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遠心洗瀧（３，００or・ｐ．ｍ．２０分間）を３回繰り返した．そ

の結果，最終沈澄にはかなり多くの虫体が分離された

(写真１）．得られた虫体を試料として以下の実験を試み

た．Polarfilament突出の観察は暗視野顕微鏡を使用し

た．

Ａ）胞子の発芽条件について

Polarfilamentの突出に影響する因子をしらべるた

め，次の化学物質－１％Ｈ202,Ｋ+(0.1ＭＫＯＨ）Ｍｇ+＋

(0.1MMgCl2）Ｎａ＋（0.1ＭＮａＯＨ）人工胃液，ＮａＣｌ

(１，５，１０％）溶液，および純水について検討した．

各化学物質と胞子との接触は次の方法で行なった．ま

ず，集めた胞子をスライドグラス上に塗抹し，これに二上

述の化学物質溶液を１滴加えた後，直ちに光顕，または

暗視野顕微鏡で観察した．作用後15分経過しても発芽し

ない場合には発芽しないものと取り扱った．

Ｂ）Polarfilamentおよび突出胞子の形態について

これらの観察には，リンタングステン酸によるNega‐

tivestainingおよび超薄切片の２方法を用い・電子顕

微鏡を使用した．

結果：

Ａ）胞子の発芽因子について

0.1ＭＫＯＨ．ＯユMMgCl20・ｌＭＮａＯＨ人工胃液，

純水，および各食塩水溶液を加えた場合にはPolarfila‐

ｍｅｎｔの発芽は観察されなかった．一方，１％Ｈ202液

を用いた場合には，５０％以上の胞子がPolarfilament

の突出を起こした（表１）．この外，カパーグラス上で

指による圧力を加えた場合にもPolarfilamentの突出

が観察された．

Ｂ）Polarfilamentの構造について

１．出芽胞子のNegativestaining像

１９６Ｈ２０２により発芽を促進された胞子の前端から

突出したPolarfilamentは約30似長で胞子の縦径の約

10～12倍におよび，突出したfilamentの先端はＬ字状

を呈している（写真２）．そして，そこには芽体の残体

序論：Mse"ｚａｃ""〃ＺｉはWrightandCraighead

(1922）により兎から発見されたＭＣγｏＷγ価αに属す

る原虫で，２．５×1.5’の大きさを有し，宿主細胞内で増

殖する栄養型と胞子型の２発育型がある．Mse''zαの多

くは昆虫類に寄生するが，本種は哺乳類に寄生し，最近

までＥ"cePhaZitozoo〃と呼ばれていたものである．ま

た，脳炎様症状を呈したヒトの中枢神経系から発見され

た報告（MatsubayashieraJ.，1959）もあるが，一般に

その病原性は弱いとされている．

ＭｃγｏＷγ〃、の電顕による形態学的研:究はHuger

<1960)，LomandVavra(1961）等により行なわれ，そ

の微細構造が明らかにされた．その後もdePuytorac

(1961,1962)，ＶａｖｒａｅｒａＺ．（1966)，ＬｏｍａｎｄＣｏｒｌｉｓ

(1967)，Ishihara（1968)，Ａｋａｏ（1969）等の電顕によ

る報告がある．しかしながら，その胞子型の発芽機転に

ついては未だ不明な点が少なくない．そこで，本報で

は，胞子からの極糸突出の条件を検討し，さらに，極糸

(Polarfilament）の構造を電顕で観察することにした．

Polarfilamentの微細構造については，特に胞子より突

出した像について報告する．

実験材料および方法

実験に用いたMse"zαは，当教室で使用している市

販マウス（｡ｄ系雑種）に自然感染していた原虫を，金

田（1969）による方法で増殖させたものと，ラット腹腔

に継代培養された吉田肉腫に自然感染していた原虫の２

株である．

感染マウスおよびラットの腹水を注射器で吸引し，各

々生理食塩水にて３回遠心洗糠（３，００or､ｐ．ｍ．１５分間）

を行なった．遠心洗牒後の細胞を超音波発生装置（久保

田ＫＫ・製）KMS-100型で1007,100ｍＡ３～５分間

破壊し，感染細胞よりＮｏｓｅｍａを遊離した．次に，虫

体と細胞成分を分離するために，メスシリンダーに原虫

浮遊液を集め，１５～30分間静置後その上清を集めて再び

（２４）
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表１ExaminationsonfactorsinHuencinｇ
ｅｘｔｒｕｓｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｌａｍｅｎｔａｎｄｔｈｅ

ｓporoplasminZWse"ｚａｃ""ic"〃．

考察

光学顕微鏡によるMse,"αのfilamentおよび芽体の

研究はGibbs(1953,1956)，Ohshima(1966）等により

行なわれ，Gibbs（1956）の観察ではfilamentの先端

に芽体があり，filamentは胞子より突出後もそれから離

脱することなく宿主細胞に貫通，侵入することを報告

している．芽体の宿主細胞への侵入についてＫａｍｅｒａ

(1960）は，芽体の核が突出したfilamentの上部，また

は内部を通過する像および核が細長に変形することを報

告している．

一方,filamentの突出過程については,ＬｏｍａｎｄＶａ‐

vra（1961,1963）によると，filamentを突出すべく活

性化された胞子は，その前端が黒ずみ，やがて胞状とな

り，次第にラメラ状構造物は胞子後端にある空胞に達

し，filamentの突出が始まる．そして，コイル状に巻い

ていたfilamentは緩み，後部空胞の内壁が消失し，

filamentは自由になる．胞子の内容物はfilamentの外

部突出前にfilament内に吸いこまれる．さらに，fila‐

ｍｅｎｔの構造は壁と内腔から成る管状構造で，内容物の

通過時に太くなる．

これに対してKreig（1955）は，filamentを電顕で観

察し，それが中空でないことを述べている．このことは

本実験の結果と一致している．また，Huger（1960）は
filamentが２つの部分からなることを報告している．す

なわち，filamentは直行部とコイル状の部分に分かれ，

直行部は胞子前端より発し，内腔を横切り，ラメラ状構

造部に続き，胞子壁の内壁に達してコイル状となる‘そ

して，filamentは次第に細くなりながら胞子後端にある

核の近くで終わるというのである．その後,Vavra(1966）
はfilamentが管状で，内腔は電子密度の高い物質が充

満し，filamentが中空であることを報告している．

著者の観察では，filament壁はごく薄い１層の膜であ

り，その内側にHuger（1960）の報告したSpiral構造

物が，中心の細管を取り巻いている形でfilamentを形

成していることがわかった．

ＭｃγｏＷｍＪｉａのfilamentが胞子より突出する要因

については，種々のMse"zαを試料として実験されて

きたが，ＺＶｂｃ""ic"〃に関しての報告はほとんどない．

Petri（1966）は指による軽い圧力で出芽が認められるこ

とを報告したが，その因子が何かという確たるものは不

明であある．本実験においては，Ｋ＋Ｍｇ+＋Ｎａ＋によ

る胞子への影響をしらべてみたが，出芽を促し得なかっ

た．その他ＮａＣｌ各濃度液の影響を検討したが，なん

afterReagentstested

１５ｍｍ・

＋

５ｍｍ・

＋１％Ｈ２０２

Ｋ＋

Ｍｇ升
Ｎａ＋

Ｈ２０

１５ｍｉｎ、 ３０ｍｍ．ＮａＣｌ

１％

５％

１０％

Artificialgastricjuice－

Pressureunderacoverslip＋ ＋

（＋：Extrusionwasobserved.）

様物質が残っている．filament突出後の胞子を観察する

と，内容物は少なくなっている．

２．超薄切片による観察

胞子の形態を観察すると，壁は３層から成り，内層は

厚く，最内層は芽体(Sporoplasm）に接している．胞子

の前半部の壁に附着しているPolarｃａｐから発した

Polarfiamentはラメラ構造部中を斜めに後方に走り，

胞子中央部に至って内壁に接しつつ数回湾曲する．その

湾曲したPolarfilamentの作る環の中央に核Sporo‐

plasmが納められている（写真３，４）．Polarfilament

の先端にあるPolarｃａｐは胞子壁に接着し，１０数層か

らラメラ状構造体がこれを取り巻いている（写真６）．

胞子内に納っているPolarfilmentの断面像を観察する

と，中心には細い管状構造があり，この中心管を取り巻

くラセン状の構造が認められる（写真７，８)．中心に

ある細管内径はPolarfilament断面の約’/５の大きさ

である．

胞子より突出したPolarfilamentは１層の薄い膜に

包まれ，中には電子密度の濃い均質物が充満し，その先

端には頚粒状のSporoplasmの附着しているのが観察

される（写真５）．しかしながら，Polarfilament突出

前に観察されたラセン構造は観察されなかった．胞子壁

に接着していたPolarｃａｐは内側に外れて観察された．

一方，Polarfilament突出後の胞子内にはラメラ状構造

物が胞子前部に拡がって，その附近には空胞が形成され

ている．この胞子後端には１個の残された核が観察され

る（写真５）．

（２５）
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ら胞子出芽は認められず，人工胃液による消化試験にお

いても観察されなかった．ただ，スライドグラス上の試

料をカバーグラスの上から指圧で胞子を潰した場合と，

１％Ｈ２０２を接触させた時だけ出芽が観察された.

胞子の発芽について，LainsoneraZ．（1964）が指圧，

マウス腹水との接触，人工胃液による長期培養等の方法

で実験したが，全て不成功に終わっている．しかしなが

ら,Ｈ２０２を胞子に作用させた場合には，Polarfilament

の突出があったことを観察している．このＨ２０２による

胞子の発芽については，LomandVavra(1963）により

行なわれた方法で，Mse''zα以外のＭｃｒｏＷ”cJiaの

胞子においてもPolarfilamentの突出が観察されてい

る．petri(1969）によると，この状態でPolarfilament

が突出した場合には，胞子中の芽体はそのまま残存する

ものとしている．本実験においても，Polarfilament突

出後の胞子を電顕写真上で観察すると，胞子後部に空胞

があるが，芽体は残存している．しかし，球状に巻いた

ラメラ状構造部はPolarfilament突出前とかわって，

その突出により緩くなっている．このことは，このラメ

ラ状構造部がPolarfilamentの突出に際し，有効に働

くものと考えられる．一方，胞子に圧力が加えられた場

合には，Polarfilament先端にあるＰｏｌａｒｃａＰか内圧

により外れ，Polarfilamentの突出が起こるものと考え

られる．Polarfilamentの突出は，次の宿主細胞への侵

入に際して起こると考えられるが，本実験ではその作動

因子を決定することはできなかった．

稿を終わるに臨み御指導御校閲を賜わった琉球大学保

健学部長松林久吉教授並びに慶応大学医学部浅見敬三助

教授に深甚の謝意を表し，併せて御協力下さいました慶

大電子顕微鏡研究室藤原達司氏に感謝の意を表します．

尚本研究の要旨は第３回日本原生動物学会(昭44年度）

に於て発表した．
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Thepurifiedorganisms

Electronmicroscopical

PF：Polarfilament，

Ｆｉｇ．１

Ｆｉｇ．２

(arrow)．

observationsofsporeandpolarfilａｍｅｎｔｂｙｎｅｇａｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ．

Ｓ：Spore
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Ｆｉｇ．３ProliferatingZV．ｃ"〃ic"ＪｉｉｎｈｏｓｔｃｅｌＬ

Ｓ：Spore， Ｔ：Trophozoite

Ｆｉｇ．４Longitudinalsectionofthespore・Polarfilamentextendstothevacuoleformingcoil-likest‐
ｒｕｃｔｕｒｅ・

ＬＳ：Lamellarstructure， PRPolarfilament， Ｖ：Vacuole
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Ｆｉｇ．５Extrusionofthefilament・Ｎｏｔｅｔｈｅｌｏｏｓｅｎｅｄｌａｍｅｌｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎ〔Ivacuolestillcontaining
inclusions・

ＬＳ：Lamellarstructure， Ｎ：Nucleus， ＰＦ：Ｐｏｌａｒｆｉｌａｍｅｎｔ Ｖ：Vacuole

Fig、６PolarcapandpolarfilamentsurroundedbylameIlarstructure・

ＬＳ：Lamellarstructure， ＰＣ：Polarｃａｐ， ＰＦ：Ｐｏｌａｒｆilament， ＳＳ：Sporeshell
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Fig7Transversesectionofspore、Ｃｅｎｔｒａｌｔｕｂｕｌｅｏｆｔｈｅｆｉｌａｍｅｎｔｉｓｏｂservable・
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Fig、８０bliquelysectionofspore、Notethespiralstructuresurroundingthecentraltubulesofthe
filament・

ＰＦ：Polarfilament， Ｖ；Vacuole
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! Abstract

ELECTRON MICROSCOPICAL OBSERVATIONS ON EXTRUSION

OF POLAR FILAMENT IN NOSEMA CUNICULI

Shinkichi AKAO

(Department of Parasitology, School of Medicine, Keio University, Tokyo, Japan)

The purpose of the present study is to elucidate the ultrastructure of polar filament in

Nosema cuniculi and to discuss mechanism of extrusion of the filament.

The polar filament has its base at the anterior tip of the spore and runs backwards, obli

quely to the long axis of the spore, to the posterior vacuole. The posterior portion of the fila

ment forms a coil of 4-5 turns inside the vacuole. The filament in the spore consists of a thin

outer membrane and a central tubule which is surrounded by electron dense substance (Fig. 3,

7). The inner layer of the wall of the tubule looks like a pressed coil of a minute fibril (Fig.

8). The tubule is filled with some substance.

The experiment was tried to elucidate the factors influencing extrusion of the filament.

Various methods were tried to extrude a polar filament from the spores. Hydrogen peroxide in

1%, 1/10 M solution of potassium hydroxide, magnecium chloride, sodium hydroxide, sodium

chloride solution (1, 5, 10%), artificial gastric juice and deionized water were applied to extrude

a polar filament. The extrusion of polar filament, however, was achieved only by addition of

the solution of hydrogen peroxide to the materials. Besides H2O2, pressing the material under a

cover slip stimulated the extrusion of the filament.

The electron microscopical observations of extruded polar filament clarified the detail of

its structure. The thin filament extruded from one end of the spore was about 20-30 y. long and

the diameter was about 100 m/i. The filament consists of a tubule. In the filament extruded,

the substance which filled the central tubule before extrusion seems to be driven out of the

tubule of filament and the sporoplasm enters into the tubule following the substance (Fig. 5).

( 31 )




