
〔寄生虫学雑誌　第17巻　第2 号　106 ―114頁　1968 〕

T 　richomonasかds のcell　homogenate　（石英磨碌に

よる）からの遠心分画物の電子顕微鏡的

観察と防御抗原性の分析

山　　 川　　 敬　　 止

徳島大学医 学部寄生虫学教室（指導　尾崎文雄教授）

（1968 年2 月9 日　受領）

緒
’三 ‘E

豐XI

著者（1968 ）はさきに　7r か／四回nas 　foetus の石英

砂に よる細胞 ホモジネートをdifferential　centrifuga －tion

法に より3 ，600　x　G－sediment ，　Seds　1，　2，3　（それ

ぞ れ12 ，000　x　G－，　44，000　x　G－，　115，　000　x　G－sediment ）

及びfinal　sup　1　（115 ，000　x　G－supernatant）に分 画し，

各分画物について理化 学的性状 の ー部を検 討した．岡・

尾崎 （1963　a　）が¨防 御抗 原”として有益であ ると公表

した分画はSed　2　及び3 に 相当する部位であり， 乂彼

らはfina 】sup　1は宿主に液性抗体を導く能力は存在す

るが ，防御能力 の付与に欠け ているこ とに も触れた ．し

かし ，これら 分画の詳細な組成 の分 析と，　Sed　1の免疫

学的 動態につい ては 十分 な観察を 加えてい な卜 ．

遠 心分析を主軸とする前報（1968 ） の結果からSed　2

及び3 はマイ クロソー ムとライボソ ームが濃縮された部

位であると卜 う幾つ かの証拠が得られた．しかし，これ

ら細胞分画物に対して抗原分析を試みるさい，その結果

の解釈 の上にいくつか の支障がある ．すなわち1 ） ライ

ボソームは 一一定 の機能構造に与えられ た名称であ るが，

マイ クロソームは分画 の精度に より幅 広い解 釈がさ れて

い る（ 田代・小 倉，　1957；　Palade　＆　Siekevitz，　1956）こ

と．2 ） この分画に含 まれる主要 組成 は分泌あ るい は細

胞 タ ンパ クの合成に 密接に 関与 するもの で あ り（Rise－brough

et　al．，　1962；　Tsugita　d　al．，　1962），これが宿

主細胞内の同様の機能組成とどのよ うな生化学的反応に

より防御機構をつく り出すのか明らかでなく，又 マイ ク

ロソーム構造 の膜質部（ リポプ ロテイソ）に局 在するH 一

抗原（岡田 ，　1964）が 自己，非 自己 の識別に重要 な役割を

果 たすとい うが，“ 防御免疫”でいかなる態度を示 すか

も確かでない．

次に“ 防御免疫”を分析する上で抗原側と抗体 側のふ

たつの方向があるがここに述べた著者 の成績は ，すべ て

抗原側から“ 防御免疫”の分析を試みた ものであ る．最

初に遠心分画法に より得 た各分画物の形 態を 電子顕微鏡

では握し，次にこ れら分 画物 で動 物を前処 置したさい，

ど の分 画が再 感染に対し 強い 抵抗性を与 えるか，そのさ

い 攻撃原虫が宿主 体内でどのよ うな消長を示すかを観察

し た．

実験材料及び実験方法

供試株 と培養法：T ．ブ加 治八 乾株）を用卜 ，すべて前

報（1968 ）に 準じた ．

細胞分画物の調製：前報（1968 ）に 準じ900 　x　G－se－diment

　（900xG －sed），　12，000　xG－sediment 　（12，000xG

－sed），　44 ，000　xG－sediment　（44，000　xG－sed），115

，000xG －sediment　（115，000xG －sed）及び115 ，000xG　supernatant

（final　sup） に分画した ． ただし免

疫抗原 とし て用い る際 の分 画法は44 ，000　x　G－sed を 分

画す るステップを 省略 し，　12 ，000　x　G－supernatant を

直接115 ，000　x　Gで遠 心しマイ クロ ソーム （遊 離ライボ

ソームを含む）とfinal　sup　に 分画した．

電子顕 微鏡観察：1） 塗抹 法…各分画物 はすみやかに0

．0066g　 リソ酸 緩衝液pH　7 ，0　（pH　7．0－PBS ） で適

当な浮遊液となし，これに0 ．1％ 四酸化 オス ミウム液を

等量に添加処理し ， 数分後に 純水により希釈した（Ta －kanami

，　1957）． 希釈はかすかに タンパク色 が残 るのを

示標 とした ，希釈液を白 金耳に とり，規定 の銅y ツシュ

に のせ 乾燥後，日立HU －6型電 子顕 微鏡で観察した ．
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2） ネガティブ染 色法…各分画物に所定 量のpH7 ．0－PBS

を添加，均 一浮遊 液となし，同 量の6 ％ グルタ ール

アルデハイド固定 液（pH　7 ．2．　0．05J・／－PBS ）で30 分 冷

室内で固定し ，上 記同 様に 適当な希釈液として銅メッシ

ュの上に のせ 半乾燥し て2 ％ リソタン グステ ン酸（pH7

．2）に試料を下方にし て浮かし ，約1 分染 色，次い で

室 温乾燥 し，かーボソ蒸着して観察に 供した．

実験動物：北里 研究所より分与を受け たCF1 系マウ

スを自家 繁殖し，体重20g 前後の健康なものを用いた ．

飼育はオ リエンタル固型飼料と水道水により恒温で管理

した．

免疫方法：免疫に用いた分画は12 ，000xG －sed，マイ

クロソ ーム及びfinal　sup　の3 分画である．接種量 の基

準は元の湿潤虫体重量lg 当たりから得られた 各分画物

をlg 該当と定 めた．接種ル ートはすべ て尾静脈を選び，

所定量の抗原を含む0 ．3　mlを注射した．注射後3 時間

から約1 日間は立毛し，運動性が弱まり ‥－ケ所に集合す

る状態を示すが，そ の後すみやかに回復し，免疫処置に

より死亡する動物は 見なかった ．

実 験 成 績

電子顕微鏡的観察

3，600　xG－sed　；　Photo　1　に示したごとく0 ，1％ オス

ミウム固定標本においては150 ～500　mμ にわたる不均

一な構造と， 長さ130　m μ　幅30　m・　の比較 的均 ・性

のある構造物が見られ，これらはともに電子密度が高い・

史にこれらの構造をとり まく ように密度の低い網状不規

則構造が存在した．　3，600　x　G－sed の組成はおそらく細

胞表面の複雑な膜質及び外 部構造（波動膜及び鞭毛など）

の破片と思われる．

12，000　x　G－sed　：　0．　1％ オス ミウム固定標本 （Photo2a

）では約200 ～400　mμの比較的密度の不規則な構造と，3

，600　x　G－sedに見られたと同様に長さ130　mμ，幅30m μ

の均 一構造物が観察された．

ネガテ ィブ染色標本（Photo　2b）に示した膜構造のな

かには，おそらく大形顆粒（おそら く嚢状で酸化還元酵

素をそのなかに含むと考えられる）の破片の集合 が推定

される．

44，000　xG－sed　：　Photo　3a　（0．1％ オスミウム固定）

では電子密度の高い部と，やや低い部の両者からな る大

小さ まざ まの集合体が観察された．前者を よく観察す る

と ライボ ソームの凝集したものであ り，そ の凝 集度に よ
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り様々の大きさを示 してい る．後者 はおそらく膜構造で

あろ うと推定した ．

この推定の確認の意味か らネガテ ィブ標本の検討をし

たのがPhoto　3b　であ る． ここに示 されるほとんどは膜

構造であり， ライ ボソームはわず かに散在した．膜構造

はかな り破壊を 伴っているが明らかに70 ～80A の厚さ

を保っ た二重膜構造 であることが示 された．

115，000　x　G－sed　：　細胞組成 のうち115 ，000　x　G一sedに

濃 縮される主な ものは遊離の ライボ ソームであ る．　Phot0　4a

に 見ら れる約25m μ の均 一性に富む，電子密度 の

かなり高い 小形 粒子は明らかに ライボ ソームであ る．こ

れ らの粒子 は円形ある卜 は楕円形を示した ．

Photo　4b　の ネガティブ標本では6 ～10 コからな るラ

イボソーム集合 像が現われたが，これが自然 のポリライ

ボソームか人工的 凝集産物かは明らかでない ．又 これ ら

のライボソームを よく注意すると，それらの サブパ ーテ

ィ クルの存 在が認められた．

Final　sup　：　密度は低く， 一一様に無構造であ る．この

分画の組成 は可溶性酵素 ，可溶性RNA ，遊離 アミノ酸

及び核膜の破壊に由来す る核 タンパ ク（DNA －タンパ ク）

か らなるものと推定 される．

動物 実験

前述 のごとく各分画の基準濃度は，湿潤虫体1g から

得 た各々の分 画を1g 該当 とし，これを所定 の浮遊液 と

した ．ゆえに浮遊 液1m 】の中 の分画濃度は常にその作

製に要した湿潤虫 体重量 の所定 量を示すことにな る．た

とえば1g　：1m1 の標示 は1g 虫体重 毓から得た分画物

を1m1 に浮遊し てあることを表示してい る．かか る条

件 をもった 各分画浮遊液の0 ．3ml を静脈内に免疫接 種

し ，3 週間後に107 コの原虫を腹腔内に攻撃，それ より1

ヵ月にわ たり防御能力につ いて判定を続け た・

12，000　x　G－sed　：　Fig．　1　に示すごとく，12 匹の無処置

untreated　group
k

2　　6　　10

treadted　group

）

2 6　days

Fig ．　1　Protective　effect　of　intravenous　immu－nization

with　large　granules　（12，000×G

－sediment ）　on　reinfection．

Mice　attacked　with　107　parasites　after　three

weeks　of　immunization．
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対照群と， 接 種実量 の異なる12 ，000　xG－sed 免疫2 群

（各群とも10匹からな る）で試験した・

無処置対照群は攻撃後12 日までに ，　Ig　：1ml 免疫群

はn 日まで に，又0 ．5g　：lml　 免疫群 では7 日までに100

％ の致死率 を示 した．感染後の生存日数において，3

群 の個々のマ ウスは多 少の変動はあったが，　12，000×G

－sedが防御 抗原性を 欠除していることを示唆したもの

と考える ．

実験各群と も死亡マ ウスは腹部膨満 脳 白濁 粘ちよう

な腹水は ，おびただしい 数の活動 原虫を含 んだ．しかし

腹腔内滲 出細胞 の著明な 増加は認 められなかった．

マイクロソー ム：Fig ．　2　に示した ごとく無 処置対照群

は12 匹 他の3 群は10 匹 ずっ かからなり，マイ ク9 ソー

ムの1g　：1　ml，　0．5g　：1　ml　及 び1g　 ：5ml の濃度で，

その0 ．3　mlで免疫した．

d

2

2

Fig ．

6

6

2

10

microsomal
fraction

2 6
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ig　：　l　ml・・・・0．3ml
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microsomal　fraction
Ig　：　5ml…・（）．3ml

］0　14　30　2　6　10　　30　days

Protective　effect　of　intravenous　immu－nization

with　soluble　fraction　（115，000

χG－sediment）　on　reinfection．
Mice　attacked　with　107　parasites　after　three

weeks　of　immunization ．

lg ：lm 卜 免 疫 群 は3 匹 の 感 染 死 を み たに す ぎ ず∩ 耐

過 率 は き わ め て 高 く70 ％ で あ っ た ．30 日 の 観察 後 ， 耐

過 マ ウ ス7 匹 の 腹水 の 肉 眼的 所 見 で は 異 状 は 認 め ら れ ず ，

もち ろ ん 活 動 原 虫 は 培 養 に お い て も 証 明 さ れ な か っ た ．

た だ 腹腔 内 の リン パ 細 胞 が 未 処 置 マ ウ スよ り も 幾 分 増 加

の 傾 向 を 示 し た ．0 ．5g　：1ml 免 疫 群 で は1g　 ：　1m卜 免

疫 群 よ り も耐 過 率 が や や 低下 し ， そ の 値 は50 ％ であ っ

た ．更 にIg　 ：5 　ml　免 疫 群 で は わず か に20 ％ が耐 過 し

た に す ぎな か っ た ．後 二 者 免 疫 群 か ら の耐 過 動 物 の 腹 腔

内 所 見 もlg　 ：1 　ml　免 疫 群 の そ れに 著 し く 類 似 し た ．

マ イ ク ロ ソ ー ムに 高 廴ヽ防 御 抗 原 性 が 局 在 す る こ と は 以

上 の 結果 か ら 明 ら か で あ る ． し か し マ イ クロ ソ ー ムの 濃

度 の 低下 に 伴 っ て 抗 原 性 が 急 速 に 減 弱 す る こ とも 事 実 で

あ る．

Final　sup　：　12匹 の無処置対照群の外にfinal　sup　l　g

：5m 】及び1g ：1ml の両免疫群を加えて試験した ．

2 6 0 2 6

treated　group

Fig ．　3　Protective　effect　of　intravenous　immuni－zation

with　solub】e　fraction　（115 ，000×G

－supernatant）　on　reinfection．

Mice　attacked　with　107　parasites　after　three

weeks　of　immunization．

Fig ．　3　に示したごとく各実験群を 通じ て耐過 した動物

は存在 しなかった．　もともとfinal　sup　は タンパ ク含 叺

が高く，血 清学 的には液性抗体産生に最適 の抗 原であ る

と思われる（1967 ）．　しかじ 防御抗 原” としては令 く

無効である結果を得た．更に興味あ る 二とは 免疫濃度の

高い群（1g　：lml ）が， 低い免疫群及び対照 群よりも生

存日数 がかな り短縮さ れた結果を表わした．このことは

他 の意味－ たとえば 負荷 効果－ で重要 と思われ る．

母親から次代への防 御伝達試験：マイ クロ ソームlg

：lm 】免疫群（Fig ．　3）の耐過マ ウス71覡の うち2 匹は，

攻撃後に合計13 匹のマ ウスを出産した 冂坊御能 力がに

親から次代に伝達された ものであ れば ，これらの次代マ

ウスにはそ の証拠 が認めら れるべきであ る．

2

Fig ．

6

4

S0　　30　　2　　6　　10　14

Protective　response　of　litters

18　days

from

immunized　mice　to　infection　24　to　27

days　after　the　birth．

Fig ．　4　の結果は ，出産後24 ～27 日を 経過 した上 記13

匹の次代マウスの腹腔内に6 ×106　コの原虫 を攻撃 した

際 の成績である．対照群（生後28 日のもの） は攻撃後8

日以内に12 匹死亡 し，1 匹 だけ 耐過した，　実験群では20

日以内に100 ％ の死亡率を示し た．こ のことから防御

能力の 次代への伝達は考え 難い ．
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Explanation　of　Photos
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Photo　l　Electronmicrograph　of　the　3 ，600×G

－sediment

fiχed　with　0．1％　osmium　tetroχide

Photo　2　　Electronmicrograph　of　the　12，000×

G 　sediment

fiχed　with　0．1％　osmium　tetroχide

negative　stained　with　2％　phosphotungusticaci

（l　after　fixed　with　4％　glutaraldehyde

Photo　3　Electrormicrograph　of　the　44 ，000×G　sedin

！ent

fixed　with　0．　＼％　osmium　tetroxide

negative　stained　with　2％　phosphotungusticacid　after　fixed　with　4

％　glutaraldehyde

Photo　4　　Electronmicrograph　of　the　115，000×G

　sediment

fiχed　with　0．1％　osmium　tetroχide

nagative　stained　with　2％　phosphotungusticacid　after　fixed　with　4

％　glutaraldehyde
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総 括及び考察

感染 病予防 ワ クチンとして強毒死菌よりも弱毒生菌 が

は るかにす ぐれてい ることを立 証した数多 くの成果 は，Ehrlich

以 来免疫の通念であった体液性抗体に大きな動

揺を与え た．小 林六造 教授門下の羽生（1929 ）はSalmo 一

麗 ／／α　四町加田（ ファ ージ抵抗株の）で，　Li 　（1929 ）

はSalmon ぶαc 加汕・に で弱毒生 菌の優位性を立 証し

た．その後こ の課題は実験チ フス症を 場とす るUshiba

（1965 ），三 橋（1959 ）の液性及び細胞性免疫 の解析に直

接 の関連を もった． すなわち， 強毒死菌免疫はS 一型のO

一抗原に対応 する体液性抗体の上昇を重視しているが，

弱毒生菌 免疫では感染とい う宿主と病原体の相互反 応に

よって生ず る“ 細胞性抗体”に主体をおいている．細胞

性 免疫 の現 象論的 な説得力 はChase 　（1945 ），天野（1961 ，1962

） のリンパ細胞によるツベル クリン抗体の伝達，三

橋 （1959 ）の ＆ 加り回／／αenteritidis弱毒生菌免疫マウ

スの腹腔喰細胞のin　vitro　での毒力菌増殖阻 止効果 な

どから与え られるが，その本態についての理論的分析証

拠には まだ完 全なものが得られていない．叉，細胞性免

疫 のす べてが“ 防 御抗 体”に 通ずると断定できない 証拠

は 岡ら （1962 ），　Fong 　et　al．　（1963 ）の結核免疫とツベ

ル クリンアレル ギーの関係が暗示 している．

Murakami　d　al ．　（1959a ，　1959b），岡ら（1961），　Yo－umans

d　al．　（1955 ），　Kanai 　＆　Youmans 　（1960），

尾崎・岡（1963 ），岡 ・尾崎 （1963a ）は宿主 の“ 防 御抗

体 ”よりも，むしろそ れを誘発 する“ 防御抗原”の解析

を実験チ フス症，結核症及びト リコモナス症か ら追求し

てい る．こ れら の実 験の主軸 となるものは，病原細胞 の

ある特定 のsubcellu 】ar　component　が“ 防御抗原” と

し ての資格を もち，そ の情報が宿主 細胞に より解読され

た場合 のみに“ 防御抗 体”が作られ，るだろ うと卜 う仮定

に基づい ている ようである ．

石英砂に よる7 ．かg 鈿s の細胞ホモジネ ートをdif －ferential

centrifugation　法に より3 ，600　x　G－，　12，000xG

－，　44，000　xG－，　115，000　x　G－seds及びfinal　sup　に

分画し，それらの組成について電子顕 微鏡的構 造分析に

努めるとともに，各分画の“ 防御抗 原”とし ての能力を，

マ ウス尾静脈免疫，腹腔内攻撃 の組合せで検討 した ．

3，600　x　G－sed は約150 ～500　mμ にわた る幅広い不

均 一な構造であった．このこ とはあらゆる段階 の細胞残

屑 を含むこ とを示すも のと推定された ．かか る解釈から

（43 ）
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“ 防御抗原 ”分 析の目的に は不適当と考え免疫学的評価

から除外し た．

12，000　x　G－sedは主に膜構造 の集合体であるが，種 々

の程度に破壊を受け てい ることは電子顕微鏡観察から 明

らかであ る．岡ら（1966 ）はテフロ ン磨砕器処理に よる

場合，こ の分 画に200　m μ 程度の顆粒を認め，又 ，白方

・岡（1965 ）は岡ら（1966 ）と同一処理法で リンゴ酸脱

水素酵素 活性が12 ，000　x　G－sed に濃縮され るこ とを述

べた．　しかし石英 砂法のさいは リソゴ酸脱水素酵 素系 はfinal

sup　に 移動するこ とも岡 ・尾 崎（1963 ）は述べ てい

る．以上 のこ とから予測 できることは リソゴ酸 脱水 素酵

素系は可溶 性であ り，膜構造に包まれて存在 するら しい．

そ の点，分化 の進んだ生 物の ミト コンドリアとはかな り

異った構造 と考 えら れる．かかる構造 が石英 砂で破壊を

受け ，そ の破片 のみがこ の分画に残留した のであ ろ う．12

，000　x　G－sedを静 脈から 免疫処置した マウス群には，

致命的感染に対 して評価し うる抵抗性は生じ なかった ．

すなわち ，こ の分 画に は防御抗原性は欠除さ れてい る ．44

，000　x　G－sed はHogeboom　et 　al．　（1948 ），　Schnei－der

　＆　Hogeboom 　（1950 ）が記録した マイ クロソ ーム分

画に該当す る．マイ クロ ソームの定義 はかな りoperati －onal

な ものであ るが一応endoplasmic　reticulum が破

壊され小胞 化してできた 破片であ るとい う　Palade 　＆Siekevitz

　（1956 ）の意 見に 従った．厚さ70 ～80Å から

なる二 重膜構造が明らかに認 められた．これは リポタ ン

パ クを主成分 とす る膜質 部である．それら の間に20 ～25m

μ のライボ ソームが散在 した．

115，000　x　G－sed は遊離 ライボソ ーム及び そのサブ パ

ーティ クルの濃縮分画である ．　Huxley　＆　Zubay（1960 ），Tissieres

et　al．　（1959 ），前 田（1961 ） は ライ ボソ ーム

を大腸菌型 と イースト型に 分類し， 前者 は，　30s　＋　50s

二70s ，　2（70s）二100s ， 後者は　40s ＋60s二80s ，2

（80s）二ご120s のシステ ムを マグネシュ ーム濃度に よ

り変動するこ とを記録した ．著者のネガテ ィブ染 色で も

サブパ ーティクルから なるモ ノマ ー及び タイマ ーのライ

ボソームが認められた．しかし7 ．かd 心 のサブ パ ーテ

ィクル が上 記の卜 ずれの型 に該当す るか は明らかに でき

なかっ た．

著者 がマイ クロソ ームと称した分 画は44 ，000　x　G－sed

と115 ，000　x　G－sedの混合 体である ． 抗原とし て用いた

分 画のうち，致命的感染に対し て有効 な特異抵抗 性を マ

ウスに与 えたのはこの分画のみであ った．すなわち ， マ

イ クg ソ ームの1g　 ：1m 】免疫群では70 ％ の生存 率を
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得た ．　しか し，この能力 も免疫処置量 の低下に 伴って急

速に下降し た・

マイ クロソ ームの主要組成であ るリポタンパ クとリボ

核 タンパクのどちら が“ 防御抗 原”として有能 であるか

とい う課題 が残 され てい るが，これにつ いては近い機会

に 明らかに されると思 う．

次に妊娠 中に マイ クロソーム免疫 ，続いて107 コの原

虫 の攻撃 を受け ，そ れに耐過した強力な免疫獲得マ ウス

が，出産仔に抵抗性を 伝達 しうるかについて追求した結

果 はすべて陰 性の成績 に終 わった，

石英砂による細胞 ホモジネ ートから得たfinal　sup を，

より温和な法で得たそれと比較して異なる点は，石英砂

法の場合にはデソキシ リボ核タ ンパ クとリソゴ酸 脱水素

酵素系が高濃度に存在したこ とであ る．いず れにし ても

各分画 のなかで最高のタ ンパ ク量を示しな がら防 御抗 原

性を表わさな かったこ とはマ ウスに よる免疫 実験から明

らかであ る．

結 論

7切 助omonas 　foetus石英砂ホモ ジネートをdifferen －tial

centrifugation　法に より3 ，600　x　G－，　12，000　xG－，44

，000xG －，　115，OOOxG －sediments 及びfinal　super－natant

に分画し， そ れら の電子顕 微鏡的 な形 態構造 を

観 察するとともに，　12，OOOxG －sediment ，マイ クロソ ー

ム（12 ，000　x　G－supernatant の115 ，000　x　G－sediment ）

及びfinal　supernatant につ卜 て防 御抗 原性を，マウス

尾 静脈免疫，腹腔より攻撃の組合せから検討し下 記の結

果 を得た．

1．　3，600　x　G－sediment は150 ～500　mμに わたる細

胞の残屑で不均 一一構造を示 した．

2．　12 ，000　xG－sediment は膜構造 の破片が主要 組成

であり，防御抗原性に欠げ た．

3．　44 ，000　xG－sediment は70 ～80 Å の厚さを もつ

二重膜構造を主要組成 とし，他に20 ～25m μ の ライ ボソ

ームもわず かに 散在し た．　115，000　x　G－sediment は ライ

ボソーム及びそ のサブパ ーティクルを主要構成分 とした ．

分画物 のうち防御抗原性を表わしたのは44 ，000　x　G－se－diment

と115 ，000　x　G－sediment の両者を含む マイ クロ

ソーム分画のみであ った ．しかし マイ ク・＝＝・ソームの免疫

量 の減少に 伴って抗 原性 も著し く低下し た．叉 ，マイ ク

ロソ ーム免疫は次代 マウスに抵 抗性を伝達し なかった．4

．　Fina ］suparnatant は電子顕 微鏡的に は一様に無

構造を 呈し，免疫学的には防御抗原性を欠除した ．

稿を終わるに臨み 御指 導と御校閲 を賜わった尾崎文雄

教授，終始実験を 御指導下さった岡　好万助教授，電子

顕微 鏡観察に 御援助 を頂い た伊藤義 博助手に深甚の感謝

の意を表し ます．
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ELECTRON　MICROSCOPIC　OBSERVATION　AND　ANALYSIS　OF　PROTECTIVE

ANTIGENICITY　OF　FRACTIONATED　CELL　HOMOGENATE　OF

T7？瓦：hoiぼON　AS　FOETひS　GROUND　WITH　GLASS　POWDER

Keis ⅢYAMAKAWA

（£）ゆα八房召が θソ≒／）αrasitology，　School ザMedicin らTokushima び雨脚7肩ぴ，7 劭μshima ，　Japan）

The　cell　homogenate　of　Trickθ琲のxαs／θetus　was　prepared　from　fourty　hour　culturesof　the　organisms　in　F

－bouⅢon　by　centrifugation　after　washing　with　saline　four　times　orfive

．　Crude　supernatant　was　obtained　by　centrifuging　the　homogenate　at　900　x　G．　Fromthis　the　3

，600　x　G－，　12，000　x　G－，　44，000　x　G－　and　115，000　x　G－sediments　and　final　supernatantwere　fractionated　by　differential　centrif

　ligation．

For　electron．　microscopic　observations　the　fractions　were　fixed　with　osmium　tetroxideor　fixed　with　glutaraldehyde　and　negative　stained　with　phosphotungustic　acid

．　Mice　wereimmunized　with　different　concentrations

of　the　12，000　χ　G－sediment　（large　granules ），115

，000xG 一sediment　of　the　12，000　x　G－supernatant　（microsomes ）　and　final　supernatantthrough　their　tail　veins　to　study　the　protective　antigenicity　of

the　fractions　prepared．

The　results　obtained　are　as　follows　；

1．　The　3，600　x　G－sediment　was　composed　almost　completely　of　inhomogenous　celldebris　of　150　t0　500　m

μin　size．

2．　The　principa 】constituent　of　the　12，000　x　G－sediment　was　the　membrane　structureand　this　possessed　no　protection　activity

．

3．　The　main　part　of　the　44，000　x　G－sediment　was　the　membrane　structure　of　70　to80

　A　in　thickness，　and　also　ribosomes　of　20　t0　25　mμin　size　were　included．　The　n5 ，000x

　G－sediment　was　mostly　of　ribosomes　and　their　subunits　with　a　small　amount　of　themembrane　structure

．　Remarkable　protective　antigenicity　was　observed　in　the　combinationof　the　44

，000xG －　and　115，000　x　G－sediments　；　microsome 厂With　decrease　in　the　amountof　microsome　fraction　given

，　a　rapid　decrease　was　seen　in　the　protection　ability・

4．　No　protective　antigenicity　was　confirmed　in　the　final　supernatant．

（46 ）




