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ハブ毒免疫したマングースの血中抗体価に関する実験
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AbstTact：Ahemorrhagictoxinfiromhabuvenomwasseparatedintohemorrhagicfactor-1〔HR-1）and

hemorrhagicfactor-Z(HR-2）basedonthemolecularweightoftheproteinltisknownthatthenatural

inhibitoraflbctingtheneutralizａｔｉｏｎｏｆＨＲ－１ｉｓｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｅｍｏｎｇｏoseserum，HoweveT，thisnatural

inhibitorhasnegligibleneutralizationactivityagainstHR-2､Therefbre，ｂｙｕｓｉｎｇｈａｂｕｖｅｎｏｍｔｏｃａｒｒｙｏｕｔａｎ

ｉmmunitytestinmongoose，weexaminedwhetheranycomponentintheimmuneserumcouldbesufYiciently

efYectiveinncutralizingbotｈＨＲ－１ａｎｄＨＲ－２､ThehabuvemmwasadministeredintＣｌOmongooseslbra

periodofl6weeks・Ｗｅｄｒｅｗｂｌｏｏｄ６ｔｉｍｅｓｏｆｄｕｒｉｎｇｔｈｉｓｐeriodandperfblmedexsangumationsl6weeks

later・Inthisstudy,weusedELISAtomeasuretheantibodｙｔｉｔｅｒｆｂｒＨＲ－１ａｎｄＨＲ－２ｉｎｔｈｅｃｏｌｌｅctcdserum、

Further，wewhichweexaminedhabuvenomsensitivityinthelOInongoosesandthｅlevelsofanti-HR-2

antibody・WecomparedtheresultsfbreachInongoose，and，fbundthattherewasconsiderablediflerencein

sensitivitytowardthehabevenomineachnlongoose．Ｉnordertoevaluatethesensitivity，weusedhabu

antitoxin，whichwaspreparedattheOkinawaprefbcturalinstituteofhealthandenvironment,inhorsesand

goats,TodetecttheimmuneserumcomponentthatefYectivelyneutralizesbotｈＨＲ－１ａｎｄＨＲ－２ｗｅｎｅｅｄｔｏ

ｓｅｐａｒａｔｅｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｅｒｕｍｉｎｔｏｉｔｓｆｉｍｃｔｉｏｎａｌｃomponentsduTingfmrtherinvestigations，andexaminethe

neutraIizationactivityofthercfinedserumcomponentsintennsoftheproteincontent．
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緒言 毒素を含むウマ免疫グロブリンの乾燥製剤である．この乾燥

はぷウマ抗毒素の使用によるアレルギー反応は，アナフィラ

キシーショック，発疹，掻痒感など軽重全ての血清病を加え

ると全患者の18.8％に及ぶとの報告がある.5）

ハブ咬症治療の際に，過去に抗毒素を使用したことがある

ハブ咬症患者に対する有効な治療法は血清療法であり，治

療薬として乾燥はぶウマ抗毒素（乾燥はぶ抗毒素）が使用さ

れている．これは，ウマをハブ毒で免疫して得られるハブ杭



２ 琉球大学農学部学術報告第53号（2006）

人が再びハブ咬症を受け抗毒素を使用する場合，アレルギー

に対する細心の注意が必要である．血清療法による死亡事故

の主たる原因はアナフィラキシーショックであるが，この病

態生理として，以前に注射された抗毒素に対し抗体が生成さ

れ，新しく同一の抗毒素が注射されると，直後に抗原抗体反

応を起こすと考えられる場合がある.9）

アナフィラキシーショック，血清病の原因となる抗原抗体

反応はきわめて特異性の高い反応であり，免疫する動物種を

変えることで防ぐことができる.鋤そこで、沖縄県衛生環境

研究所ハブ研究室では免疫動物に山羊を用いて，ｌよぶウマ抗

毒素に過敏反応を示すハブ咬症患者に投与することができ，

かつ十分な力価を有するハブ山羊抗毒素を作製した．

免疫動物としてのウマ，山羊は，ハブ毒に対し比較的感受

性が高く，また血液量が多く，入手，管理が比較的容易であ

るといった利点がある．野崎らは牛，豚，鶏でも同じように

ハブ毒免疫を行い，それらのハブ毒感受性の調査を行ってい

るが，牛，豚，鶏はウマ，山羊ほど抗体価が上昇しなかった

と報告している.鋤しかし，ウマ，山羊でもハブ毒に対する

感受性は個体差があり，抗体産生能の低い個体では免疫期間

が長期に及ぶ場合があること，また，ウマでは抗体価が上昇

する免疫後期に体調を崩してしまうこともあるという.4）

そこで本研究ではマングースをハブ毒免疫し，マングース

のハブ毒に対する免疫感受性を検討した．

また野崎らは，投与量が少なく治療効果の高い特殊抗毒素

開発を目的とし，様々な植物抽出液や動物血清の抗ハブ毒作

用スクリーニングを行った結果、数種の動物血清でハブ毒の

出血作用に対し，きわめて高い抑制作用を有したと報告して

おり，マングース血清はハブ毒による出血作用を強く抑制す

る免疫抗体ではない天然のインヒビターを持っていることを

明らかにした.IMO）

ハブ毒の主要毒性因子の１つである出血毒素はその蛋白分

子量の大きさ等により２つの主要な毒性因子（出in因子１：

HR-1、出血因子２：HR-2）に分けられるが，マングース血

清に存在する天然のインヒビターはHR-1に対する中和能力

は高いもののHR-2に対する中和作用を有していないことが

分かっている.'１そこで，マングースにハブ毒を免疫して得

られた免疫抗体が，天然のインヒビターの抗出血作用を補い

又は増強し，ＨＲ－２に対する中和力を上昇させて，少量の蛋

白量でHR-1とHR-2をバランス良く中和する免疫血清が得ら

れるかどうかを検討した．

2)免疫抗原の調整

(ａ)ハブ毒

免疫には平成1995年に沖縄県衛生環境研究所ハブ研究室

で採毒した毒素を使用した．採毒に使用されたハブ

（刀imeだぶ",税｡〃q6owriais）は沖縄島で捕獲されたもので

ある．この乾燥ハブ毒をＭ/60,ｐＨ=7.0リン酸緩衝液で溶解

し，0.45JumFilterUnitでろ過したものを１％ハブ粗毒溶液

とした．

(ｂ)ハブ粗毒のトキソイド化

１％ハブ粗毒溶液に0.2％（v/v）ホルマリンを２日間隔で３

回加えた後，透析により遊離ホルマリンを除去し，さらに

O45lumFilterUnitでろ過したものを免疫用トキソイド溶

液とした．ホルマリン添加の際のｐＨの変動は0.1Ｎ水酸化ナ

トリウムで修正した．トキソイドの毒性はマウスLＤ５０（Leed

andMuench法)ｍで1％ハブ粗毒溶液と比較をし，抗原性

は寒天ゲル内沈降反応（Orchterlony法)御で確認した．ま

た，１％ハブ粗毒溶液のトキソイド化による蛋白分子の変化

をみるため，Protempak300x2カラムを用いた高速液体ク

ロマトグラフィー（ＨPLC）を行った．

3)免疫と採血

(ａ)免疫

基礎免疫はトキソイド溶液とフロイントアジュパント・コ

ンプリートを等量ずつ混合した溶液をホモジナイザーで撹押，

乳化した後，腹腔内注射した．注射量は0.2ｍl/bodyになる

ように調節した．

基礎免疫35日後から1週間隔で追加免疫を行った．追加免

疫の免疫抗原により，トキソイドを用いるトキソイド群（Ｔ

群，ｎ=5）と粗毒を用いる粗毒群（R群，ｎ=5），また、免

疫を全く行わない対照群に群，ｎ=3）に分けた．

(ｂ)試験採血と全採血

免疫開始第１，６，８，１０，１２，１５週目に外頚静脈から一

部試験採血（試血）し，免疫開始16週目に腹大動脈採血に

よる全採血を行った．血液は室温中で3～12時間放置した後，

遠心分離（3000rpm，１５ｍｍ）を行い，血清を分取した．

試血の順に血清1～6とし，全採血で得た血清を血清7とした．

(ｃ)麻酔

マングースの免疫と採血はペントパルビタールナトリウム

（商品名：ネンブタール注射液）を35ｍｇ/kgBW・で腹腔内

に注射し，全身麻酔下で行った．

2．試血血清（血清1～6）の抗体価測定

1)ELISA（酵素免疫吸着法)2入3）

試血血清の抗HR-1価と抗HR-2価をELISAにより測定した．

HR-1またはHR-2をコーティングしたEIAフラットプレー

トⅡ（三光純薬）の各ウェルに検体100ｍを分注し，３７℃，

30ｍｍ，シェーカーインキュベーターで撹拝した後，Auto

miniwasherで5回の洗浄を行った．洗浄液は0.15Ｍ食塩加

0.01Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ=7.4）にTween20を加えたものを

使用した．

次に各ウェルに適当な濃度に希釈した酵素標識抗原を100

ｍ加え37℃，３０ｍin，シエーカーインキユベーターで撹拝

実験材料および方法

１．免疫および採血

1)実験動物

沖縄県西原町小橋川で捕獲したジャワマングース(舵memes
JtZWz"j“）１３匹を10～３０日の予備飼育の後，実験に使用し

た．マングースは42ｃｍｘ３５ｃｍｘ１９ｃｍのステンレス製金

網ケージに収容し，ネコ用固形飼料（日本クレア株式会社）

と水（水道水）を自由摂取させた．
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が前方移動していた（Fig.２）．これらのことからTd-3はハ

ブ粗毒の蛋白質がホルマリンの架橋で蛋白質の重合を生じ，

その結果，蛋白分子量の増大により抗体産生能が上昇するも

のと考えられる．

した後，前回と同様に５回の洗浄を行った．酵素標識抗原の

希釈には1％牛血清アルブミンと0.05％Tween20を加えた

0.15Ｍ食塩加0.01Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ=7.4）を使用した．

また，酵素標識抗原はHR-1またはHR-2に標識酵素であるぺ

ルオキシダーゼ（horsoradishtypeo10000u，sigma）を

結合したものを作製し用いた．

最後に，各ウェルに基質液l00Julを加えて約１０分間遮光

条件で反応させた後，1Ｎ硫酸100匹lを加えて反応を停止さ

せた．基質液はo-フェニレンジアミン塩酸塩35ｍｇと30％過

酸化水素水30ｍlを加え，それを0.1Ｍクエン酸-0.2Ｍリン酸

水素2ナトリウム緩衝液（pH=4.8）100ｍlに溶解したものを

使用した．吸光度はMicroplatereaderMPT-32（Comna）

で492nｍの波長を測定した．

３．血清の分離精製と抗出血価の測定

血清1～6をPIoteinpakG-DEAE(waters，ゲルペット：

8.2ｍｍ×75ｍｍ)を用いてＨPLCを行い分離精製した．得ら

れた各fractionの抗出血価（抗HR-1価、抗ＨＲ－２価）を

ELISAで測定した．

Fig.１．Abilityforimmuneantigenoftoxides，

ＢＡ

４．蛋白通の測定

分光光度計（日立Ｕ-4000）で280ｍnの吸光度を測定し，

血清、g/ｍｌ=1.250,280として計算した．
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結果および考察

１．免疫抗原の調整

高度に免疫を行う場合，一般的に基礎免疫としてアジュパ

ントと混合した抗原を１回または2回に分けて注射し，その１

～２ヵ月後から追加免疫を最初は少量の抗原を注射していく

方法がとられる．追加免疫の注射量は，免疫動物の体調と抗

体価の上昇に合わせて徐々に増やしていく.8）基礎免疫と追

加免疫初期の免疫抗原には，免疫動物の負担を軽減するため，

トキソイドを用いることが多い．今回マングースのハブ毒免

疫は，注射する抗原量を多くする目的で基礎免疫と追加免疫

共にトキソイドを使用する方法と，一般的な免疫方法である

基礎免疫にトキソイド，追加免疫にハブ粗毒抗原を用いる２

通りの方法で行った．

トキソイド使用の目的は基礎免疫にできるだけ多量の抗原

を注射するためである．そのため，免疫に使用するトキソイ

ドは抗原性を保持しつつ毒素活性を低下させる必要がある．

使用したトキソイドは1％ハブ粗毒溶液に0.2％（v/v）ホル

マリンを２日間隔で3回添加し，トキソイド化したものである

ホルマリン添加前の一部をサンプリング（TD1~3とする）し，

寒天ゲル内沈降反応（Orchterlmy法）で抗原性を確認した

ところ，ハブ粗毒，Tdl~3の全てが沈降線を形成したこと

からハブ粗毒と全てのトキソイドは抗原性を有するものと

証明できた（Fig.1）．また、ハブ粗毒で3本見られた沈降

線が3回のホルマリン添加後（TdF3）では太い１本の沈降線

になっており，さらにProteinpak300×２（ゲル癒過用カ

ラム）でＨＰＬＣを行ったところｄ主要な毒性因子の溶出位置

Retentiontime(mjn.）Retentiontime(mIn.）

Fig.２．１％habucrudevenomandTd-3(ＨPLC)．

次に毒素活性をマウス尾静脈注射による半数致死量qJD50）

で算出したところ，１％ハブ粗毒溶液は50.0匹ｇであったが，

１回のホルマリン添加によって595.5ｌｕｇとなりハブ粗毒致死

活性の約1/12になった．３回のホルマリン添加をしたトキソ

イドのＬＤ５０は1415.0149となり，ハブ粗毒致死活性の約

1/28となった（Tableｌ）．このトキソイドとハブ粗毒をマ

ングースの免疫に使用した．
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HR-1価が上昇したのはR-3の75u/ｍｌであり，馬，山羊ほど

のレベルには達していなかった．しかし，マングース血清は

生得的に抗HR-1作用を持つインヒビターを持っているので，

免疫抗体は天然のインヒビターが有する抗HR-1作用を補強

するものと考えられ，さらに免疫血清を精製することで抗

ＨＲ－１価は十分に現用の抗毒素のレベルまで達するものと考

えられる．

マングース免疫の結果をFig.3に示す．
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Ｎ、:ＮｏｔＤｅｔｅ蛍璽Table２．AntibodytiterforHR-1in

theexperimentalserumofmongoose．

３．ELlSAによる試血血清の抗HR-2価

ELISAで試血血清２，４，６の抗HR-2価を測定した結果を

Table3に示す．最も抗HR-2価が上昇したのはR-2とT-2で

共に100u/ｍ１，次にR-1が74u/ｍｌまで上昇したがT-LR2，

R-4のように15週間の免疫でほとんど抗HR-2価が上昇しな

い個体もあり，抗HR-1価同様，マングースのハブ毒感受性

は個体差が大きいと言える．比較的HR-2に感受性の高かっ

たRF2，TL2でもウマ，ヤギのレベルにまでは至らなかったが，

免疫期間の延長，精製したＨＬ２で免疫する等，免疫の方法

を工夫することでHR-LHR-2をバランスよく中和する免疫

血清を得ることができるかもしれない．また，免疫していな

いC-3では抗HR-1価．抗HR-2価共に10～18u/ｍｌの抗体価

であった．

２ ３

expcr両宙腫I自画山、２錘pcrimBntaIs臼rn4cxpe坑、５７㎡aＩｓｃｍｎ６
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２．ＥＵＳＡによる試血血清の抗HR-1価

ELISAで試血血清２，４，６の抗ＨＦ

Ｔａｂｌｅ２に示す．これらの結果からマ

３

(ウ）

↓
ELISAで試血血清２，４，６の抗HR-1価を測定した結果を

Ｔａｂｌｅ２に示す．これらの結果からマングースのハブ毒に対

する感受性は個体差が大きく，Ｔ－ａＲ－３のように抗体産生

能の高い個体とＴ－ＬＲ－２のように16週間の免疫で抗体価が

ほとんど上昇しない個体があった．

野崎らは馬，山羊，牛，豚，鶏にハブ毒免疫を行い，抗

ＨＲ－１価の測定を行った。その結果，最も抗体産生能が高

かったのは馬であり24～25週間の免疫期間で350～400u/ｍ１，

次に高かったのが山羊で１８～２５週間の免疫期間で１００～

200u/ｍｌであった．また，牛は30週間の免疫で最高63u/ｍｌ

までしか上昇せず，豚では12週間の免疫で30～35u/ｍｌ程度

であり，鶏は15週間の免疫で平均10～20u/ｍｌで，牛，豚，

鶏は免疫動物として適当ではないと結論づけている.⑪今回

のマングースのハブ毒免疫は16週間行い，試血血清6は免疫

開始から１５週目に採血したものである．この時点で最も抗

Ｅ
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Fig､４．ＤWidingexperimentalserum6byHPLC．



５櫻井ら：ハブ毒免疫したマングースの血中抗体価に関する実験

グースのハブ毒感受性と抗HR-2価の上昇について検討した．

その結果，マングースのハブ毒感受性は個体差が大きく，現

在使用されているハブ抗毒素の免疫動物であるウマあるいは

沖縄県衛生環境研究所で作製されたハブ抗毒素の免疫動物で

ある山羊に比較し，マングースのハブ毒感受性は低いという

ことが分かった．今後はマングースをハブ毒免疫し全採血で

得られた免疫血滴を分離精製することによって．ＨＲ－１と

HR-2をバランスよく中和し蛋白量あたりの中和活性が高い

免疫血滴が得られるかどうかを検討する．

Table４．Antihemorrhagictiterofdevidedmongooseexperimentalserum

antibo⑪ＵｔＢｍｏｒＨ庁１

一一 》》ｕ/ｍＩｕノ、叉ｕ/4０

(ア)T－２+｢手３１．１０２７２108.80２．６０６．３０ＺＥＺｍ
(イ)Ｃ－１ＮＤ－Ｎｐ．Ｎｐ．Ｎ､､．
(ウ)Ｃ－３OL3７０．６５28-000.36０８３,5,,

４．試巾血濟の分離精製と抗出血価（抗HR-1価，抗HR-2価）

比較的抗体価が良好に上昇したT-2とR-3の試血血澗6をプ

ールし，ＨPLCを行い分離精製した．ＣｌとC-3の試血血清６

もそれぞれ同様に分離精製を行った（Fig.4)．さらに各検体

で検出した全ての分画について溶出液の抗出血価をELISA

により測定した．その結果T-2＋R-3試血血清６とC-3試血血

清6ではFig.４の矢印（ア），（ウ）で示す分画で各検体の抗

体価は最高値となり，これらの分画に免疫抗体が含まれるも

のと考えられる．C-1は全ての分画で抗体価は測定レベル以

下であった．

Ｆｉｇ．４の矢印（ア），（イ），（ウ）で示す分画の抗出血価

測定結果（Table4）から，抗HR-1価が108.8u/40ｍｇ，抗

HR-2価は252.0u/40ｍｇで，生物学的製剤基準7)に規定され
る蛋白量40ｍｇあたり抗HR-1価，抗HR-2価がそれぞれ300

単位以上という条件は，１５週間の免疫で最も抗体価が上昇

したマングース免疫血清を１回分離精製することでは満たす

ことができなかった．今後は，全採血したマングース免疫血

清を用いて分離精製することによって蛋白量あたりの抗体価

をどれくらい上昇させることができるかを調査し，マングー

ス免疫血清の有用性について検討したい．
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要約

ハブ毒の主要毒性因子の1つである出血毒素はその蛋白分

子量の大きさ等により２つの主要な毒素因子である出血因子

１（HR-1）と出血因子２（HR-2）に分けられる．マングー

スの血清中にはHR-1を中和するインヒビターが生得的にあ

ることが知られている．しかしこの天然のインヒビターは

HR-2に対しては中和能力をほとんど待たない．そこでマン

グースをハブ毒で免疫することによってHR-1とHR-2をバラ

ンスよく中和することのできる免疫血清ができるかどうかを

検討した．免疫血清は10匹のマングースに対して16週間ハ

ブ毒を接種して作製した．接種期間中に6回の部分採血を行い，

初回接種から１６週後に全採血を行った．本実験では免疫期

間中に採血した血清中のHR-lとHR-2に対する抗HR-l価と

抗HR-2価を酵素免疫吸着法（ELISA)によって測定し，マン


