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サキス症の組織診断における螢光抗体法の応用

2. A"isakiS 幼虫抗原成分の解析,特に角皮抗原

の分離について

UI H5貞,19力

内

炯報て述べた如く.凍結融解および超音波処理によ0

て件うれた'し,ム'"',iS 幼史の難溶性n戈分は、螢光抗体染

色における幼虫例片との反応状況から角皮組織も含めた

虫体のほとノνゼ全ての組織成分を有ナることが知られた

(白木ら1973

アニサキス症の陳旧性病巣におVては角皮組織が最も

長期1剖にわたり残存し.また虫体が他へ移行して病巣

都にけ脱皮片だけを残十例もしぱしぱ認められる(白木

1969).こうした陳旧性病巣における角皮の検出に役立

てる既的で_に記の難溶性成分を硫安塩析および DEAE・

Ce11Ulose のカラムクロヤトゲラフィーにより、、くつか

の分画に分け,各分画を用Vて免疫したウサギの抗血消

に螢光色素を標識し.それぞれにょリ虫体切片を染色

し.反はの1局在を捌べた.その結巣、角皮に特異的とみ

られる成分を分離十ることができたので隷告したし、

はじめに

材料・方法

縦体腔液(perienleric eui'1):スケトウグラの内臓苓f

生の▲川出ιリ'幼虫 1型を数ケ所で切断し、乳鉾で怪く

磨砕,少世の生理食塩水を加えて遠心沈澱を行ない得ら

れた赤味を帯びた上清である.

難溶性抗煉(somatiC 如ti筈印ン市1報で述べた如

<,前記の擬体腔液を採0た後の沈澄に2倍量の生垤食

塩水を加えて磨砕後遠心沈澱し,上清を棄てる.これを

2四繰り返して易溶性成分を除Vた.得られた白色の沈

液に凍結融解を5回繰リ返した後.生理食塩水を加え,

(叫{〒U始平 4 ナ1 6 Ⅱ 受領)

i両

10KC 超音波振動を 2【川い'で脚分Ⅲ1加え.ご0,【勵Urpm

卸分遠,Dして上清を集めた.

硫安塩析:縦体腔液および難溶性抗凉を硫安塩折法に

よつて、、くつかの分画に分けた.,、なわち,水酸化アン

モニウムで小性にした4゜C 飽和硫安を試料に滴下し、

初めは卯%飽和とし.4゜C のものとで30分提拝した後

遠心沈澱により上消と沈液に分けた.上清および 0.005

M 燐酸緩衡液(PB) PH 7.4 で溶解した沈泣はセロフ

アンチュープに入れ,大量の伺緩衡液で4゜C,'18時冏透

析し,硫安を除いた.汰Vで上清分画は60%飽和で塩析

し,沈泣と上清に分けた後同様に透析した.上清分画は

さらに80%飽和で塩析を行ない沈泣と上清に分け最後に

1ω%飽和で塩析した.1{め%飽和とナる場合は硫安結肌

を試料に加えて行な0た.

DEAE・ceⅡUlose カラムクロマトグラフィー.硫安塩

折で分けた各分画について、さらに DEAE,ce11Ulose 力

ラムクロマトグラフィーによる分離を試みた.ナなわち

0.005モル PB. PH 7.4で平衡化した DEAE・C田Iulose

カラムに前記試料をのせ, NaC1 を0.05.0.1および0.3

M濃度に加えた緩衝液によつて溶出L.それぞれの浜度

で溶出してくる成分を集めた.

抗血清およびその螢光標識:得られた各分画は燐酸緩

衡生理食塩水(PBS)で透析した後,フジ戸バンドを力U.

えてウサギの足踏皮下に接麺.2週問隔で3回追加免疫

を行なし.最後の免疫より1週後に顕動脈から全採血し

た.得られた抗血清に対して前報と同様に硫安塩析と

DEAE・ce11UI05e カラムクロマトグラフィーを行なし

1寒G を精剣し,こ,1をθUOTescein isothiocyanate て〒

二
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5.6および鋤%飽和で沈i殿しない"戈分に0、、てはD亘・

AE.CC11010se カラムケロロマトグラフィーにより,それ

ぞオ13 つのタ"町に分けた住"raction 7 ~10). Fraction

5と6 を比較すると.反壊の1砧在は両者でかなりのれ1

述がみられた.すなわち抗一F凱dion 5抗体は幼虫の

側線,筋細胞(髄胞部)と強く反応し,伯皮下屑,巾

腸、筋線維、伯皮等との反応は弱かった,一方,抗一

F立、clio0 6抗体は中腸、仙1線,筋細胞.角皮等と強く

反窓した.角皮成分は Frιldion 6 により多く含まれる

Fig.!(3) BO(1y 、、,a11

ことが知られた.

Fractio" 6 から分酢した0.05~0,1N1 濃度 NaC1 で

溶川される分画(F鳳Ctio"8)に対応tる螢光抗体液は

^Ihi,ゞ"ゾ'幼虫匂」片の伯皮屑とのみ反応サ'ることから,

この F皿Ction 8け角皮に特異的な成分で.他の組織成

分はほとノν含まないことがわかつた. Fraction 7およ

び10は筋組織の成分を含み, Fmcuon9 は中腸外壁お

よび側線の辺緑部とも反応がみられた(Taわk l).異種

抗原である豚回虫, CO"h'ard',rh"1 型幼虫、 71'1'J'α,10r"
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'1'able l Cite of t11e re丑Cti011 0f FITC・1abeled anisakis anti、odies

at the seC60ns of -4,1i$'1ιis larva
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幼虫の切片につし、て.この抗一Fraction 8抗体で染色し

た結果は.1川即"'幼虫と同様やはり,毎皮扇とのみ反

ιι;した.

[atetel
Cord

Muscle
6ber

角皮抗原の分酢に閲t る研究としては Jeska Q967

a, b,1969)の一速の報告がみられる,彼は主として

Ochteτ10n丁法およぴ免疫電気泳動法によりイヌ回虫と

豚回虫の抗原解析およぴ相互比較を行なつた.その結

果,イヌ回虫の属特異抗原乞して免疫電気泳動で6本の

沈降線を認めたとし,さらに抽出抗原を硫安塩析, DE・

AE・ceⅡUlose カラムグロマトグラフィー, sephedeX ゲ

ノレ浦過等により多数の分画に分けた.一方,角皮,角皮

ド層,卵巣等の組織を虫体から分雛して,それぞれに0

いて抗原抽出を行ない比鞍したところ,特異沈降線6本

のうちの1本が単際され,それは角皮成分であるとし

た.彼は宿主と寄生体が接する揚として角皮の役割を強

瀞目し,寄生虫疾患,特にνiscera11aTV急 migranS の予

防あるいは診断に対ナる角皮抗原の利用の可能性を示唆

してVる.

薯者らはこれとは別の観点,方法で角皮抗原の分離を

試みたが,その結果角皮に特異的な分画を分籬すること

ができた.この分画に対応する螢光体液は角皮と特異的

に反応することから,ブニサキス症の陳旧性病巣におけ

る角皮の検出にある程度利用できると考えられる.この

分画の化学的組織についての解析はまだ行なつていない

が,豚回虫, CO"b此"amι等の角皮とも同様に反応す

ることから,おそらく単一成分ではなく,各線虫の角皮

に共通した種々の成分を含むもの巴思われる.
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これまで螢光抗体により寄生虫抗原の解析を行なつた

報告は薯者らの知るかぎりではまだ無い.複雑な体制を

も0婿虫類の抗原解析にあたり,楚光抗体法はきわめて

有効な手段と考えられる.

Mid武Ut

アニサキス症の組綴診断に資するため, Aπim財S 幼

虫から角皮に特異的な成分の抽出を試みた.→、なわち,

幼虫を磨砕して生理食塩水により易溶性成分を抽出し

て,これを取り除いた後,凍結融解と超音波振動によう

て虫体組織から難溶性成分を抽出した.さらにこれから

硫安塩析により卯~80%飽和で沈澱する分画を得,次い

で DEAE・ceⅡUI0託カラムクロマトグラフィーにより

0.05~0.1M 濃座の NOC1 で溶出される分画が角皮特

異抗原として分離された.この分画に対応ナる螢光抗体

液は'4Ni即ι心幼虫および近緑線虫の角皮とのみ反応す

ることから,陳旧性のアニサキス症組織診断におV、てgj

皮の検出に利用できると考えられる.
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火・浅石和昭(1973):アニサキス症の組織診断

における螢光抗体法の応用.1,抗一粗抗原 lgG

おとび抗一精製抗鳳 lgG の反は性.寄生虫誌,
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"鈴木俊央Q9聞):γニサキス韮の免疫学的診断

に関ナる研究 1.磁気泳動法による抗原の分析.

寄生虫誌,17,213-219.

)鈴木俊夫・白ホ公・火鶴正満a969).丁ニサキ

ス症の免疫学的診断に関,る研究 2.抗唖の分

雌・柿製.寄生山誌.18.932-239.

In order to apply Huorescent antibody technique to hist010"ical dia客nosis o{ a11isakiasis,

The authors ttied to extract cuticu】ar antigen of A11iSα両is larva fron) the " somatic antigen"

mentioned in the pTecediTlg paper." somatic antigen" extracted by freezing・and・t11awi"g and

Ultrasonic V北tation 、リas fractionated by salting out with ammonium suHate and DEAE・ceⅡUlose

Column chromatography.111ese several fractionS 机,ere inoculated to rabbits subcuta口eously with

Freu"d's complete adjuvant. Rabbits anti・sera correspoDdiΠ且 to eacb haction were labe11ed

With auorescein isothiocya11ate (FITC) and cTy05tat secti011S of lerYa stained by the5e ]abe11ed

a口ti,5eTa 、Yere observed under euorescent microscope、

As a TeSⅡlt, it was known that a {Taction W11iC11 、vas precipiιated witb 40~帥% aln.

monium sUⅡate and eluted by o.05~0.1 mol Naclin DEAE・ceⅡUlose column chTomatography

、vaS 5Peci6C to cU6Cle comp011ent.

As t11e FITC・1abe11ed anti・5erum corresponding to the cuticular antiEen reacted only to

Cuticulat layers of 、4,↓i$a太i' 1arva and 0小er related nematodes, thiS 丑Uorescent antibody seemed

to he useful for detection of cuticle io hist010宴ical diognosis of long・standing 丑Πisakiesis


