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認めたことなどから，感染虫体に由来する抗原物質とこ

れに対する特異抗体が多量の免疫複合体を形成している

ことを指摘した（佐藤ら,1978)．続いて，沈澱中の抗原

検出状況を感染経過とともに検討したところ，抗原は３

週目と８週目に著明な２つのピークとして検出され，恐

らく第２のピークでは虫体の発育にともなった新たな抗

原物質が関与しているものと思われた（高井ら，1978)．

これまでの成績は，多数感染をうけたラットについて

検討したものであり，今回は多数感染と少数感染の２群

のラットを用い，免疫複合体形成の動態と抗原の検出状

況について比較し，若干の考察を試みたので報告する．

緒言

住血性寄生虫の感染では，虫体より持続的に産生され

る各種の代謝産物が抗原として直接流血中に放出され，

その一部は循環抗原として流血中に検出されたり（Gold

eZaZ.,1969；Ｄ,Alesandro,１９７２；SmithetaZ.,1972;平

田・阿久沢，１９７５；DeeldereZaZ.,１９７６；平田，1976)，

多量の免疫複合体を形成して流血中を循環していること

が知られている（GreenwoodandWhittle，１９７６；

ＨｏｕｂａｅＺａＺ.，１９７６；Ｂout，ｅＺａＺ.，１９７７；ＳｍｉｔｈｅｒａＺ.，

1977)．近年，かかる免疫複合体によってひき起こされ

る様々の炎症性組織障害が注目を集め，寄生虫感染症に

おいても，慢性ないし急性の糸球体腎炎や播種'性血管

炎，血管周囲炎などがマラリア，トリパノソーマ，住血

吸虫症などにおいて報告されている（ＨｏｕｂａｅｒａＺ.，

1971；LambertandHouba，１９７４；ＮａｇｌｅｅｔａＺ.，

1974；BlackettandNgu，１９７６；PolteraeZaZ.，１９７６；

MorieartyandBrito，１９７７；WHO-Report，1977)．

このような観点から，著者らはこれまで，広東住血線

虫（Ａ"giosZγo"gツルＳｃα"ro,ze"szrs）感染ラットを用い，

その血清中の免疫複合体の動態とその中での本線虫由来

の抗原物質の検出状況を調べてきた．その結果，感染ラ

ット血清中にはポリエチレングリコール（PEG）の存在

下で沈澱する成分が著明に増加し，これで正常ラットを

免疫することによって，そのラットには本線虫抗原に対

する特異抗体が産生されること，また，この沈澱を酸性

緩衝液で解離，溶解したものと本線虫抗原に対する抗体

との間でのOuchterlony法によっても著明な沈降線を

材料および方法

１）幼虫の採取およびラットへの感染

広東住血線虫は，奄美諸島の与論島で採集したアフリ

カマイマイ（ＡＣＡα伽α九Zicα）より得た第３期幼虫(山

下ら，1978）を，中間宿主にＢｉo”んαルアiagJa61pZa，

終宿主にウイスター系ラット（Ｒａ""ｓ〃orUeg/c"s）を用

いて実験室内で継代維持しているものを使用した．第１

期幼虫の感染後，４０～50日目のＢ､ｇｍ６７ａｚａを0.1％ペ

プシン溶液（0.7％塩酸を含む）で３７C’２時間消化し

て得た第３期幼虫を，実体顕微鏡下で正確に数え，７個

体ずつ２群のラットに各々20,80隻宛，金属ゾンデを用

いて経口的に投与した．感染ラットからの採血は尾静脈

より行ない，血液は37Ｃに２時間置いて直ちに血清を分

離した．

２）虫体全抽出液

感染ラット肺動脈より採取した雌雄成虫を生理食塩水

で洗浄し，乳鉢で充分磨砕後，凍結乾燥を行なった．脱

脂のため，この乾燥粉末に充分量の冷アセトンを加え，
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最終の免疫処理から２週間後の血清を使用した．この抗

血清を正常ラット血清で完全に吸収し，ＷＷＥとの間

で免疫電気泳動法を行なった．免疫電気泳動法（Schei‐

degger，1955）は，Ouchterlony法と同じ寒天平板を用

い，抗原孔に入れたＷＷＥを80Ｖ定電圧で４時間泳動

させた後，これより５ｍｍの位置に泳動軸と平行に作製

した溝にAnti-PEG-pptを満たして４Ｃで４８時間反応

させた．

実験成績

１）免疫複合体量と抗原検出率

Ｔａｂｌｅｌには，感染後70日にわたって，１０日間隔で採

取したラット血清のPEG-ppt量の増加とその中での抗

原検出状況および70日目での回収虫体数をまとめて示し

た．ラットNo.１～No.７は幼虫20隻感染群，No.８～

Ｎｏ．１４は80隻感染群であるが，各々より２～19,33～

77隻の成虫体を回収した．PEG-ppt量の増加は，明ら

かに20隻感染群が80隻感染群に比べて少ない傾向がみら

れ，特に寄生虫体数がわずかに２隻であったラットＮｏ．

１では，６０日目を除いて殆んどPEG-ppt量の増加はみ

られず，５と６隻の成虫体を回収したNo.２およびＮｏ．

３のラットでも感染後30日以前でのPEG-ppt量の増加

はあまりみられなかった．２０隻感染群の他の４個体は，

２０日目までにかなりの増加を示したが３０日目には減少

し，全体として，２０隻感染群でのPEG-ppt量の増加は

40日目以降において著明であった．これに対してＮｏ．

８～Ｎｏ．１４の８０隻感染群では１０～２０日までに著しい

PEG-ppt員の増加がみられ，途中，一時的にPEG-ppt

量の減少する個体がみられたが，７０日間にわたって高い

PEG-pptレベルを示したものが多かった．

これらラットのPEG-ppt中の抗原検出状況は寄生虫

体数が２および５隻と少なく，PEG-ppt量も著明な増

加を示さなかった２個体を除き，すべての個体が実験期

間中に抗原が陽性となった．しかし，２０隻感染群では，

抗原陽性となった５個体のうち，２個体はわずかに60日

目に抗原が検出されたのみであり，残り３個体でも40日

以前に抗原陽性となるものはなかった．これに対し，８０

隻感染群では，１個体を除いてすべて20日目までに抗原

陽性となり，そのうち４個体は30～40日目に一時的に抗

原は検出されなくなったが，５０日目には再び全個体が陽

性となった．また，Ouchterlony法による沈降線として

検出される抗原は，２０隻感染群では全般に弱く，８０隻感

染群では50日目以降，かなり強い沈降線として検出され

るものが多かった．Fig.１には，その１例としてNo.６

10分間攪拝した後，3,000rpm，３０分間遠心し，沈澄に抗

生物質添加リン酸緩衝食塩水（PBS)，ｐＨ７．２を加え，

４Ｃで48時間スターラーで攪拝抽出を行なった．抽出

液は10,000rpm，３０分間遠心し，その上清液を全抽出液

(ＷＷＥ）として，蛋白量を15ｍｇ/ｍｌに調整して使用し

た．

３）抗血清の作製

ＷＷＥに対する抗血清（Anti-WWE）は，ラットを

用いて作製した．ＷＷＥを等量のFreund,scomplete

adjuvant（ヤトロン）と充分混和し，その0.2ｍlをラッ

トの皮下および筋肉内に十数カ所に分けて接種した．こ

の免疫処理を10日間隔で５回行ない，最終免疫から２週

間後に全採血して血清を分離した．

４）免疫複合体および抗原の検出

血清中の免疫複合体およびその中での抗原の検出は，

前報（佐藤ら，１９７８；高井ら，1978）と同様，６．０％

PEGによる非特異的沈澱法で行なった．

免疫複合体量は，ホウ酸緩衝液(ｐＨ８．３，／Ｆ0.1)で

12.0％としたＰＥＧ(平均分子量7,500)溶液と等量混合し

た血清を４Ｃに一晩放置し，生じた沈澱（PEG-ppt）

を3,000rpm,20分間遠心して集め，これを血清の50倍量

の0.1ＮＮａＯＨに完全に溶解して，280叩の吸光度に

よって測定した．感染後のPEG-ppt量の増加は，感染

前の血清のPEG-ppt量との吸光度の差として示した．

PEG-ppt中の抗原物質の検出には，血清0.5ｍｌより

得たPEG-pptを0.3ｍlのクエン酸緩衝液（0.02Ｍ，ｐＨ

3.2）に溶解し，さらに４Ｃに一晩放置して抗原と抗体

の結合を充分に解離させた後，Ａｎｔｉ－ＷＷＥとの間で

Ouchterlony法（Ouchterlony，1958）を行なった．

Ouchterlony法には，ベロナール・塩酸緩衝液（ｐＨ

8.6,ノα＝0.025）で1.2％になるように加熱溶解したアガ

ロース（Beheringwerke）をガラス板上に流して固めた

厚さ1.5ｍｍの寒天平板を用い，これに直径12ｍｍと６

ｍｍの穴を５ｍｍの間隔で開け，各々に溶解したＰＥＧ‐

pptとＡｎｔｉ－ＷＷＥを満たして，４Ｃ，４８時間反応さ

せた．今回は，別に直径６ｍｍのＷＷＥ孔も開け，

PEG-ppt中の抗体検出も同時に行なった．

５）PEG-ppt中の抗原の分析

免疫複合体を形成している抗原の分析は，PEG-ppt

を家兎に免疫して得た抗血清(Anti-PEG-ppt）によって

行なった．感染後20日と50日目の血清のＰＥＧ､pptを，

用いた血清と等量のＰＢＳに溶解し，これとFreund,s

completeadjuvantを等量混和したもの2.0ｍｌを２羽の

家兎に各々免疫した.免疫処理は７日間隔で７回行ない，

(２０）
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TablelCirculatingimmunecomplexesandantigenduringthecourseofA・ca7zZo"e"sis

infectionsinrats，ａｎｄcorrelationbetweenthesedataandｔｈｅｗｏｒｍ

ｂｕｒｄｅｎｓｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｒａｔｓ

Daysafterinfection Ｎｏ．ofadultworms

recovered
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２(旱１，ｓ１）

５(旱２，８３）

６(旱４，８２）

13(旱８，８５）

15(旱８，８７）

15(旱１０，８５）

19(旱１０，８９）

33(旱10,823）

35(821,814）

38(旱13,825）

42(旱24,818）

43(旱23,820）

49(旱22,827）

77(旱33,844）

Ｔｈｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｍｍｕｎｅｃomplexeswerespectrophotometricallydeterminedbymeasuring

theabsorbancyat280mluofserumpolyethyleneglycolprecipitates，ａｎｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｃｏｍ‐
plexeswasdeterminedbysubtractingpre-infectionvaluefrompost-infectionvalues、Ｔｈｅｓｃｏｒｅ

ｉｎｐａrenthesesdenotesthedegreeofthecontentsofantigenicmaterialsintheprecipitates，ａs

assessedbyOuchterlonyanalysis、Theevaluationwasestablishedasfollows：＋卜：stronglypositive

reaction；＋：weaklypositivereaction；－：negativereaction・ＲａｔｓＮｏｓ１ｔｏ７ａｎｄＮｏｓ、８ｔｏｌ４

ｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ２０ａｎｄ８０１ａｒｖａｅ，respectively．＊polyethyleneglycolprecipitate．

とNo.１３のラットについて行なったOuchterlony法の

結果を示した．しかし，同時に行なったPEG-ppt中で

の抗体検出では，両群ともすべての個体が実験期間を通

して陽性であった．

このようなPEG-ppt量の増加と抗原検出率を両群の

問でさらに比較するために，Fig.２に２群のPEG-ppt

量の増加状況を，その平均値と個々の値の範囲で，ま

た，Fig.３にはその抗原検出率を示した．８０隻感染群で

のPEG-ppt量の増加は20日目でほぼ平衡状態に近い高

い値を示したのに対し，２０隻感染でのそれは，２０日目に

一時的な増加をみせたが，その程度は小さく，両群の間

の差は30日以前において著明であった．しかし，２０隻感

染群でも40日目以降，PEG-ppt量は増加を示し，平均

値でみるかぎり，６０，７０日目ではあまり大きな差は認め

られなくなった．両群の間の差は，抗原の検出率におい

てさらに著明であり，２０隻感染群では40日以前に抗原陽

性となる個体はなく，６０日目の７１．１％（5/7）をピーク

として，抗原は５０日目以降にのみ陽性となった．これ

に対し，８０隻感染群では20日目に７個体中６個体（85.7

％）が抗原陽性となり，４０日目に42.9％（3/7)に低下し

(２１）
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FiglOuchterlonyplatesshowingthepresenceofantigenandantibodyin

serumPEG-precipitatesfromNo､６rat(twoleftfigures)infectedwith201arvae

andNql3rat（tworightfigures）infectedwith801arvae、Largewellswere

filledwiththedissolvedprecipitatesobtainedatdifferenttimesafterinfec-

tionandsmallwellswerewithantiserumagainstwholewormextract(Anti-Ac）

andwholewormextract（ＡＣ)，respectively．

たが，５０日目には100％（7/7）となり，明らかな２つの

ピークを示した．

以上の結果をもとに，PEG-ppt量の増加と抗原の検

出状況を雌成虫寄生数との関連で示したのがＦｉｇ．４で

ある．一般にPEG-ppt量の増加が著しいほど抗原陽性

となる場合が多いが，両者の間に厳密な関連はみられな

かった．雌成虫の寄生数が10隻以下の個体では，４０日以

前に抗原陽性となる個体はなかったが，５０日目以降で

は，４隻以上の雌成虫が寄生していた個体はすべていず

れかの時期に抗原陽性となった．

２）PEG-ppt中の抗原の分析

感染後20日目と50日目に抗原が陽性であった個体の

PEG-pptを各々プールし，これを家兎に免疫して得た

Anti-PEG-pptとＷＷＥとの間で行なった免疫電気泳

動法の結果をFig.５に示した．２０日目のPEG-pptに

対する抗血清はＷＷＥとの間で原点付近に１本の沈降

線を形成し，５０日目のPEG-pptに対する抗血清では２

本の沈降線を認めた．このうち，１本は20日目のＰＥＧ

pptに対する抗血清との間で形成された沈降線と同じ易

動度を示すものであった．

考察

広東住血線虫感染ラット流血中に形成される免疫複合

体について，これまでの検討結果をもとに，ここでは幼

虫20隻と80隻を感染させた２群のラットについて，その

免疫複合体量の増加と抗原検出状況とを比較してみた．

80隻感染群では感染後20日目でPEG-ppt量が平衡状態

に近い高い値を示すようになり，抗原も20日目に85.7％

(6/7)，４０日目には42.9％（3/7）に低下したが，５０日目

には再び100％（7/7）が陽性となり，前報（高井ら，

1978）において幼虫100隻を感染させたラットで得られ

た成績とほぼ一致する結果を得た．他方，２０隻感染群で

（２２）
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隻と100隻感染群で同様の比較を行ない，両群の問で大

きな差を認めることはできなかったが，全般に50隻感染

群でのPEG-ppt量が少なく，この場合にも，両群の問

での差は３週目までの血清において大きい傾向がみられ

た．これらの結果より，本線虫感染にともなう感染初期

での免疫複合体形成には感染虫体数の多少が密接に関連

しているものと思われた．２０隻感染群においても，感染

後期での免疫複合体量の増加や抗原の検出が著明であっ

たことは，虫体の発育生長にともなう抗原量の増加ある

いは産卵とそれに続く多数の孵化幼虫に由来する抗原量

の増加が原因と考えられた．しかし，ラット体内におけ

る本線虫の発育状況を検討した結果では，虫体の発育は

むしろ感染後20日の間で著しく，３０日以降ではそれほど

虫体は大きくならないことが報告されており（山下ら，

1975)，８０隻感染群でPEG-ppt量が感染後20日目まで

に平衡状態に近い値まで増加することや20隻感染群で２０

日目にPEG-ppt量が一時的に増加する個体がみられる

ことと考え合せると，虫体の発育，生長にともなう抗原

量の増加は感染初期での免疫複合体量の増加に影響を与

えていると思われた．これらのラットの中で一時的に

PEG-ppt量が減少したり，PEG-ppt中に抗原が検出さ

れなくなる原因は不明であるが,２０隻感染群でのＰＥＧ‐

ppt量の増加と抗原の検出が，糞便中に第１期幼虫の検

出されるようになる40日頃（MackerrasandSanders，

1955)から著明となり,80隻感染群での抗原検出率の第２

のピークが50日目であったことなどから，感染後期での

免疫複合体形成には虫卵および第１期幼虫に由来する新

たな抗原物質の関与が示唆された.事実,20隻感染群であ

っても雌成虫の寄生数が８隻以上の個体では感染後期で

の抗原の検出が著明であり，また，PEG-ppt中の抗原物

質の分析から，感染初期でのそれは免疫電気泳動法によ

る沈降線として１本が検出されたのみであったが，感染

後期ではこの沈降線を含む２本が認められた．感染後期

のPEG-ppt中に見い出されるようになった抗原物質が

本線虫のいずれの発育段階に由来するものであるかは検

討していないが，住血吸虫や回虫など，ある種の蠕虫類

では発育段階に応じた異なる抗原組成をもつことが知ら

れており（Oliver-GonzalezandLevine，１９６２；Sadun

eraZ.，１９６５；JustusandIvey，１９６９；Williamsand

Soulsby，1970)，本線虫の場合には虫卵から何らかの抗

原物質が遊離されていること（奥ら，1978）や第１期幼

虫の散在する肺病変部に多量の本線虫抗原が含まれてい

ること（神谷・神田，1973）が知られている．感染初期

では免疫複合体量の増加や抗原の検出率が両群の間で箸
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は，３０日以前に著しいPEG-ppt量の増加を示す個体は

少なく，PEG-ppt量の増加は40日以降において著明で

あった．また，抗原の検出も６０日目の71.1％（5/7）を

ピークとして，５０日目以降にのみ陽性となった．ＰＥＧ‐

ppt量の増加については，前報（佐藤ら，1978）でも5０

（２３）
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Ｆｉｇ．４SerumPEG-precipitateslevelsandantigendetectionsduringthe
courseofinfectionsinrats，inrelationtofemalewormburdens・Each

pointrepresentsPEG-precipitateslevels，asdeterminedbymeasuring
increasｅｉｎａｂｓｏｒｂａｎｃｙａｔ２８０ｍ/uoftheprecipitates，alsoshowingantigen
positivｅ（○）ａｎｄnegative（●)．

明な差を示しながら，感染後期でのそれらにはあまり大

きな差を認めなかった原因は不明であるが，抗原の検出

状況をOuchterlony法による沈降線の強さとして比較

した場合，感染後期でのそれは80隻感染群で明らかに強

く，免疫複合体形成に関与する抗原物質はやはり80隻感

染群が20隻感染群に比べてかなり多いことが示唆され

た．

本線虫以外で，本線虫以外で，以上に述べたような観点から免疫:複合

体の形成を調べた報告はみられないが，マンソン住血吸

虫の場合，100隻のセルカリアを感染させたマウスでは

感染後44～90日という比較的後期に著しい免疫複合体の

増加がみられること（ＢｏｕｔｅＺａＺ.，1977)，800隻のセル

（２４）
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このことから，感染初期の免疫複合体形成には感染虫

体数の多少が密接に関連しており，感染後期でのそれに

は，産卵とそれに続く多数の第１期幼虫の孵化による

新たな抗原物質の増加が関連しているものと考えられ

た．

刀■

】観ZaHf二四卜【■ｂｒ

Ｆｉｇ．５１mmunoelectrophoreticanalysisof

antigeniccomponentinserumPEG-precipi‐

ｔａｔｅｓｏｆｒａｔｓａｔ２０ａｎｄ５０ｄａｙｓａｆｔｅｒｉnfec‐

tionAfterelectrophoresisofwholeworm

extract（ＡＣ)，throughswerefilledwith

antisera(Anti-PEG-ppt）ofrabbitsimmuni‐

zedwiththePEG-precipitatesobtaｉｎｅｄａｔ

２０ａｎｄ５０ｄａｙｓ．
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CIRCULATING IMMUNE COMPLEXES IN RATS INFECTED WITH

ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS RELATION BETWEEN

IMMUNE COMPLEXES AND WORM BURDEN

Yoshiya SATO, Akihiko TAKAI, 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)

Circulating immune complexes in sera of rats infected with 20 or 80 larvae of Angiost-

rongylus cantonensis were studied by the precipitation method with 6.0 % polyethylene glycol,

in relation to the worm burden.

In rats infected with 80 larvae, the precipitates (PEG-ppt) increased considerably as early as

10 days after infection and reached nearly a plateu level at the 20th day. Two peaks of dete

ction rate of antigen in the PEG-ppt, 85.7 % (6/7) and 100 % (7/7), were observed at the 20th

and 50th day, respectively.

On the other hand, the increase of PEG-ppt in rats infected with 20 larvae was not

remarkable in sera obtained within 30 days, and antigen was also not detected in the PEG-ppt

for the first 40 days. The PEG-ppt, however, increased significantly at the stages later than

40 days and antigen became positive in 71.1 % (5/7) of the infected rats during the 50th to

70th day.

The antigen in the PEG-ppt was detected as an immunoelectrophoretic precipitin band at

the 20th day, and another band was seen at the 50th day.

From the results mentioned above, it was considered that the formation of immune

complexes in early stages of infection with the parasite was closely related with the degree of

worm burden, but in later stages, another antigen derived from eggs and the lst-stage larvae

hatched, seemed to be concerned with the formation of immune complexes.

(27)




