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Trypanosoma gambienseの発育鶏卵培養について

長崎大学風土病研究所疫学部(主任:中林敏夫教授〕

中林敏夫・本村一郎
なか　ばやし　とし　　お　　　　　もと　　むら　　いち　　ろう

本論文の要旨ほ第18回目本寄生虫学会南日本支部大会(昭和40年11月2日,於鹿児島市)で口演

発表した.

Studies on the Cultivation of Trypanosoma gambiense

in Developing Chick Embryo

Toshio NAKABAYASHI and Ichiro MOTOMURA

Department of Epidemiology, Research Institute of Endemics, Nagasaki University
(Director : Prof. T. NAKABAYASHI)

ABSTRACT: Attempt was made of the developing chick embryo cultivation of Trypa-

nosomagambiense in order to ask whether the serial cultivation was possible and to ex-

amine any change would be produced in the virulence of parasites for mice during the
period of serial cultivation.

The work was conducted with Wellcome strain of T. gambiense maintained by serial

mouse-passage in this laboratory and fresh fertilized hen eggs.
Results achieved were summarized as follows;

1) Of various inoculation methods tested, allantoic method proved itself most supe-

rior, because the highest infection rate of eggs was given by this method and no compli-

cated technic was demanded in the procedure of this method.

2) Ten-day-eggs demonstrated the highest susceptibility to T. gambiense and the infec-

tion of chick embryos inoculated with parasites resulted in death of eggs at the 7th
day of infection.

3) T. gambiense inoculated into eggs appeared to invade the circulating blood of eggs,

and multiply gradually until the 5th day of infection and promptly to a maximum de-
gree up to the death of infected eggs at the 7th day.

4) It was demonstrated during the serial cultivation of T. gambiense that individual dif-

ference was appreciable in the susceptibility of eggs to parasites.

5) The serial cultivation of T. gambiense in developing chick embryos was possible for

11 generations taking 67 days. No remarkable change was recognized in the virulence

of parasites for mice throughout the period of the serial cultivation.

長崎大学風土病研究所業績第448号

長崎大学風土病研究所疫学部業績第1号



86 中林敏夫｡本村-ーー--那

は　頁:　鞄　量岩

イ臼血性鞭毛虫韓に属するトリパノソーマ屈原虫の発

育鶏卵内培養に関しては,古くから多大のj関心が寄せ

られている｡したがって,それに関する報告も少なく

ないが,そのrーーやににはLo耳帽Iey et a主(1939)のよう

に,分を期間継代培養が可能であったとの報告もあり,

他者　鮎dhain et al. (1943〕のj如く,初代培養

ほできるが継代維持するにとほできなかったという報

丁望もあり,いまだ統ーイf勺な見解がないのが現状とい;)

にとができる噛

また,にれらの原虫ほ試験管内培養によって実験動

物に対する感染性を喪失あるいほ減弱すーるにとが知ら

れているので,鶏卵培養によって同様の変化を来すか

否かを検討するにとほ興味あるにとと考えられる｡

凍研究でほ一　睡掛丙病原体であるFrypai頁oson頁a

gamble耶eの発育鶏卵培養を試み,原虫をl株代納碁す

るにとの可頁及びそれに[ジF-つて,原虫のマウス感染5

性に変化を来すかどうかの2 /･ごIAジを主として検討した｡

葉酸樹料藍実験方法

主薬験樹料

l雑株vに使用したTrypa群osoma節抑bie染e,Wei主

comestrain｡以トT｡者と略すバ)は大阪大学微

生物病研究所猪木正三教授より分与されたもので,当

研究室ではマウス-の継代接種により維持してきた株

である｡にの原虫株ほJ鼻腔内接種〔接種原虫数1007ァJ4

個体〕によってマウスを4日Rに殺す毒力を保有して

い;クー

培養にに用いた鶏卵は白色レグホ-ジバ新鮮受精卵であ

ろ¢にれらのj卵ほタあらかじめ,微温湯で洗淋し,ガ

-lゼでよく拭ってから38oCの貯卵韓国に納入された.

通常,転卵は1口3回行った｡原虫培養にほ10日発育

卵をもっとも多く用いたが,実験日的に応じて6日乃

至17日卵も使用された｡

2.原虫沿接種方法

本研究でほ,主として尿液腔内接種法が用いられた

が,接種方法の比較検討の目的で他の接種方法も採用

された｡バ-l｡れらのj接種方法はすべて専門ー�>記ー藪Oj術式

｡に準拠して行なわれたので,ににでほ尿液腔内接種法

についてのみ記すにととする.

検卵器で采島胎児のj生存を確認してから,尿液腔Eに近

接した気室の)辺縁部をヨーードチソキと消毒用アルコ‥

ル細で十分消毒し,滅菌ピソセッTジのj鋭利な尖端でそ

のj部TLに小孔をあける｡つっjいて,その小孔を通じて尿

液肥の*!サ]に収F牲射針を藪FジーJ2cm挿入し,原虫液の

ーー'/国誌を注入した心播植掩は,直ちに加熱溶ー就してい

るパラフィンで小孔を封じ,3日L'cの肺卵‡矧j]で培養

菓敢

行各種の原虫接種方法呼検討成績し

本葉験でほ,渠尿膜上,卵黄嚢内,尿液腔内,羊膜

1ー]{l及び静脈内接種法を比較検討した｡

した｡

3.接種原虫浮遊液

感染マウスからの接種用原虫浮遊液の作男ま次のよ

うにした｡瀕死期の感染マウスから,心臓採血によっ

てinL液を無韓特に採取し, -パリジバを加え凝血をI,'バ]-1主

し,にれに約2倍量の　Tyrode　液を加え, 1000

r｡p｡m. 10分間遠心沈澱する,白濁した上層郎ま,

ほとんど原虫のみからなり,マウス血球ほ大部分が沈

培部に沈澱する｡にの白濁上層部のみを採取し, 3000

T｡p.m. 20分間遠心沈澱すると,原虫は沈韓に填め

られる,上溝部を棄て,沈滝原虫部に2mlのTyrode

液を加え,混和したものを原虫浮遊液の原液とした｡

血球計算盤を用いて,原虫数を算定し,必要濃度に調

製して接種材料とした｡

埠.継代培養法

T. g.接種卵は6日後に解卵し,原虫感染の判糸に

供した○被検鶏卵ほ卵殻をヨードチソキと消毒用アル

コール綿で十分消毒して薫滅菌シャーレ中に解卵し,

その際に破れた血管から湧出す血液及び小注射器で採

取した胎児心臓内血液を検鏡し,感染の有無及びその

程度を判定した｡

継代培養のためには,感染卵中の原虫を採取し,先

に述べた感染マウスからの接種材料の作製法と同じ方

法で原虫浮遊液を作製した.ただ,にの場合にほ型笥

混入の機会が少なくないので,雑菌の発育株主0ー)ため,

原虫浮遊液にべニシリン〔明治〕 400u 0,2ml及び7ジ

トレプlジマイシソ(朋折〕 rバmg/0.2mlを旅加し措柿

材料とした｡

成　績

その成爵はTable lに見られるように,いづれの

接種方法によっても感染ほ成立したが,尿液腔内及び

I/質一尿膜分ァ接種の場合がもっともT,�>い感染率を示した血
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Table 1. Comparison of the infection rate of eggs inoculated with T. gambi別e

by various methods.
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Method of
inoculation

Supra-chono･
allantoic

membrane

Yolk sac

Allantoic

Amniotic

Intravenous

Incubation

days of eggs
before

inoculation

ァi､ IL

6

10

12

12

*No. of

parastes
inoculated

. _ーー(__や1)

107(0-5)

4xlO6(0.2)

4×106〔0,2)

4×106(0.2)

106(0.05〕

No, of eggs No. of eggs Infection
inoculated infected rate, %

5

5

5

5

5

3

2

3

i

1

* parasite density in the suspension for inoculation was xlO4 per mm3.

他の接種法ほ感染率も低いうえに,操作も難かしく,

また雑菌混入の機会も多い様に思われた.特に,静脈

内接種法は操作が困難で,血管の破壊を伴ない,その

ために出血や接種液の漏出を来し,ひいては鶏胎児の

死を招く場合が多く,正確な感染率を得るにとが難か

しかった.かかる事実から,以後の葉陰では,すべて

尿液腔内接種を用いるにととした.

2.鶏卵の発育日数と原虫感染との関係について

晒化鶏卵の発育日数が原虫感染に与える影響を検討

60

40

60

20

20

するために,僻化6日, 10日及び17日卵が実験に供さ

れた.原虫接種法ほ尿液腔内接種である｡

その成績ほTable2　に見られるように, 6日卵と

10日卵でほ共に接種卵数5個のうち3個(60#)が感

染したが, 17日卵でほ全接種卵が不感染であった.に

の成績から牌卵日数の多い17日卵ほT. g.培養に不適

当であることが判明した.また, 10日卵は6日卵に比

較して,感染胎児の観察にほ好都合であったので,以

後の実験にほもっぱら10日卵を使用するにととした.

Table 2-　Relationship between the incubation days of eggs before T. gambiei別e inocuー

Iation and the infection rate of eggs inoculated by allantoic method,

No. of eggs No. of eggーs
inoculated infected

5

5

5

3

3

0

Infection

rate, %

60

60

0

Incubation　　　　　串No. of

days of egーgs parasites

before inoculated

in o c ulat ion　　　　ー｣ー錘!旦ー⊥別仙u岬ー

6　　　　　　4×106(0.2〕

10　　　　　　4×106(o.2〕

1ブ　　　　　　4× 106(0.2)

* parasite density in the suspension for inoculation was 2×104 per mm3.

3.接種原虫数と感染との関係について

T. g.感染マウスの血液から作製した原虫浮遊液

(原液)を10倍段階稀釈法によってTyrode液で稀

釈した.各稀釈液はそれぞれ10日卵4個に0ァ2mlず

つ尿液腔内に接種された.接種後6日目の感染成績ほ

Table 3に示す通りである.

Table 3に示した成績に関する限りにおいては,

10日発育鶏卵に100^の感染率を与える原虫の最小必

要数ほ62×104　となった.

しかしながら, Table 1, 2の尿液腔内接種成績で

は, 4×106原虫でも, 60#の感染率しか得られな

かったこと,また, Table3　の成績で,原液(62×

106〕接種の場合に,感染率が75%に低下している事

実が認められたにとから,著者らは発育鶏卵の木原虫

Table 3*　Relationship between the number

of T. gambler別e inoculated and the

infection rate of eggs inoculated

by allantoic method,

*No. of
parasites

**No. of No｡ of

inoculated　苧ggs eggs
inoculated infected

4　　　　　　　3

4　　　　　　　4

4　　　　　　　4

4　　　　　　　2

4　　　　　　　0

¶〔吐w -ーーー
62×106(0ァ2〕

62× 105(0.2〕

62xlO4(0.2〕

62× 103(o.2〕

62×102(0.2)

62×101(0.2) 0

Infection

rate, %

75

100

no

50

0

0

年parasite suspension was diluted with

Tyrode/s solution.

** Ten-day-eggs were used for inoculation.
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に対する感受性には,かなりの個体差があるものでほ　　がって,にの実験で得た62×144原虫数ほ必ずしも感

ないかと考えるに至った｡にのにとほその後の継代培　　染最小必要数として強調されるべき性質のものではな

毒突験において∴常に少数の不感染卵を検出し得たに　　いと解釈される｡

とからも確認されたのjである(Table 4後述〕｡した

甘組鼻c卑　The number of unin昔ected eggーs and the virulence of T. so-bi細se for

mice demonstrated at each generation of serial chick embryo cul甘ivatior玉

of parasites by allantoic method.

No. of

General呈on Date of parasites

number

]

2

3

4

5

6

7

8

9

10

II

inoculation Inoculated

(や3ーi 〕

June ll xlO6(o.2〕

17　14×106(0.2〕

23　　2×10^(0.2〕

29　　34× 106(0,2〕

紬iy　5　14×105(0.2〕

11　　2×106(0｡2〕

17　　3×10^(0日2)

23　　24× 106〔0.2〕

29　　4×106(0.2〕

A噸　　　92×105(0.2〕

10　　28×105(0.2)

串No.ofNo.ofNo.ofNo.of
lク>ggs
n｡cu蜘edegj
un腔srr
nfectediiァnicemice
n｡culatedinfected

9

7

8

10

8

7

8

10

7

9

10

*Ten-day-eggs were used for lnoculation｡

4.感染鶏卵申にぉける原虫噂増殖

接種卵中の原虫の増殖を知るために原虫浮遊液o.2

ml (原虫数160万個体)を30個の10日卵に接種した｡

以後7日群毎日4個ずつ解卵し,尿腔薫羊水プ血

液の)各液体部について原虫数を算定し,さらにそのj平

均伯を求めた｡接種後の日基原虫検索跳位毎の原虫

数を示すと　Fig｡ 1となる匂

にの成績によれば原虫が血液中に出現するのほ,揺

植後第3日lーー-]からで,徐々にその数を増すが,第5日

目から第6日目にかけて原虫数は急増し17fOOO/mm3

にに達した｡他者　羊水,尿腔液中の原虫数ほ接種翌日

から第6日目に至る間,ほとんど増加するにとがなか

っ,た｡にれらの結果から,鶏卵胎児体内での原虫の主

な増殖部位は流血中で,羊水夕　尻腰液での原虫増殖は

きわめて乏しく,にれらの部位に検出された原虫ほ血

液中から退出したものが主体をなすのであろうと考え

られた｡ 7日臼に解卵した卵はすべて鶏胎児が死亡し

ていたため原虫数の算定ができなかったが,にれほ原

虫による感染死と考えるべきであろう｡

5.継代培養と鶏卵培養原虫のマウスに対する感染性

原虫接種時の機械的損傷や,細菌汚染による鶏卵のJ

死亡]iび不感染卵のj生じる場合等を考膚して,毎回の

淋代培在には10日卵が10個内外使用された凸　各継代は

1

1

0

2

1

1

0

1

1

0

1

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

Fie. 1 The growth curve of T.gamble鼻e

in eggs

汁
No.of i

i)u王､こ1.ジ

1, 000 /mi Sign

H

10

5

0

申-昏　　I3IooJ

△　　J　　血　∧‖l川り　11出(1

汁X Allユ‖tuic tl抗l

礼--　　　　　　　　沌
ムー･-ーーd-一口　　　払-A-A

1　　2　　　3　　4　　　5　　6　Day after

laI

Note ; Thirty 10-day-eggs were moc闇ー-

Iated respectively wit圭1 16×105 par-

asites on the day 0 and each 4 of

the eggs were examined for co一

unting parasite numbers each day

after the　主noci且Iation.

† indicates death of eggs.
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6日目韓に定期的に行なわれた.本葉験ほ鶏卵培養の

継代接種を重ねるにとにより, T.者のマウスにに対す

る感染性,毒力が変化するか否かを検討する目的でな

されたものである｡

鶏卵培養の継代毎に原虫浮遊液ほ鶏卵接種と同時に

3匹のマウスに皮下接種された.接種原虫数ほTable

4に示す如く,各代数によって異なるが,鶏卵接種と

同数であった.接種されたマウスほすべて3-4日後

に原虫感染によって死亡した.にの結男　T. g.ほ発

89

育鶏卵培養を11代67日間を経過しても,なお,マウス

に対する毒力の低下を来さないにとが判明した.

なお,にの継代培養実験においてほ,表に記された

ように,はとんど各代毎に少数の不感染卵が検出され

た.にのにとほ,先に述べた如く,もし原虫接種時に

技術的不備を伴なわなかったとすれば,発育鶏卵の木

原虫に対する感受性には,かなりの個体差があること

を示したものと云うにとができる.

考　　　　　察

Woodruff and Goodpasture (1931〕によって

開発された微生物の発育鶏卵培養法ほ,各種の微生物

学研究領域に応用され,研究の進展に多大の貢献をな

しつつある.病原性鞭毛虫類の発育鶏卵培養について

ほ, Biocca (1938)によるTrypanosoma bruceiの渠

尿膜内接種を初めとして, Mitchell et al. (1939);

T｡ equ坤erdum, Longley e七al. (1939〕; T. rhoァ

desie陀se, T. equiperdum, T, evansi, T. hiprfcum,

T. br別:ez, Chabaud (1939); Tァrhodesier別e, Tァbru-

cei, T. equiixnm. AltureーWerber (1941〕 T. equi-

nerdum,, Van den Berghe 〔1941); 7¥　evansi,

Hood (1949〕; T. equiperdum, T. brucei, T, hippi-

cum, MansoーSoto et al. 〔1950); T. cruzi, San

Au卵tin 〔1952); T. equiperdum, Alawar et al.

(1953〕 T.evansi等の多くの報告がある.にれらの

報告は,いずれも鶏卵培養が可能であるにとを述べて

いるが,にれに反し, Roubaud et al. (1939〕; T.

cruz岩サ　Oag 〔1940〕; T. brucei, T. coT別Ote耶e, T.

eq甜ip即dum, Biocca et al. (1942〕; r. cruzL Ro-

dhain et al｡ (1943〕; Tァ　brucei-　T. even別i, T.

gambiei別e, T. coj捕olense, Pipkin (1959〕; T. cm:冒i

等の継代不成功例の報告も見るにとができ,必ずしも

-一致した見解にに到達しているとほ考えられないのが現

状である　Te gambien/seの発育鶏卵培養についてほ,

わずかにRodhain et al. (1943)の報告をみるの

みであって,それによるとバ　初代培養ほ成功したが継

代培養ほできなかったというにとである.

睡眠病癖原体であるT. gambie耶e及びT. rhode-

siei別eの培養法にに関してほ, Laveran et Mesnil

(1904)以来多くの研究がある.にれらほ試験管内培

養をほじめとして,発育鶴卵培養や組織培養等各種の

方法を包含しているが,その研究を通じてー質した研

究課題ほ,にの原虫が培養しえるか否かの根本問題と,

もし培養しえた場合,原虫が実験動物に対する感染性

を維持しているかどうかの2点であった.

現在,実験動物の継代接種によっ,て碓持したT. g.

及びT. rhodesienseほ共にに試験管内培養が不可能であ

るとされている.他方,患者からの原虫の分離培養に

ついては, Weinman (1960)の成功例が報告されて

いるが,にれに関してさらに興味深いのほ, T, rho-

desie耶e　の継代培養において,培地にトレハローズ

を添加すれば原虫の盛男性の保持に有効であると記載

されているにとである　(Weinman 1957, 1960〕

また,組織培養についてほ, Demarchi and Ni-

coli (1960)及びFrornentin (1961〕等の報告を見

るにとができるが.両者共に組織培養ほ可能であった

が,椎持された原虫をもって実験動物を感染させるに

とほ,できなかったと述べている.

本研究で検討した発育鶏卵培養は,先に述べた培養

法とほ異なり∫　鶏胎児の感染という動物感染に類似し

た現象を持つ培養法なので,特に感染性維持の点でほ

興味が持たれたのである.先に　Longley et al一

(1939〕ほT. rhodesiei別eの他に　T. equiperdum, T,

brucei, T. evansi, T. hippicum　も併用して鶏卵培養

を試み,培養期間中ににれら原虫の実験動物-の感染

性ほ喪失しなかったにとを認めているが, T.那,mbi-

enseを用いた著者らのj成績においても, 11代67日間のj

継代培養期間中に原虫ほマウスに対する感染性を失う

にとなく,かつ,常に,マウスによる継代原虫と同程

度の毒力を示した.にのにとから,著者らほLong-

1ey　らの研究成績を確認すると薫　にんにジ, T.g.の

研究室内維持及び研究にほ,実験動物播種のみならず

発育鶏卵培養法も使用できるにとを知りえたのである.

特に,今後,発育鶏卵培養法ほ木原虫の病原性の解析

や組織培養-の応用等広範特に及ぶ研究に利用するに

とができるであろう｡

次に発育鶏卵-の接種方法についてであるが,本研
′

究で検討した範囲ではバ　著者らほ尿液腔内接種, 10日
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卵使用がも-〕とも妥当な接種法と考えている魯既述の)

よ:)にに,鶏卵の)感決率が高いにと,手技の簡単さ,耕

歯混入や機械的#ーjジ傷による鶏卵のタヒ亡が少ないにと/:ジS

が振絞腔r^J接穂法のj触法より秀れた点である｡しかし,

このプバL法によ｢てもなお, -別菊のj#ーg入や卵のj事故死を

完全に防止するにとほ難かしく,また少数韓空でほあ

るが不感染卵を生じるにとから,常にに実験所要卵数よ

り若干多くの鶏卵を準備しなくてほならなかった｡不

感染卵を生じるにとに対しては,鶏卵のT.g｡にに対す

る感受性の個体差を考慮して説明を試みたが,他の史

fー型をも考えねばならないかもしれない｡にんにジ,肺化

尭紺hの接種方法の吟味と特に検討をつづけたいと考

えている｡

む　　すジ

T. gem頁biense　のj発育鶏卵培養にっ)いて,そのj培養

方法と,培養原虫のマウス感染性とを検討し,次の成

績を待た｡

1〕尿液腔IJジ],渠尿膜上,卵黄嚢株　羊膜内及び静脈

T1ジ]Oj各接種ーE法を比較検討し,鶏卵のj感染率の高い

にと,手技の簡易さ等から尿液腔内接種法がもっと

も適当と考えられた由

2〕発育6へ.10日卵が,原虫培養には最適で,矧拍児

ほ感染死を来したが, 17日卵でほ原虫の増姫が認め

られなかった宙

び

3)発育鶏卵のT. gambie?別e感染5にに対する感度性に

ほ,かなりの個体差が認められた｡

4〕接種原虫は主として鶏卵胎児の流血中で増殖する｡

流血中の原虫数は,接種後第3日日頃から次第に増

加し,第5日日以後は急激に増加する.

5〕 Trypaj株soma gambienseを発育鶏卵培義によっ,

て, ]ー1代67日間継代維持するにとができた｡にの)期

間r主r,原虫のマウスにに対する感染性ほいささかも減

弱するにとがなかった｡
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