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一日本株とフィリピン株との比較一
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るが，未知の宿主要因を排除した′〃Ｕ肋ｏの条件で異

なる株の問で如何なる生理的性質の差異が存在するのか

は，全く知られていない．

著者等はいくつかの培養液を用いて日本株とフィリピ

ン株の′〃Ｕｉｔ７ｏでの産卵と虫卵の培養を試みた．その

結果，両株ともに産卵と成熟卵への発育が無血清の完全

合成培養液でも可能であることを見出した．虫卵発育に

ともなう栄養要求については別に発表したが（Kawana‐

kaeZaZ.,1983a,ｂ)，ここでは日本株とフィリピン株が

培養液中で示す産卵能力,虫卵成熟の速度及び率,成熟卵

の寿命等について比較検討した．また，培養ミラシジウ

ムの貝への感染性については日本株を用いて試験した．

以下，それらの結果について報告する．

宿主の血管内で生み出される住血吸虫の卵は産卵直後

では未成熟であり，宿主組織内に一定期間とどまること

によって成熟し卵内にミラシジウムが形成される．日本

住血吸虫症の主要な症状は，これらの虫卵が腸管壁及び

肝臓等に蓄積生存することによって引き起こされると考

えられ，本吸虫の産卵，虫卵の発育と寿命，及びそれに

ともなう物質の代謝は本症の研究にとって基本的に重要

な意義を持つ．MooreandSandground（1956）は，実

験動物を宿主として産卵数を調べ，中山（1910)，宮川

(1910)，FaustandMeleney（1924)，渡辺（1934)，Ｖｏ‐

gel(1942)，織田（1959）は，それぞれ宿主組織内での虫

卵の発育について研究した．しかしながら，／〃Ｕ/’７０に

おいてこれらの課題を検討した報告は極めて少なく，わ

ずかにNewsｏｍｅ（1962）とＨｓｉｉ（1974）を見るのみで

ある．そして両者ともに，その含有成分が複雑で不確定

な動物血清を基礎液とした培養液を用いてのみ産卵と成

熟卵の培養に成功している．血清などの不確定成分を含

まない完全合成培養液による産卵と虫卵培養の試みは，

マンソン住血吸虫においてSenftandSenft（1962）と

NewportandWeller（1982a）によって報告されている

が，日本住血吸虫では見当らない．

他方で日本住血吸虫には，日本株，フィリピン株，台

湾株，中国株などが知られ，これらは中間宿主貝や終宿

主の感受性が異なるとともに，マウスやウサギなどにお

ける病原性にも差異があることが報告されている（ＨｓＵ

ａｎｄＨｓＵ，１９６０；WarrenandBerry，１９７２；Cheever

eZaZ.，1980)．これらはいずれも／〃Ｕｉｕｏでの検討であ

材料と方法

培養液

産卵と虫卵発育の為に本実験で用いた培養液は，１）

イーグル改変アールの平衡塩類溶液（以下アール液と略

称)，２）ダルベッコ変法イーグル培地（日水製薬調製，

以下ＤＥＭと略称)，３）ＲＰＭＩ１６４０培養液（日水製薬

調製，以下ＲＰＭＩと略称)，及びこれら３種に10％の割

合でウシ胎児血清（国立予研調製，以下ＦＣＳと略称）

を加えたもの，即ち，４）１０％ＦＣＳ添加アール液，５）

10％ＦＣＳ添加ＤＥＭ６）１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭ１，の６

種類である．

虫体及び採集法

日本住血吸虫はロ本株とフィリピン株の二つの系統を

用いた．前者は，山梨県甲府盆地由来で国立予研研究室

に於てマウスとミヤイリガイＯ"ComeJα"iα，zos⑫/iｏ７ａ
国立予防衛生研究所寄生虫部
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とで継代飼育している系統で，後者はフィリピン，レイ

テ島で採集したＯ"ｃｏ,Ｍα"ｉａ９ｚ`α`γａｓＺに自然感染し

ていた系統である．二つの系統のセルカリアは，それぞ

れに感染貝を破砕して少量の水溶液中に遊出させ，生後

５週で雌のＮＩＨマウスへ感染させた．セルカリアの感

染量はマウス１匹当り20～30とし，腹腔内注射により投

与した．感染８週後，以下の手順でマウスより虫体を無

菌的に採取した．まずエーテル麻酔をかけ，一方の眼球

を摘出して放血死せしめた．マウス体表に消毒エタノー

ルを噴霧し，クリーンベンチ内で開腹，開胸を行ない，

胸大動脈から滅菌生理食塩水を注入するとともに門脈本

幹を切開して灌流した．排出された虫体をピンセットで

連かにシャーレ内のアール液に集めた後，アール液の交

換をくり返して虫体体表から血液成分を除去して産卵実

験への準備とした．

産卵実験

成虫の飼育の為には，蓋付のプラスチック製容器で直

径１６ｍｍ，深さ１７ｍｍの穴がプレート上に縦４列横６

列で24個並んでいる「マルチデイシュ」（組織培養用，

Nunc社;製）を使用した．それぞれの穴に１ｍlの培養液

を容れ，抱合している雌雄虫体を１対宛収容した．成虫

の培養時間は，虫体をマウスから採取，洗浄した後の４８

時間とし，３７Ｃおよび５％ＣＯ２を保つ炭酸ガス孵卵器

を使用した．産卵数はそれぞれの穴から虫体をピンセッ

トで取り除いた後，倒立顕微鏡下で算定した．この際雌

雄いずれかの虫体が欠けているか又は，操作時に傷害を

受けている不完全虫体については虫卵数の算定を行なわ

なかった．

虫卵培養

上記の産卵に用いた培養液と同一の培養液で虫卵の培

養を継続するために，虫卵を含む飼養液をその培養液の

種類ごとにスピッツ管に集めた．遠心沈澱によりそれぞ

れの培養液を３度交換した後，各培養液に虫卵が一定の

濃度（1,000個/ｍｌ)になるように調整し，1.5ｍｌ宛レイ

トン管へ分注した．これらのレイトン管は，キャップを

緩めた後炭酸ガス孵卵器（37C’５％ＣＯ２）に入れた．

培養期間中の液交換は２週間々隔で実施した．

虫卵の観察と発育段階評価の基準

虫卵の詳細な観察は，虫卵培養の開始日を培養１日目

として３，９，１５，２２，２９，３５，４２日目に行った．６種

の培養液中の虫卵をスライドグラスに採ってカバーグラ

スを乗せ，顕微鏡下でランダムに50個の虫卵を選択し，

個々の虫卵について発育段階を評価してそれぞれの条件

下の各発育段階の出現率を百分率で表現した．虫卵の発
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青段階の評価は，Vogel（1942）がｉ〃Ｕｉｕｏの虫卵につ

いて行ったものに基本的には従がい，次の基準を設定し

た．段階Ｉ：産卵直後の虫卵で，内部に空胞がある卵黄

細胞が桑実状に並び胚は未だ確認できない（Fig.1-1)．

段階Ⅱ：発育が進行すると虫卵の中心付近に小球)伏，透

明な胚が出現する（Fig.１－Ⅱ)．段階Ⅲ：胚はその大き

さを増し，卵長径のほぼ半分を占めるようになる（Fig.

1-m)．段階Ⅳ：胚は更に増大して卵内容の大部分を占

め，卵黄穎粒は周縁に押し集められる（Fig.１－Ⅳ)．段

階Ｖ：排泄管と焔状細胞が明らかとなり胚はミラシジウ

ムとしての内部構造を整えつつある．繊毛は未だ不明瞭
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で卵殻との空隙も狭い（Fig.１－Ｖ)．段階Ⅵ：ミラシジ

ウムが完全に成熟し，原腸，穿刺腺，排泄管，焔状細胞

などが明瞭に認められる．ミラシジウムと卵殻との空隙

は広くなり繊毛運動と伸縮運動が観察される（Fig.１－

Ⅵ)．発育途上の個々の虫卵について正常過程を辿って

いるか又は変性過程にあるかの判定は必ずしも容易では

ない．しかし上に述べた段階Ｉ～Ⅳの形態的特徴を正常

発育過程の基準として，これからの形態的逸脱，例えば

穎粒や空胞等が内部に認められるものを変性卵とした．

また，ミラシジウム形成後の成熟卵のうち焔状細胞の運

動停止を示したものをも変性卵として記録した．

ミラシジウムの感染実験

培養して得られた日本株の成熟卵の一部を水を満たし

たシャーレに移して孵化させた．これらのミラシジウム

にミヤイリガイを暴露し感染の有無について試験した．

ミヤイリガイは甲府盆地由来で，室内で３代継代した殼

長2.5～3.5ｍｍのものを用いた．暴露条件は25Ｃで１２

時間とし，小型シャーレ（径25ｍｍ）内で貝１個に対し

て１０匹のミラシジウムを同居させた．貝は腰高シャーレ

(径120ｍｍ）に約３ｃｍの深さに水を入れ，エアレーシ

ョンを継続し，未同定の珪藻類を餌として飼育した．こ

れらのうち生存貝は６週後又は６ケ月後に破砕して，ス

ポロシスト又はセルカリアの有無を精査した．

カロアール液，ＲＰＭI，ＤＥＭ，ＦＣＳ添加ＲＰＭI，ＦＣＳ

添加ＤＥＭであった．同じくフィリピン株について見

ると，アール液，ＦＣＳ添加アール液，ＤＥＭ，ＲＰＭI，

FCS添加ＤＥＭ，ＦＣＳ添加ＲＰＭＩであった．得られ

たこれらのデータについてまず各培養液ごとに両系統間

の平均産卵数の差を統計学的に検定した．その結果，

RPMI，ＦＣＳ添加アール液，ＦＣＳ添加ＲＰＭＩではそれ

ぞれ１％，５％，2.5％の危険率で両系統間に有意な差

が認められ，フィリピン株は日本株よりも産卵数が多い

傾向が示された．

次に培養液の違いが産卵数にどの様な影響を与えてい

るかを検討した．即ち，それぞれの株について，各培養

液問の平均産卵数の差を全ての組合わせについて検定し

その結果，両株ともにアール液中での産卵数は，それ以

外の培養液内での産卵数よもり明らかに少ない傾向が

示された．培養液に血清を含むか否かで，アール液対

FCS添加アール液，ＤＥＭ対ＦＣＳ添加ＤＥＭ，ＲＰＭＩ

対ＦＣＳ添加ＲＰＭＩの三つの組合わせについて見ると，

いずれも血清を含む液で産卵数が多い傾向がある．他方

で，ＤＥＭ対ＲＰＭＬＦＣＳ添加ＤＥＭ対ＦＣＳ添加

RPMＩについて検定すると両株ともに有意な差は認め

られなかった．

２．虫卵の発育と変性

産卵実験に引続き同一の培養液によって虫卵発育の可

否を試験した．その結果，アール液中では虫卵の発育は

全く見られず，ＦＣＳ添加アール液でも培養３日目に少

数の虫卵が段階Ⅱに達したのみで以後の発育は両系統と

もに全く認められなかった．

実験結果

１．産卵実験

産卵実験の結果をTablelに示す．日本株の平均産卵

数を少数のものから順に挙げると，アール液，ＦＣＳ添

TablelEggoutputofScAzisroso"zαノ⑪o"ic""zduring48hourcultureinvariousmedia

-ComparisonbetweenJapaneseandPhilippinestrain-
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Table2RateofembryonicdevelopmeｎｔｏｆｔｗｏｓｔｒａｉｎｓｏｆＳ､ノ”o'zzcz`"』
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Ｔａｂｌｅ２はこの２種以外の培養液による虫卵の発育状

態を示したものである．段階Ⅵの成熟卵への培養は，

両系統ともに，ＦＣＳ添加ＤＥＭ，ＲＰＭI，ＦＣＳ添加

ＲＰＭＩの３種によってのみ可能であった（Photos、１，

２)・系統によって発育程度又は発育速度に差が現われた
のは，ＤＥＭ及びＦＣＳ添加ＤＥＭに於てであった．即ち

ＤＥＭによる培養15日目，日本株では12％の虫卵が段階

Ⅲに達したにもかかわらず，フィリピン株では段階Ⅱに

止まり，その後も段階Ⅲの虫卵は遂に出現しなかった．

また，ＦＣＳ添加ＤＥＭによる培養15日目，日本株では

１０％の虫卵がすでに段階Ⅵとなっているのに対し，ブイ

リピン株は段階Ⅳに止まり，培養22日目でも成熟卵は６

％を見るのみであった．一方，ＲＰＭＩによる虫卵の培養

では，日本株とフィリピン株とは殆ど同じ発育速度であ

り，更にＦＣＳ添加ＲＰＭＩでの発育速度とも差を認め

ず，培養10日以後に成熟卵が出現し培養15日目には20％

前後の虫卵が段階Ⅵとなった

虫卵の変`性はどの発育段階からも起きる．それらは卵

内容の穎粒化，萎縮，胞形成等によって正常卵と区別さ

れた．成熟卵の死はミラシジウムの焔状細胞の運動停止

によって判定したが，死後には虫卵が全体として縮小す

るとともに卵殼が厚くなり，ミラシジウムと卵殼との空

（５８）
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Ｔａｂｌｅ３Ｔｈｅｍｅａｎａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆ２０ｅｇｇｓｉｎｅａｃｈｓｔａｇｅｏｆｔｗｏ

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＳｊ”o"icwmculturedinRPMI1640（measurementsinβ）
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ＬｅｎｇｔｈＷｉｄｔｈ

PhilippinestrainJapanesestrain
Stagesof

development
ＬｅｎｇｔｈＷｉｄｔｈ ＬｅｎｇｔｈＷｉｄｔｈ
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Ｎ・Ｓ

ＮＳ，

ＮＳ．
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Ｎ・Ｓ

ＮＳ．
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＜０．０２５

＜０．００５

＊Ｓｔｕｄｅｎｔ,st-test，ｗｉｔｈＰ＜０．０５consideredsignificant・ＮＳ.，Ｎｏｔsignificant。

隙は不透明物質によって充填された．成熟卵の死滅時期

は培養液によって異なっているのみで，系統による差は

見られなかった．ＲＰＭＩでは，成熟卵は培養29日目に全

て死滅変性するに至った．即ちＲＰＭＩでの成熟卵の生

存期間は14日以内である．ＦＣＳ添加ＲＰＭＩでは全ての

成熟卵が死滅していたのは培養35日目で，成熟卵の生存

期間は20日以内である．成熟卵の死滅時期が最も遅いの

はＦＣＳ添加ＤＥＭ中で培養42日目で全く生存卵が認め

られなくなった．但しこの培養液中ではフィリピン産の

成熟卵出現時期が遅れた為に，成熟卵の生存期間は日本

株が27日以内であるのに対しフィリピン株では20日以内

であった．その他，培養液中で成熟卵が孵化しミラシジ

ウムが出現する現象が少数ながら見られ，それについて

は後述する．Ｔａｂｌｅ２は孵化しない虫卵についてのみ記

載してある．

Ｔａｂｌｅ３は，日本株とフィリピン株との虫卵の大きさ

を発育段階に従ってそれぞれ20個ずつ計測し，その平均

値と標準誤差を示したものである．これらは両株とも

RPMＩで培養して得た虫卵についての成積である．表

に示す通り，日本株では産出時の計測値とミラシジウム

形成時の計測値を比べると長径で1.24倍，短径で1.34倍

になった．同様にフィリピン株では長径で1.23倍，短径

でも同じく1.23倍になっている．両系統について各段階

ごとに平均値の差を検定すると，段階Ｉの長径，段階Ⅲ

の短径，段階Ｖの長径及び短径，段階Ⅵの短径でそれぞ

れ少くとも2.5％以下の危険率で有意な差がみられ，日

本株に比してフィリピン株の虫卵が明らかに小型の傾向

がある事が示された．

３．虫卵の孵化とミラシジウムの変化及び貝への感染

実験

培養15日以後，前記三種の培養液で発育した成熟卵を

水に移すとそこで孵化し，ミラシジウムは活発な繊毛運

動によって水中を泳ぎまわることが確かめられた．他方

で，成熟卵の孵化はそれぞれの培養液中でも少数ながら

観察された．培養液中で孵化したミラシジウム（Photo、

3）は，水中でのそれとは異なり繊毛運動は弱く，その殆

んどは数時間以内に自ら崩壊した（Photo､４)．しかしな

がら培養液中に出現したミラシジウムのうちいくつかの

ものは，母スポロシストヘと連続的な転換を始めた．こ

の転換は，孵化後数分にわたる緩慢な繊毛運動の後，繊

毛の脱落過程として観察され転換過程には数時間を要し

た(Photo､５)．繊毛外被に覆われているミラシジウムが

繊毛を脱落させて母スポロシストヘの転換をなしとげる

と，ミラシジウムでは全く見られなかった前後の伸縮運

動や蠕動運動が間歌的に認められた．今回の観察で最も

長期にわたって生存した母スポロシストは，ＦＣＳ添加

ＤＥＭ中のフィリピン株で37Ｃ’５％ＣＯ２の虫卵培養

と同一条件下で転換後１０日間生存した．大きさは収縮時

110/２，伸長時180/zに達した（Photos、６，７)．

培養ミラシジウムの貝への感染能力の有無は，ＲＰＭＩ

とＦＣＳ添加ＲＰＭＩで培養した日本株について試験し

た．培養14日後に両方の培養液から成熟卵をピペットで

吸い上げ，水を入れたシャーレに移して虫卵を孵化させ

ミラシジウムを得た．そして運動活発なミラシジウムの

み貝に暴露し，貝を最長６ケ月飼育した．その結果，

ＦＣＳ添加ＲＰＭＩで培養した虫卵よりのミラシジウムは

貝への暴露６週後に，貝よりスポロシストとして見出さ

れた（貝８個中３個陽性)．また，無血清のＲＰＭＩで培

養したミラシジウムも同じく，貝への暴露６週後にスポ

ロシストとして見出され（貝３個中１個陽性）更に，貝

への暴露６ケ月後に，貝よりセルカリアとして見出され

た(貝５個中２個陽｣性)．

（５９）
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まま連続的にミラシジウムからスポロシストヘと転換す

るという現象は，マンソン住血吸虫卵でもNewport

andWeller（1982,ｂ）によって観察されている．住血吸

虫スポロシストの／〃城７０培養はVogeandSeidel

(1972)，BashandDiConza（1974）などによって試みら

れているが，娘スポロシストの産生には成功していな

い．従来は，ミラシジウムを無菌的に得る事に多少の困

難があった．今後は本実験で用いた手法によって産卵か

ら出発して大量のミラシジウムを得る事が比較的容易に

なると考えられ，スポロシストの／〃”γｏ培養の研究

に応用され得ると,思われる．

日本株とフィリピン株との系統間の差異は今回の実験

の範囲内でも随所に見られたが，平均産卵数，虫卵の大

きさでもそれが認められた．これらは日本住血吸虫の病

原`性の強さに関与する要因として特に重要であると思わ

れる．成虫による産卵能力の高低は，虫卵の蓄積による

組織障碍程度に係わり，虫卵の大小は血流を介して体内

各臓器への分散程度に関係する可能性が存在するからで

ある．WarrenandBerry（1972）は四つの日本住血吸虫

系統をマウスに定量的に実験感染させ，それによる肝脾

腫を比較した．その結果,肝脾腫の程度はフィリピン株，

台湾株が最も顕著で，ついで日本株，中国株の順で軽減

すると報告している．今回行なったｆ７ｚＵかγｏでの実験

は，フィリピン株として野外から分離したものをそのま

ま用い，他方日本株としては実験室内で長期にわたって

維持されてきたものを用いたものである．長期にわたる

実験室内維持が産卵能力や虫卵の大きさ等の諸`性質を変

化させたのでないならば，今回の実験の結果として，産

卵能力はフィリピン株が日本株よりも高く，また虫卵の

大きさはフィリピン株が日本株よりも小型の傾向がある

という事ができる．これらの結果は，さきに引用した/〃

Ｕ/ｗでの病原性に関する成績を量的な側面から根拠づ

けるものと考えられる．

考察

日本住血吸虫の/〃Ｕがγoでの産卵は，無機塩類とブド

ウ糖からなる平衡塩類溶液においてよりもアミノ酸やピ

ピタミン類を含む合成培養液において遙かに多数認めら

れた．日本住血吸虫の雌虫が子宮内に持つことのできる

虫卵数は一般に50～150個とされている．今回の産卵実

験の結果，第１表に見るごとくアールの平衡塩類溶液中

では48時間の平均産卵数が150個を越えず，ＤＥＭ（アミ

ノ酸14種，ビタミン８種含有)やＲＰＭＩ（アミノ酸20種，

グルタチオン，ビタミン11種含有）では750～2,000個の

平均産卵数が見られた．この事実は，ｉ〃Ｕ肋ｏでの虫卵

生産が培養液中のアミノ酸やビタミン等の栄養成分に依

存している事を示している．

虫卵がＤＥＭ中では成熟せずＲＰＭＩ中で成熟すると

いう実験結果は，ＲＰＭＩに含まれていてＤＥＭに含ま

れていない栄養成分の中に虫卵成熟に必須なものが存在

する事を示唆する．事実，著者らの検討の結果（Kawa・

nakaejIaL，1983,ａ，ｂ)，日本住血吸虫の虫卵成熟の

為に必要で十分な栄養成分を含む培養液の処方は，アー

ルの平衡塩類溶液に次のアミノ酸15種（アルギニン，シ

スチン，グリシン，グルタミン，ヒスチジン，イソロイ

シン，ロイシン，リジン，メチオニン，フェニルアラニ

ン，セリン，スレオニン，トリプトファン，チロシン，

パリン）と，塩化コリン，ニコチン酸アミドを加えたも

のである事が明らかとなった．ＲＰＭＩはこれらの栄養

成分を全て含み，ＤＥＭはグリシンのみを欠如してい

る．ＤＥＭが日本住血吸虫虫卵の培養液として不適当な

のは，グリシンを含有していない為であり，ＤＥＭに血

清を添加した培養液で虫卵の成熟が見られたのは血清に

よってグリシンが補給された事によると考えられる．

血清成分中の何が効果をもたらすかは不明であるが，

合成培養液に血清を添加する事の実際的な効果は，産卵

数の増加と成熟虫卵の生存期間の延長にも認められた．

最近，NewportandWeller（1982,ａ）はマンソン住血

吸虫のi〃城γｏでの研究で，動物血清中の脂肪酸（ステ

アリン酸）こそが産卵促進の有効成分であると報告し

た．また，今回の実験で，成熟虫卵が最も長く生存する

のは栄養成分の最も豊富な血清添加ＲＰＭＩではなく，

それよりも栄養成分の乏しい血清添加ＤＥＭであった

事は興味深い．血清成分をも含めて，どんな成分の添加

又は欠如が，日本住血吸虫の産卵促進や虫卵の生存期間

の延長に効果を及ぼすのか今後の検討を要する．

成熟虫卵の一部が培養液中で孵化し，同一培養条件の

要約

日本住血吸虫の産卵能力，ミラシジウム形成の有無と

速度，成熟卵の生存期間などについて異なる培養液を用

いi〃Ｕ〃ｏでの検討を行なった．使用した培養液は，

アールの平衡塩類溶液，ダルペッコ変法イーグル培地，

RPMI1640液及びこれらにそれぞれ10％に牛胎児血清

を添加した計６種類である．実験に際しては日本住血吸

虫の日本株とフィリピン株について同一条件で実施し，

可能な限り両者の比較を試みた．得られた結果は次の通

りである．

（６０）
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１）成虫１対当りの産卵数は用いた培養液によって異

なり，４８時間の平均産卵数の範囲は日本株で105-2,271

個,フィリピン株で148-3,148個であった．フィリピン株

は日本株よりも産卵能力が高い傾向があり，３種の培養

液中で系統間の平均産卵数の差は統計学的にも有意であ

った．

２）ミラシジウム形成卵は，無血清のRPMI1640液

による培養によっても得られた．牛胎児血清を添加した

ものでは，アールの平衡塩類溶液のみ成功しなかった．

成熟にいたる虫卵の発育期間は，培養液及び系統によっ

て若干の差があるがおおむね産卵後２週間であった．

３）無血清RPMI1640液で培養した虫卵の大きさを

発育段階ごとに系統間で比較すると，フィリピン株が日

本株よりも小型の傾向がある事が示された．

４）培養した日本株成熟卵を水中で孵化させて得られ

たミラシジウムはミヤイリガイに感染し，感染後，スポ

ロシスト，セルカリアヘの発育する能力があることを確

かめた．

５）少数の成熟卵は水に移すことなく，培養液保存中

に孵化し，その一部はミラシジウムから更にスポロシス

トに転化して，１０日間にわたり生存しある程度の発育を

示す事が観察された．
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I Abstract !
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DEPOSITION AND MATURATION OF SCHISTOSOMA JAPONICUM

EGGS IN VITRO : COMPARISON BETWEEN JAPANESE

AND PHILIPPINE STRAINS

Masanori KAWANAKA

{Department of Parasitology, National Institute of Health, Tokyo and Department

of Parasitology, Gifu University School of Medicine, Gifu)

Adult pairs of two geographic strains of Schistosoma japonicum, Japanese and Philippine,

were maintained in various culture media in order to assess the difference in ability of oviposition

between strains. Eggs deposited by adult worms were subsequently cultured in these media. The

media used for the study include three chemically defined media [Earle's balanced salt solution

(EBSS), Dulbecco's modified Eagle medium (DEM) and Medium RPMI 1640 (RPMI)] with or

without foetal calf serum (FCS) at concentration of 10%.

The avarage numbers of eggs laid per worm pair of the Japanese strain during first 48

hours were 104.8, 1392.7 and 748.6 in EBSS, DEM and RPMI, respectively, and they were 365.3,

2270.8 and 1826.7 in each medium supplemented with FCS. In the case of the Philippine strain,

average numbers were 148.8, 1171.4 and 1978.5 without FCS, and 622.6, 2080.5 and 3147.9 with

addition of FCS with each tsrain the addition of FCS resulted more yield of eggs. The higher

egg producing capacity of the Philippine strain than the Japanese strain was statistically significant

in RPMI with or without FCS and EBSS with FCS (Table 1.).

In the experiments of culturing eggs for growth, EBSS and DEM were found to be lacking

in nutritional factor (s) required for complete maturation of embryos, although DEM could

support the full maturation when it was supplemented with FCS. RPMI supported miracidial

development either with or without FCS supplement. It required about two weeks for the eggs

to reach the miracidial stage (Table 2.).

Measurements were made on the eggs cultured in RPMI. It was indicated that the size of

eggs of the Philippine strain tended to be smaller than that of the Japanese strain through all the

stages of development (Table 3.).

The miracidia which hatched from eggs derived from RPMI with or without FCS cultures

posessed normal behavioural characteristics. They could penetrate into the host snails and develop

to sporocysts and cercariae. Some miracidia were found to hatch while maintained in the culture

medium at 37C, and a few of them even developed to mother sporocysts and survived for 10 days

in vitro (Photos. 1-7.).

( 63)



314

審liilIIii-1i園'１’

（６４）



315

ExplanationofPhotographs

Photo、１Ｓｃ/ZfstosomaJ”o"iczJmeggsinDulbecco,ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍｏｎｄａｙｌ２ｏｆculture

（Japanesestrain，×130)．

Photo・２Ｓ・ノ”o"ic"ｍｅｇｇｓｉｎＲＰＭＩ１６４０ｏｎｄａｙｌ２ｏｆculture（Japanesestrain，×130)．

Photo､３s・ノ”o"zc…miracidiumobservedinRPMI1640onｄａｙｌ４ｏｆｃｕｌｔｕｒｅ（Japanesestrain，

Nomarski,sinterferencemicrograph，×330)．

Photo，４DisintegratingmiracidiumobserveｄｉｎＲＰＭＩ１６４０ｏｎｄａｙｌ５ｏｆｃｕｌｔｕｒｅ（Japanesestrain，

×330)．

Photo、５MiracidiumintheprocessofsheddiｎｇｉｔｓｅｐｉｄｅｒｍａｌｐｌａｔｅｓｉｎＲＰＭＩ１６４０ｏｎｄａｙｌ５ｏｆ

ｃｕｌｔｕｒｅ（Japanesestrain，Nomarski,sinterferencemicrograph，×330)．

Photo、６MothersporocystsurvivedforlOdaysinDulbecco,smodifiedEaglemediumwith１０％

fOetalcalfserum（Philippinestrain，×330)．

Photo､７ＳａｍｅｓｐｅｃｉｍｅｎａｓＰｈｏｔｏ６・thatisinextension（×330)．
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