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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（．c痂げ：P吻：：r．v晦ぬ）

　　　Various　ki．nds　of　a皿tl－free　L－chai皿sera（A－FL）were　prepared　agains亡several　Bence　Jones　proteins

（BJP＞．and　a　pQlyclonal　L－chain　followed　by　adequate　absorption，　in　order　to　investigate　the　localization

of　hiddell　antigenic　deterlninants　on　BJP　molecules．　These　were　divided　into　variabl．e　halves（VL）and

cQnstant　halves（CL）by　enzymic　digestion．　The　reactiQns　of　intac．t　BJP　and　these　fraglnents　to　A－FL

were　analysed　by　immunoelectrophoresis．　and　immun．odiflusion，　and　the　fQllo．wing　results　were　obtained：

　　　1．A－FL　appeared　to　react　to　a　free　L－chain，　however　it　did　not　react　to　intramolecular　L－chai且s

such　as　whole　immunoglobulins（エg）and　Ig　fragments（Fab，　Fc），

　　　2．The　reactio．ns　between　each　BJP　and　each　A－FL　showed　considerable　variations　respectively．

However，　A－FL　agains．t　a　single　BJP　showed　no　reactions　to　a　heterologous　BJP　of　the　same　type　at

times．　0耳the　other　hand，　A－PFL　which　was　produced　by　a　polyclonal　L－cha玉n，　however，　showed　a

good　reactiQn　to．　various　BJP　tQ　such　an　extent　that　A－FPL　was　regarded　as　broad　spectru皿antiserum。

It三．刀@apparent　from　these　results　that　this　antiserum　is　highly　suitable　for　the　determination　of　a　fr．ee

I，一chain．

　　　3．The　enzymic　digestion　of　BJP　was　carried　out　by　using　pepsin，　tryp．sin　and　papain　respectively．

However，　ea．ch　BJP　showed　difEere亘t　properties　in　the　conditions　and　Inode　of　digestion，　namely，　type　of

enzyme，　enzyme／BJP　ratio，　buf［er，　temperature，　time　etc．．　The　resultant　pエoducts　also　gave　rise　to

aconsideエable　di▽ersity　depending　on　the　conditions．　Regarding　the　fragments　in　certain　BJP　both　VL

and　CL　are　observed　while　in　other　BJp　either　V』o．r　CL　alone　is　observed　while　in　still　other　BJp

both　VL　and　Ch　were　not　observed，　in　other　words　the　results　were　not　consistent．

　　　4．It　is　reasonable　to　presume　that　the　antigenicity　which　is　recognized　in　the　form　of　hidden

antigenic　determinants　by　using　A－FL　might　r．e．late　to　the　coロformational　stru．cture　of　the　whole

molecule　of　aレchain，　Although　it　is．　not　evident　from　these　data　whether　these　determinants　are

actually　Iocated　on　CL　or　VL，　we　are　Qf　the　opinion　that　it　may　re．late　to　CL　from　the　data　obtained

from　certain　ATL．　　　　　　　　　（Received　S．eptember　2，1978　and　accepted　December　11，1978）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒　　言

　light　chain（L鎖）はheavy　chain（H鎖）とともに免

疫グロブリン（lg）分子を構成するpolypeptideであるが，

L鎖に対する抗体（抗し鎖血清〉はし鎖はも．ちうん，L鎖

をその分子内に有するIg分子およびそのfragme．ntの

Fab，　F（ab！）2等とも反応し，寒天内免疫拡散法により容易

に沈降線を形成する．しかしこの抗し鎖血清（A－L）を正

常ヒト血清（NHS），あるいは各クラスエ9で十分に吸収す

ると工g，FabおよびF（ab’）2のよう．に分子内に存在する形

のL鎖とはもはや．反応せず，遊離L鎖あるいはBence

Jones蛋白（BJP）とのみ反応する抗遊離L鎖血清（A－FL）

が得られ，この抗体の特異性は遊離L鎖に表われるhid－

den　antigenic　determinantによるものと推定されて

いる．

　遊離L鎖は分子量が．小さく腎で代謝され，血中よりすみ

やかに消失するので，尿中の遊離L鎖を測定することは，

体内のIg合成の状．態および腎機能，．とくに腎尿細管の機

能を知るうえに大きな意義を有すると考えられる1・2・3）．

Dammacco　and　Waldenstr6m4・5）．，　Lindstr6meら6・7）は

このようなA－FLを用いて血中および尿中遊離L鎖を測

定し，monoclonal　gammopathyを伴う免疫グロブリン
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異常症および各種白血病などにおいてそれらの増加を報告

している．著者らも同様にBJPを用いてA－FLを作製し，

血中および尿中遊離L鎖を測定して成績の一部を報告8）

したが，作製した抗血清の種類によりし鎖に対する反応態

度にかなりの差異が生ずることを認め，この測定法の臨床

応用にあたっては，さらにhidden　antigenic　determi－

nant自体についての基礎的な吟味の必要性を認めた．

　本研究においては，monoclonal　L鎖であるBJPや

polyclonal　L鎖を単離・精製し，これらに対する数種の

A－FLを作製し，それぞれとの反応性について詳細に検討

を加えた．さらにこの抗体と反応する遊離L鎖上の反応

基，すなわちhidden　antigenic　determinantを検索す

る目的で，BJPをconstant　half（CL）とvariable　half

（VL）に分解し，その局在を明らかにすべく検討した．

2方　　法

2・1　抗遊離L鎖血清の作製

　2・1・1L鎖の単離・精製

　L鎖は多発性骨髄腫（MM）患者尿および多量のpoly－

clonal　L鎖（κ鎖およびえ鎖の混合）を含有するlymph－

adenopathy患者尿9）より，　Bernier　and　Putnamlo）の

方法に準じて単離・精製したが，BJPとしてはん型5種，

え型3種を得，さらにpolyclonal　L鎖1種の9試料を得

て，抗血清の作製および分析用に供した．これらを本稿に

おいてはそれぞれBJPκ1＿5（BJPκn，　n＝1－5），　BJPえ1＿3

（BJPλn，　n＝1－3），およびPしと命名することにする．こ

れらの精製試料は免疫電気泳動分析（IEP）および免疫拡散

反応（ID）において，抗ヒト全血清（A－HS）および抗IgG

血清によりただ1本の沈降線を作り，純度が高いことを確i

めた．次いでこれを0．01M（NH4）2CO3溶液で透析した

後，凍結乾燥粉末にして保存した．

　2・1・2抗議，鎖血清の作製

　抗血清はBJPκ1－5およびBJPλ1－3それぞれについて

作製するとともに，κおよびλ型別にそれぞれ等量ずつ混

合した試料（BJPκt，　BJP　2tと仮称）およびPLを用いて

作製した．すなわち，これらを生理食塩水で10mg／・n♂濃

度に溶解し，その1皿♂とFreund’s　complete　adjuvant

と混和して家兎のfoot　padsに注射し，次いで1～2週間

間隔でそれぞれ5mgずつ4～5回boosterを行い，高力

価の抗血清を得た．

　これらの抗し鎖血清中には少量ではあるが他型のL鎖

に対する抗体（抗κ鎖血清の時はえ鎖に対する抗体）が含

まれる可能性があるので，念のために抗血清10m♂につき

四型のL鎖1mgを加えて吸収した．すなわち，これを

37。C，2時間反応させた上，4。Cで一夜放置後，10，000　rpm，

15分遠心し，上清を分けて高力価で特異性の高い抗血清を

得た．

　2・1・3抗血清の種類とその略号

　本研究において作製した抗血清とその略号を一括して下

に記す．

　A一κ1＿5（Aκn，n＝1－5）二BJPκ1－5それぞれに対する

　　　抗血清

　A一え1＿3（A一え。，n＝1－3）l　BJPλ1＿3それぞれに対する抗

　　　血清

　A一κt＝BJPκt（κ1＿5の等量混合試料）に対する抗血清

　A一λtl　BJPλtに対する抗血清

　A－PL：polyclonal　L鎖（PL）（κ鎖および2鎖を含む）

　　　に対する抗血清

　A－L：BJPおよびPしに対する抗血清の総称

　A－FL：遊離L鎖（FL）とのみ反応する抗血清の総称

　　　（A－Fκ1…，A－Fえr・・，　A－F娩，　A－Fλt等＞

　A－V』：BJpのvariable　half（VL）に対する抗血清

　なおヒト全血清に対する抗血清（A－HS）および抗lgG

血清（L鎖とも反応する）に対する抗血清（A－lgG）につい

ても括弧内略号を用いた，

　2・1・4　抗遊離L鎖血清の作製

　抗遊離L鎖血清（A－FL）の作製には，上記のようにし

て得たA一κn，A一えn，　A一κt，　A－2tおよびA－Pしに次の吸収

操作を施した．すなわち，A－しそれぞれにつき33傷硫安

飽和法によりγ一globulin分画を分け，生理的食塩水で

10～30mg／mZ溶液とし，次いで同様の操作で正常ヒト血

清（NHS）より分離したγ一globulin分画0．5～10　mgを加

え，前項の方法と同様に吸収しA－Fκn，A－Fλn，　A－Fκむ，

A－FえtおよびA－FPLを得た．また吸収はA－FしがNHS

とIEPやIDで反応がみられなくなるまでくり叶えし行っ

た，なおこれらの抗血清はβ2microglobulinとは全く反

応しないことを確めた．

2・2　抗遊離L鎖血清の吟味

　このようにして作製したA－FしがIg分子内L鎖と反

応しないことを確め，さらに各種遊離L鎖といかなる反

応を示すかを，次のようにIEPおよびIDにより検討
した．

　2・2・1免疫グロブリン分子内L鎖との反応

　Ig分子内L鎖と反応するか否かをNHS，各クラスIg，

FabおよびF（ab’）2を用いて検討した．　NHSは原血清よ

り倍数希釈法で2，048倍まで11種の試料を作り，またA－

Fしも同様に32倍まで6種の希釈抗血清を作ってそれぞ

れをIDで反応させた．またlgG型・IgA型MM患者
血清からDEAEおよびCM　cellulose　chromatography

により精製したIgG一およびlgA－M成分についても同
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様に希釈して抗血清と反応させた．

　さらにDEAE　cellulose　chromatographyにより単

離・精製したpolyclonal　lgGをpapainおよびpepsin

分解して得られたFabおよびF（ab’）2との間にも反応性

を検討した．

　2・2・2遊離L鎖との反応

　monoclonal　L鎖である各種BJP試料およびpoly－

clonal　L鎖（PL）との反応を検討した．

　A－FκnおよびA－Fえnと，その作製に用いた免疫原で

ある単離BJPκnおよびBJPえnとの間に交叉的に反応を

実施し，さらにBJP熱反応試験陽性を示す各種M蛋白

血症患者尿を用いて反応態度を観察した．また，Pしとの

反応はIg　fragment病患者尿を用いて検討し，　A－FPL

についても同様に各種BJPおよびPしとの交叉反応性を

吟味した．なおこの患者尿は前野9）のごとく遊離L鎖と

して多量のpolyclonalκ（560　mg／day）およびpo】yclonal

λ（352mg／day）鎖を含む症例の試料である．

　2・2・3　L鎖のvariable　halfおよびconstant　half

　　　　との反応

　　2・2・3・1　variable　halfおよびconstant　half

　　　　　　への分解方法

　A－Fしの反応性が遊離L鎖のどのfragmentの抗原性

に関連しているかを調べるため，Solomon　and　McLaug－

hlin11），　Solomon12），　Karユssonら13，14），　Seonら15）の各方

Peptic　Cleavage

　BJP　Concent．：10　mg／mZ

　Pepsin／BJP：　1／200－1／1000（w／w）

　BuHer：Acetate　Bu鉦er（0．05　M，　pH　3．0－3．4）

　Incubation：37℃　　　30　sec，一120　min．

　　　　　　　50－53。C　30　sec．一90　min．

　　（The　reaction　was　stopped　by　1　M　NaOH）

Tryptic　Cleavage

　BJP　Concent．：20　mg／m♂

　Trypsin／BJP：　1／500－1／1000（w／w）

　BuEer：Tris－HCI　Bu任er（1　M，　pH　8．0）

　Incubation＝　37。C　　　　　30　sec．一90　min．

　　（The　reaction　was　stopped　by　trypsin　inhibitor）

Papain　Cleavage

　BJP　Concent．＝10　mg／皿ご

　Papain／BJP：1／250（w／w）

　Bu任er：Phosphate　Bu任er（0．1　M，　pH　7．0）

　　　　　added　EDTA　and　L－cystein

　Incubation：　37。C　　　　　30　seα一30　min．

　　（The　reaction　was　stopped　by　iodoacetamide）

Fig．1　　Conditions　of　proteolytic　cleavage　of　Bence

　　　　Jones　proteins．

法に準じて各種BJPをvariable　half（VL）およびcon－

stant　half（CL）に分解して検討した．すなわちFig．1に

示すように一部方法を改良しpepsin，　trypsinおよび

papainで分解を試みた．

　pepsi職分解の場合，原法では使用緩衝液のpHが3，4ま

たは4．5であるが11・13），この場合BJPの分解が必ずしも

十分に行われないため，緩衝液のpHを3．0～3．4とさらに

酸性条件下において分解を試みた．すなわち，BJPκ。お

よびえnそれぞれ10mg／m♂を0．05　M酢酸緩衝液（pH　3，0

～3．4）で透析し，pepsin／BJP比を1／200～1／1000（w／w）に

なるように添加して，370Cで反応させ，30秒後から随時

120分まで0．1mZを採取し，1NNaOH　1～2滴を加えて

反応を止め，凍結保存した．またSeonら15）は37。Cでは

Vしが検出され易く，55℃ではCしが検出され易いとして

いるので，比較検討するためにBJPを50～53℃で分解

して同様の操作を加えた．

　trypsi駐分解の場合はBJP　20　mg／m♂を1MTris－HC1

緩衝液で透析し，trypsin／BJP比を1／500～1／1000（w／w）

となるようにして37QCで反応させ，　trypsinと同量の

Lima　bean　trypsin　inhibitorを加えて反応を止めた．

　またpapain分解の場合はB∫P濃度を10　mg／mZとし，

0．1Mリン酸緩衝液（pH　7．0）にEDTA　O．2　mMおよび

L－cystein　l　mMを加えた溶液で透析し，　papain／BJP比

を1／250になるようpapainを加えて37℃で反応させ，

iodoacetamide（5　mM）を加えて反応を止めた．これらの

分解試料はいずれも使用するまで凍結保存した．

　　2・2・3・2variable　halfおよびconstaht　half

　　　　　　の分析方法

　これらのBJP分解物はその分解程度を知るとともに個

個の分子量を測定するため，intact　BJPと比較しつつ

SDS　disc電気泳動法（disc　EP，アクリルアミド濃度7．5傷）

により検討した．またBJP分解物をIEPにより各種の

A－しおよびA－FLを用いて分析した．

　さらにVしに対する抗血清（A－VκおよびA－Vλ）を用

いたが，Solomon　and　McLaughlin11）に従って個々の

A一κnおよびA一λnをheterologousな同型のL鎖（免疫

原としたautologous　L鎖以外の同型のL鎖）により吸収

して作製した．

3成　　績

3・1　各種抗遊離L鎖血清の反応性

　3・1・1A－F娩およびA－Fλtの反応

　A－FκtおよびA－Fλtの反応性をIEPにより，　Fig．2

（a），（b）にそれぞれA一κtおよびA一層と比較して示した，

まずA一κtおよびA一λtはともにNHSおよび単離BJPκt
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Fig．2（b）　Characterization　of　anti－freeλt－chain

　　　　　serum（A－Fλt）．

ならびにBJPλtとそれぞれ1本の沈降線を形成し，高力

価で置型L鎖の特異的抗血清であることが確認された．

　一方Fig．2（a）のごとくA－Fκ右はNHSとは全く反応

しないが，BJPκtとの間には明らかに沈降線を形成する．

この場合A一κtの作る沈降線に比較してやや薄く，軽度の

抗体価の低下がうかがえるが，BJPκtに対する反応態度

はほぼ同一とみなせる．またIg　Gのpapain分解物に対

してほ，A－lg　GがFab，　Fcと反応して沈降線を作るのに

対して，A－Fκbは全く沈降線を形成しない．さらに，　lgG一

ならびにIg　A－M成分およびIg　Gのpepsin分解物であ

るF（ab’）2とも反応しないことを確認した．これらの沈降

線の形成は抗原・抗体量に関係するので，NHS，各クラス

Ig，　Fab，およびF（ab〆）2等の抗原およびA－F娩の希釈系

列を作って種々の組合わせでIDを施行したが，いずれの

場合にも沈降線の形成は認められなかった．

　次にFig．2（b）のごとくA－Fλtについても同様に検討

したが，A－Fκtと同様の結果を得，工g分子内L鎖とは反

応せず，対応する型の遊離L鎖とのみ反応することが認め

られた．

∫曳r：鍵糧…

御・・＝[麟

洩汰’．”

曝e＿，㎞t
　　　　　　　　　　　Urine参2｛BJP　kl

一誓A－kt
　　．一：調A－kt
　　　　・一　　　　　　　　　｛；　　　　　　　　　　　　rpolyclonal　L－Gha「n

　　　　．層一亀．　　　慨；』．　．　．曜’．．．　．　　　、　　　．．．．．．　．＿　・頴二A－FKt

Fig．3（b）　Characterization　of　anti－freeえt－chain

　　　　　serum　reacting　with　Bence　Jones　pro－

　　　　　teins（λ）and　a　polycLonal　L－chain，

　次いで各種BJPおよびPしとの反応態度をIEPで調べ
Fig．3（a），（b）に示した．

　Fig．3（a）に示すようにA－Fκtは種々の電気泳動的作動

度を有する単離BJPκ丑と単一の沈降線を作り，その強

度は吸収処置前のA一κtに比較しても軽度低下をみるに過

ぎない，またA－FκtはBJPκを含むMM患者尿試料と

よく反応し，調べ得た限りのBJPκとはすべて反応する

broad　spectrumの抗血清であると判断された，この性状

はpolyclonal　L鎖との反応でも明らかであり，　IEP上

α1領域からγ領域にわたりA一κtと同様の反応態度を示

した．

　Fig．3（b）に示すようにA－Fえtについても全く同様の

結果が得られ，brQad　spectrumの抗血清であることが確

認された．

　3・1・2A－FκnおよびA－Fλnの反応

　個々のBJPに対するA－Fκ。およびA－Fλnの反応性
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Table　l　R6臨’oη5げαノz’∫プ｝’β6五一読α沈581uオ。　Bεπc6」∂η8ゆアη‘漉5

BJPκ

A－Fκ1

・… m＝

PL

κ2

κ3

κ4

κ5

十

十

十

十

十

A－Fκ2 A－Fκ3 A－Fκ4 A－Fκ5

十 一 一 十

十 一 一 十

一 十 一 十

十 十 十 十

十 十 一 十

十 十 十

A－Fκt

十

十

十

十

十

A－FPL

十

十

十

十

十

十

BJPλ

A－Fλ1

・… m＝

Pし

え2

λ3

十

十

十

A－Fえ2 A－Fえ3

十 一

十 十

十 十

十 十

A－F2t

十

十

十

十

A－FPL

十

十

十

十

1＝1：autologous　エeaction

十：positive　precipitine　line　by　IEP

一：negative　precipitine　line　by　IEP

を，各種autologousおよびheterologous　BJpとの間に

交叉反応を施して得られた結果をTable！にまとめた．

すなわちA－Fκ1はBJPκ1と最もよく反応し，その他の

heterologous　BJPκとも反応して共通の沈降線を作るが，

BJPえとは反応しない．またA－F　21についてはFig．4の

ようにBJP　21とよく反応し，　heterologousなBJP　22お

よびBJPえ3とは部分共通性を示す．このようにheterQ－

logous　BJPとの反応性は抗血清ごとに異るが，検査し得

た範囲ではすべてのし鎖と反応したのはA－Fκ1，A－Fκ5，

A－Fλ1およびA－Fえ2であり，A－Fκ4はheterologous

BJPκとの間に反応を示さなかった．またA－Fκしおよび

A－F2もはそれぞれすべてのBJPκおよびλならびにPし

と反応し，A－FPLもこれと同様にFig．4のようにすべて

のBJPκおよびBJPえと反応するが，それぞれに異る沈降

線形成を示して，広域の反応性を有する点が注目された．

A：A－Fλ1

B＝A－FPL

1＝BJPλ1

2＝BJPλ2

3＝BJPλ3

4：BJPκ1

5：BJPκ2

6＝BJPκ3

Fig．4　1mmunodifFusion　pattems　of　Bence　Jones

　　　　proteins　de▽eloped　with　anti－free　light

　　　　chain　sera．

　以上の成績より，A－FLは多くのBJPを混合した試料，

またはpolyclonal　L鎖で作製したものが，抗体としても

broad　spectrumの性格を有することが判明した．
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Imlnunoelectrophoretic　patterns　of　fragments　cleaved　from　Bence

Jones　protein　λ1　during　Peptic　digestion　at　37GC　and　53。C．

3・2BJPのVL，　CLへの分解と各種抗遊離L鎖血清

　　との反応

　3・2・1VL，　CLへの分解と同定

　Fig．5にVL，　Cしの分解に成功したBJP　21のIEP像

を示した．すなわち，反応温度を37QCおよび530Cで

pepsin分解を施して比較したが，37。Cでは反応5分後に

はA一λ1と3本の沈降線がみられ，60分後にはintactλ1

と思われる沈降線が消失して2本となり，最も陽極よりの

沈降線が明瞭となっている．一方53℃では反応が早やく，

2分後においてすでにかなりの分解が認められ，20分後に

は易動度の遅い成分の沈降線のみが認められた．

　これらについて分子量（MW）をSDS　disc　EPで検討

するとFig．6に示すように，分解前のBJPλ1はdimer

（MW　44，000）とmonomer（MW　22，000）の2本のband

を示し，分解後の試料（370C，10分）ではこの2本のband

が薄くなると共に，新たにMW　11，000前後の幅の広い

band　1本が認められ，ほぼ同一大のhalf　moleculeに分

解されることが確認された．

　これらの分解物の同定をFig，7に示した．すなわち，

370C，30分反応後の試料を用い，　A一λ1，　A一λ2，およびA－

Vλ1を用いてIEPで検索すると，　A一λ1と反応する3本の

沈降線のうち陽極側で分子量の小さい沈降線（矢印）はA－

Vλ1と反応しV21と同定された．またA一え1によりできる

最も陰極側の沈降線は内側の沈降線（intactλ1）とpartlal

identityを示し，　heterologousな関係にあるA一え2と両

方とも反応するのでCえ1と同定された．

　したがってFig，5のように，37QCにおける分解では

30分以後において大量のVえ1と少量のCえ1が生じ，53。C

では20分以後においてCえ1のみが検出されることが分

かる．

（・，　mD2。me「di，e「

　　・：．豊1零　．識謡．

↑↑↑　　　　　　　　　　↑
fragment　　　　　　　　　　　　dimer｛trace｝

　Fig．6
　　　　　SDS　disc　electrQphoresis。

　〔＋〕　　　　　　　　　　　　　　　　〔一〕

暖謙：納
　　　　　　　　　　・∵5」．．ごで；∴㌃・　　　A■λ2

　　　　　　　　　　　　　コ　　ド　こド　

　…　　　　　　　　∴ゴ∴烈，
　、．．．．　、，嗣ぐ；辱・．．．・．’．．

（づ

intact　B」PλI

pepsln－digested

BJPλ［

Analysis　of　pepsin－digested　BJPえ1　by

B」Pλ1〔intact｝

B」Pλ1｛pepsin－digested）

BJPλ1〔pepsin－digested｝

焦慧鷺讐碧チ鷺’rr謄ぞA－vλI

Fig．7　1mmunoelectrophoretic　identi丘cation　of

　　　　fragments　obtained　by　peptic　digestion

　　　　of　BJPλ1

　（A－Vえ1：A一え1absorbed　with　a　heterologous

　BJPえ）
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　PePsln，　tryPsinおよびPapainを用いてBJPκ5種，

BJPλ3種の分解を試みたが，至適分解条件はおのおのの

BJPにより酵素の種類，　pH，反応時間等が全く異り，分

解の難易に差を認めた．trypsinおよびpapainの場合に

も前述の至適条件を設定したが，VしおよびCしの生成お

よび検出成績は，pepsinの場合に比較して特に優れた成

績は得られなかった．一般にCしおよびVL両成分を同時

に生成することは困難で，その一方を得るに止まるか，両

成分ともに生成出来ないかのいずれかの場合を経験した．

成績をまとめると，Table　2のごとく，κ鎖からはCκ3，

Cκ5，Vκ2，　Vκ4，2鎖からはCえ1，　Vえ1，　Cλ2の計7種の

fragmentを得ることが出来た．

　3・2・2　各種抗遊離L鎖血清のVしおよびCしとの反応

　各種抗遊離L鎖血清によるBJPのpepsin分解物の

IEP像のうち代表的なものをFig．7，8および9に示
した．

　A－21およびA－Fλ1をautologousな関係にあるBJp　21

のpepsin分解物と反応させると，　Fig．8のごとく極めて

類似した像を呈し，VλユおよびC21両fragmentとよく

反応する．

　　　（＋〕　　　　　　　　　〔一〕
　　　　　　　　　　　　・A一λl
　　　　l詳∫嘗　←、B」脚P・p・in－dig醐

　　　　．鑓数讐IA－Fλ1
　　　　　　　撫　　　　　　　　　　 iBJPλ1〔pepsin－digested｝

　　　　　　繍醜畿l　　　　　i

　　　　　　　　　　　　lA一λ1
　　　　　　．讃欝IB」，・21P，p、・，油9，、・，d，

　　　　　　　　ぬ　　　　　サ　　　　　．．＿｝．㌘．宵『．丁．．＝畠∵二｛　　A－FλI

Fig．8　1mmunoelectrophQretic　patterns　of　pepsin．

　　　　digested　Bence　Jones　proteins　developed
　　　　with　anti－2ユchain　seruエn（A一λ1）and　anti－

　　　　freeえ1　chairl　serum（A－Fλ1）

　これらの抗血清はheterolog。usな関係にあるBJPλ2

と反応し，C22とよく反応するが，　A－Fλ1ではA－21に比

較して力価がやや低かった．

　A一λ2およびA－Fλ2をautologous　BJPλ2のpepsin

分解物と反応させるとFig．9のようにCえ2とよく反応

し，in亡ac亡λ2との間のspur形成が明瞭である．また

he亡erologous　BJPえ1に対してはA一え2はCえ【と弱く反

応するに過ぎず，A－Fλ2はIEPレベルにおいてはCえ1

およびVえ1とは反応を示さなかった．

　A－PしおよびA－FPLの反応をFig．10に示したが，

A－FPLはA－Pしに比較して力価は低いがBJPκ3および

κ5のpepsi且分解物と反応してCκ3およびCκ5の沈降

線を作る．

　各種A－Fしの反応成績を一括してTable　2に示した．

〔や） 〔一〕

『鍵蚕『1：寓獅一・
　　　　　　　　．A鴫Fλ2

　　　灘畑．唖
　　　　　磁晦姦　B」Pλ1〔P・p・1・一dig・・t・d｝

　　　　　　　さび　　　．．．．＿＿＿＿．r＿、　　　　　　　．．　，A曜Fλ2

Fig．　g　Immunoelectrophoretic　patterns　of　pepsin－

　　　　digested　Bence　Jones　proteins　developed

　　　　with　anti一え2　chain　serum（A－22）and　anti－

　　　　free　22－chain　serum（A－Fλ2）．

　　　〔＋〕　　　　　　　　　　　　〔H）

　　　　　　　　　　　　　　…B」Pk3｛intact｝

　　　・・　　一．　　　＝与　　　　　　　　，一、ρ，　　　　　　　　　　　　　　A－FPL

　　　　　　ノつセ　　　コ

　　　｝譜、B・P・聯・・蝋
　　　醐＼　　、．A－PL
　　　　　　　　　　　　　　BJP　k5　｛intactl

　　　l轡誌．藁ll漕：llr二幅騨

F三9．10　1mlnunoelectrophoretic　patterns　of　pepsin－

　　　　digested　Bence　Jones　proteins　developed
　　　　with　anti－polyclonal　L－chain　serum（A－PL）

　　　　and　anti－free　polyc1Qnal　L－chain　serum（A－

　　　　FPL）．

各種A－Fκnはそれぞれautologousな関係にあるBJPκn

のVκあるいはCκと反応するが，heterologous　BJP棚

のfragmentとは反応がみられなかった．これに対して

A－FκtはC’‘3，C’r5およびVκ2，　Vκ4と反応したが，そ

れぞれとautologousな関係にあるためと考えられる．

しかしA－FPLはCκとのみ反応し，　Vκとは反応しな

かった．

　各種A－Fλnについては，A－Fえ1はautologous　BJPえ1

のCλ1およびV21と反応するのみならず，　heterologous

BJPλ2のCλ2と反応したが，　A－Fえ2はautologousな

Cλ2のみと反応した．A－FえtはCλ1，　Vλ1，　Cλ2のすべ

てと反応したが，A－FPLはそのいずれとも反応を示さな

かった，

　Table　1の成績と比較すると，　A－FLnはin亡ac亡BJp

に対してはheterologousな関係でも反応するが，それら

をpepsin分解して生ずるfragment　CしおよびVしとは

IEPおよびIDレベルでは反応性を失い，　autologous　BJP

のV正およびC玉のみとの反応性が残ることが認められた．

4考　　按

　Ig分子は2個のH鎖と2個のL鎖から構成され，その

抗原性は両方のpolypeptide鎖によって示される．　BJP
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BJPκ

Vκ2

Cκ3

Vκ4

Cκ5

A－Fκ1 A－Fκ2

十

A－Fκ3

十

A－Fκ4

十

A－Fκ5

十

A－Fκt

十

十

十

十

A－FPL

十

十

BJPλ

C21

Vλ1

Cえ2

A－Fλ1 A－Fλ2

十 一

十 一

十 十

A－Fえ3 A－F2t

十

十

十

A－FPL

［］二autologous　reaction

十＝positive　precipitin　line　by　IEP

一：negative　precipitin　hne　by　IEP

はL鎖のdilnerまたはmonomerと同定され，　BJpの

抗原決定基とIg分子内L鎖のそれとはほぼ同一と考えら

れている16・17）．しかし，BJPに対する抗血清を作って各ク

ラスIgで吸収するともはやwhQle　Ig分子とは反応しな

いが，BJPとの反応が残存することが知られ，これは遊離

L鎖において発現してくるhidden　antigenic　determi－

nantによるものと推測されて来たエ8・19＞．

　本研究においては，各種BJPおよびpolyclonal　L鎖

（PL）により多種類の抗血清を作製し，アーglobuliDで吸収

して遊離L鎖とのみ反応する抗血清（A－FL）を得，これ

と各種BJPおよびその酵素分解生成物VしおよびCしと

の交叉的な組合せ反応を行って抗体の反応態度を分析する

と共に，hidden　antigenic　determinantがL鎖のどの部

位に関連，ないしは局在するかを明らかにしょうとした．

　まずA－FしがBJpと反応することはNachman　and
Engle18），　Epsteinら19）により始めて報告されたが，　Ig　G

を還元分解して得た正常L鎖およびMM患者尿より得た

BJPにより抗血清を作ると，　whole　IgにはなくてBJP

のみに存在する抗原基と反応する抗体が得られるという．

これらの反応はwhole　Igでは“inaccesible”であり，

正常遊離L鎖，あるいはBJP形成時にのみ露出してくる

抗原基によるものと考えられ，blocked　antigenic　site19）

またはhidden　antigenic　determinant5，18）と呼ばれて

いる．

　この抗原基に対する抗血清は，体液中の遊離L鎖と

wh・le　Igが共存していても影響を受けることなくし鎖の

測定が可能ゆえ好都合で，Dammacco　and　Waldenstr6m

4・5），Lindstrb・nら6・7）はこの点を利用して諸種疾患にお

けるL鎖の動態を報告している．著者ら8）も同様に遊離

L鎖の測定を試みたが，抗血清と個々のBJPとの反応に

は著明な差異があり，その反応spectrumが狭くて多種

のBJPと一様には反応せず，遊離L鎖の測定上には抗血

清に一定の制約があることを認めた．したがってその測定

にはbroad　spectrumの抗血清を作製することが必要条

件であることを指摘した．

　今回はこのような点から共通反応性を示す抗血清の作製

を意図するとともに，BJPのみならずPしに対する多種類

のA－FLをも作ってその反応性を検討した．

　まず作製した各種A－FしのIgに対する反応をみると，

正常人のwhole　IgのみならずMM患者のIg　G一および

Ig　A－M成分，さらにそれらのfragmentであるFabお

よびF（abノ）2との間にも反応は認められなかった．つまり

L鎖がH鎖に結合していれぽFabやF（ab’）2　fragment

であっても反応せず，L鎖のCL　domainとH鎖のCHl

domainのS－S結合部位16）が立体構造上抗原として露出
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され難く，“inaccesible”であるが18・19），この部位の構造

が保たれていればfragmentの状態でも反応しないもの

と推定される．BJPや遊離PLは，　monomerであれ，

dimerであれ，その分子構造の上ではこの部位が抗原と

して“accessible”であると推測されるゆえ，　A－Fしの

hidden　antigenic　determinantに対する活性もこの部位

にある可能性が考えられる．

　次に個々のBJPに対する抗血清の反応性をみると，　A－

Fκnは個々のBJPκと反応し一方，　A－FλnはBJPλと

反応してそれぞれ型特異性を示す・

　また，そのいずれもがautologous　BJPと最もよく反

応する傾向があるが，heterologous　BJPに対してはその

多数と反応するbroad　spectrumの抗血清と，反応の狭

いnarrow　spectrumの抗血清が認められた．　A－Fκ1，

A－Fκ5，A－Fλ1，　A－Fえ2などはbrQad　spectrumであり，

A－Fκ4はautQlogous　BJPκ4とのみしか反応せずnar－

row　spectrumであった．また各種BJPを混合して作っ

たA－Fκ。，あるいはA－FえtはbrQad　spectrumを示し

た．一方，A－FPLは検索した限りのBJPとすべて反応

してbroad　spectrumの抗血清と見なすことができた．

したがって多種類のL鎖との間に反応を吟味して，出来

るだけbroad　spectrumの抗血清を選択し，遊離L鎖の

測定に応用すべきことをあらためて確認した，この臨床応

用については引続き須藤が後報の予定である．

　次にhidden　antigenic　determinantの局在について

BJPをCしおよびVしに分解して検討を進めたが，まず

その分解について考察を加える．

　pepsin，　trγpsinおよびpapainを用いて種々の分解条

件を検討したが，前述のごとく，常にVしおよびCしに分解

される一定の条件は得られなかった．8種類のBJPにつ

いての分解成績では，明らかにIEPの上でVしおよびCL

両fragmentの分解が確認できたのは1種のみで，　Vhあ

るいはCしのいずれかを得たものは5種，他の2種は分解

を確め得なかった．つまりBJPκについては，　Vκ2，　Vκ4，

Cκ3およびCκ5が，BJPえについてはC21，　Vえ1および

Cえ2の7種のfragmentが確認された．

　BJPのCしおよびVLへの分解は諸家により試みられて

いるがその方法はまちまちで，Solomon　and　McLaughlin

11）はpepsin分解を施している．今回もそれと1司一条件

で分解を試みたが，使用したBJPはいずれについても満

足な結果を示さなかった．（この点についてはSolomon

自身もごく一部のBJPについてのみ分解が可能であった

と私信で述べている．）一方K：arlssonら13＞，　Seonら15）の

報告でも酵素／BJP比，緩衝液，　pH，温度を変えて分解を

試みているが，BJPの試料ごとに成績が異り，一定の成績

は得られていない．

　Seonら15）は37℃ではVしが得やすく，55QCではその

反対にCしが安定して得られるというが，同様の成績が

BJpλ1について観察された．しかし，　Karlssonら14）は

pepsinではCしのみが，　trypsinではVしが得られると

述べているが，今回の結果からすれぽその点には賛同し

難い．

　一般にκ鎖はmndな条件で分解されるが，2鎖は

endopeptidaseに対して抵抗性を示し，前処置として還

元・アルキル化が必要であるとされる11，12・13）．著者らも本

実験では，λ鎖はκ鎖に比較して高い酵素濃度において長

時間の分解を要することを認めた．さらに生成されたVし

およびCしのうちVしがendopeptidaseに対して安定で

あるという点にも問題がある．BJPがこのように酵素分

解に対して多様な態度を示す原因としては，そのCしと

VL　domain間のswitch部の複雑な立体構造の特徴11，12・

13，14）によって，個々のBJPごとに酵素に対する被分解作

用に差異を生ずるためと考えられる．

　次にhidden　antigenic　determinantの局在の問題に

ついて考察するが，これをVhおよびCL　fragmentとい

う観点からみた研究にはなお接しない．

　ただMcLaughlin　and　Solomon20）はある種のA一κを

特定のBJPで吸収すると，　intactκとの反応が消えてそ

のC玉に対する反応が残ることを認め，hidden　antigenic

siteがCしにあると述べているが，しかしこの場合の抗原

基に対する考えを今回得られた成績の上に同様にあてはめ

る．わけにはいくまい．

　今回の観察においては，A－Fκnの反応はautologous

BJPκのVLあるいはCしに対して認められ，　hetero－

logous　BJPκのfragmentに対しては反応しなかった．

つまりautologous　BJpκとの反応からはhidden　anti－

9enic　determlnantはVしおよびCしの両者に関連して

いるような印象をうけるが，この場合には三diotypicな反

応要素の影響を考慮しなければならない．それゆえhid－

den　antlgenic　determinantについてはA－Fκnのhet－

erologous　BJPκと，そのVしおよびCしとの反応を検討

する必要があろう．しかし今回の成績でA－Fκnのintact

heterologous　BJPへの反応性は，　CしおよびVLへの分

解により失われて，いずれのfragmentとの関連性も同

定し得なかった．ただ今回はIEPレベルでの検索ゆえ，

微弱な反応を見逃している可能性があるが，検索し得た限

りのすべてのintact　BJPと反応するA－FPLについて

みると特微的で，Cκの2種と沈降線の形成を認めた．こ

れはVκの2種とは反応せず，このA－FPLに関する限

りhidden　antigenic　determinantはCκ上にあること



234 正木・赤保内　　遊離Lchainの抗原性 札幌押出1979

が推測された．

　一方，A－Fλnについてみると，　A－Fλ1がautologQus

なCえ1およびVえ1と同時にheterologousなCあとも

反応し，A－Fλ2はautologous　Cλ2とのみ反応したが，

A－FPLによる反応はCκに対するようには認められず，

ただA－Fえ1の反応からhidden　antigenic　determinant

がCλ上にあることがうかがわれるに過ぎなかった．

　全般的にみると，A－FκnもA－Fえ。もheterologous

BJPとの反応性は，　CしおよびVI、に分解するとほとんど

IEPレベルでの反応が失われ，　A－Fκ。およびA－Fλ。の

抗体活性により把握されるhidden　antigenic　determi－

nantの発現にはBJPがintactであることが重要な条件

であるように思われる．ただしA－FPLのようなある種の

抗体においては，その活性はCしに関連していることが示

峻された．

　VLはBJPの熱混濁性を示す性質を有する11）が，個々

のBJPでアミノ酸配列が異なり，このdomainには
hypervariable　regionカミあって16・17），　VHに相補的に働

いて抗体活性の発現に関与する．しかしVしの構造が個々

に異なると言っても全く異なっているわけではなく，類似

性の上で群特異性（group　speci且city）カミ区別され16），　Vκ

は4群に，Vλは5群に分類できるという．　A－Fしの反応

性がbroadで多数のheterologous　BJpに及ぶhidden

antigenic　determinantによるとすれば，　VL　domainに

ついては少なくとも群特異性か，それ以上の共通性がなけ

ればならない．しかし，今回の観察からはこの点に考慮を

走せるだけの結果は得られなかった．

　CLは同型のBJP間では，んではInv遺伝型，2では

2，3のisotype発現部位を除いてアミノ酸配列がほとん

ど一致している16）．CしがBJP間で共通であるとすれば，

今回の観察においてA－FκnおよびA－Fえnがhetero－

logous　Cしともっと広く反応してもよさそうに思われた．

しかし，κおよびえの型特異性は酵素分解により減弱する

ことや，Inv型活性やisotype特異性等Cしにそれらの

局在がある抗原活性が分解により失われる12，21）ことが知

られている．このようにL鎖上の諸種の抗原性の発現に

はCL・VL間のswitch　regionに相当する高次構造が重

要であることが報告11・12・13）されている．またSolomon

ら12）はA一λがautologQusの系でさえもCλと反応しな

い場合がみられ，λ鎖の抗原性がκ鎖に比較して立体構造

に強く依存（conformationaユdependency）していると考

えている・このことより，今回A－FPLがCκとは反応す

るが，Cλとは反応しなかった点が説明出来るかもしれ

ない．

　またさきにも触れたが，Nachman　and　Engle18）およ

びEpsteinら19）の指摘のようにCh－CH1結合部位の関

与の可能性については，SQIomon12）の還元・アルキル化

によるL鎖の分解および再結合の研究からみて否定でき

ない．今回の成績からすれば，L鎖のこの部位の構造は蛋

白分解酵素の影響をうけていると考えられ，これらの点に

関しては今後の追究が必要であろう．

　いずれにしても，今回の成績においてはhidden　anti－

genic　determinantの発現にはVLあるいはCしのいず

れかが関与しているのではなく，intact　BJPあるいはPし

の立体構造が重要な役割を演じていると考えることが妥当

と思われた．

5結　　論

　数種のBJpおよびpolyclona1　L鎖より抗遊離L鎖血

清を作製し，これと反応するL至上のhidden　antigenic

determinantを検索するため，　in士act　BJpおよびそれを

酵素分解してVL，　Cしに分け，その局在を検討して次の成

績を得た．

　（1）A－FLはwhole　lgおよびlg　fraglnentである

Fab，　F（ab〆＞2のような分子内L鎖とは反応せず，遊離L鎖

とのみ反応する．

　（2）個々のBJPとA－FLnとの反応には抗血清ごとに

大きい差がみられ，単独のBJPで作られた抗血清は同型

のheterologous　BJPとは反応しない場合がある．これ

に対しpolyclonai　L鎖で作製したA－FPLはbroad

spectrumの抗血清で種々のintact　BJPとの間によく反

応性を示した．したがって本抗血清は遊離L鎖の測定に

最：適と認められた．

　（3）BJPをpepsin，　trypsinおよびpapainを用いて

酵素分解を試みたが，各BJPによって酵素，酵素／BJP比，

緩衝液，反応温度，および時間等の諸条件が分解態度の上

で，それぞれに異なる．分解物もまたVエとCしが得られ

る場合，VしまたはCしのいずれか一方である場合，両者

を全く認めない場合等まちまちで，一定しない．

　（4）　A－Fしによりhidden　antigenic　determinantと

して認識される抗原性の発揮には，L鎖の分子全体の高次

構造が密接に関連しているものと推測した．その局在は

CLあるいはVL上にあるとは決定し得ないにしても，あ

る種の抗血清においてはその活性がCしに関連しているこ

とを推測させる成績が得られた．

　（本研究は北海道老年医学研究振興会からの補助により

行われた．）
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