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旋毛虫感染の免疫学的研究
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Fischer rats were experimentally infected with Trichinellaゅiralisand class田specific

antibody response against the infection was followed up until 32 weeks after infection by 

means of indirect ELISA， immunoelectron microscopy (IEM) ， and western blotting. By 

indirect ELISA， the titer of specific IgG against crude antigen of T. spiralis muscle larvae 

increased from 2 weeks after infection， and kept high levels up to 32 weeks， but the titer of 

specific IgM was very low through the infection course. On the other hand， the titer of 

specific IgG against excretion and secretion antigen of muscle larvae began to increase 

from 4 weeks onward， and specific IgM was detectable from 3 weeks onward. These results 

indicate that different kinetics of antibody response (both IgG and IgM) are induced by 

different antigens， which was also confirmed by the following two methods. One methodis 

immunoelectron microscopy using resin-embedded larvae as a substrate and infected sera 

as a staining antibody， which clearly revealed that there are two types of antigen: rapid 

responding antigens， and slow responding antigens. G class antibodies against the former 

including the cuticle inner layer， hypodermis， cord， hemolymph， intestinal gland cell gran-

ules， glycogen aggregates， discrete areas of genital primordial cell cytoplasm， and midgut 

occupying substance， were detectable from earlier phase of infection， while G class anti-

bodies against the latter including the cuticle surface， stichocyte granules， and esophagus 

occupying substance， were detectable from relatively lilte phase of infection. M. class 

antibodies against rapid responding antigens were undetectable or weak if any， but 

reactivity of M class antibody against slow responding antigens increased appreciably. The 

same tendency was observed by the other method， namely western blotting. The rapid 

responding antigens included ones from bands ofpI 4.4-4.7， 4.9-5.4 and 6.3-6.5; the slow 

responding antigens included ones from bands of pI 4.0 and 5.4. 

The present contribution established that muscle larvae of T. ゅiraliscontain two 
major types of antigens (rapid responding antigens and slow responding antigens) and the 

chronology of class-specific antibody response against each antigen is described， which will 
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be indispensable for analysing any Trichinella-related immune response， especially for 

application to immunodiagnostic method of the disease. 

lndex Terms 

Trichinella sρiralis， antibody response， ELISA， immunoelectron microscopy， western blot-

ting 

緒 号室子

園

寄生虫症の免疫診断法の確立，病態の把握および感染

防御機構の解明のためには，寄生虫感染における宿主寄

生虫相互作用 (host-parasit巴relationship)を理解する

ことが必要である.この相互作用のうち重要なものの一

つに宿主と寄生虫との間の免疫応答があげられる.よっ

て，寄生虫虫体を構成するどの物質が，いつ抗原として

宿主に認識され，宿主と寄生虫との闘でし、かなる機序の

免疫応答が生ずるかを明らかにすることが重要である.

本研究では，人畜共通の病原寄生線虫である旋毛虫

(Trichinella spiralis)を用い，宿主と寄生虫との闘の免

疫応答について解析をおこなった.

旋毛虫は，成虫の体長が雌2-4 mm，雄1.4-1.6mm， 

幼虫の体長が0.8-1mmと非常に小さな線虫であり，ブ

タ，クマなどの筋肉内に被嚢する幼虫を経口摂取するこ

とにより感染することから，欧米諸国では食品衛生上重

要な寄生虫として古くから重要視されている.

また，旋毛虫は宿主域が広く，マウスやラットなどの

実験動物を用いた感染実験が可能なこと，また，その筋

肉幼虫は容易にかつ多量に集められることなどから，寄

生虫感染の実験モテソレとしても研究が進んでいる.その

結果，各種抗原の分離精製がおこなわれ，その性質が明

らかになってきた.Silberstein and Despommi巴r

(1984')， 19852)) は，幼虫の排油分泌抗原 CES抗原.

excretory -secretory antigen)のうち分子量48kDaお

よび50-55kDaの物質が宿主に防御免疫能を惹起する性

質があり，これらの物質は虫体表面，食道腺，消化管に

局在することを示した.さらに，これら ES抗原や虫体表

面，食道腺，消化管に局在する抗原は旋毛虫に特異的な

抗原であることも知られており (Parkhouseet al.， 

1981)3)，旋毛虫症の免疫診断用抗原として，また，防御

免疫源として有用とされている.しかし，これらの抗原

は旋毛虫の成長に従い，抗原性の変化する抗原 (stage-

specific antigen)でもあり (Mackenzieet al.， 197841， 

Philipp et al.， 19805)， 19816)， Jungery et al.， 19837)， 

Almond et al.， 19868))，これらの抗原を免疫診断用抗原

や防御免疫源として実用するには，さらに詳細な免疫応

答の解析が必要である.木研究では，間接ELISA (In-

direct Enzyme Linked Immuno-Sorb巴ntAssay)，ウエ

スタンプロット法および免疫電顕法を用い，旋毛虫筋肉

幼虫各種抗原に対する宿主の抗体産生を追跡し，宿主と

寄生虫との聞の免疫応答解析のための基礎資料としての

応用を検討した.

材料及び方法

1.旋毛虫筋肉幼虫の採集

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(Trichinellaψiralis)ポ

ーランド分離株 (Polishstrain)を使用した.

筋肉幼虫は感染マウス筋肉よりペプシン 塩酸消化法

により集めた.すなわち，感染後4週以上経過したICR

マウスの筋肉を肉切包丁で細かく砕き， 0.5 %ペプシン

(NACALAI TESQUE， INC. Kyoto， Japan)-O. 7 %塩

酸 (NACALAITESQUE， INC. Kyoto， Japan)中で37

℃にて 3時間消化した.消化後の反応、液を目の大きさが

125μmの簡で漉し，円錐形容器中に室温で30分間放置

し，容器の底に沈んだ幼虫を集めた.採集した幼虫はリ

ン酸緩衝化食塩水 (phosphatebuffered saline，以下

PBS， pH 7.2)にて繰り返し洗浄した.

2.抗原

1)旋毛虫筋肉幼虫粗抗原

筋肉幼虫をPBS中に浮遊させ，超音波破砕器 (20 

kHz， UR司200P，TOMY SEIKO Co. Ltd. Tokyo， 

Japan)にて 4"Cで20分間破砕後， 4"Cで24時間撹持

した.さらに4"Cにて 10，000rpmで20分間遠心し (KR

/180B， KUBOT A SEISAKUSYO Co・， Ltd， Tokyo， 

Japan)，上清をセロファンチューブ (UnionCarbide 

Co.， USA)に入れ， 4"Cの蒸留水に対して 24時間透析

後，凍結乾燥したものを筋肉幼虫粗抗原とじた.なお，

同抗原の蛋白量はLowry巴tal. (1951) 9)の方法で測定し

たところ，乾燥組抗原量1mg中200μgであった.

2)旋毛虫筋肉幼虫ES抗原

筋肉幼虫を採取後，直ちに4"CのPBSIこて十分に洗

浄し，3TCのPBS中で3時間浮遊させた.筋肉幼虫を自

然沈下させた後，上清をセロブアンチューブ (Union 

Carbide Co.， USA)に入れ， 4"Cの蒸留水に対して 24時
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間透析し，さらに，凍結乾燥したものを筋肉幼虫ES抗原

とした.なお，同抗原の蛋白量はLowryet al. (1951)9) 

の方法で測定したところ，乾燥重量 1mg中75μgであっ

tc.. 

3.感染ラット血清

Fischer系ラット (6週齢，雄， 260-290g)に，旋毛

虫筋肉幼虫 6，000隻を経口的に感染させた.感染後経時

的に心臓より採血し，血清分離後，実験に供した.対照

として，感染前血清を用いた.

4.抗クチクラ表面抗体

抗クチクラ表面抗体は，化学固定した筋肉幼虫の表面

をリガンドとしたアフィニティクロマトグラフィーによ

り精製した.すなわち，筋肉幼虫を 1/2カノレノフスキー

固定液 (2.5%グルタールおよび2%パラフォルムアノレ

デヒドを含むO.lMリン酸緩衝液〕にて 40Cで1時間化

学固定後， PBSにて十分に洗浄し，カラムに充填した.

5mM EDTA (NACALAI TESQUE， INC. Kyoto， 

Japan)を含む PBSで、処理した後，感染12週目のラッ

ト血清を加え，室温で4時間反応させた.5mMEDTAを

含むPBSで洗浄後，虫体表面に結合した抗体を3M

MgC12と0.6MNaClの混合液にて溶出させた.溶出液を

1/10に希釈した PBSに対して， 4 'cで24時間透析し，

透析後の蛋白濃度を，分光光度計により測定した波長

280nmにおける吸光度より求めた.凍結乾燥後， 1/10量

の蒸留水に再溶解し， γーグロプリンの 280nmにおける

分子吸光度Ei~=14.3 として (Fasmann， 1976)川，抗

クチクラ表面抗体の濃度が 1mg/mlとなるように 1%ウ

シ血清アルブミン (BSA)を含むPBSにて希釈し実験

に供した.

5.間接ELISACIndirect Enzyme linked Immuno-

Sorbent Assay) 

間接ELISAは， 96穴マイクロタイタープレート

(Falcon 3915， Nippon Becton Dickinson Co勺Ltd.，

Tokyo， Japan)を用いおこなった.筋肉幼虫粗抗原およ

びES抗原を，回相化用緩衝液 (O.05M炭酸緩衝液， pH 

9.6)にて 20μg/mlとなるように溶解し， 96穴マイクロ

タイタープレートの各ウエノレに 100μlずつ入れ，3TC， 

3時間で固相化させた.さらに，ウェル表面への蛋自の

非特異的吸着を防ぐため， 1%BSAを含む固相化用緩衝

液を 200μl加え，3TC， 60分間反応させた.次に，感染

前および感染後1週 2週， 3週 4週， 5週， 6週 7

週 8週， 10週， 12週〔各nニ8)，16週(n=7)， 20

週， 24週， 32週(各n= 3)の各血清を 1%BSAを含

むPBSにて 1/500に希釈し，これを 100μIずつ加え， 37

'c， 60分間反応させた.最後に，ベ/レオキシダーゼ標識

抗ラ γ トIgGまたはIgM(Organon Teknika-Cappel， 

w巴stChester， USA)を1%BSAを含むPBSにて 1/
200に希釈したものを 100μIずつ加え，3TC， 60分間反

応させた.以上，それぞれの反応段階の終わりに0.02%

Tween 20を含むPBS(以下0.02% Tween 20-PBS) 

で十分洗浄した.基質として， 。フェニレンジアミン
(o-phenyl巴n巴 diamine:OPD， Wako Pure Chemical 

Industries， Ltd.， Osaka， Japan)を， 0.2Mリン酸二ナ

トリウム (dibasicsodium phosphate)溶液25mlと0.1

M!7エン酸溶液25mlの混合液に溶解し，使用直前に30

%の過酸化水素水を 10μl加えることにより活性化後，

各ウエノレに 100μlずつ入れ酵素反応をおこさせた.反応、

は， 20'Cの暗所で30分間おこなった. 100μlの3N H2 

SO，を加え，反応を停止させ，分光光度計(主波長500nm，

副波長610nm，MTPI2A， Corona Electric， Japan)に

て吸光度を測定した (Voll巴ret al.， 1976)"). データは

すべて平均値土標準備差で表現し，平均値の差について

は， Studentのt-testを用い有意差水準 1%で検定した.

6.金コロイドを標識に用いた免疫染色

1)金コロイドの作製 (Fig.1) 

Slot et al. (1985) 12)の方法にもとづいて金コロイドを

作製した.すなわち， 2 %塩化金 CHAuCl，・ 4H20;

NACALAI TESQUE， INC. Kyoto， Japan)溶液1mlお

よび2回蒸留水 159mlを三角フラスコに入れ， 60'Cで撹

持した.さらに， 1 %クェγ酸ナトリウム溶液9mlと2

回蒸留水31mlの混合液を加えて 600Cで2時間撹鉾した.

溶液の色調が赤色に変化した後， 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)ストレプトアピジンー金コロイド複合体の作製

(Fig. 2) 

Tanaka et al. (1984) 13)の方法にもとづいてストレプ

トアピジン 金コロイド複合体を作製した.すなわち，

ストレプトアピジン (str・巴ptavidin，SIGMA， St. Louis， 

USA) O.lmgをプラスチックピーカー内で5mM塩化ナ

トリウム (NaCI)溶液0.1mlに溶解させ，次にO.lM炭

酸カリウム (K2CO，)溶液でpH6.4に調整した金コロイ

ド溶液5mlを加え 1-2分撹持した.これに5%ポリエ

チレングリコーノレ (NACALAITESQUE， INC. Kyoto， 

Japan，以下PEG，分子量20，000)0.15 mlを加え，スト

レプトアピジンー金コロイド混合液とした.0.05% PEG 

と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0.45μmのフィノレター (Minisart 

NML， Nihon Millipore Kogyo K. K.， Yonezawa， 

Japan)でろ過後，プラスチック製の遠沈管に入れ，この

上にストレプトアピジン 金コロイド混合液5mlを重層
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cαnplex 

し， 25，000rpm (55，000g)で40Cにて 40分間遠心後，上 Japan)を用い 11，000rpmで室温にて 5分間遠心後，上

清約6.5mlを除去し，残りの約1mlを40Cで保存 1週 清を1%BSAを含むPBSにてさらに5倍に希釈して

間以内に使用した.免疫染色時には， 1% BSAを含む 使用した.

PBS (以下1% BSA-PBS) にて 10倍希釈し，マイク 3 )免疫染色 (Fig.3) 

ロ遠心機 (MR-150，TOMY SEIKO Co.， Ltd.， Tokyo， 筋肉幼虫を 1/2カノレノアスキー固定，アノレコーノレ脱水
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infection 

Ant i-Rat 

Sera (0.1.2.4.6.8.12.16.32 weeks) 

‘一圃1/2Karnovsky fixation 
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‘---Embedding in LR White 

Ultrathin section 

Fig.3目 Procedur巴sof immuno-gold staining 

後.LR White (London Resin Company Ltd， UK)に

包捜し，ダイヤモンドナイフにて 80nmの超薄切片を作

製した. この切片に対し，感染前および感染後1週 2

週， 4週 6週， 8週， 12週， 16週， 32週に採取したラ

ット血清 (nニ3)を1% BSA-PBSにて 1/2，500に希

釈したものを，室温にて 30分間反応させた.1%BSA 

PBSにて 3回洗浄後，ピオチン標識抗ラット IgG

(V巴ctorLaboratories Inc目 Burlingame，USA)または

ピオチン標識抗ラット IgM(Zymed Laboratories Inc目

California， USA)を1% BSA-PBS i.こて 1/200に希釈

したものを，室温で30分間反応させた，上記と同様に洗

浄後，ストレプトアピジン 金コロイド複合体を室温で

30分間反応させた.1% BSAを含む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に供

した.

また，抗クチクラ表面抗体を1次抗体として 2次抗

体にピオチン標識抗ラット IgGを用い同様に染色をお

こなった.

7.等電点電気泳動により分離した物質のウエスタンプ

ロット法による分析 (Fig.4) 

1)等電点電気泳動

等電点電気泳動はpH3.5-9.5のアンプォラインを含

む， 5%ポリアクリノレアミド平板ゲノレ (LKBAmpholine 

PAGplat巴sNo. 1804-101， LKB-Produkt巴rAB.， Brom 

ma， Sweden)を用い， 5mAの定電流で， 4"Cにて4時

間おこなった.試料は 1検体につき，旋毛虫粗抗原

20μgを20μlの蒸留水で溶解し泳動に供した.

2)ウエスタンプロット法

泳動終了後のポリアクリノレアミド平板ゲノレから

PVDF (polyvinyliden difluoride)膜 (NIHONMIL-

LIPORE KOGYO K. K.， Yonezawa， ]apan)へのタン

パグの転写は，転写用緩衝液 (25mM Tris-192mM 

Glycin巴田20%methanol pH8.3)中で， 60 Vの定電圧で

4"Cにて 4時間おこなった.転写後の PVDF膜を短冊状

に切り，一本を Fマシーブリリアントブルー R

(SIGMA， St. Louis， USA)にて染色した.残りを，非
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Fig目 4目 Proceduresof Western blotting 
PBS: phosphate buffered salin巴
PVDF: polyvinyliden difuruoride 
PAG: polyacrylamid巴

特異的吸着を防ぐため3%BSAを含むPBS(以下3% 緩衝液 (pH7.2) 10ml iこ溶解させ，使用直前にH，O，

BSA♂BS)で3TCにて 1時間処理した後， 0.02% 10μlを加え活性化させたものを用いた.

Tween 20-PBS中で3回洗浄した，これに感染前および また，抗クチクラ表面抗体を1次抗体として 2次抗

感染後l週 2週 3週 4週 5週 6週 8週， 10 体にベノレオキシダーゼ標識抗ラット IgGを用い同様に

週， 12週， 16週， 20週， 24週， 32週のラヅト血清(nニ3) ウエスタンプロッティングをおこなった.

を3%BSA-PBSにて 1/300に希釈したものを l次抗

体として，3TCにて 60分間反応させた.次に上記と同様

に0.02%Tween 20-PBSで洗浄した後， 3%BSA-PBS 

で1/300希釈したベルオキシダーゼ標識抗ラット IgG

またはIgM(Organon Teknika-Capp巴1，West Chester， 

USA)を2次抗体として 3TCにて 60分間反応させた.

洗浄後，基質液に浸し，室温で発色反応をおこない， 15 

分後，蒸留水で洗浄することにより反応を停止させた.

なお，基質液は 3mgのジアミノベンチジン

(diaminobenzidine tetrahydrochlorid巴， NACALAI 

TESQUE， INC. Kyoto， Japan)を50mMトリス塩酸

結 果

1.間接ELISA

1)筋肉幼虫粗抗原に対する旋毛虫感染ラット IgG抗

体の感染後の動態 (Fig.5) 

旋毛虫感染ラットにおける筋肉幼虫粗抗原に対する

IgG抗体の感染後の動態をFig.5に示す.感染後1週目

では吸光度は0.026土0.022であり，感染前の吸光度

0.012土0.011との聞に有意差は認められなかった.感染

後2週目には吸光度は0.112土0.01'3と有意に上昇し，感

染後3週日 0.134::1:::0.018，4週目 0.143::1:::0.031，5週目
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0.136士0.027，6週目 0.127土0.037，7週日 0.125土

0.032， 8週目 0.142土0.061，10週目 0.131土0.042と同

様の値を推移した.この後，さらに上昇し， 12週目 0.201

士0.058，16週目 0.198:t0.061，20週目 0.235土0.072，

24週目 0.167土0.034，32週目 0.269土0.028と高い値を

示した.

2)筋肉幼虫粗抗原に対する旋毛虫感染ラット IgM抗体

の感染後の動態 (Fig.5) 

筋肉幼虫粗抗原に対する IgM抗体の感染後の動態は，

感染前の吸光度0.007士0.014Iこ対し，感染後1週目の吸

光度は0.010:t0.008，2週目 0.007土0.007，3週目

0.018土0.018であり，有意差は認められなかった.この

後，吸光度は感染後4週目には0.043土0.028，5週目に

は0.052土0.020，6週目には0.051士0.031， 7週目には

0.060土0.022，8週目には0.053土0.024，10週目には

0.050士0.022，12週目には0.050土0.034，16週自には

0.047土0.026，20週自には0.038士0.026と有意に上昇

した.以後，吸光度は感染後24週目にはO.025:tO. 016， 

32週目には0.013土0.011と感染前の吸光度との間に有

意差は認められなかった.

3)筋肉幼虫ES抗原に対する旋毛虫感染ラット IgG

抗体の感染後の動態 (Fig.6) 

旋毛虫感染ラットにおける筋肉幼虫ES抗原に対する

IgG抗体の感染後の動態をFig.6に示す.感染前の吸光

度は0.005:t0.010であった.感染後1週目の吸光度は

0.006士0.007，2週目 0.018:t0.020，3週目 0.022土

0.016であり，感染前の吸光度との聞に有意差は認めら

れなかった.この後，吸光度は感染後4週自には0.040士

0.024と有意に上昇し，以後，感染後 5週目 0.085:t

0.039， 6週目 0.116士0.053，7週日 0.157:t0.043，8 

週目 0.179士0.059，10週目 O.333:t0 .134， 12週日 0.634

士0.258，16週目 0.596:t0.325，20週目 1.004士0.411，

24週目 0.736土0.287，32週目 0.994土0.317と急激に上

昇した

心筋肉幼虫ES抗原に対する施毛虫感染ラット IgM

抗体の動態 (Fig.6) 

筋肉幼虫ES抗原に対する IgM抗体の感染後の動態

については，感染後1週目の吸光度は0.014土0.017，2 

週日o. 004 :t 0 . 006であり，感染前の吸光度0.007土
0.010との聞に有意差は認められなかった.感染後3週

目には吸光度は0.069士0.063と有意に上昇し，その後吸

光度は 4週自には0.087土0.030，5週目には0.112:t

0.040， 6週自には0.120士仏050，7週自には0.097土

0.034， 8週自には0.094土0.050，10週目には0.071士

0.037， 12週目には0.077土0.063，16週目には0.069土

EO.3 
E 
O 
o ...， 
~O.2 
由
色S
E 
聞

言。1
色。
.CI 
開

1日

0.9 

0.8 

『

t

，

F

n

u

F

町

u

a

“'

n川
u

"

'

n

H

"

n

H

ω

向

H

ι
E巴
口

口

回

)

由

臼

E
問
【
且
】
』
ロ
日
帥
山
-
且
剖
悶

日3

0.2 

日1

。
o 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 16 20 24 32 

weeks after infeclion 

Fig. 6. Kinetics of class-specific antibody excretory 
and s巴cr巴toryantigen of muscle larva巴 in
Fischer rats infected with T. sPiralis at zero 
time. (mean士SD.)



(658) 水野直人

0.044， 20週目には0.052士0.037，24週目には0.040土

0.024， 32週目にはO.028:t0. 008と，感染前の吸光度と

の聞に有意差が認められた.

2.免疫電顕

旋毛虫筋肉幼虫の虫体構造の模式図をFig.7に，ま

た，食道 中腸接合部の縦断電顕像をPlat巴.1に示した.

虫体外壁は，外層よりクチクラ (Cuticle)， 角皮下層

(hypodermis)および筋肉層 (musclelayer)より成る.

虫体前半内部には，食道 (esophagus)およびこれを取り

囲むステイコソーム (stichosome;食道腺〉が存在し，

後半内部には，中腸 (midgut) と生殖原基 (genital 

primordium)が並走する.食道と中腸の接合部には腸腺

細胞Cintestinalgland cell)が存在する.ステイコサイ

ト (stichocyt巴;食道腺細胞)内に存在する穎粒には，

aO， a1， a2，βおよび γの5種類が存在する (Plate.2). 

これら各虫体構造物に対する旋毛虫感染ラットの感染後

の抗体反応を， Tabl巴にまとめた.

1)筋肉幼虫各抗原局在部位に対する感染ラット IgG

抗体反応の感染後の動態

筋肉幼虫の LRWhite包埋切片に対する感染ラット

IgG抗体の反応を検索した結果，反応は感染後2週目よ

り確認された.また，IgG特異抗体が早期より出現する抗

原の局在部位 (RapidR巴spondingGroup)と遅れて出

現する抗原の局在部位 (SlowR巴spondingGroup)との

ふたつに大別できた.早期より特異抗体の出現する抗原

局在部位には，体腔液 (hemolymph，Plate. 3， 4)，腸腺

の頼粒Cintestinalgland cell granules， Plat巴.3)，中腸

内腔物 (midgutoccupying substanc巴;MOS)，生殖原

基の細胞質成分 (discretear巴asin genital primordial 

cell) ，グリコーゲン穎粒 (glycog巴naggregat巴s，Plate. 

3， 4)，角皮下層 (Plate.3)，側索および正中索 (cord)，

Fチクラ内層 (cuticleinner layer， Plate. 3)などがあ

り，これらの抗原局在部位に対する抗体反応は感染後2

週目より出現した.その反応は，感染後4-6週固まで

Fig. 7. Schematic illustration of the structure 
of Trichnella sPiralis. 

非常に強いものであり，感染後 6-8週目より減弱し始 より出現した.クチグラ表面およびステイコサイトの

めるが，感染後32週目においても尚十分に確認できるも α0， a1，では感染後12週目に，ステイコサイトの a2頼

のであった (Plate.7). 粒では感染後16週自に反応は最強になり，その後，減弱

一方，遅れて特異抗体の出現する抗原局在部位として， するものの感染後32週自においても尚強い反応が認め

クチクラ表面 (cuticlesurface， Plate. 7)，食道内腔物 られた (Plate.7).食道内腔物およびステイコサイトの

(esophagus occupying substanc巴;EOS)，ステイコサ y穎粒に対しては感染後6週目から 32週目までほぼ同

イトの aO，a1， a2，βおよびy穎粒 (stichocyteaO， a1， 程度の反応が認められた.ステイコサイトのβ穎粒に対

a2，βand y granules， Plate. 5， 6， 7)が認められる.!J する反応は感染後32週目まで増強傾向を示したが，ステ

チクラ表面，食道内腔物，ステイコサイトの aO，a1， a2 ィコサイトの aO，α1，a2およびγ頼粒に対する反応よ

および γ穎粒に対する反応は感染後6週目より，また， りも弱かった.

ステイコサイトのβ穎粒に対する反応は感染後8週目 2)筋肉幼虫各抗原局在部位に対する感染ラット IgM
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Table A summary of th巴 chronologyof class-specific antibody response in Fisch町 ratsinfected with T. 
ψiralis at 0 week. Immunostaining intensity is rat巴das strongly positive( +十)， positive(十)， 
negative( -) ， predominatly positive but sometimes negativ巴(十/ー)， pr巴dominantlynegative but 
sometimes positive(ー/+)

Localization of Ig Weeks after infection 
antigenic suhstances I class I 0 w 1 w 2 w 4 w 6 w 8 w 12 w 16 w 32 w 

Hemolymph 
G 一件十+ + + +十十

l … I 一 一一一一一一一一

Intestinal gland cell G 件十+十十十十十

granules M 一一一一一一 一

G 十 +十+十十+

M I - -/十サ十十寸/ー/+ー/+
MOS 

Discrete areas in G ←*十十十十+十

genital primordial cell M + +/- +/- -/十
G I - 十件廿+ +十十

Glycogen aggregates I M Iー 十/ー十/ー/十/十/+ -/ート

G 十十件+十十十

M I 一一/十一/十/+ -/ート一 一 一
Hypodermis 

G I ー 十十+十一/+ -/十/十

M I - -/十/+ -/+ -/+ー
Cord 

G ー朴十+ +十+十
inner layer I 

I M I ー/十/十/+ -/+ 
Cuticle 

surfac巴
G I 一 一/+ー/ +十十

M |一一一十十+十

EOS 
G + 十十十十

五i[ I一一*十十十件十十

G 十十 4十件廿
a 0，α1 I ~ I 

I M I 廿 * + + + + 

α2 
G I一一一一十/ー十/十/- +十

Stichocyte 
granules 

M I ト十十+十/- -/十

I G I 一 一/+ー/十一/十+
βI  " I I M I 一一一一+十一/+

G + + 十十
γ 

M I 十件十十+一/十

抗体反応の感染後の動態

IgG特異抗体が感染早期に出現する抗原局在部位のう

ち，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，クチクラ内層に対す

るIgM特異抗体は， IgG特異抗体と同様，感染後2週日

に検出された.しかし，その反応はIgG特異抗体と比べ

て非常に弱く，感染後早期より減弱し始め、感染後32週

目にはそのほとんどの部位で検出できなかった (Plate.

10).また，体腔液，腸腺の穎粒に対する IgM特異抗体は

本法においては検出できなかった (Plate.8， 9， 10). 

一方，IgG特異抗体が遅れて出現するクチクラ表面，食

道内腔物およびステイコサイトの各頼粒では， IgM特異

抗体においても感染後 4週目と遅れて検出された

(Plate. 8， 9).しかし， IgG特異抗体と比べ早くより出現

した.これら IgG特異抗体が遅れて出現する抗原に対す

るIgM特異抗体の反応は， IgG特異抗体が早期に出現す

る抗原に対する IgM抗体の反応に比べ強く，感染後8-

16週目より減弱傾向にあるものの，食道内腔物およびス

テイコサイトの各穎粒においては，感染後32週目におい

てもなお確認できた (Plate.10). 

3. ウエスタンプロッティング

1)等電点電気泳動により分離した筋肉幼虫抗原に対

する感染ラット IgG抗体反応の感染後の動態 (Fig目 8)

筋肉幼虫抗原を等電点電気泳動後， PVDF膜に転写

し，クマシ}ブリリアントブルーRにて染色した場合，

pI3.5-9.5の聞にすくなくとも 18本のノミンドが確認さ

れた (Fig.8， lane C) また，転写された抗原に対する

感染ラット IgG抗体の反応は感染後2週目より確認で
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c 0 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12. 16 20 24 32 
weeks after infection 

Fig. 8. West巴rnblot analysis of chronology of IgG antibody r巴sponseagainst PBS soluble 
antigen of T spiralis in Fisch巴rrat aft巴rinfection. lan巴C: PBS soluble antigen of T 
ゆiralistransfered to PVDF membrane were stained with coomassie brilliant blue R. 

きた.さらに免疫電顕の場合と同様， IgG抗体が早期よ

り反応するバンドと，遅れて反応するバンドとの二つに

分けられた.

感染後 2週目の血清では， pI4.4-4.7の聞に 3本，

pI4.9-5.4の聞に3本， pI6.3-6.5の聞に3本の計9本

のバンドに強い反応が認められた.その他， pI 3.7， 3.8， 

3.9， 4.0および4.1のバンドにも弱い反応が確認できた.

pI 4.4-4.7， 4.9-5.4， 6目3-6.5の各3本，計9本のパンド

における反応は感染後4週目より減弱しはじめ，感染後

32週目では pI6.3-6.5の聞の3本のパンドに対する反

応は確認できるが， pI4.4-4.7， 4.9-5.4の 6本のパンド

に対する反応はほぼ消失した.

一方， pI4.0のパンドに対する反応は感染後4週目よ

り増強し始め， 10週目に最強になり，また， pI3.7および

3.8のバンドに対する反応は感染後8週目より増強し始

め， 12週目に最強となり，その後，それぞれ減弱するも

のの，感染後 32週目にも尚はっきりと確認できた.

2)等電点電気泳動により分離した筋肉幼虫抗原に対

する感染ラット IgM抗体反応の感染後の動態 CFig目 9)

等電点電気泳動後， PVDF膜に転写された筋肉幼虫抗

原に対する感染ラット IgM抗体の反応は感染後3週目

に出現した.この時期には， pI 3.9， 4.0にそれぞれl木お

よび6.3-6.5の聞に2木の計4木のバンドに反応が認

められた. これらのパンドに対する反応は感染後5週目

以降減弱し，感染後12週目にはほとんど確認できなかっ

た.また，感染後5週目より 10週自にかけpI4目6のバン

ドに弱い反応が認められた.

3.抗クチグラ表面抗体の認識する抗原の免疫電顕法お

よびウエスタンプロット法における検索

1)免疫電顕法

感染後12週目の血清より精製した抗クチグラ表面抗

体にて筋肉幼虫のLRWhite包埋切片を染色した場合，

グチクラ表面に強L、反応が認められた CPlat巴11). さら

に，虫体内部構造であるステイコサイトの d 頼粒

CPlate. 11， 12)や食道内腔物 CPlate.12)に対しても，ク

チクラ表面と同様に強い反応が認められた.よって !l

チクラ表面は，ステイコサイトの a穎粒や食道内腔物と

抗原性を共有することが示された.

2)ウエスタンブ p ット法 CFig.10) 

抗クチクラ表面抗体を， PVDF膜に転写した筋肉幼虫

抗原に対して反応させた場合， pI 3.8， 4.0， 4.4 -4.7， 4.9-

5.4， 6.3-6.5のパンドに反応が認められた.特にpI4.0お

よびpI 5.4のパンドに対しては強い反応が認められた

(lane 2).よって，!lチクラ表面抗原は主にこの 2本のパ

ンドに存在すると考えられる.

考 察

寄生嬬虫感染症を診断する場合，虫卵や虫体を直接検
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C 0 1 3 4 
weeks 

7 8 10 12 16 20 24 32 
infection 

Fig. 9. Western blot analysis of chronology of Ig恥fantibodoy r巴sponseagainst PBS soluble 
antigen of T. sPiralis in Fischer rat after inf巴ction.lane C : PBS soluble antigen of T. 
spiralis transfered to PVDF membrane w巴restained with coomassi巴brilliantblue R. 

Fig. 10. Western immunoblot analysis of PBS sol 
uble antigen of T. spiralis muscl巴 larva
recognized by immunoaffinity purified anti 
cuticle surface antibody. 

出することが確実な方法であるが，これは困難なことが

多い.本研究で扱った旋毛虫では，急性期である消化管

侵襲期(成虫寄生期〉には，虫体は小腸粘膜に深く侵入

しており，また，胎生 (!avi parous)であるため虫卵は産

出されず，産出された幼虫は直ちに血流あるいはリンパ

流によって宿主の体内を移行する.よって，糞便検査に

より虫卵や虫体を検出することはできない.また，慢性

期である筋肉内被嚢期に虫体を検出するには筋肉生検に

因らねばならず，侵襲的であり，検出率に問題があるな

ど欠点が多い.よって，免疫診断法が本寄生虫感染症の

診断法として重要な位置を占めることになる.この免疫

診断法をより確実なものにするには，特異性および感受

性に優れた抗原を分離精製することが必要である.この

ように寄生虫感染症の免疫診断用抗原として有用な抗原

を得るためには，宿主と寄生虫との聞の免疫応答を詳細

に検討する必要がある.

木研究では，宿主と寄生虫との聞の免疫応答の一端を

明らかにするため，まず，間接ELISAにより筋肉幼虫粗

抗原およびES抗原に対する IgGおよびIgM特異抗体

の感染後の動態を検索した.その結果，筋肉幼虫粗抗原

に対しては， IgG特異抗体は感染後2週目に急激に上昇

した.これは， Ottesen et al. (1975) 14)および西山

(1987) 15)がラットを用いておこなった実験の結果と一

致する.これに対し，特異性に優れているとされる ES抗

原に対Lては，IgG特異抗体は感染後4週目と，遅れて上
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Plate 1. Longitudinal section through the stichosome (S)， the int巴stinalgland (IG)， the genital 
primordium (G)， and the midgut (M). C目 cuticle

α0 α1 α2 
β1J  

Plat巴 2.Five types (au， al， a2，βand y) of stichocyte granules 

Plate 3. Immunostaining with IgG from 2 weeks postinfection目 Cuticl巴(C)inner layer， hypodermis 
(Hy)， glycogen aggr巴gates(G)， hemolymph (He) and granules in int巴stinalgland cell (IG) 
are positive but cuticle surface and stichocyte al granules (al) are negative. M: myofibril 
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Plate 4. Immunostaining with IgG from 4 we巴kspostinfection. Hemolymph (He) and glycogen 
aggregates C G) are positive but stichocyteβgranules (β) and esophagus occupying sub-
stance (E) are negative. 

Plate 5. Immunostaining with IgG from 6 weeks postinfection. Hemolymph (He) and stichocyte al 
granules (a1) are positive but stichocyteβgranules (β) are negative. 

Plate 6. lmmunostaining with IgG from 6 weeks postinf巴ction.Stichocyte a2 (a2) and γgranules 
( y) are posi ti ve. 

Plate 7. Immunostaining with IgG from 32 weeks postinfection. Cuticle (C) surface， stichocyte a 1 
granules (a 1) are still positive， but staining on cuticle inner layer， hypodermis CHy)， 
hemolymph (He) and glycogen aggregates (G) ar巴gettingw巴aker.Stichocyt巴βgranules
(β) ar巴weaklypositive. M: myofibril. 
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Plate 8. lmmunostaining with IgM from 4 weeks postinfection目 Esophagusoccupying substance (E) 
and stichocyte a2 granules (a2) are positive but h巴molymph(He) is negative 

Plate 9. Immunostainig with IgM from 6 weeks post infection. Cuticl巴(C) surface and stichocyt巴
a1 granul巴s(a 1) are positive， and hypodermis (Hy) and stichocyt巴βgranules(β) are 
weakly positiv巴. But glycogen aggregates (G) and hemolymph (He) are negativ巴 M:
myofibril， N : nucleus 

Plat巴 10.Immunostaining with IgM from 32 weeks postinfection. Esophagus occupying substance 
(E) and stichocyt巴 a1 granules (α1) are still positi v巴 H巴molymph(H巴)and glycogen 
aggregates (G) are negative 
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Plate 1l. Immunostaining with anti cutic1e surface antibody. Cutic1e (C) surface and stichocyte a2 
granul巴s(α2) are positive. M: myofibril， He: hemolymph， G : glycogen aggregates. 

Plate 12. lmmunostaining with anti cutic1e surface antibody. Stichocyte a1 granules (al) and 
esophagus occupying substance (E) are positiveβstichocyt巴 βgranules，He 
hemolymph， G: glycogen aggregates 

Plate 13目 Immunostainingwith control normal sera. No effective staining was observed. C: cutic1e， 
Hy : hypodermis， M : myofibril， G: glycog巴naggregates， H巴:hemolymph， a 1目 stichocyt巴
a 1 granules，β: stichocyt巴βgranul巴s.
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昇し始めるが，以後，急激な上昇を示した.Almond and 

Parkhous巴(1986)'6)はマウスにおいて ES抗原に対する

IgG特異抗体は感染後10日日ごろより上昇すると報告

しているが，その上昇の程度は低く， 40日までの追跡で

ある ζ とより，本研究の結果と直接比較できない.一方，

IgM特異抗体は，筋肉幼虫粗抗原に対しては 4週目か

ら20週目にかけ有意な上昇が認められたが，感染後24

週目以降は有意差が認められなかった.これに対し， ES 

抗原に対する IgM特異抗体は感染後3週目より有意な

上昇を示し， 32週目においてもなお有意差が認められ，

その上昇のレベノレも粗抗原に対する IgM特異抗体に比

べ顕著なものであった.これらの結果から，旋毛虫抗原

に対する宿主の抗体産生の感染後の動態は，その認識す

る抗原により各々異なることが示唆された.

よって，各抗原に対する IgGおよびIgM特異抗体の

感染後の変化を免疫電顕法とウエスタンプロット法によ

ってさらに詳細に検討した.その結果，旋毛虫筋肉幼虫

の各抗原に対する特異抗体はすべて同じ時期に産生され

るのではないことが確認された.すなわち，旋毛虫筋肉

幼虫抗原は，特異抗体が感染後早期に産生される抗原と

遅れて産生される抗原とに大別され，前者の抗原には，

免疫電顕では体腔液，腸腺の穎粒，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，クチグラ内層などが， ウエスタンブロット法

ではpI4.4-4.7，4.9-.5.4; 6.3-6.5の各問 3本計9本の

パンドが含まれ，後者の抗原には，免疫電顕法ではクチ

グラ表面，食道内腔物，ステイコサイトの各穎粒が， ウ

エスタンプロット法ではpI3.7， 3.8および4.0の3本の

パンドが含まれることが明らかになった.また，IgG特異

抗体が早期に産生される抗原では，その IgM抗体の反応

は認められないか，または，非常に~~\，、ものであった.

本研究の結果を免疫診断に関して文献的考察をおこな

うと，旋毛虫症の免疫診断用抗原として現在までに， ES 

抗原 IJチグラ表面やステイコサイト穎粒に存在する抗

原が感受性および特異性に優れており，有用であるとさ

れている.すなわち，感染および非感染ブタ血清の各種

抗原に対する反応性をELISA法により検索したところ，

ES抗原 (Gambleet al.， 198317)， Gamble and Graham， 

198418)， Arriaga et al.， 1989)19)，ステイコサイト穎粒由

来の抗原 CS巴awrightet al.， 1983)20)およびクチグラ表

面とステイコサイト穎粒の共通抗原 CArriaga et al.， 

1989) 19)を用いた場合に，感染ブタにおける特異抗体検出

率が高いこと，また，非感染ブタ血清による交差反応が

排除されることを示している.また，著者らはヒトにお

いても，旋毛虫症患者血清，他の寄生虫症患者血清およ

び正常ヒト血清の反応性を免疫組織化学的に検索したと

ころ，食道内腔物 IJチクラ表面やステイコサイト穎粒

に存在する抗原は旋毛虫症血清全例と反応し，しかも，

交差反応は重症の鞭虫症患者血清との聞に確認されたの

みであり，これらの抗原がヒト旋毛虫症の免疫診断用抗

原としても有用であることを報告している (Takahashi

et al.， 1990)21). しかし，上述したように，本研究の間接

ELISAの結果，ES抗原に対する特異抗体は，IgG抗体で

感染後4週目より， IgM抗体で感染後3週目よりと，粗

抗原に対する特異抗体よりも遅れて検出されることが示

され，また，免疫電顕法の結果，クチクラ表面および食

道内腔物に対する特異抗体の検出時期はIgGで6週目，

IgMで4週目，また，ステイコサイト穎粒に対しては

IgGで6-8週目， IgMで4週目であることが示された

ので，これらの抗原は感染後遅れて特異抗体の産生され

る抗原であると考えられる.よって，これらの抗原を免

疫診断用抗原として用いる場合，感染初期の血清では偽

陰性の結果を生ずることとなり，診断上注意が必要であ

ることが示唆された.また， IgGとIgMとで検出される

時期が異なるため，検出する抗体のクラスについても十

分に考慮する必要があることが示唆された.

次に，初感染や感染初期の感染症を診断するには，一

般的にIgMクラスの特異抗体を検出することが有効で

あるとされているが，本研究の免疫電顕の結果，早期よ

りIgG特異抗体の出現する抗原のうち，体腔液，腸腺の

穎粒に対しては， IgM特異抗体が検出されず，また，中

腸内腔物，生殖原基の細胞質成分，グリコーゲン穎粒，

角皮下層，側索および正中索，クチクラ内層などに対し

ては，検出されても抗体価の低いことが明らかにされた.

本研究では，血清中の抗体を各クラスに分けず実験に用

いたため，血清中の他のクラスの抗体の濃度，特にIgG

クラスの抗体の濃度の影響をうけ， IgM抗体の検出レベ

ノレが低くなったと思われる. しかし，実際に血清を免疫

診断に用いる場合，抗体を各クラスに分けて用いること

はすくないので，結局， これらの幼虫虫体構造物由来の

抗原は初感染や感染初期の診断用抗原としては不適切で

あると思われる.一方，クチクラ表面，食道内腔物およ

びステイコサイト穎粒に対してはIgM特異抗体の検出

される時期が遅れるものの，抗体価は高く，感染後32週

目においてもなお検出されたので，これらの構造物由来

の抗原は初感染を診断する免疫診断用抗原として有用で

あると考えられる.また，間接ELISAの結果からも，同

様の理由で，粗抗原よりも ES抗原が初感染の証明にお

いて優れているといえる.

以上に述べたように，本研究で免疫電顕法により旋毛
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虫筋肉幼虫各抗原に対する特異抗体の感染経過による推 宿主寄生虫相互関係が詳細に検討できる.たとえば， Sil 

移をIgGおよびIgMについて検索した結果は，旋毛虫 berstein and Despommier (1984)1)およびGambl巴

症の免疫診断をより確実なものにするための重要な資料 (1985)叫はアフィニティークロマトグラフィーにて精製

となった.しかし，これらの結果を実用化するには，有 したES抗原が，また， Grencis et al. (1986)田)は界面活

用な抗原を分離精製する必要がある.抗原の分離精製に 性剤である CTAB (cetyltrimethyl ammonium bro-

は抗原である物質の生化学的性質を利用することが一つ mide)にて抽出したクチクラ表面抗原が宿主の防御免

の手段である.そのため，本研究では，有用性の高い抗 疫源として有用であることをマウスを用いた免疫実験で

原の 1つであるクチグラ表面抗原について，生化学的性 示しているが，さらにこれらの抗原の代謝や機能が明ら

質のひとつである等電点を同定した.すなわち，回定し かになれば，感染防御機構が解明され，より確実な感染

た筋肉幼虫の虫体表面をリガンドとしたアフィニティグ 防御法の確立につながるであろう.それにもかかわらず，

ロマトグラフィーにて抗クチクラ表面抗体を精製し，ウ これらの抗原物質の代謝や機能についてはほとんど明ら

ェスタンプロット法により抗クチクラ表面抗体の反応す かにされていない.しかし，ステイコサイト穎粒抗原が

る抗原物質の等電点を同定した.その結果， pI 4.0および 食道を通じ，虫体外に分泌され， ES抗原の主要成分とし

5.4のバンドに強い反応が認められ，これらのパンドに て放出されること (Despommieret al. 1974)24¥ f7チ

グチクラ表面抗原が存在することが確認された.さらに， クラ表面抗原とステイコサイト穎粒抗原が抗原性を共有

ウエスタ γプロット法にて等電点で分けられた筋肉幼虫 すること (McLarenet al.， 1987阿， Takahashi et al. 

各抗原に対する特異抗体の感染経過による推移を検索し 1990)2ベ筋肉内に被嚢した幼虫より放出される抗原によ

た結呆，抗クチグラ表面抗体の強く反応した2本のパン り，宿主が長期にわたり免疫刺激を受けること (Prit 

ドのうち， pI4.0のパンドに対する IgG抗体の反応は感 chard 1985)27)など断片的な事象が示されてきており，こ

染後4週目より認められ，遅れて IgG特異抗体の出現す れらの事象はES抗原やクチクラ表面およびステイコサ

る抗原に属し，免疫電顕法の結果と一致した.一方， pI イト頼粒に存在する抗原の代謝や機能を説明する基礎的

5.4のバンドに対する反応は感染後2週目と早期より出 知見となる.本研究において f7チクラ表面，ステイコ

現し，免疫電顕法の結果と矛盾する.この理由として， サイト穎粒および将来ES抗原となると思われる食道内

ひとつの抗原局在部位にひとつの抗原のみ存在するとは 控物に存在する抗原は免疫電顕法でいずれも遅れて特異

限らず，同様にひとつのバンドにひとつの抗原のみ存在 抗体の産生される抗原に分類され，また，ウエスタンブ

するとは限らないため，このような不一致が生じたもの ロット法で抗クチクラ表面抗体の反応するこつのバンド

と考えられる.また，免疫電顕における化学固定等によ のうちpI4.0のバンドも感染後遅れて特異抗体が出現す

る抗原性の失活や，ウエスタンプロット法に用いた抗原 る抗原であることが明らかにされた.このため，宿主に

の精製時における変性や喪失など，両実験に用いた抗原 防御免疫能を付与する抗原は感染後遅れて産生または放

の抗原性が完全に一致していないことも原因として考え 出されるとし、う共通の性質をもっと考えられる.そして，

られる.いずれにせよ，これら 2木のパンドより特異性 このことも，上述したようにこれらの抗原の旋毛虫感染

に優れたクチクラ表面の抗原が分離精製できるものと考 における機能を説明する基礎的知見となり，この抗原物

えられ，これらのパンドに対する特異抗体の感染経過に 質の機能が解明されれば，感染防御機序が説明され，よ

よる推移を追跡した結果は，分離精製した抗原を用いた り有効な感染防御法の開発につながると思われる.

免疫診断法をより確実なものにする重要な知見となる. 以上に考察したように，本研究の結果すなわち各抗原

本研究では，筋肉幼虫各抗原に対する特異抗体がすべ に対する特異抗体の感染経過による推移を抗体クラス毎

て同じ時期に産生されるわけでないことを示したが，現 に検索した結果は，免疫診断用抗原の開発および感染防

在の段階では，このことを説明する確実な理由を見いだ 御法の確立の際，重要な基礎資料となるものと思われる.

すことはできない.しかし，様々な理由が推測される.

特に旋毛虫の生活史における各抗原の代謝や機能と関係
結 E苦

すると考えられる.というのは，抗体産生は抗原が宿主 旋毛虫筋肉幼虫抗原に対する抗体産生の感染経過にょ

に呈示され，宿主がこれを認識して初めて生じるのであ る変化を，間接ELISA，免疫電顕法およびウエスタンブ

るから，抗体産生の時期は主に抗原呈示の時期すなわち ロット法を用いて検索し，以下の結論を得た.

各抗原の産生，分泌，排i世などの時期に相関するからで (1)筋肉幼虫粗抗原およびES抗原に対する抗体産生を

ある.そして，各物質の代謝や機能が明らかになれば， 間接ELISAにより経時的に分析すると，粗抗原に対す
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るIgG特異抗体は感染後2週目より検出され，以後，高

値を維持するが， IgM特異抗体は感染後4週目より 20

週目にかけわずかに上昇するのみであった.一方， ES抗

原に対する IgG特異抗体は感染後4週目より検出され，

以後，さらに上昇を続けた.また， ES抗原に対する IgM

特異抗体は感染後3週目より 32週目にかけ明らかな上

昇を示した.

(2)免疫電顕法により筋肉幼虫各抗原に対する抗体産生

を経時的に分析すると，早期より IgG特異抗体の検出さ

れる抗原と遅れて IgG特異抗体の検出される抗原とに

大別された.遅れて IgG特異抗体の検出される抗原に対

する IgM特異抗体の反応は強く感染後長期にわたって

検出されるが，早期より IgG特異抗体の検出される抗原

に対する IgM特異抗体は前者に比べ早期に検出される

もののそのレベノレは低かった.

(3)ウエスタンプロット法により筋肉幼虫各抗原に対す

る抗体産生を経時的に分析すると，早期より IgG特異抗

体の反応が認められる抗原と遅れて IgG特異抗体の反

応が認められる抗原とに大別された.

(4)特異性に優れたクチグラ表面抗原に対する抗体を感

染血清より精製し，その反応性を免疫電顕法により検索

した結果，クチクラ表面以外に，ステイコサイトの a穎

粒や食道内控物に反応が認められ，これらの虫体構造物

に共通の抗原性が存在することが確認された.さらに，

ウエスタンプロット法によりこの抗体の反応する抗原は，

pI 4.0およびpI5.4のバンドに存在することが認められ

Tこ.

以上の結呆より，旋毛虫症の有用な免疫診断法の開発

には，抗原の特異性と共に，対応する抗体のクラスとそ

の検出される時期を考慮することが重要であることが示

された.
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