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7月4日:マウスへの3回目の免疫

7月7日:細胞融合操作実施

8月20日:ハ不ブリドーマ樹立/細胞凍結・保存
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9月30日:研修終了
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研究テーマ:多包虫に対する単クローン抗体の樹立
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【要旨】

多包虫Echinococcusmultilocularisの原頭節protωcolex抗原を用いて、他穏寄生虫抗原

と交叉反応のない単クローン抗体を作製し、確度の高い免疫学的診断法を確立するこ

とを目的として本研究を行なった。多包虫protoscolex粗抗原を作製し、 BALB/cマウス

に免疫後、牌細胞とミエローマ細胞を融合し、単クローン抗体産生ハイプリドーマを

樹立した。多包虫に対する単クローン抗体71*-*を作製し、認識抗原の特異性について検，

討した。その結果、 4株は、多包虫抗原とのみ高い反応性を呈し、単包虫抗原、その他:

の7穏鱗虫抗原およひ~BALB/cマウス腎抽出抗原とは反応が認められなかった。免疫組

織学的検討から、単クローン抗体は 1) laminated layerとtegmentof the germinallayerと

のみ反応する単クロ一以抗体、 2)加凶natedlayer， tegment of the germinallayerおよび

young protoscolexと反応する単クローン抗体、 3)germinallayer， brood capsuleおよび

protoscolexと反応する単クローン抗体の3群に分類された。各1洋の単クローン抗体とも

に虫体の他に虫体周囲の結合織とも反応したが、その他の虫体周囲正常組織とは反応

が認められなかった。したがって、この虫体周囲結合織の反応は、虫体外に分泌され

た虫体抗原が結合織に沈着し、この沈着抗原と単クローン抗体が反応じたものと推察

された。 今回得られた単クローン抗体を用いて認識抗原を精製することにより、他極

寄生虫抗原と交叉反応のない診断用法を樹立する可能性が期待される。

〈阻YWORDS>多包虫、免疫学的診断法、単クローン抗体、 protoscolex

研究報告

【目的】

中国を含む開発途上国においては、寄生虫症は未だ重要な疾患であり、診断が遅れ

重篤な病状に陥るケースが少なくない。このような地域における早期治療には、簡便

迅速で、確度の高い早期診断が重要なポイントになる。 中国における重要な寄生虫症

としては、住血吸虫症、マラリア、リーシュマニア症、糸状虫症、有鈎，饗虫症等、数

多くあげられるが、これらはし、ずれも診断技術に習熟すれば、必ずしも確定診断が難

しい寄生虫症ではない。しかしながら、中国にも分布する包虫症は、診断法が確立し
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iていないため、治療が遅れ、死にいたることが多い寄生虫症である。すなわち、最初!

:に肝臓に寄生することが多く、ここで徐々に発育する。症状がでるまでの潜伏期間が j
'長く数年~数十年を要するが、この聞に血流を介して他臓器に転移している場合もあ:

り、発症した時点ですでに手遜れであることが多いため治療が非常に困難な寄生虫症 j

である。このため、感染早期に確定診断を行ない、外科的に摘出する以外に有効な対

-応策がないが、現時点ではそのような診断法がないのが実情である。そこで今回は、

多包虫抗原に対するモノクローナル抗体を作製し、血中に存在する可溶性多包虫抗原

を検出し得る新しい免疫学的診断法を確立することを最終目的において、以下の研究

を行なった。なお、中国には、今回研究対象とした多包虫のほかに単包虫が分布して

し、るが、抗原入手等、技術的問題から前者について検討した。

【方法】

1 )弘前大学医学部寄生虫学教室神谷春男教授から分与いただいたスナネズミ肝臓寄

生多包虫のprotoscoLはを凍結、融解処理後、 50mM n-heptyl・s・D-thioglucoside存在下で

超音波破砕した。 10，000x gで1!時間遠心処理後、上清を採取し、多包虫protoscoLex~ll抗'

s 原として以下の実験に周~'\た。

2)上言Gprotoscolex粗抗原100.. lLg最をFreund'scomplete adjuvantと混合し、 BALB/cマウ

スに腹腔内及び皮下に注入、免疫した。さらに岡松抗原をFreund'sincomplete adjuvant 

と混合したものを、最初の免疫から2週間目と更にその10日後に免疫した(日程の関係

i上、銭教授は、最後の免疫処置から実験に直接燐わった)。この免疫の期間にマウス尾

:静脈から採血、血清を採取し、血中のprotoscolex抗原に対する抗体価の上昇をELISA法

:で線認することにより、 protoscoLex粗抗原を用いた免疫効果について判定した。すな

jわち、 a)多包虫protoscoLex粗抗原を3%スキムミルク含有PBSで希釈し、 ELISA用96穴，

プ.レートlこ100μlずつ加えた。 b)3rcで2時間インキュベーション後、さらに40Cで一

晩静鐙した。 c)0.05 % Tween 20 (Tween 20-PBS)で5分、 3回沈浄したo d) 5%スキムミ

ルク含有PBS(スキムミルク-PBS)で各wellを満たし、 370Cで111寺間インキュベーション

(7~ロッキング操作〉したo e) Tween 20-PBS )で5分よ 3回洗浄後、 3%スキムミルクで

希釈したマウス血清を100μl加え、 3T'Cで1時間反応させた。f)Tween 20-PBSで5分、 3

回洗浄後、 3%スキムミルクで希釈したperoxidase-conjugatcdrabbit anti-mouse 

immunoglobulins polyc1onal antibody (二次抗体〉を加え、 370Cで~!時間反応させた。 g)

Tween 20-PBSで5分、 5回洗浄した。 h)OPD水溶液(メタメールで可溶化させたOPD:

0・phenylcnediaminと過酸化水素水を蒸留水で希釈したもの〉を加え、暗所・室温にて j

30分間、静霞した。 i)吸光度計にてO.D.値を測定し、抗体価の上昇の有無について検:

討することにより、 protoscoLex粗抗原を用いた免疫効果について判定した。なお、樹 ' 

立したハイプリドーマ産生単クローン抗体の下記7種蝦虫粗抗原との交叉反応性の有無:

-・・・・・・・・・・・・・・・・----------------------------------------------------------------------------------
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の判定も本法により行なった。一次抗体としてはよ樹立した7株ハイブリドーマの培養 j

上清を用いた。

3) protoscolex抗原に対する抗体価の上昇を確認したうえで最後の免疫処置の3日後に

マウス牌臓を摘出し、ガラスホモジナイザーを用いて牌細胞懸濁液を作製をした。こ

の牌細胞とマウスミエローマ細胞(P3X63・'Ag8.653ceU)をポリエチレングリコール存在

-下で融合させ、ハイプリドーマ細胞を作製した。 protoscolex粗抗原を用いたEUSA法に

よりスクリーニングし、多包虫protoscolexに対する単クローン抗体産生ハイブリドー

マを樹立した。

4)樹立したハイプリドーマが産生する単クローン抗体のクラス及びサブクラスを、

-抗マウスIgM，IgGl~ IgG2aおよびIgG2b抗体とアガロースゲルを用いたオクタロニ一法

7-jにより判定したo

15)単クローν抗体の抗原認識特性を明らかにするために、多包虫感染スナネズミの

;肝臓を用いて病理切片を作製し、免疫組織学的検討を行なった。すなわち、 a)上記肝

!臓をスナネズミから取り出レ、 10%ホルマリン-PBSで固定した。ゆ固定した肝臓を適

!当な大きさに切り出し、エタノール (70%;""100%)で脱水後、パラフィンにて包爆し、

jパラフィンブロックを作製した。 c)このパラフィンブロックを用いて、 4メ仰の厚さの

i切片を作り、免疫組織学用のプレパラートを作製した。のこのプレパラートを十分乾

燥後、キシレンにてパラフィンを除去し(脱パラフィン〉、エタノール(100%，......70%)

を経て、 PBSにまで移行したo e)さらに、スキムミルク-PBS中に1時間静置し、ブロッ

キング操作を行った。Tween20・PBSで5分、 3回洗浄したo f)次に、このプレパラート

上の組織切片に、樹立した7株ノ、イプリドーマの晴義上清をまんべんなくかけ、'室温で

1時間反応させた。 g)Tween 20-PBSで5分、 3回洗浄後、 3%スキムミルク -PBSで希釈し

たperoxidase-conjugatedrabbit anti-mouse immunoglobulins polyclonal antibodyを悶様に組

織切片にかけ、室温で111寺閥反応させた。 h)Tween 20-PBSで5分、 5恒!洗浄後、蒸留水

で経く水洗した。。このプレパラートをDAB水溶液 (DAB:3，3'-ジアミノベンチヅン

と過酸化水素水を蒸留水で希釈したもの)中に浸演し、ハイプリドーマ産生単クロー

ン抗体認識抗原を業補色に発色させたo j)プレパラートを蒸留水で水洗、エタノール

で脱水、キシレンで透徹後、カナダパルサムで封入し、顕微鏡観察を行った。

6)単クローン抗体認識抗原の特異性について、巨大肝!怪FωcioZagigantica、イヌ糸

j状虫Di1ψZariaimmitis、旋毛虫Trichbtellaspiralis、広節裂顕条虫、DijフlザllobotltriumZIαtum 

い肝l汲虫Clollorchissinen.sお、単包虫Echinococcu.sgra71uZosωおよひ・;有鈎鐙虫Cysticercus

: cellulosaeの7種蛾虫粗抗原およびBALB/cマウス腎抽出抗原を用いたELISA法により、

交叉反応の有無を判定することにより比較検討した。

-----------------------・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・----------------------------------------------------------
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i【結果】

; 1")・96穴プレート3枚。88wells)に融合細胞懸濁液を100μlずつ時き、そのうち184welIs 

(約64%.)にハイプリドーマのコロニーが認められた。さらにそのうちの56welLs (約

19%)が、多包虫protoscolexに対する抗体を産生しているハイプリドーマであった。

2)抗体産生ハイブリドーマ56wellsのうちから、抗体のカ佃iの高低等の反応性の迷い

i をもとに7weLlsを選び、リミッティングダイリューション操作を3回繰り返し実施し、

多包虫protoscolex応対する単クローン抗体産生ハイプリドーマ7株を樹立した。

3)この樹立したハイプリドーマ7株が産生する単クローン抗体のクラス及びサブクラ

スは、 4株がIgGl、琳がIgG2b、1株がIgMであった。

: 3)この7株のうち4株は、多包虫抗原と高い特異性を皇し、単包虫抗原を含むその他

の7穏鱗虫抗原およびBALB/cマウス腎抽出抗原とは反応(交叉反応)が認められなかっ

た。

免疫組織学的検討から、単クローン抗体認識抗原の分布は、大別して次の3騨に分類

された。

4)一群の抗体により認識される抗原は、 laminatedlayerとtegumentof gcrminal laycrめ

みに認められた。

5)二鮮の抗体により認識される抗原は、 laminatedlayer、tegumentof germinallayerお

よびyoungprotoscolexに認められた。

・6)ヨ洋の抗体により認識される抗原は、 germinallayer，brood capsuLeおよび

protoscoLcxに認められた。

7)各群の単クローン抗体ともに虫体の他に、虫体周聞の結合織とも反応したが、そ

の他の虫体周囲正常組織とは反応が認められなかった。

8)この虫休周囲結合織の反応は、虫体外に分泌された虫体抗原が総合織に沈着し、

この沈着抗原と単クローン抗体が反応したものと推察された。

【考察】

多包虫のprotoscolex抗原をマウスに免疫し、 7株の単クローン抗体産生ハイプリドー

マを樹立した。その認識抗原の分布から、 a)laminatcd layerとtegumentof germinaL layer : 

のみと反応するものよ b)laminated layer、tegumentof germinallayerおよびyoung

protoscolexと反応するもの、 c)germinal Layer， brood capsuleおよびprotoscolexと反応する

ものの三群に分類された。これまでlaminatedlayerが宿主と虫体のいずれから産生され

るかは明らかでなかったが、今回得られた単クローン抗体の反応性から、虫休由来で

ある可能性が示唆された。今後、多包虫protoscolexをスナネズミに感染させ、経|時的

にLaminatedLayer について観察することにより、その可能性について検討する予定であ

ーる@ーさふ広他麗搭必虫抗原と蕊Xl&回全CZELJ主Z旦ごと群生官設会tLt.:豆管jf;???きi
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:ぃ。そこでこの単クローン抗体を用いて認識抗原を精製し、 ELISA法のコーティング
i 用抗原として使用することにより、他穏寄生虫抗原と交叉反応のない多包虫症診断法
jを樹立する可能性が期待される。また免疫診断法の→つとして、血流中に容在する寄
:生虫抗原、いわゆる循環抗原を検出する方法がある。今回得られた結果から、虫イ本抗
a.原が虫体に接する正常肝臓組織に沈着していたことから、循島献し原として血流中に移

' ' ' • 
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行するかは判断しづらいところではあるが、今後は、この循環抗原検出の可能性につ
いても単クローン抗体を用いて検討してし、く予定である。

・---------------------------------------------------------------------------------------------------
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