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ミクロブイラリアの集虫診断法の研究

(1) ミクロプイラリア の凍結集虫法 について

若 杉 幹太 郎

東京大学伝染病研究所寄生虫研究部（主任佐々学助教授）

（昭和 31年 12月25日 受領）

緒言

人畜糸状虫症において，臨床的検索または疫学的調査

を行うにあたり，少数のミクロフィラリア〈以下 回fと

略称〉をも確実に検出することは重要てあり，免疫学的

にも純粋に近いミクロフィラリアを生鮮な状態て集める

ととが望哀れる。その為流血中の mfの検出法，集虫法

の試みもとれまでし 8あげられている。溝上 (1913),

松下 (1929）の検出法，鶴見 ・武田（1939）の肺穿刺法，

James knott (1939）大浜（1940）によるホルマリン溶

血法，管沼 (1921）の酷酸メチレンプラワ集虫法，近く

は石井 (1941），管沼（1950），久米 (1950）等の報告がな

された。しかしとれ等は全く溶血せずに検出したり，ホ

ルマリン，酷酸，その他の薬物て溶血集中しているが未

だ充牙良好な成績をえたとは言い難い。即ちとれまでフ

イラリア症の精密診断の目的て広汎に実用しうる集虫法

は知られておらず，またとの目的て実施された研究も不

充牙てあると考えたので， 筆者はまづ犬糸状虫 Diro-

ff/aria immitisを材料としてその基礎的な検討を行っ

た。さきに，佐々 (1944）はマラリア原虫に凍結集虫法

の優れていることを発表しているが，とれを糸状虫に試

みた実験はないので，まず凍結集虫法を試みたところ，

その集虫成績が良好であるのみならず，mfが生きたま

、集められることを知り， さらに態抹法と集虫法との

mf検出数及び検出率の比較検討をして，興味ある結果

を得たのでと〉に報告する。

ミクロフイラリアの凍結集虫法について

1. ブ'j~去

a. 採血 3.8%クエン酸ソーダを採血量の l/ 4 量使用

（若しくは15%中性穆酸カリて筒内を洗?flわして凝血を

防ぎ 1～5cc採血．

Mikitaro Wakasugi: Studies on the concentrating 

method for diagnosis of micro:filariae. 1. (Depart-

ment of Parasitology,lnstitute for Infectious Disea-

ses University of Tokyo) 

b. 1先株 0.9%食塩水 7～8倍量を加えてピペット

て数回撹持。

c. 遠心沈澱毎牙1000回転 10分間上渚を除去。

d. 溶血寒斉I]（細砕水 1＋食塩 l/ 3 叉はメタノ ール

中にドライアイスを投入したもの〉中に約10牙間以上入

れ，血液表面中央が火山状に突出するまで完全に凍結さ

せ，とれを約37°0の微温湯叉は室温て完全に融解し，約

10～20倍量の 0.9%食塩水を加えてピペットて撹持す

る。

e. 遠心沈澱毎分1000回転， 10牙間上清をピペット

て静かに除去し，白血球粥を含む沈涯を，ザーリ一氏血

色素測定用メラ ンジュールまたは毛細管ぜベットてスラ

イドグラスにとる。

f. 沈澄の鏡検沈澱をピペットてスライドグラスに

とり，弱拡大て鏡検すると，陽性例ては活溌に運動する

mfを認めるD 必要によりこれを生体染色し，あるいは

乾燥後メタノール固定し，ギムザ染色を行ってその種類

を鑑別する。

2. 実施方法の検討

a. 採血法の検討

採血にあたり溶血を防ぐ方法として15%中性穆酸カリ

て注射筒内を洗う方法と， 3.8%クエン酸ソーダを採血

量の l/ 4 の割に混入する方法とを比較した。その結果両

者共凝血を防ぐ点てはほ三同等であったが，mfに与え

る毒性は後者が強かった。即~両者により各 5 ccを採血

し， スピッツグラスに 1ccずつ分注して， うち 3本を

0.9%食塩水 7～8倍量加えて洗綜遠心沈澱し，他の 2

木はそのま〉洗糠せずに凍結した。その結果洗漉したも

のでは，両者共約30分後に殆ど 100%活溌な運動を示し

たが，洗糠しないものでは凍結融解後クエン酸ソーダ

て 100%運動しているのに比し穆酸カリては76%(300 

隻中 238隻〉であった。叉－50°024時間凍結後融解した

ものでは，前者22.0%ぐ300隻中66隻〉，後者 0%(300 

隻中なし〉て，とのため採血にはどちらかといえば毒性

( 111) 



212 

の少い点てクエン酸ソーダの方が推賞されるものと判定

した。

b. 洗糠の検討

穆酸カリ採血ては，特に mfの運動性を考慮すれば洗

漉が望ましいが，必ずしも必要ではない。

..:-. 遠心操作の検討

採血後，血球成牙及び mfと液体成分を牙離するため

遠心操作を行う。上記の目的を果すに充分な回転数と時

間をしらべると，血液1cc及び 5ccを用いての結果は毎

号1000回転10分間， 1500回転5分間て殆ど向様の成績を

得， mfも完全に沈み，牙離も充分行はれた。 1000回転

5分間ては梢不足し， 1500回転10分間ては 5分聞に比し

幾分良好てあるが大差はなかった。 mfに与える影響を

考慮にいれ，他の遠心成績と比較して1000回転10分間を

採用した。

d. 溶血法の検討

血液を急激に凍結し，再び融解するという物理的操作

て血球を破壊するのが凍結溶血法である。

溶血操作上注意すべき点

完全凍結，完全融解，このため－10℃以下の低温が必

要である。

1) 水一食塩浜ては，水を細砕して，食塩との接触面

を広くすることにより比較的容易に， -13°0～－20°0 

（理論値一22°0）の低温が得られる。

2) ドライアイスーメタノール法てはメタノール中に

ドライアイスを投入する際にメタノーノレの飛抹が試験管

内に入らぬ様に注意すること，このために綿栓をすると

とが望ましい。

3) 試験管を充分に寒剤中に入れるとと。

4) 充分に凍結させたならば，温度をあげて完全に飴

状の液体になるまで融解する。

3. 凍結操作と mfの運動性

非凍結血液と凍結血液での mfの運動性を観察するた

め，室温 c8 °C～18°0平均13°C）氷室 c0。C～8°0，平

均4。C)-50°0の三者についてしらべた。 （以下50隻中

の運動 mf数の百牙率〉

室温 14日間 100% 15日目 0%

氷室 16日間 100% 18日目 4% 20日目 0%

-50°0 5時間～ 5日間 100%6日目 0%

以上の実験から，非凍結室温保存血液が検査までの保

存に適すると推定された。更に凍結融解後では室温（22

。C）保存24時間てなほ 100%生存の成績を示したが， 48

時間では殆ど運動性なく，一度凍結したものは鏡検まで
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そのま〉の状態て保存するか，融解して24時間以内に観

察することが必要と思はれた。

4. 染色性

本法により集虫した mfの染色所見を，生体染色及び

ギムず染色について述べると， 生体染色は， Azur II 

Neutralrot染色を行ったが原血液中の mfに対して施

した同一染色法に比して何ら劣ることなく， G細胞群の

青色から淡紫赤色，赤色えの一連の変化を観察し得た。

更に Giemsa染色〈戸 6.2～6.4）ては特に染色上の

優劣を論ずることは出来ないが象メタノール溶血染色標

本に比し，同様の、良好な染色を示した。

5. 凍結集虫法の特徴

a. 血液中に混ずる溶血性薬物その他の液i本不要のた

め， 大量血液からの集虫が可能となり集虫率を高めう
る。

b. 溶血完全なため視野が明瞭である。

c. 溶血操作を行ったにも拘らず 100%活溌に運動す

るmfを視野中に見出し，生体染色固定染色何れも意の

憧てあり染色性も良好である。

d. mfに対する薬物の影響がないため， 免疫学的，

生態学的研究材料の蒐集目的に適う。

集虫法とi農塗法との比較

集虫法と通常の濃塗法との mfの検出率及び検出数の

比較をするために，下記の如きモデルを設定して実験を

行った。即!i一定数の mfを保存する犬血液を，脱フイ

プリン馬血液て倍々稀釈し，それらを集虫法及び濃塗法

て検査し，成績を検討した。

1. 原材料及び稀釈法

犬糸状虫感染犬から採取した約 5ccの血液を原血液と

して，その約 2ccを脱フイプリン馬血液て倍々稀釈し，

512倍迄ての10段階とした。各段階の血液を 2等分し，

I方の 1ccずつを夫々10本のスピッツグラスに入れて集

虫法を行い，他方を20cmm直接塗抹に用いた。

2. 検査操作

濃塗法は上記材料を20cmmのずーリー氏血色素測定用

メランジ、ュールて各稀釈段階の血液から20cmmの血液濃

塗標本30枚つ、つをつくり， 20%メタノール溶血メタノー

ル固定後ギムず染色を行って鏡検した。塗抹血液の一部

剥離したものを除外して第2表の結果を得た。集虫法は

上記スピッツグラスの材料に前記凍結法を行った。

3. 考察

本凍結集虫法による成績では，原血液1cc中に2554隻

を算した。稀釈がす〉むにつれて漸減 512倍稀釈では 1
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第 1表塗抹法と凍結集虫法に於ける

mf検出扶況の比較

塗 抹 法 集虫法

，稀釈度検査スラ mf陽性 20cmm中 lee中
スラ イド

イド枚数
数（%〕

平均mf数全mf数

20 10 10' (100%) 61.9±4.09 2554 

21 10 10 (100%) 25.8土4.32 1171 

2: 30 30 (100%) 8.7士1.22 345 

23 30 30 (100%) 7.9±0.37 210 

2' 20 15 (75J6) 1.45±0.23 101 

2 5 20 8 (40%) 0.45土0.13 22 

26 20 。(OJ,5') 0 21 

21 20 。(0%) 0 7 

2s 20 。(OJG) O 7 

29 20 。(0タ＇6) 0 6 

第 1園検査枚数と検出率

2s 

(%> 

I 2 I,! s 
事象色救著え

• CC 中 mf 6隻であった。検出 mf数と稀釈倍数の対数と

の聞には直線関係が成立するが，との直線から検出限界

を求めると1379倍稀釈まで検出可能てある。したがって

1 cc中平均 1.3隻の血液ても検出てきたわけである。他

方濃塗法ては同じく 1cc中平均45.7隻までしか陽性とな

らなかった。 20cmm約30枚の塗抹検査に比し，本法が

約42倍の検出力を示すととがわかる。また第4表に示す

ごとく ， 20cmm塗抹法による検出率と検査枚数との関

係をしらべたところ，上記血液の16倍稀釈 (1cc中平均

担 f数95.5隻〉の濃塗ては i枚法75%,2枚法95%,3枚

法て 100%の検出率を示したが，32倍稀釈 (1cc中平均

一mf数45.7隻〉の段階ては 1枚法94%,2枚法63%,3 

二枚法78%,4枚法94%,5枚法て漸く 100%が検出され
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た。従って従来広く用いられている60cmmの塗抹検査

では， 100%検出出来るのは 1cc中平均 mf数 100隻程

度のものまてに過ぎぬζ とが判明し，た。

総括

1. ミクロフィラリア集虫の目的て，凍結集虫法を糸

状虫感染犬血液について行い，併せてその方法を検討し

た。

2. Cの方法は溶血に際して薬物を使用せず，大量血

液からの集虫が可能で，しかも凍結を行ってもミクロフ

ィラ リアはよく生存し，鏡検時活溌に運動するミクロフ

ィラリアを観察出来ることを見出した。その集虫率も良

好で，染色性に何ら悪影響を与えないととがわかった。

3. 凍結集虫法と 20cmm濃塗法との検出率，検出限

界の比較を行った結果，集虫法ては 1cc中平均mf数 1.3

隻迄検出可能であったのに比し塗抹ては45.7隻までしか

検出出来ず，約42倍の検出力であった。また 1cc中平均

45.7隻の mfを保有する血液ては塗抹 5枚検査が必要で

あり従来広く用いられている 60cmmの検査で 100%検

出出来るのは 1cc中平均 mf数約 100隻程度のものに過

ぎぬことが判明した。即：；，集虫法を実施すれば従来の

濃滴標本に比しはるかに少数のミクロフィラリアをも検

出し得る乙とを知った。

なお，本研究は主として犬糸状虫について行ったが，

人のパンクロフト糸状虫及び牛の指状糸状虫についても

凍結集虫法を実施すれば生きたミクロフィラリアを集め

うることを確かめた。

文献は第2報参照

Summary 

A new method of purifying or concentrating 

microfilariae in the blood is presented. The 

technic of this g‘Freezing method ”is as fol-

lows: take 3-5 cc of blood into a syringe with 

sodium citra恰 solutionto prevent the coagula・

tion ; centrifuge and remove the plasma ; freeze 

the sediment with dry ice or with the mixture 

of ice and sodium chloride for about 10 minutes ; 

disolve the heamoJysed sediment with 5 cc of 

water or physiological saline; centrifuge it again 

for a few minutes, and examine for sediment 

with microscope. 

In the experiments with Dirofilaη・a immitis of 

dogs, the freezing method was proved to yield 

satisfactory results in collecting and concentrating 

microfilariae alive and actively moving, and to 

be of practical value in diagnosis or in basic 
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biological studies. The e茄ciencyof the freezing 

concentration method in detecting microfilariae in 

the blood was studied comparing with that of 

the routine thick-smear method using 20 cubic 

milimeter of blood. In the former method, 

positive results could be obtained up to the micro-

filariae content of 1.3 per cc of blood, whereas 

in the la抗er method the detection could be 

expected only when the blood contained more 

than 45.7 microfilariae per cc, the former being 

about 42 times more efficient under this condition. 

Similar results were obtained in cases of human 

blood with microfilariae of Wuclleleriα bancroftt 

and of cattle blood with that of Setaria cervi. 

The technic was found to be of practical ad-

vantage as the microfilariae could be concentrated 

in actively moving status. 
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