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血液を容器にとり，これを室温に約１時間，さらに低

温（５Ｃ）下に１～２時間静置し，ついで遠沈（2,500

rpm，７分，４Ｃ）し，分離する血清を採取した。血清

は試験に供するまでの間フリーザー（-20Ｃ）中に凍結

保存した．なおウマ血清の１部（ウマＮｏ．１６）を凍結

乾燥し，生血清との比較試験をおこなった．なお対照

AＦとしてはヒトの既知ＡＦ血漿を用いた．

２．各種動物血清のＡＦ適格試験

各種動物血清のＡＦとしての適格試験は，陰性対照

試験と陽性対照試験とに分けておこなった．

前者は，生食水対照試験において，虫体の90％以上に

メチレン青に対する染性を与えうるか否かを，Alsever

液添加の有無との関係においてテストするものであり，

後者は，前者のテストに合格した動物血清をＡＦとし

て用いて既知陽性血清についてＤＴをおこなった場合，

所定の抗体価を与えうるか否かをテストするものであ

る．

１）陰性対照試験

ＲＨ株感染３日目のマウスの腹腔より採取したトキ

ソプラズマ（Tp）を生食水中に浮遊し，虫体密度を調

整（400倍鏡検で１視野中約30個）後，これを２等分す

る．それぞれを1,500rpm,２分間遠沈する．一方の沈1萱

には１０％Alsever-salineを，他の沈澄には生食水を，

それぞれ遠沈前の液量を加えＴｐを浮遊させる．これら

を小試験管に各0.15ｍｌずつ分注．これに被検ＡＦ用血

清を0.1ｍｌずつ加える．攪伴後３７Ｃ１時間静置，つ

いでアルカリ`性メチレン青液0.12ｍｌずつを加える．鏡

先きに著者らの１人，小林ら（KobayashietaJ.，

1969)は，Toxoplasma色素試験(SabinandFeldman，

1948；以下ＤＴ)に用いるAccessoryfactor(以下ＡＦ）

として，モルモット血清が，Alsever液添加という条件

のもとで十分使用しえられることを報告した．

今回はウマ，ウシ，ブタ，ヒツジ血清につき，それら

のＡＦ源としての応用の可否について検討したので，そ

の成績について報告する．

材料および方法

１．被検動物血清

１）動物

ウシ：東京都江戸川区の某牧場で飼育中の３～５歳齢

ホルスタイン種19頭`ならびに東京芝浦屠場に搬入された

２歳齢ホルスタイン種７頭の計26頭．

ブタ：長野県南安曇郡産の豚コレラワクチン製造なら

びに同検定用の目的で飼育されている６～７ケ月齢の中

ヨークシヤ種25頭．

ヒツジ：芝浦屠場に屠殺のため搬入されたヒツジ１３

頭．

ウマ：芝浦屠場に屠殺のため搬入された中間種および

軽種計16頭で，平均年齢は７歳前後．大多数は岩手，福

島県産のものであるが，そのほか栃木，群馬，茨城県産

のものも若干ふくまれていた．

２）血清採取

本研究は文部省科学研究費の補助によって行われた．

記して謝す(小林)．

（７）
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ＤＴの術式については小林（1969）の記載にしたがっ

た．

検により90％以上の虫体が青染をしめしたものをもって

陰`性対照試験合格とみなした．

２）陽性対照試験（ＡＦ能試験）

本試験は，陰性対照試験において合格としてみとめら

れたウマ血清８例をふくむ全馬血清について実施した．

したがって陰性対照試験において不合格とされたウシ，

ブタ，ヒツジの血清についてはテストしなかった．

試験方法としては，これらのウマ血清をかりにＡＦ

とみたてて，反応系中４０％となるように加え，これに

Alsever液を終末６％，４％，２％の各濃度に添加して

ＤＴをおこなった．すなわち，抗体価既知の陽`性血清

（１：256）を生食水を用いて１：１６から４倍稀釈法によ

り１：1,024までの各稀釈系列をつくり，これに適当量の

Ｔｐを加えて攪伴後，その0.1ｍｌずつを小試験管にと

る．陰性対照としては生食水にＴｐを加えたものを以

てした．

一方，ウマ血清に各種濃度にAlsever液を加えたも

のを作成しておき，これの0.1ｍlずつを上記の陽性血清

(対照は生食水）・Ｔｐ浮遊液に加え，３７Ｃ，１時間反応

させる．ついで型どおりアルカリ性メチレン青溶液0.1

ｍｌを加えたのち虫体を鏡検し，青染虫体の百分比を求

めた．

生食水対照において青染虫体百分比が，９０％以上をし

めし，かつ陽'性血清につき所定の抗体価をしめしたもの

をもってＡＦ適格血清とした．

３．ヒトおよびウマＡＦ使用によるＤＴ比較

一般人血清100例につき，ＡＦとしてヒト血.漿および

ウマ血清を用いてＤＴをおこなった．ウマＡＦとして

は，ウマＮｏ．１６血清およびその凍結乾燥血清を用い

た．凍結乾燥血清は，使用直前に蒸溜水を所定量加えて

溶解し使用した．添加Alsever液の反応系中の濃度は，

ウマＮｏＪ６ＡＦ血清使用時の予備試験の結果から，

生血清使用の場合は２％，凍結乾燥血清溶解液使用の場

合は３％とした．

成績

１．各種動`物血清のＡＦ適格試験

１）陰性対照試験

各種動物血清につき，A1sever液添加の有無との関係

において陰`性対照試験をおこないＴａｂｌｅｌのごとき結

果を得た．

表にみるように，Alsever液欠如条件下では，いずれ

の血清とも90％以上の青染虫体を与えることはできずす

べて不合格となった．これに対してAlsever液添加(終

末６％）条件下では，ウシ，ブタ，ヒツジ血清について

は，いずれも不合格に終ったが，ウマ血清については１６

例中10例（62.5％）は90％以上の染性をしめし合格とみ

なされた．

２）ウマ血清のＡＦ能試験

新鮮なウマ血清16例につき，これをＡＦとみたて，

各種Alsever濃度条件下におこなったＤＴの結果は

Ｔａｂｌｅ２にしめしたとおりである．

いま，生食水陰性対照における染虫体比率が，９０％以

上をしめし，陽性血清につき，所定の抗体価（１：256）

あるいはそれ以上の値をしめしたものという条件に照ら

してみると，そのあるものはＡＦとしての資格を十分

に有することが判明した．

すなわちAlsever液の終末濃度６％という条件で使

用可能のものは２例，同４％では２例，同２％では３例

となっている．ウマ血清Ｎｏ．１～３は，そのプール血

清についての検討の結果，合格と判定されたもので，個

々の血清についてはテストしていないが，いまかりにそ

の個々血清についても，すべて合格とみなすと，全体と

して16例中８例（50％）が合格ということになる．陰'性

対照試験で合格とされた10例のうち８例がＡＦ能を有

することが証明されたわけである．

TablelResultsofscreeningtestoncattle，ｓｗｉｎｅ，sheepandhorsesera

forpossibleabsenceofanti-Zhr⑫/ａｓ"zafactors

Ｎｏ．（％）seraqualified
Animalspecies Ｎｏ．ｓｅｒａｅｘａｍｉｎｅｄ

WithAlsever＊WithoutAlsever

Cattle

Swine

Sheep

Horse

６
５
３
６

２
２
１
１

０
０
０
０

０

０

０

１０(62.5）

＊ConcentrationofAlseversolutionｉｎｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｉｓ６９６．

■

（８）
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Ｔａｂｌｅ２Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｙｅｔｅｓｔｕｓｉｎｇhorseseraasaccessoryfactor

％organismsstainedinsalinecontrolandDTtiterofaknownpositive
serum＊ａｔｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＡｌｓｅｖｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎ

Ｈｏｒｓｅ

ｓｅｒｕｎｌ

Ｎｏ．

６９<） ４９６ ２９６ Ｎoｎｅ

％Tp
stained

ＤＴ

ｔｉｔｅｒ
y6Tp
stained

DT

titer
９６TP
stained

ＤＴ９６Tp
titerstained

ＤＴ

ｔｉｔｅｒ

ｊｌ

ｏＯ

Ｐく３１
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５
６

１
１
１
１
１
１
１

４
９
０
３
５
５
３
３
８
８
６
２
９
７

９
９
６

９
７
９
５
９
９
５
９
８
９

肌
肥
班
０
５
３
５
３
５
７
４
３
７
５

（
５
４
ｑ
〉
１
ｑ
〉
（
５

０
〉
（
己
ｑ
〉

朋
肥
４
０
３
０
８
４
６
６
０
氾
師
肌

５
１
７

４
３

１：２５６

１：２５６

１：６４

１：６４

１：６４

１：６４

7０

３２

＊＊，
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

１：２５６

１：1,024１：２５６

１：２５６１：６４

１：６４

１：６４１：６４

１：６４１：６４ １：２５６ 6４

＊１：２５６ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｏｒｄｉｎａｒｙＤＴｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｈｕｍａｎＡＦ．
*＊Ｎｏｔｄｏｎｅ

Table3ResultsofdyetestusinglyophilizedhorseAFserum

％Tpstainedseeninpositive
serumdilutionofAlseverconc．

（％）
ＡＦｓｏｕｒｃｅ

(conc・％）
ＤＴｔｉｔｅｒ

256１，０２４４，０９６Ｓａｌｉｎｅ6４

０
１
２
３
４

５
７
田
Ⅳ
型
一
ｕ
ｍ
４
３
０
１

７
５
４
１
５

４
６
８
９
９

7８

９２

９３

９２

９６

４
７
８
５
５

１
５
８

別
卯
肌
朋
船
一
咀
皿
別
冊
〃

Horse＊

ｓｅｒｕｎｌ

（40）

１：２５６

１：２５６

１：６４

１：６４

０
１
２
３
４

０
８
５
０
０

１
２
５

１
４
６
５
２

１
１
２
８
９

４
３
０
２
４

１
２
７
９
９

Horse＊

１yophilized

seruln

（40）
ｌ：２５６

１：２５６

Ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
（40）

(6) ３ Ｏ̄ 6６ 9４ 9３１：２５６

＊HorseＮｏ．１６

２．凍結乾燥ウマ血清のＡＦ能試験

前記ＡＦ適格試験により，その使用の可能性が証明

されたウマＮｏ．１６血清を凍結乾燥し，これのＡＦとし

ての使用の可否と，その使用条件を，同じウマから得た

生血清使用の場合と比較，検討してみた．その結果は

Ｔａｂｌｅ３にしめされる．

表にみるごとく，凍結乾燥ウマ血清をＡＦとして用

いた場合にもＤＴ反応が十分成立することが証明され

（９）
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としての最少必要濃度は40％であり，３０％濃度では反応

の成立をみなかった．

４．ヒト血漿とウマ血清をＡＦとして用いたＤＴ比

較

血清100件につき，ヒトのＡＦ血漿とウマＡＦ血清

を，それぞれ用いた場合におけるＤＴ成績はＴａｂｌｅ５

にしめしたとおりである．

この表より，陰性（＜１：４）をしめしたものの件数

は，ヒトＡＦ使用では52件，ウマ生血清使用時53件，

同凍結乾燥血清使用時53件であり，抗体価１：１６以上

(陽`性）をしめしたものの件数は，それぞれ40件，３７件，

39件と，三者とも定性的に高い一致をしめした．また各

抗体価ごとの出現頻度もほぼ同等で，定量的にも高い一

致をみた．

た．但し血清を用いた場合の添加Alsever濃度は，終

末１～２％が最適であったのに対して，凍結乾燥血清の

場合にはA1sever液の濃度は３％がよく，両者間に若

干の相違がみられた．

３．ＡＦの最少必要濃度について

ウマＮｏ．１６血清につき，その生血清，凍結乾燥血清

とも，これをＡＦとし，添加A1sever液濃度を，それ

ぞれ２％，３％とした場合の反応系中最少必要ＡＦ濃

度を求めてみた．その結果はＴａｂｌｅ４にしめしたとお

りである．

すなわち生血清では，所定の抗体価をうるための最少

必要濃度は40％で，３０％では抗体価にして１管の低下を

しめした．

一方，凍結乾燥血清使用の場合についても，そのＡＦ

Table４ＭｉｎｉｍｕｍｅＨｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅｏｆｈｏｒｓｅＡＦｓｅｒｕｍ

９６TpstainedseeninPositive
serumdilutionofAlseverconc．

（96）

ＡＦｃｏｎｃ．

（％）
ＡＦｓｏｕｒｃｅ ＤＴｔｉｔｅｒ

6４２５６１０２４４０９６ｓａｌｉｎｅ

1０

２０

３０

４０

ワ
】
ワ
］
ワ
】
ワ

9３

７８

１８

９

２
６
１
７

９
９
９
４

６
５
９
０

９
９
９
９

２
８
９
４

９
９
９
９

９
４
８
６

９
９
９
９

６
４
４
４
５

６
６
６
２

１
１
１
１

く
一
一
く
一
一Horse＊

ｓｅｒｕｌｎ

０
０
０
０

２
３
４
５

５
７
１
１

９
７
３
２

５
６
１
１

９
９
４
２

＝１：６４

二１：６４

１：２５６

１：２５６

３
３
３
３

６
７
５
８

９
９
７
５

８
７
５
４

９
９
９
８

８
９
５
１

９
９
９
９

Horse＊

ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ

ｓｅｒｕｎｌ

Ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ ４０ (6) 1４４１９５９６９５ １：２５６

＊HorseＮｏ．１６

Ｔａｂｌｅ５ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｙｅｔｅｓｔｏｎｌＯＯｓｅｒａｕｓｉｎｇｈｕｍａｎｐｌａｓｍａａｎｄｈｏｒｓｅ

ｓｅrumassourceoftheaccessoryfactoｒ

Ｎｏ．ｓｅｒａｓｈｏｗｉｎｇＤＴｔｉｔｅｒａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇＡＦｏｆ

Ｄｙｅｔｅｓｔｔｉｔｅｒ horse＊

Ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
lyophilizedserumｓｅｒｕｒｎ

＜１：４

１：４

１：１６

１：６４

１：２５６

１：１，０２４

２
８
３
５
１
１

５
２
１

へ
。
〈
Ｕ
４
玉
ｎ
〉
１
（
ワ

Ｆ
Ｄ
『
１
ワ
】
『
１

３
８
４
３
１
１

５
２
１

＊HorseＮｏ．１６

（１０）
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ＡＦ源として，ウマ血清がモルモットやヒト血清より

多量を必要とされる理由は，ＤＴ反応の生起に必要な補

体量あるいは特定の補体成分が，ウマ血清ではとくに少

いからではないかと想定される．

そこで，いまモルモット，ヒト，ウマの血清中の補体

量を免疫溶血系を指標として測定した場合について比較

してみるに，ヒツジ血球とウサギ溶血素という組み合せ

での比較では，モルモット血清では１ｍl中625単位，ヒ

ト血清100単位に対してウマ血清では10単位以下（Rice

andCrowson,1950),またはモルモット血清1,786単位に

対してウマ血清０（RiceandBoulanger，1953)であり，

またウサギ血球とヒツジ溶血素の組み合せの比較では，

１ｍｌ中モルモット血清では91単位に対してウマ血清２５

単位という．いずれにもせよ，ウマ血清中の補体価は，

免疫溶血系で測定しえたかぎりでは，モルモット血清中

のそれに比していちじるしく低いことは確かなようであ

る．この事実はＤＴにおける先の想定をある程度裏ず

けるものであると考えられる．

ウマＡＦ血清の特色の第３は，再現性の問題である．

ウマ血清使用の場合，ヒトやモルモット血清のそれに較

べて成績の再現`性に乏しいという傾向があるようであ

る．こうした不安定性の原因については現在のところ必

らずしも明らかでない．

ウマＡＦ血清について，これを凍結乾燥して保存後

にも，その使用が可能であることが証明されたことは，

モルモットの凍結乾燥血清のＡＦとしての有効性（小

林ら，1972）とともに，ＡＦの実用化の面で注目され

る．

考察

SabinandFeldman(1948)は，ヒツジ，ウシ，ウマ，

イヌ，サル，ウサギ，ラット，モルモットの新鮮血清に

ついて検討し，これらの動物の血清はいずれも非特異的

抗Ｔｐ因子の存在によりＡＦ源として，その使用は不

可能であったと述べている．

しかし著者ら（KobayashieZaJ，1969）は，さきに，

適切な濃度のAlsever液の存在下でモルモット血清が，

ＡＦとして十分使用しえられることについて報告した．

さらにまた，今回の実験によってウマ血清もＡＦ源と

して使用に堪えうることが明らかとなった．

ヒトあるいはモルモット血清と比較して，ウマ血清に

ついてはＡＦとして以下に述べるような特色がみられ

た．

その１つは，添加すべきAlsever液の濃度が個々血

清によっていちじるしく変動する点である．ヒトおよび

モルモット血清の場合には，個々のＡＦ血清による変

動はそれほどいちじるしくはなく，A1sever液の好適添

加濃度はひとしく終末６％であったのに対して，ウマの

ＡＦ血清では個々の血清の性状により２～６％の範囲内

のごく限定された濃度となっている．

第２に，ＤＴ反応の生起に必要なウマＡＦ血清の必

要最少濃度が，ヒトやモルモット血清の場合より高いこ

とがあげられる．それぞれ適切な濃度のAlsever液存

在下において，ヒトＡＦ血清については30％（Koba‐

ｙａｓｈｉｅＺａＪ，1968)，モルモット血清では20％（Koba‐

ｙａｓｈｉｅｔａＪ，1969）であったのに対して，ウマ血清では

４０％となっている．この濃度はＤＴ術式でのＡＦ血清

の最大濃度が終末40％であることを考えると，ウマ血清

使用の場合，必要とされる限度ぎりぎりの濃度で反応を

おこなっていることになる．したがって，ウマ血清のあ

るものについては，恐らくその補体価のいちじるしく低

いものにあっては，４０％以上の高い濃度を必要とする場

合もありうることが想定されうる．このようなことが，

ウマNo.１４血清の場合にみるごとく，陽性対照試験(ＡＦ

能試験）において，十分な抗体価を与ええなかったとい

う結果を説明するのかもしれない．

ＤＴ反応の成立に必要なＡＦ濃度が，その供給源で

ある動物の種類によって異なるのは当然のことと考えら

れる．ＤＴがＴｐの免疫溶解反応にもとずくものであ

る（KobayashieZaJ.，１９６９；EndoandKobayashi，

１９７６；ＳｕｚｕｋｉｅｒａＺ.，1971）以上，本反応の成立には補

体の全成分のそれぞれ一定量以上を必要とする．

要約

Toxoplasma色素試験に用いるAccessoryfactor源

として，ウマ（16頭)，ウシ（26頭)，ブタ（25頭)，ヒ

ツジ（13頭）の血清の利用の可能性について検討し，以

下の結果をえた．

１．陰性対照試験として，抗体のない状態のもとに，

これらの動物血清とＴｐとを直接作用させた場合の虫

体のメチレン青に対する染性について検討した場合，

Alsever液の添加のない条件下では，上記の全動物血清

とも，虫体の90％以上に染性を与えることができず不合

格となった．しかしAlsever液の添加（終末６％）に

より，ウマ血清についてのみ16例中10例（62.5％）が合

格と判定されたも

２．ウマ血清について，さらにＡＦ能保有の有無，

すなわちこれをＡＦとみたてて既知陽性血清について

（１１）
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色素試験をおこなった場合，所定の抗体価を与えうるか

否かをテストした結果，全16例中８例（50％）において

合格となった．これらのウマ血清のＡＦとしての活性

を十分に発揮させるために必要なAlsever液の濃度は，

個々のウマ血清によって少しずつ異なり，２～６％の範

囲内のきわめて狭い濃度幅を選択する．なおウマＡＦ

血清の使用は，再現性の点でヒトやモルモットＡＦ血

清より劣るものと判断された．

３．ウマＡＦ血清は凍結乾燥保存に堪える．凍結乾

燥血清を水で溶解してＡＦとして使用する場合，生血

清にくらべてＡＦ活』性，好適なAlsever添加濃度等

に若干の変動がみられた．

４．一般人血清100例について，ヒトおよびウマの血

清（生血清および凍結乾燥血清）をＡＦ源として用い

て色素試験をおこない，定性的にも定量的にも三者間に

高い一致をみとめた．
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STUDIES ON TOXOPLASMA DYE TEST, WITH SPECIAL REFERENCE

TO THE USE OF HORSE SERUM AS A SOURCE

OF THE ACCESSORY FACTOR

Akio KOBAYASHI, Takuro ENDO, Naohiro WATANABE

(Depart?nent of Parasitology, The Jikei University

School of Medicine, Tokyo, Japan)
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TOSHIO ISHII AND MlTSUYOSHI KUMADA
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Serum samples from 16 horses, 26 cows, 25 pigs and 13 sheep were tested for their pos

sible usefulness as source of the accessory factor for Toxoplasma dye test. Results obtained

were as follows ;

1. All the sera from cows, pigs and sheep failed to pass the qualifying test for the ac

cessory factor.

2. Eight (50%) of 16 horse sera were proved to be useful as source of the accessory

factor provided that Alsever solution was added to the reaction mixture at 2, 4 or 6%.

3. Lyophilized horse serum was also proved to be useful as the accessory factor when

used together with Alsever solution.

4. Dye tests on 100 sera using human and horse sera as sources of the accessory factor

gave almost the same results.




