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北大水産業報
49(3)， 157-164， 1998. 

ヒラメ (Paralichthysolivace附)血清中の免疫グロプリン (IgM)の精製

西国弘子1)・榎田 剛1)・平松 尚志2)

原 彰彦3)・吉水 守1)

Purification of Immunoglobulin M (IgM) in Serum of 

Japanese Flounder (Paralichthys olivaceus) 

Hiroko NISHIDA1)， Tsuyoshi ENOKIDA1)， Naoshi HIRAMATSU2) 

Akihiko HARA3) and Mamoru YOSHIMIZU1) 

Abstract 

Immunoglobulin M (lgM) was purified from the serum of J apan田eflounder (Paralichthys 
olivac側 s)by a combination of salting-out， ion-exchange chroma'もography岨 dgel fil位叫lOn.
At firs丸山eserum w回 pr田ipita旬dby addition of ammonium sulf:胸叫 50%satura七1on.
The precipita旬∞llec七edby centrifuga七iona'七10，0∞rpmfor 30 min w副 dissolved阻 d
dialyzed a伊insta 0.015 M Tris-HCl buffer， pH 8.0. The dialysa旬 W蹴 fractionatedby a 
DEAE cellulose (DE-52) column， e司uilibra七edwi七hも，hesame buffer， using a stepwise elu七ion
W1もhthe same buffer con七ainingNaCl at 0.05， 0.1， 0.15， 0.2 and 0.4 M. The fraction eluted by 
NaCl at 0.15 M w酪七henreprecipi凶tedby ammonium sulfate抗 50%satura七ion，and was 
collec七edby centrifuga七ionat 10，000 rpm for 30 min. The precipitatβwas dissolved in a 0.02 
M Tris-HCl buffer， pH 8.0， containing 2% NaCl and 0.1% NaN3 and w剖 thengelfil凶 ted
七:hrougha Sepharose 6B column wi七:hthe s剖nebuffer. Two distinc七pro旬inpeaks were 
obtained. The first peak，∞llected and concentra七edby ul七ra-titrationw踊 refiltrated 
七hroughもhes瓜neSephぽose6B. A single peak w幽 ob凶inedand was collec総d回七he
purified J apanese flounder IgM 
The molecular weight of J apan田eflounder IgM w脳 deもermined七obe 750，000 by me岨 S
of 3% SDS-PAGE. The molecular weights of two subuniもswere estima'七edωbe75，∞o and 
23，∞o respec七ively，by SDS-PAGE wiもh2-merωptoeもhanol. Molecular weigh七 ofa 
monomeric IgM could be 196，∞o and the whole molecule of Japanese flounder IgM (mol. w七.
750，飢渇)can be∞nsidered to have aもetramerics七ructure

Key words: Immunoglobulin， Gel fil七ration，SDS-PAGE， lon exch岨 gechroma'もogra-
phy， Pa叩 lichthysolu鵬側S

緒言

魚病診断の分野でも慢性疾患や不顕性感染，さらにこれに伴う既往症の診断やワクチン投与時
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の免疫効果の判定などを目的に，魚類の血中に存在する病原体に対する特異抗体を検出する方法

が取り上げられている (Yoshimizu，的a1.， 1992， 1997; Furuta， et晶1.， 1995; Nishida，抗a1.， 1998)。

魚類の病原体に対する抗体の検出を行うには，被検魚の免疫グロプリンに対する抗血清あるいは

抗体が必要となる。その際，用いる抗血清がIgMのみと特異的に反応するのであれば，被検魚血

清中に存在する供試抗原との非特異的反応を減少させることができる。

魚類の IgMは近縁魚種間では大きな違いが見られず，交叉反応することが知られている (Mo-

chida，的晶1.， 1994)。そこで今回， ELISA法を用いてヒラメ血液中の病原体に対する抗体の検出

に用いるためのヒラメ IgMに対する抗血清を作製すべく，ヒラメとマツカワの IgMの交文反応性

を利用し，抗マツカワ IgMウサギ血清を用いてヒラメ IgM画分の確認を行いながら，ヒラメ IgM

を血清より硫安塩析，イオン交換クロマトグラフィー，およびゲル漉過によって分離精製した。さ

らに精製品を家兎に免疫し，ウサギ抗ヒラメ IgM血清を作製した。

材料と方法

供試魚および採血方法

供試血清は北海道立栽培漁業総合センターで飼育中のヒラメ成魚から採血し，遠心分離 (4，∞o
rpm， 20 min)して得られたものを用いた。血清は実験に使用するまで5

0

0の冷蔵庫内で保存し

た。

I~M の精製

ヒラメの IgMの精製は， KobaYll8hi et a1. (1982)および布団ら (1989)の方法に順じて行った。

すなわち，血清試料と等量の飽和硫安溶液を加えて室温で1時間撹枠し，遠心分灘 (14，0∞rpm，

30min)して沈殿を集めた。集めた沈殿を少量の 15mM Tris-HOl緩衝液 (pH8.0)に溶解して，同

緩衝液に対して 400で14時間透析した。透析後，遠心分離 (14，000rpm， 30 min)により上清を得，

硫安塩析画分とした。

次ぎに，得られた硫安塩析画分 15mlを15mM Tris-HOl緩衝液 (pH8.0)で平衡化した

DEAE-cellulose (DE-52， Wh抗man)カラム (2.8x15cm)に吸着させ，ステップワイズ法により

NaOl 濃度0.05M， 0.1 M， 0.15 M， 0.2 MおよびO.4Mで順次溶出させた。溶出の速度は 133ml/hで，

溶出液の分取は 8ml/tubeで行った。寒天内2次元免疫拡散法 (Ouch悦lony，1953)によりヒラメ

のIgMに交叉反応性を持つウサギ抗マツカワ IgM血清に対して強い沈降線が確認された 0.15M

NaOl 濃度で溶出した IgMを含む画分64mlを集め，50%飽和硫安濃度で塩析を行い，得られた沈

殿を 50%飽和硫安溶液でI回洗浄した。その後，沈殿を 2%NaOl， 0.1% N乱N3を含む0.02M

Tris-HOl緩衝液 (pH8.0)2mlに溶解し， Sepharose 6B (Ph乱.rmaρia)カラム (2.2x 56.5 cm)によ

るゲル鴻過を行った。溶出は同溶液を用いて流速は 20ml/h，分取は1.5ml/tubeで行った。得ら

れたタンパク質ピークのうち， Ouchωlony法により強い沈降線が確認された IgMを含む画分約

160mlを集め，透析膜 (8/32三光純薬 U08-32-25)を用いて減圧下で約 1mlまで濃縮した後，

再びSepharose6Bカラムを用いてゲル濃過を行い，得られたピークを精製IgMとした。

精製過程の I~M の検出

本研究室所有のヒラメに対して交叉反応を持つマツカワ (Veraspermoseri)のIgMに対するウ

サギ血清を用い，ヒラメ IgMの検出を行った。

ゲル内沈降反応法は Ouch旬lonyの方法に従い， 0.05Mべロナール緩衝液， pH8.6に溶解した

1%アガロース (Litex，HAS)を用いて行った。
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分子量測定

濃度勾配スラプゲル (5-22.5%)を用いた。 Tris系緩衝液でのSDS(sodium dodecyl sulfate)ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)は， Laemmili (1970)に従った。試料の処理は，終

濃度 1%となるように SDSを添加し， 1∞ロCで2分間行った。また，タンパク質を還元処理する
場合には，試料に 2-メルカプトエタノール (2・ME)およびSDSを濃度がそれぞれ1%となるよ

うに添加後， 1∞。Cにて2分間処理した。試料を厚さ lmmのスラプゲル上に添加後， Bromphenol 
Blue (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は24

mA定電流で約4時間泳動した。

3% SDS-PAGEはフォスフェイト系緩衝液 (Weber組 dOsbom， 1969)を用い， Kob晶yashiand 

Hirai (1980)に従った。0.5%アガロースを含む3%ゲルはアクリルアミド溶液 (19%アクリルア

ミド， 1%ビスアクリルアミド)4.5 凶， 0.2% の SDS を含む 0.2M リン酸緩衝液 (N晶2HPO• ・ 12H2
0，53.7 g; NaH2PO.・2H20，8.2 g， SDS， 2 g/L) 15 ml， 3戸ジメチルアミノプロピオニトリル0.15ml

の混合液を 60~由。C に加温した後，あらかじめ同温度に加温した1.5% アガロースlO ml を加

え， 10%アンモニウムパーサルブエイト 0.3mlを添加後，ゲル板に入れ，約30分間室温で静置し

作製した。試料の処置は前記の Tris系でのSDS-PAGEと同様に行った。電気泳動は 150V低電圧

で数時間泳動した。泳動用の緩衝液は0.1%SDSを含むO.IMリン酸緩衝液を用いた。

染色は， 1%クマシーブリリアントプノレ-R-250を40%エタノール， 10%酢酸に溶解した溶液

にて行い，脱色は， 40%エタノール， 10%酢酸， 2.5%グリセリンの混合液で行った。

精製ヒラメ IgMに対する抗血清の作製

ヒラメ IgMに対する家兎抗血清は，以下の方法で作製した。精製したヒラメ IgMを250μg/ml

の濃度に調整し，等量のFreund'scomplete adjuvan七(Gibco)と混合してエマ1レジョンを作製し

た。このエマルジョン2mlをSPF(spωific pathogen fl即)ニュージーランドホワイトラビット

(日本SNC)の背部皮下に接種し，その後ほぽ一週間隔で4回耳静脈から追加免疫を行った。ブー

スター投与後採血し，血球を凝固させ，分離した血清を集め， 56"Cで30分間非動化し，ミリポア

フィルタ一HA(0.45μm)で滅過後，分注して-80"Cに保管した。

結 果

ヒラメ IgMの精製

ヒラメ血清の5的も飽和硫安沈殿画分をDEAEセルロースカラムでイオン交換クロマトグラ

フィーを行い，その溶出の結果を Fig.lに示した。非吸着画分を溶出後， 0.15 M NaCl濃度で最も

多くのタンパク質が溶出した。Ouch句lony法の結果からも 0.15MNaCl濃度において IgMが最も

多く溶出したことが確認された。これらの溶出画分のうち， 280nmにおける吸光値が0.7以上の

値を示した画分No.114~124 をプールし，濃縮した。この濃縮液のSepharose6Bカラムによるゲ

1レ減過ノfターンを Fig.2に示した。最初のゲル滅過の結果 (Fig.2A)では2つのピークが生じた

が， Ouchtelony法により最初のピークに IgMが含まれることが判明した。画分No.31~41，すな

わち最初のピークの頂点までをプールし，再度濃縮した後，再びゲル漉過を行った。二度目のゲ

ル漉過溶出パターンで単一のピークを示し (Fig.2B)，電気泳動パタ←ン (Fig.4)から，ピークの

頂点となる画分No.20を精製ヒラメ IgMとした。
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Fig.1. DEAE cellu10se (DE-52) chromatography of七heJapanese畳ounderserum precipita七ed
wi七hammonium叫 fa七eat 50%削 ur叫ion. A sω:pwise e1utions wiぬ 0.015M Tris-HC1 
buffer pH 8.0， containing different NaC1 mora1i泊四 i.e.，0.05，0.1，0.15，0.2 and 0.4 M were 
emp10yed for七heseparation of pro旬:Ins. Fr晶C七ionsindica偽dby bars were p∞1ed岨 d
further fraction晶飴dby means of Sepharose 6B ge1 fi1tra七ion.

IgMの分子量およびsubunit構造

非還元下での 3%SDS-PAGEでは， Fig.3に見られるように移動度の遅いバンドの他に 2本の

バンドが観察され，濃いバンドの分子量は， 750，α泊と推定された。
ヒラメ IgMを2・MEにより還元処理をし， SDS-PAGEを行った結果 (Fig.4)では，ヒラメ IgM

はH鎖と L鎖に相当すると恩われる二本のバンドを示した。それぞれのバンドの分子量は 75，0∞

および23，∞0と測定された (Fig.5)。

抗ヒラメ IgMウサギ血清の作製

精製ヒラメ IgMをウサギに接種し，得られたウサギ抗ヒラメ IgM血清は，精製ヒラメ IgMおよ

びヒラメ血清との聞に 1本の沈降線を形成した (Fig.6)。

考 察

魚類の疾病履歴診断法のーっとして，血清学的診断法がある。その一つである ELISA法では，抗

体検出に使用する抗血清は，検査対象魚の免疫グロプリンを精製し，それに対する抗血清を用い

る方が好ましい。

これまで魚類のIgの精製試料を得るためには，あらかじめ菌体や異種の動物の赤血球などを接

種することによって抗原刺激を施し，血清中の抗体量を増加させ，その抗原に対する抗体を検出

することを指標にして IgMの精製が行われてきたが (Yoshimizu，的乱1.， 1992; Furu切， eも乱1.，

1995)，今回はヒラメとマツカワ聞の IgMの交叉反応性を利用し，抗マツカワ IgMウサギ血清を用

いてヒラメ IgM画分の確認をしながら，抗原刺激をしない正常魚血清から硫安塩析， DEAEイオ

ン交換クロマトグラフィー， Sephぽ'Ose6Bのゲル漉過法により， IgMの分離精製を行った。

160-



ヒラメ血清中の免疫グロプリンの精製

(A) 

西国ら

1.5 

0.5 

(
Eと
O

∞N
)
ω
05
ぞ
o
z
d
q

eo ?。eo 50 40 30 20 " 
。
o 

Tube N。

(8) 
15 

5
 
0
 

(
E
C
。∞己創
W
U亡
伺
S
‘
o
m
D〈

30 

Tube No 

Fig. 2. Sepharose 6B gel白ltrationof Japanese flounder seru皿 pro胞ininもhe0.0l5M NaCl 
fraction fro皿 七heDEAE・cellulose(DE-52) chro阻乱tography(A). Fraction師団dic叫edby 
bar were collected， and were re-fr叫 tlOna回dby the sa皿eSepharose 6B (B)。

20 10 

o 
o 

h d 

Fig.3. SDS-PAGE (3%) profile of gel filtration fracもions. Band p叫同rnsof fra品ionated
Japan田eflounder IgM were compared with Jupanese huchen IgM (Lane a). From lane b 
to lane h indic品edgel filtr叫onfra品lOnsnu血berfro皿 17もo23. Fr肌 tionnu皿berof 20 
(Lane c)，もhe回pof the filtr叫ionpeak was selected for purified IgM 

~ 161 



北大水産黛報 49(3)， 1998 

a b d 

97.4 t. -

42.4 t. 

30.0 t. 

20.1 t. 

14.4 炉

開園'

_.圃-

Fig.4. SDS-Gradient PAGE of purified Japanese flounder IgM by Sepharose 6B gel白ltr叫10n
a: Molecul町 Marker
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e: Fr""tion No. 21 

ヒラメ IgMの分子量は非還元下の 3%SDS-PAGEでは，750，∞0であり，還元後の SDS-PAGE

で出現した二つのサプユニットの分子量はそれぞれH鎖と して 75，OOO，L鎖としてお，∞0であっ

た。ヒラメの IgMの単塁体が2本のH鎖と L鎖で構成されているとすると，単量体の分子量は

196，000 (75，000X2+23，0∞X2)と計算され，ヒラメ IgMの分子量750，∞0は196，0∞の 4量体

(196，000X 4二 784，000)とほぼ一致する。また，非還元下での 3%SDS-PAGEにおいて， 4量体お

よび単量体の分子量がそれぞれ750，∞0，182，000であるイトウ (Huchop酬が)の IgMサンプル

との比較から，ヒラメの IgMは4髭体と恩われるバンドの他に 3;1'主体， 2盆体の分子量に相当す

る位置にもバンドが観察され，今回の結果はこれまでの硬骨魚類の報告とほぼ一致した (小林，

1986; Mochida， et al.， 1994)。さらにこの IgMをウサギに免疫し，抗ヒラメ IgMウサギ血清を作

製したところ，得られたウサギ抗ヒ ラメIgM血清は，精製 IgMならびにヒラメ血清と Ouchter

louy法で一本の沈降線を形成し，本抗血清は血清学的診断法に用いるに十分な特異性をもつこと

が確認された。
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Fig. 5. Estimation of皿olecularweight of puri自edIgM subunits by SDS・PAGE. Molecul町
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Fig. 6. Double i皿皿unodiffusionpr配中山ationof serum and purified J apanese flounder IgM 
agams七阻むi-Japan田eflounder IgM seru田
A: Anti-J apanese flounder IgM rabbit seru皿
B: Whole serum of J apanese flounder 
C: Purified J apanese flounder IgM 
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