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作製も前記と同様である．イヌ糸状虫は野犬から，肝蛭

は屠場でウシから採取したものを用い，ブタ回虫抗原液

作製の方法に準じて各々の抗原液を作製した．

免疫方法はつぎのようである．ラブジチスの真空凍結

乾燥末10ｍｇを２ｍｌの蒸留水に懸濁し，これをcom

pleteadjuvant（Freund)２ｍｌとよく混和し，週１回の

割に３回ウサギの腿部に注射した．

採血は各注射前に行ない３ｍｌとした．各々の沈降反

応を重層法によって行なった．抗血清の稀釈には1.5％

アラピァゴム生理食塩水を用い，抗原の稀釈は生理食塩

水を用いた．

抗原，抗体の定量法はつぎのようである．

抗原は３倍稀釈し，抗血清は４倍稀釈したものを用い

た．各抗原0.5ｍｌに抗血清0.5ｍｌを加え，氷室中に４８

時間放置し反応させたのち遠心し（２，０００rpm20分)，生

理食塩水で２回洗浄し，沈降物に12.5％の無水炭酸ソー

ダ溶液３ｍlを加え，よく沈降物を溶解したのち0.1％硫

酸銅0.5ｍｌを加え，室温で１時放置した．これに３倍

稀釈したFolin試薬0.5ｍｌを加え，３０分放置したのち

波長650ｍで比色測定し,全沈降物のＮ量を求めた.抗

原Ｎ量は，Folin法及びミクロキエルダール法により求

めた．すなわち全沈降物Ｎ量および抗原Ｎ量をもとめ，

その差から抗体Ｎ量を求めた．

免疫電気泳動法はつぎの術式によった．抗原及び抗血

清は前述のものを用いた．支持体はセルローズアセテー

ト膜(セパラツクス)を用い，幅６ｃｍとし，これをベロ

ナール緩衝液（ｐＨ８．６，イオン強度〃＝0.05)にひたし

た後，陽極側から18ｃｍの位置に，陰極に向って右側

にラブジチス抗原，左側に各種抗原を塗付し（この間

隔は1.2ｃｍ）0.8ｍＡ/ｃｍｌＯＯＶで60分通電し，終了後，

幅２ｍｍ，長さ５ｃｍの濾紙に抗血清をしませ，試料の

展開と平行に中央部分にはりつけ，膜を静かに流動パラ

フィンの入った反応箱に入れ，室温で２４時間反応させ

た．その後流動パラフィンから取出し，水道水で附着し

た流動パラフィンを充分洗い流し，流水中に20分つけ，

すでに各種線虫の抗原性について多くの報告がみられ

森下（1961）はニワトリ，イヌ，ブタ回虫間に共通抗原

性の存在することを指摘している．又谷口（1966）はア

ニサキス幼虫とイヌ及びブタ回虫間に共通抗原の存在す

ることを報告している．著者はラブジチス（ＭａＭｒｊｓ

ｅＺｏ"gα、（南株）で免疫したウサギ血清に対して，アニ

サキスＩ型幼虫，イヌ回虫(Tb工oca,．αｃα,,is)，ドロレス

顎口虫（Ｇ"αｵﾉmsZoﾉ"αcJoJo,でsi)，ネズミ嶢虫(SyP/jac/α

o6Matα)，イヌ鉤虫（Ａ,zQyJosZo7"αｃα"伽,")，イヌ糸

状虫（Ｄｉ７ｑ/ｆｍｒｉａｉ"z"'伽)，ブタ回虫（ＡＳＣαγiss“'"）

条虫幼虫（Ｃ)Mcerc"ｓ／izsciomγis)，肝蛭（Ｆａｓｃｉｏｍ

ｈ"α"cα）の各抗原について,沈降反応を行なった．そし

て定量沈降反応，免疫電気泳動法などによって，その性

質をしらべた．ラブジチス抗血清との間に各種線虫類は

ある程度共通抗原がみとめられ，吸虫類，条虫類には存

在しないことがわかった．又各種線虫によるサーレス現

象について多くの報告があり，古山（1956）は鉤虫につ

いて報告している．著者はラブジチス免疫血清中での，

ラブジチス虫体のサーレス現象の存在も証明出来たので

併せてここに報告する．

８

材料及び方法

ラブジチス抗原の作り方はつぎのようである．Ｋ20培

地（桑葉209,寒天２９，水150ｍl）で培養したラブジチ

スの培養７日目の虫体を集め，虫体１９当り１ｍｌの生

理食塩水を加えて，テフロンホモゲナイザーで磨砕した

のち，真空凍結乾燥した．このようにしてえた試料を

ｐＨ７．２の生理食塩水100倍量で抽出し，11,000rpm２０

分遠心した上清を抗原とした．アニサキスＩ型幼虫，ド

ロレス顎口虫，イヌ回虫も前記と同様の方法で抗原を作

製した．ブタ回虫抗原は岐阜市屠場で採取した．新鮮な

回虫を用い，虫体１９当りｐＨ7.2の生理食塩水３ｍｌ

を加え，テフロンホモゲナイザーで磨砕したのち11,000

rpm２０分間遠心し（冷凍遠心機で)，その上情を抗原液

とした．ネズミ嶢虫，イヌ鉤虫，条虫幼虫からの抗原の

ん
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を蒸留水２ｍｌに懸濁したものをよく混和し，週１回の

割に３回，ウザギの腿部に注射した．注射前に採血し，

各々の沈降反応を重層法によって行なった．結果は第１

図に示すようで，３週間後抗原価6,400倍の抗血清をえ

た．ラブジチス抗原に対するラブジチス抗血清の反応の

場は第１表に示したが，此れは１時間後の値である．抗

原稀釈は6,400倍まで，抗血清稀釈は1,024倍まで陽性で

あった．ラブジチス抗血清Iこに対する各種抗原の沈降反

応による抗原価の１時間値は，ブタ回虫25,600,ドロレ

ス顎口虫およびアニサキス１型幼虫，イヌ回虫は4,800,

ネズミ嶢虫9,600,イヌ鉤虫8,000,イヌ糸状虫16,000倍

まで陽性であった．反応の強弱の差はあるが何れもラブ

ジチス抗血清に対しAdjuvantを用いての抗血清では，

共通抗原の存在することを認めた．条虫幼虫，肝蛭は反

応陰性であり，共通抗原の存在しないことがみとめられ

た．

２．定量沈降反応

第２図は前述の方法によって求めた沈降体Ｎ量と，抗

体Ｎ量の関係を示したもので，ラブジチス，ブタ回虫，

アニサキスＩ型幼虫，ネズミ嶢虫のように抗体Ｎ量の

多い時に沈降体全Ｎ重の高値を示すものと，ドロレス顎
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第１図ラブジチス免疫における抗原価の変動

＊週１回の割でラブジチス抗原１０ｍｇを３回

注射し，３週間後抗原価6,400倍の抗血清を

得た

●

第１表沈降反応によるラブジチス抗原に対す

るラブジチス抗血清反応の場
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＊沈降反応による１時間値で抗血清は1,024倍，

抗原は6,400倍まで陽`性であった． 0．０１

未反応の蛋白を除去し，濾紙で水分をとり，ニグロシン

染色液（ニグロシン10ｍｇ，氷酪酸２ｍ１，蒸留水100ｍl）

に１晩つけた．ついで脱色液（２％酪酸溶液）を用いて

４回とりかえながら洗い，沈降線をえた．

ｎｍｇ

第２図抗体Ｎ量と沈降体全Ｎ量の関係

＊反応する蛋白の組成の差により抗体Ｎ量の多

い時沈降体全Ｎ量の高値を示すものと，抗体

Ｎ量が少ない時その高値を示すものがある．

１．ラブジチス２．ブタ回虫３．ドロレス

顎口虫４．アニサキスＩ型幼虫５．イヌ回

虫６．ネズミ嶢虫７．イヌ鉤虫８．イヌ

糸状虫

実験成績

Ｌラブジチス抗原の抗体生産能及び各種抗原のラブ

ジチス抗血清に対する反応

Adjuvant2mlとラブジチスの真空凍結乾燥末10ｍｇ

（８８）
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第４図沈降体中の抗体抗原Ｎ量比

＊２倍稀釈の抗原を添加したときの沈降体中の

抗体Ｎ量と抗原Ｎ量の割合で抗体Ｎ量を抗原

Ｎ量で除したものである．１．ラブジチス

２．ブタ回虫３．ドロレス顎口虫４．アニ

サキスＩ型幼虫５．イヌ回虫６．ネズミ嶢

虫７．イヌ鉤虫８．イヌ糸状虫

抗原Ｎ量ｍｇ

第３図抗体Ｎ量と抗原Ｎ量の関係

＊抗体Ｎ量の高値を得る為に添加すべき抗原Ｎ

量が求められる．１．ラブジチス２．ブタ回

虫３．ドロレス顎口虫４．アニサキスＩ型

幼虫５．イヌ回虫６．ネズミ嶢虫７．イ

ヌ鉤虫８．イヌ糸状虫

、９

則

原Ｎ量の少ない時抗体Ｎ量のピークを示している．これ

は前記第２図の沈降体全Ｎ量と抗体Ｎ量の関係と同様の

傾向を示し，やはり反応する蛋白の組成の差によるもの

と考えられる．第４図は沈降体中の抗体Ｎ量と抗原Ｎ量

の比を示すもので，抗原液27倍稀釈のとき，ラブジチス

１：３４，ブタ回虫此４７，ドロレス顎口虫１：４０，アニ

サキスＩ型幼虫１：24.3,イヌ回虫１：１５，ネズミ嶢虫

１：４１，イヌ鉤虫１：９，イヌ糸状虫１：６である．第

５図は前記第４図の抗体，抗原Ｎ量比直線から求めた

抗原Ｎ量である．ラブジチス抗原Ｎ量に対し，ブタ回虫

130％，アニサキスＩ型幼虫160％，ドロレス顎口虫35％，

イヌ回虫44％，ネズミ嶢虫1.4％，イヌ鉤虫0.6％，イヌ

糸状虫1.7％である．点線部分は高濃度の抗原を添加し

た場合の予想値である．

３．免疫電気泳動法によるラブジチス抗血清と各種抗

原の抗原性の比較

前述の方法により，第６図および第２表に示すように

ラブジチス抗血清に対する各種抗原の沈降線がえられ，

これを比較検討した．条虫幼虫，肝蛭を除き，各種線

虫抗原は２～４本の沈降線がえられた．ラブジチス抗原

は４本えられ，これに比較して，イヌ回虫は同種（免疫

抗原と免疫抗血清との間に出来た沈降線と同位置にある

もの）２本，異種（前者と位置的に異なる所に出現した
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沈降抗原Ｎ黄百分率

第５図各種沈降抗原Ｎ量とラブジチスの沈降

抗原Ｎ量に対する百分率

＊ラブジチス抗原Ｎ量を100として各種抗原Ｎ

量と比較したもの．・・・・高濃度の抗原を添加

した場合の予想値．１．ラブジチス２ブタ

回虫３．ドロレス顎口虫４．アニサキスＩ

型幼虫５．イヌ回虫６．ネズミ嶢虫７．

イヌ鉤虫８．イヌ糸状虫

口虫，イヌ回虫，イヌ鉤虫，イヌ糸状虫のように，抗

体Ｎ量が少なくて，沈降体全Ｎ量の高値を示すものとが

ある．これは，抗体，抗原の沈降反応の反応する場での

反応する蛋白の組成の差であると考えられる．第３図は

抗体Ｎ量と抗原Ｎ量の関係を示し，その最適比を示すも

のである．ブタ回虫，ネズミ嶢虫は抗原Ｎ量が多い時，

抗体Ｎ量のピークを示し，ラブジチス，ドロレス顎口虫

アニサキスＩ型幼虫，イヌ回虫，およびイヌ糸状虫は抗

の

（８９）
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第６図ラブジチス抗血清に対する各種抗原の免疫電気泳動

ラブジチス抗血清に対する各種抗原の もの）１本，ドロレス顎口虫は同種１本，第２表ラブジチス抗血清に対する各種抗原の もの）１本，ドロレス顎口虫は同種１本，異種２本，ブ
免疫電気泳動像の比較

タ回虫は同種２本，異種２本，アニサキスＩ型幼虫は同

抗原＊同種沈降線異種沈降線計 種１本，異種１本，ネズミ嶢虫は同種１本，異種２本，

イヌ回虫２１３イヌ鉤虫は同種２本,異種１本,イヌ糸状虫は同種１本，
ドロレス顎口虫１２３

異種２本の沈降線がえられた．各々差はあるが，ラブジ
ブタ回虫２２４

チス抗血清に対し共通抗原性のあることを認めた．
アニサキス型幼虫１１２

ネズミ嶢虫１２３４．サーレス現象

イヌ鉤虫２１３
前述のようにＫ２0培地で培養したラブジチスの虫体１

イヌ糸状虫１２３
９当りｐＨ７．２の生理食塩水１ｍｌを加え，テフロンホ条虫幼虫０００

肝蛭０００ モゲナイザーで磨砕し，１１，０００rpm２０分遠心し，上清
ラブジチス４４／を生理食塩水で10倍に稀釈し，0.2％にフェノールを加

ロ

８

＊同種沈降線とはラブジチス抗原とラアジチス抗 えてそのまま，ウサギの静脈に注射した.更に沈澄は原

血清との間に出来た沈降線と同位置にあるもの 量の10倍の生理食塩水を加え，０２９６の割にフェノール
をいい，異種沈降線とは前者と位置的に異なる

を加え同時に腹腔内に注入した．即ち免疫法は抗原の静
所に出現した沈降線をいう・

脈注射と腹腔内注入を併用した．３日目毎に４回免疫後

１週間おいて頚動脈から全採血し，冷却後31000rpm

（９０）
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体腔液で免疫した抗血清中にラブジチスを同様な方法で

おいてサーレス現象を観察した．その結果は第３表およ

び第４表のように虫体を血清に移してから４日目までは

虫体が運動活発であり，サーレス現象の出現はみられな

かった．５日目から虫体の周辺部に虫体の活動がにぶる

につれて血清原液に入れたものだけシサーレス現象によ

る沈降物が頭端にみられた.血清を稀釈した場合と,対照

の回虫抗血清中ではこのような現象はみられなかった．

結語

ラブジチスで免疫したウサギ血清を用い，各種抗原に

ついて，沈降反応，定量沈降反応，免疫電気泳動法によ

りその性質をしらべてつぎのような結果をえた．

１．ラブジチス抗血清に対し各種線虫を抗原として沈

降反応による交叉免疫実験を行なったところ，反応の強

さには差があったが共通抗原の存在が認められた．吸虫

類，条虫類との間には沈降反応を示さず，共通抗原は存

在しないことを認めた．

２．定量沈降反応によりＮ量を求め，抗体，抗原のＮ

量，全沈降体Ｎ量の関係を検討したところ，抗体，抗原

の蛋白の組成の差によって重量的に沈降体Ｎ量の差がみ

られた．

３．ラブジチス抗血清に反応する各種抗原の蛋白量は

ラブジチスに比較して，ブタ回虫，アニサキスＩ型幼虫

は多く，イヌ回虫，ネズミ嶢虫，イヌ糸状虫，イヌ鉤虫

は少ないことがわかった．

４．免疫電気泳動法によると，ラブジチス抗血清とそ

の抗原との間には沈降線が４本えられた．これを対照と

して他の抗原を比較すると，イヌ回虫は同種２本，異種

1本，ドロレス顎口虫は同種１本，異種２本，ブタ回虫

は同種２本，異種２本，アニサキスＩ型幼虫は同種１

本，異種１本，ネズミ嶢虫は同種１本，異種２本，イヌ

鉤虫は同種２本，異種１本，イヌ糸状虫は同種１本，異

種２本の沈降線がえられ，共通抗原の存在することを認

めた．条虫幼虫抗原及び肝蛭抗原は１本もえられず共通

抗原の存在しないことを認めた．

５．ラブジチスのサーレス現象をしらべ抗血清原液に

入れたラブジチス虫体の頭端に５日目から沈降物形成が

みとめられた．

６

◎
［
×

一
壱
一
一
ぞ
一
畳
一

5（

１３６９１６（Ｈ）

免疫後の日数

第７図ラブジチス免疫に於ける抗体，抗原価

の変動

＊３日目毎に４回免疫し１週間後抗原価6,400

倍，抗体価3,200倍の抗血清を得た

第３表ラブジチス抗血清中のサーレス現象

■

、

抗血清稀釈倍数２３４５６７（日）

１－－－＋＋＋

１
２
４
８
６
１

＊抗血清原液に入れたもののみ５日目からサー

レス現象がみられた．

第４表ブタ回虫体腔液抗血清中のサーレス現象

ブタ回虫体腔液
抗血清稀釈倍数

２３４５６７（日）

１
２
４
８
６
１

町

＊ブタ回虫体腔液抗血清に入れたものではサー

レス現象がみられなかった．

10分間遠心して抗血清をえた．

第７図のように抗原価6,400倍，抗体価3,200倍の力価

であった。このadjuvantを用いない抗血清を倍数稀釈

して，ホールオブジェクトグラスに一滴づつ入れ，虫体

約100隻を加え,カバーグラスをかけ周囲をワセリンで封

じた．このオブジェクトグラスを充分に湿度の保てるよ

うにした容器中で室温に放置し観察した．別にブタ回虫

ａ
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Abstract ■

STUDY ON RHABDITIS ELONGATA (1) ANTIGENICITY

Hiroshi SHINODA

(Department of Parasitology, School of Medicine, Gifu University, Gifu, Japan)

An immune serum to Rhabditis elongata produced by the adjuvant method, was proved

to react against antigens from Toxocara canis, Ascaris suum, Ancylostoma caninum, Gnathos-

toma doloresi, Dirofilaria immitis and Syphacia obverlata by precipitation test, but not against

antigens from Fasciola hepatica and Gysticercus fasciolaris.

According to the immuno-electrophoresis, 4 bands were observed between Rhabditis anti

gen and the antiserum to the same species. When used with antigens from different worm

species the reaction appeared differently from the homologous antigen antibody system ; Toxocara

canis had 2 homogenous and 1 heterogeneous bands : Gnathostoma doloresi 1 homo, and 2 hetero.;

Ascaris snum 2 homo, and 2 hetero. ; Anisakis 1 homo, and 1 hetero. ; Syphacia obverlata 1 homo,

and 2 hetero. ; Ancylostoma caninum 2 homo, and 1 hetero. ; and Dirofilaria immitis 1 homo,

and 2 hetero.

These results are suggestive of the existence of common antigens between Rhabditis and

other nematode parasities just mentioned. In contrast, Cysticercus fasciolaris and Fasciola

hepatica gave not even a single band, indicating the non-existence of common antigen.

An occurrence of precipitation (the Sarles' phenomenon) was observed around the head

of Rhabditis after immersed in the non-diluted immune serum for more than 5 davs.
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