
JG=～ め

免疫 不 全 マ ウ ス を用 いた

エ キ ノコ ック ス症 病 態 モ デ ル の 開 発

SevereCombinedImmunodeficient(SCID)Mice

AsAnimalModelsforHumanEchinococcosis

平成15年 度～16年 度科学研究費補助金

基盤研究C2課 題番号15500295

研究成果報告書

平成17年3月

研究代表者 中谷和宏

(旭川医科大学 ・医学部 ・助教授)



目 次

はしがき

研究組織

研究経費

研究成果の概要

研究発表

1

2

2

3

01

学会ロ頭発表リスト

学術雑誌掲載論文リスト

学術雑誌掲載論文の別刷 14



はしがき

多包条虫Ech'nococcusmulutilocularisは ユ0ラ シア大陸から北アメリカにかけた北半

球に広く分布しており、自然界では主にキツネを終宿主(成虫である多包条虫は体長1.2
～4 .5mm、 片節数4～6個)、 ネズミを中間宿主(幼虫期は特に多包虫と呼ばれる)とする

条虫である。ネズミなどの好適中間宿主により経ロ摂取された虫卵は胃液と胆汁の作用

で鰐化して六鈎幼虫となり、腸管粘膜より侵入して静脈やリンパ管を経由し、肝臓や全

身臓器に運ばれて定着する。六鈎幼虫は臓器定着直後に1個 の嚢胞へと変化する。嚢胞

は内側の薄い胚層と外側の厚いクチクラ層の二層の膜からなり、腔内に嚢胞液を満たし

ている。1つ の嚢胞からはやがて新たな嚢胞が出芽し、これを繰り返して無性生殖的に

多数の嚢胞を派生するようになる。時間の経過とともに胚層からは石灰小体や多数の繁

殖胞に包まれた原頭節が形成されてくる。クチクラ層の外側は宿主の厚い外膜層(慢性の

炎症性組織)に囲まれ、多包虫本体である多数の嚢胞を含めた全体が多包虫病巣部と呼ば

れる。中間宿主体内の原頭節はやがてキツネなどの終宿主に取り込まれると腸管内で成

虫に生育し、ほぼ1ヶ 月後から虫卵を産生するようになってその生活環を完成している。

ヒトは中間宿主にあたり、キツネから排泄され糞便内に紛れた虫卵(直径約40μm)を

経ロ摂取することにより、肝臓を主とした全身の臓器で病巣を形成することとなる。日

本では北海道一円で患者が発生しており、本州以西でも散発的な発生があって公衆衛生

上極めて深刻な寄生虫疾患として認識されている。ヒトの治療では病巣部の外科的切除

以外に根治療法は無く、化学療法でアルベンダゾールやメベンダゾールなどのベンズイ

ミダゾ0ル 系薬剤が唯一用いられてはいるが殺滅効果は期待できず、相当長期にわたり

服用しても多少の増殖抑制効果しか得られていない。公衆衛生学的にはキツネから排泄

される 「虫卵による環境汚染の低減」、医学的見地からは 「多包虫症患者の早期摘発なら

びに治療」が極めて重要なポイン トとなる。多包虫がヒトの肝臓で増殖した場合には悪

性腫瘍のごとく増殖して肝不全を来して死に至らしめる(多包虫症)。

自然界の中間宿主では虫卵を経ロ的に摂取することにより多包虫に感染する。これを
一次多包虫症という。一方、実験室内で多包虫を継代したり増殖させるには、感染ネズ

ミより多包虫組織を摘出してホモゲナイズした後、PBSに 希釈してコットンラット、チ

ャイニ0ズ ハムスタ0、 ラット、マウスの腹腔へ接種すると容易に感染が成立し、キツ

ネやイヌを飼育することなく、また危険な虫卵を扱わずに多包虫の研究が可能となる。

これを二次多包虫症といい本寄生虫の特異な性質でもある。

これまでの研究では近交系マウスに自然感染に近似した肝臓への病巣作成のため門脈

接種法の開発、アルベンダゾールやメベンダゾールを主としたベンズイミダゾール系薬

剤の効果試験、新しい抗原(rEm・18》開発による血清学的検索、さらに多方面に及ぶ遺伝

子解析を進めてきた。この過程で、従来の説では理解できない多包虫の増殖 ・発育形態

様式が種々存在することが明らかになってきている。本研究ではこれまでに判明してい

る多包虫の生物学的特徴を前提にして、実験動物とくに免疫不全マウスを用いて病態モ

デルを作成し、多包虫の増殖過程を観察することに主眼を置いた。
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研究成果の概要

実験動物として代表的なマウスはEchinococcusmultilocularisのmetacestode(多 包

虫〉に対 して中程度の感受 性 しか示さず、この寄生虫の実験室内継代や研究が主としてコ

ットンラッ トやスナネズミあるいはチャイニーズハムスターで行われてきた。 このこと

は、その入手の制約性、取り扱いの困難さ、経済的負担、不確実な再現性などに照らし

ても実験に対して種々の制約を設けてきたことは事実である。これまでに、遺伝的背景

の均一性が保証され多くの近交系を有するマウスに着目して、多包虫の発育や増殖を近

交系やクローズ ドのマウスを用いてなされてきた研究が少なくない。 しかし、免疫不全

マウスに関するものは極めて稀である。

免疫不全の疾患モデルとしては1961年 に英 国のGristに より無胸 腺のnudeマ ウスが

分離され(lssacson1962,Flnaganlg66)、 古 くか ら感 染実験 や ヒ トの腫瘍 細胞の増殖試

験等に利用されてきた ことは有名である。その後、米国のBosma(1983)ら に よ って

C.B-17/lcr-scidが 開発 され、scid遺 伝 子がよ り高度な 免疫不全の病 態を発現する事が明

らかにな った。日本では塩野義製薬と実験動物中央研究所が共同で、このscid遺 伝 子を

非肥満糖尿病モデルのNoDlshiへ 導入 したNoDlshi-scidを 開発 した。 本研究分担者 で

ある伊藤はこのマウスが本来ウシやブタでしか発育 しないTaeniasaginataやT.solium

のcysticercusが 極 め て 良 く 生 育 す る こ と を 報 告 してお り、 近 縁のEchinococcus

multilocularisに 対 して も高い感受性 を有する ことが類推された。

実験1免 疫不全疾患モデルC.B・17,lcr・scidとNOD,Shi。scidマ ウスにお ける多包虫発

育の比較

[目的]本 実 験 で は、 第1段 階 と して 同 じscid遺 伝 子 を 持 つCB-17/1cr-scidと

NOD/Shi-scidに おける多包虫の増 殖速度の比較 に主眼がおかれた。

[材 料 と 方 法]多 包 虫:北 海 道 江 別 市 の 郊 外 で 捕 獲 さ れ た エ ゾ ヤ チ ネ ズ ミ

Clethrionomysrufocanusか ら分離 され、チ ャイニ ーズハム スターCricetu'USg毎seαsと

DBA12Jマ ウスで継 代された江 別株(F7)を 用 いた。

マ ウス:日 本ク レアよ り購入 したCB-1711cr-scid♀10とCB-17/lcr-+1+♀15、 自家

繁殖されたNOD/Shi-scid♀10とNoDlshi-+1+♀14匹 が用い られた。 両scidマ ウ スは

他の感染 症か ら防 ぐため、放射線滅菌飼料 と滅菌された飲水を不断給与され、陽圧の飼

育装置内で飼育された。床敷や飼育ケージも同様にオー トクレープ滅菌して使用された。

感染:DBA12Jの 腹腔 で継代されている多包 虫を無菌的に採取 し、外科勢刀で細切後、

抗生物質(ペ ニ シ リンとス トレプ トマイ シン)を 加えた滅菌PBSで 洗浄濾過 して10%の 懸

濁液 とし、各マ ウスの腹腔へ0.5mlつ つ接種 した。

剖検:各 系統マウス を5匹 つつ、感染9,12,15週 後 に開腹 し、心臓 よ り採血 して血清

を分離した。腹腔より多包虫を摘出してその重量を測定した。ただ し、感染15週 後 の

NODIShi-+1+の 個体数のみ1匹 少なくて4匹 である。

抗体価の測定:リ コンビナン トEm。18抗 原 に対 する抗体価 を以 下の手順でELISA法

によ り測定 した。
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1.抗 原rEm18(50ng/well)の 感 作37℃,2時 間

2.PBS。Tweenで 洗 浄

3.一 次 抗 体 一マ ウ ス血 清(1:100)100μ1/well37℃,1時 間

4.PBS-Tweenで 洗 浄

5.二 次 抗 体 一ペル オ キ シダ ー ゼ 標 識 抗IgG(1:2000>100μ1/well37℃,1時 間

6.PBS-Tweenで 洗 浄

7.ABTSで 発 色

8.405nm,630nmで 吸 光 度 測 定

〔結 果]多 包 虫 の 重 量 測 定 値 を 表1に 示 した 。c.B-17/Icr-scidとNoDlshi-scidを 比較

す る と、 感 染9,12週 の い ずれ に お い て もNOD/Shi-scidの 方 が 有 意 に 高 い 増 殖 値 を示 し

た 。C.B-17/lcr-scidを 対 照群 のC.B-17iicr-+1+と 比 較 す る と 、 感 染9,12週 の い ずれ で も

有 意 差 は 認 め られ な か った。 一 方 、 同 様 に してNOD/Shi-scidをNoDlshi-+1+と 比 較 す

る と 明 らか に 有 意 差 が 存 在 した。

表1免 疫不全マウスにおける多包虫重量の比較

マウスの系統 多包虫重量 平均±標準偏差(g>

感染9週 感染12週 感染15週

C.B-17/lcr-scid

NOD/Shi-scid

C.B-17/icr-+i+

NOD/Shi-+/+

1.3±0.7

3.0±0.6

1.2±0.9

1.1±0.8

3.9±3.6N.T.

10.4±1.5N.T.

4.4±1.76.3±1.2

2.6±1.03.4±1.3*

・各 群5匹 。 た だ し、NOD/Shi-+1+の 感 染15週 の み4匹 。

表2多 包虫感染免疫不全マウスのrEm-18抗 原に対する抗体価

マウスの系統

感染9週

抗体価(平均±標準偏差)

感染12週 感染15週

C.B-17/lcr-scid

NODiShi-scid

C.B-17/lcr-+/+

NOD/Shi-+/+

0.0026±0.0013

0.0032±0.0013

0.4964±0.2749

0.7528±0.1200

0.1622±0.3616

0.0016±0.0005

0.4478±0.2042

0.5592±0.1145

N.T.

N.T.

o.72s2±0.207$

0.7120±0.1088*

*各 群5匹 。 た だ し、NoDlshi-+1+の 感 染15週 の み4匹 。

抗 体 の 検 査 結 果 を表2に 示 した 。NODIShi-scidで は 全 例 陰 性 、C.B-17/lcr-scidで は感

染12Wの1個 体(抗 体 価0.890で 陽 性)を 除 き 、 他 は 陰 性 で あ った。 こ の マ ウ ス は 出荷 時

一4一



から本実験行程のいずれかで、+1+マ ウ ス と混 雑 した 可能 性 が あ る。C.B-1711cr-+1+と

NODIShi-+1+は 全個体陽性であ った。

[考察]今 回の結果 は全 く納得で きないものとな った。sc'd遺 伝 子はマ ウスの機 能的B

細胞とT細 胞 の欠損 を招 き、免疫応 答を高度に低下させて抗体非産生にする。従 って、

実験前の予想では、C.B-17/lcr,NODIShiの 両系統 ともにscidの 方が対 照群 であ る+ノ+よ

り多包虫重量 は高 くなると考 え られ、問題の焦点はむしろC.B-17/lcr,NODIShiの 両seid

マウスで増殖 する多包虫の重量比較にあった。

ところが、NoDlshi-scidで は明 らか にNoDlshi-+1+と の間 に有意 な差 をみて いるにも

かかわ らず、CB-1711cr-scidで は感染9,12週 の いずれにおいて も多包虫の増殖が対照

群であるC。B-17/Icr-+1+と 差を生 じていな い。 この原因には、感染源の多包虫組織が不均
一に接種された可能性のあることがまず第一に疑われるが、他のグループの全個体か ら

得られた多包虫重量のバラツキから推察すると否定的と考えざるをえなか った。また、

感染12週 のC.B。1711cr-scidの1匹 に抗体陽性 を示すものがあ った。

Pflumioら(1996>は 、NOD-scidに ヒ ト抹消血 リンパ球の移植性が極めて向上すること

を報告しており、 これはマクロファ0ジ 機能 の減退、補体 活性の低下 などNODの もつ

免疫学 的不 全形質 によ る複合 的な結果であると推察 している。現在C.B-17/lcr-scidと

NODIShi-scidの 感染 実験 をや り直 し、今回の結果が再現性のある事象なのか否かを検討

中である。もし両系統に再び明らかな差違が生ずれば、NOD/Shi-scidの 特 殊性 を追求 し

たい と考 えて いる。

実験2NOD'Shi・scidマ ウスにおける多包虫の発 育と増殖

[目的]前 実験でNOD/Shi-sc'dの 方がCB-1711cr-scidよ り多包虫への感受性が 高い可

能性が示唆された。そこで、本実験ではNOD/Shi-scidと 対照群NoD/shi-+1+を 用 い、 多

包虫の発育 と増殖 をその重量推移、形態的特徴、抗体産生を検討 した。

[材料 ・方法]感 染源 には、2001年 に多包虫症の患者 よ り分離され、チ ャイニーズハ

ムスターで継代されているEm-K株(F5)を 用 いた。感染6ヶ 月 後のハム スターの腹腔よ

り多包虫組織塊を摘出 し、外科勢刀で細切 した。滅菌PBSを 加 えて300μmの 金属 メ

ッシュで濾過 し、3回 洗浄後に静置 して10%PBS浮 遊液 と した。 これ を良 く撹拝 しなが

ら、11～12週 齢のNoDlshi-sc'dマ ウス ♀30匹 と、対照群 と して9週 齢のNoDlshi-+1+

マ ウ ス ♀18匹 の 腹 腔 へ0.5mlつ つ 接 種 した 。 感 染1,2,3,6,9,12週 後 に そ れ ぞ れ

NOD/Shi-scid♀5匹 とNOD/Shi-+ノ+マ ウス ♀3匹 つ つIV1臓よ り採血後血清 を分離 し、

rEm-18抗 原に対する抗体価 をELISA法 によ り測定 した。 また、摘 出された多包虫を秤

量し、型のとおりホルマリン固定後、パラフィン切片を作成 してHEとPAS染 色 を施 し、

鏡顕 した。

[結果]NODIShi-scidと 対照群NODIShi-+1+か ら得 られ た多包虫の重量 を表3に 示 し

た。NOD/Shi-scidで は感染6週 よ り多包虫の増殖 が顕著 とな り、12週 で は対 照群のほ

ぼ11倍 に達 した。形態 的には多房 化や原頭節形成の進行と宿主炎症性組織の欠如が特

徴的であり、多房化(嚢 胞 の増 数)と 繁 殖胞や 成熟 した原頭 節の形 成が著 しく進行 してい

た。一方、対照群NODIShi-+1+で は、外膜層 の線維組織 層が発 達 して類上皮細胞層、マ

クロファ0ジ 、線維芽細胞そ して 白血球 の浸潤が顕著となり強い慢性の炎症像を呈した。
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そのため多包虫の増殖 ・発育は著 しく抑制されており、感染12週 の 時点で も多房化が

緩やかで 、繁殖胞 ・原頭節の形成さえほとんど認められなかった。

rEm-18抗 原 に対す る抗体価 の推移を表4に 示 した。NOD/Shi-scidで は感染1週 よ り

12週 まで6ポ イ ン トの全30匹 が陰性であ った。他方NoDlshi-+1+で は、感染1,2,3,6週

の3,3,3,2匹 が陰性 で、6,9,12週 のそれぞれ1,3,3匹 が陽 性を示 した。

表3NODIShi-scidに おける多包 虫増殖 の推移

mean±SD(g)

感 染 後 の 週NOD/Shi-scid

(n=5mice/wks)

NOD/Shi-+1+

(n=3mice/wks)

1

2

3

6

9

21

0.095±0.038

0.116±0.068

0.171±0.055

1.0±0.4

3.6±0.6

11.6±2.4

0.057±0.017

0.222±0.054

0.223±0.025

0.5±0.1

1.0±0.1

1.1±0.4

感染1,2,3週 の多包 虫組織 は化学 天秤で秤量 し、少数

点以下第三位まで表記した。

表4rEm-18抗 原 に対す る抗体 価の推移

感 染 後 の 週NOD/Shi-scid

(n=5/wks)

NOD/Shi-+/+

(n=3/wks)

1

2

3

6

9

21

0.0026±0.0018

0.0022±0.0027

0.0036±0.0038

0.0054±0.0072

0.0040±0.0040

0.0012±0.0004

0.0083±0.0015

0.0097±0.0032

0.0103±0.0031

0.1583±0.1672

0.7773±0.0119

0.8217±0.0775

波長405nm,630nmで 吸 光 度 測 定 、cutoff1直0.13

[考察]感 染1,2,3週 で のNoDlshi-scidとNoDlshi-+1+に お いて、 多包 虫重量および

形態には大きな差異を認めなか った。さらに、この間には対照群であるNODIShト+1+に

おいてさ えrEm-18抗 原 に対 する抗体は発 現 して いない。これは感染虫体の所謂、前顕

性期prepatentperiodと 宿主側 の免疫系が抗 原認 識中で抗体産生に至 っていない複合的
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な結果であると考えられた。NOD/Shi-scidで は接種した感染源に含まれていた原頭節が

NOD/Shi-+1+よ り長めに存続する傾向を認めた。

感染6週 以降ではNOD/Shi-scidの 多包虫の多房化と原頭節形成が著しく活発に進行

し、この寄生虫の持つ無性生殖的増殖態度が重症免疫不全マウス体内で典型的に現れた。

NOD/Shi-scidは 無鉤嚢虫や有鉤嚢虫の発育に加え、多包虫増殖に対しても極めて寛容で

あり、ヒトの多包虫症を研究する上で重要な感染動物モデルとなる可能性を有していた。

実験3免 疫不全NOD,Shi-scidマ ウスにおける多包虫の多房化と原頭節形成を数量的

に評価する試み

1目的】 多包虫の増殖と発育は、嚢胞が分裂や出芽により無性生殖的に増殖する多房

化と、嚢胞内の胚層より産生される原頭節(将来終宿主により取り込まれると成虫へと発

育する部分)の形成という二つの事象に集約されうる。従って、これまで行われてきた多

包虫病巣の重量測定(量的評価)だけではなく、多房化と原頭節形成の度合いを数値化(質

的評価)できれば、異なる宿主間の感受性を比較できる基準を作れるのではないかと考え

た。

【材料 ・方法】 実験2で 作成された組織標本と、その後継続 して得 られた対照群

NoDlshi-+1+の 感染15,18,21週 の組織標本各3検 体を付け加えて検討した。各マウスの

腹腔内に散在していた多包虫病巣から最大のものを選び、型のとおりホルマリン固定後、

パラフィン切片を作成してHEとPAS染 色を施した。スライドグラス上の封入切片をス

キャナー(EpsonGT-9700F)で 読みとり、画像ソフ ト(AdobePhotoshop)に 取り込んだ後、

各切片映像の外周をトレースしてpixel数 を得、それより面積を算出した。また、別途

実体顕微鏡下で切片中の全嚢胞数と原頭節を保有する嚢胞数を数えた。

【結果】 算出された切片の面積、全嚢胞数および原頭節保有嚢胞数を表5に 示した。

NoDlshi-scidで は感染3週 まで切片面積 ・全嚢胞数 ・原頭節保有嚢胞数ともに著名な変

化は見られなかったが、感染6週 よりいずれにも急激な上昇が認められた。一方、対照

群のNoDlshi。+1+で 切片面積に感染12週 より緩やかな増加が認められたが、感染21週

になっても全嚢胞数に変化は現れず、原頭節保有嚢胞数の増加が観察されたのは感染15

週以降であった。

多房化と原頭節形成の時間的推移を両系統マウスで比較するため、全嚢胞数と原頭節

保有嚢胞数を切片の面積(mm2)あ たりの比に換算し、指数化 したものが表6で ある。

NODIShi。scidの 多房化指数と原頭節形成指数は漸次上昇傾向を示 しているが、

NODIShi-+1+の 多房化指数は感染2週 以降減少の一途を辿り、原頭節形成指数には変化

が見られない結果となった。
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表5NOD/Shi-scid(n=5mice/wks)とNODIShi-+1+(n=3micelwks)お け る 多

包 虫 病 巣 切 片 の 面積 、 全 嚢 胞 数 、 原 頭 節 保 有 嚢 胞 数average±S.D.

感染後 切片面積mm2

の週seid+1+ scid

全嚢胞数
+i+

原頭節保有嚢胞数

scid+/+

1

2

3

6

9

2

5

8

1

1

1

ー

ハ∠

16±6

19±8

20±7

47±8

64±20

82±26

NT

NT

NT

11±5309±57

13±2292±102

17±6231±116

19±81190±381

18±61808±649

30±82604±678

62±23NT

76±9NT

99±51NT

127±8122±10

208±4429±20

163±5952±30

115±39128±35

69±57117±92

86±33319±159

158±7NT

161±123NT

160±46NT

2±2

5±3

3±3

1±2

1±1

4±5

22±19

14±16

50±23

abbreviationscid:NOD/Shi-scid,+/+:NOD/Shi-+/+,NT:nottested

表6NOD/Shi-scid(n=5micelwks)とNOD/Shi-+1+(n=3mice/wks)お け る 多 包 虫

の 多 房 化 と原 頭 節 形 成 の 指 数 化average±S.D.

感染後 多房化指数

(全嚢胞数ノ切 片面積mm2)

の週NODIShi-scidNODIShi-+1+

原頭節形成指数

(原頭節 保有嚢胞数1切 片面 積mm2)

NOD/Shi-scidNOD/Shi-+/+

1

2

3

6

9

2

5

8

1

1

1

i
ー

(∠

20.0±5.7

17.0±5.6

12.6±9.0

25.1±5.7

28.7±7.3

32.9±8.4

NT

NT

NT

10.8±3.2

17.4±6.3

9.6±1.1

6.3±2.5

3.7±2.1

3.0±1.2

2.8±1.0

2.0±1.3

1.7±0.4

1.5±1.0

1.8±1.0

2.6±1.1

2.8±0.7

1.8±1.0

4.0±1.4

NT

NT

NT

0.1±0.1

0.5±0.3

0.2±0.2

0.0±0.1

0.1±0.1

0.1±0.2

0.4±0.4

0.2±0.2

0.5±0.2

NT:nottested

【考察】 多房化指数では感染6週 以降NoDlshi-scidとNoD/shi-+ノ+と の間 に明瞭 な傾

向の違 いを見 た。NOD/Shi-scidで は病 巣面積の増加割合 に比べて、嚢胞数の増加割合が

極端に高いため指数が上昇し、一方、NOD/Shi-+1+で は病巣 面積が 漸次 上昇 する にもか
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かわらず、嚢胞数に変化が無いため指数は減少に終始 した。このことは、NOD/Shi-scid

での嚢胞 数の増 加つ ま り多房化が著 しいことと、逆にNOD/Shi-+ノ+に お いて は多房 化が

進 ま な い こ と に 起 因 して いる。 また、原 頭節 形成指 数で もNODIShi-sc'dの 方 が

NODIShi-+1+よ りか な り高 い数 値で推移 し、scid遺 伝 子が 多包虫の 増殖 ・発育 に決定的

な役割を果たしていることが判明 した。

多包虫の多房化と原頭節形成を指数化 して比較することは、中間宿主の感受性や感染

時期の推定、さらに薬物の効果判定等にも応用可能な手段であると考えられた。しか し、

今回の実験では宿主側の炎症性組織を数値化ができなか ったため、今後の課題 として残

った。
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