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は し が き

エキノコックス症(多 包 虫症 、単包 虫症)な らび に嚢虫症 は最 も重 篤 で難 治

性 の寄生虫病であ り、近年世界規模でその流行、環境汚染が深刻化 してきてい

る。 殖 「 呂 に 鈍 。 エ コ ・・'に

す る免 疫 診 断 、 疫 学 研 究1は 「エキ ノコ ックス症 、嚢虫症 の血清学的鑑別診

断法に関する研究」国際学術(共 同研 究)、 研 究代表者 、伊藤 亮 、平 成6年

度(単 年度 、490万 円)、 「難 治性 寄生 虫病(エ キ ノコ ックス症 、嚢 虫症)

の分子 ・免疫 生物 学的研究 」国 際学術(共 同研究)、 研究 代表者 、伊藤 亮、

平成7年 度 ～8年 度(2年 度 、890万 円)、 計3年 間の基礎研究 成果 に基づ

き、 こ 、のロ ミi-一し い'の'・ の ロ 診 につ い

一 。文部省に提出した交付申請
書、調査研究の目的(ほ ぼ原文)を 以下 に抜粋す る。

本研究 では東南アジアを主な調査対象 として、

1)申 請者 の グルー プが ほぼ完成 させ ている免疫診断法の疫学調査への応用 と

その評価(中 国、イ ン ドネ シア、ネパール 、メキシコ)

2)上 記 の3種 の寄 生虫病 につ いてそれ ぞれ の寄生虫ミ トコン ドリアDNA遺 伝

子 をマー カー とす る遺伝子 診断法の確立、

3)遺 伝子 組換 え抗原 作製 によ る免疫診断法の国際的標準化の試み、

4)世 界各国か らの研 究、調査 への協 力要請(WHO,PAHO,FAOそ の他)に つ

いて 、国際貢献 の立場か らの今後 の対応法の模索、

以上を通 して、今後の国際共同研究の展開を検討する。

本報告書ではこれまで計5年 間の国際学術(共 同研究)研 究成果をまとめる

意味から平成9、10年 度に発表 した原著論文32編 の内、既に印刷されてい

る論文25編 と関連原著論文20編 を参考資料として集録 し、校正刷 りが届い

ていない論文6編 をはじめ国際会議招待講演報告書その他の報告書、出版物、

国内学会での口頭発表については紙面の制約からすべて割愛 した。
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【研究成果 の概要】

アジアにおける難治性寄生虫病(エ キノコックス症等)

に関する免疫診断、疫学研究

本研究は 「エキノコックス症、嚢虫症 に関する免疫 ・分子診断、疫学研究へ

の展開研究」であ り、下記の3項 目を主な 目的 とす る研究 で ある。

1)血 清学的に鑑別が困難であるとされてきていた近縁条虫感染症(多 包虫症、

単包虫症、嚢虫症)に ついて信頼できる鑑別血清診断法の開発

3)流 行地域、特にアジアでの疫学調査へのこれらの診断法の導入と展開

1.血 清学的診断法の開発

(1)多 包虫症鑑別血清診断法の開発

多包虫症患者が非常 に強 く認識 し、診断抗原として有用 と期待 された多包 虫

原頭節か ら抽出された分子量約18kDaのEm18抗 原(ltoetal.1993a.Trans.

Roy.Soc.Trop.Med.Hyg.87,170-172;Itoetal.1993b.Am.J.Trop.Med.

Hyg.49,208-213)に ついて、 国際的な客観 的評価 を受 けることを目的 とす る

WHOEchinococcosisInformalWorkingGroupmembers達 との共同研究 を

展 開 した。多包 虫症 のみの流行地(ア ラスカ 、北海道)、 単包虫症 のみ の流 行

地(オ ー ス トラ リア、 ヨル ダ ン)、 多包 虫症 と単包虫症 との重複流行地(中 国、

ネパール 、 トル コ、 スイス 、ポーラン ドなど)で エキ ノコ ックス症 の研 究 を推

進 してきている各国の共同研究者達によって準備された多数の血清サ ンプル を

用い、これ らのサ ンプルの内、どれどれが多包虫症サ ンプルであるかをEm18

に対す る抗体応答 の有 無(旭 川方 式)に 基 づ いて判定 した。

そ の結 果 、 多包 虫症 と確 定 され た患者血 清 につ いてはほぼ全 例 にお いて

Em18に 対 す る抗体 応答が確 認 され た。 さらに米国(CDC)、 中国(重 慶医科

大学)、 ポー ラ ン ド(KarolMarcinkowski大 学)に お いて単包 虫症 と診 断 され

た症例 の中か ら幾つかのEm18に 対す る抗体応答 陽性 サ ンプル が見つか り、旭

川方式の血清診断基準 によれば多包虫症 と考 えざるを得な いと判断 し、各国の

研究責任者に再確認 を依頼 した。その結果、これ らの症例 は実際単包虫症では

なく多包虫症であった ことが各国の共同研究者 による再検 査の結果、確認され

た(ltoeta乙1999.Am.J.Trop.Med.Hyg.60,inpress;ltoeta乙1998 .
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ParasitologyInternational47,95-99;Itoetal.1995.Am .J.Trop.Med.

Hyg.52,41-44;Itoetal.1993.Am.J.Trop.Med.Hyg.49 ,208-213)0

(2)単 包虫症鑑別血清診断法の開発

エキノコックス症の流行地域 において超音波画像解析そ の他の検査成績 に基

づきエキノコックス症(単 包 虫症 、多 包 虫症 か を問わ ない〉が疑われる症例 に

ついてはEm18に 対す る抗体応答 がな い場合 には全て単包虫症 とみなす旭 川

方式で十分対応できることが判明した。 しか し、このような基礎成績 に基づ か

ずに血清診断だけでエキノコックス症の鑑別診断を試みる場合 には、Em18抗

原 に対す る多包 虫症 に特有 のEm18に 対 す る抗体応答 と、エ キ ノコ ックス症に

特有の抗体応答の検 出法、できれば単包虫症に特有の抗体 応答の検 出法 を併用

することが重要 と考 えられ、この問題についても検討を加 えた。

単包虫症に特有の診断抗原 と最初 に報告 され、その後の研究から多包虫症 、

嚢虫症において も交差反応が認められ、鑑別診断抗原 としてあま り有用ではな

いとみなされてきていた単包虫、包虫液抗原(AntigenB)の 部分精製 を試み た

結果 、部分精 製AntigenBsubunit(8kDa)が エキ ノコ ックス症血清 によ って

特異 的に認識 される こと、嚢虫症その他の疾患では全 く認識 されないことが判

明した(ltoe`証1999.Am.J.Trop.Med.Hyg.60,inpress;Kimuraetal.

1999.J.TravelMed.G,inpress;Itoetal.1998 .Am.J.Trop.Med.Hyg.58,

790-792;伊 藤 、中尾1999.病 原 微生物 情報20,inpress)。

現在、 これ らの抗 原 を併用す る ことによって、単包虫症 な らびに多包虫症 を

その他の感染症、特に嚢虫症か ら鑑別できる診断法 を確立できたと考えている。

(3)嚢 虫症鑑別血清診断法の開発

グローバルな問題 としてはエキノコックス症以上に全世 界的な流行、環境 汚

染が深刻化 してきて いる寄生虫症 として嚢虫症がある。アメリカ合衆国内だけ

でも、最近毎年、少な くとも1000人 以上 の患者 が認 定 され てお り、今後嚢

虫症が流行す る危険性が最 も高い国が 日本であると指摘 されている。上記の多

包虫症、単包虫症についての鑑別診断抗原の研究過程にお いて、鑑別を要す る

寄生虫疾患 として嚢 虫症血清を多数扱 うことができた。その過程で嚢虫抗原 に

ついての研究展開が必然的に派生した。

これまでの研究報告(Tsangetal.1989.J.Inf.Dis.159,50-59)を 参考 に

しなが ら、嚢 虫な らび に嚢 虫液を抗原材料 とする比較解析 を試み、等電点電気

泳動による部分精製 を試みた結果、嚢虫症特異抗原 として これ まで報告 されて

きている糖蛋 白抗原(glycoproteins)集 団(GPs)をsinglestepに よ って精

製 できる こと、 この精製 抗原GPsを 用 いて 、国際的 に評価 されて きているイム

ノブロッ ト法による鑑別診断抗原群に対する抗体応答の証 明のみな らず、 これ
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ま で 爽 雑 物 の 混 入 に よ り応 用 不 可 能 と み な さ れ て い たELISA法 へ の 適 用 も 可

能 で あ る こ と が 判 明 し た(ltoetal.1998.Am.J.Trop.Med.Hyg.59,291-

294;Ohsakietal.1999.InternalMed.38,inpress;Itoetal.1999.

ParasitologyInternational48,inpress;Wandraetal.1999.Trans.Roy.

Soc.Trop.Med.Hyg.93,accepted)o

な お 、 こ の 精 製 抗 原 を 用 い る こ と に よ っ て 、 嚢 虫 感 染 が 引 き 起 こ さ れ る 人 の

み な らず 、 疫 学 上 最 も 重 要 な ブ タ に お い て も 抗 体 応 答 を 容 易 に 検 出 で き る こ と

が 判 明 しつ つ あ る(ltoetal.1999.J.Helminthol.73,accepted)。

以上の成績から、多包虫症、単包虫症、嚢虫症それぞれについての血清学的

診断法が基本的には確立できたと考えている。現在、これ ら3疾 患についての

血清学的診断が可能な研究室は世界で旭川医科大学だけかもしれない。ちなみ

に、これまで嚢虫症についての血清診断法の研究で国際的に評価されているア

メリカ国立疾病情報センター(CDC)に おいても多包虫症についての血清診断は

不可能である。

2.遺 伝 子診断法の研究

(1)単 包虫症における遺伝子診断の意義

世界的分布を示 し、なおかつ寄生虫の多型が知 られている単包虫については、

患者から摘出された病巣を用 いて、遺伝子解析を試みることは、患者の生活 圏

における危険因子が いかなる動物によって媒介されているのかを推定する意 味

か ら重要であると考 えている。 この点か ら、ネパール人の単包虫症例 を国内で

経験 し、画像診断、血清診断、遺伝子 診断を全て試み、ネパールでの現地情報

との比較解析 を加えることができた(ltoetal.1998.Am.J.Trop.Med.Hyg.

58,790-792)。 同様 の遺伝子解 析 の必 要性が今後増えて くるのではないかと予

測 している。

(2)多 包虫症における遺伝子診断の意義

1)の 単包虫症 にお ける遺伝子 診 断法の導入の意義付けと類似の問題 として、

旭川医科大学では北海道に分布 してい る多包虫の起源 につ いての興味から、 こ

れまでmitochondrialDNAの 内の一 部の遺伝子 、た とえ ばCO-1遺 伝子 な ど

の解析 に とどま らず 、mitochondrialDNA全 遺 伝子配列 の解読 に挑 戦 してきて

いる。その結果、吸虫類と条虫類 を含 む、いわゆる扁形動物門において恐 らく

世界で最初に全遺伝子配列 を解読 し、その応用 として、扁形動物門における各

種寄生虫の分子進化 、分子系統樹の研究への新 しい切 り込みが可能になって い
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る(NakaoαaLinpreparations)。 これ まで 岡本宗 裕 によって集積 されてきて

いる基礎成績に中尾稔の新 しい解析手段 とその成果 を加えることによ り、扁形

動物門の寄生虫各種 についての遺伝子解析が今後飛躍的に進むと期待 される。

(3)嚢 虫症、テニア症における遺伝子診断の意義

嚢虫についての遺 伝子診断の意義付 けは本症が全世界的 に分布 していること

か ら、世界的分布の起源についての興 味の対象であ り、アメリカ大陸、アジア

大陸、アフリカ大陸、ヨー ロッパ大陸 で遺伝子多型がみ られると期待される こ

と(Okamoto&Ito1998.InternationalSymposiumonEnvironmental

AdaptationofEchinococcus)、 また、臨床 の現 場で外科 的摘 出を受けた嚢虫と

患者の生活圏で発見 される感染ブタか ら摘出される嚢虫とが同一であるかど う

かについての遺伝子か らの解析が可能になることである。

成虫の寄生によるテニア症では、有鉤条虫、無鉤条虫それに近年東南アジア

を中心に分布 しているいわゆるAsianTaeniaそ れぞれ につ いての種 の鑑 別手

段 と して遺伝子解析 が今後役立つと期待され る。 これはテニア症の患者にお け

る感染虫体種の同定 のみな らず、嚢虫症の流行地域におけ る有鉤条虫の保虫者

の発見 にとっても、有用な新 しい検査手段になるか も知れない。

以上の興味か らも、中尾稔を中心 としたmitochondrialDNAの 全 配列 の解読

成果は今後大 いに役 立つと期待 される。

3.複 合免疫不全マウスにおけるテニア科条虫嚢虫の

実験的発育

本研究は嚢虫症の血清診断、遺伝子診断の研究過程で偶然入手 した新鮮な虫

卵を用いた試みか ら派生した。 これまでウシ(無 鉤 条虫)、 ブ タ(有 鉤条 虫 な

らび にAsianTaenia)を 実験 的 中 間宿 主 と して用 い る以外 には自然感染家畜

動物か ら嚢虫を回収するしか術がなか ったわけであるが、 ウシ、ブタの代用 と

して複合免疫不全マウスを用 いることが可能な ことが判明 した(ltoetal.1997.

Parasitology114,85-88;Itoetal.1997.Int.J.Parasitol.27,631-633;Ito&

Ito1999.Parasitol.Today15,64-67)o

この研 究成果 は今 後 世界各地 で入手 される虫卵を用いる実験的感染研究のみ

ならず、宿主動物の種差 を考慮す ることな く各種嚢虫の抗原性の比較解析、発

生分化過程の解析、宿主特異性の解析、遺伝子解析等などに大いに役立つ と期

待 される。
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4.エ キ ノコックス症、嚢虫症 の流行地域での疫学研究

(1)エ キノコックス症(多 包虫症、単包虫症の重複流行地域にて)

エキノコックス症 についての血清学 的診断法は中国四川省、青海省にまたが

る、チベ ット高地に生活 しているチベ ッ ト民族を対象とした疫学研究に適用 さ

れてきている。血清診断法として旭川方式のみならず、そ の他の幾つかの方 法

が同時に比較研究の対象 となったが、旭川方式が最 も信頼性が高いという成績

が中国人研究グルー一プによって得 られてお り、現在、疫学成績(Schantzetal.in

preparation)と 、血 清診 断法 の比較検討(Qiuetal.inpreparation,Itoetal.

inpreparation)に つ いて の論 文が準備 されて いる段階である。Em18を 診 断抗

原 とす る旭 川方式 が流行地 で十分機能す ることが証明された と判断している。

(2)嚢 虫症の流行地域での血清疫学調査

嚢虫症血清診 断法につ いて現在共同研究を進 めている外国の研究グループを

国別に リス トアップすると、イン ドネ シア、パプアニュー ギニア(オ ー ス トラ

リア)、 中国 、メキ シコ、エク ア ドル 、南アフリカがあげ られ る。嚢虫症につ

いての旭川方式の血 清学的診断法を現在積極的に疫学調査研究に展開させて い

る対象国はイン ドネシアである(Wandraetal.1999.Tras.Roy.Soc.Trop.

Med.Hyg.accepted;Simanjuntaketal.1997.Parasitol.Today13,321-

323)。 そ の他 の国 々か らは血清サ ンプルに対する抗体 の証明までの研究である。

平成11年2月 現 在 、上記 の国々以 外、イ ン ド、ネパー ル、タンザニア、モ

ザ ンビーク、ペルー 、デンマーク、イギ リス、ベルギ0か ら協 力 を要請 され て

い る。 この研究につ いては紙面の都合 上、 これ以上言及 しないこととし、来年

度以降の報告書において詳細を述べることとする。

5.今 後 の展 望

平成11年 度 か らの新 規 の国 際学術研 究(共 同研究)「 アジアにお ける難治

性寄 生虫病(エ キ ノコ ックス症等)に 関す る免疫 ・分子疫学研究 」では(1)Em18、

AntigenBsubunit、Glycoproteinsそ れぞれ を遺伝子 組 み換え によって作製

し、国際的標準化 に貢献 したいと考えている。(2)遺 伝子解析 によ り、エキ ノコ

ックス属 各種、テニア属各種 についての分子進化の問題のみな らず、遺伝子診

断法の開発が可能になると考えている。(3)さ らに、これ らの研究成 果 を流行地

での疫学調査、対策事業に応用 し、特に発展途上国における将来的対策への指

針 を作成 し、国際協力を推進 していきたいと考 えている。
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