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ア サキス症の免疫学的診断法に関する研究

2.抗原の分籬,精製

はじめに

譜者らはプニサキス幼虫より抽出した水溶性1-
●^,

蛋白質を電気泳動法を用Yて分析し,それによって分'
さhた分画の抗原性にっVて調べたところ,フニサイス
幼虫にかなり特有と思われる抗源性成分があることが分

これに対して N6分画(澱粉ゲル伍気泳動で原点り,

より数えて 6番目の分画)と仮称した(鈴木,1968)・
本報では,この成分を分駆,精製し,その性状ならび

に虫体内の分布状況などにっVて追求してみたので,そ

の成栽にっVて述べる.

実験方法

1,虫伴蛋臼質の抽出

前乳話三載の方法に同じで,幼虫の凍割沖t燥粉末に0・02
M燐酪緩衝液(PH 7.2)を加え.,4゜C の低温下で48時
問掘梓抽出し,25、Ⅸ川rpm,妬分遠心して上清を採取し
た.

2.電気泳動法

a)澱粉ゲル電気泳動法

前報記載の方法に同じく, smithieS の原法を右野が
改良した方法 a967)に従った.

b)ディスク霊気泳動法

Ornst。in & DがiS の泳則」条件に従V' PH 9,4 用ゲル

を用し、ナニ.

C)調製用ディスク電気泳動法

J。Ⅵ。 a α1.(1964)の考案した装置(ミツミ科学産
業製)を用V、た.ゲル:ま omstein & D0Ⅵ5 の PH9・4
用ゲルの6%澳度のものを用V,ゲルの高さ 35mm
で,75mA の定電流で泳動した・

3. DEAE,ce11Ulose カラム.クロマトグラブイー

本研究ば文部右捻合科学研究喪の補助により行赤わ丸
た.記 Lて謝す.

鈴木俊夫 白木公火鶴正満
新潟火学慢与貌祁医動物学教塞

a969年4月2 U 受領)

DEAE.cel!010se (Brown 社製)を IN NaoH→ IN

HC1→IN HaoH→純水の順に洗漉し,0.0IM燐酸緩衝

液(PH 7.2)に平衝となるまで洗0て,カラムに詰めて
用し、た.試料は同緩衝液に1晩透析して平衝とし,Nacl
の C。nⅡnuous gradient および Stepwise で溶1"した.
4' sephadex G・200 を用し'たゲノし浦過
SeP1也dex G.200 を純水で2昼夜にわたり膨剥させた

あと,0.05M T丁is.HC](PH 7.6)+0.05M N丑C1 に飽
和し,同緩衝液に1挽透析した試料を流した・
5.ヘモグロビンの精製

Smith & Morrison(1963),圦7itten、erg ιι al.(1965)

の記載した方法に従って粘製した.すなわち,アニサキ
ス幼虫を庶砕し,20,000ゆm,30分遠心して体液を分離
した.これを1脱純水に透析して生じた沈澱を遊心除去
したあと,70%飽和硫安溶液(PH 7,のに 1映透析し,
生じた白色の沈澱を除去した.上清を吏に75%飽和硫安
に1晩透析するとピンクに着色した沈澱を生ずるので遠
心して上済を捨て,沈液に少量の永を加えて溶解し,純
水に透析して完全に脱塩したあと SeP1松del G'2α)お
よびDEAE.ceⅡⅡ10se カラムにかけて不純物を取り除い
た.酸化へモグロビン,還元へモグロビン,ヒリジンヘ
モクロームの作製法ならびに吸収帯の測定怯にっV'ては
別報に述べる.

6.螢光抗体染色法

負li記の精製抗ι東に Freutld、s complete adj山'ant を
加えて免疫したカトの血清を取り,硫安塩析法ならびに
DEAE、ce11Ulose カラム・クロマトグラフィーによって

抗体を粘製し,これに FITC を標脈したものを用し'た

実験成績

1. DEAE.ce11Ulose カラム・クロマトグラブイーに

よる抗原の分誠

アニサキス幼山より打川墾した粗抗原を DEAE'ceⅡU'
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ルおよびディスク屯気泳動でみたのが F培.2ならひに

Fig.3である. N.成分は第3および第4分画に見られ

ディスクでは矢叩で示した部位がそれに相当する.勺.

溶Hレξターンからも明らかなように N.C1の濃度ガ氾,1

MのあたりからⅡ.1てくるのが見られる、そのことはStel).

Wise に溶1.1.1した際のパターン(Fig.4)とその電気泳

動所見(F喰.5)からも明らかである.笑際に大量の試

料から月的の成分を分隣ナるために試料および DEAE.

0.11010託は 0.0IM 燐酸緩衝i液に 0,05M N"C1 を加え

たものに平衝として,同緩衝液で吸着されずに溶出ナる

成分を充分流し".1したあと, N.C1 の浸座を 0.1M にし

た綏衝液を流して溶出する分画を集めた.しかし,この

分画は電気泳動パターンからも明らかなようになお多く

の minorcomponent を含むのでこれを丘余くため以下の

繰竹.ξを行なつた.

2. seP11adex c・2Ⅸ)によるゲノレ1雌過

DEAE・詑Ⅱ"10託によつて分籬した前記の分画を Se、

Phadex G・200 を用いてゲル浦過を行なうた際の溶出パ

ターンを Fig、 6 に示した.第 1の山および第2の山以

105e カラムにかけて' Nacl

H1したのが Fig.1 である.

ColnpatatlYe disc electroP110resis o{
鷲q'tole e:{1ract and lsolnted 5 fractions.

、、'. E、:肌'110le eNtracr

^
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下をそれぞれ集めてディスク電気泳動によって謡べたの

が Fig.7 で,分子・量の大きな蛋白質は acty18mide ゲ

ルの分子筋効果のために泳動速度が遅く,分子内に入る

ことのできた小さな蛋白質は速く泳動されることが分つ

た.目的の成分(N6分画)は遅く泳動される成分, t

なわち Sepl、ade" G.200 で早く溶出されてくる成分で

あることが分つた.

3.胴製用ディスク電気泳動法による精製

D霞AE.ce11Ulose および Sephadex G,200 で分雌した

分画を調製用ディスク電気泳動を用V、て精製した. Fig.

8は DEAE.ce11UI0託によって分傑した分画について行

な0たパターンをあげた.斜線に示した部分を集めてデ

イスク電気泳動を行な0たのが F喰.9で,目的の成分

は F喰.8における 5ないし6の形成する山であること

が分る.使用ゲル濃度にっV、ての検討も行な0たが,フ.5

%ゲルを用Vると溶出がきわめて遅く,4%ゲルでは溶

出時がパターンが乱れるためし、ずれも適当でなく,5~

0.2M NきC】 0.3M N毛CI

Fig.4

10050

TⅡbe Number'

Column chromatographic pr061 (、vith stepwi5e eluti0Π).

6%の濃座のゲルを用Vた際に最も良し、結果が得られ

た.溶出パターンで注目されることは,第1の山が異常

に高V、ことで,こが山のほとんどが actylamide ゲルよ

リ溶出してくる紫外線吸収物質であることが分った.

4,精製抗原の性状

濃縮した精馴抗原は褐色の色調を呈する有色来蛋白質

であることから,アニサキス幼虫のへモグ戸ビンではな

プタ回虫につ、、て報告されたへいかと考えた. そこ 、.,

モグロビンの精禦法を参考としてアニサキス幼虫の体液

から分離,精製したへモグロビンと精製抗源および飼養

液とをディスク電気泳動にようて比較してみると(F璃.

1の,精製抗原とへモグロビンとは明らかに一致し,さ

らに炯養液 W、わゆるES抗原)の主な成分はへモグロ

ビンと同一の蛋白質であることが判明した.なお,比鞍

のためプタ回虫の体腔波より分龍したへモグロビンを同

時に泳動したがアニサキス幼虫へモグロビンとの類似性

は見られなかつた.
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Tube Num島er

Fi容.6 Gel-61tration of sephadex G,2(川 of

freC60Tls separated by DEAE・ce】1Ulose

5.粘製抗凉の史体内分布

新鮮虫体の凍結匂」片に,粘製抗原で免疫して得たカト
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Fig.8 Prepa『ati、'e disc electrophoTeιic pat・

EeTns of fractionS 5eparated by DEAE・
CeⅡU】ose.

の抗体に FITC を標識Lたものを作用させ螢光顕微鏡

で撮影したのが Fig.11である.体腔に強く,角皮下な

らびに筋細胞,消化臂細胞にも螢光が見られるが,動皮

には全く董光を発Lない:とが分つた.
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Fig 9 Analltkaldisc

electroP110resis.

electrophoretic patterns of fracti011S prepered by preparati、'e di5C

S. M.: starting material
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考按

荊靴では,澱粉ゲノレ亀気泳動によ0て分雌した N'成

分は机抗凍によって免疫したカト血沽と熊天二玉拡散法
を用いて調べてみると, 1本の強い沈1峰線と数本の剥し'

沈降線を形成司・ることからかなり minoTcomponeηt が

F喰,川

( 20 )

C01Π1)arati、,e disc electTOP110retic l)ιltteTns of purified nntigen l
hemoHlobin (2) nnd Es aηιigc" Cり

4: Hem0宮10bi" of AO"'"1'i.ゞ 1)ericntric Huid

況ってし、ると湾えられる七述べた、

本報は主として目的の成分を単.齡ナるブ介去について検

村Lたものである

はじめ,澱粉ゲルによ0て泳動を繰返し耕製ナる方法

でかなり争Ⅲヒした成分を得ることができた.しかし,こ

の繰作は磐i緋であるうえ.収量も少なく,さらにゲルよ
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Fig 11 Fluoresce訂t aDtibody staining of
trnnsverse section of .'1Jli'aιil larua.

(antibody obtnined from 地bbit immunized

by puri6ed A"iゞαι,i.' 11ntigcn)

蛋1ヨ質よりなるものではーつの分画として分陞されたも

のの中にもな"多くの成分が含まれており,このような

ブ汽上のみで単剛t,、るのはむずかしし、.

塑白質が胴製用電気泳動によつて分際されるのもそれ

のもつ"子雄状態の差によるものであるが,刑いる支持作

によつては分高併走がきbめてナぐれてV、るものもある

支排休としては従来寒天ゲルまたは生澱粉たどがしぱし

ぱ用V、られて'し、るが,今回苓者らはιIcrylnmide を用〒、る

J0Ⅵn N "1.老案の調製用ディスク電気泳動装置を用い

た.泳動条件についてほ 1.e、ⅥS cial_(1968)が1司様の柴

枇を用いて行な0た脳下垂体ホルモンの棚製に関する笑

験成敏を参井として検討し,6%,舗mm,75mA で泳動

した楊合が呆も良、、分雌能を示した.淋出パターンを見

ると第'1の111がのせた援"質の量にかかわりなく異儲に
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Fig.12 Absorp"on spectTa o「"いi.ゞ"ιis body auid 11Cmoglobin in o.」入I phosl)hatc buffer
(1)H 7.の、

リ抽1」"1した溶液小に澱粉の微細粒1が況り取り除くのが

怪候'であるため適当な方法ではない二とが分つた.

Ke址(1960)がプカ1司虫からのわ111・H援佐1質を Sepha、

deH および DEAE・ceⅡ010se を11乳、て分析しナこ成績につ

し、て釈皆してから,種々の嵜生虫打σ京の分雌,精製の研

究にとり入れられてし、る.しかし,これらの担体を用い

た分眺法は蛋脚質分子が火きさや形とか荷電状態の差異

などの典通した尿げ郵こよつてレ、くつかの群に分けられる

ものであり,寄生虫体の抽出物のようなきbめて複雄な
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袷"、. J0Ⅵ" d "1.はへモゲロビンの分奇榔二1楽して1司様

の山が兄られたことから,これはへモグロビンが励壊産

物の形成する山であると説明Lているが,薯者らはゲル

のみで通磁してもこの山が見られるとこうから acryla、

mide ゲルそのものより法出してくる不明の吸収物質で

あると誘えた.この岐収物質を試特をのせる前に溶出除

玄しておく前処1殴にっ卜てし検討して、、るがいまだ成功
してし、なレ、.

精襲した成分がア=サキス幼史のへモグ0 ビンである
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とした根拠にっいて述べたV.稍製Lて濃糒した成分は

褐色の色調を排びた蛋白質であり,しかも新鮮な体液よ

り分陸されたへモグロビンと電気泳動上全く同一のもの
であるところから,精製Lた蛋山質はアニサキス幼小の

ヘモグロビンで島リ,処理小にメト化Lたものであると

思わ九た.幼線山にへモグロビンを証明した斜を告は少な

く Von Brand a937)カ{ 1ClisiJ'0リg.Yi01'1fN 1κ"01"S に,

Goldberg(195カカニフ'1・i'、hi,k,11ιI Vリ','"1iS に, Fernando

(1968)力10ん,h"okns '・川,ん'"h'にそれぞれ固有のへモ

グロビンを検出してしる.

砦者らがア=サキス幼丘,、の体液より罪挫1したへモグロ

ビンにっして測定した吸光帥線を F琉,12 に示した.

最火の吸収を示したのは,酸素へモヅロビンでは415,

455,578mμ、遼元へモグロビンでは 4'礁,560mμ,ヒリ
ジンヘモクロームでは'120,5:質),560mμであり,しか

もβがα榔よリ火きVと、、う脊机動物とは性質を異に
,ーるへモゲロビンであった.さらに、このへモグロビン

と酸*との焼T1げ上がきわめて弧"、と、ハうことも分った

詐細な分析結果は別机に述べたV'.

稲製抗原がアニサキス幼虫のへモグロビンであるか

ら,この打σ京で免疫したカトはへモグロビンに対tる抗

体を作ったことになり,この抗体に螢光色素を標識した

もので染色される部位は虫体内のへモグロビンカリi',}在を

示してくるわけである. smilh & Lee (1962)はブタ回

虫の輪Wり切片に種々のへモグロビン染色をほどこし調

べた成績を報告してVるが,これでは体腔と角皮下暦に

火批に1忍められたとしてVる.

薯名らの螢光抗体沙による観察でもやはり体腔,動皮

下府,筋組織ならびに消化管市訓包に薯明で,タ1皮は全く

螢光を発しな、ハどハう結果を得ノニ.なお,アニサキス幼

A 、V110le extract

B

Frection

Separated by
DEAE.ce11Ulose

F地

C frectionated by
Sephadex G・200

13

^

D

虫をカトに経口投町・して穿入した虫体を小,Dに胃組織が
凍結例片に螢光抗体を作用させると,虫体は勿論である

が,穿入虫体の周辺組織に星雲状の浸潤が認められた.
これは虫体壁ならびにU腔,排紲孔よりへモグロビンに

近いような抗原性物質を排沸ほたは分泌してVると恕・わ

れる興味ある所見であつた

Preparated by
Disc

electrophoresi5

苓者らは,肖剛1におV、てアニサキス幼虫にかなり特有

と思われる蛋白質成分を3忍めたと報告したが,本隷では

この成分の分隣,精製法にっVて述べ,この蛋白質の性

状ならびに虫体内分布状i兄などにっし、ても言及した.

F確.13 はこの成分の分雌,楕製過程を示したものであ
る.粗抗原(A)を DEAE・ceⅡUI0託を川Vて 0.0IM

燐酷緩衝液+0.1M N"CI(PH 7,4)で溶出した分Nπ(B)

を集め,これを Seplwd献 G・200 にかけて丘'・く溶H1し

た分両(C)を取った.これをさらに,調製爪ディスク
氾気泳動によって分離した成分 Q))はかなり怖製され

たものであ0た.

次に,精製抗原は行色素蛋1ヨ質であることから,別の

方法で情製したアニサキス幼虫体液中のへモグロビンと

電気泳動によって比鞍したところ,両者は同一の蛋U質
であることが分った.したがうて精製抗原と免疫した力

トの抗体に董光色素を標識したもので染色される部位は

幼虫内のへモグロビンの所在を示してVると思われた.
稿を終えるにあたり,こ!功言を,0たた'.'た生化宇敦塞

粘力規姉延數授,理学部む野i告教疑に感謝いたしま 1・
また、アニサキス幼山の拠供をうけた冷介推誹士に感艶.

1、たし土,、,

f・・',本論二τの製旨は携{絽1叫Ⅱ本欝牛虫→二会ソ÷"・ー、
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STUDIES ON THE IMMUNOLOGICAL DIAGNOSIS OF ANISAKIASIS

Ⅱ.1SOLATION AND PURIFICATION OF A入リSAKIS ANTIGEN

TOSHIO SU2UKI、 TAKASHI SHIRAKI AND MASA、nTSU OTSURU

Dι,α1・hNou of Alediιaι ZO010gJ,, Sιho01 0f 〕1ιdkule,入リigaiαいINI'ι1'sil、Y,入hg"i", Jd,aN

In t、e pToceding paper, the authors rep0πed

extract from '11ιisdιi$1arvae. 1n 小e pre5ent study, It was

Speci6C an"宮en 、uhich was foU力d in 小e extract of
Uon.

Ftom b,ophilized powdet of ATlisakis larvae,小e puri6ed antigen 、、、a5 isola[ed by 小e
f。Ⅱ。wing ptoceduTes as shown in Fig.11. The crude anti目en A 、、'as obtained by extraction
訊.ith phosphate bU仟er, fraction B was {ractinated by colum C11romatograp!1y on DEAE'ceⅡU ose
_a stepwise technique with Naclconcenttation gradient , and fraction c 、、'aa separated by gel'
61trati。n on seph皐dex G.200. FinaⅡy, puri6ed an"gen (D 、、,as isolated by pTeparatiue di5C
electTophoresis.

The aut110rS 5Ugge5ted thetthe puti6ed antigen 、τOwnish c010ured pTotein- mi宮 t e
iden"cal wit11'4πi$4之i$ heln0宮10bin which was isolated from the body Huid o{゛い1."於Is an'ae }'
Other Tnethod.

the re5Ult o{ electroP110Tetic ana1丁Si5 0f 血e

attempted to isolate and purlfy a

Aljis'!kis ]etTae 、、'1t11 the previous exami"a'


