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クマネズミ由来dyptospo7妨川ｓｐの

ラットにおけるoocystの排泄状況と免疫原'性

山浦常白坂龍礦松本克彦

(掲載決定：平成４年７月15日）

要約

クマネズミから分離したC7yptoSporidiumの小型種（Ｃｐａ７ｕｕｍタイプ）のoocystを

Wistar系ＳＰＦ雌ラットに経口投与し，ラットの週齢による感受性の差およびoocyst投与数と

oocyst排泄状況との関係を調べた。更に初感染耐過ラットにoocystを再投与して，その免疫原
性について検討した。

４，８，１２週齢のラット各群５匹にoocyst20×１０６個を投与すると，全群に２日目からoocystの

排泄が認められた。いずれもＯＰＧ値（糞便１９中のoocyst数）のピークは低く，投与後２～３日

目に104個台が示されたのみであった。以後３群のＯＰＧ値はほぼ同様に推移し，ラットの週齢に

よる顕著な差は認められなかった。Oocyst20×106個から１０２個まで１０倍階段希釈系列を作製し，

4週齢ラット各群５匹に投与した。全群に２～３日目からoocystの排泄が認められたが，１０４個以

上の投与群ではＯＰＧ値のピークが３～５日目に104個台で，103個台以下の投与群では５～７日目に

103個台を示し，両者間に差が見られた。免疫抑制剤であるdexamethasonephosphate

(ＤＭ）で処理した４週齢ラットに２０×106個のoocystを投与すると，同量のoocystを投与した

無処理ラットと同様に２日目からoocystを排泄するが，ＯＰＧ値が著しく上昇し３日目より観察

期間の41日目まで105～106個台を持続した。Oocyst排泄開始日（投与後２日目）のＤＭ処理ラッ

トの小腸からmacrogametocyteやzygoteが検出されたので，２日目に認められたoocystは投

与oocystの感染によって新たに形成されたものであるものと思われた。ＤＭ無処理で初感染耐過
後42日目のラットに，２０×106個のoocystを再投与したところ，蕨糖液浮遊法でoocystがｌ～２

日間検出されただけでそれ以降全く認められず，本種はかなり強い免疫原性を有することが示唆さ

れた。

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：C7yptoSpo7idilLm，ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ，ｏｏｃｙｓｔｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

(よ全て小型種のoocystである。本原虫の実験的動物感

染は多数の報告があるが（Tzipori，１９８３；Sherwood

etaZ.，１９８２；ＦａｙｅｒａｎｄＵｎｇａｒ，１９８６；ＩｓｅｋｉｅｔａＺ.，

1989；YamauraetaJ.，１９９０；ＡｓａｈｉｅｔａＬ，1991），

宿主におけるoocystの排泄状況については明確にされ

ていない部分が多い。また，C7yptoSpo7idiumは，人

への感染源や種の分類についてもまだ不明な点が多く，

本原虫の生物学的性状についてさらに詳細な検討が必要

である。

著者らは先に，自然感染クマネズミから

C7yptoSpo7idiumの小型種のoocystを分離したこと

を報告した（ＹａｍａｕｒａｅｔａＺ.，1990)。今回は，この

oocystをラットに経口投与し，そのＯＰＧ値（糞便１９

中のoocyst数）の推移を観察し，oocyst排泄状況と

再感染時における免疫原性について検討したので報告す

る。

緒＝

Coccidiaでは宿主体内における原虫の感染状況を調

べる上では，oocystの排泄状況が重要視されており

(Haberkorn，１９７１；FrenkeL1973；ＭａｔｓｕｉｅｔａＺ.，

1981；StockdaleandCawthorn，1981)，薬剤の効果

判定にも応用されている（DubeyandFrenkel，1974)。

C7yptoSpo7idiumは，人や多種動物から検出される

coccidiumの－種で，哺乳類では小型種と大型種の２

種類が知られている。（Tyzzer，1910,1912,；Upton

andCurrent，１９８５；Iseki，1986)。本原虫はＡＩＤＳな

どの免疫不全患者における持続I性の重症下痢症の病原体

として注目されているが（ＣｕｒｒｅｎｔｅｔａＬ，１９８３；

Ungar，1991)，現在までに患者から検出されているの
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coccidiaに準じた。

再感染時の免疫原I性：Oocyst投与数とoocyst排泄

数との関係を調べたラットに対して，初感染後42日目に

oocyst20×１０６個による再投与を実施した。Oocyst再

投与ラットは，その後観察期間の20日目（初感染62日目）

まで糞便内oocystの排泄状況を調べて，本原虫の免疫

原性について検討した。

成績

材料および方法

供試動物：供試したラットは，４～12週齢のWistar

系ＳＰＦの雌で，実験前に蕨糖液浮遊法による糞便検査

を数回行ない，oocyst陰性であることを確認した後で
coccidium-freeの管理下で飼育した。

供試原虫：C7yptoSpo7idiumは,著者ら(Yamaura

etaZ.，1990）が自然感染クマネズミから分離した

oocystを使用した。Oocystは免疫抑制剤の

dexamethasonephosphate（ＤＭ；Sigma

ChemicalCo.）で処理したラットに感染増殖させた後

に供試した。ラットから採取したoocystの大きさは，

5.1±0.30×4.6±0.32,(ｚｍで，形態学的には小型種C

pa7uumのoocystと一致していた。ラットへのＤＭ

処理は，ＤＭの３ｍｇ／２水溶液の飲水投与で行ない，

oocyst投与の３日前から糞便内供試oocystの採取期

間中（約４週間）継続した。採取した糞便は，１０倍量の

水で溶解し，２重の金網（上が50メッシュ，下が100メッ

シュ）で濾過後，2,500回転１０分間遠心分離した。

Oocystは沈澄に８倍量の２％重クロム酸カリウム液を

加えて冷蔵保存し，３週間以内に供試した。

ＯＰＧ値の測定法：１日分のラットの糞便は，朝１０時

から午後５時の間に排泄されたものをプールして使用し

た。ＯＰＧ値の測定法は，松井ら（1992）に準じて行っ

た。蓋付きの容器に糞便１９と水９mlを加えてマグネチッ

クスターラーで30分間撹拝した。この液の一部に比重

127の蕨糖液を加えて充分混和して最終40倍の希釈液を

作製した。この0.1mlをプランクトン計算盤上に取り，

24×36mmのカバーグラスを掛けて，５分間放置して

oocystをカバーグラス直下まで浮遊させた後に，300倍
で鏡検してその数を数えた。

ＯＰＧ値の推移：ラットの週齢によるＯＰＯ値の推移

の異同を調べる目的で，４，８，１２週齢の３群（各群５匹）

のラットに，１匹当たり２．０×106個のoocystを経口投

与してＯＰＧ値を経日的に調べた。次に，投与oocyst

数とOOCySt排泄数との関係を調べる目的で，２．０×106

個とその10倍段階希釈系列を作製して，１群５匹からな

る４週齢のラットに経口投与して，各群のＯＰＯ値の推

移を調べた。非感染対照としては，同週齢からなる１群

のラットを用いた。また，免疫抑制剤投与における

oocystの排泄状況を調べる目的で，１群５匹の４週齢

ＤＭ処理ラットに2.0×106個のoocystを投与し，ＯＰＧ

値の推移を調べた。ラットヘのＤＭの処理は材料採取

のラットと同様な方法で行ない観察期間中続けた。

腸管内発育期原虫の観察：Oocyst感染１日目と２日

目のＤＭ処理ラット各々２匹について小腸粘膜塗抹ギ

ムザ染色標本を作製し，発育期原虫の観察を顕微鏡下で

行なった。検出された腸管内原虫の各発育期の鑑別は，

ＯＰＯ値の推移

２．０×106個のoocystを投与した４，８，１２週齢の各３

群のラットにおけるＯＰＯ値の推移をＦｉｇ．1に示した。

Oocystの排泄は３群とも２日目から認められたが，

ＯＰＯ値のピークは低く，４週齢群および８週齢群で３

日間，１２週齢群で２日目に104個台が示されたのみであっ

た。その後oocystの排泄数は４週齢で６日目と１０日目

に，８週齢で４～５日目に，１２週齢群では４～５日目に一

時的に低下したが，４週齢と８週齢では14日目まで，１２

週齢群では９日目まで103個台のＯＰＧ値を示し，３群と

もほぼ同様に推移した。以後４，８週齢群では１５日目よ

り11日間少数のoocyst排泄が継続したが，２６日目では

蕨糖液浮遊法でもoocystが検出されなくなった。１２週

齢群では，１０日目よりoocyst排泄数が減少しpatent

periodも17日間と他２群の24日間より短かった。

Oocyst投与数の異なる５群（106～102個台）の４週

齢ラットにおけるoocystの排泄状況をFigs、２，３に

示した。全群とも２～３日目からはoocystの排泄が認

められ，ＯＰＯ値のピークは10`個投与群で３日目，１０５

個投与群で３～４日目，１０４個投与群で４～５日目で各々

104個台が示されたが，103個投与群では４日目から，

102個投与群では６日目から103個台が示されたのみであっ

た。その後全群のＯＰＯ値は，途中一時的に減少はある

ものの103個台を13～14日目まで継続した。以後５群と

も，oocyst排泄数が少なく，ＯＰＧ値計測が不能となっ

たが，蕨糖液浮遊法ではoocystが検出され，２７～28日

以降消失した。

ＤＭ処理ラットにおけるoocyst排泄状況をＦｉｇ．４

に示した。ＤＭ処理ラットでは無処理ラットと同様に２

日目よりoocystの排泄が認められた。しかし，ＤＭ処

理ラットのＯＰＯ値は感染３日目より４１日目まで１０５～

106個台を持続し，無処理ラットより著しく高値であっ

た。

Oocyst排泄開始時までのＤＭ処理ラットについて小

腸内の原虫を観察したところ，感染１日目では無性生殖

期のmerozoiteやschizontのみが認められ，２日目で

初めて有性生殖期のmacrogametocyte（Ｆｉｇ．５）や

zygoteが多数検出された。

再感染に対する免疫原I性
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Fig.５AmacrogametocyteofC'ypjoqpor/ｄｍｍｓｐ・detectedinGiemsa-

stainedsmallintestinespecimensindexamethasone-treatedrats2days

afterinoculation(Scale:ｌｑｕｍ).

人のC7yptoSpo7idmm感染率は，成人より幼児に

高く，本原虫による動物感染実験でも成獣より幼若動物

の感受性が高いことが報告されている（Ｆａｙｅｒａｎｄ

Ｕｎｇａｒ，１９８６；ＳｈｅｒｗｏｏｄｅｔａＺ.，１９８２；Tzipori，

1983)。著者らは，本種のoocystを４，８，１２週齢のラッ

トに各々投与してＯＰＯ値の推移を調べたところ，３群

のＯＰＧ値はほぼ同様に推移し，ラットの週齢による顕

著な差は認められなかった。松井ら（1992）は，Crypto‐

Spo7MumsPのoocystを３～14週齢のニワトリに

投与してＯＰＧ値の推移を観察したところ，１０週齢まで

の各群間では顕著な差は認められなかったが，１４週齢群

ではＯＰＧ値の低下が認められたことを報告している。

本報告では，１４週齢のラットについては検討していない

が，１２週齢群では，他群に比べてpatentperiodが７日

間短かくなづたことが認められた。

Oocyst投与数とＯＰＧ値の関係について，松井ら

(1992）はC7yptoSpo両ｄｍｍｓｐ、のoocystlO6～102

個を投与したニワトリでは，１０日まではoocyst投与数

とＯＰＧ値との間に相関関係がみられたことを報告した。

藤井ら（1991）はＥｍｚｅｒｉａｃａｕｉａｅのoocystlO6～10イ

個投与群のモルモットではＯＰＧ値が最高を示したが，

103～102個投与群では低下した事を報告している。著者

らの今回の実験では，oocystlO6～104個投与群では

ＯＰＧ値が最高の104個台を示したが，103～102個投与群

では103個台とＯＰＧ値が低下し，藤野ら（1991）の報

初感染耐過ラットに，再投与を行なったところ，全群

とも２～３日目にoocystの排泄が認められた。しかし，

oocystは蕨糖液浮遊法で検出されただけで排泄数が少

なく，patentperiodも１～２日間と短縮した。なお，

再感染時の対照群では投与後２日目からoocystを排泄

し，３日目ではＯＰＯ値も104個台を示し，oocystの排

泄も観察終了時の20日目まで継続した（Figs、２，３)。

考察

Coccidiaでは，宿主におけるoocystの排泄数は投

与oocyst数に影響を受け（Long，1973)，それらの
ＯＰＯ値のピークは種によって一定のパターンを示すこ

とが報告されている（MesfinandBellamy，１９７８；

ＩｔｏｅｔａＬ，1978)。これらの特性から，coccidiaにおい

てはoocystの排泄状況の観察は，宿主における感染の
動態を知る上で重要とされている。

C7yptoSpo7idmmのoocystの排泄状況は，Iseki

etaZ．（1989)，YamauraetaZ．（1990)，AsahietaZ．

(1991）らによって報告されているが，まだ明解にされ

ていない部分が認められる。

著者らは，今回クマネズミ由来C7yptoSpo7idmm

小型種のoocystをラットに経口投与し，そのＯＰＯ値

の推移を観察し，ラットの週齢と感受性，oocyst投与

数とoocyst排泄数，再感染時における免疫原,性につい

て検討した。
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prepatentperiodは８日であったことを報告している。

この両報告間でのprepatentperiodの大きな違いは，

家鼠由来C7yptoSporidmmの小型種が複数種あるこ

とを示唆するものと考えられた。また，一般に

coccidiumでは好適と思われる宿主におけるピーク時

のＯｐＧ値が106～107個台と高値を示しているが（松井

ら，1992．藤野ら，1991)，本種では104個台と低く，ラッ

トが宿主として好適ではない可能性が考えられた。

今回の結果から，ＯＰＯ値の推移の観察が宿主内にお

ける本原虫の感染状況の指標となり得ることが示された

ので，他のCryptoSpo7idmmについてもＯＰＯ値の推

移の検討が重要と思われた。
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