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Farr testにおける yM抗体の抗原結合能について

大

木

清
卓

正

原

村

水

達

郎

秀

(北海道匂大学結核究研所細菌部)

1M 抗体と rG抗体は，いろいろな lmmunoassayに

対して異った態度を示すことが知られている。その詳細

に関しては著者らの 1人大原の綜説1)に譲るが， 1例を

挙げれば， rM抗体は凝集反応や溶血反応において極め

て鋭敏に反応するにも拘らず，沈降反応、や PCAにおい

ては感度が甚だ低L、かあるいは全く活性を有せず，rG 

抗体はこれと概ね反対の成績を示す。更にわれわれは，

先の実験2)において HSAに対する rM 抗体と rG抗

体の antigen-bindingcapacity以下 ABC)を Farrの

方法によって比較し，前者は Farrtestにおける感度が

極めて低い事を観察した。すなわち間接赤血球凝集反応

(以下 HA)において高力価を示した rM 抗体も，Farr 

testにおいてはこれを高度に濃縮した場合ですら反応陰

性に終ることが多く ，rG抗体は HA価が低いもので

も Farrtestでは高い力価を示す事が多し、。これを数字

的に見ると， rM抗体は HAにおいて rGの50倍から

350倍の sensJtlvltyを有するのに， Farr testにおける

感度は rGの100分1以下に過ぎなかった。 HAに較

べて Farrtestは抗原・抗体の結合をより直接的に観

察する方法であり， rM 抗体は combiningsiteの数が

rG抗体よりも多い事を考えれば， rM の ABCが rG

のそれより蓬かに劣る事は興味ある事実と言わなければ

ならない。そのメカニスムは不明であるが，次の3点を

考えてみる必要があると思われる。

先ず第1に，抗 HSA-rM 抗体は sterichindranceそ

の他の理由により， combining siteが有効に使われず，

分子全体として十分量の抗原を結合し得ないのではない

か，と言う可能性が考えられよう。第2に， rM 抗体と

抗原との complexが， Farrの原法における 50;'6'硫安

によって， iG抗体の場合と同じ効率で沈降を起すか否

かが問題になる。第3には， rM 抗体の場合抗原に対す

る avidityが低く，一旦生じた complexが反応の途中

で解離を起し，その結果陰性の成績に終るのではない

か，と言う可能性を考え得る。

われわれは Farrtestにおける rM 抗体の non-

reactivityについて，そのメカニズムの一端を明らかに

する目的で以下の如き実験を行った。結果的には，

negativeな dataしか得られず，機序の解明に関しては

依然として不明の部分が多いけれども，ここに得たる成

績を報告したし、と思う。

実験材料並びに方法

免疫血清の調製，分画，精製ならびに反応実施法等はす

べて以前の報告と同じなので，ここではごく簡単な記載

に止める。

1)免疫法:水酸化アルミニウム・ゲルに混じた20

mg の HSA を体重 2.5~3kgの白色ウサギ(雌雄混合)

の足掠皮下に注射，免疫7日， 9日， 12日， 15日後の血

清を採取した。

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索を除いた後，

煎糖密度勾配超遠心法および SephadexG 200によるゲ

ノレ濯過によって両クラスの分画を行った。なお特に抗体

を濃縮する心要のある時は， pressure dialysisによって

原量の略々 1/10量までこれを concentrateした。

3)両クラス抗体の確認: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事を調べる

為，immunoelectrophoresisによってそれぞれ所定の位

置に 1本の沈降線しか生じないことを確かめたほか，

rM抗体は 2-mercaptoethanolによって HA活性を完

全に失うのに反し，rG抗体は影響を受けない事を観察
した。

4) anti-rM， anti-rGの調製:ウサギ血清の rM

fractionまたは rGfractionをそれぞれ Freundの

adjuvant と共にヒツジの足際内に2固ないし3回接種，

最後の注射より 10日後に採取した免疫血清を実験に用

いた。 anti-rM，anti-rGは共に全血清のまま使用したが，

互に他の counterpartを含まない事は immunoelectro-

phoresisによって確かめた。

5) HA価の測定:Stavitsky3)の方法に従い，彼の

criteriaにおける 2plus patternを endpointとして成

績を判定した。
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6) ABC価の測定:大体 Farrの原法的に準じたが，

ABCの測定は本論文の主要目的であるから，その方法

を精詳しく次に記述する。

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， 50倍の5段階。濃縮した試

料については 1250倍まで稀釈)して 0.5mlずつ試験管

に分注し各 tubeに131Iでラベルした HSAの同量を

加える。通常同じ倍数稀釈の setを3組用意し，第 1

の setには 1rNJmlの抗原を0.5ml，第2の setには

同じく 0.1rNJml，第3の setiこは 0.01rNJmlの抗

原をそれぞれ加えた。使用した131J-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 10

mgJml ， 放射能濃度は 0.5~1. 0mcJmlである。血清稀

釈には正常ウサギ血清を 1/10量加えた borate buffer (pH 

8.3)，抗原稀釈には正常ウサギ血清を 1/100量加えた同じ

bufferを用いた。 ii)0~1 oCに冷却した飽和硫安 (SAS)

1mlをすべての詞験管および 10倍稀釈正常ウサギ血清

のみを入れた controltubeに加え，注加 1分以内に全

部を強く振滋混和する。 iii)最後の SAS注加が終って

からどCに30分放置， 次いで2000rpm 30分遠沈して

上清を捨てる。 i吋沈溢を3mlの50%SASに再浮

世毒， 2000 rpm 30分間遠沈して沈澄を洗い，この操作を

更に2回繰り返す。 v)最後の沈澄に0.5Nの 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

容震を2.0mlにする。 vi)各試験管ごとにその放射能

をカウントし， backgroundおよび非特異的沈降による

修正を施した後，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 percentageを計算す

る。 vii)片対数グラブの整数軸に前項のパーセント，

対数車両にその時の血清稀釈の逆数を plotし，これらの

点を結んで、得た直線から，加えられた抗原の 33;>-6を沈

降せしめる血清稀釈を求める。 viii)前項で得た血清稀

釈の逆数を Dil・33%，加えられた抗原量を Agとすれ

ば，求める ABC=DiI33% xAg xO.33x2 (rJml)であ

る。

なお抗原・抗体 complexを沈降せしめるにあたって，

上記原法の SASに代り， rM抗体の complexに対して

は anti-rM，rG抗体のそれに対しては anti-rGをそれ

ぞれ用いて，全く同様の方法で ABC力価を測定した。

実験成績

1. 同一抗原に対する両クラス抗体競合の有無につ

いて

前述の如く，われわれは先の報告において rM抗体

に富む初期免疫血清の ABCを測定し，殆んどの場合

l-'arr test陰f生である事を報告した。この場合量的な問

題が考えられるので，濃縮血清について測定を繰り返し

たが結果は同じて、あった。すなわち Farrtestに関する

限り， rM抗体と対応抗原の間には結合が行われないか

の如き成績が得られる。しかしながら特異抗体である以

上，これが抗原結合能を欠くものとは考え難し、。一方

Turnerらのは最近ファージ中和において， rM， rG両

抗体聞に競合の見られることを観察しているので，われ

われはこの現象を利用して rM 抗体と抗原田SA)との

結合の有無を調べようと試みた。すなわち一定量の rG

抗体に特異性を同じくする rM 抗体を増量的に加えて

行き，rG抗体の ABCtiterに低下が起るか杏か，換

言すれば競合が見られるか否かを観察し competition

が起れば rM抗体に抗原結合能のあることを間接的に

推定しようと考えた。よって表1に示す如く ，5mg/ml 

のrG抗体(Fr.I1)のみ (SampleA)， 5 mg/mlの抗体1

量に対して rG抗体 rM(Fr. I) 0.2量を加えたもの

(Sample B)，同じく rM抗体0.5量を加えたもの (Sample

C)，および rGに rMを等量加えたもの(SampleD)の

4種の混合物を作り，これをそのまま，あるいは4倍な

いし 32倍に稀釈したものにラベルした HSAを加え，

rG抗体の持つ ABC活性が混在する rM 抗体によっ

て影響を受けるか否かを調べた。表1はその成績の 1{7)J 

を示すもので，表中の数字は沈降物中に含まれる count

表 1 rM-， rG抗体聞における competltlOn

の有無について

ぶ忌ょ型ヂ1 A I B C I D 
i l J完成1) i 0 I 0.2 I 
~ FrII. ml ・
冨 (5mgJml) I 1 

~ 1 4X 1 90.61 90.71 90.8/ 91.4 

g I.g 1 8X 1 67.71 67.5 168.41 73.4 
e-I 2) I 16X I 39.7 I 40.1 I 41.6 I 42.9 

t 32X 己竺 19.3 20.0 23.3 

を，加えた抗原の countで割って百分率で表わしたも

のである。 rG抗体は原液 (5mg/ml)は勿論， 4倍稀釈

までは加えられた HSAの90%以上を沈降せしめるが，

それ以上に稀釈すると抗原沈降能は次第に減少し， 8倍

では 67.7%， 16倍では 39.7%， 32倍では21.2%であ

った。しかしこの percentageは， rM 抗体をこれに加

えた場合にも有意と認め得る変化を示さなかった。この

実験において，方法自体は Turnerらが行ったものと原

理的に全く同じであるが，得たる結果は著るしく異な



る。 Turnerらは一定量の rG抗体に rM 抗体を増量

的に加える事により，ファージ中和能力は著明に減弱す

るのを見た。すなわち rM 抗体は自身の中和能力は低

いけれども，その highervalenceによってrG抗体の持
つ中和能力を明らかに inhibitする。しかるにわれわれ

の成績では.rM抗体の存在が rG抗体の ABCに何ら

かの影響を与えたような成績は得られなかった。われわ

れと Turnerらの実験は，抗体の種類，性状，測定方法等

がすべて違っているから，その成績は直接比較すべき性

質のものではなし、。ただここで言える事は，ファージ中

和試験において見られたような rM，rGの competition

が Farrtestにおいては認められなかった事と，血清の

正常状態が示す割合以上に rM抗体を加えても rG抗

体の ABCが上昇も低下もしなかった事から，この

systemに関する限り.rM 抗体に明らかな抗原結合能

のある事は証明されなかった，と言う事である。

2. rM抗体 subunitの ABCについて

rM 抗体は，これを2-mercaptoethanolによって還元

すると 5個の subunitに分れる。 rM 全体としての

valenceは学者により 5または 10と唱えられて一致を

見ないけれども，これら多数の combiningsitesが抗原

を結合するに当って有効に使われないとするならば，

ster ic hindranceないしはこれに近い機構の存在が想定

される。そこでわれわれは rM 抗体を還元して各 com・

bining siteを抗原に曝露した後各 subunitの ABCを

測り，これらの総和がもとの rM 抗体の持つ ABCに

の実験においては ABC与 Oであったが)より増大する

か否かを調べた。その結果によれば増大しないのは勿論

のこと，各 subunitに抗原結合能を認めなかった(すべ

て間gatlveのため表省略)。

3. Farr testにおける硫安沈澱法と特異沈澱法の

比較。 rM 抗体が Farrtest陰性に終る理由の lつとし

て，方法論，すなわちこの testの techniqueそのもの

に問題がないか否かを検討してみる必要があると思われ

る。 Farrは最初に BSA-antiBSAの系を用いたのであ

るが，そもそもこの testの原理は.freeの BSAが50

%硫安によって沈降しないのに対し，抗体と結びついた

BSAはこれによって沈澱することを見いだしたのに始

まる。彼が用いたのは wholeserumであって，これを

分画した場合.rM 抗体一抗原 complexが50%硫安に

よって rG抗体の complexと同じ効率で沈降するかど

うかは疑問である。よってわれわれは前者を確実に沈降

せしめる reagent として anti-rM• 後者に対する reagent

として antl・rGを用い.50%硫安による非特異沈降の
場合と結果を比較してみた。表2はその 1例を示すもの
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表 2rM-.rG体の硫安沈澱法および anti-globulin
沈澱法による ABC活性の比較

子吋 ProteinI…I D同タ IABC33 
E配 t刈 (mcml)!日凡長平副 ASI Ab 
Fr. I ー…(nlnl n ln 
(rM) 山 |山宮山 I V I V I V I V 

Fr. II I ~.~ I ~~ I ~~ I _~ ~ I 
(同i< 1 19 1 6的 180 1 80 1 52.81 52.8 

* precipitated by ammonium sulfate 
料 precipitatedby anti-rM or anti・rG

て、.rG抗体は硫安沈澱法によっても anti-rGによる特異

沈澱法によってもその成績に変りなく，抗原の33%を

結合する抗体の稀釈濃度 (Dil・33，%)は共に80倍， ABC 

=52.8rjmlであったが， rM抗体はいずれの方法に

よっても陽性成績が得られなかった。従って Farrtest 

における rM抗体の無反応性は，硫安沈澱以前にその

原因があると考えられる。なおここで Farrtest陰性に

終った rM 抗体も，その HAtiterは非常に高く，表

にみるように20480倍の高値を示すものであった。

考 察

われわれは Farrtestにおける rM 抗体の弱反応性

ないし無反応性の原因に関し，その機序の一端を追求す

べく，緒言に述べたような観点から本実験を行った。

先ず competitionの実験をみるに，rG抗体の抗原結

合能は rM抗体の存在によって格別の影響を受けなかっ

た。 rM 抗体と rG抗体の混合物に抗原を加えた場合，
もし rM 抗体に少しでも抗原と結合する能力があるな

らば，その分だけ rG抗体の結合し得る抗原量は減る筈

である。かかる減少の見られなかった本実験の成績から

推すと.rM 抗体は一見抗原結合能を欠くかの如く見え

るが，勿論この実験のみからかく結論するのは早計と言

わねばなるまし、。常識的に解釈すれば，この場合にもや

はり何らかの形で結合は行われていると考えるべきであ

ろう。またこのような無反応性はすべての抗原抗体反応

系に見られるものではなく，特定の systemに限局され

ている事も事実である。本論文の範囲ではないが， HSA 

-anti HSAの systemにおいて rM 抗体に補体結合反

応の起らないことが報告されており.Cunni妊ら6)は抗

原の conformat ionにその原因を求めんとしている。恐

らく Farrtestの場合にも同様なことが考えられるので

はあるまし、か? ただし抗原の形状が何故 rM抗体に

おいてのみ問題になるのか，その理由は不明である。こ

の実験においてもう 1つ問題になるのは加えられた rM
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抗体の量であろう。この実験に用いた量では抗原結合能

が認められなくても，更に大量を用いれば結合を証明し

得るかも知れないと言う疑問は当然、起ってくる。しかし

ながらわれわれがここで求めたのは Farrtestにおける

rM抗体無反応性の機序である。すなわち HSA-anti
HSAの systemにおいて rM抗体が Farrtest陰性に
終る理由は，そもそも抗原と抗体とが結ひ、つかないの

か，または結合が行われた上での他の機序によるもので

あるかを調べようとしたものである。従って通常の免疫

過程では起り得ないような大量のrM抗体を用いる事は
意味がなし、。このような場合，当然非特異的な吸着が起

り得るからである。この意味でわれわれが調べたのは

rM， rG問の competitionであって，大量の rMによる
inhibitionの有無ではなかった。この実験において rM
とrGを1: 1の ratioに混合した場合にも significant
なcompetitionは認められなかったが，この場合の rM

抗体の量は，生理的な血清中に含まれる rM 量の約10

倍である事を付け加えておく。

実験2において調べたのは， conformationalな理由

により，rM抗体が抗原と反応するに当ってその
combining sitesを有効に利用し得ないような状態に置

かれているのではないか，と言う可能性である。よって

rM抗体を2・mercaptoethanolによって 5つの subunit
に還元し，すべての combiningsitesを抗原に対し

exposeしてみた。得たる subunitは univalentのもの

と考えられる。一般に 1価の fragmentは，凝集反応・

沈降反応の如き visibleな二次反応は起さないけれども

抗原を結合する能力は失われないとされている。しかし

ながら Farrtestにおいて，rM抗体の subunitは ABC
活性を示さなかった。この事は必ずしも sterichindrance 

の可能性を否定するものではないが，rM抗体の Farr

testにおける無反性の原因はもっと根本的な所にあると

思われる。

第3の実験は，rM抗体の50.96'硫安による被沈降性

を問題にしたものである。特異性を同じくする抗原・抗

体 complexであっても，抗体が rMである場合と rG
である場合とでは complexの物理化学的性状は違うも

のと考えられる。従って， Farr testで用いられた505'-6" 

硫安は後者の complexを沈降せしめるのに十分で、ある

としても，前者に対しては不十分または全く不適であっ

たかも知れなし、。そのためにはrMに働らかせる硫安の

濃度，作用条件をいろいろに変えてみるのも 1つの方法

であるが，ここでは rM抗体と抗原との complex(両者

が結合することを前提として)を確実に沈降せしめるも

のとして anti-rMを作用させてみた。 rGの;場合には予

期した如く ，50.9'6'硫安で沈降させても anti-rGを用い

ても同じ成績が得られたのに反し，rMの場合は antl-
rMによって沈降物が生じているにもかかわらず，この
沈降物には radioactivityが認められなし、。言い換えれ

ばラベルされた抗原がこれに結合している証拠は得られ

なかった。この事から見ると，rM 抗体の Farrtestに

おける無反応性は硫安沈澱以前にその原因があると考え

られるo

以上の如くここに得られた dataはいずれも消極的な

もので，何故 rM 抗体はこの反応系において ABC活

性を示さないか，と言う問いに積極的に答える dataは

まだ得られていなし、。従って本論文で行った実験のほか

に，なお追求すべき点は幾つも残されている。例えば

rM， rG抗体聞における抗原要求量の相違も考えなけれ
ばならない問題であろう。 Murrayらりは補体結合反応

においてこの事を報告している。すなわち発疹チフスの

rM抗体は通常 CFT陰1生であるが，非常に大量の抗原
を用いると反応が陽転することを観察し，これを high

antigen requirement phenomenonと名付けた。ただし

著者らが予備的に行った実験，すなわち抗原量をrGの
場合の 10倍から 1/10まで広げて行った範囲では，依然

として 1Mに ABC活性は認められていなし、。また緒

言で述べた両抗体の avidityも検討してみる必要があろ

う。 rM抗体は HSA叩 ltiHSAの系において抗原に対

する avidityが弱く，一且生じた complexが極めて容

易に解離してしまうため，結果として Farrtestが陽性

にならない，と言う可能性は考えられない事で、はなし、。

その為には rM抗体の dissociationrateを測れば良い。

これにはかなり大量の抗体を要するので今回は行い得な

かったけれども，今後に残された課題と考えてし、る。

本実験において特に注目すべき事実は，rM抗体が抗
原と結合しなし、かの如き印象が得られたことである。こ

の事は甚だ奇妙に感ぜられるが，同様な事実は補体結合

反応において既に報告されている。例えば Cowanら，U

Bellantiら伯はいろいろな arbovirusを接種した毛ル

モツトにおいて， Roseら10)はthyroglobulinに対して，

Cunniffら日は HSAその他 compactな形態の蛋白質

に対して，いずれも rM抗体は補体結合反応を示さな

し、事を観察した。しかしながら本実験における rM抗
体は強い HA活性を持つものであること，換言すれば

HSA感作赤血球を rG抗体の数十倍も強く凝集する能

力を有する事からみて，この抗体が HSAに対する

combining siteを持っている事は否定し得なし、。 Farr

testの如き結合を直接観察し得る方法のもとで，rM抗
体に抗原結合能が見いだされないのは，恐らく生じた



comp¥exの状態(例えば inso¥ub¥eになり難し、こと)に

原因があるのではあるまL、か? この意、味方、ら抗原の分

子形態を modify(aggregation，他の物質との coupling

等)してみる事も研究の 1つの方向であると考える。

最古 論

1) HSA vこ対する rG抗体の一定量に同じ特異性の

rM抗体を色々な量に加えた混合液を作り，これに HSA

を作用せしめて両クラス抗体聞に同一抗原に対する競合

が見られるか杏かを， Farr testによって調べた。その

結果によれば Farrtestにおいて抗原と反応するのは

rG抗体のみであり，rG抗体単独の示す ABC活性は

混在する rM によって何の影響も受けなかった。すな

わち Farrtestにおいては Turnerらがファージ中和に

おいて観察した如き rM，rG抗体問の competitionは

見られなかった。

2) rM抗体を2・mercaptoethano¥によって還元し

すべての combiningsitesを抗原に exposeせしため

が，各 subunitは ABC活性を示さなかった。この

事から， rM 抗体の Farrtestにおける無反応性を

steric hindranceによると考える可能性はうすいように

思われる。

3) Farr testの原法に用いられた50%，硫安に代えて，

抗原と rM 抗体との comp¥exを沈降せしめるために
anti-rM を用いたが，生じた沈降物は radioactivi tyを

示さなかった。すなわちこの沈降物中にはラベルされた

抗原が含まれていなし、。従って rM抗体の Farrtest 

における無反応性は，硫安沈澱以前にその原因があるも

のと考えられる。
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