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アカントアメーパの電子顕微鏡による形態学的観察

第2報抗アメーパ剤による培養アカントアメーパの形態変化
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SUMMARY 

Morphological changes of Acanthamo eba in Peptone-Yeast Glucose medium containing 

anti-amoebic agents were studied with transmission el ectron microscope. 

In fradiomycin 廿 eated amoeba, decrease of acanthopodia, vacuolar formation in th e 

ectoplasm and cell collap se we re observed. In polyhexamethylene biguanide (PHMB )-

treated amoeba , rupture of plasma membrane and degeneration of mitochondria were 

observed at the earl y stage. These results indicate that PHMB is more e任ective than 

fradiomycin for the treatment of Acanthaoeba keratitis. 

（ァeceiv ed fa冗U沼η 23 , 199 6) 

K ey words ・ Acanthamoeba, electron microscope , fradiom yc in, 

polyhexamethylene biguanide (PHMB ) 

アカントアメーパ角膜炎は，原生動物であるアカン

トアメーパ属によ って発症する角膜感染症であり

Nagington ら (1974 ), Jon es ら (1975 ）によって初め

て報告された．わが国においては，石橋ら (1988 〕が初

めて報告し，我々も本症の 6 例を経験し報告した（塩

田ら， 1988, 1990, 1991, 1994 .鎌田ら， 199 5).

本疾患の治療には，薬物療法と手術療法とがあるが，

まず第一に薬物療法を充分に行なうことが重要で，現

在までにフラ ジオマイシン， フルコナゾーノレ等の種々

の薬剤が有効であったと報告されている〔Wright ら，

1985 ；石橋ら， 1988 .塩田ら， 1991 ）.しかし特 効薬的

な薬剤は無く，失明に至る症例も多かった．近年， コ

ンタク トレンズの洗浄やプーノレの消毒に使用される，

polyhexamethylene biguanide （以下 PHMB と略す）

が，アカ γ トアメーパ角膜炎の治療に有効であること

が報告された（Larkin ら， 1992 ; Varga ら， 1993).

これらの薬剤によるアカ ントアメーバの形態変化を電

子顕徴鏡 （以下電顕と略す〉的に検討することを目的

として，我々は，先に in vitro における培養アカント

アメーパの形態を観察し報告した （矢野ら， 1995 ）.今

回， フラジオマイシンおよび PHMB 添加によ る培養

アカントアメーパの形態変化を検討した．

実験材料及び方法

プラスチ ック製組織培養用フラスコ（岩城硝子社製，

75ml 用〉を用いて，アカントアメーパ角膜炎の患者角
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膜から分離した Acanthamoeba castellanii を， 37 ℃の

Peptone-Y east-Glucose （以下 PYG と略す〉液体培地

で培養した．培養後，栄養体は分裂を繰り返して 7 ～ 10

日間で約 l06/mm3 の濃度になる．約 2週間で増殖は停

止し，栄養体は次第に嚢子に変化する．前報（矢野ら，

1995 ）では，この培養開始から 2週間目の栄養体を検

体とした．臨床的にフラジオマイシンは， 0.5 ～ 1 %, 

PHMB は， 0.02 %で，アカントアメーパに有効とさ

れている（塩田ら， 1988 : Larkin ら， 1992 : Jones ら，

1993 : Varga ら， 1993 ）.今回，この培養 2週間目の栄

Fig. 1 Trophozoites 7 days after exposure to 

0. 3% fradiomycin. A number of small 

vacuoles (V ) appeared around the nucleus 
(N ). K: karyosome, M: mitochondria, 

PM : plasma membrane 

Fig. 2 Trophozoites 21 days after exposure to 

0. 3% fradiomycin. Trophozoites became 

smaller. However, the plasma membrane 
(PM ) was maintained. E : ectoplasm, N 

nucleus 

養体にフラジオマイシンを 0.05 %, 0.1 %, 0.3 %にな

るように，また， PHMB を 0.002 %, 0.006 %, 0.02 

%になるように加え，＋ 25 ℃に保ちながら 1 日， 3 日，

7 日， 21 日目に透過型電顕で観察した．ただし， 0.02

% PHMB のみはアメーパの変性が早く起こるため，

培養 8時間後にも観察を行なった．なお参考のため，

光学顕徴鏡（以下光顕と略す〉にても平行してこれら

薬剤添加後のアカントアメーパを観察した．

アカントアメーパは，前報と同様に PYG 培地から

低速の遠沈（120 G, 10 分間〉で集め， pH 7.4 の燐酸

Fig. 3 Trophozoite 3 days after exposure to 

0.002% PHMB. A number of small 

vacuoles (V ) appeared beneath the plasma 
membrane (PM ). The plasma membrane 

was disrupted at some places (arrows ). 

A : acanthopod, DV : digestive vacuole, N 

nucleus 

I. 必

Fig. 4 Cyst 1 day after exposure to O. 006% 
PHMB Exocyst (Ex ) and endocyst (En ) 

were thin and intracellular structures were 

degenerated . 
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緩衝食塩水 （phosphate buffered saline ）で 2 回洗浄

遠沈した後， BSA (bovine serum albumin ）で、懸濁，

遠沈した．次に，この沈誼に 2.5% ク’ルターノレアルデヒ

ドを加え，ヘマトクリ ット遠沈器 （10,000 G, 5分間〉

で pellet とした． この pellet を 1% オスミウム酸で

後固定，エタノールの系列を用いて脱水し，アセトン・

エポ ック 812 を用いて包埋した．薄切された切片は，酢

酸ウラン，クエン酸鉛で染色し，日本電子 JEM-

1200EX 型透過型電子顕微鏡を用いて観察した．

Fig. 5 Trophozoites 8 hours after exposure to 

0.02% PHMB. The plasma membrane 
(PM ) was disrupted. K : karyosome, N : 

nucleus 
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Fig. 6 Trophozoites 3 days after exposure to 

0.02% PHMB. The plasma membrane 

(PM ) was almost lost and intracellular 

organella were also lost except karyosome 
CK ). 
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結果

1 フラジオマイシンによる変化

1 • 1 0.05 %フラジオマイシン添加

薬剤を添加しない場合，培養後 2週間目では，光顕

で観察すると多くの栄養体は培地底に付着していた．

0.05 %フラジオマイシンを加えて 1 日目には，ほとん

どの栄養体が培地底から浮遊した．電顕による観察で

は，アカント突起の減少が見られたが，細胞内の形態

変化はあまり認められなかった． 7 日目には，少数の

栄養体に細胞質内の軽度の空胞形成が見られた. 21 日

目には多くの細胞が小型化し， ミトコンドリアや脂肪

滴の消失，核の変性などが認められたが，ほぼ正常に

嚢子化するものも認められた．

1•2 0.1% フラジオマイシン添加

0.1 %フラジオマイシンを加えて 1 日目には，培地

底からの浮遊とアカント突起の減少が見られたが，細

胞内の形態変化は顕著ではなかった． 3 ～ 7 日目にな

ると，細胞質内に空胞形成が認められる細胞が出現し

た．

空胞形成はまず核の周囲に著明で，やがて徐々に細

胞表面に向かつて増加した．アカント突起は減少した

が形質膜は保たれており，細胞表面付近の細胞質も比

較的正常に保たれていた．薬剤無添加の栄養体の細胞

質内に認められた多くのミトコンドリアや脂肪滴は減

少したが，核や核小体は保たれているものが多かった．

また，嚢子化するものが少数認められた. 21 日目には

細胞の小型化が著明で，栄養体の大きさは通常 30 ～ 40

μ であるものが， 10 μ以下に縮小していた．

アカント突起， ミトコンドリア，指肪滴はほとんど

認められず，核も変性するものが多かったが，形質膜

は保たれていた．

1 ・3 0.3 %フラジオマイシン添加

0.1 %フラジオマイシン添加の場合と同様に， 1 日

目には培地底からの浮遊， 7 日目には核周囲の細胞質

内の空胞形成（図 1 ), 21 日目には細胞の小型化が認め

I H H H I 
｜ ｜｜｜｜  
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｜｜｜｜｜｜  
I NH NH ・HCL In 

Fig. 7 General formula for polyhexamethylene 

biguanide. n = 2 to 40 
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られた（図 2 ). 

2 PHMB による変化

2・1 0.002 % PHMB 添加

光顕で観察すると， 0.002 % PHMB を加えて 1 日

目には，フラジオマイシンを加えた時と同様に，ほと

んどの栄養体が培地底から浮遊した．電顕による観察

では， 1 日目からアカント突起の減少やミトコンドリ

アの変性が認められた． 3 日目頃から形質膜の部分的

な欠損（図 3，矢印〉が現われ，細胞表面付近の細胞質

中に空胞形成が起こり徐々に増加した（図 3 ）.嚢子化

するものも少数認められたがその嚢子の壁は薄く，内

部構造も細胞質が頼粒状になって粗く， ミトコンドリ

アや脂肪滴が見られないなど正常（矢野ら， 1995 ）とは

異なっていた．

2 • 2 0.006 % PHMB 添加

光顕で観察すると， 0.006 % PHMB を加えて 1 日

目には，ほとんどの栄養体が培地底から浮遊した．電

顕による観察では，多くの栄養体が形質膜の断裂を起

こしていた．

ミトコンドリアや脂肪滴はほとんど認められず，細

胞質は頼粒状に変性していた．核やカリオソームは比

較的保たれていたが， 3 日目以後には消失するものが

多くなった．また嚢子化する細胞も少数見られたが，

その嚢子の壁は薄く，内部構造も正常とは異なり栄養

体と同様の穎粒状の変性が認められた（図 4). その後

21 日経過しても，なお変性した細胞の輪郭は保たれて

し、Tこ．

2 • 3 0. 02 % PHMB 添加

0.02 % PHMB を加えると，その直後に，アメーパ

は培地底から浮遊し，光顕でも明らかに形態が桑実様

に変化するのが認められた．電顕による観察では， 8 

時間後には，形質膜の断裂， ミトコンドリア，脂肪滴，

核の変性，細胞質の頼粒状の変性が認められた（図

5 ）.これらの所見は， 0.006 % PHMB 添加後 1 日目

と同様であった．また少数の嚢子が見られたがその嚢

子壁は非常に薄く，内部構造も正常とは異り栄養体と

同様の変性が見られた． 1 ～ 3 日目には，形質膜がほ

とんど消失し，細胞質は頼粒状の成分が残存するのみ

であった（図 6 ). ミトコンドリア，脂肪滴，核などは

消失し，カリオソームのみはしばしば認められた．嚢

子化する細胞は全く無く， 7 日目以後には細胞の形態

が全く認められなくなった。

これらの結果を表 1にまとめた．
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考 察

アカントアメーパ角膜炎は，原生動物であるアカン

トアメーパ属によって発症する角膜感染症であり，

Nagington ら（1974), Jones ら (1975 ）が，初めて報

告している．その後次第に症例が増加し，米国では

1988 年までに 200 例以上が報告され，発症の 3大危険

因子は，角膜外傷，汚染された水との接触，コンタク

トレンズ装用とされている（Stehr-Green ら， 1989).

治療法としては，薬物療法と手術療法とがある．本

疾患は，角膜やコンタクトレンズからアメーパを分離

同定することが困難で，細菌，真菌などの他の角膜感

染症，特に単純へルベスウイルスの感染と誤診される

ことも多く，失明に至り摘出された眼球や角膜の病理

組織検査で初めてアメーパ感染と診断された症例も報

告されている（Nagington ら， 1974 ）.たとえアメーバ

感染と確定診断され，種々の抗生物質や抗真菌剤が使

用されても，進行した症例では薬物治療が非常に困難

である (Jones ら， 1975; Moore ら， 1985 ）.その原

因は，アカントアメーパには栄養体と嚢子の 2つの形

態があり，飢餓， pH の変化などによって栄養体は容易

に嚢子に変化し，この嚢子は外壁と内壁から成る厚い

二重壁を持つため乾燥や薬剤に抵抗し，環境が再び適

当な条件になると脱嚢して栄養体になるためで、ある．

そのため， 1980 年代前半にアメーパを除去する目的

で，角膜移植術を施行された症例もあるが，移植片に

再発を起こすことが多い（Moore ら， 1985).

1980 年代後半になり，アカントアメーパ角膜炎の初

期症状や分離同定法が一般に認識されるようになると，

他疾患との誤診も減少し早期診断が可能になった．

Wright ら（1985 ）は初めて薬物のみでの治療に成功

し，アカントアメーパ角膜炎の治療においては薬物療

法を充分に行い，角膜内のアカントアメーパを根絶し

てから角膜移植術を行なうべきであると述べている．

本邦では石橋ら（1988 ）が初めて報告したが，やはり薬

物療法を徹底的に行なうことと病巣部の debridement

が重要であると強調している．我々も，本症治療の第

一選択は薬物療法であると考えており，まず種々の抗

生物質や抗真菌剤を投与することにしている．

フラジオマイシンは，アミノ配糖体系抗生物質で，

リボゾームに作用し遺伝暗号の翻訳を障害して蛋白合

成を阻害する．今回，フラジオマイシンによるアカン

トアメーパ栄養体の形態変化を光顕によって検討した

ところ， 0.05 %, 0.1 %, 0.3 %すべてで， 1 日目から

多くの栄養体が培地底から浮遊している．電顕による
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観察では， 1 日目には，薬剤無添加の栄養体と比較し シン添加の場合まず核の周辺から出現したが， PHMB

てアカント突起の減少が認められたのみで，細胞内に の場合細胞表面から出現した．これは， PHMB により

はあまり変化は見られない．薬剤を無添加の場合，培 形質膜が障害され，その部分から細胞成分が漏出した

養後 2週間目では光顕で観察すると多くの栄養体は培 ためで、はないかと考えられる. 0.006 %ならびに 0.02

地底に付着しており，その後次第に培地中に浮遊する %では，形質膜の障害がさらに高度で明らかな断裂が

栄養体が増加し，嚢子化していくことが多い．したが 認められるようになり，細胞内の脂肪滴， ミトコンド

って，大きな形態変化は見られないものの栄養体の活 リア，核の変性もより高度になる．

動性が低下し，培地底への付着力が弱まり浮遊するの さらに PHMB では，フラジオマイシンと比較して

ではなし、かと考えられる． 正常な嚢子化が起こりにくいように思われる．アカン

7 日目以後には，細胞質内に空胞を生じる栄養体が トアメーパ角膜炎が難治性である原因は，嚢子が種々

少数出現する．この空胞は最初，核の周辺に多く次第 の薬剤に対して抵抗力を持つためである．したがって，

に細胞質の表面に増加する. 0.1 %と 0.3 %では， 3 栄養体の正常な嚢子化を間害したり，嚢子そのものを

～ 7 日目から同様の空胞形成のある栄養体が明らかに 死滅させられる薬剤は，アカントアメーパ角膜炎の早

増加し， 21 日経過すると細胞全体が著明に収縮する． 期治療や再発の防止に有効である．多くの抗生物質や

これらは，フラジオマイシンの蛋白合成阻止の結果と 抗真菌剤は，アメーパの栄養体には有効であっても嚢

考えられる．フラジオマイシン添加の場合， PHMB 添 子に対しては効果の弱L、ものが多い．しかし， PHMB

加時と異なって形質膜は最後まで保たれており，細胞 は低濃度でも嚢子を死滅させることが可能であると報

内の成分が漏出することはなく，栄養体の形態変化は 告されており （Larkin ら， 1992 ），このことは PHMB

PHMB よりも，より緩徐に起こる． がアカントアメーパ角膜炎の有用な治療薬になりうる

また少数ではあったが，ほぼ正常に嚢子化するもの ことを示唆している．しかしいずれにしても進行し

も認められる．作用発現が緩徐なため，栄養体が嚢子 た症例の治療は困難で，たとえ薬物療法でアメーパを

に変化する時間的余裕があるためで，これがアカント 根絶できても，高度な角膜混濁が残れば最終的には角

アメーパ角膜炎をフラジオマイシンで治療した場合の 膜移植術が必要になる．アカントアメーパ角膜炎の完

再発の原因となるものと考えられる． 成期に出現する特徴的な輪状浸潤，輪状潰蕩，円盤状

Larkin ら (1992 ）は，新しい種類の抗アメーパ剤で 角膜炎，円盤状角膜潰蕩やコンタクトレンズ装用の既

ある PHMB を使用し， 6例中 5例に良好な結果を得 往に留意すれば，本症の診断は決して困難ではない．

たと報告している．われわれも最近経験した本症の 1 したがって薬物療法のみで本症を治癒可能にするため

例に対し，米国ベイラー医科大学眼科 Jones 教授から には，早期診断，早期治療が最も重要であると考えら

供与された PHMB を使用し，良好な結果を得ている れる．

（鎌田ら， 1995).

PHMB は，図 7 に示すような構造式を持つ多因子

の biguanide で，米国では一般にプールや下水の消毒

剤， コンタクトレンズの消毒薬などとして使用されて

いたが，これまで感染症の治療薬として使用されたこ

とはなかった．大腸菌を用いた実験で， PHMB はその

形質膜に作用し，細胞成分を漏出させ生存に必要な呼

吸酵素を阻害すると言われている (Jones ら， 1993 ).

大腸菌を用いた別の実験では，陽性に荷電した

PHMB 分子が，形質膜の陰性に荷電した酸性燐脂質

と結合し，形質膜の二層構造を歪めることが報告され

ている（Broxton ら， 1984 ; Ikeda ら， 1984).

今回， PHMB によるアカントアメーパ栄養体の形

態変化を電顕によって検討したところ， 0.002 %の濃

度では， 3 日目頃から形質膜の部分的欠損と付近の細

胞質中に空胞形成が認められた．空胞はフラジオマイ

結 量五
回目

PYG 培地中の培養アカントアメーパに PHMB お

よびフラジオマイシンを加え，アカントアメーパの形

態変化を透過型電子顕微鏡を用いて観察した.PHMB

は，早期から形質膜の断裂を起こし栄養体の変性が著

明で，かつ嚢子にも有効であり，アカントアメーパ角

膜炎の有効な治療薬になるものと考えられた．
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