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大 石 圭

(昭和50年 7月28日受付)

VanThielら1)がオランダにおいて,11名 の急性

腹痛を主訴 とする患者の外科的手術により小腸病巣部

か ら摘出された幼線虫が,ニシンに寄生するアニサキ

ス (Anisakis)幼虫であることが明 らか に され て以

来 ,各種の魚介類に寄生する幼線虫の人消化管壁の穿

人に基づ く好酸球性肉芽腫がアニサキス症 (Anisak-

iasis)として内外の注目をひき,本症の寄生 虫 学 的 ,

臨床病理学的さらに疫学的観点か らの研究が広 くなさ

れている.鮮魚を生食する食習慣のある我が国では殊

にその発症が多 く,吉村2).大鶴3),石倉4),大島5),岩

野 ら6)等多数の臨床例の集計的検討により,ここ数 年

ですでに500例をこす報告がなされている.1972年 鈴

木 ら7)及び著者 ら8)～11)により,アニサキス幼虫 とは近

縁種ではあるが,形態学的には異なるアニサキス亜科

に属するテラノーバ属 線虫 (Terranoua sp.)の幼

虫による胃アニサキス類似症例の報告がなされ,新 し

い起病体 として注目されてきた.この様な魚介類寄生

の幼線虫の問題 は我が国のみならずアジア地域 ,さら

にはヨーロッパの特殊な食品噂好の国々において食品

衛生学上極めて重要な問題 となっている.

既 に著者 ら12)はアニサキス症の食品衛生学的研究 と

して Anisakinaeに属する AnisakisI型,Terra

novaA型及び Contracaecum A型の 3種 幼 線 虫

の肉眼的識別法を確立 して,種々の物 理 及 び化 学 的

(温度 ,放射線 ,超音波 ;各種塩叛液 ,調 味料 , 負

品添加物 ,駆虫剤など)作用に対する抵抗性 について

明 らかにしてきた.然 しこれ らの外的処置を加えて幼

虫の抵抗性を判断する場合 ,感染能力の有無 を知 るこ

とが実際的ではあるが,幼虫の動物への感染実験 によ

る胃壁穿人の結果 (胃壁穿入率) か ら判定 す る こ と

は,その成績にバラツキが大 きく必要な精密度をうる

ためには種々の不便を免れない.

Food hygienicstudieson Anisakislarvae

このような観点か ら Ruitenberg13)ll)は胃壁穿 入率

よりバラツキの少ない寒天を用い,その侵入試験方法

を考察 し,寒天侵入率 とウサギ消化管壁穿入率 との比

例性か ら活力表示が可能であることを示 した.著者 ら

15)は Ruitenbergの原法 に2-3の欠点のあること

をみとめ改良法を提案 した.本論文は改良を加えた寒

天侵入試験を適用 して Anisakis幼虫 Ⅰ型 を加熱 ,

低温および超音波により,寒天侵入率を求め,その結

果か ら Anisakis幼虫 Ⅰ型の感染能力の判定に用い

られることを明 らかにしたものである.以下得 られた

成績 について記述する.

実験材料と方法

供試 Anisakis幼虫 Ⅰ型はスケ トウダラ (Thera-

grachalcogramma)およびマダラ(Gadusmacroce-

♪halus)の肝臓 より採集 した.

Anisakis幼虫 Ⅰ型は被膜で囲まれた嚢包 (以下 シ

ス トという)内に入 ったまま肝臓表面の皮膜 に付着 し

ている.この シス トを生理食塩水 (0.85%食塩水)中

に入れておくと室温で幼虫が シス トより自然に脱出す

るので,脱出 したものを集めた.この幼虫の中 に は .

Anisakis幼虫 I型の他に , Terranoua 幼 虫A型

および Contracaecum幼虫A型が混在するので次

の方法により分けた.

Terranova幼虫A型,Contracaecu.m幼虫A型

および Anisakis幼虫 Ⅰ型の混在する幼虫を生理食

塩水を入れたシャー レの中に移 し,自由に遊泳 させて

お く. Anisakis幼虫 Ⅰ型が シャーレ内を運 動 して

一面に拡がった時期を選び,シャー レの縁 を軽 く叩

き,物理的振動を与えた.その瞬間 AInisakis幼虫

Ⅰ型は,急激に体を縮め,互 にか らみ合い,塊状 とな

り容易につまんで取 り出せるようになる.この塊状の

(Type-Ⅰ),with referenceto evaluation

ofinfectivity oflarvae,using agarlayertechnique･KeiiehiOishi, Department of

Medical Zoology,(Director:Prof,H.Yoshimura), School of Medicine, Kanazawa

University∴



アニサキス (AnL'sakisSp･)幼虫 Ⅰ型の食品衛生学的研究

Anisakis 幼虫 Ⅰ型を別の生理食塩水の入れてある

シャーレの中に移す. Anisakis幼虫 Ⅰ型 の塊 の中

には.若干の Terranova幼虫A型や Contraca-

ecum 幼虫A型が含まれることがあるが.シャーレに

移された Anisakis 幼虫 I型の塊 は再 び運 動 を始

め.溶液中に広 く分散する.またこの シャー レを物理

的に刺激を与えると再度集合 し塊状にさせた後 .別の

生理食塩水の入っているシャーレに移す.この操作を

数回繰返すこ､とにより, Anisakis幼虫 I型 だ けを

採集することができる.

採集 した幼虫は著者による肉眼的識別法15)に従 って

確認 した.

識別に利用 した肉眼的特徴 は : 1) Anisakis幼

虫 Ⅰ型はシスト内および生理食塩水中で刺激を与え ら

れた時は平板渦巻状の形にな る.一方 Terranova

幼虫A型および Contracaecum 幼虫A型 は伸 長 し

た形で渦巻状ではなく.物理的刺激を与えても伸長 し

ていて,形状に変 りはない.特に Terranoua幼虫

A型は5oC付近に放置すると刺激を与 え な くて も縦

長のラセン状に渦巻 くことがあった.

よく活動する Anisakis幼虫 Ⅰ型の虫体は.白色半

透明で,虫体の先端より,約 2mm後方 に体色 と色調

を異にした白色矩形状の長 さ約 1mmの胃が肉眼 で観

察 される. Contracaecum 幼虫A型 は生 時 で も胃

部の肉眼的観察はできない. Terranova 幼虫 A型

の体色は普通茶褐色であり.試料によっては赤あるい

は黄色が目立っこともあって. Anisakis幼 虫 I型

や Contracaecum 幼虫 A型 と明 らか に区別 出来

る.生時, Terranova幼虫A型では胃部が Anis-

akis幼虫 Ⅰ型のように白色に見えるが,更に胃部 の

下一隅が腸盲嚢の陰となり,欠損 して観察 される.

Anisakis幼虫 Ⅰ型の体長は小山 ら16)によれば28.6

±4.4mm,体幅は0.48±0.08mmであって, Terra-

nova幼虫A型の体長の半分にあたる.また Anisa･

kis幼虫 Ⅰ型の体長は Contracaecum 幼虫 A型 の

それより幾分長いものが多 くみられるが.体幅は細 く

他の2種の幼虫に較べより細い.なお Contracaec-

um 幼虫A型は3幼虫の中で最 も太い.

生理食塩水中での運動は Terranova 幼虫 A型 が

最 も力強 く, Contracaecum 幼虫 A型 は最 も微 弱

で, Anisakis幼虫 Ⅰ型はその中間である.

なお実験には運動の活発でないものを除外 し.さら

に念のため著者15)による肉眼的識別に従 って確認 した

虫体の一部を60oCの70%ェタ/-ルで固定 し, エ タ

ノール ･グリセリン液,また はラク トフェノール液で

遷化後 .顕微鏡で観察 し,小山 ら16)および小山17)の方

479

法による確認試験を行い,著者の識別法の正当である

ことを確認 した.

寒天侵入試験 は次の様にして行なった.

使用寒天は通常細菌培養に用いる粉末寒天 (和光純

秦)10gを蒸留水に入れ,直火または湯浴上で加熱 溶

解 し,1%の寒天溶液を作製する.これを中試験管(直

径16mm.高 さ160mm)に 7cmの高 さに な るまで入

れ,綿栓を施 し.オー トクレーブ中で1100C30分間加

熱する.その後寒天が冷却固化 してか ら,寒天の表面

に直径約 1mmのガラス棒で 5カ所に穴をあけ,寒天

表面に凹凸をっけ, Anisakis幼虫 Ⅰ型が寒天 層 内

に侵入 し易 くする.実験実施の直前に1更に固化 した寒

天層の上方に,深 さが 3cmになる様に生理 食塩 水 を

加え.綿栓をする.実施の状況は図 1および図 2に示

した.即ち実験目的の処理を施 した AnisakL'S幼虫

Ⅰ型を 1試験管あたり5あるいは10隻 .稀には20隻を

ピンセットです早 く寒天上層の生理食塩水中 に入 れ ,

直ちに綿栓をする.これを370±loCのフ卵器中 に置

き,3日後に寒天層に侵入 した幼虫を観察 し,その数

を算定 した.

原報では寒天上層にニシン血液を入れているが.本

法では既述のように生理食塩水を加えた.
I

1.Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力に及ぼす温

度の影響

1)無処理の場合

Anisakis幼虫 Ⅰ型に,何 ら処理 を加 え なか った

Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力を検査 した.幼虫

採集後から実験 までの日数は 1.4.6日であり,供

試幼虫は 1試験管当り10あるいは20隻で計820隻 で あ

る.供試幼虫は試験管内にあらか じめ入れてある生理

食塩水の層のところに入れ,.直ちに綿栓を し,37oC

のフ卵器内に入れた.そして 3日後に取出 し幼虫が食

塩水層か ら寒天層に侵入 した数を数え,寒天侵入率を

求めた.

2)加熱処理の場合

加熱処理実験 は5隻を 1群とし,温度 と処理時間を

種々組合せ199群について行 った.これ らの実験 は40o

Cか ら60oCまでの問の温度で生理食塩水30mlを入 れ

た100ml容 ビーカーに幼虫を入れ,これを所定温 度 の

恒温水槽に保 った.所定時間処理 した幼虫 はビーカー

より取出 し直ちに寒天侵入率測定のための試験管に入

れ.37oCのフ卵器内で 3日間保 ち,寒天 層 に侵 入 し

た幼虫数を数えた.

同時に5隻を 1群 とし10群の幼虫を無処理のまま寒

天侵入試験を実施 し.寒天層侵入幼虫数を数え対照群

とした.
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図1 アニサキス幼虫 Ⅰ型の寒天侵入試験に用

いた試験管

注 :下方寒天ゲル内には

侵入虫体がみえる3)低温処理の場合5隻を 1群

とし温度 .時間を組合せた20群について実験を行 っ

た.低温処理 は脱脂綿片に生理食塩水を吸収 させたもの

を 1片ずつ薬包紙上 に拡 げ,これを-10oCに調節 して

あるクールニ ックスエア (CTB-1B)中に保 った.予め-

10oCに してある脱脂綿に Anis-akis幼虫

I型 5隻ずっをのせ.クールニ ック スエ ア中で-10oCに保 ち.1.

2,3,3.5,4.4.5時 間後に5群

ずっ取出 し,室温の生理 食塩 水 中 で融 解 させ,直ちに

寒天侵入率測定用試験管 に入れ,前記試験と同様に37oCのフ卵器に3日間保 ち.寒 天 層 に侵 入

した Anisakis幼虫数を数えた.更 に低 温 処 理 温度

を -3oC,-5oC.-7oC,-loo°.-13oC

.-15oCの 6種 とした実験では前 記低温処理実験

と同様に幼虫を処理 し.寒天侵入試験 を行った.しか し本実

験では各温度 にお い て Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力が消

失するまでの時間の測定に留めた. 石図2

アニサキス幼虫 Ⅰ型の寒天侵入試験に用

いた試験管および寒天生食水の模式図次に凍結

しない程度の低温処理 してあるもので活発に運動する Ani

sakis幼虫 Ⅰ型の 1群 5隻について実験を行 った.ク

ールニックスエアを-10oCと-20oCに調節 し

所定時間処理 した実験である.所定時 間後室温の生理食塩水中で融解 し,これ らの

幼虫について寒天侵入試験を実施 した.この場合

.生理食塩水を入れる代 りにグリセリンを予め冷却 してあるも

のに Anz'sakis幼虫 Ⅰ型を入れた場合 も食

塩水の場合 と全 く同様に実験 した.同時に魚肉片をOoC近

くまで冷却 した もの に Anisakis幼虫 Ⅰ型を 5

隻ずつ入れたものにつ いて も-loo°,一20oCで し.所定時間後に取 り出

し37oCで寒 天侵 入試験を実施 した.2.Anisa

kis幼虫 Ⅰ型に及ぼす超音波処理の影響市販の超音波洗浄器 (米

国 Branson lnst.Co.製 .2型20キ

ロサイクル20ワット)の ステンレス製洗浄槽に.OoC.loo°,

30oC,50oCの生理食塩水を入れ.各温度
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音波処理中温度調節のために.冷却あるいは加温生理

食塩水を添加 した.処理後は直ちに. Anisakis幼

虫 Ⅰ型を取 り出 し寒天侵入試験を実施 した.

実 験 成 練

1.Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力に及ぼす温

度の影響

1)無処理の場合

実験成績を蓑1に示 した.幼虫に何 らの処理を行わ

なかった場合の寒天侵入率は表に示す如 く24-91%の

範囲であった.幼虫採集後から実験開始 までの日数 と

幼虫の寒天侵入率の関係をみると,時間の経過 と共に

侵入能力が低下 した.すなわち採集後 1日では91.0±

12.0%の侵入率であるのに対 して,4,6日になるに

つれ.27.2±21.8%.24.2±15.6%と低下 した.

2)加熱処理の場合

実験成績を表 2に示 した.幼虫の寒天侵入率の失わ

れる時間は40oCでは540分,以下 loC上昇するごとに

50oCまで420.210,90,44,30.12.8.4,1.5,

1分のように短縮された.

更にくわしく,40oCから50oCまで の各温 度域 で .

処理時間と幼虫の寒天侵入性をみると,400-43oCま

では幼虫の寒天侵入性が失われるのに非常に長い時間

が必要であった.40oCでは9時間,4loCでは 7時間,

42oCでは3時間,43oCでは1.5時間であった.しか し

処理温度が高 くなるに従 って幼虫の寒天侵入性 は短時

間で失われる傾向がみられた.すなわち.47oCで は

8分,48oCでは4分,49oCでは2分以 内 で あ って ,

更に高温域の56oCでは数秒でその力を失 った. また

400-46oCの問の温度域では処理時間が短 い場 合 ,幼

虫の寒天侵入性は強まる傾向が認められた.

3)低温処理の場合

-10oCで処理 した場合,幼虫は処理 時 間 が長 くな

るにつれて寒天侵入性を失 う.これを表 3に示 した .

1時間処理 した場合72%の幼虫が寒天侵入能力を保持

したが.4.5時間処理すると.完全にその能 力 を失 っ

た.次いで幼虫を各温度 (低温)下に置 きどの程度の

時間で寒天侵入能力を失 うかを検討 した.その結果は

表 4に示 した.幼虫は-3oCでは5.460分 (91時 間 )

でその侵入性を失 うのに対 し.-15oCで は20分 で そ

の侵入能力を失 った.すなわち.温度が低 くなるにつ

れて急速に侵入能力を失 うことが認められた.

また幼虫をグリセ リン中と魚肉中に置き, -loo°
と-20oCの温度下におくと,-10oCのグリセ リン中

に置いた幼虫は20分間置いても60.0±16.3%の寒天侵

入能力を保持 していたが.-20oCのグリセ リン中 に201
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表 1Anisakis幼虫 I型の37℃における

寒天侵入能力

採取後 全供試 侵 入

寒 天の日数 幼虫数 虫

数 侵 入 率(日) (隻)

(隻) (%)1 100

91 91.0±12.04 600 162 27.2±21.8

6 120 29 24.2±15.6

分 間置 いた幼虫は全 く寒天侵入能力を示 さなかった.これ

に反 して-10oCの魚肉中に置いた幼虫 は20分 間で10.0
±11.5%しか侵入能力を示さず,更 に -20oCの魚肉中に20分間置いた場合は全 くその侵入能力を示

さなかった.この結果か ら幼虫は低温処理 され る と,

寒天侵入能力を失い,たとえ低温下であっても凍結 さ

れない場合は侵入

能力を少 くとも保持 しうることが明らかにされた.

以上の結果を更にわかりやす くするために,処理時

間と温度 との関係を図式化 し図 3に示す様な結果をえ

た.図中の右は幼虫を高温で処理 した場合の既述の実

験 データか ら得 られた直線である.丸記号 は無処理の幼

虫の寒天侵入力を50%失 った時の値であって.直線Bはそれらの点を結んで得 られたものであり,C,A

線は寒天侵入力の上,下限を示 したものである.すな

わち温度が高 くなるに従 って侵入能力を失 う時間が小

さくなることを示 している.図中の左は低温で幼虫を

処理 した場合を示 したものである.この場合は資料が少なく.-10oCで幼虫を処理 した場合 を中心 に検 討

したものであるが,低温になるに従 って寒天侵入能力を失 う時間は短 くなる.C,A線はその上 ,下 限 を示

したも

のであるが,資料数か らその巾 が大 き くな った.2.

Anisakis幼虫 Ⅰ型に及ぼす超音波処理の影響Anisakis幼虫 Ⅰ型をOoC.loo°,30oC,50oC下

において超音波処理を行 ったものであるが.今 まで述

べてきた高温ならびに低温処理を行 った場 合 と同様

に.時間が長 くなるに

従 ってその侵入能力を失 って行くのが認められた.

すなわち,蓑5に見 られるようにOoCで は 5分処理 し

た場合,幼虫は60±40%の侵入率を示 したものが処理時間の増加に従い,その侵入率は低下 し,30分処

理 した場合.全 く侵入能力を示さなかった.同時に処
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衰2 熟処理 したAnisakis幼虫 Ⅰ型 a)寒天侵入率

処 理 処 理 使 用 侵 入 侵 入 処 理 処 理 使 用

侵 入 侵 入温 度 時 間 幼虫数 幼虫数 率 温
度 時 間 幼虫数 幼虫数 率(℃) (分) (隻) (隻)

(形) (℃) (分) (隻) (隻) (%)404142434445 120 10 6 60 46

4748495054555660

18 15 3 20183 10 6

60 20 15 3 203(氾 10 10 100 22 10 2

20420 10 2 20

24 10 2 20480 10 1 10 26 10 4 40

540 10 0 0 28

10 1 103(氾 5 3 60

30 10 0 0360 5 2 40 5 15 8 53

420 5 0 0 6 15

7 47120 10 3 30

7 15 ll 73180 10 2 20 8 15 5 33

210 10 0 0 9 15

5 3360 10 3 30

10 15 1 6.790 10 0 0 ll 15 1 6.

720 10 5 50 12

15 0 .022 10 9

90 2 10 6 6024 10 6 60 3 10 5

5026 10 4 40 4

1,0 4 4028 10 6

60 5 10 1 1030 10 5 50 6 10 1

1032 10 6 60 7

10 1 1034 10 3 30 8 10 0 0

36 10 2 20 1 15 2 13

38 10 1 10 2 15

2 1340 10 1 1

0 3 15 3 6042 10

1 10 4 15 0 044 10 0 0 0.5 10 5 50

1 20 17 85 1 10 3

302 20 14 70 1.
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表3 Anisakis幼虫 Ⅰ型を低温処理 した場合幼虫の寒天侵入状況

(温度と時間との関係)
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温 度(℃) 時 間 供試虫数 侵入虫数 侵 入 率(隻) (隻)

倭 (%)-10±1(生理食塩水中) 1時間 25 18

72.0±10.952 25 3 12.0±10.95

3 25 1 4

.0± 9,544.5 25 0 0(グ リセリン中) l 20分 20 12 60.0±1

6.3(魚 内 申) 20 20 2 1

0.0±11.5-20±1

(グ リセ リン中) 20分 20 0 0(魚 肉 中)

20 20 0 0図3 アニサキス幼虫Ⅰ型の寒天侵入 性が50%失われる為 の低温あ

るいは高温処理と作用時間 と



484 大

その処理時間が少 くても侵入能力を失 った.この こと

は Anisakis 幼虫 Ⅰ型を高温処理 した場合 と全 く同

様な成績であった .

考 察

寒天侵入試験 にFより Anisakis幼虫 Ⅰ型 の活 性 測

定を試みたのは, Ruitenberg13)である. Ruitenb･

ergは試験管中に 1%の寒天溶液を入 れ . 冷却 Bl化

後寒天上層にニシンの血 液 を入 れ た . Ruitenberg

表4 低温処理による Anisakis幼虫 I型の

寒天侵入能力消失時間

処 理 温 度 処 理 時 間

(℃) (

分)-3 5

,460-5 1,200
-7 900

-1P
270-

1 3

40-15 20 石の使用 した Anz'sa

kis幼虫 Ⅰ型はニシンか ら採取 したので.ニシン血液は使用幼虫に対 して最適のメ

ジウムとして選ばれたのである.著者の研究における寒

天侵入試験方法 は Ruiten-berg13)により実施 さ

れたものの変法15)で試験 管 中 の寒天上層液にニシ

ン血液の代 りに生理食塩水を使用 した.本実験 において使用

された Anisakis幼虫 Ⅰ型はマダラおよび

スケ トウダラより採 集 され た . も しRuitenbergの

原報どおり実施するので あれば , マダラあるいはスケ

トウダラの血液を寒天上層液 として使用すべきである

.しか しなが ら今後検査所においての一連の実験を行

うには生 きているマダラあるいはスケ トウダラの入手

は困難であって,最 も新鮮 と患われるものでも,大部

分の血液は凝固 していて検査に供試できる量を採集 し

えない.今 ,仮 に血液が入手 しえたとして も,寒天侵入

試験実施中は37oCの温度 に 3日間放置するので.その間

に使用血液は腐敗 し.Anis･akis幼虫 Ⅰ型の

生活維持の最適 メジウムとはい いがたい.それ故本実

験 においては寒天上層液に生理食塩水を使用 した.寒

天上層液 としてニシンあるいはマグラまたはスケ トウ

ダラの血液を使用 した結果と生理食塩水を使用 した結果 との比較はまだされていな いが

,これは今後検討の予定である.寒天侵入試験 は An

isakis幼虫 Ⅰ型の生死 判定 の為の実験動物感染

試験 に近い値を得 ることが出来 る.表 5 超音波処理 した AniMkis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力

条 件 超 音 波 供 試 侵 入 寒 天

温 度 処理時間 幼 虫 数 幼 虫 数

侵 入 率(℃) (分) (隻)

(隻) (%)0 5 25 15 60.0± 40.0

10 25 3

12.0± 6.0a) 25 3 12.0± 6.

030 25 0 010 5 25 1 4.0± 8.94
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Anisakis幼虫 I型の生死判定により.その活性が知

られるわけであるが,なお動物に対する感染力の推定

ができる.

Ruitenberg13)による42羽のウサギを10群 に分 け 1

羽当り40隻の Anisakis幼虫 Ⅰ型を経口投与 し,潤

化管壁穿入幼虫数を調べたところ40隻のうち消化管穿I

入幼虫数は次のような結果であった.Ⅰ,13-ll-1

-9-18; Ⅲ,7-9-6;Ⅲ,5-2-3-7-

1-4;Ⅳ,3-8-0-7-3-2; Ⅴ, 3- 2

ll-1;VI,15-ll-7-4-10;Ⅶ,31-29;

Ⅷ,15-10-17;Ⅸ,5-1-10-1-1; X,4

-4-13: この数値をもとにして,各群の問の差 を

分散分析すると各群の間に差があることが知 られ た .

またこの幼虫侵入数の平均値 は7,48であり,その標準

偏差は7.03であって.バラツキが非常に多い.

また橋口 ら18)による温度処理 した Anisakis幼虫

Ⅰ型のダイコクネズミに対する感染能力の調査結果に

よれば,供試 ダイコクネズミ45頭のうち,5頭 は対照

群で種々の温度条件下で検討 した.今 この対照をも含

めた6群の実験結果を検討すると,それぞれの群の問

の差は大 きかった.この点については著者による低温

の処理の結果を寒天侵入法で試験 した結果 と比較 して

みると,-150C20分の処理 で は Anisakis幼 虫 Ⅰ

型の寒天侵入力は全 く失われる.また,実験結果を図

式化 したものか ら算定すると,50%寒天侵入率 となる

-15oCの処理時間は10分である.この ことか ら一 定

の条件下で寒天侵入試験を行なえば動物感染実験 より

はるかに目的を達 し得 られるのではなかろうか.

Anisakis幼虫 Ⅰ型が人体組織へ侵入するか ,しな

いかによってアニサキス症を誘起するのであるが,こ

の Anisakis幼虫 I型の活動性を知 ることが発症の

確率を知ることになる.この場合方法論的には動物実

験によって,その活動性を知 り発症の確率を推定 し得

るのであるが,動物実験の結果か らは成績にも変動が

高 く,一定の推定をするにたる成績を得 るのは困難で

ある.このことは Ruitenberg13) によって も論 じら

れ,著者の前述の考察か らもうなづける.今回著者が

行 った実験,特に著者の方法による幼虫の寒天侵入試

験は,実施にあたっても容易で,かっ得 られた成績 も

比較的安定 しており,本法により Anisakis幼虫 Ⅰ

型が人体内に侵入 した場合の発症確率を推定 し得 るも

のであると考えられる.

1.Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入能力に及ぼす温

度処理の影響

1)無処理の場合

本研究に供試 した Anisakis幼虫 Ⅰ型 は主 と して
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スケ トウダラ肝臓の皮膜より採取 したのであるが.用

いたスケ トウダラの漁獲後の来歴.例えば漁 獲方 法 .

漁獲後の取扱い,漁獲後の日数あるいは水揚後の処理

などが明確になし得ないものが多い.従 って スケ トウ

ダラ寄生の Anisakis幼虫 Ⅰ型の鮮度が実験動物胃

壁穿入能力に関係があると思われる.それを知 るため

に実施 した実験結果では,幼虫の寒天侵入率が91.27,

24%となった. こ の こ と はスケ トウダラ漁 獲 期 あ

るいは幼虫採取後の日数 と関係があり,幼虫採集後実

験開始までの日数が 1.4,6日と経過するに従 って

寒天侵入率が次第に低下する事実か ら.特 に漁獲後の

取扱いが Anisakis幼虫 Ⅰ型の活力に影響 を与えて

いるものと思われる.

2)加熱の場合

表2を見 ると処理温度が50oCを越える と.処 理 時

間が 1分以内に寒天侵入能力が失われる.1分以 内 の

Anisakis幼虫 Ⅰ型加熱実験では,考察の対象温度を

400か ら50oCまでとした.加熱処理時間 (分 )と寒 天

侵入率 (%)の関係を見ると.生物特有の シグモイ ド

状の致死曲線 と一致する曲線が得 られた.同様にして

寒天侵入率が全 く認められなくなる時間 も求め,全 く

同様に処理 してC直線を得た.

図 3において直線AとCとにより挟れる一帯 はAni-

sakis幼 虫 Ⅰ型の加熱による失活 が問題 とな る時

間帯であり.A直線より下側あるいは左側では Ani-

sakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵入力が保持 され て い る. ま

たC直線の外側っまりC直線より上側および右側では,

Anisakis 幼 虫 Ⅰ型はもはや寒天侵入能力を持たな

い領域である.

著者 ら19)20)による報告では,45oCにおける Anis-

akis幼虫 I型の致死時間は16-32分であるが, 本実

験の寒天侵入能力消失時間より若干長い.また著者12)

による Anisakis幼虫 Ⅰ型を45oCで15分加 熟 し,

寒天侵入能力が半減することを期待 し,ウサギへの感

染実験を実施 したところ,対照が10%の ウサギ感染率

に対 し,15分の加熱群は2%の感染率であり,統計的

検討により.感染能力が半減するとの仮定を否定 しえ

ないことになった.

本実験の結果を従来の著者12)の研究 と比較 す る と.

Anisakis幼虫 Ⅰ型に対する温度の影響 は次のようで

ある. 既 に 著 者12) に よ り実 施 さ れた 各温度にお

ける生存率の記録か ら Anz'sakis幼虫 Ⅰ型にとって

生活の適温は20-5oCであり,この温度で生理 食塩

水中で飼育すれば 1カ月以上生存する.40oC付 近 の

温度 も Anisakis幼虫 Ⅰ型にとって好 ましい生活温

度であるが.50oC以上の温度では極めて短 時間 に死
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滅する.400か ら50oCにおいては温度による Anisa-

his幼虫 Ⅰ型の致死率にバラツキが多 く,従来 とも系

統的充分な研究は行われていない.

加熱調理方法は食品衛生上魚肉の Anisakis幼虫

Ⅰ型の人体感染防止の最 も確実な方法である.魚肉を

加熟 して魚肉中に寄生 している Anisakis幼虫 Ⅰ型

を熱凝固させ.生活機能を破壊 して死滅 させると,ち

はやその幼虫にはアニサキス症起病力はない.もし魚

肉の加熱が不充分である時は Anisakis幼虫 Ⅰ型は

生 きているか,あるいは活性を保持 しアニサキス症発

症の可能性を持っものと考えられる.

食品衛生上今まで問題であった温度 は40oCか ら50o

Cまでの間であり,また加熱時間 も数秒か ら数時 間 で

ある.この範囲内における温度 と時 間 との組 合 せが

Anisakis幼虫 I型の活性にどのような影響を与えて

いるかは長い間未知の領域に属 していた.その未知の

部分が今回の実験において明かにされた.

得 られた実換成績は魚肉の調理加熱の際.加熱不充

分のための Anisakis幼虫 I型感染症 に対する食品

衛生上の有意義な結果であったと考え られる.

3)低温処理による場合

加熱処理 と同様に Anisakis幼虫 Ⅰ型の生活適温

よりも低温度で処理すると,幼虫の活性低下が認めら

れる.本実験か ら寒天侵入能力を失 う時間は蓑4に示

したが,これを加熱実験の場合 と同様,図 2の処理時

間一処理温度の庫裏にプロットした.図 3の冷 却 部 の

C直線は加熱の場合 と同様 .表 4の各種冷却温度 に対

する寒天侵入能力を失 う時間であり,C線 より上方 お

よび左側ではもはやその幼虫は寒天侵 入能 力 を持 た

ず∴従 って動物感染能力 も失われ た状 態 と考 え られ

る.

図 3から知 られるように,加熱域 は40oCよ り低 温

域で103分 (16時間)に,また冷却の場合はOoCよ り

高い温度域で104分 (7日) ほどに Anisakis幼虫

Ⅰ型の寒天侵入能力消失時間は延長 される.

Anisakis幼虫 Ⅰ型をOoC以下に放置 す れば .致

死時間が早められ温度が低いほど致死時間が短縮 され

る.このようなことからオランダでは生食するニシン

を-20oCに24時間冷凍することが法律 で義 務 づ け ら

れている13).既に低温処理 した Anisakis幼虫 Ⅰ型

の死滅について幾多の研究例 .例えば福永 ら21)安問 22)

によるものがあり,また低温処理 したものをラットに

経口投与 しその感染能力を調べた山田23)の研究がある

が,低温における Anisakis幼虫 Ⅰ型生存の可能性

および致死機構を研究 した結果は見 られない.

本実験においてはグリセリンを添加 し,凍結を防止

石

した状態で実験 した.その結果松岡 ら24)および稲本25)

が既に Anisakis幼虫 Ⅰ型の実験動物の消化管壁穿

入能力の低下は幼虫の神経環の物理的損傷によるもの

とした結果 と同様な結果を得た.

蓑3に示 した結果のうちか ら生理食塩水中では-10

0C4.5時間の処理で Anisakis幼虫 Ⅰ型の寒天侵 入

能力は失われるが,グリセ リン中では-100C20時 間

でもその寒天侵入能力は保有 される.つまり Anis-

akis幼虫 Ⅰ型は低温処理 されてもそれが グリセ リン

中あるいはグリセリンが添加 されて凍結が防止 されれ

ば寒天侵入能力を完全に消失することはない.Anis-

akis幼虫 Ⅰ型は今回の実験では魚肉中で凍結 され る

と寒天侵入能力低下することが認められた.

グリセリン添加により Anisakis幼虫 Ⅰ型 の活性

低下が防止 されるのは,メジウムの凍結防止 によ り.

Anisakis幼虫 Ⅰ型が凍結による物理的圧力を神経環

付近に受けて,活性を低下 させるのを防止するためと

も考えられる.更に.この実験 とは別に行 った著者の

未発表の実験では Anisakis幼虫 Ⅰ型の神経環付近

を ピンセットで軽 く圧迫 した群の寒天侵入能力は急激

に低下 し,同 じ幼虫の尾部を切断 したものよりは明か

に侵入能力の上で差があり.頭部を圧迫 したものの方

が劣る.これにより尾部の圧迫は頭部ほど鋭敏な効果

はないことが知 られる.

なお氷結による Anisakis幼虫 I型能力低 下 は ピ

ンセットによる頭部圧迫によるものと組織学的にどの

ような頬似点あるいは相違点があるかは今後の検討す

る必要がある.

低温処理による AnisakL'S幼虫 Ⅰ型の致死 また は

活性減退の機構はまだ不明の点が多いが,寄生虫体内

で氷の結晶が生成 し,それによって (1)体組織 が物

理的に破壊 (2)氷生成による酵素溶解度の低下 (3)

組織への酵素運搬の停止 (4)低温による直接 また は

物理的効果による二次的な辞素活性のアンバランスな

どが考えられる.

2.超音波処理による Anisakis幼虫 Ⅰ型 の寒天

侵入能力の変化

超音波処理時間と処理温度 との関係 を表 5に示 し

た. Anisakis幼虫 Ⅰ型の活性に対 しては,処理 温

度が高 くなるにつれて超音波の処理効果が著 しくなっ

て くる.例えばOoCでは30分処理後に幼 虫 の寒天侵

入能力が完全に失われるのであるが,30oCおよび50o

Cでは5分以内に活性が失われる.

それ故,この処理方法によれば室温で実施 して も,

その効果は著 しい.処理の際.処理液に食塩 ,食酢 .

酒類あるいは香辛料などを添加することにより.魚肉
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中に調味液の渉透をはかりながら.その魚肉中に含ま

れる Anisakis幼虫 I型の活力を減退 させることは

可能であろう.

著者 ら26)はかって行 った実験で,香辛料を添加する

ことによって Anisakis幼虫 Ⅰ型の殺虫力を増加 し

得る結果を報告 しているが,超音波処理時に香辛料を

添加すれば,その効力は増加され る もの と推定 され

る.また著者27)により放射能処理が Anisakis幼虫

Ⅰ型の殺虫にあまり有効でないことが知 られ て い る

が,超音波処理 と併用することにより,殺虫の相剰効

果が期待される.

超音波処理は設定 された温度条件下で,その処理溶

液中に殺虫の目的で極めて微量の調味料およびその他

の化学物質を加えて実施するのも一考である.これは

たとえ微弱であっても種々の活力減退要因を導 入 し,

それら要因の相剰作用による活力減退効果を充分期待

できる.

なお超音波処理が Anisakis幼虫 Ⅰ型の活性 に与

える影響は次の機構によるものと推察できる.(1)幼

虫体組織の局部的加熱 (2)体組織の物理的破壊 な ど

が挙げられる.

3.本研究の食品衛生学的意義

以上本実験 において著者 らは寒天侵 入試験 法 を用

い, Anisakis幼虫 I型の感染能力の判定を行 った.

本法は種々の条件下にある Anisakis幼虫 Ⅰ型の

感染能力を.極めて容易に知る方法であることが明 ら

かになった.従 って今後 さらに魚 肉中 の Anisakis

幼虫 Ⅰ型及び近縁の種で,しかも起病性の明 らかにさ

れてきている Terranova幼虫A型, Contracae-

cum幼虫A型などについても各種薬品,調味料添加 ,

あるいはその他の物理化学的処理による各種幼虫の抵

抗性について系統的な研究が望まれるとともに,食品

衛生学的観点か らの実用性をも検討 して行 きたい.

結 論

Anisakis幼虫 I型の感染能力を判定する方法 とし

て,Ruitenbergの寒天侵入法を改良 した著者 らの

寒天侵入試験法を適用 し,各種温度条件 (恒 温 ,加

熱 ,低温処理)および超音波照射による同幼虫の感染

能力盲検討 し,以下の如 き結果が得 られた.

1.採集後常温下におかれていた Anisakis幼虫

Ⅰ型の寒天侵入率は幼虫採取後の経過 日数に関係 して

おり.採取 1日後では91.0±12.0%,4日後では27.2

±21.8%.6日後では24.2±15.6%となり,日数の経

過 と共に侵入率は低下 した.

2.加熱処理では400-44oCで は感 染能 力消 失 に
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は,540分より44分までと長時間を要 したが,450-47

oCでは30分より8分,480-50oCでは4-1分で急速

に消失がみられた.

3.低温処理による Anisakis幼虫 Ⅰ型 の寒天侵

入消失に要する時間はOoCでは5,460分.-15oCでは

20分.その間の各種温度下の侵入率か ら温度低下 と時

間の短縮にはほぼ平行 した関連がみ られた.

4.低温処理で-10oC1時間で侵入率は76%.2時

間で12%,3時間で 4%,4.5時間では全 く感 染能 力

を失 った.

5.無処理の Anisakis幼虫 Ⅰ型は-100C4.5時

間で侵入能力を失 うが.グリセリン中では-loo°,20

分間でなお60.0±16.3%の侵入率を保ち.-100C20

分間の魚肉中では10±11.5%の侵入能力を保 った.

6.超音波処理では,OoC5分の処理 に よ り侵 入

率は60.0±40.0%であるのに30oC5分では12.0±11.0

%に低下 し, 50oC5分では侵入能力はみ られなか っ

た.

7.以上の実験成績か ら.著者 らの寒天侵入試験法

が Anisakis幼虫 Ⅰ型の感染能力の判定に適用 しう

ることを明 らかにし,食品衛生学的観点か らの考察を

加えた.
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Abstraet

In orderto evaluate the activity orinfectivity ofAnisakislarvae(Type-I),

thepenetrationcapacitiesoflarvaetreatedbyheating,refrigeratingand ultrasonic

irradiation wereexaminedby meansoftheagarlayertechnique(Oishi& Hiraoka,

1974).

The resultsobtained were summerized asFollows;

1)The penetration capacities ofuntreated Anisakis larvae were found to be

91.0土12.0% at24hours,27.2±21.8% on 4daysand 24.2±15.6% on 6days

aftercollecting larvaefrom fish bodies.

2)Thepenetrationabilitiesoflarvaedisappearedat40-44oCin540to44minutes,at

45-47oC in 30to 8minutesand 48-50oC in 4to oneminute respectively.1
3)Thelarvaekept at-3oC for 5,460 minutes,-5oC for 1,200 minutes,-10°c

for270minutesand -15oC for20minutespenetrated into theagarla)rer.

4)The penetration capacities of larvaeat-100C forone,2,3and 4.5 hours

were 72%,12%,4% and O% respectively.

5)Glycerin in a low temperature apparently diminished thekilling effect for

larvae.Thepenetration capasitiesoflarvaeincubated in glycerinat--lOoC for

20 hourswasaround60%.Ontheotherhand,the penetration ability oflarvae

harbored in musclesdecreased to around lO% at -10oC ror20hours.

6)Although no penetration oflarvaetreated with ultrasonicat50oCfor5minutes

was found, penetration capacities were recognized asaround 60% atOoCor

12% at30oC for5minutes.
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7)In the presentpaperitwasshownthattheauthor'sagarlayertechniquemight

bepossibly usefuland excellentto evaluateactivityorinfectivityofAnisakis

larvaetreated undervariousphysico-Chemicalconditionssuch ashigh orlow

temperature.ultrasonicorradioactivetreatmentsandotherchemicalsascondiments.

Inthepresentstudyusingtheagarlayermethod,thediscussiononthepenetration

orinfectivityofAnisakis larvaeto human body wasmade from theviewpoint

offood hygiene.


