
The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

ア レ ル ギ ー，13 （8 ）
55ユ〜554，19M （昭 39）

蛔虫 ア レ ル ギ ー に お け る抗原お よび抗体に 関する研究

第 14報　BDB 反痞 にょ る血 中蛔虫 抗体 の 証 明

群 馬 大 学 小 児科学教室 （主 任 ： 松 村 龍 雄教 擬 ）

　　　　高　　 橋　　　 良

（受 付 ： 6 月 19日 、
1964）

　　　　　　　　　　 緒　　言

　 堀 虫ア レ ル ギーに お け る血 中抗 体 に つ い て ， 黒梅
駒 3，

は B ・yd・・ の タ ン ニ ン 酸処理赤 血 球凝集反応を応用 し

て 体腔液感作 タ ン ；ン 酸処理赤 頭1球凝集反応 を 考案 し ，

本法を用い て動物の 実験的蛔 虫症 の み な らず ， ヒ トの 蛔

虫寄 生 に っ い て 血 中抗 体 の 証明に 成功 した．そ の 後，著

9’‘〕S ，

は 本 法 を 小 腸蝎 虫症 お よび 胃， 十 二 指腸蜩虫症 の

：臨床 に 応用 して，興味 あ る結果 を得 て ，報告 した ．

　今 回 ea・Bis−di・・。ti・ ed 　Ben ・idl・・ 反応 ， すなわ SB
DB 反応 を用 い て 血中姻 虫抗体の 検素 を行 つ た の で，そ

の 成織 こ つ い て報告 す る。

　　　　　　　　　　材　　料

　 1） 蛔虫体腔液 ： 第 11報 。｝
に 述べ た 通 りである．

　2） 蛔 虫仔 虫 包蔵卵 ： 第11報に 述 べ た 涵 り である．

　 3） 蜷 虫無感染 モ ル モ ・ 卜 ・ 第11報 に述・硫 逼 りで あ

る．

　4） 姻 虫感 染 モ ・レモ
・ ト ・ 第11報 に避 くた ご と く，me

虫仔虫包蔵卵 1、o。o個を経畷 与 し て ， 驟 させ た ，

　5）　BDB 原液第 1液 ： 亜 硝酸 ソ
ーダ O．175g を 5ml

の 蒸留水 に 溶靴 た・BDB 原液第畩 ・ 0．2N 壌酸 45
mi に 0。23g の ベ ン チ ジ ン を溶解 した ，

　　　　　　　　　　方　　法

　1） 使用 血 球 ： ウ サ ギ 赤血 球 を生 理 食塩水で 3回 洗滌

V ・鞭 に pH 　7・3燐酸緩衝 生 験 塩水で50％ 赤血球浮

游液 と した．

　2）　BDB 液の 作製

　第 丑液を振盪 しつ つ 第 1液を滴下 し，約3G分間に 互 っ

て時 々 振盪 した．淡黄色 の BDB 原液 が 得 られた ら，
pH 　 7．3の 燐欟緩衝液に て 王5倍稀釈し， 0℃ に保っ た．

　8） 感作方 法 ：次 に 100倍体腔液 3、Oml と50％血球

浮游液 0・2ml を混 陵 後，　 BDB の 稀釈溶液 0．5m 塘

加え，室 温 に ユO分 間放置後，な る べ く 0℃ に保 っ よ うに

鏐

図 　 BDB 反 応
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レ て， エ．6eo回 転 3分 間遠 心 した．遠心後 0℃ に 保 っ

た． 1 ％ ウ サ ギ血 清 加 pH 　7．3済酸緩街生理 食塩 水で洗

滌 し，遠 心 し て 2 ％ 感作赤血球浮溝液を柞つ た。
4） 被験血 清稀釈液 ：被験動物 の 血 清 は ，56℃ 3吩

問，温 浴 中で 非働化 した．こ の 血清に 同量の洗滌ウサ ギ

赤血 球を混 じ， 時々 振盪 しな が ら．3？“c・OPフ ラ ン 器 に 2

時間放置 して，ウサ ギ血 球 に 対 す る異種血球凝集素 を 除

去 した ・被験鯖 の 稀釈は ，型 の 如 く， ユoes．20rg，40

倍
・・と行 っ た．
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　5）　血 球凝集反忘測定方法 ：判定方法は試験管法 に ょ

つ た．まず被験血清を 1％ウサギ血清加 pH ？．3鱗酸緩

衝生理 食塩水で工0倍 ，
2〔｝倍，40倍 と稀駅 して，各稀釈液

が 1mI にな るよ うに した ．次で各稀釈系列 に 2 ％感作

血 球 をO．05inl滴下 し， よ く混和 し，室温 に 放置 して，

3時間侵に 肉眼お よ び ア グ ル チ ノ X コ ーゾで ， 管底の 血

球凝集塊の 出現の 有無 を観察 した．か くて，血球凝集塊

の 認め られ た最終稀釈濃度 を もつ て，血球凝集素価 とし

た （図）．

　　　　　　　　　　成　　績

　1）　BDB 液と俸腔液の 至 適濃度

　体腔液を10倍，　10皓 ，　1．00G倍 と生理 食塩永で葎釈

し，一
方 BDB は 15倍，30傍，6 倍 と稀釈 して BDB 反

醇を行 っ た結果，BDB は原液の 王5倍液 ・ 体腔液は 100倍

稀釈液を使用 す る と最 もよい 成纃 が得 られ た （表 1）．

表 2　体 腔 液 に よ る BDB 抗体 の 吸馭 試 験
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表 ユ　 BDB と 体 腔 液 の 至 適 濃 度
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は ，56℃ 2 時間， 60℃ 30分 ， 6T℃ 3  分 ， 70℃ 3D分の 4 種

であ り，加黙は 温浴 に よつ た．使用 した 血 清は BDB 銃

体価 100．000倍の 抗体腔液 ウ t ギ拍1清（ あ る，

　 i）56℃ ，2 時閼，60℃ 30分間  熱 の 場合， BDB 抗

体価は影響されな か つ た．

　 ii） 67℃，30分 聞 ， 70℃ 30分間 加熱 の 場合，　 BDB 技

体緬は10．OOOf9とや 丶 減少 した ．

　 こ の 成續 か ら，BDB 抗体は か な りに謝熱性 であ る こ

三5わ か つ た （表 3 ）．
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表 3　 BDB 抗 体 の 温 度 に よ る 影 響
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　 2） 体腔液 に よる BDB 抗体 の 吸収試験

　 BDB 反 応 に よ つ て，検出 され る抗体さ，姻 虫＄ 特異

的な抗体である こ とを 証明す るた め，次の 如 き吸 収試験

を行 つ た．使用 した抗体腔液ウ サ ギ 血清 は，BDB 抗 体

価 100．000倍，沈隆素価 100，0  0倍，沈降素量16倍であ

つ た ，まず体腔液 を 1 ％ウサ ギ血清加 pH 　 7．3燐酸緩衛

生 理食塩水で，5 倍， 10倍，20焙・・… ・2．560倍 と稀澳

し，こ れ らの 体腔液稀釈液 を上 述の 抗体腔液 ウサ ギ血清

に 等量加え，37℃ 2時間放置 し，そ の 後氷室 に
一

昼 夜保

存 した ．こ の よ うに ，種々 の 程度 の 吸 収操 作 を行 っ た 抗

体腔液血清に つ い て ， BDB 反応を行 つ た．その 綾果 B

DB 抗体は体腔液原液 を等量加え る こ とに よ り完全 に 吸

壇 さ れ，8G倍稀釈 よ り濃い 稀釈体腔液で暖 収 した場 合に

は大部分が吸取 された．以上の 吸収試験か ら本反応が蝠

虫に特異的であ る こ とが 到明した （表 2 ），

　3）　BDB 抗体 の 温度に よ る 影響

　 BDB 抗体の 温度に よ る影響を検討 した，用 い た温度

対 照 100，000

　の 　 蟹 虫感染モ ル モ ソ
ト に於 け る BDB 抗捧億 お よび

BOyden 抗体 価 の 消長

　 2匹の 無感染モ ル モ ッ トに 螂 虫仔虫包蔵卵 1．ODO コ を

11［コ1に 軽 口 投 ｛）
” Lた 後，各週 毎 に，BDB 抗体価お よ り

：

Boyden 抗体価の 変動 を 5週ない し 6 週間追求 した．　 B

DB 抗体価 は 蝠 虫感 染 1週間後に は 1D倍 ，2〔賠 で あ り，

2週間 後 に は 最高 とな り，8G倍 ，　 160倍 を示 し ， 以 後 徐

々 に 減少 し 5週間後は 20倍 とな つ た，一
方 Boyden 抗俸

は BDB 抗体 と同様 な 消長 を示 した が，常 に BDB 献佐

よ J・は 低 い 値に とどま つ て い た （表 4 ）．

　5）　 BDB 抗体価 と糞便内蛔 虫卵 との 閑係

　小 学生39名に っ い て，BDB 抗体価 と糞便内鰹 虫卵 と

の 関係 を検 査 した．その 結 果，虫 卵 陰性 者 23名 で は 全 例

4e倍以 下であ り，10倍 が最 も多かつ た．一
方，虫卵陽埋

者ユ6例では 10倍 か ら8G倍に わた っ て お り，40倍 を呈す る

もの が最 も 多か つ た．即 ち， 糞便内鯛 虫卵腸性者 は陰性

者 に くらべ て高値を示 して い た （表 5）．
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表 4　蛔 虫 感 染 モ ル モ ッ ト に お け る BDB 抗 体

　　　価 と BOyden 抗 体 価 の 消 長
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表 5　BDB 抗 体 価 と 糞 便 内 蛔 虫 卵 と の 関 係
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　6）　BDB 銃体艤 と皮膚反応 との 関係

　健康な 小学生38名 に っ い て，体腔液に よ る掻 破 試験 を

行い ，BDB 抗体価 との関係を検査 し た とこ ろ， 両者の

間の 相関 ・々係は認め られ な か つ た．こ の 事実か ら BDB
反応 と皮 膚反億 とは，蛔 虫感染 に も とづ く螂虫感作の 異

る 面 を 示 して い る 杢の と推定で きよう （表 6）．

　　　 表 6　BDB 抗 体 価．と 皮 膚 反 芯 と の 関 係
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　　　　　　　　 総括並びに 考按

　 BDB 反 応は 1942年，Ca 田 P配 岡・P 「essman
・
PaulingT｝

に よつ て 初 め て考按 された 方 法であ る が 島 最初の うち1ま

鋭敏度 が低い とされて，余 りか え り＆．られ な か っ た．
現在

一
般鞭 用 され て い る BDB 反応 1ま，玉955年，

S亡avi ・kyS｝

鳳 つ て改良猷 た 方 法で あ る．　 BDB 反応

は 鑠儒 橢 単であ り．臨 黷 に お い て もか 齣 広 く応用

され て い る・Enち・1956年 St・ ・ i・ky・・

は糖尿病患者 に

お い て イン va リ ン抗体 を証 明 した，1957ij，　SehoniS），
F 「ick 等は ce・e・枯 草辮 の疾患 に 玉溯 して い る． 薬

物 ア レ ル ギーに お い
』
（は 1959年 M ・・guerit ・

m
は ペ ニシ

　リン 抗体証明に応用 した．さに ら Staviskylvmは ジ 7

　テ リヤ 並び に 破傷風毒素に対す る抗体証明法 と して BD

　B 反応 を応用 して、抗毒素 量の 測足に
， 毒素の 分折 ， 検

　定 に，好成績を改め て い る．教室の 松村， 黒梅
L4コ

は 本反

　応 の 応用に つ き鍄説を書い て い る．著者 は，BDB 反応

　を 用い て，嬉 虫感染勲物お よ び ヒ トに つ い て ， 姻虫に対

　す る抗体を証明し ， そ の 抗体の 性状並び に姻 虫症 に お け

　る本抗体 の意義につ い て 述べ た．

　 そ の 成覆 を総活す る と次の通 りであ る．

　　1） 方法 に つ い て　BDB ．体腔 液，血 清を加 え る際

の BDB 原液 の 15倍液，体腔液は 10〔暗 稀釈液 を 用 い

　て，好成績が得 られ た．

　 2） 特異性に つ い て，BDB 抗体の 体腔液に よ る吸収

試験 を 行つ た 結果，BDB 抗体価 ユ00、 oe倍の BDB 抗

体は・体腔灘 倍稀釈よ 蝿 高濃度 の 溶液の 等量添加に

よ つ て，大部分 が 吸 収 され た ．か くして本反応が 嫗虫に

特異的であ る こ とが物明 した．

　 3） 抗体 の 性状にっ い て レ BDB 抗体 の 温度に よ る影
響 に つ い ての 実験 か ら．BD 畩 体はか 駒 に縢 性で

あるこ とが 判明 した．

　 4）　BDB 抗体 価 と BOynen 抗体価，蛔 虫感染 モ ル モ

ッ トでは BDB 抗儲 が B。yd ・n ・tttS価 よ りも高い 傾向

を示 して い た．

　 6）　BDB 抗 体 価 と糞便内蛔 虫卵 との 関係 ， 小学生39
名 に つ い て し らべ た結果，BDB 抗体緬は，糞便内掴 虫

卵陽性者賦 陰性者 に く ら べ て高債 を示 して い た ．

　 6） BD 蹴 体披 販 応 との 関係 ， 小 学 生 38名 に つ

い て BDB 抗体と皮膚反応 との 関係 を 検査 した とこ ろ，
両者 の 間 の 相 関 々 係は認ゆ られず ， 蛔虫に よ る感作 の 示

標 と して ， 両者 が 異なつ た 面 をもっ て い る と思わ れ た，

　　　　　　　　　　結　　語

　 BDB 反 応を，蛭 虫俸腔液感染ウ サ ギ，蛔 虫感染 モ ル

モ ッ トお よ び ヒ トの 血 中抗 体証明法 に 応用 し，実験方法

に つ い て 種噸 討を 行つ た・即 ち，本反 露の 特異性 を，
獅 腋 野 ギ 血清 の 艦 液 に よ 飆 収試験 に よ つ て 証

明 二急 また，諏 応獄 つ て 翻 され逢 抗体 の ，澱
に よ る 影響を観察 し・本 反応 と BOyden 反応 との 関係，
太 反応 と糞便閉鯛 虫卵 と との関係， 更ξこ 本反慈 と皮 膚反

応 との 関係 に つ き実験を行つ て，興味あ る成績を得た．
稿 を 鶴 に 臨 へ 御 懇 篤 な る 御指 導 と 瞰 閲 を 賜 つ た

恩 師 松村 教 授 に 深 く 感謝 し ま す．ま た 禦 援 助，御幼 言 を

載 い た 黒 梅博士・醐 力下 さつ た 小 児 科 m 究室小 林 氏 に

感謝 し ま す．
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20− （554） 蛭 虫 ア レ ル ギ
ー

に お け る 抗 原 お よ び 抗 体に 関 す る 研 究

　 （本 論 文 の 要 旨は 昭 和 35年 6 月 第29回 日 本 寄生 虫 学会

．総 会 に 報 告 し た ），
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                Studies on  Antigen aRd  A"tibody in Ascaris AIIergy

        14. Demonstration of  ciTculating  asearis  antibedy  by  BDB  reactieit

                                  Ryo  Takahashi

              Department
 of Pediatrics, Schoo! of  Medicine,Gunma  University

                           (Chief : Prof. Tatsuo  Matsumura)

   With  the obiect  to determine  the circtilating  antibody  in ascaris  allergy,  Kurourne devised as.

cari-body-fl-id-sensitized  tanned  oe]1 hemagglutination, a  mod{fication  of the Beyden's tanned  cell

hemagglutination, and  successfully  applied  it not  oRly  in experirnental  animal  ascatiasis  but also  in
huinan  a$cariasis,  Later, the author  employed  this  method  clinlca!ly  in human  intestinal andi

gastroduodenal ascariasis,  and  reported  on  resu]ts  ef interest (Report 12 and  13).

   
In the  present experiments,  investigations for circulating  ascaris  antibody  were  rnade  by means

ef BDB  <Bis-diazotized benzidine) reaction,

   
BDB

 
reaction

 was  initiated by  Carnpbell, Pressmanand  Pauiing in 1942, and  rnodified  by Stavisky
in 1955.

   The  procedures  of the reactien  are  as  follow$:

   In the first. the original  BDB  liquids 1 and  11 are  prepared,

   Liquid 1: Prepared  by  dissolving O.175 g of  sodium  nitrite  in 5ml  of  distilled water.

   Liquid II: Prepared  by dissolving e.23g  of  benzidine in 45ml ef  O.2 N  hydrochloric acid.

   Liquid1isdrDpped  into liquid II while  shaking,  whicb  is repeated  from time to time  for about

30 minutes.  When  light yeHow  liquid is obtained,  it is diluted 15-fold with  phosphoric acidi  buffer
ef  pH  7, .3, and  kept at  eeC, Three  rn1  of 1:leO ascaris  body  fluid di!ution is mlxed  with  O.2ml of

5Ci%
 

rabbit･
 red  ceil  suspension  (pH 7.3),e.5ml  of the  above  describecl BDB  dilution added  to it,

the mixture  allo"ted  to stand  at  room  temperature  for 10 minutes,  and  eentrifuged  at  1,500 rprn  for
3 minutes,  keeping the te:nperature as  far as  pessible at eOC. Then  it is washed  with  phosphoric
acid  

,(pH
 7.3) buffered saline  solution  centainifig  1%  rabbit  3erufn,  and  again  subjected  te centri-

fugatiom to prepare 2%  sensitized  red  cell suspension.  The  test  seruni  is diluted 10- and  20.told
with  the  above  mentioned  serum  added  salSne  soltition,  and  inte each  1 ml  of  these dilutions is drer
pped  O,05m] of  the sensitized  red  cell suspension.  The  mixtures  are  stirred  well,  allewed  te stanct
at

 
room

 
ternperature,

 
and

 
after

 3 hours, examined  both macroscopically  and  agglutinoscopieally  for
the presence or absence  of  red  cell  clump  in the bottem of thE tube. The final di]utien which

produces  such  ciump  is taken as  hemagglutinin  titer,

   The  best results  were  obtained  when  the oTiginal  BDB  iiquid is diluted  bv  15 folds, andi  ascaris

body  fiuid bv. 10 folds. BDB  antibody  was  absorbed  cempletely  by adding  the sa- me  volume  of  the
eriginal

 
body

 
fluid,

 
and

 thus the reaction  syas  demonstrated  to be  specific  to ascaris,  BDB  antibody

was  2ppreciably  thermogtable,  being unaltered  after  56"C 2 hour  and  60=C 30 minute  heating and

slightly  dimin]shed  by  700C  30 minute  heating.

   BDB  antibody  titers in infected guinea pig$ were  always  higher than Boyden antibody  titers.
and  they  changed  in parallel with  each  other.

   Titration with 39 elementary  school  children  showed  that  BDB  titer was  higher in the  steol

ascaris  ev?.positive  group  than in negative  group, and  no  correlation  was  observed  between  sc!atch

tests with  ascarls  body  fluid and  BDB  antibody  titer$. It was  subsequently  considered  that BDB
reaction  and  scrateh  test would  reveal  two  differefit phases of  ascaris  sens{tlzation  due to ascaris

infection.


