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緒言

著者ら（1981）はさきに実験的犬蛆虫（Ｔｏ工ocα｢αｃα‐

"is）幼虫移行症の家兎血清について，ラテックス凝集反

応，幼虫沈降物付着試験，ゲル内沈降反応などを用い，

虫卵投与後の抗体産生の経時的推移を比較検討した結

果，凝集反応による抗体の推移パターンと，沈降反応抗

体のそれとは，感染後の時期により差異があることを報

告した．同時にこの差異は，これら反応群に関与する抗

体として，ＩｇＧ，ＩｇＭクラスの免疫グロブリンの産生経

緯に相違があるのではなかろうかと推察した．ところ

で，本症の免疫，血清学的研究には，感度，種の特異性

を知る上で，犬姻虫幼虫あるいはその排泄物・分泌物

(以下ＥＳとする）を抗原とした間接螢光抗体法（以下

IＦＡとする)，および酵素抗体法（以下ELISAとす

る）を用いての検討が，既にHogarth-Scott（1966)，

CypessandGlickman（1976)，deSavignyandTizard

(1977)，StevensonandJacobs（1977）らによってなさ

れている．そこで今回著者らは，従来から用いられてき

た凍結切片法とは別に，幼虫包蔵卵の樹脂包埋薄切切片

を抗原とするＩＦＡ，ならびに幼虫ＥＳ抗原とぺルオキ

シダーゼ結合proteinAを用いたELISAにより，犬

蛆虫幼虫感染家兎血清のＩｇＧ，ＩｇＭの経時的推移を比

較した．さらに，犬蛆虫の幼虫包蔵卵薄切切片抗原に対

する特異`性，ならびに他111回虫との交叉反応性を，猫蛆虫

(Ｔｏ工ｏＣａｒａＣａＺｉ)，豚蛆虫（ＡＳＣαγｉｓｓ""、）の虫卵抗原

と比較検討した．

材料および方法

犬蛆虫幼虫感染家兎血清

実験に供した家兎血清は，著者ら（1981）の方法に従

い，日本白色在来種2.5～3.0ｋｇの９羽に，それぞれ１

羽あたり100,000個の犬姻虫幼虫包蔵卵（以下虫卵と略

す）を，確実に胄内に投与し，虫卵投与後経時的に26週

目まで採血，分離，-20.Ｃで保存したものである．

ＩＦＡと使用抗原

ＩＦＡに用いた抗原は犬咽虫，猫蛆虫および豚蛆虫の

幼虫包蔵卵で，これら虫卵を95％の冷エタノールで固

定，瀬野尾ら（1977）の方法に準じＪＢ－４樹脂に包埋，

２/、の薄切切片としたものを，無螢光スライドグラス

上に貼付，よく乾燥させたものを虫卵抗原としたＪＦＡ

はＫａｍｉｙａａｎｄＫａｍｉｙａ（1980）の方法に準じ，二次抗

体としてはＦＩＴＣ標識抗ウサギIgG，ＩｇＭのヤギ血清

(カペル社）を用い反応させた後，それぞれオリンパス

ＢＨ－ＲＦＬ落射螢光顕微鏡装置により抗体価を測定した．

抗体価は血清を２倍系列で稀釈し，反応したその最高稀

釈倍数をもって示した．

ELISAと使用抗原

抗原は，著者ら（1981）の方法に従って採集した犬蛆

虫第Ⅱ期幼虫を，deSavigny（1975）やKoizumMaZ．

(1983）の方法に準じ，Eagle，ｓＭＥＭ培養液（日水製

薬ＫＫ）中に，500隻/ｍｌになるように懸濁培養し，そ

の培養液の液中に含まれている排泄物・代謝物（ES）

である．培養は３～４日毎に新しいものと交換し，培養

後の液は培養開始後４週目までのものをすべて集め，濃

縮，透析（蒸留水中１昼夜)，20,00OＧ（１６，０００rpm）で

遠沈，その上情を凍結乾燥したものを犬蛆虫幼虫ＥＳ抗

原とした．

本研究は昭和56年度及び57年度文部省科学研究，

一般研究Ｃ（課題番号56570159）の補助をうけて行

なった．記して謝意を表する．
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（３７）



100

Fig.１Thelocalizationofantigeninplasticsect1onsofembryonatedT,ca7zzs

eggsforlgG（left)ａｎｄｌｇＭ（right）ｉｎｒａｂｂｉｔｓｅｒａｗｉｔｈＴ，cQmsinfection、

left：IgGfluorescenceseenontheinnermembraneofeggshell，cuticle，

lntestinalwallandexcretorycanalofthelarvae（×400）reactedwithserum
ofl3weeksafterinfection・

right：IgMHuorescenceseenonthesamelocationslikelgG（×400）reacted

withserumofrabbit5weeksafterinfection．

ELISAはＳｕｔｅｒａａＺ．（1980)，PainandSurolia

(1981)，中村・青木（1982）らの方法に準じ，ぺルオキ

シダーゼ結合proteinA，抗ウサギIgG,ＩｇＭヤギ血清

を用い，0.003％Ｈ202＋o-phenylenediamineを基質と

して反応させる方法によって行った．抗体価は，ＭＴＰ－

１２型マイクロプレート光度計（コロナ電気ＫＫ）を用い，

吸光度（ＯＤ値）を測定,算出した．抗体価の算出方法

は，虫卵投与前の家兎血清が示す吸光度（C）に対し，

虫卵投与後の各時期における家兎血清の吸光度（Ｔ）と

の比（Ｔ/Ｃ値）を求めた．この時の抗原量と被検血清量

は，予めボックス・タイトレーションを行ない，その測

定値から決定した．抗原量は蛋白濃度（Lowry法によ

る）５/zg/ｍｌ，血清は'/100に希釈したものにより測定し

た．

左)．他方，ＩｇＭに強い活'性を示したのは，虫卵投与後

５週目の血清では卵殻の内膜，幼虫の角皮であり，消化

管内壁面，周囲組織ではやや弱かった（Fig.１右)．

２）ＩＦＡとELISAによる犬蛆虫幼虫感染家兎にお

けるＩｇＧおよびＩｇＭの経時的変化

ＩｇＧ：虫卵投与後３日目の抗体価（ｍｅａｎ±ＳＤ）は，

IＦＡ，ELISAともに著明な増加はみられず，それぞれ

１：21.0±0.6,および0.8±0.3であった．これらの抗体

価はその後急激な上昇がみられ，２週目にはＩＦＡでは

１：28.8士1.8,ELISAでは１１．０±２．４に達した．３週

目以降のＩＦＡでは，１３週目まであまり変動しないま

ま１：21.3～21.8と高値を持続したが，２６週目には

１：27.2士0.5と低下した.一方,ELISAでは３週目以降

徐々に上昇し，２６週目には12.2±4.6に達した（Fig.２)．

ＩｇＭ：虫卵投与後３日目の抗体価は，ＩｇＧの場合

と同様にＩＦＡ，ELISAともに増加がみられず，

１：20.6士0.8,0.9±0.1であった.その後，１週目頃より

急激な上昇がみられ，２週目にはＩＦＡでは１：25.4±１．２

ELISAでは5.1±1.2となった．この増加はさらに進み，

両者とも５週目にはそれぞれ１：26.4士1.1,6.1±1.5

と最高値に達したが，以後次第に低下し，２６週目には

１：21.0士1.4,1.9±0.9となった（Fig.２)．

結果

１）ＩＦＡによる犬蛆虫虫卵抗原の抗体反応部位

犬蛆虫虫卯抗原のＩＦＡにより著明に螢光がみられる

部位は，卯殻の内膜，幼虫の角皮，排泄管，消化管の内

壁面およびその周囲の体組織であった．ＩｇＧに強い活性

がみられたのは，虫卵投与後13週目の家兎血清では卵殻

の内膜，幼虫の角皮，消化管の内壁面であった（Fig.１

３８）
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体価をみると，犬蛆虫虫卵抗原では２週目に１：28.8士

1.8となり，以後１：29.3～29.8の値を持続するのに対し

て，猫蛆虫虫卵抗原では２週目には１：２５．０となり，以

後１：26.0～26.7の値を持続した．豚蛆虫虫卵抗原では

２週目に１：23.3となり，以後１：24.5～25.7の値を持

続した．即ち，犬蛆虫虫卵抗原による抗体価と比べ，猫

蛆虫では１/8.7～1/13.9,豚蛆虫では１/17.2～1/45.3と

なり，ともに犬蛆虫虫卵抗原とは有意に差（ｐ＜0.05）

がみられた（Fig.３上)．

ＩｇＭ：虫卵投与後３日目，１週目の血清の抗体価は，

３種抗原ともほとんど差はみられなかった．犬蛆虫虫卵

抗原の抗体価は５週目に１：26.4と最高値に達した後，

漸減した。同様に，猫蛆虫虫卵抗原，豚蛆虫虫卵抗原で

の抗体価は，５週目には１：24.2および１：24.0とピー

クに達し，以後漸減するが，いずれも犬蛆虫虫卵抗原よ

りも低い値を示すものの，ＩｇＧの場合と同様犬蛆虫抗原

による抗体価と比較すると，猫蛆虫では1/2.9～1/6.1,

豚蛆虫では1/2.2～1/8.6であっていずれもあまり差はみ

られなかった（Fig.３下)．

考察

近年，免疫血清学的方法の進展に伴い，犬蛆虫幼虫移

行症に関しても，より適確な診断を行うための検討，な

らびにその基礎となる研究がなされている．抗原につい

ては，成虫の抽出物を抗原とするよりも，幼虫および幼

虫包蔵卵の抽出物あるいは幼虫ＥＳを抗原とする方が，

感受性，特異性を知る上でより優れているとの報告も多

い．即ち，Hogarth-Scott（1966)，deSavignyand

Tizard（1977)，StevensonandJacobs（1977）らは，感

度の高いＩＦＡやELISAにより，抗原性あるいは産生

抗体の検討を行なった．これらの方法は，二次抗体とし

て抗ＩｇＧ，抗ＩｇＭなど，杭ヒトあるいは抗動物免疫グ

ロブリンが用いられることから，ヒトや動物の抗体とそ

の抗体価をも知ることが可能となった．

ＩＦＡについては，Hogarth-Scott（1966）は豚蛆虫の

第Ⅲ期幼虫を抗原としたTaffsandVoller（1962）にな

らい，犬蛆虫，猫蛆虫ならびに犬小蛆虫（To工αSc`Ms

Zeo"i"α）の幼虫および幼虫ＥＳを抗原とし，それぞれの

感染血清について検討したところ，同属蛆虫間では互い

に共通性と`思われる反応がみられるのに対し，異属蛆虫

との間にはそれがみられないと報告した．最近Sugane

andOshima（1983）は，Ouchterlony法により，犬蛆虫

幼虫ＥＳ抗原は豚蛆虫感染マウスに対し交叉反応`性を示

したが，旋毛虫（Ｔ７ｉｃｈ伽"αＷγαJiS)，ZVZPPosZro"gy．
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虫体抗原では６～10週目にかけて上昇し以後高値を持続

するとした．今回著者がみた犬蛆虫幼虫感染家兎では，

IgGの出現が上記の寄生虫感染のそれに比べ早く，ＩｇＭ

のピークは逆に遅れてみられた．ＩｇＧがかなり早く出

現することについては，Ｈｕｇｈｅｓｅｔα/・（1981）が肝蛭

の未成熟虫体を抗原とした場合の結果と類似しており，

虫体の未熟部分の抗原に反応する抗体が分泌物抗原にも

対応していることを示唆している．

次に，著者らは犬蛆虫幼虫感染家兎血清の，猫蛆虫お

よび豚蛆虫の虫卵抗原に対する交叉反応性について，

IＦＡにより検討した．その結果は，犬蛆虫幼虫感染家兎

血清中の抗体に対し，ＩｇＧは猫蛆虫および豚姻虫虫卵抗

原に対して反応するものの，その量は豚蛆虫虫卵抗原に

おいてより少なかった．このことは，異属蛆虫に対する

共通な抗原`性をもつものと推察されるが，異属蛆虫にお

いてはより少ないように思われる．今回の実験から，こ

のような属，種問の差はＩｇＭよりＩｇＧの方により強

くみられたが，ＩｇＭでは交叉性が強くみられることが

わかった．犬蛆虫幼虫感染動物において，幼虫の侵入，

移行により産生された免疫グロブリン，特にＩｇＧ，ＩｇＭ

の産生経過が宿主の病態生理学的変化にいかに関与して

いるか，今後検討していきたい．

/"ｓ６γａｓノル"Sｉｓ感染マウスに対しては反応しなかったと

述べている．またRuitenbergetaJ．（1974）は旋毛虫感

染豚について，幼虫抽出物を抗原とするELISAを行っ

た結果，感度の点でＩＦＡよりも優れていることを報告

し，CypessandGlickman（1976）も幼線虫移行症患者

および他の寄生虫感染者について，ELISAが診断的価

値があると報告した．これらの実験には感染動物として

ビーグル犬，家兎，サルが用いられ，抗原としては犬蛆

虫成虫，幼虫包蔵卵の凍結切片，脱殻幼虫，幼虫ＥＳ

がＩＦＡに，成虫，幼虫包蔵卵の抽出物，幼虫ＥＳを

ELISAに用いている（RuitenbergandBuys，1976；de

SavignyandTizard，１９７７；RuitenbergandKnapen，

1977；ＧｌｉｃｋｍａｎｅｔａＪ.，1981；ＳｍｉｔｈｅｒａＺ.，1982)．

著者らが今回行ったＩＦＡに用いた虫卵抗原は，ＪＢ－４

樹脂包埋により１～２/、の薄切切片が得やすく，従来

よりも螢光抗体陽性部位に特異的，かつ強い螢光がみら

れるという瀬野尾ら（1977）の報告にもとづき，また肝

蛭（Fascioﾙﾉｶ⑫aZicα）で行ったHughesetaZ．（1981）

にならい作製したもので，パラフィン切片抗原よりも抗

原の局在性がより明らかに認められた．ELISAにおい

ても，ぺルオキシダーゼ結合proteinA標識は，簡便さ

と，哺乳動物のIgGであれば種を問わずIgGのＦｃ部分

と結合するため，二次抗体を変えることなく，同一条件

下でIgGを測定しうる利点がある（中村・青木,1982)．

著者らはこの様な観点から，今回犬蛆虫幼虫を感染さ

せた家兎血清について，産生抗体の出現時期とその持続

時間をＩＦＡとELISAにより，他方猫蛆虫，豚蛆虫と

の交叉反応,性をＩＦＡにより観察した．その結果，犬蛆

虫感染家兎では，虫卵投与後かなり早い１～２週目にか

けＩｇＧが増加し，その後長期にわたって持続した．他

方，ＩｇＭはＩｇＧの増加と共に増し，３週目以降５週月

頃に最高値に達した後，漸減していく傾向がみられた．

これらの成績は，一般に知られている微生物感染に対す

る宿主の免疫グロブリン産生経過と若干異なっている．

寄生虫感染においては，Desmonts（1975）はToz0PZα‐

Ｓｍα感染における免疫グロブリン，特にＩｇＧ，ＩｇＭの

産生経過をＩＦＡにより観察し，ＩｇＭの産生パターンは

２通目をピークとし，ＩｇＧの出現はそれよりも遅れると

報告した．LittleetaZ.（1982）は，ELISAによりＳｃ"i‐

sZosomaノ⑫o"/c"、感染マウスのＩｇＧの出現が，

IgMの出現よりも遅れ６週月頃から急増すると述べた．

また，HughesefaZ.（1981）は，ＩＦＡによる肝蛭感染

子牛のＩｇＧは，未成熟虫体抗原を用いた場合反応抗体

が４～６通目に最高値になり以後低下していくが，成熟

総括

犬蛆虫幼虫包蔵卵を投与した感染家兎血清中に産生さ

れたＩｇＧ，ＩｇＭについて，ＩＦＡでは虫卵のＪＢ－４樹脂

包埋薄切切片を抗原とし，ELISAでは犬蛆虫幼虫ＥＳ

抗原とぺルオキシダーゼ結合proteinAによりそれ`ぞ

れの抗体価を測定し，その経時的推移を検討した．ま

た，ＩＦＡによる犬蛆虫虫卵抗原における抗体反応部位

を検討し，猫蛆虫，豚蛆虫虫卵抗原との間にみられる交

叉反応性をみた．得られた結果は次の如くである．

１）ＩＦＡによる抗原のＩｇＧ，ＩｇＭに対する反応部位

は，主として卵殼の内膜，幼虫の角皮で，排泄管，消化

管壁にもみられた．

２）ＩＦＡ，ELISAによるＩｇＧ，ＩｇＭ抗体価（ｍｅａｎ

±ＳＤ）の経時的推移は，ＩｇＧでは両方法とも虫卵投与

後１週から２通目にかけて急増し，１：28.8±1.8,11.0

±2.4となった．その後，ＩＦＡでは13週目まで１：２９．３

～29.8と高値を持続したが，２６週目には１：27.2士０５と

やや低下した．ELISAでは徐々に上昇し，２６週目には

12.2±４．６となった．ＩｇＭは両方法とも２週目にかけて

急増し，１：25.4±1.2,5.1±1.2となり，５週目には

１：26.4士1.1,6.1±１．５と最高値に達し，その後低減した．

（４０）
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３）犬蛆虫幼虫感染家兎血清の，犬蛆虫虫卵抗原，猫
蛆虫虫卵抗原，豚蛆虫虫卵抗原に対する交叉反応は，
IgGでは，猫蛆虫は犬蛆虫のそれの1/8.7～13.9,豚蛆
虫は１/17.2～45.3と低く，種属間の交叉性は少なかっ

た．しかしＩｇＭでは，猫蛆虫は犬蛆虫のそれの1/2.9～

1/6.1,豚蛆虫は１/2.2～1/8.6とあまり差がなく；交叉
性はあるものと思われる．
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EXPERIMENTAL STUDIES ON VISCERAL LARVA MIGRANS

4. EXAMINATIONS OF IMMUNOGLOBULINS IN SERA OF

INFECTED RABBITS WITH TOXOCARA CANIS BY

MEANS OF INDIRECT FLUORESCENT

ANTIBODY (IFA) AND ENZYME-LINKED

IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Kaoru KONDO, Nobuaki AKAO, Yoshihiko KONISHI

and Hiroyuki YOSHIMURA

(Department of Parasitology, School of Medicine, Kanazawa

University, Kanazawa City, Japan)

The antigen of JB-4 plastic sections of embryonated eggs was used to examine IgG and IgM

in the sera of experimentally infected rabbits with Toxocara canis eggs by means of indirect fluore

scent antibody (IFA), and the larval excretory/secretory (ES) antigen was used for the enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) techniques.

The results obtained were summerized as follows;

The localization of antigens in plastic section of embryonated eggs of T. canis deteted by IFA

was seen on the inner membrane of egg shell and cuticle, excretory canal and intestinal wall of the

larva.

IgG titers (mean±SD) detected by IFA or ELISA rapidly increased to 1 : 28-8±1-8 or 11.0±

2.4 two weeks after infection, thereafter the titers were kept until 26 weeks. In contrast, IgM titers

reached the maximum of 1 : 26-4±1-1 or 6.1 + 1.5 five weeks after infection, then their titers gradually

decreased by 26 weeks.

In IgG the cross-reactivities of the plastic section antigens were found by IFA among T. canis,

T. cati and Ascaris suum eggs with sera from infected rabbits with T. canis, being 1/8.7~ 13.9 with

T. cati antigen and 1/17.3 ~45.3 with A. suum. However, no significant difference of IgM titers

was seen in cross-reactivity between T. canis antigen and T. cati or A. suum antigen.




