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肝蛭症のELISAによる血清診断におけるヘモグロビン

特異的蛋白分解酵素抗原の特性に関する検討

保阪幸男朝日博子加藤桂子

林滋生

(昭和59年６月28日受領）

ＫｅｙｗｏｒｄＳ：haemoglobinspecificproteinase，Fascio/αｓｐ.，immunodiagnosis，

ＥＬＩＳＡ，Ouchterlony

約１９）に０.O4MNa-酢酸緩衝液（ｐＨ：3.9）を約20ｍｌ

加え，テフロンホモジナイザーを用いてホモジナイズ

し，さらに超音波破砕機で15分間４回破砕した．このホ

モジネイトを２２，０００９で30分間遠心沈澱し，得られた上

清を硫安で塩析して20～50％飽和硫安分画画分を得た．

塩析後12,ooOgで15分間遠心沈澱し，沈澄をo・o4Mの

Ｎａ-酢酸緩衝液で溶解してセファデックスG-200によ

りゲル濾過した．さらにAgarose-L-phenylalanineカ

ラムクロマトグラフィーにより精製したのち，アクリル

アミドゲル使用のディスク電気泳動により，その蛋白分

解パターンを検定した．また２次元電気泳動により分子

量推定，ミリポアフィルターによる雑菌の除去を行った

のち，蛋白量を測定して各試験に供した．

（２）ここで使用したＶＢＳ抗原は，ＣｈａｆｆｅｅｅｒａＬ

(1954）と同様の方法で作製し，0.85％ＮａCｌ（Ouchter‐

lony法）またはcoatingbuffer（ELISA法）により総蛋

白量を各試験ごとに調整して使用した．

２．使用血清：（１）肝蛭感染ウサギ血清は，実験的に

肝蛭（日本産ＦａＳＣ/ｏｍｓｐ.）のメタセルカリア10コを投

与し，経時的に採血した血清で，あらかじめOuchter‐

lony法により沈降線を証明したものを使用した．

（２）正常ウサギ血清は，採血時の週齢が肝蛭感染ウサ

ギのそれと一致する時期に採血したものを使用した．

３．ELISA法：基本的には,ＶｏｌｌｅｒｃｔａＪ．（1976）と

ほとんど同様の方法によった．すなわち，抗原の吸着体

としてポリスチレン製のサンプル容器を用い，coating

buHer（ｐＨ：9.6）に溶解した抗原液0.3ｍｌを各々の容

器に入れ，４°Ｃに24時間放置した．いずれの場合の洗

浄にもPBS-Tween（ｐＨ：7.4）を用い，洗浄後風乾し

て-20°Ｃに保存し，必要に応じて使用した．

寄生虫体より抽出したヘモグロビン分解酵素の免疫学

的診断法への応用については，SenftandMaddison

(1975）が，マンソン住血吸虫体より抽出した同酵素を，

同虫症診断の皮内反応用抗原として使用し，きわめてよ

い結果が得られたと報告した．以来，同酵素は皮内反応

用抗原として注目され，多くの使用例もあるが，その他

の免疫学的診断法への応用例は非常に少ない．

著者らは，肝蛭成虫体より抽出したヘモグロビン特異

的蛋白分解酵素(haemoglobinspecificproteinase,HSP）

を，血清診断用抗原として，とくにELISA法に応用す

ることを試みた．ELISA法用の抗原としては，保阪ら

(1979）および保阪ら（1981）が宮崎肺吸虫症および日本

住血吸虫症診断に，いずれも各々の成虫体より抽出した

ＶＢＳ抗原を使用し，非常によい結果を得ている．そこ

で著者らは，肝蛭成虫体より抽出したＶＢＳ抗原を，同

症診断のためのELISA法に使用したところ，満足すべ

き結果ではなかった．ところが，肝蛭成虫体より抽出し

たＨＳＰを抗原として使用し，ELISA法を実施する

と，きわめてよい結果が得られることがわかった．

ここではとくに，実験的ウサギ肝蛭症の血清中の抗体

を検出するために，ＨＳＰを抗原として使用し，ELISA

法でその特性を検討した結果と，ゲル内二重拡散法

(Ouchterlony）に，ＨＳＰ抗原を試用した成績について

報告する．

材料と方法

１．使用抗原:（１）ＨＳＰ抗原は肝蛭成虫体（湿重量
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ＳerumdiIution(l:Ｘ）

Ｆｉｇ．２EnzymeimmunoassayvaluesfOrsera

fromrabbitinfectedwithFascioｍｓｐ.＊andfrom

normalrabbitTtohaemoglobinspecificproteinase

antigen、100β９（○一○）ａｎｄ２５β９（▼－▼）of
theantigenwereused．

lOO2004008001600

Serumdilution(l:Ｘ）

Ｆｉｇ．１Enzymeimmunoassayvaluesforsera

fromrabbitinfectedwithFLzscioZasp.＊ａｎｄfrom

normalrabbitftoVBSantigen、２５'９（▲－▲)，

50β９（□－口）ａｎｄｌＯＯβ９（○一○）ofantigen
wereused．

ギ血清（感染後10～13週）と正常ウサギ血清とを使用し

てELISA法を実施した．その結果はFig、１のよう

に，感染ウサギ血清では100～800倍稀釈まで，直線`性の

吸光値回帰線が得られたが，それは抗原の濃度の違いと

関係なく，それぞれの間にはほとんど差がない．しかし

感染ウサギ血清と正常ウサギ血清で得られたそれぞれの

吸光値回帰直線はやや異っており，その間わずかに差が

あることが示された．

ところが，ＨＳＰ抗原の蛋白量25およびl0qug/ｍｌを用

い,感染ウサギ血清と正常ウサギ血清を使用してELISA

を実施すると，Fig.２のような結果が得られた．こ

れによると，２５"g/ｍｌの抗原を使用した場合には，感

染血清の100～3,200倍稀釈で，抗原100肥/ｍｌでは同血

清の200～6,400倍稀釈で直線性の吸光値回帰線が得られ

た．この場合，両回帰直線と正常ウサギ血清による回帰

直線との間には，明らかに有意の差があることがわかっ

た．

比較のために，各回帰線上で血清稀釈の200,400およ

び800倍における吸光値を，抗原別に正常ウサギ血清と

感染ウサギ血清との間の比で表すと，Tableｌのように

なる．各々の比の値は，ＶＢＳ抗原使用の場合には，すべ

て４以下であるが，ＨＳＰ抗原では蛋白量25’g/ｍｌを用

いると，その値はすべて６以上となり，100"g/ｍｌを用

いると13以上の値となった．

さらに一定の吸光度（0.05および0.1）において各回

帰直線上に現れる血清稀釈倍数の比を，上記同様正常ウ

血清は各種濃度に稀釈し，抗原吸着容器にそれぞれ

0.3ｍl入れ，２５～26°Ｃに２時間放置したのち洗浄した．

標識抗体としては，peroxidase標識抗ウサギＩｇＧを

用い，血清作用後の容器に各0.3ｍｌ入れ，２５～26°Ｃに

２時間放置し，洗浄後0.3ｍｌの基質（５－アミノサリチ

ル酸液）を入れて，さらに約１時間放置し吸光度を分光

光度計449nｍで測定した．

また，ELISA法の一部は,松田ら(1982)の方法にした

がい抗原をプレートに吸着させたのち，２％ＢＳＡで

37°Ｃ３０分間処理し，血清および標識抗体の稀釈にBSA‐

Tween20（１％ＢＳＡ加PBS-Tween20）を使用した．

なお，それぞれの反応時間および反応温度も同氏らの方

法と同様に行ったが，基質は上記同様５－アミノサリチ

ル酸を使用した．

４．Ouchterlony法：0.9％アガロースをベロナール

ーHCl液（ｐＨ：8.6,イオン強度：0.1）に溶解させ，

ガラス板に流して作ったゲルプレートを用い，試験抗原

および血清は４°Ｃで48時間拡散させ，洗浄して風乾し，

アミドブラックl0Bで染色して観察した．

実験成績

ＬELISA法によるＨＳＰ抗原およびＶＢＳ抗原の

血清抗体検出について

まず一般的に使用例の多い粗抗原で，ELISA法の標

準的なデータを得るために，ＶＢＳ抗原の蛋白量を25,

50および100’9/ｍｌの３段階にして用い，肝蛭感染ウサ

（６８）
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ＴａｂｌｅｌＴｈｅｒａｔｉｏｏｆＯＤｖａｌｕｅｏｆＦＲＳ＊ｔｏｔｈａｔｏｆＮＲＳＴａｃｃｏｒｄｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｓｅｒumdilution

Haemoglobinspecificproteinase

２５〃g loQug

ＶＢＳａｎｔｉｇｅｎ

（25-100’9）
Serumdilution

１：２００

１：４００

１：８００

５
５
８

●
●
●

６
７
７

1３．９

１９．４

２１．０

２．３

３．１

３．９

*ＦＲＳ：SerumfromrabbitinfectedwithFcJsciomsp．

↑ＮＲＳ：Serumfromnormalrabbit．

Table2TheratioofserumdilutionoｆＦＲＳ＊ｔｏｔｈａｔｏｆＮＲＳＴ

ｗｈｉｃｈｇａｖｅｔｈｅｓｐｅｃｉfiedODvalue

Haemoglobinspecificproteinase

２５βg looJ2zg

ＶＢＳａｎｔｉｇｅｎ

（25-100βg）
ＯＤｖａｌｕｅ

2９．４

２１．８

3.4

2.4

0.05

0.1

６．３

５．６

＊ＦＲＳ：SerumfromrabbitinfectedwithRzscioZasp．

↑ＮＲＳ：Serumfromnormalrabbit．

ＶＢＳ３２００サギ血清と感染ウサギ血清との間で表すと，Ｔａｂｌｅ２の

ようになる．この場合も比の値は，ＶＢＳ抗原使用では

3.4以下であるが，ＨＳＰ抗原では25,αｇを使用した場合

に５以上，同100βｇ使用のそれは21以上と，いずれも

ＶＢＳ抗原よりその値が大であることが示された．

別にＶＢＳ抗原について再検討するために抗原吸着後

BSA処理を行い，さらに血清および標識抗体の稀釈に

１％ＢＳＡ加PBS-Tween20を用いる方法で，感染ウサ

ギ血清と正常ウサギ血清との比較においてELISA法を

実施すると，正常ウサギ血清と感染ウサギ血清との間の

吸光値の比が，いずれの例でも４以上となり，ある血清

では６～７となるものがあった．このようなＢＳＡを使

用しての方法により，ＶＢＳ抗原でも両血清の問には有

意の差が示されることがわかった．

２．Ouchterlony法によるＨＳＰ抗原の抗体検出につ

いて

ＨＳＰ抗原の濃度を蛋白量3,200βg/ｍｌより34,000/zg／

ｍｌまでの５段階と，通常著者らが使用しているＶＢＳ

抗原の濃度3,200肥/ｍｌとを用い，肝蛭感染ウサギ血清

(感染後10週）を使用してOuchterlony法を実施した．

その結果はFig.３のようであり，ＨＳＰ抗原では，使用

濃度のすべてに沈降線は現れるが，低濃度においてはそ

の数がやや少<なる傾向がみられた．ＶＢＳ抗原と同血

ゴハ■ＨＳＰ

3,200 露蕊蕊総

ＨＳＰ34,000

ＨＳＰ

4250

１，蕊．

ＨＳＰ１７，０００

ｌｉｉ鰔蕊蕊蕊繊ｉ溌蕊蕊調

ＨＳＰ

８０００

Ｓ：Ｆｈｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍ

Ｆｉｇ３Ｄｏｕｂｌｅｇｅｌｄｉｆ(usiontestusinghaemo‐

globinspecificprotemaseantigen（ＨＳＰ3200-

34000：3200'g/ml-34000/ug/mlprotein）and
VBSantigen（ＶＢＳ３２００：3200＃g/mlprotein）

againstserumfromrabbitinfectedwithFα‐
sciomsp．

清で現れる沈降線の数は，ＨＳＰ抗原でのそれよりやや

多い傾向が示された．

感染ウサギ血清の濃度を変え，ＨＳＰ抗原とＶＢＳ抗

原との間に現れる沈降線を見ると，Ｆｉｇ．４のようで

ある．ＨＳＰ抗原使用の場合には，血清の低濃度におい

て，ＶＢＳ抗原の場合より沈降線の検出が困難であるこ

とが示された．

（６９）
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このＶＢＳ抗原使用の場合の，正常ウサギ血清におい

ても高い吸光値（血清稀釈100倍において約0.2）となる

現象は，抗原を作用させない対照のウエルにおいて，い

ずれの血清も非常に低い吸光値（＜0.02）しか示さない

ことを考慮すると，抗原中の或成分に非特異的に血清成

分が吸着し，それに標識抗体が吸着しておこるものと思

われる．またそれは，宮崎肺吸虫および日本住血吸虫の

ＶＢＳ抗原ではおこらないが，肝蛭成虫体ＶＢＳ抗原で

とくに現れるものとしてよいであろう．しかし，肝蛭成

虫体より抽出したＨＳＰ抗原の場合，高度に精製された

ものであり，いわゆる非特異的吸着をおこすような成分

は含まれていないと考えてよい.このことは，肝蛭ＨＳＰ

抗原使用のELISA法において，きわめてよい結果が得

られる原因の１つとなっているものと思われる．

ポリスチレン容器を吸着体とし，寄生蠕虫体抗原を用

い，peroxidase標識抗体によるELISA法の例は，最近

多くの報告がある（SaundersetaZ.，１９７７；Ruitenberg

andvanKnapenJ977;DeelderetaZ.,1977;Aram-

bulometaL，1978；保阪ら，１９７９；保阪ら，1981；

HillyerandSantiagodeWeil，１９７９；松田ら，1982な

ど)．これらのうちHillyerandSantiagodeWeil

(1979)の報告を除き，他はＴｒｊＷ"eZmSPiMis,Toxo‐

ｃａ７ａｃａ７ｚ/s，、IC"/αｓｏ//"、，ScAisZoso"zα、α"so"z，

Ｓｃﾉｶ/Stosomaノ〃o"/c…またはＰαγαgo"z""Ｓ'，zUﾉα‐

zα肺の成虫粗抗原または虫卵粗抗原あるいは，一部そ

の精製抗原を使用した例である．いずれも，各々の寄生

虫抗原との特異抗体を，ELISA法により，非常に効果

的に検出することができたと報告している．

ELISA法を肝蛭症診断に使用した例はHillyerand

SantiagodeWeil（1979）であり，ELISA法はその診

断のみではなく，同症の駆虫効果判定にも効果的に応用

しうるとしている，また使用抗原については，Sepha‐

crylS-200を用いて－部精製した抗原が，より有効であ

ると報告している．この精製抗原がより有効であるとの

報告は，前述した本研究の，ELISA法によるＶＢＳ

抗原とＨＳＰ抗原における結果の相違の事実と，あるい

は一致する現象ではないかとも考えられる．

いずれにしても，肝蛭症の診断のため，ELISA法によ

り血中の抗体を検出する場合に，肝蛭成虫体ＶＢＳ抗原

は，必ずしも有効であるとはいえない．ところが，同成

虫体より抽出したＨＳＰは，ELISA用抗原として非常

にすぐれているといえる．

当研究室では，Ouchterlony法による寄生虫症診断
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Ｆｉｇ．５Doublegel（

globinspecificprote

／ug/mlprotein）ａｎｄ
’9/mlprotein）aga
fectedwithFasc/om

normalrabbit（Ｎor．

geldiffusiontestusinghaemo‐

proteinaseantigen（HSP34000

andVBSantigen（VBS3200

againstserafromrabbitin‐

Sc/ｏｍｓｐ.（F・ｈＲａｂ.）ａｎｄｆｒｏｍ

(Ｎor､Rab.）

さらに両抗原と感染ウサギ血清との間に現れる沈降線

を比較観察するためにFig.５に示すような試験をお

こなった．これによると，感染血清とＨＳＰ抗原および

VBS抗原との間には，少くとも３本以上の共通沈降線

が存在することが示唆された．

考察

寄生虫体より抽出したＶＢＳ抗原は，多くの免疫学的

診断法に広く応用されている．ELISA法の抗原として

は，保阪ら（1979,1981）が，宮崎肺吸虫症および日本

住血吸虫症のELISAによる診断に，各々の成虫体

VBS抗原を使用し，非常によい結果を得たとしている．

ところが，本研究の肝蛭成虫体ＶＢＳ抗原を用いた

ELISAでは，Fig、１のように，感染ウサギ血清にお

ける吸光値はやや高いが，対照の正常ウサギ血清のそれ

も高い値となり，その問に顕著な差がない.また，非特

異的吸着を防止する手段とされているＢＳＡ処理を行っ

ても，或程度改善され，両血清の吸光値の差はやや大と

なるが，ＨＳＰ抗原使用のそれのように顕著な差ではな

く，満足すべき結果とはいえない．

（７０）
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に，従来ＶＢＳ抗原を使用しているが，本研究では，

ＨＳＰを本法に試用したところ，ＶＢＳ抗原を凌駕するよ

うな結果は得られなかった．ＨＳＰの製法の複雑さと，

粗抗原と比較して収量が少ない点などを考慮すると，

Ouchterlony法にＨＳＰ抗原を使用するのは実用的でな

いといえる．

要約

肝蛭（Fascio/αｓｐ.）成虫体より抽出したヘモグロビ

ン特異的蛋白分解酵素（HSP）を，肝蛭症の血清診断に

おける酵素標識抗体法（ELISA）に使用することを試

み，実験的肝蛭感染ウサギ血清を用いて，その特性を検

討した．また，ゲル内二重拡散法（Ouchterlony）に

ＨＳＰを試用し，次のような結果を得た．

ＬＨＳＰは，ELISA法による肝蛭抗体検出用抗原と

して，きわめてすぐれているといえる．

２．ＨＳＰをOuchterlony法用の抗原として使用する

のは実用的ではないといえる．
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! Abstract j

CHARACTERISTICS OF HAEMOGLOBIN SPECIFIC PROTEINASE AS AN

ANTIGEN FOR ELISA IN SERODIAGNOSIS OF FASCIOLIASIS

Yukio HOSAKA, Hiroko ASAHI, Keiko KATO and Shigeo HAYASHI

{Department of Parasitology, National Institute of

Health, Tokyo 141, Japan)

The characteristics of haemoglobin specific proteinase (HSP) collected from adult worms of

Fasciola sp. as an antigen for enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in serodiagnosis of

fascioliasis were evaluated using sera from rabbits infected with the Fasciola worms. The HSP

antigen was also analyzed by Ouchterlony double diffusion test.

The results indicate that HSP can be adopted as the antigen for ELISA technique in im-

munodiagnosis of fascioliasis. The HSP antigen appears to be more effective than the crude

antigen extracted from the worms with veronal buffered saline (VBS antigen) in detecting the

antibodis in the serum by ELISA. On the contrary, the application of HSP antigen for Ouch

terlony test seems to be unsuitable for practical use.
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