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ヒ ト初乳中の C ･ d iffi cil e t o x i n に対する中和活性

〔ⅠⅠ〕 初乳細胞培養上清中の 中和抗体

金沢大学小児科学教室 ( 主任 : 谷 口 昂教授)･

和 田 直 樹
( 昭和5 6 年8 月22 日受付)
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K e y w o r d s C . d # ci le t o x i n , S e c r et o r y I g A , C ol o s t r a l c ells .

初乳細胞の 培養上清は
,
I g A を主体と す る免疫 グ ロ

ブリ ン を含ん で い る
. 乳腺上皮下の プ ラ ズ マ 細胞 で つ

く られ たIg A が J ･ C h ai n で d i m e r とな り
,
分泌され た

時点で s e c r et o r y c o m p o n e n t と結合 して 分泌塾 Ig A

(以下 S -I g A と 略 す) と な る が , こ 物 質 を 初乳中 の

m a c r o p h a g e が , その 表面中あるい は細胞内にと りこみ
,

輸送や 貯臓の媒介を な して い る と言わ れ る よう に な っ

た
り
. 壊死性腸炎 n e c r o ti zi n g e n t e r o c oliti s( 以下 N E C

と略す) は, 低出生体重児に多く見 られ るが
, 母乳哺

育児に は相対的に 少な い と言わ れて い る
.
B a rl ｡ W ら

2 ･ 3)

は
, 新生児ラ ッ トの N E C を作 り出 し, そ の ラ ッ ト に凍

結母乳を与え たが N E C を防ぐ こ と が でき なか っ た
.
し

かし無処置の母乳や
,
ラ ッ トの 母乳細胞 を加え た人 工

乳を与 える と効果的に防禦する こ と が でき た と報告 し

てい る . そ こ で彼等 は, 初乳細胞が , ラ ッ ト上部消化

管に て 一 週間以上 も生存 し続け, N E C に対 して防禦作

用 を続 けるの で あ ろう と推量 した
.
こ の こ と より

,
当

研究で は, ヒ ト初乳 に おい て主要な位置を占める m a c r ｡ .

ph a g e の 免疫学的防禦に つ い て検討 を試み た . つ まり

m a c r o p h a g e を含む初乳細胞 を7 日間培養 し, その 上 清

中に Cl o s trid i u m d iffi cil e t o x i n に 対 す る中和抗体が

存在する か を調べ , さ ら に各々 の免疫 グ ロ ブリ ン の 定

量及び, 中和抗体活性 へ の 関与に つ い て 検索 した .

対象お よ び方法

1 . 母乳細胞 の 分 離

前掛)で報告 した初乳 を無作為に 60 検体抽出して使

用 した ･ 検体は 燐酸緩衝生理食塩水 ( p H 7 . 2 , 0 . 1 5

M ol , 以下 P B S と略す) にて 2 倍希釈 し, 室温に て 500

Ⅹ g , 1 0 分間遠心 し脱脂 した. 沈殿細胞 は P B S で 2 度

洗浄後
,
不括化子 牛血清( GI B C O ) を20 % 含ん だ R P M I

1 6 40 培養液( GI B C O) に て懸濁した. この細胞懸濁液

は
,
F i c o ll -I s o p a q u e ( L ym p h o p r e p , N y e g a a rd , C o . ,

O sl o , N o r w a y) に 静 か に重層 し, 室温に て40 0 x g ,

2 0 分間遠心 した. 中間層に得 られ た細胞 を P B S で 3 回

洗浄し
,
R P M I 1 6 4 0 培養液 に 2 . 0 ×1 0

6
c ell s/ m l の溝度

で再浮遊 した ･ 得 られ た細胞は, トリ バ ン プ ル
∵色素

排泄試験 で判定 した と こ ろ
,
9 0 % 以上生存細胞であり,

イ ー ス トの 食作用
5

や エ ス テラ
ー

ゼ染 智) にて 33 ～ 7 8 %

の m a c r o p h a g e , 染色形態に てリ ン パ 球10 ～ 2 8 % , 好

中球 4 ～ 30 % と区別 で きた . この研究 で は, こ れ らの細

胞を まと め て初乳細胞と して使用した.

2 . 初乳細胞培養

細胞は
,
L - gl u t a mi n e (0 . 3 m g/ m l) , p e n i ci11i n (2 0 0

U / m l) , a r n p h o t e ri ci n B ( 5 FL g/ m l) , g e n t a m i c i n (1 0

〟g/ m l) , 不 括化 子 牛血清 ( GI B C O ) を 20 % 含 ん だ

R P M I 16 4 0 培養液で 2 ･ 0 ×10
6
c ell s/ m l の濃度 で 培養

した
･ 培養は, プラ ス チ ッ ク培養チ ュ ー ブ ( N o . 2 0 2 7

,

F al c o n P l a s ti c s
,
0 Ⅹ n a rd

,
C alif .) に て 1 . 0 ～ 3 .O m l

の 培養液に な るよ う調節 した.
こ の培養チ ュ ー ブは

,

7 日間
,
3 7

0

C 下 , 5 % 炭酸ガス 培養恒温器内に て培養

した
.
7 日間培養後, 4 0 0 x g , 15 分間室温で遠心す る

こと に より細胞成分を分離し
,
その上 清を検体と して

,

-

2 0
b

C に て凍結保存 した.

3 . 免疫グ ロ ブ リ ン の 定量

母乳細胞培養上清申の i m m u n o gl o b uli n A (I g A ) ,

N e ut r ali zi n g A cti vit y a g a i n st Clo st ridi u m D im cile T o x i n in H u m a n C ol o st r u m . ( II)
N e ut r alizi n g A n tib o d y i n C ul t u r e S u p e r n at a n t of C ol o st r al C ells ･ N a o ki W a d a , D e p a rt -

m e n t of P e di a t ri c s ( D ir e ct o r: P r of . N . T a n ig u c h i) , S ch o o l of M ed icin e , K a n a z a w a U ni _

V e r Slt y .
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I g M , I g G 量は , 沢井 ら
7) に よ っ て

,
ラ テ ッ ク ス 凝集反

応 を精密化 した ラテ ッ クス 近赤外比濁装置 で測定 した

( M it u b i s hi C h e mi c al I n d u st ri e s , L td , T o k y o) . 均

一

な直径 0 . 2 〟 m の ラ テ ッ ク ス 粒 子 に , 抗 亡 トI g A ,

I g M , I g G を感作 して おき , 希釈 した初乳細胞培養上清

(0 .6 m l) に 加 えて抗原抗体反応 を起 こ させ, ラテ ッ ク

ス が凝集す る際 に 近赤外郡 (0 . 9 J` m ) の光 の透過度 が

低下す る こ と を利用 して定量 した.

4 . 母 乳細胞培養上清中の 中和 活性

母乳細胞 を 7 日 間培養 し た 上清中の C . diffi cil e

t o x in へ の 中和活性試験は , Y l - a d r e n al
'

c ell を使用 し

て 行 っ た . 各々 の 上 清 50 J Ll と T C I D 5 01 2 JL l の C ■

d iffi cil e t o x i n と で
,
3 T C , 6 0 分間 p r ei n c u b a ti o n 後 ,

前報ヰ) で述べ た方法で a s s a y し , 再現性 の ある もの のみ

を陽性と し た . さ ら に免疫沈降法に て, こ の 中和特性

に 拘わ る免疫グロ ブ リ ン を検索 した . 免疫 沈降法 は

G e o r g e. ら
8)
の行 っ た方法を 一 部修正 して行 っ た .

つ ま

り母乳細胞培養上常に, C a r ri e r と して の ヒ ト血清を加

えて , 各々の 抗 ヒ トIg A , Ig M , I g G 家兎血清( B eh ri n g ･

w e r k e
,
A . G .

,
M a rb u r g , W e s t G e r m a n y) と抗原抗体

反応 を引き起 こ す沈降反応 を利用 した .
ヒ ト血清 は,

一 人の健康人か ら得られ, あらか じめt o x i n を中和でき

ない こと を確かめた. 沈降反応は 37
0

C , 6 0 分間 p r ei n c u ･

b a ti o n 後 , 4
0

C に
一 昼夜静止 した . 翌朝 15 分間10 , 0 0 0

Ⅹ g で遠心 し, そ の上清 を中和活性 を調べ る a s s a y
へ

の検体と した.

成 績

1 . 母 乳細胞培養上溝申の 免疫グ ロ プリ ン豊

7 日間培養の初乳細胞培養上清(2 ×10
¢
c e11 s/ m l) に

お い てIg A とI g M の 平 均 値 は 各々3 ･ 8 2 8 n g/ m l

(31 8 ～ 1 5 , 0 1 0 n g / m l) と 1 , 0 6 3 n g/ m l (4 0 5
～

2
,
6 0 4 n g/

m l) で あっ た . I g G の濃度は, I g A , I g M に 比 し低か

っ た . (平 均 154 n g/ m l , 範 囲 51
～ 8 1 5 n g/ mi ) . (F i g

l ) .

2 . 母 乳細胞培養上溝中の C . di ffi eil e t o x i n へ の

中和活性

中和活性の検出に は, 前報
4)
と同様 に Yl - a d r e n al c ell

を使用 した . 培養上清は 1 Ⅹ T CI D ,0 の C . d iffi cil e

t o x i n と p r ei n c u b a ti o n 後 , Y l
･

a d r e n al c e11 に 接触さ

せ た . そ して 10 % 以下の細胞変化ま で押 さ える こ とが

で き る検体 を, 中和活性陽性検体と した . こ の判定条

件 に合致す る もの は, 6 0 検体中5 例(8 . 6 % ) で あ っ た .

この上清で の反応は, 初乳分画 の それ に 比 し非常に 弱

い の で, 希釈 して中和活性の強弱 を検索す る こ と は困

難であっ た . 文
,
中和活性陰性検体 を希釈 し検索して

も, 同様 に中和活性 を示 さな か っ た . 陽性検体 5 例は,

前報
▲) で検索 した初乳分画で も 中和活性を示 した .

嶋 l
. 11 l

即
u

芝3 , …
l(

○■

ヽ
ヽ

伊

⊂ 王.1 1 l
∵

l g A l g M l g G

F i g . 1 . I m m u n o gl o b uli n s i n c ul t u r e s u p e r n a t a n ts

o f c ol o st r al c ell s . C o l o st r al c ell s w e r e c ult u r e d

i n a d e n si t y o f 2 .0 ×1 0
6
c ell s p e r m l f o r 7 d a y s ･

V e r ti c al b a r s r e p r e s e n t st a n d a r d e r r o r s o f th e

m e a n s o f r e s ult s f r o m 6 0 s p e ci m e n s .

3 . 中和活 性陽性検体の 免疫 グ ロ ブ リ ン 量

T a b l e l で 示 した よう に , 母乳細胞培養上清の完全

な中和活性 は, 陽性 5 検体中4 例で , ウサ ギ抗 ヒ トI g A

抗体を使用 した免疫沈降法で完全 に 消去 した. 1 例( D)

だ けが 抗Ig A 抗体 に お ける中和活性の完全な消失は見

られ な か っ た .
こ の検体 に , 抗I g A 血清の畳 を多くし

て も著名な変化 はみ られ なか っ た . 陽性 5 検体と残り

の陰性 55 検体 中のI g A 濃度は, F i g 2 に 示 したように ,

そ れ ぞ れ 2 , 9 2 8 ±1 , 1 1 1 n g/ m l ( s t a n d a rd e r r o r) と

4
,
0 4 0 ±85 7 n g/ m l で あっ た .

考 察

古く か ら経験的あるい は統計的な事実 と して, 人乳

は新生児期の免疫機構が発達 する ま で, 諸種 の細菌に

よ る 胃腸系疾患 に 対 し防禦的 に 働 く と言 わ れ て い

る
9 - 1 1)

.
ヒ ト初乳中の主な る免疫グ ロ ブ リ ン は, 腸管の

粘膜表面 に と どま っ て, 抗体産生 に 関与 す る S -I g A で

ある . S ･I g A の 由来 に つ い て は, H o m i n g 現象
1 2~ 1 4) で

説明さ れ てい る .
つ ま り母親 の腸管バ イ エ ル 板が , 腸

内細菌の抗原刺激を受 ける と , その 当該 B リ ン パ 球の

一 部は記憶細胞と な り, リ ン パ 道及び血行 を経て乳腺

に 到達 してI g A 抗体産生細胞に 分化 し, 血清塾I g A を

産生す る と いうも の で あ る . これ が s e c r e t o r y c o m
･

p o n e n t と結合 し乳腺腔 に 分泌さ れ るの で , 母乳に は腸

内細菌 に対する抗体 が数多く含まれ て い る .

こ れ をふ

ま えて
,
H ol m g r e n ら

1 5)
は
,
毒素産生大腸菌や V ib ri o
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a T h e c ult u r e s u p e r n a t a n t s o f c ol o str al c ell s w e r e i n c u b a t e d wi th l JLl of h u m d n s e r u m a s c a r ri e r
a n d th e a p p r o p ri a t e v ol u m e o f r a b b it a n ti -h u m a n I g A , I g M , O r I g G a n tib o di e s a t a n ti g e n

･

a n tib o d y
e q u iv al e n c e f o r p r e ci pit a ti o n ･ A f t e r s e p a r ati o n f r o m i m m u n e p r e ci pi ta te s b y c e n trif u g a ti o n , th e
S u p e r n a t a n t S W e r e p r ei n c u b a t e d wi th 1 2 FLl of C ･ d i5i ci le t o x i n (1 T CI D 5 0) f o r 6 0 mi n at 3 7

■

C . T h e n
.

th e mi Ⅹt u r e O f c ult u r e s u p e r n a t a n ts a n d th e t o x i n w a s a d d e d t o Y l - a d r e n al c ell s i n m i c r o pl a t e .
R o u n di n g r e s p o n s e of Y l

･

a d r e n a l c ell s w a s d e t e r m i n e d 1 8 t o 2 4 h aft e r in c u b a ti o n : + = > 50 % J ±
= 1 0 t o 5 0 % ; - = < 1 0 % r o u n d e d c ell s .
b N o ni m m u n e r a b bit s e r u m .

e

R P M I 1 64 0 wi th 2 0 % f e t al b o vi n e s e r u m .

Ch ol e r a e の t o x i n に 対 し
,
S ･I g A 抗体が パ キス タ ン 産

婦に は存在 し, ス ウ ェ ー

デ ン産婦に は ほ とん ど存在 し

なか っ た と報告し
,
こ れ ら細 菌の羅患率 に , 2 つ の グ

ル ー プで差が あ る こ とを見い 出した . S -I g A な どを含む

液性免疫物質に 加 え て
,
ヒ ト初乳中に は m a c r o p h a g e

(7 9 ～ 8 0 % ) , 1 y m p h o c yt e (1 0 % ) , 多核球等い ろい ろ と

免疫学的に 能動的 に 働く細胞が含 まれ て い る
.
こ れ ら

母乳細胞 の新生児感染防禦機構 へ の 役割は, ほと ん ど

知られ て はい な い が
, 母乳哺育児が N E C に 羅患しに く

い とい う こと から
, 何等か の関係があ ると思える. C r a g o

ら
Ⅰ6)
は
, 初乳の m a c r o p h a g e がI g A やI g M の よう な免

疫グロ ブリ ン
,
ラ ク トア ル ブミ ン

,
S e C r et O r y C O m p O n e n t

等を含んで い る こ と を, 螢光抗体法に て明 らか に した .

I y m ph o c yt e に はなく m a c r o ph a g e だけに これらの 蛋白

が
~ 致 して見 られ る と い う こ とは

, 初乳 m a c r o p h a g e

が
, 環境か らの 摂取 に よ っ て

,
これ らの 蛋白を獲得 し

たと い う こと を物語 っ て い る .
P itt a rd ら

l)
は
,
初乳細

胞をマ イ ト ー ジ ュ ン 刺激な しで培養す る と, その培養

上清中に はIg A を 主体と す る免疫 グ ロ ブリ ン を放出し

た と述 べ て い る . 以 上 の 実験成績 に て, 彼 等は 初乳

m a c r o p h a g e は免疫 グ ロ ブリン を運んだり貯臆 した りす

る乗物であろう と強調 してい る
.
こ の研究で は, 7 日

間培養した母乳細胞上清中に は
,
I g A を平均 3 , 8 2 6 n g/

2 ×10
6
c ell s 含ん で お り

,
I g M は平 均 1 , 6 0 3 n g/2 ×1 0

6

C ell s で あり, I g A はI g M の 約 3 倍多く含んで い た . 又 ,

I g G は平均 154 n g/ 2 ×1 0
6
c e11 s で

,
ほ とん ど無視で きる

量であ っ た .
こ の結 果 は

,
I g M が 高 い こ と を 除 い て

Pitt a rd ら
l)の 言 っ て い る量と ほ とん ど同じで ある. さ

らに , こ の 初乳細胞培養上清を, Y l ･ a d r e n al c ell a s s a y

の利用 に て , C . d iffi cil e t o x i n に対す る中和活性 を検

索 してみ る と, 6 0 検体中5 検体(8 . 6 % ) が 中和抗体を

保持 して い る こ と がわ か っ た
.
これ ら は, 前 紆)で 検索

した初乳分画 でも 陽性で あ っ た . 又 , 免疫沈降法の結

果よ り
,
母乳細胞培養上清中 C . d iffi cil e t o x i n に対す

る 中和抗体 の主体 はIg A と思われ た. しか し, 細胞培

養上清中のI g A 濃度 は, 中和活性が陽性, 陰性に 拘わ

らず, 統計学的に 有意差 はな か っ た . 検体( D) に 関して

は
, 中和活性の 一 部 はI g A で あ るが, 他に 何等か の要

素が働い て い る こ とも推定で き る . C . diffi cil e t o x i n

に 対 しI g A 抗体 を放出す る初乳細胞(主 と して m a c r o _

Ph a g e) を含ん で い た初乳細胞培養上清検体が
,
t O Xi n

に 中和抗体 を示 した初乳分画検体の約 1/ 3 しか なか っ

た理 由や
,
こ の よう な初乳 m a c r o ph a g e の生物学的な

重 要性 に 関 して は
, 今後解明 して い か な けれ ば なら な

い 問題 と思わ れる . し か し
,
初乳 m a c r o p h a g e が 各種

の 抗原 に 対 して
, 抗体 を持 つ 免疫 グ ロ ブ リ ン を ゆ っ く

り放出す る こ とが 可能で
, 貧食作用 を現わ し, p H 変化

や酵素の存在下 に ても耐容性を示 す ことがで きる なら
,

こ れ らの 初乳細胞が新生児の胃腸系に 占め る防禦過程

に十分貢献 し, ある種の N E C か ら新生児 を防禦するの

に
一 役か っ て い る と推定でき る .

結 論

初乳60 検体か ら
,
そ れ ぞれ初乳細胞 を分離 し

,
マ イ
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料●u t 柑 t ほ I れg 如 t l v l t y

F i g . 2 . I g A c o p c e n t r a ti o n a n d n e u t r a li zi n g a c t
i -

vi ty a g ai n s t C . diqi cil e t o x i n i n c ul t u r e s u p e r
-

n a t a n ts of c ol o st r al c ell s .

T h e s a m pl e s w hi c h r e d u c e d th e 5 0 % c y to p a th i c

eff e ct of to x i n o n Y l
･

a d r e n al c ell s t o l e s s th a n

l O % w e r e c o n si d e r e d t o h a v e n e u t r a li zi n g a c ti ･

vi ty a g ai n s t th e t o x i n . ( 十) r e p r e s e n t s n e u tr a li -

zi n g a c ti vi t y
･

p O Si ti v e s a m pl e s ,
.
W h il e (- ) r e p r e

-

s e n t s n e u tr ali zi n g a c ti vi ty
-

n e g a ti v e s a m pl e s ･ 委
i n d i c a t e s th e g e o m e t ri c m e a n v al u e a n d it s

st a n d a r d e r r o r . T h e d iff e r e n c e of I g A c o n c e n t
-

r a ti o n s b et w e e n t w o g r o u p s w a s s ta ti sti c a11 y

n o t sl g nifi c a n t , a S e V al u a t e d b y S t u d e n t
'

s t t e s t

(p > 0 .5) .

ト
ー

ジ ェ ン刺激な しで 7 日 間培養 した . そ して, そ の

培養上 清の C . diffi cil e t o x i n に 対す る中和抗体活性の

存在及 び免疫グロ ブ リ ン を定量 し て次の 結果 を得た .

1 . Y l - a d r e n al c ell a s s a y に て 60 検 体 中 5 例

(8 . 6 % ) に C . diffi cil e t o x i n に 対す る中和抗体活性が

存在 した. こ の 5 例は, 初乳分画に おい て も す べ て 中

和酒性抗体 を保持 して い た .

■ こ れ は初乳細胞 (主 と し

て m a c r o ph a g e) が 中和抗体清性を放出す る ことを示 唆

す る .

2 . 初乳細胞 を 7 日間培養す る と免疫グロ ブ リ ン を

放出す る .
I g A は平均 3 , 8 2 6 n g/ m l (3 1 8 ～ 15 , 0 1 0 n g/

m l)
,
I g M は平均1 , 0 6 3 n g/ m l ( 40 5 ～ 2 , 6 0 4 n g/ m l) ,

I g G は平均 154 n g/ mi (5 1
～ 8 1 5 n g/ m l) であ っ た .

I g A

出

はI g M の 約 3 倍 高く, I g G は極度に 低か っ た .

3 . 免疫沈降法 に よ り 中和抗体活性と免疫グ ロ ブリ

ン と の 関係 を調 べ てみ る と, 抗 ヒ トI g A 家兎血清の み

で中和抗体活性の消失を み た .
つ ま り

,
中和抗体活性

の 主体は Ig A に よ るも の と 思わ れ た .

4 . 中和抗体活性の 保持す る検体 と, 保 持し ない検

体の Ig A は , そ れ ぞれ 2 , 9 28 ±1 ,
11 1 n g/ m l( s t a n d a rd

e r r o r)
,
4

,
0 4 0 ±8 5 7 n g/ m l であ り , 統計学的に は有意

差 は な か っ た( P > 0 . 5) . つ ま り中和抗体活性はIg A の

量 と は無関係 である こ と が判明 した.

稿を終 る に臨み
, 御指 導, 御 校閲を賜 わ りました谷口昂教

軌 こ感謝 い たしま す . また 毒素液作掛 こ御協 力い ただ い た微

生物字数室の 西 田尚紀教授, 組織培養を直接御 指導戴い た痛

研究所 ウイ ル ス部 の 波田野基 一

教授 , 免疫グ ロ ブリ ンを測定

い ただ い た分 子免疫 部の 右田俊介教授 に 深く感 謝します. ま

た 常 に多大 な御 協力を い ただ い た西 田直 己助 手, 宮脇利男助

手 は じめ
, 第 7 研 究室の 諸兄 に感謝 します .
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