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モノクローナル抗体による日本住血吸虫の

虫卵周囲沈降反応に関する研究
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虫卵性肉芽腫形成機構の解明に寄与すると同時に，免疫

診断にも有用な情報を与えてくれるものと思われる．

そこで本研究では，日本住111吸虫卵に対しＣＯＰ反応

を起こすモノクローナル抗体を作製し，これを用いて

COP関連抗原を同定し，その物理化学的性状および特

異性について検討したところ興味ある知見が得られたの

で報告する．

緒論

虫卵周囲沈降（circumovalprecipitin：COP）反応

は，住血吸虫感染患者や感染動物血清と住血吸虫卵との

反応によって，その卵殻周囲に沈降物が形成されるもの

である（Oliver-GonzAlez,1954)．ＣＯＰ反応は特異性が

高〈（Hillyer，ｃｔａＪ.，1979)，操作が簡便なことから，

ラジオイムノアッセイや酵素抗体法等と共に住血吸虫症

の免疫血清学的診断法として広く応用されてきた．

ＣＯＰ反応に関与する抗原（以下，ＣＯＰ関連抗原）に

ついて，HillyerandPelley（1980）は，マンソン住血

吸虫の虫卵から精製された主要抗原の１つであるＭＳＡ，

(majorserologicantigenl）に対するモノクローナル

抗体がＣＯＰ反応で陽性であったと報じている．このこ

とから，ＭＳＡ１はマンソン住血吸虫のＣＯＰの出現に際

して重要なる関連抗原の１つであることが明らかにされ

た．一方，日本住血吸虫卵に含まれているＣＯＰ関連抗

原については，耐熱性（Kamiya，1980；Ｋａｗａｎａｋａｅｔ

ａＪ.，1983）であること，糖タンパク抗原との関連（Long

eta/､，1981a）等の報告が僅かにあるの承で,その性状，

特異性の詳細については殆どが明らかにされていないの

が現状である．

住血吸虫症における主要な障害の一つとして，虫卵の

宿主組織内介在による肉芽腫形成があるが，Borosand

Warren（1970）がマンソン住血吸虫卵から分離した可

溶性物質によって誘引される肉芽瞳形成について考察し

ている如く，虫卵に含まれる種々の抗原物質の生化学的

性状や免疫学的特異性を明らかにすることは，本症の発

症機序を解明する上でも極めて重要であると思われる．

また，ＣＯＰ関連抗原についての研究は，免疫病理学上，

材料と方法

虫卵および成虫の採取

日本住血吸虫（Schjst0som(zノ(zp0"ｊｃ"加：Ｓ/）は山梨

県甲府盆地由来のもので，実験室内においてマウスとミ

ヤイリガイＯ"ｃｏｍＣｍＭｚ〃osoPh0γαを用いて継代して

いる系統である．生後６～８週の雌のｄｄＹマウスに１

匹あたり20～40尾のセルカリアを腹腔内注射して感染さ

せ，感染８～９週後，感染マウスにエーテル麻酔をかけ

心臓より全採血した■後，胸大動脈から生理食塩水を注入

すると共に門脈本幹を切開して灌流することによって成

虫を採取した．虫卵は感染マウスの腸管からKobayashi

cm/、（1985a）の消化法に従って分離し，抗原調製時ま

で-20°Ｃで保存した．

マンソン住血吸虫（Sc/Z/stoso机(ｚｍ(z"so"/：Ｓ加）セ

ルカリアは，国立予防衛生研究所より分与されたものを

供試し，マウス１匹にセルカリア約８０尾を腹腔内注射

し，上記と同様の方法により成虫を採取し，虫卵は腸管

と肝臓からそれぞれ分離した．

抗原の調製

住血吸虫卵に５倍量の0.85％ＮａＣｌを含む０．０１Ｍリ

ン酸緩衝液，ｐＨ７．２(PBS)を加えガラスホモジナイザー

で磨細し，４°Ｃ，１昼夜抽出した．次いで100,000×ｇ

で４．Ｃ’１時間遠心して得られた上清を孔径０．４５〃ｍ

のミリポアフィルターで炉過した液を虫卵抗原とした．杏林大学医学部寄生虫学教室
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融合細胞の抗体産生の有無を調べるためのELISAは，

５０ﾉﾘg/ｍｌのＳ/虫卵抗原を吸着させたマイクロプレー

ト（トミー精工製）と，Mono-ScreenPkit（Zymed

製）とを用いて行なった．

モノクローナル抗体の特異性を調べるためのinhibL

tion-ELISA（IELISA）は，Abdel-HafezctuL（1983）

の方法を一部改変して行なった．アッセイは，coating

buffer（Vollere／(z/､，1976）に溶いたＬｕg/ｍｌのＳノ

虫卵抗原を吸着させた後１％ウシ血清アルブミンでブロ

ックしたマイクロプレート（Dynatech社）で行なった．

モノクローナル抗体（腹水型，１：1000）に，ＰＢＳで

0.01~10qug/mlに調製したﾌﾞﾛｯｷﾝｸﾞ用抗原液を等

量加え，４°Ｃで１昼夜反応させた後，反応液５０’1をプ

レートに加え，３７°Ｃで１時間保温した．その後３回洗

浄し，ペルオキシダーゼ標識抗マウスＩｇＧウサギ血清

(Miles社，１：1000）をl00lul加え，３７°Ｃで１時間保

温した．５回洗浄した後，o-phenylenediamine，Ｈ２０２

２００ｕｌを基質として加え，２５°Ｃ，３０分間保温後，４９０

，ｍの波長で吸光度を測定した．洗浄液には，0.05％

Ｔｗｅｅｎ２０と0.1％ウシ血清アルブミンを含むＰＢＳを

用いた．

阻害率の算定はAbdel-HafezetQ/、（1984）に準じ，

以下の通りとした．

阻害率＝ＯＤ(Ｍｃ－Ａｇ)－０，(Ｍｃ＋Ａｇ）
ＯＤ(Ｍｃ－Ａｇ）

Ｍｃはモノクローナル抗体，Ａｇはブロッキング抗原，

ＯＤは吸光度を表わす．

アフィニティークロマトグラフィー

クロマトグラフィーはCarterandColley（1979）に

準じて行なった．１０－４MCaCI2，10-4ＭＭｎＣｌ２を含む

PBSで透析した虫卵抗原をConA-Sepharose（Phar‐

macia製）のカラムに充填し，同じ緩衝液で未吸着の物

質を溶出した．次に，この緩衝液に溶いた０．１Ｍα-メ

チルマンノシドでカラムに結合した物質を溶出し，ＰＢＳ

で透析後，濃縮した液を虫卵糖タンパク画分とした．

ＳＤＳ-スラブ電気泳動

ＳＤＳ-スラブ電気泳動はＬａｅｍｍｌｉ（1970）の方法によ

って行ない，泳動後のゲル中のタンペク質および糖を，

それぞれ，ＯａｋｌｅｙｃｔａＪ．（1980）による銀染色法，

Zachariusci(z/、（1969）によるＰＡＳ反応によって染

色した．また，分子量を推定するための指標として，分

子量測定マーカー（ＢｉｏＲａｄ社）を同時に泳動した．

Westernblot

モノクローナル抗体によって認識される標的抗原は以

ミラシジウムは孵化コルベンで集め，冷ＰＢＳで３回洗

浄した後，虫卵抗原と同様の方法でミラシジウム抗原を

作製した．ミラシジウム孵化液（以下，孵化液）は，

KobayashietaJ．（1985a）の方法に従って調製した．

成虫抗原は，雌雄混合（雌雄同数)，雌および雄成虫の

糸の３種抗原を，虫卵抗原と同様にして調製した．成虫

および虫卵抗原はBradford（1976）の方法に従って蛋

白量を測定して実験に用いた．

モノクローナル抗体の作製

Ｓ７の虫卵抗原30qugとFreund，scompleteadju-

vantを混合し，６週齢の雌のＢＡＬB/ｃマウスに免疫

し，２週間後，さらに虫卵抗原２０βｇを追加免疫した．

その３日後，免疫マウスの脾細胞とＮＳ－１ミエローマ細

胞とを，ポリエチレングリコール１５００を用い，Oiand

Herzenberg（1980）の方法に従って融合させた（脾細

胞：ＮＳ－１細胞＝５：１)．２週間後，虫卵抗原に対する抗

体のスクリーニングを後述のELISAで行ない，抗体を

産出している細胞を限界希釈法でクローン化した．クロ

ーン化は２度繰り返し，フィーダー細胞として胸腺細胞

を用いた．得られた融合細胞を，あらかじめプリスタン

を投与したＢALB/ｃマウスの腹腔に注射し，１０～20日

後に腹水を採取した．クローン化された融合細胞のうち

４種の細胞株によって培養上清または腹水中に産生され

たモノクローナル抗体を，それぞれ１Ｃ３抗体（IgML

2B8抗体(IgG,),2C4抗体(IgG小3D10抗体(IgM)

と命名し，実験に用いた．なお，これらのモノクローナ

ル抗体のアイソタイプの同定は，抗マウスIgG,,ＩｇＧ２ｑ，

IgG2b，ＩｇＧ3,19Ｍ,ＩｇＡウサギ血清（Miles社）と融合

細胞の培養上清を用いた二重免疫拡散法（Ouchterlony

andNilsson，1978）によった．また，ＮＳ－１細胞由来の

培養上清および腹水を対照として使用した．

感染マウス血清

Ｓノ感染16週後あるいはＳｍ感染９週後のマウスより

心臓採血した後，1,700×９，２０分間遠心して分離した血

清を，使用時まで-20°Ｃで保存した．

虫卵周囲沈降（COP）反応

ＰＢＳで希釈した腹水あるいは血清０．２５ｍlに,横川・

佐野（1966）の方法で調製した新鮮な虫卵懸濁液を等量

加えた．３７°Ｃで24～96時間保温した後，観察した虫卵

数に対する，卵殻周囲に沈降物を認めた虫卵（陽性卵）

数の割合をＣＯＰ陽性虫卵率として表わした．卵殻周囲

の沈降物の形状は，横川ら（1967）に準じて，その大き

さによってＩ型，Ⅱ型，Ⅲ型に分類した．

酵素抗体法（ELISA）

（５８）
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下のWesternblotによって同定した．虫卵抗原をスラ

ブ電気泳動した後，分画された成分をSouthern（1975）

の方法でニトロセルロース膜に転写し，この膜を

Ｔｏｗｂｉｎ２ｔａ/、（1979）の方法に従ってモノクローナル

抗体（培養上清，１：100）と反応させた後，ペルオキシ

ダーゼ標識抗マウスＩｇＧウサギ血清（l：100）と反応

させた．反応後の膜を３，３，－Diaminobenzidine-tetra

hydrochloride，Ｈ２０２で発色させ，モノクローナル抗体

と反応した抗原バンドの分子量を算定した．

間接螢光抗体法

Ｓ/感染９週目のマウス肝の凍結切片（５β、）を作製

し，スライドグラス上で間接螢光抗体法を行なった．‐切

片にモノクローナル抗体（培養上清，１０倍濃縮）を反応

させた後，iluoresceinisothiocyanate標識抗マウス

IgG，ＩｇＭウサギ血清（1：100）を反応させ，モノクロ

ーナル抗体と反応した抗原の存在部位を観察した．

それぞれの反応液中にＩ型およびⅡ型のＣＯＰ陽性虫卵

が認められた.また，表には示さなかったが，４８時間反

応させると，Ⅱ型を呈する陽性虫卵の割合が増加した．

さらに，反応時間を96時間に延長すると，沈降物の最も

多いⅢ型のＣＯＰ陽性虫卵がそれぞれの反応液に観察さ

れた（PhotolA)．ＣＯＰ反応は腹水の１００倍希釈液を

用いても，いずれも陽性であったが，この場合の反応型

はすべてＩ型であった．

町雌雄成虫抗原，ミラシジウム抗原，孵化液による，

モノクローナル抗体と虫卵抗原の結合に対する阻害

Ｓノ雄成虫，雌成虫にモノクローナル抗体と虫卵抗原

との反応を阻害する抗原が存在するか否かをIELISAに

よって調べた（Fig.１，Table２)．１Ｃ３，３，１０抗体は

虫卵抗原による150(50％阻害をいえる払原量）が比較的

高かったため，ＩELISAには，２Ｂ８，２Ｃ4抗体を用いた．

Ｆｉｇ．１に2Ｂ８抗体で得られた結果を示したが，町虫卵

b'〔原は０．７肥/ｍｌで２Ｂ８抗体と虫卵抗原との反応を５０

％阻害したが，雄成虫抗原，雌成虫抗原はいずれも１００

岨/ｍｌまでの高濃度でも反応を阻害しなかった．２Ｃ４

抗体でも同様の結果が得られた（Table２)．これらの結

果から，２Ｂ８，２Ｃ4抗体の標的抗原は成虫には存在しな

いことが示唆された．

次いで，２Ｂ８，２Ｃ4抗体の標的抗原が成熟虫卵のどの

結果

モノクローナル抗体とＳｊ虫卵とのＣＯＰ反応

１Ｃ３抗体，２Ｂ８抗体，２Ｃ４抗体，３Ｄ10抗体を用いて，

それぞれ，日本住血吸虫（町）虫卵に対するＣＯＰ反応

を行なった．Ｔａｂｌｅｌに示すように，モノクローナル抗

体を含む腹水（10倍希釈液）で24時間反応させた場合，

TablelCircumovalprecipitin（COP）reactionusingmonoclonalantibodｉｅｓｗｉｔｈ

ｅｇｇｓｏｆＳｃ/ZjstosomajaPo"iczJ加

iｎｔｈｅＣＯＰｒｅａｃｔｉｏｎＴ

ＴｙｐｅｌＩＩ Ｔｏｔａｌ

Percentageofeggpositive
Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｓｏｔｙｐｅ＊

Ｔｙｐｅｌ ＴｙｐｅＩＩ

Monoclonalantibodies

lC3１９Ｍ

２Ｂ８ＩｇＧ１

２Ｃ４ＩｇＧ３

３Ｄ1０ＩｇＭ

CAF1

Controlmousesera

lnfected§

Ｎｏｒｍａｌ

44.7

24.7

31.7

38.5

０

０
０
０
０
０

36.8

22.2

30.2

29.2

０

９
５
６
２

Ⅲ
２
Ｌ
９
０

15.4

０

15.4

０

０
０

０
０

Isotypedeterminationswereperformedwithhybridomaculturesupernatants・

Inthetest，３８ｔｏ８１ｅｇｇｓ（ｍｅａｎｏｆ６４）werecountedafter24-hincubation・

Antibodydilutionwasl/１０ｉｎPBS，Circumovalprecipitateswereclassified

intothreetypesaccordingtotheirsizesandformsasdescribedinMaterials
andMethods・

ＣＡＦ：Controlascitesfluid・

SerafrommiceinfectedwithS・ノapo"iczJmforl6weeks．

（５９）
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Stagespecificityofantigensrecognizeｄｂｙｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ２Ｂ８ａｎｄ２Ｃ４：
TheabilityofcrudeantigensfromdevelopmentalstagesofS・jaPo"2czmzto
inhibitthebindingofmonoclonalantibodiestoSEA

Table２

Monoclonalantibody2B8Monoclonalantibody2C4
CrudeAntigen

I5oratiO150いg)＊

０．７０

＞100ド

＞100

I5oratiO↑ 150⑭g)

０．５６

＞100

＞100

Solubleeggantigens（SEA）

Adultmalewormextracts（ＭＷＥ）

Adultfemalewormextracts（FWE）

1.5

17.5

１．９

0.78

2.5

0.76

Solubleeggantigens（SEA）

Solublemiracidiumextracts（SME）

ＨａｔｃｈｆＭｄ（ＨＦ）

0．３１

１．０３

0．０９

０．７９

Amountofantigeninhibiting50％ｏｆｔｈｅ

ｌ５ｏｗｉｔｈＳ・ｊｑＰｏ"ｊｃｚｍｚＳＥＡ／I5owithother

ingidentity)．

NoinhibitionwithlOOJug．

bindingofmonoclonalantibody、

crude-antigentested（avalueofLOrepresent‐

＊

↑

十
十

部位に多く含まれているかを調べるため，ミラシジウム

抗原と孵化液の阻害活性を比較した．その結果，２Ｂ８抗

体と標的抗原の結合は孵化液によって完全に阻害され，

その数値を線で表わした阻害曲線は虫卵抗原による阻害

曲線とほぼ一致した（Fig.２)．ミラシジウム抗原によ

る阻害では，Ｆｉｇ．２に示した如く，曲線は緩やかなス

ロープを描いたが，150は孵化液で１．９であったのに対し，

ミラシジウム抗原は17.5であった（Table２)．この結果

は，２Ｂ８抗体の標的抗原はミラシジウム，孵化液双方に

存在するが，より多く孵化液に存在することを示してい

る．２Ｃ４抗体を用いた実験でも同様の傾向が認められた

(Table２)．

マンソン住血吸虫（Ｓｍ）由来の抗原による，モノク

ローナル抗体とＳｊ虫卵抗原の結合に対する阻害

Ｓｍの虫卵抗原および成虫抗原の阻害活性をＳﾉ虫卵

抗原のそれと比較した．Ｓｍの虫卵抗原が2Ｂ８，２Ｃ4そ

れぞれの抗体と標的抗原との結合を阻害する値150は町

虫卵抗原で得られた値と近似し（Table３)，阻害曲線の

スロープもほぼ一致した（Fig.３)．Ｓｍ成虫抗原にもま

た阻害活性が認められ，３１ug/ｍ１以上では町の虫卵抗

原による曲線とほぼ平行して阻害率が上昇した（Table

３，Ｆｉｇ．３)．これらのことから，Ｓｍ虫卵には2Ｂ8,2Ｃ４

のiiIii抗体の標的抗原と同一かあるいは極めて類似した抗

原決定基を有する成分が存在し，さらにこの交叉抗原は

Ｓｍ成虫にも含まれることが示された．

標的抗原の同定

２Ｂ８，２Ｃ４の両抗体が認識する町虫卵中の標的抗原
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Ｆｉｇ．２Percentinhibitionofbindingofmono‐

clonalantibody2B8toS・ｊａｐ０"iczJ〃soluble

eggantigens（SEA）ｂｙＳ・ノapo"ic皿ｍｈａｃｔｈ
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Ｔａｂｌｅ３ Speciesspecificityofantigensrecognizedbymonoclonalantibodｙ
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BlockingAntigenConcentrqtion（ｕｇ/ｍｌ）

Ｆｉｇ．３Ｐｅｒｃｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｏｆｍｏno‐

clonalantibody2B8toS・ノap0nzcmmsoluble

eggantigenｓ（ＳｊＳＥＡ）ｂｙＳ・加α"so"jsoluble

eggantigens（ＳｍＳＥＡ）ａｎｄａｄｕｌｔｗｏｒｍｅｘ‐

tracts（S77zAWE）ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｊＳＥＡ．

eｅｋ－

の分子量を決定するためWesternblotを行なったとこ

ろ，Ｆｉｇ．４に示すように，感染血清による反応では多

くのバンドが出現したが，２Ｂ８抗体と２Ｃ４抗体による反

応では，それぞれ１本のベンドが観察された．同時に泳

動したマーカータンベクとの比較により，２Ｂ８，２Ｃ４の

両抗体の標的抗原の分子量は，いずれも，145,000と算

定された．

Ｓ/虫卵抗原および虫卵糖タンペク画分をＳＤＳ-スラ

ブ電気泳動し，銀染色，ＰＡＳ染色したところ，分子量

145,000の位置に存在する成分はＰＡＳ強陽性の糖タン

パクであり，ＣｏｎＡ吸着性であることが明らかとなっ

た（Fig.５)．

Ｓｍ虫卵によるＣＯＰ反応

モノクローナル抗体とＳノの虫卵抗原との反応を阻害

する，Ｓｍ虫卵抗原中の成分がＣＯＰ反応に関与するか

ﾑＳｋ－

iil蕊鍵蕊!

ｄｔＩＩｐｄＩＩｐｐＩIpbIIIbdIP-pd~I｡■｡●bｐＵＩＦＩ

ＡＢＣ
Ｆｉｇ．４WesternblotanalysisofS・ノapo"/ｃｚＪｍ

ｅｇｇａｎｔｉｇｅｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｏnoclonalanti‐

bodies．（Ａ）monoclonalantibody2B8；（B）

monoclonalantibody2C4；（C）ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｏｕｓｅ
ｓｅｒｕｍ．

（６１）



450

否かを調べるため，新鮮Ｓｍ虫卵を用いてＣＯＰ反応

を行なった．反応24時間後には2Ｂ８，２Ｃ4抗体とも陽性

虫卵は認められなかったが，４８時間後の観察ではいず

れの反応液'１１にもＩ型の陽性虫卵が数％認められた

(Table４)．反応96時間後には，胞状の沈降物（Ⅱ型）

が認められたが（Photo・ｌＢ)，陽性虫卵率の著明な増加

はなく，Ⅲ型のＣＯＰ陽性卵は観察されなかった．町虫

卵に対しＣＯＰ陽性の１Ｃ３，３，１０抗体を同時に検査し

たところ，これらの反応液中にも，ＣＯＰ陽性のＳｍ虫

卵が認められた．

組織内虫卵における標的抗原の局在

Ｓノ感染マウス肝切片とモノクローナル抗体を用い間

接螢光抗体法を行なった（Table５)．その結果，いずれ

も，卵殻とミラシジウムの間の領域が，ミラシジウム内

部や，卵殻周囲の宿主組織よりも強い螢光を発した．ミ

ラシジウム内での螢光は，内部に一様に認められるので

はなく，限局された部位で認められる例が多く歓察され

た．この部位は，ヘマトキシリン・エオジン染色した組

織切片標本との比較から，ミラシジウムの腺組織である

穿刺腺に相当すると考えられた．

－２００ｋ－

１１６ｋ－

９３ｋ－ｌｉ鷲iｉ

６６ｋ－；

・
ず
。
Ｄ
Ｊ
。
。

・即金牛Ｍ・》

４５ｋ－

ＡＢＡ Ｂ

Ｓｉｌｖｅｒ ＰＡＳ

ｓｔａｉｎｉｎ９ｓｔａｉｎｉｎ９
Ｆｉｇ５ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇelelectrophoretic

analysesofS・ｊａＰｏ"ｊｃ"msolubleeggantigens

（SEA）andeggglycoproteins・Eggglycopro‐

teinswerepurifiedwithConA-Sepharose

column．Ａ，３３ｌｕｇｏｆＳＥＡ；Ｂ，４．２lugofegg
glycoproteins．

考察

本研究で用いた１Ｃ３，２Ｂ8,2Ｃ４，３，１０の４種のモノ

クローナル抗体は日本住血吸虫（S/）の虫卵に対してＩ

型およびⅡ型の卵殻周囲沈降物を形成し，反応時間を延

長すると，Ⅲ型の沈降物も認められた．このうち,２Ｂａ

２Ｃ４抗体についてＩELISAを行なったところ，２Ｂ8,

2Ｃ4抗体と虫卵抗原との結合はいずれも雄成虫抗原や雌

Table4Circumovalprecipitin（COP）reactionusingmonoclonal

antibodｉｅｓｗｉｔｈｅｇｇｓｏｆＳ、mmzso"ｚ
●

ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｇｇｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｈｅＣＯPreaction＊
Ａｎｔｉbody

24-hincubation 48-hincubation

Monoclonalantibodies

lC3

２Ｂ８

２Ｃ４
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CAm
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Table５ Localizationofantigensrecognizedbymonoclonalantibodiesin

S・ｊａＰｏ"ｊｃｚ４ｍｅｇｇ，presentincryostatsectionofmouseliver

infectedwithS・ｊａＰｏｍｃｚＪｍｂｙｔｈｅｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕnofluorescent

techniqUe

Monoclonalantibody
Localizationofantigen

lＣ３２Ｂ８２Ｃ４３Ｄ1０

miracidium

betweenmiracidiumandeggshell

aroundeggshell

升
枡
什

什
冊
升

十
什
十

十
什
十

F1uorescenceintensityindicatedｆｏｒhybridomaculturesupernatantsco､‐

centratedtenfold：±＝weakfluorescence；＋＝moderateHuorescence；

＋トーstrongfluorescence；Ｈ+＝verystrongHuorescence．

成虫抗原によって阻害されなかった．この結果は,２Ｂ8,

2Ｃ4抗体の標的抗原と共通した成分が町成虫には存在

しないことを示している．雌成虫はその体内にミラシジ

ウムまで発育していない未成熟の虫卵を内蔵することか

ら，雌成虫抗原にはこうした虫卵由来の抗原も含まれて

いることが考えられる．従ってこの結果は同時に，標的

抗原が，雌虫体に内蔵されている未成熟の虫卵中にはま

だ発現されておらず，産卵後の虫卵に発現される抗原で

あることを示唆している．２Ｂａ２Ｃ４抗体に認識される

抗原については，これと共通の抗原性をもつ物質がマン

ソン住血吸虫（Ｓｍ）の虫卵中に存在することがIELISA

の結果から明らかになった．Ｓｍ虫卵中のこの共通抗原

もまた，ＣＯＰ反応に関与する抗原であった．ＣＯＰ反応

において種特異性を示さないという本抗原の性質は,Ｓｍ

のＭＳＡ,(HillyerandPelley，1980)のそれに類似して

いる．ＩELISAにおいて，２Ｂ８，２Ｃ4抗体とＳ７虫卵抗

原との結合はＳｍ成虫抗原によっても阻害されたが,そ

れがＳｍ成虫内の未成熟虫卵由来の抗原によるものか，

Ｓｍ成虫そのものに交叉抗原が存在するのか，その決定

にはさらに検討を要する．

ＳノのＣＯＰ関連抗原の性状については，ＣＯＰ反応に

用いる虫卵を熱処理してもその反応が認められること

(Kamiya，1980；Kawanakaeta/､,1983)，過ヨーソ酸

処理した虫卵切片を用いた螢光抗体法では感染血清に対

する抗原性が失われること（KamiyaandKamiya，

1980）などから，糖タンパク質の関与が指摘されてき

た．しかし，これを詳細に検討した報告は極めて少な

い．ＬｏｎｇＣｔα/、（198lb）はConA-Sepharoseカラム

からα-メチルマンノシドで溶出される町の虫卵糖タ

ンパク画分にＣＯＰ阻害活性を認め，これを分画して

COP阻害活性成分・ＪＡＧⅡを得た．彼らは，ＪＡＧⅡは

SDS-電気泳動で分子量40,000～100,000に広く拡散す

る“sizedisperse''な糖タンパクであったと報告してい

る．今回用いられた２Ｂ８，２Ｃ４抗体によって認識され

るＣＯＰ関連抗原は，分子量145,000の糖タンパク（以

下，145ｋ抗原）であった．これは，ＪＡＧⅡとは分子量

や拡散性が異なる物質であり，本研究によって新たに

可虫卵中のＣＯＰ関連抗原の１つとして同定された．

従って，ＬｏｎｇｅｔａＬ（1981a）やHillyerandRivera‐

Marrero（1980,1982）が示唆した通り，ＣＯＰ反応には

複数の抗原が関与することが明らかとなった．

２Ｂ８，２Ｃ4抗体のステージ特異性，種特異性は極めて

類似した結果を示したが，これらのモノクローナル抗体

が認識する145ｋ抗原分子上の抗原決定基が同一のもの

であるかどうかについては，さらに詳細な検討が必要で

ある．Ｃｒｕｉｓｅｃｔα/、（1981）はＳノ虫卵に対するＣＯＰ

反応で“bleblike”た沈降物を形成する３種のモノクロ

ーナル抗体を得て，これら３種はおそらく同一の抗原決

定基を認識すると報告している．しかし，彼らは，それ

らのモノクローナル抗体の標的抗原の性状，特異性につ

いて報告していないので，今回示した145ｋ抗原との異

同は明らかではない．

145ｋ抗原の重要性は虫卵中の主要抗原との関連にあ

ると考えられる．町の虫卵抗原には，感染`慢性期にな

ってはじめて抗原性を示す画分と，感染初期から抗原

性を有している画分とが含まれていることがマウスの住

血吸虫症において明らかにされているが（Carterand

Colley，1981；Kobayashi“α/､，1985b)，このうち後

者は，ヒト慢性住血吸虫症血清と反応する（Warrencノ

α/､，1978）ことからも注目される画分である．Carter

（６３）
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andColley（1981）は，Ｓ/感染初期（７週日）マウス

血清から精製した抗体を結合させたカラムを用いて，虫

卵抗原から分子量130,000の“７weekantigen',を単

離した．今回著者によってＣＯＰ関連抗原であることが

同定された145ｋ抗原は，彼らの報告した抗原と比較的

近似した分子量を有していた．糖タンパクはその糖鎖の

性質によりSDS-ポリアクリルアミドゲル内で変則的に

挙動することから（Segrest2tQJ.，1971)，ＳＤＳ-電気

泳動法による分子量は推定的なものであることを考慮し

なくてはならないが，“７weekantigen”が孵化液中に

主要に認められる成分であること（Kobayashicta/､，

1985a)，およびその強いＰＡＳ染色性から，両抗原は同

一物質であろうと考えられた．

Ｋａｍｉｙａ（1981）は，虫卵と感染血清によって形成さ

れる沈降物が，虫卵周囲ばかりでなく虫卵内にも形成さ

れることを微分干渉顕微鏡を用いて観察している．今回

用いた孵化液は成熟虫卵のミラシジウムと卵黄膜の間に

充満する液と考えられる．従って，孵化液によるモノク

ローナル抗体と虫卵抗原の結合に対する強い阻害は，

145ｋ抗原がミラシジウムと卵殻との間に多量に存在す

ることを示している．このことは，間接螢光抗体法によ

っても明らかにされた．感染後，宿主組織にトラップさ

れた虫卵は，成熟して145ｋ抗原を穿刺腺から分泌し，

145ｋ抗原はまず卵黄膜との間に貯留され，卵黄膜を，

さらには卵殻の小孔（Sakumotoeta/､,1972；Demaree

andHillyer,1981）を通過して宿主組織内に浸潤すると

考えられる．従って，この抗原は宿主の虫卵に対する免

疫応答，特に虫卵性肉芽踵形成に主要な役割を果たして

いると思われる．TracyandMahmoud(1982）は肺肉芽

踵形成モデル実験によって，肉芽臆形成を感作する活性

をもつ町虫卵中の抗原として，ｇＰｌ（分子量138,000)，

gp2(分子量65,000)およびgp3(分子量32,000～50,000）

を同定したが，このうちｇｐｌは，前述した“７week

antigen,，同様，その分子量およびＰＡＳ反応性が145ｋ

抗原に類似することが今回明らかになった．

日本住血吸虫症における肉芽瞳形成の過程はマンソン

住血吸虫症における過程とは異なり（ＷａｒｒｅｎｅｔａＬ，

1975,1978)，その形成・退縮には体液性免疫も深く関わ

るとされている（Ｏｌｄｓｃｍ/・’1982)．ＣＯＰ陽性のモノ

クローナル抗体を用いてＳ/，ｓ伽の虫卵抗原を詳細に

比較検討すれば，両者の免疫病理学的相違点を解明し得

るかもしれない．また，このようなモノクローナル抗体

は，日本住血吸虫症における病性の軽減，治療並びに診

断に貢献するものと思われる．

要約

１日本代血吸虫の可溶性虫卵抗原（SEA）を免疫し

たマウスの脾細胞と，マウスミエローマ細胞ＮＳ－１との

細胞融合により，日本住血吸虫卵に対して虫卵周囲沈降

(COP）反応が陽性である４種のモノクローナル抗体一

１Ｃ３（IgM)，２Ｂ８(IgG,)，２Ｃ４(IgG3)，３Ｄ10(IgM)－

を作製した．これらのモノクローナル抗体と〆住血吸虫

から調製した種々の抗原を用いて，inhibitionELISA，

ＳＤＳ-電気泳動，immunoblot法等を行ない，以下の結

果を得た．

２．２Ｂ8抗体あるいは2Ｃ４抗体によって認識される抗

原は日本住血吸虫の成熟虫卵に含まれており，虫卵内の

ミランジウムと，孵化液の双方に存在したが，より多く

孵化液に含まれていた．

３．２Ｂ８抗体あるいは２Ｃ４抗体と日本住血吸虫の

SEAとの反応は，同種の雄成虫抗原，雌成虫抗原のい

ずれにも阻害されなかったが,マンソン住血吸虫のＳＥＡ

に強く|沮害された．また，マンソン住血吸虫の成虫抗原

にも阻害活性が認められた．

４．２Ｂ8抗体および2Ｃ４抗体が認識する日本住血吸虫

卵中の抗原は，いずれも，分子量145,000で，ＣｏｎＡ吸

着性の糖タンパクであり，これまでに報告された病理関

連抗原と同一物質であると考えられた．

５．日本住血吸虫感染マウス肝切片を用いた螢光抗体

法では，モノクローナル抗体によって，ミラシジウムと

卵殻の間が特に強い螢光を発し，ミラシジウム内では局

所的な螢光が認められた．
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! Abstract I
: i

STUDIES ON THE SCHISTOSOMA JAPONICUM CIRCUMOVAL PRECIPITINOGEN

BY USING MONOCLONAL ANTIBODIES

FUMIE KOBAYASHI

{Department of Parasitology, Kyorin University School ofMedicine, Tokyo 181, Japan)

Hybridoma cell lines secreting monoclonal antibodies to Schistosoma japonicum soluble egg antigens

(SEA) were prepared by the fusion of spleen cells of immunized mice with the murine myeloma NS-1

cells. Four monoclonal antibodies, which were designated 1C3 (IgM), 2B8 (IgG,), 2C4 (IgG3) and 3D10

(IgM), gave positive reactions with S. japonicum eggs in the circumoval precipitin (COP) tests. Inhibition

enzyme-linked immunosorbent assays (IELISA) revealed that fluid from eggs hatched in tap water (hatch

fluid) contained considerable amount of antigen recognized by 2B8 or 2C4. The egg antigen recognized

by 2B8 or 2C4 was different from adult worm antigens, since its binding to each monoclonal antibody

was not inhibited by adult worm antigens. With regard to species specificity, the egg antigens recognized

by 2B8 or 2C4 strongly cross-reacted with SEA from S. mansoni, whereas adult worm antigens from S.

mansoni showed partial cross reactivity. The molecular weight of the antigen recognized by 2B8 or 2C4

was 145,000. This antigen, designated 145k antigen, was a strongly PAS-reactive glycoprotein from eggs

of S. japonicum and bound to concanavalin A. The 145k antigen was considered to be identical to an

immunopathologically active egg antigen. Four monoclonal antibodies also showed COP reactions with

S. mansoni eggs. In the immunofluorescent study using each of four monoclonal antibodies, the area

between the miracidium and the eggshell showed stronger stainability than miracidium or the circum

oval space. In the miracidium, the antigens were localized in the limited portion.
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