
Title ニワトリ卵白リゾチームの免疫化学的研究

Author(s) 新家, 荘平

Citation 大阪大学, 1963, 博士論文

Version Type

URL https://hdl.handle.net/11094/28505

rights

Note

著者からインターネット公開の許諾が得られていない
ため、論文の要旨のみを公開しています。全文のご利
用をご希望の場合は、<a
href="https://www.library.osaka-
u.ac.jp/thesis/#closed">大阪大学の博士論文につい
て</a>をご参照ください。

Osaka University Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

Osaka University



< 15 >

氏名・(本籍) 新 国拐晶に司 荘 卒
しん か そう へい

学位の種類 医 戸ぺj当三tら i事 土

学位記番号 第 386 』ワ下1

学位授与の日付 昭和 38 年 3 月 25 日

学位授与の要件 医学研究科病理系

学位規則第 5 条第 1 項該当

学位論文題目 ニワトリ卵白リゾチームの免疫化学的研究

(主査) (副査)

論文審査委員 教授天野恒久教授山村雄一教授米田正彦

論文内

c日的〕

容の要 1::::;. 
自

鶏卵白リゾチーム (HL) は一本の polypeptide より成る分子量最小の抗原性酵素蛋白であり，その

酵素作用は，基質として， M. lysodeikticus を汗J ~ ì た場合家兎免疫血清によって完全に中和される。更

にそのアミノ酸配列の大部分が決定されたので蛋自の酵素活性中心や抗原決定群の化学的構造の研究?更

には抗体の性状，その産生機構の解析には最適のものと考えられる。この理由から当教室では，この酵素

蛋臼の免疫化学的研究を始め，まず HL に対する抗血清中には少なくとも 2 種類の特異性の異なった中

和抗体の存在する事をしめし，従って均一な低分子の蛋自においてさえ少なくとも 2 種類以上の特異性の

異なった抗原決定群の存在する事を明らかにしたが，更にこれらの抗原決定群の微細構造を解析するとと

もに，非中和性抗体の寄在の有無をも明らかにするために以下の実験を行なった。

〈方法及成績コ

1) HL の部分分解 Peptide.

HL を pepsin 消化 (PH 1.62 , 40 o C , 1 houりする事によって，最早酵素活性， enzymoid の性質

及び抗 HL 血清と沈降反応を起す能力のない部分分解 peptide を得Tこが，これは抗 HL 血清と HL と

の沈降反応を最高40%阻止した。(他の抗原抗体系の沈降反応には影響を与えな~ ì) 。しかしこれは抗血

清の HL 中和能を全く阻止しなかった。 以上の事から非中和性抗体の存在が考えられるが，一万抗 HL

血清と HL の系でみられる沈降反応は HL に含まれる不純物乃至不活性化された HL によるものであ

り，かっ活性 HL に対する中和抗体は非沈降性である可能性も考えられるので乙れを確めるため次の実

験を行った。

2) 中和された沈降物より活性 HL の回収。

抗体過剰域及び当量域における沈降物を PH3.0 で解離したのち， 100o C , 15分加熱して抗体を変
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性きせ( HL はその条件では安定) HL 活性を測定したところ約 80% の活性が回収されたが上記両域

の上清からは活性は全く証明きれなかった。乙の事と，抗 HL 血清と HL とは Gel 内沈降反応で一本

の線しかしめきない事から， HL は抗 HL 血清と反応し中和されて沈降する事が証明されたが，これに

より上記 peptide と反応した抗体は， HL により生じた沈降J性であるが非中和牲の抗体である事が明ら

かになった。

3) HL 活性を有する抗原抗体結合物の Gel-filtration による証明

以上により非巾社性抗体の存在が明らかになったが，更にとれを確めるため抗原過剰域の上清を

Sephadex G-75 の gel-filtration にかけて， HL 活牲を有する可搭性抗原抗体結合物の peak を得た。

対!日1 として!日一日家兎 IUl消について同様の事を行なったが活性のある peak は認められなかった。これによ

り非巾末n性抗体の存在が確認きれた。

4) 超遠心による活性 HL- 抗体結合物の証明。

一卜~ il己の Sephadex G-75 で得た血清蛋白分i函を Swinging bucket type rotor を用い linear density 

gradient の sucrose の medium 1 j=1で超遠心し (38000rpm , 4.0 o C , 18.5 hrs.) 分画したところ，

HL 活性は遊離 HL の外に約7S 及び 4S の jfll清蛋自分画の位置に認められたっ約 4S の分画は Albumin

に相当するが，あらかじめ Albumin を除いた場合も|司じ位置に活性がl認められたので，乙の 4S 相当の

活性は低分子置の抗体によるものではないかと考えられた。

5) Sephadex G-200 による活性 HL 抗体結合物の解析

i二記の事実を更に追求するために，抗原過剰域上清の血清蛋白分画を G-200 の Gel-filtration にかけ

たところ，やはり Albumin 相当の位置に活性が認められた。(対照実験ではそこに活性はない)。なお

これが HL に特異的なものによる事を確かめるために， HL 抗体の特異的沈降物に過剰の抗原を加は

へて，それを熔解して，同じ操作を行なったところ，やはり Albumin の位置に活性が認められた。以上

により低分子量の非中和性抗体の存在する事が強調きれた訳だが，もしそうであるならば巾和能をもっ低

分子の抗体も認められるであらう。しかし，あらかじめ G-200 で抗 HL 血清を分画して，それぞれの

巾和能を調べたところ， rt:J和能は 7S 相当の Globulin 分画以外には認められなかった。従って，低分子

の活性結合物が実際に，非 1i=J和性抗体に由来するものか存かについてはまだ問題があり， Aî--'"その木態を

泊;jとしている。

〔総 日コ

HL を pepsin 消化することによって活性に関係のない抗原決定群を有する部分分解 peptide をえた

が，乙のことから抗日L 血清中には非中和性抗体の在在する事が明らかになった。更に抗原抗体結合物

の積々な解析から 7S 抗体より低分子の抗体様の globulin の存在する事が見出された。

論文の審査結果の要旨

ニワトリ卵白より完全に単一成分として精製したリゾチームの免疫化学的研究については，すでに我が

教室の岸口，斎木の業績があるが，それらは中和抗体に関するものであったっ著者の研究は非巾和性抗体

に関するものである。
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著者は最初から非中和性抗体が家兎免疫血清にふくまれる乙とを予想して研究を初めたものではなく，

蛋白分解酵素でリゾチームを部分分解して中和抗体をブロックするが，抗血清とは沈降反応を行ないポ

リペプチドの分離を志した。種々の酵素を種々の条件で試みた結果，ペプシン作用の特定条件下で沈降反

応を阻止するが中和抗体はブロックしないポリペプチドの分画を二つ得た。所期の目的は末だ達成させな

いが，乙の沈降反応のみを阻止するポリペプチドが真にリゾチームから由来したものか，純粋と思ったリ

ゾチーム標品の中に混入した他の混入蛋自に由来したものかを問題とした。

使用したリゾチーム標品はゲ、ノレ内沈降反応において常に一本の沈降線を与へるところから，阻止される

沈降反応系がその沈降線を与へるものであることをまず明確にした。これが不純物の反応系なら，リゾチ

ーム抗リゾチーム系は非沈降性であることになるので，完全中和されている沈降反応の当量域及び抗体過

剰域の沈澱と上清から抗体を変性させて活性リゾチームの回収を試み，いずれにおいても沈降物からのみ

回収されることを証明したので，上記ポリペプチドはリゾチーム系の沈降反応を阻止したことを証明した。

乙の様なポリペプチドが沈降反応のみを阻止し，中和反応を阻止し得えない点、から非中和性抗体が家兎

血清巾に含有されることが結論されるので，その存在を実験により確認する乙とを試みた。それは Sepha­

dex G75 なる分子量 4 万を境とする分子筒(リゾチーム分子量 14500，抗体のそれは16万)によって抗

原過剰域の沈降上清をクロマトレ，抗体と結合したリゾチーム活性を証明した。この事実は更に蕉糟の線

状濃度勾配をつくった遠心管中で、の水平な超遠沈によっても正しいことが再確認された口

乙の超遠沈の実験において正常家兎血清を使用した対照で、は認められないが，兎疫血清とリゾチームの

混合を行った場合にのみアルブミン分画中にもリゾチーム活性が認められた。乙の事実は奇妙なもので更

に追求したところ，分子量はアルブミンと同じ位だがグロプリンの性状の蛋白とリゾチームが結合してい

ることが明らかになった。この事は更に分子量 20万を境とする Sephadex G200 のクロマ卜によって更

に確認された。乙の物質は他の抗原による家兎免疫血清にもないことを証明したが，中和抗体については

その様な大きさのものが証明きれないので，未t:低分子抗体とは断定していない。

以上の研究は，抗原蛋白質によって産出される抗体は極めて多様なものであることを明らかにし免疫学:

に種々の問題を提起したもので寄与するところ大なるものと確信する。
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