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鈎仔虫の鑑別及び分離に関するこ・三の方法に就て

西 村 猛

大阪大学微生物病研究所寄生虫原虫学部（主任森下教授〉

（昭和31年 1月30日受領〉

鈎虫の感染経路については近来その研究が急速に進み

種々な知見が報告されつつあるが，その感染予防上の基

礎となる感染形態としての鈎仔虫の生態についての研究

は技術的な面て幾多の困難をともなうため余り進んでい

ない様である。私は鈎虫症の疫学的な研究をはさめるに

当って之等の困難を少なくする必要にせまられ先ず仔虫

の生態観察上に必要な二，三の方法を考案し試みた。

1. 鈎仔虫と自由生活性線虫との鑑別及び被鞘の染色

Baermann (1917)が土壌内の仔虫を分離する装置

(Isolation apparatus）を考案して以来之れを使用して

の研究は著しい進展をなし，其後之れに種々な改良が加

えられてきたが， Baermann装置で仔虫を集めた場合

屡々自由生活性線虫（Freeliving Nematoda）が多数

に混じ鈎仔虫との鑑別に多大の労力を要するととはよく

経験する処である。

この点に関し Baermann(1917)は 7.5%苛性ソーダ

Cort (1925）は 5%フォノレマリンを夫々使用して鈎仔虫

と自由生活性線虫（以下FNと略称〉の薬剤に対する抵抗

性の差によって之れを鑑別し得るといった。即！＞ Baer-

mann装置を以て集めた鈎仔虫とFNの混合する水中

へ之等の薬剤を作用せしめると，一定時間内に於ては抵

抗性の強い鈎仔虫のみが生存し FNは舞死するから鑑

別が容易となるとするものである。其後との方法をVan

Thiel & Wolff (1931）が追試し両者の鑑別法を比較し

ているが何等の新しい方法を考案するに至っていない。

Behrenz (1955）は鐙光色素 Acridinorangeを用い

て犬鈎虫の一種 Uncinariastencephalaの仔虫の被鞘

を染め，之れにより FNとの鑑別を容易にするζ とが

出来ると述べた。即：； UncinariaとFNの混合する水

中に 1/1000 乃至 1/5000 の割合て溶解する様に Acridfrio・

rangeを入れ蛍光顕微鏡によって観察すると，Uncinaria

仔虫の被鞘は第一乃至第二期仔虫ては緑色に第三期仔虫
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は赤銅色に染り，一方 FNは繁死すれば体細胞が染り

生存する場合には染らないから鑑別が容易だと述べてい

る。

私は1953年タ卜用殺菌剤として広く用いられているマー

ゾニン（エチルメルクリチオサルチル酸ナトリウム 100

倍等張水溶液〉を使用し，抵抗性の差により鈎仔虫とF

Nとの鑑別を試みた際之れに色素を併用するか叉は色素

性消毒剤の単独使用によって鑑別をより容易とすること

が出来ることを知った。尚此の際使用する色素によって

は仔虫の被鞘のみを染色して何等生体に障害を与えない

ものがあることを知り併せて之れを追究した。

実験方法

Baermann装置によって土壌内より集めた FN 叉は

尿尿槽から採取した尿尿より換水法によって集めたFN

を，糞便の鴻紙培養によって得た均等に発育した鈎仔虫

と混じ尖底試験管に集めた後ホールスライドグラスに移

して鴻紙により可及的に水を吸い取り，素め作成してお

いた各種濃度の薬剤を作用せしめた。此の他色素を使用

した場合には之れを水洗すると一層判定が容易となるの

で一定時間接触後尖底試験管に移し水を加えて色素を薄

め遠心して上水を捨てる方法て水洗を行った。

尚観察が数時間に及ぶ場合にはホールスライドグラス

にカバーグラスをかけ周囲をパラフインて封じて蒸発を

防ぎ28°0--30℃瞬卵器内に保った。

実験に使用した人鈎虫は全てヅピニ鈎虫（Ancylosto-

ma duodenale) （以下Adと略称〉て同一人の糞便内卵

を培養して得たものてあり他に犬鈎虫 Ancylostoma

caninum （以下 Acと略称〉を使用した。

成績

先ずマーゾニンに対する AdとFNの抵抗性の差につ

いてみると第1表に示す通りであって， 1/1000 1/3000濃度

ては30牙の接触てFNは不動となり Adも叉不動となる

か活動不活溌となるが，1/5000 1/aooo濃度ては30分後にF

Nが不動となるに反し Adは2時間後まで殆ど変化なく

1/ 10000 1/20000濃度ては逆にFNに於いて 2乃至4時間後

まで不動とならぬものが認められる。即：；之等のことか
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ームの併用ては接触30牙後に，Ad, Acは被鞘が着色し

たままで運動能には変化がなく， 60牙乃至5時間の接触

では運動不活溌叉は不動となるものが漸次増加し不動と

なったものは被鞘と同様に体細胞も着色するに至るもの

である。

1/100マーキロクロームの単独使用ては30牙乃至 3時間

の接触では被鞘の着色がみられるのみて運動能は変化が

なく 5時間以上の接触て運動不活溌叉は不動となるもの

が漸次増加する。赤インクては最小限段触 5時間までは

運動能に変化がなく被鞘も芦色しないが21時間以上ては

昭和 31年 9 月（1956）〕

ら考えて両者の鑑別の目的には 1/sooo乃至 1/aooo濃度の

液を307子間作用せしめるととが有効であるととが判る。

次に之れにピクリン酸，赤インク，デラフィルドヘマ

トキシリン，メチレン青，マーキロクローム，ギムザ氏

液を併せ用いた処，前2者の色素ては Ad,Ac, F Nを問

わず不動となったものは被鞘を除いた体細胞が着色し動

くものは着色しなかったが，後の 4者ては不動のものは

前2者同様に俸細胞が着色するが，動くものも＿Ad,Ac 

では被鞘のみが瞬間的に着色するととを知った。 IW!i第

2表に示す様に 1/soooマーゾニンと 1/100マ一キロクロ

各種濃度のマーゾニシに対する抵抗性第 1表
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活動不活溌叉は不動となるものがみられる。

1 /soooマーソ、ニンと 1/100ピクリン酸の併用ては30分後

に Ad,Ac共に運動不活溌なものがみられ 8乃至 5時

間ては不動となるものが漸次増加し，21時間以上ては全

てが不動となる。尚此のζ とはマーゾニンを併用しない

場合ても略々同様であった。

以上の様に色素によっては被鞘を着色せしゆるものと

そうでないものとがあるが，虫体が不動（弊死と見倣し得

ろが明らかではない〉となった場合には，Ad,Ac, FN 

の例外なく体細胞が速かに着色するもので，之等の点を

利用して Ad,Ac, F N の鑑別には大別して第3表に

示す二つの方法が考えられる。

第 3表 色素による着色の差異

＼＼  一種別 Ad Ac 間

＼坊の畑一一一一一一一一
＼＼＼  動不動動不動動不動

色素 --------
マーキロクローム
デラフィ Jレド
ヘマトキシロシ

メチ レ ユ／青

ギムザ

ピクロシ酸
赤イシク

s+ s+ 
s+ s+ 一＋

＋＋  

－＋ー＋ー＋

即ち第1の方法はマーキロクローム，メチレン青，デラ

フィルドへマトキシリン等の被鞘の着色する色素を用い

るもので，之れに短時間接触せしめる場合にはFNは生

存に影響がなく着色しないが Ad,Acは被鞘が桃色叉は

緑色に着色し明らかに区別し得るとととなる。 此の結果

は Behrenzが Acridinorangeを用いて行った鑑別法

と極めて近似して居り， 木方法ては 1/100マーキロク ロ

ームが色調其他の点から最も有効てあると思われた。

活2の方法は Ad,Ac ．仔虫の被鞘を染めないピク リ

ン酸，赤インクを用いるもので，ピク リン酸はマーゾニ

ンを併用しなくても単独て相当の毒性を有する点からと

の1/100溶液を30牙間作用せしめるとFNは不動となり従

って体細胞が黄色に着色するに至るが，Ad,Acは染ら

ないで運動しているので鑑別すると．とが出来る。 尚赤イ

ンクは 1/sooo乃至 1/soooマーゾニンを併用すれば目的を

述することが出来るがピクリン酸の方が鑑別にはより簡

単だといえる。

以上何札の方法に於いてもその鑑別は極めて容易とな

り短時間て目的を達することが出来ることとなったが，

本方法は Baermann,Cort等が用いた様な｛子虫の薬剤に

対する抵抗性の差のみに依存するのではないからAd,Ac

〔寄生虫学雑誌 ・第 5巻・第 3号

が不動となる様な低温下に於いても充牙之れを鑑別し得

るものである。併し乍一方 Adと Acとの問には薬剤

に対する抵抗性の差が認められず鑑別が不可能であり，

叉被鞘しない仔虫は抵抗性が弱く且つ着色もしないから

之等についての鑑別が不可能である点は本法の欠点てあ

る。尚此の他FNの種類は極めて多い止め木実験に供し

た以外ピ之等の薬剤に特別に強い抵抗性を有する種飢が

無いとは言えない不安もないではない。

以上は Ad,AcとFNの鑑別について述べたが Aa,

Acは共にマーキロクローム， メチレン青，デラアイル

ドへマトキシリンによって被鞘を容易に着色することが

出来，しかもその仔虫の運動能にタト見的に何等の障害色

与えないととを知ったので，着色イ子虫の生存日数と感染

能力について知るため実験を行った。即ち先ず仔虫の生

存日数を 1/100マーキロクローム並びに 1/10デラフィノレ

ドヘマトキシリンによって着色した仔虫について観察し

た処第4表に示す通りて、あって，30）｝乃至 1時間の接触

では正常な仔虫とj七校して生存力に何等の差異もないζ

とを知った。

第 4表着色仔虫の生存日数

着色ま で 生 存日数

色 素 接触時間のイ子虫の
着色 正常

経過時間
イ子虫 イ子虫

1/100マーキロクロ 30 分 15 日 12～16日16日以上
ーム

’f 1時間 15 日 10日以上10日以上

デラフィ ルド 30 分
へマト キシリン

5 日 15日以上15日以上

’f 1時間 6 日 15日以上15日以上

野卵器内温度 28～30°C

次に感染能力については1/100マーキロクロ ーム及びリ10

デラフィル ドヘマ トキシ リンて夫々着色した Ad仔虫を

マウスに経口的経属的に与え，一定期間後肺臓内の仔虫

の有無を検索した処第5表に示す通りであって，経口，

経膚を問わず他の正常仔虫による感染実験と同様に全例

に於て5乃至 6日後肺臓内に仔虫を認め感染能力にも交

化のないことを知った。

この様に被鞘を着色した仔虫は正常のf子虫と生存力，

感染能力に於いて何等変る処がないことを知ったが，マ

ーキロクロームては桃色にメチレン青，デラフィルドヘ

マトキシリンては緑色に夫々着色することが可能てある

ことは此後種々な方面に利用価値を有するものと，＇ (D.って

c 72 ) 



れに予め算定した感染型鈎仔虫を入n，此の水中に夫々

の位置に家兎跨脱肢を吊して仔虫の侵入の有無を検し

た。実験は全てヅピニ鈎仔虫を用い解卵器内て行い29°0

~37°0の水温下て 2-5 時間叉は24時間後触せしめた。

使用したヅピニ鈎仔虫は糞便を鴻紙培養して得たもの

で，実験に際して之等仔虫を尖底試験管；こ集ごた後，水

量を一定としてその O.lccを採り数を正しく算えること

を数回繰返しその総和を平均して一定量の水中に於ける

仔虫推定数を山し使用した。血清内侵入の仔虫は実数を

算えたが組織内の仔虫は実数を算えることが不可能であ

ったので，実験後水中に残存した仔虫士！日述と同様方法

て、算え血清内侵入の仔虫数を之れから除、したものを組織

内仔虫推定数としたc

393 (1956）〕

着色仔虫の感染能力
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＋
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第 5表

投与より
鑑殺まで
の日数

6 日

6 日

5 日

6 日

6 日

昭和 31年 9 月

培養後の
イ子虫の経
過日数

11 目

立O 日

17 日

20 日

9 日 I/ 

℃、る。尚これに関連して之等清色仔虫をシャーレー内に

腐った土壌内に放ち 4時間後 Baermann装置によって

集めたが，此の実験に於いては集まった仔虫は脱皮した

ものが多く着色仔虫は少数を認めたのみであったから此

の様な方面への利用は一考を要するのではないかと思っ

てし、る。
成績

水中に於げる実験は第1図に示す様なA, B, C, D 

の方法て、行った。即ちAV:t勝脱脱を水表面に，Bは水中

の中間部に， Cは管底部に跨~膜が触.flる程度に， Dは

水深を浅くして管底部に充分接触する様に夫ノセ位置せし

めたもので，水中に於げる仔虫は通常静置すれば水底に

数個乃至は十数個の集塊をなしているものである。

G 

之等の実験結果は第6表に示す通りて、あって， A, B 

の場合には血清入跨脱膜への仔虫の侵入は認められず

C, Dの場合即:s跨脱脱が水底に接触した位置にある場

合のみ仔虫のu，入が認められた。仔虫のu入を認めなか

ったA, Bの場合には仔虫は水底（と塊をなすのみで何等

の反応も示さず，叉水を撹搾して仔虫が水中に潜泳する

状態としても侵入は全然認められなかった。実験は概れ

水温30°0と37°0て行ったが仔虫の侵入は両者の場合共認

められ，水温30℃て、Dの状態に置いたものが比較的イ込入

率が高い様て、あった。仔虫との接触時間は 2-24時間て、

跨脱膜の位置

D 

率議

B 

i寄与 1図

A 

2. 水中叉l土土壌内の鈎仔虫の生態観察についての家

兎傍目先膜の利用

鈎仔虫の水中叉は土壌内に於げる経膚感染に閃述した

生態は今だ詳らかではなしただ経膚的に侵入する場合

に組織叉は血清に対して陽性の向化性（Chemo・Tropi-

sm） を発現することが分島（1933）北山（1935）等の

詳細な研究によって知られている。私は之等の向化性を

利用して経麿感染時の状態に最も近似した条件に於いて

仔虫の経膚的侵入の態度を観察する目的を以て家兎膨脱

膜の使用を試みた。即:s勝脱膜ては牙島が使用した寒天

よりも一層感染時の実体を捉えるととが出来るものと考

えられ，之れに血清を入れることにより仔虫の侵入を確

認するととが出来た。鈎仔虫が血清叉は組織に対して防

－性の向化性を有するとはいえ経膚的に侵入するには先ず

仔虫の運動を可能とする環境条件が必要であることは当

Zさで，例えば土壌内に於いては適当な温度と湿度が保た

れれば侵入可能であるが水中の仔虫はどの様な接触によ

って組織内に侵入するものであろうか。私は之等の点に

ついて観察するために跨脱膜を利用したものであるが，

とこでは此の使用によって観察された仔虫の向化性につ

いての検討は行わずにおく。

実験方法

血清入家兎跨脱！摸とは舞死した家兎を直ちに解剖して

’勝目光膜を摘出しマーゾニン液て洗糠した後之 れに血清

（人，馬，家兎〉を入れ口を縫合糸て、縛ったものである。

水中に於ける観察は表面積 56.71 cm2高さ12cmのビ

ーカー叉は表面積 59.41cm2.高さ 2.5cmのシャーレ内に

一定湿度の水道水を入札水深 0.4cm乃至 3.8cmとして之

( 73 ) 
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各位置に於ける仔虫の家兎腸脱膜侵入数
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捜持して仔虫を水中に浮慌せしめて接触させる

セロブア ジ紙で24時間透析

牢

＊牢

めるζ とが出来た。似入率の最高は77.4%でCの状態に

保った水温37°0て、接触 2時間の場合であった。血清は人

血清を主として使用したが馬，家兎の血清に於いても同

様の侵入が認められるととを知った。尚とζ て主要な処

見は跨1光膜にイ交入した仔虫が組織を穿通して内部の血清

内へ侵入したものよりも跨脱膜組織内に止まっているも

のが多く認めbれた事実て，之等の（子虫は組織内：こ個々

に見られるとともあるが多くは数カ所に多数が塊集（第

2図〉していることが観察された。尚之等の跨Jj光膜内に

佼入した仔虫を集め之札をマウスに経口的；こ投与し48時

nu後剖検した処，日↑J臓内から仔虫を検山し得／たので感染

能力をもっ仔虫が勝脱出：にμ入したものであ乙ことを確

め得た。

以上の様にヅピニ鈎ff虫は血清入家近防脱~t:i ；こU入す

る乙とを知ったが膨脱股；こI血清を入札ず水叉は生理的食

あるが接触30分後には盛んに跨脱服組織内に頭部を挿入

している状態が観察される。尚長時間の接触ては血清の

腐敗が起ることもあり， 2時間の接触で充牙の侵入を認

勝脱膜組織内の仔虫の塊集〈接触2時間〉第 2図

跨脱膜内容による仔虫侵入数の差異

跨脱膜 水中残存

推定 nノ

数 ／U

勝脱膜組
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推定 n 
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3450 

内
一
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清
一

一
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血
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一
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実験 仔
虫 数
（推定数〉

水深培善後
のイ子虫
の経過
時間

位

第 7表

接触接触量

(cm) 置時間温度(cc) 内容

50.7 0.7 50 清血
48.3 3287 

0.2 13 。。6800 0.7 145 D 5時間30°C 7 
7Jc 

28.8 648 0.09 2 清血
71.l 1600 2250 1.3 115 c 5時間37°C 7 。。。。

c 74 ) 

生理的食温水
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塩水ごと入札た場合には殆どの実験例に於いて仔虫の侵入

を認ちなかった。即：；第 7表に示す様に同ーのピーカー

内ピ血清を入れたものと相接して位置せしめても仔虫の

侵入は殆ど認められず，血清入跨脱膜内のみに多数の仔

虫の侵入が認められたととは興味が深かった。

尚家兎勝脱膜は之れを適時に得ることが困難なのてセ

ロファン紙， Fish skin等て代用可能てはないかと考

え試みたが，実験の全例に於いて仔虫の侵入を認めなか

った。

水中に於げる之等の実験と共に土壌内に血清入跨脱肢

を埋め仔虫の侵入を観察したが水中に於げると同様に多

数の仔虫の侵入することを認めた。

考按及び総括

鈎虫症の疫学的な研究は感染形態としての鈎仔虫の生

態士追及するととがその基礎をなすものと信ぜられる。

私は之等の研究を行うに当り先ず鈎仔虫の生踏を観察

する上に便宜なる方法を考案する必要にせまられたので

種々の試みをなし，モ処，此の内の二 ・三が之れに役立つ

ものと忠わ，llた。 即！：＞ ( 1 ) Baermann装置によって

土壌内より集められた鈎仔虫と自由生活性線虫との鑑別

方法（ 2）鈎仔虫の被鞘の染色（ 3）血清入家兎膨脱肢

に上る水中叉は土壌内の鈎仔虫の経庸感染時の態度の観

察がそれである。

(1）に就いてはその鑑別は従来より形態的な差によ

ってなされるか，叉は薬剤に対する両者の抵抗性の差に

よってなさ札て来たが前者に於いては多大の時間と労ノユ

を要し後者に於いては低温下てはその鑑別が困難となる

ものであった。私は此の点について Pierin酸を使用す

ることが極めて有効てあり，叉（ 2）に於いて述べる色

素とマーゾニンを併用しても鑑別には同様に有効てある

ことを全日った。

Behrenzは Acridin orange fと用いて略々同様の効果

がゐると述べているが蛍光顕微鋭を使用して居り，本法

は之れを必要としない。併し乍本方法によってもヅピニ

鈎仔虫と犬鈎仔虫との鑑別は不可能であり，被鞘せざる

之学1子虫も抵抗性が弱いため鑑別不可能で、あるととが欠

点とさ~l,る。

(2）に就いてはマーキロクロ ーム，メチレン青等の

色素を使用し仔虫に一定時間接触せしめると，仔虫は運

動能，感染能力に何等の変化がなく被鞘のみが着色する

もので前者ては桃色にt走者ては青色に着色する。大浜信

賢 (1941）はヅピニ鈎虫，アメリカ鈎虫の感染仔虫の化

学薬品：こ対する抵抗性の実験に於いて，之等の色長には

395 

J底抗性が強いとは述べているが被鞘が着色す手ことは言

及していない。

叉小西政雄（Hl52）も感光色素の鈎虫に及：三ナ，~J響を

シアニン系感光色素 PasIVr によって調べているが，

被鞘が黄色に染着するものがみられると述べているのみ

である。以上要する？と仔虫の運動能に変化を与えず被鞘

のみが着色出来ることは之等着色仔虫によって自然界に

於げる仔虫の行動ごと調べる等種々の利用価値がちるもの

と忠われる。

(3 ~）に就いては鈎仔虫の血清に刻する陽性の向化性

奇利用して家厄跨脱n史を以て経膚感染時の状態；：近い条

件に於いて仔虫のμ入の態度の観察を行った。即jう家兎

勝1光膜内に 1~l清を入札て水中に存在する：Yピニ鈎仔虫

と接触せしめると接触の方法によっては仔虫は持脱!lti内

に侵入するものであることを：知つえ。此の方法による水

中の仔虫の侵入に就いての観察ては，仔虫は水rfiを：訪i：泳

して侵入することはなく管底を銅行してのみμ－入が可能

なものであろうと推定することが出来た。勿論本法は血

清叉は組織の温度を人体に於けると同様としないから此

の点に於いて不備なることは免れ得ないが，山口(1930)

其他の諸氏によって討議された水中に於ける鈎虫の経！高

感染の有無に関する問週について些かの示唆を与えるも

のと思う。

以上本報告はただ鈎仔虫の生態を調べる上：ニ役立つ方

法の二 ・三を述べたに過ぎないが，此後之等の方法を利

用して種々な方面の研究を進めたいと思っている。

終 りに臨み種々御懇篤な御指導と御校聞を賜った主

任森下教授に深甚な感謝の意を表します。
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Summary 

For di庄erentiatingand isolating the hookworm 

larvae from free-living nematodes, the author 

has attempted several methods and come to the 

conclusions that the following ones are practically 

useful. 

1) By adding 1/100 solution of picric acid to 

the mixture of larval nematodes put in the hole 

glass, free-living nematodes may die out within 

〔寄生虫学雑誌・第 5巻・第 3号

30 minutes, while the hookworm larvae (Ancy-

lostoma duodenale) rriay persist. ・ Yellowish 

colouring may occur in the former with the death, 

while the latter remained unstained and alive 

still after 5 hours. 

2) A 1/100 solution of mercury chrome will 

stain the sheath of hookworm larvae pinkish 

from the moment of contact to it, while solutions 

of Delafield hematoxylin and methylene blue will 

stain it greenish. Within 30-60 minutes these 

solutions did not cause any change of motility, 

infectivity and longevity of life. Thus by stain-

ing the sheath of hookworm larvae with these 

dyes it is possible to distinguish them from free-

living nematodes which are unstained. 

3) When the fresh rabbit bladder filled with 

serum (human or horse or rabbit) is put in the 

water or earth containing hookworm larvae, the 

latter penetrate into the bladder in which the 

larvae remained mostly in the tissue and were 

found to agglomerate in some groups, while the 

rest were found free in the serum. Without 

serum, however, the bladder was not penetrated 

by the larvae. This method is thought quite 

useful for isolating hookworm larvae in certain 

conditions. 

( 76 ) 




