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要 旨

コナ ヒ ョウヒダニ(以 下Df)虫 体 抽 出物 の生物学的活性の解析 の 目的で リムルス反応陽性物質 につ いての

検 討 を行 った.Df粗 抗 原で は蛋 白量の約10%の 重 量比で リムル ス反応陽性物質が検 出 された.ま たDf虫

体 か らMaoら の方 法 によ り分画 したDf50d,Df80dで は それぞれ1%,0.01%の 重最比 で リムルス反応

陽性物 質が検 出 され た.こ れ らの リムルス反応 陽性物質はSephadex G-100カ ラ ムゲル濾過 による分画で

はvoid volumeに 一 致 して溶出 された.

緒 言

コナ ヒョウヒダニDernzatophagoidesphagoides farinae(以下

Df)は ア レルギー性疾患の主要 なアレルゲンであると

ともに住環境を汚染する重要な物質 として生体 に様々

な影響 を与えている.こ れまでDfの アレルゲン活性に

関する報告 は数 多く行われているがそれ以外の活性に

ついての研究は少ない1)2).今回私達はDf虫 体成分の生

物学的活性の研究に際に基本的な問題 となる内毒素の

汚染についての検討 を行ったので報告する.

材料 と方法

1.材 料:Df虫 体 は純培養 され,十 分に腸管内容物

を排泄させた凍結乾燥虫体 を鳥居薬品㈱よ り提供 され

た.り ムルステス トは リムルスHSテ ス トワコー(Lot

No. LAH 9611)を 使 用 した.全 ての器具は リムルス

反応陰性の蒸留水にて洗浄後,180℃,3時 間の乾熱滅

菌 を行った.蒸 留水,緩 衝液,培 養液はすべて リムル

ス反応陰性 を確認 した.ゲ ル濾過用カラムはSephadex

G-100を アルカ リエ タノールにて消毒後,蒸 留水にて膨

潤 させ,充 填 した.更 に,0.25M NaOHに て全経路の

残留蛋白及び脂質を除去 した後に溶出液のリムルス反

応が陰性になるまで蒸留水で洗浄 した.

2.方 法:1)Df虫 体 の抽出 と分画化はMaOら の

方法に従った3)。即ち,Df虫 体5gにborate buffer,

pH8.5を 加 えながらcarbonmdumと 共に乳鉢で擦 り潰

し,50,000×G,30分 遠沈 し水溶性画分を得た.得 られ

た上清(Df粗 抗原)を50%acetoneに て沈澱 させ,更

に蒸留水に再溶解 した ものをDf50dと した.残 った 上

清に更にacetoneを 最終濃度80%に なるよで加え同様

の遠沈操作を行った.沈 澱物 を蒸留水に再溶解 したも

のをDf80dと した.蛋 白量の定搬はLowry法4)に ょっ

た.Df50d,Df80dは 更 にSephadex G-100(Pharma-

cia,2.6×82cm,流 速18ml/hr)に て蒸留水をもちい

てゲル濾過 し分画した.2)リ ム ルステス トを半定量

化するために大腸菌レファレンスエ ンドトキシンの10

倍希釈系列をつくり測定 したところ0.01ng/mlま で測

定可能であった.Df粗 抗 原,Df50d,DF80d,お よび

Sephadex G-100カ ラム溶出液を蒸留水にて10倍 希釈系

列 を作 りリムルステス トを行 った.ま たDfか らの抽出

法による違いを検討するためDf虫 体 をエーテルにて脱

脂 し0.5%フ ェ ノールに抽出した抗原についてもリムル

ステス トを行った,3)抽 出及び分画操作中の細菌汚

染の有無を確認するためDf粗 抗原,Df50d,Df80dを

マ ッコンキー培地,プ レインハー トインフユージョン

ブイヨン(ニ ッスイ)に て48時 間培養 した.

結 果

1.Dfの 各画分の りムルテス ト:Df粗 抗原,Df50
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d,Df80dの リム ル テ ス トのend pointは それ ぞれ10-10,

10-9,10-7で あ っ た 。リム ル ス反 応 に 陽性 を示 した物 質

をlipopolysaccharide(LPS)と 仮 定 し,LPS量(W)/

蛋 白 量(W)×100(%)を 求 め る と10%,1%,0.01

%で あ っ た。Df虫 体 を エー テル に て脱 脂 し0.5%フ ェ ノ

ー ル 液 に 抽 出 したDf抗 原(1
μg/ml)で は リム ル ス反

応 は 陰 性 で あ っ た.な お0,5%フ ェ ノー ル に は りム ル ス

反 応 の 抑 制 性 は 認 め ら れ な か っ た.

2.Df50d,Df80dの ゲ ル 濾 過 溶 出 液 の リム ル ス テ ス

ト:Df50dとDf80dをSephadex G-100カ ラ ム を用 い

てゲル濾過した時の溶出曲線 とリムルステストの結果

をFig.1.とFig.2.に 示 した.

Fig. 1 Gel filtration pattern of Df50d on Sephadex G-
      100, Arrows indicate molecular weight marker. 

     End points of limulus test are illustrated by the 
     shaded area. (Pharmacia 26 x 820mm, eluted by 

     distilled water, 18ml/min, 5ml fraction)

Fig. 2 Gel filration pattern of Df80d on Sephadex G-
      100. Arrows indicate molecular weight marker. 

     End points of limulus test are illustrated by the 
     shaded area, (Pharmacia 26 x820mm, eluted by 

     distilled water, 18ml/min, 5ml fraction)

Df50dはvoid volurneに 一致した多量の高分子画分

が溶出し,更 に若干分子量の小さい画分,そ してMao

らのDf80dFr I,Df80dFr IIに 相 当す ると思われ る画

分に分画された.Df80dはvoid volumeに 一致 して微

量の 高分子面 分が溶 出 し,更 に分 出量45,000か ら

25,000(FrI)お よび分子量15,000以 下(FrII)に 分

画された.溶 出曲線の下に リムルステス トのend point

を示 した.リ ムルス反応陽性物質はDf50d,Df80dと も

にvoid volumeに 一致 して高濃度に検出された.

3.細 菌学的検討:Df粗 抗 原,Df50d,Df80dと も

に細菌は培養されなかった.実 験操作中の細菌汚染に

よるとは考え難かった.

考 察

Petersonらs)は ハウスダストの抽出液中に微量の内毒

素活性のある物質を検出し,ウ サギを使用 した交叉耐

性,お よび交差抗原性の実験によりその一部が大腸菌

の内毒素であることを明らかにした.Siraganianら6)は

市販のハウスダスト抽出抗原中に微量の内毒素が含ま

れることを,ま たSmithら7)は 米国で市販のダニ抗原中

に微量の内毒素が検出されるが皮内反応には影響 しな

いと報告 した。しか し,免 疫学的あるいは生物学的な

活性 を検討する際に内毒素の存在は重要な意味を持 っ

ている.今 回私達はコナヒョウヒダニ(Df)の 虫体抽

出成分の リムルス反応についての検討 を行 った.Df虫

体 は純培養された凍結乾燥虫体 を使用したが,培 地お

よび飼料の内容については企業秘密のため知 り得なか

った.今 回の私達の検討では,Df粗 抗 原では蛋白量の

約10%の 重量比で,ま たアセ トンによりDf粗 抗原を分

画 したDf50d,Df80dで は それぞれ約1%,約0.01%の

重 量比で リムルス反応陽性物質が検出された.こ れら

の リムルス反応陽性物質はゲル濾過による分画ではvoid

volumeに 一致 して溶出されていた.

リムルス反応は1956年F.B.Bangに よ りカブ トガニ

血球抽出成分(Limulus Amoebocyte Lysate:LAL)

が微 量の内毒素によリゲル化す ることが発見されて以

来,内 毒素の検出法として広 く応用されている9).ゲ ル

化反応の特異性については多くの内毒素 と関連標品が

調べ られている.今 までの所,弱 いゲル化反応を起こ

すもの としているグラム陽性菌のペプチ ドグ リカンが

知 られているが,0.1μg/ml以 下 で強いゲル化 を起こす

のは内毒素に限られている.従 って今回私達が検出し

た物質も内毒素と考えられた.し か し今回検出された
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リムルス反応陽性物質はDf粗 抗原の蛋 白量に対する重

量比で約10%を 占めていた.こ れはDf腸 内のグラム陰

性桿菌,あ るいは内毒素 により汚染された飼料由来 と

も考えられるが,量 が極めて多 く,Df虫 体 そのものに

リムルス反応を陽性化する物質が存在する可能性も否

定で きない.

ア レルギー研究の分野ではダニ虫体より抽出された

物質 を使用 して数多 くの実験が行われている.そ のさ

いには,こ のような りムルス反応陽性物質による作用

を考慮 にいれなければならない と考えられた.

結 論

今回私達 はダニ虫体抽出成分の生物学的活性の解析

の際に基本的な問題 となるリムルス反応陽性物質につ

いて検討 した.そ の結果,以 下の事 を明 らかにした.

1.Df粗 抗 原では蛋白量の約10%の 重量比でリムル

ス反応陽性物質が検出された.ま たDf虫 体 か らMao

らの方法により分画 したDf50d,Df80dで はそれぞれ1

%,0.01%の 重量比で リムルス反応陽性物質が検出さ

れた.

2。 これらの リムルス反応陽必物質はSephadex G

-100カ ラムゲル濾過による分画ではvoid volumeに 一

致 して溶出された.

最 後 に,御 校閲,御 指導を賜 った黒梅恭芳教授に深

謝 します.
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  DETECTION OF LIMULUS POSITIVE SUBSTANCES IN DERMATOPHAGOIDES FARINAE EXTRACTS 

                                Kimio Tajima 

                Department of Pediatrics, Gunma University School of Medicine 

 Limulus positive substances in Dermatophagoides farinae (Df) extracts were studied . Df antigens were 
extracted by acetone precipitation according to the method of Le Mao et al . Limulus positive substances were 

detected in crude Df antigen, Df50d and Df80d. The weights of limulus positive substances were estimated 

to be approximately 10%, 1% and 0.01% of the protein content respectively . The limulus positive substances 
were eluted at void volume using Sephadex G-100 column Gel-filtration .


