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実験的ウサギ孤虫症における凝集反応と

間接螢光抗体法を用いた抗体産生の研究
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：sparganosis，rabbit，latexagglutinationtest，indirectHuorescentantibodytech‐

nique，excretory/secretoryantigen

いて感染ウサギ血清中の抗体と反応する抗原の局在部位

についてＩＦＡにより検討したので報告する．
緒言

人体マンソン孤虫症はマンソン裂頭条虫SPir〔wzc〃α

、"αCe／の幼虫（plerocercoid）が寄生して発症する幼

虫移行症の１つであり，これまでに主として皮膚科およ

び眼科領域から240例以上が報告されている（藤原ら，

1978）．本症の確定診断は手術により摘出された虫体の

形態学的所見あるいは虫体を含む組織の病理組織学的

検索によらねばならない．しかし，虫体摘出前や摘出

後の残存虫体の有無についての診断は極めて困難であ

り，このために種々の免疫診断法が検討されている

(石井，１９７３；向井ら，１９７７；藤原ら，１９７８；横田ら，

1980；福原ら，１９８１；小田ら，１９８２；朝日ら，１９８３；

ＫｉｍｅｔａＺ.，1984)．しかしながら，実験的な研究はほ

とんど見あたらない．

今回，著者らは実験的にplerocercoidをウサギの腹

腔内に投与し，これらのplerocercoidが体内移行をす

るか否かを検討するとともに，これら感染ウサギにおけ

る抗体産生状況について間接赤血球凝集反応（以下

ＩＨＡと略す)，ラテックス凝集反応（以下ＬＡと略

す)，間接螢光抗体法（以下ＩＦＡと略す）および寒天

ゲル内沈降反応（Ouchterlony法）を用いて検討した．

可溶性抗原として成虫抽出粗抗原（以下ＡＥＸと略

す)，plerocercoid抽出粗抗原（以下ＰＥＸと略す)，

plerocercoidの排泄物・分泌物抗原（以下ＰＥＳと略

す）の３種類の抗原性について比較するとともに，ＪＢ－

４樹脂包埋により作製したplerocercoidの薄切切片を用

材料と方法

Lplerocercoidの採集

感染および抗原に用いたマンソン裂頭条虫のplero‐

cercoidは，金沢市郊外の田園において捕獲したヤマカ

ガシＲﾉｶａＭＯｐｈｉｓｚｉｇ７ｉ""ｓｔｉｇ了伽ｓおよびシマヘビ

E/"/ｉｅ９"αＣｌγ〃'弓ｇａｔａから採集したものである．

２．ウサギへの感染と血清分離

集めたplerocercoidは生理食塩水で３回，滅菌生理

食塩水（オートクレイブ後，ペニシリン100u/ｍｌとス

トレプトマイシン100’g/ｍｌを加えたもの）で３回，そ

れぞれよく洗牒したあと，ウサギ（日本白色種）６羽の

腹腔内にそれぞれ５隻ずつ外科的に移植した．その後，

抗体産生の検討のために剖検時まで経時的に耳静脈より

採血して血清を得，用いるまで-20°Ｃで保存し実験に

供した．

３．病理組織学的検索

病理検索：腹腔内にplerocercoidを投与した６羽の

ウサギについて，感染後30から142週目にペントバルビ

タール注射による過麻酔で殺処分し，剥皮後腹腔・皮下

および筋肉組織間隙などから虫体の回収を試みた．

組織学的検索：虫体を含む病巣を摘出し，型のごとく

lo％ホルマリン生理食塩水で固定後，パラフィン包埋・

薄切してＨＥ染色とKossaの鍍銀染色を施した．比較

のためヘビより採集したplerocercoidの薄切標本も作

製した．
本研究の一部は昭和56,57年度科学研究費（一般研究

Ｃ）第56570159号の補助によりなされた．

金沢大学医学部寄生虫学教室
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TablelWormrecoveryfromtheinfectedrabbitswithplerocercoidsofSPi7o'"erl-aeγ/"αcピノ

Thenumberofwormsrecoveredfrom

RabbitWeeksafter

infection＊ｎｏ． lntermuscular
tissues

Subcutaneous

tissues
TotalBraiｎ Mesentery
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３
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く
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上
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ｎ
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刈
辻
Ｆ
Ｄ
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０

５（５） 14(8)７（２） １（１）Total １

＊Fiveplerocercoidswereintraperitoneallytransplantedtoeachrabbit・

ナＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｅａｄｗｏｒｍｓｗａｓｓｈｏｗｎｉｎparentheses．

以上の３種類の免疫反応の抗体価は陽性を示す血清の

最大稀釈倍数値の逆数で求め，２回の平均値によった．

４）Ouchterlony法

ＡＥＸ，ＰＥＸとＰＥＳの抗原性の比較のために近藤ら

(1977）の方法に準じてOuchterlony法を行った．用

いたＰＥＳは前述の滅菌生理食塩水でよく洗糠したple‐

rocercoidをEagle，ｓＭＥＭ液（日水社製）で37°Ｃ４

週間（週２回，液を交換した）培養し，上清を濃縮して

調製し，改良型Lowry法（Hartree,1972）で蛋白濃度

を測定し使用した．

４．免疫反応

１）ＩＨＡ

用いた抗原は辻（1974)，近藤ら（1977）の方法に準

じ作製したＡＥＸとＰＥＸである．感作ヒツジ赤血球は

ヒツジ赤血球を１％グルタルアルデヒド液で固定し（川

口，1976)，さらに0.0025％タンニン酸により抗原５０

ノリg/ｍｌを感作して得た（IkedaetaZ.，1978)．被検血清

はあらかじめ非感作ヒツジ赤血球で37.Ｃｌ時間吸収し

て用いた．反応は0.25％感作ヒツジ赤血球浮遊液を用い

るマイクロタイター法で，４°Ｃ１夜反応させ行った．

２）ＬＡ

感作ラテックス粒子液は坪田・小沢（1977)，近藤ら

（1980,1981）に準じて，前述のＰＥＸ５ｍｇ/ｍｌでラテ

ックス粒子（武田薬品工業）を感作して作製した．反応

はマイクロタイター法で，室温１夜反応させ行った．

３）ＩＦＡ

抗原：瀬野尾ら（1977)，赤尾ら（1983)，近藤ら

(1984)の方法に準じて，plerocercoidを95％冷エタノー

ルで固定後JB-4樹脂（Polysciences社製）包埋し，２

Jumの薄切切片を作製し抗原として用いた．この標本は

使用直前に薄切し，真空下でよく乾燥させて使用した

反応手技：先ず一次血清として感染ウサギ血清の２倍

段階稀釈液50βｌを反応させた．次に二次血清として

ＦＩＴＣ標識抗ウサギＩｇＧ（７鎖）あるいは抗ウサギ

IgM（β鎖）のヤギ血清１９Ｇ分画（Cappel社製）の２０

倍稀釈液5Ｍを反応させた．反応は37°Ｃ３０分間行い，

判定はＢＶ励起式落射螢光顕微鏡（オリンパス社製）

を用いて虫体の体肉網状構造部あるいは石灰小体のどち

らかの特異螢光の観察により行った．

結果

Ｌ感染後のplerocercoidの体内移行とその病理組

織学的所見

plerocercoidを５隻ずつ外科的に腹腔内投与した６

羽のウサギについて，３０から142週後の各時期に剖検

し，plerocercoidの検出を試みた結果はＴａｂｌｅｌのご

とくであり，plerocercoidは感染ウサギの体内各部位か

ら回収された．すなわち，感染ウサギ６羽のうち５羽か

ら１～４隻計14隻の虫体が回収されたが，その中の６隻

が生存虫体で，８隻が死虫体であった．生存虫体は感染

ウサギの皮下（５隻）および大腿部筋肉組織間隙（１

隻）から回収され，肉眼的に感染前のものとほぼ同じで

あり，乳白色のひも状を呈し，生理食塩水中では活発に

運動した（Fig.１)．しかし，組織学的所見では，感染

後30週の生存虫体は線維性の肉芽組織で取り囲まれ，虫

体内網状構造部の減少・角皮層の変性・体肉部の嚢胞化

(腺様構造物の増加）や石灰小体の減少を認めた（Figs、

２，３)．感染後65週と142週の生存虫体では石灰小体が不

（２６）
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（Scale，100ｍ､）

Ｆｉｇ．１LivewormrecoveredfromsubcutaneoustissuesofrabbitNo、６atl42weeksofinfection・

Fig2MicroscopicalfindingsofalivewormfbundinsubcutaneoustissuｅｓｏｆｒａｂｂｉｔＮｏ、lat30

weeksofinfection、Notemanycystswithvarioussizesinparenchymaoftheworm．（HEstain）

Ｆｉｇ．３ＭｉcroscopicalfindingsofalivewormfoundinintermusculartissuesofrabbitＮｏ．２ａｔ

３０weeks、Atrophyanddegenerationofcuticleandparenchyma，anddecreaseofcalcareous

corpuscｌｅｓｉｎｔｈｅｗｏｒｍｗｅｒｅｓｅｅｎ．（HEstain）

Ｆｉｇ．４DeadwormrecoveredfromthemesentｅｒｙｏｆｒａｂｂｉｔＮｏ、５ａｔ６５ｗｅｅｋｓ・

Ｆｉｇ．５MicroscopicalfindingsofadeadwormrecoveredfromthemesenteryofrabbitNo、１ａｔ

３０weeks、Notemarkeddisintegrationandcalcificationofthewormencapsulatedwith

fibrousgranulationtissues．（HEstain）

Fig.６MagnificationofFig5、Somedeformedcalcareouscorpuscles（↑）ｉｎｐａｒｅｎｃｈｙｍａｏｆ

ｔｈｅｗｏｒｍｗｅｒｅｗｅｌｌｐreserved．（HEstain）

（２７）
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Ｆｉｇｓ，７and8Microscopicalfindingsofplerocercoidrecoveredfromsnakes・Notemuchmore
calcareouscorpuscleｓｉｎｓｃｏｌｅｘ（Ｆｉｇ．７）thanthoseinproglottid（Ｆｉｇ．８)．（Giemsastain）

Figs，９andllTransversesectionofintactplerocercoid（Giemsastain）
ＲＳ，Reticularstructureinparenchyma；Ｃ，Cuticle；Ｍ，Muscletissues；ＣＣ，Calcareous

corpuscles

Fig・ｌ０ＩｇＧ－ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｐｌerocercoidwerefluorescentinRS，ａｎｄｎｏｔｉｎＣａｎｄＭｏｆＦｉｇ９・
Ｆｉｇ．１２１gM-bindingsitesofplerocerccidwerescatteringlyHuorescentinparｅｎｃｈｙｍａｏｆＦｉｇ、1１．

（２８）
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Ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ・l4Antibodytitersusinglatexagglutina‐
tiontest（ＬＡ）withplerocercoidextractanti‐

gensintheinfectedrabbits．
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０１２３５７

ＷｅｅｋｓａＥｔｅｒｉｎＥｅｃｔｉｏｎ

Ｆｉ９．１３Ａntibodytitersusingindirecthema‐

gglutinationtest（ＩＨＡ）intheinfectedrabbits．
●－●，IHAwithplerocercoidextractanti‐

ｇｅｎｓ；●…・●，IHAwithadultextractanti‐

ｇｅｎｓ．

染であったり，体肉部の嚢胞イヒなど変`性過程が目立っ

た．また，感染後65週目の虫体周囲には好酸球の著しい

浸潤も認めた．一方，死虫体の大部分は腹腔から回収さ

れ，肉眼所見では黄白色の豆状を呈し（Fig.４)，組織

学的には好酸球』性肉芽組織に取り囲まれた石灰化像を呈

し，本来の石灰小体の残存像も観察された(Figs､５，６)．

２．感染ウサギの抗体産生状況

感染ウサギの抗体価の経時的変動はFigs､13-15のご

とくであった．

ＰＥＸを用いたＩＨＡ抗体価は感染前24.2±0.8であった

が，感染後１週目で早くも27.8土ＯＢと上昇し，７週後には

211.3±1.0に達した．しかし，ＡＥＸを用いたＩＨＡ抗体価

はＰＥＸのそれより低値を示した（Fig.１３)．

ＰＥＸを用いたＬＡ抗体価の経時的変動をみるとＩＨＡ

の場合とよく似ていたが，感染前の抗体価は20.4士0.5と低

く，１週後より抗体価の上昇が認められた。その後，ＬＡ

抗体価はほぼ10週で２６．８土1.0と最高値に達し，３０週後ま

でほぼ同値を持続した（Fig.１４)．

次に，ＬＡに反応する抗体の種類を検討するために，

3００５１０１５２０

Ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒユｎｆｅｃｍｏｎ

Ｆｉｇ，１５Ａntibodytitersusingindirectfluo‐
rescentantibodytest(IＦＡ)withplerocercoid
sectionsintheinfectedrabbits．●－●，

IgGtiters；○・・・・○，IgMtiters・

JB-4樹脂包埋薄切切片を用いたＩＦＡを試みた．この場

合，plerocercoidの頭部（Fig.７）は体節（Fig.８）に

比べ石灰小体が極めて多く存在し，また抗原性も感染初

期の血清と反応させた場合体節のそれに比べ弱かったの

で，ＩＦＡには頭部を除く体節の薄切切片を用いた．

ＩＦＡによるＩｇＧとＩｇＭ抗体価の経時的変動をみる

と，Ｆｉｇ．１５に示したごとくそれぞれの抗体価は感染後

１週目から急増し，２週後それぞれ26.1±1.5と25.0土1.1と最

高値に達した．その後，ＩＦＡ抗体価は10週まで高値を

持続し，３０週までに23.7土1.1と漸減した．一方，ＩｇＭ抗体

価は２週以後激減し，７週後に22.2±1.1となり，以後30週

まで低値を持続した．

ＩＦＡによるＩｇＧの反応部位をみると感染初期には，

ギムザ液に青く強染する虫体の体肉内網状構造部，つい

で石灰小体周辺部であり，筋肉部・角皮の反応性は微弱

であった(Figs､９，１０)．また,感染の経過とともに網状

構造部の反応性は低下する傾向を認めた．一方，ＩｇＭ

のそれは感染の全期間中，虫体の体肉部に点在していた

（２９）
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ａｎｄｓｅｒａｏｆｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｒａｂｂｉｔｓｂｙOuchterlony，stechnique

AmountofMeannumberofprecipitinbands（ｍin.-max.）
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ＰＥＳ
１
８
４
４

１

●
●
■
●

●

２
１
１
１
０
０

ＰＥＸ

ＡＥＸ

(０－１）

Abbreviation：PES，Excretory／Secr（

ＰＥＸ，Extraｃｔａｎｔｉｇｅｌ１

ｇｅｎｓｏｆａｄｕｌｔｗｏｒｍｓ．

（Figs、１１，１２）．

３．Ouchterlony法によるＰＥＳの抗原性について

ＰＥＳの抗原性について，ＡＥＸとＰＥＸと比較検討し

た結果はＴａｂｌｅ２のごとくであった．感染ウサギの５

週目と30週目の血清（２倍濃縮）と反応させると，ＰＥＳ

が最も強く反応し，ＡＥＸの反応`性は極めて悪かった．

蛋白量約1ｍｇ/ｍｌの抗原量を用いた場合，ＰＥＳと感染血

清との間の沈降線数は感染後５週目では２～４本（平均

2.8本)，３０週目ではＯ～３本（平均2.1本）であった．

PEXに対してみられた沈降線数はＰＥＳより少なく，

PESのそれと共通であった．

Excretory／secretoryantigensofplerocercoids；

Extractantigensofplerocercoids；ＡＥＸ，Extractanti‐

強調した．

次に，PlerocercoidのJB-4樹脂包埋薄切切片を用い

たＩＦＡによるＩｇＧの反応局在部位は感染初期にはギ

ムザ液に青く強染する虫体の体内網状構造部であり，角

皮や筋肉部の反応性は微弱であった．この成績は虫体の

周辺部や筋肉部がよく反応したとする石井（1973）の報

告とは一致しなかった．一方，慢性期には虫体の網状構

造部の反応`性は低下するものの，石灰小体周辺部の反応

性が残存する傾向にあった．このことは抗原の局在部位

が石灰小体であったとする人体症例（福原ら，１９８１；鈴

木ら，1981）の所見とほぼ一致した．このような抗紗原`性

の相違点は抗原の作製法あるいはヒトと動物との免疫反

応，特に抗原認識の差異などによることが考えられる．

感染ウサギの慢性期において，ＬＡ抗体価は高値を

持続するのに対してＩＦＡ抗体価やＰＥＳに対する沈

降線数が感染の経過とともに減少した．この現象には

plerocercoidに含まれる抗原の種類や量の変化が関与す

ることも考えられた．すなわち，感染初期においては

plerocercoidの網状構造部に蓄えられていた物質が

PESとして放出され抗原となり，慢性期においては

plerocercoidの一部が変性したり死滅するためにＰＥＳ

の合成や分泌が微弱となり，石灰小体周辺部の抗原性が

明瞭になってくるものと考えられた．Hanna（1980）は

ヒツジ肝蛭症においてJB-4樹脂包埋薄切切片を用いた

IＦＡにより虫体反応部位を検討し,慢性期における抗体

価の低下が虫体の成熟とともに起こる抗原性の低下(Ｔｌ

bodyの減少）にあるとした．

ＰＥＳの抗原性の検討では，ＰＥＳの抗原性はＡＥＸや

PEXに比べて最も強いことがわかった．しかし，感染

後５週目で見られた沈降線は30週目で減少し，ＰＥＳ（約

考察

本研究において，マンソン裂頭条虫plerocercoidを

ウサギの腹腔内に投与して惹起された実験的孤虫症にお

ける抗体産生状況が検討され，ＩＨＡ，ＬＡとＩＦＡのい

ずれの方法でも感染後１週目で抗体価の上昇が認められ

た．ただ，ＩＨＡにおいては感染前のウサギ血清で若干

の交叉反応の出現を認めた、このことは，Paul-Bunnell

反応を行なうにあたって孤虫症患者血清でヒツジ赤血球

凝集能の一過性の上昇を認めたとする大河内ら（1960）

の報告やＩＨＡの陰性域を100倍以下とした向井ら

(1977）の報告と一致し，この交叉反応がヒツジ赤血球

の使用で惹起されたものと考えられた．これに対して，

ヒツジ赤血球の代わりにラテックス粒子を用いたＬＡで

は，このような交叉反応が見られず，特異性は高くなっ

た．さらに，ＬＡは長期間高い抗体価を検出しうるので

術前診断に有効であると思われた．Varela-DiazetaZ．

(1976）もＬＡが包虫症の診断法として高い特異性と簡

便`性を有するとし，スクリーニング法としての重要性を

(３０）
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1ｍｇ/ｍｌ）でも沈降線の検出されない場合もあった．藤

原ら（1978）は孤虫症の診断においてOuchterlony法

でＰＥＸ８．５～12.8ｍｇ蛋白/ｍｌを抗原として用いている

ことから，使用抗原量についてはなお検討を必要とす

る．

寄生虫感染症においては広く種々な免疫診断法が検討

されているが，これらの有用性は包虫症をはじめとして

寄生虫の種類によって多様である（Kagan，1979)．最

近，酵素抗体法が注目され，マンソン孤虫症においても

検討されてはいるが，無鉤条虫症との交差反応が若干認

められている（Ｋｉｍ,ｅｔａＪ.，1984)．今後，この点につ

いての検討も望まれる．

結論

マンソン裂頭条虫のplerocercoidを実験的にウサギ

６羽の腹腔内に投与して，ＩＨＡ，ＬＡ，ＩＦＡとOucht‐

erlony法を用いて抗体産生状況を検討した．

ＰＥＸを用いたＩＨＡが最も感度が高かったけれど

も，若干の交叉反応を認めた．ＬＡではＩＨＡでみられ

た交叉反応が極めて低く，抗体価が感染後１週目から上

昇し，１０週後で26.8土1.0と最高値に達し，３０週後まで高値

を持続したＪＦＡではＩｇＧとＩｇＭの抗体価は同様に

上昇し，２週目でそれぞれ26.1±1.5と25.0±1.1と最高値に達

した．その後，ＩｇＧ抗体価はＩｇＭのそれより比較的急

激に減少した．ＩｇＧの反応する抗原の局在部位は虫体

の網状構造部であり，ＩｇＭのそれは体肉部に点在して

観察された．また，Ouchterlony法を用いてＰＥＳの抗

原性をＡＥＸやＰＥＸと比較すると，ＰＥＳの沈降線が

最も多く認められた．
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ANTIBODY PRODUCTION IN EXPERIMENTAL SPARGANOSIS OF

RABBITS : AGGLUTINATION AND INDIRECT

FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUES

Yoshihiro OHNISHI, Yoshimasa TAKAKURA, Hiroyuki YOSHIMURA

and Noriyuki TSUBOTA

{Department of Parasitology, School of Medicine,

Kanazawa University, Kanazazva 920, Japan)

Antibody responses to experimentally transplanted spargana in rabbits were examined by

indirect hemagglutination (IHA), latex agglutination (LA), indirect fluorescent antibody (IFA),

and Ouchterlony's techniques. Adult extract (AEX), plerocercoid extract (PEX), plerocercoid

excretory/secretory products (PES) were used as antigens. The sections of the plerocercoids were

also used for IFA. Antibody titers were found increased one week after infection by IHA with

PEX, LA with PEX and IFA on plerocercoid sections. And then IHA and LA titers gradually

reached high levels. Although IHA was most sensitive, it has some cross-reactions to sheep red

cells. IgG and IgM titers in IFA reached a peak, 26-1±15 and 25-0±1-1 at 2 weeks, respectively,

and thereafter IgG titers decreased more slowly than IgM titers. IgG-binding sites of the

plerocercoid were most clearly fluorescent in the reticular structure of the parenchyma. In

contrast, IgM-binding sites were found to be scattered in the parenchyma. LA titers increased

to reach a peak as 26-8±1-° 10 weeks after infection and their high titers were kept until 30 weeks.

In the comparison of antigenicity of AEX, PEX and PES in Ouchterlony's technique, PES

was recognized to be the most sensitive antigen among them in the experimental sparganosis

of rabbits.
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