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緒　言

Werbitzki　（1910）はT りソ）α72θ5θ冫？jαbracei 感 染マウス

にあ る種の色素を注射すれ ば細胞質内自家 増殖性顆粒，kinetoplast

が失なわれた変異型，すな わちakinetoplas －tic

form 　（AK 型）が出現す る現象 を発見した． し かし，

色素注 射後に出現するAK 型原 虫の発生機序についての

觧听は行な われていな かっ た．

猪木は1956 年， アフ リカ睡眠病 の病原 体7 工かα刀θ－

∫oma　gambiense のkinetoplast がp －rosanilineおよびacriflavine

により消失する現象に興味 を持 ち，こ の過程

を遺伝学 的な立場から解析することを企 て，色 素注 射後

マウス体内で増加するAK 型原 虫はkinetoplast の分裂

障 害 によっ て造 られ るこ とを実証 し，AK 型原 虫の出現

機序 に対し て明快 な解答 を与 えた（Inoki，　1956）．こ の研

究はそ の後さらに発展 し種 々の重 要な知見が加えられた

が，その中 で も上記 の現 象を 利用して 乃こypanosomagarnbinse

のp －rosaniline耐性形 質転換に成功したInokiand　Matsushiro　

（1960） の報告は注 目す べき ものであろ

う．

形質転換とい う遺伝現象はGriffith　（1928）が肺 炎双球

菌 について見出した ものであ るが，　donor から抽出したDNA

に よっ てdonor の遺伝形 質がrecipient に伝えら

れ る現 象である．猪木らは7 訛かunosoma で認めたこ の

形 質転換に各種の物質を作用 させそ の影響 を観 察した結

果， 抗腫瘍 性が 認められてい る10 種類 の 物質の中，　a－zane

，　colchicineおよびdemecolchine を除 く総 ての物

質 は形 質転換阻害 作用 を持ち，単な る抗菌性物質にはこ

の ような作 用がないことを認めた（Inoki　d　al，　1960）．

つい で小野（1966　a）は発癌性物 質としてDAB およびMAB

とそ の誘導 体14 種類 を用 い， これらの 物質が形

恵

質転換にお よぼす効果 を調べ，そ の結果， 発癌性が認め

られ る誘 導体のみが 形質転換 を阻害 す るこ とを 見出し

た．し かし，こ れらの実験におい て一応問題 となること

は，形質転換 の阻害，あ るいは非阻害 の判定 がい わゆるAK

型誘発試験 （Inoki　and　Matsushiro，　1959） によっ

て行な われ てい る点 てあ る．すなわち，AK 型誘 発試験は10

mg ／kg　マウス 体重のp －rosanilineを感染 マウスに注

射し4 時間 後に 出現ナるAK 型原虫数を 算出 して感 染

原 虫のp －rosaniline耐性 度を測定する方法 であ るが，こ

の実験のよ うに形質転換 に際し て各種 の物質 を作用 させ

る実験において 乱 や はりAK 型原 虫の数 が原 虫のp －rosaniline

而対生度を正確に反映してい るか どうかとい う

こ とである． もし 仏 抗腫瘍性 物質や発癌性物質 が直 接AK

型原虫を誘発した り，原 虫の増殖に影響をお よぼし

た りす るならばAK 型原虫の数によっ て原虫のp －rosa－niline

耐性度 を判定することは困難 となる． したがっ て

上記 の実験 が形質転換阻害実験であ るこ とを明確にす る

た めに は抗腫瘍性物質や発癌性物質 が原 虫の増殖に影響

をお よぼして いな かっ たか どうか， またAK 型原虫 の

出現 がkinetoplast の分裂障 害だけに 起 因す るのかど う

か とい う諸点 を明らかにしてお く必要 がある．

そこで，形質転換 に各種の物質を作 用させ た実験にお

い て，AK 型誘 発試験の前後におけ る分 裂型 原虫の出現

率お よび細胞分裂 に際してのkinetoplast の動向に つい

て観察を行 なっ てみた．

実 験 方 法

形質転換に用いた原 虫はい ずれも先の実験（Inoki　andMatsushiro

，　1960　；　Inoki　et　al・，　1960　；　小野，　1966a）に

用い た株と同じであっ て，　recipientには7 び’pano∫omagambiense

のp －rosaniline感性株（以 下WS と略）を，

本研究の一部は文部省 科学研 究費の補助 を得て行なわれた．ここ に記 して謝意 を表 する．猪木 記
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donor にはp －rosaniline　85　mg／kg　耐性株（以下WR と

略） をそれぞれ使用 した． 実験操作も先の論文に示し た

方法と同様である． すなわ ちWR に感染 させた ラッテ

から105 個／mm3註1）の原虫 を含 む 懸 濁液を作っ てこれ を

凍結 融解し，得 られた原虫lysate　lml，　103個／mm3 註1）の割

合 にWS を含む原 虫懸 濁液1　ml，　および形質転換にお よ

ぼす効果 をみるために用い た各種の物質を含む液0 ．5　ml

の3 者，計2 ．5ml をよく混和し，室温で15 分間放 置し

た後，そ の0 ．05　m1　宛 を各 マウスに接種した．なお，こ

の実験 におい て形質 転換 に及ぼす効果を調 べた物質は抗

腫瘍性物 質としてactinomycin　S ，　DAB 誘導体の 中で

発癌性 が認 められてい る3 ’－Cl－DAB ，と発癌性 が認 めら

れていない3 ’－Br－DAB ，核酸分解酵 素としてDNase お

よびRNase ， 蛋白合成阻害剤 とし てchloramphenicole ，

蛋白分解酵素 としてtrypsin の 計7 種類 であり， 先の

実験（Inoki　and　Matsushiro，　1960　；　Inoki　et　al．，　1960，

小 野，　1966　a） におい てactinomycin　S ，　3’－Cl－DAB ，

お よびDNase はいずれ も形 質転換を阻害し， 一方，3包Br

－DAB ，　chloramphenicole，　trypsinおよびRNase はそ

のような阻害作用 を示 さなかった．実験に用いた量 は最

終 濃度がchlorampherticole は200　actinomycinS

は1 　j－／　mlであるが，それら以外はいずれ も100 γ／ml

である．

マウスに原虫を接種 すれば2 ～3 日後，そ の末梢血に

原 虫が出 現する．その時 期にまず血液塗抹標本 を作 り，さ

らに同じ マウスにAK 型誘発試験を行なっ て4 時問後 の

血液塗抹 標本をとっ だ． 標本はいずれも60 °C に加温し

た1N 塩酸内 に2 分間放 置して加水分解を行なわし めた

後，ギムザ染 色を行 なっ た． つい で，これとの標本につきkinetoplast

をもっ た原 虫1 ，000個中に含 まれる分裂型原

虫註2）の数，分裂型原虫50 個中 に含 まれる亜鈴型註3）のkinetoplast

を持った 原虫， す なわち，　kinetoplastの分

註1　lysateとして用いたdonor の原虫数およびreci－pient

の原虫数はいずれもTrypanoso 。zαのAK 型

に関する遺伝学的研究第17 報（日本寄生虫学会総会

報告）に基づいたものであり，その詳細は別に報告

する予定である．

註2 以下，分裂型原虫とは核が完全に分裂して2 個の

核をもつだ原虫を意味する．

註3 以下， 亜鈴型のkinetoplastをもつた原虫とは亜

鈴状のkinetoplastをもつた原虫およびkinetoplast

の分裂が阻害されて1 個のkinetoplastしかもたない

原虫を意味しており， 細胞分裂が起こると1 つの娘

細胞にkinetoplastが残り他の娘細胞は所謂AK 型原

虫となる分裂型原虫である．
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裂 が阻害 され てい て 細胞 の 分裂が起こればAK 型原 虫

が誘 発される態勢 にあ る分裂型原虫の数を調べ た． また

対照 とし てWR の代 わりにWS をdonor に用い，こ

れに上記 の物質 を作 用させる実験を行なっ た．

実 験 成 績

第1 表はrecipient にWS ，　donorにWR お よびws

のlysate を用い， それらの系に 各種 の物質 を作用 させ

た実験 の 結果であ るが， 分裂型原虫の 出現率は 表に示

すよ うに約5 ％であ り，AK 型誘発試験の前 後でほ とん

ど変らない．次に核 が完全 に分裂しているに もかか わら

ず，　kinestoplastの分裂 が阻害 されていて， い わゆる亜

鈴型を呈するkinetoplast を持っ た原 虫の 数であるが，

形質転換に上記 の 供試物質 を作用 さ せてもAK 型誘発

試験を行な わなければこ のような型 の原虫は認められず

また，この場合，AK 型原虫の出現もない．し かし，　AK

型誘発試験を 行な う と　kinetoplast の分裂 が 阻害され

た原虫が出現し，　recipientにWS ，　donor にWR を用

い た形質転換で各種の形質転換阻害物 質を作 用させた実

験 では表に示 すように分裂型原虫50 個中に亜鈴型 のki －netoplast

を持っ た原 虫が約30 個認められる． こ の値 は

阻 害物 質の種類 が違っ ても同じである．し かし， 形質 転．

換 を阻 害しない 物質を作用させた時にはこ のような原虫

が分裂型原 虫50 個中に20 個前後認 めら れ，対 照すなわ

ち，各 種の物質を用い ない 場合とほぼ同じ値 であっ た．次

に対照 とし てWS をrecipient お よびdonor　 に用い た

形質転換 の実験 では， 表に示したよ うに形質転換阻害 物’

質あ るいは非阻 害物質の使用に関係なく，　kinetoplastの・

分裂 が阻害 された原 虫は分裂型原虫50 個中に34 個見出，

され た．

考　 察

1956 年 にInoki が行なっ た 実験 によっ て 薬剤投与後

に出現ナる7y かαx7θsomαgambiense のAK 型 の発生．

機序 が明 らかにせ られ， さらにこの知 見を基にして考案

されたい わゆるAK 型誘 発試験（Inoki　and　Matsushiro。1959

）に よっ てD こy戸anosomどzのp －rosaniline耐性度 が・

容易に，しかも正確に測定 されるようになり， 猪木等の・

研究は急速に発展し た． こ のAK 型誘 発試験はkin －etoplast

がp －rosanilineに対して核 よりも 強い 感受性を

示 す点を利用したも のであ り，核や 細胞 の分裂に影響がl

なくkinetoplast の分裂のみを 阻害す る比較 的低い 濃度二

のp －rosanilineを原虫感染 マウスに注 射し細胞分裂を起



実

対

第1 表　形質転換にお よぼす各 種薬 剤の効 果

（1）　kinetoplastが1 個のもの も含 む，　（2）

験

照
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分裂型原虫50 個について，（3）平均値，　（4）　1　％の危険率でみた平

均値の信頼限界，（5）感唯原虫，　（6）耐性原虫のlysate，　（7）感性原虫のlysate

こ さしめると，　kinetoplastを持 だない 原虫（AK 型原虫）

が出現す る． この場合，原虫がpTOSaniline に対して耐

性 を持っ てお ればkinetoplast の 分裂があま り 阻害され

ず， そのためAK 型原虫の 出現が起こ らない． し かし

感性 の原 虫で あれば分裂 が 阻害され るのでAK 型原虫

が多 く出現 する． したがっ て，上記色素 の投与 後に現わ

れ るAK 型 原虫の数 を 調べるこ とに よっ て 感 染原 虫の

耐性獲得 の程度を知ること が出来 るのであ る． そこでこ

のAK 型誘 発試 験を 利用して7y が＞anosonia の形質転

換 に及ぼす抗腫瘍 性物質ならびに発癌性物質 の効果 を調

べ， その結果， これらの物質がいずれも形質転換 を阻害

す る事 を見出した（Inoki　et　al。，　1960　；　小野，　1966　a）

し かし， この実験で問題となる事は形質転換 の阻害，あ

るい は非阻 害の判定がAK 型誘発試験， すなわ ち， 色

素注 射4 時間 後に 出現す るAK 型原虫 を 数 える事 によ

っ て行 なわれてい るとい う点である．
　p－rosaniline，　rosa－niline

お よびacriflavine によるAK 型原虫の誘発機序

についてはす でにInoki 　（1956 ）によ り詳しく解析 され一

応明 らかにされてい るか，抗 腫瘍性物質や発癌性物質を

使 用する実験において もAK 型原虫 はや はりkinetopl －ast

の分裂障害に よっ でのみ 作 り出される のか どうか，

もしこれら の物質 が原 虫の増殖速度を変え， その結果，AK

型原虫 の誘発 に影響 を与 えるとすれば，AK 型原虫

の数 によっ て原虫 のp －rosaniline耐 性 度を判定する事は

困難 となり，した がっ てAK 型原虫の出現率 から形質転

換 の阻害度を知る事は不可 能となる．そこでこ の点を明

らかにす る目的で先ず，AK 型 誘発前後におけ る分裂型

原 虫の出現率を観察し たが，そ の結果 は表 に示 すよ うに

いず れも5 ％前後で，こ の値はdonor が耐性 あるい は感

性，各 種の物質の使用お よび 使用し た物質 の形質 転換阻

害性 あるい は非阻害性等に よっ て全 く影響 を受 けなかっ

た，し たがっ て，これ らの供試物質 は原虫 の分裂速 度に

影響 を及 ぼす 事に よっ てAK 型 原虫の 出現数 を変 える

のではない 事が明ら かに なっ た． 次に分裂型原 虫で亜鈴

型註3）のkinetoplast を持っ た原虫，す なわち，　kinetopl－ast

の分裂 のみが阻 害された原虫 で そのまま核お よび 細

胞質 の分裂が 進行す ればAK 型原虫が 誘発 される状態

にある原虫の数である が，各 種の物質を作用 させた実験

におい てもAK 型誘発試験 を 行なわなけ れば このよ う

な原 虫は出現しない．こ の事 はこ の場合，AK 型原虫の

出 現がない とい う事実 と共 に形 質転換を阻害し ない物質

は勿論，阻 害する物質であっ てもこれらの物質 自身，　AK

（229 ）
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慳 原 虫 を誘 発す る 作用 を持 だ ない 事 を 意味 し て い る も の

と 考 え て よ かろ う．し かし ，　p－rosaniline を 注 射 し てAK

型 誘 発 試 験 を行 な う と こ の よ うな 亜 鈴 型 のkinetoplast

を 持 っ た 分 裂 型 原 虫 が出 現 す る．　recipient がWS ，　don－

・Dr がWR で 形 質 転 換 非 阻 害 物 質 を 作 用 さ せ た 実 験 で

は ， 分 裂 型 原 虫50 個 中 に亜 鈴 型 のkinetoplast を 持っ た

も の が20 ～21 個見 出 さ れた ． こ の 値 は 各 種 の 物 質 を 作

用 さ せ な い 対 照 と変 ら ない ． 一 方 ， 形 質転 換 阻 害 物 質 ，

す な わ ち， 抗 腫瘍 性 物 質 ，　DAB の 発 癌 性 誘 導 体 等 を 作

．用 させ た実 験 では 亜 鈴 型 のkinetoplast
を 持っ た 分 裂 型

原 虫 が分 裂 型 原虫50 個 中に30 ～31 個認 め ら れ た ． 以 上

の 成 績 か ら形 質転 換 に各 種 の 物 質 を 作 用 さ せ た
実 験 に お

い て もAK 型 原 虫 はkinetoplast の 分裂 阻 害 に よ
っ て 生t

る も の であ り， 形 質 転 換 に 抗 腫 瘍 性 物 質 や 発 癌 性 物
質

を 用 い る とAK 型 誘 発 試 験 に 際 し てAK 型 原 虫 が 多 く

誘 発 され る の はこ れ ら の物 質 が形 質 転 換 を 阻 害 し た 結 果

で あ る事 が明 らか に な っ た ．次 にdonor とし てWR の 代

わ り にWS を用 い た対 照 実 験 で あ る が ，AK 型 誘 発 試

験 を 行 な う と 分裂 型 原 虫 で 亜 鈴 型 のkinetoplast を持 っ

た 原 虫 は 形 質 転 換 阻 害 物 質 あ るい は 非 阻 害 物 質 の い ず れ

を 作 用 させ た 場 合 で も 分 裂 型 原 虫50 個 中 に 約34 個 認 め

ら れ てい る． こ の 値 は こ れ ら の物 質 を 作 用 さ せ な い 対 照

実 験 の 場 合 と大 体 同 じ で あ り， こ の 事 は， 形 質 転 換 を 阻

’害 す るDNase ，抗 腫瘍 性 物
質 お よ び 発 癌 性 物 質 は 対 照 す

な わ ち ， こ れ ら の 物 質 を 用い な い 場 合以 上 に 多 くAK

型 原 虫 を誘 発 す る 作 用 を持 っ てい ない 事 を 意 味 し て お り

こ の 点 をAK 型 原 虫 の 出 現 率 に よっ て 調 べ た 先 の 実 験

結 果 （Inoki　and　Matsushiro　1960　；　Inoki　et　al．，　1960　；

小 野 ，　1966　a） を 裏 付 け てい る．

な お ， こ の実 験 に 用 い たDNase ，　actinomycin　S　 お

よ び3 ’－C】－DAB は 先 の報 告 （Inoki　and　Matsushiro ，

‾1960　；　Inoki　et　al・，　1960　；　小 野，　1966　a
） に示 し た よ う

に 形 質 転 換 を阻 害 す る物 質 で あ り，WR をdonor に し た

澎 質 転 換 を 完 全 に 阻 害 し てAK 型 原 虫 の出 現 率 はws

をdonor に 用い て行 なっ た 形 質 転 換 実 験 の 場 合 と ほ ぼ

同 じ 値 を示 し た ． し か し ， 今 回 行 なっ た実 験 に よ る と 分

：＝裂 が 阻 害 さ れ たkinetoplast を 持 っ た 分 裂 型 原 虫 の数 は

第1 表 に示 し た よ うに 異 なっ てお り，後 者す な わ ちws

をdonor に し た 形 質 転 換 の 場 合 は ， 前者 ， す な わ ち ，WR

をdonor に し て 形 質 転 換 阻 害 物 質 を 用 い た 場 合 に

比 べ てkinetoplast の 分裂 が 阻 害 さ れ た 分 裂 型 原 虫 が 多

く 出 現 し た ． 換 言 す れ ば ，WR をdonor に し 形 質 転 換

；阻 害 物 質 を用 い た 実 験 で はkinetoplast の分 裂 が 阻 害 さ

（230 ）

れてい る原虫，すな わち，亜鈴状 のkinetop 】astをもっ た

原虫数に対 して 誘発 され るAK 型原 虫数 が多 い 事を意

味している． し かしこれはWR をdonor に した形 質転

換 であれば阻 害物質を使 わない場 合に も同じ 傾向 がみら

れ， 先に報告（小野，　1966　b）したようにp －rosanilineに

接触せ しめて 作っ たp －rosaniline耐性株の 原 虫にAK

型誘 発試験 を 行 なっ た場 合 と 形質転換に よっ て 作っ たp

－rosaniline耐性 の原虫にAK 型誘発試験 を行 なっ た場

合 と比べると 後者では， 亜鈴 型のkinetop 】astをもっ た

分裂 型原 虫数 に対し て 誘 発されるAK 型原虫の数が多

い． これらの 事はWR をdonor　 にし た形質転換 につ

い てAK 型 誘発試験を 行なっ た場合， 分 裂型原虫内のkinetoplast

が亜鈴状 を 示 さず，AK 型原虫が 誘発され

ない と思 われる分裂型原虫であっ ても，AK 型原虫が誘

発される可能性があることを示唆し てい るのかも知 れなV

．ヽ

以 上の成績 から形質転換にDNase ，抗 腫瘍性 物質およ

び 発癌性 物質を用いる とAK 型誘発試験に 際 してAK

型原虫が多 く誘発され るのは，形質転換 が阻害 された結

果，　kinetoplastに分裂障 害が 起こっ た た めで ある事が

わかる．

結　論

7‾勾芦inosoma 　ga回 心。g のp －rosaniline耐性 の形質

転換 に対 する薬剤の阻害あるいは非阻害作 用の判定はい

わゆるAK 型誘発試 験に よっ て 行 なわれてい る． した

がっ てAK 型原 虫はkinetoplast の分裂障害に よっ ての

み生じ るのか， 各種の物質は原虫の増殖速度に変化 を与

えない か，等を明らかにしておく必要 があ る．そ こでこ れ

等 の諸点 を検討 したが形質転換非阻害物質は勿 論，阻 害

物質 であっ ても それ等 自体にはAK 型原 虫を 誘発する

作 用がない 事，AK 型原虫はkinetoplast の 分裂障害 に

よっ てのみ生じ るものであり，各種の物質は原 虫の増殖

速 度を変 える事によりAK 型原虫の 誘 発を 増 減させる

のではない事 が明らかとなっ た．したがっ て形 質転 換に

際し て抗 腫瘍 性物質や 発癌性物質を 用い るとAK 型誘

発試 験によっ てAK 型原虫が 多 く誘発 されるのは これ

らの物質が 形質転換を阻害した ためで あ るる事が わか

る．

擱筆にあ たり，　DAB 及 びMAB とそ の誘導 体を恵与

して頂 き， 種々有益 な御助言を頂いた京都大学工学部 福

井謙一教授 に深甚 なる謝 意を表します．
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EFFECT 　OF　CARTINOGENIC　AND　ANTI －TUMOR　SUBSTANCES　ON　THEDRUG

－RESISTANCE　TRANSFORMATION　IN　TRYPAN りざojか1　GjA刀灯£癶ひ茫7

Shozo　INOKI ，　Tadasuke　ONO　 ＆　Megumi　SANO

｛Depart・7・ent　of　Ptポ・zoology，　ResearcみInstitu加 西r 　MicrobialDisea

、ses，　Osaka びx凾・erstり ，　Osaka）

In　order　to　determine　an　inhibitory　action　of　anti－tumor　or　cartinogenic　substances　againstthe　p

－rosaniline　resistance　transformation　in　Trypanosoma　gambiet・se，　the　akinetoplastic　forminduction　test　

（Inoki　d　al．，　1959）　has　been　applied　by　Inoki　eにil．　（1960）　and　Ono　（1966　a，　b）．But

the　use　of　the　test　casts　some　doubts　upon　the　following　points　：　Whether　these　substancestested　have　the　direct　action　on　the　kinetoplastic　division　to　induce

　akinetoplastic　form　or　on　themultiplication　of　the　protozoa

．　The　present　work　was　carried　out　to　clear　up　these　doubts　usingsubstances　such　as　actinomycin　S

，　3’－Cl－DAB ，　3’－Br－DAB ，　DN －ase，　RN －ase，　chloramphenicoleand　trypsin

．

As　shown　in　Table　l，　eχperiments　conclusively　proved　that　none　of　them　had　any　actionto　induce　akinetoplastic　form

．　This　fact　may，　therefore，　suggest　that　the　increse　in　number　ofakinetoplastic　trypanosomes　is　caused　by　the　inhibitory　action　of　anti

－tumor　or　cartinogenicsubstances　upon　the　drug

－resistance　transformation．

訂　　 正

寄生 虫学雑 誌第15 巻第2 号の175 頁及181 頁の表題 中，又180 頁 及187 頁の

第2 表題 中，単にTrypano ：ヽり・姐 とあ る所 を著 者の希 望によ り7 ‾私営zoy 回・α

即 心加ag と訂正する。

（231 ）




