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   From a diagnost｛c and therapeutic standpoint， the estimatlon of the clrcula亡ing levels of complcment

componebts is used in a number of diseases． Ofthese components， C3 has been consldered to be important． Afヒer

long storage of sample blood，β1Gglobu賎n converts spontaneously intoβ1A－globu［ln． The purpose of this study

三sto investigate the conversion rate ofβ1C－globulin toβIA－globulin durlng storage and the influence of storagc

on complement activity and C3 protein concenlration・

   The normal human sera were stored either at room tempcrature or at 4。C and uscd for experiment after I，

2，4，7and 10days． The sera were analysed and compared the conversion rate ofβ1C－globuhn tQ．βIA－globulin by

means of antigen2ant｛body crossed electrophoresis． The complemcnt ac亡ivlties of thc stored sera were measured

by hemolytic assay， and the C3 concentrζtions in each group of samples were measured by single radial lm－

munodiffusion method．

   In the samp且es stored in room temperature， the conversion rate showed 8％increase after 24 hours and

・each・d！・10q％・n th・10th d耳y；wh・・ea・it w・・5％． i…ea・e・n th・2・d d・y・nd 53％in・・ea・e・n・h・10th．d・y

in the sam⇔les stored at 4。C．

   The complement activity decrcased 4 units／ml at thc 24th hour， and decreased below lO units／ml on the

4亡hday in the samples stored at room temperaωre；whereas the samp】es stored at 4。C showed 3 units／ml

deρrease on the 2nd day，． and it dめpped to 15units／ml on the lOth day．

   Howevcr， during正Odays no dif艶rence was observed in the C3 concentration in both groups ofthe samples．

               夏 緒  言

  近年，補体系を中心とした基礎的，臨床的研究

の進展に伴い，補体系は細胞性免疫が低下する時

これを補って増加し，生体防禦にあずかるという

補体系の細胞性免疫補償作用が明らかにされ，免

疫監視の一機構としての存在が注目されてきた1）●

  補体系には現在のところ15の成分と8づの阻害

物質の存在が知られ，各補体成分はその電気易動

度によりそれぞれの蛋白として同定され，その作

用は活性で表わされる2）・これらの補体系はclas－

sical pathwayとalternate path．wayの＝二つの反

応経路に従い，一定の順序で活性化され，後不活
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化され，．この過程において生体に種々の生物学的

反応を惹起せしめる．

 臨床的にも各種疾患における血清補体価，並び

に補体成分値の測定がさかんに行われており，疾

患に特有な補体系の動態が報告され，その疾患の

診断，治療効果，予後の判定に活用されている

3）”14）・補体成分の中でもその増減がしぼしば問題

にされるのが補体第3成分（C3）であり，これ

はβiC－gl・bulin（βエC）として同定され，その蛋

白量はsingle radial immunodl飾sion methodに

より容易に定量可能である15）．

 血清中のC3は抗原抗体結合物を加えたり，悪

条件で保存しておくと活性が低下し，βICは

βIA－globulin（β、A）に転換する16）．ところがβ1

Cとβ、Aは共通抗原性を有するため，現行の方

法でC3蛋白量を測定すると，得られた値はβ、C，

β、Aの総括値を示し，必ずしもC3の活性を表わ

しているとは言えない．

 著者らは先にBehget病患者血清においてC3

活性とC3蛋白量の間に解離を認め，σ3蛋白量

の測定はC3の産生量を知るには良い方法である

が，この値をもつてC3活性を論じるのは控えね

ばならないことを報告した17）．

 C3は一70℃以下に保存すれば1年以上失活し

ないと言われている．したがって採取した新鮮血

清を直ちに測定するか，または測定時まで一70℃

以下に保存するのが理想的である．しかし，せっ

かく採取した血清を室温に放置してしまったり，

4℃に保存してあった血清を後になって使用した

い場合も往々にして生じてくる．そういった場

合，得られた血清補体価，C3活性，および蛋白

量：の値にどの程度の信頼度がおけるかが問題にな

ってくるが，これに関連した系統的報告はあまり

みられない．

 本報告は，正常血清を室温あるいは40Cに1日

から10日間放置し，その各々についてβ1Cの

β1Aへの転換の状態をantigen－ant三body crossed

electrophoresisにより観察し，これと血清補体

価，C3蛋白量との関係を検討したものである．

更：にC3の遺伝的分析も行なったので併せて報告

する．

         11検査対象

 25歳から77歳（平均年齢39歳）の正常健康人27名（男

工4名，女13名）を対象として用いた．

 採血は午前中に行い，30分間室温に放置後，30分間

40Cに保存し，その後3，000回転，15分間遠沈して血清

を分離した．各々の血清の一部は直ちに一75℃に保存し

た．残りの血清は1検体につき室温放置群および4℃放

置群の2群に分けてガラス管に分注し，それぞれについ

て1日，‘2日目4日，7日，10日（一部25日）間放置

し，その後使用時まで一75℃に保存した，

 なお本実験は採血後5カ月以内に完了させ，全操作は

無菌的に行なった．

        11夏実験方法

 1． A血tigen，antibody c野ossed electroP1監ofesis

 ■aurell法のClarkfreeman変法に準じた方法で行な

った18）．実験装置は西独デサが社の電気泳動装置を使用

した．この装置には循環サーモスタット式冷却装置が泳

動槽についているため，高電圧操作が可能であると共

に，実験中泳動槽を一定温度に保つことができる．本実

験においてはC3の熱による変性を豪く・ため，泳動槽を

4。Cにセットし実験を行なった．

 1）First step：Veronal bu狂erで20cm×10cm，厚さ

1mmの1．2％agarose gel Plateをつくり，Plateの端

より約2cmの部位に直径2㎜の穴を6個あけ，各々に

同一人の0日から10日間放置した血清を入れて穴を満た

し，veronal bu任erで泳動する．泳動条件は電圧400V．

1mA／cmで，アルブミンが原点から4cm移動した所で

泳動を停止し，泳動軸に沿って原点から3cmの所まで

の3cm×0．5cmのgel stripを切りとる．

 2）  Second step：1．2％ agarose を56。Cセこし， 0．024

mg／mlの割合に抗β、A一，、C－globulinウサギ血清を加え

てよく混和し，20cm×10cm．厚さ1mmのgel plateを

あらかじめ作っておく．この時gel plateを全く均一な

厚さにするため，2枚の硝子泳動板の間に厚さ1mmの

Uフンームをはさみ，ブルドッククリップで固定し，そ

の間に抗血清含有のagarose液を流しこみ， agaroseが

ゲル化するのを待って，一方の硝子板を薄いナイフを用

いて剥した．これにfirst stepで得られた6個の9eI

stripを泳動方向が且rst stepと90。をなすように一枚の

plateにはりつける．泳動条件は且rst stepと同様で7

時間泳動した．1昼夜生理的食塩水で除蛋白後，定温で

乾燥させ，10％アミドブラック10Bで染色した，β、C，
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β1Aの中でβ、Aの占める率をconvers三〇n rateとして求

めるために，染色後写真撮影をし，βユC，β、Aそれぞれ

の沈降山を切りとり微量天秤で重量を測定した，

 2．血清補体価（CH5。）

Mayerの50％溶血法によった19）．

 3．C3蛋白量

Behringwerke社製のMPartigenC3c（β1A）の同一ロ

ット番号のものを用い，sin91e radial immunodi仔usion

methodによって定量した．

 4．C3多型現象

 装置は泳動に用いたものと同じである．

 方法はTe量sber9のhigh voltage electrophoresisに

準じた2。）．バルビタール乳酸カルシウムbu仔erで20cm

×10cm・厚さ1mmの1％agarose gel Plateを作り，

固めの濾紙を幅7mmに切り，断端をゲルに押しつけ溝

を作る．その中を各々の検体の新鮮血清で満たし，バル

ビタール乳酸カルシウムbu∬erで2時間30分泳動した．

泳動条件は400V・工mAlcmで，実験中泳動槽の温度は

7℃に保つた．泳動後10％酢酸固定後アミドブラック

10Bで染色し， originから2cmのところのβ1C領域の

沈降線を判読し，型を決定した．

         W 実験結果

 1． An1雌ge戯■antibody crossed electroP1塾or・

esis

 8例において室温放置群は，1日，2日，4

日，7日，10日と室温に放置し，4℃放置群は，

1日，2日，4日，7日，10日，25日と4℃に放

置し，保存に伴うC3の動態を観察した．β1Aは
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表1血清放置に伴うC3conversion rateの
 平均値

放置日数
@（日）

0 1 2  4 7 10 25

室温
i％）

0 8 34  76 96 100

（％）
4℃

v一塑・＿些・
53

 一 一

W3

表3 室温放置血清のC3蛋白量：拡散輪直径の
平均値±SD

βICに比して電気易動度が速いため，写真1，

2の電気泳動像においては，β1Cの沈降山の左側

にβ1Aの沈降山が現れる．このβ1Cのβ1Aへ

のconversion rateを測定し，その平均値を表1

に示した．なお，健康人における新鮮血清には

conversionは認められない．

 室温，4℃放置ともに放置日数が長くなるに従

い，conversion rateは増加している．4℃放置

では24時間後にもconversionは認められなかっ

たが，室温では8％がβ1Aに移行していた．室

温に10日間放置すると，C3の活性は全く失われ

る．4℃10日間では平均53％のconvers1onが認

あられた．

 2．血清補体価

 室温放置8例，4℃放置8例について，それぞ

れのCH，。の平均値を表2に示した．室温放置群

表2 血清放置に伴うCH50の平均値

放置日数    0 （日）

1 2 4 7 10

 室温
i単位／mD

34 30 21 4 2 1．4

 4℃
i単位／mD

34 32 31 28 22 15

においてはCH5。は4日間で全例10単位以下とな

り，その時のconversion rateは全例50％をこえ

ていた．4℃放置群においてCH5。は10日後でも

平均値は15単位を示したが，10単位以下が3例に

認められた．

 3．C3蛋白量

 1）室温放置群15例において，室温に0日，1

日，2日，4日，7日，10日放置し，その蛋白拡

散輪の直径を測定し，平均値±SDを表3に示し

た．

 2） 4℃放置群20例においても同様にして，そ

の蛋白拡散輪の直径を測定した（表4）．

 3）一部の25日放置群について新鮮時との直径

   コ               
平囎漬）SDI55・・554・D41・4…54・・4、55・・555・・6

表4 40C放置血清のC3蛋白量：拡散輪直径の
 平均値±SD

一

 放置日数
@ （日）    「   － －

ｽ均値±SD
@（mm）
詣晦

∴1∴1⊥ 一

    l lo

T3」：0．6 5．3土0．6

一

表3）4）の拡散輪直径5．2，5．3，5．4，5．5mmは

それぞれ蛋白量78，84，90，95mg／dlに相当する．

表5 新鮮時と25日放置血清とのC3蛋白拡散輪

 直径（mm）の比較

検体 新鮮時 25日後

1 5．7 5．5

2 5．6 5．7

室温放置

3 6．1 6．2

4 6．2 6．6

1 5．7 5．2
4℃放置

2 6．3 5．8

3         一U．2      5，7

の比較を行い表5に示した．

 4．室温放置群，4℃放置群のそれぞれから1

例を選び，C3 conversion rate， CH5。値， C 3蛋

白量の関係を比較するため写真1，2に併記し
た．

 5．C3多型現象

 1で使用した8検体ともにC3領域に1本のバ

黙黛（＋）

曾ron51』∋r「in

      ●

（3
 55曾ype．

 origi叫
（一）

写真3 8例のhigh voltage electrophoresisによ

 るC3の多型現象．
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ンドを認めたのみであったので，SS型と判定し

た（写真3）．

 6．測定に用いた健康人血清のantigen－antibo－

dy crossed electrophoresisにおいて新鮮時のcon－

versionは認められず，血清補体価の平均値は33．6

±5．7単位／ml， c3蛋白：量の平均値は93±10m9／dl

で，測定値はすべて正常範囲内にあると思われ

る．

        V 考  按

 補体系の研究の進歩に伴い臨床的にも各種疾患

における補体系の動態が論じられ，その疾患特有

の異常が報告され，今や補体系の測定はroutine

な検査の一つとして各検査室で導入されるように

なってきている．このように臨床的に補体系の測

定が頻繁に行われるようになってくると，検体の

保存の条件如何が補体系の変動を論じる以前の問

題としてクローズアップされてくる．Mayerの

記載によれば，採血後，検体は30分室温放置後，

30分4。Cに置き，30分間3，000回転遠沈後，直ち

に測定時まで一70℃保存となっている21）．しかし

この条件が何らかの理由によって守られなかった

場合，どの程度の許容範囲が認められるかは補体

系を扱う臨床家にとっては関心のある基礎的な事

である．本実験はこの問題を解明する目的で行な

ったもので，補体系の中でも臨床的にその活性の

有無や蛋白量の増減が問題になるC3を特にとり

あげ，これに関連してCH5。， C3遺伝型に対する

検討も併せ行なったものである．

 通常，C3の活性はhemolytic assay，または

immune adherence hemagglutination methodに

よって測定される．本報告でantfgen－antibody

crossed electrophoresisを用いたのは，本実験の

目的がC3の保存による失活の動態把握にあった

からであり，この方法を用いればC3（βエC）が

継時的に失活し，β、Aへconvertする状態を追

跡できるからである．正常血清中のC3は4℃保

存では24時間までその活性を新鮮時と同じに保ち

うるが，室温に放置すると24時間でその一部が不

活化される（写真1，2）．その後は日数を経過

するに従い，それに比例して両群ともにβ1Aへ

の移行率が増加し，10日後には室温放置群のC3

は全くその活性を失っていたが，4℃放置血清中

には25日後においてもなお新鮮時の約20％め活性

が保持されていた（表1）．しかしこれはあくま

でも平均値であって，個人差はかなり認められて

いる．試験管内でのβ、Cのβ、Aへのconvers三〇n

は，血清中のimmune comPlexやPlasminなど

のプロテアーゼ活性の存在下においても行われ

る．しかし本実験で用いた血清はすべて健康人を

対象としているので，血清中にこれらの因子の介

在は考えられない．

 C3の。・nversi。nの状態は， C 3の遺伝型の

相違によっても異なることが明らかにされてい

る．このC3の多型現象はAlper， ProPPにより

報告され，血清を高圧電気泳動にかけるとβ、C

領域に通常，易動度の速いバンド（F）と，易動

度の遅いバンド（S）が検出されるが，これらが

遺伝的に支配されており，FとSの組み合わせに

よりC3遺伝型が決定づけられる22）．そしてSS

型のようなhomozygote（homo）はFS型など
のheter・zygαe（hetero）に比較すると，保存に

よるC3のconversionの速度が遅いという．

Teisbergによると完全にC3がconvertする日数

が20℃においてhomoでは7日， heteroでは4

日，40Cにおいてhomoでは24日，heteroでは

15日と報告されている23＞．西向らは日本人631名

のC3遺伝型を調べ，その98．89％がSS型を示

したと報告している2の．今回行なった27例も全例

SS型であり，このC3のconversion rateの個人

差をC3遺伝型の相違に求めることはできない．

しかし本報告の，室温で10日，4℃で約25日と

いう結果は，Teisbergのhomozygoteにおける

conversion rateとほぼ一致するようである．

 血清を悪条件下で保存すると，CH5。が低下す

ることは良く知られている．凍結保存の場合，

一20℃では1週間，一55℃では2週間，一70℃以

下では1年以上の保存が可能であると言われてい

る21）．今回の40C保存群では1日後にはCH50は

新鮮時に比べ1～3単位の低下，2日では1～5

単位の低下，4日では2～9単位の低下がみら
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室温，4℃放置血満のCH5。と conversion

  rateの相関．

れ，検体によっては4日保存によっても殆ど差が

みられないものもあった．室温放置では1日で1

～6単位の低下，2日で殆どの検体が10単位以上

の低下を示した．

 CH5・の値は，各種補体成分とその阻害物質の

活性，量によって支配されている．補体成分のう

ち易熱性分画として知られているの‘はC1， C2

であり，C3はむしろ耐熱性分画に属する．本報

告の保存血清においてはC3の失活に従い当然

CH，。の低下がみられ，両者の失活の程度は室温，

40C放置群ともに経日的にほぼ相関している（図

1）．そしてC3 conversion rateが50％をこえる

とCH5。は10単位以下に低下する傾向が認められ

る．C3の失活に比べCH5。の低下が大きいの

は，C3が補体成分の中でも耐熱性分画に属して

いるので，他の成分が失活してもなおその活性が

部分的に残っているためと考えられる。

 次にC3蛋白量であるが，その値は前にも述べ

たがC3の産生量を表わすものであって， C 3活

性を表わすものではない．したがってC3蛋白：量

の測定はC3活性が低下しているもりに，それが

産生量の低下によるものか，産生後何らかの理由

で消費されたのかの鑑別にも利用される．C3の

先天性欠損症では，C3の活性，蛋白量ともに低

下又は全く証明されず，SLEの急性期，急性糸球

体腎炎の初期にも両者の低下が認められる．遺伝

性血管神経浮腫ではC3活性は低下しているが，

蛋白量は正常範囲内であり，Behget病急性期に

もC3活性の一過性の低下が見られるが，蛋白量

は正常範囲内にある．

 今回行なつた室温，4℃放置の合計35検体の保

存日数の相違による値の変動は殆どみられなかっ

た．すなわち，保存による蛋白量の上昇もしくは

減少といった傾向が副い出せなかったわけであ

る．これまでの報告をみると，血清中のC3蛋白

は保存により増加することが示されている．その

増加の程度は報告者によりまちまちであり，稲井

らは5℃7日間放置で新鮮時に比較して，約2倍

の拡散輪直径の拡大を25）26）♪M田エer Eberhardら

は4℃，14日間放置で約20％の蛋白量の増加を報

告している27）．本報告では同一血清についてその

新鮮時と，室温に10日間放置し，C3をすべて

β、Aにした状態でC 3蛋白量を測定し比較した

が，差は認められなかった．

 ．血清中の．β、Cは， ABDの3つの抗原をもつ

ことが証明されている．β、Cは保存後βエAと

α、Dに変化し，β、AはA抗原を，α、DはD， Dd

抗原を有するが，B抗原は途中消滅すると言われ

る28＞．保存により蛋白量が増加する理由として，

保存血清中に存在する上記のような抗原量が新鮮

血清中のそれより増加するためとするもの28）29）．

あるいは抗原的に不十分であるのでそれに対する

有効な抗体濃度が低くなるためとする説27）がある

が，明らかでない．稲井らは分子量の変化で説明

し，β、Aの分子量はβ、Cに比べて小さいため拡

散性が増し，一見蛋白量が増加したかのごとくに

見えると述べている2‘）26）．また抗原の増加は検体

の保存容器によっても相違があり，ガラスチュー

ブ保存の場合はA抗原の著明な増加がみられる

が，プラスチヅクの場合は殆ど変化がないとする

報告もある30）．今回保存に用いたのはガラスチ

ューブであったが，拡散輪の増加はみられなかっ

た．

 また市販されている商品によって使用している

抗血清の成分に多少の差があり，同一社の製品で

も製造番号が異るとその成分に相違があることが

認められている31）解35）・本実験では同一社の同一

ロットナンバーの製品を用いているので，その意
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味での測定誤差は否定できる．

 いずれにしてもC3蛋白量：測定において問題が

生じる原因は，β、Cが生体内生体外を問おず様々

な影響をこうむり，活性化または不活化され，生

珪化学的な変化をきたすからであるが，現在の定

量方法では各々の抗原に対する測定が困難なた

め，その区別ができないことにある．しかし今回

行なったC3蛋白量の測定結果からは， C 3蛋白

量はC3の活性に関係がなくほぼ一定の値をと

り，抗原性の変化は問題とならないという結論を

得た．

 以上，血清の放置に伴うC3のconversion，

CH5。， C3蛋白量の変化について測定を行い，その

結果について述べてきたが，これはあくまでも正

常健康人におけるdataであって，これがそのま

ま臨床例にあてはまるとは考えていないが，参考

になると思いここに報告した次第である．

        VI結  語

 正常健康人27人，218検体について，補体第3

成分の保存による変化に関する検討を行い，以下

の結果を得た．

 1）Antigen－ant五body crossed electrophoresisを

用いると，血清の放置に伴って生じるC3の動態

が把握できる．

 2）正常健康人におけるβ、C－globulinのβ、A・

gl・bulinへのconversionは血清を放置した日数

に比例して増加し，convers量on rateは室温1日で

平均8％，40C2日で平均5％であり，ほぼ新鮮

時の活性を保持していると言える．10日放置する

と室温ではC3は全く失活してしまうが，40Cで

はほぼ1／2の活性を保っている．

 3）血清補体価も血清を放置した日数に比例し

て低下し，室温1日で平均4単位の低下，4。C 2

日で平均3単位の低下がみられる．室温4日では

全例！0単位以下に低下し，4℃10日では平均15単

位であった．

 4） C3蛋白量においては，血清を放置した温

度，日数にかかわらず，ほぼ一定値をとった．

最後にご校閲を頂きました内田幸男教授，終始ご指

導，ご助言を頂きました小暮美津子助教授に対し深謝致

します．

 本論文の一部は東京女子医科大学学会第41回総会に

おいて発表した．
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