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は じ め に

糞 便内寄生 虫卵 検査 のために工夫された遠心沈澱集卵

法につい ては，　Teleman　（1908 ）のエーテル・塩酸法以来，

エ ーテル・ 稀塩酸法（宮川，　1913），アンチホルミ ン・エ

ーテル法（矢 尾板 ，　1913 ）などの方法 と　Mathieson　＆Stoll

　（1945 ）の 日本 住血吸 虫卵 に対 する諸法の比較試験な

どがあ り，　Weller　＆　Dammin（1945 ）が塩酸・エ ーテル

と界面活性剤 とし てTriton　NE　 を 使用するよ うになっ

て より，　Hunter　etぶ．（1946，　1948），　Faust　etぶ．　（1946）

は 日本 住血吸 虫卵 の検出に界面活性剤が有効であること

を確認した．本邦 でも伊藤（1953）は日本住血吸虫卵を有

す る糞便を用いて多 くの集卵法 を詳しく比較し，　Hunter

■et　al．　（1948 ）のAMSIII 法 が最良 であ ることを認 めた．

小宮・横川（1953 ）はAMSIII 法 を肺吸虫卵の糞便よりの

検出に応用して勝 れた成績 をあ げ，この方 法が吸虫類の

虫卵検出一般に有効であるこ とが想像された．　AMSIII

法 は鈎虫卵，蛔虫卵の検出度が低 く，　Maldonado　et　al

（1954）はWeller －Dammin 法は蛔 虫卵，特 に不受 精卵の

検出 に不適当 とし，　MGL 法にTriton　NE を加 えたものが

一般的集 卵法として好適である とし た．分 島ら（1961）はWeller

－Dammin 法のTriton　NE を邦産品Emasol　4130

で代用し， 蛔虫不受 精をのぞいた各種 虫卵 の検出 率の高

いこ とを報告してい る．一方以上 の報告に 用い られた界

面活性剤 は主 として非イオ ン性の乳化剤であっ だのに対

し，い わゆる陰 イオン性 洗剤（ライ ポンF ⑩）を 用い る方

法で福田・岩倉・谷川（1959）が肺吸虫卵につき，岡部・小

野・高尾（1964）が肝吸 虫卵につい て試み，実用に供し得 る

ことを述べてい る．一 方Ritchie 　（1948）は 界面活性 剤を

使 用しないフォ ルマ リン・エーテル法（MGL ）を考案し，

この方法は主 とし てアメリカの一般検査 室で広く用い ら

れるよ うに なり，糞 便中の虫卵お よび原 虫嚢 子検査法 と

しての価値 が認 められ た（Wykoff 　et　al．，　1958　；　Brooke，j958

．そ の他）．　Ritchie　d　“X
‘
（1960）は この 方法 の 虫卵

回収率 を検討 し， 液の比重 とpH が大き な 影響 を有す

るこ とを見い だしたが， そ の回収率 の最大とな るpH は

虫卵に より著 るしく異っ ていた．

以 上種々 な方法 が今日まで報告 され てい るが，お よそ

の傾向 とし て蠕 虫類 の虫卵を糞便 より検出 する際 には，

界面活性剤 を含 んだ集 卵液とエーテル を用い ると沈渣 中

の虫卵検出率 が高 くなることが認 められている．し かし

この方法 に関 してはRitchie　et　a　I．　（1960）が行っ たよ うなpH

’
比重等 に関 する検討がな され てい ない ．また わが国

の重要 な寄生虫病で ある肝吸虫，横川吸 虫等の虫卵 につ

い ては，分島 ら（1961）以 外ほ とん ど検討 していない． 今

回，数種の界面活性剤 を濃度とpH を変化 させて作用 さ

せ横川吸虫卵お よび肝吸 虫卵を含む糞便 よりの集卵効果

を定量的に測定し たところ，集卵法に関す る二， 三 の新

しい 現象を見い だし 従前の方法よ りす ぐれたと思 われるTween

80 とクェ ン酸緩 衝液による 新しい集 卵液を見い

だすにいたった ので報 告する．

材料 および方法

詳 細は各実験成績 の順 にそれぞれ説明す るが共通 する

原則的 なものを述 べる．

1．　Tween　80 クェ ン酸緩衝液：

本 研究は一部 を文部省科学研究 費によっ た． ここに附記して謝 意を表 する．

（195 ）
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処法 ：クェ ン酸

リン酸2 ナト リウム（12 水塩）Tween

80

マ ーソニン

12．914　gm27

．614　gm5

．0　ml0

．1　gm

以 上に，蒸 溜水 を加え　　　1 ，000　mlとする．

作り方：

クェ ン酸 と リン 酸2 ナト リウムは200 ～300　ml　の蒸

溜水 に加蒸溶解せしめ，　Tween　80 はまず50 －100　m1　の

蒸溜水によく攪拌して溶解させ，これ らが蒸 溜水 を加え

全量を1 ，000　m1　とする．マーソニ ンを 加 えた直 後に一

部白濁す るが混和す れば透 明となる．

本液はMcllvane 緩衝液 のpH　4 ．0に 相当するもの

にTween　80　 を0 ．5　％に 加 え， 防腐 用として1 万倍マ

ーソユ ンを加 えた もので， 比重1 ．020であり， 一度作成

すれば数 力月 の長期保 存にたえ うる．

2．　集 卵効果 の比較 法：

従来 の方法 はMaldonado　et 　al．　（1954 ），　Wykoff　etぶ．

（1958）等 にみられ るようにある同一 の集団の検査 を 異

にする方 法で行っ てそ の陽性 率を比較 す る 方法 が多い

が，それでは 相対的 な順 位しかわからない ので，今回は

よ り定量的 で普遍性 のあ る虫卵回収率と沈流量に比較 の

重点 をおい た．

虫卵 を含む糞便10　gm　を約50　m1　の 水道水とホモジ

ナイ ザーまたはミキサーで混和し，ガーゼで濾過し て粗

大 消化 残渣を除き， さらに水を 加えて300　m1　とし，充

分 攪拌 後その0 ．1ml をとっ て虫卵数を数え，これを10

回繰返 して平均をとる． この 平均値が10 ～20 であ るこ

とが望 ましい ．これは もとの糞便 のE ．P．G．に して3 ，000

～6，000であ り， 濃厚なばあいは， 虫卵 を含まぬ健康 者

便にて適宜稀釈する． 稀薄 なばあい は0 ．1　ml中の虫卵

数 が1 前後 のばあい は約30 回，2 のばあい は20 回，3

以上であ れば10 回繰返し て平均 をとる．

こ の糞便 液を5m1 づっ よく混和して遠心管に分注し，2

，000　r・p．m．　2　分間遠心 後上清 を捨て被検伴 糾とする．

こ れに集 卵液7　ml，　エーテル3m1 を加え， 拇指ま た

はゴム栓 で密栓して充分振盪攪拌し，　2，000　rpm　2　分間

遠心 し，浮上したエーテル層，ス クッム層 を細い棒で管

壁 より離 し，管 を傾けて上清とと もに捨 て，管壁 に附 着

し たスクッムは綿棒でぬぐい とる．全沈流 を毛 細ピペッ

トで数 枚のスライド上に うっ し，24×32　mm のカバーを

かけて鏡検，沈流中の全 虫卵数 を数 える．

あらかじ め算定した糞便液5ml 中 の 全虫卵数に対す

る沈澄中 の虫卵数 の百分比を虫卵 回収 率とした．

一方最終沈流量を容積 または乾燥重 量で測定した．乾

燥重量は含有する塩類重量 を計算 によりさしひくか，よ

く洗滌し塩類を除去し た沈流 につい て測定した．乾燥は

ふ卵器に48 時間入 れて行っ た．虫卵回収率が 高く 沈洫

量 の少 ない ものをもっ て集卵効果 は高い もの とした．

3． 動 物実 験の際 の飼料：

虫卵 材料 として犬の糞便を使用するばあいは，後述 の・

ように食 餌の種類によ り集卵効果が 異なるので原則 とし

てウドン（1 日3 タマ，1タマ220　gm ）を5 日間食 べさ

せ， 最後の2 日の糞便を材料として 用い た．

4・　pH は日立，堀 場の直読pH メーター，表面張力

はStalagmometer を使用し測定した．

実 験 成 績

A ． 横川吸虫卵の場合

1． 横川吸虫卵を指標 とした従来 の遠 心集卵法の集卵T

効果比較：

実験 材料 は横川吸 虫感 染者糞 便より，　2　ml　（遠心沈渣と

量 とし て0 ．67　m1）のサ ンプ ル中 に 横川吸虫卵290 個 を

含 む糞 便液を作成し，2 人 の術者（A ，　B）に1 法につき4

回づっ集卵法 を繰返 して平均 値の大差ないこ とを認 め

た上に両者 を プ ールして その効果を 比較した． 術式 は

埼玉県衛研法は分島 ら（1961），稀塩酸エーテ ル法 は宮 川，

＾1913
），　MGL 法はRitchie 　（1948 ），ア ンチ ホルミンエ

ーテル法 は 矢尾板（1912 ），　AMS　Ill　法 はHunter 　et

・a　I．　（1948 ），　MIFC 法はBlagg　et 　al．　（1955）によっ たが，Sapero

et　al．　（1953）のMerthiolate チ ンキが入手困難なた

め太田（1957 ）の発表してい る変法に よっ た．結果は第1

表のように虫卵回収率はきわ めて低率であ り，僅かに界

面活性 剤を使用した埼玉衛研法お よびAMS 　III法が4 ～Table

1　Comparison　of　the　recovery　rates　of　the

eggs　of　Metagon　im　us　yokoga　zvぷand

sediments　volumes　among　various

centrifugal　concentration　methods

Methods

Weller－Dammin ’sModif
．　（SaitamaEiken　Methods

）A
．　M．S．　Ill

M ．I．F．C．　（Modif ．）M
．G．L．

HCl －Ether　（Miya －

Recovery　　　　　　　　　　　Reduction
？te　of 　eggs

で7；完U にlts　rates　ofin　sediments　　　　　

volumes

4。78％3

．82％2
．24％1
．90％

0 ．16　m1

O ユ9 　ml0

．18　m10

．13　m1

・ ・ ゛^ ±－±^ で“ ‘` ・ 丶゙ ゛` 1
‘y

“ ‾　　1
．89 °／

ふgawa

）

Antiformin －Ether　　0　00
ダ

（Yaoita ）　　　　　　　　 ’ ダ゚

0．22　m10

．10　ml

24 ％28

％27
％19
％33

％15

％
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5 ％の虫卵を回収できたに過 ぎない ．

矢 尾板法にいたっ ては沈流量 は少い が，虫卵が沈流中

に殆ん ど見出され ない ので集卵法 としては全く使 用でき

ない．5 ％以下 の集卵率では0 ．5　gmの糞便を使用し た

ときに，そ の沈 流虫卵数よ2 ．5　mg の糞便中の ものに相

当するので40　mg　を使 用す る 厚 層塗抹法を入念 にみ た

ばあい より検出率は低いの は当然であ る．

2．　横川吸虫卵を指標とした各種 界面活性 剤と集卵液

のpH の集卵効果 に対す る影響 ：

1． で界面活性 剤が有効であるこ とが判明し たので，非

イ オン性 乳化剤 としてTween　80　（1 　％），　Triton　NE

（1 ％）， エマソール4130（1　％）　（花王石鹸），陰 イオン洗

剤としてライポ ンF 　（0．3％，　ABS と し て0 ．1％）をMcllvane

緩衝液に よりpH　2 ．0，　4．0，　7 ．0，　8 ．0とし

たものに溶解させ たものを集卵液 として，1 と同様の材

料につき同様の方法で集卵効果 をみた．結果は第2 表 の

よ うで，沈流量率 （検 体を水洗遠 心時 の沈流量に対する

最終沈湾量率） は界面活性 剤を使用することに より減少

するが，いずれ の界面活性剤 を使用しても，沈流量は酸

性 の方が少く，中性お よび アルカリ性 の液では沈流量 の

著増するこ とが認 められる．虫卵回収率は中性洗剤であ

るライポ ンF は，中性 のばあい に回収率が高いが，酸性

域では全く集卵効果 のない ことは注目すべ き で あ る．Tween

80，　Triton　NE　はpH に 対 してほぼ 同様の 態

度 をとり， 回 収率 の最高 はpH　4 ．0で 各々54 ．86％お

よび60 ．54　％を示 し， アル カリ側では急減し た．　Emasol

はpH 差 による回 収率の 変 動はもっ とも少い が， 回収

率はや や下 り．最高がPH　4 ，0で50 ％に充 たなかっ た．3

．　Tween 　80 の濃度 と横川 吸虫卵の集卵効果：

材料として横 川吸 虫卵 をE ．P．G．　1，716個含む人糞便

な ゝ a a u j
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Table　2　Effects　of　pH　on　the　recovery　of　the

eggs　of　λをXαβmi 。IUS　yojを。gawai 　and　the

volume　of　the　sediments　using　various

detergents　by　centrifugal　sedim

entation　methods

Detergents　　pH

2 ．2Tween

80　　4 ．0

（1 ．0％ ）　7 ．0

Triton　NE
（1．0％）

Emasol　4130
（1．0％）

（Kao　Soap ）

8

－2

4

7

8

－2

4

7

8

－2

4

7

8

0

－2

0

0

0

－2

0

0

0

－2

0

0

0

Rate　of　the

recovery　of

●　　　●eggsm　sedi －ments

　（ ％ ）24

．29

54 ．86

18 ．18

17 ．78

50 ．67

60 ．54

21 ．45

28 ．75

32 ．81

49 ．21

40 ．62

35 ．22

2 ．7561

．1648

．78

volume　of

sediments
．

（Reduction

3
6

13
16

6

10

13

3

6

10

16

yX

10

15

0．5　gm づっ をガ ーゼ で 濾 過して1 標本 と し，1 つ のT

　ween　80　濃度段階 に4 標本 づっ を用い，そ の平均 の虫

卵回収率を 計算し た． 集卵液 はMcllvane 緩衝液pH2

．2を用い た．

Tween　80 の濃度 は0 ．001％より3 ．0％までを10 倍 稀

釈で2 系例 を作 り， 液 の 表面張力 をStalagmometer に

よ り測定し た（水の表面張力を20 ゜C で72 ．75　dyne／cm

とする）．　Tween　80　の濃度0 ．1　％以上 では エ ーテル 層

はエーテル粒子 が融 合せずゼリー状 となっ た． 虫卵回収

率は，濃度0 ．001％以 下では殆どO に近く，殆 どの虫卵

は浮上層に捕え られて沈 下しない．こ れより濃 くなるに

っ れ， 沈渣え の 虫 卵回収率は 上昇し0 ．1　％以上 で80 ～

coNcENTRAT10N （s ）oF　TWEEN　e0　1N　pH　22　mcilvane　BUFFER

耻 j

Q

4

耻． a l

冫 c 9

Fig．　1　Effect　of　the　concentration　and　surface　tension　of　Tween　80　solution　in　pH　2．2Mcllvane

　buffer　on　the　recovery　rate　of　the　eggs　of　λかなg。，zみ。心yokogazv ぷ

in　the　sediments　of　ether　sedimentation　procedure

（197 ）
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100　％の間のほぼ安定した虫卵回収率を示し，1 ％以上

濃くしても効果は同じであった．集卵液 の表面張力も0

．001％以下ではほぼ水と同様で低下が認められないが

これ以上ではTween　80　の濃度に比例して表面張力は

低下し1 ％以上で44　dyne／cm　前後の定常状態 に達す

る．虫卵回収率と表面張力は相関々係が認められた．

4． 小 括：

1） 糞便内横川吸虫卵の集卵法として，界面活性剤を

用いぬ方法は虫卵回収率が3 ％以下で，集卵の意義は少

く，ことにアンチホルミン・エーテル法は逆に虫卵が消

失し，不適当である，

2） 沈湾量はいずれの界面活性剤を用いても集卵液のpH

上昇とともに増大するので， 虫卵回収率の最高値

（61．68％）がpH　7．0前後にある中性洗剤は沈流量が多

く，検鏡に不便なため，集卵法に用いるには不適当であ

る．

3）　Tween　80，　Triton　NE，　Emasol　4130　等の非イ

オン性乳化剤は虫卵回収率は，酸性側で高く，　pH　4．0

で最高となる（50～60　％）．

4） 最も入手しやすいTween　80　につき濃度と虫卵

回収率の関係を調べると，0．001％以下で集卵効果なく0

．1～1．0％の間で80 ～100％の集卵効果があり，1％以

上の高濃度は不必要である．

5）　Tween　80　使用の虫卵回収率の増減は集卵液の表

面張力と逆相関がある．

B ．肝吸虫卵のばあい

1．　Tween　80　の濃度の虫卵回収率および沈流量に対

する影響：

実験材料としてはウドンのみを5 日間与えた感染犬の4

日目，5 日目の糞便を用い，実験材料および方法に記

した通りの試験標本を作成し，1 回に2 標本づっを使用

した．

集卵液はpH　4．0のMcllvane 緩衝液を用いた．第2

図にみられるように虫卵回収率の傾向は横川吸虫のばあ

いと全く同一で，　Tween　80，0．01　％以下ではほとんど集

卵効果はないが，　o．　1％以上ではほぼ100 　％の虫卵回収率

がみられた．1．0％液では多少虫卵回収率が減少した．一

方10　m1　の糞便液を用いたばあいの沈流乾燥重量を測

定すると，0．1　％および0 ．5％のばあいには5mg 前後で

最少で，　1．0％にTween　80　を増量すると一挙に沈澄量

が倍増する現象が観察された．よって虫卵回収率が高く

沈流量の少いためには0．1　％～0．5％にTween　80　を使

用することが望ましい．　0．5　％　Tween・のpH　4 ．0’の乾

（198 ）
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比率は8 ．3％であっ た．浮上エーテル層 のゲ ル化 はA ．　3．

同様Tween　80　0 ．1　％以上におい ては毎回みられた．2

．　Tween　80　を使用 したばあい のpH の虫卵回収率

と沈澄量 に対 する影 響：

試験 材料，方 法はB よ と同じ．　Tween　80　はB ．1に よ

り0 ．5％ とし，PH はMcllvane 緩衝液に より2 ．2，4．0，7

．0，　8．0の4 種 を設 定した． 沈流量 は糞便液10m 凵こ

つい て最終 沈流 量の乾燥重量を測定し た．第3 図 のよう
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　of　pH　4 ．0　0n　the　recovery　rateof　the　eggs　of　CX
。，j。rch £s　j。。，2j

ぶin　thesediments　of　ether

concentraion　proce －dure

に 虫卵 回収率 はpH　4 ．0で 最高で90 ～100 ％ を 示 し，

ア ルカ リ側で低下が著 しく，沈流量 はや はりpH　4 ．0が

最少で ，アルカリ側で急増する傾向 がみ られ， ほぼA2

の横川吸 虫卵のばあい と 同様であっ た．　pH　4．0の沈流

乾燥重量 は5 ．2　mg，　無処置糞便液 の 乾燥重量 は43 ．0mg

，比率は12 ．1　％であっ た．

3． 緩 衝液の種類 と虫卵回収率 への影響 ：

以 上 よりMcllvane 緩衝液でTween　80　 は 濃度0 ．5

％ ，pH　4 ．0の条件で虫卵回収率 は最高で， 沈澄 量も少

い ことが確認された が，　Soerensen，　Clark・Lub，　Walpole，

の各緩衝液でpH　4 ．0の液 を作成 し，　Mcllvane のばあ

い と比較した．第4 図に示 されるよ うにMcllvane のク

ェ ン酸 ，燐酸2 ナト リウム緩 衝液が，虫卵回収率最高で

あっ た．　pH　4．0であれば どの緩 衝液 でも同じ虫卵回収

率 を示 す わけでは なかっ た． クェ ン酸を用いた集卵法はJacques

et　ぶ．　（1917）の報告 があ る低　 クェ ン酸 の 意義

について は不明であ る．

以上の点 からpH　4 ．0％ クェ ン酸 ，燐酸2 ナトリ ウム

緩 衝液（Mcllvane ）に よる0 ．5％　Tween　80　液 は， 肝

吸虫集卵液 とし ても他 の緩衝 液よ りもすぐれてい るこ と

が判明し た．

4． 食餌 別による糞 便性 状の差異 の，　Tween　80　クェ

ン酸緩衝液 法，　AMS　Ill　法，ライポ ンF 法 の 集卵効果

に対す る影響 ：

95

界面 活性 剤の集卵作用が糞 便の性質 によっ て はなはだ

し く異るこ とが経験的に わかっ てい たので，実 験用の同

一肝吸 虫感 染犬に ウド ン1 日3 タマづっ5 日間 （1 タマ220

gm ），鮭 カン（内容220　gm ）　1 日3 カ ン5 日間 ，犬

用ビ スケット（ビタワ ンペレット）1日500　gm　5　日間を

ひ きっ づき与え，お のお の4 日目，5 日 目の便を採 取し

そ れぞれ材料および方法 にあ る通りのサ ンプ ルを作成し

た．各糞便液5 　ml　（糞便1 ／6　gm　に 相当） 中 の肝 吸虫卵

数 は，ウド ン便950 ，鮭 カン便1440 ， ビ スケット便70

で あっ た．比較に 用い た 集 卵液は0 ．5％にTween　80

を溶解したpH　4 ．0のクェ ン酸緩衝液（Mcllvane ），　0．5

％にTriton　NE　を とかし たAMS　Ill　液（pH　1．2），　ABS

としてライ ポンF を0 ．3％ に とかしたpH　7 ．2のM ／15

燐酸緩衝液を用い た．ライポ ンF はこ れ以上濃度を高 め

る と白濁 して使用に耐えない．

結果 は第5 図 のよ うである．食餌 別にみる と犬用ビ ス

ケット便 は不 消化残渣多く，し かもその大部分は植物性

の角皮， 細胞 膜破片および断裂 繊維で，これ らのものに

対し ては，い ずれの方法に よるも同様に沈流量 はきわ め
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て多 く， 虫卵回収率も10 ～20 ％の 低率を示し，標本 は

虫卵をみ わけるのに困難な状態であっ た．

鮭 カンお よびウドンの便はピアスケ ットに比し沈流量少

く， ことに ウドンの便は沈流量少 く，検鏡 にきわゆて好

適で あっ た．方 法別にみるに，ライポ ンF 法 はい ずれの

食餌 でも沈流量最大であ り，虫卵回収率は ウド ン便のば

あい にややよく平均69 ％であるが，鮭 カン便 のばあい は

最 低で17 ％にすぎない。AMS　Ill　法は，沈流量 が最 も

少い が，虫卵回収率はTween　80 ， クェ ン酸緩衝 液法 に

劣っ て ウド ン便で平均60 ％，鮭カ ン便 で平均76 ％であ

っ たTween　80 ，　クェ ン酸緩衝液法は沈澄量 はAMSIII

法よ りやや多いが，虫卵回収率 は 最高で ウドン便，

鮭カン便 とも100 ％であった．

5． 小 括：

1） 肝吸虫卵に対するTween　80　 のpH　4 ．0におけ

る虫郛回収率の濃度勾配は，横川吸虫に対する のとほぼ

同 様0 ．1～1 ．0％で最高とな りほぼ100 ％を示 し，　0．001

％以下は無効であ る．

2） 沈流量はTween　80 ，0．1～0 ．5％が 最小で，工．0

％に増量する と0 ．5％のばあい の3 倍に増加す る．

3）　Tween　80 ，　クェ ン酸緩 衝液 （Mcllvane ） にお け

る沈 流量 はPH の増加とともに 急増する が， 肝吸 虫卵

回収率は酸性 側か高くpH　4 ．0で90 ～100　％であ る．4

）pH　4 ．0を示 す各種緩衝液のなかで， クェ ン酸 緩

衝 液（Mcllvane ） が肝吸虫卵回収率最高であった．

5） い ずれ の界面活性剤によっ ても植 物性 繊維，角 皮

細胞膜破片 の多い糞便では，沈流量多 く， 虫卵回収率も

低 くしたがって集卵効果が低 く， ウドン， 鮭カン等の含

水炭 素，蛋白質消化糞便では 界面活性剤 使用による集 卵

効果は高 かっ た．

6） 中性洗剤の 使用 は 至適pH の関係上浣流量多 く

集卵法に使用するには不適当であ る．

7） 非イオ ン性乳化剤 とし てはTween　80　 が，　TritonNE

よ りウド ン食，鮭カ ン食 のばあい ともに集卵効果 が

すぐれてい た．

考　 察

従来 の遠心集卵法は主 とし て糞 便内 の住血吸虫卵の検

出を目的 として改良さ れて きたもので，本邦において集

卵法の対象 としては より重要であ る肝 吸虫卵，横川吸虫

卵等に関して系統的 な改良は行 われてい なかっ た．

肝吸虫卵お よび横川吸虫卵 はほぼ同 大の小型吸虫卵で

あるが，そ の表面構造 が異なるので（稲臣，　1962，　1964），

遠心集卵経過中の 行動が 異なると 思わ れ た が，　PH ，Tween

80　の濃度の変化等に よる虫卵回収率の変動状況

は両者共ほぼ同じ であっ た．以 下両者に共通な集卵 の機

序につ き考察 する．

L　 遠心集卵法 におけ るエーテルの意義：

遠心集卵法でエ ーテルを加 える場合，エ ーテルに より

脂質系の ものが溶 出して糞便の容積の減少するこ とは集

卵法 とし て， さし て重 要な意義のあるこ とで なく， エー

テルを加え るこ とによっ て浮上 スクワ ム層 がで き，沈澄

量が少 くなるこ とこそ集卵法として最大 の意義 かお る．

これ が決 して比重 の関係でないこ とはエ ーテル を加 えず

集卵液 のみで遠心 すれば全く浮上層を生ぜぬこ とより判

明する．　Vogel　（1952）はこれ をエーテル粒子 によ る 糞

便質 の 吸着現象 としている． エ ーテル と 集卵 液と 糞 便

を強 く振 盪す れば， 瞬 間的 に きわめて 不安定なoi 囗nwater

型のエマルジ ョンができ， そのエーテルエ マルジ

ョンを安定化 させる方向に粒子の表面に 細い糞 便質 が吸

着 されるこ とは充 分考えられ，遠心力に より，強い排 液

が行 わそれは，大部分のエ ーテル粒子は上昇 して合一し

ようとし，細い 糞便質は附着しいるエ ーテル粒子の浮力

により上昇 してエーテル層 と集卵液 の間に スク7 ム層 と

なり比較的重い 大きい粒子や虫卵 のみ が沈 澱すると解す

べきであろ う．

2． 界面活性 剤のはたらき：

一般 に界面活性剤を集卵液に含ま ぬばあい は，肝吸虫

卵， 横川吸虫卵などの ような小型 虫卵 はほとんど沈澄中

に回収されず，ス ク7 ム層 に糞 便質とともに捕捉されて

しまう．これが従来 の界面活性 剤を使用せぬ集卵法の虫

卵回収率の低い理由で ある．

界面活性剤はまずエ ーテル粒 子の分散 状態の安定した

エマルジョ ンをつく り，放置 してもエーテル層が分離し

なくな り，細い糞便質 のエ ーテル粒 子への吸着は充分行

われる．

遠 心力を作用 させ たばあい，排液現 象によ り，集卵液

層が下方に分離する が，エ ーテル粒 子の合一はおこらず

上 に粒子は接近して網状 構造 となっ て，粘度の高いゲル

状のエーテル層 となり，糞 便質 は， 明確な層を作らずに

このゲル状エ ーテル層 内 に 下方 ほど 密度高く 分散さ れ

る．こ の際虫卵 がスク7 ム層に捕捉 されずに沈降す る機

構は恐らく虫卵 の表面 エネルギー増加によっ て糞便質 よ

り分離し，糞便質 のみがエーテル粒子に吸着 されて上昇

し，虫卵 は直接エ ーテル粒子と結合するこ となく，遠 心

力によ り沈降す るものと思われるが，これ以外 にも実際

（200 ）



には多くの物理化学的要因 が加 わっ て， さらに複雑な機

構が存在す るものと思 われる．

3．　集卵法 に 適当な 界面活性剤， お よびそのpH と

濃 度：

A ．2およびB ．2にみられるよ うにMcllvane　 緩衝液

を使用した ばあい原則 とし て沈 流量は集卵液のpH が上

昇 するにっ れ，増加 する傾向 がみられる ので，至適pH

の高い 界面 活性 剤は集 卵法に不適当であ り，中性洗剤は

そ の意味で適 当とい えない ．実際にライ ポンF 法 は沈澄

量多 く， 検鏡 に不便であっ た．経験上使 用されて きた も

のは主 とし てTriton　NE ，　Emasol　4130，　Tween　80　など

の非イ オン性 乳化 剤であり．虫卵回収率はpH　4 ．0で最

高であっ たが，回収率の高 さ，沈澄 の量 からみてTween80

が最適であ り，入手 も最 も容 易であっ た．　Tween 　80

の濃度は最も 集卵効果を 高めるには0 ．1～0．5％の範囲

がよく，それ以上濃くすれば沈流 量が増大する．この有

効最低濃度は表面張力がそ れ以上 濃くしてもさらに低下

せずに安定する点であ り， 限界 ミセル 濃度（c．m．c） に

一致する．こ の点で，個 体の表面に吸着される 界面活性

剤は飽和に達し，親水基 が外 側に向 くよ うにな り結合物

から離 れや すくなる． 至 適条件下 ではTween　80　 はほ

とん ど100 ％ の沈流 への虫卵 回収率を示している．

従来 の界面活性 剤を使用した集卵法が虫卵回収率が低

く不定であっ たのは，明確に濃度を規定せず，ま た至適pH

を考えずに強酸性液を 使用したこ とによる ものと思

われる．

4． 植物 繊維，角皮 ，細胞膜破片に富 む糞 便が遠心沈

澱集卵法に不適当 な理由：

こ れらの不消化残渣はき わめて粗 大であ り， エーテル

の乳化 された粒子表面に物理的 に吸着 さ れ難 い か， あ

るい はエーエル粒子 と静電反発力 を有 する状態となっ て

い て，ほとんど沈澱して浮上し ない ため， 沈流量がきわ

めて多く集卵の目的は達し ない．こ のため草食歐 の検便

には本法は一般に不適当であ るこ とはい うまでも ない．Vogel

　（1952），　Porter　（1964 ）も塩酸エ ーテル法 および 塩

酸エーテル・ト ライト ン法 が草食歐 の検 便に適せぬこ と

を述 べてい る．

ま と め

横川吸 虫卵，肝吸 虫卵を対 象として糞便 の遠心沈澱集

卵法を 検討 し，従来 の方法よ り集卵効果 の良い一方法を

考案 し，下記 の結果 を得た．

1） 界面活性 剤を使用せざる従来 の集 卵法は，虫卵 回
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収 率は3 ％以下で，集卵法 としての価値は少く，こ とに

アンチホ ルミン・エ ーテル法 は虫卵が消失し て検査法と

して無価値 である．

2） 従来 界面活性 剤を使用し た集卵法 もそ の界面活性

剤 の至適pH ，濃度 を考慮 していないので， 必 ずしも集

卵効果 は高くない，

3） 界面活性 剤として中性洗剤は至適pH では沈流量

が増大する ので不適当であ る．

4） 沈 流量の少い酸性域 に至適pH を有する界面活性

剤 として主に非イ オン性乳 化剤が集卵法に適してい る．5

） そ れらの うち，沈澄 量少 く，虫卵回収率 の高い も

のとし てTween　80　 が集 卵法 に適してい る．

6）　Tween　80　 の 虫卵回収 率の 最高はpH　4 ．0で 得

られ る．

7）　Tween　80　の濃度が0 ．1％以上で虫 卵回収 率90 ～100

　％ となるが， 沈 流量は0 ．1～0 ．5％ が 最 少であり，1

．0％ になると3 倍に増加す る．

8）pH　4 ．0の緩衝液 としては クェ ン酸 燐酸2 ナト ソ

ウム緩 衝液（Mcllvane ）が最適 である．

9） 植物 繊維，角皮，細胞膜破片 のない 糞便は浮上 ス

クワ ム層を生せず，沈湾量が多く，集 卵効 果は少 ない，

した がっ て草食獣の検便に は本法 は応 用できない．

10）新 らしい集卵液 としで 材料お よび方法”に述べ

た0 ．5　％Tween　80　加pH　4 ．0クェ ン酸緩 衝液にVl0 ，00・

にマ ーソニンを加えた液を提唱す る． 本 液7　m1，　エ ーテ

ル3m 囗こよる遠心集卵法は 沈 直量少く， 横川吸 虫卵，

肝吸 虫卵を90 ～100 ％沈流中 に回収する．

終 りに のぞ み， 本集卵法の基礎的実験 を当研究室で第14

回細菌検 査学科学生として 担当して 下 さっ た 東京都

衛生研 究所 佐々木敬一氏， 三重県津保健 所館正夫氏に厚

く 御礼申し上げ ます．

（201 ）
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For　the　improvement　of　the　technic　of　the　ether　sedimentation　procedure　for　the　recovery

of　small　and　heavy　eggs　such　as　the　eggs　of　Clonor ，演 心j みxe。suand　A をZag 。nimus　jy。kogawaiin　stools　very　few　trials

have　been　made ．

The　known　procedures　such　as ，　AMS　Ill，　MGL ，　MIFC　and　Hcl －ether　methods　failed　torecover　more

　than　5　％　of　the　eggs　of　j冐≒ya 恥 即 回友in　the　sediments ．　（Table　1 ）

As　a　detergent　Tween　80　showed　the　higher　recovery　rate　than　Triton　NE ．　（Fig ．　5）　Toenhance　the

recovery　rate　of　eggs　in　sediments，　the　pH　and　the　concentration　of　the　solution　ofdetergent　were　the　most　important　factors

．　The　highest　recovery　rate　of　both　eggs　was　alwaysfound　at　the　point　of　PH　4

．0　1n　the　case　of　Tween　80 ．　The　amount　of　the　volume　of　thesediments　were　minumum　between　pH　2

．2　to　4．0．　The　more　alkaline　the　solution ，　the　lessrecovery　rate　and　the

more　sediments ．　（Table　2 ，　Fig．　3）

The　marked　enhancing　effect　of　Tween　80　0n　the　eggs　recovery　rate　of　both　eggs　was

observed　at　the　concertration　of　more　than　0 ．1％ ，　however ，　the　sudden　increase　of　the　volumeof　the　sediment　was　observed　at　the　1

．0％　concentration　of　Tween　80 ．　（Fig ．　1　＆ 　2）　As　thebu

琵er　of　PH　4．0　the　Mcllvane　buffer　showed　the　most　preferable　results．　（Fig ．　4）

The　best　solution　for　the　recovery　of　small　heavy　eggs　was　decided　as　follows。

PH　4 ．0　Mcllvane　buffer　with　0．5　％　of　Tween　80　and　0 ．01％of　merthiolate　as　a　pre －servative

．　With　this　solution　and　ether　procedure　the　recovery　rates　of　the　eggs　of　C　jみz，？n　sisand

M ．　yokogavoai 　were　increased　to　90－100 ％ ．　in　small　amount　of　the　sediment．　E χceptionalljronly　in　the　case　of　fibrous

stool　the　results　was　not　satisfactory．

（203 ）
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