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犬蛆虫幼虫ＥＳ抗原複合糖質の各種レクチン

に対する反応'性による解析
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２．ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法と免疫転

写法

１ｍｇ/ｍｌに調整したＥＳ抗原を既報（赤尾ら，1983）

の如く１０％ポリアクリルアミドゲルにて１５０Ｖ定電圧，

150分間泳動した.抗原蛋白分i1hiは銀染色試薬（ＢｉｏＲａｄ，

ＵＳＡ）を)Ⅱいて染色した．泳動後のゲルはSouthern

（1975）の方法によって，その分山抗原をDurapore⑧

膜（MILLIPORE，ＮＹ，ＵＳＡ）に転写した．また，分子

量（ＭＷ）を推定するための指標としてＳＤＳ－ＰＡＧＥ

Ｍａｒｋｅｒｌ⑧(生化学工業）を用い，クマシー・ブリリア

ント・ブルーＲ-250（Merk，ＵＳＡ）で染色した．さら

に，ＥＳ抗原の抗原性を検討する為に用いた血清は，犬

蛆虫幼虫移行症が疑われた,患者血清（島田ら，1985）

で，間接酵素抗体法によりＥＳ抗原中の抗原活性分画を

染色した．

３．各種レクチンとの反応

用いたレクチンはＵ/ｃＸ２Ｍ７０ｐｅＭｓｌ(ＵＥＡ－ｌ)，Ａ７ｕｃｈ/ｓ

/zyp0gaCa（ＰＮＡ)，ＤＣﾉﾉc/ｚｏｓｂ机ｏｒ"ｓ（ＤＢＡ)，Ｃ/yc伽

Ｍｚ兀（SBA)，Ｒｉｃｊ""scwm7zm"ｊｓｌ（ＲＣＡ-1)，Ｃｕ"α‐

zﾉ(z/ｉｕｃ"sが0γｍｉｓ（ConA)，Ｔγjtjc皿加川g(ｚ７ｊｓ

(ＷＧＡ）の７種類であり，その糖特異性については，

ＵＥＡ－Ｉはa-L-Fucと，ＰＮＡおよびＲＣＡ－Ｉはβ-D

GaLDBAとSBAはa-D-GalNAc,ConAはa-D-

Man，ＷＧＡはβＤ－ＧＩｃＮＡｃと特異的に結合すると言
われている（辻，1985)．

転写後の膜は1％BovineSerumAlbumin（BSA）
加Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（０．０１MTris,０．１ＭＨＣ１，０．１５Ｍ

ＮａＣｌ，ｐＨ８．６）で３７°Ｃ，１時間preincubationを行っ

た．そのあと」ユバdのTris-HCl緩衝液でl1Ll1洗浄後，

１０ノリg/ｍｌに希釈した７種類のビオチン結合レクチン

(ＶＣＴＯＲ，ＣＡ，ＵＳＡ）とそれぞれ室温で３０分間，攪排

しながら反応させた．ただし，ビオチン結合ＣｏｎＡを

希釈したＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液には０．０１ＭＣａCl２，０．０１Ｍ

）

緒ロ

犬蛆虫第２期幼虫の／〃〃〃γ０での培養がdeSavigny

(1975）によって報告されて以来，幼虫排泄・分泌物

(ES）抗原の生化学的性状や抗原性に関する研究がなさ

れ，幼虫の放出するＥＳ抗原は糖蛋白からなり，感染血

清とは他の犬M､虫由来抗原よりも強く反応することが明

らかにされている（Ｍａｉｚｅｌｓｅｔａ/､，1984；Ｋｏｉｚｕｍｉ

ｃｔｄ/､，1983；SuganeandOshima，1983)．箸者ら

(1983）も，犬蛆虫ＥＳ抗原のＳＤＳ－ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動法を用いた分析から，ＥＳ抗原の殆どの

分画がＰＡＳ反応陽性の糖蛋白からなり，とくにＭＷ

１００ＫＤ以上の分画がＰＡＳ強陽性であり，感染初期の

ウサギ血清はＭＷ１００ＫＤ以上の分llhiと反応し，感染

後期血清はＭＷ４０ＫＤ付近以下の分１１ｍと反応すること

を報告した．

近年，寄生虫糖蛋白質の分析手段としてレクチンの糖

結合特異性を用いた報告がなされ（BennettandSeed，

１９７７；Ｍｕｒｒｅｌｌｃｔａ/､，１９７８；WartonandHonigberg，

1980)，その病原性や組織内侵入機構の解析が試ふられ

ている．本報告では犬蛆虫ＥＳ幼虫抗原に含まれる糖組

成について，各種レクチンに対する反応性からの解析を

試糸，また，その幼虫内局征についても検討したので報

告する．

材料と方法

１．犬蛆虫幼虫ＥＳ抗原の調整

犬蛆虫幼虫ＥＳ抗原はdeSavigny（1975）の方法に

準じ，犬蛆虫第２期幼虫を／〃２ﾉﾉﾉγ０で培養して得た培

養上消を濃縮して得た（近藤ら，1981)．抗原の蛍[I量：

はＬｏｗｒｙ（1953）の方法により測定した．
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MnCl2を添加し残りのレクチンの希釈にはTris-HCl

緩衝液を用いた．反応後の膜はTris-HCl緩衝液で３回

洗浄後，同緩衝液で希釈したぺルオキシダーゼ結合アビ

チン（５’9/mLVector，ＣＡ，ＵＳＡ）と室温で30分間，

攪拝しながら反応させた．Tris-HCl緩衝液で洗浄後，

ジアミノベンチジン４塩酸塩（0.5ｍｇ/ｍ1,0.003％

H202,0.2ＭＴｒｉｓｐＨ７６，ドータイト）を基質とする発

色液で，反応した複合糖質分画を可視化した．

４．各種レクチンと反応する複合糖質の幼虫内局在

上記７種類のレクチンと反応する複合糖質の幼虫内局

在を検討するために，幼虫の凍結切片を用いた．即ち，

脱殻直後の活発に運動する幼虫をＰＬＰ固定液（0.01M

NalO4，０．０７５Ｍリジン，0.0375ＭＰＢ，２％ペラホル

ムアルデヒド）で４°Ｃで一晩固定した．固定後，７．５％

sucrose加0.05ＭＰＢ（ｐＨ7.6）で一晩水洗，１５％

sucrose加０．０５ＭＰＢでさらに一晩水洗し，最後に２０

％sucrose加０．０５ＭＰＢで12時間水洗した．そののち，

OCTCompoundに包埋して５’ｍの凍結切片とした．

ビオチンカルクチンとの反応およびぺルオキシダーゼ

結合アビチンとの反応はＳＤＳＰＡＧＥ後のDurapore⑧

膜を染色したときと同じ方法で実施した．
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結果

１．各種レクチンと反応する犬蛆虫幼虫ＥＳ複合糖質分

画

今回検討した７種類のレクチンの内，犬蛆虫ＥＳ抗原

と最も強く反応したのはＣｏｎＡとＲＣＡ１であった．

このうち，ＣｏｎＡと反応する分画は幼虫ＥＳ分画のうち

分子量（ＭＷ）が４２ＫＤ付近以下の分画であった．幼虫

ＥＳ抗原分画の蛋白染色像との比較からＭＷ４２ＫＤ付近

以下の分画はすべてＣｏｎＡと反応していると考えられ

た（Fig.１)．

一方，ＲＣＡ１と反応する分画はＭＷが100ＫＤ以上

の分画であり，biotin化ＲＣＡ１の濃度が１０ﾉﾘg/ｍｌで

はそれ以下の分画とは反応が見られなかった（Fig.２a)．

ＷＧＡとはＭＷが３２ＫＤ付近以下の分画と僅かに反

応が承られたが（Fig.２ｃ)，その他のレクチンとは全く

反応しなかった（Fig2d-2f)．

２．犬蛆虫幼虫複合糖質の幼虫内局圧

凍結切片を用いて上記７種レクチンと反応する複合糖

質の幼虫内局在をアビチンービオチン反応を利用して検

索した．幼虫の排泄細胞に一致する部位での複合糖質の

局在はＦｉｇ．３の如くである．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後のＥＳ分

画と最も強く反応したＣｏｎＡとＲＣＡ１の幼虫内局在も

（

同じ部位に承られ，排泄細胞内が強く染色された（Ｆｉｇ．

3Ａ，３B)．また，角皮，筋層にも局在が認められたが，

その程度は排泄細胞のそれに較べて弱かった．ＷＧＡと

は角皮および筋層に弱い反応がゑられたが，排泄細胞に

はＷＣＡと反応する複合糖質は殆ど認められなかっ

た．ＰＮＡ，ＳＢＡ，ＵＥＡ１，ＤＢＡと反応する幼虫の複合

糖質は排1'１１t細胞以外の部位に極くわずかに認められた

が，排泄細胞内には全く局在していなかった．

）８
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Fig.２Glycoconjugatespatternsofexcretory-secretoryantigensofToxoｃｕ７ａｃａ"js

larvae．（a）biotinylatedRCA-1，（b）biotinylatedConA，（c）biotinylatedConA，（c）

biotinylatedWGA，（d）biotinylatedSBA，（e）biotinylatedDBA，（f）biotinylated

PNA，（９）biotinylatedUEA-LThepositionofmolecularweightmarkerswas

indicatedontheleft-handside．

原のＭＷ４２ＫＤ付近以下の分Ｕｌ１ｉと主として反応した．

これに反して，ＲＣＡ１と反応する複合糖質分画はＭＷ

１００ＫＤ以上の分illliに存在していた．

妓近，MeghjiandMaizels（1986）は犬蛆虫幼虫ＥＳ

に含まれる糖蛋''１の生化学的諸性状を詳細に分析し，

幼虫ＥＳにはＣｏｎＡと結合するＭＷ３２ｋｄの分山と

Ｈ２ﾉﾉＸＰＣ）"ｕｔｊａに結合するＭＷ１２０ｋｄ以上の分Ilhiがあ

り，前者はpepsinやtrypsin,chymotrypsinによって

分解されるが，後昔はpronaseによってのみ分解され

たと報告した．そしてこの幼虫ＥＳは40％の炭水化物を

含糸，その人部分がN-acetylgalactosamineとgalac‐

toseからなると述べている．

今lLllRCA1且と反応したＭＷ１００ＫＤ以上の分１１mは

考察

先に著者ら（1983）は，犬蛆虫第２期幼虫の出す排

泄・分泌物は強い抗原性を持ち，その殆どの分１１１が糖蛋

白から成ることを報告した．また，感染初期のウサギml

iiliは幼虫ＥＳ抗原の主としてＭＷｌＯＯＫＤＬＵｋの分'１１'ｉ

と反応し，慢性期ではＭＷ４０ＫＤ付近の分lLl1iと反応す

ることを明らかにした．水報告ではこのような幼虫ＥＳ

抗原に含まれる複合糖質を，糖結合特異性をｲjする各種

レクチンとの反応性から解析を試ふた．川いた７種類の

レクチンのうち，幼虫ＥＳ抗原分iLhiと鮫も強く反応した

のはＣｏｎＡとＲＣＡ１であった．しかし，その反応抗原

分画は大きく異なっていた．即ち，ＣｏｎＡは幼虫ＥＳ杭

（９）
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actlveglycoconjugatesattheportｌｏｎｏ１こふl
biotinylatedConA，（B）biotinylatedRCA-1,
つNAnmhiotinvlatedSBA，（F）biotinylated

〕lＣ
ｍｎｃ

】
ｒ１
Ｌ」

Ｄｔｌｎｖｌａ[ｅし

biotinylatedDBA・

ＰＡＳ反応強陽性であり（SuganeandOshima，1983；ａｎｄＯｓｈｉｍａ（1983）は，感染血清と反応するのは幼虫赤尾ら，1983)，免疫電気泳動法では陽極側に泳131)されＥＳのＭＷ３２ＫＤの分ilhlで，糖含量が15％であったとる分画である（ＫｏｉｚｕｍｉＣｔａ/､，1983)．さらにこの分lI11i述べている．我々の成績では，このＭＷ３２ＫＤ付近のは正常ヒトｍｉｌｉあるいは非感染マウス血1,Fと兆一部反応分''11iはＣｏｎＡと強く反応し，ＷＧＡとも弱いながらもする（Maizelse/α1,1984)．また，ＣｏｎＡと反応する反応がみられた．しかし，他のレクチソとは全く反応し分画はOgilvieanddeSavigny（1982）が述べているなかった．また，ＲＣＡ１とＣｏｎＡとに反応する複合糖■属特異的抗原分画のＭＷ４２ＫＤを含んでいる。Sugane質分IIl1iはそのほとんどがヒト感染血ｉｌ１ｌｉと反応し，抗原活
（１０）
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分画が僅かに反応した．しかし，ＰＮＡ，ＤＢＡ，ＵＥＡ１，

SBAと反応する複合糖質分画は認められなかった．

(2)幼虫の凍結切片を用いて複合糖質の局在を検討した

ところ，ＣｏｎＡ，ＲＣＡ１と反応する複合糖質は幼虫の排

泄細胞に最も強く局在していた．ＷＧＡと反応する複合

糖質は幼虫全体に弱くみられたが,ＰＮＡ，ＤＢＡ，ＵＥＡ１，

SBAと反応する複合糖質は排泄細胞には全く認められ

なかった．

以上の結果から，犬蛆虫幼虫ＥＳ抗原にはアスパラギ

ン結合型糖鎖を持つ糖蛋白が多量に含まれ，その大部分

が排泄細胞に局在していることが示唆された．

性を保持していた．

次に，このような幼虫ＥＳ抗原複合糖質の幼虫内分布

を検討したところ，幼虫の排泄細胞に強い局在が承ら

れ，そのレクチン結合部位はＣｏｎＡ，ＲＣＡ１とも近似し

ていた．辻（1982）によれば，ＲＣＡ１はβ-,-galと，

またＣｏｎＡはa-D-Man残基をもつ糖鎖と特異的に結

合し，アミノ酸との結合様式による分類ではいずれもア

スパラギン結合型糖鎖をもつ複合糖質と特異的に結合す

ると考えられている．さらに犬蛆虫幼虫ＥＳは口腔，排

泄孔，肛門から分泌され（Hogarth-Sott，1966)，抗原

活性も排泄細胞に最も強い（赤尾ら，1983）ことから，

幼虫ＥＳは排泄細胞で産生され，抗原性をもつアスパラ

ギン結合型糖鎖を有する糖蛋白として存在すると考えら

れた．MaizelsctuJ．（1983）は，このようにして産生

された幼虫ＥＳ抗原が幼虫の排泄細胞あるいは肛門から

放出され，角皮に一次的に付着したのち角皮表層から脱

落していくのではないかと推測している．

蠕虫類の体内にはヒトの血液型物質と似た成分が存在

する（Oliver-GonzalezandTorregrosa，1944)．犬蛆

虫幼虫移行症患者においてもその血清中の抗Ａ抗Ｂ抗体

の上昇が報告されている（Huntlyctu/､，1969；Glick‐

ｍａｎｅｔｑＪ.，1978)．Ｓｍｉｔｈｅｒａ/・（1983）は幼虫表面

に抗Ａ抗Ｂ抗体の付着を認め，このような現象は幼虫の

表面やＥＳに存在する抗原決定基がＡＢＯ式血液型抗体

と交差反応する為に生じると報告した．今回用いたレク

チンのうちで，ＳＢＡとＤＢＡはＡ型特異的であり，ま

たＵＥＡ１はＯ型特異的レクチンとして知られている．

しかし今回の成績からはＳＢＡやＤＢＡと反応するＡ

型特異的糖鎖を有する複合糖質は幼虫排泄細胞に局在し

ておらず，SDS-PAGE後の幼虫ＥＳ抗原分画との反応

においても明確なバンドは認められなかった．レクチン

の糖特異性については未だ完全には解明されておらず，

同じ糖結合特異性を有するレクチンでも異なった反応を

呈する場合があり，Ｓｍｉｔｈ２ｔａ/、（1983）の成績と比較

するにはＡ型あるいはＢ型特異的糖鎖と反応する他のレ

クチンを用いた検討を行う必要があると思われる．
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結語

糖結合特異性を有する各種レクチンを用いて，犬蛆虫

幼虫ＥＳ抗原に含まれる複合糖質の解析を試糸，次の如

き結果を得た．
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GLYCOCONJUGATES OF EXCRETORY-SECRETORY ANTIGENS OF

SECOND STAGE LARVAE OF TOXOCARA CAMS: ANALYSIS OF

THEIR REACTIVITY TO LECTINS

NOBUAKI AKAO AND KAORU KONDO

(Department Parasitology, School ofMedicine,

Kanazawa University, Kanazawa City, Japan)

This study was undertaken to examine the glycoconjugates properties of excretory-secretory (ES)

antigens of Toxocara canis larvae. The ES antigens were fractionated by SDS-polyacrylamide gel electro-

phoresis (SDS-PAGE) and stained by silver reagent. The reactivities of these proteins to specific lectins

were examined after transferring them to Durapore filter. Richimus communis agglutinin-1 (RCA1)

reacted to the macromolecules greater than 100 KD antigen of the ES. On the other hand, Canavalia

ensiformis (ConA) reacted to the low molecular weight of antigens smaller than 100 KD of the ES. Locali

zation of glycoconjugates reacted to RCA1 was identical with those of ConA; excretory cells of the larva

were strongly stained by immunoenzymatic techniques using cryostat sections of the parasites. Triticum

vulgaris reacted weakly to the antigens of 32 KD and its binding sites were diffusely located in the larval

body. In contrast, glycoconjugates expected to react with Ulex europeus-l, Arachis hypogaea, Dolicos

biflorus and Glycine Max were not observed in excretory cells of the larva, nor on the fractionated

antigens followed by SDS-PAGE. These results indicated that a large amount of glycoproteins possessing

asparagin linked oligosacchaxide chains were located in the excretory cells of the larva.
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