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The cytoskeleton of Try'仰nosomabrucei gambiense trypomastigote was investigated 

electron microscopically with emphasis on structural relationships between each compo-

nent. The parasite has two prominent microtubular systems， namely axonemal complex in 

the f1agellum and pellicular microtubules underneath the plasma membrane. The two 

systems are physically connected by a linear array of rivet structures that runs from the 

anterior end of the parasite towards a ring-shaped structure around the f1agellar pocket. 

The rivet structure is composed of a pair of macula目likedots， which are shared by flagellum 

and cell body membranes. The binding between f1agellum and cell body is resistant against 

saponin treatment but labi1e to Triton X treatment. The f1agellum is equipped with an 

axonemal complex commonly seen in other organisms. Extraction of the parasite with 

saponin or Triton X results in c1ear visualization of the cytoskeleton， preserving the 

peculiar spacial relationships among the cytoplasmic organelles. A network of filaments 

with a diameter of ;;tbout 4 nm is present between kinetoplast and centriole/basal body， 

where cytoplasmic ribosomes are exc1uded. And filaments with the same morphology are 

also found in the vicinity of microtubules， suggesting that the filaments are playing a major 

role in maintaining cell integrity. Ribosome同likegranules are c10sely associated with 

pel1icular microtubules. Whole mount preparation after parasite-extraction with Triton X 

disc10ses a general structural profile of the parasite's cytoskeleton inc1uding pellicular 

microtubules， rivet structures and f1agel1um. The anterior end of the parasite is tapering 

and the posterior end terminates abruptly without any particular device. Centriole is 

always associated with basal body. This investigation seems to be the first comprehensive 

description of the cytoskeleton of T. b. gambiense which would make a base to understand 

all aspects of the parasite. 
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ガンピアトリパノソーマ原虫 (T.ηφanosomabrucei gambiense) 
の細胞骨格の電子顕微鏡的研究 (495) 

緒 盲

トリパノソーマ原虫は，吸血昆虫によって伝播され，

人など脊椎動物に感染し，アフリカ睡眠病，シャーガス

病などの疾患を引きおこす.このトリパノソーマは，単

細胞のfIagellat巴で，キネトプラストという特殊な器官

を有し，生活史上において，その種により差異を有する

が，その形態を種々変換する事が知られている.すなわ

ち発育各期における原虫は，鞭毛の状態，核とキネトプ

ラストとの位置関係により，錘鞭毛期 (trypomastigote

stage)，後鞭毛期 (opisthomastigotestag巴)，上鞭毛期

(巴pimastigotestag巴)，前鞭毛期 (promastigotestage)， 

襟鞭毛期 (choanomastigote stage) および無鞭毛期

(amastigot巴stage)と区別され，それぞれ光顕で弁別可

能の特徴的な形態を示す1). T.り少anosomabrucei gam. 

bienseは，アフリカ睡眠病の病原寄生体で，ツェツェパ

エ (tsetsefIy)の媒介により人に感染し2)，毎年約20，000

例の感染がみられる3).感染すると， 2 -3週間の潜伏期

を経て，発熱，皮膚の輪状発疹に始まり， リンパ節腫脹，

特に頚部リンパ節腫脹が特徴でWinterbottom徴候と

いわれ，さらに肝牌腫，頭痛，不眠，脱力感などをきた

い次第に意識混濁，噌眠性となり，多くは全身衰弱で

死亡する.感染した宿主流血中では，錘鞭毛期

(trypomastigote)であり，鞭毛が活発に運動するのが特

徴的で，激しく分裂増殖する.

最近，細胞の外形の維持，細胞内小器官の位置決定，

細胞の移動，運動，分裂など細胞の生理作用発現に細胞

骨格と呼ばれる細胞質内線維の関与が注目されつつあ

る').細胞骨格は細胞を内部から機能的および構造的に

支える線維の総称であり，その主な構成要素は，微小管

(microtubul巴)，微小線維 (microfilament)，中間径線維

Cintermediat巴filament)と呼ばれる 3種の蛋白質線維

構造で5)6)，その他にmicrotrabecula，形質膜裏打ち

(plasmalemmal undercoat)と呼ばれる成分なども含ま

れる場合もある巾).

トリパノソーマは単細胞生物であるため，宿主内で生

存および増殖する事に必要なすべての機能をその一つの

細胞の中にそなえている.その特徴的な外形を種々に変

化させ，またそれを維持し，鞭毛の運動，分裂増殖をは

じめ，種々の酵素反応，代謝，さらに巴ndocytosis，

exocytosisなど細胞内のすべての機能が能率的に秩序

正しくおこなわれていくためにこの細胞骨格が重要な役

割を果たしているものと考えられるため，単細胞生物に

おける細胞骨格を Tηpanosomabrucei gm叩bienseをモ

デルに超微形態的に検索した.

材料と方法

材料

Tη少。目osomabrucei gambiense (Welcome strain) 

〔以下，T. b. gambienseと略す〉は，兵庫医科大学免疫

医動物学教室新家荘平教授より分与された.系の維持は，

マウスに継代するか，または， 10% dimethylsulfoxyd添

加後，超低温槽 (REVCO，INC.West Columbia， S. C. 

29169)内で凍結(-700C)保存し用に臨み解凍蘇生させ

た.実験に供する T.b. gambienseは，マウスまたはラ

ット内で大量に発育増殖させて回収した.すなわち，燐

酸緩衝生食液 (PBS)中に浮遊させた T.b. gambiense 

をマウス一匹当り約10，000個，腹腔内に投与して感染さ

せ， 3 -4日後，宿主動物にへパリンを投与し，エーテ

ノレ麻酔下にて心採血をおこない，採取した血液を

DEAE-cellulose (Brown company， U. S. A)カラムに

通し， 1 %グノレコース加燐酸緩衝液 (pH7.8)で洗浄し，

T. b. gambiense (血流型〕を宿主血球成分より分離し

た9).

方法

[A]通常の T.b. gambiense (血流型〉の超徴形態・

上記に従い回収した T. b. gambienseを直ちに1/2

Karnovsky固定液10)を用い， 40Cにおいて 30分間固定

した.2000rpmで10分間遠心分離し，上清を捨て， 0.25 

M庶糖溶液を加え， 40Cにおいて 30分毎に同様の遠心分

離操作を3回くり返して洗浄した.1%OsO，を含む0.25

M庶糖加燐酸緩衝液 (pH7.4)を用いて， 4'Cにおいて後

固定を1時間おこなった.50 %， 70 %， 80 %， 90 %， 

95 %アルコーノレを用いて順次脱水し，最後に100%アノレ

コールを用いて 3回脱水した.propyleneoxid巴を経た

後，電顕用樹脂(応研商事Epok812162g， DDSA 100g， 

MNA 89g， DMP-30 5.3g の混合物〉に包埋した• 35'C， 

450C， 600Cにて各々 24時間ずつ加熱し重合させた.樹脂

包埋したブロックをultrom巴8800(LKB， Sweden)で

サファイアナイフを用いて薄切し，超薄切片をホノレムパ

ール膜をはったグリッドの上にのせ， 50%アルコールに

飽和した酢酸ウラニーノレとレイノノレド氏液で型の如く電

子染色した.染色した切片を目立H-100または日本電子

1200EXを用いて観察した.

[B] トライト γX-100処理 T.b. gambiense 

細胞骨格をより明確に観察するため， Capco")らの方

法にしたがい，細胞質内可溶性成分を除去した後，超薄

切片法による電顕観察をおこなった.すなわち，回収し

た T.b. gambiense (血流型〉を3群に分け， 0.5 %トラ

イトン X-100を含むcytoskehotal buffer (100mM 
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NaCl， 10mM PIPES buffer (pH6.8)， 3mM MgCI2， 

300mM sucrose， 1.2mM phenylm巴thylsulfonyl fluo. 

ride， 0.5%トライトンX-100)で40Cにおいて各々 3，

6， 12分間抽出した後， 2% glutalaldehydeを含む

cytosk巴letalbuff巴rを用いて 40Cにおいて 1時間以上

固定した.2000rpmで10分間遠心分離し，上清を捨て，

O.lM sodium cacodylate buff巴r(pH7.2)を用いて 30分

毎に同様の遠心分離操作をくり返し 3回洗浄した後，

1 % OsO，を含むO.lMsodium cacodylat巴bufferで1

時間 4oCにおいて後固定をした.O.lM sodium 

cacodylate bufferでl回洗浄した後，上記と同様の方法

で，脱水，包埋し，超薄切片を二重染色し，電顕観察を

した.

[C]サポニン処理 T.b. gambiense : 

同様の目的で，さらに，膜系と細胞骨格との関連を見

るために，T. b. gambienseをサポニンで処理し，電顕観

察を行った.すなわち，回収した T.b. gambienseを4

群に分け， 0.1 %サボニンを含むcytoskeletalbuff巴r中

で3TCにおいて，各々， 3， 6， 12， 15分間抽出し， 2% 

glutarald巴hydeを含むcytoskeletalbufferを用いて 4

℃において 1時間以上固定した後，トライトンX-100処

理の時と同様の方法で電顕観察した.

[D] T. b. gambienseの全載標本:

T. b. gambienseの細胞骨格の全体像を把握するため，

虫体の全載標本を作成し，電顕観察を行った.従来，原

虫の細胞骨格観察のための全載標本に関する報告はきわ

めてすくなく，細胞質内可溶性成分の除去方法，グリッ

トゃへの搭載方法などの至適条件が不明であるため，下記

の如く，種々の条件下で全載標本作成をおこなった.

Fig.1に試料作製過程のフローチャートが描かれてい

るが，各図の意味するところは下記の如くである.

血中より DEAEセルロースを用いて分離した直後の

原虫 (step1)は，実線で細胞膜を示し，ハーフトーンで

細胞質が示されている.破線の細胞膜は，サポニンまた

はトライトンX-100処理で抽出された原虫である事を

示す.細胞質中の無数の小点は，化学固定剤処理された

原虫である事を示す 白地の細胞質は，脱水された原虫

を示す.グリッド上の原虫は，電顕用グリッド上に塔載

されたことを示す.各実験過程の後に酢酸ウラニールで

positive染色をし，電顕観察をおこなった.

1)実験 [S]サボニン処理工 b. gambienseの全載標

本:

回収した T.b. gambiense (step 1)を0.1%サボニン

を含むPBS中で室温において 5分間抽出した後 (step

2)， ホノレムバーノレ膜をはり 0.1%poly皿L.lysinで処理し

たグリッドに載せ (step3)， 1/2 Karnovsky固定液で室

温において 1時間固定した (step4).蒸留水で洗浄し，

乾燥後，酢酸ウラニーノレで染色し，電顕観察した.

2) トライトンX-100処理 T.b. gambienseの全載標

本.

a)実験 [T-1] 

回収した T.b. gambiense (step 1)を0.5%トライト

ンX-100を含むPBS中で40Cにおいて 10分間抽出し

た後 (step2)，ホノレムバーノレ膜をはり 0.1%poly-L-lysin 

で処理したグリッドに載せ (step3)， 1/2 Karnovsky固

定液で室温において 3時間固定した (step4).蒸留水に

て洗浄し，乾燥後，酢酸ウラニーノレで、染色し，電顕観察

した.

b)実験 [T-2]

回収した T.b. gambiense (step 1)を0.5%トライト

ンX-100を含むPBS中で40Cにおいて 10分間抽出し

た後 (step2)， 2目5%glutaraldehydeで固定し (step3)， 

50 %， 70 %， 80 %， 90 %， 95 %アノレコールで30分毎に

順次脱水し， 100 %アノレコーノレで3回脱水した後 (step

4)， ホノレムパーノレ膜をはり 0.1%poly・L-lysinで処理し

たグリッドに載せ (step5)，乾燥後，酢酸ウラニーノレで

染色し，電顕観察した.

c)実験 [T-3] 

回収した T.b. gambiense (st巴p1)を1%トライト γ

X -100と0.05%glutaraldehydeを含むPBS中で40C

において 20分間抽出，固定した後 (step2)，ホノレムパー

ノレ膜をはり 0.1%poly-L-lysinで処理したグリッドに載

せた (step3).室温で10分間放置した後， PBSで洗浄

し， 1/2 Karnovsky固定液で固定した.前述の如く脱水

し(step4)，乾燥後，酢酸ウラニーノレで、染色し，電顕観

察した.

d)実験 [T-4]

回収した T.b. gambiense (st巴p1)を0.5%トライト

ンX-100と0.5%glutaraldehydeを含むPBS中で4oC 

において 20分間抽出，固定した後 (step2)，ホノレムパー

ル膜をはり 0.1%poly-L-lysinで処理したグリッドに載

せた (st巴p3).室温で10分間放置した後， PBSで洗浄

し， 1/2 Karnovsky固定液で再度固定した.前述の如く

脱水し (step4)，乾燥後，酢酸ウラニーノレで、染色し，電

顕観察した.

巴〉実験 [T-5] 

回収した T.b. gambiense (step 1)を0.5%トライト

ンX-I00を含むPBS中で 40Cにおいて 20分間抽出し

た後 (step2)，ホノレムバーノレ膜をはり 0.1%poly同L-lysin

で処理したグリッドに載せた (step3).室温で10分間放
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Exp. S: Parasites (step 1) were extracted with 0.1% saponin (step 2) ， mounted (step 3) and fixed 

with a half-strength K百rnovsky(step 4) 目

Exp. T-1: Parasites (step 1) were巴xtractedwith 0.5% Triton X (step 2) ， mounted (step 3) and fixed 

(step 4) . 

Exp. T-2: Parasites (step 1) were extracted with 0.5% Triton X (st巴p2) ，fixed (step 3) ， dehydrated 

(step 4) and mounted (step 5) . 

Exps. T-3 & T-4: Parasites (step 1) were simultaneously fixed and extracted (step 2) with 1% Triton 

X Cin T-3) or 0.5% Triton X Cin T-4) ， mounted (st巴p3) and dehydrated (step 4) . 

Exp. T-5: Parasites (step 1) were巴xtract巴dwith 0.5% Triton X (step 2) ， mount巴d(step 3) ， fixed 

(step 4) and dehydrat巴d(step 5) 

Fig. 1. A flow chart of the proc巴duresfor whole mount pr巴parationof T.b. gambiense. Six types of 
巴xperiments(S， T-1， T-2， T-3， T-4 and T-5) were performed as illustrated in the right column目
Freshly recovered parasites (st巴p1) were subjected to several treatm巴ntsincluding cell 
extraction (an intermittent line indicates extraction effect) ， chemical fixation (small dots 
indicat巴fixative)，dehydration Cindicated by an open cell) and mounting on grids， which were 
performed in different order. All specimens were positively stain巴dwith uranylacetate and 
observed under an electron microscop巴.
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置した後， PBSで洗浄し， 1/2 Karnovsky固定液で固定

した Cstep4).前述の如く脱水し Cstep5)，乾燥後，酢

酸ウラニーノレで染色し，電顕観察した.

[ E ] T. b. gambienseのステレオ観察

上記実験T-5の操作で得られた全載標本をゴニオメ

ーターを用いて水平位置より土 7度ずつ角度を変化させ

て電顕写真を撮影し，鞭毛ポケット部の立体像を観察し

た.

結 果

[A] T. b. gambiense C血流型〉の透過電顕像:

T. b. gambienseの形質膜は，鞭毛 Cflag巴llum)CPlat巴

1のF)，鞭毛ポケット (flagellar pocket)，虫体本体

Ccell body) の3つの部分より成るが，この細胞膜

CPlate 1のM)は，通常の細胞膜と同様，陪帯，明帯，

暗帯の 3層構造を示した他，最外層に厚さ約10nmの

variant surface glycoprotein CVSG) に相当する層

CPlat巴1のVSG)が見られた.細胞膜より filopodiaと

呼ばれる膜構造問 CPlate2のFl)が伸張しているのが

時折観察されるが CPlate2)，これは通常鞭毛の細胞膜よ

り生じていた.filopodiaは，先端部より丸くくびれて次

々と球状の膜構造となり，宿主血流中に放出される.

Plat巴2と3にその過程の連続写真を示す.流血中に放出

された後，いわゆる exoantigenとして血疑中に遊離し

て存在する同叫が，虫体本体に付着しているものもある

と思われる CPlat巴1と4のV).鞭毛ポケット CPlate4 

のFP)の膜より coatedpit CPlate 4のCP)が形成さ

れ， coat巴dvesicle CPla te 4と5のCV)となって細胞

質中に移動するのが観察された. トリパノソーマの栄養

摂取は，鞭毛ポケットにおける巴ndocytosisによるもの

と考えられている同.

虫体本体の細胞膜直下には，虫体の前端から後端へ，

平行に等間隔に走る微小管 Cpellicularmicrotubules) 

が観察された CPlate1，4，6，7).細胞膜と膜直下微小管と

の距離は，約10nmであった.両者の聞を結ぶ構造物は観

察されなかった.虫体の太さにしたがって，膜直下微小

管の数は増減し，隣合う微小管聞の距離は約15nmで一

定に保たれていた.また，隣合う微小管の間を結合する

線維状構造物が観察された CPlat巴6の矢印).鞭毛ポケ

ットの部分には上記のような微小管は見られず3-4本

の微小管がー列に連なり flag巴llarpocketを取り巻し、て

いるのが観察された CPlate7の矢印). これら膜直下の

微小管と鞭毛ポケットの微小管の結合関係は明かではな

い.この 3-4本の微小管のまわりには，電子密度中等

度の不定形の物質が存在する.

鞭毛には典型的なaxon巴malcomplexが見られた.す

なわち9対のdoublet微小管が周囲を取り囲み，中心を

2本の微小管が縦走していた CPlate1).さらに9対の

doubl巴t徴ヂ管はintraflagellarstructur巴161と呼ばれる

類結晶構造物 CPlat巴1と6の1F)と線維状構造物によ

って結合しているのが観察された CPlate1の*印).こ

の類結品構造物は Tηφanosomale山 iSZで報告されてい

るのと同様161鞭毛ポケット内の鞭毛には存在しなかった.

軸索近傍にみられる構造物は，精子の場合， outer dense 

fiber， peripheral tubulesがあるが17)，これらはdoublet

微小管に付随するものであり，今回観察された類結晶構

造とはその数が異なる.また，軸索近傍の結晶構造とし

てミトコンドリア内の結晶が報告されているが18)，今回

観察された類結品構造は二重膜を欠如するゆえ，類向性

があるとは言えない.

分裂途上の T.b. gambienseにおいては1本の鞭毛中

にl対の axonemalcomplexが見られることがあった.

dyn巴inarm CPlate 1のD)の方向より判断すると 2つ

のaxonemalcompl巴X の回転方向は線対称をなしてい

た.鞭毛の基底小体 Cbasalbody) CPlate 8のBB)の近

傍には中心体 Ccentriole)が観察された CPlat巴8のC).

鞭毛の膜と虫体本体の膜とは直接癒合せず各々のVSG

をはさんで接着していた.接点の部分には各々の膜の細

胞質側に小斑点がみられた CPlate9， 10， 11).鞭毛側の

小斑点は虫体側の小斑点より小さく，両者は対になって

存在していた.虫体本体側の小斑点を含む接線方向の切

片ではpellicularmicrotubules CPlate 11のMT)のI

本分が欠如し，飛石状に連なる小斑点に置き替わってい

るのが観察された CPlate 11).小斑点聞の距離は約

70nmであった.同様の構造は諸家により報告され，

desmosome-lik巴 attachment'61，macula adher巴ns19l，

riv巴ts201などの名称が与えられている.本論文ではリベ

ット構造 Crivetstructure)の名称を使用する.基底小体

の近辺に典型的な形態を示すキネトプラスト Ckineto-

plast) CPlate 8のK)が観察された.一般に T.b. gam 

bienseの細胞質内には多量のリボゾームが含まれてい

るが，キネトプラストと基底小体の間およびキネトプラ

ストと中心体の間にはリボゾームが観察されない部分が

あった CPlate8の矢印).核はリボゾームの付着した核

膜に閉まれ特記すべき特徴的な形態は示さなかった.細

胞内膜系としては他にGolgi装置，粗面小胞体 Crough

endoplasmic r巴ticulum)，細胞質内空胞 Cvesicle)など

が見られた.

[B]細胞質内可溶性成分抽出後の T.b. gambienseの

透過電顕像:
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1)トライトンX-100処理

トライトンX-100は界面活性剤であるが，形質膜や膜

性オノレカ守ネラをよく溶かすにもかかわらず，細胞骨格構

造に与える影響が小さい. トライトンX-100処理後，実

験に用いたあらゆる条件において細胞膜および細胞内膜

系小器官はすべて消失した.核は核膜が消失したが，そ

の相対的位置は保たれていた CPlate12).細胞質内可溶

性成分が除去された事により細胞骨格がより明確に観察

された CPlate 13).細胞内小器官および鞭毛の

axonemal complexなどには無数の細線維の結合がみ

られた. このような細線維は通常の超薄切片法では認識

が困難である.膜直下微小管はその特徴的形態をとどめ

ており，また，多数のリボゾーム様穎粒が付着している

のが観察された CPlat巴14).鞭毛はその特徴的形態をと

どめていたが，多くの場合リベット構造部分の結合が離

れ，起始部を除き虫体本体より遊離していた.虫体本体

の鞭毛の付着していた部分に飛石状の小斑点が残存して

いるのが観察された.基底小体の近傍にはやはり膜構造

の消失したキネトプラストが存在していた.基底小体と

キネトプラストおよび中心体とキネトプラストとの間に

は両者を結合する細い線維束が観察された.細線維は直

径約4nmで，枝分かれに宮み，網目状の外観を呈してい

た.細線維の一端は傍中心体物質と思われる部分で中心

体と結合し，他端はキネトプラスト核と結合していた.

2)サボニン処理

サボニンは細胞膜中のコレステローノレに作用して細胞

膜に小さな穴を多数あけるものであるが，サボニン処理

後も，核， ミトコンドリア，鞭毛，中心体，膜直下微小

管などはその相対的位置関係を保ち，その特徴的形態を

とどめていた CPlate15， 16).虫体の外層を形成する細

胞膜は実験に用いたあらゆる条件において消失したが，

細胞内小器管の膜は残存していた.この差は細胞膜中に

含有されるコレステローノレの差によるものと思われる.

細胞質内可溶性成分が除去されたためトライトンX-100 

処理の場合と同様細胞骨格が明確に観察された CPlate 

15，16，17，18).膜直下微小管には多数のリボゾーム様頼

粒が付義していた CPlate18).中心体とキネトプラスト

の間および鞭毛の基底小体とキネトプラストの聞には両

者を結合する網目状の細い線維が観察された CPlate19， 

20).この細線維はキネトプラストの外膜と内膜が癒合し

ているかのように接着している部分でキネトプラストと

結合していた.キネトプラストが膨大するなど損傷の激

しい場合にもキネトプラスト核は基底小体の近位に観察

された.鞭毛および虫体本体の細胞膜は消失したが両者

の位置関係は保たれており，飛石状に連なるリベット構

造の小斑点は残存していた CPlate21). 

[ C ] T. b. gambienseの全載標本

著者は T.b. gambienseの細胞骨格の全体像の可視化

に最適な方法の確立に努めた.その結果，サボニン処理

の場合，グリッドに張ったホノレムパーノレ膜上に個々の Z

b. gambienseが適度に散在し，観察に耐えうる虫体の数

は多かったが，抽出が不充分であったために細胞骨格の

微細な観察は不可能であった.トライトンX-100処理の

場合，T. b. gambienseの膜がすべて消失し，細胞質内可

溶性成分の充分な抽出ができ，細胞内の微細な線維の観

察が可能であったが，虫が凝集するために形態観察に適

する T.b. gambienseは大変すくなかった.細胞質内可

溶性成分を抽出する方法として種々の濃度のサボニンや

トライトンX-100を選び，さらに試料をグリッド上に搭

載する時期と圏定の時期についても考慮した.

脱水を行う時期については，グリッドに搭載する前に

脱水を行った群では度重なる遠心，再浮遊操作のため試

料の損傷が激しく，形態観察に耐えうる T.b. gambiense 

の数はごく限られたものとなった.グリッド搭載後に脱

水した群では，比較的虫全体の形態をよく保ち，細胞骨

格の全体像を可視化するのに適していた.

細胞質内可溶性成分抽出の程度は抽出液の種類と濃度

に大きく左右されるが，固定の時期によっても大きな差

が生じる.Claviez211らは抽出液の中に固定液を混在させ

抽出と回定を同時に行うことにより試料の激しい損傷を

避けている.著者も同様の方法を試みたが有意な画質向

上は認められなかった圃トライトンX-100で、処理した場

合，虫体本体と鞭毛との結合がはずれ，虫体本体にはリ

ベット構造が虫の前端から後端へー列に縦走しているの

が認められたが，サボニン処理の場合は，虫体本体と鞭

毛との結合が保たわしており， リベット構造は観察できな

泊ミっ7こ.

以上の結果を総合すると，T. b. gambiense全体の細胞

骨格を観察するための全載標本を作成する方法はそれぞ

れに一長一短があるので， 目的に応じて使い分ける必要

があると判明した.

Plat巴22，23は，実験 [T-5 ]の処理にしたがい， ト

ライトンX-100処理後グリッドに塔載し，グノレターノレ固

定，脱水，染色をおこなったトリパノソーマの全載標本

である.鞭毛の起始部近傍には中心体が点状に観察され

るCPlate23のC).鞭毛は点状に連なるリベット構造よ

り離れて観察される CPlate22， 23のF).Plate 23は分

裂途中の T.b. gambienseであり 2本の鞭毛が見られ，

リベット構造が虫体本体の前端部より鞭毛ポケットの部

分まで2木点、状に縦走しているのが観察される CPlate 
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23のR).虫体の前端はテーパ状に細くなり，虫体本体の

後端部には何ら特別な構造は観察されず，膜直下微小管

の終末端のみが観察される.鞭毛ポケットの関口部に相

当する部分を立体観察すると，輪状構造が鞭毛を取り囲

むように存在し (Plate24)，その部分に縦走するリベッ

ト構造の一端が付着しているのが観察された.

考 察

本論文により錘鞭毛期の T.b. gambiense (血流型〉の

細胞骨格の形態的全体像が明らかにされた.T. b. gam. 

bienseの最も顕著な細胞骨格は，鞭毛を形成する軸索と

細胞膜直下を平行に縦走する微小管である.前者を形成

する微小管は，その形態的特徴より，鞭毛の運動をにな

うものと考えられる.後者の微小管は，明かに細胞の外

形を保持する役をになうものと考えられるが，T. b目

gambieηseの運動への関与を直接示唆する形態的所見は

得られなかった.

微小管は通常の超薄切片法で、比較的簡単に観察される

ことから，従来よく研究されてきた• T. b. gambienseの

鞭毛の軸索も，他の細胞系の軸索と同様叫剖 9対の

doublet微小管と中心の 2本の singlet微小管より成る

事が示された.分裂途上の T.b. gambienseの鞭毛には

線対称の axonemalcomplexが存在する.従来，分裂途

上にあるトリパノソーマの形態的研究は，核とキネトプ

ラストについてなされてきたが24)円鞭毛に関しての報

告は皆無で、あった.軸索と膜直下の二つの微小管系はリ

ベット構造を介して結合されている.すなわち軸索の

doublet微小管は軸索内の類結晶構造に結合し刊さら

にこの類結品構造より伸びた線維成分がリベット構造の

小斑点に結合する.この小斑点に対応する虫体本体側の

小斑点、は，隣接する微小管列に固定されている.さらに，

膜直下の微小管束は橋構造により互いに結合され虫体全

体の形を構築している.膜直下の微小管は虫体の前端よ

り後端まで縦走している事が全載標本法により示された

が，虫体の前後両端において，虫体の直径が減少するの

に合わせて存在する微小管も減少する. コクシジウムの

スポロゾイトは同様の膜直下微小管を持つが，虫体の前

後両端部において微小管を束ねる輪状構造 (polarring) 

が存在する 26>. ]て b.gambienseにおいては，かような特

別な輪状構造が全載法および超薄切片法によっても観察

されず，隣接する微小管は前述の橋構造により互いに結

合されているものと思われる.この橋構造は鞭毛の微小

管にみられる dyneinarm (A TPas巴自身であり，鞭毛の

運動に直接関与する叫27)28)) とは形態的に異なる.

軸索と虫体木体は前述のごとくリベット構造を介した

多段階にわたる複雑な細胞骨格系をもって固く結合する

が，この結合はサボニン処理に耐性であるが， トライト

ンX-100処理には不耐性である.従来の報告によると二

つの細胞膜を接着する装置として， gap junction， tight 

junction， zonular adherens巴， desmosom巴などが知られ

ているが29)，いずれも隣接する二つの細胞聞を接着する

ものであり，T. b. gambienseのリベット構造は単一の細

胞内における二つの膜接着をになうという意味で極めて

異色である.このような異色の膜接着の様式を詳細に検

索し他の膜接着系と比較検討することは，膜接着の細胞

生物学の発展に寄与できるものと思われる.すでに

Y oshikawa30)らは凍結割断法により，この膜接着部にお

ける膜内粒子の分布を検索し，膜内蛋白粒子の凝集がリ

ベット構造に沿って一条に走行し，しかも凝集粒子の間

隔がリベット構造の間隔に一致していることを観察し，

この膜内粒子が膜接着をになうものであると推測してい

る.T. b. gambienseにおけるもう一つの膜接着の様式は

鞭毛ポケットの関口部にみられる.この関口部では虫体

本体の膜が軸索の膜を輪状に取り囲む.超薄切片法では

この関口部は常に閉じているかのように観察される

が19)31)-38)，外界の栄養物を取り込む入口であるので15)必

要に応じて関口ずるはずである. このような高度に機能

化した膜結合部に観察される細胞骨格は開口部の膜直下

を裏打ちする輪状の細胞膜裏打ち構造 (plasmalemmal

undercoat)である.一般に細胞膜裏打ち構造はアクチン

と密接な機能的関係にあり，細胞膜の内から外へ，外か

ら内への物質及び情報の移動に関与すると共に細胞接着

を直接にになう.超薄切片法で明確に示される細胞接着

装置は，デスモゾーム，ヘミデスモゾームなどであるが，

いずれも物質の出入を制御するほど動的な機能を付与さ

れていない.この点において，鞭毛ポケット部の輪状構

造は特異的なものであるといえよう.Yoshikawa叫らは

凍結割断法により，鞭毛ポケット部の膜蛋白の分布を検

索し，この部に首飾り状の膜内粒子の配列が数条存在す

る事を報告している.さらに彼39)らはフィリピン処理に

より細胞膜ステローノレの可視化をおこない，鞭毛ポケッ

ト部における膜接着の様式を観察し， この接着部では膜

を構成するステローノレが著明に少ないことを見い出して

いる.この鞭毛ポケット関口部に位置する輪状構造は軸

索と虫体本体との結合部に沿って虫体の前端より後方へ

一条に縦走するリベット構造と結合する事が全載標本法

により示されたが，この二者の結合も T.b. gambiense 

の形態保持の重要な要になっているものと思われる.こ

の輪状構造物はサボニン，トライトンX-100などの処理

に耐えて観察される事より，鞭毛ポケットを取り囲む三
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重連または四重連微小管と考えられる.この微小管の形

態保持以外の機能への関与は現在全く不明であるが，微

小管周囲に電子密度中等度の不定形の物質の集積が見ら

れたことは，中心体における傍中心体物質と同様に何ら

かの重要な微小管関連の機能をになっているものと思わ

れる

血流型の T.b. gambienseを通常の超薄切片法により

観察すると種々の細胞内小器官がみられるが，細胞質の

大部分を占めるのはリボゾームである. リボゾームは，

核膜，粗面小胞体と結合している他，ポリゾームの形で

も存在している.このリボゾームと形態的にまったく同

一の物質が細胞質抽出後の膜直下微小管に結合している

のが観察される.サボニン，あるいはトライトンX-100

いずれの処理によっても同じ結果が得られたので，微小

管とリボゾーム様物質の結合は化学的に安定したものと

思われる.軸索の微小管にはリボゾーム様物質の付着は

みられなかったので，膜直下微小管とリボゾーム様物質

の結合は細胞質抽出操作にともなう非特異的な吸着によ

るものとは考え難く，何らかの機能的意義を持つものと

思われる.リボゾームと細胞骨格との結合は， Fultonら

によって報告されている 40)41).これによると細胞質中の

リボゾームは，蛋白合成に関与する時にポリゾームの形

となり，さらに，細胞骨格と結合するとされている.現

在までのところリボゾームと結合する細胞骨格を同定し

ている文献はない.今後リボゾームと T.b. gambiense 

の微小管の結合について，蛋白合成への関与の点から，

さらに詳細な研究が必要と思われる.

錘鞭毛期において T.b. gambienseは鞭毛を持ち，基

底小体およびキネトプラストは細胞核の後方に位置する

が，この特徴的な細胞内小器官の配置は，サボニン処理，

トライトンX-100処理などによる細胞質可溶性成分抽

出後も保たれており，この位置決めをになう細胞骨格は

細胞質内可溶性成分抽出後に超薄切片法で観察される無

数の線維であると思われる.この線維は直径約4nmであ

り比較的枝分かれに富む.この線維は微小管近傍にみら

れ，T. b. gambienseの細胞内小器官の位置決めに関与す

るものと思われるが，本研究において得られた極めて重

要な所見は，同様の線維が鞭毛の基底小体とキネトプラ

スト聞にも見られた事である.さらに，まったく同様の

線維が，中心体とキネトプラスト聞にも見られた.基底

小体は中心体の特殊型であり引両者ともに中心体とし

ての機能は傍中心体物質がになうものと考えられている.

直径約4nmの線維の片一端は，この傍中心体物質に接着

し，他端は，キネトプラストの二重膜が癒合した部分に

接着する.さらに，基底小体と中心体は太い一本の線維

によって結合し，キネトプラストとの聞に安定した空間

的位置関係を保っている.従来基底小体とミトコンドリ

アの近接をになう構造は電顕的には不明であるとされて

いた叫.通常の超薄切片法で T.b. gambi.四 seの中心体

とキネトプラスト聞を観察してみると， リボゾームが選

択的に排除されており，それに替わって細線維の束が見

られる部分がある.この細線維が細胞質抽出後に観察さ

れる直径約4nmの線維に相当するものと思われる.キネ

トプラストと基底小体との結合は，古くは猪木44)らの報

告があるが，本論文に記載された線維とは形態的にまっ

たく異なるものである.

ミトコンドリアは5.5μmの長さの環状の DNAをも

ち45)，蛋白合成を営むが，必要な蛋白のかなりの部分は細

胞質で合成され， ミトコンドリア内に運搬されることが

最近実証されつつある46ト叫.ミトコンドリアは二重の膜

により覆われているので，巨大分子である蛋白が膜を二

回通過するのはエネノレギー的に不経済であり，むしろミ

トコンドリアの内膜と外膜が癒合している部分から一回

の膜通過で蛋白輸送がなされるものと考えられつつあ

る46)-48)50).キネトプラストは巨大ミトコンドリアである

ので叫町内膜と外膜の癒合部分に直径約4nmの線維が

接着していることは，この線維が，細胞質内合成蛋白が

キネトプラスト内へ輸送されるにあたり神経軸索内にお

けるのと相同の機序を介して関与していることが示唆さ

れる岡田).Souto.Padron60)らも同様の線維を観察して

いるが，彼らはこの線維が膜通過後キネトプラスト

DNAに結合している事を示唆している.この両者の結

合は，膨化したキネトプラストにおいても DNA線維束

が基底小体の近傍に存在する事実によっても裏付けられ

る.

トリパノソーマ感染症の治療は大変難しく， しばしば

死に致る重篤な疾患である.現在ワクチン開発も試みら

れているが，特徴的な抗原変異のために有効なものの開

発が遅れている.薬物療法としては，ベγタミジン，ス

ラミンなどが用いられているが，著効は示さず，新薬の

開発が待たれている.著者の教室の山田61)は，

Tη仰nosomacruzzを用いて Lampit骨， Radanil @の

治療効果を電顕的に観察している.両薬剤ともキネトプ

ラストに影響をおよiますが，細胞骨格への直接の障害は

観察されていない.現在，微小線維に対しては，フアロ

イジン，サイトカラシン，微小管に対しては， コノレヒチ

ン，タキソーノレ，ポドヒィロトキシンなどをはじめとし

て種々の細胞骨格障害物質が知られている聞が， トリパ

ノソーマ症に対するこれらの薬剤効果も検討されるべき

であろう.すでにトリパノソーマをmonensinで処理を



(502) 古木純子

し， ゴノレジ装置レベノレで新合成ベプタイドの移行を阻止

することが実験的に示されている 61) また小野64)らは，

B巴renilをトリパノソーマ感染マウスに投与し，キネト

プラストの位置異常，および鞭毛の新生阻害など，細胞

骨格の直接障害の結果と思われる観察結果を報告してい

る.この様にトリパノソーマにおける細胞骨格の知見が

必要であるにもかかわらず，現在までのところ文献はき

わめてすくない.Vickerman1蜘 5)附らが通常の超薄切片

法にもとづきトリパノソーマの超徴形態を明かにし，そ

の中で細胞骨格に関する知見を述べているが，細胞骨格

だけを可視化ずる試みは，わずかにSouto-Padron60)ら

が，急速凍結後，ロータリーシャドーイングをほどこし，

トリパノソーマの細胞骨格を部分的に報告しているにす

ぎない.また，それぞれが特有の形態を示す原生動物に

おいては，細胞骨格は極めて重要な役割を果たしており，

さらに，高等動物における相同の細胞骨格線維とは生化

学的組成が異なるとし、う多様性が示されている 67)事から，

原生動物の細胞骨格の知見は細胞骨格の生物学的意義研

究にとっても不可欠である.本研究により得られた T.b. 

gambienseの細胞骨格の総合的所見は，細胞骨格一般の

理解のみならず， トリパノソーマ原虫の生理学，生化学

の理解及び治療薬の開発の基礎を形成するものと期待さ

れる.

出古
=r 
Z首

約4nmの線維を介して互いに結合している.

以上の如く T.b. gambienseを用いてトリパノソーマ

の形態を保持するのに必要な細胞骨格が初めて総合的に

記載された.

〔木研究の一部は第43四日本寄生虫学会西日本支部大

会(1987年，岡山市〉および第57回日本寄生虫学会大会

(1988年，名古屋市〕で報告した.

稿を終えるにあたり御指導，御校関を賜った恩師奈良

県立医科大学寄生虫学教室荒木恒治教授に深甚の謝意を

捧げますとともに，御校閲賜った第2解剖学教室山本浩

司教授，細菌学教室樫葉周三教授に深謝いたします.さ

らに御助言，御指導いただいた本学寄生虫学教室高橋優

三助教授並びに同教室諸兄姉に感謝致します.) 
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Explanation of plates 

Plate 1. A transverse section through the intraceIlular junction betwe巴nth巴flageIlum(F) and ceIlbody. 

PeIlicular microtubules ar巴linedwith periodical intervals just undern巴aththe plasma membrane (M) 

of cell body. Two adjacent microtubules ar巴 som巴timesconn巴ctedby a bridge-structure. Th巴

exterior surface of m巴mbranes(M) of ceIl body， flag巴Ilumand vesicles (V) are thick lined by a layer 

of variant surfac巴glycoprotein(VSG， a kind of glycocalyx). This trypanosome is lik巴lyund巴rthe 

process of ceIl division sinc巴theparasit巴hasa pair ofaxonemal complex and intraflageIlar structure 

(IF). The two axonemal compl巴xare in symmetrical position with regards to the direction of dynein 

arm (D) and rivet structures (R). There is a filament (*) that conn巴ctsdoublet microtubule and 

intraflagellar structure (IF) 

Plate 2. A longitudinal section of filopodia (FI) extending from flageIlum (F)目 Theexterior surface of 

filopodia is thick lined by variant surface glycoprot巴in目 Thefilopodia has bullous termination which 

will grow to v巴sicles

Plate 3. A s巴riesof ovoid-shaped vesicles und巴rthe final process of v巴sicleformation. 

Plates 4. and 5. Sections through the flageIlar pocket (FP). Coated pits (CP) and coat巴dvesicles(CV) are 

often observed in the vicinity of flagellar pock巴t.

Plate 6. Adjacent microtubules are sometim巴sconnect巴dby bridg巴巴structures(arrows) which probably 

ensure p巴riodicalarrangement of pellicular microtubules. 

Plat巴7. An oblique section through the flagellar pocket. A bundl巴 ofmicrotubules (arrow)， triplet or 

quadriplet， is som巴timescircumbenting the flagellar pocket underneath the plasma membrane. 

Unlik巴pellicularmicrotubules they are directly attaching each other and accompanying an amor-

phous material around them 

Plate 8. A longitudinal section through the basal body (BB)， its counter part centriole (C)， and kinetoplast 

(K). Th巴areabetween thos巴structuresare fill巴dwith fibrillar mat巴rials，though the rest of area is 

occupied by abundant ribosomes. 

Plate 9. A longitudinal section through the junction betw巴巴nthe flag巴llumand cell body. A pair‘of dense 

maculae of rivet structur巴arelocated at th巴junction.

Plate 10. A longitudinal section through the flagellar pocket wher巴thearray of rivet structures terminates. 

The opening of the flageIlar pocket is circumvented by dens巴 substanceunderne 
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tream巴ntthe parasit巴isstill remaining its structural integrity. N: nucleus目

(505) 

Plate 13. A higher power view of pellicular microtubules. Although c巴11mebrane is dissolved away， intercon. 

n巴ctionof pellicular microtubules is pres巴rved

Plat巴14. A tangential section through p巴lIicularmicrotubul巴s，which depicts a close association of mi 

crotubules and ribosome like granul巴s.

Plat巴15. Anterior portion of the trypanosome extracted by saponin treatment. Peculiar profile of the parasite 

is preserved. N: nucleus， F : flagellum. 

Plate 16. Posterior portion of th巴trypanosomeextracted by saponin treatment. K: kinetoplast， N : nucl巴us，

F : flagellum. 

Plat巴17. Ahighpow巴rview of transvers巴sectionofaxonemal complex; 9+2 arrangem巴ntof microtubules 

Plat巴18目 A tangential section through pellicular microtubules which depicts a close association of mi. 

crotubules and ribosome like granules. 

Plate 19. Vicinity of basal body (BB) and kin巴toplast(K) in saponin司treated parasi tes. 

Plat巴20. A high power view of a network of fine fibers that connect basal body and kinetoplast. 

Plat巴21. Saponin treatm巴ntdoes not destroy physical connection b巴tweenflagellum and rivet structur巴S

Numerous fi口巴 filamentsare巴xtendingfrom microtubules. 

Plate 22. Whole mount pr己parationof a trypanosome after Triton X tr巴atment.A flagellum appears as a 

dense line. 

Plat巴23. Whole mount preparation of a trypanosome after Triton X treatment. The parasite is curr巴ntly

under cell division， it is equiped with two flagellum and two lines of rivet structures. Triton X 100 

d巴stroyphysical connection b巴tweenthe flagellum and c巴11body. Th巴centrioleappears as a dens巴

round spot which is always close association with the root of flag巴lIum，

Plat巴24. Whole mount preparation of trypanosom巴extract巴dwith Triton X according to the method， T同5，

d巴scribedin Fig. 1. For the three dimensional view， a pair of el巴ctronmicrographs wer巴taken

changing angle of th巴gridby士T. The post巴riorend of the parasite is devoid of any particular 

d巴vicesuch as polar ring. A round dense dot in the vicinity of basal body is centriole. Flag巴lIumis 

surrounded by a ring.shaped structure wh巴rea row of rivet structur巴terminates.
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