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SummaηThe present study was designed to determine optimum conditions of ELISA for 

the immunodiagnosis of Cysticercus cellulosae infection in humans and in pigs using four antigens 

extracted from C. cellulosae CCyst fluid antigen， Ccf. Ag; Cyst body antigen， Ccb. Ag; Cyst wall 

antigen， Ccw. Ag; Conus derived antigen， Ccc. Ag). The usefulness of the proposed methods was 

assessed. 

The following results were obtained 

1 . Ccf. Ag was most usuful for the immunodiagnosis of C. cellulosae infection in pigs. Optimum 

conditions in the ELISA were at the conc巴ntrationof 15μg/ml of Ccf. Ag， 10，000 times diluted 

p巴roxidase-labelledanti-porcine 19G and at 100 dilution of test sera. More stable results were 

obtained by blocking th巴epitopeof porcine 19G in Ccf. Ag with rabbit anti-porcine 19G antiserum. 

2. 1n the case of cerebral cysticercosis c巴llulosaehominis， Ccf. Ag was most sensitive and 

specific for the serodiagnosis. Th巴optimumconditions， when this antigen was used， were same as 

used for th巴infectionin pigs. Under these t巴st-conditionsby ELISA， significant differences were 

obtained among cysticercosis and other parasite infections Ctaeniasis saginata， diphyllobothriasis 

latum， sparganosis mansoni， diplogonoporiasis grandis， fascioliasis， clonorchiasis， paragonimiasis， 

strongyloidiasis and ascariasis). 

3. When patient sera absorbed with T. saginata antigens was used， much greater differences 

were obtained among cysticercosis and other parasitic infections with the ELISA using Ccf as an 

antigen. 

These results indicate that the ELISA using Ccf as an antigen is most sensitive and specific for 

screening Cysticercus cellulosae infection 
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緒言

第二次世界大戦後の混乱の時代とはうって変わって，

今日我が固での寄生虫疾患は減少の一途を辿っているが，

世界に目を向けると寄生虫疾患は減少どころか，発展途

上国の人口の爆発的な増加に伴い，寄生虫権患者数は増

加の傾向が見られている.従って，食品より経口感染す

る有鈎嚢虫症は， このような流行地からの食肉用ブタや

生ハムなどの生鮮食料品の輸入により，今後我が国でも

集団発生する可能性が危倶されている(荒木，刊986). と

ころで，有鈎嚢虫症の確定診断は組織病理学的同定にあ

るが，脳有鈎嚢虫症の様に虫体の摘出同定が困難な場合

があり，血清免疫学的診断法等の間接診断に依らざるを

得ない場合が多い.当教室では以前より，オクタロニー



(746) 八木

法を用いて，血清中の循環抗体並びに循環抗原の検出を

行い，診断的価値を検討してきたが(荒木，吋987;瀬

川，吋988;森田， 4)1984)，これらの検査法では有鈎嚢虫

抗原並びに抗有鈎嚢虫免疫血清が大量に必要であり，ま

た反応から診断まで数日間必要な事から，今後想定しう

る有鈎糞虫症の集団発生に遭遇した場合に，対応できる

血清診断法の体系化の必要性に迫られてきた.

今回，有鈎嚢虫を有鈎嚢虫嚢胞液，体部，嚢胞壁，円

錐部剥脱物の 4種に分離し，酵素免疫測定法 (enzym巴

linked immunosorbent assay， ELISA)を用いて，有鈎

嚢虫感染ブタ血清及び脳有鈎嚢虫症患者血清に対して，

それぞれの抗原の歪適条件の設定を行い，一定の条件下

で有鈎嚢虫症や他の寄生虫症患者及び健常者に対する感

度並びにその特異性を比較検討し，スクリーニング法と

しての有用性の検討を行った.

材料および方法

(必実験対象

実験の対象は，有鈎糞虫感染ブタ，非感染ブタ，ヒ卜

脳有鈎嚢虫症，有鈎嚢虫以外の寄生虫症患者及び健常者

である.

(1)有鈎嚢虫感染ブタ血清

韓国済州島の農家で飼育していた有鈎嚢虫自然感染ブ

タ13頭(体重 64-102kg)を集め，それぞれ頚静脈から

無菌的に採血した後，血清を分離し有鈎嚢虫感染ブタ血

清とした.また，これらのブタ 1頭につき有鈎嚢虫の感

染数はおよそ 125-9521虫であった.

(2)有鈎嚢虫非感染ブタ血清

奈良県南和家畜保健所管内の農家で飼育されている有

鈎嚢虫に感染していない事が確認されているブタ 32頭

の頚静脈より無菌的に採血，血清分離し，有鈎嚢虫非感

染ブタ血清とした.

純

(3) ヒト脳有鈎嚢虫症患者血清

臨床的に脳内に病巣を指摘され，皮下結節あるいは脳

内嚢胞を外科的に摘出し，それを形態学的に有鈎嚢虫と

確定診断しえた患者の血清を脳有鈎嚢虫症患者血清 (9

例〉とした.

(4)有鈎嚢虫症以外の寄生虫症患者血清

当教室で今まで経験した糞線虫症 3名，回虫症 5名，

肺吸虫症 5名，肝蛭症3名，肝吸虫症 4名，大複殖門条

虫症 1名，無鈎条虫症4名，マンソン孤虫症4名，広節

裂頭条虫症 13名，以上 42名の血清を比較対照として使

用した.

(5)健常者コントローノレ血清

臨床的にいずれの疾患をも有しない健常者 9名から得

た血清を実験に供した.

(鴎抗原の作製

上記の自然感染ブタを屠殺し，筋肉中の有鈎嚢虫を取

り出し， Fig.1に示すように，有鈎嚢虫嚢胞液 (cyst

fluid)，体部 (cystbody) ，嚢胞壁 (cystwall) ，円錐部

(conus)剥脱物に分離し，それぞれを抗原とした.

(1)有鈎嚢虫嚢胞液抗原(以下 Ccf.Agとする〉の作

製

嚢虫体の嚢胞の破損していない有鈎嚢虫を滅菌生理食

塩水で数度洗浄した後 1回ずつ注意深くピンセットで

つまみ上げ， ツベノレクリン用注射器で嚢胞液のみを吸引

し，無菌的に採取した.

嚢胞液を 4oC， 10，000 gで30分間遠心し，その上清を

蒸留水に対して， 40C， 12時間透析し，凍結乾燥した物

を抗原とした.

(2)有鈎嚢虫体部抗原(以下 Ccb.Agとする〉の作製

嚢胞液を採取した後の有鈎嚢虫の嚢胞壁を破り 0.1% 

滅菌食塩水で洗浄し，嚢胞液を除去した嚢虫を実体顕徴

鏡下で虫体を含む円錐部(体部〕と嚢胞壁とに分離し，

Fig目1.Schematic illustration of the structure of Cysticercus cellulosae 
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その内の有鈎嚢虫体部を集め， 0.1 %滅菌食塩水で十分

洗浄し，ガラスホモゲナイザーにて粉砕した後，乳鉢に

入れて凍結，乳棒にて粉末状になるまで叩き，融解しか

けた時点で， これを再び凍結した. これらの凍結，粉砕

を十分繰り返した後， 4 'c， 10，000 gで， 30分間遠心し

た.この上清を蒸留水に対して， 4 'c， 12時間透析し，

凍結乾燥した物を抗原とした〔辻，町974).

(3)有鈎嚢虫嚢胞壁抗原〔以下 Ccw.Agとする〉の作

製

上述の方法にて分離した有鈎嚢虫嚢胞壁を，同様の方

法で粉砕し，遠心，透析，凍結乾燥し，乾燥物を抗原と

しずこ.

(4)有鈎嚢虫円錐部由来抗原(以下 Ccc.Agとする〉

の作製

有鈎嚢虫の体部と嚢胞壁を分離切断する際，嚢胞壁内

に翻入している頭節を翻出させるが，嚢胞壁と体部を分

離の際，その聞のいわゆる円錐部を形成している白色の

粥状物の剥脱組織を収集し， 0.1 %滅菌食塩水中に浮遊

さぜ，乳鉢に入れ凍結，以下同様の方法で粉砕，遠心，

透析，凍結乾燥し，乾燥物を抗原とした.

(5)無鈎条虫抗原〔以下 T.sag. Agとする〉の作製

凍結乾燥していた無鈎条虫の成熟体節から受胎体節に

0.1 %減菌食塩水を入れガラスホモゲナイザーで粉砕し，

それを 4'c， 2時間，超音波処理し，その後 4'c， 2日

間抽出し， 4 'c， 10，000 gで 30分間遠心分離し，上清を

蒸留水に対し 4'c， 2日間透析し，それを凍結乾燥した

物を抗原とした.

これらの抗原は，いずれも Lowryet al.6) (1951)の

方法にて，ウシ血清アルブミンを基準として蛋白濃度を

測定した.それぞれの抗原 1mg中の蛋白量は Ccf目 Ag

では 182μg，Ccb. Agでは 200μg，Ccw. Agでは 153

μg， Ccc. Agでは 500μg，T. sag目 Agでは 420μgであ

っ7こ.

(ο 血中抗体測定の為の ELISA法の手技

(1)有鈎嚢虫各種抗原 (Ccf.Ag， Ccb. Ag， Ccw. Ag， 

Ccc. Ag)を用いた有鈎嚢虫感染ブタ並びにヒト有鈎嚢

虫症患者の血中抗有鈎嚢虫抗体(IgG)を測定する為の

ELISA法の手技 CFig.2) 

Ccf. Ag， Ccb. Ag， Ccw. Ag， Ccc. Agを用い，それぞ

れの抗原量の至適条件を検討する為に，有鈎嚢虫各種抗

原を 0.05Mの炭酸塩緩衝液 (pH9.6)で，それぞれ

30， 15， 5μg/mlに希釈し microtiterplat巴(M129 

A， Dynatech社製〉の wellに各々 100μmlずつ入れ，

4 'c， 18時間放置し固相化した.

1%ウシ血清アルブミン (Sigma社製〉を含んだ同炭

1. Wells of the plate wer巴 coatedwith antigens (cyst 

fluid Ag， body Ag， cyst wall Ag， conus derived Ag) 

diluted with carbonate buffer (0.05 M， pH 9.6) at 4 'c 
for 18 hours. 

2. Wash巴dwith PBS (pH 7.2) containing 0目02%Tween 

20 
3. Blocked with仕lesame carbonate buffer containing 

1% BSA at 3TC for 1 hour 

4. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20. 

5. Test diluted sera were reacted at 3TC for 1 hour. 

6. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20. 

7. Peroxidase labelled anti-porcine or anti-human IgG 

was added and incubated at 3TC for 1 hour. 
8. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20 

9. OPD was reacted in dark room at 20'C for 30 minutes. 

10. Enzymic reaction was stopped using 3N -sulfuric acid 

11. Absorbance was measured at 500 nm. 

Fig. 2. Procedure of ELISA with antigens extract. 

ed from four parts of Cysticercus cellulosae 

酸塩緩衝液 200μlずつ入れ，3TC， 1時開放置し，ブロ

ックを行った.被検血清を順次階段希釈し， 100μlずつ

入れ，3TC， 1時間反応させた.次に， peroxidase標識

抗ブタ IgG(Miles-Y eda社製)，並びに同標識抗ヒト

IgG (Capp巴l社製〉を 5，000，10，000倍に希釈し，それ

ぞれ 100μ1ずつ入れ，3TC， 1時間反応させた.ここま

での各段階の最後にいずれも 0.05% Tween 20を含む

リン酸緩衝食塩水で十分洗浄を行った.最後に， 30 %の

過酸化水素水 10μl で活性化した 10mg/dl の 0-

phenylene diamin巴(ナカライテスク社製〕を 100μIず

つ入れ， 20'C， 30分間酵素反応させ，次いで， 3N硫酸

100μlを入れる事により，酵素反応を停止させた.その

反応産物を分光光度計(コロナ社製，主波長 500nm，副

波長 610nm)で，吸光度を測定した CVolleret al.'>， 

1976). 

(2)有鈎嚢虫感染ブタ血清中の特異 IgG抗体を測定す

る為の ELISA法の手技(ブタ IgG成分ブロッグ法〕

(Fig. 3) 

有鈎嚢虫感染ブタ血清中の特異抗体の測定に関して，

荒木2)(1987)，瀬JII')(1988)はオクタロニー法を用いて

検討を加えているが，有鈎嚢虫嚢胞液抗原が最も感受性

が良く，特異性においても優れている事が証明されてい

る.ここで， Ccf. Agを用いて， ELISA法にて特異抗体

の測定を試みた.

まず， Ccf. Agはその抗原中に，宿主であるブタの血

清成分が含まれている事が考えられ，免疫電気泳動法に
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より検討を行なった.

Ccf. Agと抗ブタ血清との聞に Fig.4に示す様に y

分画に 1本， β 分画に 4本， β から日分画にかけて 1

本の沈降線を認め，更に抗ブタ IgG抗体との聞に y分

画の沈降線を l木認め， Ccf. Ag中にブタ IgG成分が混

在していることが証明された.ここで ELISA法を行う

に際して得られる結果を安定させる為，このブタ IgG成

分をブロックすべく，下記に述べた手投を行った.

microtiter plat巴の wellにそれぞれ Ccf.Agを炭酸

1. Wells of the plate were coated with antigens (cyst 

fluid antigen) diluted with carbonate buffer (0.05 M， 

pH 9.6) at 4"C for 18 hours目

2. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20 

3. Blocked with the same carbonate buffer containing 

1% BSA at 37"C for 1 hour 

4. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20. 

5. Blocked with the epitope of porcine IgG with antipor勾

cine IgG rabbit serum at 37"C for 1 hour 

6. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20 

7. Test diluted sera were reacted at 37"C for 1 hour. 

8. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20. 

9. Peroxidas巴 labelledanti-porcine IgG was added and 

incubated at 37"C for 1 hour 

10. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20. 

11. OPD was reacted in dark room at 20"C for 60 minutes 

12. Absorbance was measured at 500 nm 

Fig. 3. Procedure of ELISA with Ccf Ag block巴d

the epitopes of porcine IgG and with rabbit 

anti-porcine IgG antiserum. 

鶴 騨輔

純

塩緩衝液にて 15μg/mlに希釈し， 100μlずつ入れ 4

"C， 18時間放置し固相化させた.次に，ゥ、ン血清アノレブ

ミンを 1%になる様に同炭酸塩緩衝液で溶解し，それぞ

れの wellに200μlずつ分注し， 37"C， 1時開放置し，

ブロックを行った.更に， Ccf. Ag中のプタ IgG成分の

抗原性をブロックする為に，抗ブタ IgGウサギ血清

(Cappel社〉を 1%ウシ血清アノレプミンを含む燐酸緩衝

生理食塩水で 100倍に希釈し，それぞれ 100μlずつ入

れ， 37"C， 1時間で抗原抗体反応をさせ，国相化した抗

原中に含まれるブタ IgG成分のエピトープをブロック

し，得られる結果の安定化を試みた.また，コントロー

ノレとして抗ブタ IgGウサギ血清の代わりに 1%ウシ血

清アノレブミンを含む燐酸緩衝生理食塩水 100μIを入れ

た.以下，上述の ELISA法と同様の手技で測定を行っ

た.

(3)ヒト有鈎嚢虫症の無鈎条虫抗原吸収 ELISA法に

よる特異 IgGの測定 (Fig.5，寄生虫抗原吸収 ELISA

法〉

有鈎嚢虫特異抗体の検出は，荒木2) (1987)，瀬J113)

(1988) らがオクタロニ一法を用いて検討し，無鈎条虫

抗原を用いて抗血清を吸収すると，他の寄生虫抗原に対

して交差反応を認めない，としている.ここで，著者は

上述の ELISA法で用いた有鈎嚢虫症患者血清並びに無

鈎条虫症患者血清，その他の寄生虫症患者血清を用いて，

予め無鈎条虫抗原と反応する抗体を吸収し交差反応を除

去させた後 ELISA法を行い検討を加えた.

手技は，上述の ELISA法と同様に microtiterplate 

の wellに Ccf.Ag 5μg/ml， Ccb. Ag 15，ug/mlの濃

度に 0.05M， pH 9.6の炭酸塩緩衝液で希釈した溶液を

それぞれ 100μlずつ入れ， 4 "C， 18時開放置し固相化さ

翻園圏

聞 rabbitanti-porcine whole serum 
antiserum 

porcme serum 

rabbit anti-porcine IgG antiserum 

Ccf.Ag 

rabbit anti-porcine whole antiser匂

um 

Fig. 4. Immunoelectrophoretic analysis of cross-reactivity among 

Ccf. Ag against anti -porcine serum. 
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せた.次に， 1 % BSAを含む同炭酸塩緩衝液を 200μl 場合，感染ブタ血清では， 0.743， 0.781， 0.772， 0.744， 

ずつ入れ，3n， 1時開放置し，プロックを行った.こ 0.664， 0.578， 0.381， 0.363となり，非感染ブタ血清で

こで，次に入れる被検血清は予め 100倍に希釈し，その は， 0.382， 0.432， 0.321， 0.293， 0.286， 0.275， 

希釈液と同量の 420μg/mlの濃度の無鈎条虫抗原溶液 0.248， 0.253となった. 5μg/mlの場合，感染ブタ血

を混じ，3TC， 30分間プレインキュベーションし，無鈎 清では， 0.648， 0.619， 0.591， 0.574， 0.544， 0.475， 

条虫と交差反応する抗体を除去した後 100μIずつ入れ 0.474，0.480となり，非感染ブタ血清では， 0.446， 

3TC， 1時間反応さぜた.以下上述の ELISA法と同様 0.451， 0.450， 0.435， 0.326， 0.268， 0.213， 0.248とな

に反応，洗浄を繰り返し，測定を行った. り， Ccf. Agを使用した場合，固相化抗原量は 15

結 果
μg/mlで十分である事が実証された.

(2) Ccb. Agを使用した場合 (Fig.7)

(必有鈎嚢虫感染ブタにおける Ccf. Ag， Ccb. Ag， Fig. 7に示す様に，固相化 Ccb.Ag量が 30μg/mlの

Ccw. Ag， Ccc. Agを用いての ELISA法による抗有鈎嚢 場合，感染プタ血清の吸光度は順次， 0.433， 0.481， 

虫抗体(IgG)測定の為の至適条件の決定 0.675， 0.586， 0.439， 0.371， 0.303， 0.296となり，非

P巴roxidase標識抗ブタ IgG抗体の希釈濃度を Ccf.

Ag， Ccb. Ag， Ccw. Agでは 10，000倍に， Ccc. Agで

は， 5，000倍に設定し， microtiter plat巴への固相化抗原

量を 30，15， 5μg/mlと変化させ，オクタロニー法で

抗体価の高かった感染ブタ血清と非感染ブタ血清を3の

倍数に希釈し， ELISA法を行った.

(1) Ccf. Agを用いた場合 (Fig.6)

Fig.6に示す様に，固相化 Ccf.Ag量が 30μg/mlの

場合，感染ブタ血清の吸光度はl順次， 0.934， 1. 013， 

0.925， 0.924， 0.766， 0.568， 0.401， 0.373となり，非

感染ブタ血清では， 0.483， 0.514， 0.429， 0.361， 

0.295， 0.281， 0.269， 0.271と測定できた.15μg/mlの

1. Wells of the plate wer巴 coatedwith antigens (cyst 
fluid Ag， body Ag) diluted with carbonate buffer at 4 
OC for 18 hours. 

2. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 
20 

3. Blocked with the same carbonate buff，巴rcontaining 
1% BSA at 370C for 1 hour. 

4. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tw巴en

20 
5. Test diluted s巴rawere preincubated with Taenia 

saginata antigen at 3TC for 30 minutes. 
6. Test preincubated s巴raadded and reacted at 3TC for 

1 hour 
7. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20目

8. P巴roxidaselabelled anti-human IgG was added and 
incubated at 3TC for 1 hour目

9. Washed with PBS (pH 7.2) containing 0.02% Tween 

20目

10. OPD was reacted in dark room at 200C for 30 minutes. 
11. Enzymic reaction was stopped using 3N -sulfuric acid 
12. Absorbance was measured at 500 nm 

Fig. 5. Procedur巴 of ELISA using test s巴ra
absorbed with T. saginata Ag. 
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Fig.6. Determination of optimum conditions of 
ELISA using Ccf. Ag for diagnosis of 

cysticercosis in pigs.・:infected pig，・.
uninf巴ctedpig 
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感染ブタ血清では， 0.380， 0.326， 0.238， 0.281， Fig.8に示す様に，固相化 Ccw.Ag量が 30μg/mlの

0.302， 0.293， 0.270， 0.241となった.15μg/mlの場 場合，感染プタ血清では， 0.451， 0.636， 0.776， 0.621， 

合，感染プタ血清では， 0.715， 0.617， 0.568， 0.475， 0.610， 0.463， 0.385， 0.326となり，非感染ブタ血清で

0.373， 0.321， 0.305， 0.332となり，非感染ブタ血清で は， 0.341， 0.400， 0.425， 0.431， 0.484， 0.374， 

は， 0.415， 0.458， 0.536， 0.451， 0.397， 0.483， 0.323， 0.307となった.15μg/mlの場合，感染ブタ血

0.343， 0.305となった. 5μg/mlの場合，感染ブタ血 清では， 0.687， 0.619， 0.621， 0.534， 0.549， 0.437， 

清では， 0.513， 0.605， 0.638， 0.571， 0.461， 0.353， 0.386， 0.344となり，非感染ブタ血清では， 0.438， 

0.252， 0.221となり，非感染プタ血清では， 0.265， 0.413， 0.371， 0.331， 0.432， 0.381， 0.335， 0.308とな

0.435， 0.475， 0.428， 0.374， 0.287， 0.238， 0.249とな った. 5μg/mlの場合，感染ブタ血清では， 0.671， 

り，これらの濃度の Ccb.Agを使用した場合，有鈎嚢虫 0.716， 0.734， 0.573， 0.538， 0.439， 0.331， 0.275とな

感染ブタの血清学的診断にあまり有用で無いことが実証 り，非感染ブタ血清では， 0.476， 0.381， 0.369， 0.401， 

された 0.367，0.328， 0.285， 0.261となり， 30μg/ml， 15 

(3) Ccw. Agを使用した場合 (Fig.8) μg/ml及び5μg/mlのいずれの濃度の Ccw.Agを

Antigen Ccb : 30fl¥l/m.Q 
言1.5-1 Peroxidase.labelled antibody: 1110，000 
E 
Cコ
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~ 1.0 
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珂
』
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205 
《

。
Antlgen Ccb : 15，μ¥l(mQ 
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《
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~ 0.5 
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。
10 100 1，000 10，000 

Serum dilution (Reciprocal) 

Fig. 7. Determination of optimum conditions of 
ELISA using Ccb. Ag for diagnosis of 
cysticercosis in pIgs ・:inf巴ct巴dpig，・:
uninfected pig 
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Fig.8. Determination of optimum conditions of 
ELISA using Ccw. Ag for diagnosis of 
cysticercosis in pigs.・:infected pig， . 
uninfected pig 
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Antigen Ccc : 30I1S/m.Q 
Peroxidase-Iabelled antibody: 115.000 

。

使用した場合においても，有鈎嚢虫感染ブタの血清学的 り，非感染ブタ血清では. 0.925. 0.886. l. 071. 0.915. 

診断において，あまり有用ではないことが実証された 0.883.0.824. 0.831. 0.823となり. 30μg/ml. 15 

(4) Ccc. Agを使用した場合 (Fig.9) μg/ml及び5μg/mlのいずれの濃度の Ccc.Agを使

Fig.9に示す様に，固相化 Ccc.Ag量が 30μg/mlの 用した場合においても有鈎嚢虫感染ブタの血清学的診断

場合，感染ブタ血清では. 0.796. 0.903. 0.871. 0.868. に有用ではない事が実証された.

0.926. 0.898. 0.873. 0.831となり，非感染ブタ血清で 以上の結果から，有鈎嚢虫感染ブタの ELISA法によ

は. l. 035. 0.871. 0.835. 0.750. 0.615. 0.702. る血清学的診断に関して Ccf.Agが最も有用で. 15 

0.853. 0.685となった.15μg/mlの場合，感染プタ血 μg/mlの濃度で十分な反応が得られる事が実証された.

清では. l. 217. 0.934. 0.875. 0.938. 0.986. 0.926. (B) Ccf. Agを用いた有鈎嚢虫感染ブタにおける

0.871， 0.870となり，非感染ブタ血清では， 0.789， ELISA法による血清学的診断の検討 (Fig.l0)

0.808. 0.561， 0.674， 0.783， 0.798， 0.870， 0.835とな 上記の実験で、得られた至適条件下で有鈎嚢虫感染ブタ

った. 5μg/mlの場合，感染ブタ血清では， 0.864， 13頭，非感染ブタ 32頭の血清を用いて ELISA法を行っ

0.740， 0.675， 0.941， 0.960， 0.848， 0.874， 0.913とな た所，非感染ブタにおいて非特異的反応が強く出現し，

安定した結果を得る事ができなかった.ここで Ccf.Ag

中のブタ血清 IgG成分を抗ブタ IgG抗体でブロックし

た場合と抗ブタ IgG抗体の代わりに 1%ウシ血清アノレブ

ミンを含む燐酸緩衝生理食塩水を入れた場合と比較検討

してみると，有鈎嚢虫感染ブタにおいて抗ブタ IgGウサ

ギ血清で well の抗原をブロックした群 (blocked

group)で、は，得た吸光度は 0.663土0.105であったのに

対し， 1 %ウシ血清アルブミンでブロックした群 (non

blocked group)では，得た吸光度は 0.548土0.183であ

った.また，対照として有鈎嚢虫非感染ブタ 32頭の血清

で同様の検討を行った結果，抗ブタ IgGウサギ血清でブ

ロックした群(blockedgroup)で、は，得た吸光度は 0.4ll

土0.045であるのに対し， 1 %ウシ血清アルブミンでブ

ロッグした群 (non-blockedgroup)では，得た吸光度は

0.290:t0.051であった.

以上の様に，有鈎嚢虫感染ブタ群及び非感染ブタ群に

おいて，抗ブタ IgGウサギ血清のブロック により各々平

均値で 0.ll5，0.121の吸光度上昇を認めるが，有鈎嚢虫

感染ブタ群では抗ブタ IgGウサギ血清によってブロッ

クする事により，標準偏差は 0.183から 0.105に減少し，

データを安定させる事ができた.また正常域を非感染ブ

タ群の M十2SDとすると，抗プタ IgGウサギ血清でブ

ロックしていない群 (non-block巴dgroup)では，有鈎嚢

虫感染ブタ群 13頭の中に 2頭の明らかな偽陰性を出し

ているのに対し，抗ブタ IgGウサギ血清でプロックした

群 (blockedgroup)では，有鈎嚢虫感染プタ全てに陽性

の吸光度が得られ，抗ブタ IgGウサギ血清でブロックす

る事により，更に安定したデータを得る事ができた.し

かし，有鈎嚢虫感染プタ群と非感染プタ群に Student's

t検定を行った結果，抗ブタ IgGウサギ血清でブロ γ ク

した群 (block巴d group)，及びブロックしていない群

(non-blocked group)は，共に 1%の水準で有意差を得

A円tigenCcc : 15μs/m.Q 
Peroxidase司labelledantibody: 11 5.000 
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Fig. 9. Determination of optimum conditions of 
ELISA using Ccc. Ag for diagnosis of 
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。

り，健常者血清では， 0.329， 0.220， 0.122， 0.073， 

0.051， 0.046， 0.037， 0.037となった.以上により Ccf

Agを使用した場合，回相化 Ccf目 Ag量は5μg/mlで

十分な反応が得られ，被検血清希釈濃度は 10倍から 200

倍希釈が適当な測定条件である事が実証された.

(2) Ccb. Agを用いた ELISA法における至適条件の

決定 (Fig.12)

peroxidase標識ヒト IgG抗体の希釈濃度を 10，000

倍希釈に設定し， microtiter plat巴への固相化 Ccb.Ag 

量を 30，15， 5μg/mlと変化させ， Ccf. Agと同様に

患者血清，健常者血清を希釈し， ELISA法を行った.Fig 

12に示す様に，固相化 Ccb.Ag量が 30μg/mlの場合，

患者血清の吸光度は順次， 0.890， 0.841， 0.659， 0.512， 

0.451， 0.268， 0.244， 0.195となり，健常者血清では，

0.183， 0.171， 0.159， 0.134， 0.110， 0.098， 0.105， 0.117 

となった. 15μg/mlの場合，患者血清では， 0.878， 

0.768， 0.634， 0.476， 0.402， 0.354， 0.268， 0.195とな

り，健常者血清では， 0.144， 0.14~ 0.12~ 0.13~ 

0.085， 0.085， 0.096， 0.110となった. 5μg/mlの場

合，患者血清では， 0.468， 0.427， 0.305， 0.207， 

ており，統計学的には同等の結果であった.

(C) ELISA法による脳有鈎嚢虫症における Ccf. Ag， 

Ccb. Ag， Ccw. Ag， Ccc. Agを用いた血清学的診断の至

適条件の決定

(1) Ccf. Agを用いた ELISA法における至適条件の決

定 CFig.11)

peroxidase標識抗ヒト IgG抗体の希釈濃度を 10，000

倍に設定し， microtit巴rplateへの困相化 Ccf目 Ag量を

30， 15， 5μg/mlと変化させ，オクタロニ一法で抗体価

の高かった患者血清と健常者血清を 3の倍数に希釈し，

ELISA法を行った.Fig.llに示す様に，国相化 Ccf.Ag 

量が 30μg/mlの場合，患者血清の吸光度は順次 0.878，

0.854， 0.768， 0.659， 0.500， 0.305， 0.183， 0.117とな

り，健常者血清では， 0.341， 0.207， 0.098， 0.073， 

0.049， 0.059， 0.061， 0.051となった. 15μg/mlの場

合，患者血清では， 0.880， 0.841， 0.746， 0.610， 

0.483， 0.293， 0.171， 0.085となり，健常者血清では，

0.329， 0.215， 0.110， 0.068， 0.046， 0.029， 0.027， 0.022 

となった. 5μg/mlの場合，患者血清では， 0.793， 

0.744， 0.671， 0.524， 0.390， 0.234， 0.096， 0.074とな
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0.17L 0.12~ 0.08~ 0.066となり，健常者血清では， 健常者血清を希釈し， ELISA法を行った. Fig.13に示

。066，0.06L 0.049， 0.050， 0.029， 0.061， 0.037， 0.022 す様に，固相化 Ccw.Ag量が 30μg/mlの場合，患者

となった.以上により Ccb.Agを使用した場合，固相化 血清の吸光度は順次， 1.163， 1. 002， 0.734， 0.515， 

Ccb.Ag量は 15μg/mlで十分な反応が得られ，被検血 0.332， 0.173， 0.078， 0.075となり，健常者血清では，

清希釈濃度は3倍から 200倍希釈が適当な測定条件であ 0.676， 0.434， 0.249， 0.124， 0.120， 0.054， 0.041， 0.049 

る事が実証された. となった. 15μg/mlの場合，患者血清では， 1. 007， 

(3) Ccw. Agを用いた ELISA法における至適条件の 0.873， 0.654， 0.417， 0.224， 0.124， 0.078， 0.056とな

決定 (Fig.13) り，健常者血清では， 0.549， 0.390， 0.202， 0.085， 

peroxidase標識抗ヒト IgG抗体の希釈濃度を 10，000 0.054， 0.027， 0.031， 0.030となった. 5μg/mlの場

倍希釈に設定し， microtiter plateへの固相化 Ccw目 Ag 合，患者血清では， 0.588， 0.485， 0.390， 0.244， 

量を 30，15， 5μg/mlと変化させ，同様に患者血清 0.180，0.093， 0.054， 0.054となり，健常者血清では，

0.500， 0.302， 0.173， 0.088， 0.101， 0.044， 0.034， 0.022 
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となった.以上により Ccw.Agを使用した場合，固相 0.488， 0.298， 0.251， 0.171となり，健常者血清では，

化 Ccw.Ag量は 15μg/mlで十分な反応が得られ，被 0.817， 0.659， 0.480， 0.285， 0.183， 0.159， 0.149， 0.134 

検血清希釈濃度は， 10倍から 100倍希釈が適当な測定条 となった. 15μg/mlの場合，患者血清では， 1.095， 

件である事が実証された 1.024，0.854， 0.622， 0.402， 0.268， 0.195， 0.129とな

(4) Ccc. Agを用いた ELISA法における至適条件の り，健常者血清では， 0.902， 0.500， 0.280， 0.195， 

決定 (Fig.14) 0.144， 0.129， 0.107， 0.105となった. 5μg/rrilの場

peroxidase標識抗ヒト IgG抗体の希釈濃度を 5，000 合，患者血清では， 0.866， 0.756， 0.602， 0.488， 

倍希釈に設定し， microtiter plateへの回相化 Ccc.Ag 0.293， 0.198， 0.124， 0.095となり，健常者血清では，

量を 30，15， 5μg/mlと変化させ，同様に患者血清 0.668，0.539， 0.341， 0.183， 0.100， 0.076， 0.056， 0.046 

健常者血清を希釈し， ELISA法を行った. Fig.14に示 となった.以上により Ccc.Agを使用した場合，固相化

す様に，固相化 Ccc.Ag量が30μg/mlの場合，患者 Ccc. Ag量は 15μg/mlで十分な反応が得られ，被検血

血清の吸光度は順次， 1.203， 1.037， 0.915， 0.683， 
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Fig. 13. Determination of optimum conditions of 
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有鈎嚢虫症の血清診断法に関する研究 (755) 

清希釈濃度は， 30倍から 100倍希釈が適当な測定条件で

ある事が実証された.

この様に，脳有鈎嚢虫症患者血清の免疫学的診断にお

いて，これらの 4種の抗原の内 Ccf.Agを用いた ELISA

法が，最も少ない抗原量で十分な反応が得られ，非特異

的な抗体の吸着が少なく，最良の抗原である事が証明さ

れた.また Ccb.Agを用いた ELISA法は，感度も比較

的良好で，被検血清の濃度が濃い条件では，患者血清と

健常者血清との聞に有意、差を認めた. Ccw. Agや Ccc.

Agを用いた ELISA法の場合，非特異的吸着が多く，

患者血清と健常者血清との間に有意差を認める事ができ

なかった.

(D) Ccf. Ag， Ccb. Ag， Ccw. Ag， Ccc. Agの各種抗原を

用いた ELISA法の至適条件における脳有鈎嚢虫症患者

血清と，その他の寄生虫症患者血清並びに健常者血清と

の交差反応の検討 (Fig.15)

(1) Ccf. Agを用いた場合〔抗原量:15μg/ml，血清

希釈:1/100， p巴roxidase標識抗ヒト IgG抗体:

1/10，000) 

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度は 0.978土0.480(n

ニ9)となり，無鈎条虫症患者血清で、は， 0.443:t0.159(n 

=4)，広節裂頭条虫症患者血清では， 0.268土0.081(n=

13)，その他の条虫症患者血清(マンソン孤虫症4例，大

複殖門条虫症1例〕では， 0.248士0.079(n=5)，吸虫症

患者血清(肺吸虫症 5例，肝蛭症 3例，肝吸虫症 4例〕

で、は， 0.273土0.078(n=12)，線虫症患者血清(糞線虫

症 3例，回虫症5例〉では， 0.300土0.093(ロ=8)，健常

者血清では， 0.209:t0.053 (nニ9)となった.更に，そ

れぞれの疾患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎

嚢虫症患者血清で得られた吸光度は，無鈎条虫症患者血

清との聞に 10%の水準で有意差を認め，またその他の寄

生虫症患者血清や健常者血清との間に 1%の水準で有意

差を認めた.更に健常者血清の吸光度の M+2SDを正

常値の上限とすると，脳有鈎糞虫症患者血清では 9名

中7名が陽性となり 2名が偽陰性となった〔偽陰性率

22.2%).また無鈎条虫症患者血清では， 4名中3名，広

節裂頭条虫症患者血清では， 13名中 3名，その他の条虫

症患者血清では 5名中 2名，吸虫症患者血清では， 12 

名中 2名，線虫症患者血清では 8名中 3名，健常者血

清では9名中 1名がそれぞれ偽陽性となり，無鈎条虫症

を含めた偽陽性率は， 51名中 14名で 27.5%となった.

(2) Ccb. Agを用いた場合(抗原量:15μg/ml，血清

希釈:1/100， peroxidase標識抗ヒト IgG抗体.

1/10，000) 

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度はO.766:t0.23 (n 

=9)となり，無鈎条虫症患者血清では， 0.565土0.090(n

ニ4)，広節裂頭条虫症患者血清では， 0.325:t0.076(n= 

13)，その他の条虫症患者血清では， 0.306土0.119(n= 

5)，吸虫症患者血清では， 0.349:t0.077 (nニ12)，線虫

症患者血清では， 0.359土0.088(n=8)，健常者血清で

は， 0.261土0.071(n=のとなった.更にそれぞれの疾

患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎嚢虫症患者

血清で得られた吸光度は，無鈎条虫症患者血清との聞に

有意差はなく，その他の寄生虫症患者血清や健常者血清

との聞に 1%の水準で、有意差を認めた.更に同様にM十

2SDを正常値の上限とすると，脳有鈎嚢虫症患者血清で

は 9名中2名が偽陰性となった.また無鈎条虫症患者

血清では 4名中4名，広節裂頭条虫症患者血清では，

13名中 2名，その他の条虫症では 5名中2名，吸虫症

では， 12名中 2名，線虫症では 8名中 2名，健常者血

清では 9名中 l名が偽陽性となり，無鈎条虫症を含め

た偽陽性率は， 51名中 13名で 25.5%となった.

(3) Ccw.Agを用いた場合〔抗原量:15μg/ml，血清

希釈:1/100， peroxidase標識抗ヒト IgG抗体:

1/10，000) 

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度はO.610:t0. 272(n 

=のとなり，無鈎条虫症患者血清では， 0 .448:t 0 . 130(n 

=4)，広節裂頭条虫症患者血清では， 0.298:t0.107(n= 

12)，その他の条虫症患者血清では， 0.324士0.105(n= 

5)，吸虫症患者血清で、は， 0.349士0.086(n=12)，線虫

症患者血清では， 0.364土0.085(nニ8)，健常者血清で

は， 0.251土0.075(nニのとなった.更にそれぞれの疾

患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎嚢虫症患者血

清で得られた吸光度は，無鈎条虫症患者血清との聞に有

意差はなく，広節裂頭条虫症患者血清，健常者血清との

聞に 1%の水準で，その他の条虫症，吸虫症，線虫症患

者血清との聞に 5%の水準で有意差を認めた.更に同様

に M+2SDを正常値の上限とすると，脳有鈎嚢虫症患

者血清では 9名中 3名が偽陰性となった.また無鈎条

虫症患者血清では 4名中2名，広節裂頭条虫症患者血

清では， 13名中 2名，その他の条虫症では 5名中 2

名，吸虫症では， 12名中 2名，線虫症では 8名中4名

が，健常者血清では 9名中 1名が偽陽性となり，無鈎

条虫症を含めた偽陽性率は， 51名中 13名で25.5%とな

っTこ.

(4) Ccc. Agを用いた場合〔抗原量:15μg/ml，血清

希釈:1/100， peroxidase標識抗ヒト IgG抗体・

1/5，000， 

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度は 0.788土0.267(n

ニ9)となり，無鈎条虫症患者血清では， 0.753:t0.168(n 
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(757) 

は， 0.052:t0.020 Cnニ10)となった.更にそれぞれの疾

患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎嚢虫症患者

血清で得られた吸光度は，無鈎条虫症及び線虫症血清と

の聞に 5%の水準で，広節裂頭条虫症患者血清との聞に

2%の水準で，その他の条虫症，吸虫症，健常者血清と

の聞に 1%の水準でそれぞれ有意差を認めた.また同様

に M十2SDを正常値の上限とすると，脳有鈎嚢虫症患

者血清では， 自名中 2名が偽陰性となった.また無鈎条

虫症，大複殖門条虫症，マンソ γ孤虫症，健常者血清で

は，偽陽性を呈した血清はなく，広節裂頭条虫症，吸虫

症，線虫症の血清では，それぞれ l名ずつ偽陽性となり，

無鈎条虫症を含めた偽陽性率は 52名中 3名で5.7%と
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ニ4)，広節裂頭条虫症患者血清では， O. 555:t0. 283Cn = 

13)，その他の条虫症患者血清では， 0.468士0.172Cn= 

5)，吸虫症患者血清では， 0.478土0.153Cn二 12)，線虫

症患者血清では， 0.508:t0 ..080 Cnニ8)，健常者血清で

は， 0.373:t0.122 (n=9)となった.更にそれぞれの疾

患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎嚢虫症患者

血清で得られた吸光度は，無鈎条虫症患者血清との聞に

有意差はなく，広節裂頭条虫症患者血清との間に 10%の

水準で，その他の条虫症患者血清との間に 5%の水準で，

線虫症患者血清との聞に2%の水準で，健常者並びに吸

虫症患者血清との聞に 1%の水準でそれぞれ有意差を認

めた.更に同様に M+2SDを正常値の上限とすると，

脳有鈎嚢虫症患者血清では 9名中 2名が偽陰性となっ

た.また無鈎条虫症患者血清で、は 4名中 3名，広節裂

頭条虫症患者血清では， 13名中4名，その他の条虫症で

は 5名中 2名，吸虫症では， 12名中2名が偽陽性とな

り，更に線虫症及び健常者で、は偽陽性者は無く，無鈎条

虫症を含めた偽陽性率は， 51名中 11名で 21.6%となっ

Tこ.

以上の様に，これら 4種の抗原の有用性を比較検討し

てみると， Ccf. Agが他の部位抗原と比べて最も特異性

が有り，無鈎条虫症患者血清との聞に有意差を認めた唯

一の抗原であった.また M十2SDを正常値の上限とし

て，その他の寄生虫症患者及び健常者の偽陽性率を見る

とCcf.Agは， 26.1 %であり Ccc.Agでの 21.6%より

も高値を示しているが，有意差が高いという点で Ccf. 

Agが最もスクリーニングに適した抗原で、あるという事

が実証された.

(E)無鈎条虫抗原 (T.sag. Ag)での吸収血清を用いた

抗有鈎嚢虫特異 IgG抗体の検出による有意差の検討

(Fig.16) 

上記実験結果より，脳有鈎糞虫症患者血清の ELISA

法による免疫学的診断として Ccf.Agが最適で，次いで

Ccb. Agが適しているとの結果を得た.さらに有鈎嚢虫

症と最も近縁寄生虫である無鈎条虫症との区別を明確に

する為に，被検血清を無鈎条虫抗原で吸収し，その交叉

反応性を除去し，前述と同様の操作で有鈎嚢虫特異 IgG

抗体の検出を試みた.

(l)Ccf.Agを用いた場合

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度は0.283:t0.207(n

二 8)となり，無鈎条虫症患者血清では， 0.068:t0. 026(n 

=4)，広節裂頭条虫症患者血清では， 0.044土0.026(n二

13)，その他の条虫症患者血清では， 0.044土0.019(n= 

5)，吸虫症患者血清では， 0.053土0.032(n=12)，線虫

症患者血清では， 0.063土0.028(n二 8)，健常者血清で
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なった. 南部とブタを食用とする民族に広く分布する疾患であり，

(2) Ccb. Agを用いた場合 我が闘では以前，沖縄県に分布していたが，現在ではほ

脳有鈎嚢虫症患者血清では，吸光度はo.102:t0. 057(n とんど新規感染の症例は見られず，旧満州国移住者，中

=8)となり，無鈎条虫症患者血清では， O. 073:t0. 039Cn 国よりの帰国子女，在日韓国人にこの疾患を見る事が多

=4)，広節裂頭条虫症患者血清では， 0.047士0.028(n= い(新垣ら， 8)1988). また最近，流行地からの食肉用のブ

13)，その他の条虫症患者血清では， 0.048土0.023(n= タやブタ肉の輸入の増加や，海外渡航者の増加が著しく，

5)，吸虫症患者血清では， 0.048士0.027(nニ12)，線虫 流行地でプタ肉を生または生に近い状態で摂取する事も

症患者血清では， 0.070士0.028(n=8)，健常者血清で 多く，今後本症の発症が増加する傾向があると思われる

は， 0.044:t0.021 (n=10)になった.更にそれぞれの疾 〈荒木ら，吋986;井関， 9)1989).

患に Student'st検定を行った結果，脳有鈎嚢虫症患者 有鈎嚢虫症の血清学的診断は，以前より多くの研究者

血清で得られた吸光度は，無鈎条虫症及び線虫症患者血 達によって，種々の検討がなされてきた.補体結合反応

清との聞に有意差を認めず，また広節裂頭条虫症，その (Neito，川1956)，間接血球凝集反応 (Proctor and 

他の条虫症，吸虫症及び健常者血清との聞に 5%の水準 Elsdon-Dew，")1966; Mahajan et al.'2)， 1974)，ラテッ

で有意差を認めた.また同様に M+2SDを正常値の上 クス凝集反応 (Kagan，吋980)，皮内反応 (Harb巴rtand 

限とすると，脳有鈎嚢虫症患者血清では 8名中 3名が Oberg， 14)1975)，間接蛍光抗体法 (Rydzewskiet al.15>， 

偽陰性となった.また無鈎条虫症と線虫症では2名ずつ 1975;Barrango et al.'6>， 1977; Flisser et al.'7>， 1980)， 

広節裂頭条虫症，その他の条虫症，吸虫症及び健常者の オクタロニ一法 (Proctoret al.'8)， 1966 ; Fli部eret al.19>， 

血清ではそれぞれ 1名ずつが偽陽性となり，無鈎条虫症 1975)，免疫電気泳動法 (Maddisonet al:o>， 1961 ; Flis-

を含めた偽陽性率は 52名中 8名で 15.4%となった seret al.19)， 1975)， ELISA (Diwan et al:'>， 1982; 

以上のように，抗原として Ccf.Agを用いた ELISA Knobloch and Delgado(2)1985; Costa et al:3>， 1985; 

法で血清中の無鈎条虫抗原と交差する抗体を除去する事 Gottst巴inet al :4>， 1987)などが報告されているが， ヒ

により，脳有鈎嚢虫症と無鈎条虫症患者血清との聞の有 ト有鈎嚢虫症の血清学的診断の場合，いずれも有鈎嚢虫

意差を， 10%の水準から 5%の水準まで上げる事ができ 全虫体より抽出した粗抗原を使用している為，極めて多

た.また Fig.16に示す様に偽陽性率もこの手技を行う 様な交差反応を皇し，偽陽性率が非常に高くなり有鈎嚢

事により 27.5%から 5.7%に減じる事ができた.ところ 虫症の確実な血清学的診断を困難なものにしている.ま

が， Ccb.Agを用いた場合，脳有鈎嚢虫症と無鈎条虫症 た感染フ。タの血清学的診断の場合，抗原中にブタの IgG

患者血清との間には有意差を認める事ができず， Ccb. 成分が混入している為， ELISA法などの 2抗体法を用い

Agは無鈎条虫抗原と極めて類似した抗原性を持ってい ると，非特異的反応の率が高く，得られるデータが不安

る事が証明され，また偽陽性率も 25.5%から 15.4%に 定なものとなっている(Jean and Lee:町985).

減じる事ができたものの， Ccf. Agほどの偽陽性率の低 当教室では，以前より有鈎糞虫感染ブタ及びヒト脳有

下を認める事はできなかった. 鈎嚢虫症について，比較的簡便なゲノレ内沈降反応(オク

考 察
タロェー法〉や免疫電気泳動法を用いて， Ccf. Agによ

る循環抗原並び、に循環抗体の血清学的診断を行ない，そ

有鈎嚢虫症はプタを中間宿主とし，その筋肉中に生存 れらの診断上の有用性を検討，報告しているが， (森田 4)

する有鈎嚢虫を共に食する事により，終宿主であるヒト 1984 ;瀬川，3)1988)，ここで筆者は，有鈎嚢虫の各部分ょ

の小腸内で成虫となる.そこで有鈎条虫成虫の受胎体節 り得た4種の抗原 (Ccf.Ag， Ccb. Ag， Ccw. Ag， Ccc 

が崩壊し，その中の虫卵が腸管内に逸脱遊離するか，あ Ag)を用いて，有鈎嚢虫感染ブタ並びにヒト脳有鈎嚢虫

るいは不用意にその虫卵を経口摂取した時に，その幣化 症の ELISA法による血清学的診断の有用性と 4種の

した六鈎幼虫が腸管壁を穿通して血行性に散布され， ヒ 抗原の各々の鋭敏度並びにその特異性についての検討を

トもブタと同様に中間宿主となり，筋肉，皮下，脳内等 行った. Ccf. Agを使用した場合，有鈎嚢虫感染ブタ血

あらゆる臓器に嚢虫の寄生合生じて，有鈎糞虫症となる. 清と非感染ブタ血清との聞に，また脳有鈎嚢虫症と他の

また脳，眼球内に寄生した場合は，頭痛，てんかん発作， 寄生虫症患者及び健常者血清との聞に得られた ELISA

視野狭窄などの症状を呈する病原性の強い人畜共通寄生 法の吸光度において，最も明らかな有意差を認め，反応

虫病の 1つで、ある.この疾患は韓国，中国大陸，ソピ、エ の鋭敏度並びにその特異性という点において有用な抗原

ト連邦，インド亜大陸，東南アジア，中南米，アフリカ である事が証明された.また他の有鈎嚢虫部分抗原
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(CCb. Ag， Ccw. Ag， Ccc. Ag)は ELISA法のスクリ

ーニングに用いる抗原としては適さないという事も証明

された.更に過去の成績において Ccf.Agが診断上の評

価を得られていない事実は，本抗原の中にブタの血清成

分，特にブタ IgGが混じている為ELISA法に適さない

とL、う事が証明された.ここで，国相化 Ccf.Ag中のブ

タ IgG成分の抗原性をプロックする事により， ELISA 

法による有鈎糞虫感染ブタのスクリーニング検査におい

て得られる結果を更に安定化させる事ができた.脳有鈎

嚢虫症患者の ELISA法による血清学的診断の場合，他

の寄生虫症患者に対しての偽陽性率という点では Gott司

stein et al.24) (1987)が同様に ELISA法を用いて，他

の寄生虫疾患との聞に 51%の偽陽性，特に Loaloaで

100 %，多包条虫症で95%，単包条虫症で 90%，オンコ

セノレカ症で 77%，バンクロフト糸状虫症で 75%の偽陽

性を認めていると報告している.

またヒトのスクリーニング法として検討した脳有鈎嚢

虫症患者血清に対する無鈎条虫抗原で吸収しない一般的

な ELISA法では，有鈎嚢虫症以外の寄生虫疾患での偽

陽性率は， Ccf. Agは26.9%， Ccb. Ag並びに Ccw.Ag

では 25.5%であり Gottst巴inet al.'4) (1987)の偽陽性

率よりも半減する事ができた.これらの偽陽性率を減少

する事ができたのは，患者血清並びに健常者血清を用い

て条件設定を十分行った為と考えられる.しかしながら，

このままの方法でスクリーニング法として使用するには

偽陽性率が高すぎるように思われ，さらに偽陽性率の少

ないスクリーニ γグ法を検討する必要性が出てきた.そ

こで， ゲノレ内沈降反応を用いて教室の瀬J113)(1988)が報

告した無鈎条虫抗原 (T.sag. Ag)で抗有鈎嚢虫ウサギ

血清を吸収すると，その他の寄生虫抗原との聞に交差反

応はほとんど呈さなくなる事をもとに，脳有鈎嚢虫症並

びに他の寄生虫症患者の血清を予め無鈎条虫抗原と反応

させ，無鈎条虫抗原 (T.sag. Ag)と交差反応する抗体

を吸収し，その上で ELISA法として有益な抗原である

Ccf.Ag並びに Ccb.Agを固相化した plat巴に入れ，同

法を行うと， Ccf. Agを使用した場合，脳有鈎嚢虫症と

無鈎条虫症患者血清との聞の有意差は，吸収前の ELISA

法と比較して 10%以下から 5%以下となり，更に健常者

並びに他の寄生虫症患者血清での偽傷性率も 26.9%か

ら5.7%に低下し，この反応の有用性を増す事ができた.

ところが， Ccb. Agを使用した場合，脳有鈎嚢虫症患者

血清中の Ccb.Agと反応する抗体は殆んど T.sag. Ag 

と交差反応を示し，吸光度を上げていた為，被検血清吸

収後の吸光度はあまり上昇せず，他の疾患との有意差を

認める事はできなかった.

Ccf.Agを使用して循環抗体をチェックし，免疫血清

診断に応用した報告には， Nascimento et al.'6)27l (1982 

a， b)， Flisser et al.17l (1980)があるが，それらは，血

球凝集反応，オクタロニ一法，免疫電気泳動法を用いて

Ccb. Ag， Ccw. Ag， Ccf. Agを使用し，比較検討を加え

ており， Ccf. Agの感度は他の抗原と比較し，低いと結

論づけている.また Larraldeet al.") (1986)と瀬J113)

(1988)は，前二者との報告とは異なり， Ccf. Agを使

用し， Larralde et al.") (1986)は ELISA法と血球凝

集反応を用い，瀬川(1988)はオクタロニ一法を用いて

感受性並びにその特異性を比較検討し， Ccf. Agの有用

性を論じている.特に Larraldeet al.") (1986)はELISA

法を用いて，有鈎嚢虫症患者血清の 95%を検出する事が

できると報告している.今回筆者の実験では，偽陰性率

は22.2%であり，つまり 77.8%の患者の検出が可能な

事が示された.瀬J113)(1988)の報告では，脳有鈎嚢虫症

患者の specificbandsを検出しているが，オクタロニ一

法を用いている為，診断的価値は非常に高いが，感受性

に難があり 1回の検査で， Ccf. Agの使用量並びに有

鈎嚢虫嚢胞液抗原特異抗血清の使用量が極めて多く，ま

た反応開始より診断確定まで数日闘を要する為，スクリ

ーニング検査法として集団検査に対応し難いと考えられ

た.今回行った無鈎条虫抗原吸収血清を用い，有鈎嚢虫

嚢胞液を抗原として使用した ELISA法は，脳有鈎嚢虫

症患者血清で得た ELISA法での吸光度と無鈎条虫症患

者血清で得た吸光度との聞に 5%の水準で有意差を認め

る事ができ，また有鈎嚢虫症以外の寄生虫疾患及び健常

者で偽陽性率が 5.7%という特異的な反応が得られ，更

に反応時聞は前もって Ccf.Ag回相化 plat巴を用意して

いれば， 200から 300検体前後では6時間以内に反応が

全て終了し，短時間で診断が可能であり，且つ使用抗原

量も ELISA法では 1検体 50ngとオクタロニー法の

1500から 2000分の lの抗原量で十分であり，本法がス

クリーニング法として極めて有用である事が証明された.

また， Flisser et al.'9)17) (1975， 1980)は， ゲ/レ内沈

降反応にて，有鈎嚢虫症患者血清の 50%に有鈎嚢虫に対

する特異抗体の欠如している nonresponderがいると報

告しているが，筆者の ELISA法による検討によると，

脳有鈎嚢虫症患者 10名中 2名に偽陰性患者がいる事が

判明し，それらが Flisseret al.の云う nonrespond巴r

と考えられるが，偽陰性率は彼等の報告した 50%の半分

以下で， ELISA法の測定感度が良い事に起因していると

考えられる.
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結 語

1)有鈎嚢虫感染ブタの ELISA法での至適条件におい

て Ccf.Agのみが有用で，固相化抗原量は， 15μg/ml 

で， peroxidas巴標識抗ブタ IgG抗体の希釈は 10，000倍

希釈，被検血清希釈濃度は， 20倍から 200倍希釈が至適

条件であった.

2)有鈎嚢虫感染ブタの ELISA法によるスグリーニン

グ〔血清学的診断法〕として Ccf.Agのブタ IgG成分

のエピトープをブロックする事で，より安定した結果を

得る事ができた.

3)ヒト脳有鈎嚢虫症の ELISA法での至適条件におい

てCcf.Agが最も有用であり，固相化抗原量は 5μg/ml，

peroxidase標識抗ブタ IgG抗体の希釈は 10，000倍希

釈，被検血清希釈濃度は 10倍希釈から 200倍希釈が至適

条件であった.

4)ヒト脳有鈎嚢虫症の ELISA法によるスクリーニン

グ(血清学的診断法〉として Ccf.Agを用いた場合，脳

有鈎嚢虫症患者血清の得た吸光度は，無鈎条虫症患者血

清との聞に 10%の水準で，また健常者並びに他の寄生虫

症患者血清との間に 1%の水準で有意差を認めた.健常

者血清の得た吸光度からそれぞれの抗原を用いた

ELISA法で、正常値を算出する事により，健常者並びに有

鈎嚢虫症以外の寄生虫症患者血清の偽陽性率を求めると，

Ccf.Agでは 26.9%であった.

5)無鈎条虫抗原吸収被検血清を用いた ELISA では

Ccf.Agを用いた場合，脳有鈎嚢虫症患者血清の得た吸

光度は無鈎条虫症患者及ひ守線虫症患者血清との聞に 5%

の水準で，広節裂頭条虫症患者血清との聞に 2%の水準

で，マンソン孤虫症，大複殖門条虫症，吸虫症更に健常

者血清との聞に 1%の水準でそれぞれ有意差を認める事

ができた.

6)偽陽性率に関して Ccb.Agを用いた場合 15A%で

あり， Ccf. Agでは， 5.7%に減少した.従って Ccf.Ag

が脳有鈎嚢虫症のスクリーニング検査法としての

ELISA法で用いる抗原の内で他の寄生虫疾患に対して

の有意差並びに偽陽性率の低さ， という点で最も優れた

抗原であった.

以上有鈎嚢虫症の診断として，有鈎嚢虫部位別抗原を

用いて ELISA 法の至適条件並び、に有用性を検討し，

Ccf.Agを用いる事がスクリーニングとして有用である

事を実証した.
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