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●

間培養虫体を実験に用いた．F-bouillonの組成は，ペ

プトン１０９，肉エキス１０９，グノレコース１０９，酵母

エキス５９，塩化ナトリウム４９，脱イオン水1,000ｍｌ

で，ｐＨ7.0,120°Ｃ３０分滅菌後，無菌非働化牛血清を

１０％添加したものである．

2．標準物質及び試薬

化学組成測定の標準物質としてリボ核酸（ＲＮＡ：和

光純薬)，デオキシリボ核酸（ＤＮＡ：和光純薬)，グル

コース（第１化学)，リン標準液（第１化学）及び牛血

清アルブミン（シグマ社）を用いた．マイクロソーム分

画の膜構造処理及びＲＮＡ処理はそれぞれＮａ－ＤＯＣ（シ

グマ社）とＲＮａｓｅ（シグマ社）によった．

3．方法

１）電顕観察試料の調整

遠心により集めた虫体を５％グノレタールアノレデハイド

及び１％オスミウムで２重固定し，ただちにアセトンで

脱水後Ｆ１{田（1959）の方法に準じエポン樹脂に包埋，ポ

ーター型ミクロトームで超薄切片とした．なお電子染色

は２％酢酸ウラニーノレ及びクエン酸鉛（Reynold,1963）

で２重に行なった．

遠心分画物は，Pease（1962）の方法で陰性染色し，

一部の分画物には白金パラジウムによる金属投影（Rich

c/α/・’1963）を実施した．これらを日立製作所Hu-11S

型電顕を用いて直接倍率5,000～25,000倍で観察した．

２）遠心分画法

遠心して集めた虫体から培養液を除くため，生理食塩

水で数回遠心洗浄した虫体を少量のショ糖緩衝液（250

ｍ〃ショ糖，ｌ０ｍＩＶトリス塩酸緩衝液，ｐＨ７．６，２５，

Ｍ塩化カリウム，ｌｍｊＶ塩化マグネシューム）に懸濁

し,テフロンホモジナイザーで磨砕（冷却しながら1,200

rpm２０分）し，磨砕度は光学顕微鏡で判定した．次いで

磨砕液をショ糖緩衝液で２０％ｗ/ｖホモジネートに調整

しＴａｂｌｅｌに示すごとく遠心分画して，1,300×G-sedi‐

ｍｅｎｔ（Sed､］），13,000×Gsediment（Ｓｅｄ２)，44,000

緒＝

Schneider＆Hogeboom（1960）及びPalade＆

Siekevitz（1956）の報告以来遠心分画法による細胞構造

物の分離が広く医学・生物学の分野で活用されるように

なり，同時に核・ミトコンドリア（DouncecM.，1955)，

マイクロソーム（Littlefield＆Keller,1957）等の構造

物の分離に対する技術も長足の進歩を見た．又これら分

離方法の進歩はタンパク質の生合成，細胞内酵素分布の

研究に大きな手がかりを与えた．

一方免疫学の分野で，Ｙｏｕｍａｎｓｃ／α人（1955)，岡ら

（1961）は遠心分画法を応用して病原細胞の防御抗原性

の解析を試み，尾崎・岡（1963a，ｂ)，岡・尾崎（1963a，

b)，白方・岡（1965）らは原生動物であるＴγ伽o"zo‐

"“／Ｍ"ｓを用いて遠心分画物の酵素活性を，岡ら

（1966,1967)，山川（1968）は分画物の理化学的性状

を追求した．又岡ら（1967）は丁．／Ｍ"ｓの免疫実験

からマウス実験トリコモナス症に対する防御抗原性がマ

イクロソーム分画にあることをつきとめ，この分画に含

まれるライポソームは完全アジユパンドの補助のもとに

宿主に防御能力を誘発せしめることを明らかにした．し

かしＴ、/Ｍ"ｓに対する適切な細胞分画法はまだ確

立されるに至っていないので，著者はLittlefield＆

Keller（1957）の方法を準用して得たＴ､/Ｍ"ｓ細胞分

画物の化学組成値と電子顕微鏡（電顕）観察所見から分

画の基本条件を求める努力を払った．又マイクロソーム

分画左膵リポヌクレアーゼ（RNase）及びデオキシコー

ル酸ナトリウム（Ｎａ－ＤＯＣ）で処理し，ライポソームの

分離及びその性状に及ぼす影響を検討した．

●

６

実験材料及び方法

1．材料

大阪市立大学医学部医動物学教室より分与を受け，

F-bouillonに継代保存I|｣のＴ、わど/２１ｓ乾株の３６～40時

（４０）
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TablelFractionationprocedureofcytoplasmichomogenate

Tγjc/zowo"ａｓ/Mzushomogenate（20％ｗ/v）

IMo0xGfor10mm

sediment

(Ｓｅｄｌ）
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｌ

ｌｌ３,00×Gfor20nlin・Ｐ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ２）
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

Ｉ

，44,000×Ｇｆｏｒ４０ｍｉｎ
●

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ３）
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

’144,000×Ｇｆｏｒｌ２０ｍｉｎ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ４）
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

(Finalsup.）

Table2Fractionationofthe44,000×G-sediment（Ｓｅｄ３）aftertreatmentwithpancreatic

ribonucleaseandsodiumdeoxycholate

Sｅｄ３（fractionofT.／Ｍｚ/shomogenate）

treatmentwithlmg/ｍｌＲＮａｓｅ
ａｔ３７ｏＣｆｏｒｌｈｒ

treatmentwithO､5％Ｎａ－ＤＯＣ
ａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ３ｈｒ

centrifugation
at44,000×Ｇｆｏｒ４０ｍｉｎ

centrifugation
at44,000×Ｇｆｏｒ４０ｍｉｎ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ３Ｄ）

sediment

(Ｓｅｄ３Ｒ）
sｕｐｅｒｎａｔａｎｔ sｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

centrifugation
atl44,000×Ｇｆｏｒｌ２０ｍｉｎ

centrifugation
ａｔ144,000×Ｇｆｏｒｌ２０ｍｉｎ

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ３ＲＲ）

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ３ＤＤ）

●

Table3Fractionationofthel44,000×G-sediment（Ｓｅｄ４）aftertreatment

withpancreaticribonuclease

Sed4（fractionofT./Mzzshomogenate）

treatmentwithlmg/ｍｌＲＮａｓｅ
ａｔ３７ｏＣｆｏｒｌｈｒ

ｃｅｎｔｒｉｆugatiOnatl44,000×Ｇｆｏｒｌ２０ｍｉｎ

０

ｓｅｄｉｍｅｎｔ

(Ｓｅｄ４Ｒ）

（４１）
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×G-sediment（Ｓｅｄ３)，144,000×G-sediment（Sed、

4)，及び最終上情（Finalsup.）の５分画に分けた．又

多糖体測定用の遠心分画物を得るため，溶媒のショ糖緩

衝液をリン酸緩衝食塩液（0.85％塩化ナトリウム，６．６

ｍ〃リン酸緩衝液，ｐＨ7.6）にかえ，前述のごとく遠

心分画を行なった．

３）化学組成の測定法

ホモジネート及び遠心分画物はSchneider（1945）の

方法で処理し，酸可溶性分画から多糖体，有機溶媒可溶

性分画からリン脂質，核酸分画からＲＮＡ及びＤＮＡを

測定した．多糖体はアンスロン法（Hodge＆Hofreiter，

1962）で測定し，リン脂質はまずFiske＆Sabbarow

(1929）の法で無機リンを測定し，その値に25を乗じて

リン脂質量（今井，1965）とした．ＤＮＡはインドール

反応（Ceriotti，1955)，ＲＮＡはオルシノーノレ反応(Ｍｅ‐

jbaum，1939）でそれぞれ測定し，オルシノール反応に

おけるＲＮＡ値の補正は，既知量のＲＮＡ･ＤＮＡ混合

物の測定により補正値を定めて行なった．タンパク質の

定量は遠心分画物に10％過塩素酸を加え，生じた沈潜を

Lowrlye/αＩ．（1951）の法で測定した．

４）マイクロソーム分画の検討方法

Ｓｅｄ３及び４はマイクロソーム分画に相当するもの

で，これらに対してＮａ－ＤＯＣ及びＲＮａｓｅの処理を行

ない，Ｔａｂｌｅ２及び３に示すごとく分画した．Ｓｅｄ３

に対してはＲＮａｓｅ（］ｍg/ｍｌ）で３７°Ｃ３０分処理し，

次いで４４，０００×Ｇ４０分の遠心で沈潜Ｓｅｄ３Ｒを分画，

更に上清を144,000×Ｇ120分遠心して沈濫Ｓｅｄ３ＲＲ

を得た．別にＳｅｄ３を0.5％Ｎａ－ＤＯＣ（最終濃度）で

室温処理し，ＲＮａｓｅの場合と同様に遠心分画して沈濟

Sed・３Ｄ及び３ＤＤに分けた．Ｓｅｄ４もＳｅｄ３と同

様にＲＮａｓｅで処理し，144,000×Ｇ１２０分の遠心で

Ｓｅｄ４Ｒを分画した．これらの国分に対して化学組成

値の測定と構造物の電顕観察を行ない，RNase及びＮａ－

Ｔａｂｌｅ４Ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌchemicalcomp（

ＤＯＣ処理の影響を検討した．

実験結果

１．Ｔ､九ｃｍｓの細胞構造

細胞構造物の名称はSimpson＆White（1964）及び

Matternc/ＤＪ．（]967）の論文に準じた．

細胞膜（Photola,ｂ）は３層よりなり，内外２層は

それぞれ厚さ約２０Ａで電子密度高<，中間の明眉は約

３５Ａであった．細胞核の構造は，核質内に核小体及び

クロマチン果粒があり，核外膜の表面には粗面小胞体と

同じ状態で付着したライポソームを認めた（Photola)．

粗面小胞体は，核周辺を１層の輪状帯として取巻き

(Photola)，副基体は層板状構造をした滑面小胞体であ

った．鞭毛は縦に通る２本の中心小管と18本（２本ずつ

９群）の周辺小管よりなり．その外側をおおう電子密度

の高い膜を認めた．波動膜は細胞切片では完全な形態を

観察できなかったが，その断面像（Photolc）に辺縁薄

板が存在した．軸索は直径約120ｍ似の小管が並列して

てきた板状構造体であった．各鞭毛の基部から後部にか

けて帯状の横紋構造物（横紋間隔約600Ａ）が見られ

(Photolc)，これらを猪木ら（1966）に準じて根小毛と

総称する．最も太い根小毛は後鞭毛の基部から出ており，

その断面像の外側に電子密度の低い構造物が存在した

(Photola)．軸索の近辺には副軸索体が，太い根小毛の

近辺には副基条体があり，いずれも300～800,浬の球状

小体で，電子密度の低い内質と１層の限界膜で構成され，

これら２種の小体には形態学的相違を認めなかった．遊

離ライポソームは20～30ｍ似の粒子として細胞質内の各

所で観察され，核の周辺においてはポリゾームの形成を

認めた（Photola)．グリコーゲン果粒は細胞質内にお

いて大小様女（50～100ｍのの凝集体を形成し，特に軸

索の内側には100～]50ｍ似の大きさのものが観察され

た．

)ｏｆ２０％ｗ/ｖｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｏｆＴγjcAo柳o"ａｓ九”"ｓ

輝

ロ

cｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ＤＮＡ

２６．２

１７

２１．８

PolysaccharideProteinPhospolipidRNA
、

2５６．０

１７１

１９０．０

143.4

９６

１１０，４

197.0

131

159.2

1496.2

1317.2

８８．０

Valueｓｐｅｒｇｏｆｗｅｔｃｅｌｌｓ

Ｖａｌｕｅｓｐｅｒｍｇｐｒｏｔein
TotalvaluesiI1differencialcentrifugal
fractions

Percentrecoveryagainstvaluesof
homogenate

7４．２７６．３７９．６８０．８

Photosla,ｂ＆ｃ，E1ectronmicrographsshowingthecellularcomponents（la)，ｔｈｅｃｅｌｍｅｍｂｒａｎｅ

（lb)，andtheanteriorportionofTγjcﾉ２０机o"ａｓ力“"s・

Ａｂ：paraxostylarbodyAx：axostylC：thelargestrootIet（costa）Ｃｂ：paracostalbodyrE：rough‐
surfaceendoplasmicreticulumF：ＨａｇｅｌｌｕｍＦｒ：recurrentflagellumG：glycogengranulesN：ｎｕｃｌｅｕｓ
Ｐ：ｐｅｌｔａＰｂ；parabasalbobyR：freeribosomesV：vacuolearrowaandb：marginallamella

（４２）
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2．化学組成値

ホモジネートの主な化学組成値はＴａｂｌｅ４に示すご

とくであり，又ホモジネートに対する遠心分画物の回収

率は72.2～88.0％で，ＲＮＡとＤＮＡの量比は５．６５：１

であった．各画分の組成値はＴａｂｌｅ５の通りでここに

示した回収率は湿潤重量１９当たりの量から算出し，各

画分の総和を100とした値である．

１）タンパク質の分布：タンパク質回収率のもっとも

高いのはFinalsup．（50.4％）であり，Ｓｅｄｌ～4では

ほとんど差がなかった．

２）リン脂質の分布：リン脂質の75.0％はＳｅｄ２及

び３に回収され，両国分のタンパク当量（タンパク質１

ｍｇ当たりの量）も高く，ホモジネートリン脂質の２．５

％に達した．Ｓｅｄ４における回収率は6.8％，タンパ

ク当量はホモジネートリン脂質値の１/２にすぎず，リ

ン脂質の少ない画分であった．なおＦｉｎａｌｓｕｐのリン

脂質は痕跡程度であった．

３）ＲＮＡの分布：ＲＮＡの約80％はＳｅｄ２～４に回

収され，もっとも多く濃縮した画分はＳｅｄ４の33.0％，

次いでＳｅｄ２（25.0％）及びＳｅｄ２（19.6％）であっ

た．Ｓｅｄ４のＲＮＡはタンパク当量も高く，ホモジネ

ートＲＮＡの約２倍に濃縮した値（260浬g/mg-pro）て

■

■

ExplanationofPhotos

Photo2E1ectronmlcrographofalongitudinalseｃｔｉｏｎｏｆＴγjc/zo/"o"ａｓ九cmsshowingthelargest

rootlet（arrow）

Photo3Electronmicrographofthel,3000xG-sedimentshowingarootletandfibersderivedfrom

it（shadowedpreparationwithmetalcasting）

Photo4E1ectronmlcrographofthel,300xG-sedimentshowingaBagellum（shadowedpreparation

withmetalcasting）

Photo5E1ectronmlcrographofthel,300xG-sedimentshowingfragmentsoftheundulating

membrane（negativestainedwith2％phosphotungustate）

Photo6E1ectronmlcrographoftheL300xG-sedimentshowingthenucleusandrootlet（negative

stanedwith2％phosphotungustate）

Photo7Electronmicrographofthel3,OOOxG-sedimentshowingmembranefragments，glycogen

andparaxostylarbodiesorparacostalbodies(negativestaninedwith2％phosphotungustate）

Photo8E1ectronmicrographofthe44,000xG-sedimentsmooth-surfaceendoplasmicreticulum

（parabasalbody）andmembranefragments（negativestaindwith2％phosphotungustate）

Photo9E1ectronmlcrographofthe44,OOOxG-sedimentshowingrough-surfuceendoplasmicreti‐

culnmandmembranefragments（negativestainedwith2％phosphotungustate）

PhotolOE1ectronmicrographofthel44,OOOxG-sedimentshowingfreeribosomesandsmall

membranefragments（negativestainedwith2％phosphotungustate）

PhotollE1ectronmicrographofthe44,OOOXG-sediment（Sed、３Ｒ）aftertreatingthe44,OOOXG-

sedimentwithRNase（negativestainedwith2％phosphotungutate）

Photol2E1ectronmicrographofthe144,000XG-sediment（Ｓｅｄ３ＤＤ）aftertreatingthe44,000

XG-sedimentwithNa-DOC（negativestainedwith2％phosphotungustate）

Photol3E1ectronmicrographofthel44,OOOXG-sediment（Ｓｅｄ４Ｒ）aftertreatingwithRNase

（negativestainedwitl１２％phosphotungustate）

Ａｂ；paraxostylarbodyF；ＨａｇｅｌｌｕｍＡｘ；ａｘｏｓｔｙｌｅＦｒ；ｒｅｃｕｒｒｅｎｔＨａｇｅｌｌｕｍ

Ｃ；thelargestrootlet（costa）Ｇ；glycogengranulesNinucleus

Cb；paracostalbodyP；ｐｅｌｔａｒＥ；rough-surfaceendoplasmicreticuｌｕｍ

Ｒ；ｆｒｅｅｒｉｂｏｓｏｍｅｓａｒｏｗｓａａｎｄｂ；ｍａｒｇｉｎａｌｌａｍｅｌｌａＶ；vacuole

４

（４７
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Table5Distributionofprotein，phospholipid，ＲＮＡ，DNAandpolysaccharideinthedifferential

centrifugalfractionsfro、２０％ｗ/vhomogenateof⑩ｊｃｈｏ"zo"CJS／Ｍｚｚｓ

ProteinPhospholipidRNADNAPolysaccharide

％ノug/mg-pro％似g/mg-pro％αg/mg-pro％αg/mg-pro％

1,300×Gsediment（Ｓｅｄｌ）12.2

13,000×Gsediment（Ｓｅｄ２）15.6

44,000×Gsediment（Ｓｅｄ３）11.0

144,000×Gsediment（Ｓｅｄ４）10.8

144,000×Gsupernatant（Finalsup.）５０．４

３．４

３８．６

２４．９

４．５

２８．６

215

413

428

９３

18.2

43.4

31.6

６．８

ｔ

３
８
４
０
２

６
３
５
６
２

１
１
２

２
０
６
０
０

●
●
●
●
●

９
５
９
３
３

２
１
３
１

１
７
７
３
３

８
２

６
８
６
８
２

●
●
●
●
●

９
４
４
１
９

５
２

41

301

349

127

135

￣

αg/mg-pro：valuespermgofprotein，％：ｐｅｒｃｅｎｔｔ：recovery，trace

の果粒が集団化したもので，別に波動膜，根小毛及び鞭l：

毛の小断片の分布も認めた．

３）Sed、３：本画分は，原形に近い状態の滑面小胞体上

(Photo８）及びライポソームを付着した粗面小胞体笘

(Photo９）を主体とし，粗面小胞体は管状形態を示さ

なかった．又２５０，浬以下の小膜断片及び１００ｍ〃以

下の小グリコーゲン凝集体も含まれ，軸索由来の小管状；

分離片が認められた．

４）Ｓｅｄ４：多数の遊離ライポソーム(20～30ｍ似）と，

l00mJu以下の膜断片が分布し，ＰｈｏｔｏｌＯのごとくラ

イボソームは短径10ｍ似，長径20～30ｍ〃の桿状体で，

これらの一部は２コ会合してダイマーを形成していた

４．マイクロソーム分画

１）Ｓｅｄ３に対するRNase処理の影響：ＲＮａｓｅ処理

と遠心分画の操作（Table２）で得た国分の化学組成値

はＴａｂｌｅ６に示したが．Ｓｅｄ３Ｒには23.2％のＲＮＡ

が処理を受けず回収され，そのタンパク当量は８３〃97ル

mgproであった．又タンパク質及びリン脂質は両国分

(Ｓｅｄ３Ｒ，３ＲＲ）にそれぞれ52.5％及び41.7％が回収

され，リン脂質タンパク当量はＳｅｄ３とほぼ同じであ

った．Ｓｅｄ３Ｒの細胞構造物の形態はＰｈｏｔｏｌｌに示

すごとく，グリコーゲン凝集体と膜断片から成り，膜に

は粒状構造物が認められた．

２）Ｓｅｄ３に対するＮａ－ＤＯＣの影響：ＲＮａｓｅ処理の

場合と同様に操作して得た国分の化学組成値はＴａｂｌｅ６

に示すごとくで,Ｎａ－ＤＯＣ処理でリン脂質はいずれの画

分（Sed，３Ｄ，３ＤＤ）にも検出されず，ＲＮＡはＳｅｄ３

ＤＤに３２．４％で回収され，そのＲＮＡタンパク当量は

Ｓｅｄ３より高かった．なおタンパク質は34.4％回収さ

れた．Sed，３ＤＤにはＰｈｏｔｏｌ２に示すごとく多数のラ

イポソーム粒子と崩壊した構造物が見られ，ライポソー

ム粒子は１０，匹程度の小さいものが多かった．

３）Sed､４に対するＲＮａｓｅ処理の影響：Ｓｅｄ４をＲ

あった．又可溶性ＲＮＡとして13.0％がFinalsup・

に回収された．

４）ＤＮＡの分布：ＤＮＡの大半はＳｅｄｌ及びＳｅｄ２

に濃縮され．特にその59.6％がＳｅｄｌに回収され，

Ｓｅｄ２の収量は24.8％であった．Sed､３及び４には

コン跡程度のＤＮＡが測定されたにすぎず，Ｆｉｎａｌｓｕｐ

には可溶'性ＤＮＡが9.2％回収された．ＳｅｄｌのＤＮＡ

のタンパク当量はホモジネートＤＮＡの５倍に相当する

(8ｍｇ/mg-pro）高濃度で，Sed､２ではホモジネート

ＤＮＡと同濃度であった．

５）多糖体の分布：多糖体の測定に用いた国分は，他

の場合と溶媒の異なるホモジネートを分画したものであ

ったが，Ｓｅｄ２及び３に約60％の多糖体を回収し，タ

ンパク当量においてもホモジネート多糖体の2.5倍に達

する有意な分布差を示した，又Finalsup．では予想外

の高い値（28.6％；135〃g/mg-pro）であった．

3．遠心分画物の電顕所見

１）Ｓｅｄｌ：細胞核の多数はほぼ完全な形態で分布し

(Photo６)．ライポソーム付着の核外膜は認めなかった

が，内膜もしくは核質に多数の小胞状構造物が存在した．

本画分には根小毛，鞭毛及び波動膜が分布し（Photos3

～6)，根小毛は切片の場合（Photo２）と同様横紋状構

造が保たれ，一部根小毛は基部より派生する線毛様体を

有していた（Photo３)，鞭毛にはPhoto4のごとく表

面を縦に走る条コンが認められ，波動膜の完全な形態は

少なくＰｈｏｔｏ５のごとく断片として多数分布していた．

２）Ｓｅｄ２：本画分には多数の膜断片の分布が認めら

れ，その形態は多種で300～600ｍ似のものであったが，

原形をとどめていなかった（Photo７)．又副基条体もし

くは副軸索体に相当する300～500ｍ似の小休が多数分

布し，－部小体の限界膜は崩壊しかかった状態であっ

た（Photo７)．その他多数のグリコーゲン果粒があり，

一部は120～l50maの大きな凝集体で．他は約50ｍ/（

、

（４８）
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Ｔａｂｌｅ６Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅ４4,000×G-sedimentbeforeandaftertreatmeｎｔｗｉｔｈ

ＲＮａｓｅａｎｄＮａ－ＤＯＣ

PhospholipidProtein

７２２

ＲＮＡ

１０８

１５４

２５(23.2％）

８３

ｔ

３０８

428

125(41.7％）

４１７

ｔ

Beforetreatment44,000×Gsediment（Sed、３）Jug/ｍ１

浬g/mg-protein

４４，０００×G-sediment（Sed、３Ｒ）似g/ｍｌ(recovery300(41.6％）
ratio）

Jug/mg-protein-

144,000×G-sediment(Sed3RR）似g/ｍｌ(recovery７９(10.9％）

ratio）

Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈＲＮａｓｅ

2(1.9％）44,000×Gsediment（Sed・３Ｄ）似g/ｍｌ（recovery９０(12.5％）

ratio）

’9/mg-protein-

144,000×G-sediment（Ｓｅｄ３ＤＤ）似g/ｍｌ（recoveryl58(21.9％）

ratio）

αg/mg-protein－－

０Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｗｉｔｈＮａ－ＤＯＣ

●

２２

３５(32.4％）

０
０

221 ０

ｔ：ｔｒａｃｅ

Ｔａｂｌｅ７Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｌ44,000×G-sedimentbeforeandaftertreatmeｎｔｗｉｔｈＲＮａｓｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＮＡ

似g/ｍｌ７１１１８２

浬g/mg-protein－ ２６０

浬g/ｍｌ(recovery317(44.6％）１４(7.7％）
ratio）

似g/mg-protein－ ４４

Phospholipid

６５

９３

２４(37.0％）

Beforetreatmentl44,000×G-sediment（Ｓｅｄ４）

Aftertreatmentl44,000×G-sediment（Ｓｅｄ４Ｒ）
ｗｉｔｈＲＮａｓｅ

7６

は小完全核によるものと思う．又Finalsup、のＤＮＡ

(9.2％）は磨砕された核から遊離，可溶化したクロマチ

ンに由来するものであろう．細胞切片の観察で認められ

たライポソーム付着の核外膜は，分画物の核には認めら

れず，Watson（1959）の示唆のごとく，核外膜は粗面

小胞体の一部であり，磨砕操作で核から分離し，粗面小

胞体として分画されたと,思われる．

運動に関与する構造物の分布：鞭毛，波動膜，根小毛

及び軸索等運動に関与する構造物の分布は，電顕による

形態的な検討で求めた．鞭毛及び根小毛はＳｅｄｌに分布

し，ほとんど磨砕前の原形をとどめ，根小毛は一部Ｓｅｄ

２にも分散していた．又波動膜は断片の形でＳｅｄｌ及

び２に分布していたが，軸索はSed､３に小管状の分離

片をi認めたにすぎず，この両器官は磨砕を受けやすいと

,思われる．これら構造物の分布がかなり不安定であった

のは形態が一様に大きな桿状体であって，球体を基準と

した遠心分画法の適用に難点があり，更に本実験のごと

く，ショ糖緩衝液等粘度の高い溶媒を使用した場合，そ

Ｎａｓｅで処理して得た国分（Table３）中には7.7％の

RNAが残っており，タンパク質は44.6％，リン脂質は

37.0％の回収率であった（Table７)．又Ｓｅｄ４Ｒの電

顕観察（Photol3）では，膜の断片及び膜様構造物から

なる凝集物が認められた．

総括及び考案

われわれの教室では，ＴＪＭｚｆｓホモジネートを遠心

力により各種段階に分画し，それらの防御抗原性を検討

しているが，その際分画物の化学的活性を知ることは，

各分画の純度と抗原能力の判定の上できわめて重要であ

るので，著者は虫体細胞の切片と遠心分画物を電顕観察

し，更に後者の化学組成の分布を検討した．

細胞核の分布：完全な核はＳｅｄｌに回収されたもの

と思われ，ＤＮＡの回収率（59.6％）から大半の核はテ

フロンホモジナイザーによる磨砕で壊れなかったことが

推定できる．一方Ｓｅｄ２も見過ごしできないＤＮＡの

回収率（24.8％）を示し，これは核の大きな断片もしく

、

｡
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の影響の大きくなることが考えられる．したがって運動

器官の分離を目的とする分画実験の溶媒には，粘度の低

いリン酸緩衝液等が好ましい．又根小毛の一部に認めた

線維様構造物の派生は細胞内における支持器官的役割を

示唆している．

副基体の分布：細胞切片で，滑面小胞体集団として観

察された副基体は，遠心分画法においても，よく個々の

小胞体の原形をとどめその大半はＳｅｄ３に集中してい

た．又Sed､３に多量測定されたリン脂質には，本体由

来のものが多いと思われた．なお副基体はゴルジー装置

と呼ばれているが，本実験ではゴノレジー胞等の小胞体以

外の構造物は認められなかった．

副軸索体と副基条体の分布：この２小体は細胞切片の

観察では形態的差異がなく，ともに300～800ｍ似の球状

小体であり，遠心分画物における分布も両者同一と考え

た．いずれも主としてSed､２に存在し，Photo７にお

ける限界膜の崩壊した状態は溶媒密度の影響几あるいは

電顕試料作製時の２次的障害によるものと`思う．なおこ

れらは球状体であるので，半径ｒ，密度ｄｐの粒子が密

度ｄｍ，粘度ｎの溶媒中を沈降する速度をｓとすると

s＝2r2（dp-dm)／９，という関係が成り立つ（今井，

1956).これより球体の沈降系数(S)は近似的にＳ～lO-3r2

とみなされ（ｒはＡ単位)，この２小体は6,000～8,000

ｓと推測されるので完全な形の場合はＳｅｄ２に沈降す

ることが予測できる．又Ｓｅｄ２には，リンゴ酸脱水素

酵素活性が高いと報告伯方・岡，1965）されているの

で，今後これら小体の機能を解明するいとぐちとしたい．

グリコーゲン果粒の分布：細胞切片の観察では，50-

150ｍ似の雑多な凝集体であり，遠心分画物においても

広範囲に分布していた．しかし５０，浬程度の小果粒は集

団となって大きな凝集体同様Ｓｅｄ２に分画されており，

グリコーゲンの分布は化学組成値の多糖体量として示さ

れたごとく，主としてＳｅｄ２及び３であろう．なお

Finalsup・における高い多糖体の値については解明で

きなかった．又本原虫のグリコーゲン凝集体は,Morgan

cjaJ．（1968）がＥ"/α"oc6cz/"z）〃c"ｓの遠心分画物

で観察したグリコーゲン粒子と同じ形態であった．

粗面小胞体の分布：Palay＆Palade（1955）によれ

ば，粗面小胞体は立体的に板状構造体であるが，遠心分

画物においては小胞もしくは桿状の形態をとるといわれ，

田代・小倉（1957）は遠心分画物のペレットを切片とし

て電顕観察しこれを認めた．しかし本実験の塗抹法では

Ｐｈｏｔｏ９のごとくライポソームを付着した不規則な膜物

質で，これが観察の目標となった．その結果，粗面小胞

体は主としてSed､３に分布することを認め，Ｓｅｄ３の

ＲＮＡは膜付着ライポソームに由来すると判断し，リン

脂質は滑面及び粗面小胞体由来であると思われた．又今

井（1965）の指摘したごとく，粗面小胞体は滑面小胞体

よりはやく沈降するが，小さな粗面小胞体の断片は滑面

小胞体や遊離ライポソームと重なって回収される場合も

おこり得るので，断片の大きさによってＳｅｄ２もしく

はＳｅｄ４への分布も考えられる．このことは滑面小胞

体においても同様である．

遊離ライポソームの分布：細胞切片で多数観察された

ライポソーム粒子は，遠心分画物の電顕観察とＲＮＡの

分布から，主としてＳｅｄ４に分布することがわかった．

細胞切片で核の周辺に認めたポリゾームは分画物では認

められなかったが，その大きさからＳｅｄ２もしくは３

に分布したと,思われる．又Ｓｅｄ４におけるライポソー

ムは短径１０ｍ似，長径２０～30ｍ似の桿状体で，これは

大小亜粒子の会合した基本粒子であり，更にダイマーを

形成していたことは，本実験の分画条件によるライボソ

ームの回収が安定であったことを示している．

細胞膜の分布：細胞切片における細胞膜は，タンパク

質・脂質・タンパク質からなる構造組成で，ほ乳動物の

細胞膜同様Robertson（1959）の単位膜構造をなしてい

た．したがって磨砕した場合，小断片は他の膜構造物と

区別できず，Ｓｅｄ３及び４に細胞膜断片が分布したと

`思われたが，両画分の膜構造物はきわめて小さく，その

由来は判断できなかった．しかしテフロンホモジナイザ

ーでは，主として大きな断片にとどまる（Photo７）の

で，細胞膜の大半はＳｅｄ２に分布したと推定できる．

更にＳｅｄ２のリン脂質量が最も多いことも，多数の細

胞膜片が分布していることを裏付けたと思う．

ＲＮａｓｅ及びＮａ－ＤＯＣ処理に対するマイクロソーム分

画の'性状：Palade＆Sikevitz（1958）の報告以来，ミ

トコンドリア分画の上清を更に強く遠心して得た沈潜を

マイクロソーム分画と呼んでおり，本実験のＳｅｄ３及

び４はこれに相当する．Ｔ､/Ｍ"ｓにおいて岡ら（1967）

はこの分画を粗マイクロソームとして，マウスを用し､免

疫実験を進めた結果，高い防御抗原I性の局存することを

認めた．又更にＮａ－ＤＯＣ及びＲＮａｓｅで膜構造物もし

くはライポソームを破壊したものについて実験し，抗原

性の主体がライポソームにあることを報告した（岡ら

1967)．そこで岡ら（1967）の方法に準じ，Ｓｅｄ３及び

４に対するＲＮａｓｅ及びＮａ－ＤＯＣの処理が，これら画

゛
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分の化学組成値及び細胞構造に及ぼす影響を検討した．

一方Ｓｅｄ３は滑面及び粗面小胞体等膜構造物の豊富な

画分であり，Ｓｅｄ４からは多量のライポソームが回収さ

れたので，前者に対してはＲＮａｓｅ及びＮａ－ＤＯＣを，

後者にはＲＮａｓｅを作用させ，膜構造物及びライポソー

ムを中心とした検討を行なった．

Ｓｅｄ３にＮａ－ＤＯＣを働かせた場合，多くのライポ

ソーム粒子を回収することができたが，粒子の多くは

Ｓｅｄ４のもの（PhotolO）より,｣､さく，Ｎａ－ＤＯＣ処理

により基本粒子が亜粒子に解離したものと考えられる．

更に電顕的には未処理の膜構造物が認められ，これは

Ｎａ－ＤＯＣの処理不充分，あるいは処理を受けにくい多

糖体の存在に起因すると考えられる．しかしＳｅｄ３と

Ｓｅｄ３ＤＤのタンパク当量から見て，Ｎａ－ＤＯＣ処理後

のＲＮＡ量がかなり高く，ライポソームが濃縮されたこ

とを示している．したがってＴ・んα"ｓのマイクロソ

ーム分画からライポソームを回収する手段としてＮａ‐

DOCの処理は，肝細胞の場合（高浪，1966）と同様に

有利な方法であると思う．又Ｓｅｄ３の粗面小胞体由来

の膜付着ライポソームは高濃度（１ｍｇ/ｍｌ）ＲＮａｓｅ処理

に抵抗性があり，Ｓｅｄ４の遊離ライポソームＲＮＡは同

じ実験条件で処理されて解離し，ＲＮａｓｅに対する抵抗

性を異にしていた．このことはラット肝細胞の膜付着ラ

イポソームはＲＮａｓｅ処理に安定で，遊離ライポソーム

は不安定であるという報告(Blobele＆Potter,１９６７と一

致している．

以上のようにＴ・んC/"ｓをテフロンホモジナイザー

で磨砕し，ショ糖緩衝液を溶媒として遠心分画し，分画

物に対し細胞切片の形態を基準とした電顕観察と主化学

組成値の測定を行なった結果，分画物の構造組成はほぱ

原形を維持し，化学組成値も構造組成の量的分布をよく

表現していた．又マイクロソームのＮａ－ＤＯＣ処理は粗

面小胞体からライポソームを回収するためには有利な方

法であるが，基本粒子の解離と膜構造物の残存を防ぐた

め更に処理条件を検討する必要があると思う．－万マイ

クロソームのＲＮａｓｅ処理は，膜付着ライポソームの抵

抗性の点で粗面小胞体からライポソームを除去するには

適当な方法でないことが判明した．

×G-sediment（Ｓｅｄ３)，144,000×G-sediment（Sed

4）及び最終上情（Finalsup.）の５分画に遠心分画し，

これら各画分の電顕所見及び化学組成値から，細胞構造

物の分布状態を追究した．又Ｓｅｄ３及び４に対しては，

膵リポヌクレアーゼ及びデオキシコール酸ナト

リウム処理を行ない，その影響を検討した．

１．鞭毛，根小毛及び波動膜（大きな断片）は，その

大半が原形に近い状態でSed､１に回収され，一部Ｓｅｄ２

に分布した．軸索はＳｅｄ３に分離片を認めたが，完全

な形態は観察できなかった．核の大半も未破砕状態で

Sed､１に回収され，一部破砕されてＳｅｄ２に認められ

た．副基体及び粗面小胞体は主としてSed､３に回収さ

れ，細胞膜の多くは大きな断片としてＳｅｄ２に回収さ

れた．遊離ライポソームは基本粒子もしくはダイマーの

形でＳｅｄ４に回収された．グリコーゲン果粒の多くは

100～150ｍ似の凝集体を形成して主としてSed､２及び

３に回収された．副基条体及び副軸索体の破砕されない

ものはＳｅｄ２に分布することを認めた．

２．各画分の化学組成値については，タンパク質の

50.4％がFinalsup・に回収され，残りは他の画分に比

較的均等に分散していた．リン脂質はＳｅｄ２及び３に

多量に回収され，可溶性画分のFinalsup、にはコン跡

程度であった．ＲＮＡは広範囲に分布し，Ｓｅｄ４の３３．０

％が最も多く，次いでＳｅｄ２及びＳｅｄ３であり，Final

sup・には可溶性ＲＮＡが13.0％回収された．ＤＮＡ

はSed､１に５９．６％，Ｓｅｄ２に２４．８％，Finalsup・

に可溶性ＤＮＡとして，9.2％が回収された．多糖体は

Ｓｅｄ２及び３に約60％が回収されたが，その分布は広

範囲であった．

３．粗面小胞体に付着したライポソームは，１ｍｇ/ｍｌ

濃度のＲＮａｓｅ処理に対し抵抗性を示したが遊離ライポ

ソームには抵抗性を認めなかった．又膜付着ライポソー

ムは0.5％デオキシコール酸ナトリウム処理で遊離粒子

として多量に回収されたが，未処理の膜構造物と解離し

た亜粒子ライポソームも含まれていた．

稿を終わるに臨み，御指導，御校閲を賜わった恩師尾

崎文雄教授ならびに徳島大学養護教諭養成所岡好万教

授に深甚の謝意を表します。

なお本論文の要旨の一部は，第１回日本原生動物学会

総会（昭和42年12月１２日，東京）において発表した。

ｑ
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結論

Ｔγｊｃ〃"zo"ａｓ/Ｍ"ｓ洗浄虫体からのホモジネート

(テフロンホモジナイザーによる）を，1,300×G-sedi-

ment（Sed､１)，１３，０００×G-sediment（Ｓｅｄ２)，44,000
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j Abstract !

STRUCTURE AND CHEMICAL PROPERTIES OF DIFFERENTIAL

CENTRIFUGAL FRACTIONS OF TRICHOMONAS FOETUS

Yoshihiro ITO

(Department of Parasitology, School of Medicine, Tokushima University, Tokushima, Japan)

Cell homogenate of Trichomonas foetus was fractionated into sediments at 1,300 xG

(Sed. 1), 13,000xG (Sed. 2), 44,000xG (Sed. 3) and 144,000xG (Sed. 4), and the final

supernatant (Final sup.) by differential centrifugation. Electron microscopical observations and

chemical analyses were undertaken to know the constitutional diversity of the fractions and

effects of treatment with sodium deoxycholate (Na-DOC) and pancreatic ribonucrease (RNase)

on them. Results obtained are as follows ;

1. Flagella, undulating membranes, rootlets and nuclei were recovered mainly from

Sed. 1 and partially from Sed. 2. Axostyles were localized in Sed. 3 as fragments. Paraxostylar

bodies, paracostal bodies and large fragments of the cell membrane were collected from Sed.

2. Parabasal bodies and rough-surface endoplasmic. reticula were recovered from Sed. 3. A good

many of free ribosomes were distributed in Sed. 4 as monomer and dimer particles. Glycogen

granules were seen mostly in Seds 2 and 3 as cohesion bodies of approximately 120 m/m in size.

2. As much as 50.4 per cent of protein was contained in Final sup. Plenty of phospholipid

and polysaccharide were demonstrated in Seds 2 and 3. Recovery ratio of DNA in Sed. 1 was

59.6 per cent and 33.0 per cent of the total RNA was concentrated in Sed. 4.

3. In Sed. 3, 23.2 per cent of RNA was resistant to the treatment with RNase, whereas

RNA in Sed. 4 was almost completely converted into nonsedimentable particles treating with

RNase. Ribosomal RNA in Sed. 3 was centrifuged down at 144,000xG together with a

considerable number of ribosomal subparticles and monomer after treating with Na-DOC.

( 54 )


