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熱処理を行い，アンプルに封入して-20°Ｃで凍結保存

した．同時に胸腔からフィラリア成虫をとり出し生理的

食塩水(以下生食水と略す)で洗い，抗原に用いた．新鮮

な卵白１個分にアラピアゴム粉末約１９を加え，マグネ

チックスタラーで充分攪伴したのち3,000rpm約10分間

遠心分離した上清液に成虫を包埋し，アルミカップに入

れドライアイスとアセトンによる-70°Ｃ下で急速凍結

して-20°Ｃに保存した．又成虫の一部は，馬血清を加

えたＳｉｍｍ氏液に入れ，37.Ｃ２日間飼育し，その液に

ミクロフィラリア（以下Ｍｆと略す）を産出させ，遠心

分離して沈疽にＭｆを集めて，上記の液に包埋・凍結し

た．この凍結ブロックをクリオスタットを用いて-20°Ｃ

下で約５似厚の切片とし，カバーグラスにとり，９５％エ

タノールで８分間の前処理をして脂質などの反応阻止要

因を除き，抗原に用いた．また，感染幼虫の材料は感染

イエダニを実体顕微鏡下で解剖してとり出し，前記卵白

アラピアゴム液を薄く塗ったカバーグラスにはりつけて

用いるか，そのまま試験管内で用いた．

螢光抗体の調製は川村(1966)の方法に拠った．まず正

常コトンラット37匹分の血清をプールし，リン酸緩衝生

食水(ｐＨ７．４，以下ＰＢＳと略す）で２倍に薄め，飽和

硫酸アンモニウム塩析法を用い，’/２飽和を３回，１/3飽

和を２回行い，粗7-グロブリンとした．蒸溜水に十分透

析したのち，再びＰＢＳに溶解して，屈折計で0.6ｍｇ/ｄｌ

のタンパク液となった．これをフロイント完全アジュバ

ントを用いて兎に免疫した．足裏，背筋に２回注射し，

最後に静脈内注射１回の免疫で，毛細ガラス管沈降反応

32倍陽性の免疫血清を得た．この兎の全血清より前記と

同様の飽和硫安塩析法でグロブリンを分画した．このグ

ロブリンに螢光色素ＦＩＴＣ(fluoresceinisothiocyanate）

を４°Ｃで４時間反応させて標識した．SephadexG25

を用いて末結合の色素を除いたのち，DEAE-cellulose
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フィラリア感染における宿主の反応としての免疫現象

について，1910年代から数多くの研究がなされている．

それらについてはKagan（1963）の広汎な綜説がある

が，その内の大多数は動物フィラリアを抗原として用い

て交叉反応を利用し人のフィラリア症を診断しようとし

た報告である．しかし宿主-寄生虫の関係を解明するた

めには，先ず基礎的に固有の宿主-寄生虫関係から始め

る事が必要である．コトンラットフィラリアに関して

は，Scott（1958)が主にフィラリア成虫の成長抑制の面

からみた宿主の免疫現象を研究した一連の報告がある．

我々の研究部では，コトンラットを多数飼育繁殖せしめ

て，他の寄生虫感染がない状態に管理している．コトン

ラットフィラリアは実験フィラリアとして用いるに決し

て容易ではないが，成虫がほとんど胸腔内に寄生して回

収し易いこと，コトンラットが多数飼育維持できること

など，いくつかの利点を有している．石井ら（1968）は

さきに間接螢光抗体法と間接赤血球凝集反応を用いてコ

トンラットフィラリア感染の研究を行ったが，今回はフ

ィラリアの各成長段階の虫体に対して宿主血清がどの様

に反応するかについて，間接螢光抗体染色法を用いて追

跡した成績について報告する．フィラリアの様に各時期

の抗原を多量に集めることが困難である場合には，螢光

抗体法はその免疫学的研究には有利な方法であると考え

られる．

＝,でず

材料と方法

コトンラットSig"zocJo'2ハiSPi`"ｓに中間宿主イエダ

ニ０７"ｶﾞﾉｶo,lLyssz`ｓ６ａｃｏＺｉを用いてコトンラットフィラ

リアLiZo"ＬｏＭａｅｓＣαγi"がを実験感染させた.感染11週

前後に股動脈から全採血し，血清を分離し56°Ｃ３０分間
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を通して精製し，最初の流出部分をとり，１ｍｌずつ分

注し4°Ｃに保存した．この螢光抗体の染色価を決めるた

めに，コトンラットグロブリンを0.5ｍlマウスの尾静脈

に注射し，３時間後に肝臓をとり，-70.Ｃのｎ－ヘキ

サン中で急速凍結し，クリオスタットで５似厚の切片を

つくり，９５％エタノールで10分間前処理をしたのち，調

製した螢光抗体を希釈して反応させた処，８倍希釈迄反

応を認めた．

螢光抗体染色の手技は，抗原切片を95％エタノールで

前処理したのち，検査血清を生食水で系列希釈してこれ

にかぶせ，湿潤箱に入れて蒸発を防ぎつつ，３７°Ｃ４０～

60分間反応させる．この１次反応終了後ＰＢＳで５分間

ずつ３回,時折振動させて洗い,反応物以外を流し,乾燥

させる．次に螢光抗体を2～4倍希釈してかぶせて同様に

37°Ｃ４０～60分間又は4.Ｃｌ晩反応させる．２次反応後

PBSで同様に洗い，緩衝グリセリン液に包埋し，薄手

無螢光のスライドグラス(松浪製)にのせ，螢光顕微鏡で

観察した．螢光顕微鏡は千代田社FM-200A型を使用

し,結果の判定は0～3の４段階で行い，２を終点とした．

１次血清をＰＢＳにおきかえたもの，又２次血清をＰＢＳ

におきかえた対照を用いて，非特異反応の有無を検査し

た．写真撮影はアンスコスーパーフィルムのＡＳＡ２００

のものを用い，露光時間を２０秒，４０秒の２段階で行つ

た．

成績

コトンラットフィラリア成虫の切片抗原に対して，固

有宿主である感染コトンラット血清は最高3,125倍希釈

迄反応し，非感染コトンラットは最高625倍希釈迄反応

した．これらについての詳しい成績は別に報告した（石

井ら，1968年)．Ｍｆの切片抗原に対して上記感染コト

ンラット血清は最高64倍希釈迄反応を呈したが，いずれ

の場合にも成虫に対するより反応価は低かった．非感染

コトンラットでも反応がみられたが，すべて16倍以下で

あった．感染幼虫に対しては，いずれも５倍希釈で反応

を認めなかった．以上の成績をまとめてＴａｂｌｅｌに示

した．コトンラットフィラリア感染11週前後すなわち感

染が確立しＭｆを産出し始めて少したった時期では，成

虫が抗原として－番有効である事が判明した．

フィラリア成虫の切片を抗原に用いた場合に，クチク

ラ下の筋肉層，それも内皮に特に強い特異螢光が観察さ

れた．次いで側腺が光り，時に消化管内腔に特異螢光を

認めた．食道部の筋肉層にも特異螢光を認めた．卵巣は

特異螢光を呈さず，クチクラは青白い非特異螢光を呈

し，側腺部の外周に細い特異螢光をみる場合があった

が，全体が特異螢光を結合した事はなかった．グロブリ

■

」
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抗原性を沈降反応で調べて，クチクラと卵に対して反応

価が高かったとしている．CrandalleraZ.(1963)は同じ

くAscmsに螢光抗体法を応用して,幼虫ではクチクラ

が染まるが,成虫では切片でもクチクラは染まらず,筋肉

組織の周辺が染まったと報告している．Ascar/ｓの幼虫

については，Taffs＆Voller(1963）も口，肛門などの沈

着物が染まり，クチクラも染まったが消化管は光らなか

ったとしている．さきのJackson（1959,1960）は成虫

の切片でクチクラは光らず消化管,､生殖器が染まったと

述べている．一方Soulsby(1962)は免疫附着反応を用い

て，ＡＳＣαγｉｓとＭ〃osZro'Zgy〃ｓのクチクラが抗原`性を

持つとし，ＣｏｏｍｂｓｅｒａＺ.(1965)もＴ２"6αかfｒａｃｅ/ｉを

用いグロブリンがクチクラにつくと報告しているこれ

らの報告は虫体そのままで観察したものであるが，切片

でみた場合に我我はクチクラに比べて，はるかに大きい

抗体結合性を筋肉層に認めたわけである．

寄生虫々体を磨砕し，あるいはその抽出物より蛋白化

学の手法を用いて抗原物質を精製することが多く行われ

ているが，これらの抗原性を有する分画が，どの組織に

由来するかについて，直接証明するには組織を分離する

必要があるが，微細な点で困難がある．螢光抗体法は組

織化学上間接的にも裏づける手段として有用である．又

いわゆるstagespecific抗原の問題について，我々は

コトンラットフィラリア感染で成虫感染が確立しＭｆを

産出し始めた時期では，成虫の抗原性が最も強いことを

知ったが，抗原を多量に集めることが困難な幼虫などに

対して螢光抗体法は少量の抗原で追跡できる点が有用で

あった．

ン分画に抗体があるとして，成虫に対する抗体結合部位

としては，筋成分が最も強い部位であった．以上の結果

を写真撮影したものの－部を示す．

コトンラットフィラリア成虫に対して人血清が間接螢

光抗体法と間接赤血球凝集反応において交叉反応し，犬

フィラリアＤｉｒｑﾉﾗﾙｧｉａｉ７"'"伽成虫に対して人血清お

よびコントラット血清が同様に交叉反応した事を既に報

告したが(石井ら，1968年)，これらの場合でも，ほぼ同

様の結果が観察された．

コトンラットフィラリア感染に対する宿主の免疫反応

は，感染が確立した時期で，体性抗原somaticantigen

としては，成虫に対する反応が最も強く，その組織では

筋肉成分に最も強く抗体グロブリンが結合することが知

られた．
２

考察
必

寄生虫に対して螢光抗体染色法を用いた研究は，Ｊａ‐

ckson（1959,1960)がＴアノcAi"ｅＪＺａＷＭｉｓとZVJPPo‐

sZγo"gy此＄’'zz”/ｓに用いて以来，いくつかの報告がで

ている．我々の研究においてコトンラットフィラリア感

染11週前後即ち成虫感染確立期では，成虫が最も有力な

：抗原であることが判ったが,CouderteZaZ.(1967)はＳｃ‐

hmoso"Jα〃』α"so"ｉの成虫の凍結切片を用いて間接螢

光抗体法を行い，特異性が良く，抗原と血清が少量で足

り診断上有用であることを報告している．フィラリア症

についてはLucasse（1962）がオンコセルカ症について

報告を出し，Ｍｆを抗原として種々の処理法を試みて１０

％ホルマリン固定がよく，患者血清１：４で強陽性，１：

100で弱陽性の結果を得たが，象皮腫患者では微弱な反

応しか得られなかった事を報告している．山本・林

(1964)はLiZol"osoiaescαγ〃／のＭｆを用いて，Ｍｆ

血中出現時期に対応した抗体を追跡した．Chowdhury

＆Schiller(1962）はＷ"ｃｈｅｒｃｒｉａ６α"c,ＯＬ/ＢｉのＭｆと

感染幼虫を抗原に用いた螢光抗体法で，弱い反応を得た

が，幼虫の破れ口は螢光をとるも，無きずのＭｆには反

応がなかったとしている．我々の成績では，Ｍｆは切片

で反応を呈したが，反応価は低く，感染幼虫は丸のまま

では反応がなく，この感染時期では成虫に抗原性が一番

臺高いことが判った．

フィラリア成虫について，その抗体結合部位を追跡し

て，我々は筋肉層に最も強い反応性を認め，クチクラに

は，さしたる反応を認めなかった．Oliver-Gonzalez

(1943)はＡＳＣαアカル"26γiCoiaesの組織を分けて，その

総括

コトンラットフィラリアLiZo"zoMcJeScαγi"ｉｆをイエ

ダニを中間宿主に用いてコトンラットに実験感染させ

た．感染11週前後の成虫寄生確立期で血清をとり，抗コ

トンラットグロブリン螢光抗体を用いて間接螢光抗体染

色法を行った．この時期では，フィラリア成虫切片を抗

原に用いた場合に最も反応価が高く，ミクロフィラリア

切片に対しては反応はしたが，反応価は低く，感染幼虫

に対しては反応を認めなかった．フィラリア成虫切片で

は，クチクラ下の筋肉層特に内皮に最も強く抗体（グロ

ブリン）結合を検出し，側腺，消化管内腔などがこれに

次ぎ，卵巣，クチクラには特異螢光を認めなかった．

この研究を指導された寄生虫研究部長佐々学教授，田

中寛助教授，御協力下さった寄生虫研究部諸氏，螢光抗
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