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広東住血線虫感染ラット血清に認められる

免疫複合体一免疫複合体中の広東住

血線虫抗原の検出について－

高 井昭彦＊佐藤良也＊渡部久実＊

大鶴正満＊山下隆夫↑

(昭和54年４月１３日受領）

ペプシン＋0.7％塩酸）で消化した．消化液中の第３期

幼虫を実体顕微鏡下で正確に数え，ラット１匹あたり

100隻ずつ金属ゾンデを用いて経口投与した．血清は，

感染ラットから経時的に尾静脈より採血し，３７Ｃに３時

間放置して分離したものを用いた．

３）虫体全抽出液の作製

感染50～60日後のラット肺動脈より採取した成虫を滅

菌生理食塩水中で洗浄後，乳鉢で磨砕した．これを凍結

乾燥し，その乾燥粉末に充分量の冷アセトンを加え，１０

分間,攪拝，脱脂した後，3,000rpm，２０分間遠心した．

次いで沈澄に抗生物質添加リン酸緩衝食塩水（PBS，

ｐＨ7.4）を加え，４Ｃ，４８時間，スターラーで攪枠抽出

後，再び１０，０００rpm，３０分間遠心を行ない，上清を採取

した．このようにして得た全抽出液（ＷＷＥ）は蛋白量

を15ｍｇ/ｍｌに調製して使用した．

４）抗血清の作製

ＷＷＥに対する抗血清（anti-WWE）は体重3009

のウイスター系ラットを用いて作製した．免疫方法は上

記のＷＷＥに等量のFreund'scompleteadjuvant

(ヤトロン）を加えて充分混和し，その0.2ｍｌをラット

の皮下および筋肉内に少量ずつ，１０数か所に分けて接種

した．同様の免疫処理を10日間隔で５回行い，最終免疫

の２週間後に全採血して血清を採取した．

５）免疫複合体の検出

血清中の免疫複合体の検出は,CreightoneraZ.(1973）

のポリエチレングリコール（PEG）による非特異的沈殿

法を用いた．ＰＥＧの濃度は前報（佐藤ら，1978）と同

様に，ホウ酸緩衝液（ｐＨ８．３，浜＝0.1）で12％(w/v）

とし，等量の血清を加え，ＰＥＧの最終濃度を６％とし

緒言

さきに著者らは，広東住血線虫Ａ"giosZ7o"gyZ"Ｓ

ｃα"to"e"sｉｓ感染ラット血清中に本線虫由来の抗原物質

の検出を試み，これらラットでは肺動脈内に多数の成虫

体が寄生していたにもかかわらず，血清中には稀に，一

過性にしか抗原と思われる物質が検出されないことを報

告した（山下・佐藤，1977)．しかし，これらラット血

清中には多量の免疫複合体が存在し，しかも，その免疫

複合体で別の正常ラットを免疫することによって本線虫

抗原に対する抗体が産生されることなどから，虫体より

放出された抗原物質は流血中ですみやかに特異抗体と反

応して，多量の免疫複合体を形成すると考えられた（佐

藤ら，1978)．今回は，感染経過を通じて形成された免

疫複合体中の広東住血線虫抗原の検出状況と，血清内の

免疫複合体の局在などについて検討した．

材料ならびに方法

１）広東住血線虫

本線虫第３期幼虫は，奄美諸島の与論島で採集したア

フリカマイマイAcAazi"αかZicαより得た．本線虫の

実験室内における継代には中間宿主として淡水産巻貝

BiollWiamγｉａｇｍ６ｍＺａ，終宿主として体重200～3009

のウイスター系ラットを用いた．

２）幼虫の採集およびラットへの感染

Ｂ、ｇ/a61zJZaに第１期幼虫を感染させ，４０～50日経た

後，これを細切し，３７C，２時間，人工消化液（０．１％
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た．これを4Ｃに一晩放置し，生じた沈殿(PEG-ppt）

を3,000rpm，２０分間遠心して集めた．沈殿量の定量は，

生じたPEG-pptを用いた血清量の50倍の0.1Ｎ・ＮａＯＨ

に溶解し，280ｎｍにおける吸光度測定によった（Ｄｉ‐

ｇｅｏｎｅＺａＺ.，1977)．

６）免疫複合体中の抗原検出

免疫複合体中の本線虫抗原の検出は，Phillipsand

Draper（1975）の方法に準拠して行なった．すなわち，

抗原，抗体の結合を充分に解離させるため，PEG-ppt

を0.02Ｍ，ｐＨ3.2のクエン酸緩衝液に溶解し，４Ｃで一

晩放置した．その後ａｎｔｉ－ＷＷＥとの間でOuchterlony

法を実施した．

７）Ouchterlony法

Ouchterlony法（Ouchterlony，1958）は，Agarose

(Hoechst）にベロナール・塩酸緩衝液（ｐＨ８．６，’＝

0.025）を加えて1.2％（w/v）とし，湯浴中で加温溶解

した後，厚さが1.5ｍｍになるようにガラス板上に流し

て固めた寒天平板を作製して行なった．寒天板には直径

６ｍｍおよび12ｍｍの穴を５ｍｍ間隔であけ，４Ｃで

48時間反応させた．反応後ベロナール・塩酸緩衝液で２

日間洗った後，乾燥させ，アミドブラック1ＯＢで染色し

た．

８）ゲル濾過法

ゲル濾過は,SephadexG-200(PharmaciaFineChem‐

icals）を，内径1.5ｃｍ，高さ150ｃｍのカラムに詰め，

溶離液は0.15Ｍ，ｐＨ７．４のＰＢＳを用いた．試料は，

TablelDetectionofA．ｃα"Zo"c"sｉｓａｎｔｉ２

(1)１ｍｌの正常ラット血清，（２）１ｍｌの感染９週後

のラット血清，（３）感染９週後のラット血清５ｍｌより

得られたPEG-pptを１ｍｌのＰＢＳ（0.15Ｍ，ｐＨ7.4）

に溶解したものの３種である．カラムゲルクロマトグラ

フィーは，溶出容量を２ｍl/tube，流速６ｍl/ｈｒに調節

した．溶出液は280nｍにおける吸光度測定により，溶

出パターンを得た．(1)，（２）の試料については，吸光

度測定後，さらに等量（２ｍl）のＰＥＧを加え，生じ

た沈殿を２ｍｌのＰＢＳに溶解して280nｍでその沈殿量

を測定した．また(3)の試料は溶出パターンを得た後，

いくつかの画分に分け，それぞれの画分からPEG-ppt

を回収し，前述のクエン酸緩衝液に溶解して，anti‐

ＷＷＥ，およびＷＷＥとの間でOuchterlony法を行

なった．

９）ラットの免疫抑制処理

感染ラットの一部については，感染２日前と10日後に

シクロフオスフアミド（エンドキサン，塩野義）を体重

250ｇあたり１０ｍｇ腹腔内に注射する免疫抑制処理を行

なった．

結果

ｌ）PEG-ppt中の抗原検出状況

幼虫100隻を感染させたラット12匹を用い，経時的に

採取した血清のPEG-ppt中の抗原物質の検出状況を

ＴａｂｌｅｌおよびＦｉｇ．１に示した．沈殿中の抗原物質は

感染１週目で，すでに50％の個体に検出され，３週目に
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増加にともなって，検討し得た個体は６匹にまで減少し

たが，これらの中で抗原検出率は再び増加し，８週目に

は再び全個体で陽性となった．９週目まで生存した６匹

について寄生虫体数を調べた結果，５匹から雌雄合計

45～59隻の成虫を得，残り１匹からは80隻の成虫が回収

された．検討した12匹のうち，抗原陽性のまま５，６，

７週目に死亡し，その後の検討ができなかった計３匹を

除いて，９週目までの感染経過中のいずれの時期にも抗

原が陰性とならなかったのは，８０隻の成虫が寄生してい

た１匹のみであった．以上の抗原検出率の推移をグラフ

に示したのがＦｉｇ．１であり，明らかに一時的な抗原検

出率の低下が認められる．

２）抗原検出状況と宿主抗体産生との関係

１０匹ずつ２群に分けたラットに同じように100隻の幼

虫を投与し，そのうち１群にはシクロフォスフアミドで

免疫抑制を行なって，抗原，血清抗体およびPEG-ppt

量の変化を経時的に観察した．その結果をＦｉｇ．３に示

した．PEG-ppt量は両群とも，感染後次第に増加した

が，両群の問には大きな差を認めなかった．他方，抗原

と抗体の検出状況は，無処理感染ラット群では感染後１０

日目で20％の個体に抗原が，３０％に抗体が検出され，２０

日目には抗原，抗体とも80％の個体が陽性となった．抗

体はさらに30日目以後，全個体が陽性となったが，抗原

は30日目には40％に低下し，４０日目では70％に再び増加

して50日目以後は全個体が陽性となった．これに対し，

免疫抑制を行なった感染ラット群では，抗原，抗体とも

に10日目ではまだ検出されず，２０日目で抗体が40％の個

体に検出されるようになった．抗体はその後，３０日目で

70％，４０日目以後は全個体が陽性となった．他方，抗原

は20日目で抗体の検出率を上回る60％に検出されたが，

この場合も30日目には14％に低下し，さらに40日目には

全個体が陰'性となった．しかし，その後50日目では全個

体が陽性となった．ただし，無処理感染ラット群は40日

目でわずか１匹が死亡したのみであるのに対し，免疫抑

制群では宿主の死亡率が高く，検討し得た個体数は30日

目で７匹，４０日目で４匹，５０日目ではわずかに３匹のみ

であった．

３）PEG-pptの血清内局在

ＰＥＧによって沈殿する成分の血清内局在を検討する

ために，正常ラット血清および感染９週目のラット血清

をSephadexG-200によるカラムゲルクロマトグラフィ

ーにかけ，得られた溶出パターンとそれらのPEG-ppt

量を測定したのがＦｉｇ．４およびＦｉｇ．５である．正常

血清，感染血清ともに，溶出パターンはほぼ同様であつ
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は全個体が陽性となると同時に，観察される沈降線も全

個体で著明なものとなった（Fig.２)．しかし，その

後，抗原の検出率は次第に低下し，６週目には22.2％に

しか抗原は検出されなくなった．次いで宿主の死亡数
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たが，PEG-pptは正常血清ではいずれの画分にもほと

んどみられず，これに対して感染血清では第１画分に２

つ，第２画分の前半に１つの著明なPEG-pptのピーク

を認めた．

次いで，感染９週後の血清５ｍlより得たPEG-pptを

１ｍｌのＰＢＳに溶解し，同一条件でカラムゲルクロマ

トグラフィーにかけ，各画分での抗体および抗原の検出

を行なった．その結果をＦｉｇ．６，Ｆｉｇ．７に示した．全

血清の第１画分および第２画分に相当する部分に多少不

規則な２画分を得たが，抗体はその第１画分の後半と第

２画分に認められ，抗原は第２画分にのみ検出された．

疫診断法として応用しようとする試みもある．また，虫

体より遊離される抗原物質は流血中の特異抗体と反応し

てこれを消費し，特異抗体による虫体への直接的な免疫

攻撃を著しく減弱させる働きをもつことや，これが宿主

の免疫応答に様々な影響を与えることも指摘されている

(Wilson，1974)．このような観点から，著者らはさき

に，広東住血線虫感染ラットを用い，虫体より遊離され

る抗原物質と宿主の産生抗体との関連を検討すべく，感

染ラット血清中での抗原物質の検出を試みた．しかし，

かかる宿主血清中には，ごく少数の例において一過性に

抗原と思われる物質が検出されたにすぎず，しかも他の

住血性寄生虫感染において認められる循環抗原に比べて

かなり不明瞭なものであった（山下・佐藤，1977)．他

方，これらのラット血清中には６％ＰＥＧの存在下で沈

殿する成分が著明に増加し，そのPEG-ppt中には本線

虫由来の抗原と思われる物質が検出されたことから，本

線虫感染の場合，虫体より遊離される抗原物質は，その

ほとんどがすみやかに宿主の特異抗体と反応して多量の

免疫複合体を形成していることが示唆された（佐藤ら，

1978)．本報ではさらに，感染ラット血清のPEG-ppt

中での抗原検出状況，その血清内局在および宿主血清杭

考察

住血性寄生虫の慢性感染では，虫体からの代謝産物が

宿主流血中に検出されることがしばしば報告されてい

る（ＧｏｌｄｅＺａＺ.，１９６９；ＳｍｉｔｈｅＺａＺ.，１９７２；Ｄ,Ａｌe‐

sandro，１９７２；神谷・神田，１９７３；平田・阿久沢，

1975；DeelderaZα/､，１９７６；平田，1976)．通常，かか

る抗原物質は宿主の抗体産生を促し，これとすみやかに

反応して排除されると考えられるが，なかには血清中に

著明に検出されるものがあり，これをひとつの有効な免

（４５）
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Ｆｉｇ．６ElutionpatternofdissolvedPEG-pptofinfectedratserumon

SephadexG-20Qanddetectionofantibody（Ac-Ab）andantigen（ＡＣ‐

Ａｇ）ineachfraction（I～Ｖ)．

体との関連などについて検討した結果を報告した．

PEG-ppt中の抗原物質は感染１週目から検出される

ようになり，３週目にはほとんどすべての個体に検出さ

れた．抗原の検出率はその後，４，５，６週目にかけて

低下するが，８，９週目には再び全個体に検出されるよ

うになり，著明な２つのピークが観察された．抗原の検

出率が一時的に低下する原因は不明であるが，本線虫の

場合，感染後約３日で虫体は宿主頭蓋内に到達し，ここ

で26～30日頃まで発育すること（MackerrasandSan‐

ders，1955）と何らかの関連があるのかもしれない．ま

た，抗原の検出率が最も低下する40日目前後は宿主の糞

便内に第１期幼虫が出現する時期にあたり，抗原検出

率における２つのピークはそれぞれ虫体の発育段階に由

来する異なった抗原物質に基づく可能性も考えられる

(WeinsteineraL，1963)．しかし，本線虫について，

このような発育段階に応じた抗原特異性(stagespeci‐

ficity）の存在を検討した報告はまだみられない．

PEG-ppt中の抗原の検出は宿主の抗体産生と密接に

（４６）
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た抗原と抗体の検出法も定性的であるので，今後さらに

定量的な方法によってこれらの関連を詳細に検討してゆ

きたいと考えている．

今回，著者らが検討を加えたPEG-pptは，血清の

SephadexG-200によるカラムゲルクロマトグラフィー

によって，第１画分（IgM画分）と第２画分（19Ｇ画

分）に局在していたが，本線虫の抗原物質は第２画分の

沈殿中に検出された．通常，血清中の免疫複合体は第１

画分中でのＩｇＧ分子あるいは補体成分として検出され

るが（JewellandMacLennan，１９７３；ＡｍｌｏｔｅＺａＺ.，

1976)，上記のことは今回著者らの得た免疫複合体が低

分子のものであることを示すものと考えられる．その理

由としては，用いた感染血清が感染後９週目という後期

のものであり，宿主の産生抗体はすでにＩｇＭからＩｇＧ

へと移行し，また，この血清中には著明に抗体が検出さ

れたことから，明らかに抗体過剰の状態にあったと推定

され，免疫複合体はかなり低分子のものである可能性が

指摘される．しかし，PEG-pptにおける第１画分が，

血清の場合の第１画分と一致するものであるか否かにつ

いては検討しておらず，ＰＥＧを添加した場合の血清の

溶出パターンやそれらの組成に関してさらに検討する必

要があると思われる．

前述した循環抗原と同時に，近年，マラリア，トリパ

ノソーマ，住血吸虫類などの感染では，流血中の免疫複

体の存在が様々な方法で確かめられ（Greenwoodand

Whittle，１９７６；ＨｏｕｂａｃＺａＺ.，１９７６；KrettlietaZ.，

1976；ＢｏｕｔｅＺａＺ.，１９７７；ＳｍｉｔｈｅｒａＺ.，1977)，これ

によって引き起こされる糸球体腎炎，心筋炎，脳におけ

る血管炎などに関心が集められている（ＨｏｕｂａｅＺａＪ.，

１９７１；ＮａｇｌｅｅＺａＬ，１９７４；BlackettandNgu，１９７６；

PolteraeZaZ.，１９７６；Jonesｅ’αZ.，１９７７；Moriearty

andBrito，1977)．一般に，生体におけるこのような免

疫複合体'性病変の発現には，形成される免疫複合体の量

や分子サイズなどが重要な要因とされており，今後はさ

らに形成される免疫複合体の性状や免疫複合体性病変の

発現などについて充分な検討を加えてゆきたい．

結語

Ｆｉｇ．７Detectionofantigenandantibody

inPEG-pptofeachfraction(I～Ｖ）ｂｙＯｕ‐

chterlonymethod

AS，ratanti-A，ｃａｍｏ"e"sisantisera；

ＷＷＥ,wholewormextractsofA・ca7zro‐
〃ｅ〃ＳＺＳ･

関連しており，今回行なった免疫抑制処理は，血1青抗体

の出現を無処理ラット群に比べて約10日遅らせる程度の

効果しか示さなかったが，この場合，抗原は抗体と同様

に無処理ラット群よりも約10日遅れて検出され，５０日目

を除けばいずれの時期にも抗原の検出率は無処理の感染

ラットに比べて低かった．これは，宿主の抗体産生の低

下にともなって，形成される免疫複合体の量が減少し

た結果と思われる．しかし，PEG-ppt量では両群の間

に大きな差は認められず，前報（佐藤ら，1978）でも幼

虫を各々50隻と100隻感染させた２群について同様の検

討を行なったが，この場合にも，５０隻感染群でＰＥＧ‐

ppt量の平均が100隻感染群のそれよりも若千低いとい

う程度の差しか認められず，両群の間に有意な差は認め

られなかった．これらのことは，ここで用いたＰＥＧ沈

殿法が本線虫由来の抗原と抗体との免疫複合体のみを特

異的に検出する方法ではなく，宿主をとりまく様々な抗

原との免疫複合体をも非特異的に沈殿させてしまうため

と考えられる．また，このようなPEG-pptが感染後著

明に増加するのは，虫体より遊離される抗原との間で形

成される免疫複合体に加えて，感染にともなって宿主体

内で起こる様々な炎症反応から生じた免疫複合体も増加

するためと思われる.すなわち,生体は一般に自己の体内

で損傷をうけたり変性した組織成分を能率的に排除する

ために,低いレベルではあるが,自己成分に対して反応す

る抗体を産生していることが知られている.なおＰＥＧ‐

ppt量の測定が非特異的であるのに加えて，ここで用し、

広東住血線虫感染ラットを用い，血清のＰＥＧ沈殿法

による免疫複合体（PEG-ppt）中での本線虫抗原の検出

状況，それと血清抗体との関連およびその血清内局在に

ついて検討した．得られた結果は以下の通りである．

１）感染ラット血清のPEG-ppt中には，感染１週目

から抗原物質が検出され，３週目にはすべての個体に抗

（４７）
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原が検出された．抗原の検出率はその後４，５，６週目

にかけて一時的な低下を示したが，７，８週目には再び

全個体が抗原陽性となった．

２）PEG-ppt中の抗原検出と血清抗体の検出との間

には相関がみられ，宿主を免疫抑制処理することによっ

て，抗原は抗体と共に無処理個体群よりも約10日遅れて

検出された．

３）PEG-pptはSephadexG-200によるゲル濾過法

を行なった血清の第１画分と第２画分に局在したが，抗

原物質は第２画分の沈殿中にだけ検出された．

４）以上の結果より，虫体から遊離される抗原物質

は，発育段階や宿主の抗体産生と関連しつつ流血中で比

較的低分子の免疫複合体を形成し，宿主流血中を循環し

ていると考えられた．
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STUDIES ON THE CIRCULATING IMMUNE COMPLEXES IN RATS

INFECTED WITH ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS

DETECTION OF ANTIGEN IN THE IMMUNE

COMPLEXES PRECIPITATED BY PEG

Akihiko TAKAI, Yoshiya SATO, Hisami WATANABE,

Masamitsu OTSURU

(Department of Medical Zoology, Niigata University

School of Medicine, Niigata, Japan)

AND

Takao YAMASHITA

{Department of Parasitology, Yamagata University School of

Medicine, Yamagata, Japan)

The sera of rats infected with Angiostrongylus cantonensis were examined for detection

of antigenic components of A. cantonensis in PEG precipitates of sera, their relation to serum

antibodies and localization in the serum.

Antigenic components in PEG precipitates were detected as early as at the first week of

infection and became detectable in all infected rat sera at the third week of infection. Al

though the antigen in PEG precipitates of some infected rats disappeared during the period

from the fourth to sixth week, they reappeared at the seventh and eighth week. In immuno-

suppressed rats, the detection of atnigen in PEG precipitates was 10 days later and its detec

tion rates were lower than those of unimmunosuppressed rats.

By the column chromatography of infected rat sera on Sephadex G —200, PEG precipi

tates were demonstrated in the first and second peaks, but the antigen only detected in the

second fraction of PEG precipitates.

These results suggest that the antigen released from parasite may form soluble immune

complexes in rat circulation, correlating to development of parasite and host antibody production.
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