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緒 言

conglutinin solid-phase radioimmunoassay

(以 下Co㎎. RIAと 略)は, 1977年. Casali等1),

 Eisenberg等2)に よ り,. so1uble immune com

plex(以 下soluble ICと 略)の 検 出 方 法 の1つ と

して 考 案 され た.原 理 は ウ シconglutinin(分 子

量75万 のeuglobulinに 属 す る 蛋 白 質)が, imm-

une comp1ex(以 下ICと 略)や 感 作 され た赤 血 球

に 結 合 した 補 体 の 第3成 分(C3d)と 特 異 的 に 結

合 す るが,遊 離 のC3と は 結 合 しな い と い う性 質

を利 用 した もの で あ る. conglutinin RIAは,

まずconglutininをsolid-phaseに 付 着 させ,つ

い でICに 結 合 し たC3dが, conglutininに 特 異

的 に 結 合 し,次 に 結 合 し たIC中 の 抗 体(IgG)を

1251標 識anti -IgGと 反 応 させ ,反 応 し た1251標

識anti-IgGを ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 測 定 す る こ と

に よ っ て, ICと して 定 量 す る も の で あ る.現 在

文 献 的 にcong1utininの 精 製 方 法や 活 性 測 定 な ら

び にIC定 量 成 績 に 著 しい 差 が み ら れ るの で,今

回, ZymosanとSephadex G-200とDEAE-cell-

Woreの 三 者 の 組 み 合 わ せ に よ るconglutininの

抽 出 精 製 と, EAC3を 用 い た 活 性 の 測 定,つ い

でin vitroで 作 製 し たsoluble ICで の 検 定 を 行

い,あ わ せ て 他 の 検 出 法 で あ るClq solid-phase

 radioimmunoassay(以 下Clq RIAと 略)で 検 定

を行 っ た.

材 料 並 び に 方 法

1.牛conglutininの 精 製

Conglutininの 抽 出 精 製 は, Eisenberg2)やLa-

chmann3)等 を参 照 して 行 な っ た.牛3頭 よ り得

た10eの 全 血 か ら2eの 血 清 を分 離 採 取 し,56

℃30分 間 加 熱 非 働 化 した.つ い で100℃10分 間 加

熱 処 理 し たZymosan40gと 室 温 で1時 間 撹 拌 反

応 させ, 100OG×20分 間 遠 心 してZymosanを 沈

渣 と し て 採 取 し, Ca〓 を0.0002MとMg軒 を0.0

0016M含 むphosphate buffered saline (PH7.2,

μ=0.15)で4回 洗 浄 遠 心 を 行 っ た.次 にZymo-

sanに 結 合 して い るconglutininを, 0.02MEDT

A-3Naを 含 むPBS 500mlで1時 間 撹 拌 し,遠 心

し た上 清 に 溶 出 させ た.こ の 上 清 を100meに 濃 縮

し, 0.01M phosphate buffer (PH 5.5)で24時 間

透 析 し,析 出 したeuglobulinを1万2千G×30

分 間 遠 心 し,沈 渣 と し て 採 取 し た.沈 渣 を0.1M

Tris-Hcl buffer, PH 7.2(0.01MEDTA-3Na,

 0.1M2-MEを 含 む)に 溶 か し, 37℃1時 間 処 理

後,食 塩 結 晶 を 少 量 加 え, euglobulinを 充 分 溶

解 した 後, 1000G×5分 間 遠 心 し沈 渣 を除 去 し

た.こ の 上 清 をSephadex G-200カ ラ ム に て 分

画 し,第1ピ ー ク を集 め 粗cong1utininを 採 取

し た.こ の 際 使 用 し たbufferは, 0.01M EDT-

A-3Naと0.025M2-MEを 含 む0.1M Tris-Hcl

 buffer (PH 7.2)で あ っ た.つ い で こ の粗conglu-

703



704 田 村 敬 博

tininをDEAEセ ル ロ ー ス カ ラ ム で 分 画 を 行 っ

た.使 用 し たbufferは, 0.01M EDTA-3Naを

含 む0.03M phosphate buffer(PH8.0)で, Na-

Cl濃 度 を0.03Mか ら0.4Mま で 上 昇 させ て 溶 出

し た.

2. conglutinin活 性 の測定

cong1utinin活 性 は, Lachmann3), Bienen-

stock4)等 の方法を参照しで以下の方法で測定 し

た.羊 赤血球 をVBS-Ca〓, Mg〓(0.0002M Ca〓と

0.00016M Mg〓 を含むveronal buffered saline,

 PH 7.2,μ=0.15)で3回 洗浄 し, 10%浮 遊 液を作

製(10%E).牛 血 清 を56℃30分 間非働化 し, 2

meず つ 倍々稀釈系列 を作 リ,稀 釈 された各々の

牛血清に, 10%Eを0.2mlず つ加え室温で1夜 反

応 させ, 4倍 稀釈血清まで凝集がお きたので,

 Forssman抗 体 価 を(×4)と した.つ いでFoiss

man抗 体価の5倍 稀釈血清,す なわ ち非働化牛

血清の20倍 稀釈血清 を感作用抗体(×20)と して

使用 した. 10%E 1meと 感 作用抗体A(×20)10ml

を37℃30分 間 反応 させてEAと し, 3回 洗 浄後

最終濃度0.9%EAを 作製. 0.9%EA3.5mlと 新

鮮馬血清(C)0.5ml(日 本バイオテス ト研究所)と

VBS-Ca〓, Mg〓5.0mlを 加 え, 37℃30分 間 反応

させて, EAC3(0.3%)を 作 製 した.抽 出精製

したconglutininをVBS-Ca〓, Mg〓.で0.2mlず

つ の倍 々稀釈系列 をつ くり, 0.3%EAC3を0.2

mlず つ 加え, 37℃30分 間反応させ凝集反応 を行

ない,凝 集 の認め られる最 高稀釈倍数を もって

凝集素価(conglutinin活 性)と した.対 照 として

新鮮馬血清のかわ りに非働化馬血清 を用いた場

合 と, VBS-Ca〓, Mg〓 のかわ りに0.OlM EDT-

A-3Naを 含むVBSを 用 いた場合 とで ともに凝

集反応がおこらないこ とを確かめた.

3.抗conglutinin血 清 の 作 製

牛 のconglutininの 精 製 段 階 で, Sephadex G-

200カ ラ ム で 分 画 し て 得 た 第1ピ ー ク を, DEAE

セ ル ロー ス カ ラ ム で 分 画 し, 500μg/meのGong-

lutininを 得,こ れ を抗 原 とし等 容 量 のFreund's

 complete adjuvantとemu]sionを 作 り,家 兎 筋

肉 内 に 注 射 し, 2週 間 後 再 度 筋 注 し,初 回 免 疫

よ り4週 間 後 採 血 し,抗conglutinin血 清 を得 た.

4. conglutininの 免 疫 電 気 泳 動

抽 出 し たconglutinin(1mg/ml)を0.6% aga-

roseと, veronal buffer(PH8.6,μ=0.05, 0.01

M EDTA-3Naを 含 む)を 使 用 し て,定 電 圧(100

volt)40分 間 泳 動 し,作 製 し た 抗conglutinin血

清 と48時 間 反 応 させ た.

5.変 性lgGの 作 製

ヒ トIgGはCohn Fraction IIを 使 用 した.変

性IgGは,使 用 直 前 にCohn Fraction IIを63℃

 15分 間 加 熱 処 理 し て 作 製 し た.

6.特 異 的 抗 ヒ トIgG家 兎 血 清

家 兎 に て 作 製 し た 抗 ヒ トIgG血 清 よ リ, 33%

硫 安 法 に て 粗 γグ ロ プ リン を採 取 し,つ い でim

muno-absorbentで あ るCNBr-Sepharose4B

(Pharmacia社 製)1gに ヒ トIgG 30mgを 結 合 さ

せ た もの に 特 異 的 に 吸 着 さ せ, 0.2Mグ リシ ン塩

酸buffer PH 2.8(0.5M NaC1を 含 む)で 溶 出 さ

せ,ヒ トIgGと 特 異 的 に 反 応 す る 家 兎 グ ロ ブ.リ

ン を精 製 し た5).

7. NaI125で のradiolabelling

精 製 し た 特 異 抗 ヒ トIgGは, chloraminT法

に て125Iを 標 識 し た.特 異 抗 ヒ トIgGの1mg/me 

PBSに500μCi 125INa/10μl(0.5M phosphate

 bufferPH7.0)を 加 え,つ い で0.1meのch101amin

 T(600μg/me H2O)を 加 え 室 温 で1分 間 反 応 さ

せ た 後0.1meのsodium metabisulfite(1200μg/

me H2O)を 加 え て 反 応 を停 止 させ, SephadexG-

150カ ラ ム を通 して 分 画 し,第1ピ ー クの 後 半 部

分 を採 取 し, 125I標 識 抗 ヒ トIgGと して 使 用 し た.

8. conglutinin RIA

精 製conglutininを2.5μg/meの 濃 度 と し, bu-

fferはVBS-Ca〓, Mg*(0.02%NaN3を 含 み,

こ の 時 の みPH8.5と す る)を 使 用 し,シ オ ノ ギ

チ ュ ー ブ に500μlず つ 注 ぎ, 37℃3時 間coating

し,使 用 時 ま で 室 温 に 保 存 し た.使 用 時 はVBS-

Ca〓, Mg〓, PH7.2(こ の 時 の 洗 浄 の 場 合 の み1.5

Tween-20=polyoxyethylene sorbitan mo-

nolaurate, sigma社 製 を 含 む)で3回 洗 浄 して 使

用 した.被 検 血 清50μlにVBS-Ca〓, Mg〓50μl

を加 え37℃20分 間 反 応 後, VBS-Ca〓, Mg〓1000

μlを 加 え,そ の450μlず つ をduplicateでconglu-

tininでcoatし た チ ュ ー ブ に 注 ぎ,室 温 で1時 間

反 応 さ せ た 後, VBS-Ca〓, Mg〓 で3回 洗 浄 し,

つ い で450μl125I標 識 抗 ヒ トIgG3万cpmを 加 え,

室 温4時 間 反 応 後, 3回 洗 浄 し,ガ ン マ カ ウ ン
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ターにて測定 した.被 検血清は-30℃ に保存し,

正常血清と標準曲線作製用のヒ トIgGは 分 注し

て-70℃ に 保存 し,各 検査毎に同一のもの を対

照 とした.

9. Clq solid-phase radioimmunoassay(以 下

C1q RIAと 略)

Clqは 米増らの方法7)で 正常 ヒト血清か ら抽出

精製 し, Clq RIAはHayら の方法8)に 準 じて行

った.精 製ClqをPhosphate buffered salineに

て1㎎/meの 濃度 とし,シ オ ノギチューブに1ml

ずつ 注ぎ, 4℃2時 間coatingし,洗 浄液(0.3

%Nacl, 1.5%Tween-20と0.5% bovine senm

albuminを 含む)で3回 洗浄して直ちに使用 した.

被検血清は, 0.3%NaC1に て50倍 稀釈血清 とし,

その うち1謡 をClqをcoati㎎ した シオノギチ

ューブにduplicateで 加 え, 4℃ 1夜 反応 させた

後, 3回 洗 浄し,次 に125I識 抗 ヒ トIgG(濃 度

0.1μg/ml)を1me加 え,室 温2時 間反応後, 3回

洗浄 してガンマ カウンターにて測定 した.被 検

血清の保存および,標 準曲線作製用の変性IgG

の調整はcong. RIAの 場合 と同 じである.

10. in vitroで のimmune complexの 作 製

抗ヒ トアルプ ミンヤギ血清(Hyland社 製)を

VBS-Ca〓, Mg〓 で100μlず つの倍々稀釈系列 と

し,そ の各々に125Iヒ トアルブミン100μlず つ加

えて37℃60分 間反応後, 4℃5日 間放置後, 1500G

×30分 間遠心 し,上 清をconglutinin RIAま た

はClq RIAに 使 用し,沈 渣 は直ちにガンマカウ

ンターにてカウン ト数 を測定 し, insoluble ICと

して表わした.

11. SLE患 者 血清でのICの 検出

ARA予 備 診断基準 を満たすSLE 56症 例 につ

いて検索した.標 準曲線作製のための正常 ヒト

血清50μ1と 変性IgGの50μ1(濃 度 は100μg/meか

か ら10μg/meま でのVBS-Ca〓, Mg〓 に よる稀

釈系列)を 加えたもの,お よびSLE患 者 血清50

μlとVBS-Ca〓, Mg〓50μ1を 加 えた ものを各々

37℃20分 間反応させ,つ いでVBS-Ca〓, Mg〓

を1000μl加 え,そ の うち450μ1ず つduplicateで

conglutinin RIAに 使 用 した。

結 果

1. Sephadex G-200カ ラ ム に よ るconglutinin

の溶出曲線(図1A)

図1Aの 矢 印は第1ピ ー クを示 したものであ

るが, 128倍 以上のconglutinin活 性 はFraction

 3か ら17ま で認められ,ゲ ル内沈降反応では,

抗conglutinin血 清 とFraction 3か ら12ま で沈

降線 を認めた.

2. DEAEセ ル ロー スカラムによるconglutinin

の溶 出曲線(図1B)

粗conglutinin.す な わちSephadex G200カ

ラムで得 られた第1ピ ー クを, DEAEセ ル ロー

スカラムで分画すると,NaC1濃 度 が0.15Mか ら

0.25Mの 間で溶出される分画のみがconglutinin

活性 を示 し,ま た抗conglutinin血 清 との間に沈

降線の形成を認めた.

3.精 製conglutininの 免疫電気泳動所見(図2)

精 製 したconglutininと 抗conglutinin血 清 と

の間に,β領域で1本 の沈降線を認め た.牛 血清

に対 して 自家製抗conglutinin血 清はβ領域に1

本の沈降線 を生ずるが,市 販の抗牛血清(Behri㎎-

werke社 製)で は,そ れに相当す る沈降線 を認め

ないので,抗conglutinin抗 体 を含んでいない と

考え られた.

4. RIAに 使 用す るconglutininの 至適濃度(図

3)

conglutinin濃 度 を10μg/mlか ら稀釈 してゆ き,

それぞれ シオノギチューブにcoatingし, 125I標

識変性IgG 0.2μg/mlと 新鮮馬血清 を37℃20分 間

反応 させた もの を450μl(2万5千cpm)ず つ 加

え, 1時 間室温反応後,結 合 した カウン ト数 を

測定 した. conglutinin濃 度 が1.2μg/ml以 下 にな

ると,結 合す る変性IgG量 が著 し く減少 したの

で以後conglutinin RIAに 使 用するconglutinin

濃度 は, 2.5μg/mlと した.

5.補 体 源の検討(図4)

変性IgGを1000μg/mlか ら, VBS-Ca〓, Mg〓

で倍々稀釈 し,正 常 ヒト血清(● 印)ま たは新鮮

馬血清(○ 印)と, 37℃20分 間反応させた後, 125I

標識 抗 ヒトIgGを 加 えてconglutinin RIAを 行

った.変 性IgGの62μg/me以 下 の低 濃度部分 で

は,補 体源 としてヒ ト血清 を用いた場合は,馬

血清 を用いた場合に比 してカウン ト数が高かっ

た.以 上 よ りヒ ト血清中のIC測 定の場合の補

体源 としては,ヒ ト血清を用いるべ きことが明ら
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図1. Purification of conglutinin

A. Purification of crudeconglutinin through Sephadex G-200

B. Further purification of the first peak of Sephadex G-200 chromatography

 thyough DEAF-cellulose

※conglutinin activity,(+++)over 1:2048, (++)froml: 512 too 1:1024,

 (+)from 1:128 to 1:256, (-)under1:64.

図2. Immunoelectrophoresis of purified conglutinin

 and whole bovine serum (WBS)

か となった.さ らに56℃30分 間非働化 ヒ ト血清

(□ 印)ま たは0.01MEDTA-3Naを 含 むVBS

(■ 印)を 使用 した場合,変 性IgGのconglutinin

へ の 結合は認め られなか った.

6.必 要 補体量 の検討(図5)

conglutinin RIAが 補 体依存性の検査法であ
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図3.　 Binding Activity of 125I-labelled Aggregated

 IgG to solid-phase Coated with Various Am

of Conglutinin

図4.　 Selection of Complement Source for Binding Activity

 of Aggregated IgG to Conglutinin

Various amounts of aggregated IgG were diluted with

 fresh normal human serum (NHS)(●), NHS heated at

 56℃for 30min.(□), NHS containing 0.01M of EDTA

(■), and fresh horse serum(○).

ることか ら補体の必要量を検討 した.変 性IgG

200μg/meと 正 常 ヒト血清(CH50=35)200μ1か ら

倍々稀釈 したもの と反応 させcong1utinin RIA

を行 った.図5の ように血清の量で示す と,正

常 ヒ ト血清25μl以 上 を加 えるとプ ラ トーに達す

るので最小限必要 な補体量は正常 ヒ ト血清25μl

に相 当することが明 らか となった.

7. cong1utinin RIAで 検 出可能な最大変性IgG

量(図6)

正 常 ヒ ト血清25μlを 使用 した場合の検 出可能

な変性IgG量 を調べ た.図6の よ うに変性IgG

量が320μg/ml以 上 になるとプラ トーに達するの

で,最 大検出量は約320μg/mlで あ るこ とが明 ら

か となった.

8.標 準 曲線の作製(図7)

変性IgG100μg/mlよ り正常 ヒ ト血清で稀釈系

別をつ くり, conglutinin RIAを

行 った.測 定 されたカウン ト数

(Y cpm)と 変性IgGの 蛋 白量(X

μg/ml)と は, Y=20X＋1680の

直線関係 で相 関が認め られた.

ま た検出可能 な最小変性IgG量

は5μg/mlと 考 え られた.

9. invitroで 作 製 したBSA-

抗BSA-ICの 検 出(図8)

沈 渣の125I-標 識 アルブ ミンの

カウン ト数を測定 し, insoluble

 ICを 代 表するもの とす ると,抗

原抗体等量域 で最 も量が 多いこ

とが示 された.つ いで上 清中の

ICと 変性IgG(0.2μg/ml)を 競合

させinhibition testを 行 って,

間接的にICを 測定すると, cong

lutinin RIAに お いてもC1q RIA

にお いて も抗原過剰域お よび抗

体過剰域 とでsoluble ICの 測 定

が可能 であった.

考 按

conglutininは 各種哺乳動物血

清中に存在す るが ヒ ト血清中に

は存在 しない蛋白質であ り,

 EAC3を 凝集す る性 質を有す る
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図5.　 Effect of Human Complement on Binding

 Activity of Aggregated IgG to Conglutinin Ag

gregated IgG(200μg/me) were previously incuba

ted for 20min. at 37℃with various amounts of

 normal human serum.

図6.　 Higher Limit of Sensitivity for Aggregated

 IgG which Could be Measured by Conglutinin

 Solidphase Radioimmunoassay

Various amounts of aggreated IgG were previou

sly incubated for 20min. at 37℃with 25μl of nor

malhuman serum.

図7.　 Standard Curve of Conglutinin Solidphase

 Radioi㎜unoassay Aggregated IgG(μg/me)were

 previously incubated for 20min. at 37℃ with

 fresh normal human serum.

図8.　 Measurement of Human Secum Albumin

 (HSA) Anti-HSA Immune Complex by Conglutinin

 or Clq Solidphase Radioimmunoassay

(・): 125I-1abe11ed A1bumin in sediment which

 represents insoluble HSA immune complex

(●): conglutinin solid-phase radioimmunoassay

(○): Clq solid-phase radioimmunoassay
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こと,な らびにその抽出方法や抗血清作製等に

関 しては,種 々の文献が存在する9, 10, 11) 12). Cong-

lutininがICに 結 合 したC3dと 親 和性 を有す る

性質 を利用したconglutinin RIAに よるIC定 量

の試みは, 1977年Casali等1)とEisenberg等2)

によ り初めて報告されている.こ の場合特 にCong

lutininの 可及的な精 製とその活性の検討が重要

であるが,こ の点に関して不明な点が多い事,

 Casali等 の方法およびEisenberg等 の方法は,

ともにconglutininを 使用 した類似の検出法であ

るにかかわらず測定値にかな りの違いがみ られ

ることか ら,今 回著者は, conglutininの 精 製方

法 と活性測定 を具体 的に示 し検討 を加 えた.つ

いで試験管内で作製 したsoluble ICに つ いて,

測定可能なことを示 し,さ らにco㎎. RIAと 他

のIC定 量法であるClg RIAと を同時に行い,事

実ICを 定 量している可能性が大であ ることを示

した.な お抗原抗体等量域 ではinsoluble ICは

沈渣 として除去 した後は,検 出されなか った.

conglutinin精 製 の場合, Casali等 はSepha-

rose 4Bにconglutininを 結合 させ,つ いで0.02

M EDTAで 解離 させているが,今 回の実験では,

 conglutininはSepharose 4Bに 結合困難であっ

たのでZymosanに 結合 させた.つ いで精製に関

してEisenbergら はSephadex G-200カ ラムを

用いて第1ピ ー クを得ているが,著 者は これを

更にDEAEセ ル ロースカラムで溶出 し,多 数の

分画 を得,そ のうちconglutininはNaCl濃 度 が

0.15Mか ら0.25Mの 分 画にのみ存在することを

見出した.な お0.03Mで 溶 出される第1ピ ークは

補体 を介さず とも直接に変性IgGと 結 合する性

質を有するので可及的にに除去 されるべ きと考

えられた.抽 出した物質がconglutininで あ る

か否か を決定す る方法は,特 異抗血清を有 しな

い場合, EAC3を 用 いてconglutinin活 性 を測定

することが唯一の方法 と思われる.著 者は羊赤

血球 を用いForssman抗 体 で感作 し,補 体 は馬

血清を用いてEAC3を 作製 し,そ れを凝集させ

る力価をもってconglutinin活 性 とした.ウ シ血

清のconglutinin活 性 は通常1×32か ら1×64程

度 にす ぎないが,抽 出精製 したconglutininで は,

 1×2048以 上 の活性 を示 した.ま たconglutinin

濃度 を10μg/に 調 製 し,各 種稀釈後, 125I標 識変

性IgGと の 結合性 を調べた ところconglutinin

濃度1.25～2.5μg/meで 変性IgGと 結合性 を有す

ることが判明 した.こ の結合力は補体 を非働化

した場合や, 0.01M EDTAを 使 用 した場合 に

阻止 されることか ら, conglutininの 性 質 を満 た

す もの と考え られた.つ いで,作 製 した抗血清

との免疫電気泳動 で β領域に1本 の沈降線を生

じLachmannの 報告3)と 一致 した.な おconglu-

tinin活 性 に つ い て,浜 島,吉 田 氏 等13)は, Human

 R3を 用いた系で測定 しているが,著 者 らのサ ン

プルの活性測定を両氏に依顧 した結果,本 法で

もconglutinin活 性 が認め られた.

conglutinin RIAの 基礎的検討 を行 うにあた

って, conglutinin濃 度,反 応時間,使 用する補

体量な らびに125I標 識 抗 ヒ トIgG,標 準 曲線作製

等が問題 となる. Casaliら1)の 場 合, conglutinin

濃度 は5μg/meで あ り, conglutininとICの 反 応

時間は室温1時 間,つ いでIC中 のIgGと125I標

識抗 ヒ トIgGと の 反応時間は室温4時 間,使 用

した補体量は正常 ヒ ト血清251相 当量,使 用 し

た125I標 識抗IgG量 は7.5μCiで あ った.一 方Ei-

senberg2)等 の場場合, conglutinin濃 度250ng/

meな い し500ng/meで あ り, conglutininとICの

反応時間は4℃1夜 ついで, IC中 のlgGと125I

標 識 抗 ヒトIgGと の反応時間は,4℃3時 間,

使 用 した補体量は正常 ヒ ト血清75μl相 当量,使

用 した125I標 識 抗 ヒトIgGは, 80万cpmで あ っ

た.し かしより具体的な記載がみ られないので

詳細は不明であるが,著 者の方法は, Casali等

の方法に近い と思われ る.再 現性は良 く, IC測

定 の感度 は文献的には,変 性IgG換 算量で3μg/

meか ら1000μg/meま で といわれてお り1),著 者 の

検討では補体 量を正常 ヒ ト血清で25μl使 用 した

場合, 5μg/か ら320μg/meま でのIC測 定が可能

であつた.

次 にconglutininRIAが, ICを 測定 し得 るか

否か を, in vitroで 作 製 したHSA-抗HSA so-

lufle ICを 用いて検討 し,抗 原過剰域および抗体

過剰域 とで検出 し得 ることが示 され従来の報告

1. 2)と一 致 した
.

結 諭

conglutinin solid-phase radioimmunoassay
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の 基 礎 的 検 索 を 行 な い 次 の 結 果 を 得 た.

1.牛 血 清 よ りZymosanとSephadex G-200カ

ラ ム お よびEDTAセ ル ロー ス カ ラ ム を使 用 して

conglutininの 抽 出 精 製 を行 っ た.

2. cong1utinin活 性 を羊 赤 血 球 にForssman抗

体 で 感 作 し,馬 補 体 を 吸 着 させ たEAC3dを 使

用 して 測 定 し 充 分 な 活 性 が 認 め ら れ た.

3.抗conglutinin血 清 を 家 兎 に て 作 製 し牛 血

清 ま た は 精 製conglutininに 対 して1本 の 沈 降

線 が 得 られ た.

4. conglutinin solid-phase radioimmunoassay

でICを 測 定 す る場 合, conglutinin濃 度2.5μg/

meで,正 常 ヒ ト血 清25μe相 当量 の 補 体 を使 用 し

て,変 性IgG換 算 量 で5μg/meか ら320μg/meま

でのICが 検 出可能 であった.な おconglutinin

とICの 反 応時間は室温1時 間, IC中 のIgGと125I

標識抗 ヒトIgGの 反応時間は室温4時 間であった.

5. conglutinin solid-phase radioimmunoassay

では, in vitroで 作 製 したsoluble ICを 抗 原過

剰域および抗体過剰域 で検出可能であった.
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Detection of circulating immune complexes 

by the method of conglutinin solid-phase radioimmunoassay

I. Experimental study

Takahiro TAMURA

The 3rd Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School 

(Director: Prof. T. Ofuji)

Conglutinin solid-phase radioimmunoassay (conglutinin RIA) was utilized for detection 

of soluble immune complexes in sera. Crude conglutinin was obtained from whole bovine 

serum using Zymosan as an affinity absorbent. The further purification of crude conglutinin 

was performed through Sephadex G-200 and DEAE-cellulose column chromatography. The 

activity of purified conglutinin to haemagglutinate EAC3d was found to be more than 1:2048 

in titer. Anti-conglutinin antisera raised in rabbit gave an identical precipitin line against 

bovine serum and purified conglutinin. Conglutinin RIA was performed using 2.5ƒÊg/ml of 

conglutinin and 25ƒÊl of fresh normal human serum as a source of complement. Serum sam

ples were incubated with conglutinin coated on polystylene tubes for 1 hour at room tem

perature, and incubated with 125I-labelled anti-human IgG for 4 hours at room temperature. The 

amounts of immune complexes measurable by this method were in the ranges of 5 to 320

ƒÊ g/ml equivalent to aggregated IgG. Conglutinin RIA was applied to the detection of soluble 

immune complexes formed in vitro which could be detected both in antigen excess and anti

body excess regions.


