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C7yptospo7jc/iLzmsp・のニワトリにおける

オーシストの排泄状況と免疫原'性

松井利博'）森井勤ｕ藤野隆志'）ＴＡＤＥＪＡ，Ｓ、Ｌ､２）板倉智敏2）
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要約

ニワトリ由来Cryptospo汀d1iLLmsp・のオーシストをニワトリに接種し，ニワトリの週齢によ

る感受性の差および接種オーシスト数とオーシストの排泄状況との関係について調べ，さらに初感

染耐過鶏に同種オーシストを再接穂してその免疫原'性について検討した。

３～１０と14週齢のニワトリ各１群３羽にオーシスト3.5×10h個を経口接種した結果，すべての群

に6～7日目からオーシストの排泄が認められ，１０週齢までの各群では７Ｒ目に105個台，１０日目に

は１０６個台のＯＰＧ値（糞便１９中のオーシスト数）を示したが，14週齢群は１０日目まで104個台の

まま推移した。

オーシスト3.5×10h個とその１０倍階段希釈系列を102個台まで作製して，３週齢と４週齢の白色レ

グホン各１群３羽にそれぞれ接種した。その結果，全群に６～９日目からオーシストの排泄が認め

られ，感染10日目までは接穂オーシスト数が少ないほどＯＰＧ値も少なくなる傾向がみられ，接種

オーシスト数とＯＰＧ値との間には相関関係がみられた。感染１１日目以降のＯＰＯ値は不規則で，

接種オーシスト数との間に顕著な差がみられなかったが，オーシスト排泄期間は４週齢の方が３週

齢よりも短い傾向がみられた。これらの感染耐過鶏に対し，初感染後28日目に3.5×106個のオーシ

ストを再接種した結果，３週齢の全群と４週齢の３群からはオーシストの再排泄は全く認められな

かった。再接種後にオーシストの排泄が認められたのは初感染時におけるオーシストの排泄数が最

も少なかった４週齢の２群である。これらの成績から，本種はなかり強い免疫原性を有することが

示唆された。
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治療薬の開発・評価などには，まず本原虫のコクシジア

における基礎的な化物学的性状について詳細に調べるこ

とが必要である。

今回，著者らは自然感染鶏から分離したC7yptoSpo-

7idmmのオーシストをニワトリに接種してそのＯＰＧ

値（糞便１９中のオーシスト数）の推移を調べることに

より，１）ニワトリの週齢による感受』性の違い，２）接種

オーシスト数によるオーシスト排泄状況の違い，３）本

種の免疫原１性について検討した。

材料および方法

供試したニワトリは３～14週齢の白色レグホンの雄で，

実験前に数回簾糖液浮遊法による糞便検査を行ない，オー

シスト陰性であることを確認した後，coccidium-free

の管理下で飼育した。

C7yptoSpo7jdiumsp・は，自然感染鶏の糞便から

分離したオーシストをニワトリに接種した後，そのファ

ブリキウス嚢より純粋に分離したもので，オーシストの

論緒

コクシジアの大多数の種は宿宅特異性が顕著であり

(Marquardt，1973)，また宿主における感染状況を調
べる上ではオーシストの排泄状況が重要視されている

(FrenkeLl973；Haberkorn，１９７１；Matsuieta山

l98LStockdaleandCawthorn，１９８１；堤ら，1973)。

Cryptospo（diumは，自然界でヒトおよび多くの動物
から検出される最も小さなコクシジアの仲間で，実験動

物への感染試験も行われているが（FayerandUngar，

1986)，その宿主域が広く，オーシストの大きさにも変

異があることから種の異同についてはまだ不明な点が多

い。また本原虫では，宿主におけるオーシストの排泄状

況についても一部の宿主を除いて明確にされていない。

C7yptoSpo（d1iumのヒトへの感染経路の解明や木症の
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次に，接種オーシスト数と排泄オーシスト数との関係

を調べる目的で，１羽あたりの接種オーシスト数を3.5

×106個またはその10倍階段希釈系列を102個台まで作製

して，３週齢と４週齢のニワトリ各15羽を１群３羽から

なる５群に分けて経口接種し，それらにおけるＯＰＧ値

の推移を調べた。

免疫原性

接種オーシスト数とＯＰＧ値の推移との関係を調べた

3週齢と４週齢のニワトリに対して，初感染後28日目に

3.5×106個のオーシストを再接種し，その後のオーシス

トの排泄状況を調べることにより本原虫の免疫原'性につ

いて検討した。

大きさは平均6.0×4.5（5.1～6.6×4.0～5.2ｍｍであっ

た。実験に際してはオーシストを新たなニワトリに接種

した後，その糞便とともに排泄されたオーシストをコク

シジアで通常行われている方法で処理し，２％重クロム

酸カリウム液中で冷蔵保存して１カ月以内に供試した。

ＯＰＯ値の測定法

ＯＰＯ値の測定は以下の方法で行なった。まずビーカー

内で糞便１９に４ｍ！（盲腸便が多い場合は９Ｍ）の水を

加えてマグネチックスターラーで30分間以上攪拝した後，

比重1266の蕨糖液を８倍量加えて40倍（または80倍）

の希釈液を作製し，さらに充分に混和した。この0.1mｌ

をプランクトン計算盤に移して24×36mmのカバーグラス

を掛け，約5分間放置して計算盤上でオーシストを浮遊

させた後に200倍で鏡検してその数を測定した。

ＯＰＯ値の推移

週齢の異なったニワトリにおけるＯＰＧ値の推移の異

同を調べる目的で，３～10週の各週齢と14週齢のニワト

リ計９群（各群３羽）に，１羽当たり３．５×106個のオー

シストを経口接種してＯＰＧ値の推移を経曰的に調べた。

結果

ＯＰＯ値の推移

３．５×106個のオーシストを接種した３～14週齢のニワ

トリにおけるＯＰＧ値の推移を調べた結果について，１０

週齢までの８群から５群を選抜し，これと14週齢群との

成績をＦｉｇｏｌに示した。オーシストの排泄は接種６～
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免疫原性

３週齢と４週齢の初感染耐過鶏に再接種を行なった結

果，４週齢５群のうち３群と３週齢の全群からはオーシ

ストの排泄が全く認められなかった。しかし，４週齢の

初感染時におけるオーシストの排泄数が最も少なかった

2群の内，103個台接種群が再接種後１０日目に１日のみ

蕨糖液浮遊法で，また102個台接種群は再接種直後から

25日間に渡って104～105個台のＯＰＧ値を示した。なお，

再接種時の対照群は接種後６ないし７日目からオーシス

トを排泄し，１０日目には106個台のＯＰＧ値を示した

(Figs、２，３)。

考察

一般に，コクシジアでは宿主におけるオーシストの排

泄数は接種オーシストの数に依存しており（Ｌｏｎｇ，
1973)，それらのＯＰＯ値のピークは種によって－峰性を

示すものと（MesfinandBellamy，1978)，二峰性を
示すもの（ItoetaJ.，1978）とがあることがよく知ら

れている。これらの特性から，コクシジァではオーシス

トの排泄状況をみることにより，その宿主における原虫

の摂取数や宿主として好適か否かなどが推測でき，治療

薬や免疫抑制剤の効果判定などにも応用されている

(DubeyandFrenkel，１９７４；飯島ら，１９８９；Long
andRose，1970；堤ら，１９７４；TsunodaetaL，1968)。

７日目から認められ，１０週齢までの各群では１０日目まで

ほぼ同様の推移をたどり，いずれも７日目に105個台を，

また10日目には106個台のＯＰＧ値を示した。感染１１日目

以降ではpatentperiodに違いがみられたものの，週

齢による顕著な差は認められなかった。一方，１４週齢群

は１０日目まで１０ｲ個台のまま推移し，１０週齢までの各群

に較べて低いＯＰＯ値を示した。

３週齢と４週齢のニワトリに106～102個台のオーシス

トを接種した結果，ともに感染10日目までは接種オーシ

スト数とＯＰＯとの間に相関関係が認められた（Figs、

２，３)。すなわち，105個台と104個台接種群とは６～７日

目からオーシストを排泄し，双方とも７日目に104個台

を示し，８日目に一時下降した後，９日目には再び上昇

して105個台接種群は105個台を，また10ｲ個台接種群は

１０個台のＯＰＯ値をそれぞれ示した。一方，103個台と

102個台接種群とは７ないし９日目からオーシストの排

泄が認められたが，４週齢の102個台接種群が９日目に

10ｲ個台に達した他は103個台またはそれ以下の値を示し

た。１１日目以降では３週齢の方が４週齢よりも長期間オー

シストを排泄する傾向がみられたが，接種数とＯＰＧ値

との間には差が認められなかった。

なお，106個台接種群はいずれもその典型的な推移を

示した。
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なお，本種（ItakuraetaZ.，1984）の種名について

CurrentetaL，（1986）はＣ、６α此yjであろうと記

載している。しかしＣ６ａｊＺｅｙｊのオーシストは6.6×

5.0,uｍ（LindsayctaZ.，1989)，prepatentperiod

は３日で盲腸への寄生は認められない（Currentetal.，

1986）のに較べて，本種のオーシストはそれより小さく，

prepatentperiodは長く，またItakuraetaZ.，（1984）
は盲腸への寄生を認めていることから，本種がC6Qt-

zeytである可能性は少ないが，さらに検討を要するも

のと考える。

CryptoSporidtumに対する有効な治療薬はまだ見あ

たらないが，本原虫のオーシストまたはスポロゾイトで

ウシを高度免疫し，その初乳を免疫能の低下した感染患

者に経口投与した場合や，その投与後にオーシストを接

種したウシやマウスでは下痢などの症状が軽減され，排

泄オーシスト数の減少や消失もみられたことが報告され

ている（TziporietaJ.，１９８６；FayeretaZ.，１９８９ａ，

1989ｂ)。しかし，報告者によりそれぞれ独自の排泄オー

シスト数の測定方法を用いているために，これらの

C7yptoSpo7idmmはかなり強い免疫原'性を有するもの

と考えられるものの，宿主における感染状況や免疫効果

の程度についての比較が困難である。今回調べたニワト

リ由来のC7yptoSﾉDo7idjumsp、では，初感染時に１０５
個台のＯＰＧ値を10日間前後示した宿主は，再接種によ

るん感染を完全に阻止したが，初感染時に主として10’

C7yptoSpo7tdmmのオーシストの排泄状況について

は，IsekietaZ．（1989）はＣ、ｍｍｓのオーシスト１

×106個接種マウスが１日当たり105個台以上のオーシス

トを20～46日間排泄したことを，またＡｓａｈｉｅｔａＪ．

(1991）は実験感染ネコが数日間隔でＯＰＧ値のピークを

繰り返したことを報告している。しかしいずれも接種オー

シスト数と排泄オーシスト数との関係などについては明

らかにされていない。C7yptoSporidiumの種の解明に

は各種動物から分離された原虫について動物相互への交

叉感染試験を行なう必要があることから，これらの原虫

についてまずオーシストの排泄状況を調べ，もし接種数

と排泄数との間に何等かの相関関係が認められるならば，

ＯＰＯ値の推移を観察することにより宿主として好適で

あるか否かの判断の一助になるものと考える。

今回ニワトリ由来C7yptoSpo7idmmsp．について

実験感染鶏におけるオーシストの排泄状況を調べた結果，

10適齢以前のニワトリではオーシストを同一数接種する

といずれも感染１０日目まではほぼ同様のＯＰＧ値の推移

を示すこと，ＯＰＯ値の最高は106個台で，接種オーシス

ト数を減らすとＯＰＯ値も低くなることが感染１０日目ま

では認められることなどが明らかになった。しかし，感

染10日目以降にはこれらの関係は認められなかった。し

たがって，本種では10週齢までのニワトリにおける実験

感染では，それらのＯＰＯ値の推移から宿主における感

染状況がある程度推測できるものと考えられた。
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lnoue，Ｓ、（1968）：Clinicaleffectivenessofsul‐

ｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅａｎｄｓｕｌｆａｄｉｍｅｔｏｘｉｎｅｉｎ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃｏｃｃｉｄｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｒａｂｂｉｔｓ・

Ｊｐｎ．』・vet・ＳＣＬ，３０，１０９－１１７．

１８）堤可厚・保坂啓子・松室達郎・船橋史憲（1973）：

養鶉場における日本ウズラのコクシジウムの感染と

その病原性について．日本家禽学会誌，１０，４１－４６．

個台の低いＯＰＧ値を示した２群では，再接種後にオー

シストの排泄が認められた。この内1群は再接種直後か

らその排泄が認められており，これは初感染時における

原虫の増殖が少なかったために宿主の免疫反応が不十分

で，初感染原虫が再燃したものではないかと考えられた。

他の１群では蕨糖浮遊法でごく少数のオーシストが検出

されたのみであることから，本種はかなり強い免疫原性

を有することが示唆された。今後他の動物から分離され

たC7yptospo7idmmについても同様の試験を行ない，

またそれらの原虫相互に交叉免疫原I性があるか否かにつ

いて調べれば種の異同を解明することができるものと考

える。
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OOCYST PRODUCTION AND IMMUNOGENICITY

OF CRYPTOSPORIDIUM SP. IN CHICKENS

TOSHIHIRO MATSUI1}, TSUTOMU MORII1*, TAKASHI FUJINO1},

SIMBORIO LUZUIMIMDA TADEJA2) AND CHITOSHI ITAKURA2)

^Department of Parasitology, Kyorin University School of Medicine,

Shinkawa 6-20-2, Mitaka, Tokyo 181, Japan

^Department of Comparative Pathology, Faculty of Veterinary Medicine,

Hokkaido University, Sapporo 060, Japan

Oocyst production and immunogenicity of Cryptosporidium sp. isolated from chickens were examined

experimentally in chickens. Chickens used were 3- to 14-weeks-old White Leghorn. OPG values (the number

of oocyst per gram of feces) were measured daily as follows; lg of fecal sample was mixed with 4ml of water,

added to 35ml of sugar solution with 1.266 gravity, stirred using magnetic stirrer for 10 min., then 0.1ml

of the fecal suspension was placed onto the plankton counting chamber, and the number of oocysts was counted

under a microscope.

To examine the relationship between the OPG values and the age of chickens, nine groups of 3 chickens

being 3 to 10 and 14 weeks old were inoculated with 3.5 x 106 oocysts and their OPG values were measured.

All groups began to shed oocysts from day 6~7 PI. The OPG values of 3- to 10-weeks-old groups were 105

on day 7 and 106 on day 10 and they showed similar patterns. In contrast, the OPG values of 14-week-old

group were 104 until 10 days.

To examine the relationship between the number of oocysts inoculated and the OPG values, 5 groups

of chickens being 3 or 4 weeks old were inoculated orally with doses varying from 3.5 x 102 to 106 oocysts.

All groups began to shed oocysts from day 6~9 PI. The groups received severe infection showed higher OPG

values than received mild infection until 10 days PI, and there was a correlation between the number of oocysts

inoculated and mean OPG values. These chickens showed irregular changes of mean OPG values on and

after the day 11 PI.

These infected chickens were challenged with 3.5 x 106 oocysts on day 28 after primary infection. Two

of the five 4-week-old groups, which were given 103 or 102 oocysts and shed small number of oocysts after

primary infection, shed oocysts after challenge. However, the other groups did not shed any oocysts. These

results indicates that Cryptosporidium sp. obtained from chickens has relatively strong immunogenicity.




