
千葉医学会雑誌 

第� 35巻第4号


(昭和 34年� 11月28日発行) 


原著

マラリヤ血液長期保存の研究

千葉大学医学部神経精神科学教室(主任 荒木教授)� 

F 牧豊�  

YUTAKA MAKI 

(昭和 34年� 9月� 29日受付〉

.:=.
I.緒 = E司

マラリヤ発熱療法は� Penicillin其他の抗生物質

の出現，並びに神経梅毒の最近の激減(1)(2)(3)(4)(5)~乙

依り著しくその利用度を減じたが，然し其の治療効

果は，進行麻痔，視神経萎縮等の実質性神経梅毒lζ

対しては，依然として其の価値を失つてはいないく6)

∞。更に最近の� Penicillinshockの問題，或は叉，

将来起り得るかも知れぬ� Treponemapallidumの� 

Penicillin-fest等の諸問題を考慮すると，今後共一

層，保存すべき価値ある療法であると思われる。

然し，マラリヤ療法の大きな欠点は人から人への

保存と云う煩雑さにあり，而も現状では前述の様lζ

患者が減り，更にそれは困難を加えつ〉ある。従つ� 

てマラリヤ血液の人体外での簡単で且つ効果的な長

も著しい進歩を遂げる� lと至った。即ち，猿マラリヤ� 

(Coggeschall 1938)，鳥マラリヤ及び数種の人間の

病原性原虫� Weinman(1947)(11)， Manwell (1943) 

(12)等の凍結保存の報告もあり，更に米国の� Saunder 

(1948)(13)等は� 3カ月前後の単純凍結保存法でマラ

リヤ療法の需要を充分lζ満しているとさえ報告して� 

V¥る。

一方，微生物の凍結時に於ける� Glycerinの保護

作用の発見は� 1930年以前(1めにも朔るが，人血球児

対する� Glycerinの抗凍結作用は英国の� Smith(15) 

(16】により初めて発見され，以来� Sloviter(1951)(17う� 

Mollison (1951)(18)等比依り輸血の目的で本法の研

究が重ねられ来ったが，� 1953年� Chaplin& Molli-
son(19)等は大量血液を� Glycerin凍結法にて実用に

供し得たと報告し，輸血後の血球の運命を研究しつ

期保存が望ま れ る の で あ る 。 ) . ある現状で，その成果が期待されている。

今日迄，試みられたマラリヤ原虫の保存法を大別

すれば，室温乃至体温保存法と低i昆保存法の二つに

大別され得る。前者の代表的なものを列挙すれば，

扶搬酸ソーダ法，血液塞天法，ゼラチン法，� Kirsch-

baum氏葡萄糖法等であり，後者iζ高良氏臭素加里

法(8¥ Kauders u_ Horm氏法， ミウレンス法等が

ある� (9)。

一般に，� Scharow (1893)以来指摘されているよ

うに，低温保存の方が保存可能期間は長いが，せい

ぜい接種可能である保存期間は� 105時間前後であっ� 

た。� 

然るに，今日では最早や目新しいものではなくな

ったが，微生物保存に凍結法� Deep-freezingme-

thodが用いられるに至って，マラリヤ原虫の保存� 

更に，凍結時の血球児対する� Glycerinの保護作

用の基礎的研究は，英国の� Lovelock f"C依り 1952-

1954年K豆り極めて詳細になされている。

教に於て，著者は当然，マラリヤ原虫の保存lとも� 

Glycerinの効果が及び得るのではないかと考え，

マラリヤ血液の� Glycerin凍結保存法を行い，可成

りの好成績を得，更にそれに関連し二三の保存法に

就ての研究を行ったので，弦l乙報告する次第である。� 

II. 実験材料及び実験方法

1) マラリヤ原虫株について

前橋市の厩橋病院より昭和� 31年� 5月に分けて頂

いた三日熱原虫� Plasmodiunvivaxで，其他の� 

Strainは使用しなかった。
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Glycerinを添加する。是を静かに撹詳し，� Glycerin 

の充分な平衡化を計る為に室温に約� 30分放置する。

分注し，火焔1ζ Ampleの滅菌1--2cc次いで是を� 

l乙て是を封入する。使用した� Ampleは普通の薬剤� 

K用いられているもので，そのガラスの厚さは� 0.5 

---0.6m m程度であった。凍結は急速法に従った。

即ち魔法瓶の中R Methylalchoholと� Dry-iceを

入れー79
0

CR温度が下降安定した後に其の� Ample

を投入し急速に是を凍結した。� 

Methlalchoholと� Dry-iceが充分なら凍結時の

温度変動は起り得ない。

以上が凍結法であるが，全過程の所要時間は凡そ� 

1時間である。� 

-79
0
C保存には，内径20cmの広口の魔法瓶に� 

Methanol 1/2量，Ample 300本位で� 2日比� 2.5kg 

位の� Dry-iceを補充した。他の温度保存では夫々

の� Deep-freezerを用いた。

使用に当つては� 30-400
Cの温水で急速に融解し是

を患者に直ちに筋注した。注射量は� 2--10 ccであ

る。

即ち，令凍結も融解も� Lovelock其他(10)によって

既に確認されている急速法K従った。� 

6) 発熱試験について

保存後のマラリヤ血液は総て筋注を行い，注射後� 

5週間以内l乙発熱発作を認めたものを接種可能と認� 

めた。

潜伏期は接種後� 24時聞を経て第� 1日と計算した。

接種後5週間以上を経て発熱したものを一応，潜

伏感染(latentinfection)と呼ぶ事にした。� 

7) 対称患者に就て

保存マラリヤ血液は総て神経梅毒患者に接種し

た。即ち，千葉大学医学部附属病院神経科及び其の

関係病院� 12ケ所K昭和� 31年� 5月より昭和� 33年� 10

月の聞に入院した者を対称とした。� 

8) 実験の種類

基礎実験� 

i ) 採血時の条件について� 

ii) Glycerinの濃度について

本 実 験 �  

i ) ー790CGlycerin凍結保存� 

ii) 4
0
C単純保存� 

iii) ー200
C単純保存
 

iv) ー200CGiycerin保存
 

v) 凍結乾燥保存(単純，� Glyoerin，其他〉

2) マラリヤ原虫算出法について

原虫数の算定法lと就ては，赤血球より直接に算定

する方法と，白血球児依る間接算出法とがあるが，

比較的簡便な方法として後者の� Ballin法(22)に従っ

たロ即ち，比較的塗抹標本を狭く作札白血球� 100 

K対する原虫の数を求める方法である。染色は� 

Giemsa染色によった。� 

3) 採血時の条件について

接種マラリヤ患者の発熱発作のあらゆる時期比上

腕静脈より直接採血した。最も原虫数の多い時期に

採血する事が保存の好条件のーっとして当然考えら

れるので，是lζ関しては，基礎実験として検討した。� 

4) 保存液について

保存液は抗凝固剤として� ACD液を用い，更に抗

凍結剤としては局方� Glycerin(mol.wet. 92. 10) 

とを用いた。� ACD液は現在最も普通使用されてい

る日本ブラッド・パンク処方に依る� A液を使用した。

1:.，1の蒸溜水の中100 cc即ち，� 

Sodium citrate 1.32 g 

Citric acid 0.48g 

Dextrose 1.33g 

(pH 7) 

を含むものである。

尚，� Glycerinの濃度に就ては基礎実験で検討し

マた。� 

5) 凍結保存法並びに使用法〈図� 1)

マラリヤ血液411:.対し ACD液� 1を加え，更に� 

Glycerinを使用する場合は全量の� 10---15%量の

(図 1 法� 

-J宣言� 

~. ~ 

G 

魔法ピン
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III. 実験成績

1.基礎実験 ー

1) 採血の条件について

原虫数が多い時期比採血するのが保存の好条件の

ーっとして考慮されるので，何れの熱発作時に多い

かを再検討してみた。成書K従い原虫の一番多い時

期，即ち発熱上昇期lζ採血し各熱発作時の原虫を測� 

定すると表� 1の如くで可成りの個人差のある事が判� 

る。服部等(23)(24)は第6回熱発作が一番多いとし，

小池(25)は第� 5--7回発作に於て最高数を示すと報告

している。� 

(表 1)

白血球� 100 K対する原虫数

尚早 No. 1 INo. 2 INo. 3 

。
I 
。� 

No. 4 

1 。 18 

2 80 252 7 23 

3 36304 64 47 

4 232560 132 40 

5 266576 240 84 

著者の経験も凡そ類似した成績であったが，第4

回で既lζ多数発見されたのもあり，一応第4回熱発

作以後であれば如何なる時期� (Stadium)でも採血

する事にした。

2) Glycerinの濃度について� 

Lovelock等の研究に依れば� 0.16molの� NaCllr.

浮遊せる赤血球の凍結保存では� Glycerinが2.5mol

以上あれば，急速凍結及び急速融解で血球の崩壊を� 

防ぎ得ると報告している。血球の崩壊が少い程，原� 

虫保存には有利であると考え，著者も� ACD液中Ir. 

於ける赤血球の凍結時lζ於ける� Glycerin濃度の影

響を� OOC，ー200C，-40oC，ー790C等各温度l乙就て� 

比較検討した。

各遠沈管ICGlycerinを0%，5%，15%，20%， 

25%を含み全量� 2cc、になる様に� ACD液� 20%合ん

ピ健康人血液を分注する。� Glycerinの平衡化のた

め静かに撹持し，約� 30分室温� (210C)に放置し，次

いで� OOC，ー20
o
C，-40

o
C，ー790Cの各温度ば用意

した魔法瓶K上記の遠沈管を入れ約� 10分開放置す

る。� Methanolと水と� Dry-iceItより各温度を用

意したが，� -20
o
Cは� Methanol37%， -40

0
Cは

Methanol 60%，ー790Cは� Methanolだけで各温

度が得られる。

次l乙直ちに管を取り出し，� 380
Cの水に入れ急速に

融解し，遠沈(1分間� 3000回転，� 5分〉し，その上

澄を� Sahli血色素用メランジュールにて� 0.02cc吸� 

上げ，� 0.1規定塩酸溶液� 10cc K入った試験管に吹き

込み，栓をなし充分混和し，� 40分後に光覚比色計に

より水を� blankとして，波長400mμ でその透過率

を求め，融解� Haemoglobin量より溶血度を求め

Tこ(26)。即ち図2の如くで〆ー790CK於ては� Glyce-

rin濃度の高い程，溶血度を防ヤ傾向が伺える。

(図 2) 各� Glycerin濃度に於ける� ACD液含有

血液の溶血(完全溶血応対する百分率〉

100

5% 

50.% 
B 

IS 

，I、� 

酬にとミ;:� 
25% 

凶
OOC -~Oで -40.C -19

0

C 

2. 本実 験

1) -790C Glycerin猿結保存法

基礎実験の成績に従い発作4回以後に採血し，

Glycerin濃度は主として� 15%前後を使用し急速凍

結法Iζ依り保存した。保存期間は� 3--242日である。

65名の進行麻痔患者l乙筋注し� 54名lζ 感染させ得�  

た。即ち感染率� 83%である。

・感染せしめ得た� 54名についての一覧表は次の如

くである(表� 2)。潜伏期は通常の接種マラリヤ筋注

例� (5日--3週間，平均� 12日〉より柏々延長するの

が特徴であった。

接種後の熱発作は其の週期性，熱型等lζ於ても普

通の接種マラリヤと大差はなかった。叉，発熱発作� 

の何れの時期に於ても，他患者への接種は可能であ

った。

。第� 
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〈表� 2) (表 4) 4
0

C単 純 保 存

唱
�
 

守

噌
�
 

番号|原虫数十一一寸� - I潜伏期
血液 IACD液 !日数 

i

i

i
n
L
 

法 保存方 1

1

4

7

0

4

8

4

8

5

0

5

0

保存期間 潜伏期 (原白巨血対虫球す1数曲る)
例数�  

Extre-
立les

M叫� Ext問

ロles Mean I~;~~~ 

3日� 10 13.6 12-17 77 77 5 

18-30 13.1 12-14 336.9 112-576 9 

42-109 14.4 12-20 159.7 18-308 26 

182-242 16.4 13-28 321.7 46-545 14 

ヮ“。
�
 

円 ヮ“� 4
 

。。AE
4

d
 po 
吐E

4

円
�
 

唱
�
 

噌
�
 

n
L

噌
�
 
Q
U

E
4 po 

可
�
 
t

F
D
 

F
h
u
 

112 I5 cc 2.5cc 

11 H H 


11 11 H 


11 H H 


304 10 H 

4
 

H H H 

576 10 11 

11 10 11失敗例，即ち感染不能例lと就てであるが，例えば

表� 3の� NO.9とNo.14とであるが，� No.9fζ対して� 

No. 10，No. 12，一方� No.14f[対して No.13と同

一血液� Ampleで，他患者民対しては充分K発熱し

得た事からして，マラリヤ原虫は生きて保存されて

624 H H 

噌

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

一
3

4

5

6

ム
�
 

i

1

1
4

一
1

4

1品
�
 

1
4
1
4
 

11 11 11 

H H 11 

。� H 庁� 

唱
�
 

Citrat 10% 
F
h
d
o
u

352 I 10 

i

いたが，患者即ち宿主の抵抗性のために感染し得な

かったのではないかと考えられる。

(表 3) 

O.4cc 
11 11 

円
�
 

噌
�
 

96 H d

F

D

/1 

i/1 H H 

No両副縮丁蒜訂マラリヤ歴

1 112 25 1 

4 112 25 16 1954. 6月i 1955. 6月� 

9 18 42 1953. 5月，� .1954.10月感染せず� 

基210 18 16 1953. 11月� 

12 13，18 43 

13 308 102 14 

14 308 102 感染せず|不明� 

叉，� NO.4はNo.1 f乙比し潜伏期の延長が認めら

れ，叉� NO.9はマラ!リヤ� 3度目の接種の患者であ

る。マラリヤ既往歴が接種率を悪化させる重要な因

子であることは，従来の経験と一致するものである。

2) 40C保存法(表� 4)

以上の如くー79
0
CGlycerin保存法に依て，現在� 

240目前後の保存でも，潜伏期の延長は余り認めら

れず，感染率は� 83%で極めて良い結果が得られて� 

いる。然し乍ら� ζの保存法はー700Cの電気恒温槽

がない限り� Dry-ice補給の為，可成り高価な保存法

となるので，更比廉価な保存法はないかと云う目的

で一般電気冷蔵庫の使用の場合を検討してみた。

ACD液，或は� 10% Citratを保存液とし，表の

如き割合で混合し，普通の電気冷蔵庫K保存した。� 

成績は表の如くで，最長� 5日保存で感染し得た

が，一般に感染率が極めて悪い。即ち乙の� 5日保存

例に於ても血球崩壊度が少いのに比し，大半の原虫

は潰滅しており，甚だ稀少の原虫しか認められず，

原虫は悉とく，血球外lζ放出している事などからし

て，長期保存は不可能であると考えられる。

然し乍ら，保存血による輸血が普及されている今

日，� ζの問題は可成り重大な意義を有する。

所謂保存血は抗凝固剤 ACD 液を使用し 3~5 日

間� 4
0

C保存されたもので，従来，この期間に血液中

の細菌類は死滅するものと考えられていた。然し若

林(27)は保存血輸血に依り既lζ4例のマラリヤの発

症の経験を報じている。� ζの事は著者の実験からし

ても充分に裏付けられる。従って保存血使用の際，

マラリヤ原虫l乙対し再検討の必要があると思われ� 

る。

3) ー200C単純保存法(表� 5) 

保存液とし� ACD液，或は� 10%Citratを用い表

5の如く夫々の割合で全血液と混じ，ー790Crcて急

速K凍結し� -200Cの� Deep-freezerで保存した。

成績は表の如く，感染率は� 10日以上では極めで

悪く，保存日数の記載の不正確のため表記し得なか

った他2例に於て，接種後� 7カ月，� 14カ月に於て発� 

症を認めた。即ち不顕性感染の傾向が目立つ。是は

-790Cからー200Cへの温度上昇が，或はー200Cと

云う温度そのものが，原虫K対し有害的に作用する

のか，或は其他の理由民依るものか不明である。今

後乙の点に関し検討の余地があると思われるが，所� 

11 

16 
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(表 5) ー200C単純保存�  

潜伏期方法|
No. 原虫数

血(cc液 保(cc)液保存日数5¥ 存� (日〉 

日自に� TAV0.05ccで誘発ACD 2.5-101 
10日目より誘発作j発(発作熱6時7回� 

2 

l
11 H 45 

3 7.5 7ACD 2.5 TAV 0.01で誘発� 

H H4 Adr. 0.5で誘発
発(発作熱52時3回5〉� 

H 115 

30 

7 

30 

10 8

一

11 

12 

一� 

12日自目に� Adr.上O.昇5でし誘て発自H H 30 126 
14日 に380C 然、に下熱

ACD 2.5 20107 一
)発〈平作熱10回時〉� 

11 11 15 10カ月8 

j9 
発(平作熱42時4回1〉

7.5 ACD 2.5 32 

10 11 H 16 

一

一

+ 711 一

1012 一

1013 一C10it9r4 a;t 発(平作熱72時回12〉� 50 
2114 一5 cc 
2115 

3016 一� 

8) 

84 

.、 

謂実用的な長期保存と云う意味に於て，乙の保存法

は不適と思われる。� 

4) -200C Glycerin保存法� 

-790C保存に於て� Glycerinが原虫保存に極めて

有利K作用したので，或はー200
C保存にもその効

果が及ぶのではないかと考え，表6の如く� Glyce-

rinを使用してみた。しかし成績は悉く不成功であ

った。且つー200C単純保存法と比較しでも悪い成

績であった。� ζの事lζ関しては考察のとこで検討す

5) 凍結乾燥法

若しマラリヤ原虫の凍結乾燥による保存が可能な

ら極めて便利であり，且つ前述の凍結保存と比べ遺

かに安価であると考え是を試みた。

先ず資料を検討する意味に於て平熱時及び発熱時

の血球と血清K分け，夫々を接種した所， -発熱時の 

血清中にも原虫の存在を確かめ得た(表7)。

(表 7)

る。

(表 6) ー200CGlycerin保存法

法注射保存期
方 法番

間採血時
血液 IA~DIグリセ 事号 液リン�  

2.52.5 107.51 静 一� 
(6発回熱発時作) 2.52.57.52 14 静� 

2.5 152.53 7.5 静 一� 
(6平回熱発時作〉� 

2.52.57.5 30 静4 一� 

5.0 305 静� 
(6平回熱発時作) 

5.07.5 I2.5 376 筋� 

方 法原虫 の
No. 注射法潜伏期� 

Stadium 

1 2.5cc 7血球 5cc 筋注� 
熱(上発昇作期時) 

H 172 血清� 5cc 静注� 

113 13血球5cc 筋注� 
平熱時

114 血清� 5cc 静注� 一

この事は発熱上昇時lと血球崩壊し多数のメロツオ

イトが血流中に流出するー般説を裏付けている。

従って以後，発熱時の血球，血清及び平熱時の血

球Kついて夫々凍結乾燥を行った。抗血液凝固剤と

して前述の� ACD液を用いた。

~I 認識 I15| 引ぺ 31l 静 1:::8 I(~~Iey) I7.5 I2.5 I5.0 I34 筋一

凍結乾燥は多岐管式乾燥機で油拡散式ポンプを用

いた。乾燥後の含湿度は何れも� 0.2...__0.5%で，粉状

でよく蒸溜水lζ溶けたが，何れも感染不能であった。
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IV.者察

(云料!合湿度 l僻期 l注射法(感染能力

1日 筋0.2% 一1 血清�  

HH 1日� 一l' 全血�  
H2日0.5% 一2 血清�  
1/H 2日� 一2' 全血�  
1/3日� 一0.2%3 血清�  

1/ 7日 静 一3' 血球�  

3グ 11 5日 筋 一全血�  

保存されたマラリヤ血液が接種後感染し得るかど

うかを決定する因子としては，把握し難い患者側の

因子と，可成り正確に把握されるべきマラリヤ血液

側の因子とが考えられる。前者K就ては前述のマラ

リヤ既往歴，或は抗マラリヤ性の既往歴，更にある

種の体質，叉，抗マラリヤ作用を有するが如き薬物

の同時併用等が考えられるが，其等は容易tζは測定

し難いものである。

一方，マラリヤ血液側の因子に関しては，勿論，。、8)(表 

次IC.，抗凍結剤とされている乳糖，� Glycerin及 保存すべき原虫の� Strainと云う問題もあろうが，

び最近� BCGの高温度保存用媒質として著効ある 吾々の場合同一� Strainを用いたので乙の問題は除� 

Glutamin酸ソーダ等(28)(29)を媒質として用いてみ 外して考えるが，一般に保存の全過程(凍結・保存・

た(表9)。 融解〉に於て可成りの原虫の損失が考えられる。

叉，接種後の人体内に於ても更に幾何かの原虫損失
(表 9) 凍結乾燥法(其の� 2)

が考慮される。従って，保存マラリヤ血液が感染可

媒液の種類

。
。
。

5乳 糖 5%10 15 12 17 H 3 

61 Gycerin 

染能力期保存間

弘、メ凶 感

湿

凍乾直後の原虫

及び濃度 度霊|雲間|霊
。12 41 0.5% 311ACD液のみ 一� 

2グルタミン� 2% 312 61103 11 

。
。
。 3。4 2%乳 酸� 

275% 

60142471 Gycerin 10% 9 

3281 Gycerin 15% 11 

223491 Gycerin 15% 1/ 

1 01132 1/ 

20 

3グルタミン� 5%

3
21104 R 

8 104 13 8.5% 3 

3 

19 70 1 (+) 

3 

10 グ� 5%+G10% 

71 

7 

媒質2%のものは乾燥後は粉状を呈し，� 5%のも

能か不可能かを決定するのは保存最終段階，即ち融

解直後の生き延びた原虫数l乙依ると思われる。従っ

てより多くの生きた原虫を得るには次の諸国子が関

係していると思われる。

即ち，

(1)凍結前の原虫の時期� (Stadium) 

(2)凍結前の原虫の数� 

(3)保存液の問題，特に� Glycerinの作用� 

(4)凍結及び融解の速度� 

(5)貯蔵温度(保存温度)� 

(6)保存期間

等であろう。主主に是等を検討してみた。� 

( 1 ) 濠結前の原虫の時期� (Stadium)

如何なる時期の原虫を凍結するのが有利であるrか

のは何れも多孔状，� 10%以上では多孔状一部飴状を

呈したが，何れも良く蒸溜水に溶けた。発熱に成功

したものは� Glycerin 15%の例で保存期間僅か� 24

時間のものであった。乾燥直後は原虫類は略々� 1/10 

K減少しており，媒質の濃度の高い程減少率は少い

傾向であった。しかし是を正確には算出し得なかっ

た。� 

原虫の形態的変化は著明であり，染色性も濃染す

る傾向があり，� Glycerin使用例が比較的染色性が

よい以外は普通の染色性を有ったものは殆んど見当

らなかった。

尚，発熱し得Tこ� Glycerinの例は� 2回の発熱発作

後自然に発熱を見なくなった。

と云う問題であるが，元来，接種マラリヤは自然マ

ラリヤとは異り，熱発作の各時期l乙於て，種々異な

る発育階梯にある原虫が認められるのが特徴であ

る。従って，熱発作の各時期l乙依り確然と原虫型を

分類するのは困難であるが，仮に発熱上昇時の比較

的若い原虫メロツオイトの多い時期の原虫を幼若型

(youngtrophozoites)，解熱直後の小環状原虫の多

い時期の原虫を分裂型� (schizonts)，間歌期のアメ

ーパ{状及び成熟型の原虫の多い時期の原虫を成熟

型� (Maturetrophozoites) として分け，潜伏期と

の関係をー790CGlycerin凍結保存例Kついて詳べ

てみた(表� 10)。

一般に幼若型及び分裂型が成熟型の場合l乙比し潜

伏期が短かいとされているが，著者の症例の平均で縫
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(表 10) 

原虫型�  
潜 伏 期 保 存 期 間 原虫数/白血球� 100

例数�  
Mean 、� Extremes Mean Extremes Mean Extremes 

幼若型�  

分裂型�  

成熟型�  

14.2 (12-17) 

13.0 (12-61) 

14.7 (12-16) 

122.5 

104.4 

56.1 

(42-242) 

(18-210) 

(3-:-187) 

237.1 (18-380) 

395.0 (176-576) 

101.7 (48-252) 

14 

16 

22 

は，幼若型� (14.2日)， 分裂型� (13.0日)，成熟型� 

(14.7日)であり何れも大差は認め得られなかった。

凍結時K於ける赤血球細胞及び原虫の原形質の結

晶化と云う悪条件l乙対し，� Glycerinは何等かの有

効な方法で保護作用を行うと� Smith & Polge(30)等

は考えている。一般に原形質の少ない幼若型や分裂

型の方がそれの多い成熟型より有利であると想像さ

れ得るが，何れも大差は認め得なかった。

何れにせよ，幼若型，分裂型が成熟型より潜伏期

が短いと云う一般説を否定する事実はなかった。� 

(2) 凍結前の原虫の数との関係

前述の如く凍結，保存，融解と云う三段階で可成

りの原虫損失が考慮され得るので，凍結前の原虫数

の多い方が長期保存民有利であると考えるのは当然

である。

従って，裁に凍結前の原虫数の多寡と潜伏期との

関係をー790CGlycerin凍結保存例について検討し

てみた(表� 11)。

(表 11)

潜伏期保存期間(原白K血対球虫す1∞数る) 
例数�  

MeanlE~1恥 earlli Egxlters e-Meanl ~~~~ 

16.21 12-28 1948.1 18-77 
14.0 12-18 16190.2 112-257 88.50~25-187 

12-17 11337.2 308-380 130.6 66-242 14.6 

12-15 8560.5 545-576 126.6 18-247 13.4 

保存期間の長短があり，是を手際よく比較するの

は困難であるが，ー応原虫数により� 4群応分けて，

その平均潜伏期を検討すると，原虫数が多い方が，

保存期間が長いにも拘らず潜伏期が短い傾向が伺え

る O~ 即ち凍結前の原虫数の多い方が矢張り感染力の

優位を示していることが判る。

且っこの事は表� 12の潜伏期の甚しい相違からも

裏付けられる。� 

(3) 保存液の問題，特に� Glycerinの作用� 

Glycerinが凍結に対して有効な� Mechanismは

(表 12) 

No.1 I‘� <?lycer~ I~ã:IDl F"，"I I
0・|原虫数|濃y 度|保存期間|潜伏期� 

4 1.2 25 16 

3 2.2 25 14
112

2 2.3 66 13 

1 2.5 25 12 

5 1.5 1218 

7 1.5 1330
576

6 2.2 1218 

8 2.0 12 

16 

30 

1.2 17180 

17 2.5 13257 180 

18 2.5 14180 

注:濃度は� mol

一体何んであるかK関しては，現在未だ未解決な点

が多t'o しかもその凍結に対する保護作用は疑う余

地がないとされている(30)。従来， 乙の保護作用は

原形質分離と結晶化の二点の防上であるとされてい

る。精子の� Glycerin凍結の場合，精子の中の結晶

化を観察するととは顕微鏡技術では不可能である

が，� Glycerinが細胞内氏入り込むことが明らかに

証明されており，且つ媒質中l乙起る結晶化の形を変

えるので細胞内l乙起るのも変える乙とが考えられて� 

v，る (3 1)(32)。

一方，� Lovelockは塩類濃度の問題から� Glycerin

の抗凍結作用を説明している。即ち，赤血球が凍結

中に受ける鼓損は，水分が氷として媒質から分離す

る為l乙，塩類濃度の増加を来すととに依って起る。

従って� Glycerinは凍結中氏於て塩類濃度を危険線

下に保つような� saltbufferとして働くのであろう

と云う。

更に� Lovelockは血球の凍結保存には� Glycerin

が2.5mol.以上あれば急速凍結融解法を用うれば血

球崩壊は免れ得ると報告している。

著者も基礎実験(図� 2)にて各� Glycerin濃度に

於ける� ACD液含有血液の溶血度を{検討し� Glyce回
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rin濃度の増加が溶血を防ヤ傾向を認め得・7こ。当初 10日間の 40
C保存托成功したと報じている。然し著 

1.2-2.5 molと種々濃度を変えてみたが乙の範囲内 者の実験からは感染率は極めて悪く 1週以上の保存

では，幾分濃度の高い方が潜伏期が短いかと思われ は困難であると考える。

る程度であったので，以後中間値 2.2mo1.前後を使 Lovelockの述べる血球崩壊温度に入るためかー

用した(表 12)。即ちー  790C Glycerin保存の場  200C保存も不適であった。

合， Glycerinの抗凍結作用はマラリヤ原虫にも及 以上がら，温度は保存を左右する重要な因子であ

んでいると考えられる。 ることが判る。

一方 Chandler (1956)<33)等は Toxoplasmaの保 (6) 保存期間(表 2)

存tζは寧ろ低い Glycerin濃度の方が好ましいと報 -790C保存についてのみ是を検討すると表 2の如

告しているが，この点に関しては更に検討の余地が くである。 3カ月前後では潜伏期の延長は殆んど認

ある。 め難い。 6ヵ月以上で 16.4日であり幾分延長の傾向 

-200C Glycerin保存に於ては単純保存より悪成 が認められるが，更に長期間の保存の可能性が予想

績であったが，是は Glycerin濃度と温度条件との される。

関連に於て考えねばならず，R.わかに断じ得な t'o 凍結前の原虫類は容易に測定し得たが，融解後の

他方，凍結乾燥に於ては，含湿度の問題もあるが 原虫類は Glycerinの混在のため正確に算出し得な

単純乾燥，其他の媒質使用による凍結乾燥でも感染 かったが， ζの程度の期間では原虫の損失は少いの

し得えなかった。た').'15% Glycerin使用例のみが か，或は感染，不感染を決する程の原虫の損失がな

保存の可能性を暗示した K過ぎない。最近の牛精子 いのか，何れかであろう。最長保存可能期間の限界

の凍結乾燥報告(34)(36)及びソピエットに於ける家兎 については今後検索を続けてみる積りである。 

精子の凍結乾燥の成功の報告によれば，既r12頭 事結融解後のマラリヤのマラリヤ原虫像c. (7) 

の仔兎を得たと云う (35)。何れも Glycerin使用によ -790C保存の場合，融解後の Giemsa染色では，

るものである。原虫と精子では勿論同一に考えるこ 標本は Glycerinの混在の為，極めて乾燥に時間を

とは危険であろうが， Glycerin使用が現在唯一の 要するが，血球は勿論よく原形を保ち，原虫も多少

凍結乾燥成功の手懸りである様iζ思われる。 濃染するが比較的よい染色性を示している。

しかし一般的に云って， Glycerinの抗凍結作用 融解後の血液中の Glycerin除去のため生理的食

が単に細胞の内外の電解質増加防止にあるとするな 塩水で血球を洗い遠沈した後，染色を施すと前者よ

らば，同様に non-toxIcで細胞内に惨透出来る様な りは容易に染色出来るが，この場合原虫は原形質が

分子量の低い中性塩なら，同様効果がマラリヤ原虫 風船状に膨化してみえる。然し乍ら，原虫の変性も

保存l乙期待出来るのではないかとも考えられる。 余り認められず，よい染色性を示すが，幾何の白血

(4) ~東結及び融解の速度 球の損失があったか判然とせぬので正確に原虫数は 

Coggeschallは初めて三種のマラリヤ原虫保存に 算出し得なかった。

成功したが，それはた Y急速法に従った為と述べて 凍結乾燥の場合，原虫は縮少萎縮が目立ち染色性'

いる。 Lovelockの研究に於ても細胞は凍結融解の は幾分多様性を帯びて来る。しかし Glycerin使用

聞にある一定温度範囲内でのみ崩壊することを証明 の乾燥群ではその形態，染色性がー 790C Glycerin 

"""，している。即ち，赤血球はー 3
0

C -40
0

Cの範囲が 保存時のそれと極めて類似している。それにも拘ら

是K相当し，その温度範囲 rc.2......3秒間放置するだ ず、発熱を見たのは含顕度の高い 1例のみで，而も 2

けで溶血を来すと報告している。著者の不成功例の 回発熱発作後自然に発熱を見なくなった。是等乾燥

あるものはこの点K未だ不馴れな時期のものに多 群の Reconstructionの原虫像からは原虫の生死の

鑑別は現在出来ない。 しかしー79
0 
C保存の原虫像 

(5) 保存温度 との類似から凍結乾燥の可能性は否定し得ないもの

著者の行った諸種の保存法の中，実用化され得?こ と思われる。

のはー 790C保存のみである。他温度のもの総て実 以上，実験から得られた諸結果につき，保存マラ

用には適きないのー 790Cの条件下では生化学的変化 リヤ原虫が接種後，感染し得るかどうかに影響を与

が起らず安定された条件ではないかと考える。 える諸因子に検討を加えてみたが，凍結保存に於て 

Boventer(37)は著者と略々類似した保存液で 8...... は温度条件が決定的なものと思われる。特に長期保
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存K於てはその事が云える。尚，感染率或は潜伏期

の長短からすれば，凍結前の原虫の多寡が可成り重

要な条件であることが云える。

叉，� Glycerinはマラリヤ原虫保存に於てもその

抗凍結作用が有利に影響を及ぼす事が判明した。

特に将来，� Glycerin使用によりマラリヤ凍結乾

燥の成功も期待される。

最後K，凍結保存K於ても，叉凍結乾燥に於ても

融解後の� Giemsa染色による原虫像からしては，感

染可能，不能を，或は原虫の生死を適確に決定し得

なかったが，接種をまたずして� ζれを決定する方法� 

が検討されねばならぬと考える。� 

~ドv.結 員個� 

( 1 ) マラリヤ血液長期保存には保存温度が決定

的条件であり，� 40C及びー200 
C保存は検討の余地は

あるが，長期保存には不適である。� 

(2) マラリヤ血液4H:::対し，抗血液凝固剤� ACD

液� 1を加え， 全量の� 15%になる様K Glycerinを

添加し，� -790Cで急速凍結を行い，� -790C保存を

，Med. 1.Bio 42，499，1939.
い使用時は急速融解後筋注した。� 

65名K接種，� 54名民感染せしめ得Tこ。

保存期間は 3---242 日で，潜伏期は 12~28 日平均 

14.6日で幾分潜伏期の延長が認められた。

叉� Giemsa染色から更に長期の保存の可能性が

窺える。

本法は簡便で実用的な意味K於ては是で充分であ

る。

尚，乙の場合，保存血液が感染可能か不可能かを

決する因子は凍結前の原虫の数による。� 

(3) 更に簡単な凍結乾燥は今回は不成功でその

実現は極めて困難な様であるが，� Glycerin使用例

の� Reconstructionの原虫像からして，その可能性

は否定し得ない。特に将来，� Glycerin使用による

凍結乾燥にその成功が期待される。� 

(4) 上述の如く� Glycerinはマラリヤ原虫保存

托も他微生物l乙於ける如く，有効に作用した。

この研究に当り，御指導と御校閲を戴いた荒

木教授は心から感謝を捧げる。また教示をいた� 

Yいた京大農学部畜産科教室西川教援，農林省

農業技術研究所家畜部の諸氏，本学細菌学教室

の諸氏，種々批判をいた� Yいた佐藤講師，協力

をいた� Yいた同僚，故常光久二彦，本沢実両氏

に厚く感謝を捧げる。

尚，本論文の要旨は関東精神医学会昭和31年� 

2月� (1956)及び第54回精神々経学会総会昭和� 

32年� 7月(1957)で発表した。
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