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アニサキス症の免疫学的診断法に関する研究４．

幼虫ヘモグロビンの抗原特異性ならびにimmunoadsorbent

を用いた非特異成分の吸収除去について
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砕した虫体の凍結乾燥粉末に４°Ｃのアセトンを加えて

脱脂後，リン酸緩衝食塩水（PBS)，ｐＨ７．２を用いて４゜

Ｃ，４８時間スターラーで撹枠抽出した．

ｃ）虫体抽出液に対する抗血清

各寄生虫体抽出液に対する抗血清は体重2.5ｋｇ程度の

３羽の家兎を免疫して作製した.各虫体抽出液の１ｍl(蛋

白量10～20ｍｇ）に等量のFreund,scompleteadjuva‐

nｔ（Difco）を混和し，家兎の背部，下腿の皮下または

筋肉内の十数カ所に少量ずつ接種した．この操作は４～

５日間隔で４回行ない，最終接種後10日目に頚動脈より

全採血して血清を分離した．この血清に等量のＰＢＳを

加えて希釈したあと，総量と等しい量の飽和硫安を加え

て50％飽和とし，沈澱した粗グロブリンを大量のＰＢＳ

に３日間透析したあと，凍結乾燥して-20°Ｃに保存し

た．

ｄ）感染血清

各寄生虫感染家兎血清の作成法は既に報告した如く

(佐藤ら，1973)，体重約2.5ｋｇの家兎３羽を用いた．ア

ニサキス幼虫の感染は１羽の家兎に幼虫を25隻経口投与

した．ブタ回虫，イヌ回虫の場合，雌成虫の子宮内より

採取した受精卵を0.1Ｎ硫酸溶液中で25°Ｃ，４０日間培養

した仔虫包蔵卵をそれぞれ１羽の家兎に2,500個ずつ経

口投与して感染させた．これらの家兎は感染前と，感染

後20日間は３～５日間隔，それ以降40日間は７～10日間

隔で採血して血清を採取し，-20°Ｃに保存した．

２）抗原の精製方法

ａ）アニサキス幼虫ヘモグロビンの精製

アニサキス幼虫からのヘモグロビン（Ｈｂ）の抽出は第

２報に記載した如く（鈴木ら，1969)，幼虫を細切して

少量のＰＢＳとともに20,000rpm,３０分遠心して得た体

緒言

さきに著者らは，アニサキス幼虫の特異的抗原物質と

して幼虫固有のヘモグロビンに着目して，その分離精製

を行ない（鈴木，１９６８；鈴木ら，1969)，これを用いて

術後アニサキス症と確認された患者やアニサキス症多発

地帯の一般住民について皮内反応を行なった成績などか

ら，それがかなり特異性の高いものであることを報告し

てきた（鈴木ら，1970)．また，この幼虫ヘモグロビン

はSepharoseに結合させ螢光抗体法抗原として使用し

てもアニサキス幼虫感染血清ときわめて敏感に反応し，

非対応のブタ回虫，イヌ回虫感染血清とは弱い交差反応

しか示さないことがわかった（佐藤ら，1973)．

今回は，この幼虫ヘモグロビンの抗原特異性について

さらに実験的に確かめ，同時にその精製過程において

ＰｏｒａｔｈｅＺａＺ．（1967）によって考案されたimmunoa‐

dsorbent（ＣＮＢｒ活性化Sepharose4B）を用いて非

特異成分の除去を試みたので報告する．

材料方法

１）実験材料

ａ）虫体の採取

アニサキスＩ型幼虫（Ａ"ｉｓα跡ｔｙｐｅｌｌａｒｖａ；Berl‐

and，1961)，ブタ回虫（ＡＳＣαγｉｓｓ“"z）およびイヌ回虫

（TbroCαγαｃ〃s）の３種寄生虫を用いた．アニサキス

幼虫は北海道産スケソウダラの内臓より，ブタ回虫とイ

ヌ回虫はそれぞれブタおよびイヌの消化管内より得た．

ｂ）虫体全抽出液

虫体全抽出液の作製は既報の如く(佐藤ら，1974)，磨
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腔液を飽和硫安による塩析法，次いでＤＥＡＥ－セルロー

ズカラムクロマトグラフィーにより予備精製した粗Ｈｂ

(c-Hb）を，さらに調整用ディスク電気泳動法により精

製Ｈｂ（p-Hb）とした．

ｂ）immunoadsorbentによる非特異成分の吸収

immunoadsorbentにはＣＮＢｒ活性化Sepharose4

B（PharmaciaFineChemicals）を用いた．抗体結合

Sepharoseカラムの作製およびこれを用いての非特異成

分の吸収方法は既報の如く（佐藤ら，1974)，PoratheZ

aJIl967）の方法に準拠して行なった．すなわち，乾

燥Sepharoseゲル１９を0.001Ｍ塩酸溶液を用いて膨

潤，洗浄を行ない，直ちに0.1ＭＮａＨＣＯ３＋0.5ＭＮａＣｌ

溶液中で抗体グロブリン液（蛋白量10～20ｍｇ）と混合

し，室温下４時間反応させた．反応は栓をした試験管内

で行ない，時々試験管の上下反転を繰り返してゲルを混

和した．反応終了後，ゲルはさらに１Ｍのエタノールア

ミン溶液（ｐＨ8.0）３０ｍｌと混合し，同様に１時間反応

させてゲル表面の遊離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

程度になるようにゲル量に応じて直径をかえた．このカ

ラムにＰＢＳを流して十分に洗浄し，溶出液のＯＤ２８０

叩が0.04以下になってから次の吸収操作に使用した．

抗原の採取はまず，このカラムに吸収しようとする抗

原液一定量（蛋白量５～10ｍｇ）を加え，ＰＢＳを１時間

当り８ｍｌの割合で流して溶出させた．ゲル表面の抗体

と抗原一抗体反応を起こさずに流出してくる成分をＯＤ

２８０ｍ１ｕで測定しつつ集め，濃縮してその抗原特異性を

検討した使用後のカラムは氷冷0.1Ｍグリシンー塩酸

緩衝液（ｐＨ2.5）で洗い，吸着した非特異抗原成分を

解離除去し，直ちにＰＢＳを流して十分に平衡化した．

この操作は十分に冷却した緩衝液を用いて手早く行なえ

ば，ゲルに結合させた抗体の活性をそれほど低下させる

ことなく同一カラムを４～５回繰り返し使用することが

可能であった．著者らはカラム全体を氷水中に浸けて冷

却できる装置を作製して使用した．

３）抗原の検定方法

ａ）Ouchterlony法および免疫電気泳動法（IEP）

Oucherlony法（Ouchterlony，1962）および免疫電気

泳動法(Scheidegger，1955）はベロナールー塩酸緩衝液

に加熱溶解した1.2％アガロース（Behringwerke）を用

いた．ＩＥＰは既報の如く100Ｖ定電圧で２時間行なった

(佐藤ら，1974)．アニサキス幼虫全抽出液におけるＨｂ

バンドの同定にはＩＥＰのOssermann法(Ossermann、

1960）が用いられた．

ｂ）間接赤血球凝集反応(IＨＡＴ）

間接赤血球凝集反応はBoyden（1951）によるタン

ニン酸処理法の変法を用いた．ヒツジ赤血球への抗原の

感作方法および抗体価測定法は既に報告した如く（佐藤

ら，1973)，１０万倍タンニン酸溶液で４°Ｃ，１５分間処理

したヒツジ赤血球３％浮遊液に蛋白濃度を100βg/ｍｌに

調整した抗原液を等量加え，３７°Ｃ１５分間抗原感作を行

なった．感染家兎からの血清０２ｍｌをＰＢＳで４倍に希

釈して56°Ｃ，３０分非働化したあと，３％無感作ヒツジ赤

血球浮遊液を等量加えて１晩吸収を行ない，２倍連続希

釈した血清0.5ｍｌに３％感作赤血球浮遊液0.05ｍｌずつ

加えて混和し，室温で４時間後に凝集の有無を観察し

た．

実験成績

１）精製ヘモグロビン（p-Hb）の抗原特異性

ａ）Ouchterlony法および免疫電気泳動法による検討

アニサキス幼虫から精製したｐ－ＨｂはOcuterlony法

では，Ｆｉｇｌに示した如く抗-アニサキス免疫血清との

FiglOuchterlonyplateillustratiｎｇｔｈｅｒｅａｃ‐

tivityofpurifiedA"ｉｓαﾊislarvalhemoglobin

againsthomologousandheterologousantisera

ｐ－Ｈｂ：hemoglobinpurifiedbysequencialｃｏｍｂ－

ｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｌｔｉｎｇｏｕｔｗｉｔｈａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌ‐

ｆate、DEAE-cellulosecolumnchromatographyand

preparativediscelectrophoresis；Ａｎｔｉ－Ａｎ，Ａａ
Ｔｃ：antiseruxnofrabbitimmunizedwitｈｗｈｏｌｅ

ｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"/sαたis，ASCαγｚｓｓ"〃"Ｚａｎｄ

Ｔｂｊｒｏｃａ７ａｃα"zsrespectively、

間に著明な２本の沈降線を形成したが,抗-ブタ回虫,抗一

イヌ回虫免疫血清との間には沈降線の形成が認められな

かった．このｐ－ＨｂのＩＥＰパターンは原点よりも陽極

側に同じ易動度をもつ２本の沈降線として示され，また

Ossermann法によれば幼虫の全抽出液中でこれと同じ

易動度をもつ３本の沈降線のうち拡散の遅い成分として

示された（Fig.２）．

（３３）
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アニサキス幼虫感染家兎血清を用いてＩＨＡＴを行な

い，幼虫の全抽出液とｐ－Ｈｂとの抗原活性を比較した

(Fig.４)．比較のために感染血清とは非対応のブタ回

虫，イヌ回虫全抽出液についても蛋白濃度を対応抗原と

同じ100/'g/ｍｌに調整してＩＨＡＴを行なったが，対応

抗原である幼虫の全抽出液とｐ－Ｈｂはいずれも非対応

の全抽出液より良好な反応性を示した．感染初期におい

てはｐ－Ｈｂの反応性が全抽出液のそれよりも若干良か

ったが，この両抗原間には大きな差は認められなかっ

た．

一方，ブタ回虫あるいはイヌ回虫感染家兎血清に対す
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Fig2Immunoelectrophoreticidentificationof

hemoglobininwholewoｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"純ﾊjs

larvaebyOssermann、technique

Wholewormextract（Ancrude）andpurified

hemoglobin（p-Hb）wereaddedtothecentral

wells・Afterelectrophoresis、theimmunoelectr‐

ophorogramwasdevelopedwithrabbitantiser‐

umtowholewhomextract（Anti-An、lower

trough）andpurifiedhemoglobin（p-Hb，upper

trough)．
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日幼虫の全抽出液は抗一ブタ回虫免疫血清との間に５

本，抗一イヌ回虫免疫血清とは３本の沈降線を形成した

が，これらはいずれも前述のＨｂと同定した沈降線と

は異なるものであった（Fig.３）．

ｂ）間接赤血球凝集反応による検討

／

０１０２０３０４０５０６０７０８０９０

Daysafterinfection

Fig41HATtiteｒｓｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｉｎ‐

fectedwithA"isα〃slarvaeagainstwholeworm

extractsofAnisakislarvae○，Ａｓｃａ７ｉｓｓｚｚ""し

△，Ｔｂｒｏｃａ７ａｃα"ｉｓロ，andpurifiedhemoglobin
fromA"/saAiSlarvae●

ﾖkl1蝋鼠::Ａ１9
黙、盆幻

ⅡＰ

１
０
９
８
７
６
５
４
３

１
１

ノ、
一

一一一

乳
『 ｜
、

Ｌョ

甑ｉｉｉ議驚灘馳

~.￣.、．－．、、

即
○
一
）
■
旦
垣
侶
記
四
円

亀iｎｉｉｉｉａＧ 甜一
●

１
０
９
８
７
６
５
４
３
２

１
１ ｜｜｜

｜
／
／

｜
、
、

、
、
、

｜｜、

８

□

－－－－－●－●

、.／･、./、Fig3Immunoelectrophoreticanalysisofwhole
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antisera

Anag、crude：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"isαﾊis

larvae；ｐ－Ｈｂ：purifiedhemoglobinfromA"'sα‐

Aislarvae；Anti-An，Ａｓ，Ｔｃ：antiserumofrab‐
bｉｔｉｍｍｕｎizedwithwholewormextractofA7z‐

/sα〃３，ＡScαγisandTbrocαγααJ〃zsrespectively．
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るｐ－Ｈｂの反応性について全抽出液と比較した結果が

Fig.５である．ブタ回虫感染血清において非対応のア

ニサキス幼虫，イヌ回虫の抗原はいずれも対応ブタ回虫

抗原よりは低い値を示したが，全抽出液の場合にはかな

りの交差反応が認められたのに対し，ｐ－Ｈｂでは対応抗

原に対する力価の上昇に対応して多少力価が上昇する傾

向が認められるものの，その値はきわめて低いものであ

った．

イヌ回虫感染血清について得られた結果もブタ回虫感

染血清の場合とほぼ同様であり，非対応の抗原であって

も全抽出液の場合にはかなりの交差反応が認められたの

に対し，ｐ－Ｈｂではこの交差反応はほとんど除外でき

た．

２）immunoadsorbentによる非特異成分の吸収

ａ）全抽出液からの吸収

乾燥Sepharoseゲル３９に抗-ブタ回虫家兎免疫グ

ロブリン（蛋白量50ｍｇ）を反応させたカラムにアニサ

キス幼虫の全抽出液５ｍ’（蛋白量５ｍｇ）を流して吸収

を行なった．Ｆｉｇ．６は抗原流入後，ＰＢＳで十分に溶出

させ，次いで氷冷グリシンー塩酸緩衝液を流して得た蛋

白溶出パターンを示したもので，Ｆｉｇ．７にはＰＢＳに
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Fig70uchterlonyplateillustratiｎｇｔｈｅｓｅｌｅｃ‐

tiveremovalofcross-reactingcomponentsto
anti-Ascαγisantibodies

A：serumofrabbitimmunizedwithwholｅｗｏ－

ｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"isαﾊﾉslarvae；Ｂ：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｂ‐
bitimmunizedwithwholewormextraｃｔｏｆＡｓ‐

cαγｚｓｓ２ａｲ"z；ＷＷＥ：wholewormextractof

A"ｉＭＬﾉslarvae；Ｆｒ，１：fractionofthelststep

elutionwithphosphatebufferedsaline；Ｆｒ２：
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１．０

ｌ０

１
Ｅ
Ｃ
ｍ
『
］
甸
易
昌
呵
二
目
⑩
二
記

１０

ユ
自
Ｃ
、
囚
一
宅
易
ロ
ー
邑
二
田
①
⑭
二
一

０．０１

０．００５

２０４０６０８０１００１２０１４０

Elutionvolum(ml）

Ｆｉｇ８Ｅｌｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅxtract

ofA7IisaﾊﾉslarvaeinaHinitychromatographyon

Sepharosecoupledwithimmunoglobulinofra‐
bbitimmunizedwithwholewormextrａｃｔｏｆ

Ｔｏｊｍｃａ７ａｃα〃ｉｓ

Ｆｒ、１waselutedwithphosphatebufferedsaline、

ｐＨ７．２ａｔ２８ｏＣ、ａｎｄＦＬ２ｗａｓｅｌｕｔｅｄｗｉthcold

glycine-hyrocholoricacidbuffer，ｐＨ２．５．Ｔｈｅ

ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｔａｒｔｏｆｅｌｕtionwithphosp‐

hatebufferedsalineandglycine-hydrochloric
acidbuffer

0．０１

０２０４０６０８０１００l20

Elutionvolum(ｍｌ）

Ｆｉｇ６Ｅｌｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅxtract

ofA"isaAislarvaeinaHinitychromatographyon

Sepharosecoupledwithimmunoglobulinofrab‐
bitimmunizedwithwholewormextraｃｔｏｆＡｓ‐

ＣａｒＺＳＳ〃〃〃Ｚ

Ｆｒ，lwaselutedwithphosphatebuHeredsaline，

ｐＨ７．２ａｔ２０°Ｃ，ａｎｄＦＬ２ｗａｓｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｄ

glycine-hydrochloricacidbuffer，ｐＨ２．５．Ｔｈｅ

ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｔａｒｔｏｆｅｌｕtionwithphos‐

phatebufferedsalineandglycine-hydrochloric
acidbuffer．

よる溶出分画（Fr、１）とグリシンー塩酸緩衝液による

溶出分画（Fr、２）についてOuchterlony法を行なっ

た結果を示した．Ｆｒ､１には抗-アニサキス免疫血清と反

応する成分は存在するが，吸収前の全抽出液中に存在し

ていた抗-ブタ回虫免疫血清との交差反応成分は除去さ

れており，この成分はＦｒ、２に現れるのがわかる．

（３５）
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イヌ回虫抽出液に対する抗体を結合させたSepharose

カラムによる吸収操作によって得られた結果もほぼ同様

であり，Ｆｉｇ．８に示した如くＰＢＳで溶出される分画

とグリシンー塩酸緩衝液による溶出分画とを得たが，そ

れぞれについてOuchterlony法を行なった結果（Fig.

９)，非特異成分はＰＢＳ分画には検出されず，グリシ

ンー塩酸緩衝液による溶出分画に存在していた．
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Fig90uchterlonyplateillustratiｎｇｔｈｅｓｅｌｅ‐
ctiveremovalofcross-reactingcomponentsto

anti-Tojmca7aantibodiesｆｒｏｍｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘ－

ｔｒａｃｔｏｆＡ"/sα〃ｓｌａｒｖａｅ

Ａ：serumofrabbitimmunizedwithwholｅｗｏｒｍ

ｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"isaAislarvae；Ｂ：serumofrabbit
immunizedwithwholewormextractofToro‐

ｃα「αｃα"ｉｓ；ＷＷＥ：wholewormextractofA7z‐
/saAislarvae；Ｆｒ、１：ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌｓｔｓｔｅｐ
ｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔhphosphatebuHeredsaline；Ｆｒ、２：
ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２ｎｄｓｔｅｐｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔhglycine‐

hydrocholoricacidbuffr、

それぞれの操作によって得られたＰＢＳ分画につい

て，アニサキス幼虫全抽出液に対する免疫血清と幼虫感

染血清との間のＩＥＰパターンを検討したのがＦｉｇ．１０

である．抗-ブタ回虫抗体結合Sepharoseカラムで吸収

した試料では,抗-アニサキス免疫血清との間に5本,一

方，幼虫感染血清との間には３本の沈降線が認められ，

これらのうち１本は前述のＨｂと同定される成分であ

った．

他方，抗-イヌ回虫抗体結合Sepharoseカラムで吸収

した試料では抗-アニサキス免疫血清,幼虫感染血清との

間にそれぞれ８本と４本の沈降線が認められ，これらの

うちの３本はブタ回虫に対する抗体結合Sepharoseカ

ラムで吸収されなかった成分の沈降線と一致しており，

さらにこの中の１本はやはりＨｂと同定された．

ｂ）粗ヘモグロビン（c-Hb）からの吸収

以上述べた如く，抗-ブタ回虫あるいは抗-イヌ回虫家

兎抗体結合Sepharoseカラムを用いて，アニサキス

幼虫の全抽出液中よりこれらの抗体と交差反応を示す成

分を吸収除去することが可能であった．しかし，幼虫の

全抽出液の場合，交差反応を示さない特異成分よりも交

（３６）
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ｏｆＡ"isahislarvaeinaHinitychromatographyonSepharosecoupledwithimmunoglob‐

ulinofrabbitsimmunizedwithwholewhomextractsofAscαγＺｓｓ２`"'〃（Ａ）ａｎｄ

Ｔｂ工oCαγαＣａ'２/Ｓ（B）

Ｆｒ、１waselutedwithphosphatebufferedsaline，ｐＨ７２ａｔ２０ｏＣ，ａｎｄＦｒ，２waseluted

withcoldglycine-hydrochloricacidbuHer，ｐＨ２．５．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｔａｒｔｏｆ
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ﾆeillustratingtheselect

purifiedhemoglobinof

Ouchterlonyplateillustratingtheselectiveremovalofcross-reactingcomponentsfrom

incompletelypurifiedhemoglobinofAmssaたialarvae、Thehemologibinpreparation

wasabsorbedbythecolumnsofSepharosecoupledwithimmunoglobulins

ofrabbitsimmunizedwithwholewormextrａｃｔｏｆＡｓｃａγｉｓｓｚａ`"Z（Ａ）

ｏｒＴｂ工ｏｃａ７ａｃα"/ｓ（B）

ｃ－Ｈｂ：non-absorbedcrudehemoglobinofA"isαﾊﾉslarvae；Ｆｒ、１：ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌｓｔ

ｓｔｅｐｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔhphosphatebufferedsaline；Ｆｒ、２：ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２ｎｄｓｔｅｐｅｌｕｔｉｏｎ

ｗｉｔhglycune-hydrochloricacidbuffer：Anti-An，Ａｓ、Ｔｃ：serumofrabbitimmunized

withwholｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"/sαﾊﾉslarvae，Ａｓcα｢ﾉｓｓ"”〃ｏｒＴｏ工ｏｃａ７ａｃα"zsrespect‐

ively．

Ｆｉｇ．１２

含む３本の沈降線が吸収されずに残った．

３）吸収抗原を用いての間接赤血球凝集反応

前述の如く抗-ブタ回虫あるいは抗-イヌ回虫抗体結合

Sepharoseカラムで吸収し，Ouchterlony法で交差反

応成分の混在が認められなかった抽出液あるいはｃ－Ｈｂ

について蛋白濃度１００βg/ｍｌでＩＨＡＴを行なった

(Tableｌ）．対照として吸収前の全抽出液，ｃ－Ｈｂおよ

びｐ－Ｈｂについても同一蛋白濃度でＩＨＡＴを実施し

（３７）
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あるいはイヌ回虫感染血清に反応させた場合，吸収前の

全抽出液，ｃ－Ｈｂはいずれも高い値を示したが，吸収後

の試料では吸収前のそれに比べ著しく低い値であった．

とりわけ吸収後のｃ－Ｈｂの値は低く，ｐ－Ｈｂと同程度の

特異性を示すものであった．

考按

幼線虫移行症のカテゴリーで総称される疾患の診断に

は，一般に糞便，喀疾，血液等について通常の寄生虫卵

(幼虫)の検査を適用することができない．そのため，

免疫学的補助診断法に関する研究が活発に行なわれてき

た．しかし，これまでに使用されてきた抗原はそのほと

んどが寄生虫体の全抽出液であり，複雑な要素から構成

されるそれら抗原によっては，他種寄生虫との交差反応

を含む非特異反応が強くあらわれることが多く，抗原の

精製が必要と考えられる．アニサキス症においても診断

用抗原として特異』性の高い成分を単離抽出しようという

試みは，著者らによってこれまで系統的に進められてお

り（鈴木，１９６８；鈴木ら，１９６９；ＳｕｚｕｋｉｅＺａＺ.、1971)，

それによるとアニサキス幼虫の体腔液中に含まれる遊離

の有色蛋白質であるヘモグロビンが実験的アニサキス感

染家兎血清とかなり特異的に反応することを認め（鈴

bedorabsorbedantigensofA"isaAislarvaeto
larvae・ＡＳＣαγｉｓｓ“"ｚｏｒＴｏｒｏｃαγαｃα"iｓ

Figl3Comparisonofimmunoelectrophoretic

patternsbetweennon-absorbedcrudehemoglo‐

ｂｉｎａｎｄｔｈｅｓａｍｅｓａｍｐｌｅａｂｓｏｒｂｅｄｗｉｔhcolumns

ofSepharosecoupledwithimmunoglobulinsof
rabbitsimmunizedwithwholewormextractof

Ascαγｉｓｓ""''2（ＷｅｌｌＡ）ｏｒＴｏ工ocαγａ（ＷｅｌｌＢ）

ｃ－Ｈｂ：crudehemoglobinpurifiedincompletely

fromwholewhrInextractofA"ｉｓαたislarvae；
Anti-An：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｉｍｍｕｍｚｅｄｗｉｔｈｗｈｏｌｅ

ｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ"isαたislarvae．

た．これらの抗原は対応アニサキス幼虫感染血清に対し

てはいずれも良好な反応性を示し，未吸収全抽出液の場

合でやや低い抗体価が示されたほかは，ほぼ一定した抗

体価であった．他方，これらの抗原を非対応のブタ回虫

TablelReciprocalofIHATtiterswithnon-absorbedor

theseraofrabbitsinfectedwithA"ｉｓα肺larvae，

IＨＡＴｔｉｔｅｒｓｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｔｙｐｅｏｆｎｏｎ－absorbed
orabsorbedantigensofA"isaAislarvaeDaysafter

infection
Serafromrabbit

*AbsorbedantigenNon-absorbedantigen
ＷＷＥ ｃ－Ｈｂ ｐ－Ｈｂ ＷＷＥ ｃ－Ｈｂ

６４

(128）

２５６

(256）

２５６

(256）

１２８

(128）

２５６

(256）

２５６

(256）

2０

４０

６０

３２１２８１２８

１２８２５６２５６

２５６１２８２５６

infectedwith25

1arvaeofA"/sα肋

８
４
２
６
３

８

１２８

６４

８
６
８

１

2０

４０

６０

３２

５１２

２５６

３２

２５６

２５６

infectedwith2,500
ｅｇｇｓｏｆＡ．ｓ"ｲｨﾉﾉZ

（６４）

(128）

(128）

（８）

(16）

（８）

８
４
４
６
６

０
０
０

２
４
６

３２

１０２４

５１２

６４

５１２

２５６

infectedwith2,５００
ｅｇｇｓｏｆＴ．ｃα"iｓ

＊WholewormextractandcrudehemoglｏｂｉｎｏｆＡ７ｚｉｓａＡｉｓｌａｒｖａｅｗｅｒeabsorbedbythe

columnsofSepharosecoupledwithimmunoglobulinsofrabbitsimmunizedwithwho‐

lewormextractofAsca7iss“'〃（ｏｒＴｂ工ｏｃａｒａｃα"is)．

ＷＷＥ：ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＡ〃isaAislarvae；ｃ－Ｈｂ：incompletelypurifiedhemo‐

globin；ｐ－Ｈｂ：purifiedhemoglobin．

（３８）
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木，1968)，その抽出方法の検討（鈴木ら，１９６９；Suz‐

ｕｋｉｅＺａＬ１９７１）と，精製されたヘモグロビンを用い

ての皮内反応による疫学調査などが行なわれ（鈴木ら，

1970)，アニサキス症の診断用抗原として使用可能であ

ることが示された．今回，Ouchterlony法や免疫電気

泳動法によって検討した結果においても，このヘモグロ

ビンは抗-ブタ回虫や抗-イヌ回虫抗血清との間で著明な

沈降線を形成せず，アニサキス幼虫に固有の抗原性をも

つものであることが示された．しかし，寒天ゲルを用い

た沈降反応は間接赤血球凝集反応などに比較して反応の

敏感さにおいて著しく劣っており，高力価血清中の抗体

の検出は可能であっても感染初期の抗体価の低い血清で

は抗体の検出ができないし，また＞この方法では抗体価

定量も困難であるという点で実用性に欠ける面がある．

本実験では間接赤血球凝集反応のような敏感な方法に

よっても，このヘモグロビンが十分に高い抗原特異`性を

発揮するか否かについても検討がなされた．アニサキス

の全抽出液では非対応感染血清に対してかなりの非特異

的反応がみられたが，精製ヘモグロビンでは非対応の感

染血清に対する交差反応はほとんど除外できたものと考

えられた．しかし，これらの感染血清についてそれぞれ

対応する抗原の抗体価が感染後次第に上昇するのに対応

して，この精製ヘモグロビン抗原の抗体価もやや上昇す

る傾向にあったことは，この抗原液中になお若干の交差

反応成分が混在していることを示しているものと考えら

れた．そうした非特異成分がOuchterlony法によって

検出されないのは，その量が極めて微量であるためか，

あるいは交差反応においては多いと考えられる一価性の

抗原物質，すなわち，非対応の抗-ブタ回虫あるいは抗一

イヌ回虫抗体に対して１個もしくはごく少数の抗原決定

基しか反応できないために，沈降物を形成し難いような

成分の混在などが原因として考えられた．したがって，

この精製へモグロピンの抗原特異性をさらに高めるため

には適切な吸収処理が必要と思われた．抗原中の非特異

成分の吸収除去法として従来用いられてきた方法は抗原

液と吸収に用いる抗体液とを最適比の状態で混合し，生

じた沈降物を除去する方法であり，この方法では非特異

成分が単一の場合には比較的完全に吸収できても，数種

類の交差反応成分が存在している場合には厳密な意味で

最適比を求めることは難しく，したがって完全な吸収除

去を行なうことは不可能と思われる．また，前述の如く

一価性もしくは吸収しようとする抗体との間に反応基を

ごく少数しかもたないような抗原物質であれば，これを

沈降反応によって完全に除去することは難しい．さら

に，吸収の目的で加えた抗体側の成分で反応に関与しな

かった成分が吸収後の抗原液中に多量に混入してしまう

ことから，間接赤血球凝集反応の如く，用いる抗原蛋白

濃度がある程度厳密に規定される必要のある反応にこれ

を用いることは適当ではないと考えられる．

以上に述べたような欠点を楠なう新しい吸収方法とし

て著者らはさきに広東住血線虫全抽出液を用いて抗体結

合Sepharoseカラムによる吸収方法を試みた（佐藤ら，

1974)．この方法では吸収に用いる抗体側の成分はすべ

てSepharose粒子表面に強固に結合し，不溶性となっ

ているため，吸収に際して沈降物を形成させる必要はな

く，吸収後の抗原液中に抗体側の成分が混入することも

ない．したがって，抗原量に対して抗体量を十分に多く

すれば，非特異成分がたとえ非沈降性の抗原物質であっ

ても完全に吸収できるものと考えられた．

アニサキス幼虫の全抽出液を直接非対応の抗-ブタ回

虫あるいは抗-イヌ回虫抗体結合Sepharoseカラムで吸

収する試みでは，全抽出液に含まれる交差反応成分が多

く，１回のみの吸収操作によって完全に吸収することは

できなかったが，数回の吸収を繰り返すことによって

抗-ブタ回虫，抗-イヌ回虫抗血清とは反応しない成分の

みをとり出すことができた．しかも，これらの試料はヘ

モグロビンと同定される成分が主であったが，アニサキ

ス幼虫感染血清とは非反応'性の成分も存在していた他

方，まだ若干の非特異成分を含む粗ヘモグロビン試料で

は同様の吸収操作を１回のみ行なうことによって完全に

その非特異成分を除くことができ，この場合にもヘモグ

ロビンとみなされる成分は吸収されずに残った．

吸収後の試料を用いての間接赤血球凝集反応におい

て，全抽出液を直接吸収して得た試料では不十分ながら

未吸収の全抽出液に比べて著しく特異性が高められ，他

方，吸収を行なう前に予備精製した粗ヘモグロビン試料

では吸収後には精製ヘモグロビンと同程度の特異性が示

された．

これまでのヘモグロビン精製過程において，その最終

段階の調整用ディスク電気泳動法は実験室内の手技とし

ても操作が煩雑であり，特別な実験器具を必要とするな

どの点から，調整用ディスク電気泳動法による精製操作

にかわる簡便な手段として，immunoadsorbentを用い

た非特異成分除去法が有効であると考えられる．

結語

アニサキス症の免疫学的診断のための抗原として単離

（３９）
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精製された幼虫ヘモグロビンについてゲル内沈降反応お

よび間接赤血球凝集反応により特異性を調べるととも

に，従来の精製過程に新たにimmunoadsorbentによる

非特異成分の吸収除去を加えた精製法について検討を行

なった．得られた結果を要約すると次の通りであった．

１）幼虫の体腔液より予備的に精製された粗ヘモグロ

ビン試料は間接赤血球凝集反応ではまだかなりの交差反

応を示した．

２）しかし，調整用ディスク電気泳動法によりさらに

精製されたヘモグロビン試料では非対応の感染血清に対

する交差反応は極めて微弱であった．

３）抗-ブタ回虫あるいは抗-イヌ回虫抗体結合Sep

haroseカラムによって，アニサキス幼虫の全抽出液中

に含まれる交差反応成分の吸収除去を試みたが，得られ

た試料にはアニサキス幼虫感染血清とは非反応性の成分

が含まれることや，未吸収の全抽出液に比べてかなり特

異'性を高められたとはいえ，まだ若干の非特異成分を含

むものであった．

４）他方，予備的に精製されたヘモグロビンを同様の

方法で吸収した結果，交差反応成分は全抽出液を直接吸

収した際よりも容易に除去され，得られた試料は高い特

異性を示した．
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! Abstract !

STUDIES ON THE IMMUNOLOGICAL DIAGNOSIS OF ANISAKIASIS

IV. ANTIGENIC SPECIFICITY OF HEMOGLOBIN OF ANISAKIS

LARVAE AND FURTHER PURIFICATION OF ANTIGEN

USING IMMUNOADSORBENT

Yoshiya SATO, Toshio SUZUKI, Tadashi SHIRAKI, Takao YAMASHITA

AND Masamitsu OTSURU

{Department of Medical Zoology, Niigata University

School of medicine, Niigata, Japan)

In the previous informations, the authors indicated that a hemoglobin isolated from

perienteric fluid of Anisakis larvae showed specific antigenicity, and that it was useful as skin

test antigen for anisakiasis.

The present study dealt with further purification by using immunoadsorbent and an ex

tended application of this antigen on other immunologic tests. The results obtained were

summarized as follows :

1) When an incompletely purified Anisakis larvae hemoglobin which was isolated from

perienteric fluid of the larvae by fractionations with ammonium sulfate and DEAE-cellulose

column was used as antigen for indirect hemagglutination test, a considerable cross-reaction

was observed in sera of rabbits infected with Ascaris suum or Toxocara canis.

2) Cross-reaction with these heterologous nematode infections, however, were sufficiently

deminished by using purified hemoglobin which was further purified by means of preparative

disc electrophoresis.

3) In attempts to remove common components sharing with Ascaris suum and Toxocara

canis from whole worm extract of Anisakis larvae by the anti-Ascaris and anti-Toxocara im-

munoglobulin coupled Sepharose columns, unsatisfactory results were obtained since many non-

reacting components were still contained in the sample yielded.

4) Removal of cross-reaction components by using the heterologous antibody coupled

Sepharose columns was more easily attained in the incompletely purified hemoglobin than in

the whole worm extract, and sample yielded was also shown a highly specific antigenicity.

( 41 )




