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トリコモナスの糖質代謝は古くから多くの研究者の興

味をひき，WirtscaftercZaJ.(1956)，Lindblom(1961）

及びWellersonandKupferberg（1962）らにより

Embden-Meyerhofpathwayの過程が観察された．し

かしそれに続くエネルギー産生過程であるＴＣＡcycle

の存在様式については，いまだ多くの疑問点が残されて

いる．例えばチトクローム系への電子伝達に関与する

ＴＣＡcycle上の酵素のうち，succinatedehydrogenase

活性（尾崎・岡，１９６３；田中，1970）及びisocitrate

dehydrogenase活性（田中，1970）は極端に低く，mal‐

atedehydrogenase（ＭＤＨ)の活性が著明に高い(Bae‐

rnstein，１９６１；尾崎・岡，１９６３；田中，１９７０；Brug‐

erolleandMetenier，１９７３；LindmarkandMiiller，

1973)ことが報告され，本原虫のＴＣＡcycleはほ乳動物

のそれと異なっていると考えられる．更にＭＤＨの顕

著な活性はこの酵素がエネルギー産生過程で重要な役割

を果たしている可能性を示唆しているが，その詳細はい

まだ明らかでない．また本原虫の細胞構造上の特徴とし

て，一般動物細胞に存在するミトコンドリアは観察され

ておらず(InokieZaZ.，1959)，顕著な活性を示すＭＤＨ

がいかなる小器官に局在するかは，酵素的役割同様興味

深い問題である．

本研究はＭＤＨのエネルギー産生過程での役割と細

胞内小器官での局在を追究する足掛かりとして，malic

acidを基質とする２つの酵素すなわちＭＤＨ及びmalic

acid，pyruvicacid間で脱炭酸・酸化還元を行うmalic

enzyme(ＭＥ）を同時に取り上げ,培養条件,栄養要求及

び終末代謝産物等の性状を異にするＴ７ｉＣﾊo"zo"αS九et‐

2`s,Ｔｒｉｃﾊo"zo"αｓＵａｇ/"αZis両原虫のhomogenateから

得た遠心分画物における両酵素の活性を比較検討した．

実験材料及び方法

１．原虫

Ｔ,／Ｍ"ｓ（乾株）及びＴ・Ｕａｇｉ"αJｉｓ（４Ｆ株）はい

ずれも大阪大学微生物病研究所より分与を受け，前者は

F-bouillon培地(ｐＨ７．０），後者はＳＹＳ培地(ｐＨ6.0）

で継代培養したものを供試した．

２．酵素溶液の調整

３７Ｃ20時間培養の原虫を生理食塩水で３回遠心洗浄

した後,少量の0.25Msucrose溶液に懸濁し,テフロン

ホモジナイザーで磨砕した．光学顕微鏡下で原虫の磨砕

度を確認後,0.25Msucrose溶液で２０％ｗ/vhomoge‐

nateに調整し，900×９１０分間遠心して未破砕の細胞を

除き，その上情に対し13,000×ｇ20分間遠心して沈法

（largegranule画分；ＬＧ）を得，更に引き続き上清

に対して144,000×ｇ９０分間遠心して沈澄(microsome

画分；Ｍ）と上清（solubleprotein画分；ＳＰ）に分け

た．沈溢の画分は0.25Msucrose溶液に懸濁し酵素溶

液とした．以上すべての操作は４Ｃで行った．

３．酵素活性の測定法

ＭＤＨ活性の測定はＯｃｈｏａｅＺａＬ（1948）の方法を

変法して行った．すなわち基質反応液（0.25MglycyL

glycinebufferO6ml，０．１MsodiummalateO､２，１，３

ｍＭＮＡＤｑ２ｍｌ，蒸留水０．３ｍl)に適当に希釈した各

酵素溶液０．２ｍｌを加えて３７Ｃで反応させた後，ethyl‐

alcohol1.5ｍ'及び１０％sodiumsulfateOユｍｌを添

加して反応を停止させ,紫外部340叩における吸光度

を基にＮＡＤＨ量を算定し，ＭＤＨ活性の指標とした．

（５）
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更にoxaloaceticacidを基質とし補酵素ＮＡＤＨを添

加して，ＭＤＨに関するoxaloaceticacid側からの逆

反応も併せて測定した．

ＭＥ活性の測定は上記基質反応液のうち０．１Msodi‐

ummalate及び３，ＭＮＡＤをそれぞれ０．１Msodium

pyruvate並びに３ｍＭＮＡＤＨ又はＮＡＤＰＨに代

えた以外前述と同様の操作で行い，ＮＡＤＨ又はＮＡ‐

ＤＰＨの減量を活性の指標とした．

各酵素溶液中の両酵素の活性は１ｍｇタンパク当たり

の比活性で比較した．

４．試薬

基質及び楠酵素としてL-malicacidmonosodium

salt（半井化学)，sodiumpyruvate（和光純薬)，oxa‐

loaceticacid（片山化学)，β-nicotmamideadenine

dinucleotide（ＮＡＤ)，βnicotinamideadeninedinu‐

cleotidereducedform（ＮＡＤＨ)及びβ‐nicotinamide

adeninedinucleotidephosphatereducedform（ＮＡ‐

ＤＰＨ)(SigmaChemicalCo.）を使用した．
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Ｆｉｇ．１EffectsofpHonmalatedehydrogenase

andmalicenzymeactivitiesinhomogenized

Tricﾊo"zo"ａｓ/ＭⅢｓａｎｄＴｒｉｃﾉhomo"αｓｕａｇ７ＭｉＳ．

●－●：malatedehydrogenaseactivityin

homogenizedT./Ｍ"ｓ

○三○：malatedehydrogenaseactivityin

homogenizedT,Ｄａｇi"αZｉｓ

○一一一○：malicenzymeactivityinhomog‐

ｅｎｉｚｅｄＴ・Ｄａｇ/"αZiｓ

実験結果

１．至適ｐＨ及び反応時間の検討

各遠心分画物の酵素活性を測定するに当たりｐＨ

5.0～11.0にわたってＭＤＨ及びＭＥの至適ｐＨを求

めた．緩衝液はｐＨ５．０～9.0にはglycylglycinebuffer

を，ｐＨ７．０～11.0にはＨ３ＢＯ４・ＫＣｌ－ＮａＯＨｂｕｆｆｅｒ

を用い，酵素溶液にはＴ・んα"ｓ及びＴ・Ｕａｇｉ"α/isの

homogenateを用いた．結果はＦｉｇ．１に示すように

ＭＤＨはＴ､/Ｍ"s，Ｔ､Ｄａｇ伽/ｉｓ共にｐＨ９．０で最

大の活性値を示した．一方ＭＥに関してはＴ・んe〃ｓ

ではどのｐＨにおいてもＭＥ活性は認められず，Ｔ、

Ｄａｇ/"αZｉｓでのみｐＨ７．５で最大の活性値が認められ

た．

上記の至適ｐＨにおける反応時間の検討は，反応温

度を３７Ｃに規定して経時的に活性値の変動を測定し

て行った．その結果ＭＤＨ活性は反応時間O～25分では

直線的に増大したが，３０～90分の上昇は緩やかであっ

た．一方ＭＥはO～50分で顕著な上昇を示したが，以後

90分までは定常に近い状態となった．

以上の結果から，両原虫の遠心分画物におけるＭＤＨ

及びＭＥ活性の測定に用いる基質反応液はｐＨ９．０

(ＭＤＨ）及び７．５(ＭＥ)のglycylglycineで緩衝し，反

応時間は20分とした．

２．Ｔ､／Ｍ"ｓ遠心分画物の酵素活性

各遠心分画物のＭＤＨ活性を測定した結果，酵素活

性はＬＧ画分には顕著であったが，ＳＰ及びＭ画分では

ほとんど認められなかった(ＴａｂｌｅｌのＡ))．更にＬＧ

画分でのoxaloaceticacidからmalicacidへの逆反

応を調べた結果，比活性は対照系0.019ｍＭｍｇｐｒｏ‐

tein/ｍin，実験系0.210mMmgprotein/ｍｉｎであり，

ＭＤＨの存在を認めた．

ＭＥの測定結果はＴａｂｌｅｌのＢ)，Ｃ）に示すとお

りであった．すなわちＬＧ，Ｍ両画分共にpyruvic

acidを基質とした測定ではＭＥの酵素活性を認めなか

った．一方ＳＰ画分においては実験系及び対照系共に

同程度の反応値を認め，pyruvicacidに対する特異的

反応は確認できなかった(Tablel-B)).更にＮＡＤＰＨ

を補酵素としてＭＥの検討を行ったが，どの画分にも

ＮＡＤＰＨの酸化は認められなかった(Ｔａｂｌｅｌ－Ｃ)．

以上の結果からＴ､／Ｍｚ`ｓではＭＤＨがＬＧ画分に

確認されたが，ＭＥはどの画分にも認められなかった．

３．Ｔ・Ｄａｇ/"αZｉｓ遠心分画物の酵素活`性

Ｔ・Ｄａｇ/"αZｉｓにおいてもＴ・んｅｍｓ同様ＬＧ画分

にのみmalicacid，ＮＡＤの反応系で高い酵素活`性を

認めＭＤＨの存在が示唆された（Table2のＡ))．更

（６）
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TablelComparativespecificactivitiesofmalatedehydrogenaseandmalicenzymein
centrifugalcellfractionsofhomogenizedTγｉｃﾉio,'2α"ａｓ／Ｍ２`ｓ

Fraction Specificactivity

ExperimentalControl
Ａ）Malatedehydrogenase

incubatedwiｔｈｓｏｄｉｕｍ

ｍａｌａｔｅａｎｄＮＡＤａｔｐＨ９､０

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

０．４７５

０．０８０

０．０１３

０．００３

０．００５

０

B）Malicenzyme

incubateｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍ

ｐｙｒｕｖａｔｅａｎｄＮＡＤＨ

ａｔｐＨ７．５

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

0.035

0.115

0.595

０．０４５

０．１１５

０．７１３

C）Malicenzyme

incubatedwithsodium

ｐｙｒｕｖａｔｅａｎｄＮＡＤＰＨ

ａｔｐＨ７５

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

０

０．０７９

０．１６１

０

０．０７３

０．１７９

control：substrateabsent

unitofenzymeactivity：ｍＭＮＡＤＨｏｒＮＡＤＰＨ/mgprotein/ｍiｎ

Table2Comparativespecificactivitiesofmalatedehydrogenaseandmalicenzymein

centrifugalcellfractionsofhomogenizedTγichomo"αｓＵａｇｉ"αZｉｓ

Specificactivity

ExperimentalControl

Fraction

A）Malatedehydrogenase

incubatedwitｈｓｏｄｉｕｍ

ｍａｌａｔｅａｎｄＮＡＤａｔｐＨ９０

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

０．５９５

０．０９３

０．０７３

０．００７

０．０１１

０．００５

B）Malicenzyme

incubatedwithsodium

ｐｙｒｕｖａｔｅａｎｄＮＡＤＨ

ａｔｐＨ７５

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

０．１５４

０．３７９

２．６８３

０．０１１

０

０

C）Malicenzyme

incubatedｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍ

ｐｙｒｕｖａｔｅａｎｄＮＡＤＰＨ

ａｔｐＨ７．５

Largegranulefraction

Microsomalfraction

Solubleproteinfraction

0.017

0.156

０．１７７

０．０５２

０．１９０

０．２２１

controLsubstrateabsent

unitofenzymeactivity：ｍＭＮＡＤＨｏｒＮＡＤＰＨ/mgprotein/ｍiｎ

にoxaloaceticacidからmalicacidへの逆反応系で

も活性値0.245mMmgprotein/ｍｉｎを得，対照系

０．００９，Ｍ/mgprotein/ｍｉｎと比較して顕著な活性を確

認した．

ＭＥの検討結果はＴａｂｌｅ２のＢ)，Ｃ）に示したが，

Ｔ・Ｕａｇｉ"αZｉｓのＭＥ活性はＴ､／beZz`ｓと異なり，対

照系と比較してＳＰ画分にのみ明らかなＮＡＤＨの酸

化反応を認め，この画分におけるＭＥの存在が示唆

された．この測定法ではpyruvicacidからlacticacid

に働くlactatedehydrogenase（ＬＤＨ）も測定し得るの

で，lacticacidを基質としてＮＡＤＨの酸化を測定

し，逆反応の検討を試みた．その結果実験系は0.002

mMmgprotein/ｍin,対照系は０．０１９，Ｍ/mgprotein／

ｍｉｎであり，この画分で認められたＮＡＤＨの酸化は

ＬＤＨではなくＭＥに因るものと考えた．

以上からＴ・Ｕａｇｉ"αJｉｓにはＭＤＨとＭＥの両酵素

（７）
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のB)，Ｃ)）はＮＡＤＰ依存ＭＥの検出報告（Weller‐

sonandKupferberg，1962）と比較して本株原虫の特

徴であるかも知れない．なおLindmarkandMiiller

(1974）はＴ・んeZz`ｓでＮＡＤＰ依存のＭＥを検出し

たが，我々の実験ではＴ､九ｃｍｓについてのＭＥは確

認できなかった．この点を各種測定条件により検討して

いるが，原虫の培養方法及び株に因る差とも考えられ

る．従来ＭＥは，１）ＮＡＤに依存しoxaloaceticacid

を加えて脱炭酸するもの（酵素番号：１．１．１．３８)，２）

ＮＡＤに依存しoxaloaceticacidを加えても脱炭酸しな

いもの（酵素番号：1.1.1.39）及び３）ＮＡＤＰに依存

しoxaloaceticacid添加で脱炭酸する酵素（酵素番号：

1.1.1.40)の３つが挙げられており，１）はバクテリアに

見られる型と言われている（DixonandWebb，1964)．

本実験のＴ､Ｕａｇｉ"αZｉｓのＳＰ画分で認めたＭＥは

バクテリアに多く見られる型であり，この原虫が典型的

なミトコンドリアを持たないことと考え合わせて興味あ

る問題である．なおＴａｂｌｅｌ及び２においてcontrol

にかなりの酵素活'性を認めたこと，特にＭ及びＳＰ画

分に高かったことは酵素液中にＮＡＤ及びＮＡＤＰ依

存の他の酵素と基質が含まれていたためと考えられる‘

今回Ｔ、Ｕａｇ伽ﾉﾉｓ及びＴ、九ezwsについてその

ＭＤＨがＬＧ画分に局在することを認めたので，更に

電子顕微鏡的組織化学等によりその検出を進めている．

が存在し，ＭＤＨはＴ､/Ｍ"ｓ同様ＬＧ画分に，ＮＡ‐

ＤＨを補酵素としたＭＥはＳＰ画分に存在することを

知った．

総括並びに考察

トリコモナスはべん毛を有し活発に運動する原虫であ

りながら，その細胞にはエネルギー発生装置と考えられ

るミトコンドリア構造を有せず（InokiemZ.，1959)，

エネルギー産生過程における基質の酸化と電子伝達系に

ついての詳細も不明である．しかしこの過程の酵素活性

を測定した研究者はひとしくＭＤＨの顕著な活性を認

めており（Baernstein，１９６１；尾崎・岡，１９６３；田中，

1970；BrugerolleandMetenier，１９７３；Lindmark

andMiiller，1973)，本酵素がエネルギー獲得に重要な

役割を果たすと考えた．一方ＭＤＨは通常ミトコンド

リアに局在する酵素であることから，本酵素の細胞内局

在の追求は原虫の細胞構造と機能を関係づける端緒にな

ると考える．

本研究はこれらを終局の目的として行い，まずＴＵα‐

g/"α/ｉｓ及びＴ,/Ｍ"ｓのhomogenateについて測定条

件特に至適ｐＨ及び反応時間を求めた．この段階で

ＭＤＨ及びＭＥの至適ｐＨに差異を認め，Ｔ・ん２２"ｓ

及びＴ・ｕａｇ/"α/ｉｓのＭＤＨの至適ｐＨは９．０であっ

たが，Ｔ、Ｕａｇ/"α/ｉｓのＭＥは７．５を示した．またＴ・

んｅｍｓにはＭＥを認めず，両原虫間に大きな相違が認

められた．この違いは栄養要求，終末代謝産物，培養条

件等原虫間の性状の差異に関係していると考えられる．

遠心分画物を粗酵素とした場合，大半のＭＤＨは

Ｔ・ｚｉａｇｉ"α/ｉｓ及びＴ､/Ｍｚ(ｓのＬＧ画分に検出され，

本酵素がこの画分に含まれるmicrobody（伊藤，1968）

に局在する可能性が示唆された．更に分画操作にphos‐

phatebuffer（岡・尾崎，1963）若しくはethylenedi‐

aminetetraaceticacidを含む緩衝液（Brugerolleand

Metenier,1973）を溶媒とした場合，可溶性画分に活性

が検出されることから，ＭＤＨはＬＧ画分に回収され

る構造物（例えばmicrobody）に金属塩を介してルー

スに結合している可能性が考えられる．

ＭＥとＭＤＨを判別するためpyruvicacidから

malicacidへの反応系でＮＡＤＨの減量を測定し，

更に同基質で酵素活`性が予測されるＬＤＨの存在を補

足実験で否定した結果，Ｔ・Ｄａｇ/"α"ｓのＳＰ画分に

ＭＥの存在を認めた．この成績はＴ､／ｂｅｍｓとの大き

な差異であり，更にＮＡＤに依存したこと（Table２

結
ニヘ

同HＢ

トリコモナスのＴＣＡcycleに関与する酵素中mal‐

atedehydrogenase(ＭＤＨ）活性が特に顕著であると言

われているが，そのエネルギー獲得過程での詳細な役割

は未解明である．我々はトリコモナスにおけるエネルギ

ー代謝を解明する端緒として，malicacidを基質とす

るＭＤＨ及びmalicenzyme(ＭＥ）を取り上げ，Ｔだ‐

ＣＡＯ,"o"ａｓ九画"ｓ及びＴｒｉｃ/homo"αｓｕａｇ伽Zｉｓの細胞

homogenate並びに遠心分画物における両酵素の活性と

各画分への分布を比較検討した．

原虫homogenateは0.25Msucrose溶液を溶媒と

して遠心分画し，13,000×ｇ沈法（largegranule)，

144,000×ｇ沈溢（microsome)及び144,000×ｇ上清

(solubleprotein）の３画分に分け，各画分における

ＭＤＨとＭＥの活性を比較検討した．

ＭＤＥ活性はＴ､/Ｍ"ｓ及びＴ・Ｕａｇｉ"αZjIsのlarge

granule画分に認められ,その比活性値はそれぞれ0.475

mMmgprotein/ｍｉｎ及び0.595,Ｍ/mgprotein/ｍiｎ

（８）
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であり，他の画分ではこん跡程度にすぎなかった．また

本酵素はｐＨ９．０で最も高い活‘性値を示した．

ＭＥはＴ・Ｄａｇ/"αZｉｓのsolubleprotein画分にのみ

活性（比活性値2.685mMmgprotein/ｍin）を認め，

Ｔ､／Ｍ"ｓの各画分には検出しなかった．また本酵素は

ＮＡＤにのみ依存し，至適ｐＨは7.5であった．
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iAbstracti
：ロ
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ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥＡＣＴＩＶＩＴＩＥＳＯＦＭＡＬＡＴＥＤＥＨＹＤＲＯＧＥＮＡＳＥＡＮＤＭＡＬＩＣ

ＥＮＺＹＭＥＩＮＴＨＥＣＥＮＴＲＩＦＵＧＡＬＣＥＬＬＦＲＡＣＴＩＯＮＳＯＦＴＲＩＣＨＯＭＯＮＡＳ

ＦＯＥＴＵＳＡＮＤＴＲＩＣＨＯＭＯＺＶＡＳＶHGIZVALZB

MIYoKoDOLMAsAToFURUYA,YosHIHIRoITO,

ＹｏｓＨＩＫＡｚｕＯＫＡＡＮＤＨｕＭＩｏＯＳＡＫＩ

（Ｄ"αγZ'"e"、/ＰαγαSiZoZogy,ＳｃｈｏｏＺｏＬ/MMici"e，

U7ziUeγSiZ(ｙｑ/Ｔｂ伽ｈ/"!α，ＴｏｈＭ〃α）

ＩｎＴγicho"'０"ａｓspecies，theactivityofmalatedehydrogenasｅ（ＭＤＨ）isgenerallyre‐

gardedashigherthanthatofothereｎｚｙｍｅｓｏｆｔｈｅＴＣＡｃｙｃｌｅ，however，littleisknownabout

itsdetailedroleintheenergy-productionprocessbeingtakenplaceintheprotozoa・

Inthepresentstudy，bothactivityanddistributionofMＤＨａｎｄｍａｌｉｃｅｎｚｙｍｅ（ＭＥ）

thatactuponmalicacid，incellhomogenateandsubcellularfractionsofTrichomo"ｓ/Ｍ"ｓ

ａｎｄＴ７･ｉｃｈｏ加o"αｓｕａｇｉ"αＺｉｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｉｎａｎａｔｔｅｍｐｔｔｏｇｉｖｅａｃｌｕｅｔｏｔｈｅｅｌｕｃｉｄａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｅｎergymetabolismintrichomonads・

ThecellhomogenateafterbeingsuspendedinO25Msucrosesolutionwasfractionated

intolargegranule（13,000×gsediment)，microsomal(144,000×gsediment）andsolubleprotein

(144,000×gsupernatant）fractionsbydifferentialcentrifugationandactivitiesofMDHandME

inthefractionswereexamined・

TheMDHactivityinthelargegranulｅｆｒａｃｔｉｏｎｉｎＴ、ＪｆｂｅｍｓａｎｄＴ・ｕａｇｉ"α〃ｓｗａｓ0.475

and０．５９５，Ｍ/mgprotein/minrespectively，whilethatinotherfractionswasonlyatracein

bothspecies、ＴｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨｆｏｒｔｈｅａｃｔｉｏｎｗａｓ９､０．

TheMEactivityinthesolublefractｉｏｎｉｎＴ・ｕａｇ伽"ｓｗａｓ２６８５ｍＭ/mgprotein/ｍｉｎ

ａｎｄｔｈｉｓｅｎｚｙｍｅｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｂｅＮＡＤ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｔｓｏｐtimumpHfortheactionbein９７．５．

NoMEactivitieswereobservedinotherfractionsinbothspecies．

（１０）




