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小形条虫の抗原性物質に関する研究

１．遅延型過敏症誘導抗原の解析

村松邦彦・浅野和仁・岡本謙一

（平成元年12月６日掲載決定）

要約

５０個の小形条虫虫卵をＢＡＬB／Ｃ系雄マウスに経口投与，その５日後に感作腸間膜リンパ節細胞
を採取した。この感作細胞２×107個を小形条虫虫卵抗原，同頭節抗原あるいは牛血清γグロブリ

ンと共に同系正常マウスの足蹴皮内に注射，足蹴の厚さの変化を調べた。得られた結果は以下の通

りである。

１)感作細胞をPBS可溶性虫卵抗原と共に注射したマウスの足蹴では，著明な足蹴の厚さの増加が

観察された。ところが，ＰＢＳ不溶性抗原，頭節抗原あるいは牛血清γグロブリンと共に感作細

胞をマウスの足蹴皮内に注射しても有意な足蹴の厚さの増加は観察されなかった。

２)ＰＢＳ可溶性虫卵抗原をセルロファインGCL-2000でゲル濾過したところ，推定分子量18万，５

万，2.5万のところにピークのある３つの分画に分かれた。

３)感作細胞を分画抗原と共にマウスの足脈皮内に注射，足蹴の厚さの変化を観察したところ，推

定分子量'8万にピークのある分画抗原と共に感作細胞を注射したマウスの足蹴では，著明な足

蹴の厚さの増加が観察された。ところが，他の２つの分画抗原と共に感作細胞をマウスの足蹴

皮内に注射しても著明な変化は認められなかった。

Keywords：〃y加e"oJePis〃α"α，mouse，footpad，delayedtypehypersensitivity，solubleegg

antigen

抗原性物質の性質に関しては不明な点が多い。

今回，上述したような、ＴＨの発現に寄与している抗

原の性質について，その特異性をも含め，いくつかの解

析を試みたので報告する。

材料と方法

実験動物

本実験で使用したマウスは，当教室で継代している５

週令のＢＡＬB／c系雄マウスであった。使用したマウス

の数は，細胞の供与者として1群10匹，同受容者として

１群５匹であった。抗原の抽出，マウスの感作に用いた

寄生虫は当教室で維持している小形条虫であった。

マウスの感作方法と細胞浮遊液の調整

５０個の小形条虫脱殻卵（BerntzenandVoge,1965）を

マウスに経口投与し，感作した。対照として用いた牛血

清γグロブリン（以下ＢＧＧとする；MilesScie.,Inc.）

によるマウスの感作は，SchieldsParrot（1985）の方法

に準じて行った。

小形条虫脱殻卵を経口投与したマウスは投与後５日目

に，ＢＧＧで感作したマウスはＢＯＯ注射後７日目にそれ

らを殺し，前報（浅野ら，１９８２；ＡｓａｎｏｅｔａＺ.,1986）の

方法に準じて，それぞれのマウスから感作ＭＬＮＣ浮遊液

を作製した。また，未感作マウスからも上記と同様に

緒言

小形条虫虫卵はマウスに対する抗原性が強く，同虫卵

の経口投与を受けたマウスでは，その後比較的早期から

腸間膜リンパ節細胞（以下ＭＬＮＣとする）主導型の細胞

性免疫応答が誘導される（浅野ら，１９８２；Ａｓａｎｏｅｔ

ａＪ.,1986)。

近年著者らは，小形条虫虫卵経口投与マウスから採取

したＭＬＮＣと虫卵抽出液をi灯りitγoにおいて混合培養す

ると，当該細胞の芽球化が促進される（岡本ら，1986）

と共にその培養上清中にはインターロイキン２，マクロ

ファージ活性化因子等のリンフォカインが産生・放出さ

れていることを報告した（AsanoetaJ.,1990印刷中)。さ

らに，虫卵抽出液にＭＬＮＣを浮遊させ，正常マウスの足

蹴皮内に注射すると細胞性免疫の代表的なものの１つで

ある遅延型過敏症（以下ＤＴＨとする）が当該マウスの足

蹴において観察されることをも報告した（浅野ら，

1987)。これらの報告は，小形条虫感染マウスから採取

したＭＬＮＣが虫卵抽出液中に含まれているある種の抗

原を認識し，その結果，ＭＬＮＣの芽球化が促進された

り，ＤＴＨが惹起されていることを示唆するものと考え

られる。しかしながら，上記反応の発現に寄与している
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ＭＬＮＣ浮遊液を作製した。細胞濃度はMediuml99（日

水製薬）ｌｍＪ当り40×107個であった。

小形条虫抗原の調整

本実験では，４種類の小形条虫抗原を使用した。すな

わち，未熟体節を含む頭節（以下頭節とする）から抽出

した0.05ＭＰＢＳ（以下ＰＢＳとする）可溶性抗原と同不

溶性抗原，そして受胎節から集めた虫卵抽出PBS可溶性

抗原と同不溶性抗原である。頭節抗原の作製方法は次の

様であった。虫卵投与後マウスをエーテル麻酔によって

殺し，その腸管から成虫体を採取，頭節を切断し氷冷し

たPBS中に採集した。これらの頭節を氷冷下で超音波破

壊（60ワット，１時間）後，160009で１時間遠心（４

℃）した。次に上清の蛋白量をＬｏｗｒｙｅｔａＺ．（1951）の

方法に準じて測定，ＰＢＳｌｍＪ当り２mgになるように調

整後0.45ﾉL(ｍのミリポアフィルター（NihonMillipore

Kogyokk.）で濾過滅菌しＰＢＳ可溶性頭節抗原（Sol-

ubleScolexAntigen，以下ＳＳＡとする）とした。ＰＢＳ

不溶性頭節抗原（UnsolubleScolexAntigen，以下

ＵＳＡとする）は，上清を採取した後の沈澄を滅菌した

PBSで３回遠心洗浄（160009,1時間，４℃）して得ら

れたものをＳＳＡと同量のＰＢＳに懸濁させたものであ

る。ＰＢＳ可溶性虫卵抗原（SolubleEggAntigen，以下

SEAとする）と同不溶性抗原（UnsolubleEggAntig-

en，以下ＵＥＡとする）の作製方法は，頭節抗原のそれと

同様であった。ＳＥＡの蛋白量は２mg／ｍＪあるいは４ｍｇ

／mJであった。これらの抗原は滅菌後１時間以内に実

験に使用した。

抗原のゲル濾過法

0.01ＭのＰＢＳで数回遠心洗浄（6009,10分間，室温）

したセルロファインＧＣＬ－２０００（生化学工業）を高さが

45cmになるように直径２cmのガラス管に充填し，分画用

カラムとした。このカラムに蛋白量４mg／ｍＺのＳＥＡｌ

ｍＪを重層し，0.01ＭＰＢＳを用いて７，J／hrの流速で

抗原の分画を行った。溶出分画を３，Jずつ分取，２８０

，ｍにおける吸光度を測定して流出蛋白量の分布を調べ

た。次に，各分画をミニコンＢ－１５（Cutoffpointl万

ダルトン，AmiconCorp.）を用いて２ｍZに濃縮，滅菌

後直ちに実験に用いた。分画抗原の分子量推定には，

BlueDextran200qOvalbumine,ChymotrypsinogenA,

CytochromeC(BoehringerMannheim）の標準品を指標

とした。

ＭＬＮＣの皮内注射と足蹴反応の測定

上記の方法で調整したＭＬＮＣ浮遊液を2009で10分間

遠心し，上清を可能な限り除去した。次に，細胞をその

濃度がｌｍＺ当り40×107個になるように前述した抗原液

あるいはＰＢＳ中に再度浮遊させた。正常マウスの右後肢

皮内にＰＢＳ中に浮遊させたＭＬＮＣを，同マウス左後肢

皮内には抗原液に浮遊させたＭＬＮＣを，それぞれ５０山

ずつ注射した。

これらの皮内注射後２４時間目にDialThickness

Gauge（尾崎産業）を用いて両足の足蹴の厚さを１匹の

マウスにつき３回ずつ測定，得られた値を平均し，下記

の式により足蹴の厚さの増加率を計算した。

増加率（％）＝｛(左足蹴の厚さ－右足蹴の厚さ）÷右

足腕の厚さ｝×100.

統計処理

統計的有意差の検定にはStudent,ｓｔｔｅｓｔを用いた。

結果

実験１

本実験では，小形条虫虫卵またＢＧＧによって感作し

た２群のマウスから得た感作ＭＬＮＣを小形条虫抗原液

あるいは'００ノリ９，／ｍＪのＢＧＧ液に浮遊させ，正常マウス

の足蹴皮内に注射，足蹴の厚さの変化を調べた。

正常ＭＬＮＣを注射した被検マウスでは，同細胞を浮遊

させる抗原液の種類を変えても，著明な足蹴の厚さの増

加は観察されなかった。

ＢＧＧ感作マウスのＭＬＮＣを皮内注射した被検マウス

では，その細胞をＢＧＧ液に浮遊させた場合lこの承著明

な足蹴の厚さの増加が観察された（Tableｌ）。

50個の虫卵を経口投与したマウスのＭＬＮＣを皮内注射

した被検マウスでは，その細胞をＳＥＡに浮遊させて注

射した場合に極めて著明な足蹴の厚さの増加が観察され

たが，当該ＭＬＮＣをＢＧＧＵＥＡ,ＳＳＡあるいはＵＳＡと

共に被検マウスの皮内に注射しても著明な足蹴の厚さの

増加は観察されなかった（Tableｌ）。また，この結果は

再度繰り返した実験でも確認された。

実験Ｕ

本実験では，マウスの足蹴の厚さの増加に寄与してい

るＳＥＡの分子量の推定を行った。まず，セルロファイ

ンGCL-2000を用いてＳＥＡのゲル濾過を行ったとこ

ろ，Ｆｉｇ．１に示したようにＳＥＡは推定分子量18万，５

万さらに2.5万のところにピークをもつ３つの分画に分

けることができた。同じ実験を３回繰り返したが，いづ

れの場合もＦｉｇ．１と同様の分画パターンであった。

次に，それぞれの分画に虫卵経口投与マウスから採取

したＭＬＮＣを浮遊させ，被検マウスの足蹴皮内に注射，

足蹴の厚さの変化を調べた。

分子量18万のところにピークを示した分画抗原液（F-

ractionlと表示）にＭＬＮＣを浮遊させ，被検マウスの皮

内に注射したところ，著明な足蹴の厚さの増加が観察さ

れ，その増加率は対照マウス（Unfractionatedと表示）

で観察されたそれと大差がなかった（Ｐ＜、０５)。ところ

が，分子量５万（Fraction2と表示)，2.5万（Fraction

３と表示）のところにピークを示した分画抗原に
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Tablellnductionoffbotpadswellingbyintradermalinjectionof2×107MLNCtogetherwith
varioustypeofantigens

０７Oincreaseinfootpadthickness(meanoffivemice±ＳＤ）Treatmentof

donormice BＯＯ SＥＡ ＵＥＡ SSA ＵＳＡ

Ｎｏｎｅ ６．１±２．９９．７±３．３９．３±５．６７．１±３．７７．０±３．７

ＢＣＧ/ＣＦＡ，ｉ､ｐ､＊２８．９±３．６７．８±２．５３．９±１．２

５０日．〃α"ａ ５．８±２．４４０．０±５．２１５．５±４．３６．９±１．４９．４±３．７

eggs，ｐ,ｏ、

*：ＢＡＬB/cmicewereimmunizedi.p・bytheinjectionwithlOOugofBGGemulsifiedinCFAin
avolumeof0.1mL

Abbreviations:ＢＯＯ,Bovine-7-Globuline;ＳＥＡ,SolubleEggAntigen;ＵＥＡ,UnsolubleEggAntigen；

SSA,SolubleScolexAntigen;ＵＳＡ,UnsolubleScolexAntigen;ＣＦＡ,CompleteFreund,sAdjuvant；
i,ｐ,，intraperitoneally；ｐ,ｏ､，ｐｅｒｏｓ

０．５

。
②
Ｎ
○
○

0.1

５１０２０３０４０５０

ＦＲＡＣＴＩＯＮＮＵＭＢＥＲ

Ｆｉｇ、１．GelfiltrationofH.〃α"αsolubleeggantigenonaCellulofinｅＧＣＬ－２０００
ｃｏｌｕｍｎ，ＴｈｅＨｏｗｒａｔｅｗａｓ７,Ｏｍｌ/ｈｒａｎｄｔｈｅｆｉＰａｃｔｉｏｎｓｉｚｅｗａｓ３ｍＬＥａｃh

fractionwasconcentratedinto2mlandthensterilizedbypassingthrough

Milliporemembrane0.45J２２，．Ｆr､，Fraction；ＢＤ，BlueDextra､；Ｃｈｍ，
ChymotrypsinogenA;ＯＡ,Ovalbumin;Cyt,CytochromC;ＯＤＺ８０,Optical
Densityat280mn．
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Table２Abilityofthefractionatedantigeｎｏｆ

Ｈ〕WTC"o/epjs〃α"αeggstoprovokethefbot‐

padswellinginnonnalmice

本実験の結果（Tableｌ）から，小形条虫虫卵経口投

与マウスＭＬＮＣをＳＥＡと共に正常マウスの足蹴皮内に

注射すると極めて著明な足蹴の厚さの増加が起きること

が明らかになった。また，虫卵投与マウスＭＬＮＣを

ＢＧＧＵＥＡ,ＳＳＡ，さらにはＵＳＡの各抗原と共に注射し

た場合の足蹴の厚さの増加率は，陰性対照（未感作）マ

ウスＭＬＮＣの注射によって惹起されたそれと大差がな

いこと，ＢＧＧ免疫マウス（陽性の対照）ＭＬＮＣはその細

胞をＢＧＧと共に皮内注射した場合にのみ著明な足鵬の

厚さの増加をもたらすことから，ここに示した足蹴反応

はＳＥＡに対して特異的なものであることが推察される。

次に，ＳＥＡをゲル濾過によって分画し，足蹴の厚さの

増加に寄与している抗原の分子量の推定を行ったとこ

ろ，推定分子量18万の抗原と共にＭＬＮＣを皮内注射した

マウスでは極めて著明な足蹴の厚さの増加が観察された。

このことは，小形条虫虫卵投与マウスのＭＬＮＣがＳＥＡ

中の推定分子量18万の抗原に対して反応し，足蹴の厚さ

の増加をもたらしていることを示している。

マウスにおけるＤＴＨ成立の可否の判定は，感作抗原

を塗布した耳朶や皮内注射した足蹴の厚さを測定する方

法（CIarkandAzar，１９７７；Ruddle，1978；Schields

andParrot，1985）によって行なわれている。従って，こ

こに示した結果は，小形条虫虫卵のマウスへの経口投与

は当該マウスの腸間膜リンパ節中にＤＴＨを惹起し得る

性質をもった細胞の出現を誘導することを明示すると共

に，ＤＴＨの発現に寄与して抗原は分子量18万の虫卵由

来物質であることをも示唆している。

ＤＴＨは，一般的には免疫応答に基づく特異的な炎症

反応として理解され，その発現には感作Ｔ細胞が対応抗

原と会合して産生するインターロイキン２，マクロ

ファージ活性化因子等の液性因子，所謂リンフォカイン

が重要な役割をはたしているとされている（Prystewsk-

yetα/､,1982)。また，当該炎症部位を組織学的に観察す

ると，単核球を主体とした著明な細胞浸潤が認められる

ことも報告されている（Cooper，1972)。一方，著者らは

すでに，小形条虫感染マウスのＭＬＮＣと虫卵抽出ＰＢＳ

可溶性抗原を/〃”γｏにおいて混合培養すると，その上

清中にはインターロイキン２やマクロファージ活性化因

子等が産生・放出されること，ｉ〃ひitγｏにおいてリン

フォカインを産生し得るＭＬＮＣをヌードマウスに静注

するとそのマウスの感染が完全に阻止されることを報告

した（AsanoetaJo,1990印刷中)。また，小形条虫再感染

マウスの小腸を組織学的に観察すると，腸絨毛内に侵入

した幼虫の周囲には細胞浸潤を伴った著明な炎症反応が

認められるとされている（MiyazatoetaJ.,1979)。従っ

て，これらの報告から，小形条虫再感染虫体のマウス腸

管からの排除（感染の防御）と本論文で示したＤＴＨとは

相互に関係し合っている可能'性が推察されるが，この点

MLNC

suspended
in

０７bincreasein

fbotpadthickness

(mean±ＳＤ）

ｍｏＬｗｔ．

Unfractionated

Fractionl

Fraction2

Fraction3

３８．１±1.5

36.2±２．６

６．８±１．２

１７．９±３．８

c、１８×１０４

Ｇs×１０４

０２．５×１０４

ＭｅａｎｖａｌｕｅｓｂａｓｅｄｏｎｆｉｖｅｍｉｃｅｐｅｒｇｒCup、

Student,ｓ／test、

UnfractionatedwFractionlP＝NotSignificant

ＭＬＮＣを浮遊させ，被検マウスの皮内に注射しても，著

明な足蹴の厚さの増加は観察されず，その値は

Fractionlの増加率より有意に小さかった（Ｐ＜、０５)。

また，別に分画した抗原を使って同じ実験を再度繰り返

したところ，上記と同様の結果が得られた。

考察

小形条虫虫卵の経口投与を受けたマウスでは，その後

非常に強力な細胞性免疫応答が発現してくる（Okamo-

to，１９６８；OkamotoandKoizumi,1972)。著者らは，こ

れまでに本反応を再感染防御免疫として捉え，免疫細胞

学的に解析し，防御免疫の発現には腸間膜リンパ節内の

細胞，とりわけＬｙｔ－ｌ抗原陽性Ｔ細胞が関与している

ことを報告した（浅野ら，１９８２；AsanoetaJ.,1986)。さ

らに，著者らは小形条虫感染マウスから採取した

ＭＬＮＣの活性化を３H-thymidineの取り込みを指標にし

て調べ，虫卵の経口投与によって当該細胞の急激な活性

化（取り込みの増加）が起きることを報告（Ａｓａｎｏｅｔ

ａＪ.,1988）すると共に，その活性化は，主にIa抗原は陰

性であるがＬｙｔ－１抗原は陽性なＴ細胞によっているこ

とを観察した（浅野ら，未発表)。

VadasetaJ．（1976）はマウスのＴ細胞をＬｙｔ－ｌ抗原

並びにIa抗原によって分類し，液性抗体の産生に対して

補助的に作用する細胞（HelperT細胞）はＬｙｔ－ｌ抗

原，Ｉa抗原共に陽性であるが，ＤＴＨの発現に関与してい

る細胞（DTHeffectorT細胞）は，Ｌｙｔ－ｌ抗原は陽性

であるがIa抗原は陰性であることを報告している。従っ

て，これらの報告からマウスに小形条虫虫卵を経口投与

すると，その虫卵由来の抗原がＤＴＨの発現に関与して

いる細胞に作用し，その細胞の活性化をもたらしている

可能性が推察される。そこで今回，感作ＭＬＮＣの局所移

入という方法を用いて小形条虫感染マウスにおいて

ＤＴＨが成立しているか否かを調べた。
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STUDIES ON THE ANTIGENIC ANALYSIS OF HYMENOLEPIS NANA.

I. OBSERVATIONS ON CELL-MEDIATED IMMUNE RESPONSE

AGAINST FRACTIONATED EGG ANTIGEN

KUNIHDCO MURAMATSU, KAZUHITO ASANO AND KEN-ICHI OKAMOTO

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

Hatanodai, Shinagawa-ku, Tokyo 142, Japan)

We examined whether oral administration with Hymenolepis nana eggs could induce delayed type

hypersensitivity (DTH) in mice by using local transfer technique of DTH. Mesenteric lymph node cells (MLNC)

were prepared from BALB/c mice sensitized with H. nana eggs 5 days before cell collection. H. nana antigens

used were prepared from eggs and scolices, respectively. Aliquotes of 2 x 107 MLNC were injected with

H. nana antigens into hind footpads of syngeneic recipients. DTH was assessed by the degree of footpad

swelling. The degree of swelling was measured at 24 hr after cell injection. MLNC could transfer DTH only

when injected with soluble egg antigen, and the response produced was significantly greater than that pro

duced when MLNC were injected with either unsoluble egg antigen, soluble scolex antigen or unsoluble scolex

antigen. The soluble egg antigen was chromatographed on Cellulofine GCL-2000 and eluted column frac

tions were tested for their ability to induce DTH. One main peak (Fraction 1; molecular weight 180,000)

and two small peaks (Fraction 2; molecular weight 50,000: Fraction 3; molecular weight 25,000) were eluted.

Each fraction was injected intradermally into the footpads of recipient mice together with sensitized MLNC.

The most potent stimulator of DTH was Fraction 1, followed by Fraction 3. Fraction 2 had little activity.




