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ABSTRACT

ImmunohistochemicalLocalizationofClonorchissinensis

AntigensaccordingtoInfectionandTreatment

Park,Jin-Young

Advisor:Prof.Kim,Suk-Il,M.D.,Ph.D.

DepartmentofMedicine

GraduateSchoolofChosunUniversity

ToinvestigatethelocalizationofClonorchissinensisantigensinadult

worm ofC.sinensis,according toinfectionandpost-treatment,the

immunohistochemicalstainingwasadoptedintheadultworm tissueof

27weeksoldC.sinensis.Theimmunohistochemicalstainingwasused

bythekitofVectororbythislaboratorymethod.Thefiverabbits

infected with 150 or 450 C.sinensis metacercariae which were

collectedfrom thefresh-waterfish,Pseudorasboraparvacaughtatthe

Nak-dong river.Theinfection(I)and post-treatment(T)sera were

collectedatI2days(D),I12weeks(W),I37W,T6month(M),T12M,and

T13M. The intensity of the immunohistochemical staining was

determinedby 5stepsin eachorgan.In infection,theintensity of

staining of the intestine and intestinalcontents were the most

strongest(+++),thatoftheparenchyma,tegument,andeggswerethe

nextstrongest(++).Theotherorganssuchastestes,suckers,seminal

receptacle,andvitellineglands,andovarywerepositive(+)orweakly

positive (±). The staining intensities in infection period were

maintainedfrom I2D toI37W.Inpost-treatmentperiod,theintensities

wereslowlydown-gradedfrom T6M andconvertednegativeatT12M

orT13M.Inthereactionwithmonoclonalantibodies,theparenchyma

appearedpositivewithC.sinensis-specificmonoclonalantibody.Inthe

stainingwithhumansera,theoutersurfaceofthetegumentshowed
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positivewithC.sinensis-positivepatientserum.Inthiscontext,the

causeofintestineanditscontentsshowedtobethestrongeststaining

was mightly mixed with specific and non-specific IgG reactions.

Although in infection period,from early 2 days,thestaining was

positive,butinpost-treatmentperiod,atT13M,thestainingwasstill

positive.In contrast,the parenchyma,tegument,and eggs were

observedtobethemoderatestronginstainingininfectionperiodbut

convertedonepositiveornegativeinpost-treatmentperiod.Especially,

the parenchyma was converted negative atT13M.Moreover,the

parenchymashowedC.sinensisspecificitywithmonoclonalantibody,

indicating the parenchyma was specific in both infection and

post-treatment. Therefore, C. sinensis-specific antigenicities were

mainlyderivedfrom theintestineandintestinalcontents,parenchyma,

tegument,andeggsininfectionperiodfrom early2daysfollowingthe

infection, however, in post-treatment period the reactions were

down-gradedat12or13monthsfollowingthetreatment,suggesting

theparenchymaappearedpositivereactionintheinfectionandturned

tothenegativeconversion.

Key words :Clonorchis sinensis,Immunohistochemistry,Infection,

Post-treatment,Intestine,Intestinalcontents,Parenchyma,Tegument,

Eggs
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서 론

간흡충증은 우리나라의 대표적인 기생충 질환이다.우리나라의 간흡충

유병률은 전국적 조사 결과는 1971년 4.6%,1976년 1.8%,1981년 2.6%,

1986년 2.6%,1992년 2.2%,1997년 1.4%,2004년에 2.9%이다(1).평균 2%

대를 30년 넘게 꾸준히 유지하고 있다.호남지역 섬진강 유역의 2004년

간흡충 유병률은 곡성군 및 순창군이 각각 39.0%,30.1% 으로 높은 유병

률을 보인다(2).2006년 간흡충 유병률은 곡성군 10.6%,임실군 6.5%,광

양시 15.3%,보성군 13.3%,무안군 3.6%,나주시 7.5%,영암군 4.9%,광주

시 5.4%로 나타났다(3).호남지역이 전국 평균보다 간흡충 유병률이 더

높게 나타나고 있다.

간흡충증의 진단은 오래 전부터 일반적으로 사용해 온 대변 충란 검사가

있다.사람의 분변에서 간흡충 충란을 현미경 검경으로 진단하는데 최근

에는 그 사용 빈도가 낮아졌다.이는 기생충 충란을 직접 보고 확진할 수

있는 전문 인력이 매우 부족하기 때문으로 파악된다.오히려 간흡충 충란

지식과 상관없는 ELISA(Enzyme-linkedImmunosorbentAssay)검사법

이 대변검사를 대체하고 있는 경향이다.간흡충증의 ELISA 진단법의 민

감도(sensitivity)에 관한 논문은 1980년대부터 찾아볼 수 있다(4).호남 지

역의 결과로서 간흡충증 ELISA의 민감도 90.2%,특이도 88.5%를 나타내

고 있다(5).

ELISA 검사는 간흡충 항원으로 조항원(crudeextractantigen)을 사용

하고 있지만 간흡충 항원 성분이 어떤 것인지는 아직 정확히 밝혀지지 않

았다.ELISA용도의 우수한 항원을 찾고 화학적으로 정제하는 것이 간흡

충증 ELISA검사에 중요하다.그러기 위해 간흡충 특이항원이 충체의 어

느 부위(장기)에 존재하는지에 대한 연구가 우선적으로 필요하다.이번 실

험의 목적은 간흡충 감염으로 생성된 간흡충 특이 IgG 항체가 결합하는
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항원이 간흡충 충체의 어느 부위에 존재하는지를 규명하는 데 있으며,,치

료 후 어느 시기에 어느 부위가 항원성을 소실하는지를 알아보는 데 있

다.
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II.연구재료 및 방법

1.연구재료

가.간흡충 성충 충체

간흡충의 피낭유충(metacercaria)은 낙동강하류 지천(김해시 선암천)에서

포획한 2차 중간숙주인 참붕어(Pseudorasboraparva)를 인공소화액에 소

화시킨 후 입체현미경을 이용하여 회수하였다.

나.간흡충 항원 조직 슬라이드

토끼(뉴질랜드 화이트종,국내구입)한 마리에 450개의 피낭유충을 인공

실험 감염시켰다.감염 27주에 경정맥 채혈함으로써 도살하여 간담도에서

간흡충 충체를 다수 회수하였다(표 1).10% 포르말린에 고정하여 반듯하

게 고정된 충체를 파라핀에 봉입한 후 4µm 두께의 조직 절편을 얻었다.

흰쥐(조선대 동물실 구입)에 50개의 피낭유충을 인공 실험 감염시켰다.

감염 14주에 심장 채혈로 도살하여 간흡충을 회수하였다(Table1).

다.간흡충 감염 및 치료후 혈청

토끼(뉴질랜드 화이트종,국내구입)5마리중 1번에 150,2번(감염 대조

군),3번,4번,5번에 450개 피낭유충을 인공실험 감염시켰다.감염 및 치

료 후 혈청 확보 계획은 Table2와 같다.감염 16주까지 감염 혈청을 기

간별로 뽑은 뒤 레빈 튜브를 삽입한 후 프라지콴텔(디스토시드,신풍제약)

75mg/kg로 단회 치료하였다.대변충란검사로 치료 성공을 확인하였다.

이후 치료후 혈청을 계획대로 확보하였다.간흡충 감염 확인과 치유 여부

는 포르말린-에테르 집란법으로 간흡충 충란 분변 배출 여부를 확인하여

판정하였다.
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라.간흡충 단세포군 항체 및 폐흡충 단세포군 항체

아주의대 기생충학교실에서 제작한 단세포군항체를 사용하였다.본 실

험에 사용한 간흡충에 대한 단세포군 항체,폐흡충에 대한 단세포군 항체

는 배양액과 마우스 복수로 제공받았다.간흡충 단세포군 항체와 폐흡충

단세포군항체를 사용하여 항체가 반응하는 간흡충 충체 부위를 확인하였

다.

마.간흡충,폐흡충,낭미충 감염 사람 혈청

본 조선의대 기생충학교실에 정착해 놓은 ELISA 기법으로 조선대 부속

병원에서 의뢰한 환자 혈청 중 위 기생충 양성 사람 혈청을 확보하였다.

2.연구방법

가.면역조직화학적 염색(방법 1-본 실험실 방법)

파라핀 포매 조직을 4µm 두께로 박절하여 제작된 슬라이드(Mutopure

chemicals)를 Xylene에 탈 파라핀한 뒤 Ethanol에 100%,95%,90%,80%,

70%으로 각각 5분간 함수 시킨 뒤 증류수에서 5분간 세척하였다.항원

복구 용액(Targetretrievalsolution,DakoCytomation)에 95℃ waterbath

에 5분간 반응시킨 후 Phosphatebuttersaline(PBS)에서 5분간 2회 수세

후 15분간 실온에서 건조시켰다. 용액의 퍼짐을 방지하기 위하여

PAP-Pen(DakoCytomation)으로 조직 절편 주위에 원을 그린 후,비특이

반응을 억제하기 위하여 3% H2O2(Merck)에서 30분간 처리한 후 다시

PBS용액에서 5분간 2회 수세 시켰다.

조직항원을 차단하기 위하여 goatnormalserum(ABC kit,Vectastain,

Vector)을 1:50희석하여 30분 동안 반응시킨 후(blocking),일치 항체로서
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실험 토끼,흰쥐,사람 혈청을 1:800으로 희석한 후 3시간동안 반응시켰다.

0.05% Tween 20/0.15M PBS(PBS/T)로 5분간 2회 수세시킨 후

anti-rabbitIgGperoxidaseconjugate(Sigma)를 1:1000으로 희석 시켜 반

응시켰다. PBS/T로 5분간 2회 수세 시켰다. 이 conjugate반응에서 단

세포군 항체를 반응시킬 때는 anti-mouse IgG peroxidase

conjugate(Sigma)를, 사람 혈청을 반응시킬 때는 anti-human IgG

peroxidase conjugate(Sigma)를 각각 반응시켰다.발색반응을 위하여

3.3’-diaminobenzidinetetrahydrochloride(DAB,Bio-Rad)0.1%를 5분 동

안 반응 시켰다. 증류수를 사용하여 5분간 3회 세척한 후

Hematoxylin(Vector)으로 30분 동안 대조 염색 하였다.Hematoxylin을

증류수로 세척한 후 말린 다음 Malinol(Mutopurechemicals)을 이용하여

봉입하였다.대조군으로 감염항체대신에 PBS용액을 사용하였다.

나.면역조직화학적 염색(방법 2-상품 ABCkit이용 방법)

본 실험실 방법을 개발하기 전에 상품으로 나온 kit제품을 설명서에 따

라 그대로 실시하였다.방법 1과 그 방법이 거의 동일하다.간단히 설명하

면 다음과 같다.TargetRetrievalSolution(DakoCytomation)은 95℃ 수조

에 5분간 반응시켰다.PAP-Pen(DakoCytomation)으로 원을 그린 후 3%

H2O2(Merck)에서 30분간 처리하였다.

ABCkit(Vectastain,Vector)의 goatnormalserum을 1:50희석하여 30

분 동안 반응시켰다(blocking).일차항체인 감염 및 치료후 혈청을 1:800

으로 희석한 후 3시간동안 반응시켰다.Goatnormalserum은 1:50,

biotinylatedantibody(Vectastain,Vector)는 1:200으로 희석 시켜 30분 동

안 반응시켰다.ReagentA,ReagentB(Vectastain,Vector)를 1:50으로 희

석한 뒤 30분 동안 반응시켰다. 발색반응은 3.3’-diaminobenzidine

tetrahydrochloride(DAB,Vector)0.1%를 5분 동안 반응시킨 후 증류수를



- 6 -

사용하여 5분간 3회 세척한 후 Hematoxylin(Vector)로 30분 동안 대조

염색하였다.

다.광학현미경적 검사

면역조직화학적으로 염색된 슬라이드를 광학현미경(Olympus)으로 관찰

하였다.아울러 부착된 디지털 카메라(IEEE 1394DigitalCCD Camera,

Focus)를 이용하여 ImageMeasurementSystem(FocusLite,Focus)로

사진을 찍었다.염색 정도를 관찰하였고,DAB 염색의 판정을 없음 ,미

약,약함,강함,가장 강함의 (–),(±),(+),(++),(+++)으로 5단계로 나누

었다.DAB염색의 양성 결과로 나타나는 밤색의 진한 정도를 3사람이 관

찰하여 최종 판정하였다.
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III.결 과

1.간흡충 전충체(Wholeworm tissue)

간흡충 충체 전체를 보면,면역조직화학적 염색이 감염 시기에 양성 반

응으로 나타났고 치료 후에는 치료후 12개월에 음성 전환되어 나타나지

않았다(Fig.1).

토끼 항체가 전반적으로 간흡충 충제 조직에 비특이적으로 약하게 반응

하는 이유를 알아보기 위해,상용화 되어 있는 Vector회사 키트를 사용

한 염색 방법과(방법 2),일반 면역조직화학염색 원리를 적용한 염색 방법

(방법 1)을 비교한 결과 두 방법의 결과에 차이가 없었으며,현재로는 비

특이 반응을 완전히 제거할 수 없었다.

2.시기별 면역조직화학적 염색

감염 초기인 감염 2일(I2D)에 양성 반응이 되어 본 실험에서 관찰한 감

염 37주(I37W)까지 양성 반응이 나타났다.치료 후 면역조직화학적 반응

의 음성 전환은 치료후 5주(T5W)에는 나타나지 않았고,치료후 6개월

(T6M)에 나타나기 시작하여 치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)에는

모두 음전 되었다(Fig.2).

3.장 및 장내용물(Intestineandintestinalcontents)

장(Intestine)또는 장상피(Intestinalepithelium)및 장내용물(Intestinal

contents)에 가장 강하게 면역 염색되었다.장 및 장내용물은 간흡충 특이

항원-항체-conjugate반응이 관찰한 모든 장기 중에 가장 강함 (+++)으

로 관찰되었다(Fig.3,Table3).

감염 초기인 감염후 2일(I2D)토끼 혈청을 반응시키면,토끼항체가 간흡

충 충체 조직에 결합하고 이 토끼 항체에 conjugate가 결합하여 면역 염
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색이 약함 (+)으로 관찰되었다(Fig.3,Table3).

장내용물은 면역 염색이 가장 강하게 나타났으며(Fig.3),이 반응은 관

찰한 감염 기간 동안 지속적으로 관찰되었는데,본 실험에서 토끼 2번이

치료하지 않은 감염 대조군 이었는데 감염 37주(I37W)까지 면역 염색 양

성 반응을 나타내었다.

치료 후 기간 동안에,면역 반응은 점차 낮아져 가는 것이 관찰되었다.

치료후 5주(T5W)에는 여전히 양성 반응이 약함 (+)으로 나타났다.치료

후 6개월(T6M)에 면역 양성 반응이 반수에서 약함 (+)으로 관찰되었다.

치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)에 면역 양성 반응은 모두 없음 (-)

으로 나타났다(Fig.3,Table3).

4.실질(Parenchyma)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주)혈청의 광학현미경 사진을 비교해 보면,감염 초기 2일에

미약 (±),감염 동안에는 특이 항원성이 있는 것으로 면역 염색이 강함

(++)으로 관찰되었다(Fig.4,Table3).

치료 후 기간 동안의 면역 반응 염색은 치료후 5주(T5W)에는 양성 반

응이 약함 (+)으로 나타났다.치료후 6개월(T6M)에 면역 양성 반응이

반수에서 약함 (+)으로 관찰되었다,치료후 12 또는 13개월(T12M,

T13M)에 면역 양성 반응은 모두 없음 (-)으로 나타났다(Fig.4,Table

3).

5.표피(Tegument)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주).치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 없음 (-),감염
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동안에 강함 (++),치료 후 12또는 13개월에 약함(+)으로 관찰되었다

(Fig.5,Table3).

표피에서도 숙주의 면역체계가 충체 가장 바깥인 표피의 주로 표면을

인식하기 때문에 표피 표면 부위에 대한 특이 항체가 형성되어 면역 염색

이 나타났다.이러한 현상은 사람 간흡충 감염 혈청에서도 동일하게 나타

났다(Fig.14).

6.충란 및 자궁(Eggs& uterus)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 강함 (++),치료 후 12또는 13개월에 약함 (+)으로 관찰되었다

(Fig.6,Table3).

충란 내 물질이 Hematoxylin염색에서 보라색으로 강하게 나타내지만,

DAB염색하면 밤색으로 염색이 증강되는 것으로 관찰되었다.충란 껍질

(Eggshell)에도 면역 양성 염색이 되어 항원성이 존재하는 것으로 나타

났다.

7.고환(Testes)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 약함 (+),치료 후 12또는 13개월에 미약 (±)으로 관찰되었다.

간흡충 특이 항원성이 약하게 존재하며,치료 후에 음성으로 전환되는

폭이 크지 않음을 알 수 있었다(Fig.7,Table3).
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8.흡반(Suckers)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 약함 (+),치료 후 12또는 13개월에 미약 (±)으로 관찰되었다.

간흡충 특이 항원성이 약하게 존재하며,치료 후에 음성으로 전환되는

폭이 크지 않음을 알 수 있었다(Fig.8,Table3).

9.수정낭(Seminalreceptacle)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 미약 (±),치료 후 12또는 13개월에 없음 (-)으로 관찰되었다.

간흡충 특이 항원성이 미약하게나마 존재하며,치료 후에 음성으로 전

환되나 그 폭이 크지 않음을 알 수 있었다(Fig.9,Table3).

10.난황소(Vitellineglands)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 약함 (+),치료 후 12또는 13개월에 없음 (-)으로 관찰되었다.

간흡충 특이 항원성이 약하게 존재하며,치료 후에 음성으로 전환되나

그 폭이 크지 않음을 알 수 있었다(Fig.10,Table3).

난황소는 헤마톡실린 염색에서 푸른색부터 연한 밤색으로 염색되었다.

DAB염색의 밤색과 혼동을 일으켰다.간흡충 감염 혈청으로 반응시키면

DAB밤색 염색이 조금 강하게 나타났다.그러나 항원성은 그리 강하지
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않은 것으로 파악 하였다.

11.난소(Ovary)

PBS,감염 2일(I2D),감염 16주(I16W)(토끼 1번은 감염 12주,토끼 2번

은 감염 37주),치료후 12또는 13개월(T12M,T13M)혈청의 광학현미경

사진을 비교해 보면,면역 염색 반응이 감염 초기 2일에 미약 (±),감염

동안에 약함 (+),치료 후 12또는 13개월에 없음 (-)으로 관찰되었다.

간흡충 특이 항원성이 약하게 존재하며,치료 후에 음성으로 전환되나

그 폭이 크지 않음을 알 수 있었다(Fig.11,Table3).

12.간흡충 유래 숙주별 차이

토끼와 흰쥐에서 유래한 간흡충 성충 충체 각각에 감염 12주(I12W)와

치료후 12개월(T12M)혈청을 반응시킨 결과,감염이든 치료 후이든 면역

양성 반응이 동일하게 나타났다(Fig.12).간흡충을 어느 숙주에서 얻어

항원으로 사용하느냐는 전혀 문제가 없으며 간흡충은 동일한 간흡충이고

동일한 항원성을 나타내는 것으로 파악된다.

13.간흡충과 특이 단세포군 항체의 면역 염색 반응

많은 단세포군 항체 중에 간흡충 실질에 균일하게 노랗게 반응하는 간흡

충 특이 단세포군 항체를 관찰 할 수 있었다.간흡충의 다른 부위에 양성

반응을 나타내는 단세포군 항체는 없었다.간흡충 실질이 특이적으로 간

흡충 감염의 단세포군 항체에 강하게 면역 양성 반응을 나타내었다(Fig.

12).폐흡충에 특이 반응하는 단세포군 항체와도 간흡충 실질은 약하게

반응하였다.

14.간흡충,폐흡충,낭미충 감염 사람 혈청과의 면역 염색 반응
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본 실험실에서 ELISA 검사를 실시하여 확보한 간흡충,폐흡충,낭미충

환자 혈청 각 1개씩을 면역 염색 반응 시킨 결과,간흡충 표피에서 간흡

충 환자와 반응이 나타났다.실질에서는 약하게 반응했다.간흡충의 다른

부위에서는 반응이 나타나지 않았다 페흡충,낭미충 감염 혈청과는 반응

하지 않았다.실험동물인 토끼 혈청을 사용하여 장 및 장내용물,실질,표

피,충란 등이 면역 양성 반응을 나타냈지만,사람 혈청에서는 표피가 주

로 반응하였다(Fig.14).
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IV.고 찰

본 실험에서는 간흡충 충체의 각 부위(장기)별 항원성을 비교하기 위하

여 파라핀 포매된 간흡충 조직을 면역조직화학적 방법으로 염색하였다.

항원-항체 결합의 결과로 DAB발색반응이 밤색으로 나타나는 면역조직

화학적 염색 정도가 제일 강한 것부터 살펴보면 장(장 상피 포함)및 장

내용물,실질, 표피,충란 순이었다.장 및 장내용물(Intestine & 

intestinal contentsd)에 강한 염색을 보이는 이유는 장 내용물에는 숙주

의 담즙이 포함되며 여기에는 간흡충에 대한 특이항체 뿐 아니라 여러 비

특이 항체가 포함되어 있기 때문이라고 생각된다. 본 실험에 사용한 

conjugate가 anti-rabbit IgG Ig이므로 간흡충 특이 항체 및 여러 비특

이 항체와 결합할 것이다. 그래서 장상피(Intestinal epithelium)나 장내

용물(Intestinal contents)에 가장 강하게 면역 염색되었다(Fig. 1, 2, 

3). 즉, 장 및 장내용물은 간흡충 특이 항원-항체-conjugate 반응과 비

특이 항체-conjugate 반응이 합해져 가장 강함 (+++) 으로 관찰되었

다(Table 3). 

감염과 상관없이 장내용물은 어느 정도 비특이반응을 나타냈다. 즉, 토

끼항체가 간흡충 충체 조직에 비특이적으로 결합하고 이 토끼 항체에 

conjugate가 결합하여 면역 염색이 어느 정도 관찰되었다. 키트를 사용하

여 Blocking을 강하게 시켜도 해결되지 않았다. 본 실험실의 방법으로도 

해결되지 않았다. 

장내용물 속에는 간흡충 특이항원이 존재하고, 또한 담즙을 빨아들여 숙

주 담즙 내 일반 IgG 항체가 존재하므로, 이 두 종류의 IgG에 conjugate

가 면역 염색 양성 반응을 나타내어 면역 염색이 가장 강하게 나타났다. 

또한, 장 및 장내용물의 분비배설항원의 항원성이 높다고 하는 보고들이 

있다(6 ,9, 12). 그 물질은 novel lysophosphatidic acid 
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phosphatase(LPAP)이며, 분자량은 48.8 kDa이었고, Schistosoma 

japonicum, Daniorerio, Homosapiens에서 일치도가 각각 45%, 32%, 

29% 였다. 이 물질은 면역조직 염색 결과에서 장 및 장내용물에 존재하

는 것이 밝혀졌다(6). 또한 cathepsin F-like cysteine protease of C. 

sinensis(CsCF-6)물질이 간흡충의 영양분 흡수에 관여한다는 연구가 

있었고, 이 물질은 장 및 장내용물에 존재하는 것으로 밝혀져(7), 이번 

실험의 결과인 장 및 장내용물이 면역조직화학염색 정도가 가장 강함 

(+++) 으로 나타난 것과 연관이 있다고 추정된다. 추후 장내용물의 복

잡한 항원성의 문제를 해결하여야 한다고 사료된다. 

 치료후 치유를 판정해 줄 수 있는 후보 물질로 장 및 장내용물이 관찰

되었다(Fig. 3, Table 3). 감염 기간에는 일찍 초기에 면역 반응을 유발

시키고, 치료후 빠르게는 6개월이나 보통은 약 1년경에 음성 전환되는 

것으로 나타났다. 인체 간흡충증의 치유 판정의 좋은 항원으로 생각되었

으며 추후 이를 증명할 연구가 필요하다고 사료된다.

간흡충 충체의 실질에서 특이 항원 반응이 강하게 나타났다(Fig.4).이

결과는 다른 연구결과와 연계해 볼 때,ChungYB등(8)의 연구결과에서

간흡충 17kDa의 myoglobin이 존재하고,이 물질은 실질(Parenchymal

tissue)에 존재한다는 것을 증명하였다.실질 속에 내포된 17 kDa의

Myoglobin이 이번 실험의 결과인 실질이 간흡충 항원성을 강함 (++)으

로 나타내는 점과 관련이 있을 수 있다(8).그러나 17kDa성분이 특히

전기영동 상에서 그 양은 많지만 특이 항원성이 거의 없는 것으로 나타난

점(13)과 함께 고려하여 본 실험의 실질이 아닌 것으로 판단되나 추후 자

세한 것은 실험적으로 규명할 필요가 있다.간흡충 특이 항원성은 실질에

의해 유발되며 이 항원-항체 반응이 면역학적 의의가 크다고 판단된다.

간흡충 충체 속이라 할 실질이 감염에 민감한 사실과 특히 간흡충 치료후

의 음성전환에 높은 관련성이 있다는 본 실험의 결과는 새롭게 발견된 것
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이다

표피는 특이 항원성 반응이 강한 편으로 면역 염색이 강함 (++)으로 나

타났다(Fig.5,Table3).이 결과는 HongSJ등(9)의 연구결과와도 일치

하며 mu-classglutathioneS-transferase(Cs26GST)가 존재하고,이 물질

은 26kDa으로 면역조직화학염색 결과 표피에 존재하는 것으로 확인되었

다.또한 HuangY 등(10)의 연구결과에 의하면,tegumentalprotein31.8

kDa의 CsTP31.8가 발견되었고,다른 종의 표피에서 40% 일치도를 보여

주었다.이것은 간흡충의 표피에 CsTP31.8이 존재하고,면역조직화학염색

결과 표피에 항원성을 나타내고 있었다(10).26,31kDa단백질은 10,15

% 전기영동 상 중간 정도에 해당되며 표피의 간흡충 특이 항원성이 인정

된다고 생각되는 연구 결과들이다.숙주에서 볼 때 가장 인식이 잘 되는

충체의 가장 바깥 쪽 표피가 면역학적으로 중요한 타겟이 될 수 있다는

생각은 꾸준히 해오고 있고,최근의 연구에서 규명되고 있다.본 실험의

인체 간흡충 혈청과의 반응에서 표피 표면이 항원성을 나타낸 결과를 주

목할 필요가 있으며(Fig.14),추후 더 많은 감염 혈청을 검사해 볼 필요

성이 있다고 하겠다.

충란은 간흡충 특이 항원성이 면역 염색 강함 (++)으로 나타났다(Fig.

6,Table3).이것은 HuF등(7)의 연구 결과,CsLPAPhomologue가 간

흡충의 분비배설항원(ESantigen)과 반응하고,CsLPAPhomologue가 충

란에 존재한다는 연구결과(7)와 일치하는 것을 보여준다.외계로 배출되는

간흡충 충란에 특이 항원성이 있다고 생각된다.형태학적으로 많은 양을

차지하는 충란과 자궁의 항원성은 감염에 민감하고 치료후 비교적 오랫동

안 항원성을 유지하는 것으로 나타났다.충란이 만성 감염과 연관이 높을

것으로 생각된다.간흡충 충란의 항원성에 관한 논문을 찾기 매우 어려웠

다.

고환,흡반,수정낭,난황소 등은 간흡충 특이 항원성이 면역 염색애서
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약함 (+)으로 나타났다(Fig.7,8,9,10,11,Table3).HongSJ등(11)의

연구에서는 Phosphoglyceratekinase(PGK)를 기생충에서 발견하였는데

이것은 다른 동물과 60%의 일치도를 나타낸다.C.sinensisPGK는 흡반

등 근육조직에 특이적으로 반응한다는 결과가 나왔다(11).간흡충의 각

부위(장기)별 물질의 특성을 규명하는 연구 결과가 최근 많이 소개되어

이들 물질과 항원성의 관계를 규명할 필요가 높다고 생각된다.난소는 간

흡충 특이 면역 염색이 감염과 치료후 거의 나타나지 않아서 간흡충 특이

항원성이 매우 약하거나 없다고 생각되었다.

난황소는 그 항원성이 매우 약한 것으로 나타났다(Fig.10,Table3).

헤마톡실린 염색에서 원래 밤색 계통으로 염색이 되는데,DAB염색이 밤

색으로 나타나므로 염색 양성인지 위양성인지 혼동되었다.다른 색으로

나타나는 조직화학적 염색을 해 보아야 난황소의 항원성을 정확히 논 할

수 있을 것이다.하지만 자세히 보면 어느 정도 구별할 수 있고 충체의

속에 위치하는 것으로 그 항원성을 약하게 표현하였다.원래 밤색 계통으

로 나타나는 장내용물이나 난황소의 항원성은 추후 다른 조직염색 방법으

로 그 진위를 밝혀야 되겠다.

인체 현증 감염의 간흡충증에 7kDa특이 항원이 반응하였다(13).이 7

kDa항원을 유전자 재조합 항원으로 발현시킨 결과 혈청학적 진단에서

민감도 81.3%,특이도 92.6%를 나타내었다(14).그러나 이 7kDa항원의

낮은 분자량의 물질의 유래에 대한 결과는 아직 보고 되지 않았다.

이 7kDa저분자량 물질은 최초로 분비배설항원에서 밝혀졌다(15).이

는 간흡충을 인공적으로 숙주 바깥에서 유지하거나 키울 때 그 배양액에

서 얻어지며 충체 표면(표피 바깥 쪽)에서 유래되거나 장관 내용물이 밖

으로 나온 것들이다.이 분비배설항원의 항원성은 조항원 등에 비해 더

높다고 알려져 있다.본 실험에서도 증명된 것처럼,항원성이 높은 장 및

장내용물과 표피가 들어 있으니 그 항원성이 우수한 것은 자명하다.
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간흡충 감염은 감염된 후 재감염되고 치료후에 또 재감염되는 특성을

보인다.간흡충 감염자 중 재감염자는 50.0%이며,감염자를 치료한 후 2

년 후에 관찰한 재감염율은 15.8% 이었다(16).간흡충 재감염 시의 병리

적 소견이 감염시와 별 차이가 없다고 밝혀졌고(17),재감염된 충체의 크

기가 잘 자라지 않는 등(18)의 새로운 소견이 밝혀졌다.간흡충 재감염

시 특이 항체 값의 변화가 없고 분비배설항원에 대한 immunlblot상의

차이가 없음도 밝혀졌다(15).면역학적으로 간흡충의 재감염에 따른 진단

및 치료 후의 경과 등에 대한 추후 연구가 필요할 것으로 생각된다.

간흡충증의 합병증으로 간내담도암의 위험성이 대두되었다.간흡충의

감염은 담관암종의 위험을 증가시킨다는 연구가 있다(19).또 다른 중요한

부작용으로 담석질환이 있다.Calcium-bilirubinate성분이 주가 되는 담

석은 그 원인 질환으로 간흡충증이 43.5%인 것으로 밝혀졌다(5).따라서

간암과 담석의 원인물질로써 충체 유래에 관한 추후 연구가 필요하다고

생각된다.

간흡충 단세포군항체와 면역반응 양상은 계속 연구 실험을 진행해 나갈

필요가 있다.본 실험에서 간흡충의 실질을 항원으로 면역 체계가 인식하

는 사실은 그 의의가 크다고 생각된다.간흡충 실질을 중요한 항원으로

규명한 것은 매우 중요한 결과이다.실질에 대한 추후 연구가 필요하다.

간흡충에 감염된 사람 혈청과의 면역 반응 결과가 1사람인 점이 매우

아쉽다.표피와 실질이 중요 항원으로 관찰되었지만,많은 감염자 간흡충

사람 혈청과의 반응 양상을 추후 반드시 분석해 볼 필요가 크다.
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V.결 론

간흡충의 항원성이 언제 어느 부위(장기)에 존재하는지,치료 후 그 항

원성이 소멸되는 시기와 부위를 알아보기 위하여 본 실험을 시행하였다.

토끼 한 마리에 간흡충 피낭유충 450개를 감염시킨 후 제 27주에 도살하

여 간흡충 성충을 회수한 것으로 간흡충 조직 슬라이드를 만들었다.같은

방법으로 흰쥐에 피낭유충 50개를 감염시킨 후 제 14주에 도살하여 조직

슬라이드를 제작하였다.감염 및 치료 후 혈청을 시기별로 얻기 위하여

토끼 5마리에 간흡층 피낭유충을 실험 감염시켰다.토끼 1번에 피낭유충

150개,토끼 2번,3번,4번,5번에 450개씩 감염시켰다. 감염 16주까지 감

염 혈청을 기간별로 채혈한 뒤 레빈 튜브를 삽입한 후 프라지콴텔(디스토

시드,신풍제약)75mg/kg로 단회 치료하였다.대변충란검사로 치료 성공

을 확인하였다.이후 치료후 혈청을 계획대로 확보하였다.간흡충에 대한

단세포군 항체와 폐흡충에 대한 단세포군 항체를 사용하였다.간흡충,폐

흡충,낭미충 감염 혈청을 사용하였다.본 실험실에서 정착한 면역조직화

학적 방법과 ABCkit각각을 이용하여 염색한 후 광학현미경으로 관찰하

였다.그 결과 간흡충 전체 표본의 면역조직화학적 염색은 대조군 PBS에

서는 나타나지 않아 헤마톡실린으로 파랗게 염색되었고,감염 때는 DAB

밤색으로 양성 염색되었고,치료 후 혈청에는 염색되지 않았다.기간별로

보면,감염 2일 즉 감염 초기부터 양성 염색되기 시작하여 관찰한 감염

37주까지 양성 염색되었다.치료후 6개월이 되었을 때 음성 전환이 나타

나기 시작하여 감염 12개월 또는 13개월이 되면 모두 음성 전환되었다.

충체의 부위별로 살펴보면,감염 기간에 면역 염색 정도가 가장 강한 것

부터 장 및 장내용물,실질,표피,충란 순이었다.치료 후 기간에 음성 전

환되는 즉 면역 염색이 일어나지 않는 것부터 실질,장 및 장내용물,표

피,충란 순이었다.토끼 유래 간흡충과 흰쥐 유래 간흡충의 항원성은 면
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역조직염색이 같은 양상으로 나타나 차이가 없었다.실질이 간흡충 성충

충체에 대한 특이 단세포군 항체와 노란색으로 진하게 면역 반응 하였다.

표피의 표면이 간흡충 환자 혈청과 양성 면역 반응 하였다.이상의 결과

에서,간흡충 특이 항원성은 주로 장 및 장내용물,실질,표피,충란에 의

해 유발되며,감염 기간에는 감염 초기 2일부터 일찍 면역 반응이 유발

되고,치료 후 기간에는 치료 후 1년에 늦게 면역 반응이 음성 전환됨을

알 수 있었다.표피의 표면이 감염에 민감할 수 있고 실질이 치료 후 좀

더 민감하게 반응할 수 있음도 알 수 있었다.
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AntigensorSera Host Characters

C.sinensisadultworm Rabbit 27weeksold

C.sinensisadultworm Rat 14weeksold

Infectionsera Rabbit
2days,4weeks,12weeks,

16weeks,37weeks

Post-treatmentsera Rabbit
5 weeks, 6 months, 12

months,13months

Monoclonalantobodiesto

C.sinensis
Mouse AjuMedicalSchoolmade

Monoclonalantibodiesto

P.westermani
Mouse AjuMedicalSchoolmade

C.sinensis-positiveserum Human ELISA-positive

P.westermani-positiveserum Human ELISA-positive

Cysticercus-positiveserum Human ELISA-positive

Table1.CharactersofC.sinensisantigensandsera.

ELISA:Enzyme-linkedsorbentassay
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Rabbit

No

No.MC

Inf
Pre-inf

Infection Post-treatment

early late early late

1 150 PBS I2D I12W T12M

2 450 PBS I2D I37W

3 450 PBS I2D I4W I16W T5W T6M T13M

4 450 PBS I2D I4W I16W T5W T6M T13M

5 450 PBS I2D I4W I16W T5W T6M T13M

Table 2. Schedule of rabbit sera with infection and

post-treatmentofC.sinensis.

MC:MetacercariaofC.sinensis

Pre-inf:pre-infection

D:day(s)

W :week(s)

M :month(s)
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Organ PBS Early-infection  Infection  Post-treatment

 Intestine 

& Intestinal contents
– + +++ ±

 Parenchyma – ± ++ –

 Tegument – – ++ +

Eggs  & Uterus – ± ++ +

 Testes – ± + ±

 Suckers – ± + ±

 Seminal receptacle – ± ± –

 Vitelline glands – ± + –

 Ovary – ± + –

Table3.Ralativeintensityofimmunohistochemicalstaining at

variouspartsofsectionedC.sinensis.accordingtoinfectionand

post-treatment.

 

PBS : Phosphate - buffered saline

(–), (±), (+), (++), (+++) : DAB density result from mean of 3 people
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박진영 논문 사진부도(1)

A

B

C
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Figure 1.. Immunohistochemical staining of sectioned Clonorchis sinensis from 

rabbit with sera from rabbit which are PBS(A), infection 2 days(B), infection 16 

weeks(C), and post-treatment 6 months(D)(X400). Abbreviations in A are 

intestine(I) & intestinal contents(IC), tegument(T), uterus(U) & eggs(E), 

testes(T), suckers(S), seminal receptacle(SR), vitelline glands(V), ovary(O), and 

interstitial tissue space between each organ is parenchyma(not designated).

D
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박진영 논문 사진부도(2)

Figure2.ImmunohistochemicalstainingofsectionedClonorchissinensis

from rabbitwithserafrom rabbitNo.1(1),No.2(2),No.3(3),No.4(4),

and No.5(5)which arePBS(C),infection(I)days(D),weeks(W),and

post-treatment(T)monts(M)(X400).
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박진영 논문 사진부도(3)

Figure 3. Immunohistochemical staining of intestine & intestinal contents  

from sectioned Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), 

No. 3(3), No. 4(4), and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 

2 days(B), infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 

months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도(4)

Figure 4. Immunohistochemical staining of parenchyma from sectioned 

Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), 

and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), 

infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400).
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박진영 논문 사진부도(5)

Figure 5. Immunohistochemical staining of tegument from sectioned 

Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), 

and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), 

infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도(6)

Figure 6. Immunohistochemical staining of eggs & uterus from sectioned 

Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), 

and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), 

infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400).
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박진영 논문 사진부도(7)

Figure  7. Immunohistochemical staining of testes from sectioned Clonorchis 

sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), and No. 

5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), infection 12 or 

37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도 (8)

Figure 8. Immunohistochemical staining of suckers from sectioned Clonorchis 

sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), and No. 

5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), infection 12 or 

37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도(9)

Figure  9. Immunohistochemical staining of seminal receptacle from sectioned 

Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), 

and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), 

infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 6 or 13 months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도(10)

Figure 10. Immunohistochemical staining of vitelline glands from sectioned 

Clonorchis sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), 

and No. 5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), 

infection 12 or 37 weeks(C), and post-treatment 12 or 13 months(D)(X400).
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박진영 논문 사진부도(11)

Figure 11. Immunohistochemical staining of ovary from sectioned Clonorchis 

sinensis with sera from rabbit No. 1(1), No. 2(2), No. 3(3), No. 4(4), and No. 

5(5) which are pre-infection PBS(A), early infection 2 days(B), infection 12 or 

37 weeks(C), and post-treatment 6 or 13 months(D)(X400). 
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박진영 논문 사진부도(12)

Figure 12. Immunohistochemical staining of sectioned Clonorchis sinensis from  

rabbit(A) and rat(B) with sera from infection 12 weeks(Left) and 

post-treatment 12 months(Right)(X400).
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박진영 논문 사진부도(13)

Figure 13. Immunohistochemical staining of sectioned Clonorchis sinensis from rabbit 

with PBS(A), C. sinensis monoclonal antibody 170(B) ,and  Paragonimus westermani 

monoclonal anribody 50-1(C)(X400).
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박진영 논문 사진부도(14)

Figure 14. Immunohistochemical staining of sectioned Clonorchis sinensis from 

rabbit with sera from human clonorchiasis(A), human paragonimiasis(B), and 

human cysticercosis(X400).
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