，可変部の少なくとも一部が特異性と関

係を持つであろうことは想像に難くなし、。先にわれわ

れは，rGグロプリンについて抗体活性部位(換言すれ

ば特異性決定部位〉の所在を調べ，主としてH鎖がこれ

に関与していることを知った。この際，抗原はH鎖の広

い部分に亘ってこれと結合するのではなく，恐らくは特

定のアミノ酸配列によって規定される可変部のごく狭い

部分(およびこれと隣接する L鎖の一部)が， 1個の抗原

結合部位を作っているものと思われる。この意味から，

H鎖の担う活性部位の範囲をもう一歩狭ばめてみるなら

ばその所在は不変部を形成する Fc部分にはなくて，可変

部を含む Fd部分にあると考えて間違いはなかろう。し

かしながら， Fd fragmentを純粋に単離することは，現

在までのところはなはだ難かしし、。われわれの分離した

Fd' 標品も完全に純粋なものて、はなかったが，その抗体

活性は混在する微量のL鎖に由来するものではなく，主

成分たるFd'自身の持つものであることを認めたので，

以下その成績について述べる。

実験材料並びに方法

1) 抗原抗体系:免疫原および反応原としてそれぞれ

HSA (Nutritional Biochemical Corporation製， Cleve-

land)および 131I-HSA(第一化学株式会社製，東京)を

使用。抗血清は completeFreund adjuvant添加また

はアラム沈降HSAでウサギを免疫して得た。

2) Anti-HSA抗体の精製:DEAE-cellulose カラム

グロマトグラフィーによって全血清より rG分画を分離

した後2入以前の報告3)と同様にして rG抗体の精製を

行なった。

3) ウサギ rG抗体の pepsinによる消化:精製 HSA

抗体および正常ウサギ rGは， Utsumi & Karush4)の

方法を少しく変えて次の如く pepsinで分解した。 pH

4.5の0.02M sodium acetate buffer中で抗体と pepsin

の比が 100:1から 100:2の間になるように混合し， 370 

Cで16時間反応させた後 INNaOHを dropwiseに加

えて pHを8.0に上げ， 0.005 M の boratebuffer (pH 

8.0)に対して透析する O これを DEAE-SephadexA50 

columnにかけ， 最初は 0.005M borate buffer，次い

で NaCl濃度を 0.1M から0.5Mまで漸次増しながら

0.02Mの sodiumphosphate buffer (pH 7.2)で溶出

する。得られた第2の peakのeluateを集めて濃縮し，

更に SephadexG 200 columnを通して精製 (0.15M 

phosplate buffered saline， pH 7.0で溶出)すると，沈

降恒数5Sの hydrolyzateが得られる。

4) 5 S fragmentの還元， アルキノレ化:上記の如く

して得られた 5S fragmentはFleischmanらのの方法に

よって0.05Mの 2-mercaptoethanol(以下 2ME)で還

元し iodoacetamideでアノレキノレ化した。 しかるのちその

一部をとって前報と同様な次の2つの標品を得た。その

1つ， RedAと名付けたものは， 5 S fragmentを酸化

することなく pH7.0の 0.15M燐酸緩衝液に対して透

析したものであり，他の 1つ， RedBと名付けたものは

5 S fragmentを 1M酷酸に対して透析した後更に 0.15

M phosphate buffered saline (以下 PBS)で透析を行な

ったものである。残り半分の 5S fragmentは， これを

1Mの冷酷酸に対し18時間透析した後，同じ酸で平衡せ

しめた SephadexG 200カラム:(1.8x145cm)で鴻過し
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ナこoeffluentは単一の peakを形成するが， この peak

は再鴻過を行なっても symmetricalにならず，後半の部

分に僅かな shoulderを伴なっていた。

5) 超遠心分析 SpincomodelEの分析用超遠心機

を用い， 56，000 rpmの速度で遠心，S20，w は Sapp.を

zero concentra tionとして外挿法により計算した。

6) その他:澱粉ゲル電気泳動，免疫電気泳動， ABC 

の測定法等はすべて前報ωと同様である。
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実験成績

1. ベプレン分解ウサギ rGの性状

ベプシン分解物を DEAE-SephadexA 5つカラムにか

けて chromatographyを行なうと， Fig.1に示す如き

elution patternが得られる。 このうち第2の peakに

属する eluateは更にケソレi慮過を繰り返して精製したが，

得たる fr2.ctionの沈降;宣数は， 超遠心分析の結果によ

Fig. 3 Gel diffusion in agar 
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実験で調べた 5S fragmentは F(ab'l2であると考え得

る。

2. 還元およびアノレキノレ化した 5S fragmentの性状

予備実験として上記の 5S fragment ~:::'l 、ろいろな濃

度の 2MEを作用せしめ，還元後の antigen-binding

capacltyを調べてみた。 その結果 Table1の如き成綴

が得られたので， 力価の lossが比較的少ない有効濃度

として以下の実験にはすべて 0.05Mの2MEを用い

~. 

~。
なお実験方法の項記載の如くして得た RedAの0.15

Distribution of Antigen-Binding 

Capacity 

Fig.6 

0.08 

0.06 

ると 5Sであった(Fig.4)。また8M ureaを加えて fo-

rmate buffer， pH 3.4で澱粉ゲル電気泳動を行なってみ

ると， この fractionは rGよりも陰極側に移動する

(Fig.2)。 更に寒天ゲノレ内沈降反応、においては， Fig.3 

に示すような precipitinbandが得られた。 Fig.3Aは

中央の wel1に抗ウサギ rG ヒツ、ン血清を入れたもの

で，上述の 5S fragmentはH鎖と共通した抗原部分を

持つことがわかる。 しかし centerwell に抗H鎖血清

と抗L鎖血清の混合物〔共にモルモット血清〕を加えた

Fig.3Bの場合には，中央抗血清と 5S fragmentの間

に沈降線は形成されていなし、。日鎖に対する抗血清は

Fc fragment上の determinantに対するものであるか

ら， このことは 5S fragmentが Fc部分を含んでいな

いことを示している。一方 5S fragmentはL鎖を含む

ものと考えられるが，一般に抗L血清は単離されたL鎖

とのみ反応するものであるから，抗H十抗Lと5S fra-

gmentの聞に反応、をみないのは，あえて異とするに足

らない。以上の超遠心分析， starch block electropho-

resis， agar gel diffusion testの成績を綜合するに，本
0.04 

Effect of 2-mercaptoethanol 

on antigen-binding capacity 

of 5S fragment of anti-HSA 

Table. 1 

0.02 
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Fig. 5 Elution patterns of reduced and 

alkylated 5S fragment on Sepha-

dex G 200 column. 
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M NaCl solution中における沈降恒数は 3.3Sで，この

S valueは引き続く 2回の透析(1M酎酸および0.15M

PBS， pH7.0に対する)によっても変らなかった。

還元，アルキノレ化した 5S fragmentを 1M酷酸に

対して透析後SephadexG 200カラムによってゲルi慮過

を行なうと， Fig.5に示すような elutionpatternが得

られる〔溶出液は 1M酷酸〉。図の左側は anti-HSA，

右側は正常ウサギ血清をi慮過したものであるが，共に

asymmetricalな peakが得られ，後半部に僅かな sho・

ulderを伴なうのが見られた。 Fig.5における点線は，

同一条件で別にi慮過して得たH鎖、と L鎖の patternをこ

れに重ねて図示したものであるが，後者の位置からみて

実線の shoulderは L鎖、がその主な componentである

と考え得る。 よってこの shoulder部分のみを集めて濃

縮後，細長い SephadexG 200で再クロマトを行ない，

得たる mainfractionを便宜上 L'と名付げてこれと

L鎖の異同を調べてみた。 その結果によると， 両者は

0.15M NaCl液中で共に沈降恒数 3.5Sを示し， starch 

block electrophoresis において易動度が同じであり

(Fig. 2)， 両者はモルモヅ卜から得た抗L血清に対して

identi ty reactionを示した。従って. 5 S fragmentを還

元アルキル化後 SephadexG 200で漏過して得た peak

の前半部は Fぼであり， 後半の shoulderは L鎖と考

えられる。なおこの peak全体は 0.15MNacl溶液に

おいて沈降恒数 3.5Sを示し， Fab' fragmentのそれに

一致した。

3. Fd' fragmentの抗体活性

ケ‘ルi慮過による Fd'fragmentとL鎖の完全分離は非

常に困難であったので， Fig.5に示した Sephadexco・

lumnからの effluentを各 tubeごとに 0.15MPBSに

対して透析しそれぞれの antigen-bindingcapacityを

Farrの方法によって測定した。 Fig.6はその 1例(anti-

HSA No.72)を図示したものである。 図から明らかな

ように，抗原結合能は peakの前半部のみに存し，後半

部には全くこれが見られなかった。 換言すれば， Fd' 

fragmentに相当する fractionだけに抗体活性は存在し

これに contaminateしているL鎖はこの活性を欠くこと

が明らかにされた。なお図表は省略したが抗原感作赤血

球疑集反応を行なってみると， 5 S fragmentすなわち

F(ab')2のみが陽性反応を呈し， Red A， Red Bおよ

び Fd'fragment， L鎖等はし、ずれも反応陰性であった。

但しこれら四者はすべて hemagglutinationinhibition 

testにおいては inhibitingactivityを示した。

考 察

抗体分子の如何なる部分に抗原と結合する activesite 

が存在するかとL、う問題は，最近の免疫学において最も

興味あるテーマの 1つである。抗体 rGはノ4パイシ消

化によって 3つの fragmentに分解されるが6)， その 1

つである Fabfragmentは，その interchaindisulfide 

bondを還元して酸で処理することにより， 更に Fd

fragmentとL鎖とに解離する。しかし Heimerら7)も

指摘している如し純粋な Fdfragmetを得る事はは

なはだ難かしく，少なくとも現在までのところ， L鎖を

全く含まない Fdの分離には成功していなし、。その理由

として， L鎖と Fd間に存在する hydrophobicな結合

が中性溶液中での両者の解離を妨げること， L鎖と Fd

fragmentの分子量が余り遣わないこと，等をあげ得る。

従って抗体としての activesiteは Fdfragmentにある

と縫測されているものの，現段階においては確実にこれ

を証明した報告には接していなし、。そこでわれわれは，

pepslll分解によって Fd よりは幾らか分子量が大きい

と思われる Fd'fragmentを分離しその抗原結合能を

Farrの方法によって証明しようと試みた。 本実験に用

いた標品は， 出来るだけ pureにすべく Sephadexco司

lumnによって精製を繰り返したものであるが， しかも

なおL鎖の contaminationが全くないものとは言い難

L 、。この点，問題は今後の精製に残されていると言わざ

るを得ないが，理論的に見るならば， Fd' fragmentは

それ単独で抗体活性を持つものと考えて大過ないよう

に思われる。 Fig.5における 5S fragment分解物の

elution patternは Fig.7の模型図に示す如し点線で

描いた Fd'fragmentの峰と L鎖の峰とを合成したもの

と考える事が出来る O しかして，集めた effluentを

試験管ごとに 1本ずつ調べてみると，抗原結合能は模型

図の shadowを施した部分のみにあって peak後半のL

鎖部分にはなし、。なお， L鎖が血球凝集反応， Farr test， 

radioimmunoelectrophoresisのいずれにおいても活性を

示さなかったことは，前報においてもわれわれの報告し

たところである。一方 shadowを施した前半部はL鎖を

構成する峰から外れており，固有の Fd'fragmentから

成るもので， L鎖の contamlllatlOnはないか，あるいは

ほとんと無似し得べきものと考えて差支えあるまし、。か

くみれば，われわれの得た成績は間接的ながら上述の結

論を支持するものとみなす事が出来よう。

最後に，rG 抗体の subunitたる Fab'，Fd' はし、ずれ

も univalentであることを付け加えておきたし、。従って

その抗体活性を証明するに当っては， 本実験に用いた



Farr testの如く，抗原との結合を直接観察し得る方法

を採るべきで， HAでこれを雨J訂正明ずる事は fH~ミな

し、。しかしながら{走者においても，抗原とがifTずる能力

のあることは inhibitiontestによって察知することが

出来る O

結論

ベプシン分解によって得た抗 HSAウサギ rG抗体の

5 S fragrnentを還元・アノレキノレ化した後， Sephadex 

colurnnを通して酸で溶出すると， Fd' fragrnentを得る

が，これに contarnmateする L鎖を完全に除く事はfU米、

なかった。すなわち 280rnμ の波長における吸収曲線

をみるに，得られた elutionpatternは再i慮過によって

も syrnrnetricalにならず， 常に後半部に僅かな sho-

ulderを伴なう。 しかしながら抗原結合能は peakの前

半部のみに限局され，後半部にはこの能力が認められな

かった。この事実は抗体の actJveslteが Fd'fragrnent 

に存在することを強く示唆するものである。
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