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C7yptospo7MI川mwisの実験感染マウスにおける

オーシストの排泄状況と免疫原性

松井利博藤野隆志小林富美恵森井勤辻守康

（掲載決定：平成６年６月３日）

要約

C7yptoSpo7Zdmmmmsの実験感染マウスにおけるオーシストの排泄状況と免疫原性とにつ

いて調べた。

マウスの週齢による感受性の異同を調べるために，３～29週齢のマウス各１群５頭にオーシスト

2.0×106個を経口接種した結果，すべての群が７～１０日目からオーシストを排泄し，１０日目に105

～106個台のＯＰＧ値(糞便ｌｇ中のオーシスト数)を示した。いずれも１２～13日目に一時下降した後

14日目には再び上昇して105～106個台を示したが，感染15日目以降には他のコクシジウム類でみら

れる様な規則的な推移は認められなかった。したがって，マウスの週齢による感受性の差は認めら

れなかった。

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ために，オーシスト２．０×106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５週齢のマウス各１群５頭にそれぞれ接種した。

その結果，感染14日目まではともに接種オーシスト数が少ないほどＯＰＧ値も少なくなる傾向が示

され，両者の間に相関関係が認められた。なお，102個台接種群については，３週齢からはオーシ

ストの排泄が認められず，５週齢でも105個台を15日間示した他は低いＯＰＧ値を示したことから，

本種のマウスに対する感染成立の最少数は102個と考えられた。

これらの感染耐過マウスにおける原虫の免疫原Ｉ性の程度を調べる目的で，初感染後60日または

'13日目に2.0×106個のオーシストを再接種した結果，初感染時に102個台を接種した２群を除きオー

シストの再排泄が全く認められず，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：C7yptoSporZdiummu7is，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ，ＯＰＧｖａｌｕｅｓ

C7yptoSpo7Miumsp・の実験感染鶏においては感染１０

日目まで排泄オーシスト数は接種オーシスト数に依存し

ていることなどを報告した（松井ら，1992)。さらに山

浦ら（1992）は，同様の方法でクマネズミ由来

C７，yptoSporMumsp・のラットにおける排泄オーシス

ト数を測定し，濃感染と軽感染とでは差が認められたこ

とを報告している。そこで，ＣＤ/ptoSpo7idiummms

感染におけるマウスの週齢による感受性の違い，接種オー

シスト数と排泄オーシスト数との関係およびその免疫原

性とについて調べ，C7yptoSpo7Mumでも他のコク

シジウム類と同様に宿主におけるオーシストの排泄状況

を調べることにより，その感染状況の把握や治療薬の効

果判定などに応用できるか否かを検討した。

材料および方法

供試マウス

供試マウスはＳＰＦの３～29週齢ＩＣＲの雌で，感染

緒論

コクシジウム類ではオーシストの接種数と排泄数の推

移との間に相関関係が認められることから，野外におけ

る動物の感染状況の把握や治療薬の効果判定などには排

泄オーシスト数の推移が応用されている（Dubeyand

Frenkel,1974;飯島ら，1989;LongandRose，1970；

堤ら，1974；ＴｓｕｎｏｄａｅｔａＬ，1968）。しかし，

ＣＭ〕toSporidiumではオーシストが極めて小さいこと

から宿主におけるオーシストの排泄状況は，一部の宿主

(ＡｓａｈｉｅｔａＺ.，1991；BlagburnandLindsay，1987；
IsekietaZ.，1989;ＮａｃｉｒｉｅｔａＺ.，1993）を除いてその

詳細については明らかにされていなかった。我々は，先

ずオーシスト数の測定法について検討し，蕨糖液添加に

よる測定法が有効であること，およびニワトリ由来
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前に数回蕨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，coccidia-freeの管

理下で飼育した。

ＯＰＧ

1０７

使用オーシスト

CmzLrZsのオーシストは自然感染ドブネズミの糞便

から分離し，これをマウスに接種して継代維持している

ＲＮ６６株（IsekiemZ.，1989）で，排泄後１ケ月以内の

オーシストを使用した。

H1M１
1０６

1０５

OＰＧ値(Oocystspergram）の測定

ＯＰＧ(糞便１９中のオーシスト数)の測定は，まずビー

カー内で糞便１９に９ｍlの水を加えてマグネチックス

ターラーで約30分間撹拝した後，その0.5ｍlを試験管内

に移し，比重1.266の蕨糖液をａ５ｍｌ加えてさらに充分

に混和して80倍の希釈液を作製した。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

せた後にその数を顕微鏡下で測定することにより行なっ

た。
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FiglMeandailyoocystoutputin3-to29-week-oldmice

infectedwith2・OxlO6oocystsofCﾉﾀﾞyp/ospor/ｄｊ"、加川rJs．
（５ｍice/group）

F:OocystpositivebythesugarHotationmethod．

*：ThehighestOPGvaluesin3-week-oldmice．

↑:ThelowestOPGvaluesin3-week-oldmice．

OＰＧ値の推移

週齢の異なるマウスにおけるＯＰＧ値の推移の異同を

調べる目的で，３～８の各週齢と12,21および29週齢の

マウス各１群５頭に，１頭あたり2.0×106個のオーシス

トを経口接種し，そのＯＰＧ値の推移を経日的に調べた。

なお，Ｃ７ﾂptoSpo7idmmでは幼若獣に強い感染性を示

す傾向が知られているので（井関，1984)，３週齢につ

いてはさらに６群を追加試験した。

次に，接種オーシスト数とＯＰＯ値の推移との関係を

調べる目的で，オーシスト2.0×106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５週齢のマウ

ス各１群５頭に経口接種し，それらにおけるＯＰＧ値の

推移を調べた。

た。８週齢までの６群から３群を選抜し，これと１２，２１

および29週齢群との成績と，追加試験を行なった３週齢

群の中から最も低い推移を示した1群の成績を加えて

Fig.1に示した。オーシストの排泄は接種７～１０日目か

ら認められ，１５日目まではほぼ同様の推移をたどった。

すなわち，いずれも10日目に105～１０６個台を示し，１２な

いし13日目に一時下降した後，１４日目には再び上昇して

106～105個台を示した。しかし，感染15日目以降には規

則的な推移は認められなかった。

３週齢と５週齢とのマウスに１０６～１０２個台のオーシス

トをそれぞれ接種した結果，ともに感染14日目までに接

種オーシスト数とＯＰＧ値との間に相関関係が認められ

た（Figs､2,3)。すなわち，106個台接種群では前述と

同様の推移を示し，105個台接種群では１０日目に104個台

を，11日および14日目には105個台を示し，104個台接種

群では13日目まで10ｲ個台またはそれ以下の値を示した

後，１４日目には105個台に上昇した。103個台接種群では

13ないし14日目まで蕨糖液浮遊法で検出されたのみで，

１０２個台接種群では３週齢からはその排泄がまったく認

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５週齢のマウスに対して，それぞれオーシスト

排泄終了を確認した後，初感染後60日または113日目に

2.0×106個のオーシストを再接種し，その後におけるオー

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。

結果

ＯＰＧ値の推移

週齢の異なる感染マウスのＯＰＧ値の推移を調べた結

果，１５日目まではいずれにも大きな差が認められなかつ
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められず，５週齢でも１７日目からオーシストの排泄が認

められた。また，５週齢では103個と102個台接種群でオー

シスト消失後にその再排泄が認められた。なお，15日目

以降の推移には他のコクシジウム類で認められる様な接
種数との関係がみられなかった。

ＯＰＤ値の推移には個体差が大きいこと，105個以上の

接種では個体差はあまりみられず，102～104個接種群に

較べて高いＯＰＤ値を示すことを報告している。著者ら

が今回Ｃｍｍｓ感染マウスのＯＰＧ値についてその推

移を調べた結果，感染14日目までは接種オーシスト数を

減らすとＯＰＧ値も低くなる傾向が認められた。この成

績は感染10日目までに両者の間に相関が認められたニワ

トリ由来のＯｓｐ・での報告（松井ら，1992）と類似し

ていた。一方，山浦ら（1992）はクマネズミ由来Ｃｓｐ、
感染ラットについて著者らと同様の方法で調べ，104個
以上と以下との接種群でＯＰＧ値に差が認められたこと

を報告している。このことから，ＣＤ/ptoSporidizLmで
は接種量と排泄量との間に関係が認められるものの，そ

の関係は他のコクシジウム類と同様に原虫の種によって

異なるものと考えられた。なお，前川（1988）はＣ

ｍｍｓについてオーシスト102個接種群マウスに感染が

成立しないものがあることを報告しており，今回の実験

でも同様の成績が得られたことから，Ｃｍｍｓでは

102個がマウスに対する感染可能な最少数であることが

示唆された。また，５週齢の102個と103個接種群にオー

シストの再排泄がみられたが，この原因については汚染

による再感染のためか，自家感染によるものか，原虫の

再燃によるものかは明らかにできなかった。

免疫原,性については，ニワトリ由来Ｏｓｐ・で初感染
時に１０５個台のＯＰＧ値を10日間前後示した場合は再感

染が認められないこと（松井ら，1992)，またクマネズ

ミ由来Ｃｓｐ､感染ラットでは初感染時にＯＰＯ値が104

～103個台と低いためか，全例に再感染が認められたが，

再感染後の排泄オーシスト数は極めて少数であること

(山浦ら，1992）などが報告されている。今回調べたＣ

ｍｍｓでは初感染時に103個台またはそれ以上を接種す

ると全群が105個台のＯＰＧ値を２週間以上示し，オー

シスト排泄終了後に再接種してもその後はまったくオー

シストの排泄は認められなかったことから，本種も松井

ら（1992）が調べたニワトリ由来Ｃｓｐ・や，山浦ら

(1992）が報告したクマネズミ由来Ｃｓｐ．と同様にかな
り強い免疫原'性を有することが明らかになった。また初

感染時に102個台を接種した５週齢マウスはオーシスト

の排泄数が少なく，再接種後のＯＰＧ値は対照群と同様

の推移を示した。ニワトリ由来のＣＳＰ.では初感染後
のオーシスト排泄数が少ない場合，再接種後のそれも少

量である（松井ら，1992）ことから，本原虫では初感染

時に－部のマウスで感染が成立せずに再接種による感染
を受けたものと考えられた。

今回の実験で得られたＣｍｍｓの成績はニワトリ由

来Ｃｓｐ・やクマネズミ由来Ｃ,ｓｐ・での成績と類似して

いたことから，CryptoSporidiumでは蕨糖液添加法に

免疫原性

３週齢と５週齢のオーシスト接種マウスに再接種を行

なった結果，初感染時に102個台を接種した２群を除き，

全群にその排泄がまったく認められなかった。しかし，

初感染後にオーシストの排泄が認められなかった３週齢

と，オーシストの排泄数が最も少なかった５週齢の１０２

個接種群はいずれも再接種時の対照群と同様のＯＰＧ値
の推移を示した。

考察

C7XyptoSpo7idiumでは，一般に幼若獣ほど感染率が

高く，強い症状を示すことが知られている(井関，1984)。

松井ら（1992）はニワトリ由来のＣｓｐ・の実験感染鶏に
ついて，宿主の適齢によるオーシストの排泄状況を調べ，

10週齢までは同様のＯＰＯ値の推移を示すが，１４週齢は

これより低い推移を示すことを報告した。山浦ら（1992）

はクマネズミ由来Ｃｓｐ・実験感染ラットについて調べ，

４，８，１２週齢ともにＯＰＣ値の高さには大きな差が認

められないものの，１２週齢のみpate7ztperiodが７日
間短縮したことを報告している。今回調べたＣｍｍｓ

では，３～29週齢のマウスに106個台のオーシストを接

種した結果，最も若い３適齢で最高と最低のＯＰＧ値を

示した２群の間に大きな差が認められず，他の週齢でも

12および13日目の値に差が認められるものの，いずれも

－時下降し，１４日目には再び上昇して105～106個台の

ＯＰＧ値を示したことから週齢による大きな差は認めら

れないものと考えた。従って，ＣＤ/ptoSporidiumでは

宿主の週齢による感受性の差は原虫の種によって異なる

ものと考えられた。なお，ＯＰＯ値が12～１３日目に一時

下降し，１４日目に再び上昇する現象はすべての実験群で

認められた。前川（1988）およびIsekietaZ.（1989）も

○・ｍｍｓ実験感染マウスでＯＰＤ値（マウス１頭１日

あたりの排泄オーシスト数）を調べているが，１２～13日

目の一時的な下降は認められていない。このことは排泄

オーシスト数の測定方法の違いによるものではないかと

考えた。

接種オーシスト数と排泄オーシスト数との関係につい

ては，前111（1988）がＣｍｍｓ感染マウスについて

ＯＰＤ値の推移を調べ，102個接種群では感染が成立し

ない個体も存在し，感染してもＯＰＤ値は全般に低いこ

と，103個，104個接種群では全例に感染がみられたか，



203

よるＯＰＧ値の測定が有効であり，その推移は他のコク

シジウムと同様に宿主の感染状況の把握や治療薬の効果

判定に応用できるものと考えた。
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Depα"me"'０/TrOpjcα/Djseasesα"ｄＰａｒａｓｊｒｏ/０８)/,Kyorj〃Ｕ"ｊｙｅＭ)/Sc/､o/q/Ｍｅｄｊｃｊ"e，

ＳﾊﾉﾉMnwa6-20-2,/Ｗａｋａ,ルノbﾉ018/,ﾉﾋJpα〃

OocystproductionandimmunogenicｉｔｙｏｆＣ'ryptoSpoｸﾞﾉ｡ｊ"、、"rjs(strainRN66)isolatedfiomthefecesofa

houseratwereexaminedexperimentallyinmice,Miceusedwere3-to29-week-oldICR(SPF)miceThenumbersof

oocystspergramoffeces(OPGvalues)weremeasuredbythesugarsolutionmethod・

ＴｏexaminetherelationshipbetweentheOPGvaluesandtheageofmice,ｎｉｎｅｇｒｏｕｐｓｏｆ５ｍｉｃｅｂｅｉｎｇ３ｔｏ８，

１２，２１and29weeksoldwereinoculatedorallywith20xl66oocystsandtheirOPGvaluesweremeasured、All

groupsshedoocystsfromdays7~l0postinoculation(PI).TheOPGvaluesoftheallgroupswerelO5~l06ondayslO

andl4PLthoughtheydecreasedondaysl2andl3PIThesemiceshowedirregularchangesofmeanOPGvalues

onandafterthedayl5PL

ToexaminetherelationshipbetweenthenumberofoocystsinoculatedandtheOPGvalues,Ｓｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅ

ｂｅｍｇ３ｏｒ５ｗｅｅｋｓｏldwereinoculatedorallywithdosesvaryingfiPom2.0×ｌ０２ｔｏ２・OxlO6oocysts，Theresults

showedcorrelationbetweenthenumberofoocystsinoculatedandmeanOPGvaluesuntill4daysPL

Afterprimaryinoculationthesemicewerechallengedwith２．０×ｌＯ６ｏｏｃｙｓｔｓｏｎｄａｙ６０ｏｒｌｌ３・Eightgroups

inoculatedprimarilywithlO3～１０６oocystsdidnotshedanyoocystsafterthechallengeinfection、Theseresults

demonstratethatCm”/shasstrongimmunogenicitytomice．




