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0.125％グルコース・６－リン酸（Ｋ塩）１０ｍ１

０．２Ｍトリスマレイン酸緩衝液(ｐＨ6.7）１０ｍ’

２％硝酸鉛1.5ｍｌ

蒸溜水 ３．５ｍｌ

最終ｐＨ6.7～6.8

FDP-ase反応液の組成

０２Ｍトリス・マレイン酸緩衝液(ｐＨ8.5)1.4ｍｌ

フラクトースー1.6-リン酸（Ｎａ塩）2.1ｍ1

0.015Ｍ硫酸マグネシウム2.6ｍ1

0.5％クエン酸鉛４０ｍｌ

蒸溜水２．０ｍｌ

最終ｐＨ９．５

対照実験としては，各反応液より基質を除いたもの

と，非特異的フォスファターゼ反応を検討する目的で，

各基質の代りにグリセロリン酸（２ｍｇ）を加えたもの

を用意し同様の実験を行った．

以上の各酵素反応液に前固定処理後の虫体沈置を加

え，ピペットで攪枠後，振揚温浴槽（37°Ｃ）で15～３０

分間反応させた．反応時間後に試料を遠沈して集め,０２

Ｍトリス・マレイン酸緩衝液で遠沈洗浄し，アルコール

脱水，エポン包埋を行い超薄切片とし，日立電子顕微鏡

ＨＵ－１１Ｂで観察撮影した．超薄切片への電子染色は鉛

染色によるよごれないしは偽反応像を避けるためにウラ

ン染色のみを行った．撮影倍率は１０，０００～２０，０００倍でこ

れをさらに２～３倍に引伸した．

結果

G6P-aseの局在

G6P-ase反応ではmicronemeの一部，細胞膜等にリ

ン酸鉛による反応生成物の沈着像が観察された．Mic‐

ronemeにおける反応はその網目状構造の間隙に活`性を

著者はｚｈｍｐ〃s"ＪａｇｗＺ〃（以下Ｔｐ.）における細

:胞小器官の生理的機能，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，

Adeninetriphosphohydrolase（ATP-ase)，Asparate

iaminotransferase，Peroxidase，Lactatedehydrogenase

（ＬＤＨ）およびMalatedehydrogenase(ＭＤＨ）を証明

し報告した．本報では，さらにＴｐ、におけるグルコー

ス解糖代謝に関与するGlucose-6-phosphatase，ＥＣ３，

１，３，９：（G6P-ase)，Fructose-L6-diphosphatase、ＥＣ、

3,1,3,11：（FDP-ase）について，電顕細胞化学手技の

応用によりそ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

用いたＴｐ・虫体はマウス腹腔に継代培養した強毒の

ＲＨ株である．マウス腹腔接種後３日目の虫体を５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2000ｒｐｍ.,１５分間，３回遠沈洗浄を行った>後，

'0.2Ｍトリス・マレイン酸緩衝液(ｐＨ6.7)に浮遊後，遠

沈を行い，この沈澄を試料とした.前固定液として,冷却

した2.5％グルタールアルデヒドを用い，５分間前固定

した．前固定液にグルタールアルデヒドを用いることは

Ericsson（1965）がG6P-aseについて検討し，本反応

の前固定液として使用し得る良好な結果を報告している

ことによる．前固定終了後，トリスマレイン酸緩衝液

（ｐＨ6.7）で虫体を遠沈洗浄し，後述の各反応基質液に

?浸した．G6P-ase酵素基質液はWachstein＆Meisel

（1956)，FDP-ase反応基質液はSaito＆Ogawa(1968）

によった．反応系に加えられている硝酸鉛は試料の酵素

/反応により還元されてリン酸鉛を形成し，電顕的に電子

2密度の高いものとして観察されるようになる．

G6P-ase反応液の組成

（１０）
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Fulton＆Spooner（1957）等である．彼等は，マウス

腹水より純粋分離した虫体を試料としてペーパークロ

マトグラフィー，ワールブルグ装置を用いＴｐ、の酸

素代謝，ＣＯ２産生能およびグルコース利用能を報告し

た．その結果，分画成分中のミトコンドリアを含む上清

層にHexokinase活性のあることを認め，ＴＰがＥｍ‐

bdenMeyerhof-Parnas（EMP）代謝系により，そのエ

ネルギー源を得ているものと報告した．本実験では，こ

の酵素系に関与するG6P-ase，FDP-aseの活性がＴｐ、

に存在することを電顕細胞化学的に証明し，さらにこれ

ら酵素が特に活性を示す場所として，micronemeおよ

び細胞膜がその中心となることがわかった．さらにＴｐ

の解糖がＥＭＰ系を経てTCA-cycleに移行すること

については，Ａｋａｏ（1971）が前報でＴｐにおける脱

水素酵素（ＬＤＨ，ＭＤＨ）をミトコンドリアに証明し，

その可能性を明らかにした．最近このＥＭＰ系につい

てTakeuchi（1972）は，マウス腹水より純粋分離し

たものを試料として，グノレコースからのPyruvate生成

がＡＴＰ，ＡＤＰ，ＡＭＰ，ＮＡｎＰｉおよびMgCl2を加

えることにより著しく高まることを生化学的に証明し

た．さらにPyruvatekinaseが存在することを証明し，

Ｔｐ､の糖代謝がＥＭＰ系により為されることを推論して

いる．

Ｔｐ・が宿主細胞内で分裂増殖することは一般によく知：

られていることであるが，その細胞依存性については未

だ明らかにされていない．このことに関して本実験で得≦

られた結果を考察してみると，虫体が宿主細胞内に存在

する場合に，虫体細胞膜の酵素反応はmicronemeの反Ｉ

応像と比較してかなり強い活性を呈している（写真２，

４）．一方，宿主細胞外に虫体がある場合には，micro-

nemeが細胞膜に比して強い酵素活性を示す（写真１，

５)．この場合の反応は数本のmicronemeのうちの１～

２本にのみ見られ，前報（Akaol969）でのATP-ase

反応像で，細胞膜，ミトコンドリア，micronemeに同ｊ

程度の酵素活性像を得たのと，きわだった対照を示して

いる．さらにmicronemeに関連する実験として,Ａｋａｏ

（1969）は電顕的オートラジオグラフィーによるＨ３‐

glucoseの摂取実験を行った．それによると,H3-glucose

は初めに，虫体の辺縁部に存在し，次第にmicroneme

に集中している．さらに時間が経つと，ゴルジ体に移行

した後，虫体細胞質中の空胞に取り込まれる像を得てい

る．この際の空胞には好オスミウム酸性の物質が認めら

れている．この結果を本実験の成績と併せ考えると，摂？

呈した(写真１）．一方，細胞膜における反応は，mic‐

ronemeにおけるそれよりもかなり強い活性が認められ

た(写真２)．Ｔｐ、の細胞膜は二層構造となっているが，

この外層の細胞膜内にG6P-ase活性がかなり強く認め

られた．このように虫体細胞膜に反応を起しているの

は，殆んどが宿主細胞内に虫体が存在している場合であ

った(写真２）．

その他の場所において活性が認められたのは，宿主細

胞の虫体を包括する空胞周囲である．これは虫体を囲む

limittingmembraneでその内側に活性が認められた(写

真２）．しかしながら，conoid，micro-fibrils等には反

応は認められない(写真３）．

FDP-aseの局在

FDP-aseでは，microneme，細胞膜，densebody周

囲，vacuole内側に反応生成物が観察された．細胞膜の

活性反応は外層に現われ，虫体を包括する空胞周囲にも

認められた(写真４，６）．Micronemeにおける反応は，

G6P-ase活性と同様の反応像で，網目状の所に酵素活

性を呈した（写真５）．さらに弱い活性反応がdense

body周囲に観察された(写真６）．Vacuole内側の酵素

反応はdensebodyにおける活性より強く観察された

(写真７）．核膜，小胞体，ゴルジ体等には反応は観察さ

れなかった(写真７)．

G6P-aseとFDP-aseの対照実験について

基質を各反応液より除いた対照実験群では全く反応は

認められなかった(写真８，９）．非特異的フォスファタ

ーゼ群による非特異的反応を検討するために，グリセロ

リン酸を各基質の代りに用いたが，特異反応を呈した上

述のorganellaには反応は観察されなかった．しかしな

がらdensebodyの高倍率像を観察すると，その周囲に

弱い反応を認めた．

考察

著者はＴＰ・における細胞内小器官の生理学的機能お

よび代謝過程における役割を明らかにすることを目的と

し，本報では電顕細胞化学手技によりG6P-ase，ＦＤＰ‐

ａｓｅの局在を証明する実験を行なった．その結果，両酵

素活性はmicroneme（Jacobs，1967)，虫体細胞膜等に

あることが証明された．Ｔｐ・に証明された両酵素の機能

であるが，G6P-aseはＧ６Ｐをグルコースとリン酸に分

解する酵素であり，FDP-aseはＦＤＰのリン酸基を加

水分解しＦ６Ｐとリン酸にする酵素で，両方とも糖代謝

に関与する酵素であることが知られている．ＴＰ､におい

て糖代謝に関与する酵素を生化学的に証明したのは，

（１１）
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二取されたH3-glucoseの一部は細胞質に送られて虫体の

エネルギー源となるものと考えられる．

Ｔｐ・虫体のvacuoleに関しては，その内側に酸フォ

スファターゼ活性のあることをHanssonandSouran．

,der（1968）が証明している．Ａｋａｏ（1969）も同酵素活

性をＴＰに証明し，densebodyとvacuoleがＴｐ、

の物質代謝過程において深い関係のあることを報告して

し､ろ．すなわち，一個のvacuoleに数個のdensebody

が接し，そこに酸フォスファターゼ活性を認めている．

_又，浅見等（1967）は膣トリコモーナスのdensebody

にG6P-ase活性を認めている．本実験では,このdense

body周囲に弱い反応を観察したが，これについては

LHugon（1969）が報告した非特異的反応とも考えられ

る．本実験における特異反応実験としては二方法で検討

した．はじめに基質を欠くものと，つぎに基質の代りに

グリセロリン酸を加えたものについて行った．その結

二果，前者では全く反応を観察しなかったが，後者の場合

には弱い反応がdensebody周囲に観察されている．故

に，densebodyにおける弱い酵素反応は，一応他のフ

ォスファターゼ群による非特異反応であろうと考える．

Ｔｐ・細胞膜におけるG6P-ase活性の局在は，前報の

FDP-ase活性のそれといくぶん異っている．すなわち

ATP-aseの活性は，細胞膜の中層を挾み，二層の連鎖

状の活性を呈したが，G6P-ase，FDP-ase活性の場合に

はその外居に帯状の反応像を呈している．このような反

応像は他の細胞の膜系におけるG6P-ase反応像と似て

いる．Rose、（1969）は新生ラットの肝細胞，白血球を

試料として，その核膜，小胞体に酵素活性があることを

証明し，特に白血球がG6P-ase活性を有していること

については，白血球の特異な生理的機能の一つであろう

と説明している．また，Hugoｎ（1969）はマウス空腸粘

/膜細胞の小胞体，microvilliにＧ６Ｐ－ａｓｅ活性のあるこ

とを証明しエネルギー源の摂取機構を考察している．一

方，Saito＆Ogawa（1968）がラット肝細胞のmatrix

に酵素活性を証明している．彼等の報告によると，ラッ

トを絶食せしめるとFDP-ase活性がなくなり，再給食

により酵素活性が強くなるとしている．このような一般

組織細胞における酵素反応とＴＰ、原虫のそれとを比較

することは難しいが，糖代謝の点から考えると，ＴＰ・に

菱おけるorganellaの酵素活動やその機能を比較考察で

きるものと考える．

Ｔｐ細胞膜におけるその他に証明された酵素はＡｓ‐

parateaminotransferaseでＡｋａｏ（1971-b）が雷顕細

胞化学的に虫体細胞膜内層にその活性を証明している．

この酵素はアミノ酸代謝に関与する酵素で，虫体細胞糾摸

がこの代謝系を有していることを報告し，近縁の原虫に

おける物質代謝も同様に作動しているだろうと示唆し

た．本実験においても，ＴＰ､細胞膜に糖代謝に関与する

酵素が証明されたが，トキソプラスマ近縁の種類におい

てもその細胞膜やmicroneme様構造物が，これら原虫

のエネルギー代謝過程で主要な場所となっていることを

示唆している．

結

壷叩

Ｔｐにおける解糖系酵素G6P-aseおよびFDP-ase

の局在を電顕細胞化学手技により証明することができ

た．酵素活性を呈した場所は主として虫体細胞膜と

micronemeである．虫体細胞膜における酵素反応は虫

体が宿主細胞内にある場合と細胞外とでその活性が異っ

ている．すなわち宿主細胞内においては虫体細胞膜に強

い活性を呈し，細胞外の虫体では虫体細胞膜の活性が弱

いか殆んどなく，micronemeにのみ活性が認められた．

このことは両酵素に共通して観察された．以上のことか

ら，Ｔｐの解糖代謝は宿主細胞内と細胞外では相違があ

るものと推察できる．

稿を終るに臨み，本研究の御指導を頂いた当教室の浅

見敬三教授に感謝の意を表します．
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! Abstract I

LOCALIZATION OF GLUCOSE-6-PHOSPHATASE AND FRUCTOSE-

1, 6-DIPHOSPHATASE IN TOXOPLASMA GONDII

Shinkichi AKAO

(Department of Parasitology School of Medicine Keio University■,

Shinjuku, Tokyo, Japan)

In the previous papers of the present author, he has reported ultramicroscopic studies on the

localization of activities of some enzymes, such as ATP-ase, Asparate aminotransferase and

dehydrogenases (LDH, MDH), in Toxoplasma gondii. The original intention of these studies

is to elucidate the physiological functions of particular organella of the organism. The present

experiments were carried out to study the glucose metabolism of Toxoplasma by elucidating the

localization of two kinds of hydrolysing enzymes, D-Glucose-6-phosphatase (G6P-ase) and D-

Fructose-1, 6-diphosphatase (F6P-ase).

G6P-ase and F6P-ase activities were demonstrated in the microneme and the cell membrane

of Toxoplasma. The other sites of the cell showed negative reactions. Some differences were

observed on localization of the enzymes in intracellular and extracellular organism. Namely,

the organism inside of host cell showed strong reactions in its cell wall and weak reaction in

micronemes. On the contrary, in the organism outside of the host cell, strong reaction was

recognized in microneme and not in the cell wall.

( 14 )
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Ｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｏｆｈｇｕｒｅｓ

Ｆｉｇ・lLocalizationofG6P-aseinTojroPmsﾉﾉzα、

Note；theorganismislocatedoutsideoftｈｅｈｏｓｔｃｅｌＬ

Ｃ：Conoid，ＤＢ：Densebody，ＭＮ：Microneme・

Ｆｉｇ．２LocalizationofG6P-aseinTojrOPms"2α・

Note；ｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍｉｓｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｈｏｓｔｃelL

ThereactionproductsareaccumulatedinsｉｄｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｗａｌＬ

ＣＷ:CellwalLMN:Microneme,N:Nucleus・

Ｆｉｇ．３LocalizationofG6P-aseinTomPms"zα、

Note；ｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍｉｓｌｏｃａｔｅｄｏｕｔｓｉｄｅｏｆｔｈｅｈｏｓｔｃｅｌＬ

Ｍ：Mitochondria，ＭＮ：Microneme，Ｎ：Nucleus、

Ｆｉｇ．４LocalizatonofFDP-aseinTojrOPms7"α・

Note；ｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍｉｓｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｈｏｓｔｃelL

ThereactionproductsareacccumulatedinｓｉｄｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｗａｌＬ

ＣＷ：Cellwall，ＤＢ：Densebody，ＭＮ：Microneme，Ｎ：Nucleus，

Ｆｉｇ．５LocalizationofG6P-aseinTbjrOP山”α、Highmagnificationoftheorganism・Thereaction

productsareaccumulatedinsideofthemicroneme（ＭＮ）ａｎｄｄｅｎｓｅｂｏｄｙ（ＤＢ)．

Ｆｉｇ．６LocalizationofG6P-aseinTojmPZawα・Highmagnificationoftheorganism・Thereaction

productsareaccumulaｔｅｄｉｎｓｉｄｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｔｈeorganism・

ＣＷ：CeUwall，ＤＢ：Densebody・

Fig.７LocalizationofFDP-aseinTbjr”ｍｓｍａ・Thereactionproductsaredemonstratedinsideof

thevacuole（Ｖ）andaroundthedensesbody（ＤＢ)．

Fig8ControlofG6P-asereaction・Noreactionproductisdemonstrateｄｉｎａｎｙｐａｒｔｏｆｔｈｅｏｒｇａ－
ｎｌｓＩｎ．

Ｃ：Conoid，ＤＢ：Densebody，Ｎ：Nucleus・

Fig9ControlofFDP-asereaction・Noreactionproductisdemonstrateｄｉｎａｎｙｏｆｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍ．

Ｃ：Conoid，ＤＢ：Densebody．Ｇ：Golgiapparatus，Ｎ：Nucleus．

（１９）




