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第1章　 緒 言

芳香属ア ミノ誘導体をヂアゾ化 し蛋白質に結合さ

せて得られるものを一般にAzo蛋 白質と呼 んでい

る.Azo蛋 白質に関する研究は古 くLandsteiner1)2)3)

によつて始められ,抗 体の特異性,化 学構造上の関

係並びに抗原抗体反応の作用機序に関して多大の貢

献をなした,即 ちLandsteinerは 馬血清に種々のヂ

アゾ化合物を結合させて調製したAzo蛋 白質 で免

疫 した場合に出来る抗体は之と縁の遠い異種蛋白質

と結合させて作つたAzo蛋 白抗原とも反応すると

いう事実を述べた.こ の場合この反応の特異性を決

定づける因子は蛋白質ではなくて,之 に配結 させる

ヂアゾ化合物であることを示 し,こ の因子を反応決

定群と呼んで い る.そ の後Heiderberger等4)は

Azo蛋 白質を用いて沈降反応に関する定量的研究を

行い沈 降反応 に よって生ずる沈降物の組成の分析

を可能ならしめた.又Pauling5)6)7)は 抗 原抗 体反

応の作用機序を説明するに当つて格子説をとなえ,

 Aza蛋 白質を用いて研究し,抗 体の反応群は抗原の

決定群を丁度 うまく包むような空間構造を示 してお

り,両 者の相補的空間配置が反応の特異性を現わす

ものと説明している.

以上の如きin vitroの 研究 と平行してAzo蛋 白

質を生体に投与 した場合の生体の反応並びに抗原分

布状態についての研究が主として病理学者の手によ

つて行われた.即 ちSabin8)9)はR-salt-azo-benzi-

dine-azo-結晶卵白アルブミンを使用し,又Kruse,

 Mc Maeter10)11)はEB-azo-蛋 白質を用いて之を生体

に投与した場合の生体反応並びに抗原の分布状態を
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顕微鏡下に追求 している.彼 等は投与 され たAzo

蛋白質は主として網内系細胞に摂取されるので抗体

産生は網内系組織で行われるであろうと推定 してい

るがその血中に於ける態度及び代謝についてはふれ

ていない.抗 体生成は抗原の存在な くしては行われ

ぬ筈であり,注 射抗原の生体内代謝を追求すること

はそれ自身有意義であるばかりでな く抗体生成の問

題と関連して重要な意義を持つている.抗 原の血中

代謝についてはHaurowitz12)等 が赤 色系 のAta-

xyl-azo蛋 白を用いて行つており最近ではI131異 種

蛋白を利用してDixon13)14)等, I131異種及び同種蛋

白を用いて緒方,望 月15)等,に より実 験 されて い

る.又 井上16)は酵母菌多糖類を使用して抗原の血中

代謝たつき研究している.

Azo蛋 白質による抗原の代謝を研究するに当つて

青色色素と蛋白質とを結合させたAzo蛋 白質を用

いることは赤色系の色素で ラベルしたAzo蛋 白質

よりも生体内での判別が遙かに容易であり,同 時に

抗原抗体反応により抗原の血中濃度を測定 し得 る利

点がある.そ の意味で著者は青色 色素Evaus blue

 T-1824を ヂアゾ化 して人血清 アルブ ミン及び卵白

アルブ ミンと結合させて作つたEB-aao-人 血清アル

ブ ミン及びEB-azo-卵 白アルブミンを用いてその抗

原性並びに血中代謝について研究 し, 2, 3の 知見を

得たのでここに報告する.

第2章　 実験材料並びに実験方法

第1節　 実験材料

第1項　 EB-azo-人 血清アルブ ミンの精製

EBは 緑色光沢を放つ青色結晶性色素で水,ア ル

コール,酸,ア ルカリに容易に溶解 し,次 に示す化学

構造式を有する17)18).

EB1ミ リモル(960mg)を 蒸 溜水30.0ccに 溶解

し,之 に1 NHCI 6.0ccを 加 え る.こ の混 合 液 を

10℃ に保 ち乍 ら10% NaNO2 5.0ccを 加 えてよ

く攪伴 しヂ アゾ化 して10℃ の まま30分 間 保存す る.

一 方3%人 血 清 ア ル ブ ミン100ccに1N NaHCO3

を加 えてpHを8に 調整す る.次 に 両 液 を混 合 し

10℃ にて24時 間 保存す る.こ の粗EB-azo-人 血 清

アルブミンに純アルコールを加えてアルコールの濃

度が80%に なる様にした後3000回 転/分 にて5分 間

遠心沈澱を行 うと人血清アルブ ミンと結合した色素

は沈澱物となつて残り,結 合しない色素は上清に留

まる.次 に沈澱物に80%,ア ル コールを加えてよく攪

伴 し再び遠心沈澱す る.こ の操作を3回 繰返した後

に沈澱物を蒸溜水に溶かしてセロファン膜に入れ流

水中にて24時 間透析し塩類を除去した後に氷室中に

保存する.

第2項　 抗EB-azo-人 血清 アル ブ ミン家兎

血清 の作成

第1表　 抗EB-azo-人 血 清アルブ ミン家兎血清

EB-azo-人 血 清 アル ブ ミンに等量の生 理 的食塩水

を加えた ものを2～5cc宛 漸 次増量 しつ つ 成 熟家

兎の耳静脈に徐々に注射す る. 3日 間隔で10数 回注

射を繰返 し,最 後 の注射 日よ り5日 後試験採血を行

い,所 期の力価を示せば更に2日 後無菌的に採血を

行つて血清 を分離 し, 1:10,000の 割 合にMerzonin

を 加 えて氷室 に保存す る.本 編に於て実験に使用 し

た.抗EB-azo-人 血 清アルブ ミン家兎血清の抗原価

(Uhlenhuth価)は 第1表 に示す如 くである.

第3項　 EB-azo-卵 白 アルブ ミンの精製

人血清 アルブ ミンの場合 と同 様 の 方 法 を用いて

EB 960mgを ヂ ア ゾ化 して3%卵 白 アル ブ ミン

100ccと 結 合 させ る. EB-azo-卵 白アル ブ ミンの精

製に は濾紙粉末を使用 した.即 ち第1図 に示す如きガ

ラス円筒に東 洋慮紙製濾紙粉末を15cmの 高 さまで

入れて上方から適度に庄縮した

後, 12%硫 酸ソーダを流し込み

濾紙粉末に滲透せしめる.次 に

上部に粗EB-azo-卵 白アルブミ

シを注入し更に硫酸ソーダを追

加すると,沈 降速度の差により

上下に2個 の青色輪を生ずる.上 部の青色輪は蛋白

と結合しなかつた色素であり,下 部の青色輪は蛋白

と結 合した部分である.下 部の青色輪が最下端に達

した時にゴム栓をはずし, EB-azo-卵 白アルブミン

の部分を試験管に移 し蒸溜水にて溶解せしめた後遠

心沈澱して濾紙を取 り徐き最後にセロフアン膜に入

れて流水中にて24時 間透析する.
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第1図

第4項.　 抗EB-azo-卵 白アルブミン家兎血

清の作成

抗EB-azo-人 血清アルブミン家兎血清 と同様に し

て抗EB-azo-卵 白アルブ ミン家兎血清を調製 した.

第5項　 EB-azo-人 血清の精製並びに抗EB-azo-

入血清家兎血清の作成

人血清60ccに 蒸溜水を加 えて100ccと し,人

血清アルブミンの場合と同じ方法にてEBと 結 合精

製し,抗 血清の調製 も之に準じて行つた.

第6項　 実験動物

実験動物としては体重2,000～3,000gの 強健な

る成熟家兎を使用した.

第2節　 実験方法

第1項　 沈降反応

緒方氏抗原抗体稀釈沈降反応法19)を用いた.即 ち

免疫血清を1%ア ラビヤゴム食塩水溶液にて逓減的

に稀釈し,そ の少量宛を沈降反応用小試験管に数列

に分つて入れ,各 列毎に濃度を異にした抗原を重層

せしめた.こ の場合最高稀釈抗体と反応 し得る至適

抗原濃度を結合帯と称 し,結 合帯に於ける免疫血清

の陽性最高稀釈度を抗体価とする.尚 成績の判定は

抗原重層後15分以内に白輪を生 じたものを++++, 30分

以内を+++, 1時 間以 内を++, 2時 間以内を+と し

た.

第2項　 濾紙電気泳動法

小林式濾紙電気泳動装置20)21)を使用した.東 洋濾

紙No.51に てpH8.5,イ オン強度0.045の ベロナ

ールソーダ,酢 酸ソーダ,酢 酸各緩衝液を使用し,

 0.3mA/cmの 電流で泳動を行つた.

第3項　 寒天重層法

Qudin22)23)並 び に進 藤24)の 方 法 に準 じて行つた.

即 ち0.6%寒 天 溶液を45℃ に温め,之 に等 量の

抗EB-azo-人 血 清家 兎血清 を混 合す る.次 によ く洗

つて 乾熱滅菌 した直径3.0mm長 さ7.0cmの2

本 の小試験 管の底部 に5.0cmの 高 さに この混合液

を入れ冷蔵庫中にて凝固 させ る.次 に之を室温 に保

ちなが ら1.5cmの 高 さまで各 々に抗 原を重層す る

と,そ の境 界面 か ら抗原が下方に滲透 して寒天層 中

に白色の沈降帯 を生ず る.

第4項　 抗原の血中及び尿中濃度測定法

抗 原の血 中及 び尿中濃度の測定 はEBの 比色定量

法 並びにUhlenhuth法 によつた.即 ち被検血液か

ら分離 した血清及び被検尿中のEB量 をBeckmann

型 分光光電光度計にて比色定 量 し,又 一方被検血清

及び尿を抗 原と して前述 の抗EB-azo-人 血 清 アル ブ

ミン家 兎血清に重層 して抗 原価 を測定 し,抗 原の反

応 し得る最高 稀釈濃度によ りEB-azo-人 血 清アルブ

ミンの量を求め た.

第5項　 検量線の作製法

EBを 家兎血清及 び尿 にて稀 釈 し夫 々の溶液1cc

中 のEB含 有量が0, 2.57, 5.0γ, 7.5γ, 10.0γ

に なるよう調整液を作 り,夫 々 の 吸 光 度 をBeck

mann型 分 光光電光 度計 で 測定 し, 0～10.0γ の検

量線を作製 した.本 法で はEB 0～10.0γ の範 囲は

Lambert-Beerの 法 則 に従つ た.

第3章　 実 験 結 果

第1節　 EB-azo-蛋 白質 の抗 原性

第1項　 寒天中 に於け る拡 散度

直径3mm,長 さ8cmの3本 の小試験 管に1%寒

天を底部 よ り6cmの 高 さまで入れ,寒 天 の 凝 固す

るのを待つて夫 々 の 試 験 管に1cmの 高 さだけEB

とEB-azo-人 血 清 アル ブ ミン及びEB,人 血 清 アル

ブ ミン混 合液を入れ,そ れ等 の寒天中 に於 ける拡散

度を測定 した.

結 果 は第2図 に示す如 くで あつ た.即 ち24時 間 後

まではEB-azo-人 血 清 アル ブ ミンとEB+人 血 清 ア

ル ブ ミンとは略 々同速度で拡 散す るに比 しEBは 之

等 の約2倍 の3.0mm拡 散 した.以 後4日 迄 は3者

と も時間に比例 して直線状を示すが,時 間の経過 と

共 にEB,人 血 清 アル ブ ミン混 合液は 漸次EBに 接

近 し,6日 後 に てEB 14.0mm, EB,人 血清 アル

ブ ミン混 合液11.0mm, EB-azo-人 血 清 アル ブ ミン

6.0mmを 示 した .以 上の 結果 はKruse10)等 の 卵
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白アル ブ ミンを用いて行つ た実験結果 とほぼ一致 し,

純 枠に精製 されたEB-azo-人 血 清 アル ブ ミンはEB

及 びEBと 人 血清アルブ ミンの混 合液 に較べ異 つた

拡 散度を示す ものであ る.

第2項　 沈降反応

EB-azo-卵 白 アル ブ ミンで 免疫 して作つた抗EB-

azo-卵 白アルブ ミン家兎血清 にEB-azo-卵 白 アル ブ

ミンを抗 原と した場 合と同抗血清に卵白アルブ ミン

を抗 原 として加え た交叉反応 とを比較 した.

第2図 寒天 層中に於け るEB, EB-azo-

蛋 白 及びEB-人 血 清 アルブ ミン

混合液 の拡散度,

第2表　 抗EB-azo-卵 白 ア ル ブ ミン 家 兎 血 清 と

EB-azo-卵 白 ア ル ブ ミ ン と の 沈 降 反 応

第3表　 抗EB-azo-卵 白 アルブ ミン家兎血清と

卵 白アル ブ ミソとの沈降反応

結果 は第2及 び第3表 に 示す 如 く抗 体価は共に

1:160を 示 し同 じであつたが,結 合帯に可成 りの相

異が見 られた.即 ち抗EB-azo-卵 白 アルブ ミン家兎

血清 とEB-azo-卵 白 アルブ ミンの同質反応に於ては

結 合帯が1:1,280で あ るに比 して抗EB-azo-卵 白

アル ブ ミン家兎血清 と卵 白アルブ ミンの交叉反応に

於 ては結 合帯 は1:160を 示 し,前 反応に較べ結合

帯が低稀釈度の方に 移 動 してい る事 実が認められ

た.

次 に同様 に してEB-azo-人 血 清 ア ル ブ ミン と抗

EB-azo-人 血 清アルブ ミン家兎 血清の同質反応並び

に人血清 アル ブ ミンと抗EB-azo-人 血 清アルブ ミン

家 兎血清 の交叉 反応につき比較 した.

第4表　 抗EB-azo-人 血清 アル ブミソ家兎血

清 とEB-azo-人 血清 アル ブ ミソとの沈降反応

結果は第4及 び第5表 に示す如 く結合帯の低稀釈

度えの移動は軽度であつた.即 ち抗体価は共に1:
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160で あ つたが結合帯はEB-azo-人 血 清 アル ブ ミン

と抗EB-azo-人 血清 アル ブ ミン家兎血清 との同質反

応 が1:640で あ るに比 し,人 血清アルブ ミンと抗

EB-azo-人 血 清アルブ ミン家兎血清 との 交叉反応 に

於て は1:320を 示 した.

尚 抗EB-azo-人 血 清 アル ブ ミン家兎血清 とEB-

azo-卵 白 アル ブ ミン,及 び抗EB-azo-卵 白 アル ブ ミ

ン家兎血清 とEB-azo-人 血清 アルブ ミンとの間 に於

ける真 の交叉反応 は何れ も認め られなかつ た.

第3項　 濾紙電気泳動法によ る観察

蛋白含有量1%のEB-azo-人 血 清アル ブ ミン及 び

之 と同濃度のEB溶 液, EB溶 液 と1%人 血 清ア ル

ブ ミンの混 合液,並 びに1%人 血 清アル ブ ミンの四

液を濾紙電気泳動法 によ り泳動 し次の結果を得た.

第5表　 抗EB-azo-人 血 清 アル ブ ミン家乗血清

と人血清 アル ブ ミンとの沈降反応

第3度　 濾 紙 電 気 泳 動 法 に よ る 観 察

第3図 に示す如 く泳動開始4時 間後EBは 原点 に

留つて移動せず, EBと1%人 血 清 アルブ ミンの混

合液は原点よ り約1.0cmだ け移動 し, EB-azo-人 血

清 アル ブ ミンは5.0cm, 1%人 血 清アルブ ミンは最

も早 く6.0cm移 動 した.尚EBと 人 血清 アル ブ ミ

ンの混合液で は原点に多量 の色素を残 しているの に

較べEB-azo-人 血 清アルブ ミンでは原点 に色素を全

く残 さなかつ た.こ の事実 はEBと 人血清 アル ブ ミ

ンとの結 合が完全に行 われ てお り,且 つ その精製が

充分に行 われてい ることを 示 す もの で あ り, EB-

azo-人 血清 アルブ ミンと人血清 アルブ ミンとの 移動

度の差はEBを 結 合した ことによ りその抗原性の多

少とも変化 したことを推定せ しめるものである.

第4項　 寒天重層法による観察

2本 の小試験管に等量の抗EB-azo-人 血清家兎血

清を含んだ寒天層を作り,そ の一方の試験管には抗

原としてEB-azo-人 血清,他 方の試験管には人血清

を重層 してその間に出来る白輪(沈 降帯)の 沈降度

を10日間に亘つて観察 した.

先ず抗原としてEB-azo-人 血清を重層 した場合1

時間後に寒天層との境界面に1個 の白輪を生 じたが,

更に24時間後には2個 の白輪となつて認められた.

即ちEB-ア ルブ ミン分子とEB-グ ロブリン分子であ

り, EBア ルブ ミン分子の方がEB-グ ロブ リン分子
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よ りも早 く沈降 し,時 間の経過 と共に両者の間隔 は

大 き く拡 が り24時 間後アルブ ミン分子は2.2cmグ

ロブ リン分子 は1.8cmで あつたのが10日 後に は夫

々7.2cm及 び5.5cmで あ つた.以 上の如 く2個

の沈降帯 を生ず ることは 人血清 にEBを 結 合 せ し

めて もEB-ア ル ブ ミン分 子及びEB-グ ロ ブ リ ン分

子の性状はそのまま維持 されている ことを示す もの

で ある.次 に抗 原と して人血清 を用い た場合の沈降

速度は第4図 に示す如 くEB-azo-人 血清 を抗 原と し

た場 合よ りも遅 く10日 後にて3.2cmを 示 した.

又 抗EB-azo-人 血 清アルブ ミンを等量含んだ寒天

層に人血清 アルブ ミンを抗 原と して重層 した場 合に

は唯1個 の白輪を認めた丈で あり,沈 降速度は先 に

行つた実験のアルブミン分子に一致した.第4図　 寒天重層法による白輪の沈降度

第2節　 EB-azo-蛋 白 質の血中濃度及び

尿中排泄

EB-azo-人 血 清アルブ ミンを体重2,200～2,500g

の3頭 の家兎 に体 重100g当 り1.0cc(EB含 有量

1.2mg)の 割 合に耳静脈内注射により投与 した.注

射後10分, 6時 間, 12時 間 及び24時 間 後より6日 後

まで毎 日一定時刻に採血 し,血 清 を分離後,前 述の

二方法,即 ち光電 分光光度計によ るEBの 比色定量

並びに抗 原抗体反応によ り血中の抗 原濃度を測定し

た.尚 抗 原抗体反応によ る実験 には 血清番号No.1

の抗 血清 を使用 した.

結 果 は第6表 及び第5～ 第7図 に示す如 く抗原注

射後6時 間迄は急激に減少 し投与量の約15%(血 清

1cc当 り23.4γ)に, 12時 間迄 はやや 急激に減少

し,投 与量の約5%(血 清1cc当 り7.8γ)に なつ

た.以 後は概 ね平 衡状態を保ち乍 ら軽度の減少を示

し, 4～5日 目頃 より再び急激に減少 し,第2例 に

於ては5日 目に,第1,第3例 に於ては6日 目に全

く消失 した.尚 比色によ る値 と抗原抗体反応による

値は概 ね一致 した.

第6表　 EB-azo-人 血 清アル ブ ミン及びEB静 注後の血中濃度

対照 としてEB溶 液を 家 兎 の耳 静 脈 よ り体重

100g当 りEB 1.2mgの 割 合に投与 し,血 清中の

EBを 比色定量 した ところ第5,第6図 に示す如 く,
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EB-azo-人 血清 アル ブ ミンと概ね平行 し乍 ら減 少す

るがEB-azo-人 血清 アル ブ ミンよ りも長 く血中に残

存 し, 7～8日 にて 消失 した.

第5図　 EB-azo-蛋 白 及びEBの 血 中濃度

(第1例)

第6図　 EB-aza-蛋 白 及びEBの 血 中濃度

(第2例)

第7図　 EB-azo-蛋 白 の血中濃度 と抗体価

(第3例)

また抗原投与後抗体価の出現時期を調べたところ

第7図 に示す如 く抗原投与後5日 目,即 ち抗原が急

激に血中より消失する頃より抗体価は出現し始めた.

以後次第に上昇 して9日 目には1:50に 達し,そ の

後は暫 く平衡状態を保つた.

尿中えの抗原排泄の実験には以上の家兎を採尿器

中にて飼育 しつつ,抗 原投与後6時 間, 24時間,以

後毎日10日後まで採尿し,血 清の場合と同様にして

抗原量を測定 した.抗 原投与後EBの 比色定 量は

6時 間尿のみ可能であり以後の尿中には認められな

かつた.第1例 では6時 間尿に於て尿1cc当 りEB

 20γ を含有し,尿 量は22ccで あつたので全体に

て440γ,即 ち抗原投与量の1.4%を 排出した丈で

あつた.第2,第3例 にては夫々0.9%, 1.3%で あ

つた.ま た6時 間尿にズルフォサルチル酸を滴下し

たところ青色の沈澱を生じた.尚EBの みを投与 し

た場合にはその尿中えの排泄は全 く認められなかつ

た.

次に抗原抗体反応による測定では,そ の第1例 を

示せば次の如 くであつた.

時 間

6時 間後

24〃

2～4日

5～7〃

8～9〃

10〃

尿 稀 釈 度

1:500

1:100

1:10

1:5

1:2.5

0

即ち抗原投与後10日 にて尿中より消失し,第2,

第3例 では夫々8日, 9日 にて完全に消失した.

第3節　 各種注射法による血中濃度

体重2,000g前 後の家兎3頭 を選び夫 々に耳静脈

内,背 部筋肉内及び背部皮下注射によりEB-azo-人

血清 アルブミン10.0cc(EB含 有量12mg)を 投

与 し,注 射後6時 間, 24時間,以 後毎日7日 後まで

夫々耳静脈より採血 し血清を分離後前述の方法にて

EBを 比色定量し,各 種注射方法による抗原の血中

濃度を比較した.

第8図　 各種注射法による抗原の血中濃度

結果は第8図 に示す如 くであつた.即 ち静脈注射

の場合は前述の実験結果と同じく24時間迄は急速に

減少し,以 後は徐々に減少して5日 後には全 く消失

した.筋 肉内注射及び皮下注射の場合には両者とも

ほぼ同じ経過を辿り,注 射後徐々に上昇 して24時間

にて最高値即ち血清1cc当 りEB 2.3γ(投 与量の

3%)を 示 した.そ の後暫 く平復状態を保つた後4
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日目頃よ り減少度 はやや急 とな り7日 後には両者共

に完全 に消失 した.

第4章　 総括並び に考按

EB-azo-蛋 白 質の抗 原性 に関す る実験 に於て , EB

溶液, EB溶 液 と人血清アルブ ミンの混台液,及 び

EB-azo-入 血 清アルブ ミンの三液 の寒天層 中に於 け

る拡散度の差,交 叉沈降反応に於 け る結合帯 の低稀

釈度えの移動,濾 紙電気湯動 法に於 け るEB溶 液,

 EBと 人血清 アル ブ ミンの 混 合液, EB-azo-人 血 清

アル ブ ミン及 び入血清 アル ブ ミンの4液 の進行速度

の差,寒 天重層法 に於 ける人血清 とEB-azo-人 血清

の沈降速度の差等 は何れ もEBと 蛋 白質 とが完全に

結合 してい ることを示す と共 に,蛋 白 にEBを 結

合 させ ることによ りその抗原性 に変化を来す ことを

示す ものである.

Landsteiner1)等 はAtoxyl-azo馬 血 清を 用 い て

家兎を免疫 した場合,出 来 る抗体 は免疫 に用いた抗

原 と沈降反応 を起すばか りて な くAtoxyl-azo-卵 白

アル ブ ミンとの間 に も沈降反応 を起 し,而 もこの反

応 は特異 的で あつて上記抗体 にAtoxyl又 はAto

xylと チ ロジンの結合 を加えて お き,そ の 後 に

Atoxyl-azo蛋 白 を加え ると沈降 反応 は 阻止 され る

と述 べてい る25).然 しなが らEB-azo-蛋 白 を用いて

著者の行 つた実験 では抗EB-azo-入 血清 アルブ ミン

家兎血清 とEB-azo-卵 白 アルブ ミン及び抗EB-azo-

卵 白 アル ブ ミン家 兎血清 とEB-azo-人 血清 アル ブ ミ

ンとの間に真の交 叉反応 は認め られず,又EBに よ

る沈降阻止 も認め られなかつた.然 うに抗EB-azo-

卵 白アル ブ ミン家兎血清 と卵白アルブ ミンの交叉反

応 に於ては結 合帯 の低稀釈度への顕著 な移動か認め

られ た.之 はHeiderberger4)等 がR-salt-azo-ben-

zidin-azo-結 晶卵 白アル ブ ミンを 用 いて行 つ た実験

結果 と 一致 す る.尚R-salt-azo-benzidin-azo-入 血

清アル ブ ミンを用いた実験で は結合帯が殆 んど移動

していないのに比 し, EB-azo-人 血 清 アル ブ ミンに

対す る抗体 と人血清 アル ブ ミンとの交叉反応では結

合帯が2倍 だけ低稀 釈度へ移動す る結果を得た.即

ち特異 性に差が ある.

以上 に述 べたAzo蛋 白 質によ る一連 の実験結果

よ り考 え られ る ことは同 じ芳 香族 アゾ色素 で も結合

させ る蛋白質の種類によつて,或 は又同 じ蛋白質で

も導入す るアゾ色素 の種類 によつてその特異性に可

成 り大 きな差を生 ず るとい うことであ る.

末 永26)は 家 兎に山羊血清 を,望 月27)は 家 兎に卵

白及び卵白アルブ ミンを身経口的に投与してその血

中濃度と塚中排泄について追求 し,卵 白アルブミン

では血中濃度は第1日 にて25%に 減少 し血中では7

日で尿中では9日 で消失 し,尿 中排泄量と血中の抗

原消失長は平行す ることを報告している.又 緒方・

望月15)は 海〓にI131異 種及び同種γグロブリンを

投与後の放射能値によりその代謝の研究を行い,井

上16)に酵母菌多糖類を用いて同様の実験を行つてい

る.著 者の行つたEB-azo-人 血清アルブミンによる

実験で も血中濃度の測定ではEBの 比色定量,抗 原

抗体反応による測定ともに上述の結果とほほ同様の

結果を得た.

尿中排泄の測定では抗原抗体反応による実験では

抗原投与後8～10日 にて尿中より消失し, EBの 比

色定量では6時 間尿までEBの 存在を認め,そ れ以

後の尿中には認められなかつた.

循環血漿量測定のためGregersen28)29)の方法によ

つて前注せ られたEBが 体内でどのような運命を辿

るかけ未だ未解決の問題であり, Price30), Miller31)

等は胆汁中に, Veen32)等 は脾液中にEBの 排泄さ

れることを認めているが,尿 中にEBが そのまま

の型で排泄されたという報告は未 だみない.只 北

条33)が 尿にタングステン酸ソーダ硫酸を加え,之

を紫外線に当てることによりEBの 分解産物又は

その誘導体 らしきものを認めたと報告している.然

しながらRawson34)はEBは アルブミンと選択的

に結合 し,又 結合したままの型では尿中にも排泄さ

れると述べている.著 者の行つた実験でも6時 間以

内の尿中に僅かながらEBを 排泄し,且 つズルポサ

ルチル酸により青色沈澱を生じたことはEB-azo-蛋

白の流血中の濃度が高い間は分解されずにその一部

が直接尿中に排泄され,他 の大部分は一度生体内の

各臓器に摂取され分解された後尿中に排泄されるも

のと思われる.又EBの みの方がEBを アルブミ

ンと結合させた場合よりも永 く血中に留るのは後者

が一部尿中に排泄されるに比し,前 者は尿中には排

泄され難い為 と思われる.

掃部35)はコンゴーロー ト蛋白による実験に於て皮

下注及び筋注の場合は網内系細胞の抗原摂取は認め

られないと述べているが, EB-azo-蛋 白による実験

に於て静脈注射の場合は別として抗原を皮下注及び

筋注 した場合血中濃度が最高にて僅かに投与量の3

%し か示さなかつたことはこの場合抗原の網内系臓

器への移行の可能性が極めて少いことを意味するも

のである.
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第5章　 結 論

EB-azo-蛋 白質の抗原性,血 中濃度及 び尿中排泄

につき研究を行い次の事実を確認した.

1) EB-azo-人 血清アルブミンはEB及 びEBと

人血清アルブ ミン混合液に比し寒天層中に於ける拡

散度並びに濾紙電気泳動法 によ る泳動度を異 にす

る.

2) 抗EB-azo-卵 白アルブミン家兎血清と卵白ア

ルブミンとの交叉反応に於ては結合帯は対応反応に

較べ低稀釈度へ大幅に移動するが抗EB-azo-人 血清

アルブミン家兎血清反応系の場合はその移動は少い.

3) 人血清にEBを 結合させた場合寒天重層法に

より沈降速度は変化するがアルブミン進行輪とグロ

ブリン進行輪は共に認められる.

4) EB-azo-人 血清アルブミンは静注後24時 間迄

は血中より急速に減少し, 5～6日 後抗体が出来始

める時期に消失する.

5) EBはEB-azo-人 血清アルブミンよりも長 く

血中に残存 し,そ のままの型では尿中には排泄され

ない.但 しEB-aso-人 血清アルブミンは6時 間以内

の尿中には排泄される.

6) 6時 間以後に於ても人血清アルブ ミンはEB

と分離して排泄され8～9日 にて尿 中よ り消失す

る.

7) EB-azo-人 血清アルブミンを筋注,皮 下注 し

た場合は24時間後に血中最高濃度を示 し,両 者平行

を保 ちながら7日 にて共に消失する.

擱筆するに当り御懇篤なる御指導並に御校閲の労

を賜つた恩師大田原教授に対し深甚の謝意を表する

と共に,終 始御親切なる御指導を仰いだ緒方助教授

に深謝する.

 (本論文の要旨は昭和33年4月9日 第28回 日本衛

生学会総会に於て発表した)
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Serological Studies on Azoproteins

Part I Studies on Antigenicity of Evans Blue Azoproteins, its 

Concentration in Blood, and Excretion in Urine.

By

Masayuki Sidao

Department of Public Health, Okayama University, Medical School
(Director Prof. K. Ohtahara, M. D,)

The author reached to the following results experimenting on the antigenicity, the con
centration in the blood and the excretion into the urine, of evans blue-azo-proteins.

I) Evans blue-azo-human serum albumin possesses other diffusibility in agar and other 

paper electrophoresis than evans blue or mixed solution of evans blue and human serum 
albumin.

2) The movement of the binding zone to the weaker solution at the cross reaction of 

rabbit serum anti-evans blue-azo-egg albumin and egg albumin is very remarkable compared 
with the reaction of same qualities, and on the contrary the movement is not so remarkable 
in case of rabbit serum anti-evans blue-azo-human serum albumin.

3) In case of being combined human serum and evans blue, sedimentation speed at an 
agar method experiment changes itself but albumin and globulin maintain their natural 
states.

4) Evans blue-azo-human serum albumin in the blood decreases rapidly by 24 hours after 
the injection and disappeared at the time of producing antibody in 5 or 6 days.

5) Evans blue stays in the blood longer than evans blue-azo-human serum albumin and 
not excreted into the urine, but the latter is excreted into the urine produced within 6 hours 
after the injection.

6) But only human serum albumin is excreted into the urine in more than 6 hours 
being isolated from evans blue, and disappears from the urine in 8 or 9 days.

7) Evans blue-azo-human serum albumins injected intramuscularly or hypodermically 
both show high concentration in the blood in 24 hours after the injection and disappear in 7 
days maintaining the parallel each other,


