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Abstract

　The Sophy β-glucan was orally administered to every mice two weeks before infec-

tion with Toxocara canis, and a patho-histological examination was performed on in-

fected mice 4 days, 7 days, 10 days, 15 days post-infection to research an immuno-

logical effect of the Sophy β-glucan on toxiocaniasis in mice model.

　Mainly we examined histology of inflammation and repair of lungs in infected mice.

The hemorrhages were recognized in the alveolus largely. Injured tissues are imme-

diately followed by a acute local reaction characterized by vascular changes, inclu-

ding the outpouring of plasma fluids and proteins, and soon thereafter by massing of

leukocytes (mainly neutrophils and eosinophils).

　However, a little of plasma fluids and proteins were observed, and the effusion of

the leukocytes was induced more rapidly in the Sophy β-glucan group, than in con-
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trol.

　These were inflammatory responses and the process of repair to injury with infec-

tion of Toxocara canis. Many alveolar macrophages were activated, and phagocyted the

erythrocytes. After phagocytosis, the hemogiderin were stocked in the cytoplasm of

alveolar macrophages.

　Macrophages were more strongly and rapidly activated in the Sophy β-glucan group

than in the control group, resulting in the appearance of multinucleated giant cells and

remarkably active phagocytosis of erythrocytes.

　In the Sophy β-glucan treated mice, more lymphocytes were also observed, and

immuno-histochemical study revealed that T lymphocytes were dominated in the C57

BL/6 mice, and B lymphocyte and plasma cell, in the BALB/c mice. In the Sophy

β-glucan treated mice, the natural immunity response was more rapidly generated in

comparison with the non-treated mice, and afterwards acquired immunity reaction was

responsible for the elimination of Toxocara canis and repair of tissue damage.

　In the Sophy β-glucan treated mice, there were no individuals which fell into the

serious pulmonary edema. It was confirmed that the Sophy β-glucan revealed immu-

nological effects on toxocaniasis in a mouse model.

はじめに

　イヌ回虫症 toxocaniasisはToxocara canis（以下T. canis）の感染によって発症する。本疾患

は世界的に分布しており、特に幼犬の感染率が高い１,２）。ヒトへの感染は、感染イヌの虫卵含有糞

便の土壌を介してなされ３）、これに接触する機会の多い１～３歳の乳幼児が好発年齢層である。1987

年のAgudelo４）の報告によると、ニューヨークで4,652人の小児の血清を調べたところ男児5.7％、

女児5.1％にT.canis抗体陽性が検出された。イヌ回虫症症例は世界各地から報告されているが、近

年のペット嗜好の風潮で、小児の本感染症は増加するものと予想される５）。

　β－グルカンは酵母の壁細胞由来の多糖類であるチモサン顆粒であり、網内系細胞を刺激する

物質としての効用については、50年以上前から知られていた６）。Soltysら７～９）は動物に実験的イヌ

回虫症を発症させてグルカンが免疫力を高めることを研究した。近年、マクロファージのβ－グ

ルカンのリセプターとしてのデクチン-1についても研究が進展してきている10～15）。株式会社ソフィ

社が生産する黒酵母AFO-202株の培養液に産生された水溶性のβ－１，３－１，６ グルカン（以

下ソフィβ－グルカン）はマクロファージ、NK細胞などの免疫細胞の活性化、サイトカイン産生

の促進、細菌やウイルス感染防止などの作用があることが知られている16）。

　著者ら17）は、C57BL/6と、BALB/c の２系統のモデルマウスにT. canisを実験的に感染させ、

肺組織傷害と炎症反応について報告した。本研究はさらにT.canis感染と並行してソフィβ－グル

カンを経口投与することによりイヌ回虫症toxocaniasisに対するソフィβ－グルカンの効用につい

て病理組織学的および免疫組織化学的に検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　方　　法

　本研究では、実験的イヌ回虫症toxocaniasisの組織傷害像と修復機序を、ソフィβ－グルカン摂
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取マウスとコントロールとして水のみ摂取させたマウスについて、C57BL/6とBALB/ｃの２系統

のマウスについて病理組織学的および免疫組織化学的方法を用い、肺の組織について比較検討し

た。

１．病理組織学的方法

　C57BL/6とBALB/cの２系統モデルマウス（両系統とも雌）にT. canisの卵1,000個、3,000個、

5,000個を経口投与により感染させた。T. canis感染は、ソフィβ－グルカン摂取についてはC57BL/6

マウス17匹（内１匹死亡）、BALB/cマウス14匹と、非摂取（水のみ投与）についてはC57BL/6

マウス19匹、BALB/cマウス13匹を用いた。また感染なしの個体数は、ソフィβ－グルカン摂取

についてはC57BL/6マウス３匹、BALB/c マウス３匹と非摂取（水のみ投与）については、C57

BL/6マウス５匹とBALB/c マウス５匹をコントロールとして用いた（表１）。ソフィβ－グルカ

ン５％水溶液を感染14日前から経口的に投与した。感染後４日、７日、10日、15日目に屠殺・剖

検し肺を摘出した。肺を10％緩衝ホルマリンで48時間以上固定後パラフィン包埋を行った。ユン

グ型ミクロトームで３μに薄切したパラフィン切片を剥離防止用スライドガラス（MATSUNAMI、

MASコート）に貼り付けた。　

　本実験は、通常のヘマトキシリン・エオジン染色に加え、幼虫体、好中球の証明のためにPAS

反応（Periodic acid Schiff reaction）、また肥満細胞はトルイジン青染色で検出した。HE染色

の組織中に赤い顆粒を有する分葉核細胞が多数認められたので、その細胞が好酸球であることを

証明するためにダイロン染色を行った。この染色法はアミロイド染色として有用であるが、好酸

球顆粒も特異的に検出される。マクロファージ細胞質内の褐色粗大顆粒が、ヘモジデリンである

ことの証明のためにベルリン青染色を行い、さらにダイロン染色とベルリン青染色の二重染色を

試みた。

表１　実験に用いたマウスの個体数

C57BL/6

水 ソフィβ－グルカン

感染卵数 0 1,000 3,000 5,000 0 1,000 3,000 5,000

4日 2 2 2 3 1 2 1 3

7日 2 2 2 2 1 2 2 １（死）

10日 1 2 2 N.D. 1 1 2 N.D.

15日 N.D. N.D. 2 N.D. N.D. N.D. 3 N.D.

BALB/c

水 ソフィβ－グルカン

感染卵数 0 1,000 3,000 5,000 0 1,000 3,000 5,000

4日 2 2 2 1 1 2 2 1

7日 2 1 2 1 1 2 1 1

10日 1 2 2 N.D. 1 1 2 N.D.

15日 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2 N.D.

０：感染なし　　N.D.：not done
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２．免疫組織化学酵素抗体法（表２）

　組織中に出現した単核細胞がTリンパ球またはBリンパ球のどちらであるかを同定するために、

Tリンパ球には一次抗体として抗マウスCD4ラットモノクローナル抗体（Ray Biotech社）、２次

抗体としてHRP標識抗ラットIgGラビットポリクローナル抗体（DAKO社）を用い酵素抗体間接

法で検索した。また、抗ヒトCD45ROモノクローナル抗体を用いてLSAB法（labeled streptoa-

vidin-biotin complex method）法で検索し、ヒトとマウスの交叉反応の有無について検討した。

Bリンパ球の同定には、抗ヒトCD79aラビットポリクローナル抗体（LABVISION社）を用いた。

この抗体はヒトのCD79a蛋白のN末端に由来する合成ペプチドを免疫源としておりヒト、サル、ウ

マ、マウス、モルモット等の哺乳類に特異性があるとされている。２次抗体には、HRP標識抗ラ

ビットIgGブタポリクローナル抗体（DAKO社）を用い酵素抗体間接法で検索した。また、ヒトB

リンパ球の幅広い成熟段階に発現する抗ヒトCD20モノクローナル抗体（DAKO社）をLSAB法で

検索した。動物組織用抗体として市販されている一次抗体には限界があるため、ヒト組織用一次

抗体の交叉反応を利用して、動物の免疫組織化学にヒトの抗体で検索することがある18）。　

　寄生虫感染宿主ではIgEが高値になることはよく知られている。また、吾妻ら17）は肺病変の気管

支粘膜下、胸膜下に多数の形質細胞を確認した。そこで、組織中における形質細胞がIgEを産生し

ているか否かについて、一次抗体として抗マウスIgEヤギポリクローナル抗体（BETHYL社）、２

次抗体はHRP標識抗ヤギIgGラビットポリクローナル抗体（DAKO社）を用い酵素抗体間接法で

検索した。また、HE染色で成熟形質細胞も認められたので、IgG産生についても検索した。IgG

は一次抗体としてLSABキットのビオチン標識抗マウス・ラビット抗体、次に酵素試薬であるHRP

標識ストレプトアビジンを反応に用いた。この方法は、3,000個、5,000個感染マウスに対して施行

した。

結　　果

１．T.canis感染C57BL/6マウスにおける肺の病理組織変化（表３、表４）

１）ソフィβ－グルカン非摂取マウス（コントロール）

表２　免疫組織化学酵素抗体法

一　次　抗　体 二　次　抗　体 標 識 方　法

Tリンパ球

抗マウスCD4ラットモノクロー

ナル抗体（RayBiotech社）

抗ラットIgGラビットクローナ

ル抗体（DAKO社）
HRP 間接法

抗ヒトCD45ROモノクローナル

抗体（DAKO社）

抗マウス・ラビットIgG抗体

（DAKO社）
HRP LSAB法

Bリンパ球

抗ヒトCD79aラビットポリク

ローナル抗体（LABVISION社）

抗ラビットIgGブタポリクロー

ナル抗体（DAKO社）
HRP 間接法

抗ヒトCD20モノクローナル抗

体（DAKO社）

抗マウス・ラビットIgG抗体

（DAKO社）
HRP LSAB法

IgE
抗マウスIgEヤギポリクローナ

ル抗体（BETHYL社）

抗ヤギIgGラビットポリクロー

ナル抗体（DAKO社）
HRP 間接法

IgG
ビオチン標識抗マウス・ラビッ

ト抗体（DAKO社）
ストレプトアビジン（DAKO社） HRP LSAB法
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　感染４日後では肺の正常構造は破壊され、肺胞内、肺間質へ非常に大量の出血がおこってい

る。この肺胞破壊と出血の程度は感染卵数に比例して高度になり、1,000個では、気管支内への

出血は認められないが、3,000個、5,000個では気管支内にも及んでいる。特に5,000個では、肺全

体の破壊と肺胞内への出血が顕著で肺水腫病変を呈している（図１、２）。血管からの血漿の滲

出のため血管周囲は浮腫に陥り、その中に炎症細胞も少数散在しているが、主体は血漿成分で

ある。滲出している炎症細胞は、好中球、好酸球が主体で単核のリンパ球も少数滲出している。

肺には本来肺胞マクロファージが常在しているが、これらの細胞による赤血球貪食像も認めら

れる。しかし、ヘモジデリン含有細胞は少ない。5,000個感染マウスでは、血漿成分だけで炎症

細胞はほとんど認められない。幼虫は、1,000個感染マウスで１㎜2あたり３匹、5,000個感染マウ

スで、１㎜2あたり２匹以上で非常に多い。感染後７日目でも、肺胞内に出血巣が残存し、3,000

個感染マウスでは気管支内にも大量に出血が残存している。5,000個感染マウスでは、肺の基本

的構造が破壊され７日後では修復されていない。血管周囲には浮腫があるが、滲出現象は、血

漿成分から炎症細胞へと移行している。炎症細胞は好酸球、リンパ球が主体で、出血巣にもこ

れらの細胞は認められ、マクロファージも活性化され、血球貪食が活発化している。ベルリン

青陽性のヘモジデリン含有マクロファージも増加している。5,000個感染マウスでは、好中球、

好酸球、リンパ球、マクロファージが集簇し、大きな炎症巣を形成している。感染卵数が多い

場合には組織傷害と炎症反応が強く認められる。

　感染後10日目になると、1,000個感染マウスの肺胞内出血はほぼ消失し、一部の血管が肥厚し

血管炎に陥っている。ラングハンス型多核巨細胞が出現し、細胞質内にヘモジデリンを含有し

ている。そして、肺組織中に、好酸球、リンパ球、マクロファージ、類上皮細胞、多核巨細胞

からなる大きな結節様構造肉芽腫が形成されている。好酸球は10日目になると７日目より減少

している。しかし、3,000個感染マウスでは、肺組織は強く傷害され、正常肺胞は消失し肺出血

も肺全体に及び肺水腫を発症している。血管周囲の浮腫は顕著で、炎症細胞は極めて少ない。

マクロファージによる赤血球貪食はあるが、多核化したマクロファージは認められない。3,000

個感染マウスでは、15日目になっても出血巣が残存しており、また血管からの炎症細胞滲出現

象が顕著で血管周囲に炎症細胞が多い。炎症細胞は、リンパ球、形質細胞、マクロファージで、

マクロファージは大型になり、細胞質内に線維様構造物が認められる。

図１　BALB/c T.canis　5,000個感染後４日目、
ソフィβ－グルカン（－）、肺全体に見られる非
常に強い出血。ＨＥ染色、ｘ110

図２　C57BL/6 T.canis　5,000個感染４日目、ソ
フィβ－グルカン（－）、血管周囲と肺胞内浮腫。
ＨＥ染色、ｘ110
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　免疫組織化学酵素抗体法の結果、3,000個感染マウスにおいては、抗ヒトCD45RO陽性Tリン

パ球は４日目、７日目に少数出現したが10日目は肺水腫に陥りリンパ球は認められなかった。

しかし、15日目には、CD45ROおよびCD4陽性リンパ球が出現した。抗ヒトCD20陽性Bリンパ

球は４、７日目では全く認められなかったが、10日、15日になると出現した。しかし、Tリンパ

球に比べると数は少ない。5,000個感染マウス肺組織にはT,Bリンパ球とも全く認められなかっ

た。今回用いたCD79a抗体は、検索したすべての組織において全く検出されなかった。IgEは、

3,000個感染15日目の肺組織中の気管支粘膜下未熟形質細胞細胞質内と気管支粘膜上皮細胞内に

陽性であった。しかし、IgG陽性細胞はなかった。

２）ソフィβ－グルカン摂取マウス

　感染後４日目、1,000個感染マウスの肺組織における出血範囲、出血量ともに、非摂取マウス

に比べ少ない。血管周囲の浮腫もなく炎症細胞の滲出現象が主体である。滲出している炎症細

胞は、リンパ球、マクロファージが優勢で好中球、好酸球は少ない。3,000個では肺胞内出血は

おこっているが、気管支出血はなく、出血量は全体に少ない。マクロファージが活性化され、

赤血球貪食も活発である。好中球、リンパ球に加え、免疫芽球や少数ではあるが形質細胞も出

現している。5,000個感染マウスでは、幼虫が認められ、1㎜2あたり0.18～0.83匹である。得られ

た肺組織全体におよぶ程の広範な出血があるが、炎症細胞滲出も非摂取マウスに比べ顕著で好

酸球、リンパ球、マクロファージが大きな結節様集簇巣を多数形成している。マクロファージ

による赤血球貪食も活発である（図３，４）。

　７日目のソフィβ－グルカン摂取マウスでは、1,000個、3,000個とも出血巣は少なく、正常肺

胞も多い。血管周囲浮腫もあるが炎症細胞滲出も顕著で、好酸球、リンパ球、マクロファージ、

そしてマクロファージが融合したラングハンス型多核巨細胞も出現（図５）し、赤血球、ヘモ

ジデリンを活発に貪食している。マクロファージの数と多核化大型化は明らかにソフィβ－グ

ルカン摂取マウスが優位である。胸膜下および気管支粘膜下に少数の形質細胞の集簇がある。

5,000個感染マウスは７日目には死亡した。10日目では1,000、3,000個感染マウスとも出血は肺

胞、間質にわずかに残存しているが、非摂取マウスに比べると、有意な差が認められる程縮小

している。血管周囲の浮腫もなく、組織全体への炎症細胞滲出が顕著である。好酸球、リンパ

図３　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後７日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、血管周囲への炎症
細胞滲出。ベルリン青陽性担鉄マクロファ―
ジの集団。ベルリン青・ダイロン染色、ｘ110

図４　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後10日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、気管支粘膜下のリ
ンパ球、好酸球およびマクロフファージ。ベ
ルリン青・ダイロン染色、ｘ280
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球、マクロファージ、類上皮細胞も伴って大きな結節を形成している。胸膜下には少数である

が形質細胞も認められる。15日目では、気管支粘膜下および胸膜下にリンパ球、形質細胞が多

数集簇している。

　免疫組織化学酵素抗体法の結果（表５）、小～中型Tリンパ球は４日目から出現し、10、15日

では多数に上った。Bリンパ球は４日目は少数、７日目、10日目、15日目と斬増しているが、T

リンパ球に比べて少ない。IgEは未熟型形質細胞細胞質内に陽性で、より成熟した形質細胞はIgG

陽性である。5,000個感染マウスでは、４日目にわずかにTリンパ球を認めるのみで、Bリンパ球、

IgE、IgG陽性細胞は認めない。

　非感染C57BL/6マウスでは、ソフィβ－グルカン摂取の有無にかかわらず組織変化は認めら

れなかった。

図５　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後10日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、ラングハンス型多
核巨細胞、HE染色、ｘ2,800

図６　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後10日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、ベルリン青陽性担
鉄ラングハンス型多核巨細胞、ベルリン青・
ダイロン染色、ｘ1,100

表３　T.canis感染C57BL/6マウスの肺組織障害の比較

感染卵数 1,000 3,000 5,000

Glucan 摂 取 G(-) G(+) G(-) G(+) G(-) G(+)

感染 後 日 数 4 7 10 4 7 10 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

肺胞 内 出 血 +++ + + + + - ++ ++ ++ ++ + + + - +++ +++ ++ 死

間 質 出 血 ++ + - - - - ++ ++ ++ ++ + - - - +++ +++ ++

気管支内出血 - - - - - - ++ ++ ++ + - - - - +++ +++ -

血管周囲浮腫 - - - - - - ++ ++ ++ - - + - - + ++ -

炎 症 細 胞 ++ ++ ++ + + + + + + - ++ ++ ++ - + ++ +++

肺 水 腫 - - - - - - - - ++ - - - - - +++ - -
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表４　C57BL/6マウスの肺組織で観察された炎症細胞の比較

感染卵数 1,000 3,000 5,000

Glucan 摂 取 G(-) G(+) G(-) G(+) G(-) G(+)

感染 後 日 数 4 7 10 4 7 10 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

好 中 球 + - - - - - ++ - - - + - - - + ++ + 死

好 酸 球 + + - + + + + ++ + + + ++ ++ - + ++ +++ 　

リ ン パ 球 + + + + + + + + + + + ++ ++ ++ + ++ +++ 　

単核 マ ク ロ
フ ァ ー ジ

+ + + + + ++ + + + + + ++ ++ +++ + ++ +++ 　

多核化マクロ
フ ァ ー ジ

- + + - + ++ - - - + - ++ ++ +++ - ++ ++ 　

ラングハンス
型 巨 細 胞

- - + - + ++ - - - + - +++ ++ +++ - ++ ++ 　

赤血球貪食・
担 鉄 細 胞

+ + + + + ++ + + + + ++ +++ +++ +++ + ++ +++ 　

類上 皮 細 胞 - - + - - + - - - + - + ++ +++ - - - 　

形 質 細 胞 - - - - + + - - - + + + + +++ - - -

表５　C57BL/6マウス免疫組織化学酵素抗体法結果

感　染　卵　数 3,000 5,000

Glucan摂取 G(-) G(+) G(-) G(+)

感染後日数 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

抗マウスCD4陽性Tリンパ球 - - - + ND + ND ++ - - - ND

抗ヒトCD45RO陽性Tリンパ球 + + - + + + ++ ++ - - - ND

抗ヒトCD20陽性Bリンパ球 - + - + + + ++ ++ - - - ND

IgE陽性細胞 - - - + - - - ++ - - - ND

IgE陽性気管支粘膜上皮細胞 - - - + - - - ++ - - - ND

IgG陽性細胞 - - - - - - - ++ - - - ND

図７　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後10日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、抗ヒトCD45RO陽
性Tリンパ球。免疫組織化学、ｘ1,100

図８　C57BL/6 T.canis　3,000個感染後10日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、抗ヒトCD20陽性
Bリンパ球免疫組織化学、ｘ1,100
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２．T.canis感染BALB/cマウスにおける肺の病理組織学的変化（表６、表７）

１）ソフィβ－グルカン非摂取マウス（コントロール）

　C57BL/6と同じ組織傷害が発生しており、肺組織全体に及ぶ広範な出血があり、肺胞の基本

的構造も破壊されている。特に3,000個、5,000個感染マウスでは被害状態が非常に強く肺水腫に

陥っている。炎症細胞は少数で集塊形成には至らない。４日目の炎症細胞の主体は好中球で、

マクロファージは少ない。小数のリンパ球と気管支周囲、胸膜下に少数の形質細胞が認められ

る。７日目では、出血巣残存範囲は広範で、特に5,000個感染マウスでは、肺水腫に陥っている。

血管周囲には浮腫があり、滲出炎症細胞は好酸球が主体で、他に、リンパ球、マクロファージ

であるが、出血巣に比べ、炎症細胞の集塊は少ない。赤血球貪食マクロファージも少ない。

　10日目には、1,000個感染マウスでは肺胞内出血は消失し、滲出している炎症細胞は好酸球、

リンパ球、マクロファージであるが、多核巨細胞はC57BL/6程多くはない。好酸球は７日目よ

り減少している。気管支粘膜下に形質細胞が多く、ラッセル小体も認められる。

２）ソフィβ-グルカン摂取マウス

　４日目は、1,000個感染マウスでは出血巣が少なくほとんどが正常の肺胞構造を維持している。

出血巣および間質には好中球、好酸球、リンパ球、マクロファージが出現しているが、出血巣

が少ないためかマクロファージによる赤血球貪食は比較的少ない。

　3,000個では、出血巣は顕著であるがそれに対応して炎症細胞滲出も顕著で、好中球よりリン

パ球が優位である。赤血球貪食マクロファージも多数認められ、また肺胸膜下には形質細胞も

集団で出現している。5,000個感染マウスでは広範な出血があり幼虫も１㎜2あたり0.18匹認めら

れる。しかし、マクロファージが活性化され、マクロファージ細胞数の増加と赤血球貪食が旺

盛である。７日目では、出血巣はわずかに残っているがほぼ消失している。血管周囲には炎症

細胞の滲出が顕著で、出血巣には好酸球、リンパ球、マクロファージ、類上皮細胞が集簇して

結節を形成している（図９）。類上皮細胞は、BALB/cのソフィβ－グルカン投与で７日目には

すでに出現するが、C57BL/6では認められない。ヘモジデリン含有大型マクロファージが出現

し、気管支粘膜下組織には、リンパ球、形質細胞、ラッセル小体が多数認められる。3,000個で

は特に形質細胞が多く、胸膜下組織全体、血管周囲に多数存在している。胸膜の肥厚が顕著で、

これはT.canis 感染（＋）、ソフィβ－グルカン（＋）のBALB/c マウスの特徴である。

図９　BALB/c T.canis　3,000個感染後７日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、血管周囲の好酸球
とリンパ球。ベルリン青・ダイロン染色、ｘ
280

図10　BALB/c T.canis　3,000個感染後10日目、ソ
フィβ－グルカン（＋）、気管支粘膜下のリン
パ球と形質細胞。HE染色、ｘ1,100
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表６　T.canis感染BALB/cマウスの肺組織障害の比較

感染卵数 1,000 3,000 5,000

Glucan 摂 取 G(-) G(+) G(-) G(+) G(-) G(+)

感染 後 日 数 4 7 10 4 7 10 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

肺胞 内 出 血 ++ + - + + - ++ ++ ++ + ++ + - - +++ +++ ++ +

間 質 出 血 ++ + - + - - ++ ++ + + ++ + - - +++ +++ ++ +

気管支内出血 ++ + - - - - ++ + - - - - - - +++ +++ ++ +

血管周囲浮腫 ++ - - - - - ++ + - - - - - - +++ ++ ++ -

炎 症 細 胞 ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ + ++ ++ ++

肺 水 腫 - - - - - - - - - - - - - - +++ +++ - -

表７　T.canis感染BALB/cマウスの肺組織で観察された炎症細胞の比較

感染卵数 1,000 3,000 5,000

Glucan 摂 取 G(-) G(+) G(-) G(+) G(-) G(+)

感染 後 日 数 4 7 10 4 7 10 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

好 中 球 +++ + - ++ - - + - - - + - - - + - - -

好 酸 球 + ++ + ++ ++ ++ + + + - + ++ + - + + + +

リ ン パ 球 + ++ ++ ++ ++ ++ + + + + ++ ++ ++ ++ + + + ++

単核 マ ク ロ
フ ァ ー ジ

+ + + + ++ ++ + ++ ++ + + ++ ++ ++ + + ++ ++

多核化マクロ
フ ァ ー ジ

- - - - ++ + - - + + + ++ ++ ++ - - ++ ++

ラングハンス
型 巨 細 胞

++ - - - + + - - + + - - ++ ++ - - - +++

赤血球貪食・
担 鉄 細 胞

+ + + + ++ ++ ++ + ++ + ++ ++ +++ ++ + + ++ +++

類上 皮 細 胞 - - - - ++ ++ - - - + - - - +++ - - - ++

形 質 細 胞 + + + + ++ ++ - + - + ++ ++ +++ +++ - - - -

表８　BALB/cマウス免疫組織化学酵素抗体法結果

感　染　卵　数 3,000 5,000

Glucan摂取 G(-) G(+) G(-) G(+)

感染後日数 4 7 10 15 4 7 10 15 4 7 4 7

抗マウスCD4陽性Tリンパ球 - + + N.D. - ++ + + - - - -

抗ヒトCD45RO陽性Tリンパ球 - + N.D. N.D. + + + ++ - - - -

抗ヒトCD20陽性Bリンパ球 - + ++ N.D. + ++ + + - - - +

IgE陽性細胞 - + + N.D. - + + - - - - +

IgE陽性気管支粘膜上皮細胞 - + + N.D. - + + - - - - +

IgG陽性細胞 - + ++ N.D. - + + - - - - +

N.D.：not done
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　5,000個感染マウスでは、幼虫の死骸はあるが、生存しているものはない。出血巣もわずかに

残存しているが、肺組織全体に炎症細胞の集簇巣が拡がっている。炎症細胞の主体は好酸球よ

りも、大型リンパ球、マクロファージで、マクロファージは多数のラングハンス型多核巨細胞

化し、赤血球、ヘモジデリンを細胞内に含有している。

　10日目では、1,000個、3,000個感染マウスとも共通して出血巣は消失し、炎症細胞の滲出現象

が顕著である。好酸球は減少し、リンパ球、マクロファージが増加し、マクロファージは大型

化および多核化し、赤血球貪食が活発で細胞質全体にヘモジデリンを含有している。しかし、

この数はC57BL/6より少ない。形質細胞の増加が顕著で、血管周囲、気管支粘膜下組織、胸膜

下組織に集簇しており、非摂取マウスに比べ優位に多い（図10）。

　免疫組織化学酵素抗体法の結果、3,000個感染マウス肺組織ではTリンパ球は４日目から出現

し、７日、10日、15日と増加している。Bリンパ球は４日目の胸膜下、７日目は胸膜下、気管支

粘膜下、間質に多数認められるが（図11）、10日目以降は７日目程多くない。IgE陽性細胞は、

７日目が多く10日になるとIgG陽性のほうが多くなった。5,000個感染マウスでは、Bリンパ球が

７日目には認められたが、Tリンパ球は陰性であった。IgEは未熟形質細胞、IgGは成熟形質細

胞に陽性であった（図12）。

　なお、非感染BALB/c マウスではソフィβ－グルカン投与および非投与マウスの肺には何の

変化も認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　T.canis は経口的に感染し、小腸から血行性あるいはリンパ行性に肝臓に移行し、さらに心臓、

肺へ移行する。肺に幼虫がみられるのは、感染侵入後３ないし７日といわれ、この時期に咳、喘

息、発熱等の臨床症状を呈する19,20）。本研究は、マウスにT.canis を感染後４，７，10，15日目に

剖検し病理組織学的に観察した結果、４日目の肺組織にすでに幼虫が認められた。組織中の幼虫

の数は、感染卵数に比例して多く出現し5,000個感染個体が最も多かった。

　また、これらの幼虫がもたらしたものと思われる組織傷害も感染卵数に比例して強く発生して

いた。組織傷害として肺胞内出血、血管周囲浮腫、気管支内出血、肺水腫の肺病変が発生した。

図11　BALB/c T.canis　3,000個感染後10日目、ソ
ソフィβ－グルカン（＋）、リンパ管周囲の抗
CD20陽性Bリンパ球。免疫組織化学、ｘ1,100

図12　BALB/c T.canis　5,000個感染後７日目、
ソフィβ－グルカン（＋）、IgE陽性形質細胞。
免疫組織化学、ｘ1,100
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肺組織が破壊され、血管から肺胞内への出血は、ソフィβ－グルカン摂取いかんにより発生する

が、肺胞内出血は非摂取マウスの肺組織でより強く広範に認められた。さらに、気管支内出血は

ソフィβ－グルカン摂取マウスでは認められない。また、血管周囲浮腫も、ソフィβ－グルカン

摂取マウスでは認められない。浮腫は、血管からの血漿成分の滲出現象に起因するが、血漿成分

が大量に滲出することにより、肺胞内に貯留し肺水腫に陥る。非摂取マウスの3,000個感染以上マ

ウスで必発した。しかし、ソフィβ－グルカン摂取マウスでは、感染初期から血管からの血漿成

分の滲出は認めないか、極少量で細胞成分が主体のため、肺水腫に陥っているマウスは皆無であっ

た。

　T.canis 感染によって組織中に滲出している炎症細胞は、好中球、好酸球、リンパ球、形質細胞、

マクロファージであった。時系列に観察すると、初期は好中球優勢で、好酸球も初期から多数滲

出していた。幼虫の周囲を好酸球が取り囲んでいるが、虫体に侵入して虫体組織を破壊している

ことは全くなかった。寄生虫感染によりeosinophilia が惹起されることはよく知られているが、

Yoshikawaら21）は通常はほとんど０に近い好酸球が、T.canis感染により、炎症細胞に占める割

合が84.8％に達するとし、その好酸球が肺血管の透過性を亢進させると報告している22）。またTaka-

motoら23）によると好酸球はTリンパ球が産生するIL-5に刺激されて血管から滲出してくる。好酸

球の毒性は細胞質内の好酸性顆粒が含有しているカチオンタンパクcation proteinである。この

タンパクはmajor basic protein (MBP), eosinophil cationic protein (ECP), eosinophil

peroxidase (EPO), eosinophil-derived neurotoxin (EDN) である24）。これらのカチオンタンパ

クにより寄生虫体や幼虫が殺傷されると思われる。しかし、T.canisの幼虫は好酸球に包囲されて

いるが、虫体内に好酸球が侵入して殺傷されている像は全く認められなかった。T.canis の幼虫と

好酸球の関係については、Badleyrら25）の走査電顕を用いた研究があり、Sistosoma類への侵入は

認められているが、T.canisでは、好酸球は幼虫の上表から離れた莢のような層の表面には接着し

ているが、幼虫の表皮内には入り込んでいないので、この莢が幼虫を保護していると推察してい

る。T.canis 感染における好酸球滲出の意義についてD.I.Fattahら26）の、光学顕微鏡および電子顕

微鏡を用いた形態学的検索による詳細な報告によると、好酸球は幼虫に近づき、脱顆粒するが幼

虫は死滅することなく生存している。直接T.canis に侵入はしないが、好酸球はc3b、c3biに対す

るレセプターをもち、さらにIgGと結合する能力がある。従って、補体と抗体を誘導することによ

り、T.canis に応対しているものと思われる。T.canisに対する宿主の反応は好酸球の血管からの

動員、それに引き続き補体や抗体の働きによる。従って、幼虫は宿主内で長期間生存可能である。

しかし、このカチオンタンパクは組織傷害性も強く、寄生虫感染が、気管支粘膜等の組織破壊や

血管炎をもたらし27,28）。これが、臨床症状として現れる。しかし、ソフィβ－グルカン摂取マウス

でも好酸球滲出は顕著に認められたが、組織傷害の程度は少なかった。

　肺組織中に出現している細胞は、他に好中球、リンパ球、形質細胞、マクロファージである。

好中球は４日目に優勢で７日目には減少した。リンパ球は少数ではあるが初期から出現し、７日、

10日、15日と時間が経過するに従い増加してきた。免疫染色によるTリンパ球、Bリンパ球の同定

の結果、C57BL/6、3,000個感染ソフィβ－グルカン摂取マウスでは、非摂取マウスに比べてTリ

ンパ球、Bリンパ球とも有意に多数の細胞が認められた。ソフィβ－グルカンにより、免疫系の活

性化が惹起されたと思われる。特に15日目では、Tリンパ球、Bリンパ球とも増加していた。しか

し、5,000個感染組織では、認められないので、傷害が強い場合は炎症細胞の反応にも閾値がある。

BALB/cマウスも類似の結果であるが、Tリンパ球よりBリンパ球が優位である。特に気管支粘膜

下、リンパ管、胸膜下に多い。この部位は、広義の間質でリンパ路と呼ばれている29）。この部位に

は、免疫芽球様細胞や形質細胞も多く、それらの細胞は免疫組織化学酵素抗体法でIgE, IgG陽性
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であった。IgEはTh2が産生するIL4, IL5によって刺激され、寄生虫感染症やアレルギーでは高値

になる30）。このIgEが寄生虫を殺す主役で、感染すると正常の100倍のレベルにも達する31）。しか

も、IgEは気管支粘膜上皮細胞にも陽性であった。BALB/c マウスでは、Bリンパ球が活性化され

IgE, IgGを産生するTh2タイプの液性免疫反応であった。また、5,000個感染ソフィβ－グルカン

非摂取マウスでは、リンパ球は全く出現しなかった。

　T.canis 感染による最も顕著な組織傷害は出血である。肺は構造・機能上毛細血管が密に分布

しているので、幼虫の移行により広範な出血が起こる。出血の程度は、マウスの種に関係なくT.

canis 感染数が多いほど、またソフィβ－グルカン非摂取マウス程より強く現れた。ソフィβ－グ

ルカン非摂取マウスでは、肺胞内や間質だけではなく、気管支内にも顕著に起こっていたが、摂

取させたマウスでは、感染数が多くても気管支内出血は全く認められなかった。ソフィβ－グル

カン非摂取マウスにおける出血巣は、1,000個感染マウスでは４日目に多かったが、７日目には減

少し10日目にはほとんど消失した。しかし、3,000個、5,000個感染マウスでは日数が経過しても減

退することはない。しかし、ソフィβ－グルカン摂取マウスでは、感染数にかかわりなく、７日

目以降減少し、1,000個、3,000個感染マウスでは、10日目には出血は消失した。出血巣の減少には、

マクロファージが大きく寄与している。肺胞内に滲出した赤血球は、肺胞内に常在している肺胞

マクロファージにより貪食される。貪食された赤血球はマクロファージ内で溶血し、ヘモグロビ

ンを分解してヘモジデリンという褐色色素になりマクロファージの細胞質内に蓄えられる。担鉄

細胞とも呼ばれ、ベルリン青が陽性になる。

　マクロファージの活性化は、ソフィβ－グルカン摂取マウスで、ソフィβ－グルカン非摂取マ

ウスに比べ顕著に早く現れ、1,000個、3,000個感染マウスでは、感染７日目から、5,000個感染マウ

スでは、４日目から数の増加と赤血球の旺盛な貪食が始まった。しかし、ソフィβ－グルカン非

摂取マウスでは、3,000個感染マウスでは同様に７日目から増加したが、1,000個、5,000個ではマク

ロファージの数はソフィβ－グルカン摂取マウスに比べ極端に少なかった。また、マクロファー

ジは侵入してきた病原菌や異物に対して、その数が増加するだけではなく、多核化、大型化して

応答する。このようなマクロファージの応答はやはりソフィβ－グルカン摂取マウスで顕著であっ

た。これらの細胞が、活発に赤血球を貪食して、出血巣、傷害を受けた組織の修復をしたものと

思われる。２系統のマウスにおいて７日目、10日目にはラングハンス型多核巨細胞が認められた。

また、マクロファージは類上皮細胞として肉芽種を形成する。この類上皮細胞は、C57BL/6のソ

フィβ－グルカン摂取マウスでは、1,000個感染10日目、3,000個感染では７日目から増加し、10日

目では肉芽腫形成に至った。しかし、ソフィβ－グルカン非摂取マウスでは、類上皮細胞は少な

く肉芽腫の形成には至らない。BALB/cマウスで、類上皮細胞および肉芽腫形成が認められたの

は、ソフィβ－グルカン摂取、1,000個感染７日目、10日目と、5,000個感染の７日目であるが、ソ

フィβ－グルカン非摂取マウスではどの時期においても全く認められなかった。

　マクロファージは、外来から異物が侵入すると即時に活性化し、好中球とともに自然免疫担当

細胞としての役割を担い、その抗原刺激をTリンパ球に提示する役割も担当している。さらに、マ

クロファージにdectin 1,LSR (lactosylceramide selected scavenger receptors)，CR3の３種

類のβ－グルカンレセプターがある10～19）。従って、ソフィβ－グルカンを投与することによりマク

ロファージが活性化される。

　Taylorら10）は、樹状細胞等の他の単球系よりも、肺胞マクロファージが最も強く細胞表面レセ

プターを表現していると報告している。このことは、ソフィβ－グルカン摂取マウスでは、感染

14日前から投与したβ－グルカンによりマクロファージは活性化され、多核化大型化も進行し、

感染と組織傷害が発生した早期に赤血球の貪食と組織傷害の修復が開始したと思われる。さらに、
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次の免疫反応であるマクロファージによるTリンパへの刺激伝達が起こりIL-5 の産生により好

酸球の血管からの滲出現象、Tリンパ球のBリンパ球刺激により形質細胞への分化が促進されIgE

産生がおこり、その後IgGの産生もひき続いたと思われる。C57BL/6マウスでは、マクロファー

ジの多核巨細胞化と類上皮細胞、Tリンパ球の反応が強いTh1反応、BALB/cマウスではBリンパ

球と形質細胞による抗体産生による液性免疫のTh2反応が優勢で、それぞれのマウスの免疫応答

の違いが確認できた。

　Akaoら32,33）は、犬回虫症や猫回虫症のモデル動物として、スナネズミmongolian gerbilsに眼

病変発症させている。

　今回の実験系では、Toxiocaniasisの肺組織傷害とその修復機転におけるソフィβ－グルカンの

効用について確認することができた。今後は、サイトカインの発現やリンパ球の種類の同定およ

び肺以外の組織障害と修復機転について検討する。

ま と め

　

　T.canis感染２系統マウスの肺組織に共通して認められた病変は、肺胞内および気管支内への顕

著な出血である。水のみ摂取させたコントロールマウスでは、組織傷害が強く10日経過しても修

復されず肺水腫に陥っている個体もあった。ソフィβ－グルカン摂取マウスはコントロール群に

比べ、気管支内出血はほとんどなくまた肺胞内出血も少なく、傷害を受けない正常肺胞が残存し

ていた。感染後の変化として、コントロール群は血管周囲の浮腫が顕著で、これは血管からの血

漿成分の滲出の結果と思われる。しかし、ソフィβ－グルカン摂取マウスは２系統とも血管浮腫

はなく、早期から炎症細胞の滲出現象が認められた。コントロール群も血漿成分に混在し炎症細

胞の滲出が見られるが、ソフィβ－グルカン摂取マウス２系統に比べ細胞数は少ない。炎症細胞

は、初期にはまず好中球、好酸球が滲出し、時間経過に伴いリンパ球、マクロファージと変わっ

ていく。この経過はソフィβ－グルカン摂取マウス２系統ともコントロール群より時期が早い。

また、炎症巣の形成も早く、組織傷害修復がより早期に行われている。マクロファージについて

も、明確な違いが認められた。すなわち、ソフィβ－グルカン摂取マウス２系統ともコントロー

ル群よりマクロファージが活性化され、数が増加するとともに、大型化多核化したラングハンス

型巨細胞が出現し始める時期が早い。細胞質内にベルリン青染色陽性のヘモジデリンを有してい

るマクロファージ、多核巨細胞の集簇巣があり、活発に出血巣の赤血球を貪食し出血巣と組織の

修復を行っている。また、BALB/cでは、リンパ球の出現が顕著で、さらに７日、10日経過する

と気管支粘膜下あるいは、胸膜下に多数の形質細胞の集団が認められ、細胞性免疫と液性免疫機

構の働きも活性化するものと考えられた。この形質細胞の集簇をなすほどの出現は、コントロー

ル群のみならず、ソフィβ－グルカン摂取C57BL/6系の肺組織でも認められなかった。

　本実験により、ソフィβ－グルカン摂取マウスは、T.canis感染による組織傷害がコントロール

群より少なく、さらに炎症細胞や免疫細胞が活性化され、より早く傷害の修復がなされることが

明らかになった。
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