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免疫 トレランスの誘導には,可溶性の抗原の

静注が最 も普通に行なわれているが1',2', トレ

ランス誘導に適 した抗原分子の性状や分子の大

きさは,抗原の種類によって異なるといわれて

いる｡

Parish と Ada3' は,Salmonella adeZaz'de

の 鮎gellinを抗原とし,ラットに トレランスを

誘導す るには,Aagellin 自体を用 いるよりも,
それを CNBrで分解 したものを用いた方が容

易であることを報告 している｡このような抗原

分子の分解物による トレランス誘導の研究があ

まり行なわれないのは,元の抗原のすべての抗

原基が分解物上に保存されているか否かを明ら

かにLがたいこと,及び生化学的にも一定の分

解物がえがたく,再現性に乏 しい憾みがあるこ

となどのためであるが, もし Parish らの研究

結果が他の多 くの抗原による トレランス誘導に

も通用 しうるものであれば,免疫 トレランスの

誘導に新 しい局面が閲かれると思われる｡

本研究は,能 う限りの一定条件下でえられた

ウシ血清アルブ ミン (BSA)のペプシン水解物

を用い,それら各画分の抗原性について検討す

るとともに,元の BSA に対する トレランスの

誘導を試みたものである｡

Ⅰ. 検討用材科,その調整法および実廉方法

(1) 試 薬

孝

BSA は Pentex社の Bovinealbumincry-

stallizedを,エンドキシン(ET)は Difco杜の

LipopolysaccharideB,E.colz'0111･を使用 し

たO ペプシンは Armour社の2×crystallized

& lyophilized(1:60,000)を SephadexG-75

を通 して精製 して使用 した｡分子量決定のため

に使用 した種々の標準蛋白は MannResearch

Lab.社の ものである｡

(2) BSA のペプシンによる分解

a.ペプシン分解ウシ血清アルブ ミン(pep-

tic-BSA)の調製

ウシ血清アルブ ミン1gを 35mlの 0･25M-堤

酸-酢酸 ソーダ緩衝液 (pH4･2)に溶解 し,これ

に上記緩衝液 15mlにペプシン50mgを溶解 し

た ものを加え, 37oCで毎分90回振とうして,

15分あるいは30分 incubateした後, 0.1N-水

酸化ナ トリウムで pH9･5とし反応を停止せ し

めた｡ 15分の incubateで得た分解物 (peptic

BSA-15)はそのまま注射に用い30分の incu-

bateで得た分解物 (peptic-BSA-30)は以下の

ように SephadexG-75カラムで分画 して用い

た｡

b･PepticBSA-30の SephadexG-75に

よる分画

pepticBSA-30溶液を SephadexG-75カラ

ム (5×52cm)を通 して分画 した｡溶出には pH
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の反応の強さを,実験群と対照群との相対値(%)

から測定した｡ 詳細は Katsuraの論文7)を参

照されたい｡

γM-R･I･Ⅰ･-2b-ax100
γG-R･Ⅰ･Ⅰ･-2d-ex100

a-geometricalmeanmaximum

γM titre(control)

b-geometricalmeanmaximum

γM titre(experimental)

C-geometricalmeanmaximum

γGtitre(control)

d-geometricalmeanmaximum

γG titre(experimental)

(9) 定量沈降反応,定量沈降反応阻止試験

常法8) により行なった｡

ⅠⅠ.PepticBSA-30の免疫学的性質

(1) Ouchterlonytest

Fi色.4-aは,anti-BSA血清に対する反応で,

Fi套.4-bはanti-pepticBSA-30血清に対する反
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-BSA-30Fjg.4-b ComparisonofBSAandPeptic
BSAl30Fractions

bydiffusioninagargelbymethodofOu-

chterlony応である｡anti-

BSA血清との反応では,BSA,Flおよび F2に沈降線

が認められ, BSA とFlの沈降線は spurをなし,Fl

とF2の沈降線は,fuseしている｡ 又,pe

pticBSA-30の沈降線は2本

認められ, そのうち, Rf値の小さい方は,Flおよび F2と

fuseした｡ F3および F4は,蛋白濃度を37･5-1,200ILg/mlの範囲で変え

ても沈降線を与えなかった｡(2) 定量沈降反

応a.antiBSA との反応先ず, BSA について equivalence

zone を求めたところ500ILg/mlの時に最高沈降量を与え

ることがわかったので,各フラクションについて,この濃度で定

量沈降反応を行なった｡抗原にBSAを使ったときの沈降蛋白量を 100
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は200ILg/mlであったので,この濃度で,各フラクションについて定量沈降反応を行

なった｡その結果を Fig.5-b に示 したoBSAを抗原とした時の沈降蛋
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F1-19.7%,F2-ll.1%と低いながら反応はみ

られたが 玩,F4では殆んど

沈降物はえられなかった ｡C. F3

および F40janti-BSA との反応性F3とF4は Ouchterlonytestで も,

定量沈降反応で も,反応性を示さなかったが,これは,

F3,F4が,その抗原決定基のいくつかを失い,不完全抗原となってしまったか,あるいは peps
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あるいは F4(それぞれ S-BSA, sIFr2, S-Fr3,

S-Fr4)の 100FLgを 1週間々隔で 2回注射 して,

2回目の注射から1週間目に Ap-BSA と ET

で challengeを行なった｡ これらのいずれを注

射 した場合 もchallenge前には抗体は出現 しな

かったoFi畠.8に γM-R.I･I･と γG-RI･I･を

示 している｡ S-BSA を与えた場合 challenge

に対する反応は対照群の約 1%になる｡一方,

分解物の場合,F2あるいはF3を与えるとある

程度の反応の低下はあるが, S-BSA による低

下よりは明らかに弱い｡
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基の全てが保持されているとしている｡一方,

分子量 10,000以下と推定されるピーク3は,汰

降帯 はえられないが, BSA と抗 BSA 家兎血

清との反応は阻止すると述べている｡ また,各

ピークの抗 BSA家兎血清抗体との結合性を,

131Ⅰラベル BSA との競合反応の成績から,ピ

ーク1は BSA とほぼ同様,ピーク2は BSA

の約80%,ピーク3は30%と計算 している｡

著者 らの水解条件は, 唐沢 らとほぼ 同じで

あるにもかかわらず, その成績 は, むしろ,

Wrightの報告に近いものとなった｡

著者 らの BSA水解物は SephadexG75のカ

ラムで,4個の画分に分離され,その免疫学的

性状からすると,Flおよび F2は,Wrightの

ピーク1および2に当るもので,F3および F4

がピーク3に近いもののようである｡

また,著者 らのえた成績および Wrightのそ

れとを併せ考えるならば,ペプシンによるBSA

水解過程については,少なくとも免疫学的には

最初に大まかな数個の画分に分かれるとしてよ

いのではない かと思われる｡

しか し,著者 らのえた FlおよびF2(分子量

は60,000,45,000位と推定される)では,元の

BSA の抗原基 の幾つかが失 なわれているよう

であり,この意味では,唐沢のいうように,こ

ま切れ的な分解過程も否定 しえない｡また,F3

およびF4(分子量は約30,000,10,000)がBSA

と抗 BSA家兎血清との結合を抑制する能力を

有 していることからも,唐沢の考え方は,完全

には否定 しえない,と思われた｡

何れにしても,BSAのペプシンによる水解過

程については,今後なお検討を要する処が多い｡

次に,成績の再現性の問題であるが,著者 ら

の行なった材料および方法によると,えられる

画分の分子量および抗原性に関する限り,再現

性は高いようで,数回の計測値がほぼ一致 して

いた ｡

従って,今後さらに精確な実験を行ないうる

見通 しである｡

最後に,免疫学的寛容の誘導であるが, 今回

の実験結果からする限り,BSA に対する寛容

の誘導は,BSA 水解物では簡単には招来 され

ないといいうるようである｡

免疫学的寛容の誘導に関する知見は多いが,

任意の抗原ないし動物を用いた場合に適用 しう

る定法は未だない｡ しかしながら,Ratsuraは

BSAを tolerogenとした場合,安定 した成績を

うる方法を確立 しており7〕この意味から,著者

らのえた peptic-BSA-30は tolerogen とはな

り難いと思われるのである｡

Peptic-BSA-30が tolerogenになり難 い理

由について考えてみると,その 1つは,F2から

F4までの Peptic-BSA-30が, 元の BSA の

抗原基の全てを有 していないということが考え

られる｡前記の Parish,Adaらの SaZmoneZZa

抗原の 分解物あるいは Friedman,Gabyll) の

Shz'geZZa抗原の トリプシン水解物などが tole-

rogenとして有効であったのは,それらが元の

抗原基の全てを保有 していたということかも知

れない｡

BSA の抗原性のうちには, 立体構造的に特

異性,抗原性を示すものが多いと考えるならば,

それらが 分解 により消失 するのは 当然であろ

う｡そして,これが tolerogen としての性格を

失わせた原因かも知れない｡

また次のようなことも考えられる｡すなわち,

ペプシン分解によりある程度の抗原性は失なわ

れたとは言え,かなりの抗原性が Flあるいは

F2には残っているので,Flや F2が tolerance

誘導に適 しているならば,上述の方法でかなり

強い toleranceが誘導されるはずではないだろ

うか｡そう考えると toleranceの誘導にはある

程度の分子の大きさ,あるいはいくつかの抗原

決定基が必要であるという見解12'と一致する面

があるのかも知れない｡そのことは今後の課題

である｡

Ⅴ.結 論

(1)BSAのペプシン水解を行ない,比較的再

現性の高い, Fl,F2,F3および F4の4つの画

分をえた｡それらの分子量は,それぞれほぼ,

60,000,45,000,30,000および10,000である｡

(2)何れの画分においても,その抗原性は減弱

しており,とくに,F3およびF4は,Anti-BSA
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家兎血清 との 間に沈降物を造 らず, 単に BSA

と Anti-BSA 血清 との 間の反応を 軽度に阻害

するのみとなる｡

(3)Peptic-BSA-15も peptic-BSA-30の各

分画も tolerogen としての性質は極めて弱い｡
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