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Summary

In a majority of culture media hitherto devised for Trichomonasvaginalis (Tv), use of animal
sera was inevitable to meet the nutritional requirement of this parasite. In this meaning,

Samuels'C6 and C7 medium (Samuels, 1963, 1965), in which light cream or whipping
cream was used for serum, was of much interest. This experiment was done to examine

Samuels'C7 and further to make up an improved milk medium. A serum-containing

medium (V-Bouillon) was used in this experiment as a control.
The outline of results obtained was summarized as follows:

1) Subcultures of Tv with modified C7 media in which various milk products were used in

place of whipping cream were found impossible. It was, however, observed that fresh
cowmilk fairly stimulated the growth of Tv (Table 1).
2) As an improved C7, TTM medium (Trypticase-Thiomalic acid-Milk Medium) which
was finally prepared through the quantitative examination of each medium component

demonstrated an excellent capability of supporting the growth of Tv.
TTM medium was prepared as described below: 4.2g of trypticase, 1.2g of liver

extract, 0.3g of yeast extract and 7.5mg of KH2PO4 were dissolved in 100ml of boiling
distilled water. 8mg of citric acid, 20mg of thiomalic acid, 40mg of ascorbic acid and
0.5g of glucose were added to the solution after cooling. The solution was adjusted the
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pH to 6.0 with 1 N NaOH and sterilized with a Seitz filter. To the solution was further
added 0.8mg of cholesterol, which was dissolved in absolute ethanol at the rate of 20mg
per ml, and 0.25ml of fresh milk which was sterilized by autoclaving at 120℃ for 20min.

or by intermittent boiling at 100℃ for 30min. 3 times, and distributed into sterile test

tube　5ml per tube. (Tables 2 and 3).

3) The following substances were found to be essential for Tv cultivation in TTM: cow
milk, cholesterol, ascorbic acid and thiomalic acid. From the fact that thiomalic acid could

be replaced by cysteine HCI, it was assumed that these substances might play a role in

lowering the oxidation-reduction potential of medium. (Tables 3, 4, 5, 6 and 7).
4) It was thought that trypticase and liver extract were the important sources of amino
acids in TTM. Trypticase could not be completely replaced by polypeptone but by
each 2g of trypticase and polypeptone, the growth of Tv was satisfactorily promoted.
(Tables 8, 9 and 10)

From the results described above, it was concluded that TTM medium would be

practically useable in the serial cultivation of Tv. The principal differences of TTM

from C7 medium were in; firstly the sterilization of medium with the Seitz filter apparatus,
secondarily the addition of cow milk instead of whipping cream and lastly adjusting the
pH to 6.0.

As to isolation culture of Tv from vaginal secretion of patients with use of TTM and
other two milk media derived from C7 medium, a report was previously published by the
present authors (Nakabayashi and Miyata, 1967).

は　　　じ　　　め　　に

腫トリコモナス　Trlchjmonas vaginilis Donn菖,

1937 (以下Tvと略す)の培養法にす翅しては,古

くより数多くの研究報告が見出されるが, Johnson,

Trussell & Johnこ1945)らのCPLM培地によるTv

の純粋培養の成功によって,この分野の研究は画期的

な進歩を示した.

わが国でもCPLM　培地を参考に浜出(1955)の

V-Boui肥Ior.培地や浅見(1954)のCysteiir.e bullion

血清培地などが発表され,培養法によるTv検/iuが盛

んに行なわれるようになった.

しかし今まで発表された培地はいずれも,その組成

の一部として約1C%の血清を不可欠の要/i霧としており,

血清を欠くとTvの増殖は減少し,継代維持できない

ことが知られている.そこで培地中の血清を他の物質

と置換する試みや血清中の増殖促進物質の検討が行な

われて来た(Sprince, Kupferberg, el al. 1947-

1948:池内1959〕.

他方,動物血清の無菌的採取および保存は,時として,

かなり困難な場合があり,血清に代る入手容易な培地

成分を要求する声も少なくなかった.この点に関して

Samuels (1962, 1965)の報告したC6およびG7培地は

血清の代りに乳製品(lightcream, whipping cream)

を用いたものでTvをはじめ数種のトリコモナスの継

代培養に好成績をおさめたことが報告され注目に値す

るものであった.

著者らは,製法の容易な無血清培地を作成すること

を目的に　Samuelsのo7培地について,製法および

組成の検討を行なうとともに,各種の市販乳製品につ

いても検討を加え,一種の牛乳培地(TTM培地)を作

製した.さらにTT丸1を若干改変した培地をも作製し,

これら牛乳培地を用いて患者材料からのTv分離培養

を試みた(中林,宮田1967).

本研究はCTについての検討とTTM培地を得るに

至った諸実験成績について報告するものである.
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実験方法及び材料

C7培地の乳製品の部分(whipping cream)を他

の乳製品で置換して, Tv増殖のための適当な乳製品

およびその添加量の見当をつけた.

またC7を基礎に作成した牛乳培地を用いて,この

培地の各成分量および他の物質との置換の可否,製法

の簡便化に努め,その結果,最終的に得られた牛乳培

地をTTM培地と呼称した.なおTv培養実験におい

ては常に対照として血清加V-Bouillonを使用した.

1. Samuels'C7培地の組成および供試乳製品

本研究の基礎となったSamuels'C?培地の処法は

下記の通りである.

Dist. water lOOml

Trypticase　　　　　　　　･2　g

Liver extract 1. 2s g

Yeast extract 0. 3

KH2PO4　　　�"　　　　　　". Dmg

Citric acid H2O　　　　　　8　mg

Thiomalic acid　　　　　　20 mg

Ascorbic acid

Glucose laO mg

以上を加温(5□oC)溶解し,以下を加える　Choles-

tero1 0.8mg(0.4 mlの無水Ethanolに溶解したも

の)添加後, 1 N-KOH　を用いpH 7.0に調整し,

原法ではwhipping cream 0.01 mlを添加する.こ

れを中試験管に5mlずつ分注後, 120℃, 20分高圧蒸

気滅菌し,冷蔵庫に保存した.使用に際しては,その

直前に煮沸水中で約10分間加温後,水道水で急冷し,

嫌気的培養条件とした.

C7培地の検討に当っては,まずその乳製品である

whipping cream　を入手の容易な市販乳製品に置換

しえるか否を検討した.

供試乳製品は,牛乳(雪印ホモナイズ牛乳), /ヒク

リーム(雪印),スキム･ミルク(雪印),クリーム･

パウダー(クリープ,森永),鱒糖煉乳(エバミルク,

ネッスル)の5種.

2. TTM培地Trypticase-Thio-alic acid.-Milk培地)

牛乳を主成分として使用したC了培地について,そ

の培地成分の至適量を検討し,最終的に得られた培地

をTTM培地と略称した,この培地の組成および製法

は次の通りである.

Dist. water

Trypticase

100m1

4.2　g

Liver extract

Yeast extract

KH2PO4　　　　　　　　　　　7. 3mg

以上を煮沸水中で加温溶解し,冷却後以iFの物ft-を

常温で溶解する.

Citric acid H乞　　　　　　　　8mg

Thiomalic acid　　　　　　　20mg

Ascorbic acid　　　　　　　　40mg

Glucose 0.5　g

溶解後pH6.0に調整し,ザイツ型避過器により

避退滅菌する.

これに市販牛乳(雪印ホモナイズ牛乳)を10D℃,

5O分, 5回蒸気間飲滅菌または12O℃, 20分高圧蒸気

滅菌し　0.25mlを培地100mlに添加し,さらにCho-

lestero1 0.8mg (あらかじめ0.4mlの無水Ethanol

に溶解)を加える.完成した培養液を5mlずつ滅菌試

験管に分注し,冷蔵庫中に保存した.使用直前に加

温,冷却を加えるのは前述の通りである.

3. V-Bouillon培地(以下VBと鴫す)

対照として月いたV-Bouillon培地は,血楕を10%

含有するもので,その処法は既報の文献を参照された

い(浜田1955:中林.宮EH1967〕.

4.供試Tv株および培養fJ法

実験に用いた陛トリコモナスは当教主ミでVBを用い

継代維持して来た5株である.いずれの株もVB中で

きわめて安定した増殖をしめt4,また雑菌混入のない

ことを無菌試験によって確認したものである.原虫接

種法はVBまたはTT Mで継代中の原虫をその培地の

中層部より滅菌毛細管ピペットで数滴吸引し,供試培

地に接種し, 57℃恒温器で培養した.接種したTvの

数は時により異なるが大体100,000-200,000である.

5. Tv増殖の判定

Tvの増殖の有無判定ほ接種48時間後に行ない,同

時に新しい培地-継代した.

すなわち試験管を軽く振医し,毛細管ピペットで中

層部より数滴採取し,紙代に用いた.同時にト-マの

へモサイト･メーターを用いて各供試培地中のTv数

を数え,次の基準で記号表示した.原則として各表と

も6代までの継代成績をしめしたが,いずれもその後

さらに何代か継代を重ね,その成績を参考にした.

Tvが全く認められない場合

+　　　　Tv数1 -500/mm3
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≠　　　　Tv数501-1000/mm3

榊　　　　Tv数1001-1500/mm3

州　　　　Tv数1501-2000/mm3

H個　　　　Tv数2001以上

なおいずれの場合も運動性を有する生原虫のみを数

えた.

表および本文中に出てくる培地成分は培地100ml中

の量である.

実　　績　　成　　験

1 C7培地における各種乳製品の検討

C7培地のwhipping creamを他の種々の乳製品に

置換し, Tvの増殖に及ぼす効果を検討した.その成

績は第1表から明らかなように,用いた牛乳,生クリ

ーム,スキム･ミルク,クリープ,無糖煉乳の5種の

うち,どれを用いてもTvの長期継代は困難であった.

ただスキム･ミルクおよび牛乳ほ,他の乳製品の場合

よりも長く継代できるようであった.特に牛乳2mlを

添加した場合では, 8代まで継代することがでさたが,

Tyの増殖は代を重ねるにつれて低下した.一方,対

照として用いた全く乳製品を含まない培地でば, Tv

は殆んど増殖しなかった.また無糖煉乳の場合には,

2代までしか継代しえなかったが,初代におけるTv

の増殖ほかなり良く,これらのことば乳製品中にTv

の増殖促進物質が存在することをしめしているように

思われた｡

2 TTM培地によるTvの培養成績

先の実験で乳製品としては牛乳がもっとも秀れた成

績を示したので,以後牛乳を使用しつつ, C7培地の

各組成および製法について検討を続けた.その個々の

検討成績に先だって,最終的に得られたTTM培地に

おけるTvの培養成績を述べることとする.

ただ,培地滅菌法に関してはC7培地における12CCo

20分,高圧蒸気滅菌が妥当でないとの考慮から,以後

の滅菌法はすべて経過滅菌法を基礎とした点を明記し

ておきたい.

培養および継代成績は第2表に示したように,対照

としたVB培地(10%牛血清加培地)と比較して,少

しも劣らない成績を示したが殊により成績にやや差が

あり, TS, MY南棟などほ長期継代中に何度か増殖が

Samuels' CTJgJftjCfc#5 TV ©WttMt'S^

P ossible tomaintain 9

No
No
Yes 9*
No

Q uantity of addition
(mlorg per 100

ml of medium)
Milk products G eneration no.in subculture

Milk (Yukijirushi)

Fresh cream (Yukijirushi)

0 .3 ml
2
1
S

7 -8
7-8

8
6-7

0 .01ml
0.1

O.S
2

3

4

4

4

Skim milk (Yukijirushi)
0 .1 g
0.2

0.3

Cream powder(Creap. Morinaga) 0.2g

3

5

5-8

No
No
No
No

N oNo
No

No

No
No

No

S ugarless condensed milk
(Nestle)

0 .01 ml
4

2

2

C ontrol (no milk product) 0 1 -2

Table 1. Comparison of some milk products for the multiplication of TV in Samuels' C?

* Yes 9 means that the serial cultivation was possible but the growth of TV in the medium
was not stable.
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第2表　　TTM培地およびV8培地によるTv絶代成績

Strain
l

Medium

i

Generation no. in subculture

5　　　　　6　　　　　7 8

｣≠

十州

1 ⊆　2 3　≒　4　弓

榊i榊
+　　　　　+

Possible to

maintain 9

X

TTM

V B

TTM

V B

†州

+

-iすi

十什

什什

+

｣十

+

すiY†

｣十

｣≠

｣十

Yes

Yes

Yes

Yes

TR
†汁

i.:|

十什

十川

T 良
｣十

+

†什

｣十

+ i .

柵　弓　榊

MY
TTM

V B

m

十

m

i什

｣≠

-If

†什

m

1十

什H

十

♯

≠す

什す

一汁

｣≠

≠

十榊

TM
TTM

V B

r4

-iト

十十

+

-H-

+

rすi言

+

料

+

+汁

+ Tす

Yes

Yes

Yes

Yes

Table 2. Examination on the serial cultivation of Tv with TTM and VB

半The following signs were used for indicating the multiplication of Tv in a 48 hour culture･

-　　0 /mm3

+　　ト500/mm3

≠　　501-1000/mm3

柑　1001-1500/mm3

個　15oト2000/mm3

珊　　2000</mm3

第3表　　TTM培地における牛乳量のTv増殖に対する影響

Strain
Q:(芋tityofi
lperl
｡fmedi舎農芸すGener舎tionno.insubculture 接　6

i

T K

1

0

0

0

0

0

0

MY

1

0.5

0.25

o. 125

0. 06

0.03

0

十榊　　　｣十

+ト　　　i什

∴　　　　iてこ

4tt

･+ち i

｣+

-･:

｣十

†州

壬≒§葺
～

接

L

l

十

｣♯

1≠

^-i

+

｣十

什す

Possible to

maintain 9

Yes

Yes

Yes

Yes

ICQ

Yes　9韓

No

No s>*

Yes

Yes

No

No

No

No

Table 3. Influence of the quantity of milk on the multiplication of Tv in TTM

鞍　Yes 9　means thaヒthe serial cultivation was possible but the growth of Tv in the medium

was not stable.

糊ISIo　9　means that十he serial subculture might be possible m some cases.
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第4表　　牛乳の滅菌方法の検討

Strain
Method of

sterilization

Generation no. in subculture

す･
Possible to

maintain ?

Yes

Yes

1　　　　2　　　　　3　　　　　4　　　　　5

接

接

TI⊂
Autoclavingて

Intermittent

boiling蛸

1叫

+

i什

-!�"-

｣+

-汁

i

♯　F

≠ i

+

ト

+

+

MY
Autoclaving

Intermittent

boiling

州

榊十

ー什

ri

｣十

+

Table 4. Examination on the sterilization method of milk

鞍　120つC for　20min.

鞍辞100- C for 30 mm. 3 times (once daily)

｣十

｣十

+

+

iト

十

Yes

Yes

低下し,一方TK,TM株ほ比較的安定した増殖を保った.

し4カiゝしとわ株も50代まで継代を続けることができた.

3 TTM培地中の牛乳量およぴその滅菌方法の検討

先の実験における添加牛乳量は0. 25ml/iOOmlであ

ったが,この牛乳量の決定は,具体的にはこの実験に

よって導かれたものである.第5表から明らかなよう

に牛乳量は　0.125-lml/100mlであれば,大体似た

ような成績であった.しかし牛乳量が0.5ml以上であ

れば,培地は白濁し,原虫増殖の肉眼的判定などに支

障を招くので0.25ml/lOOmlを採用することとした.

なお牛乳はザイツ癒過器を通過し難いので別の方法

で滅菌し,培地に添加しなければならない.このため

牛乳の滅菌方法として, 110℃,50分, 5回蒸気間飲滅

菌と120-C, 20分高圧蒸気滅菌の二通りの方法を比較

検討した.その成績ほ第4表に明らかなとおり,どちら

の滅菌法を用いても,その成績にほ殆んど差が認めら

れなかった｡

4 TTM培地中のCholesterol量の検討

第5表の通り　Cholesterolを全く欠く培地ではTv

は増殖できない　0.4mg/ 100ml以上であれば,増殖

を支持しえるように思われたが,十分な必要量を考え

るために, C7培地の場合と同様に0.8mg/100mlを添

加することとした.

5 TTM培地中のAscorbic acid.量の検討

第6表の通り　Ascorbic acidが欠けた場合も　Tv

の増殖は認められなかった.実験成績から添加量とし

て40mg/100mlが妥当と思われた.

第5表　TTM培地におけるCholesterol量のTv増殖に対する影響

St rain

I:K

Quantity of chole-
sterol

(mg per 100 ml

of medium)

1.6

0.8

0.4

0.2

0

Generation no. in subculture

1
�")

3　　　　　4　:　5　　　　　6

Possible to

maintain?

i十

+

+

-ト

斗

+す

+

+

｣+

i什

ミ十

-H-

｣十

ート

+

l

-f

+

Yes

Yes

No

No

No

ヽ

■

MY

1.6

0.S

O.4

m-

0

榊

+州

1≠

｣≠

+

｣十

｣十

+

iト

-ト

+

+

+

+

T｢

i什

｣+

+

+

†ト

｣-

+

Yes

Yes

Yes

No

No

T色Iie 5. Influence of the quantity of cholesterol on the multiplication of Tv in TTM
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第6表　TTM培地におけるAscorbic acid量のTy増殖に対する影響

Strain

TK

5螫c璧ntityo
>rbicac
perl
ledium舎f
:id
oo-l
)ト1i

Generation no. in subculture

2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　　6

Possible to

maintain ?

80　　　　　　　　一汁

40　　　　　　　　†ト

20　　　　　　　｣十

10

0

80

MY i　言3

10

0

1

接

丁
】

】

1

-H-

‡i与i i i

+

i什　　　i料

｣≠

iト

榊

-す( ⊆　≠ i朴　　　Yes

仙i榊

ニす+I 1すす1す･
ら　5　ら

i I

Yes

No

⊆　No
No

iト＼

L

1

L

No9

Yes

No

No

No

Table 6- Influence of the quantity of ascorbic acid on the multiplication of Tv in TTM

6 TTM培地中のThiomalic acidおよぴCitric acid

H20の検討

第7表に示したように,この両者を欠く培地でほ,

Tvの増殖および継代培養ほ不可能となる.しかしい

ずれか一方を欠く場合では, MY昧でみられるように

Thiomalic acidを欠けば, Tvの増殖を抑える場合が

観察されたのに反しCitricacidを欠く場合ほ,殆ん

ど影響がないようであった.また両方とも除き,代り

にCysteine I:iCI IOOmg/lOOmlを添加した場合は対

照と同じくきわめて好成績であった.

7 TTM培地中のLiver extract量の秩討

Liver extractの量を検討した成績は第8表の通り

である. MY株の成績および表示しなかった他の株の

成績を参考にすると, Liter extract　量は1.25g/

100mlが妥当のように考えられる.

8 TTM培地中のTrypticase量の検討

Trypticaseは培地中の主要な蛋白源として使用さ

れるので,他の成分に比し使用量はきわめて多いのは

第7表　TTM培地におけるThiomalic acidおよびCitric acidのTv増殖に対する影響

Strain
Quantity of addition (mg

per 100 ml of medium)

20mgofthiomalicacid
すand
(con雷mgofcitricacid
r｡Ij)TK20mgofthiomalicacid

8mgofcitricacid

100 mg of cysteine HCI

None

ォr<

i

】

Generation no. in subculture Possible to

･　2 : 3 i 4　す,岳　　maintain?

十す　　　l輔　　　　+i

十十

十十

U

-H-

HIMinn
｣-H

⊥L�"

4-
20 mg of thiomalic acid
and 8 mg of citric acid

(controり

20 mg of thiomalic acid

8 mg of citric acid

100 mg of cysteine HCI

None

肘

捕

1≠

i[す　　　　+　　　i了十

重H_す:,i
≠　接　+ i →卜

】

什ら柵iT個

仙l叫F州

L生　　榊; +汁

iす什　l+　接　榊
i

i

一汁　　　　-す
i

l≠　　　｣ヰ

i榊卜什
1　】

+

十什

W

Yes

Yes

Yes

Yes

¥in

Yes

Yes

No
yes
∃NoTable T Influeuce of thiomalic acid or citric acid on the multiplication of Tv in TTM
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第8表　TTM培地におけるLiver extract量のTv増殖に対する影響

Generation no. in subculture
Quantity of liver
extract

(g per 100 ml of
medium )

Strain

T X

1

2　　3　　4　戸　5　　6

Possible to

maintain　9

-汁

汁

+

+

十十

｣+

+

Yes

Yes

No

No

No

Yes

No

No

No

No

iii

-汁

i什

i什

+

f芋
+

1.25

0.6

0.3

0.15

0

～ト

†什

｣十

i什

一汁　　　　什

1十　　　　一汁

MY

1.25

∩.6

0.3

0.15

0

一什

+

i州 十十 i什

I

Table 8. Influence of the quantity of liver extract on the multiplication of Tv in TTM

第9表　TTM培地におけるTrypticase呈のTv増殖に対する影響

Quantity of tryp-
ticase

Strain

Generation no. in subculture

(gper100mlof
medium)

Possible to

maintain　9

T K

4.2

^

1

o.5

�"i-

+ト

+

iト

†川

i什

+

-ト

Ti
i:

fr 二hi †汁 Ye;

No

No

No

MY

4

7

1

0

2

5

川1

｣≠

｣+

-4

｣十

m

｣十

-I; -:i i什 Yes

No

No

No

Table 9. Influence of the quantity of trypticase on the multiplication of Tv in TTM

当然である.ここでほ最小必要量を知る目的でその添

加量を検討したが,第9表から明らかなように,その

量ほC7培地におけると同様4.2g/100ml量が妥当で

あると思われた.

9 TTM培地中の　Trypticase　とPeptone (Poly-

peptone,和光)の置換

TrypticaseをPeptone　で置換する実験を行なっ

た.その成績は第10表の通りで全量を　Peptoneに置

換してもなおTvの継代は可能であった.しかし表示

しなかった他の株での成績も総合すると,全量置換の

場合のTvの増殖はやや悪くまたPeptone3gとTryp-

ticase lgを加えた場合の成績も全量置換と似て原虫

の増殖が不安定であった.しかし両者を同量の2gず

つ加えた場合の成績はTryptlease 4g添加の場合と

同じく,原虫増殖は良好で長期継代も容易であった.
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第10表　TTM培地におけるTrypticaseのPeptoneによる置換の影響

Strain

Quantity of trypticase

peptone

(g per 100 ml of me-
dium)

T K

or≒

L

Generation no. in subculture j poggj^ig to

1　　　　2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　6

Trypticase 4 (control)

Trypticase 2+Peptone 2

Trypticase 1+ Peptone

Pepton 4

i

弓　Trypticase 4 (control^

L

MY 】

3i

Trypticase 2-トPeptone 2

Trypticase 1+Peptone 3

Peptone 4

1♯

i川

十什

1十

｣十

+

li

llT

十H

-汁

-tt

iii ‖

i什

⊥｣i

州　t　仙

榊　い廿

:す:
+す　　　I t十

iH+　　　　｣iす

す

ii　　　　矧岩

汁

H

十什

｣≠

iH-

(

i ftt

･Lてi

十す

1r r十

i什

i

†+

･1i

榊l

ト1

ll←

i･:

maintain v

Yes

Yes

17es

Yes

Yes

Yes

No?

Yes

Table 10. Influence of replacement of trypticase with peplcre en the n二ultiplication of Tv in

TTM

考　　　　　　　　　察

腫トリコモナスの診断にほ,腔･尿道などの分泌物

を直接検鏡するとともに,適当な培地に材料を接種し

て,増殖するTvを確認する方法が最も確実である.

そのために種々の培養法が提出されているが,それら

の培地はいずれも不可欠の要素として約IC%の血清添

加を必要としている.

しかし血清の入if,滅菌,保存などの操個まきわめ

て繁雑で,そのため腟トリコモナス症の診断に培養法

を併用することば一般臨床医家にとって必ずしも布易

なことではなかった.

そのために培地中の血清をより入手容易で滅菌しや

すい物質に置換する試みや血清中の増殖促進物質の分

析などが行なわれている(Sprince, Kupferberg, et. al.

1947-48 :池内1959).

またトリコモナス類の栄養要求性の研究という立場か

ら,合成培地の研究も行なわれ,血清を組成の明らか

な物質と代置する試みもなされている(Shorb, 1964).

しかし全く血清を舎まないTv培地の作成ほ泰弘で

なく,常時使用できる培地についての報告は乏しい.

それゆえSamuelsらの乳製品を使ったC6,C7培地

は注目に伍するものといえよう.著者らはまずこの

C6,C?培地について追試を重ねたところ, Tvの長

期継代培養に成功しえなかった.ただこの一連の実験

を通じて,各種乳製品,特に牛乳にTl･の増殖を促進

する働きがあることを知り,この点に注目して培地作

成方法を再検討した.

まず, C6,C?培地の原法でば培地全体を高圧蒸気滅

菌しているが,これをザイツ涼過器による波過滅菌に

改めることによりTvの長期緬代がi可能であることを

知った.

さらに若T･の検討を加il_到達した培地ほ,牛乳を用

いていること, pHがTvの最適である6.0であること

(o7培地は　7.0),滅菌法が波過滅菌であること,

Glucose量が0.5g/lOOmlであること(C7では0.lag/

100ml)を除けばC7　培地と同様のものであったが,

これをTTM培地(TryTpticase-T肥Iiomalic acid-

Milk-Medium〕と呼称することとした.この　TTM

培地によるTvの増殖度および長期継代の可否を検討

した結束,対照とした血清加VBi吉地に劣らぬ優秀な

培地であることを知った.

TTM培地の各組娘の添加量に関してはあらかじめ

定量的な吟味を加えて決定した.また,一部組成につ

いてほ,吊擁実験を試みてその必要性を検討した.そ

の成績はそれぞれの実験成績の項に詳述したが,主な

点を総括すると次のようである.

牛乳量は0.25mg/lOOmlの少量でよく,この牛乳の

滅菌は120oC20分蒸気高圧滅菌または100-C, 50分, 5

Lm]蒸気問軟滅菌のいずれでもよかった　Thiomalic
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acid, Ascorbic acid, Cholesterolは不可欠の培地成

分と思われた.ただし　Thiomalic acidはCysteine

HClで置換しえることから　Thiomalic acidは培

地の酸化還元電位の低下に役立つものと考えられる.

TrypticaseをPeptoneで置換すると,原虫の増殖

は相当低下する.しかしTrypticase, Peptoneを共

に2gずつとした場合,原虫増殖は顕著であった.これ

らのことから,もしPeptoneに置換した場合Yeast

extract, Li､7er extract　あるいは何か他の物質の増

量または添加によって,その欠点を補充しえるのでは

ないかとの推察を得た.以上の考察をさらに進めて,

TTM培地を改変した培地を考案し, Tvの分離培養成

績を検討した(中林･宮田1967).

結論的に,今回著者らが提出したTTM培地ほSam-

uels'CT培地を,その滅菌法や細成においてわずかに

改変したものであるが,入手容易な市販牛乳を用いた

こと,原虫増殖が著明であることなどから,広く応用

しえる可能性を持つものと度しわれる,このような見解

のもとに,さらに検討を加えたい.

結　　　　　　　　　論

腔トリコモナス用培地として製法の容易な無血清培

地の作成を目的に, SamuelsのC7培地に若干の改良

を加え,新たに牛乳加培地(TTM培地)を作製し,

培養成績を吟味した.

1. TTM培地によるTv原虫の増殖はきわめて良好で

あり,かつ長期継代培養も容易に達成できる.

2.牛乳はこの培地成分としては不可欠のように理解

された.その添加量ほ0.2Sml/lOOmlでよく,牛乳滅

菌法は120oC20分高圧蒸気滅菌,またほ100-C, 30分,

5回蒸気問款滅菌のいずれでも支障を認めなかった.

5iその他の培地組成についても,その添加量につい

て若干の検討を加えた.

4. TTM培地のCT培地と異なる主要点ほ,牛乳を用

いたこと, Glucose量が0.Sg/lOOmlであること,渡

過滅菌であること,およびpHを6.0に調整したこと

であった.

稿を終るに当りTy株の分離のため材料採取に御協
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