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みが報じられており，その多くは脂肪酸，コレステロー

ルの重要性をのべている．

一方哺乳動物寄生｣性の蠕虫類においては，ｉ'２℃ｉかｏ

培養上の血清の重要性について以前から良く知られてい

るが（TaylerandBaker，1968)，血清中の発育物質に

ついての研究は非常に少ない．しかし近年Heathand

Elsdm-Dew（1972）はＴ・Ｓαgi"αZαの培養において血

清を硫安による塩析で分画をこころみアルブミンと

pseudoglobuliｎ分画に高い発育促進活』性を認めている．

豚肺虫ＭＺａｓ〃o"gツルｓ`Ｗｉの培養に関しては前報に

よる結果から虫体の５期への発育にＬ細胞の無血清培地

として関発された化学的に既知な合成培養液NCTC

109の単独下では18.7±7.3％の虫体が５期に発育するに

すぎないが，これに20％の割で仔牛血清を添加したもの

では非常に良好な発育を示しその85.7±6.7％の虫体が

５期に発育し，さらには性成熟にまで達する（畑ら，

1973；1975ａ；1975ｂ；1976)．この様にＮＣＴＣ１０９へ

の血清の添加は豚肺虫の培養にとって非常に大きな効果

を有すると言う知見から血清中の発育促進物質の検討を

こころみ若干の知見を得たので報告する．

緒言

｣>2℃〃ｏ培養において血清は種々の点ですぐれた発

育効果を有することが知られているが同時に未知の要素

を多く含んでいるため種々の点で不安定であり多くの問

題をかかえている．Ｉ７ｚＵｉ〃ｏ培養は培養条件の再現性

とその基準化および既知の合成培養液を用いる方向にあ

り，その見地から組織培養の分野では合成培養液の研究

は多く，いくつかのすぐれた合成培養液が作製されてい

るが無血清による完全合成培養液の完成にはまだ多くの

問題が残されているのが現状で，また近年血清の化学物

質等による汚染の問題も加味され現在この方面の研究の

大きな課題となっている．

一方寄生虫の分野特に寄生原虫類の培養における血清

中の発育物質についての研究はいくつか知られている．

たとえばＰ/αS,"oaiz",Ｍ"oZuZesiのｉ〃ｕｉＺ７ｏ培養に

Cohnの血漿分画Ⅳ－４が血漿と置換えることができ

(ＧｅｉｍａｎｅＺａＺ.，1966)，さらにこれをクロロホルムに

て抽出しこの分画を用いて培養を行なった結果，血漿添

加の場合と同様の効果を認め，さらにはこれをステアリ

ン酸によって置換えることに成功している（Siddiqui

eZaZ.，1967)，またBofieandParent（1963）はＴ心'‐

Pα,,CSO"ｚａｃ汀にZの培養で血清中の必須発育因子とし

てステアリン酸を認めている．さらにＷｙｓｓｅＺａＪ．

(1960)はTryChol"o"αＳ／Ｍ"Ｓの培養において脂肪酸

とコレステロールがＴ､／Ｍ"ｓのｉ'ｚＺ１ｉＺγo培養におけ

る重要な成分であるとのべているなどいくつかのこころ

材料および方法

１）培養方法

前報（畑ら，１９７３；１９７５ａ；１９７５ｂ；1976）において

行なった培養方法の検討の結果良好とされた方法にした

がった（Tableｌ)．また感染ミミズより分離した第３期

虫体から培養を行ない，５期への発育を評価の指標とし

た．

分画後得られた血清の各分画はもとの血清量に換算ｆ現所属，千葉大学医学部寄生虫学教室

（３３）



124

TableｌＭｅｔｈｏｄｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆＭ．αか〃〃ＵｉＺ７ｏ

ＮＣＴＣ１０９

Ｃａｌｆｓｅｒｕｍ（GIBＣＯ）

Antibiotics

PeniciUin

Streptomycin

l4days

Twiceaweek

lOO-200worms/tube

5％CO2inair

Standingculture

Medium 80％

20％

200Ｌｕ/ml

lOO7g/ｍｌ

Daysinculture

Frequencyofmediumchanging

Totalwormscultured

Gasphase

Culturemethod

ＤＥＡＥセルロースによる分画およびいくつかの市販

アルブミンについて免疫電気泳動を実施した．すなわち

チメロサールを0.01％の割に加えたVeronal緩衝液

(ｐＨ8.6）を用いて0.9％の割に寒天（アガロース）を

溶かし，この寒天液10ｍｌを８×10ｃｍのスライドグ

ラスに流し泳動板を作製した．泳動は２４ｍＡで80分行

なった．泳動後，抗仔牛ウサギ血清（生化学工業）を加

え，室温下にて反応を行なわせ沈降線の出現を見た．な

お染色はアミドブラックにて行なった．

６）市販アルブミン

ＣｏｈｎアルブミンＶ（Ａｒｍour)，結晶アルブミン

(Pentex）は市販のものを用いた．これらは生理食塩水

にて透析後，硫安アルブミンの０，値に合わせ濃度の

調節を行なった後，濾過滅菌し使用した．

し,NCTC109に20％の割で加え培養を行なった,また１

回の実験に対しそれぞれ３本の培養管を用し，培養の準

備，培養後の虫体の処理に関しては前報の方法にしたが

った．

２）血清の加熱処理

血清の対する熱の影響を見るため，血清をウオーター

バス中にて56～75Ｃまで種々の温度下にて３０分間加熱

処理を行なった．その後血清は-20Ｃ下に保存した．

３）飽和硫安による塩析

仔牛血清に飽和硫安を加え１/3,1/3～'/2,1/2～3/4飽和

によって沈澱する分画と３/４飽和によるその上清分画の

計４種の分画に分けた．これらの分画はその後生理食塩

水中にて４Ｃ下で十分に透析を行なった後，コロジオ

ンバック（エムエス機器）にて濃縮し，その後生理食塩

水を加えもとの血清量にもどした後，全て0.45〆のミリ

ポアフィルターにて濾過滅菌後使用に供した．

４）ＤＥＡＥセルロースカラムクロマトグラフイーに

よる分画

硫安アルブミン分画をＤＥＡＥセルロースを用いさら

に分画を行なった．その条件は硫安アルブミン分画

(ＯＤ：８３）を３，１，ＤＥＡＥセルロース309,カラムの大

きさ２．５×30ｃｍ,流速21ｍl/時間，フラクションコレクタ

ー（ISCOModell200PUP）にて試験管当り3.5ｍl採

取，緩衝液0.01ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ８.Ｏを用い，０．１Ｍ

ＮａＣｌより出発し段階的に塩濃度を0.5ＭＮａＣｌまで上

げて行った．分画後280nｍの紫外部吸収をＵＶモニタ

ー（ISCOModelUA-5）にて測定し，得られた分画は

コロジオンバックを用いて４Ｃ下で濃縮し，さらに生理

食塩水にて４Ｃ下で十分に透析を行なった．透析後各分

画はそれぞれもとの硫安アルブミン量に調整後，濾過滅

菌し使用した．

５）免疫電気泳動

結果

１）血清の加熱処理

血清中の発育因子の熱に対する影響を見るため血清を

56Ｃから７５Ｃまで各30分の加熱処理を行ない，その影

響について検討した．その結果，Ｔａｂｌｅ２に示した様に

Table2Effectoftheheattreatmentｏｆ

ｓｅｒａｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＭ・

czpγ〃〃Ｕｉｚ７ｏ

Medium＊ ％５thstage％、ortalityseraheattreatedatworms

Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｓｅｒｕｍ

５６Ｃ３０ｍｉｎ

６５Ｃｍｉｎ

７０Ｃｍｉｎ

７５Ｃｍｉｎ・

ＮＣＴＣ１０９

7５．２

７２．２

８３．４

７３．５

７９．７

９．３

１０．５

８．８

８．４

６．７

８．７

３２．０

＊ＮＣＴＣ１０９＋２０％calfserum

（３４）
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Table3Effectsoftheultrafiltratｅｄｃａｌｆｓｅｒｕｍｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆＭ．”γｉｔｏｔｈｅ５ｔｈｓｔａｇｅｌａｒｖａｅ

％５thstage TotalNo・
％ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆｗｏｒｍｓｖｖｏｒｌｎｓ

Ｍｅｄｉｕｍ

Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ

Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ

Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

109＋20％calfserum

lO9＋20％ultra-filtratedserum

lO9＋20％serumproteinfraction

lO9alone

6２．１

４．１

７３．１

６．４

2３．９

７１．９

１３．５

５３．９

６１１

１，０９５

９５０

８１５

虫体の５期への発育には５６～75Ｃ３０分の加熱処理まで

影響は認められず，血清中の発育因子はある程度耐熱性

であることが示唆された．

２）血清の限外濾過

血清をコロジオンパックを用いて限外濾過を行ない，

その濾液と濾過されなかった蛋白液とに分け比較培養を

こころみた．その結果血清の限外濾液中での虫体の５期

への発育とＮＣＴＣ１０９単独中でのそれとの間に差が認

められなかった．また濾過されなかった血清中の高分子

部分を加えた場合には血清添加の場合とほとんど変わら

ぬ好発育を示し，血清中の比較的高分子の分画に活性の

あることが推察された（Table３)．

３）硫安塩析法による分画

飽和硫安を用いて血清を１/3飽和，’/3～'/2飽和，’/２

～3/4飽和および3/4飽和で沈澱しなかった上清の計４

種の分画に分け検討をこころみた．その結果，Ｔａｂｌｅ４

に示した様に’/2～3/4飽和のアルブミン分画に最も発育

促進活性が高く見られ，血清添加の場合とほとんど変ら

なかった．また’ん～'/２飽和のpseudoglobuliｎ分画に

も高い活性が認められた．しかし1ん飽和のeuglobuliｎ

分画では活性が落ち死亡率も上昇の傾向がみられた．さ

らに３/4飽和の上清分画ではその活性はほとんど認めら

れなかった．

４）ＤＥＡＥセルロースカラムクロマトグラフイーに

よる分画

硫安塩析によって得たアルブミン分画に高い活性を認

めたことから，このアルブミンをＤＥＡＥセルロースカ

ラムクロマトによって分画し，Ｆｉｇ．１に示した様な５

つのピークを得，それを６つの分画に分けた．これらの

分画を用いて培養をこころみた結果，Ｆ３のアルブミン

分画およびＦ２のαβ-グロブリン分画に活性を認め，

またＦ１とＦ４分画ではわずかに活性が認められた

もののＦ５，Ｆ６分画ではほとんど活性が認められなか

った（Table５)．これらの分画を用いて免疫電気泳動を

実施した結果，αβ-グロブリン分画にはほとんどアルブ

Table4Comparisonofthedevelopmeｎｔ

ｏｆＭＺｃＺＰγｉｔｏｔｈｅ５ｔｈｓｔａｇｅｌａｒｖａｅ

ｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍproteinsfractionated

byammoniumsulphat

％５thstage
％ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ｖｖｏｒｎｌｓ
Ｍｅｄｉｕｍ

EuglobulinE

PseudoglobulinE

AlbuｍｉｎＥ

Ａｌｂｕｍｉｎｓｐ・Ｅ

Ｃａｌｆｓｅｒｕｍ

ＮＣＴＣ１０９

5３．５

６９．１

７４．４

２０．４

８２．１

１８．３

3５．４

７．１

１．９

１９．８

２．５

２３．０

４

３
２

二
二
○
⑱
Ｎ
・
ロ
。
。

lと
F３

Lii
0.1Ｍ

ＯＦ１

q５Ｍ

Ｏ

３Ｍ

０
ZＭ

Ｏ１

偽 ：〒圭一詰二:;=７門;ﾆｮ庁
Ｆ６

１示奇ﾈモ
ＮＵＭＢＥＲＯＦＴＵＢＥＳ

Ｆｉｇ．１Elutionpaternsofalbuminfractionby

DEAE-celluloseionexchangechromatography．

ミンの混入は認められなかった．これらのことからグロ

ブリン分画にも発育活性の存在が示唆された．また同時

に行なった硫安アルブミン分画をＤＥＡＥ処理し各分画

を集めたものでは対照の仔牛血清の添加に比べ虫体の５

期への発育が劣り，死亡率も上昇する傾向がみられた．

５）各種アルブミン分画の検討

アルブミン分画に高い活性が認められたことから，い

くつかのアルブミンを用いその発育促進活性について検

討をこころみた．その結果，Ｔａｂｌｅ６に示した様に免疫

学的にかなり純度の高い結晶アルブミンの添加によって

も発育活'性を得ることができた．しかし一方，市販アル

ブミンにおいてはその活性にlot差を認めた．また免疫

(３５）



126

から，その発育促進物質の追求をこころみた．その結

果，免疫電気泳動的に純度の高い結晶アルブミンを血清

の代わりに加えることにより，ある程度のlot差がある

にせよ，かなりの部分の虫体を５期に発育させることが

できた．このことから結晶アルブミンは血清の発育促進

効果の大きな部分をしめしていることが示唆された．な

お結晶アルブミンはsと/iisZoso",α,"α"so"/のschisto‐

somuleの培養においてこれを用い，その生存期間は

延長したが発育は認められなかったと言う否定的結果も

知られている（CheeverandWeller，1958)．一方アル

ブミンは多くの親水性物質および一部の脂溶性物質と結

合しやすいと言うことが知られており（赤堀・水島，

1955；SaiferandGoldman，1961)，これらの市販アル

ブミンはＣｏｈｎ処理によって分画するため，その過程

に高濃度のエタノール処理がなされていることからアル

ブミンに付着していると考えられる活性物質の一部がエ

タノールに溶出したのではないかとの仮定にもとづき，

補促的に硫安アルブミン分画をＣｏｈｎの方法にしたが

い低温エタノール処理を行なったところ活性の低下が認

められた．このことからlot差に影響をもたらしている

活性物質は，その一部がエタノールに溶出することに原

因しているのではないかとも推察される．このことに関

連した知見はいくつかの寄生原虫類(BoneandParent，

1963；ＧｅｉｎｍａｎｅＺａＪ.，１９６３；ＣｕｎｎｉｎｇｈａｍｅＺα/､，

1972など）や，組織培養における実験（Ｈａｍ，１９６３；

ＹａｍａｎｅｅｒａＬ，1975など）においても得られており，ア

ルブミン付着性物質として脂肪酸の重要'性が指摘されて

いる．また最近では組織培養の同種の研究でホルモンの

重要性が指摘されており（林・Sato，1978)，本実験に

関してもそれらの可能性を否定できない．

HansenandBerntzen（1969）はＨ)ﾉﾉ"c"o/⑫ｉｓ〃α"α

とｃａｅ"o/ｉａＭｉｔｉｓ〃/ggsacの培養において血清中の発

育促進物質はβ-グロブリンであることを報告しており，

またHeathandElsdm-Dew（1972）もＴａｅ"ｍｓａｇｉ‐

"”αの培養において飽和硫安による血清蛋白の分画

からアルブミンとpseudoglobulinに高い活性を得てい

る．さらに，細胞培養における血清中の発育物質として

α-酸性グロブリン，酸性グリコプロテインンなどグロブ

リン分画に活性物質を認めた報告もある（黒田，1974)．

一方,本実験においては比較的発育効果の高かったlotの

結晶アルブミンを添加した培地における発育も，血清を

添加した場合のそれに比べると十分であるとは言えず，

またＤＥＡＥセルロースによって分離したαβ-グロブリ

ン分画にはほとんどアルブミンの混在を認めていない．

Table5Comparisonofthedevelopmeｎｔ

ｏｆＭ・ＣＺＰ７Ｚｔｏｔｈｅ５ｔｈｓｔａｇｅｌａｒｖａｅｉｎ

ｔｈｅserumproteinsfractionated

byDEAE-cellulose

％５thstage ％ｍｏｒｔａｌｉｙ
ｗｏｒｌｎｓ

Medium

９
７
７
８
５
３
６
１
１

●
●
●
●
●
●
●
●
●

１
４
６
９
３
１
０
０
０

３
５
５
３
２
２
６
９
２

０
５
５
５
０
０
０
１
０

●
●
●
●
●
●
●
●
●

２
８
１
６
０
１
２
４
９

６
４
５
５
８
８
２

４

Ｆ１

Ｆ２

Ｆ３

Ｆ４

Ｆ５

Ｆ６

Ｔｏｔａｌｆｒａｃｔｉｏｎ

Ｃａｌｆｓeｒｕｍ

ＮＣＴＣ１０９

Table6Effectsofthevariouscommerciaｌ

ａｌｂｕｍｉｎｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ

ＭＬCＺＰ７ｉｔｏｔｈｅ５ｔｈｓｔａｇｅｗｏｒｍｓ

％５thstage％ｍｏｒｔａｌｉｔｙ
ｖｖｏｒｌｎｓ

Albumin

CｏｈｎＲＶ（Ａｒｍour）
（Ａｒｍour）

Crystal（Pentex）
albumin

（Pentex）

4５．４

３７．５

５９．４

５８．０

3８．４

４９．２

５７．０

６．５
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Ｆｉｇ．２１mmunoelectrophoretic
ousalbuminfractions・Lcalf

minfractionprecipitatedby

phate；３．ＣｏｈｎａｌｂｕｍｉｎＶ；４．
Ｘ、anti-calfrabbitserum．

patternsofvari‐

serum；２．ａｌｂｕ‐
ammoniumsul‐

crystalalbumin；

電気泳動により確かめた結果，結晶アルブミンにはα-グ

ロブリンの混在を認めなかった（Fig.２)．

考察

豚肺虫の培養においてＮＣＴＣ１０９への血清を添加す

ることにより非常に大きな発育促進効果が得られたこと

(３６）
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これらのことからアルブミン分画の活性にはわずかに劣

るがグロブリン分画中にも活性物質の存在することが示

唆された．

RossandBueding（1950）はＳ・加α"so"ｉの維持に

際し，血清中の蛋白質や他の透析不能な成分は虫体の生

存にあまり影響しないとのべている．しかし，Ｓ､、α‐

"so7ziの場合と異なり，本実験では発育促進物質が血清

中の蛋白部に存在しており，この点ではHeathand

Elsdm-Dew（1972）のＴ・Ｓαgi"αZαにおける知見とほ

ぼ一致していた．

硫安アルブミン分画をＤＥＡＥセルロースで処理した

ものでは，処理しないものに比べ活性がやや落ちる傾向

を認めた．このことはあるいは発育促進物質の一部がゲ

ルに吸着された可能性も考えられ，今後の検討すべき問

題として残されよう．

要約

豚肺虫lWasrγo"gy〃ｓａＰ７ｉのｉ〃uiZγｏ培養を進

めている過程で血清が第３期虫体の５期への発育に非常

に大きな効果をもたらしていることがわかり，このこと

から豚肺虫のｉ〃Ｕｉｚｒｏ培養における血清中の発育促進

物質の検討をこころみた．その結果，

１）血清中の発育促進物質は７５Ｃ３０分の加熱処理に

対しほとんど影響を受けることなくある程度耐熱性であ

った．

２）血清の限外濾過による検討から発育促進活性は濾

液中にはほとんど認められず，濾過されなかった高分子

分画中に認められた．またこの発育促進物質は非透析性

であった．

３）血清の硫安による塩析およびＤＥＡＥセルロース

カラムクロマトグラフィーによる分画から，その活性は

アルブミン分画中に最も高く見られ，また，グロブリン

分画にも高い活性が見られた．

４）免疫電気泳動によりほとんどグロブリンの混在を

認めなかった結晶アルブミンの添加により，高い発育促

進活性を得ることができた．
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Abstract i

IN VITRO CULTIVATION OF METASTRONGYLUS APRI

II. GROWTH PROMOTING SUBSTANCES IN SERUM

HlDEKAZU HATA

{Department of Parasitology, Nippon Veterinary and Zootechnical College,

Musashino City, Tokyo, Japan)

In the cource of the studies on in vitro cultivation of Metastrongylus apri, serum was

found to be an essential ingredient of the culture medium for the development to the 5 th stage

worms. The present study was performed in attempts to obtain growth promoting substances

in serum for M. apri in vitro. The investigations recorded in this paper may be summarized

as follows :

1) The growth promoting substances in serum were heat-stable (75C for 30min.).

2) The growth promoting activity was not recognized in serum ultrafilterated, but in

the protein fraction. It was found that the substances were non-dialysable.

3) When serum was fractionated by ammonium sulphate, the growth promoting activity

existed mainly in the albumin fraction, some in the pseudoglobulin fraction and few in the

euglobulin fraction. No activity was seen in the supernatant fraction of albumin.

4) The albumin fraction was furthermore fractionated by DEAE-cellulose ion exchange

chromatography, and 5 peaks were obtained. Growth promoting activity seemed to be present

mainly in the albumin and a/3-globulin fraction.

5) A great number of the 5th stage worms could be obtained in the medium supplem

ented with a purified crystal albumin which was not found to contain other proteins by the

immuno-electrophoretic examination.

( 38 )




