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これを実験的に追究して証明することに成功し，したが

って，この穎粒の消長を観察することによって，同法は

また虫体生死の判別にも用い得ることを知った．つい

で，ＡＯ穎粒の正体を明らかにすることに興味をおぼ

え，同上穎粒の生理学的検討に加えて，細胞化学的検討

を重ねて，その性状を追究した結果，穎粒の本態は

lysosome様のものであると考えられた．以上が本研究

の一連の目的と結果であるが，以下その内容について詳

述する．

材料と方法

ＬＡＯ穎粒の基礎的観察とその発色条件の検討．

用いた虫体は，Ｔｍ”ｍＳ,,Ｚａｇ0,2伽ＲＨ株感染後３

日目のマウス腹水および各臓器内栄養型と，同Beve

rley株感染後約１カ月のマウス脳内のシスト型である．

またシスト内虫体は，機械的にシスト壁をこわし源離さ

せて得たものである．使用マウスは，ｇｐｃ系雌，生後４

週のもので（小林ら，１９５９；石井ら，1959)，以下常に

このマウスを用いた．

螢光顕微鏡装置はＮＢ式（日本ＢＣＧ）を用いたが，

その概要は，光源（東芝超高圧水銀灯ＳＨＬ－１００ＵＶ)，

光源フィルター（イワキＢＧ１２)，接眼フィルター（イ

ワキＦＹ４)，顕微鏡（Zeiss，集光器ＮＡＬ4）であ

る．また供試螢光色素はGriibler製アクリジンオレン

ジ（ＡＯ）である．以後の研究において，常に上述の装

置および螢光色素が用いられた．

１）ＡＯ穎粒の基礎的観察

ＡＯ生理食塩水溶液と虫体材料を混合後螢光鏡検し

たが，この混液はMcllvaine緩衝液でｐＨ７．０～7.5に

調整された．なお，その他の鏡検条件としては室温下

（24～26°Ｃ)，ＡＯ終末濃度１～２万倍などであった．こ

の条件は，従来の経験から好適と考えられているもので

ある（小山ら，1962)．

はじめに

TbAmZ,ｍｓ"ＪａｇＤ"〃は，哺乳類から鳥類にわたっ

てひろく寄生し，医学上，脳水腫や脈絡網膜炎などの疾

患を惹起する病原体として注目されている．

近年，市販豚肉および臓器内から栄養型虫体や，シス

ト型虫体が検出され（JacobseraL，１９６０ｂ；石井ら，

1962)，しかもそれらによる経口感染の可能性が指摘さ

れるに至っている．

さらに，ごく最近では，Ｔｂ工ｏｐｍｓｍａは,猫の消化管

壁では，コクシジウムと同じく無性および有性生殖期を

経過し，耐久性の強いオーシストを排泄するという事実

が見出された．この問題は，Hutchison（1965)によって

追究の端緒がひらかれたのであるが，その後多くの追試

者（HutchisoneZaJ.，１９７０；ＤｕｂｅｙａａＬ１９７０；

SheHield＆Melton，１９７０；FrenkeleZaZ.，1970）によ

って確認された．現在こうした本虫生活史上の新事実

は，本症防逼方策を根底から考え直さねばならぬことと

して深刻な問題をなげかけている．

さて，哺乳類および鳥類全般にひろく本虫の寄生のみ

られるのは確かに事実であるが，これらの間における蔓

延状態，感染経路，宿主体内の分布状況などは，的確な

虫体検出法の未開拓の現在，未だ完全には究明されてい

ない．そこで，本研究では，簡易かつ正確な虫体検出法

の開発を目的として，近年各分野で画期的寄与をとげて

いるアクリジンオレンジ（ＡＯ）生体染色一螢光顕微鏡

法を導入して，Ｔｏ工ＯＰｍｓｍａ虫体の観察を試みてみた

のであるが，まず第一に，同法によって出現するＡＯ

穎粒の基礎的観察とその発色条件について検討し，次に

この検討結果にもとずいて，同法を本原虫の検出に適用

したところ，極めて良好な結果が得られた．さらに，こ

の観察を続けていくうちに，ＡＯ穎粒の衰退過程が，

感染能のそれと平行関係にあることが予想されたので，
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２）ＡＯ穎粒の発色条件の検討

ａ）至適ＡＯ濃度

まず，腹水内虫体を遠沈集虫(2,000rpm５分，以下同

じ）して，その一定虫数を－定量の既知濃度のＡＯ生

理食塩水溶液中に浸漬して，色素量と虫数の関係を調べ

た（ｐＨ７．２，ＡＯ終末濃度１万倍，室温下)．次に腹水

内栄養型虫体またはシストの生理食塩水浮瀞液に，各種

濃度になるようにＡＯを加え，ｐＨをMcIlvaine緩衝

液で7.5に補整して螢光鏡検した（小山ら，１９６２；Rob‐

ｂｉｎｓ＆Marcus,1963)．また観察温度は室温であった．

ｂ）至適ｐＨ

腹水内栄養型虫体またはシストの生理食塩水浮源液

に，各種ｐＨの緩衝液を加えて螢光鏡検した．用いた緩

衝液はMcIlvaineとClark＆Ｌｕｂｓである．また，こ

の際のＡＯ濃度は常に１万倍とし（Rothstein＆Dia‐

mond，１９５９；小山ら，１９６２；牧野，1964)，室温下で観

察した．

ｃ）染色時間と感染能の関係

ＲＨ株感染マウス腹水と１万倍ＡＯ生理食塩水溶液

を１：１に混合,無菌的に室温保存し,経時的にその一部

を観察して染色工合と時間との関係を調べるとともに，

ＡＯの虫体に対する毒性をテストするため，他の一部を

マウスの腹腔内に接種して感染能の推移を調べた．対照

として１万倍ＡＯ生理食塩水溶液のかわりに，単なる

生理食塩水溶液を用いたものを置いた.接種虫数は,マウ

ス１匹あたり約65万であり，接種にあたり，１匹あたり

ペニシリン125単位およびストマイ250βｇを添加した

(常松ら．1958)．マウス１匹あたりの抗生物質使用量

は，本研究を通して常にこの量を用いた．

２．感染臓器内虫体の検出

１）感染マウスの腹水および臓器の蒸溜水処理

虫体として，ＲＨ株感染後３日目のマウスの腹水およ

び肝臓内のもの，シストとしてBeverley株感染後１カ

月のマウス脳内のものを用いた．感染臓器を実験材料と

する場合には，腹水由来の虫体による表面汚染が考えら

れる．これを除くために，虫体が浸透圧による影響を受

け易い性質を利用して，感染臓器および腹水の短時間蒸

溜水浸漬を検討した．脳の場合には腹水内虫体での汚染

はないが，シストおよびシスト内虫体の蒸溜水による影

響を，螢光鏡検によって検討する目的で，同じく蒸溜水

浸漬をおこなった．

ａ）腹水の場合

感染マウス１匹分の腹水の半量を,100倍容量の蒸溜水

中に，５分間室温浸漬後遠沈，その沈澄を螢光鏡検する

とともに，一部をマウス３匹に腹腔内注入し，感染能の

有無を調べた．また同上腹水の残部を，無処理対照群と

して，螢光鏡検およびマウス接種をおこなった.接種虫

数は，実験群，対照群ともにマウス１匹あたり約830万

ｂ）肝臓の場合

感染マウス１匹分の肝臓の半分を，そのまま100倍容

量の蒸溜水中に15分間浸漬後とりだし，生理食塩水を加

えて磨砕液とし，その一部を螢光鏡検するとともに，他

部をマウス３匹に腹腔内注入し，対照として残り半分の

肝臓を蒸溜水処理をおこなわず直ちに磨砕液とし，螢光

鏡検およびマウス接種に供した．接種虫数はマウス１匹

感染マウス３匹分の脳を100倍容量の蒸溜水中にその

まま浸漬し，１５，３０，６０分の各時間毎に１匹分づつとり

だし，生理食塩水を添加して磨砕液とし，－部螢光鏡検

するとともに，他部をマウス３匹に腹腔内注入した．対

照として感染マウス１匹分の脳をそのまま，何等の処置

を加えず磨砕液とし，同様に螢光鏡検およびマウス接種

をおこなった。接種シスト数はマウス１匹あたり約700

であった．また，感染マウス脳３匹分に生理食塩水添

加，磨砕液とし，その3/4を100倍容量の蒸溜水中に浸漬

後３分し，１５，３０，６０分の各時間毎にその一部をとりだ

し，遠沈後その沈澄の一部を螢光鏡検するとともに，残

部をマウス３匹に腹腔内注入した．対照としては，最初

の磨砕液の残り1/4を用いてそのまま何等の処置なしに螢

光鏡検とマウス接種をおこなった．接種シスト数は，マ

２）消化法併用による虫体検出試験

検出率の向上をはかるため，前処置として，まず臓器

組織の消化をおこなって集虫に努め，その後，ＡＯ生体

染色一螢光顕微鏡法による虫体の検出を試みた．

感染マウス２匹分の肝臓を，その約100倍容量の蒸溜

水中に15分間浸漬後とりだして，生理食塩水を添加，磨

砕し，ガーゼ２枚で濾過後，その濾液の半量に約20倍容

量の消化液を混じ，３７°Ｃで30分および60分間消化をお

こなった．消化液の処方は，下記の如くＪａｃｏｂｓｅＺａＬ

鷹W二hrrI:蕊.）
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日間のいずれかで処理後，必要に応じて５％酪酸に10分

間浸漬し，水洗約１時間，その後エタノールにて脱水，

クロロフォルム－パラフィン法にて封埋した（熊沢，

1956)．横断切片の厚さは，ユング式ミクロトームで

200’前後とした．切片をスライドグラスに貼付後，型
通りに脱バラし，乾燥保存する．観察にあたっては，ま

ず上記貼付切片上に１万倍ＡＯ生理食塩水を滴下，切

片を染色し，余滴除去後，ＡＯ染色虫体浮満液を同上切

片上に滴下，カバーグラスでおおい，パラフィン・ワゼ

リン混合物にてその周縁を封じて観察する．つまり横断

切片上に現われた灯芯細胞間隙に，虫体を封入して観察

する方法である．

２）ＡＯ穎粒の観察と虫体感染試験

被検虫体は，ＲＨ株感染後３日目のマウス腹水内栄養

型であり，遠沈管内に保存して虫体感染能とＡＯ穎粒

の関係を追究した．この場合には，遊離虫体を集める意

味で，採取腹水を低速遠沈（500rpm，２分）にて宿主

側の細胞成分をできるだけ除去し，次にその上清をＡ，

Ｂ，Ｃ部に３分し，Ａ部は虫数算定ならびにｐＨ測定用

とし，Ｂ部は抗生物質添加後，少量ずつ遠沈管内に分注

し，無菌的に室温下で保存，Ｃ部は，遠沈（3,000rpm，

10分）後，上清を生理食塩水と置換し，Ｂ部同様抗生物

質添加後，分注保存した．抗生物質は，新丼ら（1958)，

Ｃｏｏｋ（1958）などにもとずき，ペニシリン100単位/ｍ]，

ストマイ100〃g/ｍｌ添加した．ＢおよびＣ部は，経時的

にその一部をマウス腹腔に注入して感染能を調べ，他部

を螢光鏡検およびＰＨ測定に用いた．マウス１匹あた

りの接種量は，保存液0.2ｍｌに抗生物質含有液0.1ｍｌ

(抗生物質含有の生理食塩液で，抗生物質量については

前出）を加えた計0.3ｍｌで，それぞれマウス３匹に接

種した．接種虫数は，マウス１匹あたり900万であっ

た．螢光鏡検は，主に虫体の形態およびＡＯ穎粒の存

否に重点を置き，前述の灯芯法を用いて観察および個数

算定をおこなった．ＡＯ穎粒を示す虫体がすぐなくな

り，検出しにくくなった時は，遠沈集虫（３，０００rpm，

５～10分）後，螢光鏡検した．Ｂ部を用いての検討をさ

らにもう一回追加したが，この際のマウス１匹あたりの

接種虫数は610万で，他の条件は全く上記同様であっ

た．生残マウスについては，すべて色素試験をおこなっ

て感染の有無を調べた．

４．ＡＯ穎粒の生物学的ならびに細胞化学的観察方法

虫体は，すべて感染３日目のマウス腹水中よりえた栄

養型で，専ら遊離虫体を用いた．

１）普通鏡検と位相差鏡検によるＡＯ穎粒の確認

トリプシン溶液：

|舎驫蘂徽乢浮
消化処理にあたっては，ＫＭ式マグネチックスターラ

ー（Iwaki，Ｓ－１Ａ）を使用して攪拝した．消化後は，

遠沈して沈澄を集め，生理食塩水で洗浄後，一部を螢光

鏡検，残りをマウス３匹に腹腔内注入した．濾液の残り

半量は対照として消化処理をおこなわず，そのまま一部

を螢光鏡検，残りをマウス３匹に腹腔内注入した．マウ

ス１匹あたりの接種虫数は，約100～200万であった．

ｂ）脳の場合

感染マウス脳２匹分に生理食塩水を加えて磨砕液をつ

くり，濾過後肝臓の場合と同様一部を消化実験に，残部

を対照群にまわした．マウス１匹あたりの接種シスト数

は1.000～２．０００である．他の条件は，全く肝臓の場合と

同じである．

マウスの感染は，マウスの発症致死および虫体の発見

によって確認したが，マウス接種後１カ月以上生残した

ものについては，脳内シストの発見に努めるとともに，

シストの発見されなかったものについては，さらに色素

試験を実施して感染の有無を確かめた.

３．ＡＯ穎粒と虫体感染能との関係

１）虫体観察のための灯芯法の応用

ＡＯ穎粒と虫体感染能の関係を正確に把握するために

は，虫体の形態，発色色調，ＡＯ穎粒の存否などの詳細

な観察と，虫体数の正確な算定が必要である．しかし，

実際には，（i）勝離虫体は微小で浮動し勝ちであり，油

浸鏡検の際，視野外に逸散し易く，算定，観察ともに困

難である．また活性低下虫体は，螢光が微弱となるか

ら，その存在を確認するためには，同一視野の普通光源

への切換による再鏡検が必要である．これらのために

は，虫体を同一個所に固定しなければならぬ．（ii）虫数

算定にあたっては，本法下では暗視野となるため，その

割線が認められず，通常の血球計算盤は使用不能であ

る．などの技術上改良を要する点がいくつかある．そこ

で案出されたのが，以下に述べる灯芯法である．

用いた虫体は，ＲＨ株感染後３日目のマウス腹水内栄

養型である．また本法においては，専ら灯芯（イ，

〃"α`ｓﾋﾞﾐﾉｳﾞ(i`sz`ｓｖａｒ．‘ｃｃ秒ie"ｓの髄）を用いたが，ほ

かに，ニワトコ，ヤマブキ，キクイモ，ヒメムカシヨモ

ギ，タケニグサなどの髄も試みた．まず，髄の軟化処理

として，５％苛性カリ水溶液１日間，弗化水素酸１週

間～l0El問，９０％エタノールに飽和した苛性ソーダ液６

（４９）
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普通鏡検法は全く通常のものであり，位相差鏡検は，

ＵｎｉｏｎＵＭ型万能顕微鏡（ユニオン光学）を用い，位

相差レンズとしては，ＢＭが好適であった．

２）ＡＯ穎粒の固定の検討

ＡＯ穎粒が元来固定保存の可能な構造か否かの検討を

おこなう目的で，固定液としては，メタノール，８０％エ

タノール，８０％イソプロパノール，Carnoy液，Bodian

液，Baker液，Serra液，Schaudinn液，Rossman

液，アセトン，１０％緩衝ホルマリン，２％グルタルアル

デヒド，オスミック酸蒸気などを使用し，固定前後にお

ける同一穎粒の追究にはPalade液（Paladal952）を

用いた．

３）ＡＯ穎粒の細胞化学的検討

虫体含有腹水をスライドグラス上に塗抹し，室温下で

オスミック酸蒸気により３分間固定し，水洗後各種の方

法で染色した．細胞化学的研究のための固定液としてオ

スミック酸蒸気が適当かどうかをみるために，通常，細

胞化学的研究に用いられる固定液での検討も合わせおこ

なって，前者での結果と比較した（Tablell)．フォス

ファターゼ検出の場合にはオスミック酸蒸気，イソプロ

パノール，アセトンなどのいずれでも酵素活性が著しく

低下するので，専ら，生理食塩水で稀釈した２％グルタ

ルアルデヒドを，４°Ｃ，３０分間作用させた．上記のほか

に，一般構造をみるために，オスミック酸蒸気固定後，

Ｇｉｅｍｓａ染色とHeidenhain鉄へマトキシリン染色も

試みた．この時，Mcllvain緩衝液で,ｐＨをＧｉｅｍｓａ染

色で５．０に，Heidenhain鉄へマトキシリン染色で７．８

に補正した(Ｋｏｙａｍａ＆Ilardi，1968)．

対照実験としてＲＮＡ消去のためのＲＮａｓｅ作用試

験（Pearse，1961)，グリコーゲンの唾液消化試験(Lil‐

liel965)，ピリジンによる脂質抽出試験（Pearse，

1961)，硝酸によるニンヒドリンーSchiff反応阻害試験

(Pearse，1961)，弗化ソーダによる酸性フォスファター

ゼ阻害試験（Lillie，1965）などをおこなった．また，

各試験において，基質除去群を必ず対照群として併置し

た．ＲＮａｓｅは，WorthingtonBiochCorP製のもの

を１ｍｇ/ｍｌの濃度で，蒸溜水またはMcllvaine緩衝

液（ｐＨ7.4）に溶解し，３７°Ｃで１時間作用させた．ピ

リジンは室温で５分間作用させた．また各反応は，あら

かじめＡＯで染色したものと無染色のものの両者につ

いておこなった．

細胞化学的テクニックによる重複染色においては，

Ｇｏｍｏｒｉ法（Gomori，1950,1952）による酸性フォス

フアターゼ陽性穎粒の確認を中心として，同一穎粒につ

いての他染色法による重複染色をおこなった．すなわ

ち，（i）虫体塗抹→２％グルタルアルデヒド固定→水洗

一Laybourn液によるメタクロマジー反応（Laybourn，

1924）→グリセリン封入→鏡検（メタクロマジー穎粒の

確認）→水洗→Ｇｏｍｏｒｉ法→鏡検（酸性フォスファター

ゼ陽性穎粒の確認)．Laybourn液によるメタクロマジ

ー反応においては，酸性フォスファターゼ活性の低下を

極力防止する目的で，加熱処理はおこなわず，グルタル

アルデヒド固定後直ちに，１液で３分間，２液で１分間

の短時間処理をおこない，一旦鏡検の後，直ちにＧｏ‐

ｍｏｒｉ法を適用した．なお，前述の如く，Ｇｏｍｏｒｉ法に

は，弗化ソーダによる酵素阻害群，基質除去群などの対

照群を置いた．また，操作途上での酵素活性の低下が心

配されるので，通常，酸性フォスファターゼの分布状態

の良く知られている正常マウス肝組織を対照にえらび，

その塗抹標本による同一処理群をも併置して，虫体の場

合と比較検討した．（ii）虫体塗抹→２％グルタルアルデ

ヒド固定→Laybourn液によるメタクロマジー反応→(i〉

同様に鏡検（メタクロマジー穎粒の確認）一同染色の

脱色を目的としてアセトンで洗う一水洗→Ｇｉｅｍｓａ染色

(Mcllvaine緩衝液でｐＨ7.0に補正）一水洗→ブタノー

ル→キシロール→バルサム封入→鏡検（メタクロマジー

穎粒の確認)．（iii）虫体塗抹→２％グルタルアルデヒド

固定→Ｇｏｍｏｒｉ法→鏡検（酸性フォスファターゼ陽性穎

粒の確認）→オイルレッドＯによる脂質染色（Pearse’

1961）→鏡検（脂質陽性穎粒の確認）

４）ＡＯ穎粒の肥大現象の観察

この現象を観察するための培地は，５）ＡＯ穎粒に対

するリポヌクレアーゼ処理の影響の項で述べるものと同

じものである．観察方法は，Robbins＆Marcｕｓ(1963）

に従った．また，肥大前後の虫体のＧｏｍｏｒｉ法による

酸性フォスファターゼ検出も試みた．

５）ＡＯ穎粒に対するリボヌクレアーゼ処理の影響

本処理においては，ＲＮａｓｅを５．０，１．０，０．５ｍｇ/ｍｌ

の濃度に含む３種の培地それぞれ２ｍｌに，生虫体約

９，０００万ずつを浮遊，３７°Ｃに温浴して，生虫体に対す

るＲＮａｓｅの影響を螢光鏡検によって調べた（Brachet，

1956；Fotakis＆Stammler，1963)．実際には，Rob‐

bins＆Marcuｓ（1963）やFotakis＆Ｓｔａｍｍｌｅｒ(1963）

などの方法を参考にして，まず培地として，Hanks液

と人血清を容量比９：１に混じたものに，人アルブミン

(Nut，Bioch、ＣＯ.）0.5％添加したものを用い，人血清

(５０）
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合により，十分な赤色発色を認める（ＡＯ濃度１～２万

倍）が，肝，脾，脳など諸臓器内栄養型虫体は，それら

の磨砕液中に含まれる虫数および宿主細胞数が増大する

とともに，必ずしも，良好な発色を示さなくなる．これ

は，腹水を遠沈して集虫液を作って観察した場合でも同､

様で，後述の発色条件の検討の項でも触れるが，含まれ

る細胞数の増大とともに，細胞１個あたりにとり込まれ

るＡＯの濃度低下に基因すると思われる．この場合に

は，ＡＯ液を多量に用いることによって発色を正常化す‐

ることが可能である．最後に，虫体の穎粒構造を観察

する場合には，封入試料をできるだけ少量にして標本一

をつくること，つまり，カバーグラスで虫体あるいは

シストをやや圧平ぎみにして鏡検するとよく観察でき

る．

２）ＡＯ穎粒の発色条件の検討

ａ）至適ＡＯ濃度

まず，色素量と虫数の関係を調べた結果は，虫数16×

103/ｍｌではほとんどすべての虫体は緑色で，ＡＯ穎粒

はほとんど認められない．３２×107/ｍｌでは，細胞質赤三

色で，ＡＯ穎粒も良く認められるが，更に虫数を減じて

16×107/ｍｌとすると，細胞質の赤色はさらに強くな

り，ＡＯ穎粒はかえって認めにくくなる．従って以後の

研究においては，終始虫数と色素量の関係を考慮して実一

験を進めた．

さて，至適ＡＯ濃度については，Ｔａｂｌｅｌ＆２の如

く，栄養型虫体，シスト，シストより遊離せしめた虫体一

の３者いずれも，ＡＯ濃度１～２万倍で分別が良く，

ＡＯ穎粒も認め易かった．

ｂ）至適ｐＨ

Ｔａｂｌｅ３＆４に示すように，栄養型虫体,シストシス

トより遊離せしめた虫体の３者を通じて，ｐＨ７．０～7.5.

で分別の良いこと，かつまたＡＯ穎粒の存在も最も認

め易いことがわかる．また，虫体やシストを含む浮遊液一

に，緩衝液やＡＯを加えた混合後のｐＨは，初めに加

えた緩衝液のｐＨと大差はなかった．

ｃ）染色時間と感染能の関係

染色後１分で，すでに好適な発色をみせるが，時間の

経過に伴ない，赤色螢光は次第に強まり，核やＡＯ顕〈

粒の分別は逆に悪くなる．これと同時に，感染能も急激ｆ

な衰退を示し，Ｔａｂｌｅ５にみるように，対照との間に大‐

差のあることが認められた．すなわち，対照群では，実二

験開始後２日でなお感染力を保持しているのに反して，

ＡＯ染色群では，染色後３時間ですでに生残マウスが現

'よトキソプラズマ抗体の無いものをえらび，培地のｐＨ

は７２～7.4とした．対照群としては，（i）ＲＮａｓｅを含

まない培地，（ii）ＲＮａｓｅ添加培地にＲＮａｓｅの阻害剤

であるヘパリンを５ｍｇ（500単位)/ｍｌ加えたものなど

を置いた．螢光鏡検は，虫体浸漬後１，３，６，２４，５３

の各時間毎におこない，同時にピロニンーメチルグリー

ン染色によってＲＮＡの推移も観察した．

成績

ＬＡＯ穎粒の基礎的観察とその発色条件

１）ＡＯ穎粒の基礎的観察

ＡＯ生体染色一螢光顕微鏡法で，虫体内構造，特に

ＡＯ穎粒の観察および虫体と宿主細胞との分別(diHer‐

entiation）に対して，従来好適と考えられている発色条

件下（ＡＯ濃度１～２万倍，ｐＨ７．０～7.5,室温）で

は，栄養型虫体およびシスト壁を機械的にこわしてとり

だしたシスト型虫体ともに，細胞質は鮮紅色に，核は

黄緑色に発色して，虫体全体が最も鮮明にみえた．細胞

質の赤色螢光はおもにその中にほぼ一様に分布する多数

の（およそ10数個の)，大きさ100～500叩の，球形赤

色の穎粒にもとずくものであることを認め（小山ら，

1962）（Fig.１)，かつこの際の染色時間は１～２分で

十分であることがわかった．この穎粒構造は，核を除い

た細胞質内に広く分布しており，また，この構造以外の

細胞質部分にも，通常多少の赤色螢光を認める．また，

宿主細胞は，上記のＡＯ処理条件下では，一部の遊走

細胞を除いて，すべて黄緑色に発色するため，虫体をそ

れらと見分けることは容易である．宿主側の白血球の如

き遊走細胞では，その細胞質内にＴｏ工oPms'"α同様に

赤色穎粒が認められるが，Tojmpms'"αが特異な三日月

型をとることと，小型であることとでこれまた容易に区

別できる（(Fig.２)．シスト型虫体の細胞質内に存在す

るＡＯ穎粒は，栄養型虫体のそれに比して個数多く，

全体として，その赤色螢光の程度は栄養型虫体のそれよ

り大であった．ただし，シストを破壊せずにシスト全体

を染めた場合は，染まりがたく，染色時間を５～30分に

延長すると比較的良く染まってはくるが，なお榿色程度

の場合が多い．普通シストのみられる脳組織では，宿主

細胞がほとんどすべて黄緑色に発色するので，榿色球体

としてシストの存在は極めて容易に認められる．上記の

ＡＯ濃度をたかめると，シストは赤色となるが，宿主細

胞も同様に赤色化の傾向を示すので，たがいに分別しが

たくなる．また，通常，腹水中の栄養型虫体では，ＰＨ

を特別に考慮せず，腹水とＡＯ生理食塩水溶液との混

（５１）
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TablelFluorescenceofRHtrophozoitesstainedwithacridineorangeinvariousconcentrations

Differentiation

betweennucleus

andcytoplasm

Concentrationof

AO＊

AO

granules
Nucleus Cytoplasm

Obscure

Obscure

Paleyellowishgreen

Yellowishgreen

Yellowishgreen

Yellowishgreen

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Ｐｉｎｋ

Obscure

Obscure

Clear

Clear

Clear

Obscure

Poor

Poor

Fairlygood
Good

Good

Fairlｙｇｏｏｄ

５００

２，０００

5,000

10,000

20,000

50,000

１
１
１
１
１
１

＊Acridineorange． Temperature：24-26Ｃ；ｐＨ：７．５．

Table2FluorescenceofBeverIeycystsstainedwithacridineorangeinvariousconcentrations

Organismsliberatedfromcyst
DiHerentiation

betweencysts
andhostcells

Whole

cysts Nucleus Cytoplasm

Concentration

ofAO＊
DiHerentiation

betweennucleus

andcytoplasm

AO

granules

ｌ： ５００Ｒｅｄ

ｌ：２，０００Ｒｅｄｄｉｓｈ
ｏｒａｎｇｅ

ｌ：５，０００Orange

l：１０，０００Orange

l：２０，０００Orange

l：５０，０００Yellow

Obscure

Yellowish

green

Yellowish

green

Yellowish

green

Yellowish

green

Obscure

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Obscure

Obscure

Poor

Poor

Fairly
good

Good

Ｐｏｏｒ

Ｇｏｏｄ

Red Obscure

Red Clear

Pink Clear

Yellow Obscure

１
．
１
．
１
．
ｒ

ｏ
Ｃ
Ｏ
Ｏ

ｏ
Ｃ
Ｏ
Ｏ

Ｇ
Ｇ
Ｇ
Ｐ

Ｇｏｏｄ

Ｐｏｏｒ

＊Acridineorange． Temperature：２４－２６Ｃ；ｐＨ：７．５．

Table3EffectofpHonfluorescenceofRHtrophozoites

Differentiation

betweennucleus

andcytoplasm

Buffered

solution

ＡＯ＊

granules
Nucleus CytoplasmpＨ

水
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ
ｈ

Ｐ・祀・恥・脛．配・姉．疵．疵
０
１
１
１
１
１
１

１
１
１
１
１
ｌ
ｌ

ｌ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

正
Ｙ
Ｙ
Ｙ
Ｙ
Ｙ
Ｙ

Yellowishgreen Obscure Poor３．１５

ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ

ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ
ｅ

ｒ
ｒ
ｒ
ｒ
ｒ
ｒ
ｒ

Ｒ
）
貝
）
（
岩
ｇ
（
岩
貝
）
（
岩

Yellowishorange

Yellowishorange

Ｏｒａｎｇｅ
Ｐｉｎｋ

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

９
８
４
７
０
５

０
０
０
９
５
９

●
●
●
●
●
●

４
５
６
６
７
７

Obscure

Obscure

Clear

Clear

Clear

Clear

ｈ
》
町
吋
ｄ
ｄ
ｄ

ｒ
ｒ
ｒ
０
０
ｏ

肘
川
町
仇
仇
仇

１
０
１
．
１
０

０
０
０

０
Ｃ
Ｏ

（
岩
貝
）
（
苫McIlvaine

Ｃｌａｒｋ

ａｎｄ

Ｌｕｂｓ

Yellowish

Yellowish

Yellowish

ｄ
ｄ
ｄ

ｅ
ｅ
ｅ

Ｒ
Ｒ
Ｒ

７．９７

８．９５

１０．００

Clear

Clear

Clear

１
０
１
０
１
ｄ

ｏ
Ｏ
ｏ

Ｏ
Ｏ
ｏ

Ｇ
Ｇ
Ｇ

ｎ
ｎ
ｎ

ｅ
ｅ
ｅ

ｅ
ｅ
ｅ

ｒ
ｒ
ｒ

（
邑
庁
活
（
岩

Ascites

(Control）
7．７０YellowishgreenRed Clear Ｇｏｏｄ

＊Acridineorange． Temperature：２４－２６Ｃ；Concentrationofacridineorange：１：１０，０００．

（５２）
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Table4TheeffectofpHonHuorescenceofBeverleycysts

Mechanicallyexcystedparasites
Differentiation

betweencysts
andhostcells

Buffered

solution pHWhole
cysts Nucleus CytopIasm

AＯ＊

granules

Differentiation

betweennucleus

andcytoplasm

＿＊＊３．１５

４．１５

５．１５

McIlvaine6・1０

７．１０

７．５０

７．９６

Ｐｏｏｒ

Ｐｏｏｒ

Ｐｏｏｒ

Ｐｏｏｒ

Ｇｏｏｄ

Ｇｏｏｄ

Ｐｏｏｒ

Obscure

Obscure

Clear

Clear

川
》
》
ｄ

ｅ
ｒ
ｒ
ｅ

Ｙ
Ｏ
Ｏ
Ｒ

Yellowish

Yellowish

Yellowish

Obscure

Ｙｅｌｌｏｗ

Ｐｉｎｋ

Ｒｅｄ

Ｒｅｄ

Poor

Good

Good

Fairlygood

ｎ
ｎ
ｎ

ｅ
ｅ
ｅ

ｅ
ｅ
ｅ

ｒ
ｒ
ｒ

（
岩
貝
）
貝
）

Ｃｌａｒｋ

ａｎｄ

Ｌｕｂｓ

Obscure

Obscure

Obscure
ｄ
ｄ
ｄ

ｅ
ｅ
ｅ

Ｒ
Ｒ
Ｒ

Clear

Clear

Clear

ｄ
ｄ
ｄ

ｅ
ｅ
ｅ

Ｒ
Ｒ
Ｒ

Fairlygood

Poor

Poor

７．９１

９．０１

９．９９

Ｐｏｏｒ

Ｐｏｏｒ

Ｐｏｏｒ

Homogenate

:'１.麓鶴ｎ６６４Ｍｏｐｉｎｋ
（Control）

Yellowish

green
PinkObscure Fairlygood Ｐｏｏｒ

＊Acridineorange；＊＊NotHuorescent；Temperature：24-26Ｃ；Concentrationof
acridineorange：１：１０，０００．

Table5TheinfectivityofRHtrophozoitesintheinfectedmouseascitesaftervarious

periodsofstorageinacridineorange-salinesolutionatroomtemperature

S……MNodmMead/柵劉:。（hr.）
SurvivalｄａｙｓSuspendingHuid

３
３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

３
３
３
２
０
０

５．０（4.8)**＊

７．０（6.3）

13.0(10.7）

０
０
０
０

●
●
●
●

５
６
０
０
１
１

０
１
２
３
６
２
１

５
０
０
０

の
●
●
●

４
６
９
０
１

Acridineorange
saline*＊

３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

０
０
０
０
０

４
６
８
２
６

２
３
４
７
９

5.0（5.0）

6.0（5.0）

4.0（5.0）

5.0（４８）

6.5（5.3）

5.5（4.8）

5.0（5.0）

6.5（5.8）

7.0（7.0）

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

３
３
３
３
３
３
３
３
３
０
０

０
０
０
５
５
５
０
５
０

●
●
●
●
●
●
●
●
●

５
４
６
４
４
４
５
５
７

０
０
０
０
０
５
０
５
０

■
●
●
●
●
●
●
●
●

５
５
５
５
５
４
５
５
７

０
１
２
３
６
２
４
６
８
２
６

１
２
３
４
７
９

Saline（Control）

＊Thenumberoftoxoplasmasinoculatｅｄｉｓａｂｏｕｔ６５０,OOOpermouse．
＊＊Concentrationｏｆａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅｉｓｌ：２０，０００．
**＊AveragedaysofsurvivaL

（５３）
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Table6TheeffectofdistilledwateronHuorescenceofTbrOPms"zaparasites

Trophozoites（RHstrain）

Fluorescenceoftrophozoites
Storageperiod
indistilled

water（ｍin.）
Noa::Xnice/ｌｌＭｉ雛

Materials

tested NucleusCytoplasm Acridineorange
granules

Ascitesfrom

infectedmouse

Wholeliverfrom

infectedmouse

Yellowish

green

Yellowish

green

Yellowish

green

Red

Obscure

Clear

O/３

３/３

５
５
１

Cysts（Beverleystrain）

Fluorescenceofcysts
Storageperiod
indistilled

water（ｍin.）

Materials

tested N?h廷t晋Ce/RMit藤｡ParasitesincystsWhole

cysts ｍＳａ１１，
△
ｏｔｖ
ソ

（
しＳｕｅ

１
１ｃｕ

Ｎ

ｅ
ｅ
ｅ

（
岩
穴
名
貝
）

、
ｎ
ｎ

ａ
ａ
ａ

ｒ
ｒ
ｒ

Ｏ
Ｏ
Ｏ

Yellowish

Yellowish

Yellowish

3/３

３/３

３/３

５
０
０

１
３
６

Reddishorange

Orange

Orange

ｎ
ｎ
ｎ

ｅ
ｅ
ｅ

ｅ
ｅ
ｅ

ｒ
ｒ
ｒ

（
岩
穴
名
句
名

Wholebrainfrom

infectedmouse

Paleorange

PaIeorange

Paleorange

Slightlyclear
Obscure

Obscure

0/３

０/３

０/３

５
０
０

１
３
６

Homogenateofbrain
frominfectedmouse

＊Threemicewereeachinoculatedwithascitesortissuehomogenateafterthematerialwaskept
indistilledwaterfordesignatedperiodoftime・ Temperature：24-26Ｃ、

われ，６時間ではほとんど感染力を消失している．

２．感染臓器内虫体の検出

１）感染マウスの腹水および臓器の蒸溜水処理

Ｔａｂｌｅ６にみる如く,腹水中の虫体は,蒸溜水内５分間

浸漬ですでに虫体のＡＯ穎粒は認めにくくなり，マウ

スへの感染性も消失している．しかし,肝臓のような臓器

の内部虫体は，臓器の15分間程度の蒸溜水浸漬では影響

をうけず，その中の虫体は，ＡＯ穎粒もマウスへの感染

性も保有していた．なお，無処置虫体は，腹水内および

肝内虫体ともに赤色螢光を発し，それらを接種した対照

群のマウスは，すべて感染蕊死した．また，Beverley

株感染マウスの脳をそのまま蒸溜水に浸漬した場合で

も，肝臓の場合と同様に，浸漬時間15～60分の範囲で

は，シスト全体の螢光色調は燈色，シスト内虫体は燈赤

色で変化なく，マウスへの感染能も確実に認められた

(Fig.３＆４)．しかし，脳磨砕液の場合には，上述の

時間内にシスト全体の螢光色調は淡榿から黄色となり，

内部虫体の輪郭は不明瞭となった（Fig.５＆６)．かよ

うなシストをマウスに接種した場合には，接種マウスの

脳内にシストを認めることなく，また，色素試験の結果

も16倍陰性であったので，接種時に，これらのシスト

は，感染能を失っていたものと考えられる．なお，無処

置対照群では，虫体の燈赤螢光を認めるとともに，マウ

スへの感染性も保持していた．

２）消化法併用による虫体検出試験

消化液処理によってシストは崩解し，シスト内虫体は

遊離する．Ｔａｂｌｅ７を通覧して，栄養型虫体をペプシン

処理した場合，処理時間30分で赤色螢光は現われがた

くなり，従って穎粒の存在も明らかでなくなる．また，

すでに接種マウスの感染不成立がみられ，トリプシンの

場合よりも虫体に対する害作用が強いように思われる．

トリプシンの場合には，栄養型虫体，シスト型虫体両者

ともに，消化60分までは確実にマウスへの感染能を保持

しているばかりでなく，細胞質の赤色螢光も残存してい

ることがわかる（Fig.７＆８)．また宿主側の細胞成分

もかなりよく消化するので，多量の材料を一度に処理で

きることとなり，遠沈集虫法と併用すれば，相当な検出

率の向上が期待できる．消化液処理時の損傷には，ほか

に，処理後の染色による虫体の形態変化がある．これ

は，シスト型虫体より栄養型虫体でより明瞭に認めら

れ，正常な三日月型から楕円型に変形する．さらに進む

と，染色前から不定形となりマウスへの感染能を消失し

た虫体が出現する．こうした事実から消化後の虫体は活

性が低下していて，外要因の影響を受けやすいように恩

(５４）
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われた．例えば，螢光法に使用される紫外

線によって，槌色が一層甚だし<なるのも

その一つと思われる．ただしこうした傾向

は，シスト型虫体より栄養型虫体で著し

い．要するに，シスト型虫体は栄養型虫体

に比して，すべての外的条件に対して抵抗

`性がより強いように`思われるのである．

３．ＡＯ穎粒と虫体感染能との関係

１）灯芯法

この方法によると，Ｆｉｇ．９＆１０にみる

ように，灯芯の横断切片上に現われる細胞

膜由来の隔壁が，燈色の螢光を発するた

め，細胞間隙が明瞭な－区画として認めら

れる．従って，この間隙内への虫体の封入

により，虫体を固定し，細胞内の観察と虫

数算定が可能になる．つまり，虫体の静止

Iこよて，細胞質内のＡＯ穎粒の存否の

確認，形態観察のほか，Ｆｉｇ．１０にみるよ

うに，螢光色調微弱で，発見しにくい活性

低下虫体も，普通光源への切換えによっ

て容易にその存否を確認できる．また虫数

算定にあたっては，これらの区画が，血球

算定盤のそれと同じ役割を果すことにな

る．なおイ以外の植物の髄では，内部構造

の上から上記の目的を達することができ

ず，以後の実験には使用しなかった．

２）ＡＯ穎粒の観察と虫体感染試験

腹水内に保存した虫体（Ｂ部）のうち，

ＡＯ穎粒保持虫体の個数は，Ｔａｂｌｅ８でみ

るように，保存時間の経過とともに減少し

た．また保存とともに赤色色調は現われに

くくなり，ＡＯ穎粒そのものの輪郭も不明

瞭となる．そして，遂には，細胞質の螢光

は淡黄色から無色と変わり，外部形態も初

めの三日月型から楕円形ないし球形に変化

し，大型の赤色胞状構造部保持虫体も出現

するようになる．このような虫体では，い

ずれもＡＯ穎粒を認めにくい．虫体保存

日数が長くなると，発色虫体が少くなるの

で，遠沈集虫法によってＡＯ穎粒保持虫

体の発見に努めた（Fig.１１＆１２)．また

同時におこなった保存虫体の接種によるマ

ウス生存日数は，保存期間が長くなるとと
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Table8EffectsofstorageoftheinfectedmouseascitesontheHuorescenceand

infectivityofRHtrophozoites（１）

Survival

ｄａｙｓ
Storageperiod

（days）
％ofparasiteswith
AO＊ｇranulesinall
parasitesinascites

Ｎｏ．ofparasiteswith
AOgranulesinjectｅｄ

ｉｎｔｏｍｉｃｅ
NC遇jnにe/冨:imH:雛

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
１

５．５（4.8)**＊

４．５（4.2）

５．５（5.2）

５．０（4.7）

５．５（4.8）

５．５（5.2）

６．５（6.2）

５．５（5.2）

６．５（6.5）

７．５（7.2）

８．０（8.0）

11.0(10.0）

０
５
０
５
０
５
０
５
０
０
０
０
０

●
●
■
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
１
１
２
２
３
３
４
５
６
７
８

２
０
０
０
０
０
０
０
０
５
５
０
３

０
０
９
９
９
６
３
３

・
・
１
０

１
１

０
０
０
０

一
一
’
一
｜
’
｜
’
｜
’
’
０
０

０
０
０
０
０
０
０
０
１
１
・
・

９
９
８
８
８
５
１
１
３
０
０
０

●
●

０
０

8.1-9.0×１０６

８．１－９．０×１０６

７．２－８．１×１０６

７．２－８．１×１０６

７．２－８．１×１０６

４．５－５．４×１０６

０．９－２．７×106

０．９－２．７×１０６

０．０９－０．４５×１０６

０．０３－０．０４５×１０６

900-1,800

１１３

23-30

５
５
５
５
５
０
５
５
５
５
０
５
５

●
●
■
●
●
●
●
■
●
●
●
●
●

４
３
４
４
４
５
５
４
６
６
８
９
９

５
５
５
５
５
０
５
５
５
５
０
５

●
●
●
●
■
●
●
●
●
●
●
●

４
４
５
４
４
５
６
５
６
７
８
９

＊Acridineorange- Temperature：24-26Ｃ・

＊＊About９．０×l06parasiteswereinoculatedintoeachmouseafterstorageofascitesfordesignated

periodofdays．

**＊Averagedaysofsurvival．

Tabｌｅ９ＥＨｅｃｔｓｏｆｓｔｏｒａｇｅｏｆｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅdmouseascitesontheHuorescence

andinfectivityofRHtrophozoites（２）

Storage
period
(days）

％ofparasiteswith
AO＊granulesinaU
parasitesinascites

Noa::jmce/呈:b捌塵
Ｎｏ．ofparasiteswith
AOgranulesinjectｅｄ

ｉｎｔｏｍｉｃｅ

Ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｄａｙｓ

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

●
●
●
●
●
●
●
●
■
■

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１

90-100

90-100

40-60

５－１０

１－２

００２

０．００５

０***＊

０

０

０

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

３
３
３
３
３
３
３
０
０
０
０

４．５（4.2)**＊

４．５（4.5）

５．０（4.7）

７．０（6.2）

８．０（8.0）

10.5(10.2）

11.5(11.2）

５．５－６．１×１０６

５．５－６．１×１０６

２．４－３．７×１０６

０．３－０．６×１０６

０．０６－０．１２×１０６

１，２００

３００

０

０

０

０

４．０

４．５

４．５

４．０

４．５

４．５

５．５６．０

８．０８．０

９．５１０．５

１０．５１１．５

＊Acridineorange Temperature：24-26Ｃ、

＊＊About６．１×１０６parasiteswereinoculatedintoeachmouseafterstorageofascitesfor

desingnatedperiodofdays．

＊*＊Averagedaysofsurvival．

***＊About400,000parasiteswereobserved．

'1)に，延長の傾向，すなわち感染能の低下傾向をとり，

８日目には，ＡＯ穎粒保持虫体は被検虫体30～40万個の

うちわずか１個となり，接種マウス３匹中２匹は生残す

るようになった．この実験でのマウス１匹あたりの接種

虫数は900万であるが，各保存日におけるＡＯ穎粒保

持虫体の出現率から計算すると，実際にマウス１匹あた

りに接種されたＡＯ穎粒保持虫体の実数はＴａｂｌｅ８に

示したようになる.この表は,ＡＯ穎粒保持虫体出現率の

低下傾向とマウスへの感染能の衰退傾向とが，ほぼ平行

関係にあることを示している．この試験中の室温は22.5

～24.0°Ｃ，試験開始時の虫体保存液はｐＨ７．９，終了時

のそれは，ｐＨ8.5であった．上記試験の結果，さらに

（５６）
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TablelOEffectsofstorageofRHtrophozoitesinsalineonthe

Huorescenceandinfectivityoftheparasites

％ofparasiteswith
AO＊granulesinall
parasitesinsaline

Ｎｏ．ofparasiteswith
AOgranulesinjectｅｄ

ｉｎｔｏｍｉｃｅ
N・麓jmce/昌:b捌韓

Storage
period
(days）

Survival

ｄａｙｓ

＊＊

ｎ
〉
〈
Ｕ
〈
Ｕ

勺
上
＊

ｎ
Ｕ
〈
Ｕ
〈
Ｕ
〈
Ｕ
ｎ
Ｕ
〈
Ｕ

。
＊

勺
上
司
几
可
上
Ｒ
Ｕ
〔
ｌ
Ｆ
Ｄ
Ｆ
Ｄ
Ｆ
Ｄ
〈
Ｕ
〈
Ｕ
ｎ
ｖ
ｎ
ｖ

〈
Ｕ
ｎ
Ｖ
〈
Ｕ
〈
Ｕ
ｎ
Ｕ
、
〉
勺
上
１
上
Ｐ
Ｄ

Ｑ
〉
ｑ
〉
ｑ
〉
【
ｌ
〈
０
八
宝

〈
Ｕ

●

〈
Ｕ

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

３
３
３
３
３
３
３
３
３
０
０
０

(4.3)**＊

(4.8）

(5.5）

(5.3）

(6.8）

(5.8）

(7.5）

(7.5）

(9.0）

０
５
０
５
０
５
０
５
０
０
０
０

●
。
●
●
●
●
●
。
●
●
■

０
１
１
２
２
３
３
４
５
６
７

８．１－９．０×１０６

８．１－９．０×１０６

８．１－９．０×１０６

６．３－７．２×１０６

５．４－６．３×１０６

３．６－４．５×106

0.09-0.45×１０６

０．０９－０．４５×１０６

4,500-9,000
0

0

0

３．０

４．５

５．５

５．０

５．５

５．５

７．５

７．５

８．５

４．５

４．５

５．５

５．５

７．５

５．５

７．５

７．５

８．５

５．５

５．５

５．５

５．５

７．５

６５

７．５

７．５

１０．０

＊Acridineorange．

＊＊About９．０×１０６parasiteswereinoculated
insalinefordesignatedperiodofdays．

＊*＊AveragedaysofsurvivaL
***＊About400,000parasiteswereobserved．

Temperature：24-26Ｃ・

ｉｎｔｏｅａｃｈｍｏｕｓｅａｆｔｅｒｓｔｏｒａｇｅｏｆＲＨｔrophozoites

虫体保存８日以後の追加検討が必要と思われたので，く

り返し実験をおこなった．

その結果は，Ｔａｂｌｅ９のごとく，虫体保存後６日に

は，ＡＯ穎粒保持虫体は，虫体２万個中に１個発見でき

る程度で，接種マウスは３匹すべて感染死している．７

日およびそれ以降では，虫体40万個程度調べてもＡＯ

穎粒保持虫体を見出せず，接種マウス３匹はすべて生残

するというように，今回も，前回同様にＡＯ穎粒保持

虫体の出現率の推移とマウスへの虫体感染能のそれとが

明らかに平行関係にあることを認めた．この試験中の室

温は，24.5～27.0°Ｃ，および保存液のｐＨ変動は8.3～

8.7であった．

腹水の遠沈上清部を生理食塩水に置換保存した群（ｃ

部）での試験は，Ｂ部による第１回目の試験と同時に実

施した．この時の保存液のｐＨ変動は7.4～7.8であっ

た．TablelOでみるように，この場合には腹水内保存の

場合よりかなり早く，保存５日目からＡＯ穎粒保持虫

体は認めなくなり，同時に接種マウスはすべて生残して

いる．したがって，ＡＯ穎粒保持虫体の色調の衰退およ

びマウスへの虫体感染能の低下の様子は，腹水保存群に

くらべるとやや急ではあるが，やはり平行関係が認めら

れる．最後に，全試験を通じて，生残マウスの色素試験

をおこなったが，すべて陰性であった．

４．ＡＯ穎粒の本態

１）普通鏡検と位相差鏡検によるＡＯ穎粒の確認

普通鏡検下でＡＯ染色をおこない，同一生虫体での

染色前後における細胞質内穎粒の染まりを検討した結

果，生虫体に認められる細胞質穎粒がＡＯで染色され

るらしく，ＡＯそのものの色調である淡燈色になること

を確認した（Fig.１３＆１４)．また終始同一虫体を追究

することにより螢光鏡検によって認めた赤色穎粒は，そ

のまま淡燈色の同一穎粒構造として普通鏡検でも認めら

れた（Fig.１５＆１６)．そして螢光鏡検で赤色螢光の強

いところほど,普通鏡検ではＡＯ本来の色調である榿色

が濃く，その部分のＡＯ染着度の強いことを示した．色

素は細胞質内全体にもとり込まれるが，色調ははるかに

淡く，単位体積あたりの摂取色素量は，穎粒構造の場合

にくらべて格段Iこすくないものと考えられる．またＡＯ

染色の有無にかかわらず，位相差鏡検によって認めた穎

粒は，そのまま普通鏡検でも認めることができ(Fig.１７

＆１８)，普通鏡検で認めず，位相差鏡検ではじめて認め

るような特別な穎粒構造は存在しなかった．

２）ＡＯ穎粒の固定の検討

一般に，固定後では，固定液そのものの個有螢光が加

わることと，虫体の収縮のためにＡＯ穎粒を認めにく

くなる．また，あらかじめＡＯ染色後固定の場合でも，

固定操作で脱色するから，やはりＡＯ穎粒は認めにく

い．虫体の収縮変形はほとんどの固定液で認められる

が，グルタルアルデヒドとオスミック酸蒸気において

は，比較的に収縮が少<，普通および位相差鏡検で虫体

（５７）
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TablellFixativesandcytochemicalmethodsforvariousorganicsubstances

Substancestested MethodsorreactionsFixatives

Bufferedformalinor

osmicacidvapour
Pyronin-methylgreenmethod(Kurnick，1955）Nucleicacids

Carnoy，Bouin，８０％ethanolor
osmicacidvapour

PASreaction(Lillie，1965)orAlcianBlue8GS
method(Lillie，１９６５afterSteedman，1950）

Carbohydrates

Bufferedformalinor

osmicacidvapour
ＯｉｌＲｅｄＯｍｅｔｈｏｄｏｒＳｕｄａｎＢｌａｃｋＢＭｅｔｈoｄLipids

１００％ethanolor

osmicacidvapour
Ninhydrin-Schiffmethod(Yasuma＆Ichikawa,1953）Proteins

Laybourn,smethod(Laybourn，1924)，
Wachstein,smethod(Wachstein＆Pisano，1950)or
Neisser,smethod(ＴａｋｅｙａｅｔａＬ，1959）

Unfixedor

osmicacidvapourVolutin

Unfixed，acetone，
2％ｇlutaraldehydeor
osmicacidvapour

Acid

phosphatase
Leadmethod(Gomori，1950,1952）

Unfixed，７０％isopropanol，
2％ｇlutaraldehydeor
osmicacidvapour

Alkaline

phosphatase
Calciumphosphatemethod(Lillie，1965）

Tablel2CytochemicalreactionsonthegranularstructureinthecytoplasmofRHtrophozoites

Characteristicsofgranularstructure
Stainingreagents

or

reactionsuse。

Substances

tested CytochemicalColOur Number
reactｉｏｎ

疋
、
ノ

・
１
ｕ
‐

Ｑ
〕
７
１ Remarks

Ａｂｏｕｔ1００．１－０．５ThroughouttheRed＊
cytoplasm

Ｇｉｅｍｓａ

lntheperiphery
oforganisms

Digestiblewith
saliva

Several

orless

０．０５－０．５
ＰｉｎｋCarbohydratesPASreaction ＋

Extractablewith

pyridine

Ｒｅｄ

Black

Several

Several

ＯｉｌＲｅｄＯ

ＳｕｄａｎＢｌａｃｋＢ

0.1-0.5

０．１－０．５

＋
＋

Lipids

Red＊

Brown-black＊

Red＊

ＡｂｏｕｔｌＯ

ＡｂｏｕｔｌＯ

ＡｂｏｕｔｌＯ

Laybourn，sreagent
Wachstein,sreagent
Neisser,ｓｒｅａｇｅｎｔ

０．１－０．５

０．１－０．５

０．１－０．５

＋
＋
＋

Throughoutthe
cytoplasm

Volutin

＋Brown-blackAboutlOO､１－０．５Throughoutthe
cytoplasm

Acid

phosphatase
Gomori,ｓｒｅａｇｅｎｔ

＊Metachromaticallystained．

３）ＡＯ穎粒の細胞化学的検討

前述のごとく，固定液のなかでは，オスミック酸とグ

ルタルアルデヒドの両者が比較的よく穎粒構造を保存す

ることがわかったので，次に，これらの固定剤を用いて

固定し,虫体の細胞化学的検討をおこなった結果,次のよ

うな成績がえられた．すなわち，通常の細胞化学用固定

剤使用の場合と，オスミック酸蒸気使用の場合とで比較

したところ，細胞内諾物質の存否，分布などにつきほぼ

一致した成績がえられた．したがって，オスミック酸蒸

内部の穎粒構造が認められる．そして，この結果は，あ

らかじめＡＯで染色しておいてもおかなくても同じで

ある.次に，ＡＯ穎粒保持生虫体の顕微鏡標本を作製し，

スライドグラスとカバーグラスの隙間よりPalade液を

注入して，普通鏡検下で，固定前後における同一ＡＯ

穎粒を追跡した結果，この穎粒構造の固定保存されるこ

とを知った（Fig.１９＆２０)．また普通鏡検の範囲で

は，固定によって新たな穎粒構造の出現する形跡は認め

なかった．

（５８）
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気固定は，細胞化学的研究の場合にも十分使用可能と思

われる．ただし，フォスファターゼの検出では，酵素活

性の極度の低下をもたらすので成績はよくなく，従来よ

く用いられてきたアセトンでも同様である．さらに酵素

活性を低下させない固定剤としては，グルタルアルデヒ

ドが極めて優れていることも明らかとなった．なお，穎

粒構造の細胞化学的検討でえられた成績はＴａｂｌｅｌ２に

示した．核酸，蛋白質，アルカリフォスファターゼなど

に関する反応では，特に反応陽性に染め出される顕著な

穎粒構造は認められなかった．Ｔａｂｌｅｌ２でわかるよう

に，上記以外の物質の細胞化学的検討では，－虫体あた

りに出現する各反応陽性の穎粒構造は，個数，大きさ，

分布などの点で，いずれもＡＯ穎粒に類似している．

ただし，ＰＡＳ反応で染め出される穎粒構造は，おもに

虫体周辺部に存在すること，大きさが他よりも小形のも

のが多く，個数もややすくないことなどから，他の反応

で認められた穎粒との類似性はやや低いように`思われ

る．なお，あらかじめＡＯで染色したものと無染色の

ものの問に，反応上の差は無かった．

次に,細胞化学的手法による重複染色においては,顕微

鏡標本をまず前染色して鏡検の後,ステージよりはずし，

後染色後，再び同一部分を鏡下に探し出し，鏡検する．

つまり同一虫体内の同一穎粒を徹底的に追究することに

よって，Laybourn液による染色で出現するメタクロマ

ジー穎粒（赤色）は，酸性フォスファターゼ陽性穎粒

(黒褐色）と一致すること（Fig.２１＆２２),Laybourn

液による染色で出現するメタクロマジー穎粒は,Ｇｉｅｍｓａ

染色により出現するメタクロマジー穎粒（赤色）と一致

すること（Fig.２３＆２４）などの成績をえた．Laybo‐

urn染色とＧｉｅｍｓａ染色の比較の場合には，前染色，

後染色のどちらもメタクロマジーの色調は赤色でまぎら

わしいが，前染色で観察した後は，一度アセトンで脱色

処理をおこない，完全に脱色したことを確認してから，

後染色処理に入り，前染色の影響を除去するよう努め

た．さらに，オイルレッドＯ染色によって現われる赤色

穎粒の一部は，また酸性フォスファターゼ反応陽性を示

した（Fig.２５＆２６)．なお，酸`性フオスフアターゼ活

,性の消失を危倶しておこなった対照実験の一つ，すなわ

ち，正常マウス肝組織の塗抹標本でのLaybourn法お

よびＧｏｍｏｒｉ法の重複染色でも，実験群と全く同じ操

偽作の後，同酵素活性の失われていないことを確認した．

４）ＡＯ穎粒の肥大現象の観察

この観察において，TbjrOPms,"α虫体内のＡＯ穎粒が

肥大する現象を認めた（Fig.２７＆２８)．この現象を示

したTbropms"zα虫体に対しておこなった酸性フォス

ファターゼ検出試験において，同酵素陽`性穎粒の肥大も

認め（Fig.２９＆３０)，両穎粒の肥大現象が並行してお

こることが示された．また，光顕レベルでは，これ以外

の細胞器官で肥大するものは認められなかった．

５）ＡＯ穎粒に対するリポヌクレアーゼ処理の影響

ＡＯ穎粒に対するＲＮａｓｅの影響を，螢光鏡検によっ

て観察した結果，作用後６時間までは，ＡＯ穎粒が認め

られ，実験群と無処置群の間に差は認められなかった．

同一経過を，ピロニンーメチルグリーン染色によっても追

跡したが，実験群と無処置群との間で著差なく，いずれ

も前述の時間の範囲では，細胞質の赤色色調が残存し

た．６時間以上ＲＮａｓｅを働かせた群では，変形および

変性虫体の出現が著しくなるので，不適当と考え成績か

ら除外した．

考察

ＬＡＯ穎粒の基礎的観察とその発色条件の検討

螢光顕微鏡法によってTbjmP〃sl"αを観察した報告

が近年現われ始め（Rothstein，１９５８；Ａｒｍstrong＆

Fulton，１９５９；小山ら，１９６２；牧野，1964)，同法が

Tbjmpms",α研究上に極めて優れた方法であることが

知られるようになった．著者は，TorOP血sl)zα虫体の

検出に，同法を導入することを目的として検討を重ね，

その細胞質内に，特異なＡＯ穎粒の出現することおよ

びその他の種々興味ある知見をえたので，すでにその予

備的観察の結果を報じた（小山ら，1962)．本報告は，

その後，特に，上記穎粒の性状に強い興味をもって実施

した一連の研究の結果であるが，まず，穎粒に関する基

礎的観察と発色条件の検討について考察する．

さて，種々検討の結果，ＡＯ濃度１～２万倍，ｐＨ

7.0～7.5,室温下が最適発色条件と考えられ，この条件

下では，腹水内栄養型虫体およびシスト型虫体は，とも

に１～２分の染色時間で美麗な赤色螢光を示すととも

に，両者ともにその細胞質内にＡＯ穎粒の存在を認め

る．また核と細胞質の分別も良好であった．しかし，シ

ストの場合は，同一条件下で染色時間を５～30分と延長

しても，美麗な赤色螢光は認められず榿色にとどまるこ

とを確かめた．これは，シスト壁の存在によるＡＯ色

素の流入阻害のほかに，多数虫体の存在による虫体１匹

あたりへの流入色素量の低下も一因となっていると考え

られる．そこで，虫体１匹あたりの吸収色素量の多寡が

発色色調に影響を及ぼす可能性を追究してみた．従来，

（５９）
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この点について詳しく触れた報告はあまりなく，Strug‐

ger（1949)，Robbins＆Marcuｓ（1963）らの報告が散

見される程度である．彼等は,螢光発色の強弱は,細胞内

にとり込まれた螢光色素量に比例するのであって，同一

量の色素に対しては，少数細胞群は多数細胞群に比し，

より強い螢光発色をすると述べている．つまり螢光色調

の強さは，細胞のとり込む色素量に比例するというので

ある．著者の経験でも，臓器磨砕液や，遠沈による腹水

内虫体の集虫液などのごとく，一定容積内に含まれる虫

体数あるいは宿主細胞数が多くなると，発色色調が減弱

することを認めた．この場合，これらの液のｐＨは，

いずれも至適発色条件である弱アルカリにおさまること

からｐＨの影響とは思われず，ＡＯ液を多量に追加す

ることによって，発色色調を好転せしめえた．虫体が好

調な発色を示すためには，１匹あたりある－定量以上の

色素がとり込まれる必要があり，虫数あるいは宿主細胞

の増加は，好適な発色のためのＡＯ必要量に対して，

その量的な不足をきたすものと思われる．したがって，

実際の染色にあたっては，上述の最適発色条件を考慮し

つつ，ＡＯ液をすこしずつ添加していき，好適発色点を

求めるのが上策であると考える．

さて上述のように簡単な条件設定のみで，Ｔｂ工Ｏｐｍｓ‐

,,zαの栄養型虫体，シスト型虫体あるいはシストなど

が，美麗な螢光像を示し，その発色色調の差から宿主側

の組織細胞と区別が可能であるという事実は，本法が

TbjroP血Ｓｍαの感染経路あるいは宿主体内移行の問題

を追究する上に有効な虫体検出法になりうることを予想

させる．この面の検討結果についての考察は後述する．

次に，ＡＯ染色時間と，虫体感染能の関係についての

成績から，ＡＯ染色後は，虫体の感染能が急激に低下す

るので，できるだけ速やかに観察その他の処理を終了せ

しめるべきである．また著者の観察の範囲では，発色条

件が適当であれば，虫体の染色後直ちに螢光鏡検して

も，常に美しい螢光像を認めることができ，しかもこの

方法によると，極めて低濃度の色素で生体染色が可能で

あるから，生体観察が比較的安全におこなえ，活性の高

いうちに十分虫体の観察ができる．牧野（1964）がいう

ように，色素液混合後30分ではじめて最高調の色調にな

るというのは，著者のいう分別が最良になるという意味

ではなく，赤色色調が最強になるという意味と思われ

る．著者の経験では，ＡＯによる染色時間が長いと，次

第に赤色色調は強くなるが，逆に細胞質の穎粒構造や核

構造は認めにくくなって細胞内分別は悪くなり，マウス

への感染能も低下するなど，虫体活性の衰退傾向を示す

ことが認められている．

２．感染臓器内虫体の検出

ＡＯ生体染色一螢光顕微鏡法によるTojrOPms'"αの

検出について検討をおこなったが,まず,感染マウスから

取り出した内臓々器は，おもに腹水から由来するTojro-

pms，"αによって，その表面が汚染しているおそれがあ

る．動物体内のTojmpms"Jαの分布を調べる時には，

このように汚染された臓器を用いたのでは正確な成績は

えられない．幸い栄養型虫体やシスト型虫体は，浸透圧

の影響を受けやすい（Stone＆ManwelL1963；木村，

1967）ので，まず蒸溜水浸漬によって，臓器内虫体には

影響なく表面付着虫体のみを殺滅することを意図して実

験をおこなった．その結果，蒸溜水処理によって，内部

虫体には影響なく，表面付着虫体のみを殺滅できること

を知った．従って，このような実験の場合には，実施に

先立って，短時間の蒸溜水処理をおこなうことが望まし

い．蒸溜水をえらんだ理由は，処理後の虫体への影響が

すぐないと考えたからである．ＡＯ染色後，時間の経過

に伴なって，赤色螢光が次第に強まっていくが，核や

ＡＯ穎粒の分別は逆に悪くなってくる．そしてこれと同

時に，感染能も衰退していくということはすでに述べた

が，一方，感染マウス腹水の蒸溜水処理で，腹水内虫体

のＡＯ穎粒が認めにくくなり，同虫体のマウスへの感

染能の消失などが認められたとも記載したが，この両現

象を，Robbins＆Marcuｓ（1963）の考えを参考にして

次のように推定してみた．

すなわち，前者の場合は，一種の生体染色であって，

ＡＯ染色後しばらくは，ＡＯ穎粒が明らかに認められ，

虫体は生きていたと思われる．この時には，細胞質内に

浸透したＡＯを，異物として積極的に排除する働きが

認められ，ある構造物内にＡＯの蓄積がおこってＡＯ

穎粒の形成をみるようにみえる．

さらにＡＯ内浸漬が続くと，核やＡＯ穎粒の分別

が出来ないほどに細胞質内赤色螢光が強まる．これは異

物としてのＡＯを特定の構造内で処理しきれず，細胞

質内全体に拡散するようになったと理解される．こうし

た状態では，ＡＯの毒性が強く虫体に働くことになり，

衰退傾向を示して感染能の低下をまねく結果になると想

像される．後者の場合は,最初の蒸溜水処理で,直ちに虫

体は強い影響を受け，ＡＯが虫体内に浸透できないよう

な変性が虫体側におこったものではないかと思われ，そ

のためにＡＯが虫体内に入らず，ＡＯ穎粒の形成がみ

（６０）



425

ったとしている．このことは，後にも述べるように，著

者も経験しているところで，固定虫体では虫体が一様に

発色し，穎粒構造は不明瞭となるばかりでなく，宿主側

の細胞も同色に発色するため，宿主細胞と虫体との分別

も困難となる．したがって固定虫体は，細胞構造の研究

あるいは虫体の検出などのためには不適である．さらに

同氏は，生体螢光処理法による観察結果を記載してお

り，その色調,至適発色条件などについては,おおむね著

者の結果と一致しているが，ＲＨ株感染マウス肝と脾の

磨砕液にＡＯ（１：１０，０００）液を加えて，臓器内虫体の

観察をおこなった結果，全般的に，腹水内虫体における

ほど色調が鮮明でなく，螢光度は弱いと述べている．著

者がすでに述べたように，このような場合には，常に虫

体一匹あたりの吸収色素量の多寡が問題で，多数の宿主

細胞や虫体の存在する場合には，好適な発色を呈するた

めに必要な色素量に，不足をきたすおそれのあること

を，注意しなければならない．この場合には，被検材料

に対して，大量の色素液を用いて十分攪拝した後，室温

下で観察すれば，臓器内虫体といえども，発色性のたか

まることを経験している．

３．ＡＯ穎粒と虫体感染能の関係

著者の考案になる灯芯法を応用すると，生虫体細胞内

のＡＯ穎粒の存否，その他の細かい構造が精査できる

とともに，虫数の算定も正確におこなえて便利であり，

ここに始めて，以下に述べるようなＡＯ穎粒と虫体感

染能の関係を詳細に検討することができた．螢光鏡検法

の分野でのこのような観察法は，今日まで知られていな

い．観察にあたり灯芯切片をあらかじめ染色しておくの

は，虫体の発色を好適な状態に保つためで，もし未染色

なら，虫体側に染着している色素が灯芯切片側に移行す

る傾向があり，虫体の発色が悪化するからである．使用

した植物の髄は，ほかに数種あるが，油浸顕微鏡で観察

して－視野内に１ないし２個の区画の現われること，お

よび，髄のパラフィン切片作製が可能なことの２条件に

合致するものとして，イ（灯芯）が最適であった．

ＡＯ穎粒と虫体感染能の関係については，本実験全体

を通じて，時間に伴う穎粒保持虫体の出現率の低下傾向

は，マウスへの虫体感染能の衰退傾向と強い平行関係に

あることがわかった．そして，容易にこの穎粒保持虫体

を発見しうる材料なら，接種によってほぼ確実にマウス

を鍵しうるし，逆にこのような虫体を全然認めない材料

なら，マウスを姥すことはほとんどなく，特に遠沈集虫

法の併用によって，かような虫体の存否をさらに確実に

られないことになるのではないだろうか．

次に，実験上，感染動物体内から，虫体を検出する必

:要があるほか，実際には，Ｔｂ工〃〃s''1α汚染の疑いが

ある肉畜の臓器，筋肉などから検出率よく虫体を発見す

る（Krause，１９５５；ＪａｃｏｂｓｅＺａＪ.，１９６０ｂ；石井ら，

1962；Work，1967）必要があり，大量の試料を処理で

きたら始都合である．この目的のために，消化処理によ

って，大量の材料からできるだけ多くの虫体を分離して

マウスに接種し，検出率をたかめようとの試みがすでに

なされている（JacobseZaL，１９６０ｂ；Work，1967）

が，ここでは，消化法によって，まず大量の材料から虫

を集めた後，螢光顕微鏡法によって虫体の検出をおこな

うという処理法を試みた．ここで重要なことは，Ｔｂ工。‐

ぬ〃s,"α栄養型虫体が環境諸要因に対して抵抗性が極め

て弱いという事実（JacobseZaL，1952,1960ａ；柳

沢，１９５７；木村，1967）であり，小山ら（1962）がすで

に指摘したように，螢光鏡検によって生鮮虫体で認めた

－Ａ０類粒が，死虫体あるいは活性低下虫体では認められ

なくなり，細胞質全体が，宿主細胞と同色の淡黄緑色と

なるため，両者の区別ができず，虫体の検出が困難にな

るという事実と合せて考えるならば，螢光鏡検による栄

一養型虫体検出に際しては，虫体の活性をできるだけ低下

させないという配慮が必要である．さて,消化法併用によ

る虫体検出試験の結果から，栄養型虫体およびそれより

やや抵抗性の強いシスト型虫体の両者ともに，トリプシ

ンよりペプシンの影響を受けやすく，検出の目的には後

者の使用は望ましくない．トリプシン使用の場合，消化

６０分までは確実にマウスへの感染性を有しており，ＡＯ

穎粒も残存していて，虫体は赤色螢光を発し，他の未消

化残置と明らかに区別しうる．したがって，大量の村料

から能率よく虫体を検出するには，臓器の磨砕液をトリ

プシンで30～60分，３７°Ｃで処理後，螢光鏡検すればよ

く，遠心集虫すればさらに検出率がたかまるであろう．

ただ，臓器のトリプシン処理後ＡＯ染色をおこなう

と，一部の虫体で楕円形に変形するものが認められる

が，それでも，その特長的な赤色螢光と核の黄緑色螢光

とで残澄との区別は容易である．

さて螢光顕微鏡法による感染臓器内虫体の検出に関し

ては，すでに小山（1963)，牧野（1964）などの報告が

あるが,牧野は,簡易な原虫検索法を求めて同法の活用を

-試み，まず固定標本による観察の結果，虫体は一様な銅

一赤色に染色され，虫体内の細胞器官は判別しにくくな

り，検出ならびに鑑別上，あまり良い結果はえられなか

（６１）
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知ることができた．保存液に腹水と生理食塩水の２種を

使ったのは,前者で準自然棲息環境下での,また，後者で

殺トキソプラズマ剤の発見，あるいはトキソプラズマの

抵抗性試験を目的として，腹水成分を洗糠除去する場合

を予想しての虫体の観察を，それぞれ意図したからであ

る．その結果は，生理食塩水中での虫体の生残性は一般

に低いといわれているが（JacobseZaZ.，１９５２；柳沢，

1957)，この実験でも，穎粒構造の消失，虫体感染能の

低下が，腹水内における場合よりやや急速であることが

認められた．しかも，ＡＯ穎粒保持虫体の出現率の低下

傾向と，マウスへの虫体感染能の衰退傾向との間の強い

平行関係は，依然としてこの場合にも明らかであったの

で，上述のような諸試験における虫体生死の判別に際し

ても，このＡＯ穎粒の消長は利用できるものと考えら

れる．Ｔａｂｌｅ８の虫体保存期間８日の欄で，極めて少数

の穎粒保持虫体含有材料で,Ⅲ寺に接種マウスの発症致死

の起らない例があったが，虫体の生死と感染能の有無と

は同じものとは考えられないから，この間に若干のずれ

が存在しても不思議ではないと考えている.

４ＡＯ穎粒の本態

ＡＯ生体染色一螢光顕微鏡法によって，TojmPJaS"Lα

栄養体に見出されるＡＯ穎粒の本態については，従

来，生細胞質内においてＲＮＡとＡＯとの結合物が，

穎粒形態をとったものとの推測がなされてきた（小山

ら，1962）が，近年同穎粒がlysosomeに相当するとの

かなり確実な証拠がえられているので（Koenig,１９６３；

Robbins＆Marcus，１９６３；RobbinseZaZ.，１９６４；

Allison，１９６７；Dingle＆Barrett，１９６８；Norrbyet

aL1968)，この点の検討を加味しつつ，本穎粒の本態

について追究してみた．

そこでまず，ＡＯによる螢光鏡検に加えて，普通鏡検

および位相差鏡検の併用によって明らかになったこと

は，螢光鏡検によって認めた赤色穎粒は，本来実体を備

えた細胞質内構造の一つであるということであり，しか

も，すくなくともその一部は，ＡＯ処理前の生虫体内に

すでに認められるということである．Robbins＆Mar-

cus（1963）は，ＨｅＬａ細胞を低濃度ＡＯで染色後，螢

光鏡検でＡＯ小穎粒を認めるのに，位相差鏡検では，

同穎粒を認めないと述べているが，著者のＴｏ工OPZaS"'α

の場合にはそのようなことはなく，螢光鏡検で認めた

ＡＯ穎粒は，必ず位相差鏡検でも認めることができた.

一方,内部の穎粒構造の固定,保存が可能か否かという点

と，観察の難易という点について多くの固定液について

比較検討してみた結果，この観察の範囲では，オスミッ

ク酸蒸気とグルタルアルデヒドで比較的よく穎粒が固定一

保存できるし，虫体の収縮変形などもすぐないことが明

らかとなり，これら両固定液は,細胞質内穎粒の観察のた

めに好適なものと考えられた.さて,このオスミック酸を

含んだPalade液で,問題のＡＯ穎粒も固定保存できる

ことがわかったが，このＡＯ穎粒は，ＡＯによって染ま

った実体を備えた細胞質内構造であり，光顕レベルで観

察した場合，ＡＯ処理前にすでに，すくなくともその一

部が認められること，また固定保存も可能であることな

どの諸事実は，従来明らかな記載がなかったものであ

る．

次に，ＡＯ穎粒の固定保存が確認されたことから，こ

れの細胞化学的追究が可能となった．こうしてえられた

細胞化学的成績をまとめたのがＴａｂｌｅｌ２に示してあ

る．従来，Ｔｍ⑫ｍｓ''zαの細胞化学的研究に関する知

見は甚だすくなく，Cross（1947)，阿部（1958)，Ｄas‐

gupta＆Kulasiri（1959）などが挙げられる程度であっ

たが，近年になって酵素を対象とした細胞化学的研究

や，さらに電顕的細胞化学の分野の業績が数多く報ぜら

れるに至っている（Hansson＆Sourander､１９６８；赤≦

尾・松林，１９７０；赤尾，１９７１ａ，ｂ)．これらの成績のう

ちには，著者のものとの一致を思わせる部分もあるが，

本研究のように光顕レベルでの特殊穎粒の追究を目的と

したものではないことと，テクニックの異なることなど

で，いきなり著者の成績と比較するわけにはいかない．

さて，本成績を検討してみると，Ｇｉｅｍｓａでのメタクロ

マジー染色穎粒，ＰＡＳ染色穎粒，脂質染色穎粒，ボル

チン穎粒（異染穎粒)，酸性フォスファターゼ陽性穎粒

などは，その数，大きさ，分布などの諸点でたがいによ

く類似している．しかもこれらの穎粒は，またＡＯ頚」

粒とも類似し，お互の異同を明らかにする必要が生じ

た．この点を解明するために，いくつかの染色剤を用い

て，お互に重複染色を試みてみた．その結果，Ｇｉｅｍｓａ

液やボルチン穎粒の染色剤であるLaybourn液などに

よって出現するメタクロマジー染色穎粒は，酸性フォス

ファターゼ陽性穎粒と一致し，さらに脂質染色穎粒の一

部も，酸性フォスファターゼ陽性穎粒と一致する結果を

えた．近年，一般細胞において酸性フォスファターゼ陽

,性穎粒はlysosomeに一致し，このlysosomeはまた

ＡＯでの生体染色によって染め出され，検出が可能であ

ると指摘された（Koenig,１９６３；RobbinserM，１９６４；

Allison，1967)．そしてまた，Ｔｂｊｒ”/α３７"αに関して

（６２）
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H酸性フォスファターゼおよびlysosomeの存在が知

られるようになってきた（ＬｕｎｄｅＺａＬ１９６６；Hansson

＆Sourander，１９６８；ＮｏｒｒｂｙｅＺａＺ.，1968）従って,本

研究において見出したフォスファターゼ陽性穎粒もＡＯ

穎粒に一致し，ともにlysosomeと考えてよさそうであ

るが,この考えは,本研究において，Ｔｏ工OPZas"Zαの場合

でも,Robbins＆Marcｕｓ(1963)のいうようなＡＯ穎粒

の肥大現象と酸性フォスファターゼ陽'性穎粒の現大肥象

との平行関係を確認し，両穎粒が同一物である可能性が

示されたことによって強められるように思われる．しか

しながら，実際には，ＡＯ穎粒が酸性フォスファターゼ

陽性穎粒,つまりlysosomeに一致するという直接証明が

なされ得なかったことと，原虫においてのこの種の研究

が未だ十分なされていない点から，ＡＯ穎粒がlysosome

に一致するとの結論を出すには，さらに多くの検討が必

要であろう．ここに，酸性フォスファターゼ陽性穎粒が

ポルチン穎粒と一致し，また脂質染色穎粒の一部が酸性

フォスファターゼ陽性穎粒と一致するという所見は，今

まで，すくなくともTOjrOpms"zαで明らかにされたこ

とはないが，メタクロマジー染色穎粒またはポルチン穎

粒と呼ばれるもののなかに，酸性フォスファターゼ陽性

穎粒，すなわちlysosomeに一致するもののあることを

示唆するものであって，注目すべきものと思う．また，

脂質染色穎粒のすくなくともその一部に，酸性フォスフ

ァターゼが含まれることは興味深いが，その意味につい

ては，今後の研究にまたねばならぬだろう．

次に，従来存在したＡＯは核酸と結びつくとする報

告（vonBertalanHy＆Bickis，１９５６；小磯,1963）の真

偽は一体どうなのだろうか．この点を明らかにするため

に，通常自由生活性原虫や培養細胞でおこなわれている

ように（Brachet,１９５６；木本，１９６１；Fotakis＆Ｓｔａｍ‐

ｍler、1963)，生虫体にＲＮａｓｅを作用させてＲＮＡの

消去に努めつつ螢光鏡検してみたが，ＡＯ穎粒の螢光色

調は不変であった．また,同時におこなったピロニンーメ

チルグリーン染色の色調も変らなかった．このことは，

ＡＯ穎粒がＲＮＡと無関係である可能性を強く示すも

のかも知れぬが，一方，ＲＮａｓｅがもともと虫体内に入

らなかったことや，入っても本生虫体のＲＮＡには作

用しなかったことなども想定させ，結局明瞭な結果はえ

られなかった．Ｔｏｊｒ”ｍｓ，"αの電顕的観察における現

在までの知見を通覧してみても，ribosomeのような

ＲＮＡに富んだ成分は，ひろく細胞質内に分散してい

て，lysosomeのように，特定数の穎粒となって細胞質

内に存在することは考えにくい．この考えは，ピロニンー

メチルグリーン染色で，明らかなピロニン穎粒が出現せ

ず，ピロニン染着部位が細胞質内にひろく拡散している

という事実によっても支持される．この事実は，ほかに

阿部（1958）やDasgupta＆Kulasiri（1959）らも認

めている．上述のように，ＲＮＡ成分に富んだ部位が

ＡＯ穎粒と一致するとは考えにくいことであるが，螢光

鏡検によって虫体の染色経過を追ってみると，まず細胞

全体が一様に染まり，その後次第に頼粒構造に色素また

はその染着物質が分離してくるようにみえる．このこと

は，Robbins＆Marcuｓ（1963）やRobbinseraZ．

(1964）も同様に述べている．この細胞質全体が一様に

染まった時に，ただＡＯが細胞質内全体に拡散してい

るだけなのかも知れぬし，また従来の報告にみられるよ

うに，ＡＯがＲＮＡとある程度の結びつきをもってい，

るものかも知れぬ．ともあれ，すくなくとも，ＡＯ穎粒

が，特にＲＮＡ成分からなるという確かな証拠は今の

ところ存在しない．

最後に，Dasgupta＆Kulasiri（1959)は，Ｔｂ工”/Cs，"α

虫体のstageによって細胞化学反応に差異ありとし，

また，ＮｏｒｒｂｙｅｒａＬ（1968)は,ＨｅＬａ細胞に侵入後間も

ないTOjrOPZaS'"α虫体では，ＡＯ穎粒を示すものはす

ぐないが，同細胞内で増殖後の遊離虫体の大部分で，

ＡＯ穎粒を認めたとして，同穎粒の存否は虫体のstage

と深い関連のあることを示唆した．一方，牧野（1964）

は，至適発色条件下で，ほとんどのTojroPZas'"α虫体

が銅赤色を示すのに，一部に終始細胞質が青緑色を示

し，かつ運動性をもった虫体を認め，その本態は不明で

あるといい，ＡＯ穎粒をもたぬ虫体の存在を指摘してい

るが，こうした虫体は，ＮｏｒｒｂｙｅＺａＬのいうような宿

主細胞に侵入後間もない虫体の，鏡検処理に際して，宿

主細胞から機械的に遊離せしめられたものを，たまたま

観察したものかも知れない．ともあれ，この面の検討は

目下ほとんどなされておらず，今後の研究にまたねばな

らない．

むすび

アクリジンオレンジ（ＡＯ）生体染色一螢光顕微鏡法

を用いて，Ｔｂ工oPmsl"α感染マウスからえたＴ・ｇｏ"伽

細胞質内に見出されるＡＯ穎粒を検討した結果，次の

成績をえた．

１）ＡＯ穎粒の基礎的観察とその発色条件の検討

ａ）ＡＯ穎粒のための最適発色条件は，室温下で，腹

水内および臓器内の栄養型虫体と脳内シスト型虫体の

両者ともに，ＡＯ濃度１～２万倍，ｐＨ７．０～7.5,染色

(６３）
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ｄ）細胞化学的テクニックによる重複染色で，終始同

一穎粒を追究した結果，酸性フォスファターゼ陽性頚

粒，ポルチン穎粒検出のためのLaybourn液で染め出

されるメタクロマジー穎粒，Ｇｉｅｍｓａ染色で出現するメ

タクロマジー穎粒，オイルレッドＯ染色穎粒の一部など

は，すべて同一物であることを認めた．

ｅ）ＡＯ穎粒の肥大現象と，それと同一条件下におけ

る酸性フォスファターゼ陽性穎粒の肥大現象との間に，

強い平行関係のあることを確認し，両穎粒が同一物であ

る可能性を見出した．

ｆ）上記の諸性状に，さらに，穎粒の大きさ，形状，

出現個数，分布状況などを加味して考えるとともに，文

献的考察をおこなった結果，ＡＯ穎粒をlysosome様性

状を強くもった穎粒と考えた．

本論文の要旨は，第３１，３２，３４，３５回日本寄生虫学会

総会（1962,1963,1965,1966）および第２6回同学会東

日本支部大会（1966）において発表した．

稿を終わるにあたり，懇切なる御指導，御校閲を賜わ

った前国立予防衛生研究所長小宮義孝博士，同所寄生虫

部長石崎達博士，新潟大学医学部大鶴正満教授，東京慈

恵会医科大学小林昭夫教授に深謝いたします．また多く

の御援助をいただいた国立予防衛生研究所寄生虫部の諸

兄姉にも併せて謝意を表します．

時間は，栄養型虫体で１～２分，シスト型虫体で５～３０

分，また，虫数や宿主細胞数に応じてＡＯ液量の増減

をはかることなどである．

ｂ）両型虫体は，上記最適発色条件下では，ともに，

細胞質は赤色に，核は黄緑色に発色し，かつ細胞質の赤

色は，おもにそのなかに含まれるＡＯ穎粒の存在によ

る．一方，シストは，同条件下では長時間染色しても榿

色にとどまる．また，いずれの場合でも，この条件下で

は，宿主側の組織細胞はおおむね黄緑色に発色するのみ

であるのに，栄養型およびシスト型虫体は赤色三日月

型，またシストは榿色大型球体として見出されるから，

いずれの型の虫体も検出は容易である．

ｃ）ＡＯ染色後は，虫体感染能が急激に低下する．

２）感染臓器内虫体の検出

ａ）両型虫体は，ともに蒸溜水の影響を受け易く，同

処理によって，ＡＯ穎粒の色調および虫体感染能の急激

な衰退を認める.従って,臓器内虫体のみを実験に供する

場合には，臓器の短時間蒸溜水浸漬によって，おもに腹

水内虫体からなると思われる臓器表面の汚染虫体の除去

が可能である．

ｂ）感染臓器のトリプシン処理後螢光鏡検した結果，

両型虫体は,ともに消化処理60分までは,確実にＡＯ穎

粒およびマウスへの感染能を有していた．従って，消化

後,遠沈法の併用による螢光鏡検により,大量の材料を扱

うことが可能で,虫体検出率の大幅な向上が期待される．

３）ＡＯ穎粒と虫体感染能の関係

ａ）灯芯切片内の細胞間隙内に，感染マウス腹水内栄

養型虫体を封入するという新法によって，虫体の動きを

止め，ＡＯ穎粒の観察と虫数算定ができた．

ｂ）同上虫体の螢光鏡検に，遠沈法および灯芯法を併

用し，時間に伴うＡＯ穎粒保持虫体の出現率低下傾

向，すなわち，ＡＯ穎粒の衰退過程と，マウスへの感染

能のそれとの間に明らかな平行関係のあることを確認し

た．従って，ＡＯ穎粒保持虫体の存否をもとに汗接種材

料の感染能の有無を推定することも可能である．

４）ＡＯ穎粒の本態

ａ）感染マウス腹水内虫体にみられるＡＯ穎粒構造

のすくなくともその一部は，染色前の生虫体内にすでに

認められるようで，ＡＯによって強染する性質がある．

ｂ）ＡＯ穎粒は固定保存が可能である

ｃ）細胞化学的検討では，酸性フォスファターゼ染

色，ポルチン染色，脂質染色，Ｇｉｅｍｓａ液によるメタク

ロマジー染色などで，ＡＯ穎粒に類似性の高い穎粒構造

が染め出された．
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: Abstract ■

STUDIES ON THE ACRIDINE ORANGE GRANULES FOUND IN THE

CYTOPLASM OF TOXOPLASMA GONDII BY MEANS

OF FLUORESCENCE MICROSCOPY

Tsutomu KOYAMA

{Department of Parasitology, National Institute of Health, Tokyo 141, Japan)

Red granules within the cytoplasm of Toxoplasma gondii recognizable by acridine orange

(AO) vital fluorescent staining were studied for a possible usefulness as an index to know the-

viability of the parasite. The biological and cytochemical natures of the granules were also

studied. The results obtained were as follows :

1) Optimum conditions for the fluorescence of AO granules.

The optimum conditions for the fluorescence of the granules were AO concentrations rang

ing from 1 : 10,000 to 1 : 20,000 dilution, pH values between 7.0 and 7.5 under room temperature

for the RH trophozoites and the parasites liberated from Beverley cyst. Optimum time of ex

posure of the organisms to AO was 1-2 minutes for the trophozoites and 5-30 minutes for the

cysts. Under the favorable condition, the nucleus of the trophozoite and the parasite liberated

from the cyst fluoresces greenish yellow, while the cytoplasm red, the tint of which being due

to many AO granules. The cysts are orange in colour even after the staining for a long time.

By the use of AO fluorescent staining technique, the parasites could easily be differentiated from

host cells; the trophozoites as red crescent or the cysts as orange ball in sharp contrast to

greenish yellow host cells.

2) Detection of Toxoplasma in the tissue using AO fluorescence microscopy.

The parasites, either trophozoite or cyst, were destroyed rapidly in the distilled water, and

the fading of red AO granules and the decrease of the infectivity of the parasites to mice were

recognized. Both RH trophozoites and the parasites liberated from Beverley cyst still retained

their infectivity to mice and AO granules even after 1 hr-exposure to 1% trypsin solution.

Thus, the combined application of trypsin digestion technique and the AO fluorescence micros

copy makes it much easier to detect viable toxoplasmas in a large amount of tissue material

than use of either technique alone.

3) Relationship between the AO granules and infectivity of the parasites to mice.

For detailed observation on the AO granules within the parasite, it was necessary to settle

the parasite in a limited space of a microscopic field. For this purpose, the use of a transverse

section of the pith of rush {Juneus effusus var. decipiens) was proved to be useful as the settl

ing bed for the parasite, the parasites placed onto the bed being well fixed within the intercel

lular space of the rush. By the application of this new technique, it was confirmed that the-

disappearance of the parasites with AO granules was associated with a marked drop in the in

fectivity to the mice. Thus, it is possible to discriminate fluoromicroscopically the viabler

microorganisms from the nonviable by the AO fluorescence microscopy.

( 67 )
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4) Cytochemical nature of the AO granules.

It has been shown that a granular structure is found in the viable toxoplasmas by a light

microscopic observation already before staining with AO and the dye is concentrated within the

structure to form AO granules when the parasites are immersed in the dye solution. Moreover,

the study of fixatives upon AO granules proved that the granules can be fixed and preserved.

Several granular structures closely similar to AO granules were found as a result of the cyto

chemical investigation, e.g., acid phosphatase-positive granules detected by Gomori's method,

metachromatic bodies visible after Giemsa's staining or Laybourn's staining for volutin granules

and some of fat granules stained with Oil Red O. All these granules demonstrated were proved

to be the same one another as a result of successive applications of any two of the different cyto

chemical methods to the parasite. When parasites were stained with high concentrations of AO

for short time and incubated in a dye-free medium, AO granules were led to marked hypert

rophy. On the other hand, acid phosphatase-positive granules also grew up under the same

-treatment. The results mentioned above may suggest that the AO granules in the parasites

3nay be identical to lysosomes.

( 68 )
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Figs、１，９－３０ThetroplIozoitesobtainedfromtheperltonealBuidofmouseinfectｅｄｗｉｔｈＴｏｍＰｍｓﾉ"α
９０，２`ﾉﾉ（theRHstrain)．

Fig.２．ThetrophozoitesintheliverofmouseinfectedwithTo工OPJas"ＪａｇＤ′ｚａﾉノ（theRHstrain)．
Figs，3-8．Thecystsandtheparasitesliberatedfromcystsobtainedfromthebrainofmouseinfected

withTorOPZasﾉﾉﾉαｇｏ"αﾉノ（theBeverleystrain)．

Fluorescencem1crographofacridineorange（ＡＯ）granulesfoundinthetrophozoites・

Fluorescencem1crographofthetrophozoitesinthecrushedlivertlssueofmouse・
Fluorescencem1crographofacystisolatedfromthebrainofmousewhichwasexposedtodistilled
waterfor30minutes・Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｐａｒａｓｉｔｅｉｎｔｈｅｃｙｓｔｉｓｃlearlyseen

LightmicrｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｙｓｔｔｈａｔｉｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．３．
Fluorescencemicrographofacystisolatedfromthehomogenatedbrainofmousewhichwas
exposedtodistilledwaterIorlllr・Ｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｆｅａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｙｓｔｉｓｏbscure，
LightmicrographｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｙｓｔｔｈａｔｉｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉ９．５．

Ｆｉｇ．１，

Ｆｉｇ２

Ｆｉｇ－３．

Ｆｉｇ．４．

Ｆｉｇ．５．

Ｆｉｇ．６．

（６９）
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Fig.７．Fluorescencemlcrographoftheparas1tesreleasedfromcystsdigestｅｄｉｎ1％trypsinforlhr、

Ｆｉｇ．８．LightmicrographofthesaｍｅｐａｒａｓｌｔｅｓｔｈａｔａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＦｉ９．７．

Ｆｉｇ．９．Fluorescencemlcrographoftheparas1tesenclosedintheintercellularspaceinthecrosssect1onof

thｅｐｉｔｈｏｆｔｈｅｒｕｓｈ（ん"Ｌｗｓｑﾉｳﾞ?(.，"Fvar．‘α妙/`"３)．Ａ，parasitehasAOgranulesinthecyto‐
plasm,whereasothersnot，

Ｆｉｇ．１０．LightmicrographofthesarｎｅｐａｒａｓｌｔｅｓｔｈａｔａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＦｉ９．９．

FiglLFluorescencem1crographoftl1etrophozoiLesexposedtophysiologicalsalinefor3､５days、Ｔｈｅｙ
werecollectedbycentrifugat1on，OnlyonetrophozoitehasAOgranulesinthecytoplasmbut
othersnot、

Ｆｉｇ．１２LightmlcrographofthesametrophoｚｏｉｔｅｓｔｈａｔａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＦｉＲ、１１．

（７０）



蕊1ｅ

【】

０

〕Ｃａ[ｅｕ 川

Dlasmoftropnozc
、

ｄ上

ロ

（７１）



Ｆｉｇ．１９．LightmicrographoftheAO-stainedparasites・ＡＯｇｒａｎｕｌｅｓａｒｅｖｉｓｉｂｌｅｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐlasm・
Ｆｉｇ．２０．LightmicrographofthesameparasiｔｅｓｔｈａｔａｐｐｅａｒｉｎＦｉｇｌ９・Ｉｎｔｈｉｓｃａｓｅ，theparasitesare

fixedwithPalade,sfixative、Ｓａｍｅｇｒａｎｕｌｅｓａｒｅａｌｓｏｖｉｓｉｂｌｅｉｎｔｈecytoplasm・ＩｔｉｓｃｌｅａｒｔｈａｔＡＯ
ｇｒａｎｕｌｅｓｃａｎｂｅｆｉｘｅｄａｎｄｐｒｅｓｅｒｖｅｄａｓｓｅｅｎfromFigs、19-20．

Ｆｉｇ．２１．LightmicrographoftheparasitesstainedbyLaybournsmethodforvolutingranules・CytoplasInic
granulesarestaineｄｒｅｄ・

Ｆｉｇ．２２．LightmicrographofthesameparasiｔｅｓａｓｔｈｏｓｅｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ、２１．ThestainingwithLaybourns
reagentｓｗａｓｆollowedbythestainingwithGomori,sreagentsandsamegranuleswerealso

stainedblackishbrownforacidphosphatase，suggestingidentityofmetachromaticbodieswith
acidphosphatase-positivegranules、

Ｆｉｇ．２３．LightmicrographoftheparasitesstainedwithGiemsassolution・Cytoplasmicgranulesare
metachromaticallystaｉｎｅｄｒｅｄ

Ｆｉｇ、２４．LightmicrographofthesameparasiｔｅｓａｓｔｈｏｓｅｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ、２３．ThestainingwithGiemsas
mixturewａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＬａｙbournsreagents、Samegranuleswerealsometa‐

chromaticallystainedredltwasprovedthatmetachromaticgranulesvisibleafterGiemsas
stainingareidenticalwiththosevisibleafterLaybourn,sstaining．

（７２）
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LightmicrographoftheparasitessｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＯｉｌＲｅｄＯ、Cytoplasmicgranulesarestained
reddishorange

LightmicrographoftｈｅｓａｍｅｐａｒａｓｉｔｅｓｔｈａｔａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＦi９．２５．ＴｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＯｉｌＲｅｄ
ＯｗａｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＧｏｍｏｒｉ,ｓｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄａｐａｒｔｏｆＯｉｌＲｅｄＯ－ｓｔａinedgranules
showedtheacidphosphataseactivity・
FluorescencemicrographoftrophozoitesexposedtoAO，
FluorescencemicrographoftrophozoitesleadtomarkedhypertrophyoｆｔｈｅＡＯｇｒａｎｕｌｅｓｉｎ
ｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉｕｍ．ＡOgranuleshavemarkedlyincreasedinsize

Lightmicrographoftrophozoitesstainedforacidphosphatase・Blackdotsinthecytoplasmrepre‐
sentsitesofenzymeactivity、

Lightmicrographofthetrophozoitｅｓｒｅｃｅｉｖｅｄｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｈａｔｔｈｅｐａｒａｓｉｔｅｓｓｈｏｗｎｉｎ
Ｆｉｇ２８ｄｉｄａｎｄstainedforacidphosphatase・Acidphosphatase-positivegranulｅｓｈａｖｅａｌｓｏｍａｒｋ‐
edlyincreasedinsizeTheAOgranuleｓｓｈｏｕｌｄｂｅｉdenticalwiththeacidphosphatase-positive
granules，becausethereisanexactparallelismonhypertrophybetweenbothgranules．

Ｆｉｇ．２７．

Ｆｉｇ．２８．

Ｆｉｇ．２９．

Ｆｉｇ．３０．
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