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トリコモナスの２～３の脱水素酵素に

関する細胞化学的研究

田中耕誠

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室

(昭和４５年９月２４日受領）

た．寒天を除いた浅見培地で48時間培養後の運動活発な

虫体を低温下で生理食塩水により3,000r､ｐ．ｍ．で10分間

ずつ３回遠沈洗牒し，ついで0.85％ＮａＣｌｌ/15Ｍ燐酸

緩衝液（ｐＨ7.6）にて最終洗鵬を行なったものを実験
材料とした．

１）Succinatedehydrogenase（SDH）活｣性の証明方

法

水素受容体にNitro-Bluetetrazorium（ＮBT）を用

い，このtetrazorium塩が還元されてDiformazanを

形成して呈色する反応を利用して観察することが出来

た．

Nachlaserα/､（1952）の方法に準じ，0.2Ｍ．Sodium

Succinate5mlO2M・Phosphatebuffer（ｐＨ7.6）５

ｍ１，NitroBT（1ｍｇ/1ｍl）１０ｍｌを含む基質反応液中に

上述の洗糠した未固定の生虫体を浮遊せしめ，３７.Ｃ１恒

温水槽中で８時間incubateし，１０％中性ホルマリン固

定を行い光学顕微鏡にて観察した．尚本実験に際して基

質を加えぬ反応液中で同様にincubateしたものを対照
とした．

２）Malatedehydrogenase（ＭＤＨ）活性の証明方法

NachlaSWalker-Seligman（1958ａ，ｂ,）の方法の変

法により，0.5Ｍ．SodiumMalate4ml，0.1Ｍ．Pho‐

sphatebuffer（ｐＨ7.6）１１ｍ1,0.25％ＮＡＤ２５ｍｌ，

Nitro-BT5mg,蒸留水３ｍｌの溶液を基質反応液とし，

対照には基質を含まぬ反応液を用い，ともに洗源した未

固定の虫体を浮遊せしめて37°Ｃで8時間incubateした．

３）Lactatedehydrogenase（ＬＤＨ）活性の証明方法

BarkaandAnderson（1963）の方法に準じ，0.1Ｍ．

SodiumlactateLOml，０.O6MPhosphatebuffer（ｐＨ

7.4）2.5ｍ1,0.05Ｍ．MgCl2LOml,ＮＡＤ（４ｍｇ/ｍｌ）

1.0ｍ１，Nitro-BT（４ｍｇ/ｍｌ）2.5ｍ１，蒸留水1.0ｍｌを

含む溶液を基質反応液とし，前記の未固定の生虫体を浮

緒言

Ｔ７－ｉｃ/ioﾉ"o"αｓ７'αg/"αJな(以下Ｔ､v、と略す）の純粋培

養が可能になってからその生理・生化学に関する研究も

活発に行なわれて来たが未だなお多くの未解決の問題が

残されている．Ｔ､v・虫体のもつ代謝系に関連する各種

酵素の存否についても多くの研究者により明かにされつ

つあるが，中でもKrebscycleの有無に対して関連の

脱水素酵素については生化学的にＳｅａｍａ（1953)，Wir‐

tschafter（1956)，Ａｓａｍｉ（1956)，Ｒｅａｄ（1957)，河原

(1959)，Baernstein（1961)，ＫｕｎｉｔａｋｅｅＺａＬ（1962)，

岡等（1963ａ，ｂ）が，又細胞化学的にはSharmaand

Bourne（1963）の研究がある．又SuzuokiandNino‐

ｍｉｙａ（1952）は生化学的にＴ､v・虫体内のＬＤＨの存

在を証明し，WellersonandKupferberg（1962）は

malicenzymeの存在を証明している．併しながら，こ

れらの成績は必ずしも一致したものではなく，いまだに

Ｔ､v・に於いてKrebscycleが生理的に作動しているか

否かは不明である（浅見，1967)．

著者はＴＣＡcycleに属する脱水素酵素についてＴ､v・

虫体内での存在の有無を究明し，更にミトコンドリアを

有しないとされている(InokieZaL,1959,1961）Ｔ､v・

虫体内に於けるＴＣＡcycleに属する脱水素酵素の局在

性並びに代謝機構を追求することを企て，その初段階と

して細胞化学的手技により，光学顕微鏡のレベルで

Malatedehydrogenase(MDHLSuccinatedehydroge‐

nase（ＳＤＨ)，Isocitratedehydrogenase（ＩＤＨ)，及び

Lactatedehydrogenase（ＬＤＨ）のＴ､v、虫体内に於け

る存在並びに局在を検討した．

実験材料ならびに実験方法

当教室で所謂浅見培地（Asami,1952）で250代余り無

菌的に継代培養したＴ,ﾌﾟc/ioﾉﾉJo,,ａｓｚ,αg/"α//ｓ株を用い

（５１）
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遊せしめ，３７°Ｃで８時間incubateし，その後10％中

J性ホルマリンで固定と同時に反応を停止せしめ観察し

た．尚対照のとり方はＳＤＨ，ＭＤＨの場合と同様に行

なった．

４）Isocitratedehydrogenase（ＩＤＨ）活`性の証明方法

BarkaandAnderson（1963）の方法によりＮＡＤ依

存性のＩＤＨを染色した．即ちLOMDL-Sodiumiso‐

citrateO1mlを基質として加えた以外Lactatedehyd‐

rogenaseの場合と同様にした．又対照のとり方も前記

の他の酵素の場合と同様とした．

験例に比較すれば極めて弱いものであり，両者の問に明

らかな差違があった．又ＬＤＨ活性による発色はＳＤＨ

活性のそれよりも可成強いがＭＤＨ活性による発色より

弱く，いくぶん赤みをおびた赤紫色であった．

４）IsocitrateDHについて；本酵素による反応陽性

穎粒は殆んど認められず，対照例との間にも明らかな差

異は認められなかった（写真4-a，４－b)．実験例の中の

虫体によって細胞質全体がびまん性に青紫色に染まって

いるものもあったが濃度は余り濃くなかった（写真４－

a)．以上より細胞化学的手技による染色実験ではＮＡＤ

依存性のisocitrateDHの存在は明らかでなく，むし

ろ否定的所見と,思われた．
実験結果

１）ＳＤＨ活`性について；写真1-ａに示す様に大小種

々の陽`性穎粒が少数ではあるが細胞質内に散在して認め

られた．これに比較して細胞膜及び核質内には反応は認

められず陰性であった．又対照群にも極めて少数ではあ

るが反応穎粒の認められる虫体もあった（写真1-b)．

併しながら実験例虫体の中にも陽性頼粒は全く認めら

れず対照との差が殆んどない虫体もあった．以上によっ

てＴ､v・虫体内にはＳＤＨ反応陽性穎粒成分もあること

が認められたが強い反応を呈するものではないことが分

った．

２）ＭＤＨ活性について；写真2-ａに示す様にリンゴ

酸脱水素酵素反応による生成物が，比較的大きい大小不

同の濃い青紫色の頚粒状に細胞質全体に認められた，Ｍ

ＤＨの場合はＳＤＨのそれに比較して陽性穎粒の数もは

るかに多く，発色の度合も著しく濃かった．しかし細胞

膜，核膜及び核質内，並びに鞭毛，波動膜等には反応は

全く認められなかった．対照例では反応穎粒は全く認め

られず陰性であり実験例との間に著明な差異があった

（写真2-b)．

３）ＬＤＨ活性について；写真3-ａに示す様にＬＤＨ

活`性による反応生成物が赤紫色の頚粒状或いはびまん性

に細胞質全体に認められ，時には細胞膜にも陽’性反応が

認められた．併し核膜及び核質内には反応は認められな

かった．陽性頼粒の大きさは大小不規則であり，時には

顕粒状をなさず細胞質全体が赤紫色に染まる時もあっ

た．又虫体により発色の度合に差異があり，時には殆ん

ど発色を呈さない虫体もあった．これは虫体の発育期或

いは活動状態により活性の強さに変化が起る為であろう

と思われる．尚対照例の中にも極めて弱いＬＤＨ活`性陽

性反応によると`思われる発色を認めたが，これらは虫

体内に存在すると考えられている内部基質によるものと

`思われた（写真3-b)．しかしこれら対照例はいずれも実

考按ならびと総括

Trichomonasの酵素学的研究はSuzuokiandNino‐

ｍｉｙａ（1952）以来発展を見たが，中でもＴ､v・虫体の脱

水素酵素に関する研究はＳｅａｍａ（1953）が生化学的に

Ｔ'７c/io"'o'ｚａ３ｕａｇｉ"αZｉｓやＥ'１Z`""oe6aﾉiisZoZly"Ｃａ等

の原虫にＳＤＨが少量に存在することを報告し，Wirt‐

schaft（1956）はＴ､v・ではＴＣＡｃｙｃｌｅ上の基質の中

でmalate，pyruvateのみが酸化基質となり得ることを

記録している．又Ｒｅａｄ（1957)，河原（1959）は、v・

の完全細胞中にはmalatedehydrogenase活性を認めな

いが，homogenateには強い活性有りと報告している．

Baernstein(1961）はＴ､v・虫体内のＭＤＨの存在を生

化学的に証明し，WellarsonandKupferberg（1962）

はmalicenzymeの活性が非常に強いことを報告して

いる．

一方SharmaandBourne（1963）は細胞化学的に

NachlaseraZ．（1957）の方法を用いて、v・虫体内の

SDHを追求し，Burnston（1959）の方法でCytoch‐

romeOxidaseの活性を追求した結果，Ｔ､v、虫体内にこ

れらの酵素の弱い活性を認めたと報告している．又

Junus-Green，Regardfixation,iron-alumhematoxylin

stainによるミトコンドリア染色を行い，これによって

染色される物質を‘`mitochondrialikegranules，，と

名ずけ，ＳＤＨ及びCytochrom-COxidase活性の部位

はこのmitochondria様穎粒と一致していたと報告して

いる．更に又，これらの脱水素酵素活`性の細胞内局在と

Ｔ､v・の有するorganellaとの関連性を究明しようと試

みているが光学顕微鏡のレベルでの観察のみでは明かな

所見を見い出していない．

著者の実験によればＴ､v・虫体内にコハク酸脱水素酵

素の存在を証明することを否定出来ぬ成績が得られた

（５２）
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が，活性は弱く，細胞質中の陽性穎粒は大小様々でその

数もＭＤＨ,ＬＤＨに比較して可成少なかったしかし

これらの頼粒がSharmaandBourne（1963）の指摘す

るmitochondria様穎粒であるかどうかは全く同定出来

なかった．リンゴ酸脱水素酵素活性はＳＤＨＬＤＨｉｓｏ‐

citrateDHに比べてはるかに強く，その反応生成物は

極めて濃い青紫色の頬粒状を呈し，細胞質全体に認めら

れたが，核膜及び核質内には全く認められず，細胞膜や

鞭毛も反応陰性であった．しかし光学顕微鏡のレベルで

は，これ以上虫体内微細構造物とこれら脱水素酵素の局

在との関連性を明らかにすることは出来なかった．

乳酸脱水素酵素では反応生成物が細胞質中に顕粒状に

散在している虫体と，細胞質全体にびまん'性に陽`性反応

を認められる虫体とがあった．ＬＤＨ活性による反応生

成物はＭＤＨ活`性によるそれよりも可成赤みを帯びた

むしろ赤紫色を呈していた．それは顕粒状をなさず細胞

質全体がびまん性に呈色している虫体にその傾向が強か

った．これは脱水素酵素の活性が弱い場合は濃い青紫色

のDiformazanが形成されず，赤色で溶解性のMono‐

formazanが形成される為であると考えられ（Lison，

1953)．

IsocitratedehydrogenaseはＮＡＤを助酵素とするも

のとＮＡＤＰを助酵素とするものの２種類ありとされて

いるが，今回はＮＡＤを助酵素とする反応についての

み実験を行った．その限りでは反応系に於いても極くう

すい発色を示すのみで対照との差は明瞭でなく本酵素の

存在は不明確であった河村（1969）はＮＡＤＨの酸

化を指標とした生化学的方法で，Ｔ､v・虫体内には非常

に弱いがisocitiateDHが存在すると述べているが，

ＴＮＡＤＰ依存性のisocitrateDehydrogenaseに関しては

今回実験を行なわなかったので細胞内の局在性を示し得

ｉｔＩこかった．

各酵素とも虫体によって活性の強い虫体と弱い虫体と

の差がみとめられたが，これは虫体の発育の時期による

ものではないかと推測される．しかしながらこの問題の

解決は同調培養を得て始めて可能となるであろう．

以上によりＴｖ・虫体内にＭＤＨ，ＬＤＨの存在が証

明されたが，その他のＳＤＨ､isocitrateDH活性につい

ては極めて弱い活性を`思わせる所見であった．これらの

所見からは生化学的な方法によった他の成績と同様

Ｔ､v・虫体内に於いてＴＣＡcycleが生理的に作動して

いるか否かの点についての何等の決め手も得られなかっ

たが，実験成績の示すものは少なくともSharmaand

Bourne（1963）の言う如く細胞化学的にもＴＣＡcycle

の存在を思わせる様な成績とはむしろ反対であると言え

よう．

これらの脱水素酵素活性のＴ､v・虫体内に於ける局在

と虫体内微細構造物との関連性を究明することは光学顕

微鏡のレベルでは殆んど不可能であったので，更に，－

歩進めて電子顕微鏡的細胞化学の手技を応用してこれを

追求したがその結果については続報で報告する．

結 語

、v・虫体に於ける脱水素酵素（SDH，ＭＤＨ，ＬＤＨ，

isocitrateDH）について細胞化学的手技を用いて各酵

素の存在と虫体内局在を検討し，以下の結論を得た．

１．細胞化学的手技によってＴ､v・虫体内にmalate

dehydrogenase，の存在が強く証明され，Lactatedehy‐

drogenase活性もその存在を`思わせるに足る所見を得

た．

２．Succinatedehydrogenase活性については極めて

微弱な反応しか得られなかった．

３．Ｔ､v・虫体内にＮＡＤ依存性のisocitratedehy‐

drogenase活性が存在するかどうかは本実験に於ける細

胞化学的方法では断定出来なかった．したがってもしあ

っても極めて弱いものであろうと思われる．

４．以上の所見は過去のこれらの酵素に関する生化学

的所見とほぼ一致するものである．

欄筆に当り，御指導御校閲を賜った松林久吉教授並び

に浅見敬三助教授に深甚の謝意を表します．（本論文の

要旨は第28回日本寄生虫学会東日本支部大会で発表し

た.）
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Ｆｉｇ・laSuccinatedehydrogenase（ＳＤＨ）activity

Afewgranulesshowingweaklypositivereactionareseeninthecytoplasm・
ＦｉｇｌｂＣｏｎｔｒｏｌｓｏｆＳＤＨｒｅａｃｔｉｏｎ

Ａｌｍｏｓｔａｌｌｏｆｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍｓｓｈｏｗｎｅｇａｔｉｖereactionexceptingsmallnumberofgranules

stainedweakly・DiHerencebetweentheexperimentalsandcontrolsareverylittle，

Fｉｇ２ａＭａｌatedehydrogenase（ＭＤＨ）activity

Postitivegranulesstainｅｄｉｎｄａｒｋｐｕｒｐｌｅａｒｅｓｅｅｎｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ、Noreaction

isrecognizedinplasmamembrane，nuclearmembraneandnucleus，

Ｆｉｇ．２ｂ・ControlsofMDHreaction

Noreactioｎｐｒｏｄｕｃｔｉｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｉｎａｎｙｐａｒｔｏｆｔｈｅｃｅｌｌ．

（５５）



608

鰯jjIlilliilllli
：｡:q:｡

鑑

ExplanationoftheFigures

Fig.３ａ、Lactatedehydrogense（ＬＤＨ）activity

Besidesthepositivegranｕｌｅｓｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ｓｏｍｅcellsshowthereactionproducts

staineddifuselyinreddishpurple，

Ｆｉｇ．３ｂ，ControlｓｏｆＬＤＨｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｎｏｓｔａｉｎｅｄｃｅｌｌｓ・

Fig.４ａ、Isocitratedehydrogenase（ＩＤＨ）activity

Thecellshavenogranulesstained，

Ｆｉｇ．４bContro]sofIDHreaction

NoreactionappearｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｎｏｄｉＨｅｒｅｎcebetweentheexperimentalsand

controls．
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Abstract

CYTOCHEMICAL STUDIES ON DEHYDROGENASES IN TR1CHOMONAS

VAGINALIS

Kohsei TANAKA

{Department of Odontology and Department of Parasitology

Keio University Medical School)

Although many investigations have been performed on energy metabolism of T. vaginalis,

it remains still unsolved whether tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) operates as a physiological

metabolic pathway of the organism or not. In the present studies, cytochemical demonstration

of some dehydrogenases relating to TCA cycle was undertaken by the author using tetrazolium

salt methods. The cultivated organism was washed repeatedly by cold phosphate buffer saline

and incubated in the reaction medium composed of substrate, phosphate buffer, nitro-blue tetrazo

lium, and NAD when neccessary. The same incubation medium excluding subatrate was used as a

control medium. Activity of malate dehydrogenase (MDH) was clearly demonstrated as many

durkpurple granules scattered throughout the cytoplasm, whereas no stained granule was found

in the controls. No staining was seen in the organellae other than the cytoplasmic granules.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity was shown as red-purple granules in the cytoplasm or,

sometimes, reaction appeared difusely in the cytoplasm being stained in reddish purple. The

reaction appeared to be less intense than that of MDH. Faint staining was seen in some cells

of controls. Activities of succinate dehydrogenase (SDH) was recognized very weakly in the

cytoplasm as a small number of positive granules, while a few cells of the controls also showed

similar finding indicating no or very little differece between the experimentals and controls.

Isocitrate dehydrogenase (IDH) of NAD dependent nature was not recognized to be active in T.

vaginalis showing almost no staining reaction in the cytoplasm.

( 57 )




