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はじ めに

Trichomonas vaginalis (以下 T.v.) の動物感染実験

は，この原虫の病原性や感染の発生機転を探るため，ま

た抗トリコモナス剤の生体内検定などの応用に資するた

めにも，きわめて重要な研究であるしたがつて，これ

までにも， T.V. の動物感染実験については多くの報告

に接することができたこれらの研究は，各種実験動物

の腟内に接種する方法や，腹腔内，皮下，筋肉内などの

元来の人体寄生部位である腟あるいは尿路以外の部位に

接種し，全身的あるいは局所的の感染の有無や原虫増殖

のいかんを検討したものである

その主な報告は， Schnitzer(1950) , 浜田 (1953,1954, 

19567 , Inoki & Hamada (1953), 山県 (1954), 岩井

(1957), Combescot et al. (1957), Ca vier et al. (1960) 

織田 (1960),Newton et al. (1B60), Reardon et al. 

(1961), Honig berg et al. (1960, 1961), 星合 (1961)

などの成績といえよう

これらの中で，注目すべき報告の 1つとして，浜田に

よるマウス腹腔内感染の成績をあげることができる．そ

れによると， nitrogenmustard, 雛血球などによつて処

理したマウスの腹腔内で，接種した原虫が増殖し，しか

も腹水接種によつてマウス継代ができるという興味ある

成績であった． しかしながら，この感染原虫は，培養に

ょって維持した T.V. とは生物学的性状が大いに異な

り，形態的，免疫学的その他の性状が，牛生殖器トリコ

モナスである T.foetusと全く同様なものであった．

この培養原虫とマウス腹腔内の感染原虫とが全く異なつ

た生物学的性状を示す点についての解析はほとんど進め

られなかったようである

その後の報告では，浜田の成績を追試確認したものは
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なく，また T.v. の培養株を実験動物の腹腔内に接種

して，致死感染をきたし，しかも腹水接種によつてマウ

スで継代維持できるような感染をえたとの報告には接し

ないもののようである

著者らは T.v.のマウス感染実験において，浜田の実

験と同様な方法で腹腔内感染を検討しつつある間に， 1

つの新しい方法として， Ehrlich癌細胞と原虫の両者を

マウス腹腔内に接種したこの実験で，著者らの保有す

る1培養株(4F株）が，マウス腹腔内で活澄に増殖し，

かつマウスに累代接種を行いえることを見出したまた

この感染株はマウス継代を続けると，もはや Ehrlich勝

細胞の共存なくして感染をおこしえた．

この感染原虫は形態的，免疫学的に全く元の培養株と

同様で， T.foetusとは明確に相異するものであった

故に著者らは，この 4F株によるマウス腹腔内感染の成

立は，これまでの報告には見られない新しい知見と考え

この感染株および感染マウスについて研究を進めた

その感染実験および感染原虫についての各種研究成績

の詳細に関しては，いづれ稿を改めて報告することとし

ここにはその概要を述べることとする

実験材斜と方法

実験材料

当初，実験にはその成績を比較するために， 10数株(J)

原虫を用いたが，それらの中で初期の目的通りのマウス

腹腔内感染をきたしたのは， 4F株ただ 1株であった

したがつて，本実験成績はすべて 4F株によるものであ

る

培養は V-bouillonを用い， 37℃,48時間毎に継代し

た（参考論文参照）

マウスは阪大純系動物飼育場から供給をうけた ddO



151 

系マウスマ，体重 20-30gの比較的大きいものを使用

した．

Ehrlich癌細胞（以下E細胞）は，マウス腹腔内接種に

より継代し保存したもので，必要に応じて腹腔液を採取

した

実験方法

1. 原虫およびE細胞のマウス腹腔内接種

大量培養の 48時間培養原虫を遠心沈澱 (3,000r.p.m. 

5分間）し，沈l査原虫部を生理的食塩水で適度に稀釈，

hemocytometerで原虫数を数え， さらに必要濃度の浮

滸液とするために稀釈した．腹腔内への接種原虫数は実

験により異なったが， およそ l-5Xl07の間で， 0.1-

0.5mlの浮茄液であった．

E細胞はE細胞感染マウス腹腔液を注射器で採取し，

それをマウス腹腔液内に注射した．腹腔液は予め hemo-

cytometerでE細胞数を数え，必要量を接腫するように

した．接種E細胞数はおよそ 1-2xl07で， 0.1-0.3 

mlの量であった

2. 感染マウスの腹腔内原虫の採取

腹腔内原虫の存在，生死，あるいは増殖の有無を知る

ために，少量の腹腔液を採取し検鏡した これには約

0.1 mlの生理的食塩水を予め注射器に吸引し，腹腔内

に針を刺入後，食塩水を抽し出し，軽く洗務するように

注射筒内圧を加減しつつ，腹腔液を吸引し，その 1滴を

検鏡したまた必要に応じて塗抹標本とした．

原虫の移殖継代には，普通 0.3mlまたはそれ以上の

食塩水（時には V-bouillonを用いた）を用いて，腹腔液

をできるだけ多量採取し接種材料とした．マウスヘの継

代接種量は約 0.3mlで， 3Xl07以上の原虫を含むもの

であった．

3. 腹腔液中の原虫の塗抹ギムザ染色標本

従来，本原虫はメタノ ール固定，ギムザ染色で良好な

染色標本がえられないというのが通説であったしかし

最近 Bauer(1959)は， 11-15時間染色で良好な標本を

うることを報告しているわれわれも染色時間および温

度を変えて検討した結果， 45℃,2時間染色で満足すべ

き染色標本がえられたので，本実験での染色標本はすべ

てこの方法によった．この場合，染色液の蒸発が著しい

ので，大量の染色液中に標本を浸漬して染色した．

その他の実験方法は，各実験成績の頃で述べることと
する

ー

a. 

実験成績

E細胞接種マウスに対する原虫の腹腔内接種

E細胞と原虫との同時接種

この場合，両者の接種はE細胞か原虫のいづれか一方

を注射し，ひきつづいて他方を注射した．接種後，毎日

あるいは適当な間隔でマウス腹腔液を採取し，生存原虫

の有無，多少，運動性などを生鮮標本または塗抹標本で

検鏡した．腹腔液中に原虫の増殖をきたした場合，すな

わち感染が進行した場合，原虫接種の数日後（多くは 3

日または 4日後）に腹腔液を次代マウスに移殖し，同様

な観察をつづけつつ，継代の可否を検討した．

2代以後のマウスは，健常マウスのみならず，初代同

様のE細胞接種マウスをも適宜使用した．初代マウスの

感染および継代成績を第 1表に示した．

第 1表 培養 T.v.株 (4F株）によるマウス腹腔

内感染及びマウス継代に関する実験成績
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を示す. * E細胞接種マウス

c, 

原虫は次第に減少し，

次に，初代接種原虫と E細胞数について検討した結果

原虫数 2Xl07以上， E細胞数 1x101以上の接種例では

すべて感染は成立し，かつ継代接種も可能であった．

b. 原虫およびE細胞接種の時期

予めE細胞を接種して後，何日かたつて原虫を接種し

た場合，感染が成立するか否かを検討した．約 1x101

のE細胞を接種したマウス群から，以後毎日 2匹のマ ウ

スを選び，それぞれに 2Xl07, および 4Xlび原虫を接

種し，その感染の有無および継代の可否を観察したそ

の結果，E細胞接種後 4日目までの実験例ではすべて感

染し，継代も可能であったが， 5日目以後では感染は不

確実となり継代も不可能となった．

E細胞を処理した場合の感染

(19) 
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第 1図 マウス腹腔内感染原虫 (4FM株）の継代成

績の 1例

* Mitomycin C 20μg/mlによる処理を行つた

** !! 10μg/mlによる処理を行つた

O 健常マウス

● Ehrlich癌細胞接種マウス

これまでの実験に用いたE細胞は， E細胞感染マウス

より採取した，無数のE細胞を含む腹水そのものであつ

たそこで，腹水を遠心沈澱した上清部および腹水の凍

結融解した無細胞 homogenateを接種材料とした． 接

種量は 0.1および 0.5mlとし，約 2Xl07原虫を同時

接種したその結果，初代の感染を起しえる場合もあつ

たが，継代感染は不可能であ り，これらの材料によるマ

ウス処理では， 4F株による感染は確実に達成できない

と考えられた．

2. 感染原虫のマウスによる継代維持

マウス腹腔内に増殖した4F株原虫を，マウスによっ

て継代維持することができ るか否かを検討した．継代に

用いたマウスは，正常マウ スの 他に適宜に E細胞処理

（原虫と同時接種）を行なったマウスを用いた．マウスへ

の接種量は約 0.3mlで，その中に 3-4xl07, 時には

それ以上の原虫を含むものであった．

成績は第 1図に見るごとく， 4F株原虫はマウス腹腔

内感染によつて，継代維持することができるさらに第

1図継代表における 10代あるいは 18代以後の継代に見

るように，継代代数を経れば， E細胞接種は不必要とな

り，原虫のみの継代が可能であった．なお，この場合，

E細胞は新しく接種されなくとも，それ以前の継代代歎

において接種されたE細胞がマウス腹腔中で増殖し， 次

代に移殖され，原虫とともに長く継代されていくものと

考えられるこの点についての吟味を進めるために次の

実験を試みた．

3. 原虫と共存する E細胞についての実験

a. 健常マウスに継代した場合の細胞数の変化

初代感染のみならず，継代感染でも適宜にE細胞接種

を行なったが，これらの接種されたE細胞もマウス腹屈

中で増殖するのは当然である． しかし，原虫のきわめて

迅速な増殖速度と比較すると， E細胞のそれは緩徐で健

常マウスに継代を重ねると，遂にはE細胞は検出できな

くなる．この点を以下の実験によつて確めた．

健常マウスでの継代を少なくとも数代重ねた後，感炭

マウスの腹腔液と E細胞感染マウスの腹水のそれぞれl

定量を混合し，新しい健常マウスに接種した．この場合

の接種原虫数と E細胞数はあらかじめ算定したものであ

る以後健常マウスに継代をつづけ，それぞれの継代時

に採取した腹腔液について，原虫数と， E細胞数の比を

染色標本によつて算出した．

その結果を第 2表に示したが，少なくとも健常マウJ.

での継代では 3ないし 4代の継代でE細胞は腹腔液から

検出しにくくなることが明らかとなり，さらに代数を経

ればE細胞は自然消滅的に無くなるものと思われた

b. Mitomycin C による E細胞の処理

抗ガン性をもつ抗生物質である MitomycinC (以下

MC) と感染マウスの腹腔液とをある時間試験管内で揺

触させてのち，マウス腹腔内に注射することによつて，

(20) 



第 2表 マウス継代において移植される Ehrlich

癌細胞数の減少度を示す実験成績

継 代 代 数

実験番号
1 2 3 4 5 

1 78 8 

゜゚ ゜2 78 13 1 

゜゚3 78 14 5 

゜゚表中の 数字は腹腔液のギムザ染色標本中の

500細胞（原虫と E細胞を数え，浸出細胞は

計算に加えない）中のE細胞数を示す

計算値はマウス接種材料について行つたもの

（例， 2代マウスの 8は原虫 492,E細胞 8の

割に含む初代感染マウス腹腔液を 2代マウス

に接種した事を示す）

第 3表 MitomycinC による Ehrlich

癌細胞の処理

MC濃度 μg/ml O 2.5 5 10 20 40 

E細胞感染

原虫感染

予備試験

+ + + 
本試験

/ /. / + + / 

共存する E細胞の絶滅を計つた．そのために，予備試

験として， E細胞感染マウスの腹腔液と MCとを切

vitroで接触させ， MCのE細胞に対する作用を測つた．

E細胞腹水と MC溶解液の各 0.2mlとを混じ， 37°C,

1時間時々振盪しつつ保温し，遠心沈澱後，生理的食

塩水で遠沈洗i條し，生食水に再浮荷してマウス腹腔内に

注射した. 30日間腹水を検査した結果は，第 3表に示

す様に MC10μg/ml以上ではE細胞の増殖をみなかつ

た

本試験では MC10および 20μg/ml濃度で，原虫感

染マウス腹腔液を処理したが，表に見るようにどちらの

場合も原虫感染は認められた

その後の継代は，この感染マウスから実施し，長く継

代可能であることを確認した（第 1図）

かくして， 4F株がE細胞なくしてマウス腹腔内で増

殖し，継代しえることが明らかとなり，以後このマウス

継代株を 4FM株と呼ぶこととした

4. 感染マウス腹腔液中の浸出細胞数

4FM株の感染マウス腹腔液中には原虫とともに相当

多数の浸出細胞が認められるこの浸出細胞の構成は塗

抹ギムザ染色標本で検鏡すると， リンパ球を主とする浸

(21) 
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出細胞で，その検査例の一つを示すと， リンパ球 67%, 

中性多核白血球 32% (分葉状 18%,梓状 14%)単球 1

％であった．

この浸出細胞数の多少は，感染の成立および経過に関

係が深いようで，感染が不成立の例では無数の浸出細胞

によつて腹腔液は占められ，原虫数はきわめて少ないか

全く認められなくなる．感染後毎日の腹腔液について，

塗抹ギムザ染色標本で原虫数と浸出細胞数とを計算しそ

の比をとった．その成績は第 2図に示されたように，感

染翌日は相当高い浸出細胞率が，以後急速に低下し， 3 

ないし 4日後には数％になる他方，原虫は急激な増殖

60 40 

=／、-交So 50 原

出4-〇 60 虫

紅］ 30 70 数
月包

数 20 80名

＾ 邑/0 qo 

2 3 4- 5 6 7 
経過日款

第 2図 感染マウス腹腔液中における原虫と浸出細胞

の数比の日次的変化

各経過日数毎に 3匹のマウスについて行つた

実験値（平均値）

供試マウスは毎日異なる

0 0 
X X l 1匹のマウスについて連日行った実験値
△ △ 

に伴つて，その率も急上昇し，感染極期には 90%以上

になる．

感染の不成立例では，浸出細胞率が低下せず，むしろ

逆に増加し，原虫は減少し，遂には全く認められなくな

り，マウスは完全に健常に復する．

5. 感染マウスの病状並に死亡日数

4FM株感染マウスは多くの場合，原虫接種 2日後頃

から次第に増悪する病変を呈するようになる．主な変化

としては，食物摂取の減少または停止，無気力，運動の

減少または停止， うずくまつて静止を続ける，立毛，体

温の低下（触手して明らかに感知しえる），や-せ（次第に

背椎骨の隆起が目立つようになる）下痢などをあげる．
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しかし，腹部の膨満はさほど著明ではなく，殊に初期に

は全く認知されないが， 4日ないし 5日後ともなると幾

分膨満する．この時期のマウス腹腔内には，白色ないし

乳白色粘張な液体が貯溜し，中に無数の生原虫を認めえ

る

感染が進行するとマウスは例外なく死亡するが，原虫

接種から死亡までの日数を数えると， 135例の感染でそ

の90%以上は接種後 4ないし 7日の間に，平均 5.4日

で死亡した．

6. 感染原虫の増殖

マウス腹腔中での 4FM株原虫の増殖を知るため，次

の実験を試みた.30ないし 40匹からなる 1群のマウス

に，同時に同数の原虫を接種，以後毎日，数匹づつをと

り，腹腔液をできるだけ多く採取してから，開腹して腹

腔内部を生食水で洗隣しつつ原虫を採取した全採取液

量と hemocytometerによつてえた原虫数から，採取全

原虫数を算出した．各日毎の原虫数を表示すると第 3図

となる．感染原虫数は接種後翌日または 2日後頃から急

速に増加し，マウス死亡の時まで増殖がつづくと考えら

れたマウスによる個体差が相当大きいようであつた

が，大体 4Xl08以上の原虫数に達するとマウスは死亡

するようであった．

4FM株のマウス腹腔内での増殖は，相当急速なもの

であることを知つたが，しかしこの増殖速度もなお V-

8

7

 

6

5

 

(
g
O

こ

ム
'

3

2

溢

缶

晦

2 3 4- 5 6 7 
経過日教

第 3図 4FM株による感染マウスの腹腔内原虫数の

日次的変過

各数値は 2乃至 5匹のマウスについて計算し

た原虫数の平均値

bouillon培地中での増殖速度に比べると緩徐なものと

思われる

考察

Schnitzer et al. (1950)が T.v.接種によつて，マウ

ス腹腔内，皮下組織などに膿瘍形成を認めて以来，本原

虫の動物感染に関する報告は多いそれらの多くは，接

種部位ば膿瘍形成を認めているが，致死的障害を与える

ようなものではなく，むしろ自然治癒傾向の強い感染で

あった．故に，本原虫の病原性や，薬物検定などの応用

を考えるに当つては，より確実な感染法，あるいは感築

カの強い原虫株の分離が望まれていた．本研究はこのよ

うな現状にかんがみ，確実に致死感染をきたし，かつ動

物感染によつて継代しえるような感染をえる目的で行な

われたものである

著者らがえた 4FM株によるマウス腹腔内感染は，数

多の供試原虫の中からえられたただ 1つの感染株であつ

たが，この目的にかなったものであるといえる．

4FM株によるマウス腹腔内の初代感染は， E細胞と

の共存によつてえられたものであるしかし，実験成績

に示したように，健常マウスに 3,...,4代以上の継代を経

れば自然的に，また MC処理によつて人為的に，全く

E細胞と共存しないで，原虫単独の感染がえられ，しか

もマウス継代によつて維持できるものとなった．

この感染に関し，先づ問題となるのは，初代感染の成

立に果すE細胞の役割であり，次いで，感染株とその起

源である培養株との生物学的比較であろう．感染に果す

E細胞の役割については，先づE細胞により生じつつあ

る腹水が原虫増殖に役立つのであろうと考えられる．し

かし，単にそれだけではなく，他に重要な要因があるか

もしれないが，それに関する検討は，なお今後の実験に

ょって明らかにしたいと思つている感染株(4FM株）

とその起源である培養株(4F株）とは，少なくとも染色

標本による形態的比較，凝塊反応による免疫学的比較，

およびカタラーセ活性に関する知見では，これら両者間

には相異点がなく，他方比較の 1対象としに T.foetus 

とは感染株は明確に区別できたただ，大きさ（長，短

径）の点で感染株は培養株よりやや大きい値（感染株の

長，短径の平均値は 16._1JJ,, 12. 6 A 培養株のそれは，

12. 7μ, 9.2μ)を示したが，おそらくこれは増殖速度の

相異によるものであろうと思われるまた感染株を培養

すれば，その天きさは培養株の大きさになることからも

本質的な相異点とは考えられなかつた．

浜田 (1953, 1954, 1956)が報告したマウス腹腔内感染

(22) 



原虫は，その感染の様相が 4FM株のものとは相当異な

つている以外に，原虫の形態，凝塊反応による免疫学的

所見などが，培養 T.v. とは全く異なり T.foetusと

織別できないものであったこの事実から考えれば，著

者らのえた 4FM株感染は，浜田のかつて報告した感染

とは全然異つた新しい実験結果ということができる．そ

の意味で， 4FM株感染に対しては，新たな観点から検

討を加えるべきものと考えている

4FM株が培養 T.v. と同じ性状を持つことは， T.v.

の病害作用や，薬物検定などの検討にきわめて役立つこ

とであるすでに 2,3の薬物について行なった効力検定

の結果も，この感染が検定に応用できることを示してい

る．その成績は改めて報告することとしたい．

なお，現在までの実験結果では， 4FM株以外に同様

な感染株をえていないが，その実験成績についても機会

を改めることとする

最近 Combescotet al. (1957), Cavier et al. (1960) 

が卵巣摘出ラットに estradiolbenzoateを投与しつつそ

の腟内に T.v.接種を試み，興味ある成績をえ，またこ

れを薬物検定に用いている T.v. の動物感染について

は，今後もさらに各種の検討が加えられ，多くの成果が

期待されるべきものと思われるが，著者らのえた感染成

績もその 1つとして大きな意義をもつものであろう．

結論

培養 T.v.によるマウス腹腔内感染を試み，著者らの

持つ 1原虫株(4F株）によって致死感染をきたすことを

認め，その感染株(4FM株）について若干の検討を加え

た．実験結果は次のごとくである

1. 培養4F株原虫と Ehrlich癌細胞とをマウス腹腔

内に接種する事によつて，原虫による致死感染を起すこ

とができ，この感染原虫はマウスによって継代できる

2. 感染原虫と共存する Ehrlich癌細胞は， 3, 4代

以上のマウス継代によっても，また MitomycinC処理

によつても除去することができ，原虫のみの感染をえる

ことができるまたこの感染原虫もマウスによつて継代

してる

3. マウスに致死感染を起すに必要な 4FM株の接種

数は約 3Xl07以上である腹腔内で原虫は急速に増殖

し，接種後 4または 5日以後には， 4.....,3X 108原虫数に

達する

4. 感染マウスは接種後 4ないし 7日の間，平均 5.4

日後に死亡する

稿を終るにあたり，有益な御助言をいただいた猪木正

(23) 
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STUDIES ON THE INTRAPERITONEAL INFECTION OF 

MICE WITH TRICHOMONAS VAGI NALIS 

FAT AL INFECTION PRODUCED BY 4Ftv~STRAIN PROTOZOA AND 

MAINT AINANCE OF PROTOZOA BY MOUSE-PASSAGES 

TOSHIO NAKABAYASHI, TAKESHI NISHIMURA, KANJI WAKENO, 

TAKAO KITAMURA & OSAMU SUMIMOTO 

(Department of Parasitology, Research. Institute for Microbial 

Diseases, Osaka University, Osaka) 

The intraperitoneal inoculation of cultured Trichomonas℃ aginalis were examined in 

mice which received an intraperitoneal inoculation of the Ehrlich's cancer cells at the same 

time or several days before. 4F strain, one of the cultured protozoan strains tested, was found 

producible the fatal infection to mice and maintainable by serial mouse-passages. 、

The Ehrlich's cancer cells growing in coexistence with protozoa in the abdominal cavity 

of mice infected could be completely removed from the coexistence with protozoa by means of 

passing through three or four mice, or of receiving a treatment with Mitomycin C. Thus, 

the fatal infection of mice caused by protozoa only, without accompanying the Ehrlich's cancer 

cells, could be made up and this infecting protozoa was also maintainable by mouse-passages 

and was named 4FM strain. 

In the experiment of 4FM strain, it was found that about 3 X 107 protozoa or more 

were needed for producing the fatal infection to mice and also that protozoa inoculated into 

the abdominal cavity of mice could multiply rapidly and increase up to 4-8 X 108 numbers after 

four or five days from inoculation. As to the condition of mice infected, some observations 

were made and it was ascertained that mice infected by protozoa died between 4 and 7 "days 

and in 5.4 days on average after inoculation of protozoa. 

(24) 




