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旋毛虫新生幼虫の調製法
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旋毛虫Ｔγichi"e"αspiγαJisの成熟幼虫は，経口的に取

り込まれた数日後に小腸粘膜で成虫まで発育し体長100

`ｕｍ程度の微小な新生幼虫newbornlarva（以下NBL）

を産出し始める。これが循環系を経て全身に移行する故

に，ＮＢＬこそが旋毛虫感染の主たる症状発現を導く引き

金役といえる。そこで我々は，ＮＢＬをi7zDitγo実験の対

象として設定し，その形態形成や発育期別の抗原性の変

化など検討しつつあり，順次報告の予定である。ところ

が，この種の研究は近年の欧米で多くみられるとはいえ

（Campbell，1983)，ＮＢＬの取扱い手技についてはこれ

ら研究者の問でも評価の確立したものがあるとはいえ

ず，もちろんわが国では著者ら（1987）が産仔能観察の

方法を簡単に述べた以外は報告を承ない。したがって，

手はじめに大量のＮＢＬをより純粋に能率よく調製する

方法の検討が必要であった。

日本産岩崎株の成熟幼虫を適宜経口投与（10～30/頭）

した雄ddYマウスにつき前日より断食させた６日目に小

腸全長を摘出し，当初は，これを縦開してDespommier

（1973）考案のthermalmigrationapparatusにより成虫

の遊出を図った。しかし本装置は，円筒ガラス器内の生

理食塩水を下から電球で加温するもので温度条件に客観

性がなく，広い平底に沈下した成虫の回収も手間がかか

るものであった。さらに，６ｍｍ金属メッシュを抜ける

腸内容物も多く，これら虫体に主とわり付く夫雑物除去

のために試みた細メッシュの併用や庶糖ないしは

percoll密度勾配遠心法も奏功しなかった。当然，得られ

た虫体の維持培養には通常量に数倍する抗菌剤添加を要

した。そこで，生理食塩水を満たしたガラス製沈殿コッ

プ（径15ｃｍ）の口にMartietaJ．（1987）によるチーズク

ロス1枚を張って浸し（底部に環を置き平坦にする），

下部を37℃恒温水槽内に設置した一種のBaermann装置

を考案した（Fig.１)。すなわち，縦開した小腸をこの布

地の上に1.5～２時間置くと，布地は親水'性なので夫雑

物やコロイド物質を吸着する一方で運動'性の成虫は貫通

できると思われ，虫体が下部水中を対流しつつ尖底部に

集った。布地（森永乳業株式会社提供）は，織目の類似

した市販のブロード布で代用可能で数回は反復使用でき

た。成虫の回収率は，前記のthermalmigration

apparatusと著差はなく３０～50％で必ずしも投与幼虫数

に比例はしなかったが，優れた点は極めて清浄な成虫を

容易に集め得ることであった。これら成虫は，滅菌生食

水で３回遠心洗浄し（l00xg，５ｍin.)，少量の後述する

組成の培養液に移して37℃，５％炭酸ガス培養器にて産

仔を待った。虫体が清浄な故にPenicillin（100-200Ｕ／

ｍｌ)，Streptomycin（l00-20qug／ｍｌ）およびFungizo-

ne（0.3〃ｇ/ｍｌ）の添加量で１週を越える維持培養が可

能となった。産出されたＮＢＬと成虫の混液は10ｍl遠沈

管の滅菌生食水に投入，１０～15分間静置して沈下の遅い

ＮＢＬの大半が浮遊状態にある上清を分取するという方
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Fi９．２．LarvipositionofadultfemalesoflwasakistrainT・ｓＰｉ７ａＪｉｓｉｎｅａｃｈｍｅｄｉｕｍｌ９９ｗｉｔｈvarious
kindsandconcentrationsoｆｓｅｒｕｍＡ:Dailychangesinmeannumbers（､＝30）ofNBL

PercentagesindicatingconcentrationsofFBSsupplementedB:Meannumbers（n＝30）ｗｉｔｈＳＥ
ｏｆｌｉｖｅＮＢＬｏｎｄａｙｓ２（left）ａｎｄ７（right）postincubationAdultfemalesfromddYmiceonday6

postinfection・Nu-serum：artificialfetalbovineserum；ＣＨＦ：ChinesehamsterFukuicolony．

法（JungeryetaZ.,1983）を３回反復，これをまとめて遠

沈（200x９，５ｍｍ.）して清浄なＮＢＬを分離収集でき

た。別に試ふたコーヒーフィルター濾過では，収量が約

50％に低下した。

上記の培養液はＤｅｎｎｉｓｅｔａＺ．（１９７０）に準じて

Mediuml99(Difco)とし，１０～30％濃度に各種血清（ウ

シ胎児，人工ウシ胎児，ｄｄＹマウス，チャイニーズハム

スター，サルおよびヒト血清）を添加したものの中で雌

１個体当りのＮＢＬ産出数を調べた。ＦＢＳ添加の７日連

続培養では１日目ですでに７日目の算定数の６割を越え

たが（Fig.２－Ａ)，ＦＢＳ無添加の対照と大きな差はなく，

その他の血清でも全般に２日目で７日目と余り遜色ない

産出数が示された（Fig2-B)。しかし，人工ウシ血清

Nu-serum（コスモバイオケミカル）では２日目からすで

に死滅ＮＢＬが増加するほか，ＦＢＳ無添加では産出後の

成長が充分でないことが知られたので（別報で詳述），

生存率の高いＮＢＬを調製するにはロットの安定した動

物血清としてＦＢＳまたはＣｓを当初より10～20％添加し

ておくのが適当と思われた。そして，ＮＢＬの成長は２日

目までは緩徐なことも分ったので，この間に収集すれば

ほぼ同じ発育期の虫体を調製し得るものと思われた。な

お，今回の程度の培養条件では，旋毛虫の株ごとの雌個

体がその時点で包蔵するuterolarvaの数，例えばｄｄＹマ

ウス感染で６日後回収の岩崎株で約80,同様にタイ国株

で約140,またポーランド株で約１１０，さらに類縁種７．

PSC"`ＯＳ〆γαJiSでは30弱を，それぞれ産出させるに過ぎ

ないと思われたが，ここでは，必要とされる各株の

NBL数を調製する場合の目安として付記する。
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Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄｔｏｓｅｅｋａｎｉｍprovedtechniquefbrobtainingnewbornlarvae（ＮＢＬ）ｏｆ

Ｔｒｉｃｈｉ〃eﾉﾉａｓＰｊ７α〃ｓｉ〃１ﾉﾉrro、

Smallintestinesofmicewereslitlengthwise6daysafteroralinfbctionoflO-30musclelarvaeof

Trichi"eﾉＡｚｓｐｉ７ａﾉﾉｓｐｅｒｇｒａｍｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ・Ｔｈｅｙｗｅｒｅｐｌａｃｅｄｏｎａｓｉｎｇｌｅｌａｙｅｒｏｆcheeseclothdippedin

asedimentationcupfilledwithcleanphysiologicalsalinaＴｈｅｔａｐｅｒｉｎｇｐａｒｔｏｆｃｕｐｗａｓｋｅｐｔａｔ３７ｏＣｉｎ

ａｗａｔｅｒｂａｔｈ，ＡｆｔｅｒＬ５－２ｈｒ，sincubation,adultwormswerecollectedfromthebottomconeandwashed

threetimesinsterilizedphysiologicalsalinecontainingpenicillin（100-200Ｕ/ｍｌ),streptomycin（100-

200仏g/ｍｌ)andfungizone(0.3ｌ』g/ｍｌ)bycentrifUgationatlOOxgfbr5minutes・Ｆｏｒi〃Wrrolarviposi‐

tion，theywereincubatedinmediuml99withvariouskindsandconcentrationｓｏｆｓｅｒａａｎｄｔｈｅａｎｔｉ‐

bacterialmixturefbrconsecutiｖｅ７ｄａｙｓａｔ３７ｏＣｉｎａｎｉｎｃｕｂａｔｏｒｗｉｔｈ５％ＣＯ２ｇａｓｐｈａｓｅ､Ｔｈｉｓculture

mediumcontainedbothadultworｍｓａｎｄＮＢＬｄｅｐｏｓｉｔｅｄ､ItwasthensettledfOrlO-15minutesinlOml

sterilizedphysiologicalsaline・ThesupernatantscontainingNBLalｏｎｅｗａｓｒｅｍｏｖｅｄａｎｄｔｈｅｓａｍｅｐｒｏ‐

cedurewasperformedthreetimesusingtheremainedsediments・NBLwereconsequentlycollectedby

centrifUgationofthewholesupernatantsobtainedat200xgfbr5minutes、

Althoughlarvipositiontookplacesuccessfimyinmediuml99withorwithoutsera,itwasindicated

thatliveNBLatalmostthesamedevelopmentalstagewereobtainedwithin2daysafterincubatingadult

wormsinmediuml99wiｔｈｌＯ-20％ＦＢＳ．
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