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画像処理による肝吸虫脱襄幼虫の運動性の記録法

大山文男初鹿了

(昭和62年４月20日受領）

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：αo"oγc/ｚｉｓｓｊ"e"sis，excystedmetacercaria，invitromotility，

quantitativerecording，real-timeimageprocessing

要約

暗視野顕微鏡と自作の画像処理装置（画面分解能：垂直117,水平６４ドット，階調：６段階，画像
取り込み頻度：１６/60Hz）を用いて，肝吸虫脱嚢幼虫の運動性を実時間で記録した．
Tyrode氏液中の脱嚢幼虫の運動は，主に間欠低活動型または間欠突発高活動型を示すが）ときど
き連続低活動型や連続高活動型，および自己吸着非活動型を示した‘

本法は，微弱な顕微鏡的小型虫体の運動性記録法として有用であると思われる＿

寄生虫の運動性記録法としては，従来からl)肉眼的観

察法，２)力学的記録法，３)光学的記録法，４)超音波記録

法等が工夫されているが，体構造の微弱な虫体に適用す

るには種々の問題がある．すなわち，１)は特別の装置が

いらないが，データの客観性に乏しく（Ｔｏｍｏｓｋｙｅｔ

ａＪ、1974；佐野ら，ｌ９８１ａ,ｂ)，２)は記録は容易である

が，観察虫体が拘束され，かつ力学的負荷が加わり

（FettereretaLl977，１９７８；deMouraandRozental，

1983；佐野ら，ｌ９８１ａ,ｂ)，３)は入力部に光ファイバー

（直径約０．５mm）を用いるため適用虫種に制限があり

（HillmanandSenft，1973；SenftandHillman，1973)，４）

はノイズレベルが高く虫体の微少運動記録に不適（Brown

etaZ.，1978）等である．

著者らは肝吸虫の終宿主体内での脱嚢と体内移行現象

を行動生理学的に究明する課程で，ｉ〃Ｄｉｔ７ｏにおける脱

嚢幼虫の運動性記録法を考案した．この方法は他の微弱

な顕微鏡的小型虫体にも適用可能と思われるので，その

記録法の概要を報告する．

材料と方法

肝吸虫の被嚢幼虫は岡山県産モツゴまたはタモロコか

ら分離した．供試幼虫は実験直前に被雲幼虫をtrypsin処

理（4xlO-l％trypsinTyrode氏液，３７C）で脱嚢させたも

の，あるいはtrypsin処理により被嚢を薄くした後，毛髪

針を用いて脱嚢させたもので，いずれも顕微鏡下で虫体

に損傷がないことを確認した後，ｌ個体宛をTyrode氏

液を満たした小型シャーレに入れ，３７±lCで約１時間虫

体の運動を連続記録した．Trypsinはシグマ社Typemを

用いた．

装置の概要

虫体運動定量化の基本原理は，渡辺ら（1984）の方法

と同じである．すなわち，虫体撮像画面を多数の画素に

分解し，時刻ｔとｔ＋α秒後におげる各画素の明暗変化

を求め，一定レベル以上変化した画素数を運動'性の指標

とする方法である．装置はＦｉｇｌに示した．これは暗視

野顕微鏡（ＤＭ)，ビデオカメラ（ＶＣ）およびデータ処理

回路から成る．ＤＭは，虫体像を明るいコントラストの

ある映像とするために用いた．データ処理回路は画像入

力部，各種クロック発振部，処理部，出力部で構成され

ている．クロック発振部では，発振器（０）の信号をも

とに，同期信号発生器（Ｓｃ）で水平同期信号（ＨＳＹＮＣ）

と垂直同期信号（ＶＳＹＮＣ）が，画像取り込み信号発生

器（SCG）で1.5MHzの信号がそれぞれ形成された．画像

入力部ではビデオ信号が増幅器（Ａ）に送られ，Ａ－Ｄ変

換器で３ビット（６階調）に変換された．画像取り込み

頻度は16回/60Hz，画面分解能は垂直117,水平64ドット

で，ｌ画素の面積は165ﾉum2であった．ディジタル化さ

れた映像信号は同時に画像記録部（Ｍ）から読み出され

た１画面前の同一画素信号と共に数値差計算器（DC）に

送られ，両信号の差が取られ，次のパルス発生器

（ＰＧ）で２階調以上の数値差がある時，ｌ画素分の虫体

の動きとして１個のパルスが出力された．パルス計算器

（PC）で運動部位の画素数が計数され，次のＤ－Ａ変換

器でアナログ量に変えられ，128/60秒間隔（８画面分の

合計）でレコーダー（Ｒ）に記録された．データ処理回

路には汎用ＩＣを使用した．
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#ハFiglAschematicdiagramofthesystemfor

recordingi〃ひitγｏｍｏｔｉｌｉｔｙｏｆＣｓｉ"e"sislarvae．

Ａ：Amplifier，Ａ－ＤＣ：A-Dconverter，ＤＡＣ：D-A

converter，ＤＣ：Differencecalculator，ＤＦＣ：Dark-

fieldcondenser，ＤＭ：Dark-fieldmicroscope，１１

Ｍ：Inputimagemonitor，Ｍ：Ｍｅｍｏｒｙ（ＲＡＭ

８Ｋｂｉｔ×３),Ｏ：Oscillator,ＰＣ：Pulsecounter,ＰＧ：

Pulsegenerator，Ｒ：Recorder，Ｓ：Specimen，ＳＣＧ：

Samplingclockgeneretor，ＳＩＭ：Samplingimage

monitor，ＳＧ：Syncgenerator，ＶＣ：Videocamera

|,_…,１，|，MＩＬ
ＯｍＩｎ

Fig2Recordsofmovementpatternsobserved

inCsi"e"sislarvaeA：Continuouslowactivity

type，Ｂ：Continuoushighactivitytype，Ｃ：Intermi-

ttentlowactivitytype（Arrowsindicatethe

transferphasetointermittentsuddenhighactMty

type)，Ｄ：Intermittentsuddenhighactivitytype，

Ｅ：Selfsuckingnon-activetype．

と休止（各30秒～２分間）が交互に起こり，運動指数は

最大値が0.5～2.0と比較的低かった．この活動型は後述

Ｄの活動型と頻回に交錯した（Ｆｉｇ２Ｃ,矢印)．Ｄは休止

期から高活動期への移行が急激に起こり（周期は15～２０

分，高活動期間はｌ～２分)，運動指数は１．０～５．０を示

した．高活動期から休止期への移行は比較的緩慢であっ

た．Ｅは稀に見られる自己吸着非活動型で，虫体は吸盤

で自身の体表に吸着し，十数分間ほとんど動かない例で

ある（Fig2E)．

データの処理

得られた数値は画素数であり物理量としてば面積に相

当するが，記録は静止時虫体の占有面積に対する運動面

積の割合で表示し，これを虫体運動指数（ＷＭＩ）と仮称

した．静止虫体の占有面積は１０％etanol麻酔（Kaplan

l969）した顕微鏡下の１０個虫体の写真撮影像から平均実

測値（15,90ｑｕｍ２）を求めた．従って，例えば８画面で

lOOO画素分の運動を示す虫体の１秒当たりの運動指数

（ＭＷＩ／sec）は，lOOO×165÷15,900÷（128/60）＝

4.9となり，静止虫体の約４９倍の面積分を１秒間に運動

したことになる．

結果

肝吸虫脱嚢幼虫の運動'性は時間的にも個体によっても

若干差異を示したが，典型的な運動例はＦｉｇ２に要約し

た．Ａは連続低活動型で，虫体は体の一部を絶えず屈曲

・伸縮させるが体全体に及ぶ大きな運動を示さない．こ

の型の虫体運動指数は約05以下の小刻み変動で，稀に

1.0以上が記録された．Ｂは連続高活動型で虫体は大き

な屈曲・伸縮を繰り返し，ときどき移動運動を行う．運

動指数は最高値1.5～５．０，変動幅1.0～2.0といずれも大

きく，最低値は約0.5を保つことが多かった．Ｃおよび

Ｄはほとんどの個体で観察された間欠低活動型および間

欠突発高活動型である．このうち，Ｃでは短時間の運動

考察

前述したようにi7zDitγｏでの寄生虫の運動性記録法は

従来から種々工夫されているが，微弱な小型寄生虫の運

動性の記録は困難であった．今回著者らは肝吸虫脱嚢幼

虫のi〃Ｕitγｏの運動性を暗視野顕微鏡と画像処理装置を

使用して記録することができた．

この方法では記録値が面積員を表わすので，画面拡大

率に影響されずデータの相互比較が可能である．垂直方

向の動きは原理的には記録できないが，虫体が垂直方向

に動くときには，虫体像のコントラスト低下による明暗
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において発表した．変化が生じ，垂直方向の運動もある程度検出できた．虫

体が稀に画面の枠外に出る時は，メカニカルステージを

操作して虫体像を視野の中心に戻したが，この時の人為

記録は容易に識別できた．

過去における小型寄生虫の運動'性については，主とし

て駆虫薬の作用面からＴｏｍｏｓｋｙｅｔａＬ（1974),Hillman

andSenft（1973)，SenftandHillman（1973),Fettereret

aJ．（1977,1978),deMouraandRozental（1983)および

ＢｒｏｗｎｅｔａＪ.（1978)らがマンソン住血吸虫について肉眼

的観察法，光学的記録法，力学的記録法や超音波記録法

で，佐野ら（1981ａ,ｂ）が，各種線虫類，裂頭条虫擬充

尾虫，日本住血吸虫，横川吸虫，肺吸虫などについて肉

眼的観察法と力学的記録法で，それぞれ記録している．

肉眼的観察法は肝吸虫脱嚢幼虫のような微弱小型虫体

にも適用できるが，佐野ら（l981a）が述べているように

感度やデータの客観性の点で力学的記録法に劣った．ま

た，力学的方法では虫体に負荷が加わり，それによる虫

体損傷によって長時間の記録が困難で（佐野ら，1981a，

b)，小さい負荷条件にすると長時間の安定した記録が得

難い（FettereretaL1977）などの難点がある．さら

に，虫体が小型になるほど固定操作が煩雑と思われる．

光学的記録法は，虫体固定操作が不要で力学的負荷も加

わらず微弱な虫体に適用できるが，HillmanandSenft

(1973),SenftandHillman(1973）らの光ファイバー法は

感度が力学的方法よりも劣り（FettereretaJl977），

ファイバーの直径（51qum）よりＭ、型の虫体には適用

できない．また，超音波記録法はノイズレベルが高く微

少な運動の記録に不適と思われる．

著者らの記録法は，入力部に顕微鏡とビデオカメラを

使用したので，画面分解能が高く精度面でも著しく改善

され，顕微鏡下で観察可能な虫体であれば虫種を問わず

適用可能と思われる．また，顕微鏡の視野よりも大きな

虫体の場合はビデオカメラによる直接撮影も可能と思わ

れる．この装置では，画像データはハードウェアのみに

よる高速実時間処理ができ，また，データ処理回路に汎

用ＩＣを使うので制作費用も安価である等の利点がある．

肝吸虫脱嚢幼虫の運動性には個体差があり，同一個体

でも時間経過によって活動型が変化したが，典型的な活

動型は前述の５型であった．これらの記録には供試虫体

の脱嚢操作による差異は見られなかった．

文献

１）Brown，Ｍ、Ｃ，Norman，、Ｆ，Bell，DRand

Chavasse，ＣＪ．（1978）：Amultichannelultrasonic

activitｙｒｎｏｎｉｔｏｒｆｏｒｉ"-ひｉｔγｏｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆａｎｔｉ－

ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｌｄｒｕｇｓ、MedBiol、Ｅｎｇ、Ｃｏｍｐｕｔ.，１６，

４０８－４１８．

２）deMoura，ＲＳａｎｄＲｏｚｅｎｔａＬＲ（1983）：

ScAistosomamα"so7zi：Newmethodforrecording

motoractiｖｉｔｙｉ〃〃itγ○．Ｅｘｐ，Parasito1.,56,314‐

３１７．

３）Fetterer，ＲＨ，Pax，RAandBennett，』し

（1977）：Schistosomamα"so"／：Directmethodfor

simultaneousrecordingofelectricalandmotor

activity、Ｅｘｐ・Parasitol，43,286-294.

4）Fetterer，ＲＨ，Pax，ＲＡ，Strand，Sand

Bennett，ＪＬ（1978）：Schistosomamα"so、：

Physicalandchemicalfactorsaffectingthe

mechanicalpropertiesofｔｈｅａｄｕｌｔｍａｌｅｍｕｓｃｕｌａ－

ｔｕｒｅＥｘｐ・Parasito1.,46,59-71

５）Hillman,ＧＲａｎｄＳｅｎｆｔ，ＡＷ.（1973）：Schis-

tosomemotilitymeasuremｅｎｔｓ：Responseto

drugsJPharmacoLExp．Ｔher.，185,177-184

６）Kaplan,ＨＭ.（1969）：Anesthesiaininvertevb-

ratesFedProc.，２８，１５５７－１５６９．

７）佐野基人・寺田護・石井明・記野秀人・林

道明（1981a）：寄生虫症の化学療法に関する研究

［／'ｚＤｉｔ７ｏ実験法の検討ならびに広東住血線虫に

対するAvermectinB1aの弛緩性麻庫作用について．

寄生虫誌，30,305-314.

8）佐野基人・寺田護・石井明・記野秀人・藤生

好則（198lb）：寄生虫症の化学療法に関する研究

（Ｕ）各種寄生蠕虫および宿主臓器の自動運動に及ぼ

すAvermectinBIaの影響.寄生虫誌,30,447-456.

9）Senft，ＡＷ・andHillman,ＧＲ（1973）：Effect

ofhycanthone，niridazole，andantimonytartrateon

schistosomemotility・ＡｍＪ・ＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，２２，

７３４－７４２．

１０）Tomosky,Ｔ、Ｋ，Bennett,JLandBueding,Ｅ

（1974）：Tryptaminergicanddopaminergicrespon-

sesofSchistosomamα"so"i・ＪＰｈａｒｍ、Ｅｘｐ

Ｔｈｅｒ.，190,260-271.

11）渡辺富夫，石井威望，小林登（1984）：コミュ

ニケーションにおけるエントレインメント（音声一

体動同期現象）のコンピュータ自動分析法一母子

（新生児）をモデルとして－．医用電子と生体工

学，22,19-25.

稿を終わるに当たり，計測機器類を貸与下さった川崎

医科大学の薬理学教室斉藤泰一教授，同生理学教室山根

正信講師に感謝致します．

また，種々御助言を頂いた同教材教具センター中田隆

男室長，同生理学教室成田和彦助手に謝意を表します．

本論文の要旨は第40回日本寄生虫学会西日本支部大会

(５０）



[Jpn. J. Parasitol., Vol. 36, No. 4, 258-261, August, 1987] 261

! Abstract !
i i

A METHOD FOR RECORDING IN VITRO MOTILITY OF THE EXCYSTED

METACERCARIAE OF CLONORCHIS SINENSIS BY IMAGE DIGITAL PROCESSING

FUMIO OHYAMA AND RYO HATSUSHIKA

(Department of Parasitology, Kawasaki Medical School, Kurashiki City 701-01, Japan)

An image digital processing method for the real-time and quantitative recording in vitro motility

of excysted metacercariae of Clonorchis sinensis is developed. The system consists of three main compo

nents; dark-field microscope, video camera and inexpensive self made image processing circuits.

Five types of distinctive patterns were recorded on the free moving larvae. These were continuous

low activity type, continuous high activity type, intermittent low activity type, intermittent sudden high

activity type, and self sucking non-active type. Two intermittent types occurred most frequently, and the

self sucking type rarely occurred with relatively long period of unmovement. The present method can

especially be applied to the study for recording in vitro motiiity of microscopic small size parasites.
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