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旋毛虫筋肉幼虫クチクラ抗原の分析

クチクラの発育段階に特異的な抗原'性

水野直人・宇野貴子・鈴木秀和・徳田千代吉・高橋優三・荒木'恒治

（平成元年12月25日掲載決定）

要約

旋毛虫筋肉幼虫クチクラよりデオキンコール酸処理にて抽出したクチクラ可溶性抗原をFischer
系ラットに免疫し，抗クチクラ抗体を得た。この抗体の旋毛虫各期虫体クチクラに対する反応Ｉ性を
免疫電顕法により検討した。その結果，抗クチクラ抗体は，筋肉幼虫に対してはクチクラ内層と強
い反応を示した外，角皮下層，体腔液，側索などとの間にも反応が認められた。一方，この抗クチ
クラ抗体を成虫および胎内幼虫に対して反応させたところ，角皮下層，体腔液などに反応が認めら
れるものの，クチクラ内層とは反応が確認されなかった。これより各期クチクラ内層の抗原性に差
異があることが明らかになり，クチクラ表面のみならず，クチクラ内層にも発育段階に特異的な抗
原が存在することが証明された。

Keywords：Ｔ７ｉｃ/zi"eJmsPiγαJis，cuticleinnerlayer，immunocytochemistry，antigen，stage-

specificity，sodiumdeoxycholate

緒言

線虫の虫体表面に存在するクチクラは角皮下層（hypo-

dermis）と呼ばれる薄い一層の細胞に支持される細胞外

物質である（Villella，1970)。クチクラの主な成分はコ

ラーゲン様物質（Lee，1966）といわれており，また，そ

の主な機能は虫体の外部刺激からの保護と虫体成分漏出

防止であると考えられている。

旋毛虫のクチクラは光顕的には特異な構造を欠如する

均一に近い物質である（TakahashiaaL，1987,1988

ｂ）が，竜顕的には，表面に存在するepicuticleを含め，

数層の層構造を示す（BeckettandBoothroyd，1961；

Bruce，１９７０；Bird，１９８０；Wright，1987)。旋毛虫は生

活史の中で数回脱皮し，この際，外側のクチクラが離脱

し，内側のクチクラが虫体表面に出現する（Bruce，

1970)。

旋毛虫のクチクラには強い抗原性を示す物質が存在す

ることが免疫組織化学的および免疫化学的lこに確認され

ているが，虫体表面に存在するクチクラが抗原性を有す

ることは感染防御上重要であり，クチクラ抗原について

は数多くの研究がなされてきた。その結果，クチクラに

は，各発育段階に特異的な抗原（MackenzieetaL

1978；PhilippetaJ.,1980,1981；JungeryetaJ.,１９８３；

ＡｌｍｏｎｄｅｔａＬ１９８６）や，他の多くの寄生虫抗原と交差

反応を生ずる非特異的な抗原（TakahashietaL，１９８８

ａ）が存在することが明らかになった。

著者らは，旋毛虫感染ラットまたは感染ヒト血清を用

いた免疫電顕法によりクチクラに強い抗原性があること

を報告した（TakahashietaL,１９８８ａ，１９８８ｃ，１９８９

ａ）が，本報では，動物感染により容易にかつ多量に集

められる点で，免疫診断用抗原および防御免疫源として

実用性の高い筋肉幼虫抗原のうち，クチクラより抽出し

た可溶性抗原の発育段階に特異的な抗原性について免疫

電顕法により検討した。

材料及び方法

１．旋毛虫（Polishisolate）

本研究では，弘前大学医学部寄生虫学教室山口富雄名

誉教授より供与され，継代されたＴγic/ziMZaspiγαZisの

ポーランド分離株を用いた。

筋肉幼虫は，感染後３ヶ月経過したICRマウスの筋肉

より通常のpepsin-HCl消化法にて集めた。成虫は，感染

６日後のマウス腸管より集めた。すなわち，ＩＣＲマウス

に筋肉幼虫300隻を経口投与し，６日後にマウス腸管を

取り出し，生食加燐酸緩衝液（PBS）中で37℃，３０～６０

分間放置，遊出した成虫を採集した。

2．筋肉幼虫クチクラ可溶'性抗原の作製

1）クチクラ分画の調製

筋肉幼虫を，超音波破砕機（20ＫＨｚ,UR-200P,ＴＯＭＹ

ＳＥＩＫＯＣｏ.，ＬｔｄTokyo,Japan.）にて４℃で20分間破

砕，ＰＢＳ中にて４℃で－晩攪拝した後，１０，０００ｒｐｍで

20分間遠心した。沈澄を回収し，ＰＢＳ中で充分攪拝後，

1000rpm，３分間遠心し，ＰＢＳ可溶'性成分を除去した。

このＰＢＳ洗浄を３回繰り返した沈澄をクチクラ分画と

した。また，各洗浄上清をｐＨ3.5～9.5のアンホライン
奈良県立医科大学寄生虫学教室
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を含む５％ポリアクリルアミドゲル（ＬＫＢＡｍｐｈｏｌｉｎｅ

ＰＡＧｐｌａｔｅｓＮｏ、１８０４－１０１，ＬＫＢ－ＰｒｏｄｕｋｔｅｒＡＢ

Ｂｒｏｍｍａ,Sweden）にて等電点電気泳法動後，Cooma-

ssiebrilliantblueRで染色し，クチクラ分画の純度を生

化学的に検定した。これと共に，クチクラ分画の一部よ

り透過型電顕用標本を作製し，クチクラ分画の純度を形

態的に検定した。

2）クチクラ抽出物抗原の抽出

クチクラ成分の可溶化はParkhouseetal（1981）の方

法を改変して行った。すなわち，上記の方法にて集めた

クチクラ分画を10％デオキシコール酸ナトリウムカロトリ

ス緩衝液（ｐＨ8.0）中でホモゲナイズし，さらに，氷中

で20分間放置したものを，４℃，25,0009,30分間遠心

分離した。上清をトリス緩衝液（ｐＨ8.0）および蒸留水

に透析後，凍結乾燥してクチクラ抽出物抗原とした。

３クチクラ抽出物抗原免疫ラット血清

クチクラ抽出物抗原１mg／ｍＪをフロインド完全ア

ジュバントと共に，Fischer系ラット（３週齢，雄）の背

部皮下に接種，これを１週間間隔で３度行い，初回接種

後４週目に心臓採血し，その血清をクチクラ抽出物抗原

免疫ラット血清として実験に供した。

4．プロテインＡ－金コロイド複合体の作製

l）金コロイドの作製

SlotandGeuzeO985）の方法により金コロイドを作

製した。すなわち，２％塩化金溶液（NACALAI

TESQUE,ＩＮＣKyoto,Japan.）１ｍ/及び再蒸留水１５９

，Jを三角フラスコに入れ，６０℃の)恒温槽で攪枠した。さ

らに，１％クエン酸ナトリウム９，Jと再蒸留水31,Jの

混合液を加えて約２時間60℃の'恒温槽内で攪拝した。溶

液の色調が赤色に変化したところで，直ちに加熱し，

２～３分間煮沸させ，粒子の直径１５ｎｍの金コロイド溶

液を得た。

2）プロテインＡ－金コロイド複合体の作製

TanakaeraZ.，（1984）の方法に基いて，プロテインＡ

－金コロイド複合体を作製した。すなわち，０．１mgのプ

ロテインＡ（PharmaciaFineChemicalsCQUppsala，

Sweden.）をプラスチックビーカーにとり，0.005Ｍ

ＮａＣｌＯ・ｌｍＪを加え溶解した。次に金コロイド溶液５，Ｊ

を加えｌ～２分問攪拝した。これに５％ポリエチレング

リコール（PEG，分子量20,000,ＮＡＣＡＬＡＩＴＥＳＱＵＥ

ＩＮＣＫｙｏｔｏ,Japan.）を0.15,J加え，プロテインＡ－金

コロイド混合液とした。0.05％PEGと，0.02％ＮａＮ３を

含む５％グリセロール溶液２．５，Jを０．４５〃ｍのフィル

ターでろ過後，プラスチック製の遠沈管に入れ，この上

にプロテインＡ－金コロイド混合液を静かに重層し，

55,0009,4℃，４０分間遠心（HITACHI65BHitachi

KokiCo.,ＬｔｄTokyo,Japan.）後，上清約６．５，Jを除去

し，残りの１，Jを沈殿物とよく混和した。これをプロテ

インＡ－金コロイド複合体として，４℃で保存，１週間

以内に使用した。使用時には，１％ウシ血清アルブミン

加ＰＢＳ（１％ＢＳＡ－ＰＢＳ）にて１０倍に希釈，マイクロ遠

心機（ＫＵＢＯＴＡＭＩＣＲＯＨＫＭｌｌＯＯ，ＫＵＢＯＴＡ

ＳＥＩＳＡＫＵＳＨＯＣｏ.，ＬｔｄTokyo，Japan）を用い，８，０００

９で室温にて５分間遠心後，上清をさらに１％ＢＳＡ－

ＰＢＳにて５倍に希釈して免疫染色に供した。

5．免疫染色
ｌ

筋肉幼虫及び成虫を一百カルノフスキー固定，アルコー
ル脱水後，ＬＲＷｈｉｔｅ（LondonResinCompanyLtd

UK）に包埋し，厚さ80,ｍの超薄切片を作製した。この

切片に対し，クチクラ抽出物抗原免疫ラット血清を１％

ＢＳＡ－ＰＢＳにて200倍希釈し，室温で30分間反応させた。

１％ＢＳＡ－ＰＢＳにて洗浄後，プロテインＡ－金コロイド

複合体を室温，３０分間反応させた。１％ＢＳＡ－ＰＢＳおよ

び蒸留水にて洗浄後，酢酸ウラニールで電子染色し電顕

観察に供した。対照として正常ラット血清を用い同様に

染色した。

結果

1．抗原の検定

クチクラ分画の洗浄液を，等電点電気泳動にて検定し

たところ，１回目の洗浄液では，ｐＨ3.5～9.5の問に少

なくとも23本のバンドが確認され，また，３回目の洗浄

液では，ｐＨ３．９およびｐＨ６．０に２本のバンドが確認され

た（Fig.１）。このことより，使用したクチクラ分画に

は，少量ではあるが，PBS可溶性成分が混在していると

考えられる。また，デオキシコール酸処理する前段階の

クチクラ分画より通常電顕標本を作製し，電顕観察した

結果では，クチクラの内側に，破砕された虫体内部組織

の残骸と思われる物質が確認でき（Fig.２），このクチ

クラ分画は必ずしも純粋なクチクラ標本ではなく，超微

形態的には使用したクチクラ分画が他の虫体組織成分を

含有していたと思われる。

2．免疫電顕

金コロイドを標識として用いた免疫電顕法では，筋肉

幼虫の切片を染色した場合，クチクラ内層に非常に多く

の金コロイド粒子が観察され（Fig.３），クチクラ抽出

物抗原免疫ラット血清がクチクラ内層と反応することが

確認された。クチクラ内層以外には，角皮下層（Fig.３），

体腔液（Fig.３），側索などに金コロイド粒子が観察さ

れ，クチクラ抽出物抗原免疫ラット血清はこれらの抗原

とも反応を示した。しかし，感染血清による染色で抗原

'性を示すことが報告（TakahashietaJ.，ｌ９８８ａ，ｌ９８８

ｃ，ｌ９８９ａ）されているクチクラ表面（Ｆｉｇ．３），ス

ティコサイトの顎粒（Fig.３）食道内腔物，中腸内腔物

には金コロイド粒子が観察されなかった。

成虫クチクラは筋肉幼虫クチクラと同様，角皮下層に
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Figs，１ａｎｄ２．Purityofcuticlefraction、
ThecuticlefTactionwasobtainedbysonicatingmusclelarvaeandthencentrifugingatlOOOOrpm、Theresulting

pellet，thecuticlefraction，ｗａｓｗａｓｈｅｄｔｈｒｅｅｔｍｅｓｗｉｔｈＰＢＳ・IsoelectricfocusingrevealedatleastZ3bandsin
thefirstwashsolutio、(lａｎｅｌｉｎＦｉｇｌ);however,onlytwobandsremainedafterthethirdwash(lane3inFig、

１).Thecuticlefractionwasprocessedforimmunoelectronmicroscopy(Fig.２).Itwascomposedofcuticle(C）
andanamorphousmaterialwithhighelectrondensity(☆)resultingfiPomseveredamagetothelarvaebysonica-
tion・Thusthecuticlefractionwascontaminatedwithother，unidentifiablecellcomponents．

支持されて存在し，電顕的にｌ～３層の層構造を示す

が，部位により層の厚さと構造が異なる。また，成虫の

側索には腺構造（hypodermalgland）が存在する（Bru-

ce，1970)。成虫切片を染色した場合，側索の腺構造

（Fig.４），角皮下層（Fig.５），体腔液（Fig.５）な

どに金コロイド粒子が観察され，免疫染色腸性である

が，成虫クチクラには金コロイド粒子が観察されず，ク

チクラ抽出物抗原免疫ラット血清が成虫クチクラと反応

しないことが確認された。

また，雌成虫子宮内には産出直前の胎内幼虫が存在し

（Fig.５），この胎内幼虫の表面にもｌ～２層の構造を

示す薄いクチクラが存在する。クチクラ抽出物抗原免疫

ラット血清はこの胎内幼虫のクチクラとも反応しなかっ

た（Fig.５)。

対照として正常ラット血清を用いて免疫染色を行った

場合，筋肉幼虫，成虫および胎内幼虫のいずれの組織構

造物にも金コロイド粒子は観察されず（Fig.６），染色

の特異性が確認された。

考察

プロテインＡ－金コロイド法（ＰＡＧ法）による免疫染

色では，金コロイドを標識したプロテインＡが免疫グロ

ブリン（主にIgG）のＦｃ領域に特異的に結合することに

より，金コロイド粒子の存在する部位に，免疫染色に用

いた抗体と反応する抗原の局在を確認することができる。

本研究では，クチクラ抗原の特性を明らかにするため，

デオキシコール酸処理にてクチクラより可溶性抗原を抽

出し，この可溶性抗原に対する免疫血清を得，上記の

ＰＡＧ法により免疫組織化学的検索を行った。

著者らは，感染ラットおよび感染ヒト血清を用いた

ＰＡＧ法により，筋肉幼虫の抗原局在部位を検索し，角皮

下層，体腔液，スティコサイトの穎粒，食道内腔物，中

腸内腔物，腸腺穎粒，グリコーゲン穎粒等の他にクチク

ラ表面およびクチクラ内層にも抗原性物質が存在するこ

とを確認している（TakahashietaJ.,ｌ９８８ａ，ｌ９８８ｃ，

1989ａ)。著者らのほか，Sulzer（1965）およびCrandall

Figs、３，４ａｎｄ５．Immunogoldstainingwithanti-cuticleantibodies、
aThecuticleinnerlayersofmusclelarva（C-L）areuniformlyandstronglystained・Hypodermis（Ｈｙ）and

hemolymphOIe)arealsopositive・Thecuticlesurface,myofibrils(Ｍ)andstichocytea1-granules（α1)arenegative．
Ｇ：glycogengranules、

４.Ｃｕｔｉｃｌｅｏｆａｎａｄｕｌｔｗｏｒｍ（Ｃ－Ａ)ｉｓnegative,whereashypodermalgland（ＨＧ)ispositive、

５.Cross-sectionthroughtheuterusofadultfemale:Cuticleoftheadult(C-A）ａｎｄｆｅｔｕｓ（C-F）ａｒｅnegative；

hypodermis(Ｈｙ）ａｎｄｈｅｍｏｌｙｍｐｈ（Ｈｅ)arepositive.Ｆ：fetus．
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Fig.６．Musclelarvatreatedwithcontrolsera：ＮＣsignificant

stainingwasobserved、Ｃ－Ｌ：cuticleofmusclelarvae，Ｈｙ：
hypodennis，Mmyofibrils，Ｇ：glycogengranules，α1：

stichocytealgranules．

収した場合，それぞれ吸収に用いた発育段階の虫体表面

に対する吸着反応のみが特異的に抑制されることを示

し，また，PhilippetaZ．（1980,1981)，JungeryetaJ．

（1983）およびＡｌｍｏｎｄｅｔａＺ．（1986）は，各成長段階の

旋毛虫虫体表面抗原を'251標識後，デオキシコール酸処

理により抽出し，ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析した結果，虫

体表面抗原は各発育段階でその種類および量とも異なる

ことを報告している。

クチクラは，その表面（epicuticle）と内層とが，構造

的にも（Bird，1980）免疫学的にも（TakahashietaL，

1989ｂ）異なることが確認されているが，前述の

andCrandall（1972）が蛍光抗体法を用いて，Despo-

mrnieretaJ．（１９６７）およびBrzoskoandGancarz

(1969)がフェリチン抗体法を用いて，また，Silberstein

andDespommier（1984）が酵素抗体法を用いて，それぞ

れクチクラに抗原物質が含有されていることを証明して

いる。

さらに，クチクラ抗原は，旋毛虫の各発育段階に特異

的な抗原性（stage-specificity）を示すことが諸家により

報告されている。すなわち，MackenzieetaJ．（1978）

は，虫体表面における細胞吸着を指標として抗体の反応

性を分析した結果，感染血清を筋肉幼虫または成虫で吸
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MackenzieetaJ．（1978）やPhilippetaZ．（１９８０，

１９８１），JungeryetaZ．（1983）およびＡｌｍｏｎｄｅｔａＪ．

（1986）が言及している発育段階に特異的な抗原性と

は，方法論から推察するとクチクラ表面抗原の発育段階

に特異的な抗原性をさすものと思われる。これは，’251

標識後抽出した虫体表面抗原に対するモノクローナル抗

体が，免疫組織化学的にクチクラ表面に反応することか

らも支持される（McLarenetaJ」987)。これに対し，

ＰＡＧ法では，クチクラ内層の抗原性を明確に検索する

ことができる。本研究において，デオキシコール酸処理

により抽出した筋肉幼虫のクチクラ抗原に対する免疫

ラット血清が筋肉幼虫のクチクラ内層と強く反応した

が，成虫および新生幼虫のクチクラ内層とは反応しな

かったことは，クチクラ内層にも発育段階に特異的な抗

原性が存在することを証明するものである。なお，クチ

クラ分画の純度を検定した結果より，クチクラ分画には

クチクラ以外の虫体組織成分が含まれていることが確認

されており，これより抽出した抗原に対して得られた抗

血清にはクチクラ抗原以外の抗原に対する抗体をも含む

と考えられる。しかし，この抗血清による各発育段階の

旋毛虫のクチクラに対する反応性の差は明らかであり，

クチクラ内層に発育段階に特異的な抗原性が存在するこ

とを証明するのに充分な特異性があると思われる。

本研究で示されたように，クチクラ表面のみならずク

チクラ内層にも発育段階に特異的な抗原が存在すること

は，宿主と寄生虫との相互関係，特に免疫学的な面での

関係を検討する上で重要な知見となる。まず，感染防御

の観点からは，現在までに旋毛虫由来の抗原を用いた防

御免疫に関する実験が数多く行われているが，（CambelL

1955；Ｃｈｉｐｍａｎｌ９５７；ＢｅｌｌｅｔａＪ.，１９７９；Ｔｒｏｎｃｈｉｎｅｔ

ａＪ.，１９７９；Despommier，１９８１；Despommierand

Laccetti，１９８１ａ，１９８ｌｂ；ＤｕｒｈａｍｅｔａＪ.，１９８４；

SilberteinandDespommier，１９８４，１９８５；Ｇａｍｂｌｅ，

1985；GrencisetqJ.,１９８６；ChingandBelL1987)，自

然感染により宿主が獲得する防御免疫に匹敵する免疫力

を成立させる抗原は少ない。これは免疫源としてある一

つの発育段階の虫体に由来する抗原を用いたためであろ

う。すなわち，多量に入手しやすいことから筋肉幼虫抗

原が最も頻繁に用いられてきたためであるが，腸管内で

の感染成立という意味から成虫抗原も重要である。事

実，筋肉幼虫由来の抗原に基づく免疫と，成虫由来の抗

原に基づく免疫とが，それぞれ感染の異なる段階に作用

する（Gamble，1985）ことを示した報告がある。また，

最近では新生幼虫抗原も防御免疫の観点より注目を浴び

ている（JamesandDenham，１９７４；Ruitenbergand

Steerenberg，１９７６；ＪａｍｅｓｅｔａＪ.，１９７７；Perrudet-Ba-

douxandBinaghi，１９７８；ＢｅｌｌｅｔａＪ.，1985；Chingand

Bell，１９８７；ＨｕａａｎｄＢｅｌＬｌ９８８)。

本研究において，筋肉幼虫クチクラ内層の抗原'性が，

成虫および新生幼虫のクチクラ内層のそれと異なること

が明示されたが，これは，筋肉幼虫由来の抗原のみに基

づく宿主の免疫能が，感染防御上十分ではないことを示

唆するものである。なぜなら，クチクラ内層に対する特

異抗体がクチクラ表面に対する特異抗体よりも早期に産

生される（TakahashietaLl990）こと，また，クチク

ラ表面（epicuticle）が放出される（PhilippetaL1980）

際や，脱皮により外居のクチクラが離脱する（Bruce，

1970）際にクチクラ内層が宿主に暴露されることから，

クチクラ内層もまた免疫攻撃の標的になり得るからであ

る。よって，クチクラ内層抗原が発育段階により異なる

ことは，旋毛虫が宿主の免疫攻撃より逃れる手段の一つ

になり得るものと思われる。

つぎに，免疫診断の観点からは，各発育段階の虫体由

来の抗原に対する抗体は感染の異なる時期に産生される

と考えられるため，各発育段階に特異的な抗原を用いた

場合，血清の採取時期によっては偽陰性の判定結果を生

ずることとなる。クチクラ内層抗原もまた，本研究にお

いて，発育段階により抗原性が異なることが証明された

ため，これを免疫診断に用いる場合には各発育段階のク

チクラ内層抗原に対する抗体の産生時期を考慮する必要

があることが示唆された。

以上の結果より，旋毛虫症における防御免疫機構の解

明や，有用な免疫診断法の確立のためには，宿主と寄生

虫との間の免疫学的な相互作用を各発育段階毎に追及す

る必要があると思われる。すなわち，宿主が感染経過の

どの時期に，どの発育段階の虫体に対して感染防御上効

果的な免疫を獲得するのか，また，免疫診断上有用な抗

体を産生するのかが問題となる。そのひとつとしてクチ

クラ表面および内層の抗原性が変化する時期を今後明ら

かにすることが必要である。
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Abstract

STAGE-SPECIFIC ANTIGENICITY IN THE CUTICLE INNER LAYER

OF TRICHINELLA SPIRALIS

NAOTO MIZUNO, TAKAKO UNO, HlDEKAZU SUZUKI, CHIYOKICHI TOKUDA,

YUZO TAKAHASHI AND TSUNEJI ARAKI

(Department of Parasitology, Nara Medical University, Kashihara-shi, Nara, 634, Japan)

Reactivity of antibodies to the cuticle of Trichinella spiralis at different developmental stages was

examined cytochemically by the method of post-embedding immunogold staining. Antibodies against the cuticle

of T. spiralis muscle larvae were raised in Fischer rats by immunizing with the cuticle extract. The extract

was solubilized with sodium deoxycholate. The antibodies reacted strongly to the cuticle inner layer of muscle

larvae, but not to the cuticle inner layer of either adult worms or embrionic larvae in the uterus of adult

females. Thus, the cuticle inner layer of T. spiralis exhibits developmental stage-specific antigenicity.




