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Tojmp/ｃＭＭｇＭ〃の可溶I性及び粒子画分

による免疫マウスの体液'性抗体応答

別所元茂

(昭和55年７月７日受領）

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Toz0Zbms7"αgo7z‘i/，latexagglutinationtest，humoralantibody，

Huorescentantibody，geldiffusiontest，ｆｏｏｔｐａｄｔｅｓｔ

た後アセトン・ドライアイスによる凍結融解を５回繰り

返した．次に，テフロングラインダーで一層均等にし，

PBSで２×109原虫/ｍｌのホモジネートに補正したsこ

の一部を５～１０Ｃで100,000×ｇ120分遠心し，可溶性

部（Sup）と粒子部（Sed）に分けた．ＳｅｄはＰＢＳで

３回洗浄後，再びＰＢＳで元のホモジネート濃度にもど

した．Schneider（1945）の方法によって得たタンパク

画分について，Sup，Ｓｅｄ及びホモジネートのタンパク

量を測定（ＬｏｗｒｙｅｔａＺ.，1951）した．

抗原接種：抗原0.1ｍ’（２×108原虫分）を腹腔内に

接種した．それらのタンパク量は，ＳｕｎＳｅｄ及びホモ

ジネートそれぞれ1.03,0.87及び1.69ｍｇであった．

FCAは抗原と等容量を加えて乳化の上使用し，対照に

は抗原の代わりに生理食塩水を与えた．

血清抗体の測定：次の方法によって各抗原に対する抗

体応答を測定した．１）定性的に色素試験（Sabinand

Feldman，1948）と符合度の高いラテックス凝集反応

(平井ら，１９７７；常松，1979）（LA)．実験には市販の

キット(栄研化学)を使用した．２)間接螢光抗体法(IＦＡ）

によるＩｇＧ，ＩｇＭ及びＩｇＡの分析．測定はマウス実

験マラリアにおける佐藤ら(1979）及びトキソプラズマ

症におけるＷａｌｔｏｎｅｔａＺ．（1966）の方法に準じて行

った．抗マウスＩｇＭ，ＩｇＧ及びＩｇＡ血清はＭＢＬ社

製品を使用した．３）－次元免疫ゲル拡散法(寺野・長谷

部，1973)．各抗原刺激に対するマウス血清中の７－グロ

ブリン総量測定の目的で，抗マウスＩｇＧ，ＩｇＭ及び

IgAをそれぞれ0.75,10及び20％含むゲル板に2.5ｍｍ①

の小孔を開け，被検血清３’１を入れ，５Ｃで48～72時

間反応させた．判定には小孔に対する同心円状の沈降輪

を測定し，同一板で反応させた標準グロブリンの沈降輪

値から比較算定した（Photo、１）．ゲル剤はアガロース

Ａ３７（半井化学）を，標準グロブリンはMiles社製品

TorOPms"zαｇｏ"〃に対するｉ〃ｕ伽抗体応答パタ

ーンの分析あるいは抗体検出法の技術的開発に関する数

数の研究によって，トキソプラズマ症の診断と病期の判

定は著しく前進した（常松，1979)．例えば，ＩｇＭの消

長から捕らえる病期の診断，胎児ＩｇＧの証明による母

親における感染との相関関係の判断のように，グロブリ

ンクラスでの論議が行われるようになってきた(Krick

andRemington，1978)．これらの抗体応答を解析する

方法の一つとして，抗原側から追究する手段があり，い

くつかの化学組成の明らかな抗原に対応する抗体の差異

から宿主の免疫応答が究明されている(松岡，1977)．

著者は，トキソプラズマ症における抗体応答を理解す

る一助として，この応答を抗原側から追究するため，比

較的原虫本来の組成を維持しているホモジネートを素材

に，これを可溶性及び粒子画分に分画して抗原に使用し

た.また,これら抗原に対する宿主の免疫応答の増強にあ

ずかると思われる（AraujoandRemington，1974ａ；

士本，1978）Freundのcompleteadjuvant（FCA)の

効果についても検討した．

材料及び方法

実験動物：体重25±２９のｄｄＹ雌マウス（徳島実験

動物研究所）を使用した．メタルケージ当たり５～10匹

を恒温下で固形飼料（オリエンタル酵母ＫＫ，ＭＦ）と

水道水で飼育した．

原虫：腹腔内継代によってマウスに10年以上維持され

ているＴ・ｇｏ"〃ＲＨ株を使用した．

抗原：マウス当たり１×107個の原虫を腹腔内接種し

３日後に腹水から集めた原虫を，リン酸緩衝食塩水，

ｐＨ７．２（PBS）で３回遠心洗浄の上ガーゼでろ過し，

更にグラスフィルター（池本理工ＫＫ，Ｎｏ．３）を通し

徳島大学医学部寄生虫学教室
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Fig、１Latexagglutinationantibodytiteｒｓｉｎｓｅｒａｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

ｗｉｔｈｓｏｌubleandparticulatefractionsfromTorOPms"zacellhomogenate．

ＳｅｄａｎｄＳｕｐ:particulateand
solublefractions

FCAFreund，scompleteadjuvant

を使用した．マウス血清７－グロブリン濃度の年齢差を

考慮し，３０，４０及び60日齢無処置マウスでの平均値を標

準範囲とみなし対照とした（Figs、３，４)．

皮層過敏反応試験：上記免疫マウスについて抗体依存

性Ａｒthus型皮膚過敏反応及び遅延型反応を足蹄反応

(footpadtest)で測定した．これは免疫12及び60日後の

マウスに抗原液０．０２ｍl(２×107原虫分)を足蹄に皮内接

種し,３及び48時間後桂(1975)の方法によって計測した．

原刺激５，１０，２０，３０及び40日後に測定した(Fig.２）．

IgG抗体については，Ｓｕｐ群は20日まで直線的に上昇

(１：256）し，続いてピーク（１：512）を画いた。Ｓｅｄ

群は，５日で既に１：２５６を示し，以後緩やかにしかし

常にＳｕｐ群より高値を保ちながら40日で１：2,048に達

した．ホモジネート群５日後の力価はＳｅｄ群と一致

(１：256）したが，その後の上昇はＳｅｄ群を下回り４０

日で同じ値（１：2,048）に達した．

ＦＣＡ添加各群のＩｇＧ抗体レベルは単独刺激群と大

差なかったが，２０日以降は添加群の値がいずれも１段階

高かつた．Ｓｕｐの添加群では５日後にＩｇＧ抗体産生増

強効果が顕著であった．

ＩｇＭ抗体価は，Ｓｅｄ及びホモジネート群共５日後１

：６４を示したが，その後急速に低下して20日では既に測

定できなかった．Ｓｕｐ群では５日で１：２と低かった

が，その後20及び30日は１：１６まで上昇し，４０日では消

失した．すなわち，ＩｇＭ抗体産生はＳｕｐ群の方が長期

間持続した．ＩｇＭ抗体に対するＦＣＡの効果は，Ｓｕｐ

群で20日に認められた外見るべきものはなかった．な

お，ＩｇＡ抗体は終始測定できなかった．

一次元免疫ゲル拡散法による血清ＩｇＧ，ＩｇＭ及び

IgAの濃度：各抗原刺激後５，１０，２０及び40日（IgA

は２０日まで）の血清中の濃度を同一ゲル板で比較し

(Photo、１），測定値を抗原別に図示した（Figs、３，

４）．

成績

免疫マウスのＬＡ抗体価：抗原刺激５，１０，２０，３０

及び60日後抗体価を測定した（Fig.１)．Ｓｕｐでは約２０

日後ようやく力価１：３２を示し，以後徐々に上昇しなが

ら30日でピーク（１：６４）に達した．ホモジネート及び

Sedでは急速かつ直線的に抗体価が上昇し，２０日値で

１：1,024,30日でピーク（１：2,048）に達した．両群

共ピーク値から急速に下降したが，６０日後においても，

Sup群のピークを上回る力価を維持した．すなわち，

Supでは抗体発現も遅く，力価も低値で，その点他の

２群と明らかに異なっていた．ＦＣＡを添加した場合，

ホモジネート及びＳｅｄ群では，単独刺激によるピーク

値（１：2,048)を超えなかったが，Ｓｕｐでは逆に単独刺

激のピーク値より幾分高かったい：256)．また，各群

共ＦＣＡ添加によってピークからの下降が抑制された．

ＩＦＡによるＩｇＧ，ＩｇＭ及びＩｇＡの特異抗体価：杭

（５８）
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れぞれ0.75及び0.93ｍｇ/ｍｌ）を持つ素直なカーブを画

き，ＦＣＡ添加による影響はわずかであった．ホモジネ

ート群では20日で単独及びＦＣＡ添加群それぞれ０．９２

及び０．９４ｍｇ/ｍｌを示し，４０日にはそれぞれ1.12及び

1.23ｍｇ/ｍｌに達した．ＦＣＡ添加による影響も見るべき

ものはなかった．

血清ＩｇＡの濃度は20日に上昇が見られ，特にＳｕｐ

及びＳｅｄにおいて著しかった．

皮膚過敏反応：無処置マウスを対照に，Ｓｅｄ及びＳｕｐ

刺激後12及び60日のマウスについて足蹴の腫脹度を抗原

接種３時間後（即時型）及び48時間後（遅延型）に測定

した（Ｆｉｇ．５）．感作後12日では，ＦＣＡ添加Ｓｕｐ群

に強い即時型反応が現れ，６０日の場合はＦＣＡ添加Ｓｅｄ

に即時及び遅延型，ＦＣＡ添加Ｓｕｐに即時型の顕著な

反応が見られた．すなわち，強度の皮膚反応はＦＣＡ添

加群に限られ，Ｓｕｐ及びＳｅｄ刺激では即時型が強く現

れ，明らかな遅延型反応はＳｅｄのみに見られた．
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総括並びに考察

Ｔ、ｇｏＭｌｒｉに対する宿主の免疫応答には，液`性及び細

胞`性の両面が考えられるが，感染防御は細胞性応答に

依存すると言われる（中野，１９７３；Remingtonand

Krahenbuhl，1976）しかし，／'２℃/〃ｏで抗体が原虫の

細胞内侵入を抑制し，感染防御に何らかの役割を果たし

ているとする報告も少なくない（常松，１９６３；Ander‐

ｓｏｎｅＺａＬ，１９７６等)．現にHafiziandModabber

(1978）はcyclophosphamide処理によって，十分抵抗

性を備えた慢性感染宿主の抗体産生を抑制すれば，特

異抵抗性が減弱し，しかもこれは宿主にｌ：500程度

(IＦＡによる力価）の抗血清を数但|にわたって受身伝達

することにより回復することを認めた．

Ｔ・ｇｏ"cJiiに対する特異抵抗`性獲得の免疫学的分析の

多くは，弱毒生山（Beverley株等）の感染を経過した

動物で進められてきた（Nakayama，1965；Hafiziand

Modabber，1978)．しかし感染という抗原刺激は免疫応

答を抗原側から解析するにいくつかの障害を持ってい

５１０２０３０４０

Daysafterimmunization

Fig21ndirectHuorescent-antibodytiters

ofｌｇＧａｎｄｌｇＭｉｎｓｅｒａｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

withsolubleandparticulatefractｉｏｎｓｆｒｏｍ

Ｔｏ,jmP/ａｓ"zacellhomogenate、

ＳｅｄａｎｄＳｕｐ：particulateandsolublefractions
ＦＣＡ:Freund，scompleteadjuvant

血清ＩｇＧは,Ｓｕｐ群では１０日をピーク(1.4ｍｇ/ｍｌ)に

以後標準値まで下がった．ＦＣＡ添加群では２０日で１．２

ｍｇ/ｍｌに達し，４０日後もほぼ同じレベルを保った．Ｓｅｄ

群では20日まで上昇（1.6ｍｇ/ｍｌ）し，４０日に至るも力

価が維持された．ＦＣＡを添加すると40日まで直線的に

上昇し2.2ｍｇ/ｍｌに達した．ホモジネート群はＦＣＡ添

加の有無にかかわらず直線的に上昇し，４０日には単独及

びＦＣＡ添加群それぞれ1.7及び2.1ｍｇ/ｍｌを示した．

血清ＩｇＭはＳｕｐ及びＳｅｄ群共２０日にピーク（そ

Photo・lTheprecipitatingantibodyreacｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅａｎｔｉｓｅｒａｏｎａｓｉｎｇｌｅｒａdial
immunodiHusionplate．

Ｈ：homogenateD：particulatefractionP：solublefractionC：ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＦｒｅｕ‐

n.'ｓｃｏｍｐ]eteadjuvantArabicnumerals：daysafterimmunizationOnedivisiｏｎｏｆａｒｕｌｅ：

lmmAgarcontainedrabbitantiserumagainstmouseIgG（Ａ)，ＩｇＭ（B）ａｎｄｌｇＡ（C)．
AntigenwellswerefilledwithseraｏｆｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＴｏｚｏＰｍｓ"zacellhomogenate

andsolubleandparticulatefractionsinthepresenceorabsenceofFreund'scompleteadju‐
vant，Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｋｎｏｗｎａｍｏｕｎｔｓｏｆｒｅｓpectiveimmunoglobulinclassesinｓｔａｎｄａｒｄｓｅｒａ

ａｒｅｓｈｏｗｎｏｎｅａｃｈｐlate．
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とＳｅｄとのタンパク量はほぼ同程度であるにもかかわ

らず，抗体出現は明らかにＳｕｐの方が遅く，ＦＣＡ添

加によっても早められなかった（Fig.１）．

ＩＦＡによる抗トキソプラズマ抗体の分析において，

SedによるＩｇＭ抗体の産生は初期（５日）にのみ認め

られたが，Ｓｕｐ刺激では30日まで力価が上昇した(Fig.

２)．ＩｇＧ抗体及びIgM抗体のいずれの誘導にもＦＣＡ

添加の上昇効果は少なく，ＬＡの場合同様，継続的抗原

刺激に基づく抗体価の維持にあずかったに過ぎなかっ

た．以上のように，抗体産生パターンには経時的にも抗

原による相違が観察された．これはＳｕｐ及びＳｅｄが

抗原として宿主免疫担当細胞を刺激する様式の差による

ものと考えられる．

－次元免疫ゲル拡散法の結果から，今回の抗原には特

に血清９Ａに対する非特異的刺激`性が見られた(Fig.

４）が，抗原によって他のグロブリンクラスの経時的産

生パターンが異なっていた．すなわち，ホモジネート及

びＳｅｄ刺激後早期(５～10日）に見られた特異抗体が，

血清７－グロブリン濃度には反映せず，血清ＩｇＧ，血清

IgM共に標準範囲を超えなかった(Figs、３，４）．更に

血清ＩｇＭにおいては，特異的抗体(Fig.２）と血清中

濃度(Fig.３）とは無関係とさえ思われ，血清ＩｇＧ(Fig.

３）の経時的増加がＩｇＧ抗体（Fig.２）のそれとやや

類似したにとどまった．

各抗原による免疫マウスの即時型皮層反応において，

明らかな腫脹はＦＣＡ添加群にのみ見られ，その場合は

強い反応が免疫後12～60日の間保たれた（Fig.５）．ま

た，Ｓｕｐ刺激宿主では即時型の反応が強く，Ｓｅｄの場

合は即時型と遅延型の両反応が見られた．

熱死虫抗原よりも生虫に近い抗原性を有すると思われ

るＳｕｐ及びＳｅｄを使用し，これら抗原で誘導される

体液性抗体の分析を試みた結果，単なる１００，０００×９分

画抗原であるＳｕｐとＳｅｄの間でさえ，それぞれの試

験で宿主の抗体応答の力価や経時パターンに相違が認め

られた．これらの相違を感染によって誘導される抗体応

答の説明に直接導入することは早計であるが，抗原側か

らの解析の進め方の方向的役割は果たしていると考え

る．例えば，Ｔ・ｇｏ"〃感染による抗体の出現が比較的

遅い（KrickandRemington，1978）点は，Ｆｉｇ．２の

Ｓｕｐ刺激におけるＩｇＭ抗体価のパターンに類似し，

感染原虫による抗原刺激が，Ｓｕｐのような可溶性抗原

物質に依存していることも考えられる．

感染状態と死虫若しくは分画物の接種を受けた状態と

の違いは病原体の増殖であり，感染により抗原の継続的
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４
４
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る．例えば，初期免疫応答と関係が深いと考えられる原

虫と宿主との初めての出会いで，本原虫が宿主細胞に積

極的に侵入するかどうかについてもまだ十分に説明され

ていない（KirchhoffandLanger，１９７１；ＨｉｒｓｃｈｅＺ

ａＺ.，１９７４；AraujoandRemington，1974b)．またあら

ゆる有核細胞に侵入する本原虫の感染は免疫機構に何ら

かの影響を与えると考えられる．このような感染刺激を

単純にし抗原側から宿主の応答を分析する方法は特異抵

抗性付与の研究で試みられ，抗原分析と共に宿主の免疫

応答を理解するのに役立っている（ＡｒａｕｊｏａｎｄＲｅｍ‐

ington,1974a；士本，1978)．著者は，トキソプラズマ

症における抗体応答を抗原側から追究するため，原虫ホ

モジネートを素材として，その可溶性（Sup）及び粒子

画分（Sed）を抗原に使用し，一部にＦＣＡの添加を加

味して宿主の産生する抗体のパターン，力価及びサブク

ラスを比較検討し，次の結果を得た．

ＬＡ試験による抗体産生の定‘性的経時変化では，Ｓｕｐ

（６２）
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山村雄一・森沢成司編，第１版，109-135頁，南

江堂，東京．

13）中野康平(1973）：医科研セミナー，７１，免疫，

松橋直編，第１版，78-92頁込文光堂，東京．

14）Nakayama，Ｉ．（1965）：Effectsofimmuniza‐
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15）Remington，Ｊ・SandKrahenbuh１，Ｊ．Ｌ

（1976）：ImmunologyofToxoplasmainfec‐

ｔｉｏｎ・hImmunologyofParasiticlnfectioｎs，

刺激が与えられることである．本実験におけるアジュバ

ント添加は，この抗原刺激の持続を期待した一種の感染

モデルであった．その効果は既述のようにＩｇＧクラス

産生に現れ，更に抗体（主としてＩｇＧ)依存性の高い即

時型皮膚反応（板倉，1976）に顕著であった．また，抗

原としてはＳｅｄにＦＣＡを加えた場合に最も強い応答

が認められ，遅延型皮層反応もこの組み合わせで発現し

た．したがって，Ｓｅｄには細胞性免疫誘導因子の局在が

示唆される．

結論

トキソプラズマ症における抗体応答の解析を意図し

て，原虫細胞ホモジネートを１００，０００×ｇ120分遠心し

て可溶性（Sup）及び粒子（Sed）画分に分け，これら

を抗原としてそれぞれ単独あるいはFreundのcom

pleteadjuvant（FCA）と共にマウスを腹腔内免疫し，

抗体産生に及ぼす効果を比較検討した．

ラテックス凝集反応（ＬＡ）試験では，ＦＣＡ添加の

有無にかかわらずＳｅｄ刺激群の抗体価はＳｕｐ群を上

回り，反応発現も早かった．

間接螢光抗体法で特異的ＩｇＧ，ＩｇＭ及びIgAを測定

した結果，ＩｇＧ抗体産生の経時パターンはSed，Ｓｕｐ

共ＬＡ試験と同じ傾向であった．ＩｇＭ抗体は，Ｓｅｄ

群では免疫５日後にのみ検出されたが，Ｓｕｐでは５～３０

日の問持続的に認められた．ＩｇＡ抗体は終始検出され

なかった．

－次元免疫ゲル拡散法による免疫宿主血清中の各クラ

スの７－グロブリン濃度は，抗原の種類を問わず１０日以

内はほとんど標準濃度を超えないことを知った．なお経

時パターンでは血清ＩｇＧのみが他の試験と類似の成績

を示した．

マウス足蹴による皮層過敏反応試験ではＦＣＡ添加

Sed，Ｓｕｐ両群で即時型反応が誘導され，６０日後にもな

お強い反応が保たれた．一方遅延型反応はＦＣＡ添加

Ｓｅｄ群にのみ認められた．
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Abstract I

HUMORAL IMMUNE RESPONSES IN MICE IMMUNIZED WITH SOLUBLE

AND PARTICULATE FRACTIONS OF TOXOPLASMA GONDII

MOTOSHIGE BESSYO

{Department of Parasitology, School of Medicine, The University

of Tohushima, Tokushima, Japan)

In an attempt to analyze humoral antibody responses in human toxoplasmosis, soluble

(Sup) and particulate (Sed) fractions were prepared by centrifuging Toxoplasma cell homogenate

at 100,000 xg for 120 min, and they were used as antigens in the presence or absence of

Freund's complete adjuvant (FCA). Mice were immunized with respective antigens intra-

peritoneally and the corresponding antibody production was checked.

In indirect latex agglutination (LA) test, antibody titers in the Sed-immunized animals

(Sed group) were found to be higher than those in the Sup-immunized animals (Sup group)

regardless of the presence or absence of FCA. The onset of the reaction was faster in the

Sed group than in the Sup group.

Specific IgG, IgM and IgA were measured by indirect fluorescent antibody technique.

The pattern of IgG production in both Sup and Sed groups was similar to that observed by

LA test. IgM was detectable only 5 days after immunization in the Sed group while it was

recovered continuously from 5 through 20 days after immunization in the Sup group. IgA

was not identifiable by this technique.

The concentration of each class gammaglobulin in immune-host sera determined by

single radial gel diffusion method scarcely exceeded the standard level within ten days fol

lowing immunizations irrespective of the kind of antigens used. Only IgG showed similar

patterns to those observed in the above two tests.

In foot pad tests in mice immunized with Sup and Sed in the presence of FCA, posi

tive immediate hypersensitivity reaction was observed even 60 days after immunization, and

delayed hypersensitivity reaction was positive only in the Sed group with FCA.
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