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研究成果の概要（和文）：イヌの抗多包条虫ワクチンの開発は将来的に飼いイヌからヒトへ、あるいは終宿主動物の感
染率を長期的に下げる有力な手段になる可能性がある。一方、イヌに感染と駆虫を繰返すと部分的な感染抵抗性を示す
という報告があり、再感染によって誘導される虫体排除機序を解明することはワクチン開発を行う上で重要であると考
えられる。本研究ではイヌに多包条虫を繰返し実験感染させ、従来の糞便検査に加え、分子生物的な解析を行うことに
より主要な虫体排除機序の一端を明らかにした。また、繰り返し感染により感染抵抗性を獲得したイヌの虫体排除能は
短期的に消失せず、イヌの抗多包条虫ワクチン開発の可能性を裏付けた。

研究成果の概要（英文）：Experimental Echinococcus multilocularis infection and deworming was repeated 3 
or 5 times in 9 dogs at various reinfection schedules. The mean number of worms decreased more than 91% 
in dogs with repeated infection, compared to first infection controls. To examine whether such worm 
exclusion was a nonspecific response, 5 dogs were sequentially infected with the parasite four times and 
subsequently fed freely for 6 months. Even after the 6-month interval, the dogs that were infected five 
times with the parasite were still able to largely exclude the adult worms. The results suggested that 
the ability of worm exclusion in dogs that developed a resistance was not rapidly extinct. The 
observation of the faeces condition and the excretion of hooks in the faeces of repeatedly infected dogs 
revealed that the exclusion of worms started at the first week after the reinfection, and it continued 
during the patent period. These findings suggested the possibility of developing a vaccine.

研究分野： 生化学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）本邦におけるエキノコックス（多包
条虫）症の患者は毎年 10~20 名程度の発生
が見られている。現時点では患者は主に北
海道内での感染（虫卵の偶発的な経口接種）
が原因であると考えられている。近年、本
州でのイヌの多包条虫感染事例も報告され、
北海道内でのキツネの多包条虫感染率も依
然として 30～40%と高い値に推移している
ことから、注視するべき感染症と考えられ
る。 
（２）北海道内の飼いイヌのエキノコック
ス（多包条虫）感染率は、0.4%と報告され
ている１）。本寄生虫の生活環は一般にキツ
ネと野ネズミの間で維持されており、それ
にイヌが重要な役割を果たすことは無いと
考えられている。しかしながらイヌとヒト
との接触頻度を考慮すると、イヌの感染は
飼い主のみならず、その家族・地域住民に
とって大きな感染リスクとなる。イヌのワ
クチンの開発は将来的に飼いイヌからヒト
へ、あるいは終宿主動物の感染率を長期的
に下げる有力な手段になる可能性がある。
一方、イヌに感染と駆虫を繰り返した場合、
部分的な感染抵抗性を示すという報告があ
り 2)、再感染時に起こる虫体排除機序を解
明することはワクチン開発を行う上で重要
であると考えられる。本研究ではイヌに多
包条虫を繰り返し感染させた場合に起きる
虫体排除について検討した。 
 
２．研究の目的 
（１）エキノコックス（多包条虫）症を制
御するためには本寄生虫のライフサイクル
を長期的に途絶えさせることが有効である
が、そういった手法は開発が困難であり、
世界的にも確立された技術は無い。我々は、
寄生虫の体表に局在する有力なワクチン抗
原候補として見出し、イヌに人為的に感染
防御反応を誘導することに成功した 3)。し
かしながら、イヌの感染防御反応が長期的
に持続されるか否かについては世界的に見
ても知見がない。本研究において、イヌに
繰り返し多包条虫の感染と駆虫を繰り返し
た場合、感染防御反応に持続性があるかど
うかを検証した。 
（２）また、イヌにおけるエキノコックス
の再感染防御反応という未知の現象につい
て分子レベルで解析し、エキノコックス粘
膜ワクチンの実用化に向け宿主感染防御の
全体像を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ビーグル犬 15 頭を３群（１回(n=6)、
３回(n=2)および５回感染群(n=7)）に分け、
コトンラットを用いて増殖させた原頭節を
50 万個経口投与し、実験的にエキノコック
スに感染させた。感染期間は原則 35 日間と
した。３回感染群の２頭は７日間～32 日間
の間隔で感染と駆虫を繰り返した。５回感

染群 7 頭のうち５頭は、４回連続的に感染
と駆虫を繰り返した後、半年間通常飼育し、
５回目の感染を行った（表１）。糞便は、感
染期間中は毎日（週末１日を除く）採取し
プラスチック製のヘラを用いて完全に混合
し、同時に下痢・粘液等の糞便の状態を目
視で観察した。採取した糞便試料を用いて、
糞便内抗原 ELISA4)、排出虫卵数 5)および排
出鉤数測定を行った。排出鉤数測定は、
AMS 法 6)により行った。 
（２）再感染時における虫体排除時期を調
べるため、ビーグル犬 8 頭を１回(n=4)およ
び、４回感染群(n=4)に分け、コトンラット
を用いて増殖させた原頭節を 10 万個経口
投与し、実験的にエキノコックスに感染さ
せた。１回感染群の感染期間は６日とし、
４回感染群は、35 日間の感染を３回繰り返
した後、４回目の感染期間を６日とし、安
楽死後剖検を行った。駆虫から再感染まで
の間隔は１～２週間とした。 
（３）６日目の感染イヌ（１回感染および
４回感染）および健常イヌ小腸を採取し、
HE 染色により、比較病理解析を行った。
同様に、３種類のイヌの小腸組織から、
RNA を抽出し、Canine オリゴ DNA マイ
クロアレイ Ver.2.0（Agilent 社製）を用い
てDNAマイクロアレイ比較解析を行った。
その結果を基に、リアルタイム PCR による
遺伝子の発現解析を行い、健常イヌに比べ
て、感染イヌではどのような遺伝子がより
多く発現しているのかを調べた。リアルタ
イム PCR は Aihara et al.7)の報告に従って行
った。 

表１．イヌを用いた多包条虫の繰り返し感染スケ

ジュールおよび35日目における虫体数 

 
４．研究成果 

（１）感染と駆虫を繰り返したイヌの虫体

数の平均値は、初感染コントロールのそれ

に比べ、91%以上の減少を示した(表1)。糞

便内抗原および排出虫卵数は、イヌが感染

を繰り返す度に減少し（表2）、それは再感

染が起きるたびに虫体数が減少していくこ

D og groups Tim es of 
infection

W orm  
num bers

A ge of 
dogs

(at final 
infection)

Period of 
infection

D ays betw een 
infections

C ontrol
C 1 1 184,575 8 35
C 2 1 62,275 8 35
C 3 1 264,818 14 35
C 4 1 116,875 13 35
C 5 1 90,438 11 35
C 6 1 18,633 14 35

A verage 122,936*
R einfection
R 1 3 1,005 8 55, 50, 35 14, 32
R 2 3 10,800 8 35, 35, 35 7, 7

A verage 5,903
R einfection
R 3 5 65 20 44, 77, 41, 52, 35 18, 14, 175, 98
R 4 5 450 14 35, 35, 35, 28, 35 7, 7, 7, 7
R 5 5 1,530 14 33, 36, 35, 35, 35 21, 12, 7, 189
R 6 5 467 14 33, 36, 35, 35, 35 34, 13, 49, 184
R 7 5 875 14 33, 36, 35, 35, 35 34, 13, 49, 184
R 8 5 2,067 14 35, 35, 35, 35, 35 13, 8, 7, 184
R 9 5 5 14 35, 35, 35, 35, 35 13, 8, 7, 184

A verage 780*  



と示唆した。５回感染群は、半年間の間隔

をあけても初感染コントロールに比べ、

99％以上の虫体数の減少を示し、繰り返し

感染により感染抵抗性を獲得したイヌの虫

体排除能が短期的に消失しないことを示唆 
した。これらの情報は犬における多包条虫
感染にも再感染に対する防御機構が存在す
ることを示唆しており、イヌの抗多包条虫 
 
表 2．多包条虫を 1、3 および 5 回感染繰り返し感
染させたイヌからの排出虫卵数（感染後 26～35
日目の合計数） 

ワクチン開発の可能性を裏付けるものであ

った。一方、全ての再感染イヌで有意な虫

体排除が確認されたものの、多くの個体で

成虫が完全に排除されることは無く、寄生

虫の生残と発育が起きると効果的な免疫応

答の発現がなされないと考えられた。糞便

中の排出鉤数は感染初期に大量に排出され 

る場合が多く、また、下痢や粘液の排出も 

図1．多包条虫を1、3および5回感染繰り返し感染させ

たイヌの糞便検査 

糞便内に排出された鉤は（＋）で示され、緑色網

掛けは下痢･粘液が観察された区間を表す。これら

の結果については、感染後2日間を1区間として35

日目までの結果を示した。ELISA値（O.D 450nm）

は1回（●）、3回（▲）および5回（■）感染群の

１～35日目の糞便を用いて2日おきに測定した。 

同時に観察されたことから、繰り返し感染

させたイヌの虫体排除が、感染初期（２～

７日目）に起きていることが示唆された（図

１）。下痢および粘液の排出回数は、イヌに

繰り返し感染させるたびに、より多く観察

される傾向があった。糞便内抗原量は、糞

便内抗原ELISAによって測定された。いずれ

のイヌでも初回感染より、3回および5回と

感染回数が増えるたびに、排出抗原量の減

少が観察された（図１）。これは、再感染の

度に虫体数が減少していることを示唆し、

前述した、再感染時において、排出虫卵数

が減少していくという結果と一致した。こ

れらの実験により、再感染ごとに、虫体排

除反応が増強されること、また、再感染の

どのタイミングで虫体排除が起きているの

かを特定できた。この結果に基づき、感染

初期の再感染イヌの小腸組織の病理学的観

察および網羅的遺伝子発現解析を行い、さ

らにイヌの虫体排除機序の検討を進めた。 

表3．イヌを用いた多包条虫の繰り返し感染スケジュ

ールおよび感染後6日目の虫体数 

（２）繰り返し多包条虫の感染を受けたイ
ヌの虫体排除機序について、更に検討する
ため、イヌ８頭を２群に分け、４頭は１回
感染コントロール群、もう一方の４頭は、
４回感染群とした。感染初期（６日目）の
解剖検査において、４回繰り返し群の虫体
数の平均値は、１回感染群のそれに比べて
86％以上減少しており、実際に再感染後６
日目において主要な虫体排除が進行してい
ることが明らかになった（表３）。剖検時に
同時に採取した小腸組織（胃から盲腸まで
を６等分し中央部分を採取）を HE 染色し、
健常イヌのそれらと比較病理解析を行った。
その結果、通常組織と比べて１回および４
回再感染イヌの組織にも著変は見当たらず、
炎症、好酸球あるいは好中球の集積なども
見当たらなかった（図２）。４回繰り返しイ

Tim e of 
infections

M ean num ber of eggs/dog

R 6 R 7 R 8 R 9

First 2.68 (±0.33)×106 5.89 (±0.68)×106 5.58 (±0.55)×106 2.90 (±0.38)×106

T hird 2.97 (±0.65)×103 3.03 (±0.35)×103 3.20 (±0.23)×103 6.85 (±0.23)×103

Fifth N .D 119 (±30) N .D N .D

 

 



ヌの絨毛には、若干の成長不良が認められ
た。 

図 2．多包条虫を 1、3 および 5 回感染繰り返し感染さ
せたイヌの小腸組織（x40）の比較（感染後 6 日目） 
 
（３）剖検時に同時に採取した小腸組織（胃
から盲腸までを６等分し中央部分を採取）
は 即 座 に 氷 温 に し た RNAlater （ Life 
technologies 社製）中で振とうし、一晩４℃
RNA 保護剤を浸透させた。使用まで-80℃
で保管し、添付のプロトコールに従って
total RNA の抽出を行った。その試料のイン
テグリティをチェックすると、結果に影響
を及ぼす程の分解はなく、DNA マイクロア
レイ解析（Canine オリゴ DNA マイクロア
レイ Ver.2.0、Agilent 社製）を実施した。
その結果、健常イヌコントロールに比べ発
現が 2 倍以上上昇した遺伝子数は、1 回感
染群で 1916、４回繰り返し感染群で 2950
であった。同様に２倍以上減少した遺伝子
数は、初感染群で 2418、４回繰り返し感染
群で 3485 であった。変動のあった遺伝子数
は、上昇および減少ともに４回繰り返し感
染群のほうが、それぞれ 1.44 倍および 1.54
倍多い結果となった。 
上昇した遺伝子の内訳は、炎症や組織修復
に関わる遺伝子が多くを占めていた。DNA
マイクロアレイ解析において、これらの遺
伝子の多くは４回感染群のほうがより変動
が大きいことを示していた。これらの結果
は 1 回感染イヌに比べて、4 回繰り返しイ
ヌの小腸組織内で、より複雑な反応が行わ
れていることを予測させた。 
 
（４）DNA マイクロアレイの結果を基に、
健常イヌ、１回感染イヌおよび４回感染イ
ヌ小腸組織内の炎症や、組織修復に関わる
遺伝子発現をリアルタイム PCR により調
べた(図３)。その結果、インターフェロン γ
遺伝子に関しては３群の間に有意差は認め
られず、IL4 遺伝子は検出限界以下であっ
た。腫瘍壊死因子（TNF-α）遺伝子の相対
発現量は１回感染イヌが健常群および４回
感染群よりも 2.2 倍高かった。トランスフ
ォーミング増殖因子（TGF-β）遺伝子は、1
回感染および４回感染群のほうが健常群の
それよりも約２倍発現量が上昇していた。
繊維芽細胞成長因子（FGF）遺伝子では、1
回感染群が 2.7 倍、４回感染群は 4.9 倍健常
群のそれよりも発現が上昇していた。コラ
ーゲンⅠ型およびⅢ型遺伝子は、1 回感染

群では約２～３倍、４回感染群では約５～
６倍健常群よりも発現が上昇していた。コ
ラーゲンⅣ型遺伝子は 1 回感染群および 4
回感染群とも、健常群より約 5 倍発現が上
昇していた。細胞外マトリクスを構成する
接着分子であるフィブロネクチン遺伝子は
１回感染群は約６倍、４回感染群は約 13
倍、健常群のそれより高い値を示した。 
これらの結果から、４回目の再感染６日目
の小腸組織内において、組織修復機能が亢
進し、組織のターンオーバーが強く行われ
ていることが推察された。この結果は、絨
網が短いという病理所見と関連し得る。一
方、炎症関連遺伝子の上昇があまり観察さ
れなかったことから、６日目には既に炎症
のピークが過ぎ、組織修復が強く始まって
いる可能性も考えられた。いずれにせよ著
しい虫体排除には虫体が幼弱である感染初
期により早く、炎症由来する強い下痢・組
織脱落（粘液）が引き起こされることが重
要であると考えられた。感染後より早い段
階での組織内での多くの遺伝子発現を調べ
る必要があるが、本課題で得られた新しい
知見は、今後の終宿主ワクチンの開発に向
けた重要な情報であると考えられた。 

図 3．多包条虫を 1、3 および 5 回感染繰り返し感染さ
せたイヌの小腸組織（感染後 6 日目）における炎症お
よび組織修復関連遺伝子のリアルタイム PCR を用い
た相対発現比較１： 健常群、2： 1 回目感染群、
3: 4 回目感染群 
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