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北大水産業 報
40(4)， 292-306. 1989. 

サクラマス (Oncorhynchusmωou)血清の免疫グロプリン

(IgM)の精製および定量*

布団博敏“・原 彰彦***.山崎文雄"

Purification and Quantification of Immunoglobulin M .(IgM) 

in Serum of Masu Salmon (Oncorhynchus masou) 

HiroもoshiFUDA * *， Akihiko HARA * * * 

and Fumio YAMAZAKI** 

Abstract 

Immunoglobulin M (lgM) w回 purifiedfromぬeserum of m嗣 usalmon (OnCO'Thynchus 
maso叫)by a combination of sal色ing-out，ion-exchange chromatography and gel自Iも，ration. Aも
firs丸山eserum w回 precipitatedby the addiもionof阻 moniumsulfa加齢 50%削 uration.
The precipi切旬∞llectedby centrifugation 叫 10，000rpm for 10 min w拙 dissolved岨 d
dialyzed against a 0.015 M Tris-HCl buffer， pH 8.0. The dialysate w副 fractiona七edby a 
DEAE cellulose (DE-52)∞lumn， equilibra飴dwith the same buffer， using a sぬpwiseelution 
with the s創nebuffer containing NaCl at 0.05，0.1，0.15，0.2岨d0.4 M. The fraction elu旬d
by NaCl a七O.IMw舗もhenreprecipita旬dby ammonium sulfa旬前 50%satulation， and was 
coll田 tedby centrifug叫ionat 10，000 rpm for 10 min. The precipi句，tew邸 dissolvedin a 
0.02 M Tris-HCl buffer， pH 8札 containing2% NaCl and 0.1% NaN.，畠ndwasもhengel宣ltered
through a Sepharose 6B column withもhes邸nebu宜.er. Two distinct peaks were obωined. 
The自国も peak，∞llecωd岨dconcentrated by lyophilization was refilも，ra飽dthrough七hes鉱ne
Sepharose 6B. A single阻 dsymmetrical peak w幽 ob阿国edandw剖∞IIω旬d幽 thepurified 
m拙 usalmon IgM. 

Immunoelectrophoresis of the purified IgM revealed a single pr田 ipitinline wi色ha 
po砂valentantiserumもomasu salmon serum proteins幽 well踊 witha specific antiserumもo
chum salmon IgM. Conversely， the antiserum raised against the purified prepar副 ongave 
rise ωa  single pr四 ipiもinline with the m拙 usalmon whole serum， sugg個師ng七haもtheIgM 
prep釘叫ionw描 pure. Cellulose aceta飴 membraneelectrophor，田isofぬ.epreparωion 
rev岨.leda single band at the β・陀gion.

The molecular weight of m鎚 usalmon IgM was deω，rminedωbe 750，000 by means of 3% 
SDS-PAGE. The molecular weights of two subunits，μand light chains (L)， were esもima旬d
to be 68，似ぬ岨d23，000 respectively， by smιP AGE with 2-mercapもoethanol. The mol. wt. 
of a monomeric IgM could be 182，000 (μ2L2) andぬewhole molecule of masu salmon IgM 
(mol. wt. 750，∞0) can be consideredもohave a 刷 ramericstruc色町'e.

The concentration of serum IgM in masu salmon w回おもerminedby single radial 
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immunodifIusion (SRID) with the阻もiserumω ぬechum salmon IgM using purified m幽 u
salmon IgM剖 a前回da.rd. The ∞ncentraもionofもhepurified m回 usalmon IgM w踊剖ti-
mated by a BicトRadProぬinAssay kiもusingbovine IgG幽 thestanda.rd. The range of IgM 
in the serum was 0.6-2.7 mg/ml for mature males. 

The immunological cross-re制 ivity岨 ongIgM of m腿 usalmon， Jap阻 鵬 cha.rr
(Sa1:ψ'6lin悩 1euco怖 aenis)，smelも(Os隅側柑 eper1抑制問0f"Iぬx)and hybrid sturgeon (b郎防，

female H山 ohuso x male Acipenser ruthe糊 s)w蹴倒旬d凶 ing阻 enzym←linkedimmunosor-
bent回 say(ELISA) with anti・chumsalmon IgM an色ibody. The IgMs of m踊 usalmon， 
Japan倒 ech剖 T晶ndsme1t showed cr<ωs-re蹴 tiviも'yon the ELISA， however， that of sもurgeon
did not. 

免疫グロプリン (Ig)は，生体内に入ってきた細菌などの異物に結合し，中和させ，食細胞など

によって摂取され，分解されやすくする重要な働きをしている。ヒトの IgはIgGを初めとして

IgM， IgA， IgD， IgEの5つのクラスが知られている。魚類の Igは， 1種類で高等脊椎動物の IgM

クラスに属すると考えられている。ヒトと軟骨魚類の IgMは，主として 5量体である(Clemand

Sm品.11， 1967; Kobayashi ωa1.， 1984)のに対して硬骨魚類は 4量体と報告されている (Shelωn

岨 dSmiぬ， 1970， Ac加n的品1.，1971b)。魚類において， Igは系統発生的興味から多くの研究がな

されている(総説 Snieszko，1970; Corbel， 1975;大西， 1977; Ingr岨， 1980; Ellis， 1982; Am-

brosius and Richter， 1985 ;小林， 1986， 1987)。円口類では，メクラウナギ (Kobayashiωa1.， 1985)， 

板偲類は， lemon shark (Clem and Small， 1967)， nurse shark (Vo鎚 eta1.， 1969)， stingray (Johnston 

et a1.， 1971)，ガンギエイ (Kobayashiet a1.， 1984)の魚種で報告されている。一方，硬骨魚類は，

カレイ (Fletcherand Grant， 1969)，コイ (Shelωnand Smiぬ， 1970; Marchalonis， 1971)，キン

ギョ (Trump，1970; Marchalonis， 1971)，へラチョウザメ (Acωnet a1.， 1971c)， g釘 (Acωneも晶1.，

1971晶 Bradshow的晶1.， 1971)， bowfin (Bradshow and Sigel， 1972)， channel catfish (Hall et a1.， 

1973)，ブリ(福田・楠田， 1982; Matsubara et a1.， 1985 ;浜口・楠田， 1988)，もoadfish(Warr， 1983) 

などの他，特にサケ科魚類及びその近縁類ではサケ (Kobayashiet a1.， 1982)，ニジマス(倉茂ら，

1972; Warr et a1.， 1983; Watan晶，beand Suzuki， 1986)，アユ(伊丹ら， 1988)がある。

動物の Igの同定法としては， 1)蛋白質のアミノ酸配列の相似性， 2)免疫学的交叉反応性，

3)特定の Ig~こ特徴的な組織分布性ゃある種の細胞や蛋白質との結合性， 4)物理学的性格の相

似性，に基づく方法が挙げられる(小林， 1987)。今回，サクラマスの免疫機能の発現に関する基

礎研究のーっとして，家兎抗サケ IgM血清を用い，免疫学的交叉性を利用してサクラマス IgMを

検出し，サクラマス IgMの分離精製を行った。また，一元放射状免疫拡散法 (Mancini法， SRID) 

および酵素免疫測定法 (ELISA)により血清中の IgMの定量を試み，併せて免疫学的交叉反応性

を観察したので報告する。

材料と方法

血;宵試料 IgMの精製材料としてのサクラマス O附 orhynchusmω仰は， 1988年 9月30日北海道

立水産鮮化場森支場および北海道大学水産学部附属七飯養魚実習施設において飼育の約 20尾の

2年魚雄個体を用いた。免疫学的交叉反応性を観察するための血清試料としては七飯養魚実習施

設で飼育中の本州イワナ Salvelinus 似附隅ωnis 2年魚雄，河川遡上のキュウリウオ Osmeridae

eperlanus mor白a雄個体および水産庁養殖研究所飼育のチョウザメ雑種 FI'ベステル (Huso

huso L.♀x Acipenser ruthenus t)の3年魚雄を用いた。

採血は常法に従い供試魚の尾柄部より注射器により行い，室温にて数時間静置した後， 3，∞0回

転， 20分間遠心後，血清を得た。血清は分析するまで-20.Cに保存した。
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サクラマス I~M の精製概ね， Kobayashi eもa1.(1982)のサケ IgMの精製方法に順じて以下の

ように行った。プールしたサクラマス血清 100mlに50%飽和硫安濃度となるよう固形硫安を加

え，一晩 4.Cで携枠しながら塩析を行った。得られた沈澱は 10，∞0回転， 10分間遠心し， 50%飽

和硫安溶液で 3回洗浄した。沈澱を少量の蒸留水 (DW)に溶解した後， 0.015 M Tris-HCl 緩衝液，

pH8.0に透析後，同液で平衡化した DEAEセルロース (DE-52，Whatm岨)のカラム (5x5cm)

に添加し，非吸着分画を溶出後，上記緩衝液にNaClを加え， 0.05， 0.1， 0.15， 0.2， 0.4 Mの濃度と

し順次sωpwise法で溶出した。カラムの流速は 2.2ml/minとしlOml/tubeずつ分取した。 O.lM

NaCl濃度の溶出液 100mlを得，等量の飽和硫安を加え， 50%飽和硫安濃度とし， 10，∞o回転， 10

分間遠心した後，沈澱を同飽和液で一回洗浄した。その後，沈澱を 2%NaCl， 0.1% N品院を含む

0.02 M Tris-HCl緩衝液， pH8.0に溶解し， Sepharose 6B (2.2 X 56.5 cm)によるゲル漉過を行った。

緩衝液は，上記の Tris司HCl緩衝液を用いた。流速は 12.4ml/hとし 2.7ml/tubeずつ分取した。得

られた 2つの peakのうち firsもpeakを凍結乾燥により濃縮後，再び Sepharose6Bに添加し，再ゲ

ルi慮過を行い，主たる 1peakを得，精製サクラマス IgMとした。

抗血清 サクラマス血清に対する家兎抗血清は， Hara (1976)の方法に従って作製した。またサ

ヶIgM~こ対する特異抗血清は Kobayashi ωa1. (1982)と同様のものを使用した。

サクラマス IgMに対する抗血清は，精製 IgMを250μg/mlの濃度に調整後， 1mlを取り，等量

のFreund's∞mpleteadjuvanもと混合し，エマルジミンを作製後，家兎背部の皮下に注射し，ほ

ぼ 1週間隔で4回免疫して作製した。

電気泳動法および免疫学的方法 セルロースアセテート膜電気泳動法は，セロゲルを用い， 0.05M

ベロナール緩衝液， pH8.6により約 20分， 175V定電圧で電気泳動した。染色は， 45% methanol， 

10% acetic acidの混合液に AmidoBlack 10Bを0.5%(w/v)の濃度となるように溶解したもの

により 1分間行い，脱色は， methanol， DW，ω抗icacid (475: 475: 50)の混合液を用いた。

二元免疫拡散法(Ouchterlony法)は， Ouchterlony (1953)の方法，一元放射状免疫拡散法

(Mancini法， SRID)は， Mancini et品.1.(1965)の方法，免疫電気泳動法(IEP)は， Grabar and 

Williams (1953)の方法にそれぞれ従い， 0.05Mベロナール緩衝液， pH8.6に溶解した 1%agarose 

(Litex， HSA)を用いて行った。

分子量測定濃度勾配スラプゲル (5-25%)を用いた Tris系緩衝液での SDS (sodium dodecyl 

sulfa句)ポリアグリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)は， L品emmli(1970)に従った。試料の処理

はHaraand Hirai (1978)に従った。即ち，試料に SDS濃度が 1%になるように 10%SDSを添

加し， 37.C， 2時間または 1OO.C，2分間処理した。また蛋白質を還元処理する場合は，試料に2・

mercapもoeもhanol(2・ME)，SDS濃度がそれぞれ 1%になるように添加後， 60.C，1時間または l∞.C，

2分間処理した。処理を施した試料を厚さ 1mmのスラフ'ゲル上に添加後，試料に添加した Brom-

phenol Blue (BPB)がゲルの先端に移動するまで泳動した。泳動条件は， BPBが濃縮用ゲル中を

通過するまで 16mA定電流で，分離用ゲル内に入ってから 24mA定電流で約 4時間行った。一

方，一昼夜での泳動時は 25V定電圧で行った。

3%SmトPAGEはphospha旬系緩衝液 (Weberand Osborn， 1969)を用い， Kobayashi and Hirai 

(1980)に従って作製した。即ち， 0.5% agaroseを含む 3%ゲノレ(厚さ 1mmのスラブゲル)は，ア

クリルアミド溶液 (19%Acrylamide， 1% Bis-ωrylamide) 4.5 ml， DW 0.05 ml， 0.2%のSDSを含

む0.2Mリン酸緩衝液 (Na2HPO.・12H20，53.7 g; NaH2PO.・2H20，8.2 g; SDS， 2 g) 15 ml， 

3-dimeもhylaminopropioniも，rile0.15 ml の混合液を6O~65.C に加温した後，あらかじめ同温度に加

温し溶解させておいた1.5%agarose， 10 mlを加え， 10%晶mmoniumpersulfa句， 0.3mlを添加後，

ゲノレ板に入れ，約 30分間室温で静置し作製した。試料の処理は前記の Tris系での SDS-PAGEと

同様に行った。電気泳動は 150V 定電圧で数時間，もしくは 20~30V 定電圧で一昼夜泳動した。
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泳動用の緩衝液は， 0.1% SDSを含む 0.1M リン酸緩衝液を用いた。

染色は，40% eも，hanol，10% aceもicacidの混合液に CoomassieBrill旭川 BlueR-250を0.1%(w/ 

v)の濃度となるように溶解したものにより 行レ，脱色は， 20% ethanol， 5%前 eticacid， 2.5% 

glycerinの混合液で行った。

分子量マーカーには， hu皿anIgM (皿01.wt. 900，000，μ鎖 70，000，L鎖 23，000)，human IgA (皿01.

Wも160，000α 鎖 54，000)，human IgG (皿01.wt. 160，000， y鎖 50，000)を用いた。

ゲノレ穣過での分子量担u定は， Seph町 ose6Bのカラム (2.2X56.5c皿)を用いた。分子量マ カ

は humanIgM， thyroglobulin (mol. wt. 670，000)及び ferritin(mol. wt. 470，000)を用いた。

アミノ酸分析 試料は 6NHCI (l % phenolを含む)で， 130.C， 4， 8， 24時間加水分解した後，空

気酸化を行い，ベックマンアミノ酸分析計 6300Eに添加した。検出は，ニンヒドリン法で行い，定

量は lnmolアミノ酸スタンダードを用いた絶対検量線法で行った。アミ ノ酸のうち valineは 24

時間の値を， isoleucineは8時間の値を用い，池田onlne，senneは0時間の値をグラフより求め，残

りのアミノ酸は 4時間の値を用いた。

SRIDによる I邑M 量の測定 Bio-Rad Protein Assay kitを用し、， bovine IgGを蛋白量の standard

として，精製サクラマス IgMの蛋白量を測定した。測定したサクラマス IgMから standard(25， 50， 

100，200，400μg/皿1)を作製し，前述の SRIDよりサクラマス血清中の IgMの測定を行った。

SRIDプレ トに用いた抗血清は，抗サケ IgM血清であり，その濃度は 1%，2%とし比較を行なっ

た。

Horseradish peroxidase (HRP)標識抗サケ IgM抗体作製抗サケ IgM血清から硫安塩析，イ

オ γ交換クロマトグラフィーにより家兎 IgGを精製した。即ち，抗サケ IgM血清 2皿lに飽和硫安

1.34 mlを加え， 40%飽和硫安濃度とし，沈澱を遠心により得，さらに同飽和濃度溶液で 3回洗浄

した。その沈澱物を PBS1 mlに溶解させ， 0.0175 M リン酸緩衝液， pH6.3に一晩透析後，同液

にて平衡化した DEAEセノレロ ス (DE-52，Whatman)のカラムに添加し非吸着分画を集め，セ

ルロースアセテート膜電気泳動により 1本のバンドを確認後精製 IgGとした。

次に精製 IgGを過ヨウ素酸々化法により以下のように HRPを標識した。 HRP(ベーリンガー

マンハイム社， ELISA用)4mgを 1mlのDWに溶解し， 0.2mlの0.1M NaIO，溶液を加え， 20 

分間室温にて撹枠しながら反応させ，lmM酢酸緩衝液， pH4.5に一晩透析後，0.2M炭酸水素緩

衝液，pH9.5に溶解した 8皿gの IgG溶液に加えて， 2時間室温にて撹枠させた。氷水中に冷却後，

4皿g/mlNaBH，溶液 0.1皿lを加え 2時間 4.Cで撹枠L.， PBSに透析後， Sephadex G-200 (2.5 X 

73cm)にてヶソレ鴻過を行い， HRP-IgGを得た。

ELlSAの手順 続ら (1984)の方法に従い，以下のように行った。

Fig. 1. Immunoelectrophresis of salting-out 
fractions wiもham皿omu田 sulfa胞叫50%
saturation. 皿asusalmon seru皿，2
superna回目 of 50% ammonium sulfate 
saturation， 3: preci pi同国 of 50% 
ammonium sulfate saturation， 4 
polyvalen色町山seru皿七0 田 asusalmon 
seru皿 pro胎ins，5: sp凹 ificantiseru皿旬

chu皿 sal皿onIgM 
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1) 96穴の ELISA用マイクロタイタープレート (Linbro/Ti飴巾:k， No. 76-381-04)の各well

Uこ50μg/mlの精製 IgG(抗サケ IgM)を 150μl入れ，室温で2時間静置し，抗体を各 wellにcort-

ingしTこ。

2) 0.9% NaCl， 200μlで 1回洗浄後， 1% BSA， 0.01%出imerosalを含む0.01Mリン酸緩衝液，

pH7.0を 150μl入れ，室温で 1時間反応させ blockingした。

3) 0.9% NaCl， 200μlで 1回洗浄後，試料血清およびサクラマス IgMのstand釘 d(0.6， 6， 60， 

600， 6，000， 60，∞0，6∞，0∞ ng/ml)を 100μ1(1% BSA， 0.01%も，himerosalを含む0.01Mリン酸緩

衝液， pH7.0にて希釈)入れ，室温で4時間または 37"Cで2時間反応させた (1次反応)。

4) 0.9% NaCl， 200μlで2回洗浄後， HRP-IgG (131μg/ml)を 1%BSA， 0.01%出imerosalを

含む0.01Mリン酸緩衝液， pH7.0で500倍希釈したものを 100μI入れ，室温で一晩または 37"C

で4時間反応させた (2次反応)。

5) 0.9% NaCl， 200μlで3回洗浄後 o・phenylenediamineを3mg/mlの濃度となるように 0.1

M ci位icacid-NaHPO.， pH 5.0に溶解したもの 150μlを加え，室温で 10-60分間反応させ，発色

させた。各 wellから 120μlとり， 1 N HCl 1 mlに入れ，充分混和させて発色を停止後， 492nm 

の吸光度を測定した。
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Fig. 2. DEAE cellulose (DE・52)chromaωgraphy of the m幽 usalmon serum precipi凶おdby 
ammonium sulfate at 50% saturation. A stepwise elution with 0.015 M Tris-HCl buffer 
pH 8.0， containing differe凶 NaClmolar訪i田 i.e.，0， 0.05， 0.1， 0.15， 0.2 and 0.4 were employed 
for the seperation of proωins. Fractions幽 indicaぬdby bars were pooled and further 
fr邸七ionatedby m帥 nsof Sepharose 6B gel filも，ration(s田 Fig.4). 1: original buffer， 2: 
0.05 M NaCl， 3: 0.1 M NaCl， 4: 0.15 M NaCl， 5: 0.2 M NaCl， 6: 0.4 M NaCI. 
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結 果

IgMの精製

サクラマス血清の 50% 飽和硫安塩析後の分画の免疫電気泳動 (IEP)パタ ーγを Fig.1に示

す。サクラマス血清は抗サクラマス血清に対し 10数本の沈降線を示した。一方，抗サケ IgM血清

に対しては陰極側に一本の沈降線のみを示し，サクラ 7 スの IgMを検出した。 50%硫安上清には

IgMは観察されないが，沈澱分画には高濃度に見られ，また抗サクラマス血清に対しては well近

くに複数の沈降線が見られた。

50%硫安塩析沈澱分画の DEAEセノレ ロースカラムの溶出パター γおよび各溶出分画の IEP

パターンを Fig.2および Fig.3に示した。DEAE溶出パター γでは，NaCl 濃度 0.1Mと0.15Mに

ほとんどの蛋白が溶出された。 IEPより IgMは 0.1M以降の各分画に観察されたが， malllは

NaCl濃度 0.1Mで溶出された (Fig.3)。

Fig.4AにDEAEセノレロースカラムでの 0.1M NaCl溶出分画の Sepharose6Bの溶出パタ ーン

を示した。 SRIDの結果からは IgMはフラクショ γNo.29-54に観察された。フラクション No.

38-43を poolし，凍結乾燥後，再ひ'ケツレ液過を行った。その溶出パタ ンを Fig.4Bに示した。void

volumeに小さな peakを認めたが， フラ 51-/ョ:/No. 42， 43を peakとする symmetflcな peakを

得，精製サクラマス IgMとした。

サクラマス血清から 50%硫安塩析，イオ γ交換Fロマトグラフィー，ケケレu置過の各過程および

精製サクラマス IgMの IEPパター γを Fig.5に示した。 IgMはゲノレ滅過により高度に精製され

たことが観察された。精製 IgMは抗サケ IgM血清と抗サクラマス血清に対して一本の沈降線が見
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Fig. 4. Gel fil位叫ionon Seph紅 ose6B of七he0.1 M NaCl fracもionfrom the DEAE cellulose 

(DE-52) chromaもography(A). Fr的色ionsas indica旬dby shadow were collected， conωn・
もratedby lyophilization and were again fractiona旬dby七hesame Sepharose 6B (B). 

られ，免疫電気泳動的に高純度であった。セルロースアセテート膜電気泳動では， Fig.6に示した

ようにβ領域に polyclonalなimmunoglobulinのバンドが見られた。，一方，精製 IgMを家兎に免

疫して得た抗血清はサクラマス血清に対して，一本の沈降線のみが観察され，免疫抗原が高純度

に精製されたことを示した。

IgMの分子量および subunit構造

サクラマス IgMの分子量は Sepharose6Bのゲル漉過では humanIgMとthyroglobulinの聞に

溶出され，分子量は 760，000と推定された。

非還元下での 3% SDS-PAGEでは Fig.7~.こ示した様に移動度の遅い濃いノミンドの他に 3 本の

minorパンドが観察され，それぞれの分子量は， 750;∞0，620，0∞，420，以lO，21O，∞oと測定された

(Fig.8)。
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Fig.5. 皿皿unoelectrophoresisof each frac 
tion obtained in the purific叫ionof masu 
sal皿onIgM. 1: ma.su salmon seru皿，

2: precipi同胞 of50% ammoniu皿 suト
fa回 s叫 uration，3: 0.1 M NaCl elu抽出

from the DEAE cellulose， 4: precipitate 
of 50% am皿omu皿 sulfatesaturation of 
0.1 M NaCl fraction from the DEAE， 5ー

もhefirsもpeakfro田七heSepharose 6B (see 
Fig. 4A)， 6: the purified masu salmon 
IgM (see Fig. 6B)， 7: polyvalent antise-
ru皿もomasu sal皿onserum pro胞ins，8 
specific antiseru皿 tochum sal皿onIgM 

+ 

一Fig. 6. Cellulose aceta胞皿e皿braneelectro-
phoresis of masu sal皿onseru皿 (1)and 
purified皿asusalmon IgM (2) 

一方，サクラマス IgMを 2-ME~.こより還元処理をし， SDS-PAGEを行なった結果 (Fig.9)で

は，サクラマス IgMは2本のハンドを示した。それぞれのノ〈ンドは humanIgMのμ鎖および L

鎖とほぼ同様の位置に移動した。サクラマス H鎖の分子量は， human μ鎖よりやや小さく 68，∞0，

L鎖の分子量は， hu皿 anL鎖と同じ 23，000と測定された (Fig.10)。

アミノ酸分析

精製サクラマス IgMのアミノ酸分析の結果を Table1に示す。サクラマス IgMのアミノ酸分析

をサヶ IgM(Kobayashi et al.， 1982) と比較すると， Valにおいてはシロサケより高く， Gluにお

いては低かったが，他のアミノ酸組成はほぼ類似していた。

SRIDによるサクラマス I邑M 量の測定

抗サケ IgM血清の濃度 1%，2%での SRIDプレ 卜および standardcurveを Fig.IIにそれぞ
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Fig.7. 3% SDS-PAGE 叩叫ysisofもhe
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lobulins. 1: hu皿 an IgG， 2: hu皿 an
IgA， 3: hu皿an IgM， 4:皿拙u salmon 
IgM 

B 7 6 5 2 3 4  

Mobility 

+ 

れ示す。 SRmプレ トの抗血清の濃度， 1% と2% の比較を行った結果， Fig.11Cに示すように，

抗血清の濃度 1% では検量線の直線性が IgM濃度 25-100μg/r且lと狭<，抗血清の濃度 2% では

直線性が IgM濃度 25-400μg/皿lと広かった。サクラマスの産卵期雄の血清中の IgMを測定した

結果は， 0.6-2.7 mg/mlの範囲であった。

酵素抗体測定法

精製サクラ 7 スIgMの標準曲線およびイワナ，キュウリウオ及びチョウザメ雑種のベステノレ血

清の希釈曲線を Fig.12に示した。サクラマス IgMの標準曲線においては， 6 ng/mlから 60μg/ml

まで典型的な sigmoidcurveが見られたが，それ以上の高濃度では highdose hook effectが観察さ

れた。

一方， Ouchterlony法でサ Fラマス IgMと交叉反応性が認められたサケ属のイワナと交叉反応

性が見られないキュウリウオおよびベステノレとの ELISAを用いた交叉反応性は，Fig.12に示し

たようにイワナでは，血清畳 10-3μlから 10-1μlにおいて典型的な sigmoidcurveを示し交叉反

応性が認められ，キュウリウオにおいては，僅かに Slg皿oidcurveがみれることから交叉反応性が
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Fig.9. smトPAGEanalysis of the purified 
masu sal皿on IgM reduced with 2 
皿ercapも0叫hanol in comparision with 
hu皿an immunoglobulins. SDS-PAGE 
W幽 perfor皿edin 5-25% gradient polya-
crylamide ge1. 1: masu salmon IgM， 2 
hu皿anIgM， 3: hu皿anIgA， 4: hu皿an
IgG 

チョウザメでは全 く交叉反応性が観察されなかった。見られたが，

察

これまで魚類 Igの精製試料を得るために，予め抗原刺激を施し，血清中の抗体量を高めた魚、を

用いる場合が多L、。llPち，Igを精製し ようとする魚に菌体，異種の赤血球及び精製した蛋白質な

どを抗原として腹腔内投与あるいは筋肉注射等による刺激を し その魚、の血液中の Ig量を増加さ

せ，用いた抗原に対する凝集素価等を測定しながら Igの分離精製を行うものである。しかし，検

出方法としての凝集反応に関しては，菌体抗原によっては，非特異的な凝集がみられたり (Kor-

honen 叫 a1.， 1981)，抗体以外の凝集素を検出することもあり (Ingram，1980)，精製品につレて，抗

体の物理化学的特徴を確認する必要がある。

一方， 抗体を精製 しようとする魚にあえて抗原刺激を施さず， Igの物理化学的特徴である

subunit構造 (L鎖， H鎖)を有する高分子量蛋白であることや電気泳動の移動度 (β 領域)を指

標に正常血清から Igを分離精製をする方法も報告されている (Kobay剖 hi et al.， 1982， 1984， 
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Table 1. A皿 inoaid composition of IgMs (皿01/100皿01)

Amino acid Chu皿 sal皿on' Masu salmon 

Asp 9.08 8.64 

Thr 10.23 10.68 

Ser 11.76 12.12 

Glu 11.00 9.82 

Pro 4.86 4.03 

Gly 7.03 6.95 

Ala 5.37 5.35 

Cys/2 2.43 1.64 

Val 7.54 8.90 

Meも 1.92 2.01 

lle 2.94 3.03 

Leu 7.29 7.83 

Tyr 3.96 4.45 

Phe 3.45 3.52 

His 1.41 1.24 

Lys 6.65 6.80 

Arg 3.07 3.01 

Total 99.99 1oo.u2 

， Kobay出 hiet al. (1982) 

02 

25 50 100 200 400 
IgM μg/ml 

Fig. 11. SRID pla胞swith two di百erenもconcentr叫 ionsof antibody and their sもandardcurve. 
A: SRID with 1% anti-chu皿 sal皿onIgM. B: SRID with 2% anti-chu皿 sal皿onIgM 
C: S回ndardcurves. Triangles and circles repr田entvalues fro皿 SRIDwith 1% and 2% 
antiserum， respectively 
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Fig.12. Aも，ypicalcalibration curve for masu salmon IgM (1) and dilution curves for Japan四e
charr serum (2)， smelt serum (3) and sturgeon serum (4) in ELISA. 

19邸)。

これまで用いられてきた血清からの Igの分離精製方法は，大きく 3つに分けられる。 1)血清

を直接または，塩析後にSeph品J'ose6Bあるいは SephadexG・2∞などのゲノレ櫨過法， DEAEなど

のイオン交換グロマトグラフィーとの組合せによって行う方法 (Fleもcher and Grant， 1969; 

Trump， 1970; Johnsもon的品1.， 1971;Acωn et a1.， 1971a， 1971c; Bradshow et a1.， 1971; Bradshow 

and Sigel， 1972; Hall et a1.， 1973;福田・楠田， 1982; Kobay舗 hiet a1.， 1982， 1984， 1985; W乱首

et a1.， 1983; Matsubara et a1.， 1985;伊丹ら， 1988)， 2)血清をアフィニティークロマトグラ

フィーを行い，その後，ゲルi慮過，イオン交換クロマトグラフィーまたは分離用超遠心法により

行う方法 (Clemand Small， 1967; Shelωn岨 dSmi此 1970;Watanabe and Suzuki， 1986 ;浜口・

楠田， 1988)及び 3)血清を分離用デンプン電気泳動とゲルi慮過法との組合せによって Igの分離

精製を行う方法 (Marchalonis，1971 ;倉茂ら， 1972; W紅巳 1983)が挙げられる。

今回， Kobayashi 的品，1.(1982)のサケ IgMの精製方法に順じて，抗原刺激しない正常サクラマ

ス血清から硫安塩析， DEAE(DE・52)イオン交換クロマトグラフィー， Sepharo関 6Bのゲル漕過

法により，抗サケ IgM血清とサクラマス IgMとの交叉反応性を利用し， IgMの分離精製を行った。

精製品はセルロースアセテート膜電気泳動によって， β領域に polyclonalなImmunoglobulinの

パンドを示した。また免疫電気泳動において，精製 IgMは抗サケ IgM血清と抗サクラマス血清に

対して一本の沈降線のみを形成し，一方精製品を抗原として家兎に免疫して得られた抗血清もサ

クラマス血清に対して一本の沈降線を示したことから，電気泳動的，免疫電気泳動的に高度に純

化された精製品を得た。精製過程ではイオγ交換法に続くゲル糠過法が有効な方法であった。

小林 (1987)は，魚類の Igの構造とそのクラスに関して総説しているが，これを要約すると以

下の様である。 1)円ロ類はヤツメウナギでの研究から Igと同定されたものは，分子量約 150，0∞

でヒトの IgGと同じ値を示し， H鎖の分子量は 70，0∞， L鎖の分子量は 23，0∞であり， H鎖が分
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子量的にヒトの μ鎖に一致するため， IgMに属すると考えられている。 2)軟骨魚類の Igはエイ

とサメを含める板鯨類とギンザメを含める全頭類に分けられ， Igの研究は板偲類に限られてい

る。サメ類は，分子量9∞，∞0-1，0∞，∞0の高分子 Igと170，000-180，∞0の低分子 Igに分けら

れ，高分子 Igは電顕的にヒトの IgMと同種の 5量体と確認され，この H鎖は 70，∞0でヒトの μ

鎖とほぼ共通でヒトの IgMに相当すると考えられている。低分子 Igの分子量は，高分子 Igの約

1/5で，抗原性も同一であるから単量体 IgMに相当する。一方，エイ類は， stingr品yとska旬の二

つに分けられている。 stingrayのIgはサメ類と異なり形態的には 1種類しかなく，種属間で差が

あるが， Igのクラスとしては，その E鎖の分子量が，サメ類と同じであるから IgMとされる。sk品旬

はIgMとは異なる第二のクラス分化があり， 5量体の IgMの他に 2量体の Igが存在する。H鎖の

抗原性の比較で， μ鎖とはまったく異なり，どのクラスに属するかは現在のところ不明である。 3)

硬骨魚類は， ray-finned fishesとlobe-finnedfishesに分けられている。大部分の硬骨魚類が含まれ

るray-finnedfishesのIgは，いずれもその Igは4量体の分子形態にもつことが知られ， IgのH鎖

が 70，ω0であることから IgMクラスと考えられている。 lobe-finnedfishesはシーラカンスの属す

るCrossop旬rygi岨と肺魚が属する Dipnoanに分けられ，肺魚の研究によると肺魚の Igは，二つ

の異なる Ig分子(高分子 Igと低分子 Ig)が認められている。高分子 IgはH鎖の分子量が

70，∞0で5量体の IgMとされ，低分子 IgはH鎖が高分子 Igとは抗原性が異なる分子量 38，0∞

のIgNと呼ばれている。

今回，サクラマス IgMの分子量は，非還元下 3%SDS-PAGEでは 750，0∞であり，ゲル櫨過で

の760，∞0とよく一致した。還元後に出現した 2つの subuniもの分子量はそれぞれ H鎖として，

68，∞O，L鎖として， 23，∞0であった。サクラマスの IgMの単量体を 2本の H銭と 2本の L鎖で

構成されているとすると，単量体の分子量は 182，0∞ (68，∞OX2+23，0∞X2)と計算され， 750，0∞

のサクラマス IgMは，分子量 182，∞0の4量体 (182，0∞X4 = 728，000)とよく一致する。また，非

還元での 3%SDS-PAGEにおいて， 750，0∞の mainバンドの他に 3本の mmorバンドが観察さ

れ，それぞれの分子量は， 620，∞0，420，∞0，210，0∞と観察され，それぞれの分子量から推定して，

各々3量体， 2量体，単量体に相当すると考えられる。今回の結果は，サケ (Kobayashiet札， 1982)

及び今までの硬骨魚類の報告とほぼ一致した。

SRIDを用いての血清 IgMの定量法において，抗血清濃度 2%のプレートで、は，抗原量 25-4∞

μg/mlで直線性が見られ，この範囲において，サクラマス IgMの測定が可能であったが，抗血清

濃度 1%のプレートからの検量線は測定範囲が抗原量 25-100μg/mlと狭まったが，低濃度域に

おいては測定誤差が低くなると恩われる。従って，抗原量により抗血清濃度を使い分けることが

必要である。今回のサクラマス IgMの血清中の濃度は 0.6-2.7mg/mlであり，正常ヒト IgMの濃

度の 0.4-2mg/ml (河合， 1969)と似ている。一方，ヒトの IgMは，生後 1週間で急激に増加し始

め(成人値の 80-90%)，1，2歳頃までにほぼ成人値に達する。本研究で精製されたサクラマス

IgMとこれによって得られた抗血清により IgMの検出と定量が可能になった。 IgMの測定法とし

て，成魚においては， SRIDにより血清中の IgMの定量が可能であるが，稚仔魚期において，血

清量が少ないことや血清中の IgM量が微量であることが予想されるため， SRIDより高感度に測

定できる ELISAを使用することが必要と思われる。今後，サクラマスの発生，成長段階に伴った

IgM量の演tl定等により免疫機能の発達と稚仔魚が大量に死亡する時期との関係についての興味深

い研究が可能となろう。

Ouchωrlony法によって，サケ IgMの交叉反応性が見られなかったサケマス類のキュウリウオ

においても， ELISAによって抗サケ IgM血清との交叉反応性が見られ，将来， ELISAによって

IgMを検出しながら IgMの分離精製を行うことが可能である。今回， ELISAの測定法の確立が主

な目的であったが，サクラマス IgMの抗原濃度が 6ng/mlから 60μg/mlの範囲で典型的な sig-
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moid curveを示し， SRIDと併せることにより広範囲での徴量測定が可能となった。
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