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Trichomonas vaginalis の純粋培養について
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(本編の要旨ば, m和57年11月3日(長嶋),日本寄生虫学会節15匝r南日本支部大会に於いて口演発表した○)

緒　　　　　R

Trichomona∫　の純粋培養についてほ,従来理学的操

作或ほ化学的処旨引こより　Trichomonas培養に随伴す

る細菌を除去しようとする幾多の方法が諸家によって

実験されたが,遺感ながら成功の域に達しなかった･

しかるに,観近に至って　sulfamine剤及びpenicillin

の,TIT,現を発端に相次ぐ抗/i物質の発見により,化学

帆, 4一物学的,医学的応用についての業績の発表は,

跡を絶つ∃手なく,眼醒ましい発展をなすとともに,

Trichomonas　の純粋培養についても抗4一物質及び化学

薬剤を利用して　Trichomona∫培養に随伴する細菌を

培地から駆遂する実験が柾々試みられた｡抗&�"物質を

応用してのTrichomona∫純粋培養の数々の実験のうち,

ADLER &　PuLVERTAFT (1944)ほ　septamide及び

penicillin(250u/cc)を併用して, T｡ vaginali∫の無菌

培養5例を柑, TRUSSELL& JAHN(1945)はpenicillin

(500'　　　　を使用して, T. vaginali∫の無菌

培養8例に成功し　WILLIAMS & PLASTRIDGE (1946)

は,同じく　penicillin (100 Oxford u/cc)とstrep-

tomycin (lOQu/cc)を使用して, T.foetu∫の純粋培

養を&ている　　QuISINO　&　FoTEL (1946)は,

streptomycin (25u/cc)　と　penicillin (IQu,cc)

を利用して, T. vaginalisの純粋培養に成功した○本

邦に於いても,浅見(1952)ば　　penicillin　及び

streptomycin (2000u/cc)を用いて, T. vaginalisの

純粋培養に成功した｡山県(1953)は　penicillin

( 1562u/cc), streptomycm(6250 A^g/cc), aureomycin

(3125^g/cc)及びhomosulfamine (1 : 400)を用い

て, T. vaginali-∫及びT. foetu∫の純粋培養12例を得て

いる｡浜田(1953)は, penicillin　及びstreptomycin

(1000-2000u/cc)を用いて, T. vaginali.∫　の純粋培

養に成功している.又,成書によると, penicillin,

streptomycin (1000-2000u/cc)で, Trichomonasの

純粋培養が可能であることが唱われている｡著者は,

Trichomona∫の研究の第一段階として, T. vaginali.∫の

純粋培養を泣付する為に,諸家の追試を行ない今回

しっmと!i-'アーf'.}-た.

実　　験　　成　　績

I Trichomonas vaginali∫に随伴する細菌について

T. vaginalis培養に伴う細菌を除去する目的で,抗

&物質を利用した実験に着手した訳であるが,その随

伴細菌の精確な同定及び性状は別として,細菌株数及

びその性状の概略を知る必要があると考えられた.

WBⅡ培養基(処方後述)に, T. vaginalis　のTK,

TS, T5株を約50代継代培養したものを使用して,

それに随伴する細菌を普通寒天培地,血液寒天培地,

heart infusion変法培地(林考案),サブロ-培地,

肉汁ブイヨン等を用いて,好気性及び嫌気什(ドライ

アイス法)に分離培養して検索し,表1の成紙を柑た｡

好気性並びに嫌気性に分離せられた各細菌は,何れも

G(+)或はG(-)の梓菌及び球菌であって,しかも

芽胞形成菌や顛菌が1株も混在しなかったので,今使用

せんとしている数種の抗吐物質及びsulfamine　別の

単用又ほ併用によって除去されるであろうと且しわれた｡

実験の方針としてほ　Trichomona∫培養に抗吐物質を

単用せしめ,随伴細菌の消長を検索し,頑強に抵抗し

て生残する場合にほ,抗生物質の併用の処毘を執る∃1二
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表　　　　　　　　Trichomona∫の　随　伴　細　菌　叢

K

好

気

性

菌

嫌
気
性
菌

T S　　株　　　　　　　　　T　　5 秩

G (+)　梓　菌　1株

G (-)

G (-)　　単球菌　1〝

G (-)　双球菌　1〝

G (+)　　梓　菌　1株

G (-)　　　〝　　　2〝

G (-)　　単球菌　1 〟

G (-)　　双球菌　1〝

G (+)　　梓　菌

G (-)　　　〝

G (-)　　単球菌

G (-)　双球菌

1株

2　〝

1 〟

1 〟

G (-)　単球菌　1 〝　　G (-)　単球菌　1〝

G (-)　双球菌　1"　G (-)　双球菌　1〝

G (-)　単球菌 1 〟

計 7〝

備考:G (+)-グラム陽性　G(-)-グラム陰性

7　〝 6 "

にした.実験計画の原則として, Trichomonasの発育

を阻害することなく,しかもその薬剤濃度によって随

伴細菌を殺滅する方法を講じた.

A　実験材料及び実験方法

1 Trichomonas培養基:所謂重複系統に属する猪

木(1950)のWBIE (Whole blood)培地を使用した.

固形郊: Loeffler　の血清培地を用いる.すなわち,

56℃/50矧｢舶巨働化したウシ血清200mlに滅菌した1%

ブドウ糖ブイヨン　佃H 7.4-7.6) 100mlを混和し,

2mlづつ中試験管に分注し,血清凝固器に収め,第1

ロワo℃/1時間,第2日,第3日80℃/l時間にわた

り5回加熱し,凝固と同時に滅菌を行なったものであ

る.液体部:塩化ナトリウム加燐酸緩衝液を使用した.

その組成は, Na2HPO4　4.447g, KH2PO4 0.

NaC1 8.Og,蒸水1000ml (pH7.6)で, 120℃/15分

高圧滅菌を行なった後,家充血液を5%の割合で加え,

よく振渡した後, 56℃/50分非働化を行なって,用に

臨み先の固形部に重層する.米粉:玄米を乳鉢で微粒

子に細砕き,試験管に入れ120oC/1時間乾熟滅菌を行

なったものを半匙づつ(約).03-0.05g)実験に臨み

栄養液と同じく各培養基内に加え,実験に供する.以

上全て無菌的操作に基く.

2　Trichomona∫含有材料: T. vaginalis　の腔炎患

者の腫浸はr㌧液より上記のWB Ⅱ培地に分離した細菌随

伴培養で, 57℃/48時間毎に継代を行なった.対照試

験とする保存株は　Trichomonas虫体の発育増殖最盛

期(57oC/48時間)には1視野(lox 10)平均20-40偶

の虫体を観察する.

5　供試薬剤

実験に供した薬剤は下記に示すものである.

Crystalline Penicillin G. K. (明治)

Crystalline dihydrostreptomycin (明治)

Cohmycin ‖Painless" (科研)

Erythrocin (abbott)

Achromycin V (Lederle)

Homosulfamme (武田)

Kanamycin sulfate (明治)

有効期限内の各薬剤ほ,重層する栄養液を溶媒とし

て溶解及び稀釈を行なって使用した. (濃度は後述.)

4　Trichomonas虫体数の検査法: 5ワoCで二定時問

培養した後,培養液を振蕗均等化し,その1滴を裁物

ガラス上に採り,カバーグラスを被い, 10視野(lox

10)平均の1視野に含まれる虫体数を以って示した.

5　突験方法:まず,使用せんと準備した各薬剤単

個の使用を試み,各薬剤の　r.　　　∫に対する適量

を求めるべく実験を行なった.各濃度の薬剤を含んだ

培地を作り,予めWBⅡ培地で, T. vaginalis　の発育

最盛時である48時間培養液I.5mlを採り,新鮮な培地

へ静かに接種する.随伴細菌の消長を検索する為には,

普通寒天培地,血液寒天培地, heart infusion変法

培地,肉汁ブイヨン等を用いて,好気性,嫌気性(ド

ライアイス法)ともに次代移殖の都度,細菌の培養試

験を行なった.

IE Trichomona-　培養における虫体及び随伴紐帯に

及ぼす各種薬剤の影響

Trichamonas培養に随伴する細菌を除去して,その純
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枠培養を得る事を目的として,抗生物質及びsulfamme

剤を利用した実験を試みた｡前述した如く, penicillin

或はpenicillinと　s福ep七omycinとの混合により随

伴細菌の除去に成功している報告に鑑み, penicillin,

s七reptomycm,更に近年抗生物質界に於いて劃期的

な役を為す　achromycin colimycin, erythrocin,

kanamycmを加え,又sulfamine剤としてhomo-

su且famineを利用して実験を行なった◎

l実験方法

wB策培地の栄養液を溶媒として各薬剤を次の濃度

に溶解稀釈した砂　Penicillinは19200, 9600,

2400, 1200, 600, 300, 150u/比に, streptomycinほ

25000, 12500, 6250, 3125, 1562, 781, 390, 195

μg/cc.に, eryt福ocinは50, 15, 7｡5, 5.V5, 1｡87,

1.94, 0.47, 0.23^/C.Cに,colimycinほ20000, 10000,

5000, 2500, 1250, 625u/CCに, achromycinは2｡5,

ユ｡25, 0.625, 0｡317, 0.158, 0｡079, 0.039, ｡019

万V/ccに, kanamycinは75.0, 37.5, 18.75, 9｡57,

4. 68, 2.34, 1｡ 17, 0.5巳iv/ccに,そしてhomosulfamine

は20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0｡62, 0.31*?/CCの濃度を異

にする培地を作り,各濃度の薬剤を含有するWBⅡ培

地の栄養液を5.○ml宛固形部に重積し,米粉を添加し,

培地を準備する.これに予めWBⅡ培地で57〇c/48

時間に保たれ,発育最盛時にあるT鑑株の培養液を各

o.5mlづつ接種し, 57oCに保持し, 24, 48,ワ2時間

の5回に亘って虫体の発育状況及び随伴細菌の消長を

表　題　　　Penicillin加培養基内における

T.v.の発育状態及び随伴細菌の消長

所　見　　虫体発育状態　随伴細菌叢

u/cc　　　　　24h　48h　72h 好l嫌

19200

9600

4800

2400

1200

600

500

150

Cont｡

+

｣十

｣十

｣十

｣十

十

+

+

+

~r, ~

｣十

Tl一

-rh

｣+

+ト

♯

+I

+

+

+

+

十

十

+

+

+

+

備考:虫体1視野(10×10)

1-40　虫体

一汁　:　41′-100　〝

朝　　　101'以上〝

5

5

I

5

4

4

4

5

5

1

1

1

1

1

1

1

2

表　　　　Streptomycin加培養基内における

T｡ a.の発育状態及び随伴細菌の消長

所　見　　虫体発育状態　随伴細菌叢

ug/cc　　　　24h　48h　72h　好　　嫌

25000

12500

6250

3125

1562

781

390

195

Cont.

+

+

+

｣+

｣十

｣十

+←

｣十

+

+　　　　+

-什　　　+

十｣　　-†ト

1≠　　+｢

≠ト　　十十

≠ト　　一汁

^�"KS

｣っ-　〉　-.

+　　　+

2

5

3

5

5

4

4

5

5

1

1

1

1

1

1

2

備　考:表2に同じ

観察した.各薬剤とも各濃度につき2通りの培養基を

作り,実験を行なった.

2　実験成績

penicillin, streptomycin, erythrocin, colimycmj

achromycin, kanamycin,心omosulfamineの各濃度

を含んだWB H培地にTrichomona∫を接種し,虫体の

発育状況及び随伴する細菌の消長を観察し,表2 -8

の成績を得た.表に示される如く, penicillinの作用

に於いてほ, 19200u/∝限界濃度は,虫体に何ら悪影

響を与える事なく,かえって虫体の発育に好条件を備

え,発育増殖している.然し乍ら,随伴細菌叢に対し

ても絶体なる効果を示すことなく,嫌気性菌が絶滅し

たのみで,は!気性菌はなおも5株の発育を認めた¢

義　　　　Ery伽ocin　加培養基内における

r. 〟.の発育状態及び随伴細菌の消長

所　見

mg/α

虫体発育状態　随伴細菌叢

24h　48h　ワ2b 好臣嫌

50

15

ワ.5

3.75

1.87

0.94

1.47

0.23

Cont.

+　　｣十

｣+　　榊

+卜　　｣≠

｣+　　　≠+

｣十　　　+汁

｣十　　†日

+　　　　+

備　考:表2に同じ

｣十

-tv

→≠

-i｢｢っ｢

｣≠

｣十

+

5

4

4

4

4

4

4

4

5

1

1

1

1

1

1

1

2
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表　　　　Colimycin加培養基内における

T..v.の発育状態及び随伴細菌の消長

所　見　　虫体発育状態　随伴細菌叢

u/cc　　　　　　24h　48h　ワ2h

2000○

10000

50〉00

2500

1250

625

Cont.

+

十

+

+

十

十

+

備　考:表2に同じ

+

+

｣+

十

-If

｣十

+

* ]�"-　　n;ら

+

+

+

十

+

+

+

1

1

2

2

2

5

5

1

1

1

1

1

2

Streptomycinの使用に於いてほ, 25000 μg/∝の高波

皮でやっと虫体の発育を抑制しているにも拘らず,随

伴細菌はなおも発育増殖を示している. 12500μg/α

の濃度においてすら,随伴細菌は,約半数を殺滅した

に過ぎない　Erythrocm　の作用では, 15mg/C.C.の濃

度で　Trichomonas　の発育を完全に阻害しているにも

拘らず,随伴細菌叢は依然として旺盛な発育を示した.

Colimycin　の作用に於いては, 20000u/∝濃度では,

虫体の運動性ほかなり弱まったが,発育することを認

めた.随伴細菌に対しても強く作用し,嫌気性菌は絶

滅し,孵,気性菌も1株が生存するのみである. ㌧然し乍

ら,この薬剤の20000-10000u/∝の高濃度で継代を

重ねると,虫体ば絶滅し,実験の原則に合致しない.

Achromycinによる作用ほI. 31WC.C濃度限界に於い

て,虫体の発育が良好となったが,二万,随伴細菌の

表　　　　Achromycin加培養基内における

T. v.の発育状態及び随伴細菌の消長
｢｢｢= 〉〉

所　見

mg c〉c

虫体発育状態　随伴細菌叢

24h　48h　72h * ;�"　　4経I;.

2.5

1.25

0.625

I.517

0.158

0.079

0.039

1.019

Cont.

+

+

+

+

+

+

-十

備　考:表2に同じ

+

｣十

ii一

一汁

サ

ー｢.｢一

+

+

+

+

+

+

i〉 i〉-

+

1

1

1

2

g

4

4

4

5

1

1

1

1

1

1

2

表　7　　‡壬omosulfamine加培養基内における

T･ a ･の発育状態及び随伴細菌の消長

所　見

mg/α

虫体発育状態　随伴細菌叢

48h r72h
'; /�"　'i?.

20.

10.0

5.0

2.5

1.25

0.62

0.31

Cont.

+

十

十

~l'~

1十

+ト

+

〈〈

+　　　+

｣+　　　+

-H- I　+

｣+　　　+

+卜　　+

-if　　　+

+　　　+

2

2

5

4

4

4

4

5

備　考:表2に同じ
1

表　8　　　王(anamycin　加培養基内における

T. v.の発育状態及び随伴細菌の消長

1

1

1

1

1

1

1

2

所　見　虫体発育状態　随伴細菌叢

mg/∝　　　　24h　48h　72h　好　　嫌

75.

37.5

18. 75

'.37

4.68

2.54

1.17

0.58

Cont.

+

†ト

+卜

〈什

+ト

1｢

+ト

41-

+

+

〈什

｣≠

+汁

｣≠

｣≠

｣≠

っ｣｢L

+

十

+

+

｣+

｣十

+ト

+

+

+

1

1

2

5

B

5

1

1

1

1

1

1

2

備　考:表2に同じ

消滅も半数株に停どまる　Homosulfamine　の作用に

於いては, 10.0-5.0サ?/CC濃度中でも虫体は発育を示

すが,その濃度における随伴細菌の除去は半数株であ

る　Kanamycinの作用については,随伴細菌の発育

を阻止する濃度ワ5mg/CC, 37.5mg/CCにおいては,

虫体の発育は抑制される事なく培養がなされた.又そ

れ以下の濃度中において, 18.ワ5mg/∝濃度でほ,嫌

気性菌のみ発育を認め,好気性菌は全て寂滅した.

9.37mg/CC濃度に於いては,更に, T人ichomonas　の発

育は旺盛であり,且つ又,随伴細菌も嫌気性菌1株,

好気性菌1株が生残るのみである.

各薬剤いづれの場合でも,薬剤の影響で随伴する

細菌の二部が発育を抑制される濃度に於いては,

Trichomonas　虫体の発育増殖は,対照試験に比較し,
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非常に旺盛である｡これはTrichomonas原虫が,発育

に有利な条件下に置かれたと解釈してよいものと恩わ

nz.

小　　　　括

Trichomona∫ vaginali∫培養に随伴する細菌を除去して,

その純粋培養を得る事を目的として,抗生物質及び

sulfamine剤を利用した実験を行ない　上述の如く,

まずpenici11in, streptomycin, erythrocin, colimycm,

achromycin, kanamycin, homosulfamineの単個使

用を試みた｡その結果,penicillinでは19200u/GCの濃

度において,虫体の発育は阻害されることなく,随伴

細菌の半数株を殺滅することを認めた･ Streptomycin

では25000^g/CC濃度において,随伴細菌の2株を残

し,他は消滅した　Erythrocinでほ,虫体の発育を阻

止しない7｡5^/c.c濃度に於いてほ,随伴細菌の1株が

消滅したのみであった｡ Colimycinでほ, 20000u/C.Cの

濃度中でも,なお虫体は生存し,随伴細菌の1株も発育

する事を認めた　Achromycinでは, 0.317*V/CC濃度

に於いて,随伴細菌の半数を消滅し　homosulfamme

では, 10W/C.G濃度で,なお随伴細菌の半数株が発育

することを認めた○ Kanamycinでは,虫体は発育し,

随伴細菌が全く発育を示さないという最も望ましい濃

度汎5mg/CCを得る事ができた.又, 18｡75mg/C.C濃

度限界に於いても,嫌気性菌1株を残すに過ぎない

先にも述べたように,文献に従えば, penicillin及び

s七陀ptomycinの単用で　Trichomonas培養に随伴する

細菌の除去に成功している報告を見るが,著者の本実

験に於いては,使用した薬剤のうち, kanamycinが最

も良好な成績を示したが　Trichomona∫　の純粋培養が

薬剤単個利用で簡単に成功する場合は稀有かとmわれ

る.

M Penic量il呈n　及び　Strept-yc-　の連続作用に

よる　Trichomonas培養への影響

a) Strepto-ycinの連続作用

先の実験により, s七reptomycm　単個使用の際に,

25000/<g/CC濃度限界に於いても尚　Trichomonas　培

養に随伴する細菌2株の発育を認めた訳であるが,こ

れはstreptomycinの1回限りの作用であった.そこ

で,連続作用を行なって,その2株が絶滅しないもの

かどうかを試みて実験した｡

1実験方法

w習･Ⅱ培地の栄養液で以って, streptomycinを溶

解し,25000, 13600,2940, 1480A*g/CC濃度になるべく稀

釈した｡各濃度の異なる培地を作り,それぞれ米粉を加

え,実験に供する.予め57℃/48時間に保ったWB韮

培地に培養したTrichomonas株の培養液を).5ml宛

streptomycin　を加えた濃度を異にする培地に接種す

る. 57℃に保ち一定時間後,培養液を均等に混和し,

虫体を計測し,随伴細菌の消長を検索した.細菌の検

査には,普通寒天培地,血液寒天培地　heart infusion

変法培地,肉汁ブイヨン等を使用して,好気性,嫌気

性(ドライアイス法)ともに培養試験を行なった.

2　実験成績

Tがhomonas　培養に　streptomycinの連続作用を行

なって得られた成績(48時間所見)は,次の表に示す

表　　　　Streptomycin加培養基にTrichomona∫を

継代した成績(48時間所見)

__-　--I-:---　--I

1打巧丁粥丁訂す
備　考:表2に同じ

迫りである.この結果から判断される如く, strepto-

mycinを添加した培養基で　Trichomonasを継代培養す

ると,対照に比し,明瞭なる発育増殖の差が認められ

る｡詫摩(1959)は, 700-1500^g/CC濃度限界に於

いて, Entamoeba histolytico,の培養はむしろ発育を

促進すると報告している.著者の実験に於いても,

streptomycin　添加培養基内での　Trichomonasの発育

増殖は,対月割こ比して非常に旺盛であることを認めた申

然し乍ら,随伴細菌は,継代を重ねても消失して減ず

る株ほなく, 1回限りの作用結果と同じであって,随

伴細菌の一部を殺滅しただけであった｡

b) Streptomycin　及び　Penicillin　の連続作用

Streptomycin及び　penicillin　の2薬剤の併用で,

先に述べた如く, Tがhomona∫　純粋培養に成功してい

る若干の報告に鑑み, Trichomonas　の随伴細菌の除去

実験を行なった.

1実験方法

培養基内のstreptomycin及びpenicillinの濃度を

次に示す濃度に栄養液で溶解稀釈した. Streptomycin

及びpenicillin　をそれぞれIOOOOu/α : lOOOOu/α,

5000u/C.C : 5000u/CC, 2500u/C｣ : 2500u/CC, 5000u/CC :
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2500u/cc, 2500u/CC. : 5000u/C.C.の濃度及びその比を異

にする培地を作った.これに予め57℃C/48時間培養の

Trichomonas培養液を0. 5ml宛接種し, 57℃に保ち48時

間毎に移殖を行ない一定時間後,虫体の発育状況及

び随伴細菌の消長を観察した.細菌の検索は,普通寒

天培地,血液寒天培地, heart infusion変法培地,肉

汁ブイヨン等を用いて,好気性,嫌気性(ドライアイ

ス法)ともに培養試験を行なった.

2　実験成績

Streptomycin-penicillin各IOOOOu/GC濃度による連

続作用ほ,虫体に対して強い影響を与えるものと思わ

れ,累代4代にして,遂に虫体は絶滅する,法果となっ

た･ Streptomycin-penicillin各5000u/CC濃度による

連続作用に於いても,賂代5代にして虫体は消失した.

このように高濃度の連続作用に際しても,随伴細菌は,

好矧生,嫌気性ともに発育を認め, 1匝】限りの作用と

大きな差異は認められなかった.その他の濃度による

Trichomona∫培養の結米では,虫体の発育増殖を認め,

且つ又,随伴細菌の発育も認められた. Streptomycin-

penicillinの併用による継代培養を重ねても,容易に

随伴細菌を殺滅する剖ま困難であることが判明した.

小　　　　括

先に述べた如く,文献に従えば容易に　penicillin

及びstreptomycinで　Trichomona∫培養の随伴細菌の

除去に成功し, Trichomonas　の純粋培養を得ているが,

著者の経験からpenicillin或はstreptomycinの単用

又は併用により, Trichomonasの純粋培養を得ること

紘,甚だ困難であると考えられる.これは　Trichomona∫

の発育状態及び混在する細菌の発育が緩徐な場合等,

Trichomona∫株による相違に基づくかもしれないが,

簡単に成功していた年頃の随伴細菌と今日のそれと,

抗生物質に対する抵抗性等に差異があるのではないか

と考えられる.

]Y Kana-ycinによる　Trichomonas培養の随伴

細菌の除去実験

数種の抗生物質及びsulfamine剤を単偶に使用して,

Trichomonas培養の随伴細菌除去を企図したところ,

kanamycm　が最も良好な成績を示したので,更に

kanamycm単用の一連の実験に着手した.

l実験方法

WBⅡ培地の壷積栄養液で　kanamycin　18.ワ5

mg/∝　L.875mg/∝の濃度に溶解したもの各5.Oml

宛を固形斜面に重積して,米粉を添加し, kanamycin

含有濃度を異にする培地を作る.又, kanamycinを

含まない新鮮なWBII培地をも準備する.初代には

kanamycin 18.ワ5mg/∝濃度の培地を使用する.こ

れに予め57℃/48時間培養された発育増殖最盛期にあ

るTrichomonas株のTK, TS, T 3株の培養液をそ

れぞれI.5mlづつ接種し, 57℃に保ち, 24, 48, 72

時間の三剛こ亘って虫体の発育状況を観察し, 48時間

毎の転殖を行ない次代移殖の都度随伴細菌の消長を

検索した･随伴細菌の検査には,普通寒天培地,血液

寒天培地, heart infusion変法培地,肉汁ブイヨン等

を用いて,好気性,嫌気性(ドライアイス法)ともに

培養試験を行なうと同時に,細菌の染色及び顕倣鍬こ

よる観察を行ない　これら三所見の欠如することを判

定基準,純粋培養成立の条件とした.

Kanamycin含有培地による継代は,初代3.75mg

/∝濃度のものを使用し, 2代以降はその1/10量1.875

mg/∝濃度の培養基を用いて行なった.このように

kanamycin　を連続作用するものの場合の外に,累代

2代, 5代, 10代, 15代とkanamycin含有培地継代

のものから　kanamycin及び他の薬剤を含まない

新鮮な培地へ転殖し,継代を続けることによって,

kanamycinの除去により虫体の発育及び随伴細菌の

消長の状況並びにその変動を観察した.実験はすべて

2通り行なった.

2　実験成績

前項の実験成績からkanamycin 57.5mg/C.C漬度

限界に於いては,初代で既に随伴細菌の培養基内での

発育増殖は全く認められず,しかも虫体の遅効性はや

や衰えた程度であったが,発育は阻止されるには至ら

なかった･しかし,この濃度による連続作用を試みた

ところ, kanamycinの及ぼす影響は強く, 3代で虫

体は絶滅した.又,初代より薬剤除去培地へ転殖した

場令も, 3-5代で虫体は消滅した.尚　3.75mg/α

濃度の連続作用及び新鮮な培地への転殖も試みたが,

この濃度に於いても,虫体に与える影響は大きく, 4

代で虫体は消滅するに至った.初代18｡75mg/α, 2

代以後はその1/10量1.875mg/∝の濃度を作用させ

て継代可能となり,その結果ほ表10に示される. TS,

T 5株については,初代に於いてもなお細菌は好気性

菌,嫌気性菌ともに発育を認めたが, TK株では,既

に嫌気性菌1株を認めるだけで,好気性菌ほ全く発育

を示さない. 1.875mg/∝を作用した2代目には, TK,

TS, T3株とも虫体に対して悪影響を与えず,対照

試験に比して,はるか声こ虫体の発育は旺盛で,しかも

連動性も大となり,随伴細菌にしても,好気性菌,嫌
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表　且O Kanauiycin加培養韮にTrichomonas
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2)随伴細菌の検査に於いてほ,使用した4種の

培養基のいづれにも培養不可能な場合を~に,
一年〉Lffでも培養可能な場合を+とした｡

気性菌とも如何なる培養基を用いても発育は全く認め

られなかった｡染色により不明瞭な細菌様菌体を観察

した.これをフクシン及びメチレン青を使用した生菌

と死菌の染色による判別法を応用したが,両者間の差

を認めr〉Iなかった｡ 5代-移殖する際に,連続作用の

ものは2代と同じくkanamycin 1.875mg/C.C.濃度を

含む培地へ移殖し,二万　kanamycinを除去したも

のへの移植とに分けて実験を続けた｡ Kanamycm 2

代作用後薬剤を除去したものについてほ,表11に示さ

れる結果をな〉T〉ら〉〉は,これに依ると,転殖時には如何なる培

養去抑こ於いても全く発育を認められなかった随伴細

菌が, 4代で好気性菌が, 6代で嫌気性菌が発育を示

すようになった　Kanamycin連続5代作用について

見ると,何ら虫体に悪影響を及ぼすことなく･かえっ

て虫体の発育は旺盛で,しかも運動も活授である｡

随伴細菌についてほ,使用した培養基内での発育は全

く認められず,染色ば更に不良となり,顕微鏡所見

でも細菌と思われる物は少なくなった｡累代5代で

転W〉f_した場合の成績についてもこの表で判るように

Trichomonas株のTS, T 3株については,次第に虫

表11 .-Kanamycin加培養基から薬剤除去培地へ

転殖したTrichomona∫培養の所見
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体の発育が不良となり,遂に7代･ 5代で虫休が消滅

するに至った.これはkanamycinの作用に依るのか,

Trich｡maonasの発育状態或はその他の原因に依るのか

確かでない.残るTK株について継代を重ねて虫体の

発育増殖の状態や細菌の検索を続けた･ Kanamycin

を除去した培地で継代を行ない,細菌の検索を行なっ

たが, 15代に亘って好気性,嫌気性ともに全く発育は

認められなかった.染色に於いても不良であり･ただ

所謂ghost cellと思われるものが顕微鏡所見によって

のみ観察されていた.しかもその量的関係は,転殖後よ

りだんだん減少し, 7代-9代頃が最も少なく,この

頃は,顕微鏡所見でも殆んど純粋培養と思われる程で

あった.それが漸次数を増し,遂にほ染色も可能とな

り,又更にほ培養基内に於いても発育を認めるように
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なった. 15代の問(SOdays) ,細菌の培養試験及びそ

の他の所見で随伴細菌陰性の成績を得たので,恰も随

伴細菌の除去に成功し, Trichomona∫の純粋培養を得

たかの如き感を抱いたのであるが,更に続行した実験

成績により,それは成功に達しなかったのである.再

出現した随伴細菌については後述する. Kanamycin

連続作用10代及び15代から　kanamycinを除去した培

地-転推したものに於いても,虫体の発育増殖は旺盛

で,しかも随伴細菌の検索の結果は陰性で, 10代, 6

代と続いたものが,次第に虫体の発育は衰え,他方,

随伴細菌も僅かであるが漸次培養基内に於いて発育を

認めるようになった.

3　再現した随伴紙菌の感受性Disk testについて

随伴細菌を除去する為に薬剤を連続的に作用した実

,験の結果,短期及び長期に亘り,随伴細菌の培養試験

が全く陰性であったにも拘らず,後代に至って,随伴

細菌が再出現して発育増殖を認めた.この再現した細

菌が,使用した薬剤に対して耐性を有するか否か検索

する必要があると考え　Disk testを行なってみた.

常法に従い実験した結果は,再現した細菌の好気性菌,

嫌気性菌ともに　kanamj^cin 3[)MCG/Diskに於いて耐

性を社指していることが判明した.再現した随伴細菌

は,好気性菌は　Gram (-)の双球菌1株,嫌気性

菌は　Gram (-)の単球菌1株であった.

小　　　　括

既に述べた如く　Trichomonasの純粋培養を得る目

的で, kanamycin　を利用して随伴細菌の消滅を試み,

実験したのである.初代18.75mg/c.c含有培地に接

種し, 2代以降は, 1.875nig/∝濃度を作用させた.

虫体の発育状態及び随伴細菌の消長を検索した結果,

5代連続作用後新鮮な薬剤除去培地-転嬉した場合が

最も良好であった.虫体は対照より良好な発育状況で

あり,随伴細菌は, 15代の問(30days) ,実験に供

した培養基内に於いて全く発育が認められず,又,染

色法に於いても認められず,ただ顕微鏡所見に於いて

のみ,所謂ghost cellかと思われるものが僅かに観察

されていたに過ぎなかったのである.それが,漸次染

色も可能となり,培養基によっても細菌の発育が認

められるようになり,恰も　Trichomona∫　の純粋培養

に成功したかの如く観察されたものが,随伴細菌の

kanamycin耐性菌としての再出現により　Trichomonas

の純粋培養は得られなかった.

V Kan乱-ycin　と他の薬剤との併用による

I richomona∫培養に渋ける随伴雑菌の除去実験

先の実験に於いて, kanamycin単用の結果,長期

に亘り細菌の培養が不能であったが,菟極の処,薬剤

耐性となって再現し,結局　Trichomonasの純粋培養

は得る事ができなかった.出来る限り,少数の薬剤に

よって随伴細菌を除去せんが為,最も良好な成績を示

したkanamycinと他の薬剤1種を用いて,随伴細菌

の除去実験を行なった.

I実験方法

WBⅡ培地の栄養液で以って, kanamycinを2.0

mg/∝　濃度に溶解し,それに　penicillin 10000,

5000, 2500, 1250u/C.C　の濃度になるように溶解稀釈

する. Cohmycinは, 10000,5000,2500,1250u/CCの濃

度になるように, achromycin　ほ, 0.3, 0.15, 0.07,

0. OWC.C.の濃度になるように,又homosulfamineは,

0.4,0.3,0.2,0.WC.Cの濃度になるように,それぞれ

kanamycinとの混合液を作り,固形斜面に5. 0*1宛重

積し,米粉を添加して,各薬剤共含有濃度を異にする培

地を作る.これに予めWBⅡ培地に5ワ℃C/48時間保た

れているTK株の培養液を各0.5/s/づゝ接種し, 57℃

に保ち, 24, 48,ワ2時間の5匝=こ亘って虫体の発育状

況を観察し, 48時間毎に転殖する.随伴細菌の消長は,

次代移殖の都度,普通寒天培地,血液寒天培地　heart

infusion変法培地,肉汁ブイヨン等を用いて,好気性,

嫌気性(ドライアイス法)ともに培養試験を行ない検

索した.又,培養による方法と同時に,染色及び顕微

鏡所見を併せて観察し,判定の基準とする.薬剤併用

による作用方法は,単個使用の場合と同じく,累代連

続作用のもの,及び5代, ユo代, 15代, 20代作用のも

のから薬剤無添加培地へ転殖し継代を行なうものとに

分けられた　Trichomona∫　培養は,各薬剤各濃度とも

全て2通り行なって実験した.

2　実験成績

a) Kana-ycinと　Penicillまn　の併用による随伴

細菌の除去実験

Kanamycm 2.Qmg/∝とpenicillin 10000, 5000,

2500, 1250 u/ccとの混合薬剤をTK株に作用させた

結果は,表12に示される通りである. Kanamycin 2.0

mg/∝とpenicillin 10000 u/∝及び5000　u/∝濃

度の連続作用は,若い代では,虫体の発育はかなり活

掩であり,随伴細菌は, 2代或は5代で既に培養基内

における発育は全く認められない.然し乍ら,長期に

及ぶ連続併用は,虫体に対して次第に悪影響を及ぼす

のか,虫体の発育が緩かになり,遂には消滅するに至

った.軍anamycin 2. Omg/CCとpenicillin 250Qu/CC

及び,�"1250u/CC濃度による連続併用に於いては,好気
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嚢　且　　　Kanamycin及びPenicillin加培養基にTrichomona∫ vaginali∫を継代した成績

｢ト-＼＼準度　KM　2.Omg/cc
PC IO.OOOu/cc
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l

l

l

l
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十

性菌は消滅したが,嫌気性菌は,二旦培養試験陰性と

なったものが再び培養可能となるか,或ほ全く消失を

観る∃]二がlT与来なかったかであるB次に,併用培地で連

続継代を行なったものから,薬剤除去の培地へ転殖し

た場合の成績は,表15に示す如くである｡これによると,

薬剤無添加培地で最も長い)卸Hj随伴細菌の培養が陰性

であったのほ, kanamycin 2.Omg/C.C　とpenicillin

5000 u/ccの組合せで連続20代作用したものから転殖

した場合であって, 4代のI円(8days)に亘った.いづ

れの組合せに於いても,随伴細菌の培養試験は陰性で,

しかも虫休の発育も退行するという場合と虫休の発育

は良好であるが,随伴細菌が二時ほ培養不可であっ

ても再現するという場合とに限られ, kanamycmと

penicillinの併用によってもTrichomonas培養の随樺

細菌を除去することば,'l-i㌧来なかった｡

払)温ana-yc畳nとC名1呈tnyeiiの併用による随伴

細菌の除去実験

Kanamycin 2.　　　　と　cohmycm 10000,

5000, 2500, 1250 u/ccとの混合濃度によるTK株の

培養成績は,表14に示される｡ Kanamycin 2. Omg/C｣.

とcolimycin IQOOOu/∝　との連続作用においてほ,

初代で好気性菌が消滅し, 5代で嫌気性歯も消滅したD

然し乍ら,薬剤の虫体に及ぼす影響も強く,一時ほ虫

体の発育増殖は良好であっても,次第に退行現象を呈

し,遂には絶滅する結果となった　Kanamycm 2.

mg/ccとcolimycin 5000 u/'cG以下の併用に於いて

ほ, colimycinの濃度が低い程随伴細菌の消失ほ遅く,

又再,'{',現も早い. Kanamycin 2. Omg/C･Cとcohmycm

5○　w∝の併用では,虫体の発育増殖ほ非常に旺盛で

あり,好気性菌は初代で泊滅し,嫌気性菌は7代か

ら培養不T[]能となり, 18代に至るまで,そのl｢an代

のI〉3(22 days)ほ,全く細菌の発育は認められなかったB

然し, 19代より僅かに,そして次第に細歯の発育を認

めた　Colimycinの濃度が2500u/C.C〈及び1250u/C.C.

の場合に於いても,随伴細菌の消失及び再現の時日福勺

差はあっても,結果においてほ同じ成績である.次に,

薬剤添加培地による継代のものから薬剤除去の培地-

転殖したものは,表15に示す成績を得た.この方はに

ょる　Trichomona∫培養の結架,虫体は発育増殖し,随

伴細菌の培養におるUらi肖失が最も長報こ及んだのは,

kanamycm　2. Omg/C.Cと　colimycin 10000 u/CCの

濃度による併用で, 15代連続作用の後転殖したもの
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表13　　　Kanamycin及びPenicillin加培養基から薬剤除去培地の転殖した

Trichomonas vaginali∫培養の所見

千
である.然し乍ら,この場合も虫体自体が次第に退行し　　　c) KanamycmとAchromycinの併用による随

結局は絶滅した.随伴細菌を殺滅する濃度限界に於い　　伴細菌の除去実験

てほ,虫体は一過性には発育良好であっても,連続作　　　Kanamycm 2.0 mg/QGとachromycmの　0.5,

用させた場合は,何らかの影響が与えられるものと考　　0.15, 0.07,　　　　の濃度の併用によるTK株の

えられ,次第に発育増殖が下降する.虫体が永続的に　　虫体の発育状況及び随伴細菌の消長を観察した結果ほ,

発育増殖の順調な薬剤濃度に於いては,随伴細菌が殺　　表16に示す如くであった.薬剤の連続作用に於いては,

滅することなく発育増殖し,希望する好成績は得られ　　各濃度とも2代で好気性菌及び嫌気性菌の発育は全く

なかった.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　認められなかった.然し乍ら, achromycmの濃度が
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義　且魯　Kanamycin及びColimycin加培養基にTrichomonas vaginalわを継代した成績

簿
KM　2.Omg/　　KM　2.Omg/cc KM　2.Qmg/cc I KM　2.Omg/cc
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義　且　　Kanamycin及びColimycin加培養基から薬剤除去培地へ転殖したTrichomonas vaginall∫
培養の所見
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表16　　　‡Canamycin及びAchromycm加培養基に

Trichomonas vaginali∫を継代した成績

KM　2,Omg/　　KM　2. Omg/cc KM　2.0 mg/cc KM　2.0 mg/cc
AC 0.15mg/　　AC 0.07mg/cc AC 0.04mg/cc

謂
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表17　　　　Kanamycin及びAchromycin加培養基から薬剤除去の培地へ

転殖したTrichomonas vaginali∫培養の所見
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高い程早期に虫休の退行が現われ,遂にほ虫体が消滅

した申　Kanamycin　2.Qmg/C.C　と　achromycin o.o4

MO7CCの併用に於いては,虫体の消滅に至らぬうちに,

随伴細菌の再出現を認めた.薬剤作用の　Trichomona∫

培養を薬剤無添加の培地へ転殖して得られた成績は,

表17に示す如くであった｡薬剤作用10代以内の転殖に

ついては,各濃度ともに移植後5代にして随伴細菌の

発育が認められ, 15代, 20代連続作用した後転殖した

ものでは, 5代乃至4代で虫体が死滅するに至り,求

める結果は,1〉i;iられなかったe

ま理)泥亀na-yc呈nとH名-名sulfam.呈neの併用による

随伴細菌の除去実験

Kanamycin 2. Qmg/C.C.にhomosulfamine o. 4, 0. 3,

0.2, 0｡1mダ/CCの濃度を併用したTK株の虫体の発育

状況及び随伴細菌の消長について観察した成績は,

表18に示す如くであった田　この表に示される如く,

homosulfamme o. 4^/C.C.の場合には,随伴細菌ほ2代

で殺滅され,虫体の発育増殖ほ一時には順調であって

も次第に退行して絶滅した館　Homosulfamine

′/∝濃度以下の連続併用に於いてほ,虫休の発育増殖

はかなり旺盛であるが,二万,随伴細菌の消失が最も

長い場合で20代の問　　days)しか続かず,結局,

随伴細菌の再現により　Trichomona∫の純粋培養は得

られなかった.

3　再現した随伴艶菌の感受性Dまsk testについて

Kanamycinと他の薬剤とを混合し,薬剤併用によ

る　Trichomona∫培養の随伴細菌の除去実験を行なった

のであるが,先の　kanamycin　単用による随伴細菌

除去実験の成績より優れた結果を得る事が山来ず,

kanamycin単用の場合と同じく,二且培養試験で発

育を認めなかったものが,再び培養が可能となり,栄

育増殖を認めた.そこで,再現した細菌の使用した薬剤

に対する感受性を検する必要があると考え, Disk test

を行なった.その結果は, kanamycinに対しては,

再現した好気性菌,嫌気性菌ともに　30MCG/Diskにお

いて耐性であることを認めた　Penicillinに対しては,

好気性歯は2.Ou/oiskにおいて耐性であり,嫌気性

菌は).5u/Disk　において耐性であることを示したの

Cohmycinでは,再現した好気性菌,嫌気性菌ともに

300u/Diskに耐性となっていた.二邑消失して再,*,現し,

発育増殖を認められた随伴細菌は,好気性菌はGram

(-)の双球菌であり,嫌気性菌はGram (-)の単

球菌であった.再山現した細菌については,更に検討

の余地があると考えられ,機会を得て追究したいと思

:i〈っ--,'I ',''

表　且8 Kanamycin及びHomosulfamine加培養基に

TrichomonsひaginaH.∫を継代した成績
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表19

議定三

度
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＼
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Kanamycin及びHomosulfamin加培養基から
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備考:表10に同じ

ー什

+

Ti

｣十

｣+

-tt-

｣+

〈什

十

+

+

+

+

十

+

十

+

+

+

虫　体

4Sn

2. Omg/cc

0. 2mg/cc

細　菌　虫　体　細　菌

好　嫌　48h　好　嫌

KM
Hs

体

2. Omg/cc
). img/cc

細　　菌

好　　嫌

良

4Sh

〈什

十

≠ト　　　+

｣十

｣十

｣十

｣+

十十

+

+

｣+

｣十

｣+

･仙

｣≠

｣十

｣十

㌧㌧

;㌧

+

+

+

十

+

〈十〈

+

〈!

十什

H

'(

一件

-汁

〈什

｣十

｣≠

+

+

+

r

;!

l

｣≠

�"H-

+　　｣≠

-≠

｢什

+　　｣十

+　　　+I

+　　　¶+

+

+

十

｣,

+

+

+

+

+

+

+

総　括　及　び　考　察

FLEMING (1928)がpenicillinを発見し,らDoMAGK

(1932)がPr人ontosilを創造して以来,抗生物質及

びサルファ剤の研究は俄然進展し,幾多優秀な薬剤が

相次いで登場しつつ今日に至っている.しか㌧し,これ

らの薬剤の大部分は,細菌性疾患に対しては戯曲的な

効果を発揮するに拘らず,原虫性疾患に対しては余り

効がないという事実が知られたので,原虫培養の随伴

細菌を除去することに応用され,例えば, ADLER &

PuLVERTAFT (1944)がseptamide及びpenicillinを

併用して1. vaginali∫　の無菌培養に成功して以来,

Trichomonas　の純粋培養も比較的容易に得られたと

いう若干の報告に接するに至った.しかし,山県(1

953),浜田(1953)の報告以来, 10年を経過した今凱

これらの諸共剤に対する耐性菌-雑菌を含めて二

も殖えた筈なので, penicillin或はstreptomycinの

単用或は併用によって随伴細菌を除去することは不可

能となったのではないかと考えられる.著者の実験に

よれば, penicillinに於いては, 19200u/CC濃度によ

っても尚随伴細菌は5株生存し, streptomycin`では

25000ug-/c.c.の濃度中に於いても随伴細菌の2株は発

育し, erythrocinでは7.5mg/∝濃度限界で随伴細

菌の2株を駆逐したのみであり　achromycinでは

I.31W/CC濃度限界で, homosulfamineでは10.0

サOycc濃度限界で半数株の随伴細菌を消滅しただけで,

colimycinでは20000u/C.C濃度で尚も好気性菌の1株

の発育を認めた.ただ　kanamycinでほ37.5mg/c.c

濃度限界に於いて随伴細菌の全てを駆逐する事に成功

したが,薬剤は虫体にも影響を及ぼし　Trich｡m｡na∫

の継代ほ永続しなかった. Kanamycinの単用で,初

代18･75mg/c.c, 2代以降1.875mg/c.c濃度による5

回連続作用の後･薬剤無添加培地へ転殖して, 16代

(32 days)に亘って培養基内に於ける随伴細菌の発育

は全く認められず,しかも,顕微鏡観察の際も所謂

ghost cellと思われるものが極く僅かに認められたに

過ぎなかったので,恰もTrichomona∫の純粋培養に成

功したかの如く観察されていたが,結局,随伴細菌が薬

剤耐性となって再出現し,随伴細菌を完全に殺滅する

ことは出来なかった. Kanamycinと他の薬剤との併

用による実験においても同じ結果を得た. Kanamycin

2. Omg/GGとpenicillin 2500u/CC濃度による併用で
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ほ, 4代で一旦随伴細菌は消火したが,再び15代で山

現して発育を認めた｡　Kanamycin　2.Omg/C.C.と

colimycin 5000u/C.C濃度の併用は, 7代で一旦随伴細

菌を消滅したが,再び19代に至って培養を認めた｡

Kanamycin 2白Omg/CCと　achromycin 0. 07W/C.C濃

度の連続作用により, 2代で随伴細菌の全てを殺滅し

たが, 25代に至って虫体自体が絶滅した｡ Kanamycm

2｡ Omg/C.Cとhomosulfamine ｡ 5軌'c.c.濃度の連続併

用は, 5代で一旦随伴細菌を消失したものの再び22代

に至って,培養可能となり発育を認めた｡

従って,抗,i物質の単用或は併用により, Trichomona∫

培養に随伴する細菌は,強度にその発育九/J満力を

抑制されるものの,完全なる駆除には達しないものと

考えられる.今日でば,抗吐物質の利用により簡単に

Trichomonas培養の随伴細菌を殺滅することば,甚だ

困鰍こなったのでばないかと,臥われる･これは,

Trichomonas株の差異に由るとも思われるが,一般に

随伴細菌が抗生物質に対する抵抗性を牲指した為と考

えられる.
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Summary

This is a report of an experiment which had been carried out in order to get pure culture

of Trichomonas vaginalis by using some antibiotics and a sulfonamide to get rid of associated

bacteria. Stock cultures of Trichomonas were maintained in the double medium of liquid and

solid, that is, whole blood medium described by INOKI (1950). The liquid part consisting

of NaCl 8.0gm, Na2HPO4 4.447gm and KH2PO4 0.269gm in 1000ml of water had rabbit

blood at the rate of five per cent addet to. The solid part contained 100ml of 1 per cent glucose-

-bouillon and 200ml of cattle serum coagulated to a slant. Materials containing Trichomonas
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were cultivated in the medium, every 48 hours at 37•Ž by turns successively. The cultivation

of the bacteria was observed under the aerobic and anaerobic conditions at 37•Ž, taking use of

enrichment medium such as heart infusion medium, every time by turns successively.

For the purpose of obtaining a bacteria-free Trichomonas culture, the authoress employed

penicillin 5000u. per ml and streptomycin 5000u. per ml, each of which was separately added

to WB medium, but it led to no result. Then, kanamycin was employed. At the first generation

Trichomonas culture was inoculated into WB medium containing kanamycin 18.75mg per ml and
then 1.875mg per ml. Growth of bacteria of the Trichomonas strain was not observed from the

second to the twenty-second generation (40 days), but thereafter they certainly appeared again
at last. When the Trichomonas strain was inoculated into WB medium in absence of antibiotic

after teh fifth generation, associated bacteria were not cultivated throughout fifteen generations

(30days), but they reappeared thereafter. Kanamycin 2.0mg per ml mixed with penicillin

2500 u. per ml, colimycin 5000u. per ml, achromycin 40ƒÊg per ml and homosulfamine 300ƒÊg
per ml, each of which was separately added to WB medium, proved ineffective to continue

any longer than seventeen generations (34 days). Though bacteria of the Trichomonas strain

were imposible to have a growth in any medium for a fairly long time, no everlasting pure-
culture of Trichomonas vaginalis was obtained.

As of this date it seems as difficult as imposible to make entirely free from bacteria of

contaminated Trichomonas culture by application of antibiotics and sulfonamides. This is

ascribed to the fact that vaginal bacteria have been drug-fast unawares in the last ten years.

(Authoress)
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