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(ＰＢ.S､)(ｐＨ7.6）にて１回最終洗鵬を行なった．なお

この材料の一部をチオグリコレート培地に接種して無菌

的であることを確めた．この虫体を前記の1/15ＭＰ・Ｅ

Ｓ（ｐＨ7.6)で必要な細胞濃度(4×107/ｍｌ～12×107/ｍｌ）

にうすめた虫体浮遊液を完全細胞の試料液とした．また

破砕細胞の試料液としては，上記の所定濃度の虫体浮遊

液を久保田製作所製音波発生装置（(KMS-100）のソナ

ー管に入れ，冷却下にて100Ｖ，100ｍＡで２分間破砕

したものを用いた．一方破砕方法を変えて同じ虫体浮遊：

液をガラスホモジナイザーを用いて冷却下にて２分間破

砕し顕微鏡下でほぼ完全に破砕されていることを確めた

のちこれをも試料液とした．

酵素反応はThunberg管法（赤堀,1964）により反応

系に水素受容体としてtriphenyltetrazoriumchloride

(TTC）を用いる，いわゆるＴＴＣ法によった．すなわ

ち脱水素酵素反応によりＴＴＣを還元し不溶性のtri‐

phenylformazan（赤色）を形成せしめ分光光度計を用

いて485ｍ/`で比色した．反応系の組成は下記の通りで

ある．

主室隣lMi1iWWMPBS…ＩｌＩ謡Ｉ０．５ｍｌ

副室{誘辮Ph･薗pMeMer(pH7C）棚｝
基質液にはsodiummalate，sodiumsuccinate，

sodiumlactateを用いてそれぞれＭＤＨ，ＳＤＨ，ＬＤＨ

活性を測定した．

Thunberg管の主室，副室にそれぞれ上記内容の反応

液を入れ，水銀柱２～３ｍｍで５分間吸引して空気を排

除し，３７°Ｃに５分間保って温度を平衡してのち，副室

の内容を主室へ移して良く攪枠して３７°Ｃ』恒温水槽で3０

緒言

著者は前報（田中，1970）に於いてＴ'７c/io"zo,ｚａＳ

ｕａｇｉ"α"Ｓ（以下Ｔ､v、と略す）のエネルギー代謝の研究

の発端として，いわゆるTCA-cycle上の脱水素酵素

succinatedehydrogenase（SDH)，malatedehydroge‐

nase（ＭＤＨ)，isocitratedehydrogenese（ＩＣＤＨ）の光

顕的細胞化学所見について述べた．

その結果ＭＤＨは高度の活性を認め得たが，ＳＤＨは

弱い活性を示すのみであり，またＩＣＤＨの場合は明確

な活性の存在を証明し得なかった．従来，Ｔｖ・にはミ

トコンドリアが存在せずTCA-cycle上の各酵素の中で

はＭＤＨが例外的に強い活性を示すが，他は余り活性

が高くないと言われている．著者は前報の継続として

Ｔ､v，虫体内に於けるエネルギー代謝を究明し，ひいて

は一般細胞のミトコンドリアに相当する部位およびそ

の実際上の機能の探求を目的として，本報に於いては

ＭＤＨ，ＳＤＨ，およびＬＤＨ活性を生化学的に追求し，

これらの中最も強い活性を示したＭＤＨについてＴ､v・

虫体内局在あるいはその性質を明らかにせんとした．

実験材料および実験方法

実験１．完全虫体と破砕虫体による脱水素酵素反応

当教室で所謂浅見培地(Asami，1952）で250代余り無

菌的に継代培養せるＴ､v・保存株を用い寒天を除いた浅

見培地（三角コルベン法）で無菌的に48時間培養した運

動活発な虫体を多数集穫して材料とした．培地の組成か

ら寒天を除いた理由は，後に虫体を集穫するとき寒天が

あると濃厚に虫体を集められなくなるためである．運動

活発な虫体を冷却下で遠沈集穫し，集めた虫体を滅菌生

理食塩水にて3,000rpmで10分間毎３回遠沈洗糠を行な

い，次いで0.85％ＮａＣｌ加'/１５Mphosphatebuffer ＊ＳＤＨの場合には除いた．

（６６）
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を助酵素として可逆的に触媒するが，ここではoxalace‐

tateを基質としてoxalacetate→malateの方向の反応

を行なわせそれに伴いＮＡＤＨがＮＡＤに変化する際に

起こる340ｍ似の吸光度の変化をHitachi-Perkin-Elmer

l39型の分光光度計で連続的に追跡し，反応開始後30～

45秒間の吸光度の差をもってＭＤＨ活性とする方法を

とった（Ochoa,1955)．なお，反応は試料液を除いた反

応液を予め３７°Ｃに約10分間preincubateしておき，

分光光度計の光路１．０ｃｍのcellにうつしかえ，直ちに

各分画の－定量を加えて開始した．反応液組成は下記の

通りである（Ochoa，1955)．

oxalacetatelmg/ｍｌ（Tris-HClpH7､6）

0.2ｍｌ

ＮＡＤＨ２ｍｇ/ｍｌ（Tris-HClpH85）

０．２ｍｌ

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ7.6）１．０ｍｌ

蒸溜水 ２．５ｍｌ

試料液 ０．１ｍ’

また280ｍ似にて蛋白濃度を測定する際は，各分画中

の構成成分による散乱の影響を出来る限り少なくする

為，whole-homogenateを20倍に稀釈したものの0.5ｍｌ

にさらに３．６ｍlの蒸溜水を加えて検体とし，その他の

ものは０．１ｍｌをとり，それに４．０ｍlの蒸溜水を加え

て検体とした．

実験３．，v・破砕虫体の遠心分画中のＮＡＤＨの酸

化活性

前記の実験２－２の場合と全く同様に調製した各分画

を酵素液とし，下記組成の反応液を用いた．測定方法は

実験２－２と全く同様である．

ＮＡＤＨ１ｍｇ/ｍｌ（Tris-HClpH8､5）０．２ｍｌ

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ7.6）Ｌ２ｍｌ

蒸溜水 ２．２ｍｌ

試料液 ０．１ｍI

分間incubateした．その後10％トリクロル酪酸を２

ｍ’加えて反応停止と除蛋白を行ない，2,000r・p.m.で

５分間遠沈して上清を分離し,Hitacti-Parkin-Elmerl39

型分光光度計によって比色した．対照には反応系の基質

液の代りに１/15Mphosphatebufferを加えたものをと

った．

実験２．破砕虫体の遠心分画中のＭＤＨ活性

~その１．ＮＡＤを助酵素とした場合一

実験１と同様に培養，遠沈集穫，洗糠したＴ､v・虫体

を'/15Mphosphatebuffer（ｐＨ7.6）中に細胞濃度

８×107/ml～12×107/ｍｌとなるように調製し，実験１と

同じ方法で音波破砕およびガラスホモジナイザー破砕を

行ない，これをそれぞれのwholehomogenateとし

た．この半量を久保田製作所製万能冷却遠沈機（ＫＲ－６

Ｐ型）で遠沈分画を行ない，900×ｇ沈査(Sedl)，24000

×ｇ沈査(SedⅡ）および上清（Sup）に分け，沈査は上

清と等量になるように'/15ＭＰＢ.S､にて懸濁しそれぞ

れを試料液とした．なおこれらの操作は全て２｡～4°Ｃ

の冷却下で行なった．

酵素活性の測定法は実験１の場合と同様にThunberg

管法により反応系に基質として'/soMsodiummalate，

水素受容体にＴＴＣを用いてそれぞれの試料を反応さ

せ，４８５ｍ/ｕの波長で吸光度を測定した．対照のとり方

も実験１と同様である．

なお，虫体の破砕方法を音波発生装置による破砕とガ

ラスホモジナイザーによる破砕との二通りを行なった理

由は，破砕法により虫体の破砕の程度が異なり，各遠心

分画の構成成分にも相違が生じ，その為それぞれの分画

中のＭＤＨ活性の現われ方が両者の問で異なるかも知れ

ないと思われたからである．

－その２．ＮADHを助酵素とした場合一

前記実験１と同様，培養，遠心集穫，洗鵬したＴ､v、

虫体を最後にTris-HCl（ｐＨ7.6）緩衝液に虫体数が約

８×107/ｍｌ～12×107/ｍｌとなるように懸濁し，直ちに冷

却下に於いてガラスホモジナイザーを用いて約２分間ゆ

るやかにhomogenizeし，鏡検してほとんどの虫体が

破砕されていることを確認した後，その一部をとり

wholehomogenateとして冷却下に保存し，残りを同様

に冷却下において,700×９，４，０００×９，１２，０００×9,24,000

×ｇと遠心分画し，各沈査を上清と同量のTris-HCl緩

衝液（ｐＨ7.6）を用いて懸濁し，そのそれぞれを試料

液とした．

ＭＤＨはmalateとoxalacetateとの間の反応をＮＡＤ

実験成績

１．ｍv、の完全虫体と破砕虫体の脱水素酵素活性

それぞれの図表（表１～表７）の数字は脱水素酵素活

性の強さを分光光度計の吸光度の読みそのままで現わし

たものである．いずれも３回の読みの平均値をとった．

ＭＤＨ活性については表１に示すように完全虫体でも

対照に対して３倍～10倍と言う強い活性を示したが，破

砕虫体では音波破砕で対照の10倍以上，ガラスホモジナ

イザー破砕では対照の30倍以上とさらに強い活性を示し

（６７）
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TablelActivityofmalatedehydrogenaseinwholecellsanddisrupted

cｅｌｌｓｏｆＴ・ｕａｇ/"αＪｉｓ

Ａ）Sonicatedcells

SonicatedcellsWholecells

Experimentalseries
experimental controlexperimental control

Ａ'1Ｍ;緋 0.225 ０．０７５ ０．６８５ ０．０６２

Ｂ搬蹴1＄ 0.110 1.290 ０．１３００．３７０

B）Glasshomogenizedcells

GlasshomogenizedcellsWholecells

Experimentalseries
experimental controlexperimental control

Ａ畷蹄}'， ０．１９５ ０．０１４ ０．５９０ ０．０２０

Ｂ瞬蹄|'＄ 0.490 ０．０４６ ０．０５７1.875

Figuresinthetableindicateopticaldensityat485m/ｚｉｎＴＴＣｍｅｔｈｏｄ，
Substrate：Sodmalate

Coenzylne：ＮＡＤ

Table2Activityofsuccinatedehydrogenaseinwholecellsanddisruptｅｄ

ｃｅｌｌｓｏｆＴ・ｕａｇかｚａＺｉｓ

Ａ）Sonicatedcells

Wholecells Sonicatedcells

Experimentalseries
controlexperimentalexperimental control

ＡＤｌｇ<蹄}'‘ ０．０１６ ０．０１３ ０．０３０ ０．０１８

ＢＥＭ『緋 ０．０２９ ０．０１７ ０．０４０ ０．０２５

B）Glasshomogenizedcells

GlasshomogenizedcellsWholecells

Experimentalseries
experimental controlexperimental control

Ａ吸蹄|'｡ ０．００６０．０１３ ０．０１６ ０．００７

Ｂ胆蹴り. ０．０４５ ０．０５００．１２５ ０．２０５

Figuresinthetableindicateopticａｌｄｅｎｓｉｔｙａｔ４８５ｍ似ｉｎＴＴＣｍｅｔｈｏｄ，
Substrate：Sodsuccinate

の，対照の1.5～2.0倍程度でその活性値は低かった．以一

上よりＴ､v、虫体内にはＳＤＨ活性はあることはあるが

余り強くないことが分った．

ＬＤＨ活性は完全虫体では対照の６～７倍，破砕虫体：

に於いては対照の12～14倍と可成強い活性を示した（表

た．

ＳＤＨ活性は表２に示すように完全虫体では対照の1.2

～2.0倍程度でＭＤＨ活性に較べればはるかに弱く，破

砕虫体に於いては音波破砕，ガラスホモジナイザー破砕

共に完全虫体に較べればいくぷん高い活性を示したもの

(６８）
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Table3Activityoflactatedehydrogenaseinwholecellsandglasshomogenized

cellsofT・ｕａｇｉ"αJiｓ

Wholecells Glasshomogenizedcells
Experimentalseries

experimental controlexperimental control

ＡｎｌＭｊｉ腓 ０．２０３ ０．０３５ ０．７１２ ０．０５０

Ｂ忠蹄'１＄ ０．２６５ 0.045 ０．６７０ ０．０５０

Figuresinthetableindicateopticaldensityat485mβinTTCmethod
Substrate：Sodlactate

Coenzyme：ＮＡＤ

Tabｌｅ４ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＭＤＨ、ＳＤＨａｎｄＬＤＨｉｎｇｌａｓｓ

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｄＴ・ｕａｇｉ"αJｉｓ

Experimantalseries ＭＤＨＳＤＨＬＤＨＣｏｎｔｒｏｌ

wholecells ０．４９０ ０．０１６

０．０１３

０．０６３ ０．００６

０．００７
Ａ畷蹄１＄

homogenizedcellsL875 ０．２７７

wholecells ０．８８００．１２５０．２６５０．０４５

ＢＩＭ緋
homogenizedcells1.900０．２０５０．６７００．０５０

Figuresinthetableindicateopticａｌｄｅｎｓｉｔｙａｔ４８５ｍ/ｚｉｎＴＴＣｍｅｔｈｏｄ・

Table5MDHactivityestimatedbyreactionfrommalatetooxalacetateincentrifugal

fractionsofdisruptedT・ｕａｇﾉﾉｚａＪｉｓ

Ａ）Sonicatedcells

Whole

hom.g…劉盃e:ビニh1:(し盃gSupe…、Experimentalseries

AllMi緋
experimental
control

experimental
control

０．０９５

０．００７

０．００５

０．００１

０．０００

０．０００

０．６３０

０．０５０

０．７６０

０．０８２

０．７４０

０．１３５

Ｎｏ．ｏｆｃｅｌｌｓ

Ｂ１２×107/ｍｌ
０．０２０

０．００５

０．３４０

０．０１０

B）Glass-homogenizedcells

Whole

hom.g…灘盃晶ヒニi9I(し益gSupe…、Experimentalseries

Anlfh制'§
experimental
control

０．５９０

０．０３５

０．０７８

０．００５

０．０１２

０．００５

０．１１８

０．０３３

＆湛淵'．
experimental
control

０．７９０

０．１７０

０．１３２

０．０１５

０．１６７

０．０７０

０．０１５

０．０１２

Figuresinthetableindicateopticaldensityat485mβinTTCmethod
Substrate：Sodmalate

Coenzyme：ＮＡＤ

３)．いでＬＤＨ活性であり，ＳＤＨ活性はこの両者に較べて

次にＭＤＨ，ＳＤＨ，ＬＤＨを同一材料により同時に反はるかに低かった．

応させそれぞれの活性を比較した結果，表４に示すようなお基質を加えない対照群に於いても，ある程度の

に完全虫体，破砕虫体共にＭＤＨ活性が最も強く，次吸光度の変化を示したが，これは虫体自身の保有する

（６９）
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Ｔａｂｌｅ６ＭＤＨａｃｔｉｖｉｔｙｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｒｅactionfromoxalacetatetomalatein

centrifugalfractionsofglasshomogenizedT、ｕａｇｉ"αZｉｓ

Whole

homogenate
２４，０００×ｇ

ｓｅｄ．
700×９４，０００×ｇ
ｓｅｄｓｅｄ．

１２，０００×ｇ
ｓｅｄ、

０．０２２

０．１３５

０．１６３

Sup．

０．０１９

０．２３９

ＭＤＨ＊ ０．３２０ ０．０１２ ０．０２３０．００１

０．３３９ ０．１６４

０．１４０

Protein*＊ ０．５００

０．６４０

０．２７０

ＭＤＨ/Protein ０．０３５０．０８０ ０．００４

＊Figuresindicatedifferenceof340rMabsorbanceat30and45secondsaftertheinitiationofreaction．

*＊Proteinwasmeasuredat280m似，andexpressedbytheabsorbance・
Substrate：oxalacecetate

Coenzyme：ＮＡＤＨ

Table70xidationofNADHincentrifugalfractionsofglass-homogenizedT．ｕαｇ"zaZis

Whole

homogenate

700×ｇ

ｓｅｄ．
4,000×ｇ

ｓｅｄ．
１２，０００×ｇ

ｓｅｄ
２４，０００×ｇ

ｓｅｄ． Sup．

Activity ０．００２０．００７ ０．００１ ０．００１０．０２８０．０２８

Figuresinthetableindicate

initiationofreaction．

differenceof340IMabsorbanceaｔ３０ａｎｄ４５ｓｅｃｏｎｄｓａｆｔｅｒｔｈｅ

清部分に現われている．

総括ならびに考按

endogenoussubstrateによるものと考えられる．またこ

の対照に於ける吸光度の値は完全虫体と破砕虫体との間

に全く差は認めなかった．

２．遠心分画中のＭＤＨ活性

－その１．ＮＡＤを助酵素とした場合一

表５に示すように遠心分画中に於けるＭＤＨ活性の

所在は音波破砕，ガラスホモジナイザー破砕共に上清に

のみ強く認められ，900×ｇ沈査，24,000×ｇ沈査には

全く認められなかったかあっても痕跡程度であった．

－その２．ＮＡＤＨを助酵素とした場合一

結果は表６にその大要が示されている．表より直ちに

判るごとく，前記のmalateを基質とした場合は24,000

×ｇ上清分画に大部分の活性が見られたが，oxalacetate

を基質として行なった本実験の場合，１２，０００×ｇ沈査，

24,000×ｇ沈澄に大部分の活性が認められている．また

各分画のＭＤＨ活性と蛋白量をともにそれぞれの吸光

度の比較から推定した比活`性から見てもやはり12,000×

ｇ沈査，２４，０００×ｇ沈査に大部分のＭＤＨ活性が集中

していることが分る．

３．各遠心分画のＮＡＤＨの酸化活性

結果は表７に示す通りである．表より判るように

ＮＡＤＨをCoenzymeとするＭＤＨ活性の測定の場合

と全く同じ条件で破砕，分画したものを酵素液として使

用した訳であるが，12,000×ｇ沈査，２４，０００×ｇ沈査に

はほとんど活性が見られず大部分の活性は24,000×ｇ上

従来Ｔｒｉｃｈｏ,,zo"αｓｕａｇｉ"αZｉｓの代謝機構に関する生

化学的研究はSuzuokiandNinomiya（1952）以来数多

く行なわれて来ている．またこれまでの研究ではＴ､v・

は嫌気的発育性状を有しmitochondriaを有しないとさ

れている(InokieZaZ.，１９５９；Ｉｎｏｋｉｅｒα/､，1961)．

しかしながらその後，Ｓｅａｍａ（1953)，Wirtschafter

(1956)，Ａｓａｍｉ（1956)，Ｒｅａｄ（1957)，河原（1959)，

KunitakeeraZ．（1962)，WellersonandKupferberg

(1962)，ＳｃｈａｍａａｎｄＢｏｒｎｅ（1963）等によりＴ､v・に

於けるＴＣＡ回路，Cytochrome系などのいわゆるエ

ネルギー代謝に関する研究が行なわれるようになり特に

Baernstein（1961)，岡・尾崎（1963ａ，ｂ）により，一

般高等動物ではmitochondriaに存在するmalate

dehydrogenase活性がmitochondriaを有しないとされ

ているＴ､v、に於いても非常に高いことが報告されてい

る．またHirtschaftandMazia（1950）は原虫細胞の

酵素活性分布は他の動物組織と可成異なることをアメー

バを用いて最初に報告している．

著者はＴ､v・のエネルギー代謝の研究をすべ〈，

mitochondriaを有しないとされているTrichomonas

に於いてその機能を有している部位はどこなのか，

ＭＤＨその他の脱水素酵素の存在する所はどこなのか，

(７０）
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またそれらの酵素の生理的な機能を探求する為にその発

端として第一報(田中，1970)に於いてはＳＤＨ，ＭＤＨ，

ICDH,ＬＤＨについて光学顕微鏡レベルでの細胞化学

,的研究を行ない，その結果としてＭＤＨが極めて高い

活性を有し，ＬＤＨがやや高度の活性，ＳＤＨが低い活

性を有し，ＩＣＤＨはほとんど活性のないことを証明し

た．

本報に於いては第一報の所見を生化学的に裏付け，さ

らに研究をすすめて音波破砕，ガラスホモジナイザー破

砕などの方法によってＴｖ・虫体のhomogenateを作

成し，それらの各種脱水素酵素活性を生化学的に測定

し，中でも最も強い活性を示したＭＤＨについては，

Ｔ､v・のhomogenateを遠心分画しそれぞれのＭＤＨ

活性を測定することによってＭＤＨの細胞内局在を探

求した．

得られた結果は前述の通りであるが，完全虫体を用い

た時よりも，破砕虫体を用いた時の方がＳＤＨ，ＭＤＨ，

LDH共に数倍強い活性を示した．完全細胞と無細胞液

とが酵素活性に於いてしばしば相違することはYudkin

(1937)），岡（1957）が細菌に於いて，河原（1957）が

原虫に於いて報告している．この場合細胞の破砕により

一連の系統下にある酵素が拡散稀釈されることは考慮す

べきであるが（Young,1929)，完全細胞で見なかった活

性が無細胞液で賦活される場合は少なくとも細胞表面構

造特に細胞膜や細胞内小構造物のlimitingmembrane

の影響を重視しなければならないと言われている(ogi‐

nsky，1954)．これらのことから合わせ考えるに本実験

で得られた結果は，これら脱水素酵素のＴ､v､虫体内存

在を確実にするとともに，これらの酵素がＴ､v､虫体内

に於いても,一般好気的細胞では大部分mitochondriaの

外膜に存在すると言われているように何らかのplasma

membrane以外のlimitingmembraneによってその活

性の発現が規制されている可能性をも暗示するものと言

えよう．また同一のhomogenateを酵素液として比活

性を調べた場合ＭＤＨ,ＬＤＨＳＤＨの順に活性が低く

なっているのは前報に於いて述べた光顕的細胞化学所見

と一致している．

本報に於いて述べる実験に於いて最も強く著者の興味

をひいたのは表５，表６，表７に示された事実より考えら

れる以下に述べる事柄である．これらは音波破砕または

ガラスホモジナイザー破砕によるＴ､v・homogenateを

いろいろな遠心分画に分け，各分画中のＭＤＨ活性お

よびＮＡＤＨ酸化活性を比較した一連の実験であるな

おこの際ＭＤＨを選んで実験を行なったのは本酵素が

Ｔ､v・のエネルギー代謝に特に重要な役割を演じている

と思われたからであるが，表５，表６から判るように

malate→oxalacetateの方向の反応を触媒する酵素とそ

の逆反応にあずかるものとが異なる分画中に現われてい

る表５は音波によるＴ､v・破砕液を遠心分画したもの

を酵素液としてmalate→oxalacetateの方向の反応をお

こさせたものであるが，一般好気性細胞に於いては音波

にて細胞を破壊するとmitochondria外膜にゆるく結合

して存在するＴ・ＣＡ・回路系の酵素，特にＭＤＨはほ

とんど可溶性分画に移行すると言われている（Green，

1965)．しかしながらこのことは必らずしも本来上清分

画にＭＤＨが存在しないと言うことを意味するもので

はない．

前述したようにmalate→oxalacetate，oxalacetate→

malateの二方向の反応を行なう酵素がいずれも異なる

分画にその活`性が見られることは，一般高等動物におい

てmitochondria分画と可溶`性分画にMDH-isozyme

が発見されたのと同様，Ｔ､v､虫体中でのMDH-isozyme

の存在を暗示する．なお，Ｔ､v、には同じくmalateを

基質として酸化的脱炭酸を行なうmalicenzymeも存在

することが高等動物と同様Ｔ､v・虫体でも証明されてい

るが，これはＮＡＤＰをcoenzymeとするもので，

ＮＡＤ依存性のものはないとされている（Wellerson，

1962）したがって著者がmalate→oxalacetateの反応

を見るのに用いたＴＴＣ法の系にはほとんど影響を与

えていないものと思われる．一方oxalacetate→malate

の方向の反応を測定した系はＮＡＤＨをCoenzymeと

して含んでいる．従ってこのＮＡＤＨが他のNADＨ

利用系に利用されている可能性が十分考えられる．事

実，Baernstein（1961）はＮＡＤＨの酸化酵素の活性

がＴ,v・虫体では可成高いことを見ている．しかしな

がらＴｖ、が嫌気的生物である以上ＮＡＤＨより

Cytochromeに電子伝達が行なわれると言う一般高等動

物に於けるmitochondriaのような可能性，すなわち

NADHdehydrogenaseの存在は余り考えられず，

ＮＡＤＨの酸化活性一ＮＡＤの再生系なのかも知れない

が－がその大部分を占めているものと考えられる．

従ってoxalacetate→malateの反応系の中のＮＡＤＨ

→ＮＡＤの変化による340ｍ似のabsorbanceの減少は

oxalacetate→malateの変化に伴うＮＡＤＨの酸化によ

るものと，上述のＮＡＤＨの酸化系によるＮＡＤＨ→

ＮＡＤの変化によるものの二つが考えられる．表７に示

（７１）
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ると述べている．またKaplanandCiotti（1961）は

mitochondria分画のＭＤＨと可溶性分画のＭＤＨそ

れぞれについて基質にmalate，oxalacetateを用いて

Kineticsの研究を行いmitochondria分画に存在する

ＭＤＨはmalate→oxalacetateの反応を行ない，可溶`性

分画のＭＤＨはoxalacetate→malateの反応を行なうと

結論づけている．従って著者の本論文で述べた結果とは

全く反対のことを示していることになる．またKaplan

(1963）はこの事実をmitochondria膜に於けるmalate

とoxalacetateのtranspoatに関連させてmitochondria

でのTCA-cycleの作動を説明している．

またＬａｒｄｙｅＺａＺ．（1966）はＭＤＨｉｓｏｚｙｍｅの作用

をＧＯＴｉｓｏｚｙｍｅとの関連からKaplanと同様に

mitochondria膜に於けるmalateとoxalacetateの

transportの差異によって説明している．

著者の実験結果からＴ､v・体内に於けるＮＡＤ,ＮＡＤＨ

間の変換をＭＤＨと関連させて考察すると次のように

なる．すなわち24,000×ｇ上清部分に於いては脱水素酵

素反応，主としてmalate→oxalacetateの方向の反応に

よって生じたＮＡＤＨはそのままＮＡＤＨの酸化に

よってＮＡＤとなった上で再利用されるか，あるいは

１２，０００×9,24,000×ｇ沈査部分の穎粒性部分にとり込

まれoxalacetate→malateの反応によってＮＡＤとな

り，このＮＡＤがまた24,000×ｇの上清分画に入って

malate-÷oxalacetateの脱水素酵素反応に関与している
、

のではないかと思われる．

以上述べた12,000×9,24,000×ｇ穎粒性分画には実

際上Ｔ､v、のどのようなorganellaが集っているかは現

在の所不明でありＭＤＨの存在部位とともに形態的研

究をまたねばならない．

さらにＴ,v．に於けるTCA-cycleの存在が確定され

ていない現在（浅見，1967）ＭＤＨが実際上Ｔ､v・のエ

ネルギー産生の上でいかなる機能を果しているかも依然

として不明であり，高等動物と異ったisozyme分布様

式を持つであろうと言う意味からもＴ､v・の研究上大変

興味ある問題である．そこで著者はＴ､v，のMDH

isozymeの分布ならびに電子顕微鏡的細胞化学的追求も

行なったのでその結果については続報で報告する．

したものはmalateを除いた他はoxalacetate→malate

の酵素活`性を測定する場合と同一の反応液組成でＴ､v・

homogenateのＮＡＤＨ酸化の速度を測定したものであ

る．材料作成も表６の場合と全く同じ方法で行なわれて

いる．従ってＮＡＤＨ→ＮＡＤの変化による340ｍ｣ｕの

吸光度の減少，すなわち見かけ上のＭＤＨ活性が大部

分ＮＡＤＨの酸化によるものであるとすればＮＡＤＨの

酸化活性は当然１２，０００×ｇ沈査，24,000×ｇ沈査に大部

分出て来るはずである．ところがＮＡＤＨの酸化活性は

24,000×ｇ上清分画に最も多く現われている．この実験

事実より,著者がoxalacetateを基質として行ったＭＤＨ

活'性の実験にはNADＨ酸化系の影響は極めて少ないも

のと言うことが出来る．

以上の実験事実より，24,000×ｇで沈澱する穎粒性分

画には主としてoxalacetate→malateの方向の反応を触

媒するＭＤＨが，24,000×ｇ上清分画にはmalate→

oxalacetateの方向の反応を触媒するＭＤＨが存在する

ことが言えよう．しかしながら著者の行なった分画方法

は最高で24,000×９，６０分であるので一般に肝細胞など

で行なわれているmicrosomefractionが未だ上清分画

に残っていることになる．従ってmalate→oxalacetate

の反応を行なうＭＤＨが24,000×９，６０分でも沈澱し

ない小構造物に存在する可能性も考える場合，厳密な意

味での可溶性分画中にこのＭＤＨが存在することは言

えないかも知れないが，これを本原虫体内のＭＤＨ‐

isozymeと考えることは無理ではない．少なくとも従来

の電顕像に見られる膜性構造物はこの上情には含まれて

いないとしてよい．

岡ら（1966）はＴ､v、と近縁種のＴ､／Ｍ“をテフロ

ンホモジナイザーで磨砕したものの遠心分画について，

malateを基質としたＭＤＨ活性の局在を検討し，

13,000×ｇ沈査にこれを見い出したとしている．しかし

石英砂磨砕の場合は144,000×ｇ上清部にＭＤＨ活性を

見出しており，著者の成績との不一致の部分は磨砕方法

によるものと考えられる．

MDH-isozymeについては，この数年種々の材料につ

いて種々の方法を用いて解析が行なわれて来た．Sophi‐

anopoulosandVestlung（1960）はＭＤＨについて

mitochondria分画と可溶性分画に別々のisozymeが存

在することを初めて報告した．またKaplan（1963）に

よれば高等動物においては可溶性分画のＭＤＨは電気

泳動的に一個のpatternしか示さないが，mitochondria

分画のＭＤＨは電気泳動で４個のpatternが現われ

結 語

T7icAo"zo"αｓｕａｇｉ"α/ｉｓのDehydrogenase活性につ

いて生化学的に追求を行なった結果以下のようなことが

分った．

（７２）
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ＬＴ.v・の完全虫体ならびに破砕液中に高度の

malatedehydrogenase活性，中等度のlactatedehy‐

drogenase活性，低いsuccinatedehydrogenase活性

を認めた．

２．破砕虫体に於ける活性の方が，完全虫体に於ける

活性に較べて数倍強かった．

３．同一材料を用いて同時に測定した実験ではＭＤＨ

活性が最も高く，次いでＬＤＨ，ＳＤＨの順であった．

４．Ｔｖ・homogenateの遠心分画中に於けるＭＤＨ

活性の所在を追求し，malate，oxalacetateを基質とし

てそれぞれmalate→oxalacetate，oxalacetate→malate

の二方向の反応を調べた結果，前者は24,000×ｇの上清

に後者は12,000×ｇ沈査，24,000×ｇ沈査に大部分の活

性が集中していた．またＮＡＤＨの酸化活性は２４，０００×

ｇの上清に最も強かった．
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' Abstract I
LJ

BIOCHEMICAL STUDIES ON DEHYDROGENASES IN TRICHOMONAS VAGINALIS

Kohsei TANAKA

[Department of Parasitology, Keio University School of Medicine, Shinjuku-ku, Tokyo)

Biochemical studies were carried out to elucidate the localization of the activity of

dehydrogeases such as malate dehydrogenase (MDH), succinate dehydrogenase (SDH) and lactate

dehydrogenase (LDH), as well as NADH oxidizing activity in Trichomonas vaginalis. By

Thunberg method containing the substrates solution, triphenyl tetrazolium chloride as a hydrogen

acceptor, NAD and whole or homogenized cells in the reaction system, the activties of the

dehydrogenases were determined to be very high in MDH, mild in LDH, and very low in SDH.

The activities of these dehydrogenases were found in both whole cells and homogenized cells,

being higher in the latter than in the former.

In case of MDH reaction from malate to oxalacetate measured by Thunberg method, most

of the activity was found in the supernatant of 24,000Xg centrifugation of homogenized cells,

whereas negligible activity was found in the sediment. The reverse reaction of MDH was

measured spectrophotometrically at the wave length of 340 mjn in the reaction system composed

of Tris-HCl buffer, NADH, and oxalacetate as a substrate (Ochoa, 1955). Most of the activity

was recognized in the sediments of 700Xg, 4,000Xg, 12,000Xg, and 24,000Xg, and it was

negligible in the supernatant of 24,000Xg centrifugation.

NADH oxidizing activity was measured by the same method as that for the reverse

reaction of MDH excepting oxalacetate. The activity was recognized in 24,000Xg supernatant.

These results suggest that MDH activity reacting from malate to oxalacetate exists in the

cytoplasm as a soluble enzyme and the activity of the reverse reaction in the membranous

structures of the cells. The pattern of localization of these two types of MDH activity in T.

vaginalis is contrary to that in general aerobic cells as advocated by Kaplan.

( 74)




