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Spirometra erinaceieuropaei is extensively distributed in the wor1d and infects domestic and 

wi1d cats and dogs. Plerocercoids are able to infect species of all c1asses of vertebrates ex-

cept fishes and cause important zoonoses in the human， but have been noticed because of 

their ability to produce and release a substance， plerocercoid growth factor (PGF)， which 

binds and activates growth hormone (GH) receptors， resulting in accelerated growth of the 

host. The mice， inc1uding Snell dwarf mice， hypothyroid mice， which were infected with 
plerocercoids had accelerated growth with an increase in the number of the infected 

plerocercoids. Plerocercoid infection stimulated the incorporation of :JH-thymidine andおS-

sulfate in costal cartilages of Snell dwarf mice， resulting in the proliferation of the car-

tilage. Plerocercoids， however， decrease in the GH content in the hypophysis and the 

thyroxine and triiodothyronine levels in the serum of mice. Furthermore， the serum from 

plerocercoid-infected mice increased in the incorporation of :JH-thymidine in cultur・edmouse 

parenchymal hepatocytes and the extract of plerocercoids displaced 12iiI-human GH from its 

receptor on hepatic membranes prepared from a pregnant rabbit. Therefore， PGF produced 

by plerocercoids was considered to mimic the physiological actions of GH in the host. This 

PGF was purified from the extract of plerocercoids as 27 kDa glycoprotein， using GH 
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receptor-affinity chromatography and ge1 filtration， and then cross-reacted against the anti-

human GH (hGH) monoclona1 antibody. A partia1 amino acid sequence of this protein 

showed the homo1ogy of 67% to cathepsin-L. In addition， this protein stimu1ated pro1ifera-

tion of the cu1tured mouse parenchyma1 hepatocytes and this abi1ity was inhibited by the 

addition of E64 which was a specific cystein proteinase inhibitor. We are investigating func-

tions of this 27 kDa glycoprotein in host-parasite re1ationship. Our findings on the ro1e of 

27 kDa glycoprotein clarifed are as follows; 

1. The cDNA of 27 kDa protein was constituted with 1085-bp in 1ength containing an open 

reading frame of l008-bp encording 336 amino acids. The amino acids sequence predict-

ed from the cDNA did not show the homo1ogy to that of hGH but showed the homo1o-

gy of 65% to that of mouse cathepsin-L. 

2. 27 kDa protein cleavaged human IgG and then the worm extract containing this protein 

a1so cleavaged anti-27 kDa protein po1yclona1 antibody. 

3. 27 kDa protein showed the trypsin inhibitory activity. 

4. 27 kDa protein was extensive1y distributed over the surface of the p1erocercoid body， 

and therefore， it has ro1es to evade from the attack of the antibody and digestion in the 

host intestine. Furthermore， this protein must be usefu1 to penetrate tissues for invasion 

into their hosts. (Accepted on J une 3， 1999) 

Key words : growth hormone， cystein proteinase， trypsin inhibitor， 

p1erocercoid， Spirometra erinaceieuropaei 

はじめに

マンソン裂頭条虫Sρirometraerinaceieuroρaez 

は，わが国をはじめ広くアジア，ヨーロ ッパ，

オーストラリア大陸に分布するSρirometra属条虫

である .また，アメリカ大陸の一部には，S. 

mαnsoηoidesが分布する この条虫の第 3期幼虫

である擬充尾虫(Fig.1)は，ヒトがカエル， へ

ビ，ニワトリ肉などを生食することによって感染

し，幼虫移行症を惹起させる.一方，擬充尾虫を

Fig. 1. Plerocercoids of Spirometra 

ertnaceleuropael 

実験的にマウスに感染させる と，感染擬充尾虫数

と量反応関係をもってマウスの成長が促進され

る1.2) この成長促進作用は，成長ホルモン分泌

不全のスネル保儒マウス3)，プロビールチオウラ

シル処理甲状腺機能低下マウス4)などのホルモン

分泌不全マウスでも惹起され，さらに，感染マウ

ス血清を接種しても同様の成長促進作用が発現す

るの.擬充尾虫感染マウスの成長促進の機序を追

求するために骨成長について観察すると，形態学

的に骨端軟骨細胞の増殖促進が認められた.そし

て， in vitroでvanBuu1 and Van den Brande 

(1978)6)の変法でsomatomedinbioassayを行った

ところ，感染血清は， スネル株儒マウスの肋軟骨

へ3H-thymidine，35S-sulfateの取り込みを促進

し，擬充尾虫感染が血清中のIGF-1活性を増加さ

せ，軟骨細胞の増殖を促進することが明らかとな

った7) IGF-1は， 主として成長ホルモンによっ

て調節されているので，擬充尾虫が成長ホルモン

様因子を分泌している ことが示唆された.

Tsushima， et al. (1973)の方法的で、radioreceptor

assayを用いて，擬充尾虫抽出液中の成長ホルモ

ン活性を測定したところ，抽出液は，ヒト成長ホ
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ルモン(l25I-hG狂)と成長ホルモン受容体に対して

競合置換した.よって，擬充尾虫感染による成長

促進作用は，本虫が産生する成長ホルモン様因

子， plerocercoid growth factor (PGF)によって

生ずることが示唆された.さらに，感染血清およ

び虫体培養液は， Seglen (1976)9)のtwo-stepin 

situ collagenase perfusion法で調製した初代培養

マウス肝実質細胞の増殖を促進した10，11)これら

の生理活性を発現するPGFを精製するために，

Shui， et al. (1974)12)の方法で妊娠家兎肝臓より

調製した可溶化成長ホルモン受容体を用いて，成

長ホルモン受容体結合アフィニテイ・クロマトグ

ラフィ，イオン交換ク口マトグラフィ (MonoQ)

及びゲル櫨過法(SuperoseHR12)にて虫体抽出

液を精製した.成長ホルモン受容体に結合する物

質は， SDS-polyacrylamide gel電気泳動(SDS-

PAGE)で27kDaの分子サイズを持つ糖蛋白であ

った.この27kDa糖蛋白は， immunoblot分析で

抗-hGHモノクローナル抗体と交叉反応すること

が認められ，そして初代培養マウス肝実質細胞の

増殖を促進した.27 kDa糖蛋白の部分的アミノ

酸配列を明らかにするために， リジン・エンドベ

プチダーゼ処理後，逆棺カラムにてペプチド断片

を精製し，分画されたペプチド断片をエドマン分

析にてアミノ酸配列を観察した. 15個のアミノ離

の配列は， cathepsin-Lと67%の棺向性が認めら

れたが，成長ホルモンとの相向性は，観察されな

かった13，14)

これらの結果から，マンソン裂頭条虫の擬充尾

虫は，成長ホルモン受容体に結合し，かつ抗-

hGHモノクローナル抗体と交叉するPGFを産生

してマウスの成長を促進することが明らかとなっ

たが，この物質は，カテブシン様蛋自分解酵素で

あった.では，擬充尾虫は，何故このような特異

な物質を産生するか， という問題は，宿主一寄生

体関係を知る上で大変興味ある課題である.そこ

でこの課題について若干の検討を行ったのでここ

に報告する.

PGFの分子生物学的特性cDNAの塩基配列15)

擬充尾虫のcDNAライブラリーを作成するため

に， mRNA抽出キット (Pharmacia)を用いて虫体

からmRNAを抽出し， SuperScript™ Plasmid 
System Kit (Gmco)を用い， vectodこpSPORT1 

を， E. coli XL-1 blueを宿主細胞として作成し

アこ.

次いで， PGFのcDNAをクローニングするため

のprimerをデザインするにあたって、この蛋白

のアミノ酸配列KNSWGSSWGEGGYVKに基ず

き，下流域primerを5'-KCCCCARCTRTTTTT-

3'とし，上流域primerをcysteinproteinase 

の活性基領域に一致する塩基配列 5'-

TGYGGWTCMTGYTGG-3 'としてPCRを行っ

.た.得られたcDNAprobeは， 567 bpであった.

このprobeを用いてcDNAライブラリーからPGF

陽性クローンをスクリーニングした.これをLB

培地で増殖し， plasmidを精製した.MI3primer 

を使って増幅して得られたPGFのcDNAクローン

は， Pharmacia autosequencerで塩基配列を判読

した(Fig.2). このPGFをコードするcDNAの塩

基配列は， 336アミノ酸残基をコードする1085

bpで、構成されていた.そして，この塩基配列は，

擬充尾虫のcysteinproteinase cDNAとして報告

されている塩基配列と98%，Spirometra man-

sonoidesのPGFのcDNAと84%，マウスのcathep刷

sin-Lと65%の相向性を持っていたが， hGHとの

杷向性は，ほとんど認められなかった.

PGFの存在部位とその役割16)

成長ホルモン受容体にhGHと競合置換し，抗-

hGHモノクローナル抗体と交叉反応し，かっ

cathepsin-Lと高い相向性を示す27kDa糖蛋白の

局在とその機能を明らかにするために免疫組織染

色法を用いて観察した.擬充尾虫は，マウス皮下

から採取した虫体と，その虫体をチューブにてマ

ウス胃内に注入し，腸管内または鰻桂内から体部

を離断した頭節を回収したものを用いた.回収し

た擬充毘虫を常法によりPBS緩衝10%i:I¥Jレマリン

で匝定，脱水，パラフィン旬埋，薄切し，脱パラ

フィン後，免疫組織化学染色を行った.一次抗体

としてS.mansonoides擬充尾虫由来のPGF，27.5 

kDa糖査自の抗マウス・モノクローナル抗体

(Nebraska Medical Center， USA， Prof. C. K. 

Pharesより供与)を用い，ヒストファインSAB-

PO kit (生化学工業)にて免疫組織化学染色を施

行した.一次抗体として用いた5.mαnsoηoides由

来の抗-27.5kDa抗体は， 5. eri仰 ceieuropaei由来

の27kDa糖蛋白と交叉反応することを確認し，

対照血清として非感染正常マウス血清を用いた.

2，400倍に希釈した一次抗体で染色された部位は，
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Fig. 2. Comparison of amino acid sequences of PGF from plerocercoids of S. 

erinaceieuropaei (PGF-E)， S. mansonoides (PGF-M)， mouse cathepsin-L (M 

-CathーL)and human GH (hGH). T represents the glycosylation site. 

Fig. 3に示すように，虫体表面と外皮下細胞層，

そして頭節の離断端が染色された.よって，擬充

足虫は， 27 kDa糖蛋白を外被下細胞層で産生し，

体表面に分泌し，そして宿主内寄生の必須の過程

である体部離断にこの糖蛋自が機能していること

が示唆された.

宿主が産生する抗体をPGFが解裂する17)

擬充尾虫は，宿主腸管を穿通して体内を移動

し，各種臓器に迷入し長期間宿主体内で生存す

る.その際，種々の蛋自分解酵素を分泌して臓器

内に侵入するものと考えられ， ミオシン，カゼイ

ン，ヘモグロビンなどの分解酵素を産生すること

が知られている.そして，肺吸虫，肝蛭，有鈎糞

虫が産生する蛋自分解酵素が宿主免疫能を抑制す

ることが報告されている.そこで27kDa糖蚤白

は， cystein proteinaseであるcathepsin-Lと高し、

相向性を有することから，この糖蛋自の抗-IgG

抗体に対する作用を検討した.擬充尾虫を1%

Triton X -100加25mM  Tris-HC1 buffer p註 7.6

で抽出し 105g上清を抽出液とし，抽出液また

は精製27kDa糖蛋白を試料とした. 10 mM  

EDTA加25mM  Tris-HC1 buffer pH 7.4に溶解

した0.5μg/m1のピオチン化抗ーヒトIgG(hIgG) 

抗体を虫体抽出液または27kDa糖蛋白と370C，

30 min， preincubateした後， Laemm1i法にてSDS

-p AGE， immunob1ot分析を行った.次に精製さ

れた27kDa糖蛋白で家兎を免疫し，得られた血

援の33%硫安分画をさらにEcono-pacSerum IgG 

Purification Kit (Bio-Rad Lab.)にて精製し，抗
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-27 kDa抗体を作成した この19G抗体をHarlow

et al. (1988) 18)の方法でビオチン化した.このビ

オチン化抗 27kDa抗体に対して虫体抽出液また

はE64，1eupeptin， pepstatin処理された虫体抽出

液を加え， 370C， 30 min incubateした.反応終

了後，同様にSDS-PAGE，immunob1ot分析を行

った.Fig. 4に示すように，虫体抽出液及び27

kDa糖蛋白は，いずれもビ、オチン化抗h1gG抗体

を解裂させ，特に精製27kDa糖蛋白は， 19G重

鎖のヒンジ部位を解裂させた.さらに，虫体抽出

液は， Fig. 5に示すようにビオチン化抗h1gG抗体

と同様にビオチン化抗-27kDa抗体を解裂させ，

そしてこの19G分解活性は， cystein蛋自分解酵素

回害剤であるE64，1eupeptinで抑制され， pepsta-

tinで、は抑制されなかった.このような結果から，

擬充尾虫は， 27 kDa糖蛋白で虫体を覆うことに

よって，宿主が産生する19G抗体による攻撃を回

避することが示唆された13)

擬充尾虫はIgG抗体を摂取する 717) 

精製した抗ウサギ27kDa抗体をch1oramine-T

法を用いてNa-1251(ICN Bio. 1ndで放射化し，

ゲ、ル櫨過にて精製し， 1251-抗27kDa抗体(15，000

cpm/μ1)を調製した.マウスから無菌的に取り出

した擬充尾虫をペニシリンとス トレプトマイシン

を含む生理食塩水で、4回洗浄した後， 24 well mu1ti 

dishでl隻の擬充尾虫を1251-抗27kDa抗体を含む

1 m1のDu1becco'smodified essentia1 mediumで

5% CO2， 95% air， 370Cで培養した.培養終了

後，擬充尾虫を1.0 M Na1でl回洗浄し，続いて

PBSで10回洗浄を繰り返した.鴻紙で付着した水

分を除去した後，秤量し，虫体を1N NaOHで溶

解しガンマー カウンターで取り込まれた1251を

測定した.Fig. 6に示すように，虫体内に取り込

まれた放射活性が培養時間の増加とともに30時間

まで増加し，そしてFig.7に示すよ うに培養液中

の1251抗27kDa抗体濃度の増加に伴って虫体に

取り込まれる放射活性が増加した.さらに1251抗

27 kDa抗体とと もに培養された虫体の抽出液の

ゲル穂過分画においても放射活性が検出された

(Fig. 8).これらの所見から，擬充尾虫は，分解

した抗27kDa抗体を取り込んでいる可能性が示

唆された.

PGFは抗卜リプシン活性を有す19)

擬充尾虫は，ヒ卜など第2中間宿主に摂取され

ると，胃及び腸管の消化酵素で消化されることな

く生存する.そして腸管内で自ら体部を離断して

頭部のみとなり，腸管壁を穿通して腹腔に入り，

種々の臓器に迷入する.この際，胃にお付るペプ

シン及び揚管におけるトリプシンなどの査自分解

酵素から回避する方法を有するものと推測される

ので，擬充尾虫が卜リ プシンを抑制する活性物質

を有するか否かを観察した 擬充尾虫を1% Tri-

ton X-I00を含む25mM  Tris-HC1 buffer pH 

7.6で抽出し， 105 g 上清を虫体抽出液とした.抽
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Fig. 4. Effect of 27 kDa protein and worm extract on the biotynilated anti-hu-

man IgG antibody. 

Lane 1: IgG， Lane 2: IgG added worm extract. Lane 3: IgG added 27 kDa protein 
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Fig. 5. Effect of the worm extract on the biotynilated anti-27 kDa antiboby 

Lane 1: IgG， Lane 2: worm extract， Lane 3: IgG added worm extract， Lane 4: IgG 

added worm extract incubated with E64， Lane 5: IgG added worm extract incubated 

with 1eupeptin， Lane 6: IgG added worm extract incubated with pepstatin. 
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Fig. 6. Incorporation of 1251-anti-27 kDa protein antibody into plerocercoids 
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Fig. 8. Elution profile obtained from gel filtration of the worm extract of 

plerocercoids cultured with 1251-anti-27 kDa protein antibody. 

j士H夜を，2f1gのウシ・トリプシンと350C，10 min 
preincubateした後， 5 mgのカゼインを基質とし

て添加し，正確に20min， 350Cでincubateした.

皮応、液量は， 1 m1とした. 1.5 m1の5%トリクロ

口酢酸を加え反応を停止させた後，反応液を3000

g， 20 min遠心沈殿し，上清を分光光度計で280

nmの吸光度を測定した.阻害活性は， 2.0μ 

g/m1のトリプシンで水解されるカゼインによっ

て生ずる吸光度を0.0削減少させる阻害活性を 1

単位とした.また， cathepsin-L様活性は， 5.0 

mgのazocollをO.1 M CH:lCOONa buffer pH 5.4 
に溶解し，抽出液のazocoll水解活性を吸光度540

nmで測定した.虫体抽出液を0.3羽 NaC1加25

mM  Tris-HC1 buffer pH 7.4で平街化した

TOYOPEARL HW-55カラム(TosohCo.)にてゲ

ル憾過を行った.Fig. 9に示すように， 280 nm 

の吸光度で示す蛋自の溶出曲線の第2ピークに一

致してazocollを水解する蛋自分解酵素活性とト

リプシン阻害活性が溶出された. トリブシン姐害

活性を持つ分画は， MonoQカラム(Pharmacia

BiotechJでイオン交換クロマトグラフィーを行

った(Fig.10). MonoQfこて分画されたトリプシ

ン阻害活性は，再度Superdex75カラム(Pharma-

cia BiotechJでゲル櫨過すると，この阻害活性

は， No.23分闘に溶出され，そして蛋自分解活性

も有していた(Fig.11). この分画を還元下で

SDS-PAGEを行ったところ， 1つのバンドに収紋

し，分子サイズは， 27 kDaであった(Fig.12). 

このように精製されたトリプシン阻害活性は，

PGFとして精製されたものと分子サイズが一致

したので，抗-27.5kDaモノクローナル抗体及び

抗 hGHモノクローナル抗体を使ってimmuno-

b10t分析を行った.Fig. 13に示すように， トリプ

シン盟害活性は，これらのモノクローナル抗体と
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Fig. 9. Elution profiles of enzymes in the worm extract obtained from gel filtration 

on a culumn of TOYOPEARL HW-55. 
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Fig. 10. Elution profile of the trypsin inhibitor isolated by gel filtration on a column 

of MonoQ. Shadowed parts exhibit the existence of trypsin inhibitor. 
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Fig. 11.日utionprofile of the trypsin inhibitor on a column of Superdex村R75. 

Shadowed part exhibits existence of the trypsin inhibitor 
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Fig. 12. SDS-PAGE of the trypsin inhibitor. 

5 

Lane 1: calibration proteins， Lane 2: crude worm extract， Lane 3: trypsin inhibitor 

isolated by g巴1filtration， Lane 4: trypsin inhibitor isolated by MonoQ， Lane 5: 

pure trypsin inhibitor. 
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Fig. 13. Immunoblot analysis of the trypsin inhibitor using anti-27. 5 kDa protein 

monoclonal antibody (A) and anti-hGH monoclonal antibody (8). 
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交叉反応した.よって，擬充尾虫が産生するトリ

プシン阻害活性は， PGFと同一の物質であるこ

とが判明した.

まとめ

マンソン裂頭条虫擬充尾虫は， S. mansonoides 

の擬充尾虫と同様に広範な宿主に適応、して寄生生

活を営み，かつ成長ホルモン様困子， PGFを産

して宿主の成長を促進するという極めて特異的

な寄生虫である.成長ホルモンの生理作用におい

ては，系統樹の上位のものの成長ホルモンは，下

位のものに活性を示すが，その逆は活性を持たな

いのが特徴である.然るに，この特異なPGFは，

極めて下等な扇形動物に属する擬充尾虫が産生す

る物質が晴乳類であるマウスの成長を促進するの

である.この特異な物質の宿主一寄生体関係にお

ける役割，何故このような特異な生理活性物質を

分泌するのかという問題の一端について若干の検

討を加えた.

1)PGFは，生理活性としては成長ホルモン様作

用を発現するが，分子生物学的lこはcathepsin-

Lに高い相開性を示した.

2)蛋自分解酵素として，宿主の抗体攻撃また抗体

依存性の細胞性免疫攻撃を回避するためにIgG

を解裂する役割を果たすことが明らかとなっ

た.

3)宿主の消化酵素により自らの虫体が消化されな

いためにトリプシン阻害活性として機能する.

4)PGFは，これらの機能を発揮するために，外

被下細胞層で産生され，虫体表面を被覆してい

る.

これらのことが明らかとなったが，今後の課

題として融合蛋白の作成とその生理活性につい

てinvivo及び、invitroでの検討が，早急の課題

である.
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