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の抗原としての諸性質を解析することによって，特異的

免疫診断抗原として利用することも可能となることが期

待される．

本論文ではＳｍ，Ｓｊおよび日本産肝蛭RzScio〃ｓｐ．

(Fh）におけるＨＳＰの抗原性を検討し，Ｓｍ‐および

Sj-HSPはradioallergosorbenttest（ＲＡＳＴ）の抗原

として種特異'性が高いことを明らかにした．またＨｂゲ

ルによりＨＳＰの純度を分析した．

緒言

マンソン住血吸虫ScAisZoso,,zα,,zα"so"i(Ｓｍ）の特異

的ヘモグロビン分解酵素（hemoglobin-specificpro‐

teas,HSP）は，ｉ〃耐γｏにおいてはヘモグロビン（Ｈｂ）

のみを特異的に水解する至適ｐＨ約４のプロテアーゼで

あり，消化管局在性の消化酵素であると考えられている

(TimmsandBueding,1959)．SauerandSenft（1972）

は本酵素を精製し，その物理化学的・酵素学的性質を詳

細に検討した．また青木・大家（1976,1977,1978)，

佐藤ら（1976a，1976b)，ＳａｔｏｅＺａＺ．（1978)，大屋・野

口（1976,1977）の研究にみられるようにＨＳＰは多種

の寄生蠕虫に見出されており，その生理的意味が興味を

もたれている．

他方，Ｓｍ－ＨＳＰは虫体から宿主血流中へ放出され，

その体内を循環するため，これらの抗原としての意義が

注目されている（SenftandMaddison，１９７５；Senft，

1978；Hayashi，１９７８；ＯｙａｅＺａム1978)．Senftand

Maddison（1975）はＳｍ－ＨＳＰの皮内反応抗原として

の可能性を追求し，日本住血吸虫SchiszosomaノヒＷ"ｺﾞｰ

C",,z(Sj）およびピルハルツ住血吸虫ScAiSZoSomaﾉiα‐

e,,zazo6i…感染動物に対する皮内反応は陰性であるこ

とを報告した．このことはＳｍ－ＨＳＰ抗原の種特異』性が

高いことを示すものと考えられる．

上記のように生体にとって必須であり，基質特異性が

高くしかも種特異性が高いＨＳＰは寄生適応におけるモ

デル酵素として興味深い対象であるばかりでなく，これ

材料および方法

１．試薬

SephadexG-200はPharmaciaFineChemicalsの製

品を，Agarose-L-phenylalanine（27βmoles/ｍｌ）は

Miles-YedaLTDの製品を使用した，１２５１標識抗ヒト

IgEはPharmaciaDiagnostricsの製品(LotNo、2609）

を使用した．本製品はimmunosorbentにより精製さ

れたものであり，部分精製杭ヒトＩｇＥより特異性が高

いことが報告されている（根本，1974)．ＣＮＢｒは和光

純薬工業ＫＫ、の製品を用いた．Ｈｂゲルの基質として

用いたウシＨｂ（enzymesubstratepowder）はMiles

Labora[ories製のものである．アクリルアミドは半井

化学薬品ＫＫ、の製品を，ニグロジンは東京化成工業

ＫＫ、の製品を使用した．その他の試薬は特級の市販品

を用いた．

２．抗原

Ｓｊ，Ｓｍ，Ｆｈの成虫は0.85％ＮａCl溶液で３回洗浄し

た後-20Ｃで保存した．保存虫体からのＨＳＰの抽出

精製はSauerandSenft（1972）の変法によった．すな

わち０.O4MNa-酢酸緩衝液（ｐＨ3.9）で抽出した後，
本研究の一部には文部省科学研究費，昭和50年度海

外学術調査の補助を受けた．

（１）
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SephadexG-200カラムを用いてゲル濾過をおこない，

さらにAgarose-L-phenylalanineカラムクロマトグ

ラフィーにより部分精製ＨＳＰを得た．Agarose-L‐

phenylalanine処理後のＳｍ－，Sj-，Ｆｈ－ＨＳＰは蒸留水

で透析しＲＡＳＴの抗原として使用した．

Ｓｍ，Ｓｊ虫体からのVeronal-bufferedsalineによる

抽出液（Ｓｍ－，Ｓｊ－ＶＢＳ抗原）は横川ら（1955）の方法

により調製し，ＲＡＳＴの抗原として用いた．各ＨＳＰ

画分およびＶＢＳ抗原の蛋白量測定はＬｏｗｒｙｅＺａＺ．

(1951）の方法およびLayne（1957）が記したWarburg

andChristianの方法によった．

３．被検血清

Ｓｍ症流行地のヒト血清（Ｓｍ血清）として，1976年

11月に中央アフリカ共和国ブアール地区で採取したもの

を使用した．これらは国立予防衛生研究所寄生虫部林

滋生博士および広島大学医学部辻守康博士から分与

された．Ｓｊ症既往患者血清（Sj血清）は1977年11月に

山梨県韮崎市で採取したものである

４．ＲＡＳＴ

ＣｅｓｋａｅＺａＺ．（1972）の方法にもとづきpaperｄｉｓｃ

を用いるＲＡＳＴをおこない，Ｓｍ－，Sj-，Ｆｈ－ＨＳＰに対

するＩｇＥ抗体を測定した．すなわち，Agarose-L‐

phenylalanine処理後のＨＳＰ（LOmgprotein/蒸留水

10ｍl）に，ＣＮＢｒで活性化したpaperｄｉｓｃ200枚を入

れ，４C'約20時間インキュベイ卜してアレルゲンをｄｉｓｃ

に結合させた．これらのアレルゲンｄｉｓｃはＣｅｓｋａｅｔ

ａＺ．（1972）の方法により洗浄した後，各１枚のｄｉｓｃに

対して0.05ｍｌの被検血清を添加し，４Ｃで約20時間

インキュベイ卜した．さらにこれらのｄｉｓｃを0.85％

NaC1溶液で洗浄し，１２５１標識抗ヒトＩｇＥ（2-4×104

cpm，０．０５ｍl）とともに４C’約20時間インキュベイト

し，再び0.85％ＮａＣｌ溶液で洗浄した後，paperｄｉｓｃ

に結合した放射能をガンマーカウンター（アロカＫＫ、

製JDC-752）で測定した．

Ｓｍ－，Ｓｊ－ＶＢＳ抗原を用いたＲＡＳＴでは，５．５mg

protein/ＶＢＳ１０ｍｌの抗原をpaperｄｉｓｃ200枚に結合

させた後，上記と同様に処理した．

５．ＨｂゲルによるＨＳＰの純度検定

Agarose-L-phenylalanine処理後のＳｍ－，Ｆｈ－ＨＳＰ

（100-400｣ugprotein/ゲル）につき，ｐＨ４．４，１０％ポリ

アクリルアミドゲルを分離ゲルとするディスク電気泳動

をおこない，蛋白の分離パターンを:検討した．すなわ

ち，電極槽用緩衝液として７０，Ｍβアラニンー28,Ｍ

酢酸緩衝液（ｐＨ4.35）を用い，３ｍＡ/ゲル，４C,２－３

時間電気泳動をおこない，前線指示薬メチレンブルーが

分離ゲル中を４０ｍｍ移動した時点で電気泳動を終了し

た．泳動後のゲルはアミドブラックl0Bで染色し，脱

染色した後蛋白分離パターンを調べた．

また，上記のシステムによる泳動終了後のゲルを別に

５％ウシＨｂを含むｑ４ＭＮａ－酢酸緩衝液(2ｍl/ゲル）

中で37Ｃ，６０分間インキュベイトし，ゲルにＨｂを浸

透・付着させ(AndaryandDabich，１９７４の変法)．同

Ｈｂ溶液はＳｍ－，Ｆｈ－ＨＳＰに対してそれぞれｐＨ3.9,

4.5に調製したものを用いた．得られたＨｂゲルは0.01

％ニグロジンを含む０．４ＭＮａ-酢酸緩衝液（ｐＨ３．９あ

るいは４．５，１０ｍl/ゲル）中で37C,2-20時間インキュ

ベイ卜した後,５％メタノール-7.5％酢酸混液中で固定・

保存した．以上の操作によってＨｂゲル上のＨＳＰ活

性局在部は透明な活性バンドとして観察され，他の部分

はＨｂに対するニグロジンの呈色反応により濃紫色に染

色された．活性バンドの分離パターンおよび蛋白分離パ

ターンを比較することにより，活`性バンドに対応する蛋

白バンドを推定し，さらにＨＳＰの純度を推定した．

成績

１．ＲＡＳＴ

ａ）抗原濃度の影響：Agarose-L-phenylalanine処理

後のＳｍ－ＨＳＰを４倍希釈し，それぞれ希釈抗原を結合

させたpaperｄｉｓｃとＳｍ虫卵陽`性ヒト血清（原液）

につきＲＡＳＴをおこない，ＲＡＳＴカウントに対する

抗原濃度の影響を検討した．Ｆｉｇ．１に，数回くり返し

た実験のうち典型的な２例の結果を示した．曲線Ａおよ

びＢはそれぞれl00Jugprotein/ｍｌおよび850βｇpro‐

tein/ｍｌの抗原原液を用いた場合の結果であるが，両者

は50-100〃gprotein/ｍｌにおいてＲＡＳＴカウントの

最高値を示した．したがって以下の実験ではl0olug

protein/ｍｌのＨＳＰ抗原により調製したアレルゲン

discを使用した．

ｂ）血清希釈の影響：Ｓｍ虫卵陽性ヒト血清を，０３％

ウシ血清アルブミン，0.9％ＮａCl,0.05Ｍリン酸緩衝

液（ｐＨ7.2)，0.05％ＮａＮ３および0.1％Ｔｗｅｅｎ２０か

らなるincubactionbufferで１：128まで倍数希釈し,そ

れぞれの希釈血清につきＳｍ－ＨＳＰを抗原とするＲＡＳＴ

を実施した．Ｆｉｇ．２の典型的な２例の実験結果にみ

られるように，曲線Ａでは１：２希釈血清がやや高い

ＲＡＳＴカウントを示したが，いずれの希釈血清におい

ても大差のないＲＡＳＴカウントが得られた．曲線Ｂに

おいては血清希釈に伴ないＲＡＳＴカウントは低下し

（２）
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多数のＳｍ血清中に特異的ＩｇＥ抗体を検出することが

できた．すなわち，Ｓｍ血清161検体のＲＡＳＴカウン

トの平均値は4,148cpm（最高値10,780cpm，最低値

788cpm）であり，６７検体が４，OOOcpm以上のカウント

を示したのに対して，対照群10検体の平均ＲＡＳＴカウ

ントは1,321cpm（最高値1,504cpm，最低値1,113cpm）

であった．
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ｄ）Ｓｍ‐およびＳｊ－ＨＳＰのＲＡＳＴ抗原としての種特

異性：Ｓｍ血清10検体（Fig.３Ａ）およびＳｊ血清10検

体（Fig.３Ｂ）につき，Agarose-L-phenylalnine処理

後のＳｍ－ＨＳＰおよびＳｊ－ＨＳＰを抗原とするＲＡＳＴを

おこなったところ，Ｓｍ血清に関してはhomologous

な組合せ（Ｓｍ血清対Ｓｍ－ＨＳＰ）の方がheterologous

な組合せ（Ｓｍ血清対Sj-HSP）より高いＲＡＳＴカウン

トを示し，Ｓｊ血清でもhomologousな組合せの方が高

ＲＡＳＴカウントを示した．さらにＡ群のhomologous

な組合せにみられるＲＡＳＴカウントはＢ群のｈｏｍｏ‐

logousな組合せのＲＡＳＴカウントより高く，Ａ，Ｂ

両群のheterologousな組合せの問にも同様の特徴が認

められた．

Ｓｍ血清20検体およびＳｊ血清40検体につきＦｉｇ．３，

０

１２４８１６３２６４l28

Serumdilution

Fig2EffectoｆｓｅｒｕｍｄｉｌｕｔｉｏｎｏｎＲＡＳＴ
ｃｏｕｎｔｓ．

た．したがって以下の実験では血清原液あるいは２倍希

釈液を使用した．

ｃ）Ｓｍ血清のＲＡＳＴ：Agarose-L-phenylalanine

処理後のＳｍ－ＨＳＰを抗原としてＲＡＳＴをおこない，

（３））
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き0.56,1.61はそれぞれＳｍ－ＨＳＰ，Ｓｊ－ＨＳＰの抗原と

しての種特異性を定量的に表現する示標として利用でき

ると考えられる．また両方程式の傾きの比1.61/0.56＝

2.88は両ＨＳＰ抗原間の種特異性の高さをあらわす一

種の係数とみなすことができ，この比が１のとき両抗原

間には種特異性は存在しないといえよう．また，この比

が無限大の場合交叉反応は存在しないといえる．

これと同様な実験をＳｍ‐およびＳｊ－ＶＢＳ抗原を用

いておこなって得た結果をFig.５に示したが，Ｓｍ血

清に対してはｙ＝0.37ｘ（r＝0.742)，Ｓｊ血清に対して

はｙ＝0.76ｘ（r＝0.941）の方程式が得られた．この場

合傾きの比0.76/0.37＝2.08はＨＳＰ抗原を用いた場合

よりかなり低く，両ＶＢＳ抗原間にもある程度の種特異

性は認められはするものの，ＨＳＰ抗原の場合に比し種

特異性は低いものと考えられる．

さらにAgaroseL-phenylalanine処理後のＦｈ－ＨＳＰ

についてもＲＡＳＴによって検討した．Ｆｉｇ．６にみら
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ｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＳｍ‐ａｎｄＳｊ－ＶＢＳＡ，Sm-sera

（●）；Ｂ，Sj-sera（○)．Ｓｍ－ＶＢＳ（ｏｒＳｊ

ＶＢＳ)/RＡＳＴ，ＲＡＳＴｃｏｕｎｔｓｆｏｒＳｍ－ＶＢＳ

（orSj-VBS）usedasantigen．

と同様な実験をおこなって得た結果をFig.４に記した．

Ｆｉｇ．３と同様にＳｍ血清はＳｍ－ＨＳＰ抗原により強く，

Ｓｊ血清はＳｊ－ＨＳＰ抗原により強く反応したが，図にみ

られるように，血清に対し抗原Ｓｍ－ＨＳＰを用いた場合

のＲＡＳＴカウントをｘとし，Ｓｊ－ＨＳＰを用いた場合

のカウントをｙとすれば，Ｓｍ血清に対する方程式は

y＝0.56ｘ（相関係数ｒ＝0.821)，Ｓｊ血清に対するそれ

はｙ＝1.6lｘ（r＝0.772）となり，これらの方程式の傾

０
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Sj‐andFh-HSP．Ａ，Sm-sera；BSj-sera；

Ｃ，normalhumansera、Ｓｍ－ＨＳＰ（●)，Ｓｊ‐

ＨＳＰ（○)，ａｎｄＦｈ－ＨＳＰ（＋）ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓ
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れるように，高ＲＡＳＴカウントを示すＳｍ血清（１２

検体）およびＳｊ血清（４検体）はいずれもＦｈ－ＨＳＰ

に対してきわめて低いカウントを示し，正常対照血清の

ＲＡＳＴカウントのレベルと異ならなかった．

２．ＨＳＰの純度検定

Agarose-L-phenylalanine処理後のＦｈ－ＨＳＰにつき

ディスク電気泳動をおこない，ウシＨｂを浸透・付着
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れFh-HSP1および２と電気泳動度が一致した．

これと同様な方法でＳｍ－ＨＳＰ画分を分析した結果，

Fh-HSPと同様に２本のバンド（陽極側からSm-HSP1

およびSm-HSP2）として検出されたが，Ｓｍ－ＨＳＰ２の

活性はきわめて微弱であった（Fig.８)．これらの活性バ

ンドに対応する蛋白バンド２本が蛋白分離パターンの中

に認められ，Ｓｍ－ＨＳＰ２に相当する蛋白バンドは活性バ

ンドと同様に微小であった．またＳｍ－ＨＳＰの場合は

Fh-HSPと異なりかなり多量の混在蛋白が存在すること

が蛋白分離パターンから明らかとなった（Fig.８)．

＋

考察

本論文ではＳｍ，Ｓｊ‐およびＦｈ－ＨＳＰ画分の抗原と

しての性質を検討した．AgaroseL-phenylalanine処理

後のＳｍ－ＨＳＰを抗原とするＲＡＳＴでは，多数のＳｍ

血清中に特異的ＩｇＥ抗原の存在が認められたしたが

って，Ｓｍ－ＨＳＰ画分はアレルゲンとして作用するもの

と考えられる．

ＩＨＡに関しては，浅見ら（1979）はＳｍ－ＨＳＰ画分

とともにFreund,scompleteadjuvantを用いてウサギ

を免疫し（10日毎に計３回)，ＩＨＡ抗体の産生を認めて

いる．著者ら（青木ら，1979）は比較的生理条件に近い

と考えられる免疫方法として，粗抽出Ｓｍ－ＨＳＰを隔日

に８回（計l5mgprotein)ウサギに静注する方法により

ＩＨＡの標準陽性血清を調製し，ＩＨＡに供した．その結

果，粗抽出Ｓｍ－ＨＳＰを抗原とした場合多少の陽性反応

が認められたが,SephadexG-200処理後のＳｍＨＳＰ抗

原ではＪＨＡは陰性であった．したがってＨＳＰの純

化はＩＨＡ反応性の低下をもたらすと考えることもでき

よう．しかしながらＳｍ－ＨＳＰがＩｇＥ以外の抗体を産

生し得るか否かについては免疫動物の種類，免疫方法，

ＨＳＰの純度，抗原量等につき充分考慮をはらい，今後

さらに検討をかさねる必要があろう．

Ｓｍ血清に対してＳｍ‐およびＳｊＨＳＰを，Ｓｊ血清

に対してもＳｍ-およびＳｊ－ＨＳＰを用い，ＲＡＳＴにおけ

る両ＨＳＰ抗原の種特異性を検討した結果，種特異性を

定量化し得ると考えられる方程式が得られた(Fig.４)．

この方程式を用いて実験結果を検討し，Ｓｍ‐および

Sj-HSP抗原の種特異'性は相当高いことが明らかとなっ

たが，一方まだ交叉反応がみられることも明らかである

(Fig.４)．Ｈｂゲルによる分析結果からも明らかなよう

に，Agarose-L-phenylalanine処理後のＳｍ－ＨＳＰ画分

にはまだ相当量の混在蛋白が存在する．したがって上述

の交叉反応はこれら混在蛋白に由来する可能性も考えら

Ｆｉｇ．７Disc-electrophoreticseparationｏｆ

Ｆｈ－ＨＳＰ、Left，Ｈｂ－ｇｅｌ；Right，proteinpro‐
file．

＋

■INO1ヨ

Fig8Disc-electrophoreticseparaｔｉｏｎｏｆ

Ｓｍ－ＨＳＰ，Left，Hb-gel；Right，proteinpro‐
file．

させた後，同ゲル上でＨＳＰ活性の検出を試みた．Ｆｈ

ＨＳＰ活性は２本の透明バンドとして認められ，これら

を陽極側からFh-HSP1およびFh-HSP2とすると，Ｆｈ

ＨＳＰ２の方が高い活性を示した（Fig.７)．蛋白の分離

パターンはアミドブラック１０Ｂによる濃染バンド２本

と微染バンド４本からなり，２本の濃染バンドはそれぞ

（５）

／／／／／／／／／／／／／／／

lｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌ
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れる．

しかしながら他方では，Ｓｍ‐およびＳｊ－ＨＳＰ分子間に

共通抗原が存在することも考えられる．このような場合
には純粋に分離されたＨＳＰをＲＡＳＴ抗原として用い

ても交叉反応がみられることとなろう．また，既述のよ

うな，本実験に用いた１２５１標識抗ＩｇＥの特異性は相当
高いことが報告されている（根本，1974）が，これら

ＨＳＰがＩｇＥ以外の抗体を産生しうるか否かという問

題と関連して，抗ＩｇＥの特異性も検討を要すると思わ

れる．これらの問題は今後精製ＨＳＰを用いて検討すべ
き興味深い課題であろう．

Ｈｂゲルによる分析結果にみられるように，Aga‐
rose-L-phenylalanine処理後のＦｈ－ＨＳＰはきわめて高

純度にまで精製された．ＳｍとＦｈの粗抗原間で共通抗
原の認められること（CaproncZaZ.，1968）はよく知ら

れたところであるが，高ＲＡＳＴカウントを示すＳｍお

よびＳｊ血清に対する本Ｆｈ－ＨＳＰによるＲＡＳＴは完

全に陰性であったことから，この画分の種特異性の高さ

が推察できる．したがって本酵素はＲＡＳＴにおいて種

特異性を検討するためのモデル抗原として利用価値の高
いものと考えられるが，今後Ｆｈ感染ヒト血清を用い

ての実験によりこのことをさらに確認したいこれと関
連して，著者らはＦｈ感染ラットの血清を用いたＰＣＡ

をおこない，高純度ＦｈＨＳＰは陽性反応を示すことを

確認している（青木・大家・内田・板垣，未発表)．ま

た従来既知粗抗原を用いては困難とされていたＳｍお

よびＦｈによる感染の選別も，精製酵素を抗原として用

いることにより可能となることが期待される．

Ｓｍ血清，Ｓｊ血清およびＳｍ－ＨＳＰ，Ｓｊ－ＨＳＰ間での

各種組合せによりＲＡＳＴを実施したが，homologous

な組合せあるいはheterologousな組合せにおいて，Ｓｍ

血清の方がＳｊ血清より高ＲＡＳＴカウントを示したこ

とはまことに興味深い．このことは，中央アフリカ共和

国ブアール地区には現在虫卵を排出しているＳｍ症患

者が多数存在し，山梨県韮崎市にはｓｊ症既往患者のみ

がみられることと関連しているとも考えられるが，今後

homologousなグループ（Ｓｊ虫卵陽性患者血清および

ｓｊ症既往患者血清）間での比較検討によりこの点を明
らかにしてゆきたい

ルゲンとして作用するものと考えられる．Ｓｍ-,Ｓｊ－ＨＳＰ
およびＳｍ，Ｓｊ血清の間の各種組合せによりＲＡＳＴを

おこない，Ｓｍ‐およびＳｊ－ＨＳＰ抗原間にきわめて高い

種特異性が認められた．Ｓｍ‐およびＳｊ－ＶＢＳ抗原を用

いてこれと同様な実験をおこない，両ＶＢＳ抗原間にも

種特異性を認めたが，ＲＡＳＴ抗原としては両ＨＳＰ抗
原の方がより高い種特異性を示すことが明らかとなっ

た．また，高純度Ｆｈ－ＨＳＰを抗原とするＲＡＳＴにお

いては，ＳｍおよびＳｊ血清のＲＡＳＴカウントはいず

れも正常ヒト血清のＲＡＳＴカウントと異ならなかっ

た．Agarose-L-phenylalanine処理後のＦｈ‐および

Ｓｍ－ＨＳＰをＨｂゲルにより分析し，前者はきわめて純

度が高く，後者は相当量の混在蛋白を含むことが明らか
となった．
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I Abstract !

ANTIGENIC PROPERTY OF HEMOGLOBIN-SPECIFIC PROTEASE FROM

SCHISTOSOMA MANSONI, S. JAPONICUM AND FASCIOLA SP.

FOR RADIOALLERGOSORBENT TEST

Takashi AOKI

{Department of Parasitology, Juntendo University School

of Medicine, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan)

Hemoglobin-specific protease (HSP) was purified from 22,000 g supernatant of Schistosoma

mansoni (Sm) homogenate by Sephadex G-200gel filtration and agarose-L-phenylalanine column

chromatography. Schistosoma japonicum (Sj) HSP and Fasciola sp. (Fh) HSP were also puri

fied by the same methodology. The antigenicity of these HSP fractions for the paper-disc

method of RAST assay was examined.

The presence of IgE antibodies to Sm-HSP (agarose-L-phenylalanine fraction) in Sm-

patient sera could be demonstrated by RAST, suggesting that the Sm-HSP serves as an

allergen. Using various combinations between Sm- and Sj-HSP (agarose-L-phenylalanine frac

tion), and Sm- and Sj-sera, RAST studies were carried out for the elucidation of species-

specific antigenicity of HSP fractions; the Sm-sera were obtained from local populations in

the Central Africa Republic where schistosomiasis mansoni is still endemic, while the Sj-sera

were collected in Yamanashi, Japan, where no active schistosomiasis japonica has been found

for recent several years. The RAST counts were higher in the homologous combinations than

in the heterologous combinations, i.e., the Sm-sera responded more strongly to Sm-HSP than

to Sj-HSP, and this is also true in the Sj-sera. When the RAST counts for Sm-HSP were

plotted against x-axis and those for Sj-HSP were plotted against y-axis, equations : y= 0.56x

(r = 0.821) and y= 1.61x (r = 0.772) were obtained for the Sm-sera (20 samples) and for the Sj-

sera (40 samples), respectively. The ratio of the coefficient of each equation (1.61/0.56 = 2.88)

seems to be used as an index of species specificity between Sm- and Sj-HSP. Thus, larger

ratio suggests the higher species specificity. Therefore, the greatest ratio would be expected

if pure Sm- and Sj-HSP could be employed as RAST antigens. By using Sm- and Sj-VBS

antigens, similar equations were obtained, and the ratio obtained (0.76/0.37 = 2.05) is signifi

cantly smaller than that for HSP antigens. These results indicate that the species specificity

of Sm- and Sj-HSP antigens is higher than that of VBS antigens. Additionally, both Sm-

and Sj-sera showing high RAST counts to Sm- and Sj-HSP did not show any positive reaction

to Fh-HSP (agarose-L-phenylalanine fraction), highly purified enzyme fraction, by RAST assay.

Disc-electrophoretic analysis of Fh-HSP used as the RAST antigen revealed that the

enzyme activity was separated to multiple from (Fh-HSPi and FI1-HSP2) on the polyacrylamide

gel coated with hemoglobin. On the Amino Black stained gel, two protein bands correspond

ing to the activities were observed and besides small amounts of impurities were seen. Sm-

HSP was also separated to Sm-HSPi and S111-HSP2, but the sample employed was still con

taminated with large amounts of other various impurities.




