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ブタ回虫卵を使用したマウス好酸球の採取法

ならびにその住血吸虫schistosomulaヘ

の付着，障害作用

粕谷志郎大友弘士

（昭和57年７月30日受領）
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■

したブタ回虫（ＡＳＣαγｉＳｓｗ,,z）の雌虫より子宮を摘出

し，WilliamsandSoulsby（1970）の方法によって処理，

培養して幼虫包蔵卵とした．培養は内径8.5ｃｍのガラス

シヤーレを用い，各シャーレで５～10×105個の虫卵を

約20ｍlのＩＮＨ２Ｓｑ溶液に浮遊して行なった．幼虫包

蔵卵は４Ｃで保存し，２～３週に１回の割合で各シャー

レごと40～50ｍｌの空気を注射筒につめ，泡立てて通気

した．虫卵の一部は幼虫包蔵後，直ちに無菌水で洗浄

し，アンプルに入れ凍結乾燥して保存した．ＡＳｃは雌雄

虫体より石崎（1974）の方法で作製し，0.5％となるよう

カルポールを添加し，４Ｃで保存した．

感染および感作：ブタ回虫の感染は虫卵を蒸留水で３

回洗浄し，各匹１，０００～5,000個をカテーテルを用いて胄

内へ注入した．虫卵による感作は，虫卵を滅菌生理食塩

水で３回洗浄後再浮遊し,500～10,000個/0.5ｍl/匹とな

るよう毎週１回，マウス腹腔内へ注射した．ＡＳｃによる

感作は蛋白量として0.1～2ｍｇを毎週１回マウス腹腔内

へ投与した．

腹腔細胞の回収と好酸球の部分精製：感作および感染

後の各時期に，マウスにネンブタールを静注して麻酔

し，腹腔内に，ヘパリン（2.5Ｕ/ｍｌ）加Hanks液（ＨB

SS）５ｍｌを注入して，腹部をマッサージした後，先端

側部にあらかじめ小孔をもうけたベニューラ針（Ｖ５）

を刺し，直ちに内刃を抜去して，腹部を下にし，試験管

内へＨＢＳＳを回収した．なおブタ回虫感染群のみは腹

腔細胞採取の２日前に10％proteasepepton（Difco，Ｕ

ＳＡ）Ｌ５ｍｌを腹腔内へ注射した．腹腔細胞数はTiirk

液にて希釈，染色し，血球計算盤で数え，好酸球の割合

はメタノール固定，Ｇｉｅｍｓａ染色した標本より算出した．

Giemsa液は,1/,sMNa2HPO4溶液４容とi/l５ＭＫＨ２ＰＯ

緒言

マウス好酸球の/〃Ｕｉｔ７ｏにおける殺寄生虫作用を証

明した報告は多いが（Butterworth2tα/､,１９７５；Kazura

andAikawa，1980)，そのほとんどは，好酸球に富む細

胞分画を得る手段として，マンソン住血吸虫，旋毛虫な

どの感染動物を用いたものである．しかし，いずれも感

染後の一定時期に細胞を採取しなければならない時間的

制約のほか，感染材料としての住血吸虫，旋毛虫を継

代，維持するには大きな労力と実験者に対する危険（バ

イオハザード，クラス3a）を併うため，より安全かつ簡

便な方法の開発が望まれる．

われわれは，比較的安全（バイオハザード，クラス２

b）で，入手もさほど困難でないブタ回虫(ASCαγ（ｓ"ル

ゾ"）を使用してマウスの好酸球増多を惹起する方法を検

討したところ，虫卵の反復腹腔内投与法が有効であるこ

と，この方法によれば，動物の再利用が可能であるばか

りでなく，虫卵の反復投与を継続していれば，常時，充

分量の好酸球の採取ができることが明らかになった．さ

らに，得られた好酸球には住血吸虫schistosomulaに付

着して障害する機能が保持されていることも判明し，そ

の他の実験系への応用も含めて有用な方法であると考え

られた．

材料と方法

実験動物：市販の雄ｄｄｙマウスを使用した．ブタ回

虫卵，ブタ回虫抽出抗原（ＡSc）の調製：屠場から入手

本研究の一部は文部省科学研究費（昭和55年度課題番

号557098）によった．

岐阜大学医学部寄生虫学教室
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溶液６容で作製した緩衝液10ｍｌに対し，５滴（2.0～

2.5ｍl）の割で希釈し，染色時間を12分とした．

好酸球の部分精製はRamalho-PintoeZα/、（1979）の

方法に準じて行なった．要約すると，好酸球に富む細胞

分画をＨＢＳＳで２回洗浄し，１×106細胞/ｍl程度とな

るようEagle'ｓＭＥＭ（阪大微研，大阪）に再浮遊し，

プラスチックシャーレ（Falcon，Ｕ､ＳＡ.）に深さ１ｍｍ

になるよう分注し，７～10分間炭酸ガス培養器（37C’

５％炭酸ガス，湿度１００％）中に静置した．その後シャー

レを軽くゆり動かし，非付着細胞を遊離した後，培養液

とともに吸引し，新しいプラスチックシャーレに移し，

再び炭酸ガス培養器中に５分間静置した．同様に非付着

細胞を集め，好酸球分画として以下の実験に供した．こ

の方法により好酸球は60～80％に部分精製された．

住血吸虫感染血清：マウスに30～50匹の日本住血吸虫

セルカリアを腹腔内注射し，４，６，９，１１～13,19週

以後の各時期に心臓より採血した．マンソン住血吸虫感

染血清は，ゼルカリアを各匹100～150匹皮下注射し，１１

週後に同様採血して得た．いずれも虫体が確認できた感

染動物の血清のみを以下の実験に使用した．血清は－３０

Ｃで保存し，使用前に56Ｃ，３０分加温して非働化した．

好酸球のschistosomulaに対する付着，障害作用：

SchistosomulaはCleggandSmithers（1972）の方法に

準じて用意した．すなわち，上下に分離できる試験管の

中間に皮層を張ることのできる器具を準備して（粕谷・

大友，1982b)，マウス腹部皮膚を境いに，下室には０．５

％lactalbumin（DifCo,ＵＳ.Ａ,）を含むＭＥＭを充満

し，上室に少量の水とともに圧潰した官入貝もしくはセ

ルカリア浮遊液（マンソン住血吸虫）を入れ，下室のみ

を温浴中で37Ｃに保温した．２～３時間静置後，皮膚を

貫いて試験管底へ沈澱したschistosomulaを集め培養液

(10％牛胎児血清加ＭＥＭ）で２回洗浄した．

培養はプラスチックチューブ（Falcon，１３×100ｍｍ）

で行い，各チューブにschistosomula１００匹を分注し，感

染血清（最終濃度10％）を添加し，少なくとも30分炭酸

ガス培養器中で培養し，105個の好酸球を各チューブへ

添加した．培養液の量は最終的に0.2ｍｌとし，３７Ｃ’５

％炭酸ガス，湿度100％で80時間まで培養した．培養終

了後，培養液の半量以上を吸引除去し，残った内容物を

スライドグラスに載せ，１）schistosomulaに付着した細

胞数，および２）schistosomulaの運動性を観察した．

1)についてはschistosomulaあたり10個以上，および５

個以上（10個以上を含む）付着の場合をそれぞれ記載し

た．２)については直ちに運動性が確認できない場合には

最低１分間の観察によって運動性の有無を判定し，運動

性を有するschistosomulaの百分率をもってviabilityと

した．

成績

ブタ回虫感染による好酸球の遊出

ブタ回虫卵１，０００個を経口投与し，１，２，３週後に腹

腔細胞を採取し検討したところ，２週が腹腔細胞数，好

酸球の割合とも最も高値となった．一方5,000個感染で

はこのピークは３週に移行したが，腹腔細胞数，好酸球

の割合ともに１，０００個感染とほぼ同程度であった．1,000

個感染２週後に再び１，０００個感染させた動物では，ピー

クは１週後となり，１回感染に比し腹腔細胞数，好酸球

の割合とも有意な増加が観察された(Tableｌ）．そこ

でさらに感染回数を多くしたところ，腹腔細胞数が増加

する傾向を示したが，好酸球の割合はほとんど変化が認

められなかった（Table２）．

抗原感作による好酸球の遊出

ＡＳｃの反復腹腔内注射による腹腔好酸球の増多を検

討した成績がTable3であるが，ＡＳＣ0.1～２ｍｇの範

囲ではいずれの群においても，ほぼ同程度の好酸球の遊

出が認められた．腹腔細胞数は最高3.1×107個と著明な

増多は観察されなかった．好酸球の割合には著しい個体

差が認められた．

虫卵感作による好酸球の遊出

各匹それぞれ，500個，2,000個，１０，０００個の虫卵を毎

週１回，計５回腹腔内注射した成績を比較すると，好酸

球の割合は３群とも平均34.3～39.2％と高い値を示し，

それぞれの群で有意差はなかった．腹腔細胞数は500個

の群でやや低値を示したが他の２群は4.2～4.3×107個

であった．2,000個の10回注射群では腹腔細胞数が7.4×

107個と有意の増多が認められたが，好酸球の割合は５

回注射群と同程度であった（Table４)．

虫卵注射から腹腔細胞採取までの時間的経過と腹腔細

胞数ならびに好酸球の割合に関する成績をTable5に示

した．注射後24時間では細胞数，好酸球の割合ともにや

や低値であったが，３６時間以後72時間までほぼ同程度の

腹腔細胞数と，好酸球の割合を示した．

次に，虫卵の腹腔内注射は毎週１回2,000個とし，腹

腔細胞を採取する間隔について検討した．それぞれの採

取時期は虫卵注射後48時間に一定した．Fig.１で明らか

なように，毎週腹腔細胞を採取する群では，好酸球の割

合が２回目，３回目と上昇する傾向が見られた（３回目

の平均59.0％)，隔週の場合も，２回目は１回目より高

値（50.1％）を示した．ところが，３週後に２回目の腹

(１１６）
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TablelPeritonealleucocytecountsandpercentagesof

eosinophilsfromAscαγis-infectedmice

Ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ
Ｎｏ．ｏｆｅｇｇｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

１ ２ ３

１．６±０．２×107＊

８．８±４．４％

２．０±０．３

４．１±３．０

５．０±０．９

３４．１±５．５

1，０００ ３．３±０．７

９．６±３．４

３．２±０．５

１８．９±２．８

３．７±０．６

１８．１±２．９

３．０±０．２

１１．５±１．５

３．３±０．６

３．２±１．２

５，０００

１，０００＋１，０００

(witha2-week-interval）

＊Ｍｅａｎ±ＳＥｏｆｆｉｖｅｍｉｃｅ．

Table2Peritonealleucocytecountsand

percentagesofeosinophilsfrｏｍｍｉｃｅ

ｒｅｐｅａｔｅｄｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｓca7iss2Zzz7〃

Table4Peritonealleucocytecountsand

percentagesofeosinophilsfrommice

intraperitoneallyinoculated

withAsca7is-eggs
Peritoneal

leucocytes
（ranges）

Percentages
ofeosinophils

（ranges）

Ｎｏ．of

infections＊ Percentagesof
eosinophils
（ranges）

Peritoneal

leucocytes
（ranges）

Ｄｏｓｅｓ

ｏｆ×・No.・oｆ
ｌｎＪｅｃｔｌｏｎｓ

ｅｇｇｓ
２３．７±1.8％

(14.0-44.0）

２３．８±１．１

(17.0-26.0）

３０．０±２．９

(22.0-40.0）

3.1±０．２×107↑

（1.2-4.7）

６．０±０．４

（4.3-7.7）

７．７±０．９

（5.4-10.5）

３

３９．２±４．６

(26.0-53.5）

３４．３±１．９

(27.0-42.5）

３６．８±３．４

(27.5-57.0）

３７．７±１．２

(32.7-43.7）

３．４±０．２×107＊

（2.2-4.8）

４．２±０．２

（3.3-5.4）

４．３±０．１

（3.7-4.6）

７．４±０．５

（5.6-9.4）

500×５

４

２，０００×５

５

１０，０００×５

＊１，０００eggswereadministeredwith2-week‐
intervals・

TPeritonealcellswereharvested7daysafter

thelastinfection Mean±ＳＥ．

2,000×１０

＊Peritonealcellswereharvested48hours

afterthelastegg-injection・
Ｍｅａｎ±ＳＥｏｆ５ｍｉｃｅ

Table3Peritonealleucocytecountｓａｎｄｐｅｒｃｅｎ‐

tagesofeosinophilsfromAsca7is‐

antigen(ＡＳｃ)-sensitizedmice

Table5Peritonealleucocytecountsand

percentagesofeosinophilsatvarious

timesafterthelastegg-injection

Percentagesof
eosinophils
（ranges）

Peritoneal

leucocytes
（ranges）

Peritoneal

leucocytes
Percentages

ofeosinophils
ＤｏｓｅｏｆＡｓｃ＊

Ｈｏｕｒｓ＊

20.0±１．４％

３１．２±７．２

３７．７±１．２

３７．２±０．８

５．８±０．９×107↑

８．６±０．３

７．４±０．５

ＮＤｔ

３１．５±2.7％

(7.7-35.3）

３８．０±９．２

(25.0-51.0）

３１．８±８．３

(13.3-60.0）

４
６
８
２

２
３
４
７

2.9±０．２×107↑

（2.6-3.1）

1.7±０．４

（1.1-2.2）

１．９±０．２

（1.4-2.5）

２ｍｇ

０．５

０．１
＊HoursafterlOthegg-injection（2,OOOeggs

pereachinjection)．
ＴＭｅａｎ±ＳＥｏｆ４ｍｉｃｅ・

ｔＮｏｔｄｏｎｅ．Anotherseriesofexperiment
indicａｔｅｄｔｈａｔａｌｍｏｓｔｔｈｅｓａｍｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ

peritonealleucocytesasat48-hourswere
harvestedat72hours．

＊AscwasinjectedintoperitonealcavitieslO

timesweekly．

↑Peritonealcellswereharvested48hours

afterAscinjections Mean士ＳＥ．

(１１７）
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膣細胞を採取した群では初回とほぼ同程度の好酸球の割

合であった．従って腹腔細胞の採取は毎週もしくは隔週

が優れていることが明らかとなった．

そこで，虫卵の腹腔内注射を各匹，毎週２，０００個とし，

隔週の注射後48時間に腹腔細胞を採取し，細胞数，各細

胞の構成，さらに末梢血白血球数，各細胞の構成の推移

を調べた．Table6に示すように，腹腔細胞数は，１～

７回目注射のどの時期もほぼ同値を示した．細胞の構成

では，好酸球が初回には3.0％であったのに対し，３回

目には43.0％と急激な増加を示し，５回目，７回目にも

ほぼ同値を維持した．単球，マクロファージ系も，初回

8.0％，３回目23.0％，５回目36.8％と上昇の傾向を示

した．これに対して，リンパ球は初回86.2％に対し，３

回目33.8％，５回目18.6％と減少の傾向であった，好中

球は極めて低値であったし，mastcellは１個も検出さ

れなかった．末梢血白血球数はこの間ほぼ一定値を示

した．好酸球の割合は初回すでに９．０％と軽度の上昇を

示したのに続き，３回目以後は17.6～24.2％の範囲で

あった（Table７)．

なお保存の容易な凍結乾燥虫卵でも同様の検討を行っ

たところ，腹腔細胞数は回数とともに減少の傾向を示

し，好酸球の割合は５回目に45.6％と新鮮虫卵投与群と

ほぼ同値を示したが，７回目では再び減少の傾向であっ

た．好中球は新鮮虫卵群より多く，mastcellも見出され

X

6０

5０

４０

９１０１１１２ｗｅｅｋｓ

Ｆｉｇ．１Percentagesofperitonealeosinophilsfoll‐

owingrepeatedharvestatvariousintervals、

○一○：weekly，●－●：biweekly，

ロー□：onceper3weeks・Highrespo‐

ndermice(over３０％）atthefirstharvest

（４８hoursafter9weeks)wereexamined，

throughallperiodAsc”iseggswere

injectedweekly・Mean±ＳＥｏｆｙｏｕｒ
ｍｉｃｅ．

Table6PeritonealleucocytesinducedbymultipleinjectionsofAscαγ/s-eggs

Ｎｏ．ofinjections＊

lｓｔ 3rｄ 5tｈ 7tｈ

ｌｅｕＴ

１ｙｍ

ｌｎｏｎ

ｎｅｕ

ｌｎａｓ

ｅｏｓ

ｌｅｕ

ｌｙｍ

ｒｎｏｎ

ｎｅｕ

ｌｎａｓ

ｅｏｓ

＃７０１×
％
３
５
５
６

５
●
●
●
①

０
２
１
０

０

＋
｜
士
十
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十
一
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２
０
８

０

５
６
８
２
０
３

８

２
０
８
２

８
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●
●
●

０
２
１
０

１

士
十
一
十
一
十
一
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８
０
５

０
●
●
●
●

５
３
３
０
０
３

３
２

４

１
９
６
１

７

０
１
０
０

１

＋
’
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一
十
一
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一

十一
０
２
２
６

０

６
９
９
０
０
１

１
３

４

３
６
５
１

９
●
●
●
●

０
１
２
０

１

士
十
一
十
一
十
一

士
９
６
８
２

４
●
●
●
■

５
８
６
０
０
４

１
３

４

Freshｅｇｇｓ

７．０±０．２×１０７

９３．８±０．９９６

３．０±０．６

１．０±０．４

０

１．２±０．３

２
７
９
２
１
１

●
●
●
●
●
●

０
２
１
０
０
２

＋
’
十
’
十
｜
＋
一
十
一
十
一

８
８
８
６
２
４

●
●
●
●
●
□

４
５
３
０
０
９

４
３

１

４．２±０．４

２１．８±２．５

３１．４±１．０

１．２±０．２

０

４５．６±２．６

２
０
８
５
２
２

●
●
●
●
●
●

０
３
１
０
０
２

士
十
一
十
一
十
一
十
一
十
一

７
４
０
６
４
６

●
●
●
●
●
Ｇ

３
７
２
１
０
８

２
３

３

Lyophilizedeggs

＊Peritonealleucocyteswereharvested48hoursaftereachmjection
lym：lymphocytes，↑ｌｅｕ：leucocytes，ｍｏｎ：monocytesplusmacrophages，

ｎｅｕ：neutrophils，ｍａｓ：mastcells，ａｎｄｅｏｓ：eosinophils、
ｊＭｅａｎ±ＳＥｏｆｆｉｖｅｍｉｃｅ．

(118）
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Table7BloodleucocytesinducedbymultipleinjectionsofAsca7八一eggs

Ｎｏ．ofinjections＊

7tｈ3rｄ 5t11lｓｔ

ｌｅｕＴ

ｌｙｍ

ｎｌｏｎ

ｎｅｕ

ｅｏｓ

ｌｅｕ

ｌｙｍ

ｌｎｏｎ

ｎｅｕ

ｅｏｓ

ｒｍ伽
％
１
１
４
８
８

５
・
・
．
．

２
１
０
０
０

＋
｜
＋
一
十
一
十
一
十
一

０
８
２
０
０

６
．
．
・
・

９
４
５
１
９

９
６

２

６
１
４
４
８

２
．
．
・
・

３
２
０
０
１

士
十
一
十
一
十
一
十
一

０
２
４
０
２

４
・
・
・
・

５
４
４
９
４

０
５

１
２

１ ８
２
４
３
９

１
・
・
・
・

５
２
０
２
１

士
十
一
十
一
十
一
十
一

０
２
６
６
６

２
．
．
・
・

１
９
４
７
８

０
４

２
１

１

11860±８７２

５３．２±２．６

５．２±０．６

２４．０±３．２

１７．６±１．５

Freshｅｇｇｓ

13600±663/cｍｍ

５４．８±1.1％

１０．０±０．９

２４．８±０．４

１０．４±１．１

７
０
４
１
６

９
・
・
・
・

２
３
０
２
２

士
十
一
十
一
十
一
十
一

０
６
８
０
４

０
】
。
。
。
。

４
１
４
８
５

４
４

３
１

１

9360±４９３

５９．５±２．３

４．３±０．７

３０．７±２．５

６．２±０．７

12860±５８５

４９．４±２．３

４．４±０．４

３０．２±１．７

１６．０±１．３

Lyophilizedeggs

＊Bloodwascollected48hoursaftereach

↑ｌｅｕ：leucocytes， ｌｙｍ：lymphocytes，
ａｎｄｅｏｓ：eosinophils・

ｔＭｅａｎ±ＳＥｏｆｆｉｖｅｍｉｃｅ．

ｌｎＪｅｃｔｌｏｎ・

ｎｅｕ：neutrophils，ｍｏｎ：ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ，

1００ １００
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０
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０
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０
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８
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４
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］
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］
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９
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①
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①
ニ
ロ
句
ｌ
【
「
①
Ｕ
託

■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■

■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■

■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■

■
■
■
■
■

輔
翻
錘
謝
輔
騨
鰯
騨
謡
翻
盛
臨
鰍
騨
鯉

帆

■
■
■
■

■
■
■
■

■
■
■
■

■
■
■
■

■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■
■

■
■
■
■
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■
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■
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■
■
■
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■
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■
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■
■
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０４６９１１－１３ｗｅｅｋｓｐｏｓヒーｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ、２InHuencesofserurnfrommiceinfected

withS・ノ⑫o'zzcw"loncell-adherencetoschistosｏ－

ｍｕｌａｏｆＳ・ノ叩o"〃"１．

｜霊董l＞l0cells/schistosomula，

［－１＞５cells/schistosomula（include＞l0

cells）

４８ ８０ｈｏｕｒｓ

ｌｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｆｉｇ，３ＣｅlladherencetoschistosolnulaofS、
７)7α〃ｓｏ〃Ｚ．

●----●＞１０cells/schistosomula，

○一○＞５cells/schistosomula（include

＞１０cells）

い、viabilityは細胞の付着の程度とは直接関連するとは

言いがたく，日本住血吸虫（Schisroso"Zαノ⑫o"/α""）

感染血清では感染後13週血清の添加ではviabilityの低

下は見られないが，感染後19,20週の血清ではその低下

が認められた（Table８）．マンソン住血吸虫（S、〃'α"

so,!/）では感染後11週の血清においてもviabilityの低下

が観察された（Table８）．

た（Table６）．

Schistosomulaにおよぼす影響

上記方法で遊出させた好酸球を部分精製してschisto‐

somulaにおよぼす影響を検討した.感染血清の存在下で

102個のschistosomulaに対し，105個の好酸球を添加し，

混合培養すると，schistosomulaに著明な細胞の付着が

認められた．Fig.２に示すように，血清の細胞付着能は

感染後の時間経過とともに増強する傾向を認めた．Ｆｉｇ．

３は培養時間と付着率の関係を観察したものであり，８０

時間培養に比し，４８時間培養のほうが細胞の付着率が高

(１１９）
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Table8Viabilitiesofschistosomulaafterco-cultivationwitheosinophils

Experiment
No．

Without

eosinophils
With

eosinophils＊
Sｅｒｕｍａｄｄｅｄ

SJO3weeks）ＮｏｌＴ

ＳＪＵ３ｗｅｅｋｓ）Ｎｏ２

ＮＭＳ＄

SJ(l9weeks）Ｎｏｌ

ＳＪ(２０weeks）Ｎｏｌ

ＳＭＯ１ｗｅｅｋｓ）Ｎｏｌ§

ＳＭ(l1weeks）Ｎｏ２

ＮＭＳ

１ 100

100

100

100

100

８８．０

８１．８

７３．３

８３．３

１００

２ 100

100

９３．３

９３．３

３

＊１０２schistosomulawereco-cultivatedwithlO5eosinophils・

TSerumfroml3-week-S・ノapo,Ｊｉα`"Ｊｉｎfectedmousewasaddedtoschistoso‐

ｍｕｌａｏｆＳ・ノ”(）"/c,""．
ｔＮＭＳ：normalmouseserum

§Serumfromll-week-S．〃zα,,so"／ｉｎfectedmouseserumwasaddedtoschi‐

ｓｔｏｓｏｍｕｌａｏｆＳ．γ"α"so"i、

た（Table４）．

虫卵の反復腹腔内投与による好酸球増多のメカニズム

の解明は今後の問題であるが，ECF-Cの関与をはじめ

多くの興`味ある考察ができる．大橋・石井（1981）は，

日本住血吸虫虫卵にＥＣＦの存在することを／九℃〃ｏ

の系で証明した．われわれのブタ回虫卵の腹腔内投与の

実験においても，初回投与（無感作状態）の48時間後の

血中に9.0％と，軽度の好酸球増多が認められ，さらに

凍結乾燥虫卵投与群においても同程度の好酸球増多が観

察されることから，ブタ回虫卵にもＥＣＦの存在する可

能性も考えられる（Table７)．しかし，腹腔好酸球の増

多は初回投与ではほとんどなく，３回目より箸増するこ

とから虫卵のＥＣＦの作用より，免疫細胞系，抗体など

の関与がより強く示唆された（Table６)．

SchriberandZucker-Franklin（1975）はラテックス

粒子に，ヒト７－グロブリンをコートし，ラット静脈内に

注射し，血中好酸球の増多を観察したが，この好酸球増

多が遅延型過敏症の発症とよく相関することなどからＴ

細胞にmediateされるものと推察した．またVadas

(1981）もkeyholelimpethemocyaninをcompleteFre

und'sadjuvantとともにマウスに免疫する際，２日前に

cyclophosphamideを投与することによって著明な血中

好酸球増多を惹起できることを報告した．ところが，ヌ

ードマウスではこの現象が起こらないことから，Ｔ細胞

が関与していることを示唆した．

一方，生理食塩水で反復して腹腔を洗う非特異的な刺

激によっても腹腔好酸球増多が惹起できることはラット

考察

モルモット腹腔へ馬血清などの抗原を反復投与するこ

とによって好酸球増多を惹起する実験系はすでに古くか

ら知られている（Litt，1960)．われわれもブタ回虫抗原

(ASC）やdinitrophenyl化ＡＳＣの反復腹腔内注射によっ

て高率の腹腔好酸球増多を惹起させた（ＫａｓｕｙａｅｔａＺ.，

1977，粕谷・大友，1982a)．こうした好酸球増多のメカ

ニズムをＬｉｔｔ（1961）はｉｍｍｕｎｅｃｏｍｐｌｅｘによるもの

であると結論し，ＷａｒｄｅｔａＺ.，（1966）もｉｍｍｕｎｅｃｏｍ‐

plexにひきつづくＣ５６７の形成によるものであるとし，

eosinophilchemotacticfactorofcomplement（ECFC）

に関する研究の端緒となったが，さらに，Ｔａｎａｋａｅｔａｊ．

(1979）はブタ回虫体腔液にＥＣＦが存在することを証

明し，寄生虫によってひきおこされる好酸球増多現象の

一端を明らかにした．

今回われわれは，ブタ回虫を用いて，マウス好酸球増

多の惹起法を検討した．全虫体抽出抗原であるＡＳＣの

反復腹腔内注射では，モルモットで報告されるほど著明

な好酸球増多は観察されなかった（Table３）．また，ブ

タ回虫感染マウスの腹腔細胞中にも，マンソン住血吸虫

感染（ButterworthetaZ.,1975)，犬回虫感染（Sugane

andOshima,1980）で報告されたほど高率の好酸球は見

出されなかった（Tableｓ１，２）．実験動物の種，寄生

虫種の相異により，好酸球増多反応も多様であると考え

られる．以上の方法に比し，ブタ回虫卵の反復腹腔内注

射が好酸球増多の惹起に優れていることが明らかとなつ

(１２０）
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３）腹腔細胞数，好酸球の割合は，虫卵注射後36,

48,72時間ではほぼ同程度であった．

４）腹腔細胞採取の間隔は１～２週間に１度が有効

で，好酸球の割合は初回採取時より２，３回目の採取時

のほうが有意に高値であった．３週目の採取ではこのよ

うな増加は認められなかった．

５）毎週１回，2,000個の虫卵注射を行い，隔週に腹

腔細胞を採取した場合，３回目の注射後より１匹あたり

の細胞数5.9×107個，好酸球43.0％と箸増し，実験期間

中（７週まで）ほぼ同程度の細胞数，好酸球の割合とな

った．末梢血好酸球はすでに初回より９．０％と軽度上昇

を示し，３週に24.2％とさらに増多した．

６）この方法によって得られた細胞を，プラスチック

シャーレで短期間培養し，付着細胞を除外することによ

って好酸球を部分精製することができた（60～80％)．

この細胞を感染動物血清の存在下で日本住血吸虫もしく

はマンソン住血吸虫のschistosomulaと培養したとこ

ろ，細胞が付着し，生存虫体数の減少を認めた．従っ

て，この方法によって得た好酸球は殺寄生虫能を保持し

ているものと考えられ，他の分野の研究にも用いうるも

のと思われる．

(ArcherandHirsch，1963)，モルモット（Gleichand

Loegering,1973）を使用してすでに報告された．Fig.１

では虫卵の腹腔内注射を毎週１回とし，腹腔洗浄によっ

て細胞を回収する間隔を毎週，１週おき，２週おきにし

た場合，毎週および１週おきの洗浄では好酸球の割合が

上昇するのに対して，２週おきの洗浄ではそうした現象

が認められないことを示した．従って非特異的な腹腔の

刺激も重要な効果をもたらしているものと推察できた．

ＡＳｃと虫卵の好酸球増多の惹起能を比較すると，腹腔

細胞数では虫卵感作群が有意に多かった．好酸球の割合

は，今回の実験では平均がほぼ同程度であり，ＡＳＣ感作

群に個体差が大きかったが(Tables３，４)，Balb/ｃを使

用した別の実験（未発表）ではＡＳＣ感作群の好酸球の

割合は平均20.2％（範囲15.3～25.3％）で増多傾向は著

明ではなかった．従ってintactな虫卵の持つ抗原性，粒

子状の抗原形態などが好酸球増多にとって重要な意味を

持っているのかもしれない．

凍結乾燥虫卵によっても腹腔，血中好酸球増多を惹起

できることから，虫卵の生死はこの反応の基本にはかか

わらないと思われるが，生虫卵投与群において持続的，

安定な好酸球増多が惹起できるため（Tables６，７），詳

しい機序をさらに検討中である．

本法で惹起し，部分精製したマウス好酸球は，感染動

物血清の存在下で日本住血吸虫，マンソン住血吸虫の

schistosomulaに付着し障害する作用を保持しているこ

とが明らかとなった（Figs､２，３，Table８）．この現象

にはＩｇＧが関与し（KassisetaZ.,1979)，好酸球に含ま

れるmajorbasicprotein（Butterworthetaム1979)，

peroxidase（Jongetα/､1981)，cationicprotein（McLa‐

ｒｅｎｃｔａＪ、1981）などの直接作用が注目されているが，

本法を利用して得られた好酸球のこうした分野での検討

も今後期待できるものと思われる．
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による腹腔好酸球増多の惹起能を検討した結果，虫卵の

反復腹腔感作が細胞数，好酸球の割合の点からみて最も

有効な方法であることがわかった．

２）虫卵数はマウス各匹500～10,000個とし，週１回，

腹腔内へ注射したが，この範囲内では各群に有意差はみ

られなかった．
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! Abstract \

A METHOD OF INDUCTION OF EOSINOPHILIA IN MICE

SENSITIZED WITH EGGS OF ASCARIS SUUM

Shiro KASUYA and Hiroshi OHTOMO

{Department of Parasitology, School of Medicine,

Gifu University, Gifu 500 Japan)

The induction of eosinophilia of ddY mice with Ascaris suum was studied. The resulst are

as follows :

1) A large number of peritoneal cells contained high percentage ot eosinophils were har

vested from mice sensitized with Ascaris-egg (intraperitoneally inoculated). The sensitization with

Ascaris-a.nt\gen or infections (single or multiple) were less effective to induce the peritoneal accu

mulations of eosinophils than sensitizations wtih the eggs.

2) The numbers of peritoneal cells (or eosinophils) were almost identical at 36, 48 and 72

hours after the last injection of the eggs.

3) The percentages of peritoneal eosinophils were increased when peritoneal cells were har

vested with one- or two-week-intervals, but not increased with three-week-intervals.

4) In the experimental system with weekly intraperitoneal injections wtih 2,000 eggs per

animal and cells were harvested biweekly 48 hours alter egg-injections, the percentages of eosino

phils were markedly increased to 43.0% and total cells were 5.9 X107 3 weeks after, then the

levels continued to the end of experiment (7 weeks). On the other hand, eosinophils in peripheral

blood were slightly increased at first injection with the eggs and reached to 24 % 3 weeks after,

then persisted at almost equal levels.

5) Eosinophils were partially purified (60-80%) with a removal of plastic-adherent-cells from

the peritoneal cells harvested from egg-sensitized mice. This cell fraction adhere to schistosomula

of both Schistosoma japonicum and S. mansoni in the presence of serum from infected mice in

vitro, and the viabilities of schistosomula were decreased.
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