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トキソプラスマの２～３の脱水素酵素の電子顕微鏡的

細胞化学による証明

赤尾信吉

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室

(昭和46年７月２１日受領）

ＬＤＨの証明にはBarka-Anderson（1963）の方法に

よった．反応液の組成は次のごとくである．

１）ＬＤＨ反応液の組成

0.1ＭＤＬ－乳酸ナトリウムO１ｍｌ

ＮＡＤ（４～６ｍｇ/ｍｌ）０．１ｍ1

0.1ＭＫＣＮ０．１ｍｌ

ＯＯ５ＭＭｇＣｌ２０．１ｍ1

0.06Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.4）0.25ｍｌ

ＴＮＢＴ（４ｍｇ/ｍｌ）0.25ｍｌ

水0.1ｍI

２）ＭＤＨ反応液の組成

ＭＤＨの証明はBarka-Anderson（1963）の方法によ

った．反応液の組成は次のごとくである．

１．０Ｍリンゴ酸ソーダＯ１ｍｌ

ＮＡＤ（４～６ｍｇ/ｍｌ）０．１ｍ1

0.1ＭＫＣＮ０．１ｍ１

０.Ｏ５ＭＭｇＣｌ２０．１ｍ１

００６Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.4）0.25ｍｌ

ＴＮＢＴ（４ｍｇ/ｍｌ）0.25ｍｌ

水０．１ｍ’

３）ＳＤＨ反応液の組成

ＳＤＨの証明はNacklaseZaZ．（1957）の方法によっ

た．反応液の組成は次のごとくである．

0.1Ｍコハク酸ソーダＬ５ｍｌ

（0.1Ｍ燐酸緩衝液ｐＨ7.6に溶解）

0.1Ｍ燐酸緩衝液ｐＨ７．６Ｌ２ｍｌ

庶糖O25g

Phenazinemethosulfate（PMS）

ＴＮＢＴ（４ｍｇ/ｍｌ）0.25ｍｌ

水０．１ｍｌ

実験にはＰＭＳを含む反応液と添加しない反応液を準

備して，それぞれについて実験を行なった．

対照としては，それぞれの反応液中より乳酸ソーダ，

序 論

著者はＴｂ工”〃S"Zagmz〃（以下Ｔｐ.）における細

胞内小器官の生理学的機能，およびその代謝過程を明ら

かにすることを目的として，電顕的細胞化学手技を用

い，ATP-aseAcp-ase，ＧＯＴ，peroxidase等の酵素局

在を証明し報告した．本報では,乳酸脱水素酵素(LDH）

さらにＴｐ、におけるTCA-cycle上の脱水素酵素一リ

ンゴ酸脱水素酵素(ＭＤＨ)，コハク酸脱水素酵素(SDH）

について，電顕細胞化学手技の応用により，これらの酵

素の局在を明らかにすることを目的とした．

実験材料および方法

実験材料であるＴＰ、虫体は，当教室でマウス腹腔に

継代培養している強毒のＲＨ株である．マウスに接種

後３日目の虫体を３匹のマウスから腹水と共に採り，

4°Ｃに冷却した滅菌生理食塩水で,２，００or・p.m.１５分間，

３回遠心洗緤を行なった．集めた虫体を前固定すること

なく酵素反応液に浸した．前固定を行なわなかった理由

は次のごとくである．

脱水素酵素反応における前固定の問題を検討するため

に，冷却無水アセトンおよび１～２％グルタールアルデ

ヒドにて予備実験を行なったところ，これらの前固定操

作はいずれも酵素反応を失活させることがわかった．し

たがって，本実験では前固定操作を行わないことにし

た．しかしながら，前固定を行わない場合，虫体の微細

構造は破壊されることが認められたため，酵素反応温度

条件を低温とし，３０分間冷蔵庫中で行なうことにした．

各酵素反応液にはTetranitroblue-tetrazolium（ＴＮ‐

ＢＴ）が加えられている．このＴＮＢＴは試料の酵素反

応により還元されてFormazanを形成し，雷顕的に電

子密度の高いものとして観察されるようになる．

酵素反応液の組成

(４９）
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リンゴ酸ソーダ，コハク酸ソーダを加えないものを用意

し，同様に実験を行なった．

以上の酵素反応液中に先に用意しておいた虫体沈法を

加え，ピペットでよく攪伴後，冷蔵庫中で30分間反応さ

せた．この間，反応を促進させるために浮遊虫体を数回

ピペットで攪伴した．反応時間後に，試料を遠心操作し

て集め，冷却した（4°Ｃ）１％オスミウム酸で30分固定

した．固定終了後，虫体の一部を採り光顕による観察を

行なった．電顕用の試料でアルコール脱水後エポン樹脂

包埋を行ない，Portor-blum型ミクロトームにより超

薄切片とし，日立電子顕微鏡ＨＵ－１１Ｂで撮影観察した．

直接倍率10,000～20,000倍とし，２～３倍に引伸した．

結果

１．ＬＤＨ活性について

光顕的観察では，虫体細胞質内に不規則な黒い穎粒が

１～２個認められた（Fig.１)．これに対して，対照群

にはこのような穎粒はまったく認められなかった．この

ことは，これら穎粒がＬＤＨ活性により形成された反応

生成物（Formazan）であることを示している．しかし

ながら，これら酵素活性を示した穎粒がＴｐ・のいかな

る部位であるかは明らかでない．

この同一試料を電顕にて観察すると，ミトコンドリア

に活性の存在することがわかった（Fig.３)．活性反応

を示したミトコンドリアの高倍率像を観察してみると．

ミトコンドリア全体に強い活性が拡散状に認められる

(Fig.４).その他のＴｐ・構造物一microneme,polarring，

conoid,endoplasmicreticulum，細胞膜等には活性は認

められない（Fig.５，６)．

対照群には反応はまったくなく，本実験の反応が特異

的であることを示した（Fig.９)．

２．ＭＤＨ活性について

ＭＤＨ活性は前述のＬＤＨ活性と光顕的観察，電顕

観察ともに同じく観察された．光顕の場合には，ＬＤＨ

活性像よりやや弱い活`性であった（Fig.２)．電顕像で

はＬＤＨ活性と同じくミトコンドリアに明らかな活性

が認められた（Fig.７，８)．

これに対して，対照群ではまったくその反応を認めな

かった．

３．ＳＤＨ活I性について

ＳＤＨ活性は実験を繰り返し行なったが，光顕観察，

電顕観察ともに反応は認められなかった．ＰＭＳを添加

した酵素反応液を用いても同様に活性反応は現われなか

った．

考察

著者はＴｐ・における脱水素酵素(LDH,ＭＤＨ,ＳＤＨ）

について，電顕細胞化学的方法により酵素局在を証明す

る実験を試みた．その結果，ＬＤＨとＭＤＨ活性がミ

トコンドリアに局在することが証明された．ＴＰ、におI

ける脱水素酵素の実験報告はCapellaandKaufman

（1964)等により細胞化学的方法でなされており，NADH

diaphorase，NADPHdiaphorase・ＬＤＨ，ＭＤＨ，ＳＤＨ

等の活性がＴＰ・にあることを報告している．これによ

ると，酵素活性を示した場所はJanusgreenで染色さ

れるミトコンドリア域に一致すると述べている．本実験

における光顕的観察では，ＴＰ・の細胞質内に明らかに酵

素反応により生成されたと考えられる１～２個の反応生

成物（Formazan）の塊が見られた．ＬＤＨ，ＭＤＨの反

応を光顕像で比較すると，ＬＤＨ，活性の方がＭＤＨよ

りもやや強く観察され，ＳＤＨ活`性はまったく観察さ

れず陰'性であった．ＴｐにＳＤＨの存在することは

CapellaandKaufman（1964）により報告されている

が，本実験においては証明されなかった．このことは，

SDHがＴｐに存在するものとしても，その活性は

ＬＤＨ,ＭＤＨよりもきわめて弱いものと考えられれる．

その他に考えられる原因としては，作用反応温度が冷蔵

庫中であるということがあげられる．

ＴＰ・のミトコンドリアにおける酵素の局在は，前報に

おいてＡｋａｏ（1969,1970a）がATP-ase，peroxidase

について報告している.これら酵素の反応部位と,本報で

証明した脱水素酵素の活性部位はミトコンドリアに一致

している．しかし,ATP-aseはミトコンドリアのcristae

内層に明らかな活性を示したが，ＬＤＨ,ＭＤＨ活性はミ

トコンドリア領域に観察され，局在部位の詳細は不明瞭

であった．このように脱水素酵素の反応が拡散状に観察

された原因としては，反応生成物であるFormazanが

有機溶媒である電顕包埋剤に，その過程で少なからず溶

出したために起きたものと考えられる．本実験での雷顕

包埋剤として，スチレン樹脂，エポン樹脂，アラルダイ

ト等を用いてみたが，そのうちエポン樹脂が反応生成物

防止の点で最も良好な結果を与えた．

ＬＤＨ，ＭＤＨの酵素反応は，ミトコンドリア以外の

細胞内小器官には認められず，細胞質中にも本実験では

証明されなかった．細胞質中のこれら酵素は存在したと

しても，その活性はきわめて弱いものと考えられる．

ＴＰ・における脱水素酵素以外の酸化還元酵素として，

peroxidaseの局在を前報(Akao，1970ａ）で報告したが，

（５０）
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による反応生成物がdiformazanでなくmonoformazan

の場合には，電顕包埋材料に用いる有機溶媒に溶出する

ことを述べている．このような原因で誤った結果を得な

いために，本実験では１～２％グルタールアルデヒドに

よる前固定を試みたが，この場合，酵素反応を観察しえ

なかった．このことは，アルデヒドにより脱水素酵素の

失活が起るものと考えられる．故に，本実験では酵素失

活を防ぎ，虫体微細構造を保つことを目的として，低温

(冷蔵庫中）で酵素反応を行った結果，良い成績を得る

ことができた．しかしながら，包埋時に－部酵素溶出が

あり，ミトコンドリアにおける活』性をその構成単位膜と

一致した像として得られなかった．

本実験において強いＭＤＨ活性がミトコンドリアに

存在するということは，ＴＰ・のエネルギー代謝における

酵素の役割を考える上で興味深いものといえよう．

本研究は昭和46年度慶応義塾大学学事振興資金の援助

により行なわれたものである．

稿を終わるにあたり，御指導御校閲を賜わった恩師松

林久吉教授，ならびに浅見敬三助教授に深甚の謝意を表

します．
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写真説明

写真１ＬＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマ．黒い部分が酵素反応により形成されたFormazan

である．Ｔ：ToxoplasmaH．Ｃ､：Ｈｏｓｔｃｅｌｌ（2,500倍）

写真２ＭＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマ．黒い部分が酵素反応により形成されたFormazan

である．Ｔ：Toxoplasma（2,500倍）

写真３ＬＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマの電顕像．電子密度の濃い部分がFormazanで，

ミトコンドリア上に観察される．Ｍ：Mitochondria（10,000倍）

写真４ＬＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマの高倍率電顕像．ミトコンドリアの模構造上にFor‐

mazanが観察される．Ｍ：Mitochondria（２０，０００倍）

写真５ＬＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマ．micronemes（ＭＮ）およびconoid（ｃ）には酵

素活性は観察されない．ＤＢ：densebody（10,000倍）

写真６ＬＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマ．polarring（ＰＲ）およびsubmembranousfibril

（SF）には酵素活性は観察されない．（２０，０００倍）
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写真説明

写真７ＭＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマの電顕像．ミトコンドリアに酵素活』性がある．

Ｍ：mitochondria（10,000倍）

写真８ＭＤＨ基質液に30分間反応させたトキソプラスマの高倍率電顕像．ミトコンドリア構成膜上にFor-

mazanの沈着が観察される．Ｍ：mitochondria，Ｎ：nucleus・

写真９，１０対照実験群の電顕像．写真９はＬＤＨ基質液より乳酸ソーダを除いたものに反応せしめた．写

真10はＭＤＨ基質液より，リンゴ酸ソーダを除いたものに反応せしめたものである．両者ともミト

コンドリアや他の構造物に全く反応を認めない．Ｍ：mitocondria，Ｎ：nucleus．（10,000倍）

（５４）
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Abstract !

LOCALIZATION OF LACTATE, MALATE AND SUCCINATE DEHYDROGENASES

IN TOXOPLASMA GONDII

Shinkichi AKAO

{Department of Parasitology, School of Medicine Keio University

Shinjuku, Tokyo, Japan)

The present author has carried out ultramicroscopic studies on the localization of enzyme

activities such as ATP-ase, peroxidase and glutamic oxalacetic transaminase in Toxoplasma gondii

(Akao, 1969, 1970 a, b). The original intention of these studies was to elucidate the physiological

functions of particular organella of the organism. The present experiments were carried out to

clarify the respiratory system of Toxoplasma by elucidating the localization of some respiratory

or glycolytic enzymes such as malate dehydrogenase (MDH), Succinate dehydrogenase (SDH)

and lactic dehydrogenase (LDH).

LDH and MDH activities were demonstrated only in the mitochondria of Toxoplasma

cells. No positive reactions were observed at any other sites of the cell including cell membranes.

SDH was not demonstrated at any site.

Taking consideration of these results, the presence of dehydrogenases such as MDH in

mitochondria of Toxoplasma cell suggest that the important physiological roles of these enzymes

in the energy production pass way of this organisms.

( 55 )




