
[寄生虫学雑誌第45巻第５号408-416頁，1996,10］

抗線虫薬の作用研究用の新しいj〃Ujtm実験

モデル系としてのＲ/zaMttjs（Ｒ/zaMjteZZα）

pseLzaoeZo"gamMicoletzky，１９１３

寺田護り石井明'）可知茂男'）記野秀人'）

皆川望2）影丼昇3）須田久也4〕斎藤英夫4）

(1)浜松医科大学寄生虫学教室，〒431-3l浜松市半田町3600

2)農林水産省農業研究センター，プロジェクト研究第２チーム，〒3Ｏ５つくば市観音台３－１－１

３)国立予防衛生研究所寄生動物部，〒162東京都新宿区戸山１－２３－１

４)科研製薬(株)特薬部，〒245藤枝市源助301）

（掲載決定：平成８年１０月22日）

要約

糞線虫症が疑われた患者の糞便を寒天平板上で培養したところｍＵｔｔ７ｏで増殖する桿線虫類の

虫体が得られた。虫卵は51.5,ｕｍ×27.3〃ｍで卵殻が極めて薄く，成虫はピン状の尾部を有し，

尾端までの体長が雌で1.38ｍｍ，雄は114ｍｍであった。口腔，尾部，生殖器官などの特徴から

Ｒ/zaMjtis(Ｒ/za6dtMZα)pseudoeZo"gataMicoletzky，1913と同定された。1.5％寒天平板培
地では，栄養源としてはヒト糞便が最も良好であったが，ネズミ粉末飼料でも代用できた。また，

NImediumほかの液体メディウムでも培養可能であった。培養温度は25°Ｃが最適であった。維持

には粉末飼料を栄養源とする1.5％寒天平板ないしNImediumで17°Ｃで培養し，４０日ごとに移植
している。

Keywords:Ｒ/za6ditts(Ｒ/za6diteZZα)psendoeZo"gataMicoletzky，1913;facultativepara-
site；ｍｕｉｔｒｏａｓｓａｙｍｏｄｅＬ

たれUit7oにおける増殖を指標とできる新たな実験系

としてＲ/za6ditis(Ｒ/za6diteZJα)pseudoeZo"gata

Micoletzky，1913を材料とする方法を報告した。

本線虫は，糞線虫症が疑われた患者の糞便を寒天平板

(1.5％agar）で培養したところ，偶然に入手したもの

である（寺田ら，1994)。

本線虫は腐食士や動物の糞から発見され，その形態的

特徴などについて，内外において幾つかの報告がなされ

ている（渡邊，1927;LevineetaZ.，1963；関屋，1965；

徐，1975;Sudhaus，1976;Andrassy，1983,1984)。

しかし，今回は抗線虫作用研究のための新たなinUit7o

モデル系の確立を目的とした研究であり，このような観

点から本線虫が取上げられた研究は未だない。そこで，

この新たな目的の研究を始めるに当たり，本線虫の由来

形態学的特徴，実験室での維持のためのｍＵｉｔ７ｏ培養

条件などについて報告したい。

実験材料と方法

1．材料

患者は島田市在住の59歳の女性で，下血を主訴として

緒Ｐ

，専ら広東住血線虫などの自動運これまで，著者らは，専ら広東住皿線虫などの目勤連

動を指標にして駆虫薬のｍＵｉｔｒｏ作用を検討してきた

(寺田，1989)。最近，牛，羊，豚などの腸管線虫類に従

来より用いられてきたベンズイミダゾール誘導体

(Mebendazoleなど)，マクロサイクリックラクトン誘

導体（Ivermectinなど)，その他（Pyrantelなど）の

いずれに対しても薬剤耐性株が広がりつつあり，新たな

抗線虫薬の開発が求められている（ConderandCamp-

belL1995)。一方，西欧諸国で特に盛んとなった動物

愛護運動の高まりとともに，動物実験代替法の模索が進

められている。動物実験代替法としての細胞培養をはじ

めとするｍＵｉｔ７ｏ実験系の開発が求められている（小

野，1995)。そのような時代背景から，最近，著者ら

(須田ら，1996）は，実験動物を用いず，しかも，従来

の抗線虫薬の作用の研究においては考えられていなかっ

ＣＯ〃eSpo7zde"Ce:ＭａｍｏｒｕＴｅｒａｄａ，mterada＠

hama-meCLac・jｐ



409

島田市民病院を受診した。検査室での糞便検査で糞線虫

ラブジチス型と思われる幼虫が認められ，浜松医科大学

寄生虫学教室へ糞線虫症の確認の依頼となった（浜松医

科大学症例番号：93023)。

ＡＭＳＩＩＩ法により幼虫を認めたが，食道の形態から

桿線虫類のラブジチス型幼虫と同定された。また，培養

を試みるため，直径（内径）8.5ｃｍ・深さ1.7ｃｍのガ

ラスシヤーレに１５％寒天（－級試薬・寒天末，片山）

を平板培地とし，その中央部に患者の糞便（小指頭大）

を載せて，３７°Ｃと27°Ｃの孵卵器内で培養した。その結果，

27°Ｃの条件下でのみ多数の成虫と虫卵および幼虫を認め

ることができた。

20ｍlを取り，粉末飼料約１９を添加した条件およびフィ

ラリアの幼虫をｍＵｉｔ７ｏで培養する目的で用いられて

いるＮＩＴＣｌ３５とＩＭＤＭの混合メディウム（以下，ＮＩ

ｍｅｄｉｕｍ，FrankeetaZ.，1987）を同様のシャーレに

20ｍl入れた条件についても検討した。

つぎに温度条件については，粉末飼料を栄養源とした

15％寒天の平板培地で，各種温度条件（３７，２９，２５，

２２，１７°Ｃ）の孵卵器中ないし４℃の冷蔵庫に保った場合

の虫体の増殖や運動性と温度の関係を観察した。この場

合，運動』性ついては室温（22～25℃）に取り出してから

の運動性の有無を検討した。

(2)定量的な検討

粉末飼料を栄養源として添加したリン酸緩衝液（１／

15Ｍ，ｐＨ7.4）における増殖の程度を検討した。1.5％

寒天の平板培地で粉末飼料を栄養源として25°Ｃで３日間

培養した虫体をリン酸緩衝液（1／15Ｍ，ｐＨ7.4）で洗

浄し，洗浄液を２重ガーゼで濾過し，その濾液を24穴マ

イクロプレートに20ｑｕｌずつ分注した。各穴に粉末飼

料の約0.019ずつを加え，２５°Ｃで６日間培養し，経日的

に７％（５倍希釈）ホルマリン液200mを加えて固定

し，成虫，幼虫および虫卵に分けて計数した。

実験結果

1．線虫の由来

虫体は糞線虫症が疑われた患者（症例番号：93023）

の糞便を寒天平板（1.5％agar）による培養で得られた
ものである。

2．成虫および虫卵の大きさの測定

患者の糞便を1.5％寒天平板培地に載せて，２７°Ｃの孵

卵器内で３日培養後に，寒天を生食水中で破砕し，成虫

および虫卵を集め，3.5％（１０倍希釈）ホルマリン液で

固定後に撮影した写真について成虫と虫卵の大きさを

imageanalyzer（Videoplan，KontronCo.，Mu-

nich,FederalRepublicofGermany）を用いて計測

した。また，一部の線虫は65°Ｃで熱殺した後にＴＡＦ固

定液で固定を行った。固定された線虫は，Thorneの

slowmethodの変法で脱水し（Minagawaand

Mizukubo，1994)，グリセンリンに封入してプレパラー

ト標本を作成した後，光学顕微鏡下で計測した。

3．成虫の形態観察

成虫と虫卵の大きさの計測の場合と同様にして成虫体

を集め，容量５ｍlのガラス瓶に集め（約ｌｍｌ)，６０～

65.Cの湯に30秒程漬けた後，3.5％（１０倍希釈）ホルマ

リン液３ｍｌを加えて固定し，光顕的ならびに電顕的

(ＳＥＭ）に形態観察を行った。

2．虫卵および成虫の計測値ならびに線虫の同定

虫卵は直径が5Ｌ５±3.2αｍ，短径が27.3±2.ｑｕｍで

卵殻が極めて薄かった（Fig.１)。

成虫はピン状の尾部を有していた。雌成虫は尾端まで

の体長が1.38±0.16ｍｍで，尾部は0.23ｍｍであり，

雄は１１４±0.11ｍｍで，尾部は0.18ｍｍであった

(Tableｌ)。また，本線虫の体形をＤｅＭａｎＭｏｒｍｕｌａ

で示した値はＴａｂｌｅｌに示した通りであり，これを含め

た形態的特徴から本線虫をＲ/zaMbtjs(Ｒ/za6diteZZα）

pseudoeZo7zgataMicoletzky，1913と同定した。以下，

この虫体をＲ・pseudoeZo7zgata（93023島田株）と呼
ぶ。

4．実験室内での維持のための培養条件の検討

(1)定'性的な検討

実験室内での維持条件を探すため，先ず，栄養源と温

度についてｍＵｉｔ７ｏでの増殖の程度を定'１kt的に検討し

た。

栄養源についての検討では，直径（内径8.5ｃｍ）・深

さＬ７ｃｍのシャーレに1.5％寒天を平板培地とし，その

中央部に栄養源としてヒト，ラットないしマウスの糞便，

ネズミ用粉末飼料（クレア，１９に２ｍｌの脱塩水を加

えて５分間煮沸したもの，以下「粉末飼料」と略）約１

９を載せ，その上に成虫，幼虫ないし虫卵を置き，脱塩

水0.5ｍlを添加し，シャーレを湿潤箱に収めて増殖の有

無と程度並びに運動性の持続期間を観察した。さらに，

同様のシャーレにリン酸緩衝液（１／15Ｍ，ｐＨ7.4）を

3．成虫の形態観察

Fig.２に示したように，雌雄ともに口腔は円筒状で

長さは幅の約４倍あり，尾部は長く糸状になるのが本種

の大きな特徴である。雌には体の中央部に位置する陰門，

一対の卵巣や虫卵を含む子宮，また，雄には精巣や先端
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Fig.１EggsofR/labdﾉﾉﾉs(R/zabdjteﾉﾉα)pseⅨdoeﾉo"gα/α、
Left:Undeveloped,Right:Developedeggwithlarva．

Bar:５０α、．

虫体が多くなった。３７°Ｃでは虫体の増殖はみられず，１

日後に虫体の移動跡がみられたのみであった。一方，温

度を低下させると増殖速度は遅くなった。２２°Ｃでは７日

後までの増殖はわずかで，１４日後の観察で著明な増殖が

みられ，産卵と運動性を示す虫体の認められる期間は２８

日以上であった。１７°Ｃでは増殖速度はさらに遅れるが運

動性の見られる虫体が60日以上にわたり認められた。な

お，４℃の冷蔵庫に保存すると，増殖は認められないが，

６カ月以上運動性を示す幼虫が認められた。

つぎに，増殖の定量的変化を知るため，２５°Ｃの条件下，

粉末飼料を栄養源として添加したリン酸緩衝液中での培

養後の成虫，幼虫および虫卵数の推移を観察した

(Table２)。Fig.４はそれぞれの割合をパーセントで示
したものである。この図における変化からみると，虫卵

から成虫までの生育期間は３日とみなされる。

結局，直径（内径）8.5ｃｍ・深さ1.7ｃｍのガラスシャー

レで粉末飼料を栄養源とする寒天平板ないしＮＩｍｅ－

ｄｉｕｍを用いて，１７°Ｃで培養し，４０日ごとに移植する方

法で容易にこの虫体を実験室で維持できることが明らか

になった。本線虫はこの方法で既に３年以上にわたり当

研究室で維持されている。

部がわずかに分岐する交接刺が認められた。

成虫の電顕像（SEM）から明らかなように，雌雄と

もに唇乳頭の発達は弱く，口腔開口部は三角形を呈し，

体環は一般に不明瞭で，側線は２本であった。雄の尾部

には，退化した非常に小さい尾翼（Bursa）と９対の尾

乳頭が認められた（Fig.３)。

4．実験室内での維持のための培養条件の検討

先ず，定性的な観察については，1.5％寒天平板の中

央部に栄養源を載せ，その上に成虫，幼虫ないし虫卵を

置くと，温度により速度が異なるが，増殖は栄養源の近

傍から始まった。その後，日数の経過とともにシャーレ

の周辺に虫体が移行し，周辺部での増殖がみられ，やが

てシャーレ全面でおびただしい増殖がみられた。

寒天平板の場合，栄養源としてはヒト糞便が最も良好

であったが，ラットやマウスの糞，粉末飼料でも代用で

きた。また，粉末飼料添加リン酸緩衝液（l／15Ｍ，ｐＨ

7.4）およびNImediumでも同様に増殖がみられた。

粉末飼料を栄養源とした寒天平板で温度と増殖の関係

をみると，２５°Ｃが最適で，３日後に著明な増殖がみられ，

７日後でも幼虫・成虫に運動性がみられた。２９°Ｃでは同

様に増殖がみられたが，７日後では運動性のみられない

ヒー
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TablelMeasurementsanddimensionofR/zqbdjtjs(R力abcﾉﾉrﾋﾟﾉﾉα加se"doピノo"gｑｒｑ

Femaleadults Maleadults Ｅｇｇｓ

[3.5％fOrmalinsolutionfixedmaterials］

2０ 1３ 1６、

1,383±1６１

42.1±9.6

LengthCum）

WidthOUm)

１，１３９±1０９

３４．２±5.4

５１．５±3.2

27.3±2.0

[TAFsolutionfixedmaterials］

２１ 2０

Length(似、）

Width(似、）
ａ

ｂ

Ｃ

ｃ’

Ｖ(96）

Ｔ(96）

妬
０
５
５
６
９
８

１
６
２
０
０
１
１

＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
’

６
９
３
－
５
８
ｌ

２
６
６
６
４
２
ａ

２
４
２

－
４

１ ｐ
３
６
ｌ
７
７

ｌ
３
２
１
０
０

＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
｜
＋
’

９
７
４
０
０
７

６
ス
８
０
６
６

，
３
２
１

１

16.8±2.1

Piguresindicatemean±ＳＤ．

、＝ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

ａ＝bodylength÷greatestbodywidth

b＝bodylength÷distancehomanteriorendtojunctionofesophagusandintestine

c＝bodylength÷taillength(anusorcloacatotailterminus）

c，＝taillength÷bodywidthatanusorcloaca

V＝distanceofvulvafromanteriorend÷bodylength

T＝distancefTomcloacatoanteriormostoftestis÷bodylength

tenuicandataMenzaletStefaｎｓｋｉｉｎＳｔｅｆａｎｓｋｉ，

1917,Ｒ・ｕｓｕｉＷａｔａｎａｂｅ，1927など６ないし７のシノ

ニムが記録されている（渡邊，1927;Sudhaus，1976；

Andrassy，1983,1984)。本種は同属同亜属のＲ・

Zeptu7a（Cobb，1929）およびRoctopZeu7α

(Steiner，1929）に似ているが，前者とは口腔の基部が

左右対称であること，後者とは口腔がより細長いことか

ら区別可能である（Andrassy，1983,1984)。

この線虫は本来は腐食性の自由生活線虫と思われるが，

今回の虫体のように患者からの報告（渡邊，1927)，動

物の糞からの検出（LevineetaL，1963)，ウサギ，イ

ヌなどに対する実験的感染（関屋，1965）が報告されて

いることから，条件次第では動物の腸管における寄生生

活も可能と考えられる。

今回の虫体は糞線虫症が疑われた患者の糞便を診断の

目的で培養中に偶然見出された。糞線虫の診断法として

推奨されているArakakietaZ．（1988）の方法で，３７

℃の孵卵器で，普通寒天培地（一般細菌検査用：Ｅ－ＭＣ

Ｏ１，栄研）を用いて培養を試みた場合は増殖はみられな

考案

今回，島田市の患者から検出され，寒天平板上で培養

された線虫は，雌雄ともに唇乳頭が小さく口腔が細長い

円筒形であり，尾部が細長いこと，雌の卵巣が一対あっ

て陰門が体の中央部に位置すること，雄の尾翼が退化し

て小さく，尾乳頭が９対あることなどの形態的特徴をも

つことから，Rhabditida目Rhabditidae科のRm6-

djtts属Ｒ/Za6diMZα亜属の種と判断された。本亜属に

は３種の既知種があるが，口腔，尾部，雄の尾乳頭の配

列などの特徴から，今回の線虫はRpseudoeZongata

Micoletzky，1913と同定された（Sudhaus，1976；

Andrassy，1983,1984)。

本種はヨーロッパ，アジア，北米，中米，南米，アフ

リカなどに広く分布しており，土壌中あるいは動物の糞

からの検出について内外から報告されている（渡邊，

1927;LevineemZ.，1963;関屋，1965;Sudhaus,1976；

Andrassy,1983,1984)。また，体長やその他の計測値

の種内変異は大きい。このようなことから，Ｒ/za6ditis
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Fig.２MorphologyofadultwormofR・pse"L/Ce/o"gα/α

Female:Ａ,Wholeｖｉｅｗ；Ｂ,Anteriorend;Ｃ,Vulva;Ｄ,Endofintestine・

Male:Ｅ,Wholeｖｉｅｗ;ESpicules(lateralview);GCaudalend(ventralview)．

Scale:AandElOOJUm;B-D,FandG,40JUm.
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Fig.３SEMofRpseMdocル"Ｒａ/α

Female:Ａ,Anteriorend(Iateralview);Ｂ,Anteriorend(fiontalview);Ｄ,Vulva;EAnus;ELateralcord

Male:CAnteriorend(frontalview);GCaudalend;HCaudalpapillaeandcloaca(lateralview)．
Scale:Ａ－Ｃ,Ｚ０Ｊｕｍ;Ｄ－ＦａｎｄＨ，ｌＯＪｕｍ;Ｇ､４０〃、．

かつた。偶然，同時に検討したオクテロニー用の-級試

薬・寒天末による平板培地でも37.Cで培養した場合にも

増殖はみられなかった。しかし，この培地を用いて，２７

｡Cの孵卵器に保ったシャーレで増殖が見られ，多数の成

虫と幼虫が観察された。その後の温度条件についての検

討でも，３７℃では１日程度，虫体の生存は認められたも
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Table2Changesofnumbersofadults,larvae,eggsandtotalnumbersofR・pse"doe/o"gqlraonvarious
incubationdays

ＮＯｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓ

lncubation

days Adults Larvae Ｅｇｇｓ Total

０
１
２
３
４
５
６

１４４±102

288±0

1,440±1７６

3,060±1,131

3,384±5８１

8,820±3,235

14,489±9,663

1,908±358

3,060±836

4,140±778

8,388±3,047

22,248±31,235

134,640±72,135

83,554±35,555

2,160±585

324±6２

4,644±1,911

13,680±5,475

16,596±13,099

20,880±8,412

23,058±20,283

４，２１２±570

3,672±830

10,224±2,109

25,128±9,337

42,228±44,307

164,340±72,596

118,304±30,379

Figuresindicatemean±SDof4experiments．

1００
虫としてはCaenor/za6ditise化gα"ｓがある。この線

虫については遺伝学的ないし分子生物学的に多くの研究

がなされているし，実際にAvermectin誘導体の分子

薬理学的作用機序の研究のモデル系として用いられてい

る（Prichard，1993;Arena，1994)。しかし，完全な

自由生活性のＣ・eZegα"ｓと異なり，Ｒ・psezLdo-

eZongamは条件次第では寄生性と考えられ，しかも，

今回の定量的培養条件の検討で，ＣｅＺｅｇａ几ｓ同様に極

めて短いライフサイクル（25°Ｃで約３日間）が推測され

ている。しかも，この虫種についてはIvermectin（寺田

ら，1994）およびLevamisoleとThiabendazoleに

対する感受性（須田ら，1996）が認められている。従っ

て，抗寄生線虫薬の研究に関する限り，Ｒ・pseILdoeZoル

ｇａｔａの方がより合理的なモデルとなる可能性が考えら

れる。また，今後，寄生線虫に関連した遺伝学的・分子

生物学的研究の新たなモデルになるかもしれない。

この線虫が抗線虫薬の作用研究用のモデル実験系とし

て確立されるためには，生活環についての詳細，動物の

腸管における寄生生活の成立条件の解明が重要と考えら

れる。また，実験指標について，これまで著者らが専ら

指標としてきた自動運動（寺田，1989）はもちろん，虫

卵，幼虫および成虫からの増殖・分化に対する作用を生

化学的ないし分子生物学的など多様な指標について研究

されるならば，実験動物代用系としての有用性が高まる

ものと思われる。
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のの増殖は観察されなかった。この結果からはこの患者

の糞便から多数の幼虫が検出されたという事実を説明で
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考えられる。
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! Abstract •
: I

RHABDITIS {RHABD1TELLA) PSEUDOELONGATA MICOLETZKY, 1913 AS A NEW

IN VITRO MODEL FOR STUDYING THE MODE OF ACTION OF

ANTI-NEMATODAL ANTHELMINTICS

Mamoru TERADA1}, Akira ISHII0, Shigeo KACHI0, Hideto KINO0,

Nozomu MINAGAWA2), Noboru KAGEI3), Kyuya SUDA4) and Hideo SAITO4)

^Department ofParasitology, Hamamatsu University School ofMedicine,

Handa-cho 3600, Hamamatsu 431-31, Japan.

2)National Agriculture Research Center, Kannondai 3-1-1, Tsukuba 305, Japan.

3)Department ofParasitology, National Institute ofHealth,

Toyama 1-23-1, Shinjuku-ku, Tokyo 162, Japan.

4>Kaken Pharmaceutica Co., Ltd. R&D Department ofAgrochemical and Animal Health Products Division,

Gensuke 301, Fujieda 245, Japan.

Agar-plate incubation method detected Rhabditis-like nematodes in the patient's feces who was suspected of

strongyloidiasis stercoralis, and this nematode could propagate in this system. Oval eggs, measuring 51.5 jiim by 27.3

jim on average, had a single thin transparent shell. Males were 1.14 mm long and females were 1.38 mm long on average.

Both sexes had the posterior end extended into long, slender point. This nematode was identified as Rhabditis

(Rhabditella) pseudoelongata Micoletzky, 1913 by morphological characteristics. In agar-plate incubation human

feces was the best nutrient, although a commercial mouse diet acting as a substitute. This nematode also propagated in

medium such as NI medium. Optimal temperature was 25°C in the agar (1.5%)-plate incubation system. We are now

maintaining this nematode using the agar (1,5%)-plate with mouse diet and NI medium at 17°C by changing them every

40 days.




