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緒　　 言

螢光抗体法間接法（Indirect　fluorescent　antibody　test　；FA

test）が寄生虫感染症の免疫学分野において，血清学

的診断法や血中抗体証明法として広く応用されて来た．Sadun

et　al．　（1960）はSchistosoma 　mansoni のcercaria

　（Cer．） を抗原としたFA　test　がschistosomiasismansoni

の血清学的診断法に応用できることを報告し，Anderson

d　al．　（1961　a，　1962　b）およびSadun 　et　al．

（1961，　1962）はその実用化について検討を行い，FA　test

が血清学的診断法として，高度の感受性と特異性をもっ

ており， 優れたtest であ ることを認めて報告した．又Sadun

d　al．　（1962 ，　1963）はtrichinosis お よびtry 　panosomiasis

に お い て，Du χbury　et　al．　（1964） はleishmaniasis

において，いずれもこれらの疾病の血清学

的診断にFA　test　を応用し，優れた 成績を 得たことを

報告した．　Williams　et　al．　（1963）はtrypanosomiasis ，Co

Ⅲns　et　α／．づ1964　a，　b）はquartan　malaria　 お よびtropical

malaria　の 血中抗体の 証明に， いずれもFAtest

を用い，その鋭敏性と特異性の優れていることを報

告した．

現在，日本における日本住血吸虫（日虫）症患者は，殆

んど亜急性型あるいは慢性型が多く，糞便内虫卵検査に

よる日虫症の診断が極めて困難であり，日虫症に対する

免疫学的診断が望まれているが，未だその診断法は確立

されていない．著者は高度の感受性と特異性をもっFAtest

を 日虫症の血清学的診断法として応用するために，

本法の基礎的な反応条件について検討を行った．

実験材料および方法

1． 抗 原：

S．　japonicum のmiracidium 　（Mir．） 又はCer ．を抗

原として用いた．　Mir．は 日虫感染家兎（Cer．感染2 ヵ

月後）の腸粘膜を掻爬して得た虫卵を孵化コルベンによ

って孵化させ，コルベンの細管部に集った活溌なものを

用いたCer ．は実験室内で人工感染した 宮入貝より遊

出した運動活溌なものを用いた．

2． 被験血清：

Cer ．　（約100 隻／kg）感 染後100 日目の感染家兎4 羽よ

り得た混合血清および対照として正常家兎5 羽より得た

混合血清をそれぞれ56 °Cで30 分間非働化して用いた．

血清の稀釈は0 ．85　％　salineで行った．

3． 螢光標識抗体（FA ）：

抗家兎血清globulin 免 疫山羊血清globulin にFluo －rescein

isothiocyanate　（FITC ，　B．B．L．）をlabel した染

色液（Protein　＝　6．4　mg／ml，　FP　ratio　＝　3．6×10 ’3　：　東京大

学伝染病研究所， 川村明義助教授より分与） を 使用 し

た．FA 液 は非特異的染色性を除くために，マウスの肝acetone

粉末で2 回吸収し（FA 液1m1 当 り0 ．1　gの

肝Acetone 粉末 を加え， 良く攪拌し， 室温で1 時間放

置してから，　12，000　rpm，　30分間遠心して得たその上清

にさらに0 ．05　g／ml　の 肝acetone 粉末 を 加えて同様の

操作を行った）， この 液を0 ．2　mlづっampule に封入

し，速やかに凍結したのち使用時まで －20 °Cに保存し

た．

4．　燐酸緩衝生理食塩水 （Phosphate　buffer　saline，pH

7．5　；　PBS）：

蒸溜水100　m 凵こKCl　0 ．2g，　Na2HPC ）4　1．15　g　（Na2 －HP04

・12H20　2．9　g） およびKH2P04　0 ．2　gを加えて保

存液を調製し，使用時に再び蒸溜水を追加して1 ，000ml

とし，さらにこれにNaCl　8 ．5　gを加えた．

5．　slide　glass　およびcover　glass　：

松浪製slide　glass　A　（76×26　mm）お よびcover 　glass
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No ．　1　（24 ×50 ×0 ．13－0．17　mm ）を 使 用 し た ．

6 ．　test 用 包 埋 剤 （Mounting　medium ）：

三 光 純 薬 製エ ル バ ノ ー ル（成 分 ：Polyvinyl　alcohol　1

容 に0 ．14　M　NaCl　加0 ．01M　PBS　4 容 を 混 和 し， そ

れ に 最 純glycerin　l ／2容 を 加 え た も の，　pH　6 －7）あ る い

は 特 級glycerin　9 容 とPBS　1 容 を 混 和 したbufferedglycerin

を 用 い た ．

7 ．　FA　test　 の 手 技 ：

あ ら かじ めslide　glass　上 に 卵 白 を 薄 く 塗 布 し ， 風 乾

し た の ち ， 新 鮮 なMir ．　（又 はCer ．，約20 －30 隻 ） を 点

滴 塗 抹 し， 扇 風 器 を 用 い て 速々 か に 充 分 乾 燥 （約30 分

間 ）し て か ら 固 定（室 温 で5 分 間 ）を 行っ た ． 次 にMir ．

（
又 はCer ．） の 上 に 被 験 血 清 を1 滴 盛 り上 げ

・ 湿 室 （底

に 湿 っ た 濾 紙 を敷 い た プ ラ ス チ ック 箱 ） 中 に 静 置 し ，37

°C で40 分 間incubate し た ． 次 にPBS で 簡 単 に 血

清 を洗 い 落 し て か ら ，　PBS の 入 っ た洗 浄 槽 内 で10 分 間

づ っ2 回 洗 浄 （magnetic　stirrer　を 使 用 ） し た ． 濾 紙 で

軽 く押 え て水 分 を 除 い た の ち ，FA 液 を1 滴Mir ．　（又

はCer ．）上 に 盛 り上 げ， 再 び 湿 室 内 で37 °C，　40 分 問 染

色 し た． 次 にPBS で 前 回 と同 様操 作 に よっ て 染 色 液 を

洗 浄 して か ら充 分 に風 乾 し ，　mounting　medium　 を のせ ，cover

　glass を か け ， 螢 光 顕 微 鏡 下 でMir ．　（又 はCer 。）

の 螢 光 の有 無 を観 察 し た ．螢 光 装 置 は パ ー マ レ ー ・ 千 代

田 光 学 の 高 輝 度水 銀 装 置H250 　（uv 励 起 フ ィ ル タ ー お

よ びuv 吸 収 フ ィ ル タ ー使 用 ）を使 用 し た ．

8 ，　反 応 の判 定 基 準 ：

抗 原 （Mir ．又 はCer ．） に黄 緑 色 の螢 光 を全 く 認 め な

い も のを （－ ）， わず か に 弱い 螢 光 の み を 認 め る も のを

（ 土）， 螢 光 を認 めそ の強 さ に よっ て（1 十，2 十，3 十）と

判 定 し て記 録 し た ．

実 験 成 績

実 験I　Mir ． を抗 原 と し たFA　test　 の基 礎 的 条 件 に

つ い て の 検 討

Mir ． の 固定 は ，　formalin ，　ethanol，　methanol ，　acetone

お よ び 火 焔 につ い て 検討 を行 っ た ． 又 ， 同 時 に 特 異 反 応

を観 察 す る の に 必 要 な 被 験 血 清 とFA 液 の 適 正 濃 度 に

つ い て も 検 討 を 行っ た ．

卵 白で 処 理 し たslide　glass　 にMir ．を点 滴 塗 抹 し ，95

　％　ethanol ，　99 　％　methanol ，　10 　％　formalin ，　95 　％acetone

お よび 火 焔 を用 い て， そ れ ぞ れ 固 定 し た（但 し ，

火 焔 固定 の みは 軽 く行 っ た）． 次 に ，　Mir ．を 日虫 感 染 家

兎 血 清 お よ び 正 常 家 兎 血 清 の1 ：3 ，1　：　10，　1：30 お よ
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び1　：　100稀釈液でそれぞれincubate したのち，FA 原

液で染色してMir ．の螢光の有無について観察した．

95　％　ethanolで固定したMir ．は，感染血清でincu －bate

し た場合に1　：　100稀釈まで螢光を認め，正常血清

の場合は1 ：30 稀釈まで螢光を認めた．　99　％　methanol，95

　％　acetoneお よび 火焔で 固定した各Mir ．は感染血

清および正常血清のいずれを 用いた 場合にも1　：　100稀

釈までそれぞれ螢光を認めた．　10　％　formalin で固定し

たMir ．は感染血清および正常血清のいずれを用いた場

合にも1 ：3 稀釈および1 ：10 稀釈に螢光 を 認めた．な

お，対照として，血清の代りに0 ．85　％　salineを用いた

ところ，いずれの固定法でも螢光を全く認めなかった．

これらの実験成績より，FA 原液で染色したMir ．はい

ずれの固定法を用いても， 感染血清でincubate し た場

合と正常血清でincubate した場合との間に著明な反応

の差異を 認めることはできなかっ たので， 次にFA 液

の適正濃度について検討を行った．

前実験によって， 感染血清1　：　100稀釈液でincubate

した のちFA 原液で染色したMir 囗こ強い 螢光を 認め

たので，血清1　：　100稀釈液でMir 。をincubate し てか

ら，FA の原液，1：3，1 ：10 お よび1 ：30 稀釈液でそ

れぞれ染色して，その螢光の有無について観察した．

95　％　ethanolで固定したMir ．は 感染血清でincubate

した場合に，FA 液 の1 ：10 稀釈 まで螢光を認め，正常

血清でincubate し た場合には，FA 原液にのみ 弱い螢

光（士）を認めた．　99　％　methanol で固定したMir ．は感

染血清でincubate した場合は，FA 原 液および1 ：3 稀

釈に螢光を認め，正常血清の場合には，FA 原液にのみ

螢光を認めた10 　％　formalinで 固定したMir ．は，感

染血清および正常血清のいずれの場合払FA 原液およ

び各稀釈液で 染色したMir ．に螢光 を 全く 認めなかっ

た．火焔で固定したMir ．は，細心の注意を払って行っ

たにも拘らずMir ．がslide　glass　よ り剥れMir ．を観

察することはできなかった．

95　％　ethanol，　99　％　methanol，　10　％　formalin，　95　％acetone

お よび火焔を用いてMir ．の固定について 検討

したが，特異螢光の検出に特に優れた固定剤を認めるこ

とはできなかった．しかし，5 種の固定剤中95 　％　etha－nol

が比較的良かったので，　Mir．を95 　％　ethanolで固

定したのち，特異反応に関与する血清（一次抗体）とFA

液（二次抗体）の適正濃度を両者のbox　titration　test　を

行って検討した．

感染血清の場合は，1　：　100お よび1　：　300稀釈血清で
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Table　1　Representative　titration　in　the　fluorescent

antibody　tests　usiでIg　miracidia　as　antigen

for　optimal　dilutions　of　serum　and

fluorescent　antibody　solution

Serum
specimen

Infected
rabbit

Noninfected
rabbit

Serum

dilulions

1　：　1001　
：　3001
：1 ，0001

：　100
1　：　300

FA　diluted　1　：

1

－2＋2

＋

2

－2＋1

＋1
＋

4

1 ＋1

＋1

＋

8

1 ＋1

＋

土

16

十一

＋
一

一

一

一

Mir ． の 固 定 に 比 較 的 良 い 成 績 を 認 め た95 　％ 　ethano ．

に よ っ てCer ． を 固 定 し た の ち；　1　：　100，　1　：　200 ，　1：400

お よ び1　 ：　800 稀 釈 血 清 でincubate し ，FA 原 液 ，1

：2 ，1 ：4 ，1 ：8 ，1　：　16，　1　：　32，　1　：　64，　1　：　128 お よ

び1　 ：　256 稀 釈 液 で 染 色 し たCer バ こ つ い て 観 察 し ， 特

異 螢 光 の 検 出 に 適 し た 被 験 血 清 とFA 液 の 稀 釈 濃 度 を

両 者 のBox　titration　tes 凵 こよ っ て 検 討 し た ．

感 染 血 清 の 場 合 は ，1　：　100　稀 釈 血 清 でincubate し たCer

． にFA　1　 ：　128 稀 釈 ま で 螢 光（3 十 ，2 十 ，1 十 ） を 認

め ，1　：　200　稀 釈 血 清 で は ，　FA　1　 ：　128　稀 釈 ま で 螢 光 （3

十 ，2 十 ，1 十 ） を 認 め ，1　 ：　400　お よ び1　：　800 稀 釈 血 清

で は ，　FA　1 ：32 稀 釈 ま で 螢 光 （3 十 ，2 十 ，1 十 ） を 認 め

た ． 正 常 血 清 の 場 合 は ，1　：　100 稀 釈 血 清 でincubate し

たCer ． にFA1 ：16 稀 釈 ま で 螢 光（2 十 ，1 十 ）を 認 め ，1

：　200 稀 釈 血 清 で はFA　1 ：8 稀 釈 ま で 螢 光（2 十 ，1 十 ）

を 認 め ，1　；　400 稀 釈 血 清 で はFA1 ：4 ま で 螢 光（2 十 ，1

十 ）を 認 め ，1　：　800 稀 釈 血 清 で はFA 原 液 お よ び1 ：2

稀 釈 に 螢 光 （2 十 ，1 十 ） を 認 め た ． な お ， 対 照 と し て0

．85　％ 　saline でincubate し たCer ． に は い ず れ も
螢

光 を 全 く 認 め な か っ た （Table　2 ）．

特 異 的 な 抗 原 抗 体 反 応 の 結 果 と し てCer ． に 現 わ れ る

螢 光 は ， 感 染 血 清 の1　：　100 お よ び1　：　200 稀 釈 液 でin －cubate

し た 場 合 に はFA　1 ：64 あ る い は1　 ：　128 稀 釈 液

に よ っ て ， 又 ， 感 染 血 清 の1　 ：　400　お よ び1　 ：　800 稀 釈 液

でincubate し た 場 合 に はFA　1 ：16 あ る い は1 ：32 稀

釈 液 に よ っ て 染 色 し た 時 に そ れ ぞ れ 認 め ら れ た ． な お ，

こ れ ら の 中 でFA　test　 の 反 応 条 件 と し て ，　Cer ． をin －cubate

す る の に 必 要 な 血 清 の 濃 度 は1　：　400 稀 釈 ， 染 色

に 用 い るFA 液 の 濃 度 は1 ：16 稀 釈 が 最 も 良 か っ た ．

血 清 とFA 液 の 適 正 濃 度 が 判 っ だ の で ， こ れ ら の 条

件 に よ りCer ． の 固 定 法 に つ い て 検 討 を 行 っ た ． 固 定 に

2　　4

3 ＋　3 ．＋3

十　3 ＋3

＋　3 ＋2

＋　2 十
一
2 ＋　2 ＋2

＋　2 ＋2

＋　1 ＋1

＋　　土
一

一　 一

FA　diluted　1　：8

16　32

3 ＋　3 ＋　2 ＋3

＋　2 ＋　2 ＋2

＋　2 ＋　1 ＋1

＋　1 ＋　1 ＋2

＋　1 ＋　　±1

＋　　士　　 土

土　　－　　－

士　　－　　－

－　 －　 －

64

－1＋1

＋

士

士

一

一一

一

128 256

1＋　　±1

＋　　一

士　　－

±　　 一
一
一　 一

一　 －

－

一

一一

一

Control　（0 ．85％　Saline）
－

－

incubate し たMir ．にFA　1 ：8 稀釈まで 螢光（2十，1

十）を認め・1　：　1・000稀血清でincubate したMir 凵 こFA

1：4 稀釈まで螢光（1十）を認めた． 正常血清の場

合は，1　：　100および1　：　300稀釈 血清でincubate したMir

バこFA　1 ：8　稀釈までいずれのFA 稀釈液も弱い

螢光（士）を認め，1 ：1，000稀釈血清の 場合もFA　1 ：4

稀釈までいずれも弱い螢光（士）を認めた．な紅 対照と

して，　0 ．85　％　salineでincubate したMir ．にはいず

れも螢光を全く認めなかった（Table　1）．これらの実験

成績より， 感染血清でincubate したMir ．と正常血清

でincubate したMir ．との間に著明な反応の差異を認

めることはできなかったので， 特異螢光 を 指標 とするFA

test　において，　Mir ．は抗原 として不適当であると

考えられた．

実験n　Cer ．を抗原としたFA　test　の 基礎的条件に

っいての検討

実験I に よって，　Mir．を抗原として用いることは適

切でないことが判っだので，　Cer．を抗原としたFA　test

について検討を行った．

Table　2　Representative　titration　in　the　fluorescent　antibody　tests　using　cercariae　as　antigen

for　optimal　dilutions　of　serum　and　fluorescent　antibody　solution

Serum

specimen

Infected

rabbit

Noninfected
rabbit

Serum

dilulions

1　：　1001　

：　2001　

：　4001　
：　800
1

1

1

韆

●

●

●

●

■

100
200
400

1　：　800

Control　（0．85％　Saline）

1

－3 ＋3

＋3

＋3

十
一2
＋2

＋2

＋2

＋
－

－

（184 ）

亠゜亠IVVV　 亠｜＿ ゛｜　‘1　　　－
・ヽ　・　，　　1　　1：100　　　 ±　　土　　土　　土　 一

四 ¶ W T － 　 　 　 　 　 　 － ＝ 1 　 　 　 7 　 　 　 ”

－　　　 －　　　 ふ　　　 八　　　 J 　 ふ 　 　 － 　 I 　 　 　 ・

－

＿　　　 ．九 ．　 J 　 、 　 － 　 ● 　 　 ●

－ ｀ －i 丶yXyW　　　 ’　　 －　　 ‾

一 一 －



は実験I で使用した5 種の固定剤を用いた．

95　％　ethanol固定の場合は，　Cer．にAuto－fluorescence

を認めなかった．又，感染血清でincubate したのみのCer

．および感染血清でincubate しないでFA 液で染

色したのみのCer ．にいずれも螢光を認めなかった．感

染血清でincubate したのち，FA 液で染色したCer ．

には螢光（2十）を認めたが，正常血清でincubateしてか

らFA 液で染色したCer ．には螢光 を認めなかった．99

　％　methanol固定の場合は，　Cer囗こAuto－fluorescence

を弱く（土）認めた．又，感染血清でincubateしたのち，FA

液で染色したCer ．に弱い螢光（士）を認めた10 ％formalin

固定の場合は，　Cer］こauto－fluorescenceを認

めなかったが，感染血清でincubate したのち，FA 液

で染色したCer バこ弱い螢光（士）を認めたのみであっ

た．　95　％　acetone固定の場合は，　Cer．にauto－fluores－cence

はなく，感染血清でincubate したのみのCer ．

およびFA 液で染色したのみのCer ．にも螢光を認め

なかった．感染血清でincubate したのち，FA 液で染

色したCer ．に螢光（1十）を認めたが，正常血清でin－cubate

した場合のCer ．にも螢光（1十）を認めた．火焔

固定の場合は，　Cer．がslide　glass　より剥れCer ．を観

察することができなかった．

Cer．の固定には95　％　ethanolが良いことが判ったの

で，さらにethanol の濃度によるCer ．の特異螢光の消

長について観察を行った．　99％，　95％，　90％，　80％，70

％，　60％および50　％　ethanolでそれぞれ固定したの

ち，血清の1　：　400稀釈液でincubate し，　FA　1：16 稀

釈液で染色したCer ．について観察した．感染血清の場

合は，　99％，　95％および90　％　ethanol固定を行った各Cer

．　｛こ強い螢光（2十）を認め，　80　％　ethanolでは前者に

比して螢光は弱く（1十），　70％，　60％および50　％　etha－no1

固定を行った各Cer ．には弱い螢光（土）を認めたの

みであった．なお，正常血清の場合は，いずれの濃度のethanol

を固定に用いても螢光を全く認めなかった．　Cer．

の固定に用いるethanol は90 ％以上の高濃度のものが

良く，これより低濃度になるにしたがって，螢光が減弱

することが判った．

実験Ⅲ　実験的日虫感染家兎のFA　test　ならびにCer－carienhullen

reaction　について

日虫感染家兎の血中抗体の証明にFA　test　を応用し

て，　testの感受性および特異性について観察した．抗原

にはCer ．を用い， その固定は95　％　ethanolで行い，

被検血清は0 ．85　％　salineで1　：　400稀釈し，染色はAF

（185 ）
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Table　3　Comparison　of　results　obtained　in　the

fluorescent　antibody　tests　and　the　cercarien－hiillen

reactions　for　schistosomiasisiii

in　fee　ted　and　noninfected　rabbits

Serum
specimen

Infected

rabbits

Noninfected
rabbits

Rabbit
number

61
62
63
64

59
60
65
66
67
68
69
70

71

FA　test　　CHR

2 ＋2

＋2

＋2

＋
－
－

－

－

－

十一

十
一

＋

＋

＋

＋

－

＋

－

一

一

一

士

＋

1：16 稀釈液を用いて，日虫感染家兎（per　kg　100隻のCer

． を感染して100 日を経過した家兎）4 羽と正常家兎9

羽について，　FA　test　を行った， なお， 抗血清中でCer

．に抗原抗体反応が起るという点でFA　test　の反応

様相 と類似していると考えられる　Vogel 　＆　Mining

（1949 ）のCercarienhiillen　reaction　（CHR ） を 同一血清

について行い，　fa　test　の成績とCHR の成績とを比較

検討した．

日虫感染家兎4 羽はすべてFA　test　の反応が陽性（2

十螢光）であった．正常家兎は9 羽 の中2 羽は反応が疑

陽性（士螢光）であり，7 羽は陰性であった．正常家兎No

．　70 お よびNo ．　71 の血清に認めた弱い螢光（±）はnon

－specificなものと考えられ，感染血清による 陽性螢

光（2 十）に比べると明かに差異を認めたCHR は日虫感

染家兎4 羽はすべて陽性であった．正常家兎9 羽の中2

羽 は陽性，1 羽は疑陽性，6 羽は陰性であった．正常家

兎N0 ．60 お よびNo ．　71の血清に認めたnon －specificなCHR

陽性反応は，感染家兎4 羽の血清に認めたCHR

陽性反応と全く同様に観察された．N0 ．60 の正 常家兎

のFA　test　は陰性 であったがCHR は陽性であった．

ヌ，　No ．　71 の正常家兎のFA　test　は疑陽性であったがCHR

は陽性であった（Table　3）．

総括および考按

FA　test　を日虫症の血清学的診断法に応用するために

基礎的な諸条件の検討を行った．抗原については，　Mir

およびCer ．を用いて検討を行った．　Mir．を用いた場

合は感染血清と正常血清との問に著明な反応の差異がな

いので，　Mir．はFA　test　において非特異性が強いこと
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を認めた．抗原にCer ．を用いて観察すると，感染血清

でincubate した場合には正常血清でincubate した場合

に比較して，より稀釈された血清によっても反応が強く

裼性に現われ，感染血清と正常血清との間に著明な反応

の差異を認めた．したがって，以後の実験には抗原とし

てCer ．を使用した．

Sadun　d　al．　（1962） は 了．　mans・．昌こおいて，虫卵，Mir

．，　Cer．お よび成虫体の抗原性について検討を行い，

‾Mir．およびCer ．に抗原として良い成績を得たことを

報告したが，Mir ．に非特異螢光が強く現 われなかった

のは，　Mir．の固定にRBA に よ るcounterstaining を

併 用したため，非特異螢光の出現を阻止できた結果では

ないかと推察される．

抗原物質の抗原性は固定法によって大いに影響される

ので，その特異的な生物学的活性を保持するために適切

な固定が必要とされる．　Cer．の固定については99 ％～50

　％　ethano］，　99　％　methanol，　10　％　formalin，　95　％acetone

および火焔を用いて検討したところ，　99％～90

％　ethano囗こよる固定が最も良かった．　80 　％以下の濃

度のethanol では，　Cer．の螢光が 減弱することを認め

た．　99　％　methanol お よび95 　％　acetoneに よる固定は

非特異螢光が強く，特異螢光のみを観察することは困難

であったので，固定法としては不適当と 考えた．　10 ％formalin

による固定は95 　％　ethanolに比較して螢光は

著しく弱かった．火焔固定は塗抹したCer ．が剥れ易い

欠点があって固定法としては不適当であった．　Andersond　at

．　（1961）およびSadun 　et　al．　（1962）はS ．　mansoni

のCer ．やTrichinella 　spiralisのlarva はRBA でcounterstaining

したのち10 　％　formalinで固定するかあ

るいはRBA を含 んだ10 　％　formalinで 固定 すること

が最も良く，　10　％　formalin，　polyvinyl　alcohol，　aceticacid

，　carnoy’s　solution，　2　％－，　5　％－，　7　％－alcoholお

よびRBA による各単独固定では満足な成績が得られな

かったことを報告した．固定のために抗原に非特異螢光

が強く現われ，種々の固定法によってもこれを除去する

ことが困難な場合にはAnderson やSadun　et　㎡．が報

告したRBA によるcounterstaining あ るいはRhod －amin

B　200　によるdouble　staining　等を 併用して， 非

特異螢光を除去し，FA による特異螢光を観察すること

は良い方法と考えられる．

FA　test　は適正稀釈の被験血清を対象とし，適正濃度

のFA 液 で抗原を染色する 必要がある． 被験血清の適

正稀釈は宿主の種類や感染の時期等によって異なり，又

FA 液 の適正濃度はFITC をlabel ナる 以前のantise－rum

globulin　の抗体価，FA の蛋白量，　labelしたFITC

と蛋白の比および抗原処理に用いた被験血清の稀釈度等

により異なる．

95　％　ethanolで固定蝠 実験的 回虫感染家兎血清（家

兎体重1kg 当 り100 隻のCer 、を 感染して100 日目に

採血分離したもの）の1　：　400稀釈液 でincubate し たの

ち，　fa　1：　16稀釈液で染色したCer パこ特異螢光（2十）

を認めたので，これらの条件で日虫感染家兎および正常

家兎より得た血清についてFA　test　を行ったところ，

回虫感染家兎はすべて反応陽性（2十螢光）であ 貼 正常

家兎は反応陰性（9 羽中7 羽）および反応疑陽性（土螢

光；9 羽中2 羽）であった．この疑陽性反応は陽性反応

に比較して著しく螢光が弱く，両反応の間に著明な差異

を認めることができた．よって，FA　test　を日虫症患者

の検出に応用できることが示唆された．

同一血清について行ったCHR は日虫感染家兎のすべ

てに反応陽性を認め，正常家兎は反応陽性（9 羽中2 羽）

反応疑陽性（9 羽中1 羽）および反応陰性（9 羽中6 羽）を

それぞれ認めた．

正常家兎N0 ．60 はFA　test　が陰性で，　CHR は陽性

の反応を認め，正常家兎No ．　71 はFA　test　が 疑陽性

で，　CHR は陽性の反応を認めたSato　d　 ぶ．　（1964 ）

はFA　test　とCHR の反 応物質がそれぞれ 異なってい

ることを報告したが，正常家兎No 。60 およびNo ．　71

に認 めたFA　test　とCHR との反応の相異は， これに

関与する反応物質が異なることを示唆している．

結　　 語

日虫症の血清学的診断 を 目的としたFA　test　につい

て，基礎的な諸条件について検討を行った．

1．　FA　test　の抗原 としてMir ，お よびCer ．につい

て検討したが，　Mir．はCer 凵 こ比較して 非特異性が強

かった，

2．　Cer ．の固定には99 ％～90　％　ethanolを用いて良

い結果を得た．

3． 実験的日虫感染家兎 についてのFA　test　は 全例

に陽性反応を認め， 正常家兎 についてのFA　te 就 は全

く陽性反応を認めなかった．

稿を終るに臨み，御指導，御校閲を賜わっだ沢田利貞

教授ならびに今村晉助教授に衷心より感謝致します．ま

た螢光抗体を分与された東京大学伝染病研究所川村明義

助教授に謝意を表します．
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別

IMMUNOLOGICAL　STUDIES　ON JAPONICA　VI ．

INDIRECT　FLUORESCENT　ANTIBODY　TEST　IN

EXPERIMENTAL

Shigefusa　SATO

（£）やar かj・ent　Q．／リ■iygiene，　Sch。I 　of　Meぷcine ，　Gann μ，z　研7んa・sity，　Maebashi ）

The　fluorescent　antibody　test　for　the　sero－diagnosis　of　schistosomiasis　was　investigated　insera　from　e

χperimentally　infected　rabbits．

1．　Miracidia　and　cercanae　as　antigen　were　stained　by　fluorescein　labeled　antibodies　intests

．　A　striking　degree　of　specific　fluorescence　was　observed　in　cercariae　which　were　incubatedwith　antiserum

．

2．　Fiχations　of　cercariae　with　methanol，　formalin，　acetone　and　heat　gave　generallyunsatisfactory　results

．　Best　results　were　obtained　when　the　cercariae　were　fixed　with　90　％　to99

　％　ethanol　prior　to　incubation　with　antiserum．

3．　Sera　from　rabbits　infected　with　S活丿珀万。。，aμ戸回心gx　yielded　all　positive　reactionsin　the　fluorescent　antibody　tests

，　whereas　the　results　in　the　tests　of　normal　rabbits　sera　were　not

‘positive．

（188 ）`
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（1965 年2 月15 日受領）

鶏 に 寄 生 す る条 虫 の駆 虫薬 と し て は 最 近 わ が国 でBi －

－jhionol，　Dichlorophen　お よ びButyno °te な ど が 相 つい

で 実 用 化 さ れ て 極 め て よい 成 績 をお さ め てい る ． 一 方 ド

イ ツ で はMa ア庇zia ，　Taenia 　hydatigena の 駆 虫 に 効 力

を 有 す る 新 条 虫 駆 虫 薬Cestocide　Bayer　2353 　（Yomesan ）1

～N　－　（2’　－chloro－4’　－nitrophenyl）　－　5－chlorosalicy］amide〕が 発

表 さ れ た ． し か し 本 剤 は £）ipyl・`ぷum　r ・aninum ，　RぷXZ＆・－j

み1a，　Davainea 夕rogloμjゐ お よ び £訪 鈿・coccus　gra －nulosus

の 駆 虫 に は そ の有 効 性 が 確 め られ てい ない ．本

邦 で は 横 川 ・吉 村（1962 ）が 本 剤 は 尺 芦・a・り帥 む ア2α？2α

の駆 虫 に 有 効 で あ る こ と を 報 告 した ． 今 回著 者 は 本 剤 の

駆 虫効 力 が 確 め ら れ て い ないRaillietina 属 の1 種 であ

る 鷄条 虫 尺ぷllietina　（P ．）　kashiwarensis に 対 し て 駆 虫

効 力 を 検 討 す る機 会 を 得 た の で そ の結 果 を報 告 す る ．

なお ， 本 剤 の 産 卵 に お よ ぼ す 影 響 を検 討 す る試 験 に関

し て は 松 井 奈 良県 種 鶏 場 長 の 協 力 に よ る． 厚 く感 謝 す る

次 第で あ る ．

材 料 お よ び 方 法

1964 年2 月 孵 化 の 雌 中 雛5 羽 に5 月5 日橿 原 条 虫の

中 間 宿 主 で あ るEuponera 　soiltaΓ㎞（オ オ ハ リ ア リ）の尾

部5 尾 ず っ を パ ン片 に 挿 入 し て 強 制 的 に 食 わせ た ． そ れ

か ら23 日後 の5 月28 日 ，5 羽 の 鶏 の 糞 便 を 調 査 し， 排

泄 片 節 の存 在 か ら す べ て の 鶏 が 橿 原 条 虫 に 感 染 し てい る

こ とを 確 認 し た ． つい で5 月30 日20 時 ， 体 重 測 定 後5

羽 に そ れ ぞ れ1 錠 ず つ のYomesan を 投 与 し た ． 翌31

日 早 朝5 羽 の鶏 の糞 便 を調 査 し ， 排 泄 虫 体 数 を 数 え た ．

そ の 後 外 部 か ら条 虫 が 感 染 し な い よ うに 注 意 し て 飼 育

し ，5 日後 の6 月5 日，5 羽 の鶏 を屠 殺 解 腸 し ， 小 腸 内

の 残 存 虫 体 の 有 無 を 調 査 し て 本 剤 の 駆 虫 効 力 を 検 討 し

た ． な お 別 に 産 卵 鷄10 羽 に1 錠 ず つ のYomesan を投 薬

し て ， 投 薬 前 後10 日間 ず つ の 産 卵 数 を 比 較 し ，　Yomesan

の 投 薬 が 産 卵 に お よぼ す 影 響 に つい て も 検討 し た ．

結　　 杲

投薬時の体重および1 羽あたりの投薬量は第1 表に示

すとおりである．一方6 月5 日早朝における排泄虫体数

ならびに解腸時における残存虫体数は第2 表のごとく，

第1 表　投薬時における体重および投薬量

鶏番号　 体重（g）

No ．　12345

第2 表

鶏 番 号

N0 ．1

2

3

4

5

1210
1120
1340
1280

投 与 量1 羽 あ た りの
投 薬 量 （mg ）

／／

／／

／／

μ

450
413
437
373
390

排泄 虫体数および屠殺時における

残存虫体数

排　 泄
虫体数

7

6

3

5

9

残

1

0

0

0

1

存　虫　体

長　 さ

（mm ）
－
53

47

すべての鶏から3 ～9 条の虫体が 排泄された． また解腸

時には残存虫体はNo ．　1 とNo ．　5 の2 羽に 再生虫体

と考えられる長さ47 －53　mm　の小条虫がそれぞれ1 条

ずつ寄生していた以外他の鶏には残存虫体は認められな

かった．

な糺 投薬後の糞便には下痢便は皆無ですべて正常便

のみであった．また解体時における内臓諸器官には何ん

ら異常は認められなかった．

一方投薬が産卵におよぼす影響を調査する目的のもと

におこなった投薬前後10 日間ずつの産卵は第3 表 に示

すごとくである． この投薬前後10 日間ずつの産卵数の

差を統計的に検討すると、Pr｛け1＞1 、25｝　＝0．25 となり

（189 ）

‾゙　 （mm ）

No ．　1　　　　1100　　　　1錠　　　　　450

－

一 一 － －



86

第3 表　投薬前後10 日間ずっの産卵数

鶏 番 号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

産　　 卵　　 数

投薬前　投薬後

9

7

7

9

7

8

7

8

7

8

8

7

6

10

7

5

8

6

7

8

両者間の産卵数の差には有意性が認められないこ

らかになった．

とが明

論　 議

投薬の翌早朝糞上に 排泄された 虫体は3 ～9 条 の成虫

体であったが，これら排泄虫体は頭節をも含めた完全駆

虫であるか否かは疑問である．そこでもし頭節を小腸壁

に残して頸部から離脱した虫体であれば，しばらくの期

間鶏をそのまま外部から条虫の感染源としてのアリ，小

甲虫類が侵入しないように注意して飼育した後，屠殺開

腸すればふ型の再生虫体が宿っているはずである．そこ

で本実験では投薬後5 日を経過してから屠殺開腸して残

存虫体の有無を調査した．この結果は第2 表に示すごと

く，5 羽 中2 羽 の鶏に47 －53　mm　の 小型再生虫体がわ

ずかに1 条ずつ残存していたに過ぎなかった．かかる事

実からしてYomesan プ ロキロ373 －450　mg　1　回の投薬

では100 ％の完全駆虫は期待できなかったが，他の条虫

駆虫薬に比してその駆虫効力 は 決して 劣るものではなV

．ヽ　1羽あたりの投薬量を少々減量して，2～3 回 連続投

与すれば恐らく100 　％の駆虫効果が得られるものと思わ

れる．これに関しては今後機をみて駆虫試験を行って検

討する心算である．

投薬後の糞便には全く下痢便が認められなかったこと

は他の条虫駆虫薬にはみられない長所であろう．　Bithio－nol

，　Dichlorophen お よびButynorate など で は投薬翌

朝の糞便には 必ず 多少の下痢を 誘発するのが 普通であ

る．

つぎに本剤の産卵えの影響については第3 表に示すご

とく，投薬によって産卵を低下させるような悪影響は全

く認められなかった．かかる点からして本剤は産卵鶏に

投薬しても何んらの副作用を伴うことなく，条虫を駆虫

することが可能であると判断してさしつかえない．

摘　　 要

1） 橿原条虫を 宿 し た 雌中雛5 羽 にYomesan　1 錠

（O。5g）を投薬して条虫に対する駆虫効力を検討した．2

） 投薬の翌朝すべての鶏から3 ～9 条の虫体が排泄

された．

3） 投薬後の糞便には 下痢便は全く 認められなかっ

た．

4） 投薬後5 日を経過してからすべての鶏を屠殺開腸

した結果，2 羽に 小型 の 再生虫体が1 条ずつ 宿ってい

た．

5） 投薬の前後10 日間ずつの 産卵数を 比較検討した

がその差には有意性は認められなかった．

6）　Yomesan は鶏体に何んの 副作用を 与えることな

く，鶏条虫を駆虫することができる．
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EXPERIMENTAL　REMOVE　OF　THE　CHICKEN　TAPEWORM ，　RAILLIETIN 　A

尺ASHIWARENSIS 　WITH　CESTOCIDE　BAYER　2353　（YOMESAN ）

ISAMU　SAWADA

（Biologic・とil　Lab。a／。ry，　Nara 　Gakugei じniversiぴ，　Nara ，　Japan）

Yomesan　was　supplied　for　the 　removal　of　tapeworms　in　chickens．　Yomesan 　is　a　crystalline，pale

yellow　compound　which　is　tasteless　and　colourless ．　Its　chemical　constitution　IS　N－（2 ’－chloro－4

’　－nitrophenyle ）　－5－chlorosalicylamide ．　One　tablet　containing　0 ．5g　of　Yomesan 　（about　340　mg　perkg　body　weight

）　was　administered　to　five　chickens　experimentally　infected　with 　Raillietinakashizvarensis　without　previous　starvation

．　Three　to　nine　tapeworms　were　discharged　from　eachof　the　five　chickens　on　the

　next　morning　following　the　medication ．　No　marked　decrease　inappetite　was　noticed　in　any　of　the　chickens　and　the　droppings

were　not　liquidized　for　the　neχtday

fo】lowing　the　medication 。

At　postmoten　e χamination　on　the　5　th　day　after　the　medication ，　one　small　immaturetapeworm　was　parasitized　in　the

　mucosa 　of　the　small　intestinal　wall　of　each　of　the　two　chickensout　of　the　five

．　Comparing　the　number　of　egg　production　for　10　days　before　medication　withthat　for　10　days　after　medication

，　the　difference　in　the　number　of　egg　production　between　twoperiods　was　not　statistically　significant

。

0n　the　basis　of　the　obtained　data　mentioned　above ，　it　is　obvious　that　Cestocide　Bayer2353

　（Yoraesan ）　possesses　anthelmintic　activity　for　the　removal　of　尺αx・XX4？tina 疋心hiivar？nsis　fromchickens　with

　no　unfavorable　infuende 　on　egg　production ．

（191 ）
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