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要 約

Cryptosporidiumsp.(Cr)感染F蛮洗浄液の初生雛への点眼接種実験を行い,鶏の結膜Cr症について検討した.Cr

オーシス ト点眼接種実験として糞便由来オーシス ト点眼接種群 (Ⅰ群),Cr感染F蛮洗浄液点眼接種実験群用として糞

便由来オーシス ト経口接種群 (A群),Cr感染F袋洗浄液点眼接種群 (B群)および未接種対照群 (C群)を設定した.

A群を14日齢時,Ⅰ,B,C群を4,7,10,14および21日齢時に剖検 し,病理組織学的に検索した.結膜寄生はⅠ群

では10日齢から,B群では4日齢から全例で認められ,結膜Cr症が再現された.Cr寄生は,眼険結膜から角膜に連続

する重層円柱上皮細胞からなる眼球結膜にまで及んでいた.糞便由来オーシス トを含まないB群において,Ⅰ群よりも

迅速にCr寄生が成立したことから,結膜Cr症には自家感染性を有するスポロゾイトおよびメロゾイトが重要であると

推測された.- キーワード:自家感染,結膜クリプトスポリジウム症,点眼接種,オーシス ト.

Cryptosporidium (Cr)は胞子虫綱に属する原虫で,

世界各地で人を含む噛乳類,鳥類,lrq虫類,魚類等のお

もに腸粘膜上皮細胞に寄生し,下痢症を引き起こす人獣

共通感染症の病原体である [1,2].オーシス トはきわめ

て小さく,ほとんどの消毒薬が無効なため,水道汚染に

よる集団感染が問題となっている [3].鳥類では鶏の

Cryptosporidiumbaileyi,七面鳥のC.meleagridisの2

種が存在するが,未同定の場合が多 く,Cryptosporidi-

〟∽spp.として報告されている [4].Crは鶏のファブリ

キウス嚢 (F嚢),総排他腔および上部気道等に寄生し,

多 くは不顕性感染を示すが,上部気道感染では呼吸器症

状を引き起こす [2,5],以前当研究室では,菊地ら [6]

が産卵鶏の尿管Cr症より分離したCrを数代継代するこ

とにより,従来の寄生部位の他,結膜や上部気道にも

Cr寄生が増加することを報告した.鳥類における結膜

Cr寄生は,自然発生でクジャク [7],七面鳥 [8],キ

ジ [9],ハイイロガン [10]等において報告されている

が,これらは呼吸器Cr症の他,細菌もしくはウイルス

感染を伴っていた.実験的にはLindsayら [11]が,

Cr感染鶏のF轟から分離したCrオーシス トを保存培養

したものを,7日齢の幼雛に点眼接種することにより,

鶏でも結膜Cr寄生を示しており,菊地ら [6]は,継代

により従来よりも広域に感染するCrが出現した可能性

を示唆している.今回,広域化 したCr寄生部位の中で

も特に結膜寄生に着目し,鶏の結膜Cr症の再現および

本態を明らかにするために,Cr感染F垂洗浄液の初生

雛への点眼接種実験を行い,病理組織学的に検索した.

材 料 お よ び 方 法

動物実験 :実験雛は,研究室で継代維持しているP2

系の白色 レグホン種の有精卵を貯化 して用いた.実験

は,岩手大学動物実験委員会の承認を得て実施され,雛

はジエチルエーテル麻酔殺後に剖検された.

crオーシス ト点眼接種実験 :Crオーシス トの病原性

を検討するため,糞便由来オーシス ト点眼接種群 (Ⅰ

秤)24羽を設定し,初生雛に点眼接種する感染実験を

行った.供試Cr株は研究室で維持 している未同定の

Cryptosporidiumsp.[6]で,荒木 ら [12]が尿管Cr

症を呈した野外例の糞便より採取し,研究室において継

代維持されている株を用いた.2.5%ニクロム酸カリウ

ム溶液にて4℃で保存 ･培養されていたオーシス ト保存

液は,ニクロム酸カリウムを除去するために繰 り返し遠

心洗浄された.ショ糖遠心浮遊法 (比重1.2)[13]によ

りオーシス トを収集,2.5×102個/0.02mg/片目/羽に

調整,接種材料とした.P2系白色 レグホン種鶏の初生

離24羽にオーシス ト浮遊液を両眼に点眼接種 し,4,7,

10,14および21日齢時に各群5羽ずつ (21日齢のみ4

羽)剖検した.

cr感染F嚢洗浄液点眼接種実験 :実験群としてCr感

染F褒洗浄液採取用の糞便由来オーシス ト経口接種群
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表 1 Crオーシスト点眼接種実験におけるCr寄生状況
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表 2 Cr感染F蛮洗浄液点眼接種実験におけるCr寄生状況

A秤l) B 群
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(A群)10羽,Cr感染F蛮洗浄液点眼接種群 (B群)22

羽,未接種対照群 (C群)10羽の3群を設定した.供試

鶏としてP2系白色 レグホン種鶏の雛を用い,A群には,

Crオーシス ト点眼接種実験例 と同方法で2×104個/

0.2mg/羽に調整 したCrオーシス ト浮遊液を初生時に経

口接種 した.A群は14日齢時に全羽剖検 し,F喪をはじ

めとする主要臓器を採材 した.F蛮内部をリン酸緩衝液

(PBS)でピペッティングし,10羽分のF蛮洗浄液を約

2ml作製 した.B群 としてF蛮洗浄液を0.03mL/片 目/

羽で初生時に両眼に点眼接種 した.4,7,10,14およ

び21日齢時にB群は5羽ずつ (21日齢のみ2羽),C群

は2羽ずつ剖検 した.

病理組織学的検索 :実験鶏は剖検後,検体の主要臓器

を採材 し,10%ホルマリン液にて固定,常法に従いパ

ラフィン包埋ブロックを作製した.薄切標本を作製,ヘ

マ トキシリン ･エオジン (HE)染色を施 し,光学顕微

OUTSIDE

HOST

図1 クリプトスポリジウムの生活環

1-4:粘膜上皮細胞徴繊毛への虫体侵入後の無性生

殖過程

5-7:有性生殖によるオーシストの形成過程

8:体外に排出された成熟オーシスト

a:無性生殖で増殖した虫体メロゾイト

b:成熟オーシストから遊離した虫体スポロゾイト

鏡にて検索 した.Cr寄生部位については特殊染色とし

てPAS反応を施 した.

成 績

crオーシス ト点眼接種実験 :Ⅰ群では鴨嶋等が認め

られる例もあったが,それ以外の顕著な臨床症状はみら

れず,結膜にも著変は認められなかった.剖検例の全例

において,肉眼所見に著変は認められなかった. Ⅰ群の

主要臓器におけるCr寄生状況は表 1に示す とお りで,

従来の寄生部位であるF亜および総排壮腔へのCr寄生

が7日齢から高率に認められた.結膜寄生は10日齢か

ら認められ,21日齢では2例の両眼結膜にCrが寄生 し

ていたが,それ以外の例では片眼結膜にのみ寄生が認め

られた.

cr感染 F嚢洗浄液点眼接種実験 :A,B両群におい

て,職場等が認められる例もあったが,それ以外の顕著

な臨床症状はみられず,結膜にも著変は認められなかっ

た.剖検例の全例において,肉眼所見に著変は認められ

なかった.C群では,臨床症状はみられず,剖検例の全

例において,肉眼所見に著変は認められなかった.A,

B両群の主要臓器におけるCr寄生状況は表2に示す と

お りで,A群では,14日齢での剖検例の全例において,

F碇および総排壮腔へのCr寄生が認められた.2例に結

膜寄生が認められたが,片側性の寄生であった.B群で

は,総排浬腔への寄生は4日齢から,F垂への寄生は7

日齢以降全例で認められた.結膜寄生は4日齢から全例

で認められ,観察期間中のすべての日齢でみられた.C
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図2 眼結膜 (点眼接種実験,B群,4日齢,No.2,HE敦

色 ×350)

4日齢では粘膜上皮自由表面にCr虫体が認められ,

上皮細胞は腫大,杯細胞も散見される.

図3 眼結膜 (点眼接種実験,B群,7日齢,No.1,HE敦

色 ×350)

7日齢では,粘膜の軽度肥厚を認め,上皮細胞は腫

大,杯細胞数の減少が認められる.

群では,いずれの臓器にもCr寄生は認められなかった.

病理組織学的にCrは,どの寄生部位においても,粘

膜上皮細胞の自由表面ないし艦内に遊離 した直径2-

5pmのヘマ トキシリンに淡染する類円形物であった.

PAS反応標本ではCrはPAS陽性を示 し,赤染した.令

臓器におけるCr寄生部位では共通 して,上皮細胞は腫

大し,乳頭状に増生,重層化 していた.上皮細胞間には

偽好酸球が浸潤 し,粘膜固有層には種々の程度でリンパ

球,形質細胞を主体とする円形細胞が浸潤 していた.結

膜においても,Cr寄生部位では粘膜上皮細胞は腫大 し,

乳頭状に増生 していた.上皮細胞間および粘膜固有層に

は,偽好酸球をはじめ円形細胞が重度に浸潤 し,結膜炎

を里 していた.結膜炎は,B群では4,7日齢では軽度で

あり,10日齢以降に顕著に重篤化 していた (図2-4).

Cr寄生は,B群では4日齢では全例で,結膜浅部の眼険

図4 眼結膜 (点眼接種実験,B群,10日齢,No.4,HE染

色 ×350)

10日齢では,粘膜上皮細胞は腫大および乳頭状に

増生,粘膜上皮の褐曲化が認められる.また,杯細胞

の消失,粘膜固有層には偽好酸球をはじめとする円形

細胞が重度に浸潤している.

結膜のみにしか認められなかったが,7日齢以降寄生部

位が拡大 し,全例で深部の眼球結膜にまで寄生が認めら

れた.4日齢では粘膜上皮細胞間には杯細胞が散見され

たが,7日齢以降は減数 ･消失 し,粘膜上皮細胞の腫

大 ･増生は顕著で,円形細胞浸潤も重度となった.

考 察

結膜Cr寄生は,Ⅰ群では多 くは片側性に10日齢から

詑められ,B群では,全例で両側性に4日齢から認めら

れた.これは糞便由来のオーシス トを点眼接種 しても,

結膜への直接感染性はないが,F蛮洗浄液は,結膜を含

め,迅速かつ広域に感染するCr感染因子を含むことを

示唆している.Crの生活環 (図1)[2,4,14]から考慮

すると,結膜寄生にはF嚢洗浄液に含まれる自家感染性

をもつthin-walledoocysts由来のスポロゾイ トと,メ

ロント由来のメロゾイ トが重要ではないかと推測され

る.つまり,糞便中には従来のthick-walledoocystsの

他,スポロゾイ トやメロゾイ トも排出されていて,まれ

に見られる結膜Cr症は,環境中に存在するこれらの虫

体が偶然結膜に付着 し,感染が成立したことが推測され

る.

Lindsayら [11]の点眼接種実験では,接種材料は

Cr感染鶏F嚢から分離 したCrオーシス トを保存培養し

たもので,結膜Cr寄生は投与後10日日以降に認められ

た.この接種材料は保存培養期間が長いため,含まれる

ものは成熟 したオーシス トのみであることが考えられ,

今回の糞便由来オーシス トを点眼接種 した Ⅰ群の成績

は,Lindsayら [11]の実験同様,結膜寄生が投与後10

日日以降で成立 し,実験結果は一致するものであった.

結膜は解剖学的に,眼険の内側面に位置する眼険結膜
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から,角膜緑付近で角膜前面に連続する眼球結膜まで

の,連続 した薄い粘膜の総称で,鶏の眼は晴乳類と異な

り,剛 莫 (第三眼隙)が非常に発達し [15],結膜は表

層から順に眼除結膜, 瞬膜結膜,そして眼球結膜へと移

行する.組織学的には,眼験結膜は眼除表面と連続する

重層扇平上皮細胞から重層円柱上皮細胞に移行し,杯細

胞も散在する.眼球結膜は重層円柱上皮から角膜の重層

扇平上皮へと移行する.Crの増殖には,寄生体胞形成

のために粘膜上皮細胞に微減毛が必要である [2,4].

CrはB群4日齢では浅部の眼険結膜円柱上皮細胞のみ

に寄生が認められたが,月齢の進行とともにCr寄生部

位は深部へと拡大し,7日齢からは角膜に連続する眼球

結膜円柱上皮細胞にもCr寄生が認められた.眼球結膜

は晴乳類では重層扇平上皮から構成される [16]が,鶏

の眼球結膜は,杯細胞を含む重層円柱上皮細胞と重層扇

平上皮への移行部から構成されてお り,この組織構成

が,鶏においてCr寄生が結膜深部まで波及する要因と

なっていることが示唆された.
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初生雛の実験的結膜クリプ トスポリジウム症

ExperimentalConjunctivalCryptosporidiosisinChicks

shieMATSUDA*,MasanobuGORYOIandKosukeOKADA

*DepartmentofVeterinaryPathology,FacultyofAgriculture,IwateUniversity,3-18-8Ueda,
Morioka,02018550,Japan

SUMMARY

ConjunctivalcryptosporidiosiswasinducedinchicksbyocularinoculationofoocystsofCryptosPoridiumsp.

(CR)orawash-SolutionofthebursaofFabriciusinfectedwithCR.Day-oldchicksobtainedfromP2White

Leghornchickensweredividedintothefollowlnggroups;OCularinoculationofmatureoocystsforchronolog-

icalexamination(GroupI);oralinoculationofmatureoocysts(GroupA);ocularinoculationofwash-Solution

ofthebursaofFabriciusofGroupA(GroupB);andnon-inoculationcontrolgroup(GroupC).ChicksofGroup

Awerenecropsied14dayspostinoculation(PI),whileGroupsI,BandCwerenecropsied4,7,10,14and21

daysPI.ConjunctivalcryptosporidiosiswasobservedinallchicksinGroupB,butitwasonlyobserved10days

PIinGroupI.DevelopmentalstagesofCRwereobservedinthepalpebralandbulbarconJunCtivacomposed

ofstratifiedcuboidalcolumnarepithelium.ThestoolofchickensinfectedCRmighthavecontainedmature

oocysts,howeverthewash-solutionfromthebursaofFabriciusinthisstudydidnotcontainmatureoocysts

becauseofimmediatepreparationafterautopsy.TheseresultssuggestthatconJunCtivalinfectionmayoccur

asaresultofdirectinfectionofsporozoitesandmerozoitesderivedfrommerontsandthin-walledoocystsof
CRlifecyclesinthebursaofFabricius.

- Keywords:autoinfection,conjunctivalcryptosporidiosis,ocularinoculation,oocysts.
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