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結核菌青山B株 に対 す るモ ノクローナル抗体 の作製と

イムノァフィニティー分離抗原の免疫活性について
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Nine hybridomas of BALB/c mouse,producing monoclonal antibodies(MAb:MTA

1-9)directed to Mycobacterium tuberculosis AOYAMA-B(M.tbc AB),were established.

The MAbs reacted to M.tbc AB antigens,forming a main band of32KD,24KD or19KD 

on immunoblotting,except MTA1that reacted with58KD in addition to32KD antigen.

Immunoglobulin isotypes of MAbs were IgM,IgG1or IgG 2b.On a mode of reactivity of 

ELISA against various mycobacterial antigens,MAbs were divided into two categories:

those reacting to human type mycobacterial antigens alone and those reacting both to the 

human and non-human type.The MAbs could further be classified into4groups by subtle 

discrimination of ELISA reactivity to the antigens.Three kind of MAb—affinity-purified 

antigens(MAb—Ag)from M.tbc AB were obtained.Immunogenic activities of the three 

MAb—Ags,together with that of control PPDs were examined.Every MAb—Ag showed 

positive reaction in ELISA,DTH skin test and [3H] TdR incorporation of lymphnode cells,
on M.tbc AB sensitized rabbit,guinea pig and rat,respectibely,with almost equal level of 

those of PPDs.However,in some occasions,MAb—Ags positively reacted in animals 

primed by non-human type mycobacteria.It was discussed that whether a homogeneous 
antigen like MAb—Ag,bearing limited number of epitopes,could be as immunogenic as 

PPDs consisting of multi-components.
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序 論

結核症は発展途上国においては,依 然 として死因順位

の上位を占める重大な感染症であり,日 本を含めた先進

国においても,老 齢人口の増加 ・癌 ・臓器移植 ・人工透

析 ・AIDS等 に伴う日和見感染として,難 治性非定型抗

酸菌症とともにあらたな課題となりつつある。

結核を含む抗酸菌症においては,ツ ベルクリン(PP

Ds)に よ るMantoux反 応 に代表 される遅延型アレル

ギー(DTH)の 発 現消長がその感染の有無,ま た病態

の指標のひとっとされる。また,ッ ベルクリン自体 も,

リンパ球刺激等の生物活性物質として研究されている。

一方,旧 ッベルクリン中の多糖体抗原のMiddlebrook-

Dubos反 応,結 核菌 リン脂質抗原の高橋反応などによ

る患者血清中の抗結核菌抗体の上昇が,活 動性結核症の

指標に古 くか ら用いられてきた。

近 年,Enzyme Linked Immunosorbent Assay

(ELISA)1)2)やRadioimmunoassay(RIA)な どが

導入されるようになってから,抗 ッベルクリン血清抗体

価の臨床的応用が試み られている3)。しかし,抗 原 とし

てのッベルクリンには次の問題点がある。(1)ッ ベルク

リンは構造不定なペプチ ドの ランダムな集合である。

(2)特 に皮内反応上,非 結核性抗酸菌 との交差が指摘

されている。(3)病 型,病 期 と必ず しも対応 しない。

(4)BCG接 種 と,結 核感染がッ反で判別できない。

1983年WHOの 結核 ・呼吸器感染症委員会は,こ れら

の問題に対するアプローチとして,生 物工学的手法の発

展に伴い,recombinant DNA・ 免疫担当細胞のクロー

ニ ング等の導入を勧告 した4)。今回われわれは,抗 結核

菌モノクローナル抗体の血清学的特異性に対応する単一

成分の抗原を,イ ムノアフィニティーカラムによって分

離することを試みた。本研究の目的は,液 性免疫上の特

異性を指標 として得た均質な結核抗原が,細 胞性免疫や

さまざまな免疫活性の上でどのように反映されるかを標

準ッベルクリンと対比しっっ調べることにあるが,本 報告

では,結 核菌青山B株 に対す るモノクローナル抗体と

その対応抗原の性質にっいての基礎的知見を総括した。

材料および方法

1)使 用菌 株;人 型 結 核 菌 群 と して,(1)Mycobacte-

riurn tuberculosis AOYAMA-B(NIHJ1635M.

tbcABと 略 す),(2)同H37Ra(RIMD1337),(3)同

H37Rv(TMC102),(4)同Erdman(ATCC35801),

(5)M.bovis BCG日 本 標 準 株(日 本BCG),(6)M.

bovisRavenel(NIHJ1-607),(7)M.africanum

(TC3,AFI),病 原 性 非 定 型 抗 酸 菌 群 と して,(8).M.

kansasii(ATCC12478,M.kansと 略 す),(9)M.

intracemmulare(TMC1406,.M.intと 略 す),(10)M.

scrofulaceum(ATCC19981),(11)-M.fortuitum

(ATCC14407)等 を 用 い た。

(1),(2),(5)の3株 は,高 橋 宏 博 士(国 立予 研)よ り,

(7)は 斎 藤 肇 博 士(島 根 医 科 大 学)よ り,そ れ ぞれ 御 恵

贈 い ただ いた。 いず れ もSauton培 地 で,M.fortuitum

は1週,他 は6～8週 間 培 養 した もの を用 い た。 培 養 後

NaN3を1%,強 毒 菌 は フ ェ ノー ル0.5%W/Vを 添 加,

48時 間 以 上 室 温 に置 き,強 毒 菌 は さ らに60℃30分 処

理 した。 いず れ も小 川 培地 で生 き残 り菌 の な い こ と を確

認 後,凍 結 保 存 した 。

2)抗 原 の 調 製 な らび に対 照 抗 原:す べ て菌 体 の超 音

波 抽 出物 を も ち い た が,.M.tbcABに つ いて は,培 養

濾 液80%硫 安 画 分(以 下TACFと 略 称 す る)を も併

せ て 用 い た。 対 照 と してPPDs(CIP;.M.tわ ℃AB由

来 試 験 管 内 検 査 用PPD抗 原,日 本BCG製),PPD-

B,PPD-Y(そ れ ぞ れM.intお よ びM.kans由 来,

田坂博信 博士 お よ び小 林 製 薬 の 御好 意 に よ る)を 用 い た。

3)抗 血 清;家 兎 免 疫 血 清 は,家 兎 に上 記 菌 体 を

Freundincompleteadjuvant(FIA)と と も に 免 疫

した 。 ま た,活 動 性 結 核 患 者血 清 を ヒ ト抗M.tbc血 清

と して用 い た。 いず れ もELISAで 力 価 を測 定 した。

4)モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体(MAb)の 作 製;BALB/c

マ ウ ス(雌,8週 齢)を 用 い,M.tbcAB200μg(乾 燥

死 菌)をFIAと と も に4週 毎 に4回 繰 り返 し腹 腔 内投

与 し,最 終 免 疫 と して.M.tbcAB50μgを 尾 静 脈 に注

入,3日 後 に脾 臓 を摘 出 した 。 脾 細胞 とP3-X63-Ag-

U1ミ エ ロ ー マ細 胞(P3U1)を,5:1の 比 率 に混 合 し,

50%polyethyleneglycol(PEG1500,Boehringer)

で融合 させ,HAT培 地 で選 択,抗 体産 生 細 胞 群 をELISA

法 で検 索 しつ つ 限 界 希 釈 法 で ク ロー ニ ン グを行 った。 得

られ た 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ(107cells以 上)を,

プ リス タ ン処 理 したBALB/cマ ウ ス腹 腔 内 に投 与 し,

腹 水 の50%硫 安 画 分 を以 下 の 実 験 に 供 した。

5)MAbのisotypeの 決 定:MouseMonoclonal

TypingKit(Serotec)に よ るOuchterlonyゲ ル 内沈

降反 応 に よ った。

6)ELISA法;2)項 で 挙 げ た 各 種 抗 酸菌 由来 抗 原

を そ れ ぞ れ蛋 白質 濃 度10μg/mlと し,Poly-L-lysin

(Sigma)コ ー テ ィ ン グ を し た96穴 イ ム ノ プ レ ー ト

(Nunc)に 吸 着 させ,5%ス キ ム ミル クで ブ ロ ッ ク後,

被 検 一 次 抗 体 を作 用 させ た。 二 次 抗 体 と して ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン(Cappe1)を,

発 色基 質 と してo-フ ェ ニ レ ンジ ア ミ ンを 用 い,490nm

の 吸 光 度 をMTP-32コ ロ ナ マ イ ク ロ プ レー ト リー ダー

で 測 定 した。 抗 原 を加 え な い対 照 の吸 光 度 を 差 し引 き,

免 疫 前 血 清 力 価 の平 均+標 準 偏 差 ×2を カ ッ トオ フ値 と

して,血 清 の 段 階希 釈 に よ るendpointを 力 価 と した 。

7)Immunoblotting法:10～20%ポ リア ク リル ア
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ミ ド ・SDSゲ ルで,前 項 の 各 種 抗 原 を60mA定 電 流 で

1時 間 泳 動 後,デ ュ ラ ポ ア メ ン ブ ラ ン(Millipore)へ,

ホ ラ イ ズ ブ ロ ッ ト装 置(ATTO)で 転 写 し,5%ス キ ム

ミル ク で ブ ロ ッ ク 後,500～1,000倍 希 釈 一 次 抗 体 と反

応 させ た 。 抗 血 清 ま た は 抗 体 の 希 釈 度 はELISA力 価

に 応 じて 等 し くな る よ う調 節 した 。 二 次 抗 体 と して,

2,000倍 希 釈 ペ ル オ キ シ ダー ゼ標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ

ブ リ ン(Cappel)を 用 い た 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て

Pharmacia製 マ ー カ ー キ ッ ト(Phosphorylaseb:

M.W.94,000・Albumin:67,000・Ovalbumin:

43,000・Carbonicanhydrase:30,000・Trypsin

inhibiter:20,100・ α-Lactalbumin:14,400)を 同

時 に泳 動 した 。

8)Two-dimensional immunoblotting法;永

井 らの 変 法(O'Farrel1原 法)に 従 い,抗 原(TACF)

を1次 元 で 等 電 点 電 気 泳 動(2%Bio-lyte pH3-10,

Bio-Rad製),2次 元 と してSDS-PAGE(10%ア ク

リル ア ミ ド)を 行 い,前 項 と同様 に デ ュ ラポ ア メ ンブ ラ

ンに転 写,免 疫 染色 を行 った。

9)イ ム ノア フ ィニ テ ィー ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る

MAb対 応 抗 原 の分 離;CNBr-activated Sepharose

 4Bゲ ル1ml当 た り10mgのMAb画 分(4項 参 照)

を カ ッ プ リン グ させ イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー ゲ ル と した。

TACFを30mM Tris(pH8.7)bufferで 平 衡 した 後

DEAEセ フ ァ ロ ー スCL-6B(12mm×50mm)に 吸

着 さ せ,0.05～0.25MNaClのlinear gradient計40

mlで 溶 出 し た 。dot blottingでMAbと 陽 性 反 応 を

示 す フ ラ ク シ ョ ンを集 め,同 ク ロ マ トグ ラ フ ィーを 再 度

繰 り返 し た後,陽 性 画 分 を0.15Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

7.2)と 透 析 置 換 し,上 述 の イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー ゲ ル

に 吸 着 さ せ,4Mureaで 溶 出 さ せ た。 陽 性 画 分 を0.15

Mリ ン酸 緩 衝液(pH7.2)に 対 して透 析,モ ル カ ッ ト

10,000(Millipore)で1mg/mlに 濃 縮 した。

10)イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー分 離 抗 原 の性 状 お よ び生 物

活 性:皮 内 反 応 に は モ ル モ ッ ト(雌,8週 齢),リ ンパ

球 刺 激 試 験 に はLewis系 ラ ッ ト(雌10週 齢200g)

を 用 い,M.tbcAB,Mkans,.M.int各200μg(乾 燥

死 菌)をFIAと と もに 四足 蹟 に皮 下 注 入 後,20日 目 に

試 験 に用 い た 。(1)皮 内反 応;感 作 モ ル モ ッ トに各 抗 原

1～2μg/50μZを 背部 に皮 内注 射 し,24時 間 後 に紅 斑 径

を 測 定 した 。(2)リ ンパ球 刺 激 試 験;以 下 の細 胞 培 養 は

す べ て10%FCS・2mM Glutamine加RPMI1640

を 用 いた 。 ラ ッ トよ り鼠径 部,腋 窩 部 リ ンパ 節(リ ンパ

球)お よび脾 細 胞 を単 離,2×106/mZ細 胞 浮 遊 液 と し,こ

れ に 各 抗 原1～2μg/20μZを 加 えて 反 応 させ,37℃ ・2

日間 培 養 した。 そ の後0.25μCi3H-thymidine([3H]

TdR)を 加 え て 培 養 を 続 け,18時 間 後 の リ ンパ 球 内取

り込 み を測定 した。 すべ ての反 応 は3匹 を一 群 と し,各 々

の 測 定 は3回 の平 均 を と った。

11)蛋 白 質 の 比 色 定 量;Bio-Rad Protein Assay

キ ッ ト(BIO-RAD)を 用 い,595nmの 吸 光 度 を 測定

した。

結 果

1.抗 酸菌菌種の全血清およびモノクローナル抗体に

よる血清学的識別

Table1-A. ELISA Reaction of Serum of Rabbit Immunized with M.the AB and of 

Serum from TB Patient against Mycobacterial Antigens

-H-,+,-: strong,moderate positive and negative,respectively.

―17―



764 結 核 第64巻 第12号

Table 1-B.ELI SA Reaction of MAbs Directed to M.tbc AB against Mycobacterial Antigens

œO

,•\,ˆê:strong, moderate positive and negative,respectively.

1)used as ligand for affinity chromatography hereafter.

2)anti-M.tbc AB rabbit serum.

3)not done.

1)全 菌 体抗原(粗 抗原)対 全血清の反応(ELISA

法およびImmunoblotting法):全 血清(こ こでは家兎

免疫血清3ロ ット,ヒ ト3症 例のみを示す)の レベルで

は,粗 抗原(超 音波抽出,た だし青山B株 は培養上清)

との反応を見た場合,人 型菌グループと非定型菌グルー

プとを識別することは,ELISA(Table 1-A)お よび

immunoblotting(Fig.1)の 両方法とも困難であった。

一方,全 血清 とPPDs,-Y,-B,と の反応は,人 型菌と

非定型菌間の血清学的識別はELISA上 ある程度可能で

ある(Table 1-A)。 しかし,い ずれの場合 も血清のロッ

ト,ま たは症例による変動幅が大 きく,安 定 した結果が

得 られ難かった。

以上,粗 抗原対全血清の反応には限界があり,特 定さ

れた抗原あるいは特異的な血清を用いることにより,結

核症や結核菌の血清学的識別をより安定かっ精密にする

ことが望まれる。

2)M.tbc ABに 対するモノクローナル抗体(MAb)

の作製:特 異抗体 を得るべ く,M.tbc ABに 対 する9

つのハイブリドーマ細胞を得た。これらはいずれも相互

に独立 した細胞融合実験により得 られた。それぞれのク

ローンとそのMAbをMTA1～9と 名づけた(Table

 1-B)。Isotypeは,IgMが1種,IgGlが4種,IgG

2bが4種 であ った。各MAbの 各菌種抗原に対する反

応を,ELISAとimmunoblottingで 調 べた。

3)全 菌 体 抗 原 対MAbの 反 応(ELISA法):9種 の

MAbは,各 菌 種 抗 原 に 対 す るELISA反 応 とisotype

の 組 合 せ か ら,4っ の グ ル ー フ.に分 類 さ れ た(Table

1-B)。 す な わ ち,(1)MTAl(isotype IgM)の よ う

に反 応 の 強 弱 は あ る が,人 型 ・非 定 型 を問 わ ず 供 試 した

す べ て の 菌 株 の 抗 原 と反 応 す る もの,(2)MTA4(lgG

2b),MTA6,9(IgGl)の よ うに 供試 した入 型 結 核 菌

群 と の み 反 応 を す る もの,(3)MTA2,3(lgGl)の よ

うに,供 試 した 人 型 結 核 菌 群 の 中 でH37RaとRvの2

株 に対 し反 応 を 欠 如 す る も の,(4)MTA5,7,8(lgG

2b)の よ う に,供 試 した 人 型 結 核 菌群 に加 え てM.kan8

と も反 応 を示 す もの,以 上 の4群 で あ る。

4)M.tbc AB抗 原 対MAbの 反 応(Immunoblot-

ting法):.M.tbc AB抗 原(TACF)に 対 し,一 次 抗

体 と して 抗 血 清(ポ リク ロ ー ナ ル抗 体)を 用 い たim-

munoblotting(Fig.1)で は多 数 のbandが 出現 す る

が,MAbを 用 い る と,Fig.1と 対 照 的 に そ の反 応 す る

抗 原 は 限 られ て くる(Fig.2)。MTA1と 反応 す る抗 原

は,分 子 量 約58KDと3～ ～35KDの2ヵ 所 に分 布 した

(Lane1)が,MTA2,3に 反 応 す る投 原 は 約24KD

の 位 置 に1本(Lane2,3),ま たMTA4-9に 対 す る

抗 原 は(Lane4,9)い ず れ も,約19KDの1本 のband

と して 見 られ た。

5)M.tbc AB抗 原 対MAb(MTA6)の 二 次 元 電
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Fig.1.Immunoblotting analysis of rabbit anti-M.tbc AB serum and of 

TB patient serum against mycobacterial antigens:T;M.tbc AB,K;M.

kansasii,I;M.intracellulare. Lanes:lot1,2,3;rabbit anti-M.tbc AB 

serum, case1,2,3;active TB patient serum.

気 泳 動:MTA6は,Fig.2に 示 した よ う にimmuno-

blotting上 で はTACFの19KD部 分 と の み 反 応 して

い る。 しか し二 次 元 展 開 の上 で はMTA6と 反 応 す る抗

原 は,M.W.19KD-i.e.p.pH6.5を 主 な ス ポ ッ ト

と し,そ の周 辺 にminorな ス ポ ッ ト群 が 散 在 す る。 こ

の こ と は,MTA6MAbに 対 して 同 じエ ピ トー プを 持

Fig.2.Immunoblotting analysis of nine MAbs 

MTA1-9against M.the AB antigen.

っ複数のペプチ ドの存在を意味するのか,あ るいは自己

融解などのアーティファクトによるものか,現 段階では

判定できない。 しか し,MAb対 応 エピトープに関する

限り均質なものと想定 して,以 下の実験に供 した。

6)各 種全菌体抗原(粗 抗原)対 各MAbの 反応:次

に,菌 種の鑑別がMAbを 用 いることにより容易になる

か否かをみるため,各 菌種との交差反応を見た。Fig.4

で は,前 出の1の3)項 の(2),(3),(4)群 に属するMAb

より各1種 を選び,「材料と方法」で挙げた11種 の菌体

抗原に対するimmunoblotting上 の反応を見た。Fig.

1と4を 比較すると,Fig.4で は,MAbを 用いること

により粗抗原に対する反応が1本 のbandと して見られ,

MAbの 方 がその対応する抗原部分が限定されてくるこ

とが分かる。ただし問題 としては,MAbを 用いて菌種

を識別す る場合,immunoblottingとELISA法 の結

果に微妙な差異がある,と いうことである。まず,Fig.

4のMTA2MAbを 用いた反応では,.M.kansを 除 き

すべての菌株との間に反応がみられるが,こ れをTable

1のELISA法 で の結果 と比べると,M.tbcH37Ra,

同Rvお よび4種 の非定型抗酸菌 とも反応がみられない

点で異なっている。MTA6の 場合では,ELISAで は

反応陰性のM.kansがimmunoblotting上 陽性 とな

る食 い違 いがみ られた。MTA8の 場合は,ELISAと

immunoblottingの 結果が完全に一致 した。

以上の結果から,MAbの 各 菌種に対する反応性 は

ELISAとimmunoblotting上 では必ず しも一致せず,

む しろ後者の方法で交差抗原のレパー トリーが広がる傾
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Fig.3.Two—dimensional immunoblotting of 
MAb(MTA6)against M.the AB antigen:Iso

electric forcusing in the first dimension (hori

zontal),followed by SDS-PAGE in the second

(vertical).

MTA2 MTA6 MTA8

Fig.4.Immunoblotting analysis of MAbs(MTA2,6and8)against 

mycobacterial antigens.Lanes:1M.tbc AB,2;M.tbc H37Ra,3;M.

tbc H37Rv,4;M.tbc Erdman,5;M.BCG-Y,6;M.bovis Ravenel,7;M.

africanum,8;M.kansasii,9;M.intracellulare,10;M.scrofulaceum,11;

M.fortuitum.

向があることが分か った。 これは,SDS-PAGE操 作

による抗原の変性,隠 蔽抗原の露出によることがまず考

え られよ う。 したが って,菌 種を判定す るためには

MAbの み ならず,そ のassay法 も考慮 しなければな

らな い こ とが 分 か った 。

2.ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ るMAb

対 応 抗 原(MAb-Ag)の 分離

MTA2(G1),MTA6(G1),MTA8(G2b)の3個
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Fractionnumber

Fractionnumber

Fig.5.DEAE—Sepharose6B column chromatogram of M.the AB 

culture filtrate.

The antigen of5mg as protein was applied on the column(12•~50

mm),eluted by total 50 ml of30mM Tris—HC1 pH8.7buffer with 

linear gradient of NaCl(0.05-0.25M)and collected1.5ml/tube.

As shown in figure A,fractions No.5to9reacting MAb of MTA

2(marked with dots)were combined and subjected to second 

chromatography under the same condition shown in figure B.The 

dotted fractions No.7to11were pooled.

のMAbに 対 す る抗 原 を分 離 し た。 これ らのMAbは

immunoblotting上,そ れ ぞ れ24KD,19KD,19KD

の 抗 原 と 反 応 した 。Fig.5,6で は,MAT2MAb対

応 抗 原 を例 に と って 分 画 の 過 程 を示 した。Fig.5-A,B

に 示 す よ う に,MtbcABを,DEAE-Sepharose

CL6Bに よ る分 画 を2回 繰 り返 す こ と に よ り,あ らか

じめ部 分 精 製 した。 この 抗 原 をMAb(MTA2)を カ ッ

プ リ ン グ さ せ たSepharose4Bア フ ィニ テ ィー カ ラム

に か け る と,Fig.6の 矢 印(1>に 吸 着 され な い部 分 が流

出 す る 。 カ ラ ム を 同 上 緩 衝 液 で 十 分 に洗 浄(矢 印(2))

し た 後,4Mureaに よ っ て 矢 印(3)が 溶 出 す る。dot

blotting法 で4Murea溶 出 画 分(3)にMTA2と 反 応

す る抗 原 が検 出 さ れ,immunoblotting法 で は(3)は,

蛋 白 染 色,免 疫 染 色 法 と もに一 致 す る1本 のbandと な

り(Fig.6枠 内 に示 す),こ こでMTA2に 対 応 す る抗

原 が一応 分 離 され た もの と考 え られ る°MAb(MTA2)

に対 応 して 分 離 され た抗 原 をMTA2aと 呼 ぶ こ と にす

る。 さ らに,同 上 の ア フ ィニ テ ィー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

によ り,.M.tbcABか らMTA6に 対 応 す るMTA6a,

MTA8に 対 応 す るMTA8aの 抗 原 を 分 離 した。 これ

らの ア フ ィニ テ ィ ー分 離 抗 原MTA2a,6aお よ び8a

は,抗M.tboAB家 兎 血 清 に対 す るimmunoblotting

(Fig.7)で,そ れ ぞ れ 分 子 量 約24KD,19KDお よ び

19KDのbandを 形成 しM.tbcAB(TACF)対MAb

immunoblotting(Fig.2)の 結 果 と一 致 した。

1)ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 抗 原(MAb-Ag)と 抗M.
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Dot blotting

Elution buffer

Tube NO.

(1.5mL/tube)

Fig.6.Immunoaffinity chromatogram of the pooled fractions 

from2nd DEAE—Sepharose6B chromatography(Fig.5).The 

ligand of the affinity chromatography was MAb MTA2.

The pooled and concentrated antigen,10mg as protein in1ml of

0.15M sodium phosphate buffer pH7.2with0.85%NaCl(PBS)were 

applied to the affinity column of a bed volume of10ml.The 

column was washed with above PBS and eluted with4.0M urea.
Fr.1;tube No.12,Fr.2;tube No.24,Fr.3;tube No.33-36were 

pooled(marked with dot),Fr.4;tube No.46.The immunoblotting 
of Fr.3is shown in the square on the figure:M;Markers,C;

Coomassie Brilliant Blue staining,I;immunostaining with MAb 

MTA2.

kans,抗M.int家 兎 血 清(ポ リク ロ ー ナ ル抗 体)と の

反応(Fig.7):M.tbc AB,.M.Rans,M.intを 免 疫 し

て 得 た 家 兎 抗 血 清3ロ ッ トず っ と,上 記 の3種 のMAb

アフィニティークロマ トグラフィー分離抗原との反応を

ELISAとimmunoblotting上 で調べた。両者の結果

は平行したので後者の結果のみを示す。アフィニティー

分離抗原は家兎抗血清に対 し1本 のbandし か示さない。

しかもホモロガスな組合せである抗M.`tbc AB血 清 と

3種 の 分 離 抗 原 と は強 く反 応 す るが,抗M.Rans血 清

と の反 応 は 弱 く,ま た抗M.int血 清 と は ま った く反 応

を 示 さな か った。

2)ア フ ィニ テ ィ ー分 離 抗 原(MAb-Ag)と 各MAb

と の 反 応(Table2):MAb-AgはELISAで は イ ム

ノ ア フ ィ ニ テ ィーの リガ ン ドにそ れ ぞ れ対 応 す るMAb

との み反 応 した。 しか しimmunoblottingで は,MTA

2a抗 原 は対 応 リガ ン ドのMTA2の ほか,MTA3MAb
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Rabbit 
antiserum  tb

ckansint 
against

Fig.7.Immunoblotting analysis of immunoaf
finity—purified antigens(MTA2a,6a and8a)

with rabbit antisera against M. tbc AB(tbc),M.

kansasii(kans)and M.intracellulare(int).

Table2.Cross Reactivity on Immunoblotting of MAb Affinity—purified

 Antigens(MAb—Ag;MTA2a,MTA6a,MTA8a)with the

 Monoclonal Antibodies(MAb;MTA 1-9)

廾,十,一:strong,moderate positive and negative,respectively.

とも反応 した。MTA6aとMTA8aは,そ れぞれの対

応MAbで あ るMTA6,8の ほか,MTA4～9の いず

れのMAbと も,強 弱の違いはあるが反応する。すなわ

ち,こ こで用いた3種 のMAbに 対応する分離抗原は,

イ ムノア フィニテ ィーの リガン ドとして用いた対応

MAb以 外 のMAbと も反応 する ことが,Immuno-

blotting法 の上で分かった。

3.ア フィニティー分離抗原(MAb-Ag)の 細胞性

免疫活性:感 作動物に対する皮内反応(DTH),お

よび リンパ球の ⊂3H]TdRの 取 り込み(リ ンパ球

増殖試験)

1)モ ル モッ トを用いたDTH型 皮 内反応:.M.tbc

 AB,M.Ransお よびM.int.で それぞれ感作 したモル

モットに,各 抗原を惹起抗原として相互に皮内注射する

交差試験を行った(Table3)。

粗抗原を惹起に用いた場合,感 作一惹起抗原のホモロ

ガスな組合せとヘテロな組合せの間に有意の差はみられ

ない。次 に今回の分離抗原についてみると,MTA2a

抗原 は,M.tbc AB感 作 モルモットに対 しPPDsに 匹

敵する強い皮内反応を惹起するが,.M.Ransお よびM.

int感作 モルモ ットの皮内反応は弱かった。この傾向は

PPDsに よ る皮内反応にほぼ平行する。MTA8aは2a

に準 じる傾向を示 し,特 にM.int感 作動物に対する皮

内反応は顕著に低かった。MTA6aで は,M.tbcの 感
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Table3.DTH Skin Reaction of Mycobacterial Antigens and MAb Affinity

purified Antigens in Guinea Pig Primed with M.the AB,M.kansasii,

M.intracellulare

1)Diameter of erythema was measured24hr after challenging the stimulant .

作 に対 して2aや8aよ りやや弱い皮内反応を示した。

すなわち,3種 の分離抗原のうち特にMTA2aと8a

が モルモットにおいてPPDsに 近 いDTH型 皮内反応

を示す ことが分か った。Fig.8-Aに,M.tbc AB感

作 モルモットに対する,MTA2aのDTH型 皮 内反応,

およびFig.8-Bに その角膜反応を示す。

2)リ ンパ節由来 リンパ球に対する抗原刺激反応,

[3H]TdRの 取 り込 み(Table4):感 作 ラットの リン

パ節(鼠 径部 ・腋窩部)よ り集めた リンパ球を用いた。

3種 のアフィニティー分離抗原(MTA2a,6a,8a)

それ ぞれの刺激に対する,M.tbc AB感 作 ラット由来

リンパ球の[3H]TdR取 り込みは,M.Rans,M.int

感 作 ラッ ト由来 リンパ球 よりも高 く,モ ルモッ トの

DTH型 皮 内反応よりも抗原特異性が明瞭であった。対

照 として同時に行った粗抗原やPPDs,PPD-Y,PPD

-B刺 激 では
,[3H]TdRの 取 り込みの上で特異性は明

らかでなく,MTA2a,6a,8aに 及ぼなかった。

3)脾 細胞と リンパ節細胞の抗原刺激に対する[3H]

TdRの 取 り込みの相違:.M.tbc AB感 作 ラットにおい

て,各 アフィニティー分離抗原(MTA2a,6a,8a)

刺 激 に対する脾細胞の[3H]TdRの 取 り込みは,リ ン

パ節 リンパ球の取 り込みより顕著に低い傾向がみられた

(Table5)。 用 いた脾臓およびリンパ節のT・B細 胞の

比率(T/B:脾 臓;0.5/1,リ ンパ節;2.5/1)を 考 慮

に入れると,こ の分離抗原の抗原刺激がB細 胞よりT

細胞に向けられているものと思われる。同様の傾向は,

.M.tbc AB粗 抗原およびPPDsに おいてもみとめられ

た。

考 察

本研究の目的は,M.tbcに 特異的なモノクローナル

抗体(MAb)を 得 ること,こ のMAbに 対応するM.

tbc菌 体抗原(MAb-Ag)を 分 画 ・分離すること,つ

いでMAb-Agの 免 疫活性を調べ,ツ ベルクリンと比

較することにあった。本邦のッベルクリンはM.tbc青

山B株 に由来するので,本 研究では青山B株(.M.tbc

 AB)と そ れ に 由来 す る市販のCIPッ ベ ルク リン

(PPDs)を 基 準 とし,対 照として非人型菌のうち病原

性のあるM.Rans,.M.intを 用いた。

一般 に 「抗原」は,被 感作者について感染原の免疫学

的,血 清学的判定に用い,「抗血清」 は分離された感染

原の同定に用いる。結核菌の場合,全 菌体抗原や家兎免

疫血清,人 患者血清は,上 述の目的に使用するためには

特異性が十分ではなく,MAbお よびMAb-Agを 用 い

る ことによ り改善 され ることが期待された。9種 の

MAbの うちMTA4,6,9は,供 試M.tbcを 含 む人

型菌 と反応 し,非 人型菌と反応 しなかった。 したがって

MTA4,6,9は 実用の面で,人 型菌と非人型菌の血清

学的判別や患者材料,病 理標本中の結核菌の特異的免疫

染色に有用であろう。人型菌内の種を識別するMAbの

報 告は今までのところ僅か しかない。ここで得られた

MTA2と3はM.tbcH37Ra,Rvと 反 応せず,他 の

人型菌と反応する点でユニークであり,種 間のみならず

株間識別の可能性をも示唆すると思われる。次 に,人 型
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Fig.8—A.Skin reaction of immunoaffinity

purified antigens in guinea pig primed with M.
tbc AB.Guinea pigs were given intradermal

injection of1;MTA2a,2;MTA6a,3;MTA8a

(1acg/50,u l of each antigen).

Fig.8B.Cornea reaction of immunoaffinity—

purified antigens in guinea pig primed with M.
tbc AB.Guinea pigs were injected intracorneal 

stroma with A ;saline(10,0)and B ;MTA2a

(0.2,ug/10u1).

菌 と反 応 す るMAbを リガ ン ドとす るイ ム ノア フ ィニ テ ィ

ー ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ りMAb対 応 抗 原(MAb-

Ag)を 得 た が,さ ら に次 の2つ の 問 題 を 吟 味 す る必 要

が あ った。 す なわ ち,

1.M,tbc感 作 ヒ ト ・動 物 の 血 清 や リンパ 球 に対 し

MAb-Agは 特 異 的 に反 応 す るか,い いか え れ ば,非 人

型 菌 感 作 例 の それ らにMAb-Agは 反 応 しな い か。

2.ッ ベ ル ク リ ンは,10-100KDに わ た る多 種 の ペ

プ チ ド抗 原 の 集 合 で あ り,当 然 免 疫 反 応 に あ ず か る エ ピ

トー プ も雑 多 で あ る。 これ に 対 しMAb-Agの よ うな

20KD程 度 の均質な蛋白質が,免 疫反応の上でッベル

ク リンに対抗 し得るか。

以上の2点 である。実験結果の一部を抜粋 してTable

6に まとめる。このTableの 上で,人 型のM.tbcに 対

し,M.RansとM.intが 非 人型菌を代表する。Table

か ら,MAb-Agは 血清 レベルにおいても細胞性免疫 レ

ベルのDTH皮 内反応や リンパ球増殖反応においても,

人型菌と非人型菌とをほぼ識別しているといえる。次の

段階として,ヒ トの結核または非結核菌感染者の血清と

末梢血 リンパ球に対するMAb-Agの 反 応を検索中で
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Table4.Blastogenic Activity of Mycobacterial Antigens and MAb Affinity

purified Antigens against Lymphnode Cells from Lewis Rats Primed

with M.tbc AB,M.kansasii or M.intracellulare

Table5.The Blastogenic Activity of MAb Affinity—purified

 Antigens against Spleen and Lynphnode Cells from

 Lewis Rats Primed with M.tbc AB

Table6.Summary of Immunogenicity of MAb Affinity—purified Antigens

1)廾strong Positive,+moderate positive,-negative

2)廾 ≧8.0mm,+3.0-8.0mm,-≦3.0mm

3)[3H]TdRincorporation:+≧2,500△cpm,-≦1,500△cpm
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あり,別 に報告する。

一般 に,液 性抗体の抗原認識の特異性 と細胞性のそれ

とは,必 ずしも同質ではない。そのため,細 胞性免疫に

あずかる抗原エピトープの検索にT-cellク ローン側か

らのアプローチが試み られている5)。今回は,B-cell

クローン側の特異性を指標にして得た均質な蛋白質が細

胞性免疫の特異性 とおよそ合致 したが,こ れが常態であ

るとはいえない。MAb-Agの よ うな均質な抗原といえ

ども,Table2に 示 すように,複 数のMAbと 反応す

ること,す なわち複数のエピトープを持っ可能性がある。

しかし,こ の点を考慮に入れても,MAb-Agが はるか

に多数の抗原集合体であるPPDsに,免 疫反応惹起の

上で匹敵 したことは興味深 く,PPDsに 特有の反応を

特異性の高い1個 または少数の抗原で代替 し得る可能性

を示すものと思われる。今回得たMAbは,ツ ベルクリ

ンとは直接反応しなかったが,そ の理由の1っ として,

PPDsが 加 熱処理 を経ているのに対 し,わ れわれの使

用 した抗原は非加熱である,と いうことが考えられる。

しかし,さ らに多くのMAbに ついて検索すれば,そ の

中にPPDsと 反応するものが得 られるかもしれない。

一方で,MAT5,7,8は,抗PPDs家 兎抗血清と反応

する リコンビナ ントペプチ ドと反応 しているので6),

PPDと 起 源を同 じくする抗原群に属するとも考え られ

る。なお,PPDsを 免 疫原 とする抗PPDs抗 体 の誘導

は家兎では認めたが,BALB/cマ ウスでは十分な抗体

上昇に至らなかった。

現在までに,結 核 ・らい菌を含め,抗 酸菌の血清学的

識別を目的としたMAb産 生株の蒐集が欧米を中心に精

力的に行われ,主 なものはWHOに 登 録保存されてい

る7)。 しか し,人 型,非 人型結核菌を問わず,多 種の抗

酸菌種の血清学的鑑別には今なお十分とはいい難 く,さ

らに株間の差異を示すに足るMAbに いたっては,ほ と

んど得られていない。他のグループで得 られたMAbは

大 別 して,Ivanyら8)9)のTB77,TB73,Leeuwen

ら10)のF29-29,F23-4,-30,Bennedsenら11)12)の

HYT4な どのように,人 型 ・非定型を通 して多 くの抗

酸菌種と交差反応を示すものと,TB68,71,78,F23-

49,F24-2,HYT28,Chaparasら13)のHGT4な ど

のように,人 型結核菌群 とは反応するがその他の非定型

抗酸菌とは反応を示 さないもの,の2群 に大別される。

私たちのMTA1は 前者 に属 し,MTA2・3・4・6・9

は後者 に属す る。いずれにせよさらに多 くの抗酸菌

MAbの 蒐集が望まれている。

次に,こ れらのMAbに 対応する抗原をイムノアフィ

ニティーによって精製する試みについては,Kadival14)・

Worsaae15)・Young16)ら の報告がある。このような

MAb対 応抗原にっいて,感 作動物を用いた皮内反応お

よび リンパ球活性化反応が検討 されているが,従 来の

PPDsに 代 替 す るまで に至 って い な い。 な お,MTA2・

3,MTA6・9,MTA5・7の 組 合 せ は,独 立 した系 で 得

られ た に もか か わ らず そ れ ぞ れisotype,菌 種 特 異 性,

分 子 量 の 上 で 近 似 す る が,異 同 の判 定 はcompetition

実 験 を ま た ね ば な らな い。Woodら17)は 彼 らの 得 た い

くっ か の 独 立 したMAbの エ ピ トー プ.が同 一 で あ っ た こ

と を 報 告 して い る。 こ の ほ か,異 な る グ ル ー プで 得 た

MAbが,等 しい と い う報 告 もあ る7)。 ま た,リ コ ン ビ

ナ ン トペ プチ ドの 場 合 も,理 論 上 の確 率 は極 めて 低 い に

もか か わ らず,し ば しば 同一 の ペ プ チ ドが 異 な る グ ル ー

プ に よ って 得 られ て い る。 この こ とは,特 定 の結 核 菌 抗

原 がimmunodominantで あ る と仮 定 す る こ と に よ っ

て 説 明 さ れ て い る18)。 し た が っ て,私 た ち の場 合 も独

立 に同 じMAbが 得 られ て い て も不 思 議 で は な い。

結 核 菌 体 蛋 白抗 原 や 活 性 ペ プ チ ドにつ い て は,Oka-

da19)やKuwabara20)(Tuberculin-activepeptide

orprotein)・Nagai21)(TPH71)・Danie122)(Anti-

gen5)・Fukui23),Tasaka24)(a,βAntigen)ら に

よ り,蛋 白 化学 的手 法 で,さ ま ざ ま な抗 原 の分 画 精 製 が

行 わ れ て きた。 これ に対 し,上 述 のMAbや ク ロ ー ン化

T-cellエ ピ トー プ を 指 標 に した抗 原 分 離5)や,遺 伝 子

工 学 的 手 法25)が 近 年 試 み られ る よ うに な って きて い る。

これ らの 方 法 は,特 異 エ ピ トー プ を直 接 め ざす 点 で 有 望

と思 わ れ るが,結 核菌 の菌 体 構 成 は非 常 に複 雑 で あ る た

め,さ ら に多 くの 試 み が な さ れ な け れ ば な らな いで あ ろ

う。
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