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二三の寄生性アメーパ及び自由生活性アメーパ、

の蛋白質分解酵素について

金 子 信

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室（主任 松林久吉教授）

（昭和 30年 12月21日 受領）

私は先に寄生性アメ ーパと自由生活性アメーパについ．

て，澱粉溶解酵素即ちアミラーゼに関する実験を行ひ，

之が存在せる事を証明した。即ちとれによってアメーパ

類が Dobell培地，田辺下葉培地等のアメ ーパ用培地中

に添加されている米澱粉を直接利用し得るととを生化学

的に立証し得たのである。併してアメーパ用培地は何れ

も，血清，鶏卵等を主成分として形成されて居り ，蛋白

質が欠くべからざる栄養源と成って居る。よってアメー

パはアミラーゼと同様に恐らく多くの種類の蛋自分解酵

素を有し， 蛋白質を牙解し， 諸種のアミノ酸等を生成

し，自己の増殖発育に供して居ると考へられる。歯鯨ア

メーバ，赤痢アメ ーノミ，二核アメーノち及自由生活性ア

メーパを使用し，種々の水素イオン濃度のもとに，蛋自

分解酵素の存在について検索を行った。

実験方法及び材料

ゲラテンをリンゲル液に種々なる濃度に溶解し，之に

後に述べる如き試験液を加へて，ゲラチンの融解される

か否かを追求した。用いたゲラチンの諜度は，その溶液

0.7ccと，試験液 0.3ccを加へた場合に，ゲラチンが夫

々し 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8%に成る様（ζ調製し

更に N/10HCl，叉は N/10NaOHを用いて， 水素イ

オン濃度を pH1.8, 2, 3, 4, 5, 6, 6.5, 7, 

7 .8, 9に調製した。 之を滅菌小試験管に 0.7ccずつ

分注し，高圧滅菌し， 之に下記の試験液 0.3ccを加へ

て， 37°0の解卵器に24時間静置した後， 4°0の氷室に30

分間置き室温に取出して検した。ゲラチン？完全に融解

したるものを〈＋〉とし，不完全溶解のものはくー〉と

判定した。融解したゲラチンの最高濃度を以て，その試

a験液の力価とした。
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第一(i）実験て、はpH6.5の種々の濃度のゲラテン液を作

り，之に下記試験液を重ねて，溶解するゲラチンの濃度

を判定して見た。赤痢アメーバ及二核アメーバは，馬血

清の熱凝固斜面にリンゲル液を液体部とせる培養基に継

代培養した。歯臨アメーバは前記の固形部に，馬血清l

リンゲル 8の割合に混じたるものを液体部とせる培養基

に継代培養した。 両者共移植直前に少量の米粉を加へ

た。亦自由生活性アメーパは卵黄の浸出液に等量の蒸溜

水を加へ，加圧滅菌したるものを小シヤレーに採り， 27

ocて継代培養した。試験液は以上の四種のアメーバ株に

就て，次の如き 5種のものを調製使用した。

ra) 移植後 48時間を経過したる培養基の底部の虫体

を多数合む所を米粉と共に採り，随伴細菌の増殖及活動

を抑止するために，之ピペニシリン2000μ/ml及びスト

レプトマイシン4000r/mlを加へたもの。

(b) 移植後48時間を経過したるものをリンゲル液に

て数回遠心洗糠し，細菌体を可及的除き，アメ ーバ虫体

のみを集め，之に抗生物質を加へたもの。

(c) 培養基の液俸部を採り，3000回転にて15分間遠心

沈澱し，史にその上層液のみを集め，再度遠心沈澱し，

虫体を完全に除き，細菌体も殆んど全てを除いた。乙の

液中には，虫体がもしも培養中に酵素を体外に牙幽する

とすれば，それが含まれている筈である。この液に抗生

物質を添加して用いた。

(d) 遠心洗糠にて集めたる虫体をドライアイスにて

6回凍結融解して，完全に虫体を破壊したもの。虫体内

酵素があるとすればそれがこの液中に含まれている筈て

ある。上記と同様の抗生物質を添加して用いた。

(e) (d) を更に櫨過滅菌したるもの。

以上の 5種類を使用し，亦対照としては，随伴細菌群

だけを培養し，同様の操作を加へたものを使用した。叉

別にすべての試験液を 100。Cに煮沸したものについても

検定した。
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数種のアメーパ培養から得た各試験液のグラチン融解能の比較第 1表

6.5) (pH 
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濃度は 5～ 6%て，歯菌良アメーバ，赤痢アメーバ，二核ア

メーバの順て、あり，いづれも随伴細菌群ての対照のそれ

が 4.0%であったのに比して明らかに差が認められた。

自由生活性アメーパて、は最高値が 3.5%であり，その

随伴細菌群の値は 3.0%で著しく差があるとは云ひ難し

結果てまった。叉図にはかかげなかったが，試験液を煮

沸して行った対照例は全く陰性の成績て、あった。

考按

歯観アメーノ七赤痢アメーノミ，二核アメ ーパ及び自由

生活性アメーパに就てゲラチン融解能を検討した。との

種の実験て最も困難な点は之等アメーパを細菌から純粋

に分離する ζ とが出来ないと云う点にある。併しとの随

伴細菌群をアメーパを混ぜずに取出すととは容易である

ので，この細菌群だけを用いて同じ実験を行い，アメー

ノミ細菌混合材料て、行った実験と比較することにより，ア

メーバの作用を推定することは出来る。表1の成績から

ムて，何れの場合にまアメーバ細菌混合材料の方が細菌

だけの場合よりも高波度のゲラテンを融解しているとと

から，アメーパも蛋白質分解酵素をもつことは明らかで

まる。 併し自由生活性アメーパに限って対照〈細菌だ

け〉との差が僅かで、あって，蛋白質分解酵素をもつにし

てもその作用は甚だ弱いものの様である。乙こに用いた

自由生活性アメーバは Naegleriaに属するものであり，

殆んど痕跡とも云う可き極めて少量の栄養物中ても生活

増殖し得るものであり， 従ってこのアメーバの必要と

する栄養素の量は僅少で聞に合うものであろう。 従っ

て酵素活動も他の 8種の寄生性アメーバに比して造に弱

いものであらう。とのことは閉じアメーパ種て検討した

アミラーゼに就ても云い得るととである。 〈前報参照〉

寄生アメ ーパ3種の聞で蛋白質牙解酵素の活動性を比

（%はグラチシ濃度を示す）

第 2の実験て、はpH及びゲラチン濃度の相違を種々に

し，試験液としては遠心洗捕手、虫体のみを使用して実験を

行った。亦第l第 2の実験を通じて，各アメーバは 1cc 

中に50万を算するものを使用した。各実験共，20回反覆

して行い， 20回共融解しているゲラチン最高濃度をその

実験における融解能として表示叉は図示した。

実験成績

第 1の実験にてアメーパを接種した各試験管に於ては

24時間目迄はアメーバは生在して居り之を培地に移植し

得たが， 48時間を経過したものでは生存虫体は認められ

なかった。表1に示すが如く歯醸アメーバはゲラチン融

情度が比較的高く，之に次て赤痢アメーパ，二核アメー

ハ，自由生活性アメーパの）｜目て、まった。試験液別；こ見る

と培地底部より取った材料をそのまま用いた場合が最高

の値を示し，凍結融解物の鴻過液て、最底偵を示し，その

他の材料ては両者の中間値を示したO 叉これ等の値は対

照の細菌の 1を同一培地て培養して作った試験液が示し

た値よりも梢大であった。而して此の差は遠心上澄液の

様に細菌体叉は，その代謝物がアメーパのそれ等との割

合に於て多量に含くまれていると考へられる場合には比

較的軽度てあり，アメーパの虫体叉はその代謝物が充牙

に含まれている材料ては比較的に高度である様に忠はれ

~ 。
第2の実験に於ては前記の実験成績で培地底部材料が

最も強力て、あったので，との同じ材料を用いてpHの価を

色々変化して，酵素の活性度を検討した。図 1に示すが

如く歯繰アメーバてはゲラチン液化能力は pHより上昇

を示し， 6.5て最高値を示して居り ，図2，れしに示

すが如く，との傾向は他の 8種のアメーパに於ても共通

して認められた。寄生性の 8種てはゲラチン液化の最高
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ニ核アメ｛パの各種pHに於けるゲラ チ

シ融解能

図 3歯蝦アメーパの各種 pHに於けるグラチ

ン融解能

図 1
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赤痢アメ ーバ，二核アメ ーバは，Balamuth培地の如き

蛋白質を殆んど含まないものにても良く増殖する。之等

の点にも蛋白質を必要とする程度の相違が現われている

様に思われる。

蛋白質分解酵素が主としてアメ ーバ体内て作用するも

のか，或は体タ卜に分泌されて作用する£のかはアメ ーパ

’の生理にとって重要な問題てある。寄生局所に於げる生

活態度から見て，歯菌良アメ ーバは多数の白血球を体内：こ

取入れているのであるから，蛋白質分解酵素も当然細胞

体内て作用するものであろうし，二核アメ ーバは流動性

の腸腔内容中に生活しているのであって，酵素を体外に

牙必ずると云う乙とは甚々しく不合理の様に思われる。

唯赤痢アメ ーパは組織内に寄生し，何等かの酵素を分泌

し，周囲の組織を被壊するととが云われている。之等の

点を検討する目的て今回の実験ては培養虫体を遠心沈澱

によってよく洗糠し培養液及び随伴細菌を可及的少くし

た材料て，一方ては生活虫体のまま，一方ではそれを凍

J, 

9. 

較して見ると歯富良アメ ーノミが最毛強く ，次て赤痢アメ ー

ノミて，二核アメ ーバは最下位てある様に見える。この点

も之亨アメ ーパの寄生部位に於ける生活態度と照し合わ

せて一応理由のあることの様に思はれる。即：？歯麟アメ

ーパは歯根宵嚢内にあって，歯槽膿漏のために法出して

来る白血球を絶えず多量に摂取し，消化しており，従っ

て蛋白質牙解酵素の活溌なる活動を必要とするととのと思

・はれる。赤痢アメ ーバは屡々宿主組織内に侵入して，組

織を融かすと考えられているのであって，蛋白質分解酵

素の活溌な活動を必要とするものと思われる。 之に対し

て二核アメ ーバは大腸の腸腔内に生活するものであっ

て，前 2者に較べれば蛋白質分解酵素の活動が多少劣っ

ていても不思議はない様に忠われる。なお，この蛋白質

牙解酵素の活動性の強弱は夫々のアメ ーパの培養の難易

とも関係がある様に思われる。 即ち歯車Eアメ ーパは他の

2者に較べて継代培養を得ることが困難てあり ，殊に血

清を含まない培地には殆んど増殖し得ない。之に対して

78 e 6. ~5. 7. 勺
丹、18.2 uH 

｛

f
 

LHA 
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結融解法により 虫俸を破壊した後に夫ノセゲラチンに作用 ぴ摂取する栄養物と密接な関係にあるらしい事及び之等

せしめた（第1表〉 。その結果は寄生性3種のアメーパ アメーパの継代培養の難易とも関係があるらしい事を考

共，虫体破壊材料の方が梢低い活性度を示したと云うだ 察に於て記述した。

けて著明な差はなく ，叉赤痢アメ ーパと他の2種のアメ 4) 之等アメーパ類に見られる蛋白質牙解酵素は主と

ーパとの問にも上記の点を立証するに足るだけの差は見 してカテプシン型酵素であると忠われる。

られなかった。之は併し当然なととて、あって，生活虫体

を作用させたとは云っても，ゲラチン溶液内にそれを24

時間もおく時にはアメーパの大部分は死亡し，俸内に存

する酵素は体外に潜離して作用するととが考えられるか

らである。培養した液を遠心沈澱してアメ ーパを除い疋

上澄液が酵素作用を示しているが，乙の場合にとi，その

酵素がアメーバから分泌されたと直5に考へる可きでは

ない。 即ち培養中にアメ ーパは増殖する一方，多数が死

亡して体内の酵素が遊離するととが考えられるからであ

る。要するに今回の試験ては酵素がアメ ーバ体外に分泌

されるか否かは確め得なかった。

この酵素が何に属するかと云う事は水素イオン濃度に

よって推測すると， pH6.5より 戸7.8の濃度？こ於て良好

なる融解を示しているととから，これは高等動物即ち脊

推動物の蛋白牙解酵素と植物性のものとの中間；こ位する

性質を有する酵素のように忠はれる。即1う中性久しくは

弱酸性にて作用するカテプシン型酵素或は植物界に於る

パパイン砲の酵素が之等アメ ーバ類には主として存在す

るのではあるまいか。ま之これらの水素イオン濃度は本

アメ ーパの生存増殖に至適戸である事も意味の手Jること

である。叉之等下級動物が，高等動物と異ってその主た

る酵素としてカテプシン様醇f誌をもっと云うととは興味

のあることである。

結論

1) 歯臨アメ ーパ，赤痢アメ ーバ及勺：二核アメ ーパは

何れもグラチンを融解する酵点を有することを確認し

’・－ t」。

2) その酵素の活性度は歯鍛アメ ーパに於て最も強

く，二核アメーパに於て最も弱いように見受けられた。

比較のために検した自由生活性のアメーパてはゲラチン

融解酵素は上記寄生性アメ ーパ 3種に比べて，その活性

e度は詰しく弱いものて、あった。

3) 之等の活性度の強弱は之等アメーパの生活環境及

( 9fJ ) 

御指導をたまわった松林教授に厚〈御礼申し上げま

す．
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Summary 

Proteolytic activities of Enfm勿oebahistolytica, 
Entamoebα gingivalis, Dientamaeba fragilis and 

Naegleria sp. were examined by their ability to 

dissolve gelatine of various concentrations. The 

strength of the activity of each species of amoe-

bae was determined by the highest percentage 

of gelatine dissolved. The activity of associated 

bacterial flora was also examined in the control 

expen立ients.

Proteolytic activity was recognized in the three 

parasitic species of amoebae, and was highest in 

E. gingivalis, somewhat lower in E. histolytica 
and lowest in Dientamoeba f ragilis. It was hardly 

recognizable in the free-living species. It seems 

to be natural that E. gingivalis and E. histolytica 
demonstrate high proteolytic activity, as these 

two species of amoebae feed much protein in 

their parasitic life. The proteolytic activity was 
most prominently demonstrated in the medium 

of pH 6.5-7.8. Therefore, the enzymes working 

in this proteolysis seem to belong to the katepsin 
type. 




