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し，分離した血清をＩ‐抗体とした．

２）myeloma細胞：Ｐ３ＭＯＰＣ－２１株）の変異株で

あるP3-X63-Ag8を使用した．

３）培地：基礎培地には，ＲＰＭ1-1,640倍地（Gibco

社ＵＳ.Ａ）を，ＨＡＴ培地はHypoxanthinel36mg/１，

Aminopterin44mg/１，Thimidine72､6ｍｇ/ｌを基礎培地

に溶かしたものを１０倍濃度溶液として用いた．培養時に

は10倍ＨＡＴを１容，ＲＰＭ1-1,640を６容，Calf-serum

２容，NCTC109培地を１容の割で混合し，用いた

４）融合：感染マウス脾細胞１×108コとmyeloma細

胞２×107コを混合し，３０％ＰＥＧ-１，０００（Merck社ドイ

ツ）を0.2ｍl加え８分間室温で反応した．

５）抗体の検出：後述のＭ－抗原をＲＩＡ用マイクロ

プレート（Corstar社ＵＳＡ）に付着させ、dioimmuno

assay法でhybridoma細胞の抗体産生の有無を調べた．

６）Cloning：２％メチルセルロースを用い，カピラ

リーピペットによる吊出し法でhybridoma細胞を採取

し，細胞が増殖した時点で上澄液中の抗体を測定した．

抗体を産生している細胞について，本操作を４回繰り返

した．

７）マウス腹腔でのhybridoma細胞の培養：Pristane

（２，６，１０，１４－tetramethylpentadecane）を，初回

と８日目にそれぞれ，0.25ｍｌずつマウス腹腔に注射し，

最終注射日の２日後，hybridoma細胞を１～２×107コ

マウス腹腔に接種した．約７～14日の問に産生された抗

体をＢ-201抗体として，種々の検査をした．

Ｂ・粗抗原の調整

ＴＰ原虫を低張処理したあと，１０Ｇ万の遠心で得た上

澄を細胞質抗原（Ｃ‐抗原）とした．さらに沈澄をトラ

はじめに

Toxoplasma（以下ＴＰ）の膜に関する情報は，ＴＰ

感染初期の抗体検索（KarimandLudlam，１９７５；伊勢

ら，1981）や，ＴＰの感染および，その防禦等の研究に

不可欠のものであるが，ＴＰ膜の精製が難しく，その分

析が遅れているために，未だ不十分で不明な点が多い．

近年，myeloma細胞と抗体産生細胞を融合させた，

いわゆるhybridoma細胞からmonoclonal抗体を得

る方法が発達し，特異性の高い抗体が得られるようにな

って，従来困難であった生体膜等の成分の分離・解析が

容易になった．この手法を用いて，Remington一派は，

ＴＰ成分に対する数種のmonoclonal抗体を作成し，そ

の抗体の諸性質を報告した(HandmanandRemington，

1980；ＡｒａｕｊｏｅＺａＺ.，１９８０；HauserandRemington，

1981)．

今回われわれは，ＴＰ膜に対するmonoclonal抗体を

作成し，これを用いて対応するＴＰ抗原を精製し，この

抗原について解析を行なったので報告する．

材料と方法

Amonoclonal抗体の作成

１）抗原の感作と脾臓細胞の調整：マウス(ddy)にＴＰ

虫体（Beverley株）を接種して，その脳内に出来た

Cyst5～６コを，ＢALBにマウス（８週齢）に経口感染

した．投与後５週目のマウス脾臓細胞を無血清培地（Ｒ

ＰＭ1-1,640培地）で洗浄したのち，冷0.17Ｍ塩化アン

モニウムで10分間低張処理した．この際マウスから採血
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１）immunoabsorbentによるＦＩＴＣの標識：

ウサギ・抗マウスr-globulin抗体へのＦＩＴＣの標識

は，活性化したSepharose4Bにマウスr-globuliｎ分画

を結合させたアフィニティーカラム(以下AF-カラム）

で行なった．AF-カラムは使用前20％ショ糖と，ｐＨ２．５

のグリシン塩酸緩衝液で非特異吸着物質を予め除去し

た．このAF-カラムにウサギの抗マウスr-globulinを結

合させたあと，０．０５Ｍ炭酸緩衝液（ｐＨ9.5）で置換し

た.次に,マウスＩｇＧ１ｍｇ当り２５～3QugのＦＩＴＣを

AF-カラム容積の1.5倍の量の炭酸緩衝液（ｐＨ9.5）に

溶解し，このＦＩＴＣでＡＦ‐カラム内を置換した．一部

空気を残して密封したＡＦ‐カラムは，約４時間，しず

かに転倒混和した．反応終了後に１M-MgCl2で非特

異吸着物質を除去するとともに，ＰＢＳでAF-カラム内

をよく洗った．溶出には0.2Ｍグリシン塩酸緩衝液ｐＨ

2.5を使い，溶出した標識抗体は氷冷し，ただちに１Ｍ

トリス塩酸緩衝液ｐＨ８．５で中和した．この方法で得

た標識抗体はＦ/Ｐ比が３～４と，やや高いが，抗原と

の反応部位であるＦａｂがＦＩＴＣでブロックされないた

め，非特異反応が従来の方法に比べて少なく，染まり方

が良好であった．また，Ｆ/Ｐ比が高いため，かなり希釈

しても検出感度が低下しないなど，利点の多いことが判

った．

Ｇ・等電点電気泳動

０，Farrel（1975）の方法をマイクロ化した三川（19

81）の方法で分離し,蛋白の検出は，感度の高いSwitzer

ら（1979）の銀染色法を利用した．

Ｈ・抗原のアミノ酸分析

共沸塩酸でＢ-201抗原を加水分解したのち日立のア

ミノ酸分析計835形で分析した．

結果

抗体と対応する抗原を分析するのに，ポリアクリルア

ミドゲルで分離した抗原では不向きなため，これを抗体

と反応させ易いセルロース・ナイトレイト膜に転写し，

のちに，螢光抗体法を用いて，作成した抗体との反応を

調べた．

ＴＰ虫体は,マウス腹腔から採取後CF-11カラム（Ｔａ‐

nabe，1978）を通して，混在しているほとんどのマク

ロフアージ(Ｍ○）を除いたが，それでも調整したＴＰ抗

原（Ｍ-抗原，Ｃ抗原）には，少量のＭ‘と赤血球の混

入していることが考えられた．そこで，ＳＤＳ－ＰＡＧＥで

Ｃ抗原とＭ抗原を分離したところ20万分子量付近のバ

ンドが赤血球の分離バンドと一致したため，その混入を

イトン×-100存在下でフレンチプレスにかけ，１０万Ｇ

遠心で得た上澄を，粗膜抗原（Ｍ抗原）とした（有滝

ら1981)．

ＣＴＰ細胞質内抗体（Ｃ抗体）の作成

８週齢のマウス（ddY）に，Ｃ-抗原をアジユバントとと

もに，マウス臂筋および皮下に２０qug/0.2ｍｌ接種し

た．追加免疫は２週間隔で３回行ない初回接種より90日

目の血清を使用した．

Dmonoclonal抗体の測定

１）間接赤血球凝集試験：ＴＰ虫体を低張処理し，１０

万Ｇの遠心で得た上澄（Ｃ抗原）を用いる医科研法（常

松，1963）に従って，マイクロタイター法で行なった．

２）ラテックス凝集試験：Ｍ－－抗原を用いる坪田・

小沢（1977）の方法に従ってマイクロタイター法で行な

った．

３）Dyetest：SabinandFeldman（1948）をマイ

クロタイター法に改良したPedersen（1979）の方法で

行なった．

ＥＴＰ膜抗原の精製

ProteinAのアフィニティーカラム1.0ｍ’（ファルマ

シア社，スウェーデン）でＢ-201抗体を含むマウス腹

水中のIgGを分離精製し，得られたIgG抗体10ｍｇを

CN-Brで活性化したsepharose-4B1mlに吸着させ，

抗原精製用のアフィニティーカラムを作製した．このカ

ラムに前述したＭ-抗原を充分量流したあと，２０％ショ

糖液で洗い，非特異的に吸着したIgGを除き，さらに

PBSでよく洗浄した．この抗原の溶出にはｐＨ２．５の

0.1Ｍ酢酸緩衝液を使用した．この一連の操作を２回

繰り返し，精製した抗原をＢ201抗原とした．

Ｅスラブ電気泳動によるＴＰ抗原の分離と，セルロ

ース・ナイトレイトヘの転写

ＳＤＳスラブ電気泳動はＬａｅｍｍｌｉ（1970）の方法で行

ない，ゲル中の分離抗原バンドを，BittnereZaZ.(1980）

の方法に従って，セルロース・ナイトレイト膜上に転写

した．なを，ゲル中の蛋白の染色には，Coomassieblue

を使い，セルロースナイトレイト膜上の蛋白の染色には

Ａｍｉｄｏｂｌａｃｋを用いた．また，セルロース・ナイトレ

イト膜上に転写した抗原は，感染マウス抗体と反応させ

たのち，後述のＦＩＴＣを標識したウサギ・抗マウス

r-globulin抗体を反応させ，抗原バンドと反応したマウ

ス抗ＴＰ抗体の存在を，紫外線照射装置（ミツミ社

TypeSJ-1031）を用いて観察した．このＳＤＳ分離抗原

のニトロセルロース膜転写螢光抗体法を以後，転写膜螢

光抗体法と略す．

（１６）
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否定できなかったが，それ以外のＴＰ虫体成分では，

Ｍ○と赤血球の混入は考えられなかった(Fig.1)．一方，

Ｍ○と赤血球の分離バンドについて，転写膜螢光抗体法

を行なったところ，１－抗体は全く反応しなかった．

セルロース・ナイトレイト膜へのＴＰ抗原分離バンド

の転写と螢光抗体法：Ｍ－抗原画分とＣ－抗原画分を７．５

％アクリルアミドゲルで分離したあと，セルロース・ナ

イトレイト膜上に，それぞれの抗原バンドを転写したと

ころ，ゲル中に認められた数多くの抗原バンドの内，太

いバンドはゲル中に，かすかに残ったが，セルロース・

ナイトレイト膜上には，いずれのバンドも鮮明に転写さ

れた．分離したＭとＣの各抗原画分には互いに共通する

バンドが数多く見られ，分子量５万～10万の間には太い

バンドが５～６本も認められた．

また，転写された抗原に感染マウス抗体（1-抗体）を

反応させたのち，螢光抗体法で反応した抗体の検出を行

なったところ(Fig.２)，Ｃ-抗原中で１－抗体と反応した

バンドは11本あり，Ｍ抗原では13本のバンドが反応し

た．このうちＣ-抗原とＭ抗原に共通して反応したバ

ンドは８本あった．Ｍ抗原にのみ認められた分子量２０

万と6.7万付近のバンドと，Ｍ-抗原，Ｃ抗原のいずれ

にも存在した分子量10万と約7.5万の太く濃いバンドは，

ＴＰ抗原の分離をする上で，よい指標となった．

ＴＰ膜抗原に対するmonoclonal抗体（B-201抗体）

の生物活性：作成したmonoclonal抗体（B-201）のサ

ブクラスは，ヤギ抗マウス血清（Chapel社ＵＳＡ）を用

いてウクタロニー法を行ないＩｇＧ２ｂであることが判っ

た．また，抗体活性は，間接赤血球凝集試験では陰性，

ラテックス凝集試験で32～512倍まで陽性で，Ｄｙｅｔｅｓｔ

は１６，０００倍を示した．

ＴＰ虫体におけるＢ-201抗体の分布状態（螢光抗体法

による検索）：ＴＰ原虫はマウス腹腔から採取したあと，

冷ＰＢＳで３回洗浄し，これをスライドグラスの上に乾

燥固定して，0.1％NonidetP-40で２０分間処理したの

ち，２％paraformaldehyd（以下ＰＦＡ）で固定したも

の（以下NP-TP）と，０．０１％trypsinで処理したあと

２％ＰＦＡで固定したもの（以下Try-TP）の２種を用

いた．Ｔｒｙ－ＴＰにはＢ-201抗体が虫体の周辺によく結

合したが（Fig.３）ＮＰ－ＴＰには，この抗体は全く結合

しなかった．一方，虫体を低張処理して得たＣ－抗原で

作ったマウスの抗体では，逆にＴｒｙ－ＴＰは染色されず

ＮＰ－ＴＰにＦＩＴＣがよく結合していた．以上のことか

ら，hybridomaで作った抗体B-201に対応する抗原

はナ主に虫体の膜に存在し，NP-40による処理で容易
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Fig2Analysisofmembraneandcytoplasmic

constituentsa）andantigeniccomponentsb)．
ＡｆｔｅｒＳＤＳ－ＰＡＧＥｔｈｅｓｅｐａｒａｔｅｄｃｏｍｐｏnentswere
transferredfromthegeltocellulose-nitratemem‐

brane・Thedetectionofantigeniccomponents
wereperformedwithantiserumobtainedfrom

miceinfectedwithToZOPZasmabyimmunoHuor-
escenttechnique・BandswerestainedwithAm‐

ido-Blacka）Ｍ：ｍｅ、braneantigens,Ｃ：cytop‐
lasmicantigens．

（１７）
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Fig5Two-dimentionalanalysisofpurifiedTo‐

工OPJasmamembraneantigens・Theelectropho‐

resiswascarriedoutwithisoelectrofocusing（ｐＨ

5-8）followedon13％ｇｅｌＳＤＳ－ＰＡＧＥ

TablelAminoacidcompositionofB-201

antigen（fromTozQPmJwzamembrane)．

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｏｌ/Inol＊Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｏｌ/ｍCl＊

ｕ
ｒ
ｅ
ｓ
ｓ
ｇ
ｏ

血
止
町
肋
町
Ⅲ
生
凹

６２．９

３７．９

８８．６

８１．２

１４４．２

４４．６

２７．７

３．９

１６．２

３５．２

１２．１

１６．２

２３．０

２７．７

２１．６

２８．４

Ａｓｐ

Ｔｈｒ

Ｓｅｒ

Ｇｌｕ

Ｇｌｙ

Ａｌａ

Ｖａｌ

Ｍｅｔ

＊ｒｅｓｉｄｕｅｓｐｅｒ 6７，０００．

（１８）
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monoclonal抗体(B-201)は，0.01％トリプシン処理

後にPＦＡ固定した虫体の膜に結合し，NP-40処理し

た虫体には結合しなかった．一方，細胞質内成分に対す

る抗体は，ＰＦＡ固定した虫体には結合せず，NP-40処

理した虫体の主に核に相当する部分に結合した．したが

って，Ｂ-201抗体に対応する抗原は，トリプシンには比

較的安定であるが，NP-40では溶出されるか，あるい

は，抗原性を失う蛋白で，膜に多く分布するが，細胞質

内には無いか，有っても極少量であることが考えられ

た．

このmonoclonal抗体B-201はBeverley株接種マ

ウスの脾臓から得た細胞で作ったものであるが，この抗

体はＲＨ株の虫体膜にも結合することが螢光抗体法で

確認された．このことは，Beverley，ＲＨの両虫体にＢ‐

201抗原が共通して存在していることを示唆している．

monoclonal抗体Ｂ-201でのＡＦカラムにより精製し

た膜抗原（B-201抗原）は，ＳＤＳ－ＰＡＧＥで6.7万の分子

量を持ち，２ＭＥ存在下で比較的安定であるが，一部，

３万の分子量をもつポリペプチド鎖を形成した．等電点

電気泳動ではＰ16.2で高度に精製された，やや酸性側

の蛋白であることが明らかになった．ＴｏｍｉｔａａｎｄＭａ‐

rchesiV、Ｔ（1975）は人赤血球膜のglycophorinをア

ミノ酸分析すると，スレオニン，セリンが多く，これら

のアミノ酸の側鎖は，Oligosaccharideと結合している

ことを報告した．Ｂ-201抗原のアミノ酸分析でセリンが

多く含まれていたことから，この抗原には糖鎖が存在し

ていることが示唆された．また分析の結果，Ｂ-201抗原

に多く存在していたグルタミン酸，アスパラギン酸は，

等電点電気泳動でＰＩが6.2であったことから考えると，

グルタミン、アスパラギンがその主体であると考えられ

た．

まとめ

トキソプラズマ感染マウスからの抗体に対応する抗原

を検出するため，ＴＰ膜抗原をＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し，

そのバンドをセルロース・ナイトレイト膜に転写した．

これを用いて抗体に反応する抗原を螢光抗体法で確認し

た上で，ＴＰ膜抗原に対するmonoclonal抗体を作成

し，これにより，ＴＰ膜抗原を精製した．

この方法で分離された抗原は，２ＭＥ存在下でＳＤＳ‐

ＰＡＧＥをしたところ，6.7万，約６万と３万に計３本の

バンドを形成し，転写膜螢光抗体法から，いずれのバン

ドも感染抗体と反応することが明らかになった．また，

この抗原は２－ＭＥ非存在下では，６万と３万バンドが消

I土260nｍに吸収極大があり，核酸などの混入が考えら

れたが，Ｂ-201抗原では，273nｍに吸収極大があり，

255nｍに吸収の谷が認められ，蛋白であることが示唆

された．

アミノ酸分析：B-201を共沸塩酸で24時間と72時間に

分けて加水分解した試料を，日立のアミノ酸分析計８３５

形にかけ，得られた結果をTable-1に示した．特に，

グリシン，セリン，グルタミン酸，アスパラギン酸など

の酸性アミノ酸が多く，メチオニン，チロシン，フェニ

ルアラニン，イソロイシンが，きわめて少なかった．

考察

ＴＰ抗原の中でも膜成分に関する研究は，端緒にあ

り，その情報は未だ少なく，不明な点が多い．そこで今

回われわれは，膜成分に反応するmonoclonal抗体を作

成し，それを使ってＴＰ抗原の精製を行ない，生物学

的，および物理学的諸性質を検討した．

ＴＰ膜抗原（Ｍ-抗原）はＳＤＳ－ＰＡＧＥで多数のバン

ドを形成する，しかし，抗体に反応する抗原の分析を行

なうには，ポリアクリルアミドゲルで分離した抗原では

困難なため，この抗原バンドを抗体と反応させやすいセ

ルロース・ナイトレイト膜に転写する方法により行なっ

た．ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離したすべての抗原バンドは，

効率よくセルロース・ナイトレイト膜上に転写された．

転写されたバンドは抗ＴＰ抗体を反応させた上，ＦＩＴＣ

ラベル抗マウス抗体による螢光抗体法で感度よく抗ＴＰ

抗体に対応する抗原を検出した．この転写膜螢光抗体法

でＴＰ感染マウス抗体（1-抗体）と反応したＭ抗原

バンドは13本あり，この内８本はＣ抗原中にもあるこ

とが判った．Ｍ-抗原に特異的に存在する抗原バンドの

うち，分子量の大きい20万分子量付近の2本と，6.7万付

近にある太いバンドは，ＴＰの膜特異抗原と考えられ

た．

一方，われわれは,感染マウスの脾臓細胞とmyeloma

細胞で作ったhybridoma細胞から，膜抗原に反応する

monoclonal抗体を作成し，それによって上記の抗原バ

ンドのうち，分子量6.7万に相当するバンドと反応する

抗体を得ることができた．今回hybridomaの細胞によ

り作成したＢ-201抗体は，細胞質内抗原であるＣ抗原

を赤血球に感作した間接赤血球凝集試験では陰性であっ

たが，膜成分を多く含むＭ抗原を感作したラテックス

凝集試験やＤｙｅｔｅｓｔでは，強い陽性を示した．さらに

このＢ-201抗体は膜に結合することが螢光抗体法で確

められた．

（１９）
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THE PURIFICATION OF TOXOPLASMA MEMBRANEOUS ANTIGEN

BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY WITH

MONOCLONAL ANTIBODY

Takashi IIDA, Takeshi TANAKA, Yayoi ISE, Koei SATO,

Takakazu SUZUKI and Kohkichi SHIMADA

{Department of Biophylaxis, Tokyo Metropolitan Institute Medical

Science, Tokyo, Japan)

A monoclonal antibody against one of Toxoplasma membrane antigens was obtained by

hybridoma technique and then an antigen of Toxoplasma membrane was purified through an

affinity column with the antibody. The detection of antigens with antisera from mice infected

with Toxoplasma parasites were performed by printing the antigen on cellulose-nitrate membrane

from polyacrylamide gel followed by fluorescent antibody technique. The antigen is 67,000 in

molecular weight, pi 6.2 and distributed on the membrane of Toxoplasma organism. It's biological

and chemical properties were also studied.
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