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TWCﾉﾉo川Ｍａｓｚ)cZg/〃たのリンゴ酸脱水素酵素一

isoenzymeに関する研究

田中耕誠

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室

(昭和４６年７月３０日受領）

実験材料および実験方法緒言

リンゴ酸脱水素酵素（以下ＭＤＨと略す）は1910年

にBatelliandSternおよびThumbergによりそれぞ

れ独立して発見されてWolfeandNielandによってブ

タ心筋より純粋な非結晶性のものとしてとり出された．

一方MDH-isozymeについては，1957年Veselland

Bearn（1957,1958）の報告以来Ｔｓａｏ（1960)，Sophi‐

anopoulosandVestlung（1960)，LowenthaleZaJ．

(1961)，YokulisetaZ．（1962)，Goldberg（1963)，

Kaplan(1963）等により主として一般哺乳動物組織にお

いて研究が進められ種々の知見が得られている．

またLaufer(1961)はかいこの発生期に於けるＭＤＨ‐

isozymeの分離を試みているし，MooreandVillee

(1963）は胎生期のウニにおいて発育期にともなう

MDH-isozymeの変化を追求している．しかし原虫にお

ける報告は未だ見当らない．

著者は前報（田中1970,1971）までＴγicho"'o"αｓ

Ｔａｇｉ"αZis(以下Ｔ､v、と略す）のTCA-cycle上の脱水

素酵素について種々検討を行ない，Ｔ､v・の呼吸代謝に

おいてリンゴ酸脱水素酵素(ＭＤＨ）は重要な役割を演じ

ているであろうことを報告した．さらにＴ､v・における

ＭＤＨ活性について細胞化学的ならびに電顕細胞化学的

にその虫体内局在を究明し，同時に生化学的に遠心分画

中における所在を検討したところ，本原虫の場合は一般

細胞においてKaplan（1963）が提唱したものと異なる

局在を示すことが推測される成績，およびミトコンドリ

アを有しないとされている（InokieZaZ.，1959）Tri‐

chomonas虫体内においても哺乳動物の組織中における

と同様いくつかのisozymeの存在を思わせる成績が得

られた．そこで今回は電気泳動法によりＴ､v・虫体内の

MDH-isozymeについて２～３の検索を行ない興味ある

知見を得たので報告する．

１．実験Ｉ：セルローズアセテート電気泳動法による

分析

当教室で所謂浅見培地(Asami，1952）で無菌的に250

代余り継代培養保存せるＴ､v・株（ＳＤ株，ＯＳ株）を

寒天を除いた浅見培地で48時間培養し，運動活発な虫体

を材料とした．この材料の一部をチオグリコレート培地

で培養すると共に鏡検により無菌状態を確認した．多数

の虫体を冷却下にて遠沈集穫し，生理食塩水にて３，００o

r・ｐ．ｍ．１０分間２回，１/15Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.6）にて

同じく一回洗糠し，その沈澱部の１容に対して３容の冷

去Ⅱせる１/15Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.6）を加えて懸濁し，

その後ドライアイスアセトンにて４～５回凍結融解を行

ない顕微鏡下で虫体が完全に破砕されていることを確め

てこのhomogenateを試料とした．

泳動装置にはＫｏｈｎ（1958）の装置の小川（1963,

1965）改良型泳動装置（常光産業株式会社製セルローズ

アセテート膜電気泳動装置）を使用し，電気泳動学会の

標準操作法（小川，1966）に沿って行なった．緩衝液に

は0.07Ｍベロナール，ベロナールソーダ緩衝液（ｐＨ

8.6）（ベロナール0.839,ベロナールソーダ6.389,蒸溜

水500.0ｍｌそれに細菌の繁殖を防ぐ目的で0.1％の割合

にチメチロサールを加えたもの）を用い，泳動膜には国

産セルローズアセテート膜・セパラックス（Separax；

富士フィルム社）を用いた．術式通り泳動装置をセット

しセパラックスを張ったのち，マイクロジェクターにて

前記の試料を塗布し，電圧100Ｖ，膜幅１ｃｍにつき５

ｍＡの定電流で約90分間泳動し，全線の泳動距離が3.5

ｃｍとなるようにした．反応液としてはWilkinson

(1965）の処方の変法により，0.5MSodiummalate

20ml,Nitrobluetetrazorium(ＮＢＴ：Sigma)５ｍｇ,ＮＡＤ

(Sigma）５０ｍｇに０．０６Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.6）を加

(６１）
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えて100ｍｌとしたものを用いた．使用直前にこの溶液２０

ｍｌに対してphenazinmethosulfate（PMS）を0.5ｍｇ

)の割合に溶解し，予めフラン器に入れて37.Ｃに暖めて

おき，泳動を終了したセルローズアセテート膜を直ちに

この反応液の中に試料塗布面を上にして一端より静かに

挿入し全部が液中に浸った状態で暗所に静置し，３７°Ｃ

で約30分間incubateした．

セルローズアセテート膜は試料の保持能力が弱いので

動かすと酵素や反応生成物が流出するので反応中はきわ

めて静かに放置しておく必要があった．反応終了後10％

酪酸液に２～３分間浸して反応を停止せしめ，次いで水

:洗を行ない室温で自然乾燥をさせた．

２．実験、ディスク電気泳動法による分析

当教室で所請浅見培地に無菌的に30代から250代余り

継代培養保存せるＴ､v・虫体の11株（ＳＤ株，ＯＳ株，

ＮＡ株，ＴＡ株，ＴＢ株，ＴＣ株，ＴＤ株，ＴＥ株，

ＴＦ株，ＴＧ株，ＴＨ株）について実験Ｉの場合と同様

に48時間培養の後，多数の虫体を冷却下において遠沈集

積，洗潅を行ない次いでドライアイスアセトンにて凍結

融解し，0.06Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.6）を用いて各株の

wholehomogenateを作成した．

これら11株の中，ＳＤ株，ＯＳ株，ＴＣ株については

虫体破砕液を前報（田中，1971）の場合と同様に冷却

下で遠沈分画を行ない，900×ｇ沈査(Ｓｅｄｌ）,24,000×

ｇ沈査（SedⅡ）および上清に分けた．次いで上清部と

等容になるように0.06Ｍ燐酸緩衝液（ｐＨ7.6）を加え

て懸濁させそれぞれを試料液とした．

泳動装置には中村（1966）による萱垣医理科工業製の

ディスク電気泳動装置（1069型）を用いｐＨ８．２，濃度

7.5％のゲルで泳動した．泳動方法はOrnsteinおよび

Davisによって考案された系を中心とした永井（1967

a,ｂ）の方法によって行なった．

電極槽用の緩衝液にはトリス6.09,グリシン28.89に

水を加えて１１としたもの（ｐＨ8.3）を使用し，その上

部緩衝液に100ｍｌ当り0.5ｍｌの0,001％ＢＰＢ水溶液を

加えて泳動中のleadingionの位置の追跡をしやすくし

た．ガラス管一本当り２ｍＡの定電流で泳動を行ない展

開距離を約５ｃｍとなるようにした．泳動時間は90分～

120分を要した．泳動終了後泳動槽よりガラス管をはず

し冷水を満たした水槽中に移し，その中でガラス管より

ゲルをとり出した．

酵素反応液にはSchwerteZaZ．（1952）の方法に準じ

て0.1MSodiummalatelml，Ｐ・Ｍ・Ｓ．（0.4ｍｇ/ｍｌ）

２ｍ１，１MTrisBuffer（ｐＨ8.6）２ｍ１，ＮBＴ（1.6

ｍg/ｍｌ）１ｍ１，ＮＡＤ（1.05ｍｇ/ｍｌ）0.2ｍ１，蒸溜水6.2

ｍｌを混合して用いた．

ガラス管よりとり出したゲルは0.7×10ｃｍの小試験

管中に予め温めておいた上記の酵素反応液中に浸し

37°Ｃ｣恒温室（暗所）にて約30分間incubateした．反

応時間終了の後,ゲルを水洗して酵素反応液を洗い去り，

７％酪酸溶液を加えて反応を停止せしめ，この酪酸溶液

に浸したまま暗所に保存した．なお対照としては前記の

反応液よりsodiummalateを除いた溶液中で同様に

incubateしたものをとった．

反応ゲルの濃度測定は富士理研Ｋ､Ｋ・製，FUJI-OX

Densitometory(ＦＡＤⅣ型）を用いスリット０．２×３ｍｍ

で600町‘の干渉フィルターを使用して行なった．

実験結果

１．セルローズアセテート電気泳動法による分析結果

写真１に示すようにＳＤ株，ＯＳ株共にwholeho‐

mogenateでは３本のｂａｎｄが検出された．ｂandの現
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セテート電気泳動法よりもはるかに分離能が秀れている

ことが分り明瞭なbanｄを得ることが出来た．実験Ｉ

の結果から株によりｂａｎｄの現われ方に相異があるこ

とも推測されたので，株数を増やし11株の試料について

実験を行なったところ株により最大８本，最小４本の

bandが検出された．これらについて分析を行なった結

果各株におけるMDH-isozymeパターンは総計８本の

bandより成る基本パターンの変形として把握すること

が出来た．出現したｂandに対しWielandandPfleider

(1957）やWlikinson（1965）の方法に従い易動度の大

きいものよりＩからⅧ迄の一連番号をつけＢａｎｄｌ～

BandⅧとし，それぞれをＭＤ１，MD2,.…ＭＤ８と命

名した．ただし本実験においては各株における対応する

bandの酵素の異同についての検討は特に行なわなかっ

た．

１１株についてのｂandの出現の仕方はつぎの五つの

タイプに分けられた．すなわちＳＤ株，ＴＧ株，ＴＨ

株のhomogenateに現われたタイプでＢａｎｄ１，Ⅱ，

Ⅲ,Ⅳ，Ｖ，Ⅵの６本のｂａｎｄが認められたＳＤ型（写

真２)，ＯＳ株，ＮＡ株に現われたＢａｎｄⅡ，Ⅳ，Ｖ，

Ⅵの４本のｂａｎｄが認められたタイプ（ＯＳ型）（写真

３），ＴＣ株，ＴＥ株に現われたＢａｎｄⅡ，Ⅳ，Ｖ，Ⅵ，

Ⅶ，Ⅷの６本が現われるＴＣ型（写真４）およびＴＦ

株，ＴＡ株，ＴＤ株に現われたタイプで，ＯＳ型同様に

ＢａｎｄⅡ，Ⅳ，Ｖ，Ⅵの４本が認められるが，ＯＳ型（写

真３）ではＭＤ２が最も活性が強くMD4,MD5，ＭＤ６
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よりも強い活性を示すのに対し，このタイプでは写真５

に示すようにMD4,ＭＤ５,ＭＤ６の方が強い活性を示し，

ＭＤ２はきわめて弱い活性を示す点でＯＳ型とは明らか

に区別されるタイプ（ＴＦ型）（写真５）およびＴＢ株

に現われたＢａｎｄ１，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ，Ｖ，Ⅵ，Ⅶ，Ⅷの８本

のｂａｎｄが認められたＴＢ型（写真６）の五つのタイ

プに分けられた．

このように、v・虫体のhomogenateにおけるＭＤＨ‐

isozymeは株によって相異することが分り１１株中ＭＤ２，

MD4,MD5，ＭＤ６は全部の株に現われたがＭＤ１，MD3，

MD7，ＭＤ８は保有する株と，しない株とがあった．ま

た各々の株について繰返し泳動を行ないincubateした
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1ijllllIlllliil Fig7LocalizationofMDHisoenzymesin

centrifugalfractions（ＳＤｔｙｐｅＴ・
Ｕａｇｉ"αZis)．

Ｉ－ＳｅｄＳｅｄｉｍｅｎｔｏｆ９００×gcentrifugation
Ⅱ-SedSedimentof24,０００×gcentrifugation

Sup・Supernatantof24,０００×gcentrifu‐
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Ｔ・ｕａｇｉ"α〃s・Eightbandsaredemon‐
strated．

が各回ともｂａｎｄの現われ方は同一であった．さらに

また11種の株の試料を予め作成し凍結保存をしておき同

時に泳動ならびにincubateを行なって見た結果も上記

の五つのパターンは明瞭に区別された．

〕lhCにＳＤ型，ＯＳ型，ＴＣ型の代表３株のｈｏｍｏ‐

genateについて遠心分画中のMDH-isozymeの所在を

追求した結果が写真７，８，９に示す通りである．写真

で明確なように３株ともに２４，０００×ｇ上清にはその虫体

のwholehomogenateに現われた全部のｂａｎｄが明瞭

に現われたが，900×9,24,000×ｇの沈査には共に一部

のｂａｎｄしか現われず活性も弱かった．すなわちＳＤ

株では上清にはＭＤ１，Ｍ,２，Ｍ,３，Ｍ,４，Ｍ,５，ＭＤ６

のwholehomogenateと同様の６本のｂａｎｄが認めら

れたが，ＳｅｄｌにはＭＤ１，ＭＤ２，ＭＤ３のみが弱い活性

を示し，ＳｅｄⅡにはMD2，ＭＤ３のみが極く弱い痕跡程

度に認められるのみで共にMD4，MD5，ＭＤ６は全く認

められなかった（写真７）．またＯＳ株では上清には

MD1，ＭＤ４，ＭＤ５，ＭＤ６とwholehomogenateと同様

のｂａｎｄが明瞭に認められたが，ＳｅｄＩにはＭＤ１の

（６４）
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Ｆｉｇ．８LocalizationofMDHisoenzymesin

centrufugalfractions（ＯＳｔｙｐｅＴ．

Ｕαg伽/ｉｓ)． Ｆｉｇ．９LocalizationofMDHisoenzymesin

centrifugalfraction（ＴＣｔｙｐｅＴ、

Ｄａｇ/"α肺)．みが弱い活性で現われ，ＳｅｄⅡにはMD1が痕跡程度に

認められるのみであった（写真８)．ＴＣ株でも上清に

はwholehomogenateの場合と同様の６本のｂａｎｄが

全部明瞭に現われたがＳｅｄｌ，ＳｅｄⅡにはＭＤ２が弱

い活性を示し，MD5，ＭＤ６が痕跡程度に認められるの

みであった（写真９）．

に分離されて以来多くの研究者が種々の動物，植物およ

び微生物中に不均一な形として存在することを示した．

Yoklis（1962）は寒天ゲル電気泳動法により死後８時間

の剖検組織についてMDH-isozymeの分離を行ない４

つの分画を認めたにすぎなかったが，LowenthalejfaZJ

(1961）は寒天ゲル電気泳動法により人および羊の脳の

MDH-isozymeの分離を行ない哺乳動物の組織中には少

なくとも６つのMDH-isozymeがあることを認め，陰

総括ならびに考按

MDH-isozymeは1957年VesellandBearnによって人

血清中よりでんぷんブロック電気泳動法で三本のＢａｎｄ

（６５）
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極より３番目の分画に最大の活性があり全体の２/３を超

えると報告した．

Laufer（1661）はでんぷんゲル電気泳動法により昆虫

においてMDH-isozymeのパターンはその発生期の間

に変化が起ることを発見し，また休眠中のかv､このさ

なぎの血液には２つのMDH-isozymeが含まれている

が，成長した虫では３つあるいはそれ以上含んでおり，

また真海鞘属の幼虫でも成長の時期によりMDH-iso‐

ｚｙｍｅの数に増減の変化が起ると報告している．

Moore（1963）はディスク電気泳動法によりウニの胎

児は３本のMDH-isozymeのｂａｎｄを示すが，一方受

精しなかった卵は五つのｂａｎｄを示したと報告してい

いる．

本実験では最初にセルローズアセテート膜電気泳動法

により２株のＴ､v・虫体のhomogenateにおけるＭＤＨ‐

isozymeの分離を試みた．セルローズアセテート膜電気

泳動法は1957年Ｋｏｈｎによって初めて紹介されたもの

で，寒天ゲルやでんぷんゲル電気泳動法に較べて術式

および分離能の点でも種々の利点があるとされ臨床検査

で広く利用されるようになった．1959年Wielandはこ

の方法を初めてisozymeの研究に応用している．我が

国でも斎藤ら（1964,1965）が初めてLDH-isozymeの

分離に応用している．本実験においてセルローズアセテ

ート膜電気泳動法による分析の結果は，ＳＤ株，ＯＳ株

共にＴ､v・のhomogenateの中には３本のｂａｎｄが認

められて少なくとも三つ以上のisozymeの存在を思わ

された．またこれれら２株に認められた３本のｂａｎｄ

の現われ方は両者で一致して居らず，いくぶん相異を示

した（写真１)．

しかしながらセルローズアセテート膜(セパラックス）

に現われたＢａｎｄは必ずしも明瞭なものではなく幅の

広い拡散した状態を示した．これは試料を塗布する際の

技術上の問題と，支持体であるセルローズアセテート膜

の性質上，試料の保持能力が弱いために酵素や染色物が

流出することによるものと考えられた．特に染色物質す

なわちＭＤＨ活性の反応生成物であるformazanは或

程度水溶性のため，膜全体あるいは反応溶液中に拡散す

るきらいがあった．これらを防ぐために色々の方法を

工夫した．その中でBarnett（1964）の方法に従い水素

受容体にＭＴＴを使用しシャーレによる重層法を採用

じてincubateして見たが余り好ましい結果は得られな

かった．結局ビーカーにセパラックスが沈むに十分な量

の反応液を満たしておきその中に泳動のセパラックスを

重ねないように各１枚ずつ沈めて動かさないように暗所

に静置してincubateする方法が最も良かった．

このようにセルローズアセテート膜電気泳動法による

isozymeの分離には色々と問題があったので，最近にな

って確立され，従来の電気泳動法に較べて多くの利点を

有し分離能も秀れていると言われているディスク電気泳

動法を用いて分析を試みた．

本実験でディスク電気泳動法により分析の結果，Ｔ､v・

には少なくとも８種類のMDH-isozymeが存在するこ

とが分った．しかも株によってisozymepatternが異

り11株について分析の結果５つのタイプに分けられた．

MD1よりＭＤ８迄の全部のｂａｎｄを保有する株は11株

中１株のみであった（写真６)．８種のisozymeの中

MD2，MD4，MD5,ＭＤ６の４本のｂａｎｄは全ての株に

`恒常的に現われたがMD1，MD3，MD7,ＭＤ８は保有す

る株としない株があった．前者は虫体内に常に存在し，

活性の変動も少ないいわゆるconstitutiveenzymeで

あり，後者は条件により変動し代謝調節にあずかるｒｅ‐

gulatoryenzyme（弓狩，1965）と言えるのかも知れな

い．

このようにＴ､v・虫体におけるisozymepatternの現

われ方が株によって異る理由は不明であるが，Laufer

(1961）やMoore（1963）らはその生物の発生や発育の

時期によりMDH-isozymebandの現われ方に変化が起

ると報告している．しかしながら本実験においては同一

の株を継代培養を続けながら何回泳動を行なっても同一

のisozymepatternが得られ，変化が起らないことか

らしてもむしろＴ､v、そのものにおける異った系（line）

の存在なども考えざるを得ないようにも思われる．

遠心分画中におけるisozymeの所在を追求した実験

の結果では24,000×ｇ上清には全てのＢａｎｄが認めら

れたが，900×ｇ沈査および24,000×ｇ沈査には少数の

isozymebandのみが弱い活性として現われたにすぎな

い（写真７，８，９)．このことは前報（田中，1971）

で報告した生化学的所見と合わせ考えるに前回とＴ､v、

虫体の破砕方法は異なり，ある程度穎粒性分画に見られ

るＭＤＨが24,000×ｇ上清分画に移行しているかも知

れぬが，少なくとも沈査に現われた少数のisozymeの

弱い活性については主としてOxalacetate→Malateの

方向の反応を触媒するものであろうと考えられよう．

ディスク電気泳動法の実験結果とセルローズアセテー

ト膜電気泳動法による結果とを比較するに，前者の方が

はるかに分離能が秀れており明瞭なｂａｎｄが得られた

が，ディスク電気泳動法によるＢａｎｄｌ～ⅢをＡゾー

ン，ＢａｎｄⅣ～ⅧをＢゾーンの２群に分けた場合，ＳＤ

（６６）
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:株においてはセロルローズアセテート膜電気泳動法では

Ａゾーンが２本にＢゾーンが１本のバンドにしか分離さ

れずしかも不明瞭なｂａｎｄしか得られなかったものが，

ディスク電気泳動法ではＡゾーン，Ｂゾーン共にそれぞ

：れ３本ずつ合計６本の明瞭なｂａｎｄが得られた(写真１，

２）．またＯＳ株の場合はセルローズアセトテート膜電

気泳動法ではＡゾーンは１本，Ｂゾーン２本でやや不明

i瞭な３本のｂａｎｄにしか分離されなかったのがディス

ク電気泳動法ではＡゾーン１本，Ｂゾーンは３本で合計

４本の明瞭なｂａｎｄが得られた（写真１，３）．しかし

これらはそれぞれ対応しており，この両実験の結果は－

:致していると考えることが出来る．

結語

Ｔγicho"zo"αｓｕａｇ/"αZｉｓのMDH-isozymeについて

電気泳動法によって分析を行なった結果次のようなこと

が分った．

１．セルローズアセテート膜電気泳動法ではＴ､v、

homogenate中に３本のMDH-isozymebandが得ら

れた．

２．ディスク電気泳動法により分析したところＴ､v、

には少なくとも８種類のMDH-isozymeが存在するこ

とが分り，易動度の大きい方より||頂にMD1，MD2,.…

ＭＤ８と命名した．

３．Ｔ､v・虫体のMDH-isozymeのパターンは株によ

り異り総計８本のｂａｎｄより成る基本パターンの変形

として観察され，５つのタイプに分けられた．

４．Ｔ､v・homogenateにおけるMDH-isozymeの遠

心分画中の存在については全てのｂａｎｄが24,000×ｇ

上清に強く現われ，少数が900×ｇ沈査，２４，０００×ｇ沈

査に弱い反応として現われた．

稿を終わるに当り，これら一連の研究に対し御指導御

援助を賜りました恩師歯科学教室中村保夫教授並びに寄

生虫学教室松林久吉名誉教授に深甚の謝意を表し，終始

御指導御校閲を賜った浅見敬三助教授に深甚の謝意を表

し，あわせて御協力下さいました竹内助手初め本学寄生

虫学教室の方々に感謝の意を表します．尚デンシトメー

ターの使用に当り御便宜をお計り頂きました順天堂大学

医学部寄生虫学教室に感謝の意を表します．

（本論文の要旨は第29回日本寄生虫学会東日本支部大

会並びに第３9回日本寄生虫学会総会で発表した.）
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j Abstract \
j j

STUDIES ON ISOENZYMES OF MALATE DEHYDROGENASE IN

TRICHOMONAS VAGINALIS

Kohsei TANAKA

{Department of Parasitology, Keio University School of Medici?ie

Shinjuku-kur Tokyo)

Demonstration of isoenzymes of malate dehydrogenase (MDH) in whole homogenate of

Trichomonas vaginalis was carried out using acetate cellulose and disc-electrophoretic techniques.

In acetate cellulose electrophoresis using Separax as a supporting medium, staining of the

isoenzymes separated was performed by method of Wilkinson (1965). MDH was separated in

three bands which were stained rather difusely. In disc electrophoresis, separation and staining

of the isoenzymes were performed according to the method by Nagai (1967 a, b). The number

of MDH isoenzymes separated by this technique was 8 in total showing different combinations

by strain. These isoenzymes were each designated MD-1 to -8 in accordance with their

morbility. Among eleven strains of the organism used in the present studies, the isoenzyme

pattern was differentiated in five types.

MD-2, MD-4, MD-5 and MD-6 appeared consistently in all of the strains examined, while

MD-1, MD-3, MD-7 or MD-8 was demonstrated in some strains.

In centrifugal fractionation of the homogenate, it was revealed that all of the isoenzymes

were included mainly in 24,000 Xg supernatant, suggesting probable localization of the enzymes-

in the soluble fraction of the trichomonad cells.

(68)




