
秋田県衛生科学研究所報， 30, P 81~P88 (1986) 

トキソフ゜ラズマ IgG抗体の検出に関する

基礎的研究

佐藤宏康＊原田誠三 郎 ＊ 安 部 真 理 子 ＊

後 藤 良 一 ＊ ＊ 騨 子 隆 信＊＊＊森田盛大＊

I 緒 -
[
 

トキソプラズマ (Tp)原虫に感染した人血清中に出

現する特異的抗体を検出するためには，他種抗原や細菌

との交差反応がない色素試験がよいといわれている．し

かし，この方法は生きた原虫を用いることや accessary

factorが必要であることなどの技術上の制約 1)があるの

で，一般的には赤l(ll球またはラテックス粒子に原虫抽出

物を吸着させた間接赤血球凝集反応や間接ラテックス凝

集反応か行われている．しかし，これらの方法では免疫

グロビリンのクラス別ができない．これに対して，最近

血清学的検査に導入されたELISA法による測定成績

は色素試験による測定成績との間に推計学的に有恙な

相関がみられることから， Tp症患者のスクリーニン

グや診断の目的に応用可能であると幅告されている 2).

ELISA法による TplgG 抗体の検出法は内外の研

究者により報告されている．しかし，その多くはマウ

ス3),4),5)または組織培養細胞 6)に感染させた原虫を可溶化

したものを抗原として用いている． NAOTら7)の如く

原虫成分を遠心分画によって精製している場合もある．

著者らはマウス由来のTp抗原をSepharose4 Bゲル炉

過法によって人血清中の TplgG抗体と反応する抗原部

分を抽出し， その抗原を用いて定量的にTpIgG抗体を

測定し，既存の検否キットと比較検討したので，その成

績について報告する．

3 Sep ha rose 4 Bカラム

直径2.2cm,長さ90cm,ベットボリウム312cinのカラ

ムとPharmacia社のSepharose4 Bのゲルを用いた．

4 イムノプレート

Nunc社のイムノプレート I型を用いた．

5 Horserdish peroxidase (HRPO)結合 lgG
HRPO結合抗ヒト IgGおよびHRPO結合抗ウサ

ギIgGはいずれも TAG()社製を用い，前者は2000倍，

後者は3000倍に希釈して使用した．

6 Tp抗体陽性ヒト血清及びTp抗体陰性ヒト血

清

Microbiological Research Corporation製を80倍

に希釈して用いた．

7 被検血清

昭相59年に秋田県内の成人102名から採取した血清を

被検血清としたが，この内44検体はill-5抗原および残

りの58検体は 11I— 6 抗原の比較検討にそれぞれ使用し

た．なお，被検血清は採取後使用時まで一20℃に保存し

た．

B 方法

1 マウスヘの原虫接種法と回収方法

ペニシリン200V/ml, ストレプトマイシン200r / mlを

含むマイナスPBSで2.5X 107／叫に凋整した原虫浮

遊液の0.2叫をマウスの腹腔内に接種した．感染 4日後

に頸椎を脱臼させ，開股したのち，ヘパリン1OU/mLを

含む前記 PBSを用いてll復腔内に貯溜した Tp原虫を回

収した．

A 材 料 2 Tp粗抗原の調製

1 Tp原虫 回収した原虫を150メッシュの細胞炉過器（池本理

Tp gondii株は秋田県中央家畜保健衛生所より分与を 科KK)で炉過後，図 1に従ってTpの免疫抗原及び

受けたのち，当所にてマウス継代して使用した．なお， ELISA用粗抗原を調整した．

Tp保存はDMSO添加MEM培地に入れて一 80℃で凍 3 正常抗原の調整

結した． 10週令のオスマウスのjj笈腔内にFreundC7)incomplete

2 マウス adjuvantを 1叫接種し， 4日後にヘパリンを含むPBS

l|]販のdd系マウス (9~10週令オス）を用いた． を用いて腹腔内細胞を阿収した．図 2に従って調製した

＊秋田県衛生科学研究所 ＊＊現横手保健所 ＊＊＊現医務薬事課

II 材料と方法
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Trophozoites 

I 
Filtration (150 mesh) 

平 500rpm for 5min. 

| l 
Supernatant 

由3,000rpm for lOmin. 

Pellet 

Washing 3 times with PBS (-) 

I 
Dissolve in phosphate buffer (pH 8.5) 

I 
Freezing and thawing 

| 
Sonication 

~Orpm for 30min. 

Supernatant 

(Toxo crude-Ag) 

図1 Tp粗抗原の調製

奮

ものを腹腔内細胞の免疫抗原及び正常抗原とした．―

方，吸収に用いた腹腔内細胞の正常抗原は図 2の行程で

PBS3回洗浄後の細胞沈澄を用いた．

4 蛋白罰の定量

Lowry法 8)により測定し，牛血泊アルブミン換算贔と

して表示した．測定には日立220形ダブルビーム分光度

計を用いた．

5 Sepharose 4 Bカラムクロマトグラフィー

Tp粗抗原12叫（199mg/ml)をカラムに添加し．

O.OlMリン酸緩衝液 (PHB.5)にて 8ml • h-1の流速

で溶出し， 10叫ずつ分画し， 44本のフラクション (Fra

C.)を得た．

6 ゲル内沈降反応

マイクロオクタロニー法 9)を用いた．

7 抗血清の作成

三種類の抗血清はTp粗抗原．正常抗原（腹腔内細胞）

およびSpharose4Bカラムクロマトグラフィーによっ

て得られたFrac.No.9 (Frac. 9)を抗原として作成し

た．いずれもcompleteadjuvantと等凩混合したものを

ウサギの皮下およひ筋肉内に注射した後， 2週間々隔で

4回追加免疫し．最終免疫から 1週問後に全採血を行なっ

た．
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Sonication ロ()()Orpm for 20min. 

Supernatant 

(Toxo normal-Ag) 

図2 正常抗原（マウス腹腔内細胞）の調製

8 正常抗原吸収済抗 Frac.9ウサギlgGの調整

B-7で得られた抗Frac.9 ウサギ血清を½飽和硫安

で塩析し，次いでWhatmanDE-53カラムクロマトグ

ラフィーによるゲル炉過を行なった後， B-3の吸収用

正常抗原を加えて37℃,60分間反応させ，更に 4℃一夜

放置した．次いで3,000回転20分間遠心した上清を正常抗

原吸収済抗 Frac.9ウサギIgG （抗 Frac.9IgG-N) 

とした．

9 ラテックス凝集反応

栄研より市販されているToxotest--MTを用いた．

術式に従って実施し， 32倍以上を陽性と判定した．

10 ToxoelisaによるlgG抗体の測定

M. A. Bioproduct社のアルカリホスファターゼを

用いたELISAキットをマニアルに従って使用した．

吸光度0.21以上を陽性と判定した．

11 HRPO-ELISAによる lgG抗体の測定

著者らが行った人血清中の TpIgG抗体の測定方法を

図3に示した．すなわち， Nunc社のイムノフ゜レート I

型に炭酸緩衝液(pH9.6)で調整した各抗原を50μ f 
(lOμg／叫）ずつ加え， 4℃で一夜放置してコーテン

グした．翌日， TitertekMicroplate Washer 120を

用いて 3回洗浄したのち， 2％牛血清アルブミン添加

PBS-Tween20 (0.05%)を添加して37℃で120分間

反応させた．

反応中は住友ベークライト社のジーラーを用いて密封
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した．次に 3回洗浄後， 80倍から 2倍階段希釈したヒト

血清の lOOμfをFrac.9抗原と正常抗原の穴に添加し

て型の如く反応させたのち， TitertekMultiskan MC 

を用いて，波長492nmで測定した． Frac.9抗原の吸光

度と正常抗原の吸光度の差0.1をcutoff値とし，最大血

消希釈倍数の逆数をもって抗体価とした．

160倍以上を抗体陽性とした．

"~ 
成 績

A 抽出Tp抗原の分析成績

1 抗Tp粗抗原ウサギ血清及び抗正常抗原ウサギ

血清との反応成績

粗Tp抗原のSepharose4 Bカラムクロマトグラフィー

分画を炭酸緩衝液で20倍に希釈し，その50μ£をイムノ

プレートにコーテングした． 5fj倍に希釈した抗Tp

粗抗原ウサギ血清および10万倍に希釈した抗正常抗原ウ

サギ血清との反応は図 3に準じて行ない．その成績を

50μ£: 
Toxo-Ag 

Normal-Ag 

100μ£: Substrate 

10/1,g ／叫

』4°C, overnight 

↓ 
Washing (PBS-0.05形Tween20)

↓ 
lQQ:μf: 2 %BSA -PBS-Tween 

↓ 
37°C, 120min. 

↓ 
Washing 

↓ 
lOOμf : HRPO conjugated goat IgG 

to human IgG 

↓ 
37°C, 60mm. 

↓ 
Washmg 

[[:1;Vhaelnn:lebnudflf;rm:n胃。□゚；叫
H心 20μf

↓ 
37°C, 30min 

↓ 
5N-HCI 

↓ 
492nm 
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図3 HRPO-ELISAによる TpIgG抗体の測定法
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図4に示した．前者とは 5つのピーク (P)を示した．

左からPl~5とした．後者とは 4つのPを示した．

2 抗Frac.9ウサギ血清及び抗Frac.9 lgG-

Nとの反応成績

mA1と同様に各Frac．は20倍希釈および各抗血清は

10万倍に希釈して反応させ，その成績を図 5に示した．

Frac.9ウサギ血清および抗正常抗原ウサギ血清は 4つ

のPを形成したが，いずれもFrac.9の吸光度が最大で

あった．一方，抗Frac.9 IgG-Nとの最大吸光度は

Frac. 9で認められ， Frac.20以上ではほとんど認めら

れなかった．特に， Frac.29,30の凡部分の活性は検

出されなかった．
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各Frac.と抗血清との反応
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•-• Anti-Toxo Frac, 9--Ag rabbit IgG absorbed by normal-Ag (x!00,000) 

じ―----o Anti—•foxo Frac. 9--Ag rabbit serum (x!00,000) 

o_。Anti--NormalーAgrabbit serum (x!00,000) 

各Frac．と抗Frac.9及びそのIgGとの反応
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3 Frac. 9抗原の沈降反応成績

マイクロオークタロニイ法でFrac.9抗原と各抗血清

との沈降反応を行なった結果を図6に示した．すなわち，

抗正常抗原ウサギ血清を 1'抗Frac.9ウサギ血清を 2,

2を硫安塩析したIgGを 3, 3をDE-53でゲル炉過

したIgGを4, 4を正常抗原で吸収したIgGを 5に

それぞれ入れた．上段中央には正常抗原，下段中央に

はFrac. 9抗原を入れた．その結果， 5 （抗Frac.9 

IgG-N)は正常抗原とはバンドを形成しなかったが，

Frac.9抗原とは薄いながらも見かけ上 1本のバンドを

形成した．しかし， Frac.9抗原は抗正常抗原ウサギ血

清に対するバンドも検出されたことから， Frac.9を抗

原として使用する場合には正常抗原の存在を考應する必

要が認められた．一方， 5と6, 5と4の間に形成され

たバンドは， 5の中に含まれる吸収用正常抗原と抗正常

抗原ウサギ血清との反応に起因すると推定された．

L Anti-Normal-Ag rabbit serum 

2. Anti-Toxo Frac. 9-Ag rabbit serm 

3. Anti-Toxo Frac. 9-Ag rabbit 

IgG: (NI—I1)S04 

4. Anti-Toxo Frac. 9-Ag rabbit 

IgG: (N山）S04,DE-53 

5. Ant,i-Toxo Frac. 9-Ag rabbit, 

IgG: (NH4)S04, DE-53,N-Ag 

6. Anti-Toxo crude -Ag rabbit serum 

7. Norma]-Ag 

1. Anti-Normal-Ag rabbit serum 

2. Anti-Toxo Frac. 9-Ag rabbit serum 

3. Anti-Toxo Frac. 9-Ag rabbit 

lgG: (Nll4)S04 

4. Anti -Toxo Frac. 9-Ag rabbit 

IgG: (NH4)S04,DE-53 

5. Anti -Toxo Frac. 9-Ag rabbit 

TgG: (NH4)S04, DE-53, N-Ag 

6. Anti-Toxo Crude-Ag rabbit serum 

7. Toxo Frac. 9-Ag 

図6 Frac. 9抗原の性状
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4 各 Frac．と Tp抗体陽性ヒト血清および陰性ヒ

卜血清との反応成績

20倍に希釈した各Frac．とTp抗体陽性および陰性ヒ

卜血清並びに抗Frac.9 IgG-Nとの反応成績を図 7

に示した． Tp抗体陽性ヒト血清はFrac.9で最大活性

を示し，抗Frac.9 lgG-Nと極めて類似しパターン

を示した．一方，抗体陰性ヒト血清は， Frac.10でわず

かに示した反応を除き，ほとんど反応しなかった．
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図7 各Frac.と対象ヒト血清との反応

5 Tp粗抗原， Frac.9及びFrac.29の抗原活性

Sepharose 4 13ゲル炉過前のTp粗抗原，ケル炉過後

に最大活性を示したFrac.9および抗Frac.9 lgG-

NとTp抗体陽性ヒト血清との反応が認められなかった

Frac.29を抗原として，被検ヒト血清44検体と反応させ

た． 160侶希釈被検ヒト血沿と各抗原を反応させた時の

吸光度から正常抗原と反応させた時の吸光疫を差し引い

た価を縦柚に， Toxotest-MTの凝集抗体価を横柚にと

り図 8に示した． Frac.9 抗原に対しる O•D値が最大

であったが， Frac.29抗原に対する O•D値は極めて低

値であった．これに対してTp粗抗原は両者の中間に近

いO•D値を示した．
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Before 
Chromatography 
Crude-Ag 

After chromatography 

Fraction Nn 9 Fraction N(l29 
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図8 粗抗原 Frac.9及びFrac.29とヒト血清との反応

HR PO-ELISA、 Toxoelisaおよび Tox-

test-MTによる各抗体価の相関性

市販のToxotest-MTキットとToxoelisaキットを用

いて測定した抗体価と HRPO-ELISA抗体価とを

比較検討した． HRPO-ELISAと Toxotest-MT

との関係は図 9-aに示す如く，定性的な陽性一致率

は77.6%であった． Toxotest-MT陰性， HRPO-

ELISA陽性と判定されたのは10検体であった．しか

し，抗体価の高い検体ではよく相関し，両値の相関係

数は0.804であった．一方， HRPO-ELISAと

Toxoelisaとの関係は図 9-bに示す如く，定性的な陽

性一致率は94.8％であったが，両値の相関係数は0.703

であった．なお， ToxoelisaとToxotest-MTの定性的

な一致率は79.3％および両値の相関係数は0.516であっ

た（図 9-c). 

6
 

IV 考 察

Tp粗抗原をSepharose4 Bゲル炉過法分画抽出した

44本のFrac．の内Frac.1~ 7およびFrac.32~44は抗

Tp粗抗原ウサギ血清に対して反応しなかったが，最大

の抗原活性がFrac.9で認められた．しかし，このFra-

c.9は，ゲル内沈降反応による観察から，マウス腹腔内

由来の正常抗原を含んでいる可能性が推定された．すな

わち， Sepharose4 Bゲル炉過だけではTpIgG抗体

と特異的に反応する抗原を単離精製することかできない

ことを示唆した．有滝ら10)もSephaose4 Bによるゲル

炉過， CM-,DE-celluloseイオン交換クロマトグラ

フィー法などを行なったが，期待した分離効果は得られ

なかったと報告している．一方，ゲル内沈反応では，抗

Frac. 9 IgG-Nは正常抗原とは反応しなかったか，

Frac. 9抗原とは薄いながらも見かけ上 1本のバンドを

形成し，また各Frac.とのELISA反応では Frac.9 

と20付近で活性を有していた．そしてFrac.20まではT

p陽性ヒト血清の反応と極めて類似の反応パターンを示

したことから，抗Frac.9 lgG-Nがヒト血泊中の特

異的 TplgGの反応態度と類似している可能性が示唆

され，従って Frac.9抗原にはヒト TpIgGと特異的

に反応する抗原が含まれていると推定された．

粗抗原のゲル炉過により， Tp抗体陽性ヒト血活に対

し高い活性を示す抗原部分 (Frac.9)とほとんど活

性を示さない抗原部分 (Frac.29)とに分画された．

Frac.29を含むP部分は正常抗原により吸収されるこ

とから，マウス腹腔内細胞由来抗原ではないかと考え

られた．また， Frac.18~21の抗原部分はプールして

DEAE-Sephadex-A-25でイオンクロマトグラフィ
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図9 HRPO-ELISA, Toxoeisa及びToxotest-MT抗体価の相関

を行なうとToxotest-MTの検査成績とは正の相関を

示さないことはすでに報告した．11)Tp粗抗原中には

Tp lgGと反応しない部分が含まれることから，抗原

としての特異性か低いと予想された．また，正常抗原の

対照を置かない場合，マウス由来の正常抗原との反応を

チェックできないので，非特異的反応を抗体陽性と誤判

定するおそれがあると考えられた．従って，人血清中の

Tp lgG抗体検出には Frac.9抗原と正常抗原を用い

る必要かあると考えられた．これらの結果から，我々は

Frac. 9抗原に対する吸光度から正常抗原に対する吸光

度を引却し， cutoff値を0.1として判定した． HRPO-

ELISAで測定された Tp抗体価と Toxolisaおよび
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Toxotest-MTとの抗体価を比較した結果， Toxoelisa

との定性的な一致率（94.8%)は前報12)の97.4％よりい

く分低率であった．これは陰性血清の検体数を大幅に除

いたためと考えられた． Toxolisa値に対する相関係数

Cr= 0.703) はToxotest-MT値に対する相関係数

(r=0.804)より低かったが， Toxoelisa抗体価の表

示が，血清希釈倍数ではなく，吸光度から ELISA

valueを算出することに起因するためと考えられた．こ

れに対し， Toxotest-MTの場合は，マイクロタイター

で血栢希釈を行なうため，高い相関が得られたものと考

えられる．

今後， Frac.9抗原の精製と各P部分の抗原性について

検討していく考えである．

V まと め

Sepharose 4 Bゲル炉過により抽出されたTp抗原を

用いて，人血清中のTpIgG抗体を特異的に検出でき

る可能性について報告した．

本論文の要旨は第34回（東京都， 1985)及び第35回

（秋田市， 1986)の日本感染症学会東日本地方会総会に

おいて発表した．
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