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染コットンラットのＣＦ価とＨＡ価の経時変化につい

て観察し，いずれの反応においても感染後４週以前では

反応がみとめられず，ほとんどの場合，ミクロフィラリ

アが末梢血に出現する時期，すなわち，感染後８週以後

に初めてＨＡおよびＣＦともに反応価の上昇をみとめ

ている．

本研究においてはゲル内沈降反応で感染後約11週目の

コットンラット血清よりコットンラット糸状虫抗原で抗

体の検出を試みた．同時に異種間の交叉反応をみるた

め，犬糸状虫，広東住血線虫Ａ,zgioSZ”"gyZ"Ｓｃα"Z。‐

"e"sis抗原を用いて同様の反応を行った．また感染コッ

トンラットを経時的に採血しゲル内沈降反応とＨＡに

おいて，それぞれの反応が出現する時期を観察した．

はじめに

ヒトの糸状虫症において，血液検査でミクロフィラリ

アが検出されない場合，免疫学的方法を用いて診断しよ

うとする試みがなされてきた．その際，同種抗原を用い

た例として，Ｏ"choceγcauoZu"伽およびバンクロフト

糸状虫ｗz`Ｃｈｅ花加６α"cmL/ifiの凍結切片を用いた螢光

抗体法(TenEyck，1973),○.uoZu"んｓ抗原を用いた免

疫電気泳動法（BigueteZaZ.，1964）およびロア糸状虫

LoaZoaのミクロフィラリア抗原を用いたOuchterlony

法などで診断を試みた報告があるが，材料の入手の点で

問題があるので，ほとんどの場合，異種抗原が用いられ

ている．例えば動物の糸状虫である犬糸状虫Ｄｉ７ｎ/ｆｍ－

７Ｚα加ｿ"伽(Kagan,1963；McQuay,1967)，DjPe'α小

刀ｅｍａｕｉＺｃａｅ(CaproneZaZ.，1968,1970)やその他の

線虫類の豚蛆虫Ａｓｃａｒ/ｓｓ""''2（ＮｉｅｌｅＺａＺ.，1972)，

馬蛆虫HzmscαγｉＳｅ９"ｏｒ""z,牛姻虫ZVieoaSCαγiSuiZ酢

Zｏｒ"加（PethithoryeZaZ.，1973）などが抗原として用

いられている～その他にも多くの報告があるが異種，同

種いずれの抗原を用いる場合でも同種間の免疫現象およ

び異種間の交叉反応性等を実験的に把握する必要がある

と考えられる．TanakaeZaZ．（1968,1969）は実験的

にコットンラット糸状虫ＬｉＺｏ"zoSojaescαγ〃Ｚをコッ

トンラットＳｉｇＷ`o〃hiSPi伽Ｓに感染させて，Ｌ、ｃα‐

γ〃i抗原を用いて間接血球凝集テスト（ＨＡ）および補

体結合反応（CF）を行い，感染との一致がともに93％

以上であったと報告している．また石井ら（1968）は感

材料および方法

コットンラット（終宿主）にイエダニＯ〃Zho,(ySSz`Ｓ

６ａｃｏｚｉ（中間宿主）を用いて，コットンラット糸状虫を

実験的に感染させた．これらの材料は1953年より当研究

部で累代飼育されているものである．

感染方法は神田・田坂（1966）の方法を用い，生後約

４週の雄，体重65～709のコットンラツトを用い，感染

幼虫約80匹を感染させた．採血方法は感染11週後に大腿

動脈から全採血した．また経時採血に用いたコットンラ

ットは感染群５匹，非感染群５匹で眼窩穿刺により約

0.5ｍlを感染前および感染後１，２，４，６，８，１０週

にそれぞれ１回採血した．同時に血液2.5ｍｍ3をメラン

ジュール型ピペットでとり，スライドグラス上に２本の

線として塗り，ギームザ染色後ミクロフィラリアを算定

した．血清は分離後，５６Ｃ３０分間熱処理を行いアンプ

ルに封入して-20Ｃで凍結保存した．

１．ゲル内沈降反応
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Ouchterlony法による２重ゲル内拡散法（ＤＤ）およ

び免疫電気泳動法（IEP）を用いた．寒天の作製には０．１

％アジ化ソーダを加えたバルピタール緩衝液(ｐＨ８．６，

Jα＝００５）を使用し，1.5％寒天（Difco，nobleagar）を

調製した．あらかじめ溶解した後，分注して冷室に保存

し，使用ごとに湯煎して溶かした．ＤＤにはあらかじめ

0.15％寒天液に浸し乾燥させたスライドグラスに厚さ約

２ｍｍになるように２ｍｌの寒天液をのせ湿潤箱中に室

温で約30分放置してゲル化を待ち，径15ｍｍの円周上に

等間隔に直径３ｍｍの穴を６個，中心に１個あけた．抗

原としては犬糸状虫，コットンラット糸状虫，広東住血

線虫の３種を用い，その乾燥重量に対して100倍量の

0.15Ｍリン酸緩衝食塩水ｐＨ７．２（PBS）を用し、氷水

中で冷却しながらグラスホモジナイザーで１分間磨砕を

２分間隔で10回およびテフロンホモジナイザーで同様に

10回行った．その後，マグネチックスターラーで一晩，

抽出し，20,00ＯＧで１時間遠心した上清をコロジオンパ

ック（Sartorius）で限外濾過し全量を'/10量に濃縮し原

液とした．ゲルの中心の穴に免疫血清原液をおき，周囲

に抗原原液の連続２倍稀釈液を入れて最も多くの沈降帯

がみとめられる最高釈倍数を最適濃度とすると，乾燥重

量の40倍であった．

被検血清の反応の場合はゲルの中心の穴に抗原液を，

周囲に血清をそれぞれ入れた．この反応でコットンラッ

ト糸状虫以外の抗原に対して沈降帯の認められた血清を

中心に，犬糸状虫，広東住血線虫およびコットンラット

糸状虫抗原を周囲に入れて比較した．反応は４Ｃ湿潤

箱中で３日間続け生理食塩水で２日間洗浄後，蒸留水で

湿らせた濾紙をのせて乾燥させ，Coomassiebrilliant

BlueR250（ICI）（StdeGroth，1963）を用いた染

色液で一晩染色後，約１時間脱染色を行い乾燥した．な

んらかの沈降帯が認められたものを陽性とした．使用し

た染色液原液，染色液，脱染色液の処方は次のごとくで

ある．

染色原液；CoomasiebrilliantblueR250(ICI）２．５

９，メタノール500m１，酢酸100ｍｌを加え蒸留水で全量

を1,000ｍｌとする．

染色液；染色液原液25ｍ1,メタノール400ｍ1,酢酸50ｍｌ

グリセリン25ｍlを加え蒸留水で全量を１，０００ｍｌとする．

脱染色液；メタノール200ｍ１，酢酸50ｍ１，グリセリン

25ｍｌを加え全量を1,000ｍｌとする．

ＩＥＰはＫａｍｉｙａｅＺａＺ.（1973）の方法に従った．抗原

は虫体乾燥重量の10倍抽出液を用し、幅１１ｃｍに７０ｍＡ，

１時間，４Ｃの冷蔵庫中で通電した．その他の手技は

ＤＤに同じである．

２．間接血球凝集テスト

本反応で感染コットンラットにおけるＨＡ価の経時

変化を測定しＩＥＰの結果と比較した．手技はマイクロ

プレートを用いたKamiyaandTanaka（1969）の方法

に準じたが，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．タンニン酸処理は

１：60,000の濃度で行い，抗原はコットンラット糸状虫

体乾燥重量の５，０００倍のＰＢＳで抽出したものを使用し

た（TanakaeZaZ.，1968)．

結果

コットンラット糸状虫，広東住血線虫および犬糸状虫

の３種の抗原を用いたOuchterlony法による２重ゲル

内拡散法の結果をＴａｂｌｅｌに示した．感染コットンラ

ット血清88検体のうち，コットンラット糸状虫抗原に対

して86検体（97.7％）が陽性で１～４本の沈降帯が認め

られた．異種の抗原である犬糸状虫抗原に対しては８検

体（9.1％)，広東住血線虫抗原に対しては７検体(８％）

がそれぞれ陽性で１～２本の沈降帯が認められた．なお

犬糸状虫抗原に対して陽性であった８検体のうち７検体

は広東住血線虫抗原に対しても陽性であった．また，非

感染の正常コットンラット血清82検体はいずれの抗原に

対しても陰`性であった．異種抗原に反応した血清に対し

て３種の抗原を比較したところ，Ｆｉｇ．１に示したごと

く，コットンラット糸状虫抗原にのみ出現する沈降帯と

３種抗原間に共通に出現する沈降帯が認められた．３種

TablelResultsofimmunodiffusiontestof

cottonratserabyOuchterlonymethod

usingantigensofL/ZomosoicZescαγ〃′

（Lc)，Ｄｉｍ/ｆ〃γ/α加伽Zis（Ｄｉ）ａｎｄ

Ａ,zgfosZ7wzgyZ"Ｓｃα"Z。"e'2siｓ（ＡＣ）

Cottonratsera

ReactionAntigens infectednon-infected

86(97.7％）

８（9.1％）

７（８．０％）

皿
Ⅸ
虹

O（

0（

０（

0％）

０％）

0％）

Positive

２（2.3％）

80(91.0％）

81(92.0％）

血
Ⅲ
虹

82(100％）

82(100％）

82(100％）

Negative

Ｎｏ．ｅｘａｍｉｎｅｄ 8８ 8２

(２０）
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Ｆｉｇ．１SchematicillustrationofprecipitatingbandsindoublediffusionteｓｔｗｉｔｈａｎｔｉｇｅｎｓｏｆＤ・

加ｿ"iZis，Ｌ・Ｃａ汀"ｉｉａｎｄＡ．ｃα"Zo"e"sisagainstserumNos、１－８whichshowedacrossreactionand

Nq9whichshowednocrossreaction・

NumeralsindicatesampleNo・ｏｆｓｅｒａ、ＡｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆａｎｔｉｇｅｎｓｓｈｏｗｉｎｇｉｎＮｏ．３．

~し｡。 するとＦｉｇ．２に示したごとく，犬糸状虫および広東住

血線虫抗原に認められる沈降帯（｣ざ印）は陽極側の原点

に近く，小さな弧として認められた．類属反応を示した

その他の血清にも同様の沈降帯が認められた．

経時的に採血した感染コットンラット血清,５例(Ｎｏ．

101～105）についてのＨＡ価とＩＥＰの結果及びミク

ロフィラリアの出現数をTable2に示した．ミクロフィ

ラリアは６週目までいずれも陰性で８週目より血液２．５

ｍｍ３あたりそれぞれ，１５，９，１２５，４５，６３匹検出さ

れ，全例陽`性に転じた．ＨＡは４週以前はすべて陰性，

６週目に５例中２例（No.103,104）がそれぞれ128,

32倍で陽性を示した．８週目では５例中１例（No.105）

のみ陰性で，その他は陽性，１０週目に全例が陽性を示し

た．ミクロフィラリアの出現する時期およびＨＡが陽

性になる時期はほぼ一致したが，ＩＥＰではＨＡで陽性

になる時期およびミクロフィラリアが検出される時期よ

りも早く反応が認められた．非感染対照群の５例は観

察の全期間を通じてＨＡ，ＩＥＰおよびミクロフィラリア

ともに陰性であった．Photo､１に最初にＩＥＰで反応が

Ａｎｏｄｅ
Ｎｏ７

コノ
／￣うぐ￣～

.●Ｌｃ

Ｎｏ７

／
－－～・ＡＣ

Ｆｉｇ．２Immunoelectrophoreticpatternobserved

whenaserumsampleNo､７wastestedagamst

antigensfromDimﾉﾌﾞZαγ/α加伽rな（Ｄｉ)，LiZo‐

'"CSO仇Ｓｃαγ〃i(Lc）ａｎｄＡ"giosrlwzgy此Ｓｃα"‐

わ,!e"siｓ（ＡＣ)．

Arrowshowedthebandwhichwerepreｓｕｍｅｄ

ｔｏｂｅｃｏｍｍｏｎｂｅｔｗｅｅｎＤｉ，ＬｃａｎｄＡｃ

ａｎｔｉｇｅｎｓ．

抗原に共通に認められた沈降帯はいずれもコットンラッ

ト糸状虫抗原に対してのみ認められる明瞭な沈降帯より

も抗原側に近い位置に出現した．これらの血清のうち，

血清No.７をＩＥＰで３種抗原に対して反応させ，比較

（２１）
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Table2SequentialchangesintiterｓｏｆＨＡ，appearanceofprecipitatingbandswithhomologous

antigenandnumberofmicrofilariaeincottonratsinfectedwithLiZomosoi巾Ｓｃαγ/"iｉ

CottonratNo．

Weeksafter

infection
1０１ 102 103 104 105

ＭｆＨＡＩＥＰＭｆＨＡＩＥＰＭｆＨＡＩＥＰＭｆＨＡＩＥＰＭｆＨＡＩＥＰ

０
１
２
４
６
８
０
１

＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

128

16384

２０４８

32

1024

1024

１５１０２４

６２０５１２

９６４

４６２５１２

125

329

４５

１５６

６３－

６８５４０９５

Ｍｆ………Numberofmicrofilariae/2.5ｍｍ３

ＨＡ…..…Titersofindirecthemagglutinatiｏｎ
ｌＥＰ..……Immunoelectrophoresis
＋・………Presenceofanyprecipitatingband
－.…・・・…Negative

testwithserumdilntionl：３２ｏｒｍｏｒｅ

認められた血清（感染後１週目の３例Ｎｏ．101,103,

105と２週目の２例，Ｎｏ．102,104）の結果を示してい

る．陰極側の原点に近い位置にそれぞれ同様の沈降帯が

認められた．また，これらの血清は広東住血線虫および

犬糸状虫抗原には反応しなかった．

ＡＮＯＬ

ｎｺ 考察

粗抗原を用いるかぎＤＨＡ，ＣＦにおいては構成成分

のもつ抗原価の総和として表現されるため類属反応を区

別することは困難と考えられる．Kagan（1963)，Ｍｃ‐

Ｑｕａｙ（1967）は犬糸状虫抗原を用いて，ＨＡ，ベントナ

イト索状テストで人糸状虫症の診断を試みているが，反

応性は患者の病歴によって様々であり，特異性の点で問

題があることを指摘している．同じく，Tanakaαα/、

（1970）によるＣＦ，Fujitaαα/、（1970）によるＨＡ

も特異性の点で問題があり異種糸状虫抗原を用いること

の限界をのべてる。

一方，特異抗原が明らかされていない場合はゲル内沈

降反応のごとく，定性的な方法によって，より特異的反

応の検索がなされている．抗原としては，糸状虫類にか

ぎらず，その他の線虫類も用いられている．ＮｉｅｌｅｚａＺ．

(1972)は豚蛆虫抗原を用いてゲル内沈降反応でヒトの糸

状虫症患者血清を調べたところ，特に０．Ｚ,oZzw如症

患者に対して診断に意義のある沈降帯を認めている．ま

た，PethithoryeZaZ．（1973）は豚姻虫，馬蛆虫，牛蛆

虫などの抗原を用いてＤＤでアフリカの０．℃OZU,‘/"ｓ

Ｋ》必

Photo、１FirstprecipitatingbandagainstL．
cαγ伽iantigeninimmunoelectrophoretiｃｐａｔ‐
terndevelopedwiththeserafromcottonrat
Nos、１０１，１０３andlO5oneweekafterinfection，
ａｎｄｆｒｏｍＮｏｓ６１０２ａｎｄｌＯ４ｔｗｏｗｅｅｋｓａfter

infection．

(２２）
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患者について，またCapron（1968）はＤ､ＵｉＺｅａｅ抽出

液でＯｕｏＺＭ"S，ロア糸状虫およびバンクロフト糸状

虫患者血清に反応する沈降帯を認めている．今回の同種

抗原を用いたゲル内沈降反応で，同種間における反応出

現の時期,ＨＡとの比較などの免疫現象および異種抗原

（広東住血線虫と犬糸状虫）に対する交叉反応性などを

明らかにしたが，ヒトの糸状虫症の免疫診断においても

同様に，出現する沈降帯を分析することによって特異反

応の検索ができる点でゲル内沈降反応，殊にＩＥＰは有

効な方法と考えられる．

今回の成績でＩＥＰではＨＡより早い時期に反応が

認められ，さらに，最初に出現する沈降帯は異種抗原

（広東住血線虫と犬糸状虫）に対して認められないこと

などは興味深い．佐藤ら（1962）は日本住血吸虫感染ウ

サギにおいてＨＡと沈降反応の成績に相関性が認めら

れないことを述べ，両者の反応機構の差によるとしてい

る．

コットンラット糸状虫の感染では感染後４週頃，宿主

のコットンラットの胸腔に到達し成虫となり，８週頃か

らコットンラットの末梢血中にミクロフィラリアが出現

することが知られている（田中，１９６４；神田・田坂，

1966)．ＤＤ，ＩＥＰなどで反応が認められる時期にはコ

ットンラット糸状虫は幼虫で，発育段階にあると考えら

れ，幼虫由来の抗原に対して産生された抗体をコットン

ラット糸状虫の成虫抗原で検出していることを意味して

いると思われる．このことは広東住血線虫でＫａｍｉｙａ

(1975)，ＢｏｕｔｈｅｍｙｅＺａＬ（1974)，マンソン住血吸虫で

CaproneZaZ．（1965)，アニサキスで辻（1975）が報告

していると同様，コットンラット糸状虫においても幼虫

と成虫の間に共通抗原が存在することを示唆していると

考えられる．FujitaandKobayashi（1969）はＨＡ用

のコットンラット糸状虫成虫抗原の６倍の蛋白濃度の感

染幼虫抗原を用いたにもかかわらず，いずれの時期の感

染血清にもＨＡ価を認めるものはなかったと報告して

いる．また，石井らは，同じくコットンラット糸状虫に

おいて，間接螢光抗体法によって感染幼虫の断端には抗

体の結合部位が認められないことを報告している．これ

らの報告に使用された抗原は感染幼虫自体の抗原で，今

回のIEPで最初に認められた沈降帯に関する抗原は幼虫

由来の抗原ではあるが，そのなかでも発育過程の代謝・

排泄物と考えられる．FujitaandKobayashi(1969）は

コットンラット糸状虫感染のコットンラット血清におい

て感染後６～７週目に初めてＨＡ活性を有するＩｇＭ

を検出し，その後次第にＩｇＧに活性が認められるよう

になり，１２通目にはほとんどＩｇＧにのみＨＡ活性が

認められることを観察している．今回の実験で，ＩＥＰで

反応が認められたが，ＨＡでは検出できなかった感染後

１～４週の抗体がどの免疫グロブリンで，以後どのよう

な経過をたどるのか興味深い．ＩＥＰ抗原の性状とともに

今後明らかにしなければならない問題である．

むすび

ヒトの糸状虫症の免疫診断法の検索のためのモデルと

して，実験的にコットンラット糸状虫を感染させたコッ

トンラット血清に対して同種の抗原を用いてゲル内沈降

反応を実施し，犬糸状虫，広東住血線虫抗原との類属反

応およびＨＡと比較し反応出現時期を明らかにした．

１）感染後11週の血清88検体のうちコットンラット糸

状虫抗原に対して86検体（97.7％)，犬糸状虫抗原に８

検体（9.1％)，広東住血線虫抗原に７検体（８％）が陽

性であった．また非感染の正常コットンラット血清82検

体はいずれの抗原に対しても反応しなかった．類属反応

が低率に認められたが，同種抗原に対して高い反応性が

得られた．

２）類属反応を示した血清はOuchterlony法におい

て３種抗原に共通の沈降帯が認められた．これら類属反

応の認められた血清をＩＥＰで比較すると陽極側の原点

に近い位置に特徴的な沈降帯が認められ，３種抗原間に

共通の反応と考えられる．

３）感染コットンラット５匹を経時的にＩＥＰで調べ

ＨＡと比較した．ＩＥＰでは感染後１週目に５例中４例，

２週目には全例に特徴的な沈降帯が陰極側に認められ

た．他の２種抗原には認められず，コットンラット糸状

虫抗原に特異的反応と考えられる．一方，ＨＡでは６週

目に５例中３例，８週目に全例が陽性になった．

以上の結果から，コットンラット糸状虫症において，

同種抗原を用いたゲル内沈降反応は類属反応，特異反応

をそれぞれの特徴的な沈降帯で区別しうる点，およびＨ

Ａよりも早く反応が出現する点で有効な分析方法と考え

られる．

本研究は医科研寄生虫研究部におけるフィラリア症の

研究の一部をなすもので，要旨は第４２回日本寄生虫学会

大会（1973）で発表した．

ご指導をいただいた佐々学教授ならびに聖マリアンナ

医大病害動物学教室神田錬蔵教授に感謝いたします．
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j Abstract j

GEL DIFFUSION TEST IN COTTON RATS, SIGMODON HISPIDUS

. INFECTED WITH LITOMOSOIDES CARINII

Masao KAMIYA, Masatoshi TAKAOKA, Yuki ESHITA

AND

Hiroshi TANAKA

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

Sera collected from 88 cotton rats infected with Litomosoides carinii in order to examine

the reaction by gel diffusion tests such as the Ouchterlony method and immunoelectrophoresis

using homologous and heterologous antigens such as Dirofilaria immitis and Angiostrongylus

cantonensis. And also 5 cotton rats were bled sequentially 1, 2, 4, 6, 8 and 10 weeks after in

fection to determine the appearance of immunoelectrophoresis, indirect hemagglutination reac

tions and microfilariae.

Of 88 cotton rats 11 weeks after infection, 86 (97.7%) were positive against L. carinii

antigen and showed 1 to 4 precipitating bands by Ouchterlony method. Eight cases (9.0%) were

positive against D. immitis antigen, and 7 (8.0%) were positive against A. cantonensis antigen.

The sera which showed cross reactions against D. immitis and A. cantonensis antigens, were

tested on the same gel plate with antigens of L. carinii, A. cantonensis and D. immitis anti

gens. A few bands were observed only against L. carinii and one band was observed against

L. carinii, A. cantonensis and D. immitis in common. Immunoelectrophoretic pattern of the

common band among L. carinii, A. cantonensis and D. immitis was a small arc located at anode

side close to the original well. Sera of 5 infected cotton rats bled at intervals were examined

by immunoelectrophoresis and indirect hemagglutination tests using L. carinii antigen. Hemag

glutination activities and microfilariae were not detected in blood before 8 weeks, whereas im-

munophoretic activities were detected as early as one week after infection in 3 cotton rats and

2 weeks in all of them. The band observed first in immunoelectrophoresis was at cathode side

close to the original well against L. carinii antigen and no bands were observed against A.

cantonensis and D. immitis antigens.

From these results, it can be said that the gel diffusion test is superior to indirect

hemagglutination test in detecting at earlier stage of infection and as a specific reaction in

cotton rat filariasis.

( 26 )




