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論文内容の要旨

〔目的〕

熱帯熱マラリア 12 fal. は熱帯地方に広く蔓延し，重篤な症状を呈する感染病である。マラリアワクチ

ンの開発，診断への応用を目的としたマラリア抗原に関する研究において異株間共通の抗原物質の同定が

必要である。マラリア培養上清中の可溶性抗原の解析についていくつかの報告がある。本研究は従来の報

告とは異なる P. fal.可溶性抗原を同定，分離し，その免疫化学的性状および免疫学的重要性と診断的意

義について検討を試みた。

〔方法〕

1. 可溶性抗原の同定

P. fal. , Vie tnam -Oak一Knoll (FVO) 株を無血清培地で培養後，培養上清を採取し， CMｭ

affigel Blue による Affinity Chromatography により，可溶性抗原を分離した。

2. 抗可溶性抗原特異抗体の作製と抗原の分離

培養上清より得られた抗原，あるいは P. fal.虫体抽出抗原で=免疫したマウス牌細胞を細胞融合し，

得られたモノクロナール抗体(mAb) を用いてAffini ty Chroma tographyにて抗原の分離を行なっ

。た

得られた抗原でウサギを免疫し，特異抗体 (pAb) を得た。また，同精製抗原による EL 1 SA ，c:てマ

ラリア患者血清中の特異抗体の存否を検索し，抗原を吸着させたAffini ty Chroma tography により，

患者血清中の抗可溶性抗原特異抗体を分離した。
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3. 抗原の諸性状

本抗原の共通抗原性を検ベる目的で，地理上分布の異なる尺 fal. 10株の各虫体培養上清，および虫体

抽出物を材料に， Affinity Chromatography ならびに immunoblot 、法にて本抗原の検出を試みた。

他種マラリア (P. vz'vax, P. ovale, P. malarz'ae, P. galli・ naceum， P. berghei)との交又反応性を

検討した。マラリア虫体における抗原局在部位の検討を間接蛍光抗体法，および免疫電顕法にて行なった。

本抗原の生成および、培養上清中への産生機序については 35S -Methionine および、 3H-His tidine 

を用い， Pulse-Labell inglCて標識した抗原を，特異抗体，あるいは患者血清で免疫沈降させた後， S 

DS-PAGE を行ない， fluorography にて検出し，解析を行なった。精製抗原を用いて，その生化

学的性状を検討した。

4. 特異抗体による in vitro でのマラリア虫体感染阻害試験

Ring form期と， Schizont 期虫体を各々， mAb, pAb 存在下でヒ卜赤血球と共に48時間培養し，

24時間毎IcGiemsa 染色塗抹標本を作製し， Ring form 期虫体の形成率 ならびに赤血球内増殖性を

観察した。

〔成績〕

1.無血清培地で培養した P. fa l. 培養上清中にSDS-PAGEで 33kD IC.位置する明瞭な l 本のバン

ドが観察された。

2. 地理上分布の異なるP. fal. 分離株10株と， p. gall inaceum では，上記の33kD抗原が， inAb , 

pAb ，ならびに P. fal. 患者血清によって検出されたが， P. b crghei では検出されなかった。同精製抗

原は P. ovale 患者や， P. mal ari ae. P. vi vax 患者血清によっても検出された。

3. 同抗原は， Ring form期， Trophozoite 期， Schizont 期虫体に存在するが，成熟に従い量的増

加を示した。また，感染血球内部，および膜表面にも検出され，同物質が虫体より放出されると考えられ

た。そして，非感染血球に対し，非特異的吸着能を示した。同抗原物質は 2 次元電気泳動では等電点pH

6.8 に位置し，糖蛋白の性質を有し，抗原性はトリプシン，キモトリプシンおよび、65 0Cの熱処理によって

失活した。

4. 同抗原に対する抗体は r P. fal. 虫体に対し，細胞内増殖阻害能を示した。阻害効果は， l~/ml 

濃度で46%であった。しかし， Merozoite の血球内侵入に対しては阻止し得なかった。

〔総括〕

1. 33kD抗原物質は， P. fal. の赤血球内寄生時に産生される糖蛋白の一種であり，生理的代謝の一環と

して感染血球の外部へ搬出される。抗原性は，各種の蛋白分解酵素，および65
0

Cの熱処理によって失活す

る。

2. 本抗原物質は，地理上分布の異なる p. fal. 分離株中に見出され，他種のマラリアに対する抗血清に

よっても検出された。乙のような交叉反応性は， DNA-Probe によるマラリアの診断や疫学調査に有効

な材料となり得ると考えられる。

3. 本物質に対する抗血清は， in vitro での血球内増殖阻害効果があり，また，本物質は非感染血球吸

着性を示した。これらの知見はマラリアの病原性を解明する手がかりのひとつと考えられる。
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論文の審査結果の要旨

マラリアの早期診断，ワクチン開発の研究では抗原物質の異株間特異性等が問題となる。本研究は熱帯

熱原虫の培養上清液中から分離した抗原の同定と特性を明かにしたものである。

Affinity chromatography により分離精製した抗原はWestern blot ting で分子量33kD であ

り，易熱性，糖蛋白性物質であった。本抗原は原虫抽出液中にも存在し，蛍光抗体法，免疫電顕法で原虫

体内，赤血球内にも検出された。本物質は原虫の分裂期に産生が多く上清液に移行するものである o 乙の

抗原は分布地が異なる原虫株にも検出され，他種マラリア寒者血清によっても認識された。本抗原に対す

る特異単クローン抗体は原虫の赤血球内増殖阻害効果を示した。

本抗原物質に関する以上の新知見はマラリアの診断および病態解析に役立つものとして高く評価され，

学位に値するものと考えられる。
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