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アガロースゲルを用いたミクロフィラリア

の分離集虫法

野上貞雄＊田中寛＊

（昭和56年12月２１日受領）

富 里政秀↑

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：isolationofmicrofilariae，ＬｉＺｏ"zosoicJescari"/i，Ｄｉ７ｑ/6ｍﾉﾌﾞαｉ"""伽，

DiPeZaZo"e"zauiZeae，D"g/αＰαﾉia7zgi

LfZo,"osMJcscαγ〃／（コットンラット：血液)，Ｄ秒c‐

ZaZo"e",ａｕｉＺｅａｅ（スナネズミ：血液）および分'`g/α

Ｐａｈα"gバスナネズミ：腹腔惨出液）の４種類である．

血液材料は，ヘパリンによる凝固防止処理を行なった．

２．前処理法

前処理法としては，ｍｆの種と目的に応じて下記の４

種類を用いた．

Ａ・溶血法：リン酸緩衝液に0.83％の割合で溶解させ

たＮＨ４Ｃｌ液を，血液沈澄に１対４の割合で混じ，室

温下で溶血させた．この方法は各種の血液材料に利用で

きた．

Ｂ、濾過膜法：Nuclepore濾過膜（孔径３／1ｍ）を

用いて血液の濾過を行なった．濾過膜からのｍｆの離脱

には，逆濾過と機械的振動を用いた（Zielke，1980)．

この方法は濾過膜の孔を通り抜けない大きさのｍｆに有

効で，最も簡便であった．

Ｃ比重分離法：比重分離液としてFicoll混合液

（Lymphoprep）を用い，４００９で30分間，遠心を行なっ

た（KimmingandBraun，1980)．この方法は，ｍｆと

宿主細胞との比重の差が大きい時に有効であり，最適な

比重をｍｆと宿主の種に応じて検討する必要があった．

Ｄ・付着細胞除去法：腹腔内のＢ・Ｐａｈα"ｇｉなど体

腔からｍｆを回収する時に用い，参出細胞のうち粘着性

を有する細胞を，３７C，３０分間の保温によってシャーレ

底面に付着させて除去した（ＡｈｅＺａＺ.，1974)．

前処理後は，1,500回転10分間の冷却遠心による洗潅

を繰り返し，Hanks塩類緩衝液（ペニシリン100U/ｍｌ，

ストレプトマイシンl00lug/ｍｌ含有，以下ＨＢＳＳと略）

に浮遊させた．

３．ゲル内封入法

緒言

ミクロフィラリア（以下ｍｆ）を血球などの宿主細胞

から分離する試みは，古くから行なわれてきた(Franks

andStoll，１９４５；SawyerandWeinstein，1963)．し

かし組織片から遊出したＯ"choceγｃａＭｕ"Z"ｓのｍｆ

を回収して，宿主細胞の混入のない抗原として用いた報

告（HashiguchieZaZ.，1979）など一部の特別な例を除

き，ｍｆの完全な分離法として精度が高く実用的なもの

は少ない

一方ゲル内に雑物と寄生虫を封じ込め，寄生虫の運動

性を利用して遊出分離するゲル内封入法は，古くは糞線

虫幼虫の糞便からの分離に用いられた事がある.近年で

は，Jorgensen（1975）が牛肺虫幼虫を寒天を用いて糞

便から分離し，GreeneandSchiller（1979）は，アガ

ロースゲルを用いて０.［ﾉOZU"/"ｓのｍｆを組織破片か

ら分離することに成功した．

本研究では，特に困難であるとされている血液材料か

らｍｆを分離する目的で，初めてゲル内封入法を検討

し，改良を加え，各種のｍｆに応用できる実用的で精度

の高い方法を完成させた．

材料および方法

本研究では，ｍｆのいる血液材料を，溶血や濾過など

の前処理を行なった後にゲル内に封入し，そこから遊出

してくるｍｆを回収した．

１．Ｍｆの種類

用いたｍｆは，Ｄｉｒｑノプルァｉａｉ'""z伽（犬：血液)，
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Ａ・ゲル：ゲルは，アガロース（ヘキストアガロー

ス，Behringlnstitut）と寒天（Bactoagar，DIFCO）

を検討した．各ゲルの１％液を0.9％食塩水を用いて湯

煎により作製した．

Ｂ封入方法：封入方法は，次の３種類（Fig.１）を

検討した．

を封入する時に用い，濾過膜の上に0.4％ゲルを直接重

層して凝固させた．

ＣＭｆ遊出方法：室温で15分間放置してゲルが凝固

した後に，適当量のＨＢＳＳをシャーレに注ぎ，炭酸ガ

ス培養器を用いて，３７C’５％CO2気相下で保温した．

４．観察方法

Ａ、宿主細胞の混入：宿主細胞の混入は，遠心後ある

いは濾過膜（孔径0.4β、）上の試料を，ＡzurⅡ染色あ

るいはエリスロシン染色を行ない観察した．

ＢＭｆ数：Ｍｆ数の算定には，メランジュールで定

量的にとったｍｆ浮遊液を，湿らせた濾過膜（孔径０．４

β、）の上において水分をしみこませ，0.1％ＡzurⅡ

染色液を滴下し染色して鏡検した．この方法では，ｍｆ

の損失はほとんどなかった．

成績

１．ゲルの種類と濃度

最適なゲルとその濃度を検討するために，，.i"""/zｉｓ

とＬｃａｒｉＭのｍｆを用い，前処理には溶血法を用い

てゲル平板法で比較した．ゲル内封入は，ｍｆ浮遊液１

ｍｌに，総量が２ｍｌで最終ゲル濃度が0.310.4,0.5％

になるように１％ゲル液と加温ＨBSSをすばやく混じ，

２ｍｌ全量をプラスチックシャーレ(径55ｍｍ）に流し込

み凝固させた．観察は保温２時間後に行ない，その成績

はＴａｂｌｅｌに示した．

ゲルの種類は，寒天では各濃度において若干ではある

が血球の混入が認められるため，アガロースが適当であ

った．アガロースの濃度は，低濃度ほど良いｍｆ回収成

ﾕ）
ｂ

ｂ
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］匡三=;灘襄葦:．Ⅲ
Ｆｉｇ．１Threemethodsofplacingagarose

gelforisolationofmicrofilaria、

１）Gelplatemethod，２）Floatinggel

method，３）GelplateenclosingNucle‐

poremembrane．

ｉ）ゲル平板法：３０ＣＤ恒温水槽内に保温しているｍｆ

浮遊液に，５０Ｃの１％ゲル液をすばやく混じ，シャー

レ全面に広げて凝固させた．

ｉｉ）浮遊ゲル板法：アガロースゲル板をＨＢＳＳ中に

浮遊させる方法で，シャーレ(径55ｍｍ）の中の輪型(径

35ｍｍ）の中でゲルを凝固させ，後に輪型を取り除いた．

iii）ゲル重層法：シャーレの中でNuclepore濾過膜

TablelRecoveryofmicrofilariaefromheparinizedbloodindifferentgelplates

atvariousconcentrationsfollowing2-hourincubation
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Incubationperiod（Hrs.）Incubationperiod（Hrs.）

★：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｃｒｏｆｉｌａｒｉａｅｉｎｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ、
０．４％ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｉｎｆｉｎａｌｍｉｘｔｕｒｅ、

Ｆｉｇ．２Recoveryofmicrofnariaefromgelplateatvariousincubationperiods．

績が示されたが，0.3％ではゲルが崩れやすく，0.4％が

最適であった．また濃度の比較では，Ｌ・Ｃａγ/"〃の場合

に0.4％と0.5％の間で回収率の大きな差がみられた．

以下の各実験では，ゲルはアガロースを終濃度0.4％

として用いた．

２．Ｍｆの遊出時間

，．ｉ"2,"伽とＬ・Ｃａγi"ｉｉについて，ｍｆの遊出時間

経過を観察した．溶血処理後のｍｆ浮遊液1.2ｍlに，１

％アガロースの0.8ｍlを加えたゲル平板法で実験した．

保温した状況で０．５，１，２，４および18時間後に遊出

したｍｆの回収成績をＦｉｇ．２に示した．

経時的な観察の結果，，．〃'"伽では比較的短時間

でｍｆがゲルから遊出し，0.5時間後ですでに供試ｍｆ

数の約70％，総回収数に対しては９０％近くが回収され

た．それに対してＬｃａ７ｊＭの遊出は比較的緩慢で，

種によって遊出速度の差が認められた．１８時間後に倒立

顕微鏡を用いてゲル内のｍｆの残留を観察した結果，残

留したｍｆはほとんどなく，ゲルの底部側に遊出した

ｍｆがシャーレとの間に多数観察され，これが見かけ上

の末回収数となっていた．

３．Ｍｆ種類別の分離法と回収成績

以下にｍｆの種類別に分離を試み，その回収成績を

Ｔａｂｌｅ２に総括した．

Ａ、Ｌ、ｃａｒ〃腕Ｍｆに対する溶血操作の影響を考慮

し，また濾過膜法を用いるにはｍｆが小型すぎるので，

前処理に比重分離法を用いた．前処理後の試料は二分し

てゲル平板法と浮遊ゲル板法に供し，遊出回収率の比較

をした．Ｍｆの回収は，保温４時間と16時間後に行なっ

た．

比重分離法ではｍｆの回収率は98.1％であり，赤血球

層へのｍｆの混入は認められなかった．血中のｍｆ数に

対する浮遊ゲル板法とゲル平板法の最終的な回収率は各

々93.4％，58.9％であり，浮遊ゲル板法が著しく優れて

いた．

分離前後の状況をPhotos、１，２に示した．

Ｂ、，．ｉ"1"z伽：前処理法として濾過膜法を行ない，

濾過膜から逆濾過と機械的振動による洗糠で得られた

ｍｆは，浮遊ゲル板法に供した．また洗糠後の濾過膜は

ゲル重層法による検討を行なった．

まず濾過膜の洗潅によって回収されたｍｆは，処理前

血中総ｍｆ数の90.5％であった．そのｍｆを用いて浮遊

ゲル板法を行なった結果，供試ｍｆ数の93.7％が回収さ

れた．一方ｍｆを捕捉している濾過膜からの回収率は，

推定残存ｍｆ数の24.8％であり，遊出速度も緩慢であっ

た．

この時の倒立顕微鏡による観察では，残存ｍｆはゲル

内には認められず，濾過膜面と濾過膜とシャーレの間に

認められた．濾過膜法を前処理とし浮遊ゲル板法とゲル

重層法を併用した総回収率は，血中城数の85.8％であ

った．

前処理後と分離後の状況をPhotos、３，４に示した．

Ｃ、Ｄ・ｕｉＺｅａｃ：スナネズミ血中のＤ・ｕｉＺｅａｅのｍｆ

（４９）



5０

Table2Recoveryofmicrofilariaefollowingselectedisolationmethods

Filariaspp、
ｅｘａｍｉｎｅｄ

[Mfcountin
original
material］

Ｎｏ．recoverd（％）

～４hours～l6hoursTotal

Ｆｉｎａｌ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（96）
lsolationprocedure

CentrifugalHotation／Floatinggel（1,104,000)＊
onLymphoprep １００％

2'391,000（98.1％）￣、ＧｅｌＤｌａｔｅ（1,104,000)＊
100％

9３．４２３３，０００

(21.1％）

１６４，０００
(14.9％）

６，０００
（1.1％）

１２，６００

４００

（0.5％）

７００

（1.0％）

１，７００

１３６，０００
(15.4％）

１，０５１，０００
（95.2％）

６６３，０００
（60.1％）

８１８，０００
(74.1％）

４９９，０００
(45.2％）

４８８，０００
(92.6％）

４，５００

７８，０００
(99.2％）

７１，０００
(98.6％）

１，９００

６９６，０００
(78.6％）

Ｌ・ｃａ７ｉ"が

〔2,438,000〕

5８．９

川…mMml識柵繍伽､…町俶〔727,000〕

＿Ｍｅｍｂｒａｎｅ……Ｇｅｌｐｌａｔｅ

４９４，０００－

'Mw%!’
１７，１００－

8５．８

FMinggol(78柵
Ｄ・uireaeHemolysing
〔79.200〕78,600〔99.2％〕

ⅣMnT翻搬殉…鬮蕊叩俶＿Membrane…・・・Ｇｅｌｐｌａｔｅ

７８，４００
(99.7％）

9９．０

７１，７００－

'9Ｍ%小鳳」
3,600＿

Floatinggel（885,000)＊
100％

Ｂ・〃んαγzgiPre-incubation
〔885,000〕

８３２，０００
(94.0％）

94.0

＊：Ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｆｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｇｅｌｍｅｔｈｏｄ．

に対する前処理法の予備実験で，比重分離法は不適であ

ったので，溶血法と濾過膜法の比較を行なった.

前処理として溶血法を用いた後の回収率は，供試血中

ｍｆ数の99.2％であり，溶血操作中の損失はほとんど認

められなかった．本法による最終回収率は，供試ｍｆ数

の99.7％であり，そのほとんど全てが保温４時間後に回

収された．前処理として濾過膜法を用いた場合の全過程

における総合回収率は，95.1％であった．Ｄ・ＵｉＺｅａｅの

ｍｆでは濾過時に若干の通り抜けが認められるが，濾過

膜法は前処理としてかなり有効であった．

，．Ｂ､′αｈα"gハスナネズミの腹腔から得られたｍｆ

浮遊液は，惨出細胞を多量に含むので，前処理として付

着細胞除去法を行なった．前処理後のｍｆ浮遊液は虫卵

や宿主細胞を含んでおり，浮遊ゲル板法によって分離を

行なった．

浮遊ゲル板法の結果，ｍｆだけを分離でき，その回収

率は94.0％であった．遊出速度の観察では,やや緩慢な

傾向にあり，Ｌ・Ｃａγi"〃のそれに近かった．回収された

ｍｆをエリスロシン染色で観察した結果，ほとんどが有

鞘であった．

前処理後と分離後の状況をPhotos、５，６に示した．

生化学の材料として重要であるが，宿主細胞との分離が

困難なために＋分に活用されていない本研究では，現

在までに発表された分離集虫法を前処理法として利用

し，新たに浮遊アガロース板法や重層法を併用し，簡単

な分離法を完成させた．

Ｍｆの分離に溶血法は最も古くから利用されており，

saponin(FranksandStoll,1945)，酵素(Sawyerand

Weinstein，1963)，凍結融解（若杉，１９５７；Mantova‐

niandSulzer，1967）などが用いられている．本研究

では0.83％NH4Cl液の溶血でｍｆの活動`性の低下はみ

られなかった．凍結融解法では，ｍｆの運動性が著しく

低下し，ゲルによる分離の前処理としては利用できなか

った．

一方血球を凝集沈澱して上清中の原虫を分離するＹａ‐

eger（1960）の方法を応用してphytohemagglutinin

(Won９，１９６４；WegerhofandWenk，1979）やｄｅ‐

xtran（SubrahmanyameZaZ.，1976）を利用したり，

より簡便法としてObeck（1973）の報告もあるが，回

収の効率が低いという批判もある（PonnuduraieZaZ.，

1975)．

Nuclepore濾過膜法（DennisandKean，1971）

は，開発以来血中ｍｆの分離に広く用いられており，ま

た濾過膜からの効果的なｍｆの分離も報告されている

(Zielke，1980)．しかし広く用いられている孔径５/,、

考察

フィラリア症の研究において，ｍｆは免疫学あるいは

（５０）
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ExplanationofPhotographs

Photo、１MicrofilariaeofLiZo"zosoiaescαγ〃Ｚｉｎｔｈｅｂｌｏｏｄｆｒｏｍｔｈｅｃｏｔｔｏｎｒａｔ・
Photo、２MicrofilariaeofL・ｃａｒ〃iafterisolationbyfloatinggelmeｔｈｏｄ・Microfilariae

areactive，allhavingsheath
Photo､３MicrofilariaeofDiroガルァiα伽"伽fromthedogafterpre-treatmentofbloodby

Nucleporemembranefiltratioｎ．Leucocytesandghostcellsarestillremaining、
Photo、４MicrofilariaeofD．〃〃ZisafterisolationbyHoatinggelmethod・
Photo,５MicrofilariaeofD"ｇｉａｐａｈα"gifromtheperitonealcavityofthejirdafterre‐

mov1ngexudatecellsbyadhension・EggｓｏｆＢ．〃/、"giandnon-adherentex‐
udatecellsarestillremaining・

Photo、６MicrofilariaeofB・Ｐａｈα"giafterisolationbyfloatinggelmethod．

Ｍｆの比重分離法として，Ficollあるいはその混合液
を用いて良い成績が報告されているが（Subrahmanyam
etaJ.，１９７８；PiessenseraJ.，1980)，ｍｆの種類ごと

の膜では，，．ｉ"""伽のｍｆの多数が通過するので，
孔径３仰が最適であった（野上ら，1979)．またＬ
ｃａ７ｉ７ｚがのようにﾉI､型のｍｆには応用できなかった．

（５１）
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に最適な比重を求めることが必要である（Kimmingand

Braun，1980)．

腹腔中のｍｆの分離には，惨出細胞をガラス面に付着

させて除去する方法などもあるが（ＡｈｅＺａＺ.，1974》

単独に用いただけでは満足する結果は得られなかった．

本研究では，これらの報告にある分離法を前処理とし

て用い，さらにゲル内封入法を用いてｍｆの分離を行な

った．このゲル内封入法について，Jorgensen（1975）

は，ゲルの濃度は遊出に影響なく，保温温度が重要であ

るとしているが，Ｌ・Ｃａγ〃ｉではゲルの濃度が回収率に

大きな影響を与えていた．

また本研究で，遊出速度は有鞘のｍｆが緩慢な傾向に

あった．Ｍｆの鞘はｍｆの抗原性の性状を規定する上で

重要と思われるが，回収されたＢ,〃ﾊα"ｇｉとＬ・Ｃａ‐

（〃のｍｆのほとんどが鞘を有していた．

Ｍｆの単離には成虫の培養により産出させる方法もあ

る（Neilson，1978)．しかしこの方法では種類によって

は成虫の入手が困難であること，また流血中と培養によ

り産出されたｍｆの抗原性の差違の可能性を考慮すると

(WegerhofandWenk，1979)，流血中からのｍｆの

分離は重要な意義をもつ．

本法はどのｍｆの分離にも応用できるが，良い回収率

と宿主細胞の除去のためには，ｍｆの種や目的に応じた

前処理法の選択や，保温時間の調節が重要であろう．

５．Ｌｃａ７Ｍｉの場合，前処理はFicoll混合液によ

る比重分離法を用い，浮遊ゲル板法で分離した結果，回

収率は供試血中ｍｆ数の93.4％であった．

６．，．〃”"ｓの場合，前処理はNuclepore濾過

膜法を用い，そのｍｆ浮遊液を浮遊ゲル板法に供した結

果，回収率は93.7％であった．また濾過膜から回収した

ｍｆを加えた血中ｍｆ数に対する総合回収率は85.8％で

あった．

７．，．UiZeαどの場合，前処理は溶血法を用い，浮遊

ゲル板法で分離した結果，回収率は供試血中ｍｆ数の

99.0％であった．また前処理として濾過膜法を用いた場

合の総合回収率は95.1％であった．

８．Ｂ､〃んα"ｇｉの場合，腹腔惨出液中のｍｆに対す

る前処理は付着細胞除去法を用い，浮遊ゲル板法で分離

した結果，回収率は供試ｍｆ数の94.0％であり，宿主細

胞だけでなく，Ｂ､′αｈα，zgjの虫卵の除去もできた．
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ISOLATION OF MICROFILARIAE USING AGAROSE GEL

Sadao NOGAMI, Hiroshi TANAKA

{Department of Parasitology, Institute of Medical Science, The

University of Tokyo, Minato-ku, Tokyo 108)

AND

Masahide TOMISATO

{Department of Medical Zoology, Tokyo Medical and

Dental University, Bunkyo-ku, Tokyo 113)

The present paper deals with the gel-enclosing method for isolating various microfilariae

(mf) from the blood and the exudate of the peritoneal cavity. The method enabled collection

of intact and vivid mf effectively without contamination of host cells. In this method, mf

suspension was mixed with agarose gel and the mf emerged were recovered. The procedures

of method for isolation and the results of collection of four species of mf were as follows :

1. The microfilariae in the blood sample was processed by hemolysis, Nuclepore

filtration or density gradient centrifugation for eliminating red blood cells. The peritoneal

exudate was processed by the cell adhesion method in a Petri dish.

2. The mf suspension thus prepared and kept at 30 C was mixed with 1% agarose gel

dissolved in saline solution kept at 50 C in a water bath. After soldification of the gel, mf

moved out of the gel into Hanks' balanced salt solution (HBSS) placed on the gel. The final

agarose cencentration of 0.4 % was the optimum for effective recovery of mf without conta

mination of host cells.

3. In order to obtain much more mf in HBSS, the solidified gel disc was floated in

HBSS. With this procedure, the mf recovery was raised more than 90% when incubated at

37 C in a 5% CO2 gas phase for 16 hours.

4. Adequate periods of incubation varied much depending on the species of filariae.

Sheathed mf tended to emerge comparatively slowly among four species of filariae examined.

5. Litomosoides carinii: After the pre-treatment with Ficoll gradient centrifugation

which was suitable for L. carinii the yield of mf by the floating gel procedure was 93.4% from

blood samples.

6. Dirofilaria immitis : After Nuclepore filtration of blood samples for pre-treatment,

the recovery was 93.7% by the floating gel procedure. The total recovery was 85.8% since

some mf remained on the membrane.

7. Dipetalonema viteae : After hemolysis, the floating gel procedure resulted in 99.0%

mf recovery from blood samples. After Nuclepore filtration instead of hemolysis, the floating

gel procedure resulted in 95.1% recovery.

8. Brugia pahangi : For pre-treatment, the mf suspension obtained from the peritoneal

cavity of the jird was poured into a Petri dish, a large number of macrophages adhered to

the bottom of the dish, and the supernatant containing mf was transferred. By the floating

gel procedure, the recovery ratio was 94.0%. Embryonated eggs of B. pahangi could also be

eliminated together with host cells by this method.
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