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色 素試 験が トキソプラズマ症診断 の最 も基本的な血 清

反 応とし て，世 界の各国においてひろく利用さ れてい る

ことは衆知 のとお りである．

本試験はSabin　＆　Feldman　（1948）の創案にな るが ，

その後Sabin　etal．　（1952）は，更にそ の方法に改良を

加え，いわば米 国標準法と もい うべ き術式を発表し，こ

れを推奨した ．

しかし色素試験は，この標準法に準拠して行われた場

合 にあって 乱 安定した成 績をつねに得ることは必ずし

も容易でないこ とが諸家に より指摘され る よ うに な っ

た，　Beverley　＆　Beattie　（1952）は，トキソプラズマ

感染マウスの腹水中におけ る抗体の出現を指摘し，またJacobs　＆　Cook　（1954）

は，同腹水中における可溶性抗

原の存在 と，これによる反 応阻害の事実を証明したこと

か ら，抗原としては，腹水部分を遠心除去してえられる

虫 体を 用いるべきであ るとした．

一 方Goldman　（1956） は， 抗原として洗滌虫体を用

い た場合，非洗滌虫体を用いた場合に比して虫体の色素

に対 する被染性にいちじるしい低下がみられ，そのため

か えって反応自体の成 立を 困難にいたらしめることを報

告 した．

Goldman に よってしめされたこ の現象は， 色素試験

の 基準化の面で意外に 重要な問題を内包する ものであろ

うと考 えられるが，著者らはその原因として，腹水の凝

固防 止の目的で混入されたヘパリ ンが，洗滌操作の結果，

腹 水部 分とともに反応 系から除 外されたためではなかろ

うか と推定 した．そ こで以下 ，ヘパリンを 含め一連の抗

凝 固剤につき，それら の色素試 験に及ぼす影響について
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検討してみた ．

材料および方法

本研究で採用された色素試験 の術式は，抗凝固 剤の検

討部分を除き，原則としてFrenkel　＆　Jacobs　（1952）

のそれに準拠した．

I．　陽性対照血清

RH 株接種に より人為的に感染させたブタよ り得られ

た血清で，農林省動物医薬品 匳査所，信藤博士の好意に

より分与された ものを陽性対照血清として用いた．　56°C，30

分間の非働化 処理を 施したものを 実験に 供した．この

血清の色素試験抗体価は，通常1 ：4，096 として示され

るものである．

2．　Accessory　factor

Accessory　factor　（以下AF と略す）としては3 種類

の人 血清を 用いた．ここではそれぞれKY，　SM，　TY と

呼 称することにする．これらのAF 血清供血者は，血液

銀行を訪れた職業的供血者100 名以上から厳選された も

のであり，採取血 清はいずれもAF としての適格性を 含

める予備試験においては，抗凝固剤を 加えることなしに

虫体の90 ％ 以上を 染めさせ， かつ 陽性対 照血清につき

所定の抗体価を与えさせる ものであった．

血清は採血後ただちに低温（5°C）で分離し，厚手の

中 試験管 に5m1 ずつ分注し，これを ゴ ム栓で密封した

後 ，フ リーザ ー中（－20 °C）に収めて 保存した．　実験

に は採取後3 か月までの間に使用した．

3． トキソプラズマおよび トキソプラズマ ーAF 浮 游

液



試 験に用い たトキソプラズマ（以下Tp と略）RH 株

は，　1952年 にSabin 博士 から分与されたもので，以後ddD

系およびgpc 系マウスによって継代された もので

ある ．

試験に用い る腹水 材料 は， 約20 倍に 稀釈した 感染 マ

ウス腹水 の0 ．2　m1　ず つを 数匹 の新鮮マウス（gpc 系）

の腹腔内に接 種し，3 日後 に採取 してえられる腹水のう

ちから最適と思われるものを選んで使用した．腹水は，

これをシ リコン処理を施した遠心管にと り，これに生食

水（註1）を加えて腹水中 の虫体密度を調整（乱2）したのち，

これを1 ，500　rpm，　2分間遠心す る． つい で沈 渣に80

％AF 一生食 水（註3）を 加え て虫 体の浮 游液を作製 した ，

これをTp －AF 浮游液と呼ぶことにす る．

4． 抗凝固剤

抗凝固剤としては，ヘ パリン（1％水溶液 ，武田薬工），Alsever

液 （後 述）， クェ ソ酸 塩（岩 井 化 学 薬 品），ethylene

diamine　tetraacetic　acid　（EDTA， 第一化

学 薬品） の4 種を とりあげた・

5． 色素

アルカリ性 メチレ ン青としては， メチレ ン青 のエチル

アルコ ール飽和溶液1 容に硼砂・炭酸 ナトリウムに よるpH

10．8　の緩衝液9 容を 加えた ものを 用いた（註4）．

6．　方法

Tp －AF 浮游液の0．1　ml　ずつを陽 性対照血 清の各稀

釈 倍液 ならびに 生食水（陰 性対 照）の0．1　ml　に 加えた

の も，これを37 °C，1 時 間加温．ついで室温にとり出

し， 各管 にアルカリ性メチレン青溶 液0 ．1　m1　ずつを加

え，室温に約10 分間放置したのち， 各管から そ の1 滴

ず つを毛細ガ ラス管を用いて スライ ドグラス上にと り，

カバ ーグ ラスでおおってから これを鏡 検（400 倍拡大）

し，不染虫体 の比 率を 各管に つきそれぞれもとめる．

血 清の抗体価は，50％以上の虫 体が不 染をしめす血清

稀 釈倍の うち，最高の稀釈倍数をもってあらわした ．試

験 は先述の3 種のAF 血清を用いて同時におこたった ．

ただし個 々の実験においては ，そ の目的に した がい方法
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上若干 の相違 があ るので，それらについては各項で記載

す る．

成　　　績

1．　色素試験に及ぼすヘパリンの影響

原法あるいは米国標準法にしたがえば，感染マウスの

腹水を採取する際，その凝固防止の目的で1％ヘパリン

水溶液を腹水の1／10量加える．この腹水は，洗滌操作

を経ずに直接AF 血清と1 ：4 の割合に混合され，この

混合液はさらに被検血清と1 ：1 に混合される．したが

ってヘパリンのTp －AF浮游液中での濃度は1
：5，000，

反応系中でのそれは1　：　10，000となる．

そこで本実験においては，腹水を除去した所謂洗滌虫

体を抗原として用い，反応系中にヘパリンを上記濃度を

中心に各種の濃度となるように加え，これらの色素試験

に及ぼす影響について検討した．

採取腹水は，まず生食水を用いて虫体密度を調整した

のち，その1m1 ずつを小試験管にとる．これに2 倍量

の生食水を加えて遠心し，沈渣のそれぞれにあらかじめ

各種量のヘパリンを加えて作製しておいた80％　AF 一生

食水のそれぞれを一定量ずつ加えてヘパリンを各種濃度

にふくむTp －AF 浮游液を作製した．

かくして反応系中におけるヘパリンの最終濃度を1 ：2，500，　1

：5，000，1　：　10，000，　1　：　20，000，　1　；　40，000

とした．陽性血清の稀釈は，生食水により1 ：1，024，1

：4，096，　1　：　16，384とした．以後の操作は方法の項で

記載したとおりである．結果は第1 表にしめされる．

この表から，陰性（AF ）対照における被染虫体の百分

比は，ヘパリン添加量の増加と平行して増大しているこ

とがわかる．すなわち，ヘパリンを全く加えない場合の

染虫体百分比は，いずれのAF 血清使用時ともいちじる

しく低く，それぞれ43％，75％，53 ％に過ぎなかった．

したがってこのような場合においては，陽性対照血清に

つき，その抗体価をもとめることはできない．

しかるにヘパリンを終末1　：　10，000の割合に 混じた

（ 註1 ） 予備実験の結果から， 腹水の 洗滌液としては，生 食水と10 ％AF 一生食水と の間に とくに 優劣がみとめら

れなかったので，ここでは生 食水を 用い た．
（ 註2 ） 虫体浮游液の1 滴を スライド グラス上に．とり， カバ ーグラスで覆ってから， これを400 倍拡大で鏡 検し た

場合，1 視 野あ たりの虫 体数が30～35　 と^な るようにした．

（ 註3　）　80％　AF一生食水の液量は虫体密度調整時のそれと等量とする．

（ 註4 ） 原法（Sabin　＆　Feldman，　1948）お よび米国 標準 法（Sabin　et　al． 　1952）では， ノチレ ソ青 のアルコ ール

飽和溶液3 容に対し て 緩衝液7 容を混じたものを反応系中に0 ．02　m1　加え るが
， これよりも上記 処方のも

の0．1ml を 加え るやり方の方が染まりがより明瞭となるので，ここで はこの方法を採用した
．

（93 ）
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第1 表　 各 種 濃 度 の ヘ パ リ ン の 色 素 試験 に 及 ぼ す 影 響

A　F

供血 者
反応系中に おけ

るヘ パリン濃度

陽性血清 の各 稀釈倍におけ る被染 虫休の百分比
＿ ＿1，024

4，096　　　16，384　　　 生食水
備 考

KY

TY

I：　2，5001
：　5，0001　
：　10，000＊1　
：　20，0001　
：　40，000

－

1

1

2，500
5，000

1　：　10，000＊l

：　20，0001　
：　40，000

24

4

1

1

0

0

25

5

2

4

2

1

96
77
28
21

8
2

96

85
59
25
7
7

98
92
81
69
54
35

98

96
89
84
72
67

100
95
80
73
55
43

98
96
90
88
77
75

8．28
．28
．18
．18
．28
．1

8．48
．48
．58
．58
．58
．5

微 細沈澱 物
微 細沈澱物
微細沈澱物

微細沈澱物
微細沈澱物
微細沈澱物

SM

1

1

一
一
2，500

5，000

1　：　10，000＊1　
：　20，0001　
：　40、000

20
4
0
0
2
1

97
85
38
10
12
5

99
90
85
78
67
46

98
96
87
76
69
53

8．48
．48
．58
．48
．58
．4

微 細沈 澱物
微 細沈 澱物
微 細沈 澱物

＊　 腹 水 の 凝 固 防 止 の 目 的 で 用 い ら れ た ヘ パ リン が 直 接 反 応 系 中 に も ち 込 ま れ た 場 合 の ヘ パ リ ン濃 度 に 相 当

場合の陰 性対照の染虫 体比率をみると，それぞれ80 ％，90

％，87 ％ といず れも著明に増大し，さらにI ：5，000

では95 ～96 ％ となっ てい る．

一方 ，陽性対照血 清の抗体 価は，陰性対照におけ る染

虫 体の比 率が80 ～89％ の間にしめされた 場合 の それはl

：4，096， また 染虫体比率が90 ％ 以上となった場合は1

：1，024 と1 管低くなっている．

ここで注目さるべきは，反 応系中に 一定量以上のヘパ

リンが存在した場合においては，反 応液中に無数の微細

沈 澱物の形成 をみ，これが虫体の鏡検をいちじるしく妨

げ るこ と で あ る．この沈 澱物の形成 は，ヘパリン濃 度I

：　10，000以 上の場合 に著 明であ った．

また過 剰のヘパリン量を添 加した場合，反応系中 一一定

濃度以上 の抗 体の存在 のもとで虫 体は 高度 の細胞質融 解

をおこし， 虫体のghost 化がみられた ． 具体的には，

抗血清 の 稀釈1 ：5，000以上 の 高濃度， ヘパ リン1 ：5，000

以上 の組みあ わせの もとでこれがみられたが，高

度のghost 化がおこる と， 鏡検時不染虫体 の 存在が見

逃 かされる怖れがあ る．

さらに またヘパリンの存在下 では，被染虫 体においてy

タクロマジ ーがみら れることがあ り，こ のよ うな虫 体

は緑色調をおびた青色に染 まった・

各Tp－AF 浮游液 のpH 値は8 ．1～8．5 まで の間に

しめされ，ヘパ リンの添加の有無 によるpH 値 の変化は

みとめられなかった．

冂4 ）

2．　色素試験に及ぼ すAlsever 液 の影響

Alsever 液は血液 の凝固防 止の目的で普通に 用卜 ら れ

る抗 凝固剤 の1 つであ り，全血87 容に対し て13 容 の割

に混じられ る．本実験では，　Alsever液として，ブ ドウ

糖2．45　g， クェ ン酸0．8　g　，クェ ソ酸ナ トリウム2 ．29

，蒸溜水100　ml　を加えた ものを用いた ．

腹水を採取し， 虫 体密度を 調整したのち， そ の1　ml

ずつを小試験管に分注し，これを遠心．次い で沈渣にあ

らかじめ各種の割合にAlsever 液を 混じておいた80 ％AF

一生食水1ml をそ れぞ れ加え ，反応液中 のAlsever

液 の終 末濃度を12 ％，9％，6％，3％ となる よ うに した．

た だし終 末12 ％ とする場合には， 他 の濃度系列 とは そ

の作製方法を若干変え る必要があった ．即ち，中間 稀釈

段階 とし てのTp －AF 浮滑液を作製するた め に は， 洗

滌虫体にAF　0．8　ml とAlsever 液0 ．24　ml　とを 混ず

る必要がある ので，AF の濃度を終末40 ％とし，抗血清

の終末濃度を他の系列と一致させるため，こ の混合液 の0

．　104　m1　を抗血清の1　：　983，　1：3，932，　1　：　15，729稀

釈の各0 ．096　ml　に加えた． 結果は第2 表にしめされる．

第2 表に みるよ うに ，各AF 血清使 用事 例に おい て，Alsever

液を欠如 する場合 の陰性対照におけ る染虫 体の

百分比は，こ の場合におい てもいずれ も低く，そ れぞ れ58

％，84％，58％にしか過 ぎない ．

Alsever 液添加時における染虫体比率は， 添加Alse－ver

液量 と平行し て増大し， 最大濃度12 ％ の例では97
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第3 表　Alsever 液添加の有無に よる各種腹水バッチ別

陰性対照虫 体の被染率お よび既知陽性血清抗体価の変動
AF

供

血

者

KY

TY

SM

反 応 系 中

に お け る

陽 性 血 清 の 各 稀 釈 倍 に お け　T　AFJ

』－4－ぷ
．・．J．j・＿．w～－r一八

｜｜
．　　　　　　p －

る 被染 虫 体 の百 分 比
Alsever の　ー

濃度（％）　1，024　4，096

12

9

6

3

－

12

9

6

3

－

12

9

6

3

－

97　　97
87　　96
1　　70
0　　31
0　　8

94
87
13
2
3

90
82
3
0
0

99
93
49
11
2

93

87
39

6

4
一

16，384

97
97
83
79
51

97
96
87
78
62

94

92

79

61

52

一一 一一

生 食 水

98
97
88
81
58

浮 溶 液
のpH

J 6．26
．67
．4

7

8

8

3

97　　　6．298
6．691
7．487
7．984
8．3

98

93

80

70

58

一 一一

6

6

7

7

8

2

7

3

8

4

一一

～98 ％に達 して卜 る．しかしこのよ うに，陰性対照にお

げ る虫体 の被染率がいちじるしく高い場合は，抗原・抗

体反応系において も殆んど の虫体が染 まってお り反応 の

ほぼ完全な 阻止が みら れてい る． したが ってAlsever

液 の最 適濃 度は，そ れよりやや低いところに もとめら れ

るべきで，表にしめされた成績から，陰性，陽性両対 照

につき， その条件を最 も満足させ るAlsever 液の濃度

を求めてみると終末6 ％ とい うことになる ．

Alsever 液添加時には，ヘ パリン添 加に よってみら れ

た ような微細沈澱物 の形成 は全く認められず，被染虫体

はそ の細胞質内の顆粒の明確な染色に よって全体として

濃 紺色を 呈する．

Tp －AF 浮滑 液のpH 値は， 各AF 血清使用事例につ

き，　6．2～8，4までの範囲にしめされ，添加Alsever 液

量 の多い ものほど低い値となってい る．

以上 の実験 結果から，　Alsever液を反 応系中6 ％ の比

率に 加えるこ とに よって好 結果 がえられることが判った

が，このよ うな方法を 種 々の腹水について応用した場合

にも果して同様 のよい結果がっねに得られる ものである

のか否かについて検討してお く必要 があ る．

そこで多数 の腹水 バッチを 用い ，各AF 血 清にっ き，

そ れ ぞ れAlsever 液の添 加，同液欠如の場合の成 績を

比較 してみた，結果 は第3 ，4 表にしめすとお りである，

これらの表には，各陰性対照におけ る染虫体比率と陽

性対照血清の抗体価とが示してあ るが ，とくにAlsever

欠如時 の陰性対照におけ る虫体 の被染 率に より，そ れの

小さな ものより大 きなものの順に 配列されてい る．
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＊ 第3 表では 便宜上陰性対 照に おけ る被染 虫体の比率が80

％以上をしめす場合， 抗体価をもとめ うるものとした．



例において満足な結果が与えられた．

以上，本実験に用いられた3 種AF 血清に関するかぎ

り，そのいずれにおいても一定量のAlsever 液の添加

によりAF 血清自体の有する抗Tp 作用の発現を抑制し

うることが判明したわけであるが，次にこのような現象

が普通一般の成人血清についてもみられるものであるの

か否かを検討してみた・

対象として東京大学附属病院輸血部を訪れた供血者の

うちから87 名を無差別に選び，それらの血清を かりにAF

とみたてて抗Tp 作用とAlsever 液添加との関係を

しらべてみた．　Alsever液使用に対する対照 としてはAlsever

液のかわりに生食水を用いた．結果は第1 図に

しめした如くである．

本図には87 件の被検血清について，　Alsever液の存

否と染虫体百分比との関係がしめされている．いまこの

図をみるに，　Alsever液を加えることなしに85％以上

の被染率をしめした血清では，これを添加した場合でも

とくに被染率が高まるという傾向はみられないようであ

る．

しかるに対照における虫体被染率が80％以下をしめ

すような血清では，　Alsever液の添加によって被染率が

増大する傾向があることが明瞭に看取される．

3．　色素試験に及ぼすクェソ酸基の影響

AF 血清に一定量のAlsever 液を加えることによって

陰性（AF ）対照における虫体の被染性をいちじるしく高

10　20　30　40　50　60　70　80　90　100

Alsever 液添加　被染虫体％

第1 図　人血清87 件におけるAlsever 液添加の有無と

虫体の被染性との関係
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第4 表　Alsever添加の有無による各種腹水バッチ別陰

性対照虫体の被染率および既知陽性

血清抗体価の変動
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：4，0961
：4，0961　
：　4，0961
：4，0961
：4，096

抗体 価の もとめ方については第3 表の脚註を 参照 のこ

と

第3 表はAF としてKY 血清を用いた場合の成績であ

るが， これには過去2 年間に58 種類の腹水バッチ（通

常2 ～3 匹の好適なマウス腹水をプールしたものをI バ

ッチとする）が用いられた．

表よりAlsever 液欠如時におげる染虫体比率をみる

と，それが最低n ％から最高84％までいちじるしい変

動をしめしていることがわかる．このうち，被染率80％

以上をしめしたものは58 件中わずか4 件（7％）にしか

過ぎない．

一方Alsever 液を添加した場合は，卜ずれの腹水バ

ッチについても高い被染率をしめしており，被染率80％

以上の事例は58 件中55 件（95％）の多きに達している．

ここで被染率80％以上をしめしたものにつき，さらに

反応系において所定の抗体価をしめした事例を比較する

と，A ］sever液欠如時には3 件（5％）であったのに対

してAlsever 液添加事例では51 件（88％）となってい

る．

同様の傾向は他の2 種類のAF 血清（TY，　SM）を用

いた場合についてもみとめられ，第4 表にしめした成績

から，　Alsever液欠如事例においては，先述の条件を満

足させたもの，それぞれ3／8　（38％），　1／9　（11％）にし

か過ぎなかったのに対して，　Alsever液添加事例では全

（96 ）
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第5 表　各種pH のクェ ソ酸塩 溶液 の色素試験に 及ぼす影響
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実 A F

供

血
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クェ ソ酸・ クェ ソ酸

ナトリウ ム混合液 陽性血清の各稀釈 倍に おけ る被染虫体の百分比 Tp －AF 浮

游 液 のpH 、

クェッ鈩く 盲了讐ご
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，0

，4

98
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1
2
0
0
0

99

46

9

6

12

13

3

98
92
85
81
66
85
21

98

93
86
80
72
88

41
・－？・・・＝ J － － ・－

7

7

2

7

8．18
．47
．4

8 4

＊　0．15M 水 溶 液

めうることが判ったので， 次にAlsever 液の 主要成分

であ る クェ ソ酸 基の色素試 験に及ぼす影響に ついて検討

した．実際には第5 表にしめしたよ うに，　0．15Mクェ ソ

酸 と0．15M クェソ酸ナトリウ ムとを種 々の比率に混合し

て各種pH　（4．0，　4．8，　5．3，　5．8，　7．9）の溶液を作 り使

用した ．各混合液は終末6 ％ の割合にな るように反応系

中に混入した ．クェ ソ酸基添加に対す る対照 としては生

食水お よびAlsever 液を以てした ．

第5 表にし めされた 結果から ，いず れのAF 使川事例

におい ても， クェ ソ酸基の添 加は陰 性対 照におけ る染虫

体の百分比を 高める方向に作用していることがわかる・

すなわち，抗凝固剤の全く存在しない場合の虫体の被染

率は，各AF 使用 の場合につき，それぞれ18 ％，69％，41

％に過ぎなかった のに 対して，　0．15M　（3．8％）クェ

ソ酸 ナトリウム（pH　7．9）を加 えた場 合のそれは，各68

％ ，85％ ，72％となっ てい る．

クェ ソ酸ナトリウム単独の場合よ り払　これにクェ ソ

酸を加えて，よ り酸性とした ものではさらに染性を 増し，pH

4．0　とし たものを用いた場 合の被染 率は98 ～99％で

あった．

一方それら の事例において，反応系におけ る成績をみ

ると，上記pH　4 ．0混合液添 加の場 合には抗原・抗体反

応 自体はほぼ 完全に阻止されている ．こ れに 比して混合

液 のpH がアルカ リ側に傾くにしたがっ て反 応の阻止ぼ

少なくなっている．

かくして陰性，陽性両対照におけ る条件を共に最 もよ

く満足させ るものを表 の結果につい て求め て み る と，pH

5．3混 合液 （ クェ ソ酸 ： クェ ソ酸 ナトリウム＝1：3）・

となる ．

一方 ， 対 照として 用いたAlsever 液（pH　5．0）使凧

事例に おい て もこれとほぼ同等の好結果が しめされた・

上 記pH　5．3 の クェ ソ酸・ クェ ン酸 ナトリウ ム混合液．

とAlsever 液における酸と塩と の配合比 率，pH が両 者

ほぼ同一となってい る点から考え ると，　Alsever液 の効

果 は，これを クェ ソ酸 とクェ ソ酸 ナトリウ ムの効果 に蜷

せしめ うるとともに，　Alsever液は色奕試験に 応用する一

目的 のた めに は，最も適切な両者の配合比に よって処方｀

さ れたものであると考えることができる・

4．　色素試験に及ぼすEDTA の影響

Frenkel　（1956）は4％　disodium　ethylene　diamine ・tetraacetate

dihydrate を抗 凝固 剤としてヘ パリンの忙

りに使用す ると好 結果 がえられることを発表し た・

著者らは ， 先ず 予 備実 験に よりdisodium　ethylenediamine　tetraacetate　（EDTA－Na2）

のほかdisodiunv

（　97　）
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monocalcium　ethylene　diamine　tetraacetate，　tetras－

0　dium　ethylene　diamine　tetraacetate　等3 種類のEDTA

製品について，それらの色素試験に及ぼす効果をし

らべ，その結果吾々の目的のためにはEDTA－Na2 のみ

が有望であることを知った．

そこでEDTA－Na2 のみをとりあげ，これの反応系中

・における濃度を0 ．05％，0．04％，0．03％，0．02％ とし

た場合の効果について検討してみた．結果は第6 表にし

・めしたように，3種のAF 血清使用事例につき，　EDTA－Na2　0

，05％においては抗原・抗体反応の完全阻止がみ

られ，　0．04％では反応の阻止なく対照とほとんど同一の

稍果となった．

こうした結果から，　EDTA－Na2の色素試験に使用す

る場合の適切な濃度は0 ．05％と0 ．04％ の間に求められ

るものと考え，さらに終末濃度を0 ．050％，0．048％，＜0．046％，　0．044％，　0．042％，　0．040％

とした場合につ・い

A F

供

血
者

“KY

TY

第6 表　各種濃度のEDTA－Na2 の色素試験に

及ぼす影響

反 応 系 中

に お け るEDTA－Na2

陽性血 清の各稀釈倍にお
け る被染虫 体の百分 比

一 一 一 一 ・ －
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第7 表　EDTA－Na2 の最適濃度の決定

反 応 系 中 に お け るEDTA

・Na2 の 濃 度
（ ％ ）

0．050
0．048
0．046
0．044
0．042
0．040

Alsever　（＆％，対照）

生 食 水 （対 照）

Tp－AF
浮滑 液
のpH8

．78
．78
．7

8

8

一一88888

－88888

8

9

7

7

8

8

9

－

7

7

7

8

9

陽性血清の各稀釈倍にお
け る被染虫体の百分比

1，024　4，096　16，384

91

94

94

10

1

7

8

3

98

99

95

87

8

4

5

1

96
98
92
95
79
35
92
26

生 食 水

98
97
98
98
80
46
95
55

（98 ）

て検討 した ．こ の実 験ではAF としてはKY 血清 のみを

用いた ．成 績は第7 表にしめしたとお りであ る．

EDTA－Na2 の終末0．046％ 以上 の濃度では 反応 のほ

ぼ 完全な阻 止がみられたのに対して，　0．040％では生食

水対 照とほとんど同一の結果となった ．しかしこれら の

中間濃度0．042％ お よび0．044％ では，陰性，陽性両対

照と も比較的よい結果がえられている ．すな わち0 ．（）42

％ 濃度では陰 性対照におけ る 虫体 の被染率は80 ％， 抗

体価1 ：4，096 であ り，　EDTA－Na2 濃度0．044％ では

それぞれ98％，　1：1，024 となった．これら の成績から

推定すれば，　［EDTA－Na；の最適濃度は 恐ら く両濃度 の

中間0．043％ にあるものと思われる ．

論　　 議

色素試験の不 安定性を左 右する因子としては，腹水とaccessory

factor の二者が そ の最 も 主要な ものである

ことは，既に諸 家により指摘されてきたとこ ろ で あ る（Beverley　＆　Beattie，　1952

；　Jacobs　＆　Cook，　1954　；

直 江，　1958　；　藤 田，　1959　；　染矢，　1959）．

感染 マウスの腹水中 に出現する虫体の可溶 性抗原（Ja－cobs　＆　Cook，　1954）

や マウス由来 の抗 体（Beverley　＆Beattie，　1952）

は，反 応を 攪乱する因子として，これを

洗滌除 去さるべきことが示 唆された．

Goldman　（1956） は，10 ％ 血 清一生食水を用卜 て 腹

水を遠 心，除去し，洗滌虫体を 抗原として使用すること

に よって，より高い安定性を籃保しよ うと試みた ．しか

し，その結果 は，AF 対照（陰性対 照）におけ る虫体 の

被染性のい ちじるしい 低下 として示 され，初期の目的を

達 することができなかった．彼の実験においては，8 種

類 の卜 わゆるAF 血清がactivator として用いられたが，

そ の うち成 人血 清5 種は，米国CDC その他の研究機関

に お卜 て，それまでAF として常用されてきた ものであ

った．

Goldman に よって示さ れたこ の事実は， 色素試験遂

行上におけ る一つのヂレ ソマを提起した ものとし える．

とい うのは，反 応撹乱因子を排除するため洗滌虫体を用

い ることによってAF 血清自体に含まれる非特異的な抗Tp

作用 の顕現化 とい う新らしい 難問題が 生じるからで

あ り，しかもこのよ うな現象が多くの所謂AF 血清なる

ものについ て普通にみとめられた点に問題がある ．

同様の現象は，そ の後Palm　et　al．　（1957）や著者ら

よっても経験されるにいたった．したがって実際的見地

から，こ うした矛盾を 解決することは，いわば吾 々にと



つて緊急 課題で もあったわけ であ る．

10％血清一生食水に よる 洗滌虫 体におけ る 被染性低下

の原因として，【Goldman はこれをAF 血清中の抗Tp

作用に対す る虫 体の敏 感性 の増 加に よるものと推定し た．

しかし この点に 関して著者 らがおこたった実験結果 から

は ，洗滌虫 体と非洗滌虫体との間でとくに差はなく，洗

滌そ のものに よって虫体がAF の抗Tp 作用に対してと

くに敏感さを増すとい う証拠は得ら れなかった ．その原

因としては，著者らはむしろ腹水採取時に 用い られたヘ

パ リンの排除にあ るのではなかろ うかと考 え，実 験に よ

りこれを証明した ．

先 述のごとく，腹水の凝固防止に用いられたヘパリン

量 がそのまま反 応系中にもち越された場合，そ の濃度は1

：　10，000となる．これだけ の量のヘ パリンが添加され

た場合におけ る陰性対照の虫体 の被染率は，43～75％か

ら一挙に80 ～90％ までに増大する ． ヘ パリンの 添加量

が，か りにその倍量（1：5，000）であった場合 は，被染

率はさらに高ま り95 ％ 以上 とな る．

こ のよ うな事実 からすれば，腹水の遠心による除去操

作 は，ヘパリンの喪失をきたす結果 として，虫体の被染

率 の著減を 招くであろ うことは想像に難くない ．

一方，腹水原液に不用意にヘ パリンを 加え，洗滌をお

こなわないや り方の場合には，やや もす れば規定量以上

のヘ パリンの混入をみ る怖れ もあ りうるわけ で，そ うし

た場合は被検血清 の抗体価を より低 目に 決定する可能性

も充分考えら れうる．こ のよ うなことが，従来本邦あ る

いはそ の他の諸 国に おい て呈示された不当に低い抗体価

もしくは一般 感染率の一端を 説明する ものであ るのか も

しれない ．

腹水中の撹乱因子の介在 とヘ パリン喪失に もとづ く虫

体 の被染性低下を防止するためには ，腹水を洗 滌，除 去

した のち，改めて一定量 のヘパリンを添 加してやればよ

い理屈に なる‘ しか しこの点に つい ては問題がある．

そ れは既 記のごとくヘパリンの一定濃度（1　：　10，000）

以上 の存在におい てみられる沈澱 物 の 形 成 と 虫 体 のghost

化 の現象である ．これらが不染虫体を見逃がす方

向 に働らき，ひいては抗体価あ るいは感染率を不当に低

く評価させ る可能性を も内包す るからであ る．これら の

現 象は腹水を洗滌しない 原法 等を踏襲 した場合にも当 然

そ の発現 が推 測され うるが，これらが一部の研究機関に

おけ る異常に 低い 色素試験抗体価の副因をなしているこ

とも考えられる．

AF 血清内の抗Tp 作用を 抑制する作用は， ヘパ リン
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以外 の抗 凝固剤につい てもみとめられ，と りわけ クェソ

酸基を ふくむAlsever 液 は， その一定 量（反 応 系 中6

％）を 添加することによ り 優れた効果を発揮 す るこ と

が判明した．　Alsever液添加時において は，反 応液 中に

微細沈澱物の形成 をみとめず， メチ レン青に よる虫体の

染・不染 の識別 も明瞭であ る．

0．15M　（3．8％）クェ ソ酸 ナトリウムを 加えることに よ

る虫 体の染性増 加については，既にPalm 　et　al．　（1957）

の報告があ るが，著者らの実験結果 から もこ れが 確かめ

られた．ただし吾 々の実験条件では， クェ ソ酸 ナトリウ

ム単独 より乱　 これに クェ ソ酸を加 え， より酸性 （pH5．3）

とした もの，あ るいはAlsever 液 の方が よい結果

がえられた．

EDTA－Na2 も 反 応系中0．043％ の割合に加え るとほ

ぼ満足すべ き結果 が与 えられるが，これを色 素試 験に応

用す るための有効濃 度範囲はいちじるし く狭いた め，実

際に これを日常 の試験に応用す るこ とは困難 であろ うと

考 えられる ．

AF として用いら れる血清は ， そ の適格性を 曽め る予

備試験において，虫 体の90 ％ 以上を 染めさせ， かつ 陽

性対照血清にっ き所 定の抗体価を与 えさせ るこ とが条件

とさ れてい る．先に も述べたよ うに，本研究に おい て用

いら れた3 種類 のAF 血 清は，いずれ も当 初の予備試験

の段階 では， 抗凝固剤 の使用なしに 虫体 の90 ％ 以上を

そめさせた優秀な血清であったわげであ る．　しか るにそ

の後同一の供血者から採血してえら れた血清は，そ のい

ずれもが，やがて当初 のような高い染性を虫体に与 える

ことができな くな ってしまった ．同様のことはFrenkel（1962），　Lunde　（

私信）等に よって も指摘 されてい る・

しか し こ うした 血 清でもAlsever 液な どの抗凝固剤

の添 加により，高い染性が恢復されえた ことは十分留 意

すべきことであろ う．この虫体の被染 性を低下させ る作

用は，その血清を非働化することに よって喪失 する点か

ら，固有 の色素試験抗体 とは 異なるある種 の抗 体様物質

に よるものであ ると予想さ れる．

こ のような事実 からすれば，ある供血者 が抗凝固 剤の

添 加なしにそ の血 清をしらべた場合，そ れがAF とし て

の適格条 件を 満足させるものであった として も比較的 す

みやかにい わゆる非特異的抗Tp 作用 の出現に よって，

同一の条件を満足させえなくな る可能 性は高い と考えて

まい ．　しかしそ のような 血清で も， これにAlsever 液

など の抗凝固剤を添 加することによって十分 使用にた え

うる可 能性を有 することは上記の成 績から十 分推測 し う

（99 ）
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る．抗 凝固 剤使用に よるそ うし た非特異的抗Tp 作 用抑

制 の機序について後報にゆず る．

要　　 約

色素試験において，抗原として感染マウスの腹水の液

状部分を除去したいわゆる洗滌虫体を用いると，非洗滌

虫体を用いる原法（Sabin　＆　Feldman，　1948）施行時

に比して虫体のアルカリ性メチレン青に対する被染性は

いちじるしく低下する．

その原因として，腹水採取時にその腹水凝固防止の目

的に用いられたヘパリンが虫体の遠心洗滌によって腹水

とともに除去され，反応系から排除される結果，AF 血

清中の非特異的抗Tp 作用がそれだけ顕著に現われたた

めであろうと推定した．そこで3 種類のAF 血清を用い

た場合において， ヘパリンをふくめクェソ酸基，　Alse－ver

液，　EDTA－Na2等一連の抗凝固剤の色素試験に及

ぼす影響について検討した，その結果を要約すれば以下

のとおりである．

1．　ヘパリンの添加は，その添加量と平行的に陰性対

照（AF 対照）における虫体の被染率を増大させるが，

原法施行時にその混入が推定 されるヘパリン濃度1 ：1

，0000あるいはそれ以上の高濃度では，反応メヂウム

中に微細な沈澱物の形成をみ，そのため虫体の鏡検はい

ちじるしく妨げられる．また1 ：5，000以上の濃度では

陽性血清の抗体価を低下させる．

2，　Alsever液を反応系中6％ の割合に加えると陰性

対照における虫体の被染率はいちじるしく増し，かつ陽

性対照血清につき所定の抗体価を与える．ただしそれ以

上の量の添加では陰性対照の虫体被染率はさらに高まる

が，反応を抑制する方向に作用する．　Alsever液添加時

には反応系中に微細沈澱物の形成をみず，虫体の染まり

は明瞭である．

3．　0．15Mクェソ酸ナトリウムと0．15M クェソ酸の3

：1 混合液（pH　5，3）の反応系中 への添 加（6％）もAlsever

液とほぼ同様の好結果を与える．

4．　EDTA－Na2も上記の抗凝固剤と同様，陰性対照

における虫体の被染性を増すが，その適量範囲が甚だせ

まく（最適濃度0 ．043％）実用に供することは困難であ

ると判断された．

5．　以上の結果から，洗滌虫体を用いることによって

起る不染虫体比率の増加の主な原因の1 つは腹水中のヘ

パリンの除去によるものであり，かかる洗滌虫体を使用

する場合にみられやすいAF 血清中の非特異的抗作用の

（100 ）

発現を抑制するためには，　Alsever液の一定量の添加が

有効であると結論された．

終りに本研究をすすめる上において，種々有益な示唆

を 頂い た予研寄生虫部長石崎達博士に深謝する．また，

多 数の健康人 血清を 御分与下さっ た東京大学医学部附属

病 院輸血部 大河内一雄 博士に 深謝する．

本研究は 第34，　35回 日本寄 生虫 学会 総会（1965，　1966＞

において 発表した．
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お茶の水医誌，　7，　1677－1687．

STANDARDIZATION　OF　THE　DYE　TEST　FOR　TOXOPLASMOSIS

（I）EFFETS　OF　ANTICOAGULANTS　ON　THE　TEST

Akio　KOBAYASHI，　Mitsuyos ⅢKUMADA

（．Department　of凡・Γαs治加＞gy，　National　Institute　of　Health，　Tokyo，μpan）

AND

Yukinori　TSUNEMATSU

（7：department　cび召 acterial 血命 ction，　InstituteがMedic αI　Science，

びniversity が7aり o，　Japa夕2）

When　the　washed　toχoplasmas　are　used　for　the　dye　test，　high　percentages　of　modi－fied　organisms　are　often　produced　in　the　accessory　factor－saline　controls．　The　cause　ofsuch　increased　modification　of　the　washed　organisms　by　an　accessory　factor　serum

was

conjectured　to　be　primarily　due　to　loss　of　heparin　in　the　reaction　miχture　as　a　result　ofremoval　0f　peritoneal　e

χudate　in　which　the　anticoagulant　was　involved　to　prevent　possiblecoagulation　of　the　e

χudate。

Through　the　cases　of　applying　3－　different－　accessory－　factor　sera，　addition　of　heparin

to　the　reaction　miχture，　after　washing　the　organisms　out　of　eχsudate　fluid，　resulted　inpercent　increase　of　stained　organisms　in　the　negative　controls　in　accordance　with

the

dosage．　The　presence　of　heparin　in　the　reaction　miχture　at　a　concentration　of　l　：　10，0000r　more

produced　numerous　fine　floccules　that　rendered　the　microscopic　reading　of　the

parasites　so　difficult。

The　use　of　modified　Alsever’s　solution　（composition　：　dextrose　2．45　9，　citric　acid　0．8g，　trisodium

citrate　2．2　g　and　distilled　water　100　ml）　gave　clear－cut　dye　test　results　irtboth　negative　and　positive　control　tubes　when　it　was　added　to　the　reaction　mi

χture　at　a．proportion

of　6％。

Similar　good　dye　test　results　were　obtained　when　a　mixture　of　l　part　of　0．15M：citric

acid　and　3　parts　of　trisodium　citrate　（pH　5．3）　was　applied　at　the　same　proportion！as　in　the　case　of　Alsever’s　solution

。

Disodium　ethylene　diamine　tetraacetate　was　also　proved　to　be　effective　at　0．043％・in

the　reaction　miχture，　the　optimal　dose　range，　however，　being　eχtremely　narrow 。

It　is　our　conclusion　that　the　addition　of　Alsever’s　solution　or　a　l　：　3　mixture　of0．15M　citric　acid　and　0．15M

trisodium　citrate　to　the　reaction　miχture　is　highly　promisingfor　enhancing　the　reproducibility　of　the　dye　test，　thus　minimizing　the

day－to－day　varia－

tions　of　the　test　results．

（101 ）
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