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この培養液を2,500rpm，５分間遠心し,その上情をコ

ロージョンバッグ（Sartorius）で濃縮し，ｐＨ７．２の隣

酸緩衝生食水（PBS）で置換し，元の培養液の１/200に

濃縮し，それを原液として-20°Ｃに保存した．原液の

蛋白量は吸光度測定によるWarburg＆Christian

(1941）の方法で算出して，0.34ｍｇ/ｍｌであった．また

感染後４，７，１３～15週のＬｃ成虫からも上記の方法で

ＥＳ物質を採取した．

雌雄各々からのＥＳ物質の採取には，培養液10ｍｌあ

たり，雄ならば10匹，雌ならば５匹を入れた．Ouchte‐

rlony法，ＩＥＰに用いた抗原は感染後13～15週の成虫

より採取した．

２．ＳＭ抗原

ゲル内沈降反応に用いた抗原は，感染後13～20週の雌

雄成虫を凍結乾燥し，虫体重量の10倍量のPBS-7.2を

加え,ガラスホモジナイザーで２分間磨砕し,のち２分休

止し，この操作を５回くりかえし，-4.Ｃで24時間抽

出し，遠心分離後-20°Ｃに保存した．使用の際，Ouc‐

hterlony法では，抗原を虫体乾燥重量の４０倍に希釈し

たものを用い，ＩＥＰでは10倍希釈のものを用いた．

ＣＦ反応に用いた抗原の作製は虫体を凍結乾燥し，エ

ーテルで脱脂したのち，ガラスホモジナイザーで１０分

間，テフロンホモジナイザーで５分間磨砕し，Ｃｏｃａ液

で24時間抽出した（ChaffeeeZ`肌，1954,ChaHee抗

原)．抽出液を13,00ＯＧで30分間遠心分離し，上清を－

２０°Ｃに保存して使用した．

Ⅱゲル内沈降反応

LOuchterlony法

ＫａｍｉｙａｅｔａＺ．（1973）の方法に準じて行なった．バ

ルピタール緩衝液ｐＨ８．６，，Ｆ０．０５を使用し，1.0％寒

天（DifcoAgarNoble）をあらかじめ十分溶解し，冷

はじめに

寄生虫の排泄・分泌抗原（ＥＳ抗原）について，従来

いくつかの報告がある．Campbell（1955）は旋毛虫の

ＥＳ物質が虫の発育抑制に重要な役割をはたしているこ

とを発見した．Kagan＆Oliver-Gonzalez（1958）は

住血吸虫について間接赤血球凝集反応を行ない,oliver‐
Gonzalez＆Levine（1962）は旋毛虫に関してゲル内沈

`降反応，AndersonetaZ．（1962）は広東住血線虫につ

いて補体結合反応を，ＪａｃｏｂｓｅＺａＺ．（1965）は赤血球凝

集反応を，YogoreetaZ．（1965）はOuchterlony法，
電気泳動法を使って肺吸虫で抗原'性を認め，ノト林ら

(1968）はアニサキスのＥＳ抗原を，細井（1968）は犬

回虫のＥＳ抗原について興味深い報告を行なっている．

最近ではOzerol＆Silverｍａｎ（1970）がHJel"ollcAz（ｓ
・ＣＯ"ZortzlsでＥＳ抗原について報告している．

本研究では，実験的に感染させたコトンラットの胸腔

から得たLirollzosoicJescM"が（Lc）成熟成虫より得

たＥＳ物質を用いてOuchterlony法，免疫電気泳動法

によるゲル内沈降反応および補体結合反応，間接赤血球

凝集反応を試み，その抗原性の存在を調べ，従来使用さ

れている虫体抽出抗原（ＳＭ抗原）と比較検討した．

材料と方法

Ｌ抗原作製

ＬＥＳ抗原

実験的感染後１３～２０週のコトンラット（SigﾉﾉlocJo〃

ﾊi妙/c肱s）の胸腔より無菌的にＬｉｒｏ"loso/じんＳｃαγ/〃

(Lc）成虫を取り出し，生理食塩水で洗糠後，ｐＨ7.2の

無蛋白培養液ＲＰＭＩ１６４０（日水薬品）１０ｍｌに雄５，

雌５を入れ，３７°Ｃで約24時間放置し，虫を除いて培養

液を集めた．虫は24時間後も培養液中で活発に生きてい
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蔵庫に保存した．使用毎にゲルを溶かし，７６×27ｍｍの

スライドグラスに２ｍ］の寒天液をのせた．直径３ｍｍ

の孔を直径15ｍｍの円周上に６個，中心に１個あけたＪ

この孔に抗原，血清を滴下し，４°Ｃで３日間反応させ，

0.85％の生食水で３日間洗糠し，３７°Ｃで乾燥させた．

この標本をCoomassiebrilliantblueで１晩染色し，

のち24時間脱染色し，乾燥後沈降線を観察した．

２．免疫電気泳動法(IEP）

寒天ゲルはOuchterlony法で用いたものを使用し

た．110×80ｍｍのガラス板に8.5ｍｌの寒天液をのせ，

抗原孔の直径は３ｍｍ，血清溝は短辺に平行に幅１ｍｍ

とし，抗原孔と血清溝の間隔を５ｍｍとした．先ず抗原

孔を作り，1.5ｍＡ/cｍの定電流で泳動し，示標として

血清に混じたＡｍｉｄｏｂｌａｃｋｌＯＢが陽極側に２０ｍｍ移

動した時に泳動を終了した．のち血清溝を作り，血清を

入れて４．Ｃで３日間反応させ，Ouchterlony法と同様

に染色して観察した．

Ⅲ、補体結合反応（CF）

ＴａｎａｋａｅｒａＺ．（1970）のマイクロタイター法で行な

った．本法はＫｏｌｍｅｒ法で，３単位の補体を使用する

が，感作血球作製，補体力価測定には正確をきするため

に50％溶血法の手段によった．

Ｌｃ虫体で免疫した兎血清を標準血清として用いた．

免疫には生食水にＬｃ乾燥虫体を重量で10％入れた磨砕

液を用いた．磨砕液とフロインドアジュバントを等量に

加え，懸濁液にした後１ｍｌを２週間間隔で２回足掌に

皮下注射し，さらに２週後に磨砕液を１ｍｌ皮下注射

し，１０日後に全採血を行なった．

標準兎血清（ＲＯ７２）およびコトンラット血清は生食

水で10倍希釈し，６５°Ｃ,２０分加温して，非働化と抗補体

作用の除去を行なって，反応に用いた．Chaffee抗原と

標準血清間でポックスタイトレーションを行った結果，

抗原価は１：６４，０００，抗体価は１：1,920であった．

ＣＦ反応の希釈液はゼラチンカロパルピタール生食水

(ＢＧS）を用い，羊血球はAlsever液保存の市販品を用

いた．羊血球をＢＧＳで洗瀧し，血球濃度を109/ｍｌに

調整した．溶血素は100倍希釈にして冷蔵庫に保存し，

使用毎に最適濃度に調整し，等量の血球液と37°Ｃで３０

分反応させて感作した．補体は乾燥補体（東芝化学）を

グリーン氏液で溶解して用いた．適当に希釈した補体の

0.2,0.25,0.3,0.4ｍｍｌを用いた時の溶血量からグラ

フ法により補体力価を算定した．

血清の検査にはマイクロタイターの１孔に血清１滴

(0.025ｍl）を入れ，１：８より１：２５０まで２倍希釈し

た．各孔に抗原の最適濃度の液を１滴（0.025ｍl）と補

体を２滴（0.05ｍ１，３単位）を加えて冷蔵庫内で一晩反

応させた．翌朝3.5倍に希釈した感作血球１滴（0.025

ｍl）を加え，３７°Ｃの孵卵器内で１時間保温し，室温に

２時間放置後に判定した．反応は孔の底に生じた血球沈

澄の大きさと溶血度により，Ｏ～４に分け，完全溶血と

非溶血の中間の反応２を終末点とした．

Ⅳ間接赤血球凝集反応（ＨＡ）

方法はJacobs＆Lunde(1957)，Ｋａｍｉｙａ＆Tanaka

(1969）に準じ，マイクロタイター法によったが，羊血

球はCsizmas（1960）の方法によりホルマリン固定した

ものを使用した．

固定羊血球をPBS-7.2で40倍の浮遊液とし，１：

60,000のタンニン酸溶液と37.Ｃ,１５分反応させ，生食水

におきかえた後，抗原と27°Ｃ，１５分間反応させ，0.69'６

の正常家兎血清に浮遊させた．

免疫兎血清（ＲＯ７２）を用いてポックスタイトレーシ

ョンを行ない，抗原の最適濃度を求めた。反応はプレー

トの孔の底の血球の凝集の程度により０～４の５段階に

分類し，血球が底一ぱいに広がり，沈澄の外縁に不鮮明：

な円を作ったものを反応３として終末点とした．

結果

Ｌゲル内沈降反応

LOuchterlony法

ＥＳ抗原の保存原液で反応を行なった結果Ｌｃ感染コ

トンラット血清70検体中5６（80％）に陽性反応がみられ

１～３本の沈降線を認めた．保存原液の１：２０希釈の

ＳＭ抗原では陽性6０（85.7％）で，１～４本の沈降線を

認めた．正常コトンラット血清29検体はすべて陰性を示・

した．

またＤｉ７ｑノラルァiailll"1/f/ｓ（Ｄｉ）感染犬血清60検体中

ＬｃＥＳ抗原で６例（10％)，ＬｃＳＭ抗原で４例（6.7

％）の陽性反応を認めた．

Ｌｃ感染血清に対するＥＳ抗原とＳＭ抗原の反応陽

性率の差を検定すると，Ｘ２＝0.452,0.7＞Ｐｒ＞０．５で有

意な差は認められなかった．またＤｉ感染血清に対する

ＥＳとＳＭ抗原の反応陽性率の差の検定でもＰｒ.＝

0.372で有意の差はみられなか●た（Tab、１)．

Ｌｃ感染血清に対して，ＳＭ抗原では４本，ＥＳ抗原

では２本の沈降線がみられ，この２本の沈降線はＳＭ

抗原の沈降線と結合がみられた（Fig.１）．Ｄｉ感染血

（２）
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ｉ/ＮＣ"１７■
Fig2TheprecipitinbandsbetweenEＳａｎｔｉ‐

ｇｅｎｏｆＬｉＺｏ７"osoiaesanddogserumshow

crossiｎｇｔｏｔｈｅｂａｎｄｓｂｅｔｗｅｅｎＥＳａｎｔ‐

ｉｇｅｎａｎｄｓｅｒｕｍｆｒｏｍＬｉｒｏ"zosoMes

infection

Dserum：ＳｅｒｕｍｆｒｏｍＤ/γq/ｆルガα〃"z伽

infection（Ｎｏ．５，１８）

Ｌｓｅｒｕｍ：SerumfromLiZomoso/ａｅｓｃａ７ｉ"ij

infection（Ｎｏ．２６）

ＥＳａｎｔｉｇｅｎ：Excretoryandsecretoryantigen
ofLiZomosoicJeS．

Ｆｉｇ．１TheprecipitinbandsbetweenESanti‐

genandserafrominfectedcottonrats

showcoalescencetothosewith

SMａｎｔｉｇｅｎ

Ｌｓｅｒｕｍ：SerumfromLiro"zoso/`esinfection

（Ｎｏ．１７，３５）

ＥＳａｎｔｉｇｅｎ：Excretoryandsecretoryantigen

ofＬｉＺｏ'7zosoicJes、

SMantigen：SomaticantigenofLiZol"osoicJes．

情とＬｃＥＳ抗原およびＬｃＳＭ抗原それぞれの間に

出現した沈降線も結合がみられた．しかし，Ｌｃ感染血

清，Ｄｉ感染血清の各々に出現する沈降線は，ＥＳ抗原

でもＳＭ抗原でも交叉を示し，異質であった（Fig.２，

３)．

Ｌｃ感染血清をＳＭ抗原で吸収するとＳＭ抗原，ＥＳ

抗原共に沈降線が出現しないので，ＥＳ抗原はＳＭ抗

原に含まれていると判定された．

２．ＩＥＰ

ＬＳＭ抗原とＥＳ抗原による沈降線の比較．

Ｌｃ感染血清とＳＭ抗原との間に９本の沈降線を認

め，便宜的にａ－ｉと記号をつけた（Fig.４)．このうち

（３）
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側に１本，陽極側に２本みられ，ＳＭ抗原との間の沈降

線ｃ，ｆ，ｇに相当した．この３本のうちｃ，ｇがよく出

現し，感染血清20検体中，各々50％の出現率を示し，ｆ

は20％にみられた．ＥＳ抗原とＳＭ抗原の沈降線の同

定のため，Ｆｉｇ．５に示すごとく，ＳＭ抗原とＥＳ抗原

を同条件下で泳動し，陽極側の沈降線が出現する抗原孔

より５ｍｍの所に直径１ｍｍの孔をあけ，抗体を入れ

て反応させたところ，ＥＳ抗原による沈降線はＳＭ抗

原で出現する沈降線ｇと結合した．ＥＳ抗原による他の

沈降線はその位置により同定した．

ｉｉ・虫体の発育期とＥＳ抗原

感染後４週の幼若虫より得たＥＳ物質に対する感染‘

血清の反応は認められなかった．感染後７週，１３～15週

の虫体から得たＥＳ物質ではＦｉｇ．６に示す様に３本

の沈降線が認められた．

iii・コトンラット感染時期によるＥＳ，ＳＭ抗原の

反応

感染後各期のコトンラット血清の反応を比較した．感

染後２～３週，４～５週，７週，１３～15週に得たＬｃ感

○,

○‘

Ｆｉｇ．３Analysisofantibodyincottonratinfe‐

ctedwithLiZo7"osoicJesanddogswith

DirqﾉﾗﾙγmagainstESandSMantigens
ofLiZo"ｚｏｓｏｉａＥｓ

ｌ、ＳｅｒｕｍｆｒｏｍＬがo"zoso/aesinfection、

３．ＳｅｒｕｍｆｒｏｍＤｉｍ/プルγ/αinfection、

２．４．ＥＳａｎｔｉｇｅｎｏｆＬｉＺｏ"zosoiacs、

５．ＳＭａｎｔｉｇｅｎｏｆＬｉｒＺｏ"zosoiaes．

ＬｉｊＩｏｍｏｓｏ/dPs

antigen
ES

(－） (＋） Serumfromcottonrat

timeafterinfeｃｔｉｏｎ

ｌ３－１５ｗｅｅｋｓ
c～－－２－<1－９

F＝語ミニ7＝
ＳＭ

～ニミーニニニ二三一一
７weeks

「~､ろ--<両
～_￣

ＥＳ

４ｗｅｅｋｓ

ＳＭ

2-3ｗｅｅｋｓ

(－） (＋）

Ｆｉｇ．４SequentialdevelopmentofprecipiｔｉｎｂａｎｄｓｔｏＥＳａｎｄＳＭａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｓｅｒa
ofcottonratsafterinfectionwitｈＬｉＺｏ伽osoicJcS

染血清に対し，ＥＳ抗原，ＳＭ抗原で反応を行なった

(Fig.４)．ＥＳ抗原を使用した場合，感染後４週の血清

では，沈降線ｃ1本が出現し，７週の血清ではさらに

f，ｇが出現した．

ＳＭ抗原を用いた場合，ＥＳ抗原では反応がみられな

かった感染後２～３週の血清で沈降線ｄを認め，４週で

ｃが出現し，６週までこの状態が続いた．７週では沈降

線は３～６本と増加し，１３～15週では３～９本となった

(Ｔａｂ２１

ｉｖ、雌雄成虫別のＥＳ抗原

雄からＥＳ物質についてゲル内沈降反応を行なった

が，陽性反応は認められなかった．一方雌からのＥＳ物

SMmtigen○

ｕｍｆｒｏｍＬ/lo7"()ｓｏ/ｄ(ｊｓ
ｃｔｉｏｎ

ｇ

（＋）

○

(－）

SerumfromLiZo"zosoicJesinfection、

Ｆｉｇ．５IdentificationｏｆｂａｎｄｂｙＥＳａｎｔｉｇｅｎ

ｏｆＬｉＺｏ"zosoiaesincomparisonwithSM

aｎｔｉｇｅｎｂｙＩＥＰ

ｄはほとんどの感染血清にみられ，次にｃ，ｆ，ｇが多く

みられたが，その他の沈降線はまれに認められた．また

感染血清とＥＳ抗原との間には３本の線を認め，陰極

（４）



259

Serumfromcottonrat

l3-15weeksafter

infectionwith

Ljiomosoides．

StageofLitomosoidcs
whenESantigenwas

prepared

｡
４ｗｅｅｋｓｏｌｄ

７ｗｅｅｋｓｏＩｄ

13-15weeks｛一

〃

－－，＜三戸く-～
Ｃ

Ｏｆｇl３－１５ｗｅｅｋｓｏｌｄ

○
ｍａｌｅｓ

〃

－－、マーァ＜~～

ｆｅｍａｌｅｓｃｏｆｇ

Ｆｉｇ、６ProductionofESantigenbyvariousdevelopmentalstagesofLiZo伽oMaes

Table2ReactionsofESmaterialsfromdifferentstagesofLjromosoiaeswithserafrom

cottonratsatvariousintervalsafterinfectionbyimmunoelectrophoresis

SerafromcottonratinfectedwithLiZomosoiaesStageof
wormsafter

infection
Ａｎｔｉｇｅｎ

３weeks ４－５weeks ７weeks l3-15weeks

４ｗｅｅｋｓ

７

〃

13-15

〃〃

Ｍａｌｅ

〃

Fen1ale

〃
Ｓ
Ｓ
Ｍ
Ｓ
Ｍ
Ｓ
Ｍ
Ｓ
Ｍ

Ｅ
Ｅ
Ｓ
Ｅ
Ｓ
Ｅ
Ｓ
Ｅ
Ｓ

１
１
１
Ｊ

１
２
１
２

く
く
く
く

＋
＋
＋
＋

＋(1-3）

＋(3-7）

＋(1-3）

＋(3-7）

十(2-3）

＋(2-9）

＋(2-3）

＋(3-9）

＋（１）

＋（１）

＋（１）

１
Ｊ
１

２
１
２

く
く
く

＋
＋
＋

＋(3-5）

＋(1-3）

＋(3-6）

＋(3-7）

＋(2-3）

＋(3-9）＋（１）

ＥＳ；Excretoryandsecretory

SM；Somatic

（）；Thenumberofbandsbyimmunoelectrophoresis

質では３本の沈降線が認められた（Tab２，Fig.６)．では感染血清16中陽性率は87.5％であった．

ⅡＣＦ反応感染後４週の幼若虫のＥＳ物質を用い，感染後４週，

感染後13～15週のＬｃ成虫より得たＥＳ抗原とＬｃおよび15週の血清でブロックタイトレーションを行なっ

感染血清（noB3）およびＬｃ虫体で免疫した兎血清たが，抗原活性は認められなかった．

(ＲＯ７２）の問でブロックタイトレーションを行ない， 雌および雄成虫の各々からのＥＳ物質とＬｃ感染血

高い抗原性を認めた．情あるいは免疫兎血清の問でブロックタイトレーション

感染血清では抗体価１：１６０，抗原の最少必要濃度はを行ない，抗原｣性を調べた（Tab、５，６)．雌ＥＳ物

１：１６で，元の培養液の1/3の濃縮に相当した．免疫血清質では強い抗原'性を示し，雄ＥＳ物質も雌からのもの

の抗体価は１：480で，抗原の力価は感染血清に対する程強力ではなかったが，抗原`性が認められた．

価と同じであった（Ｔａｂ３）．ⅢＨＡ反応

最適濃度のＥＳ抗原を用いて，コトンラットの血清ＥＳ抗原中のＨＡ反応に対する抗原'性を調べたが，

反応を行なった．正常血清の反応の結果，抗体価の陽`性かろうじて免疫兎血清（ＲＯ７２）の間で抗原性が認めら

限界を１：１２とした（Tab４)．ＥＳ抗原を用いた場れた（Tab、７）．実際にＥＳ抗原をＨＡ反応に利用す

合，Ｌｃ感染血清26の中，抗体価１：１２以上が２３，１： るのには，ＣＦ反応に比べ多量の虫体培養液を必要とす

８以下が３となり，陽性率は88.5％であった．ＳＭ抗原るので困難を感ずる．

（５）
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Table3BlocktitrationofcomplementfixationtestwithESantigentoimmunizedrabbit

serumandserumfromaninfectedcottonrat・Ａｎｔｉｇｅｎｉｓｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｅ

ｏｆＬｉＺｏｍｏｓoiaescondensedtol/5０

Cottonratserum・Dilutionl：
Antigen
dilutionl：

1０２０４０８０１６０３２０６４０ｃｏｎｔ

１

２

４

８

１６

３２

cｏｎｔ

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
３
０

４
４
４
４
４
２
０

３
３
３
３
３
１
０

２
２
２
２
２
０
０

１
１
１
１
１
０
０

０
０
０
０
０
０
０

０
０
０
０
０
０
０

Tmmunerabbitserum・Dilutionl：
Antigen
dilutionl：

1０２０４０４０１６０３２０６４０ｃｏｎｔ

１
１
１
１
１
０
０

０
０
０
０
０
０
０

Ｘ

４
４
４
４
４
３
０

３
３
３
３
３
１
０

1

２

４

８

１６

３２

cｏｎｔ
４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
４
０

Ｘ
Ｘ
Ｘ
Ｘ
Ｘ

Degreeofreactionisclassifiedinto5classes，ｆｒｏｍＯｔｏ４Ｅｎｄｐｏｉｎｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｉｓ２ｏｒ

ｍａｒｋＸ

Table4Complementfixationtestinthe
infectedandnon-infectedcotton

rａｔｓｕｓｉｎｇＥＳａｎｄＳＭａｎｔｉｇｅｎｓ
ｏｆＬｉｒｏ"zosoides

考察

Ｌ/ZomosMZescαγ伽ｉを実験的にコトンラットに感染

させ，ＴａｎａｋａｅＺａＪ．（1968）は虫体抽出抗原を使って

ＨＡ反応を行ない，９０％を越える陽性率を得た．また，

TanakaeZaZ．（1969）は抽出抗原を用いたＣＦ反応

で，感染動物中95％を越える陽’性成績を報告している．

さらに神谷ら（1973）はＬｃＳＭ抗原を用い，Ｌｃ感染

コトンラット血清のゲル内沈降線反応を行ない，９８％近

い反応の一致をみている．

フィラリアのＥＳ抗原に関しては，Ishii（1970）が

LiZomoMaesからのＥＳ物質の抗原`性を，ＨＡ，ＣＦ反

応を用いて検討し，Ｌｃ成虫が寄生するコトンラットの

胸腔液に抗原性を認めている．

本研究では，感染後４週の幼若虫からのＥＳ物質に

はゲル内沈降反応，ＣＦ反応共に抗原性が認められなか

ったが，７週以降の成虫からのＥＳ物質には抗原性を

認めた．

：YogoreeZaZ．：(1965）は本研究の結果と同様に１肺

吸虫のＥＳ物質は虫体抽出物質と免疫学的に同質のも

Non-infectedInfected

ＣＦｔｉｔｅｒｌ：

ＥＳＡｇＡｇＥＳＡｇ ＳＭ

６

１５

１

３２５

２

０
１
０
１

ン４
４
６

３

０

０
１
１
１

８

０

０
０
０
０
０
０
０
０

４１

３
２
４
２
１
１
１
０

２
６
４
２
８
４
６
８

１
１
２
３
４
６
９
２
１

』
ノ

３２

４
２
６
４
４
１
１
１

2５Total 1６2６

AntigentatlOfoldconcentrationofthe
incubate～

SomatiCantigenatl：３２，OOOdilution

ＥＳＡｇ

SＭＡｇ

（６）
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Table5BlocktitrationofcomplemeｎｔｆｉｘａｔｉｏｎｔｅｓｔｗｉｔｈＥＳａｎｔｉｇｅｎｓｆｒombothsexesof

LitomosoicJesandimmunizedrabbitserum・Ａｎｔｉｇｅｎｉｓｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｅ

ｏｆｗｏｒｍｓｃｏｎdensedtol/５０

ESantigenfromfemales

Serumdilutionl：
Antigen
dilutionl：

1０２０４０８０１６０３２０６４０

、
’
０
０
０
０
０
０
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
４
０

４
４
４
４
４
２
０

Ｘ
Ｘ
Ｘ
Ｘ
Ｘ

1

２

４

８

１６

３２

cｏｎｔ

０
０
０
０
０
０
０

ESantigenfrommales

Serumdilutionl：
Antigen
dilutionl：

1０２０４０８０ 320６４０ｃｏｎｔ

Ｘ

ｍ
４
４
３
１
０
０
０

１

1

２

４

８

１６

３２

ｃｏｎｔ

４
４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
２
０
０

Ｘ

４
４
４
３
０
０
０

Ｘ４
２
１
０
０
０
０

１
１
０
０
０
０
０

０
０
０
０
０
０
０

Ｅｎｄｐｏｉｎｔ；２ｏｒｍａｒｋＸ

のであることを報じている．しかし，Oliver-Gonzalez

＆Levine（1962）は施毛虫で，小林ら（1968）はアニ

サキスで，細井（1968）は犬回虫で，Ozerol＆Silver‐

ｍａｎ（1970）はHJellzo"c〃ＳＣＯ"ZoγZ"ｓでＥＳ抗原は

抗原と異なる免疫学的特性を有していることを報じてい

る．

石井ら（1968）は感染コトンラットの実験で，ＨＡ，

ＣＦ反応を行ない，感染後６～９週で抗体が検出される

ことを報じ，Fujita＆Kobayashi（1969）はＨＡ反応

において，７週以降の７Ｇ，７Ｍの推移を追跡してい

る．また本研究でも，ＬｃＳＭ抗原を用いたＩＥＰで，

４週の血清にわずか２本の沈降線が認められるだけであ

るのが，７週頃より沈降線が急増してくることなどか

ら，この時期に成虫より放出されるＥＳ物質が抗体産

生を刺激する重要な役割を荷っていることがうかがえ

る．

神谷ら（1973）はＬｃ感染コトンラットにおいて，

ＬｃＳＭ抗原を用いてゲル内沈降反応を行ない，ＨＡ，

ＣＦ反応で抗体の検出が出来ない時期，感染後６週まで

の血清を調べ，感染後２週より抗体を検出している．本

研究では，この沈降線はＥＳ抗原による沈降線とは異

なるものであることを認めた．この抗体は，感染後すぐ

に受けた抗原刺激により産生されたものと考えられ，虫

体抗原と共通の感染幼虫からの抗原物質が刺激になった

ものと考えられる．

ゲル内沈降反応を用いた場合，ＥＳ抗原では感染の検

出率は80％を示したが，ＣＦ反応では90％近い陽性率を

示した．ＥＳ抗原を用いたＣＦ反応はＳＭ抗原を用い

た場合と同様に特異的で鋭敏であった．

感染後４週の幼若虫からのＥＳ物質にはＣＦ反応の

抗原』性を認めることが出来なかったが，７週以降の成虫

からのＥＳ物質には高い抗原‘性を認めた．またゲル内

沈降反応では活性を示さなかった雄のＥＳ物質にもＣＦ

反応では抗原性が認められた．ＣＦ反応におけるＥＳ

抗原は，雌雄成虫各５匹を飼育した培養液の'/3濃縮で抗

体検出が可能で，３．３ｍｌの抗原液が得られた．虫体数

に対する抗原液の収量はＳＭ抗原に比べて多く，また

作製も容易であるので，この方法は成虫採取の困難なフ

（７）
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Table6Blocktitrationofcomplementfixationtestwithserumfromaninfectedcotton

ratandESantigensfｒｏｍｂｏｔｈｓｅｘｅｓｏｆＬ/romoso/`es・Ａｎｔｉｇｅｎｉｓｔｈｅ
ｉｎｃｕｂａｔｅｏｆｗｏｒｍｓｃｏｎdensedtol/５０

ESantigenfromfemales

Serumdilutionl：
Antigen
dilutionl：

1０２０４０８０１６０３２０６４０ｃｏｎｔ

４
４
４
４
４
０
０

Ｘ

４
４
４
４
３
０
０

1

２

４

８

１６

３２

cｏｎｔ

４
４
４
４
１
０
０

４
４
４
３
０
０
０

４
４
４
２
０
０
０

３
３
３
０
０
０
０

０
１
１
０
０
０
０

Ｘ
Ｘ
Ｘ

０
０
０
０
０
０
０

ESantigenfrommales

Serumdilutionl：
Antigen
dilutionl： ０

’
４
４
０
０

１
』

別
－
４
３
０
０

4０８０

Ⅲ
’
２
０
０
０

320６４０ｃｏｎｔ

1

２

４

cｏｎｔ

４
１
０
０

４
０
０
０

０
０
０
０

０
０
０
０

０
０
０
０

Ｘ

Ｅｎｄpoint；２ｏｒｍａｒｋＸ

Table7BlocktitrationofhemagglutinationtestwithESantigenfromLiro"zosMJes

andimmunizedrabbitserum・Ａｎｔｉｇｅｎｉｓｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｅｏｆｗｏｒｍｓ

ｃｏｎdensedtol/5０

Serumdilutionl：
Antigen
dilutionl： 伽

－
４
４
４
３
０
０

1280２５６０ｏｏｎｔ2０４０８０１６０

釦
－
４
４
４
４
０
０

４
４
４
０
０
０

４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
０
０

４
４
４
４
０
０

４
４
４
１
０
０

1

２

４

８

１６

cｏｎｔ

０
０
０
０
０
０

Endｐｏｉｎｔ；３

(85.7％）であった．正常コトンラット血清25検体は全

て陰‘性であった．Ｄｉγ城ﾙｧﾉα感染犬血清60検体中，

ＥＳ抗原で６（10.0％)，ＳＭ抗原では４（6.7％）の陽

性反応を示した．このＤ'γq/ｆ/αγ/α感染血清とＬｃ感

染コトンラット血清に出現する各々の沈降線は交叉を示

し，異質であった．ＳＭ抗原で吸収した感染血清とＥＳ

抗原の問には反応がみられず，ＥＳ抗原はＳＭ抗原中

の物質と同質であった．

ＩＥＰ；ＳＭ抗原とＬｃ感染コトンラット血清間には最

大９本（a-i）の沈降線が認められ，ＥＳ抗原との間には

イラリアからの抗原作製にも応用可能と考えられる．

まとめ

コトンラットに感染したLiZowosoiaescαγ〃Z（Lc）

成虫から得た排泄・分泌物質（ES）について，Ouch‐
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３本が認められた．その中１本ｃは陰極側に，２本ｆ，

ｇは陽極側に位置していた．感染後４週の血清では沈降

線ｃがみられ，７週以後にｆ，ｇの２本が現れた．ＳＭ

抗原を用いた場合，ＥＳ抗原で反応のみられなかった感

染後３週の血清で，沈降線。が認められ，４週には沈降

線ｃがみられ，７週頃より沈降線数が急増した．

ＣＦ反応；ＥＳ抗原では，Ｌｃ感染血清26検体中，陽

性2３（88.5％）を示し，ＳＭ抗原では，陽`性率は87.5％

であった．また，正常血清は全て陰性反応を示した．

感染後４週の幼若虫からのＥＳ物質には抗原性がみ

られなかったが，７週以降の成虫からのＥＳ物質に抗

原性を認めた．雄のＥＳ物質はゲル内沈降反応で活性

を示さなかったが，ＣＦ反応では抗原'性を示し，雌では

両反応とも抗原性を現した．成虫からのＥＳ抗原を用

いたＣＦ反応は鋭敏で，その抗原収量も多く，作製方

法も容易であった．

ＨＡ反応；成虫からのＥＳ物質に抗原性が認められ

たが，活｣性はＣＦ反応より低下していた．
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j Abstract j

STUDIES ON EXCRETORY AND SECRETORY ANTIGEN IN COTTON

RAT FILARIA, LITOMOSOIDES CARINII

Masatoshi TAKAOKA* and Hiroshi TANAKA

{Department of Parasitology, Institute of Medical Science, University of Tokyo,

Tokyo 108 ^Present address ; Department of Medical Zoology, School

of Medicine, Tokyo Medical and Dental University, Tokyo 118)

Antigenicity in excretory and secretory materials (ES) from adult Litomosoides carinii

was studied by Ouchterlony's (DD), immunoelectrophoresis (IEP), complement fixation (CF) and

indirect hemagglutination (HA) tests.

DD test : Of 70 cotton rats infected with L. carinii, 56 (80.0%) were positive with ES

antigen, 60 (85.7%) were positive with somatic antigen (SM) derived from L. carinii and all of

25 clean cotton rats were negative. The crossreaction was found in 4 (6.7%) of 60 serum

samples from dogs infected with Dirofilaria immitis by SM antigen from Litomosoides and in

6 (10.0%) by ES antigen. The precipitin bands between ES antigen of Litomosoides and dog

sera showed crossing to the bands between cotton rat sera and Litomosoides antigen. ES

antigen was found to be involved in SM antigen since the serum from cotton rats absorbed

with SM antigen showed no band either by SM or ES antigen of Litomosoides.

IEP test : The maximum number of bands observed between SM antigen and sera from

infected cotton rats was 9 (a-i) and that by ES antigen was 3 {c, f & g). Among 3 bands

the band c was found on cathode side with serum from cotton rats from 4 weeks after infection.

Two more bands f & g appeared on anode side from 7 weeks after infection. Between SM

antigen and sera from infected cotton rats, the band d appeared 3 weeks, the band c from 4

weeks and the other bands from 7 weeks after infection.

CF test : Of 26 infected cotton rats, 23 (88.5%) were positive for CF reaction with ES

antigen and 14 (87.5%) of 16 were positive with SM antigen. All of 29 clean cotton rats were

negative with antigens. Antigenicity could be detected by CF reaction in ES materials from

both sexes of Litomosoides which were recovered from 7 weeks after infection but not in the

incubate of immature worms obtained 4 weeks after infection.

HA test : Antigenicity for HA test was detected in the incubate of adult worms but

the amount of antigen was less than for CF reaction.




