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体重３ｋｇ前後のウサギを用い，日本住血吸虫Sth-

isZosollzajtzPo"/α`"ｚのセルカリア400から800を皮下接

種して感染させた．感染後，週１回採血し，ＣＦ反応値

を調べ，抗体価が十分高くなった７～12週後にニリダゾ

ールの投薬を行った．

ニリダゾールは食塩水に懸濁し，ゴム製カテーテルを

用いて直接胃に注入した．投与量は１日１回80ｍｇ/kｇ

で，８日間投与した．治療後は初めは２週毎に採血し，

次第に採血間隔を延ばした．

２．補体結合反応

血清：被験血清は数週間分をためて，同時に検査を行

った．血清は生理的食塩水で10倍に希釈し，６５°Ｃ２０分

加温して非働化と脱抗補体作用を同時に行なった．血清

希釈はゼラチンを加えたベロナール緩衝液で１：１０から

１：2,560迄２倍希釈を行なった．

抗原：感染マウスの門脈から採集した日本住血吸虫成

虫を-20°Ｃに保存して抗原材料とした．抗原作製は

ChaffeeeZaZ．（1954)の方法によった．虫体を凍結乾燥

し，エーテル中でガラスホモジナイザーで磨細し，脱脂

を同時に行ない，遠沈してエーテルを捨て，沈湾を乾燥

し,重曹加ベロナール緩衝液(VBS）中で磨細した後，一

晩冷蔵庫内で抽出し上清を分離して抗原とした,虫体の

乾燥重量の1,000倍量のＶＢＳに抽出し，これを１：１，０００

の抗原として-20°Ｃに保存した．力価測定の結果，最

適の抗原希釈は１：12,000であった．

反応術式：試験管内で全量１ｍｌによる50％溶血法を

用い，術式はほぼＬBCF法（Casey，1965）によった

が，血球濃度をMayer（1961)の原法に準じたので，各

所にその為の変更を加えた．緬羊血球濃度は分光光度計

を用い109コ/ｍｌに調整した.溶血素(東芝化学）は50％溶

血法の平坦法を用い，最低必要濃度を求め，血球感作に

はその１．５～２倍の濃度の溶血素の等量を用いた．補体

はしがき

住血吸虫症の免疫学的診断は古くから研究され(Yo‐

shimoto，1910)，特に補体結合反応(CF）に関しては多

くの業績が知られている．Kagan＆Pellegrino（1961）

は過去の研究経過を集録し，またKagan（1968)は多数

の検体を試験して，いずれも５０％溶血法によるＣＦ反

応の診断的価値の高いことを認めている．一方Ｏliver‐

Gonzalez（1954)によって始められた卵沈降反応（COP）

もその後の研究により診断的価値の高いことが知られて

きた（Kagan，1968)．

しかしながら治療後におけるこれら免疫反応の変化に

ついては結果は一定しておらず，治療後にＣＦ反応の低

下がみられたというFairley（1935）の結果から，免疫

学的反応は治療判定に利用する価値はないというSadun

eZaZ．（1963)の結果まで報告されている．またこれとは

別に人肺吸虫症ではピチオノール治療後にＣＦ反応が陰

転することが認められている(YokogawaeZaL1962)．

従来，住血吸虫症の治療実験にはスチブナールやスチ

ポフエンが用いられており，これら薬剤の治療効果は必

ずしも十分でなく，不完全な治療後における免疫学的研

究によって，その治癒判定の価値を決定することは出来

ない．

近年開発されたニリダゾールは駆虫効果のみを考えれ

ば，従来の薬剤よりはるかに優れ，実験動物では完全治

癒が可能になった．本研究では，日本住血吸虫感染ウサ

ギを用い，ニリダゾール治療後のＣＦ反応，ＣＯＰ反応

の変化を観察し，これら免疫学的検査が一定条件のもと

で，治癒判定法として利用出来ることを認めた．

方法

1．感染と治療

（１）
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Fig、１Progressivechangeofcomplementfixationreactionsinrabbitsinfecｔｅｄ

ｗｉｔｈＳ../tZPo"zcz`"zbeforeandaftertreatmentwithniridazole

R１，２，３：rabbitstreatedwithniridazoleatａｄｏｓｅｏｆ８０ｍｇ/kgdaily

for8days．Ｒ５，７：Untreatedrabbits

虫卵懸濁液は２０ｃｍ、中に成熟卵約200コが入る様に

調整し，ガラススライド上に20ｃｍｍの虫卵液と被検血

清原液20ｃｍｍを混和し，２４×36ｍｍのカバーグラスで

で覆ってワセリンで周囲を封じ，温室中で37°Ｃ，４８時

間保温後に虫卵の反応を観察した．

沈降反応の強度は横川ら(1967)の方法で分類し，反応

なしを０とし，陽性反応は強度により１，２，３とし，成

熟卵50コを観察して血清の抗体価を判定した．

血清の反応強度は陽性虫卵の百分率と卵の平均沈降度

で示した．平均沈降度は虫卵の反応強度(O～3)を加算し

て平均値を求め，全卵が強度３の反応を呈した時，値が

100になる様に100/3を乗じた．

治癒判定法：治療後30～32週を経た全ての兎を剖検；

し，全組織中の成虫の有無を検査して治療効果の判定を

行なった．

結果

ニリダゾール治療を行ったウサギの中，長期観察が行

なえたのは感染後45週迄のものが２匹と39週迄の１匹と

計３匹であった．非治療群は長期生存が困難で感染後２６

週と23週迄の２匹が観察出来たのみであった．

(東芝化学)の力価測定には,小試験管に希釈補体を0.2,

0.25,03,0.4ｍｌをとり，各々に感作血球0.4ｍｌを加

え,全量を３ｍｌとして溶血反応を行い，各管の溶血度を

分光光度計で読んで，両対数グラフを用いた回帰線法に

より１０H5oの補体の含まれる液量を求めて算出した．

血清の抗体価測定には小試験管で連続２倍希釈を行な

って各管に0.2ｍlずつをのこし,最適濃度の抗原0.2ｍｌ

を各管に加え，３単位を含む補体0.4ｍ’（濃度はＬ５Ｃ′

H5o/ｍｌ）を加えて１晩冷蔵庫中で反応を捉進させた．翌

朝各管に0.2ｍｌの感作血球を加え，３７°Ｃ１時間保温

し,溶血反応後遠沈して上清の溶血度を測定した.予め異

なった溶血度の標準液を作製し，試験管の溶血度はこれ

と肉眼的に比較した．溶血度40～60％を起こした血清希

釈を反応終末点として抗体力価とした．終末点が２管の

間にある場合は２管の希釈の中間を終末点と判定した．

３．卵沈降反応

反応に用いた虫卵は横川ら(1967)の方法により，感染

マウスの腸管からトリプシン消化によって分離した．虫

卵は反応の都度作製し，感染ウサギの血清を56°Ｃ３０分

で非働化した標準抗体を用いて卵の抗原性を検定してか

ら，反応に用いた．

（２）
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卵沈降反応陽性率：ＣＯＰの卵陽性率で測定した抗体

価の変化を図２に示した．卵陽性率は最高50～80％を示

し，非治療群の２匹では陽性率50～60％前後を変動し，

下降することなく経過した．治療群は治療後，陽性率は

次第に低下しているが，途中の変動幅が大きく，ＣＦ反

応の様な急激な抗体価の変化や，一定した下降傾向はみ

られなかった．しかし治療後30週では10～15％と低い陽

性率を示し治療前に比べれば箸るしい低下がみられた．

卵沈降反応平均沈降度：平均沈降度で表した抗体価の

経過を図３に示した．５匹のウサギでの最高値は個体に

より35～75の間にあった．非治療群は最高値に達してか

ら殆んど変動なく，最後迄高い値を示した．治療群では

治療後，平均沈降度はゆるやかに低下し，下降経過は卵

陽性率の経過よりはるかに狭い変動をもって滑らかに低

下した．治療後初期の下降も卵陽性率より明瞭に認めら

れ，１０週後には平均沈降度は治療前の半分の値になり，

補体結合反応：５匹のウサギの抗体価の経過を図１に

示した．セルカリア接種後早いものでは２週に，おそく

とも６週後には抗体価は１：１０以上に上昇した．８週後

に抗体価１：2560以上になった２匹は13週後に，他の１

匹は抗体価１：960になった７週後に治療を開始した．

抗体価は治療終了後１～３週に最初の低下がみられ，

｣初めの１０週目位までは急激な下降がみられ，其後はゆ

るやかな低下がみられた．治療後10週の間の３匹の低下

は２倍希釈で各々，3.5管以上，３管以上，3.5管となっ

たが，其後の20週の間の下降は，２，２，１．５管とわずか

であった．治療後30週の抗体価は１：８０，１：４０，１：

20と低い陽性反応を示した．

非治療群にはこの様な急激な抗体価の低下はみられ

ず,この低下は治療による変化と判定された.治療後30～

32週の全てのウサギの解剖の結果，成虫はどこからも検

出されず，肝臓に肉眼的な病的所見はみられなかった．

（３）
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虫をニリダゾールで治療し，いずれも抗体価の箸るしい

低下を認めている．またＫｏｊｉｍａ（1970）は日本住血吸

虫感染ハムスターをニリダゾールで十分に治療し，３０週

後にＣＯＰ反応は１０％以下に低下するため，本反応は

治療後の効果判定に用い得るであろうとしている．

この様な不一致の原因を考えると,2,3の問題がある様

に思われる．まずこれらの治療実験の治療判定は寄生虫

学的な検査にもとづいて行なわれているが，真に虫体の

死亡を判定しているかどうかが問題である．特にスチポ

フェンは比較的毒性が低く，広く人の治療に使用され，

治癒率も高いとされているが(Halawanii＆Dawood，

1953)，動物実験ではニリダゾールに比し効力は劣る

(ＴａｎａｋａｅＺａＺ、印刷中)．これらを考慮して本研究では

ニリダゾールで治療して，治療に疑問を生じない状況で

免疫学的な研究を行なった．

また免疫反応で陽性，陰性を目標にするか，定量的測

定によるその変化を目標にするかが－つの問題である．

反応の陰転を目安にすればその時期は相当おくれるであ

ろうが，定量的検査法で抗体価の急激な低下を知れば比

較的早期に治癒の傾向を知りうる.その意味でＣＦ反応，

特に定量性の高い50％溶血法が優れている．ＣＯＰ反応

は定量性の劣ることが指摘されていて（Kagan＆Pel‐

legrino，1961)，本研究の結果でも卵の陽性率でみる

と，経時的に値の変動が大きく，定量的とは考えにくか

った．しかし沈降反応の強度を取入れて平均沈降度を用ｌ

いれば，変動は少なく，定量性の意味が生じてきたもの

と考えられる．

本実験の治療を受けなかったウサギに急激な抗体価の

低下がみられなかっただけでなく，ヒヒ，ＢＩＰ/ｏ〃だ一

伽s，のＳｍα"Solzi感染で27カ月以上の経過観察で

も急激な抗体価の変化はないことからして（田中ら，

1969)，治療後の抗体価の低下はニリダゾール治療によ

る結果と考えられる．

治療後の抗体価に変化がみられなかった報告では，用

いた薬剤の効力か，検査方法の定量性か，その両者に原

因があったものと考えられる．

本研究で用いたＣＦ反応では，抗原量，抗体量が少な

く，技術的にも容易で，本研究に必要な鋭敏度と安定性
が得られたので，ＹｏｋｏｇａｗａｅｒａＺ.（1962)が用いた肺吸
虫のＣＦ反応法(辻，1964）およびその元となるStein

＆Ｄｏｎｇ（1950）の鋭敏な方法は利用しなかった．
またＣＦ反応をマイクロタイター法で試みたが，５０％

溶血法を応用することは困難であったので，Ｋｏｌｍｅｒ法
で３単位の補体を用いて行なった．その結果，各血清抗

30週後には５前後の値を示した．

卵陽性率と平均沈降度の経過を比較すると，治療後に

卵の陽`性率は急激な変化はなく，個々の卵の沈降反応の

強度が箸るし<低下することが認められ，抗体価の変化
を測定するには卵陽性率より，平均沈降度の方が適して

いると思われる．

以上の様にニリダゾールで十分な治療を行なったウサ

ギではＣＦ反応でもＣＯＰ反応でも抗体価は箸るし<

低下し，これら免疫学的手段が治癒判定に利用出来る可

能性が認められた．

考察

住血吸虫症の診断への補体結合反応の応用は古くか

ら試みられ，次第にその価値が認められてきた．特に

ChaffeeetaZ.(1954)が成虫のＣｏｃａ抽出液を抗原とし

て用いて以来，その応用が広げられ，特異性も高まった

(Kagan＆Pellegrino，1961)．また50％溶血法が一般

化され，反応の鋭敏度も上昇し，Kagan（1968)は５０

Ｈ５ｏ単位の補体を用いる方法が診断的価値が高いとして

いる．

一方住血吸虫症の治療後の抗体価の変化については古

くから議論のある所である．Fairley（1935）はtartar

emeticで４クール治療後に人のＣＦ反応が陰転した事

を記録している．其後の研究では明確な結果はなく，

DeMeillon＆Hollingham（1958)は人のＳハαe"zα‐

Ｚｏ肋、感染で,完全治療の29カ月後に陽性者は16人中

４人と最低となり，４０カ月後には10人中９人と増加した

成績を出している．Schofield（1959）もマンソン住血吸

虫人体感染でスチブナール治療の後，ＣＦ反応の変化を

調べ，反応の変化は不定であったと報じている．Ｓａｄｕｎ

ｅｔａＺ．（1963)はマンソン住血吸虫症の人をスチポフエン

で治療し，５カ月後でもＣＥＣＯＰ反応共に変化のな

いことを示し，これら免疫学的方法は治癒判定に役立た

ない事を示した．これらに関連したYokogawaeZaZ．

（1962）の肺吸虫での成績では，人をbithionolで治療

した場合，寄生虫学的検査で治癒と判定された者では，

６カ月後に大半はＣＦ反応が陰転し，１年後では全例が

陰転した事を報じている．

ＣＯＰ反応についてはOliver-GonzalezeZaL（1955）

は人マンソン住血吸虫症をスチポフエンで治療し，約６

カ月後に反応の陰転を報じ，Rodriguez-MolinaeZaZ．

（1959)はマウスをスチポフエンで長期治療を行なった場

合，210日以後に反応の陰転を観察している．またＲｉ‐

ｆａａｔｅＺａＺ．（1969）は人のマンソン，ピルハルツ住血吸

（４）
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体価は試験管法に比べ，１，２管常に低値を示したので，

この方法も用いなかった．
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まとめ

ウサギに日本住血吸虫のセルカリア400～800を皮下接

種により感染させ，ニリダゾールを１日８０ｍｇ/k９８日

間経口投与で治療し，治療前後の補体結合反応（CF)，

卵沈降反応（COP）の変化を観察した．ＣＦ反応は試

験管を用いた50％溶血法で補体３Ｃ'Ｈ５ｏを用い，総液

量１ｍｌの方法を用いた．ＣＯＰ反応はスライドガラス

上で37°Ｃ,４８時間の保温で判定した．卵の陽性率と沈降

の強さを示す平均沈降度で抗体の力価を表した．各卵の

反応の強度は横川ら(1967)の方法により０～3に分類し，

その平均値に100/3を乗じて最高値を100とした．

５匹のウサギは感染後６週迄にＣＦ価１：１０以上の陽

性となり，１匹は感染後７週でＣＦ価１：960の時，２

匹は12週後,１：2560以上に達した時に治療を行なった．

治療後10週目迄は２倍希釈で３管以上の急激な抗体価の

低下がみられ，以後ＣＦ価の低下はゆるやかで，３０週後

にも１：４０前後の値を示した．

ＣＯＰの卵陽,性率は最高50～85％を示し，治療後は大

きく変動しながら，次第に低下し，３０週後には10～15％

を示した．ＣＯＰの平均沈降度は最高値35～75に達し，

治療後はわずかな変動を示しながら滑らかに下降し，１０

週後には値を半減し，３０週後には５前後を示した．

治療を受けなかった２匹ではこれらの変化はみられ

ず，定量的な方法で抗体価の変化を観察すれば，ＣＦ，

ＣＯＰ反応は治療の判定に応用出来るものと考えられた．
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COMPLEMENT FIXATION AND CIRCUMOVAL PRECIPITATION REACTIONS

IN RABBITS INFECTED WITH SCHISTOSOMA JAPONICUM AFTER

THE TREATMENT WITH NIRIDAZOLE

Hajime MATSUDA, Hiroshi TANAKA and Manabu SASA

{Department of Parasitology, the Institute of Medical Science, the University of Tokyo)

Changes of complement fixation (CF) and circumoval precipitation (COP) reactions were

observed in rabbits infected with 400 to 800 cercariae of Schistosoma japonicum and treated with

niridazole at a dose of 80 mg/kg daily for 8 days. The technique of CF test was the method

using the endpoint of reaction with 50% hemolysis in test tubes, each of which contained a

total volume of 1 ml reagents. For COP test, egg suspension was mixed with an equal volume

of undiluted test serum on a glass slide and covered with a cover slip. The slide was kept in

a moist chamber and stored in an incubator at 37°C for 48 hours. The serum reactions are

presented by 2 values : one is the positive rate of eggs in percentage and the other is the a-

verage intensity of precipitation. For this purpose the strength of precipitation was classified

into 4 types, 0-3, according to Yokogawa et at. (1967).

CF reactions in 5 rabbits turned to positive no longer than 6 weeks after infection. The

treatment was given to 3 rabbits when the reaction of 1 rabbit reached 1 : 960, 7 weeks after in

fection and those of the rest 2 showed higher than 1 : 2560, 12 weeks after infection. The titers

in CF reaction of the treated rabbits fell rapidly 3 tube dilutions or more in serial 2-fold dilu

tions in the first 10 weeks then slowly down to about 1 : 40, 30 weeks after treatment.

Serum reactions measured by the positive rate of COP reached 50 to 85% at highest and

fell gradually after treatment with large fluctuation to 10-15%, 30 weeks after treatment. A-

verage intensity of precipitation increased up to 35-75 after the infection and reduced slowly

after treatment with small fluctuations to about 5, 30 weeks after treatment. Untreated 2 rab

bits did not show any reduction of both serum reactions. These results indicate that CF and

COP reactions are valuable for the tests of cure when quantitative techniques are used.
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