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こま し 力弍き

多包虫症(Alveolarhyda七lddisease)は 多 包条虫Echinocorcus〃 〃1〃-

Iocu/irisの 幼 虫が肝臓 などの組 織 に寄生 す ることによって引 き起 こされる

疾患で 、難治性であることか ら欧州 、シベ リア、アラスカ、北海道など北方

圏の流行地において公衆衛生上重要な問題 となっている。しか し、世界的な

分布を示 し、患者数の多い単包虫症に比べ、基礎および臨床面での研究は立

ち後れていると言 ってよい。
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研 究 成 果

1研 究 の 目的

多包虫症は日本では北海道に集中して発生する人畜共通の寄生虫疾患であ

る。我々が実施した2万 人におよぶ血清疫学調査では、抗体陽性者が畜産関

係者に集中する傾向を示し、この現象は終宿主動物であるキタキツネが畜産

廃棄物等の生ゴミに誘引され、畜産業者の生活環境を感染源の虫卵で汚染す

るためと想像された。北海道では畜産業の大規模化によって生ゴミ等が増加

し、キツネに豊富な餌資源を提供している。また、キツネは人為的な環境下

でも旺盛な繁殖力を示し、個体数と生息域を増大させつつある。現在、北海

道全域で感染キツネが発見されており、今後、患者が漸次増加することは確

実視されている。

多包虫症は虫卵の経口摂取後、主に肝臓に病巣が形成され、肺、脳、骨へ

の転移もしはしば観察される。一・部の患者においてベンズイミダゾール系薬

剤の治療試験が試みられているものの、現状では病巣の外科的切除が唯一の

治療法と言える。また、潜伏期間が長期に及ぶため、自覚症状が出現した時

点では外科的療法で完治する可能性はきわめて低い。さらに自然治癒例も存

在することが予想されるため、活動性の病巣と疲痕性の病巣を血清学的およ

び放射線学的に識別する方法が要求されている。

この様に難治性で診断が困難な多包虫症に対して、我々はモノクローナル

抗体を診断および治療に応用することを着想し、実験的にその可能性を追求

した。主要な目的は以下の通 りである。

① 細胞融合法によって多包虫に特異的なマウス型モノクローナル抗体を

多種類作成し、抗原認識に関してその特性を生化学的および細胞組織学的に

調査する。

② 患者血清が認識する抗原特性を調べ、モノクローナル抗体が認識する

抗原性と比較検討する。

③ モノクローナル抗体をリガンドとしたアフィニティークロマ トグラフ

ィーで抗原を精製し、患者血清との反応性を調べる。
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④ 患者病巣の組織標本とモノクローナル抗体を反応させ、虫体の生存部

位と死滅部位の識別方法を検討する。

⑤ 放射性同位元素で標識 したモノクローナル抗体を感染マウスへ静脈注

射し、病巣をシンチグラムで画像化する。画像化できた場合、抗体に薬剤を

結合させ、治療効果を検討する。

IIマ ウス型 モ ノクローナル抗体 の作 成

1)材 料 と方 法

a)使 用 した多包 虫株 と 、マ ウスへの抗原感作法

多包虫は、北海道厚岸町で捕獲 したエゾヤチネズ ミか ら得た北海道分離株

(Em-.AI:株)を 使用 した 。脾細 胞の供給源 と しては、Balb/cマ ウ スを使用 した 。

免疫方 法 は 、多包虫の腹腔接種による感染免疫 と、凍結融解により殺滅処理

した包虫ホモジネー ト(マ ウ ス由来)とFreund完 全 アジ ュバ ン トとの混合物

を腹 腔に接種する方法を併用 した。感染免疫では感染後3ヶ 月 、包 虫ホ モジ

ネー ト免疫 では腹腔接種後1ヶ 月 に脾 臓を摘出 し、細 胞浮遊液を調製 した。

多包虫は宿主細胞 と虫体が混在 しているため 、虫体細胞を純粋に分離する

ことは困難である。そのため 、マウス以外の動物から得た多包虫では宿主成

分が抗原 として作用して しまい、免疫源として不適だった。そこで、マウス

から得た多包虫ホモジネ._.一トでマウ スを免疫 す る方法 を採用 し、宿主成分が

免疫源となることを防いだ。

b)腫 瘍 細 胞

免 疫 グ ロブ リン 非 産 生 の骨 髄 腫 細 胞(P3×63-Ag8.653)を 親 細 胞 と した 。腫

瘍 細 胞 は 、8-azaguanin(15μg/III)と 牛 胎 児 血 清(10%)を 含 むRPM11640

で 維 持 し 、対 数 増 殖期 に 入 って い る状 態 の 細 胞 をRPM11640で2回 遠 心 洗 浄後 、

融 合 に用 い た 。
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c)細 胞 融合

マウス脾細 胞 は 、0.83%塩 化 アンモ ニウム溶液で処理 して赤血球 を溶解後 、

RPMt1640で3回 遠心洗浄 して 、細胞 を計数 した 。細胞数比10:1の 割合 で 、

脾細胞 と腫瘍 細胞 を混合 し、遠心 して上清を除いた後 、40%ポ リエチ レン

グ リコール を含むRP剛1640を 徐 々に加 えて細胞塊 をほ ぐし、37QCで7分 間

静置 した 。その後 、加温 したRPMIIG40を 徐 々に加 えて遠心洗浄 し・無血 清培

地(SFM101、 日水)に 細 胞 を浮遊 させ た 。96穴 マ イクロプ レー トに1穴 あ

た り1～2×106/協 の濃度 で細胞 を植 え込 み 、炭酸ガ スインキュベ ター

(5%CO2存 在 下)で 培養 した 。SFM101培 地 は3日 間 隔で1/2量 を交換

し、2週 問 目に抗 体 をスク リーニ ング した(Yabee七a1.1986)。

d)抗 体 の ス ク リー ニ ン グ

多 包 虫組 織 の パ ラ フ ィン切 片 を抗 原 と して 免 疫 組 織 学 的 に抗 体 を 検 出 した 。

チ ャ イニ ー ズ ハム ス ター の 腹 腔 で 発 育 させ た原 頭 節 形 成 の 見 られ る多 包 虫 を

中性 ホル マ リンで 固定 し 、 メ タ ノール 系 列 で脱 水 後 、 キ シ レン に置 換 し 、パ

ラフ ィンで 包 埋 した 。 ミ ク ロ トー ム に よ り3μmの 切 片 を作 成 し 、ス ラ イ ド

グ ラ ス上 に貼 り付 けた 。切 片 は キ シ レンで 脱 パ ラフ ィン後 、エ タ ノ ール 系 列

を通 し 、最 終 的 にPBSに 浸 した 。 こ の様 な切 片 と培 養 上 清 を 反 応 さ せ 、抗

原 部 位 と結 合 した 抗 体 をABC(,Avidin:Bio七inyla七edPeroxidaseComplex)

法 で検 出 した(Hsue七al.1981)。 発 色 基 質 は3,3'-diaminoben2idineを 使

用 した 。

e)融 合 細胞 のクローニ ング

抗体分 泌細 胞は限界稀釈法 によ りクローニングを行 った。feederce11と

して正常Balb/cマ ウスの 胸腺 細胞 を使 用 した 。選択されたクローンは大量培

養し、液体窒素中に保存 した。また、一部のクローンはプ リスタン処理 した

Balb/cマ ウスの腹腔 へ接 種 し、腹 水化抗体を得 た。

f)ウ エ ス タ ンブ ロ ッ ト法

多 包 虫 の燐 酸 緩 衝 液(IOmM,pH7.2)抽 出 液 を2%SDS.5%2-mercap七 〇e七ha-

nol存 在 下 で5分 間 煮 沸 還 元 し 、電 気 泳 動 法(SDS-PAGE、12.5%ゲ ル)で 展
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開 した 。ゲ ル 内蛋 白 を メ ン ブ レン(GVHP、 ミ リポ ア)に 電 気 的 に転 写 し 、ク

ロー ン の 培 養 上清 と反 応 さ せ た 。抗 体 はABC法 で 検 出 し 、発 色 基 質 と して

は4-chloro-1-naph七ho1を 使 用 した 。

2)結 果と考察

感染マウスより5ク ローン 、包 虫ホモジ ネー ト免疫マウスよ り18ク ロー

ンを作 成 した(表1、 図1～2)。 抗体 の反応性 を免疫組 織学 的 に観察する

と、原頭節と胚細胞層両方に反応するタイプ 、原頭節内部だけと反応するタ

イプ 、胚細胞層だけと反応するタイプに大別す ることができた。ウエスタン

ブロッ ト法では、ほとん どの抗体が複数のポ リベプチ ドと反応 した。これは

同一の抗原決定基が複数のポ リベプチ ド上 に存在するためと考 えられた。こ

れ らの抗体はいずれも免疫組織学的には原頭節 と胚細胞層両方 と反応す るタ

イプに属 した。原頭節内部 、もしくは胚細胞層 と反応するタイプの抗体はウ

エスタンブロッ ト法で明瞭なバン ドを検出することができなか った。単0の

ポ リベ プチ ドと反 応 した抗体 は 、EMO5(図7)とEMO9(図1)で 、それぞ れ

分子量50kDa、16kDaの ポ リベ プチ ドと反応 した 。

多包 虫 は胚細胞が外生出芽的に宿主の組織内へ突出 して増殖 し、非好適宿

主では原頭節形成がみ られることは稀である。そのため、画像診断や薬物の

ミサ イル両方には胚細胞層に特異的な抗体が理想的と考え られた。また、虫

体の生死判定を免疫組織学的 に判定する場合も、胚細胞層 を検出できる抗体

が利用価値が高いと推察された。

現在 、多包虫症の診断用抗原として主にヨーロッパやアラスカで使用され

ているものは 、多包虫 ・ヨーロッパ分離株 より精製された分子量54kDaのEm2

と呼は れ る蛋 白で ある(Go七ts七ein1985)。 この抗原 は種 特異 的で 、虫体含

有量 が高いと言われてい る。本研究では、この抗原に対するモ ノクローナル

抗体 を作成することを一・つの 目標とし、細胞融合実験を繰 り返 したが、作成

することは不可能だった。この原因として、我 々は北海道株を用いたため、

分離株の相違で抗原性が異な っていたことが考えられた。そこで、原点 に戻

って 、北海道分離株の抗原特性を精査することが必要 となった。
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表1作 成 した多包虫に対 するモ ノクローナル抗体

夘 一ン名 脾細 胞 グoブ1ル11。 ラフィン切 片上 での ウ1スタンプoットの
由来 クラス 抗体 結 合 部位 反応 バ ンド

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

剛

剛

剛

剛

剛

剛

剛

酬

剛

剛

剛

酬

剛

剛

酬

剛

剛

酬

剛

酬

剛

剛

剛

染

染

染

染

染

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

疫

感

感

感

感

感

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

免

門

N

岡

M

M

A

門

N

61

凹

門

N

G3

門

61

門

岡

N

門

門

q

α

G3

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9

8

9

9

8

9

9

8

8

9

9

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節内部

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

原頭節と胚細胞層

胚細胞層

胚細胞層

45kDa以 上 に 数 本 の
バ ン ド

66kDa～21kDaの 問

に 数 本 の バ ン ド
ND

ND

50kDa

反 応 バ ン ドな し

反 応 バ ン ドな し

14kDa以 上 に 数 本 の
バ ン ド

16kDa

66kDa～14kDaの 問

に 数 本 の バ ン ド

14kDa以 上 に 数 本 の
バ ン ド

66kDa～14kDaの 問
に 数 本 の バ ン ド

反 応 バ ン ドな し

14kDa以 上 に 数 本 の
バ ン ド

66kDa～14kDaの 間
に 数 本 の バ ン ド

66kDa～14kDaの 間

に 数 本 の バ ン ド

66kDa～14kDaの 間

に数 本 の バ ン ド
31kDa～21kDaの 問

に数 本 の バ ン ド
66kDa～14kDaの 問

に 数 本 の バ ン ド

66kDa～14kDaの 間
に 数 本 の バ ン ド

反 応 バ ン ドな し

反 応 バ ン ドな し

反 応 バ ン ドな し

ND:notdone
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免疫組織学的に観察 したモ ノクローナル抗体の反応部位図1
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IH北 海道分離株の抗原特性

1)材 料 と方法

a)抗 原 検出 に用 い た血清

外 科的 に病 巣が確認された多包虫症患者(北 海道在 住者)血 清 、感染マ ウ

ス(Balb/c、DBA/2)血 清 、感染 ラ ッ ト(Wister)血 清 を抗原検 出用 の抗 体 と

して用 いた 。実験動物には多包虫 ・北海道株(Em-Ak)を 感染 させ 、血清 をマ

ウスでは感染 後3ヶ 月 に 、ラ ッ トでは感染後20週 まで経時的 に採取 した。

b)抗 原材料 と解析法

抗原解 析 には前 述 したウエスタンブロッ ト法を用いた。泳動 した試料は 、

Balb/cマ ウスの腹 腔病巣 か ら得 た無原 頭節性包虫、チャイニーズハムスター

の腹腔病巣か ら得 た原頭節 、感染後3週 の犬の小腸か ら得 た成虫(成 熟片節

な し)で 、いずれ も北 海道厚 岸町 で捕獲 したエゾヤチネズ ミ由来株(Em-Ak)

で あ る。これ らの虫体 はSDS-PAGE用 緩衝液(5%2-mercaptoethanol、2%SDS)

で 、10～2.5%ホ モジネ ー ト(volume/volume)と し、5分 間煮沸 した後 、遠

心 して 、上清 を電気泳動用試料 とした。泳動ゲル内に展開 した虫体蛋白は膜

に転写後 、ヒ ト、マウス、ラッ トの感染血清 と反応させ、それぞれに特異的

なベルオキシダーゼ標識抗IgG抗 体 を用 いて 、抗 原 を検出 した 。

また 、北海道在住の患者か ら分離 した多包虫株(Em-Ko)も 比 較の ため に使

用 した 。

2)結 果と考察

北海道では様 々な地域 で動物や ヒトから多包虫が分離されている。北海道

分離株は嚢包がタラコ状 に細か く多房化 し、内部に多数の原頭節が形成 され

る。これ らの特徴はアラスカ分離株とは著 しく異なる(中 尾 、未発表)が 、

北海 道の分離 株間 で系統 差 を比較 した報告 はほとんどない。そこで 、我 々が

保有 している2株 について抗原性 を比較 した 。エゾヤチネズミ由来株(Em-Ak)

と ヒ ト由来株(Em-Ko)の 原頭節 を比較 した ところ 、両者 とも患者血清で同様

12
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r-一

の抗原が検出され 、65kDaと56kDaの 抗原蛋 白が主要なものであ った(図3)。

今後 、北 海道株の種 内変 異を多 くの分 離株 で検討 しな くてはな らないが、と

りあえず現時点では、我 々が各種実験で頻繁に用いているEm-Ak株 を代 表的

な株 と考 えること とした 。

このEm-Ak株 で 、無原頭節 性包 虫 、原頭節 、成虫の蛋白組成 をSDS-PAGEで

調べ ると、原頭節 と成 虫 は若 干の 異な るバン ドがあるものの 、似か よってい

た。無原頭節性包虫にも原頭節や成虫と共通のバン ドが存在 した(図4)。

本来 な らぱ 、同一 の条件 下で 、多包虫抗原が精製されているヨーロッパ分離

株 とも比較すべきであるが 、我 々はヨーロ ッパ株を保有 していないため、既

報告例(Gotts七ein,1985)と 参照 した 。ヨー ロ ッパ 株に は54kDaに 主要 なバ

ン ドがみ られ(図4、A)、 患者血清 抗体 を用 いたア フ ィニテ ィークロマ ト

で精製すると、この蛋白が抗原であったと報告されている(図4、B)。 し

か し、北 海道 株 には この分子 量の蛋 白は主要なバン ドとして存在せず、か り

に存在 したとしても含有量は非常に微量なもの と考え られた。

次に、8例 の北海道在住 の患者血清 を用 いて 、ウエスタンブロッ ト法によ

り、Em-Ak株 の包 虫 、原頭節 、成 虫の抗原 性 を比較 した。すべての患者血清

が65kDaと56kDaの 抗原 を認 識 した ことか ら、これ らの抗原が診断用抗原 と

して価値が高いものと考えられた。また、これ らの抗原は包虫 、原頭節 、成

虫と虫体の発育期を通 じて共通の成分であった(図5)。 日本住血 吸 虫症 、

肝蛭症 、マ ンソン孤虫症 、単包虫症の血清 を用いて、交差反応を調べたが、

これ らの血清は65kDaと56kDaの 抗原 とは反応 しなか ったので 、両抗原は種

特異性の高い抗原 と考えられた。なお、外科手術によ り摘出不可能なほどの

巨大な病巣が肝臓に形成されていた症例の血清(図5、P6)で は 、低分子

か ら高分子域 まで多様なバン ドが出現 した。

ラットを用いて 、経時的に抗体産生を観察 したところ、感染後2週 目 よ り、

65kDaの 抗原 と反応す る抗体 を検 出で きた(図6)。 しか し、ラッ トでは50

kDaの 抗原 が検出 され 、ヒ ト血清 で検 出された54kDaの 抗 原 とは著 明 に反応

しな かったため 、多包虫感染では動物種によって抗体応答が異なることが判

明 した。なお、感染が後期になると反応バ ン ドの数が増加するため、感染が

進行するに連れて宿主は様 々な抗原刺激を受けることが推測された。ラッ ト
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の様 に多包虫に対 してあまり好適な宿主でない場合、包虫周囲の炎症反応が

強 く、感染後期には包虫の一一部が死滅 し、膿瘍化することがある。多包虫が

死滅 した場合 、多様な虫体成分が抗原刺激 となることが予想されるため、反

応バン ドが増加す る現象 は、虫体が一部で死滅することを意味 しているもの

と考えられた。なお、65kDa抗 原 は感染初 期か ら後期 にか けて常に検出でき

るため、診断用抗原として利用できると考 えられた。ただし、この実験の感

染源は包虫ホモジネー トであったため、通常の虫卵による感染経過を反映 し

ていないかもしれない。

系統マウスにおいては、多包虫の発育が良好でなく、原頭節形成がほとん

どみ られないBalb/c,C57BL!6で 、低 分子 か ら高分子 領域 まで多数のバ ン ド

が出現 した(図7)。 一 方 、多包 虫の発育 が良好で 、原頭節形成もみられる

DBA/2で は 、反応バ ン ドの数 が少 な く、65kDaと56kDaの 抗原 を検 出す るこ

とがで きた 。この様に同一種の動物においても、系統差で抗体応答が異なる

ことが明かとな った。ハイブリドーマの作成源 としているBalb/cに おいて も

病巣の形 成状 態 に よって抗体産生が異なることが予想されるため 、適切な融

合細胞の クローンを得ることは非常に困難であると思われた。0部 の クロー

ンで50kDaの 抗原 と単一・に反 応す るもの(図7、EmO5)が 得 られ たが 、この

50kDa抗 原 は ヒ ト血清で は反 応性 のな い抗原であるため、EmO5を 抗原精製用

の リガ ン ドとす るには不適であると思われた。

以上の検討から、血清診断用の抗原 を精製す るためには 、北海道株が保有

する65kDaも しくは56kDa抗 原 に特異 的な モ ノクローナル抗体の作成が必要

となった。また、ヨーロッパ株で報告 されている54kDa抗 原(Em2a)は 北海

道株 には存在 せず 、多包 虫の抗原性の種内変異があるもの と思われた。ウエ

スタンブロッ ト法によって北海道株で検出できた65kDaと56kDa抗 原 は通常の

蛋 白染色 で出現す る主要な蛋 白バ ン ドと一致せず 、虫体成分 としてはきわめ

て微量なものであった 。従 って、仮にこれ らの抗原に対す るモノクローナル

抗体が作成できたとしても、微量の抗原 しか精製できないことが予想された。
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図3

多包 虫 ・北海道株の原頭節

におけ る抗原性の比較
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IVモ ノクローナル抗体 によ る病 巣の画像化

1)材 料 と方法

a)感 染 動物

多 包 虫症 では肝臓 に病 巣が形成されるため、通常 、用いられ る腹腔内感染

では 、実験動物モデル とは成 り得ない。虫卵を経口投与すれば、肝臓に病巣

が形成されるが 、この方法はバ イオハザー ド対策が完備した施設でなけれは

実施することはで きない。そ こで、門脈接種法(Nakaoe七a1.1990)を 改良

して 、肝臓 に多包 虫病巣 を持 つ実験動物を安全に作成 した。ICR系 マ ウスと

Wister系 ラ ッ トにEm-Ak株 を感染 させ 、3ヶ 月 後に実 験に用 いた 。

b)モ ノ ク ロ ー ナル 抗 体 の ア イ ソ トー プ標 識

多 包 虫 胚 細 胞 層 と特 異 的 に結 合 す るEm22抗 体(igG1)を 、ハ イブ リ ドー

マ を 接 種 したBalb/cマ ウ スの 腹 水 よ り、DEAEア フ ィゲ ル ブ ル ・一に よ り精 製 し

た(Brucketal.,1982)。 精 製 抗 体 をパ パ イ ンで消 化 し 、iadoacetoamide

で 反 応 を停 止 させ 後 、Fabフ ラ グ メ ン トをDEAEア フ ィゲ ル ブル ー に よ り精 製

した 。 こ のFabフ ラ グ メ ン トに1131を 標 識 し た(第1ラ ジ オ ア イ ソ トー プ

研 究 所 に受 注 、比 放 射 能:2.3μCi/μg)。

c)感 染 動物 への標識抗 体投与 とシンチグラム

放射性同位元素 として ヨー ドを使用 したので、甲状腺 、胃に標識抗体や遊

離 した同位元素が集積するのを防止するため、感染動物には標識抗体を投与

する3日 前 よ り0.1%ヨ ウ化 カ リウム水溶液 を 自由摂 取 させた。動物へは尾

静脈 より標識抗体を投与 した 。1匹 当 た りの投与 量は100μCi/50μg抗 体で

ある 。投与後2～3日 に動物 を麻酔 し、仰 向け に台に固定 し、シンチグラム

による病巣のイメージングを行 った。

2)結 果と考察

病巣画像化のために用いた抗体は多包虫胚細胞層のみに結合 し、他の宿主

組織とは反応しなかったことから、良好な結果が期待された。しかし、得ら

18一

一



れた結果 は、マウス、ラッ トとも感染群と対照群で肝臓に非特異的に標識抗

体が集積 し、満足できるものではなかった(図8、9)。 剖検 で確認 す ると 、

感染群 で は多包虫病巣が肝全葉に形成 されていたが、シンチグラムで強度の

放射線活性が得 られた部位は必ず しも病巣部位 とは0致 しなか った 。この原

因 と して 、多包虫の発育方法とその構造を考慮する必要があると思われた。

多包虫の多房化のメカニズムは十分 に解明されてお らず 、ヨーロッパ分離

株を用いた超微形態学的検討では、クチクラ層 をまとわない胚細胞が植物の

根のように宿主組織へ侵入 し、やがて後方の胚細胞層 にはクチクラ層が形成

されて包虫構造が完成すると言われている(Mehihornetal.1983)。 この

様な発育方法 が北 海道分 離株 でもみられるのな らば 、宿主組織へ侵入中の裸

の胚細胞層に抗体が結合することが予想される。しか し、北海道分離株感染

動物では、病巣中にクチクラ層をまとわない胚細胞層の突出構造はほとんど

観察できず、クチクラ構造のある小嚢包が外部へ突出 し、多房化を進展 させ

る組織像が観察された(中 尾 ら、未発表)。 また 、包 虫細胞 を包 むクチ クラ

層 には、胚細胞層 を宿主の炎症反応か ら防 ぐ機能と同時に、栄養分も しくは

老廃物を輪送 させる機能があるものと思われる。単包虫では包虫内部の包虫

液に宿主のアルブ ミンやグロブリンが存在することが報告 されてお り(Col一

七〇r七i&Varela-Dla21975)、 クチ クラ層 が巨大分子 を通過 させ る機能 を持

つことが想像 されている。多包虫のクチクラ構造も同様の機能を持つことが

予想されたが、同位元素標識抗体 を十分量包虫内へ侵入させることはで きな

かった。今後 、詳細な検討が必要であるが、北海道分離株 には胚細胞層の裸

の突出部はあまり存在せず、クチクラ層が抗体侵入の障壁 とな ることが考え

られるため、胚細胞層特異的モノクローナル抗体を病巣のイメージングのた

めに使用することはあま り適切でないと思われた。病巣イメージングのため

には、胚細胞層に特異的な抗体よりも、包虫の外部へ漏出 してい くような分

泌(ES)抗 原に対す る抗体 の方 が適 して いるのかもしれない。また、クチ

クラ層に対する抗体も考えられるが、この部分に対する抗体は細胞融合実験

を何回繰 り返 しても作成できなか ったことか ら、クチクラ層はきわめて抗原

性が低いか、もしくは抗原性の無 いことが推察され、クチクラ層に対す る抗

体の利用は現実的でないと思われた。
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T一

Vモ ノクローナル抗体を用いた虫体の生死判定法

1)材 料 と方法

a)ヒ ト多包虫病巣

ヒト多包虫症病巣において虫体の生存部位と死滅部位を識別することは、

薬剤による治療効果もしくは自然治癒を検討する上で重要であるため、モノ

クローナル抗体を虫体の生死判定に利用する方法を検討した。

北海道在住の29歳女性より外科的に摘出された新鮮な多包虫病巣を実験に

用いた。病巣は肝右葉で、内部はほとんどが黄白色の病巣で占められており、

中心部は液化していた(図10)。

b)実 験動物 への移 植

直接的 に虫体の生死を判定 するための方法 として、病巣を多包虫に好適な

実験動物 に移植 し、その後の虫体の発育を観察する方法がある。今回の実験

ではこの方法を検討するとともに、病巣のどの様な部位が虫体の生存部位で

あるのかも確認 した。

肝臓内部の病巣(図11)、 及び表 層部 に露 出 して いる病巣(図12)を

移植材料 と した 。移植の ため の病巣は約5mm角 に細切 し、滅菌PBSで 洗浄

後 、ネンブ タール麻酔下 のチ ャイニーズハムスターの腹腔内へ外科的に移植

した。移植後の動物は1～5ヶ 月後 に剖検 し、多包 虫の発育 を観察 した。

また、病巣内部のホモジネー トも作製 し、チャイニーズハムスターの腹腔

に接種 した。

c)免 疫組織学 的検討

動物 に移植 した病巣の0部 は 、中性 ホル マ リンで固定 し、常法によりパラ

フィン包埋 し、切片を作成 した。脱パ ラフィン後、ビオチン標識胚細胞層特

異的Em22抗 体 を反応 させた 。抗体結 合部 位 はベルオキシダーゼ標識ス トレ

プ トアビジンで検出した。発色基質は3,3'-diaminobenzidineを 使用 した 。

また 、通 常のHE、PAS、 マッソン トリクローム染 色 も併用 し、炎症 と繊

維化の度合についても観察 した。
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2)結 果と考察

多包虫の生死を判定す る場合 、なるべ く早 く結果が得 られることが望 まし

い。動物への移植実験では 、1ヶ 月後 に判定が可能 で あった 。1ヶ 月経 過 し

た移 植病巣 で虫体 が生存 していると判定されたものでは、移植病巣は異物反

応によりカプセル状に包み込 まれていたが、そ こから抜け出す ように透明な

包虫が出芽 していた(図13、 矢 印)。 この出芽部位 には既 に未熟 な繁殖胞

が形成されていたため、移植された病巣部位の包虫は生存 していたと判定 し

た。移植後2ヶ 月 を過 ぎ ると 、包 虫 は増大 して内部に原頭節が形成 され るた

め、生存は容易に確認できた。移植病巣か ら包虫が出芽 しなか ったものでは、

腹腔内に移植病巣の疲痕組織がみ られ 、虫体が死滅 していたと判定 した。

移植実験の結果を病巣の部位別 にまとめ ると、肝表層部を移植 した動物で

は全例に包虫の発育が認め られたが 、内部病巣 を移植 したものでは全 く包虫

が発育 しなかった(表2)。 この結果か ら、肝 表層部で は包 虫が生存してい

たが、内部は既に死滅 していたと推測 した。

組織学的所見では、肝表層部は包虫周囲の炎症が活発だったが(図14)、

病巣内部 は炎 症が終息 し、強度 の繊維化が認め られた(図15)。 胚細胞特

異的 モ ノクロ ーナル抗体 を用いて免疫組織学的に染色すると、対照のチ ャイ

ニーズハムスターで発育 した包虫では、胚細胞層のみが染色され 、クチクラ

層 、原頭節 、繁殖胞は染色されなかった(図16、 矢 印)。 一 方 、ヒ トの病

巣で は 、肝表層部の包虫で貧弱な胚細胞層が染色された(図17、 矢印)が 、

病巣 内部 の包 虫で はほ とん ど胚細胞層が染色されなか った。

ヒ トは多包虫に対 して好適な宿主ではないため 、ヒ トに寄生 した多包虫組

織は発育不全状態 となっている。そのため病巣 を肉眼的に観察 しても、虫体

の生死を判別することは容易ではない。今回の結果か ら、動物への移植実験

によって比較的簡単に多包虫の生死を判別できることが分かった。この方法

は今後 、薬剤の治療効果の判定に応用できるものと思われる。例えば、腹腔

鏡によって肝の生検組織が得 られれば 、これを動物へ移植 し、虫体の生死を

判定 することが可能である。また、術前の患者にしばらくの問 、薬剤を投与

し、術後の切除肝 を動物 に移植 して薬剤の効果を確認することも可能である。
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しかし、動物への移植実験は実施できないこともあるので、病理組織によっ

て虫体の生死が判定できれば理想的である。今回の結果は、病理組織による

虫体の生死判定に関して非常に示唆に富むものであった。移植実験により虫

体の生存が確認できた部位では包虫周囲の炎症反応が強 く、これは虫体が抗

原物質を放出しているためと考えられた。また、虫体が死滅していたと判定

された部位では炎症は終息し、繊維化が著しかった。このように炎症の度合

を考慮すれば、ある程度、組織標本のみで虫体の生死を判定することが可能

であった。また、虫体が生存していた病巣部位ではモノクローナル抗体で免

疫組織学的に胚細胞層を確認できたので、これも虫体の生死判定に関して有

望な方法になると考えられた。

今回の移植実験では、ヒト病巣でマクロ的に多包虫の生存部位を知ること

ができたことも大きな成果であった。巨大な肝病巣は中心部が液化しており、

液化部位は虫体が死滅していると容易に想像できるが、その周囲の硬いスポ

ンジ様の部位は虫体が生存していると考えられていた。そのため、液化した

空洞部位を低濃度のアルコールやホルマリンで洗浄して虫体を殺滅する治療

法も実施されたことがあった。しかし、今回の観察から、ヒトの巨大病巣は

そのほとんどが虫体の死骸であるということが分かり、かつて行われた治療

法は虫体の殺滅に関する限りあまり意味の無いことと思われた。多包虫は外

性出芽的に組織へ浸潤する性質があり、特にヒトでは中心部位はやがて死滅

して、虫体のクチクラ層と宿主の結合織から成る癩痕組織を残すのであろう。

換言すれば、進行したヒト多包虫症とは後遺症とも言えるだろう。この様な

病態像を示す多包虫症を薬剤治療の対象とした場合、仮に虫体を殺滅する特

効薬が出現したとしても、病巣が巨大な患者を内科的に完治させることは不

可能で、外科的に切除することが唯一の治療法となるだろう。
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表2チ ャイニーズ ハム スター腹腔 内への ヒト多包虫病巣移植実験

移植病巣 動物数 陽性数(%)

表 層 と 深 部(図11)

No.1(表 層)

No.2

No.3

No.4(深 部)

No.5(深 部)

表 層(図12)

No.1^-6

内 部 ホ モ ジ ネ ー ト*

1

2

2

2

1

6

5

1

0

0

0

0

6

0

(100}

<o)

<o}

Co)

<o)

(100)

(0)

*図11のNo.2～3に 相 当す る領域 の病巣を滅菌PBS中

で ワー リングブ レンダー によ り細切 し、動物の腹腔へ

接種 した。
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W総 括と反省

エ キノコックス属条虫に対するモ ノクローナル抗体の作製については、主

に諸外国の研究者 により単包虫で研究されてお り、血清診断のための抗原の

精製(Craigeta1.1981)、 またはテ ニア科条虫卵 の同定(Craige七al.

1986,1988)な どに利用 されて い るが 、放 射線学的な診断や薬剤によるミサ

イル療法については全 く応用 されていない。多包虫に関しては 、伊藤(1989)

に よ り5種 類 のモ ノクローナル抗体 が作製 されているが、その応用面に関し

ては全 く検討 されていない。血清診断用の抗原精製に関しては既にEm2に 対

す るモ ノクローナル抗体 が作 製 され、簡単なアフィニティークロマ トグラフ

ィーで抗原が精製できるようになったという(Got七stein,私 信)。 しか し、

北半 球各地 に分布 す る多包条虫には種内変異による抗原変異が考えられるた

め、北海道の分離株独 自の抗原を得る必要があるだろう。本研究では結局 、

様 々な分野に応用可能なモノクローナル抗体を作製することはできなかった

が 、今後引続 き、理想的な抗体が得 られるように努力 して行 きたい。

現在 、多包虫症の診断用抗原は、遺伝子操作 によるリコンビナン ト抗原の

作製に研究が方向転換 し(Vogeleta1.1988;Mullere七al.1989)、 さ

らに イヌ科動物 に対す る経 ロ ワクチンを目的として、サルモネラ菌に組み込

んだ多包虫 リコンビナン ト抗原の作製も試み られている(Go七tsteinetal.

1990)。 我 々は診 断用の リコ ンビナン ト抗原の作製には賛同できるが、経ロ

ワクチンの開発はあまり意味のあることとは思えない。その理由は、仮に経

ロワクチンができたとしても野生動物のキツネにワクチンを与えることはほ

とんど不可能だか らである。また、多包虫症の予防対策は、野生動物管理に

よってキツネの個体数を人為的に調節すること、生ゴ ミの適切な処理によっ

てキツネを人家付近に近寄らせないこと等で実行可能 だと考えるか らである。

本研究 において 、多包虫 ・北海道株 には診断用に適 した抗原が微量 しか含

まれないことが判明 した。将来 、これ ら抗原に対するモノクローナル抗体が

作製できたとしても、抗原精製には応用せず、リコンビナン ト抗原を作製す

る際に、形質発現ベクターのスク リーニング用ブローブとして利用するのが

賢明だろう。
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Alveolar hydatidosis caused by the larval stage of Echi-
nococcus multilocularis is a refractory zoonosis in the 
Northern Hemisphere including Japan. For the serologi-
cal diagnosis in humans, the crude antigens are mostly 
used in several assays. Presented work deals with the 

production of monoclonal antibody to larval E. multilo-
culeris for characterization and standardization of the 
antigens. 
The spleen cells from infected BALB/c mouse were fused 
with myeloma cells (P3X63-Ag8.653) by PEG, and hybrid 
cells were grown in serum free medium (1). ABC (Avidin-
Biotin-Peroxidase Complex) method using paraffin section 
of alveolar hydatid was chosen as a screening assay. 
Two types of antibody reacted with the brood capsule and 

protoscolex were identified (Figs 1 & 2), and these 
cells were cloned by limiting dilution. Biochemical and 
immunological properties of the antigens purified by 
using monoclonal antibody will be discussed. 
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