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問題となっている線虫である．しかしながら，本虫の免

疫学的研究はほとんどなされておらず，わずかにBecht

(1960)が，正常感染子虫の接種によって得た免疫血清と

子虫との反応を報告しているにすぎない．

以上の観点から，著者は本症の免疫学的基礎研究の一

環として，実験動物にモルモットを用い，Ｘ線照射減弱

生子虫ワクチンの免疫賦与効果を調べ，興味ある結果を

得たので報告する．

緒目
、

近時，寄生虫病予防の目的で，生ワクチンの効果が検

討され，既にある種の寄生虫病では実用化の段階に達す

るに至っている．すなわち，Jarrettc/α/､（1957,1958,

1959a,1960）がDjcjyocα"/"ｓｕｊＤｊＰｎγ"ｓにおいて，Ｘ線

照射減弱生子虫ワクチンによる免疫賦与に成功して以来，

同氏ら（l959b）はHtzcmo"c/z"scwzlloｸﾞﾉ"s,Ｄｏｗｃ／αﾉ．

(1959,1961）はＵ"ｃｉ"αγｊａｓｊｅ"CCCP〃/α，Ｇｏｒｄｏｎｃｔ

α/､（1960）はＴγｊｃ力Csか0"gy/"SCO/"6γj/10γ〃s,Zaiman

c／α/・（1961）はＴγｊｃ"/"cﾉﾉａｓ〃αﾉﾉs，Sokoli,ｃｃ／α/、

(1961）はＤ/ctyocα"/"ｓｶﾉαγ/α，Varga（1964）は

ASCαγＭｉａｇｚｚﾉﾉﾉ．Miller（1964）はＡ"cy/Cs/ｏｗａｃα‐

"z"""zにおいて，それぞれ同様の方法によるワクチンの

効果を認め，またこれらについて多くの研究者により追

試が行なわれた．

Ｘ線照射が寄生虫の発育に有害な影響を与えることは，

古くTyzzer＆Honeij（1916）がＴγ/c/mzcﾉﾉａｓＰｊγα/ｉｓ

について報告しており，その後Levin＆Evans（1942)，

Ｇｏｕｌｄｃ／α/、（1955）は，Ｘ線照射を行った同虫の感染

子虫をラットに感染させると，成虫にはなるが子虫を産

まず，これらのラットに本虫を再感染させることによっ

てある程度の免疫の発達が証明されたと報告した．以上

の他にも，多くの寄生虫において種女の免疫学的研究が

なされており，今日の発展が導かれたものといえよう．

現在，線虫において強力な防禦免疫を与え得る抗原と

して，最も有力視されているものは，第４期子虫または

その代謝産物である．またSoulsby（1961）は，線虫症

に適当と思われる免疫法を次のようにまとめている．す

なわち，（１）一定数の正常感染子虫の接種，（２）近縁

種の感染，（３）弱毒株の感染，（４）純培養炉液の接

種，（５）人工的減弱感染一子虫の接種などである．

Ｍｂ/ａｓ〃o"gy/"s(Ｗｊは，わが国はもちろん，世界各

地の豚に広く浸瀧して大きな被害を与え，畜産上重大な

材料と方法

1．予備実験

本実験に先立ち，ワクチン調製に用いるに適当な概

略のＸ線照射量を知る目的で，感染子虫に２×104（Ｉ

群)，４×104（Ⅱ群)，６×104（Ⅲ群)，８×l04r（Ⅳ群）の

４段階のＸ線照射を行ない，その他に対照群として正常

感染子虫接種群（Ｖ群）を設けた．各群３頭のモルモッ

トを用い，それぞれの子虫の感染力を，接種後３０日目

の検出虫体数によって調べた．

実験動物と飼育：実験開始１週間前，250～3509のハ

ートレー系雄モルモットを１頭ずつケージに入れ，健康

状態を観察した．飼料は全期間を通じてオリエンタル酵

母ＫＫ製ＲＣ－５を用い，最初は１日１回３５９を与

え，体重の増加とともに５５９まで増量し，また給水は

毎日行なった．なお室温は２５～35°Ｃであった．

感染子虫：自然感染豚より採集した本虫の成熟雌虫を

磨砕して含子虫卵を採取し，これを２４°Ｃの孵卵器内で

人工的に飼育したシマミミズＥ/Sc"/α九C/ｊｄｚに感染

させて，２０日後に感染子虫を得た．すなわち，ミミズの

環帯後端で切断し，その頭側を磨砕し，ｐＨ1.0に調整

した適量の１％塩酸ペプシン液を加え，３８°Ｃで約１時

間振鎧消化後，４０メッシュの金網で炉過，その炉液を

１，０００rpmで５分間遠沈し，さらに生食水を加え，同様

にして２回洗浄，その沈漉に適量の生食水を加えて感染

子虫浮淋液を調製した．

の

（６２）



517

Ｘ線照射：子虫浮漉液調製後，直ちにＸ線照射を行な

った．すなわち，試料を直径９ｃｍのシャーレに深さ０．５

ｃｍまで入れ，以下の条件下で連続照射，所定量に達す

るごとに２分間休憩し，その間に撹伴後，必要量を取り

出した．

照射条件：200ＫVp，深部治療用レントゲン，電流２０

ｍＡ，フイノレター0.5ｍｍＣｕ＋0.5ｍｍＡｌ，照射距離

19.8ｃｍ，線量率490r/ｍin，回転台を使用した．

子虫接種：モルモットは接種前後２４時間ずつ計48時

間絶食させた．Ｘ線照射後４°Ｃに保存し，２０時間後再

び徐友に室温にもどした子虫浮滋液から，１頭あて

1,000隻を経口的に接種した．なお，対照に用いた正常

感染子虫も，Ｘ線照射を除いて，全く同一条件下に置い

た．

虫体の検出法：気管・気管支および肺を摘出後，気管

より生食水を数回加圧注入し，内部をよく洗浄，得た液

をビーカーに保存した．その後１％塩酸ペプシン液を力Ⅱ

圧注入し，そのまま約１時間，３８°Ｃで振巌消化，遠沈

後，その沈濟と先ぎの洗浄液を実体顕微鏡下で詳細に観

察して虫体の検索を行なった．

２．本実験

本実験の概要はＴａｂｌｅ２の通りである．すなわち，

Ａ群はワクチン調製に用いた正常感染子虫接種群で５

頭，Ｂ，Ｃ，Ｄ群はそれぞれＸ線３×１０４，４×１０４，

５×104ｒ照射子虫ワクチン接種群で各７頭，Ｅ群は非免

験・攻撃対照群で５頭，Ｆ群は無処置対照群で７頭のモ

ルモットを使用した．免疫接種後２５日目に，Ａ群１頭，

B，Ｃ，Ｄ群各２頭ずつを剖検し，肺の肉眼的病変，気

管・気管支および肺内の虫体数を調べた．同日，Ｆ群を

除く残りすべてに，正常感染子虫による攻撃を行ない，

20日後すべてのモルモットを剖検し，肺の肉眼的病変，

気管・気管支および肺内の虫体数を調べた．また実験期

間中の呼吸数，発咳，食欲，体重など，本実験に重要と

思われる臨床諸症状を観察した．なお，実験動物とその

飼育法，感染子虫の採集，Ｘ線照射ならびに虫体の検出

法は予備実験と同様の方法で行なった．ただし，動物室

は実験期間中２０±4°Ｃに保った．

子虫接種：モルモットは予備実験と同様，接種時に絶

食させた．免疫接種では，Ｘ線照射後予備実験と同様に

して保存した子虫を，１頭あて１，０００隻，また２５日後

の攻撃接種には，調製後１５時間経過のiE常感染子虫を

530隻ずつ経口的に接種した．

呼吸数の測定：測定は１２～１３時の間（室温20±1°Ｃ）

に，モルモットが静止している状態で，ケージの外部よ

り行なった．１５秒間，３回の平均値より１分間の呼吸数

を算出した．

発咳の観察：１０～１３時の間に行った．

食欲：１日の飼料摂取量/１日の給飼量×１０の式より

求めた値で食欲の程度を表わした．

体重の測定：給飼前に行なった．

TablelPreliminaryexperiment：InfectivityofM．”γ/infectivelarvae

irradiatedwithvaｒｉｏｕｓｄｏｓｅｓｏｆＸ－ｒａｙｔｏｇｕｉｎｅａｐｉｇｓ

Ｗｏｒｍｃｏｕｎｔ

（Daysfrom

infection

todeath）

｛100(21）

（

｛

（

{:灘Ｉ

Ｗｏｒｍｃｏｕｎｔａｔｎｅ

ｃｒｏｐｓｙｏｎｔｈｅ３０ｔｈ

ｄａyafterinfection

Ｎｏ．ｏｆ

ｇｕｌｎｅａ

ｐｌｇｓ

lnfectivelarvaeinoculated

Group
X-raydose
(roentgen）

Ｎｏ．ｏｆ

ｌａｒｖａｅ

３ ２×１０４ １，０００

７
７
０
０
０
０
０
０
０
０
０

２

３ ４×１０４ １，０００Ⅱ

千

３ ６×１０４ 1,000Ⅲ

３ ８×１０４ １，０００1Ｖ

３Ｖ 1，０００

（６３）
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Ｔａｂｌｅ２０ｕｔｌｉｎｅｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Immunizingphase（２５days） Challengephase（２０days）

Vaccination Ｎｏ．ｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｓ

ｎｅｃｒｏｐｓｉｅｄｏｎｔｈｅ２５ｔh

dayaftervaccination

Challenge

Ｎｏ．ｏｆ

ｌａｒｖａｅ

Ｎｏ．ｏｆ

ｇｕｌｎｅａ

ｐｌｇｓ

Ｎｏ．ｏｆ

ｇｕｉｎｅａ

ｐｉｇｓ

５

７

７

７

５

７

Ｇｒｏｕｐ

Ｎｏ．ｏｆ

ｌａｒｖａｅ
X-raydose
(roentgen）

1,000

1,000

1,000

1,000

１
２
２
２

０

３×１０４

４×１０４

５×１０４

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ

530

530

530

530

＊
＊
＊

刈
坐
Ｐ
、
Ｆ
Ｄ
刈
坐
β
４

●

，

*Ａｇｕｉｎｅａｐｉｇｄｉｅｄｆｒｏｍｄｉａｒｒｈｅａｏｎｔｈｅ４ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｃｈａｌｌｅｎｇｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

が，Ｃ,Ｆ群では全く病変は見られず，Ｄ群では肺表面

近くに２，３の粟粒大灰白色結節を認めた．攻撃後２０日

目の剖検では，Ｂ群の１頭に軽度の気腫と中等度の脾変

を認めたが，Ｂ群の残り，およびＣ，Ｄ群では認むく

ぎ病変はなかった．Ｅ群の病変はＡ群のそれとほぼ同様

であったが，やや無気肺部が少なかった．

各群における平均呼吸数の変化および発咳を認めた期

間はＦｉｇ．１に示した．

呼吸数：各測定日におけるＥ群とその他の群.との差を

``ｔ,,検定を用いて検討した．なお免疫期にはＦ群をＥ

群に加えた．免疫期においては，Ａ群では７日目より有

意的（Ｐ＜0.001）な増加を認めたが，１４日目以後は擁死

が続出したので図から省いた．Ｂ群では７～１０日目の

間に増加の傾向（0.05＜Ｐ＜0.1）を示し，１２～２４日目の

間に有意的（P＜０．００１）な増加を認め，ピークは１４日目

であった．Ｃ，Ｄ群では全く増加を認めなかった．攻撃

期においては，Ｅ群では８日目より有意的（P＜0001）

な増加を認め，１４日目にピークに達し，以後減少し，死

に至ったものもあったので，１６日目以後は図から省い

た．Ｂ群では免疫期に引き続き，６日目までなお促迫の

傾向（0.05＜Ｐ＜０．１）を認め，８日目に再び有意的(0.01

＜Ｐ＜0.02）に増加し，以後徐女に減少し，１２日目以後

差はなくなった．Ｃ群では増加を認めず，Ｄ群では６日

目から増加の傾向（0.05＜Ｐ＜0.1）を認め，８日目には

有意差（0.01＜Ｐ＜0.02）を認めたが，増加の程度は少な

く，１０日目より再び差はなくなった．

発咳：免疫期においては，Ａ群では５日目から蝶死前

まで認めた．Ｂ群では８～２２日目，Ｃ群では１０～２２日

目，Ｄ群では９～21日目の問に認めたものもあったが，

成績

1．予備実験

予備実験の結果はＴａｂｌｅｌに示した．すなわち,Ｉ群

ではＶ群と比らべて検出虫体は少なかったが，なお相当

数の虫体を認めた．しかし，虫体の発育はＶ群のそれよ

り劣った．Ⅱ，Ⅲ'Ⅳ群からは全く虫体が検出されなか

った．

２．本実験

Ｂ,Ｅ,Ｆ群の各１頭は，下痢により攻撃後４日目に蜂

死したので，攻撃以後の成績を省いた．ワクチン接種か

ら２５日間（以後免疫期と称す)，および攻撃接種から２０

日間（以後攻撃期と称す）における蝶死率，肺の肉眼的

所見および検出虫体数はＴａｂｌｅ３に示した．

蜷死率：免疫期ではＡ群の５頭中４頭が，また攻撃期

ではＥ群の４頭中２頭が肺虫症により蕊死したが，その

他の群で蜂死したものはなかった．

検出虫体：免疫接種後２５日目の剖検による検出虫体

数は，Ａ群では131隻，Ｂ群では３０および４６隻，Ｃ，

Ｄ群ではすべて0隻であった．またＢ群の虫体の発育程

識度は，Ａ群のそれより劣っていた．攻撃後１７および’９

日目に笑死したＥ群では，それぞれ３９および９１隻の虫

体を検出した．また２０日目の剖検では，Ｂ群の１頭か

ら１隻，Ｅ群の２頭より１０７および１６９隻の虫体を検出

したが，その他ではすべて０隻であった．なおＢ群から

の１隻は雌虫で，発育程度はＥ群のそれに比らべて非常

に劣っていた．

肺の肉眼的所見：免疫接種後２５日目の剖検で，Ａ，

Ｂ群では高度の肺胞性気腫と閉塞性無気肺部とを認めた

●
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なくなった，Ｃ群では１１

日目に有意的な減少を認

めたが，１３日目には|日に

復した．Ｄ群では全く変

化を認めなかった．攻撃

期においては，Ｅ群では

11日目以後有意的に急激

な減少を示したが，１５日

目以後は蕊死のため図か

ら省いた．その他の群で

はいずれも変化が見られ

なかった．なお免疫およ

び攻撃接種後４，５日間，

各群とも食欲の動揺があ

ったが有意的なものでは

なかった．

体重：平均増体重は

Fig.３に示した．すなわ

ち，前検査日からの増体

それと比較した．なお免

2０

０
０

５
０

１
１

①
］
ゴ
ロ
｝
Ｂ
ｂ
Ｑ
臣
。
｛
］
日
日
の
①
“

０
，
ｍ
疸
窒
ユ
ニ
Ｃ
Ｑ

Ｆｉｇ．１Meanrespiratoryrateandcoughing，

EachasteriskshowsthatthedifferencebetweeneachgroupandgroupE

uＳｉｎｇ‘`ｔ'，testissignificant（Ｐ＜0.02)．

その他の群では全く認めなかった．攻撃期においてはＥ

群では９日目より認めたが，その他の群では全く認めな

かった．

食欲：食欲の増減はＦｉｇ．２に示した．Ｆ群と各群と

の差の検定には，Wilcoxonの‘`Ｕ，，検定（Ｐ＜０．０５）

を用いた．なお免疫期ではＥ群をＦ群に加えた．免疫期

においては，Ａ群では９日目以後有意的に減少した．１３

日目以後は蕊死のため図から省いた．Ｂ群では１１～１７

日目の間に有意的に減少，以後増加し，２１日目から差が

重を“ｔ，，検定を用いてＦ群のそれと比較した．なお免

疫期ではＥ群をＦ群に加えた．免疫期においては，Ａ

Ｂ，Ｃ群では１０～１３日目に有意的（Ｐ＜0.05）な減少を

認めた．その後，Ａ群では蝿死のため図から省いた．Ｂ

群では，１８日目まで，体重の増加は停滞の傾向（0.05＜

P＜0.1）を示し，以後差はなくなった．Ｃ群では１６日

目以後差がなくなった．Ｄ群では全く差を認めなかった．

攻撃期においては，Ｅ群では１４日目以後有意的（P＜

0.01）に減少したが，その他の群では差は認められなか

った．

一

一
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×
考察

１０

＞‘ 過去の研究を総括する

と，種によって多少の差

はあるが，線虫において

ワクチン調製に適当なＸ

線照射量は，２×104～１０

×104ｒの範囲内とされ

ている．

ＭＣｔａｓｒγo"gy/"ｓａｐγｉ

におけるこの種の報告は

未だないが，本虫におい

てもこの範囲内であろう

ことは十分推察される．

従って予備実験では，Ｘ
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ｕsingWilcoxon，ｓ‘`Ｕ，，testissignificant（Ｐ＜0.05)．
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とした．

攻撃後の剖検は，虫体

の成長，寄生による臨床

症状の発現および回復，

発咳による虫体の自然排

出の可能性などを考慮し

て２０日目とした．

さて，今回の実験成績

を考察すると，攻撃後20,

日目の剖検による気管・

気管支および肺内からの

検出虫体数は，Ｂ群計１

隻，Ｃ，Ｄ群計０隻，Ｆ

群計406隻であり，この，

ことから，Ｘ線３×104,

4×104または５×lO4rい、

〔｛

００１

（、）昌一弓蝕］二亜一①』一一

０

ＤａｖｓＯ５１０１５２０２５５１０１５２０

Ｆｉｇ．３Ｍｅａｎｏｆｔｈｅｗｅｉｇｈｔｇａｉｎ・

ZachasteriskshowsthatthedifferencebetweeneachgroupandgroupEＥａｃｈａｓｔｅｒｉｓｋｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒence

using‘`ｔ，，testissignificant（Ｐ＜0.05)．

ずれの照射減弱生子虫ワクチンの１回経口接種によって

も，強力な免疫賦与効果の得られることが判明した．

しかし，Ｂ群では攻撃時すなわち免疫接種後２５日目

の剖検で，検出虫体数３０および４６隻と，相当数の感Ｉ

染を許し，また免疫期には呼吸数の増加，発咳，食欲の

減退，体重の減少など寄生による影響も認められ，蕊死

例こそなかったものの宿主に与えた被害も大きかった．

Ｃ，Ｄ群では，攻撃時の検出虫体数は０隻であったが，

ｃ群では免疫期に発咳とわずかな食欲の減退および体重

の減少を認め，Ｄ群でも発咳が認められた．このことか

ら，Ｃ，Ｄ群においても，ある程度の虫体が肺に達した

が，宿主に多大の被害を与えることなく，速やかに死滅、

または排出されたものと推察される．なお攻撃時の剖検，

により，Ｄ群の肺に見られた粟粒大の灰白色結節が，寄

生｣性のものかどうかは不明であった．

攻撃期においては，Ｂ，Ｄ群では８日目に呼吸数のわ

ずかな増加を認めたが，その他の症状はなかった．しか

し，この呼吸数の増加は有意的なものであり，時期的に

見ても，おそらく攻撃子虫が肺に達したことによるもの

と推察される．しかしこの症状も速やかに回復し，また

25日目の剖検による検出虫体数も，Ｂ群計１隻，Ｄ群計

０隻であることから，この場合も虫体はすぐに死滅また

は排出されたものと考えられる．またｃ群では検出虫体

数0隻で，なんらの臨床症状も認められなかったが，Ｂ，

Ｄ群の例から，ある程度の子虫は肺に達したものと想像

される．なお，Ｂ群において検出された１隻の虫体が，

免疫接種由来のものか，攻撃接種由来のものかは不明で＿

線照射量２×104,4×104,6×104,8×104ｒを用いたが，

その結果，４×104ｒ以上の照射感染子虫接種群の気管・

気管支および肺内に虫体を認めなかった．このように，

4×104ｒ前後が宿主に被害を与えずに感染を成立させ得

る，すなわち生ワクチン調製に適したＸ線照射量であろ

うと推察された．この成績をもとに本実験では，３×104,

4×104,5×104ｒの線量を用いた．

免疫および攻撃に用いた子虫数の決定には明らかな根

拠はない．しかし，Ｄｕｎｎ＆White（1954,1957)，谷

口ら（1957,1958)，玉崎（1962）およびZukorvi6＆

Wikerhauser（1964）らの，本虫のモルモットにおける

感染実験から，正常感染子虫１，０００または５３０隻の接

種により，ほとんどのモルモットは蕊死することが予想

され，この接種量はワクチンの効果判定に好都合である

と考えられた．

攻撃接種日の決定については，上述の著者らは，接種

後約７日目にほとんどの正常第４期子虫は肺に達すると

報告しているが，ｘ線照射子虫では，この期間の多少の

延長が予想される．そしてこの時期が抗原として重要な

役割を果す時期であるとされており，また一般に防禦抗

体の発達には，ワクチン接種後２週間以上を要するとさ

れ，Jarrettctα/、（1958）らのＤｊｃ/j）cα"/"ｓｕｉｕｊＰαγ"ｓ

での研究においても，ワクチン接種後２５日目より抗体

の産生を認めているところから，本虫においても抗体が

産生されるとすれば，少なくとも免疫接種後２５日目以

後には，ある程度の免疫効果が発揮されるものと期待さ

れる．以上の判断から，攻撃をワクチン接種後２５日目

Ｐ
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ある．

免疫および攻撃接種後数日間，呼吸数，食欲，体重に

動揺が見られたが，これは接種前後各２４時間の絶食に

よる影響であろう．また攻撃後４日目の下痢による蜷死

は，攻撃時の絶食あるいは子虫浮滋液の経口接種の影響

ではないかと,思われる．

なお本論文の要旨は，日本寄生虫学会第２２回西日本

支部大会（1966，松山)，および第３６回日本寄生虫学会

総会（1967,1咬阜）において発表した。
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IMMUOLOGICAL STUDIES ON METASTRONGYLUS APRI INFECTION

I. IMMUNIZING ACTIVITY PRODUCED BY THE ADMINISTRATION

OF X-IRRADIATED LARVAE TO GUINEA PIGS

Takafumi ONISHI

{Department of Veterinary Medicine, College of Agriculture,

University of Osaka Prefecture)

Batches of infective larvae collected from earthworms, Eisenia foetida, artificially

infected with embryonated eggs of M. apri and kept at 24°C for about 20 days were

treated with 3xlO4, 4xlO4 or 5xlO4 roentgens of X-rays. For vaccination a dose contain

ing 1,000 irradiated lavae was orally administered to each guinea pig. On the 25th day they

were challenged each with 530 normal larvae; all were killed 20 days after this challenge

infection to estimate, from the number of worms in lungs, the degree of protection con

ferred by the irradiated larvae. Average of 0.3 worms were recovered from the group

receiving 3 xl04r. irradiated larvae, but no worm from each group receiving 4xl04 or

5xl04r. irradiated larvae in contrast to average of 101 worms from the untreated controls.

However, the 3 X 104 r. Group was found to have many grown worms on the postmortem

examination done on the 25th day after vaccination and showed such symptoms as loss

of appetite and of body weight, increased respiratory rates and coughing in the immuniz

ing phase, while no worms were recovered from each of the remaining groups. The

4xl04r. Group showed a little loss of appetite and coughing, but no symptoms except

coughing in the 5xl04r. Group. During the challenge phase there were few symptoms in

all groups.

It is concluded that irradiation with about 5xl04r. may be suitable for preparing

the larval vaccine.




