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Abstract

Using saltingout method with ammonium-sulfate and DEAE-cellulose chromato-
graphy, ascaris body extract was fractionated and antigenicity was studied on each
fraction.

First, ascaris worm extract was fractonated into four fractions by saltingout
method, and then, these fractions were tested with anti-dirofilaria serum and asca-
ris infected serum of rabbits by agar double diffusion anti ascaris serum, and
immunoelectrophoresis technique.

Precipitin bands appeared in every fraction except Fraction D which was obta
ined in 100% saturation. The largest number of precipitin bands appeared in Frac-
tion B which was obtained in 65% saturation. This Fraction B contained the largest
amount of protein among all fractions, while Fraction D was mostly composed of
carbon-hydrate containg very low amount of protein. There seems to be close
correlation between the amount of protein in each fraction and its antigenicity.

Using DEAE-cellulose chromatography, nine fraction were obtained from Frac-
tion B which has the highest antigenicity. When these nine fractions were tested
with antiascaris serum and ascaris infected serum, large number of precipitin bands
appeared in Fraction 5, 6 and 7 than any other fraction, although smaller number
of precipitin bands were found on the test with ascaris infected serum.

Immunoslectrophoresis of these fractions revealed a shift of precipitin bands
from cathode region to anode region as the fraction number increased. In every
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test with three types of anti serum, sensitized separately with organs of ascaris
worm, largest number of precipitin bands appeared in Fraction 5, 6 and 7.

In the previous paper, the distribution of precipitin bands on immunoelectro-
phoresis in relation to organ specificity was discussed, but in the present study, it
was revealed that antigenic substances specific to body wall and genital organ were
distributed in large amount around Fraction 5, 6 and 7 judging from the reactions
pattern immonoelectrophoresis although intestine specific antigens were distributed
every in all fractions.

When these fractions were tested with anti-dirofilaria rabbit serum using double
diffusion technique, one precipitin band appeared in each fraction with exception of
two fractions.

締　　　　　　　　　高

著者は前報で寒天ゲル内沈降反応を周いて蛔虫々体

の抗原性特にその臓器のもつ抗原性を比較検討し,各

臓器には共通な抗原物質が広く分布するが,同時に臓

器の示す反応糸は必ずしも同-一でなく,夫々の臓器に

特有の抗原構成を有することを推論した｡又他の寄生

虫との交又反応のありかたも臓器により同部一一でないて

とを推論した｡

本報では蛔虫々体抽出液を硫安塩析浩一RびColumn

chromato宮raphyを用いて分離分所してその抗原性を

追求した｡

実験線料と方法

粗抗原は新鮮豚蛔虫成虫(8苧混合)の重量を測定

しその3倍量の生食水と共にホーt:/ナイiFしで摩砕す

る･次いで.一4-c｣>氷室内で24h-vグネチックスタ

i--ラーNで接伴し更に24h静匿して充分抽出させた後

10000 r.p.m由1S分遠沈し,上清を凍結乾燥して保

存した｡

抗血清は豚蜘虫及び犬糸状虫の全虫体抽出液と蛔虫

の体壁,腸管,生殖器の夫々の抽出液で免疫した5種

の抗血清及び蛔虫成熟卵を投与して得た家兎感免血清

の2種類を使用したo

R)前者は生食水に8%濃度に溶解した夫々の租抗原

1｡5ccと同室　Freunds incom貰3lete adjuvant　を混

じて各々2匹づつの家兎背部皮下に連続5日間注入し

5日間休止する｡この操作をくり返し抗体傾が充分上

昇した所で全採血した｡

感染家兎血清は成熟卵を23匹の家兎胃部に5000ケ,

12日後10000ケ,更に20000ケ, 30000ケ投与して得

た夢

二重拡散法は　Ouchterlony法に準じ, Difco-

Bactoaga冒をpH7.0, A*0.075の10000倍にマ--ゾ

ニソを加えた燐酸緩衝液にi｡6%に溶解,シャ｡-し/又

はガラス坂上に厚さ3-4mmの寒天平板を作製し

た｡抗原と抗血清の穴は径5mm,相互の距離は4mm

で抗原は乾燥抗原を燐酸緩衝液に8 %濃度に溶解した

ものを用いた｡

免疫電気泳動法はScheideggerの　Micromethod

に準じ,ガラス坂上に100x80× 3mmの寒天平板を

作り,両端電圧110-120 voltの条件で4時間半通

電した｡泳動終了後抗原の穴より　4mmの位置に3 〉〈

58mmの側溝を設けて抗血清を注入した･注入後

4-c, 48-ブ2時間適当な湿度を保持する箱内に入れ

て反応を行わせた｡

沈降帯像の永久保存その他は第一報に述べた方法に

準じて行った｡

DEAE℃elluloseはServa製を使用した｡

来　　観　　成　　績

1)硫安塩析抗原

腰蛔虫より抽出した粗抗原に飽和硫安塩(76g/100

cc)を除々に接伴しながら添加,所要濃度に達した後

1時間静匠,次いでIOOOOr.p.m, 16分遠沈して夫々

A (0.35飽和), B (0.65飽和), c (0.90飽和)及び

D (1｡O飽和)の4ケ0)分画を得た｡ (第一-表)

Folin Cu法による各分痢のタンパク及びAnthron

法による糖o)組成は第2表の通りである｡タンパク及
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T孔ble 1; Preparation of antigens

Fresh Adult Worms
l

Homogenization (added with equal volume water)
N

Extracted at 3こC for 24 hrs. under stirring

;

CentrifugedUロ,000 r. p.m. 30minO

i

sediよent supernまtant (water extraction)
部

saltin壷�"out by (NH4)2SO4

(pH7｡0)
l

I I

Antigen - A

Saturation (0.35) (0,65)　(0｡90)　(1.0)
【

Dialysed against running water (24 hrs.)
t

Centrifuged (10,000 r. p. m｡ 15 minj
E

Lyophylization

DEAE-cellulose column chromatography

Fractionation

J

E I l一一一一一一一山〃, ｢　　⊥し一1一一一一一一一,T　一部~一部一部｢~一部uル~一一一｢一　　部~l

Antigen FI F2　　　　F3　　　　F4　　　　F5　　　　F6　　　　F7　　　　F8　　　F9

甘able 2 'サ　Protein and Carbohydrate quantity

Fractions of crude antigen separated by

salting･out with Ammonium sulfate｡

一　†　　｢　≡=‡;二

DEAE-cellulose column chromatog部raphy ｡

一一■　一一■　一一一一一■一一一一一部　　一一一　　　　　一一二一一一一一　一　:■　■　　　部一　　　　　■　一一　一■　■■一■一一一一一　　　　　　　　　　　　一一一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

‥ ｡I｢�>--:I-:I;I:｢干≒子二二｢-�>H;≡-:｢-:

品tion 1 ｢可＼

8書:4i≡≡三三≡] ……三三ま三三喜喜
Technique; protein; Follin Cu method｡

Carbohydrate; Anthrone methode｡

び糖はどの分画にも存在しているが，タンパク質は分

画Bが多く分画Dには極めて少く大部分は糖額よりな

っている。（第二義）

この4つの分画を夫々抗原として抗血清との間に二

重拡散法及び免疫電気泳動法を行うと第1及び第2図

に見られる様な像を得た．二重拡散法を行うと各分画

はDを除き感作血清，感染血清，いずれに対しても教

本の著明な沈降帯の出現を見る。（第1図）

免疫電気泳動法でA，B，Cの3分画を上記血清と

組合せてみると，C分画では両血清との問に夫々2及

び4本の沈降帯が見られるか　B分画では感作血清に

対して4本，感染血清に8本以上の明瞭な極めて多数

の沈降帯の出現が見られる。即ち分画Bが最も抗原性

が強く，しかも感染に際しての抗体産生にたづさわる

抗原性物質が含まれていると考えられる．（第1図）

又犬糸状虫で免疫した抗血清との間の反応を見る

と，二重拡散法で分画Dを除き，いずれo分画抗原と

の間にも1本の，しかし極めてはっきりした沈降帯が

表われ，犬糸状虫との問に共通な抗原がいずれの分画

にも含まれていることがわかる。（第1図）

2）DEAEセルローズクロマトグラフィー

分画Bの乾燥重量で7O0～1000mgを0－006M，

pH7。0の燐酸緩衝液に10％に溶解し，一昼夜同緩衝

液で透析して平衡化した後，10000r．p．m．15分遠沈

し上清を使用した．
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j観点
I-:｡N℃=アi〓k二｡そ1｢-_I-�>-

即ig 1; Double diffusion pattern of fractions separated by salting-out method to anti sera.

1;鬼nti ascaris serum,　2; Serum of infected rabbit.　3; Anti Df. immitis serum

し-〓=二二者ニコAnt: As

(垂
一　部　部　一部　　--I

こ〒コIs
-Unti As

〔　　　　　　→｡㌔

①
､ー→一

DIs

酢i監2; Diagramof lmmunoelecもorophoresis pa-

ttern of f訂ctions against anti Ås and ls一

Ås", whole ascaris worm. Is5Serum of infe-

cted rabbit. Fraction B gives the greatest

number of precipitm bands.

軒ig 3; Column chromatogi･aphic profi】 of Fr-

action B by D監AE-cellulose.

溶ILI一i法はstepwise techniqueによか　O.OG5M,

0.01M, 0｡05M, 0.1Mの各pH7.0 CD燐酸緩衝液及

びO.2M,0.5M　の　NaCl, 0｡1M cO NaOHをいず

れも200-300cc流下させて溶l,一L,Iを行った｡

尚流下速度は70cc/h,チ訪-ブ容量7.Occ 0)条件

で実施した･

その結果第3表に示す様に9ケの分向が得られた■

各分由は純水にて透析,凍結乾燥して貯えた｡

各分痢のタンパク及び糖の組成,収量は第2真に示

した通りである｡ F6, F7　CDタンパク｣量は他o)分痢よ

り僅かに少く,部一方糖はF3　とF4に少い,

この様にして得た9ケの分画抗原を前記4種の免疫

｣血清,感染家兎血清及び犬糸状虫抗血清との間に二菰

拡散及び免疫電気泳動を行った｡

二重拡散法にて各分国抗原を全虫体免疫家兎｣MiR一一I及

び感染家兎血清と反応させると, 2つの抗血清とも9

つのすぺての分画抗原に対して著明な沈降帯の形成が

j一1ちれる,沈降帯の数は前者で1-6本,後者で1へノ

3本で,一一般に感染家兎血清にその数が少い.分I一利u

に見ると,いずれの血清に対しても　F5, 6, 7｣)汁

国に沈降帯の数が多く又強い. (蓑3図4)

次に体蟹,消化管,生殖器で別々に免疫したIfll晒で

は総ての組合せで反応が見られるが,この場合にも

前記のF5, 6, 7の分画に最も強い反応が見られる｡

免疫電気泳動像から見ると, 5, 6, 7分痢は抗体壁

血清で夫々6, 6, 5,抗消化管血浦で7, 6, 10,

抗生指器血描で7, 6, 9と更に多数o)沈降-｢昔が確認

され他の分画に比べて最も強い抗績日一〓0)あることが推
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T乱ble　3; Precipitin bands of antigens fractionated by DEAE-cellulose chromatography against

various anti sera. As; Whole ascaris worm. W; Body wall｡ I; Intestine. G; Genital organ.

Is; Serum of rabbit infected with ascaris worm.

( ); Number of the bands in immunoelectrophoresis｡

＼＼Amt｢e,nここum

-.A一平一t1去sl一AntiA

Is∃Ca:三Iu

ti一:一b-て一iF一oide

A≡tlI章p,1:fs｡

部-__〔一二｢二=〓L巾]U,｡叫部一Ⅳ[u__m学士部ーL一一部_部_部‖一ー一一I

Bc…1三?o吉E一芸三言喜丁苦しE｢3)

o3)

i)!

6)

6)吉…｢f三ooS手芸)H7三

Fi欝4; Double diffusion pattern of antigens fractionated by DEAE-cellulose chromatography to

anti sera.

As; Whole ascaris worm. W; Body wall. I; Intestine. G; Genital organ.

Fig 5; Double diffusion pattern of fractionated antigens to anti D. immitis serum.
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測される｡叉沈降帯の出現する部位ほ概ね分凾番号の

順に陰極側より陽瞳側に全体として移動する傾向が見

られる. 〔蓑3〕

犬糸状虫全虫体感作血清との二重拡散法での反応で

痛　F3とF9を除きどの分凾にも1本の沈降帯が出

現し,糸状虫との間に交叉反応を起す抗原ほどの分凾

にも分布していることがわかる. (囲5〕

摘　　　　　　　　要

蛔虫々体のもつ抗原構成特にその感染に際して抗体

産生に関与する物質を追求し,出来得ればその分離精

製を目的として実験を行った.この度はその過程とし

て虫体で免疫した家兎血清や感染家兎血清を用い,塩

析法やDEAEセルローズクロマトグラフィーにて得

られた抗原分画について検討を行った.

その結果蛔虫抽出液の硫安塩析法にて0.65飽和で

得られるタンパクを主とした分画に最も強い抗原性が

認められ,これをDEAEセルローズクロマトグラフ

ィーにより分けると, 0.1M, 0.2M, 0.5Mで溶出す

る5, 6, 7の分画に最も強い多数の沈降帯が出現す

ることが明かとなった.
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