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ミクロブィラリアの集虫診断法の研究

2. 諸種薬物を用い亡、溶血集虫法について

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 告書－
Eヨ

人畜糸状虫症に於けるミクロフィラリア（以下 mf と

略称j の集虫法として，さきに薬物を用いないで，特に

凍結操作による溶血集虫法について検討を加えた。そこ

でさらに， Jkをはじめとして，メタノーノレ，ホノレマリ

ン，サボニン及び逆性石鹸などのr{i:血剤を用いた集虫法

の得失に検討を加えた。

諸種j容血司！の集虫法に於ける得失

ノ1J¥.，メタノール， 10,96'ホルマリン，サボニン，逆性石

鹸などについて，先ず溶血性の検討及び mfの運動性に

及ぼす影響をしらベた。イ史J:IJした血液は糸状虫感柴犬か

ら， 3.8,96'クエン酸ソーダ、で撰血を阻止した全血液． あ

るいは血球浮滋況をで，浮揚液は全血液に 8倍量の 0.9fb 

食塩水を加えて，毎分 1000回転， 10分間遠心沈殿し，

上前を除去したものである。

1. 71'( 

a. 溶血性の検討

上記血球浮溶液 0.5ccに対し， 0.5cc, 4.5 cc, 9.5cc, 

19.5ccの水を加えて捜持し，それぞれ2倍， 10f九 20

倍， 40倍稀釈を行し、溶.n'o.度を観察した。

判定：室温＼22°C）で約 10分～20分後の観察では， 2 

倍稀釈で血球聞に mfの1部分を認めうる程度（＋）， 10 

倍稀釈では mfに附活二する血球殆どなく（＋付）， 20～40倍

稀釈では，殆ど完全した溶血した倒的。以上の成績か

ら，血球浮活字液を水で溶血するには， 少くとも 10桁稀

釈が必要であり，少量血液からの溶血集虫には適する

が，大量血液からの集虫には不適であり，集虫率の低下

を免れないと推定された。

MIKITARO＇再TAKASUGI : Studies on the concen-

trating method for diagnosis of microfilariae. 2. 

(Department of Parasitology, Institute for Infe-

ctious Diseases, University of Tokyo.) 

b. mfの運動性

上記2倍稀釈況をでは， 室温2時間後， 運動性100,96' 

（以下何れも 50隻中の運動 m.f数を百分率に直したも、

の）で3時間後98,96', 24時間後0;'bとなった。故に充分

溶血させるために，大量の71＇てを使用すると mfの運動性

は急激に減少し，場合によっては実験材料としての価値

は少くなる。 2～10情稀釈では凍結法の 24時間後生存

65.6 .96'に比し，早期死滅（24時間後0!}b）を免れないが，

少量血液からの集虫には， 10f音稀釈が簡単でしかも突

j日性あるものと推定された。

2. メタノーノレ

a. 溶血性の検討

20 J6'メタノ｛ル水及び2Jbメタノールフ1＜の両者を血球、

浮活字液0.5ccに対し，それぞれ0.5cc,4.5cc, 9.5cc. 

19.5 ccづっ加えて浮説液の 2倍， 10倍， 20倍， 40倍

稀釈について宍々 10～20分後の溶血性を比較したとこ

ろ， 20.96'と2.96'の間ではあまり顕著な差はなかった。

また2倍稀釈ではいづれも溶血が不充分で＇ 71＜を打〕いた場

合と大差なく， 20倍， 40 倍では完全治血して水の場一台

と同様で、あり，ただ 10倍稀釈のところではメタノーノレ

の方が水よりやふ惰血度が高かった。

b. mfの運動性

20 ;lbメタノーノレ水で2f訴に血液稀釈すると 22°C,

10～20分後の観客ぎでは mf30隻中 10隻の約 33J6'が運

動していたが10倍， 20倍， 40倍にすると何れも， 50隻

中運動するものを認めなかった。これに比し25'6'メタノ

ールで、は， 2倍稀釈で mf50昼中 50斐， 10倍稀釈で

は42隻， 20倍で2隻と急激に運動性低下し， 40併では

0隻で、あったが， 20J6'メタノ｛ルよりは述動性がよく保

たれた。

以上からメタノール水の溶血性は71<に比し優っている

が毒性の点からも，溶血性の面からも 20!}bメタノーノレ

水 10倍稀釈以下が突如性あるものと思われた。

3. ホルマリン

( 5 ) 
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James Knott (1939）等のホルマリン溶血が報告され

ているが，メタノールと同械の溶血操作では， 10.90'ホル

マリンの場令， 10倍稀釈で灰色泥状の沈澱物を多量に

生じ，更に mfは完全に死滅するため，検出上困難をき

はめ実用性に乏しいものと考えた。

4. サボニン

サボニンは小宗化学製のものを使JiJしたが，これを蒸

潟水で倍稀釈法で 20.90'から 0.002.90'までの 5段階に稀

釈し夫々の溶血作用を血球浮海液及び全血液について

比較した。なお溶血度の判定基準としてメタノール同

様， mfと血球との関係から次ぎの 6度に分類した。肉

眼的にはi容血を認めるも約 5rnm3 をスライドグラスに

とると顕微鏡伊1には mfを直接（t.認め得ぬものを（ー），

mfの1部分を認めうるものを（＋）， mfの 2/ 3 以上を

認めうる程度（t+), mfに数箇の血球が附前する科度

（榊）， mfに附治する血球のないもの団十），血球全くな

きもの（州）とした。

a. 持：~血性の検討

全血液に対する裕血作J1j

第 1表に示すごとく 1000-サボニンでは20°c30分から

24時間にわたっての観察で，とくに時間的影響少く，治

血度はtit十で・あった。 1.90'でも問機の成績を示したが， 0.1

;Jbでは急激に溶血度が減じ， mfの 1/3は血球に邪魔さ

れ（＋＋）観察に不便で、あった。また 30分後から 16時間後

でも前nrt度は変化なく， 24時間で幾分進行した（州，

0. 01 ~b' 0. 001 .90'ではともに mfの1部分を辛うじて認

めうるれ度で＋）時間的にも変化を認めなかった（第1

表）。

血球n・滋液に対する溶血作m
lQ OO'サホニンでは溶血性きはめて良好で，時間的影~!i\F

を認めず， 1 o；でも殆ど同級の成績であった。 0.1.90'で

は全血液に於ける場合と比較して溶血性よく（掛），時間

とともに溶血も進行し 24時間後には川村， 0.01.90,

0.001 °0'でも （＋＋）で， 24時間後には前者（lttい，後者（州）

でなかったt第 2表）。

以上からサホニン溶血は全血液に対するよりは血球浮

説液に対して有効と思われf1Ilj,f'rともに実用できるのは1

.90'以上と判定した。

b. mfの運動性

サポニンは全血液乃至血球浮滋液との混和30分後の

観察では，全稀釈段階ですべての mfに運動性がぷめら

れたが， 24時間後四 .90, 1 fO'では 50隻中迩動ずるもの

全くなし 0.1fO'では全血液で 50隻rj150隻述動を示す

( 6 ) 

〔寄生虫学雑誌・第 6巻・第 5号

のに比し浮潜液では 13隻（26%) ' 0.01 .90'では前者50

隻（100;JO'）に比し 33隻（66.9b）と迩動性が低下するのを

認めた。

第 1表全血液に対するサボニシの溶血性と

mfの迩動性に及ぼす影部

－－－－ 濃度 （.90)
＼＼ 、 10 1 0.1 0.01 0.001 

時間

30 分州（50）州（50)++ (50) + (50) + (50) 
4 時間州（49）州（47)++ (50) + (50) + (50 
16 時間柵（ 0）州（15)++ (50) + (50) + (50) 
24 時間州、0）柵（ 0 梢（50 + (50 + (50) 

時間

註 ＋ 肉眼的にのみ溶血を認める

++ mfの1部分を認めうる

制 mfK数箇の附着血球がある

州附着血球がない

ti/It 血球を視野に認めない

（ ）内の数字は 50袋中の運動 mf数

第 2表 血球浮訪宇液に対するサボニシの博血性

と， mfの運動性に及ぼす影桔

10 1 0 .1 0. 01 0 . 001 

30分州（50）州 （50）州 （50)++ (50) ++ (50) 

4 時 間 柵 （50）州 （36）州 （30）掛（501制 （50)

16 時 間 州 （ 0）附 （0）掛 （46 榊 （42）州 50

24 時間州（ 0）州 （0，州 r13 州（33 掛 50

以上溶血性から突m的と考えられるのは， 20C で

10 .90'～1 :JO'サホニンであり，運動｜生から 30分～4時間以

内での観察が必要と推定された。なお和光純薬製サホニ

ンでの実験も殆ど同様の成績で、あった。

5. 逆性石鹸

逆性石鹸は三共製ラザール粉末，武同製オスパン液，

[1［辺製ミヨシの 3者を使日jし，サポニンと平行して突散

を行った。

a. i容血性の検討

逆性石鹸の治血性は3者共差果、なく，何れも原体の 1

N稀釈の段階では飴状i-JJ茶褐色の沈泣を生じ， 0.1 ；；；で

は部赤色の混濁を生じそれ以下の稀釈では透明赤色で顕

微鏡的に，血球をかなり官め＋＋，肉眼的には各稀釈段階に

於ける溶血度の差異を推定出来た。サボニンでは同じ血

球浮説液の浴Jillでは何れもブドウ色透明となり，特に肉

眼的には稀釈段階の差による色調の変化を示さずm血性
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第3表異った濃度における逆性石鹸及びサボエシの溶血性と mf運動性に及ぼす影響

逆 J性 石 鹸

エょ竺と 2 J.5 2×10・1 2×10・2 2×10-3 

30 分 柵＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋ 。 。 50 50 

24 時間
＋榊 -!Ht ＋＋ 持＋。 。 。 。

数字は 50隻中の運動 m.f数

の差異を認めなかったのが異る点で、ある（第3表）。

b. mfの運動性

水，サポニンに比し，完全溶血の際のの死滅が早い。

すなわち第3表の如く， 2%, 0.2J~共に 30分後には運

動性なく，溶血性をたかめると短時間内での観察が必要

となる。

6. 各溶血法におけるミクロフィラリア染色性の差異

水とメタノール法は殆ど同様の染色所見で、あったが，

ホルマリン法は沈澱物があって，塗抹の際，染色液がこ

れに吸牧されるためか染色性不良となり，また視野のコ

ントラストも不良で‘あった。サボニン，逆性石鹸ではギ

ムザ染色（水1ccにギムザ原液1滴半の割合pH6.4, 40 

分）をほどこすと全体として淡紫色に染まり， NR,EP, 

APは認めうるが GZは辛うじて推定出来る 程度であ

った。同一条件で、行ったメタノール溶血に対しての染色

では梢々赤味を帯びた濃紫色で， NR,EP, EZ, APも

かなり明瞭に認め得， GZも核を明瞭に判別出来， ギ、ム

ザ染色ではメタノールの方が優れている様（こ恩われた。

サポニン，逆性石鹸溶血では mfが生きているため，凍

結溶血法と生体染色の比較を試みた。 AzurII Neutral 

Rotで染色〈染色液20mm3＋溶血液20mmりすると凍

結法では 10分後 NR,EP, APをみとめ 30分後には紫

色の GZが明瞭であるに比し，サボニンでは 10分でなお

染色性を示さず， 30分後に虫体が稀々黄色を帯びた紫色

にそまり ，また被鞘が灰黄色を呈する程度の染色性で，

凍結法に比し劣っている様に忠われた。

総括

1. 凍結，水，メタノーノレ，ホルマリン，サホニン及

ひ逆性石鹸の 6種の溶血法を採用し， これ等の溶血度

と，検出上重要な mf生存状態を検討した。

2. これらの薬剤jの溶血性はそれそvれ一定の条件にお

いてすべて良好で、あった。しかし，いづれもミクロフィ

( 7 ) 

サ ポ ユ／

対照 2 ~； 2×10・1 2×10-2 2×10-3 対照

tt+ -!Ht 朴＋ 付＋
50 50 50 50 50 50 

州十 州十 ＋十十 特＋
50 。 。 。 。 50 

ラリアに多少とも毒性があり，溶血充分な濃度を用いる

とその運動性が失われることを知った。

3. 染色性は，水，メタノール，凍結法，いづれも良

好の成績で、あったが， ホルマリン法では甚だ不良であ

り，サポニ Y，逆性石鹸法においてはや L良好と認めら

れた。生体染色には凍結法がもっとも適していた。

4. 以上の各集虫法を比較した結果，溶血性，虫体の

生存率，染色性のすべてにおいて，凍結集虫法が最もす

ぐれていると判定された。しかし野外に於ける集団検診

などの目的には操作が簡易な点で，水溶血法，メタノー

ノレ法，サポニン法なども一定の考慮の下に行えばそれぞ

れ実用性のあることを知った。

終 Pに本研究について終始御指導，御鞭撞を賜わった

佐々学助教授，また御援助を惜しまれなかった桝設生博

士はじ必寄生虫研究部の皆様に深甚の謝意を表する。
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Summary 

Various methods of haemolysis in the micro-

日lariaeconcentration technics were compared from 

the standpoints of the e伍cacyand of influence on 

microfilariae. As was reported in the previous 

paper, even a very small number of microfilariae 

contents in the blood could be diagnosed by 

centrifuging it after the red blood cells were 

haemolysed. It wes proved that freezing and 

thawing, addition of water, 20 <Jo methanol, 10 <Jo 

formalin, saponin and invert soap ,kathion soap) 

were all e百ective as the haemolysing agents 

( 8 ) 

〔寄生虫学雑誌、・第 6巻・第 5号

under certain conditions. However, most of the 

procedures except for freezing and thawing were 

toxic to microfilariae, and their motility was 

more or less hindered, thus giving disadvantage 

to their detection under a microscope. Formalin 

was found to produce a large amount of undesi-

rable sediment and to give poor staining. Among 

the chemicals here used, saponin was proved to 

be least toxic to the microfilariae, and of the 

choice substance. Freezing and thawing method 

presented in the previous paper of the author was 

found to be the best in its haemolysing e伍cacy,

non-toxicity to the motility of micro臼ariaeand 

in their characters under vital or giemsa stai-

nmgs. 




