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研究成果の概要（和文）：アニサキスに感染したことがない未感作ラットでは、凍結、加熱、切断またはホモジナイズ
処理で死滅した幼虫を少なくとも1回経口投与した場合、幼虫抗原に対して特異抗体は産生されない。しかし、一度感
染して特異抗体の産生を認めた感作ラットにホモジナイズ処理した死滅幼虫を投与した場合、アレルギーに関与する可
能性がある特異IgE抗体の値は再上昇した。さらに、再感作ラットへの生きた幼虫の投与または幼虫ホモジネートの投
与により、個体によっては幼虫抗原が血中に検出された。このことから、感作個体が死滅幼虫を摂取した場合、再感作
されるとともに蕁麻疹などのアレルギー症状が引き起こされる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We examined the possible allergenicity for dead Anisakis simplex larvae contaminat
ed in seafood, except for the cases by infection with live A. simplex larvae. The dead A. simplex larvae t
reated with heat, frozen, cutting or homogenizing could not have possibility for inducing immune response 
in non-sensitized rats by at least once oral inoculation of them. However, IgE antibody specific to A. sim
plex larvae was produced and elevated in sensitized-rats after inoculation of Anisakis homogenates, and th
at its antigen was detected in sera in those rats, suggesting that possible allergenicity especially urtic
aria could be occurred in sensitized individuals after ingestion of dead A. simplex larvae.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
アニサキス症は、海産魚の内臓表面や筋肉中
に寄生するアニサキス亜科線虫の第 3期幼虫
が、刺身や加熱不十分な調理品を介してヒト
に摂取され、幼虫が胃や腸管粘膜に侵入する
ことにより発症する。その病態は感染しても
無症状か軽度の腹痛で終始する場合と、激し
い腹痛、腸閉塞、蕁麻疹などのアレルギーや
呼吸困難、血圧降下などのアナフィラキシー
といった重度の症状を呈する場合がある。こ
の差異は宿主のアニサキス幼虫に対するア
レルギーによると考えられている。すなわち、
初感作のヒトは単なる異物反応にとどまる
ため症状が軽く、再感作の場合は I型アレル
ギー反応として激しい腹痛を生ずると考え
られている。したがって、アニサキス症の発
症には、生きた幼虫による消化管粘膜への侵
入とそれに伴う特異抗体の産生（感作状態）
が必要と考えられている。一方、アニサキス
による慢性蕁麻疹などのアレルギー症状は
必ずしも生きた幼虫による感染を必要とせ
ず、感作個体では食材に紛れた死滅幼虫を経
口摂取した場合でも引き起こされる可能性
のあることが示唆されていた。しかし、その
実態は実験的データがないことからこれま
で不明であった。 
 
２．研究の目的 
前述した研究背景のもと、本研究では 2つの
可能性に焦点をあてた。（１）海産魚の筋肉
や腹腔内に寄生する幼条虫などの抗原を実
験動物に経口投与した場合に、その寄生虫に
対する特異抗体の産生が報告されていた。ア
ニサキス幼虫の抗原には熱耐性のものがあ
ることから、アニサキスでもそれらと同様に、
死滅幼虫として経口摂取された場合に、特異
抗体の産生が引き起こされるのではないだ
ろうか？（２）感作個体では死滅幼虫を摂取
した場合に再感作が引き起こされ、さらに、
その抗原が血中を介して末梢へと移行し、ア
レルギーが引き起こされるのではないだろ
うか？この 2点を解明する手がかりをつかむ
ため、以下の実験を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）サバより採取したアニサキス幼虫
Anisakis simplex を生きたままの状態で、ま
たは、加熱（60℃1 時間）、凍結（-80℃1 時
間）、切断（体中央部で切断）、ホモジナイズ
処理で死滅または半死滅させた状態でラッ
ト（Wistar ♂）に経口投与し、4 週後まで
毎週採血して特異抗体の産生をELISA法で測
定した。ELISA プレートへの抗原のコーティ
ングは、幼虫の培養上清から精製した ES（分
泌・排泄）抗原を用いた。ブロッキング後、
一次抗体（ラット血清）をプレートウェルに
添加反応させ、HRP 標識抗ラット IgG、IgM 二
次抗体を添加反応後、発色基質を加えプレー
トリーダーで OD 値を測定した。IgE 抗体の測
定には、二次抗体に抗ラット IgE モノクロー

ナル抗体（MARE-1）を用いた。カットオフ値
は、幼虫投与前のラットの血清 OD 値の平均
＋3×SD（標準偏差）とした。また、感作個
体（一度生きた幼虫に感染し特異抗体の産生
を認めた個体）に死滅幼虫を投与後、特異抗
体値の再上昇を認めるか否かを確認するた
め、初感作後抗体 OD 値が下降している時期
に、凍結死滅幼虫 10 隻をラットに経口投与
し、その後の OD 値を測定した。 
 
（２）消化管潰瘍の試験系に用いられている
ラット－アスピリンモデルを用いて、未感作
ラットにアスピリン投与後、幼虫ホモジネー
トを投与した場合、特異抗体が産生されるか
否かを調査した。未感作ラットに 0.5%CMC（カ
ルボキシメチルセルロース）溶液に懸濁させ
たアスピリンを経口投与後、幼虫 10 隻分の
ホモジネートを投与し、4 週目まで採血し
ELISA 法により特異 IgE 抗体を測定した。 
 
（３）（２）の実験より、未感作ラットでも
アスピリン前投与後に幼虫ホモジネートを
投与した場合、特異 IgE 抗体の産生を認めた
ので、感作個体においても同様の現象が認め
られることを確認するため、生きた幼虫を経
口投与したラット（感作個体）の特異抗体 OD
値の下降期にアスピリンを投与し、その後に
幼虫ホモジネートを投与して特異IgE抗体値
の上昇を調査した。 
 
（４）（３）の実験により、感作個体ではア
スピリン投与の有無に関らず、幼虫ホモジネ
ートを投与した場合、特異 IgE 抗体が産生さ
れる可能性のあることが示されたので、感作
個体にアスピリンを前投与することなく幼
虫ホモジネートを投与した場合に、特異抗体
（IgG、IgM、IgE）OD 値が再上昇するか否か
について調査した。実験には生きた幼虫を 2
回経口投与した個体群を用い、2 回目の投与
後、特異抗体 OD 値の下降時期に 20 隻分の幼
虫ホモジネートを投与した。 
 
（５）幼虫ホモジネート投与後に再上昇した
特異IgE抗体が認識する幼虫の抗原局在を調
べるため、幼虫虫体の輪切り標本を用いて免
疫組織染色を行った。また、幼虫の ES およ
び somatic抗原を用いたイムノブロットによ
り、抗原分画の同定を試みた。 
 
（６）感作ラットの血中からの幼虫抗原の検
出には、サンドイッチ ELISA 法を用いた。す
なわち、幼虫ホモジネートで免疫したウサギ
血清から免疫グロブリン分画を分取精製し、
固相抗体として用いた。また、capture 抗体
は、同ポリクローナル抗体から IgG 分画を分
取精製しビオチン標識した。サンドイッチ
ELISA 法は、ポリクローナル抗体をコーティ
ングしたウェルをブロッキング後、ラット血
清を加えて反応させた。その後、capture 抗
体と HRP標識アビジンを加えた後に発色基質
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体では、ホモジネート投与前にアスピリンを
前投与しなくとも、特異
する（再感作）ことが明らかとなった。
抗体のみ上昇した免疫機序の解明は今後の
課題である。
 
（５）免疫組織学的検索では、ホモジネート
投与後は投与前と比較して、虫体レネット細
胞とクチクラにやや強い反応が認められ（図
6）、ホモジネートに含まれたこれら両組織に
由来する抗原が特異
に関与していたのではないかと推測された。
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以上の結果から、研究当初の目的に対する結
論として、①未感作個体では、消化管粘膜に
傷害があれば、死滅幼虫を摂取した場合でも
感作される可能性がある。②感作個体では、
凍結幼虫 10 隻を投与した場合に再感作が起
こらず、ホモジネート（20 隻分）を投与した
場合に再感作されることから、死滅幼虫の状
態、量によっては再感作される可能性がある。
③感作個体では、②と同様の条件次第では死
滅幼虫の抗原が血中へ移行する場合があり、
死滅幼虫の摂取後にも蕁麻疹などのアレル
ギー症状が引き起こされる可能性がある。④
アニサキスのパンアレルゲン（パラミオシン、
トロポミオシン）はエビなどの甲殻類や家ダ
ニなどのそれらと遺伝子レベルでホモロジ
ーが高く、実際に、エビアレルギー患者の抗
体はアニサキスパンアレルゲンにも反応す
ることが知られている。このことから、甲殻
類などにアレルギーを有する個体が、アニサ
キス死滅幼虫を摂取した場合に、血中へ移行
した幼虫抗原との間で非特異なアレルギー
が引き起こされる可能性がある。アニサキス
死滅幼虫の摂取とアレルギーとの関連性を
明らかにするためには、今後、抗原の状態、
摂取量、個体の免疫状態（特異抗体値の状態）
などを考慮し、また、適切なアレルギー発現
モデル動物を用いた総合的な解析が必要で
ある。 
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