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ヌードマウスに感染しﾌﾟこＬｊｊｏ川osojCllcsc〃z川

に対するdiethylcarbarnazineの

抗ミクロフィラリア効果

野上貞雄田中寛松田肇

（昭和57年５月24日受領）

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：diethylcarbamazine，Lito"ZosoicJesca7f"だ，nudemouse，microHlaricide，microfilaria，

ＥＬＩＳＡ

塩類緩衝液中に遊出したものを用いた．

１０日齢幼虫は，ＡｈａｎｄＢｕｒｋｅ（1976）の方法にほぼ

準じ，感染イエダニに暴露した10日後にコトンラット胸

腔から回収したものを用いた．

マウスへの感染は，インシュリン用注射器（Ｂ－Ｄａｎｄ

ＰＬＡＳＴＰＡＫ）を用い，感染幼虫は鼠径部皮下に，１０日

齢幼虫は右胸腔内に注入した．

２．マウス

実験に用いたマウスは，生後４～５週齢のＢＡＬB/ｃ

系のヌードマウス（nu/nu）および有毛マウス（nu/＋，

＋/＋）で，ＳＰＦ条件下で飼育した．

３．ミクロフィラリア（ｍｆ）の検査

血中のｍｆ数は，マウス尾端を穿刺して出血せしめた

血液を，メランジュール型ピペットで５，αlずつ定量的に

とって塗抹標本を作り，乾燥，溶血，固定，アズールⅡ

染色を行い鏡検した．

４．Diethylcarbamazine（DEC）

用いたＤＥＣは，市販の動物用スパトニン注射液〔田

辺製薬（株)，diethylcarbamazinecitrate200mg/ｍｌ含

有〕で，投与はＰＢＳ（ｐＨ7.2）で10倍に稀釈したもの

を，マウス体重10ｇ当り0.1ｍlずつ腹腔内に注入した．

５．酵素抗体法（ELISA）

Ｌ､ｃａｒ〃i成虫抗原に対するマウス血清中の抗体の検

出には，ポリスチレンプレートを用いたマイクロＥＬＩＳ

Ａを行い，手技は松田ら（1982）の方法に従った．

Ａ・抗原：抗原は，Ｌ・ｃａｒ〃/成虫の0.02％ＮａＮ３加

炭酸緩衝液（0.05Ｍ，ｐＨ9.6）抽出粗抗原を用いた．至

適抗原濃度は，Ｌ・Ｃａγ〃/成虫免疫家兎血清と標識抗家

兎ＩｇＧの系で検討した．

緒言

Diethylcarbamazine（DEC）は，その抗ミクロフィラ

リア（ｍｆ）作用が発表されてから35年たった現在でもそ

の作用機序に不明な点があるために興味が持たれている

が，ｉ〃Ｕｉｔｒｏの実験ではＤＥＣに直接的な殺ｍｆ作用が

ない（ＨｅｗｉｔｔｅｔＭ，1947）ことから宿主側の関与につ

いての研究がなされてきた．その結果，液性免疫や細胞

'性免疫などの関与がＤＥＣの作用に重要であると報告さ

れている（小林ら，１９６９；TanakaaaJ.，１９７７；高岡・

田中，1978)．

本研究では，LiZomoSoiaesCar〃ｉに感染したヌード

マウスを用いてＤＥＣの抗ｍｆ効果を観察し，その作用

機序における宿主側の免疫的な関与の検討を行った．

材料および方法

ＬＬｉｔｏ"zosoiaesCa7/"が

実験に用いたＬｃａｒｉ城は，1953年より当研究部に

おいてコトンラット（Ｓｉｇｍｏａｏ７ＭｊｉＷａＺ`s）とイエダニ

(ｏｒ"/Zho,ｌｙｓｓｕｓ６ａｃｏｔｉ）の系で継代しているものであ

る．

イエダニは，上部にニクロム線を貼って通電したガラ

ス水槽の中で全期間飼育した．

感染幼虫は，McCall（1976）の方法にほぼ準じ，感染

イエダニに暴露させたコトンラットの生皮よりHanks
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Ｂ、標識抗体：ぺルオキシダーゼ標識抗マウスＩｇＧ

抗体の至適濃度は，日本住血吸虫虫卵抗原と日本住血吸

虫感染マウス血清の系で検討した．

Ｃ・陽性判定：６匹の未感染ヌードマウス（BALB/c

numu，早）のプール血清を１：４０の稀釈で各プレート

毎に反応を行い，その吸光度の２倍値以上をそのプレー

トにおける陽性限界として判定した．

以上の基礎条件から，抗原濃度を５１ug/ｍｌ（蛋白濃

度)，標識抗体は400倍としてＬ・ｃａｒ伽i感染マウス

(ICR）と対照の非感染マウス（BALB/ｃｎｕ/ｎｕ７例，

BALB/ｃ５例，ＤＤＤ１０例）の血清を用いて反応系の確

認を行い，特に偽陽性例がない事を確認して本研究に使

用した．

＋，＋/＋）を用い，感受』性を胸腔内移入法を用いて比較

検討した．１０日齢幼虫は，３０虫ずつ注射器にとってマウ

ス胸腔に１回注入し，注入後に注射筒内の洗牒により回

収された未注入の幼虫数を差し引いたものを真の移入:数

とした．予備実験から比較的回収率のよい移入３週後

と，すでに成虫になっていると思われる１０週後にマウス

における感染率を観察した．

３週後の剖検の結果，３系統のマウス全例に感染が認

められたが，その様相はヌードマウスと他の２系統では

かなり異っていた（Tableｌ）．すなわち幼若虫の回収は

ヌードマウスでは75.1％とかなり高い回収成績が示され

たが，他の２系統では約40％と低く，また胸腔内に多数

の樛出細胞が認められた．

１０週後の剖検では，ヌードマウスで全例に感染が認め

られたが，他の２系統では約半数例であって，回収数も

少なかった．またヌードマウスを含めて３系統のマウス

の胸腔内には吸収中の死虫と思われる白塊が認められ

た．感染率の高かったヌードマウスについての詳細は

Table2に示したが，回収された成虫は雄が多く，また

雌は死虫や惨出細胞などで被嚢化している虫体が多く，

この傾向は有毛マウスの２系統においても同様であっ

た．

血中ｍｆの検査は移入５週後から毎週行い，ヌードマ

ウスでは移入６週後からｍｆ血症が認められたが，他の

２系統のマウスでは虫体のいる胸腔内においても認めら

れなかった．

以上の結果から，最も感染性の高い方法と思われる１０

日齢幼虫の胸腔内移入法でマウスに感染させた場合，有

毛マウスでも部分的に感染は成立するが，末梢血中に

ｍｆが認められるようになるのはヌードマウスにおいて

結果

ＬＬ.ｃαγ〃i１０日齢幼虫の胸腔内移入法によるマウ

スの感染

Ｌ・Ｃａｒ伽ｉのヌードマウス（nu/nu）における感受`性

を検討し，さらに同系の有毛マウス（nu/＋，＋/＋）と

比較した．

感染方法はコトンラット胸腔より得た10日齢幼虫を４０

虫ずつ７匹のヌードマウス（BALB/ｃｎｕ/nu，早）の胸

腔に注入した．

移入19週後に剖検した結果，７例中５例から虫体が回

収された．血中のｍｆの検査を移入５週後から19週後ま

で毎週行ったところ，７例のうち４例のヌードマウスに

ｍｆ血症が認められたが，移入11週後を頂点として自然

消滅することが示された（Fig.１）．

ヌードマウスにＬ・Ｃａγ〃／が感染する事が認められ

たので，対照群として有毛マウス２系統（BALB/ｃｎｕ／

1５０
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＊Ｒｅｌａｔｉｖｅｍａｓｓｏｆｌｙｓｅｄｄｅａｄｗｏｒｍｓｉｎpleuralcavity．

ｍｆや生きている虫体は認められなかった．また24週後

に血中ｍｆが自然消滅したヌードマウスを34週後に剖検

した結果，生きている２匹の雄虫が認められたがｍｆは

認められなかった．

ヌードマウスにおけるＬ、ｃａｒi"ｉｉの血中ｍｆ数の推

移は，本来の宿主であるコトンラットと異なったので，

1o日齢幼虫移入法および感染幼虫注入法のいずれの方法

でも血中ｍｆ数が上昇時期にある感染９週後にＤＥＣの

投与実験を行った．

前記の10匹のｍｆ陽性ヌードマウスを２群に分け，６

匹はＤＥＣの200ｍｇ/kｇ腹腔内投与に供し，他方の４匹

は同容量のＰＢＳ腹腔内投与を行い対照とした．投与直

前のＤＥＣ投与群と対照群の血液５βｌ中のｍｆ数の平

均と標準偏差は，各々385.8±237.2と341.3±171.6であ

った．

投与直前の各々のマウスのｍｆ数を100％とした場合，

のみであった．

２．ヌードマウスにおけるＬｃαγi"ii感染幼虫によ

る感染と血中ｍｆに対するＤＥＣの抗ｍｆ効果

ヌードマウスで10日齢幼虫の胸腔内移入によりｍｆ血

症が起こることが認められたので，次に感染幼虫による

感染を試みた．１５匹のヌードマウス（BALB/ｃｎｕ/nu，

早）に30匹ずつの感染幼虫を皮下注射して感染させた．

Ｍｆ検査は感染６週後から始め，一部は長期観察を行っ

た．

その結果，１５匹中12匹が、ｆ陽性になり，そのうちの

10匹をＤＥＣの投与実験に供した．血中ｍｆは11例が本

来の宿主の場合と同様に７週後にｍｆ陽`性となったが，

他の１例は16週後であった．血中ｍｆ数の推移は，１０日

齢幼虫の胸腔内移入法の時と若干異なり45週後までｍｆ

が認められた例があった（Fig.２）．４５週後までｍｆが認

められたヌードマウスを54週後に剖検したが，胸腔内に

（７１）
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Ｆｉｇ、３EffectofasingleintraperitonealinjectionofDEC(200ｍｇ/kg）onmicrofilariaeofLito"CSO枕ｓ
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method，Meanmicrofilariadensityin5/uｌｏｆｂｌｏｏｄｂｅｆｏｒｅａｎｄ３ｗｅｅksaftertreatment，３４１and
934incontrol,386andLO83intreatedmice,respectively.

の上昇時期であるために平均212％とより高い上昇を示

していた．投与３週後では投与群と対照群に差はなく，

従ってＤＥＣの抗ｍｆ効果は投与時に血中に存在した

DEC投与群では投与直後に急激な減少が全例に認めら

れた．Ｍｆ数はその後上昇し，１週後では平均138％とな

った（Fig.３）．一方この時対照群では実験時期がｍｆ数

（７２）
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ＤＤＤ

＊Seraofmicebeforeinfectionwereallnegative・
ナAnimalsweretreatedwithintraperitonealinjectionofDEC（200ｍｇ/kg)．

ｔｉ.t、：intrathoracic，Ｓｃ.：subcutaneous・

TheantigenincarbonatebuHerat5／'1/mlofproteinconcentrationandconjugateofperoxidase
labenedanti-mouselgGrabbitserumdilutedatl:４００ｗｅｒｅｕｓｅｄ、

ｍｆにのみ認められた．＋）にＬｃａ７〃ｉの感染を試みた．

３．Ｌｃαγ〃i成虫抗原に対するマウスのELISA抗マウスのフィラリア感受性には遺伝的要因が関係して

体価おり，本研究に用いたＢＡＬB/ｃ系マウスは比較的感受

マウス血清は，４０倍から２倍稀釈で640倍まで稀釈し性が高い（ＨａｑｕｅｅｔａＪ.，１９８０：SuswilloetaZ.，1980)．

てELISAを行い，その結果はTable3に示した．￣方，マウスの性別による影響はフイリラアでは少ない

ヌードマウスでは種々の感染状況であっても全て陰性ので（AokietaZ.,１９８０；ThompsonetaJ.,1979）雌雄

と判定され，Ｌ、ｃａ７ｉ城成虫粗抗原に対するＩｇＧ抗体両方を実験に用いた゛
は検出されなかった． イコニダニの吸血による感染ではＬ、ｃａｒ〃ｉに対する

有毛マウスの２系統（nu/＋，＋/＋）の抗体価はほぼマウスの感染率が非常に低いので（Siddiqui,１９７９；
同様の傾向であり，10日齢幼虫の移入３週後ですでに高WenkandHeimburger，1979)，高い感染性が得られる

と思われる１０日齢幼虫の胸腔内移入法で感染させたとこ
率に陽』性と判定された．１０週後では陽性率は低くなった

ろ，感染が成立しｍｆ血症が起きたのはヌードマウスだ

が，その様な陽性例マウスの移入３週と７週後の抗体価けであった．この事はマウスの感受性にＴ細胞依存の免
の推移に上昇や下降などの一貫性はなかった．

疫が重要な要因として関与する事を示している．

考察一方，ヌードマウスでは感染幼虫の皮下注入でも高率
に感染し，ｍｆ血症が起き他種のフィラリアでの報告

本研究は，先天的胸腺欠損によるＴ細胞機能欠損モデ
（HaqueetaZ.，１９８０；SuswilloeraZ.，１９８０；Vincentet

ル動物であるヌードマウスにおけるＤＥＣの抗ｍｆ効果α/､，１９８０）と同様に高いフィラリア感受性が示された．
の検討を目的としている．まずヌードマウス（nu/nu）しかしこの感染は一時的なものであ山成虫は死亡し，

とそのヘテロ型有毛マウス（nu/＋）と正常マウス（＋／血中のｍｆは自然消滅するなど，ヌードマウスはＬｃα‐

（７３）
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ヌードマウスで認められたＤＥＣの抗ｍｆ作用は本来の

宿主コトンラットにおける機序と異なっている可能性も

考慮する必要があると思われる．

γ伽ｉの好適な宿主ではなかった．

以上の様な基礎的知見の下に，本研究ではｍｆ血症の

起きているヌードマウスを用いてＤＥＣの効果を検討し

た．その結果，ＤＥＣの投与直後にｍｆ数の著しい減少

が見られたが，１週後には投与直前のｍｆ数の約138％

であり，従来の概念では一過`性の減少があっただけで無

効という結果であった．しかし本投与期間が血中ｍｆ数

の上昇時期にあるために対照群と比較すると大きな差が

認められ，投与時にヌードマウスの血中に存在したｍｆ

に対する抗ｍｆ効果があると判定された．そしてその後

のｍｆ数の上昇に見られる様に，成虫のｍｆ産生や投与

後に産生されたｍｆには無効であった．この成績から薬

剤の持続作用を検討するときに，成虫のｍｆ産生能と投

与時期を考慮する事の重要性が指摘された．

ＤＥＣは投与数分後に血中ｍｆ数が90％近く減少し長

期間効果が持続するとされており，その抗ｍｆ作用につ

いてｉ〃ｕｉｔｒｏで直接的な殺ｍｆ作用がない事はＨａｗ‐

kingeraJ．（1950)，松田ら（1968)，小林ら（1969）の

実験によって確認されている．ＤＥＣの作用機序は，Ｈａ‐

ｗｋｉｎｇｅＺａＺ．（1950）が肝網内系における負食の賦活化

を推定してから宿主側の検討が行なわれ，特異的な液性

抗体あるいは細胞性免疫の関与が重要であるとされてい

る（小林ら，１９６９：ＴａｎａｋａｅｔａＺ.，１９７７；高岡・田中，

1978；PiessensandBeldekas，1979)．しかし,ヌードマ

ウスで抗ｍｆ効果が認められた事から，ヌードマウスで

はＤＥＣの作用機序に細胞`性免疫の関与が必要でない事

が示された．

ヌードマウスとフィラリアの実験系で抗体産生を調べ

た報告はない．今回著者らがＤＥＣの作用機序に特に重

要であるとされるＩｇＧ抗体についてELISAを用いて

調べた結果では，成虫抗原に対するＩｇＧ抗体はいずれ

の感染時期にも認められていない．また予備実験でOu-

chterlony法を行った結果でも沈降線は認められなかっ

た．しかし，殺ｍｆにかかわる特異抗体はＩｇＧの他に

IgM（ＴｈｏｍｐｓｏｎｅｔａＪ.，1979,1981）やＩｇＥ（Grove

ctaZ.，１９７９；ＭｅｈｔａｃｔａＺ.，1980）を考慮する報告も

あり，本実験結果はＤＥＣの作用機序における抗体の関

与を否定するものではない．

ＤＥＣの作用機序における免疫の関与について，ヌー

ドマウスは完全にＴ細胞が欠損している訳ではなく

(FoghandGiovanella,1978)，食細胞の活性が有毛マウ

スより高い（CherrsandWaller,1975）などの特性も考

える必要がある．また本研究結果に示された如く，ヌー

ドマウスはＬ・ｃａｒ〃′の好適な宿主でなかった事から，

要約

ヌードマウスにおけるＤＥＣの抗ｍｆ効果を観察する

目的で，マウス（BALB/ｃｎｕ/nu，ｎｕ/＋，＋/＋）のＬ

ｃａ７〃iに対する感受性の検討を行い，ｍｆ血症の認めら

れたヌードマウスを用いてＤＥＣの効果の検討を行っ

た．

１．Ｌ・ｃａｒi"ｉｆの10日齢幼虫の胸腔内移入法を用いて

マウスに感染を試みた．有毛マウス（nu/＋，＋/＋）で

は移入３週後の幼若虫回収率は約40％であったが，１０週

後では生きている虫は少なく，胸腔内や血中にｍｆは出

現しなかった．ヌードマウス（nu/nu）では３週後の回

収率は約75％であり，１０週後では高率にｍｆ血症が認め

られた．

２．ヌードマウスでは感染幼虫の皮下注入によっても

高率に感染が成立したが，感染は一時的なものであり，

成虫は死に，ｍｆは自然消滅し，本来の宿主における感

染経過とは異なっていた．

３．感染幼虫による感染９週後でｍｆ血症を起こして

いるヌードマウスにＤＥＣの200ｍｇ/kｇの腹腔内投与を

行って抗ｍｆ効果を検討した結果，投与時ヌードマウス

血中に存在したｍｆに対する効果が認められた．

４．ELISAを用いて感染マウスのＬ・Ｃａγ〃i成虫粗

抗原に対するＩｇＧ抗体の検出を試みた．有毛マウスで

は感染３週後では多数の陽性例を認めたが，ヌードマウ

スではいかなる感染時期にも陰性であった．

５．免疫系が特殊なヌードマウスにおいての本結果で

は，ＤＥＣが細胞`性免疫の関与なしに抗ｍｆ効果を現す

事が認められた．

本研究の一部は，第49回日本寄生虫学会総会において

発表した．
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ANTIMICROFILARIAL EFFECT OF DIETHYLCARBAMAZINE ON

MICROFILARIAE OF LITOMOSOIDES CARINII

IN THE NUDE MOUSE

. Sadao NOGAMI, Hiroshi TANAKA and Hajime MATSUDA

{Department of Parasitology, Institute of Medical Science,

The University of Tokyo, Minato-ku, Tokyo 108)

Susceptibility of Litomosoides carinii and antimicrofilarial action of diethylcarbamazine (DEC)

on microfilariae (mf) of L. carinii were studied in congenially athymic nude mice.

The results are summarized as follows :

1) Infectivity of L. carinii in three strains of mice, i. e. nude mice (BALB/c nu/nu), their

normal, hairy and enthymic littermates (BALB/c nu/+ and +/+), were observed following trans

plantation by intrapleural injection with 10-day old larvae collected from the pleural cavity of the

infected cotton rat. The recovery of larvae was about 40% in both nu/+ and +/+ mice 3 weeks

after transplantation ; a few live worms were also recovered in the pleural cavity of both mice

after 10 weeks. Mf were never found in the pleural cavity and the peripheral blood of both mice.

In nude mice (nu/nu), the recovery of worms was about 75 % in 3 weeks after transplantation

and mf in the peripheral blood was observed at high probability in mice harboring both sexes of

live worms.

2) Nude mice were also infected with L. carinii by subcutaneous injection of infective larvae

and high infectivity was observed. The infection in the nude mouse was, however, different from

that in the natural host, the cotton rat, in that in the former there was death of adult worms

and relative rapid clearance of mf in the peripheral blood.

3) Antimicrofilarial action of DEC was studied on mf of L. carinii in nude mice 9 weeks

after subcutaneous injection with infective larvae. Antimicrofilarial effect by a single intraperitoneal

injection of DEC (200 mg/kg) was remarkable on mf in nude mice. By comparative analysis of

the change in density after DEC treatment, it was concluded that no effect was found on the mf-

reproductive function of female worms and on mf which was laid atter the treatment of DEC.

4) Detection of IgG antibody of mice infected with L. carinii was carried out using the

micro-technique of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). IgG antibody against the

crude-adult antigen of L. carinii was detected in both nu/+ and +/+ mice 3 weeks after trans

plantation with 10-day old larvae. All were negative in nude mice at any stages of infection.

5) Since antimicrofilarial action of DEC was found in the athymic nude mouse, less impor

tant role of cell-mediated immunity was considered in its mode of action in the experiment with

in the nude mouse.
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