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ア サキス症の免疫学的診断北おける螢光抗体法の

応用①抗原の作製法について

寄生虫学雑誌

D 実験材料

アニサキス幼虫は北海道産のスケトウダラの内臓よ

り,プタ回虫は凧場でブタの消化管内より,またイヌ何

虫は新潟市において捕獲されたイスの消化管内より得

た

近年,幼線虫を抗原とした間接螢光抗体法を線虫症の

免疫学的診断に応用しょうという試みが数多く出され,

特異的で再現性の南い抗原を得るためのいく0かの工夫

がなされてぃる. sadoo d α1. a962)が旋毛虫 q'J'i,

ι五h1ιli"ゴ,h・alis)の幼虫にっヤ、〔、 10967Lノレえ'りン+0.5

ウシ血清アルブミン(BSA)による幽定抗原が好結果を

しめすことを報告してから, Nli虻1祀!1 (1964), Bissero

&、VⅨ1'ruH (1968)はイヌ回虫(702'oan'"αリJi"の

幼虫について, M0Ⅱa (197のはメヂナ虫 q)mam・

ιhhls "ルdhルリ"i0 幼虫1こーコ、ハて,それぞ才11自念tして良

好な成敏を得たと述べた.他方, S田艶r(1965)は1迩毛

虫をぺプシンで完全に消化して得た角皮を10%ホルマリ

ン十0,5% BSA で固定Lたものを抗原として使用する

力法を報告し, K伽虹 d "1.(196のはこの角皮抗原を

スライドグラス上に熱固定して使用する変法,ついで

、vogesa eι ai.(197D はこの抗原を Ti5Soe・Tec oTC

に包埋して凍結切片とする変法を報告した.超音波やホ

モゲナイザーで破壊した山体片を抗原とする方法も

Bιlrata、Ψi("njn ei al.(1963),入lnntoV11ni & SU12eT

(1967), L. vigoe110"X ゛1 α1.(1972)によつて報告さ

れた.吏に虫体のり1片を抗腺とする力法として',B詑05ko

""1'a那5)の筋肉内の旗毛虫幼虫の例片を使用するも

のや, R山tenb臼g N "1_ a968)の施毛虫幼虫の湖!結仞

片を使用する方法などがある.以上にあげた抗原は幼虫

全体または虫体の不溶性の体綱成分を用いたもので,非

特異的反応の排除は困難なものと思われる.虫体より抽

出Lた各郁可溶性蛋白質を抗原とする力法は,Toussa山t

& A"de玲on (1965)によつて最初に寄生虫症の免疫学

的診断に導入されてから,机々の鴇生虫感染に応用され
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2)抗原の作製

a)粗抗原の作製法

虫体を蒸留水で充分に洗い,乳鈴を朋いて,よく暗砕

したあと凍結乾燥を行なつた.この乾燥粉末に4゜Cのア

セトンを加えて10分問脱脂したあと迎心し,沈泣に充分

量のりン酸緩衝食塩水(PBS)を加え4゜C で鵬時1田,ス

ターラーを用いて撹梓抽出を行な0た.抽出液は20,000

rpm、30分問遊心して上澗をとり,湊締したあと PBS

に透析した.

b)アニサキス幼虫へモグ0 ビン(An・HI))の料゛製法

('roussaint ei'11.1965,1'oussaint 1966, sndunJ」

& Gore 1967, Dulbut丁& sadun 1967, GOTe &

Saao" 1968, G0ル ei dl.1970).薯者らはアニサキス症

の免疫学的診断に関する研究の一奨として,アニサキス

幼虫を用いて問接螢光抗体法を試み,これまでに行種嵜

生虫にっいて報告された抗原の作製法をアニサキス幼虫

に適用し追試してみたが,感度,特異性などの点で満足

すべき成鎖を得ることができなかつた.今回は,こ九主

でに報告された方法の久、'瓢を補うような抗原作蝉法の開

発を目標として徐の点に丞点をおいて検討を加えてみ

た.即ち,1)非特異的な反応が少ないこと,2)実験操

作が緬便で,判定に際して主観的要素のスる危険性が少

ないこと,3)抗原の長瑚細の保存力1可能なことなゼで
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アニサキス幼虫の特異抗原としての An・Hわは既報

の如く(鈴木ら1969),アニサキス幼虫キ細切し,少壁

の PBS とともに20,000叩m,30分遠心して得た体液よ

り精製した. An・Hb はこの体液を飽和硫安液で60%飽

和にすれぱ上清中に含まれ,750。飽和では沈澱してくる

ため,遠心して沈済を集め,少量の水に溶かして透析

L.0.005M りン酸緩衝液 PB . PH 7.2+0.1M Nacl

で充分に平衝化した DEAE・セルローズカラムに吸着さ

せ、 0.【)05M PB十0.3M NaC1 で溶出させて得た.

d)螢光抗体法(1FAT)抗原の作製法

IFAT抗原としては虫体を磨砕して先分に体液成分を

洗い流した虫体壁(B訊;抗原)と.更にこれを 1%ペプシ

ン÷0.5%塩酸で37゜C.18f時間消化して得た脅皮(C"ti.

抗原),更に粗抗原ならびに An・Hb 抗原を結合させた

S.1ホ町Ose 粒子(seph.抗原)とを用いた. B、¥抗肪〔

は史体を磨砕し,ガーゼ2枚でろ過して得た比較的細か

い体壁片を PBS で洗浄後,凍結乾燥して4゜C に保存

しておき,使用に際して4゜Cプセトンで5分問固定し,

PBS で2回遠心洗浄したあと,沈漬に4倍避の PBS

を加えて浮遊液としたものを用いた. C"d.抗原もぺプ

シン消化処理後,同様に保存し,2000浮遊液として用い

た.可溶性抗原を Sepharose に結合させる方法は PO・

ra小'り"1.096のに準拠した. CNBr 活性化 Sepl)a・

rose 4 B (P11armacia Fine chemicals)の lg を BⅡ'

dⅧer 漏斗上で約20om1 の0.00IM 塩酸溶液を加えて膨

潤,吸引洗浄し,更に0.1M NaHCO.+0.5M NaC1 で

洗浄後,1,ooorpm で3分間遠心、した沈澁に予じめ0.1

M NaHCO.+0.5M NaC1 に溶かした蛋白抗原(10~

20mg)を混合し,室温で約2時問反応させた.ゲルの

接梓は Seph訂Ose 粒子の破壊を防ぐためにスターラー

による撰排はさけ,桂をつけた試験管を用いて時々上下

反転を操り返すことによつて混合した、更にゲル表面の

遊難の活性基を遮蔽する目的でIM のエタノールアミ

ン(塩酸にて PH 8.0に調節)を加えて 1時間反応させ,

反応後は4゜C の0.1M acetate buHer (PH 4.の十 1入1

NaC1 と0,1M borate b0仟紅(PH 8.0)+ 1M NaC1 で

交互に1回ずつ遠心洗浄したあと,1%サッカローズ+

0.3% BSA を含む PBS で洗浄し,棟結乾燥して4゜C

に保存した.使用に際して,ゲルは PBS で膨潤させ,

3回洗浄して20%浮遊液とした.

3)問接螢光抗体法 UFAT)

反応は試験管内で行な0た.倍数希釈した被検家兎血

清の各希釈系列より0,3m1十つを円錐小試験管にとり.

これに各抗原浮遊液0.05m1 すつを加えて混和L,37゜C

で30分反応を行なつた.反応中,この試験管は10分ごと

に軽く振鑾混和した.反応終了後, PBS で3回遠心洗

浄し,更にこれに螢光抗体液(抗家兎 IEG+FITC)を

1滴加えて同様に30分反応させたあと, PBS で3回洗

浄した.ついで沈澄に緩衝グリセリン(PH 9,0)を 1

滴加え混和してから,その1滴ずつを5 ×フ.5Cm のス

ライドグラス上に滴下し,5 ×5mm のカバーグラスを

かけて螢光顕徹鏡で観察した.この方法により1枚のス

ライドグラス上に約40検体をのせることが可能であう

た.判定は BW 抗原では虫体破片のうち内部組織(筋

局)と判断される部分,また Seph.抗原では Seph討Ose

粒子の周辺部における特異螢光の有無によ 0て行なつ

た.

4)問接赤血球凝集反応(1HAT)

Bの,den によるタンニン酸処理法の変法を用いた.粘

製 An・Hb は box titTation によ0て蛋白量100/ιg,/ml

が至適と考えられた.これを等匙の3%タンニン酸処理

ヒッジ赤血球浮遊液と混じ,血球を感作した.他の抗原

にっいても蛋白量を100/侶/m1 として同様の方法で血球

感作を行なった.血清は56゜C,30分非働化したあと,

40Cで1晩無感作ヒッジ血球による吸収を行なつて使用

し,倍数希釈した血清0.5m11こ3 %感作血球浮遊液0.05

m1を加えて混和し,4時間後に凝集の有無を判定した

5)感染方法

感染動物として体重2kg 程度の家兎を用いた.フニ

サキス幼虫による感染には4羽の家兎を用い,うち2羽

には幼虫を25隻宛,経口投与し,他の2羽には同数の幼

虫を手術的に1羽には腹腔内,他の1羽には皮下に埋没

させる方法で感染させた.また,プタ回虫およびイヌ回

虫の揚合は雌成虫より得た受精卵を0.1N 硫酸溶液中で

250C,和日問培養した仔虫包蔵卵を家兎各2羽宛に

1,000個と2,om個の割合で経口投与して感染させた.家

兎は感染前および感染後は経日的に血清を採取し,
IFAT ならびに IHAT によつて抗体価を測定した.

1)各種抗原の反応部位

BW 抗原は大小不同の不規則な断裂虫体よりなり,

角皮.筋細胞,消化管がそれぞれ遊離してみられるもの

もあるが,角皮と筋細胞とが分離せずに細片となつてい

るものが多か0たので,それらについて抗原性を調べ

た.それによると,筋細胞と思われる部位での螢光は強

実験成績



<,明らかに抗原性の存在が証明されたが,角皮部分で

の螢光抗体の結合は弱く,筋細胞と比較すると著しく抗

原性が低いと恐われた(Fi".1). B、V 抗原を消化して

得た Cuti.抗肪〔では,吏に抗原性は低下し,商濃度の

抗血清を作用させた場合しか螢光を観察することができ

なかった.凍結仞片での反応性にっいては茗者らがし

ばしぱ報借Lたが(鈴ホら1971,白木ら1973a)、桜体腔,

角皮下胴の Hb の豊富に含まれる部分が最む強く,筋
細胞,消化管細胞がそれに汰ぎ,排誰腺、角灰では極め

て弱い辰応しか見られなか0た.いずれにせよ虫体の組

織,排官によって反応性にかなりの違いがあるというこ

とは,そのい十れの部位での金光を判定の基準にとるか

ということで成績にかなりの差が出てくると思、われた.

本実験では擬体腔ならびに筋細胞における螢光の有無を

判定の基準において実施Lた.

以上,3極の抗原を用いた IFAT と An、Hb を用い

た IHAT にっいて,アニサキス幼虫25隻感染家兎血清

の経日的な抗体価の変動を翻べて比較したのが F地・ 2

である.それによると BW と凍結切片を抗原として使

用した際には抗体価に殆んど差のないことがわか0た.

しかし,後の老按でも述べるように,これらの抗原には

特異性の点でやや欠ける面があると思、われた.一方,

Seph.抗原は前記の抗原に比べ極めて明瞭な反応を示
し、ほぽ同大の粒子の表面に抗原が均一に結合している

ため,螢光抗体の結合も極めて均質であり,そのため高

濃度の抗血清を作用させると,粒子全体が、満月状"に

,
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Fig.1 Poslt武・e pattern of the AJI. B、V'ng.
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Fig_ 2 The lHAT and lFAT literln dle 紀ra
from rabbiι infected with .4,ji'aιIS

Ian・ae.1HAT ;"1N・Hb ●,1FAT ;
frozen section of A,1.1arva 口,.'1/,

B、V.ng.0, J111. cuti,丑g.△

螢光を発してぃるが(F璃.3'0,抗血清の希釈を上げ,

終点と判定される段階になると"円環状"にゲル周辺の

みに金光がみられるようになった(Fig.3b).判定に際

して, B、V 抗原や横断切片で見られたような部位によ

る螢光の強さの差は殆んどなく均一で,主観の入る余地

は少ない乞思、われた.

2)アニサキス幼虫へモグロビン結合 SeP1徐rose 抗

原の反応性

以上に述べた如く, S叩harose が可溶性抗原の支持

体として適していると思われたので,A口・Hh結合 Seph・

抗原を作製し, BW抗原や IHAT 力価との関係を検討

してみた(Fig.4A~D). A粉よびBの家兎は経口感
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Antib。dy levels e5timated by d)e lHAT a訂d lFAT against various wpe of 110m010gousFi武.5
日τld heter010gous antlgens in the sera from rebbits infected Tespecrively with l,000
日ミ1d 2 0oo eggs o{'4Scdris $ι11ι"1.1HAT ; AJI・Hb ●, A,1. CTude o, AS・ CTude ',
IFAT ; seph、ag.(A,1.Hb ●, Aπ. crude ■, AS. crude '), BIV'ag..(、'1,.・ 0, AS・△)

をそれぞれ腹腔内と皮下に埋没感染させた家兎血澗にっ染を行なったもので,1HAT 値はAにおいては初感染

後の力価上貝.は顕菊でなかったが,再感染によってかないて検討した結果であるが,この場口には
りの高力価を示した.一方, Bでは初感染,再感染後の感染5日後には確実に上貝・し,1FAT 値はⅡ

に比較して全般にやや低い値ではあるが IHAT 値の変反応には大差がなかった. BW, seph,抗原に対tる
IFAT 値は A. Bともに IHAT値とほぽ対応した変動に対応した動きを示した.この場口にも e即'

の反応牲は BW抗原に比べてやや良好であ0た.これ動を示し, Aの初感染後の反応において BW 抗原が
は Seph.抗原の判定基準が単純であるのに対して,BWSeph,抗原よりも高い仙を示したほかは,全般に Seph,
抗原では形が多様で,判定がかなり大まかで巌密さを欠抗原の方がBW抗原使用時よりも商い抗体価を示した,
くためと考えられた.しかし,この両種抗原によ0て測疋Aの初感染後の弱い反応においてのみ BW 抗原が

IHATした抗体価には決定的な差は認められなか0た.SeP11.抗原よりも高い仙を示したこ乞は, BW 抗原で

は被検血清濃度の高い際にしぱしば非特異的反応がみら値とIFAT値との関係にっいては両者の実験手技が異
なるために巌密な比較はできないが,抗体価の低い血清れることが原因していると思、われた. C郭よびDは幼虫
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IFAT; seph・ag.(,1π・Hb ●, A,1. ONde 直, T'、. CNd.', BW.ag.(A,..0,1C.△)

では IFAT 仙が IHAT 値よりも高いのに対し,高抗商い特異性を有するものと予想され,この点を検討する

体価の血清ではIHAT値の方がやや高かった.これはためにプタ回虫およびイヌ回虫感染家兎血汽にっいても
IFAT抗原に若干の非特異抗体が結合するためと考え IFAT を行なつた(F璃.5, FiE.6). Fi号.5はプタ
られる. 回虫仔虫包蔵,取,000個或いは2,000個感染させた家兎血

3)フニサキス幼虫へモグロビン結合 Seph町Ose 抗清にっいて経旧的に IHAT,1FAT を実施した結果で
原の特異性 ある. 1HAT は感染血清に対応するプタ回虫の粗抗原

上述のように AO・Hb 結合 Seph.抗原はアニサキス と非対応の An・Hb,更に比較のためにアニサキス幼虫

感染家兎血清で BW抗原や凍結切片抗原に匹敵する粗抗原に0いて行ない,ーカ,1FAT は対応抗原とし

か,むしろそれ以上の反応性を有することが示された. てプタ回虫の BW 抗原と粗抗原結合 S即h.抗原,ま

A"・Hb はアニサキス幼虫に特異的な抗原と考えられた,非対応抗原では An・Hb 結合 Seph.抗原の抵かに

ているので(鈴木1968,鈴木ら 1969, suzuki " al. 比較のためにプニサキス BW抗原と粗抗原結合 S叩h

1971, An,Hb 結合 Soph.抗原は IFAT に粘いても 抗原を用いた.1HAT 値についてみるとアニサ寺ス粗

( 6 )
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抗原では対応ブタ回虫抗原に比べて常に低い値ではあつ

たが,相当の交差反応力雫忍められたのに対して', An・Hb

抗原はかなり低い偵であつた,1FAT仙においても同様

で,アニサキス抗原では B、V 抗原、粗抗凍結合 Seph'

抗原ともに交差反応に基く高い値を示し、荊しい場合に

は対応抗原と同1心を示すこともあつた.しかし, An・Hb

結合 Seph.抗坂では反応はかなり剥く、商い仙でも

2二~2'程度であり, 1FAT では正常血清においても常に

23~2゛程虚の非特異反応を含むという点を寺!運に入れれ

ぱ、交ぎ反応自体はそれ程大きな値とは考えられなかつ

た. F璃、 6は同様の検討をイヌ回虫感染家兎血澗に0

いて行な0たもので,この場合にもブタ回虫感染血清に

0いて得られた結巣とほぽ同じであつた.イス回虫感染

血消に対しては,アニサキス粗抗原自体がブタ回虫感染

血清に対して示したほどの交楚反応を IHAT,1FATの

い,.れにおいても示さ十,したがつて,アニサキス B、ν

抗原や粗抗原結合 Seph,抗原と A"・Hb 結合 SeP11,抗

原との問に認められた差はプタ回虫感染血渚の場合より

も少なかつた.

必要がある. B、V 抗原は Ba珀tawidjaja el "/.(1963),

Nln"t小・nni4リ"i. a967), Le vigue110UX CI "1.(197幻

が用いた七基本的に同じタイプの抗原であるが,著者ら

は虫体の破壊後,これを10%ホルマリン+0.5% BSA

固定は行なわず,凍結乾燥して4゜Cで保存しておいたも

のを使用に際して4゜C アセトンで固定した.著者らはア

ニサキス幼虫の棟結切片抗原を10%ホル中りンで固定す

ると,その抗煉性がtみやかに失なわれる成績(白木ら

19730)を得ており,ホルヤリン固定後の虫体片がなお

充分な抗原性を保持しているかどうかについて疑問を抱

いてぃる. BW抗原において反応性の極めて強い部分

は虫体の内部組織,特に筋愚などであり,タ1皮部分は殆

んど螢光がみられず, ROH印b.鴫(197のがアニサキス

幼虫の凍結切片抗原で角皮に特異螢光がみられたという

所見と異る成績を得た, B、V 抗原は20%浮遊液として,

0.3m】の被検血清量に対して0.05m1 づつ反応させた場

合には凍結切片抗原を用いて測定した IFAT 純とほぽ

等しい抗体価を示し,反応性七いう点では凍結匂J片法と

の優劣はつけ難いと恐、われた.しかし,諫結切片法では

被検血清の各希釈倍数に応じて多数の切片を作製しなけ

れぱならない,また,抗原の長期問の保存がきかず,ア

ニサキス幼虫の如く時掲によ0ては入手困難な嵜生虫を

取扱う場合に不便な而が多い.実験操作においても,こ

の方法は金操作をスライドグラス上で行なうため手技が

煩雉となり,1枚のスライド上に載せられる切片数にも

限界があるため,検査血清の希釈系列について1、枚のス

ライド上で連統的に螢光発生の度合を検討することがで

き十,判定に際してかなりの主観的要素の入る危険性を

被検血清と抗原量を巌密に規定する含んでいる. 士ナこ,

ことができ十,定量的実験においてはその都座結果に違

いを生十る恐れがある.以上の諸点を老え合せると,今

回茗者らの用いた BW 抗原は凍結切片抗原に比べかな

りの利点ん有しているものと思われた.しかしながら,

この BW 抗原も他のタイプの抗原と同様に複雑な抗原

組成を有した複合抗原であり,交差反応の極めて多い寄

生虫症においてはその抗原を用いての IFAT の診断的

価仙は必ずしも商いとは判断されなかつた.そこで苓者

らは,これまでに報告されていない漸しいタイプの

IFAT抗原として Seph.抗原を考案した.可溶性の嵜

生虫抗原をセルローズアセテート膜に吸着させ,Ⅱ'AT

抗原上して使用すろという試みは既にいくつか報告され

ているカニ(TOU5Saint & Anderson 1965, Toussaint

et '11.1965,、roussaint 1966, sadun 1968, sndun

アニサキス幼虫を IFAT抗原として使用する際.幼虫

全体を固定して抗原とする Sad岫 N "/.(196幻の力法

は幼虫が火きすぎるため適当ではない.したがうて,今

回は Le vigoe110UX 'り"/.(1972), S゛1Z虹(1965)の

方法に準拠して破壊虫体(B、Y わU原)と,それを更に

消化して得た"1皮(cuti.抗冴0 のほかに,薯者らの考

案した虫体抽出抗原をSepharos.に結合したもの(seph.

抗用0 の3秘抗源にっいて IFAT を行なった. B、V 抗

原は特異螢光を発することから抗体との結合が証明され

たが, coti、抗原を用いた際には殆んど螢光抗体の結合

カニ認められないか,または極めて微弱で, S田.er(1965),

KOZIW N "1.(196句,、¥egesa '.1 α/.(197D が旋毛幼虫

を用いて行なった成績とは薯しい違いを示した.さきに

薯者らがアニサキス幼虫の価皮よリ抗煉物質を抽出する

実験を行な0た際,普通,角庄といわれる部分は数胴か

ら成0ており,い十れの刑でも抗原性は他の組織に比べ

て芽しく低いが,そのうちでも緻密な榊造から成る最外

屑からは,いかなる処理によつても抗原物質を抽出する

ことは不可能であつた(白木ら 1973b).このように角皮

本来の抗原性の低さに加え,ペプシンによる長時問の消

化が抗原活性を更に低下せしめたと考えられるが,この

抗原性の低さは単に技術的な差にもと十くものであるの

か,寄生虫種の違いによるものであるのか今後検討する



& Gore 1967, Duxbury & sadun 1967, core &

Sadon 1968, Gore ei α1.1970),セノレロースアセテー

ト膜自体,抗原物質と何ら化学的に結合する特性をもっ

た支持体ではないため,抗原物質と同様に螢光抗体液

も吸着され,洗浄に際しては抗原と結合した螢光抗体と

非結合螢光抗体とが同時に洗い流されるし,洗浄回数を

少なくナれば非特異的螢光が残るという不都合さがあ

る.それで可溶性抗原を用いる方法では,支持体と抗原

蜑白との問に強固な化学的結合が起り,多少の操作によ

つてこの結合が解離しないこと,二炊的に加えられた蛋

白質の支持体への物理的吸収が少ないか,吸収されたと

しても洗浄によりすみゃかに除去できること,更に支持

体へ抗原を結合させることによつて抗原性に大きな影響

を".えないことなどの条件が要求される.そうした要求

を満た,ものとして P0皿小""1.(1967)が報告した

CNBr 活性化 S.P1松rose 力二最適と考えられ,これにア

ニサキス幼虫の特異抗原として抽出したA"・Hb を化学

的に結合させたものを IFAT 抗原として使用してみた.

この Seph、抗原は対応ナるブニサキス幼虫感染血清に

対して充分な抗原性を発揮し,等濃度浮遊液で使用し

た場合には BW抗原で得られた IFAT 値と同程度か

むしろそれより高い仙を示した.一方,非対応のプタ回

虫,イヌ回虫感染血清に対する反応はいずれも BW 抗

原と比鞍して弱く,したがつて, BW抗原でみられた交

差反応をこの Seph.抗原ではかなり除外できたものと考

えられた.この抗原は BW 抗原と同様に浮遊液として

使用するため,既述した如く尖験乎技,抗原の保存,結果

の客観性などの点において多くの利点を有し,吏に粒子

が比較的均一であり, B、V抗原のように抗原粒子の大き

さや形に多様性をもたないので判定する際の基準がかな

り単純化でき,判定が容易であった. seP1玲rose は任意

の蛋白抗原を粒子表面に結合させることが可能であり,

粘製した特異抗凍を用いることによって,これまでに報

告されたいろいろなタイプの抗原よりも,特異性の高い

IFAT仙を求めることができるので,今後,各種寄生虫

症の免疫学的診断において IFAT を応用する場合,極

めて診断的価値が高いと判断された、

2)ーカ.体壁抗原あるいは幼虫のへモグロビンを結

合させた Soph訂Ose 抗原は充分な反応性を示し,螢光

抗体法抗原として適当であつた.

3)とりわけ, S叩h町託抗原は任意の特異的抗原物

質に対する反応のみを測定することが可能で, BW抗原

よりも特異性の高い結果を将ることができた.

4)これらの抗原は長期間にわたる保存力二可能で,実

験手技にも煩雑な要棄が少なく,しかも判定にかなりの

客観性をもたせることができた.また,反応性の点にお

いても抗原濃度が適当であれぱ凍結切片法を用いて得た

結果とほぽ等しい抗体価が得られた.
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INI)1RECT EI"UORESC鳶NT

1)

to 01)1ain the sui{ab】e nntigeTl foT t1地 indirect euote5Cet antibody te吼 forIn 社n atleml)t

ani5akiasis,3 り・pes of anti客en5 Were prepared from A艸is"ιIS 】arvae and compared with eacl
。ther with respect t0 小e speC16Clty、 sensi6νiιy and Tepro({ucibⅡity, These antigens inc u【e
I Homogenates of the larvae (BW・ag) PTeP乳red by the method desctibed by Le vigueⅡOUX

2 Cutlcular fragelnents (cuti,ag) obtained by '1e pepsin・digestion of holnogenized1971.

Iatvae. Thls procedure was oTiginaⅡy reporte(1by sulzeτ 1965. 3 Soluble anti客en couple(
With 丑garose beads seph.a宮. The coup""" technique 、、'as devepoled as a meafls for convert'
ing protein into in50IU、1e {orm by porat11 ιi "1、 1967

T11e tesults obtained on sera from rab、its infected with '4,11'αιリS. A黛'"J'1S Sιι""ι and

フ'0.1・ora,.n ιa,ιi' are summarlzed as f0110WS :

1 1n the test using cUιi.ag, aTly conclusive resulr ιo evaluaιe ils U5efulness was nりt

Obtained、 since a dim 丑Uorescence 、¥as obseTYed or11y 、Ⅵth hlgh titer sera.
Obser、,ed wlt11 5era2 By lhe test with B、V・ag,小e consklera、】e sen5i6Ve reaction was
Ot11er nematode in・Of r丑bbits exposed to .111is'ι骨is larVι{e, but t11e obYious cross・reacoons 、凡'iτ11

fections also occured.

3 Employing t11e seP11.ag coupled wlth a puri6ed '1111Sdkが hemoglobin which W'as Te.

Of 'いi又lkiぶ lar、,ae suzuki 1968; SU2Uki'リC0耳nized {ormerly e5 a speC16C antigenic component

"1.1969,1971, t11e speci6C reactions 、、'ere o、served.
4 From 小e Te5Ults obtained in the presen【 study, 1herefote, it 、vas conside牝d that the

HU。resce"t entibody test 5ystem wit11 Sel)h■菖肌'a5 most useful for the diagnosis ol anisaki05is,

a,a 小at 小e lechTlique mi宮hι 1〕e also success{UI】y applied to odler infectious disea託S

SA'「0. T。shio suzuKI、 111kno YAMASHITA,1'adashi sHIRAKI

HiToho sEKnくA、、'A and 入lasamlt5U OTSURU

ノ)',,ι1,Y""リ1i o/.、/イ,'1i"'1ι ZO010gJ.,入iigal'1 ι「111τ'ersii」,
δ"・/1001 '」/'11ι,'ii" iπ',.入リigα1'1..ノα,'υ1)

A入n"1BODY TEST FOR DIAGNOSIS OF ANISAKIASIS

PREPARATION OF ANTIGENS


