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有鈎嚢虫症の免疫学的研究

一有鈎嚢虫嚢胞液抗原の抗原分析
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Summary: In this study， the antigenic components of cyst fluid antigen of Cysticercus 

cellulosae (Ccf Ag.) were analyzed by three methods two-dimensional immunoelectro田

phoresis (Two-DI: first electrophoresis with agarose gel， with polyacrylamide gel or with 

isoelectric focussing); gel filtration; and western-blotting method against rabbit anti-

serum and sera of cerebral cysticercosis cellulosae patients. 

In the three different Two-DI methods， Ccf Ag. showed at least 6 precipitin arcs (one in 

βto slow α，3 in βto αand 2 in fast γregions). Three precipitin arcs and one arc were 

detected at the.positions of 152 kDa and 418 kDa， respectively. Three arcs and one arc were 

detected within the ranges of pH 4.4 to 6.4 and of pH 4.4 to 5.4， respectively. 

The Ccf Ag. was subjected to molecular seiving chromatography using Sephadex G-200. 

Protein amounts and antigenic activities were monitored by optical absorbance at 280nm 

(A280)， and antigen-binding activity with ELISA. The second peak (F-II) of A280 (152 

kDa) was found to have the strongest binding to the anti-Ccf specific rabbit serum 

(Anti-Ccf abs). 

Furthermore， F -II fraction was analyzed using isoelectric focussing and subsequent 

western-blotting technique. The band of pI 5.40 to 5.50 was immuno-stained not only with 

the Anti-Ccf abs but also with the sera of cerebral cysticercosis cellulosae patients. 

These results indicate that antigenic substance (molecular weight : 152 kDa， pI : 5.40 to 

5.50) was recognized as the specific and useful antigen for serodiagnosis of cysticercosis 

cellulosae. 

Index Terms 

Cysticercus cellulosae， antigen analysis， cyst fluid antigen， two -dimensional 
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緒 盲
嚢虫症の診断は，その嚢虫の摘出が困難な為に，診断に

おける血清学的診断法の必要性は極めて重要となり，そ

有鈎嚢虫症Ccysticercosiscellulosae)の確定診断は の体系化が急がれている.当教室においては以前より，

寄生組織中の有鈎嚢虫を摘出し，直接，顕微鏡にて虫体 有鈎嚢虫症の血清診断法の検討を行い，ゲル内二重拡散

を組織病理学的に診断する事による.ところが，脳有鈎 法を用いたcirculatingantigenの検出及びその診断へ
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の応用〔森田， 1984'))，ゲノレ内二重拡散法を用いた特異 るCcfAg.の抗原性の検討では，同様に脳有鈎嚢虫症患

抗体の検出及びその診断への応用(荒木， 19872);瀬川[， 者血清8検体(そのうち，八木の報告4)での抗体価陰性の

19883))， ELISA法を用いた有鈎嚢虫症スクリーニング non respond巴r3名を含む〉を使用した.

法の検討(八木， 19894))等の報告を行っている.更に (4)無鈎条虫症患者血清

これらいずれの報告も有鈎嚢虫の抗原のうち，有鈎嚢虫 無鈎条虫症患者血清のうち，ゲノレ内沈降反応及び

嚢胞液抗原 Ccystfluid antigen， Ccf Ag.)が特異性と感 ELISA法でCcfAgとより強く交差反応を呈した4症

受性において最も優れた抗原であるという結論となって 例の患者血清を用いて，免疫転写法による CcfAg.の無

いる.今回著者はこの CcfAg.を用い，ゲノレ櫨過法及び 鈎条虫症患者血清との交差反応の検討に使用した.

種々の電気泳動法を行い，その抗原性について分析し (5)抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清 CAnti-Ccf)の

血清学的診断法に使用する為，更に特異性の高い抗原物 作製

質の検索を目的とした CcfAgを粗抗原量で1.2mg採り，それを1m!の滅

ヰオ 料

(1)有鈎嚢虫嚢胞液抗原 CCcfAg.)の作製

韓国済州島の農家で飼育されていた有鈎嚢虫自然感染

ブタ 14頭(雄5頭，雌9頭〕を使用し，採血，屠殺，解

体して，そのうち 3頭の筋肉中より有鈎嚢虫の嚢胞を損

傷する事なく宿主組織より剥離し， Fig.1のシェーマに

示す様な有鈎嚢虫虫体を分離摘出し，滅菌生理食塩水に

て数回洗浄した後，嚢虫の嚢胞壁を滅菌ツ反用ディスポ

ーザフツレ、ンリンジを用いて穿刺し，嚢胞液のみを注意深

く採取，無菌的に処理した後， 4'C， 10，000 rpmで30分

間遠心，その上清をseam!esscellophane tube CUnion 

Carbide社製〕に入れ， 4'Cの蒸留水に対して 12時間透

析し，凍結乾燥した物をCcfAg.とした.また，同抗原

蛋白量はLowryet al. (19515))の方法で、測定したところ，

乾燥粗抗原1mg中 182μgであった.

(2)有鈎嚢虫体部抗原 CCcbAg.)，有鈎嚢虫嚢胞壁抗原

CCcw Ag.)，無鈎条虫抗原 CT.sag Ag.)の作製

分離したCcb，Ccw，更にT.sag受胎節を集め0.1% 

減菌食塩水で十分洗浄し，それぞれ滅菌ガラスホモゲナ

イザーで磨砕した後，乳鉢に入れて凍結し，乳棒で粉末

状になるまで叩き，融解しかけた段階で再び凍結，この l 

操作を数回繰り返した.更にCcfAg.作製時と同様に遠

心，その上清を透析，凍結乾燥した物をCcbAg.，Ccw 

Ag.， T. sag Ag.とした.なお，蛋白量はCcbAg.，Ccw 

Ag.，及びT.sag Ag.の乾燥粗抗原1mgにつきそれぞれ

200μg， 153μg， 420μgであった CLowry et 

al. ，19515)). 

(3)脳有鈎糞虫症患者血清及び有鈎嚢虫感染ブタ血清

脳有鈎嚢虫症患者血清と有鈎嚢虫感染プタ血清中，オ

グタロニ一法でCcfAg.に対し，適当な抗体価を持ち，

菌生食水で溶解し， 1m!のFreund'scomp!ete adjuvant 

CDifco社製〉を加え十分混和し，その懸濁液を3kg前後

の雄の NewZ巴a!andwhite rabbit 2羽の背部皮内2ケ

所に0.5m!ずつ分注し，毎週1回，計6回繰り返し接種

した.抗体価の上昇をオクタロニ一法にて確認し，最終

皮内接種後， 10日目にboosterとして CcfAg.10mgを

滅菌生食水10m!で溶解し， 0.45μmのマイクロフィル

ター CMillipor巴社製〉で瀦過し， ウサギ耳静脈よりゆ

っくり静注した.その 7日後，心臓穿刺により全血採血

した.血液を遠心分離し，得た2羽の血清の同量を混和

し，抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清とした.

(6)抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清 CAnti-Ccfabs)の

作製

Fig.21こ示す様に，正常ブタ血清 Cnorma!pig s巴rum，

NPS) 10m!にT.sag Ag. 30 mg， Ccb Ag. 50 mg， Ccw 

Ag. 50mg Cし、ずれも，蛋白量として〕を加え溶解させた

後，撹梓しながら 2.5%のグノレタノレアノレテボヒドを2m!滴

下し，その後室温にて 3時開放置し，ゲノレ化させた. こ

のゲノレにO.lMリン酸緩衝液 CpH7.2) 100 m!を加え細

かくホモゲナイズし，均一なゲノレ浮遊液を作製した. こ

の浮遊液をどC，3，000 rpmで10分間遠心して，上清を

沈降線の出現状況が良好と確認された血清をそれぞれ2 cyst waU 

検体ずつ選び，等量に混和し，ゲノレ猪過分画の ELISA法 Fig. 1. Schematic illustration of th巴 structur巴 of

による抗原活性の検討に使用した.また免疫転写法によ Cysticercus cellulosae. 
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捨て，更に， ゲノレ中に残存するアノレデヒド基を飽和させ

る為， T. sag Ag. 1.5mg (蛋白量〉を加え， リン酸緩

衝液100mlに再度浮遊させ，室温で30分間放置した後，

遠心し上清を除去した.このゲノレに0.2Mグリシン-

HCl緩衝液 (pH2.9)を加えて，再度浮遊させ，室温で

20分間放置した後，遠心し上清を除去した.この操作を

2回繰り返し，残存するアノレデヒド基をブロックした.

次に， このゲノレを0.2Mのリン酸水素二カリウム溶液に

浮遊させ，遠心後上清を除去した.再びリン酸緩衝液を

用いて，遠心沈澱を数回繰り返し，上清の吸光度 (280

凶叫が0.05以下になるまで洗浄を行った.この様にし

て作製したゲルに抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清5

mlを加え，よく混和し，3TC， 3時間振渥湯浴でincu-

bateした後， 40C， 10，000 rpmで30分間遠心じた.その

上清を集め，抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清とした

(Avrameas and Ternynck， 19696)). ノレ緩衝液で90mgのアガロースを溶解し， 540Cの恒温槽

に入れ放置し，また Anti-Ccf 1 mlも同様に保温した後，

混和し抗血清加0.9%アガロース溶液を調整しておき，

泳動後その除去したゲノレの部分に同溶液を注ぎ，室温に

てゲノレ化させた.その後，第1次元自の電気泳動で抗原

を分析したゲルを陰極とし，抗体の含んでいるゲノレを陽

極として， 15 V /7.5 cmの電圧で17時間泳動を行い，第

2次元自の電気泳動とした.泳動後， 40Cの湿室で18時

開放置し，沈降線を発現させた.その後，ベロナーノレ緩

衝液加生理食塩水〔ベロナール緩衝液と生理食塩水を

1 : 19の割合にて混じた液〉に入れ 3日間十分洗浄

し， Whatman I号漏紙 (Whatman社製〉を上層して包

み，乾燥後， Amido Black 10 B (Sigma社製〉で3分

間蛋白染色，次いで2%酢酸溶液で数回洗浄，脱色，乾

燥後沈降線を観察した (Laure11，19657)). 

j去

(1)第 1次元目の電気泳動にアガロースを用いた 2次

元免疫電気泳動法

ゲルとしてパノレピターノレ緩衝液 (pH8.2)にアガロ}

ス(Sigma社製〉を0.9%になる様に調整し， 90oC， 20分

間加熱溶解し，そのうち 13mlを取り 11.0X7.5cmの

脱脂ガラス板上に置き，放置しゲノレ化させた.次に， Fig. 

3に示す様に，このアガロースゲノレを用いて，第1次元自

の電気泳動として，陰極側に2.3cm，下縁より 2.0cm

の位置に径0.4cmのwe11をあけCcfAg目を入れた.泳

動は電圧22V /11.0 cmとし， 4.5時間通電した.泳動

後， w巴11より 0.5cm上を通電方向と平行にゲノレを切り，

上部のゲルを除去した.予め通電中に， 9mlのベロナー

方
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の方法(1)と同様に施行し，沈降線を観察した.

(4)第1次元目の電気泳動に薄層等電点電気泳動を用

いた2次元免疫電気泳動法

第1次元自の泳動としてpH3-10のアンホラインを

含むポリアグリノレアミド薄層ゲノレ (Pharmacia LKB 

Biotechnology社製〉を用いて， Ccf Ag.を5mA，定電

流で通電，電圧が上昇しきった段階で泳動を終了し，同

抗原を等電点で分析，分離した後，これらの抗原を含む

ゲノレを幅O.7cmで切り，第1次元自の電気泳動とした.

この泳動時，緩衝液として陽極に1M燐酸溶液，陰極に

1M水酸化ナトリウム溶液を使用した.次に Fig.5に示

す様に11X7.5cmのガラス板に陰極より 2cmの部分

にゲ、ノレを長軸に平行に置き，そのガラス板の残りの部分

に先程と同様の手技にて作成した抗血清を含む0.9%ア

ガロース溶液をその上下左右に均等に載せ室温でケ、ノレ化

させた.このゲルを短軸方向に平行に7.5V/7.5cmの

篭圧で 10時間泳動を行い，第2次元自の電気泳動とし

た.また，泳動後の処理は上述の方法(1)と同様に行い，

沈降線を観察した.

(5) Ccf Ag目のゲノレ鴻過法による分析

Sephad巴xG-200 (Pharmacia LKB Biot巴chnology

社製〉を用いて，内径2.6cm，長さ 43cmのカラムを作

成し， Ccf Ag. (蛋白量で27.5mg/mI)を燐酸緩衝生理

食塩水 (pH7.2) 4 mlで溶解し，定量ポンプ (2120

Varioperpex II pump， Pharmacia LKB Biotech-

nology社製〉にて同緩衝液の流速を6ml/hに設定し，分

析した.カラムにより分画された抗原はフラグションコ

レクター (2112R巴diracfraction collector， Pharmacia 

LKB Biot巴chnology社製〉にて l木のチューブに4ml

章坂

(2)ポリアクリノレアミドゲノレディスク電気泳動法

Davis (1964町の方法を少し改変し，ポリアクリルア

ミド (NacalaiTesque社製〉の粗孔ゲノレの濃度を2.5

%，細孔ゲノレの濃度を7.5%とし，内径0.5cm，長さ 10

cmのガラス管を用いて，泳動槽としてディスク電気泳

動槽(富士理研社製〉を使用し，電極液としてトリス・

グリシン緩衝液 (pH8.3)を用い， Ccf Ag.を粗孔ゲル上

に加え，定電流でガラス管1本につき 3mAの条件で泳

動を行った.泳動終了はマーカーであるブロムフェノー

ノレ青(和光純薬社製〕がゲノレの下端より 0.5cmの位置に

なるところで終了した.ゲルはトリクローノレ酢酸

(N acalai Tesque社製〕にて国定，クマシープリリアン

ト青 (Sigma社製〉にて蛋白染色した.また，得られたバ

シドの分子量の測定はH巴drickand Smith (19689))の

報告に従って，同じCcfAg.を用いて異なった濃度 (5

%， 7.5 %， 10 %， 15 %)のポリアクリノレアミドゲルで、

同時に泳動，その電気的易動度とブロムフェノーノレ青の

易動度から算出した.

(3)第 1次元目の電気泳動にポリアクリノレアミドゲノレ

ディスク電気泳動を用いた2次元免疫電気泳動法

Fig.4に示す様に，上記手投にて泳動したポリアクリ

ノレアミドケ、ノレディスクを長軸に正確に半分となる様に切

断し，その半分を 11X7.5cmのガラス板に陰極より 2

cmの部分に長輸に平行となる様，切断面を下にして置

き，そのガラス板の残りの部分に先程と同様の手技にて

作製した抗血清を含む0_9%アガロース溶液をその上下

左右に均等に平板上に載せ室温で、ゲル化させた.このゲ

ルを短軸方向と平行に， 7.5 V /7.5 cmの電圧で10時間

泳動，第2次元目の電気泳動とし，その後の処理は上述

相(130) 
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ずつ採集し，分光光度計(55B， Perkin-Elmer社製〉を 固相化させた.次に， 1 %のウシ血清アノレブミン (BSA，

用いてそれぞれのチューブの蛋白量を波長280nmにて Sigma社製〉を含む同炭酸緩衝液を200μlずつ入れ， 37"

測定した C，1時開放置し，ブロッキングを行った.前述の方法で

(6) Ccf Ag. 分画抗原の抗原活性を測定する為の 作製した抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清 (Anti-Ccf)

ELISA法の手技 及び抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清 (Anti-Ccfabs)を

前記グル鴻過にて分画された抗原を Fig.6に示す様 1%のBSAを含む燐酸緩衝生理食塩水で，それぞれ

それぞれ蛋白濃度で30μg/mlの濃度に炭酸緩衝液 1，000倍と 50倍に希釈後， W巴11に100μIずつ加え， 37" 

(0.05M， pH9.6)にて希釈し， 96穴マイクロタイター C， 1時間反応させた.peroxidase標識抗ウサギIgG

プレート (PRO-BINDAssay plate， Falcon社製〕のそ (Miles-Y巴da社製〉をl%BSAを含む燐酸緩衝生理食

れぞれのwellVこ100μlずつ入れ， 4"C， 18時間放置し， 塩水で 10，000倍に希釈し，それぞれのwellに100μlず

レ11
〕::

〕yy 

μy.y. 

凶

Wells 01 the plate were coated with antigens 

diluted with carbonate buffer (O.05M， pH9.6) 

at 4'C for 1 B hours. 

Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 

8iocke.d with the same carbonate buffer containing 

1% BSA at 37'C fロr1 hour. 

Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 

Diluted sera w自rereacted at 37'C for 1 hour. 

Washed with PBS (pH7.2) containing 0.02%丁ween20.

Peroxidase labelled IgG was added and Incubated 

at 37'C for 1 hour. 

Washed with P8S (pH7.2) containing 0.02% Tween20. 

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

Enzymic reaction was stopped using 3N司sulfuricacid. 

Absorbance was measured at 500nm. 

Fig. 6. Procedure of ELISA. 
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つ入れ3TC，1時間反応させた.以上それぞれのステッ 液は125mMトリスと，960mMグリシンを混和pH8.7

プで0.02%の Tw巴en20を含む燐酸緩衝生理食塩水で に調整し更に，メタノールを20%となる様に混じ，泳動

十分洗浄を行った.基質として， o-phenylene diamine を行った.転写は140mAの定電流で，室温にて 30分間

(OPD， Nacalai Tesque社製)10mgをo. 2 M dibasic 通電した.通電終了後， Fig.8に示す様に，転写後のユト
sodium phosphate 25 mlと0.1M citric acid 25 mlの ロセノレロース膜を蒸留水で軽く洗浄， 1% BSAを含む燐

混合液に溶解，使用直前に30%の過酸化水素水10μlを 酸緩衝生理食塩水中で室温にて 30分間放置し，ブロッキ

加えOPDを活性化し，それぞれのwel1に100μlずつ入 ングを行った.次に，前述の方法で作製した抗有鈎嚢虫

れ酵素反応を行った.反応は暗室内， 20"Cにてぬ分間行 嚢胞液ウサギ血清，抗有鈎襲虫嚢胞液特異吸収血清及び

い， 3N硫酸 100μl入れ酵素反応を停止させた.その 脳有鈎嚢虫症患者血清をそれぞれ1%BSAを含む燐酸

反応産物を分光光度計(主波長500nm，副波長610nm: 緩衝生理食塩水で10，000倍と 100倍に希釈し，その溶液

MTP12 A， コロナ社製〉にて吸光度を測定した. 中に転写したニトロセノレロース膜を入れ室温にて 1時間

(7)免疫転写法(western-blotting)の手技 反応させた.peroxidase標識抗ウサギ19G抗体を同様

前記方法で電気泳動した薄層等電点電気泳動ゲルの抗 に1%のBSAを含んだ燐酸緩衝生理食塩水で1，000倍

原成分をニトロセノレロース膜 CBio-Rad社製〉に転写す に希釈し，その溶液中にニトロセノレロース膜を入れ室温

る為に，平板型転写装置〔セミドライタイプ， 日本泳動 にて 1時間反応させた.またそれぞれの段階の反応の後，

社製〉を使用， Fig.7に示した様にセットし，転写用緩衝 ニトロセルロース膜を0.05%のTween20を含む燐酸

filterpaper 

membrane 

filterpaper 

electrode (ー)

spacer 

ectrode (+) 

Condition 140 mA， 4 V， 30 minutes， room temperature 

Transfer medium : Nitrocellulose membrane (0.45μm) 

Buffer : 125 mM Tris・960mM glycine/20 % methanol， pH 8.7 

Fig目 7目 Schematici1lustration of instrument of semi-dry blotting syst巴m.

Nitrocellulose membraneCaft巴rtransfer) 

washed with D.W 

Blocked with BSA， for 60min. at room temperature 

1 w帥 edw出 PBS/O附 Tw聞 20
Reacted with antトsera，for・60min.at room temperature 

↓wash巴dw抽 PBS/O附 Twe叫 O
Reacted with Peroxidase labelled antibody， for 60min. at room temperature 

1 w帥 edw抽 PBS/O附 Tween20 
Development of Color CSubstrate : DAB) 

Fig. 8. Procedur巴ofimmuno・stain.
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緩衝生理食塩水で十分洗浄した.次に，基質として 3，3 

ジアミノベンチジン (DAB，Dotit巴社製)10mgを0.05

Mトリス一塩酸緩衝液 (pH7.6) 50 mlで溶解，使用直前

に30%過酸化水素水5μlを加えて使用し，ニトロセル

ロース膜を同溶液中に浸し，発色させた.発色後，同ニ

トロセルロース膜を蒸留水で、十分洗浄，風乾後，バンド

の出現状態を観察し， Dual wave length TCL Scanner 

CS-930 (島津社製〉にて，波長 340nmでdensitometoric 

scanを行った.

(8)等電点電気泳動ゲノレよりの抗原物質の抽出及びそ

の分析

西山(1987'町が行った方法と同様に，ゲノレ糖過法によ

り得たF-II分画をpI4.00から pI6.50のアンホライ

ンを含んだ薄層ポリアクリノレアミドゲノレ (Pharmacia

LKB Biotechnology社製〉で電気泳動を行い，そのゲノレ

を幅 0.25cmずつ切り， 0.5mlのPBSで4'C，48時開放

置， ゲノレ中の抗原物質を抽出した. この様に抽出した抗

原物質のうち pH5.40から pH5.50に一致する分画を

混合し，以下の実験に供した.

i ) 紫外部吸収スベクトノレの検討

その抽出した抗原物質を目立社製分光光度計 (u-

3210)にて紫外部吸収スベクトルを測定し，検討を加え

Tこ.

ii) 熱安定性に対する検討

その抽出した物質を100'C， 1時間加熱し抗原物質の

熱変性性を比較検討した.方法として，加熱抗原物質と

非加熱抗原物質を0.05M， pH 9.6の炭酸緩衝液で蛋白

濃度として 10μg/ml~こ希釈， 96穴マイクロタイタープ

レートに固相化し，前述の方法にて作製した抗有鈎嚢虫

嚢胞液特異吸収血清と反応させ，その吸光度の変化によ

り，抗原物質の熱変性性を比較検討した.

結 果

(1)第 1次元目のゲノレにアガロースを用いた 2次元免

疫電気泳動法による CcfAg.の分析

第 1次元目の電気泳動にアガロースゲノレを用い Ccf

AgをFig.9に示す様に 2次元免疫電気泳動により分

析すると， βから slowaにかけて強く染色された沈降線

が1本， βからaにかけて 3本以上，原点即ち fastyに少

なくとも 2本以上の沈降線が認められたが，aとslowy

に走る沈降線は認められず，計6本以上の沈降線が認め

られ，少なくとも 6種以上の抗原性物質が証明された.

また， βから slowaにかけて最も強い沈降線を作る抗原

性物質はfastγ上で3木の沈降線に分かれた.これは向

抗原物質が3種の類属抗原の集合である為と考えられた.

(2)第 1次元自のゲノレにディスク電気泳動を用いた 2

次元免疫電気泳動法による分析

第 1次元自の電気泳動をディスク電気泳動 (Davis，

19649))の方法で行い，それぞれの分子量をH巴adrick

and Smith (19689))の方法で決定し，また同ゲノレをクマ

シーブリリア γ ト青にて蛋白染色し，吸光度550nmの

波長でdensitometoricscanしたものを Fig.10の中段

及び下段に図示した.更に，前述した様に2次元免疫電

気泳動を行い，乾燥後蛋白染色したものをFig.10の上段

に示し比較分析した.その結果，分子量152kDaのパン

ドに一致する部位をピークとした沈降線が少なくとも 3

本，分子量418kDaのパンドに一致する部位をピークと

した少なくとも l本の沈降線、が認められた.また，分子

量 112kDaのバンドには明らかな抗原性を示すピーク

は得られなかった.

(3)第 l次元目の電気泳動を等電点電気泳動で行った

2次元免疫電気泳動法による分析

Fig.11には，上段にアミドブラックで染色した2次元

免疫電気泳動を，下段はクマシーブリリアント青で染色

+ 

-. 
Fig. 9.. Two.dimensional immunoelectropho 
resis of Ccf Ag. (unabsorb巴drabbit 
anti.serum to Ccf Ag. was used). 
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Fig. 14. Densitom巴toricscan of F -II fraction after 
IEF analysis目 Thepeal王onth巴right(↓〉
is produced by protein remaining at the 

application sit巴，

Fig. 15. Densitometoric scan of F-II on nitorocel-
lulose membran巴 afterwestern←blotting 
(unabsorbed anti-Ccf Ag. antiserum was 
us巴d).

Fig. 16. Densitom巴toricscan of F -II on nitrocel-
lulose membrane after western-blotting 
(immunoabsorbed sp巴cific anti一Ccf
antiserum was 

Fig. 17. Densitometoric scan of F-II on nitorocel-
lulose membrane after westren-blotting 
(serum of patient with cysticercosis c巴l司
lulosae was used)ー
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抗原性を検討したところ， Fig.13に示す様に，抗有鈎嚢

虫嚢胞液ウサギ免疫血清の場合，分画IIに強い抗原性を，

分画1Vに~~~、抗原性を認めた.抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸

収血清 (Anti-Ccfabs)では分画II!司郎、抗原性を認め，

Ccfに特異的な抗原性は分画IIに存在している事が証明

された.また，脳有鈎嚢虫症患者血清を用いた場合，分

画IIと分画1Vに強い抗原性を認めたが，有鈎嚢虫感染ブ

タ血清では特に強い抗原活性は認められなかった.

(5) western-blotting法による CcfAg分画IIの分析

上記実験により CcfAg.の各分画のうち，分画IIが抗

原性において最も注目される為， 乙の分画を等電点電気

泳動法， western-blotting法により転写し，免疫染色を

行い抗原性の検討を行ったところ， Fig.14に示す様にゲ

ノレのクマシーブリリアント青と銀染色による蛋白染色で

は pI4.65， 4.90， 5.40から 5.50に強いバンドを， p1 

4.55， 4.80， 5.30から 5.40にかけて弱いパンドを認め

た.抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清 (Anti-Ccf)を用

有鈎嚢虫症の免疫学的研究

したCcfAgを薄層等電点電気泳動ゲノレ像を合成図示し

た.p14.40から p16.40にかけて連続した少なくとも 3

本の沈降線を，更にp14.40から p15.40にかけて連続し

た1本の沈降線を認めた.以上の様に広い範囲の等電点

に渡って共通した抗原性が存在している事が証明された.

(4) Ccf Ag.のS巴phadexG-200を用いたゲノレ鴻過法に

よる分析及びその抗原性の検討

Ccf Ag.とSephadexG-200を内径2.6cm，高さ 43

cmのカラムに充填し，燐酸緩衝生理食塩水を流量6ml/

hで溶出させFig.12の様なピークが得られた.次に，こ

れらのピークをそれぞれVoidvolumeより 6分画に分

離しからVI分画とした.更に，これらの分画をそれ

ぞれ蛋白濃度で30μg/mlに炭酸緩衝液 (0.05M， pH 

9.60)で希釈し，間接ELISA法を用い上記手技にて作製

した抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血清，抗有鈎嚢虫嚢胞

液特異吸収血清，脳有鈎嚢虫症患者血清，有鈎嚢虫感染

ブタ血清と反応させ，それぞれの血清に対する各分画の

nm 300 350 

Fig. 19. Pattern of UV-absorbanc巴ofthe antigen 
substanc巴 (152kDa，pI 5目 40to pI5. 50). 

250 

¥ベ己、

200 

~ 7 
o 
0 百

'" 、-5 
1l 4 
E 

-e 3 
o 2 
ω 

~1 
0 

2 

。υ
c
o』』
Oω
』

〈

0.001 0.1 0.01 
serum dilution 

Fig. 20. Heart stability of antigenic activity of th巴
antigen substance (152 kDa， pI 5. 40 to pI 
5.50) 

o : heated Ag目
・:unheated Ag 

Fig. 18. Densitometorjc scan of F-II on nitorocel. 
lulose membrane aft巴rwestern-blotting 
Cimmuno-staining with serum of the 
patient with taeniasis saginata). 



(138) 相坂章爾

いた場合， Fig.15に示す様に pI4.10， 4.65， 4.80， testで， Maddison et al. (196p4))， Proctor and Elsdon 

4.90， 5.30から 5.50にかけて抗原性を認め，特に pI -Dew (1966'5))がオグタロニー法で， Mosina (1965'"))， 

4.65， 4.80， 4.90， 5.30から 5.40にかけて中等度の， pI Proctor et al. (1966'6りが間接血球凝集反応を， Leikina 

5.40から 5.50にかけて強い染色性を認めた.更に，抗有 et al. (1966'7))がラテッ Pス凝集反応を， Bugyaki 

鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清 (Anti-Ccfabs)を用いた場 (196p8))， Froyd (1963'9))， Mosina (196513))， Dewhirst 

合Fig.16に示す様にp15.40から 5.50にかけてのバン et al. (196020))が皮内反応を，更に，酵素免疫測定法

ドのみが免疫染色され， Ccfに特異的な抗原の epitope (E回戸田 linkedimmunosorbent assay， ELISA)で

がこの pI5.40から 5.50のバンドに存在する事が証明 Diwan et al. (198221))， Coker-Vann (198422))， Knob-

された.脳有鈎嚢虫症患者8名の血清を使用した場合 lochand Delgado (198523))， Costa et al. (198524))， 

抗体価陽性と診断された5名について， Fig.17に示す様 Gottstein et al. (198726))が報告している.しかしなが

に， Fig.16にて認めた CcfAg.に特異的と考えられる ら，これらの報告はいずれも特異性という点で多くの問

抗原物質 (pl5.40-5.50)の位置に染色性を認めた.ま 題を残している.例えば， Gottstein et al. (198726りの

た，non responder 3名に関しては，染色性は認められ ELISA法を用いた報告によると，感受性という点におい

ながった. てはほとんど問題はないものの，特異性という点におい

また，有鈎嚢虫抗原と最も交差反応性の強い抗体を持 ては51%の高率に他の寄生虫疾患との交差反応を認め，

つ無鈎条虫症患者4名の血清では， Fig.18に示す様に脳 特に包虫症，糸状虫症患者血清との聞に交差反応性が高

有鈎嚢虫症患者に特異的と考えられる pI5.40-5.50の いと報告しでいる.

抗原よりむしろ，pI5.30より酸性の等電点を持つ抗原物 当教室では，今までの有鈎嚢虫症の血清診断の報告が

質と交差反応する事が認められた. 全て有鈎嚢虫全体をすりつぶしたものから抽出した物質

(6)有鈎嚢虫特異抗原 (pI5.40-pI 5.50)の蛍光吸収 を抗原として使用した免疫反応である事から，抗原の抽

スベクトノレ及びその抗原性の熱変性性の検討 出という点に問題があると考えている.

Fig.19に示す様に CcfAg.のF-Il分画中の pI5.40 そこで，有鈎嚢虫の嚢胞液の抗原性に注目し，研究を

-5.50の抗原の紫外部吸収スベクトノレは250nm近傍に 進め，同抗原が特異性と感受性において最も優れた抗原

てピークを示した.更に，同抗原物質の熱変性性に対し である事者証明し，i抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ血清を用い

ては Fig.20に示す様に抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免疫血 た有鈎嚢虫症患者血清の血中循環抗原の証明及び診断へ

清に対して熱処理を加える前の抗原物質を固相化した場 の応用(森田， 1984')) J， iオクタロニ一法による有鈎嚢

合，希釈血清は，順次0.631，0.513， 0.405， 0.256， 0.169 虫部位別抗原(有鈎嚢虫嚢胞液抗原，有鈎嚢虫体部抗原，

の吸光度を得たのに対し，熱処理後の抗原物質を固相化 有鈎嚢虫嚢胞壁抗原〉の感受性及び特異性の検討(瀬川，

した場合，希釈血清は，順次0.413，0.336， 0.232， 19883)) J， iELISA法による有鈎嚢虫嚢胞液抗原を用い

0.167， 0.115と吸光度の低下を示しているので，その抗 たスクリーニ γグ法の検討〈八木， 19894))J等の論文を

原性が約1/27に減少する事が証明された. 報告した.これらにより，当教室では今まで諸外国で行

考 察
われていた血清診断の交差反応の多い理由として，使用

している抗原が有鈎嚢虫の体部や嚢胞壁及び円錐部剥脱

本邦における有鈎嚢虫症は，r'中縄県の一部や旧満州に 抗原の混在した抗原であり，その為に交差反応がより強
在住経験のある日本人や在日韓国人，特に済州島出身者 く出現していると報告している.また， Ccfの抗原性を

に多く認められている.更に，最近では海外旅行者の急 研究した諸外国の報告は Larraldeet al. (198627))， 

激な増加により，韓国，中国東北部CI日満州地区)，メキ Parkhouse and Harrison (19872町や Larraldeet al. 

シコなどの有鈎嚢虫症侵淫地への旅行者も増加し，また (198929つがあり，本寄生虫に感染したプタやヒトの抗体

同地区から有鈎条虫の中間宿主であるプタ(食肉用〉の を用いて検討がなされているが，同ーの実験で報告する

輸入や生ハムの製造が許可され，今後本症が我が国にお 結果が異なり Ccfを用いた有鈎嚢虫症の血清診断は，今

いて増加する可能性も危倶されている〈荒木， 1986")). だ察明期を迎えた状態で、ある.ここで，著者は CcfAg. 

こうした背景において，プタ及びヒト有鈎嚢虫症の診断 の抗原性を2次元免疫電気泳動法，ゲノレ穂過法， ELISA 

の為の信頼性の高い血清診断法の確立が望まれている. 法， western-blotting法を用いて検討を行い，更に同抗

有鈎嚢虫症の血清診断としては，抗体の検出として， 原の中に含まれている有鈎嚢虫症に特異的な抗原物質の

Biagi and Tay (195812))， Mosina (1965'3))がprecipitin 検討を行った.
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まず，第1次元自の電気泳動でアガロースゲノレを用い

た2次元免疫電気泳動法により， Ccf Ag.の抗原性は少

なくとも 6種以上の抗原性を有し，最も強し少から slow

E にかけての沈降線を形成する抗原物質は3種の類属

抗原の集合である事が証明された.

また，第1次元自の電気泳動をDavis(19648))の方法

により SDSを用いずにディスク電気泳動を行し、，それ

を2次元免疫電気泳動法により分析すると分子量152

kDaをピークとした少なくとも 3種以上の抗原性を，ま

た，分子量418kDaをピーグとした少なくとも 1種以上

の抗原性を認めた.

更に，第1次元自の泳動を等電点電気泳動法で行い，

2次元免疫電気泳動法で分析したところ， pI 4.40から

pI 6.40にかけて少なくとも 3種の， pI 4.40から pI5.40 

にかけて少なくとも 1種の抗原性を認めた.

ここで， Ccf Ag.をSephad巴xG-200にてゲル鴻過し，

間接 ELISA法にて抗原活性の検討を行ったところ， II 

分画 (SephadexG-200は分子量1，000から 200，000の

分画能力のある事から，この分画は， Fig.10で示された

分子量152kDaのピーFに一致する〕に最も強L、抗原性

が認められ，また Ccf中にのみ診断上有意義な抗原活性

の存在する事が証明された.

更に，このII分画を等電点電気泳動法により需気泳動

し， western-blotting法にて抗有鈎嚢虫嚢胞液ウサギ免

疫血清，抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清を用い，抗原性

の検討を行い， pI5.40から pI5.50にかけての広い範囲

に等電点を持ったノミンドに Ccfに特異な抗原性が存在

している事を証明した.

近年，有鈎嚢虫症の血清診断において， w巴stern-blot

ting 法の応用がなされているが (Gottstein et al. 

1986'6); Larrald巴 etal.， 1986'7); Gottstein et alリ

198725); Laclette et al.， 1987'0); Larrald巴 etal.， 

198929); Estrada， 198931))，いずれの報告においても，分

析に用いた電気泳動は sodiumdodecylsulfate (SDS) 

を含むポリアグリノレアミドゲル電気泳動で，今回著者が

行った手技とは異なるが， Larralde et al. (1986'7>， 

198929)) では分子量108kDaの蛋白を， Gottst巴inet al. 

(1987'5))では26kDaと8kDaの蛋白を， Estrada et 

al. (198931)) では分子量190kDaと230kDaの蛋白が

血清診断に最も有用であると述べている.ところが，同

ーの著者でも，報告した論文毎に有鈎嚢虫症の血清診断

に応用できる抗原物質の分子量が異なり，未だ定説は無

い.今回著者が報告した分子量152kDa の抗原物質は

SDSの様な強い界面活性剤を用いておらず， SDSの使

用により，更に数種の抗原物質に分離する可能性もある

が，抗原を精製する段階で、ゲル櫨過及び等電点電気泳動

を行うので操作が簡易で、大量に得る事がで、き，得られた

抗原を免疫診断に応用し易い状態で部分精製を行い，上

述の結果を得る事ができた.有鈎嚢虫抗原の抗原性の等

電点による分析は Gottsteinet al. (198626))が報告して

いるが，有鈎嚢虫症患者血清と包虫症患者血清との間に

殆ど差はないとしている.今回の結果では pI5.40から

pI 5.50の広い範囲に渡る等電点を持つ抗原物質は Ccf

に特異的に存在する抗原活性である事が証明され，実際

にこの手法は比較的抗体価が高く典型的な抗体反応性を

示している脳有鈎嚢虫症患者5名の血清に応用してみる

と，抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収血清でwestern-blotting

法を行った場合と同様に pI5.40から pI5.50の抗原物

質と反応する事が証明された.更に， Ccf Ag.と高い交

差反応性を示す無鈎条虫症患者血清で行うと，同抗原物

質の交差反応性はほとんど見られず，むしろ pI5.40よ

り酸性の抗原物質に交差反応性が認められた.しかし，

Gottstein et al. (1986'6))は pI4.60より酸性の抗原物

質に有鈎嚢虫に特異的な抗原物質が存在すると報告して

いるが，著者の結果では抗原性の検討に抗有鈎嚢虫嚢胞

液ウサギ免疫血清を用いた場合 pI4.65で強い抗原性を

示している. これを Gottsteinet al. (1986'6))は特異抗

原物質と報告したのではないかと推測される.なお，こ

の抗原物質は著者の結果では抗有鈎嚢虫嚢胞液特異吸収

血清との反応性はなく，有鈎嚢虫症の診断的根拠に欠け

るのではなし、かと考えている.

また，同抗原物質の PAS染色を行ったところ， PAS 

染色性陽性であり，一種の糖蛋白であるということが証

明された.

更に，同抗原物質の紫外部吸収スベクトノレによる分析

では，吸収スベクトノレのピ-f7が280nm近傍になく，

250nm近傍に存在し，これは今回表に結果を示していな

いが，同抗原物質を 110T，24時間塩酸で加水分解し，

HPLC (L-8500型， 日立社製〉にてアミノ酸分析を行っ

たところ，モノレ比にてこの抗原物質はグリシン25.3%， 

グルタミン酸12.6%等のアミノ酸が比較的多く分布し

ている事が証明された.また紫外部吸収スペグトノレが

280 nm近傍にピークを持つ芳香族アミノ酸含量がチロ

シン1.8%， フェニーノレアラニン 2.4%と比較的少なく，

糖の混在が推測される為，芳香族アミノ酸が一定の割合

で存在している一般的な蛋白物質のアミノ酸組成と異な

る紫外部吸収スベクトノレを持っているものと推測された.

同抗原物質の熱安定性について， 100"C， 60分の加熱に

より，抗原物質の一部が変性し，抗有鈎嚢虫嚢胞液特異

吸収血清を第1抗体とした ELISA法による抗原活性の
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測定結果は加熱前の約1/27に低下しており，同抗原物質 深甚なる謝意を表すると共に，研究を始終御協力下さつ

の熱に対する安定性は一部に耐熱性の抗原決定基が存在 た本学寄生虫学教室助手西山利正博士並びに同教室諸兄

している為であるという事が証明された. 姉に感謝致します.

以上の結果から， Ccf Ag.中の分子量152KDa， p1 本論文の要旨は第43回日本寄生虫学会西日本支部大

5.40から p15.50の一種の糖蛋白様の抗原物質が有鈎嚢 会(1987年，岡山市)，第45回日本寄生虫学会西日本支

虫症の血清診断に応用でき，その特異性においても良好 部大会 (1989年，倉敷市〉において発表した.

なものである事が証明できた.
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