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Filaria症診断用皮内反応抗原ＦＳＴについての研究

抗原ＦＳＴ構成蛋白質とその抗原活性について
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Filaria症の免疫学的研究はその免疫学的診断法確立

の必要に応じてこれまでに種々の方面から検討されてき

た．特に皮内反応による診断法は短時間に多人数の検査

が可能であることからすでに1930年頃から反応抗原の開

発が試みられ，Ｄｉ７ｑ/7Jαγ/α／'"〃Zis，ＳｂＺα'ﾌﾟａｅ９ｚ`i"α，

LiZomosoicJescαγ〃i，Ｏ"cAocercauo〃Ｍ“等の成虫

から抽出した抗原をはじめ，Ｗｉ`c比ｒｍａ６α"c7oL/ｒｉ仔

虫や患者尿等から抽出した抗原について多数の研究報告

が行われてきた(森下ら，1962)．なかでもＤＪ"z"z伽

から得た抗原に関する研究がもっとも多い．しかしいず

れの報告も虫体を磨砕した後，各種緩衝液で抽出したま

まの粗抗原か，精製初期段階の抗原を用いていた．その

ためある程度の抗原活性は認められても反応が微弱であ

ったり，非特異的反応が強かったりして診断用抗原とし

て実用化されるまでには至らなかった．大石ら(1961)，

ＳａｗａｄａｅＺａＺ．（1962a，1962b，1965)，武井ら(1964)は

より特異性の高い抗原を得るために，．/'""zｉｔ/ｓ虫体よ

り抽出した粗抗原について，等電点沈澱法，Sephadex

G-100を用いたgelfiltration，carboxymethylcellulose

(CMcellulose）およびdiethylaminoethylsephadex

(DEAEsephadexA-50）によるcolumnchromatogr‐

aphy等を順次行って精製を試み，非常に診断率の高い

抗原ＦＳＣＤ１（FST）を開発した．そしてＦＳＴについ

てＷt‘c/beγeγｉａ６α"CγＯＬ/ｉｆ／仔虫(Ｍｆ)陽性者に蛋白量と

して０．０５｣【zｇ（salineO､02ｍｌにとかしたもの）の皮内注

射を行った場合，８５％以上の陽性率を認め，他の寄生虫

症との間の類属反応や非特異的反応をほとんど認めない

ことを報告した．さらにＦＳＴは微量の糖を含むがｐｒ‐

onasenagase，trypsin等の蛋白質分解酵素を作用させ

ると抗原活性がかなり失われることからＦＳＴの主な抗

原活性因子は蛋白質であろうと推定した．

著者は沢田らの方法に準じて，．〃"zizs虫体から分

離したＦＳＴについて皮内反応に関与する抗原物質の本

態を追求するために研究を進めてきた．今回，蛋白質

化学の分野で分析の手段とてし定評を得ているＤｉｓｃ

此〃OP/boγesis，およびstarchgelelectrophoresisを用

いてＦＳＴを構成している蛋白質について検討すると同

時にDEAEsephadexcolumnchromatographyおよび

discelectrophoresisによって各分画成分を抽出し,それ

らについての抗原活性を検討し，二，三の知見を得た．

＄

●

実験材料及び方法

実験はＴａｂｌｅｌの順序にしたがって行われた．

FSTの精製：Ｄ・ｉｌ"'"itｉｓ乾燥虫体より0.1Ｍｐｈ‐
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皮内反応と陽性判定の方法：有病地のＦＳＴ陽,性者を
対象に選び，すべての抗原について蛋白量として－人当
り0.05’9(0.02ｍｌのsalineに溶解したもの）を皮内に

注射し，１５分後に腫脹および発赤の有無を観察した．

現われた腫脹の長径と短径を計測して記録し，両者の平
均値が７ｍｍ以上の者を陽性と判定した．

oshatebuffer（ｐＨ7.2）によって抽出した粗抗原を沢

田らの方法に準じてtrichloroaceticacidを用いた等電

点沈澱法，SephadexG-100によるgelfiltration，CM
cellulose，DEAEsephadexA-50によるcolumnchro‐

matographyを順次行い，ＦＳＣＤ１（FST）を得た．

DEAEsephadexA-50によるcolumnchromatogr‐

ａｐｈｙ：O5NNaOHおよび0.5ＮＨＣｌを用いて定法に

より洗潅したDEAEsephadexA-50を0.002Mphos‐
phatebuffer（P．Ｂ､）（ｐＨ6.5）で数回洗糠し，１．５×

２３ｃｍのｃｏｌｕｍｎにつめた後同一bufferで平衡化し

た．あらかじめ用意したＦＳＴ１０８８ｍｇを４ｍlの純水

に溶解し，200倍容の純水に５時間透析して十分脱塩し

た．さらに0.002ＭＰＢ．（ｐＨ6.5）500倍容に15時間透

析した後，１４，０００rpmで30分間遠沈した．得られた上

清をｃｏｌｕｍｎに添加し，0.002ＭＰ．Ｂ、（ｐＨ6.5）およ

び0.02ＭＰＢ､-0.35ＭＮａCl(ｐＨ6.0）を用いて溶出し

た．溶出は５ｍl宛試験管に採取した．各溶出fraction

の蛋白質量測定はPhenol試薬を用いたFolin法の
Lowryらの改良法(1951)によって行った．

Discelectrophoresis：Ornstein（1964）とDavis

（1964)の原法に準じて行った．緩衝液系としては血清蛋

白質分離用として考案された系を用い，装置は林理化学
器械製作所製のものを使用した．蛋白質の検出はａｍｉｄｏ
ｂｌａｃｋｌＯＢによって行った．

Starchgelelectrophoresis：Smithies（1959)の原法

に準じガラス板上に調製した薄層gelを支持体として行
った．緩衝液としてdiscelectrophoresisを行うさい

に使用したtrisglycinebuffer（ｐＨ8.45）を使用し
た．蛋白質の検出はａｍｉｄｏｂｌａｃｋｌＯＢによった．

Polyacrylamidegel内からの各fractionの抽出：

discelectrophoresisを行った後にガラス管から抜き出

したpolyacrylamidegell2本のうち１本は直ちにａｍｉｄｅ

ｂｌａｃｋｌＯＢで染色し，１１本はドライアイスにて凍結し

た．次に染色された各fractionに一致したfractionを

抽出するため凍結ゲルをカミソリで刻み，それぞれを試

験管に分別してガラス棒で十分磨砕した．５倍容の生理

食塩水を加えて良く攪伴した後，ビーカーに移し，一晩
冷蔵庫に放置した．東洋濾紙ＮＯ２にて濾過した後，
残漬について再び同様の操作を繰り近えし，得たすべて

の濾液をそれぞれ集めてultrafiltrationによって濃縮
した．（ultrafiltration：任意の緩衝液をみたした２Ｚの

吸引フラスコ中でViskingCo・製cellulosetubing8/８２
につめた試料をアスピレーターで吸引した)．

実験成績

●

□

ｂ）ＳｔａｒｃｈｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＦＳＴａｎｄ
ＦＳＴｄｉｓＣｃａｔｈｏｄｅｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ、１EIectrophoreticanalysisofFST

<とも２種類の陰極側へ移動する物質と，陽極側へ移動
するがきれいなｂａｎｄにならない物質から構成されてい
ることを確認した(Fig.1)．以上の結果からＦＳＴには
少なくとも12種類の蛋白質が含まれていることがわかっ
た．

（３７）
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Fig3DiscelectrophoresisofFSTI，２，３，

４，５fractionatedbycolumnchroma‐

tographyonDEAEsephadexA-50．
●

てdiscelectrophoresisを行った（Fig.３)．各fraction

とも数種類の蛋白質から構成されており，また各々の

fractionは移動度の等しいｂａｎｄをある程度共有してい

ることがわかった．さらにstarchgelelectrophoresis

の結果ＦＳＴ１および２の構成蛋白質の大部分はDisc陰

極分画物質であり，またｄｉｓｃ陰極分画物質はＦＳＴ３

にも含まれていることがわかった．ＦＳＴ１’２，３，

４，５および実験Ｉで得たｄｉｓｃ陰極分画物質について

FST陽性者に皮内反応を行い反応陽性率によって抗原

活性を観察した(Table2).いずれのfractionにも抗原活

性を認めたが,ＦＳＴ３の陽性率が９２．３％でもっとも高く

腫脹径も大きく,抗原活性が強いものと思われた.ＦＳＴ３

はｄｉｓｃ陰極分画物質およびpolyacrylamidegel内に移

動する４種の主な蛋白質から成っており，それらの蛋白

質の一部はＦＳＴ１および２と共通，他の一部はＦＳＴ４

と共通であった．ＦＳＴ１および２の反応陽性率はそれぞ

２．抗原ＦＳＴのDEAEsephadexA-50を用いた

columnchromatograhyによる分画とその分画

物質の抗原活性について

抗原ＦＳＴを構成する蛋白質の各々を分離するために

DEAEsephadexA-50を用いてcolumnchromatog‐

raphyを行ったところ，２つの主なｐｅａｋを認めた(Fig.

2)．しかし第１ｐｅａｋの右側には再現性の高い小さな

peakが存在したので,第１ｐｅａｋはかなり異った種類の

蛋白質から構成されているものと思われた．第１ｐｅａｋ

の各溶出液についてそれぞれdiscelectrophoresisを行

って含有されている蛋白質の種類および量的比率を検

討し，第１ｐｅａｋをＦＳＴ１，２，３の３fractionsに

分画した．第２ｐｅａｋはそのまま集めてＦＳＴ５とし，

第１ｐｅａｋと第２ｐｅａｋの中間分画をＦＳＴ４として各

fractionをそれぞれ濃縮し，これら５fractionsについ

Table2ResultsofskintestsonpositiveindividualswithantigenFSTwitheachof5

antigensfractionatedｂｙＤＥＡＥｓｅｐｈａｄｅｘＡ－５０ｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏmatography
□
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それらの各々について抗原活性を検討した．

まず，ＦＳＴ３からＦＳＴ３－１，３－２，３－３の３fractions

を抽出し濃縮した後，再びこれらについてｄｉｓｃelect‐

rophoresisを行い(Fig.４)，含有成分を検討した．ＦＳＴ

３－１は狭雑物のほとんど認められない純度の高いfrac

tionであり，ＦＳＴ３－２はＦＳＴ３－１と共通な蛋白質と他

の２種類の蛋白質から構成されていた．ＦＳＴ３－３はFST

3-2の構成蛋白質の一部と他の１種類の蛋白質から構成

されていた．以上３種類の抗原を用いて皮内反応を行っ

たところ(Table３)，いずれの抗原にも反応活性を認め

たがＦＳＴ３－１の陽性率が66.7％でもっとも高く，平均

腫脹径も大きかった．FST3-2の陽性率は47.6％，ＦＳＴ

３－３の陽性率は57.1％であった．

次にＦＳＴ５について同様の方法で得られたＦＳＴ５－

ｌ，５－２，５－３，５－４の４fractionsについて再びdisc

electrophoresisを行い構成蛋白質を検討した(Fig.４)．

れ２７％，２０％であった．ＦＳＴ４の反応陽性率はLot、

Ｎｏ．によってかなり変動したが平均陽性率は約５０％で

あった．ＦＳＴ５は６種類の蛋白質から成るfractionで

反応陽性率は84.6％であり，腫脹径も大きく，したがっ

て抗原活性も強いものと思われた．ｄｉｓｃ陰極分画物質

の陽性率は25％であり，ＦＳＴについて強陽性であった

者に反応したにすぎなかった．以上の結果から主として

ＦＳＴ３および５に強い抗原活性を持つ物質が集まってい

ると推定された．

aPolyacrylamidegel内から抽出した成分とそれ

らの抗原･活性について

実験２．において得られた強い抗原活性を持つＦＳＴ

３および５はいずれも数種類の蛋白質から構成されてい

たため，単一でしかも抗原活’性の強い物質を得るため

に，discelectrophoresisを行った後にpolyacrylamide

gelから各構成蛋白質を抽出することによって分離し，
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ＦＳＴ５－１は主として２種類の蛋白質から構成されてい

た．ＦＳＴ５－２，５－３はＢＰＢに良く染色されるfraction

でｇｅｌからの切断，抽出が容易であったためdiscele

ctrophoresis上ほとんど単一であった．ＦＳＴ５－４は２種

類以上の成分から成っていたが，ＦＳＴ５中に占める割

合は少なかった．以上の抗原についてそれぞれ皮内反応

を行ったところ（Table３)，ＦＳＴ５－１は反応陽性率68.2

％で，平均腫脹径も大きく，かなり抗原活性の強いこと

が推定された．ＦＳＴ５－２の陽性率は4ｑ9％であり，ＦＳＴ

５－３の陽性率は45.5％であった．ＦＳＴ５－４の陽性率は

54.5％で，ＦＳＴ５－２，５－３に比較するとわずかながら活

性が強いように思われた．またＦＳＴ５－１中陽極側へ移

動するfractionはdiscelectrophoresisにおいてFST

3-3のうちもつとも陽極側へ移動するfractionと等しい

移動度であることがわかった．以上の結果から，ＦＳＴ３

および５から分離した７fractionsは強弱の差は見られ

たが，すべて抗原活性を持つことが確認された．また純

度が高く，しかも反応活性に富むfractionはＦＳＴ３－１

であった．

一方，前にも述べたようにＦＳＴ３とＦＳＴ２は共通

のfractionを含んでおり，ＦＳＴ３－１に相当するfraction

はＦＳＴ２にもかなり多量に含有されていたので，disc

electrophoresisを行った後にそのfractionを抽出し

ＦＳＴ２－２とした．またＦＳＴ１からpolyacrylamidegel

内に泳動される２成分のうち原点に近い方の成分を抽出

分離しＦＳＴ１－１とし，両者について再びdiscelectro‐

phoresisを行って純度を検討した結果，かなり単一な

状態で分離されたことがわかった(Fig.４)．それらを抗

原として皮内反応を行ったところ，ＦＳＴ１－１の陽性率は

46.2％であまり高くなかったが，ＦＳＴ２－２の陽性率は

85％と非常に高く抗原活性の強いことがわかった(Table

３)．

総括及び考察

沢田らの方法に準じて精製したFilaria症診断用皮内

反応抗原ＦＳＴについてdiscelectrophoresis，starch

gelelectrophoresisを行い構成成分を分析した．また

DEAEsephadexA-50を用いたcolumnchromatog‐

raphyおよびdiscelectrophoresisを行った後にpoly‐

acrylamideから各成分を抽出して，その各々を抗原と

して皮内反応を行い抗原活性について検討した．その結

果ＦＳＴは12種類以上の蛋白質から構成されており，そ

れらの各々が強弱の差はあるにしる抗原活性を持ってい

るがＦＳＴ３－１の抗原活性がもっとも強いことがわかっ

た．またdiscelectrophoresis上の移動度，抗原活性

の強さ，およびDEAEsephadexcolumnchromato‐

graphyによる分画方法等を考慮するとＦＳＴ２－２は

FST3-1と等しい蛋白質であると考えられた．

Disccathodefractionは全くgel内に泳動されないた

め，塩基`性の強い蛋白質あるいは分子量が非常に大きい

蛋白質のいずれかであろうと推察された．しかしstarch

gelelectrophoresisにおいて陰極側へ移動すること，

FSTについてSepharose4Bを用いgelfilrationを

行うとｇｅｌ内に拡散すること等から塩基性の強い物質

であると考えられた．これらは皮内反応の結果抗原活性

の弱いことがわかったが，ＦＳＴ中に占める量的割合が

多いこと，またCMcelluloseを用いたcolumnchr‐

omatogroghyによってＤｉｓｃ陰極分画物質を分離し(狭

雑物を少量含む)，その抗原活性を観察したところ陽性

率があまり落ちなかったことから今後検討を続ける必要

がある．

の

●

(４０）
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columnchromatographyによる分画およびdiscele‐

ctrophoresisを行った後にpolyacrymidegel内より抽

出した各成分について皮内反応を行いそれぞれの抗原活

'性を検討した．

１）ＦＳＴはdiscelectrophoresisのさいにpolya‐

crylamidegel内に泳動される少なくとも10種類の蛋白

質と陰極側へ移動する２種類以上のＤｉｓｃ陰極分画物

質，合わせて12種類以上の蛋白質から構成されているこ

とが確認された．

２）ＦＳＴにつきDEAEsephadexA-50を用いて

columnchromatographyを行いＦＳＴ１，２，３，４，

５に分画し各々のfractionの構成蛋白質を再びdisc

electrophoresisによって検討すると同時に，５fraction

についてＦＳＴ陽性者に皮内反応を行い，反応陽性率に

よって抗原活性を検討した結果，強弱の差があったがい

ずれのfractionにも抗原活性が認られた．しかし，ＦＳＴ

３の抗原活性がもっとも強いと推定された．Ｄｉｓｃ陰極

分画物質の反応陽性率は25％で活性が弱く，したがって

これが多量に含まれているＦＳＴ１，２の抗原活性は弱

かった．

３）ＦＳＴ１，２，３，５の４fractionsについてそれ

ぞれdiscelectrophoresisを行った後にpolyacrylamide

gel内よりＦＳＴ１-1,2-2,3-1,3-2,3-3,5-1,5-2,

5-3，５－４，の９fractionsを抽出し濃縮した後再びDisc

electrophoresisによってそれらの含有蛋白質について検

討した．また，それらを抗原として皮内反応を行い抗原

活性を検討したところ，いずれのfractionにも活性が

認められたがdiscelectrophoresisによる解析でほとん

ど単一であると認められたＦＳＴ２－２およびＦＳＴ３－１

の活性がもっとも強かった．ＦＳＴ２－２とＦＳＴ３－１は電

気泳動上の移動度が全く等しく，また抗原活性が強かっ

たことから同一物質であると推定された．

４）polyacrylamidegel内から抽出したfractionsの

反応陽性率はＦＳＴに比べいずれも弱く，精製が進むに

つれて抗原活性の低下する傾向がみられた．

稿を終るに臨み，御指導と御校閲を頂いた沢田利貞教

授に深く感謝致します．また御指導と皮内反応検査に御

助力下さった佐藤重房助教授，ＦＳＴ作製にあたり御援

助下さった武井一利助手，実験に御協力下さった野口美

登里氏に深く感謝致します．

ＦＳＴ４の皮内反応陽性率はSupplyNo､によってかな

り変動した．これはＦＳＴ４がＦＳＴ３とＦＳＴ５の谷間

のfractionのため分画のさいに各Supplyに含まれる

蛋白質の種類とその含有量が変化するためと思われた．

ＦＳＴ１および２の抗原活性は弱かったが，それらには

disc陰極分画物質が多量に含有されていた事実からみ

て当然の結果であった．またＦＳＴ５－１のうち原点に

近いfractionを分離抽出し皮内反応を行ったところ，

陽性率は40％でＦＳＴ５－１の陽性率68.2％に比べ低かっ

た．

これまでの結果を総合すると一般にＦＳＴから分離し

た抗原は精製が進むにつれてＦＳＴに比べ抗原活性の弱

まる傾向が見られた．

林ら(1967)は，．ｉ"z"伽ｓ感染犬においてＦＳＴ１，

２，３，４，５の５抗原について皮内注射を行い反応を観

察したところ，ＦＳＴ陽性者における成績と同様ＦＳＴ３

がもっとも強くＦＳＴ５もかなり強いことを認めた．しか

しpolyacrylamidegelからの抽出抗原であるＦＳＴ３-1,

3-2,3-3，おらび5-1,5-2,5-3,5-4の皮内反応の結

果ヒトの場合と異なりＦＳＴ３-3,5-4が強いと報告した．

，．ｉ"",z伽から同時に得た抗原についてこのように異

った結果を得たことは今後の研究を進める上に注目すべ

きことと考える．

石井ら（1961）はBzrago"il""ｓｚﾋﾞﾉes/eγ"ｚａＭにおい

て森沢らの開発した結核菌からツベルクリン反応活性を

有する塩基性ペプタイド抗原を精製する方法に準じて皮

内反応抗原を精製したが，多田ら(1962)は同様の方法を

用いて，．〃"伽ｓ虫体より皮内反応抗原ＦＰＴを精製

し，１/1９（0.O5mlsaline）の皮内注射で陽性判定に十

分であることを報告した．しかしＦＳＴおよびＦＳＴか

ら分離精製した各fractionは蛋白量として０.O5Jugの

少量で反応に十分であった．これまでにribonuclease

をはじめ，いろいろな蛋白質の免疫化学的な研究におい

て蛋白質の立体構造が抗原抗体反応に重要な関係を持つ

ことが指摘されており（山村ら編，1963)，本皮内反応に

おいても反応に関与する抗原の立体構造や物理化学的性

状と抗原活性因子との関係について究明すべき点が多く

残されている．

要旨

，.／"』"zizs虫体より沢田らの方法に準じて精製した抗

原ＦＳＴについてdiscelectrophoresisおよびstar‐

chgelelectrophoresisを行って構成蛋白質の種類につ

いて検討した．またDEAEsephadexA-50を用いた

●

Ｐ

Ｇ
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I Abstract 5

STUDIES ON THE SKIN TEST ANTIGEN FST FOR THE IMMUNODIAGNOSIS

OF FILARIASIS. THE ELECTROPHOLETIC ANALYSIS

AND SEPARATION OF ANTIGEN FST

Kumiko SATO

{Department of Parasitology, School of Medicine, Gunnia University, Maebashi, Japan)

Antigen FST prepared from the adults of Dirofilaria immitis was recently developed for

intradermal skin test on filariasis by Sawada et al. (1962a, b, 65). In the present paper, the

antigen FST was analyzed by disc electrophoresis and starch gel electrophoresis, and finaly

separated by DEAE sephadex A-50 column chromatography and disc electrophoresis. The anti-

genecity of each of the fractions separated from FST was studied.

(1) By disc electrophoresis and starch gel electrophoresis, about twelve kinds of protein

were obtained from FST. About ten kinds of protein were migrated toward the anode by disc

electrophoresis. The other proteins migrated toward the cathode (disc cathode fraction) by disc

electrophoresis and they were separated into two protein bands by starch gel electrophoresis.

(2) Five fractions, FST1, 2, 3, 4, 5 were obtained from FST by DEAE sephadex A-50

column chromatography. Each of these fractions reacted more or less on individuals who show

ed positive reaction with FST. Antigen FST3 was most reactive and FST5 was also reactive.

Disc cathode fraction, which provoked weak reaction, was contained in FST1, 2, 3. Antigen FST1

and 2 which contained a large quantity of disc cathode fraction provoked weak reaction.

(3) Nine fractions, FST 1-1, 2-2, 3-1, 3-2, 3-3, 5-1, 5-2, 5-3, 5-4 were separated from

each of FST1, 2, 3, 5 by disc electrophoresis. Each of these 9 fractions reacted more or less on

individuals who reacted with FST. Antigen FST2-2, showing a single band on disc electrophoresis,

was most reactive. Antigen FST3-1, which showed a single band on disc electrophoresis and a

fairly strong positive skin reaction, was found in the same position of FST2-2. Therefore, it was

considered that FST3-1 was same as FST2-2.

( 43 )




