
〔寄生虫学雑誌第33巻第４号323-332頁，１９８４，８〕

ネズミマラリア原虫に関する研究

Ⅱメロゾイトの赤血球内侵入過程に及ぼす

細胞骨格蛋白質阻害剤の影響について
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できないものと推察した．しかし，いずれもメロゾイト

と赤血球との混合液にＣＢを作用させているため，ＣＢ

による侵入阻害がメロゾイトに作用したのか，あるいは

赤血球に作用したのかについては不明のままである．

ネズミマラリア原虫はヒトのマラリア原虫と同様に無

核赤血球内で増殖し，肝細胞を組織型原虫形成の場とす

る性質があり，マラリア研究における実験モデルとして

の役割を果してきた．しかし，PmsmocJi"m6ergM

VinckeandLips，１９４８のメロゾイトの感染性に影響を

与えずに，これを分離精製することは最近まで困難であ

ったが，３種のネズミマラリア原虫（Ｐ・yoCZii,Ｐ・Ｕｉ"

cAei，Ｐ・ｃｈａ６α"ロノi）の感染赤血球の分離（Euguiand

Allison，1979）に用いられたメトリゾ酸ナトリウムの

塩組成を変えたメトリゾ酸カルシウム・メグルミン塩溶

液の不連続密度勾配遠心法の開発（藤岡ら，1983）によ

って可能となった．そこで，本方法によって分離精製さ

れたＰ、ｂｅ'9｢Ｍのメロゾイトを用いて，メロゾイトの

赤血球内侵入におよぼすＣＢの影響について調査し，

Ｐ・ｂｅ'19Ｍメロゾイトの赤血球内侵入機構の解明を試

みた．

また，ネズミマラリア原虫のメロゾイトにも微小管

(ＭＴ）の存在が報告されているため（Sinden,1978)，

細胞骨格系のＭＴに直接作用すると言われているcol-

chicine，vinblastineおよびvanadateの処理によって，

メロゾイトの赤血球内侵入機構にどの様な影響が認めら

れるかについても，合わせて検討した．

緒言

現在のマラリア研究の動向をみると，感染予防を目的

とするマラリアワクチンの開発と，薬剤耐性マラリアに

対しても有効な抗マラリア剤の開発に関する研究が主流

となっているが（Wernsdorfer，1977)，これらの研究を

推進するための基礎的立脚点として，マラリア原虫の赤

血球内侵入機構および代謝機構を解明することは重要な

研究課題である．

マラリア原虫の赤血球内侵入過程については，Ｐｍｓ‐

modizｲ、Ａ刀mzRﾉﾉｅＳｉＳｉｎｔｏｎａｎｄＭｕｌｌｉｇａｎ，１９３２のメロ

ゾイトを用いた超微形態学的研究（BannisteretaJ.，

1975；ＡｉｋａｗａｅｔａＪ.，1978）に基づいて，詳細な観察

結果が報告されている．すなわち，(1)メロゾイトの先端

部（apicalend）と赤血球表面の付着に続いて，(2)付着

部の赤血球膜が肥厚し，メロゾイトのplasmalemmaと

の間に接合部（junction）を形成する．ついで，(3)メロ

ゾイト付着部の赤血球膜が内方へ陥入するとともに，接

合部もメロゾイトの周縁部を囲んで移動し，メロゾイト

は赤血球内に侵入し始める．メロゾイトが赤血球内に完

全に侵入したのち，（４）赤血球膜の融合がみられ，接合

部も消失して侵入過程が完了する．

最近，MilleretaZ．（1979）とＡｉｋａｗａｅＺａＪ．（1981）

は，Ｐ・た'zozKﾉZesiのメロゾイトとアカゲザル（Ｍａｃａｃａ

ｍｚ`ZaZtα）の赤血球の混合液をcytochalasinB（以下

ＣＢ）で処理後，電子顕微鏡で観察した結果，メロゾイ

トと赤血球膜との間には接合部が形成されるが，その移

動が阻止されることを認め，そのために赤血球内に侵入
材料および方法
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実験に用いたネズミマラリア原虫（Pms"Ｍｍｍ６ｃγ‐

g比i,ＮＫ６５株）は，1979年２月に岐阜大学医学部の大

友弘士教授から分与を受け，その後当教室で継代中のも

のである．継代は１週間隔で行い，ＡＣＤ（acid-citrate‐

dextrose）溶液で希釈した感染赤血球約１×106個/0.1ｍｌ

を標準接種量とし，５～７週齢のＩＣＲ系マウス（雌）

の腹腔内に接種した感染実験には，５週齢のＩＣＲ系

マウス（雌）を用いた．

２）分離精製メロゾイトの赤血球に対する付着・侵入

実験および実験温度条件

メロゾイトの分離精製は藤岡ら（1983）の方法により

行ったが，約10％の成熟栄養型（trophozoite）・分裂期

原虫（schizont）の混入があるため，トリスー塩化アンモ

ニウム溶液による溶血操作(EisenetaZ.,1977)を加え，

遊離メロゾイト以外の混入感染赤血球から新たにメロ

ゾイトが放出されることを防止した．分離精製メロゾイ

トは，ウシ胎児血清（FCS，GIBＣＯ）を１０％添加した

ＲＰＭＩ１６４０培地（GIBＣＯ）によって約１×106個/0.9ｍｌ

に調整し，メロゾイト浮遊液とした．また，glassbeads

columnとcellulosepowdercolumnを通して正常マ

ウス血液から白血球と血小板を取り除き，得られた正常

マウス赤血球約106個/0.1ｍｌを，ただちにメロゾイト浮

遊液に加えた．上記の混合液を５°Ｃ,２０°Ｃおよび37°Ｃ

の温度条件下で30分間培養し，培養後各試験管を氷水中

で０°Ｃに冷却し，ただちに65095分間遠心した．沈

澄の塗抹ギムザ染色標本を作成し，顕微鏡（10×100）

によって１０，０００個の赤血球を数えメロゾイトの赤血球へ

の付着・侵入を観察し，その割合を調べた．感染マウス

赤血球から遊離メロゾイト浮遊液を調整してから，正常

マウス赤血球と混合するまでの操作時間は70分以内であ

った．

３）分離精製メロゾイトのマウスに対する感染性実験

分離精製したメロゾイトを１０％ＦＣＳ添加RPMI

1640培地浮遊液として約１×107個/ｍｌに調整したのち，

５°Ｃ,２０°Ｃおよび37°Ｃで30分間培養後，５週齢のＩＣＲ

系マウス（雌）の腹腔内に0.1ｍｌ宛接種した．接種後

２日ごとに尾部から採血して，塗抹ギムザ染色標本を作

成し，１，０００個の赤血球を数え，感染赤血球の割合を調

査した．メロゾイトを分離精製後，ただちに腹腔内に接

種したマウスを対照区とし，各実験区毎に５匹のマウス

を用いて実施した．

４）細胞骨格蛋白質に作用する阻害剤

ＭＴ阻害剤であるcolchicine（Sigma，以下ＣＣ)，

vinblastine（杏林製薬，以下ＶＢ）とvanadate（片山

化学，以下ＶＮ）を１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ１６４０培地

で溶解し，分離精製メロゾイト浮遊液に添加した．この

処理液に正常マウス赤血球を加え，メロゾイトの赤血球

侵入に対する影響について検討した．微小線維（以下

ＭＦ）阻害剤であるＣＢ（Sigma）の場合は，メロゾイ

トあるいは赤血球のいずれか一方を前処理した場合の影

響についても検討した．最終処理濃度は，ＣＣが103Ｍ，

10-4Ｍ,10-5Ｍ,VBが10-4Ｍ,10-5Ｍ,10-6Ｍ,ＶＮが10-3

Ｍ，10-4Ｍ，10-5Ｍとなるように調整した．ＣＢは，ジ

メチルスルホキシド（米山薬品，以下ＤＭＳＯ）で溶解

したのち，１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ１６４０培地で希釈し，

最終処理濃度を100βg/ｍｌ（約2.09×10.4Ｍ)，１０"g/ｍｌ

(約2.09×10-5Ｍ)，１’9/ｍｌ（約2.09×10.6Ｍ）とし，

ＤＭＳＯ濃度は0.1％とした．

５）各阻害剤の処理方法

各阻害剤の処理方法をＦｉｇ．１に示した．

Ａ区（メロゾイトと赤血球混合液への各阻害剤長時間

処理）

約１×106個/0.8ｍｌの分離精製メロゾイトに前記の各

阻害剤溶液0.1ｍｌを加え，３７°Ｃ５分間作用させたの

ち，この処理液に約106個/0.1ｍｌの正常マウス赤血球を

加え37°Ｃ５分間，さらに２０°Ｃ６０分間反応させた（結

ｍｅｒｏｚｏ１ｔｅｓ＋ｃｈｅｍｌｃａｌ
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Ｃ：Treatmentofmerozoites

D：ＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＲＢＣｓ
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果および考察を参照)．反応後ただちに６５０９５分間遠

心した沈澄から塗抹ギムザ染色標本を作製し，赤血球

1o,000個を数え，メロゾイトが付着・侵入した赤血球の

割合を調べた．また，各実験区毎に５匹の５週齢ＩＣＲ

系マウス（雌）の腹腔内に接種し，各阻害剤処理後の感

染性を調査した．

Ｂ区（メロゾイトと赤血球混合液へのＣＢ短時間処

理）

正常マウス赤血球を加え37°Ｃ５分間反応させるとこ

ろまではＡ区と同じ操作を行い，反応後ただちに，

1,000920秒間の遠心操作を数回繰り返してＣＢを除

去した．沈澄を10％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ１６４０培地１ｍｌ

に浮遊させ，２０°Ｃ６０分間培養後，メロゾイトが侵入し

た赤血球の割合と，マウスに対する感染性を調べた．

Ｃ区（メロゾイトのＣＢ処理）

約１×106個/0.8ｍｌの分離精製メロゾイトにＣＢ溶液

を0.1ｍｌ加え37°Ｃ５分間作用させたのち，１０％ＦＣＳ

添加ＲＰＭＩ１６４０培地0.1ｍｌを加えさらに37°Ｃ５分間

反応させた．反応後ＣＢを遠心洗浄法により除去し，

これに正常マウス赤血球約106個/1.0ｍｌを加えて２０°Ｃ

60分間培養後，メロゾイトが侵入した赤血球の割合と，

マウスに対する感染性を調べた．

Ｄ区（赤血球のＣＢ処理）

正常マウス赤血球約106個/0.8ｍｌにＣＢ溶液を0.1ｍｌ

加え，３７°Ｃ５分間作用させたのち，これに10％ＦＣＳ

添加ＲＰＭＩｌ６４０培地を0.1ｍｌ添加しさらに５分間反

応させた．反応後ＣＢを遠心操作で洗浄除去し，約１×

106個/1.0ｍｌの分離精製メロゾイトを加えて37°Ｃ１０分

間，さらに20°Ｃ５０分間培養した．

対照区

各阻害剤液添加量と等量のＲＰＭＩ１６４０培地あるいは

最終濃度が0.1％のＤＭＳＯを加えたものを対照区とし

た．

６）電子顕微鏡観察

ＣＢ（10βg/ｍｌ）によって処理したメロゾイトの赤血

球に対する付着状態を調べるため，電子顕微鏡観察をお

こなった．約１×106個/0.8ｍｌの分離精製メロゾイトに

ＣＢ溶液0.1ｍｌを加え，３７°Ｃ５分間作用させたのち，

この処理液に約106個/0.1ｍｌの正常マウス赤血球を加え

３７°Ｃ１５分間反応させた．反応後グルタルアルデヒド固

定液とオスミウム酸固定液で二重固定し，超薄切片を作

製して，酢酸ウランとクエン酸鉛で染色した．観察は日

立製HS-11-DS型電子顕微鏡（加速電圧７５ＫＶ）によ

り行った．

結果

震1）分離精製メロゾイトの赤血球に対する付着・侵入

に及ぼす温度の影響

分離精製メロゾイトと正常マウス赤血球を混合したの

ち，ｉ〃ＵｉＺｒｏで５°Ｃ，２０°Ｃおよび37°Ｃ３０分間培養

し，メロゾイトの付着または侵入を受けた赤血球数の百

分率を算出した結果をＴａｂｌｅｌに示した．５°Ｃで培

養した場合にメロゾイトの付着・侵入率が最も低く，

37°Ｃで培養した場合に最も高率となった．従って，材

料と方法の5）各阻害剤の処理方法で記したように，各

阻害剤で処理した分離精製メロゾイトに正常マウス赤血

球を添加した場合，付着・侵入率の最も高い温度条件で

ある37°Ｃを処理温度とした．

２）分離精製メロゾイトのマウスに対する感染`性に及

ぼす温度の影響

分離精製メロゾイトを５°Ｃ，２０°Ｃあるいは37°Ｃで

30分間培養後，５週齢のＩＣＲ系マウス（雌）の腹腔

内に接種し，感染性に及ぼす影響について調査した

(Fig.２）．メロゾイトの接種量は約１×106個/Ｏ１ｍｌ

である．メロゾイトを分離精製後，ただちに接種した対

照区と比較すると，２０°Ｃ処理区では感染性の低下がわ

ずかに認められたのみであったが，５．Ｃと37.Ｃ処理

区においては感染性が著しく低下した（Fig.２)．従っ

て，メロゾイトの感染性低下が最も少なかった20°Ｃを，

各阻害剤処理後の培養温度とした．

３）ＭＴ・ＭＦ阻害剤処理による影響

Ａ区の方法により，ＣＢ，ＣＱＶＢおよびＶＮで処

理し，メロゾイトの赤血球に対する付着・侵入性に与え

る影響およびメロゾイトのマウスに対する感染性に及ぼ

す影響について調査した．メロゾイトの赤血球に対する

付着または侵入`性を阻害剤処理30分後に調べたところ

（Table２)，無処理対照区とＣＣＶＢおよびＶＮ処

理区との間に赤血球に対する付着率・侵入率ともに差が

TablelPercentattachmentorinvasionof

merozoitesafterincubationwithmouse

erythrocytesatvarioustempe‐
ｒａｔｕｒｅｓｆｏｒ３０ｍｉｎ

5°Ｃ 20°Ｃ３７.Ｃ

１．６＊

０．２

ＥｘＰｌ

ＥｘＰ２

1９．８

５．７

４．２

１．８

＊ＰｅｒｃｅｎｔｏｆＲＢＣｓａｔｔａｃｈｅｄｏｒｉｎｖａｄｅｄｂｙｍｅｒｏ‐
●

ｚｏ１ｔｅｓ

（６９）
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しかし，赤血球に対する付着率は，ＤＭＳＯ処理対照区

よりＣＢ処理区の方が各濃度とも高率であった．メロ

ゾイトにＣＢ添加後70分間処理したのち同様の調査を

行った場合にも（Table３），ＣＢ処理区において侵

入率の低下が認められたが，付着率はＤＭＳＯ処理対

照区よりも高率であった．またＣＢの３０分間処理

(Table２）と７０分間処理におけるメロゾイトの赤血球

付着率を比較すると，いずれの処理濃度においても70分

間処理した場合に，付着率は低い値を示した．しかし，

侵入率には差を認めなかった．

さらに，７０分処理後65095分間遠心操作を加えてそ

の沈澄をマウスに接種し感染性を調べたところ，ＣＢ処

理区のみに感染性の低下または消失が認められた．

４）メロゾイトの侵入に対するＣＢ処理の影響

ＣＣＶＢおよびＶＮ処理メロゾイトに正常赤血球

を添加した場合には，メロゾイトの赤血球に対する付着

率・侵入率に影響がなく，ＣＢ処理の場合にのみ影響が

認められた．従って，Ｂ，ＣおよびＤの方法（Fig.１）

によってＣＢによる処理実験を行った．

Ｃ実験区のＣＢ（l00lug/ｍｌ）処理の場合，メロゾイ

トの赤血球内侵入率はＤＭＳＯ処理対照区の侵入率よ

り27％～86％低下していた．処理後65095分間遠心操

作を加えた沈澄をマウスに接種したところ，感染』性のわ

ずかな低下が認められた．しかし，ＢとＤの処理区にお

いては，ＤＭＳＯ処理対照区と比較すると，侵入率にほ

とんど差が認められなかった（Table４)．

認められなかった．

ＣＢ（１'9/ｍｌ）処理区においては，メロゾイトの赤

血球内への侵入率がＤＭＳＯ処理の対照区と比較して

低下しており，高濃度（l0qug/ｍｌ）処理区ではメロゾ

イトの侵入がまったく認められなかった（Table２)．

1００

8０ 幻
／
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／〆
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／／
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一

2０

０

０８１０ｌ２

Ｄａｙｓｐｏｓｔ－ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ、２Infectivityofmerozoitesincubatedi7z

uzZ7oatvarioustemperatuｒｅｓｆｏｒ３０ｍｉｎ、 ○一

○：controlmiceinoculatedintraperitoneally

withfreshmerozoites．●－－－●：５．Ｃ，●－●：

20.Ｃ，○－－－○：３７℃

Tabｌｅ２Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｓｏｎｔｈｅｒｅａｃtionmixtureofmerozoitesand

mouseerythrocytesincubatedfor30min

Attachmentrate（％）Invasionrate（96）
Treatment

（３０minincubation）
ＥｘｐｌＥｘｐ、２Ｅｘｐ、３ＥｘｐｌＥｘｐ、２Ｅｘｐ、３

Untreated

DMSO（0.1％）

CytQB（１/`g/ｍ1,2.09×10-6Ｍ）

（１qug/ｍ1,2.09×10-5Ｍ）

（l00Iag/ｍ1,2.09×10-4Ｍ）

Colchicine（10-3Ｍ）

Vinblastine（10-4Ｍ）

Vanadate（10-3Ｍ）

５
２
７
２
８
７
３
５

●
●
●
●
■
●
の
●

０
０
３
４
３
０
０
０

２
５
８
１
１
５
６
９

■
●
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●
●
●
●
●

１
０
２
４
３
０
１
０

８
３
４
２
３
２
５
０

●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
４
３
２
１
０
１

２
１
４

８
３
５

●
●
●

●
●
●

１
６
０
０
０
８
０
０

１
１
１

８
７

４
６
５

●
●

●
●
●

６
３
０
０
０
７
４
５

４
０
２
１

９
７
８

●
●
●
●

●
■
■

７
０
０
０
０
８
４
８

１
１

１
１

Electronmicrographshowingamouseerythrocyte（E）ｉｎｖａｄｅｄｂｙａｎｏｒｍａｌＰ/αsmo-

mgMmerozoite（Ｍ)．Ajunction（arrows）isformedbetweenthethickenedmem‐
oftheerythrocyteandmerozoiteplasmalemma・Bar＝０．５/2．

Electronmicrographshowingtheattachmentoftheapicalend(Ａ)ofamerozoite(Ｍ）

Ｆｉｇ．３

ｃＺｍ"ｚ

ｂｒａｎｅ

Ｆｉｇ４

（７０）
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蝋:;Ｖ１ＩｌＰ:鯉

鑿

toamouseerythrocyte(E)．ThemixtureofmerozoitesandRBCswastreatedbycytochalasin
B(10βg/ｍｌ)．Theerythrocytemembranebecomesthickenedandformsajunction(arrows)with
themerozoiteplasmalemma（PL）atthesiteofattachmentBar＝0.5,α、

（７１）
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Ｔａｂｌｅ３ＥＨｅｃｔｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｓｏｎｔｈｅｒｅactionmixtureofmerozoitesand

mouseerythrocytesincubatedfor70miｎ

Attachmentrate（％）Invasionrate（％）
Treatment

（７０minincubation）
Exp、１Ｅｘｐ２Ｅｘｐ、３Exp，１Exp、２Exp、３

Untreated

DMSO（０．１％）

Cyto､Ｂ（１/`g/ｍ１，２．０９×10-6Ｍ）

（１０肥/ｍ1,2.09×10-5Ｍ）

（100肥/ｍ1,2.09×10-4Ｍ）

Colchicine（10-3Ｍ）

Vinblastine（10-4Ｍ）

Vanadate（10-3Ｍ）

３
２
１
５
５
４
１
２

●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
２
１
０
０
０
０

５
１
６
９
３
８
４

●
●
●
●
●
●
●

０
０
１
０
０
０
０
０

１
４
３
１
８
７
２
６

●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
１
１
０
０
０
０

０
６
３

４
０
５

●
●
●

●
●
●

１
５
０
０
０
９
２
０

１
１
１

２
９
１

９
５
７

●
●
●

●
●
●

８
４
０
０
０
６
５
８

９
９
２
２

７
３
０

●
●
●
●

●
●
●

０
９
０
０
０
５
９
１

２
１
１
２

Table4EffectsofcytochalasmBtreatment
onmerozoitesinvasiontomouse

erythrocytes

察されず，メロゾイトの先端部と赤血球膜との付着した

像（Fig.４）のみが観察された．しかし，メロゾイト

の先端部が付着した赤血球膜部位には肥厚がみられ

(Fig.４，矢印)，超微形態学的には正常の侵入過程で

観察されている付着像（ＡｉｋａｗａｅｔａＺ.，1978）と同様

な接合部を形成していた．またＤＭＳＯ処理対照区と

ＣＢ処理区のメロゾイトにおいて，超微形態学的差異は

認められなかった．

Invasionrate（％）
Treatment

Exp・ｌＥｘｐ２Ｅｘｐ、３

(Ａ）Untreated

DMSO（０．１％）

Cyto、Ｂ（１０βg/ｍｌ）

（l00Iug/ｍｌ）

(B）Untreated

DMSO（0.1％）

Cyto・Ｂ（１qug/ｍｌ）

（１００/』g/ｍｌ）

(C）Untreated

DMSO（0.1％）

Cyto・Ｂ（１０"g/ｍｌ）

（l00lug/ｍｌ）

(Ｄ）Untreated

DMSO（０．１％）

Cyto､Ｂ（lqug/ｍｌ）

（100βg/ｍｌ）

９
９
２

’
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７
３
８
－
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－
０
１
２
３
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●
●
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●
●
●
●
一
●
●
●
●
一
●
●
●
●

０
９
０
０
－
０
８
８
７
－
３
１
１
３
－
４
２
９
３

２
－
１

－
１
１
１

－
１
１

１

０
６

－
３
８
７
３
－
３
０
３
９
－
６
３
３
９

●
●

一
●
●
●
●
二
●
●
●
●
一
●
●
●
■

１
５
０
０
－
７
６
６
５
－
５
１
０
８
－
５
６
７
４

１
－
１
１
１

２
９

－
４
２
５
６
－
８
９
７
３
－
８
９
８
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●
●

□
●
●
●
□
一
●
●
●
●
一
●
●
●
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８
４
０
０
－
５
５
５
４
－
咽
８
９
４
－
０
９
２
１

－
１

１
１

考察

マラリア原虫は宿主の赤血球内に寄生し栄養的に依:存

する寄生原虫であり，赤血球内に侵入することはマラリ

ア原虫の生存にとって必要不可欠である．一方，宿主の

赤血球，特に成熟赤血球には貧食作用がなく，このため

にメロゾイトが赤血球内に侵入寄生するには巧妙な機構

が働いていることが最近の研究で明らかにされつつあ

る．マラリア原虫の赤血球内侵入過程については，超微

形態学的な研究が行なわれているが（BannistereZaL，

1975；BannisteretaJ.，１９７７；Ａｉｋａｗａｅｔα/､，１９７８；

ＭｉｌｌｅｒｅｔａＺ.，1979；ＡｉｋａｗａｅｔａＺ.，１９８１；Aikawaand

Miller，1983)，その機構については現在まで十分に解

明されているとは言えない．マラリア原虫の赤血球内侵

入機構の全貌を解明することは，マラリア感染症の治療

法を確立するための基礎的研究としても，不可欠のもの

と思われる．

メロゾイトが付着した赤血球は急激なdeformation

を起こし（Dvorak託αZ.，1975)，また，rhoptryから

侵入に関与する物質が放出されることが推察されている

ので（Miller，１９７７；ＡｉｋａｗａｅｒａＺ.，1978)，我々は，

メロゾイトの赤血球内侵入に細胞骨格蛋白質が関与する

（Ａ)，（B)，（C）ａｎｄ（Ｄ）indicateexperimental

proceduresｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇｌ

５）電子顕微鏡観察

ＤＭＳＯ処理対照区では，接合部の移動を伴った正常

な侵入過程の像（Fig.３）や，完全に侵入した像が観

察されたが，メロゾイトをＣＢ（10βg/ｍｌ）で処理し，

正常マウス赤血球を添加した場合には，Ｆｉｇ．３で示し

たような接合部の移動にともなう侵入過程の像は全く観

（７２）
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可能性を推察し，ＣＢ，ＣＣ，ＶＢおよびＶＮを用いて

メロゾイトと赤血球を処理し，メロゾイトの赤血球内侵

入に及ぼす影響について検討することにより，Ｐ、ｂｅ７－

ｇＭメロゾイトの赤血球内侵入機構についての解明を

試みた．

ＭＴ阻害剤・ＭＦ阻害剤処理によるメロゾイトの赤

血球内侵入性への影響について実験する前に，メロゾイ

トの赤血球内侵入に及ぼす温度の影響と，メロゾイトを

短時間培養した場合にその感染性の低下に及ぼす温度の

影響について調査した、

分離精製したメロゾイトと正常マウス赤血球とを混合

し，５°Ｃ，２０°Ｃおよび37°Ｃで30分間ｉ〃Ｕｉｔｒｏ培養

した結果，メロゾイトの赤血球に対する付着および侵入

率は37°Ｃが最も高く，２０°Ｃ，５°Ｃの順に低下した．

この結果は，Ｐ・た'2ozﾋﾞﾉJCSゴメロゾイトのアカゲザル

赤血球に対する付着率（ＭｉｌｌｅｒｅｔａＺ.，1979）と同様の

傾向を示した．一方，分離精製したメロゾイトのみを

５°Ｃ,２０°Ｃおよび37°Ｃで30分間のｉ〃Ｕ肋ｏ培養後，

感染性を調査すると，感染性の低下が最も少ない処理温

度は20°Ｃであり，５°Ｃ，３７°Ｃの順に低下した．Poly‐

carbonatemembrane法により分離されたＰ・肋olMesi

のメロゾイトのｉ７ｚＵｉｔｒｏにおける侵入実験においても，

23°Ｃに保った場合に感染性を長時間維持することが報

告されている（Johnsonetα/､，1980)．したがって，

短時間培養におけるメロゾイトの感染性維持には２０°Ｃ

前後に保つことが最良と考えられた．

また，マラリア原虫感染マウスの感染赤血球の増加率

やマウスの死亡日数は，接種する原虫数に逆相関し，接

種原虫数が１０倍希釈されるごとに死亡日数が約１日延び

ることが報告されている（塚本，1981)．分離精製メロ

ゾイトを短時間培養した場合にみられる感染性の低下

(Fig.２）を，感染力のある原虫数の低下とみなして換

算すると，対照区と比較して20.Ｃ３０分間培養した場合

には約10-1に，５°Ｃの場合には約10-4に，３７°Ｃの場合

には約10-5に低下したものと推察された．

ＣＣとＶＢは細胞のＭＴ阻害剤であり（Wallach，

1979)，ＶＮは微小管の関与する運動系におけるエネ

ルギー転換要素であるダイニンの阻害剤として知られて

いる（毛利・小川，1983)．ＣＣ，ＶＢおよびＶＮはＰ、

6ergMメロゾイトの赤血球内侵入に対して阻害効果を

示さなかった（Tableｓ２，３)．このことから，メロ

ゾイトの赤血球内への侵入にはＭＴが関与していない

可能性が推察された．しかし，ＣＣは10-3Ｍの濃度で

Ｒ６ｅｒｇＭの栄養型原虫の発育を阻害し，10-4Ｍの

濃度で分裂期原虫に異常型を形成することが報告されて

いるので（McColmandTrigg，1980)，ＭＴ阻害剤

処理区における，メロゾイトの赤血球内侵入後の発育に

対する影響の有無についてはさらに検討を加える必要が

あると思われる．

分離精製したメロゾイトにＣＢを前もって添加し，

これに正常マウス赤血球を加えて培養した場合には，顕

著な侵入阻害効果が認められた（Tableｓ２，３，４)．

ＣＣＶＢおよびＶＮ処理区では付着率．侵入率とも

に対照区と差がなく，メロゾイトが赤血球に付着後すみ

やかに赤血球内に侵入すると考えられる．ＣＢ処理区の

場合は付着率が高く，侵入率が低値であり，ＣＢの作用

により付着後の侵入過程が阻害されることが推察され

た．ＣＢ処理によるメロゾイトの赤血球内侵入阻害につ

いて電子顕微鏡で観察した結果，メロゾイト先端部と付

着した赤血球膜が肥厚した接合部形成像（Fig.４）ま

では認められたものの，接合部の移動にともなう正常な

侵入過程（Fig.３）は観察されなかった．MillerctaJ．

(1979）が，ＰⅢ,zo伽eSiのメロゾイトとアカゲザルの

赤血球との混合液をＣＢで処理した場合にも，同様の

結果を報告している．従って，Ｐ、６e,７９Ｍメロゾイト

の赤血球内侵入過程においても，ＣＢが接合部の移動を

阻害するために赤血球内に侵入できないものと推察され

た．また，赤血球内に侵入の際に，rhoptryと赤血球膜

間にconnectionが形成され，rhoptry内の電子密度が

低下することから，侵入に関与する物質が放出され

(Ａｉｋａｗａｅｔα/､，１９７８；ＭｉｌｌｅｒｅｔａＪ.，1979)，その放

出作用はＣＢ処理で阻害されないことが報告されてい

る（ＭｉｌｌｅｒｅｔａＪ.，1979)．従って，Ｐ・ｂｅ,弓9Ｍメロゾ

イトと赤血球の混合液をＣＢ処理した場合に認められ

た感染性の低下や消失（Table４Ａ）は，メロゾイト

が赤血球に付着した状態で侵入物質が放出され，７０分後

にＣＢを除去しても，すでに侵入能が消失して感染性

が低下したものと推察された．メロゾイトをＣＢの高

濃度（１００'9/ｍｌ）１０分間前処理した場合にも，感染性

の低下が認められた（Ｔａｂｌｅ４Ｃ）が，高濃度ＣＢの

メロゾイトに対する直接作用の有無については今後検討

すべき課題と思われる．

PasvolandWilson（1982）は，マラリア原虫の赤血

球内への侵入について，まず，メロゾイトとレセプター

が結合後，rhoptryから侵入物質が放出されることによ

り，膜の流動性が局部的に変化を受け，膜脂質の局所的

な組成変化が惹起され，その結果として，膜蛋白質と脂

質との相互作用に変化を及ぼし，その部位における形質

（７３）
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膜の選択的な陥凹が起こり，マラリア原虫が“エンドサ

イトーシス”を受け，赤血球内に入ると推察している．

今回の実験結果（Fig.４）およびＭｉｌｌｅｒｅｔａＺ．（1979）

の報告にも見られるように，マラリア原虫の赤血球内侵

入過程でＣＢ処理を行うと，原虫が赤血球に付着する部

位に接合部の形成は認められたものの，赤血球膜の陥凹

形成が阻害されており，この結果，マラリア原虫の侵入

が起り得なかったと考えられた．したがって，形質膜の

突出よりも陥凹によるエンドサイトーシス（門田・門

田，1983）に類似した機構により，原虫が赤血球内に入

るものと推察された．

ＡｉｋａｗａｅｔａＺ．（1981)，AilawaandMiller（1983）

は，接合部の凍結割断標本の電子顕微鏡観察結果から，

メロゾイトの侵入時に赤血球の膜内粒子（IMP）に再

配列が起こることが必要であり，膜脂質の変化あるいは

収縮蛋白と考えられているスペクトリンおよびアクチン

が密接に関与することを推察している．ＣＢはアクチン

繊維に作用するばかりか，細胞質のグルコース輸送やヘ

キソース輸送も阻害するが（Wallach，1979)，アクチ

ン脱重合剤であるcytochalasinD処理においても，メ

ロゾイトの赤血球への侵入阻害が認められた（藤岡ら，

未発表)．従って，今回の実験結果と合わせ，メロゾイ

トの赤血球内侵入機構にＭＦが関与していることが強

く示唆されたが，ＣＢが赤血球あるいはメロゾイトのど

ちらに直接作用して，侵入を阻害したかを明確にするこ

とはできなかった．今後，rhoptry内の物質について検

討を加えるとともに，侵入機構についてさらに詳細に解

明する予定である．

れるＣＢ（lQug/ｍｌ）で10分間処理したのち，ＣＢを遠

心操作で除去後，メロゾイトに赤血球を添加した場合

と，赤血球をＣＢで10分間前処理し，ＣＢ除去後メロ

ゾイトを加えて培養した場合には，ＤＭＳＯ処理対照区

とほぼ同数の赤血球内原虫が観察された．しかし，メロ

ゾイトとＣＢ混合液に正常マウス赤血球を加えると，

10/』g/ｍ１，１肥/ｍｌの処理濃度で，赤血球にメロゾイト

が付着した像は多数観察されたものの，赤血球内侵入像

は非常に少なく，100肥/ｍｌの処理濃度では赤血球内侵

入像はまったく認められなかった．また，メロゾイトを

ＣＢ（100肥/ｍｌ）で10分間前処理した場合，赤血球内原

虫数が僅かに低下した．

ＣＢ処理メロゾイトの赤血球への付着状態を電子顕微

鏡で観察すると，メロゾイトの先端部（apicalend）と

付着した部位の赤血球膜が肥厚し，接合部形成が認めら

れたが，この接合部の移動に伴う正常な侵入像は全く認

められなかった．

従って，ＭｉｌｌｅｒｅｔａＺ．（1979）やＡｉｋａｗａｅＺａＺ．

(1981）がＰｍＳｍｏ伽''2Ａ"ozuJesiSintonandMulli-

gan，１９３２のメロゾイトの赤血球内侵入性に対するＣＢ

の影響について報告したのと同様に，Ｐ・beγ9Ｍのメ

ロゾイトにおいても，赤血球膜とメロゾイト間の接繧合部

の移動がＣＢＩこより阻害され，このために赤血球内に

侵入できないものと考えられ，メロゾイトの赤血球内侵

入機構にＭＦが関与する可能性が推察された．

謝辞

稿を終えるにあたり，有益な御助言を頂いた予防衛生

研究所麻疹部の伊藤康彦博士，名古屋大学医学部附属病

態制御研究施設ウイルス感染研究部門の西山幸廣博士お

よび同大学医学部医動物学教室の須藤千春博士に深謝し

ます．

要約

メトリゾ酸カルシウム・メグルミン塩溶液を用いて分

離精製したネズミマラリア原虫ＰＺａＳｍｏａｉ"m6e7gM

VinckeandLips,１９４８（ＮＫ６５）のメロゾイトを，ｃｙ‐

tochalasinB（CB)，colchicine（ＣＣ),vinblastine（ＶＢ）

およびvanadate（ＶＮ）で処理し，メロゾイトの赤血

球内侵入性に対する影響について検討し，赤血球内侵入

機構の解明を試みた．

分離精製したメロゾイトに微小管（ＭＴ）阻害剤であ

るＣＣ（10-3Ｍ-105Ｍ)，ＶＢ(10-4Ｍ-10-6Ｍ）またはＶＮ

(10-3Ｍ-10-5Ｍ）を添加し，これにマウス赤血球を加え

て短時間培養した場合には，赤血球内にメロゾイト侵入

像が高率に観察され，赤血球内侵入性に対する阻害作用

は認められなかった．

精製メロゾイトを微小線維（ＭＦ）阻害剤として知ら
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IAbstractl
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ＳＴＵＤＩＥＳＯＮＭＵＲＩＮＥＰＬＡＳＭＯＤＩＵＭ

Ⅱ．ＥＦＦＥＣＴＳＯＦＣＹＴＯＳＫＥＬＥＴＡＬ

ＩＮＨＩＢＩＴＯＲＳＯＮＰＥＮＥＴＲＡＴＩＯＮＯＦＰＬＡＳＭＯＤＩＵＭＢＥＲＧＨＥＩ

ＭＥＲＯＺＯＩＴＥＳＩＮＴＯＥＲＹＴＨＲＯＣＹＴＥＳ

ＨＩｓＡｓＨＩＦＵＪＩＯＫＡ，ＦｕＭＩＨＩＫｏＫＡＷＡＭＯＴＯ，ＳＡＨｏＫｏＭＩＺＵＮＯ

ＡＮＤＮｏＢｕｏＫＵＭＡＤＡ

（、"αr”e"ｚｑ／Ｍｂａｉｃα／ZOoZogy，ＭｇｑｙａＵ"iUersizyScﾉiooZq／

Meaic伽，Mgqyα４６６，Ｊ"α"）

TheeHectsofcytoskeletalinhibitorsonpenetrationofPZasmoai"ｍ６ｅ７ｇ/jeiVinckeandLips，

1948（ＮＫ６５）intoerythrocytes（ＲＢＣｓ)wereinvestigatedusingmerozoitescollectedbythemetri‐

zoicaciddiscontinuousdensitygradientcentrifugationmethod，Theresultsobtainedareasfollows：

Additionofcolchicine（10-3Ｍ-10-5Ｍ)，vinblatstine（10-4Ｍ-10-6Ｍ）andvanadate（10-3Ｍ-10-5Ｍ）

ｔｏａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｍｅｒｏｚｏｉｔｅｓａｎｄＲＢＣｓｄidnotaffectmerozoiteinvasioninｔｏＲＢＣｓ，whereasthe

treatmentofthemixturewithcytochalasinB（ＣＢ）greatlyreducedtheinvasionrateofmerozoites

attheconcentrationsofl/Mg/ｍｌａｎｄｌＯ/(g/mlandabolishmentofinfectivitywasobservedat

lOO/19/mLHowever，pretreatmentofeithermerozoitesｏｒＲＢＣｓｗｉｔｈＣＢ（1/19/ｍ１，１０/`g/ｍｌ）

didnotaHectinvasionprocess，ａｎｄpretreatmentofmerozoiteswithCB（１００/`g/ｍｌ）forlOmin

slightlyreducedtheinvasionrate，Electronmicroscopicobservationofthemixtureaddedwith

CB（10/19/ｍｌ）revealedthatthemerozoitesunderwentanormalattachmentprocesstoforma

junctionbetweentheapicalregionofmerozoiteandRBC，smembrane・

Fromtheseresults，ｉｔｗａｓａｐｐａｒｅｎｔｔｈａｔＣＢｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅｌaterstepsafterjunctionformationin

thesequenceofmerozoiteinvasion、ＩｔｉｓｈｉｇｈｌｙprobablethatCBaHectsthemerozoiteinvasion

intoRBCbyblockingthemovementofthejunction，ａｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｉｎＰ・肋ozuZesibyMilleretaZ．

(1979）ａｎｄＡｉｋａｗａｅＺａＺ．（1981)．Fromtheirdataandourresults，microfilamentsseemtobe

involvedintheprocessofmerozoiteinvasioｎｉｎｔｏＲＢＣｓ．
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