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緒言

　一によって惹起される豚マイコプラズマ肺炎は、
豚の慢性呼吸器病の1つで、現在世界各地で発生しており、マイコプラズマ

によって惹起される家畜疾病の中では、最も被害の大きい疾病の一つである

5a）・62）。本病の発生は古くから報告されており、致死率は高くないが、発育

の遅延および飼料効率の低下などにより甚大な経済的損失を養豚産業に与え

てきている21》・2A）・47）。本病の病原体であるM．hyopneumoniaeは、1965年忌

米国のMareとSwitzer35）および英国のGoodwinら19》によって肺病変部より初

めて分離され、わが国では、1968年に尾形ら45》により分離同定されている。

M．hyopneumoniaeは極めて宿主特異性が高く、豚のみに感染し肺炎を起こす。

感染豚は慢性に経過する事が多く、病理組織学的には、肺の気管支および血

管周囲へのリンパ球をはじめとする単核細胞の著しい浸潤が特徴である5e）。

　一を含めマイコプラズマは、細胞壁を持たず外界とは単位

膜（unit　membrane）と呼ばれる2層の膜で隔てられただけの単純な構造をして

いるにもかかわらず、　その面体表面の構造、抗原性あるいは病原因子等につ

いて不明な点が多い。　また、一般の細菌とは異なり、補体非存在下で抗血清

によってその発育が阻止されることもマイコプラズマの特徴であるが、発育

阻止に関与する抗原は全く解明されていない。一の表面にはグ

リコカリックス様の英膜物質が存在することが知られ59）、いくつかの単位膜

の蛋白成分に対するモノクローナル抗体が作製されている4e）・63》・66》。また、

これまでに遺伝子組換えにより7種類の膜蛋白の組換え体が作出されている

28，・3　e｝。しかし、これらのM．hyopneumoniaeの構成々分の機能、特に病原性

との関連については明らかにされていない。豚からは亙．hyopneumniaeの他に

一、M．f1・cculare、111．一、　M．hy・pharyngis・M・sualvi等

の多くのマイコプラズマが分離されている。これらの中で、墨．一、

逗．h幽およびM．flocculareの8種のマイコプラズマ間には共通抗原が存

在することが報告されて：おり12）・17）、特に麗．hyopneu阻oniaeとM．flocculare
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間の共通抗原性は他の菌種間に比べて強いことが指摘されている41）・42＞。

M．flocculareは、1973年にMeyling37》およびFris　si　5》により豚の呼吸器から

分離された種で、発育態度あるいはコロニー形態等は甦．hyopneumoniaeに極め

て類似しているが、病原性は比較的弱いとされている2㌔豚由来マイコプラ

ズマ間の交差反応性はマイコプラズマの同定あるいは豚マイコプラズマ肺炎

の診断上大きな障害となっている。

　本病の診断に関しては、病原体の発見以来、細菌学的、病理学的あるいは

免疫学的な種々の方法が検討されてきた。墨．hyopneumoniaeを分離同定するこ

とは最も基本的な診断法の一つであるが、巫．b　umoniaeはマイコプラズマ

の中で最も培養困難な菌種の一つであり、これまでにごく限られた研究室で

しか分離に成功していない1の・16）。しかも、初代の分離培養は1ヶ月以上を

要するために、迅速診断には適さない。病理学的診断は本病の肉眼二二病変

像と病変部の組織学的所見を指標にして行われている。肉眼的弓病変は、肺

の前葉、中葉および中間葉に現れることが多く、正常部と病変部の境界が明

瞭になりやすい。更に、組織学的には、　リンパ球を主とした高度の細胞浸潤

像とリンパ濾胞の過形成が特徴的な所見である。しかし、これらは型．1hUL．g一

一感染症に特異的な所見ではなく、多くの病原体による慢性感染症

においても一般的にみられるので、病理所見のみから本病を確定診断するこ

とはできない。このように、細菌学的及び病理学的診断法は本病の診断法と

して有効ではあるが、迅速性に欠け確定診断法としても適していない。

　これに対し、血清学的に埜．一に対する特異抗体を検出する方法

は迅速で、生前診断法としての有用性も期待されている。　このような観点か

ら、墨．一が病原体として確定されて以来、種々の血清学的診断法

の開発が試みられてきた。これまでに、補体結合（CF）反応le）・34｝・53》・54》・

6　e》、間接血球凝集反応13》・22》・23）・29）、　ラテックス凝集反応55）、および酵

素免疫測定法（肌ISA）等多くの手法が本病の診断法として応用されてきた4）・

11）・Ae）。現在CF反応が最も広く野外で応用されているが、このCF反応ばかり

でなく他の全ての血清反応が抗体検出感度および特異性に関して、解決され

一2一
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　なければならないいくつかの間題を残している36）・58）。先にも述べたように

豚由来マイコプラズマの種間、特に、超．hyo　neumoniaeとM．flocculare間の交

差反応の問題を解決し、特異性の高い血清学的診断法を開発することが緊要

　となっている。

　一方、本病の予防に関しては、1965年に原因菌逗．hyopneumoniaeが発見され

て以来多くの報告がある。LamとSwitzer33）は平体をエー一一テル、凍結融解、　ド

デシル硫酸ナトリウム等で抽出して得られた菌体成分をアジュバントと共に

筋肉内接種することにより防御効果を認めた。GoodwinとWhitlestone2e》はホ

ルマリン死菌をアジュバントと共に投与することにより肺病変が軽減された

と報告している。Rossら49）はM．hyopneumoniaeの培養上清中に感染防御抗原

が存在することを疑い出したが、同時に菌体を破壊して作製した抗原を接種

された豚ではかえって病変が拡大したことを報告している。このようにワク

チンによる本病の防御が可能なことは多くの研究者によって示唆されている

が、今後、　ワクチン接種豚での遅延型過敏症などが関与していると思われる

病変の拡大などの問題を解決する必要がある。　この問題の解決法として感染

防御に有効な成分のみをワクチンとする、いわゆるコンポーネントワクチン

の応用が考えられる。例えば、マイコプラズマは抗体によってその発育が阻

止されるので、発育阻止に関与する抗原をワクチンとして用いることも可能

であろう。

　著者らは、M．h　opneumoniae表面の抗原構造、特に特異性の高い抗原物質の

特定を目的として本研究を実施した。まず、豚由来マイコプラズマの抗原性

を各種マイコプラズマに対する高度免疫豚血清および煙．h　o　neumoniae実験感

染豚血清を用いてウエスタンプロット法により分析し、M．hyopneumoniaeに特

異的な抗原を特定した。さらに、墨．hyopneumoniae実験感染豚について、　M．

honeumoniaeの種々の抗原に対する経時的抗体応答を分析することにより、

巡．hyopneumoniaeの菌体表面に分子量約46キロダルトン（Kd）の強い免疫原

性を示す特異抗原が存在することを明らかにした。次に、監honeumoniaeの

種々の抗原を認識するモノクローナル抗体の作製を試み、M．hyo　neumoniae

一3一
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46Kd抗原に対するモノクロー・ナル抗体の他に、　M．hyopneumoniaeを特異的に凝

集するばかりでなく、その発育を阻止するモノクローナル抗体の作出に成功

した。　さらに、M．hyopneumoniae　46Kd抗原に対するモノクローナル抗体を用

いたELISAにより同抗原に対する特異的抗体を検出する方法を開発した。　また、

M．hyopneumoniae凝集モノクローナル抗体を用いた分離菌株の簡易迅速同定法

を確立した。
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第1章　Mycoplasma　hyopneumoniae抗原の分析

要旨

　豚由来マイコプラズマ間の血清学的交差反応性および墨．h一抗原

に対する感染豚の抗体応答を、ELISAとウエスタンプロット法により分析した。

豚由来マイコプラズマとして、遡．hyopneumoniae、亙．hyorhinis、旦．floccu－

lareおよび逗．hyosynoviaeを用いたが、墨．一を除く他の8種は

Tween20処理によりそれぞれの種に対して比較的特異性の高い抗原成分の抽出

が可能であった。さらにその抗原をSephacryl－S300を用いてゲル濾過し、そ

の第2峰をELISA用抗原として用いることにより、墨．hyopneumoniaeと週．1三一

rhinis間の交差反応は消失した。しかし、これらの処理によっても量．1h1．）LS｝　一

一と墨．flocculare間の交差反応は完全に除去することはできなかっ

た。この両種間の交差抗原をウエスタンプロット法により分析したところ、

迅．一門原中の分子量約74キロダルトン（Kd）と53Kdの2種の抗原が

交差反応性を保有していた。

　さらに、Tween20で可溶化されるM．hyopneumoniae抗原中の分子量約96Kd、

70Kd，46Kd：および38Kdの抗原と、　M．flocculareの67Kd、56Kdおよび23Kd抗原

がそれぞれの種に対して特異性を保有していた。また、亙．一実験

感染豚の血清中には逼．h一の96Kd、76Kd、70Kd、53Kd、46Kdおよび

38Kd抗原に対する抗体が検出された。これらの抗体の中で、46Kd抗原に対す

る抗体が最も早期から検出され、　しかも長期間にわたって産生された。　この

ようにM．hyopneu皿oniaeの46Kd抗原は豚に対して強い免疫原性を示す特異性の

高い抗原であることが明らかとなった。

材料と方法

1　供試菌株

　　供試された菌株は表1－1に示す通りである。
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表1－1．供試菌株

次の5株を使用した。

マイコプラズマ 株名 由来
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2　供試培地

　　山本ら64》によるBHL培地を使用した。その組成および調製方法は以下の

通りである。

　　　ブルセラ・プロス（GIBCO）　　　　　　5，8g

　　　ラクトアルブミン水解物（NBL）　　　　　2．Og

　　　ハンクス液（日水製薬）　　　　　　　500ml

　　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　250ml

　この基礎培地を115℃10分間高圧滅菌し、以下のものを無菌的に添加して使

用した。

　　　SPF豚血清　　　　　　　　　　　　　　200ml

　　　25％新鮮酵母抽出液　　　　　　　　　　　50ml

　　　アンピシリン（200mg／ml）　　　　　　　　5ml

　墨．一の培養には上記培地にムチン（Difco）を。．5％の割合に添加し

た。

3　抗原の作製方法

　マイコプラズマは上記の培地を用いて37℃2～3日間振襯培養後、

14、000Xg45分間の遠心により門守を回収した。　その後、　Rottemの方法5Dに従

って菌体を洗浄し、最終的に培地量の1／100量のトリス緩衝食塩液に再浮遊さ

せた。このようにして作製した菌液を豚の免疫に用いた。

　ゲル電気泳動およびELISA用の抗原は上記菌体浮遊液をTween20処理するこ

　　　　　　　　　　　　　　　　一6一
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婆　　　　s

とによって作製した。菌体浮遊液と等量の2％Tween20溶液を混合し、37℃30分

間感作後14、000Xg　1時間遠心し上清を採取する。その後、上清中のTween20を

2回のエーテル処理により除去し、さらにエーテルを窒素ガス噴射により除

いた。作製した抗原は使用時まで一80℃に保存した。

4　マイコプラズマに対する豚高度免疫血清の作製

　　各マイコプラズマ種に対する高度免疫血清は、SPF豚を用いて以下のよう

な方法により作製した。菌体浮遊液と等量のフロイント完全アジュバントを

混合し、　2ヶ月齢のSPF豚の筋肉内に2週間隔で2回投与（2ml／豚）後、最

終投与から5週目に採血して免疫血清を得た。

5　無菌豚でのM．b　ee種試験
　　感染実験には、M．hyopneumoniae　E－1株を用いた。　6頭の生後10日齢の無

菌豚の鼻腔内に、5×108CCU＊／mlのM．hyopneu皿oniaeを含む培養液2mlを2日間

隔で8回接種した。接種後、毎週、前大静脈より採血して経過血清を得た。

逗．1hLIL912一！L　mx後、　5、　15および42週目に2頭ずつ剖検し、肺病変の有

無を調べた。感染豚は生後2ヶ月齢まで無菌アイソレーター内で飼育し、以

降は清浄豚舎内で飼育した。

6　酵素免疫測定法（ELISA）

　　Tween20処理抗原をSephacryl　S－300（Pharmacia）を用いたゲル濾過により

さらに精製し、分画後の第2峰をELISA用抗原とした。抗原をマイクロプレー

ト（Greiner，655001）に4℃1夜の感作で吸着させた後、被検血清を添加して

4℃1夜反応させた。ついで、ペルオキシダーゼ標識抗豚lgG血清（抗HL鎖、

Cooper　Biochemical）を添加し、室温で2時間反応させた後、酵素基質として

2mMのO・・一フェニレンジアミンニ塩酸塩（半井化学）と8％過酸化水素水を加

えた。血清：および標識抗体の希釈には牛胎児血清5％およびTween200．05％添

加燐酸緩衝液を用い、各ステップ間の洗浄は生理食塩液で5回行った。

＊CCU：Color　change　unitの略。マ仁フ’ラズマの増殖により液体培地のpHが
低下し、培地の色調が変化することを利用した菌数表示法のひとつであ
り、培養が難しく寒天培地上のコロニーが極めて小さいためにCFUの算定が
困難なマイコプラズマに用いられている。

　　　　　　　　　　　　　　　一7一
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7　ゲル電気泳動およびウエスタンプロット法

　　ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミド電気泳動（SDS－PAGE）は

Laemmliの方法32》に準じて、4％濃縮ゲル、10％泳動ゲルの系で行った。

Tween20可溶化抗原の泳動は非還元状態下で行った。泳動後、　Towbinらの方

法61）に準じて分画された抗原を電気的にニトロセルロース膜へ転写した。

転写後、　8％スキムミルク添加トリス緩衝食塩液で37℃60分間ブロッキング

を行った。その後、膜を2－3mm幅の短冊状に切断し種々の抗血清と8時間

反応させた。洗浄後、ペルオキシダーゼ標識咬断lgG血清との反応を2時間行

い、酵素基質としてペルオキシダーゼ発色試薬（BioRad）を用いた。これら

の反応はすべて室温条件下、常に振温しながら行った。

成績

第1項　マイコプラズマ菌体成分の可溶化

　旦．一抗原を分析し、血清反応用の抗原を得るためには効率よく

醒
乱
。
マ
8
＜
。
。
＝
U

全1体　超音i　　　　sDS　　　D㏄　　Tい。θn第1峰Tweed第2峰

　　　　　　　囮押．hPP剛．血清圓撚hprhlnls血清閣棲謝躰対照

図1－1．ELISA用可溶化抗原の特異性の比較

各処理抗原は蛋白濃度を約5μg／mlに調整し、抗一物血清、
抗一豚血清と反応さ＿せた。抗原対照としてペルオキシダーゼ標識抗
豚lgG抗体の非特異的吸着を不した。
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菌体成分を可溶化する方法を開発することが重要である。　そこで、超音波処

理、　ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）、　デオキシコ…一一ル酸（DOC）およびTween20等

の界面活性剤による膜成分の可溶化について検討した。以上の方法について

予備試験を行ったところ、Tween20処理により比較的特異性の高い抗原が得ら

れることが示されたので、Tween20処理抗原についてはゲル濾過により抗原を

さらに精製した。これらの方法により可溶化された抗原成分について、

ELISAによりその特異性を比較検討したところ（図1－1）、Tween20可溶化抗

原のゲル濾過第2峰が抗原として最も高い特異性を示した。埜．h幽およ

びM．flocculareも同様な方法により比較的特異性の高い抗原が得られたが、

型．h　　　　　はこの方法では抗原を抽出することはできなかった。

第2項　豚由来マイコプラズマ間の交差反応性の分析

　Tween20処理後ゲル濾過により精製した抗原と、豚由来マイコプラズマに対

する高度免疫血清を用い、ELISAにより豚由来マイコプラズマ間の交差反応試

験を行った（表1－2）。その結果、抗亙．一血清と墨．flocculare抗

原間には強い交差反応が認められたが、四型．flocculare血清と墨．1h1SLgR一！！．9．1U！．9MO－

niae抗原間では弱い交差反応しか認められず、片交差の傾向が示された。一一

方、M．hyorhinis抗原はホモの抗血清とのみ反応し、抗迅．一皇血清は

どの抗原とも反応しなかった。

表1－2．ELISAによる豚由来マイコプラズマ間の交差反応

吸光度b》（波長492nm）

抗原

抗血清a） M．hyopneumoniae　M．flocculare．　“M．hyorhinis

wwM　h

M．flocculare
M．hyorhinis
M．hyosynoviae

L　71

0．33
0．es
O．　05

1
1
1
0
り
0
0

0
0
2
U
O
O

ー
ユ
ー
二
〇
〇

n
U
－
↓
」
陽
0
乙

1
1
Q
》
0

（
U
O
－
■
n
Ua）高度免疫豚血清　1：1000希釈

b）2頭の豚血清の平均値
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とM．flocculareMs42株のSDS－
PAGE像の比較　MWC：分子量
マーカー、　94K：Phosphorylase　B
67K：BSAN　43K：Ovalbimin
30K：Carbonic　anhydrase
20K：Trypsin　inhibitor

A　B　C　D　E

　そこで、　M．hyopneumoniaeとM，floccu－

lare間の交差反応性についてウエスタン

プロット法によりさらに詳しく検討した。

図1－2にM．hyopneumoniaeとM．floccu一

⊥魍のTween20可溶化抗原のSDS－PAGE後の

蛋白染色像を示したが、両種とも20本以

上のバンドが認められ、それらのパター

ンは類似していた。SDS－PAGEにより分画

されたM．hyopneumoniae抗原をニトロセル

ロース膜に転写後、抗M．　honeumoniae血

清：および迅．hyopneumoniae実験感染豚血清

と反応させたところ、7本の抗原性を有

するバンドが検出された（図1－3）。
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　　　　　　　　　M．hyopneumoniae　M，flocculare

図1－3．ウエスタンプロット法による一とM．　flocculareの交
差反応性の解析
各ストリップは以下のような血清と反応させた。標識抗体対照（AとF）、
抗M．hyorhinis血清（BとG）、抗M．flocculare血清（CとH）、抗虹g－
neumonlae血清（Dと1）、M．hyo　neumoniae実験感染豚血清（EとJ）
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これら7種の抗原の分子量はそれぞれ

96Kd，　76Kd，　74Kd，　70Kd，　53Kd，

46Kdおよび38Kdと計算された。　これら

のうち、74Kdと53Kd抗原のみが抗M．

flocculare　lfll清と反応し、他の抗原は

全く反応しなかった（図1－3）。これ

に対し、M．flocculare抗原では、74Kd、

67Kd、56Kd、46Kdおよび23Kdの5本の

抗原バンドが抗M．flocculare血清との

反応で検出され、これらのうち、74

Kdと46Kdの2種の抗原が抗M．h⊥r

neumoniae血清とも反応した。一方、

ELISAにおいて交差反応が認められな

かった抗M．hyorhinis血清が、　M．hyo－

pneumoniaeと迅．flocculareの74Kd抗原

とウエスタンプロット法でわずかなが

ら反応した。また、M．hyopneumoniae

の74Kd抗原は高度免疫血清と非常に強

く反応したが、亘．一実験
感染豚の．血清ではこの抗原との反応が

全く認められなかった。

　　　Pig　No．3
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図1－4．M．hyo　neumoniae実験感染
豚No．3の抗体応答の分析
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より毎週採血し、抗体応答をウエスタ

ンプロット法により経時的に分析した。鼻腔内接種後9ヶ月間観察した2頭
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moniae抗原のうち、96Kd、76Kd、70Kd、53Kd、46Kdおよび38Kdの6種の抗原

に対して抗体を産生した（図1－4）。これらの抗原のうち、76Kd、70Kdおよび

46Kd抗原に対する抗体は接種後8週目に検出され、続いて4週目には96Kdと

38Kd抗原に対する抗体も検出された。　さらに、53Kd抗原に対する抗体が接種

後9週目から観察された。これらの抗原に対する抗体は、接種後11週目頃か

ら次第に消失し、接種後36週目には53Kdおよび38Kd抗原に対する抗体はほと

んど検出されなくなった。　しかし、96Kd、76Kd、70Kdおよび46Kd抗原、特に

76Kdと46Kd抗原に対する抗体は36週目でも検出された。　これに対し、もう一

方のNo．2の豚の抗体応答はNo．3の豚とは大きく異なっていた（図1－5）。す

なわち、46Kd抗原に対して強い抗体応答がみられたが、76Kd、70Kdおよび53

Kd抗原に対する抗体応答は弱く、96Kdおよび38Kd抗原に対する抗体は検出さ

れなかった。M．　WWh　　　　　　鼻腔内接種後、　5週目（豚No．5、　N　o．6）と15週

目（豚No．1、　No．4）に剖検された4頭の抗体応答のウエスタンプロット像は、

豚No．8の5週目および15週目までの像と同様で、接種後3週目には　76Kd、

70Kdおよび46Kd抗原に対する抗体が検出された。
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図1－6．M．h　opneumoniae抗原を筋肉内に投与された豚の抗体応答
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　一方、麺．hyopneumoniae抗原を筋肉内に投与された2頭の豚（No．51、52）の

うち、豚No．52では投与後1週目に46Kd抗原に対する抗体が検出された（図1

－6）。さらに、2週目には2頭の豚とも46Kdと76Kd抗原に対する強い抗体応

答のあることが確認された（図1－6）。このように、M．hyopneumoniaeを鼻腔

内あるいは筋肉内に接種された豚は、その接種ルートの違いにかかわらず本

門の46Kdおよび76Kd抗原に対して早期に抗体応答を示すことが明らかとなっ

た。

考察

　本研究によって、M．hyopneumoniaeの種々の抗原に対して豚は個体によって

異なった免疫応答を示すごがあることが明らかとなった。M．hyo　neumoniaeの

76Kd、70Kdおよび46Kd抗原に対する抗体は感染後早期から長期間にわたって

産生され、特に46Kd抗原に対してはすべての豚が強い抗体応答を示した。抗

血清をM．hyopneumoniaeの無処理の菌体

で吸収すると46Kd抗原に対する抗体活

性が消失することから、本抗原が菌体

表面に存在することが示唆された（図

1－7）。　一・方、　M．honeumoniaeの96

Kd、53Kdおよび38Kd抗原に対する抗体

は76Kd、70Kd、46Kd抗原よりも後期に

産生され、短期間で消失した。　このよ

うにM．hyopneumoniaeの種々の抗原に

対する豚の抗体応答の差を明らかにし、

強い免疫原性を示す抗原を特定したこ

とは、豚マイコプラズマ肺炎の血清学

的診断法開発のための重要な基礎知見

となる。　また、　M．hyopneumoniaeの特

定の表面抗原が豚に対し強い免疫原性

，
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を示すことが明らかになったことは、特定の抗原を宿主の免疫系が強く認識

することを示唆しており、病原体と宿主の免疫系との相互作用を研究する上

で興味深い。

　豚由来マイコプラズマ間の共通抗原性を分子レベルで分析した報告はこれ

までにもいくつかある。YoungとRoss65）は、豚はM．hyopneumoniae抗原の中で

分子量110Kd、64Kd、50Kd、41Kdおよび36Kd抗原に対して抗体を産生するが、

64Kd抗原のみがM．hyo　neumoniaeに対して特異的で、他の四種類の抗原は抗

量．flocculareおよび抗墨．hyorhinis血清とも反応したと報告している。これに

対し、今回の成績は亙．hyopneumoniaeの74Kdおよび53Kd抗原が主要な交差反応

抗原であることを示した。両者間の相違は、抗原の調製方法および電気泳動

条件の異なる点がその主因であると考えられる。　また、Minionら38）によって

指摘されているように、マイコプラズマの交差反応性は使用菌株あるいは培

養条件などによって大きく変わることも十分考えられる。

　実験感染豚における抗体応答の経時的分析において、豚No．2とNo．8のウ

エスタンプロット像に大きな違いが認められた。すなわち、これは感染豚の

埜．hyo　neumoniaeに対する抗体応答に個体差のあることを示すものと思われる。

しかし、今回の6頭の鼻腔内実験感染豚のうち、豚No．2以外は逼．1h1．）C．g．R．1！．g1！一

moniae接種後8週目には76Kdおよび46Kd抗原に対して強い抗体応答が認めら

れており、筋肉内接種豚についても76kdと46Kd抗原に対して早期の抗体応答

が確められた。このように、払hyopneumoniaeの76Kdおよび46Kd抗原は強い免

疫原性を有する主要な菌体表面抗原であり、特に46Kd抗原に対する抗体は感

染後早期から長期間にわたって産生されることが明らかとなった。従って、

本抗原に対する抗体は亙．hyopneumoniae感染症を診断する上で良好な指標にな

ると思われる。
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第2章　坦．h一に対するモノクローナル抗体の作出

要旨

　亙．hyopneumoniae抗原の分析を目的として本菌に対するモノクローナル抗体

の作製を試みた。その結果、12株の亙．hyopneumoniaeに対するモノクローナル

抗体産生ハイブリドーマが得られ、その内の8株がM．hyopneumoniaeに対して

特異性の高いモノクローナル抗体産生ハイブリドーマであった。これらのモ

ノクローナル抗体は埜．hyopneumoniae抗原との反応パターンから7種類に分類

された。型．hyopneumoniae46Kd抗原と反応する5種類のモノクローナル抗体の

中で、　2種類のモノクローナル抗体は埜．hyopneumoniaeと特異的に反応したが、

他の8種類のモノクローナル抗体はM．tyorhinisまたは逗．flocculareと交差

反応性を示した。また、M．hyopneumoniaeの46Kd抗原と反応するモノクローナ

ル抗体産生ハイブリドーマが最も多く得られ、豚に対して強い免疫原性を示

す亘．h　opneunoniaeの46Kd抗原がマウスに対しても強い免疫原性を有すること

が明らかとなった。また、M．hyopneumoniae46Kd抗原と反応するモノクローナ

ル抗体の他に、亙．hyo　neumoniaeと特異的に反応するモノクローナル抗体が7

種類が樹立された。この内、8種類のモノクローナル抗体（E－7一レ4，」一168－

1，J－49－1）は一を特異的に凝集し、さらにモノクローナル抗体

E－7－1－4は一の発育を阻止した。これらの凝集モノクローナル

抗体によって認識された抗原は、ヨードサリチル酸リチウムを用いたマイコ

プラズマの糖蛋白抽出法により抽出可能であり、抗原を蛋白分解酵素処理あ

るいは過ヨウ素酸処理することによって反応性が失われること、さらに免疫

電顕法による解析の結果などから、並．honeumoniaeの細胞膜表面の糖蛋白様

物質である可能性が示唆された。

材料と方法

1．　抗原

　　マウスの免疫用抗原には璽．hyopneumoniae　J株およびE－1株を用いた。こ
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れらの菌株をBHL培地で2’》8日間振盈培養後、14、000Xg45分間の遠心により

集菌した。　その後，Rottemの方法51）に従って菌体を洗浄し、最終的に培地量

の1／100量のトリス緩衝食塩液に再浮遊させた。このようにして作製した菌液

を免疫に用いた。

2．　マウスの免疫法

　　生後8週齢のBALB／cマウスの後肢筋肉内：および腹腔内に、抗原とフロイ

ント完全アジュバントとの等量混合物を0．5m1接種した。4週間後に、56℃

30分間加熱した抗原のみを腹腔内に0．5ml再接種した。

3，　培養液

　　使用した細胞培養液の組成は以下の通りである。

　　1）RPMI1640培地

　　　RPMII640（日水）　　　　　　　　　　10。2g

　　　L一グルタミン　　　　　　　　　　　　　0．3g

　　　ピルビン酸ナトリウム　　　　　　　　0．11g

　　　アンピシリン　　　　　　　　　　　100mg

　　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　900ml

　　　牛胎児血清　　　　　　　　　　　　　100ml

　　　10％炭酸水素ナトリウム溶液　　　　　　　10ml

　　2）HAT培地

　　　RPMI1640培地にヒポキサンチンIX10”4M，アミノプテリン4×10－7M、

チ聡：∴：：：：∴堀チミジ．／　1．6xl。．5Mとな．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
ように添加した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　k，
4．細胞融合　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　暮
　　Iwasakiら26）の方法に準じ・以下のように実施した・　　　　｝

　　1）マウスミエ・一マP3／X63－Ag8・U1（P3U1）をRPMI培地を用いて培養し・　1

対数増殖期にある細胞を集め、37℃に加温した血清無添加RPMI1640培地で洗　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll，一1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　釜



浄し血清成分を除く。

　　2）免疫したマウスから無菌的に脾臓を摘出し、脾細胞を調製した後、

37℃の血清無添加RPMI1640培地で洗浄する。

　　3）ポリエチレングリコール4000（PEG、　Merck）2gをオートクレーブ滅

菌し、RPMI1640培地（血清無添加）を2ml加えて、37℃の水槽に入れる。

　　4）ミエローマIXIO7個と脾細胞IXIO8個を50ml遠心管内で混和し、遠心し

て上清を完全に除去する。

　　5）遠心管を振盟することにより細胞を分散させた後、3）で用意したPEG

溶液1mlを添加する。さらに1《・2分かけて細胞をよく混ぜ、次にRPMI1640

培地（血清無添加）10m1を5分間ほどかけてゆっくりと添加する。

　　6）800rpmで5分間遠心し、上清を吸引除去後20mlのHAT培地を加える。

この様にして作製した細胞浮遊液を、96穴マイクロプレートに0。lml／ウェルずつ

分注後、37℃、5％炭酸ガスふ卵器内で培養する。

　　7）培養後1、　8日目にHAT培地を0。lm1／ウェルずつ添加し、　6、　9、12日目

に培地の半量ずつを交換する。

5．　モノクローナル抗体のスクリーニングおよび性状解析

　ELISA：抗原として、　M．hyopneumoniae　J株無処理菌体浮遊液、　Tween20可

溶化二分およびBHL培地を用いた。これらの抗原を炭酸緩衝液（pH9．5）で希釈

後、4℃1夜感作し抗原吸着プレートとした。ハイブリドーマの培養上清を

0．1ml／ウェル添加し室温で8時間感作後、洗浄し、ペルオキシダーゼ標識抗マ

ウスlg血清（Cappel）を添加した。室温で2時間感作したのち、再び洗浄し、

基質として2mMの。一フェニレンジアミンニ塩酸塩と3％過酸化水素水を加

えた。発色停止液には8Mの硫酸を用い、波長492nmで各ウェルの吸光度を測

定した。

　コロニープロット法：聾hyopneumoniae　J株、　M．1t）．iLgptLLg－Lsh　　BTS－7株：および

墨．flocculare　Ms－42株をBHL寒天培地に接種し、37℃で5～7日間培養後に

形成されたコロニーをlmadaら25》の方法に準じてニトロセルロース膜に転写

した。その後、8％スキムミルク添加トリス緩衝食塩液でブロッキングした
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後、ハイブリドーマ培養上清を膜上に8～5μ1スポットし、室温で30分間感

作した。この膜を洗浄後、ペルオキシダーゼ標識抗マウスlg血清を添加し、

室温で2時間感作した。再び洗浄後、基質として発色試薬（BioRad）を添加し、

室温で10～15分間感作後、蒸留水で洗浄して反応を停止させた。

　代謝阻止試験：M．honeumoniaeJ株103CCU／m1含有菌液を抗原として、抗

原0．025m1とハイブリドーマ培養上清0．025mlを混合し、さらにモルモット補

体を5％に添加したBHL培地0．2mlを加え、37℃5％炭酸ガス下で2週間培養

した。

　ウエスタンプロット法　：M．h　　　　　　　抗原をSDS－PAGEで分画後、

Towbinらの方法61）に準じて分画された抗原を電気的にニトロセルロース膜へ

転写した。転写後、8％スキムミルク添加トリス緩衝食塩液（TBS，pH7．5）で

37℃60分間ブロッキングを行った。その後、膜を2－3mm幅の短冊状に切断し、

ハイブリドーマ培養上清と3時間反応させた。洗浄後、ペルオキシダーゼ標

識抗マウスlg血清との反応を2時間行い、酵素基質としてペルオキシダーゼ

発色試薬（BioRad）を反応させた。これらの反応はすべて室温で、常に振盈し

ながら行った。

　抗原の蛋白分解酵素処理および過ヨワ素酸処理：ELISAにおいて、亙．1hLM9－

neumoniae抗原をトリプシン（Sigma，TypellI）、α一キモトリプシン（Sigma，

TypeH）＝およびメタ過ヨウ素酸ナトリウム（半井化学）処理し、抗原性の変

化を調べた。　トリプシン：およびキモトリプシンは0．5mg／田1で37℃1時間、過

ヨウ素酸は0．005Mで室温1時間処理した。

6．　ハイブリドーマのクローニングと培養

　　クローニングは軟寒天法により3回行った。確立されたハイブリドーマ

株は牛胎児血清を3－5％に添加したRPMI培地で培養し、その培養上清をモ

ノクローナル抗体として用い、必要に応じて培養上清を硫安塩析等により濃

縮した。また、腹水型モノクローナル抗体の作製はGilletteの方法18）に準

じた。
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7．　アデノシン三リン酸（ATP）測定法

　　Ureaplasma　urealyticumとM．hyopneumoniaeの増殖を定量する方法として、

StemkeとRobertson56）・57）によって、報告された手法に従って実施した。こ

の反応はルシフェリン・ルシフェラーゼ反応を応用したもので、下記の反応

により1分子のATPの存在により1光子（photon）が発生するので、それをルミ

ノメーターを用いて測定した。

　　　　ATP／ホタル・ルシフェラーゼ反応

ATP十ルシフェリン＋Mg＋＋＋02　→　AMP＋CO2＋チアゾリノン＋photon
　　　　　　　　　　　ルシフェラーゼ

　まず、蒸留水で50倍に希釈したM．hopneumoniae培養液にnucleotide

releasing試薬（PICOEX　B，Los　Alamos　Diagnostics）を等量添加した。2分後、

ルシフェリン●ルシフェラー・ゼ試薬（PICOZYME　F，Los　Ala国os　Diagnostics）を

添加し、発光をルミノメーター（Packard　PICOLITE）で測定した。二二

moniae非接種の培地での発光をバックグラウンド値とし、各測定値とバック

グラウンド値の差を求め、ATP標準品より作製した用量線よりサンプルのATP

濃度を測定した。

8．　M．hyopneumoniae糖蛋白成分抽出法

　　KahaneとBrunnerの方法27）に準じ、ヨードサリチル酸リチウム（LIS）によ

りM．h　o　neumoniaeから糖蛋白成分を抽出した。　M．hyopneumoniae　J株をB肌培

地で8～4日間培養し、集菌、洗浄後、0．3MのLIS添加トリス塩酸緩衝液（pH

7．5）に再浮遊させて室温で20分間振盈する。次に、等量の50％フェノール液を

添加、4℃で30分間撹搾した後、4，000rpm　1時間遠心し上層を回収した。透

析によりフェノールを除去した後、DNA、RNA分解酵素処理を行い再透析後、凍

結乾燥により濃縮した。乾燥品はエタノールおよびクロロホルム・メタノー

ル洗浄を行った後蒸留水に再溶解させ、M．hyopneumoniae糖蛋白画分とした。

9．　レクチンーELISA

　　M．hyo　neumoniae糖蛋白画分と種々のレクチンとの反応をELISAにより検
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討した。糖蛋白画分を炭酸緩衝液で希釈後マイクロプレートに吸着させ、種

々のペルオキシダーゼ標識レクチン（E．Y．Laboratories）と室温で8時間反応

させた。洗浄後、酵素基質（ABTS）と過酸化水素水を添加し、発色を吸光度

計で測定した。用いたレクチンは以下の通りである。1）Bauhinia　ur　urea

（BPA），2）！2｛t｝一ng，1（一Q一1．．1－Qn　a　v　a　l　i　a　ptt）一s－L£g．！一！！LLss　i　f　o　r　m　i　s（Con　A），3）P－gt一1一i－c－b－gsl　i　c　h　o　s　b－i／lf－1－o　r　u　s（DBA），4）Grif一

11－gt．！Li．｛｝n　i　a　s－L／　11！一RmLLg．一L1i．g－Li一｛m　p　l　i　c　i　folia（GS　1），5）111一1，：．L11：E．g一！）一1一＠i　f　fonia　s－1／．！1！一p一1一1－g－1一£一g一1一iLqm　p　l　i　c　i　folia（GS　2），6）Maclurap

g一！t！LLt－g．z．ai　f　e　r　a（MPA），7）A一！t：g－g－b－Lsa　c　h　i　s　1）stLE－g－g．｛p　o　g　a　e　a（PNA），8）Glycynr　m　a×（SBA），9）Ulex　e　u　r　o－

R．｛｝g1，！．s（UEA－1），　10）！L，　LLLg．．！，u！1iticum　y一1，LLIg－a，一！一．1－s．（WGA）．

10．免疫電子顕微鏡法

　BHL培地で培養されたM．h　o　neumoniaeを集菌、洗浄後リン酸緩衝液（PBS）

に再浮遊させ、その10μ1を電顕用グリッド（応研商事）に添加して吸着させ

た。PBSで洗浄後、モノクローナル抗体（培養上清）を添加し、室温で1時間

反応させた。再びPBSで洗浄後、抗マウス1gM標識金コロイド（E．Y．Labo－

latories）を1時間反応させた後、　Coleの方法5）に従って電子顕微鏡により観

察した。

成績

第1項　モノクローナル抗体のスクリーニング

　抗巫．h　opneumoniaeモノクローナル抗体のスクリーニングは、全菌体、

Tween20可溶化画分および培地成分に対する抗体の対照としてBHL培地を用い

てELISAにより実施した。表H－1にスクリーニングの成績を示した。検査さ

れた565検体のハイブリドーマの培養上清中、ELISA陽性を示したのは38検体

であったが、その内、26検体はBHL培地成分に対する抗体であった。次に、

週．hyopneumoniae抗原に対して陽性の値を示した12株のハイブリドーマについ

て、8種の豚由来マイコプラズマを用いてコロニー・プロット法により再ス

クリーニングを行った。その結果、表H－2に示したようにM．hyo　neumoniae

に対して特異性の高い8株のモノクローナル抗体産生ハイブリドーマが得ら

れた。この他・使用された3種類全ての菌種と反応する抗体や！M！L．．n－M921L9．！！．！1．gh　一
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塵と亙．flocculareあるいは煙．hyorhinisとの共通抗原を認識していると思わ

れる抗体など、種々のモノクローナル抗体産生ハイブリドーマが得られた。

表H－1　各種抗原を用いたELISAによるハイブリドーマ培養上清のスクリー
　　　　ニング

抗原

無処理菌体　　Tween20可溶化　　BHL培地
　　陽性
ハイブリドーマ数　合計

一　　　　　　　　　十　　　　　　　　一　　　　　　　1

一　　　　　　　　　一　　　　　　　．十　　　　　　5

藺　　　　　　　　　十　　　　　　　十　　　　　　〇

十　　　　　　　　　十　十　　　　　　7

1）吸光度が陰性コントロール（P3U1細胞培養上清）よりも0．2以上高いものを
陽性とした。

表H－2　各種マイコプラズマを用いたコロニー・プロット法
によるスクリーニング

抗原

1！1．ymt　o　p　n　e　u　m　o　n　i　a－e一　M．hyorhinis　M．floccu　l　a　r　e 陽性数

十
十
十
十

十
一
十

十
十

8
1
1
9
白
－1）コロニーの発色を肉眼で判定した。

第2項　抗亙．hyopneumoniaeモノクローナル抗体の性状解析

　8回のクローニングの後、確立された12株のモノクローナル抗体産生ハイ

ブリドーマについて、その培養上清およびマウス腹水を用いて認識抗原の性

状解析を行った。特に、豚に対して強い免疫原性を示すM．hyo　neumoniaeの

46Kd抗原との反応性に注目して分析を行った。
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表n－3　坦．hyopneumoniaeの46Kd抗原認識モノクローナル抗体
（MAb）と迅．flocculareおよび聾hyorhinisとの交差反応性

抗原

MAb M．mpt　o　p　n　e　u　m　o　n　i　a　e一　M．．flocculare　M．hyorhinis

4
に
U
　
　
　
ρ
U

一
　
一
2
0
一

4
0
Q
一
　
ρ
U
ρ
U

一
　
一
－
1
一

4
7
σ
一
　
一
ρ
U

1
1
0
0
」
り
O

十
十
十
十
十

十
十
十 十

1）コロニープロット法における発色を肉眼で判定した。

　まず、コロニープロット法（表H－3）およびウエスタンプロット法による

分析の結果（図H－1）から、これらのモノクローナル抗体を表H－4に示し

たようなAからGまでの7種類に分類した。今回樹立された12種類のモノク

ローナル抗体の内、　5つの抗体（14－

4－4・　i7－3－s，　s一一i－2，　J－i60，　36－6－6）　1　2　3　4　5　6　7　s

が甦．hyopneumoniaeの46Kd抗原と反応

することが示されたが、それらは他

の豚山来マイコプラズマとの交差反

応性の違いから、AからCの3種類

に分類された。この他、ウエスタン

プロット法において、　M．hyopneumo一

血の53Kdと50　Kdの位置に2本のバ

ンドを形成する抗体（25－6－6）、　8本

のバンドを形成する抗体（J－30－1・一4）、

高分子の位置に幅の広いバンドを形

成する抗体（E－7－1　・一　4，」一168－1，J－

49－1）および高分子から低分子の領域

にかけて不規則な陽性像を示す抗体

（5－1－7，73－1　一一　1）などが得られた。

　こY

　　　　　圏匿9』

　∴圏
一一　46K

図ll－1．抗M．hyo　neumoniaeモノク
ローナル抗体のウエスタンプロット像
ストリップNo1：転写後の蛋白染色、
2：　E・一7－1－4，　3：5一一1－7，　4：J－30－1－4

5：36－6－6，　6：8－1－2，　7：14－4－4

8：標識抗体対照
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表n－4　M．hyo　neumoniaeに対するモノクローナル抗体の性状

抗体　　免疫グロブリン　認識抗原
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　そこで、　これらのモノクローナル抗体が認識している抗原の性状を詳

しく調べるために、発育抑制試験、凝集試験、菌体による吸収試験等を行う

とともに、抗原を蛋白分解酵素あるいは過ヨウ素酸で処理した後、モノクロ

ーナル抗体との反応性を検討した。その結果、モノクローナル抗体E－7－1－4が

逗．hyopneumoniaeの発育を阻止することが明らかとなった。この発育阻止モノ

クローナル抗体の性状については次項で詳しく説明する。腹水を用いた凝集

反応では、モノクローナル抗体E－7－1－4、」一168－1：およびJ－49－1が墨．h魍一

moniaeを特異的に凝集した。また、全てのモノクローナル抗体は無処理のM．

honeumoniae菌体で吸収することにより、各認識抗原との反応性は失われた。

また、煙．h　opneumoniae全国体あるいはTween20可溶化抗原を用いたELISAにお

いて、モノクローナル抗体添加前に抗原吸着プレートのウェルをトリプシン

あるいはキモトリプシンで処理することにより、全てのモノクローナル抗体

との反応性が消失あるいは低下した。一方、過ヨウ素酸で処理した場合には、

モノクローナル抗体E－7－1－4との反応性は消失しが、他のモノクローナル抗体

では処理しない対照抗原との反応と同じか、かえって強く反応する傾向が認

められた（図H－2）。
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血抗原に対するモノクローナル抗体の反応性

箪3項M．hyopneumoniae発育阻止モノクロー・ナル抗体の性状

　M．hyopneumoniaeを特異的に凝集するモノクローナル抗体の内、モノクロー

ナル抗体E　・一　7－1－4がM．hyopneumoniaeの発育を阻止した。この発育阻止は、培

養液rllのATP濃度をM．hyopneumoniaeの増殖の指標とする方法によって検出さ

れた。モノクローナル抗体E－7－1－4（腹水）を培養液に最終濃度1％に添加す

ることによりATP濃度の上昇は完全に抑えられたが、同時に試験した他の8種

類のモノクローナル抗体ではM．hyopneumoniaeの増殖と共にATP濃度が上昇し

発育抑制作用は認められなかった（図H－8）。　この発育阻止効果は振盈培

養した場合には認められたが、静置培養では認められなかった（図H－4）。

さらに、このモノクローナル抗体E－7－1－4は並．honeumoniaeの増殖を抑える

が、モノクローナル抗体添加培地のpHは無添加培地と同様に低下することか

ら、M．hyopneumoniaeの代謝抑制効果はないものと思われた（図n：・一5）。
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図II－3．種々のモノクローナル抗体添加培地におけるM．hyopneumoniaeの
増殖。各モノクローナル抗体（腹水）を最終濃度1％にBHL培地に添加した。
42A，19A，84Aおよび70Aはミズーリ大学Wise博士より分与を受けた抗琶．h⊥g－
neumoniaeモノクローナル抗体。

　このM．hyopneumoniae発育阻止モノクローナル抗体E－7－1－4が認識する抗原

は、抗体との反応性が過ヨウ素酸および蛋白分解酵素によって失われること

から糖蛋白であることが示唆された（図H－2）。そこで、M．honeumo一

迦より糖蛋白成分を抽出し、モノクローナル抗体との反応性を調べたとこ

ろ発育阻止活性を持つE－7－1－4も含めてM．honeumoniae凝集活性を有するモ

ノクローナル抗体はM．h　o　neumoniaeの糖蛋白画分と強く反応することが明ら

かとなった。
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硫安塩析により部分精製したMAbE－7－1－4を最終濃度2％に添加した。
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　さらに、このM．hyopneumoniaeの糖蛋白一分と種々のレクチンとの反応性を

ELISAにより検討したところ、α一・D一ガラクトー・スを特異的に認識するオサ

ゲオレンジ山来レクチンのMaclura　p幽（MPA）と強く反応した（図H－6）。
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図n－6．M．hyopneumoniae糖蛋白画分と極々のレクチンとの反応

このM．hyopneumoniae糖蛋白画分についてSDS－PAGEにより分画後ウエスタンプ

ロット法によりモノクローナル抗体とMPAに対する反応性を調べたところ、モ

ノクローナル抗体E－7－1－4、J－168－1及びMPAの反応パターンは全く同様で、分

子量約97Kdから147Kdの間に5’》6本のバンドを形成した（図ll－7）。この

E－7－1－4抗体とM．hyopneumoniae細胞との反応性を免疫電顕法により観察した

ところ、抗マウスlgM標識金コロイドが一細胞表面に密に付着

している像が見られ、厄一7－1－4抗体が認識している抗原が一表

面に一様に存在していることが明らかとなった（図ll一一　8）。一方、阻q。

neumoniae発育阻止モノクローナル抗体の性状を調べていく過程で、　E－7－1一

一一 Q8一
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4抗体が豚血清と交差反応を示すことが明かとなった。そこで、豚血清から

一糖蛋白抽出法と同様の方法により糖蛋白を抽出し、モノクロ

　　　ロ．［L一

Il　一：

P　一　66．2

．一　42．7

図II－7．一由来および豚血清由来糖蛋白のモノクローナル抗
体（MAb）E－7－1－4，J－168－1およびMPAレクチンに対するウエスタンプロット像
の比較
　　　　Strip　No．1．豚血清由来糖蛋白（蛋白染色）
　　　　　　　　2．豚血清由来糖蛋白＋MPA
　　　　　　　　3豚血清由来糖蛋白＋MAbE－7－1－4
　　　　　　　　4．豚血清由来糖蛋白＋MAbJ－168－1
　　　　　　　　5．M．hyopneumoniae由来糖蛋白＋MPA
　　　　　　　　6．M．hyepneumoniae由来糖蛋白＋MAbE－7－1－4

　　　　　　　　7．一由来糖蛋白＋MAbJ－168－1
　　　　　　　　8．M．hyopneumoniae由来糖蛋白（蛋白染色）
　　　　　　　　9．分子量マ”・・一力・・・・…（Kd）

一29一

鶴’

蜑L・一　　 ；繍・’．



7．　rT－一r　一

塵
－め
三

一ナル抗体とMPAレクチンとの反応性をウエスタンプロット法によって解析し

た。その結果、図H一・7に示したようにM．hyopneu田oniae由来糖蛋白と豚血清

由来糖蛋白のモノクローナル抗体E－7－1－4、J－168－1およびMPAに対するウエス

タンプロット像は全く異なっていることが明らかとなった（図ll－7）。
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　　　1　　　図ll－8．モノクローナル抗体E－7－1－4と反応させた麺．hyopneu鎚oniaの免疫電

　　　｝　子騨讐墜lgM購金コ。イド（直径約2・nm）を2次抗体として恥た．
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　　　l考箋1章　＿hy。pneum。niaeの46Kd抗原は＿して免疫＿く、
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析において分子量約46Kdの位置にバンドを形成するモノクローナル抗体であ

っても、他の豚由来マイコプラズマと交差反応を行った場合反応性が異なる

ものがあった。すなわち、46Kd抗原と反応するモノクローナル抗体のうち、

14－4－4と17－3－5はM．hyopneumoniaeとのみ特異的に反応したが、36－6－6は逗．

幽と逼．flocculareの両者に、また8－1－2とJ－160は墨．flocculareとのみ

反応した。　これらのことから、SDS－PAGEの1次元の電気泳動では同一の位置

に複数の成分が泳動されてくることが考えられるので、同じ46Kdの分子量

をもつ墨．h⊥一の抗原成分が複数存在し、それらの中には墨．h⊥g一

一に対して特異的なものと、他の豚由来マイコプラズマとも交差す

るものがあることが示唆された。このことに関して、最近、FutoらはSDS－

PAGEによって46Kdの位置に泳動される亙．一成分をゲルから切り出

し、それをさらに2次元電気泳動によって分析すると、分子量約46Kdの位置

に等電点の異なる蛋白スポットが少なくとも4つ以上出現すると述べている

（私信）。著者は、聾一46Kd抗原に対する特異性の高いモノクロ

ーナル抗体を多数得ることに成功したζとから、同一分子量で性状の異なる

抗原が存在しても、このモノクローナル抗体を用いて抗原を精製することが

可能となった。　この方法によって血清学的診断法の特異性が改善されること

が期待される。

　現在までに、種々のマイコプラズマに対して様々なモノクローナル抗体が

作製されている。Wiseら63》およびYoungら66》は、煙．hyopneumoniaeに対する

数種のモノクローナル抗体を作製し、本菌の抗原成分の分析に用いている。

それによると、65Kd、50Kd、44Kdおよび41Kd抗原に対するモノクローナル抗

体を作製したが、これらのモノクローナル抗体のうち、44Kd抗原に対するモ

ノクローナル抗体の1つが逗．flocculareと交差反応を示したが、他の抗体は

すべて埜．一に対して特異的であったと報告している。彼らはまた

検査した抗原の中で65Kdと44Kdが豚に対して免疫原性が強かったと述べてい

る。Wiseらの44Kd抗原と著者の46Kd抗原とは同一と考えられるが、彼らが作

製した複数の抗44Kdモノクローナル抗体の中に逼．flocculareと交差反応を示

痴
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す抗体があったことは著者の成績とよく一致する。　さらに、彼らはこの44Kd

抗原蛋白に複数の抗原決定基が存在し、　その中に特異性の高い抗原決定基と

交差反応を示す決定基が存在すると考察している。　しかし、先に述べたFuto

らの成績から考えると、むしろ分子量が同一あるいは近似している異なった

蛋白抗原が電気泳動では同一のバンドとして認められる蛋白の中に存在する

可能性の方が高いと考えられる。

　マイコプラズマに対して発育阻止活性を示すモノクローナル抗体としては、

山羊伝染性胸膜肺炎の病原体Mmcoides　subs．ca　riに対する抗体が1例報

告されているのみである52》。しかし、この発育阻止モノクローナル抗体が認

識している抗原については全く明らかにされていない。今回確立された

一発育阻止活性を有するモノクローナル抗体は、同時に1L

一凝集活性を持っていたために従来の罪数測定法では正確な定量

が困難であった。　しかし、今回用いたATP濃度より菌の増殖を測定する方法は

この問題を解決し、しかもきわめて迅速に菌の増殖を定量することが可能と

なった。発育阻止活性を有するモノクローナル抗体E－7－1－4が認識する抗原は、

旦」一の糖蛋白の糖鎖部分である可能性が示されたが、同一抗原の

ペプチド部分を認識していると思われるJ－168－1抗体が発育阻止を示さなN、点

は非常に興味深い。E－7－1－4抗体が豚血清の糖蛋白と交差反応を示すことから、

一が培養中に豚血清の糖蛋白成分を特異的に吸着した可能性が

示唆された。　しかし、血清糖蛋白とM．hyopneumoniae由来糖蛋白のE－7－1－4抗

体およびMPAレクチンに対するウエスタンプロット像は全く異なっていた。こ

のことは血清成分の吸着を全く否定するものではないが、一の

培養中に培地に添加された血清の糖蛋白成分が単純に吸着したものではない

と考えられる。

　モノクローナル抗体E－7－1－4による一発育阻止の機構は現在

全く不明である。　しかし、今回確立された発育阻止モノクローナル抗体が認

識する抗原はM．hyopneumoniaeの増殖に深く関わっていると思われ、マイコプ

ラズマの抗体による発育阻止の機構を解明する上で興味深い。また、E－7－1一

一32一
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4抗体が豚血清糖蛋白成分と交差反応を示したことは、M．hyopneumoniaeの表

面に豚の血清成分と共通抗原性を持つ成分が存在することを示唆している。

病原体などの侵入を受けた宿主は、それが“非自己”であることを認識する

ことが重要であるが、本菌のように表面に宿主の成分と類似した物質が存在

する場合には、　“非自己”として認識されにくい、あるいはこの物質に対し

て抗体が産生されにくい等の可能性が考えられる。今後、マイコプラズマ肺

炎の発病機構、特に本菌が宿主の感染防御機構を回避して増殖する機序等を

研究する上で、このような甦．h一の表面構造の特徴は重要であると

思われる。

置
一
監

酵
摩
幽

一33一

騰 鑛灘灘難灘灘翻，



第3章　抗迅．一モノクローナル抗体を用いた豚マイコプラズマ肺

　　　　炎の血清学的診断と分離菌株の迅速同定

要旨

　墨．一の分子量46Kd表面抗原に対するモノクローナル抗体を用い

て抗原を精製し、ダブルサンドウィッチELISAにより、』hyopneumoniae感染

豚の抗体検出法を開発した。このモノクローナル抗体を用いたELISAは特異的

で抗体検出感度の高いことが明らかとなった。本法を量．h　y　o　p　n　e　u　m　o－n－i／一g－ea　e実験感

染豚の抗体応答の検査に用いたところ、週．一鼻腔内接種後3～4

週目から抗体が検出され、　CF抗体がほとんど検出できない接種後40週目で

も抗体の検出が可能であった。　また、野外における自然感染豚の抗体応答を

経時的に観察したところ、移行抗体の推移とその後の感染抗体の上昇を的確

にとらえることが可能であった。さらに、種豚場を対象として墨．h＿一

niaeに対する抗体の保有状況の全国調査を実施したところ、抗体の陽性率は

85％以上に達し、わが国の大部分の種豚場が墨．hyopneumoniaeによって汚染さ

れている実態が明らかとなった。一方、今回得られたモノクローナル抗体の

うち、一を特異的に凝集するモノクローナル抗体（E－フート4）を

用い、凝集反応によるM．hyopneumoniaeの同定法も確立した。

材料と方法

1．モノクローナル抗体

　第2章で作製したモノクローナル抗体14－4－4，17　一一3－5およびE－7－1－4を使用

した。

2．ELISAの術式

　　モノクローナル抗体（マウス腹水）を炭酸緩衝液（pH9．5）で至適濃度に希

釈後、0．lm1ずつ96穴マイクロプレートの各ウェルに分注した。4℃で1夜感

作した後、洗浄し、Tween20で可溶化した旦．h一菌体成分を添加し

室温で2時間反応させた。　その後再び洗浄し、1：100に希釈した被検血清を

0．1ml加え室温で3時間反応させた。洗浄後、至適濃度に希釈したペルオキシ

ダーゼ標識抗豚lgG血清を添加、室温で2時間感作した。洗浄後、酵素基質と

一34一
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して2mMo一フェニレンジアミンニ塩酸塩と8％過酸化水素水を添加、室温で

5～15分間反応させた後8M硫酸で反応を停止させ、波長492n皿の吸光度をマ

イクロプレート用勺光度計　（MTP－22、コロナ社）により測定した。

3．　豚血清

　　1）実験感染豚血清：第1章で作製した実験感染豚の血清を用いた。

　　2）自然感染豚血清：病理学的に豚マイコプラズマ肺炎と診断された豚が

多発した農家を選択し、出産前の母豚の血清および出生直後から1ヶ月間隔

で採血した子豚の血清を用いた。

　　3）種豚場に：おける血清の採取：各都道府県の家畜保健衛生所が選択した

種豚場を対象とし、生後3～4ヶ月齢時及び屠場出荷時の2回採血して得た

血清について検査を行った。採血した豚については、出荷時における肺病変

の有無についても調査した。

4．　補体結合（CF）反応

　　CF反応抗原の作製法および術式はMoriら39》の方法に準じて実施した。

5．　スライド凝集反応

　　一培養液1．5mlを10，000Xg10分間遠心し、沈渣を10μ1の

PBSに再浮遊させ、等量のE－7－1－4抗体とスライドグラス上で混合した。

成績

第1項　モノクローナル抗体を用いたELISAによる豚マイコプラズマ肺炎の血

　　　　清学的診断

　　1．ELISAの術式の検討

　モノクローナル抗体を利用して抗原を精製し、血清学的診断法への応用を

図る場合、そのモノクローナル抗体が認識している抗原に対する宿主の抗体

応答態度が重要な問題となる。第1章で述べたように墨．一抗原の

中で46Kd抗原に対して感染豚は強い抗体応答を示すことから、今回得られた

モノクローーナル抗体の内、亙．hyopneumoniae46Kd抗原と特異的に反応する14－

4－4と17・・一・3　一一　5の2つのモノクローナル抗体の応用を試みた。モノクローナル抗

体はマウスで作製した腹水を用い、反応術式の概要は図m－1に示した通りで

一35一



モノクローナル抗休（14－4－4）　0．lml／ウェル

　↓　4℃1夜
洗　浄
　，
抗夙叉　0．1ml／ウェル
　↓室温2il芋問
洗　浄
　l
Ikl清（1：100）　0．1ml／ウェル
　↓室温3時lllj
洗　浄
　，

ペルオキシダーゼ標識経費IgG　O．lml／ウェル
　↓　　賃董温2　U寺μ髪

洗　浄
　，

基質　 0．1ml／ウェル
　↓　　室浩i115つ・｝

2N硫酸　 0．lm1／ウェル
　，

吸光度測定

図m－1．　ダブルサンドウィッチELISAの術式
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ある。抗原捕捉用のモノクローナル抗体として14－4－4と17－3－5を比較すると、

14－4－4を川いた方が非特異的に標識抗体が結合する率が少ないことから、　1

次抗体としては14－4－4を用いることとした（図m－2）。モノクローナル抗体

の使用濃度は、実験感染豚のlt11清とTween20可溶化抗原を用いた力価検定試験

の成績（図m　一3）から1：1、000希釈と決定した。ELISA川の抗原としては、

Tween20により46Kd抗原が効率的に可溶化されることが明らかとなったので、

Tween20処理抗原を用いた。抗原の至適濃度は蛋白濃度約1μg／mlであった

（図m－4）。
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　　　　　　　　抗体希釈

図m－3．モノクローナル抗体の力価検定

一37一

’
・
ラ
”
』
訂
望
L
軍
＝

．
え
μ
，
ご
　
、
匪
崩
で
串
一

3
・
幸
画
讃
孝
竃
慕

翔

嗣

灘“



闘願關■團刷關嗣圃騨一門隔”－『

2．0

0

ε
c
q
①
可
O
O
　
く
の
一
」
田

25 6．25

図m－4．

　のヨる　　　むのヨウ　　　くう　コ　　　　くコのむ　

　　　　　　　　　　　・u，　9／ml

　　　　蛋白濃度

抗原の力価検定

・
F
ー

表m－1．ダブルサンドウィッチELISAの特異性

抗血清 豚番号
　　抗原
1t1，N11－M．gRn－g！L1！Lg．n－L｛｝．gh　ae

M．hyorhinis
M．hyorhinis
M．hyopneumoniae
M．hyopneumoniae
M，hyosynoyiae
M．flocculare
M，flocculare

9
Ω
0
0
【
U
り
O
ワ
ー
ワ
σ
0
0

0
乙
9
白
り
自
ρ
0
9
自
O
O
O
O

O，085＊

O．039
1．　201

1．908
0，028
0．065
0．031

一

＊　ELISA　O．D．

奮
魁

　2．ダブルサンドウィッチELISAの特異性

　モノクローナル抗体14－4－4を用いたELISAの特異性を検討するために、各種

豚由来マイコプラズマに対する抗血清を用い、交差反応試験を実施した。

ー
ド
ー
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その結果、表m－1に示したように、モノクローナル抗体によって捕捉された

M．hyopneumoniaeの46Kd抗原は、ホモの抗血清と強く反応したが、他の豚由来

マイコプラズマに対する抗血清とはほとんど反応しなかった。このように、

モノクローナル抗体を用いたダブルサンドウィッチELISAは高い特異性を有す

ることが明らかとなった。

3，M．hyopneumoniae実験感染豚における抗体の推移

　M．hyopneumoniaeを鼻腔内に接種された無菌豚の抗体応答をモノクローナル

抗体を用いたELISAによって調べた。実験感染に用いた6頭の豚のうち5頭で

は、接種後8週Elに本法によって46Kd抗原に対する抗体が検出され、残り1

頭も4週目から陽転した。同時に行ったCF反応においてもほぼ同時期に抗

体産生が認められた。しかし、このうち2頭について、長期間にわたって

ELISAとCF反応を用いて抗体価を測定したところ、初期抗体は両試験でほぼ

同時期から検出できたのに対して、28週以後ではCF抗体の力が早期に低下

し、陽性限界以下となったが、ELISA抗体は長期間にわたって検出された（図

m－5および図m－6）。
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図m－6　M．hyopneumoniae実験感染豚（No．3）におけるELISA＝およびCF抗体価

　　　　の推移

　4．M．hyopneumoniae自然感染豚に：おける抗体の推移

　野外のM．hyopneumoniae汚染養豚場における感染豚の抗体応答を肌ISAによ

り経時的に観察した成績を図m－7に示した。　8頭の母豚の出産前のELISA抗体

価および同腹毎に3群に分けた子豚のELISA抗体価の推移を、出生直後から1

ヶ月間隔で調べた。子豚に：おけるELISA抗体価の推移は、それぞれの群の複数

の豚の検査成績を平均値で表した。図に示したように、生後間もない子豚は

母豚からの移行抗体により高い抗体価を示すが、それらは急速に低下し、第

1群と3群では生後30日には検出できなくなった。その後、90から150日目に

かけて感染抗体が上昇してくる傾向が認められた。
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図m－7　自然感染豚におけるELISA抗体価の推移

　5．M．hyopneumoniaeに対する抗体保有状況の全国調査

　各都道府県の1から2カ所の種豚場を対象として血清を集め、亙．唖型二

moniaeに対する抗体を検査すると共に、屠場出荷時点における豚マイコプラ

ズマ肺炎様肺病変の保有状況について検査を実施した。一方、抗体陽性の判

定基準を設定するために、2カ所のSPF養豚場より218例の豚血清を集め、陰

性対照血清として用いた。

　調査した大部分の養豚場において豚マイコプラズマ肺炎の発生が認められ、

それらの豚のELISA値とSPF豚のELISA値の分布を比較すると図1皿一8の様にな

った。この図から明らかなように、SPF豚のELISA値がほとんど0．1以下であっ
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1．0 1．S

　　　　　　　　　　　　　ELISA　OD492nra

感染豚群とSPF豚群のELISA値の分布

2．0

表m－2．種豚場を対象とした豚マイコプラズマ肺炎の全国調査成績

ELISA CF

12－16週齢　出荷時 12－16週齢　　出荷時

肺病変

出荷時

数
数
数

頭
頭
頭

査
性
性

検
陽
陰

1，575　1，461
　698（44％）　1，285（88％）

　886　176

1，　086

　215（20％）

　871

1，126
　575（51％）

　551

1，　158

　689（59％）

　475

たのに対して、感染群では大部分が0．1以上の高いELISA値を示し広範囲に分

布した。そこで、SPF豚群に：おいて、少数ではあるがELISA値0・1～0・2を示す

個体が存在することを考慮に入れ、陽性限界値として0．2を選択し、ELISA値

0．2以上を示したものを抗体陽性と判定することとした。このような判定基準

に従って、今回の調査成績をまとめると表m－2の様な結果となった。ELISA
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抗体陽性は3～4ヶ月齢時点で検査数

1，575頭中689頭（44％）が陽性、出荷時点

では1，461頭巾1，285頭（88％）が陽性であ

った。一方、CF抗体はそれぞれ20％

と51％であった。また、肺病変の調査で

は、　1，158頭中　689頭（59％）が病変

を保有していた。さらに、都道府県毎

の抗体陽性率を図m－9に示したが、

80～90％と著しく高い陽性率を示し、

しかも地域による差は認められず本病

が全国的に濃厚に蔓延していることが

抗体調査によっても確認された。

　　　8s％　t　85％

stcer　3（

80％

84％

91％

94％

85％

図川一・9．地域別のELISA抗体陽性率

第2項　モノクローナル抗体を用いた凝集反応による逗．b　umoniae同定

き

　一凝集活性を有するモノクローナル抗体E－7－1－4，J－168一一1と

J－49－1の内、最も強い凝集活性を示すE－7－1－4抗体を同定に応用した。供試し

た一…10株、M．flocculare　8株とM．hyorhinls、1一一
鎚、M．hyosynoviaeおよび一laidlawiiのそれぞれ1株のうち、

モノクローナル抗体E－7－1－4は一のみを特異的に凝集した（表

皿一8）。この凝集はいずれの埜．h　eumoniae株でも1分以内に起こり、極

めて迅速に判定することが出来た。
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表m－8．モノクローナル抗体E－7－1－4を用いた
豚由来マイコプラズマの凝集反応

MAb

抗原 山名 E－7－1－4

1t！1．：一1）sLg－pn－e－y！1Lg．n－Lh　nlae

M．flocculare

M．hyorhinis
M．hyopharyngis
M，hyosynoviae
A．laidlawii

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Q
U
O
ワ
σ
　
　
F

　
l
　
　
　
　
　
B
C
　
　
1
3
6
0
1
2
0
7
B

　
1
　
　
2
1
7
4
2
L
2
1
0
2
2
0
0
5
一
6
　
8

　
一
1
2
6
6
1
2
7
4
4
6
7
5
0
0
0
8
S
一
6
一

　
T
一
3
2
3
4
4
4
4
S
P
P
6
9
1
1
1
T
3
1
G

十
十
十
十
十
十
十
十
十
十

考察

　豚マイコプラズマ肺炎を診断するために開発したダブルサンドウィッチ

ELISAによる抗体測定法は、甦．hyopneumoniaeの分子量約46Kd表面抗原に対す

るモノクローナル抗体により特異抗原をマイクロプレート上に捕捉し、他の

抗原を洗浄除去することにより、捕捉された46Kd抗原に対する特異抗体のみ

を測定できるのが特徴である。このような方法により、モノクローナル抗体

を血清学的診断法に応用することは、診断法の特異性を高めるばかりでなく、

従来精製が困難であった抗原物質に対する抗体測定を可能とするものである。

これらのことは、将来、病原体のもつ種々の抗原に対する抗体を別々に測定

することを可能とするものであり、感染症の様々なステージ、すなわち、感

染初期、病勢の極期あるいは回復期等のそれぞれの時期を反映するような特

一44一
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徴的な抗体応答、あるいは宿主の免疫学的抵抗性について重要な知見を提供

すると思われる。

　ELISA用の抗原捕捉モノクローナル抗体として用いることが出来たのは、モ

ノクロ・一ナル抗体14－4－4のみであった。同じ46Kd抗原を認識していると考え

られるモノクローナル抗体17－3－5は、標識抗体の非特異的吸着が強く、バッ

クグラウンドが高いためELISAに応用することが出来なかった。この原因は不

明であるが、他の多くのモノクローナル抗体でも同じように非特異反応が強

い傾向が認めらた。このように、ある特定の抗原に対するモノクローナル抗

体が得られても、それを用いて特異的な抗体検出の系を開発するのは必ずし

も容易ではなかった。この非特異反応の原因は抗体ばかりでなく、　プレート

を変えることによっても改善される場合がある等多くの原因が考えられるの

で、今後さらに検討することが必要である。

　M．b　niae実験感染豚の抗体応答は、　これまでに報告されたTween20

可溶化抗原を用いたNicoletら43）、あるいは、　SDS可溶化抗原を用いた

Armstrongi）・3》やPiffer46）らの成績とほぼ同様であった。野外の自然感染豚

の抗体応答に関しては、これまでに経時的な測定報告はほとんどなされてい

ない。　しかし、著者らは、野外のM．一自然感染豚の抗体価の推移

を明らかにすると同時に、哺乳豚が亙．1tlSL9．12．！）．g1L！U　monlaeに対する高い移行抗体を

保有することも明らかにした。Nicoletら44》は、母豚の抗体検査を行う場合、

血清よりも初乳の抗体を測定することにより、検出率が約1．5倍高くなると報

告している。母豚の抗体検査を行うに当たって、血中抗体価が低く感染豚を

摘発し得ない可能性があるが、初乳を検査することによって改善されると思

われる。一方、Durisicら7》・8》およびKobischら31）は、　l11．一の死

菌あるいは細胞膜成分で母豚を免疫することによって、撃墜の感染防御が成

立したと報告している。また、野外における観察でも2ヶ月齢未満の子豚で

は本病の発生がほとんど見られないことから、移行抗体による感染防御が示

唆されている。

　1M！1．，」！M9．p．p－g！1．1！Lg一！LLg．gh　　　　　　の同定法として現在一般に用いられる方法は、ウサギで作

製された平皿ポリクローナル抗体を用いる蛍光抗体法、発育阻

止試験および代謝阻止試験である。これらのポリクローナル抗体を用いる方
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紳t一

法は、特異性に問題がある。　また、蛍光抗体法や発育阻止試験等による同定

法では、寒天培地上にコロニーを形成させることが必要条件であるが、L

一の初代分離株の多くはコロ・＝一　”一を形成しない場合もあるなどの

問題点を抱えていた。しかし、今回開発されたモノクローナル抗体を用いた

凝集反応による同定法は極めて簡便であり、特異性も高いことから今後の応

用が期待される。
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総括

　豚マイコプラズマ肺炎の診断法および予防法の確立を目的として、厘g一

雌hyopneumoniaeの引引表面の抗原構造を解析するとともに、亙．h■g一

口感染豚の抗体応答および本菌に対するモノクローナル抗体を用い

た血清学的診断法について検討し、以下の成績を得た。

　1．　旦．h一団体成分をTween20を用いて可溶化し、さらに可溶化

　　画分をSephacryl　S－300でゲル濾過すると、第2峰に逗．一に

　　対して特異性の高い抗原成分が検出された。

　2．　ゲル濾過によって得られた墨．一抗原は墨．flocculare以外の

　　豚由来マイコプラズマの抗血清とは交差反応を示さなかったが、抗M．

　　flocculare血清とは交差反応が認められ、この交差反応に関与している

　　M．hyopneumoniaeの抗原は分子量約74Kdと53Kdの抗原と同定された。

　3．　遡．h一実験感染豚血清について、　Tween20で可溶化された旦．

　　hyopneumoniae膜成分中の各抗原に対する抗体産生をウエスタンプロット

　　法で分析したところ、分子量約96Kd、76Kd、70Kd、53Kd、46Kdおよび38

　　Kdの蛋白抗原に対して抗体を産生することが明らかとなった。

　4．　M．b　oniae実験感染豚の抗体応答を分析したウエスタンプロット

　　像のパターンには個体差が認められた。　しかし、大部分の実験感染豚は

　　墨．h一の76Kdと46Kd抗原に対して強い抗体応答を示し、特に、

　　46Kd抗原は亘．h⊥一の抗原成分の中でも最も強い免疫原性を有す

　　る主要抗原であることが明らかとなった。

　5．　量．h一に対するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ12株

　　を作出した。このうち、9株は墨．h一に対して特異的なモノク

　　ローナル抗体を産生したが、他の8株は琶．幽あるいは巡．floccu－

　　lareと交差する抗体を産生した。

　6．　一発育阻止活性を有するモノクローナル抗体E－7－1－4を

　　作出した。この抗体の認識抗原について、蛋白分解酵素処理、過ヨウ素

　　酸処理および免疫電顕法：等により検討したところ、E－7－1－4抗体は亙．

　　一菌体表面に一様に分布する糖蛋白様抗原物質を認識してい
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　　ることが明らかとなった。

7．遡．hyo　neumoniaeに対して特異性の高い46Kd抗原を認識するモノクロー

　ナル抗体14－4－4を用い、感染豚の血中抗体を検出するためのダブルサン

　　ドウィッチELISAを開発した。この方法は抗体検出法として高い特異性を

　示した。

8．ダブルサンドウィッチELISAを用いることにより、実験感染豚ではM．

　honeumoniae鼻腔内接種後8～4週目から抗体が検出され、　CF試験

　に比べはるかに長く抗体検出が可能であった。

9．　豚マイコプラズマ肺炎汚染群では、哺乳豚が高力価の移行抗体を保有

　していることが判明した。この抗体は生後2カ月までには消失し、その

　後8～5ヶ月目から自然感染による抗体が上昇してくる傾向が認められ

　た。

10．　種豚場を対象として、廻．hyopneumoniaeに対する抗体の保有状況をダブ

　ルサンドウィッチELISAにより全国的に調査した結果、地区別の抗体陽性

　率は80～94％で、全国の陽性率の平均は88％に達した。

11．　M．hyo　neumoniae凝集活性を有するモノクローナル抗体E－7－1－4を用い、

　凝集反応による分離菌株の迅速同定法を確立した。

一
．
し
蚤

」
F
’
一
襲

一48一

灘．襲　撚
｝，

@　遡

，澱婁



i・　srmst．；o？g，6

　　diagnosing
　　Vet・　Diagn

参考文献

繍乙．朧lnhllnl忌6rl課・algal・（1［鵠rlllgt・n・

mygQpla．＄mal　pneumonia　of　swine．　Proc．　Aml　Assoc．
，　21：　　　　　377－390，　1978e

2e　Armstrong，　Ce　He　and　Friis，　N．　F．：　lsolation
　　土」」⊇LΩ」⊆雌　from　swine　in　the　United　States．
　　42：1030－1032，　1981．

　
●

工
I
m
川
O
A

一　
一
．

　
　
　
l
l
I

3・　A，rmstrong，　C・．　Ut，　Freeman，　M．　J．，　Freeman，L．S．，　Osuna，　M．　L．

￥oung，　T・．and　Runnels

immunosorbent　assay，

齪瀦ltl？ncl誰

　　L・　J・：　Comparison　of

indirect　hemagglutinat
龍1囎瀦781t｛lll

　5fi2，i5一一VY6klj”e　”’

ion　　　test　and　com一

’es　to皿．pm二

4．

　　assay・　Vet．　Rec．　101：109－111，　1977．

5． Cole，　R・　M・：　Transmission　electron
nique，　p．43－50．　ln　Razin，S．　and
mycoplasmology，　Vol　1．　Academic

6・　Doster，　A．　R．
　　　hltxg－Rn“eLu－m　o　n　i　a　e

7．

8．

rect　immunoperoxid

　　　microscopy：　Basic　tech－
Tully，J．G．　（eds，），　Methods　in
Press，　New　York．

qnd．Boh　C）bang！　L・．：　ldentification　of　1d－y－g．g－aLg．s．l11一a．

in．f．ormalinrfi．xed　porcine　1ung，　usingrm’nd’一
　　　　ase　method・　Am．　J．　Vet．　Res．　49：17－19，　1988．

blood，　colostral　and　milk　of
menta1　vaccine　of　一EMLy－Q－Q－p－lasma

（Beograd）　25：189一一1wh／975．

Pvrisic，　＄・，　Maksimovic，　A．　and　Visacki，　J．：　Antibodies　in

sows　inoculated　with　an　experi－
tL一1tLLEu1g一1u1一g．．12－La－gi　・　A　c　t　a．　V　e　t．

Dyrisic，．　S・，．Maksimovic，　A．　and　Visacki，

sion　and　active　production　of　antibodieS
．E！一n－g一1“p．gt．n．Lg－giae　and　their　significance　in　the

S90P：／9　！9＄ions　in　fattening　swine．　Actti1
25：　　　195－201，　1975．

J・：　Passive　transmis－
to」tw2」一a－sgLa　suユニ

development　of　macro一・
Vet・（Beograd），

9． J・　R一，　Cottew，
hlly－Q－p－p－guu　一m　o　n　i　a　e

pigs．　Aust．

　　　　　G．　S．　and　Lloyd，　L．　Ci：　lsolation　of

　　　　from　lesions　in　experimentally
Vet・　Je　55：356”359，　1979s

10’
撃圏｣：li9・p16ull囎dるil謡∴魏1詰ll曲1｝譜。lest
methods．　　　　　　　　Aust Vet・　Je56：101－105， 1980．

11eFregman，　Me　J・，　＄qnds－Freeman，　L．　and　Armstrong，　C．　H．：Com－

　　pariE｝oD　of　manya！ly．performed　microtiter　plateT6nd　sb’mi5d’t”o－

llle翻臨llilnl｝「1瀦ll瓢ll蹴lullsl朧l　assay　f・r
　　AmiJ・Vet．Res．　44：1734－1737，　1983．

12・Freeman，　M．　J．，　Armstrong，　C．　H．，　Sands－Freeman，　L・　L・　and

一49一
l

I
V

h
γ
‘
，

　
．
レ
「

．
h
　
ビ
　一
．

鑛灘灘繊鱗騨醗 　　　　　　　　5罐難憩／i　lr／
稀．・ @　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「　ゆミL’　　、叢　圃

し　　　　　びせロロレ　　　　　の　　　　　　 へ　　　　の

　　ざE．’．　　　　　　　　　　．「’”“，、．．．fl＝



Osvrpa　M・　L・：”Sprological．cros＄一reactivity　of　porcine　reference

量Ot199「1。瀦nlilllll　llelh讐・en器〒illel・1綿ll識
8gS，9Y」．C8M，：，i　9MMe　，”G．fi’ga，56’　sR2s；V　i，　gsd　i，　rect　hemagg’i’it　一iT　fi5｛’i　6i”｛est，

13・Ereeman，　M・　Y・，　Qsuna，　M．　L．，　Armstrong，　C．　H．　and　Sands一一

Freeman，　L．　L．：　Eva

assay　as　a　practica
pneumonia　of　swine．

uation
serod
Vet，　M

　of　the　indirect　hemagglutination
iagno＄tic　test　for　mycoplasmal
icrobiol．　9：259－270，　1984・

14’ r㍉。1：ll：4留1201・A譜el騰6sl卍61dl郎hl119in　Micr・bト

15・Friis！　Ni　F－i　lsolation　and　characterization　of　a　new
　　mycoplasma・　Acta，　Vet．　Scand．　13：284－286ii972i

porcIne

16eEriis，．N．t．　Fe：．Some　regommendations　concerning　primary　isola－
fi6P3．Oe，VM￥」2ili－g－k9－S－IY一．　CMO，d．S：7a，g’一2；S一一egg－g－g1一g％一g7i　．．33gm，　1ggs．and　lvr－y－g－g．R－La－si1Li’：／LII－6－C－Cui」一5－E．el　1

17’奄奄戟o論：漁1？lillil§編階ll鞘li：ll欄plll1

18・Gille1te，．R．　W：．：　Alternatives　to　priming　for　ascitic
　　EigR－o．clona1　antibody　production．　J’．　iiiitiiUioi］’M5｛E6ditl；］
　　1987．

fluid　and
99：21－23，

「
　
　
　
　
一

　
　
I
I

　
　
一

　
　
　
　

　
　
　
　
一

　
　
　
　
虹
四
　
1

　
　
　
　
　
　
「
．
．

19・Goodwin，
　　duction
　　Rec．　77

20．

　　R・　F・　W・，　Pomeroy　A．

　of　enzootic　pneumonia
：1247－1249，　1965e

Goodwin，
plgs　：
iae

Vete　J一

R．

　　　lmmunization
antigen
　　　　129：

　Pe　and　Whittlestone，　P．：　Pro－
in　pigs　with　a　mycoplasma・　Vet．

E・　Wr　and　Whittlestone，　P・　：Enzootic　pneumonia　of
　　　　　　　　attempts　inoculating　Mycoplasa　suineumon・一
b￥．vqri．ou＄　routes　and　with　difierbnfTh’diunv’　h’n’i’1’Vgr．

456一一464，　1973，

210
桾ﾜ171二8i：lgiiThe

22． Holmgren，　N．：　An　i

of　antibodies　against
ized　tanned　swine
1974．

economics　of　enzootic　pneumonia．　Vet．

indirect
．IM！1一x！2mgR－La－S11Lg．

haemagglutination
　　　　　　　　o／p－p－n　e　u　m　o

erythrocyte．　Res．　Vet．　Sci

test　for　detection
　g　using　formalin一
．　16：341－346，

’

23’ ｫ｛：1・，IW三hlllll　llllll｛lslll糟ll三1鼎1｝llic

24・Huhn，　R．

　　　rate　of

25・lmada，　Y．

　　direct　i
　　J・　Clin．

studies　in

Pe：．　Swirpe．enzoptic　pneumonia：　lncidence　and　effect　on
body　　　　　weight　gain・　Am．J．Vet．Res．31：1097－1108，Ti970i

et　al・：　Bqpid　identification　of　mycoplasmas　by　in一
lmmunoperox
　MicrobioI

dase　test　using
　25：17－21，　1987

sma1 square　filter　paper．

26・lwasaki，　T．，　Ando，　T．，　lchikawa，　K．　and　Yasui，　K・：　Monoclonal

一50一

篭
短
亡
監
ト
ー

明
㌧
　
　
1

　
　
　
．
塊
－
」
t

　
　
　
　
b
　
　
洩
・

　
　
　
　
　
　
レ

　
　
　
　
　
　
　
　
；
．
．
ヒ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ト
ー
ド
、
F

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
昨



antibody，（in　Japanese）．　Kodansya　Press，　Tokyo，　p　30－113．　1983．

27．Kahane，　1　and　Brunner，　H：　lsolation　of　a　glycoprotein　from

　　』幽旦　 emon● ≠?　membranes．　lnfect．lmmun．18：273－277，
　　　1977，

ゆ

28．Kim，　M・　F・，　Heidari，　M．　B．，　Stull，　S．　J．，　Mclntosh，　M・　A．　and

　　Wise，　Kt　S・：　ldentification　and　mapping　of　an　immunogenic
　　　region　of　．1M！Ly－gg－E！一Ll　1hurg－ELn－g一1Lu1hg－n一一i．g．g　p65　surface　lipoptotein

　　expressed　in　．IELs－b．g－r－Lg－b－La．h　h　．g－g－LL　from　a　cloned　genomic　fragment・

　　　lnfect・　lmmun．　58：　2637・一2643，　1990，

29・Kirchhoff，　V．　H，，　Heitmann，　L，，　Dubenkropp，　H．，　Schmidt，　R．
　　und　Vespermann，　J．：　Weitere　Untersuchungen　zur　’a’tiologie　der
　　　rhinit－is　atrophicans　des　schweines　7．　Mitteilung：　Untersuchung
　　von　schweineseren　auf　antikで5rPer　gegen　一上Ly＿Pt二上LL【LL§、
　　und　．M）Lg－g－i2－Lg－sJ1La　．1uaR－nMeyu1一g一1LLg－g・　Berl．　MUnche　1］t－efit’rzmu1．　chr．

95：41－47，　1982．

30．Klinkert，　Mi，Hermann，　R・
　　ML！1一y－g－g－R－ILa－s．l11一a．　一1hry－Q－im－e．umoniae

expression　plasmid　library．

and　Schaller，　H．：　Surface　proteins　of
identified　f　rom　a　n　Est－Q－lre－i：一i－Qcheric－h”i　a　coli

　　　lnfect．　lmmun．　49：329－335，　1985．

31，Kobisch，　M．，　Quillien，　L．，　Tilion
　　The　1M！1一xg－g12－Lg－smal　．1hry－Q－p－n　e　u　m　o　n　i　a　e

agalnst　porcine　enzootic
nol．　138：693－705，　1987・

pneumonla

　　　　，　J．　P．　and　Wroblewski，　H．：

plasma　membrane　as　a　vaccine
　　　ia．　Anne　lnst．　Pasteur／lmmu一

I
　
　
L　
　
門
I

　
　
　
　
l
一

32・Laemmli，　U．　K．：

　　　assembly　of　the
　　　1970e

Cleavage　of　structure　proteins　during　the
head　of　bacteriophage　T4，　Nature　227：680－685，

33・Lam，　K．　M．　and　Switzer，　W．　P．：　Mycoplasmal　pneumonia　of　swine：

　　active　and　passive　immunizations，　Am．　J．　Vet・　Rese　32：1737－
　　　1741，　1971．

一
　
I
　
　
F
、

　
　
一

　
　
　
1
恥
．

34．Lloyd，　L．　C・

　　and　Lyer，　H
　　MLLy－QLo．　p　1　a　s　m　a

：i　Xgg：g：th，ki

hL－y－gpL－n－eumoniae

Te，　Etheridge，　J．　R．，　McKechnie，　K．

Aust．Vet．J．61：216－218，　1984

of　complement　fixat
infection　in　pigs．
　　．

ion　test　to　detect

35・Mare，　C．　J．

　　species：　A
　　Sma11　Anim

36・Mckean，　J．

　　tion　of

　　pneumonla

　　and　Switzer，　We　Pe：　11Ly－g－g－ELLa－s－g1一g．

　causative　agent　of　virus　pig
・　Clin．　60：841－846，　1965．

D．

diagnostic
　　of

37・Meyling，　A．

　　new　porclne
　　　13：287－289，

，　Andrews，　J．　J．

　　　　　　procedures
swine・　Am，J．Vet．

and
for
Res．

hmuiLn一　，
pneumonia・Vet．　Med

new
’

Farrington，　D．　O．：　Evalua－

detection　of　mycoplasma1
174：177－180，　1979．

and　Friis，　N．　F．：　Serological　identification　of
mycoplasma，　．M・±一Lg－gg一1LLa－1－g．　Acta．　Vet．　Scand・

1972．

38． Minion，　F．　C．，　Brown，　M．　B

of　cross　reactive　antigens
ML！Ly－gg－i2Jl．g－sd1n．a．　．a，一ptLh一1一i一1；」一dj一．s．r　t　h　r　t　d　・

　　・　and　Cassel，　G．　H．：　ldentification
　　between　1M！i－ys－gR一．Lg－s一1n－al　．p．1L11sLg1LLs．　a　n　d

lnfect．　lmmun．　43：115一・121，　1984，

一一 T1一

lil，・

野

a

嚢
引灘雛灘灘難難難灘灘識・“琴

．．’

裙?懸．，．・
揺’



レ
・

39・Mori，　Y・，Yosbida，　Y・，　Kuniyasu，　C．　and　Hashimoto，　K．：　lmprove・一

ment　of　complement　fixat
．1M！1一y－g－g－R－La－s－g1一al　b－y－Q－pLn－e　u　m　o　n　i　a

Q（Jpn）　23：111－116，　1983．

ion　te＄t　antigen　for　the　diagnesis　of
　infection．　Natl．　lnst．　Anim．　Health

40．Mori，　Y・，　Hamaoka，　T．　and　Sato，　S．：　Use

　　　in　an　enzyme－linked　immunosorbent　assay
　　t一iqn　Qf．antibodies　against　．lll－M－gg－ELLa－s－m．a．

　　Med・　　　　　　　Sci．　23：657－662，　1987．

of　monoclonal　antibody
（ELISA）　for　the　detec－
Q－P一［LQ－ugtQ－ni－a　e．　l　s　r．　J．

r
「
1
「
一
．
癖
．

　41・Mpri，　Ye，　Hamaoka，　Te，　Sato，　S．　and　Takeuchi，　S．：lmmunoblot一

．　ting　analysis　of　antibody　response　in　swine　bxperimentaiiY
　　　　inoculated　with　．1M！Lt．．g．g－li！一La．s－g1一a．1　一b－y－gR1Le一1，un－Q－ni－aue一・　Vet・’lmmunol’・

　　　　lmmunopathol．　19：239－250，　1988．

42・Nico！gt，　J・，　Paroz，　P，　H．　and　Kristensen，　B．：　Growth　medium

　　copstituents　contaminating　mycoplasma　preparations　and　their
　　　role．in　the　study　of　the　mycoplasma　membr　ane　glycopr6td’ifiS’in
　　porcine　mycoplasmas．　J．　Gen．　Microbiol．　119：17・一・26，　1980．

43・Nicolet，　J．・and　Paroz，　P．
　　ML－y．gQ－ELLa－s一1u－a一　一nh．y－Q－pin一．e　u　m　o　n　i　a　e

immunosorbent
assay．

　　　　　H．：　Tween20　soluble　proteins　of
　　　　as　antigen　for　an　enzyme－linked
Res・　Vet．　Sci．　29：305－309，　1980．

44・Nicolet，　J．：　Current　status　of　the　serodiagnosis　of　enzootic
　　pneumonia　in　swine．　lsr．J．Med．Sci．　23：650－653，　1987．

45iOgata，　M．，　Yamamoto，

　　cultivation　of　swine
　　　1968・（in　Japanese）．

Ke　Koshimizu，　K．　and　Kan，　H．：　Studies　on
mycoplasmas．　Jpn．　J．　Vet．　Sci．　30：184，

46・Piffer，　1，　A．，　Young，　T．

　　Comparison　of　complement
　　　immunosorbent　assay　for
　　．1M！Ly一1zg．RJ－a－sJnkg．1　一1h）一y－Q－p－rte”u．moniae

F．，　Petenate，　A．　and　Ross，　R・　Fi：

　fixation　test　and
detection　of　early
・　Am・　J．　Vet．　Res．

enzyme－1inked
infection　with
45：1122－1126，　1984．

47・Pointon，　A．　M．，　Byet，　D．　and　Heap，　P．：　Effect　of　enzootic

　　ppgymonia　of　pigs　on　growth　performance．　Aust．Vet．J．　62：13－18，
　　　1985e

48・Robgrts・　D・　H・：　Serological　diagnosis　of　」一上Ly＿Ω』⊇＿匹蝕」二
　　．lt11一〇p－La－go　n　i　n　f　e　c　t　i　o　n　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　pigs．　Vet．　Rec．　82：362・一363，　1968．

49・Ross，　R．　F．，

　　teristics　of
　　vaccine．　Am．

50・Ross，　R．
　　　（eds＞，

　　Press，

F．：

Zimmermann－Erickson，　B．　J．　and　Young，　T，：　Charac－
prot．　e　c　t　i　v　e　a　c　t　i　v　i　t　y　o　f　wwM　b－y．g」2－ILe－1，un－gn－La－g

J．　Vet．　Rese　45：1899－1905，　1984．

Diseases
Ames，

Mycoplasmal　disease，　ln：Leman，
　　　of　swine，　6th　edition．　lowa
lowa，　p469－483，　1986，

A，　D．　et　al，

State　University

51tRottgm！．S・：　．HarvE｝st　and　washing　of　mycoplasmas，　in：　Razin，　S・
　　and．Tylly，　J・　G・（eds），　Methods　in　mycoplasmology，　anhi’i］S’i｛；　6f
　　gs｝11ular　componentsn　Vol　1・　Academic　pkess，　NeW’Vor’i’；’22i：223，
　　　1983e

52・Rurangirwa，　F．　R．，　McGuire，　T．　C．，　Musoke，　A．　J．　and　Kibor，

一52一

に
〉
臨
い
じ
5
、
－
一
－
≧
駐
．

．
樋
L
帆
」
凡
ア

並ピ　．

購



A．：　Differentiation　of　F38　Mycoplasma　causing　contagious
caprine　pleuropneumonia　with　a　growth－inhibiting　monoclonal
antibody・　lnfecte　lmmun・　55：3219－3220，　1987．

ゴ
「
■
I
I
圏
■
■
1
」
■
■
L
■
■
1

53．Schuller，　V．　W．，

　　mit　enzootischer
　　Wien．　Tier’a’rzt1．

Neumeister，　E　und　Vogl，　D．：　Zur　Sanierung　von
pneumonie　verseuchten　schweinebest’a’nden．
Mschr．　64：156－160，　1977．

54．Slavik，　M・　Fe　and　Switzer，　W・　P・：　Development　of　microtitra－
　　tion　complement　fixation　test　for　diagnosis　of　mycoplasmal
　　swine　pneumoniai　lowa　State　J．　Res．　47：117－128，　1972．

55．Slavik，　M・　F・　and　Switzer，　W．　P・：　Adaptation　of　a　latex　agglu－
　　tination　tube　test　for　diagnosis　of　M－y－g－gnLa”s一111－a．　一nh－y．Q－RLn一　um．　onise

　　swine　pneumonia．　Vet・　Microbiol．　4：157－168，　197－9r．

56．Stemler，　M・　E・，　Stemke，　G．　W．　and　Robertson　J・　A・：　ATP　meas一一

　　urements　obtained　by　luminometry　provide　rapid　estimation　of
　　⊥L鍵」⊥一1二」幽』L　growth．　J．　Clin．　Microbio1．　25：427－429，
　　1987．

57．Stemke，　G一　W・　and　Robertson，　J．　A．：　The　growth　response　of
　　mnt　．　a　m　g　±Ly－gg［Let－ym－gnj．g－gg　o　e　a　n　d　Mxg－g．E2」一a－s－in－a　±Jl一．g－g－g一1LLa1一go　c　c　u　l　a　r　e　b　a　s　e　d　u　p　o　n

　　ATP－dependent　luminometry．　Vet．　Micro’tt一’iowt．　24：　35－142，　199b［

58・Stipkovits，　L．，　Vajda，　G．，　Antal，　V．，

　　Occurrence　of　non－specific　reactions
　　　：一trY－9－E！SLQ．1，U11－g－n－L　infection　of　swine．

1988．

　　Antal，　T．　and　Szabo，　1．：

　in　the　diagnostics　of
J．Vet．Med．B　35：197－203，

O
．

匠

ξ

一　
一
」
■

　
　
，
1
幽
，
－

　
　
　
卜
7
彦

　
　
　
　
　
．
鴇
脚
・
乳

　
　
　
　
　
　
転

　
　
　
　
　
　
！

　
　
　
　
　
　
　
　
■
4
↑
・
’

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ζ

59・Tajina，　M．

　　　　opneumo
by　electron

　and　Yagihashi，　T．：　lnteraction　of　一Mycoplasma
La－g　with　porcine　respiratory　epitheliurk’… ≠l

　microscopy，　lnfec．　lmmun．　37：1162－1169，
　observed
1982．

60・Takatori，　1．，　Huhrn，　R．　G．　and　Switzer，　W．　P．：　Demonstration　of
　　gomplement　fixation　antibody　against　M－y－gg－i2．La－s－gLa．　．b．y－Q－i1Ln－e一1，uu－Q一／n－ti．a．b
　　i．n　t　h　e　s　e　r　a　o　f　p　i　g　s　i　n　f　e　c　t　e　d　w　i　t　h　s　w　i　rmt　e　z　o　o　i　c－Eritii－5－tili－611－i－ll：e　u　m　o　n　i　a．

　　Natl・　lnst．　Anim．　Health　Q．（Jpn＞　8：195・一203；’igT6’8，

61・lowbin．，　H．，　Staehelin，　T．　and　Gordon，　J．：　Electrophoretic

　　1ransfer　of　proteins　from　polyacrylamide　gels　to　hitrocellu一
　　］．gse－sheets：　procedure　and　apblichtions．　PP66．’Nal’iJA’65ai’jici．
　　USA　76：4350・一4354，　1979．

62eWhittlestone，　P．：　Porcine
　　Whitcomb，　R．　F．〈eds），　The
　　New　York，p　133－176．　1979・

mycoplasma．　ln：Tully，　J．　G・　and
Mycoplasmas，　Vol．2．　Academic　Press，

63・W，ise，．K．　S．　and　Kim，　M．　F．：　Major　membrane　surface　proteins　of

64
喧�撃撃撃撃唐№№戟p1δ．Mi　itlY階：l11Sl鵬llr｛l1311・ra　in

65・Yoyng，．T！　and　Ross，　R．　F．：　Assessment　of　antibody　response　of

　　　　　　　　infected　with　1⊥幽，上しy」ユ』⊇」1」幽．　by　immunob｝ot－　　swlne

一一
@53　一一

L

難蒙難難習1．．

　｛1，ww．lgX



細」L：ML煽・ムJJ』内己三．勢」＝弓6＝鴇」n，；e」．出噸5」・．㌔’tt・一：i　隔．」」一‘‘＿　う．　　　L1一＿峯＿“　
，＾一■

　　ting．　Am・　J・　Vet・　Res・　48：651－656．　1987．
66．Young，　T・，　Erickson，　B・　Z・，　Ross，　R・　F．　and　Wannemuehler，　Y．：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　red　　Hemagglutination　and　hemagglutination　inhibition　of　turkey
　　blood　cells　with　』一上L一．　Am．　J．　Vet．　Res．
　　50：1052－1055，　1989，

馨
臣
㌦
｝
・

一54一

－
装
縁
『
「
簑
’
，
「
靴
を
（
ヒ
≧
き
削
穿
二
．
酔
‘
唱
ゼ
ガ
r
岩
÷
1
垂
」
．

．
「
’
．
㍗
　
輪
紫
「
　
「
拐
財
コ
い
「

♂
し
「

．
、
．
a
τ
レ
許
“
、
r
貼
壽

　　　　　　コ　　サ

盟灘灘轍　騰
鰐　　．，．澗麟，

tt・
．、§・濯．’・，Lk　　　・御薫‘一　　　　　　「廓



v一　・

謝辞

　適切なご助言とご協力をいただき、また本論文の御校閲をいただいた農林

水産省家畜衛生試験場生理活性物質研究室長横溝祐一博士に深く感謝すると

ともに、実験遂行にあたりご協力をいただいたアイオワ州立大学　Richard

Ross教授並びに全農家畜衛生研究所佐藤静夫博士、福井県農業短期大学竹内

正太郎博士に感謝の意を表します。

　さらに、本論文のご指導とこ校閲をいただいた北海道大学獣医学部清水

悠紀臣教授、波岡茂郎教授、橋本信夫教授、小沼　操教授の各位に深謝致し

ます。

口

口

L
欝

一55一

覆 麟雛・　　灘



”
t”’’’’”　’

．Fう」一’

studies　on　specific　antigens　of　Mycoplasma　hyopneumoni’ae．

Yasuyuki　Mori

National　lnstitute　of　Animal　Health
Kannondai　3’一1“1，Tsukuba，1baraki，Japan
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agalnst
and　applied　them
of

　　　1・　Mycoplasmas
Tween　20－treated
column
five　main　peaks，
reduction　of
　　2・　ln

treated　antigens，
were　observed
lare　serum．　And

reactive　antigens
lar　weight　of’ V

4
　　3．it　was腎
90MPonents　of
Me　floccularbT

浴@lj　r’　6

　　4・　Antibodies
antigens　of
experimentally

Mycoplasma．hyopneumoniae　is　one　of　the　most　common　pathogens　of
swine．r．espir．atory　di－sease・　Mycoplasmal　pneumonia　of　swin6　（MPS＞
　　　　　　　　　this　organism　is　a　widespread，　chronic　and　economicalL　　　　　　bycaused

ly　importa．nt　disease　throughout　the　world．　Although　intensive
works　on　the　pathogenesis，　diagnosis　and　prevention　一 Zf　this　dLiS：
easg．　have　begn　continued　since　the　discovery　of　M．hyopneumoniae
by　Mare　and　Switzer，　many　problems　are　still　remainirig’to　be　’rd－L
solved一　Espqc．iaJly，　little　is　known　about　surface　antigenic
　　　　　　　　　　　　　it’s　functions．　For　example，　it　i＄　well　knownMthatstructure　and
gro．wth　．o．f　myco．plasmas　is　inhibited　by　antibody，　however，
antigen（s）　perticipates　in　this　growth　inhibition　ls’　ndt”s’tTi’1i
identifie．d　in．any　mycoplasma　species．　On　the　other　hand，　many
qttem．p．ts　have　been　made　to　develop　a　useful　serodiagnosti’メ@tesil
fgr　M．PS．iny　different　laboratories，　employing　’compleme’rit
fixation（CF），　indirect　hemagglutination　and　enz’ 凾高?；1inkeil’

堰f 香h高奄普|h・：

osorbent　assay　（ELISA），　etc．．　However，　until　recently　none　bf
these　　　　　　techniques　was　completely　satisfactory　because　of　cross
reaction　between　Mehyopneumoniae　and　other　swine　mycoplasmaSl’ 奄
is　t．hgught　that　antigen　analysis　and　use　of　speciiic’aht’i’№b氏iSs
of　Mr．h．yopneqmoniae　might　be　very　effective　’ 狽潤@develop” ＝fr 奄獅UPb

spe，cif．ig　andi－sensltive　diagnostic　tests．　Furthermore，　”anhlY－S’ig
anq．　．id．entifiqat．ion　of　antigen（s）　participating　i’n　a”n”tnib’6dg
mediated　growth　inhibition　may　give’ ＝@promisi’

氏f〟hモ＝f 氏fр奄≠?’t’e’”1f6’r

component　vaccine　against　MPS．
　　For　these　purposes，　1　analyzed　the　serological　cross－reactivi－
t．y．among　swine　mycoplasmas　and　antibody　resp6nse　of　swinb’tigdihSt
　　　　　　　　　　　　　antigens・　Furthermore，　monoclonal　antibodies
　　　　　M－hyo．pneumoniae　were　produced　for　analysis　of　antigbhS
　　　　　　　　　　　　　to　the　serological　diagnosis　and　identification
eehy．opneumoniaet　The　results　obtained’h’r’e”asn’i61i6Wg：’

　　　　　　　　　　　　　　solubilized　with　Tween　20　were　used　as　antigen．

　　　　　　　　　　　　　　antigens　of　M．hyopneumoniae　were　subjected　to
　　　　chromatography　on　Sephacryl　S－300　for　purification．　Ot
　　　　　　　　　　　　　　the　second　gave　the　most　reliable　results　with
　　　　　　　　　non一一specific　reactions．

　　　　　　cross－reacting　ELISA　using　the　2nd　peak　of　Tween　20
　　　　　　　　　　　　　　　1ess　prominent　but　detectable　cross－reactions
　　　　　　　　　　between　M．hyopneumoniae　antigen　and　anti－M．floccu－
　　　　　　　　　　　　　it　was　demonstrated　that　the　predominant　cross－
　　　　　　　　　　　　　　were　components　of　M．hyopneumoniae　with　molecu一一
　　　　　　　　　　　　　kilodalton　（Kd）　and　53Kd．

　　　　　　　　　　indicated　that　96Kd，　70Kd，　46Kd　and　38Kd　antigenic
　　　　　　　　　　Mehyopneumoniae　and　67Kd，　56Kd　and　23Kd　antigens　of
　　　　　　　　　　　　　　specific　for　respective　speciese
　　　　　　　　　　　　　　against　96Kd，　76Kd，　70Kd，　53Kd，　46Kd　and　38Kd
　　　　　　　　　”eh．yopneumoniae　were　detected　in　serum　from　pigs
　　　　　　　　　　　　infected　with　M．hyopneumoniae．　Of　these　ant；i’一
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bodies，　those　against　46Kd　antigen　reacted　early　and　were　most
consistently　detected　during　experimental　infection．
　　5．　Twelye　clones　of　hybridoma　producing　monoclonal　antibody
against　Mthyopneumoniae　were　established　and　nine　of　these　mono’一・
clonal　antibodies　were　specific　for　M．hyopneumoniae．
　　6，　Three　monoclonal　antibodies　（E－7－1－4，J－168－1　and　J－49－7）

specifically　agglutiniated　Mehyopneumoniae　and　recognized　the
glycoprotein－like　components　on　the　surface　of　M．hyopneumoniae，
of　these　monoclonal　antibodies，　E－7－1一一4　inhibited　the　growth　of
M．hyopneumoniae．
　　7．　Monoclonal　antibody　（14－4－4）　against　46Kd　antigen　of
M，hyopneumoniae　could　be　applied　successfully　to　the　ELISA　double
sandwich　method　to　detect　swine　antibodies　against　46Kd　antigen
of　M，hyopneumoniae・　This　procedure　gave　high　specificity　and
sensitivity，
　　8．

bodies
almost
longer
　　9．

antibody，
herd　in
　　10．

developed
4）．

ln　the　experimental　infection　with　M．hyopneumoniae，　anti－
were　detected　by　the　double　sandwich　ELISA　and　CF　test　at
　the　same　time．　However，　ELISA　antibodies　persisted　for
period　than　those　detected　by　the　CF　test・
ln　the　field　application　of　this　ELISA　using　monoclonal
　　　of　the　1461　serum　samples　collected　from　breeding　swine
　Japan，　1285　（88％）　had　antibodies　against　H．hyopneumoniaee
Novel　identification　technique　for　M．hyopneumoniae　was
　　　by　employing　agglutinating　monoclonal　antibody　（E－7一・1一
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