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緒言 実験材料と実験方法

細胞構成物質個々の高次構造と生化学的活性は，それ

らがタンパク合成系で何を分担しているかを中心に検討

されてきた．この分野でmicrosomeおよびribosome

(polyricosomeを含む）はpolypeptideの組立て工場で

あることがすでに明らかにされた．しかし細胞内高分子

物質の免疫学的機能に関する実験的提案はわずかに限よ

れている．われわれは唾防御免疫',分析のモデルとして

マウス実験トリコモナス症(マウスＴ症)を扱ってきた．

この系列実験で効果判定の基準となったのは，１）Ｔ'７－

CAO"ZOllaMMmS（１～２）×107生細胞の（ｉＰ.）接種は

常に致命的であるが，２）（１～５）×105の感染を経過し

た動物の約80％は致命的再感染から生残し，３）死虫免

疫によりどれほど体液抗体の上昇をみても致死感染から

免れられない点である（岡・尾崎，1963)．

上記の基礎実験からマウスＴ症に対する特異抵抗性は

感染によって生ずる駁防御免疫''一《<細胞性免疫'’

一と推定した．そこでＴ､/ｂｅｍｓ細胞の「何」が《《防

御抗原”であるかを求めるため遠心分画物につき追跡を

進めた結果，microsome画分に活性が局在しているこ

とがたびたびの測定から確認できた（岡・尾崎，１９６３；

岡ら，1967a，1967b)．

ここに述べる内容は，Ｔ､/Ｍ【`s-microsomeを細分画

し，１）防御抗原情報所在の極限を明らかにすることと，

2）抗原活性を表わすために必要な最小単位を求めるこ

とに主標をおいた．

供試株：１０％牛血清加F-bouillon36時間培養のＴ・

んｅｍｓ乾株を遠心集虫し，細胞分画素材及びマウス攻

撃（免疫能力判定のため）用として使用した．

実験動物：`恒温状態で系統管理，自家繁殖したＣＦ丼

１マウスの体重20ｇ前後を選び，又実験中の妊娠を避け

るため雄を使用した．

分画に使用した溶媒と試薬：0.00ＷＭｇ什-0.25JV

sucrose(O25IVsucroseのなかに0.001Ｍ濃度にＭｇＣｌ２

を含む）は，Ｔ､／Ｍ"ｓよりcell-homogenateの説|製

に，0.001ＭＭg汁-PBSｐＨ７．２（0.O061vphosphate

buHerpH７．２のなかに0.001Ｍ濃度にMgCl2を含む）

はmicrosome，ribosome及び免疫処置に用いた分画抗

原の溶媒として使用した．0.001ＭＮg丹-trisbuHerpH

７．７（０００Ｗ濃度にMgCl2を含むｔｒｉｓｂｕＨｅｒｐＨ

７７）は分画をNa-deoxycholate（DOC）で処理する際

の溶媒として用いた．この程度のＭｇ什濃度はＤＯＣ処

理に影響を及ぼさなかった．ＲＮａｓｅはＳｉｇｍａ社の

pancreaticRNaseを，ＤＯＣはDifco社の製品を用

い，前者の１ｍｇ/ｍｌで，又後者は0.8％濃度で作用させ

た．

分画法：すでに様々の処理を加味した遠心分画を試み

たが，一度に２種以上の画分を質，量ともに満足に得る

ことは困難であった(岡･尾崎，１９６６；古谷ら，1969)．こ

のたびは比較的精製されたmembranestructureとｒｉ‐

bosomalproteinを量的に収穫することを主眼とし

（６８）
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FiglFractionationprocedureofcellhomogenate、

Fig.１の法を考案した．いてもＦ２と全く同一の操作により２種の抗原液を調製

湿潤量約149より調製した20％homogenateよりした．これらの0.5ｍlをマウスにｉＰ－接種し，３週間

microsomeとcruderibosomeをdiHerentialcentri‐の後Ｔ／bαﾉｲｓｌＯ７生虫をｉ・ｐ－攻撃して判定を行なつ

fugation法により分画した．microsomeはＲＮａｓｅ処た．

理後Ｆ１（上清）とＦ２（沈澄）に区別し”他方crude
実験成績

ribosomeはＲＮａｓｅ次いでＤＯＣ処理によりＦ５（沈

漬）とＦ６（上清）に分画した．防御抗原性を検討した １各画分とＲＮＡの関係

のはＦ２とＦ５の２分画のみである．なお分画法の詳細 いわゆるpostmitochondrialfractionに該当する部

は実験成績の項で述べる． を，Ｆｉｇ．１のごとく４７，０００×Ｇ４０分遠心することによ

ＲＮＡの測定：0.00ＷＭｇ什一PBSｐＨ７．２にRNA Dmicrosomeを得た．これからribosomeを除くため

(Warthington社製）を５，１０及び15βg/ｍｌに溶解し， 37.Ｃ９０分ＲＮａｓｅで処理し，次いで144,000×Ｇ120分

そのおのおのについて210～300ｍ似にわたり標準吸収曲の遠心でＦ１とＦ２を得た．紫外部吸収曲線を得るため
線を作製し，それと各画分の吸収曲線を対比さすことかにＦ１は１：２５０，Ｆ２は１：100に希釈した．Ｆ１の吸収
らＲＮＡ値を測定した． 極大は258ｍ/（（吸光度＝0.810)，吸収極小は238ｍﾉLｌ（吸

免疫及び攻撃法：Ｆ２を２等分し，＿方は素材として光度''0.560)，吸光度比（258/238ｍ,α）は1.44であった

用いた湿潤虫体量１９当たり１ｍlの割に0.OOWMg什一 （Fig.２）．更に標準曲線との対比からＦ１は5.892ｍｇ／

ＰＢＳｐＨ７２を加え均一な浮遊液とし，他方は虫体量１ｍｌのＲＮＡを含むことがわかった．

ｇ当たり0.5ｍlずつの0.00ＷＭｇ升-PBSｐＨ７．２とｃo‐Ｆ２ではＲＮＡ特有の吸収曲線は全く見られなかった
mpleteadjuvantを添加しemulusionとした．Ｆ５１こつ （Fig.２）．このことからＲＮａｓｅ処理によりmicrosome

（６９）
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Ｆ２及びＦ５の主要組成が理論的にはタンパクであり

ながら，その特異吸収曲線を示さなかったことは，不溶
性の状態で測定したことに基づく．

２．Ｆ２及びＦ５の防御抗原性

「実験材料と方法」の項目で述べたごとくＦ２及びＦ５

画分は，この分離に用いた元の湿潤虫体量と等容量の

0.001ＭＭg化PBSｐＨ７．２に浮遊したもの，湿潤虫体量

と等容量に戻すため０.OOWMg化PBSｐＨ７．２とｃｏｍ‐

pleteadjuvantを等量に添加しemulsionとしたものの

両者を抗原として用いた．免疫接種はそれぞれ0.5ｍlを
ｉｐｌ回とした．対照群を含め各実験群は16匹からな

り，免疫３週間後に107Ｔ､／ber,（ｓの攻撃（i､ｐ）を受け
た．

攻撃６日までに対照群は15例死亡（死亡率94％）し，
腹水中におびただしい数の活動原虫を証明した．３０日の
観察期間に耐えた１例だけは，その時点で原虫は証明で
きなかった（Ｆｉｇ．３)．Ｏ００ＷＭｇ升-PBSｐＨ７．２に浮
遊したＦ２抗原接種群では，攻撃後２週間までに13例が
死亡（81.2％）し，すべての腹水中に活動原虫を多数認
めた．生残した３例のなか２例は慢性症状を呈し，色々

の程度に変形した中等数の生原虫を認めたが，他の１例
は外見的に健康であり，全く原虫はみられなかった．

Ｆ２＋adjuvant接種群の死亡は２例（12.5％）にすぎ

ず，それも上記２群に比べてかなり長期（12～17日）を
要した．しかし２例とも腹水中に活動原虫を多数認め
た．この実験群で興味あることは生残した14例のなか約
半数（６例）は慢性症状を呈し，変形した生原虫が余り
多くない程度に観察されると同時に，著しく発達した
ｍａｓｔｃｅｌｌの多くが腹水中に存在した．他の８例は外見
的に全く健康であり，もちろん生原虫はみられなかっ
た．

Ｆ５の0.001〃Ｍｇ升-PBSｐＨ７．２浮遊液を接種免疫し

た実験群の感染防御成績は，同一条件のＦ２免疫群と非
常に類似した．すなわち14例（約83％）は19日までに感
染死を来たし，腹腔内に多数の活動原虫を認めた．しか

しこれら死亡例においても２週間以上生存した３～４例
では原虫数の減少とともに，変形した原虫数が多くみら

れる傾向があった．又生残した２例は腹部が著しく膨満
し，腹水で充満しているにもかかわらず原虫数は予想外
に少なく，変形も顕著であった．又発達したｍａｓｔｃｅｌｌ
の多くを認めた．

最後にcompleteadjuvantを添加したＦ５で免疫し
たマウス群の防御効果について述べる．これは他のいず
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画分に存在したＲＮＡのすべては可溶性部（F1）に移
動し,Ｆ２の主部はlipoproteinで構成されたmembrane

structureであることが明らかになった．

Microsomeを除いた上清を144,000×Ｇ120分処理に

よりcruderibosomeとＦ３（上清）を得た。Crude

ribosomeをＲＮａｓｅ３７ｏＣ９０分処理後，144,000×Ｇ１２０

分の遠心によりＦ４（上清）とcruderibosomalprotein

を得た．後者の画分内にはなお微細な破片として膜質の

混在が予想されるので，これを除く目的から室温（15～
17.Ｃ）で２時間ＤＯＣ処理を施し，次いで144,000×Ｇ

120分遠心を行ないＦ５（沈澄）とＦ６（上清）を分画し

た（以上Ｆｉｇ．１）．紫外部吸収測定のためＦ４，Ｆ４，Ｆ５

及びＦ６はそれぞれ１：１５０，１：７５０，１：５０及び１：
４０に希釈した．

Ｆ３の吸収極大は260ｍ/‘（吸光度〃0.575)，吸収極小

は242ｍﾉリ（吸光度0.460)，吸光度比は1.25であり，Ｆ４

の吸収極大は258ｍ阯吸光度''0.660)，吸収極小は233

ｍ/Ｉ（吸光度〃0.380)，吸光度比は1.73であった．又Ｆ３
及びＦ４のＲＮＡｍｇ/ｍｌはそれぞれ2.35及び13.672で

あった．すなわちcruderibosome画分のＲＮａｓｅ処理

によりｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡはほとんど完全にＦ４に移行
したことを示した．この際の沈殿部をＦｉｇ．１のごとく
ＤＯＣで処理すると，明らかではないがＦ６にタンパク

が含まれている可能性を暗示した吸収曲線が得られた．
このことはcruderibosome画分に微量ではあるがｌｉ‐

poproteinが混在したことを示唆していると思う．

(７０）
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れの実験群とも全く結果を異にした．攻撃後17日で１例ribosomeに防御抗原性を認めているが，彼らはribo‐

だけ死亡したけれども，１５例（約94％）は外見的に健康ｓｏｍｅをRNase，ＤＮａｓｅあるいはtrypsinで処理した

状態で生残した．もちろん腹水中に生原虫を発見するこ場合，ＲＮａｓｅによってのみ抗原活性の消失をみ，“防御

とは出来なかった．抗原，,の本態がｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡであることを示唆し

た．しかし，かかる化学処理の後どのような状態で抗原
総括および考案

性を検討したか明らかでない点にわれわれは疑問をいだ

《細胞,性免疫,，の解析を分子レベルで進めるために現いている（Youmans＆Youmans，1966)．

在吹の２つの手段が選ばれている．わわれれもマウス実験Ｔ症に対する“防御抗原”をＴ、

１）免疫一macrophage,－lymphoidcellから分離し／bet"ｓのribosomeに認めながらも，その特異活性基

たＲＮＡあるいはＲＮＡ様物質によって特異抵抗'性（特異,情報）がｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，ribosomalproteinの

が伝達可能であること．この場合にＦｏｎｇｅ／α/､(1962,いずれに存在するか説得性に欠けていた．又membrane

l963a，1963b）は免疫血清（対応した抗血清である必要structureに無視できない抗原性が示されたが，それに

はない）の補助が必要であることを力説しているが，三対し十分な根拠の準備もなく否定の方向に考えてきた．

橋（1966）はこれを否定し，更に秋山（1967）は細胞をこれらの点についてある程度解決の道を開いたと思う．

破壊したり，生菌を含まないmacrophageの使用は伝Ｆ１及びＦ４のＲＮＡｍｇ/ｍｌはそれぞれ5.892及び

達能力を消失することを公表している．２肌細胞性免13.672であり，これはすべてribosomeに由来してい

疫，，獲得の初段階としてどのような抗原分子が関与するる．すなわち細胞質内のfreeribosomeは，microsome

かについてはMurakamicraZ.(1959a，1959b)が結核菌画分に含まれるribosomeの約2.3倍量となる．しかし

及びＳ`【んZ。,ノビ//`′/:y｣bAjについて，Kanai＆Youmans電顕観察の結果(伊藤，1968)ではＴ､/bctZ4sのｍｅ、‐

(1960)，Youmans＆Youmans（1964a，1964b）が結核brane-boundribosomeは核`周辺にわずかに観られるに

菌の実験から病原細胞内の微細頚粒を公表し，その後，すぎないことから考えると，microsome画分のＲＮＡ

岡ら（1967）はＴ､／MWSの実験からmicrosome，ｒｉ‐値はむしろ多いように示された．これは47,000×Ｇ４０

ｂｏｓｏｍｅに防御抗原性が局在することを記録した．最近分の処置により相当量のpolyribosomeがmicrosome

Youmans＆Youmans（1965）も結核菌から分離した画分に沈殿したためである．又Ｆ３のＲＮＡ値はribo‐

(７１）
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ｓｏｍｅ由来のＲＮＡの約'/,o量(2.35ｍｇ/ｍｌ）にすぎず，

この主たる由来はｔ－ＲＮＡである．

Ｆ２はmicrosomeをＲＮａｓｅ処理し，選択的にｍｅ、‐

branestructureを回収したもので，主成分はlipopro-

teinであるが，上述のごとく相当量のribosomeが前

段階で混在したため当然ribosomalproteinが混入して

いると予想される．動物実験によるＢの防御抗原性の

判定は複雑であり，おのずから推論的解釈になる．Ｆ２

のみ（adjuvantなし）による免疫群の81％は死亡した．

平均生存日数は約12日であり，対照群の５日であったの

に比して著しく延命である．これはＦ２に混在するｒｉ‐

bosomalproteinが抗原原活性基として作用し，ｍｅ、‐

branestructure（lipoprotein）がこれを補助したが，活

性基の絶対量が不足のため十分に効果をあげ得なかった

ものと,思う．Ｆ２＋completeadjuvant免疫群は上記免疫

群とは逆に約87％が生残した．ただし生残例の約半数は

慢性Ｔ症を表わし活動原虫を保有した．なぜadjuvant

の添加がＦ２抗原の効果を高めたかは,membranestruc‐

tureよりもadjuvantの方が腹腔内にmacrophageを

すみやかに集め，少量のribosomalproteinも抗原とし

て最高度に捕捉利用されたためではなかったろうか．こ

の仮説にたつと完全耐過及び慢性症の生残動物の存在を

解釈するのに好都合である．

Ｆ５はタンパクの吸収値を測定していないがcrude

ribosomeをRNase，ＤＯＣで処理して得た画分である

から，ribosomalproteinであることに誤まりはなかろ

う．Ｆ５のみで免疫した実験群は87％の死亡率を示し，

これらの平均生存日数は11日であった．これはＦ５のみ

による免疫群とほぼ一致した成績であった．しかし解釈

の上では著しく異なってくる．すなわちＦ５は抗原活性

基（ribosomalprotein）は十分であるが，これが防御反

応に組み込まれる過程を補助する物質の欠損と考えた

い．Ｆ５＋completeadjuvant免疫群では約94％が生残

し，実験群のうち最高の防御反応を示し，これら生残例

には慢性症を呈するものは１例も認めなかった．これは

adjuvantにより誘導されたmacrophageにより，抗原

,情報の十分量が捕捉され，免疫活動に利用されたためと

判読した．

防御実験成績に対し推論的な解釈を進めたことは，

membranestructure及びribosomeの免疫学的立場を

確立するための作業仮説を設定する意味を含めてのこと

である．

結

一ｍ
７，ﾌﾟCAO'"o"ａｓ／ｂａａＳを素材とし遠心分画法により

microsome，ribosome及びsupernatantHuidに分画

し，これらのＲＮＡ値を測定すると同時にＦ２（ｍｅ、‐

branestructure）及びＦ５（ribosomalprotein）の防御

抗原性を検討した．

１．Ｔ,／Ｍ"ｓ湿潤重量１９当たりよりmicrosome，

ribosome及びsupernatantHuidに回収されたＲＮＡ

値は，それぞれ5.892,13.672及び2.35ｍｇ/ｍｌであっ

た．前２者のＲＮＡはribosomeに，後者はｔ－ＲＮＡ

に由来する．

２．Ｆ１，Ｆ３及びＦ４（surernatantHuid）の吸光度比

は1.4,1.26及び1.66を示し，ＲＮＡ純度はＦ４が最も

高い．

３．Ｆ２のみで防御抗原`性は認めがたいが，complete

adjuvantを添加すると87％のマウスは生残できる．た

だし生残例の約半数は慢性丁症を表わし，腹水中に生原

虫を認めた．

４．Ｆ５のみではマウスに防御抗原性は認めがたい．

しかしcompleteadjuvantを添加するとマウスの94％

は生残し，外見的に健康であり，生原虫も証明されなか

った．
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ANTIGENICITY OF RIBOSOMAL PROTEIN AND MEMBRANE STRUCTURE IN

TRICHOMONAS FOETUS AND ROLE OF COMPLETE ADJUVANT

IN PROMOTION OF THE ACTIVITY

Yoshikazu OKA

(Train'uig School for Nurse Teachers, Tokushima Univerity, Tokushima)

JlNTATSU SHINZATO AND HuMlO OSAKI

(Department of Parasitology, School of Afedicine, Tokushima University, Tokushima)

The cell homogenate of Trichomoyias foetus was fractionated into microsomes, ribosomes

and the final supernatant fluid by differential centrifugation. Quantitative analyses of RNA in

the fractions and evaluations of protective antigenicity of the membrane structure and ribosomal

protein were carried out.

1. The recovery of RNA from microsomes, ribosomes and the final supernatant fluid per

lg (wet weight) of T. foetus was 5.892, 13.672 add 2.35 mg/ml, respectively, and the former

two are originated in ribosomes and the latter one believingly in t-RNA.

2. The ultraviolet absorption density of the 144,000 X G supernatant of treated microsom

es with RNase, the final supernatant fluid and the 144,000 X G supernatant of treated ribosomes

with RNase was 1.4, 1.26 and 1.66, respectively, and RNA was purest in the latter one.

3. Protective antigenicity was not assumed in the membrane structure unless it was along

with complete adjuvant where as high as 87 per cent of the immunized mice survived from re

infections. However, approximately one half of the survived mice developed chronic clinical

signs and a number of the parasites were recovered from the peritoneal exudate.

4. Ribosomal protein itself was not able to exhibit protective activity and the presence

of complete adjuvant gave a noticeable increase in the results enabling 94 per cent of the im

munized mice to overcome reinfections for a considerably long term without either clinical signs

or recoveries of the parasites from the pertioneal fluid.

( 74 )




