
547. 963. 4: 612. 014. 469

色 素 蛋 白 に 対 す る 生 体 の 反 応

第 一 編
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及 び 之 を 用 い て の 血 清 学 的 研 究
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Landsteinerに 始 まる画 企 的 なアゾ蛋白に

関する仕事は,抗 原 の作用機 転並 に抗体産生

の機構の究明に多大 の貢献をなした.こ の仕

事の重要性 は,一 定 の化 合物 をヂアゾ化 して

蛋白に結合 させて,ア ゾ蛋 白を作 り,之 を抗

原として用いる場合生ず る抗体は,元 の蛋白

に無関係に結合蛋 白に対 して特異的な抗体を

生ずるとい うにある1) 2).こ の 事 実 は,抗 体

産生の化学的機構 の解 明に重 要な役割を果 し,

 Haptenと して作 用す るために必 要 な化 学的

構造, Schllepperと しての蛋 白の性格等 に関

し,一 段の進歩を とげ させた.一 方,こ の様

な化学的な抗原体反応 の機構 の究明 と関連 し,

異種蛋白が生体に取入れ られた場合 の生体の

反応が,主 として病理学者の手に よつて進め

られた.

之等の中で, Sabinは, Heidelbergerに よ

り合成 され た 赤 色 のR-salt-azo-benzidine-

azo-crystalline-egg albuminを 使 用 して,顕

微鏡下に之を追及 し,網 内系を中心 とす る貪

喰細胞が之を とる事 を明か に し,一 方血清学

的に抗体 の産生 を追及 し,抗 体産生場所は網

内系の細胞 であると主 張 した4) 5),蓋 し この

実験は,単 純蛋 白を色素 でラベル して組織学

的観 察 を 行 つた 最 初の実験 であ り,戦 後塚

田6) 7)も 同様の着色蛋白を合 成 して之を追試

し確 証 した.そ の 後, Kruse, McMaster8) 9)

が, Evans blue着 色 蛋 白を用いて同様の実

験を行い,略 々同様 の結 論に達 してい る.之

等一連の実験は,生 体 内に入つ た異種蛋 白の

行動を とらえ,抗 体産生細胞 に一つの目標を

与 えた点で一つ の段階を画した もの といえよ

う.こ の様 な状態でア ゾ蛋 白に対 し,特 殊の

抗体が産生 され るのであ り,こ こに生起せ ら

れ る化 学反応は,分 子の直接的接触作用 によ

つて起 る筈であるか ら,抗 体 の産生を之等の

色素蛋白を貪喰す る細胞 に帰す る事 は,理 論

的に妥当で ある.然 し,之 等のア ゾ蛋 白が,

生 体内で未変性 の血清蛋白 と全 く同様な状態

で行動す るか ど うかに就 いては大 きな疑問が

残 されている.事 実之等合成色素蛋白は,塚

田 がHeidelbergerの 方 法に従 つて 作つた も

のを病理学会 に於て提 示 した ものを見 ると,

非 常 に水に溶け難 いものであ り6) 7), Sabinは

抗 体価を高 め るた め に更 に之をAlum-pre

cipitateと し て使 用 し て いるので4),こ の様

な ものは凡そ正常 の血清蛋白 とは縁遠い もの

で あ り,少 くとも之を以つて直 ちに親水性 異

種蛋 白に対 する生体 反応を論ず るわけ には行

か ない.一 方又, Kruse8)等 の 用 いた蛋白 も

一部変性蛋 白を含んでお り,溶 解性 の蛋 白で

ある といつて も,之 が正常の蛋白に比 し著 し

く寒天中のdiffusion rateの 落 ち る事 は分子

が相 当大 き くなつている事を意味 している.

従 つ てその生体 内分 布は, Sabinの ものに比

して溶解性は高い といつ ても,之 をそのまま

未変性血清蛋白 と同様に取扱 うわけ には行か

な いか も知れない.

私 は,コ ンゴーロー ト(以 下KRと 略 記す る)

を用 いて,比 較的親水性 の着色蛋白を得る事
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が出来たので,之 を用いて抗体産生細胞の追

及を行い,又,抗 体を含む細胞が抗元 にあつ

て どの よ うな態度を示すか,又,可 溶性着色

蛋白 と不溶性 の同種 蛋白が,ど の よ うに違つ

た行動をす るか とい う点 について追及 した.

即 ち著者は,色 素で蛋 白をラペル して,蛋

白が生体 内に非経 口的に取入れ られた場合に,

どの ような経過を辿 るか,又 組織内での抗 原

抗体 反応 を直接観察す る事 が可能か 否かを知

るために,顕 微鏡下で認め得る程度 の色を持

つ着色蛋白を合成す る目的で,種 々の色素を

用いて着色蛋白の成製 を試み, KRを 用 いて

略 々目的を達す る事が 出来た.本 編 に於 ては,

そ の製法並に抗体 産生能に就いての実験 を報

告す る.

実 験 方 法

A)着 色蛋 白の成製法

1) KR家 兎 血清色素蛋白(以 下DPKと

略 記す る)KR0.1gに,濃 塩酸0.16cc

(比 重1.18)と 少 量の水を加 え乳 鉢 で 充分磨

粋す る.之 を2～5℃ に 冷 却 し,強 く攪拌

し乍 らNaNO2の0.14gの 冷 飽和液 を極め

て少量宛 徐々に滴下 し,更 に15分 間 上記の温

度に保 ち乍 ら充分攪拌す る.之 に予め0～1℃

に冷却 した家 兎血 清6ccを 攪 拌 しつつ徐々に

加 える.全 部加え終つた後攪拌 を続けつつ温

度 を極めて徐々に室温に迄上 昇 させ る.之 に

純 アル コールを加えて遠沈 し,上 清 をすて,

数 回エタノールで洗滌後減圧 乾燥す る.こ こ

に疎水性 の着色蛋白を得 る.

2) KR牛 血 清蛋 白

a) DPO No.1

KR50mgに 牛 血 清100ccを 反 応 させ

た も の. KR50mgと 牛 血 清100ccを 用

いて,家 兎血清蛋 白を用 いて行つた と全 く岡

様 の操作に よつて,着 色蛋白溶液を作 り(使

用塩酸 量0.08cc, NaNO2 0.07g),ア ル コ

ールを加え る事な く
, 2～5℃ に保 ちつつ半

透膜にて透析 し,塩 類を除去 し,最 後に外液

を生理的食塩水にかえ,更 に1昼 夜低温に放

置後遠沈(15,000回10分)し て,不 溶性の部

分を除き,上 澄を直ちに凍結乾燥す る.こ こ

に暗赤色親水性 の色素蛋白の粉末を得る.

b) DPO No.2

KR100mgに 対 して牛 血 清100ccを 反

応 させた もので,使 用せ る濃塩酸量は0.16cc,

 NaNO2は150mgで あ る.

c) DPO No.3

KR500mgに 対 して牛 血 清100ccを 反 応

させた もの.使 用濃塩酸量は0.8cc, NaNO2

は700mg.

d) DPO No.4

KR1,500mgに 対 して牛血清100ccを

反応 させ た もの.使 用 濃塩酸量は1.6cc,

 NaNO2は1,050mg.

B)動 物:成 熟家 兎(平 均体重2kg)及

び 海〓(平 均体重350g)を 使 用 した.

C)感 作 方法:家 兎にDPK及 びDPK

 No. 1～No. 4に 至 る各 種 の着色蛋 白の5%

食 塩水溶液4.0ccを 毎 日5回 注 射 し,最 後

の注射後22日 目に沈降反応 を行つた.

D)沈 降 反応術式:抗 血清を倍数稀釈し

て,抗 元 との重層によつて沈降価を検査 した.

E)組 織 検査法:組 織をフ ォルマ リン固

定 切片 としてヘマ トキシ リン単染色に より解

察 す る(エ オヂンは痕跡的に も処理液中に入

つてはな らない) .

実 験 結 果

1)色 素蛋白の性 状:上 記 の 諸方法によ

つ て作つた色素蛋白の性状に就 いては,第1

のDPKは 親 水性 著 し く弱 く変性蛋白の性

格 を有 している.第2のDPO No.1は 親 水

性 であ り,色 素は各種 の蛋 白沈澱剤で蛋白と

共に沈 澱 し,コ ンゴーロー トと異 り塩酸によ

つ て青変せず,濾 紙泳動 に よつて色素は蛋白

と共に移動す る事 が 証 明 された. No.2,

 No.3も 略 々同様 の性格を 示 したが,着 色度

は著 しく,色 素の量が多 くなると分子量が大

とな るためか親水性が色 素量 の上昇につれて

幾 分減弱す る様であ る.
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2) DPKに よる抗体 産生試験: 10匹 の

家兎を用いて之等に夫々4.0cc宛 毎日皮下

に5回 注射し,最 後の注射から22日 目に抗体

の産生度を検した.即 ち重積法により,着 色

蛋白の水溶液を倍数稀釈 した抗血清に重積し

て沈降反応を調べた結果は,表1の 上段に示

した如 く著明な抗体の産生 を証明 し得なかつ

た.

3) DPO No. 1～No. 4に 対 して同 様 の

実験 を 行 つ た.こ の場 合DPKの 場 合 と異

り,何 れ も著明な抗体 の産生を見 た.そ の成

績は第1表 に示 す 如 くで あ る.即 ち, DPO

第1表　 抗DP血 清に対するDP並 に牛血清に依る沈降価

No. 4及 び牛血清を用いて沈降反応 を観祭

した結果によれば, No. 1の 注射を行つた家

兎よりの血清は着色蛋白に対しては殆んど反

応を示さず,牛 血清に対する抗体が多量に生

じている事が分つた. No. 2を 注射したもの

では,着 色蛋白に対してある程度の抗体を生

じたが,そ れよりも牛血清に対する抗体の産

生の方が強い事が明らかにされた. No. 3に

よる抗体は,着 色蛋白にも牛血清にも略々同

様の強さの親和性を有する事を示し, No. 4

によつて産生された抗体は,着 色蛋白に対し

ては強いが,牛 血清に村しては弱いものであ

つた.

4)感 作方法の相違による被感作状態の差

異:5%DPO液(No. 1～No. 4)を 用いて

各蛋白による感作試験を行つた. 12匹の兎を

各3匹 宛4群 に分ち, 1つ の群に属するもの

には同一の色素蛋白を注射した.各 群共注射

は3匹 の中1匹 は皮下に, 1匹 は腹腔内に,

又他の1匹 は静脈 内に行つた.蛋 白は夫々

4cc宛 を毎日5日 間注射し,最 後の注射から

22日 目にその血清を分離して沈降反応を観察

した.そ の結果では,之 等の着色蛋白は何れ

もよく家兎に対 して抗体を産生させ得る能力

を充分にもつてお り而も皮下及び腹腔内注射

は著明な抗体価の産生を起させ うる事を示 し

た.今 之等の兎に就いて, 3種 の異つた感作

法による抗体産生状態に就いてNo.3に つ

いて行つた実験結果を示せば,表2の 様であ

る.即 ち,皮 下及び腹腔内から感作したもの

は何れもよく抗体を産生 し, 26-7稀釈迄陽性

を示したが,静 脈から感作したものは著しく

抗体産生能低 く,陽 性率は略々23程 度に止

つた.即 ち,腹 腔及び皮下からの感作は著し

く強 く抗体を産生するが,静 脈からの感作は

抗体産生能が低い.

5)シ ョック症状惹起試験:海 〓7匹 を

用いて,之 等 をDPO No. 3の5%溶 液 の

0.1ccで1回 皮下感作し, 3週 間 後同抗原

1ccを 用いて,腹 腔内に効果 注射を行つた

所,全 ての動物に著明なショック症状が現わ

れ,注 射後5分 より身震いを始め,瞳 孔散大,
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第2表　 DPO No. 3の 各 種感作法に よる沈 降価

排尿,排 便,呼 吸困難等を起し,腹 を床につ

けて手足を伸ばし,危 篤状態を呈し,体 重の

200～250gの2匹 は死亡 したが,体 重350

～500gの 他の5匹 は死に至らずに恢復 した.

6)組 織学的検査成績:注 射された着色

蛋白は,そ の色によつて組織細胞内にその存

在を認め得る.家 兎着色血清は非常に濃 く,

組織球を含む大貪喰球内に摂取せられている

のが認められる. DPO No. 1, 2, 3及 び4

に於ては, No. 1は その色が うす く幾分不

鮮明に現われる. No. 2は 可成 りよく細胞内

に認められる. No. 3, No. 4は 非常に確然

と組織球内でその存在を知 り得る.

上記の3つ の異つた方法によつて着色蛋白

を導入された組織に於ては,皮 下に注射した

ものでは,局 所の皮下組織の組織球,単 球等

に多量の蛋白が摂取せられてお り,又 局所の

淋巴腺の洞内皮の細胞及び洞内の大喰細胞中

に可成 り明瞭に認められた.然 しその他の全

臓器には全 く着色蛋白は分布していない事が

証明された.次 に腹腔内に注入したものに於

ては,大 網の大喰細胞内に極めて多量の着色

蛋白が証明 された.之 等は主 として,乳 斑,

細血管等を中心にして集団的に認められた.

肝では,ご く僅かに網内系の細胞内に入つて

いるものが認められたが,そ の他の細胞及び

組織臓器には全 く着色蛋白は認められなかつ

た.次 に静脈内に注射したものでは,肝,脾

の網内系の細胞内に色素蛋白が認められたが,

その他の臓器には殆んど認められなかつた,

肝,脾 内のものも,皮 下に注射された局所の

細胞又は,腹 腔に注射された場合の大網の細

胞に比すれば,極 めてその量は少い様である.

考 按

着 色蛋 白の抗 原性 については, DPKで

は,沈 降反応の結果そ の抗原性は弱 い事が明

らか になつた.そ の原因は不明であ るが,主

として結合色素の量が少いため に蛋 白に全 く

異つた性格を与え得なかつた とい う様な事 に

あ る様 に思われ る10) 11).牛 血清蛋 白では,蛋

白に対す る色素の量が増加す るに従つて,牛

血清 と異つた抗原性を得 る様な結果が得 られ

た.即 ち, No. 1, 2に 対 しては着色蛋白に

対す るよりも牛血清に対す る抗体 の方が多 く

産生 され, No. 3に 対 す る血清抗体 は, DPO

 No. 3並 に牛血清に対 して略々同程度の沈降

価 を示 し, No. 4で は 牛血清に対す る抗体価

が 着色蛋 白に対 するそれ よりも減 じている.

牛,馬,家 兎及び人間等の血清を,ア ゾ色素

と結合 させて, Landsteiner1) 2)が 行 つたアゾ

蛋 白の実験は,同 種血清を用いて作つたアゾ

蛋 白に対 して強い抗体 の産生が認められてい

るが,ア ゾ色素の量 は,私 の用いた より遙か

に多量である.恐 ら く,蛋 白に対す る色素の

量を増加すれば牛血清に対す る抗体を全 く作

らず,着 色 蛋白に特有な抗体を産生 させ る様

な着色蛋白が作 られ るもの と考えられ るが,

蛋 白の親水性が著 し く減弱す るため,私 の目

的 と反す るので,こ の先の追及は行わなかつ

た.

Sabin4) 5)は, Heidelbergerの 作 つたR-salt-

azo-benzidine-azo-crystalline-egg albuminの

Collodion-particles及 びAlum-precipitateの

2種 を使 用 して実験を行つているが,該 色素

蛋 白に対 して著明な抗体 の産生を証明し,且

つ皮下,腹 腔,静 脈か らの3つ の方法での感

作成績 も観察 してお り,皮 下感作が最 も強 く

抗体を産生 し,腹 腔感作之 につぎ,静 脈内の

感作が最 も弱い といつている.

私 の用いた色 素蛋白に於て も,や は り略々
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同様な結果が得られたが,皮 下感作 と腹腔感

作の間には殆ん ど差異を認めず,何 れ も同程

度に静脈感作の場合 に比 して著明 に強 い抗体

産生を示した.

組 織学的所見は蛋 白が大喰細胞 に摂取せ ら

れる事を証明 し,而 も皮下,腹 腔内注射の も

のが,静 脈内に注射 した もの よりも遙かに多

量に摂取せ られている点か ら見 て,抗 体の産

生度は,蛋 白が大喰 細胞 に摂取 され る程度 の

差 に よつ て決 定 され る事 が 想 像 され る.

 Pauling12),島 内10)等 の い う様 に,抗 体 は抗

原 との接触に於て起 る蛋 白合成の結果産生 さ

れるものであれば,こ の場合の抗体産生細胞

は明かに網内系,大 単核球,そ の他 の大喰細

胞に由来するもの と考 えねばならない.組 織

内には小量のプラスマ細胞が 認め られたが,

之等 は何れ も色素蛋 白を摂取 してはいなかつ

た.

なお, Sabin4)は,彼 女 の"Dye protein"を

使用 して抗体産生を追及中,抗 体 の産生 きれ

る時期 に一 致 して,大 貪 喰 球 の細 胞 質 に

Shedding offな る現象を認め,同 細胞の細胞

質の崩壊産物が抗体 となるであろ うと考えて

いるが,抗 原を摂取す る能力のある細胞に抗

体の産生を帰す る点 に於 て理論的な考察 と考

えられる.こ の様なShedding offの 現 象 は

著者 も感作動物に抗 原を移入 した場合 に認め

る事が出来た.之 に就 ては第三編 に詳 し く述

べる筈であ る.

又, Kruse8)及 びMcMaster9)は 廿 日鼠を,

 Echt Saure-Blau着 色蛋 白を用いてその抗原

性を観察 してい るが,彼 等 の最初の報告で,

彼等は色素のみ注射す る場合は全 く速か に排

泄せ られて,細 胞内に殆ん ど顆粒状には認め

られなかつたが,蛋 白(牛 グロブ リン)に 結合

させると,各 種臓器 の喰細胞内に滴状 の顆粒

状に認められるといつている.こ の関係は,

私のコンゴーロー ト着色蛋白の場合も全 く同

様であつた.な お,彼 等の着色蛋白の摂取さ

れる細胞も又,私 のもの と略々同様であつた.

之等に就ては第二編に詳しく述べる.

なおこの着色蛋白によつて感作された海〓

が,そ の効果注射によつてショック症状を惹

起す る事 も又, McMaster等 の着色蛋 白に

於ける観察と同様である.

結 論

1)コ ンゴーロー トと牛血清を用いて,種

々の色素量を以て着色蛋白を作つた.之 等は,

各種の蛋白沈澱剤により蛋白と色素 とは共に

沈澱し,濾 紙泳動法により色素は血清蛋白と

共に動く事が証明された.又 蛋白量に対して

色素量の少い時は,着 色蛋白に対するよりも

牛血清に対する抗体を多量に産生し,色 素の

量が多くなる場合は,着 色蛋白に対する抗体

を強く産生し,牛 血清に対する抗体の産生は

低下した.

2)感 作方法の相違は抗体産生に大きく影

響し,皮 下,腹 腔内感作は抗体の産生強く,

静脈内感作では弱い.又,皮 下感作の場合,

注射した色素蛋白は主として局所及び所属の

淋巴腺の大喰細胞中に多量に認められ,腹 腔

内では,大 網の大喰細胞に多量に認められ,

又静脈内注射の場合には肝,脾,そ の他の網

内系細胞内に多量に認められた.

3)感 作 された海〓は,効 果注射によつて,

著しいショック症状を起す事が証明せられた.

4)之 等の結果から,こ のアゾ蛋白を注射

した場合,抗 体は主 として網内系を含む大貪

喰細胞に於て作られるであろう事を示唆した.

この研究は,文 部省の科学研究費によるものであ

り,こ こに謝意を表する.
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Biological Reaction to a Dye Protein

I Congo red-azo-serum protein and its serological specificities

By
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(Director: Prof. Dr. S. Seno)

The hydrophilic dye-proteins have been prepared combining oxen serum protein with Congo 
red (CR) in varied proportion. DPO No.1 (50 mg. of CR per 100 cc. of serum), 2 (100 mg. 

per 100 cc), 3 (500 mg per 100 cc), 4 (1500 mg. per 100 cc). The binding between protein 
and dye molecules proved to be fairly strong by the test using several protein-precipitating 
agents and electrochromatograph.

1) The paraenteral introduction of these dye-proteins proved to produce two sorts of 
antibodies, the antibodies to the normal serum protein and to the dye-protein. The antibody 
to the normal serum decreased as the quantity of dye bound to antigen increased, showing 
the increased production of the antibody specific to the dye-protein.

2) Antibody formation varied according to the varied root of the introduction of an
tigen. Subcutaneous and intraperitoneal injection resulted in the higher antigen production 
comparing to the intravenous injection. The dye-protein introduced were mainly found in the 
macrophages.

3) The sensitized animals showed a severe shock symptomes by the reinjection of an
tigen.

From the results mentioned above it has been suggested that the responsibility for the 
antibody formation to the dye-protein will be attributed to the macrophages, in which cyto

plasm the injected antigen is found in a mass.


