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トリパノソーマの免疫学的研究，特に

exoantigenの特異性について
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トリパノソーマの免疫学的研究は凝塊反応，感染防御

反応による抗原型に関する研究（Inokil952；InokielI

aZ.，１９５９；ＩｎｏｋｉｅＺａＪ.，１９６０；Seed,１９６３；Miller,１９６５；

Seed＆Ｇａｍ，1966）と寒天内沈降反応による抗原分

析（Ｇray，1961）があり，特異抗原と共通抗原が認ら

れ報告されている原虫細胞内にある抗原，いわゆる

boundantigen（以下ＢＡと略）の他に感染動物の血中

にみとめられる原虫より満離した抗原，いわゆるexo‐

antigen（ＥＡと略）があることがＴﾑﾉ7(Ｃｅ／とＴ

ｚ'/でα工で発見され，両種の出すＥＡは種特異抗原であ

ることが報告された（Weitz，1960a，ｂ，1963)．

我々は長期間研究室に保存されている２種のトリパノ

ソーマを用いて螢光抗体法及び寒天内沈降反応により抗

原の特異,性について観察した．

離した．この原虫を音波破壊し，10000rpm６０分遠心し

上清を-20.Ｃに保存した．

ＥＡ：感染ラットの血液を5000rpm１０分遠心して原

虫を完全に除去した上清をＥＡとし-20°Ｃに保存し

た．

抗血清：抗原を10ｍｇフロインド・アジュバントと共

にラットに筋注した．３０日して更に抗原を10ｍｇ，５日

間隔で３回筋注した．最終筋注後10日してブースターを

注入し３日目に心臓より全採血した．得られた抗血清は

56°Ｃ３０分非働化後0.1％アジ化ナトリウムを加えて-

20°Ｃに保存した．

螢光色素標識：抗血清は硫酸アンモニウムで分画しγ

グロブリンを精製した後，生食水に透析し１％蛋白溶液

に調整した．炭酸緩衝液（0.5Ｍ）でｐＨ９．０にし，螢

光色素(Huoresceinisothiocyanate）を加えて４°Ｃに保

ち６時問攪拝した．次いで0.15ＭＰＢＳ（ｐＨ7.1）に２４

時間４．Ｃで透析した．未反応色素および非特異物質を

除去するためにセフアデックスG25及びＤＥＡＥ・セフ

アデックスを用いた．純化した標識血清は2.5％溶液

(蛋白質量）に濃縮し０°Ｃ～4°Ｃに保存した．

原虫塗抹標本：感染マウス末梢血をスライド上に塗抹

し，空気乾燥後３分間メチルアルコールで固定した．

染色：標識７グロブリンと原虫との反応は37°Ｃ３０分

行われた．反応完了後0.15ＭＰＢＳ（ｐＨ7.1）で充分に

洗瀧後，ＰＢでｐＨ7.1にしたグリセリン中に封入した．

光源はAHL-250でＢＧ-12フィルター，ＦＹ５フィルタ

ーを用いて観察した．

寒天ゲル内沈降反応：オヒテルロニー法（Ouchter‐

lony，1949）を用いた．寒天ゲルは１９６寒天（Difco‐

bactoagar）でイオン強度0.05,ｐＨ8.6のベロナール緩

衝液を用いた．抗原および抗体池の直径は４ｍｍ，間隔

材料および方法

用いたトリパノソーマはＴ・guwWe"Sｃ（Ｔｇと略）

とＴ・ｅＵａ,ISi（Ｔ､ｅと略）である．これらの原虫はいず

れもマウスに継代保存され，実験に使用された．

Ｔｇの抗原型変異株：Ｒ，型原虫はＯ型原虫の感染し

たマウスに正常人血清0.3ｍlを注射し，７日後に再発し

たものである．再発株は顕微鏡下で－原虫を分離しそれ

をマウスに注射してＲ，型株を作った．Ｒ２型の原虫は

上記再発マウスに再び正常人血清0.3ｍｌを注射し，７日

後に再発したものでＲ，型同様に－原虫を分離し株を

作った．

ＢＡ：原虫を多量に集めるため，マウスに継代してい

る原虫を５匹のラットに移植し，その後96時間して感染

極期に達した時期にエーテル麻酔を施し心臓から全採

血した．抗凝固剤として0.5％クエン酸ナトリウム加生

食水を用い3000rpm１０分遠心し原虫層をピペットで分
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Ｆｉｇｕｒｅｓｌ－４ｓｈｏｗｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅＨｕorescentantibodytestusingHuoreseinisothiocyanate・

ＦｉｇｌＴ〉：y'α"OSC"Ｚａｇ(z"ｗｅ"sewithhomologousantibody．Ａ]ltrypanosomesshowHuorescence・

Ｆｉｇ．２ＴＬｅｚ,α"ｓｉｗｉｔｈＴ．ｇα"z6jcノハeantibody・AlltrypanosomesshowHuorescence・

Ｆｉｇ．３Ｔｂｇα"z6ie"sｅｗｉｔｈａｎｔｉbodyagainstT．ｇ(z/"6/c"scexoantigen、Fluorescenceofal］tryp，ｒ１９．．１．９α〃ZDze〃ｓｅｗ１ｔｎａｎｔｌＤｏｄｙａｇａｌｎＳｔｌ．ｇ(z/〃、/c〃ｓｃｅｘＯａｎｔｌｇｅｎ、ｌＵｕＯｒｅｓＣｅｎＣｅＯｔａｌｌｔｒｙｐａｎＯ‐

ｓｏｍｅｓｉｓｓｈｏｗｎ・

Ｆｉｇ．４Ｔ・ｅｚ，a7zSiwithantibodyagainstT．ｇαﾉ"6/Fﾉﾊﾟcexoantigen、NoHuorescence．

は５ｍｍであった．展開は室温で行ない沈降線の判定は

３日後に行った．

るＴｇは極めて鮮明に染色された（Fig.１）．Ｔｅも

これに劣らずよく染色され（Ｆｉｇ２），両種の原虫の染

色性に差異はみられなかった．次に螢光色素標識抗Ｔｅ

血清で両種を染色するとＴ､ｇおよびＴｅがよく染ま

り両種の交叉反応が認められた．従ってＢＡに関しては

種間共通成分かあることが判った．

ＴｇのＥＡに対する標識抗血清で染色すると対応する

結果

Ｔ､ｇとＴｅは媒介昆虫と宿主を異にするがいずれも

分類上ブルーセイ群に属し近縁な種類とされている．螢

光色素標識抗Ｔｇ血清で両種原虫を染色すると対応す
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ＥＡは種に特有な抗原でありＴｇ，Ｔｅの共通成分では

ないことが判った．

Ｔｇの変異型（Ｒ１およびＲ２型）について同様な手

技による染色でそれぞれの変異型よりのＥＡの特異性を

調べた（Tableｌ）．原虫は互に対応する標識抗血清に

よってのみ染色され，対応しない抗原型の原虫は染色さ

れなかった．これよりしてＥＡは抗原型特有の抗原であ

ることか示された．

Ｔ､ｅとＴ・ｇｏ型Ｒ，型Ｒ２型の出すＥＡについて寒

天ゲル内沈降反応によって抗原の解析を行った．（Fig．

Table１．FAtestontrypanosomesandantisera

derivedfromexoantigensofthe

differentantigenicvariants

Ｔ・gambiensevariantsａｎｔｌｓｅｒｕｎｌ

ａｇａｉｎｓｔ
Ｏｅｘｏａｎｔｉｇｅｎｏｆ： Ｒ２Ｒ１

＋(1)

－(2)

１
２

Ｏ
Ｒ
Ｒ ＋

＋

(1)＋：Huorescence

(2)－：noHuorescence

Ｆｉｇｕｒｅ５ｓｈｏｗｓｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔｉｎｌｉｎｅｂetweentheantiserumandexoantigen

oftheantigenicvariantsofT.ｇ`I"１６/e,,se、Otypeantiserum（c）

againstexoantigensO（a）ａｎｄＲ，（b）PrecipitinlinebetweenO

typeantiserumandOexoantigenmaybeobserved．

Table２．Ｎｕｍｂｅｒofprecipitinlinebetween

exoantigensandhomologousantiseraThe

tableshowsthatthereisonlylexoantigen

presentminfectedratserum

５とTable２）．Ｔａｂｌｅ２は抗原抗体の組合せに於け

る沈降線の数を示した．それによるとＥＡは各型につい

て１種類の抗原であることかわかった．そして標識抗血

清による染色の結果と一致して互に交叉しないことがわ

かった．Exoantigen

T、gambiense
Antiserum

against： Ｔ，evansi
考察ＯｔｙｐｅＲ１ｔｙｐｅＲ２ｔｙｐｅ

Ｔ、ｅｖａｎｓｉ

Ｏ

Ｒ１

Ｒ２

１

－(1)
トリパノソーマには寒天ゲル内沈降反応で５～６抗原

が認められる（Ｇray，1961)．抗原型変異よりみると，

24抗原型が報告され(Osaki，1959）ているので常時原虫

内に存在する抗原と特殊な条件下で作られる抗原を考え

ると数種の抗原と更に多くの潜在抗原が考えられる．

トリパノソーマの抗原には種問で共通のものがあるが

(Ｇray，1961)，宿主血液中のＥＡはＴ､617(ceiとＴ、

Ｚ，ｊｍＬｒで相違し，それらが互に種特異抗原であることが

報告された（WeitZl960a)．Ormerod(1966）によると

１

１

1

(1)－：Noprecipitinline

Ｔ､ｇは非常によく染色されるが（Fig.３），Ｔｅは全く

染色されなかった(Fig.４)．また，ＴｅのＥＡに対する

標識抗血清で染色するとＴｅはよく染色されたが，Ｔｇ

は染色されなかった．従って感染宿主血中に認められる

（５６）
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ＥＡは粗面小胞体のリボゾームで作られﾉI､胞体に貯えら

れている．但し原虫外に源雛する個所についてふれた報

告はない．

今回の結果よりするとＴｇとＴ､ｅがそれぞれＥＡを

産生し，それらのＥＡは種特異抗原であることが判っ

た．従ってトリパノソーマでは多くの種でこのような

ＥＡが産生され，しかもそれらはそれぞれ特異抗原であ

ると考えられる．抗原型の変異株による結果よりすると

ＥＡは種特異的であるばかりか同一種内でも抗原型に特

異的であり，各抗原型で別々の単一抗原が分泌されてい

ることがわかった．
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要約

ＴｇとＴ､ｅについて螢光色素標識抗血清によって

ＢＡとＥＡに関して，種間共通性および種特異性につい

て研究した．ＢＡには両種に共通な抗原が認められた．

一方ＥＡに対する螢光色素標識抗血清によれば両種には

共通抗原は認められなかった、Ｔｇの抗原型変異株につ

いてみるとＥＡは各抗原型に特異的であった．寒天ゲル

内沈降反応によるとＥＡは１抗原型につき１抗原であっ

た．
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! Abstract jj

IMMUNOLOGICAL STUDIES ON TRYPANOSOMES, WITH SPECIAL

REFERENCE TO THE SPECIFICITIES OF THE ANTIGENS

Tan TAKAYANAGI, Hiroji KAMBARA, Shozo 1N0KI and Katsumi YOSHIKAWA

{Department of Protozoology, the Research Institute for Microbial Diseases,

Osaka University, Osaka, Japan)

This report deals with the bound antigens and exoantigens of two different species of

trypanosomes, Trypanosoma gambiense and Trypanosoma evansi. The specificity of these an

tigens was examined by use of the antisera coupled with fluorescein isothiocyanate. From this

study, it has been found that some of the bound antigens are common to both species, while

the exoantigens are species-specific. The exoantigens derived from original strain and variants

(Ri and R2) of T. gambiense are shown to be specific to their serotypes and each one consists

of a single antigenic substance as shown by the Ouchterlony method.
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