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ゼ ラ チ ン の 抗補体作用の 機序 に 関す る 研究

金沢大学医学部内科学第三 講座 ( 主 任 : 服 部純 一 教授)

田 中 邦 美

( 昭和51 年 1 月12 日受付)

哺乳叛の 生体防禦機構 に は , 原始 的な形態と 考え ら

れ て い る貪食細胞 や進化 し た 形 態 と し て の 細胞性 及 び

液性免疫機構, 及 び補体系が 主 に 考 え られ て い る . 補

体系 は2 っ の 経路 す なわ ち cla s s i c al p a th w a y と

alt e r n a te p a th w a y に よ っ て 活性化 され て 種 々 の 免

疫生物学的現 象 ､ 例え ば 免疫貪食現 象
1)

. 免 疫粘 着 現

象
2)

, 白血球走 化性
3)

, C O n gl u ti n a ti o n 反 貯)
, a n a

.

P h yl at o x i n
5)8)

, l y m p h o c y t o t o x i c it y
T)

, 免 疫 溶 血 反

応等を 引き お こ す . そ し て ま た楠体系 は抗原抗体複合

物 に作 用し . そ の 結果 生 じた 複合物 は貪全細胞 や リ ン

パ 系細 胞の 膜表面 に 存在す る 補体 レ セ 7
0

ク
ー

8)
を 介 し

て 反応 す る . こ の 過 程は現 在 の 免 疫学 に 於て 重要 な意

味を 有す る もの と して 考え られ て お り , リ ン パ 系細胞

に 結合し た抗原 ･ 抗体 ･ 補 体複合物 は , 抗 体産 生 の

"

ひ き が ね
g)川)

〃
と して も と ら え られ て い る .

一 方生体防禦機構 は, 本来 の 防衛 の 目的と は異 なり

そ の 機構自体が 病因と な る 事 も明 らか に さ れ て 来 た .

補体系 も 同様で , 椅体が そ の 活性 に よ っ て 生体の 感染

防禦に 重要 な役割を 果す反 面 , 抗原 抗体反応 に もと ず

く 細胞 や組織の 破壊を伴 う 病変の 成立に 関与 して い る

臨床例 が数多く 報告さ れ て い る . 例え ば臓 器移植 に 伴

う 拒絶反応 , 種々 の ア レ ル ギ
ー 性疾患 , さ ら に は自己

免疫疾患 な どで あ り , こ れ ら は 現 在の 医学 の 重要な 分

野と して 考え られ て い る . 以 上の 様な疾患 に 対す る治

療 は , 生体防衛 反応 を抑制 す る 事に 主眼が 置か れ て き

て い る . 以 上の 観点 か ら当然 , 生 体防禦機構の 1 つ で

あ る描体系の 抑制 の 試 み も な さ れ て い る . 補 体 成 分

C l , C 2 . C 5 , C 6 , C 7 , 各成分 を 失宿さ せ る C u - C hl o r o -

P h ylli n
‖)

が p a s si v e c u ta n e o u s a n a p h yl a x i s

及 び P r a u s n it z - K d s t n e r 反 応 の 阻 止12)
. 更に は C 3

H / H e ⇒ ゥ ス に お け る C F W マ ウ ス の 移 植 片 の 拒 絶

反 応の 抑鰍
3)

を も た らす こ と が証 明さ れて お り 臨床応

用 へ の 可能性を 示し て い る .

著者 ら は
,
C u n n i n g h a m

- S z e n b e r g 変法14)
に よ っ

て 溶血斑産生細 胞 ( pl a q u e f o r m i n g c ell : 以 下

PF C と略す) の 形態学的観察 を 目 的と して , 液 層 の

A n ti c o m p l e m e n t a r y eff e c t s of g el ati n .

d i ci n e( Ⅲ) , ( D i r e c t o r : P r of . K . H att o ri) ,

固定 の 為 に ゼ ラ チ ン を 使用 し て 研究す る 中,

一 定濃度

以 上 の ゼ ラ チ ン 添加の 場合 , 使用 し ない 場合に く ら べ

て P F C 数が 低下す る こ と に 気付 い た . ゼ ラ チ ン は 動

物 真皮中 の コ ラ ー

ゲ ン より 得 られ る 分 子 量 1 5 .0 0 0 ～

2 5 0 , 0 0 0 か ら成 る不 均 一 物質で あり , 日 常の 補 体 価 の

定量 に は , 溶血活性及 び免疫粘着現 象に よ る 力価測定

に お い て .
ヒ ツ ジ赤血球の 自然溶血を 阻止し溶血反応

を安定 させ るた め に , 0 .1 % ゼ ラ チ ン を含 有す る 緩 衝

液が
一 般 的に 用 い られ て い る . と こ ろ で J e r n e 原 法

15)

で の P F C 数の 検出率が C u n n i n g h a m 法
16)

に 比 べ

て 約1/ 3 と低 い の は . J e r n e 原 法 に お い て 使 用 さ れ

た 寒天 の 持 っ 抗補体性
柑)

に 起因 す る と 報告 さ れて い る

が . 著者 ら は ゼ ラ チ ン の 場合 に も同じ 機序 が働くも

の と考え た . そ して ヒ ツ ジ 赤血球の 細胞膜 の 安定化因

子 ゼ ラ チ ン が 濃度 の 増加に つ れ て 免疫溶血反応を 抑制

す る と い う 結果 を 得た の で 若干の 考察を加 え て 報告す

る .

〔略号〕 こ こ で 本篇の 記述 に 現 わ れ る 略号 を 一 括して

記 す .

C
,

C O m pl e m e n t ; 補体金成分

Cl ,
C O m Pl e r n e n t l ; 補体第 1 成分

C2 , C 3 ,

… …

C 9 ; 同様 に 各 々 補体第2 成分 , 第 3

成分 ,
… … 第 9 成分

C l
gp

, g u i n e a pi g c o rn p l e m e n t l ; モ ル モ ッ ト 補

体第 1 成分

Cl
hu

. h u m a n c o m pl e m e n t l ; ヒ ト補体第 1 成分

G P C , g u i n e a p i g c o m p l e m e n t ;
モ ル モ ッ ト補 体

全成分

G P S , g u i n e a p i g s e r u m ;
モ ル モ ッ ト血清

H u S , h u m a n s e r u m ;
ヒ ト 血清

B S A . b o v i n e s e r u m a lb u m i n ; ウ シ 血清 ア ル フ

ミ ン

E A , e r y th r o c y te -

a n ti b o d y ; ヒ ツ ジ 赤 血 球 に ウ

サ ギ抗 ヒ ツ ジ赤血球抗体を 結合 さ せ た 感作赤血球

E A C l
, e r y th r o c y t e - a n ti b o d y c o m pl e m e n t l ;

補体第 1 成分の み が結 合し て い る 感作赤血球

K u n i m i T a n a k a
,

D e p a r t m e nt of I n t e r n al M e ･

S c h o o l o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e r sit y .

▼

■

t
T
■,
一
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P F C . p la q u e f o r m i n g c e u ; 溶 血斑産生細胞

V B . v e r o n al b u げe r ;
ペ ロ ナ ー

ル 緩衝液

G ＼甘 ∴ g e‡a ti‡1 ＼甘
●

; 0 ･1 % ゼ ラ チ ン と 至適濃度

の C a ∴ れ
ノ

1 g
‥

を含む ベ ロ ナ ー

ル 緩衝液

G V B
C 8

+
+

; C a

■
◆

を 含む ゼ ラ チ ン ｡ ベ ロ ナ ー

ル 緩 衝

液

g 卜G V B
' '

. gl u c o s e G V B
'

◆

; 2 .5 % gl u c o s e を

含む G V B
‥

E D T A ; e th yl e n e d i a m i n e t e t r a a e e t a t e N a 塩

E G T A : et h yl e n e gl y c o l e t e t r a a c e t a t e N a 塩

C-E D T A
,

C O m Pl e m e n t E D T A ; 0 . 0 4 M E D T AM G

V B で 稀釈さ れ た モ ル モ ッ ト 血清

C H 5□ ; 5 0 % 溶血 力価

I A H A
. i m m u n e a d h e r e n c e h e m a g gl u ti n a ti o n :

免疫粘着凝集反応

S .F . U ‥ Si t e ( o r m i n g u n i t ; 有効 分 子数

D F P ; d ii s o p r o p yl fl u o r o p h o s p h a t e

材 料

Ⅰ . ゼ ラ チ ン の 溶血 斑産 生細 胞検 出法 に 及ぼ す影 響

1 . 披検 リ ン パ 節細胞浮 遊液 の 作製

日a n k s II 液 で 3 回 洗浄し た ヒ ツ ジ赤血球 . 約 5 ×1 0
8

個 を W i s ta r 系姓 ラ ッ ト ( 体重200 g 以 上) の 腹 腔

内に 4 日日毎に 計 4 回注射 し , 最 終注射後 4 ～ 5 日巨

に 左 右の 傍胸腺 リ ン パ 節 2 ～ 3 個 を 右肺門 リ ン パ 節も

含め て 取り 出し , そ れ らを シ ャ
ー

レ 内で32 メ ッ シ ュ の

金網の 上に 持ち来 た し ,
ス パ ー

テ ル で 圧砕して リ ン パ

節内の 細胞 を バ ラ バ ラ に 遊離さ せ る . 遊離細胞を 含む

H a n k s Ⅱ 液 を10 m lの 注射 器 に 取 り ,
ツ ベ ル ク リ ン

針を通 し て シ ャ
ー

レ 内 に 勢 い 良く 吹 き っ けて
, 細胞群

を 一

つ
一

つ 単離さ せ る . 同 じ操作 を 3 固 練 り 返 し た

後. ナ イ ロ ン ガ ー ゼ を 通 し て 試験管 内に 移 し , 1 0 0 0

r p m ･ 5 分間遠沈 し , 上宿を捨 て H a n k s Ⅱ 液 を 加 え

て 洗浄す る操作を 3 回線 り 返 し . 予 備 実 験 で 1 ケ の

C h a m b e r 内の P F C 数が致1O ～ 1 O O 個 位 に な る よう に

調整 した 細胞 洩度の 浮遊液 を作製す る .

2 .
ヒ ツ ジ 赤血球遊浮液

緬羊保 存血液 ( 日 本 バ イ オ テ ス ト 研究所) を ri a n
･

k s Ⅱ 液で20 0 0 r p r h . 1 0 分間 の 遠心 操作で 3 回洗浄後 .

1 2 5 × 1 0
4
/ m l と な る よう に , H a n k s Ⅱ 液 に 浮 遊 さ せ

た . な お 本実験で は , こ の ヒ ツ ジ 赤血球浮遊液に ゼ ラ

チ ン を 2 , 5 , 5 .･0 , 1 0 % に な る よ う に 添加 し た .

3 . 楠体

5 ～ 6 匹の モ ル モ ッ ト の 血清を プ ー

ル し て
-

8 0
0

c

以 下 に 保存 した も の を 用 い た . ただ し採血後2 ケ月 以

内の もの に 限 っ た .

1 7 5

4 . 抗 ラ ッ ト I g G 家兎血清

金大病研分子免疫部石田 俊介教授よ り 御意与を 受け

た .

5 ･ ゼ ラ チ ン : B a c t o
-

g e l a ti n ( D if c o
.

L o t N ｡

引‖91 5 , 5 8 86 9 1 , 5 9 0 47 0)

6 . 緩衝液 : H a n k s Ⅱ 液

7 ･ 濾過用 ナ イ ロ ン ガ ー ゼ : 斉藤ら
tり

の 方法 に 従

い 作製 した .

8 ･ C u n n i n g h a m
- S z e n b e r g 法の c h a m b e r 作製

斉藤ら
ロメ

の 方法 に 従い → 枚の ス ラ イ ド上 に , 2 っ の

ほぼ 等し い 容積 を も つ C h a In t〕e r を備えた も の を 作

製 した .

9 ･

ノベ ラ フ ィ ン ｡ ワ ゼ リ ン 等量混合物

Ch a m b e r の 四 隅の 封人 用 と L て , 使用 時加熱 溶融

し て 用 い た .

Ⅱ ･ 溶血反 応 に よ る ゼ ラ チ ン の 坑 補体作用 の 検 討

1 . ヒ ト 血清

正中静脹 よ り採取 した 血液 を約 1 時 間室 温 に 放 置

後 ･ 更に 1 時間氷室内で 静置 し . 30 0 0 r p m . 1 5 分 間 遠

沈し て 血清 を分離し た . 分離し た血清は
-

8 0
0

c に 保

存し た .

2 . 血清稀休価の 定量

1) 溶血素 ( 抗 ヒ ツ ジ赤 血球家兎血清)

金大癌 研分子免疫 取 高橋守信助教授よ り 御恵与を

受 けた .

2 ) ヒ ツ ジ 血球浮遊液 の 調整

緬羊保存血液 ( 日本 バ イ オ テ ス ト研 究所) を0 . 0 1 M

E D T A
-

G V B で 3 臥 生理 的食塩水で 3 回 . G V B
･

･

で 3 回洗浄後 , G V B
`

+

で 約 5 % の 血球 浮遊 液 を 作

り ･ こ の 血球 浮遊液1 m lを 蒸 留 水14 m l に 溶か し て 溶

血液 の オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン 量 を B e c k m a n 分光 光度

計 波長541 m 〟で 測定し て Di を得 た . 実測 吸 光度

Di を 次の 式 Vf = V i x D i/ D s に あて は めて . 正 確 に

1 ×1 0
9
/ m lの ヒ ツ ジ血球浮遊 液 と なる よ う に し た . 但

し D s は正確 な血球 計算の 結果 1 x l O リー11 1 に 合わ せ

た 血球浮遊液1 m lを蒸 留 水14 m l に 溶 血さ せ た 時 の 吸

光度 で あ り ･ ヒ ツ ジ血球の 場合 は541 m 〃で0 . 6 8 0 の 値

で ある . V i は約 5 % の 血球浮 遊液 の 量 で あ り , V f

は1 ×1 0
g
/ m l個相 当の 血球浮遊液 の 量 で あ る .

3 ) 感作 ヒ ツ ジ赤血球 ( E A )

G V B
‥

で 1 ×1 0
9/ m lに 調 整 し た ヒ ツ ジ血 球 浮遊 液

に ▼ あ らか じめ G V B
‥

で 最 大 溶血 度 を 示 す 濃 度 に

稀釈し た溶血素の 等量を加 え て37
0

c , 6 0 分 間恒 温 槽

内で 静か に 振過 し つ つ 反 応 さ せ て , 5 × 1 0
8
/ m l の E A

を得た .

4) 血清の 稀釈 液な らび に 反 応系の 緩衝液
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i) 5 × V B 保 存原液 ; 塩 化ナ ト リ ウ ム 85 .O g , 5 . 5

ジ エ チ ル パ ル ビ タ ー ル 酸 ソ
ー

ダ 3 . 7 5 g , 5 . 5 ジ エ チ ル

パ ル ビ タ ー ル 酸5 . 7 5 g に 蒸留水150 0 m l を加え 強く 加 温

して 溶か す . 冷却後蒸留水 を 加え て 全量 を2 0 0 0 m I と

す る .

ii) G V B
- +

; 5 × V B 保 存原液200 m l , 0 . 0 3 M 塩

化 カ ル シ ウ ム ( C a C l2) 5 m l . 0 . 1 M 塩化 マ グネ シ ウ ム

( M gC 1 2) 5 m l , 2 % ゼ ラ チ ン50 m l に 蒸留 水を加え て

10 00 m l に す る . G V B
‥

は0 . 1 5 M の N a C l
, 0 . 0 0 0 1 5 M

の C a C 12 , 0 . 0 0 0 5 M の M g C l2 を 含む ベ ロ ナ ー ル 緩 衝

液で あ る .

iii) g 卜G V B
. +

: 5 × V B 保存原 液100 m l , 0 .0 3 M

C a C 1 2 5 m l , 0 . 1 M M g C l 2 5 m l . 2 % ゼ ラ チ ン 50 m l ,

gl u c o s e
1 2 5 g に 蒸留水を加え て 全量を100 0 r nl と す る .

i v ) G V B
蝕 + +

; 5 × V B 保存原液200 m l . 2 % ゼ

ラ チ ン50 m l , 0 .0 3 M C a C l2 5 mi に 蒸留 水 を 加 え て 全

量 を1000 m lと す る .

V ) 0 ･ 1 M E D T A 保存原液 ; E D T A ( 半 井化 学)

3 . 7 2 g , 水酸化 ナ ト リ ウ ム3 . 7 3 g を 蒸留水で 全量 を1 000

m l とす る .

V i) 0 .0 1 M E D T A
-

G V B ; 5 × V B 保 存原 液20 0

mi , 0 .1 M E D T A 保存原液100 mi , 2 % ゼ ラ チ ン 50 m l

に 蒸留水を加え て10 0 0 m l と す る .

V ii) 0 . 0 4 M E D T A
-

G V B ; 5 × V B 保存原液 20 0

mi . 0 .1 M E D T A 保 存原液400 m l , 2 % ゼ ラ チ ン 50 m l

こ 蒸留水を加 えて 10 0 0 m lと す る .

5 ) コ ラ ー ゲ ン ; 〔SI G M A 〕 L o t N o 5 3 C
-

8 1 4 0

6 ) E G T A ( 半井化学薬品)

Ⅲ . ヒ ト血清空白の 定量

1 . 抗血清 ( 蓑8 に 示 し た30 種 の 抗血清)

抗 ア ル ブ ミ ン 抗血清 . 抗 I g G 抗血清 . 抗 I g A 抗

血清 . 抗 Ig G 3 抗血清 , 抗 C9 抗血清 は金大病研分 子

免疫部 , 石田俊介教授よ り 御意与 を受 けた . 残 り25 種

の 抗血清は市販 ( へ キ ス ト) に よ っ た .

2 . ヤ ト ロ ン 棲準血清

3 .
ベ ロ ナ

ー ル 緩衝液 ( P H 8 . 6 , 〃 = 0 . 0 5 ) ; 5 . 5 ジ

エ チ ル パ ル ビ タ
ー ル 酸 ソ ー ダ10 3 . O g . 5 .5 ジ エ チ ル パ

ル ビ タ ー ル 酸18 . 4 0 g に 兼留 水を 加え て 全量 を5 0 0 0 m l

とし , こ の ベ ロ ナ ー ル 緩衝 液 : 蒸留水 = 1 : 1 に 混 合

して 作製 し た .

4 . ア ガ ロ ー ス 溶液 ; ア ガ ロ ー ス ( 半井) 2 % 溶

液を ベ ロ ナ
ー ル 緩衝液 ( pI1 8 .6 . 〃 = 0 . 0 5 ) で 作製 し

た .

Ⅳ . 各補休成分 C l . C 4 ,
C 2 , C 3 , C 3

- 9 に及 ぼ すゼ ラ

チ ン の 抗補体作用の 検討

1 . C l
h u

, C 4
h u

分画 の 作製 ; 2 . 5 m lの と 卜 血清 に7 . 5

m l の2 0 % 硫酸 ソ
ー

ダ ( N a 2S O 4) を 加え て 室温で2 O 分

間姥拝 後 T 2 0
O

c ･ 6 00 0 r p m ･ 遠沈 後 ･ 沈 掛 こ2 . 5 m I の 蒸

留水を 加え て C l
b u

分画を得 た ･ 上 宿に N a 2 S O 4 (
_ヒ

清1 m 批 つ き50 m g ) を加 え , 室温 で2 0 分 間 授拝 し .

20
0

c ･ 6 0 0 0 r p m ･ 1 5 分間遠 沈 し 沈殿 に2 ･ 5 m la ) 蒸留水

を 加え溶解 して 得 られ た も の が C 4
hu

分画で あ る .

2 ･ C l
gp 分画 の 作製 ; 2 ･ 5 m l の G P S に7 , 5 m lの 蒸

留水 を加え - 4
0
c

,
2 0 分間撹 控後0

0

c
, 3 0 分 臥 1 00()O

r p m ･ で 遠沈 し . 沈殿 を0 . 3 M N a C l 溶 液 に 溶解 し て

得た .

3 ･ 精 製 C 2 9p
t C 3 9P

･ C 2
h u

. c 3
h u

; 金 大境研分子 免

疫 部 高橋守信助教授に 御恵 与を い た だ い た .

4 ･ 抗 C3 家 蒐血 清 , 抗 C 4 家 兎血 清 , 抗 ヒ ト

C3
p

a c ti v a t o r 家 兎血清 , 同 じ く 高橋守 信 助 教授 よ り

御恵与 を受 け た .

方 法

Ⅰ ･ ゼ ラ チ ン の 溶血 斑産生細胞検出法 に及 ぼす 影響

1 . ゼ ラ チ ン の P F C 数 へ の 影 響

C u n n i n g h a m - S z e n b e r g の プ ラ ー ク法
一… )

に 準L:

て 行 っ た ･ 間接プ ラ ー

ク法 の 場合に は , 小試験管内に

H a n k s Ⅱ液 で 最 適濃度 に 稀釈し た抗 ラ ッ ト I g G 家兎

血清0 . 0 5 m l .
2 % ゼ ラ チ ン 含有 H a n k s Ⅱ 液 に 浮 遊

さ せ た ヒ ツ ジ赤血球 ( 12 5 × 1 0 ソ m l) 0 . 2 m l . リ ン パ 節

細胞浮遊 液0 ･ 2 m l , 輔体0 . 0 5 m l を加え37
q

C で 充分混和

後, あ らか じ め37
0
c に 加温 さ れ た ch a m b e r 内 に ピ

ペ ッ ト で 添加 して こ れ を 満 た し , 両側開放部分 を パ ラ

フ ィ ン ｡ ワ ゼ リ ン 等量 混合物 で 封 じて 後. 3 7
0

c , 3 0

～

6 0 分間静置後 t
P F C 数 を 算定 した , 直 接 プ ラ ー ク

法 の 時 に は , ゼ ラ チ ン を 含有 し な い H a n k s Ⅲ 液 ま

た は2 % ゼ ラ チ ン 含 有 H a n k s Ⅱ 液浮遊 ヒ ツ ジ 赤 血

球 (12 5 × 1 0 ソ m l) を0 . 2 5 m l , リ ン パ 節細胞浮遊液0 . 2

m l ･ 補体0 ･ 0 5 m l を混和後 , 同様 に P F C 数 を 算 定 し

た .

2 . ゼ ラ チ ン 濃度 と P F C 数 と の 関係

H a n k s Ⅱ液 に ヒ ツ ジ 赤血球 を125 ×1 0
4/ m l の 濃 度 に

浮遊 させ
,

こ の 申 に . ゼ ラ チ ン 濃度が そ れ ぞ れ5 .0 % ,

4 ･ 0 % , 3 . 0 % , 2 . 0 % . 1 .5 % に な る よ う に 添 加し たも

の を 作製 し . こ れ ら を 抗原 と して 間接 プ ラ ー ク 払 底

接 プ ラ ー ク 法の 商法に て P F C 数を 測定 し , 比較検 討

した .

3 . 補体 に よ り飽和処置
1 の

さ れ た ゼ ラ チ ン と PF C

数 と の 関係

4 ･ 0 % ゼ ラ チ ン 含有 H a n k s Ⅱ 液 と G P S と を 等量

混和 し45
0

c , 4 0 分間反 応さ せ
.

っ い で56
0

c , 3 0 分間

で 補体を 不倍化 して 後に , 4 5
0

c に 戻 し て ヒ ツ ジ 血 球
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浮遊液 を作り , 同様 に し て 間接 プ ラ ー

ク 法に より P F

C 数 を算定 した .

Ⅱ ･ 免疫溶血 反 応 に よ る ゼ ラ チ ン の 抗補体作用の 検

討

1 . 血清補体の 溶血活性 測定法

血清補体の 溶血 活性 は M a y e r の 5 0 % 溶血補体力 価

測定法
柑)

に 従 っ た . 披検血清 を G V B
=

で ヒ ト 血 清

の 場合に は 1 / 6 0 ,
モ ル モ ッ ト血清 で は1 / 6 0 0 に 稀 釈

し , 表1 に 従 っ て 操作 を行 っ た . こ の 間の 操作 は常に

0
0

c の 氷水中 で 行 い 操作終了 後 , 3 7
0

c . 6 0 分 間 反 応

後, 再び氷水申 に 戻 して 反 応を 停止せ し め
, 2 5 0 0 r p

m ･ 7 分 間遠沈後 , 上 清 の 酸 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 量 を

B e c k m a n 分光光度計の 波長541 m 〟で 測定 した . 機 械

的溶 血 血清の 色に よ る影 響 を補 正 し た後 に , 完全溶

血 に 対す る 溶血率 ( y ) を出 し た . 血清 の 稀釈倍 数 を

横軸 に , y / 1 -

y を縦軸 に とり 両対数 方 眼 紙 上 に プ

ロ ッ ト し て 得 ら れ た点 を結 び そ の 直線が y / 1
-

y =

1 ･0 を 切る点 の 血清稀釈倍 数の 逆数が 披検血清の50 %

溶血補体 力価 ( C H 5 ノ m l) と な る . な お , 溶 血 度 と 描

体量と の 関係 は ,
V O n K r o g h の 式 X = K (y / 1

-

y)
t / n

に 一 致 し ･ 対数 で 示 せば l o g X = l o g K 十 1 / n l o g

( y / 1
-

y) と な り ,
こ の 間に は 直線 関係 が 成 立 す る .

X は補体畳 , Y は 溶血度 で あ る .

2 ･ ゼ ラ チ ン の 補体溶血活性 に 及 ぼす影響

生理 的食塩 水で10 . 0 % . 5 . 0 % . 2 . 5 % ,
の ゼ ラ チ ン

溶液を作 り115
0

c
, 1 5 分間高圧滅 菌 に て 溶か し た .

1 ) ゼ ラ チ ン の モ ル モ ッ ト血清及 び と 卜血清 に 及 ぼ

す影響

モ ル モ ッ ト プ ー ル 血清及 び 正 常健 康人血清 ( 6 例)

に 各濃度の ゼ ラ チ ン 溶液を 等 量 混合 し . 3 7
0

c
. 3 0 分

間加温振塗後 . G V B
‥

で モ ル モ ッ ト血清の 時に ほ1 /

30 に
.

ヒ ト血 清の 場 合は1/ 3 0 0 の 稀釈溶液 と し て 後 に ,

C H 58/ m l を 測定 し た . なお .
ヒ ト血清の 場合は . 個 人

差に よ る 差異 の 検討 と実験 の 正 確度を 吟味す る意味で

二 重測定 に し た .

2 ) ゼ ラ チ ン の と 卜血 軌 こ及 ば す 効 果

177

同 一 人よ り 同時に ヘ パ リ ン 及 び非 ヘ パ リ ン 採 血 し ,

血清及び 血奨 と し た後 に 1 ) と 同様に C H 5 ノ m l を 測

定 した .

3 ) 低濃度 ゼ ラ チ ン 溶液の 抗補体作用

補体 力価測定 に 使用 さ れ る G V B
‥

の ゼ ラ チ ン の

濃度は0 ･ 1 % で あ る . 低濃 度の ゼ ラ チ ン が補 体 力 価に

及 ぼす 影響 を検討す る た め に . ゼ ラ チ ン 溶液の 濃度を

0 ･2 5 % . 0 . 5 % , 1 .0 % , 2 . 5 % と して . 各濃 度 の ゼ ラ

チ ン 溶液 に 等量の ヒ ト血漕 及 び と 卜血欒 を37
0
c

, 3 0

分間反 応さ せ て 後 C H 5√ m l を馳走 した .

4) 粉末状態の ゼ ラ チ ン 及 び コ ラ ー

ゲ ン の 補体溶血

活性 に 及ぼ す影響

乾燥 ゼ ラ チ ン は冷水中で は膨潤 す るだ け で
, 温水中

で はじ め て 溶解 して ゾ ル と な る . 3 7
0

c , 3 0 分間 で は .

ゼ ラ チ ン は 大部分が 膨潤し た 状態で 残 る . コ ラ ー

ゲ ン

もま た 不溶性 で あ る . ヒ ト 血清に 等量の 生理 的食塩水

を加え , 各 々 の ゼ ラ チ ン 濃 度が5 . 0 % , 2 . 5 % , 1 . 2 5 %

に な る様 に 粉末懸濁状態の ま ま で ゼ ラ チ ン を 加 え た .

コ ラ ー ゲ ン の 場合 は
, 市販 コ ラ

ー

ゲ ン ( S I G M A ) を 生

の 状態 で 各 々4 . 0 % . 2 .0 % . 1 .0 % の 濃度に な る よ う

に 加え た . そ して37
0

c , 3 0 分間加温 振塗後上清の C H 抽

/ m l を 測定 した .

5) 透析 ゼ ラ チ ン の 補体 溶血活性に 及 ぼ す影響

3 ･ 0 % ゼ ラ チ ン 含 有生理 的食塩水を Vi s k i n g t u b -

e に つ め て 2 1 の 生理 的食塩水 で37
0

c . 2 4 時 間透 析 の

後 , こ の3 . 0 % ゼ ラ チ ン 溶液2 . 5 m は ヒ ト 血清0 . 5 m l と

を37
0

c , 3 0 分間反 応さ せ て 後 に∴ C H 5｡/ m l を 測 定 し

た .

6 ) ゼ ラ チ ン の 抗補体作 用 に 及 ぼす 温度の 影響

5 ･ 0 % ゼ ラ チ ン 溶液と等量 の ヒ ト血清との 混 合液 を

室温 ( 18
O

c ) 及 び37
0

c に 保 っ て C H ,｡/ m l を 経略的 に

測定 した .

7 ) ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 に 及 ぼ す キ レ
ー

ト剤 の 影

響

i) E D T A , E G T A の 影 響

ヒ ト 血清0 . 9 m l , 0 .1 M E D T A 或は0 . 1 M E G T A

T a b l e l T i t r a ti o n o f H e m o l y ti c A c ti vi ty . ( M a y e r
･

s M e th o d )

N o . of t u b e ロ 2 3 4 5 6 7 8

G V B
十 十

S e r u m 琶蔑 i莞8｡

5 . 0

1 . 5

4 . 5

2 . 0

4 . 0

2 . 5

3 . 5

3 . 0

3 . 0

3 . 5

5 . 5

2 , 0

6 . 5

1 . 0 1 . 0

6 . 5

E A ( 5 × 1 0 8 / 血)

A d q .

1 . 0 1 . 0 1 . 0 1 . 0 1 . 0



1 7 8

0 . 1 m l , 5 .0 % ゼ ラ チ ン 溶液1 . O m l を混 合 し37
0

c , 6 0 分

間振塗後 , 0 .1 M C a C l2 . 0 . 1 M M g C 12 の 両 方或 は
一

方 を0 .1 m l ず つ 加え て C H 58
/ m l を 測定 し た .

ii】C a
‥

. M g
◆ ◆

再添加 に よ る影響

ヒ ト血清0 . 8 m l に0 .1 M E G T A
, 5 . 0 % ゼ ラ チ ン 溶

液 . 0 . 1 M C a C L 2 . 0 .1 M M g C1 2 を 蓑2 に 従 っ て 加 え .

3 7
0

c , 6 0 分間振塗後 , 各々 欠如し た 2 価 陽 イ オ ン を

加 え て 後 C H 58/ m l を 測定 し た .

Ⅲ . ヒ ト血清蛋白の 定量

ヒ ト補体溶血力価に 及 ぼ す ゼ ラ チ ン の 抑制効果 が個

体差間で 多少異 な る ( 図4 ) た め に
, 補体成分 も含め

て30 種の と 卜血清蛋白の 定量 を 山

元 免 疫 拡散 に よ る

B e c k e r 法
抑

に 準 じて 行 っ た .

Ⅳ .
ゼ ラ チ ン の 各補体成分 に 及 ぼ す 影 響

1 . 補体 各成分の 溶血力価測定

測定し よ う とす る補体各成分 に 応 じ た適当な i n t e ･

r m e d i a te c e u s と残り の 補 体 成 分 を r e a g e n t s と

申

して 充分量反応さ せ れ ば . 感作血球 は測定 し よ う と す

る補体成分の 量に 応 じて 溶 け る . その 溶血度か ら50 %

溶血 に 必 要 な補体各成分の 溶 血活性 が 測 定さ れ る . 補

体成分 C l . C 4 . C 2 , C 3 , C 3- 9 の 測 定 に 必 要 な i n しe ト

m e d i a t e c e u s と r e a g e n ts と は表3 に 記 し た .

1 ) i n t e r m e d i a t e c e u s の 作製

i) E A C l
gP

; g トG V B
‥

で l x l O
9
/ m = こ調整 し た

E A に 1 ×1 0
12

s .F , u / m l のC l
g P
を等量 混 合し . O

O

c .

6 0 分間振塗 後 g トG V B
‥

で 3 回 洗 浄し て 得 た . ( 注)

s . F . u : M a y e r ら の O n e h i t th e o r y に よ れ ば .

ある 補体成分 C x が 他の 補体成分が 充 分 に 存 在 す る

条件下で 作用し た 時に
,
C x が 1 コ も作 用 し な い 血球

は溶 けな い . 最終的な段 階 ま で 反 応し て 血球膜 に 障害

を引き 起 こ さ せ て 血球を 溶血 させ るた め に 有効 に 作用

し た補体成分 C x の 分子 の こ と を有効 分子と 呼ぶ
. C x

と 感 作 血 球 と の 反 応 は , P o i s s o n 分布に 従い
. 血

球 1 コ あ たり に m 個の 有効 分子 が 作 用 し た と す る

T a b l e 2 E ff e c t s o f C a

'
+

a n d M g
▲

'

o n I n hi b i ti o n of I m m u n e

H e m o l y si s b y G e l a ti n .

N O H u S
0 .1 M

E G T A
s ali n e g el a ti n e

十 十

M g
･ ト 十

C a

A 0 . 8 0 .
1 0 . 9 0 . 1 0 . 1

B 0 . 8 0 ,
1 0 , 9 0 .

1 0 . 1

■ C 0 . 8 0 . 1 1 . 0 0 . 1

D 0 . 8 0 . 1 1 . 0 0 . 1

E 0 . 8 0 . 1 1 . 0 0 . 1

F 0 . 8 0 . 1 1 . 0 ･ 0 . 1

G 0 . 8 0 . 1 1 . 0

H 0 . 8 0 .
1 1 . 0

ロ 0 . 8 0 . 2 1 . 0

8 0 . 8 1 . 2

十 十

M g C a
■十 十

s aIi n e

0 , 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

0 . 1

U . 1 0 . 1

0 , 1 0 . 1

0 . 1

l
0 . 1

T a b l e 3 I n t e r m e di a te C ell s a n d R e a g e n t s f o r T i t r a ti o n o f E a c h

C o m p o n e n t o f C o m p l e m e n t .

C O m P O n e n t O f c o m pl e
-

m e n t t o b e m e a s u r e d
i n t e r m e di a t e c d r e a g e n t s

C l C 4 C 2 , C - E D T A

C 4 C l C 2 , C - E D T A

C 2 C 1 4 C
-

E D T A

C 3 C 1 42 C 5
- 9
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と ,
C x の 1 コ も作用 して い な い 血球の 割 合 は e▼m

と な る ･ 溶血度 を y と す る と , 溶 けな か っ た 血 球 の

割合は 1
-

y と なり , 1 - y =
e

~
m

が成立す る . m =

-

1 n ( 1
-

y ) と なり 実測 値 y よ り 有効 分子 数 nl が

求め られ る ･ と こ ろで - 1 n ( 1 -

y ) = 1 . 0 の 補 体 成 分

の 濃度下で は 血球 1 コ あ た り に 平均 1 コ の 有効分子が

作用 して お り .
こ の 血球 に は C x の s i t e が 1 si t e

形成さ れ て い る と考 え . 1 有効分子 を 1 s .-F . u と も い

う .

ii) E A C l
g P
C 4

h u

; g トG V B
◆ +

で 1 × 1 0
9
/ m l に 調 整

した E A C l gP に 1 × 1 0
H
s .1:

. u / m l の C 4
h u

を 加 え て 0
0

C , 1 5 分間反応後 , g トG V B
‥

で 2 匝】洗浄し て 得た .

iii) E A C 1
9P
C 4

h u

c 2
9P

: 1 × 1 0
8/ m lの E A C l gPC 4

h u

に

2 ×1 0
川

～ 1 × 1 0
1 2

s .F . u / m l の C 2 即
を 加え て37

0

c , 2 0

振壇後 g トG V B
‥

で 1 回洗浄 し て 得 た .

i v ) E A C 4
h u

: E A C 1 9PC 4
h u

c 2
gP

を0 . 0 1 M E D T A
-

G V

B に 浮遊さ せ て37
O

c
, 2 0 分間反 応後0 .0 1 M E D T A- G V

B で 2 回 , g トG V B
' '

で 3 回洗浄 して 得 た .

2 ) 繍体各成分の 溶血活性の 測定法

g トG V B
‥

で 連続稀釈さ れた 披検体0 .5 m l に 測 定 し

よう と す る 梼 体 成 分 に か な っ た i n t e r m e d i a te c e u

( 1 × 1 0
8
/ m l) 0 . 5 m l と r e a g e n t s を 充 分 量 加え て 37

0

c で
一 定時間反 応さ せ て 後 に 全量が7 . 5 m l に な る 様 に

0 ･ 01 M E D T A
q

G V B を加 え て25 0 0 r p m . 7 分間遠沈 後

上宿の 酸化 ヘ モ グ ロ ビ ン 量 を B e c k m a n 分光光度 計

波長412 m FL で 測定 し . 機械 的溶 血 . r e a g e n t s 等 の

影響 と を輔正 し た後 , 完全 溶血 に 対す る 溶血 率 ( )
r

)

を求 め
, 1 - y の 色の 自然対数 -

1 n( 1 - y ) を 求 め

た ･ 血清の 稀釈倍数を 横軸に , - 1 n ( 1
叩

y) を縦 軸 に

両対数方眼 紙上に プ ロ
ッ ト し て 得 ら れ た 直線が

-

1 n

( 1
-

y)
= 0 ･6 93 を切 る点 の 血清稀釈 倍 数 の 逆 数 が そ

の 披検血 清の C H 5 √ m l と な る .

i) C l の 測定 : 連続稀釈 さ れ た披検血清0 . 5 m lと

E A C 4
h u

( 1 × 1 0
8
/ m l) 0 ･ 5 m は 加 え37

0

c
, 2 0 分 間加 温

振塑後 C 2( 2 × 1 0
川

～ 1 × 1 0
12

s ･F ･ u / m l) 0 .5 m l を 加 え

て37
0

c , 6 0 分間反応さ せ て 後1 /1 2 .5 C- E D T A l .5 m l

を加え て37
0

c , 6 0 分間反応 さ せ
.

っ 凱こ0 . 0 1 M E D T

A- G V B 4 ･5 m l を 加え て 反応 を 停止 さ せ た 後 遠 沈 し .

上清の 0 . D . 4 伽 を測定 し て C H , ｡/ m トを測定 した .

i i) C 4 の 測 定 ; 連続稀釈 さ れた 披検血清0 . 5 m l に

E A C l
g p

( 1 × 1 0
8
/ m l) 0 ･5 m l を加 え て 以 下 C l の 測 定

と 同様 の 操作を 行 っ て C H 5｡/ 血 を 求め た .

iii) C 2 の 測 定 ; 連続 稀釈さ れ た 披検 血 清0 . 5 m l

と E A C 1
9 P
C 4

h u

( 5 × 1 0
1
/ m l) 1 ･O m I を 加え37

O

c . 2 0 分

間 加温振塗後 C
-

E D T A (1 / 1 2 . 5 ) 1 . 5 m l を 加 え , 以
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下C l の 測定 と同様の 操作 で C H 5√ m l を 求め た .

i v ) C 3-9 の 測定 (C
-

E D T A と して 測 定) ; 0 .0 1 M

C
-

E D T A で 連続稀釈 され た 披検血清l . 5 m l に 0 . 5 1n l

の E A C 1
9P
C 4

h u
c 2 p P

( 1 × 1 0
8/ m l) を加え37

0

c , 6 0 分間

加温振過後0 ･ 0 1 M E D T A N

G V B 5 .5 m l を加え て 後 . 同

様に C H 5√ m I を測定 した .

2 ･
ゼ ラ チ ン の 各補体成分溶血力価 に 及 ば す影響

ヒ ト血清 と等量 の 5 % ゼ ラ チ ン 含有生理的食塩水を

混合し37
0

c
, 6 0 分間反 応さ せ て 後 に

, 各補体成分C l ,

C 4 , C 2 . C 3- 9 の 溶血力価 を 前 に 述 べ た 方法 で 測 定 し

た .

3 ･ 免疫 粘着現 象を利用 し た補体成分の 力価測定

抗原抗体 複合物 と補体 の 結 合物が 霊長類の 赤血球又

は非霊長類 の 血小板 に 粘着 す る現 象を 凝集反応 の 形に

応用し た の が i m m u n e a d h e r e n c e h e m a g gl u ti n a
-

ti o n t e s t (I A H A ) で あ る . こ の 方法で 測定 しう る 楠

体成分は C l . C 4 . C 2 . C 3 , で あ り , 溶血力価 の1 0 ～ 2 0

倍 の 値が 得 られ る . i n di c a t o r c ell s は G V B
･ ･

で

3 回洗浄後 2 ×1 0
8
/ m 臨 調魔 さ れ た と 卜0 型 赤 血球 で

あ る ･ I A H A 法で の 各枯体 成分の 力 価測 定 に 必 要 な

i n t e r m e d i a te c e u s は溶血法 と 同様で あり . r e a g e -

n t s は 溶血 法の 場 合か ら C 5 以 下の 補体成分を 省い た

成分で あ る . 階段 稀釈さ れ た披検血清0 . 8 m l に E A C l
g P

C 4
h u

c 2
gP

( 1 × 1 0
8
/ m l) 0 ･1 m L を混 合し . 37

0
c

, 2 0 分 間

振塗後 ･
ヒ ト0 型赤血球0 .1 m Iを 加えて 37

0

c
, 1 0 分間振

婆 後37
0

c , 1 時間静直さ せ て 血球 が 管 底 に 沈 む の を

待 っ て , 管底像 より 凝集の 程度を 4 十
, 3 +

, 2 十
,

1 +
･ 0 と判定 し .

こ れ を 示 す 血清稀釈倍 数の 逆数で ら

っ て 力価を 表わ し , 単位 は CI A 5 ｡/ m l で 示し た .

ゼ ラ チ ン の 補 体第三 成分 に 及 ぼす 影響

ヒ ト 血清 と 5 % ゼ ラ チ ン 含有生理 的食塩水を等量混

合し て37
O

c , 6 0 分間振塗後 , G V B
‥

で 階段 稀釈 を 行

っ て 後 , C I A 50/ m l を 測 定し た .

4 ･ 精製分離 した 補体成 分 C 2 . C 3 に 及 ぼす ゼ ラ チ

ン の 直接作用

あ らか じ め 精製 分離さ れ た 描体成分C 2
gP

, C 3
g P

. C 2
h

u

.

C 3
b リ

そ れぞ れ に 等量の 5 % ゼ ラ チ ン 含有生理 的食塩

水を 混合し ･ 3 7
0

c
. 6 0 分間加 温 振 返 後, C 2 は g トG V

B
◆ +

で ･ C 3 は G V B
`

十

で 連続稀釈を行 い , C 2 は 溶血

法に より , C 3 はIA H A 法 に よ り そ の 力 価 を 測 定 した .

5 ･ ゼ ラ チ ン の C 3
-

P r O a C ti v a t o r に 及 ぼす 作用

ヒ ト 血清 と等 量の 5 % ゼ ラ チ ン 含有生理 的食塩 水を

混合し ･ 3 7
0

c ･ 6 0 分間反 応さ せ て 後 . 寒 天 内 免疫 電

気泳動法 を用 い て , C 3 . C 4 .
ヒ ト C 3- P r O a C ti v a t ｡ r

の 沈降線の 変化を そ れ ぞ れ の 特異 抗血 清 に よ り 調 べ
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Ⅰ . ゼ ラ チ ン の 溶血 斑 産生細胞検出法に 及 ぼす影 響

1 . ゼ ラ チ ン 濃度 に よ る P F C 数の 変化

10 鳩 あ たり の 胸腺傍 リ ン パ 節細胞 中に 出現 す る P F

C 数 は0 ～ 6 × 10 鳩 ( W i s ta r 系 姓 ラ ッ ト20 0 匹)

と個体 に より か な り の 遠い を 認 め た .

各ゼ ラ チ ン 濃度 に よ る P F C 数 の 変化を調 べ る た め

に . 最終 ゼ ラ チ ン 濃度 が そ れ ぞ れ 0 , 0 . 5 . 1 丑 1 . 5 .

2 . 0 , 2 . 5 % に な る よ う ゼ ラ チ ン を添 加 し た . 図1 に 示

す よう に , 間接法 で の P F C 数 の 減 少率 は , ゼ ラ チ ン

濃 度0 . 5 % で1 4 .3 ±7 . 5 % ( M e a n ± S . D ) ,
1 .0 % で3 9 . 0

±1 5 .2 % , 1 . 5 % で5 4 . 3 ±1 1 . 1 % . 2 . 0 % で6 3 .6 ±1 0 . 5

% , 2 , 5 % で6 4 . 8 ±1 2 . 2 % と なり ,
ゼ ラ チ ン 濃 度 の 増

加に 伴 っ て P F C 数 は減少し , 溶血斑の 大き さ , な ら

びに 鮮 明度 も低下 した . 直接法の 場合 に も . 1 例で は

あ る が
t 図 2 に 示 した よ う に , ゼ ラ チ ン 濃度 の 増加に

伴 い
,
P F C 数 は漸減し た が , 直接法と 間接 法 と の 間

で ,
P F C 数の 減少 傾向や そ の 程度に 差異 は 認 め ら れ

な か っ た . な お ゼ ラ チ ン非 添 加時の PF C 数 は直接 法

.

S

■

⊂

n

O

U

U

h

d

叫

0

〕

u

む

U

h

¢

d

で は1 . 0 × 1 0
3
/ 1 0

6
c ells , 間 接 法 で は3 . 1 × 1 0

3

日 0
6

C ells で あ っ た .

2 . 補体に より 飽和さ れ た ゼ ラ チ ン の P F C 数に 及

ぼ す 影響

ゼ ラ チ ン が モ ル モ ッ ト の 楠体成分を 吸 着す る こ と に

よ っ て . P F C 数の 減少が 起 こ るの で は な い か と考え ,

あ らか じ め モ ル モ ッ ト 血清 に よ っ て 飽 和処 置を行 っ た

ゼ ラ チ ン 溶液を 用 い て , P F C 数 を求め た が . そ の 飽

和 の 処置前後で の P F C 故に は差 異 を 認め な か っ た .

Ⅱ . 免疫溶血 反 応 に よ る ゼ ラ チ ン の 杭 補体作用 の 検

討

1 . ゼ ラ チ ン の モ ル モ ッ ト 血清及 び と 卜 血清に 及 ぼ

す 効果

モ ル モ ッ ト血清の C H 5√ m t に 対す る ゼ ラ チ ン に よ

る減少率は , 鼠3 で 示す よ う に
. 最 終 ゼ ラ チ ン 濃度0 .

5 % で は0 % で あ っ た が . 1 . 2 5 % で は2 . 9 ± 1 . 6 %

( M e a n ± S . D .) .
2 . 5 % で は6 . 4 ±1 . 5 % . 5 .0 % で は12 . 4

±2 . 6 % で あ っ た .

一 方 ,
ヒ ト 血清で の C H 5ノ m l の 減

少率 は , 最終 ゼ ラ チ ン 濃度0 , 5 % で は 0 % で あ っ たが ,

1 . 2 5 % , 2 . 5 % . 5 . 0 % で そ れ ぞ れ17 . 6 ±5 .2 % ( M e a
･

n ± S . D .) . 2 5 . 8 ± 5 . 6 % , 36 . 6 ± 6 . 9 % とな り , そ の 滅

0 ･ 5 1 . 0 1 . 5 2 . 0 2 . 5
亀

C O n C e ･l t r a t i o n o f g e l a t i n ( W / V ) .

F i g . 1 I n h i b i ti n g E ff e c t o f G el a ti o n o n P F C

C o u n ts i n th e C u n n i n g h a m
'

s I n d i r e ct M e th o d .

E a c h p oi n t r e p r e s e n ts m e a n y al u e w i th st a n d a r d

d e v i a ti o n f o r 2 0 r a t s .



ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 の 機序 に関する研究

少の 程度 は モ ル モ ッ ト血清 に 比 較 して 著明に 大 き く ､

ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 が 動物種間に よ っ て 異 なる こ と

が明 らか と な っ た ･ こ の こ と は動物 種問で の 補体の 性

質及 び作用 機転の 遠 い を 示 唆 し て い る もの と 考 え た .

更に 個々 の と 卜血清 に お け る C H 5 √ m l の 低 下 の バ ラ

ツ キと 血清 蛋白の 動 さ を比較 す る た め に . 個々 の 低下

曲線を 図4 に 示 し た ･ 健康 ヒ ト血清 6 例の い ずれ の 場

合に も ･ ゼ ラ チ ン 濃度の 増加 に 伴 い C H 5√ m l は 漸 減

し . 最 終 ゼ ラ チ ン 濃度5 . 0 % で の 低下率は 23 . 0 ～ 4 4 . 0

% で あ っ た ･ なお 図 4 で プ ロ ッ ト し た 点は 二重測定 間

で の 中間値 を示 した もの で あ り , 二 重測定 問で の 低 下

率の 差 は1 0 % 以 内で あ っ た .

2 . ゼ ラ チ ン の と 卜 血奨 に 及 ぼ す 効果

一 般 に 正 常人 で は 血璧と 血清と の 補体価の 問に . 有

意の 差 は認 め な い と い わ れ る
m

.
ゼ ラ チ ン の 抗補体 作

用 を 血訊 こつ い て み る と . 図5 に 示す よ う に , 血清の

場合と 差異 は認 め ら れず , こ の こ と か ら ゼ ラ チ ン の 抗

楯休作用 に 対し て . 抗凝固剤 の 影響 は ない も の と み な

さ れ た .

3 . 低濃度 ゼ ラ チ ン 溶 液 の 抗 補体作用

前項の 実験中 . 図3 に 示 した よ う に , 0 . 5 % ゼ ラ チ

ン 濃度 で は . 抗補体作用 は 認 め られ な か っ たが
. こ れ

を確認 す る ため に , 通 常補体力 価 測 定 に 使用 さ れ る緩

.
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衝液の ゼ ラ チ ン 濃度 (0 .1 % ) で , 稀体価の 抑 制 が も

た らさ れ るか どう か を 検討 した . 対照 と して . 最終ゼ

ラ チ ン 濃度 0 % で の C H 5√ m l は ヒ ト血 清 で は2 8 . 5 ,

ヒ ト血璧で は28 . 0 で あ っ た が
,

こ の 値を100 と し た 時,

最 終 ゼ ラ チ ン 濃度0 .1 2 5 % , 0 .2 5 % , 0 .5 % . 1 .2 5 % で

の と 卜血清の C H 58/ m l は 各々10 0 , 1 0 0 , 10 3 , 8 5 で あ

り . ヒ ト 血奨 の C H 5√ m l は そ れ ぞれ 100 , 1 0 0 , 1 0 2 .

8 5 t 2 で あ り . 0 . 5 % 以 下の 最 終 ゼ ラ チ ン 濃度で ほ , 補 体

価の 低下を 来た さ な い こ と が確 認 さ れ た ( 図6 ) . 従

っ て . 補体 力価 測定 に 使用 さ れ る 緩衝液中の ゼ ラ チ ン

の 0 ･1 % 濃度 は , 補体価 に 影響 を与え な い こ と が 明 ら

か に さ れ た .

4 ･ 粉末状態 の ゼ ラ チ ン 及 び コ ラ ー

ゲ ン の 補体溶血

活性 に 及 ぼす 影響

図7 に 示す 如 く . 固体 か 液 体か の ゼ ラ チ ン の 状態に

よ っ て も C H 5√ m 【 の 値 に 差 が 認 め られ た . 粉 末 状態

の ま ま ゼ ラ チ ン を 直 接加 え た もの で は . 大部分の ゼ ラ

チ ン が 膨潤 した 状態で 管底 に 残 っ て お り , 1 1 5
0

c , 1 5

分間で ゾ ル 状態 に し た ゼ ラ チ ン に 比 べ て C H 50/ m I の

減少 は大き く な か っ た .
ゼ ラ チ ン の 前駆物質で あ る コ

ラ ー ゲ ン を 生の 状態で 直接 加え た暗 も.
コ ラ ー ゲ ン は

管底 に 線線状 態で 残 っ て い た が , こ の コ ラ
ー

ゲ ン 浮遊

液で も そ の 濃度 に 比例 して 補体価 は低下を示 し た が ,

ぐ) 0 . 5 1 . 0 1 . 5 :∃ . 0 2 . 5

C O D C e 1 1 t r a 亡l o n o f
q

e l a t l n ( w
/

V )

F i g . 2 I n h i b i ti n g E 打e c t o f G el a ti n o n P F C

C o u n t s .

E a c h p o i n t r e p r e s e n ts p e r c e n t of P F C c o u n ts .
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C O I I C e n t r a t i o n o f g e l a t i n . ( w / v )

F i g . 3 I n h i b iti n g E ff e c t of G e l a ti n o n H e m o ･

1 y ti c A c ti v it y o f C o m p l e m e n ts .

E a c h p o i n t r e p r e s e n ts

a n d a r d d e v i a ti o n f o r 6

h u m a n a n d f o r 4 p o o l e d

e x c e p t f o r th a t i n O . 5 %

r e s p e c ti v el y .

その 低下の 程度 は . 粉末状態 の ゼ ラ チ ン に よ る補体価

の 低下の 程度 よ り 更に 少な か っ た .

5 . 透析ゼ ラ チ ン の 補体溶血徳性 に 及 ぼす影響

ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 が ゼ ラ チ ン 標品 に 混在す る低

分子物質に よ る可能性を 考 え . 溶解 ゼ ラ チ ン の 透析処

置前後で の 補体価 に 及 ぼ す 変化 を , ヒ ト血清の C H 50 /

m l の 値で 検討し た . 斑8 に 示す よ う に . 透 析 後 の

ゼ ラ チ ン を作 用さ せ た時の 補体価 は17 . 6 で あ り , 透析

前 の 場合の 補 体価15 . 6 と 比 べ 僅か に 高か っ た が ,
ゼ ラ

チ ン を 作用さ せ な い 時の 補体価38 . 0 に 比 べ ると , 透析

前後で の 変化 は僅差 で あり . ゼ ラ チ ン に よる 補体溶血

活性 の 低下が ゼ ラ チ ン 標品 に 混在す る低分子物質 に よ

る もの で は な い こ とが 判明 し た .

m e a n v a l u e w i th st ･

i n d i v id u a l s e r a i n

S e r a i n g u i n e a p l g ,

g el a ti n f o r 2 s e r a
,

6 .
ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 に 及 ぼす 温 度の 影響

ゼ ラ チ ン を含ま な い と 卜 血 清の37
0

c . 3 時 間の フ

置は , 図9 に 示す よう に , 補 体価 に 対 し何 らの 影響も

与え なか っ たが , 5 . 0 % ゼ ラ チ ン 添 加血清で は , 温 度

の 影響が 明か に 認 め られ た . 即 ち18
0

c で は 補 体価 の

経時的 な変化 は僅か で あ る の に 対 し , 3 7
0

c で は30 分

で29 . 6 0 分 で25 . 1 8 0 分 で23 と 著明 に 低下 し ,
ゼ ラ チ

ン の 抗補体作用が 温 度 に 依存 す る こ と が明 らか と な っ

た .

7 . ゼ ラ チ ン の 抗補体作 用 に 及 ぼ す キ レ
ー

ト剤

( E D T A , E G T A ) の 影響

2 価陽イ オ ン の キ レ
ー

ト 剤で あ る E D T A はM g
+ '

,

C a
+ +

の キ レ
ー

ト剤 ,
E G T A は主 と し て C a

+ '

の キ
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レ ー

ト 剤で あ る . 図10 は 5 % ゼ ラ チ ン 添加 ヒ ト血清に

キ レ
ー

ト 剤を 加え て 1 時間 反 応さ せ て 後 に . M g ~
f

C a-
'

の 両方或 ほC a
' +

の み を 加 え て 直ち に C H 5J m l

を 測定 して キ レ ー ト割 に よ る 遠い を 検討 し た成績で あ

り , こ れ に よ る と . E D T A , E G T A の 何 れ も ゼ ラ チ

ン の 抗補体作用 を 抑制 し , 2 価 陽イ オ ン を欠く と ゼ ラ

(

-

E
＼

○

爪

己
〉

巴

霊
ト

.

U

(

t

∈

＼

C

ぎ
U

)

2

二
ト

.

し

0

0

つ
】

l

テ ン の 抗補体作用 が発現 さ れ な い こ と , さ らに キ レ ー

ト割 に よ る違 い の な い こ と が 明 らか と な っ た . 図11 は

E G T A と 同時 に M g ∴ C a
十 ◆

の い ず れか
一

方 , 或

は 両方 を 加え た後 に 1 時 間反 応 さ せ て C H 58/ m l を測

定し た成績 で あり , E G T A を 加え て も な お か っ 対照

と 同程度 に 溶血活性の 低下 を 認 め た も の は , 園【巨の

c a

+ 十

a ｡ d M ㌻ c a

十 十

a l ｡ ｡ e
N ｡ n e

F i g . 10 I n fl u e n c e s o f E D T A a n d E G T A o n

A n ti c o m p l e m e n t a r y A c ti o n o f G el a ti n .

T h e s e r u m a n d g el a ti n w i th a n d w i th o u t

E D T A o r E G T A w e r e i n c u b a te d f o r l h o u r

a t 37
0

c . a n d t h e n a d d e d w i th C a

' ●

a n d /■o r

M g
. '

,
a n d t e s t e d f o r h e m o l y ti c a c ti v i t)

･

.

夙 9
十 ･

a ｡ ｡ ｡ム
･ 十

≡三三
ム

机
十 †

ミ ニ ｡ ｡ 員
† 十

E 〔三 T ん こ亡: : .

F i g . 1 1 E ff e c ts o f C a-
.

a n d M g
' .

o n A n ti c
･

o m p l e m e n t a rl
･

A c ti o n o f G el a ti n .

T h e s e r u m , 豆e l a ti n a n d E G T A v:i th a n d

W i th o u t C a

. .

a n d / o r M g
- -

w e r e i n c u b a t e d f o r

l h o u r a t 37
0

c
,

a n d t h e n t e s t e d f o r h e m ol y ti c

a C tl ＼
'

1 t)∴
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A ,
E の 場合で , い ず れ も C a

‥

を 補 足 し た 場 合 で .

ゼ ラ チ ン の 抗補体作 用 の 発現 に は . 少く と も C a
=

が関与す る こ と を 示し て い る .

8 .
ゼ ラ チ ン の 各補体成 分 C l , C 4 , C 2 , C 3 , C 3

→

9 に

及 ぼ す 影響

ヒ ト 血清と 等量 の 5 % ゼ ラ チ ン 含有生理 的食塩水を

混 合し , 3 7
0

c , 6 0 分 間振塑 後 , 連続稀 釈 を 行 い , こ

れら に 各補体成 分測定 に 必 要 な i n t e r m e d i a t e c e ll s

( 蓑3 ) を 加え て .
C l . C 4 , C 2 瀾j定 の 場合に は3 7

0

c ,

2 0 分間,
C 3-【9 測 定の 場合 に は37

0

c . 1 時間反 応 さ せ .

更に 必要 と す る r e a g e n t s ( 蓑 3 ) を 加え て , C l . C 4 ,

の 場 合 に は37
0

c . 2 0 分間反 応 後, 残 り の r e a g e n t s

を 加 え て37
0
c

, 1 時間反 応 さ せ C 2 . C 3-9 の 場合 に は

37
0

c , 1 時 間反 応さ せ て 後 . 0 . 0 1 M E D T A -

G V B で 全

量を7 ･ 5 m l と し
, 上 清の 酸化 ヘ モ グ ロ ビ ン 量を 0 .D

. " 2

m 〃 で 測定 し . 実測値 0 .D を そ の ま ま プ ロ ッ ト した の

が 図12 ～ 1 5 で あ る . そ れ に よ る と , 各補体成分C l . C 4 .

C 2 ･ C 3→9 の い ず れ の 場合に も . 5 % ゼ ラ チ ン と 反応

さ せ た ヒ ト 血清で は 対照 に 比 べ て 溶血活性が 抑制さ れ

る傾向を 示し た . 図12 ～ 1 5 で 示 さ れ た 0 . D よ り . 機

械的溶血 . r e a g e n t s 等 の 影響 を補正 し て 後 . 完 全

溶血に 対す る溶血率 を求 め , 方法Ⅳ の 2) で 前述し た

よう に , 負 の 自然対数
-

1 n ( 1 -

y) を 縦軸に , 血清 の

稀釈倍数 を横軸 に 両対数方 眼紙上 に プ ロ
ッ ト し , そ の

7

6
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0
h

刃
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1 8 7

結果得 られ た 直線が0 . 6 9 3 を 切る点の 血清稀 釈倍 数 を

も っ て 各披検血清の C H 5 ㌦ m l を得 た . 各成 分 へ の 5

% ゼ ラ チ ン 溶 液の 影響 を C H 50/ m l で 比較す る と , ゼ

ラ チ ン と反応 さ せ た ヒ ト血 清で は . 対照 に 比 し て Cl

の C H 5 0/ m l は5 9 . 6 % ( N = 1 ) , C 4 で は58 .2 % ( N =

1 ) , C 2 で は53 ･4 ±5 ･ 5 % ( M e a n ± S .D ) ( N = 7 ) .C 3
-

g

で は 56 ･ 2 ±3 ･ 0 % ( N = 3 ) で あ っ た . 他 方 免 疫 凝 集

法で 測定 し た C 3 活性の 抑制度 は 表 4 に 示 す よ う に

6 0 ･ 0 ±8 .0 % で . こ れ を要す る に 測 定し た Cl , C 4 , C 2 ,

C 3 ･ C 3- 9 の い ず れ で も , ゼ ラ チ ン 添 加に より そ の 溶 血

活性に 低下 を認 めた .

9 . 分離精製 した 補体成分 C 2 . C 3 . に 対す去ゼ ラ チ

ン の 直接作用

あ らか L: め 分離精製さ れ た補体成分C 2
9P

,
C 3

g P
, C 2

h u

.

C 3
h u

に 等量の 5 % ゼ ラ チ ン 溶液を37
0

c . 6 0 分 間反

応させ て 後に
, C 2 の 場合に は E AC l

gP
C 4

h u

. c 3 の 場合

に ほ E A C l
g P
C 4

h u

c 2 9P の i n te r m e d i a te c ell s を 用 い

て , そ れ ぞ れ の 溶血力価 を 測定 し た . 図16 は C 2 に 対

す る ゼ ラ チ ン の 影響 を み た も の で , ヒ ト の 場合は 図上

段 に 示す よ う に ゼ ラ チ ン 添 加群 で 活性 の 低下 ( 対照

の55 ･7 % ) が 認め ら れ た の に
,

モ ル モ ッ トで は図下段

に 示す よ う に 活性 の 低下 は あ ま り認 め ら れな か っ た
,

衰 5 は C 3 の 結 果で あ るが , こ こ で も精製 C 3
h u

の 低

下度は 対照 の40 % で あ っ た の に . C 3
g P 活性の 低下 は は

○ - O g e l a t l n

◎ - ◎ s a l l n e

一
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_

5 x l O
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と ん ど認 め られ なか っ た . 因 み に
,

ヒ ト 全血清 に ゼ ラ

チ ン を作用 さ せ たあ と の C2 , C 3 成分の 感性は対 照 に

比 し て そ れぞ れ47 ･ 2 % ･ 7 0 ･ 0 % で あ っ た . 即 ち C 2 , C 3

成分に 関 して t 動物種間で 違 い の あ る こ と . 単 離精

製さ れ た C 3
h u

に ゼ ラ チ ン を 作用 さ せ た 時の 活 性 の 低

下の 程度と ,
ヒ ト 血清 に ゼ ラ チ ン を 作用さ せ た 時 の

C 3 の 活性の 低 下の 程 度に 僅か で は あ る が 差 の あ る こ

とが 認め られ た .
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1 0 ･ ゼ ラ チ ン の と 卜 C 3
-

P r O a C ti v a t o r に 及 ば す 影

響

寒天 内免疫電気泳動法に よ り C3
h u

, C 4
h u

.
ヒ ト C 3

-

P r O a C ti v a t o r に 及 ぼ す ゼ ラ チ ン の 影 響を 検討 し た 成

績は図17 に 示さ れ て い る . C 3 (β1 C
-

gl o b u li n】 は 不 括

化さ れ ると βt A

-

gl o b uli n へ と そ の 易動厨2 )
を 変 え

る こ とが 知 られ て い る が . ゼ ラ チ ン 処理 ヒ ト 血 清で

は , C 3 は β1 A
-

及 び βlC
-

gL o b u li n の 位 置 に 連 続 し

△･ - - - -

△ 9 e l a t i n

l

二
､

-

- -

__ __ く
_

㌔
二∵

二

▲ -

▲ s a l l n e

2 0 5 0 1 0 0 2 0 0 5 0 0 1 0 0 0

d i l u ヒi o n o f H u S

F i g ･ 1 5 E ff e c t o f G e l a ti n o n H u C 3 A c ti v it y ( a s

H u C - E D T A ) .

H u S w a s p r ei n c u b a te d w ith e q u a l v o l u m e
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0

c .
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l x l O
8
/ m l E A C 14 2 ( 0 . 5 m l) ,

i n c u b a te d f o r 6 0
m i n u t e s a t 3 7

O

c , a n d th e n a d d e d w i th c ol d

E D T A p

G V B a s a s t o p p e r ･ H e m ol y ti c a c ti v it y

Of th e s u p e r n a t a n t w a s d e t e r m i n d s p e c t r o p h ･

O tO m e t r i c a ll y .
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m p l e m e n t I m m u n o a d h e r e n c e .

dil u ti o n
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3 7
O

c f o r l O m i n u t e s ･ A ft e r m a k i n g th e m t o s t a n d a t 3 7
｡

c f o r l

h o u r ･ th e d e g r e e o f h e m a g g l u ti n a ti o n w a s r e a d f r o m th e p a tt e r n

O f a g gl u ti n a ti o n o f e a c h t u b e .
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た沈 降線 に 変化 した . 又 C 3
-

P r O a C ti v a t o r ( gly c i n e

-

ri c h -β- gl y c o p r o t ei n , G B G , β2
-

gly c o p r o t ei n Ⅲ)

の 場合 に も ゼ ラ チ ン 処 理 に よ り C 3
-

P r O a C ti v a t o r

よ り C 3
-

a C ti v a t o r へ の 転換 に よ る連続 した 沈降線を

認 めた . 先の 実験 で . ゼ ラ チ ン に は C l . C 2 . C 3 と 複

数 の 補体成分を 抑制す る作 用 が あ る こ と が明 らか に さ

れ た が . 本実験 で C 3
-

p r O a C ti v at o r に も作用 す る こ

とが 判明し た . C 4 の 易動産 に も変化が 認 め ら れ て い

るが C l 不活化 に 引き つ づ い て もた らさ れ た変化 と も

わ
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考え ら れ , C 4 に 対 す る ゼ ラ チ ン の 直接作 用 と は 言 い

き れ な い . C 3 の 易 動度の 変化 に つ い て も , 同 じ く 3

つ の 可能性 が 考え られ る . 1 つ に は , ゼ ラ チ ン が C 3

に 直接作用 して こ れ を 不 活 化 す る場合で あ り . 2 っ に

は Cl a s si c al p a th w a y を 経 て C3 を 不 徳 化 す る 場

合 で あり . 最後 に alt e r n a t e p a th w a y を 介 し て

C 3 を不 徳化す る場合 で あ る .

以 上 よ り ゼ ラ チ ン は , 少 く と も Cl , C 2 , C 3
,

C 3
-

p r o a c ti v a t o r 更 に は恐 らくC4 , C 3Y 9 に も 直 接 作 用 し
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a n d ei th e r G P S , P u r i丘 e d G P C 2 , H u S . o r p u r
･

i n e d H u C 2 h a d b e e n p r e i n c u b a t e d a t 3 7
0
c f o r

l h o u r
.

to v a r i e d d il u ti o n s o f s u c h -t r e a t e d

m i x t u r e s
.

0 . 5 m l E A C 1 4 (1 × 1 0
8/ m l) w a s a d d e d

a n d i n c u b a te d a t 3 7
0

c f o r 20 m i n u t e s . T h e n

t o th e s e m i x t u r e s
, 1 .5 m l of C- E D T A w a s

a d d e d a n d i n c u b a te d a t 3 7
0

c f o r l h o u r . C ol d

E D T A - G V B w a s a d d e d to e a c h t u b e a s a
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C all y f o r h e m ol y ti c a c ti v i t y .
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て ,
こ れ らを 不 徳化 す る こ と が 明 ら か に さ れ た .

Ⅲ . 各 ヒ ト血 清蛋 白の 定 量

各血清蛋白量の 数 値 ( % ) は ヤ ト ロ ン 標準血清の 値

を100 と し て 表6 に 示し た . 血清の ナ ン バ ー

は 図 4 の

ナ ン バ ー

と
一 致 さ せ て あ る . 測定 し た 各 補 体成 分

C l
-

i n h ib it o r
. C 3 , C 4 . C 5 , C 9 . C 3

N

P r O a C ti v a t o r の

値と 図4 で 示さ れ た ゼ ラ チ ン に よ る C H 5¢/ m l の 低 下

の 程度 と の 問に は , は っ き り と し た関連性 は認め られ

なか っ た が , 斑 4 で 補体価 の 低下率 の 少な い N o . 1 の

血清で は , C3 . C 3
-

p r O a C ti v a t o r が 他の 人に 比 べ て ,

比 較的高値 を示 し た .

考 察

免疫さ れ た動物体内で , 抗体産生 に 関与 す る細胞を

定量的 に 表わ そ う と す る 試み は . 免疫 現象 の 解明に 重

要な こ と で あ り , J e r n e ら
15)

の 寒天 を 用 い た a n ti .

b o d y ･ Pl a q u e 法 は こ の 糸口 と な っ た . 寒天 の か わ り

に a g a r o s e
23)24)

や C a rb o x y m e th yl c ell u l o s e
25)

が 用

い られ た報告 も見 ら れ る . 続 い て , 寒天 を 除 い た

C u n n i n g h a m の 単層 法
相)

が 開発さ れ , 寒天の 抗 補体

作用が な く . よ り 鋭敏 な方 法と し て 適 用 さ れ . 顕微

鏡 , 蛍光抗体法 の 併用 等に よ り単 一

レ ベ ル で の 抗体産

生細胞の 形 態学 的研 究も可 能と な っ た .

著者ら は C u n n i n g h a m
-S z e n b e r g 法

冊 冊
に 準 じ

191

て P F C の 形態学的観察を 行 う こ と を目的と し て , 液

層の 固定 の 為 に 使用 した ゼ ラ チ ン が P F C 数の 減少 や

溶血斑の 大 きさ の 減少 ,
な ら び に そ の 鮮明度の 低下を

もた らす こ と を 見 っ けた . M il g r o m ら
…

は 2 % 寒

天溶液と 等量の1 /2 モ ル モ ッ ト 血溝稀釈液を4 5
0

c , 4 0

分間反応さ せ る こ と に よ っ て 寒天 の 抗補体作用 を 除去

して お り . 著者 らも こ の 寒 天飽和の 操作に 従 っ て , あ

らか じめ 飽和処 置を行 っ た ゼ ラ チ ン で P F C 数を検 討

した が ･ Ⅰ の 3 に の べ た よ う に
. 末処置の そ れ と差 異

が な く . 著者 ら は ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 は寒天 の そ れ

と は異 な る機序 に もと ず く もの と 推定し た .

と こ ろ で 今 日 , 血清補体価の 定量 は M a y e r ら
u )

に よ っ て 確立 され , 秀れ た 再現 性を有す る50 % 溶血法

で 行われ て い る . 5 0 % 溶血法で 使用さ れ る緩衝液 は

0 ･ 1 % 濃度の ゼ ラ チ ン を含有 す る . 当初 M a y e r らが

19 46 年に 補体の 測定に 用 い た緩 衝液 は生理 的食塩水
2 い

で あり , 続い て 1 9 4 8 年 よ り v e r o n al b i c a rb o n a t e

b u ff e r
2 n

と な っ た . 免疫溶血反 応 に は M g
+

+

, C a
‥

の 両イ オ ン が必須 で あ る と 同時 に 各々 の イ オ ン に は至

適濃度が あ る
紬)

こ とが 明 らか に さ れ , そ の 至適濃度下

で の 緩 衝液 の p H の 安定性 を保 っ た め に , 重炭 酸 ナ

ト リウ ム が 除去 さ れ0 . 0 0 0 1 5 M C a Cl2 , 0 . 0 00 5 M M gC l 2

を含む ベ ロ ナ
ー ル 緩 衝液 ( V B ) が 一 般的と な っ た .

そ の 一 方 で , 赤血球の 自然溶血を 防ぐ目的で194 8 年よ

T a b l e 5 D i r e c t E ff e c t o f G el a ti n o n P u r ほ ed C 3 A cti v i t y a s m e a
･

S u r e d b y C o m pl e m e n t I m m u n o a d h e r e n c e .

dil u ti o n
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G P S w it h
g
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G P S w it h o u t
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P u rifi ed G P C 3
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g
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W it h o u t

g
el ati n

4 2 2 3 ロ 2 2 l 0 O
l

0 0
｣ ヱ

′▼【
A ft e r th e m i x t u r e s o f 2 . 5 % g e l a ti n s o l ti o n a n d ei th e r p u r i fi e d

H u C 3 , H u S
, P u r ほ e d G P C 3 . o r G P S h a d b e e n p r e i n c u b a te d a t 3 7

0

c

f o r l h o u r . t o O . 8 mi o f v a ri e d d il u ti o n s o f s u c h ･ t r e a t e d mi Ⅹt u r e S
,

0 .1 m l of i n t e r m e d i a t e c e11 s u s p e n si o n (1 × 1 0
8
E A C 1 4 2 / m l) w a s a d d e d

a n d i n c u b a t e d a t 3 7
O
c f o r 20 m i n u t e s . T h e n

,
t O t h e s e m i x t u r e s ,

0 .1 m l o f 2 × 1 0
8

H u E / m l w a s a d d ed , S h a k e n i n i n c u b a t o r of 37
0

c

f o r lO m i n u te s a n d m a d e t o s t a n d f o r l h o u r . T h e r e af t e r th e d e g r e e

O f h e m a g gl u ti n a ti o n w a s r e a d .･
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H u S + s a li n e .
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H u S + g el a t i n .
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田 中

Fi g . 17 C o n v e r si o n s o f C 3 . C 4 a n d c 3
-

P r O a C ti -
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H u S a n d 2 . 5 % g e l a ti n s o l u ti o n w e r e i n c u
-

b a t e d a t 3 7
0

c f o r l h o u r . I m m u n o e l e c t r o p h o
-
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T a b l e 6 H u m a n S e r u m P r o t e i n s i n I n d i v i d u a l S e r a t e s t e d
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α 2 M m a C r O gl o b u li n

α 2 H a n tit h r o m b i n ⅡI

C l叩e St e r a S e i n hib it o r

C 9

C 5 ( β1 F
-

gl o b u li n)

h a e m o p e 裏 n

β2 -gl y c o p r ot ei n 皿

Pl a s m 血o g e n

t r a n sf e r ri n

β【1i p o p r o t ei n

C 3 ( β1 C- gl o b u li n)

C 4 (β1 E- g l o b u li n )

C 3 - P r O a C ti v a t o r
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I g D - gl o b u li n

1 0 0 r 7 6
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( しI nit 二 % )

仙¶川【】山【 柵岬.】.
鵬

_
⊥

r
J 聖

り既 に0 .1 % 結晶牛血清 ア ル ブ ミ ン や0 .1 % ゼ ラ チ ン が

使用 さ れ て い た
" J

. し か し と 卜 血清 が ア ル ブ ミ ン と 反

応す る 抗体 を含 み補体価 の 正 し い 定 量か 行 い 得な い
2 9 )

と い う点 , 2 5 ～ 3 0 % 高濃度 の B S A が 赤血球膜両側 の

浸透圧 を変化 さ せ 安定 さ せ る
JO)

こ と に よ っ て 免疫溶血

反応の 最 終段階を 阻 害す る
31 )

と い う こ と , ゼ ラ チ ン は

安価で あ り s ta b ili z i n g a g e n t と して き わ めて 優 れ

て い る と い う点 な ど で . 0 . 1 % ゼ ラ チ ン を 含む V B が

緩衝液と し て 使 用 さ れ る よ う に な っ た の は196 0 年代 に

19 3

な っ て か らで あ る . セ ラ チ ン は 蛋 白 質誘導 物の一-----〃･ 種で

あ り . 動物の 真皮中 に あ る コ ラ ー

ゲ ン や 骨に 存在す る

オ セ イ ン O S S e i 11 か ら 得 ら れ る . コ ラ ー

ゲ ン か ら セ

ラ チ ン を取り 出す に は , 真皮 中 よ り .
ア ル カ リ の 状態

で ア ル カ リ 可溶性 蛋白 ケ ラ チ ン 等 を 除く . こ の 際に 脂

肪類 も石灰 石鹸と な り 除 去 さ れ る . 水洗 後塩 酸で 中和

し . 再 び水洗 に よ っ て 中和 さ れ た 酸を除童 . 続 い て65
0

c の 温湯で コ ラ ー ゲ ン を抽 出 し 濃縮冷去口後ゲ ル 化 し .

つ い で 乾燥 し て 得ら れ る の が ゼ ラ チ ン で あ る . そ の 平
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均分子量は150 0 0 - 2 5 0 00 0 で あり ,
ア ミ ノ 酸 組成 は オ

キ シプ ロ リ ン , オ キ ン リ ジ ン を含み シ ス チ ン
,

シ ス テ

イ ン を 含ま な い の を特徴と す る . ゼ ラ チ ン が 抗補体作

用を 有す る と い う報告 は著者 ら の 知 る限り で は 見あ た

ら ない . M a y e r 法 の 緩衝液 の ゼ ラ チ ン 濃度0 . 1 % で

は図 6 の よ う に 抗補体性が 見 ら れず , 1 % 以 上に それ

が 見 られ て 濃度依存性が 認 め ら れた の で ,
こ こ に その

作用を 明 らか に し よう と し た .

と こ ろで t 補体 系抑制物質 の 作用 機序 に 関する研究

は , 従来 , 複雑 な 一 連の 補体反 応系 の 解析の 一

つ の 糸

口 で あ っ た . 例 え ば , D F P の 補体抑制 の 機序の 研 究
32)

に よ り , 補 体 第 一 成分 に エ ス テ ラ
ー ゼ活性の あ る こ

と が明 らか と さ れ .
E D T A に よ る 補体抑 制 機 序 の 研

究
33)

に より 免疫溶血反応系 に は , M g
+

∴ C a
=

の 両

イ オ ン の 存 在 が 必 要 で あ る こ と が 判 明 し , C O b r a

v e n o n
34)

, Z y m O S a n
35 ) 等 の 抗補体作用 の 研 究 に よ っ

て , C 3 を 活性 化 す る n e w p a th w a y 即 ち alte r n
-

a te p a th w a y の 存在が明 ら か に さ れ た よ う に
, 抗 補

体作用物質の 検討 は. 補体 研究の 一 役 を に な っ て い

た . そ の 結果 , 多く の 抗補 体作用物 質が 知られ る よう

に な っ た . その 作用は . 補 体の あ る成分を 直接不活化

する か , 或 は楠体成分の 結 合を 阻止す る こ と に より 発

現さ れ る .

代表的な抗補体作用物質 の 抑制部位に つ い て 述 べ る

と . C l の 不 活 化 物 質 と し て は . 凝 集 I g G .
I g M

36)
.

c ell u lo s e
-

S u lf a t e
37)

, C h l o r o q u i n e
38)

. c a r r a g e e n a n

( C R G)
39)

, a m i n o c a p r o i c a ci d
i O)

, C a

‥

の キ レ ー ト 剤

(E D T A . E G T A )
き1)

, ク エ ン 酸 ,
ピ ロ リ ン 酸 . p o l yi n

-

o si n i c a ci d
4I)

が 知 られ て い る . C l e s te r a s e 活 性

の 阻害物質 と し て は , P h o s p h o n at e e s t e r
12)

,
D F P

3 '

2)43)
,

N
-

a C e t yl- L- t y r O Si n e e th yl e s t e r ( A T E E )
42)14)

,

N
-

t O S yl
- L -

a r gi n i n e m e th yl e s t e r ( T A M E)
45)46)

や

あ る穫の ア ミ ノ 酸
6 )

, b e n z a mi d i n e s 誘 導 体
4 7 ) 4 8 )

,

P
-

n i t r o p h e n yl u r e o i d o p h e n o x y p r o p o x y b e n z a
･

m i d i n e ( N P U P P B )
J9)

, P e n t O S a n
r

P O l y s u lf o e s t e r
58 )

,

h e p a ri n
51)

な ど が あ る .

C 4 不徳化物質 に は ヒ ド ラ ジ ン 等 の 1 級 ア ミ ン
5 =

ア ン モ ニ ア
53)

. p o l yi n o si n i c a ci d
仰

,
m e r C a p t O e th ･

a n o l
54)

,
C h L o r o f o r m

5 5)
､ P O l y v i n yl al c o h o I s u lf a t e

( P V S)
56)

な どが あ り . C2 の 不 徳化物 質と し て は C u
-

c hl o r o p h y11i n
‖)

, P O l y v i n yl a Lc o h oI s ulf a t e (P V S)
56)

.

p
-

h y d r o x y m e r c u rib e n z o a t e
5 n

,
i o d o a c e t a t e

58)
な ど

が あ る .

C トe s t e r a s e 活性を 阻害 す る物質 は C 4 と 同様 に C 2

の 結合も阻害す る . M g
‥

の キ レ ー ト 剤も C 2 を 不

倍化する . C 3 の 抑制物質に は , ヒ ドラ ジ ン
5 2 )

. ァ ン

モ エ ア
53)

■ m e r C a P t O e t h a n o l
54)

,
1i p o p o l y s a c c h a l

･

i d ･

e s ( L P S )
59 )

･
C O b r a v e n o m

3 4)
†

Z y m O S a n
35 )

.
i n u li n

60 )

,

d e x t r a n s ulf a t e
6 1)

な ど が あ る .

C 3 の 結合を 阻止す る も の に は , S al i c yl ald o m i n e

(S A L D O X )
62 )

, P hl o ri zi n を は じ めと す る gl u c o si d

i n u li n
63)

, 0 . 0 9 M E D T A
6 4)

. N
-

a C e ty 卜しt y r o s i n e

e th yl e s t e r ( A T E E)
■l )

な どが あ る . A T E E は C 5 も

抑制 す る
粥)

.

C 5 , C 6 成分 の 阻害物質 と し て は C u
-

C hl o r o p h y ･

1ii n
‖)

. p
p

n i t r o p h e n yl u r e o i d o p h e n o x y p r o p o x y

b e n z a m i d i n e ( N P U P P B)
49 )

な どが あ る . C u
-

C hl o r .

o p h ylli n
l l)

は C 7 も抑制 す る .

E A C 卜9 の 溶血を 阻害す る も の に 0 .0 9 M E D T A
64)

,

2 5 % B S A
30 )

が あ る . c o r ti c o s t e r o i d
68 )

, P r e d n i s o l o
.

n e
即)

に も抗補体作 用が 報告 され , そ の 作 用 は 補 体 に

直接作用する の で は な く , 赤血球股 へ の 作用 に よ っ て

発現さ れ る と 考え られ て い た が , G e w u r z
68)

は h y
･

d r o c o r ti s o n e s u c ci n a t e が 直接楕 休 成分 に 働 い て

抗補体作 用 を 呈す る こ と を 報告 した .

ま た h e p a ri n を はL: め と す る抗凝固物質 (p ol y v
･

i n yl al c o h oI s u lf a t e (P V S )
56)

, C e u u l o s e s u lf a te 甘朋)
.

d i e th yl a m i n e
69 )

. p r o t a mi n e
69)

, h y al o u r o n i c a c id
69)

,

c h o n d r o iti n s u lf a t e
69 )

,
d e x t r a n s ulf a t e

60)7 0 川)

p o l y s a c c h a ri d e s s u lf o n i c e s t e r
72) な ど) が 抗凝固

作 用 と 同 時 に 抗補体作 用を 示す こ と は広 く 知 られて

い る が , 作用部址は各々 様 々 で あ る . ゼ ラ チ ン の 抗補

体作用に 関す る著者 らの 実験で は ,
ゼ ラ チ ン の 抗補体

作用 は C l , C 2 , C 3 .
C 3

-

p r O a C ti v a t o r へ 直接働い て

こ れ ら を 失宿 さ せ る もの と考え られ る . そ の 理 由 は

次 の 点 か ら で あ る .

M a y e r ら
柑)

. 高 橋ら
73)71)

の 免疫溶血反 応系 に 関する

諸要因 , 反応 様式 に つ い て の 研 究に よ れ ば , 温 度が重

要な 因子 と な る段 階は ,
E A C l と C 4 より E A C 1 4 が

形成さ れ る過程 .
E A C 1 4 2 a よ り C 2 a が崩壊す る 過程 お

よ び E A C 1 42 a 3 b に C 5 b が 反 応す る過 程で あ る .

一 方

C a
+ '

及 び M g
+ '

の 不可欠性 に 関 し て は L e v i n e
I5) ～ 丁り

ら の 一 連 の 2 価陽 イ オ ン の 実験 が あ る . 彼 ら は イ オ ン

交換樹脂 や キ レ ー ト荊の 使 用 に よ っ て C a
十 +

, M g
=

の 除去 を行 う と溶血反応が 阻止 さ れ る こ と . C a

◆
†

が

C o
‥

, N i
‥

等の 2 価イ オ ン で 代用 さ れ る こ と が な い

の に反 し て M g
' '

は代用 出来る こ と , C a
+ +

は C l が

E A に 反応す る 段階 に 働き M g
十 +

は E A C 1 4 に C 2 a

が 反応す る段階に 作用 す る こ と , 至適準度 が C a
‥

で は0 .0 0 0 1 5 M , M g
' 十

で は0 . 0 0 0 5 M で あ る こ と 等 を

確認 した .

ゼ ラ チ ン の 抗補体作用 が ゼ ラ チ ン の 濃 度 ( 図 3 ) .
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反応時間と共 に 温度 に も依存 す る こ と ( 図 9 ) , キ

レ
ー ト剤 で 阻止 され た抗補体作用 が C a

=

の 添 加 に

より 再び 発現 さ れ る と い う こ と ( 図10 , 図11) . 更に ゼ

ラ チ ン と ヒ ト全血清 を反 応 させ て 後 に 測 定し た C l 活

性に 低下 が認め られ た こ と ( 図12) は , ゼ ラ チ ン の 抗

補体作用 が C l の 不活化 に よ る こ と を 示す . こ れが Cl

に 対す る直接作用 で あ る の か , 抗原 抗体複合体 に よ

っ て Cl a s si c al p a th w a y を介 して 補体系が 活性 化 .

消耗 され た結果 で あ る か に つ い て は , 今後検討さ れ ね

ば な ら な い .

ゼ ラ チ ン は長年抗原と は 考え ら れ て い な か っ た が

M a u r e r
柑)

～

80)
, G l

･

a b e r
81 )

,
S ela

82)
は ゼ ラ チ ン 及 び そ の

誘導体が 抗原性を 有す る こ と を 明 らか に し た . 1 9 1 5 年

に H o g e n
83)

が 6 % ゼ ラ チ ン 溶液 を 血奨 代 用 割 と し

て 臨床的に は じ め て 使用 し た が
, 長 く実用化さ れ なか

っ たの は煩 雑な滅 菌操作 . 低 い 融点 に 加え て . そ の 抗

原性の 為で あ っ た .
ゼ ラ チ ン 及 び そ の 誘導体の 抗原性

の 証明に 関 し て は . B o y d e n の 血 球 凝 集 試験
8 4 )

.

M a u r e r の ゼ ラ チ ン 抗体証 明法
柑)

の き わめ て 鋭敏 な抗

体証 明反 応 を必 要 とす る . S c h w i c k ら
8 5 )

は こ れ ら

の 方法 を用 い て . 健康人血清 中に 天 然 ゼ ラ チ ン に 対す

る抗体 の 存在 を証明 し た . 健 康人 血清中 に お け る ゼ ラ

チ ン抗体 の 存在 は ,1 M a u r e r
78)

～ 80)
, G r a b e r

81 )
ら の 報

告と も 一 致す る . M a u r e r
l … )

に よ れ ば 健康人20 人 中

1 3 人( 65 % ) に ゼ ラ チ ン 抗体が 証 明さ れ , 慢 性 多 発 性

関節炎患者や そ の 他 の 膠原病患者で は
, 正常血清に 比

較して 明 らか に 多量に ゼ ラ チ ン 抗体が 認め ら れる と い

う . ゼ ラ チ ン 抗体の 由 来は , 1 つ は摂 食物 中に 存在す

る ゼ ラ チ ン に 対す る 抗体の 生成で あ り . 他 の 1 つ は結

合組織内 コ ラ
ー

ゲ ン の 代謝 に よ っ て 生 成さ れ た ゼ ラ チ

ン 様物質 へ の 抗 休の 産生 に よ る と考 え られ て い る
丁9 )

ゼ ラ チ ン 抗体は ヒ ト の み な ら ず モ ル モ ッ ト を はじ め と

す る 種々 の 動物血清 中に も 証 明 さ れ て い る
86)

. ゼ ラ チ

ン 抗体は 種々 の 易溶性 コ ラ ー ゲ ン 及 び 酵 素 に よ る コ

ラ ー

ゲ ン の 分解産物 と も反 応 す る . 抗 コ ラ ー

ゲ ン 抗体

が コ ラ ー

ゲ ン と反 応す る際 に は補体 と結合す る の に 反

して , ゼ ラ チ ン 抗体が ゼ ラ チ ン と結合す る際に は補体

結合を お こ さ な い と の 報告
掴)

も あ る . 正 常人血清 に 対

す る ゼ ラ チ ン の 抗補体性が と 卜 に よ っ て い く ら か相違

する点 ( 図 4 ) は ,
ゼ ラ チ ン に よ る C l の 失活が 抗 原

抗体複合物 に よ る Cl の 消費 に もと ず く と も 考え ら れ

るが t 同 じ自然抗体が あ る と い わ れ る モ ル モ ッ ト血清

で は抗補体性が 小さ く , し か も ヒ ト の 場合に お い て も

ゼ ラ チ ン 濃度1 % 以 上を 要す る 点 ( 図1 ～ 7 ) は , 抗

原 と して は 濃度が 高す ぎる と 思 わ れ る , 以 上の 点か ら

ゼ ラ チ ン の 抗補体性 の 一

つ は , C l に 対 す る 直 接作 用

195

と考え ら れ る .

次に ゼ ラ チ ン の 各補体成 分 へ の 作用 を検討 した著者

らの 成績 で は . 測定 した 補体成分C l . C 4 . C 2 . C 3 .
.
C 3p 9

の い ず れ の 成分に も,
:構体活性 の 低 下を 認 め

,
そ の

低下の 程度 は各成分 と もに 同じ ( 図12 ～ 1 5 ) で あ っ

た . こ れ ら より C 4 , C 2 , C 3 , C 3-9 の 各様体成分の 活性

の 低下 が C l 不徳化 に は じ ま る Cla s si c al p a th w a y

に よ っ て 順次不 清化さ れ た 結果 とも 考え られ る が - し

か し至適感作状態の 血球に 高稀釈の モ ル モ ッ ト補体を

加え た場合の 溶血反応の ki n e ti c s は . 時 間 を 追 っ

て シ グモ イ ド曲線 を示し . その 反応温度が37
0

c で は .

6 0 ～ 9 0 分で 最高の 溶血値
柑)

を 示す の に 比 べ て .
ヒ ト 構

体で は数時間 を経て も反応 は終末点に 達 しな い 門)
と い

う 点, しか も ゼ ラ チ ン が■C l へ 直接作用 して 不活化 を

お こす 場合 に は , 粒子状 の 抗原 抗体結合物上 の 反 応で

は な く液相中で の 反応で あ り t そ れが C 4 , C 2 , C 3 へ

と 伝達さ れ る に は . 効率は 抗 原 抗体複合物か ら始ま る

場合に比 べ て
一 段と 低下す る と 考え られ る こ と か ら ,

5 % ゼ ラ チ ン 溶液と 血清 と の 反応 時間を60 分 と限 っ た

著者らの 実験 に お い て , 各 補体成分の 抑制程度が ほ ぼ

等し い 値を 示 した こ と は , ゼ ラ チ ン が C l 以 外 の 成

分 . 即 ち C 4 , C 2 , C 3 に 対 し て も 直接に 作用 す る こ と

を 示唆す る . C 2 , C 3 成分 へ の ゼ ラ チ ン の 直接作用 は ,

単離精製さ れ た C2 . C 3 成分 を使用 した実験 ( 図1 6 ,

蓑 5 ) よ り 明 らか で あ る . そ し て 分離精製さ れ た C 2

成分が ゼ ラ チ ン に よ っ て 直 接抑制さ れ る 程 度 が4 4 . 3

% ,
ヒ ト 全血清 に ゼ ラ チ ン を作用 さ せ て 測定 した C 2

成分の 抑制の 程 度が52 . 8 % と両者 の 問に 僅か の 差異 が

認 めら れ た が
,

こ の 差 は Cl a s si c al p a th w a y を 経

て 不 徳化 さ れ る C 2 成分を 示 して い る と思 わ れ る .

更に , 著者 ら の 実験成績 ( 図17) よ り t ゼ ラ チ ン は

C3
-

P r O a C ti v a t o r に も直接働く こ とが 明ら か に な っ

た . 複雑 な補 体 反 応 系 に あ っ て と り わ け alt e r n a te

P a th w a y が 近年注目を あ つ めて い る が
.

こ の 反 応 系

は , 血清 中の 易熱性酵素 C 3- P r O a C ti v a t o r c o n v e r
.

ta s e が C 3- P r O a C ti v a t o r に 働き か けて こ れ を C 3
-

a c ti v a t o r に 変化さ せ
,

こ れ が 更 に C 3 を 活性化 し て

C 3 a と C3 b と に 分解 す る機 構で あ る . C 3
･

P r O a C ti v a-

t o r c o n v e r t a s e を 活性化 す る物質は多 々 あ り , 例え

ば c o b r a v e n o m
3 4)

, Z y m O S a n
3 5)

,
li p o p o l y s a c c h a

･

ri d e s (L P S )
59)

. i n u Li n
60)

,
モ ル モ ッ ト 7 S r l . 7 S r 2 の

F ( a b )2
′8 り

, 凝集 I g G 4

60 )
. 凝 集 I g A . お よ び I g A 2

6 0 )

凝集 I g E
88)

,
a g a r

60 )
, d e x t r a n s u lf a te

61 )
等 で あ る .

著者 は ゼ ラ チ ン と C 3 お よ び C3
-

P r O a C ti v a t o r と を

反応さ せ て 免疫 電気泳動法 を 施 こ す と
, そ の 易動度に

著明な 変化が 来る こ と を認 め た ( 図17) が . こ れ はゼ
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ラ チ ン が 直 接 C 3 a c ti v a t o r s y s te m へ 関与 す る こ

と を示 した もの で あ る . と こ ろ で C 3 成分が 抑制さ れ

る場合 に は 3 つ の 経路が 考 え られ る . 1 つ は C3 成 分

に 直接作用 して こ れ を不徳 化 す る場 合で あり . 1 つ は

Cl a s si c al p a t h w a y を経 て の 不 活化 で あ り . も う

1 つ は a lt e r n a t e p a th w a y を 経て の 不宿 化 の 経路

で あ る . 表5 に 示す よう に . 分離精製 し た ヒ ト稀体第

三 成分の 活性が ゼ ラ チ ン に よ っ て6 0 % 抑 制 さ れ た の

に , 同時に ヒ ト全血清 に ゼ ラ チ ン を作用 さ せ て 測定 し

た C3 成分の 抑制 の 程度 は3 0 % で .

一 見矛盾 した 結果

が 得 られ た が , こ れ は alt e r n a t e p a th w a y へ の フ

ィ
ー

ド バ
ッ グ機構 の 関 与 と も 考 え ら れ る . A I p e r

89)

は血清中の C3 b i n a c ti v a t o r が C3 b の 阻害因子 と し

て の 作用の 他 に
, C3 -

p r O a C ti v a t o r c o n v e r ta s e の

阻害物質と して の 作用 も有す る こ と を明 らか に し た .

alt e r n a t e p a th w a y は近年漸次 明 らか に さ れ つ つ あ

る複雑な 機 構 で あ る の で ,
ゼ ラ チ ン の a lt e r n a t e

P a th w a y へ の 関与 と ,
ゼ ラ チ ン の C3 へ の 直接 作 用

の 程度に つ い て は更 に 検討が 必 要 で あ る と 考 え ら れ

る .

更に ゼ ラ チ ン に よ る補体の 失清効果 が , 全補 体 価

C2 . C 3 の い ず れ に お い て も ,
ヒ ト と モ ル モ ッ ト 間で

異 な っ た著者 らの 成績 ( 図 3 , 図16 , 表 5 ) は , 動物

種 に よ る補体の 性質 , 作用 の 最 適条件の 差異 , 及 び何

らか の 異 な る反応機転の 存在を 推定さ せ る . d e x t r a n

S u lf at e の 抗補体作用 を 検討 した 丸山
70 ) の 報告 に

も , 動物種問 で の 補体の 相 違が 示 され て お り t 著者 ら

は , 動物種 に より 補体の 性 質 に 違い の あ る こ と も明 ら

か に し た .

今日 , 抗原性を 考慮す る 必 要 の な い ゼ ラ チ ン 誘導体

が S c h m i d t ･ T h o m 与 ら
90)

に よ り 精 製 さ れ て 以 来 .

ゼ ラ チ ン 溶液 は有益な血祭 代用 割 と して 広く 臨床的 に

使用 さ れて い る . こ の ゼ ラ チ ン 誘導体 は , 純粋 な仔牛

ゼ ラ チ ン より 得 られ た ポ リ ペ プ チ ドを dii s o c y a n a t e

と 反 応 さ せ て 結合さ せ た 物質で あ り ､
そ の 平均分子

量 は3500 0 で あ る . 従 来の 抗 補体作用 物質の は と ん ど

が そ の 毒性の 為に , 免疫抑 制と い う 医学的課題 に 対し

て 無益 で あ っ た が そ の 中に あ っ て 進藤 ら
1 2)

の 発見 した

C u
-

C h l o r o p h y ui n に は t 毒性が 少な い と い う 点 .

p a s si v e c u ta n e o u s a n a p h yl a x i s
12)

及 び P r a u s n i -

t z
･ K u s t n e r 反応の 阻止

12)9I)
. 更に は 同種 移植 片 の 生

者期 間の 延 長13 )
が 認め ら れ て お り . 補体系抑制物質の

臨床応用 へ の 可能 性を示 し て い る . 抗原性を考慮す る

必要が なく . し か も副作用 の 認 め られ な い ゼ ラ チ ン 誘

導体が i 佗 び か 0 お よ ぴ ′柁 ロ∫ぴ 0 に お い て も 補

休価 の 低下を も た ら す か に つ い て は 検討さ れて い な い

が l 人 の 平均循環 血液 量 を 90 ±10 m レk g と して 計算 す

る と3 . 5 % の ゼ ラ チ ン を 平均100 0 - 1 5 0 0 血 を注 入す る

こ と に よ り , 循環 血液畳の ゼ ラ チ ン 溶液 を 1 % 以上に

す る こ と は可能 で あり . ゼ ラ チ ン 溶液 は 血奨代用割と

して 有用 で あ るば か り で は な く , 免疫抑制と い う点で

も 1 つ の 可 能性を 示 して い る よ う に 思 われ る .

結 藷

C u n n i n g h a m
･ S z e n b e r g 法を 剛 ､ て 抗体 産 生細

の 形態学的研究を 行う 目的 で ゼ ラ チ ン を 加 え た と こ

ろ , そ の 一 定濃度 ( 1 . 0 % ) 以上 で は . 溶血 斑産 生細

胞数が 減少す る こ とが わ か っ た の で , 本研究で は ゼ ラ

チ ン の 抗補体作用 を ,
ヒ ト .

モ ル モ ッ ト血清を用 い て

検討 した .

1 . ゼ ラ チ ン 濃度 に よ る溶 血斑産 生細胞 ( P F C ) 数

の 変化を 見 る に . 濃度の 増加 に 伴 っ て , と く に 1 % 以

上の 濃度 で
.
P F C 数 は減少 し た .

2 . M il g r o m e t al の 寒 天 飽和法 に な ら っ て ,

休で 飽和 した ゼ ラ チ ン に も , 同程 度の P F C 数の 抑制

作用が 認め られ た .

3 . M a y e r の 5 0 % 溶血力価測 定法 に よ っ て ゼ ラ チ

ン の 抗補体作用を み る に . ヒ ト及 び モ ル モ ッ ト の 全血

清 ( 全補体成分) に 対 して は , ゼ ラ チ ン 濃度0 . 5 % 以

下で は 抗補体作用 はみ られ な い が . 1 . 0 % を 越える と ,

濃度に はぼ 比例 して 抗補 体作用 が み られ た . し か し
,

モ ル モ ッ ト血清に 対す る抑制 は軽度で あ っ た .

作用温度及 び 時間に つ い て 見ると , 1 8
0

c で は 補体

価の 経時的変化は 僅か で あ っ たの に
, 3 7

0
c で は , 3 0

分で す で に 27 % の 減少 . 1 8 0 分で は43 % の 減少 を 示 し

た .

透析操作に よ り ゼ ラ チ ン に 含有す る低分子不 純物を

除去 した 後の ゼ ラ チ ン に も . 同程度の 抗補体作用 が認

め られ た .

E D T A 及 び E G T A な ど の キ レ
ー

ト 割 に よ る 実験

で は ,
ゼ ラ チ ン の 抗補体 作用 に 少く と も C a

=

が 必

要で あ る こ と が 明 か に さ れ た .

又 , ゼ ラ チ ン の 前駆物 質 で あ る コ ラ ー ゲ ン に も ヒ ト

血清補体 価を 低下さ せ る 作用 を認 めた .

4 . N e ls o n e t al の 方法 に より ,
ヒ ト 各補体成分

C l , C 4 ,
C 2 ,

C 3
-

9 ,
I m m u n o a d h e si o n に よ り C 3 に

対する ゼ ラ チ ン の 抑制効 果 を見 る に , 各成分に 何れ も

ほぼ50 % の 活性の 低 下を 認 め た . 単離精製 さ れ た C 2 .

C 3 に 対し て は ,
ヒ ト で は活 性の 低 下 が 認 め ら れ た の

に ,
モ ル モ ッ ト で は 抑制 さ れ なか っ た . I m m u n o el e ･

C t r O p h o r e s i s で は , C 3
-

P r O a C ti v a t o r は ゼ ラ チ ン

の 添加に よ り C 3
-

a C ti v a t o r へ の 変化が 見られ た .



ゼ ラ チ ン の 抗楠休作用 の 機序 に関す る研 究

以 上の 結 果 は , ゼ ラ チ ン が c la s si c al p ath w a y

の みな らず al te r n a t e p a th w a y を 介し て 複 数 の 補

体成分 に 直接働い て , 抗補体作用 を 呈 す る こ と を 示唆

し て い る .

本研究は 昭和亜年度文跳省科学研究 費 (5 8835 ) に よ

っ て 行わ れ た .

本稿を 終る に あ た り 御懇篤な る 御指 導 , 初校閲を い た

だ きま した 服部純
一

教授 お よ び 金沢大学癌研究所分子免

疫部石田 俊介 教授 に深 謝い た しま す . さ ら に本研究に閲

し甚大な る 御指導 ｡ 御配慮 を 賜 っ た 金沢大学痛研究所分

子免疫部 高橋守信助敏授 と 高橋セ イ氏 に JL ､ か ら感謝い た

し ま す ･ な お 本稿 の 要 旨は 第3 5 回目本血液学会総会にお

い て発 表し た .
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A b s t r a c t

由 D u ri n g a m o r p h ol o g i c al s t u d y o n a n ti b o d y f o r m i n g c ells b y t h e u s e of C u n ･

n i n g h a m
'

s p l a q u e m et h o d w it h t h e a d d iti o n of g el ati n
, g el ati n of o v e r l % w a s f o u n d

t o d e c r e a s e t h e n u m b e r of p la q u e f o r m i n g c ell s r e m a rk ab l y a s c o m p a r e d w it h th o s e

i n t h e o ri g i n al m e th o d a n d p r eli m i n a r y w o r k r e v e al e d t h at g elati n o f s u c h c o n ･

C e n t r ati o n p o s s e s e d s o m e i n hi b i t o r y eff e c t s u p o n c o m p le m e n t . I n t h i s p r e s e n t w o r k
,

a n ti c o m p l e m e n t a r y e ff e ct s o f g el ati n o n h u rn a n s e r u m a n d g u i n e a p ig s e r u m w e r e

S t u di e d .

T h e g el ati n , p r e V i o u sl y s a t u r a t e d w it h c o m p l e m e n t s b y t h e m et h o d of M i l gl o m

e t al .
, als o r e d u c e d t h e n u m b e r o f p l a q u e f o r m i n g c e11 s t o t h e s a m e e xt e n t a s d i d

u n t r e at e d g el ati n .

H e m ol y ti c t o t al c o m p l e m e n t a cti v i t y o f t h e h u m a n a n d g u i n e a p i g s e r u m
,

a S

a s s a y e d b y M a y e r
'

s m et h o d , W a S Si g n i負c a n tl y r e d u c e d i n p r o p o rti o n t o t h e g el ati n

C O n C e n t r ati o n a d d e d i n t h e s y s t e m . T h e c ri ti c al c o n c e n t r ati o n of g el ati n w a s a p
-

r o xi m at ely l % a n d l e s s th a n O .5 % o f g el ati n w a s of n o s u ch e ff e c t .

F u r t h e r m o r e
,

a n O b vi o u s di ff e r e n c e i n t h e d e g r e e
■

o f t h e a n ti c o m p le m e n t a r y eff e ct

Of th e g e la ti n b e t w e e n t h e h u m a n a n d t h e g u i n e a p i g w a s n ot e d , it s e ff e c t u p o n

th e g u i n e a p i g b ei n g m u c h m ild e r .

A s f a r a s t h e t e m p e r a t u r e a n d ti m e i n r e a cti o n w e r e c o n c e r n e d
,

C O m p l e m e n t

d e p le ti o n b y g ela ti n at t h e r o o m t e m p e r a t u r e w a s n o t s o si g ni fi c a nt
,

W h e r e a s

C O m p le m e n t a c ti v it y at 37
0

C w a s r e d u c e d t o 73 % of t h e o ri g i n al v al u e b y th e 氏r s t

30 m i n . a n d t o 67 % b y t h e 3 h r s .

D i al y s e d g el ati n als o s h o w e d a n ti c o m p l e m e n t a r y a c ti v it y t o t h e s a m e d e g r e e
t

d e n y i n g t h at th e c o m p l e m e nt i n h i b i ti o n w a s d u e t o a n y d i al y s a b le c o n t a m i n a n t s

Of g el ati n s a m p l e t e s t e d .

A lt h o u g h th e i n hi b it o r y a cti v i t y o f g el ati n w a s c o m p l et el y r e m o v e d b y t h e

p r e s e n c e of c h el at o r s
,

S u C h a s E D T A a n d E G T A i n t h e r e a cti o n m i x t u r e
,
t h e a d d i ti o n

Of C a
◆ +

c o m p l et ely r e c o v e r e d i t s a c ti vi t y ,

-

a n e V i d e n c e of C a
+ +

r e q u i r e m e n t f o r

t h e g el ati n e ff e ct .

U s i n g t h e s a m e t e c h ni q u e
t

c o ll a g e n , W h i c h i s c o u n t e d f o r p r o t o r y p e of g ela ti n ,

W a S f o u n d t o h a v e t h e s a m e a n ti c o m p l e m e n t a r y eff e ct .

W i t h t h e a d di ti o n o f 2 .5 % g el a ti n
,

e a C h h e m o l y ti c a c ti vi t y o f C l
.

C 4
,
C 2 a n d
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C3 -

9 w a s m e a s u r ed a c c o r d i n g t o N el s o n et al ･ , a n d C 3 a c ti v it y w a s a s s a y ed b y

i m m u n e ad h e r e n c e t e s t . E a ch of c o m p l e m e n t c o m p o n e n t a cti v i ti e s f ell t o n e a rl y 50 % .

A s f o r t h e g el ati n eff e ct s o n p u ri 色e d c o m p l e m e n t c o m p o n e n t s , g ui n e a p i g C 2

a n d C 3 w e r e n o t i n h i b i t e d a t all , W h e r e a s h u m a n C 2 a n d C 3 f ell t o n e a rl y 5 0 % .

E l e c t r o p h o r etic s t u d y r e v e al e d t h at t h e h u m a n C 3 -

p r O a Ct i v at o r h a d c h a n g e d i n t o

C 3 - a C ti v a t o r aft e r i n c u b a ti o n of t h e h u m a n s e r u m wi t h g el ati n a t 37
0

c f o r l h r
,

-

a n

e v i d e n c e f o r a n i n v o l v e m e n t of g el a ti n i n t h e alt e r n at e p at h w a y .

I n c o n cl u si o n
, g el ati n of m o r e t h a n l . 0 % p o s s e s s e d a n ti c o m p l e m e n t a r y eff e ct s ,

d ir e c tl y a cti n g o n a n u m b e r of c o m p le r n e n t c o m p o n e n t s vi a n o t o n l y th e c l a s sic al ,

b ut al s o t h e alt e r n at e p at h w a y .


