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非標識抗体酵素法による組織内寄生虫同定の試み

２．蠕虫

鈴木俊夫＊赤尾信明↑山下隆夫:ｔ

（昭和56年８月１７日受領）

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：tissueparasites，helminths，unlabeledantibodyenzymemethod

ホルマリン浸漬標本からパラフィン切片（４/（）まで

は通常の病理組織切片作製法に従って行なった．

ａ、日本住血吸虫卵：フィリピン株日本住血吸虫セル

カリア50隻を皮下接種して７週経過したマウスの肝臓切

片中の虫卵である．なお，肝臓は摘出後約２年間ホルマ

リン中に保存されていたものである

ｂ、マンソン裂頭条虫プレロセルコイドおよび成虫，

広節裂頭条虫成虫，大複殖門条虫成虫，無鉤条虫，多包

および単包条虫成虫：いずれも保存期間７年以上経過し

た標本である．

ｃ・アニサキス幼虫ＩおよびⅡ型，テラノーバ幼虫，

イヌ蛆虫，ブタ蛆虫：いずれも保存期間約３年の標本で

ある．

。、広東住血線虫未熟虫：台湾株広東住血線虫３期幼

虫50隻を経口投与して20日経過したマウスの脳切片中に

みられた未熟虫を用いた．なお，脳は摘出後10日間固定

した．

ｅ・旋毛虫幼虫：ポーランド株旋毛虫幼虫200隻を経

口投与して６０日経過したマウスの大腿筋切片中の幼虫

で，５日間固定したものを用いた．

ｆ・イヌ糸状虫成虫：秋田市立動物園で姥死したキタ

キツネの固定臓器（20日間）から，イヌ糸状虫の血管梗

塞によって起された肺病変部を切り出して使用した．

２．人体症例

今回の実験に用いた人体症例の病巣中にみられた蠕虫

虫体または虫卵の多くは，それらの形態から種の同定が

可能であったが，一部は本染色によってはじめて種が決

定された．

ａ・日本住血吸虫症（Tablel-a）：症例１は便秘，鼓

腸を主訴として秋田大学第１内科に入院した患者で，直

はじめに

手術，生検，剖検などで摘出された臓器組織中に虫

体，または虫卵様の異物が見出されたとして病理関係者

より同定依頼を受けることがしばしばある．その際，虫

体または虫卵が新鮮でほぼ完全な形が保たれているな

ら，それらの形態的特徴から同定もさほど困難ではな

い．

しかし，送られてくる標本の中には，虫体の変性崩壊

の著しいもの，虫体の一部のみしか組織中に残っていな

いもの，さらには虫体または虫卵かも判然としないもの

などがあり同定に難渋することも少なくない

前報において著者らは（1981)，ＭａｓｏｎＣｔａＪ．（1969）

ならびにSternbergeretaZ．（1970）によって考案され

た非標識抗体酵素法を用いてホルマリン固定・パラフィ

ン包埋切片中のトキソプラズマを特異的に染色する試み

について報告したが，今回は本法を組織内寄生蠕虫の同

定の手段に利用するための検討を行なったので報告す

る．

実験材料ならびに方法

Ｌ感染動物組織ならびに虫体標本

各種蠕虫虫体および虫卵を特異的に染色する条件を決

めるため，実験的および自然感染動物からの組織，さら

には虫体の10％ホルマリン浸漬標本を用いて予備実験を

行なった．ただし，用いた材料のホルマリン中での保存

期間は下記の如く標本によってまちまちである．

＊秋田大学医学部寄生虫学教室

↑金沢大学医学部寄生虫学教室

:ｔ山形大学医学部寄生虫学教室

（１７）
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腸鏡で直腸上部からＳ状結腸に多数のポリープが認めら

れ，生検によって陳１日性の虫卵結節であることが知られ

た例である．症例２は肝機能障害のため秋田大学第１内

科に入院し，生検肝組織中に虫卵が発見された例であ

る．症例３は脳内出血のため山形県立新庄病院内科で死

亡した患者で，剖検によって肝，大腸，肺に多数の虫卵

が認められた例である．

ｈマンソン孤虫症（Tablel-b）：症例１～５は東北

大学第１病理より同定を依頼された例で，いずれも宮城

県公立佐沼病院外科にて摘出された皮下腫瘤である．症

例６，７は秋田県山本組合病院外科で，症例８は岩手県

立中央病院外科で，症例９は秋田県平鹿総合病院外科で

それぞれ摘出された例である．

ｃ、各種線虫症（Tablel-c）：症例１は広東住血線

虫による好酸球`性髄膜脳炎で死亡した台湾の幼女の脳

(ＹｉｉｃｆａＺ.，1968)，症例２は旋毛虫症で死亡したタイ

（１８）
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北部の患者からの横隔膜である‘症例３は富山県立中央

病院において食道静脈瘤破裂によって死亡した患者の左

肺上葉に認められた栂指頭大の腫瘤で，イヌ糸状虫未熟

成虫によって形成された肉芽腫であった．アニサキス症

は北日本に多い疾患であって標本も多いが，症例４～９

に示したものは，アニサキス症が強く疑われながらも形

態上からだけでは確定することができなかったような例

のみである．すなわち，症例４は秋田県山本組合病院外

科にて胃円蓋部の腫瘤摘出を受けたもので，組織切片中

では縦断虫体が認められた症例５は秋田大学第１外科

において回腸切除されたもので，病巣の切片中には虫体

の食道部とレンネット細胞のみしかみられなかった．症

例６は山形県北村山公立病院外科にてイレウスの原因と

なっている腸間膜の索状物を除去した際，結節状の腫瘤

中に寄生虫様の異物が認められた．症例７の大綱腫瘤中

の変性虫体，症例８の鼠径部皮下腫瘤中の変化崩壊虫

体，症例９の腹壁の手術癖痕部に形成した皮下腫瘤中の

変性崩壊虫体については既報の如くである（Yoshimu‐

ｒａｅＺａＬ１９７９，吉村ら，1980)．

３．蠕虫抗原の作製

蠕虫によって成虫，幼虫の違いはあるが，原則的には

同一の繰作によって抗原を作製した．凍結乾燥または科

鮮虫体を適当量のリン酸緩衝食塩水，ｐＨ７．４(PBS）を

加えて充分磨砕し，7,000rpm，３０分遠心して上清を得

た．なお，それら蠕虫抗原はＰＢＳによって蛋白質濃度

２ｍｇ/ｍｌに調整して使用した．

ａ、日本住血吸虫成虫およびマンソン住血吸虫成虫抗

原：フィリピン株日本住血吸虫セルカリア50隻を皮下接

種したマウス，およびケニア株マンソン住血吸虫セルカ

リア100隻を皮下接種したマウスより１２週後に門脈浅流

によって集めて凍結乾燥して保存しておいた成虫（雌

雄）を用いて作製した．

ｂ、肝吸虫成虫，肺吸虫成虫および肝蛭成虫抗原：八

郎潟産ヒガイより採集した肝吸虫メタセルカリア100個

を経口投与したラット，および秋田県西木村で捕獲した

サワガニより採集したウエステルマン肺吸虫メタセルカ

リア20個を経口投与したイヌよりそれぞれ90日後に虫体

を得た．肝蛭は秋田市の屠畜場にて牛より採集した．抗

原はいずれも新鮮虫体を用いて作製した．

ｃ・マンソン裂頭条虫プレロセルコイドおよび広節裂

頭条虫成虫抗原：マムシより採集したマンソン裂頭条虫

プレロセルコイド，および駆虫によってヒトから得られ

た広節裂頭条虫成虫のいずれも新鮮虫体を用いて作製し

た．

ｄ，多包条虫原頭節抗原：北海道大学獣医学部家畜寄

生虫学教室より供与を受けた凍結乾燥原頭節を用いて作

製した．

ｅ・広東住血線虫成虫抗原：沖繩株広東住血線虫３期

幼虫50隻を経口投与して60日経過したラットの右心室お

よび肺動脈より採集した新鮮成虫（雌雄）より作製し

た．

ｆ，旋毛虫幼虫抗原：岩崎株旋毛虫幼虫200隻を経口

投与して60日経過したマウスの骨格筋をペプシン消化し

て採集した新鮮幼虫を用いた．

ｇ・イヌ糸状虫成虫抗原：成犬の右心室より採集した

新鮮成虫より作製した．

ｈ・アニサキスＩ型幼虫抗原：タラ内臓より採集した

新鮮幼虫より作製した．

ｉ・イヌ蛆虫成虫およびブタ蛆虫成虫抗原：凍結保存

してある幼犬小腸より採集したイヌ蛆虫成虫，およびブ

タ小腸より採集したブタ蛆虫成虫の新鮮虫体を用いて作

製した．

４．抗蠕虫血清の作製と交差反応抗体の除去

Ａ・抗血清の作製

各種蠕虫に対する抗血清はウサギまたはラットへの感

染幼虫の投与，または蠕虫抗原のウサギへの注射による

免疫によって作製した．なお，免疫は上記抗原１ｍｌに

完全アジュバント１ｍｌを混和して背部皮下に少量ずつ

注射した．感作は10日間隔で４回行ない，最後の注射後

１週間して全採血して血清を分離した．

ａ、抗日本住血吸虫血清：フィリピン株日本住血吸虫

セルカリア600隻を皮下接種で感染させ、週経過したウ

サギより得た．

ｂ・抗マンソン裂頭条虫プレロセルコイド血清：上記

抗原を感作して作製した．

ｃ・抗広東住血線虫血清：沖繩株広東住血線虫３期幼

虫50隻を経口投与して80日経過したラットより得た．

ｄ，抗旋毛虫幼虫血清：岩崎株旋毛虫幼虫500隻を経

口投与して68日経過したカトからの血清である．

ｅ・抗イヌ糸状虫成虫，抗アニサキスＩ型幼虫，抗イ

ヌ蛆虫成虫および抗ブタ蛆虫血清：上記各抗原を感作し

て得た．

Ｂ、交差反応抗体成分の除去

上記の如くして作製した抗血清には，感染または免疫

に用いた蠕虫（または抗原）に対する抗体のほかに異種

蠕虫抗原と交差反応を示す抗体も産生されるため使用前

その除去が必要になってくる．

異種抗原に対する抗体は免疫拡散法によって調べ，最

（１９）
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も強い交差反応を示した異種抗原を抗血清0.2ｍlに50～

80’９（抗血清ごとに異なる）混和し，４Ｃ１晩反応さ

せた後，5,000rpm，１０分間遠心して沈澄を除去した．

５．抗カトＩｇＧ血清（ヤギ）および抗ラットＩｇＧ血

清（ウサギ）の作製

いずれも数年前著者らの研究室で作製し，小分けにし

て-80Ｃに保存しておいたものである．

６．抗ぺルオキシダーゼ血清（ウサギおよびラット）
の作製

前報（SuzukiandOno，1981）に記した如く，Ｍａ‐

sｏｎｅｒａＬ（1969）に従い作製した．ただし，ラットで

はカトでの抗原量の３分１量に減らして免疫した．

７．染色操作

パラフィン切片作製，脱パラフィン繰作ならびに染色

繰作は前報（SuzukiandOno，1981）に記した如くで

ある．ただし，一次抗血清，すなわち蠕虫に対する抗血

清の抗体価は上に記した異種蠕虫抗原による吸収後に著

しく低下するものもあるため，それぞれの抗血清は動物

組織中の虫体または虫卵，あるいは虫体だけの切片標本

を用いて予備試験を行ない至適希釈倍数を決めた．

シダーゼまたはラット抗ぺルオキシダーゼ血清）の希釈

は１：100～200の間で結果に大きな差がないと考えられ

た．

人体組織中の虫体，虫卵の染色

予備試験によって決めた条件に従い人体病理組織切片

中の虫体または虫卵の染色を行ない，組織のパラフィ

ン・ブロックとして保存された標本中では，蠕虫は予

期した以上に抗原性が保たれていることが知られた．し

かも，人体内で摘出時既に死滅していたか，さらに変性

崩壊が進んでいたと思われる虫体でも充分抗原`性が保た

れており，それどころかむしろ増強しているとみられる

例すらあった．

各症例の本法（ＰＡＰ染色と略す）による染色パター

ンを常用のヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色と

略す）と対比しながら記してみる．

日本住血吸虫症：症例１でのｓ状結膜ポリープは，

ＨＥ染色でみると虫卵を取り囲んでの著しい結合織の増

殖であり，炎症細胞の浸潤は認められない虫卵も変性

が進み，ミラシジウムは石灰化のためへマトキシリン

に濃染している．このように変性崩壊の進んでいる虫卵

でも抗原性は比較的に良く保たれていてＰＡＰ染色では

不規則な染色性を示している．症例２の肝臓組織中の虫

卵結節もやや陳旧性で虫卵も石灰化したいものが多いが

(Fig.１），抗原`性は良好に保たれている（Fig.２）症

例３の下行結腸にみられた虫卵結節も前２者とほぼ類似

している．

マンソン孤虫症：摘出時まで人体内で生存していたと

みられる症例１，２，３，５，６，８，９の新鮮虫体は

特有な構造よりＨＥ染色によっても容易に同定できる．

Figs､３，４には症例２の虫体について染色性を比較し

たものである．石灰小体が強い抗原性を示しているのが

特徴的である．症例４，７では虫体は組織中に死滅，崩

壊しておりＨＥ染色のみではマンソン孤虫と断定するこ

とは困難と考えられた．ＰＡＰ染色では崩壊虫体のほか，

虫体周囲の組織さらに浸潤細胞にまで反応がみられた．

各種線虫症：症例１の大脳皮質中にみられた広東住血

線虫未熟成虫はＨＥ染色では筋細胞，消化管，未熟な

生殖器などがよく区別できるが（Fig.５），ＰＡＰ染色で

はそれらが均一に染色され個々の区別は明瞭ではない．

角皮の抗原性はきわめて弱い（Fig.６）．症例２の横紋

筋中の旋毛虫幼虫はＨＥ染色でstichosomeは好酸性

で多少頚粒状にみえるが（Fig.７)，ＰＡＰ染色では単色

調の頚粒状で個々の細胞の区画は明瞭ではない（Fig．

成績

至適染色条件設定のための予備試験

各種蠕虫切片を特異的に染色する至適条件を決めるた

め，異種蠕虫抗原と交差反応を示す抗体を可及的に除去

した抗血清を作り，動物組織中の虫体または虫卵，ある

いは虫体だけの切片を用いて至適希釈倍数を決めた．

各抗血清と抗原との間の反応を寒天ゲルを用いた免疫

拡散法によって調べたのがＴａｂｌｅ２ａ，ｂ，ｃであるが，

感染，免疫いずれの方法で作製した抗血清にも異種抗原

と反応する抗体が含まれている．こうした各種の異種抗

原と反応する抗体も，最も強く反応する異種抗原で吸収

することによってその他の反応の弱い抗原との交差反応

も免疫拡散法によって調べた限りでは消失することが知

られた．（Ｔａｂｌｅ２ａ，ｂ，ｃ)．

しかし，吸収後の抗血清でも希釈せずに使用した場合

しばしば非特異的な反応がみられ，検討の結果，本実験

で使用した抗血清については，抗日本住血吸虫血清（非

吸収）１：５０，抗マンソン裂頭条虫プレロセルコイド血

清１：４０，抗広東住血線虫血清１：２０，抗旋毛虫幼虫血

清１：２０，抗イヌ糸状虫成虫血清１：１０，抗アニサキス

Ｉ型幼虫血清１：４０で充分満足すべき結果が得られた．

それに対して，二次抗血清（抗ウサギＩｇＧまたは抗

ラットＩｇＧ血清）および三次抗血清（ウサギ抗ペルオキ

（２１）
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年前，そうした目的で螢光抗体直接法を用いて検討を行

なったことがある（白木ら，1973ａ：白木ら，1973ｂ：

浅石，1974)．しかしながら，標識抗体による抗原検出

が新鮮標本の凍結切片にしか利用できないという理由か

ら，実用化のためには多くの困難があると考えた．今回

用いた非標識抗体酵素法は標識抗体法に比べて感度が著

しく高く，ホルマリン固定・パラフィン切片の抗原でも

容易に検出できることが知られたため，久しく懸案であ

った実用化への希望もでてきた．

通常，病理検査に際して標本の固定には10％ホルマリ

ン液が使用されている．それ故，標本のホルマリン液中

での浸漬期間と抗原性の保持程度との関係が本法の適用

範囲を知る上に重要となってくる．しかし，今回使用し

た人体症例からの標本では年余にわたってホルマリン固

定されたというものはなく，全てパラフィンブロックの

状態で保存されたものであり，上述の効果を比較するこ

とはできなかった．そのため，著者らの研究室に保存中

のホルマリン浸漬虫体，虫卵標本（保存期間２～７年）

を用いて本法により抗原性を調べたところ，保存期間の

長いものでは若干反応性は低下しているがなお充分抗原

性が保たれていることが知られた．ただし，保存標本作

製時60Ｃに加温したホルマリンを用いて伸展したもの

では全く反応はみられなかった．

本染色法の実用上の価値を考慮するにあたって問題と

なるのは，陳１日病巣中にみられる崩壊過程にある虫体，

虫卯に対する反応はどうかという点である．これも上述

の成績で示した如く，崩壊のかなり進んだ虫卵，虫体と

も充分抗原性が保たれており，新鮮な虫体では抗原性の

低い角皮でも崩壊中の虫体ではやや増強しているように

もみられた．

前報のトキソプラズマを用いた実験では（Suzukiand

Ono，1981)，対照として用いた原虫で抗トキソプラズ

マ血清と交差反応を示した種は認められず，非特異抗体

の吸収といった特別の繰作を必要としなかったが，今回

用いた蠕虫では相互にかなり強い交差反応が認められた

ため，抗蠕虫血清は使用前に交差反応抗体の吸収と至適

希釈というやや煩雑な繰作を要した．通常，免疫拡散に

よって調べて最も強い交差反応を示す異種抗原で吸収す

れば他の弱い交差反応を示す抗原との反応も消失するこ

とが知られた．ただしかし，免疫拡散という感度の低い

方法で調べて交差がないと,思われた蠕虫間にも本法では

反応することもある．しかも属，科を越えた蠕虫間にも

出現することがあり，例えば日本住血吸虫卵が抗旋毛虫

血清によく反応したことなどである．

８)．症例３の左肺上葉の結節中にみられたやや変性し

たイヌ糸状虫未熟成虫は，ＨＥ染色では発達したpoL

ymyarian型の筋層や消化管が良く区別できるが（Fig.

９)，ＰＡＰ染色では均一に染められ構造は明瞭ではない

(Fig.１０)．症例５の回腸末端部の組織切片中には幼線

虫の食道部のみが残存している．これは恐らく，手術中

に虫体の大部分は機械的に取り除かれたものと思われ

る．食道細胞の排列ならびにレンネット細胞の形から

ＨＥ染色でもアニサキス亜科線虫の幼虫と同定できるが

(Fig.１１)，ＰＡＰ染色では抗アニサキスＩ型幼虫血清に

反応して染色されていることからも確認された（Fig.

12)．症例６～９ではいずれも変性崩壊の進んだ虫体が

みられたが,抗原性は充分保たれており，ことに新鮮虫体

では抗原性の低い角皮で増強しているのが認められた．

考察

病理組織切片中の寄生蠕虫断端像から虫種同定を行な

う際ChitwoodandLichtenfels（1972)，Chitwood

andChitwood（1977）による記載が良い指針となる

が，それらの記載は同定上の指標となる器官がみられる

高さでの横断像について示されたものであるため全ての

場合に適用されるものではない．すなわち，実際に同定

を依頼される組織標本中の虫体はそれらの論文中で示さ

れている定型像のような理想的な高さならびに方向で切

られているとは限らないからであり，本報のFigs､１１，

１２で示したような虫体の一部しか残っていない標本な

ども少なくないまして変性崩壊の進んだ虫体では同定

は一層困難である．

しかも，稀ならず異物か寄生虫か否かも区別できない

例にも遭遇する．例えば，虫垂内の腐敗して崩壊した植

物性異物を寄生虫と見誤まった病理関係者より同定依頼

されたことなどは寄生虫関係者なら誰しも経験している

ものと思われる．

侵襲虫種が形態上から同定不可能な際，しばしば患者

から採取した血清について各種寄生虫抗原を用いて免疫

反応が試みられることがある．しかし，こうした間接的

手段も個体の感受性または寄生虫の種類によって抗体が

必ず検出できるとも限らないし，検出されたとしても蠕

虫間の強い交差反応や，あるいは複合感染などのために

抗体が組織中の寄生虫と関連があるのか否か確認できな

いことが多い

それゆえ，組織切片中の虫体に既知の寄生虫に対する

標識抗体を作用させ，反応の有無から虫種同定を行なお

うという発想が湧いてくるのは当然である．著者らも数

（２２）
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ただし，蠕虫間には交差反応が強く現われるというこ

とを逆に利用して，組織内異物が寄生虫か否かの第一段

階の判定を行なうことができる．著者らは抗線虫，抗条

虫，抗吸虫の３種の非吸収血清に反応しないことから寄

生虫を否定し得たいくつかの標本を持っているが，今後

例数を殖やして続報に供覧したいと考えている．

むすび

非標識抗体酵素法を組織内蠕虫断端ないしは虫卵の同

定に用いる試みについて述べた．

本法は常用の方法で作製したホルマリン固定・パラフ

ィン包埋組織切片中の蠕虫虫体または虫卵にもよく反応

するきわめて鋭敏な方法であるため，各種蠕虫と抗蠕虫

血清との間にはかなり強い交差反応が認められた．その

ため各種蠕虫に対する抗血清は，使用前に予備試験を行

ない可及的に異種蠕虫に対する交差反応抗体の除去をし

ておく必要がある．
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j Abstract I

A TRIAL OF IDENTIFICATION OF TISSUE PARASITES BY USING

UNLABELED ANTIBODY ENZYME METHOD

2. HELMINTHS

TOSHIO SUZUKI

(Department of Parasitology, Akita University School of Medicine, Akita, Japan)

NOBUAKI AKAO

(Department of Parasitology, Kanazaxva University School

of Medicine, Kanazawa, Japan)

AND

TAKAO YAMASHITA

(Depart?nent of Parasitology, Yamagata University School

of Medicine, Yamagata, Japa?i)

In an attempt to apply the unlabeled antibody enzyme method for identification of

helminths appeared in the pathological tissue sections, studies were performed by using 18

human tissue specimens in which various helminths were observed as the granuloma-producing

agents.

The helminths in formalin-fixed and paraffin-embedded tissue sections were stained

well in binding of their corresponding antibodies by this method. Because of its high degree

of sensitivity, much cross-reactions were simutanously observed between various helminths

and their antisera each other. The successful performance of identification, in other wards

the specific staining of each helminth, could be attained by the use of species-specific antibody

which was absorbed with heterologous helminthic antigens prior to the use.

( 24)
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Figs、１，２PartiallycalcifiedeggsofScﾉﾉﾉsZosol"αノapo''/α"〃ｉｎliver（８.ノ．Ｃａｓｅｌ)．
Figs、３，４Sparganummansoniinsubcutaneoustissue（S・’"．Ｃａｓｅ２)．

Figs、５，６Ａ"g/Cs〃oﾉZgy/'ｲＳｃα"/Cl'cﾉﾊﾞﾊpreadultincerebralcortex（Ｎｅmat・Ｃａｓｅｌ)．
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