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小形条虫感染に伴うマウス小腸のphospholipase活性の

変動と六鉤幼虫の発育に及ぼすその効果

浅野和仁・村松邦彦・岡本謙一

（平成元年２月28日掲載決定）

要約

小形条虫感染マウス，並びに感作腸間膜リンパ節細胞を注射したヌードマウス小腸の

phospholipase活性，さらには，マウス腸絨毛内における六鉤幼虫からcysticercoidへの発育阻止
とphospholipaseとの関連性について調べた。得られた結果は以下の通りである。

ＤＢALB／c系マウスに小形条虫虫卵1,000個を経口投与，その１２，２４，４８，７２，９６そして'20時間
後にマウスを殺し，小腸のphospholipase活性を調べたところ，その活性は72時間目に最も高
かった。

２)1,000個の虫卵を経口投与後５日目に再度虫卵を経口投与（1,000個／マウス)，その１２，２４，
４８時間後に小腸のphospholipase活性を調べたところ，その活性は時間に関係なく常に高かっ
た。

３)ＢALB／c系マウスに1,000個の虫卵を経口投与，その４日目に感作腸間膜リンパ節細胞を採取
した。この感作細胞をヌードマウス（BALB／c-nu／､u）の尾静脈内に－日おきに３回（１回
当り５×107個）注射，最終注射から48時間目に１，０００個の虫卵を経口投与，その24時間目に当
該ヌードマウスを殺し小腸のphospholipase活性を測定した。感作細胞を注射したヌードマウ

ス小腸のそれは，未感染マウスから採取した細胞を注射した対照ヌードマウスの約７倍と極め
て高かった。

４)上記と同様に細胞を注射したヌードマウスに細胞の最終注射から48時間目に1,000個の虫卵を
経口投与，その４日後にマウスを殺し，腸絨毛内のcysticercoidの有無を調べたところ，感作細
胞を注射したヌードマウスからは１匹のcysticercoidも検出できなかった。
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AdewusiandGoven（1987）小形条虫虫卵をマウスに経口投与するとその虫卵由来

の六鉤幼虫は，マウスの腸絨毛内に侵入しcysticercoid

にまで発育，４～５日後には腸腔内に脱出して成条虫に

なる。ところが，前もって虫卵を経口投与したマウスに

再度虫卵を経口投与してもその虫卵由来の六鉤幼虫は，

マウスの腸絨毛内に侵入はするもののcysticercoidにま

で発育することなく感染後48時間以内に死滅・排除され

る（MiyazatoetaJ.,1979)。

著者らは，これまでに上述したようなマウスの小形条

虫に対する再感染防御免疫の発現機構について細胞'性免

疫の立場から検討を加え，防御免疫の発現には腸間膜リ

ンパ節内のＴ細胞が寄与していること（Asanoeta4

l986），さらには腸絨毛内からの六鉤幼虫の排除と遅延

型過敏症が密接に関係している可能'性があること（Asa-

noetaJ.,投稿中）などを報告してきた。しかし，腸絨毛

内における六鉤幼虫の殺滅機構に関しては不明な点が多

AdewusiandGoven（1987）は旋毛虫一マウスの系を

用いて，マウス小腸のphospholipase活性を測定，感染マ

ウスのそれは未感染マウスに比らべて有意に高いことを

観察すると共に，旋毛虫幼虫の体表にはリン脂質がある

とされている（CastroandFairbairn,1969）ことから，

phospholipaseが同幼虫の殺虫に寄与している可能'性が

あることを推論している。さらに，LempereuretaJ.，

（1980）は，３Ｈ標識コリンを取り込ませたマンソン住血

吸虫シストソミューラとラット好酸球をi7zzﾉﾉｔｒｏにおい

て混合培養すると，リン脂質の放射能活性が急速に低下

することを観察し，シストソミューラの殺虫には好酸球

に由来したphospholipaseが寄与している可能性のある

ことを報告している。また，小形条虫をマウスに感染さ

せるとその小腸では，phospholipaseの活性が感染１４日

目以降から著しく増加するという報告（Ottolenghi，

1973）もある。

著者らはすでに，小形条虫虫卵からエーテルとアル

コールの混合液によって脂質を抽出，湿Ｉ性灰化後リンの(昭和大学医学部医動物学教室）
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検出を試み，虫卵1個当り４×10-2〃ｇのリンが含まれ

ていることを観察した（浅野，未発表)。このことは，小

形条虫虫卵にはphospholipaseの基質となりうるある種

のリン脂質が含まれていることを示唆するものである。

そこで今回，小形条虫六鉤幼虫のphospholipaseによ

る殺滅の可能性について調べたので報告する。

材料と方法

実験動物

本実験で使用したマウスは５週今のＢＡＬB／c系雄マ

ウス（BALB／ｃ－＋／＋)，並びに４週今の同系雄ヌー

ドマウス（BALB／ｃ－ｎｕ／､u）であった。小形条虫虫

卵は，当教室で継代している虫体の受胎節より集め，投

与の直前にBerntzenandVoge（1965）の方法によって

卵殻を除去したものである。

小腸抽出物の作製

1,000個の虫卵を１回だけ経口投与したマウスと，初

感染後５日目に1,000個の虫卵を再度経口投与したマウ

スを用意した。これらのマウスを初感染後あるいは再感

染後所定の時間に殺し，小腸全長を摘出，氷冷した

１２．５％グリセリン，５×ｌＯ－３ＭＭｇＣ１２，２×10-3Ｍ

EDTAを含むpH6.6のリン酸緩衝液（以下単に緩衝液と

する）中で切開，腸内容物を除去した。次に，この小腸

を濾紙ではさみ緩衝液を吸収後重さを測定，１９倍量の緩

衝液中で小腸をホモジナイズした。このようにして得た

ものを小腸抽出物として実験に用いた。

phospholipaseの測定

ＬａｒｓｈｅｔａＪ．（1974）の方法に準じて小腸のphospholi-

pase活'性を測定した。上記の方法で調整した小腸抽出物

20〃ｑをスピッツに入れ，緩衝液を加えて全量を０．６，J

に調整，３７℃の恒温層内に４分間静置した。そして，前

もって37℃に加温しておいた6.5mg／ｎJのlysolecithine

(SIGMA,LOTNol7F-8400）0.3,Jを加え，振邉混和

後，３７℃の水溶中で反応させた。３０分後にスピッツを氷

水につげて反応を停止させ，２，Jのへブタンを加えた

後，窒素ガスを通気させながら0.01ＮのＮａＯＨを用いて

滴定した。反応液全体が青く染まった時点を滴定の終点

とし，その活'性を組織湿重量ｌｇ当り1時間に分解され

るlysolecithineの/４mol数として表わした。また，へブ

タン１，J当り２ノリ、Clのパルミチン酸（SIGMALOT

NolO5F-00232）を溶解させたものを滴定のスタン

ダードとした。

細胞浮遊液の調整

本実験で使用した細胞浮遊液は，正常ＢALB／c系マ

ウス，および1,000個の虫卵を経口投与後４日目マウス

の腸間膜リンパ節から既報（浅野ら，1982）の方法に

よって採取した細胞を２％牛胎児血清（GIBCO）を含

むMediuml99（日水製薬）中に浮遊させたものである。

細胞濃度は培地１，J当り25×107個であった。

細胞のヌードマウスヘの注射

前記の方法で調整した細胞を１回につき５×107個ず

つ，－日おきに３回ヌードマウスの尾静脈内に注射した。

六鉤幼虫の発育の可否の判定

細胞の最終注射から48時間目に虫卵1,000個を受容者

ヌードマウスに経口投与，その４日後にマウスを殺し，

Okamoto（1968）の用いた方法に準じて腸絨毛内の

cysticercoidの有無を調べ，六鉤幼虫の発育を判定した。

結果

1．小形条虫感染に伴うマウス小腸のphospholipase活

性の変動

小形条虫虫卵1,000個を経口投与したマウス（以下初

感染マウスとする）を１２，２４，７２，９６，１２０時間目に，さ

らに初感染後５日目に1,000個の虫卵を再度経口投与し

たマウス（以下再感染マウスとする）を１２，２４，４８時間

目にそれぞれ６匹ずつ殺し，小腸のphospholipase活1性

TablelPhospholipaseactivityofintestinaltissuefromBALB/cmiceinfectedwithl,O00HWe"o/Epjs

〃α"αｅｇｇｓ

Phospholipaseactivitv＊●

Ｈｏｕ｢s

after

infectioll Ｎｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ、PriII1aryinfectionSecondarvinfection

2226(38.0） 3536(163.0）

3289(349.0）

４７７５(288.4）

11574(307.0）

10857(１００．０）

5103（６２．１）

19431(5665.0）

24719(5190.0）

11852（313.5）

２
４
８
２
６
０

１
２
４
７
９
２
１

2240(55.0）

*：Numbersrepresent似moloflysolecithinehydrolyzed/ｇｏｆｗｅｔｔｉｓｓｕｅ/hour
Figuresinparenthesesrepresentstandarddeviation．
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を測定した。結果はＴａｂｌｅｌに示した。ここに示した値

は，マウス１匹につき３検体を測定して得た値の平均と

標準偏差である。

未感染対照マウス小腸のphospholipase活性は，１２時

間目2226±38.0/ｕｍｏｌ，４８時間目2240±５５．０ﾉｕｍｏｌで

あった。一方，初感染マウスのそれは感染時間の経過と

共に次第に増加（12時間目３５３６±163.Ｍmol，４８時

間目4775±288.4,ｕｍｏｌ)，７２時間目には最高の11574±

307.ｑｕｍｏｌとなったが，120時間目には5103±62.Ｍ

molと激減した。次に再感染マウス小腸のphospholipa-

se活性を調べたところ，その活性は再感染１２時間目

19431±5665.ｑｕｍｏｌ，２４時間目24719±5190〃ｍClと初

感染マウスのそれと比較して非常に高かったが，再感染

48時間目には11852±313.5ﾉｕｍｏｌと初感染72時間目の値

とほぼ同じ値にまで低下した。

2．ヌードマウス小腸のphospholipase活性とその腸絨

毛内における六鉤幼虫の発育に及ぼす感作細胞静脈内

注射の効果

ヌードマウスの尾静脈内に１回当り５×107個の感作

細胞を一日おきに３回注射，最終注射から２日目に

1,000個の虫卵を経口投与し，その24時間後に小腸の

phospholipase活'性を測定した。結果はＴａｂｌｅ２に示し

た。

未感染マウスから採取した細胞を注射したヌードマウ

ス（Non-immunizedと表示）小腸のphospholipase活性は

3179±230.Ｍmolであった。ところが，感染４日目のマ

ウスから採取した細胞を注射したヌードマウス（imm-

unizedと表示）のそれは，23138±3760.7ﾉumolと前者と

比較して極めて高かった。

次に，細胞の最終注射から２日目に1,000個の虫卵を

経口投与，その４日後に受容者ヌードマウスを殺し，腸

絨毛内のcysticercoid数を数えるという方法によって，

当該マウスの腸絨毛内における六鉤幼虫のcysticercoid

への発育の可否を調べた。その結果はＴａｂｌｅ２に示した

通りである。未感染マウスから採取した細胞を注射した

ヌードマウス（Non-immunizedと表示）は，いづれも１

匹当り329個から382個のcysticercoidを保有していたが，

感作細胞を注射したヌードマウス（immunizedと表示）

からは全くcysticercoidを検出できなかった。

考察

小形条虫虫卵の経口投与を受けたマウスは，虫卵投与

後24～48時間後には極めて強い感染防御能を獲得し，再

度の虫卵による経口感染を完全に阻止する。このような

再感染防御能は攻撃投与された虫卵のマウス腸管におけ

る孵化を抑制したり，あるいは六鉤幼虫の腸絨毛内への

侵入を阻止するものではなく，むしろ腸絨毛内に侵入し

た六鉤幼虫に対して殺滅的に作用するものであるとされ

ている（ＩｔｏａｎｄＹａｍａｍｏｔｏ，1976,FriedbergetaJ.，

1979）。著者らのこれまでの解析から，虫卵投与後早期

に発現してくる上述したような再感染防御能は細胞性免

疫によっている可能性が強い（浅野ら，1982,Ａｓａｎｏｅｔ

ａＪ.,1986）が，六鉤幼虫に対して殺滅的に作用する可能

性のある物質については不明な点が多い。

Ottolenghi（1973）はすでに，小形条虫虫卵1,000個を

その卵殻を除去することなくマウスに経口投与，経時的

に小腸のphospholipase活性を測定し，感染１４日目から

その活性が急激に増加，２０日から40日にかげてピークに

なることを観察すると共に，虫卵や虫体にはphospholi-

pase活性がないことから，小形条虫の感染によってマウ

ス小腸そのもののphospholipase活'性が増加すると結論

づけている。しかし，今回著者らが，前もって卵殻を除

TableZEffeclofimravenousinjec[ionwithmesen[ericlymphnodecells（ＭＬＮＣ)onphospholipase
ac[ivi[ｙａｎｄｏｎｌａｒｖａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｍｉｎｎｕｄｅｍｉCｅ

Ｎｏ．ｏｆ

ｍｌｃｅ

ｃｘａｌｎｉｎｅｄ

Ｔｙｐｅｏ［ＭＬＮＣ
ｉｎｊｅｃ[eｄ

Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｃ
ａＣＵｖｉｔｖ＊

Ｎｏ．ｏｆｃｙｓｔｉｃｅｒｃｏｉｄｓ
ｉｎｉｎｄＭｄｕａｌｍｉｃｅ

３１７９（230.1）

23138(3760.7）

ひ
Ｊ
⑪
』
Ｏ
Ｊ
Ｒ
Ｊ

Ｎｏｎ－ｉｌｎｌｌｌｕｌｌｉｚｃｄ

ｌｍｍｕｎｉｚｃｄ

3２９，３４７，３８２

０，０，０，０，０

lmmunizedMLNCwerepreparedfromBALB/cmiceinfectedwithl,O00Hyme"oﾉﾋﾞpjs〃α"αeggs4days
before、

All[herecipientnudemicewerein[ravenouslyinjectedthreetimeswithasingledoseofcells(５×107）
ｏｎｄａｙｓ－６，－４ａｎｄ‐Zrelative［olhechallenge、

Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅａｃ[ivi[ｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ２４ｈｏｕｒｓａｆler［ｈｅchallenge、

CysIicercoidcountsweremadeonｄａｙ４ｏｆ［ｈｅchallenge．
*：ＳｅｅＴａｂｌｅＬ
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去した虫卵の経口投与を受けた初感染マウス小腸の

phospholipase活性を測定して得た結果（Tableｌ）は，

感染72時間目にはその活性が急激に増加，９６時間目まで

はその状態が持続していたが，感染120時間目になると

急激に低下するというOttolenghi（1973）の報告とは異

なったものであった。

小形条虫虫卵をその卵殻を除去することなくマウスに

経口投与した場合の寄生虫体数は極めて少ないが，投与

の前に卵殻を除去するとその寄生数は飛躍的に増加する

とされている（BerntzenandVoge，1965）ことから，上

述したようなphospholipase活性変動の差異は，マウス

に寄生している虫体数の違いによっている可能性がある。

このことは，再感染によって人為的に寄生虫体数を増加

させたマウス小腸のphospholipase活性は初感染マウス

のそれと比較して極めて高いことを示した本実験の結

果，さらには自家感染が起きるとされている感染１４日目

以降（ReedetaJ.,1977）から急激にphospholipase活性

が増加することを示したOttolenghiO973）の報告から

も支持されるであろう。

小形条虫虫卵をマウスに経口投与すると，腸管内で孵

化，遊離した六鉤幼虫が腸絨毛内に侵入し徐々に発育，

48時間後には腸絨毛内に侵入した幼虫の周囲に嚢壁が形

成され，その中で六鉤幼虫が次第に完全な形の

cysticercoidに発育していくとされている（Hunninen，

1935）。また，（MiyazatoetaJ.,1979）も小形条虫感染マ

ウス腸管の組織学的観察から上記と同様な幼虫の発育を

報告している。

そこで，前述したようなphospholipase活性の経時的

変動とこれらの報告を併せると，初感染マウスでは腸絨

毛内に侵入した六鉤幼虫の周囲に嚢壁が形成された時点

から小腸のphospholipase活性が増大するが，再感染マ

ウスでは六鉤幼虫の腸絨毛内侵入後比較的早期からその

活性が箸増していることになる。従って，初感染マウス

では六鉤幼虫の周囲に形成された嚢壁がphospholipase

の作用から幼虫を保護，その結果六鉤幼虫の正常な発育

が可能になるのに対し，再感染マウスではphospholipa-

seが直接六鉤幼虫に作用，その幼虫に殺滅的な効果を及

ぼしている可能性のあることが推察される。

次に，上述したようなphospholipaseによる六鉤幼虫

の殺滅の可能性をより一層明確なものにするためにヌー

ドマウスを受容者とした防御能の移入実験を行なった。

その結果，感作腸間膜リンパ節細胞の注射によってヌー

ドマウス小腸のphospholipaseの活'性が高まると共に，

そのようなマウスでは攻撃感染由来の六鉤幼虫が

cysticercoidにまで発育できないことが判明した（Tab-

le2）。このことは，腸絨毛内における六鉤幼虫の殺滅

とphospholipaseが密接に関係していることを明瞭に示

している。

小形条虫再感染マウスの小腸では，腸絨毛内に浸入し

た幼虫の周囲には著明な好酸球の浸潤があること（Fri-

edbergetaZ.,1979,MiyazatoetaJ.,1979)，さらには，

マウス腸管のphospholipaseは好酸球に由来しているこ

とが示されている（Ottolenghi，１９７０，Adewusiand

Goven，1987)。また，マウスから採取した感作腸間膜リ

ンパ節細胞を同系のマウスの静脈に注射すると，その細

胞は受容マウスの腸管に移行・定着することも観察され

ている（Guy-GrandetaZ.,1974)。従って本実験の結果と

これらの報告を併せると，ヌードマウスに静注された感

染４日目の腸間膜リンパ節細胞は当該ヌードマウスの腸

管に移行・定着し，攻撃感染由来の六鉤幼虫の抗原にす

ばやく反応，好酸球に作用すると考えられている因子，

所謂eosinophilstimulatingpromotor（Colley，１９７３，

ＬｅｗｉｓｅｔａＬ，１９７７）を産生放出，その結果腸の

phospholipase活性が増加し，六鉤幼虫が死滅した可能

性が推察される。しかしながら，この点に関しては今後

更に詳細な検討を加えてふる必要があるだろう。また，

i〃Ｕｉｔ７ｏにおいてphospholipaseを六鉤幼虫に作用させ，

その効果を直接観察することも今後の課題として残され

ている。
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PHOSPHOLIPASE ACTIVITY IN THE SMALL INTESTINE OF

MICE INFECTED WITH HYMENOLEPIS NANA AND ITS EFFECT ON THE

INHIBITION OF LARVAL DEVELOPMENT IN THE INTESTINAL VILLI

KAZUHITO ASANO, KUNIHIKO MURAMATSU AND KEN-lCHI OKAMOTO

(Department of Medical Biology, School of Medicine, Showa University,

Hatanodai, Shinagawa-ku, Tokyo, 142 Japan)

After a primary infection with Hymenolepis nana eggs, BALB/c mice showed a short lived increase

in phospholipase activity in the small intestine, which began 48 hours post infection, peaked at 72 hours and

had declined by 120 hours. On the other hand, when the mice were given a secondary infection 5 days after

the primary infection the same sequence of changes was apparent, but the time course was accelerated, i.e.

peak activity of phospholipase occurred at 24 hours after the challenge.

Mesenteric lymph node cells (MLNC) were obtained from BALB/c donor mice 4 days after infection

with 1,000 H. nana eggs. MLNC were injected into tail vein of recipient nude mice (BALB/c-nu/nu) on Day

6, 4 and 2 prior to the challenge. The cell dosage transferred was 5 x 107 per injection and the period from

final cell transfer to the challenging infection was 2 days. Phospholipase activity in the small intestine was

measured at 24 hours after the challenge. Intravenous injection with MLNC prepared from H. na^a-infected

mice elevated phospholipase activity greatly in excess of the value measured in control recipient mice. The

effect of cell transfer on the larval development was assessed by counting the number of cysticercoids presented

in the intestinal villi of recipient nude mice 4 days after the challenge. The transfer of sensitized MLNC in

hibited larval development in the intestinal villi of the recipient nude mice; recipient nude mice which were

injected with sensitized MLNC harboured no cysticercoids derived from the challenge infection.

(55)




