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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
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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

Em-Ak:エ ゾヤチネズ ミ

由来株

Em-Ko:ヒ ト由来株

P6,P3,P7:患 者血清

矢印:患 者血清で必ず

観察 され るバ ン ド

(65kDaと56kDa)

図4

多 包 虫 ・北 海 道株

(Em-Ak)と ヨー

ロ ッパ 株 の 比較

Cyst:包 虫

Proto.:原 頭 節

Adult:成 虫

ヨー ロ ッパ 株 は

Gottstein(1985)

の結 果 を転 載 した 。
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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
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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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1正 常 ラ ッ ト2～3:感 染 ラ ッ ト

図9ラ ッ トの シ ン チ グ ラ フ ィー
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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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         PRODUCTION OF MOUSE MONOCLONAL ANTIBODY TO 
         LARVAL ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS 
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Dept. Parasitology, Asahikawa Medical College, Japan. 

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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