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は じ め に

著者 らは先に 日本 住血吸 虫症のmiracidium　immo －bilization

test　（MIT ）について 種々検討 を加 えた 結果，

本反応 は日本 住血吸 虫感染家兎 の血清 に対 して， 或る程

度特異的 に出現す るとい えるが， これと非特 異的 反応と

の区別 は必 ずしも容易でない ことを報 じた．すなわちミ

ラシジ ュームの運動 は感染家兎血清 中では明 らかに抑制

され るが， このような抑制現象 は正常血情 中でもみられ

るので （多 少の時間的ず れはあ るが）実 際の判 定に当っ

ては両者 の区別 が必ずし も容易 でない ことを明らかにし

た．

本研究 では最近マ ンソン住血吸 虫症の診断 によく用い

られてい るOliver －Gonzalez らの考案 になるcircumo －val

precipitation　test　（COPT ） を日本住血吸 虫症 の診断

に応用す るため， まず抗原 として使用 する日本住血 吸虫

卵 の採集法 その他について の検討 を試 みた．す なわち虫

卵 を日本住血吸虫感染マ ウス から採集 する湯合， その採

集 時期，採集部位及びそ の消化分離法な どについて 種々

の点から検討 を加 えた． そ の結果，　COPT の抗原 とし

てもっ とも適当と思われ る虫卵の採集時期，部位 及びそ

の分離 法な どについて2 ～3 興味 のあ る所見 をえた ので

以 下に報告する．

実験材料と実験方法

実験 に用いたマ ウスはDDY 系で，感染は皮 下注射に

よっ た．す なわち福岡県筑 後川 流域で採集した自然感染

宮入 貝を破砕してセルカリアを分離した． 感染に当っ て

は3 コ以上の感染貝 からえたセルカリアを よ く 混合 さ

せ， マ ウスの体重1g 当りセルカリア一匹 の割で皮下に

注射し た．

（394 ）

基　 人

感染 後のマウス体内各臓器内の虫卵の分布及びその発

育 状況を観 察するため，感 染後18 日から70 日までの間

に2 日乃至4 日おきにマ ウスを殺し，臓器内及び便内 の

虫卵を観察した．

マ ウスの肝臓或い は湯組織内の住血吸虫卵 を分離集卵

するには所 謂人工消化法 を用いた．

人工消化 法としてはpepsin 及 びtrypsin 法 の 他にtrypsin

とcollagenase を併用す るScorza（1961）の方法

等の3 法を比較検討のた め同時に試みた．

それぞれの消化液の処方はTable　1　に示し た 如 く で

ある．また人工消化法によ る集卵法は次 の如 くであ る．

同時に感染 させた同一時期 のマ ウス3 匹 の小腸 と肝臓 を

それぞれにと りま とめ，これ を鋏で細切した後そ れぞ れ3

等分し， おのおのに上記3 種の消化法 を試 みた ．す な

わち組織 とほぼ等量の消化液 を加えた のちホモジナイ ザ

ー（3 ．000　rpm）に3 ～5 分 かけ，37 °C 孵卵器に3 乃至4

時間保っ た 後， 再びホモジナイ ザー （1，000　rpm） に1

分間 かけて から， ガーゼ2 枚で 濾過し， そ の 渡液 を2

，000回転，1 ～2 分間遠心沈澱した． そ の 沈査 に はN

／10　NaCl　液を加えよく混和した後再び遠心沈澱した．

こ の操 作を4 乃至5 回繰返して 完全に 消化液を 除い た

後，　N／10　NaCl　液を加え5 °C の冷暗所 に保存し， 随時

実験に使用し た．

なお保存 期間中は2 乃至3 日おきにその保存液 を交換

し た．保存 液中の虫卵は経時的にその形 態観察を行 うと

共に孵化 法を試 みてその生 死の状況を観察した．

実 験 成 績

1． 日本 住血吸 虫感染 マウスの組織内における虫卵の

分布 と発育

COPT を実施するに 当っ てはその 抗原 とすべき 日本



Table　1　Prescription　of　digesting　solutions

Trypsin　solution

1／15　Na2HPo4 　・　・　■　・　100　cctrypsin
‥ ‥ ‥ ‥ ‥0 ．1g

Scorza ’s　solution

1 ／15　Na2HPo4 　■　■－－100　cc

trypsin ‥ ‥ ‥ ‥ ‥0 ．1g

collagenase ‥ ‥ ‥5 ，000VUM

Pepsin　Solution

pepsin ・・・・・・・・o ．l　gHCI

‥ ‥ ‥ ‥ ‥0 ．7ccdis

．　water 　・　・　・　■　100　cc

7

〇rgans　exarc！ined

lung

spleen

liver

intestine

stool　in　rectum

Table　2　Distribution　and　development　of　Schistoso。zαeggs　in　the　tissuesof　the　mice　infected　with　S

．　japonicum

Days　after　infection

18

00

0

0

0

20

00

0

0

0

22 24 26

0　　　0　　　0

0　　　0　　　0
e　　 母　　 田0

0　　 ⑥0

0　　　0

28

0

0臼

田0

30

0
0
①

母

0

32　　　34

0　　　0
母　　 ⑨

＋　　 ＋
（11．4）　（34．0）

①　　 十e　

十

38

0母

＋

＋

42

0

＋

＋

＋

（22 ．0）　（39 ．0）

＋　　　＋

46 60

田　　 十

＋　　 ＋

＋　　 ＋

（31 ．

＋　　 ＋

＋　　 ＋

＋　■　・　・　・　mature　egg

0 　・　・　■　・　immature　egg

Number　in　parenthesis　shows　the　percentage　of　mature　eggs　among　the　total　eggs　eχamined．

住血吸虫卵が常に容易に手に入ることが望ましいが，そ

れにはマウスが一番適当な動物であると考えた．

そこで，日本住血吸虫に感染したマウスを経時的に殺

してその小腸，肝，肺及び脾内の虫卵を一定の方法で集

め，その集卵の状況及び発育の状況を比較観察した．

その結果，　Table　2　に示した如く， 感染後18 日では

抱合雌雄虫体が見出されたが，雌の子宮内には未だ虫卵

の形成は認められなかった．

20日後に虫卵は子宮内に認められたが，いまだ宿主臓

器内には虫卵は見出されなかった．

感染後22 日に至り初めて肝臓から少数の未成熟虫卵

が認められた．

ついで26 日には小腸壁から，　32　0には脾臓からそれ

ぞれ未成熟虫卵が認められた．

成熟虫卵（ミラシジウム包蔵卵）がはじめて発見され

たのは，肝では感染後32 日，小腸壁及びノjヽ腸内容中で

は34 日，牌では42 日であった．

な糺　白色の虫卵結節が認められたのは肝では感染後j25

日，小腸では42 日，脾では44 日以後であった．

成熟虫卵が最も多く認められたのは肝と小腸である

が，肝では感染後34 日では集卵された全虫卵の34 ％が

成熟卵であった． 小腸では感染後42 日目では成熟卵はl

全虫卵の39 ．0％をしめていた．

しかし，感染後70 日をこえると組織内の虫卵は増加

（395 ）

O ）

70

＋

＋

＋

＋

＋

するが，組織の反応も顕著となり，特に肝では虫卵周囲

の組織反応が強く，変性死卵も増加して来た．

従って成熟虫卵を臓器組織から集めるにはマウスでは

感染後40 日から50 日前後が最も適当と思われる．

2． 各種人工消化法による虫卵の分離能の比較

日本住血吸虫の成熟卵を最も能率的に集めるには感染

後40 口乃至50 日を経過したマウスの肝及び小腸から集

めるのがもっとも良いことがまず明かにされた．

そこで次に組織から虫卵を人工消化法によって分離す

る場合，もっとも効果的でしかも虫卵に対する影響がも

っとも少い方法について比較してみた．すなわち感染後40

日を経過したマウス の肝及 び小腸 をtrypsin 法，pepsin

法とtrypin にcollagenaseを併用するScorza

氏法の3 者の方法により消化し，その集卵状況と虫卵に

対する影響を比較した．

なお感染後70 日と100 日をそれぞれ経過した マウス

の臓器についても同様な消化試験を行なった．

その結果はToble　3　に示した如く，感染後40 日のも

のではいずれの方法でも臓器組織はよく消化され，集卵

状況にも殆んど差がなくまた集卵された虫卵にも消化液

による影響は殆んど認められなかった．

すなわち人工消化法により得られた虫卵は，その卵殻

周囲の附着物質はすべて除かれその棘も明瞭に認められ

内部のミラシジュームの運動も正常であった．
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Table　3　Comparison　of　the　longevity＊　of　theSchistt

男・
。ta

　eggs　at　5°C　isolated　from　theliver　and　intestine　of　the　mice
＊＊　with

three　kinds　of　digestive　solution

Days

2
3

10
20
40

Trypsin

Liver

－
alive

μ

／／

／ノ

／／

Trypsin　wj

co 】lagenase

Intestine　Liver

alive　alive
μ

／／

／／

／／

／／

／／

μ

μ

Pepsin

Intestine　Liver

alive　alive
／／

／／

／／

μ

died

Intestine

alive
died

＊　Miracidium　hatching　method　was　used　inaddition　to　the　microscopical　e

χamination ．

＊＊　40　days　after　infection　with　S．　
芦ponicum ・・

然しこれらの虫卵 を保 存し た場合の生 存期間につい て

比較し たところ， かなりの 差 異 がみられた． すなわち5

°C の冷暗所に保存し， 保存液 を交換し乍 ら40 日間観

察 を行 なっ た．その結果，　trypsin 及びScorza 氏両法

で えられた虫卵は40 日の観察期 間中何ら 異常 は 認 めら

れず，卵 内のミラシ ジュームは生 存し焙細胞 の波 動も明

かに認 められ， また孵化試験 でも両 法で えられた成熟 卵

はすべてい まだ孵化能力 のあ るこ とが認 められた．

し かしながらpepsin 法に より集 められた虫卵 は5°C

で1 ～2 日保存した だけですでに卵内ミ ラシジュー ムの

運動は不活発となり，3 日目にはすべて死滅してしまっ

た．

感染 後70 日以上 を 経過したマウスの 臓器を消化した

場 合は何れの方法でも卵殻周囲の附着物が完 全に消化さ

れてい ない 虫卵が多数 見られ，　100 日以 上を経過したも

のでは臓器組織そのものの消化 が悪 くなるためか分離さ

れてくる虫卵数が著るし く減少して来 た．

なお，一般 的にいっ て肝 では分離 された虫卵中に未熟

卵 或い は変性 卵の含 まれて くる率 が小 腸組 織内のそれに

比して 比較的 高い ような傾向 がみられた．

考　察

著者 らは 日本住血吸虫症 の免疫血清学的診断法に関す

る研究 として， 先 にmiracidium　immobilization　test

を行なっ た結果，判定基準その他に問題 があ 叭　日本住

血吸虫症の診断法 としてはいまだ実用的段階には至っ て

い ない と考えた．

最近Oliver －Gonzalez　（1957 ）はマンソン住血吸虫症 の

診断法として虫卵沈降反 応（COPT ）が極 めて 価値 のあ

（396 ）

ることを報告している．

そこで著者らは本反応を日本住血吸虫症に試みるに先

立って，まずその基礎となるいくつかの条件について検

討を加えた．

その結果COPT に用いる日本住血吸虫卵は感染動物

の便から集めるよりは，感染マウスの肝及び小腸組織内

の虫卵を人工消化法により集めるのがもっとも容易であ

ることを明らかにした．

なお，感染マウスの組織から虫卵を集める時期につい

ても検討を加えた結果，肝及び小腸では感染後40 日か

ら50 日の間がもっとも適当でそれ以上を経過すると虫

卵数は増加するが虫卵周囲の附着物の完全消化が困難と

なり，70 日以上を経過ナると組織の消化が不良となり

虫卵の分離が困難となってくる．

なお組織内の虫卵の分離法に関しては，人工消化法を

用いずともただ単に臓器組織を鋏で細切しただけでも可

成り多数の虫卵を集めることができ，しかもこれらの虫

卵は5゜Cに保存すれば8 週間に亘って生存させ得 ると

いう報告もある （Newsome ，　1957　；　Oliver－Gonzalez，1963

）．

しかしこの方法では分離される虫卵の数は人工消化法

に比べれば著しく少い．また卵殻周囲の粘液も必ずしも

充分には除かれないことは明らかである．ただ人工消化

法を用いた場合に消化液の虫卵に及ぼす影響がもっとも

重要な点であるが上記3 種の方法では虫卵の分離能には

著るしい差はみられなかったが，
　pepsin法により分離

された虫卵は短時日の間に死滅することが明らかにされ

た．しかしtrypsin 及び　Scorza 氏法により分離され

た虫卵は何れも40 日間以上は保存液中で生存し，充分

実験に使用しうることが明らかとされた．分離能及び生

存期間にも両者の間に差がないとすればもっとも簡単なtrypsin

消化法で充分であるといえよう．

Benex　（1960）はマンソン住血吸虫卵の分離にpepsin法

を用いたところ液の酸性が強いためか，すぐミラシジュ

ームが死滅する傾向があり，人工消化法としてはpapain

或いはtrypsin 法の方がすぐれていると報じているが，

この点我々の成績とよく一致しており興味深い．

ま と め

著者らはCOPT に使用する虫卵の採集方法を検討す

る目的で日本住血吸虫感染マウスの体内臓器における虫

卵の分布とその発育状況を観察すると共に，組織内虫卵

の人工消化法による分離を試みて次の様な結論をえた．



1） 日本 住 血 吸 虫 感 染 マ ウス で は， 成 熟 卵 が 認 めら れ

る の は 肝 で は 感 染 後32 　0， 小 腸 で は34 日 ， 牌 で は42

日 で あっ た 。 便 中 に は34 日後 か ら成 熟 卵 が み ら れた 。2

） 組 織 内 虫 卵 の 分 離 に はtrypsin 液 ，　trypsin にcollagenase

を加 えたScorza 氏 液 及 びpepsin 液 の3 種

の 人 工 消 化 液 を用 い た 。そ の結 果 はい ず れ の方 法 で もよ

く虫 卵 が 分 離 され た が ，　pepsin 液 に よ り 分 離 さ れた 虫

卵 は 分 離 後 短 時 日 で 死 滅 し た 。 し か しtrypsin 及 びScorza

氏 液 で 分 離 され た も の は 分離 後5 °C で は40 日

間 生 存 し て い た 。

3） 虫卵 を採 集 す る臓 器 と し て は， 肝 及 び小 腸 が もっ

と も適 当 で あ る が， 感 染 後70 日以 上 を 経 過 す る と 虫 卵

周 囲 の組 織 反 応 が著 明 と な り， 消 化 分離 が 困難 と な る の

で ， 虫卵 の採 集 時 期 は感 染 後40 日 か ら50 日 の 間 が もっ

と も理 想 的 であ る 。
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Abstract

1

丶

IMMUN 　OSERO－DIAGN　OSIS　OF　SCHISTOSOMIASIS　JAPONICA

II．　ISOLATION　TECHNIQUES　OF　THE　SCHISTOSOMA　EGGS　FROMTHE　TISSUES　FOR　CIRCUMOVAL　PRECIPITATION　TEST

Muneo　YOKOGA 丶VA ＆MOTOHITO　SANO

｛Dep の？・麗がa ア ハirasitology，　Schりぶ げA をjたみ’らChiba び7疲心ゴ 砂，　Chiba，みz／4が

The　isolation　techniques　of　Schist。如。ta　eggs　from　the　tissues　of　the　mice　eχperimentallyinfected　with　

ぶ鬲沿。5θ。zαμ夕θ7・だum　for　circumoval　precipitation　test　were　studied．

The　results　obtained　are　as　follows　：

1）　The　liver　and　intestine　of　the　mice　seemed　to　be　the　most　favorable　organs　for　theisolation　of　the　Schistosoma

　eggs　with　the　digestion　technique．　The　suitable　period　for　theisolation　of　the　eggs　from　the　tissues　of　the　mice　IS

from　40　t0　50　days　after　infection．

2）　Among　the　digestion　techniques　using　pepsin，　trypsin　and　trypsin　with　collagenasesolutions

，　the　pepsin　solution　was　found　to　be　quite　detrimental　0n　the　longevity　of　the　isolatedeggs

．

No　difΥerence　was　found　in　the　isolation　capacity　of　the　eggs　from　the　tissues　and　thelongevity　of　the　isolated　eggs　between　the　trypsin　and　trypsin　with　collagenase　solutions

．




