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Abさtract

Several observations were made on the tissue culture of Toxoplasma gondii (RH
strain) with use of HeLa cells for a host cell line, with the object of obtaining the
fundamental knowledge of the growth of the parasite in the tissue culture. To
assess the growth of the parasite in the tissue culture, the infection rate of HeLa
cells and the relative number of infective parasites were counted: the former was
expressed by the percentage value of the number of HeLa cells invaded by the
parasite, among the total HeLa cells observed, and the latter by the total number of
parasites found in 100 HeLa cells on a microscope. Results achieved were summariz-
ed as below:

1) The infection rate of HeLa cells ascended up to 6 hours after the parasite
inoculation into the HeLa cell culture, then trended to a gradual descent. The
relative number of infective parasites was found to keep a rise up to 9 hours after
the parasite inoculation into the culture.

2) The addition of lysozyme (1 mg/ml or more) or hyaluronidase (6 units/ml or
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more) into the tissue culture of the parasite brought about an increase of the infec-
tion rate of HeLa cells as well as the relative number of infective parasites.

3) The pretreatment of the parasite with sulfisoxazole (10 mg/ml) for 4 hours
or sulfathiazole (10 mg/ml) for 2 hours shortly before the parasite inoculation into
the HeLa cell culture did not appear to inhibit the growth of the parasite in a 6-hour
cultivation.

4) The pretreatment of the parasite with 1% of the HA (Hemagglutination test)
-positive human serum (HA-titre 4,096•~) or 0.01% of the rabbit immune serum
(HA-titre 65,536•~) for 30 minutes or longer resulted in a noticeable reduction of
the relative number of infective parasites in a 6-hour cultivation.

緒　　　　　　　　　言

Toxoplasma gondii (以下Tpと略す)は1908年

北アフリカに於て, NicolleとManceauxによって,

ヤマアラシの一種Ctenodacty】us gondiiから初め

て検出された病原性原虫である.以来多数の晴乳動物,

鳥類,冷血動物および魚類に至るまで,諸動物からも

検出された. 1939年Sabinが初めて人体からTpを

検出し,その病原性を確証した.また1940年には

Wolf, CowenおよびPaige, 1942年にほGuimar邑es

およびMeyerが新生児の脳水腫患者よりTpを分離

することに成功した.日本でほ1954年宮川等が2例の

脳水腫患者の髄液より, Tpを検出したのが最初でそ

の緩も多くの研究者より次々と人体からのTp検出が

報告されるに至った.

Tpは一種のObligate intracellular parasiteで,

通常の人工培地において,保存,培養することは,現

在のところ不可能とされており,一般に動物体内に接

種継代する以外に, Tpを維持する方法がなかった･

1937年Sabin & Olitskyは鶏胎児抽出液を主成分

とするLi･River medium中で虫体の培養に成功し,

これがTp組織培養の始まりである　1953年　Lock

ほTpの宿主として最も重要な哨乳動物の組織をもっ

て,虫体の培養を行った.その後Vischer & Suter

(1954)がマウス,ラッチ,ウサギの　Macrophage

培養を用い, Chernin & Weller (1954, 1957)およ

びCook & Jacobs (1957)がともに,人体組織培養

中に接種して,かなり詳細なる観察を行った報告をし

ているが,何れも単一の細胞殊による試みではなかっ

た､最近では子宮頭痛より分離されたHeLa細胞が

広く組織培養に応用されて以来,本細胞を用いたTp

の組織培養に関する研究がさかんになった､

この様な時点にかんがみ,本研究では, HeLa細胞

によるTpの組織培養を試み, ′rpの宿主細胞内へ

の侵入性,増殖度などを観察した.さらにLysozyme,

Hyaluronidase, 2, 3のサルファ剤,免疫血清を培

地に添加,あるいはそれらをもって,原虫を前処理す

ることによって,原虫培養におよぼす影響を検討し

m

実験材料および実験方法

1.使用原虫株

実験に使用されたTpは,大阪市立大学医学部医動

物学教室より分与されたRH珠(強毒株)で,当教

室に於てマウス腹腔内に継代接種し,維持してきた株

である.

2.使用細胞棟

木実験の組織培養にはすべて純系のHeLa細胞を使

用した.この細胞ほin vitroに於て,一層性に増殖

さすことができ,一定の生物学的性状および増殖曲線

を示し,継代培養の可能な細胞で,必要に応じ,何時

でも使用できるという利点を有する･

3.組織培養液

Hanks　液に　Lactalbumin hydrolysate 0.5%,

牛血清10%, Penicillin lOOu/ml., Streptomycin

lOOγ/ml, (以下HLSと略す)を加え, pH 7.2-

7.3に修正し, 4℃　の冷蔵庫に保存したものを用い
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Table 1. Composition of tissue culture medium

Hanks' solution (10-fold concentration)
CaQ2

Aq. dest.

Glucose
NaCl

KC1

MgSo4 à"7H2O
KH2PO4

Aq. dest.

1.4g

100 ml

10.0 g

80.0 g

4.0g

2.0g

0.6g

800 ml

(C). 0.2% Phenol red 100 ml
Culture medium

(A). Hanks' solution
(10-fold concentration) 50 ml

Aq. dest. 450 ml

7.5% NaHCOs 2.0 ml

Penicillin (200,000 U/5ml) 1.25 ml

Streptomycin (1.0 g/5ml) 0.25 ml

(B). 5/o Lactalbumin hydrolysate 50 ml

(C). Bovine serum 50 ml

PH7.2~7.3

4.

HeLa Hfi^W^rft, ifftffi^ 5.0x10.0

cm2 (DftM C^«) ^fflW, HeLa «O HLS
#$$ 15 ml *#&U ^Agrtr^iJfL, 37n ^

iiia^»ff o fc. «^m©&atfriSI:£SI«^-eS
H |g^ L, »BJ!§^^)g<Dfli?Ö£ftfc-MffirfiS*^
^^^^^, ^^-C*^|?g^i|-C, 0.25% Trypsin

-Jt (Puck?g?n 0.25%<D Trypsin %-^tf) ^jHx.

"ClffllS^^^Md^ilJilL, 1,200 rpm (^200G),

5^-^^fe^, ±^^^T, W Hanks ^trJtJfc^

JiL, ±»^^*T, HLS ^TOT§»»fpf},

tffc^^iDE^^a L-Tmw%m*ft ->fc.

Tp aiiJtS^fcfe^^^^; HeLa SiJJS^ft-eti,

Jt^ffiitlfflSS^*Ö^5 3.0x5.0 cm2 (/j^ffi) co^J

ffi^, ffl/iif?* (1.5x1.0 cm2) ^Ah, HeLa

MBS HLS |?iiS 5 ml &#8ELt:, 37"C

tt^frofc. TP ^Sit^mi^^-r ^ftLfc^^,
HeLa MSgO 48!^^^^©%O^.Hife-fS - i^L

fc.

5. J^^CD^*

-^̂ ^Jfijert^ RH fto Tp (MA^^IO6) ^r^
S-fSt, -KbjfJfe-x-^ttaS 4-5 H^gii

LtJEtrtSj&s Kmomttm^, &SKJ&&&
1 ml ^Ii^[*j^£AL, d^ilWjti L-t:, ffi*

5 £E&t> £< oit7jc^«i-;&. »LfcI
it 800 rpm (^100 G), S^^JtJfeLt:,

m«iiafiofflti»£L, jh-;t$t©^ £ <2Ki
3,000 rpm (=d,500 G), lOSHHjtJfeLt, Tp JK&

^M-^L^, £ <OgfeJSlC Hanks Tf^Bxi, J^iC

LTic&»i^fF£. ??^JI^^^jfli«ft»«^ffi

v ^tr^^ u /ff^^-iS-^^ftf^ Lfc.

6. Utt^a
$^ **Jg;fcJ: <J £fc&Lfc TP ^^^i LX,

HLS ^ri sH^ffit-M^f^!? , J5r»fc«-t
S. -ÖJI^^^?S^^*^*4i L"C, UTo^^^

ffo fc.

1) ?|£$ISt*&5 HeLa 0J!S^^O Tp OMA

te*Ji O*Tp Ji^M^o^Tli^Ly-c.

2) Lysozyme(Worthington Bioch, Corp.Öá")

4 fc«Hyaluronidase(|fffljl^^ 7°7 ~-tf&$l »fc)

^^Mi'C^iaL, Tp J§^^fci^-f^S^||^L/c.

3) -tfvL-7 r^IJ i LtT, N'-3, 4-Dimethyl-5-iso-

xazol sulfanilamide (lH±|*l$i^, -^à"1' Te/v^^

V^fc. JiTF Sulfisoxazole iI3ft), ^oi^ Sulfa-

thiazole-N4* sodium dextrosesulfonate (lljSM^.

-^/L"/~^S^j^l^c. UT Sulfathiazole ilSft,

^ffllfi-t^t: Sulfathiazole M i LT^aLfc) ^

J^\ i^Ubt Tp i^^ftBf^^^^lSl^L*, ^r

O^O Tp ^Jl^l^feSj^^^^H-S^^ti^Lfc.

4) #i Tp ^m^lSlftLiftfctt Tp *jfil3t^*K

JCE (Tp HA-test) ^ittAlfllit^ffil\ 3) ©^il^

«©Sft^tT ofc.

-KbO^^c^T, jfitft*sJ:tfiM'7 T£!l£ Tp

<hO^M^(^(:O^P< mELfc. />H^I =iyu-<y^t?

Tp <Dl%^-m^M Hanks S^itÖ^, -^-^Ojfll

mti-c^mM^M^, 37°C VC^gL, )Df^BtFs^^

^<0-tl^MI^M^U E^^- Hanks?g"t*2 HI

jt^^l L-tll b^fc Tp ff-^«:i§»t*4i Lfc.

tfc, Tp CO HeLa $J3§[*!-\<DItAt4*JiO5 Tp

Ji3feffiÖ¥iJ^i&©& t:£?£Ki i o fc.

^, lattf^^x^lX^ffiL, Hanks it^t:-1~2HI

ig< i5feJiL, gfiT^^H$-^fc^, fttyjc^ ^ / -/u

à"e@>£, ¥A-y-*?g-e^j 4o#f^feLfc. M*©^S

f^, ^^-^Vs/n^-At;-^,7/f KA"v^^^C,

T^TIBO HeLa MS^^^i Tp ^^^i^lt^
L/C.
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7. HeLa細胞感染率およぴTp

原虫感染量の算定

顧徴鏡下にHeLa細胞800ない

し1,000ケを観察し,その中で細

胞質中にTp原虫を検出しうる細胞

数をパ｢セントで表現し, HeLa細

胞感染率とした.すなわち感染率と

紘,宿主細胞中, Tp　の侵入を受け

た細胞数のパートント表示である.

一方,同じ操作の元に観察した全

HeLa細胞中に検出しえたTpの

総数を算し,これをHeLa細胞100

ケ中のTp数に換算したものをTp

原虫感染量と表現することとした.

すなわち, Tp感染量とほ　100

HeLa細胞中のTp原虫総数とし

てあらわされるものである.この

Tp感染量は　HeLa　細胞内に侵入

したTp原虫の総数に加えて,その

細胞内で遂行した増殖原虫数をも合

せて表現するものとなり,前記He､

La細胞感染率とともに, Tpの組

織培養の程度を推測する数値と考え

られる･

f±eLa cell cu一ture

Rectangular glass [二丁にoI-　　　　　　l

1

∈≡コ

i

匡竃ヨ
Ⅰ

ょnno理ateTpsuspeni
.sculturemed…にo=-∈≡声

･z三_‥

l

HLS culture medium

Inci】bate at 37oC

for 2days

Pipette off the
culture medium

incubate at 37-C

for certain hours

こ　Microscopic examination

for HeLa cells and the

parasites on tnei rec-

tangular g一ass stained

もy Giemsa's so一ution

Fig. 1･ Schema of experimental method

予　　　備　　　実　　　験

1. Hel,a細胞の増殖について

HeLa細胞数が約15-20×104/mlのHeLa細胞

HLS浮溝液を20本の小角瓶に正確に5mlずつ分注

し, 37℃静置培養に移す.以後2日毎に培養瓶2本を

取り出して細胞数を測り,残りの培養瓶についてほ培

養液の交換を行い,ひきつづき培養を行った･細胞計

測にあたってほ,培養液をすてた後, 0.25%Trypsin

含有のPuck液2mlを注入し,約5分間37℃に静

置すれば,細胞ほガラス面から剥離する･これに元の

培養液と同容積5mlになる様にHanks液を加え,

細胞浮溶液が均等になる様にし,この浮溶液中のHe-

La細胞数を血球計算盤で数回測り,培養瓶2本の平

均値を取ってHeLa細胞数とした.

第2図は本実換に使われたHeLa細胞の増殖曲線

で,移植培養2日目より細胞の増殖が安定且つ急速と

なり,培養6日目で細胞数ほ最初の移植細胞数の約8

倍になり, 8日目で最高値,約8.5倍に達する.その

級,細胞ほ老廃化し,ガラス面より剥離して培養液に
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Fig. 2. Growth curve of HeLa cells.

Note : The culture medium was exchanged

every other day､
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浮沸し,限られた培養面積に於る細胞はもほや増殖を　　Tp接種は培養2日目に実施するのが最も適当である

示さず,むしろ減少する一方となる｡この様に細胞ほ　　　と判断した,

移植培養の　2日以後に安定した増殖条件を得るので,

実　　　験　　　成　　　績

1 ･ Tp組織培養におけるHe1,a細胞感染率の時

間的推移

小角瓶20本に各々短柵ガラスを入れ, 16×104/ml

のHeLa細胞浮溌液5mlを加えて培養し, 2日後

培養液をすて, TpのHLS液浮沸液　5ml (58×

lOVml)を添加した.ひきつづき37℃に静置し, 2,

4, 6, 9, 12, 48時間後に各々培養瓶2本ずつを取り

出し,血球計算盤にて各培養瓶中のTp浮浪濃度を計

測し, 2本の平均値を求めた.一方,各培養概の短柵

ガラスを取り出し,乾燥,固定,染色後鏡検にてHe-

La細胞感染率を調べ, 2枚一群の平均値を求めた.

第3図は培養時間毎の浮沸原虫数および細胞感染率

の時間的推移を表したものである･浮併原虫数はTp

の培養後,時間的経過とともに減少し, 12時間後には

最低値に達し,その後は精々増加の傾向を示した.こ

れに反し,細胞感染率は3-6時間後まで急速に上昇

し,以後徐々に低下した.このことはTpのHeLa

細胞内への急速な侵入がTpの培養後3-6時間ま

でに行われることおよび9-12時間から以後はむしろ

HeLa細胞の破壊に伴って,遊離する原虫数が増加の

傾向を持つことを示したものと解釈された.

この実験からTp接種後　6-9時間までは,大

部分のTpがHeLa細胞に侵入し　しかもHeLa

細胞の剥離が殆んどなく, TpのHeLa細胞侵入状

態を検討するには最も適した時期であることが判明し

た.

2.接種原虫数とHeLa細胞感染率との関係

短槻ガラスを入れた小角瓶40本(1群8本, 5群)

に10×lOVmlのHeLa細胞浮肪液5m]を注加し

2日間静置培養する､マウス腹腔より採取したTpで

5種類の異った原虫浮沸濃度を作り(ほぼ与i位に順

次稀釈して行く),血球計算盤で各原虫浮折渡度を計

測の結果,各々190×lOVml, 102×lOVml, 43×

104/ml, 22×104/rnl, 14×lOVml,を得た.小角瓶

のHeLa細胞1群(8本)毎に各濃度の原虫浮涛液

と液交換を行い, 37℃に静置培養した･ 3, 6, 9, 12

時間後にそれぞれ各群の培養瓶を2本ずつ計10本を

取り出し,短柵ガラスを染色,鏡検して, HeLa細胞

感染率を求めた.

第4図ほ各原虫濃度に於けるHeLa細胞感染率と

時間との関係を示し,この実験でほ接種原虫濃度が高

ければ高い程,細胞感染率も高く,しかもTp接種
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6時間後にほいずれも感染率が最高値に達することを

認めた.
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3. HeLa細胞感染率とTp感染量の関係

原虫浮器濃度が各々　260×104/mlおよび187×

104/mlの原虫浮瀦液で,前記2),と全く同じ方法で

HeLa細胞に接種し,静置培養3, 6, 9時間摸,短柵

ガラスを染色,鏡検して,同一標本のHeLa細胞感

染率とTp感染量を調べて見た.

第5図ほ両者の関係を示したもので,培養初期の3

時間値では,この両数値ははぼ同じ値で, Tp感染量

がわずかに高い数値を示した.この事は培養時間の経

過とともに,単一のHeLa細胞中に幾つものTpが

侵入する頻度が高くなること,および早期に侵入した

Tpの増殖が行われていることにより, Tp感染量が

HeLa細胞感染率をほるかに凌駕するに至ったことを

示すものと考えられた.

本実験でほその観点に応じて,この両数値を併用し,

あるいはTp感染量のみで表現することとした.

4. LysozymeまたはHyaluronidaseを添加した

場合のTp組織培養成績

A) Lysozyme

3ケの三角コルベンに各々HLS培養液40mlを

入れ　Tp原虫浮溶液を各コルベに/に等量に分注し,

260×lO^ml濃度の原虫浮辞液を得た. 2ケの原虫浮

済液に各々1mg/ml, 10 mg/mlになる様にLyso-

zyme (Hanks液にて溶解し, Millipore源過器で滅

菌滅過した)を添加し,それぞれ小角瓶18本(6本

を1群とする)の培養2日目のHeLa細胞の培養液

と液交換を行い, 37℃に帝置培養した､ 3, 6および

9時間後に各々2本計6本を取り出し,短柵ガラスを

染色,鏡検した.なお,残り1ケの三角コルベン中の

Tp浮溶液ほ対照として, Lysozymeを添加しないで

培養に供した.

第6および第7図にLysozyme　の濃度とHeLa

細胞感染率およびTp感染量との関係を示した･原

虫接種後　3, 6および9時間でほLysozyme濃度が

10 mg/mlの場合に於て, HeLa細胞感染率は対照例

に比し約2.4倍, 1.3倍および1.2倍となり, 1m〟

mlの場合に於てもやや対照例の感染率をうわまわる

値を示した.またTp感染量においても, Lysozyme

添加例は対照例に比し,培養3および6時間値ほ明ら

かに高い数値を示した･

B) Hyaluronidase

本実験で使用されたHyaluronidaseは新鮮な牛車

丸から抽出精製した日本案局方注射用Hyaluronidase

を無菌的にアンプルに充填し,凍結乾燥したもので,
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5. Tp原虫を　Sulfisoxazole　またtま　Sulfathia-

zoleで前処理Lた場合のTp組織培養成績

TpのHLS浮溶液に上記サルファ剤を所定濃度に

加え,一定時間37℃において接種させた後,浮群液

をHLSに2回遠心洗淋し,再浮併したTpをHe-

La細胞に接種し, 6時間静置培養した後にTp感染

量を検査した.

A) Sulfisoxazole

TpのHLS浮済液を3ケの三角コルべセ'に等量分

注し,それぞれ等量の生理的食塩水またはSulfiso-

xazoleを加え,薬剤濃度が　o (対照), 0.1 mg/ml

および10.0 mg/mlとなる様に調製した. Tp原虫

濃度は335×104ノmlであった.これらの三角コルベ

ンを37℃に保ち,所定時間後に各々10 mlずつ取

り出し, 3,000rpm (≒ 1,500 G), 5分間遠沈後,

上清をすて,更にHanks液で2回遠沈洗瀬後, HLS

10 mlで均等なTp浮併液を作製した.この浮併液

5mlを,小角概を用いた培養2日目のHeLa細胞と

液交換を行い,更に6時間静置培養後,短柵ガラスを

取り出して固定,染色し,鏡検に供した.薬剤と接触

しつつあるTpを恒温器より取り出し, 2回の遠心

沈掛こよって,薬剤との接触を絶ち, HeLa細胞培養

に接種するには蹄15分を必要とした.故に最初の接触

∽
c.

･吉
E6

L■

d
OL

CJ
セ

●に:

U
に.I

こ■

t■J
くつ

L^

O,
､.こ)

≡
=
⊂:

C)

･主
d

こ)

⊂己

＼

110

loo ＼＼

90＼Numberofparasitesi､noculated'.

80

70

60

50

4o

30

20

10

＼

＼

＼

＼

'h

＼

ヽヽ
､ヽ

335 x 10/ml

liさ
i:!

ヽヽ
6ヨ

ヽ CoⅠ1tro1

0､Img/i I

lOmg / ml

15　　　60　　　　120　　　　180

Length of pretreatment

240 ('Min.)

Fig. 10. Length of the pretreatment of parasi.

tes with Sulfisoxazole and the relati-

ve number of infective parasites.

Note : The concentration of Sulfiso-

xazole used were shown in the

figure.

時間を15分とし,薬剤と原虫浮済液の混合後直ちに処

理を行った･以後はこの処理時間を含めて,所定の接

触時間とする様操作した.

第10図はSulfisoxazole　との接触時間とTp感染

量との関係を示したもので, Sulfisoxazoleと接触し

たTpは対照例に比し, Tp感染量はやや低下してい

るが,両者の間には著しい差は認められなかった.普

た10mg/dlと0､1 mg/dlの薬剤濃度の間にもほと

んど差ほ認められなかった.又実験群および対照群と

も　TpがHeLa細胞に接種するまでの時間が長い程,

Tp感染量が低下した.

B) Sulfathiazole

前記Sulfisoxazoleの実験と全く同じ方法で, Tp

原虫浮沸濃度は　385×104/ml,実験群のSulfathia-

zoleの濃度も0.1 mg/mlと10 mg/mlである.

第11図はSulfathiazoleとの接触時間とTp感染

量との関係を示したもので, Sulfisoxazoleの場合と

ほぼ同じ結果が得られた.即ち実験群と対照群との間

にほほとんど差が認められず,文案験群でも10 mg/

ml濃度と0､1 mg/ml濃度との間には著明な差を認

めることが出来なかった.

この実験からSulfisoxazoleおよびSulfathiazole

はTpのHeLa細胞-の侵入に対する抑制効果を発

現したものと解釈することは出来なかった.

■r･

.J

･-G
d
`一

亡弓
【ゝ

q)
>

■=

U
q)

【=

＼ニ

i<

Q)

1

C)
>

､=
d

q)

Dに

pO

80　＼

70　　＼

＼

60　　　＼

50

･l l1

30

20

10

＼

a
＼

parasite number itloculated: 385 x lO7ml

＼

＼.
i=ヨ ､

i=:I
i;:ヨ

li=ヨ
ii=ヨ

ヽ C℃ntro1

0.Img /nll

lOniK ml

120 (Min.j

Length of pretreatment

Fig. ll. Length of the pretreatment of parasi-

tes with Sulfathiazole and the relative

number of infective parasites.

Note : The concentration of Sulfathia-

zole used were shown in the

figure.



HeLa細胞を用いたToxoplasmα gondiiの組織培養7!に･関する研究 81

6･ Tp原虫をTp HA･test陽性の人血清または家

兎免疫血清によって前処理した場合のTp組織

培養成績

A) HA･test陽性の人血清

本実験に使用した人血清は,信藤法で4,096倍稀釈

までHA-testが陽性に出たものである､また対照用

の人血清として, HA-test陰性のものを使用した.

3ケの三角コルベンに各々HL培養液(Hanks液

およびLactalbuminのみ) 50 mlを入れ, Tp原虫

浮洪液を各コルベンに等量に分注し, 250×104/ml濃

度の原虫浮洪液を得た. 2ケの原虫浮沸液に各々1%

および6%になる様に　HA･test陽性人血清を添加し,

残り1ケの原虫浮沸液は対照用として, HA-test陰性

人血清を6%含有する様に調製した､これらの三角コ

ルベンを37℃に保ち,所定時間後に各々10 mlず

つ取り出し　3,000rpm (㌔ 1,500G), 5分間遠沈

後上清をすて,次いでHanks液で2回遠沈洗源後,

HLS 10 mlで均等なTp浮洪液を作った.この浮済

液　5mlを小角瓶を用いた培養2日目のHeLa細胞

と液交換を行い,更に6時間静置培養後,短柵ガラス

を取り出して固定,染色し,鏡検に供した･

第12図はTp原虫がHA-test:陽性の人血清との接
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触時間とTp感染量を示したものである書　接触15分後

では実験群と対照群との間には著しいTp感染量の差

が見られなかったが,接触30分以後ではTpのHeLa

細胞への侵入が著しく低下し,対照群の約50%位に

抑制されていた書　また同じ実験群でも6%含有のと

1 %含有のとでほ両者の間に殆んど差が見られなかっ

m

B)家兎免疫血清

本実験ほ家兎免疫血清をTp原虫浮涛液に添加し,

上記のHA-test陽性人血清と同様に,ある所定時間

接触させた後, HeLa細胞に接種し, 6時間後にその

Tp感染量を調べたものである.

家兎免疫血清は　Toxoplasma gondii Beverley　株

絹弓毒株)のCyst-form 600ケを家兎の腹腔内に注

射し, 30日経過後に採血して血清を分離し,ザイツ塑

源過器で滅菌した後, 56℃, 30分間加温非働化したも

のである､この免疫血清ほ信藤法の　HA-test　で

16,384倍陽性でした.

実験方法は前記HA､test　陽性人血清添加の場合と

全く同じで, Tp原虫浮洪液の濃度は　357×104/ml

であった､実験群には家兎免疫血清1%および10%

の2種額を調製使用した･なお対照群には正常家兎血

蒲　10-｡iに添加した､
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第13図は　Tpの家兎免疫血清との接触時間とTp

感染量との関係を示したものである･ 15分間接触では

実験群と対照群との間には著しい差は見られなかった

が,接触30分以後では実験群のTp感染量は対照群

に比し,約40%に抑制されていることを認めた.また

免疫血清の1%と10%の場合には,両者の間に著し

い差は見られなかった.

次いで家兎免疫血清の濃度を順次稀釈し,どの稀釈

濃度まで侵入抑制効果が見られるかを検討した.この

時に使用した家兎免疫血清ほ信藤法の　HA､test　で

65,536倍稀釈まで陽性のもので, Tp原虫濃度ほ320

×lOVmlであった.実験群では免疫血清の濃度を1

%より　Ho5 <fc　まで段階稀釈とした.

第14図の下のグラフほ　　　-0.01%まで稀釈した

場合の抑制効果を示し,第14図の上のグラフは>fo3

-与fo5 %まで稀釈したものを示した.即ち0.01%稀

釈まではなお抑制効果が見られたが,それ以上の稀釈

濃度では,ほとんど抑制効果が見られなかった.
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考　　　　　　　　　察

Toxop払sma gondiiほ　Obligate intracellular

parasiteである為,その形態乃至感染,分裂,増殖

等の過程について,その究明はかなり困難なものと考

えられて来た･故にこれらの基醇的研究としてのin

vitroに於る組織培養は,従来から多くの研究者によ

って試みられて釆た.木原虫ほ組織培養中では容易に

感染,増殖することが判明し, 1951年Geyによって,

人子宮頭痛上皮細胞よりHeLa細胞が分離されて以来,

HeLa細胞を用いてのTp組織培養による原虫の形態

学的,病理学的研究成果が多くの学者によって報告さ

れて来た.しかし組織培養液中に何かある物質を添加

したり, Tpを前処理することによって, TpのHe-

La細胞内への侵入性が促進またほ抑制されるかにつ

いての報告は未だに少い.

本研究ほ, HeLa細胞を用いたTp組織培養におい

て, Tpの宿主細胞内への感染性,増殖度を検討し,

得られた知見を基礎として, 2, 3の物質の培養基内

へ添加またほTpに対する前処理が,培養成掛こいか

なる影響を及ぼすかを試みたものである･

LysozymeおよびHyaluronidaseはともにムコ多

糖類の加水分解酵素で,細胞膜および細胞間質に存在

するある種のムコ多糖類に作用することから,細胞内

透過性あるいは組織内侵透性を促進する効果をもつと

されている. Tpが宿主細胞に侵入する機作について

は未だに充分解析されていない現状で,果してTp自

身が侵入能力を持っているか,あるいは宿主細胞によ

って寅喰されるかについても,未だに不明といわねば

ならない.これに関して, Guimar急es and Meyer

(1942), Pulvertaft et al. (1954), Lund, Lycke

and Sourander (1961)らは宿主細胞内で増殖した

Tpが細胞膜を破り,つづいて自動的運動性によって,

別の細胞に侵入すると報告し, Tpの積極的侵入を主

張している. E. Lycke (1964)らは1 mg/mlの

LysozymeをTp　の浮併液に添加すれば, Tpの細
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胞への侵入性が増加し, Hyaluronidaeも同様に侵入

を促進するが,その効果はLysozymeよりも高いと

報告している.著者は本実験に於て, Lysozymeを

1mg!ml添加した場合にほ,対照群に比し1.7-1.5

倍のTp感染量を示し10 mg/mi添加の場合にほ

4.6-1.7倍のTp感染量を示した.またHyaluroni-

daseを　6u/ml添加の場合では1.2倍, 60u/ml添

加でほ1.4倍のTp感染量の増加が示されることを

認めた･

R･ Norrby & E･ Lycke (1966)らはTp原虫を

破壊し,それを恥000×Gで遠沈した上清部には,

Tpの宿主細胞侵入促進因子を含んでいると報告して

いる.この促進因子の物質的追求はまだなされていな

いが, LysozymeまたほHyaluronidaseに類似した

酵素作用による可能性も考えられる.

1942年Sabin and Warrenが初めて実験動物にお

けるTp感染の治療にサルファ剤を使用し, Biocca

(1943)ほSulfone groupにも抗Tp効果があるこ

とを実証した　Weinman and Berne (1944)ほ

SulfapyrimidineがTp感染実験動物に延命効果を

示すことを報告し,その後も多数の研究者によって

Sulfadiazine, Sulfathiazole等の延命効果が認めら

れたが,サルファ剤の有効性をin vitroにおいて検

討した報告ほきわめて少い.苗加(1958)ほ組織培養

を用いて, SulfisomidineおよびSulfisoxazoleの

Tp原虫増殖におよぼす影響を報告した.それによる

と,サルファ剤を添加してから培養5日後に最大の抑

制効果が認められた･著者ほTp原虫をサルファ剤と

接触させた後,組織培養にて6時間静置培養し, He-

La細胞-のTp感染量を調べたが,サルファ剤によ

る侵入抑制効果ほ殆んど見られなかった｡このことは

実験条件に基くものと考えられ殊にTpとサルファ

剤の接触時間がわずか数時間にすぎなかったことが一

つの原因と考えられた､

1948年Sabin & Feldman　ほ免疫血清作用による

原虫の色素不染性としてDye-testを発表し, Toxo･

plasmosisの血清学的診断として,今日でも広く応用

されている　1949年MacDonaldは腫芽卵の総毛尿

膜に56℃, 30分で非動化した免疫血清を加え,特に

activatorを加えなくても,抗Toxoplasma効果があ

ると報告した. 1965年E. Lycke et al.はHA-test

64倍以上の人血構およびactivator　とを加えて,組

織培養におけるTpの宿主細胞侵入を調べた.その成

績でほTp　を非働化した免疫血清とactivatorとの

混合液に1分間接触しただけで79%の投入抑制を示

し,非働化しない免疫血清とactivator　を用いた場

合は92%の侵入抑制を示すことを報告した.著者は

本実険に於て,信藤法で4,096倍,栄研法で2,048倍

陽性の非働化人血清を抗血清として使い　activator

を加えずにTpと接触させ,遠沈洗源後, HeLa細

胞に接種し, 6時間静置培養した.接触30分以後では

Tp感染量が著しく抑制され,対照群の約50%に低下

した.また, TpのBeverley株で免疫した家兎免疫

血清を56℃, 30分非働化したものを用いた場合,揺

触30分以後のTp感染量は対照群のそれに比し,約

40%に抑制されることを認めた､この成績ほE･

Lycke et al.の免疫血清と　activator　の両者の存

在が,宿主細胞へ侵入性抑制に必要であるとの報告と

やや相違し,むしろMacDonaldの成績に近いもの

の様であった･

今回の実験成街から,直ちにHeLa細胞を宿主と

するTp組織培養を用いての抗Tp剤の検定や,血清

学的応用を図りえるものでほないが,今後,より詳細

な検討を加えることにより, Tp組織培養の実際的応

用を期待しえるものと考えられる.

結　　　　　　　　論

HeLa細胞を宿主として, Tp (RH株)の組織培

養を試み, Tpの宿主細胞内偉人性,増穂度などに関

する基礎的知見を求めるとともに,同培養法を用いて

の若干の実験的応用を検討した.

1) HeLa細胞感染率ほ, Tp接種6時間までは上

昇し,以後ほ時間の経過とともに徐々に下降する傾向

を示した.一方, Tp感染量は接種9時間後までの観

察期間中は上昇しつづけた.一般に接種Tp数が多い

荏,これら両値ほ高い億を示した.

2) Lysozyme (1 mg/ml以上)またほHyalu-

ronidase (6 u/ml以上)の培地内への添加ほ, He･

La細胞感染率およびTp感染量の増加をもたらす傾

向を示した､

3) Sulfisoxazole (10mg/ml)またはSulfathia-

zole (10mg/ml)とTpとの4時間までの予備接触

によってほ, Tpの組織培養に認め得るべき変化を与

えなかったー

4) 1以上の　HA-test　陽性人血清(4,096倍陽
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性)とTpとの予備接触では,接触30分以上で,組　　　上の濃嵐　30分以上の予備接触で, Tp感染量の抑制

織培養におけるTp感染量が著明に抑制された.また　　　が認められた.

家兎免疫血清(65,536倍陽性)の場合にほ, 0,01%以

稿を終るに臨み,終始ご懇切なるご指導並びにご校閲を賜りました本教室中林敏夫教授に対し,

深甚なる謝意を表すと共に,ご協力いただいた教室員各位に深謝の意を表する次第である.

本論文の要旨は第21回日本寄生虫学会南日本支部大会(1968. 11､ 22.於熊本)にて発表した.
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