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論文内容の要 t::::. 
国

IgG のトリプジンによる限定分解は乙れまで Hanson， Schrohenloher らによってヒト IgG につ

いて行なって，ノむマイン分解によって得られるものに似たフラグメントを生ずると報告されている。

ウサギ IgG については旭らによってシステイン存在下トリプシンを作用させ， C.M. セノレローズク

マトグラフイーを行なうとパパイン分解の際に同様にして得られる F- 1 と F-ll に相当する F- l' 

F-ll' の 3.4 S 1 価抗体フラグメントが得られると報告されている以外に研究されていない。そ乙で

著者はシステインを加えないでトリプシン分解を行ない得られる 5S， 2 価抗体フラグメント F(ab")2 

及びそのシステイン還元によって得られる 3.5 S, 1 価抗体フラグメント Fab" を分離精製しその諸性

質について検討した。特に正常ウサギ血清中に存在する Homoreactant (H. R.)を利用してパパイン

Fab，ペプシン Fab'， トリプシン分解 Fab" と F(ab") 2 フラグメントについて抗原構造に検討を加

えた。

〔方法〕

1 )ウサギ IgG; 細菌性 αーアミラーゼ (BαA) で免疫したウサギ抗血清或いは正常ウサギ血清を

硫安 1/3 飽和沈澱次いで Sober らの方法による DEAE セルローズカラムクロマトグラフイーで精

製を行なった。

2) IgG の酵素分解;トリプシン分解は旭らの方法に準じ， 1 %タンパク濃度のものを O.lM トリ

ス塩酸緩衝液中にてトリプシンをタンパク量の 1/30 重量加えて 48 時間 37 0C 作用させた。パパイン

分解は Porter の方法，ペプシン分解は Nisonoff らの方法に従った。

3) 免疫吸着剤;尾上らの方法に準じて RSA の不溶性重合体(ポリ RSA) に bisdiazobenz idine 

(BDB) を介して抗原タンパク(酵素分解フラグメント)を結合させて作った。
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〔成績)

1 )トリプシン 5S フラグメントの精製と性質;ウサギ IgG をトリプシン分解後未分解の IgG

を除くため飽和硫安40から 60;岩塩析沈澱分画を得て， 吏に Sephadex G-100 カラムで 2 回ゲJレ炉過

を行なって精製した。この分画の沈降恒数は 4.9 S を示し，抗原 BαA とゲノレ内沈降反応で 1 本の洗

降線を示し，アミラーゼに対する中和活性を有している。また PCA 反応は示さず Fc 部分を欠如し

ていると考えられる。 またノマパイン分解物に対する Porter の方法に準じて CM セ Jレローズカラム

クロマトグラフイーを行なうと 2 つの subfraction に分離された。ヤギ抗ウサギ血清グロプリンまた

は抗 Fab 血清を用いたゲ、ル内沈降反応では，ペプシン分解 5S フラグメント F(ab") 2 と融合する 1

本の沈降線を形成し抗 Fc 血清とは沈降線を示さなかった。

2) トリプシン分解 3.5 S フラグメントの精製と性質; a) トリプシン 5S フラグメントの還元に

よる 3.5 S フラグメント:トリプシン 5S フラグメント F(ab") 2 に 0.02M システインを加えて還

元することによって 3.5 S フラグメン卜 Fab" が得られた。この 3.5 S (Fab") は抗原 BαA とは、沈

降反応を起さないが BαA と 2 価抗体との沈降反応を阻害することから 1 価抗体でありアミラーゼ中

和活性を有しており Fc 部分を欠如していて抗 Fc とは沈降反応を示さず PCA 活性も有していなか

った。 b) システイン存在下トリプシン分解による 3.5 S フラグメント:システイン存在下トリプシ

ン分解を行なうと同じく 1 価抗体活性を有する 3.5 S フラグメント Fab" に分解された。

3) Fabぺ F(ab") 2 に対する Homoreactant の証明と精製

a) 証明: BDB を介して各 Fab， Fab', Fabぺ F(ab")2 7 ラグメン卜をウサギ赤血球に結合させ

て作った各感作赤血球と正常ウサギ IgG との凝集反応を行なった。 その結果用いたウサギ IgG は

Fab 及び Fabぺ F(ab")2 感作赤血球とは凝集反応を起したが， Fab' 感作赤血球とは殆んど凝集を起

さなかった。このことから用いた正常ウサギ IgG 中には Fab 及び Fabぺ F(ab") 2 に対する H.R. が

存在することが証明された。 b) 精製:免疫吸着剤を用いて正常 IgG 中に存する H.R. を精製した。

その結果免疫疫吸着剤に結合した H. R.を 1M プロピオン酸で溶出透析後 p31 でラベjレし対照と

して正常 IgG を p25 でラベノレして paired label technique !こより免疫吸着剤と H.R. との特異的

結合能を調べた。その結果Fab!こ対する H.R. は 28;話， Fab" !乙対する H. R.は 15;ぢ特異的に結合

する程度精製された。同じ操作を行なっても Fab' に対する H.R. は殆んど精製されなかった。 c)

H.R. の特異性:赤血球凝集反応，免疫吸着剤との結合能に対する阻害実験より homologous なフラ

グメントによって著明な阻害をうけ， Fab, Fab勺と F(ab")z !乙は夫々特異的に結合する H.R. が存

在する事が分った。

〔総括〕

1 )ウサギ IgG 抗体を還元剤なしでトリプシンを作用させると 2 価 5S フラグメントが得られ

Fab の抗原性を有し Fc の抗原性と皮膚感作能を欠いていた。 2) トリプシン 5S フラグメントを

システイン処理するか， IgG をシステイ存在下トリプシン分解することにより 3.5 S 1 価フラグメン

トが得られた。 3 )正常ウサギ IgG 中にはトリプシン 5S と 3.5 S フラグメントに特異的に反応す

る Homoreactant が証明され免疫吸着剤で精製された。

qa 
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論文の審査結果の要旨

(本文)ウサギ 7 S IgG に還元剤なしでトリプシンを作用させると 5S， 2 価フラグメントにな

り，還元すると 3.5 S, 1 価フラグメントとなる。共にパパイン Fab，ペプシン Fab' と共通の抗原性

をもっ抗体フラグメントであるが，正常ウサギ血清中のトリプシン分解フラグメントに対する Homo

reactant により Fab 又 Fab' と区別出来た。
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