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研究要旨 

 20種類のアミノ酸をアガロース担体カラムに固定化し、健常者の血清を用いて、アフィニティークロ

マトグラフィー法でIgの吸着・溶出実験を行った。その結果、IgG吸着率の平均（n=3）は、高い順に、

Protein Gカラム93.6％、Protein Aカラム84.6％、Trpカラム61.3％、Aspカラム16.0%、Pheカラム15.3％、

Valカラム11.0%、Thrカラム10.8%、残りのアミノ酸カラムは10%以下であった。対応のある分散分析と

ANOVA後の事後検定で、Trpカラムと他のアミノ酸カラムとのペアの多くでp <0.0001の統計的有意性が

示された。以上より、Trp固定化カラムの吸着機序は、免疫グロブリンの吸着によることが強く示唆さ

れた。 

 

A. 研究目的 

 我々は、アミノ酸を固定化したアガロース担

体カラムを作成し、アミノ酸固定化カラムがど

のような機序で免疫グロブリン（Ig）を吸着す

るかを解明する。今日、20種類のアミノ酸のな

かで L-トリプトファン(Trp)固定化カラムであ

る選択的血漿成分吸着器イムソーバ TR350が、

重症筋無力症(MG)(Shibuya et al, 1994)),ギラ

ン・バレー症候群(Haupt et al, 2000)、多発性

硬化症(Koziolek et al, 2013)、および、視神

経脊髄炎(Faissner et al, 2016)患者の免疫吸

着療法に臨床応用されている(Hirano R and 

Hirata N, 2017)。その作用機序は、Trpが有す

る疎水性がアセチルコリン受容体(AChR)抗体を

選択的に吸着すると報告された(Sato et al, 

1983)。しかしながら、in vitro でそれぞれの

自己抗体がどのような機序で Trpカラムに吸

着・除去されるかの報告は無い。本年度は、20

種類のアミノ酸をアガロース担体カラムに固定

化し、健常者の血清を用いて、アフィニティー

クロマトグラフィー法で Igの吸着・溶出実験を

行った。 
 

B. 研究方法 

 以下に研究方法を簡潔に説明する。 

１）アミノ酸固定化カラム作成：20種類のアミ

ノ酸と抗体結合蛋白質である Protein A/G（富

士フィルム和光純薬工業株式会社）をアガロー

ス担体、CNBr-acitvated sepharose 4B（Cytiva）

に固定化させて、そして、容量 1ml のそれぞれ

のアミノ酸固定化ミニカラムを作成した。 

２）アミノ酸固定化カラムの評価：アフィニテ

ィークロマトグラフィー法で Igの吸着・溶出実

験を行った、健常者血清 1ml, n=3 (A)をセファ

ロース担体 1mlカラムに通して(B)、その後、洗

浄液 1mlx3 回で洗い(C1, C2, C3)、最後に、溶

出液 1mlx3 回で溶出した(D1, D2, D3)。それぞ

れの分画液で免疫グロブリン G/A/M の濃度を免

疫比朧法で測定した。それぞれのアミノ酸固定

化カラムの吸着率(%)を(A-B-C1-C2-C3)/A x 100

と定義した。 

（倫理面への配慮）本研究は、長崎総合科学大

学における倫理委員会の承認を得た。 

 

C. 研究結果 

 １）Trpの量を（1,5,10,25,50）mgに振って

固定化カラムを作成した。そのカラムに健常者

血清を通して IgG吸着能を評価した。その結果、

Trp1mg で IgGの吸着率 10％、Trp1～5mgまでは

用量依存性に増加し、Trp5mg 以上では 80％台の

吸着率となり飽和状態となった。今回の実験は、

アミノ酸 10mgをカラムに固定化した。 

２）IgG吸着率の平均（n=3）は、高い順に、Protein 

G カラム 93.6％、Protein Aカラム 84.6％、Trp
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カラム 61.3％、Aspカラム 16.0%、Pheカラム

15.3％、Valカラム 11.0%、Thrカラム 10.8%、

残りのアミノ酸カラムは 10%以下であった（図

１）。対応のある分散分析（paired ANOVA）で、

Trp カラムは IgG/A/Mクラスにおいてアミノ酸

カラム間で吸着率に差があることが示された。

さらに、ANOVA後の事後検定では Trpカラムと

他のアミノ酸カラムとのペアの多くで p 

<0.0001の統計的有意性が示された。 
 

D. 考察 

 1980年代に、ポリビニルアルコールを担体と

してアミノ酸固定化カラムが開発され、その性

能が評価された(Yamazaki et al, 1982)。Sato

らは、AChR抗体陽性検体とTrpカラムを用いたバ

ッチ法で、その吸着能を検討した。その結果、

IgGの吸着率（20-40％）がAChR抗体の吸着率

（60-80％）より低く、AChR抗体が選択的に吸着

されると報告した。その後、臨床では幾つかの

自己抗体病で有用性は報告されてきた。今回、

我々は、アガロース担体に直接アミノ酸を固定

化しミニカラムを作成し、アフィニティークロ

マトグラフィー法で、健常者血清で評価した。

その結果、Protein G > Protein A > Trpカラム

の順に健常者血清中のIgを吸着できることを示

した。この結果は、これまでの臨床の有用性を

支持する結果と思われる。今後は、AChR抗体を

始め、各種病原性自己抗体の吸着能を評価すべ

きである。 

 

E. 結論 

 Trp固定化カラムの吸着機序は、免疫グロブ

リンの吸着によることが強く示唆された。 
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図 1  20種類のアミノ酸固定化カラムと健常者血清(n=3)・免疫グロブリン吸着能力の評価 

 
 
 


