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蛍光染色によるマラリア原虫の研究
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Summmとy: The relationship between the shape and nuclear DNA contents of malarial 

parasites of P. vivax (Pv) and P. falciJうarum(PO by microfluorometry on fluoro也tainedthin 

blood films was studied in order to establish the usefulness of the method for simple and 

rapid diagnosis of malaria. In brief， thin blood films were prepared from 5 cases with PV 

malaria and 3 cases with Pf malaria， fixed with methyl alcohol and stained with 4'， 

6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPD. DNA contents were expressed in 

arbitrary fluorescence units(FU} When the average nuclear DNA contents of human 

mature granulocytes were 100.6 FU， those of ring form malarial parasites(R) were 1.1 FU 

and there was no significant difference of these value between Pf and Pv. As the FU of R 

was haploidC1 C) value， DNA contents of trophozoites of Pv were increasing in proportion 

to development， but up to 2 C. Referring to DNA contents， the observation of the shape of 

Pv parasites revealed that some of the so】cal1edmature trophozoites had more times DNA 

contents than haploid value. Therefore， these parasites were newly named "immature 

schizonts ". Schizonts with 2 nuclei showed 2 C DNA contents， while the number.of nuclei 

was directly proportional to the DNA contents in the schizonts with 3 nuclei or more. 

Macrogametocytes(MG) and microgametocytes(mG) of Pv and Pf had more DNA con戸

tents than those of R value and mG of Pv had 1-6 times as much DNA value as R， probably 

reflecting various stages of DNA synthesis up to octoploid(8 C). Nearly all young 

gametocytes of Pv and Pf had the diploid(2 C) value of DNA. Exflagel1ating microgametes 

of Pv showed the haploid value. The observation of periodical1y-sampled blood smears 

from a case with Pv malaria revealed that the number of gametocytes increased with 

decrease of counts of asexual forms， and decreased with increase of counts of asexual forms 

before and after the treatment. Additional1y， DAPI staining revealed a decrease in DNA 

contents in the Pf parasites of crisis form in the patients with high IFA titer. Thus， for the 

better understanding of malarial parasites， critically needed is not only pure morphological 

information but also cytochemical data such as nuclear DNA contents in the parasites 

Index Terms 

malaria (Plasmodium vi間以 Plasmodiumfalciparum)， 4'， 6-diamidino戸2-phenylindoledihy目
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drochlorideCDAPI)， f1uorescence dye staining， DNA contents， microfluorometry， crisis 

form 

緒言

マラリアはマラリア原虫の赤血球内寄生増殖に起因す

る急性熱性疾患である. ヒトのマラリアの原因となるマ

ラリア原虫としては，熱帯熱マラリア原虫(Plasmodium

falcかarum， Pf)，三日熱マラリア原虫(Plasmodium

VlVιX， Pv¥卵形マラリア原虫(Plasmodiumovale， Po) 

および四日熱マラリア原虫(Plasmodium malariae， 

Pm)の4種が知られている.このうち Po，Pm によるマ

ラリアは稀で，ほとんどはPfおよびPvによる.Pvによ

る三日熱マラジアは再発を繰り返す危険性があるものの，

重症化することは少なく良性マラリアと呼ばれる.一方，

Pfによる熱帯熱マラリアは悪性マラリアと呼ばれ，脳障

経時的形態変化を観察したが，この過程でマラリア診断

を容易にする原虫核形態のアトラスの必要性と核DNA

量の変化に注目検討した.そこで，臨床材料にて当法に

よる Pvおよび Pfの環状体Cringform)とその生殖母体

(gametocyte)， Pvの栄養体Ctrophozoite)，分裂体

(schizont) ，および生殖体(gamet巴〕の形態を詳細に観察

し，その形態と核相対 DNA量の関係を個々のマラリア

原虫について検討した.また Pfにおいて，何等かの宿主

免疫機序により生じるとされる変性環状体Ccrisisform) 

の形態と DNA量との関係をも検討したので，その結果

を報告する.

材 料 と 方 法

害，腎障害， DICなどによる多臓器障害を合併し，適切 〔検体〉

な治療が遅延すると死の転帰を取る.本邦におけるマラ

リア例で、は非常に稀な例を除いて，ほとんど全て海外か

らの輸入例である.世界的には，今なお，最も重要な感

染症のひとつで年間 100万にものぼる死亡者が経験され

ている 1-4).加えて本邦例にも死亡例が経験されている現

状5-12)では，国際協力の立場のみならず，本邦での臨床の

立場からもマラリアの診断を疎かにすることは出来ない.

マラリアの確実な診断は血液塗抹標本上でマラリア原虫

を証明することであり，この目的にはギムザ染色法が一

般化されている 13-15). 当法はマラリア診断法として，疫

学，臨床両者にとって今後とも標準法とされるが，マラ

リア原虫検索には，ある程度の時間と熟練を必要とする.

疫学の場では，より迅速簡便かつ確実なマラリア診断法

が真剣に求められている 16-18) 臨床の場にあっては，時

間的要素はさほど重要とはされないが，迅速簡便に越し

たことはない.最近の本邦医療従事者中にはマラリア診

断の経験者が少ないので，診断にあたって熟練者を求め

ることが難しい現状では手技の簡便さが重要である.特

に寄生赤血球数Cparasitemia)の著しく少ない場合や，

臨床では治療後の治癒判定にあたって，簡便な方法が歓

迎される.筆者はこの観点から迅速簡便なマラリア診断

法として DAPI染色法を先に紹介報告し191臨床的に応

用してきた. 4'， 6 -diamidino-2 -phenylindole dihy悶

drochlorid巴(DAPI)20)は二重鎖DNAと特異的に結合す

る蛍光色素である 21). 従って当法では染色された原虫核

からマラリアを診断することになる.本研究では，まず

DAPI染色により sulfamonomethoxin巴投与時の Pvの

1)三日熱マラリア患者 5名(日本人 2名，インド人

l名，タイ人2名〉および熱帯熱マラリア患者 3名〔日本

人2名，タイ人 l名〉より得た末柏、血塗抹標本を検体とし

て使用した.タイ人例は現地で経験した土着急性マラリ

ア例で，他は輸入例であった.Pvの経時的形態観察には

インドよりの輸入三日熱マラリア症例(症例1)の血液標

本を用いた. Pfのcrisisformの研究では，タンザニア

よりの輸入熱帯熱マラリア症例〔症例 2および症例 3)の

血液塗抹標本を使用した.

2)実験材料採取に用いた主な症例の概略

症例U1 : 28才，男性，宗教家.インドから帰国後発

熱，発症 3日目に三日熱マラリアと診断され入院.入院

時三日熱型の悪寒戦傑を伴う高熱発作(40.90C)を認め，

肝 1横指，牌 0.5横指触知.検査結果CTabl巴1)で，血小

板著明に減少. parasitemia 2，592/μlでPvの各期の原

虫を認め， CRP強陽性. LDH高値，ハプトグロピン低

値.入院後 30時聞にわたり無治療にて，さらに sul

famonomethoxine(M錠〉を単独投与し，血液塗抹標本

上のマラリア原虫の形態学的変化を経時的に観察.M錠

投与後も連日発熱発作を繰り返し;SP合剤Csu!fadoxin巴

500mg十pyrimethamine25 mg)投与により解熱し完治.

症例 2: 29才，女性，研究者の妻.

主訴発熱発作

家族歴・既往歴.特記事項なし

現病歴:1982年 10月一1984年 9月の 2年間チンパン

ジー研究の夫に同行してタンザニア国カソゲ(タンガニ

カ湖畔〉に滞在した.この間，マラリア予防内服として
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MP合斉U(sulfamonomethoxine250 mg + pyrimeth- コレステローノレ{直低下. LDH高値，ハプトグロピン低

amine 12目 5mg)2錠/週または chloroquineCl50mg 値，総ピリノレピン高値.parasitemia 39，000/μlでPfの

bas巴)2錠/週を規則正しく服用していたが，蚊に刺され ring form，幼若生殖母体Cimmaturegametocyte)を認

ることが多く，都合 5回発熱発作を来たし，その都度 MP めた.外来加療にて， SP合剤(2錠x3日間〉に DOXY

合剤に chloroquineを併用し軽快していた.帰国後マラ (200 mg/日X10日間〉を併用， primaquine(15 mg/日×

リア予防内服を打ち切ったところ， 1984年 10月 20日 14日間〉を追加し根治固 IFA値は Pv抗体陰性， Pf抗体陽

11月l日に発熱(37.80C)した.自己加療後，受診したが 性〔治療前 2カ月目 256倍 3，4カ月目 64倍).

マラリア原虫陰性で放置観察された.同年 11月 24日よ 〔方法〉

り再び悪寒を伴う微熱を来たし， 26日に至りマラリア原 1)薄層血液塗抹標本の作製

虫が発見され，翌日入院となった. 全ての標本は，採血後直ちに通常の方法に従い薄層血液

入院時現症:体温 36.80C，頭痛，倦怠感あるも，貧 塗抹標本として，メタノーノレで 5分固定後，デシケ-3<

血，黄痘なく，下痢を認めない.意識清明で神経学的異 内で 40Cの冷暗所に保存し，要に臨み室温に戻し使用し

常なし.心肺正常.肝牌腫を認めず，表在リンパ節腫脹 た.準備実験にて差異を認めなかったので標本作成に当

なし.下肢に痔疹を認めるも出血傾向なし たり無蛍光ガラスは使用しなかった.

入院時検査結果:Table 1に示すごとく，血液学的に 2) DAPI染色法

著変を認めない.末梢血にマラリア原虫を認めるものの a)試薬として以下の 2種を用意した.

その数は多くない. CRPは陰性で，出血傾向を認めな ①蛍光分析用特製試薬 DAPI(NACALAI TESQUE， 

い.肝機能・腎機能など著変なく，溶血を示唆する所見 INC. Kyoto， ]apan)を蒸留水で溶解し， 1μg/mlDAPI 

も無かった.また便潜血陰性，寄生虫卵を認めず，尿異 液を作成して冷暗所に保存した.

常所見なく，胸部レ線像， ECGとも正常範囲で，エコー

上，肝，牌， w草に異常を認めなかった.

入院後経過:熱型は午後に 3TC台に体温上昇するも，

発作感を自覚せず，軽い頭痛以外の訴えもなく経過した.

ring formの形態のみからは種の同定困難であったが，

入院後3日目に Pfのgametocyteが発見され，診断が確

定した.同日，再燃から 7日目より sulfamonomethox-

ine2 gを60時間内に 6回投与，さらに QT療法(qui

nine l.5 g/日x4日間と doxycycline，DOXY 200 mg/ 

日x8日間〉を加え，引き続き primaquine(15mg/日x

14日間〉を投与して治療を終了した.解熱時聞は 84時間

(QT療法後では 12時間)，原虫消失時聞は 120時間(QT

療法後では 36時間〉と，有意な parasitemiaの減少を認

め，症状改善し軽快退院した.その後外来にて同様の治

療を 1!lーノレ行い，再燃を見ず完治したと判断している.

間接蛍光抗体法(IFA)にて，入院時血清は Pv抗体陰性，

Pf抗体 1，024倍と高値で，その後 1985年 3月まで同値

は256倍の高値を持続し 6月に至り 16倍に低下した

(Fig. 1).またグロロキン感受性テストで，本例 Pfは耐

性を示さなかった.

症例 3: 35才，男性，人類学者.予防内服として chlor-

oquine(150 mg bas巴)2錠/週を規則的に服用.タンザニ

アにて発熱発作を来し chloroquineを服用後解熱して帰

国.帰国後再度 39.80Cの発熱を来たし来院.受診時体温

38.10C，咳国主，倦怠感，食欲不振，下痢を認める.検査

結果(Tabl巴1)で，血小板著明に減少. CRP強陽性，総

Table 1. Summaries of case 1， 2 and 3 

Case 2 

Age， Sex 28y. o. M 29y. o. F 35y. o. M 

Nationality J apanese J apanese J apanese 

Malaria PV Pf Pf 

Parasitemia CIμ1) 2，592 461 39，000 
(%) 0.048 0.012 。目77

IFA titer nd* 1，024 256 

RBC (x10'/μ1) 540 384 504 

Hb (g/d1) 16.2 11.6 15.1 

PLT (x10'/μ1) 7.4 16.4 3.2 
明TBC CIμ1) 4，000 4，500 4，300 

Eos (%) 0 l 1 

Neutro (%) 79.5 77 67 
CRP (mg/d1) 6.3 (-) 20.1 

Glucose (mg/d1) 108 94 106 
T. Chol. (mg/dl) 153 148 108 

T. P. (g/dl) 6.9 7.2 5.9 
Alb (g/dl) 3.8 3.9 3.4 
LDH (IU) 734 330 1，501 
Hpt (mg/d1) 4.0 127.5 nd 
TB (mg/dl) 0.9 0.7 2.8 

GOT (IU) 40 17 61 

GPT (IU) 32 19 54 
AI-P (BU) 1. 7 0.8 2.3 
BUN (mg/d1) 17.6 8.4 15.6 

Cr (mg/d1) 0.9 0.7 1.2 
Fbg (mg/dl) 430 300 450 

FDP 〔土〕 〔一〕 〔ー〉

行ld;not don巴
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Fig. 1. Clinical course of Case 2. 
This was a case with P. falc争arummalaria in a 29 year-old ]apanese female who was thought not to 
get seriously ill because of h巴rhigh malarial antibody level目 Sh巴 wasadmitted to the hospital in 
Nov巴mb巴r1984， suff巴ringfrom low grade f巴ver.For two years before admission she had be巴nin 
Tanzania. And sh巴hadgotten malarial febrile attack five times Ccf. upp巴rgraph). On admission， her 
body temp巴ratur巴 was36.8'C and an巴mia，jaundice， bleeding tendency， neurological abnormality and 
h巴patosplenomegalywer巴 notfound. Malarial parasitemia was 461/mm3 and it was too difficult to 
make a differential diagnosis from morphological findings of th巴intraerythrocyticparasites as many of 
these ring forms wer巴 degeneratedCcrisis form). Pf gametocytes wer巴 discover巴d3 da ys after 
admission， and remained without progression of symptomes Ccf. middle and lower graphs). The high Pf 
malarial antibody titers CIFA， 1024-256) w巴recontinued for about 3 months， although she was cured by 
administration of sulfamonomethoxin巴， quinine， doxycyc1ine and primaquine Ccf. upper graph). 
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② 1%2 メノレカプトエタノーノレ(2-ME)液を蒸留水

または燐酸緩衝液(PBS，pH 7.2)で調整した.

b) DAPI染色

メタノーノレ固定した血液塗抹標本を lμg/mlDAPI液

にて 15分間染色し，水洗風乾後，蛍光減弱防止液22)とし

て2-ME 1滴を滴下し，カバーグラスをかけ，直ちに蛍

光観察を開始した.

3)蛍光観察および核 DNA量の測定

ニコン落射型蛍光顕微鏡にて， UV励起し 420nmの

吸収フィノレターを用いて観察し，写真撮影した.要に臨

み可視光を併用した.

原虫形態を観察するにあたっては，その核相対 DNA

量を参考にした.標本中の原虫核相対 DNA量は，ニコン

顕微測光装置 P-1にて測定し，蛍光強度(FU)として表

記した.バックグランドの影響を避けるために，核の大

きさに合わせてその都度，径 O.lmmおよび 0.2mmの

測光絞りを選択した.FUは任意の値であるが，ヒト好中

球の核 DNA測定値より補正し，マラリア原虫 ring

formの核DNA値c1C)を 10FUiこ近似させる様に調

整した.なお Pfのcrisisformの研究にあたっては同値

を40FU ~こ調整した.この過程で，ヒト好中球とマラリ

ア原虫 DNA比が理論値を大きく外れる測定値は，標本

作製上の変性などの何等かの付加的因子を考慮して，実

験に適さないものとして除外した.

4)ギムザ染色法

同一症例同一時期の標本の 1枚，およびDAPI染色後

の標本の一部をギムザ染色して同時に観察し DAPI染

色に際する形態分類の参考にした.

染色手技は通常法に従い， PBS(pH 7.2)にてギムザ染色

液(メノレク〉を 10倍希釈したものを使用して 20分染色し

た.DAPI染色後の標本ではカパーグラスを除いて， PBS

(pH 7.2)にて洗浄後染色に供した.

5) Pv赤内型原虫の経時的形態観察

症例 lでは入院後，治療前後に都合 22回の経時的採血

を行い，血液塗抹標本上のマラリア原虫の形態学的変化

をギムザ染色およびDAPI染色で観察したが，初期の実

験のため原虫核相対DNA量は測定出来ていない.

6)統計処理

統計処理には MEDICALPLANII， Ver.2.00(MED 

ICAL. 1. F. Co.: Ltd.)を用い， T検定を実施した.

結 果

DAPI染色像ではマラリア原虫核が青白色に輝き，従

来法のギムザ染色では見落とす危険性のある倍率での観

察でも容易に識別可能であった.蛍光観察時に可視光観

察を併用して，原虫の赤血球内寄生を確認すると共にそ

の細胞質の形態を観察した.臨床材料には PVの各発育

期の赤内型原虫が出現するが， Pfでは通常 ringformと

gametocyteしか認めないので，その範囲での観察とな

った.実験は以下の 5シリーズに分けて検討した.原虫

の発育段階の鑑別には，核形と細胞質の形態のみならず，

核相対DNA量を参考にして総合的に判定したが，初期

の実験であるシリーズ1)では核 DNA量測定は行って

し、tt.¥'、.

1) Pvの経時的形態変化の観察

PVの経時的形態観察〔症例1)では， parasit巴miaは

2，592/μlから発熱発作後 12，595/μlに増加し，次回発熱

時まで波状の増減を繰り返したが，ほぼ一定の値を維持

した.治療前で無性原虫は，まずringformが増加し，

その減少と共に栄養体(trophozoite)が発育し，次回発熱

発作直前に分裂体(schizont)が出現した.サノレファ剤投

与後の parasitemiaは連続的な減少傾向を認め，特に無

性原虫の減少が著明であった.生殖母体(gametocyt巴〕

は，治療前後とも，無性原虫の減少時に増加，増加時に

減少するという興味ある像を示し，サルファ剤投与後で

は， 258/μlから 5，256/μlと著増した((Fig.2). この間

のring form， trophozoite， schizont，娘原虫(mer.

ozoite)およびgametocyteの核 DNAのDAPI染色態

度は興味ある DNA量の変化を示唆するもので，以下の

実験への端緒となった.

2)ヒト成熟好中球とマラリア原虫との核DNAの関

係

ヒト成熟好中球の核 DNA実測値を 100FU ~こ近似さ

せた場合，その核相対 DNA量は 100.6士10.5FUC120. 7 

62.9)(n=5のであり，この時のマラリア原虫ringform 

(R)の核相対 DNA量は1.1土0.3FU(0.5-1.9) (n = 

110)であった.また PVでは 1.2:t0. 2 FU(1.0-1. 9) (n二

54)， Pfでは1.0士0.3FU(0.5-1.8)(nニ56)の値を示し

た.すなわち基本となる 1マラリア原虫あたりの核

DNA量はヒト成熟好中球のそれの 1.1/100で，マラリ

ア原虫の種間に差を認めない結果であった.

3) Pvの環状体，栄養体および分裂体の観察

原虫形態と核相対 DNA量測定結果は一括して表に示

した(Table2). 

Pf， Pvとも，その ringform(R)は円形ないし類円形

の核を有す.時に馬蹄型を呈することもあった(Plate1 

a， b，c， 2-a， b， c). Pvで， Rより細胞質が変形しかっマ

ラリア色素を持たないものを幼若栄養体Cimmaturetro】

phozoite， iT)，細胞質がアメーパ状に変形し，マラリア

色素(hemazoin)を持ち，核がやや大型化し，いびつ化し
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Fig. 2. Parasit巴miaand differ巴ntialcounts of parasites observed in periodi 
cally sampl巴dblood smears from a case with P. vivαx malaria 

after treatment before treatment 

Table 2. The shap巴 andnuclear DNA contents of P. vu似

10.3士 2.0*(8.0-16.0) nニ 39
11.2土 2.3( 8.1-22.0) n=80 

15目8::t2.4 00.2-21.5) n=76 
28.7士 5.508.9-37.5) nニ 19

101. 6土51.1(45.5-225.0) n=19 
77.9士31.7 (26.0-160.8) nニ 42

Ring form 

immature Trophozoite 
Trophozoite 

Schizont (2 nuclei) 
Schizont (3 nuclei or more) 

Immature Schizont 

*mean土SDfluoro unit (FU) 

び核形態の著しく変形したものを分裂体(schizont，S)と

したが，この内著しい核形態変化を伴うものを，核 DNA

測光の結果を考慮し未熟分裂体Cimmature schizont， 

iS)とした.いわゆる成熟分裂体(matureschizont， S)で

は娘原虫(merozoit巴〉がロゼット状に配列し美しく輝い

た(Plate1-f， h寸， 2-f， g， j). その核相対 DNA量は 2核

の分裂体で 28.7:t5. 5 FU(nニ 19)と，ほぼ理論通りの

diploid( 2 C)の値を示し， 3核以上の分裂体では総平均

たものを栄養体(trophozoite，T)とした.栄養体は空胞

を持ち変形の著しいものから大型で生殖母体に似た形態

のものまで形状変化に富むが，核はほぼ同ーの大きさと

形態を持つことを特徴とした(Plate1-d，巴， 2-d，e，g). そ

の核相対 DNA量を， RのFU(10.3土2.0)(n=39)を基

準に検討するに(Fig.3)， Tで 15.8士2.4FU(nニ 76)，

iTでは 11.2士2.3FU(n=80)とその変化は少量であっ

たが，成熟に従い DNA量は増加していた.2核以上およ
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1C 

DNA contents 

Fig. 3. Frequency distribution of DNA contents of P. vivax in each asexual 
developing stage. 

DNA contents were express巴din arbitrary fluorescence unit (FU). 
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値が 101.6土51.1FU(n二 19)となり，核数に比例する

DNA量の増加を示した(Fig.4).しかし未熟分裂体CiS)

のそれは 77.9土31.7 FU(nニ42)とばらつきが大きく，

複雑な様相を量し，形態と DNA量の間に相関を見いだ

し得なかった.未熟分裂体は従来のギムザ染色による分

類上栄養体に属する形態の原虫を含むが， DNA量から

は数回の分裂を示唆するもので，これまでとは異なった

基準により未熟分裂体とした.

4) PVおよび Pfの生殖母体(gametocyte)とPvの生

殖体(gamete)の観察

原虫形態と核相対DNA量測定結果は一括して Tabl巴
R=0.71 
pく0.001
n =38 

10 

Number of nuclei 

Fig. 4. Correlation betw巴巴nnumber of nuclei and 

DNA contents in P目 vivaxschizonts. 

20 

-• h-'・・・・・・・
。。

あった.幼若生殖母体Cimmaturegametocyte， iG)は，

小型で比較的円形の細胞質と十分量の hemazoinの存在，

および核が l核であることにより認識されるが， Pvでは

雌維を判別することが困難であった(Plate1-m， 2-m). 

その DNA量は 20.9土4.2FU(n=l1)で， 2 Cが主体と

考えられた.

3および Fig.5に示した.

Pvの雌性生殖母体(macrogam巴tocyt巴， macroG)と

雄性生殖母体(microgam巴tocyte，microG)とは原虫の

大きさおよび被の位置により区別可能で， macroGは大

型で類楕円形，核は辺縁に濃縮して類円形に輝き， ml~ 

croGは少型類円形，核は中央に分散して種々の形態に染

まる.両者とも hemazoinが細胞全体に黒色の影として

明瞭に散見される(Plat巴1-k，1， 2-k， 1).その DNA量

はRのそれ(10.1士1.4FU， nニ77)より大で， macroG 

では 15.8土6.2FU(n=40)，microGは29.0:tl6.8FU 

(n =30)であった. microGの核DNA量は 11.6-67.8

FUで， 1 C-6 Cに広く分布することを示唆する結果で
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P. falciParum 

10.1士2.6
( 5.6-15.8) n=19 

16.6士4.2
( 9.5-22.1) n=10 

15.3士4.7

(10.6-25.7) nニ 16

Table 3. Th巴 shapeand nuclear DNA contents of 

malaria parasites 

P. vivax 

10.1:t1.4* 

( 6.2-13.3) n=77 

15.8土6.2

( 7.7-35.0) nニ40

29.。土16.8

(11.6-67.8) nニ 30

20.9土4.2
(16.2-28.1) nニ 11

Ring form 

macro Gametocyte 

micro Gametocyte 

19.0土2.9
(15.9-23.3) nニ8

20.6士8町1

(10.8-38.5) n=11 

immature Gametocyte 

macroG 

microG 

11.2土2.7
(7.3-16.2) n=29 

*mean士SDfluoro unit (FU) 

micro Gamete 

Eコ同唱 form(n=19) 

仁コ immaturemacro Gametocyte (n= 8 ) 

lillIT] imm山 remicro Gameto叩 e(n~1 1) 

亡コ macroGametocyte (n= I 0) 
ITIillill micro Gametocyte (n=16) 
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PfのiGは比較的小型の類円形の細胞質でh巴mazomが

散在する特徴を有し，核 DNAの状態は成熟生殖母体と

同様で，雌性幼若生殖母体(macro-iG)と雄性幼若生殖

母体(micro-iG)との区別可能で、あった(Plate1-p， q， 2 

p， q). その DNA量は macro-iGで 19.0:t2.9FU(n= 

8)， micro-iGでは 20.6:t8.1 FU(n= 11)と，両者とも

Pv同様 2Cを主体とするグループと考えられた.

exflagellating microgamet巴は Pvで観察され，紐様

Pfでは， macroGとmicroGとをその核 DNAの濃縮

状態により区別した.すなわち両者とも半月体の細胞質

を持ち，核はその中央に位置するが，その核は macroG

では濃縮して類円形の形態を， microGでは散在して不

整の形態を示した(Plat巴1-n，0， 2-n， 0). その DNA量

は， Rのそれ(10.1土2.6FU， nニ 19)より大であるが，

macroGで 16.6土4.2FU(n=10)， microGでは 15.3士

4.7FU(n=16)と，雌雄聞でほとんど差を認めなかった.
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でその中央に類円形の核を有した(Plate1-r，2-r).その

核 DNA量の測定では， 11.2土2.7FU(n=29)とhaploid

c1 C)であることを示す結果であった.

5) Pfの変性環状体(crisisform)の観察

crisis formは赤血球内寄生原虫中，症例 2CHT株〕

で， 38.8 %に，症例 3(MO株〉で 51.7%に認められ， 1 

方， コントローノレとしたタイ例(T6-1株〕の標本上の

それは1.2%であった.その核は，時に核内空胞を持ち，

環状， V字型，棒状など種々に変性していた(Platel-s-

u，2-s-u) 期待に反して， crisis formの変性した核の各

N 

25 

20 

15 

10 

T 6-1 strain 

N=85 

(40.5:1:5.1) 

博 之

形態と，その DNA量との問には有意の差を認めなかっ

た.標準型ringformの核 DNA量は， コントローノレの

T 6-1株で 40.5士5.1FU(n=85)， HT株で 40.7士6目2

FU(n二 63)，MO株で 39.9士3.7FU(n=72)と 3者と

も，ほぼ近似した値を示した.一方 crisis formの核

DNA量は， MO株では 39.4土5.2FU(n=77)で，標準型

とほぼ同レベノレであったが， HT株では， crisis formの

それが 33.5士6.9FU(n二 40)と，標準型のそれ(上記

40.7土6.2FU)よりも有意に低かった(P< 0.001) (Fig 
6). 

HT strain 

N=63 

(40.7土6.2)

MO  str副 n

N=72 

(39.9:1:3.7) 

30 35 40 45 50 55 FU 25 30 35 40 45 50 55 FU 

N 

15 

10 

HT strain 

N=40 

(33.5土6.9)

N 

20 

15 

Standard form 10 
「ー可 J 

I I I ~、/〆， ， Iピ'， ， I ， ， ， 
I I ， I 

a園、

0 

MO strain 

N=77 

(39.4土5.2)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 FU 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 FU 

Fig. 6. Nucl巴arDNA contents of crisis form. Upper graphs show the distribution of 
DNA contents of standard ring form， and lower of crisis form. Strains of T6-1， 
HT and MO are P. falc妙。rumparasites se巴nin the smears of control case， 
Case 2 and Cas巴 3，resp巴ctively.FU is arbitrary fluorescenc巴unitindicating 
nucl巴arDNA contents of each parasites 
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Plate 1. Various shapes of P. falc妙。rumand P. vivax stained by DAPI fluorescent method 
a， b， n-q， s-u; P. falcilりarum.c-f， h-m， r; P. vivax. a-c; Ring form. d; Immature trophozoite 
巴;Trophozoite. f; Immature schizont. h; Schizont (2 nuclei). i， j ; Schizont. k， n; Macrogametocyt巴
1， 0 ; Microgametocyte. m; Immature gametocyte. p; Immature macrogametocyte 
q; Immature microgam巴tocyte.r; Exflagellating microgamete. s-u; Crisis form. 
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Plate 2. Various shapes of P. falciParum and P. vivax stained by Gi巴msamethod. 
a， n-q， s-u; P. falciparu問.b-g， j-m， r; P. viむax.a-c; Ring form. d; lmmatur巴 trophozoite
e; Trophozoite. f; Immature schizont. g; Schizont and trophozoite. j ; Schizont目

k， n; Macrogam巴tocyte.1， 0 ; Microgam巴tocyte.m; Immature gametocyte 
p; Immature macrogametocyte. q; Immature microgam巴tocyte.r ; Exflag巴llatingmicrogam巴te
s-u ; Crisis form. 
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考 掠
Jヨミ

細胞核 DNA染色は個々の細胞の形態と同時に核

DNA量の変化を知り得るため， ヒト血液細胞の研究な

どにも応用されている23-30)，原虫核 DNA染色の目的で

は，フォイノレゲン染色31)，アタリジンオレンジ32-34)，

Hoechst 3325835)および 3334236りそして DAPp7，38)等が

使われている.いずれも室温で実施できるし， フォイノレ

ゲン染色以外は，その手順も簡単かつ短時間で、終了する.

蛍光顕微鏡を必要とするが，その蛍光ゆえに観察が容易

で，慣れればマラリア原虫の鑑別も可能であり，十分臨

床およびフィーノレドで応用できる.最近ではキット化さ

れた方法もあり 17)，その有用性が報告されている16-18).

コスト面でも DAPI染色は従来法のギムザ染色と比較

して 2分の lと廉価であることが判かった問， DAPI染

色の原法37)では固定にエタノーノレを使用しているが， メ

タノールで十分間で、あり，無蛍光ガラスを使用する必要

もなかった.

DAPI染色による原虫形態を観察するにあたり，その

核相対 DNA量を参考にすることは非常に有意義であっ

た， DAPI染色像ではマラリア原虫核が青白色に輝き従

来法のギムザ染色では見落とす危険性のある倍率での観

察でも容易に識別可能である 19)，蛍光観察時に可視光観

察を併用することにより，赤血球内寄生を確認すると共

に細胞質の形態もある程度観察可能であり，原虫の発育

段階を鑑別し得る.この鑑別に当たり，核相対 DNA量の

知見が必要となる.

ヒトのゲノムサイズ， C値(Cvalue)は成書によれば

3，2 X 109basepairs(bp)とされる叫一方， Cornelissenら

(1984)4りはフオイノレゲン染色と microfluorometryによ

り， ヒト 21番染色体を内部対象として P.berghei(Pb) 

のsporozoiteの核 DNA量を 27.4:t1. 5 X 10-15gとし

た， Janseら(1984)4町は，この値を 2，5X 107bpと計算

し， Hoechst 33258または 33342染色と flowcytometry 

法による観察で Pb，Pf， PVのhaploid(1 C)期の核

DNA量に差がないことから， Pf， PVのゲノムサイズも

2，5X107bpであるとした.また Janse& Mons(987)の

総説叫tこよればマラリア原虫のゲノムサイズは Pfで1

3 X107bp， Pvで2，5X 107bp， P. knoωlesiで1.9X107

bp， P. yoeliiで 1，5X 107bp， Pbで 2，5-4，8X107bpと記

載されている.仮にマラリア原虫のゲノムサイズを 2，5

X 107bpとするならば， diploid( 2 C)のヒト好中球の

FUを100に近似させた時，マラリア原虫の FUが 0，4

と成るはずであるが，実際の測定値は1.1土0，3FUとそ

れよりも高値であった.我々の測定値より換算すると，

マラリア原虫の C値は 7，0X 107となる，ring formの核

相対 DNA量が Pvおよび Pfで同ーの値を示した点は，

基本的にマラリア原虫の種聞に DNA量の差がないこと

を示している42，43)

DAPI染色による Pvおよび Pfの形態を詳細に記載

したものはなく，その意味で本研究は，今後の活用が期

待され，意義あるものと考える ringformを基準にし

て，細胞質の変形，マラリア色素の有無により幼若栄養

体，栄養体を区別した.ギムザ染色像での分類が基本に

なるが，栄養体を，核がほぼ同ーの大きさと形態を持つ

ものに限定し得たのは，分裂体への連続した核形変化と

その DNA量を観察出来た結果によるものである.すな

わち，従来のギムザ染色による分類上，栄養体に属する

形態のものでも，著しい核形態変化を伴うものは複雑な

様相を呈し，この形態と DNA量の聞には，何ら相関を見

いだし得ず， DNA量からは数回の分裂を示唆する結果

であった. したがって，これまでとは異なった基準によ

る未熟分裂体なるカテゴリーを設けることにした， 2核

の分裂体が，ほほ理論通りの diploid(2 C)の値を示し，

3核以上の分裂体は核数に比例する DNA量の増加を示

した点、は他の報告を裏ずけるものである44)，

Pv， Pfとも，その雌性生殖母体と雄性生殖母体とは原

虫の大きさ，核の位置および染色性により区別可能であ

った.幼若生殖母体は比較的小型で十分量のマラリア色

素の存在，および核が 1核であることにより認識され，

Pfの雌性幼若生殖母体と雄性幼若生殖母体は核の染色

性から区別可能であるが， Pvでは雌雄を判別することが

困難であった， Ponnuduraiら(986)45)は，培養マラリア

の観察で Pfの生殖母体を 5期に分類した， 1期はR類

似で、かつマラリア色素陽性のものとしているが，我々の

観察でははっきり分類されるものを認めなかった， 2 -4 

期は我々の幼若生殖母体に相当する.生殖母体の DNA

量はRのそれより大であるが， Pfでは雌雄聞でほとん

ど差を認めず， Pvの雄性生殖母体では 1C-6 Cに広く

分布した.雄性生殖母体は 8体の mlcrogam巴teを内包

するに至るから， Pvでは 8Cへのさまざまな過程を観

察したことになる， Pfではこのような変化を見ることは

できなかったが， これは種閣の違い，または同期化した

ある時期を見ている可能性がある.あるいは Pfではヒ

ト血液中で microgameteの発育を行わないのかも知れ

ない.これらに関しての結論づけは今回の実験結果から

はなしえなかった.幼若生殖母体の DNA量は， Pv， Pf 

とも， 2 Cが主体と考えられた， Sinden(1983)州によれ

ばPfの生殖母体は 2Cの時期があり， Janseら(988)47)

の観察でも生殖母体は 1-5期への成熟する過程で 2C 
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からやや 3Cよりに DNAが増量する結果を得ている. 症例 2は，本邦で、は興味の持たれる重症化しなかった

また Pfの生殖母体は宿主内で、は 1C-2 Cで，雄性生殖 熱帯熱マラリア例で，その非定型的な症状と，非定型的

母体を pH8で活性化すると速やかに数回分裂すると記 環状体の出現，および擢患地の点から猿マラリア聞をも

載しているが，今回の我々の観察と一致するものと言え 疑ったが，これらの非定型性には，マラリア流行地にお

ょう. exflag巴llatingmicrogameteはPv例で観察され ける感染の反復と，本邦人としては稀な獲得免疫の成

たものだが，非常に印象的な形態で，その核DNA量は理 立叫が関与したと考えられる.また，治療後のマラリア抗

論通り haploidC1C)であった. 体価を長期にわたり観察した症例として貴重な一例であ

成書によれば，マラリア原虫が 1サイクルの赤血球内 る.このような非定型的な変性環状体(crisisform)は治

発育に要する時聞は種によりほぼ一定しており， Pf， Pv 療後の標本や培養環境の悪くなった時にも認められるこ

では 48時間とされる.発熱発作時に血流に放出された娘 とが知られているが，症例2の熱帯熱マラリア原虫を群

原虫は新たに赤血球内に侵入し環状体となる.その後栄 馬大学寄生虫学教室で，環境を整えて継代培養したとこ

養体を経七分裂体となり娘原虫を内包するに至るか，ま ろ，典型的な円形の核を持つ環状体が出現した.すなわ

たは環状体の一部は生殖母体に発育するとされる.Pfで ち，本例の血清がマラリア原虫に影響を与えていること

は一般臨床の血液標本には環状体および生殖母体しか出 を示唆する結果であった.症例 3も高マラリア抗体価を

現しないので経時的観察には適さないが， Pvに限らずマ 示し，末梢赤血球内原虫中に crisisformを認めた点は症

ラリア原虫の経時的形態変化，発熱発作と無性原虫の発 例 2と同様である.抗体価は症例2ほど高値ではないが，

育との関係は，確立されたもののごとく成書には記載さ 3カ月にわたり陽性値を持続した.症例 2よりも crisis

れている.しかし，この間の原虫の経時的形態変化，生 formの割合は多かったが， parasitemiaが十分量であっ

殖母体の態度に関しての記載は意外に乏しく未だ問題が た点からは増殖抑制とは言い難い.症例 2とは異なる発

多い様である.今回の Pvの経時的形態観察で認めた 育抑制機序を想定しなければならなし、かもしれない.グ

parasitemiaが発熱発作後に増加し，次回発熱時まで波 ロロキン耐性と考えるものの，受診前に服用した同薬が，

状の小さな増減を繰り返すも，ほぼ一定値を維持し，無 殺原虫的ではないまでも発育抑制的に影響していた可能

性原虫は，まず環状体が増加し，その減少と共に栄養体 性を完全には否定できない. Tariaferro & Tariaferro 

が発育し，次回発熱発作前に分裂体が出現すると言う変 (1944)55) i土猿マラリアにおいて parasitemiaの増加が自

化はCoatneyら(1971)叫およびInokiら(1951)49)も確 然経過中に抑制されることを観察し，分裂体中の娘原虫

認している. 数が減じ，かっ形態的に変形した娘原虫の出現を認めた.

生殖母体は，治療前後とも，無性原虫の減少時に増加， 彼らはこの変性娘原虫を crisisformと名付け，獲得免疫

増加時に減少するという興味ある態度を示し，治療後で の関与を想定したが，以後，この名称は，広く何等かの

は明らかに著増していた.Sinden(1983)'6)は， Pfでは無 免疫機序による変性赤血球内寄生マラリア原虫にも使用

性原虫の減少時に生殖母体が増加するが，P. gal- されるようになった叩7). 確かに赤血球内マラリア原虫

linaceumおよび Pvでは両者が同時に増減すると言う には変性したものがあり，その誘発に，特にhumoralな

我々の結果とは異なる観察を示している immunemechanismsが関与している証拠が整ってき

gametocytogenesis iこ関して興味のあるところである た日).]ensenら(1982)57)の観察では，免疫血清を加えた

が， DAPI染色では，治療前後の態度に明らかな差を認め 熱帯熱マラリア原虫の培養でcrisisformが出現し，かっ

得なかった.生殖母体の誘導には種々の研究がある 50)，最 分裂体への発育が抑制されている.彼らはその機序とし

近の報告によると， Pfでは分裂体中の娘原虫は無性原虫 て，マラリア抗原に対する抗体反応により娘原虫の赤血

になるか，生殖母体になるかの方向ずけがなされてい 球内侵入を妨げるのみならず必須栄養素の取り込みをブ

る51). したがって， Pvでも同様の方向づけがあれば，何 ロックするためにマラリア原虫の発育に支障を来すこと

等かの誘導により一方が増加する時に他方が減少すると を推定している.症例 2の原虫が継代培
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TNFの測定は行えなかった.DAPIは二重鎖 DNAのみ

に結合するので， DNAが解離すれば染色されないこと

になり，症例 2に見られた crisisformのDNA量の変化

は変性 DNAの存在を示唆し，赤血球内寄生原虫発育抑

制効果が DNAiこまで及んでいることを物語るものとし

て興味が持たれる.

以上，本研究の結果は，マラリア原虫をその核 DNA量

の態度を加味して観察することの重要性を示すもので，

今後の基礎および臨床研究におけマラリア原虫の理解に

寄与するものと考える.

結 言書

4'， 6 -diamidino-2 -phenylindol巴dihydrochloride

(DAPI)による核 DNA染色法(DAPI染色法〉を用いて，

臨床例の熱帯熱マラリア原虫(Pf)，三日熱マラリア原虫

(Pv)を観察検討し，以下の結論を得た.

1) DAPI染色法は簡便で，従来法に比し低倍率でもマ

ラリア原虫の識別が容易であり，迅速診断に適している.

2) PVの経時的形態観察では，

a) parasit巴miaは発熱発作後に増加し，環状体から栄

養体，分裂体への経時的発育をみるが，次回発熱発作ま

でほぼ一定値を維持した.

b)サノレファ剤投与後の parasitemiaは，無性原虫の

減少により持続的に減少した.

c)生殖母体は，治療前後とも，無性原虫の減少時に増

加，増加時に減少し，投薬後に著増した.

3) DAPI染色法による Pfおよび Pvの形態観察とそ

の核相対 DNA量測定では，

a) PfおよびPvの環状体(R)は円形ないし類円形，時

に馬蹄型の核を有し，その核 DNA量はほぼ同値で，ヒト

の1/100であった.これを基本のハプロイドc1C)値と

しk..

b) Pvの栄養体は形状変化に豊むが，核は比較的同ー

の大きさと形態を持つ.マラリア色素を持たない幼若栄

養体CiT)とマラリア色素を持ち，核がややいびつ化し，

大型化した栄養体(T)とに分けることが出来た.両者の

核 DNA量は成熟に従い増加したが，その変化は少量(2

C以下〉であった.

c) Pvの2核以上および核形態の著しく変形したもの

を分裂体(S)としたが，この内著しい核形態変化を伴う

ものを未熟分裂体CiS)とした.2核の Sはdiploid(2 C) 

の値を示し 3核以上の Sは核数に比例する DNA量の

増加を示した.iSは2C以上の DNA量を持ち，形態と

DNA量の聞に相関はなかった.

d) Pf， Pvとも，雌性生殖母体(macroG)と雄性生殖母

体(microG)とをその細胞形態，マラリア色素，核 DNA

の濃縮状態により判別可能であった.幼若生殖母体CiG)

は比較的小型でマラリア色素が散在する特徴を有し， Pf 

では核 DNAの状態から雌雄に区別出来たが， Pvでは雌

雄判別は困難であった.Pf， Pvとも Gの核 DNA量は R

のそれより大で， Pfでは雌雄聞でほとんど差を認めなか

ったが， PvのmicroGでは 1Cから 6Cに広く分布し

た.Pf， Pvとも iGは2Cを主体とするグループと考え

られた.

巴)Pvの巴xfIageIIatingmicrogameteは紐様で，その

類円形の核の DNA量は haploid(1 C)であることを示

す結果であった.

4) Pfのcrisisformの検討では，

a) crisi formは赤血球内寄生原虫中， 38.8%-51.7 % 

に認められた.

b)その核は，環状， V字型，棒状など種々に変形して

いた.crisis formの平均核 DNA量は標準型のそれより

も低かったが，変形した各形態聞には核 DNA量に有意

の差を認めなかった.

本稿を終えるにあたり，ご指導，ご校関を賜った恩師

荒木恒治教授ならびにご助言， ご校闘を賜った細菌学教

室樫葉周三教授，病態検査学教室中野博教授に深甚な

る謝意を表しますとともに， ご助言を賜った教室の諸兄

に感謝の意を表します.また IFAテスト，!1ロロキン感

受性テストをお属品、した群馬大学寄生虫学教室鈴木 守

教授に感謝致します.

この論文の要旨は，第 26回，第 27回，第 29回，第 30

回日本熱帯医学会総会，第 59回日本寄生虫学会大会にお

いて発表した.
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