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(Ｄｉｍ/テルγね伽'"伽）は新潟市で捕獲されたイヌの消

化管，心臓内よりそれぞれ得た．アニサキス幼虫(A〃

sα肋typeIlarva；Berland,1961）は北海道産のスケ

ソウダラの内臓より採取した．肺吸虫（Ｒzγαgo"加皿S

zUeszer'"α"')は50個のメタセルカリアを実験的に感染さ

せたイヌの肺臓より採取し，包虫（ECA伽cocc"ｓ７７，必

がＪＯＭαγｉｓ）は北大・獣医学部より提供をうけた感染ス

ナネズミの肝臓を用いた．

ｂ）虫体全抽出液

広東住血線虫成虫抽出液の作製はＦｉｇ．１に示したご

とく，ｐＨ７．２のリン酸緩衝食塩水（PBS）で十分に洗浄

した虫体を凍結乾燥後，乳鉢を用いてよく磨砕して粉末

とした．これに４°Ｃのアセトンを加えて10分間脱脂し，

８，０００rpm，３０分遠心した沈溢にＰＢＳを加えて48時間

スターラーで攪拝して抽出した．抽出液は20,000rpm，

30分遠心して上清をとり，濃縮したあとＰＢＳに２日間

透析した．他の各種寄生虫の抽出液も同様の方法で作製

した．

ｃ）各種寄生虫感染血清

広東住血線虫感染血清は前記感染ラット血清を用い

た．ブタ回虫，イヌ回虫の場合，雌成虫より得た受精卵

を0.1Ｎ硫酸溶液中で25°Ｃ,４０日間培養して仔虫包蔵卵

となったものを各４羽の家兎に2,500個すつ経口投与し，

30日後に十分抗体が産生されたのを確かめてから全採血

し，血清を採取した．アニサキス幼虫感染血清は，同じ

く４羽の家兎に幼虫を25隻手術的に皮下に埋没させ，３０

日後に血清を採取した．イヌ糸状虫感染血清は自然感染

のイヌで比較的抗体価の高いものを用いた．肺吸虫と包

虫感染血清はいずれも虫体の採取に用いた感染イヌおよ

緒言

広東住血線虫(Ａ"giostγo"gyZ"Ｓｃα"Zo"e'Ｍ）成虫の

全抽出液について抗原分析を行なうことによって，

BouthemyeZaZ．（1972)は，それと他寄生虫，特に線虫

類の全抽出液との間に多くの共通抗原成分が存在するこ

とを認めた．ＣｈｅｎｇｅＺａＺ．（1973)も抗原の精製を目的

として本線虫の全抽出液の抗原分析を行ない，それには

同感染ラットの血中抗体と反応する抗原成分が少なく，

抗原性を示す成分の多くは感染時の産生抗体とは反応し

ない虫体構成物質または宿主由来の成分であったと述べ

た．

本実験は，上記の抗原分析成績を参考とし可及的に他

種線虫感染によって産生される抗体と反応する成分を除

去し，しかも広東住血線虫感染によって産生される抗体

と特異的に反応する抗原成分のみを取り出すことを目的

として実施された．

材料，方法

１）実験材料

ａ）各種寄生虫体の採取

広東住血線虫成虫は，台湾南部で採集した本線虫自然

感染アフリカマイマイ（Ａｃｈａｒｉ"α九z伽）を細断し，

人工胃液（１％ペプシン＋７％塩酸）で消化して集めた

第３期幼虫50～100隻を体重2009程度のラット20匹に経

口投与し，投与後40～50日にラットの大腿動脈を切断し

て全採血したのち，肺動脈，心臓内より虫体を採取し

た．ブタ回虫（ASCαγｉｓｓ“"z）は屠場でブタの消化管

内より，またイヌ回虫（Ｔｂｚｏｃａｍｃα"is)，イヌ糸状虫

（８）
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びスナネズミ血清である．これらの感染血清は分注して

-20°Ｃに保存した．また，広東住血線虫とブタ回虫感

染血清の一部は後述のSepharoseに結合させる目的で

硫安塩析により粗グロブリン液として，凍結乾燥して保

存した．

ｄ）広東住血線虫抽出液ならびにラット血清に対する

抗血清

免疫血清はいずれも体重約2.5ｋｇの家兎２羽を用いて

作製した．１ｍｌの虫体抽出液またはラット血清に等量

のFreund,scompleteadjuvant（Difco）を十分混和

し，家兎の大腿ならびに背側の筋肉内の十数カ所に注射

して免疫した．この操作は１週間間隔で４回行ない，最

終免疫の10日後に頚動脈より全採血して血清を分離し

た．抗血清は硫安の50％飽和で塩析して粗グロブリン液

とし，凍結乾燥して-20°Ｃに保存した．

２）抗原の精製方法

虫体抽出液からの抗原の精製は抗体結合immunoad‐

sorbentにより行なった．immunoadsorbentはＣＮＢｒ

活性化Sepharose4B（PharmaciaFineChemicals）

を用いた．Sepharoseに抗体蛋白を結合させる方法は

既報の如く（佐藤ら，1973)，ＰｏｒａｔｈｅＺａＬ（1967)の方

法に準拠して行なった．すなわち，Sepharoseの乾燥ゲ

ル１９あたり200ｍｌの０００１Ｍ塩酸溶液を用いてガラ

スフィルター上で膨潤，吸引洗浄を行ない，0.1ＭＮａ

ＨＣＯ３＋0.5ＭＮａＣｌ溶液にゲルを置換したのち，直ち

に同一溶液に予じめ溶解した抗体蛋液白（蛋白量10～２０

ｍｇ)を加えて反応させた．反応は栓付試験管内で行な

い，試験管の上下反転をくり返してゲルを混合しつつ室

温で２時間行なった．反応終了後，１，０００rpm，３分遠｣ひ

した沈溢にさらに１Ｍのエタノールアミン溶液(ｐＨ8.0）

を30ｍ'加えて同様に１時間反応させ，ゲル表面の遊離ｌ

の結合基を遮へいしてからカラムに充填した．カラムは

充填したゲルの高さが７～10ｃｍになるようにゲル量に

応じて適宜直径をかえた．このカラムにＰＢＳを流して

（９）
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ニン酸処理法(Boyden，1951）の変法を用いた．すなわ

ち，今回用いた抗原はboxtitrationによって至適蛋白

濃度が200βg/ｍｌと判断されたので，これを等量の３９６

タンニン酸処理赤血球浮遊液と混じ，３７°Ｃ,１５分間反応

させて抗原感作を行なった．被検血清はPBSで４倍に

希釈して56.Ｃ,３０分非働化したのち，等量の３％無感作

赤血球浮遊液を加えて4°Ｃ，一晩吸収を行なってから使

用した．抗体価の測定は小試験管を用い，２倍連続希釈

した血清０５ｍｌに３％抗原感作赤血球浮遊液0.05ｍｌづ

つを加えて混和し，室温で４時間後に凝集の有無を観察

した．

ｃ）皮内反応

広東住血線虫感染者ならびに非感染者について皮内反

応を実施した．抗原は蛋白窒素(ＰＮ)濃度を20肥/ｍｌに

調整し，その0.02ｍｌを前腕屈側皮内に接種し，１５分後

の膨疹直径を測定した．精製抗原はさらにこれを段階的

に希釈して同様に0.02ｍｌづつ接種し，反応の閾値を求

めた．判定は膨疹直径（縦横径の平均）が９ｍｍを越え

るものを陽性とした(石崎ら．1961)．

十分にゲルを洗浄し，通常，溶出液のＯＤ２８ｏｍ似が０．０４

以下になったら虫体抽出液（蛋白量10ｍｇ)を加え，ＰＢＳ

で室温下毎時８ｍｌの割合で溶出を行なった．溶出終了

後，カラムは氷冷０１Ｍグリシンー塩酸緩衝液(ｐＨ2.5）

Ｇ洗浄し，ゲル表面の抗体と結合している抗原成分を解

離溶出させてから直ちにＰＢＳで再び平衡化して４．Ｃ

に保存した．このようにして同一カラムを３～４回繰り

返し使用した．この抗体結合Sepharoseカラムを用い

て広東住血線虫抽出液から抗原を精製する方法はＦｉｇ．

１に示すごとくである．

ａ）宿主成分ならびに交差反応成分の除去

虫体抽出液に混在する宿主成分や交差反応成分を除去

する目的で抗一ラット血清家兎免疫グロブリン結合se

pharoseカラムおよびブタ回虫感染家兎免疫グロブリン

結合Sepharoseカラムを作製し，これに虫体抽出液を

のせてＰＢＳで溶出させ，混在する宿主成分とブタ回虫

感染血清と交差反応を起こす成分の吸収除去を行なった

（Prep、１，Ｐｒｅｐ２)．

ｂ）広東住血線虫感染血清との反応成分，非反応成分

の分離

上記，Ｐｒｅｐ２の一部を広東住血線虫感染ラット免疫

グロブリン結合Sepharoseカラムに適用し，ＰＢＳによ

って溶出される成分はゲル表面の抗体とは反応しない成

分として除去したのち，グリシンー塩酸緩衝液(ｐＨ2.5）

によって抗体と反応した成分のみを解離溶出させた

（PreP3)．これは直ちにｐＨ１ＬＯのグリシン緩衝液で

中和し，ＰＢＳに透析した．

３）抗原の検定方法

ａ）Ouchterlony法および免疫電気泳動法(IEP）

Ouchterlony法(Ouchterlony，1962)および免疫電気

泳動法（Scheidegger，1955)はいずれもベロナールー塩

酸緩衝液（ｐＨ８．６，ノＦＯ１)で1.2％になるように加熱

溶解したAgarose（Behringwerke）をガラス板上に流

して固め，厚さ1.5ｍｍの寒天平板を作製して用いた．

Ouchterlony法の場合，これに孔間５ｍｍになるよう

に直径５ｍｍの孔をあけ，各々に抗原および抗血清を入

れて24時間後に沈降線を観察した．ＩＥＰは100Ｖ定電

圧で２時間行ない，泳動終了，抗原孔より５ｍｍの位置

に抗血清用の溝をつくり，これに抗体液を満して24時間

後に沈降線を観察した．

ｂ）間接赤血球凝集反応（IＨＡＴ）

抗原のヒツジ赤血球への感作および抗体価の測定法は

既に報告したごとく（佐藤ら，1973)，Boydenのタン

実験成績

１）宿主成分の除去

ラット血清で免疫した家兎の抗体グロブリンを結合さ

せたSepharoseカラムによって，虫体抽出液中の宿主

成分の吸収を試みた．Ｆｉｇ．２はその際の蛋白溶出パタ

ーンを示したもので，ＰＢＳによって溶出する成分(FL

1)とグリシンー塩酸緩衝液による溶出成分(Fr2）が:得

られた．各々を濃縮してOuchterlony法を行なった結

果（Fig.３)，吸収前の全抽出液中に認められたラット

の血清成分はＦｒ、１には現れず，Ｆｒ２にはラット血

清成分のみが認められた．この操作は全抽出液に含まれ

るラット成分の量と吸収に用いる抗一ラット血清家兎血

清の抗体価とに関係があり，数量的に規定することはで

きないが，－回のみの吸収操作では完全に除去できない

ほどの大量の宿主成分を含む抽出液でも，カラムを酸性

緩衝液で洗い，先の吸収操作において結合した宿主成分

を解離除去して再びＰＢＳで平衡化して繰り返し使用す

れば，同一カラムによってこの宿主成分を完全に除去す

ることが可能であった．Fig.４に示したのは多量の宿

主成分を含む全抽出液について３回の吸収操作を同一カ

ラムを用いて行ない，吸収の効果を調べた結果である．

第１回目から第３回目の吸収後の試料まで各々の広東住

血線虫感染血清に対する反応の強さには差は認められな

(１０）
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Ａ：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ・ｃａ７ｚ

ｒｏ"e"sis；Ｂ：serumofrabbitimmuni‐
ｚｅｄｗｉｔｈｒａｔｗｈｏｌｅｓｅｒｕｍ．

いが，抗一ラット血清家兎血清に対する反応は第３回目

の吸収を行なったのちの試料ではかなり弱いものとなっ

ている．

（１１）
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Fig60uchterlonyplateillustratingthecros‐

s-reactivityofwholewormextractｏｆ

Ａ．ｃα"２０"e"szsagainstseraofanimals
infectedwithvarioushelminths、

ＡＣ，Ａｎ，Ｔｃ，Ｅｍ，Ｐｗ，Ｄｉ，Ａｓａｇ：ｗｈ

ｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ．ｃα"Zo"c"sis，

Ａ"isαﾊis，Ｔ・Ｃａ"ｉｓ，Ｅ、〃z"ZZjJoc"ｍ７ｉＳ，

Ｐ、ZueSZe7"Zα"/，，．ｉ"Z"ZiZiS，Ａ、ＳｚL"'〃，

respectively；ＩｎｆＡｎ，Ｔｃ，Ｅｍ，Ｐｗ，
Ｄｉ，Ａｓ：serafromanimalsinfectedwith

A"ｉＳａｈｉＳ，Ｔ、Ｃａ"/３，Ｅ、？""ZZiJoCWm7iS，
Ｐ・mesZer"zα"/，，．〃"zzZzsandA．ｓ"

〃"zorespectively．

0．０１

0.005

6０７０８０

Elutionv()Ｉｕｍｅ(ｍｌ）

Ｆｉｇ ７ElutionpatternofpreparationlinaHi‐

nitychromatographyonSepharosecCu‐
pledwithimmunoglobulinofrabbitin-
fectedwithAscαγｚｓｓｚ‘"”

Frlelutedwithphosphatebuffered

saline，ｐＨ７２ａｔ２０ｏＣ，ａｎｄＦｒ､２eluted
withcoldglycine-hydrochloricacidbu‐
ffer，ｐＨ２．５．Thearrowindicatesthe

startofelutionwithphosphatebuHered
salineorglycine-hydrochloricacｉｄｂｕ‐
Her．

以上のようにして得られたＰＢＳ分画(PrePl）につ

いてＩＥＰを行なった結果，広東住血線虫感染血清に対

する沈降線には吸収前，後の試料間で差は認められない

が，虫体の全抽出液に対する抗血清に対してPrep1で

はラット成分とみなされる２本の沈降線の消失が認めら

れ，抗一ラット血清家兎血清との間に沈降線は形成され

なかった（Fig.５)．

２）ブタ回虫感染血清との交差反応成分の除去

広東住血線虫抽出液と各種寄生虫感染血清との間で交

差反応を調べたのがＦｉｇ．６である．すなわち，ブタ回

虫，イヌ回虫，アニサキス幼虫，イヌ糸状虫，包虫，肺

吸虫感染血清のうちでブタ回虫およびイヌ回虫感染血清

との間で強い交差反応が認められた．このことから，今

回はブタ回虫感染家兎血清を用いて，これと交差反応を

示す成分の吸収を試みた．前記Ｐｒｅｐｌをブタ回虫感

染家兎免疫グロブリン結合Sepharoseカラムに適用

し，同様の方法で吸収を行なった．Ｆｉｇ．７に示したご

とく，ＰＢＳおよびグリシンー塩酸緩衝液によって各々

溶出される蛋白分画（Fr､１，Ｆｒ２)を得た．これらを濃

縮してOuchterlony法を行なったのがFig.８である．

吸収前の試料に認められた交差反応成分はＰＢＳ分画

(Frl)には認められず，Ｆｒ､２に現れるのがわかる．

この吸収操作によって得たＰＢＳ分画（Prep2）につ

いて，そのＩＥＰパターンを全抽出液と比較してみる

と，全抽出液ではブタ回虫感染血清と反応する成分が原

点付近に１本の沈降線として示されたが，Prep2では

該当する沈降線の消失が認められた．しかし，この

Ｐｒｅｐ２において広東住血線虫感染血清と反応する成分

は少なく，そのほとんどはこれと非反応性の成分であっ

た(Fig.９)．

３）広東住血線虫感染血清との反応性，非反応性成分
の分離

既述したごとく宿主成分およびブタ回虫感染血清との

交差反応成分を吸収したPrep2には，依然として広

東住血線虫感染血清との非反応性成分が多く含まれ，従

ってより反応性の高い抗原試料を得る目的で，広東住血

線虫感染ラットの抗体グロブリン結合Sepharoseカラ

（１２）
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Fig80uchterlonyplateillustratiｎｇｔｈｅｓｅｌｅｃ‐

tiveremovalofcross-reactivecompo‐
nentstoantibodiesofrabbitinfected

withASCa7iSS2Zz"〃、

ＷＷＥ：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ．ｃα"

２０"e"sｉｓ；Ｆｒ、１：fractionofthelststep

elutionwithphosphatebufferedsaline；

Ｆｒ２：fractionofthe2ndstepelution

withglycme-hydrochloricacidbuffeｒ；
Ａ：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｃα"‐

〃"e"sis；Ｂ：serumofrabbitinfected
withA．Ｓ“ﾉル

“;,罰

Ｆｉｇ．１０Ouchterlonyplateillustratingｔｈｅｓｅ‐
parationofreactingcomponentsfrom

non-reactingcomponentstoseruｍｏｆ

ｒａｔｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｃα"Zo"eﾉzsisby
afIinitychromatographyonSepharose
coupledwithimmunoglobｕｌｉｎｏｆｒａｔ
ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｃα"わ"e"SIS、

ＷＷＥ：wholewormextractofA．ｃα〃‐

わ"e"sｉｓ；Ｆｒ，１：fractionofthelststep
elutionwithphosphatebufferedsaline；
Ｆｒ、２：ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２ｎｄｓｔｅｐｅｌｕｔｉｏｎ
ｗｉｔhglycine-hydrochloricacidbuffer；
Ａ：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｃα"

ＺＷｚｅ"sis；Ｂ：serumofrabbitimmunized

withwholｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ．ｃα"/o‐
〃ｅ〃ＳＺＳ．
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Ｆｉｇ．９１ｍｍunoelectrophoreticanalysisofwh‐

olewormextractandpreparation2fre

edofhostcOmponentsandcross-reao

tivecomponentstoserumofrabbｉｔｉｎ‐
fectedwithAsca7jssfJ〃ブル

ＷＷＥ：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ．ｃα"‐

Ｚｏ"e7zsis；Ｐｒｅｐ、２：preparation２；Ｉｎｆ
Ａｓ：serumofrabbitinfectedwithA．

ｓ""柳；Ａnti-WWE：serumofrabbit
immunizedwithwholｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆ

Ａ．ｃα"ro"clzs/s；ＩｎｆＡｃ；serumofrat
infectedwithA・ｃａ７ｚＺｏ"e"szs．

Avv;ti'悪ＷＷＥ
蒋謎

,゛.~~…~.。~,.,,-,.…,,.｡:~:｡』.､５．:.･･;..｢･ｗ－:｡,z;５１:::;5::::::;:;:６６::凸:;::5,

1勢毯iiiiiiiiifiifiiiii護篭

Ｆｉｇ．１１１ｍｍunoelectrophoreticanalysisofwh‐
olewormextractandpreparation3wh

ichwasfreednon-reactingcomponents
frompreparation2

WWE：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ．ｃα"

ＣＯ"e"sｉｓ；Ｐｒｅｐ３；preparation３；Ｉｎｆ
Ａｃ：serumofratinfectedwithA.ｃα"‐

／o"e"sｉｓ；Ａｎｔｉ－ＷＷＥ：serumofrabbit

immunizedwithwｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆ

Ａ．ｃα"わ"e"szs．

ムにＰｒｅＰ２をのせ，ＰＢＳで十分に溶出させたのち，

冷グリシンー塩酸緩衝液で解離溶出させた分画を集め

た．Ｆｉｇ．１０はこの際に得られたＰＢＳ分画（Fr、１）と

グリシンー塩酸緩衝液による溶出分画（Ｆｎ２)について

Ouchterlony法を行なった結果である．Ｆｒｌには感染

血清と反応する成分は微量しか検出されず，Ｆｒ２に多

量に存在することがわかる．

このように酸性条件下で解離溶出された分画(Prep3）

についてＩＥｐを行なってみると，広東住血線虫抽出液

に対する抗血清との間に３本の沈降線が認められ，これ

らはいずれも感染ラット血清と反応する成分であった

(Fig.１１)．

４）精製抗原を用いての間接赤血球凝集反応および皮

（１３）
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TablelReciprocaloflHATtiterswithnon-absorbedorabsorbedantiｇｅｎｓｏｆ
Ａ．ｃα"Zo"e"sisinseraofanimalsinfectedwithvarioushelminths

Ａ７ｚＺｉｇｗｚ
ＡｎｉｍａｌＮｏｌｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ；

Wholewormextract Absorbedextract（Prep2）
６
４
６
２
６
２
４
４
６
８

５
６
５
３
５
１
２
２
５

２
２

２
５
０
０
２

１
１

８
２
４
８
４
８
６
４
８
８

２
３
６

６
２
５
２
２

１
１
２
０
１

１

Ａ、ｃα"わ"e"s/ｓＲａｔ

１
２
３
４
５
６
７
８
９
，
’
１
２
３
４
’
１
２
３
４

Rabbit 32

256

512

512

８
８
６
４
１
６

Ａ・ｓｌｨ(ｲﾉﾉﾉ

Rabbit Ｔ・Ｃａ〃（ 256

256

512

512

64

128

256

512

Rabbitl

２

３

４

Ａ７ｚｉＳａﾊｶﾞｓｌａｒｖａ

６
８
８
２

１
３

８
８
６
６
’
８
８
８
｜
犯
－
８

１
１
’

Ｄｏｇｌ

２

３

，．ｉ"zl〃lrr/ｓ

６
８
妬
一
弛
一
８

１

ＧｅｒｂｉｌｌＥ、７７z"JtiZocz`〃γ/ｓ

ＤｏｇｌＰ・zuesZe7"zα"'

内反応

ａ）間接赤血球凝集反応

前記３段階の精製過程を経て最終的に得られたＰｒｅｐ

３は収量が少なく，これを用いてのＩＨＡＴには精製過

程において多量の感染ラット血清やSepharoseを要す

ることから，今回は宿主成分とブタ回虫感染血清との交

差反応分を除去しただけのＰｒｅｐ２についてＩＨＡＴを

実施した(Tableｌ)．虫体の全抽出液およびＰｒｅｐ２は

ともに対応する広東住血線虫感染血清に対して十分な抗

原`性を発揮し，Ｐｒｅｐ２の反応`性は精製前の全抽出液に

比べてやや良好であった．他方，非対応のブタ回虫感染

血清に対しては全抽出液は高い抗体価を示したのに対

し，Prep2では力価はきわめて低いものであった．し

かし，イヌ回虫感染血清に対する反応では精製前後の抗

原間に有意の差は認められず，ブタ回虫感染血清との交

差反応成分の除去はイヌ回虫感染血清に対しても特異性

を高める結果にはならなかった．アニサキス幼虫，イヌ

糸状虫，包虫，肺吸虫感染血清に対しては精製前の全抽

出液自体がそれ程強い交差反応を示さず，この意味では

精製前後の抗原間に差はなかった．

（１４）
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１９６２；AndersoneZaZ.，１９６２；Kagan＆Ｚａｉｍａｎ、

１９６４；Ｋａｍｉｙａ＆Tanaka，1969)．

緒言にも述べたごとく，成虫よりの抽出液中には他の

寄生虫，特に線虫との交差反応成分が多く（Bouthemy

eZaL1972)，また本線虫感染血清とは反応しない成分

や宿主成分が多く含まれるという事実（ChengeZaZ.，
1973)から，全抽出液をそのまま用いての免疫反応には

他の寄生虫症との交差反応の存在と同時に本線虫感染血

清に対する反応性もかなり低いことが予想される．その

ため，本症の浸淫状況を推測するための疫学調査などに

は利用できるが，個々の症例の診断には利用価値が少な

いと判断された(SuzukieZaL，1973)．これまで本症の

診断用抗原として特異的な成分を単離しようという試み

は少なく，最近行なわれたＣｈｅｎｇｅ２ａＺ．（1973)の硫安

塩析法とDEAE-セルローズカラムクロマトグラフィー

の組合せによる精製実験においても特異的抗原の精製に

は成功していない．これらの方法によっては，理想的な

抗原成分を精製するに必要な十分量の全抽出液を得るこ

とが困難であることも原因として考えられる．今回，著

者らが用いたimmunoadsorbentを利用する方法は，抗

原-抗体反応を基調とした特異的でしかも簡単な方法で

あり，少量の全抽出液から効果的に抗原の精製ができる

いう点ですぐれた手段と考えられた.すなわち,本実験の

目的は成虫の全抽出液より宿主成分，交差反応成分を除

去したのち，感染ラットの血中抗体と反応する成分のみ

を純粋に取り出すことであり，その過程において精製さ

れた試料として感染ラット血清と反応する成分のみを取

り出すことに成功したと判断された．しかし，感染ラッ

ト抗体結合Sepharoseカラムによる精製は，ラットか

ら採取できる血清量が少ないことと高力価感染血清を得

ることが難かしいなどの点から，間接赤血球凝集反応の

ような比較的多量の抗原を必要とする反応に使用するだ

けの量を得ることは今回の実験では困難であった．それ

で宿主成分ならびに交差反応成分を吸収除去した試料に

ついて間接赤血球凝集反応を行なった結果，この吸収抗

原は高い特異性と安定した反応性を示した．著者らはこ

れまで末精製の全抽出液を用いた間接赤血球凝集反応に

おいて，感作赤血球が感染ラット血清に全く反応性を示

さない事実をしばしば経験している．これは全抽出液中

に感染ラット血清に反応する成分よりも反応しない成分

が圧倒的に多く含まれることと，多量の宿主成分の混入

が全体としてこの全抽出液の抗原性を著しく低下せしめ

るためと考えられる．今回，著者らの得た安定した成績

Ｆｉｇ．１２Skinreactionontheforearmofapa‐
tientofangiostrongyliasis、１５minutes

afterintradermalinjectiｏｎｗｉｔｈＯＯ２ｍｌ
ｏｆｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔａndvariousdi‐

１utionofpreparationa

Areaofwhealｓｌｉｇｈｔｌｙｏｕｔｌｉｎｅｄｗｉｔｈ

ａｂａｌｌｐｏｉｎｔｐｅｎ，Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｐａｒｅｎ‐
thesesindicatestheproteinnitrogen
concentrationofantigen

WWE：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＪ．ｃα"‐

Ｚｏ"e"sis；１～５：preparation３；Ｃｏｎｔ．；
controlwithphysiologicalsaline．

ｂ）皮内反応

最終的に精製されたＰｒｅｐ３を用い，1968年より

1970年までの間に台湾省台東県で発生した広東住血線虫

症の確定症例４例と脊髄液中の好酸球増多を伴なう脳髄

膜炎で脊髄液中に虫体の証明されなかった４例計８例に

ついて皮内反応を行なった．ＰＮ濃度を20/19/ｍｌに調整

したＰｒｅｐ３と，同濃度の全抽出液を002ｍｌづつ皮内

に接種した結果では，いずれの抗原に対しても陽性反応

を呈したが，Ｐｒｅｐ３に対する反応は全抽出液より明ら

かに強かった（Fig.１２)．１例についてではあるが，石

崎ら(1961)に従がい精製抗原の閾値を調べたが，その結

果ではＰＮ濃度９０βg/ｍｌまで陽性反応があらわれた．

考按

広東住血線虫症の多発地域においては脳脊髄液中の好

酸球増多などの臨床所見から，本症が疑がわれるが，実

際に虫体を検出して確定診断を下した例は少ない．その

ため本線虫の抽出液またはその代謝産物を抗原に用いた

免疫診断が試みられているが，今までのところ必ずしも

満足すべき成果は得られていない．（Alicata＆Brown，

（１５）
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は，この宿主成分を除去することにより反応性の高い感

作赤血球を得ることができたことに原因があると思われ

る．イヌ回虫感染血清に対する特異`性を高められなかっ

た理由として，全抽出液にはブタ回虫感染血清と１本の

沈降線しか認められなかったのに対し，イヌ回虫感染血

清との間には３本の沈降線が観察されたことから，イヌ

回虫感染血清に対する交差反応部分が完全に吸収されず

に残ったためと考えられる．

最終的に得られた精製抗原を用いての本線虫感染者に

対する皮内反応成績から，この精製抗原の至適蛋白窒素

濃度は130βg/ｍｌ程度と考えられた．台湾の本線虫症多

発地域および対照地域の一般住民についてこの抗原液を

用いて皮内反応を実施したところ，明らかな差が認めら

れたが，その結果については別に報告する．

結語

広東住血線虫症の免疫学的診断にあたり，特異的で反

応性の高い抗原を得る目的でimmunoadsorbentを用

いる抗原の精製を試みた．すなわち，ＣＮＢｒ活性化

Sepharose4Bに抗体蛋白を結合させたカラムを用意

し，それに広東住血線虫抽出液を流して対応する抗原成

分のカラムへの吸着と，解離溶出を行なう分画を実施し

た．

得られた結果を要約すると以下の通りである．

１）ラット血清で免疫した家兎の抗体グロブリンお

よびブタ回虫感染家兎の抗体グロブリンを結合させた

Sepharoseゲルカラムに全抽出液をのせ，ＰＢＳで溶出

させることによって宿主成分およびブタ回虫感染血清と

の交差反応成分を吸収除去することができた．

２）この吸収後の試料を用いて間接赤血球凝集反応を

行なったところ，安定した反応性と高い特異性が示され

た．

３）さらに，上記試料を広東住血線虫感染ラット抗体

を結合させたSepharoseカラムに適用し，ＰＢＳで十分

に溶出させたのち，ｐＨ２．５の酸性緩衝液で解離溶出さ

せた成分を集めた．この試料に含まれる成分は感染ラッ

ト血清と特異的に反応する成分であった．これを用いて

の皮内反応では，ごく微量の蛋白窒素濃度でも十分な抗

原性が示された．

４）immunoadsorbentを用いる方法は，抗原一抗体

反応を基調とした特異的抗原精製法であり，また操作が

簡単で他の各種寄生虫の抗原精製にも応用できると考え

られる．
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(DePasllle'1′〃A化伽ａＺＺＭｏｇｙ,Ｍ/ｇｒｌｒａＵ７ｚ/ｗバノＺｉｙＳｔｈｏｏＺｑ／

Ｍｅａｉｃ伽,Ｍｉｇａｒａ，九'α"）

ＳＨＩｕ－ＮＡＮＣＨＥＮ，ＳｕＮ－ＹｕＬＥＥＡＮＤＫｕｏ－ＨｕＩＬＩＵ
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lnanattempttopreparethespecificantigenforimmunodiagnosisofangiostrongliasisァ

prificationofantigenfromwholewormextractofadultA"gZosZ7o"ｇｙ/"Ｓｃα"'０"e"s/swasper-

formedbyusingimmunoadsorbent、InaccordancewiththemethodreporｔｅｄｂｙＰｏｒａｔｈｅｒα/、

(1967)，thecolumnsofcyanogenbromide-activatedSepharose4Bgelscoupledwithantibodies

wereprepared、Thewholewormextractwasappliedtotheappropriatecolumnandelutedthe

components，whichdidnotreactonantibodiescoupledtoSepharose，withphosphatebuffered

saline（ｐＨ7.2)，andthenthecomponentscombinedonantibody-Sepharosewaselutedseconda‐

rilywithglycine-hydrochlorcacidebuffer（ｐＨ2.5)．Antigenicactivitiesoftheseeluteswere

examinedandtheresultswerｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：

１）Toremoveselectivelyratserumcomponentsandcross-reactivecomponentatheext‐

ｒａｃｔｗａｓｐａｓｓｅｄｏｖｅｒｔｈｅｃｏｌｕｍｎｓｏｆｇelscoupledwithimmunoglobinsfromrabbitsimmunized

withratwholeserumorinfectedwithAscariss""”．Inthefractionwhichwaselutedwith

phosphatebufferedsaline，ratserumcomponentsandcross-reactivecomponentswereselectivelv

removed、

２）Whenthisabsorbedextractionwasusedasindirecthemagglutinationantigenata

concentrationof200βg/ｍｌ，astablereactionwasobstainedagainstseraofratsinfectedwithA

cα"Zo"e"sis，butcross-reactionwithseraofrabbitsinfectedwithA、szzzZ7〃wasconsiderablydi-

minished、

３）Toseparatethereactivecomponentsfromthenon-reactivecomponentstoserumof

ratinfectedwithA．ｃα"わ"e"sis，thematerialpreparedasmentionedａｂｏｖｅｗａｓｔｈenpassed

overacolumncontaininggelscoupledwithimmunglobulinsfromratsinfectedwithA．ｃα"ｔｏ‐

"e"sis・AftercomponentsreactingtoantibodiescoupledtoSepharosewereadsorvedtothe

columnandotherproteinswerewashedoutwithphosphatebufferedsaline，ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄwithglycine-hydrochloricacidebufferwerecollected

４）Thisantigenproducedastrongskinreactioninpatientsofangiostrongyliasisbya

OO2mlintracutaneousinoculationoftheantigeninproteinnitrogenconcentrationof9`αg/ｍＬ

５）TheapplicationofafIinitychromatographyonantibody-immunoadsorbentcolumnto

purificationofantiｇｅｎｓｉｓｎｏｔｏｎｌｙａｓｉｍｐｌｅｂｕｔａｌｓｏｓｕｐeriortechniqueforpurifyinghelminthic

antigens．
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