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肝蛭症の診断に関する研究

(1)ヒト糞便内肝蛭卵を対象とした数種集卵法の効果
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信州大学医学部寄生虫学教室

広沢毅－
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分率を求め虫卵回収率とした．それぞれの集卵法につき

８～10回の試行を行い，虫卵回収率の平均値を求めて成

績を比較した．つぎに水道水とライポンＦで前処置した

際の各集卵法に及ぼす影響を検討し，最後に肝蛭卵に最

も適した集卵法を虫卵回収率で比較した．

得られた虫卵回収率は逆正弦変換し，分散分析法で集

卵法のちがいによって回収率に有意差があるか否か検討

し，有意差があればそれぞれの集卵法問の有意差を

Sheff6の線型比較（北川1958）により検定した．

糞便内寄生虫卵の集卵法は集卵率が高く安定し，沈漬

量が少なく虫卵が破壊されない．操作が簡単で安価であ

るなどの条件を満たすことが望ましい．しかし現在まで

にすべての寄生虫卵に対し上記の条件を充す万能の集卵

法はなく，目的虫卵によってそれに適当な集卵法を選択

しなくてはならない．

一般に吸虫卵の集卵法としてはＡＭＳ．Ⅲ法が好成

績を得ているが，ヒト糞便内肝蛭卵の集卵法に関しては

まだ十分検討されていない．草食獣で実施されている集

卵法は人と糞便内食物残置の性質が全く異なるためその

まま応用することはできない．

著者らは今回人肝蛭症患者の糞便について数種集卵法

の効果を比較する機会を得たのでその結果を報告する．

実験成績

１．各集卵法における虫卵回収率

水道水およびライポンＦで前処置した材料を用いての

各集卵法の虫卵回収率はＴａｂｌｅｌに示す通りである．

括弧内には逆正弦変換した数値を示してある．各集卵法

の虫卵回収率の有意性を検討した結果はＴａｂｌｅ２の分

散分析表に示した．

表からも明らかな通り

Ｆｓ＝３４．９３４４

．．．Ｆs＞Ｆ987(0.01）

となり集卵法のちがいによって虫卵回収率に有意差が

みとめられた．

１）水道水前処置後の各集卵法の虫卵回収率

糞便を水道水に溶かしガーゼで濾過した後の各集卵法

の虫卵回収率はホルマリンエーテル法5.3％，稀塩酸エ

ーテル法7.8％，Weller-Darmin変法37.7％，Tween

80クエン酸緩衝液法25.3％，ＡＭＳⅢ法30.5％であっ

た．前述の如く集卵法のちがいによって虫卵回収率に有

意差がみとめられたのでSheff6の線型比較により，ど

の集卵法問に有意差がみとめられるか検討した．順をお

って結果を述べる．

村料および方法

実験材料は1966年５月信州大学医学部付属病院第２内

科へ入院した人肝蛭症患者（小田ら1967,大島1972）の

糞便（肝蛭卵のＥＰＧ440個）を用いた．検討した集

卵法はホルマリンエーテル法，稀塩酸エーテル法，稀塩

酸Ｔｗｅｅｎ８０エーテル法，Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法，

ＡＭ・ＳⅢ法である．ホルマリンエーテル法はRitchie

(1948)，稀塩酸エーテル法は宮川(1913)稀塩酸Tween

80エーテル法はWeller＆Ｄａｒｍｉｎ(1945)，Ｔｗｅｅｎ８０

クエン酸緩衝液法は大島ら(1965）ＡＭＳⅢ法はHun‐

ｔｅｒｅＺａＺ.(1948）に準じたが，TritionNEを使用する

ものはすべてＴｗｅｅｎ８０に統一した．すべての集卵法と

も糞便をまず水道水または0.2％アニオンＡＢＳ洗剤

(ライポンＦ⑰）溶液でといて，ガーゼ１枚で濾過後，

遠心して得た沈法について集卵した．

患者糞便0.59を上記集卵法で集卵し全虫卵数を数え，

これを２倍してstoll法で得られたＥ､ＰＧに対する百

（７）
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TablelRecoveryratesofvariousconcentrationtechnics

AfterdilutingfecesbyO2％
LiponFsolutionAfterdilutingfecesbytapwater

HCl-TweenCitratebu‐

80-ether ffer-Tween

(Weller-Dar‐80-ether
min,smodif）（Macllvan

buffer）

HCl-TweenCitratebuff‐

80-ｅｔｈｅｒｅｒ－Ｔｗｅｅｎ８０Ａ・MSm

HCl-ether（Weller-Dar．‐ether(MacI‐（Tween80）
ｍin,smodif.）lvanebuffer）

Formalin‐

ether

Ａ､Ｍ・ＳⅢ

(Ｔｗｅｅｎ８０）

36.8(37.35）７７．７(61.82）

３８６(38.41）６５．９(54.27）

31.3(34.02）４４．５(41.84）

31.3(34.02）６５．０(53.73）

37.3(37.64）５５．９(48.39）

21.8(27.83）５７．７(49.43）

23.2(28.79）３１．８(34.33）

17.7(24.88）３８．２(38.17）

40.5(39.52）５８．６(49.95）

27.3(31.50）３１．４(34.08）

15.0(22.79）

22.7(28.45）

23.6(29.06）

23.2(28.79）

23.2(28.79）

42.3(40.57）

21.8(27.83）

28.2(32.06）

27.7(31.76）

30.5(33.52）

21.8(27.83）

31.8(34.33）

30.0(33.21）

46.4(42.94）

23.2(28.79）

22.7(28.45）

37.2(37.58）

52.7(46.55）

42.3(40.57）

50.0(45.00）

62.7(52.36）

56.4(48.68）

39.1(38.70）

34.5(35.97）

52.7(46.55）

42.7(40.80）

39.5(38.94）

２．７（9.46）

11.4(19.73）

４．５(12.25）

３．６(10.94）

９．１(17.56）

４５(1225）

２．７（9.46）

５．０(12.92）

４５(12.25）

15.9(23.50）

７．３(15.68）

１８（7.71）

５．０(12.92）

５．０(12.92）

13.2(21.30）

５．９(14.06）

０．４（3.63）

22.7(28.45）

０．９（5.44）

44.1(41.61）

54.7(46.55）

26.4(30.92）

18.2(25.25）

29.1(32.65）

38.2(38.17）

34.5(35.97）

55.5(48.16）

43.6(41.32）

35.0(36.27）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
ｍ

Average’5.33(12.98)7.81(14.56)37.73(37.59)25.30(30.01)30.45(33.33)47.26(43.42)30.58(33.40)52.66(46.60）

（）：Arcsinevalue

稀塩酸エーテル法

稀塩酸エーテル法の虫卵回収率は7.8％でホルマリン

エーテル法につづいて低い値を示した．虫卵回収率を他

の集卵法と比較するとＴａｂｌｅ３に示す通りである．虫

卵回収率が稀塩酸エーテル法と有意差がみとめられない

ものはホルマリンエーテル法，明らかに高いものは

Weller-Darmin変法,Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法，

ＡＭＳⅢ法であった．

Weller-Darmin変法

Weller-Darmin変法の虫卵回収率は37.7％で検討し

た集卵法の中で最も高い値を示した．これを他の集卵法

と比較するとＴａｂｌｅ３に示す通りである．虫卵回収率が

Weller-Darmin変法より明らかに低いものはホルマリ

ンエーテル法，稀塩酸エーテル法有意差のみとめられな

かったものはＴｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法，ＡＭ・ＳⅢ

Table2Analysisofvariance

Source S・ＳＤ・ＦＭ・ＳＦ

TechniclOO44､９２２２７１４３４．９８８８

３４．９３４４

Error ２７９３．２０９２６８４１．０７６６

Total 1２８３８．１３１４７５

ホルマリンエーテル法

ホルマリンエーテル法の虫卵回収率は５．３％で検討し

た中で最小の値を示した．他の集卵法の虫卵回収率と有

意差を検討するとＴａｂｌｅ３に示す通りである．表から

も明らかな如く虫卵回収率がホルマリンエーテル法とほ

ぼ同程度のものは稀塩酸エーテル法，明らかに高いもの

はWeller-Darmin変法，Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法

ＡＭＳⅢ法であった．

Table3Statisticalanalysisofrecｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｅｇｇｓｉｎｔｈｅｓｅｄｉｍｅｎｔｓamong
severalconcentrationtechnicsbythemethodoflinearcomparisoｎｂｙＳｈｅｆｆ６

ＨＣｌ－Ｔｗｅｅｎ８０

ｅｔｈｅｒ（Weller‐
Darmin,smodif.）

Citratebufler‐

Ｔｗｅｅｎ‐ｅｔｈｅｒ

(MacI1vanebuffer）

Ａ・Ｍ・ＳⅢ

(Ｔｗｅｅｎ８０）
Formalin-etherHCl-ether

Formalin-ether

HCl-ether

HCl-Tween80-ether

（Wel]er-Darmin，smodif.）

Citratebuffer-Tween80-ther

（Macllvanebuffer）

Ａ・ＭＳⅢ（Ｔｗｅｅｎ

１．５８ －２４．６１＊

－２３．０３＊

－１７．０３＊

－１５．４５＊

－２０．３５＊

－１８．７７＊

７．５８ ４．２６

３．３２

＊significantlydifferent

（８）
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法であった．

Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法

Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法の虫卵回収率は258％

で，これを他の集卵法と比較するとＴａｂｌｅ３に示す通

りである．虫卵回収率がＴｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法よ

り明らかに低いものはホルマリンエーテル法，稀塩酸エ

ーテル法で，Weller-Darmin変法,ＡＭＳⅢ法とは有

意差がみとめられなかった．

Ａ・Ｍ・ＳⅢ法

ＡＭＳⅢ法の虫卵回収率は30.5％でWeller-Darmin

変法につづいて高い値を示した．これを他の集卵法と比

較するとＴａｂｌｅ３に示す通りである．虫卵回収率が本

法より低い集卵法はホルマリンエーテル法，稀塩酸エー

テル法であり，Weller-Darmin変法，Ｔｗｅｅｎ８０クエ

ン酸緩衝液法との間には有意差がみとめられなかった．

２）ライポンＦ前処置の効果

ライポンＦ溶液で糞便を前処置することにより虫卵回

収率が向上するか否かを対照の水道水の場合と比較し

た．検討した集卵法は虫卵回収率の高かったWeller‐

Ｄａｒｍｉｎ変法,Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法，ＡＭＳⅢ

法でライポンＦの濃度は0.2％である．結果はＴａｂｌｅｌ

の右半分に示す通り３種集卵法とも，ライポンＦで処置

した虫卵回収率は水道水のそれに比し上昇した．SheH6

の線型比較による検定結果はＴａｂｌｅ４に示す通りであ

る．３種集卵法を一括して検討するとライポンＦ溶液処

置は水道水処置にくらべて，虫卵回収率は明らかに高く

なった．つぎに各集卵法について両者を比較すると

Weller-Darmin変法ではライポンＦ使用により虫卵回

収率は約9.5％高くなったが，統計学的な有意差はみと

められなかった．Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法もライポ

ンＦ使用で虫卵回収率は5.3％高くなるが，有意差はな

かった．一方ＡＭＳⅢ法はライポンＦ使用によって虫

卵回収率は22％高くなり，有意差がみとめられた．

３）肝蛭卵に最も適した集卵法

前項の資料から肝蛭卵に最も適した集卵法を統計学的

に検討した．なお前項でライポンＦ使用の効果がみとめ

られたことからここではライポンＦで前処置後,Weller‐

Ｄａｒｍｉｎ変法，Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法，ＡＭＳⅢ

法で得られた虫卵回収率の有意性を検定した．Ｔａｂｌｅ５

に示す通り回収率の最も高かった集卵法はＡＭＳⅢ法

であった．Weller-Darmin変法はＡ・ＭＳｍ法にくら

べ約５％低かったが有意差はみとめられなかった．一方

Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法はＡＭ・ＳⅢ法にくらべ回

Tab]e4Statisticalanalysisofegg-recovery

ratesemulsfingfeceswithLiｐｏｎＦ

ｏｒｔａｐｗａｔｅｒ，atthefirststepof
concentrationtechics．

HCl-Tween80-ether

（Weller-Darmin，smodif.）

Citratebuffer-Tween80-ether

（MacIlvanebuffer）

ＡＭＳⅢ（Tween80）

５．８３

３．３９

１３．２７＊

Total ７．５０＊

＊significantlydif(erent

Table5Significancyofdifferencesinthe

egg-recoveryratesbetweenＡＭＳ

Ⅲａｎｄｏｔｈｅｒｔｅｃｈｎｉｃｓ

HCl-Tween80-eter Citratebuffer

(Well-Darmin,ｓｍｏｄｉｆ）Tween80-ether
（MacIlvancebuffer）

Ａ・Ｍ・Ｓ．Ⅲ

（Tween80）
１３．１８＊３．１８

＊significantlydifferent

収率は約22％低く統計学的にも有意差がみとめられた．

従って肝蛭卵を対象とした集卵法は糞便を0.2％ライポ

ンＦ溶液でとかし,ガーゼ濾過後遠心し，沈澄をＡＭＳ

Ⅲ法もしくはWeller-Darmin変法で行うのが最も有効

である．

考察

吸虫卵では一般に界面活性剤，エーテル，酸性溶液に

よる集卵が用いられ日本住血吸虫卵（HuntereZaL

1946，1948,FausteZaL1946,伊藤・何1957)，肺吸虫卵

(Ｋｏｍｉｙａ＆Yokogawal953)，横川吸虫卵（横川ら

1963）の場合はＡＭＳⅢ法が推奨され，肝吸虫卵では

分島ら（1961）はWeller-Darmin変法，岡部ら(1963）

はライポンＦ法が有効だとしている．一方大島ら(1965）

は比較的広範囲の吸虫卵にＴｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液法

が有効だと述べた．しかし肝蛭卵についてはまだ検討さ

れていない．

数種集卵法の効果を比較するには２つの方法があり，

その１つはある地域住民について異なった集卵法で集団

検便を実施し，虫卵検出率の大小から比較する方法であ

る．他方はＥ・ＰＧ～既知の同一糞便を材料にして数種の

集卵法を実施しその虫卵回収率の大小から比較する方法

である．前者は相対的順位はわかるが母集団の感染密度

により虫卵検出率が異なる欠点を有する．後者は用いる

（９）
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糞便の性状を無視できないが，通常な糞便で虫卵密度が

ある程度以上高ければ虫卵回収率は再現性がかなり高い

ものと思われる．本論文は後者によったが，より普遍性

を高めるため数回の試行をくりかえし資料を統計的に処

理した．なお使用した糞便は尋常でＥＰＧ440個と上

記の条件を十分満たしたものであった．

糞便を水道水で前処置後集卵し，その虫卵回収率の最

も高かった集卵法はWeller-Darmin変法で37.7％であ

った．しかしＡＭＳⅢ法，Ｔｗｅｅｎ８０クエン酸緩衝液

法との間には有意差はなかった．一方古典的なホルマリ

ンエーテル法と稀塩酸エーテル法の虫卵回収率は著しく

低く，最も高かったWeller-Darmin変法との間には統

計的に有意差がみとめられた．この結果は以前より住血

吸虫卵の集卵法で知られているように（Maldonado

l954）肝蛭卵の集卵においてもＴｗｅｅｎ８０などの界面活

性剤が必要であることを示している．

１標本40ｍｇの糞便を使用する厚層塗抹法では本材料

(E・ＰＧ440個）の場合１標本中に平均17.6個の虫卵が

含まれる．一方糞便OJ5gを用いたホルマリンエーテル

法，稀塩酸エーテル法の虫卵数の平均はそれぞれ11.8

個，17.2個で厚層塗抹法の１標本中の虫卵数より少な

く，集卵法としての利点がなかった．

一方陰イオン系の界面活性剤であるライポンＦに集卵

効果のみられることは以前より知られており（福田ら

1959,岡部ら1963)，その効果は中性の場合に大きく，

一般に酸性域である諸集卵液にこれを加えても効果はな

い(大島ら1965)．一方各集卵法とも集卵に先だち糞便を

稀釈後ガーゼで濾過して大型の食物残置をとり除くのが

普通である．しかしガーゼ濾過時の虫卵亡失は著しく大

きく蛆虫不受精卵ではほぼ半分が失なわれ(谷口1953)，

さらに大型の肝蛭卵では亡失する虫卵がより多いことも

予想される．これを少なくするためにはライポンＦを中

性域である前処置段階で使用すると効果があり，水道水

処置にくらべ，虫卵回収率は明らかに高くなった．特に

ＡＭＳⅢ法においてその効果が大きく虫卵回収率は約

20％上昇したが，Weller-Darmin変法，Ｔｗｅｅｎ８０ク

エン酸緩衝液法においては５～10％上昇するにとどまっ

た．何故ＡＭＳⅢ法でライポンＦ処理すると集卵効果

が飛躍的に上昇するか不明であるが，界面活性剤を２種

以上併用するとある条件下では相乗効果の現われる例が

知られている（小林1960,平野1960)．いずれにしても

0.2％ライポンＦ溶液で糞便を前処置した後ＡＭＳⅢ

法で集卵すると，WellerDarmin変法との間に有意差は

みとめられなかったが，虫卵回収率は最も高く５０％以上

の成績が得られた．

まとめ

人肝蛭症患者の糞便を材料にして，日本産肝蛭卵の集

卵法について検討した．ＥＰ.Ｇ既知の同一糞便を数種

集卵法で集卵し，それぞれの虫卵回収率を求めこれを逆

正弦変換して，分散分析法とShef(さの線型比較により

有意性検定をおこなった．得られた結果は次の通りであ

る．

１．糞便を水道水でとかしガーゼ１枚で濾過した後，

沈澄を集卵した虫卵回収率は下記の通りであった．ホル

マリンエーテル法5.3％稀塩酸エーテル法7.8％，Tween

80クエン酸緩衝液法25.3％,ＡＭＳⅢ法30.5％,Weller‐

Ｄａｒｍｉｎ変法37.7％、このうちホルマリンエーテル法お

よび稀塩酸エーテル法に比べて界面活性剤を使用した他

の３集卵法では虫卵回収率が明らかに高かった．

２．糞便を0.2％ライポンＦ溶液でとかしガーゼ濾過

後,沈澄をWeller-Darmin変法,Tween80クエン酸緩

衝法，ＡＭＳⅢ法で集卵すると虫卵回収率は水道水処

置にくらべ５～20％高くなった．この差は統計学的にも

有意であり，ＡＭＳⅢ法でこの効果は特に大きかった．

３．肝蛭卵を対策とした集卵法としては，0.2％ライ

ポンＦ溶液で糞便をとかし,ガーゼ濾過後沈澄をＡＪＭＳ

ｍ法もしくはWeUer-Darmin変法で行うのが，虫卵回

収率の点では最良であった．

稿を終るに当り御指導御助言いただいた本学の内川公

人講師に深謝いたします．

なお本論文の要旨は第26回日本寄生虫学会東日本大会

で発表した。
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DIAGNOSIS OF FASCIOLIASIS

I. COMPARISON OF THE EFFICACIES OF VARIOUS

CONCENTRATION TECHNICS OF OVA IN STOOL

Hiroshige AKAHANE, Tomoo OSHIMA, Takeshi SHIMAZU

{Department of Parasitology, School of Medicine Shinshu

University, Matsumoto, Japan)

And Kiichi HIROSAWA

{School of Health Sciences, Shinshu University, Matsumoto, Japan)

No precise reports on the evaluation regarding the concentation technics of Fasciola sp.

eggs in human feces have been available in the literatures.

Efficacies of various concentration technics and pre treatment were compared by the reco

very rates of eggs in the sediment using 0.5 g feces of the patient of human fascioliasis

(E.P.G. 440).

In the cases of emulsified fecal material at first with tap water and strained through one

layer of gauze, average recovery rates of eggs by respective concentration technics were as

follows : Formalin-ether method, 5.3% ; HCl-ether method, 7.8% ; Weller Darmin's modifica

tion method 37.7% ; Citrate buffer-Tween 80-ether method (Oshima et al, 1965), 25.3% ; AMS

IE (Tween 80) method, 30.5% (Table 1). Recovery rates of the technics using detergent

such as Tween 80 were significantly higher than those not using detergent (Table 3).

In the cases of emulsiffied fecal materials with 0.2% ABS detergent (Lipon F®) and

strained through one layer of gauze, recovery rates of respective concentration technics increas

ed 5-20% comparing with those of the cases of emulisifing feces with tap water (Table 4,

Table 5). Especially in the cases of A.M.S HE, the recovery rate increased from 30.45% to

52.66%.

From above results, it is preferable to find Fasciola eggs from human feces to use AMS

IE method or Weller Darmin's modified method emulsifing feces at first with 0.2% (Lipon F)

solution in stead of tap water.

( 12)




