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Cryptosporidium 　sp・，　a　coccidial　protozoanof　the　intestinal　tract，　occurs　in　a　wide　range

of

vertebrates．　0f　veterinary　interest　is　its　presence

in　goats，　calves　and　chickens　（Current　and

Long，　1983）．　In　these　animals　it　causes　severe

diarrhea　（Anderson　and　Hall，　1982） 。In　theimmunocompetent　human　cryptosporidiosis

is

a　self－limiting　disorder，　and　is　manifested　by

diarrhea　and　malabsorption　 琵　α／・，1982，　Current

吋 α1983）．　Recognition　ofcryptosporidiosis　as　an　important　clinicalentity　came　about　as　a　result　of　the　severe，life－threatening　diarrhea

and　consequent

water　loss　seen　in　immunosuppressed　patients，

and　particularly　in　those　with　acquired　im－

monodeficiency　syndrome　（AIDS），　as　reported

by　Guarda　etal．　（1983）．

Recent　experimental　studies　reported　in　the

literature　have　added　important　information

to　the　morphology　and　life　cycle　of　O ア劼9－

sporidium 　sp．　Current　and　Long　（1983）　ob－tained　complete　development　of　the　parasitein　the　microv

Ⅲous　region　of　endoderm　cellsof　the　chorioallantoic　membrane　of　the　chickembryo．　Current　and　Haynes　（1984）　reportedon　the　complete　development

of　the　parasite

in　cell　culture．　The　cell　lines　used　included

human　feta 囗ung　and　primary　chicken　kidneyand　porcine　kidney　cells．
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Reported　here　is　the　complete　development

of　the　parasite　in　a　di汀erent　cel囗ine　and　bythe　use　of　different　culture

methods．　The　cell

line　from　the　fibroblast　of　human　foreskin

（LFS）　was　used．　It　was　laboratory　derived，

frozen　and　maintained　in　the　virology　labo－

ratory　of　the　Loma　Linda　University　Medical

Center　for　a　period　of　five　years。

In　this　study　the　cells　were　monolayered

on　12　mm　sterile　glass　coverslips　placed　in

individual　wells　in　a　24－well　tissue　culture

plate．　Excysted　sporozoites　were　inoculated

onto　each　coverslip．　Excystation　and　culture

procedures　used　were　as　described　by　Current

and　Haynes　（1984），　except　that　the　culture

Table　1　Developmental　stages　of　O ツρ帥∫ρ○？・旧＆渭in

human　foreskin　cell　culture　at　selected

times　after　inoculation　of　sporozoites．　Seen

in　culture　（十）．　Not　seen　（O ）

Time　after

inoculation

（hours）

12

14

18

24

48

72
96

120

144
168

192

Meronts

Type　1

＋

十

十

十

十

十

十

〇

〇

〇

〇

Type　2

0

0

0

＋

＋

＋

＋

＋

十

〇

〇

Macro－／

micro－　Oocysts
gametes

0

0

0

0

＋

＋

＋

十

十

〇

〇

0

0

0

0

0

＋

＋

＋

＋

＋

十

（101　）
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Fig．　1　Representative　stages　of　Cびptosporidium 　in　human　foreskin　cell　culture．　Photomicro－graphs　of　live　parasite　stages　taken　under　the　Nomarski　interference　contrast　microscope（1250

×）．　（A）　an　oocyst　showing　3　sporozoites；　（B ）a　sporozoite　above　a　yeast　cell；　（C）　an　im－mature　type　l　meront　with　a　central　refractile　body　and　nuclei　around　the　periphery；　
（D ）a　typeII　merozoite　in

the　process　of　leaving　the　host　cell；　（E）　a　mature　type　l　meront　with　merozoites；

（F ）a　mature　type　II　meront　with　merozoites；　（G）　a　macrogamete　with　a　prominent　refractilebody；　（H）　an　oocyst　at　7　days　post－inoculation．
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medium　was　supplemented　with　10％　instead

of　2％　fetal　calf　serum．　Oocysts　used　in　this

study　were　maintained　in　2．5％　potassium

dichromate　（see　Current　and　Haynes，　1984）　pro－

vided　by　the　senior　author．　The　initial　Oアρだ・一

印θ万丿加m　inoculum　was　from　an　AIDS　person，passed　through　goats　three　times，　and　throughcalves　si

χ　times。

The　results　are　shown　in　Table　l　and　in　Fig．

1　，　Fig・　1　shows　（A ）an　oocyst　with　sporozoites，and　（B）　a　free　sporozoite　above　a　yeast　cell

・The

first　indication　of　the　presence　of　the

endogenous　immature　type　l　meront　（with　6

0r　8　merozoites）　was　at　1　2　hr　after　inocula－

tion　（Fig．　1－C）．　Its　presence　through

hr　may　imply　that　it　undergoes　recycling

（merogony）　according　to　the　life　cycle　pro－

posed　by　Current　and　Long　（1983）．　A　mature

type　l　meront　with　merozoites　is　seen　in　F膰1－F．

A　type　II　meront　（with　4　merozoites）

is　shown　in　Fig．　1　－D，　with　a　pair　of　merozoitesin　the　process　of　leaving　the　host　cell．　1t

was

present　in　the　cell　culture　at　24－144　h 「after

inoculation．　A　macrogamete　with　a

prominent　refractile　body　（Fig．　 ！－G）　waspresent　at　48　hr　after

inoculation　and　an

oocyst　（Fig．　1－H）　was　first　seen　at　72　hr・The

one　shown　in　Fig．　1－H　was　at　7　days　post－inoculation．　These　oocysts　were　present　8　days

255

post－inoculation　which　represents　the　end　of

the　observation　period．
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細胞培養法による Cr！yptospo　ridiurnの培養

Edward　D．Wagner　and　Mercy　Prabhu　Das

（School　of　Medicine，　Department。f　Microbiolog！／，£oma　Linda

びniversity，　LomαLinda，　Calif　or心a　92350）

本培養においては，培養細胞としてLoma　Linda

大学で分離維持している人包皮線維芽細胞由来の系

統細胞を使用し，脱殻ならびに培養法は，培養液の

処方を多少変えたほかは，　Current　and　Haynes

（103）

（1984） の 方 法 に 従 った ．　Cryptosporidium は，　A　I　D　S

患 者 か ら 由 来 し ， 山 羊 な ら び に 仔 牛 に 継代 さ れ て き

た も の で あ る ． 培 養 の 結 果 ， メ ロ ン ト ， メ ロ ゾ イ ト ，

マ ク ロ カ メ ー ト ， オ ー シ ス ト な ど の 形 成 を 観 察 し た ．




