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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：allergen，ASC(z7zs

induction

s“ｍｂｏｄｙｆｌｕｉｄ，passivecutaneousanaphylaxis，ＩｇＥ

し，寄生虫感染の免疫学的診断法の開発に大きく寄与す

ることと考えられる．

著者らは，豚蛆虫（Ａｓｃａ″ｓｓｚ("'"）体腔液物質を粗

抗原とし，その精製分析を試みることによって，蠕虫症

におけるＩ型アレルギー現象の解明の一助とすべく，以

下の実験研究を行なった．

緒言

寄生虫感染により，宿主にいわゆるレアギン型抗体が

産生されることは，Prausnitz-Kustner（P-K）反応を用

いて，古くより（1920年代後半）知られている．また，

実験的に寄生虫を感染させた動物を用いたモデルで，

Passivecutaneousanaphylaxis（PCA）反応を用いて，

レァギン型抗体の産生とその消長についての詳細な追求

が行なわれてきた．人のレアギンが，ＩｇＥという新し

い免疫グロブリンに属することが発見され，以来，IgE

mediatedreaction，即ち，Ｉ型アレルギー反応として，

寄生虫症が，アレルギー学の見地より，検討が行なわれ

るようになってきた．

寄生虫感染によるＩ型アレルギー現象として，皮疹，

気管支喘息，好酸球増多症，胃腸過敏症などが挙げられ

るが，アレルギー診断的には，虫体抗原による即時型皮

内反応，血清中の虫体抗原特異的ＩｇＥ抗体の証明など

の方法がとられている．

寄生虫学におけるアレルギー分野での研究特性は，寄

生虫抗原に対する宿主血清中ＩｇＥ抗体の産生とその動

態，寄生虫感染によるＩｇＥ産生の非特異的促進，虫体

抗原（アレルゲン）の分析と精製などに向けられてい

る．これら研究課題の全てに共通するのは，当然のこと

ながら，複雑な組成をもつ虫体抽出物質の精製であり，

各組成の物理化学的性質が明らかにされることによっ

て，それらの免疫学的特'性の究明も期待される．このこ

とは，寄生虫によるＩ型アレルギーの病態を解き明か

材料および方法

（１）Ａｓｃａ７ｉｓｓ"皿加粗抗原の作成

広島市食肉検査所において，屠殺直後の豚の腸管から

採取したＡｓｃａｒｉｓｓ""'，Z（以後Ａｓ．ｓ皿""’と略）成虫

を，生理食塩水で数回洗浄した後，雌虫体の尾部を切断

し，体腔液を採取した．体腔液を10,000rpm３０分間遠

心分離し，その上澄液を凍結乾燥したものを粗抗原とし

た．

（２）実験動物

生後３カ月（体重180～2009）のWistar系ラットの

雄を使用し，１群は，４匹以上とした．

（３）抗Ａｓ.ｓ”腕血清

抗原0.1ｍｇを生理食塩水0.5ｍｌに溶かし，２０ｍｇ/ｍｌ

のＡｌ（ＯＨ)３ゲル（LevineandVaz，1970）１ｍｌと

共に，ラット腹腔内に注射した．感作後３週目に，心臓

穿刺により採血し，3,000rpm１０分間遠心分離した血清

を使用時まで-20°Ｃに保存した．

（４）ＰＣＡ反応

ＯｖａｒｙａｎｄＢｉｅｒ（1953）とOgilvie（1964）の方法に

準じた．即ち，抗血清を生理食塩水にて211まで倍々希釈

し，各希釈血清の0.1ｍlを剃毛後区分したラット背部へ

皮内注射した．抗血清注射72時間後に，抗原0.1ｍｇを含

'）広島大学医学部寄生虫学教室２）林耳鼻咽喉科（広島

市）
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む１％エバンスブルー液０５ｍｌをラット大腿静脈に注

射し，３０分後に，皮内注射部位のブルースポットを計測

し，エンドポイントは，５ｍｍとしてＰＣＡ活性を判定

した．なお，ＰＣＡ価は，血清希釈倍数で表わした．

（５）Ouchterlony法およびImmuno-electro-phoresis

(IEP）

辻（1974）の方法に準じた．即ち，ベロナール緩衝液

(ｐＨ8.2）に，０９％の割合になる様に，agarose（Be‐

hringWerke社）を加え，８５～90°Ｃで加熱溶解し，こ

れをガラス板上に流して支持体とした．Ouchterlony法

の場合は，各分画抗原（1ｍｇ/０１ｍl）を溝に入れ，これ

と３ｍｍの間隔の血清孔に各抗血清を入れた．

（６）Columnchromatography

SephadexG-50,DEAE-SephadexA-50，CM-Cellu‐

lose（Pharmacia社）などを用いて，試料をフラクシ

ョンコレクター（ToyoKagaku）により分画した後，

Variantechtronspectrophotometeｒ６３５で，280nｍに

おける吸光度（OD280）を測定した．

（７）蛋白量測定

ＬｏｗｒｙｅＺａＪ．（1951）の方法に従って，蛋白量を測定

し，標準曲線作成には，Ｓｉｇｍａ社のBovineserumal‐

buｍｉｎ（BSA）を使用した．

（８）Isoelectricfbcusing

1％Ampholine（ｐＨrange3.5-10）を含む50％

(Ｗ/Ｖ）簾糖溶液と５％（Ｗ/Ｖ）簾糖溶液を，ペリスタ

ポンプを使用して，110ｍｌカラム（LKB）にて，ｐＨ勾

配を作成した．カラム下端を陰極，上端を陽極とし，陰

極側電極液には，６０％（Ｗ/Ｖ）薦糖を含む水酸化ナト

リウム液を，陽極側には，りん酸溶液を使用して，800ｖ

で48時間通電した後，フラクションコレクターにより２

ｍｌずつ分画し，ｐＨメーターによるｐＨ測定とＯＤ２８ｏ

を測定した．

（９）アミノ酸分析

試料は，６Ｎ－ＨＣｌで110.Ｃにて，２４時間加水分解し

た．使用したアミノ酸分析計は，JLC-5AH-Liquidch‐

romatograph（ニンヒドリン法）と，ToyosodaHLC

805（ＯＰＡ法）で，アミノ酸標準液は，それぞれ５ｎ

ｍｏｌｅおよびl00pmole用いた．

（10）分子量測定

分子量既知の標準蛋白として，Ｂｉｏｒａｄ社のovaL

bumin（44,000)，myoglobin（17,000)，cytochrome

C（12,500)，vitaminB-12（1,350）を，また，Ｖｏ測

定には，thyroglobulin（670,000）を用いて，Sephadex

G-50カラム（1.5×38.2ｃｍ）にて，ゲル濾過し，ＯＤ２８ｏ

を測定した．溶出部位よりＫａｖを算出し，試料の分子

量を推定した．

実験成績

Ａｓ.ｓ"z`、体腔液物質からの抗原の精製方法は，Ｆｉｇ．

１に示した．

Ａ且E且｣コニユ』｣ｍｂｏｄｙｆｌｕｌｄ（crudeanti9en）

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｄｅｘＡ－５０

ａｐｎａｑｅｘｕ－Ｉｏ【

F-I(p、 コル

(p､62%）ｊ－F

DEAESephadexA-50

１………
ＣＭＣｅｌｌｕｌｏｓｅ

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－５０

PurifiedA二E且｣ユニａｌｌｅｒｇｅｎ－－－－－－－

（p：protein）

Ｆｉｇ．１PurificationofallergenfromAscαγｉｓ

ｓｚ‘zJmbodyHuidantigen．

なお，粗抗原をＡｌ（ＯＨ)３ゲルと共に，ラットに感

作して得られた抗血清は，56.Ｃで３時間の熱処理後，

PCA反応を行なうと，ＰＣＡ活`性は，完全に失活して

いた．

１．粗抗原のカラムクロマトグラフィーによる分画

粗抗原１９を蒸留水30ｍｌに溶解し，3,000rpm５分

間遠心分離した上澄液を，ｐＨ８．０の蒸留水で平衡化し

たDEAE-SephadexA-50カラム（2.6×38ｃｍ）に添加

し，０～0.2Ｍギ酸アンモニウムの直線濃度勾配で溶出

し，更に，0.5Ｍギ酸アンモニウム（ｐＨ４０）で溶出

した（Fig.２)．溶出液についてOD28oとＰＣＡ活性を

測定した．ＯＤ２８ｏより３つに分画し,それぞれＦ１，ＦⅡ，

ＦⅢとして，これら各分画の抗原活`性を，粗抗原で感作

したラットのレアギン血清を用いてのＰＣＡ反応で調

べたＰＣＡ活性は，ＦⅡに高く，Ｆ１とＦｍには殆ど

認められなかった．

次いで，抗原活'性が集中して認められたＦⅡ抗原500

ｍｇ/5ｍｌを，0.05Ｍギ酸アンモニウム（ｐＨ６５）を

緩衝液として，SephadexG-50カラム（2.6×94ｃｍ）に

（１２）



117

〆T、
、
】

０
０

０

０
０

０

５
４

３

）
三
こ
つ
②
囚
］
厄
・
口
・
つ
ど

１
Ｊ

（三）ゴエニＣＣＣ二

０
０
０

０
０

２
１

○
－
－
．
）
」
①
碧
垣
く
。
」

『
】

１－１１ﾄﾄ戸i'

」DC4(］

（6.0ｍl/tube）Fractionnumber

トー１－Ｉ←-－－－１１－件１１１４

Fig.２ChromatographyofAs.ｓ""ｍｂｏｄｙＨｕｉｄ（F）onDEAE-SephadexA-50column、

Columnsize：２６×38.0ｃｍ・Eluent：0.0Ｍ（ｐＨ８０)-0.2ＭＨＣＯＯＮＨ４（ｐＨ6.5).0.5Ｍ

ＨＣＯＯＮＨ４（ｐＨ４．０)．

(Antiserum：anticrudeantigenratserum，Antigenvolume：１/４０tube）

1５０

０
０

０

０
５

１

Ｅ
二
○
用
袷
・
ロ
．
。
『
（
ｏ
ｌ
Ｉ
Ｉ
ｏ
）
」
ｇ
←
］
ｇ
」

「
‐
』

３０４０５０６０７０８０９０１００１１０１２０
（５．０ｍl/tube）

Ｆｒａｃｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

トII-HトII-IIョ－１１－１１１－￣

Fig.３GelfiltrationoffractionⅡ（DEAE-SephadexA-50）onSephadexG-50・
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(Antiserum：anticrudeantigenratserum，Antigenvolume：１/３０tube）

が，安定して活性が再現されたのは，ＦⅡ-Ⅱの分画であ

った（Fig.３)．

２分画抗原の免疫原性

て，ゲル濾過した．溶出液についてＯＤ２８ｏとＰＣＡ活

性を測定したところ，高分子領域（ＦⅡ‐Ｉ）と中分子領

域（ＦⅡ-Ⅱ）の両分画に強いＰＣＡ活性が認められた

（１３）
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Fig.５の如く，ＦｍＩで，感作１週後よりＰＣＡ活性が

認められ，他の分画は,1.5週～２週後に上昇し始めた．

その後，Ｆ１，ＦⅡ‐ＬＦｍは，感作3.5週目で最高と

なり，それらのＰＣＡ価は64倍前後であったが，ＦⅡ‐

Ⅱは，感作２５週目で2,048倍のＰＣＡ価を示しており，

最も強くレアギン抗体を産生していた．

２）沈降抗体産生能について

各分画抗原とＡｌ（ＯＨ)３ゲルおよびFreundのｃｏｍ‐

pleteadjuvant（ＦＣＡ）により産生された抗血清を用い

ｌ）レァギン抗体産生能について

粗抗原およびＦ１，ＦⅡ‐１，ＦⅡ-Ⅱ，Ｆｍの各分画

抗原について，ＰＣＡ活性の経時的変化を調べた．抗原

０１ｍｇ/0.5ｍｌを20ｍｇ/ｍｌのＡｌ（ＯＨ)3ゲル１ｍｌと共

に，ラット腹腔内に注射し，眼窩静脈より採血した．得

られた抗血清と対応する各分画抗原によるＰＣＡ活`性を

比較すると，粗抗原では，Ｆｉｇ．４に示す様に，感作２週

後で急上昇し,2.5週目でＰＣＡ価は128倍で最高とな

り，それ以後は低下していった．分画抗原に関しては，

（１４）
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て，対応する分画抗原との沈降反応を，Ouchterlony法

とＩＥＰで検討した．

Ａｌ（ＯＨ)3ゲルをアジユパントとした抗血清では，

Fig.６に示す様に，Ｆ１に最も強い沈降反応がみられ，

次いでＦⅡ‐１，ＦⅢと反応が強く，ＦⅡ-Ⅱでは，非常

に弱い沈降線しか認められなかった．

次に，ＦＣＡをアジュバントとした抗血清について沈

降反応を調べた．分画抗原１ｍｇ/0.5ｍｌをＦＣＡＯ５ｍｌ

と共に，ラット背部皮内数カ所に注射し，抗血清を採取

した．Ouchterlony法で観察すると，Ｆ１とＦＨＩに

強い沈降線を認め，ＦⅡ-Ⅱでは，沈降反応は認めなかっ

た．また，ＩＥＰの結果は，ＦＨＩで２～５週にかけてか

なり強い沈降反応が観察され，Ｆ１は抗原孔付近に，Ｆ

Ⅲは陽極側にかけて沈降線が認められたが，ＦⅡ－Ⅱで

は，弱い沈降線が認められたのみであった．

即ち，沈降抗体産生能は，アジュバントの種類にかか

わらず，Ｆ１およびＦⅡ－１の分画が強く，ＦⅡ－Ⅱの分

画は，極めて弱かった．

３ＦⅡ－Ⅱ抗原活性の性質

ＦⅡ－Ⅱの分画をSephadexG-50カラムにて，更に３

～５回，単一なピークになるまでゲル濾過を行ない，精

製抗原を得た（Fig.７)．

得られた精製抗原15"ｇを使用して，JLC-5AH-Liq‐

uidchromatograph（ニンヒドリン法）により，アミノ

酸分析を行なった（Tableｌ)．その結果，cystineが含

【
】
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Ｆｉｇ．７GelfiltrationoffractionⅡⅡonSephadexG-50，

Ｃｏｌｕｍｎｓｉｚｅ：０．９×142.0ｃｍ・Eluent：ＯＯ５ＭＨＣＯＯＮＨ４（ｐＨ6.5)．

(Antiserum：ａｎｔｉＦⅡⅡantigenratserum，Antigenvolume：１/５０tube）
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の後空気酸化を試みたが，活,性は，再現されなかった．

また，蛋白分解酵素であるペプシンを用いて，３７°Ｃ

で一夜消化した後，ＰＣＡ活性を調べたが，活'性は，完

全に消失していた．

４ＦⅡ－Ⅱ抗原の精製

ＦⅡ－Ⅱの精製抗原をDEAE-SephadexA-50カラム

(1.5×34ｃｍ）にて，Ｏ～1.0Ｍ炭酸アンモニウムの直

線濃度勾配で溶出し，ＦⅡ－Ⅱ抗原で感作したラットの

レアギン血清を用いて，ＰＣＡ活性を測定した．活性は，

Fig.８に示す様に，ＯＤ２８ｏの第２の上.－クに強く認めら

れた．

次いで，先のＰＣＡ反応において活性の高かった部

分（Fig.８）の等電点分画を行ない，ＰＣＡ活,性抗原の等

電点（ｐＩ）を調べた．OD28oのピークは，Fig.９に示す

如く，ｐＨ4.7,5.0,5.6の３点にみられたが，ＰＣＡ活

性は，ｐＨ４．５～6.0にかけて広がっており，特にｐＩ５０

に高い活性のピークがあり，ｐ１６．０にもやや弱い活,性の

ピークが認められた．

更に，DEAE-SephadexA-50カラムクロマトグラフ

ィーの第２ピーク（Fig.８）の活'性画分を，ＣＭ－Ｃｅ]lul‐

oseカラム（075×635ｃｍ）に通して，０．０１～0.5Ｍギ

酸アンモニウムの直線濃度勾配により溶出し，ＰＣＡ活

性を調べた．活』性は，Fig.１０に示す様に，ＯＤ２８ｏのピー

クと一致して認められた．

再度，この活性画分をSephadexG50カラムクコマ

TablelAminoacidscompositionofAｓｃａ７ｊｓ
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lnteger
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Alanine
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Total 100.0

有されていたので，２－メルカプトエタノールを用いて環

元処理し，Ｓ－Ｓ結合を切断した後，ＰＣＡ活性に及ぼす

影響を調べた．ＰＣＡ活性は，完全に失活しており，そ
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トグラフイーにより，ＯＤ２８ｏをもつ不純物を除去し，Ｐ

ＣＡ活性の高い分画を集めて，Ascarisallergenとし

た．得られた精製Asca7isallergenの収量は，約５ｍｇ

であった．

精製ASC”isallergenで感作したラットのレアギン

血清を用いたＰＣＡ反応は，0.1ｍｇ/O5mlAllergen

量で2,048倍以上のＰＣＡ価を示した．また，同抗血清

を用いて，ＰＣＡ反応を惹起させるのに最低必要なaller

gen量は，５×10-99/0.5ｍｌであった．

５ＡScαγisallergenの特性

１）分子量の測定

各標準蛋白（ＯＡ：ovalbumin，ＭＢ：myoglobin，

Cyt．Ｃ：cytochromeC，Ｖ・Ｂ－１２：vitaminB12）を

用いて，SephadexG-50にて，ゲル濾過し，Ascaris

allergenの分子量を測定した．横軸に分子量を対数で

表わし，縦軸にＫａｖを表示して標準線を作成した

(Ｆｉｇ．１１)．その結果，ＡＳＣαγ/sallergenの分子量は，

２０，０００ダルトンと推定された．

Ｔａｂｌｅ２ＰＣＡｔｉｔｅｒｏｆｃｒｕｄｅＡｓｃαγ/ｓａｎｔｉｇｅｎ

ａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄＡｓｃａ７ｉｓallergenafter

boiling
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Table3Aminoacidscompositionof

purifiedAsca7-zrsallergen

ｌｎｔｅｇｅｒ

(valine＝4）
ｃｏｎｔｅｎｔ

(nmole）
9６Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

kbｙ
Lysine

Histidine

Arginine

AsparaticAcid

Threonine

Serine

GlutamicAcid

Proline

Glycine

Alanine

HalfCystine

Valine

Methionine

lsoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

〔
Ｉ
２
１
へ
ひ
ワ
］
ワ
］
（
ろ

９
６
０
０
４
８
９

●
●
●
■
■
●
●

５
４
２
７
４
４
７

１
１

＊
＊

皿
胡
開
閉
刎
弧
Ｍ
｜
卵
研
一
旧
０
９
０
６
３

ハ
Ｕ
Ｆ
Ｄ
〔
Ｉ
く
り

凸
４
１
１

『
上
勺
上
『
上
八
４

勺
上
ワ
］

１
人

１
上
ｎ
ｏ

３
４

７．２

９．５

２
０
２
６
１
１

４
０
０
９
８
３

勺
●
●
Ｓ
●
●

４
０
４
２
２
２

１

５

Ｍｏﾉecu/ｏｒ''１/e/g/Ｗ/Ｗ1,(ノ
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OA；ovalbuminMB；myoglobinCyt．Ｃ；

cytochromeCV．Ｂ-12；vitaminB-12．
Total 100.0

２）熱に対する安定性

粗抗原とAscarisallergenを各々l0qugずつ，浴槽

内で90°Ｃおよび100°Ｃで加熱した．粗抗原は，90.Ｃ

で失活傾向がみられ，100°Ｃ，１時間の熱処理で完全に

失活した．一方，Ascarisallergenは，９０°Ｃでは殆ど

影響を受けず，100°Ｃ，１時間でやや活性が低下する傾

向を認めたのみであった（Table２)．

３）アミノ酸分析

＊Notdetected

ＡＳＣαγisallergen375ngを，ToyosodaHLC-805

(ＯＰＡ法）により，アミノ酸分析を行なった（Table３)．

その結果，アミノ酸組成比は，glutamicacid17.9％，

lysine15.9％，leucine12.9％であり，methionineは

０％，arginine2､０％，tyrosine2８％，phenylalani‐

nｅ2.3％という値を示した．なお，prolineとcystine

（１８）
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は，この分析方法では測定不可能であった． Agarblockelectrophoresisにより，抗原活性の高い

２つの陰性荷電した分画をみつけたのを始め，Hoggar‐

th-Scott（1967）は，ＭＷ10,000～50,000の抗原物

質を，ＫｕｏａｎｄＹｏｏ（1977）は，ｐＩ６０のnewaller‐

genを，ＡｍｂｌｅｒｃｒａＺ．（1972,1973）は，若干の糖を

含むｐＩ５０～5.2（Ｍ､Ｗ、１４，０００）のallergenAを

分離し，HussaineZaZ．（1972,1973）は，８５％の糖

を含むｐ１４．８～5０（ＭＷ、17,000～１９，０００）のＡＳＣ‐

Ｉをみつけた．また，ＤａｎｄｅｕａｎｄＬｕｘ（1978）は，抗

Ａｓｃａｒお家兎血清とのゲル内沈降反応で交差反応性のな

い２つの異なるallergen（ＭＷ・約15,000）を見いだ

した．

今回我々は，Ａｓ.ｓ"z`、抗原の精製とその免疫化学的

特性に関して，種々の検討を行なった．Ａｓ.ｓ"ｍ７ｚ体腔

液をDEAE-SephadexA-50で分離した３つの分画の

うち，ＰＣＡ活性の高かった第２分画（ＦⅡ）を，更に，

SephadexG-50でゲル濾過して得られたＦⅡ－Ⅱ抗原は，

PCA反応における抗原活性が著しく高く，かつ，レァ

ギン抗体産生能も他の分画（Ｆ１，ＦⅡ－１，ＦⅢ）と比

べると高かった．また，沈降抗体反応も殆ど認められな

かったことからも，Ｉ型アレルギー抗原としては，最も

重要であると考えられた．このＦⅡ－Ⅱ抗原は，蛋白分解

酵素であるペプシンによる消化，および２－メルカプト

エタノール処理で完全にＰＣＡ活性を失うことから，

この精製抗原に若干含まれていたcystineのＳ－Ｓ結合

が還元され，蛋白質の一次構造が変化したことによる抗

原の変`性で失活したのではないかと思われ，Ｓ－Ｓ結合が

ＰＣＡ活性に何らかの影響をもつ蛋白質であることが推

測される．

ＦⅡ－Ⅱ抗原を，更に，DEAE-SephadexA-50，ＣＭ‐

Cellulose，SephadexG-50にて，カラムクロマトグラ

フィーを行ない，精製ＡＳＣα〃sallergenを分離した。

ＦⅡ－Ⅱ抗原を，ｐＨ9.0の蒸留水で平衡化したDEAE

SephadexA-50に吸着させると，ＰＣＡ活性は，ゲルに

強く吸着していた後半の分画に高く，この分画の等電点

分画を行なうと，ｐＨ４５～６０に活`性があり，特にｐＩ

５．０に強く，ｐＩ６０にもやや弱い活性の上｡－クが認めら

れた．また，０．０１Ｍギ酸アンモニウム（ｐＨ5.0）で平

衡化したCMCelluloseに吸着させると，最初のピー

クに活性が集中していた．即ち，ＰＣＡ反応による抗原

活`性は，まだ電荷的には均一ではないが，ｐＨ５．０～６０

の抗原部分のうち，最も強い活性部位は，Ｐｌ５０付近に

あると思われる．このことは，ＡｍｂｌｅｒｅＺａＺ.（1973）の

報告したallergenA（p１５．０～5.2）とＨｕｓｓａｉｎｅＺａＬ

考察

気管支喘息，鼻アレルギー，食餌性アレルギーなどの

症状を呈するＩ型アレルギーは，ＩｇＥ抗体の関与する

反応であり，起因する抗原としては，室内塵，花粉，カ

ビ，食餌，寄生虫などが知られている．食物，室内塵な

どは，経口的に，または直接吸入することで，アレルゲ

ンを摂取することが多いが，寄生虫は，その種類により

感染方法が異なるし，寄生部位も様々で，体内侵入後の

虫体の変化や排泄物など，抗原としては，一定でない

自然感染の場合は，ＩｇＥ抗体は容易に産生されるが，

実験的に動物に免疫する場合は，ＩｇＥ抗体産生は難し

い．しかし，抗原として，虫体抽出物や体腔液が用いら

れる為，自然な感染とは違い，抗原が体内で変化し続け

ることはなく，一定の条件で産生された抗体を用いて，

実験研究が行なわれる．

ODonnellandMitchell（1980）は，radioallergo

sorbenttest（ＲＡＳＴ）法とradioimmunoassay（ＲＩＡ）

法により，αscaris感染者血清中のＩｇＥ抗体とＩｇＧ

抗体が，ＡｓｃＭｓ体腔液のどの抗原部分と結合するか検

討し，ＩｇＧ抗体と反応する抗原は，限定されたが，

IgE抗体と反応する抗原は，等電点も分子量も広い範

囲に存在していたことから，自然感染された人の血清を

用いて抗原を同定する／，ｚＵｉかｏの実験は，抗体応答の

多様性もあり，困難があると述べている．また，Turner

eZaZ．（1980）は，線虫感染者血清中のＩｇＥ抗体価を

ＲＡＳＴ法により測定しており，ｐＨ５．０～６．０とｐＨ７．０

～8.6の範囲の等電点を有する抗原部分が，ASC”ｉｓ感

染者に特異的であったと述べている．

抗原の精製に関する報告をみると，ブタクサ花粉の水

抽出物からは，最低10-ｍｇの抗原量で皮膚反応を生じる

分子量（Ｍ､Ｗ）37,800の酸性蛋白質抗原（antigenE）

が報告されている（King，1979)．また，ＯｋａｅＺａＺ．

(1977,1979）は，ホヤの体液および内臓抽出物よりアレ

ルゲンを精製し，減感作療法などの治療に用いている．

ＴａｎａｋａｅｔａＪ．（1979）は，Ａｓ．ｓ“池体腔液をSeph‐

adexG100で３分画にし，その第１ピークは，ＰＣＡ

活性が高く，第２ピークは，Eosinophilchemotactic

factor（ECF）とNeutrophilchemotacticfactor（ＮＣ‐

Ｆ）を高く含んでおり，ＥＣＦとアレルゲンとは，別の物

質であると報告している．

Ａｓｃａｒｉｓアレルゲンに関する報告によると，Kenｔ

(1960,1963）が，DEAE-Cellulosechromatographyと

（１９）
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5.0と6.0の等電点に活性のピークがある耐熱性の蛋白質

である．アミノ酸組成比は，glutamicacidとlysine

を多く含んでおり，中性アミノ酸52.3％，酸性アミノ酸

249％，塩基性アミノ酸22.8％という値を示した．

(1973）の報告したAsc-I（p14.8～5.0）とよく似てい

る．また，我々の精製したAscarZSallergenのアミノ

酸組成は，中性アミノ酸が50％以上を占め，酸性アミノ

酸が25％前後，塩基性アミノ酸が23％前後であり，glu‐

tamicacid17.9％，lysine15.9％，leucine12.9％，

alanine9､5％と多くを占めており，ＡｍｂｌｅｒｅＺａＪ．

(1973）のallergenA，HussaineZaZ.（1973）のASC‐

Ｉ，ＤａｎｄｅｕａｎｄＬｕｘ（1978）のpureallergenの１つ

であるＦⅧとも似た組成比を示していた．allergenA

には，含硫アミノ酸であるcystineとmethionineが

存在しているが，Ｆｍには，両方とも含まれていないし，

HussaineZaJ．（1973）は，cystineもmethionineも

重要ではないと述べている．我々のAsca7isallergen

には，methionineは含まれていなかったが，cystineは

測定不可能であったので，含硫アミノ酸の存在がＰＣＡ

活性に影響を及ぼすかどうか，詳しい追求をしていな

いしかし，前述の研究者達により精製されたＡｓ.ｓ〃

〃"ｚのallergenは，多少の差異があると思われる．

以上，我々が精製したASC”isallergenは，活性部

分のみをかなり純粋にとりだした抗原物質であると考え

られるが，更に，本物質の物理化学的性状および免疫学

的特性について，追求していく所存である．
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PURIFICATION AND IMMUNOLOGICAL PROPERTIES OF FRACTIONATED

ANTIGENS FROM ASCARIS SUUM BODY FLUID

Hiroko INOUE1}, Yasukazu SAKATA1*, Takaharu HAYASHI2)

AND MORIYASU TSUJI!)

(D Department of Parasitology, Hiroshima University, School

of Medicine, Hiroshima 734, Japan, 2) Hayashi

Otorhinolaryngology Clinic, Hiroshima 730, Japan)

An allergen was isolated and purified from body fluid of Ascaris suu?n, and characterization

study was conducted. The allergen has activity for induction of PCA reaction with anti-Ascaris

reaginic rat serum, and also stimulates production of reaginic antibody.

FII-II antigen which was isolated by DEAE-Sephadex A-50 and Sephadex G-50 column

chromatography showed strong allergenicity in PCA reaction. In rats, one injection of 0.1 mg

FII-II antigen could stimulate production of reaginic antibodies in high levels, attaining to a PCA

titer of 1 : 2,048.

FII-II antigen was furthermore purified using DEAE Sephadex A-50 and CM Cellulose colu

mn chromatography. The allergen obtained from FII-II antigen was heat-stable, its molecular

weight was about 20,000 daltons, and isoelectric points were showed in pH 50 and 6.0. The amino

acid analysis showed high content of glutamic acid, lysine and leucine, but absence of methionine.

PCA reaction with the reaginic antiserum for purified Ascaris allergen in rats was elicited

positive in concentration of 5X 10"9g/0.5ml.
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