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緒 言

1975年 にMillerとNussenzweigに より発見

され た補 体 系 に よる不 溶性 の 免疫 複 合体(IC)

の 可 溶化 現 象 はin vitroの 現 象 であ るが1), in

 vivoの 病 変,特 に免 疫 複合 体 病 の病 態 形成 に影

響 を及 ぼ して い るの では な いか と注 目 されて い

る.こ の可 溶 化現 象の病 態形 成 へ の関 与 を明 確

にす る為 に は,患 者 血 清 の補 体 系 に よ るICの

可 溶 化能 を測 定 し,病 変 との 関 係 を追 求す る と

い う手段 も有 意義 と考 え られ る.こ れ らの観 点

か ら,補 体 系に よるICの 可 溶化 能 をisotope

を使 用せ ず 安 全 かつ 簡 便 に 測定 す る為 に, ICの

抗 原 に 酵素 であ るperoxidaseを 利 用 す る測 定

法 を考案 し,そ の基 礎 的 検討 を行 な った.

方 法 と 材 料

1. Buffer

1) PBS: pH 7.4, 0.02M phosphate buffer

ed saline

2) PBS-Ca_??_, Mg_??_ (PBS_??_): 0.00015M

- CaCl2, 0.0005M-MgCl2-PBS

3) EGTA-Mg_??_-PBS: pH 7.5, 0.03M-ethy

lene glycoltetraacetic acid-PBS (MgCl2

の 最 終 濃 度 は0.035M)

4) EDTA-PBS: pH 7.5, 0.04M-ethylene

 diaminetetraacetic acid-PBS

2.　Peroxidase (PO)

生化 学 用horseradish peroxidase(和 光 純 薬,

分 子 量約4万)を 使用 した.

3.抗PO抗 体

抗peroxidaseウ サ ギIgG(Cappel社)を 使

用 した.

4.発 色基 質 と酵 素基 質

発 色基 質 は5-aminosalicylic acid(ASA,東

京 化 成)をPBSに て0.2%に 溶解 して不 溶 物 を

濾 過 後,酵 素基 質H2O2を 最 終 濃 度0.016%と

な る よ うに加 え て使 用 した.以 下ASA(H2O2)

と略 す.

5.被 検血 清

正 常 人14名,慢 性 関 節 リウマ チ19名,全 身性

エ リテ マ トー デ ス30名 の新 鮮 血 清 を使 用 した.

6. Properdinを 欠 く血清(RP)の 作 製

正 常 人新 鮮 血 清1mlに つ きbentonite(石 津

製薬)10mgを 浮 遊 し,室 温 に て60分 間 振盪 し

た 後3000回 転15分 間遠 沈 後上 清 を分 離 して使 用

した2)

7. Factor Bを 欠 く血 清(RB)の 作 製
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正 常 人新 鮮 血清 を50℃ 30分 間加 温 して使 用 し

た3).

8. CH50

Mayerの 原法 を用 い て 測定 した4)

9. Alternative pathwayに よ る総 溶 血 活性(A

CH50)

ウサ ギ赤 血球 の 溶 血 を利用 す る天 野 らの 方法

を用 いて 測定 した5).

結 果

1.不 溶 性ICの 作 製

PO 1μgと 種 々 に希 釈 した抗PO抗 体0.1ml

をス ピ ッツ 内 で混 合 し, 37℃ 1時 間更 に4℃ 24

時 間反 応 後, PBSを 加 えて3000回 転15分 間遠 沈

し上 清 を静か に採 り基 質ASA(H2O2)を 加 え

て1時 間 発 色 させ た 後 に1N-NaOHを 加 え て

発色 を止 め,比 色 計 に て吸 光度(OD450nm)

を測 定 した結 果 が 図1で あ り,上 清 の 発 色の 最

図1  Antigen-antibody ratio of PO-IC

も少 な い抗 原-抗 体 比 を至 適 域(矢 印)と 判 定

した.上 記 の如 く至適 域 に て不 溶性ICを 多量

に作 製 し, PBSで よ く洗 滌 してPBS〓 に 浮 遊

させ て使 用 した(PO-IC).こ のPBS〓 に 浮 遊

させ たPO-IC 0.1mlに はPO 0.1μg,抗PO抗 体

1μgを 含 ん で い た.

2. PO活 性 に 及ぼす 抗PO抗 体 の 影響

抗PO抗 体 のPO活 性 に 及ぼす 影響 を調べ る

為 に,抗 原 で あ るPOを 変量 して,そ れ に一 定

量 の抗PO抗 体 を加 え た もの と,抗PO抗 体 を

加 えずPOの み の もの とをASA(H2O2)を 加

えて発色させ吸光度を比較すると,図2の 如 く

両者の吸光度には殆ど差を認めなかった.

図2  Inhibitory effect of anti-PO 

antibody on PO actibity

3. PO-ICの 補 体 に よる可 溶 化

不 溶性PO-IC 0.2mlにPBS〓 で希 釈 した種

々 の 量 の正 常 人血 清(NHS: normal human

 serum)を 補 体 と して 加 えて, 37℃ 1時 間 反応

後PBSを 加 えて3000回 転15分 間遠 沈 し,採 取

した上 清 にASA(H2O2)を 加 えて 発 色 させ る

と図3に 示 す如 く,加 えた 血清 量 に 比 して 発色

は 増加 す る傾 向が 認め られ た。 しか し原血 清 量

が0.15ml以 上 に な る と発 色 はむ し を低 下 した.

更 にPBS〓 のか わ りにEGTA-Mg〓-PBSで 希 釈

し た血 清(EGTA-NHS)で 同 一 実 験 を行 な

う とPBS〓 の場合 に比 して遠 沈 上 清 の 発色 はや

や 低 下 し, EDTA-PBSで 希 釈 した 血 清(ED

TA-NHS)やRB, RPで は 遠 沈上 清の発色 は認

め られ な か った.

図3 •@ Effect of complement on solubilization of 

PO-IC
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4.血 清 に よ るPO活 性 の 抑制

上 述 の如 くPO活 性 に対 して 被検 血 清が 多

い場 合 に は抑 制 的 に 作 用す る こ とが認 め られ た

の で,充 分 に 可溶 化 が 起 こ る範 囲 内 で なお かつ

PO活 性 抑制 の 少 な い被 検血 清 量 を決 定 す る為

に,血 清 に よ るPO発 色 の抑 制 効 果 を調 べ た.

被 検 血清0.1mlを 可 溶 化 に用 い る場合 遠 沈 後採

取 した上 清 中 に含 まれ る血 清量 は 約0.04mlに

減 少 す る為,血 清0.04mlに お け るPO活 性 へ

の 影 響 を検 討 した .新 鮮 正常 人血 清0.04mlに

POを 変 量 して加 え更 にASA(H2O2)を 加 え

て発 色 させ る と図4に 示 す如 く,血 清 を加 え な

いPOの みの対 照 に比 して両 者 の 吸光 度 に は殆

ど差 を認 め なか った.以 上 よ りPO-ICの 可 溶

化 に 使 用す る被 検 血清 量 を0.1mlと 決定 した.

5.補 体 の可 溶 化 反応 にお け るPO-IC量 の 決

定

可 溶化現 象 は少 量 の抗 原.抗 体 複合 物 に対 し

て認 め られ る補 体 の 反応 で あ る為,被 検 血 清量

を0.1mlと した場 合 のPO-IC量 を検 討 した.

補 体 価 の 異 な る3検 体 に変 量 したPO-ICを 加 え

て可 溶化 したPO-ICの 発 色 を測 定 した.図5

に示 す 如 く,各 検体 共 にPO-IC量 に 比 例 して

発色 が 増加 す るが, PO-IC量 が更に増 加 す る と

発色 は逆 に低 下 し可 溶化 能 が 減少 す る傾 向 が認

め られ た.こ の 為,高 補 体価 検 体 で も正 常補 体

価 検 体 で も発色 の低 下 が 認 め られ ないPO-IC

量 として0.2mlと 決 定 した.

6. PO-ICと 血 清 の反 応 時 間

PO-IC 0.2mlと 新鮮 正 常 人血 清0.1mlと を37

図4 　Inhibitory effect of human serum on PO

 activity

図5 •@ Effect of PO-IC dosage on solubilization

図6 •@ Solubilization and incubation time

℃ で混 合 し,上 清 の可 溶化 したPO-ICの 発 色

を経 時 的 に観 察 す る と60分 でplateauに 達 し た

(図6).こ の 為,反 応 時 間は60分 と決定 した.

7.補 体 系に よるPO-ICの 可 溶 化能(complex

release activity: CRA)の 測定 法

以 上 の検 討 か ら補 体 系 に よ る不 溶性PO-ICの

可溶 化能 を表1の 如 く決定 した.即 ち,被 検 血

清0.1mlとPO-IC 0.2ml(PO 0.2μg,抗PO

抗体2μgを 含 む)を ス ピ ッツ グラ ス内 で37℃

 1時 間 反応 させ た後 にPBS 1mlを 加 えて3000

回転15分 間遠 沈 後,上 清0.5mlを 静 か に 別 の試

験 管 に採 り, ASA(H2O2)0.4mlを 加 え て37

℃ 1時 間 反応 させ て発 色 させ た 後 に1N-NaOH

 0.1mlを 加 えて 反応 を止め,更 にPBS 3ml

を加 えて比 色 計 に て吸光 度(OD450nm)を 求 め

CRA値 と した.こ の 際 の血 清 の 色 は約100倍 に
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表1　 CRA assay

CRA (complex-release activity of complement) a_??_ay

---Using Peroxidame (PO)-anti-PO Immune Complex---

9.種 々 の 検 体 のCRA, ACRAとCH50, 

ACH50

図7に 示 す 如 く,正 常 人,慢 性 関 節 リ ウ マ チ,

全 身 性 エ リテ マ トー デ ス の 種 々 の 検 体(n=63)

に お け るCRAとCH50(r=0.79, p<0.001),

 ACRAとCH50(r=0.80, p<0.001), ACRA

とCRA(r=0.89, p<0.001), ACRAとAC

H50(r=0.71, p<0.001)と の 間 に は 各 々 密 接

な 相 関 関 係 が 認 め ら れ た.

図7 •@ Relation among CRA, ACRA, CH50 and ACH50

希 釈 され て い る為 無 視 し うる もの と考 え た.対

照 は被 検 血 清の か わ りにPBS〓 を入れ た もの 即

ち不 溶性PO-ICの 機械 的 混 入 を0.000と した.

 PO-IC 0.1mlにASA(H2O2)0.4ml, PBS 3.5

mlを 混 合 した場 合 の 吸光 度 は1.500で あ っ た.

8. Alternative pathwayの み に よ るCRA(A

CRA)

alternative pathwayの みに よる可 溶 化 能 の

測定 はEGTAの 最 終 濃 度 が0.015Mと な る よ

うに0.03M-EGTA-Mg〓-PBSを 使用 して上 記 と

同 様 に求 め たCRAをACRA値 と した.

考 察

補 体 系に よ り可 溶化 され たICは 分 子 量 が 小

さ くな る と共 に,そ れ以 上 補体 系 を活性 化 す る

能 力が な くな り,又,補 体 成 分 がICに 結 合 し

て い る に も拘 らずFcレ セ プ ターやC3bレ セ プ

ター と も反 応 しな くな る こ とが 明 らか に されて

い る6).こ れ ら の 現 象 がin vivoに おい て も起

こ り うる とす れば,前 者 は生 体 内 に おけ る補 体

系 由 来 の 炎症 を抑 制 した り,局 所 に沈 着 した不

溶性ICを 排 除す る等 の生 体 に 有 利 な現 象 の よ

うに も理 解 で きる し,後 者 は 可 溶化 され たIC

が 網 内 系の レセ プ ター を介 して捕 捉 され な い為
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に 腎 臓や 皮 膚 等 の排 泄 器 官 に 沈着 す るこ とに よ

りstorage disease様 の 病 態 を惹起 せ しめ る と

い う生 体 に不 利 な現 象 とも理 解 で き る.こ れ ら

の可 能 性 を追 求 す るに は患 者 の病 態 と共 に,血

中 の補 体 系 に よ る可 溶 化能 を観 察す るこ とが 必

要 と考 え られ る.

可溶 化 現 象 の証 明 に は不 溶 性ICの 抗 原又 は

抗体 にisotopeを 標 識す る方 法が 利 用 され て い

るが,日 常 可 溶化 能 を測定 す るに はisotopeの

取 り扱 いは 不便 で あ る.そ の為,安 価 で取 り扱

いが 簡単 な酵素 で あ るperoxidase(PO)を 利

用 す るこ とに した.こ の 際, POをICの 抗 体

に 標 識す る方 法 も考 え られ たが,可 溶化現 象に

お いて は上 清 に 可 溶化 したICと 共 にfreeの

抗 体 も出現 す る こ とが 認 め られ て い るの で6),

この よ うに測 定 した場 合 に は可 溶化 能 は 増幅 し

た結 果 で表 現 され る可 能性 が あ る.そ の為, PO

を抗 原 に標 識 す るか 又はPOを 抗 原 自身 と して

使 用 す るこ とが 考 え られ最 も簡 便 な方 法 として

POをICの 抗 原 と し て 用 い る こ と とした.し

か しな が ら, POをICの 抗 原に 用 い る場 合 に

2つ の 問題 が あ る. 1つ は, POに 対 す るpo

lyclonal抗 体 を含 む 抗PO抗 体 がPOの 酵 素

活性 を どの程 度 抑制 す るか とい うこ とで あ り,

も う1つ 問題 は, POの 酵 素 活性 が 被検 血 清 に

よ り非 特 異的 に 抑制 され る とい うこ とで あ る.

まず,抗PO抗 体 がPOと 反 応す る場合 に どの

程 度 の 酵素 活 性 の抑 制 を示す か とい うこ とを検

討 した のが 図2で あ る.こ の実 験 で は抗 原 であ

るPOを 変 量 してそれに一 定 量 の抗 体 を加 えた

もの が,抗 体 を加 え なか っ た もの に比 して どれ

だけ 抑制 され るか を検 討 したが,図2の 如 く両

者 の 吸光 度 に は 殆 ど差 を認め ず.又 この 際のPO

活 性 の抑 制 は5%以 下 とい う報告 もあ るの で71

本 法へ の抗 原 と してPOの 利用 は 妥 当 と考 え ら

れ た.も う1つ の問 題 で あ る血 清 に よ るPO活

性 の抑 制 を検討 したの が 図4で あ る. POを 変

量 して それ に一 定 量 の 血 清 を加 え た ものが,血

清 を加 えな か っ た もの に比 して どれ だ けPO活

性 が抑 制 され て い るか を検 討 したが,図4の 如

く両 者 の 間 に は殆 ど差 を認 め なか った.更 に種

々 の血 清 の 可溶 化 能 と補 体 価 との間 に密 接 な相

関関 係 が 認め られ,第2編8)で も述べ る如 く可

溶化 能 は 各補 体 成 分 とも よ く相 関 す るの で,本

法 で使 用す る被 検 血清 量 で はPO活 性 には 殆 ど

影響 を及 ぼ さ ない もの と考 え られ た.

可溶化能 の測定法 は通常,検 査 室 で使 用す る比

色計 で測定 しう る溶液 量(3ml以 上)で 更 に

POの 吸 光 度 が最 も鋭敏 に 判 定 で きる よ うにPO

-IC量 ,被 検 血 清量,反 応時 間, ASA(H2O2)

量,発 色 時 間 を決定 し,可 溶化 したPO-IC中 の

POの 吸 光 度 を可 溶化 能 の値 と して表 現 した.

こ の よ うに して 求め られ た可 溶 化能 は種 々 の検

体 にお い て補 体価 等 と密接 な相 関関 係 が 認め ら

れ たの で現 時 点 で は妥 当 な もの と考 え られ るが,

 one pointの 測 定 で あ る為 誤差 が生 じ易 い難 点

が あ る.溶 血 補体 価 を求め る際 のvon Krogh

の式 の よ うに補体 量 とPOの 吸 光 度 との関 係 式

が解 明 されれ ば,将 来,可 溶 化能 も補 体価 の よ

うに単 位 で表 現す る こ とが 可能 と考 え られ る.

図3に 示 す よ うに,可 溶 化 はEDTA加 血 清

やalternative pathwayの 成 分 であ るfactor

 B, properdinを 欠 く血 清 では 起 こ らず, classi

cal pathwayの み をブ ロ ック したEGTA加 血

清 で起 こっ た こ とよ り, PO-ICが 補体 系のal

ternative pathwayを 介 して可 溶化 されて い る

こ とが 認め られ た.事 実,可 溶化 現 象 はalter

native pathwayの 精 製6成 分(C3, factor B,

 factor D, properdin, factor H, factor I)の み

で起 こ り9)classical pathwayは これ を促 進 さ

せ る こ とが 明 らか に されて い るの で1),可 溶 化

能 の 測 定 はalternative pathwayの 機 能 測 定 法

と して も有 用 と思 わ れ る.そ して,可 溶化 能 の

生 体 内 にお け る意 義 を明確 にす る為 に, ICが 病

態 形 成 に関 与 して い る と考 え られ て い る免 疫 複

合 体病 の可 溶 化能 並 び に症 例毎 の 可 溶 化能 の 変

動 を測定 す るこ とが重 要 であ る と考 え られ る.

結 語

酵素 のperoxidase(PO)を 抗 原 と した 不 溶

性 のimmune complex(PO-IC)を 用 い て,補

体 系 に よ る可 溶化 能 を測定 す る方 法 を考案 して,

その 基礎 的 検討 を行 な い,次 の結 果 を得 た.

1) PO-ICは 補 体 系特 にalternative pathway

を介 して 可 溶化 した.

2)可 溶化 したPO-ICに 基質 を加 えて発色 させ
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る と,そ の 吸 光度 は可 溶 化 に要 した 血 清(補 体)

量 に比 例 した.

3)全 血清 に よ る可 溶化 能(complex-release

 activity: CRA)を 発 色 の吸 光 度 の値 で 表 わ

す と,種 々の 血 清 のCRAはCH50と 密 接 に

相 関 した.

4) Alternative pathwayの み に よ る可 溶化 能

(ACRA)とCRA, CH50, ACH50と の 間に

も密 接 な相 関関 係 が 認め られ た.

以 上 の 結果 よ り, peroxidaseを 用 い る本法 は

immune complexの 可 溶化能 の測 定 法 として 妥

当 であ り,安 全,安 価,簡 便 で あ る 点 は本 法 の

有 用 性 を示 す もの で あ る.

稿 を終 るにあた り,御 指導御高 閲を賜 った恩師太

田善 介教 授に深甚の謝意 を表す る とともに,終 始御

懇篤なる御指 導 を賜 った天野哲基博士 に深謝 します.
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Studies on Complex-release Activity of Complement 

in Systemic Lupus Erythematosus

-Using Peroxidase as an Antigen in the Immune  Complex-

Part 1. Studies on Measuring Complex-release Activity

Yasushi AIBARA

Third Department of Internal Medicine, Okayama

University Medical School, Okayama Japan

(Director: Prof. Z. Ota)

A simplified method of measuring the complex-release activity (CRA) of complement 

using peroxidase (PO) as an antigen in the immune complex was studied. PO-anti PO rabbit 
IgG immune complex (PO-IC) was solubilized principally via the alternative pathway in the 
sera. When substrates, H2O2 and 5-aminosalicylic acid, were added to solubilized PO-IC, 

absorbance of the mixture at O. D. 450nm increased with the amount of complement in a 
dose-dependent manner. The CRA of the complement in the sera was shown by the absor

bance of the mixture. The CRA in various sera correlated with CH50. The CRA via the 
alternative pathway (ACRA) in sera also correlated with CRA, CH50 and ACH50.

The above results indicate that this method of measuring the complex-release activity of 

complement using peroxidase as an antigen is simple and useful.


