
〔寄生虫学雑誌第33巻第５号377-384頁，1984,10〕

Ｘ線照射による大平肺吸虫メタセルカリア

のラット寄生への影響について

池田照明谷荘

（昭和59年２月９日受領）

吉

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐａ７ａｇｏ７ｚ〃"SOAかαi，X-irradiatedmetacercariae，ｉｎdirectimmunoHuorescent

antibody，IHAantibody，PCAantibody

物として使用した．大平肺吸虫メタセルカリアは，兵庫

県の円山川に生息していたクロベンケイガニの肝臓から

分離・採取し，滅菌生理食塩水で数回洗浄後，実験に用

いた．

メタセルカリア投与：

正常（非照射）あるいはＸ線照射メタセルカリアをラ

ット腹腔内に投与した．先端にマルチプル採血針（21Ｇ）

をつけたテフロンチューブ付注射器で一定数のメタセル

カリアを滅菌生理食塩水とともに吸いあげ，それらを

エーテル麻酔を施したラットの腹腔内に注入した．経口

投与の場合には，ビニール管付注射器でメタセルカリア

をラット胃腔内に確実に注入した．メタセルカリアの投

与量は，Ｘ線による虫体の影響をみた実験ではラット１

頭当り20個であり，宿主抗体産生をみた実験では10個で

あった．

Ｘ線照射：

メタセルカリアへのＸ線照射に当っては，洗浄メタセ

ルカリアを滅菌生理食塩水のはいったシャーレに移し，

medicallinearaccelerator（三菱ML-15ⅡＢ）により

200roentgens/ｍｉｎの条件下で各種線量を照射した．

虫体回収：

メタセルカリア投与ラットからの虫体回収は，大倉

(1963）が報告したエバンスブルーを用いた方法に準じ

た．すなわち0.3％エバンスブルー液３ｍｌを股静脈より

注入し，１５分後に放血・剖検して虫体を検索した．開

腹・開胸後，肉眼的に各組織と各臓器の表面にいる虫体

およびエバンスブルーによる青色斑点を検索し，青色斑

点については，その部位を圧平して実体顕微鏡で虫体の

有無をしらべた．その後，腹腔から肝臓と残りの臓器全

部を一緒に取り出し，胸腔から肺臓および心臓を取り出

し，それらの臓器と腹腔および胸壁を生理食塩水で充分

寄生虫症では，宿主が感染により完全でないにしても

ある程度の再感染抵抗性を獲得するという報告は多くあ

り，吸虫類では住血吸虫および肝蛭で報告がみられ，

SmithersandTerry（1969）が住血吸虫について，

DawesandHughes（1964）およびBoray（1969）が

肝蛭について，それぞれに総説している．これらの吸虫

症では，放射線照射により成虫にまで発育できないセル

カリアあるいはメタセルカリアを接種することにより，

宿主にある程度の抵抗性を附与している（VillelaetaZ.，

1961；Smithers，１９６２；ＨｓｉｉｅＺａＺ.，１９６２；Thorpeand

Broome，１９６２；RadkeandSadun，１９６３；Ｓａｄｕｎｅｔ

α/､，１９６４；ＣｏｒｂａｅｔａＺ.，１９７１；ArmourandDargie，

1974)．このことは，宿主再感染防御機構が，宿主体内

に侵入し，その体内を移行した後，ある種の臓器に停滞

する幼虫によって誘導されることを示唆している．

一方，肺吸虫症では，再感染抵抗性が存在するという

確かな報告はなく，今回報告する大平肺吸虫とラットの

系でも再感染抵抗‘性はみられない．肺吸虫感染が再感染

防御機構を誘導しない原因を研究するためにも，また，

感染抵抗性を人工的に宿主に附与する方法の追求のうえ

にも，幼虫により特異的に誘導される宿主免疫応答を知

ることは重要である．今回は，ｘ線照射による大平肺吸

虫メタセルカリアのラット寄生への影響について検討

し，あわせて幼若期のみで虫体が死滅する場合における

ラットの抗体産生について，正常メタセルカリア感染の

場合と比較して検討した．

材料および方法

実験動物と寄生虫：

ウイスター系の雌ラット（体重180～2009）を実験動

金沢医科大学医動物学教室

（９）
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を用いた．ＰＣＡ反応は，被検血清の0.05ｍｌをラット

背部に皮内注射し，４８時間後に抗原（乾燥重量２ｍｇ／

ｍｌ）含有１％エバンスブルー液を静注，その３０分後に

屠殺して皮膚内面から青色斑を測定することによった．

直径５ｍｍ以上を陽性反応と判定した．ＩＨＡ反応は，

Csizmas（1960）の方法によりホルマリン固定した緬羊

血球にBoydenandSorkin（1955）の変法により抗原

を感作し，マイクロタイター法で実施した．

２）１１Ｆ法:メタセルカリアをタイロード培養液（ｐＨ

8.0）で培養することにより脱嚢させ，それらを冷95％

エタノールで固定した．固定脱嚢幼虫を水洗後，９６穴Ｖ

底マイクロプレート内で被検血清と３７°Ｃ，２時間反応

させ，0.15Ｍリン酸緩衝食塩水（PBS）で５回吸引洗

浄した．その後，２０倍希釈したHuoresceinisotyo‐

cyanate標識抗ラットＩｇＧ抗体液（Capell社）と37°Ｃ，

２時間反応させ，ＰＢＳで充分に吸引洗浄した後，螢光

に洗浄して遊離虫体を回収した．肝臓については，シ

ャーレ内の生理食塩水中でハサミで細切し，３７°Ｃ，１時

間の培養を２回くり返すことにより肝臓内の生存虫体を

回収した．肺臓については病変部のみ虫体の検索を試み

た．

虫体計測：

回収した虫体を10％ホルマリン液で固定，直後にピュ

ルケルチュルク氏２重計算盤上で被いガラスをかけて圧

平し，マイクロメターを用いて虫体の体長および体幅を

計測した．

抗体測定：

血清は，メタセルカリア投与ラットから投与後各週に

眼採血を行ない，遠心分離することにより得た．その血

清の各々についてpassivecutaneousanaphylaxis

(PCA）反応の抗体価を，また，各週毎のプール血清に

ついて間接免疫螢光（11F）法および間接赤血球凝集

(ＩＨＡ）反応の抗体価を測定した．

１）ＰＣＡ反応およびＩＨＡ反応：以前報告したごと

く行ない（IkedaandFujita，1980），抗原として成虫

の0.02Ｍベロナール緩衝液（ｐＨ7.4）による抽出抗原

顕微鏡で観察した．

結果

Ｘ線照射によるラット寄生への影響
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Ｆｉｇ、１Percentagesofwormsrecoveredfromvarioussitesinratsinoculatedintraperitoneally
with20eachnormalorX-irradiatedmetacercariaeofPczmgo"ｚｍ"ｓｏ/ｉｉ７ａｉ・Eachresult

representsthemeanpercentagefrom3rats・Wormrecoveryfromtheabdominalcavityexcept
thesufaceoftheliver（皿)，thesurfaceandparenchymaoftheliver（圏)，andthe

pleuralcavityandthelung（[二コ)．

（１０）
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Ｆｉｇ２Ｌｉｖｅｒｏｆｒａｔｓａｔ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｎoculationwith2,000-radX-irradiatedmetacercariae．Ａ：a

degeneratedwormsurroundedbyfibroblastsisseenbeneaththehepaticcapsule．Ｂ：adegenerated

wormisseenintheareaofnecroticcellsandeosinophils，surroundedbyhbrob1astsinthesubcapsular
tlssue．

各種線量（500rad～5,000rad）のＸ線を照射したメタ

セルカリアをラット腹腔内に投与し，投与後の生存虫体

の回収率および回収部位を各週３匹のラットを剖検する

ことにより検討した．結果はＦｉｇ．１に示した．500rad

のＸ線を照射したメタセルカリア群では，投与後６週目

でも虫体回収率（73.3％）および回収部位に関し正常メ

タセルカリア投与の対照群（回収率85.0％）との間に明

らかな差が認められなかった．１，０００rad照射群では，

投与後３週目に虫体回収率に顕著な低下がみられ，６週

目では33％と低かった．また，投与後６週日において，

肺臓から回収された虫体には子宮内に虫卵が認められる

ものの，いぜんラット腹腔内や肝臓から回収される虫体

があり，虫体の移行過程のおくれも認められた．2,000

rad照射群では，投与後１週目の虫体回収率が72％であ

り，対照群と同程度であったが，２週目以降は生存虫体

は回収されなかった．さらに，2,000radのＸ線照射メ

タセルカリアを投与したラット５匹について，投与後２

週目で剖検する追加実験を行なったが，生存虫体は回収

されなかった．２週目ラットの肝表面には10数個の点状

あるいは円形状の黄色斑が認められ，その部位における

病理組織像は，Ｆｉｇ．２に示したごとく，肝被膜直下に

線維芽細胞に包まれた変性虫体（Fig.２Ａ)，あるいは

肝被膜直下の肝実質に壊死巣の中心に変性虫体（Fig.２

B）が観察され，それらの周囲には好酸球を主とする細

胞浸潤がみられた．５，０００rad照射群では，投与後１週

目にすでに虫体回収率が50％と若干の低下がみられ，以

降，生存虫体の回収はなかった．

Ｘ線照射メタセルカリアの発育の程度を検討するた

め，投与後１週目と２週目の回収虫体の体幅および体長

を計測した（Tableｌ)．2,000rad群の１週目虫体は対

照群の１週目虫体に比べ体幅および体長とも著明に小さ

かったが，脱襄幼虫と比べると両方とも有意（Ｐ＜

0.001）に大きかった．投与後２週目における虫体の比

較では，500rad群の虫体は対照群の虫体と比べ体幅お

よび体長とも大きな差はないものの有意（Ｐ＜0.025,

Ｐ＜0.002〉に小さかった．1,000rad群の虫体は，対照

群の虫体と比べ体幅および体長とも著明に小さく，むし

ろ対照群の１週目虫体と大きさが類似していた．

２，０００radのＸ線照射を受けたメタセルカリアが，正

常感染経路である経口感染の場合にも感染』性をもつか否

かを検討した．ラット５匹について投与後１週目の虫体

回収率（平均値±Ｓ､、）を比較すると，対照群が45±

15.8％であり，照射群が39±９１％であり，両者の間に

有意な差はなかった．しかし，投与後２週目では，照射

群のラット５匹からは生存虫体は回収されなかった．

抗体の経時的変化

2,000radのＸ線照射を受けたメタセルカリアは，幼

虫期であるラット投与後２週目までに死滅する．それゆ

え，これらのメタセルカリアを投与したラットについ

て，投与後５週目までの抗体の経時的変化を正常メタセ

ルカリアを投与した対照ラットの場合と比較してしらべ

た．なお，両群に用いたラット数は各々６匹である．

正常メタセルカリアを投与したラットの血清で脱嚢幼

虫に対して１１Ｆ法を行なうと，虫体表面および炎細胞

に顕著な螢光染色が観察される（Fig.４）（池田・谷投

稿中)．したがって，これらの部位に対する１１Ｆ抗体の

経時的変化を検討した．結果はＦｉｇ．３に示すごとく，

虫体表面に対する１１Ｆ抗体は，対照群では，投与後２

（１１）
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TablelSizeofwormsrecoveredfromratsinoculatedwithnormalor

X-irradiatedPtJ〆ａｇｏ"i"zzJso/jimimetacercariae

Ｍｅａｎｓｉｚｅ±Ｓ、．（ｍ、）Ｎｏ．ｏｆ

ｖｖｏｒＩｎｓ

ｅｘａｎ１ｉｎｅｄ

Weeksafter

inoculation
Radiationdose

Breadth Ｌｅｎｇｔｈ

Excystedjuvenile

l

l

２

２

２

０．２２±０．０２Ａ

０．５９±０．０６Ｂ

０．３７±０．０３ｃ

1.3±０．１５，

１．２±０．１５Ｅ

０．６３±０．１５Ｆ

０
２
８
９
８
３

２
３
２
２
２
２

０．４０±０．０４ａ

０．９５±０．１２ｂ

０．４８±０．０５ｃ

２．４±０．３６．

２．１±０．２９ｅ

０．９０±０．３５ｆ

０ｒａｄ

２，０００ｒａｄ

０ｒａｄ

５００ｒａｄ

1,000ｒａｄ

Ratswereinoculatedintraperitoneallywith20metacercariae・

Resultsofthemeansizewereobtainedfromwormsrecoveredfromtworatspergroup

StatisticalanalysisbyStudent，ｓｔ－ｔｅｓｔ

Ｂ＞Ｃ＞Ａ；ｂ＞ｃ＞ａ；Ｅ＞Ｆ；ｅ＞ｆ：Ｐ＜０．００１Ｄ＞Ｅ：Ｐ＜０．０２５，．＞ｅ：Ｐ＜０．００２

週目に１：324の高い抗体価で出現し，以降も同じ抗体

価を持続した．照射群では，出現時期が対照群と一致す

るものの，抗体価は著しく低く以降も低値であった．他

方，炎細胞に対する１１Ｆ抗体は，照射群および対照群

とも投与後２週目に抗体価１：324で出現し，３週目は

同じ抗体価を持続し，以降低下した．

４８時間ＰＣＡ抗体の経時的変化をFig.５Ａに示した．

対照群のラットでは，以前報告したごとく，メタセルカ

リア投与後２週目には陽転し，３週目に最高抗体価l：

101を示し，以降減少した．照射群では投与後２週目に

最高抗体価１：80.6で出現し，以降減少した．最高抗体

価を示す週が異なる以外，両群のＰＣＡ抗体の経時的変

化は類似していた．

両群のＩＨＡ抗体の経時的変化をＦｉｇ．５Ｂに示した．

対照群では，この抗体は投与後３週目より抗体価１：

108で出現し，以後増加した．照射群では，抗体の出現

時期が１週遅れ，以降，抗体価は上昇するものの対照群

に比べて極めて低かった．
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放射線照射による寄生蠕虫の発育への影響についての

研究は，TyzzerandHoneij（1917）が旋毛虫について

報告して以来，各種の寄生蠕虫でなされている．吸虫類

では，住血吸虫（LichtenbergandSadun，１９６３；Ｈｓｉｉ

ｅｔα/､，１９６３；Erickson，1965；GhandourandWebbe，

1975；Ｂｉｃｋｌｅｅｔα/・’1979）および肝蛭（Wikerhauser；

1961；Hughes，１９６２；Dawes，１９６３；Dawesl964）で

報告がみられるが他の種類ではあまり報告をみない．

今回の実験でＸ線照射による大平肺吸虫のラット寄生

Weeksafte「inoculation

Fig、３ＫｉｎｅｔｉｃｓｏｆｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｌｌＦａｎ‐

tibodyagainstthesurfaceandtheflamecell

oftheexcystedjuvenileinratsinoculated

intraperitonealｌｙｗｉｔｈｌＯｎｏｒｍａｌ(○)or２，０００‐
radX-irradiatedmetacercariae(●）．IIFtiters

weredeterminedonpooleｄｓｅｒａｆｒｏｍｓｉｘｒａｔｓ

ｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ、IIFtestwasperformeｄｂｙ

ｕｓｉｎｇｗｈｏｌｅｗｏｒｍｓｆｉｘｅｄｉｎｃｏｌｄ９5％ethanol

andfluorescein-conjugatedrabbitanti-ratlgG

（１２）
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Fig4Excystedjuvenileswerelabeledaftertreatmentwiththepooledsera（１：３６）ｆｒｏｍｔｈｅｒａｔｓａｔ

３weeksafterinoculationwithnormalmetacercariae（Ａ）ｏｒ２，０OO-radXirradiatedmetacercariae(Ｂ）

Ａ：thesurfaceofthejuvenileisstronglylabeledB：thelabelingontheHamecellsbecomesevident

becauseofweakreactiononthesurfaceofthejuvenile、

への影響について検討し，虫体の宿主内発育に顕著な影り若干商い放射線感受'性を有する可能性は強いと思われ

響を与えるＸ線量が1,000radからであり，成虫までのる．この放射線感受性の差が感染幼虫の発育期および感

発育を阻害するのが2,000rad以上であることを明らか 染経路，あるいは虫体の宿主内移行経路の違いによるの

にした．すなわち，1,000radのＸ線照射は，虫体の発か，それとも他の生物学的要因によるのか興味ある問題

青および宿主内移行の遅延，感染後期における虫体生存である．

率の低下を導くが，虫体が成熟することは阻害できなか2,000radのＸ線照射メタセルカリアを投与したラツ

つた．２，０００radのＸ線照射は，メタセルカリアか経口トと正常メダセルカリアを投与した対照ラットについて

的に感染する能力，および投与後１週目における虫体生ＩＩＥＰＣＡおよびＩＨＡ抗体の経時的変化を比較して

存率に影響を与えないものの，虫体の発育をいちじるしみると，抗体の種類により両群のラットの間に特徴ある

く抑制し，投与後２週目には肝組織内虫体の死滅かみら違いか認め｢〕れた

れた．このＸ線量での追加実験でも，ラット投与後２週脱嚢幼虫に対する１１Ｆ抗体では，抗炎細胞１１Ｆ抗体

目に生存虫体は回収されず，2,000radのＸ線照射を受がＸ線照射群と対照群で同程度に産生されるのに反し，

けたメタセルカリアは，ラット投与後２週以上は生存で 抗体表１１Ｆ抗体は，対照群に比べＸ線照射群に著明に

きないものと考えられる．５，０００radのＸ線照射は，投低い産生しか認められず，照射虫体が死滅してまもない

与後１週目の虫体生存率にも影響を与え，その率を低下投与後２週目にすでにいちじるしい抗体価の違いかみら

させた．れたこの結果は，抗体表１１Ｆ抗体の産生を高めるに

放射線感受↓性について，上述に引用した住血吸虫およは虫体の正常発育が必要であり，抗炎細胞１１Ｆ抗体の

び肝蛭の場合と比較してみると，それらでは，Ｘ線もしilljい産生には虫体の正常発育を必要としないことを示唆

<は７線の2,500rad（あるいはroentgen）以上の照射しているこのことから，脱襄幼虫の体表抗原は，虫体

によっても感染後期に低率ではあるか生存虫体か回収さの発育か進んでも存在し続け虫体増大に伴ない量的に増

れており，今回の大平肺吸虫の結果との間で明らかな相加しそのことが１１Ｆ抗体の産生を高めるものと考え

違かみられる同一条件下での比較でないので結論する「)れる．肝蛭においても，脱嚢幼虫の体表抗原が発育過

二とはできないが，大平肺吸虫が住血吸虫および肝姪よ程で長期にわたって虫体表面に存在し続けることが報告

１３）
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おいて成虫抗原を遂次形成し且つその量を増加さすこと

により，感染経過に伴なって宿主の抗成虫ＩＨＡ抗体の

産生を高める（池田・多田，1977）が，Ｘ線照射虫体は

発育が阻害されたため抗原の質的変換および量的増加が

行えず抗成虫ＩＨＡ抗体の産生を高めることが出来ない

ものと考えられる．
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Ｘ線照射による大平肺吸虫のラット寄生への影響につ

いて検討し，併せて幼虫期のみで死滅するＸ線照射メタ

セルカリアを投与したラットについて，その抗体産生を

正常メタセルカリア感染の場合と比較検討した．

虫体のラット寄生に顕著な影響を与えるメタセルカリ

アへのＸ線量は1,000radからであり，虫体を幼虫期に

死滅させる線量は2,000rad以上であった．1,000radの

Ｘ線照射では，虫体のラット体内移行のおくれ，および

感染後期における虫体生存率の低下がみられた．２，０００

radでは，投与後1週目の虫体生存率に影響が認められ

ないものの，虫体発育のいちじるしい抑制がみられ，投

与後２週目にはすでに生存虫体は回収されず，肝組織内

に死滅虫体が確認された．5,000radでは，投与後1週

目でも虫体回収率の低下が認められた．

Ｘ線照射（２，０００rad）メタセルカリアを投与したラッ

トでは，成虫抗原に対するＰＣＡ抗体および脱嚢幼虫

の炎細胞に対する１１Ｆ抗体は，正常感染の場合と同じ

程度に産生された．一方，成虫抗原に対するＩＨＡ抗体

および脱嚢幼虫の体表に対する１１Ｆ抗体は，正常感染

と比較して極めて低い産生しか認められなかった．
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⑧

1０８

』①一一一
二
エ

３６

1２

＜１２
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Fig5KineticsｏｆＰＣＡａｎｄＩＨＡａｎｔｉｂｏｄｙ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒａｔｓａｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄｉｎ

Ｆｉｇｕｒｅ３．Ａ：PCAtitersweredetermin

edonindividualsera，Eachpointisthe

geometricmeanandｔｈｅｂａｒｓｓｈｏｗ±ＳＤ．

Ｂ：ＩＨＡｔｉｔｅｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｏｎｔｈｅｐｏo‐

ledsera．

稿を終えるにあたり，Ｘ線照射に協力して頂いた本学

放射線部の宮村順二氏，実験ならびに論文執筆に協力し

て頂いた松能好子技官・高柳尚代嬢に感謝する．

されている（Hanna，1980)．

成虫抗原を用いて検出したＰＣＡ抗体では，Ｘ線照

射群の抗体価の経時的変化は対照群と類似していた．

2,000radのＸ線照射虫体は，成長がいちじるしく抑制

されており，しかも感染初期に死滅することから，きわ

めて感染初期の幼虫までしか発育できないものと考えら

れる．成虫のアレルゲンは分泌物・排泄物に高い濃度に

存在するので（池田・藤田,1980)，したがって，これら

感染初期の幼虫でも成虫と同じアレルゲンを体外に放出

し，ＰＣＡ抗体の高い産生を誘導する能力をもつことが

推測される．

成虫抗原を感作した赤血球を用いて測定したＩＨＡ抗

体では，Ｘ線照射群に抗体の出現時期の遅れおよび抗体

価の著明な低さが認められた．虫体は正常発育の過程に
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! Abstract I
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THE EFFECT OF X-IRRADIATION OF METACERCARIAE ON

INFECTION OF RATS WITH PARAGONIMUS OHIRAI

Teruaki IKEDA and Shokichi TANI

(Department of Medical Zoology, Kanazawa Medical University,

Uchinada, Ishikawa-ken, 920-02, Japan)

This study was undertaken to determine the effect of X-irradiation on the development of

Paragonimus ohirai metacercariae in rats, and to determine humoral immune response of rats

inoculated with X-irradiated metacercariae which would die during the immature stage.

Metacercariae were X-irradiated at varied dose, and then inoculated intraperitoneally into

Wistar female rats. The metacercariae were effected by X-irradiation at levels greater than 1,000

rads (Fig. 1 and Table 1). X-irradiation at 1,000 rads stunted the growth of worms, markedly

reduced worm recovery from 3 weeks after inoculation, but did not inhibit some of the worms to

reach maturity. X-irradiation at 2,000 rads caused the worms to die in the liver between 1 and 2

weeks after inoculation. However, the dose did not reduce worm recovery at week 1 nor prevent

metacercariae from having infectivity via oral route. X-irradiation at 5,000 rads reduced worm

recovery at week 1.

In rats inoculated with 2,000-rad X-irradiated metacercariae, various antibody responses

were determined by indirect immunofluorescent (IIF) test using excysted juveniles and indirect

hemagglutinatiom (IHA) test and passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test using adult extracted

antigen, as compared with control rats inoculated with normal metacercariae. The production of

IIF antibody against the surface of the juvenile (Fig. 3) and IHA antibody (Fig. 5B) in irradiat

ion group was considerably lower than in the control group, whereas the production of IIF anti

body against the flame cell (Fig. 3) and 48-hour PCA (IgE) antibody (Fig. 5A) in the irradiation

group was essentially similar to the control group. These results suggested the ability of juvenile

at the early stage of infection to induce and increase some of antibodies produced in P. ohirai

infection.

( 16 )




