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ナガズカ卵巣の毒性物質

第5報 Lipostichaerinと毒性燐脂質の抗原性について事

羽田野六男・新井良治柿

Toxic Substance of七heRoe of Northern Blenny 

V. Antigenicities of Lipostichaerin and its to玄icphospholipid molecule. 

Mutsuo lIA.TANO and Ryδji ARAI 

Abstract 

This P昭erdescribe日 theantigenicities of the Lipoatichaerin and ofぬe
toxic phospholipid as晶 toxiccomponent. 

The Lipostichaerin w品目 injec句d品目 an inocul晶句d antigen into the palm of 
the limb日of晶 malerabbit. The an'もiserumwas obぬ，inedfrom the blood collected 
fromもherabbiγ日加品rも31days after inocul抗 ion.

The precipi七叫ionreaction between もhe晶ntiserum岨 dLipoatich晶erinand 
b凶，weenthe former and乱popro句in，the latむertwo being u日edas tested晶nもige国
showed positive， respectively. The optimal propo凶ionin Lipostich帥，rin. antiserum 
precipi旬，tiongave a ratio 0.04 mgN of Lipo自色ich腿 rinω 1 ml. of antiserum. All 
もhemice injec飴dintraperiもoneallywiぬもheLiposもich腕 rin.品ntiserummi泊町e
died， and晶lso泊 thecase of inoculation ofぬ白色oxicphospholipid-晶nもiserum
mixture. 

The precipitation re晶ctionbeもweenapoproもein油関'rbeda.ntiserum and Lipo・
stich伽，rinwas perceived noももobe晶∞mplexhap飴n.

Judging from these results Lipostich田，rinand. apopro句泊 belongもoa common 
antigen. Moreover this 品ntiserumlacked the ability of neuもralization. On 
the other hand， lipid. moiety of Lipo前ich嗣 rinhad no a凶 igenicitiesas晶 comple旬
antigen and品畠晶 complexh晶，pten. Buもi色W制 notcle晶，rwhether the moiety w，晶s
a simple hapten or not. 

緒雷

著者ちは前報。においてナガズカ卵巣の毒性はリポ蛋白質 Lipωtichaerin11:存在し，かっその

蛋白部分(アポ蛋白質)には毒性は認められないが，脂質部分中に存在するある種の燐脂質に毒性の

ある ζとを認めた。

すでに浅野ら吟は本魚卵巣の毒性物質をリポ蛋白質と考え， このものは免疫学的にトキソイドとな

し得るととより完全抗原としての抗原性を認めている。 ζれに対して坂井らめは浅野らの接種材料が

トキソイドとしての性格を持っていないものと判定し，さらにその本態を非水溶性，脂質性の燐脂質

と関係の深いものとしているととから不完全抗原 (Hapt四九特に単純ハプテンではなかろうかと推定

している。

著者ちは上記のごとくナガズカ卵巣の毒性物質はリポ蛋白質として存在し， またその中11:含まれる

ある種の燐脂質にも毒性を認めたので ζれら両者について免疫学的な関係をみるために本実験を行な

い， 2，3の知見を得たので報告する。

*昭和44年4月 日本水産学会年会(東京)にて講演発表

紳北海道大学水産挙部食品化挙第一講座

(Labor晶旬'ryof Food. Chemistry， Fac叫も，yof Fisheries， Hokkaido Universiもy)
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実験および結果

実験材料

(1)免疫抗原および沈降反応用抗原

まずナガズカ卵巣を 1096食塩水で抽出し乙の抽出液について硫酸アンモニウム分画を行ない，得

られた田%飽和沈澱を水11:透析後凍結乾燥を行なった。 ζの得られた毒性リポ蛋白質，Lipostichaerin 

を免疫抗原および沈降反応用抗原として使用したが，その性状は N，11.1596; P， 0.6296; Liposti-

chaerin含量 85.096;LD仙 200mg/kg(i-p-)であるべ

また、沈降反応用抗原としてアポ蛋白質も供試したが， 乙のアポ蛋白質は免疫抗原である Liposti-

chaerinの一部を Scanuらのの方法によって-20.Cでエタノール・エーテル (3: 1)，次いでエーテ

ルで脂質部分を抽出除去した蛋白部分である。 ζのものの性状は N，12.6996; p， 0.1796で毒性は認

められないものである。

(2) 中和試験用毒素

前記Lipostichaerinのほか毒性燐脂質も毒素ー抗毒素中和試験に用いたが， ζの毒性燐脂質はナガズ

カ卵巣をアセトンで抽出，抽出液をエーテル11:転溶し濃縮後アセトン処理を行なった。得られたアセ

トン不溶部{燐脂質区分)をエタノールで処理してエタノ{ル不溶部(ケフアリン区分)を集め， 乙

のものをクロロホルム・メタノール (2:1)を加えて溶解させ， 再ぴ多量のエタノールを加えて生じ

た沈澱区分である。乙のものの性状は N，8. 3896; p， 3_ 6196;沃素価， 73.8; LDω" 6Omg/kg (i. p. ) 

であるめ。

(3)抗血清の調製

市販国型飼料で 1カ月間予備飼育した健康なウサギ{雄，体重 3.8kg)を使用し，免疫抗原(濃度

126.0mgiml 生理的食塩水)0.5mlと Adjuvant(Difco製， Incomplete) O. 5 ml，を混合・乳化さ

せ四肢の掌に接種した。接種後それぞれ 15日， 30日目に耳静脈より予備採血し得られた抗血清につい

て， Lipostichaerinを抗原とする沈降反応により抗体価の上昇を認めたので(15日目では 1:1，500; 

30日目では 1:3，000)，翌31日自に心臓より採血し抗血清を調製した。

実験方法

(1)重層法による抗体価の測定D

常法どおり 560C，30分間の非働化を行なった抗血清をアラピアゴム務液で稀釈し，重層法による

沈降素価すなわち抗血清の稀釈倍数より抗体価を求めた。なお反応は 370C，2時間で行なった。

(2) 混合法による最適比の測定り

まず予備試験として抗血清をそれぞれ生理的食塩水で倍数稀釈し， 370Cで混合法による沈澱の生

成を経時的に観察し肉眼的に混濁の強く現われる管を求めた。次いで乙の結果より得られたものをそ

の最適比の価の前後陀ついて，さらに抗血清濃度一定にし抗原を ζ まかく段階稀釈して正確な価を求

めた。

(3)動物接種試験

生理的食塩水あるいは 196Tw倒 160水溶液に試料を懸濁させたのち，体重 15-25gのマウス (NIH)

に腹腔内接種(i_p.)した。

実験結果

抗原・抗体の量逮比:

絶対量としての抗原ー抗体量を知るために混合法によって最適比を求めたが，乙れらの結果は Table

1と 21ζ示すとおりである。

すなわち Table2における第5管は濁りが最初に生じる管で，抗原 (12.16 mgN/ml)の稀釈倍数

は田0倍(実量 O.2m1!0. 5ml) ，また抗血清は 4倍であるので，抗原量:抗血清量=1/1250:1/4= 

1: 312.らすとEわち原抗血清 111:対し抗原液の 312.5倍稀釈が当量となり，抗血清 1mllζ対し抗原
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1971] 羽田野他:ナガズカ卵巣の毒性物質-v

Tぬle1 Box titration between Lipostichaerin and rabbit antiserum 

Dilution of Liposもich品局，rin*(1: ) 
0.9% NaCl 

丸叫1，000 23，000 64，000 

2 十時 -IIt 制 制 -It -It + 
Dilution of ~ -It l-lt * -It + + + + 
;;;ti~;~~-_ ~ + I + + 4十 -It + + + 土

(1:) 816 2 + + + + + 土

土 士 + 土 土

64 土 + 土

2NaCl 1 -1= 1 -1 -1 -1_-_1 - I - 1 - I 

白iもeri晶 ofthe reaction: 
ー neg抗 ive;土:doub志向1;+: weakly positive; -It: posi色ive;
骨 completelypositive 
4十十， *， +: Precipit抗e晶pp師羽田ωner

事 lniもialLipostich田 rinconcentr抗ion:12.16 mgNjml 

T山le2 Optimal proportion in Lipostichaerin -antiserum precipitation 

品q.

Tube no. 1 I 2 I 3 I 4 I -5 I 6 I 7 

500-fold dilution of 0.5 0.25 0.2 0.15 

-.9fLo%ilpd o前dNiildcuhtali，oe晶rniqn.o*， f ，ml 0.90In NaCl 11.0.. ml 。 0.1 I 0.2 0.25 0.3 0.35 
4-fold dilution of antiserum， 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
ml 

Visu乱1inspection， min. 27 27 I 26 24 15 

* Initial Lipostichaerin concentration: 12.16 mgNfml. 

Table 3 Precipit晶，tionr倒的ionbeもwe阻晶，poproもeinand rabbiも
Upostich嗣 rinant品自信叩m

Dilution of品poprotein*(1: 

250 I 5∞ I 1，0∞I 2，0ω 

Dilution of 2 
antiserum 4 
(1: ) 8 

0.9% NaCl aq. 

事 Initialapoprotein conωntration: 0.10 mgNjml 
** V同ualinspection 

0.04mgNが最適比と算出された。

アポ蛋白質を反応抗原とする沈降反応:

3，000 

0.1 

0.4 
0.5 

18 

アポ蛋白質を反応抗原とする沈降反応は抗原と抗血清をそれぞれ稀釈し重層法による観察を行なっ

た。 ζの結果は Table3 f~示すとおりで抗血清にアポ蛋白質に対する特異抗体の存在が認められた。
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T晶，ble4 Neutralization reaction betweeu Lipostichaerin岨.dr晶，bbi色岨もi悶 um

LipAosnutic目herauemrin*: 
mAowuvtsee .r品b(ggoe) dy 

Dose of Lipo前ich嗣 r泊料

(v:v) (ml) (mg) !(m山Wも.) 骨

1:0 26.0 0.50 25.0 0.96 
25.5 0.30 15.0 0.58 

1: 0.1 24.5 0.55 25.0 1. 02 
1: 0.5 26.0 o. 75 25.0 0.96 
1: 1 26.0 1. 00 25.0 0.96 
1:2 27.0 0.90 15.0 0.55 
1:3 28.0 1. 20 15.0 0.53 

* lniもialLipostichaerin con四 ntration:50.0 mgfml 
** All mice injected intr品，peritoneally

D品，th Advee晶r晶もghe 

no. time(hrs.) 

3/3 14 
3/3 26 
3/3 14 
3/3 14 
3/3 14 
3/3 21 
2/3 18 

Table 5 Neuも，raliz抗ionre晶白色ionbeもweentoxic phospholipid and rabbi色姐色iserum

Toxic Average Dose of toxic phospholipid判

phAosnpthisoelripum id本: m011Be (bgo) dy 
wt. (ml) (mg) 

(v:v) body wt.) 

1:0 24.5 0.50 5.0 0.20 
18.5 0.40 4.6 0.21 

1: 0.1 21. 5 0.55 5.0 0.23 
1: 0.5 21. 0 o. 75 5.0 0.23 
1: 1 21. 5 1. 00 5.0 0.23 
1: 2 18.5 1. 05 3.6 0.19 

* Initial toxic phospholipid concentration: 10.0 mgfml 
料 Allmice injecもedintraperitoneally 

湾謙一抗毒素中和試験:

Death Adveeart晶hge 
no. 

time(hrs.) 

3/3 36 
2/2 36 
3/3 39 
3/3 39 
3/3 39 
3/3 39 

ナガズカ卵巣より拍出した毒性リポ蛋白質， Lipostichaerinは完全抗原として抗体(沈降素)産生

能を有する ζとがみられたが，との抗血清が抗毒素(Antitoxin)を含有するか杏かを検討するために

次のごとく毒素ー抗毒素中和試験を行なった。すなわち抗原 (Lipostichaerin)一定量 (50.0 mg/ml ; 

5. 58 mgN/ml)陀抗血清を種々の割合11:加えて，混合し 370C，2時間反応させたのちマウスに腹腔内

接種を行なった。 ζの結果は Table411:示すとおりである。

また上記 Lipostichaerinの場合と同様に毒性燐脂質 (10.0mg/ml;0.84mgN/ml)についても実験

を行ない Table5 fr.示す結果を得た。

すなわち ζれらの結果から， ζの抗血清はLipostichaerinおよび毒性燐脂質に対する抗毒素{毒素

中和抗体)を含有しないととが明らかにきれたが，なお坂井ら勾もすでに脂質性毒素に対するマウス

抗血清に中和能のない ζ とを報告している。

毒性燐脂質のハプテンとしての性格について.

前述のごとくナガズカ卵巣より抽出した Lipostichaerinは完全抗原としての性格を有するとともに，

その蛋白部分(アポ蛋白質)も同様に完全抗原の性格を有する乙とが判明した。本実験においては

Lipostichaerinの脂質部分である毒性燐脂質についてハブテンであるか否かを免疫血清学的に検討を

行なった。

まず抗血清 2ml 1ζ生理的食塩水fr.溶解したアポ蛋白質 (0.04mg/ml) 2 mlを加え， 370C， 3時間

反応させたのち，一夜氷室11:放置後遠心分離を行ない 2倍稀釈のアポ蛋白質吸収血清を調製した。 ζ
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1971] 羽田野他:ナガズカ卵巣の毒性物質-V

T油 le6 Precipitation reaction between Liposもichω:rin晶ndapoproおin油自orbed脚 um

Dilution of油田orbedBerum (1: ) 

8 16 32 64 

Diluもionof 10 ー..
Liposti.20 
ch晶er民事 40 

(1:)1860 0 

0.9% NaCl叫・

ホ I凶もialLipostichaerin concentration: 0.11 mgN!ml 
紳 Visual 田 pection

128 256 NaCl aq. 

の吸収血清を 1: 4， 1: 8， 1: 16， 1: 32， 1: 64 K稀釈し，アポ蛋白質 (0.0位19/ml) との問に沈

降試験を行なったと乙ろいずれも結果は陰性を示し充分にアポ蛋白質11:対する抗体が吸収きれている

ととを示した。

次11:乙のアポ蛋白質吸収血清と Lipostichaerinについて，前記同様に沈降反応を行なった結果は

Table 6 11:示すとおりで，いずれも陰性であった。すはわち Lipostichaerinと結合している毒性燐脂

質は服に見える抗原一抗体反応を示きない乙とから，坂井らめの見解のごとく複合ハプテンとは考え

られない結果であった。

考察および総括

ナガズカ卵巣の毒性物質の抗原性と抗血清中の抗毒素の存在の究明のために次のごとき免疫血清学

的方法によって検討号行なった。

すなわちナガズカ卵巣から抽出した毒性リポ蛋白質， Lipostichaerinを接種抗原としてウサギに非

経口的に接種して得た抗血清は特異的抗体を有し， Lipostichaerin は完全抗原としての性格を有する

ととが認められ，その抗原一抗体反応(沈降反応)の最適比は抗血清 1ml当り抗原 0.04mgNであ

った。また Lipostichaerinを脱脂質した蛋白部分(アポ蛋白質)についても同様に特異的抗原一抗体

反応が認められ共通抗原である乙とが判明した。

一方 Lipostichaerinの脂質部分の毒性燐脂質についても同様にその抗原性の検討を行ない，その結

果毒性燐脂質は複合ハプテンでない ζ とが認められたが，本実験において坂井ら勾が推定している単

純ハブテンとしての確認は明らかになし得なかった。

一般に脂質性抗原めはそれ単独では抗体産生能はなく，抗体産生のためには蛋白担体を必要としい

わゆるハプテンとされているが，ハプテンとしては Cardio1ipin(Wasserman抗原)， Ceramide-

galactose (糖脂質)などが知られており，また LecithinとCholesterolはそれ自体ハブテン活性ない

がそれらの添加によって試験管内で脂質性抗原の抗原一抗体反応が促進されるととも知られている。

しかし ζれら以外の脂質の抗原性についてはまだ不明な点も多く， ζのようなととからも毒性燐脂質

に関する免疫血清学的検討は今後K残された問題である。

また抗血清について抗毒素の存在をみるために得られたウサギ抗血清と Lipostichaerinおよび毒性

燐脂質の間で毒素中和試験を行なったが， いずれの場合も抗血清に毒素中和能は認められなかった。

ζれらのζ とについては坂井らめも指摘する Cとく抗原性とは物質固有の性質でなく接種動物の種属

によりハプテンとも位り完全抗原ともなる点について今後検討すべき乙とと考えられる。
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樹静

本研究において終始御指導を賜わった本学部五十嵐久尚教授ならびに坂井稔教授に深く感謝の意を

表するとともに座間宏一助教授，木村喬久助教授に御助言と御援助を頂いた乙とを ζζに記し厚く感

謝の意を表する。
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