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バンクロフト糸状虫症の伝搬に関わる

トウゴウヤブカの役割に関する実験的研究

第1報　トウゴウヤブカの摂取する仔虫数及び

仔虫の蚊体内に於ける移動*
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Experimental Studies on the Role of Aedes togoi in the Transmission of Bancroftian Filariasis.

1. Number of microfilariae taken up by the female and their movement in her body. Yoshikiyo

NAKAMURA.Department of Medical Zoology, Nagasaki University School of Medicine (Director: Prof.
N. OMORI)

緒　　　　　言

トウゴウヤブカのバンクロフト糸状虫に対する感受

性に就いてば既に望月(1913),山田(1927〕,大森

(1962)等の報告があり高い感受性のあることが実験

的に証明されている.自然感染に就いては戦脹　大島

(195ら〕,長花(1957〕,永友(1960〕,大森(1963)等

によって,その感染率は可成り高いことが報告されて

いる.然し本種がフィラリア症の伝搬上果している

役割を明らかにするための基礎的な研究並びに調査ほ

殆んどなされていない.即ち,本種♀成虫の摂取する

仔虫数及び仔虫の蚊体内での移動状況;蚊体内に於け

るフィラリア幼虫の各種温度下での発育状況,発育零

点及びフィラリア幼虫の寄生が中間宿主に及ぼす影響

,･或るいは♀成虫の各種温度下に於ける生存,〓問及び

越年の問題等に就いては殆んど全く研究されていない.

これらの諸問題を明らかにするために著者は1962年

4月から19ら5年11月迄に感染実験並びに諸調査を行な

ったのでその結果を旧を追って報告する.

本報告はその第1報として♀蚊の摂取する仔虫数及

び仔虫の蚊体内に於ける移動状況に就いての研究結果

をまとめたものである.

本報告を出すに当たって,実験の指導と原稿の校閲

を賜わった恩師大森南三郎教授に深甚の謝意を表し,

株長崎大学風土病研究所業/清　算451号

長崎大学医学部医動物学教室業績　第129号

実験上色々の援助を受けた教室員各位に厚く御礼を申

し上げる.

実験村料及び方法

蚊に吸血させた患者は長崎県五島列島の福江島から

来た　Wuchereria bancrofti (Cobbold 187ワ)の仔虫保

有者である.実験に供した蚊はAedes (Finlaya) togol

(Theobald, 1907)で, 1962年4月及び11月に福江島

の海岸の岩礁地帯にある大小のプールから採集した幼

虫を25-27-Cの温室内で飼育し,蝿の時期に比較的大

きく元気なものを揃えて羽化させた. ♀蚊の大きさは

季節によって,或るいは採集個体群によって多少異な

るが本実験では晩秋に得た成虫は春のそれよりも多少

大であったので,吸血畳も従って後述するように晩秋

のものが大であった.

吸血は大森(1958)と同様な方法により24-C及び

25-C,比較湿度60-80%に保たれた温室内で,羽化後

充分絶食させた同年令の♀蚊150-200個体ずつ収容し

た20×2q× 30cmの人絹篭中に,仰臥させた仔虫保有者

の両下腿を夫々挿入させて午後9時20分から午前o時

15分迄の問に行なった(第1表,欝5縦欄参照〕.

満腹蚊の中, A群(Lot No―11.1〕は60分以内に吸

血したものを吸血直後から2時間の問に腹部を塗抹,
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ギムザ染色を行なって摂取仔虫数を調べた｡ B群

<Lot No. 1ワ〕は5分以内に多数の蚊が同時に吸血した

ので直後クロロホルムで深く麻酔し5個体ずつ体重を

測定して直ちに80%アルコ-ルで固定して,後で腹部

と胸部を別々に調べて摂取仔虫数を数えた. C群〔Lot

No. 13〕は5分以内に吸血したものを炭酸ガスで軽く麻

酔して, 1個体ずつ小ガラス鐘で蓋い,麻酔から覚めた

成虫を鐘と共に一定時間手引こガラス板上を移動させて,

その間に於ける脱糞中の仔虫が放で個体矧こ調べられ

るように工夫しながら各♀成虫を一定時間間隔で殺し

て80%アルコ-ルで固定し,後で胃,腹脹　及び胸部

を別々に調べて各部に於ける仔虫の分布数を算出した.

実験結果及び考察

満腹♀蚊の摂取仔虫教

♀蚊の摂取する仔虫数を調べるためにほ,同一人か

ら,出来るだけ短時間内に吸血させ同程度に満腹した

ものを,出来るだけ多く得ることが望ましい.実験は

滞1真に示すように5回行ない,同一仔虫保有者を使

用したが,この患者ほ表に示すように日によって吸血

前後のSQcmm中の平均仔虫数が著しく異なっており,

♀成虫の吸血畳も時期によって異なるので, 1♀当た

り摂取する仔虫の予想数も著しく異なる｡吸血蚊の満

腹の程度は肉眼的に判定して腹部の基部迄血液で満た

されたものを満腹蚊とし,満腹蚊の体重と対照蚊の体

重との差を5個ずつ数群に就いて平均し,その平均値

を血液の比重(1･06〕で割ったものを吸血量とした.

罪1真に示す1 ♀の予想摂取数ほ,人末梢血流中の

仔虫が三様に分布していると仮定してSficmm中に含

まれる仔虫数から満腹蚊が摂取する血液墓中の仔虫数

を割り出したものである.

罪1真のA群〔Lot No. ll. 1〕はら0分以内に満腹した

義　　措

蚊を2時間以内に塗抹したので,その間糞と共に若干の

仔虫ほ体外-排推されたと考えられるが,この♀群の

場合には糞中の仔虫は検査しなかったので,後述する

ように実際の摂取仔虫数と,塗抹標本中の仔虫数との

問には極めて僅かの差があるかも知れない･然し, B

群〔Lot No. 17〕は5分間以内に吸血したものを直ちに

麻酔し体重測定後80%アルコールで固定したものであ

り, C群(LotNo.13〕では5分以内に吸血したもの

を個体別に飼育して,糞及び体の各部を調べているの

で,これら両群oj場合には標本の仔虫数は,そのまゝ

摂取仔虫数と撤すことが出来る.

第1真の予想摂取数と実際の1 ♀当たりの摂取仔虫

数とを比較するといずれの群に於いても後者が約を或

るいはそれ以下であるが後述するように,常に必ず実

際の摂取数が少なくなければならない理由は発見tti来

ない.

Å末梢血流中の仔虫の分布様式

5回に亘って吸血させた満腹♀成虫の仔虫の摂取状

況を見るために,摂取仔虫数を0-9脹10-19堂等

の各階級に区切り,各階級に属する蚊数を示すと罪2

真の通りであるb又,仔虫数又は仔虫数の階級に対す

る蚊数を図示するとJ報　　2,及び5図の通りである.

これらの表や図から,摂取仔虫数に対する蚊数の頻度

分布を見ると,正規型ではないことが容易に判断出来

る.そこで,以下に述べるように,実際の観察結果得

られた頻度分布から母集団の分布型の推定を行なった

のであるが,ここで取り扱った各群の満腹蚊ほ晴間時

的に同一仔虫保有者から吸血させたのであるから,班

が吸血する際に全く無選択的に仔虫を血液と共に摂取

すると考えるならば,満腹蚊群の各々が摂取した仔虫

数ほ,人体内でのフィラリア仔虫の定期出現の時間的

一断面に於ける一定量の末梢血流中の仔虫数を示すと

考え得るu換言すると仔虫を含んだ人末梢血の三定量

甘a鮎Ie 1 Number of microfilariae taken up by a female mosquito,

Aedes togoi at a full meal
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Table2Thenumberoffemaleswhichpickeduptheindicated

numberofmicrofilariaeatafullmeal

薗Rr,罰
ExpectedNo.♀ObservedClassintervalofnumberofmicrofilariae

Ⅳo―MfmeanNo.
No.per♀dissectedMfper♀―IIIII

11三3冒.8

.5

.3一軍o―冒;;享712―5142｡｡1

ずつを,多数の蚊をして,同時的に,無作為に吸引せし

めたと考えることが出来る.従って蚊の摂取仔虫数を

変量として,これに対応する蚊数を度数として得られ

た度数分布の母集団の分布型を推定することは,取り

も直さず人末梢血流中の仔虫の分布様式を推定するこ

とになる.先ず分布曲線の型を推定する手順として帝

石真に計算値を示したが　Poisson散布指数F-Ⅴ!完

はLotNo. 17でほ有意的に1に近く,従ってPoisson

分布に従うことを思わしめ, Lot N―o. 13及び11.1では

有意的に1より大きく,過大分散をしており非Poisson

型であることを示している―

1〕乱o叱No.17の場合

この場合は仔虫数が極めて少なく- 30mm中の仔虫数

が3隻程度に過ぎなかった時である―実際に得られた

数値ほ第5真に示す如く, ―Poisson型の分布に従うこ

とを思わしめ　Poisson型を想定した時の期待値と観

察値とを図示すると第1図のようになる.両者間の適

合性を#2 test　で検定すると, x冒-o｡2即となって対

応する確率は0･ワ―0.5の間にある.従って観察値は期

待値によく適合すると結論される.この♀群は5分以

内に吸血したものを直ちに麻酔し体重測定後80%アル

コールで固定したものに就いて各♀の保有仔虫数を調

べたのであるから,略同時に蚊をしてワcmmの患者紅

を吸引させたことになる.この満腹蚊群の摂取した

仔虫数がPoisson分布に従うと云うことほ,蚊が全く

仔虫の存否に無頓着に吸血すると云う仮定の下でほ,

患者の末梢血流中の仔虫の分布は全く機会的であった

と推定されるのである.

Table　3　Specification of the type of population distribution for the frequency

distribution of females havi喝taken up a varying number of microfilariae

(That is, the specification of the pattern of spacial distribution

of microfilariae in the peripheral blood stream of a carrier〕

皇t一一-一一■一一=~二~丁■二=-

一-一-子子二÷十=;I1.35

三三:_一　　三=l

o.50>a

aa享o.

o.

0.享子Fi

Fi

FI皇g.1

fi-2

fif.3

N : The number of engorged females dissected

x : Anthmetric mean number of microfilariae.

V : Unbiased estimate of variance

that is, No. Mf per female

F-V/* ; Empirical divergence coefficient of the Poisson distribution

d･壬. : Degrees of freedom

1〕 I F慧)〔o.50)-0. 993, F慧〔o. 25〕=1｣091

Specification : Poisson distribution is expected for Lot No. 17 ; Polya-Eggenberger distribution

for Lot Nos. 13乱nd ll.1
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『孟富. 1　Frequency distribution of mosquitoes

having the Indicated number of microfilanae,

when fed on a carrier having 3.3 microfiiaria亡

pのr 30 cmm blood (Lot No. 17〕

普;い家;0喜桒xpォ
pod

,25

1

1)c喜言etc
sec
潜o蔓苫

⑳　　　監　　　監

No. mf

2) Lot No･13の場合

この例は患者血5Qcmm中の仔虫数が11隻程度であっ

た時に吸血させたものであるが,罪5塞から判るように,

各満腹蚊の摂取した仔虫群の分布ほ非　Poisson　型で

―い

･F家.': 2　　Frequency distribution of mosquitoes

having七he indicated number of microfilariae,

when fed on a carrier having 10.7 microfilanae

per 30 cmm blood (Lot No. 13)

o　　1　　2　　　3　,ヰ　　　5　　　6　　　7

Number of microfilariae

Polya｢Eggenbergerの伝播分布に従うように思われる.

この分布型を想定した時の期待値を算出して,観察値

と比較したのが帯2図である･両数値の適合性を検定

すると, x冒-2.131となり,対応する確率は0･5-0.呂

の問にあり, Polya型によく適合する.軸ちこの例の

ように末梢血流中の仔虫数が3Qcmm中11隻程度にな

ると,梢末血流中の仔虫ほ機会的に分布しておらず,

集団をなしていることが窺われる.

3) Lot N臥11.1の場合

この例は患者血SOcmm中251隻と非常に仔虫数が多

かった時に吸血させた例で,節日義に示したように,

欝清　3　Frequency distribution of mosquitoes having the indicated

number o王microfilariae, when fed on a carrier having 230.5 microfilanae

=

per 30 cmm blood (Lo七No. 11｡1)

o紅9　1019　20-29　30o59　ヰ0･49　50-59, 60-69　70-79　80-89 ?0-9? 100-109 110-117
L

Number of microfilariae
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Poisson　散布指数は非常に大きく,従って前例同様

Polya型を思わしめる,実測値とPolya塑を想定し

た時の期待値とを図示すると常吉図の如く,両者の適

合性を検定する･t x冒-8.894となり,これに対応する

確率は04ワ=0｡5の問にあって,よく適合することが判

る･この例では,第1表及び第2表に示したように剖検

した満腹蚊1D8♀♀中には全く仔虫を摂取しなかった

もの〔16♀♀〕から117隻を摂取していたもの迄あって,

その脹♀によって全くまちまちの数の仔虫を摂取し

ている･このことは末梢血流中の仔虫の分布ほ大小の

集団をなしていて,蚊は只無作為に血液を吸引するが,

たまたま仔虫が全く分布していなかったり,大小の集

臣脚徐々に移動していたりするために,たまたま吸血

した蚊の摂取仔虫数に大きな開きが出来るものと判断
せぎるを得ない･

以上を要するに,仔虫の定期出現の時間的一断面に

於いて,同時的に吸血させた満腹蚊個体群の摂取仔虫

数に対応する蚊数の頻度分布から推定される母集団の

分布型ほ,末梢紅SQcmm中の仔虫数が5隻程度に少な

い時はPoisson型に従うが,仔虫数が多く(SOcmrn中

ll-231隻)なると集中型非Poisson型となりPolya-

E甜∋nbergerの伝播分布に従う.換言すると仔虫数が

非常に少ない時は人末梢血流中の仔虫は機会的に分布

しているが,仔虫数が多くなると大小の集団をなすよ

29

うになるものと思われる.

満腹蚊の摂取する仔虫数を手掛りとして人末梢血流

中の仔虫の分布様式を推定しようとする試みは既に大

蘇(1958〕によってアカイエカを使用して行なわれた

夘,著者はトウゴウヤプカを使用して全く同じ結論

に到達したことば特に興味あることであって,人末梢

血流中の仔虫がSOcmm中11隻程度以上に多くなると

集団をなす傾向が現われ,仔虫数が更に多くなると大

小の集団をなして分布するようになることを更に確認

したことになる.冗,一方,トウゴウヤプ力も又仔虫

保有者から吸血する際にほ無選択的に仔虫を摂取して

いることを明らかにしたことにもなる.

人末梢血流中で仔虫がこのような分布様式をとって

いるために,同時に同一仔虫保有者から吸血させた場

合にも♀成虫の個体による摂取仔虫数に著しい差が見

られるのである―　このことから,同時に吸血せしめた

♀群の摂取仔虫数を平均する場合には特に留意してお

かねばならないことば,採血した一定量の血液中の仔

虫数と,満腹蚊の摂取した1 ♀当たりの平均仔虫数と

は必ずしも平行的ではあり得ないと云うことである.

蚊体内に濃ける仔虫の移動

Lot No. 1看の94♀♀群は5分以内に満腹したものでI

T乱ole　4　Number of microfilariae found in various parts of the females

of Lot No. 13 fed within 5 minutes on a carrier havin琴10 7 microfilariae

per 30 cmm and reared a七24oC

一二_一十〒
】Deje cta

St―o mach

Abdomen

Thorax

Total

･i-e inヰ｢一
6 12　18　24　48　66　840　10　15　30　45

-　5　5　5　5　　5　7　7　7　7-.-.8　7　8　2　6

I　　―― ―　　　　　　　―――　　　　　――　―　―　　　　　―一　　　　　――一―――　　　　　　　　　　　―――――::ニニ←　　　　　　　　一二　　　―.:――

0　0　0　0　　　　0　0　0　0　1　0　0　い0　0　0

o,　o o
pい

0　0　0　0　0　　0　0　1　　1 1　0　0　0　0

0　0　0　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　良

T ota1

0-84

94

1

45

7

EE

7 17 14　　　　　　　　　J　耶

Remarks : Engorged砧males were kep七individually under small glass bells on glass plates

lいfor紅e st週bseqn血t examination of the dejecta王or filariae. They were killed by

two―o ten at the indicated hours after feeding and fixed in 80% alcohol and

examined later for filariae in the three parts of the body.
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個体別にガラス板上に,極小ガラス鐘内に閉じ込め鐘

を三定時問矧こ移動させることによってヲ　糞中に排耕

された仔虫を放で調べられるように計画した.これら

の蚊は吸血直後から一定時間毎に数個体(2 -10)ず

っ殺して80アbアルコ-ル中に固定し,後で胃,腹脹

及び胸部を別々に剖検して時間の経過に伴なう仔虫の

移動状況を追求した｡その観察結果ほ第4真の通りで

あるが,蚊を吸血させた当夜は患者血中の仔虫数が非

常に少なく　SQcmm中に僅かに10･7隻で, 1♀体内

で発見される仔虫数も従って非常に少なかったので,

真にほ同三時刻に殺した数個体から発見された仔虫数

の合計数を示した.

1)糞と共に排誰される借虫

吸血後2時間迄は10分, 6時間迄は50分, 12時間迄

は1時脹24時間迄は五時脹　以後B4時間迄は6時間間

隔で各♀蚊の排継物に番号を附し,染色後検鏡した所

只1♀のみから1隻の仔虫が8時間目の嚢中に排推さ

れたに過ぎなかった.この♀を15時間後に殺して体内

の仔虫数を調べた所5隻の仔虫が発見された.著者等

がアカイエカ及びネッタイイエカで同様の実験を行な

った結果によると糞中に排推される仔虫数は個体によ

って著しい変異が見られるが,一般に摂取仔虫数が多

い時は,排鞭される仔虫数が,時に,可成りに見られ

る,,養取仔虫数が少ない時ほ,排雅致も極めて少ない

ことを見ている.

トウゴウヤプカに於ける今回の実験では巽中に排推

された仔虫数は僅かに1隻であったが,摂取仔虫数が

少なかったことが排雅致の少なかった理由のように思

われる･

2)蚊体内に於ける仔虫の移動

患者の血液と共に摂取された仔虫は胃壁を貫通して

腹腔内へ脱出し(その時ほ既に幼虫である〕,更に腹

腔内を移動して胸筋内に入り,ここで始めて成長を始

めることば周知のことであるが,我が国の蚊に就いて

は,仔虫の経時的移動状況の調べられたものはない.

著者は5分以内に吸血せしめた個体群を個体別に飼

育して糞と共に排鞭される仔虫数を調べると同時に,

吸血直後から一定時間毎に数個体ずつBOプ/oアルコ　ー)V

で固定して, 4-7日間酸性-マトキシリン染色を行

ない, 12-24時間水洗後グリセリン.護国水等分液中

で,冒(血塊〕,腹脹　及び胸部に分けて9　そこに分

布する仔虫数を調べて仔虫の移動状況を知ろうと計画

した.調べた時間間隔と個体数は第4真に示した通り

であるが,既に述べたように満腹蚊が摂取した仔虫数

が非常に少なかったので,罪4表では,同時に殺して

調べた2 -10個体から発見された仔虫の合計数を示し

た･

同時に殺して固定した蚊体内で発見された仔虫の合

計数に対する各部のものの割合を図示すると第4図の

ようになる･第4表及び第4図から蚊体内に摂取され

た仔虫のその後の移動状況は次の如く要約される中

葉中に排推される仔虫ほ必ずしも吸血直後に多いと

ほ思われない･今回の実験では摂取仔虫数が少なかっ

たために排雅致の時間的関係は判らないが,排糾され

野晦･亀　　Hourly changes in percentages of micro王ilariae in three

parts of比.e body of the females, at 24-C

Time m hours
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た1隻の仔虫ほ吸血後8時間目の糞中に発見された.

胃から腹腔内-の脱ii!,は吸血後5時間目から見られ

｢24時間位すると大体に於いて脱出するように思われる.

腹腔内を移動する仔虫は,胃からの脱出の時間的関

係と大体に於いて平行し, 5時間から1日位の問は腹

腔内で移動中の幼虫が発見される.

胸部-侵入した幼虫は筋繊維内-長軸に添って侵入

するが,吸血後既に6時間目に発見され48時間後には

ぎ略全員が胸筋内に入る.

この移動状況ほ,既に述べたように蚊の保有仔虫数

が非常に少ない時の観察結果であるから,この結果か

ら直ちに摂取仔虫数が非常に多い場合のこと巷判断す

ることば出来ない.又,飼育温度が高ければ仔虫の移

効が多少早くから活発に行なわれ,低温時には遅く緩

慢に行なわれるであろうことが予想される.只,然し

糞中に排推される仔虫が吸血直後特に多くほないとす

るならば,本実験のLotNo.ll.1の場合のように60

分以内に吸血したものを2時間以内に塗抹した場合に

も糞中への排沖数は極めて僅かであったと考えてよさ

そうである.

摘　　　　　要

1)トウゴウヤブカAedes togoiの♀成虫をWuchereria

bancroftiの仔虫保有者から吸血させ,蚊の摂取する仔

虫数を手掛りとして人末梢血流中の仔虫の分布様式を

推定した.又,蚊の摂取した仔虫の糞中への排泄,蚊

体内での移動状況を調べた.本実験は1962年4月から

1963年11月迄の間に行なった.

2)同時に同一仔虫保有者から吸血させた満腹蚊個

体群の各々が摂取した仔虫数は,末梢血の一定量ずつ

を蚊をして吸引せしめた時の仔虫数と考えられるから,

この一定量ずつの血液量中の仔虫数を手掛りとして人

末梢血流中の仔虫の分布様式を推定することが出来る.

そこで満腹蚊の摂取仔虫数を変量として,これに対応

する蚊数を度数として得られる度数分布曲線の母分布

凾数の型を推定してみると,患者血30cmm中の平均仔

虫数が3.3隻程度に少ない時にはPoisson分布に従い,

末梢血流中で仔虫は全く機会的に分布しているが,

平均仔虫数が10.7或るいは230.5隻と多い場合には

Polya-Eggenbergerの伝播分布型に従い,末梢血流中

の仔虫は大小の集団をなしているものと推測すること

が出来る.

3)蚊によって摂取された仔虫は,一部は糞と共に

排泄され,大部分は胃壁を貫通して腹腔内に脱出し

(この時は既に幼虫である),更に腹腔内を移動して

胸筋内に侵入する.今回の実験では仔虫数の非常に少

ない患者から吸血させ,従って蚊の摂取仔虫数が極め

て少なかったので正確を期し難いが,吸血後蚊を24℃

で飼育した場合の,仔虫の排泄及び移動状況は大体に

於いて次のように要約される.

糞中に排泄される仔虫は必ずしも吸血直後が多いと

は考えられない.今回の実験では,1隻の仔虫が吸血

後8時間目に排泄されている.

胃壁を貫通して腹腔内へ脱出するのは吸血後3時間

目からみられ,24時間位の間に終るように思われる.

腹腔内を移動中の幼虫は胃からの脱出の時間と関連

して見られる.

胸筋内への幼虫の侵入は吸血後6時間目頃からみら

れるが,6～12時間の間に活発となって略48時間位で

終るようである.
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Summary

Experiments were carried out (1) to specify the type of population distribution of bancroftian

microfilariae in the peripheral blood stream of a carrier, through the number of microfilariae

taken up by females of Aedes togoi fed simultaeneously on a carrier, and (2) to trace the

movementof microfilariae after their being taken up by the female.

(1) Through the sample frequency distributions of females having varying number of

microfilariae (Table 2), the population distribution functions are specified (Table 3) with the

results that a Poisson distribution is significantly expected in Lot No. 17 (Fig. 1) fed on a

carrier having only 3.33 microfilariae in his 30cmm blood; and that Polya-Eggenberger distri-

butions are significantly expected in Lot No. 13 (Fig. 2) and No. 11.1 (Fig. 3) fed respectively

on carriers having 10.67 and 235.50 microfilariae.



トウゴウヤプカの摂取するフィラリア仔虫の数とその移動　　　　　　　　　　35

Assuming that mosquitoes took a part in taking out a lot of certain amounts of peripheral

blood of a carrier at the same time, then the type of population distribution function

specified as above can be taken to show the pattern of spacial distribution of microfilariae

in the peripheral blood stream of the carrier at the time of feeding.

(2) Some of microfilariae taken up by the female will be discharged together with her

droppings, while most of them penetrate the wall of the stomach and migrate into the muscle
of the thorax.

In this experiment, one microfilaria was found in a dropping of a female 8 hours after

the infective blood meal (Table 4).

The escape of microfilariae (now larvae) into the abdominal cavity begins 3 hours after

the feeding and lasts till 24 hours after.

Larvae begin to be found in thoracic muscles from 6 hours after the feeding and appear

to finish in migrating into the thorax by the end of 24 hours (Fig. 4).

Received for publication February 7, 1964


