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Abstract: Trichinella sPiralis musc1e larvae possessed both "specific" antigens in 

stichocyteα-granules， the alimentary tract， and the cutic1e surface; and "non-specific" 

antigens in cutic1e inner layer(s)， hypodermis， and hemolymph. Thin study was designed to 

determine immunocytochemically the c1ass of antibodies raised against specific and non-

specific antigens. Ultrathin sections of resin embedded T.ゅiralismusc1e larvae were 

immunostained with sera from patients with a wide variety of helminthiasis inc1uding 

trichinosis， paragonimiasis， fascioliasis， trichuriasis， gnathostomiasis， dirofilariasis， anisa-

kiasis， cysticercosis cellulosae hominis， and diphyllobothriasis. Sera from all patients 

reacted positively against the non】specificantigens. IgG-c1ass antibodies exc1usively 

contributed to the response. On the other hand， patients with trichinosis evoked both 

IgG-and Igl¥tιc1ass antibodies against specific and non凶specificantigens. These results 

increase the potential usefulness of the specific diagnosis of trichinosis， because they 

suggest that a test using only IgM-c1ass antibodies may minimize the undesirable effects of 

contaminating non-specific antigens in the immunodiagnosis of trichinosis. 
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緒 ー日
成された嚢胞に包まれて，次の宿主に摂取されるのを待

ピコ.

人蓄共通感染症としての旋毛虫 Trichinellaspiralis したがって，その臨床症状は，成虫の寄生による腹部

民世界各国に広く分布し，欧米諸国で、は主に雑食動物 の症状と幼虫の筋肉内寄生による症状とに大別さわし，急

であるブタに感染し，ヒトへは熱を加えない自家製ソー 性期においては，細菌性下痢症と，慢性期においては，

セージや生ハムによる感染が多く，食品衛生上大きな問 リウマチ性疾患と疑診されやすいというように，診断が

題となっている.日本ではクマ肉の生食による感染が山 極めて困難である.一般に，寄生虫感染を診断する場合，

口巾)4)5)によって報告されている.旋毛虫に関しては被 虫体や虫卵を検出することが，確実な方法ではあるが，

嚢した感染幼虫の寄生している獣肉を刺身など不完全加 旋毛虫は胎生(1arviparous)で、あるため，虫卵を産出せ

熱の形で経口的に摂取されると，小腸内で幼虫が鮮化し ず，その検出は不可能である.また，旋毛虫の成虫虫体

て速やかに発育し，およそ 3-5日後には成熟して雌雄の を，糞便，又は，十二指腸液より検出する事も，他の消

成虫となり，交尾後雌は小腸粘膜深く侵入して幼虫を産 化管寄生虫等の場合とは異なり，極めて困難である.こ

出する.幼虫は，血流に乗って骨格筋など全身の横紋筋 のため，最も確実な方法となるのは，筋生検により筋肉

に運ばれ，およそ 20-25日で成長し，通常宿主側から形 内に被嚢した幼虫を検出する事である.しかし，過去に
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国内で集団発生した， 1974年の青森県での症例1)2)3)4)， 

1980年の北海道での症例， 1982年の三重県での症例U'l，

この合計87例のうち筋生検により虫体が検出されたの

は，北海道でのわずか l例にすぎなかった6)7).そこで，

本来なら補助的診断法である患者血清を用いた免疫血清

学的診断法は，これらの問題を克服するのに最も有力な

手段であると言える.

ヒトおよび実験動物が旋毛虫に感染した際，幼虫抗原

に対し，検出可能な抗体の上昇を示す8)9). この多細胞動

物である旋毛虫幼虫は， 20種以上の多数の抗原性を持

ち10)，それに対応する抗体も多種類あるが，これらは大き

く2種類に分けられる.感染後IgG特異抗体が早期に産

生される抗原 rapidresponding group(RRG)と遅れて

産生される抗原 slowr巴spondinggroup(SRG)とである.

前者の抗原には，免疫電顕では体腔液，腸腺穎粒，中腸

内腔物，生殖原基細胞質成分，グリコーゲン穎粒，角皮

下層，側索および正中索，クチクラ内層などが含まれ，

後者の抗原には!1チクラ表面，食道内腔物，食道腺穎

粒が含まれることが報告されている 8). 旋毛虫症の免疫

診断に有用である，いわゆる特異抗原とみなされている

のは，感染後遅れて抗体産生を惹起する SRG抗原であ

る.これらの特異抗原を免疫診断に用いるため，種々の

精製方法が知られている.例えば，食道腺 α穎粒は，

homogenizationと遠心分離の併用により集めることが

でき10)，古典的，あるいはモノクロナール抗体を用いたア

フィニティーグロマトグラフィーにより更に精製するこ

とができる 11). また!1チクラ表面抗原は， CTAB 

(cety1trimethyl ammonium bromide)処理により筋肉

幼虫から抽出することができ 11)12)，ES(excretory-secre-

tory)産物は，旋毛虫幼虫を培養した上清から集める事が

できると報告されている 13). しかしながら，これらのいず

れの方法も非特異抗原の混入は避けられない.そこで，

木来好ましくない交差反応として起こるパックグラウン

ドをできる限り減少させるための方策が必要である.こ

れまでの免疫診断には，補体結合反応叫，ゲノレ内二重拡散

法同，免疫電気泳動法16)，迅速凝塊反応m，ラテックス凝

集反応18)などがあり，特異抗体を検出するために，抗原

と被検患者血清とを反応させてから，標識した二次抗体

を反応させ，特異抗体を検出するというものである.そ

の抗原抗体反応の結果は質的，量的に評価されている.

しかし，その正確さを考慮した場合，用いる抗原の選択

や患者の持つ抗体のタイプの同定，抗原抗体反応の検出

方法等更なる改善の必要性があると思われる.

本研究では，旋毛虫症，肺吸虫症，肝蛭症，鞭虫症，

顎口虫症，犬糸状虫症，アニサキス症，脳有鈎嚢虫症，

広節裂頭条虫症の患者血清中に検出される抗旋毛虫抗体

を免疫電顕法にて検索し，旋毛虫症の免疫診断の特異性

に関してより優れた検査系を検討した.

材料および方法

1 ;旋毛虫幼虫の採集

本研究では弘前大学医学部寄生虫学教室山口富雄名誉

教授より供与された旋毛虫(Trichinellaゅiralis)ポーラ

ンド分離株(Polishstrain)を使用した.旋毛虫の継代用

の感染には著者らの考案した TarTar法19)を用い，免疫

電顕用の切片に用いる旋毛虫幼虫の回収には，以下のペ

プシン消化法を用いた.つまり，感染後4週以上経過し

たICRマウスの筋肉を細かく砕き， Despommierら20)

の方法にもとづき， 0.5 %ペプシン(NACALAI TES】

QUE， INC. Kyoto， Japan)/0.7 %塩酸(NAKALAI

TESQUE， INC. Kyoto， Japan)中で、 3TCにて 3時間消

化した.消化後の反応液を自の大きさが 125μmの簡で

漉し，旋毛虫用円錐型容器に入れ，室温にて 30分開放置

し，容器の底に沈んだ旋毛虫幼虫を集めた.採集した旋

毛虫幼虫をリン酸緩衝食塩水(Phosphatebuffered 

saline，以下PBS，pH 7.2)にて繰り返し洗浄し，用に供

した.

2;旋毛虫幼虫組織の超薄切片の作製

上述のごとく採集した旋毛虫幼虫を%カノレノフスキー

固定液〔グノレタールアノレデヒドとパラフィノレムアノレデヒ

ドの混合液〉で固定し，アルコール上昇系列(50%， 

70 %， 95 %， 100 %)で脱水後， LR White(London Resin 

Company Ltd， UK)に包埋し，ダイヤモンドナイフにて

厚さ 80nmの超薄切片を作製した.

3;実験に供したヒト血清

1)旋毛虫症患者血清

1982年三重県四日市市及ひ、その周辺地区にて集団発

生した旋毛虫症患者血清(6症例〉を実験に供した.集団

発生はツキノワグマの筋肉の生食による発症と考えられ，

実験に供した 6症例とも，ラテックス凝集反応試験

(LA)，向流免疫電気泳動(CIE)，幼虫周囲沈降試験

(CLP)にて，いずれも陽性を塁し，さらに臨床症状等を

考慮した上で旋毛虫症と確定診断されたものである.

2)各種嬬虫症患者血清

肺吸虫症患者血清(4症例)，肝蛭症患者血清(2症例)，

鞭虫症患者血清(重症 1症例山，軽症5症例)，顎口虫症患

者血清(4症例)，犬糸状虫症患者血清(3症例)，アニキサ

ス症患者血清 (4症例)，脳有鈎嚢虫症患者血清(3症例)，

広節裂頭条虫症患者血清((3症例〕を本実験に供した.い

ずれも当教室において虫体あるいは虫卵検出，または血
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清免疫学的検査を施行し，ゲノレ内沈降反応(Ouchterlony

法および IEP法〕にて陽性所見が認められ，さらに臨床

症状，臨床経過，および臨床血液化学的検査等も考慮し

た上で，当該疾患と診断された患者血清である.

4;金コロイドを標識に用いた免疫染免

1)金コロイドの作製

金コロイドは， Slotら叫の方法にもとづいて作製し

た.すなわち， 2 %塩化金(HAuCl4"4H20; NACALAI 

TESQUE， INC. Kyoto， Japan)溶液 1ml及び蒸留水

159mlを三角フラスコに入れ， 600Cで撹排した.さら

に， 1%クエン酸ナトリウム溶液 9mlと蒸留水 31mlの

混合液を加えて 600Cで2時間撹持した.溶液の色調が灰

色から赤色に変化した後， 2-3分間煮沸し，粒子の直径

15nmの金コロイド溶液を得た.

2)プロテイン Aー金コロイド混合液の作製

Tanakaら23)の方法に基づきプロテイン A 金コロイ

ド混合液を作製した.すなわち， 0.lmgのプロテイン A

(Pharmacia Fjne Chemicals Co. Uppsala， Sweden)を

プラスチックビーカーにとり， 5mM塩化ナトリウム溶

液 0.1mlを加えて溶解した.さらに金コロイド溶液 5

mlを加え， 1-2分間撹持した.次いで 5%ポリエチレン

グリコーノレ(PEG;:分子量 20，000，NACALAI TESQUE， 

INC. Kyoto， Japan)溶液 0.15mlを加えた.次いでプラ

スチック製の遠沈管に 0.45μmのミリポアフィノレター

(Minisart NML， Nihon Milipore Kogyo K. K目， Yon巴z

awa， Japan)でろ過した 0.05%PEGおよび 0.02%ア

ジ化ナトリウム (NaN3)を含む 5%グリセローノレ溶液

2.5mlを入れ，その上に前述のプロテイン Aと金コロ

イドとの混合液 5mlを重層し55，000g(25， 000 rpm)で4

℃にて 40分間遠沈(HITACHI 65 P，日itachiKoki Co.， 

Ltd. Tokyo， Japan)した.次に，上清 6.5mlを静かに

除去し，残りの 1mlを沈殿物とよく混和した.これをプ

ロテイン A-金コロイド混合液として， 40Cで保存，作製

後 1週間以内に使用した.使用時には， 1%卵白アノレブミ

ン加 PBSC1% Egg】Albumin-PBS)にて 10倍に希釈し，

マイクロ遠心機(MR-150，TOMYSEIKO Co.， Ltd.， 

Tokyo， Japan)を用い， 8，000 g (11， 000 rpm)で室温に

て5分間遠心後，上清をさらに 1% Egg-Albumin-PBS 

にて 5倍に希釈して免疫染色に供した.

3)プロテイン A-金コロイド混合液を用いた超薄切片

の免疫染色

ンAー金コロイド混合液を室温で 30分間反応させた.

1 % Egg司albumin-PBSおよび蒸留水にて洗浄後，酢酸

ウラニーノレで電子染色し，透過型電子顕微鏡(JEOL

JEM 1200 EX)で観察した.

4)ストレプトアピジン金コロイド混合液の作製

Tanakaら23)の方法に基づいてストレプトアピジン

金コロイド混合液を作製した.すなわち，ストレプトア

ピジン(streptavidin，SIGMA， St， Louis， USA)O.l mg 

をプラスチックピーカー内で 5mM塩化ナトリウム溶

液 0.1mlに溶解させ，次に O.lM炭酸カリウム (K2

C03)溶液で pH6.4に調整した金コロイド溶液 5mlを

加え 1-2分間撹持した.これに 5%PEG溶液 0.15ml 

を加えた.次いで 0.05% PEGおよび0.02%アジ化ナ

トリウムを含む 5%グリセローノレ溶液 2.5mlを0.45

μmのミリポアフィノレターでろ過後， プラスチック製の

遠沈管に入れ，この上に前述のストレプトアピジンと金

コロイドとの混合液 5mlを重層し， 55，000 g(25，000 

rpm)で 4Tにて 40分間遠沈後，上清 6.5ml除去し，残

りの 1mlを沈殿物とよく混和し，これをストレプトアピ

ジン金コロイド混合液としてどCで保存，作製後 1週間

以内に使用した.免疫染色時には， 1 %BSAを含む PBS

〔以下 1% BSA-PBS)にて 10倍希釈し，マイクロ遠心機

を用い 8，000g(l1，OOO rpm)で、室温にて 5分間遠心後，

上清を 1% BSA-PBSにてさらに 5倍に希釈して使用

しずこ.

5)フトレプトアビジン金コロイド混合液を用いた超

薄切片の免疫染色

上述のごとく作製した旋毛虫幼虫組織の超薄切片に対

し四日市市にて集団発生した旋毛虫患者血清及び各種嬬

虫症患者血清を 1% BSA-PBSにて 100倍に希釈した

ものを，室温にて 30分間反応させた.1 % BSA同PBSに

て3回洗浄後， ピオチン標識抗ヒト IgG溶液(BIOTIN

CONJUGATED GOAT ANTI同HUMANIgG ANTI】

BODY.， TAGO INC. CA， USA)または， ピオチン標識

抗ヒト IgM溶液(BIOTIN CONJUGATED GOAT 

ANTI-HUMAN IgM ANT IBODY.， TAGO INC. CA， 

USA)を200倍に希釈したものを，室温で 30分間反応さ

せた.その後切片を 1% BSA・PBSにて洗浄し， 4)の方

法で、得たストレプトアピジンー金コロイド混合液を室温

で 30分間反応させた.さらに， 1 % BSA-PBSおよび蒸

留水にて洗浄後，酢酸ウラニーノレで電子染色し電顕観察

上述のごとく作製した旋毛虫幼虫組織の超薄切片に対 に供した.

し，旋毛虫症及び各種嬬虫症患者血清を 1% E邸周

Albumin PBSにて 100倍希釈し，室温で 30分間反応さ

せた. 1 % Egg-Albumin-PBSで3回洗浄後，プ戸テイ

結 果

免疫染色をおこなった電子顕微鏡写真を検討するため
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Fig. 1. Sch巴maticillustration of th巴 structureof Trichinella sPiralis larvae 
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に，旋毛虫筋肉幼虫の超微形態の知見が必要であるので

これを理解するために，虫体構造の模式図が Fig.1~こ描

かれている.また，模式図構成のもとになった各部分の

電顕像も示した.その概略は，以下の如きである.

幼虫は最外層を厚さ 0.9μmのクチグラ (cuticle;C) 

で取り固まれており，その内側に角皮下層(hypod巴rmls;

Hy)，さらに筋肉層(muscl巴 layer; M)が位置する

(Plate 1，4).筋肉層は，一対の側索Clateralcord; Co) 

とその聞を 2分する位置にある一対の正中索(median

cord)により 4つに分けられている.虫体の前方部には

食道(esophagus; E Plate 4)とそれを取り囲む食道腺

(stichosome; St)と呼ばれる長さ約 450μmの大きな器

官が存在する (Plate1). この食道腺は形態の異なる a0， 

a 1， a 2，β， y，の5種類の分泌穎粒を持つ約 50個の食

道腺細胞が重層したものである(Plat巴1，5).虫体の後方

部には食道より下降した中腸(midgut;Mg)が生殖原基

(genital primordium; Gp)と並走し(Plat巴2)，やがて後

腸(hindgut; Hg)に至る (Plat巴3). 中腸は，その起始部

が膨大しており，その上皮は brushborderで覆われ，食

道と中腸の接合昔日には腸腺細胞Cint巴stinalgland cell; 

Ig)が存在する (Plate6).また，各臓器開の隙間は，体腔

液(hemolymph;He)で満たされており (Plat巴1，4，6)，

散在するグリコーゲン穎粒(glycogenaggr巴gates;G) 

も観察される (Plate4， 6). 

今回おこなった金コロイドをマーカーとして用いた

post -embedding免疫染色法である PAG(prot巴inA司

gold)法，ならびに Avidin-gold法は，従来使用されて来

たフェリチン抗体法2ペ及びベノレオキシダーゼ標識抗体

法25)に比べ作製が比較的簡単であり，しかも非特異的反

応が少なく，金粒子の電子密度が非常に高いゆえ，酢酸

ウラニール・クエン酸鉛の二重染色を施しても目的とす

る抗原の細胞内局在が明瞭に観察できるとし、う長所を持

っている.最初におこなった PAG法は，超薄切片と被検

血清とを反応させ，その後プロテイン A 金コロイド混

合液と反応させるという 2段階の非常に簡便な方法では

あるが，これに用いられるプロテイン Aは， Lindmark 

ら26)によると，ヒトの場合 IgG，IgMの両者に結合する

と報告されていることより，前述の PAG法で検出した

抗体は， IgGとIgMの両者を合わせたものと考えられ

る.感染中に出現する抗体は， IgG， IgM， IgA， IgE等

があり 27)，それぞれが同ーの抗原を認識しているとは限

らず，また，各々の出現時期や経過，強さにも差がある

ものと思われる.そこで次に， ピオチン標識抗ヒト IgG，

あるいは IgMを二次抗体として用い，旋毛虫患者血清や

他の嬬虫症患者血清の認識する抗原局在部位を IgGと

IgMのクラス別に検索可能な Avidin.Gold法を実施し

た.なお，対照実験として，正常幼少ヒト血清を用い，

PAG法， Avidin.Gold法により免疫染色を施したとこ

ろ，いずれの場合も染色陽性部位は見いだされず，免疫

染色の特異性が確認された(Plate23，24，25). 

Table 1. A summary of the antibodies against muscle larval antigens in sera of pati巴ntswith 
Trichinella and non-Trichinella helminthiasis. Intensity of th巴 immunostainingwith protein 
A-gold is rated as positive( +)， border lin巴(士)， negative( -)， not determin巴d(ND)
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l)PAG法を用いた免疫染色法の結果 穎粒 a0，α1， a 2，βCPlate 12，13，14)， 7チクラ表

旋毛虫症，及び各種嬬虫症患者血清(肺吸虫症，肝蛭 面，食道内腔物(Plate13)は，一つの例外を除いてほとん

症，重症鞭虫症，軽症鞭虫症，顎口虫症，犬糸状虫症， ど免疫染色陰性であった.例外のーっとは，重症鞭虫症

アニサキス症，脳有鈎嚢虫症，広節裂頭条虫症〉と旋毛虫 であり，その陽性染色像は旋毛虫のそれと同じであった

幼虫超薄切片とを反応させ，それぞれの抗体の抗原認識 CPlate 11). これに対し，クチクラ内層，体腔液(Plat巴

部位を PAG法にて同定し， Table 1にまとめた.旋毛虫 11，12，13，14)は，反応の強さにこそ差はあるものの，他

患者血清6例全例と常に反応し，免疫染色陽性とみなさ の嬬虫症愚者血清すべてと染色陽性を示した.

れたのは， 7チクラ表面， 7チクラ内層，角皮下層CPlate 2)Avidin-Gold法を用いた免疫染色法の結果

7)，食道腺穎粒 a0， a l(Plate 8)，体腔液CPlat巴10)， 前述の方法で免疫染色をした結果を Table2にまと

食道内腔物Cesophagus occupying substance; EOS， めた.旋毛虫患者血清を用いた結果，クHチクラについて

Plate 9)，腸腺穎粒， brush borderCB B， Plate 10)，で 観察すると，内層は，特異的 IgG抗体と反応する場合が

あった.また，用いた患者血清により，陽性を呈したり， 多いのに対し，特異的 IgM抗体では，反応しないか，反

陰性を呈したり，結果が一定で、なかった部位は，食道腺 応しても非常に弱い染色結果であった.これとは反対の

穎粒 a2CPlat巴9)，β，γ，cordの穎粒，そしてグリコー 現象がクチクラ表面で見られ，抗 IgG抗体には，ほとん

ゲン穎粒や生殖原基細胞質成分で、あった.常に陰性であ ど陰性を示しているのに対し，抗 IgM抗体には全例陽性

ったのは，食道のクチクラ CPlate9)，核，核小体，ミト を示した(Plat巴15，16).食道線の a0， a1穎粒では，半

コンドリア，粗面小胞体，筋繊維(Plate7)という結果で 数例が， IgGに反応しなかった(Plate17)が， IgM ~こは，

あった. 全例とも強く反応じたCPlat巴18).また，食道内腔物，中

各種嬬虫症患者血清で免疫染色をしたところ，食道腺 腸内腔物Cmidgutoccupying substance; MOS)，中腸

Table 2. A summary of the c1ass-specific antibodies against musc1e larval antigens in sera of patients with 
Trichinella and non-Trichinella helminthiasis. Intensity of the immunostaining with avidin-gold 
is rated as positiv巴〔十)， border lin巴(土)， negativeCー〉
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brush borderにおいても同様に， IgGには殆ど反応しな

い場合があっても， IgMには常に陽性を示すという結果

が得られたCPlat巴17，18).一方，角皮下層や体腔液で

は， IgMには，ほとんど反応しないがくPlate16，18)， IgG 

には常に陽性を呈したCPlate15，17). 

本法でも他の嬬虫症患者血清との交差反応を検索した

ところ!1チグラ内層，角皮下層，体腔液は，実験に用

いた多くの患者血清と陽性反応を呈し，非特異的抗原と

みなされ，この交差反応は主に IgG抗体が関与していた

CPlate 19，20.21，22). また，特異抗原とされている，食

道内腔物，食道腺 E 穎粒，クチグラ表面に対しては重症

鞭虫症以外すべて， IgG，IgMとも特異抗体は検出されな

ヵ、っTこ.

考 察

をhomogenizationと遠心分離により集め，更にアフィ

ニティークロマトグラフィーでの精製， CTAB処理によ

るFチクラ表面抗原のみの抽出，または ES抗原を培養

液中から集めるなど種々の方法があるが，残念ながらこ

れらのいずれの方法も，非特異的抗原の混入無しに，特

異抗原のみを集めるということは，ほとんど不可能であ

ると恩われる.そこで，本研究では，この混入の問題を

簡単な方法を使って回避できる可能性のある事が示唆さ

れた.それは，免疫血清学的診断法として， IgM!1ラス

の抗旋毛虫抗体を検出することである.本研究では，旋

毛虫幼虫切片に対し，一次抗体として被検患者血清を用

い，二次抗体としてビオチン標識抗ヒト IgG抗体，ある

いはピオチン標識抗ヒト IgM抗体を反応させ， Avidin-

Goldを用いてそれぞれのクラスの抗体に反応する旋毛

虫幼虫抗原の局在部位を同定した.これによると，旋毛

旋毛虫は，多細胞性であり，多彩な抗原をその虫体内 虫症患者血清においては，特異抗原とされるクチグラ表

に含有する事は明白である.旋毛虫抗原の研究は，免疫 面，食道腺穎粒 a0， a l， EOSはIgGとは反応する場合

診断用抗原の選択及び感染防御の標的抗原の同定を目的 としない場合とがあるのに対し， IgMとは常に反応し，

に活発になされている.その代表的なものは虫体と宿主 強い陽性所見を呈した.一方，非特異的抗原とされるク

細胞の相互作用の分析，虫体抗原の免疫転写分析CWest チクラ内層，角皮下層，体腔液は IgGに反応するが， IgM

ern blotting)による抗原の分子量28)および等電点10)2蜘 0) との反応は，非常に弱かった.旋毛虫症以外の嬬虫症の

の決定，宿主が認識する抗原の局在部位の同定31)32)問，排 患者血清においても同様の検索を行うと，特異抗原に対

f世分泌抗原の免疫化学的分析叫35)等である.現在最も注 しては，重症鞭虫症の一例を除けば， IgG， IgMとも特異

目を浴びている旋毛虫幼虫抗原のひとつは食道腺穎粒で 抗体は検出されなかった.非特異的抗原に対しては，実

ある.旋毛虫の属する鞭虫科の特徴は長い食道に付随す 験に供した総ての嬬虫症患者血清と交差反応を示すが，

る食道腺を有する事であり旋毛虫幼虫も典型的な食道腺 その交差反応は主に IgG抗体によるものであった.それ

を持つ.食道腺は約 50個の食道腺細胞の重層したもので 故，旋毛虫症の為の免疫診断の検査系において，二次抗

あり，その細胞質は食道腺穎粒と呼ばれる多数の外分泌 体として抗一IgM抗体を用いたならば，旋毛虫の特異抗

穎粒を有する.旋毛虫の食道腺頼粒は形態が異なる 5種 原と反応する IgMのみを検出することになり，非特異的

類より成り，機能は不明であるが，穎粒成分はラット， 抗原に対して，観察される交差反応も最小限に押えられ

ヒト等の感染中に抗原として認識される.また，その抗 ると思われる.これとは反対に， IgMのかわりに IgGを

原性は，種特異性に富み，免疫診断用特異抗原として期 検出する検査方法を用いたなら，特異抗原に対して産出

待されているだけでなく，感染防御抗原としてもその重 された IgG抗体を検出するのと同時に，混在している非

要性が認識されつつある.このような虫体内抗原に対し 特異的抗原に対する IgG抗体も検出されるため，パック

て虫体より自らの生理的機能として虫体外部へ排池され グラウンドの高い検査結呆に終わってしまう可能性もあ

る，いわゆる ES抗原もまた種特異性，感染防御，更には る.この様に，旋毛虫症の免疫診断において IgGより，

発育段階に応じての特異的な抗原として注目され盛んに IgMを検出する方が有利である事が，明白となった.

研究されてきた叫.さらに，それが旋毛虫症の特異的な免 今回 IgMレベノレの反応が弱かった原因の一つは，使っ

疫診断の抗原として有用であるという報告もなされてき た嬬虫症患者血清が発症からある程度の時期を経た慢性

た叩3)刊. ES抗原は，食道腺 α穎粒に由来し38)，消化管 期のものであり， IgMレベルの反応が経過と共に既に低

を経て体外に放出され，そして体表面に付着するため， 下しつつある時期のものと考えられる.もうひとつの原

クチクラの表面にはこれと同様の特異的な抗原があるこ 因には，嬬虫に共通の非特異的抗原は，一般的に IgM抗

とが示されている 39) これらの特異抗原を免疫診断に用 体の産生を惹起しにくいためとも思われる.何故なら，

いる為には，旋毛虫虫体から大量に分離しなければなら 旋毛虫に感染したヒトやラットのいずれも感染初期です

ない.そのためには，緒言で述べたように食道腺 z穎粒 ら，旋毛虫の非特異的抗原に対して高いレベルでの IgM
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抗体産生を呼び起こしていないからである40).免疫診断

において， IgM抗体を検出することの有用さは，以前に

も報告されている.Auら41)は， ELISA法において，抗

原として，粗抗原を用い IgM抗体を検出することによっ

て，旋毛虫症の確実で特異的な方法としたが，その機序

に関しては論じておらず，本研究により IgM抗体の検出

により特異性向上の機序が示された.さらに IgM抗体を

検出することの有用性について論ずるなら，診断の特異

性を上げる為だけでなく，感染初期における fals巴nega

tiv巴の結果を減じる事にもある.つまり特異抗原に対す

るIgM抗体は， Fisch巴rラット血清中では，感染後4週

めから出現する叫.これは， IgG抗体出現よりも 2週早

い.ヒト旋毛虫症では，同様の IgMから IgGへのクラス

の切り替えが，感染後 45日め頃には起こっていたものと

思われる43). それ故!7ラスの切り替えが行われる前に，

IgM特異抗体を検出することが，確実性を高めるだけで

なく，早期診断にもつながると考えられる.一方，非特

異的抗原を含むといわれているクチクラ内層，角皮下層，

体腔液由来の抗原叫はフォスフォリノレコリンを含み叫45)，

スクリーニングの目的の為のみに用いられるべきである.

以上述べたように，多彩な抗原性をもっ旋毛虫の各々の

抗原は，宿主の class-sp巴cificな抗体を様々な値で，ま

た，様々な動きで引き起こすと言われている 41). それ故，

いかなる抗体が，いかなる抗原に対し反応しているかを

充分認識することが免疫診断を実施する上で非常に重要

な事となる.

結 語

体よりも強い陽性染色像を呈した.

4)他の嬬虫症患者血清の場合(重症鞭虫症を除く)，特

異抗原に対する交差反応は， IgM，IgGとも観察されなか

ったが，非特異的抗原に対する抗体は，主にIgGであり

IgMの反応は極めて弱いということが判明した.

以上の結果より旋毛虫症の免疫診断の特異性を向上さ

せるための検査系としては， IgGよりも IgMの抗旋毛虫

抗体を検出すれば，血清診断用の特異抗原に混入してい

るであろう微量の非特異的抗原の影響が最小限に押えら

れ，特異抗原に対する IgM抗体の反応が検出され，免疫

診断の特異性が高まるものと結論された

稿を終えるにあたり御指導，御校聞を賜った恩師奈良

県立医科大学寄生虫学教室荒木恒治教授に深甚なる謝意

を表すと共に，御助言，御校閲を賜った細菌学教室樫葉

周三教授，第 2解剖学教室山本浩司教授に深謝致します.

また，直接御指導戴きました高橋優三前助教授〔現岐阜大

学教授〕さらに終始御協力下さった本学寄生虫学教室諸

兄に感謝致します.

なお，本研究は文部省科学研究費一般研究 B(No

02454173)の一部によって行われた.
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Explanation of plates 

Plat巴1. Longitudinal section through th巴 upperstichosom巴(St)，including stichocyte a2 granules 
〔配2)，cuticle(C)， hypodermis(Hy)， muscle layer(M)， and hemolymph(H巴)， 

Plate 2. Longitudinal section through the midgut(Mg) and the genital primordium(Gp). C: cuticl巴

Plate 3. Longitudinal section through the hindgut(Hg). C: cuticle 

Plate 4. Transv巴rsesection through the esophagus(E)， cord(Co) and glycogen aggregates(G). C: 
cuticle， Hy: hypodermis， M : muscl巴 layer，H巴:hemolymph 

Plate 5. Longitudinal section through the lower stichosome(St)， including stichocyte al granules 
(al) and stichocyteβgranules(β). 

Plate 6. Longitudinal section through the intestinal gland(Ig) and the midgut(Mg)目 He:h巴molymph，
G: glycog巴naggregates 
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Plat巴 7.An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Cuticle(C) 
surface and inner layer， hypod巴rmis(Hy)are positive but muscl巴 layer(M)is negative for 
immunostaining with sera from patients with trichinosis 

Plate 8. An immuno巴lectronmicrograph of muscle larvae with protein A -gold method. Stichocyte 
αo granules(aO) are positive for immunostaining with sera from patients with trichinosis 

Plate 9. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Esophagus 
occupying substance (EOS) is positive but the esophagus cuticle and stichocyte a2 granules 
(a2) are negative for immunostaining with sera from patients with trichinosis. 

Plate 10. Aロimmunoelectronmicrograph of muscle larvae with protein A -gold method. Brush 
border(BB) of the midgut and hemolymph(He) are positive for immunostaining with sera 
from patients with trichinosis. 

Plate 11. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Stichocyte 
a1 granules(al) and h巴molymph(He)are positive by immunostaining with serum from a 
patient with severe-trichuriasis目
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Plate 12. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Granules of 
the intestinal gland(lg)， Hemolymph(He) are positive but brush bord巴r(BB)of the midgut， 
stichocyte aO granules(aO) are negative by immunostaining with sera from patients with 
paragommlasls. 

Plate 13. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A-gold method. Hemolymph 
(He) is positive but esophagus occupying substanc巴 (EOS)is negative by immunostaining 
with sera from patients with fascioliasis. 

Plate 14. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with protein A -gold m巴thod.Hemolymph 
(He) is positive but stichocyte a lCa 1) and β(β) granules are negative by immunostaining 
with sera from patients with fascioliasis. 

Plate 15‘An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cuticle(C) 
inn巴rlayer is positive but surface is negative by immunostaining with IgG in trichinosis 
sera. 

Plate 16. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cuticle(C) 
surface is positive' but inner layer is negative by immunostaining with IgM in trichinosis 
sera. 

Plate 17.， An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Hemolymph 
(He) is positive but stichocyte a1 granules(a1) and esophagus occupying substanceCEOS) 
are negative by immunostaining with IgG in trichinosis sera. 

Plate 18. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Stichocyte a1 
granules(a1) and esophagus occupying substance(EOS) are positive but hemolymph(He) 
is negative by immunostaining with IgM in trichinosis sera 

Plate 19. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermisCHy) are positive by immunostaining with IgG in severe-trichuriasis serum. 

Plate 20. An immunoelectron micrograph of muscle larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
cord(Co) are negative by immunostaining with IgM in severe-trichuriasis serum. 

Plat巴21.An immunoelectron micrograph of musc1巴 larvaewith avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermisCHy) are positive by immunostaining with IgG in anisakiasis sera. 

Plate 22. An immunoelectron micrograph of musc1e larvae with avidin-gold method. Cutic1e(C) and 
hypodermis(Hy) ar巴 negativeby immunostaining with IgM in anisakiasis sera 

Plate 23. lmmunostaining by protein A-gold method using control sera from healthy infants. No 
eftective staining is observed. 

Plate 24. lmmunostaining by avidin-gold method using IgG in control sera from healthy infants. N 0 

巴ff巴ctivestaining is observed. 

Plate 25. lmmunostaining by avidin-gold method using IgM in control sera from healthy infants. No 
effective staining is observed. 


