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糸状虫症の間接赤血球凝集反応用抗原の精製

(1)犬糸状虫感染血清における検討

山下隆夫＊佐藤良也大鶴正満

新潟大学医学部医動物学教室

(昭和51年１月１２日受領）

JungandHarris（1960）がイヌ糸状虫感染を診断す

る目的で，イヌ糸状虫抽出抗原を用いて以来，これをヒ

ト糸状虫症の免疫学的診断にも応用しようという試みが

なされてきたが(Kagan，１９６３；Pacheco,1961,1966；

FujitaeZaJ.，１９７０；多川ら，１９７２；Yamanouchi，

1972；高岡ら，１９７３；TanakaemZ.，１９７３；Shichi‐

nohe，1973),これまで得られた結果はヒト糸状虫症およ

びイヌ糸状虫症において特異性ならびに反応性の点でい

まだ満足すべきものではないように思われる．その理由

としてヒト糸状虫の代わりにイヌ糸状虫が抗原として使

用されたこと，使用抗原が粗抗原であったことなどが考

えられるが，本虫の粗抗原には種々の複雑な要素が含ま

れ，他種寄生虫との間の共通抗原成分，また感染血清と

反応しない体構成成分の存在などにより，特異性および

反応性に欠けていたと思われる．著者らは今回粗抗原か

ら反応にあづかる成分のみを精製する目的で本実験を行

った．

材料および方法

１）材料

イヌ糸状虫（Ｄｉγq/ブルｒｉａｉ，""zizis)成虫は新潟市で捕

獲された野犬の心臓より採取した．

２）方法

ａ）虫体全抽出液（ＷＷＥ）の作製

虫体を生理的食塩水で充分洗浄，凍結乾燥後，乳鉢を

用いて良く磨砕した．この乾燥紛未に４Ｃのアセトン

を加え10分間脱脂したのち８，０００rpmで30分遠心し，沈

澄にリン酸緩衝食塩水（PBS，ｐＨ7.2）を加えてスタラ

ーで攪枠しながら４Ｃ，４８時間の抽出を行った．次いで

抽出液を20,000rpmで30分遠心し，上清を凍結乾燥法

により濃縮後，ピスキングチューブに入れてＰＢＳで

4Ｃ２４時間透析した．

ｂ）イヌ糸状虫感染血清および全抽出液に対する免疫

血清

イヌ糸状虫感染犬血清（Inf-Di）は虫体を採取したイ

ヌから得た．全抽出液に対する免疫血清（Anti-WWE）

はＷＷＥ（１０ｍｇ/ｍＤ２ｍｌに等量のFreund，ｓｃｏｍ‐

pleteadjuvant（ヤトロン）を加えて充分混和した後，

体重約２ｋｇの家兎の背側および大腿部の皮下数カ所に

接種した.同様の接種を７日間隔で３回行い,最終接種よ

り14日後に頚動脈より全採血を行って血清を分離した．

ｃ）DEAE-セルローズカラム・クロマトグラフィー

DEAE-セルローズ（Brown）を1.ＯＮＮａＯＨ，LON

HCl，再びＬＯＮＮａＯＨで活性化し，脱イオン水で充分

洗浄してからカラム(内径２ｃｍ，長さ25ｃｍ）に高さ15ｃｍ

になるように充填した．このカラムにｐＨ7.2の0.005Ｍ

リン酸緩衝液(PB）を流して充分に平衡化した後，あら

かじめ同一ＰＢで透析したＷＷＥ（蛋白量11.45ｍｇ／

ｍｌ）２０ｍｌを適用して0.005ＭＰＢおよびこれに0.01Ｍ，

0.05Ｍ，0.1Ｍ，0.5Ｍ，ＬＯＭのＮａＣｌをそれぞれ含む

緩衝液を用いて溶出を行なった．溶出液は１０ｍｌあて採

取し，これらの０，．２８０nｍを測定した．

。）間接赤血球凝集反応（IHAT）

ヒツジ赤血球に抗原を感作する方法は既に報告したよ

うに，Boyden（1951)によるタンニン酸処理法の変法を

用いた（佐藤ら，1974)．ヒツジ赤血球をＰＢＳで３回

洗浄後，３％浮遊液とし，等量のタンニン酸希釈溶液を

加えて，氷水中で15分間処理した．ＰＢＳで１回洗浄後，

生理食塩水で再び３％浮遊液とし，これに等量の抗原溶

液を加えて３７Ｃ,１５分間混和して血球感作を行なった．

感作後の血球は希釈液で４回洗浄したのち１％浮遊液と

して用いた．希釈液としては無感作ヒツジ赤血球で充分

吸収した0.6％正常家兎血清（ＮＲＳ)，0125％ウシ血清

アルブミン溶液（BSA）あるいは0.1％ゼラチンを含む

ゼラチンベロナール緩衝食塩水(ＧＶＢ++）のいずれかを＊現在山形大学医学部寄生虫学教室
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用いた．至適タンニン酸濃度および抗原濃度はbox

titrationにより決定した．被検血清は５６Ｃ，３０分で非

働化し，さらに無感作ヒツジ赤血球で１晩吸収して用い

た．

抗体の力価測定はmicrotiter法によって行なった．

すなわちＶ型microtrayで被検血清(0.025ｍl）を２倍

に連続希釈した後，これに等量の１％感作赤血球浮遊液

を加えてよく混和し，２４時間室温に放置して凝集の有無

を判定した．凝集の程度はJacobsandLunde（1957）

に準じ，５段階に分けて２プラス以上を陽性とした．

ｅ）Ouchterlony法および免疫電気泳動法

Ouchterlony法は（Ouchterlony，1968）および免疫

電気泳動法(Scheidegger,1955)は，Agarose(Behring‐

werke）を１．２％になるようにベロナール塩酸緩衝液

(ｐＨ８．６，’＝0.1）で加熱溶解し，５０×76ｍｍのガラス

板上に流して固めた厚さ約２ｍｍの寒天平板を用いて行
なった．

Ouchterlony法は寒天板中央に抗血清用の構（巾２

ｍｍ）を切り，これと３ｍｍの間隔で直径６ｍｍの抗原

孔をあけ，それぞれに抗血清（３倍に濃縮）および抗原

液（蛋白量80ｍｇ/ｍｌ）を入れ48時間室温で反応させた．

この寒天板を大量の０．９％食塩水中で７日間洗浄し，乾

燥後アミドブラックl0Bで染色した．また免疫電気泳動

法は上記と同じ寒天平板に直径４ｍｍの孔をあけ，抗原

を入れた後80Ｖ定電圧で３時間泳動した後，抗原孔より

３ｍｍの位置に抗血清用の溝をつくり，これに抗血清を

満たして48時間反応させた．寒天平板はOuchterlony

法の場合と同様の方法で洗浄，乾燥，染色を行なった．

TablelDeterminationofdiluentsusｅｄ

ｆｏｒＩＨＡＴ

Diluents
Sera

examined
ＮＲＳＢＳＡＧＶＢ+＋

Ａｎｔｉ－ＷＷＥ

Ｉｎｆ－Ｄｉ ＋

*(11/20）

＋

*(3/20） (0/20）

Concentrationoftanninl：５０，０００，ＮＲＳ：
normalrabbitserum，ＢＳＡ：0.125％solutionof

bovineserumalbumin，ＧＶＢ+＋：gelatinveronal
bufferedsaline，Ａｎｔｉ－ＷＷＥ：serumofrabbit

immunizedwithwholｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＤ．

z"""がis・Ｉｎｆ－Ｄｉ：ｓｅｒｕｍｏｆｄｏｇｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
Ｄ・加7"耐s・

＊Ｎｏ．ofpositivesera/Ｎｏ．ｏｆｓｅｒａexamined．

るのが適当であると思われたので，以下のＩＨＡＴには

希釈液としてＧＶＢ+＋を用いた．

ｂ）抗原濃度およびタンニン酸濃度

至適抗原濃度およびタンニン酸濃度を決定するため

に，Ａｎｔｉ－ＷＷＥとＷＷＥ抗原を用いて検討を行なっ

た．抗原濃度の検討には，Ｔａｂｌｅ２に示したように５万

倍タンニン酸処理ヒツジ赤血球に蛋白濃度100肥/ｍ1,
200βg/ｍ1,400'g/ｍｌのＷＷＥをそれぞれ感作した後，

Ａｎｔｉ－ＷＷＥに対する反応性を調べた．100βg/ｍｌ濃度
では4,096倍，また200βg/ｍｌでは8,192倍，さらに400

〃g/ｍｌでは4,096倍まで陽性と判定されたが，マイクロ

プレート法での血清希釈における誤差を考慮に入れれば
大きな差はなかった．

次に種々のタンニン酸濃度で処理したヒツジ赤血球に

200βg/ｍｌ濃度のＷＷＥを感作したのちＩＨＡＴを行な

ったところ，Ｔａｂｌｅ３に示したように，３万倍濃度で処

理した赤血球はＧＶＢ++，ＰＢＳ中でも非特異的凝集が認

められた．５万～10万倍濃度ではこのような非特異的凝
集は認められず，しかも高い反応性を示した．これらの

結果より，以下のＩＨＡＴには抗原濃度を200βg/ｍｌ，タ
ンニン酸濃度を５万～10万倍として実施した．

２．ＷＷＥの抗原性

ａ）免疫電気泳動法による検討

ＷＷＥに含まれる抗原成分を分析する目的で免疫電

気泳動を行ない，Ａｎｔｉ－ＷＷＥとＩｎｆ－Ｄｉに対する免疫
電気泳動パターンをＦｉｇ．１に示した．ＷＷＥはAnti‐

ＷＷＥとの間に16本の明瞭な沈降線が認められたが，

Inf-Diとでは５本の沈降線が認められたのみで大部分

結果

１．反応条件の決定

Ｉｎｆ－Ｄｉ２０例およびＡｎｔｉ－ＷＷＥ１例をＮＲＳ，ＢＳＡ

およびＧＶＢ+＋でそれぞれ４倍に希釈し，これを５万

倍タンニン酸で処理後，抗原を感作することなしに希釈

液で洗浄した１％ヒツジ赤血球浮遊液を等量加えて混和

し，凝集の有無を判定した．Ｔａｂｌｅｌに示したように，

ＮＲＳを希釈液として用いた場合，Ａｎｔｉ－ＷＷＥでは凝

集が認められなかったが，Ｉｎｆ－Ｄｉでは１１例に凝集が認

められた．ＢＳＡを用いた場合，Ａｎｔｉ－ＷＷＥでは凝集

が認められず，Ｉｎｆ－Ｄｉ３例において凝集が認められた．

さらにＧＶＢ+＋を用いた場合，Anti-WWE，Ｉｎｆ－Ｄｉ２０

例のいずれにおいても凝集が認められず，典型的な陰性

パターンであった．この結果より，イヌ血清を被検血清

としてＩＨＡＴを行う場合，血清をＧＶＢ＋＋で希釈す

（４２）
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Table2TestfortheoptimumconcentrａｔｉｏｎｏｆＷＷＥ（concetrationoftanninl：50,000）

Concentration

ofWWE
Immunizedrabbitseruml：１ｘ ＧＶＢ+＋ＰＢＳ

(似g/ｍｌ）
1６３２６４１２８２５６５１２１，０２４2,0484,0968,19216,384

100

200

400

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋

＋＋

＋
＋
＋

＋

＋
＋

ＷＷＥ：ＷｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＤ．／"z"ziris．

Table3Testfortheadequateconcentrationoftannin（concentrationofWWE200βg/ｍｌ）

Concentration

oftannin

l：1,000ｘ

lmmunizedrabbitserumrlx ＧＶＢ+＋ＰＢＳ

1６３２６４１２８２５６５１２１，０２４２，０４８４，０９６８，１９２１６，３８４

３０

５０

１００

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋＋

＋＋

＋＋

＋＋＋

＋

＋＋

＋＋＋＋

±＋

ＷＷＥ：ｗｈｏｌｅＷｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＤ，力""zitis．

３．ＤＥＡＥ－セルローズカラム・クロマトグラフィー

による抗原の分画

Ｉｎｆ－Ｄｉに対するＷＷＥの反応`性の低さがＷＷＥ中

に含まれる感染血清と反応しない成分によるものである

かどうかを検討する目的で，DEAE-セルローズカラム

によるＷＷＥの分画を行った．Ｆｉｇ．２はその際の蛋

白溶出パターンを示したものである．得られた各画分を

濃縮し，ついでＰＢＳで透析後，Ｉｎｆ－Ｄｉとの間でＯｕ‐

chterlony法を行ない，その結果をＦｉｇ．３に示した．

Inf-Diと沈降線が画分３～６にみられたが，その中で

比較的明瞭に沈降線が認められたのは0.5ＭＮａＣｌ濃度

で溶出された画分５であった．ＷＷＥと画分５を免疫

電気泳動で比較した結果をＦｉｇ．４に示した．ＷＷＥの

Ａｎｔｉ－ＷＷＥに対する沈降線が16本であったのに対し，

画分５では５本の沈降線しか認められなかった．

４．分画抗原によるＩＨＡＴ

画分５(蛋白量200/29/ｍｌ)を抗原としてＩＨＡＴを実施

し，同一条件で行ったＷＷＥと比較した結果をTable

４に示した．画分５のＡｎｔｉ－ＷＷＥに対する反応は

4,096倍であり，ＷＷＥを用いた場合の8,192倍よりや

や低い力価を示したが，反対にＩｎｆ－Ｄｉに対する反応は

20例のすべてがＷＷＥの場合より高かった．ＷＷＥが

128倍から256倍の反応性を示したＩｎｆ－Ｄｉは画分５を用

いた場合，4,096倍とかなり高い力価の上昇が認められ

た.同様にＷＷＥが16倍から64倍の反応`性を示した12例

の感染血清は画分５では16～4,096倍となり，ＷＷＥで
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Ｆｉｇ．１Comparisoninimmunoelectrophor‐

ｅｔｉｃｐａｔｔｅｒｎｏｆＷＷＥａｇａｉｎｓｔｌｎｆ－Ｄｉａｎｄ
Ａｎｔｉ－ＷＷＥＷＷＥ：wholewormextract

ofD．／"z〃がs，Ｉｎｆ－Ｄｉ：serumofdog

infectedwithD．ｉﾉ""zitis，Ａｎｔｉ－ＷＷＥ：
sｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＷＷＥ

はＩｎｆ－Ｄｉとは反応しない成分であった．

ｂ）ＩＨＡＴによる検討

ＷＷＥを用いて先に決定した条件でＩＨＡＴを行っ

た結果をＴａｂｌｅ４に示した．この感作赤血球はAnti‐

ＷＷＥには8,192倍という良好な反応性を示したが，

Inf-Diに対しては20例中５例が８倍以下，１２例が16～

64倍で，わずか３例のみが128倍から256倍の力価を示し

たにすぎなかった．これらのＩｎｆ－ＤｉはいずれもＯｕ‐

chterlony法によりＷＷＥとの間に明瞭な沈降線が認

められた血清であったことからＷＷＥで感作した赤血

球のこれらＩｎｆ－Ｄｉに対する反応性は必ずしも良好では

なかった．

(４３）
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Table4Antigenicanalysisoffractionated

antigeninlHAT
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4,096
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３２
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５１２
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４，０９６
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8,192
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Fig.３１mmunodiffusionreactionofeach

fractionagainstInf-DiWWE：wholeworm

extractofD、ノブ"〃〃s，１，２，３，４，５，６：

ｎｕｍｂｅｒｏｆｅａｃｈｆｒａｃｔｉｏｎｂｙＤＥＡＥ－ｃｅｌlulose

columnchromatographyinfectedwithD．

i”"ｉＺｉｓｌｎｆ－Ｄｉ：ｓｅｒｕｍｏｆｄｏｇｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈＤ．〃'"iZis．

1６

２
２
６
４
８
２
６
２
４

３
３
１
６
２
３
１
３
６

１

Fig4Immunoelectrophoreticanalyｓｉｓｏｆ
ＷＷＥａｎｄＦｒ、５．ＷＷＥ：wholeworm

extractofD．／"zmiriS,Ｉｎｆ－Ｄｉ,：ｓｅｒｕｍｏｆ

ｄｏｇｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤ．ｉ"zmiZis，Ａｎｔｉ－ＷＷＥ：

ｓｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＷＷＥ，

５：fractionnumber．

６４

１２８

２５６

Ａｎｔｉ－ＷＷＥ：ｓｅｒｕｍｏｆｒａｂｂｉｔｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈ

ｗｈｏｌｅｗｏｒｍｅｘｔｒａｃｔｏｆＤ．ｉ、〃Zis，Ｉｎｆ－Ｄｉ：

ｓｅｒｕｍｏｆｄｏｇｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤ、ｉｍｍｉＺｉｓ・

検出することであるが，多くの住民を対象として検査を

実施する場合，これを免疫学的にScreeningする試み

が数多く行われてきた．特に皮内反応は現地でも容易に

陰性だった５例も32～1,024倍の力価を示した．

考察

糸状虫症の確実な診断は血液中にミクロフィラリアを

（４４）
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実施でき，特定地域での流行状況を推測するscreening

testとしての利用価値が高く，これまでに多数の研究

がみられる．しかし，この反応に関与する因子について

は，まだ充分な解明がなされておらず，また相当長時間

にわたって陽性反応が存続するなどの点から，検査実施

時における流行状況の推測や個々の症例の診断にはどの

程度の意義をもつかは疑問である．

他方，赤血球凝集反応は血清中のＩｇＧおよびＩｇＭ

抗体が主として関与する反応であり，これらの抗体分子

は産生から消退までの期間が比較的短かく，現在の感染

の有無についての診断法として利用価値がかなり高いと

思われる．ＩＨＡＴを糸状虫症の診断に応用しようとい

う試みはこれまでに多数みられるが(JungandHarris，

1960；Kagan，１９６３；Pacheco，1961,1966；沢田ら，

1967；ＴａｎａｋａｅＺａＪ.，１９６８；ＦｕｊｉｔａｅＺａＪ.,１９７０；佐藤

ら，１９７０；Ymanouchi，１９７２；多川ら，１９７２；Ｋan‐

konkar，１９７３；高岡ら，１９７３；Shichinohe，１９７３；Ｔａ‐

ｎａｋａｅｒａＺ.，1973)，Ｌ/Zol"osoiaescαγ〃ｉ感染コトン

ラットを用いて９０％以上の一致率をみたＴａｎａｋａｅＺ

ａＺ．（1968）の報告以外，ミクロフィラリアの存在と

IＨＡＴ陽性とが必ずしも一致せず，特にヒト血清にお

いては非特異的反応が強いことが知られている．これら

の報告で使用された抗原は沢田ら(1967)，佐藤ら(1970）

を除けばＷＷＥが使用されており，種々の複雑な要素

が非特異反応に関与しているものと考えられる．著者ら

がＷＷＥを用いて行なった予備実験でも，赤血球に感

作する抗原量が少なければＩｎｆ－Ｄｉに対する反応性は著

しく低下するし，抗原量を多くすれば非特異的凝集が多

くなるなどの結果が得られた．また著者らは広東住血線

虫を材料として行ったＩＨＡＴにおいても同様の結果を

得ており，これを抗体結合immunoadsorbentカラムを

用いて精製した結果，反応性を著しく高めることができ

たことから，ＷＷＥ中に多量に含まれる宿主血清成分

や感染血清と反応しない成分が感作赤血球の感染血清に

対する反応性を著しく阻害するか低下させたためと考え

られた(佐藤ら，１９７４；Sato，1975)．

今回，著者らの行なった免疫電気泳動による検討で

も，イヌ糸状虫ＷＷＥにはＩｎｆ－Ｄｉと反応しない体構

成成分を多く含んでいるようであった．このことから

ＷＷＥをDEAE-セルローズで分画し，Ouchterlony

法によってＩｎｆ－Ｄｉと強い反応の認められた画分５につ

いてＩＨＡＴを実施した結果，分画した抗原の蛋白濃度

をＷＷＥの場合の濃度と等しくした場合はＩｎｆ－Ｄｉに

対する反応が良好であった．従ってイヌ糸状虫抗原を用

いてＩＨＡＴを行う場合，感染血清に対して反応性の成

分が非反応性成分よりも相対的に多く含まれるようにあ

る程度の精製を行ない，さらに濃度を調製した抗原液を

得ることが必要であると考えられた．またイヌ血清を用

いてのＩＨＡＴでは希釈液の選定が重要な因子になるこ

とが明らかになった～従来，ヒト血清を被検血清として

用いた場合には抗原感作後の血球の洗浄や血清の希釈に

はＮＲＳが一般に用いられ，結果も良好であるが，今

回イヌ血清を検査するためにＮＲＳさらに0.125％ＢＳＡ

を希釈液として用いたところ，多くの偽陽性反応が認め

られた．一方ＧＶＢ+＋ではこの偽陽性反応はなかった．

今後さらに適切な希釈液の選定を行なうために詳細な検

討を行う必要があると思われた．

今回の成績は抗原として画分５のみであるが，他の画

分にもわずかながらも沈降線が認められることから，こ

れらの画分についてはさらに検討していきたい，また被

検血清としてイヌ血清を用いて得られたものであり，今

後はヒト血清についても検討を行う所存であるが反応性

の高い結果が得られるかどうかは明らかでなく，また他

種寄生虫感染との交差反応の程度などについても更に検

討してゆかねばならない．そしてさらにはイオン強度に

よる分画のみではなく，Sephadexカラムなども通して

より精製した抗原についての検討も行いたいと考えてい

る．

結語

イヌ糸状虫抗原の精製，それによるイヌ糸状虫感染血

清との間の間接赤血球凝集反応を実施した．得られた結

果を要約すると次の通りである．

１）全抽出液感作赤血球は感染イヌ血清に対して充分

な反応性を示さず，２０例中５例が８倍以下，１２例が16～

64倍，わずかに３例が128～256倍の力価を示したにすぎ

なかった．

２)全抽出液を免疫電気泳動法で検討した結果，これに

は感染イヌ血清とは反応しない成分が多く含まれ,この

非反応性成分が全体として感染血清に対する反応性を著

しく阻害または低下させると考えられた．

３）全抽出液をＤＥＡＥ－セルローズカラム・クロマト

グラフィーにより分画し,Ouchterlony法で感染血清と

反応の認められた画分のみを用いて間接赤血球凝集反応

を実施したところ，同じ２０例の感染血清中６例が16～

64倍，８例が256～1,024倍，６例が2,048倍以上の力価

を示し，全抽出液を用いた場合と比べて著しく反応,性が

高められた．

（４５）
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! Abstract !

PURIFICATION OF ANTIGEN FOR THE INDIRECT

HEMAGGLUTINATION TEST FOR FILARIASIS

(1) ON THE IMMUNO-DIAGNOSIS OF CANINE FILARIASIS

Takao YAMASHITA, Yoshiya SATO and Masamitsu OTSURU

(Department of Medical Zoology, Niigata University, School of Medicine,

Niigata, Japan)

Purification of high responsible antigens from the whole worm extract of Dirofilaria

immitis and indirect hemagglutination test using them have been performed against the infected

dog sera. Results obtained are summarized as follows.

1) Sheep red blood cells sensitized with the whole worm extract did not show so high

response to 20 sera of infected dogs, indicating serum titers under 1 : 16 in 5 sera, 1 : 16-1 : 64

in 12 sera and 1 : 128-1 : 256 in 3 sera.

2) The result of immunoelectrophoretic analysis of the whole worm extract indicated

that a large amount of components in whole worm extract did not react the sera from infected

dogs and components decreased the sensitivity of IHA test.

3) After fractionation of the extract by DEAE-cellulose column chromatography, the

fraction which was clearly reactive to the infected dog sera in Ouchterlony method was

used as antigen for indirect hemagglutination test against the same 20 sera mentioned above.

The responses to these sera were always much higer than those with the whole worm extract,

indicating serum titers of 1 : 16-1 : 64 in 6 sera, 1 : 256-1 : 1,024 in 8 sera and over 1 : 2,048 in

6 sera.

( 47 )




