
厚生労働科学研究費補助金（地球規模保健課題推進研究事業） 
 

Acridine Orange 染色法の改良によるマラリア原虫血症の高感度迅速診断法の開発 
 
 

研究代表者 金子 明  大阪市立大学大学院医学研究科 寄生虫学分野 教授 
連携研究者 木村政継  大阪市立大学大学院医学研究科 ＲＩ実験施設 准教授 

       
 
Ａ．研究目的 
Acridine Orange（ＡＯ）は一色素で

DNA と RNA を染め分けることのできる塩
基性の蛍光色素である（図１参照）。1990
年代半ば、川本（Ｆ．Kawamoto）らは薄
層血液塗抹標本を高濃度のＡＯで染め、
日光またはハロゲンランプを光源とし
て、低倍率（400 倍）でマラリア原虫を
検出するＡＯ迅速染色法（以下、
Kawamoto-AO 法）を開発した。迅速で高
感度であることをセールスポイントと
して、東南アジアやアフリカ（タンザニ
ア）などに、専用のハロゲンランプと顕
微鏡が配布され、その普及がはかられて
きたが、現在ではあまり使われていない。
日本国内においてすら、これを日常的に
用いている大学や研究機関は少なくな
っているのが現状である。 
このように使われなくなってきたの

には専用の装置が必要なほかに種々の
理由が考えられる。Kawamoto-AO 法では、
適切な染色領域を探し出す必要があり、
初心者にはこれがかなり手間であった。
適切な染色領域ではマラリア原虫の核
が黄色に染まり、原虫細胞質がオレンジ
に染まって、マラリア原虫の独特の形が
蛍光観察され原虫感染率が分かるが、実
際操作で困った点のひとつは、染色操作
の微妙な違いで、全体が過剰に染色（原
虫や白血球が全てオレンジに染まる）さ
れてしまうことがしばしば起こったこ
とである。この場合再染色の必要がある
が、同じ場所は使えないために、予備の
薄層標本が必要になる。また、染色ムラ
が発生し、ある領域では原虫が良く見え
るがすぐ近くでは全く原虫が観察され
ないなどと染色ムラがあった。これらの
結果として、マラリアを疑われる患者を
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調べて、感染無しと思われる場合に、そ
の人が確実にマラリアネガティブであ
るか確信が持てなかった。このことが最
大の欠点であり、フィールドでのマスス
クリーニングの際には有効かもしれな
いが、マラリアの疑いでまれにやってく
る日本人の患者に対して、検査の第一選
択とはなりにくかった。これらが使用が
廃れてきた要因であるように思われる。 
我々は、ＡＯ染色液の pH の検討など

を行って、核と細胞質の良好な染色が行
えるよう改良し、また、染色法を工夫し
て、マラリアネガティブと判定する場合
に、確実にネガティブであると判定でき
るよう改善した。そしてその方法をフィ
ールドにおけるマススクリーニングに
適用し、他の方法と比較検討したので報
告する。 
 

 
Ｂ．研究方法 
Ｂ-1 ＡＯ染色液組成の検討 
 ＡＯの化学的性質や、過去の血液標本
の染色応用例などを調べ、ＡＯ染色液の
バッファ組成やpH、ＡＯ濃度などをより
適切にする条件を探す。これと実験との
組み合わせにより、従来のものより原虫
判別能力の高いＡＯ染色液組成を検討す
る。 
 

Ｂ-2 フィールドオンサイト調査 
方法等の事前の検討は、正常末梢血や

マウスマラリア感染マウス末梢血を用
いてある程度実施できるが、実際にマラ
リア流行地域の患者血液サンプルで調
べるのとでは大きな違いがある。そこで、
ケニア国、ビクトリア湖島嶼地域でのフ
ィールド調査において、他の検査と平行
して、熱帯熱マラリア感染の有無を、そ
の場で調べることにより、我々の方法
（改良ＡＯ法）の有効性を検討する。 
 

Ｂ-3 スライドの準備 
患者からフィンガープリックで採取し

た5μＬの血液でスライドグラスに薄層
塗抹標本を作る。このとき、赤血球が互
いに重ならないよう強めに引き、長めの
スミアーを作るようにする。 
薄層塗抹標本は、風乾した後、100％エ

タノールを吹き付けて固定する。固定操
作には通常メタノールが用いられるが、
エタノールは毒性が低いほかに、メタノ
ールよりも固定が弱いエタノールのほう
がＡＯ染色の際には良いことが分かって
いる。 
 

Ｂ-4 ＡＯ染色液 
ＡＯ粉末はあらかじめ、0.1％（1000 

ppm）の濃度で純水に溶解し、これをフ
ィルター（0.33μm）でろ過して高濃度
ストック液とする。 

この液を、トリスバッファ（5 mM EDTA, 
20mM Tris pH 6.8）で 10 倍希釈して、
ＡＯ染色の Working Solution (100 ppm 
ＡＯ, pH 6.8)とする。 
ＡＯ染色液が酵母などで汚染すると検

査の大きな障害となるので、トリスバッ
ファ及びEDTAの抗菌的性質は重要である。
EDTAは、また、RNAの高次構造をほぐす働
きがあるので、細胞質のRNAの染まりも良
くなる。 
 

Ｂ-5  改良ＡＯ 染色法 
図２に概要を示す。 

① 机上の吸水紙の上に置いたカバーガ
ラス（18×18 mm）に、15μLのＡＯ染色
液をスポットする。 
② 薄層塗抹標本は裏返しにして上から
軽くＡＯ染色液のスポットに触れさせる。
その位置は、薄層塗抹の先端部が良い。 

-----表面張力でＡＯ染色液はカ
バーガラス全体に広がるが、この
ときＡＯは組織に少しずつ吸収さ
れて広がり瞬時にＡＯ濃度勾配が



スメア（塗抹）の先端部からスメ
ア開始部の方向にできると考えら
れる。 

④Option：ここで、図に示すような斜め
のポジションで、１分ほど放置する場合
もある。 

-----その目的は、１分ほどの間は
染色が進むが、その間スメア開始
部の方向にわずかにＡＯ液が移動
し、ＡＯ濃度勾配がよりできやす
くなるからと考えている。 

⑤ スライドを上向きにし、顕微鏡観察
に入る。ハロゲン光源の専用顕微鏡、ま
たは水銀ランプの蛍光顕微鏡を用いる。 
ＡＯの実質濃度はスポット部（スメアの
先端部）で高く、スメア開始部の方向に
低くなっているので、まず倍率100倍で、
スポット部からスメア開始部の方向に視
野を横方向に移動させながら白血球の染
まり具合を見て行くと、はじめ白血球は
オレンジ色に見えるだけであるが、白血
球の核が黄色、細胞質がオレンジ色に見
える領域に行き当たる。 
その場所で、倍率を倍率400倍に上げ、

今度は視野を上下に移動させて、白血球
が染め分けられている視野で白血球周辺
を調べる。原虫がいれば、そこで核と細
胞質が染め分けられたマラリア原虫が見
つかる（図３（a）参照）。 
 上下に視野を移動させつつ、少しずつ
スメア開始部方向にずらして観察を続け
ると、白血球の核だけが黄色く染まって
いる領域に次第に達する。その付近では、
白血球は色素不足であっても、非常に小
さいマラリア原虫は局所的に色素量が
足りて原虫がきれいに2色に染め分けら
れていることが多い。 

----白血球がきれいに染め分けら
れている領域はスライドガラス上
で５ｍｍ程度の幅があり、その部分
で染め分けられている白血球の周
りを調べ、白血球200個あたりのマ

ラリア原虫数を調べることができ
る。 

 
 この方法で染色がうまくいかない理
由のひとつに、薄層スメアが濃過ぎる場
合がある。その場合、積み重なった赤血
球などに吸収されて、ＡＯが原虫に集ま
りにくくなるために、原虫RNAがうまく
染まらなくなったり（図３（ｂ）参照）、
原虫が全く染色されない場合も起こり
うるので注意が必要である。 
 
 
研究結果 
 
Ｃ-1 ＡＯ染色液pHの検討 
 AO-Kawamoto法では、細胞質のオレンジ
色が薄い傾向がある。一方、文献的には
ｐHが低いほど、ＡＯはスタッキングしや
すくなりオレンジ色が強く出るようであ
る。 
そこで、細胞質のオレンジ色を強くする
目的で、pH4.0, pH5.2 (以上酢酸バッフ
ァ)、およびｐH6.8、pH 8.0、pH 8.8(以
上トリスバッファ)の５通りのバッファ
で調べたところ、pH 8.8ではオレンジの
発色が少なく、一方、pH４では核も薄い
オレンジ色になった（データ略）。一方、
pH6.8では黄色とオレンジのバランスが
良かった。pH6.8はトリスバッファとして
最低のpHに近く、pH6.8でも十分赤色が発
色していたので、これをＡＯバッファの
pHとした。 

 
Ｃ-2 他の方法との判定の比較 
2013 年 8 月 13 日のビクトリア湖沿岸

地域、Ungoye での調査でＡＯの検出感度
を他の方法と比較した。 
その日は 315 人の来訪者中、脾臓肥大

と判定された108人全員についてＡＯ観
察をオンサイトで行った。オンサイトで
は同時に RDT（Rapid Diagnostic Test:



マラリア原虫抗原を抗体で検出する方
法）も行った。後に、厚層塗抹ギムザ染
色法と PCR 法（cox Ⅲ法）による診断結
果が得られたのでそれらも加えて比較
した（表１）。 
PCR では 108 人中、3 例だけが陰性で

あったが、この 3例は他の 3つの検出系
でも全て陰性であった。そこで、PCR 陽
性の 105 個を真の陽性とすると、擬陰性
率は、RDT：14.3% (15/105)、ＡＯ法：
26.7% (28/105)、厚層ギムザ法：39.0% 
(41/105)となり、AO 法はスタンダードで
ある厚層ギムザ染色法より偽陰性率が
かなり低く、これは改良ＡＯ法が厚層ギ
ムザ法より検出感度が高いことを示す。
これまでの AO－Kawamoto 法ではこれほ
どの良い結果は報告されていない。 
なお、このＡＯ観察は、染色操作から

顕微鏡観察、記録までを、一人が 5時間
ほどで行ったものである。 
 
Ｄ．考察 
ＡＯは目的に応じてさまざまな濃度

と pH で細胞染色に利用されてきた。そ
の範囲は、濃度では、６ ppm から 1000 
ppm に及び、pH は中性領域以外に低い
pH（pH3.5）も使われている。染色時間
に関しては１-２分間で済ます迅速染色
から 30 分から数時間を要する緩慢染色
まで幅広い。 
それらのなかでも、比較的濃度の高い

ＡＯを用いる迅速染色として、Lauer ら
（J Clin Microbiol. 1981 Aug; 14(2): 
201–205）は細菌汚染を調べる目的で、
100 ppm, pH3.5 のＡＯ染色液を用い、グ
ラム染色よりも感度良く微生物を検出
したと報告している。彼らは、メタノー
ル固定した血液標本を２分間つけた
（flooded）後、流水で洗って乾燥させ
観察した。やや高めの pH（pH 5）で、こ
の方法による薄層塗抹標本の染色を試
みたが、白血球はすべてオレンジに染ま

りマラリア原虫の良好な観察もできな
かった。 
また、Hayashi らの末梢血液の超生体

染色(supravital staining)では、1000 
ppm の高濃度ＡＯ液をスライドに前もっ
て塗って乾燥させておき、そのスライド
に血液を１滴垂らしカバーガラスを当
てて、蛍光顕微鏡観察に持ち込むという
方法がとられた（Mutation Research, 
245 (1990) 245-249 ）。 彼 ら の 総 括
（Mutation Res.278 83-98,1992）によ
ると、この方法は PRBC の観察などに非
常に便利であるが、欠点として次の 2点
を挙げている。 
ひとつはＡＯを塗布したスライドは

長持ちしないので要時調製しなければ
ならないこと、もうひとつは染色ムラの
ために、観察に良い領域を捜す必要があ
ることである。 
かれらが挙げた欠点はここでも当ては

まるので注意が必要ではあるが、我々の
改良ＡＯ法では、多数の 2色に染め分け
られた白血球の周りを調べるので問題
にならないというのがこれまでの結論
である。また、蛍光の退色で保存性がな
いという問題は、カバーガラスをはずし、
未染色領域を再染色するという方法を
すでに確立している。 
 改良ＡＯ法はある程度のマラリア原
虫がいればほとんど直ちに発見できる
が、（顕微鏡レベルで）マラリア陰性の
場合には、本当に陰性であることを確認
するためには5分程度の時間は最低限必
要と考えられる。マラリア感染者が高率
で存在する今回のような場合は、１検体
あたりの検査速度が相対的にスピード
アップされた側面はあるだろうが、1枚
あたり、染色から結果まで2-3分以内と
いう迅速性は大きな利点である。 
 ＡＯ法は、もともとマラリア原虫が暗
い視野のなかで明瞭に区別されて見え
るため、低倍率（400倍）で十分観察が



可能という特長があった。この改良ＡＯ
法によって、ＡＯ法を再評価してもらい
たいものである。 
 なお、これまでは光源にハロゲンラン
プを使用してきたが、光源をLEDランプ
に変える取り組みを進めている。 
 
Ｅ．結論 

我々は、Kawamotoらが開発したマラリ
ア原虫のＡＯ迅速染色法の細部を再検討
することにより、迅速高感度を保持しつ
つ、安定的にマラリア原虫の存在／非存
在を決定できるよう改良した。これを用
いれば迅速にオンサイトで、厚層ギムザ
法より高い感度で原虫感染率を決定でき
る。将来は、RDTと組み合わせて、フィー
ルド調査時だけでなく検疫などの輸入マ
ラリアに対する検査手段として利用でき
ることを想定し、更に簡便さを追及した
い。 
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