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ヒト血清アルブミン(HSA)に対するウサギrM抗体の抗原

結合能，特に補体結合反応に恥ける態度について

大原 達・木村卓郎・清水正秀

〔北海道大学結核研究所細菌部)

(受付・ 11月27日， 1971) 

われわれはヒト血清アルブミン(HSA)とanti-HSAの

系において，ウサギrM抗体とrG抗体の抗原に対する反

応性を比較し，両クラスの抗体聞には抗原結合能にかな

りの差異があるのを見て来た。前回1)はFarrの方法2)に

よって両抗体の antigen-bindingcapacity(ABC)を測定

したところ， rM抗体はこれを高度に濃縮した場合です

ら，殆んどABCを示さないことが観察された。すなわち

rM抗体は溶血反応および凝集反応，並びに後者の 1つ

の形式である間接赤血球凝集反応(以下 HA)において

高い感度を示すにも拘らず， Farr testにおいてはrGに

比し格段に感度が低い。

凝集・沈降丙反応の如く，抗原抗体結合の結果起って

くる二次現象を観察する方法に較べると， Farr testはむ

しろより直接的に両者の結合を判定し得る方法であり，

且 combiningsiteの数がrGより rMが多い事を考えれ

ば， Farr testにおけるrM抗体の弱反応性ないし無反応

性は甚だ奇異な現象と考えられる。前報においては，そ

の mechanismの一端を解明すべく色々な実験を行った

が，真の機序に関してはまだ不明の部分が甚だ多い。今

回は同じくHSA-antiHSAの系において， rM抗体は補

体結合反応〈以下 CFT)を呈しない事実を報告し，併せ

てrM抗体の抗原結合能に関し若干の考察を加えてみた

いと思う。

実験材料並ぴに方法

1) 免疫方法，丙クラス抗体の分離法:すべて前報めと

同じ。ごく簡略に述べれば， HSA20mgに水酸化アルミニ

ウム・ゲルを混じて体重 2.5~ 3 kgの白色ウサギの足際

皮下に注射して免疫， Sephadex G200 columnを通して

rM抗体とrG抗体を分画した。分離した両クラスの抗体

が互に他の成分を含まない事は.immunoelectrophoresis 

によって所定の位置に 1;本の沈降線しか生じないことを

観察したほか， rM抗体は2MEによってHA活性を失う

のに反し， rG抗体はその影響を受けない事によって確

めた。

2) HA価の測定:Stavi tsky4)の方法iこ従L、，彼のcriteria

における 2plus patternを endpointとして成績を判定し

た。

3) 溶血系及び補体:溶血系としては Alsver液に保存

した市販のヒツジ赤血球とこれに対する溶血素を用い，

補体は極東製薬工業綿製乾燥補体を使用，予備試験にお

いて型の如く溶血素の至適濃度と補体の50%溶血単位

(1 K)を定め，これを本試験に用いた。

4) 補体結合反応実施法:Stein & Nguめの方法に準じ，

と記の如く 50%溶血を指標として力価の判定を行った

〔詳細に関しては，われわれの教室で発表した文献の参照

のこと〕。その大略は次の如くである。 i)試験管立に同

じ数の testtub巴を前後2列に並べ，可検血清を560C30 

分加熱して非動化した後適宜の濃度まで倍数稀釈してそ

の0.8mQを前・後列各 tubeに分注し，後列にはこれに

抗原0.8mQと2Kの補体0.8mQを加え，前列に対しては抗

原を加えず，代りに稀釈液0.8mQと補体 lKを入れてこ

れを一夜氷室に放置する。 ii)翌日各試験管に1.6mQずつ

の溶血系(感作血球〉を加え，3rcの waterbathに1
時間 incubateした後， それぞれの opticaldensity (OD) 

を spectrophotometerによって読みこれを記録する。 iii)

もし最初の試験管において後列のODが前列のそれより

小さい場合には第2，第3.…の試験管について前後列の

pairを比較して行き，遂にこれが逆になる点，すなわち

後列の ODが前列の ODより大になる点を探してこの

pairのODの差bを求める。次にそれより 1つ前の試験

管(lowerdilution)における前後列の ODの差る求めこ

れを aとする。

いま前後列のODが逆転する 1つ前の試験管の血清稀

釈をdとすれば，被検血清の力価は dX anti-Iog一三一
a+b 

X 0.301 として求められる。

またもし最初から後列の ODが前列のそれより大きけ

れば，その反応は陰性である。



実験成績

実験1. Soluble HSAを反応原とするrM，rG fraction 

の補体結合反応.先に報告めした如く，ウサギ血清を

Sephadex G 200によってゲノレ溢過した場合 elution

pattern は3つの主要 peakより成り，最初の分画からこ

れをFrJ ， Fr ll， Frlll，と名付けると， Fr 1 はrM，Fr n 
はrG(rAの一部も含まれる)， Frlll はアルブミンをそ

れぞれ主な成分として含むものである。このうちFr1と

Frllは中央の狭い部のみを集めて再遁過を行い，免疫電

気泳動によって純粋な rM，rGである事を確めた後，

HSA濃度 1μg/皿tを反応原としてCFTにおけるそれぞれ

の titerを測定した。数多くの sampleについて反応は

20回以上も繰り返し行われたが，陽性成績を示したのは

rG fractionのみで，如何なる場合にも rMfractionに陽

性の反応が認められた事はなかった。表 1はその 1例を

示したものである。表中の sampleは20倍から 320倍に

至るまで倍数稀釈した場合の，後列 (rear)および前列

(front)のODの読みを示したもので， Ho(非溶血)， HIOO 

(完全溶血〕の referencesetから溶血度を計算する事は出

来るがーわれわれは ODの読みだけから実験方法の項に

記載した如くしてtiterを求めた。表の如く，ウサギ No.

1019の12日白血清について行ったCFTでは，rG抗体の

力価が 79であるのに対して， r M fractionは抗体活性を

示さず，ウサギNo.3，7日目血清においても rGが 112

の力価を示したのに rM画分は同じく陰性に終ってい

る。後者の血清画分はかなり濃縮したもので rM画分

の濃度は normallevelのそれを温かに上廻るものである

にも拘らず， CFT力価は陽性にならなし、。

なお， この反応に用いた抗原は， whole serumについ

て行った予備実験での至適濃度を用いたが rM抗体と

rG抗体は抗原要求量に違いのあることが可能性として

考えられる。例えばMurray7)らは，発疹チフスにおいて

rM抗体は通常CFT陰性であるが，非常に大量の抗原を

用いると反応が陽転する事のあるのを観察して，これを

high antigen requirement phenomenonと名イ寸けている。

よってわれわれは，rM fractionに対して rGの際に用

L 、た濃度の1000倍に及ぶ 5m~/mQの HSAを反応に使って

みたが，依然として陽性成績は得られなかった。更に

rM抗体のCFTは， 40Cで行うよりも3rcで成績を調べ
る方が高い力側を示す8)-11) とされているので，この点

も確かめたが，われわれの用いたすべての rMfractionは

何れも negatlveの成績に終っている。また CFTの成績

に対して，抗原の形状が関係を持つことも指摘されてい

る。この点、を調べる目的でわれわれは HSAを稀塩酸と

熱で処理して aggregatedHSAを作り，同様な CFTを

行ってみたが，結果はこれまでと同じく，すべての場合

にrM抗体は反応陰性で、あった(これら一連の実験成績

は全例negativeのため表省略〉。

実験2. Soluble HSAによるrM抗体のHA反応阻止

試験.上記の実験成績から次の2つの事が考えられる。

(i). HSA-anti HSAの系に関する限り ，rM抗体はsoluble

な状態にある HSA抗原とは結合出来ないのか，或いは

(ii). rM抗体-HSAの結合は起るが，この抗原抗体複合

物は補体を結合する能力を欠くのか，と云う 2つの可能

性である。 rM抗体が赤血球表面に coatした HSAに対

しrG抗体の50倍ないし350倍高い sensitivityをもって

反応することが事実である以上， この抗体が HSAに対

する combiningsite(s)をもっている事は明らかであり

且特異抗体である限りこれが該当する抗原と結合し得

ないと云う事は考えにくい事である。然しながら前報2)

表 rM，rG画分の CFT.

Sample Row Dilution 

RベFrat l Protein ~es I 1: 20 1 1: 40 I 1: 80 1 1: 160 1 1: 320 Titer No. I rracn叩 mg/ml

Fr 1 700 710 710 

韓1019 (rM) 0.30 
front lm  O 

560 580 580 580 
day 

12 Fr II rear 55 140 630 730 710 

(rG) 0.24 79 
front I 600 620 620 600 600 

Fr 1 
rear 480 600 660 700 700 

帯3 (rM) 13.00 。
front 270 380 485 580 565 

day 

7 Fr II rear 40 70 450 680 710 

(rG) 19.00 112 
front 450 540 550 580 580 
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の Farrt田tにおいては，恰かもこの系においては抗原 えても visibleな沈降物は生じなかったが， solubleな抗

とrM抗体との結合は起っていないかの如き成績が得ら 原抗体complexを形成していること，換言すれば可溶性

れており， rM抗体と結合するためには抗原側に一定の HSAもrM抗体と結びつくことだけは確実で、ある。す

comformationを必要とするのではないかと云う推測もー なわち通常のHA反応においてHA力価20480倍を示し

応成り立たない事もなL、。そこでrM抗体に色々な量の たウサギNo.2のrM抗体は，これに0.5μgのHSAを予

soluble HSAを加えた後に型の如き HA反応を行って力 め加えても反応は何の影響も受けなかったが， 10μgの

価の titrationを行い， HSA添加以前の titerに比し HSAによっては反応が高度に阻止されて titerは320倍ま

添加後 titerの低下，すなわち inhibition reactionが起 で低下し， 150μgのHSA添加によって反応は完全に阻止

るか否かを検する事により，液状HSAとrM抗体の結合 され，陰性になっている。

が成立したか否かを判定せんと試みた。言うまでもなく ウサギNo.l016の rM抗体も同様に，もとの力価は

あとから行われたHA反応の力価が低下すれば，その分 40960倍あったのに0.5μgのHSAによって力価は1/4に低

だけ液状 HSAがrM抗体に結合したと考えるべきであ 下し， 10μgによって完全に反応は陰性化した。すなわ

り，力価に変動がなければrM抗体は solubleHSAとは ちHSA-antiHSAの系において rM抗体が補体結合能

結合しなかったと判定すべきである。得たる結果は表2 を示さないのは，抗原抗体の結合が起らないのではなく

の如くであった。 rM抗体に 150μgまでの液状HSAを加 て，両者のcomplexが， solubleな状態にあるため何らか

表2 Soluble HSAによる間接血球凝集反応阻止試験

l醐印
bitant I 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 110 111 112 113 
+ 十 + + + + + + 十 士

韓 2 0.5 十 十 + + + + + + 十 + 

Fr 1 10 + + + 
CrM) 

十 + 

150 I -

十+ + +1+ + 士
Frll 一一一一一一一一

CrG) 
0.5 I + I + I + +1+ + 十一一

iOl--=-r--=-て
+ 十 + + + 十 + + 

韓 1016 0.5 + + + + 十 十 + +ー

Fr 1 10 
CrM) 

75 

150 

+ + 十 + ~Iこ1+1-
Frll 

CrG) 
0.5 +1+ + + + 十 +1+ 

10 一一

l| Positive 
0.5 ! + I + I + I + I + I + I + I + I +ー

Control 

C whole ser.) 

|てて;---=-1てててiて|て
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の理由により補体を結合し得ないものと解釈すべきであ

ろう。この事は表2のHSA量を迄かに越える5000.μgの

HSAを用いた前項実験からも同様に言い得る事である。

実験3. HSA-rM抗体 complexのゲル濯過パターンに

ついて.

実験2の成績から，液状HSAとこれに対するrM抗体

とは外見上無反応の如く見えるけれども solubleな

complexの作られている事が推測されたので，この事が

gel filtra tion によっても証明されなし、かどうかを調べて

みた。この目的からrM画分CO.23mgj回のに 1131で標識

した HSA(0.5μgjmQ)の等量を加えて一夜氷室に放置

し，反応液を1.8x32cmのSephadexG 200カラムにかけ

て濯過を行った。 2mQずつ集めた eluateについて radio

activityを測定した結果は図 1に示す如くである。図の

上半部はHSAを単独に流した場合の elutionpatternを示

したもので，大体アルブミン所定の位置に radioactivity

のpeakが認められている。これに反し，特異抗体で、ある

rM画分を加えた反応液は，外見上visibleな沈降物を全

く示さないけれども， HSAに標識された放射能の 50

%以上がrMi容出の位霞に見いだされる。この事実は，

HSAの一部がsolubleな状態でrM抗体と complexを作っ

ていることを示すものと言って差支えなかろう。

Column size 1. 8XS2cm 
Buff.O.IMTris-HCI O.2MaCI 

1311・HSA

。
× 

10 20 

A
 

CJU 
H
 

• 3
 +
 

r
 
F
 

a怜

z
a
u
 

10 

図1 HSA及びこれと FrI画分反応物の Sephadex

G200 ~こよる Elution pattern 

ラ号 察

われわれは前回の報告1)において， Farrの方法による

rM抗体の antigen-bindingcapacityを調べた結果，

HSAの反応系に関する限り，抗原とrMとは少くとも外

見上，反応しないかの如き成績を得た。実験操作を要約

すると次の如くである。すなわち(i)今回と同じ方法で

免疫したウサギ抗HSA血清を分画して rMfractionと

40 

rG fractionに分け，前者に 113LHSAを加えて両者を

反応せしめた後，更にこの反応物にanti-rM(ウサギrM

でヒツジを免疫した抗血清〉を加えて沈降物を生ぜしめ

る。(ii)rM抗体と抗原の complex(HSAとanti-HSAが

結合することを前提として)は anti-rMによって確実な

沈降物を作るから，これを数滴の 0.5NNaOH添加によ

って溶かし，更に蒸溜水を加えて適当量の水溶液とす

る。(iii)この水溶液の radioactivityを測る。

上記の実験操作において HSAとこれに対する特異的

rM抗体の結合がど、んな状態で・あるにせよ(solublecom-

plexであっても insolublecomplexであっても)，もし

HSAが結合さえしていれば(iii)の水溶液中に，ラベノレさ

れた I131の放射能が検出される筈である。しかし前報1)

の結果によれば，この沈降物にはradioactivityが認めら

れない。言い換えれば抗原である HSAがこれに対する

rM抗体と結合している証拠は見られなかった。この成績

から見ると， HSAの反応系においてそもそも抗原とrM

抗体とは初めから結合しないのであろうか，それとも一

旦結合した HSAが anti-rMによって解離を起すのであ

ろうか?いずれにしても甚だ解釈に苦しむ現象と言わな

ければならない(なお rG抗体を以てする同様な実験で

は，常に強い radioactivi tyが証明された事を附記してお

く〕。

しかしながら，今回のHA阻止試験およびgelfi1 tra tion 

における eluateの放射能測定からみると，rM抗体は

HSAとvisibleな結合物(言い換えれば insolublecomplex) 

を作らないけれども， soluble complexを作ることは明

らかである。ただし前回の報告は，実験方法も呉るし，

用いた抗原量も臭っているから，これから直ちに両者の

不結合を結論する事は軽卒であろう。前回観祭した範囲

に限るならば，この系においてrM抗体に抗原の結合す

る証拠は見られなかった，と言うに止めたい。

今回の実験は，至適結合状態における antibodyj anti-

gen ratlOについて何も調べていなし、。かかるratioは反応

系によって違うものであり， この事は抗原抗体 complex

がinsolubleの状態にならない事とも関係しているから，

補体結合反応におけるrM抗体の不反応性は，勿論すべ

ての反応系にあてはまるものではない。ここに述べた

HSAをはじめとして限られた系にのみ見られるもので

あるが，その理由については明らかで、ない。

ここでCFTにおける rM抗体の態度，ことに rG抗

体の活性との比較に関して，先人諸家の成績を振り返っ

てみよう。本反応の場合には，特に抗原の種類，性状や

反応実施の条件等がdataに多大の関係、を持つようである

から，諸家の報告は甚だ区々である。

今回の成績とは逆に， CFTにおいてrM抗体の方がrG

-4-



抗体より活性が強いと言う報告から先に紹介してみた

し、。補体を必要とする抗体の代表的なものに hemolysin

があるが， rM-hemolysinはrG-hemolysinに比し，溶血

能が迄かに強い事は多くの研究者によって指摘されてい

る。 2，3の文献を挙げてみると， Stelos & Talmagel2)は
ヒツジ赤血球に対するウサギrM抗体がrG抗体より50倍

ないし100倍強い活性を有する事を観察し， Wigzellら13)

は molecularbasisで計算して，マウスの rM-hemolysin

が rGの100倍から1000倍の効率を示したと述べている。

また電子顕微鏡を使った Humphrey1めらによると，血球

は damageを受けると細胞膜に holeを生ずるがつ

の holeを作るために， rM抗体ならば2，3個で十分で、

あるのに， rG抗体はその 1000倍もの分子が必要である

と言う。このほか Greenburyら15)Shulmanら16)，Borsosら

17)も同様に， rM抗体の方が rG抗体よりも補体結合能

が強いと言う成績を得ている。

これに対して， rM抗体には補体結合能がt...'v、，と言う

今回のわれわれと同様な報告もまた幾っか挙げることが

出来る。Cowanら18)， Bellantiら19)は，いろいろな arbovirus

を接種されたモルモットのrM抗体は補体を結合しない

と報告し，Roseら20)もthyroglobulinに対する初期rM抗体

は HAで証明し得るのに， CFTでは証明することが出

来なかったと述べている。 Grav自ら21)は直接rM抗体の

補体結合性を見てはし、ないが，モノレモットに口蹄疫ウイ

ールス・ワクチンを接種した場合，中和抗体は 1週で現わ

れるのに対して，補体結合性抗体は16日以後になって初

めて現われる事を観察し，この遅れは初期抗体が主とし

てrM抗体である事に帰国すると説明した。このような

補体結合能欠除の原因として，責任の一半は抗原の性状

にあるようにも思えるが，この点に触れたのはCunniffら

めの研究である。彼らによれば， rM抗体が補体を結合す

るか否かは，専ら用いられた免疫原，反応原の種類およ

び形状に左右されるものであるとし，補体結合能を有す

るrM抗体を産生せしめる抗原として bacteriallipopoly-

saccharide，変性 DNA，カルジオライヒ。ン， adenosine-

poly-L-Iysine， adenosine-Iysine rich histone等を挙げ¥

逆に補体結合性rM抗体を産生せしめない抗原としては，

hem∞yanin， adenosine寸-ISA，adenosine-ribonuclease等
を挙げている。免疫原の種類ばかりでなく，彼らは反応

原として用いる抗原の conformationも同様に重視して

いる。この意味で，彼らの観察した次の事実は注目に価

L 、する。すなわち， adenosine-HSAで免疫したウサギの

rM抗体について，いろいろに形を変えた抗原(反応原)

でCFTを行ってみると，免疫原そのものである homo-

logousな adenosine-HSAを反応の抗原に使った場合全

く陽性成績が得られないのに heterologousな抗原であ

るadenosine-poly-L-Iysineや変性DNAに対して陽性反

応を呈すると言う不思議な現象がみられ， 同じく hete-

rologousな adenosine-KLHに対しても軽微ながら陽性

成績が得られた。この成績からみて，抗原の分子量が大

きいことは必ずしも反応成立の必要条件ではないらし

い。何となれば，分子量100万以上の adenosine--KLHが

さほど有効でなかったからである。従って Cunniffらは

分子量の大きい事よりも分子形態の大きい事をrMにお

ける補体結合反応成立のための抗原側の条件としてい

る。恐らく HSAや分子量の大きい hem∞yanin(KLH) 
は比較的compactな形をしているために反応原として有

効でなく，変性 DNAや polylysineは physiologicな

pHにおいてrandomcoilの形をとるため有効に働くので

あろうと想像される。

更にまた， rM抗体のCFT活性に影響を与える因子と

して，実験1の項でも述べた如く，反応温度の問題があ
る。 Stollarら10)，Sandbergら11)の観察によれば， DNAに

対する rM抗体は，3rcでCFTを行なった場合， 40C 
で行なった場合のカ価よりも10倍から20倍高い価が示さ

れた。

以上通覧したところからも明らかなように rM抗体

のCFTにおける態度は種々なる factorがこれに関係し

て甚だ複雑な成績を示し，活性の強さに関しでも， rG 

抗体のそれより強いとするもの，言語し、とするものから，

全く活性を認めないものに至るまでいろいろな報告がな

されている。これは主として反応系の違いによるもので

あるが， HSAの系においてなぜrM抗体は抗原とinsoluble

なcomplexを作らないのか，その機構については全く分

らない。 combining剖teを1個しか持たない所謂 univ-

alentの抗体が， visibleな Ag-Abcomplexを作らなL、

事は十分理解する事が出来る。然るにrM抗体の valence

は学者によって違いはあるけれども 522)-2めないし 10

29)_31)である事が証明されている。このように多くの

combinig siteを持つ抗体が 2価の rG抗体よりも

antigen-binding capacityが弱く(或いは無く)，抗原と

の問に insolubleな complexを作らない理由が明らかに

されれば Farrtestならび CFTににおける無反応性の

機序はかなり明確になるものと考える。 HSAの反応系

においても反応原の形状を粒子状にすれば〔例えば血球

表面に coatする)，明らかに visibleな complexを作

り，且 HAにおいてrG抗体の50倍ないし 350倍3)高い

感度で反応する事をみても，反応原の形状がこれに関

与している事は疑いない。しかしながら液状の HSAを

aggregatedの状態にしただけで、は CFT陰性であり，抗

原の形状だけですべてが解明されるとも思えない。われ

われは今後抗原の状態をいろいろに modifyしてrM抗
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体の補体結合能を調べると共に，更に他の要因について

も追究してみたいと考えいる。

結 論

1) ヒト血清アルブミン(HSA)で免疫したウサギの rM

抗体は，補体結合能を欠く。 rM抗体画分を高度に濃縮

した場合にも，反応原の HSAをaggregatedの状態にし

た場合にも，また補体を3rcで作用させた場合にも，
かかる無反応性は変らなかった。

2) しかしこの場合， rM抗体はHSAと結合しないので

はなく，両者は invisibleな状態の complexを作ってし、

ることが， HA反応阻止試験の結果明らかになった。す

なわちrM血清に HSA水溶液を加えた後， HSA感作赤

血球によって型の如きHA反応を行ってみると，原血清

の力価に著明な低下が認められる。この事は液状 HSA

が rM抗体と solubleな complexを作る事を示すもの

である。

3) rM抗体に 1131でラベルしたHSAを加えて一夜氷室

に放置しこれを SephadexG200カラムにかけて濯過を

行なうと， rMの溶出される位置に radioactivityが証明

される。この事もまた HSAの一部が rMと結合して

soluble complexが作られた事を示している。 rMにどの

ような量のHSAを加えても何らvisibleな沈降物は生じな

いから，両者の結合物は常に solubleな状態にあると考

えられる。

4) HSA溶液とrM抗体との聞にinsolubleなcomplexを

生じない事の理由は分らないが，この事が同抗体の補体

不結合性に何らかの関係をもつものと想像される。
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