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は じめ に

　 ア ニ ナ キ ス 症 の 髭症 に IgE 抗体が関 与す る こ とは
，

動物実験
1〕
や 症例報告 L’13J

か ら も十分想定 さ れ て い る，

著者ら は ，IgG に 比 べ 血 中量 が 徴 量 で ある た め に 高惑

度 分析 を必要 とす る IgE 抗鯵を enzyme 　 l三nked 　im−

munosorbent 　assay （ELISA ） で 分析す る こ とを試み

た 、定 皐性 と 特異性 を確 か め た系 で 寄生 虫症患者血 清

値 を求め て， ア ニ サ キ ス 症 に お け る ア ニ サ キ ス 幼 虫粗

抗 原特異 IgE 抗体 の 闘与を検 討 した ．また ，作製 し た

系を 用 い て ア ニ サ キ ス 症患者 5入 の 血清 の ア ニサ キ ス

幼 虫分幽抗原 に 対 す る挙動 を調 べ ，系で 用 い る粗抗原

の 意義 に つ い て 考 察を し た ．

材料 お よ び方法
．

　 1） 粗 抗原 の 作製

　 ア ニ サ キ ス 幼 虫粗抗 原 は ，市 販の サ バ よ り得 られた

幼 虫を東儀．i ｝と 同様な方法 で 作 製 した。す なわ ち，サ バ

腹 腔 か ら収 集 し た ア ニ サ キ ス 幼虫 の 凍結 乾燥虫体を

0．1％食塩 水中 で 磨砕後 ，凍結融解を 5 − 6 回繰 り返 し

なが ら磨砕 抽 出 し，8000Xg 　1 時間 遠沈 しそ の ヒ清を

ヒ ス キ ン グ チ ューブ で 透 析後凍結乾 燥 し た ．

　 2）慓 識 抗 体

　蛋 白濃 度は goat 　serum 　protein で 5、Omg ／ml に 調

製 し て あ り， マ イ タ ロ ブ レ ー
ト に よ る 直接 法 ELISA

AbbreViatiens：　 EL 亜SA 　 enZVme 　 linked 　 lm ．

mun ◎ sorbent 　assay ；　OD492 　0ptical 　 density　at

492nm ； OPD 　O −phenylenediamine

で ウ シ ．ウ サ ギ，ウ マ ，モ ル モ ッ ト， マ ウ ス ， ラ ッ ト

の 免疫 交 叉 性 fi：1．Oo／o 以下 で ，ヒ 1・　lgG．ヒ b　 lgA，ヒ ト

igM ．正常 人 ヒ ト血清 と の 免疫交叉 性 が 5，3％以 下 の

デ…タ が 付加 され た TAGO 社 の goat 　 anti −human

IgE・HRPO （Lot，94−07一  1） を用 い た．

　 3） ELISA

　 シ オ ノ ギ チ ューブ （13× 72mm ） を航 原 吸着体 と し

た ．抗原 を コ
ー・

テ ィ ン グ した チ ＝一プ に 希釈 し た 患者

血清0．5ml を 加 え，37℃ で 2 時間保温し て 1血清 を洗 浄

除去後，希 釈 し た 標識抗体 O．5m 量と更 に 37℃ で 2 時間

反応 させ た 畿洗浄 し た （Chart）。基質 と し て 用時調製

し た 0 −phenylenediamine （GPD ）溶液 0 ．5ml を加 え て

暗所，37℃ で 30分間反応 後 3，67NH ，SO 、   ．5m1 加 えて

反 応 を 渟 IL さ せ ，直 ち に 492nm に お け る 吸 光 度

（OD4g2） を測定 し た．

　特異的 IgE 抗体値 は ，血清 の か わ りに 洗浄液 （O．02

MPBS 　pH 　7．3，10．5％ BSA ！0．  5％ Tween 　2 ）を加

え て 反 応 さ ぜ た ブ ラ ン ク の OD4e2 ｛．B）を 各 検 体 の

OD ，g2 の 平均値 （幻 よ り減 じ て ，同
．・
患者血 清 に よ る

基準血 清の OD
，g2 （Sn） で 補正 し た値 に 1000 を乗 じ て

表 示 し た ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0，229
　特異的 IgE 抗体値 ＝ （盞

一B ）×　 　　 　　 　　　 　　 　　 　　 　　　 　× 1000Sn ： n
　 　　 　　 　　　 　　 　　 　　 Sn− B

回 目 の 測 定 に お け る 基準 血 清 の OD492，  ．229 ： 1 回 昌

の 測定 に お け る SI− B に よ る魑

　 41＞ オ ク テ 卩 ニ
ー

法

　辻 の 方法
51
に 凖 じた ．す な わ ち，0．9％ の ア ガ 卩

一
ス

液を支持体 と して ，抗体は ア ； サ キ ス 幼虫   ．1％食壗水

抽 出乾燥 抗原 2 mg を 0．1ml の 蒸留水 に 溶解 し た も の

を使用 し た ，
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　5）対象

　対象に は，全国 か ら寄生虫症診断 の た め に 寄 せ られ

た 血 清 を 用 い た 、嘆用 した 血 清 は ，虫体が確認 され た

症例，生鮮魚介類 を摂取後腹痛 を訴 え内視鏡 お よ び レ

糘 所 見 で 葭床的 に ア ニ サ キ ス 症が疑わ れ た 症 倒，お よ

び い ずれ か の 蠕虫抗 原 に お け る 才 ク テ ロ ニ ー注で 陽｛生

を 示 し た 症例 の 言｝147例 154検体 で あ る．ま た ，ア ニ サ

キ ス 幼虫特異 IgE抗体が測 定 され て い る の を確 認 す

る た め に ，オ ク テ r： ＝一一法で ア ニ サ キ ス 抗原 に 陰性で

総 lgE値 の み 高値を示 し た 血清25鹸体も用 い た ， ＝ ン

ト ロ
ール に は，自血球及 び 好駿球増多な どを示 さ ず，

ま た ，い ずれ の蠕虫抗原 で も ナ ク テ ロ ニー
法 に よ る 反

応 が 陰性 で あ っ た 29倒を 用い た，

　6） デ ー
タ の 紙計処理

　 F 検 定 で 母分 散 が 等 し い デ
ー

タ は studen ゼs　testで ，

異な る デ ー
タ は Aspin−Welch 法 で 有意差 を調 べ た．

成 　績

　 1） コ
ー

テ ィ ン グ 条 件

　粗 抗 原 を P
一

り
一

法
δ1に よ る 蛋 自量 で 32 μ g〆m1 か

C
） 1．25yglml ま で 願 次 希 報 し て コ

ーテ ィ ン グ 後，

chart に 準 じ た 予備実験 で 高 い OD4g ，の 得ら れ た ア ニ

サ キ ス 症患者 プ ール 血清 の 3 倍希枳 溶液 で 反 応 を 行 っ

Polystylene 　tube

Washed 　 wit ト PBS −5

Washed 　 with 　 PB ＄
．5

Washed 　with 　 PB5 −5

た 結果，（）D492は 5、Oμgiml
『
（飽 和値 に 達 し た の で 20

μg！n）1 を コ ーテ ィ ン グ濃度 と した ．

　 また， 4 ℃ と37℃ に おけ る チ ＝一ブ へ の 粗抗 原 （20

μ g！
iml ） コ

ー
テ t ン グ の 経時的変化 を 同 フ

ール 血 清の

30倍希釈液 を用 い た ELISA で 調 べ た 結果，37℃ で は

｝時闘擾に 飽和値 に 達 し，18時闇後 に もOD4 ，2 の 低 ト

ボ み られ な か っ た 〔Fig．1）の で，37℃ で 2 時間保温 後

4℃ で
一

昼夜保 存 し て 使痢 し k ，

　 2）非特 異的汲着 の 検討

　 シ オ ノ ギ チ ューブ へ の 非特異的吸着の 関 亨・を調 べ る

た め に ， ア ； サ キ ス 幼虫抗原，著者」血清及 び標識 抗体

を用 い chart に 準 じ て ELISA を行 っ た 結果 ，
　 Tabie　 l

に 示す よ うに 著 者 血 清 の み 加 えな か っ た case 　 7 で 大

OD492050

．40

．3o

，2O

．1

＝

　　　　δ
一一

一 → 1− rtSh，

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Min

　Fig，1．　 Time　CQurse 　of　coat 三ng ．

　Sera ；diluted　sera （1：30：】 from　patients，　Antigen：

2〔）μ9．lml．

Co ∂ted 　 Wlth 　 Anisakis　 lerva　anti 巳en

　 O．IM　NaHCO ，，−Na 〜CO3 　pH9 ．6

Added 　 serum 　 sample （19E）

　 【）iluted　 w 吐h　D．02M 　PBS 　 pH7 ．3／O．5％ BSA ／0．05％

　 Tween 　20（PBS 　5），

　 37℃ 2hr

Added 　peroxldase
−
a 冂 ti．19E

　 Diiuted　 with 　 O．02M 　PBS 　pH7 ，3／1．0％BSA ／0、05％

　 Tween 　20，

　 3アじ 2hr

Reacted 　 with 　 subs ヒrate 　 solutien

　 O，1期 citric 　acki 　 O．2M 　Na2HPO ，　pH5 ，1（MGll・

　 vain 　buffer ＞，

　 0．40／sOPD ．O．Ol2％H
，O ，

　Mcllvain 　b“ ffer．

　 37℃　　@30mln　　−　in 　@　the　　 dark@ 　　 r

mStopped 　 reaetien 　w汢h　3　67N　H ≧

6 　　OD
2Chart ．　Procedure 　ef 　ELI

．
N
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Table　 l　Non −speci 負c　 adsorption 　on 　poly9．tyrene　tube

　　　 ；

Ca 盟

Nu ．…驚鰹
！r2〔鰓

ノmPAu

由 or
’
s　 Peroxldase ．

鴕 rum 　　cDnjugate 　l
　　　 ll〕）　　　　　　　　　（1 ，50 q ．

　 OD492
　（｝く

一5）

mean ± S．E，
Ads   r・
phOI1

ー
　　
ワ」
　

3

i　 　
．一

…
靠　　　　

一
2」　　　　　　　一
聖

一　　i　 一

ご i☆
0．04± 0．005
0．06± ooo7

け．（［4tO ，Ol〕3

一

±

一一

4 一
＋ 　　 i　 ＋

　 　 　 　 　 旨

o．07± o．oo6 ±

5 ｝
一■　 　 　 　 ：　 　 　 ＿‘

　　　　　…
o．05まo．oo9 ＝

6 † ＋ 　　 i　 一零 0．心4±0．004 一

7 亠 一・　 1　 ÷ O ．1i±  、DO6 車

8 十 ＋　 1　 ＋
　 　 　 　 　 1

o．32±o．020 ÷

　゚．Buffers　for　 each 　dilutionでSee　 chart ）

きな 吸着が み られ た ．

　3）標識抗体 の 便 用濃度

　懲 量 で あ る と 予 想 さ れ る特異 lgE抗体を検 出 す る

た め に ．chart に 準 じた 方法 で 予備実験を行 っ た 際 ，血

清 の か わ りに PBS −5を加 えた場 合 よ りも高 い 吸 光度

の 得 ら れ た 著老 自身 の 血 清 を 用 い て 条件 検討を 行 っ

た ．な お，著者血清は オ ク テ 卩 ニ
ー
法で 蠣 虫抗原 に 対

し て は 陰性で あ っ た ， こ の 著者血 清 を順 次 3倍希 釈 し

て 各濃度 の 標 識抗体 で 反 応 を行 っ た と こ ろ，OD492は

血 清濃度 に 依存 し て 高値 を 示 した （Fig．2），標識 抗休

の 至適濃度は ，著者 自身を ア ニ サ キ ス 不 顕感染者 とし

た 場 合 も考慮に 入 れ て ， 1 ：100  （5μ g〆m ｝）の 希 釈濃

度 とした．

　 4）特 異性 の 検 討

　 ア ニ サ キ ス 幼虫粗抗原特異 lgE 抗 体測 定 の 特 異 性

を峻討する た め に，ア ニ サ キ ス 症患者血 清の 1  儒 希釈

液 （最 終濃 度） と ア ニサ キ ス 幼 虫粗抗原 の 20μg／ml か

ら 2 × 10
−3

μ g〆m1 （最終濃度冫 の 鱒
n
倍希釈溶液 を 37℃

で 30分間 preincubation後，　 ELISA を行 っ た ．ア ニサ

キ ス 幼 虫粗抗原20μg〆m 】お よ ひ 2μg！ml と の prein・

cubation で は 80％，2× 10− ：

μ9！ml で は 2 ％ の 砠 害が

み ら れ た （Fig．3）．

　 5）定 量控 の 検討

　 ア ニ サ キ ス 症 患者 血 清 の 3 倍 系列 希釈液 で 検量 綜 を

作製 し，定量性を 検討 し た （Fig．4）結果， 1 ： 3 か ら

1 ：243の 間 で 絹 関係 数 r＝0．｛79と 1、・う良好 な直線関

係を示 し た の で ，作製 し た 系で は 定 量性 がある と判断

し た ，ま た
， 定量性 の あ る 範囲 の ほ 濠 中央値 で あ る こ

と よ り，患者 血 清 の 希 、釈 は 1 ：30と し た ．

　 6） 総 lgE 値 が 高 値 を 示 し た 血 清 25例 の ア ・＝ サ キ ス

幼 虫特 異 IgE抗体値

　 総 IgE 値 が 1000 −230001Ulml を 示 し
，

オ ク テ ロ ニ ー

OD4929

．9

o．8

0．7

O．6

o，5

o．4

o．3

0 、2
ム

ム

●

のー
1
　

　

　

　

　

0

鉱

▲ 　　▲

5−IP − 一」一一一L − 一一 團一一 一聞一一 一一一 一 A

O　1／2187　　　　　　　　　　1／8t　　　　　　　1／9　　f／3　　　…

　 　 　 　 　 Serum 　concentratien

　Fig．2．　Dilutions　of 　c  njugate ．

　 1 ： X （100−8000）： dilu匸ions　of　conjugate （Peroxi ・

dase −anti ．lgE）．− is　O ．02M 　 PBS 　 pH 　7．3／1．  ％

BSA1   ．｛｝5％ Tween 　20　witheut 　conjugate ，　Serum ；

author
，
s　serum ．

法 で い ず れ の 蠕 虫抗原 に も陰蜂 で あ っ た 血清25例 の 特

異　lgE 抗体は 69± 9 （mean ± standard 　error ） で コ ン

ト ロ ール 血 清 の 64± 6 との 間 に 有意差 は 認 め ら れ な

か っ た ． こ の 結果 か らも，ア ニ サ キ ス 幼 虫粗抗原に 特

異 的 な IgE 抗 体 を 測 定 し て い る こ と が 確 認 さ れ た

（Table 　2）．

　 7）．各種 蠕 虫痒 患 老 血 清 中 の ア ニ サ キ ス 幼 虫特異

IgE抗体値

　 Tab 】e　 3に 本 法 に よ る 各種蠕 虫症 患者 血 清中 の ア ニ

サ キ ス 幼 虫特異 IgE抗体値 を示 し た ．各種蠕虫症患 者

血 清 は オ ク ナ ロ ニ ー法で 対応す る蠕虫抗原 ｝こ の み 沈降

線 を作 っ た．顎 口 虫，日本住血吸虫 ， 肝蛭お よ び ウ エ

ス テ ル マ ソ 肺 吸虫抗原 と沈 隆線 を作 っ た 患 者 血 清は コ

ン ｝ ロ
ール 群 との 間 に 有 意差 を示 さな か っ たが，イ ヌ

蜘 虫抗原 と沈降線を 作 っ た 血清 6 検休 で は コ ソ ト ロ
ー

ル 群 との 間 に 有意差を示 し，低値 で あ っ た ．イ ヌ 蛔虫

患者血 清 の 各特異 IgE 抗体値 は 44，107，39，　65，56お よ

N 工工
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’
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No ．　 ofT 。taHgE 　iS置 ci丘ciiN 。．。fTotaHgE … Specilic
sera ｛JU ／

FmD
　 iIgEi ｝sera （IU ／mD …　　　　IgE

一
： 開

1231 δ4　 130ll14280D … 71
： ：： 卜

2317952 　 i
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F．
3895
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…
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5 5535　 1
　 　 　 　 　 　 旨

92 …1δ 2251 … 44

6 5150　 i
　　　　　　 1

〔11192Q  o …」 50
了

暴

90123

　

　

　

1111

450e4300400034673UDO2951

｝

2950

ll730165

　 6111653s

ii・。　 1・・哨 3・

il　 2王
，

1664
　 i　 83

　 　 　 I　 l400 　 1　 22　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 39
ii　 23　 i　 13。0 　 62
ii
睡　　24　　i　IOOり

一2000　　　　　15

1　25　　il70 
一19001　　　65

i ・。・1・。 Σ（バ
・；29

’
） 6出

一

　 　 20　　　　　　　2　　　　　　2ン：fO
．：
　　 2XlO

−
〜
　　 2 × 10

一ヨ

　　　　　　　　　 1「ihibitor （ug ／m り

　Fig，3、　 Competitive　inhibition　ELISA ．

　PreincubatiQn ： 37℃，30min ．　 Sera ： diiuted　 sera

（Ll の from　patients ，

OD492O

．5

9．4

e．3

o．2

e．！

　 Y 二〇，548 卜 O、0801nX
　　　 r 二〇．979　　　　　←1

零Ai】cases 　sh ・w 　negative 　result § with 　helm三nthic 　an 芝igen
by　rn日 an50f 　Ouchterlony．亀拿：Numbe 「，

Table 　3　The 　valu 已s　of ！lntsakis　specific 　IgE 孟n

　 sera 　from　severa ほ ｛elminthiasis 　patlents
r1

Sera： Ouch（ト ）L，f Numberof
　 casesM

±SE

Control（Ouch （一ン：1 2g　　 i64 土 6
Antigen ： …

旨

伽 切 αρ鴛 ‘卩η魯 6　　 …　　　　　． 58．± 1王

8’攻〉η夏y
「10ご佐 5 訂 6♪で o耀 ノ8l 　 l　 　16

G 肥 で丿沼 5’θ 〃 ue 　sp・加 館 厂‡‘t）1

∫‘’tistos 【，祕 ．f砂 碑 ピ（nem

∫‘’tistos｛｝嬲 mausonf

肱 ご如如 ゐ砂αξゴα z

Paragon 諭 ；Lg　westernUlni

励
．9idiuni　 caninum

732391 77 ± 984

± 708785

土 1984

土2225

　 　 　 G 」ノ

　 　 　 　 0　　　　1／792　　　　萋ノ8婁　　　　　1／9　　　　　　　重
　 　 　 　 　 　 　 　 Se 厂um 　 conce 〔tration

　Fig、4．　 Calibration　curve 　with 　dilutecl　sera 　from
patlents．

　 Each　point 　is　the　rnean ± S．E ．　of　three 　detennina．

t三〇 nS ．

び 38で あ っ た ．糞線 虫 ， 瓜実条虫抗原 に オ ク テ ロ ニ
ー

法 で 陽性 で あ っ た 患者 血 清 の 特 異 lgE 抗体 値 は コ γ

ト ロ
ー

ル よ り低値で あ っ た．

　8） ア ニ サ キ ス 症 患 者血 清中 の ア ニ サ キ ．ス 幼虫 特異

IgE 抗．体値

　ア ＝ サ キ ス 症患者血清中 の ア ニ サ キ ス 幼 虫特 異 ！gE
抗体値を Table　4に 示 した ．生鮮 魚介 類 を食べ て腹痛

を 訴 え た 患 者 血 清 66検 体 の う ち，オ ク テ 卩 ニ
ー

法 で ア

ニ サ キ ス 幼虫抗原 に 陽 性 の 41検体は， コ ン ト ・
一

・レ に

M ±SE ； Mean 主 stand 目 rd 　error ．°S　ignificantly
different　fmm 　con てrQ 王（ρぐ （1．1）5）．

Table 　4　 The　vah 】es 。 f ’b ‡細 趣
・
speclfic 　lgE

　　　　　 msera 　tl
’
OM 　patients

　　　　　　　　Sera　　　　　　　　 lL NM ± SE

C 。 n 〔r。1　　　　 　　　　　　　　　 …
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　 ：

Ouch 〔÷ ）　of 直 η ご欄 齢々 larvae　antigerl 　　　　 i
G … pl ．P・tl・ n ・・ wl ・h ・壙 m 贓 P 。童。　 i
　　　、f，。 ， t。 k。 n ， 、 喚 h　　　　 I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

2997

　　　；
6引

64 ±

98‘±14

89撃±

6

7

　　 （〕uch （　卜 ）　of ！9躍ゴs2 左is　larvae　antlgeni 　41　　　93宰
土　9

　　 0uch （
一

冫 of 　Ani ．scLをjs　lar、
・
ae 　antigeni 　25　1　82　± 10

Group　II牌 ：Patien匸s　detected蓋arvae 　　　i　28　i　97・± 　9
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　 　 　 1

　　 0uch （÷ ）of 　AnS．sciltis　lan ・ae 　ant ｛gen115 　 i　110’± 15

　　 0 。 ch （一）。f・・；。istrnts　iary’a ，　a 。tig， nl 　 l　3
’

8、 ± U

N ：ロ umber 　of 　cases 、　M ÷ SE　and
°

：See　Tabte　3．騨A 肢

cases 　of　Gro 凵p　lI　 are 　included　irl　Group 　工，
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　 OFig

，5

　　 　　 　　 　 ●　Ouch．ρ◎5建ive

　　　　　　　 oQ 廴κ h』 eg ＆主…》e

メ藩
　　　　 Change　of ／1邦 奮o 緬s　specific 【gE 　values 　in

sera 　 of 　anisaklasiE …．

OD2800

、5

o、4

O．3

0．2

0．1

　 　 　 　 10　　　 2D　　　 30　　　 4G　　　 50

　 　 　 　 　 　 Fr ∂ C 亀ion　 number （2ml！FR ）

　 Fig．6．　 Sephadex　 G200 　column 　chrGmatQgram

of 　Anisa 誌々 lanre　antigen ，

　Column　slze ： 1，1φ× 105cm 、日ow 　rate ： 2．9ml！hr．，
OD280 ：0ptical 　density　at　2呂Onrn．　Standards　eluted

in　 the 　 positiGn 　 of 　 arrows 　 wlth 　 each 　 molecu 】ar

weight ．　Each　fract弖On （1−V1♪was 　peoled．

対 し て 有意 に 高値 で あ っ た ． さ ら に ， こ 2’i．ら66検体 の

な か で 虫体が確認 さ れ た 28検体 の うち ．オ ク テ ロ ニ ー

法 で ア ニ サ キ ス 幼 虫抗原 に 陽性 の 15検 俸 で も届様 に コ

ソ ト P 一ル に 対 し て 有 意 に 高値 で あ っ た ． ア ニ サ キ ス

幼虫沈降抗体を もつ 患者血清を他 の 蠕虫 に 感 染 し て い

る 場 合 も 含 め て
一

つ の 群 に し た 97検 体 と． コ ア ト 卩
一

ル との 間 に も有意差 が 認 め られ た．最 も高 い 平均値 は

虫体 確認 さ れ，オ ク テ P ニ ー法陽性 の ア ニ サ キ ス 症患

者血 清 に 認 め られ た ．

　 虫体が 確 認 さ れ た ア ニ サ キ ス 症 の うち，経 時 採 血 の

行 わ れ た 6 例 に つ い て ，特異 IgE 抗体値 と沈降 抗体 の

有無を示 した （

．
Fig．5）， 2 例 は 発痢 時す で に 沈 降抗 体

を 有 し て い た に も か か わ らず 特 異 lgE 抗 体 値が 低

　 　 I　 　 V1

義  

　I　　
IE
　　

ryI

B

揺
1c

今←
1

契 讐
　Fig、7．　Rader 　charts 　of 　fractionated　AniSakiS

！arve 　specific　lgE　c   mponents 　in　sera 　fronl　pat鬘ents

of 　anisakiasis ．

　 A ，B ，　 C ，　 D 　 and 　 E 　 are 　 sera 　 from　 patients　 of

anisakiasi9 ．．1，！1，111，　 IV，　V 　and 　V 玉 show 　fraction

number 　of 　Fig．6．

か っ た が，それぞれ 12日後．50日後に は 上昇 して い た ．

ま た ， 4 例 は 発症後 の 検 査 で 沈 降抗体 は 陽転 し た が，

特 異 IgE抗体値 に 著 明な変化 が み られな か っ た ．

　9） ア ニ サ キ ス 幼 虫分 画抗原 に よ る ア ニ サ キ ス 症 患

者血 清の ELISA

　 ア ニ サ キ ス 幼 虫粗抗 原 を Sephadex　G −200カ ラ ム ク

ロ マ ト グ ラ フ t
一

で 溶 出 し，280nm の 吸 収 に 基づ く

ピ
ー

ク に 従 っ て 6分画 し た （Fig，6）．そ れ ぞ れ の 画分 を

ロ
ーリー法で 蛋 白定量 し．20μ g〆ml とな る よ うに 希釈

後  ．5ml ずつ を 常 法 に 従 っ て コ
ー

テ ィ ン グ し て ，高特

異 1暮E 抗体値 を示 した ア ； サ キ ス 症患者 5 人 の 血 清

で ELISA を行 っ た．最高値を 示 し た 画 分 の OD 、e2 を

1 と し て 各画分 の 吸 光度の 割合 を示 した （Fig．7）。患

者 E は 抗原 画 分 1に よ る ELISA で 高値を示 し，患老

D は 抗原 画分 IVに 著 し く高値を示 した 、ま た ， 患者 A ，

B お よ び C も各函分 に 対し て 異 な る 値 を示 し，あ る 画

分 の み が盃 清中特異 lgE 抗体 に 対 し結 合 し て い る と

い う結果 は 得 られな か っ た．

考 　察

　ア ニ サ キ ス 症は 激烈な腹部疼痛 お よ び幼 虫穿入 部位

の 好 酸球性 肉芽 腫形成 を特徴 とす る寄生虫症 で ，発症

機序に は ア ＝・サ キ ス 幼 虫 の 消化 管へ の 穿入 に よ る機械
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的刺 激
殉

や．幼 虫 の 反 復摂 取 に よ る ア レ ル ギ ー
反

応
9 冫一閉 な ど が 挙 げ られ て い る．内視鏡 で 虫体 を摘出 除

去 した 患考 で lj，濫 烈 な疼痛が治 ま る もの の 腹 部 个 快

感 は 数 口問 続 き，総 IgE 値 が 虫体穿入 後 2時 間 て 著 し

く上 昇す る 症例 が 知 ら れ て い る
2；3］。ア レ ル ギ ー反二じ．に

関 し て は ．従来 よ り 病 理 組織艨 か ら Arthus 型が想定

され て い た が ，佐藤 らぱ モ ル モ ッ トを用 い た 実験 で 1

型 ア レ ル ギ ー
の 可能 惨 も示 した

1，，虫体 の 反復感 作 を

受 け て い る ヒ トに お い て も同様 に 1型 ア レ ル ギ ー
反応

が 起 きて い る こ と は 充 分考 えられ る．そ こ で 著者 ら は

幾 つ か の 発症 因子の うち の 1 つ と し て 1型 ア レ ル ギ ー

に 着 目 し，ア ；サ キ ス 症患者血 清 中 の ア ニt キ ス 幼虫

粗抗 原特異 IgE 抗 体を定量 し て ，非感染血 清 の 値 と 比

較 し た ．IgE は IgG に 比 べ て は る か に 微量
131

で 測 定 が

困難 で あ る と推察 さ れ た の で ．ELISA を 羂 い た 高 懸獲

定量法 を 検 討 し た ．Arthus 型反 恋 を担 っ て い る と考え

られ る IgG を検出 し た ELISA で は ，比較的感度 の 低

い
：り 5・aminosalicylic 　 acid を華質 と し て い る

“

が ，本

法 で は よ り 高感 度
団

の OPD を 用 い る こ と に よ り，ア

ニ サ キ ス 症 患 者 血 清 中 の 特異 lgE 抗 体 を翻 定 す る こ

とが で きた （Fjg．3）．ま た ア ニ サ キ ス 症患者 血 清 を 用

い た 検 量線 で も，希釈 率 1 ： 3 か ら 1 、243の 間 に r ＝

O、979と い う良好 な直線 性が得 ら れ （Fig．4冫，本測 定 系

が 定量 性 の あ る 系 で あ り，
ア ニ サ キ ス 特異 lgE 抗 体を

精製 単籬す れ ば ，血 中 の 特異抗体 の 絶対値 も求 め られ

る こ と が 示 唆 さ れ た ．現段階 で は 高抗体憊 を もつ 患者

血清を 必 要量得 る の が むず か し い の で ，teq　’｝ の 検体 灘

定値 を補 正 し て OD ， g，
　×　1000の ま ま で 表示 した ，ボ 1：

ス チ レ ソ ス ピ ッ ツ へ の 非特異的吸着は ，血 清 の か わ り

に 血 清 希釈用 PBS ・5を加 え て 操 作 し た 場 合 が一
番 大

で あ っ た （Table　 1）の で ，個 々 の 測 定値 よ リ プ ラ ン ク

と し て 滅 じた ．ま た ，OPD は感光牲 で あ り．他 の 試薬

も経時的 に 変化 し て 毎回 の 測定値 に ずれ が生 じ る の を

補正 す る た め に ，同
一
患 者血 清を基準 lgE 抗体血 清 と

し て 用 い た の で 、測 定値 の 信 頼性 は ．人きい と思 わ れ る．

　本系 で は 測定値 が 血 清量 に 依存 し て お り．定量性 の

確認 は で ぎた もの の ．ア ニ サ キ ス 幼虫特異 ΣgE 抗体に

特異的に 結合し て い る か 否 か 懸念 され た の で，阻害 テ

ス ト を行 い ．さ ら に 入 手 し得 た 高 total　IgE 血清 を 用

い て 検討 した ．阻害 テ ス ト で は ，ア ニ サ キ ス 幼 虫粗 抗

原 の 濃度 に 依存 し て ，胆害 ざれ た （Fig，3）． こ の こ と

は
， 本測定系ボ ア ＝ サ キ ス 幼虫 IgE抗 体 を 特異的 に 検

出 し て い る こ と を 示 し て い る ．ま た ，高 total　lgE 血 清

中 の 特異 lgE抗 体 の 測 定値 も コ ン ト O 一ル との 間 に

有意差 を示 さず，ア ニ サ キ ス 幼 虫 に 特異的 な IgE 航体

が 灘定 さ れ．て い る こ とが 確 認 され た （Table　2）．

　 著名 ら は ，足 量 性 ・特異 性 を充分検討 し た うえ で ，

ELISA を禦 い て 患者 血清中 の 特 異 IgE 抗 体 を測定 し

た。内視鏡 で 虫体 摘 出直後 す で に オ ク テ 卩 二
一

法 で ア

ニ サ キ ス 幼虫．挑原 に 陽性 で あ っ た 15例 は 虫体 を反 復摂

取 し た 患者 と 考 え ら れ
5 ；

， 特異 lgE 抗体 値 も高 値 で

あ っ た こ と よ ウ，虫体 の 反復感 f乍に よ る ア レ ル ギ ー
反

応に レ ア キ ン 抗 体 が 関与 し て い る もの と思わ れ る．ま

た ， 生鮮 魚介類 を食 べ て 腹痛 を 訴 えた 患者 に お い て も，

反復感作を 受 1ナた 41例 で は 特異 lgE 抗 体 が 高 く虫体

が 未確認 で あ っ て も 1 型 ア レ ル ギ
ー

反 応が関与 し て い

る こ と が 窺 お れ る．

　
ア ニ サ キ ス 幼虫抗原 に オ ク テ Pt ニー

法 で 陽性 で あ っ

た 血 清 を 無 作為 に 選 び
， 特異 lgE 抗体値 を測定 した 場

合 も同様 に 高値 を 示 した ．わ が 国 に お い て は 生鮮介類

を食す る 習慣 が あ る こ と か ら， こ の 被検者 の 大半 もア

ニ サ キ ス 幼 虫 に 同 らか の 形 で 暴露 さ れ て い る もの と思

わ れ る，

　 対応 す る 他種蠕虫抗原 の み に 沈降 銀 を 生成 した 患者

祀 清 の ア ー＝サ キ ス 幼 虫 特異 IgE 抗体 値 は い ずれ の 平

均饐も低値で あ っ た ．各霈 虫疾患 の うち，対 応蠕虫 に

の み 慈染 し て い る 患者 血 清を 多数倒 入 手す る の は 困難

な の で ，各霈 虫抗原 を ポ リ ス チ レ ン チ ュ
ーブ に コ

ー一

テ t ン ブ し て ，ア ニ サ 車 ス 症患者 血 清 と の 免疫 交叉 性

を 調 べ る実験 を進 行中 で あ る．

　太 症 の 確 定 診 断 は 内視鏡 あ る い は 病 理標本 で 形 態学

的 に 虫体 を証 明す る こ と で あ る が，簡 便性 に 劣 っ て お

り，迅 速 な免 疫 血 清 学 的 診 断法 が 望 まれ て い る．

ELISA は簡便 で 迅 速 な う え に検体 の 微量 化 も可 能 な

抗 体 の 定 量 法 で あ る．今 回 ，著者 らは 発症 の
一
因子 を

担 うも の と し て ア ニ サ キ ス 幼 張 特 異 lgE抗 体 を

EHSA で 測定 し た 季吉呆 ，1型 ア レ ル ギ ー
の 発症 へ の 関

与 が示 唆 さ れ た ．し か し，特異 IgE 抗体値 の 患 者 に よ

る ば らつ きが 大 き い こ と，幼虫 の 不 顕 感染の 可能 性 が

あ り正常 人 と 感染名 の 区 別 が 困難 で あ り，さらに 初感

染 と 再 感染 で は IgE 抗 体 の 変 動 の 仕 方 が 異 な る 可 能

性 が あ る （Fig．5）な ど の 理 由 に よ り，境在 の 系をそ の

ま ま 免褻学的診断法 に 応 用 す る に は ， よ り詳細 な検討

が 必 要 と 思 われ る．

　ELISA に よ る 免塰学 的診断法 は ，吉 村
］G ）が 虫 体 摘出

を した ア ニ サ キ ス 症 患者 8 例 の pair 血清 に よ る 特 異

IgG，　IgM ，　IgA お よ び 王gE 抗 体価 の 変動 を調 べ る こ と

に よ っ て 試 み て い る．IgA 抗体は 7例 で 上 昇 し，　IgE 抗
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一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

竹 本 裕 美他 409

体 は 6例 で ．．k一昇 し 2例 で 下 降 し た と報 告 し て お り．著

者 らが得た 結果 （Fig．5）で も同様の 傾 向が得 られた．

著者 らが 入手 し 得 た 軽時 採 血 例 は 6 例 で あ り
， 吉村 の

場合 と 同様に 少数例 て
．
は あ る が，オ ク テ ＝ ニー

法 に よ

る沈 降線 の 生 成 か ら 初 感染 と 再感染を区別 すれ ば，再

感染 で は速や か に レ ア ギ ソ 抗 体 が 作 られ て い る こ と が

想定 さ れ興味 深 い ，吉村 らは IgA 抗体 の 変化を観察す

る こ と が ヒ トの 臨 床例 に お い て は よ り鋭敏 や 診断法 と

な り得 る と述 べ て お り．今後 の よ り多数釧 の 検 討 が 待

た れ る．

　鈴木 ら
17 ：｝は ，radioallergosorbent 　testで ア ニ サ キ ス

幼 虫 ヘ モ グ ： ビ ノ に 反 応 す る ve異　lgE 抗体を 測定 し，

同抗原 に よ る 皮内反応 との 間 に 相関関係が認 め られ な

か っ た と報告 し て い る ．ア ニ サ キ ス 幼 虫 ヘ モ ダ 卩 ビ ソ

は，免疫 し た ウ サ ギ で 最 も強 い 沈 降反応，凝集反応 を

示 した ア ニ サ キ ス 幼虫 抗原
181−20）

と し て 単離 され た、し

か し ，
こ れ らの 反応 は lgG と 王gM が担 当 し て お り

13 ／’，

ヒ ト の IgE に も同様 に 強 い 抗原性 を 示 す か 否 か は 確

か め ら れ て い な い ，著者 ら は 鈴 木 ら と 同 様 に Se−

phadex　G −200カ ラ ム ク P マ ト グ ラ フ ィ
ー

で ア ニ サ キ

ス 幼虫粗抗原を 分画 し て
皇9丿，確 立 し た ELISA で 分画

抗原 に よ る ，高 い 特 異 1gE 拉体値を 示 し た ア ニ サ i’　x

症 患者 r餓清 の 特 異 IgE 抗 体 に 対 す る 抗原 性 の 強 さ を

比 較 し た ． ア ニ サ キ ス 幼 虫 ヘ モ グ ロ ビ ソ は 著者 ら の 画

分 玉に 相 当す る と考 え られ る
IY／’／」：，ア ニ サ キ ス 症患者

5 人 の 血 清中特異 lgE 抗体値 は ； そ れ ぞれ異 な っ た 抗

原性を示 し，画分 1 に 強 い 抗原性 を 示 した 患名
’
は 1 人

だ け で あ っ た （Fig ．7）．こ の 黠 果 は ヒ トの lgE 抗体産

生 に は 個 体 差 が あ る こ と を示 し て お り，抗原中 の 1 つ

の 物質 の み が抗体産 生 を 捉 し て い る の で は な い こ と が

窺え る ，し た が っ て免疫診 断な どで 多数 の 患者 血 清を

扱 う時 は ，精製 され た 1 つ の 物質 に よ る診断 で は 信頼

性 が 低 下す る 可能 性 があ る．ま た ．免疫診 断 に 用 い る

寄生虫抗原は，億 の 寄生虫抗原 と の 免疫交 叉性 の 問題

も重要で あ る が ， 多数 の 患者血清 の 抗原性 に 対す る 個

体 差 も考慮 す る こ と が必要 と思 わ れ る ．

　稿 を終 わ る に あ た り．ポ リ ス チ レ ソ チ ュ
ーブ を 供 与 頂 き

ま し た シ オ ノ ギ製薬 お よび ア ； サ キ ス 幼 虫粗 菰 原 を 供 与頂

き ま し た 当 教 室東儀博± に 深謝 致 し ま す，
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DETECTION 　OF ん W5 ど4KIS　LARVAE 　CRUDE 　ANT 至GEN 　SPECIFIC 　IgE　BY

　　　　 MEANS 　OF 　ENZYME 　LINKED 　IMMUNOSORBENT 　ASSAY

　　　　　　　Yumi 　Takemoto 　and 　Moriyasu　Tsujl
DePartment｛V

’
Parastiolog｝

・
，　Schoo〜oプ、愉 4〜ぐ融ξ，　Hit’oshirna むノ航 t

・
rsi ム

・

　　Semi ・deterniination　of ／lnisakis　lan，ae 　erude 　antigen 　specific 　lgE　in　human　se 　rum 　was ．　performed 　bv　the　method 　of

enzyme 　ll櫨 ・d …mmun ・… b・nL ・… ay （ELISA ）i… d・・ 甑 ・dy　th・ ・el ・亡i… hip　b・ヒw ・e ・ a ・1・aki ・・i・ a ・d ・・aphy ］。。i、「
U・1・9・th・ 0 ・・ht・・1・・y　m ・th。d，・ignifi・a・tly　high・・ va1 … 。f ・pec・fi・ lgE　we ・e ・bt・i・ ed 　f・・ m 　s… w 油 p，e、i蜘
bands　to　Anisakis】arvae 　cmde 　antigen 　than　from　contr り正sera ．　EspeciaUy 　high　values 　were 　obtained 　from　sera 　of
an 童sakiasis ．

　　To　study 　the　roie 　of 　crude 　ant ｛gen 　for　coating 　in　ELISA　in　immunodiagnosis，　curde 　antigen 　was 　frac匸iona匸ed　into
s三・ p・・t・ ・nS ・ph・d ・・ G −20   ・・】・m ・ ・A ・tig・・ d・t・・ml ・a・t　f… ti… f … af ・。 m 　five　p・d・・t・ w ・，　i。。 e 、dg、t。d　by
ELISA ．Asaresult，the　antigen 　determinant　fractions　were 　showeddifference 　with 　individuai　sera ．
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