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寄生蠕虫類の免疫電気泳動法について

辻守康

広島大学医学部寄生虫学教室

(昭和49年５月20日受領）

90°Ｃで加熱溶解したものを支持体としている．この加

熱agarose液を１１ｃｍ×６ｃｍのガラス板上にメスピペ

ットを用いて１０．０ｍ’（微量法の場合は７．５ｃｍ×２．５ｃｍ

のスライドグラス上に３．０ｍ１，８．０ｃｍ×８０ｃｍでは９．５

ｍl）載せagaroseが固まるまで静置して寒天板をつく

る．この寒天板の中心より陰極寄りに直径５～４ｍｍの

抗原孔をあけて抗原を充填したのち，寒天板と泳動槽内

のベロナール緩衝液をワットマンＮｏ．１の濾紙で連結

して泳動を行なう．使用抗原は虫体の0.1％食塩水抽出

液を用いる．すなわち乾燥虫体を乳鉢に入れて0.1％食

塩水とともに凍結し，これを乳棒を用いて磨砕しながら

融解したのち，再び凍結する．この凍結融解を２日間に

わたって６～８回繰り返して抽出したのち，30,000rpm

(１０．０００rpmでも可)，１時間冷凍遠心し，その上清を

ピスキングチューブで12時間透析する．透析後凍結乾燥

したものが0.1％食塩水抽出抗原粉末で長期保存に耐え

るが，使用の際はこの粉末抗原２０ｍｇを０．１ｍlの蒸溜

水に溶かしたものを用いる．なお，血清溝は泳動方向と

平行に幅２ｍｍ、長さ９０ｍｍとし（微量法では１ｍｍ×

６０ｍｍ)，最も近い抗原孔との距離は７ｍｍ（微量法では

３ｍｍ）が最適である．泳動条件は泳動板の両端，すな

わち寒天板上の陰陽極の電圧差が20±２Ｖ/l1cmlength

になるように直接テスターを用いて調節し，５時間３０

分(微量法では20±２Ｖ/7.5または８．０cmlength，３時

間）通電泳動する．泳動終了後に血清溝の寒天を除去し

て１/３に濃縮した血清を添加する．これらの操作を終え

たのち寒天水分が蒸発しないように湿状態の拡散箱に入

れて室温で１２時間，さらに４°Ｃの氷室に４８時間静置し

て毎日そこに出現する沈降帯を観察記録する．その後寒

天板をベロナール加生理食塩水（ベロナール緩衝液０．５１
に生理食塩水９．５１を加えたもの）に入れて１日１回液

をとり替えながら３日間洗牒し，ワットマンＮｏ．１濾

紙（東洋濾紙No.５０でも可）に包んで乾燥後，アミド

ブラック１ＯＢで染色，２％酢酸液で脱色して自然乾燥

はじめに

免疫電気泳動法がGrabar＆Williams（1953）によ

って確立されて以来，本法を用いての研究が医学領域な

どにおいて広く行なわれるようになり，寄生虫学領域に

おいてもマンソン住血吸虫についてBiguetら(1962ａ）

およびKent(1963)，糸状虫についてBiguetら（1962

ｂ)，包虫についてKagan＆Ｎｏｒｍａｎ（1963)，肝蛭に

ついてCapronら（1964)，肺吸虫についてCapronら

(1965)および辻ら(1968)，日本住血吸虫についてTsuji

＆Yokogawa（1972）等の報告があって多くの興味ある

成績が得られている．この免疫電気泳動では各寄生虫

によって得られる泳動像が異なり，それぞれに特有な特

異沈降帯（specificband）を証明することなどから免疫

学的な面での種（species）の鑑別に役立つことが知ら

れるようになり，また最近では患者血清を用いて他の血

清反応とともに異所寄生の場合などの補助的診断法とし

て応用することも試み始められている．本法の利点は他

の血清反応，例えば補体結合反応や凝集反応と異なり泳

動板が保存出来ること，沈降帯をその位置により解析出

来ることおよび再現性が高いことであるが，それだけに

泳動の条件など技術的問題が重要となる．そこで今回著

者は抗原の比較，支持体の検討など主として免疫電気泳

動法の基礎的諸問題についての検討を行なったのでその

結果について紹介する．

１．免疫電気泳動の方法

免疫電気泳動法は基本的にはGrabar＆Burtｉｎ(1964）

の方法に準じ，それに若干の改良を加えて行なった．す

なわちｐＨ8.2のベロナール緩衝液(バルピタールナトリ

ウム1609を７１の蒸溜水に溶かし,これに220ｍlのl/１０

Ｎ－ＨＣｌ液を加えさらに蒸溜水を補充して全量１０１とす

る）にagaroseを0.9％の割になるように加えて８５～

本研究の一部は文部省科学研究費およびＷＨＯ研究

費によった．
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肝蛭の特異沈降帯の同定が最初にMarqueのagarose

を用いてなされたことから同製品が使用されることが多

い．しかしわが国においては同製品が入手困難な場合も

あるので，さきのDifcoのspecialagarnobleの他に

Nakaraiのagarose，Chugaiのspecialagar，Ｗａｋｏ

のspecialagarpowderAおよびＢ，Schuchardtの

agarose，Behringwerkeのagarose，Ｓｉｇｍａのagarose

Oxoidのionagar，Difcoのbactoagarなど比較的入

手し易い支持体との比較を試みた．

その結果はＴａｂｌｅｌにみられる通りで，数年前のも

し，最終観察を行なったのち保存標本とする．

Ⅱ支持体としての寒天

寒天電気泳動では支持体の選択如何によって得られる

成績が異なることは知られており，出来ればすべての研

究者が同一寒天を用いて実施することが望ましいが，現

実には輸送の問題あるいは経済的理由などにより必ずし

も世界各国の研究者が同一支持体を使用することは容易

ではない．現在他の分野において最も広く用いられてい

るのはDifcoのspecialagarnobleであるが,寄生虫学

領域殊に蠕虫類の免疫電気泳動ではマンソン住血吸虫や

TablelComparisonofagarandagaroseinimmuno-diHusion

testswithanｔｉ－Ｐｔｚ７ａｇｏ刀加"smesZe7"zα〃ｉｓｅｒｕｍ (1968,11）

Agarandagarosegels

ＭＡＭＡＭＡＣＡＢＡＢＡＩＡＷＡＡＳＡＮＳＡＮ

ＬｏｔｌＬｏｔ２Ｌｏｔ３ＬｏｔｌＬｏｔ２ＬｏｔｌＬｏｔ２

７
６
５
５
４
－
皿
旧
咀

６
５
５
４
４
｜
咀
肥
刀

６
５
５
５
５

５
６
６
４
４

６
７
６
４
４
－
８
１
８

’
１
２
１

７
７
６
４
４
一
切
、
四

＊ ７
７
６
４
４

５
５
５
４
４
｜
旧
皿
皿

６
６
５
５
４

６
６
５
５
４
｜
刈
咀
Ⅳ

％
％
％
％
％
％
％
％

９
２
５
８
０
９
２
５

０
１
１
１
２
０
１
１

湯
口
○
一
消
①
］
二
。
。
○

凸
四
目

ロ
○
二
日
］
ｐ
８
ｐ
ｏ
Ｕ
－
①
①

９
６
４

１
１
１

３
９
８

２
１
１

０
７
６

２
１
１

４
９
７

１
１
１

＊Numberofprecipitinbands

MA：Marqueagarose CA：Chugaispecialagar

BA：Behringwerkeagarose lA：Oxoidionagar

WAA：ＷａｋｏｓｐｅｃｉａｌａｇａｒｐｏｗｄｅｒＡＳＡＮ：Difcospecialagarnoble

Table2Comparisonofagarandagaroseinimmunoelectrophoresis

withanti-Rzsc/oルノi"αZzcaserum （1973,6）
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のはその製品によりOuchterlony，免疫電気泳動とも

出現沈降帯数は可成り異なっていたが，最近のものは

Ｔａｂｌｅ２にみられる如くその差はあまり認められない

しかし同一製品でも各Ｌｏｔにより成績は異なり，さら

にまた免疫電気泳動での各沈降帯の位置すなわち易動度

はＰｈｏｔｏｌにみられる如くagaroseとそれ以外とでは

異なっている．ここに示した成績は肝蛭感作血清と同抗

原間の比較成績であるが，他の各種肺吸虫，豚蛆虫，犬

蛆虫，アニサキスあるいは人血清などを材料として行な

った検討でも同じような結果が得られている．従って他

の研究者の成績，殊に特異沈降帯の同定などの追試をす

る場合には報告と同じ支持体を使用して同一条件で実験

を行なうべきであることはいうまでもないが，さらに本

実験前にプール血清などを用いて各Ｌｏｔのチェックを

実施する必要がある．また寒天は吸湿`性があるので開封

後はその保存に細心の注意を払うべきであることもいう

までもない．なお支持体の濃度であるが，specialagar

nobleは1.2％にするのが適当とされているがagaroseの

場合は0.9～1.0％が良いようで，著者らは現在0.9％に

統一して行なっている．

以上の如く最近の製品では出現沈降帯数の差が殆んど

認められないのでどの支持体を用いても良いように思わ

れるが，免疫電気泳動ではその数のみではなく泳動像を

も問題とするので易動度の異なるagaroseとａｇａｒの

成績を同一解釈することは好ましくないすでに記した

如く寄生蠕虫類の分野ではMarqueのagaroseが広く

用いられていることおよび詳細については後述するが支

持体内に抗原あるいは血清を混入するため低温で処理を

行なうtwo-dimensionalimmunoelectrophoresisでは

45°Ｃで操作可能であるagarose(agarは50°Ｃでゲル化

する）を用いなければならないこともあって著者はすべ

てagarose系統のものを支持体ととして使用している．

なお，これら支持体を用いた際の泳動条件は従来微量

法で1.0～１．５ｍＡ/cmwidth，150～180分通電，あるい

は８Ｖ/cmwidth，９０分通電することなどが行なわれて

いたが，出力端子電圧差では寒天の被覆量の少しの誤差

によっても泳動像が異なるので，寒天板上の陰陽種差が

20±２Ｖ/everylengthになるように直接テスターを用

いて調節し，それぞれの寒天板の長さに適した時間，泳

動を行なうことが必要である．

Ⅲ、使用抗原

現在著者らは寄生虫体の0.1％食塩水抽出液を抗原と

して用いているが，ここで同じ蛋白抗原で皮内反応，補

体結合反応，血球凝集反応などの抗原として広く用いら

れ，すぐれた成績を得ているベロナール緩衝生理食塩水

抽出抗原(ＶＢＳ抗原，ｐＨ8.6)の免疫電気泳動抗原とし

ての適否が問題となる．そこで数例のウェステルマン肺
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Ｔａｂｌｅ４ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＯ１９６ＮａＣｌａｎｄＥSantigensinimmunoelectrophoresis
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吸虫感作家兎血清を用いて0.1％食塩水抽出抗原とＶＢＳ

抗原の比較を行なった．なお，抗原材料としてウェステ

ルマン肺吸虫のほか，宮崎肺吸虫，大平肺吸虫について

もそれぞれ両抽出抗原を作成し検討した．ＶＢＳ抗原の

製法は横川ら（1955）の方法に準じ，そのstockanti‐

gen（×100抗原）を凍結乾燥して得た粉末抗原20ｍｇを

0.1ｍlの蒸溜水に溶かしたものを泳動用抗原とした．

その結果はＴａｂｌｅ３にみられる如く，ＶＢＳ抗原では

その沈降帯出現数は0.1％食塩水抽出抗原の場合の約半

数であった．また0.1％食塩水抽出抗原の使用時におけ

る蛋白量は肝蛭成虫抗原の場合,０．１ｍl中約１２ｍｇであ

るが，抗原濃度を変えて検討した結果ではＰｈｏｔｏ２に

みられる如く各沈降帯の数および染色性は抗原稀釈とと

もに減少していた．現在の抗原使用量は径４ｍｍの標準

抗原孔で0.02ｍ'すなわち抗原粉末として４ｍｇが必要

であり，その量はかなり多い．しかし低濃度抗原を使用

するには現時点では未だ問題が残されているようであ

る．

なお，虫体培養を生理食塩水中で32°Ｃ，４時間行な

った際の培養液を遠心沈澱して得られる虫体のexcre

tionandsecretion抗原すなわちＥＳ抗原についても

検討を行なったが，その結果はＴａｂｌｅ４の如くで，培

養液中に抗原性のあることは認められたが，これを免疫

電気泳動の抗原として使用するには今後力価基準の検討

などが必要である．

Ⅳ、血清処理

被検血清はOuchterlony法では抗原孔の直径４ｍｍ

に対して血清孔の直径１２ｍｍと大きくしてあるので血

清を処理せずそのまま使用しているが，免疫電気泳動で

は血清を1/3に濃縮して使用している．すなわち血清溝

には約0.3ｍ’（微量法の場合は約０．１ｍl）量の血清が入

X獺

Ｘ１

Ｘ２12壱【■由印再合;,：

るので，血清溝１本の場合はあらかじめ0.9ｍ’（微量法

では０．３ｍl）の被検血清を凍結乾燥し，使用時に0.3ｍｌ

(微量法は0.1ｍl)の蒸溜水を加えたものを１/3濃縮血清

として血清溝に添加する．この場合の適正血清濃度に関

する検討も抗原の場合と同様に行なったが，その結果は

Photo3にみられる如くで，出現沈降帯数は血清稀釈と

ともに減少した．実際に診断の目的で虫卵陽性の患者血

清を用いて行なった場合もＴａｂｌｅ５の如く１/3濃縮血

清では全例に沈降帯が証明されたが，生血清では10％弱

が陰`性であった．もし検査血清の量が不足で止むを得な

い場合には，抗原孔と血清溝の距離を３～４ｍｍ（微量

法ではＬ５～２ｍｍ）に近づけて生血清を用いることが試

みられている．また，血清濃縮は１/３が適当で，これ以

上に濃縮すると血清が粘状となり拡散が悪くなる．

なお，感作血清，患者血清を保存する場合には，理由

は不明であるが凍結乾燥を行なうよりはむしろその血清

（１５）



340

Table5Comparisonofprecipitinbandswith
neatandconcentratedseraｏｆｐａｔｉ‐

entsinimmunoelectrophoresis．

A漉鎚蕊i蟻鐵蕊逸鐡爾嵐乞溌F1ii

A簸錘丙ﾑﾊ;XijL蕊麹:葱ｊｉｌ１趣Ｗａ奄
一…ｒ-

1蕊毒繍～}工－－－１::7～
SchistosomiasisParagonimiasis

訂199Wb鞠ｉｉｉ

蕊ｉｉｉ澱ｉｌ
:熱i:鰯赫鞠

1溌溌iilj

β
、
１
９
８
８
７
６
６
６
３
２
２

１
０

伽
Ⅲ
’
１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１ １
１

１/３ＣａｓｅＮｅａｔ
Ｎｏ ｃｏｎｃ．

Ｎｅaｔ
A1Ss“耐(F）

０
８
７
７
５
６
５
４
２
２
０

１２
９
９
７
６
５
５
５
４
４
４
４
４
４
３
３
３
２
２
２

１＊ｎ
Ｕ
Ｑ
Ｕ
〔
Ｉ
〈
０
４
坐
４
４
ｎ
ｏ
ｎ
ｏ
川
４
４
４
ｎ
ｏ
ｎ
ｏ
⑪
０
ワ
】
の
、
？
】
可
上
ワ
白
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ

１
人

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
２

Photo4Immunoelectrophoresisofanti-A7z/ｓａＡｉｓ

ｌａｒｖａｅｓｅｒｕｍｂｙｔｈｅＴｒｏｕgｈｃｕｔ
ｍｅｔｈｏｄ

の類属的な反応を除外あるいは判別して使用抗原に特j有

に認められる特異沈降帯を証明する方法としては，検査

血清をあらかじめ他種抗原で吸収し，その吸収後血清を

反応に用いるいわゆる吸収試験によるものと，Ｐｈｏｔｏ４

の如く血清溝を短かくして２つの抗原孔を溝をはさんで

対称的にあけ，それぞれに異種抗原を入れて沈降帯の両

者の繋がりをみる方法，さらには抗原孔を中心に２本の

血清溝をつくり，そのうちの一つの溝に検査血清をシ他

の溝に他種抗原を添加して反応させ，その沈降帯を検討

する方法などがあるが，著者らは主として吸収試験を

行なっている．すなわち，まず検査血清1ｍlに対し吸

収を行なう他種の0.1％食塩水抽出抗原粉末20ｍｇを混

入してよく溶解したのち37°Ｃで３時間反応させ，次い

でこれを４°Ｃの氷室に12時間放置したのち3,000rpm５

分間遠心沈澱する．この上清が吸収後血清であるが，こ

の血清を使用する際には他の血清同様'/３に濃縮してい

る．吸収試験の際の吸収用抗原粉末の量に関しては，こ

れまでの検討結果では被吸収血清１ｍlに対し１０ｍｇで

は不十分で，２０ｍｇが必要であった．吸収が完全に行な

われているか否かは，Ｐｈｏｔｏ５の如く検査抗原と同時に

吸収に用いた他種抗原も対称的において，そこに沈降帯

＊Numberofprecipitinbands

を無処理のまま分注して-20°Ｃ（出来ればさらに低温）

の凍結庫に保存する方が抗体価の減少が少なく好まし

い．

また，著者らは現在免疫家兎血清を得るための感作法

として腋窩部注射を行なっている．本法は1966年パスツ

ール研究所で検討を行なっていた方法で，０１％食塩水

抽出抗原粉末２ｍｇを約０．５ｍlの生理食塩水で溶かし，

これをFreundのcompleteadjuvantO5～１．０ｍｌと

ともによく撹拝して懸濁液とし，これを家兎の腋窩部に

週１回づつ左右交互に注射する方法である．本法は従来

の注射法に比し抗原量は１/１０と少なく，また膿瘍をつ

くることもないので家兎が長期使用に耐え，しかも従来

の方法同様，７～10回の注射で十分な抗体を得ることが

出来る．

Ｖ・吸収試験

免疫電気泳動でしばしば共通抗原による沈降帯が出現

することはすでに辻（1971）が報告しているが，これら
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Photo5ImmunoelectorphoresisofPｔｚ７ａｇｏ７ｚｉ‐

？"〃ｓｏﾊi7aibyabsorptiontechnique

（１６）



3４１

●

jPtzrago"zmtzs”zgazukij
●

□

ニ

ニ

ニ

ニニ一
一一
←
←
一

一
一
Ｐ
一

●、

Anti-Pu7ngｨ"ＩｌｍｌＪｓｍノリαzロルノ／serumabsorbedwithP・oAiruZantigen
■

Ｐｕｒｕｇｏ"ｉｍｕＳｍＪｙｕＺＵｋｉｆ
●

－－

Anti-Purago",ｍ秘ｓｍｉｙｕｚｕル〃serumabsorbedwithP・zucsjermu"iantigen

Dottedlines：Commonbandsofbothantigens

FigurellmmunoelectrophoresisdiagramｏｆＰａ７ａｇｏ"ｉ"z皿ｓ'"ノツα之αﾑﾉiwithanti-P・

ｍｚｙａｚａＡｉＺｓｅｒｕｍａｆｔｅｒｄｉＨｅｒentabsorptionprocedures

Table6ResultsofimInuno-diffusiontestsforschistosomiasisandparagonimiasis

lmmunoelectrophoresisOuchterlony

Ｎｏ．specific
bandposit．Noposit、 Ｎｏ．ｅｘａｍ・ Ｎｏ．ｐｏｓit．Ｎｏ．ｅｘａｍ．

Schistosomiasis

８３＊ 21(100％）17(81.0Vの81(97.6％） 21＊

Paragonimiasis

４６*＊ 46(１００９（)）３８(82.6％）46(100％） 46*＊

＊EggspositiveforSchisZoso"zαノ叩o"iαｲｍ

*＊ＥｇｇｓｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＰＣｚｒａｇｏ"加況szuesZerγ"ａ７ｚｚ

が出現しないことを確認する．

吸収試験を用いて行なった各種蠕虫類の比較成績の一

例を示すとFigurelの通りである．これは宮崎肺吸虫

感作家兎血清をウェステルマン肺吸虫抗原および大平肺

吸虫抗原で吸収したもので，点線で示した沈降帯は吸収

により消失したもの，すなわち両種肺吸虫に共通な沈降

帯であり，実線で示したものは吸収後も残存した宮崎肺

吸虫に特有な沈降帯である．この結果ウェステルマン肺

吸虫抗原で吸収した場合にはＮｏ．７，９，１３の３本の沈降

帯が残存し，大平肺吸虫抗原で吸収した場合にはＮｏ９

の１本の沈降帯が吸収後も証明されたわけである．従

って宮崎肺吸虫の特異沈降帯はこのＮｏ．９沈降帯と判

断される．なお，虫卵陽性患者血清での特異沈降帯出現

頻度はＴａｂｌｅ６に示す如く，日本住血吸虫症で21例中

17例(81.0％)，肺吸虫症で46例中38例(82.6％)であり，

特異沈降帯の確認はそれぞれの疾患を診断する上で大い

に役立っている．

Ⅵ、免疫電気泳動法の応用

これまでに述べた免疫電気泳動法はその条件，これまでに述べた免疫電気泳動法はその条件，方法が

適切であれば寄生虫学領域において基礎的研究のみなら

ず臨床診断の面にも役立つのであるが，出現沈降帯数の

多寡や染色性の強弱のみによって抗原あるいは抗体価の

量的判断は必ずしもなし得ないこの点を楠なう目的で

他の領域でばここ４～５年来Laurell（1965）の法に改

良を加えてtwo-dimensionalimmunoelectrophoresis

の検討が行なわれている．著者も最近本法を試み始め，

その条件設定の検討は未だ完全に終えていないが，現在

は一次泳動と二次泳動を同じ条件で行ない，そこに出現

する分画毎の面積比を求めている．すなわち８．０ｃｍ×

８０ｃｍのガラス板上にagaroseで寒天板をつくり，抗

原孔をあけて抗原を充填する．この抗原を既述の如く寒

天板上の陰陽極の電圧差が20±２Ｖ/8.Ocmlengthにな

（１７）



342

:,ｉｓ:熱;齢;:::;辮蕊:!

IiijjiiiiiiillIIIml
Ｂ

Ａ
角

､’
心 蔽縄と： 「

一口一口鰄卍
一
‐
・
］
・
謎
・
北
‐
叩
。
、
’
叩
・
蛆
‐
．
‐
・
川
・
‐
．
．

‘・’狩銭山罰則轍川岼．‐縦》‐葱
鋺
蕊
溌
溌
熊
‐
．

疵
溌
秤
蕊
麟
：
灼
工

．。託。。。・・・・・・‐・・．．‐・‐・‐・・・・
ニロＳＬ０干恥・小口訓‐皿’』‐』‐・‐】‐』‐ロｉ一・串

Photo6Comparisonoftwo-dimensionalimmunoelectrophoreticpatternsobtainedbyusing

differentconcentratonsofF(zsc/oZaAePα/zcaantigen

A：２．５ｍｇ/Ｏ１ｍｌａｎｔｉｇｅｎａｎｄ４％seruminagarose

B：５ｍｇ/O1mlantigenand4％seruminagarose

C：１０ｍｇ/Ｏ１ｍｌａｎｔｉｇｅｎａｎｄ４％seruminagarose
D：２０ｍｇ/Ｏ１ｍｌａｎｔｉｇｅｎａｎｄ４％seruminagarose

E：２０ｍｇ/Ｏ１ｍｌａｎｔｉｇｅｎａｎｄｌＯ％seruminagarose

るよう調節し，３時間通電一次泳動をする．泳動終了後

に抗原孔より３ｍｍの距離で泳動方向と平行に寒天を切

り，泳動が行なわれなかった部分の寒天を除去する．こ

の除去した部分にその量と等量だけ被検血清を４％の割

に混入した加温agaroseを再被覆する．これらの操作

は血清中の抗体が不活化しないように４５°Ｃ前後で行な

う必要があるため，迅速に行なう．次に血清加寒天側を

陽極側として20±２Ｖ/8.Ocmlengthで３時間通電二次

泳動をする．あとは通常の免疫電気泳動の場合と同様拡

散箱に入れて室温で12時間，４．Ｃで48時間反応させ，ベ

（１８）
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ロナールカロ生理食塩水で３日間洗牒，乾燥したのちアミ

ドブラック染色を行なう．Ｐｈｏｔｏ６に示したものは肝蛭

抗原と同感作血清との間で基礎的検討を行なったｔｗｏ‐

dimensionalimmunoelectrophoresｉｓの泳動像で，Ａ

が2.5ｍｇ，Ｂが５ｍｇ、Ｃが１０ｍｇ，Ｄが２０ｍｇとそれぞ

れ抗原量を違えたもの，またＥは支持体内の血清混入量

を４％ではなく10％の割にしたものである．

免疫電気泳動ではまた，組織化学の染色法を併用し，

沈降帯に関与する酵素活性を証明するいわゆる酵素免疫

電気泳動法(enzymicimmunoelectrophoresis)がUriel

(1961)の報告以来試みられている．本法は今までに述べ

た泳動法と異なり抗原は生きた虫体をそのまま直接磨砕

してすぐに使用することが必要である．また変性を避け

るために泳動槽内で冷却エーテルを灌流させて９°Ｃ内

外で泳動を行なうとともに，拡散および洗糠など泳動後

の操作もすべて４°Ｃの氷室で行なう．これまでに寄生

虫学領域では本法を用いてＴｒａｎＶａｎＫｙら（1967,

1968）が旋毛虫幼虫で９つ，マンソン住血吸虫成虫で

16,肝蛭成虫で12,ウエステルマン肺吸虫成虫で14の酵

素活性を認め報告している．

時間，さらに４°Ｃで１２時間反応させたのち，遠心沈澱

して得られる上清を用いて免疫電気泳動を行なういわゆ

る吸収試験を行なえばその目的は達せられる．日本住血

吸虫卵陽性者血清およびウェステルマン肺吸虫卵陽`性者

血清について検討した結果，それぞれの約80％の症例に

特異沈降帯が認められた．

本論文の要旨の一部は１８回電気泳動学会春季大会

(1968)，４０回日本寄生虫学会大会宿題報告(1971)および

28回日本寄生虫学会西日本支部大会(1972)で発表した．
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I Abstract \

ON THE IMMUNOELECTROPHORESIS FOR HELMINTHOLOGICAL RESEARCHES

Moriyasu TSUJI

(Department of Parasitology, University of Hiroshima School of Medicine)

Recent advances in immunological study are largely due to the development of im-

munoelectrophoretic techniques, and many promissing results have been accumulating in the

helminthological field. However, the electrophoretic movements of various substances mixed in

agar gels may not be entirely the same when gels of various origins are used. To secure

satisfactory results with this technique, certain properties of the gels and antigens would be

required.

1) For the identification of specific bands and two-dimensional technique, agarose was

proved to be better than agar. Although differences between various agarose samples in the

electrophoretic pattern are found usually negligible, the use of the same brand is recommended

for routine test. Such small concentration of agarose as 0 9 % was found to be enough for

obtaining good result.

2) As helminthic antigens, 0.1% saline extract and veronal buffered saline extract (VBS)

antigens were compared in immunoelectrophoresis. VBS antigen faild to produce as many

precipitating systems as 0.1% saline extract antigen did. The antigenicity of excretions-secre

tions as obtained by incubating adult worms in physiologic saline under 32°C 4 hours was prov

ed to be weaker than 0.1% saline extract of adult worms. Thus, 0.1% saline extract antigen

(20 mg of dried antigen in 0.1ml distilled water) appears to be the best for immunoelectropho

resis and detection of precipitating antibodies, at this moment.

3) Sera concentrated to 1/s of the original volume produced more bands than neat sera.

Demonstration of preciptin bands in patient sera were achieved in about 90% of cases with

neat sera while in 100% when such concentrated sera were applied.

4) The absorption procedure is useful technique for the identification of specific band.

One ml of the hyper-immune rabbit serum of certain antigen was absorbed with 20 mg of

another species antigen. After stirring, the antiserum-antigen mixture was incubated for 3

hours at 37°C and then stored in the refrigerator for 12 hours. The specific band in patient

sera were demonstrated in about 80% of each groups with Schistosoma japonicum and Parago-

nimus westermani infection cases.
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