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法政大学教養部紀要

No.72,1990年

角膜炎患者より分離されたアカント

アメーバ４株の形態学的特徴

堀上英紀・石井圭

序論

最近我が国でコンタクトンンズ装着者からアメーバによる角膜炎が搬告され

（石橋他，1988)，以後今日までに５例が知られているが，激しいⅡ祈及と強度

の視力低下，及び的確な治療薬がまだ見つかっていないことなどから，このア

メーバに対する関心が急速に高まっている。病原,体は土壌アメーバの一群（ア

カントアメーバＡ“"ﾒｶα池Dcba）で，元来１.由生活性であり，迎動場，芝生，

植木鉢の土中など自然界で極く普通に見られるだけでなく，淡水から海水まで

約25種が生息している。その一方でこれらの種の中には他動物に寄生するも

の，所謂'両生（amphizoic）アメーバも知られている（Page,1974)。通常．

細菌を餌とし，悪環境下では容易に耐乾性のシスト（嚢胞）を形成することに

より一年以上耐え忍ぶことができる（Griffin,1978)。

アカントアメーバの病原性に関する最初の報告は，Culbertson,ｅｔａＬ（1958）

による哺乳動物に対するもので，ヒトへの股初の感染報告は，角膜浪瘍及びぶ

どう膜炎，脳炎併発（Jones,ｅｔａ1.,1975）である。それ以後アカントアメーバ

によるヒトのＧＡＥ(アメーバ肉芽腫性脳炎granulomatousamoebicencepha‐

litis）が，他の土壌アメーバのネグレリア（ﾊﾙz電ﾙﾌﾞﾉαノ1,2,ﾙｸﾞﾉ）によるＰＡＭ

（原発性アメーバ髄膜脳炎primaryamoebicmeningoencephalitis）と共に，

U上界各地から報告されている（Martinez,1985)。

今回，本邦の角|漠炎４例から分離したアカントアメーバの種の同定をすべ

<，主としてそれらの形態学的特徴を洲べ，AmericanTypeCultureCollec‐

tion（ATCC）から入手した２種の非病原性アカントアメーバとも比較検討し

た。
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材料と方法

材料：筑波（Tsuk株）で発凡（行橘他，1988）されて以降，今日まで丁福

島（Fuks株)，徳島（Toks株)，及び束Xi（（Jike株）で見つかった４株のほか

に，ＡTCCから取り寄せた30234（Ａ・ｍｓｊｅﾉﾉα"ｊｊ,Balamuth様）と30871（Ａ、

PoKyP"cZgIz,Ｐａｇｅ３ａ株＝CCAP1501／3a）を材料として用いた。

培養：アカントアメーバｌＩｌ地理臨蹴溶液（ＡＳ）の組成はｌｍＭＮａＣｌ,０．０９

ｍＭＫＣ1,0.O5mMCaCl2,qO2mMMgSO４．７Ｈ20,ImMTris-HCI(ｐＨ7.0） 

である。培養基は減1封した１．５？６ＮＮ哩天Ｗ及川子地（BiTecAgar,DifCo）に
純培養した納豆菌（ａｚａ""ｓｓ押切ｊＪｊｓ）を塗付したしのCFi井他，1989）を

使用し（容器は6cmPolystyrenedish，Coming)，その中央に白金IFでシス
トを移し非冠水（non-overlay）の状態で恒温器（30℃）に入れて暗黒下に侭
いたｃ

栄養体およびシストの計ｉｉＩ１ｌ：培獲中の寒天板｣二から白金耳でアメーバを孫I）

だし，あらかじめスライドグラス上に滴下したＡＳ中に移して位;相差顕微鏡

(Apophot,Nikon）でTechnicalPanFUm（Kodak）に撮影した後，印画紙
上で計測した。

培養温度効果：３台の恒温器を用いて培養脇唆を便宜的にそれぞれ23℃，３０

℃，３７℃に維持して増殖率の相進をi洲くるために次の新法を考案した。餌とし

てＡＳに懸濁させた乾燥酵母（Stz"んα””"ｓ“…ｉｓ/“）を寒天板上にIlI来

る限り均一かつ密に敷き詰める。余分の水分を乾燥させた後，寒天板の中央に

白金耳で対数増殖期のアメーバを移しnon-overlayの状態で恒温器で培養し

た。一定時間後寒天表面の無酵母領域（プラーク）を写真にとり，その面積を

比較して最適増殖温度を推定した。

結果及び考察

栄養体細胞：検鏡資料にはすべて30℃で脱シストさせた対･数期の細胞を用

い，室温(23～25℃）で観察した。膜'１はATCCBalamuth株及びＰａｇｅ３ａ株
の前進中の栄養体とシストを示す。この.属の栄養体細胞の標徴はまず体前端部

の葉状擬足の他に少数のアカント擬足（acanthopodia）を有し，細胞内には１

個の大きな中心仁を含む胞状核（vesicularnucleus）を持ち，滑らかな前進運

動(noneruptivemovement)を行うことである。これら２株と，,患者より分

離した４棟（Tsuk,Fuks,Toks,及びＪｉｋｅ株）の各100例の形態計測値のグラ
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(ｉｆ灘聴剥
鞭鱒

図１４.ｃａｓ蛇Ｊｌｑ"",Balamuth株（左）及びａ・p0blP〃`Zgn,Ｐａｇｅ３ａ

株（右）の栄養体細胞とシスト（スケールは１０匹、）
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フを図２～図５に示す。Balamuth株及びＰａｇｅ３ａ株の体長(L)の平均値はそ

れぞれ28.2'8ｍ及び29.7/２ｍであり，体幅（Ｂ）の平均値は13.2脾、及び12.5Pgm
であった。体幅に対する体長の比（Ｌ／Ｂ）の平均値は各2.1及び2.4であっ

た。また両種における核及び仁の直径は前者が平均3.2βｍ及び1.9浜ｍで，後者

が平均5.3’ｍ及び3.4′8ｍであった。これらの値はアカントアメーバの分類を再

定義したPage(1967)の示した値に近いものである。一方，Ｔｍｋ,Fuks,Toks，

及びJike株における平均Ｌ値は各々29,25,33及び28J四ｍであり，平均Ｂ値は各

4,11,12,及び10/`ｍであった。また，Ｌ／Ｂの平均値は，それぞれ7.5,2.2,
2.7,及び2.8で鹿ｕｋ株だけが異常に大きな値を示した。これはＴｓｕｋ株だけ
が，特に細長い形態を採ることによるものである。

シスト：アカントアメーバでは内外2枚のシスト壁(endocyst及びectoc罪t）

で被われ，内壁と外壁とはｌないし数カ所で密着する以外は互いに分離して空

所を生ずるため，外壁あるいは内壁の外観は類多角形または星形を呈するもの

が多いことが特徴である。両壁の密着部位はアメーバが脱シストする際のシス

ト孔であり，その数はRay数としてシストの大きさとともに種の重要な指標と

されている。Balamuth株及びＰａｇｅ３ａ株のシストの長径はそれぞれ平均14.9

及び17.4解ｍで,Ｒａｙ数の平均値は2.9及び1.9である。Ｒａｙ数に関してPage
(1967,1976）は単にendocVstの角の数を計測しているため，我々のostioleの

数（Ray数）とは直接比較することはできなかった。今回患者から分離された

４株のシストの長径及びRay数の平均値はTsuk株では，14.7/8ｍ及び5.4,Ｆｕｋｓ

株では15.0牌、及び3.6,Toks株では15.3解、及び5.6,Jike株では15.0'8ｍ及び

5.6であった。Balamuth株及びＰａｇｅ３ａ株のシストの平均Ray数がいずれも

４株に比べて小さな値を示したのは，シスト形成後の成熟度の違いが関係して
いる可能性もある。

培養温度効果：酵母を全面塗付した寒天培地に一定量の栄養体を植え込み一

定温度の恒温器に入れ，６日間培地表面を写真に撮影しプラークの大きさを比

較した（図６)。６株すべての結果が表１である。Balamuth株及びＰａｇｅ３ａ株
の増殖は共に30℃が最も早く，次いで23℃であるが，３７℃ではまったく増殖で

きなかった。Fuks株は，Balamuth株及びPage3a株と傾向が似ていたが］３７

℃でも極めて遅いが増殖した。Toks株では30℃に次いで37℃も増殖し，２３℃

は最も遅かったcJike株は唯一37℃で最も増殖が早く，温度が下がるにつれて

増殖が遅くなることがわかった。Tsuk株はこの実験系では増殖できなかった。

これは，実験温度の不適ではなく，酵母細胞を摂食しないことによるものであ
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図２６株の栄養体細胞の体長（。）と体幅（ロ）の頻度分布
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図３栄養体細胞の体幅（Ｂ）に対する体長（Ｌ）の比頻度分布
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図４６株のシストの長径の頻度分布
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１ｄａｙ ３ｄａｙｓ 

図６Ｊｉｋｅ株の栄養体細胞の増殖に対する温度効果

寒天平板上に一様に塗付した酵母の上に，接種されたアカント

アメーバによって出来たプラーク（スケールは１０ｍｍ）
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る。

本属のアメーバは，病原性と温

度感受性との間にある程度の相関

性があり，ふつう毒性の強いもの

ほど高温で増殖することが知られ

ている(Griffin,1972,1973)。た

だし，病原性の有無は現在のとこ

ろヒトに角膜炎や脳炎等を起こさ

せることができるか否かではな

く，哺乳動物（ネズミ等）に対す

straIns２３．Ｃ３ＤoＣ３７.Ｃ 

iJj三芒三
図１栄養体細胞の増殖に及ぼす培義温度効果る致死作用の有無に基づいてぃ

＋は同一株内における無酵母領域（プラる。我が国の４患者から分離され
－夕）の相対的大きさを示す｡＊Tsuk株た４株のうち，今回の実験条件での染増殖せず測定不能

増殖できなかったｍｕｋ株を除い

て，いずれも37℃で増殖できたことは病原性を考慮する上で大変興味深い。
以上の結果をもとに，主としてPage（1967,1976）のアカントアメーバの分

類基準と比較しながら４株の種の同定を試象た。４株のシストにみられたシス

ト孔部位の構造は，OpemUlUmの周囲にOStiOle構造を有すること，及び角膜
炎を起こしたことを考慮すると，これまで角膜炎から分離されている５種(Ａ・
“雛Bﾉﾙ"が，Ａ・“〃e'ずso"/，』.〃α/dbe"内』."bWbdZgtZ，及び』･ｿｿh,SDdbS）
(Jones,1986）のうち，ostio1eを持たないＡ･“JDC”swzjは除外できる。Ａ・
"αｊｃﾙeﾉﾒﾉとａ.,ｿbj1sDdbsに関してそれぞれの栄養体のＬ，ＢおよびL／B値は，
前者では23.6ｌｕｍ，16.0浜、，１，５で，後者では28,5解、，１７．８座、，１．６であり’

シストの直径は前者は平均13.1四ｍ,後者は16,7’ｍである（Sawyer,etaL,1977）
栄養体およびシストの各数値から見て４ｶ回ZCh"〃も除外できる。一方，Ｌ／
Ｂ値が小さかったＡ･ﾘｹﾞﾉbj1sajbsは，その性状がＡ・cuzs′eノル泥海と極めて類似する
ことから，分類学上の独立性に疑問があり同一種と見なすものも多い。従って
候補としてはＡ,cUzSteJ肱"〃とＡｐＤＫｙｐｈ[ZgtZに絞ることができる。前進中のア
メーバの体長と体幅の比(Ｌ／Ｂ）は，PageによればＡ・msfel〃"〃では平均２
で，Ａ､ｐｏｌｍｐｈ`zgtzでは３までの値をとるとされている。この基準に従えば，
Fuks株はその値が2.2であり，Ａ・“stc腕"〃に近い。またＴｏｋｓ及びJike株
はＡ・pobWmazに近い。Tsuk株はその比が7.5であって基準をはるかに越えて
いてどちらにも当てはめることが'１}来なかった。一方，シストの各数値から見
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ると，Ray数の小さいFuks株はＡ・力０４１，〃(ZgZJが，Toks，Jike株はいずれも

Ａ・“鉱Bノル"〃が候補に挙げられる。現在までのところ，アカントアメーバで

は分類の指標として比較的安定なシストの形態学的特徴が重視されている。従

って，シストの形態学的特徴からはFuks株はＡ､p0Zjll"cZgn,Toks,Jike株は

いずれもＡ､“sね"α"〃と考えられる。Ｔｓｕｋ株については，シストからはＡ、

msfeﾉﾉα"〃に近いが，酵母培地での非増殖性及び栄養体の形態学的特徴から考

慮すると，むしろ新種である可能性も考えられる。

アメーバは種々の内外要因によって容易に激しい形態的変化を起こしやすい

ため，未だ分類が安定せず，種の異同も整理されていないのが現状である。そ

こで免疫学的手段や生化学的・分子生物学的データなども用いることが不可欠

であるが，データの蓄積が十分になされておらず，手法も確立されていない。

今後，アメーバの分類の基準に使えるより安定した新標徴を見つけ出すことが

必要と思われる。

結論

１．最近，我が国で角膜炎患者から見つかった４株のアカントアメーバの形

態学的特徴と増殖時の温度感受性を調べた。

２．シストの特徴から見て１株はＡ・ｐｏｌｿｶﾉbzZgzJ，２株はＡ･cMzsfe"α"〃と

思われる。しかし，残る１株は従来の基準に全く当てはまらず種名は不明であ

る。

３．酵母を塗付した１．５％ＮＮ寒天培地にアカントアメーバを接種し，酵母

が摂食されて消失した面積からアメーバの増殖を推定する新法を開発した。培

養温度23℃，３０℃，及び37℃で６株の温度適性を調べた結果，全く増殖できな

かったTsuk株を除いて，３株とも37℃で増殖したが，Ｊｉｋｅ株は37℃が，Ｔｏｋｓ

及びFuks株は30℃が，職も増殖が早かった。Balamuth及びＰａｇｅ３ａ株は，３７

℃では全く増殖出来ず30℃での増殖が最も早かった。
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