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ラジオイムノアッセイによるトキソプラズマ

血中抗原の検出
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食塩水で洗浄採取し，ステンレス網（200メッシュ）で

濾過後，生理食塩水で３回洗浄，2,500回転10分遠心し

たのち上清を取り除き沈澄を求め，その10倍量の蒸留水

を加えて虫体を破壊した．えられた材料を一晩４Ｃに

放置後，1.7％食塩水を蒸留水と等量加え15,000回転３０

分遠心して沈法をえた．この沈澄を蒸留水で３回洗浄，

最後に少量の蒸留水に浮遊させた．沈法0.1ｍlの蒸留水

浮遊液をウサギ－羽あたりの免疫材料とした．免疫は膜

浮遊液をFreundcompleteadjuvant（FCA）と共に

ウサギ背部の皮内に注射後，２週間おいて初回免疫と同

量の抗原をＦＣＡとともに追加免疫した．更に10日おい

てＦＣＡを加えない抗原により追加免疫をこころみた．

最後の免疫から10日後に採血しその血清をウサギ抗トキ

ソプラズマ膜抗原血清として使用した．なおこの抗血清

は間接ラテックス凝集反応による抗体価が2,048倍であ

った．

免疫グロブリンの精製

ウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血清を飽和硫安で分画

し，ＰＢＳ（ｐＨ7.2）で一晩透折後，SephadexG-200カ

ラムクロマトグラフィーを行った．その第２ピークを集

め,凍結乾燥法で濃縮した精製免疫グロブリンを以後の

'251-標識抗膜抗原グロブリンとして用いた．

’251-標識ウサギ抗トキソプラズマ膜抗原グロブリン

えられたグロブリンはダイナポットＲＩ研究所におい

て'251の標識を行った．

トキソプラズマＲＨ株感染マウス血清

マウス（ddY，４週，早）にトキソプラズマＲＨ株

5×107個を腹腔内接種し，接種後１，２，３，４日に心

臓から採血，その血清を使用した．マウスは接種後４日

目に全例死亡した．血清は使用まで-20Ｃに保存した．

はじめに

抗体検出による診断では，抗体が血中あるいは組織液

中に現われる感染約２週後からでないと検出不能である

ため，早期発見あるいは感染時期の推定に難点があっ

た．またトキソプラズマ感染をすでにうけている母体か

ら産出された新生児におけるトキソプラズマの垂直感染

の有無をいち早くかつ明白に把握する上で，従来の抗体

検出法は,決定的な検査法とはいいがたい.しかし新生児

から特異トキソプラズマ抗原を検出することが可能であ

れば,ただちに垂直感染の成立を断定することができ,従

来行われてきたトキソプラズマ血清反応にみられなかっ

た大きな進歩が期待できる．このことは血清反応がたま

たま陽性をしめした妊婦に対し，慢性あるいは安全な感

染であるか，活動性の感染であるかを知り，適切な指針

を与える上においてもあてはまるであろう．

そこでわれわれは近年開発され微量物質の検出にその

威力を発揮しているＲＩＡを用いて，実験的に感染させ

た動物の血中抗原の検出を中心に検討し，併せて感染初

期と思われるヒトの血清からの抗原検出をもこころみた

ので報告する．

材料と方法

ウサギ抗トキソプラズマ膜抗原

トキソプラズマに感染していないウサギ（ニュージー

ランド系，旱，体重20kg）を免疫動物として使用した．

トキメプラズマＲＨ株感染３日目のマウス腹水を生理

本研究費は昭和55年度厚生省心身障害研究国庫補助

金の補助をえた．
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トキソプラズマBeverley株感染マウス，スナネズミ

血清

マウス（ddY，４週令，早)，スナネズミ（当教室産，

早さ，体重，週令不同）にBeverley株感染マウスの脳

を乳剤とし，マウス，スナネズミとも１匹あたり約500

個のシストを腹腔内に接種した．接種後１日目から５匹

を１群として心臓より採血しその血清を検査材料として

用いた．血清は使用まで-20Ｃに保存した．

感染初期を思わせる患者血清と慢性感染患者血清

感染初期を思わせる患者血清はそのほとんどが実験室

内感染者より得られた材料である．患者の中の１名は自

然感染をうけたのちたまたま実験室内感染に遭遇した例

である．さらに急性リンパ節型トキソプラズマ症例，慢

性経過をたどったリンパ節型トキソプラズマ症例，不顕

性感染者からの血清，対照として抗トキソプラズマ抗体

陰‘性の正常人血清を使用した．これらの血清は一部は

-20Ｃに，一部は-80Ｃに保存した．

ラジオイムノァッセィ（RIA）

Fig.１に方法を図示した．まず初めに①所定の濃度に

希釈したウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血清の0.5ｍlを

プラスチックチューブ（栄研１号，１．２×８ｃｍ）に入

れ37Ｃ４時間反応させた後，４Ｃに一晩放置後ＰＢＳ

(ｐＨ7.2)，Ａ液（0.01Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ

7.0)，0.1ＭＮａＣＬ１ｍＭＭｇＣｌ２，0.1％ＢＳＡ，０．１

％ＮａＮ３）で余分な抗体を除去した．②被検血清を所定

の濃度に希釈し，その0.5ｍｌを試験管に加え，３７Ｃ２時

間反応させたのちＰＢＳ（ｐＨ7.2）で３回洗浄後，放射

能活‘性をオートウエルガンマカウンター(Aloka，ＪＤＣ‐

755）で測定した．
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感染マウスはマイナスカウントになり，血中抗原のある

と思われるＲＨ株急性感染マウスは明らかに他の正常

マウス，Beverley株感染マウスから区別することがで

きた．グラフから明らかなように50倍希釈マウス血清を

用いた場合において１００倍希釈マウス血清を使用した場

合にくらべて，より明白な結果をえた．したがって以後

被検血清は50倍希釈を使用した感染後，１，２，３，

４日経たマウスを全採血し血清をえた．なお１群を５匹

とし，試験は個々の血清についておこない，結果は５匹

の平均値で表わした．感染後各日ごとにえられた血清を

それぞれ'/50抗血清，’/100抗血清を用いて反応をしらべた

ところFig.３に示す結果をえた．’/50,1/１００希釈抗血清を

用いたいずれの系においても感染後１日目から抗原が検

出された．２日目には抗原量はやや多くなり３日目にそ

の活性は最高となり死に近い４日目は下降した．ここで

もやはりウサギ抗トキソプラズマ血清は'/100希釈液より

'/50希釈液を用いた場合においてカウントもより高く，

正常マウス群，慢性Beverley株感染マウス血清と明ら

成績

固相の調整に用いるウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血

清の濃度

固相の調整に用いるウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血

清の至適濃度を知るために，５０倍，100倍希釈の２濃度

で試験管を３７Ｃ４時間，ついで４Covernightで感作

し,洗浄，５０倍希釈の被検血清0.5ｍlを加えて，３７Ｃ２時

間作用させた.ポリエチレンチューブを洗浄後,比放射能

17.7の1251-標識ウサギ抗トキソプラズマ膜抗原グロブリ

ンをＡ液により１，０００倍に希釈しその0.5ｍlを洗った試

験管に加え，３７Ｃ２時間反応させた後さらにＰＢＳ（pＨ

7.2）で３回洗浄した．結果はＦｉｇ．２に示す如く，ＲＨ

株感染マウスはそのほとんどがプラスカウントに，一方

正常マウス血清，感染後１年以上経過したBeverley株
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かに区別することができた．

マウス，スナネズミにBeverley株感染後の抗原活性

の推移

マウス，スナネズミをBeverley株シストにより感染

させ，その感染経過にともなう抗原活性を調べた．Ｆｉｇ．

４に示すようにBeverley株感染マウスでは感染後２日

目から抗原活性は徐々に上昇し,５日目にやや下降した．

抗原値はその後又上昇し，感染７日目にピークに達し，

流血抗体があらわれると思われる頃に下降した．いつぽ

うスナネズミはトキソプラズマ弱毒株に感受性が高いこ

とが示されている（SuzukiandTsunematsu,1974)が，

今回の実験で，マウスと全く同じ量のシストの接種に対

して感染後１日目から抗原活性が現われ，２日目にピー

クに達したのち,急激に下降し６日目には全例死亡した．

初期感染を思わせる患者の抗原活性

初期感染を思わせる患者，あるいは実験室内感染者の

血清について検討した結果をＴａｂｌｅｌに示した．表中

jＥ

)(］

＊showingdilutionofexaminedmousesera・

Ｆｉｇ．３TPantigenmeasuredbyRIAao

tivityintheserafrommiceinoculated
witｈＲＨｓｔｒａｉｎ．

Ｋ､Ｔ，１．Ｈは急性リンパ節炎型トキソプラズマ症患者

で，黄色ブドウ球菌プロテインＡ吸収法(Kamei，1978）

によりＩｇＭ抗体が証明されている．Ｈ､１，１．Ｙ，Ａ､Ｃ，

ＭＫは実験室内感染による初感染，ＮＹは自然感染が

あったのちたまたま実験室内感染をうけた患者である．

感染後７日から約４週までの血清について調べたが，

感染の新らしい時期に抗原がみとめられた．感染が古い

と思われる患者，あるいは不顕性感染者いずれもラテッ

クス凝集反応による流血抗体は10,000倍以上の高値を

示したが，正常人と同様抗原活性は全然認められなかっ

た．
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mongoliangerbilsdeteｃｔｅｄｂｙＲＩＡ・Beverleystrainwasused．

TablelDemonstrationoftoxoplasmaanti‐
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考察

トキソプラズマ症は本邦において約25％の成人が罹患

経験があるとされるが，そのほとんどが慢性の不顕性感

染として経過するものと思われる．しかし妊婦あるいは

新生児にとって，その感染時期が臨床上問題となる場

合がしばしばある．従来は感染時期を知るために感染

初期抗体であるＩｇＭ抗体を証明すべく，螢光抗体法

(RemingtoneraZ.，1966)，IgM-ELISA法（Naot，

ｅｔａＺ.，1981)，黄色ブドウ球菌吸収後残存抗体の測定

(Kamei,1978）等が開発されてきたが，これらはすべて

抗体の検出であるため，血中抗体があらわれたのちでな

いと試験をおこなうことができなかった．しかし最近，

ＲＩＡ，ELISAのような血中のごく微量物質でも検出

可能な試験方法が開発され，その威力を発揮し，寄生虫

学の分野でも住血吸虫症（Ｎash，ｃｔａＺ.，１９７４；Deel‐

der，ｅＺａＺ.，１９７６；Houba，ｅｔａＺ.，1976)，トキソプラ

ズマ症（vanKnapen，ｅｒａ2.,1977；Araujo，ｅＺａＺ.，

1980）などで血中抗原を検出する方法がこころみられ応

用されている．われわれはＲＩＡを使って実験的に感染

させた動物の血中抗原，あるいは初感染を思わせる患者

の血中抗原の検出をこころみ，本法により血中抗原の検

出が可能であるとの結論をえた．ここにいう血中抗原は

実際どのような物質であるか，本報告で指摘すること
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ウサギ抗トキソズラズマ膜抗原血清が，トキソプラズマ

膜のみと，きわめて高い特異反応をいとなむことを示し

ているといえよう．さらに問題のトキソプラズマ膜抗原

血清を純化されたトキソプラズマ膜抗原と反応させたと

ころ，Ouchterlony法によってみるかぎり，沈降線は

みとめられなかった．恐らく純化されたトキソプラズマ

膜抗原はほとんど単一化された物質であるため，膜全体

を抗原として作られた今回のウサギ抗トキソプラズマ膜

抗原血清との反応が検出できないほど弱かったのではな

いかと考えられる．

以上のように流血抗原の構成成分は，なお検討の余地

を残しているが，本報でおこなわれたＲＩＡにより，急

性トキソプラズマ症患者から流血抗原を検出することは

きわめて有望視される．特に慢性感染の成立している動

物ないしヒトの流血中には本法でみるかぎり，トキソプ

ラズマ抗原は検出されず，急』性例との明白な区別が可能

であった．この事実は，本法が新生児，妊婦などにおい

て，特に決定をせまられる急性トキソプラズマ症の診断

に今後実用化され，活用されていく上で大きな利点と考

えられる．

ができなかったが,T6njum（1962),Woodworth，ｅＺａＪ．

(1960)，Fulton（1965）らの報告にある“solublean‐

tigen',‘`toxotoxin，，等を検出している可能性も考え

られる．

われわれの使用したウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血

清は，水抽出後のトキソプラズマ虫体膜のみを抗原とし

て作成した抗血清であるが，これを用いたことが感染後

血中抗原をいち早く検出する結果につながったものと考

えられる．又トキソプラズマは分裂増殖の方法として出

芽法(Endodyegeny）という特殊な分裂増殖の方法をと

る事が知られている（Ｋｅｐｋａｅｔａム1970)．この際母細

胞が破壊され，その破壊産物が血中に存在し，それが抗

血清と作用して血中抗原の検出にあづかつていることも

考えられる．いずれにしても感染初期のみにみられる抗

原物質が血中に存在することは明白である．

マウス，スナネズミはトキソプラズマ感染に対しても

っとも高い感受性を示す動物であると考えられている．

マウスの流血中の抗原量がかりにマウス体内における増

殖トキソプラズマ数を反映するものと仮定すると，いっ

たん増殖したトキソプラズマは感染４～５日目ごろ何ら

かの理由でその数が低下し，その後ふたたび増殖を開始

する．しかしマウスが致死寸前になるとトキソプラズマ

の増殖にとっても条件が悪くなるため急激にその数が低

下するものと解釈される．いつぽうスナネズミはトキソ

プラズマ感染に対する感受'性がマウスよりいっそう高い

ため，感染３日ごろになるとすでに致死状態においこま

れ，体温低下などトキソプラズマの増殖にとって条件が

悪くなるため，トキソプラズマ増殖数が急激に低下する

ものと考えられる．いずれにせよ流血中の抗原量は免疫

結合体形成，さらに宿主側の免疫能低下現象（鈴木ら，

1977）による影響など一義的に論ずることのできない複

雑な経過をたどって消長することが予想され，くわしい

解折については今後の検討をまたなければならない．

本研究で使用したウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血清

はsomatic抗原に対して全く反応性を欠いていたため

いかなる量を使用しても検量曲線を作成できなかった．

いつぽう膜抗原は不溶性で特殊な表面活`性剤，あるいは

ブタノール等のある種の有機溶媒を用いれば溶解する

(亀井ら，1981）が，膜成分の一部を抽出するにすぎず，

抗原量を測定するための検量曲線はいずれの系をとった

場合にも作成することはできなかった．さらに今回使用

したウサギ抗トキソプラズマ膜抗原血清はトキソプラズ

マsomatic抗原との間にOuchterlony法でみるかぎ

り，沈降線を生じなかった．以上の結果は，今回用いた

要旨

トキソプラズマの診断に用いられる血清反応には色素

試験を始めとして，直接凝集反応，間接赤血球凝集反

応，補体結合反応，螢光抗体法，間接ラテックス凝集反

応，酵素抗体法，ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ)がある．

しかしいずれの方法も抗体の検出を目的としたもので,

急性感染期の血中抗原の検出を試みたものは少ないわ

れわれは感度，再現性の非常にすぐれたＲＩＡを用い

て，トキソプラズマ感染者，同感染ネズミならびにスナ

ネズミの血中からの抗原の検出を行った.トキソプラズ

マＲＨ株感染マウスでは感染翌日から血中抗原が検出

され，感染３日目に最高値に達し，後に減少した.トキ

ソプラズマ弱毒株であるBeverley株感染マウスについ

て血中抗原の出現状況をみるとやはり感染翌日から抗原

が検出され，感染７日目に最高となり，血中抗体の出現

と共に減少した．急性リンパ節トキソプラズマ症，研究

室内感染で感染後約４週間のヒト血清から血中抗原を検

出することができた．
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DETECTION OF CIRCULATING ANTIGEN DURING ACUTE INFECTIONS

WITH TOXOPLASMA GONDII BY MEANS OF RADIOIMMUNOASSAY

Kiseko KAMEI and Akihiro YOSHIIKE

{Department of Parasitology. Teikyo University School of Medicine, Tokyo)

The circulating Toxoplasma antigens were studied in relation to the diagnosis of

acute toxoplasmosis in man and animals. Through the course of acute phase of Toxoplasma

infection, the circulating antigen was demonstrated in the sera by means of radioimmunoassay

from mice and mongolian gerbils. However, the circulating antigen was not detected in the

animals with chronic latent toxoplasmosis. In the human sera from patients who acquired

acute toxoplasmosis in the laboratory, and also in the human sera from patients with acute

toxoplasmic lymphadenitis, appreciable amount of the antigen was measured, while circulating

Toxoplasma antigen was not demonstrated in any human case with latent chronic toxoplas

mosis. The radioimmunoassay for the antigen was considered to be applicable to the diag

nosis of acute human toxoplasmosis.
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