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無菌的腟トリコモーナスの孵化鵜卵内接種実瞼

CI) 腟 I、リコモーナスの箪純接種の場合

紳津 鉄平

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室（主任 松林久吉教授）

（昭和 30年6月1日受領）

孵化鶏卵を利用して微生物を培養するという考えは古

くから試みられていた。最初に之を行つたのは Rous1)

で彼は鶏の肉腫細胞を鶏胎児及び羊膜腔内に接種したが

無菌的でなかつた事及びその方法の拙劣さで十分な結果

を得る事が出来なかつた。其の後鶏卵を培養に利用する

事は Gayand Thompson2)によつて試みられたが，受

精卵を用いても技術的に一定していなかつた為満足な結

果は得られなかつた。 1931年に Woodruffand Good-

pasture3)が鶉痘の virusで Clark4) の手技を用いて

所謂有窓孵化鶏卵培養に成功した。その後この培養法ほ

それ迄接種増殖の不可能であつた virus及び Rickett-

sia等の主として細菌学的方面に用いられ， 叉その接種

部位も多鼓にわたり数多くの業績は Goodpasture5)等

や瀬戸氏6)によつて詳細に説明されている。更に進んで

現在ではこの培養法は原虫類・腫瘍細胞に迄応用範囲が

拡大されその報告は著しく増加している。

Spirochaetaは田中氏り井上氏8)9)によつて，原虫類

では Trypanosornaが Langley等， Michell等， Bi・

occa, Chabard, Roukard, 大島氏10)井上氏によって，

Leischmania donovaniが田中氏11)によつて， PlaSino-

dium gallinaceumは Hass等12)によつて， Endama・

eba historyticaは MarthaGracel3)によつて， Tric一

homonas foetusは Nelson,H)Hogue15), Levine等16)

McNatt et Trussel,17) Pierce18)等によつて，.Tricho-

monas vaginalisは McNutt and Trussell, 11) 山県

氏19), 浜田氏20), 森下氏21) によつて報告されている。

Trichomonas vaginalis (以下略して T.v. と称す）に

ついて之を梢 t詳細に見ると， McNuttand Trusell17> 
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が無菌的 Tv.を漿尿膜腔内及び卵黄嚢内に接種した報

告があり，山県氏は漿尿膜上，漿尿膜腔内，羊膜腔内，

卵黄嚢内に，浜田氏が漿尿膜上，卵黄嚢内に，森下氏が

漿尿膜腔内，卵黄嚢内にそれぞれ無菌的 T.v.を接種し

ているに過ぎない。之は比較的最近迄 T.v.が十分に増

殖可能である培地がなかつた事と， T.v. が随伴細菌よ

り完全に分離出来なかつた事によるものと思われる。し

かるに戦後抗生物質に関する研究は著しく進歩し，比較

的容易にこの随伴細菌を抑える事が出来る様になり，叉

各種の T.v.の培地が発表され無菌的 T.v.を得ること

も出来る様になりその成功報告も多く発表されている。

私はことに無菌的 T.v.を用いて孵化鵠卵の各部に接

種し， T.v.の生存増殖状態を観察したので， その実験

結果を効に報告する。

実験材料及び方法

1) T.v. 株 実験に用いられた T.v.株は 1、リコ

モーナス腟炎の患者の白帯下中より得たもので，白帯下

を鏡検し，運動せる T.v.を確かめたものを田辺•千葉

培地にうつし，更に之を浅見の考案せるチスティン・プ

イヨン・血清培地にペニシ＇リン Percc 4000単位，ス I:

レプトマイシン Percc 5mgを加えたものに移殖し，

同様培地にて 31°c48時間の継代を行つた。数代後に共

存細菌の有無をチオグリコレート培地により検査し，無

菌的状態をたしかめ之を第1代とし以後はペニシリソの

みの添加で 37°c48時間乃至96時間の継代を行つた。

実験には約 30代以上継代せる安定した株を用いた。

2) 孵化鶏卵 実験に用いた鶏卵は一定の業者より

白色レグホーン受精卵を購入し，購入時に約 36°Cの温

湯にて洗源し更に 70%アルコールにて消毒した。之を

38.5°C の温度を保ち， 十分湿度を与えるために大型ツ

ャーレに水を盛つたものを放置した孵卵器内に横位にお

さめた。卵は毎日 1回横転を行い，叉孵卵器の換気は十

分に行つた。 4日目に光を通して受精の有無をたしかめ
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受精卵のみを使用した。実験に用いた部位は漿尿膜上，

漿尿膜腔内，羊膜腔内，卵黄嚢内の 4カ所で鶏体，血液

その他の部分には行わなかつた。

3) 接種方法 T.v. の充分増殖せる時期のものを

用い，無菌生理的食塩水にて 2回洗i條した。虫体数は血

球計算板にて算定して実験に用いたが，虫体数を一定と

する試みは行わなかつた。この T.v.懸濁液をガラス製

注射器を用いて 0.1ccづつ各部位に注入したが，その方

法は，漿尿膜上は卵殻に 8mm平方の小孔を作り卵殻膜

と漿尿膜を剥離の後膜上に注入しパラフィ y及び 18mm

平方のカバーグラスにて孔を閉じる Goodpasture の

Window methodを用い 漿尿膜腔内及び羊膜腔はそれ

ぞれ漿尿膜上と同様処置後漿尿膜又は漿尿膜・羊膜を通

して注入した。なお羊膜腔内注入の場合は注入液に小気

胞を含ませ液の腔内に入つた事を確認した。卵黄嚢内へ

は気室上に小孔をうがち卵殻内膜， 漿尿膜を同時に 3

cmの長さの注射針にて貫通卵黄嚢内に注入する Cox22)

の方法を用いて注入した。以上の操作は何れも無菌的に

行つた。

4) 接種後の培養及び検索方法 接種卵は再び接種

前の孵卵器に横位におさめ，毎日一定時に卵の生死を検

査し，一定日後に之を無菌的に解卵し，各接種部位の体

液及び隣接部位の体液叉はその部位の洗滴液を直接鏡検 ．

し，虫体の存在を調べた。叉同時に虫体の存否にかとわ

らずチスティン・ブイヨン・血清培地にうつし 37°C72

時間の培養を行い之を検査した。実験途中に死亡せる鶏

卵は直ちに同様の処置を行いその結果を見た。

5) 対照 対照として実験群と同時に同様の技術で

同一場所に生理的食塩水を 0.1ccを接種し自由に発育

せしめ羽化し得るか否かを検した。

実験成績

1) 漿尿膜上 解卵して検査すると漿尿膜上に体液

はなく，更に膜は若干肥厚していたので，無菌生理的食

塩水にて彰條しその液を検査に用いた。接種卵 39個中

直接鏡検で全例 T.v.陰性であり，培養したものの中で

3個に於てのみ陽性であつたが， 之等は何れも 14日卵

に 204x10i という最多数の虫体を接種し2日後に解卵

したものであつた。卵の死亡せるものなく途中で解卵せ

ず発育せしめた 4個は全て羽化した。同時に検査した漿

尿膜腔内では T.v.全例陰性であつた。叉対照卵は全例

羽化した。、（第1表）

2) 漿尿膜腔内 接種卵35個で直接鏡検では全例

陰性で，培養したものでは 4個陽性であつた。解卵せず

第 1表 漿尿膜上に接種の場合

卵数
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第 2表 漿尿膜腔に接種の場合

卵数
接種日及
接種虫体数
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発育を継続せしめた卵で死亡せるものは 4個，羽化した

ものは 5個であった。同時に検査した羊膜腔内，卵黄嚢

内に T.v.は認められなかつた。（第2表）

3) 羊膜腔内接種卵45個中直接鏡検で 5個，培養

検査で14個陽性であつた。 自由に発育せしめた卵で死

亡せるもの 6個であり， 9個は羽化した。同時に検査し

た漿尿膜腔内及び解卵後鶏体の各臓器につき検索したが

(59) 
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第 3表 羊膜腔内に接種の場合

卵数 接種日及
接種虫体数

検査日
卵生死

生死

T.v. 鏡検
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206X 104 

ヒ
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第 4表 卵黄腰内に接種の場合

卵数 接種日及
接種虫体数

検査日
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T.v. は何れの箇所からも見出されなかつた。又別に本

部位に於ける継代実験を行つたが， 14日卵を用いて第3

代迄は増殖が明に認められたが，以後は増殖度が下り， 7

代目には増殖していると断定するのは困難となつた。し

かし T.v.vまチスティン・プイヨソ・血清培地に移植す

ると直ちに継代前と同様の増殖を示した。 7代目のもの

では形煉的変化ほ殆ど認められないが，運動は十分でな

い様｝こ思われた。よつて羊膜腔内にての継代は困難では

ないかと思われる。（第 3表）

4) 卵黄嚢内 接種卵48個で直接鏡検で8個，培

養検査で27個陽性であつた。、自由に発育せしめた卵で

死亡したものは 35個， 5個は羽化した。同時に検査し

た漿尿膜腔に T.v.は認められなかつた。対照卵は全例

羽化した。叉更に羊膜腔に於けると同様継代実験を行っ

たが， 4,_,5日目卵にて 96時間 38.5°Cの条件にて第8

代迄は完全に継代出来た。それ以後は実験の都合により

中止したが，第 8代目に於ける増殖度及び形態はチステ

ィン・ブイヨソ・血清培地のものとの差異は少しも認め

られなかつた。よつて卵黄嚢内にて継代は可能と思われ

る。（第4表）

総括及び考案

先づ実験方法の検討であるが，第一に卵に関する問題

では白色レグホーンの卵を使用した事は卵の生死が判別

し易い事と入手が容易である事によつた。白色レグホ-

ン種も卵殻の厚さにより判別の困難である場合も生ずる

のでこれは受精の有無を調べる時に出来るだけ除外する

様にした。卵を購入時に置楊• アルコールで清潔にする

点に関しては，孵化時は卵は可及的自然の状態におく事

が好ましいが，実験が無菌的なる状態を強く必要とする

ものであるために止むなく使用した。鶏卵が水・アルコ

ール等によりその孵化に強く影響しない事は市原等い）に

ょって示されている。叉本実験の予備実験にて褐孵化率

に差異は認められなかつた。したがつてこの処置をする

事は実験に差支えないものと思われる。換気 9 卵の廻転

について特に注目すべき点はない。孵化器内の湿度は孵

化当初は大型シャーレにて十分であるが 16日以後にな

ると不足になり勝であるから注意すべきである。特に羽

化に関しては所謂‘‘スコ‘｀モリ”になる傾向がある。第二

に T.v.についてであるが，現在 T.v.の培養基として

は種々示されているが，要は充分なる T.v.の増殖であ

る。この点チスティン・ブイ ヨン・血清培地で滴足な結

果が得られたものと思う。 T.v.虫体を無菌生理的食謳

永にて洗i條する事は本実験に試みた如き短時間ならば虫

体に大なる影響は見られなかつた。叉 T.v.虫体数測定

の際は適当の温度の下に動いている虫体を算定した。増

殖期の T.v.はその殆んどが運動して居り死虫体が数の

中に入る事は虫体数測定の誤差の中に含まれ特に問題と

する事はない。虫体の形態的変化は培地の粘度に左右さ

れる事が多いが，接種部位内特に卵黄嚢内に於ける形態

的変化は特に認むべきものはなかつた。叉培地に加えた

ペニシリンの澄度は洗t條により著しく低くなり卵に対し
f 

ても特に問題とする事はなかつた。第三に接種方法につ

(60) 
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いてであるが，漿尿膜上には田中法， Brandly23)法及び

その変法， Goodpasture の法があるが， この実験の場

合は卵の固定法により Goodpasture 法を用いたが，

漿尿膜上のみを問題とする場合はむしろ田中法の方が確

哭ではないかと思われる。漿尿膜腔内の場合には Bru-

net法及び田中法があるが之は Brunet法がより確実で

ある。叉卵殻に直接注射針を用いて注入する法があるが

之は細菌の汚染，漿尿膜上に入る気泡等により用うる事

はさけた方がよいのではないかと思われる。卵黄嚢は殆

ど全ての実験が Coxの法を用いているが， 孵化の早期

に用いるならば充分正確に注入し得るものと思われる。

本実験にはこの法を用いてある。羊膜腔内には Brunet

法が一般的であり本実験もそれによつた。

孵化鶏卵に接種された T:v.については， (a)漿尿膜

主では培養で 3個 T.v.陽性であつたが，之は 3個共接

種日より 2日目のものであり，更に同ーグループでそれ

以後検査したものでは直接法，培養法共に陰性である点

から之しま接種したものが生在していたのではないかと思

われる。したがつて漿尿膜上には T.v.は増殖しないも

のと思われる。叉接種したものは対照卵同様羽化する事

から孵牝には何等影響を与えないものと思われる。

(b)漿尿膜腔内にてはやはり T.v.陽性のものが 4個

あるが， 之も漿尿膜上の場合と同じく接種 3日以内の 、

もので同ーグループでそれ以後陰性である点よりして

T.v. は漿尿膜腔内には増殖しないと考えられる。漿尿

膜腔内で T.v.が増殖可能とする山県氏及び漿尿膜腔で

T.v. が陽性であったとする浜田氏， 森下氏の報告があ

るが， 山県氏の実験は接種後比較的短時間 (72時間以

内）に解卵しているので，或はこの残存した T.v.が実

験結果として表われたのではないかという可能性もあ

り，浜田氏，森下氏のものは詳報が発表されていないの

で論ずる事が出来ないが， Trusselが接種する虫体数が

多ければ増殖するという結果と併せ考えて，漿尿膜腔内

にT.v.は生存するかも知れないが，増殖するのは困難

であると結論するのが適当ではないかと思われる。対照

開が全例羽化し，接種卵も放置すれば羽化する事，接種

後死亡卵の少い点から T.v.の接種は羽化に何等影響を

与えないと考えられる。

(c)羊膜腔内では培養鏡検での T.v.陽性例は増加し，

特に 14日目卵に接種した例では直接鎖検で接種後 5日

目に接種虫体数より増加していると思われる例や， 16個

中培養検査で 10個が T.v.陽性である事からしても少

くと も`14日卵に接種せる場合は T.v. は増殖している

305・ 

ものと考えられる。しかしその他の日数の卵を使用した

場合や直接鏡検々出率を併せ考えると著しい増殖ではな

い様に思われる。対照卵はとらなかつたが， 11日目， 13-

日目の卵に接種したとぎ羽化せるものがある事は羽化に

それ程大ぎな影響を与えない様に思われる。山県氏は体

液が白濁し鶏体は死亡すると述べているがこの様な結果

は見られなかつた。

(d)卵黄嚢内では培養検査で T.v.の高い検出率を示

し，叉接種虫卵総数と解卵時の虫体総数の比較により，

解卵時に増加していると思われる点から明に増殖してい

るものと考えられる。特に孵化開始後4-5日目卵に接

種したものは増殖傾向が著しく強い。叉接種卵で増殖率

の高い日数の卵は死亡率が高 く， 10日目卵では T.v.が

検出ぢれる事少<, 卵の死亡率が低い事と併せ考えて

T.v. の増殖は羽化に大なる影響を与えるものと思われ

る。

以上のうち羊膜腔内と卵黄嚢内に接種した場合に，

T.v. の増殖は孵化開始後の日数により著しい差がある

事が判るが，この点は特に注目すべきであろう。 McNutt

and Trusselは pHの関係によるものと述べているが，

それ以外に多くの原因があるものと思われる。卵黄嚢内

によく増殖する 4-5日目は羊膜腔が形成される時期で

特に卵の新陳代謝の急激に強くなる時期であり叉羊膜腔

内によく増殖する 14日目は大体各器官は完成し卵自体

としては新陳代謝のや心咸少する時期である。この様な

卵の新陳代謝の変化が T.v.の増殖率と何等かの関係が

あるのではないかという事は， T.v. が培養に際して嫌

気的状態を必要とする事と考え合せて興味深いものがあ

る。叉卵黄嚢内に増殖する時期は卵白中の水分が卵黄に

移行するため卵黄嚢内に粘度及び蛋白の減少があり，羊—

膜腔内に増殖する時期は卵白が羊水中に移行する為蛋白

の増加，粘度の上昇， pHの酸性への変化がある時期で

ある。よつて一定の粘度又は蛋白が T.v.に何等かの関

係があるのではないかとも考えられる。以上の考え方は

漿尿膜上は別として，漿尿膜腔内に接種せる時期は，漿

尿膜腔液は粘度は低く，蛋白最少く，アルカリ性に近く

鶏体の新陳代謝の著しい点なぞと併せ考えると， T.v. 

の増殖にはこのうち 1,2のものが必要である事を暗示

している様に思われる。

各実験を通じて接種部位の隣接部位に T.v.を認めな

かつた事は， T.v.が膜を通過する事が困難である事と

実験中膜の破損及び隔解はなかつた事を示しているもの

である。これは細菌が本培養法を行つたとき多く膜の隔

(61) 
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解を来す事が報告されているのや， Virus,Rickettsiaが

膜を透過する報告があるのと比べて興味があると思われ

る。

本 l、リコモーナスと極めて近縁な位置にある牛の生殖

器に寄生する Trichomonas.foetus を孵化鶏卵に接種

した実験は前掲の如くに幾つか見られるが，それ等の成

績を概観して見ると漿尿膜腔，羊膜腔，卵黄嚢の 3部位

では容易に確実に増殖していると思われる成績が多い。

特に問題となり易い接種虫体数に就ても著者の実験と略

汀司数の 100万前後を接種して， 厳密によくコントロー

ルされた実験を行つている Pierce等の成績でも極めて

高率に増殖している事は， Trichomonasfoetusが本 lヽ

リコモーナスより逢に孵爵化鶏卵中で増殖し易い性状を有

しているものと考えられるがその原因の 1, 2 として

Trichomonas foetusの方がより好気的である事及びよ

り中性に近い pHで至適増殖を起すこと等が考えられ

る。

結論

(1)無菌的 T.v.を孵化鶏卵の漿尿膜上，漿尿膜腔内

羊膜腔内，卵黄嚢内に接種し， T.v の生存叉は増殖状

態を検査した。

(2) T.v. は漿尿膜上， 漿尿膜腔内には増殖せず，勿

論羽化に何等影響を与えない。

(3) T.v: vま羊膜腔内にて生存叉は増殖の傾向が見ら

れるが，この部位での継代培養は困難である。 14日卵ヘ

の接種が至適であろう。羽化に若干の影響を与える。

(4) T.v. vま卵黄嚢内に増殖し， 継代培養は可能であ

る。 5日目卵への接種が至適である。羽化に影響を与え

る。

（本論文の要旨は昭和28年 4月5日第22回日本寄生虫

学会に発表した。）

掴筆にあたり，御指瑞御校閲を賜つた松林久吉教授並

に浅見敬三講師に厚く御礼を申上げます
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Summary 

An attempt was made to cultivate bacteria-free 

Tricho加 onasva堕nalis within developing chick 

embryos by the window technique which has 

been recommended by many investigators in the 

-cultivation of viruses and rickettsiae. The strains 

of trichomonad used in the present experiment 

have been maintained in cystein-bouillon-serum 

medium without accompanying bacteria over 30 

subcultures. Four-to fourteen-day-old embryos 

were inoculated with 80 x 144 to 200X 104 tricho。

monads on chorio-allantoic membrane and into 

allantoic cavity, amnionic cavity and yolk sac. 

Trichoi仇onasvaginalis did not grow when they 

were inoculated on the chorio-allan,toic membrane 

and in allantoic cavity. The development of the 

embryo was not affected by these inoculations. 

By the anmionic inoculation, slight multiplication 

and prolongation of survival of the organisms 

were demonstrated and the 14-day old embryo ino-

culatewdith as many as 206 X 104 trichomonads 

gave the best result in this group of inoculation. 

Serial transfer in tliis site was impossible. 

Inoculation of trichomonads into yolk sac sup-

ported good growth of the organisms and they 

were detected. from 27 out of 48 embryos. About 

85 % of the embryos inoculated died. Inocula-

tion into 5-day-old embryo gave the best result 

in the yolk sac group, and the serial transfers 

of the organisms were successful. 
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