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螢光抗体法による豚肺虫 Uetast扣11gy1記S αつh

(Gmelin,179の成虫より分籬

し北抗原の起原の検討

近苧,寄生性鄭虫類の成虫に山来ナろ抗煉牲物質の分

戴,精製には各種の液体クロマトグラフィーが応用され
てぃる.しかし,これらの方法を応用した NOTman ら

(196(1), Jesk゛(1967)等の成鞁によれぱ抗原性物質を

単離すろ:とはきわめて圈難であるよラであろ.

このような目的には抗原一抗f本結合物を用いる方法が

非常に効果的であろといわれろ(Kabet,196D.

著者:士豚肺虫.vem$h'0"gJ、hが apl'i の抽出i伐小に存

在ナろ抗原性物質をゲル内沈降反晦で分祈し,各抗瞭一

抗体結合物で家兎を免疫ナろこ上によって,純隻の比較

的轟いそれぞれの抗血消を作製し,さらに,これらの抗

血清を用い,それらに対応する抗原性物質の成虫内にお

ける局在部位にっいて間接螢光抗体法を用いて検討し

ナ、ニ.さら(こ,1葉1市虫とιFル1i![ミ 1)iιIJ,OC"UI"S I,hリ'11α,'"S

および豚回虫 A"d,,6 甜αi川の判〔原牲にノ)いてt金素を

お;ん0たので捌H七・ナろ.

材料および方法

(鵬和娼'1三9 j1 5 "受何0

衡液(以後νBS と酢す)を25m1 加え,ホモジナイ

ザーで磨砕し,これを他の容器にとり,さらに向雌の
VBS でホモジナイザーを洗泌したものを九1えた.これ

にっいて',マグネチックスターラーで4゜C,4別寺間の抗

原抽出操作を行なった.その後,10,owrpm,30分問逮

、Dし,上清を抗鳳として使用時まで4゜C に保存した.

この抗原は蛋白質(フォリン法) 9即Ovml.雛(アンス

ロン法) 420or/m1 を含有していた.他の鄭虫の抗原も

同様にして作製した.

2、豚肺虫抗原に対する抗血清

打σ京に等量の Freund の不完全アジニバントしξイ

オール F9.アラセールAD を加えたものを免疫に健

用した.まず,この4.om1 を2'5kg 前後の家兎の背筋

に,さらに,4週後に同景を大腿筋に注射し,2回目の

免疫後4週目に抗原1.om1 を耳静脈に注射した.最終

免疫後10臼目に沈降ま価(迅起法)を測定し,16倍以上

の力価を示した家兎は2臼以内に全採血し、この血゛を

使用時まで一20゜C に保存した.

3.ゲル内沈降反1古

寒天平板は Ouchterlony (1953)の方法に準じて作

製した.0.01%の割合にマーゾニンを含む1%寒天を作

り,まず数 m1 を直径8.5Cm のシ十ーレにそそき,寒

天平板とした後,中,心部と中心から0,70m 離して等問

隔に6個の計7個の弐ニシリンカププを寒天士.に配冠

し,幼m1 の処天をそそぎこみ,7個の穴を作った,そ

れぞれの六に抗原もしくは抗血清をそそいだ後,室温で

5日問反応させた.水分の蒸散をさけるため,反応は富

閉した大形シ十ーレ内で実施した.

4.結合物に対する抗血清

1_豚肺虫抗原

抗唖七しての豚肺虫抽出液は ChoHoe ら(1954)の

方法に準じて作製した,

成山を滅菌生理食塩水ならぴに蒸留水で洗泌し,凍結

難燥した.乾燥材料は脱脂のため,その1.og に冷却し

た工ーテル10om1 を加え,ポーター型ホモジナイザー

で磨砕したものを他の容器にうつし,これに 50m1 の

エーテルでホモジナイザー壁をあらつたものを力Πえ,

-20OC で48時問放置した.ついで,低温下で10,000

30分問遠心,上清を除去後,吸引求ンプで工ーテtprrl.

ルを1徐いた.残漉に PH7,2,0.15M のべロナ【ル緩

゛



抗瞭七その抗血清を処天内で長窓させると,図1にみ

られろように4本の沈降線が形成された.そのうち,抗

加側の9本はきわめて近接して分れ難いので,あわせて

沈降線1,つぎを2そしてもつとも抗血清に近いものを

3 と"付けた.

反応終了後,10枚の寒天板を流水で洗漲し,ついで

4゜C の生珊!食塩水,さらに,蒸留水にスれ,洗漲した.

それぞれの亦天板からおのおのの沈降線を切リ出し,10

牧分の沈降線を5m1 の注射筒にフ、れ,最終的に5ml

になろまで生理食^を加えた.泣冴す耕内で圧出,吸引

をくり返L,寒天を細かくし,さらに,ツバルクリン用

の二段針を注射筒につけて圧出L,より微細な寒天にし

た.これを抗原として,さきと同様な力法で家兎を卯疫

した.量終免疫後10日以内に企採血をおこない,沈降素

価が8倍以上の抗血清を実験に供した.沈降線1,2,

および3に対tる抗血沽をそれぞれ1',2'ならびに3'

と名付けた.

5.螢光抗作法

螢光抗体法に関するすバての技法は浜島・京極(1968)

の力法に難じた.

成虫仞片.豚肺虫が寄生している気官支を中心にした

肺臓実質を適当な大きさに切り出し,それをドライアイ

スで凍結させ,10×10× 2mm の大きさに切り出した.

これを一70゜C のエタノールに3-411寺階リ、れ,固定し

た.無水エタノールでの脱水およびキシローノレによる透

徹の全操作を4゜C の冷蔵庫内で実施した.56゜C のメラ

フ.インに5-8分問ずつ3回通し,包埋した,4-5μ

のリJ片を薄手のスライドグラスにとり,22゜C で3-4

時問乾燥した.切片を使用時まで4゜C に保存した.他

の蛸虫の切片も同様にして作製した.

標織血清.農林省家畜衛生試験場細菌第2研究室より

訓1 抗原と免疫血渚によるゲル内沈降反応

分耳.されたもので,抗家兎血清山羊血清に螢光色索

HTC を標綴し, DEAE セルロースで非特異反応性物

質を除去したものである.使用前に叔肺虫の抽出残液で

2 回吸収した.

染色方法.切片をキシロールで処理し,無水,90%,

70%およびd5%のエタノールに通し,0.005M, PH7.0

のりン酸緩衝液(PBS)で洗瀧した.匂」片を37゜C,で30

分幽一次感作し,遊離している抗体を除くために PBS

で洗泌した.ついで,一次感作と同様な条件下で切片を

二次感作し, PBS で再三洗い,グリセリン緩衝液で封

ス、した.

6.豚肺虫の不溶性物質による免疫血清の吸収方法

それぞれの免疫血渚を PBS で5倍に稀釈し,それに

等呈の豚肺虫れ畍M残澁を加え,よく混合したのち,37゜C

に 11侍問,ついで,4゜C に2朝寺1用おき,3,Φotpm,15

分間遠心した.この遠心士.清について伺じ操作をもう1

度実施した.豚匹1虫の殘澄による吸収も同様にしておこ

なつた.

実験成績

1.沈降線にょろ抗血清

図2は切り出した沈降線で家兎を免疫して作製した抗

血清1',2'および3'と抗原により形成された沈降線と

もとの沈降線の開連性を示したものであろ.それぞれの

沈降線は元来の沈降線に一致する状態を示した.

図 2 免疫血消と沈降線に批するそれぞれの抗

血清により形成された沈降線の閨係を昂

すゲル内沈降反応

2、各抗煉物質の由来部位

免疫前血清およびそれぞれの免疫血清と豚肺虫の虫体
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安 1 豚肺虫切片と行抗血清を用いた金光抗体法における虫体の臼部位の反応状態

虫体部位

クチ

筋

クラ

層

化舛

狂細胞

般表面

巣

:反応を認めなV場会士:フィルター2枚で不可視になる場合十:フ'ルター2枚で可視である場合

図2に示したように,抗原とそれぞれの抗血清γ,コ'切片を用いて問接螢光抗体法を尖施した結果は表1のと
および3'によリ形成された沈降線は元来の沈降課すなわうりである.

ち,抗原と免控、血清により形成された沈降線の位置にー京波前血清では10倍稀釈まで徹弱な反応を示したが,
致していたが,その他の沈降線の混在をも示した.そヒそれ以上の稀釈倍数では反応はまつたく消失した.

免疫血清では虫体のほぽ全部に反応を認、めた.血滴ので,抗原と沈降線に対する抗血清によリ形成されたそれ
100倍稀釈におけるその強さの順位は腸管,筋届,卵細ぞれの沈降線を切り出し,それぞれに対すろ抗血清を再

度作製して,それらの抗血清と抗原により形成された沈胞,クチクラ,卵殻およぴ卵巣であつた.

沈降線で免控、した抗血清の100倍所釈に粉いて,もっ降線と元来の沈降線との関連性ならびにそれらの抗血清
とも強い反応を示した部位は抗血清1,の場合は腸管と筋を用いてそれぞれの再分画抗原の由来部位をより明脚に

することを試みた.その結果は図3に示した上うりであ眉,2'においては卵細胞そして別にあつては卵殻であつ
"コた.た

抗原と抗血清νにより形成された沈降線は3本で,そ図 3 抗原の再分画

」血i111
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れぞれを切リ出し,家兎をそれで免疫して作製Lた抗血

清と抗原を則いゲル内沈降反応を実施した主ころ,3種

の抗血清のうちの才種により形成された沈降線は元来の

沈降線1に一政していたが,他の1種の抗血清により形

成されたものは沈降線2に一致していた.抗血清2'では

2本の沈降線が形成され,同様にして作製した?郁の抗

血清による沈降線のうち,]本は沈降線2に一致してい

たが,他の1本に一致する沈降線はπ来の沈降線のうち

には存在しなかうた.抗血清3'によD形成された沈降線

は3本であり,それぞれに対すろ抗血清により形成され

た沈降線のうち,1本は元来の沈降線3に,他の1本は

沈降線2に一致していたが,残りの1本に一致する沈降 住1'豚肺虫(Ma),牛肺虫(DW および豚
線は元来の沈降線のうちに存在しなかつた. 1引虫(A5)の抗原的関係を示すゲル内

沈降反応上記の6種類の再分画抗原で免疫した抗血清(元来の

沈降線に無開係な沈降線を形成した2郁の抗血清は除去 豚回虫により形成された沈降線は1本で,沈降線3に

した)と豚肺虫釖片を用い,問接螢光抗体法を実施L, 部分的一致を示した

それぞれの抗原の由来部位を検討した.その結果,より 5.吸収試験

単一にした再分画抗原に対する抗血清を用いてむ,強い ゲル内沈降反応において,豚肺虫と豚回虫は抗躬珀祝こ

反応を示す割H立は抗血清γ,2'および3'の場合七同様みた場合,異種な部分が多いということが判明したの
であつた.また,反応は非常に弱いものであつた. で,二の排実をさらに吸収試験で検討した.ナなわち,

免疫血清を豚回虫の抽出残済で吸収し,その血清を用い4.豚肺虫,牛肺虫および豚回虫の抗原的閏連性

て,問按螢光抗体法を突施し,反応の状態を観察した.図4は豚肺虫(Ma),牛肺虫(D"および豚回虫

(A5)の抽出液と豚肺虫抽出液の免疫血清を用い,ゲルその成穎を示したものが表2である.この成額から,免
疫血清は豚回虫の抽出残泣によつて十分に吸収されない内沈降反応を尖施した結果であろ.

とが分つた.牛別i虫により4-5本の沈降線が形成され,そのうち ^

6.豚肺虫山来の煮沸抽出液の抗原性の強い1本の沈降線は沈降線3に,さらに,弱い沈降線

豚肺虫の煮沸抽出液は牛肺虫症の補体結合反応用抗娠が東となり沈降線2に一致していたが,沈降線1に該当

三Lて応用されている.この抗原について検討をおこなナるものは形成されず,沈降線3に一致すろ沈降線に隣

つた.免疫血清と本抽出液により1本の沈降線が形成さ按する弱い沈降線は牛肺虫に特有なものであつた.

表 2 吸収血排と豚肺虫切片を用いた螢光抗作汰の成撒
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れ,これは抗原(VBS 抽出炉0 とその免疫血沽により

形成された沈降線のうちのに2一致Lていた(図5)

低温抽山波(C)七出:沸杣出液(B)の

1劇京的刑係を示ナゲル内沈降灰応

の沈降線と交叉するものの出現と元来,不在であつたも

のの1」1現である.この要因について,カエル R'υⅢ,'"・

の卵管を抗原として,抗原一抗体結合物の抗原性を

検討Lた ShNer and James (1966)は反応の災施抑1問

中に抗煉一抗体結合物を講成している分子に変性が生じ

ろしのと擢定している.もし,このことが要因の 10で

ある七ナろんらぱ,反応の突施をでさろかぎ洲氏温でお

こなうこ七も、 1つの方法であろう.

問題とすべきっぎの点は1本の沈降線を切り出す際の

他の線の混在であろう.ゲル内沈降反応により抗原物質

を可及的小.ーに分昨することはいかにして他の線の混在

を防ぐかにあろといえる.薯者の成績で沈降線2は沈降

線 1および3 に混在していた.これは多分,汗知戈された

沈降線の六角形の項ノ反を切り出す時に生じたものと推定

される.この原因を除くためには抗躬〔を入れる六を6つ

から3つに波らし,項,'瓢の部分を切り捨てて,直線的に

切り出せぱ,若千なりとも混在を減少させることができ

るものと推定される.この点に関して', sm武h ら(1962)

ば沈降線の釖り出しに特殊なセル七凍結ミクロトームを

利用し,沈降線の混在を減少させろことに成功してい

ある抗煉材料中に存在する抗煉物質のそれぞれの1{{

来都位を検討する場合,まず,それらの抗鳳物質をでき

ろだけ単一にする必要があろ.その方法のうちの1つに

液体クロやトグラワイーを利用する法があり,著者もこ

の方法を応用して,豚肺虫抗原を分析したところ,抗原

物質を可及的単一に分けるという目的を十分に達成する

ことはできなかつた.

抗1京一抗体結合物の抗騨了七二ついて, K辻k (1932)は

ナタマメ由来のウレアーゼを抗原として,また, smit11

ら(196'D は卵1ヨ,人血清ならぴにりゾチームを抗原と

して,抗凉一抗体結合物の抗城性を検討した結果,それ

らに強い抗峠性が存在すろこ七を確認している,

著者は液体クロマトグラフィーよりも操作が舗単で,

一般に抗原物質の解析に応用されていろゲル内沈降反応

で抗棟物質を分析し,各抗原一抗体結合物で家兎を免疫

ナることにより,比較的純度の窃い抗血清を作製ナるこ

とをこころみた.その結果,沈降線で免疫した抗血清

1',2'およぴ3'と抗原により形成された沈降線の主体を

なすものは元来の沈降線に一致していた.

以上のように,ゲル内沈降反応で抗原を分析する技法

は物理,化学的に抗原物質を分離,精製したのち,その

由来部位を追求,る技法の適応が困難な場合きわめて有

効であると老えられ,さらに,抗体を固形化し,それに

結合ナる抗原を再遊離ナろ技法を採用すれば,抗原の性

質をも朋らかにすることができるであろう.

ただ,著者の利用した分栃方法で問題となる点は元来

""

考 察

0.

分画抗峠で免疫した抗血清と豚肺虫の成虫釖片を用い

て朋接螢光抗体法を実施した結果,抗血清γ,2'および

3'ではそれぞれ消化管と筋暦,卵の朏細胞および卵殻に

もっとも強い螢光を認めた.このことから,それぞれの

沈降線を形成する抗原物質の多くはもっとも強い螢光を

発現した矧"立より山来するものと擢定された. Dowe

0967)は拡張条虫 A/ω,i心m '、ψ卿,W の成虫の乳剤で

家兎を兜疫し,その抗血清主乳剤を馬いたゲル内沈降反

応で1たいし2本の沈降線を認め,その抗血消と成虫の

パラフィン切片を用い間接螢光抗体法を実施したと ^

ろ,頭節のクチクラと成熟片節のクチクラおよびその下

馬部に螢光を認めている.この成績は荊述の両部位は抗

原めにほぽ向一なものであることを示崚すろものであろ

ワ.

Conwe11(1963)は豚肺虫抽出液と牛肺虫感染牛血清

を用い,柿体結台反応をおこない,その結果,反応に陽

性を認め,豚肺虫と牛肺虫の成虫における共通抗原の存

在を指摘Lている.そこで,牛肺虫と豚肺山の抗原性を

ゲル内沈降反応で検討したところ,抗凉的にほぽ同一で

あることがわかった.そして,特に共通性が認められた

部位は卵であった.しかし,豚肺虫の豚回虫との圈には

共通するものはほとんどなく,このことは免疫血清と豚



回虫仞片を弁1いた螢光抗怯における反応や吸収試験によ

つてもD らづけられた.

豚肺虫の沸煮抽出液と剣交血消を則いたゲル内沈降反

応でⅢ一ん沈降線が形成されたが,それけ抗原とその免

疫血消にとり形成された沈降線2に一致していたことか

ら,抗原上免疫血清によリ形成された4本の沈降線のう

ち 1うは耐熱性であり,その多くは卵より山来するも+コ,

のと推定された,

以上のように,豚肺虫と牛肺虫の卵の共通性は二ワト

りとアヒルの卯アルブミンにみられる共通抗原性のよう

に,練始的な卵山来の蛋1ヨの探うが分化した成虫の組織

伍僅よりも共通牲が強いものであると老えられた.

献

1,豚肺虫抽出液とその禿疫血消を寒天内で反応させ

たところ,泉少4本の沈降線が形成された.

2_沈降線で免疫Lた抗血清と豚肺虫抽出液により形

成された沈降線はもとの沈降紳に一致していた.

3.4うの抗尻〔物質のうち,2つは消化管と筋眉,1

つは卵の1丕細胞そして他の1つは卵殻に主に山来してい

まとめ

Chaffec. E. F,. Baumnn、 P. NI. an({ S11apilo. J. J.

(195'D : Ding"osis o{ shiドt0ざomiasis by comple・
menl-6Xatiorl, Am. J.'rrop. Med.,3,905-913.

Corn、、,eⅡ、 R. L.(196:勺: complement 6Xing nnti・

1)od丁 t051〕on.e of α1ト,e芦 to Dictyocaulus Y武'i・
ParUε 1ν. A compntison of antigen5. J. com.
1)ath..73,297-307.

DU、、・e. A, E.(1967). An【i"en of MO"i乾ia el・

Pans【1: FluoresceTlt anlibody locnlization.'rrι1、
n6. Am. MicTOSC. SOC,、 86(2),126-131,

浜'1'炎雉.京極力久(19{追)免'ゼ組桃学,64-1【)f)頁,

1甚学11討みE,)「「京

jc"ka, E, L. a967): Antigenic l{Tlalysis of a me、
捻Zoan parasite、'r0工Ocaa cani5. j.1mTnun01
98,1290-130().

Knbat、 E、 A.(1961): ExperimentalimmunoC11e.
2rd e'.、 charles c. T110Tnns publishet.mlstry.

1Ⅱinois、 384 PP.

Kirk. J, S_ Q932): Antiurease、 proc. SOC. EXP
BI01. Med,,29,712-721.

Norman、 L., K宜gan、 1.」. and Aeloin, D. S,

(1966); Frcparation and 6'alution of antjgen5
for use in t11e 5er010gic diagnosi5 0f human

11ydιltlddiseese. J、 1mmun01,,96(5),822-828.
Ouchteτ10ny,0.(1953): Antigen・antibⅨly reac.

tion in gels lv. Types of reach011S in coordin'
a【cd sy5tems of diHusion. Acta. pat11. Micro'
bi01. S山nd.、 32(2),231-240

S11武・ets. C. A. and James. J. M.(1966): sped6C
atltibodies produced against of ager'gel.1m'
mun010g丁、 13,547一聞4

Smilh. H.、'rozer. B. T.、 GaⅡOP, R. C. and
Scnnes、 F. S. a962): sepatation of anti宮Cns

1)y immun010gica1 5Peci五City, Biochern. J.,84,
74 帥

Smit11. H_ GaⅡOP, R. C、 and Tozer, B, T.
(1964: TI、e production of speci6C rabbit nnti、
bodie5 by i"jecting ind武'idua1 狂ntibody com'
PleleS 5eparated from mile(1 nn6gen.11Πmu'
n010gl.フ,111 117.

4.豚肺虫と牛川i虫は抗婿÷r■二おいて,同様であ9,

その共通抗原は卵物質よ 1〕多く由来し,そのうちの多く

は而1熱性であ0た.

5.豚肺虫と豚回虫は抗唖的に異樋な部分が多かつ

た.このことはゲル内沈降反応、螢光抗体法および吸収

試験で明らかにされた

終力るにあたり,終始,御指導七御校闌をたまわった

渡辺列.蔵教矮,輝田部古教疑な山びに膿朴打家殆衛生試

勲場須聴糎二部長に深謝十る.また,揮たの郷教示にあ

6かった家畜衛生試験場鈴ホ恭技官および竹内謡太郎技

官たらびに材料の採取に御便宜'.、ただ、、た東京都三鷹揺

川の芥位に感謝ナる.

(本報告の要旨の 1 部は第72国 U本獣医学会(.f.ケ堺

1972)にむして発炎した).

文



ORIGIN OF ISOLATED .V三rjS7沢ONG}1むS APRIANTIGENS IN THE

TISSUE OF ADULT 、¥ORM DETECTED BY FLUORESCENT

ANTIBODY STAINING

SHI×OBU YOSHIHARA

Dι,n1Υ"ルリ1t oj,"J"n'il010g),、入ン,,0,1 1%リeri,1ar) a/1d zoola、/uh'cai c011egι. T0ι},0

AntigeniC 5Ubstance contained in t11e exTract 0ι adu】t A尭ιαSh'0"gJ,1船α,1'i wete isolated

Ouchterlony's techniqⅡe of 小e immunodia'usion method_ origina1 5ites of these antigens in

the ti5Sue 0ι the adult worm were detected by 丑Uorescent antibody staining using the rabbit

皐ntiseta againt those 5Ubstances and the localion ol a few substances was succeS5fu】y revealed
as fo】10WS :

1) 1n the immunodiHusion gel, dle crude vBs eX比act of the adult 、vorm showed 4 m

jor precipitati011 b且訂ds in the teaction with its anti記rum.

の Anti5era wete pTepaTad by immunizing Tabbits with each of 3 Precipitation bands

moved from the ge1 卜且Se. THe bands foTmed 、etween each of 3 antiseTa and crude extract

adult woTm sho、ved coalescence with the corre゛ponding precipitation baDds U5ed for immU訂i

3) using 3 antisera, the location of the corresporlding antigens ln the ti郭Ue of adul[

Worm was detected by nuorescent a力tibody staining. Antige口ic substaTlces in the two band5

Cose to the anti倉en we11 0f the immunodiHU5ion gel were lound mainly in t11e di宮estive 廿act5

and muscle layers and those in t11e 3rd and 4th one5 Were in geTminal ce115 end in the egg・

5heⅡ 5Urface, re5Pectively.

4) Antigenicity of adult of '11ι,ιιIsh'ongJ,1α' n,1.i and DiCιJ,0ι五ιι1ι'S τリ'τ!ι1αrι6 We5 a11nost

Ihe Mme. T11e com1ηon antlgens distributed lnainly in the e宮宮S, and their majority 醜'as heat
reslstant

5) The antige力S of i、1eιasb'0πgJ,1"s a,1'i weTe mostly heter010goU5 to those of 厶乳'4ri$

Thi5 Was demonstrated by gel diHU5ion test, immU110丑Uore5Cent antibody staining and

those combined with absorption te5t.

'"ι'"ι.
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