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Summaη A  zoonotic nematoda， Trichinella sPiralis， has three distinct developmental 

stages including muscle larva， adult， and newborn larva. The aim of this study was to define 

antigenic substances in adult worms of the parasite， and to assess specificity of the antigens 

by means of immunoelectron microscopy， which would be essential not only for developing 

beUer immunodiagnostic antigen but also for understanding of the basic issue of protective 

immunity. The methods included: 1) preparation of adult worms for ultrathin sections ; 

2) immunostaining with sera from patients with trichinosis to localize antigenic substances 

in adult worms; 3) immunostaining with sera from other parasite infections to assess 

specificity of the antigens ; and 4) observation under an electron microscope. Control 

experiments were performed to confirm specificity by immunostaining 

Subcellular structures that were positive by imrτmnostaining with patients' sera included 

hypodermis， hemolymph， hypodermal gland， brush border， intersperm substances， exocrine 

granules of male genital tract， microvilli of ova and fetus cytoplasm. cuticle inner layers 

were weakly positive. 

The surface of cuticle and stichocyte granules were negative by immunostaining. The 

class of the corresponding immunoglobulin was predominantly G. These adult antigens were 

devoid of prominent species specificity because the above-mentioned structures were more 

or less immunostained by sera from other helminthiasis patients including paragonimiasis， 

cysticercosis， fascioliasis， trichuriasis， dirofilariasis and anisakiasis. 
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緒 宣告
E司

いては， リウマチ性疾患と疑診されやすい.もともと旋

毛虫症は，欧米地域においてその発生の中心をみる重大

旋毛虫(Trichinellaゆiralis)は，成虫の体長が雄でl.4 な人畜共通感染症とされていたが， 1974年に青森県下に

~ 1.6mm，雌で 2~ 4mm，幼虫の体長が雌雄共 0.8~ おいて，わが国では最初のヒト旋毛虫症の集団発生が山

l.Ommの小さな線虫であるが，ヒトには旋毛虫に汚染 口ら川こよって確認されて以来， 1980年には北海道で，

された食肉を経口摂取することにより感染し旋毛虫症 1982年には三重県下での集団発生が報告されており，我

( trichinosis)を惹起し，全身に様々な症状を呈する.こと が国においても無縁の疾患ではないことが明白となった.

にその急性期においては，細菌性下痢症と，慢性期にお 以上3回の集団発生は，いずれの場合もクマ肉の生食に
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よるものと考えられているが，近年の食生活の多様化や，

輸入食肉の増加に伴い，今後わが国においても，旋毛虫

に対する新たな対応が必要である.とくに早期に疾病を

発見するための診断法を確立することは臨床上のみなら

ず食品衛生上も重要である.一般に，寄生虫における嬬

虫感染症を診断する場合，虫体や虫卵を直接検出するこ

とが確実な方法といえるが，旋毛虫は胎生(Iarviparous)

であるため虫卵は産出されない.さらに旋毛虫の成虫虫

体を糞便ないしは十二指腸液より検出することは極めて

困難である.故に，旋毛虫症の診断で最も確実な方法は，

筋生検により幼虫を証明する事となる.しかしながら，

上述の 3回の集団発生で記録された旋毛虫症症例の合計

は87例であるが，そのうち筋生検により実際に虫体が証

明されたのは，わずかに北海道の症例の 1例にすぎ

ず 2)3)，また筋生検を施行し診断するにあたり 0.5~ l. 0

g程度の検体を必要とする. この筋肉量は実際問題とし

て，かなりの大量であり通常の穿刺針でこれだけの量を

人体から得ることには臨床実務上困難がある.従って旋

毛虫症においては，補助診断としての免疫血清学的診断

法がきわめて重要な位置を占めることになる.その免疫

血清学的診断法の確立のためには宿主が認識する抗原に

ついての詳細な検索が必要である.また，そのような抗

原に関する知見は，以下に述べる如く感染防御機序の解

明にも必要なものである.

Ooi 4)およびウイ 5)は旋毛虫再感染の抵抗性について

検討し，マウスに旋毛虫幼虫を経口感染させ，感染後 14

日及び42日後さらに 200匹を再感染させたところ，再感

染に対してマウスの腸内がら，ほとんどの成虫が排除さ

れる事を示した.また再感染時には腸粘膜に多数の肥満

細胞が出現し，成虫の排除に関与することを示唆した.

また是永川土旋毛虫感染ラットにおいて，感染防御免疫

を誘導する胸管リンパ球の同定及び解析をおこない，旋

毛虫感染 3~4 日後に胸管リンパに顕著なリンパ芽球の

出現を確認した.さらに細胞移入によりこの時期のリン

パ球集団のみが成虫を腸管から排除する免疫に関与する

ことが判明し，次いで胸管リンパ細胞移入による免疫は

成虫抗原に対して発現することが，直接成虫で，チャレ

ンジする実験で明らかにされた.感染防御の出現には他

に好酸球，肥満細胞が重要な役割を演じていると考えら

れているが，旋毛虫感染時にはこれらの細胞も腸管から

虫体を排除する事に関与することが予想されている.

本研究においては人畜共通の病原寄生線虫である旋毛

虫をもちい，成虫における抗原の局在部位を電子顕微鏡

下において検索し，また，その抗原の特異性について検

討した.また免疫染色の結果を，電子顕微鏡下において

観察するためには，虫体の形態を電子顕微鏡レベノレにお

いて理解する必要があるので，本研究においては，旋毛

虫成虫形態を電子顕微鏡下において詳細に観察した.

材料及び方法

l.旋毛虫成虫の採集

本研究では弘前大学医学部寄生学教室山口富雄名誉教

授より供与された旋毛虫(Trichinellaspiralis)ポーラン

ド分離株(Polishstrain)を使用した.

感染後4週以上経過した ICRマウスの筋肉を細かく

砕き， D巴spommier7)らの方法に基づき， 0.5%ベプシン

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

酸(NAKALAITESQUE， INC. Kyoto， Japan)中で

3TCにて 3時間消化した.消化後の反応液を網目の大き

さが 125μmの簡で漉し，円錐型容器に室温で 30分放置

し容器の底に沈んだ幼虫を集めた.採集した幼虫をリン

酸衝化食塩水(Phosphatebuffered saline，以下 PBS，

pH 7.2)にて繰り返し洗浄した.この様にして採集した

旋毛虫筋肉幼虫を ICRマウスに 300~ 600隻経口感染

させ，感染後6日自にマウスの小腸の上部 10~ 15cm 

を切開した後 PBS 中に 1~2 時開放置し遊出した成虫

を採集した.尚，採集前日はマウスを絶食して腸内を空

虚とし，腸内の残留物の混入を最小限に留めた.

2.旋毛虫成虫組織の超薄切片の作製

上述のごとく採集した旋毛虫成虫を1/2カノレノフス

キー固定液(グノレターノレアルデヒドとパラフイノレムアノレ

デヒドの混合液〉で固定し，アルコーノレ上昇系列(50%， 

70 %， 95 %および 100%)で脱水後， LRWhit巴(London

Resion 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.ついで酢酸

ウラン・クエン酸鉛による二重染色を施行し，電子顕微

鏡下における旋毛虫成虫形態観察に供した.また上述の

方法によって作成した超薄切片を以下に述べる免疫染色

に用いた.尚，観察にあたってはJEM1200 EX電子顕微

鏡を使用した.

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びその周辺地区にて集団発

生した旋毛虫症患者血清(4症例〉を実験に供した.集団

発生はツキノワグマの生食による発症と考えられ，実験

に供した 4症例の血清はすべてとも，ラテッグス凝集反

応試験(LA)，向流免疫電気泳動(CIE)，幼虫周囲沈降反

応(CLP)にて， ~ 、ずれも陽性を呈し，さらに臨床症状等

を考慮した上で旋毛虫症と診断されたものである.

4 各種嬬虫症患者血清
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肺吸虫症患者血清(2症例)，脳有鈎嚢虫症患者血清

(2症例)，肝蛭症患者血清(2症例U)，鞭虫症患者血清(2症

例U)，アニサキス症患者血清(2症例)，犬糸状虫症患者血

清(3症例)，を本実験に供した.いずれも当教室において

血清免疫学的検査を施行し，ゲノレ内沈降反応(Ouchter-

lony法〕にて陽性所見が認められ，さらに，臨床症状，臨

床経過，及び臨床血液化学的検査等も考慮したうえで，

当該疾患と診断された患者の血清である.

5.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

金コロイドは， Slot et al. 9)の方法に基づいて作製し

た.即ち， 2 %塩化金(HAuCl，・ 4H20; NACALAI 

TESQUE， INC. Kyoto， ]apan)溶液 1ml及び 2回蒸留

水 159mlを三角フラスコに入れ， 6O'Cで撹狩した圃さら

に， 1 %クエン酸ナトリウム溶液 9mlと2回蒸留水 31

mlの混合液を加えて 60'Cで2時間撹持した.溶液の色

調が赤色に変化した後， 2-3分間煮騰させ，粒子の直径

15nmの金コロイド溶液を得た.

2)プロテイン Aー金コロイド複合体の作製

Tanakaらの方法10)に基づき PAG溶液を作成した.

即ち， O.lmgのプロテイン A(PharmaciaFin巴Chemi

cals Co. Uppsala， Sweden). を，プラスチックピーカ

ーにとり， 0.005M塩化ナトリウム溶液 O.lmlを加えて

溶解した.さらに金コロイド溶液 5mlを加え， 1-2分

間撹持した.次いで 5%ポリエイチレングリコーノレ

(PEG;分子量 20，000，NACALAI TESQUE， INC. 

Kyoto， ] apan)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のミリポアフィルターを通

した 0.05% PEGおよび 0.02%アジ化ナトリウム 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 金コロイド混合液 5mlを重層し 55，000g， 4'C， 

40分遠沈した. (HIT ACHI 65 P， Hitachi Koki Co.， 

Ltd. Tρkyo， ]apan)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-金複合体として， 4'C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 PBSCl% Egg 

Albumin -PBS)にて 10倍に希釈し，マイクロ遠心機

(KUBOT A MICRO II KM  1100， KUBOT A SEISA 

KUSHO Co.， Ltd. Tokyo， ]apan)を用し、， 8，000 g，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 金コロイド複合体を用いた超薄切

片の免疫電顕的観察(Fig.1)

上述のごとく作製した旋毛虫成虫組織の超薄切片に対

し各種嬬虫症患者血清を 1% Egg-Albumin-PBS にて

300倍希釈し，室温で 30分間反応させた. 1 %Egg 

Albumin-PBSで洗浄後，プロテイン Aー金コロイド複合

体を室温で 30分反応させた 1 % Egg-Albumin-PBS 

及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. (Flg. 1 Method C参照〕

4)ストレプトアピジン金複合体の作製(Fig.1)

Tanal王aet a1.10)の方法に基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(streptavidine，SIGMA， St， Louis， USA)O.l 

mgをプラスチックビーカー内で 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(K2C03)溶液で pH6.4に調整した金コロイド溶液5

mlを加え 1-2分間撹持した.これに 5%ポリエチレン

グリコーノレ(NACALAITESQUE， INC. Kyoto， ]apan 

以下 PEG，分子量 20，000)0.15mlを加え，ストレプトア

ピジン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のフイノレター (Minisart NML， 

Nihon Milipor巴 KogyoK. K.， Yonezawa， ]apan)で猪

過後，プラスチック製の遠沈管に入れ，この上にストレ

プトアピジンー金コロイド混合液 5mlを重層し， 25，000 

rpm(55，000 g)で 4'Cにて 40分間遠沈後，上清液 6.5ml

を除去し，残りの約 1mlを4'Cで保存， 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(MR-

150， TOMY SEIKO Co.， Ltd.， Tokyo， ]apan)を用い

11，000 rpmで室温にて 5分間遠心後，上清を l%BSA

を含む PBSにてさらに 5倍に希釈して使用した.

5)ストレプトアピジン金複合体を用いた超薄切片の

免疫電顕的観察(Fig.1)

上述のごとく作製した旋毛虫成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を 1%

BSA-PBSにて 1/200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

チン標識抗ヒト IgG (BIOTIN CON ]UGA TED. 

GOAT ANTI-HUMAN IgG ANTIBODY.， TAGO 

INC. CA， USA)， (Fig. 1， Method A参照).または，

ピオチン標識抗ヒト IgM (BIOTIN CON]UGATED. 

GOAT ANTI-HUMAN IgM ANTIBODY.， TAGO 

INC. CA， USA) (Fig. 1， Method B参照).を 1/200に

希釈したものを，室温で 30分間反応させた.その後切片

を洗浄し， 4)の方法で得たストレプトアピジンー金複合体

を室温で 30分反応させた.さらに，上記と同様に洗浄後

酢酸ウラニーノレで、電子染色し電顕観察に供した.
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Fig. l. Adult worms were fixed in half-strength karnovski fixative (a mixture of 4% 
paraformaldehyd巴 and2.5% glutaraldehyde in O.lM phosphate buff巴r，pH 7.2)， 
dehydrated in ascending concentrations of alchol， and emb巴dd巴din LR Whit巴reslOn
(London Resin Company Ltd.， Unit巴dKingdom). Ultrathin s巴ctions(80nm) were cut 
and used as a substrate for immunostaining. Postembedding immunostaining was 
p巴rformedat room temperature， allocating 30 min for each incubation. Sections were 
incubated with s巴radiluted at 1・200in phosphat巴 bufferedsaline (pH 7.2) with 1% 
albumin. After washing 3 tim巴s，sections were tr巴atedwith biotin-tagg巴danti-rat
IgG antibody to detect G-c1ass-specific antibodies (Method A)， or with biotion 
-tagged antirat IgM antibody to detect M-c1ass-specific antibodies. After antibody 
lab巴ling，sections were washed and treated with avidin-colloidal gold complex. 
Method C in a method to detect human IgG by means of prot巴inA ~gold complex. 
After immunostaining the s巴ctionsw巴restained with saturated uranyl acetate solu-
tion in 50% alcohol for better visualization by electron microscopy. 
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結 果
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腸は一層の上皮からなり，中腸全体が基底膜に取り固ま

れ体腔液の中に浮遊して存在する.中腸の上皮には

1.旋毛虫成虫の虫体構造 brush borderが存在する.

免疫染色を行った電子顕微鏡写真を検討するためには， 旋毛虫成虫の虫体後半部は，雌雄とも生殖器(genital

旋毛虫の虫体構造を電子顕微鏡レベノレで観察する必要が organ)がその大部分を占める.雌成虫においては，すな

ある.そこでまず，旋毛虫成虫の虫体構造を検討した. わち子宮(ut巴rus)及び受精嚢(seminalreceptacle)，卵

旋毛虫成虫虫体構造の模式図を Fig.2に示す. 巣(ovary)によって占められる.子宮は虫体後半より口

実体顕微鏡下における観察では，外表は半透明であり， 側に向い細い管状のくだとなって伸びる.途中，食道及

虫体は長い円筒型で両端部が細くなっている.雌雄を比 び食道腺と平行して走行し，やがて体壁に陸(vagina)と

べると，雌は雄よりも大きいことが特徴である 8) なって関口する.子宮は子宮壁に覆われる.受精嚢の中

電子顕微鏡下において観察すると，雌雄とも虫体の体 には，精子(sperm)と胎芽(embryo)がみられる.体腔中

壁(bodywall)は角皮(cuticle)，角皮下層(hypodermis) には，数々の発育段階の卵細胞が存在する.卵細胞の表

および筋肉層(musclelayer)からなっている.角皮は， 面には微繊毛(microvilli)が存在する.子宮内には，多数

細胞外物質であり，虫体の最も外側の表面を覆い，虫体 の胎児(fetus)がみられる.腔に近いほど分化の進んだ胎

の外部刺激からの保護と虫体成分の漏出防止に役立つて 児が存在する.幼若な胎児は卵膜(embryosheath)によ

〆いると考えられている.角皮下には，角皮下腺(hypod巴r って覆われ，墜に近い所に存在する完成まじかの胎児は，

mal gland)がみられる.筋肉層(musclelayer)の内側は 幼虫と同じくクチクラに覆われる.やがて胎児は，新生

体腔(bodycavity)であるが，旋毛虫の体腔は，中匪葉性 幼虫(n巴wbornlarva)として産出される.

の覆いがないので，擬体腔(pseudocoelum)と考えられ 雄成虫においては，生殖器は一本の細管構造であり，

る.擬体腔の中には体腔液(h巴molymph)が充満してい 一層の基底膜に覆われている.その外側には収縮筋，内

る.体腔液によって虫体器官である，食道(esophagus)， 側にはrachisと呼ばれる支持細胞と，数々の発育段階の

中腸(midgut)等の消化管や雌雄の生殖器官が取り囲ま 生殖細胞からなる.生殖細胞は精巣の遠位端ほど，未熟

れている.即ち，体腔液はヒトの血液， リンパ液に相当 であるとともに，基底膜に近いほど向じく未熟である.

するものと考えられている. 成熟するにつれて，生殖細胞は，より近位端および管腔

雌雄とも，虫体前半部には，食道(esophagus)及びそれ の内側へ移動する.完成された精子は，管腔を通り精嚢

を取り囲む食道腺(stichosome)がある.食道は虫体の前 及び射精管へと移動する.精子は幾つかの特徴的な段階

半より始まり食道腺に取り囲まれつつ下降し中腸に至る. を至て，形成される すなわち，未熟な精子ほど細胞質

電顕的に，食道腺は分節構造を示し，体壁との聞に広い に空胞が少なく，核の凝集が少ない.逆に成熟した精子

隙聞がみられた.また，食道腺には食道腺果粒がみられ には，核膜の凝集が認められ，細胞質周辺にカップ型の

る.食道腺は食道腺細胞が重層してできたものであり， 空胞が多く出現すると L、う特徴がある.また，雄の生殖

隣接する細胞間際ははっきりと認識でき，一部細胞質問 器の上皮細胞には細胞質呆粒が存在する.

土が融合し合胞体を形成していると思われる.また，成 2.旋毛虫成虫の抗原局在部位

虫の食道腺には著明な segmentationが見られる.食道 Tabl巴1にストレプトアピピン金複合体を用い免疫

腺には，丸くよく発達した仁をもっ明瞭な核があり，細 電顕的観察により得た旋毛虫成虫の抗原局在部位を示す.

胞質には非常によく発達した粗面小胞体と果粒によって GYラス抗体が認識する抗原〔ピオチン標識抗ヒト IgG

満たされている. ミトコンドリアは散在するが，その他 を二次抗体として使用〉と MYラス抗体が認識する抗原

の細胞内小器官は殆ど目立たない.グリコーゲン果粒は 〔ピオチン標識抗ヒト IgMを二次抗体として使用)，それ

殆どみられず，脂肪滴も非常に少ない.果粒は幼虫と同 ぞれに区分し表に整理した.それによると，GYラス抗

じく canaliculartreeに隣接して群集するのがしばしば 体が認識する抗原局在部位は，角皮下層(Plate1，2，9)， 

観察される.果粒は単位膜に囲まれ，電子密度中等度の 皮下腺(Plate2)，ヘモリンフ (Plate9)，中腸の brush

物質から成り，果粒内結品は見られない.大きさは大小 border(Plate 3)，卵子微
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Fig. 2. Longitudinal views of adult worms of主主且旦11旦盟主豆isare recon-
structed for ori巴ntationpurposes from many electron micrographes. 
The body wall in consist巴dof cuticl巴， hypodermis and hypod巴rmal
glands. The stichosom巴isa prominent exocrine organ which occupies 
anterior one third of the worm. The adults have two kinds of 
stichocyt巴granules.The post巴riortwo thirds of the male adult was 
occupied by the reproductive organs， including the t巴stisand th巴

seminal vesicle. Both w巴r巴longtubular structures folded in two near 
th巴ampularportion of the midgut and running parallel to each other 
with numerous sperms inside the tub巴 Thevagina was a fine tubular 
structure running longitudinally b巴tweenthe body wall and the sti日

chosome. It began from the uterus and ended at th巴vaginalopening 
The uterus was a hug巴organoccupying two thirds of th巴bodylength.
The digestive organ in composed of the esophagus， midgut and 
hindgut which run longitudinally from the mouth to the anus 



Tabl巴 2.A summary of cross r巴activityof adult 
antigens with th巴 otherhelminth. Adult 
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helminthiasis patients inc1uding l)par 
agonimiasis， 2)cysticercosis， 3)fascioliasis， 
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kiasis to detect cross reactive antigens 
Th巴 immunostainingintensity is rated as 

positive(十)， negativ巴〔ー)， predominantly 

positive but sometimes negative ( + /ー)， or 
predominantly negativ巴butsom巴tim巴sposi 
tive( -/十〉

;∞  

1ag 
l 吋 H
， $-..日
;足ロ

ー* Cuticle inner layers 
* Hypodermis : -/十

* Hypodermal gland + 
* Hemolymph : -/ + 
* Brush border of 十/ー

the midgut: 

* Microvilli of ovum : 

* Embryo sheath 

* Intersp巴rmspace: 
of sperm: 

* Granules of the male : 
ge凶

平日秀木鈴(572) 

ω日
山
山
国
刀
山

ー
自
百
〈

十

十

十

+ + 
十 一ト

/十

十/ー/+

Immunostaining results 

にの

(f) 。

3i 
一一/+

十

+ 
+ 

ー/+

十

Surface of body cutic1e 

ω
H
の
出
H
H

I
S
H
H
。
何
日
白

ω
]【
ω
吋
HIH

ロ岡山
U
℃
'H

回
目
的
岡
山
一
ー
十

↑

jltitil--
十

十

+

十

ー。叩
U
田
司
同
一
一

Location of antigens + 

Hypodermis 

Hypodermal gland 

十Hemolymph 

乱1usc1efibers 

Stichocyte granules 

十

十

十

+

/

十+
 

十

+

十

十

十

十

十

十

+

+

十

+

+ 

十

Brush border of the midgut 

Microvi1li of ovum 

十Embryo sheath 

+ 一/十一/十+ + 
+ Embryo cytoplasm 

については，いずれの場合も染色されなかった.

3.旋毛虫成虫抗原の特異性の検討

Table 2に結果を示す.各種嬬虫症患者血清〔肺吸虫

症，有鈎嚢虫症，肝蛭症，鞭虫症，犬糸状虫症，アニサ

キス症，の 7種類の疾患血清〉と，成虫切片を反応させ

た.これにより旋毛虫症以外の各種嬬虫感染症との交差

反応の有無を確認し，旋毛虫成虫抗原の特異性を検討し

た.旋毛虫成虫における抗原の局在部位とそれに対応す

る抗体がG7ラスであることが判明しているので，交差

抗原として本実験で注目したのは Table2に示すもの

であり，交差抗体として検出したのはG7ラスのみであ

る.

脳有鈎嚢虫症患者血清による免疫染色結果を， Plate 

10におよび 14に示す. Plate 10においては，角皮下腺，

角皮下層が免疫染色陽性であることを示す.また， Plate 

14において，卵膜が免疫染色に強し、陽性所見を示してい

るのが確認できた.肝蛭症患者血清による結果は， Plat巴

11および 13に示した.即ち，角皮下腺，角皮下層，体腔

液，卵子徴繊毛等が楊性像を示した.また，肺吸虫症患

者血清による結呆を， Plat巴12に，鞭虫症患者血清による

結果を， Plate 15に示した.
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胎児の卵膜，卵子徴紋毛，雄の生殖器官においては，精

嚢上皮の細胞質果粒である.クチクラ内層には弱い染色

性が得られたが，旋毛虫成虫の最外層を形成するクチク

ラ表面は，ほとんど反応せず，旋毛虫症患者が認識する

抗原物質が，極めて少ない事が判明した.また，二つの

型の食道腺果粒にも染色性がみられなかった(Plate8)， 

同じく，細胞核，筋繊維等についても免疫染色陰性であ

った.

次に，ピオチン標識抗ヒト IgMを用いた場合， M グラ

ス抗体が認識する抗原局在部位については結果として，

上述したピオチン標識抗ヒト IgGと異なり，金ストレプ

トアピジン複合体?と染色される部位は旋毛虫成虫全身

各所を通じほとんど存在しなかった.なお，対照として

正常幼少ヒト血清を一次抗体として，実験に供し， ピオ

チン標識抗ヒト IgGおよびピオチン標識抗ヒト IgMを

二次抗体として用L、，同様の方法で，免疫染色したもの
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総括すると，クチクラ内層については，脳有鈎嚢虫症 寄生虫疾患である旋毛虫症の確定診断は虫体を検出する

患者血清が弱く反応を示すのみで，それ以外の患者血清 ことであり，現在までのところその方法は，筋生検であ

では免疫染色されず交差抗原の存在が確認できなかった. るといえるが緒言において述べた通りその検出率は僅少

虫体の体壁に存在する皮下腺の膜構造(Plat巴10，11)，幼 であり，さらに，旋毛虫感染後全身の横紋筋組織に移行

若卵子の周囲に存在する卵子微繊毛(Plate13)，隣接す するまで l週ないし 2週を要するため早期診断法として

る精子細胞の聞を埋める精子間物質らは，いずれの血清 は実現性に乏しい.また虫体を多量に取りこんだ重症感

とも常に交差反応を示した.その他!1チクラを裏打ち 染の場合はともかく，軽症の感染の場合は，更に検出は

する角皮下層(Plate10，11)，擬体控を埋める体腔液 困難となる.特にヒトへの感染源となるブタ肉の旋毛虫

(Plate 12，13，15)，胎児の表面に存在する卵膜(Plate の検査は食品衛生上重要であるが，数多くのブタ肉を生

14)，雄生殖器の精嚢上皮細胞質果粒(Plate12)も，一部 検で検査するには無理がある.従って本来は補助的診断

の例外を除き交差反応を示した.中腸の brushborder 法である免疫血清学的診断法が，旋毛虫症の場合極めて

は交差反応の程度が少なかった. 重要となり，時には診断的拠り所となり得る.

考 露呈
;]ミ

木論文により旋毛虫成虫における旋毛虫症患者が認識

する抗原の局在部位が，電顕レベノレで明らかにされた.

すなわち，成虫を構成する成分で抗原となり得るものの

存在場所が解明できた.従来，抗原の研究は抗原分子の

分子量や等電点、の検索に力点をおいておこなわれてきた

ため，本実験のごとく抗原の局在部位に関する報告はあ

まり例をみないが，このような知見は，免疫診断用の抗

原の検定ならびに採取，感染防御機序を免疫学的に解明

するのに貴重な知見となり得るものと思われる.

その抗原の局在部位は Table2に示すごとく成虫の

多岐の構造にわたっている事が本実験により判明した.

免疫染色陽性は二次抗体として抗 IgGを用いた時のみ

に得られ，抗IgMを用いた時には得られないので，

Table 2に示す抗原に対応する抗体はIgGであり， IgM 

Fラスの抗体は関与していないものと思われる.感染ラ

ットが認識する成虫抗原の局在部位については，既に奥

田等12)により発表されているが，本論文と類似の所見が

得られている.その故，ラットは今後旋毛虫症の免疫学

的実験モデノレとしての使用が可能であろう.ただひとつ

両者の結果の異なる点はヒト患者血清では，成虫の食道

線果粒が，免疫染色されなかったことである.これがヒ

トでは，抗原として認識されなかったためなのか，また

は，採血の時期にはすでに抗体価が下がっていたためな

のかは，今後の研究課題であろう.幼虫の場合，食道腺

果粒抗原が，最も強い抗原物質であり，また種特異性に

富み感染免疫を惹起するので，特に注目され，当教室に

おいて研究されてきたが同14)，成虫に成長してから食道

腺果粒が，本論文に示すごとく抗原性を低下させる事は，

食道腺果粒の機能を考察する上で興味深い.疾病を早期

に発見し，適確な診断を得ることは，寄生虫症に限らず

その後の治療を考慮するうえでも重要であると言える.

旋毛虫症における免疫血清学的診断の方法については

現在までのところ多種多様な血清学的手法が試みられて

いる.すなわち，補体結合反応 15)ゲル内二重拡散法 16)免

疫電気泳動法，免疫電気向流法 17)迅速凝塊反応 16)ラテッ

クス凝集反応19)などであるが，いずれの場合も特異性の

高い優れた抗原を必要とする.旋毛虫の成虫は腸管に，

幼虫は筋肉内に寄生するが，これは旋毛虫が同ーの宿主

に成虫と幼虫が寄生する特異な寄生虫であり，他の嬬虫

に比して抗原の多様性があることを意味する.従って旋

毛虫の免疫診断はこの点で他の寄生虫より難しくなる.

従来，旋毛虫の免疫血清診断には，成虫より比較的採取

が容易である幼虫が広く用いられており現在までのとこ

ろ，幼虫を用いた抗原について，免疫診断用抗原の研究

が進んでいる.例えばモノクロナーノレ抗体を用いて旋毛

虫幼虫の特異抗原の分離精製は， Gambl巴叫 Homan21) 

Niimura 22)らによりおこなわれ，それぞれヒト旋毛虫症

の免疫診断に有用な抗原として発表されている.当教室

においては田)24)幼虫の抗原の特異性について検討し，ク

チクラ表面や食道線の E 穎粒に種特異的な抗原局在を

指摘した. Parkhouseらは(1981)")虫体表面や食道腺，

消化管に局在する抗原や幼虫の排池分泌抗原(ES抗

原;excretory-secretory antigen)は，旋毛虫に特異的

な抗原であるとした また， Silberst巴inand Despom-

mier (1984， 1985)は，幼虫の排准分泌抗原のうち，分子

量 48kDaおよび50-55 kDaの物質が宿主に防御免疫

能を惹起する性質があり，これらの物質は幼虫虫体表面，

幼虫の食道腺，消化管に局在することを示した 2叩 7).

しかしながら現在のところ成虫抗原の免疫診断への応

用については何らの発表がない.それ故に，木研究では，

成虫抗原の特異性の検定をおこなった.本論文の結果の

項に示すごとく，それによると成虫抗原のほとんどは，

他の多種の嬬虫疾患患者の血清によって，程度の差こそ

あれ陽性に免疫染色される結果が得られ，旋毛虫に特異
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的な抗原の存在が示されなかった.しかしそれ故，成虫

抗原は，寄生虫症を広く検知するためのスクリーニング

用抗原としての価値があると思われる.

旋毛虫の抗原局在部位の特徴的なことは，幼虫では特

定の細胞小器官に抗原が局在しているが 28)，成虫におい

ては，細胞質全体にびまん性に，抗原の局在部位がみら

れる事である.さらにこのような成虫抗原の局在の様式

はフォスホリルコリンに対するそノクロナーノレ抗体によ

る染色に極めて類似するものである 29).フォスホリノレコ

リンは，嬬虫，原虫等，広い範囲の寄生虫種叫31)のさま

ざまの生体成分と結合し，ハプテンとして，抗原性を得

ることが知られている.そのため広い交差反応性を招来

する原因となる.このことは成虫抗原が幼虫抗原と異な

り，特異性を欠くという本論文における結果に一致する.

幼虫の ES抗原は種特異性の高い抗原とされているが，

これは虫体を培養液中で，インキュベー卜して得られる

ものであり同町主に生殖器，消化管や食道腺由来の物

質と思われる 34)35)36).成虫の ESを集めた場合は消化管

物質及び食道腺及び生殖器からの分泌物が得られるはず

であるが，成虫の消化管および雌雄の生殖器に交差反応

性の強い抗原が検出されたことは，成虫の ES抗原が種

特異性を欠くということを予想させる.事実，成虫の ES

抗原を用いて特異的免疫診断に成功したと L、う報告は著

者が知る限りない.

寄生虫，とりわけ吸虫(Trematoda)，条虫(Ces-

toidea)，線虫(Nematoda)，に大きく分類される嬬虫

(Helminths)は一般に強い宿主特異性を示す.つまり，こ

れらはごく限られた好適な宿主動物においてのみ発育や

成熟が可能であり，非好適な宿主動物に寄生〔あるいは侵

入〉できないか，したとしても早晩死滅してしまうか正常

な発育ができない事を示している.この宿主特異性を決

定する要因は多くの場合不明であるが，宿主内での寄生

持続には，宿主の免疫機構からのがれるすべが必要であ

る事は言うまでもない.線虫の一種である旋毛虫は宿主

特異性が少なく， ヒト，ブタ，イヌ，クマ，ネコ，ネズ

ミ，イノシ、ン，ウサギ，等，ほぼすべての晴乳動物に感

染する 1). この事は宿主免疫が全く無効でなく，逆に宿主

は旋毛虫虫体成分に対して抗体を産生し，再感染に対し

て強い防御反応を示す事となり得る. Crum(1977)刊ら

は，その再感染に対する防御反応は免疫された血清， T

細胞， m巴sentericlymph node cellを動物に投与する事

により移入可能としている.また，その機序については

腸管より成虫を早期に排除する事，新生幼虫の数を滅少

させる事，生殖能力を障害する事，等を推定している.

成虫を腸管より早期に排除する事について，是永

(1988)川土，旋毛虫感染後 3-4日後に胸管リンパに出

現するリンパ球が， この防御免疫に関与する事を示した.

最近，旋毛虫新生児の抗原性が注目されている

が問39)40)41)，防御免疫の標的抗原については全く不明で

あった.本論文で用いた免疫電顕法で旋毛虫成熟胎児に

関してヒトが認識する抗原の存在が確認できた.胎児の

生長に重要な役を担う卵膜にも抗原性が陽性である事が

確認できた.成虫体内にある抗原は防御免疫の標的抗原

になりにくいが， これが何らかの形で胎児の生成を阻害

するなら，免疫された宿主が再感染した場合に観察され

る旋毛虫新生児の数減少という現象を説明することがで

きる.また，新生児が宿主の肺循環に入った時に宿主免

疫機序により殺虫される事が報告されている 42)

好酸球は宿主特異性機構の一翼を担う重要な細胞とし

て注目されている 43)これは感染防御を介したものであ

り， リンパ球のほかに好酸球が重要な役割を演じている

と考えられている.Y oshimura (1988)44)らは，線虫類の

一つである広東住血線虫(Angiostrongylus cantonen-

sis)を用いて，好酸球が非固有宿主内での本線虫の殺滅

に極めて重要な役割を果たしている事を指摘している.

好酸球による排虫機序については様々な見解があるが，

旋毛虫の新生児の場合，好酸球の主要塩基性蛋白により

殺虫される事が知られている 45)チャイニーズハムスタ

ーでの実験で，旋毛虫感染時における好酸球については

腸粘膜内では感染 5-7日目に，筋肉内では感染2週と

5週後にピ -J1が認められているが1)，感染 5-7日目は

感染して成長した成虫が腸管から排除され始める時期で

あるので粘膜内で増加した好酸球は成虫排除に大きな役

割を果たしていると思われる.成虫を免疫学的に排除す

る能力が宿主により異なる事が知られているの

で 46)47)48)49)叫認識抗原を今後さらに色々な宿主毎に，検

索する事が必要であろう.

好酸球遊走因子放出能を比較した実験によると，幼虫

のES抗原が最も強く，成虫の ES抗原が最も弱い事が

指摘されている 51)

成虫の ES抗原は抗原性が強い事が，木実験で示され

たが，好酸球を介した感染防御には直接関与していない

可能性がある. Schistosomulaの体表面に好酸球が抗体

依存性に接着し， schistosomulaを殺虫する事が知られ

ている.同旋毛虫成虫虫体表面には抗原性物質の存在が

確認できなかった.これは幼虫表面が食道線 α果粒と抗

原性を共有し種特異性が高く，なおかつ高い抗原性を呈

示するのと好対称である叩4)成虫表面にこのような抗

原性を欠くことは成虫が宿主の抗体依存性細胞障害

(ADCC)による，免疫攻撃から逃避するには，好都合であ
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ると思われる.これは幼虫から成虫へと成長する過程で 移行した時の防禦免疫の標的抗原になり得るものと思わ

表面の抗原性をかえて宿主の免疫攻撃よりの，巧妙な逃 れる.

避機構と思われる (6)幼虫から成虫へ成長するに従い体表面にヒトが認

本研究により成虫の体腔液(hemolymph)にも強い抗 議できる抗原物質を欠く事は，宿主の防禦免疫から逃れ

原性が確認された.体腔液は線虫の偽体腔内の体液であ る巧妙な術と思われる.

り高等動物の血液とリンパ液の役割を担うものである(7)旋毛虫成虫の抗原性の特徴は交差反応性に富む事

このような存在場所では宿主免疫攻撃の標的には成り得 である.それ故，へそリンフや卵膜など虫体内における

にくく，感染防御に関する役割は不明である.しかしな 抗原物質により惹起された抗体は交差反応により成虫へ

がら体腔液の抗原性は交差反応性に富むので虫体が腸粘

膜内で死亡し，遊出した体腔液が宿主の抗体産生を捉進

L，これが他の交差抗原と反応し，間接的に防御効果が

の感染防禦効果を示す事ができる.

謝 辞

生じている可能性がある. 稿を終えるにあたり御指導，御校閲を賜った恩師奈良

以上のごとく本論文では，旋毛虫成虫における抗原物 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

質の局在部位が示され，その抗原性の種特異性が検討さ を表すと共に，御指導，御校聞を賜りました細菌学教室，

れた.旋毛虫成虫の強い抗原物質は主に，消化管，皮下 樫葉周三教授ならびに第 2解剖学教室，山本浩司教授に

腺と生殖器にみられES抗原の主成分と思われる.その 深謝致します。また，直接御指導戴きました恩師高橋優

抗原性は種特異性を欠くので，寄生虫症の免疫診断にお 三助教授，ならびに終始研究に御協力下さった本学寄生

いてスクリーニング用抗原としての利用価値があるもの 虫学教室諸兄に感謝致します.

と思われる.また抗原の存在場所により宿主の免疫の標 本論文の要旨は第 45回日本寄生虫学会西日本支部会

的抗原 の 可 能 性 に ついて検討を行った(平成元年倉敷市にて開催).第 59回日本寄生虫学会〔平

高古 語

人畜共通の病原寄生線虫である旋毛虫について，成虫

における抗原の局在部位を，免疫電顕的に検索し，さら

に，その抗原の特異性および感染防禦への関与について

検討し，以下の結論を得た.

(1)旋毛虫成虫において，ヒトが認識する抗原物質が存

在すると考えられる部位は，角皮下層，皮下腺，体腔液，

卵膜，精嚢上皮の細胞質穎粒はじめ虫体の全身各所に及

んだ. とくに雌雄の生殖器官においては，強い染色性が

みられ，抗原物質が豊富に存在することが示唆された.

(2)以上の抗原に対応する抗体は， IgG;7ラスであり，

IgM ;7ラスの抗体の関与は少ないものと考えられた.

(3)旋毛虫成虫の最外層である角皮〔クチクラ〉表面や

クチクラ内層においては， ヒトが認識する抗原物質は極

めて少ないことが判明した.

(4)旋毛虫成虫の抗原の特異性を検討するため，旋毛虫

症以外の各種嬬虫症患者血清と旋毛虫との交差反応の有

無を検索し，旋毛虫成虫抗原の特異性を検討した.それ

によると，旋毛虫成虫抗原は，肺吸虫症，脳有鈎嚢虫症，

肝蛭症，鞭虫症，犬糸状虫症，アニサキス症の患者血清

と交差反応を示した.交差反応を示さない種特異性を想

定させる抗原の局在が，クチグラ内層に免疫電顕的に示

された.

(5)旋毛虫胎児細胞質の抗原は，旋毛虫新生児が，肺へ

成2年福岡市にて開催).第 46回日本寄生虫学会西日本

支部会〔平成 2年松山市にて開催).第 49回日本電子顕微

鏡学会〔平成 3年吹田市にて開催).第 61回日本寄生虫学

会〔平成4年三鷹市にて開催〉の席上にて発表した.

なお，木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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Plate. l. An electron micrograph of an adult worm of T. spiralis which was immunostained with patient sera 
The section included cuticle(Cu)， hypodermis and muscle layers(ML). The surface of cuticle and 
muscle layers w巴r巴 negativ巴 byimmunostaing but hypodermis was positive 

Plate. 2. An electron micrograph of an adult worm of T.盟主aliswhich was imロmnostainedwith patient sera 
This is a transverse section of hypodermal gland(HY) with membranous structures. The hypoder 
mal gland is located in th巴 cordwhich underli巴scuticle(CU). The membranous structures of th巴
grand was strongly positive by the immunostaining. Th巴 surfaceand inner leyers of cuticle w巴re
negativ巴 byimmunostaining. Connective tissue that surrounded the hypodermal gland was also 
positiv巴bythe immunostaining probably due to hemolymph. 

Plate. 3. An巴lectronrr加 ographof an adult worm of T.盟国liswhich was immunostained with pati巴ntsera. 
The midgut(MG) has brush border that wer巴positiveby the immunostaining. Epithelial cells of the 
midgut were also positive but with less staining intensity. 
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Plate. 4. An el巴ctronmicrograph of an adult worm of士二spi旦liswhich was immunostained with patient sera 
Each embryo was surrounded by the sheath(ES) which exhibit巴dstrong immunostaining. Undiffer. 
entiated cells of embryos(F) were negative by th巴 immunostaining.

Plate. 5. An巴l巴ctronmicrograph of an adult worm of主主回旦liswhich was immunostained with pati巴ntsera 
The male worm has a t巴stiswith epithelial cells and matured sperms(S)ー Th巴巴pithelialc巴lIshas 
intracytoplasmic granules which will b巴 exocytosedin to the lumen of the testis. The cytoplasmic 
granules were strongly positive by the immunostaining. Inter-sperm spac巴 wasalso positive 
probably du巴 tothe substanc巴 derivedfrom th巴 exocytosedgranules 

Plat巴 6.Anel巴ctronmicrograph of an adult worm of T.盟国liswhich was immunostained w出 patientsera目

Th巴 embryos(F)were devoid of eff巴ctivestaining but th巴 emborynicsheath(ES) was positiv巴by

immunostaining 

Plate. 7. An electron micrograph of an adult worm of T. spiralis which was immunostained with pati巴ntsera. 
The f巴tus(F)is almost matured. The cuticle is b巴ingformed目Itscytoplasma and the巴mbryonic
sheath(ES) wer巴 positiveby immunostaining 
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Plate. 8. An electron micrograph of an adult worm of T.盟主豆liswhich was immunostained with patient sera. 
The adult stichocytes contain two kinds of granules， namely， Type 1 (G 1) and Type II (G 11). 
Both of granules wer巴 n巴gativeby immunostaining. The adult esophagus(ES) is devoid of sub“ 

stanc巴sthat occupy its lumen. Therefore no antigenic substanc巴 wasdet巴ctedin the lumen 
Thehemolymph surrounding the esophagus was positive by immunostaing. 
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Plate. 9. An electron rhicrograph of an adult worm of主ニspi旦liswhich was immunostained with patient s巴ra.
The section was cut longitudinally including cuticle(Cu)， hypodermis， muscl巴 layers(ML)，
hemolymph(HE)， and stichosome. The surface cuticle was negativ巴byimmunostaining. The inner 
layers of cuticle muscle lay巴rswere devoid of effective staining. Most dens巴stainingwas observed 
in the hemolymph. In this particular micrograph， the stichosome was weakly positive by immunos白

taining 
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Plate. 10. An electron micrograph of an adult worm of T. spi旦liswhich was immunostained with sera from 
patients with cysticercosis. The sera positively immunostained hypodermal grand(HG) esp巴cially
its membranous structt官邸目 Thehypodermis(HY) was positive and th巴 cutic1巴 inn巴rlayers wer巴

n巴gativeby immunostaining 

Plat巴. 11. An electron micrograph of an adult worm of T. spi旦liswhich was immunostained with sera from 
patients with fasciolaris目 Thesera positively immunostained hypodermal gland(HG)， hypodermis 
(HY)， brush border of the midgut(MG)， Hemolymph(HE)， and microvilli(MV) of ovum. cutic1e 
inner layers and surface wer巴 negativeimmunostaining. 

Plate. 12. An巴lectronmicrograph of an adult worm of T.盟主主liswhich was immunostained with sera from 
patients. with paragonimiasis. The epithelium of the seminal vesic1e has intracytoplasmic 
exocrine granules(G)， which were positive by immunostaining. The lumen of the semial vesic1e 
accomodat巴 sperms(S)whos巴 surfac巴sw巴r巴 alsopositive by immunostaining. Hemolymph which 
bathes the s巴minalvesic1e was very weakly positive by the immunostaining. 
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P1ate. 13. An e1ectron micrograph of an adu1t worm of T. spi旦1iswhich was immunostained with sera from 
patients with fascio1asis. The sera positive1y immunostained brush border of the midgut(MG)， its 
surrounding hemo1ymph (HE)， and microvil1i (MV) of ovum. 1n this particu1ar micrograph， inner 
1ay巴rsof the cutic1e(CU) was positiv巴1yimmunostained. Musc1e 1ayers(ML) were negative by 
immunostaining which acted as a negative bui1t-in-contro1. 

P1ate. 14. An e1巴ctronmicrograph of an adu1t worm of T. spiralis which was immunostained with sera from 
patients with cysticercosis. The embryonic sheath(ES) was strong1y positive by immunostaining. 
The cytop1asma of fetus巴xhibitedon1y weak staining. 

P1at巴ー 15. An e1巴ctronmicrograph of an adult worm of T. spira1is which was immunostained with sera from 
pati巴nts目 withtrichuriasis. The sera on1y weak1y immunostained hemo1ymph. The surfac巴 and
inner 1ayers of the cutic1e(CU) were negative by immunostaining Cytop1asm of th巴 stichosome
(ST) were devoid of efficient staining. Granu1es were negative by immunostaining 


