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序論 1 

 2 

媾疫は、トリパノソーマ科トリパノソーマ属サリバリア類トリパノズーン亜属に属3 

する Trypanosoma equiperdum によって引き起こされる、ウマ科動物の致死性原⾍病で4 

ある (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017; Ahmed et al., 2018)。⾃然界では、ウマ、ロバ、ラバ5 

で発⽣の報告があるが、ウマはロバやラバに⽐べて特に感受性が⾼く、重症化しやす6 

いとされている (OIE, 2013)。T. equiperdum は、感染⾺の膣粘液や精液に混じり性交の7 

際にウマ科動物間で伝播され、媾疫罹患⾺は⽣殖器の浮腫、⽪疹、顔⾯の⿇痺、四肢8 

の⿇痺、および貧⾎などの多様な症状を呈しながら、数ヶ⽉〜数年単位で徐々に衰弱9 

していき、死亡率は約 50%と推定されている (OIE, 2013; Schlafer and Foster, 2016)。こ10 

のように致死的な疾病である媾疫は、⽇本での発⽣は報告されていないものの、カザ11 

フスタンやパキスタンから中国、モンゴルにかけてのアジア諸国、エチオピアやナミ12 

ビアなどのアフリカ諸国などの発展途上国において蔓延しており、⼤きな経済被害を13 

与えている (Gizaw et al., 2017)。重度汚染国の⼀つであるモンゴルで、酵素結合免疫吸14 

着測定法（ELISA）を⽤いて⾏われた直近の疫学研究では、国全体で 4.8%、地域によ15 

っては 10%以上のウマが、感染が疑われる状況にあることが明らかになっており、そ16 

の経済被害は 10億円以上にのぼると推定されている (Mizushima et al., 2020)。このよ17 

うな途上国における経済被害にもかかわらず、媾疫罹患⾺に対する有効な治療法は確18 

⽴されておらず、疾病の清浄化を⽬指す場合は罹患⾺の摘発および淘汰が唯⼀の⼿段19 

である。また、T. equiperdum が性交により感染をするという特性から、主な予防法と20 

して衛⽣管理された精液を⽤いた⼈⼯授精が挙げられている (OIE, 2013)。しかし媾疫21 

の蔓延国において、ウマは乳や⾁などを産⽣する家畜としての側⾯に加えて、信仰や22 

伝統といった⽂化においても重要な位置を占めており、罹患⾺の摘発および淘汰を徹23 

底して清浄化を⽬指す⽅針は⾮現実的である。また⼈⼯授精を遂⾏できる技術・機器24 
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の双⽅が不⾜しているのが現状である。これらの背景から、治療法の確⽴が強く望ま25 

れてきた。 26 

T. equiperdum と近縁な種として同様の亜属には、ヒトにアフリカ睡眠病を引き起こ27 

す T. brucei gambiense および T. b. rhodesiense、様々な家畜動物にトリパノソーマ症28 

（ナガナ病やスーラ病）を引き起こす T. b. brucei や T. evansi が含まれる。これらの原29 

⾍はツェツェバエをはじめとする吸⾎昆⾍により伝播され、媒介昆⾍の⽣息する国々30 

ではこれらトリパノソーマ症の蔓延により⼤きな被害を受けてきた (Maudlin, 2006; 31 

Desquesnes et al., 2022)。特に、ヒトの睡眠病は 1900 年代前半から中盤にかけて、世界32 

保健機関が把握しているだけで年間 30,000⼈以上の死亡例が確認されていた。しか33 

し、1900 年代後半より媒介昆⾍の対策を主戦略とした効率的な予防法および迅速な診34 

断法が確⽴され、治療薬が開発されると死亡者数は 1990 年代より 3000⼈前後とかつ35 

ての 10分の 1ほどの低い値で推移している (Franco et al., 2014; Kennedy, 2019)。この36 

背景には、⾃然発⽣例の病理学的解析が活発に⾏われるとともに、睡眠病の臨床症状37 

や病変を再現した実験動物モデルの確⽴とそれらを⽤いた実験病理学的研究が盛んに38 

⾏われ、睡眠病の病態が明らかにされてきたことが挙げられる (Bouteille et al., 1998; 39 

Antoine-Moussiaux et al., 2008; Rodgers et al., 2019)。 40 

したがって、媾疫においても有効な治療法を確⽴する上で、媾疫の病態や原因原⾍41 

である T. equiperdum の寄⽣戦略を理解することは重要である。しかし、⾃然発⽣例の42 

病理解析は数件の症例報告に限られている (Vulpiani et al., 2013; Mungun-Ochir et al., 43 

2019; Yasine et al., 2019a)。また、媾疫罹患⾺が⽰す症状や病態を再現した実験動物モ44 

デルは未確⽴で、病態解明を⽬的とした実験病理学的研究は⾏われておらず、媾疫の45 

病態には多くの不明な点が残されてきた。T. equiperdum は、他のトリパノソーマ属の46 

原⾍とその性質を⼤きく異にしていることが知られている。その例として、T. 47 

equiperdum は性交によって伝播されることや、中枢神経に病変を形成しないこと、宿48 
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主の⾎液中に出現する期間が短いとされ”tissue parasite”と形容されることなどが挙げら49 

れる (Barrowman, 1976; OIE, 2013; Ahmed et al., 2018)。これらの理由から、ヒトの睡眠50 

病で得られた知⾒を媾疫に外挿することは困難である。 51 

本研究では、いまだ不明な点が多く残される媾疫の病態解明、および T. equiperdum52 

の寄⽣戦略の解明を⽬的に、⾃然発⽣例の病理学的解析、および媾疫の病態再現マウ53 

スモデルの確⽴とその病理学的検索を実施した。第 I 章では、媾疫罹患⾺が⽰す多様54 

な臨床症状の中でも、媾疫が引き起こす経済被害の中で⼤きな要因となっている顔⾯55 

⿇痺や四肢の⿇痺といった神経症状の病理発⽣機序の解明を⽬的に、⾃然発⽣例から56 

採材された全⾝の末梢神経を免疫組織学的に解析した。第 I 章で得られた結果から、57 

さらなる媾疫の病態解明には、罹患⾺の病態を再現する実験動物モデルの確⽴が必要58 

と考えた。そこで第 II 章ではモンゴルで新たに分離され、寒天培地に適応させた T. 59 

equiperdum IVM-t2株をマウスに腹腔内投与で感染させ、感染マウスを病理学的に解析60 

し、罹患⾺が呈する臨床症状や組織病変と⽐較検討した。第 III 章では、第 II 章で確61 

⽴したマウスモデルを⽤いて、雄マウスの⽣殖器における T. equiperdum の寄⽣部位を62 

明らかにするとともに、⽣殖器病変を病理学的に解析し、T. equiperdum の寄⽣および63 

伝播戦略を考察した。第 IV 章では⾃然界における T. equiperdum の伝播経路である性64 

交感染をマウスで再現可能か検討した。 65 

 66 
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第 I 章 67 

Trypanosoma equiperdum ⾃然感染⾺で認められた 68 

末梢神経炎の免疫組織学的解析 69 

  70 
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緒⾔ 71 

 72 

媾疫罹患⾺は、数カ⽉〜数年の⻑期間の経過を辿りながら徐々に衰弱していく。こ73 

の慢性消耗性の臨床経過は、主に 3 つの臨床ステージに⼤別され、それぞれのステー74 

ジで特徴的な症状が認められる。ステージ 1 では外陰部や包⽪といった外部⽣殖器の75 

浮腫を認め、さらに進⾏したステージ 2 では、⽪膚病変や神経症状を、ステージ 3 で76 

はそれらの症状に加えて重度な貧⾎、悪液質、および⼀般状態の⾼度な悪化が認めら77 

れる (Claes et al., 2005; Ahmed et al., 2018)。罹患⾺がステージ 2 あるいはステージ 3 で78 

呈する神経症状は、顔⾯の⿇痺や後肢の⿇痺が最も⼀般的であり (Hagos et al., 2010b; 79 

Vulpiani et al., 2013; Ahmed et al., 2018)、これらの症状は採⾷を困難にさせ運動能⼒の80 

著しい低下を招く。したがって罹患⾺が呈する神経症状は、罹患⾺の⽣活の質を低下81 

させるだけでなく、媾疫が⾺産業に与える経済被害の主要因ともなっている。過去の82 

神経症状を呈した媾疫罹患⾺の症例報告では、罹患⾺の中枢神経に⾁眼的および組織83 

学的に病変は認められなかった⼀⽅で、症状と関連する部位の末梢神経にリンパ球お84 

よびマクロファージ主体の炎症細胞浸潤、⼀部では軸索変性も認めたことを報告して85 

おり、媾疫特有の神経症状はこれらの末梢神経病変に起因すると考えられている 86 

(Pascucci et al., 2013; Mungun-Ochir et al., 2019)。しかし、これら末梢神経病変におい87 

て、浸潤する炎症細胞の詳細なサブタイプを免疫組織学的に検索した先⾏研究はな88 

く、その病理発⽣機序についても不明である。 89 

マクロファージは細胞性免疫と液性免疫の双⽅で重要な役割を担う単核⾷細胞系の90 

⼀つである (Oakes, 2021)。トリパノソーマ症を含む様々な原⾍感染症においても例外91 

ではなく、マクロファージは原⾍に対する宿主免疫の中で重要な位置を占めている 92 

(Wink et al., 2011)。近年、マクロファージの様々な機能が明らかになるにつれ、その機93 

能に基づいてマクロファージは、M1または M2 マクロファージの 2種類に⼤別される94 
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ようになってきた。M1 マクロファージは貪⾷能に優れ、炎症性サイトカインを分泌す95 

るため炎症促進マクロファージとも呼ばれ、炎症初期に多く認められる。⼀⽅M2 マ96 

クロファージは炎症抑制マクロファージともよばれ、炎症抑制サイトカインを分泌97 

し、傷害された組織の修復を担うため、炎症の後期や慢性炎症病巣に多く認められる 98 

(Sica and Mantovani, 2012; Atri et al., 2018)。 99 

本章では、媾疫罹患⾺の全⾝の末梢神経で認められた末梢神経炎について、免疫染100 

⾊により浸潤する炎症細胞のサブタイプを同定した。得られた末梢神経炎の免疫組織101 

学的性状を、臨床ステージ間で、さらに神経症状と関連している末梢神経および関連102 

していない末梢神経間で⽐較し、媾疫罹患⾺で認めた末梢神経炎の病理発⽣機序を考103 

察した。  104 
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材料および⽅法 105 

 106 

動物 107 

媾疫の重度汚染国であるモンゴルにおいて、媾疫と診断され安楽殺後、現地にて剖108 

検および採材が⾏われた 4頭のウマの末梢神経を本研究に使⽤した。なお、媾疫の診109 

断は、国際獣疫事務局の策定した⽅針に従い、1) ⾎液スワブおよび⽣殖器スワブにお110 

ける顕微鏡下での⾍体の検出、2) 様々なトリパノソーマ原⾍に広く共通する rDNA の111 

ITS領域を標的とした KIN あるいは ITS1プライマーセットを⽤いたポリメラーゼ連鎖112 

反応における特異的遺伝⼦の検出 (Desquesnes et al., 2001; Njiru et al., 2005)、3) 酵素結113 

合免疫吸着測定法 (Thuy et al., 2012)あるいはイムノクロマトグラフィー (Nguyen et al., 114 

2015; Davaasuren et al., 2017)を⽤いた抗トリパノソーマ抗体の検出、4) 罹患⾺が⽰す115 

特徴的な臨床症状（外部⽣殖器の浮腫、⽪膚病変、神経症状、または貧⾎など）の 4116 

点から複合的に⾏われた (OIE, 2013)。また、これまでの報告に基づいて、罹患⾺が⽰117 

した臨床症状をもとに、各症例の臨床ステージをステージ 1 から 3 に分類した。具体118 

的には、⽣殖器の浮腫のみを認める罹患⾺はステージ 1 に、顔⾯や四肢の⿇痺といっ119 

た神経症状を呈する罹患⾺はステージ 2 に、神経症状がさらに悪化し、さらに⼀般状120 

態も⾼度に悪化した罹患⾺をステージ 3 に分類した(Claes et al., 2005; Hagos et al., 121 

2010b; Vulpiani et al., 2013; Gizaw et al., 2017; Ahmed et al., 2018)。罹患⾺が顔⾯⿇痺や122 

四肢⿇痺などの神経症状を呈していた場合は、採材された末梢神経を臨床所⾒に基づ123 

いて、神経症状と関連する神経または関連しない神経に分類した。 124 

 125 

病理学的解析 126 
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剖検時に採材された末梢神経は、15%中性緩衝ホルマリンで固定した後、定法に従127 

いパラフィン包埋され、厚さ 3μm に薄切、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染⾊128 

後、組織検査に供された。 129 

各個体から採材された末梢神経に浸潤する炎症細胞の種類を特定するために免疫染130 

⾊を実施した。なお本研究では、症例 1 では顔⾯神経および正中神経、症例 2 では顔131 

⾯神経、三叉神経、および坐⾻神経、症例 3 では顔⾯神経、症例 4 では顔⾯神経およ132 

び坐⾻神経を免疫組織学的解析に使⽤した。本章で使⽤した抗体の詳細、各抗体で⽤133 

いた抗原賦活化法は Table 1 に⽰す通りである。抗 CD3、CD20、Granzyme B、Iba1抗134 

体を⽤いてそれぞれ T リンパ球、B リンパ球、NK細胞、マクロファージを鑑別し、135 

さらに T リンパ球は抗 CD4 および CD8抗体を⽤いて CD4+T リンパ球と CD8+T リンパ136 

球を鑑別した。また、マクロファージを M1 マクロファージと M2 マクロファージに137 

鑑別するために、M1 マクロファージマーカーの抗 iNOS抗体、および M2 マクロファ138 

ージマーカーの抗 Arginase および CD204抗体を⽤いた免疫染⾊を⾏った (Lee, 2019; 139 

Zhang et al., 2021)。抗原賦活化後、内因性ペルオキシダーゼ除去のために 3%過酸化⽔140 

素⽔で室温 10分間処理をした。さらに⾮特異反応を軽減させるために、室温 20分間141 

1%ブロックエース溶液（DS ファーマバイオメディカル、⼤阪、⽇本）で処理をし142 

た。その後 1 次抗体希釈液をマウントし 4℃で⼀晩反応させた。抗原の検出と標識の143 

視覚化にはそれぞれ、ヒストファインシンプルシステイン MAX-PO キット（ニチレイ144 

バイオサイエンス、東京、⽇本）および 3’3-ジアミノベンジジン発⾊試薬（ニチレイ145 

バイオサイエンス）を⽤いた。本実験では、陽性コントロールにはウマのリンパ節、146 

胸腺、または肺炎組織を⽤いた。陰性コントロールには、⼀次抗体の希釈液の代わり147 

に、⼀次抗体の産⽣動物に応じてマウスの正常⾎清（Dako, Glostrup, Denmark）または148 

ウサギの正常⾎清（Dako）を使⽤した。末梢神経に浸潤する炎症細胞の優位なサブタ149 

イプを⽐較するために、それぞれの組織切⽚において炎症の最も深刻な病巣を選定150 
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し、オリンパス社の BX51顕微鏡および DP72 カメラを⽤いて、対物レンズ 20倍の写151 

真を 5枚撮影した。各写真で少なくとも 100個の炎症細胞をカウントし、それぞれの152 

抗体の陽性細胞の割合を++: 20%以上、+: 5-20%、±: 5%未満、-: 陽性細胞なしの 4段153 

階で評価した。なお、症例 4 は、評価した組織切⽚上で炎症細胞の数が症例 1-3 と⽐154 

較して少なかったため、5視野の合計数で算出した。 155 

  156 
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結果 157 

 158 

臨床情報および臨床ステージ分類 159 

症例 1 は、7歳の雄で包⽪の浮腫が認められたが、それ以外の著変は認められなか160 

った。症例 2 は、9歳の雌で⽣前に右眼瞼および右⽿の下垂が認められた。右側の下161 

唇は軽度に⿇痺を呈し、採⾷が軽度に困難であった。また、右側の上唇挙筋の萎縮に162 

より、⿐⼝部の正中線は左側に変位していた。症例 3 は、4歳の雌で両側の⽿介下垂163 

および⼝唇の⿇痺を呈していた。症例 4 は、9歳の雄で、⽣殖器の浮腫、両側の⼝唇164 

の⿇痺、両後肢の⿇痺が認められ、⾃⼒起⽴困難で、沈鬱を⽰し削痩も顕著であっ165 

た。剖検時には全⾝の脂肪組織で膠様萎縮も観察された。以上のことから、各症例の166 

臨床ステージは症例 1 がステージ 1、症例 2 および症例 3 はステージ 2、症例 4 はステ167 

ージ 3 と分類した。 168 

 169 

検索に⽤いた末梢神経の神経症状との関連 170 

臨床情報より、症例 2 の顔⾯神経（右側）および三叉神経（右側）、症例 3 の顔⾯171 

神経、症例 4 の顔⾯神経および坐⾻神経を神経症状と関連ある末梢神経、症例 1 の顔172 

⾯神経および正中神経、症例 2 の坐⾻神経を神経症状と関連のない末梢神経と判断し173 

た（Table 2）。 174 

 175 

各症例の末梢神経炎の有無 176 

症例 1-3 では、いずれの末梢神経でも末梢神経炎および周囲結合組織において末梢177 

神経周囲炎が認められた。末梢神経炎では、浸潤する炎症細胞は⼤部分が神経上膜お178 

よび周膜に分布しており、内膜から神経線維束間における炎症細胞浸潤も散⾒された179 

（Figure 1a-d）。また、症例 2 および３の末梢神経においては、神経症状と関連する末180 
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梢神経（症例 2 および 3 の顔⾯神経または三叉神経）では軸索変性も観察された181 

（Figure 1e）。症例 4 では、症例 1-3 とは異なり末梢神経およびその周囲結合組織に浸182 

潤する炎症細胞の数は少量であった。神経線維間のスペースは拡張し同部には好酸性183 

の漿液性物質が認められ、浮腫を呈していた（Figure 1f）。なお、今回検索に⽤いた 4184 

症例いずれの末梢神経でも、シュワン細胞の増殖や⼤⼩不同な軸索径が混在するとい185 

った、傷害された末梢神経の再⽣像は認められなかった。また、いずれの末梢神経の186 

炎症巣でも、⾍体は組織学的に検出されなかった。 187 

 188 

浸潤する炎症細胞の同定 189 

浸潤する炎症細胞は、症例 1-4 の全例で CD3陽性 T リンパ球、CD20陽性 B リンパ190 

球、Iba1陽性マクロファージであった（Figure 2; Table 2）。マクロファージの⼤部分191 

は CD204 および Arginase に陽性を⽰し、iNOS陽性細胞は認められないか、認められ192 

てもわずかであった（Figure 3a, b）。この傾向は症例 1-4 の全ての末梢神経で共通して193 

いたが、特に症例 2 の顔⾯神経や三叉神経、症例 3 の顔⾯神経といった神経症状に関194 

連する神経で Arginase陽性細胞が多数認められた。また、CD4+および CD8+T リンパ195 

球を鑑別したところ、症例 1-3 では、CD3 に陽性を⽰した T リンパ球のうち⼤部分は196 

CD8 にも陽性を⽰す T リンパ球であり、CD4陽性の T リンパ球はほとんど認められな197 

かった（Figure 3c, d）。なお症例 4 では、CD4、CD8、Granzyme B陽性細胞はいずれ198 

も観察されなかった。また、神経症状と関連する末梢神経、関連しない末梢神経双⽅199 

においても、マクロファージのサブタイプは Arginaseまたは CD204陽性マクロファー200 

ジが iNOS陽性マクロファージよりも多く、T リンパ球のサブタイプは CD8陽性 T リ201 

ンパ球が CD4陽性 T リンパ球よりも多かった（Table 2）。  202 
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考察 203 

 204 

マクロファージはその機能や役割から、主に M1 マクロファージと M2 マクロファ205 

ージに⼤別されるが、双⽅のサブタイプがともにトリパノソーマを含む寄⽣⾍感染症206 

をはじめ、細菌やウイルス感染症の際の宿主免疫において重要な役割を担っている 207 

(Liu et al., 2014)。これらの感染症では、感染初期には貪⾷能⼒に優れ、炎症性サイト208 

カインを産⽣して炎症を促進する M1 マクロファージが優位なサブタイプである。し209 

かし、炎症が進⾏していくと徐々に、抗炎症性サイトカインを産⽣して、炎症を抑制210 

する能⼒に優れる M2 マクロファージが優位なサブタイプとなる。この M2 マクロフ211 

ァージの機能は、免疫の過剰な作⽤を抑制し、炎症による傷害組織の修復や残存する212 

正常組織を保護するために有効である (Sica and Mantovani, 2012; Atri et al., 2018)。本研213 

究で⽤いた症例は、症例 1 がステージ 1（初期ステージ）、症例 2 および 3 がステー214 

ジ 2（後期ステージ）、症例 4 がステージ 3（末期ステージ）に臨床的に分類された。215 

これらの臨床ステージに関わらず、全例の末梢神経にマクロファージの浸潤が認めら216 

れた。さらに浸潤するマクロファージのサブタイプは、ステージ 1 の症例 1 からステ217 

ージ 3 の症例 4までの全例の末梢神経で M2 マクロファージが主体で、M1 マクロファ218 

ージの浸潤はわずかであった。特に臨床的にステージ 1 の症例、またステージ 2 でも219 

神経症状に関連のない末梢神経ですでに M2 マクロファージ主体の慢性炎症の性質を220 

⽰していることは興味深い所⾒である。すなわち、媾疫罹患⾺が呈する神経症状は感221 

染後期から末期（ステージ 2または 3）で⾒られる症状だが、末梢神経炎は神経症状222 

を呈するよりもかなり以前の感染後⽐較的早い段階ですでに⽣じていた可能性が考え223 

られた。 224 

M2 マクロファージは、炎症において傷害された組織の修復に重要な役割を担ってい225 

るが (Sica and Mantovani, 2012; Atri et al., 2018)、今回、神経症状と関連する末梢神経で226 



 13 

は軸索変性が散⾒されたものの、いずれの末梢神経でも再⽣性変化は認められなかっ227 

た。近年、M2 マクロファージが炎症を誘発する可能性もあることが指摘されている。228 

特に慢性蠕⾍感染マウスを⽤いた先⾏研究では、抗炎症性サイトカインに持続的にさ229 

らされると M2 マクロファージの攻撃的な機能が活性化される可能性を⽰している 230 

(Mylonas et al., 2009)。しかし、これらのマクロファージの機能の変化を免疫組織学的231 

に鑑別する研究は不⾜しているのが現状であり、媾疫罹患⾺の末梢神経に浸潤する M2232 

マクロファージの詳細な機能や役割は不明である。M2 マクロファージはサイトカイン233 

シグナルによって炎症を抑制するだけでなく促進する可能性が指摘されてはいるもの234 

の、その機能にかかわらず⻑期間持続する慢性炎症における優位な表現型であるとい235 

う認識は先⾏研究間でも⼀致している (Arnold et al., 2007; Mylonas et al., 2009; Sica and 236 

Mantovani, 2012; Xu et al., 2013)。以上のことより、媾疫罹患⾺で認められた末梢神経237 

炎において、浸潤する M2 マクロファージの詳細な意義は不明だが、いずれにせよそ238 

れら末梢神経炎は慢性炎症の性質を帯びるものであると考えられる。 239 

CD4+T細胞および CD8+T細胞はともに、原⾍感染に対する免疫反応に重要である240 

(Allen and Liu, 2004)。本研究では、T リンパ球の浸潤が⽬⽴った症例 1-3 では共通し241 

て、CD4陽性 T リンパ球の浸潤はわずかであり、⼤部分が CD8陽性 T リンパ球であ242 

った。⼀般的に CD8+T リンパ球は、細胞内病原体、とくにトリパノソーマ原⾍の中で243 

は T. cruzi のような細胞内寄⽣原⾍に寄⽣された細胞を攻撃するのに有効である 244 

(Tarleton et al., 1992; Tarleton, 2015)。しかし、T. equiperdum の細胞内寄⽣は報告されて245 

おらず、また、T. equiperdum の in vitro培養でも増殖・複製のための細胞内発育ステー246 

ジは必要としないことが⽰されている (Suganuma et al., 2016)。T. equiperdum と同様に247 

完全細胞外寄⽣の T. b. brucei や T. congolense では、CD8+T リンパ球とトリパノソーマ248 

との関係について、CD8+T リンパ球が宿主体内の原⾍を攻撃するために重要であるほ249 

か、CD8+T リンパ球由来の IFN-γをトリパノソーマ原⾍が増殖に利⽤しているといっ250 
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た報告がされている (Olsson et al., 1992; Pentreath, 1995; Mwangi et al., 2005; Coustou et 251 

al., 2010; Laperchia et al., 2016; Onyilagha and Uzonna, 2019)。しかし、本章で検索した媾252 

疫罹患⾺の末梢神経では、⾍体は組織学的に認められず、CD8+T リンパ球優位な浸潤253 

の意義については明らかにできなかった。 254 

これまで媾疫罹患⾺の末梢神経炎を病理組織学的に検索した研究 (Pascucci et al., 255 

2013; Mungun-Ochir et al., 2019; Yasine et al., 2019a)では、いずれも末梢神経病巣から⾍256 

体を組織学的に検出できていない。ただし、末梢神経炎を認めた末梢神経組織から抽257 

出した DNA から、T. equiperdum の DNA が増幅されたことが報告されている 258 

(Pascucci et al., 2013; Yasine et al., 2019a)。これらの背景から、媾疫罹患⾺の末梢神経炎259 

は、末梢神経に侵⼊した原⾍に対する宿主の免疫応答の結果なのか、あるいは別の可260 

能性（T. equiperdum 感染が引き⾦となった⾃⼰免疫疾患など）に起因するものなのか261 

については依然として不明のままである。医学領域では、Campylobacter jejuni やサイ262 

トメガロウイルスなど様々な病原体の感染が契機となり引き起こされる末梢神経炎と263 

して、ギランバレー症候群が知られている。ギランバレー症候群患者の末梢神経病巣264 

に病原体⾃体は検出されておらず、病理発⽣機序として感染を契機とした⾃⼰免疫異265 

常が強く疑われている (Pytel and Anthony, 2021)。傷害神経では T リンパ球の浸潤を特266 

徴とするが、⼤部分が CD4+T リンパ球とされている (Shen et al., 2018)。本章で検索し267 

た媾疫罹患⾺の末梢神経では、いずれの症例の炎症巣でも免疫染⾊にて CD8陽性の T268 

リンパ球が主体であったことから、媾疫罹患⾺の末梢神経炎はギランバレー症候群と269 

は異なる病態であると推察された。 270 

以上より、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経炎において、浸潤する炎症細胞のうち271 

マクロファージに着⽬すると、その⼤部分が M2 マクロファージであることが明らか272 

になった。このマクロファージの免疫組織学的性状は、臨床ステージを問わず共通し273 

ており、臨床的に初期ステージの罹患⾺の末梢神経炎でもすでに慢性炎症の性質を帯274 
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びていることが明らかになった。しかし、末梢神経炎の病理発⽣機序の解明には⾄ら275 

ず、さらなる⾃然発⽣例の解析を継続する必要がある。また病理発⽣解明を達するに276 

あたり、末梢神経炎を再現する実験動物モデルを⽤いた実験病理学的解析も併せて実277 

施していく必要があると考えられた。 278 

  279 
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⼩括 280 

 281 

本章では、媾疫罹患⾺が呈する神経症状および末梢神経炎の病理発⽣機序を明らか282 

にすることを⽬的に、媾疫と診断されたウマ 4頭の末梢神経を免疫組織学的に解析し283 

た。媾疫罹患⾺ 4頭を、それらが呈した症状を元に、病期を反映する臨床ステージ 1284 

から 3 の 3段階に分類した。さらに、それぞれのウマの末梢神経を神経症状と関連す285 

る末梢神経あるいは神経症状と関連しない末梢神経に⼤別し、末梢神経に浸潤する炎286 

症細胞の種類を免疫組織学的に同定し、⽐較した。 287 

その結果、臨床ステージおよび神経症状との関連性に関わらず全例で T リンパ球、288 

B リンパ球およびマクロファージ主体の炎症細胞浸潤が認められた。さらに、T リン289 

パ球は CD8陽性 T リンパ球が、マクロファージは Arginase陽性または CD204陽性の290 

M2 マクロファージ がそれぞれ主要なサブタイプであることが明らかになった。 291 

マクロファージのサブタイプとして M2 マクロファージが優勢であることは、本研292 

究で認められた末梢神経炎が慢性炎症であることを⽰唆するものである。神経症状を293 

⽰さない、臨床的にステージ 1 に分類される症例でも、すでに慢性炎症を⽰唆する炎294 

症病巣が認められた。したがって、媾疫罹患⾺が神経症状を⽰すのは感染後期〜末期295 

（ステージ 2-3）であるが、末梢神経炎は感染の⽐較的早い段階ですでに起きている可296 

能性が考えられた。本研究で得られた知⾒は、今後、媾疫罹患⾺の神経症状を緩和す297 

る対症療法や治療法を確⽴していく上で、重要な情報になると思われる。  298 
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第 II 章 299 

Trypanosoma equiperdum 実験感染雌マウスに関する 300 

病理学的解析  301 
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緒⾔ 302 

 303 

 医学領域におけるトリパノソーマ感染症として、T. b. gambienseまたは T. b. 304 

rhodesiense によって引き起こされる睡眠病が知られている。これら原⾍は⾃然界では305 

ヒトにのみ感染し、患者の多くは致死性の経過を辿る (Maudlin, 2006; Desquesnes et al., 306 

2022)。しかし、1900 年代前半より、睡眠病に罹患した患者の病理学的解析による病態307 

の解明が進むとともに、マウスを中⼼とした実験動物を⽤いた解析も積極的に⾏わ308 

れ、これら実験動物を⽤いた研究は⾃然例の解析のみでは得られない知⾒を提供し、309 

睡眠病の病態解明に⼤きく貢献してきた (Bouteille et al., 1998; Antoine-Moussiaux et al., 310 

2008; Rodgers et al., 2019)。 311 

 本研究の第 I 章では、媾疫罹患⾺が⽰す神経症状に着⽬し、その原因となる末梢神312 

経炎の病理発⽣機序を解明することを⽬的に⾃然発⽣症例を病理学的に解析したが、313 

残念ながら病態の全容解明には⾄らなかった。また神経症状以外にも、媾疫罹患⾺は314 

外部⽣殖器の浮腫や⽪疹といった様々な症状を⽰し、過去の症例報告では、これら病315 

巣はそれぞれ組織学的に、⽣殖器の炎症および浮腫、⽪膚の真⽪炎によって特徴づけ316 

られることが⽰されている (OIE, 2013; Pascucci et al., 2013; Yasine et al., 2019a)。しか317 

し、第 I 章で取り扱った末梢神経炎を含め、これらの病変がどのように引き起こされ318 

るのかは不明のままである。さらに T. equiperdum は、他のトリパノソーマ原⾍と⽐較319 

すると宿主の末梢⾎に寄⽣している期間が短く”tissue parasite”と形容されるが、⾎中を320 

除く罹患⾺のどこの臓器および組織に寄⽣しているかは組織学的に解明されていない321 

(OIE, 2013; Ahmed et al., 2018)。これらの解明には、⾃然発⽣例の解析を継続して実施322 

していくとともに、ヒトの睡眠病と同様に、媾疫の臨床経過や罹患⾺が⽰す症状や病323 

変を再現するマウスモデルを⽤いた研究が必要である。 324 
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 これまで原⾍の増幅などを⽬的に、マウスに T. equiperdum を投与する実験は数例⾏325 

われてきたが、マウスは多くの T. equiperdum株に⾮感受性であり、投与しても感染は326 

成⽴しない (Gizaw et al., 2017; Pascucci et al., 2013)。⼀部の株は、マウスに感染が成⽴327 

するものの、感染マウスは⼀過性の原⾍⾎症を呈し、感染後 2~8 ⽇で死亡する (Hagos 328 

et al., 2010a; Perrone et al., 2018; Gillingwater, 2019)。したがって、マウスに感染が成⽴329 

し、かつ媾疫罹患⾺が⽰す数カ⽉単位の⻑期間の臨床経過を再現できる T. equiperdum330 

株は知られていない。また、過去のマウスへの T. equiperdum 感染は、原⾍の増幅が主331 

⽬的であり (OIE, 2013)、感染マウスの病理組織学的解析は⾏われていない。 332 

 これまでマウスに投与されてきた T. equiperdum材料は媾疫罹患⾺の⾎液を希釈して333 

調製されたものであった (Perrone et al., 2009; Hagos et al., 2010a; Pascucci et al., 2013; 334 

Perrone et al., 2018)。そのような中、近年菅沼らによって媾疫罹患⾺の⽣殖器粘膜スワ335 

ブから T. equiperdum を分離し、アガロース寒天培地を⽤いて培養する⼿技が確⽴され336 

た (Suganuma et al., 2016)。In vitro で培養可能な T. equiperdum株の樹⽴により、安定337 

的かつ定量的な投与材料の調製が可能となった。今回の研究では、この⼿技を⽤いて338 

モンゴルの媾疫罹患⾺の⽣殖器粘膜スワブから分離培養された T. equiperdum IVM-t2株339 

を使⽤した。 340 

様々な近交系マウスの中でも BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスは、ヒトの睡眠341 

病をはじめとするトリパノソーマ症に関する in vivo研究で最も使⽤されてきたマウス342 

系統である。これらの近交系マウスは T. b. rhodesiense、T. b. gambiense、T. b. brucei、343 

T. evansi、T. congolense といった様々なトリパノソーマ原⾍の感染実験に使⽤されてき344 

たが、感染させる原⾍の種類または株によっても BALB/c マウスと C57BL/6 マウスで345 

⽣存期間が⼤きく異なっている (Antoine-Moussiaux et al., 2008)。また、この 2系統間346 

の病原体に関する感受性差は、ウイルスや細菌の感染実験でも報告されている (Cheers 347 

et al., 1978; Henderson et al., 2015)。T. equiperdum IVMt2株のマウスへの病原性が不明で348 
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あったため、今回は BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスの 2系統の近交系マウスを349 

使⽤した。本章では、この 2系統のマウスに T. equiperdum IVMt2株を腹腔内投与で感350 

染させ、末梢⾎原⾍数、⾁眼病変、組織病変について検討した。さらに媾疫罹患⾺で351 

報告されている組織病変と⽐較し、媾疫罹患⾺で認められる病変の再現性についても352 

考察した。  353 
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材料および⽅法 354 

 355 

本研究で⽤いたトリパノソーマ 356 

アガロース寒天培地で培養された T. equiperdum IVM-t2株を使⽤した。この T. 357 

equiperdum株は、媾疫の重度汚染国の⼀つであるモンゴルにおいて、媾疫罹患⾺の特358 

徴的な臨床症状である下唇の⿇痺および陰嚢と包⽪の浮腫 (OIE, 2013)を呈した雄ウマ359 

の尿道スワブから分離され、菅沼らの確⽴した⼿技 (Suganuma et al., 2016)に基づいて360 

寒天培地に適応させたものである。なお、本原⾍は、トリパノズーン亜属に特異的な361 

プライマーである TBRプライマー (Masiga et al., 1992; Ashour et al., 2013)およびシーク362 

エンス解析により、トリパノズーン亜属であること、T. equiperdum と遺伝学的に近縁363 

な種である T. evansi type A の遺伝⼦マーカーである Ro Tat 1.2 VSG (Urakawa et al., 364 

2001)が陰性であることが確認されている。現状 T. equiperdum と T.evansi を明確に区別365 

できる PCRプライマーや遺伝⼦マーカーが確⽴されていないが、これらの分⼦⽣物学366 

的解析結果、本⾺が呈していた臨床症状、尿道スワブから分離された原⾍であった点367 

から、本原⾍は T. equiperdum と特定された。 368 

 369 

感染実験 370 

6週齢の雌の BALB/c マウス（BALB/cAJcl）および C57BL/6 マウス（C57BL/6JJcl）371 

の 2種類の近交系マウスを株式会社⽇本クレア（東京、⽇本）から導⼊した。1週間372 

の馴致期間の後、それぞれの系統で 6匹ずつを感染群とし、グルコース加リン酸緩衝373 

⽣理⾷塩⽔（PBS）で 1 x 107 parasites/ml に調製した T. equiperdum IVM-t2株を 0.1 ml374 

腹腔内に投与した。それぞれの系統で残りの 5匹には、対照群として上述した投与材375 

料の溶媒として⽤いた PBS を 0.1 ml腹腔内に投与した。投与⽇より 1-2 ⽇間隔で、2%376 

イソフルラン吸⼊⿇酔下でマウスの尾先端部を剪⼑で 1 mm程度切断し、同部より 1 377 
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μl ⾎液を採取し、グルコース加 PBS で 100倍希釈後、セルカウンター⽤チャンバー378 

スライドを⽤いて末梢⾎中の原⾍数を評価した。なお、採⾎時に体重測定も併せて実379 

施した。感染実験期間は 60 ⽇とし、60 ⽇間の実験終了時に⽣存していたマウスは 5%380 

以上のイソフルランによる吸⼊⿇酔下で⼼臓より採⾎を⾏い安楽殺の処置が施され381 

た。実験期間中に顕著な運動量低下・沈鬱および体重減少を⽰した⼀部のマウスにつ382 

いても、⼈道的配慮を⾏い上記の⼿法で都度安楽殺した。いずれのマウスも安楽殺後383 

速やかに剖検に供され、肝臓、脾臓、腎臓、⼼臓、肺、消化管、⼦宮、膣、脳、脊384 

髄、坐⾻神経、および背部⽪膚を採材し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。な385 

お、背部⽪膚は 60 ⽇間⽣存したマウスのみから採材された。脊髄は、椎⾻および脊髄386 

をまとめてホルマリン固定し、その後モールス液中で 2 ⽇間脱灰作業を⾏い、第 7頚387 

髄および第 3腰髄相当部で脊髄および椎⾻を合わせた横断⾯を切り出してその後の検388 

査に適⽤した。 389 

 390 

組織学的解析 391 

ホルマリン固定後の臓器は、⼀般的な⼿技にしたがってパラフィン包埋後、約 3 μ392 

m に薄切され HE で染⾊後、組織学的検査に供された。各臓器および組織における炎393 

症細胞浸潤の程度を -: 炎症細胞の浸潤を認めない、+: 軽度かつ限局的に炎症細胞の394 

浸潤を認める、++: 炎症細胞浸潤は軽度だが、多巣性に病巣が認められる、+++: 重度395 

かつび漫性に炎症細胞浸潤が認められる、の 4段階で評価した。また坐⾻神経の組織396 

検査では、炎症の程度に加え軸索変性の有無も評価し、HE 染⾊で評価困難な場合には397 

Luxol Fast Blue (LFB) -HE 染⾊も適宜⾏った。 398 

 各臓器および組織における T. equiperdum の寄⽣の有無を明らかにするために、抗 T. 399 

equiperdum ウサギ⾎清を⽤いた免疫染⾊を実施した。さらに、⼀部の組織切⽚には、400 

浸潤する炎症細胞を同定することを⽬的として抗 CD3（clone SP7, 1:400, Abcam, 401 
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Cambridge, UK）抗体および抗 Iba1（Polyclonal, 1:500, Wako, ⼤阪）抗体を⽤いた免疫402 

染⾊を実施した。免疫染⾊の⼿技および⽤いた陰性コントロールは、第 I 章で記した403 

ものと同様である。また、抗 T. equiperdum ウサギ⾎清を⽤いた酵素抗体法の免疫染⾊404 

では、⼀部の臓器では⾮特異反応が強く出たことから、その場合は蛍光免疫染⾊も併405 

⽤した。蛍光免疫染⾊の際は、⼆次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-406 

rabbit IgG (1:400, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)を使⽤し 37℃で 1時間反応407 

させた。対⽐染⾊として 4’6-diamino-2-phenylindole（Vector Labratories, Burlingame, CA, 408 

USA）で核を染⾊した。  409 
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結果 410 

 411 

⽣存率、増体重率、原⾍⾎症、および⾁眼病変 412 

BALB/c マウス感染群では 6匹のうち 5匹が実験期間の 60 ⽇間⽣存し、1匹は状態413 

良好であったものの、感染 31 ⽇⽬の採⾎時の⿇酔事故で死亡した。BALB/c マウス感414 

染群の増体重率をみても、対照群と⽐較して明らかな差は認められなかった（Figure 415 

4)。⼀⽅で C57BL/6 マウス感染群では、6匹のうち 3匹が実験期間の 60 ⽇間⽣存した416 

ものの、3匹は感染 12 ⽇⽬に死亡または、沈鬱および運動量減少により安楽殺され417 

た。12 ⽇⽬に死亡した C57BL/6 マウス感染群の 3匹は、60 ⽇間⽣存した感染群や対418 

照群のマウスと⽐較して、著しい体重減少が認められた（Figure 4）。実験期間を通し419 

て⽣存した 3匹の C57BL/6 マウス感染群のうち、2匹のマウスで、背部⽪膚の脱⽑お420 

よび発⾚をそれぞれ 31 ⽇⽬、43 ⽇⽬から実験終了の 60 ⽇⽬まで認めた。最初の原⾍421 

⾎症は、BALB/c マウス感染群全頭で 10 ⽇⽬に、C57BL/6 マウス感染群では 5匹が 8422 

⽇⽬に、残り 1匹が 10 ⽇⽬に検出された。その後、末梢⾎原⾍数は周期的に増減を繰423 

り返しながら 60 ⽇⽬まで両系統の感染群マウスで継続的に検出された（Figure 5）。 424 

 425 

組織学的解析 426 

感染群のマウスの全⾝臓器および組織で検出された病変の概要は、Table 3 に記載し427 

た通りである。坐⾻神経の周囲炎は、BALB/c マウス感染群全頭で、C57BL/6 マウス感428 

染群 5匹で認められた。組織学的に重度（+++）に分類される末梢神経周囲炎は、429 

C57BL/6 マウス（3/6匹）で BALB/c マウス（1/6匹）よりも⾼頻度に認められた。こ430 

れら坐⾻神経の病巣では、マクロファージおよびリンパ球を主体とする炎症細胞の浸431 

潤が周膜および坐⾻神経周囲の結合組織で認められた（Figure 6a）。周膜から周囲結432 

合組織に炎症が分布する⼀⽅で、神経内膜や神経線維間には炎症細胞の浸潤は認めら433 
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れなかった。いずれのマウスでも顕著な軸索変性は観察されなかった。また、⽪膚の434 

真⽪などを⾛⾏する末梢神経など、他臓器の組織標本中で認められた末梢神経断⾯で435 

も、同様に周膜から周囲結合組織における炎症細胞の浸潤が認められ、内膜や神経線436 

維に著変は認められなかった。 437 

膣炎は、BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウス両系統の感染群全頭で、様々な程度438 

で認められた。軽度（+）および中程度（++）に組織学的に分類された膣炎では、粘439 

膜固有層および筋層の⾎管周囲に炎症細胞浸潤を認め、重度（+++）に分類された膣440 

炎では、炎症細胞が粘膜固有層から筋層にかけてび漫性に浸潤していた（Figure 441 

6b）。浸潤する炎症細胞は⼤部分がリンパ球、マクロファージが主体であり、わずか442 

に形質細胞浸潤も伴っていた（Figure 6c）。 443 

背部⽪膚の発⾚および脱⽑を認めた 2匹の感染群の C57BL/6 マウスでは、病変部で444 

は組織学的に、真⽪から⽪下組織においてび漫性の浮腫、およびマクロファージとリ445 

ンパ球の浸潤が認められた。同部では、対照群の⽪膚と⽐較すると⽑包や⽪脂腺など446 

の⽪膚付属器が萎縮し、数も減少していた（Figure 6d）。BALB/c マウス感染群ではい447 

ずれのマウスでも⾁眼的な⽪膚病変は認められなかったが、⽪膚を組織検査した感染448 

群 5匹のうち 2匹で、中程度のマクロファージとリンパ球の真⽪および⽪下組織への449 

浸潤が観察された。 450 

肝臓では、⾎管周囲へのリンパ球、マクロファージ、および少数の形質細胞の浸潤451 

が、3匹の BALB/c マウス感染群および 5匹の C57BL/6 マウス感染群で認められた。452 

この炎症の程度は、BALB/c マウスでは限局的で軽度である傾向があった⼀⽅で、453 

C57BL/6 マウスではより重度、広範囲に及んでおり、⼀部の個体では肝細胞の巣状壊454 

死も伴っていた（Figure 6e）。肝臓と同様の⾎管周囲への炎症細胞浸潤は、軽度〜中455 

程度の範囲で BALB/c マウスまたは C57BL/6 マウス感染群の腎臓、⼼臓、および肺で456 

散⾒された。脾臓では炎症細胞の浸潤や壊死はいずれの感染群マウスでも認められな457 
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かったが、⽩脾髄の濾胞過形成および髄外造⾎（Figure 6f）が全ての BALB/c マウス感458 

染群で、5匹の C57BL/6 マウス感染群で認められた。なお、感染群マウスの消化管、459 

⼦宮、脳および脊髄に明らかな組織学的病変は認められなかった。対照群では、460 

BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスのいずれの臓器でも、感染群で認められたよう461 

な炎症巣や脾臓の濾胞過形成および髄外造⾎は観察されなかった。 462 

剖検時に、2匹の BALB/c マウスおよび 5匹の C57BL/6 マウスで末梢⾎から原⾍が463 

検出された。これらのマウスでは、組織学的および免疫組織学的に原⾍が、⼼外膜464 

（BALB/c: 0/2匹、C57BL/6: 1/5匹）、坐⾻神経周膜および周囲の結合組織（BALB/c: 465 

2/2匹、C57BL/6: 5/5匹）（Figure 7a）、膣（BALB/c: 2/2匹、C57BL/6: 5/5匹）466 

（Figure 7b）、背部⽪膚の真⽪および⽪下組織（BALB/c: 1/1匹、C57BL/6: 2/2匹）467 

（Figure 7c-e）といった炎症細胞浸潤が認められた部位で観察された。また、剖検時に468 

原⾍⾎症を呈していなかったマウスでも、⾍体が⼼外膜（BALB/c: 2/4匹、C57BL/6: 469 

0/1匹）、坐⾻神経周膜および周囲の結合組織（BALB/c: 3/4匹、C57BL/6: 0/1匹）、470 

膣（BALB/c: 0/4匹、C57BL/6: 1/1匹）、背部⽪膚の真⽪および⽪下組織（BALB/c: 1/4471 

匹、C57BL/6: 1/1匹）といった炎症細胞浸潤が認められた部位で観察された。剖検時472 

に原⾍⾎症を呈していたかどうかに関わらず、BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウス473 

の座⾻神経周囲の結合組織、および⾁眼的に発⾚と脱⽑を認めた C57BL/6 マウスの背474 

部⽪膚の⽪下組織で、組織学的に検出された⾍体は多かった。また、これら組織中で475 

認められた⾍体は、感染期間中末梢⾎中で認められた⾍体（Figure 7f）と同様に、ト476 

リパノソーマに特有の屈曲した⻑紡錘形の形態をとっていた。なお、対照群ではいず477 

れの系統のマウスでも⾍体は検出されなかった。 478 

 479 

 480 

  481 
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考察 482 

 483 

 T. equiperdum はウマ科動物に感染し、媾疫を引き起こす。媾疫に罹患した動物は、484 

1-2 カ⽉、⻑いものでは数年間にもおよぶ⻑期の臨床経過を辿りながら徐々に衰弱して485 

いく (OIE, 2013; Vulpiani et al., 2013)。過去に様々な T. equiperdum株をマウスに投与す486 

る実験が⾏われてきたが、多くの株はマウスに感染することができず (Pascucci et al., 487 

2013; Gizaw et al., 2017)、また感染が成⽴してもマウスは⼀過性の原⾍⾎症を呈し 2-8488 

⽇で死亡するなど⾮常に急性の経過を辿ることが報告されている (Hagos et al., 2010a; 489 

Gillingwater, 2018; Perrone et al., 2018)。したがって、これまでの感染マウスでは、媾疫490 

罹患⾺が呈する数カ⽉単位の臨床経過を再現することができていなかった。本研究で491 

は、感染群の BALB/c マウス 5/6匹（1匹は⿇酔事故で死亡）および C57BL/6 マウス 492 

3/6匹が実験期間の 60 ⽇間を通して⽣存し、それらマウスでは周期的に増減を繰り返493 

す原⾍⾎症が実験期間を通して観察された。これらの結果から、T. equiperdum IVM-t2494 

株は BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスに少なくとも 60 ⽇間は感染することができ495 

ると考えられた。T. equiperdum は、他のトリパノソーマ属の原⾍と⽐較して宿主の末496 

梢⾎に出現する期間が短いとされているが (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017)、ウマを⽤い497 

た感染実験で定期的に末梢⾎原⾍数を評価した研究では、感染⾺は周期は⼀定ではな498 

いものの増減を繰り返す原⾍⾎症を呈することが報告されている (Hagos et al., 2010a; 499 

Hébert et al., 2017)。したがって、T. equiperdum IVM-t2株感染マウスで認められた原⾍500 

⾎症の動態は、過去に媾疫罹患⾺で報告されたものと類似性を持つものであった。ま501 

た、剖検時に末梢⾎中に原⾍が検出されたかどうかにかかわらず、組織学的に⾍体は502 

⼼外膜、坐⾻神経周囲の結合組織、膣、背部⽪膚の真⽪および⽪下組織に認められ503 

た。したがって、これらの臓器および組織は、T. equiperdum IVM-t2株のマウス内にお504 

ける寄⽣部位と推定された。 505 
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 本章では、マウスに確実に感染を成⽴させることを⽬的に腹腔内投与で原⾍を感染506 

させた。⾃然界では、T. equiperdum は性交によって伝播され、⽣殖器内腔の原⾍は⽣507 

殖器粘膜から宿主組織へと侵⼊し、⾎流にのって全⾝臓器および組織へと拡散されて508 

いくと考えられている (OIE, 2013; Gizaw et al., 2018)。ただし、ウマを⽤いた感染実験509 

の報告では、T. equiperdum を経膣・⼦宮感染させた場合と、静脈内投与で感染させた510 

場合の臨床経過、原⾍⾎症の推移、病変の分布を⽐較し、これらにおいて感染経路の511 

違いによる明確な差がないことが報告されている (Yasine et al., 2019b)。本研究では、512 

腹腔内投与で感染させたマウスで様々な病変が認められたが、少なくともウマでは感513 

染経路によって病態が⼤きく異なることはないため、腹腔内投与で感染させたマウス514 

を解析することは意義があるものと思われる。 515 

 媾疫罹患⾺の特徴的な臨床症状として、外部⽣殖器の浮腫、⽪膚のプラーク状病516 

変、貧⾎、神経症状があげられる (OIE, 2013)。過去のマウスを⽤いた T. equiperdum517 

の感染実験では、感染マウスは急性期に貧⾎を呈したことが報告されているが、それ518 

以外の臨床症状については検討されていない (Hagos et al., 2010a; Perrone et al., 2018)。519 

本研究では、ヘマトクリット値を測定していなかったものの、両系統の感染群のマウ520 

スで組織学的に脾臓に髄外造⾎が認められたことから、感染群のマウスは慢性的な貧521 

⾎に陥っていたものと推察された。また、媾疫罹患⾺が⽰す⽪膚のプラーク病変522 

は、”trypanosoma sand”とも形容され、組織学的に真⽪に寄⽣する原⾍と顕著な炎症反523 

応により特徴づけられている (Scacchia et al., 2011)。本研究では、C57BL/6 マウス感染524 

群の⼀部の個体で、背部⽪膚の脱⽑と発⾚が認められた。同部では組織学的に真⽪と525 

⽪下組織に炎症と原⾍の寄⽣を認め、過去に報告されている媾疫罹患⾺の”trypanosoma 526 

sand”の組織病変と類似するものであった。ただし、T. equiperdum IVM-t2株感染マウ527 

スでは、⽪膚の真⽪に加え⽪下脂肪における原⾍の寄⽣と炎症反応が認められた。ヒ528 

トの睡眠病マウスモデルの先⾏研究では、全⾝の脂肪組織が⾎中以外の⾍体の潜伏感529 
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染部位として報告され、原⾍が宿主の脂肪組織を栄養源として寄⽣していることが明530 

らかにされている (Trindade et al., 2016)。媾疫罹患⾺の脂肪組織中における原⾍の寄⽣531 

の有無は評価されてこなかったが、感染マウスで⽪下脂肪にも寄⽣が認められたこと532 

から、T. equiperdum も脂肪組織を寄⽣部位として利⽤している可能性が考えられた。533 

今後、媾疫罹患⾺の⽪膚病変を解析する際は、⽪下組織にも焦点を当てて実施してい534 

く必要がある。 535 

 媾疫罹患⾺の雌性⽣殖器病変は、組織学的に⼦宮炎および膣炎によって特徴付けら536 

れ、炎症の分布は組織学的に粘膜固有層および筋層、⼀部で粘膜上⽪に分布する 537 

(Pascucci et al., 2014; Yasine et al., 2019a)。本研究では、BALB/c マウスおよび C57BL/6538 

マウスともに⼦宮に著変は認められなかったものの、多くの感染群マウスで膣の粘膜539 

固有層および筋層に炎症巣が検出された。ただし、媾疫罹患⾺と異なり、膣の上⽪に540 

病変は認められなかった。本研究では、マウスに T. equiperdum を腹腔内投与で感染さ541 

せ、膣までは⾎流にのって原⾍が到達したものと考えられる。⼀⽅で⾃然界では、T. 542 

equiperdum は、性交によって伝播されると⽣殖器粘膜より侵⼊し、⾎流に⼊ると推察543 

されている (OIE, 2013)。したがって、本研究のマウスとウマにおける膣の炎症巣の病544 

変分布の違いは、感染経路の違いに起因する可能性があると考えられた。 545 

感染群の BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウス双⽅の坐⾻神経では、周膜および神546 

経周囲の結合組織で原⾍の寄⽣と炎症細胞浸潤が認められた。⼀⽅で、神経内膜や神547 

経線維間に炎症細胞の浸潤や原⾍の寄⽣は認められなかった。すべての感染群のマウ548 

スで画⼀的に評価した末梢神経は坐⾻神経のみであったが、⽪膚の組織切⽚などで観549 

察された末梢神経でも周膜や周囲結合組織への炎症細胞浸潤が観察されており、坐⾻550 

神経のみでなく、全⾝の末梢神経で同様の変化が起きている可能性も考えられた。た551 

だし、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経病変では、リンパ球やマクロファージ主体の552 

炎症細胞の神経周膜への浸潤に加えて、神経線維間への浸潤も認められる。また、こ553 
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れら炎症巣からは組織学的に⾍体は認められない (Mungn-ochir et al., 2019; Yasine et 554 

al., 2019a)。したがって、媾疫罹患⾺と T. equiperdum IVM-t2株感染マウスの末梢神経555 

病変は、炎症細胞の浸潤する場所や、組織学的に検出される原⾍の有無といった観点556 

から異なる性質のものと考えられた。 557 

媾疫罹患⾺が後期ステージ以降で呈する神経症状は、末梢神経の炎症⾃体ではな558 

く、その結果に起因する軸索の腫⼤や断⽚化といった軸索変性によって引き起こされ559 

ると推察されている (Mungun-Ochir et al., 2019)。本研究では、いずれの感染群マウス560 

でも後肢⿇痺などの神経症状は認められず、また対照群と⽐較して明らかな軸索変性561 

も観察されなかった。したがって、T. equiperdum IVM-t2株感染マウスは、媾疫罹患⾺562 

の末梢神経病変を完全には再現するものではないと考えられた。 563 

今回の実験感染により、T. equiperdum IVM-t2株は BALB/c 雌マウスおよび⼀部の564 

C57BL/6 雌マウスに少なくとも 60 ⽇間といった⻑期間感染することのできる稀有な株565 

であることが明らかになった。またそれら感染マウスでは、第 I 章で着⽬した末梢神566 

経炎と同様の神経炎は認められなかったものの、膣炎や⽪膚炎が観察され、これらの567 

病変は媾疫罹患⾺が呈する組織病変と組織学的に類似するものであった。T. 568 

equiperdum IVM-t2株感染雌マウスは、媾疫罹患⾺で認められる慢性的な臨床経過や、569 

組織病変の⼀部を再現できることから、媾疫の病態の⼀部を再現できるマウス感染モ570 

デルとして有⽤な系となると考えられた。 571 

  572 



 31 

⼩括 573 

 574 

新たにモンゴルで分離され、寒天培地で培養可能となった T. equiperdum IVM-t2株を575 

腹腔内投与でマウスに感染させた結果、T. equiperdum IVM-t2株は BALB/c マウスおよ576 

び⼀部の C57BL/6 マウスに少なくとも 60 ⽇間という⻑期間感染することのできる稀577 

な株であることが明らかになった。感染マウスでは、媾疫罹患⾺で報告されているも578 

のと同様の、周期的に増減を繰り返す原⾍⾎症が検出された。また組織学的に、媾疫579 

罹患⾺の⽪膚病変や⽣殖器病変と⼀部共通点を持つ⽪膚炎および膣炎が感染マウスで580 

認められた。ただし、当初、病態の再現を⽬指した媾疫罹患⾺が⽰す神経症状や、そ581 

の原因となる末梢神経病変の再現には⾄らなかった。以上のことより、T. equiperdum 582 

IVM-t2株を腹腔内投与で感染させた BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスは、媾疫罹583 

患⾺が⽰す臨床症状および組織病変の⼀部を再現することが可能であり、今後 T. 584 

equiperdum の寄⽣戦略や媾疫の病態解明を念頭においた病理学的あるいは原⾍病学的585 

in vivo研究において貴重なマウスモデルとなると考えられた。 586 

  587 
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第 III 章 588 

Trypanosoma equiperdum 実験感染雄マウスに関する 589 

病理学的解析：⽣殖器病変を中⼼として 590 

  591 
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諸⾔ 592 

 593 

 Trypanosoma equiperdum と遺伝学的に近縁な種として、T. brucei brucei、T. b. 594 

gambiense、T. b. rhodesiense、および T. evansi が知られている (Gizaw et al., 2017)。T. 595 

equiperdum以外のこれらの 4種のトリパノソーマ原⾍は、吸⾎昆⾍により媒介される596 

(Auty et al., 2015; Büscher et al., 2017)。⼀⽅で T. equiperdum は性交によってのみ伝播さ597 

れ、これまで吸⾎昆⾍を介した伝播は報告されていない (OIE, 2013)。さらに、T. b. 598 

brucei、T. b. gambiense、T. b. rhodesiense、および T. evansi は、宿主⾎液内を主な寄⽣599 

部位とするため、末梢⾎中から頻繁に原⾍が検出される⼀⽅で、T. equiperdum はそれ600 

ら原⾍と⽐較して、末梢⾎中から検出される頻度が低いとされている。これらのよう601 

な T. equiperdum 特有の性質から、T. equiperdum は、他のトリパノソーマ原⾍とは⼤き602 

く異なる寄⽣戦略を獲得していると考えられている (Gizaw et al., 2017; Ahmed et al., 603 

2018)。 604 

媾疫罹患⾺の⽣殖器病変を病理組織学的に解析した症例報告では、マクロファージ605 

およびリンパ球主体の炎症細胞浸潤を特徴とする精巣炎および精巣上体炎が認めら606 

れ、さらにそれら臓器から、リアルタイム PCR により T. equiperdum の DNA が増幅さ607 

れたことを報告している (Yasine et al., 2019a)。また、別の先⾏研究では、媾疫罹患雄608 

ウマの精液から⾍体が検出されたことが報告されている (Ahmed et al., 2018)。しか609 

し、すべての性交の度に原⾍の伝播が起こるわけではなく、罹患⾺が呈する数カ⽉単610 

位の⻑い臨床経過の中で、いつ、どのようにして原⾍が精液中に出現するのかは不明611 

である (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017)。 612 

我々は第 II 章で、T. equiperdum IVM-t2株がマウスに⻑期間持続的に感染できる稀有613 

な株であること、また感染雌マウスは媾疫罹患雌ウマが呈する⽣殖器の組織病変の⼀614 

部を再現できることを⽰した。しかし、T. equiperdum は雌ウマだけでなく雄ウマの⽣615 
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殖器にも炎症を引きこす (Yasine et al., 2019a)。さらに、原⾍の性交による伝播は、雌616 

ウマから雄ウマよりも、雄ウマから雌ウマへの伝播の⽅がより頻繁に起こるとされて617 

いる (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017)。したがって、T. equiperdum 感染雌マウスだけでな618 

く、感染雄マウスの⽣殖器病変を病理学的に解析することは、T. equiperdum の伝播機619 

序や寄⽣戦略を解明する上で重要な研究課題である。そこで第 III 章では、T. 620 

equiperdum 感染雄マウスの⽣殖器病変を病理組織学的に解析し、媾疫罹患⾺が呈する621 

⽣殖器の組織病変の再現性を評価した。さらに得られた結果から、T. equiperdum の伝622 

播機序を考察した。 623 

また、貧⾎は媾疫罹患⾺の特徴的な臨床症状であり (OIE, 2013)、これまで感染マウ624 

スでは急性期に貧⾎を呈したことが報告されている (Hagos et al., 2010a; Perrone et al., 625 

2018)。しかし⻑期間感染したマウスでも同様に貧⾎が再現されているかについては報626 

告がない。第 II 章で T. equiperdum IVM-t2株に 60 ⽇間感染させた雌マウスでは、組織627 

学的に脾臓で髄外造⾎が認められたことから、感染マウスは貧⾎に陥っていたものと628 

推察された。そこで本章で⾏った感染実験では、感染実験期間中ヘマトクリット値を629 

測定し、持続的にマウスが貧⾎に陥っているかどうかについても検討した。 630 

  631 
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材料および⽅法 632 

 633 

感染実験 634 

6週齢、雄の BALB/c マウス（BALB/cAJcl）および C57BL/6 マウス（C57BL/6JJcl）635 

をそれぞれ 11匹、株式会社⽇本クレアから導⼊した。10 ⽇間飼育室に馴致した後、636 

各マウス系統の 8匹を感染群として、グルコース加滅菌 PBS を溶媒として 1 x 107 637 

parasites/ml に調製した T. equiperdum IVM-t2株を 0.1 ml腹腔内投与した。対照群とし638 

て、各マウス系統の 3匹には滅菌 PBS を 0.1 ml腹腔内投与した。感染実験の期間は、639 

最初に原⾍⾎症のピークが検出されてから 30 ⽇間とした。末梢⾎中の原⾍数を評価す640 

るために、感染材料投与後から 1-2 ⽇間隔で尾静脈から採⾎を⾏い、第 II 章と同様の641 

⽅法で原⾍数をカウントした。この採⾎時に、体重測定も実施した。さらに、7 ⽇間642 

隔で尾静脈からヘマトクリット管（Hirschmann, Eberstadt, Germany）を⽤いて約 70 μl643 

の採⾎を⾏い、12,000 rpm で 10分間遠⼼を⾏い、ヘマトクリット値を測定した。原⾍644 

⾎症の値、体重、およびヘマトクリット値は平均値±標準偏差で⽰し、体重およびヘ645 

マトクリット値は感染群と対照群の値の差を Welch の t 検定で評価した。実験期間終646 

了後、第 II 章と同様の⽅法で安楽殺を⾏い、剖検を⾏った。なお、実験期間中に沈鬱647 

および運動量減少、著しい体重減少を認めた場合は、その⽇に安楽殺を実施し、直ち648 

に剖検を⾏った。剖検時、雄性⽣殖器（精巣、精巣上体、精嚢、前⽴腺）を含む全⾝649 

組織を採材し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した。これら臓器は固定後、常法に従650 

いパラフィンに包埋、薄切され、HE で染⾊し組織検査に供された。 651 

 652 

免疫組織学的解析 653 

組織中の原⾍を検出するために、抗 T. equiperdum ウサギ⾎清を⽤いた免疫染⾊を⾏654 

った。また、⼀部の組織切⽚では⾮特異反応が強く出たことから蛍光免疫染⾊も合わ655 
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せて実施した。また、本章の以降の解析で使⽤した⼀次抗体の詳細は、Table 4 に記載656 

した通りである。精巣上体に浸潤する炎症細胞の種類を特定するために、抗 CD3、抗657 

PAX5（B リンパ球マーカー）、抗 Iba1、および抗 FOXP3（制御性 T細胞マーカー）658 

抗体を⽤いた免疫染⾊を実施した。精巣上体に浸潤するマクロファージのサブタイプ659 

を特定するために、M1 マクロファージのマーカーである抗 iNOS抗体、および M2 マ660 

クロファージのマーカーである抗 CD204抗体 (Lee, 2019; Zhang et al., 2021)を⽤いた免661 

疫染⾊を実施した。また、M1 マクロファージの分泌するサイトカインの⼀種である662 

Tumor necrosis factor-α(TNF-α) (Martinez et al., 2006; Oakes, 2021)に対する免疫染⾊お663 

よび蛍光免疫染⾊を⾏うために、抗 TNF-α抗体を使⽤した。精巣上体管の基底膜構造664 

を描出するために、抗 laminin抗体を⽤いた蛍光免疫染⾊を実施した。さらに抗 Zonula 665 

occludens-1 (ZO-1)抗体を⽤いた免疫染⾊を⾏い、⾎液-精巣上体関⾨の構造が保持され666 

ているか評価した。精巣上体において、抗 caspase-3抗体および抗 cytokeratin-19抗体667 

を⽤いた免疫染⾊を⾏い、アポトーシスに陥っている細胞の検出、および精巣上体管668 

内でアポトーシスに陥っていた細胞の由来の同定を⾏った。なお、対照群の精巣上体669 

の組織切⽚においても抗 CD3、PAX5、Iba1、FOXP3、laminin、ZO-1、および caspase-670 

3抗体を⽤いた免疫染⾊あるいは蛍光免疫染⾊を⾏い、感染群の結果と⽐較した。 671 

免疫染⾊の⼿技は第 I 章で記述した通りである。ただし、FOXP3 の免疫染⾊では、672 

⼆次抗体としてビオチン標識抗ラットイムノグロブリン抗体（1:200, Vector 673 

Laboratories, Burlingame, CA, USA）およびホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ標674 

識ストレプトアビジン（1:400, Dako, Glostrup, Denmark）をそれぞれ室温 30分間反応675 

させた。抗 iNOS および CD204抗体の産⽣動物はマウスであったため、これら抗体を676 

⽤いた免疫染⾊では Mouse on Mouse Polymer IHC Kit (Abcam, Cambridge, UK)を⽤い677 

た。精巣上体の組織切⽚上で、アポトーシスに陥った上⽪細胞と⾎液-精巣上体関⾨の678 

崩壊の関連性を評価するために、抗 caspase-3 および ZO-1抗体を⽤いた酵素抗体法に679 
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よる⼆重免疫染⾊を実施した。⼆重免疫染⾊では、最初に抗 caspase-3抗体を⽤いた免680 

疫染⾊を DAB 発⾊で実施した後、抗体除去処理および抗原賦活化を兼ねて 97℃15分681 

間クエン酸マイクロウェーブで処理し、抗 ZO-1抗体を⽤いた免疫染⾊を⾏った。ZO-682 

1 の陽性反応は、VIP Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories)を⽤いて⾏い、メチル683 

グリーン（Vector Laboratories）で対⽐染⾊を実施した。蛍光免疫染⾊では、抗ウサギ684 

IgG (H+L) Fluorescein（1:400, Vector Laboratories）または Alexa Fluor 594-conjugated 抗685 

ウサギ IgG（1:400, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA）を⼆次抗体として使⽤686 

し、37℃で 1時間反応させた。それぞれの陰性コントロールには、⼀次抗体の産⽣動687 

物に応じてウサギまたはマウスの正常⾎清（Dako）と置き換えた。 688 

 689 

免疫染⾊結果の半定量的解析 690 

精巣上体における Iba1、iNOS、および TNF-αの免疫染⾊切⽚において、陽性反応691 

を⽰した⾯積を算出し、精巣上体に浸潤するマクロファージの量を半定量的に解析し692 

た。1枚の切⽚あたり、Olympus BX51顕微鏡、DP72 カメラ、および 20倍の対物レン693 

ズを⽤いて 5枚の写真を撮影し、Fiji ソフトウエア (Schindelin et al., 2012)を⽤いて、694 

免疫染⾊に陽性を⽰す⾯積を算出し、平均値±標準偏差 (μm2)で算出した。また、精695 

巣上体における caspase-3陽性を⽰す精巣上体管上⽪細胞の数を、Olympus BX51顕微696 

鏡の対物レンズ 20倍 10視野でカウントし、平均値±標準偏差で算出した。感染群お697 

よび対照群間での免疫染⾊における陽性⾯積、および caspase-3陽性の上⽪細胞の数698 

は、Welch の t 検定で⽐較した。 699 

C57BL/6 マウスの感染群は、実験初期ステージおよび実験後期ステージに分類し、700 

ステージ間で結果を⽐較した。実験初期ステージは、感染後 10 ⽇⽬に沈鬱のため安楽701 

殺の対象となった 3匹を、実験後期ステージは感染後 24 ⽇⽬に沈鬱を呈し安楽殺の対702 

象となった 1匹および実験期間終了まで⽣存した 2匹を含めた。 703 
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 704 

精巣上体におけるアポトーシスに陥った細胞の検出 705 

精巣上体におけるアポトーシスに陥っている細胞を検出することを⽬的に、抗706 

caspase-3抗体を⽤いた免疫染⾊に加え、Apoptosis in situ Detection Kit Wako (Wako, ⼤707 

阪, ⽇本)を⽤いて検討を⾏った。本キットは、Terminal deoxynucleotidyl transferase-708 

medicated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)法に基づいたものであり、パラフィン709 

包埋組織切⽚上で、アポトーシスに陥っている細胞を検出するものである。本キット710 

を⽤いた染⾊後、メチルグリーンで対⽐染⾊を⾏った。 711 

  712 
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結果 713 

 714 

⽣存率、増体重率、原⾍⾎症、およびヘマトクリット値 715 

感染群の全ての BALB/c マウスは実験終了時（感染後 38 ⽇⽬）まで⽣存した。⼀⽅716 

で感染群の C57BL/6 マウスは、8匹のうち 6匹が感染後 10、13、17、24 ⽇⽬に、沈鬱717 

および体重減少を呈したため安楽殺され、2匹が実験終了時まで⽣存した。両系統の718 

マウス全体で⽐較すると、感染群と対照群の増体率に統計学的な有意差は認められな719 

かった（Figure 8）。感染群の BALB/c マウスでは、最初の原⾍⾎症が 2匹で感染後 3720 

⽇⽬に、6匹で感染後 6 ⽇⽬に検出された。C57BL/6 マウスでは、全ての感染群マウ721 

スが感染後 6 ⽇⽬に最初の原⾍⾎症を呈した。両系統の全ての感染群マウスで、最初722 

の原⾍⾎症のピークは 8 ⽇⽬であり、その後周期的に増減を繰り返す原⾍⾎症が、実723 

験終了時または実験期間途中で安楽殺されるまで継続的に認められた（Figure 9）。ま724 

た、両系統の全ての感染群マウスでは、最初の原⾍⾎症のピークが認められて以降、725 

対照群よりも持続的にヘマトクリット値は低値を⽰した（Figure 10）。特に BALB/c726 

マウスで感染後 15、22、29 ⽇⽬の測定時、C57BL/6 マウスで感染後 8、15、36 ⽇⽬の727 

測定時には、感染群のヘマトクリット値は対照群のものよりも有意に低い値を⽰し728 

た。また感染群間では、BALB/c マウスよりも C57BL/6 マウスの⽅が、持続的にヘマ729 

トクリット値は低い値を⽰していた。 730 

 731 

組織学的検索 732 

感染群マウスの雄性⽣殖器のうち、両系統の全ての感染群の精巣上体で、精巣上体733 

の頭部、体部、および尾部にかけてび漫性に広がる精巣上体炎が認められた。精巣上734 

体間質には多量の炎症細胞が浸潤し、対照群の精巣上体と⽐較して間質の幅は拡⼤し735 

ていた（Figure 11a-f）。なお、精巣上体炎の程度については、マウス系統間で明らか736 
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な差は認められなかった。BALB/c マウス 1匹および C57BL/6 マウス 2匹（感染後 10737 

および 38 ⽇⽬に安楽殺した個体）では、精巣上体炎に加えて、精巣上体管の組織構造738 

の崩壊と精⼦⾁芽腫の形成が認められた（Figure 12a）。また、⼀部の精巣上体管で739 

は、核が濃縮し、好酸性を増し凝集した細胞質を持つ球状化した上⽪細胞が孤在性か740 

ら散在性に観察された（Figure 12b）。精巣上体管内には凝集したクロマチンを有する741 

核と、両染性の凝集した細胞質を持つ円形細胞が散⾒された（Figure 12c）。これらの742 

組織学的変化は、両系統の対照群では認められなかった。 743 

精巣上体以外では、⽣殖器周囲の脂肪組織において、多巣性の中程度から重度の炎744 

症細胞浸潤が全ての感染群マウスで認められた。この脂肪織炎の程度は、BALB/c マウ745 

スと C57BL/6 マウス間で明らかな差は認められなかったが、2匹の C57BL/6 マウスで746 

は脂肪壊死も伴っていた。なお、全ての感染群マウスで精巣、精嚢、および前⽴腺の747 

実質に著変は認められなかった。⽣殖器以外のその他の臓器における病変の分布は、748 

第 II 章で報告したものと同様の分布であった。簡潔に記載すると、肝臓、腎臓、⼼749 

臓、および肺に軽度から中程度の、坐⾻神経周膜および周囲の結合組織、⽪膚の真⽪750 

および⽪下組織には中程度から重度の炎症細胞の浸潤を認めた。なお、腸管、膀胱、751 

および脳には明らかな組織学的変化は認められなかった。対照群の全てのマウスの全752 

⾝組織には明らかな病変は観察されなかった。 753 

 754 

雄性⽣殖器におけるトリパノソーマの寄⽣部位 755 

抗 T. equiperdum ウサギ⾎清を⽤いた免疫染⾊および蛍光免疫染⾊により、感染群で756 

認められた精巣上体炎の部位と⼀致して、精巣上体間質に多量の原⾍の寄⽣が認めら757 

れた（Figure 13a）。間質の⾎管内には⾍体は認められなかった。間質で認められた⾍758 

体は、トリパノソーマ特有の屈曲した⻑紡錘形の形態をしていた（Figure 13b）。ま759 

た、蛍光免疫染⾊では、精巣上体間質で多数の陽性反応が検出されたことに加え、少760 
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数ではあるものの、精巣上体管内にも陽性反応が認められた（Figure 13c）。⾍体に対761 

する陽性反応は精巣上体に加えて、⽣殖器周囲脂肪組織の脂肪織炎が認められた部位762 

でも検出された。⼀⽅で、精巣、精嚢、および前⽴腺の実質では、感染群全てで免疫763 

染⾊および蛍光免疫染⾊のいずれにおいても陽性反応は認められなかった。 764 

 765 

精巣上体に浸潤する炎症細胞サブタイプの同定 766 

両系統の感染群マウスで、精巣上体間質に浸潤する炎症細胞の⼤部分が Iba1 に陽性767 

であり、CD3、PAX5、あるいは FOXP3 に陽性を⽰す炎症細胞は認められないか、認768 

められたとしてもごくわずかであった（Figure 14a-d）。両系統の対照群マウスの精巣769 

上体間質でもごく少数の Iba1陽性細胞が検出されたものの、Iba1 に陽性を⽰す精巣上770 

体間質の⾯積を⽐較したところ、両系統で感染群の⽅が、対照群よりも統計学的に有771 

意に⾼い値を⽰していた（Figure 15）。また、C57BL/6 マウスの感染群の中では、実772 

験期間初期ステージおよび後期ステージの間で、Iba1陽性⾯積に統計学的に有意な差773 

は認められなかった（Figure 15）。 774 

感染群の精巣上体間質には、iNOS陽性マクロファージおよび CD204陽性マクロフ775 

ァージの双⽅が浸潤していた（Figure 16a, b）。iNOS陽性を⽰す精巣上体間質の⾯積776 

は、BALB/c マウスで最⼤で、C57BL/6 マウス実験後期ステージ、C57BL/6 マウス実験777 

初期ステージの順で⼤きい傾向にあった（Table 5）。同様の傾向は、iNOS陽性⾯積と778 

Iba1陽性⾯積の⽐率を⽐較した際にも認められた（Table 5）。両系統の感染群マウス779 

で認められた精⼦⾁芽腫周囲には、⾁芽腫を取り囲むように Iba1陽性マクロファージ780 

が浸潤しており（Figure 16c）、これらマクロファージは iNOS には陰性で（Figure 781 

16d）、CD204 には陽性を⽰した（Figure 16e）。TNF-αに対する免疫染⾊では、陽性782 

反応は多巣性からび漫性に、両系統の感染群の精巣上体間質で観察された（Figure 783 

16f）。TNF-αに陽性を⽰した精巣上体間質の⾯積は、BALB/c マウスで最⼤で784 
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C57BL/6 マウス実験後期ステージ、C57BL/6 マウス実験初期ステージの順で続いた。785 

しかし、いずれの群間を⽐較しても統計学的な有意差は認められなかった（Table 786 

5）。 787 

 788 

精巣上体管の組織構造の崩壊 789 

抗 laminin抗体を⽤いた蛍光免疫染⾊では、対照群の精巣上体では、精巣上体管の基790 

底膜が連続する⼀重の膜構造として鮮明に描出されたのに対し（Figure 17a）、感染群791 

の精巣上体では、基底膜構造は不連続で不鮮明であった（Figure 17b）。 792 

対照群では、精巣上体に caspase-3陽性反応は検出されなかった（Figure 18a）⼀⽅793 

で、感染群では多数の caspase-3陽性反応が認められた（Figure 18b）。caspase-3 に陽794 

性を⽰したのは、⼤部分が精巣上体管の上⽪細胞であったが、⼀部の間質に浸潤する795 

炎症細胞でも陽性反応を⽰した。また、精巣上体管内に認められた円形細胞も caspase-796 

3 で陽性に染⾊された（Figure 18c）。これら円形細胞は、精巣上体管上⽪細胞のマー797 

カーである cytokeratin 19 にも陽性を⽰した（Figure 18d）。caspase-3 に陽性を⽰す精798 

巣上体管の上⽪細胞の数は、いずれの感染群（BALB/c マウス、C57BL/6 マウス実験初799 

期ステージ、C57BL/6 マウス実験後期ステージ）間でも明らかな差は認められなかっ800 

た（Table 5）。Apoptosis in situ Detection Kit Wako を使⽤した染⾊では、対照群ではア801 

ポトーシス細胞は検出されなかった（Figure 18e）。⼀⽅で、感染群では陽性反応が上802 

⽪細胞を中⼼に、間質の炎症細胞および精巣上体管内で認められた円形細胞でも認め803 

られた（Figure 18f）。この結果は、caspase-3陽性細胞の分布と⼀致するものであっ804 

た。 805 

対照群の精巣上体では、ZO-1陽性反応は精巣上体管の上⽪細胞の管腔側の細胞膜で806 

認められ、それらは連続する⼀重の膜のように精巣上体管内腔の表⾯を覆っていた807 

（Figure 19a）。⼀⽅で感染群では、精巣上体管で認められる ZO-1 の陽性反応は不連808 
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続であり、⼀部で消失していた。抗 caspase-3 および抗 ZO-1抗体を⽤いた⼆重染⾊で809 

は、ZO-1陽性反応の消失は、多くの場合で caspase-3 に陽性を⽰す上⽪細胞の集簇と810 

関連していた（Figure 19b）。ただし、caspase-3陽性上⽪細胞が認められない領域で811 

も、限局的に ZO-1陽性反応の消失が認められる部分も存在した（Figure 19c）。  812 
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考察 813 

 814 

 本章では、T. equiperdum を感染させた BALB/c マウスおよび C57BL/6 マウスの雄性815 

⽣殖器を病理組織学的に解析した。その結果、両系統の感染群で、間質への炎症細胞816 

浸潤を特徴とする重度な精巣上体炎が認められることが明らかになった。過去の媾疫817 

罹患雄ウマの症例報告では、間質の炎症細胞浸潤によって特徴付けられる精巣炎およ818 

び精巣上体炎が認められたことが報告されている (Yasine et al., 2019a; Yasine et al., 819 

2019b)。また、これらの組織から T. equiperdum の DNA が PCR により増幅されたこと820 

から、精巣や精巣上体に原⾍が寄⽣していることが推察されている (Yasine et al., 821 

2019a; Yasine et al., 2019b)。本研究の感染マウスで認められた精巣上体炎は、媾疫罹患822 

雄ウマで報告された精巣上体炎と組織学的に類似するものであった。さらに、抗 T. 823 

equiperdum ウサギ⾎清を⽤いた免疫染⾊および蛍光免疫染⾊では、⾍体は主に精巣上824 

体間質の炎症巣に寄⽣していることが明らかになった。 825 

本研究では全ての感染群マウスで精巣上体炎が認められた⼀⽅で、精巣や副⽣殖腺826 

実質には組織学的に著変は認めず、免疫染⾊でも⾍体は検出されなかった。媾疫罹患827 

雄ウマの病理解析を⾏った先⾏研究では、罹患雄ウマの雄性⽣殖器では精巣炎と精巣828 

上体炎が認められたことが報告されている。しかし、これら症例は⾃然発⽣例であ829 

り、詳細な臨床経過は記載されていなかった (Yasine et al., 2019a)。⼀般的に媾疫罹患830 

⾺が辿る臨床経過は数カ⽉単位の⻑い期間である (OIE, 2013)。⼀⽅で本研究では、全831 

ての感染群マウスは感染後 40 ⽇以内に安楽殺され剖検に供された。本研究の感染マウ832 

スいずれでも精巣炎は認められなかったが、その原因として、感染期間（臨床経過）833 

の⻑さ、あるいはマウスおよびウマの T. equiperdum に対する感受性の違いに起因して834 

いる可能性が考えられる。ただし、これまで媾疫罹患⾺の⽣殖器の病理学的解析の先835 

⾏研究は、数例の症例報告に限られていることを考慮すると、罹患雄ウマにおける精836 
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巣炎および精巣上体炎の有病率を明らかにするための⼤規模な組織学的研究も必要で837 

ある。 838 

精⼦は精巣の精細管で作られ、精巣上体管で徐々に成熟していく。精細管および精839 

巣上体管を構成する上⽪細胞は、互いにタイトジャンクションにより結合し、⾎液-精840 

巣関⾨および⾎液-精巣上体関⾨を形成している。これらの関⾨が、精⼦が精巣間質や841 

精巣上体間質に侵⼊するのを防ぎ、宿主の免疫機構が精⼦に働くのを妨げている。し842 

たがって、精細管や精巣上体管の内腔は、宿主の免疫反応が及ばない免疫特権部位と843 

なっている (Hedger, 2011; Foster, 2016)。本章で実施した実験では、宿主の免疫から逃844 

れることのできる精巣上体管内に寄⽣するトリパノソーマはわずかであった。⼀⽅845 

で、精巣上体の間質には多量のトリパノソーマが寄⽣しており、同部には⾍体に宿主846 

免疫が反応して多量のマクロファージが浸潤していた。さらに両系統のマウスの⼀部847 

の例の精巣上体炎では、精⼦⾁芽腫の形成も伴っていた。精⼦⾁芽腫は、精⼦が⾎液-848 

精巣関⾨あるいは⾎液-精巣上体関⾨を越えて間質に侵⼊した場合、宿主の免疫が精⼦849 

に働いた結果形成されるものである (Foster, 2016)。したがって、管腔内のトリパノソ850 

ーマ、および精⼦⾁芽腫の形成といった組織所⾒は、⾎液-精巣上体関⾨の崩壊を⽰唆851 

する所⾒である。さらに、抗 ZO-1抗体を⽤いた免疫染⾊では、感染群の精巣上体で852 

は多巣性に陽性反応が消失していた。ZO-1 は、⾎液-精巣上体関⾨を形成している精853 

巣上体管上⽪細胞間のタイトジャンクションを形成する主要タンパク質の⼀種であ854 

る。抗癌剤ブスルファンの投与がマウスの精巣上体の機能に与える影響を検討した研855 

究や、ジカウイルス感染がマウスの⽣殖能⼒に与える影響を検討した先⾏研究でも、856 

精巣上体における ZO-1 の発現低下は、⾎液-精巣上体関⾨の機能低下と関連すること857 

が報告されている (Fang et al., 2017; Sheng et al., 2021)。以上のことより、本研究の抗858 

ZO-1抗体を⽤いた免疫染⾊の結果は、感染群マウスでは⾎液-精巣上体関⾨の機能が859 

低下していたことを⽀持するものである。 860 
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抗 CD3、PAX5、FOXP3、および Iba1抗体を⽤いた免疫染⾊の結果より、感染群マ861 

ウスの精巣上体間質に浸潤する炎症細胞は、⼤部分がマクロファージであることが明862 

らかになった。⼀般的に、マクロファージはその機能から、M1 あるいは M2 マクロフ863 

ァージの 2種類に⼤別される。M1 マクロファージは旺盛な貪⾷能と抗原提⽰能に優864 

れ、炎症性サイトカインを分泌し、炎症を惹起する。⼀⽅で M2 マクロファージは抗865 

炎症性サイトカインを分泌し、炎症を抑制するとともに、炎症で傷害された組織を修866 

復する役割を担っている(Martinez et al., 2006; Sica and Mantovani 2012; Atri et al., 867 

2018)。TNF-αは、M1 マクロファージから産⽣される炎症性サイトカインの⼀種であ868 

る(Martinez et al., 2006)。本章では、M1 マクロファージと M2 マクロファージの双⽅869 

が、精巣上体間質に浸潤しており、それら炎症巣では、抗 TNF-α抗体を⽤いた免疫染870 

⾊で陽性反応が多巣性からび漫性に認められた。TNF-αは M1 マクロファージの他に871 

も、肥満細胞あるいは T リンパ球によっても産⽣される場合がある (Oakes, 2021)。本872 

研究では、精巣上体間質には肥満細胞は認められず、CD3 に陽性を⽰す T リンパ球は873 

少数であったことから、精巣上体間質における TNF-αの産⽣源は、間質に浸潤してい874 

る M1 マクロファージであると考えられた。 875 

TNF-αは炎症を促進するサイトカインの⼀種であるが、その他の機能としてタイト876 

ジャンクションの機能を低下させる可能性があることが指摘されており、特にその関877 

連性はヒトの炎症性腸疾患（Inflammatory bowel disease）で広く研究されている (Bhat 878 

et al., 2019)。炎症性腸疾患は、消化管における難治性の糜爛と潰瘍が特徴であり、こ879 

れらは粘膜免疫の不適切な活性化によって引き起こされると考えられている (Gill and 880 

Kakar, 2021)。具体的には、粘膜固有層における M1 マクロファージから分泌される881 

TNF-αが、腸管粘膜の上⽪細胞にアポトーシスを誘導させることが報告されている 882 

(Lissner et al., 2015; Gill and Kakar, 2021)。さらに、TNF-αは、腸管粘膜の上⽪細胞間の883 

タイトジャンクションを構成するタンパク質を直接的に変性させ、タイトジャンクシ884 
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ョンの機能を低下させる可能性も指摘されている。このことは、炎症性腸疾患患者の885 

腸管上⽪細胞における ZO-1 の発現が減弱あるいは消失していることからも裏付けら886 

れている (Lissner et al., 2015; Gill and Kakar, 2021)。また炎症性腸疾患の腸管に限ら887 

ず、ヒトの急性肺炎のマウスモデルにおける肺や、⽣殖毒性を有する物質を投与した888 

マウスの精巣をはじめとする、様々な臓器でも TNF-αが上⽪細胞間の ZO-1 発現を低889 

下させることが報告されている (Mazzon and Cuzzocrea, 2007; Ghafouri-Fard et al., 890 

2021)。本研究の感染群マウスでは、アポトーシスに陥った精巣上体管の上⽪細胞が多891 

巣性に認められた。また、抗 caspase-3 および ZO-1抗体を⽤いた⼆重免疫染⾊では、892 

アポトーシスを起こした上⽪細胞が集簇している部位で ZO-1 の陽性反応が低下また893 

は消失していたことが明らかになった。抗 TNF-αおよび抗 iNOS抗体を⽤いた免疫染894 

⾊の結果も考慮すると、精巣上体間質に浸潤している M1 マクロファージから分泌さ895 

れた TNF-αが、精巣上体管の上⽪細胞のアポトーシスを引き起こすことで、⾎液-精896 

巣上体関⾨が崩壊している可能性がある。また、アポトーシスに陥っている細胞の集897 

簇が認められない箇所でも ZO-1陽性反応の低下が認められた。このことから、TNF-898 

αが上⽪細胞の細胞膜に局在する ZO-1 の発現を、アポトーシスを介した間接的な影899 

響ではなく、直接的に低下させている可能性も考えられた。T. equiperdum の伝播戦略900 

を考えると、精巣上体間質に寄⽣しているトリパノソーマは精巣上体管腔内に侵⼊す901 

る必要があるが、その際にはトリパノソーマを攻撃するために浸潤してきた M1 マク902 

ロファージから分泌される TNF-αの組織侵襲能を利⽤している可能性が考えられた。 903 

⼀般的に、炎症巣に浸潤するマクロファージのサブタイプは、炎症のステージによ904 

って⼤きく変化する。炎症の初期ステージには M1 マクロファージが主体となり、炎905 

症が進⾏し後期ステージとなると M2 マクロファージが優位なサブタイプとなる (Liu 906 

et al., 2014)。本研究では、C57BL/6 マウスの感染群のうち 6匹が感染後 10-24 ⽇に状態907 

悪化を理由に安楽殺され、2匹が感染後 38 ⽇⽬となる実験終了時まで⽣存した。しか908 
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し、いずれの感染後⽇数で剖検に供されたマウスでも重度な精巣上体炎が認められ、909 

また浸潤するマクロファージは M1 および M2 マクロファージの 2 つのサブタイプの910 

マクロファージが混在していた。C57BL/6 マウスの感染群において、実験初期ステー911 

ジ(感染後 10 ⽇⽬で安楽殺された 3匹)および実験後期ステージ(感染後 24 ⽇⽬または912 

38 ⽇⽬で安楽殺された 3匹)の間で免疫染⾊の結果を⽐較すると、iNOS に陽性を⽰す913 

⾯積、TNF-αに陽性を⽰す⾯積、および iNOS陽性⾯積と Iba1陽性⾯積の⽐率は全914 

て、初期ステージよりも後期ステージで⾼い値を⽰した。いずれの感染後⽇数でも、915 

精巣上体にはトリパノソーマの寄⽣が認められたことを考慮すると、トリパノソーマ916 

は少なくとも感染後 10 ⽇⽬より精巣上体の間質に寄⽣し宿主の免疫反応を惹起すると917 

ともに、M1 マクロファージの持続的な浸潤および、優位なサブタイプが M2 マクロフ918 

ァージに完全に移⾏することを妨げている可能性が考えられた。 919 

今回、感染群のうち 1匹の BALB/c マウスおよび 2匹の C57BL/6 マウス(感染後 10920 

⽇⽬または 38 ⽇⽬に安楽殺された個体)で精⼦⾁芽腫の形成が認められた。これらの921 

精⼦⾁芽腫は、感染後⽇数やマウス系統に関わらず、CD204 に陽性を⽰す M2 マクロ922 

ファージでのみ囲まれていた。著者の知る限り、精⼦⾁芽腫が形成される過程でそれ923 

を取り囲むマクロファージのサブタイプの変化を明らかにした先⾏研究はない。精⼦924 

⾁芽腫は⼀種の異物に対する宿主免疫の応答である。そのような免疫反応の中でもマ925 

クロファージは重要な役割を担うが、異物に対する免疫応答において、浸潤するマク926 

ロファージのサブタイプの種類や、それがどのように変化していくかについては研究927 

間で差異があり、⼀定の知⾒が得られていないのが現状である (Martin and García, 928 

2021)。したがって、感染群マウスで認められた精巣上体炎では M1 および M2 マクロ929 

ファージ双⽅が間質に浸潤していた⼀⽅で、精⼦⾁芽腫は M2 マクロファージでのみ930 

囲まれていた理由については明らかにできなかった。いずれにせよ、感染後 10 ⽇⽬の931 

マウスですでに精⼦⾁芽腫が認められたことから、少なくとも感染後 10 ⽇⽬よりも以932 
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前の、感染後から⽐較的早い段階ですでに精⼦⾁芽腫が形成されていたことは興味深933 

い点である。 934 

本章で⾏った感染実験では、実験期間中定期的にヘマトクリット値を評価したとこ935 

ろ、両系統のマウスで感染群は対照群よりも低いヘマトクリット値を継続的に⽰し936 

た。また、C57BL/6 マウスと BALB/c マウスを⽐較すると、対照群では系統間で⼤き937 

な差はなかった⼀⽅で、感染群では C57BL/6 マウスでより低いヘマトクリット値を呈938 

した。したがって、T. equiperdum IVM-t2株感染マウスでは、媾疫罹患⾺が慢性的に呈939 

する主要な臨床症状の⼀つである貧⾎ (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017)を再現することが940 

可能であることが⽰された。また本章では、貧⾎の程度と原⾍⾎症の増減との間に関941 

連性は認められなかった。これまで媾疫罹患⾺が呈する貧⾎の病理発⽣機序は不明で942 

あるが、T. equiperdum に限らず貧⾎は他のトリパノソーマ症でも広く⾒られる臨床症943 

状である。特に T. b. brucei では研究が進められ、貧⾎の発症機序の解明が進んでい944 

る。T. b. brucei 感染動物では、⾍体に対する免疫応答が作動すると、インターフェロ945 

ンを介し M1 マクロファージが活性化される。この M1 マクロファージ由来のサイト946 

カインが、⾍体由来の物質とともに作⽤すると⾚⾎球の寿命が短縮するほか、脾臓や947 

肝臓における M1 マクロファージの⾚⾎球貪⾷を活性化し、これにより貧⾎が⽣じる948 

とされている (Stijlemans et al., 2008; Stijlemans et al., 2010; Musaya et al., 2015; Stijlemans 949 

et al., 2018)。本章では、C57BL/6 マウス感染群では BALB/c マウス感染群よりも重度950 

な貧⾎を呈していた。C57BL/6 マウスは Th1優位の、BALB/c マウスは Th2優位の免951 

疫系を有しており、特に Th1優位な C57BL/6 マウスは病原体感染時のインターフェロ952 

ン産⽣能および M1 マクロファージ活性化能が⾼いことが知られている (Mills et al., 953 

2000)。したがって、本章で認められた C57BL/6 マウスにおける重篤な貧⾎も、マウス954 

間の免疫系の違いによって引き起こされている可能性があり、T. equiperdum が宿主に955 

貧⾎を引き起こす機序についても、T. b. brucei と⼀部共通である可能性がある。ただ956 
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し、本章では貧⾎の病理発⽣機序解明を試みたものではなく、また媾疫罹患⾺での知957 

⾒も乏しいことから、貧⾎の病理発⽣機序解明にはさらなる研究が必須である。  958 
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⼩括 959 

 960 

 本章では、第 II 章で雌マウスに⻑期間感染が成⽴することが確認された T. 961 

equiperdum IVM-t2株を雄マウスに感染させ、感染雄マウスが持続的に貧⾎を呈するこ962 

とを明らかにした。また、感染雄マウスの雄性⽣殖器を組織学的に検索したところ、963 

媾疫罹患⾺で認められる特徴的な雄性⽣殖器病変の⼀つである精巣上体炎と組織学的964 

に類似する精巣上体炎が全ての感染マウスで認められた。さらに免疫組織学的な検討965 

を⾏い、⾍体はマウスの精巣上体間質に寄⽣していることを明らかにした。また感染966 

マウスでは、管腔内にも少数の⾍体が認められたこと、精巣上体管の上⽪細胞がアポ967 

トーシスに陥っていること、⾎液-精巣上体関⾨を構成する ZO-1 の発現低下または消968 

失が認められたこと、⼀部のマウスでは精⼦⾁芽腫が形成されていたことなど、精巣969 

上体-⾎液関⾨の破綻を⽰唆する複数の所⾒が認められた。精巣上体間質には、M1 マ970 

クロファージが多数浸潤し、M1 マクロファージが分泌する TNF-αに対する免疫染⾊971 

でも陽性像が多巣性からび漫性に認められた。 972 

⾃然界では T. equiperdum は性交によって伝播されることを考慮すると、マウスの精973 

巣上体間質に寄⽣する⾍体は⾎液-精巣上体関⾨を越えて管腔内に侵⼊する必要があ974 

る。本章で得られた結果より、その際にはトリパノソーマを攻撃するために浸潤して975 

きた M1 マクロファージから分泌される TNF-αの組織侵襲能を利⽤している可能性が976 

考えられた。 977 

 978 

 979 

  980 
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第 IV 章 981 

Trypanosoma equiperdum のマウス性交感染モデル確⽴に 982 

向けた予備的検討 983 

  984 
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緒⾔ 985 

 986 

トリパノソーマ属原⾍の中でも、T. equiperdum は伝播に媒介昆⾍を必要としない唯987 

⼀のトリパノソーマ原⾍であり、性交により伝播されることが特徴である (OIE, 2013; 988 

Ahmed et al., 2018)。T. equiperdum の伝播は、感染雌ウマから雄ウマよりも、感染雄ウ989 

マから雌ウマでより⾼頻度に起こるとされてるが、原⾍が⽣殖器から宿主の組織へと990 

侵⼊する機序は不明である (Gizaw et al., 2017)。 991 

本研究の第 II および III 章では、腹腔内投与で T. equiperdum を実験的に感染させた992 

マウスを病理組織学的に解析した。特に、第 III 章では、雄性⽣殖器に寄⽣する原⾍が993 

性交感染を成⽴させるために、組織の実質外に脱出する機序の⼀端について考察し994 

た。しかし、腹腔内投与で感染させたマウスは、原⾍が宿主に侵⼊する機序を実験病995 

理学的に解析するモデルとしては不⼗分である。原⾍が宿主の組織に侵⼊する機序を996 

明らかにするためには、T. equiperdum の⾃然界での感染経路と同様に、⽣殖器経由で997 

原⾍を感染させるマウスモデルの確⽴が望まれる。本章では、腹腔内投与で T. 998 

equiperdum に実験感染させた雄マウスを雌マウスと交配させ、原⾍がマウス間で伝播999 

されるか検討した。 1000 

 1001 

  1002 
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材料及び⽅法 1003 

 1004 

感染実験 1005 

6週齢の BALB/c 雄マウス 5匹および BALB/c 雌マウス 9匹（雌雄ともに1006 

BALB/cAJcl）を株式会社⽇本クレアから導⼊した。1週間の馴致期間の後、5匹の雄1007 

マウスに T. equiperdum IVM-t2株を 1 x 107 parasites/ml に調製した投与材料を 0.1 ml腹1008 

腔内に投与した。感染後 10 ⽇⽬まで第 II および III 章と同様の⼿技で末梢⾎原⾍数を1009 

評価し、感染後 10 ⽇⽬から 14 ⽇間、それぞれの雄マウスを無処置雌マウス 1匹と連1010 

続的に同居させた。同居解消後、雄マウスは第 II および III 章と同様の⼿法で安楽殺1011 

し、剖検を⾏い、雄性⽣殖器を採材した。雌マウスは、同居解消後 5 ⽇間毎⽇、末梢1012 

⾎原⾍数を評価し、その後同様の⼿法で安楽殺し、剖検を⾏い、雌性⽣殖器を採材し1013 

た。 1014 

また性交以外で原⾍が伝播される可能性を排除するため、感染雌マウスと無処置雌1015 

マウスの同居も、上述したスケジュールと合わせて⾏った。すなわち雌マウス 2匹に1016 

1x107 parasites/ml に調製した T. equiperdum IVM-t2株を 0.1 ml腹腔内に投与し、感染後1017 

10 ⽇⽬まで末梢⾎原⾍数を評価した。感染後 10 ⽇⽬から 14 ⽇間無処置雌マウスと同1018 

居させた。同居解消後、腹腔内投与で感染させた雌マウスは安楽殺し、無処置雌マウ1019 

スは末梢⾎原⾍数を同居解消後から 5 ⽇間毎⽇評価した後安楽殺し、雌性⽣殖器を採1020 

材した。 1021 

 1022 

組織学的解析 1023 

採材された雄性および雌性⽣殖器は、10%中性緩衝ホルマリンで固定後、常法に従1024 

いパラフィンに包埋、薄切され HE で染⾊し組織検査に供された。HE 染⾊切⽚を⽤い1025 

た組織検査に加え、組織中の原⾍を検出することを⽬的に、抗 T. equiperdum ウサギ⾎1026 
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清を⽤いた免疫染⾊も併せて実施した。なお、免疫染⾊の⼿技は第 I 章に記したもの1027 

と同様であり、ネガティブコントロールにはウサギ正常⾎清（Dako, Glostrup, 1028 

Denmark）を使⽤した。  1029 
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結果 1030 

 1031 

 腹腔内投与で感染させた雄マウス 5匹のうち、1匹が感染後 3 ⽇⽬より、4匹が感染1032 

後 5 ⽇⽬から、無処置雌マウスと同居を開始する感染後 10 ⽇⽬の測定まで、原⾍⾎症1033 

が継続的に認められた。感染雄マウスと無処置雌マウスの同居解消後、雌マウスの末1034 

梢⾎原⾍数を 5 ⽇間連続的に評価したが、いずれのマウスからも⾍体は検出されなか1035 

った。組織学的に、腹腔内投与で感染させた雄マウスでは、間質への炎症細胞浸潤を1036 

特徴とする精巣上体炎が全例で認められた（Figure 20a）。また、これらの精巣上体で1037 

は、第 III 章と同様に上⽪細胞にアポトーシス⼩体が散⾒された他、管腔内に脱落して1038 

いる円形細胞も観察された。腹腔内投与で感染させた雄マウスと同居させた雌マウス1039 

の膣および⼦宮では、いずれも著変は認められなかった（Figure 20b）。また、膣およ1040 

び⼦宮の実質や内腔においても免疫染⾊で⾍体は検出されなかった。剖検および組織1041 

検査では、いずれの雌マウスでも妊娠は確認されなかった。 1042 

 腹腔内投与で感染させた雌マウス、および無処置雌マウスの同居実験では、感染雌1043 

マウスで感染後 5 ⽇⽬から同居を開始させる 10 ⽇⽬まで継続的に原⾍⾎症が認められ1044 

た。腹腔内投与感染雌マウスと同居させた無処置雌マウスでは、同居解消後 5 ⽇間原1045 

⾍⾎症の有無を評価したが、いずれの測定⽇でも検出されなかった。組織学的に腹腔1046 

内投与感染マウスでは、第 II 章と同様に、固有層から筋層にかけてのび漫性の炎症細1047 

胞浸潤を特徴とする膣炎が認められた（Figure 20c）⼀⽅で、同居させた無処置雌マウ1048 

スの⼦宮および膣で著変は認められなかった（Figure 20d）。 1049 

 1050 

  1051 
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考察 1052 

 1053 

T. equiperdum をマウスに感染させる多くの先⾏研究は、原⾍の増幅を⽬的としてい1054 

たため、腹腔内投与で原⾍をマウスに感染させている (Hagos et al., 2010a; Perrone et 1055 

al., 2018; Gillingwater, 2019)。また本研究の第 II および III 章でも、マウスに感染を確実1056 

に成⽴させるために腹腔内投与で原⾍を感染させた。したがって、⾃然界と同様の T. 1057 

equiperdum の性交による伝播を、マウスを含めた実験動物で再現を試みた研究は⾏わ1058 

れていない。しかし、原⾍の宿主組織への侵⼊機序解明という部分に焦点を当てる1059 

と、性交により感染するマウスモデルを確⽴する意義は⼤きい。 1060 

マウスの発情周期は発情前期、発情期、発情後期、発情間期の 4段階に区分され、1061 

4-5 ⽇周期で繰り返される (Allen, 1922)。本章では、雌雄のマウスを 14 ⽇間連続的に1062 

同居させており、雌マウスは同居間に発情期を 2-3回迎えることが予想される。今1063 

回、いずれの雌雄のペアでも妊娠は確認されず、原⾍の伝播も確認されなかった。T. 1064 

equiperdum は⾃然界では性交によって伝播するが、原⾍が常に⽣殖器内腔に寄⽣して1065 

いるわけではなく、媾疫罹患⾺と性交を⾏えば常に原⾍が伝播されるわけではない 1066 

(Vulpiani et al., 2013; Gizaw et al., 2017)。また、T. equiperdum が媾疫罹患⾺の呈する⻑1067 

い臨床経過の中で、どの時期に⽣殖器内腔に侵⼊し、性交によって伝播されるかは不1068 

明である (Gizaw et al., 2017)。今回、感染後 10 ⽇⽬から 14 ⽇間、感染雄マウスを無処1069 

置雌マウスと同居させたが原⾍の伝播が成⽴しなかったことから、少なくともこの期1070 

間には雄マウスの⽣殖器内腔に⾍体が出現しなかった可能性がある。マウス間で T. 1071 

equiperdum の性交による伝播を成⽴させるためには、様々な感染ステージによる交配1072 

を試みていく必要があると考えられた。 1073 

雄マウスと雌マウスの連続同居にも関わらず交配が成⽴しない場合は、14 ⽇⽬がペ1074 

アの変更の⽬安とされている (Jimenez, 2014)。本章ではいずれのペアでも妊娠が成⽴1075 
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しなかったことを考慮すると、その原因は雄マウスおよび雌マウス間の相性による可1076 

能性は低く、雄マウスの⽣殖能⼒が低下している可能性が考えられた。精巣上体は、1077 

精巣で形成された精⼦が精巣上体管を通過する間に、受精能及び運動性を獲得する組1078 

織として重要である (Orgebin-Crist, 1967; Bedford, 1967)。精⼦は精巣上体管を通過する1079 

間に受精に備え、核や先体の形態、細胞内⼩器官の局在、および細胞膜の⽣化学的性1080 

状を変化させることが知られている (Cornwall, 2009)。これら精⼦の変化は主に精巣上1081 

体管を構成する上⽪細胞から分泌されるタンパク質や、間質の⾎管から供給される1082 

様々な分⼦によって制御されている。これら分⼦の制御において、上⽪細胞の中でも1083 

数が多く分泌能⼒の⾼い主細胞や、主細胞が形成する⾎液-精巣上体関⾨は重要な役割1084 

を担う (Turner et al., 2003; Dubé and Cyr, 2012)。第 III 章で T. equiperdum 実験感染雄マ1085 

ウスでは、精巣に著変はなく精⼦の形成も認められた⼀⽅で、精巣上体では上⽪細胞1086 

がアポトーシスに陥っていることが⽰され、⾎液-精巣上体関⾨の機能が低下している1087 

可能性が⽰唆された。本章でも、感染雄マウスでは、第 III 章の感染雄マウスで認めら1088 

れた精巣上体炎と同様の組織学的特徴を有する精巣上体炎が認められ、これら精巣上1089 

体の病変は、少なくとも剖検に供された時点では精⼦の成熟およびマウスの⽣殖能⼒1090 

に影響を及ぼす可能性がある。⼀⽅で媾疫罹患雄ウマでは、精巣上体炎が認められる1091 

ことが報告されているが (Yasine et al., 2019a)、精巣上体炎が繁殖能⼒に与える影響に1092 

ついては検討されていない。今後マウス間で T. equiperdum の性交による伝播を成⽴さ1093 

せるためには、精巣上体炎と雄マウスの繁殖能⼒との関連性の評価も必要であると考1094 

えられた。 1095 

  1096 
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⼩括 1097 

 1098 

腹腔内投与によって T. equiperdum を感染させた雄マウスを、無処置雌マウスと交配1099 

させるために 2週間同居させ、T. equiperdum の性交によるマウス間の伝播を試みた。1100 

しかし、同居解消後、雌マウスの末梢⾎から原⾍は検出されず、また膣および⼦宮に1101 

組織学的に炎症や原⾍は観察されなかった。またいずれの雌マウスでも妊娠は確認さ1102 

れなかった。⼀⽅で腹腔内投与で感染させた雄マウスでは、第 III 章と同様の精巣上体1103 

炎が認められた。今回、妊娠が成⽴しなかった理由として、精巣上体炎が精⼦の成熟1104 

に影響を及ぼし⽣殖能⼒を低下させた可能性が考えられた。 1105 

今回、感染後 10 ⽇⽬から 14 ⽇間と⾮常に限られた期間を交配期間として設定した1106 

が、少なくともこの期間には雄マウスの⽣殖器内腔に⾍体が出現しなかった可能性も1107 

考えられる。今後、T. equiperdum のマウス性交感染モデルを確⽴するためには、感染1108 

から交配までの期間を検討するなどさらなる試⾏が必要であるほか、T. equiperdum が1109 

雄マウスの⽣殖能に与える影響を解析していく必要がある。 1110 

 1111 

  1112 
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総合考察 1113 

 1114 

媾疫は、Trypanosoma equiperdum の感染により引き起こされるウマ科動物のトリパ1115 

ノソーマ症である。罹患⾺は、⽣殖器の浮腫や神経症状など多様な臨床症状を呈し、1116 

数カ⽉単位の慢性的な臨床経過の中で徐々に衰弱し、やがて罹患⾺の半数以上が死亡1117 

する (OIE, 2013; Gizaw et al., 2017; Ahmed et al., 2018)。媾疫の⾼い致死率や、罹患⾺の1118 

衰弱といったことから、蔓延国では家畜産業が⼤きな打撃を受けているにも関わら1119 

ず、適切な治療法が確⽴されていないのが現状である (OIE, 2013)。その背景に、媾疫1120 

罹患⾺が呈する様々な症状や⾁眼および組織病変の病理発⽣機序、さらに T. 1121 

equiperdum の寄⽣戦略について不明な点が多く残されていることが挙げられる。本研1122 

究では、まず媾疫罹患⾺が呈する症状のうち、ウマの家畜⽣産性や QOL（Quality of 1123 

Life）に最も影響を及ぼす神経症状に着⽬し、その病理発⽣機序解明を⽬的に第 I 章の1124 

研究を実施した。第 I 章で⾃然発⽣例の解析を進める中で、さらなる詳細な解析のた1125 

めには、これまで未確⽴であった媾疫罹患⾺が呈する症状や病変の⼀部を再現するマ1126 

ウスモデルの確⽴とそれを⽤いた解析が必須であると考え、第 II、III、および IV 章の1127 

研究を実施した。 1128 

第 I 章では、媾疫に罹患したと診断されたウマ 4例の末梢神経炎を解析したとこ1129 

ろ、臨床ステージ (Claes et al., 2005; Ahmed et al., 2018)に関わらず、また顔⾯⿇痺や後1130 

肢の⿇痺といった神経症状との関連に関わらず、浸潤する炎症細胞のサブタイプは同1131 

⼀で、T リンパ球では CD8陽性 T リンパ球が、マクロファージは CD204 と Arginase1132 

陽性の M2 マクロファージが主要なサブタイプであった。このうち特に M2 マクロフ1133 

ァージは⼀般的には、炎症の後期ステージにおいて優位なサブタイプとなる炎症細胞1134 

である (Martinez et al., 2006; Sica and Mantovani, 2012; Atri et al., 2018)。今回、臨床ステ1135 

ージ 1（初期ステージ）に分類されるウマの末梢神経や神経症状と関連しない末梢神1136 
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経でも M2 マクロファ―ジが優位であった。したがって、神経症状は臨床ステージ 21137 

から 3 の感染後期から末期ステージで認められる臨床症状であるが (Hagos et al., 1138 

2010b; Vulpiani et al., 2013; Ahmed et al., 2018)、末梢神経炎⾃体は感染後の⽐較的早い1139 

時期ですでに⽣じている可能性が考えられた。しかし、これら末梢神経炎の病理発⽣1140 

機序については明らかにできなかった。末梢神経炎をはじめとした媾疫罹患⾺で認め1141 

られる病変の病理発⽣機序を解明するためには、媾疫罹患⾺特有の病変を再現する実1142 

験動物モデルの確⽴とそれを⽤いたさらなる解析が必要と考えられた。 1143 

第 II 章では、T. equiperdum IVM-t2株に感染した BALB/c 雌マウスおよび⼀部の1144 

C57BL/6 雌マウスは、60 ⽇間にわたって増減を繰り返す原⾍⾎症を呈していたことか1145 

ら、この株は雌マウスに数カ⽉単位の⻑期間感染することのできる稀有な株であるこ1146 

とが明らかになった。これらの感染マウスを病理組織学的に解析したところ、第 I 章1147 

で着⽬した末梢神経では、末梢神経の周膜および周囲結合組織にリンパ球およびマク1148 

ロファージ主体の炎症細胞浸潤が認められ、周囲結合組織には多量の⾍体が検出され1149 

た。⼀⽅で、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経炎では、炎症細胞の浸潤は神経線維束1150 

間にまで及ぶなど (Pascucci et al., 2013; Mungun-Ochir et al., 2019; Yasine et al., 2019a)、1151 

炎症細胞の分布に相違があった。そのため、T. equiperdum IVM-t2株感染マウスで認め1152 

られた末梢神経病変は、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経炎とは異なる病理組織学的1153 

性状であった。罹患⾺の膣炎は、組織学的に粘膜固有層から筋層に⾄るまでの多巣性1154 

の炎症細胞浸潤が特徴である。これら組織からは T. equiperdum の DNA が検出されて1155 

いることから、⾍体は膣に寄⽣していることが疑われている (Yasine et al., 2019a; 1156 

Yasine et al., 2019b)。また、罹患⾺の⽪膚病変は、組織学的に真⽪における炎症細胞の1157 

浸潤と⾍体の寄⽣が特徴である (Scacchia et al., 2011; Pascucci et al., 2013)。T. 1158 

equiperdum IVM-t2株感染マウスでも、⾍体の寄⽣を伴う膣炎、真⽪および⽪下組織に1159 

⾍体の寄⽣を伴う⽪膚炎が認められ、これらの組織学的特徴は媾疫罹患⾺で認められ1160 
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るものと概ね⼀致していた。以上のことより、T. equiperdum IVM-t2株感染雌マウス1161 

は、媾疫罹患⾺が呈する臨床症状および組織病変の⼀部を再現できることから、媾疫1162 

の病態を解明していくための有⽤なツールになると考えられた。 1163 

第 III 章では、T. equiperdum IVM-t2株に感染した BALB/c 雄マウスおよび C57BL/61164 

雄マウスの雄性⽣殖器に着⽬し、感染マウスで認められる精巣上体炎の病理組織学的1165 

性状を明らかにした。媾疫罹患雄ウマでは、精巣上体炎や精巣炎が認められ、これら1166 

組織から T. equiperdum の DNA が検出されることが報告されているが、組織学的な研1167 

究は限られ、原⾍の寄⽣部位は不明であった (Yasine et al., 2019a)。今回、T. 1168 

equiperdum IVM-t2株感染雄マウスでは、精巣上体間質に⾍体が寄⽣していることが明1169 

らかになった。T. equiperdum は性交によって伝播される (OIE, 2013)ことを考えると、1170 

精巣上体間質に寄⽣する原⾍は精巣上体管腔内に侵⼊する必要がある。感染マウスの1171 

精巣上体では、精巣上体管の上⽪細胞がアポトーシスを起こしており、上⽪細胞間の1172 

タイトジャンクションを構成する主要タンパク質である ZO-1 (Fang et al., 2017; Sheng 1173 

et al., 2021)の免疫染⾊における陽性像が低下または消失していた。さらに、精⼦⾁芽1174 

腫の形成や管腔内に⾍体が検出されるなど、⾎液-精巣上体関⾨の破綻を⽰唆する所⾒1175 

が認められた。また、精巣上体間質に M1 マクロファージが多数浸潤しており、免疫1176 

染⾊にて M1 マクロファージが分泌する炎症性サイトカインの⼀種である TNF-α 1177 

(Martinez et al., 2006; Oakes, 2021)への陽性像が多巣性からび漫性に認められた。様々な1178 

疾患に関する先⾏研究では、TNF-αは上⽪細胞にアポトーシスを起こし間接的に ZO-11179 

発現を低下させ、タイトジャンクションの機能を減弱させることが報告されている 1180 

(Mazzon and Cuzzocrea, 2007; Lissner et al., 2015; Gill and Kakar, 2021; Ghafouri-Fard et al., 1181 

2021)。以上のことより、T. equiperdum IVM-t2株感染マウスの精巣上体でも TNF-αに1182 

よりタイトジャンクション機能の減弱または消失が起きていると考えられた。すなわ1183 

ち、間質にいる原⾍は、⾃⾝を攻撃するために浸潤してきた M1 マクロファージが分1184 
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泌する TNF-αの組織侵襲能を利⽤して、⾎液-精巣上体関⾨を破綻させて精巣上体管1185 

腔内に侵⼊していく可能性が考えられた。 1186 

今回、第 II 章では雌マウス、第 III 章では雄マウスを⽤いた感染実験を⾏ったが、1187 

雌雄ともに BALB/c マウスの⽅が C57BL/6 マウスに⽐べて⾼い⽣存率を⽰した。T. 1188 

equiperdum以外のトリパノソーマ属原⾍のマウスを⽤いた感染実験では、感染マウス1189 

の死因として全⾝性の炎症反応症候群 (Shi et al., 2003; Magez et al., 2004; Shi et al., 1190 

2006)、貧⾎、腎不全 (Menezes et al., 2004)、または原⾍の脳への浸潤による脳障害が1191 

挙げられている (Antoine-Moussiaux et al., 2008)。T. equiperdum IVM-t2株感染雌マウス1192 

および雄マウス共に、腎臓に腎不全を⽰唆する組織学的な変化はなく、脳にも原⾍の1193 

浸潤は認められなかった。⼀⽅で第 II 章では感染雌マウスの脾臓で髄外造⾎が認めら1194 

れ、第 III 章では両系統の感染群で低ヘマトクリット値が検出され、特に C57BL/6 マ1195 

ウスでその値は低値を⽰した。したがって T. equiperdum IVM-t2株感染 C57BL/6 雌マ1196 

ウスおよび雄マウスの死亡原因として、貧⾎が考えられた。 1197 

第 IV 章では、T. equiperdum の性交による伝播をマウスで再現することを試みた。性1198 

交による伝播は T. equiperdum の特性の⼀つであるが (OIE, 2013; Ahmed et al., 2018)、1199 

感染雄マウスから雌マウスへ原⾍の伝播は確認されなかった。媾疫罹患雄ウマでも、1200 

⾍体が精液中に出現する時期については明らかにされておらず (Gizaw et al., 2017)、マ1201 

ウスで性交による原⾍の伝播を再現するためには、感染から交配までの期間を検討す1202 

るなどさらなる試⾏が必要と考えられた。したがって、現状では T. equiperdum の性交1203 

感染を再現するマウスモデルはなく、腹腔内投与で感染させたマウスが、今後の実験1204 

病理学的研究には有効であると考えられた。 1205 

 本研究により、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経炎は、臨床初期ステージですでに1206 

慢性炎症の性質を有することが明らかになったものの、本病変についてはマウスでも1207 

再現することができず、病理発⽣機序の解明にはさらなる⾃然発⽣例の解析を進める1208 
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必要がある。また、T. equiperdum IVM-t2株を腹腔内投与で感染させたマウスは、媾疫1209 

罹患⾺が呈する臨床症状、雌雄の⽣殖器病変の⼀部、および⽪膚病変を再現すること1210 

が可能であり、今後の T. equiperdum の寄⽣戦略や媾疫の病態を解明するにあたっての1211 

有⽤な研究ツールになると考えられた。  1212 
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結論 1213 

 1214 

 第 I 章では、媾疫罹患⾺で認められる末梢神経炎について、末梢神経に浸潤する炎1215 

症細胞の詳細なサブタイプを免疫組織学的に解析し、末梢神経炎の病理発⽣機序を明1216 

らかにすることを⽬的とした研究を実施した。浸潤する炎症細胞の主要なフェノタイ1217 

プであったマクロファージに着⽬し、さらに詳細に区分したところ、M2 マクロファー1218 

ジが主体であることが明らかになった。この免疫組織学的性状は、臨床的なステージ1219 

分類であるステージ 1 から 3 の罹患⾺の神経で⼀貫して同⼀であり、神経症状と関連1220 

する神経および関連しない神経間での⽐較でも同⼀であった。M1 マクロファージと⽐1221 

較して M2 マクロファージが優位な炎症は、慢性炎症を⽰唆するものである。媾疫の1222 

神経症状は、臨床ステージ後期から末期で認められる症状だが、末梢神経炎は初期ス1223 

テージですでに慢性炎症の性質を帯びており、神経炎は感染の早い段階ですでに⽣じ1224 

ている可能性が考えられた。ただし、末梢神経炎の病理発⽣機序については不明のま1225 

まであり、マウスモデルの確⽴とそれを⽤いた実験病理学的解析の必要性を痛感し、1226 

第 II 章以降の契機となった。 1227 

 第 II 章の当初の⽬的は、媾疫の末梢神経炎の病理発⽣機序を解明するために、マウ1228 

スでその病変を再現し解析を進めることであった。残念ながら末梢神経病変の再現に1229 

は⾄らなかった。しかし、マウスに感染が成⽴する株の存在⾃体が稀な T. equiperdum1230 

の性質がある中、IVM-t2株はマウスに最低 60 ⽇間感染することのできる貴重な株で1231 

あることを明らかにした。第 II 章では、ハンドリングや飼育の容易さ、および感染を1232 

確実に成⽴させるために、雌マウスに腹腔内投与で感染させ、感染マウスの全⾝組織1233 

を病理組織学的に解析した。その結果、媾疫罹患⾺で認められる⽣殖器病変および⽪1234 

膚病変と組織学的特徴を同じくする組織病変が、感染マウスの膣および⽪膚で認めら1235 

れた。以上のことより、T. equiperdum IVM-t2株感染雌マウスは、媾疫罹患⾺が呈する1236 
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数カ⽉単位の慢性的な臨床経過、および特徴的な組織病変の⼀部を再現できる貴重な1237 

系であることが⽰された。 1238 

 第 III 章では、T. equiperdum IVM-t2株を雄マウスに感染させ、特に雄性⽣殖器に着1239 

⽬し、媾疫罹患雄ウマが呈する⽣殖器病変の再現性および、特徴的な臨床症状の⼀つ1240 

である貧⾎の再現性を検討した。その結果、実験期間を通してマウスは貧⾎を呈して1241 

いることが明らかになった。また、媾疫罹患雄ウマで認められる精巣上体炎と組織学1242 

的特徴を同⼀とする精巣上体炎が感染マウスでも認められ、罹患⾺では明らかにされ1243 

てこなかった原⾍の寄⽣部位を精巣上体の間質と特定した。さらに、間質に寄⽣する1244 

原⾍が、他個体に伝播されるためには精巣上体管腔内に侵⼊する必要があるが、その1245 

際に原⾍を攻撃するために浸潤してきた M1 マクロファージ由来のサイトカイン TNF-1246 

αのアポトーシス誘導などの組織侵襲能を利⽤している可能性が⽰唆された。 1247 

 第 IV 章では、T. equiperdum の性交による伝播をマウスで再現することを試みた。し1248 

かし、雄マウスから雌マウスへ原⾍の伝播は成⽴しなかったことから、現状では T. 1249 

equiperdum をマウスに感染させるためには、腹腔内投与によって感染させる⼿法が有1250 

効であると考えられた。 1251 

 本研究は、T. equiperdum ⾃然感染⾺および実験感染マウスの解析を通して、媾疫の1252 

病態および T. equiperdum の寄⽣戦略の解明を試みたものである。これら解析を通し1253 

て、末梢神経炎の病態の⼀部が解明されたとともに、これまで未確⽴であった症状や1254 

病変の⼀部を再現できるマウスモデルを確⽴し、それら感染マウスの解析を通して T. 1255 

equiperdum の寄⽣および伝播戦略について新たな仮説を提唱した。ただし、依然とし1256 

て媾疫の病態および T. equiperdum の寄⽣戦略については不明な点も多く、今後も⾃然1257 

発⽣例の解析、そして本研究で確⽴されたマウスモデルを⽤いた実験病理学的な解析1258 

を並⾏して⾏っていく必要があると考えられた。  1259 
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Abstract 1598 

 1599 

Dourine is a protozoan disease in equids caused by infection with Trypanosoma 1600 

equiperdum. T. equiperdum is transmitted by coitus, and affected horses manifest various 1601 

clinical signs during the long-term clinical course of 1-2 months to several years. Since the 1602 

mortality of affected horses is more than 50%, dourine causes significant economic damage to 1603 

horse industry in developing countries. However, there is lack of studies aimed to elucidate the 1604 

parasite strategies of T. equiperdum and the pathogenesis of various clinical signs and lesions 1605 

observed in dourine affected horses. Therefore, the pathogenesis of dourine remains largely 1606 

unknown. In human sleeping sickness caused by T. brucei rhodesiense and T. b. gambiense, 1607 

pathological and parasitological studies of spontaneous cases and various multi-faceted murine 1608 

infection models have been contributed to elucidate the pathogenesis of human sleeping 1609 

sickness. The objective of the present studies was to elucidate the pathogenesis of dourine and 1610 

the parasitic strategy of T. equiperdum, which remains largely unknown. In chapter I, I 1611 

conducted immunohistochemical study of peripheral neuritis observed in dourine affected 1612 

horses. In chapter II and III, I have established mouse infection models that reproduce some of 1613 

the clinical signs and histological lesions observed in dourine affected horses. In chapter IV, I 1614 

attempted to reproduce the sexual transmission of T. equiperdum in mice. 1615 

In chapter I, I focused on neurological signs of dourine, which observed in late to terminal 1616 

stage of infection. Previous studies suggested that the neurological signs were probably 1617 

attributed to the peripheral neuritis, however, the precise pathogenesis of the neuritis remains 1618 

unclear. In this chapter, I identified the types of inflammatory cells infiltrating systemic 1619 

peripheral neuritis observed in 4 dourine affected horses by immunohistochemistry, and 1620 

compared those immunohistochemical natures between clinical stages of the affected horses 1621 
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(early, late, or terminal stage). As results, the infiltrating inflammatory cells were T 1622 

lymphocytes, B lymphocytes, and macrophages, regardless of the clinical stage. Among T 1623 

lymphocytes, CD8+ T lymphocytes were more predominant than CD4+ T lymphocytes. In 1624 

macrophages, M2 macrophages were more predominant subtype than M1 macrophages. Those 1625 

results indicated that the neuritis have natures of chronic inflammation. Also, those features 1626 

were identical in all affected horses classified into early, late, or terminal stage. Therefore, while 1627 

the neurological signs of dourine are clinically recognized in the late or terminal stage, 1628 

peripheral neuritis may have already occurred in the acute stage of infection. 1629 

In chapter II, I have attempted to establish a mouse infection model that reproduces 1630 

clinical signs and lesions including peripheral neuritis observed in dourine affected horses. 1631 

Since mice are not susceptible to almost all T. equiperdum strains, mouse infection model of 1632 

dourine has not been established. I infected female mice with T. equiperdum IVM-t2 strain, 1633 

which is a newly isolated from dourine affected stallion in Mongolia, by intraperitoneal 1634 

administration, and examined systemic organs of infected mice histopathologically. As results, 1635 

infected mice developed periodic parasitemia during the experimental period (60 days). In those 1636 

infected mice, peripheral neuritis similar to that found in affected horses were not observed. 1637 

However, vaginitis and dermatitis with histological features similar to those found in affected 1638 

horses were observed. Based on those findings, female mice infected with T. equiperdum IVM-1639 

t2 strain may be a valuable experimental model for future pathological and parasitological 1640 

research. 1641 

In Chapter III, I focused on male genital lesions in mice infected with T. equiperdum 1642 

IVM-t2 strain intraperitoneally, and examined the reproductive organs of infected male mice 1643 

histopathologically. Also, since anemia is one of the characteristic clinical signs of dourine, I 1644 

also examined the hematocrit value of infected mice. As results, infected mice were persistently 1645 
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anemic throughout the experimental period (38 days). Histopathologically, epididymitis with 1646 

histological features similar to those in dourine affected stallions were observed in infected 1647 

mice. Many trypanosomes were detected in the epididymal interstitium, and few were detected 1648 

within the lumen of epididymal ducts. A large number of M1 and M2 macrophages infiltrated 1649 

into the interstitium, and positive reactions for TNF-α, which is cytokine from M1 1650 

macrophages, was detected multifocally by immunofluorescence in those foci. Also, the 1651 

apoptotic epithelial cells were increased in number. The aggregation of apoptotic epithelial cells 1652 

was frequently associated with the loss of stainability for ZO-1, a major protein that forms tight 1653 

junctions between epididymal epithelial cells. Also, the formation of sperm granuloma was 1654 

observed in some infected mice. Trypanosomes in the epididymal interstitium is needed to 1655 

invade the lumen for sexual transmission. The present results suggest that trypanosomes in the 1656 

interstitium induce the infiltration of macrophages that secrete TNF-α, and may impair the tight 1657 

junctions of epididymal ducts by using the function of TNF-α, which induce apoptosis. 1658 

In chapter IV, to reproduce the sexual transmission of T. equiperdum between equids, I 1659 

attempted sexual transmission of trypanosomes from male mice to female mice. Unfortunately, 1660 

sexual transmission of the parasite between mice was not established. Thus, at this time, 1661 

intraperitoneal administration is the most effective method to infect mice with T. equiperdum. 1662 

In conclusion, the present study revealed the part of the pathogenesis of peripheral neuritis 1663 

observed in dourine affected horses by immunohistochemical investigations of spontaneous cases. 1664 

Also, we established a mouse infection model that can reproduce some of the clinical signs and 1665 

histological lesions observed in dourine affected horses. Additionally, histopathological 1666 

examinations of epididymitis in infected male mice revealed new insights of the parasitic and 1667 

transmission strategies of T. equiperdum. 1668 

  1669 
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図表 1670 

  1671 



 86 

Table 1. Antibodies used to investigate the perineuritis in dourine-affected horses 1672 

 1673 

Antibody Species Manufacturer Clone Dilution Antigen retrieval 

CD3 Mouse Dako, Glostrup, Denmark F7.2.38 1:100 Microwave a 

CD4 Mouse Washington State University, Pullman, WA, USA HB61A 1:100 Immunosaver b 

CD8 Mouse Washington State University, Pullman, WA, USA ETC142BA1 1:100 Immunosaver 

CD20 Rabbit Thermo Fisher, Waltham, MA, USA - 1:400 Immunosaver 

Granzyme B Rabbit Spring Biosciences, Pleasanton, CA, USA - 1:400 Microwave 

Iba1 Rabbt Wako, Osaka, Japan - 1:500 Microwave 

iNOS Mouse R&D systems, Minneapolis, MN, USA 2D2-B2 1:100 Microwave 

Arginase Rabbit LSBio, Seattle, WA, USA Polyclonal 1:400 Microwave 

CD204 Mouse Trans Genic, Kumamoto, Japan SRA-E5 1:100 Microwave 

 1674 

a: Sodium citrate buffer pH6.0 in microwave at 97℃ for 15 min 1675 

b: Immunosaver (Nisshin EM, Tokyo, Japan) diluted solution (1:200) at 98℃ for 45 min 1676 

  1677 
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Table 2. Immunohistochemical positive rates of lymphocytes and macrophages 1678 

 1679 

  Case 1   Case 2   Case 3   Case 4 

  
Facial 
nerve 

Median 
nerve 

  
Facial 
nerve 

Trigeminal 
nerve 

Sciatic 
nerve 

  
Facial 
nerve 

  
Facial 
nerve 

Sciatic 
nerve 

Association with neurological 
signs a 

- -  + + -  +  + + 

Positive rates in each marker b            

CD3 + +  + ++ ++  ++  ± ± 

CD4 - ±  ± - +  ±  - - 

CD8 + +  + ++ ++  ++  - - 
CD20 + +  + ++ ++  ++  ± ± 

Granzyme B ± -  - - ±  ±  - - 

Iba1 ++ +  ++ ++ ++  ++  ± + 
iNOS - -  - - ±  ±  - - 

Arginase + +  ++ ++ +  ++  + + 

CD204 ± ±  + ± +  +  ± ± 

 1680 

a: +; the nerve is associated with neurological sign, -; not associated with neurological sign 1681 

b: ++; positive cells are more than 20%; ++, 5-20%; +, ±; less than 5%, -; no positive cells  1682 
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Table 3. Degree of inflammation in BALB/c mice and C57BL/6 mice infected by intraperitoneal administration 1683 

 1684 

  Infected BALB/c   Infected C57BL/6 

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

Liver 3/6 3/6 0/6 0/6  1/6 2/6 2/6 1/6 

Spleen 0/6 0/6 0/6 0/6  0/6 0/6 0/6 0/6 

Kidney (interstitium) 2/6 4/6 0/6 0/6  4/6 2/6 0/6 0/6 

Kidney (renal pelvis) 3/6 3/6 0/6 0/6  4/6 1/6 1/6 0/6 

Heart (epicardium) 2/6 4/6 0/6 0/6  4/6 2/6 0/6 0/6 

Heart (endocardium) 0/6 0/6 0/6 0/6  5/6 1/6 0/6 0/6 

Lung 2/6 4/6 0/6 0/6  3/6 2/6 1/6 0/6 

Intestine 0/6 0/6 0/6 0/6  0/6 0/6 0/6 0/6 

Uterus 0/6 0/6 0/6 0/6  0/6 0/6 0/6 0/6 

Vagina 0/6 3/6 2/6 1/6  0/6 2/6 2/6 2/6 

Brain 0/6 0/6 0/6 0/6  0/6 0/6 0/6 0/6 

Spinal cord 0/6 0/6 0/6 0/6  0/6 0/6 0/6 0/6 

Sciatic nerve 0/6 1/6 4/6 1/6  1/6 0/6 2/6 3/6 

Skin  3/5 0/5 2/5 0/5  1/3 0/3 0/3 2/3 

 1685 

-; no inflammation, +; mild and focal inflammation, ++; moderate inflammation, +++; severe and diffuse inflammation 1686 
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Table 4. Antibodies used to investigate the nature of epididymitis in infected mice 1687 

 1688 

Antibody Species Manufacturer Clone Dilution Antigen retrieval 

CD3 Rabbit Abcam, Cambridge, UK SP7 1:400 Microwave a 

PAX5 Rabbit Thermo Fisher, Rockford, IL, USA - 1:600 Immunosaver b 

Iba1 Rabbit Wako, Osaka, Japan - 1:500 Microwave 
FOXP3 Rat eBioscience, San Diego, CA, USA FJK-16s 1:200 Microwave 

iNOS Mouse R&D systems, Minneapolis, MN, USA 2D2-B2 1:200 Target Retrieval Solution c 

CD204 Mouse Trans Genic, Kumamoto, Japan SRA-E5 1:100 Microwave 

TNF-α Rabbit Bioss, Boston, MA, USA - 1:400 Immunosaver 

Laminin Rabbit Abcam - 1:200 Proteinase K d 

ZO-1 Rabbit Thermo Fisher - 1:150 Microwave 

Caspase-3 Rabbit Abcam - 1:500 Microwave 

Cytokeratin 19 Rabbit Abcam - 1:100 Immunosaver 

 1689 

a: Sodium citrate buffer pH6.0 in microwave at 97℃ for 15 min 1690 

b: Immunosaver (Nisshin EM, Tokyo, Japan) diluted solution (1:200) at 98℃ for 45 min 1691 

c: Target Retrieval Solution (10x) (Dako, Glostrup, Denmark) at 121℃ in pressure cooker for 5 min 1692 

d: 0.02% proteinase K at 37℃ for 30 min  1693 
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Table 5. Semi-quantitative analysis of immunohistochemistry in the epididymitis 1694 

 1695 

  BALB/c mice 12154.467 ± 1998.004 μm2   

iNOS a C57BL/6 mice (early stage) 5509.867 ± 654.062 μm2 0.10<p 
 C57BL/6 mice (late stage) 7325.1954 ± 1699.198 μm2  

    

 BALB/c mice 0.4325  

iNOS/Iba1 b C57BL/6 mice (early stage) 0.2502 0.10<p 
 C57BL/6 mice (late stage) 0.3781  

    

 BALB/c mice 16055.532 ± 2716.662 μm2  

TNF-α c C57BL/6 mice (early stage) 5532.467 ± 1449.591 μm2 0.10<p 
 C57BL/6 mice (late stage) 8470.888 ± 1657.867 μm2  

    

 BALB/c mice 10.022 ± 0.578  

Caspase-3 d  C57BL/6 mice (early stage) 11.667 ± 0.976 0.10<p 

  C57BL/6 mice (late stage) 11.222 ± 1.378   

 1696 

a: The area of positive reactions for immunohistochemistry for iNOS 1697 

b: The ratio of immunohistochemical positive area for iNOS and that for Iba1 1698 

c: The area of positive reactions for immunofluorescence for TNF-α 1699 

d: The number of caspase-3 positive epithelial cells of epididymal ducts  1700 
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 1701 

 1702 

Figure 1. Peripheral nerves in dourine-affected horses at various clinical stages. (a, b) 1703 

Longitudinal and transverse sections of median nerve, which is not associated with neurological 1704 

sign, of Case 1 (classified as clinical stage 1). Inflammatory cells mildly infiltrate perineurium 1705 

and between nerve bundles. Hematoxylin and eosin (HE) stain. (c, d) Longitudinal and 1706 

transverse sections of sciatic nerve, which is not associated with neurological signs, of Case 2 1707 
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(classified as clinical stage 2). Inflammatory cells infiltrate perineurium, endoneurium and 1708 

between nerve bundles. HE stain. (e) Longitudinal section of facial nerve related with facial 1709 

paralysis of Case 3 (classified as clinical stage 2). In addition to inflammatory cells infiltration, 1710 

axonal degeneration is also observed. HE stain. (f) Transverse section of sciatic nerve related 1711 

with paralysis of hind limbs of Case 4 (classified as clinical stage 3). Edema is observed 1712 

between nerve fibers. HE stain.  1713 
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 1714 

 1715 

Figure 2. Trigeminal nerve of Case 2. The subtypes of Inflammatory cells infiltrating in the 1716 

nerve are CD3 positive T lymphocytes (a), CD20 positive B lymphocytes (b), and Iba1 positive 1717 

macrophages (c). Immunohistochemistry (IHC) for CD3 (a), CD20 (b), and Iba1 (c).   1718 
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 1719 

 1720 

Figure 3. Facial nerve of Case 2. In macrophages, iNOS positive macrophages are rare (a), and 1721 

the majority of macrophages are positively stained with arginase (b). In T lymphocytes, CD8 1722 

positive T lymphocytes (d) are more common than CD4 positive T lymphocytes (c). IHC for 1723 

iNOS (a), arginase (b), CD4 (c), and CD8 (d).  1724 
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 1725 

 1726 

Figure 4. The transition of body weight of female BALB/c mice and C57BL/6 mice of infected 1727 

group (IG) and control group (CG) (mean value ± standard deviation). In BALB/c mice, all 1728 

mice of IG and CG does not present weight loss during the experimental period. In contrast, 3 1729 

C57BL/6 mice in IG that died or were euthanized by 12 days of post infection (dpi) present 1730 

severe weight loss. Other C57BL/6 mice in IG and CG dose not present significant weight loss 1731 

by 60 dpi.  1732 
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 1733 

 1734 

Figure 5. The transition of parasitemia level of female BALB/c mice and C57BL/6 mice of IG 1735 

(mean value ± standard deviation, limit of detection is 1 x 104 parasites/ml). Periodic 1736 

parasitemia is observed in both mouse strains.  1737 
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 1738 

 1739 

Figure 6. Histopathological lesions of female mice in IG. (a) Sciatic nerve of a BALB/c mouse 1740 

in IG. Inflammatory cells are observed in the perineurium and surrounding connective tissue. 1741 

HE stain. (b) Vagina of a C57BL/6 mouse in IG. Diffuse inflammation is observed in the lamina 1742 

propriaa. HE stain. (c) Vagina of a C57BL/6 mouse in IG. The majority of inflammatory cells in 1743 

the vagina are positively stained with Iba1, and are determined as macrophages. IHC for Iba1. 1744 
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(d) Skin of a C57BL/6 mouse in IG. Macrophages and lymphocytes infiltrate the dermis and 1745 

subcutaneous tissue. Edema is also observed. The adnexal glands and hair follicles are 1746 

decreased in number. HE stain. (e) Liver of a C57BL/6 mouse in IG. There are aggregations of 1747 

lymphocytes with multifocal necrosis of hepatocytes. HE stain. (f) Spleen of a BALB/c mouse 1748 

in IG. Extramedullary hematopoiesis is observed. HE stain.  1749 
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 1750 

 1751 

Figure 7. Trypanosoma equiperdum in the tissue of female BALB/c mice and C57BL/6 mice in 1752 

IG. (a) Sciatic nerve of a C57BL/6 mouse in IG. Positive reactions are detected in the 1753 

perineurium and surrounding connective tissue. Immunofluorescence (IF) for T. equiperdum. 1754 

(b) Vagina of a C57BL/6 mouse in IG. In the lamina propria, positive reactions are observed. IF 1755 

for T. equiperdum. (c) Skin of a C57BL/6 mouse in IG. A large number of trypanosomes are 1756 
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detected in the subcutaneous tissue. Those trypanosomes have a spindle-shaped body with 1757 

streamlined and tapered shape. HE stain. (d) Skin of a C57BL/6 mouse in IG. Trypanosomes in 1758 

the subcutaneous tissue are positively stained with anti-T. equiperdum antibody. IHC for T. 1759 

equiperdum. (e) Skin of a C57BL/6 mouse in IG. Positive reactions are also detected in dermis. 1760 

IHC for T. equiperdum. (f) Smear of peripheral blood of a BALB/c mouse in IG. Trypanosomes 1761 

in peripheral blood have body form similar to those observed in subcutaneous tissue. Diff-Quick 1762 

stain.  1763 
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 1764 

 1765 

Figure 8. The transition of body weight of male BALB/c mice and C57BL/6 mice of IG and 1766 

CG (mean value ± standard deviation). In both mouse strains, there is no obvious difference 1767 

in the rate of increase in body weight between IG and CG.  1768 
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 1769 

 1770 

Figure 9. The transition of parasitemia level of male BALB/c mice and C57BL/6 mice of IG 1771 

(mean value ± standard deviation, limit of detection is 1 x 104 parasites/ml). The first peak in 1772 

parasitemia is detected at 8 dpi in both mouse strains, followed by periodic parasitemia for 30 1773 

days.  1774 
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 1775 

 1776 

Figure 10. The transition of hematocrit value of male BALB/c mice and C57BL/6 mice of IG 1777 

and CG (mean value ± standard deviation). In both mouse strains, hematocrit values in IG are 1778 

persistently lower than those in CG (*p<0.05 and **p<0.01). Also, the differences are more 1779 

apparent in C57BL/6 mice than in BALB/c mice.   1780 
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 1781 

 1782 

Figure 11. Epididymis of BALB/c mice in CG (a, c, e) and IG (b, d, f). In a CG mouse, there 1783 

are no significant lesions in epididymal head (a), body (c), and tail (e). In an IG mouse, 1784 

inflammatory cells infiltrate in the epididymal interstitium, and the area of interstitium is 1785 

enlarged. The epididymitis is observed diffusely in epididymal head (b), body (d), and tail (f). 1786 

HE stain.   1787 
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 1788 

 1789 

Figure 12. Epididymis of C57BL/6 mice in IG. (a) In addition to interstitimal inflammation, the 1790 

formation of sperm granuloma is observed. HE stain. (b) Focally, some epithelial cells of 1791 

epididymal ducts have pyknotic nuclei and deeply eosinophilic, condensed cytoplasm. HE stain. 1792 

(c) Round cells with aggregated chromatin and condensed cytoplasm are detected in the lumen 1793 

of epididymal ducts. HE stain.  1794 



 106 

 1795 

 1796 

Figure 13. Epididymis of C57BL/6 mice in IG. (a) Many trypanosomes are detected in the 1797 

epididymal interstitium. No trypanosomes are observed within the blood vessels of the 1798 

interstitium. IHC for T. equiperdum. (b) Trypanosomes in the epididymal interstitium have 1799 

spindle-shaped body with a streamlined and tapered shape. IHC for T. equiperdum. (c) In 1800 
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addition to diffuse positive reaction (green) in the interstitium, weak and focal positive reactions 1801 

are also detected within the lumen (arrow). IF for T. equiperdum.  1802 
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 1803 

 1804 

Figure 14. Epididymis of BALB/c mice in IG. While there are few CD3 (a), PAX5 (b), or 1805 

FOXP3 (c) positive cells, inflammatory cells are strongly and diffusely stained with Iba1 (d). 1806 

IHC for CD3 (a), PAX5 (b), FOXP3 (c) and Iba1 (d).    1807 
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 1808 

 1809 

Figure 15. Semi-quantitative evaluation of IHC for Iba1 in epididymis. The 1810 

immunohistochemical positive area for Iba1 of IG mice is significantly larger than those of CG 1811 

mice in both mouse strains (*p<0.05). Among the IG of C57BL/6 mice, there is no significant 1812 

difference between early and late stage.   1813 
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 1814 

 1815 

Figure 16. Epididymis of BALB/c mice (a, b) and C57BL/6 mice (c-f) in IG. (a, b) Both iNOS 1816 

positive macrophages (a) and CD204 positive macrophages (b) infiltrate in the interstitium. IHC 1817 

for iNOS (a) and CD204 (b). (c-e) The sperm granuloma is surrounded by Iba1 positive 1818 

macrophages (c). Those macrophages are negative for iNOS (d), but positively stained with 1819 
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CD204 (e). IHC for Iba1 (c), iNOS (d), and CD204 (e). (f) The positive reactions for TNF-α 1820 

(red) are multifocally detected in the interstitium. IF for TNF-α.  1821 
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 1822 

 1823 

Figure 17. Epididymis of BALB/c mice in CG (a) and IG (b). The basement membrane of 1824 

epididymal ducts in a CG mouse is clearly detected as a single membrane-like structure (a), 1825 

while those in an IG mouse is indistinct and blurry (b). IF for laminin.  1826 
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 1827 

 1828 

Figure 18. Epididymis of C57BL/6 mice in CG and IG. (a) Caspase-3 positive cells are not 1829 

detected in the epididymis of a CG mouse. IHC for caspase-3. (b, c) In the epididymis of an IG 1830 

mouse, caspase-3 positive epithelial cells are detected multifocally (b). Also, caspase-3 positive 1831 

cells are observed within the lumen of epididymal duct (c). IHC for caspase-3. (d) The round 1832 

cells positively stained with caspase-3 are also stained with cytokeratin 19. The positive 1833 
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reactions of cytokeratin 19 are also detected in normal epithelial cell cytoplasm. IHC for 1834 

cytokeratin 19. (e-f) Positive reactions are not observed in the epididymis of a CG mouse (e), on 1835 

the other hand, those are multifocally detected in epithelial cells, round cells within the lumen, 1836 

and stromal inflammatory cells in an IG mouse (f). Apoptosis in situ Detection Kit Wako.   1837 
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 1838 

 1839 

Figure 19. Epididymis of C57BL/6 mice in CG (a) and IG (b, c). (a) Positive reactions for ZO-1 1840 

(purple) are detected at the cell membrane on the luminal side of epididymal epithelial cells, 1841 

which cover the luminal surface of the ducts like a single membrane. IHC for ZO-1. (b) ZO-1 1842 

positive reactions (purple) frequently disappear in the areas of aggregation of caspase-3 positive 1843 

cells (brown). Double IHC for ZO-1 and caspase-3. (c) Focally, positive reactions for ZO-1 are 1844 
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disappeared without the cluster of caspase-3 positive cells (arrows). Double IHC for ZO-1 and 1845 

caspase-3. 1846 

  1847 
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 1848 

 1849 

Figure 20. (a) Epididymis of a male BALB/c mouse infected with T. equiperdum by 1850 

intraperitoneal administration. Inflammatory cells diffusely infiltrate into the epididymal 1851 

interstitium. HE stain. (b) Vagina of a female BALB/c mouse kept in the same cage with an 1852 

infected male mouse. No significant changes are observed. HE stain. (c) Vagina of a female 1853 

BALB/c mouse infected with T. equiperdum by intraperitoneal administration. Diffuse 1854 

inflammation is observed in lamina propria and tunica muscularis. HE stain. (d) Vagina of a 1855 

female BALB/c mouse kept in the same cage with an infected female mouse. There are no 1856 

histological lesions. HE stain. 1857 


