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原 著

筋肉トリヒナ切片を用いた旋毛虫症の免疫診断

石 田 邦 夫 1･2) 八 木 揮 誠 2) 稲 葉 孝 志 3) 神 谷 晴 夫 1,4)

抄録 10%ホルマリンまたはカルノア液で固定された旋毛虫感染マウス筋肉のパラフィン切片が,旋毛虫症の免疫診断

抗原として利用可能かどうかを検討した.その結果,これらの両固定液で固定された標本のパラフィン切片は,間接蛍光

抗体法 (IFA),間接ペルオキシダーゼ酵素抗体法 (HP),ビオチン化抗体ペルオキシダーゼ標識ビオチンーアビジン反応

(p-BA),ならびに幼虫内沈降反応の抗原として使用可能なことが明らかとなった.

p-BA法ではカルノア液固定切片を用いた方が,やや良好な成績が得られる傾向を示したが,IFAとHPでは両固定液間

に有意な差異は認めなかった.

今後,この様なパラフィン切片は旋毛虫症の診断ばかりでなく,抗原の局在性の検討や,組織切片上に現れる線虫の虫

種同定法としても利用可能であると考えられる.

弘前医学 55:43-48,2004

キーワード:旋毛虫症;免疫診断;筋肉幼虫;パラフィン切片.

ORIGINALARTICLE
REVIEW

IMMUNODIAGNOSISOFTRICHINELLOSIS

BYUSINGMUSCLESTAGELARVALSECTIONS

KunioIshital･2),MakotoYagisawa2),TakashiInaba3),andHaruoKamlyal･4)

I
AbstractFormalin-fixedandCarnoyssolution-fixedmusclelarvalsectionsofmiceinfectedwithTzjchl'nella
natl'vawereappliedasantigenintheindirectimmuno且uorescentantibodytest(IFA),indirectimmunoperoxidase
antibodytest(ⅠⅣ),peroxidase-labeledbiotin-avidincomplexreaction(p-BA),andintra-larvalprecipitintest(ILP).1
Carnoysolution一点Ⅹedlarvalsectioninp-BAshowedmoresensitivereactionthanthoseinIFAandIIP.ⅠFA
andIIPshowedcomparativereactiononbothsections.Itissuggestedthatthepara氏nembeddedsectionsare
usefulnotonlyfortheimmunodiagnosisoftrichinellosisbutalsoimmunohistochemicalanalysISOfantlgenand

identificationofunknownnematodespeciesinparafBnembeddedsections.

Hirosaki:-Med.J.55:43-48,2004
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は じ め に

旋毛虫症(Trichinellosis)は世界に広く分布す

る重要な人獣共通寄生虫病の一つである.本邦

においても,1974年に青森県下で我が国最初の

人体症例が発見され1),以来札幌2･3)ならびに三

重県下で4)本症の集団発生が報告された.また

最近では輸入寄生虫症として相次いで報告され

ている5･6)

本症の診断は臨床症状のみからでは困難で
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あ り,筋生検や免疫血清学的検査を試みる必

要がある 7). 免疫診断法 として従来実用に供

され,且つかなり特異性が高いとされているも

のには,ゲル内沈降反応,免疫電気泳動,カウン

ター免疫電気泳動,ラテックス凝集反応,幼虫

周囲沈降反応,間接蛍光抗体法,Enzyme-linked

immunosolbentassay(ELISA)などを挙げるこ

とができる8,9).これらの診断法に用いられる抗

原は筋肉内から分離 した虫体の抽出液その も

の,この抗原をラテックス粒子やポリスチレン

に結合させたもの,あるいは虫体そのもの,など

であるが,これらの抗原の作製には特殊な設備,

時間,労力を要する場合が多い.一方,最近では

Polymerasechainreaction(PCR)の有用性 も示

唆されている10･11)

すでに我々は,ホルマリン固定の住血吸虫虫

卵の切片標本が卵内沈降反応12･13),間接蛍光抗体

法12･14),間接ペルオキシダーゼ酵素抗体法 13)に使

用可能であり,実用的意義の高いことを指摘 し

てきた.今回は,このようなホルマリン固定,あ

るいはカルノア液固定筋肉 トリヒナ切片が間接

蛍光抗体法,免疫ペルオキシダーゼ酵素抗体法,

ビオチン化抗体ペルオキシダーゼ標識アビジン

反応,ならびに,幼虫内沈降反応に応用可能かど

うかを検討した.

材料ならびに方法

旋毛虫 :北海道大学獣医学部でホッキョクグマ

から分離され,以後実験室内で継代維持されて

きたTn'chl'nellanatl'vaを使用した.

抗原 :6週齢ddY系マウスに本種を感染させ,

10週後の筋肉内幼虫を保有する筋肉をカルノア

液または10%ホ､ルマリンで固定 し,通常のパラ

フィン包埋を行い,薄切し,以下の免疫血清診断

法の抗原として用いた.また,間接ペルオキシダ

ーゼ酵素抗体法では,このパラフィン切片に加

えて,人口胃液 (0.2% HCl,0.2%ペプシン)で筋

肉を消化して集めた筋肉虫体をカルノア液また

は10%ホルマリンで固定し,その後,これらの虫

体を卵白に包埋 し,薄切 した切片を抗原として

用いた.

塑造 :患者血清は1979年北海道札幌市でヒグマ

の肉から感染 した8症例のもので,これらの血

清は全て幼虫周囲沈降反応陽性で, 使用に供す

るまで-80℃で冷凍保存されていた3).健康人

血清は東京在住の健康人20人から採取し,-80

℃で凍結保存しておいたものである.

間接蛍光抗体法 (Indirectlmmunofluorescent

AtibodyTest;IFA):筋肉 トリヒナのパ ラフィ

ン切片を抗原とし,Ka血ya&Kamiya12)の方法

により実施 した.FITC標識抗 ヒトIgG血清は

64倍希釈のものを用いた.

間接ペルオキシダーゼ酵素抗体法 (hdirect

lmmunoperoxidaseAntibodyTest;ⅠIP):筋肉

トリヒナのパラフィン切片,ならびに筋肉から

分離 した幼虫を卵白中に包埋 して得た切片を抗

原として,神谷ら15)の方法により反応を行った.

ペルオキシダーゼ標識抗ヒトIgG血清は320倍

希釈のものを用いた.

ビオチン化抗体ペルオキシダーゼ標識

アビジン反応 (peroxidaseLabeledBiotin-Avidin

complexreaction;p-BA):前述の2法と同様に,

パラフィン切片を抗原として,Guesdonetal.16)

の方法により実施した.ビオチン化抗ヒトIgGは

320倍希釈のものを,また,ペルオキシダーゼ標

識アビジンは2048倍希釈のものを用いた.

幼虫内沈降反応 (htra-1aⅣalprecipitinTest;

ILP):パラフィン切片を抗原として,Kamiya13)

の方法により,反応を行った.

結 莱

lFA

ホルマリン固定標本のパラフィン切片,カル

ノア液固定標本の切片のいずれかにおいても,

8例の患者血清は,希釈倍率1:160以上で陽性で

あった(Table1).これに対 して対照の健康人血

清は全例 1:10で陰性であった.IFAの特異蛍

光はホルマリン固定切片ではクテクラに強 く認

められ,カルノア液固定切片では,体腔や体の内

部構造に強い特異蛍光が認められた.
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TableI.DistributionofIFAtitersin7}1'chl'nellanatl'vainfectedpatientsandnon-infectedI
controls,asdeterminedbyusingformalinorCarnoyssolution-fixed
preparations

No .ofcasesin No.ofcasesin

infectedpatients non-infectedcontrols
IFAtiter Form alin* Carnoy ■S** Formalin* Carnoy'S**

0

0

0

0

0

8

4

2

6

1

2

6

3

1

<

1 1
4
1
2
0

1

4

2

1

0

0

0

0

0
20

0
0
0
0
20

Tota1 8 8 20 20

IFA(IndirectImmunofluorescentAntibody)testswerecarriedoutusingmuscularlarval
sectionsfixedinformalin(～)orCarnoyrssolution(･･).

Table2.DistributionofIIPtitersinTTn'chl'nellanatl'vainfectedpatientsandnon-infectedcontrols,as
determinedbyusingformalinorCarnoyssolution-fixedpreparations

l

No.ofcasesininfectedpatients

ⅠIPtiter Formalin-I1) Formalin-Ⅱ 2) carnoy'S-Ⅰ3) Carnoy■S-Ⅱ 4)

No.ofcasesin
non-infected
controls*

2
4
2
0
0

2
4
2
0
0

2
3
3
0
0

5
0
3
0
0

0
0
0
1
19

ⅠIP:Indirectimmunoperoxidaseantibodytest.
1)Sectionsofformalin-fixedlarvaeembeddedineggalbumin.
2)Sectionsofformalin-fixedinfectedmuscle.
3)SectionsofCarnoy:ssolution-fixedlarvaeembeddedineggalbumin･
4)SectionsofCarnoyssolution-fixedinfectedmuscle.
*Identicalresultswereobtainedfromfourkindspreparations(Formalin-I&ⅢandCarnoy'S-I&Ⅲ)

Table3.Distributionofp-BAtitersinTn'chl'nellanatl'vasinfected

patientsandnon-infectedcontrols,asdeterminedbyuslng

formalinorCarnoyrssolution-fixedpreparations

No･orcasesin N｡.orcases
infectedpatients innon-infected

p-BAtiter F ormalin * Carnoy fs** COntrOIs"

25600

12800

6400

<100

l

1

6

0

4

4

0

0

0
0
0
20

Tota1 8 8 20

p-BA:PeroxidaselabeledBiotin-Avidincomplexreaction.
* Sectionsofloo/.formalinBxed-infectedmuscle.
**SectionsofCarnoyssolution-fixedinfectedmuscle.

I

***IdenticalresultswereobtainedfromeitherformalinorCarnoys
I

solution-fixedpreparations.
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Fig.1p-BA(peroxidaselabeled
biotin-avidincomplex)positivereactionsint
hesectionofCarnoy.ssolution･fixedinfectedmuscl

e.Noteprominentreactionproductsinth
einternalorgansofTh'chl'nellanatl'val

arvae. x400.llP患者血清

8例のⅠIP抗体価の分布はTable2の通 りで,IFA より感度が高 く,患者全例が1:

3200以

上で陽性であった.対照の健康人血清は1例が1

:100を示 した他は,全て1:100で陰性であっ

た.ホルマリンやカルノア液で固定 した筋肉のパ

ラフィン切片をそのまま用いても,また,筋肉内幼虫を

人工消化 して分離 し,これをそれぞれの固定

液で予め固定し,その後,卵白に包埋 した切片

を用いても,ⅠIP抗体価には有意な差異が

認められなかった.ホルマリン固定標本とカルノア液固

定標本を用いたⅠIPの特異染色部位はIFAで認められた所見とほぼ同様であった.p-BAp-BAにおける患者

血清ならびに健康人血清の抗体価分布はTable3に表示 した.ⅠIPと同様にp-BAの

感度はIFAに比べると著しく高い.8例の患者血清は全て1:6400以上で陽性であり,対照は全て

1:100で陰性であった.ホルマリン固定とカルノア液固定の切片を比べると,カルノア液固定標本の方

が一般に抗体価が高 く,安定した成績が得られる傾向がみられた. Fig.2ILP(in

tra-larvalprecipitin)positive
reactions,asshownbyIFA followingILPreact
ion,inthesectionofCarnoy.ssolution-f

ixedinfectedmuscle.NotespecifiCfluoresce
nceinlinewiththedroplet-likepreclpita
tesinthelarvalsectionofTnat1'va.x400

特異染色部位は主として幼虫の内部組織に認められ (Fi

g.1),p-BAでは背景の非特異的染色が極めて弱いのも特徴の一つで

あった.lLPカルノア

液固定筋肉切片を用いて,ILPを行ったとこ
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あるいはカルノア液固定材料のパラフィン切片

がIFA,HP,p-BA,ILPの全ての反応に利用可能

であることが明らかになった.ただ,この方法の

他種寄生虫症との交叉反応性については今後の

検討にまたねばならないが,本抗原を用いたⅠIP

やp-BAは極めて鋭敏な血清反応と言えよう.特

に,p-BAはIFAやⅠIPに比べると手技がやや繁

雑であるという難点を有するものの,切片の非

特異的染色が少なく,得られる抗体価が高い利

点がある.また,ILPは定量性にやや欠けるが,標

識抗ヒトIgG血清を必要とせず,手技が簡単であ

ることなどの利点から発展途上国など器材に恵

まれない流行地では,幼虫周囲沈降反応と同様

に実用性が高い診断法と考えられる.

今回のIFAとⅠIPの成績では,ホルマリン固定

とカルノア液固定材料との間に,特異染色の局

在性に若干差異を認めた.つまり,ホルマリン固

定標本ではクチクラに強い反応が認められ,カ

ルノア液固定標本では体腔や内部器官に強い反

応が認められたからである.これらは,いずれも

耐熱性抗原であるという共通点はあるものの,

それぞれの固定液に対する反応性が異なること

から,抗原の物理化学的性状にはかなり差異の

あることも考えられよう.パラフィン切片を用

いたIFA,ⅠIP,p-BAは,さらに今後,虫体組

織内抗原の局在性の検討や,組織切片上にしば

しば現れる線虫の虫種同定のための診断法の一

つとしても利用可能なものと期待される.しか

し.この場合,特に,固定液の差による免疫学的

反応性の差に注意を払う必要があるものと考え

られる.

尚,感染マウスの筋肉をそのまま固定液に浸

漬して固定した標本のパラフィン切片と虫体を

人工胃液で消化し,分離した虫体を予め別々に

固定し,しかる後にアルブミンで包埋 したもの

の切片標本との間に,成績に差異を認めなかっ

たことから,パラフィン切片を用いる限り,前

者がより簡便で実用性が高いものと考えられ

る.しかし,背景の非特異的染色をできるだけ

減少させる目的からすれば,後者の効用も大き
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いかもしれない

結論 として,ホルマリン,またはカルノア

液固定材料のパラフィン切片を用いたⅠIPや

p-BA,ILPは,簡便且つ実用性の高い旋毛虫症

の免疫診断法として,特に,研究設備の完備して

いない流行地において,有用となるものと考え

られる.ただ,今後,他種寄生虫症との交叉反応

の有無の検索とともに,治療後の抗体価の消長

についての検討も必要となるものと思われる.

結 論

10%ホルマリンまたはカルノア液で固定され

た旋毛虫感染マウス筋肉のパラフィン切片が旋

毛虫症の免疫診断抗原として利用可能かどうか

を検討した.その結果,これらの両固定液で固

定された標本のパラフィン切片は,間接蛍光抗

体法 (IFA),間接ペルオキシダーゼ酵素抗体法

(ⅠIP),ビオチン化抗体ペルオキシダーゼ標識ビ

オチンーアビジン反応 (p-BA),ならびに幼虫内

沈降反応の抗原として使用可能なことが明らか

となった.

p-BA法ではカルノア液固定切片を用いた方

が,やや良好な成績が得られる傾向を示したが,

IFAとⅠIPでは両固定液間に有意な差異は認め

なかった.

今後,この様なパラフィン切片は旋毛虫症の

診断ばかりでなく,抗原の局在性の検討や,組織

切片上に現れる線虫の良種同定法としても利用

可能であると考えられる.

文 献

1) 山口富雄,高田伸弘,八木揮誠,稲葉孝志,小山

内はるみ,花田勝美,村山芳郎 他.わが国で初

めて発症をみた旋毛虫症について.日本医事新報

1975;No.2668:16-21.

2) OhbayashiM,YamaguchiT.Anoutbreakof

humantrichinosisinHokkaido,Japan.Program
andSummaryofSin°-JapaneseSeminaron
ParasiticZoonoses1980;82-6.

3)手林明雄,村越敏雄,箭原修,相川忠弘,阿部庄
作,村尾誠,神谷晴夫他,長期間冷凍された熊肉
によって集団発生 した旋毛虫症.日本医事新報



48 石 田, 他

1981;No2971:46-9.

4)YamaguthiT.YagisawaM,InabaT,HuangW H,
IshidaK.Epidemiologicalaspectsoftrichinellosis
inJapan.ProgramandSummaryofSin°-Japanese
SeminaronParasiticZoonoses1982;117-24.

5)楠原康弘,前野芳正,古川停,長瀬啓三,浅野憤
介,長谷川みどり,川島司郎.ビルハルツ住血吸

虫と旋毛虫が重複感染した 1症例.藤田学園医学

会誌1998;22:195-7.

6)塩田恒三,有薗直樹,吉岡徹郎,石川和弘,藤
竹純子,藤井逸人,立岡良久他.強い筋炎症状

を呈 した輸入旋毛虫症の 1例.感染症学雑誌
1999;73:76-82.

7)神谷晴夫,稲葉孝志.骨格筋症候群 その他の神
経疾患を含めて 炎症性 ミオパチ- 寄生虫性 ミ

オパチ- 旋毛虫症.日本臨床別冊骨格筋症候群

(上巻)2001;269-73.

8)KaganIG.Serodiagnosisofparasiticdisease.
In:RoseNR,FriedmanH,FaheyJL,editors.
ManualofClinicalLaboratorylmmunology.
3rded.Washington,DC:AmericanSocietyfor
Microbiology;1986.p.467-87.

9)山口富雄.旋毛虫症.病理と臨床 1983;1:1427-32.

10)Caballero-GarciaML,Jimenez-CardosoE.Early
detectionofTz･Ichl'nellaspl'rall'sinfectionbythe
polymerasechainreactioninbloodsamplesof
experimentallyinfectedmice.Parasite2001;8(2
Suppl):S229-31.

ll)NoecklerK,Reiter-OwonaI,HeidrichJ,ProtzD,
RehmetS,SinnG,AmmonA.Aspectsofclinical
features,diagnosis,noti丘Cationandtracingback
referrlngtOTI･Ichl'nellaoutbreaksinnorthReine,
Westphalia,Germany1998.Parasite2001;8(2
Suppl):S183-5.

12)KamiyaH,KamiyaM.Preliminaryapplication
ofaformalinfixedtissuesectiontotheindirect

fluorescentantibodytestandintraovalprecIPltln
reactionforthediagnosisofschistosomiasis
japonica.JpnJVetRes1980;28:155-60.

13)KamiyaH.Techniqueoftheintraovalprecipitin
(lop)reactionbyusingformalin丘Ⅹedtissue
sectionforthediagnosisofschistosomiasis.Jpn∫
Parasitol1981;30:161-5.

14)KamiyaH,SuzukiT,MatsudaH,TanakaH.
Evaluationofanindirectfluorescentantibodytest
(IFAT)Onfわrmalin-丘Ⅹedliver-eggsectionsforthe
diagnosisofschistosomiasis.SoutheastAsian∫
TropMedPublHlth1982;13:249-56.

15)神谷晴夫,鈴木俊夫,松田肇,田中寛.間接ペル
オキシダーゼ酵素抗体法による日本住血吸虫症の

免疫診断.寄生虫誌 1981;30:587-96.

16)GuesdonJL,TernynckT.AvrameasS.Theuse
ofAvidin-Biotininteractioninimmunoenzymatic
technique.∫HistochemCytochem1979;27:1131-9.

17)KamiyaH.Immunodiagnosisoftrichinosis:An
applicationofair-driedTz･IchJ'nellaspl'zdl'smuscle
larvaeinthemicroprecipitintest.Jpn∫Parasit
1982;31:401-6.


