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異種 ･同種あるいは自己の副腎 エキ スを Freund

完全 アジュバ ントとともにモルモ ット.ウサギ,ラッ

トなどに注射すると自己抗体が生 じ,アレルギー性副

腎炎の発生することが,以前か らよく知 られてお り】)～

10).ヒトの特発性副腎萎縮のモデルとされ て い る .こ

のような実験の大部分 は副腎ホモ ジネー トまたは粗 エ

キスによって行われ.有効抗原の分析 はほとんど行わ

れていない.副腎が幾っかの特異性 自己抗原 を含むこ

とは Witebsky-一門によりよく調べ られ4)ll)～】3), そ

の 1つは精製 されているが14).これ らはいずれ も副 腎

の可溶画分か ら得 られたものである.

筆者は種々の臓器について細胞膜系不溶性 リポ蛋白

画分に組織特異抗原が存在するという報告】5卜 23)に基

き,副腎の同画分における特異抗原の存在 ･その分離

精製法 ･性質などの検討を行 った.

実験材料 と方法

Ⅰ.抗原材料

ウシ副腎 ･肝 ･牌その他の臓器は金沢市屠場 より御

恵与をうけた,成熟牛屠殺時に摘出 した臓器を氷冷 し

て実験室に運び,副腎は被膜周囲の脂肪織を除 き,厚

さ約 3mmのスライスにして皮質 .髄質 を切 りわ けて

プールした.モルモ ットの副腎は成熟 雌 雄 の もの を

プールした.いずれも使用時まで -20oCに保存 した .

Ⅱ.抗原の抽出方法

1.膜抗原LPfr2の抽出 :まず, Smith ら23)の

方法の倉田 ･岡田 らの変法16'-19'に準 じて不 溶 性 リポ

蛋白画分 (LP)を抽出する.即ち,保 存 材 料 を融解

させ, Sol,Ⅰ23)を溶媒 としてユニバーサル ホ モ ジナ

イザー (日本精機)でホモ ジネー トをっ くり.ガーゼ

1.2,4.8枚を順に通 してか ら遠心 して沈連を集

める. Sol.Ⅰを加え,テフロンホモ ジナイザー に約

5分かけて均質液 とする.遠心沈盛に Sol.Ⅱ2=i)を加

え,約 5分磨砕後 ,遠心 して沈液を得 る. Sol.Ⅱ に

よる磨枠と遠心をさらに10回 くりかえ して沈痘 〝LP〝

を緒 る.仝操作 は0-4oCで行 う.遠 心 はす べ て冷

凍遠心器により10,000rpm30分 とする.

湿量約10gのLPにデスオキ シコール酸 ソーダ (Dif-

co)の0.2%溶液約50mlを加 え て ホ モ ジナ イ ズ した

後,1夜冷室でマグネチ ックスターラーで撹 梓 す る .

遠心 して沈底をとり,再び同様 な抽出操作 を 2回 くり

返す,3回の抽出上清を革め,約10倍容量の冷 アセ ト

ンを加えて沈澱を得 る.同沈澱を少量の蒸潜水 にとか

して遠心 し,上清 〝LPSol〝を得 る川).セフ ァ ロー ス

4Bによるゲル通過 を行 って , retainす る第 2の

ピーク 〝LPfr2〝を得 る19).

2.副腎特異抗原の分離､(アフィニティ- クロマ ト

グラフィ_-):ウシ肝および牌より上述 と同様の方 法

でつ くったLP(湿量各100mg,合計200mg)に 1ml

の Freund完全 アジュバ ント (後述)を加えてエマ

ルジョンとし.ウサギ肩甲下腔に注射す る.60日間に

5回 _(毎週 4回.2過おいて 1回)免疫 を行 って抗血

清をとる.試験管内吸収によって,ウシ副 腎LPfr2

画分中の共通抗原が除去できることをゲル内拡散法で

確めた後 ,この抗血清を以下 のように してアフィニテ

ィークロマ トグラフィーに用いた.抗血 清 70mlに生

理食塩水70mlを加え,4oC以下で撹拝 しなが ら飽 和

硫安140mlを滴下 し.30分後に遠心 して グロブ リン沈

澱をとる.この沈澱を0.5M食塩加0.1M垂炭酸 ソー ダ

液 (pH8.2)150mlにとか し,両液 に対 して 1夜 透析
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:Prof.Y.Kurata),CancerResearch Institute,KanazawaUniversity.Department

ofSurgery (Ⅰ)(Director:Prof.T.Iwa),SchoolofMedicine,KanazawaUn-

iversity.
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級 ,同液で10mg/mlに稀釈する (グ ロ ブ リン総 量約

1.6g).臭化 シアン活性化 セファローズ4B (Phar一

macia)45gを冷脱 イオン水500mlで 1時間膨 潤 させ .

ガラスフィルター (151G3.柴田科学) 上 に お き軽

く吸引 しなが ら0.001MHC151を約30分かけて通 し,

ついで脱イオ ン水 51,0.1M垂炭酸 ソーダ液 51を通 し

た後 .直ちに0.5M食塩加0.1M重炭酸 ソーダ液200ml

に懸淘する.この懸濁液に上記 グロブ リン溶液145ml

を加え.ロータリーエ′†ボレー タ-を利用 して24時間

回転撹拝する (1分間26回転).ゲルをガラ ス フ ィル

ター上におき,lM食塩加酢酸塩緩衝液 (pH4.0)ll

つぎに0.5M食塩加0.1M重炭酸 ソーダ溶液 (pH8.2)

11による洗液を.交互に5回行 う.後 者 の液 に懸淘

して1･5×140cmのカラムにつやて.ウシ副腎LPfr2

(8mg/ml溶液10ml)をチャー ジし,同 食 塩 加 重炭

酸 ソーダ溶液で溶出する.溶出速度 は約 3ml/1時 間

とし.フラクションコレクターで 3mlづ っ 流 出 液 を

集めた.以上の操作 はすべて冷室 (4-7oC)内 で

行 った.なお一部の実験は臭化 シアンでセファローズ

4Bを活性化処理1'1)したものを使用 した.

3.特異抗原の Subunit(P2)のつ くり方 : Day

&Levy法-'5)で特異抗原画分の脱脂を行 い. 0.05M

Tris緩衝液(pH8.0)に懸萄 し.β-メル カプ トエ タ

ノールを0.5Mに加えて密栓 し.撹拝 しなが ら室 温 2

週間以上還元を行 う.限外破過膜 (UM-2一,Amico-

n)と標準撹伴 セルを用い.時々蒸潜水を加え な が ら

限外櫨過を行 ってメルカプ トエタノー ル を除 い た の

ち.セファデックスG-100カラムにかけ第 2の ピー ク

〝p!〝をとった1'H.

Ⅲ.物理化学的分析方法

1.抗原量 :抗原量はすべて乾燥重量で示 した .克

分量の抗原が得 られた場合には一 定 量 を秤 量 瓶 に と

り,恒重量になるまで.減圧下80oCに保 った . 通常

約 1週間を要 した.抗原量の乏 しい場合 にはウシ血清

アルブミンを基準にして ミクロ- ビュー レッ ト法 (Ⅰト

zhaki&Gill法-I(‖)または Lowry法27'に よ って比

色定量 し換算 した.前者は乾燥重量 に一致 し.後者で

は得 られた値を2.2倍すると実重量に等 しくなる.

2.ディスク電気泳動 :LPfr2棲品については7.5

%,pH8.9のポ リアクリルア ミドゲルによる分析用 デ

ィスク電気泳動を行 った.0.5×10cmのガラス管 を用
/

い.各管 4mAで約 1時間泳動 し.7%酢酸で10分 間

固定 .1%ア ミド黒10B-7%酢 酸 液 で30分 間 染 色 ,

7%酢酸で脱色を行 った.

P2標品については30%.PHS.9のポ リアクリル ア ミ

ドゲルにより各管 lmAで 8時間泳動 し.7%酢 酸-30

本

%メ-クノール液で 4時間固定後,1% ア ミ ド黒 108

(7%酢敬一30%メタノールを含む)で24時間染色 し,

7%酢穀で脱色 した.

3.分子量測定法 :LPfr2については膜 湊透 圧 計

(Knauer)とDavison法28)によるセ フ ァロー ズ 6B

ゲル櫨過で分子量測定を行 った. マ ー カー と して ブ

ルーデキス トラン (分子量 :2,000,000.Pharmacia_

),アポフェリチン (分子量 :480.000.Mann), 辛

モ トリプシノーゲン (分子量 :24.000,Mann),チ

トクロームC(分子量 :1,357,和光)などを用 いた .

P2についてはセファデックスG-25を用 い . Davison

法28)に準 じて行 った.

4.赤外吸収 :試料液を窓坂 (KRS-5)上 にひ ろ

げ減圧 デシケーター中で室温乾燥 し,赤外分光 々度計

(IRA-2,日本分光)で測定 した.垂水 素 化 は乾燥

試料をっけた上記裏板を金属性湿度 調 節 セルに装 着

し.塩化ナ トリウム飽和DiO (Merk)をセル内 に入

れ,室温 1時間放置 して行 った.

5.円偏光 二色性 :自記旋光分散計 (卜20月 本分

光)によりN2気流中で測定 した.

6.Tert-butylhypochlorite(TBH)による塩 素

化 :TBH(関東化学)を用 い. Matsushimaら1'‡l'

の方法に従 った.

7.薄層 クロマ トグラフィー (リピン分析): レプ

レー ト26(ヤマ ト).シリカゲル60プ レー ト(厚 さ0.25

mm.5×20cmおよび 20×20cm. ガ ラ ス. Merk

輿)を用いた.発色には50%硫酸 (全脂質). ニ ン ヒ

ドリンアセ トン溶液 (ア ミノ基).過 ヨウ素酸-ベ ンチ

ヂン (糖). Zinzadze試薬 (リン) な どを繁 用

し.レゾルシン試薬 (シアル酸). Dragendorff試

薬 (コリン)なども用いた.

Ⅳ.免疫方法および免疫学的分析法その他

1.免疫方法 :抗原量に等量のFreund完全 アジュ

バ ント (パラフィン油8.5ml, ArlacelA 1.5ml,

BCG乾燥死菌10mg)を加えて乳化 し. 1回 1mlを

健常成熟 モルモ ット (雑系.体重400-500g)の肩 甲

下陛域 ,足既などに注射 した.なお一部の動物では補

助 アジュバ ントとして百 日咳 ワクチ ン (武田薬品の3

種混合 ワクチンを生理食塩水で 3回洗 い.沈盛を稀釈

して 1匹あたり菌数200億個)を同時に皮内注射 した.

最終注射後 7日目に Thorn テス トを行 い.つ いで

心臓採血 して,血清を-20oCに保存 した.

2.ゲル内拡散法 :二重拡散法を用 い た . 寒 天 板

の厚 さ1.5-2.5mm,抗原 ･抗体孔の直径 8mm,孔

の間隔 4-5mm,抗原は蛋白濃 度 1-12mgl/ml.

抗血清は稀釈せずに用いた.
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3.免疫電気泳動 :Grabar法30)によった.

4.タンニン酸処理赤血球凝集反応 :Boyden法

31)によった.反応条件 は小西の報告20)に等 しい.

5.皮内反応 :最終免疫注射後 1週 間 目 の モ ル モ

ット背部皮内に抗原60〃g(0.1ml)を注射 し,24時間

目の反応を検査 した.

61.蛍光抗体法 :Riggsの方法32)でFITC (BB

L)をカップルし,Curtain法33)で精製 した棲識 抗 体

によi直接法 と16倍稀釈抗血清 と抗モルモ ッ トγ-グロ

ブリン標識血清 (MBL)を用いた間接法 を行 った.未

固定副腎を-80oCで凍結 して作 ったクリオ シュタ ッ ト

切片を用いた.

7.Thorn テス ト :好酸球数は.血液を Hinke-

1mann液で約 1時間染色 した後 Tatai計 算 室 に

図 1 ウシ副腎 LPsolのセファロー ズ4B ゲ

ル.濾過パ ター ン

10
20試 験 管No,

30セ フ ァロー ズ 4B カラム :1.5×45cm,負荷

量 :LPsol各65mg,溶出液 :蒸溜水,溶出速度

:ち7ml/hr,採取液量 :5ml/試験管 .

3よる直接算定法を行 って測定 した. ACTH (H.

P.ActharGel,田辺製薬)0.5単位/体重500gを注

射 して8時間後の好酸球減少率が40%以上 の ものを陰

性 とし

た.8.血清移入 :ミリポアフィル ター を通 した

血 清0.5mlまたは 1mlを健常モルモ ットの心臓腔内に

ゆっくり注入 した.24時間目に Thorn テ ス トを行

い .48時間目に臓器をとりだ し

た.Ⅴ.病理組織学的検

査法臓器はいずれも10%ホルマ リン固定 ,パ ラフィ

ン切片,ヘマ トキシリン･エオジン染色標本 として検鏡 し

た.

実 験 成

練Ⅰ.LPfr2の

性質ウシ副腎LPSolのセファローズ4Bゲル破過 は

図 1のようなパ ターンを示す.LPfr2画分をとり デ ィ

スク電気泳動を行 うと図 2のように 2本のバ ン ドが

認められる.抗LPfr2モルモ ット抗血清を用 いゲ ル

内 拡散法を行 うと,多数の沈降線が得 られる.最 も多

くの沈降線を示 したものでは8本が認め られた (図 3

).共通抗原をウシ肝およびウシ牌LPで吸収 して

除 くと,通常 1本の強い沈降線が認め られ るが,抗皮

質 LPfr2抗体の中には稀にかすかなもう1本の沈降

線 を示す例 もあった.強い沈降線 は皮質 ･髄質 の各LP

fr2画分で完全一致像を示 した (図 4).皮 ･髄 抗

原 の一致性 は相互の抗原による吸収に よ って も確 め られ

た.Ⅱ.副腎特異抗原の

性質副腎LPfr2は化学的にも免疫学的にも単一で

はなく,多数の臓器共通抗原を含むので,抗肝 ･陣L

P抗体を結合させた臭化 シアン活性化 セファローズ4

Bでアフィニティ-クロマ トグラフィーを行い,共通

抗原図 2 disc電気泳動パ タ
ー
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の吸着除去を試みた.結合 した抗肝 ･牌LP抗 血 清 グ

ロブリン画分 の 1/20以下 の蛋白量の副 腎LPfr2

をチャージして溶出を行 うと図 5のようなパ ター ンが

得 られた.

各 ピークAafl.Aaf2,Aaf3につ いて デ ィス

ク電気泳動を行 うといずれも1本のバ ンドを示 し (図

2).ゲル内二重拡散法でも活性の高い抗 LPfr2抗

体に対 していずれも1本の沈降線 (図 6)を生 じ,互

に完全一致 した.またAaf3を免疫 して得 た抗 血清

は monospecificで副腎LPfr2に対 して 1本の沈

降線を示す (図 7).

Aaf3は免疫電気泳動ではα-グロブ リン位 に泳動

する (図8).

Aaf3を抗原 としてタンニン酸処理 赤 血球 凝 集反

図 3 ウシ副腎 LPfr2のゲル内二重拡散

左上 :ウシ副腎皮質 LPfr2.
右上 :ウシ副腎髄質 LPfr2.

中央 :抗 ウシ副腎皮質 LPfr2抗血清 .左下 :ウ

シ肝 LPfr2.右下 :ウシ碑 LP

fr2.図 4 ウシ副腎 LPfr2 の特異抗原,

ゲル内二重拡散左上 :ウシ副腎皮質 L
Pfr2.右上 :ウシ副 腎髄質 LPfr

2.中央∴抗 ウシ副腎皮質 LPfr2抗血清 (ウシ肝｡牌 LPで 3回試験管内

吸収 )左下 :ウシ肝 LPfr2.右下 :ウシ牌 LPfr2. 本応を行 うと.抗副腎

LPfr2抗血清では217稀釈 まで陽性であったが

抗肝 ･牌抗血清や他臓器抗血清では2卜4であった.Aaf3抗原0.8mgを 1過間隔で 2回_注 射 した モ ル

モットについて 1

過後に遅延型皮 内反 応 を テ ス トした.対照には肝.陣.甲状腺,畢丸のLPfr2を用 い

た.副腎Aaf3は発赤28×25mm.肝 , 牌 ,

甲状 腺 .皐丸のLPfr2はいずれも9×8m

m以 下 で あ った .図 5
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なお副腎Aaf3は腺癌を形成 した (図 9).

Aaf3について.膜湊透庄法 によ る分 子 量 測 定 を

行い,46.000.Davison法2日)では47,000の値 が得

られた.

110oCで恒温 になるまで乾燥 したAaf3につ いて ク

ロロホルム ･メタノールで充分 に脂質 を抽出 して乾燥

し,重量法で測定 した結果.脂質量 はAaf3の4.4%

であった.

Aaf3の赤外 スペク トルはスフィ ン ゴ糖 脂 質 の そ

れに近いパ ター ンを示す.窓板 をクロロホルム ･メタ

ノール (2:1)で室温 1時間処理す る と . そ の特

徴 は失われるが,ア ミドⅤ領域‥∋4'で620.650.690cm

~1の 3つの吸収が認め られ,垂水素化 を行 うとこれ ら

の吸収はほとんど消失 した (図10).
Aaf3の10〟M溶液の円偏光二色性 は図11の よ うで

あった.この曲線 はα-ヘ リックス,β-構 造 , ラ ンダ

ムコイル構造の混在 を暗示す る.

図7 抗ウシ副腎 Aaf3抗血清の反応

左上 :抗ウシ副腎 LPfr2抗血清右上

:抗ウシ副腎 Aaf3抗血清下 :ウシ副

腎 LPfr2.図8 ウシ副

腎 Aaf3の免疫電気泳動上 槽 :抗ウシ

副腎皮質 LPfr2抗血清抗原孔:ウシ副腎 Aaf3.下 槽 :抗ウシ副腎髄質 LPfr2抗血清 5Tert-butylhy

pochloriteによる塩素化 反 応 で は図12のよう

にTBH12mMあたりで反応 は完結す る.即ち,Aaf3分子中のイ ミノ基 の約19%は す み や

か に塩素化 される.この値 はAaf3分子 中 の ラ ン

ダ ム コイル含有量に近いものと推定で きる35).

1%酢酸 ウランで ネガティブ染色 して Aaf3を

電顕的にし

らべると.抗原粒子 の大 きさとコン トラス ト図 9 ウシ副腎 Aaf3免疫モル

モットの皮内反応右上より,ウシ副腎 Aaf3,ウシ牌 LPfr

2,ウシ葦丸 LPfr2.左上より,ウシ肝 LPfr2,ウシ甲状線

LPfr2,生理食塩水図10 ウシ副腎 Aaf3の赤外

吸収スペ クトル(ア ミドⅤ領域)轍

増
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図11 ウシ副腎 Aaf3の円偏光二色性

神

200 220 240 260

2川渡 長 くmJ

▲)図12 ウシ副腎 Aaf3の塩素化反応

10TBH漉度 (mM) 本の上か ら,き

れいな像を得 ることは非常 に困難であるが.繰返 し観察
を行 って図13のような像が得 られ た .∫

C〉 0長さ約80A.幅

40A程度の棒状粒子が多 くみ られ る.写真の繰返 し反転を行 ってS/N比をあ

げ る と粒 子 像はかなりはっきりする.Day&Levy法

25'によってAaf3画分か ら抽出 した リピン画分

を減圧乾固 し.少量の クロロホルム .メタノール (2

:1)で再抽出 したもの を再 び減 圧 乾固 して.薄層

クロ′マ トグラフィ-を行 った . 中性 脂防,コレステ

ロール.脂肪酸などは痕跡 しか存在せず(図14),二

次元ペーパークロマ トグラフィーを行 うとグロポシド

Ⅰが主成分で, リン脂質 もほとんど含まれないことが明

らかになった (図15).なお. シ リカゲル (関東化学):HyfloS

uper･Cel(和光)-2:1の珪酸カ

ラムクロマ トグラフィーで は ク ロ ロホ ルム ●メタノール (60:40)の ステ ップで溶出され る

.Ⅲ.サブユニット (P2)の性質ウシ副腎特

異抗原Aaf3画分 を還 元 処 理 した後 ,セファデックスG-

100でゲル破過を行 うと図16の よ うなパ ターンが得 ら

れる.第 2の ピーク (P2)画分 は30% アクリルア

ミドゲルディスク電気泳動 で は10数本のバ ンドを示す (図17). Davison法28'では

分 子 量3.550±150であった.図13 ウシ副腎 Aaf3の電顕像,酢酸 ウランでネガテ
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図14 ウシ副腎 LPfr2,Aaf3の脂質薄層

クロマ トグラム

左 :LPfr2脂質,右 :Aaf3 脂質,レプレー ト26(ヤマ ト),

溶媒 :n･-キサン-エーテル-酢

酸(80:20:1)50%硫酸によ

る発色図15 ウシ副腎 Aaf3脂質の二次元ペーパー

クロマ トグラムWh atmanSG-8

1使用.溶媒,第 1次 :クロロホルムーメタノール

-ジイソブチルケ トンー酢酸一水 (23:10:45:25
47),第 2次 :クロロホルムーメタノールー

ジイソブチルケ トンーピリジンー0.5M
塩化アンモニウム (pH10.4)緩衝液 (30:17.5:25:35

:6),発色剤 :過 ヨウ素酸-ベ ンチヂン ～T

1u

JOdI･Q･0図16 ウシ副腎 P2 の溶出パターン 7

10 20

30拭 験 管 No

. ′∫カラム :セファデ ックス G-1001.5×45cm,浴

出液 :蒸溜水,溶出速度 :5ml/hr,

採取液量 :3ml/試験管.図1
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P2は抗Aaf3抗体 との反応で 1本の沈降線を示 し,

Aaf3の沈降線 と完全一致を示 した (図18).また抗

Aaf3抗体をP2で吸収すると沈降線 は完 全 に消 失 す

る.

Ⅳ.LP,LPfr2,Aaf3による免疫

LP,LPfr2,Aaf3を抗原 とし,Freumd 完 全

ァジュバントとともにモルモ ットを免疫 した結果は表

1のようである.異種の抗LP,抗LPfr2. 抗 Aaf

3抗体はLPfr2やAaf3とは勿論 .免疫動物 自身 の

副腎 (0.2%デスオキシコール酸 ソーダによ る ホ モ ジ

ネー ト上清)とも反応できる (図19).また同種 の抗

LPfr2抗体 も LPfr2と反応 して沈降線を示す (図

20).

抗Aaf3抗血清を用い,蛍光抗体法 に よ り抗 原 の

本

組織局在を調べた結果,皮質細胞 ･髄質細胞の細胞質

がびまん性に染まり,核は陰性であった (図21).

免疫モルモットの体重に対する副腎の重量比 は抗原

投与群の方がアジュバ ント対照群に比 して低 い傾向が

みられる (表 1).

Thorn テス トはアジュバ ント対照群で も注 射 回数

が増 し期間が長びけば陽性例が出現するが,全般に抗

原投与群の方が陽性率が高い (衰1).

副腎は免疫各群の皮質束状層の髄質側 1/2以 上 が

細胞質均質となり好 エオジン性を増 している.しばし

ば網状層と束状屈の一部の細胞が解離 し,萎縮 ,円形

化 して細胞索の配列が乱れ.核にも消失 ,破壊を示す

ものが多い (図22-26).しかlL,程度 は軽度 な もの

が (図27)多いけれども同様な変化はしば しばァジュ

表 1 異種 ･同種副腎抗原免疫

動 物 No. 抗 原 抗原量(mg) 免 疫回 数 免 疫期 間(過) 副腎重量/体重×10

3 (平均 )1, 2 輿 種 免 疫(ウ シ 副 腎)皮 質 LP

**50 55-9

皮 質 LPfr2 3 521-2440-43
* 皮 質 LPfr2 13 5*
*72,73 Aaf3 0.8

6*60-63 Aaf3

1.7 63,4 髄 質 L

P **50 510-12 髄 質 LPfr

2 3 527-3046-49* 髄 質 LPfr2 1

3 516,17 同 種 免 疫

(モルモット副腎)

LPfr23 5

66-69
*LPfr2 1

.
56

6

6

6

10

10

6

6

6

6

10

8

(H)

7

8

0

0

nU

nU

7

5

0

7

6

9

6

5

8

0

0

7

nU

l

1

0

2

3

8

′/

′/

/

2

3

5

4

238ii"‖ⅦiiZ'lィ川ⅦiZ'322613-1525,2644,*45*64,*65

*74,*75*70,*71* ア ジ ユ バ ン ド

対 照ア ジ ユ
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図19 ウシ副腎 Aaf3免疫 モルモ ッ トの

自己抗体

上 :抗 ウシ副腎 Aaf3抗血清下 :ウシ副 腎 Aaf3免疫 モルモ ッ トの 自

己副腎ホモ ジネー ト図20 モルモ ッ ト副腎 LPfr2の特異抗原, ゲ

ル内二重拡散上 :モルモ ッ ト副腎 LP
fr2下 :抗モルモ ッ ト副腎 LPfr2抗血清 (モルモ

ッ

ト肝 ･牌 LPで3回試験管内吸収 )左 :モルモ

ッ ト肝 LPfr2右 :モルモ ッ ト牌 LPfr2バ ント対照群の副腎

においても認められる (図28).円形細胞浸潤はア

ジュバント対照群にはほとんどみ られないが,免疫各群

では大多数例 に認め られた.しか し極軽度～軽度のも

のが多 く.やや著明なものは半数例以下であった.浸潤部位は多少網状層

に波及す ることはあるがほとんど髄質に限 られた.皮

質に巣状の出血を認めた例が,皮質LPfr2,髄質LP

fr2免 疫 群 に各 2例 (No.23.24.28∴30

)あった.皮髄界層 の細血管は全般に拡張 し.内皮細胞

は肥大 してヘモ ジデリン沈着があるが.これらの変化

も免疫群 と対照群の問に著明な差がない.他臓器ではLP,LPfr2免疫群に畢丸 萎縮 お よび 9図21 抗

ウシ副腎 Aaf3標識抗血清 (No･･60)に よるウシ副腎の蛍光直接染色,(右

が髄質)甲状腺のコロイ ド消失 と円形細胞軽度浸潤

がァ ジュバント対照群に比 し多 く認め られたが,

Aaf3群 に はそれらの臓器に著変はなかった.肝 ･腎

･牌 ･肺 ･嘩･脳などには対照群 との問に有意な差 はなか った.

V

.抗血清の移入異種抗Aaf3抗血清移入群では皮

質 細 胞 の解 離 .好 エオジン化が強 く壊死に陥 ったものが多

い (図29,30).1例 (No.97)では著明

な出血 巣 が皮 質 に あ り(図31),同部の皮質細胞は壊

死に陥 っている . 髄 質を主として好エオジン球を混ず

る円形細胞浸潤が抗血清移入群には2例 (No.81.98

)ある.アジュバ ン ト対照血清移入群では.皮質細胞

の軽い好 エオジン化 .解離などが見 ら

れたが,核変化 は乏 しく,出血 ,細胞浸潤などもない

(図32.蓑2).同種抗LPfr2抗血清移入では
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表 2 抗 ウシ副 腎 Aaf3抗血清移 入実験

動 物 移 入 血 清 移 入 量 Thorn 副 腎 一
障 害 *No. No. ml テ ス ト 皮質変性

.出血 .細胞浸潤80 抗 血 清62 1 + ++ +

81 72 1 +

++ +82

60 1 + +8

4 73 1 + +96 60 0.5 + +

97 62 0.5 + 十十 十

十98 63 0.5 + + +

85 ア ジ ユ バ ン ド対 照 血 清 1 ii64

- ±86

65 1 - ±92 70

1 -99∃ 100 64 ().5

⊆ ±65 ･0.5 -･

.障害の程度は 士,+,+トの順に強 くなるみた.同

様な考えによる肝特異抗原の単離を小西20'が試み

.吸収を試験管内で行 ったのち.QAEセ フ ァデック

スで特異抗原を分離する方法をとっているが ,収量は

低 く,単離抗原の分析 は不完全であ った.そこでアフィニティ

ークロマ トグラフィーによる副腎特異抗原の単離を試

みた結果良い成績 を得 ることが で きた .得 られた 3っの画

分 (Aafl,Aaf2,Aaf3) はディスク電気泳

動で も免疫 ゲル内拡散で も単一で ,しか も沈降線は完

全一致する.恐 らくAafl.Aaf2はA

af3のルーズな#集物 なのであろう. Aaf3を濃縮すれ

ば常に重合体が得 られるか らである.そ こでAaf3の性質を種 々

の面か らしらべてみた.Aaf3は膜湊透圧法で も

Davison法28)による カラムクロマ トグラフィーで も分子量

は46,000-47,000で.細胞膜系特異抗原

について これまで得 られている分子量2】'22)3

6)にほぼ一致する.約4.4%の糖脂質 (主にグロポシド

Ⅰ)を含む リポ蛋白で,抗原活性 は蛋白部分にあると

考え られる.蛋白部分は赤外 スペ ク トル,円偏光二色性の測定成績か らみて,α-ヘ リックス, β

-構造,ランダムコイル構造のすべ て を含 ん で お り.TBHによる塩素化反応か らみるとランダム コ イ ル構 造は全

体の20%を越えない程度 と推定 される.電鞭的には軸比

約 2:1の棒状粒子で . 甲状 腺 脚や皐丸21)な

どで見 られた粒子構造 とほぼ等 しい ものが観察 された

.倉田 ら柑)36)はこのような粒子が細胞 膜 系即ち

細胞膜および細胞内膜 (ミクロソーム膜 ･ミトコンド

リア膜 ･核膜)を構成する構造 リポ蛋白粒子であると

考えている.もしそうな らば.副腎の場合その細胞膜系は特異抗原粒子並

びに臓器共通抗原粒子 のモザイクか らできていること

になる.もっとも膜構造 モデルとして Fluid

MosaicTheory37'の立場を と るな

らば.この粒子 は リピン膜中に浮遊す る蛋白粒子 その

ものであるか もしれない.その場合 はモザイクといっても,蛋白粒子

間相互の接触 はないことになる.特異抗原粒子が細胞内膜系に

も分布 していることは小西2｡),岡田36)が電朗

Peroxidase抗体 法 で認 め ているが,筆者は monospeci

ficな抗Aaf3抗 体 による蛍光

抗体法で副腎細胞質がびまん性 に染まり核が陰性で,甲状腺36),皐丸2】)その他】7)20)22)で み
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量は3,400-3,700で.30%アクリルア ミドゲルディス

ク電気泳動では10数本のバ ン ドになる.このことはサ

ブユニットが分子量は等 しいが荷電の異 なる,即 ち 1

次構造の異なる幾っかのペプチ ドか ら成 ることを暗示

する.分子量か ら計算すれば 1つのAaf3粒 子 は12

個のサブユニットか ら成 ることになる.

Aaf3は脂質 としてはほとんどグ ロポ シ ド Ⅰの み

を含むことは興味深い.代謝回転の遅い糖脂質の 1つ

が,表面活性剤による膜成分処理 に抵抗 して最後 まで

残 ることの意味はなんであろう.糖脂質 は膜構造維持

の上に必要なのではないかと考え られて もいるが .筆

者 もグロポシドⅠがユニ ット粒子の分散 に関係 する因

子ではないかと考えている.サブユニ ッ トはなお抗原

活性をもっている.その活性 はペプチ ドの 1次構造に

基 くであろうが,活性部分の解析 に は まだ 困 難 が多

い.

副腎からつ くったLP,LPfr2あ るい は ア フノイニ

ティークロマ トグラフィーで抽出 した特 異 抗 原 画分

(Aaf3)を Freund完全 アジュバ ン トと と もに

モルモ ットに投与すると血中に自己抗体が生 じ,遅延

型皮内反応が陽性になる.副腎重量/体重の比 が低 下

し. Thorn テス トで副腎機能の低下が推定 され る.

形態学的には副腎皮質束 ･網状層の細胞の解離 と好 エ

オジン化7),稀に壊死 .出血 ,髄質を主 とす る細 胞 浸

潤などが現われるが,出血を除けば程度 は低 いにせよ

同様な変化がアジュバ ント対照群 に も認 め られ るか

ら,それらにあまり大 きな意味を求めるわけにはいか

ない.しか し抗血清を他の個体に移入す ると, Tho-

rnテス トは陽性化 し,副腎組織障害が起 り, ア ジュ

バ ント対照群 との差は明 らかになる.副腎以外 の臓器

では.能動免疫における皐丸の萎縮 と甲状腺の コロイ

ド消失および軽度の細胞浸潤がアジュバ ン ト対輿群に

比 し多 く認められるが,これ らの変化 は副腎LPfr2

画分に含まれる共通抗原によるものと考え られ る.そ

れらを除いたAaf3による免疫ではそ の よ うな 変化

はおこらないか らである.副腎障害を能動免疫 で もっ

くるためには感受性の高い動物 と非特異的な臓器障害

をおこさないようなアジュバ ントを選ぶ必要があるで

あろう.

筆者の副腎樽異抗原は従来 Witebskyら4川 )～】4'に

よって兄いだされている種 々の副腎抗原 とは異 なるも

のであるが.このような抗原が ヒ トの特発性副腎萎縮

症の発生にどのように関与す るかという問題が今後に

残 る,

ll

結 論

副腎の可溶画分に従来いくっかの副腎特異抗原の存

在が認め られているが.筆者 は副腎の不溶性画分か ら

副腎特異抗原を分離 した.

まず,ウシ副腎の不溶性 リ.ポ蛋白画分をデスオキシ

コール酸 ソーダ処理で可溶化 し,セファロー ズ4Bゲ

ル慮過で特異抗原を含む画分 (LPfr2)を得 た .同

画分は臓器共通抗原 も含み.ディスク電気泳動 で も単

一でないので.ウシの肝 ･牌不溶性 リポ蛋白画分に対

する抗血清 グロブリンを臭化 シアン活性化 セファロー

ズ4Bにカップルさせ,カラムに副腎LPfr2画 分 を

通 して,副腎特異抗原粒子画分を分離 した.

この画分は免疫 ゲル内拡散で もディスク電気泳動で

も単一で.分子量46.000-47.000の棒状粒子 で あ り,

約4.4%のグロボシドⅠを含む,蛋白部分 は二 次 構 造

としてa-ヘ リックス,針 構造 ,ランダム コ イル構 造

を含んでいる.

脱 リピン後 メルカ70トエタノー ル処 理 を長 時 日行

い,分子量3,550±150の抗原活性 をもったサブユニ ッ

トが得 られた.サブユニ ットはディスク電気泳動で単

一でない.

副腎特異抗原粒子画分に Freund 完 全 ア ジュバ

ントを加えて.モルモ ットを免疫すると副腎の体重あ

たりの重量比 と機能の低下 (Thornテス ト陽性 化 )が

おこるが,副腎の病変はアジュバ ン ト対照群 と大 きな

差がない.しか し抗 血清 を他 の個 体 に移 入 す れ ば

Thorn テス トは陽性化 し,副腎に有意 な病変 が生 ず

る.アジュバ ント対照血清では Thorn テス トは陰

性で,副腎病変 も弱い.

終 りに御指導載いた金大がん研究所病態生理部倉田白

華教授.御校閲を載いた本学第 1外科学教室岩喬教授に

深甚な謝意を表 します.種々御協力裁いたがん研究所病

態生理部松田知夫助教授 .岡田収司博士 .教室旦各位に

深 く感謝致 します.なお,円二色性測定に際 し本学第 1
生化学教室長井雅子氏に御尽力載 きました,種 々御援助

を賜わった本学第 1外科学教室山本恵一講師にあわせて

厚 くお礼申しあげます.
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Abstract

Alipoproteinfraction(LPfr2)wasisolatedfrom cellularinsolublelipoprotein
fractionofbovineadrenalglandsby treatmentwith desoxycholateand gelfiト

ーrationthroughSepharose4B.Thisfractioncontainedanadrenalgland-specific
antigenandcommon antigens.The latterwasremovedbyaffinitychromatog-
raphyusinganti-bovineliverLPfr2andanti-bovinespleenLPfr2antisera.The
identicaladrenalgland-specificantigen wasobtainedfrom thecortexand the
medullaofadrenalglands.

Theelectronmicrograph showed thepurifiedfraction(Aaf3)toconsistof
rod-likeparticles.Theparticlecontained about4.4percentlipid(mainlyglO-

boside I). Themolecularweightoftheparticlewasdetermined to be46,
000-47,000.Thecirculardichroism spectraandtheinfraredabsorption spectra

showedtheparticleto contain α一helix, β-configurationanddisordered coil.
Chlorinationoftheparticlewith tert-butylhyp()chloritesuggestedthattheran-
dom coilwas lessthan 20%.The subunitfraction (M.W.-3,550±150)was

obtained by prolonged reduction ofdelipidated Aaf3and chromatography on
SephadexG-loo.Thisfraction showed 10 ormorecomponentson discelec-

trophoregram.

GuineapigsinjectedwithbovineLP,LPfr2orAaf3preparationsincorporated
inFreundcompletadjuvantdeveloped positiveThorn test,circulating autoan-
tibodyandadrenallesions.But,thedifferencebetweenhistologicallesionsin

theseanimalsandinadjuvantcontrolanimalswasnotsignificant.Intravenous
injectionofserafrom guineapigssensitizedwithLPfr2orAaf3into normal
guineapigsgavepositiveThorn testand severeradrenallesionsthan those
transferred with adjuvantcontrolsera.
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図22 No.21(皮質 LPfr2,13mg,5回,6週)
網状層細胞の解離,萎縮,類壊死,簡質細

胞浸潤.

図23 No.28(髄質 LPfr2,13mg,5回,6週)
網状層,束状層一部の好エオジン化,

変性図24 No.69(同種 LPfr2,1.5mg,6回,
lo遇)網状層細胞の解離,萎縮,変性. 本図25 No,60(Aaf3,1.7mg

,6回,lo遇)
網
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図28 No.14(アジュバン ト,5回,6週)
束 ･網状層の好エオジン化,軽い変性.

図29 No.97(抗 Aaf3抗血清移入)

網状層の変性 ･壊死.図30

No.81(抗 Aaf3抗血清移入)来状層上部の壊死細胞. 図31 No

.


