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トキソプラズマ色素試験AccessoryFactorの研究

マウス細胞溶解因子の意義

鈴木守

千葉大学医学部衛生学教室（主任：田波潤一郎教授）

(1968年12月24日受領）

実験方法および材料

マウス：生後５週をすぎ，２２～269のＤＤＤまたは

DDY系統のマウスをＴＰの感染あるいは血球および

腹腔細胞採取のために使用した．

トキソプラズマ：東大医科学研究所細菌感染研究部が

1960年,Kesselより供与され,以来ＤＤＤマウスの腹腔

内接種により継代されている，ＲＨ株を使用した．

Accessoryfactor血清：間接赤血球凝集反応試験

(Lewis＆Kessel，１９６１；常松，1966）で選んだ抗トキ

ソプラズマ抗体陰性血清22検体の中より，陰性コントロ

ールの非染性虫体数が，くえん酸存在下で15％以下であ

り，標準陽性血清段階稀釈において，不染一染反転がも

っとも急峻におこる血清（ＭＫ）を選んだ．毎回供与

者より200ｍｌを採血し，これを50ｍｌずつ，なす型フラ

スコに分注し，３０分間室温に静置したのち，４°Ｃに２時

間保ち，４°Ｃの低温遠心操作によって血餅を取除いたの

ち，５ｍｌに分注して，-20.Ｃに保存した．使用期限

は３カ月とした．

抗ＴＰ血清：国立予防衛生研究所寄生虫学部の小林

らが日常使用している標準血清ＲａｂｂｉｔＮＱ４(力価１：

８，０００)の供与をうけ，全実験を通じてこれを使用した．

色素試験の方法：KobayashieraZ．（1968）の方法に

したがって反応系中に６％の割合でAlsever液（dex‐

trose，２．４５９＋citricacidO､８９＋trisodiumcitrate22

g＋脱イオン水１，０００ｍl）を加えた．

溶血試験の方法：マウスに浅くエーテル麻酔をほどこ

して，上腕動脈を切断し，血液を毛細管ピペットで採取

して約５倍量のＡＣＤ液中に注入し，生理食塩水を用

い,2,500回転３分間の遠心操作を３回くりかえして洗糠

した．血球生食水浮遊液は，その一部0.5ｍｌを７ｍｌの

脱イオン水で溶血させた液が，139型日立分光光度計に

緒言

色素試験(Sabin＆Feldman，1948）は，トキソプラ

ズマ（TP）症の標準試験法として，重要な意義をもっ

ている．マウス腹腔内で増殖させた栄養型のＴＰ虫体

を，抗ＴＰ抗体をもたない正常人血清中に浮遊させ，

これを段階稀釈してある被検血清に加えて，１時間37°Ｃ

に保つ．最後にアルカリ性メチレンブルーを加えると，

被検血清中に抗体があれば,免疫溶解現象がおきて，ＴＰ

の細胞質は色素に染まらなくなる．抗体の作用をうけな

かった虫体は，青染する．

色素試験の機作で興味深いのは，虫体が抗体と新鮮正

常人血清中に含まれるaccessoryfactor(s）（ＡＦ）との

協力作同によってはじめて免疫溶解をおこすことであ

る．人以外の動物血清は現在のところ，いわゆる非特異

反応が強いため（Jettmar，1954,1962)，あるいは，ＡＦ

因子が不充分のため，ＡＦ血清として使用できない．

Sabin＆Feldman（1948）は，ＡＦ血清を56°Ｃに３０

分間加熱すると，ＡＦの機能が失われ，これに易熱性補

体成分であるＣ'１と０２を加えて補体価の回復をはか

っても，ＡＦ能力は発現しなかったことを記載したが，

ＡＦの本態は，補体あるいは補体プロペルジン系である

とも報告されている．（Gr6nroos，１９５５；ＬｙｃｋｅｅｔａＬ，

1965；StrannegArd＆Lycke，1966）

本研究はさきにIwasaki＆Yanagawa(1966）がＴＰ

中和試験にさいして発見した，新鮮人血清中に含まれる

マウス腹腔細胞溶解因子がＡＦ血清中に含まれる１因

子として，色素試験において副次的な役割を演じている

ことを，吟味実証し，かつその本態を追求したものであ

る．

８

、

●

本研究は東京大学医科学研究所細菌感染研究部において－部文部省科学研究費によってなされた.
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より，波長541ｍ似で，吸光度0.680～0.700を示すよう

に濃度を調整した．調整された血球浮遊液0.1ｍlを80％

ＡＦ血清0.1ｍｌに加えて所定時間反応させ，氷冷生食水

9.8ｍlを加えて，2,500回転７分間の遠心操作により，赤

血球を除去し，上清について，波長414ｍ似で，吸光度

を測定し１００％溶血にたいする百分率をだした．

溶腹腔細胞試験：0.5％グリコーゲン水溶液0.2ｍｌを

マウスに腹腔内注射して，５日後に腹腔細胞を洗いだし，

生理食塩水を用い,1,500回転２分間の遠心操作を３回く

りかえして洗潅し，最後に約５×106細胞数/ｍｌになる

ように0.6％家兎血清生理食塩水に浮遊させた.８０％ＡＦ

血清0.1ｍｌに上記の腹腔細胞浮遊液の0.1ｍｌを加えた

試験管を多数用意し,37°Ｃに保って，経時的に腹腔細胞

のこわれ方を定量した．所定の反応時間に達した試験管

をただちに氷冷し，１０％ホルマリン生理食塩水0.1ｍlを

加えたのち，0.05ｍｌの５％トリパンブルーハンクス液

を加え，染細胞（死一溶解）と不染細胞（生一非溶解）

を合せて400倍顕微鏡下で200数え両者の比を百分率であ

らわした．

補体価の定量：マイクロタイター法により定量した．

マイクロプレート（IS-MVC-96型：GatewayInterna‐

tionaLLosAngels）にマイクロドロッパー（富永製作

所，東京）でゼラチン・ベロナール緩衡液を各穴に２滴

(0.05ｍl)ずつ滴下し，血清試料をループ(0.025ｍl）（富

永製作所，東京）でとり，３倍段階稀釈を行った．これ

に，至適濃度のヘモリシン（東芝，東京）で感作させた

羊赤血球浮遊液(西岡・岡田，1966）（１×108/ｍｌ）を１

滴ずつ滴下し，マイクロミキサー（太陽物産，東京）で

振動させつつ，３７°Ｃに１時間保って溶血を，肉眼的に

判定した．補体価は３倍段階稀釈された血清の入ってい

るマイクロプレートの穴に入った感作血球がはじめから

かぞえて何管目まで完全溶血をおこしているかによって

表現した．

実験成績

実験ＬＴＰ浮遊液中の混在マウス腹腔細胞数と色

素試験との関係

通例色素試験に用いられるマウスの腹腔液は，ＴＰ接

種後３日目に採取され，多数の浮遊ＴＰと少数の腹腔

細胞が混入した材料が使用される．感染後，日数の経す

ぎた腹腔液では，ＴＰが増え，かつ細胞の比率が減少し

ているが，色素試験を行ったさい，非特異的に不染とな

る虫体が増えて，判定が不可能となる．

マウスの腹腔液中の細胞数が，色素試験に与える影響
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Fig，１１nHuenceofthepresenceofparasi‐

tizedperitonealcellsinthereaction

mixtureonthedyetestreaction、

Cell/ＴＰ＝NumberofceUsmixedwith

parasites/nunberoftoxoplasmas・

Antibodytiter；１：8,000

、

●

をしらべるため，種々量のＴＰを接種し，感染後，５２

時間経たマウス６匹のうちより，細胞数／遊離虫体数が

おのおの5.3,0.5,0.08の割合に細胞を含んだ腹腔液を

選び，それぞれ同時に色素試験を行った．その結果，細

胞の比率の大きな試料を使ったさいには，高濃度の陽性

血清稀釈においても，約40％のＴＰは染色され，その

結果，不染一染反転がなだらかとなること，一方細胞の

率が小さな試料では,陽性血清の濃い稀釈部分で,大部分

の虫体が不染性となり，不染一染の反転が急峻化し，血

清力価の判定上好都合であることがわかった(Fig.１)．

以上の結果はマウス細胞の破壊によるＴＰの放出が，

色素試験の不染一染反転に影響を与えている可能性を示

唆している．

２．混在マウス腹腔細胞の機械的破壊の色素試験にお

よぼす影響

腹腔液中に含まれる感染細胞をあらかじめ機械的に破

壊した虫体浮遊液を使用して色素試験を試みた．細胞の

破壊は注射器（２ｍｌのツベルクリン用注射器に’/’静

脈針をとりつけたもの）によりマウス腹腔液を試験管中

で，注入，注出を反復して行った．マウスより採取した

直後の細胞数／遊離虫体数の比は0.41であり，ＴＰのぎ

っしりつまった大型細胞がみとめられた．これに注射

器操作を10回，３０回，５０回加えたところ細胞数／遊離虫

体数の比はいづれも0.15となり，はじめにみとめられ

た，ＴＰを多数とりこんだ大型細胞は，ほとんどなくな

●
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Fig、２Effectofthepreliminarydestruction

ofparastizedperitonealcellsby
pumpingonthedyetestreaction．

１【
ﾗﾛ

ｆｉｍｅｉｎｍｉｎ

Ｆｉｇ、３TiInecourceofdyetestreaction
andoflysiesofmouseperitoneal
cellsandredcellsbyaccessory
factorserum．

2

｡

で前記の方法により，腹腔液中の細胞を破壊した場合と

破壊操作を加えない場合における色素試験反応の進行状
況を比較した．操作により，細胞数は5.24×106/ｍｌより

3.94×106/ｍｌに減少した．またＡＦ血清は，なるべく

反応をゆるやかに進行させるために最終濃度を25％とし

た．細胞を破壊した試料で色素試験の経過を追求する

と，破壊しない場合にくらべて明白に進行が早く，４５分

で定常に達した．細胞をこわさないものは，通例の反応

つた．それぞれの腹腔液を使って同時に色素試験を行っ

たところ，注射器の操作を加えた例では，陽性血清力価

は，１管高くなり，かつ不染一染反転が急峻化した．１０

回操作を与えた例と50回の例との間には，有意の差はみ

られず，陰'性対照がすべて90％以上の染虫体率を示して

いることは，５０回以内であれば，注射器操作自体による

色素試験への影響はきわめて少ないことを意味すると考
えられた(Fig.２)．

３．色素試験とマウス腹腔細胞の溶解の時間的推移

色素試験の進行していく過程と，マウス細胞の破壊さ

れていく過程とが，時間的にみていかなる関係にあるか

を追求した．色素試験については，所定時間後，ただち

に氷冷し，アルカリ性メチレンブルー0.1ｍlを加えて全

反応終了後，室温に10分間放置したのち検鏡した．

色素試験の系の中のマウス細胞の破壊を経時的に追求

したが，時間を経るにしたがって細胞の凝集がおこり，

算定が困難であって満足な結果はえられなかった．そこ

で，色素試験と並行して，方法および材料の項で記載し

た溶血試験および溶腹腔細胞試験を行い，マウス細胞破

壊の時間的経過を追求したところ，Fig.３に示すように

色素試験の進行経過と，赤血球および腹腔細胞の溶解の

進行経過とはよく一致していて，反応はおおむね三者と
い5分間で定常化した．

４．細胞を人工的に破壊したさいの色素試験の時間的
推移の変化

実験３では，腹腔細胞の溶解過程と，色素試験の進行
過程が偶然に一致している可能`性が否定できない．そこ
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ｍｐｉｎｇｏｎｔｈｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｄｙｅ
ｔｅｓｔｒeaction、
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useofnontreatedtoxoplasmasuspension、
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bypumping．
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Fig、６Gel-filtrationpatternofaccessoｒｙｆａ‐

ctorserumthroughsephadexG-200
columnandlocalizationofmousered

celldestroyingactivities．
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Fig、５Dyetestreactionsobtainedbythe
useofaccessoryfactorseraofdiffe‐
rentcapacitiestodestroymousered
cells．

＊Numbersofmicroplateholesshowing
completehemolysis

＄

む

PBSを外液として24時間透析した．この間外液を４回

交換した．透析後血清に鳶糖Ｌ２５ｇを溶解させた．これ

をカラム管に流しこみ，ＰＢＳを20ｍl/時間の流速で滴下

し，濾液を４ｍlずつ100本の分画にわけた．以上の操作

はすべて10°Ｃの低温実験室で行われた．各分画の蛋白

量を分光光度計（前記）により，波長280ｍ似の吸光度

を測定して定量した．各分画をＰＢＳでうすめて２倍と

し，その0.2ｍｌに前記マウス赤血球浮遊液を’/10に稀

釈したものを0.1ｍl，さらに新鮮モルモット血清0.1ｍｌ

を加えたのち，１時間，３７°Ｃに保ち，氷冷したのち，

2500回転,３分間の遠心操作で血球を除いた上清ｑｌ５ｍｌ

にＰＢＳ0.85ｍｌを加えて稀釈し，波長414ｍ/ｚにおける

吸光度を測定して溶血力を定量した．図６に示すように

マウス赤血球を溶解さす能力は，ＩｇＭ抗体を含む分画

である第１の山に一致してみとめられた．

終了時である．６０分が経過しても，なお定常化がみられ

なかった．またＡＦ濃度を40％とした場合には，反応

はすみやかに，また強く進行し，両者の間の差はわずか

であった．

５．新鮮人血清のマウス細胞溶解力とＡＦ血清とし

ての能力との関係

抗ＴＰ抗体をもたない（間接赤血球凝集試験，色素

試験いずれも陰性）新鮮人血清19例のうちより，マウス

赤血球浮遊液（実験方法および材料の項参照）にたいす

る溶解力が血清濃度を最終的に40％としたさいに，特に

高い２例，特に低い２例を選んでＡＦ血清として使い，

その反応曲線よりＡＦ血清としての能力の差をしらべ

た．結果は図５に示したように，細胞溶解力の劣った例

はいづれもＡＦ血清としての能力がいちじるしく悪い

が，すぐれた例はいずれも，ＡＦ血清としてもすぐれて

いた．使用した血清の補体価は３と４とにばらついた

が，補体価が低くても，細胞溶解力のすぐれた血清の方

が，ＡＦ血清としてすぐれている場合もあることが判明

した．

６．マウス腹腔細胞溶解因子の本態

SephadexG-20(Pharmacia,UppsalaSweden）１２９を

1/１００Ｍ燐酸緩衡生理食塩水(ＰＢＳｐＨ７２）により，充

分膨潤させた．これをカラム管につめて，ＰＢＳを20ｍl／

時間の速さで１夜洗糠した．ゲル層は，径30ｍｍ高さ

380ｍｍであった．

ＡＦ血清５ｍｌをコロジオンバックに入れ,2,000ｍ'の

考案

Yanagawa＆Hirato(1963）によれば，ＴＰは補体の

関与なしに抗体だけで培養細胞（豚の白血球）に対する

感染力をうしなうという．また，Iwasaki＆Yanagawa

(1966）はマウスを使ってのｉ〃て'iuoの中和実験が抗体

を含む新鮮人血清においてのみ成立し，他の動物血清で

は成立しがたいことをみとめ，その理由として，１）ＴＰ

を増殖させたマウス腹腔液中には，感染細胞が多数浮遊

している．２）マウス腹腔細胞中のＴＰには抗体の作用

はおよばない．３）人の新鮮血清中にはマウス腹腔細胞

を溶解させる因子があり，この因子の作用によって腹腔

●
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細胞内のＴＰが細胞外に放出させられて，その結果中

和抗体の作用をうけることになる．４）他の動物の血清

中には，マウス腹腔細胞を溶解させる因子がないので，

細胞内にいるＴＰは，抗体の作用をうけずに残り，抗

体を与えたにもかかわらず，ＴＰはその作用を受けなか

ったかのようにみえる結果となるのではなかろうか，と

推論している．

この岩崎．柳川による実験は；色素試験との対比にお

いて興味深い．

色素試験で被検血清の力価判定を容易にするために

は，陽性血清の稀釈に応じて，不染虫体率，染虫体率の

反転が顕著であることが必要である．そのためには，虫

体自身の生理的条件が均一であること，また各虫体が，

抗体，ＡＦの作用を均等にうけるような条件にあること

が望まれる．ＴＰ材料を感染３日目の腹水にもとめるの

は（直江，1958)，主として前者のためであるが，その

時期には，遊離ＴＰ虫体とともに，比較的多数の感染

腹腔細胞も腹水中に含まれている．細胞内の原虫には抗

体の作用はおよび難いので，一定の反応時間内に感染細

胞の自然崩壊がおきて，虫体が放出されるとすると，反

応後期に細胞外に放出された虫体は，抗体，ＡＦの作用

を充分にうけることなく，染性にとどまり，反応を鈍感

にするばかりではなく，反応曲線の傾斜もゆるやかとな

って，判定上困難をきたすことになろう．

新鮮人血清中の必須因子としてのＡＦの問題はなお

将来の解決をまたなければならないが本論文で扱ってい

るマウス細胞破壊因子に関しては，実験１より，実験５

までを通じすべての事実が，この因子が反応液中にあっ

て，上記の感染マウス腹腔細胞を短時間のうちに，積極

的に融解せしめて，内部の原虫を放出させ，反応の早い

`時期から，虫体を，抗体とＡＦの作用下にさらさせる

ことにより，色素試験にとって副次的な要素ではあろう

が，意義のある役割を演じていることを指示していると

思われる．この意味において，本研究は，岩崎・柳川に

よる実験とも良く合致しているといえよう．

本研究のために集めた22例の抗ＴＰ抗体陰性血清の

うち，極端に補体価の低いめずらしい１例をのぞく，２１

例にマウス赤血球溶解活性がみとめられ，反応液中40％

,の血清濃度における各血清の溶血度は，もっとも活`性の

高い例は98.5％，もっとも低い例では54.1％であり，他

廠の血清の溶解度は，ほぼ均等にこの間にばらついてい

た．またこの実験においてＡＦ血清として使われた血

清を２倍，４倍，６倍，８倍，１２倍，１６倍に稀釈をかえ

て溶血力をみたところ，６倍稀釈において，急激に溶血

力が減弱した．極端に補体価の低い１例にも，補体をお

ぎなう(非常に補体価の高い人血清を稀釈して,補体とし

ての力はあるが，マウス細胞の溶解力がもはやほとんど

ないまでにしたものを加えた｡）と活｣性がでてくること

がみとめられた．したがって実験６とあわせ考えると，

マウス腹腔細胞溶解因子の本態は，おそらくＩｇＭに属

する自然抗体であり，補体との共同作用によって，マウ

ス細胞を溶解させるのであろうと考えられる．

この自然抗体を，ＡＦ血清中よりマウス赤血球または

マウス肝粉末による吸収操作により取除いて色素試験へ

の影響をしらべる実験を行ったが，吸収により補体，と

くにＣ'３が激減し，色素試験の反応も全く消失し，補

体が減らない程度の吸収では，非吸収の対照とくらべて

色素試験の反応において顕著な変化はみとめられなかっ

たことを附記する．

巳

総括

（１）ＡＦ血清はマウス腹腔細胞を溶解する因子をも

っている．

（２）ＡＦ血清をSephadexG-200でゲルろ過したと

ころ，第１の蛋白量の山に一致して，マウス細胞溶解活

性をみとめた．

（３）色素試験にさいして，トキソプラズマ浮遊液に，

トキソプラズマ感染腹腔細胞が多く混在すると，反応は

鈍感になった．

（４）色素試験の進行過程は，ＡＦ血清中に浮遊させ

たマウス腹腔細胞の破壊過程と時間的によく一致してい

た．

（５）トキソプラズマ感染マウス腹腔細胞をあらかじ

め機械的に破壊しておくと，色素試験の反応は敏感にな

り，また被検血清の力価がきれいにきまった．

（６）マウス細胞熔解力の大きな血清は，小さな血清

よりもaccessoryfactor血清としてすぐれた能力を示

した．

（７）以上の（３）から（６）までの実験は，新鮮人血

清中に存在するマウス細胞溶解因子が，色素試験にとっ

てひとつの意義をもつことを示唆している．

本研究は，主任教授，田波潤一郎先生の御理解と御鞭

燵を得て東京大学医科学研究所細菌感染研究部におい

て，常松之典教授の御指導によっておこなわれた．また

論文作製にあたって同教授に再三にわたる御校閲をいた

だいた．色素試験については，国立予防衛生研究所寄生
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! Abstract !

THE MOUSE CELL DESTROYING FACTOR IN ACCESSORY FACTOR SERUM

AND ITS ROLE IN SABIN-FELDMAN TEST

Mamoru SUZUKI

{Department of Hygiene, Chiba University, Chiba, Japan)

(1) Human sera used as the accessory factor contain a factor which destroys mouse ery-

throcytes and leukocytes with the aid of complement in the sera.

(2) The fractionation study of accessory factor sera revealed the presence of mouse cell-

destroying factor in the first peak of elution pattern from Sephadex G-200 column. This fraction

consists chiefly of IgM.

(3) The fact that the mouse cell destroying factor plays a role, if not so important, in

the dye test was indicated by the following experimental results.

(a) The excess of parasitized mouse cells in the reaction mixture gave a sluggish transi

tion of reaction in the titration of anti-toxoplasmic antibody.

(b) The dye test reaction proceeded almost parallel with the destruction of toxoplasma-

containing mouse cells in the reaction mixture.

(c) Preliminary destruction of mouse cells by pumping with syringe, shortened the

course of reaction and made the results clearer.

(d) The sera of higher capacity to destroy mouse cell were better for accessory factor

sera than lower ones.

This study was carried out at the Department of Bacterial Infection (Chief, Prof. Yukinori

Tsunematsu) Institute of Medical Science, University of Tokyo, and was supported in part by

the Scientific Research Grant from Ministry of Education.
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