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犬蛆虫第２期幼虫ＥＳ抗原の抗原分析と感染経過中

にみられる宿主の抗原認識の変化
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蠕虫類の産生する排泄・分泌物（ES）は好適あるいは

非好適宿主を問わず，宿主が最初に認識する抗原として

重要である（Sadun,1976)．MaizelesetaZ．（1982）に

よれば，宿主に強い免疫応答を惹起し得るのは寄生虫を

ｍＵｉｔｒｏで培養した時の培養上清液中に存在し，寄生虫

はその多くを体表面から分泌し，かつそれは属特異的で

あると同時に，stage特異的でもあると考えられている．

犬蛆虫幼虫移行症では，侵入した犬蛆虫幼虫は肉芽

組織で被襄されながらも長く生きながらえる（Sprent，

1953）ことから，診断には病理学的あるいは免疫学的手

法を用いなければならない．後者については近年，微量

の抗体をも検出することができる感度の高い抗体測定法

が開発されてきた．しかし，より信頼｜性のある結果を得

るためには，他種寄生虫抗原との間で交叉反応がみられ

ない，特異`性の高い抗原を用いる必要がある．犬蛆虫幼

虫移行症においても成虫抽出抗原（JungandPacheco，

1960；EnayatandPezeski,1977)，成虫精製抗原（河村，

1983；ＷｅｌｃｈｅｔａＬ,1983)，幼虫抽出抗原（Polderman

etaZ.,1980)，虫卵抽出抗原（CypessetaZ.,1977)，幼虫

ＥＳ抗原（deSavignyandTizard，１９７７；Yangand

Kennedy，１９７７；Ｓｍｉｔｈｅｔα/､，１９８０；ｖａｎＫｎａｐｅｎｅｔａＪ.，

1983）等を用いた各種免疫診断法が試みられた結果，幼

虫ＥＳ抗原の有用性が指摘されている（deSavignyet

aZ.，1979)．ところが一方，幼虫ＥＳそれ自身の免疫化

学的`性状に関する知見は少なく，僅かに，幼虫ＥＳは抗

原性を有し，少なくとも３種類（deSavigny，1975）あ

るいは７種類（MaizelesetaZ.，1982；ＫｏｉｚｕｍｉｅｔａＺ.，

1983）の蛋白質から構成され，ＩｇＧあるいはＩｇＭ抗体

を宿主に誘導し得るのみならずＩｇＥ抗体をも誘導しう

る糖蛋白（SuganeandOshima，1983）と報告されてい

る．

著者らは，犬蛆虫幼虫移行症における免疫現象を解析

するための基礎的研究の一環として，幼虫ＥＳの抗原性

とその局在，ならびに幼虫包蔵卵投与後の宿主の抗原認

識が感染経過につれてどのように変化するかを検討し，

若干の知見を得たので報告する．

材料と方法

抗原の調整

抗原組成および抗原活性の比較のために，犬蛆虫雌成

虫抽出抗原（ＡＥＸ)，第２期幼虫抽出抗原（LEX)，幼虫

ＥＳ抗原（LES）の３種類の抗原を用いた．ＡＥＸと

LEXは近藤ら（1981）の方法に従って抽出した虫体粗

抗原である５ＬＥＳはdeSavigny（1975）の方法を若干

改変して作製した．即ち，近藤ら（1981）の方法で集め

た活発に運動する第２期幼虫をEagleMEM（日水製

薬）で無菌的に培養して，その上情を濃縮・透析して作

製した．実験には培養後４週目までのＬＥＳを用いたが

構成蛋白質の比較のために，－部培養後８週目から17週

目までのものを抗原として使用した．抗原はいずれも凍

結乾燥したものを，用に臨んで0.4％ラウリル硫酸ナト

リウム（SDS,半井化学）加0.15Ｍトリスーグリシン緩

衝液（ｐＨ6.8）に溶解して使用した．抗原の蛋白量は

Lowry（1951）の方法に従って測定した．

感染血清

虫卵の培養および家兎への感染方法は近藤ら（1981）
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の希釈倍数は１：４０，標識抗体（ペルオキシダーゼ結合

ヤギ抗家兎ＩｇＧ血清）のそれは１：200で，発色基質は

ニトロセルロース膜を染色した時に用いたのと同じ組成

のＤＡＢを用いた．発色終了後の切片は水洗し，飽和メ

チレンブル水溶液で一晩後染色を施し，iso-プロピルア

ルコールで脱水，キシロールで透徹して封入した．また

対照として，－次血清の代りに非感染家兎血清あるいは

リン酸緩衝生食水（PBS）を用いて標識抗体と反応させ

た．

の方法に準じて行った．即ち，犬蛆虫自然感染犬から採

取した雌成虫の子宮内虫卵を３０Ｃの0.5％ホルマリン水

中で培養し，３０日以上経過した幼虫包蔵卵を５羽の家兎

(日本白色種，雄，２ｋｇ）に１×105個あて経口投与し

た．採血は経時的に行ったが，今回用いた血清は感染後

２および26週目のもので，使用時まで-20Ｃに保存し

た．

ＳＤＳ－ＰＡＧＥと蛋白分画のニトロセルロース膜への転

写（immunoblotting）

抗原組成の分析はＬａｅｍｍｌｉ（1970）の方法に準じた

スラブ型ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法

(SDS-PAGE）によって行った．即ち，2.5％ＳＤＳ，１０

％グリセリン，2.5％２－メルカプトエタノール（和光純

薬）を含んだ0.15Ｍトリスーグリシン緩衝液（ｐＨ6.8）

１ｍlに各抗原２ｍｇを溶解し，100Ｃ･90秒間湯煎した．

この抗原液１Ｍを10％ポリアクリルアミドゲルで，１０ｏ

Ｖ定電圧，270分間泳動した．蛋白染色のためにはクマ

シー・ブリリアント・ブルー・R-250（メルク）あるい

は銀染色キット（バイオ・ラF）を用い，糖を含有す

る分画の染色にはZacharius（1969）の方法でゲルを

ＰＡＳ染色した．また分子量（ＭＷ）を推定するための

指標として，生化学工業製分子量測定マーカー（耐熱製

ＲＮＡポリメラーゼＢサブユニットβ'：180Ｋ，β：１４０

Ｋ,Ｘ：100Ｋ，α：４２Ｋ，Ｚ：３９Ｋ）を同時に泳動した．

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ終了後，分画された蛋白質をSouthern

(1975）の方法でニトロセルロース膜（ミリポア）に転

写した．この膜をＴｏｗｂｉｎｅｔａＺ．（1979）の方法に従っ

て間接酵素抗体染色を行い，家兎ＩｇＧ抗体に反応する

抗原分画を同定した．－次反応血清として用いた感染血

清は３％牛アルブミン加リン酸緩衝生食水（ｐＨ7.2）で

100倍に希釈し，標識抗体はぺルオキシダーゼ結合ヤギ

抗家兎ＩｇＧ血清（カッペル）を400倍に希釈して用い

た．発色基質は3-3'ジアミノベンチジンテトラハイドロ

クロライド(ＤＡＢ，ドータイト）２ｍｇをｌＯｍｌの0.05Ｍ

トリス塩酸緩衝液に溶解し，使用直前に0.3％Ｈ２０２１００

'1を加えたものを用い，室温で４～５分間反応させたの

ち蒸留水で水洗した．

感染血清に反応する抗原の局在部位

培養開始直後の第２期幼虫あるいは培養後17週目の幼

虫を-80Ｃに冷却した95％エタノールで固定し，瀬野

尾ら（1977）の方法でJB-4樹脂包埋した．１〆ｍに薄切

したこの幼虫切片を抗原として，感染後２および26週目

の家兎血清中のＩｇＧ抗体に反応する抗原の局在を間接

酵素抗体染色法により観察した．これに用いた感染血清

結果

ＡＥＸ，ＬＥＸおよびＬＥＳの蛋白組成と糖含有分画の

比較

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後のクマシー・ブルー染色によって

ＡＥＸ，ＬＥＸ，ＬＥＳはそれぞれ明瞭なバンドに分画され

た（Fig.1)．ＡＥＸとＬＥＸは極めて多数の蛋白分画か

らなる複雑な組成を示したが，ＬＥＳは少なくとも８本

のバンドに分画され，ＡＥＸやＬＥＸに較べて比較的簡

単な組成を示した．またその分子量は陰極側から順に

130Ｋ（bandl)，lOOKXband2)，８０Ｋ（band3)，４０Ｋ

(band4)，３５Ｋ（band5)，３２Ｋ（band6)，３０Ｋ（band

7）およびｄｙｅｆｒｏｎｔまで泳動される極めて低分子のポ

リペプチドと推定された．
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Fig.１ＳＤＳ－ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＥＳ（a)，ＬＥＸ

(b）ａｎｄＡＥＸ（c）ｏｆＴｏ工ocαγαｃα"ｉｓ・Thegel
wasstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250、

Lane（d）indicatedthemolecularweightofmar‐

kerproteinsat39K，４２Ｋ，100Ｋ，140Ｋａｎｄｌ８０Ｋ．
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Ｆｉｇ．２Comparisonofelectrophoreticpatternsof

PAS-reactingbandsofLES（a)，ＬＥＸ（b）ａｎｄ

ＡＥＸ（c)．ArrowindicatedthePASweaklyrea‐
ｃｔｉｎｇｂａｎｄｓｏｆＡＥＸ．

ゲルのＰＡＳ染色では３種抗原の中でＬＥＳが最も強

い反応を呈した．なかでもＭＷ：100Ｋ以上の分画と

は強く反応したが，ｂａｎｄ３はＰＡＳ反応陰性であった

(Ｆｉｇ２)．ＬＥＸはＬＥＳとよく似たＰＡＳ陽性分画を

保持していたが（Ｆｉｇ２１ａｎｅｂ)，ＡＥＸでは僅かに高

分子量の領域とdyefrontの２本のバンドがＰＡＳ弱染

`性であった．

クマシー・ブルー染色よりもさらに鋭敏に蛋白質を検

出し得る銀染色法でＬＥＳを染色したところ，クマシ

ー・ブルー染色ではみることのできなかった多くのバン

ドを確認することができた即ち，ｂａｎｄｌよりも陰極側

に新たに３本の蛋白分画が出現し，ｂａｎｄｌは２本のバン

ドに，ｂａｎｄ２は３本に，ｂａｎｄ４は２本にそれぞれ細分面

された．さらにｂａｎｄ４と５の問に１本，ｂａｎｄ６と７の

問にも１本，ｂａｎｄ７と８の間には３本のバンドがみら

れ，合計20本のバンドが認められた（Fig.４１ａｎｅａ)．

３種抗原の抗原性の比較

ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分画された蛋白質をニトロセルロ

ース膜に転写し，間接酵素抗体法を用いて感染血清中の

IgG抗体と反応する抗原分画を同定した．感染後２週

目（急』性期）あるいは26週目（慢性期）血清との反応｣性

を検討したところ，どちらの血清も３種抗原のなかでは

ＬＥＳと最も強く反応した（Ｆｉｇ．３)．ＬＥＸはＬＥＳにほ

ぼ一致する分画と反応したが，ＬＥＳと較べるとその反

応は弱かった．またＡＥＸとは泳動ゲルの原点付近に極

く弱い反応がみられるだけであった．

また感染後２週目の血清はＬＥＳの比較的高分子量の

分画（ＭＷ：８０Ｋ以上）とよく反応したが，２６週目の

血清とは主としてより低分子量の分画（ＭＷ：４０Ｋ-３０

Ｋ）と反応した．両血清に共通して反応した分面はdye

frontまで泳動されたｂａｎｄ８であった（Fig.３)．感染

経過に伴う宿主の抗原認識のこのような変化は，今回検

討した５羽の家兎のすべてにおいて認められた．

培養経過に伴うＬＥＳの蛋口組成の変化

感染後の急'性期と慢性期におけるＬＥＳに対する感染

家兎の免疫応答の変化が，培養経過に伴うＬＥＳの組成

の変化に起因するものか否かを検討するために，培養開

始後４週目までのＬＥＳ（LES-4）と８週目から17週目ま

でのＬＥＳ（LES-8）を用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い，銀染

色を施してその蛋白組成を比較した（Fig.４)．その結果

LES-8にはLES-4のｂａｎｄ６に相当する分画を欠いてい

たが，その他の成分は両者とも近似しており，先に述べ

たような急`性期と慢性期との間でみられる宿主の抗原認

識の違いを説明し得るような組成の変化は認められなか

った．

感染血清に反応する幼虫抗原の局在部位

ＪＢ－４樹脂包埋した幼虫を用いて，感染血清中のＩｇＧ

（５５）
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抗体に反応する抗原の局在を間接酵素抗体染色法により

検討した．本法によっても幼虫の抗原性は失われること

なく保持され，かつ’/ｕｍの薄切々片のため，高倍率で

の顕微鏡的観察が容易であった．

培養直後の活発に運動する幼虫を抗原切片とした場合

最も強い反応がみられたのは排泄細胞であった（Fig

5)．この反応は26週目血清よりも２週目血清と反応させ

た時のほうが強く反応した．このほか角皮，腸管内穎粒

にも抗原の局在がみられたが，この反応は２週目，２６週

目血清とも同程度に認められた．培養後17週を経過した

幼虫を抗原切片とした場合には排泄細胞の陽性反応は減

弱していた．感染血清の代りに非感染家兎血清あるいは

PBSを反応させた対照の切片では，排泄細胞，角皮，腸

管内穎粒は全く反応しなかったが，食道球部の一部に非

特異的なぺルオキシダーゼ活性がみられた．

ａｂ

霧jｉ

JJJiiiiiili醗

Ｆｉｇ．４ComparisonofproteincomponentsofLES

stainedwithsilverreagent．（a）indicatesthe

bandsofLESobtainedwiththesupernatantHuids

takenfromthebeginningto4wksofincubatiｏｎ，

(b）indicatestheonestakenfrom8tol7wksof
incubation．

考察

deSavigny（1975）がｉ〃ｕｉＺ７ｏでの幼虫の長期培養

に成功して以来，ＬＥＳを抗原とした各種の免疫診断法

が試みられてきた（deSagignyandTizard，1977；ｄｅ

ＳａｖｉｇｎｙｅｔａＪ.，１９７９；ＳｍｉｔｈｅｔａＺ.，1980,vanKnapen

eZaZ.，1982；1983；Kondoetα/､,1982)．これらの報告

によれば，ＬＥＳは他種蠕虫抗原との間での交叉反応が

IlillLliiI:IIiiiiilllll
蕊欝

Ａ

巳
:;i騨辮騨辮！

Ｆｉｇ．５１mmunoenzymaticstainingofsecondｓｔａｇｅｌａｒｖａｏｆＴ．ｃα〃isusingagoatanti-rabbit

IgGFcfragmentserum、Notethepresenceofantigeninexcretorycellsofpre-incubatedlarva

reactedwiththeserumfromrabbit2wksafterinfection（Ａ）whencomparedwithapost‐

incubatedlarva（B)．Antigenicitywasalsoobservedincuticuleandmid-gutofpost-incubated

larva（Ｃ）reactedwiththeserumfromrabbit26wksafterinfection．

（５６）
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少なく，特異性の高い抗原であるといわれている．とこ

ろがＬＥＳの免疫生化学的性状に関する報告は非常に少

ない．deSavigny（1975）はポリアクリルアミド電気泳

動法を用いた分析により，ＬＥＳは少なくとも３種類の

蛋白質から構成されると報告した．さらに彼は最近の総

説（OgilvieandSavigny,1982）の中で，このうちの１つ

がgenus-specificなmajorcomponentであり，ＭＷ：

42Ｋ，等電点はほぼ9.5であると述べている．またMai‐

zelesetaJ．（1982）は幼虫のoutersurfaceを放射性同

位元素で標識した培養実験から，その上清中には７種類

の蛋白質が含まれ，うち３種類は幼虫の排泄物で，残り

は幼虫の表面から分泌される蛋白質であろうと報告し

た．抗原性に関する報告では，SuganeandOshima

(1983）は抗原性をもつ分画を精製し，それは15％の糖

を含む分子量３５，０００の糖蛋白で，免疫電気泳動法により

感染後６週目のマウス血清の間では１本の沈降線を形成

したと述べている．またＫｏｉｚｕｍｉｅｔα/、（1983）は

ＬＥＳの抗原性を免疫電気泳動法を用いて検討し，感染

後６週目のラット血清との間には６本の沈降線を認め，

このうちの２本がＰＡＳ陽性であったと述べている．

今回の我々の成績では，ＬＥＳはさらに多くの蛋白質

から構成され，その大部分が抗原性を有していると考え

られた．即ち，クマシー・ブリリアント・ブルー・R

250を用いた蛋白染色ではＭａｉｚｅｌｅｓＣｔａＬ（1982）や

ＫｏｉｚｕｍｉｅｔａＺ．（1983）の成績にほぼ一致する８本の

バンドを区別し得たが，より鋭敏に蛋白質を検出できる

銀染色では新たに８本のバンドが出現し，またｂａｎｄｌ

と２と４はそれぞれ２～３本に細分画され，合せて少な

くとも20本のバンドが認められた．これらのバンドの大

部分がＰＡＳ反応陽性であったことから，ＬＥＳを構

成するものは糖蛋白がその主体をなしていると考えら

れた．しかし，糖蛋白はその糖鎖のmicroheteroge‐

ｎｉｔｙによって見かけ上の多様性を示すことが知られて

おり（篠原，1977)，細分画されたバンドがすべて異った

蛋白質に由来するものか否かについては，さらに詳細な

検討が必要と思われる．またOgilvieanddeSavigny

（1982）の報告したgenus-specificなmajorprotein

componentについては，彼らの実験方法の詳細が不明

のため直接の比較は困難であるが，ＳＤＳ－ＰＡＧＥとｉｍ‐

munoblotting法（Southern，1975）を用いた今回の成績

では，ＭＷ：４０Ｋの分画は慢性期の感染血清とは強く

反応したが急性期の血清とは反応せず，またＬＥＳに占

る割合も少ない成分ではないかと考えられた．

次にこのＬＥＳの抗原`性をＡＥＸやＬＥＸと比較し

たところ，ＬＥＳのほとんどの分画は感染血清と反応し，

宿主にとってＬＥＳは強い抗体産生原となっていること

が示唆された．またＬＥＸにはＬＥＳと共通の抗原性を

持つ糖蛋白が含まれていたが，感染血清とは反応しない

数多くの蛋白質も含まれていた．一方ＡＥＸには，少な

くともＭＷ：180Ｋから30Ｋの範囲でＬＥＳと共通す

る抗原分画は存在しなかった．以上の結果から，ＬＥＳは

感染血清と最も強く反応し，かつ効率よく宿主に認識さ

れる抗原であるという点から，免疫診断に用いる抗原と

してはＡＥＸやＬＥＸよりも適切なものと考えられた．

今回の実験で注目されるのは，ＬＥＳに対して産生さ

れる宿主のＩｇＧ抗体が，感染急性期と慢性期とでは異

った抗原分画に反応して産生されていることを示唆する

結果が得られたことである．寄生虫感染によって産生さ

れる抗体の経時的変化についてはこれまでにも多くの研

究がある．我々も螢光抗体法や酵素抗体法を用いて，実

験的犬蛆虫幼虫移行症におけるＩｇＧ，ＩｇＭ抗体の変化

を経時的に追跡した（KondoetaZ.，1982)．それによる

と，感染後ＩｇＭ抗体は５週目をピークに以後減少する

が，ＩｇＧ抗体は２週目にはピークに達し，それ以降26週

目に至るも高い抗体価の持続がみられた．今回の成績は

このような強いＩｇＧ抗体の産生期間中に，宿主が認識

するＩｇＧ反応抗原分画に変化が生じていることを示し

ている．このような現象を説明し得る仮説としては，感

染急性期と慢性期とでは産生されるＩｇＧサブクラスが

異っており，その各々のサブクラスに反応するＬＥＳの

抗原分画も異っているのではないかという考え方であ

る．FujitaandTukidate（1982）は，Ｄかqﾉﾌﾞ/αｒｉａｉ"z‐

〃tis抗原中には宿主にＩｇＧあるいはＩｇＥ抗体を誘導

し得るような抗原が別個に存在し，その虫体内での局在

も異っていることを証明した．またBorosetα/,（1982）

は，SchistoSo"!α〃!α,ISO"i感染マウスの肝臓の肉芽腫で

は，感染急性期にはＩｇＧ’のみの産生しかみられない

が，慢性期になるとIgG2a，IgG2b，ＩｇＧ３，ＩｇＡの産生

もみられることを報告している．我々の実験結果から

も，幼虫の培養が長期にわたると抗原の局在部位に変化

がみられたことから，犬蛆虫感染経過中においても，．

〃,ＭｉＳやＳ・〃'α"so"ｉ感染でみられるような現象が生

じているのではないかと思われる．

ＳｍｉｔｈｅｔａＺ．（1981）は，犬蛆虫幼虫のoutersurface

には抗原活性が存在し，これが次々と脱落してゆくこと

を見出した．今回の成績でも角皮に抗原活性は認められ

たが，さらに排泄細胞や腸管内穎粒にも抗原活性がみら

れた．幼虫内におけるＬＥＳの産生部位と，そのOuter

（５７）
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１９１．
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radioimmunoassay法およびantigen-binding

assay法による犬蛆虫循環抗原と抗体の検出．
広大医学誌，31,265-274.

10）Koizumi，Ｓ，Hayakawa，Ｊ、andKondo，Ｋ・

（1983）：Ｔｏ工ｏｃａｒａｃａ７ｚｚｓ：Immunogenic
sourceofTo工ｏｃａｒａｃα"isininfectedrats・

ＪａＰＪ・Parasit.，32,379-386.

11）近藤力王至・小泉勤・坪田宣之・大西義博・

吉村裕之（1981）：実験的移行症幼線虫症の研

究（３）犬蛆虫幼虫感染家兎の抗体価の推移．

寄生虫誌，30,549-556.

12）Kondo,Ｋ,Akao,Ｎ,Ohnishi,Ｙ・Muroi,Ｓ・

andYoshimura，Ｈ・（1982）：Studiesonvis‐

cerallarvamigrans，Investigationofimmuno‐

globulinsinseraofrabbitsexperirnentallyin‐

fectedwithTo工ocarczca7ziseggs，bymeans

ofindirectfluorescentantibodytechniqueand

enzyme-linkedimmunosorbentassay・Pro‐

gramandsummaryofSino-Japanesesseminor

onparasiticzoonosesl982.144-152.

13）Laemmli,ＵＫ（1970)：Cleavageofstruc‐

turalproteinsduringtheassemblyofthehead

ofbacteriophageT4・Nature，London、227,
680-685.

14）Lowry，Ｏ、Ｈ，Rosebrough，Ｎ、Ｊ，Farr，

Ａ、Ｌ、andRandall，ＲＪ．（1951）：Protein

measurementwiththeFolinphenolreagent・

JBiol・Che、.，193,265-275.

Surfaceからの分泌機構について今後さらに検討してゆ

きたい．

また糖蛋白複合体であるＬＥＳが，宿主内での幼虫の

体内移行とどのように関っているかも興味がある．

結 語

犬蛆虫感染家兎血清および幼虫ＥＳ抗原を用い，ＥＳ

抗原の免疫化学的組成，幼虫の培養期間が及ぼすＥＳ抗

原の組成の変化，幼虫内抗原の局在部位，感染経過に伴

う宿主の抗原認識の変化につき，ＳＤＳ－ＰＡＧＥとｉｍ‐

munoblotting法，間接酵素抗体染色法により検討した．

得られた結果は次のごとくである．

犬蛆虫第２期幼虫のＥＳ抗原は８（クマシー・ブルー

染色）あるいは2０（銀染色）種類の，分子量の異なる蛋

白質で構成され，その大部分がＰＡＳ反応陽性であっ

た．感染家兎はこの抗原に対して強い抗体産生を行って

いたが，その認識する抗原分画は感染後２週目と26週目

とでは変化していた．また幼虫の培養が長期に及んで

も，ＥＳの組成の一部に変化はみられたが，感染急性期

と慢性期のＥＳに対する抗原認識の変化に対応するよう

なものではなかった．

さらに，幼虫抽出抗原には幼虫ＥＳ抗原と共通の抗原

性をもつ分画が含まれていたが，雌成虫抽出抗原中には

幼虫ＥＳ抗原と共通の抗原分画は，少なくともＭＷ：

180Ｋから30Ｋの範囲では認められなかった．また幼虫

内の抗原局在部位は排泄細胞，角皮，腸管内穎粒に認め

られた．
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Abstract

ANTIGENIC ANALYSIS OF EXCRETORY-SECRETORY PRODUCTS OF

SECOND STAGE LARVAE OF TOXOCARA CANIS AND THE ANTIGEN

RECOGNITION IN THE COURSE OF INFECTION

Nobuaki AKAO, Kaoru KONDO, Takashi OKAMOTO

and Hiroyuki YOSHIMURA

(Department of Parasitology, School of Medicine,

Kanazawa University, Kanazawa City, Japan)

In order to clarify the immunological characteristics of excretory-secretory products of second

stage larvae of T. canis (LES) in the course of infection, antigenicity of LES was compared with

those of larval extracts antigen (LEX) or adult worm extracts antigen (AEX) by sodium, dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting technique.

Coomassie blue stain of LES for protein revealed 8 distinct bands showing the molecular weight

(MW) range of 32K to 140K. Seven out of 8 protein bands were PAS reactive. However, silver

stain, being more sensitive for protein, revealed at least 20 bands. LES and AEX had apparently

more protein components than LES. The pattern of PAS positive bands of LEX was almost sim

ilar to those of LES, whereas no band was shown in AEX of the MW range of 32K to 180K.

In the reactivity for infected rabbit serum, LES was the most sensitive among three antigen

preparations. The common antigenic components were observed in LES and LEX, but none of

them could be observed in AEX under the MW range of 180K.

Concerning the change of immune response against LES, there were some differences in

acute or chronic phase of infection. Namely, high MW substances mainly reacted with the serum

from rabbit after 2 weeks of infection and low MW molecules reacted with the serum after 26 weeks

of infection.

By means of immunoenzymatic staining, localizations of the antigen in pre-incubated larvae

were shown in the cuticles, granules of intestine and excretory cells reacting with the serum from

rabbit 2 or 26 weeks after infection. In contrast, the intensity of the stainability of excretory cells

was reduced obviously when the larvae were incubated in vitro for 17 weeks.
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