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ブタ回虫及びアニサキスのアミノ酸について

Ⅱ、薄層クロマトグラフィー法及びアミノ酸自動分析器による同定

奥野嘉也

岐阜大学医学部寄生虫学教室（主任：森下哲夫教授）

(1968年12月１０日受領）

著者は第１報において，薄層クロマトグラフィーを用

い，ァジの腹腔より取り出したＡ"加肺Ｉ型幼虫の全

虫体ならびにブタ回虫ＡＳＣαγｉｓ肋"6γｉｃｏｉａｅｓｓｚｎ(,,ｚの

体腔液及び各組織のアミノ酸構成について報告した．

今回の実験では前回の方法では検出できなかったｍｅ‐

thionineに対して，試料を過ギ酸にて酸化し，更に第１

報で述べたと同様の方法で加水分解し薄層クロマトにか

けた結果とブタ回虫各組織及びアニサキス幼虫体の加水

分解産物と遊離アミノ酸をアミノ酸自動分析器を用いて

アミノ酸構成を調べたのでここに報告する．

材料および方法

アニサキス幼虫及び回虫各組織の採取方法は第１報で

述べた如く，新鮮なもののみを用いた．ブタ回虫各組織

及びアニサキスの過ギ酸酸化法は各組織に生理食塩水

(0.9％ＮａCl）を２倍量加え，TeHonのホモヂナイザ

ーないしガラスホモヂナイザーにて磨砕する．体腔液は

そのまま使用した．ホモヂネートは凍結乾燥しその約

300ｍｇの試料に過ギ酸（88％のギ酸９容に対し30％

H202水を加え０°Ｃに冷却して１時間室温に放置）を加

え０．Ｃに16時間放置しておき低温で濃縮し大部分の試

薬を除いた後，第１報で述べた様に６Ｎ－ＨＣｌで110.Ｃ，

22時間加水分解し，分解終了後薄層クロマトグラフィ

ーにかけた．即ち第１報の様に試料はプレートの下端よ

り1.5ｃｍの所に１ｍｍ2以内にスポットし展開溶媒には

一次展開にはn-propanol-28％ａｍｍｏｎｉａ（６７：３３ｗ/w）

を使用し，二次展開にはphenol-water(７５：２５）を用い

た．更に発色試薬とてninhydrin試薬（１．０．２％、in‐

hydrin-ethanol溶液50ｍ1,aceticacidlOml及び２．４．

６collidine2mlを混ぜる．Ⅱ硝酸銅Ｃｕ(NO3)2．Ｈ２０

のethanol溶液．ＩとⅡを使用前５０：３v/ｖの比に混

合して使用.）を用い，上昇.法で１０ｃｍ展開し，ｓｐｏｔの

検出確認には第１報のTable１，２及びＦｉｇ．１を参考

とした．

アミノ酸自動分析器による分析においては試料の調整

法はＴａｂｌｅｌに示す様な操作を行なった．即ち体腔液，

角皮，卵巣，腸管，筋肉などのブタ回虫各組織及びアニ

サキス幼虫Ｉ型の全虫体をホモヂナイザーにて磨砕し，

遊離アミノ酸を求める方法として，ホモヂネートに１％

ピクリン酸５倍容を加え，よく振湯し，２０分間15000回

転で遠心沈殿し，その上情に等量のエーテルを加え，よ

く振邊し，エーテル層を除き，試料をＤｏｗｅｘ２×8Cl‐

に通し，更に沸騰水溶上にて完全に蒸発乾固し，これを

アミノ酸自動分析器にかけた．構成アミノ酸分析に当っ

ては上記ホモネヂートに等量の14％トリクロル酢酸を加

え3000回転20分間遠心沈殿し,上清を除去し沈澄を脂質

を除く為にacetonで洗浄し，更に残りの脂質を除く為

エーテルで洗った．その後７％トリクロル酢酸で洗浄し

乾固した.蛋白量にして５ｍｇ相当を６N-HClで110.Ｃ

22時間加水分解しアミノ酸自動分析用の試薬とした．ア

ミノ酸自動分析には日立アミノ酸自動分析計ＫＬＡ－３型

を使用した．塩基’性アミノ酸の分析には15ｃｍカラムで

ｐＨ５２８，０．３５Ｎのクエン酸ソーダ緩衝液を使用し,酸

性及び中性アミノ酸に対しては150ｃｍカラムで始めｐＨ

3.25,02Ｎのクエン酸ソーダ緩衝液を使用し，次いで

ｐＨ４．２５，０２Ｎのクエン酸ソーダ緩衝液に切り変え，

カラム温度は共に50.Ｃだった．全分析時間は８時間を

要した．

実験成績

ブタ回虫各組織とアニサキス幼虫Ｉ型を過ギ酸で酸化

し，薄層クロマトグラフィーにかけた結果，Fig.１及び

２のようなクロマトグラムの模式図（この模式図はアル

カリ加水分解，過ギ酸酸化後の酸加水分解との合成図で

示されている.）この模式図にみるmethionineのｓｐｏｔ

はhistidineのｓｐｏｔの少し上方に現われ，体腔液，角
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Table

iiI灘凹|鵲患鯏
ASCαﾉｰｊＳｔｉｓｓｕｅａｎｄＡ"/sα〃ｓｌａｒｖａ

ｏｆｄｏｕｂｌｅｖｏｌｕｍｅｏｆＯ､９％NaClsolution

…T壜化｡…､….…
Additionofequalvolumeof１４％TCA

Centrifugation↓at3000rpmfor20min
Sediment

Washedinaceton

Wａｓｈｅｄｉｎｅｔｈｅｒ

Ｒｅｗａｓｈｅｄｔｗｏｔｉｍｅｓｉｎ７％TCA

Driedinacetonandether

Hydrolｙｓｉｓｉｎ６ＮＨＣｌａｔｌｌＯｏＣｆｏｒ２２ｈｏｕｒｓ

Ａminoacidautoanalyzer

↓
Additionof1％pycricacid

↓
Centrifugationatl5000rpmfor20mｉｎ．

↓
Supernatant

↓
Additionofequalvolumeofether

↓
Ｄｏｗｅｘ２×８，Ｃｌ－，ｃｏｌｕｍｎ

↓
Ｗａｓｈｅｄｔｗｏｔｉｍｅｓｗｉｔｈ３ｍｌｏｆＯＯ２ＮＨＣ

↓
Ｄｒｉｅｄｉｎｗａｔｅｒｂａｔｈ

↓
Aminoacidautoanalyzer

⑭

n-Propanol/28％ammonia(６７：３３

（135ｍin/１０cm）

n-Propanol/28％ammonia(６７：３３
（140ｍｍ/10cm）

諏訂
５６

○’
○３
Ｃｅ

、
‐
ノ

ｒ
し
し

１３

○rｉＭ
○ １５

０

９○

８０○７
６○

4○○５

３ｏ

ｏ１ｏ２

（）

○'２
，ｎ

Ｏ１ｏ

、
‐
ノ

〆
し

０

○1６

０
ｒ、
ﾐノ

○

Phenol/Water(７５：２５Ｗ/w）
（220ｍin/10cm）

Phenol/Water(７５：２５Ｗ/w）
（220ｍin/10cm）

Ｏｒｉｇｉｎrlgln

Ｆｉｇ．１Diagramoftwo-dimentionalTLC・

ofaminoacidsidentifiedfromthe

acidhydrolysedacidshemolymph

whichwasoxidizedwithperformic
acid

ｌ：Ｌｙｓｉｎｅ ７：Alanine l3msoleucine

８：Threonine２：ＡｒｇｉｎｉｎｅａｎｄＬｅｕｃｉｎｅ
３：Glutamic ９：Histidinel4：Phenylalanine

acidlO：Tyrosinel5：Tryptophane
４：Ｓｅｒｉｎｅ ｌｌ：Ｐｒｏｌｉｎｅ ｌ６：Cystine
５：Aspartic l2：Ｖａｌｉｎｅ ｌ７：Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ

ａｃｉｄ

６：Glycine

Ｆｉｇ．２Diagramoftwo-dimentionalTLC・
ofaminoacidsidentifiedfromthe

acidhydrolysedAnisakissplarvae

whichwasoxidizedwithperfomic
aciｄ、

１：Ｌｙｓｉｎｅ ７：Ａｌａｎｉｎｅ ｌ３：Phenylalanine

２：Ａｒｇｉｎｉｎｅ ８：Threoninel4：Tryptophane
３：Glutamic ９：Histidinel5：Methionine

acidlO：Prolｉｎｅ

４：Ｓｅｒｉｎｅ ｌｌ：Tyrosine

５：Glycine l2：Ｌｅｕｃｉｎｅｏｒｌｓｏｌｅｕｃｉｎｅ

①
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Table2DistributionofaminoacidiｎＡｓｃａ汀ｓａｎｄＡ"isαﾊiｓ（withthinlayerchromatography）

ASCαアカルノ"けｉｃｏｉａｅｓｓｚａｲﾉﾉＺ
Ａ"たαたiS

Oarvae）
wholeworm

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ female

sexual

organ

digestive
organ

homolymphcuticle muscle

Alanine

Arginine

Asparticacid

Cystine

Glycine

Glutamicacid

Histidine

lsoleucine

Leucine

Lysine

Methionine
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＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
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Table3Concentration（Uumole）ｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎＡｓａｚ７ｆｓａｎｄＡ"ｉｓα肋

Ａｓα〃ｉｓﾊｨﾉﾉz67/coicJesszZ""Z Ａ７ｚｉＳａｈｉｓ

ｍｒＵａｅ

ｗｈｏｌｅｗｏrｍ

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
digestive

hemolymphcuticle
organ

muscleovar1es
●

Tryptophane

Lysine

Histidine

Arginine

Asparticacid
Threonine

Serine

Glutamicacid

Proline

Glycine

Alanine

Cystine

Valine

Methionine

lsoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

閲
朋
“
冊
退
団
肥
“
Ｍ
ね
皿
辿
岡
田
Ⅱ
蛆
冊
皿

●
●
●
●
●
●
。
■
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
２
１
０
２
２
２
４
０
２
０
２
２
１
１

８
５
１
４
０
６
５
３
１
４
７
５
４
８
６
７
６
１

７
５
３
６
４
０
９
８
６
５
５
９
０
７
５
６
０
２

●
●
●
■
●
●
■
●
■
●
●
ｅ
●
■
■
●
①
●

０
０
０
０
２
１
０
１
３
２
２
０
２
０
１
１
１
１

鍋
四
弧
盟
蛆
Ⅲ
冊
ｎ
ｍ
四
ｍ
ｍ
別
的
別
矼
朋
皿

■
●
●
●
●
●
●
■
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

１
０
０
０
２
１
０
２
６
１
５
０
１
０
１
２
０
１

１

２
２
４
１
６
４
９
４
４
１
８
１
４
８
１
２
６
１

１
５
３
５
９
７
６
２
９
０
９
８
１
８
５
１
９
３

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
凸
●
●
●
●
●

３
０
０
０
３
１
１
４
２
３
３
０
２
０
１
２
０
１

０．４３

０．７１

tｒａｃｅ

０．８６

２．７１

１．３４

１．３８

２．２９

５．１４

２．８４

３．２９

０．８１

２．９６

０．６７

１．５６

２．５１

１．２２

１．３１

》
墾
肌
川
山
川
剛
刷
朋
Ⅲ
麹
Ⅲ
別
別
組
〃
Ⅲ
肌

吐
３
１
２
１
０
０
０
２
３
４
０
１
０
１
１
１
１

△

皮，筋肉，生殖器，消化管ないしアニサキスの全虫体に

methioninが存在する事が認められた．cystineは体腔

液，角皮，消化管に検出されたが，筋肉，生殖器，ア

ニサキス幼虫体には認められなかった．クロマトグ

ラムの各ｓｐｏｔの濃度は過ギ酸酸化後ではtyrosine，

asparticacid，proline，glutamicacidは第１報に示

した結果より淡くなった．他のｓｐｏｔの濃淡は第１報の

結果と大体同様の結果が得られた．尚methionineの

spotの濃度はブタ回虫各組織及びアニサキス幼虫体共

に中等度で＋～升として現わされた．cystineは非常に

（７９）
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淡いｓｐｏｔとして検出された．第１報のアミノ酸分析結

果と今回の実験の成績を合わせて見るとTable2の様な

結果となった．この表を通覧してみるとアミノ酸は体腔

液からは18種，角皮よりは17～18種でtryptophaneは

検出されず，筋肉より16種でcystineとtyrosineは認

められなかった．消化管よりは17種のアミノ酸を，雌生

殖器よりは16種でcystineとhistidineが検出されず，

アニサキスからは１５種のアミノ酸を認め，cystineと

valineは検出されなかった．次いで加水分解したブタ

回虫各組織とアニサキス幼虫体のアミノ酸自動分析器に

よる分析表はTable3に示す様で，共に似ｍｏｌｅで表わ

されている．回虫各組織，アニサキス共検出されたアミ

ノ酸の数は18種で各アミノ酸の分析値の割合をみると，

体腔液に於てはTable３，Fig.３の様にalanineが最も

多く次いでleucine，proline，glycine，glutamicacid，

valineが共に2.5ﾉzzmole前後の分析値を示し，最も少

ないものはcystineでこれに塩基性アミノ酸のarginine

histidine，tryptophaneが次いでいる．角皮ではpro‐

lineがずばぬけて多く16.31/【zmoleと全体の約４割を

占めている．次いでalanine，asparticacidの順であっ

た．薄層クロマトグラフィーで検出されなかったtryp

tophaneがアミノ酸分析計ではＬ２８ｌａｍｏｌｅを示した．

glycineは1.73/zmoleで他の組織に比べると少ない分

析値を示した．更に少ない方のアミノ酸はcystine，ｌｙ‐

sine，arginineの順に少なく共に０８/zmole以下だっ

た．筋肉に関してはglutamicacid，alanine，aspartic

acidの順に多く4.0〃ｍｏｌｅ前後で，他の組織で最も少

ない方のアミノ酸であるtryptophaneがal2l4zmoleも

あり，glycineがこれに次ぎ，cystineが最も少量で，

histidine，arginine，lysineがこれに次いでいる．卵巣

ではprolineが最も多く5.14lZzmoleを占め，alanine，

valine，glycineの順で，histidineが最も少なくアミノ

酸分析器で定量出来なくtraceだった．次いでcystine，

lysineの順である．消化器に於てもprolineが最も多

く，alnaine，glycine，asparticacidが共に2.5ｌｕｍｏｌｅ

前後の分析値を示しvaline，glutamicacidがこれに次

いでいる．又筋肉以外の組織と同様にやはり塩基性アミ

ノ酸が最も少量の方のアミノ酸に属した．アニサキス全

虫体の加水分解によると，Fig.３，Ｔａｂｌｅ３の様にａｌａ－

ｎｉｎｅが最も多く約4.0/zmoleでglycine,lysineがこれ

に次ぎ，特にlysineがブタ回虫と比較して多く，３．４２

βｍｏｌｅと高値をを示した．cystineが最も少なくglu‐

tamicacidがこれに次いでいる．又tryptophaneを除

き回虫では一般に非常に少ないアミノ酸に属した塩基性

アミノ酸が中等度の分析値を示している事は一つの特徴

と見なされる．Ｔａｂｌｅ４に表わされている遊離アミノ酸

の分析値をみると，体腔液では18種のアミノ酸が検出さ

れ，alanineが最も多く検出されたアミノ酸量の約３割

を占め，lysine,proline,methionineがこれに次ぎcys-

tineが最も少なく0.01βｍｏｌｅでhistidine，arginine，

isoleucine，asparticacidは共に0.34βｍｏｌｅ前後であ

った．角皮に関しては15種のアミノ酸が検出された．こ

のうちglutamicacidが最も多く約全体の３割を占め

valinelysineがこれに次ぎ，tryptophane，histidineは

traceでthreonineが最も少なく0.08ｌｕｍｏｌｅであり，

arginine，asparticacid，cystineは検出されなかった．

筋肉では17種のアミノ酸が検出されたがこのうち体腔液

と同様alanineが最も多くglycine，glutamicacid，

prolineがこれに次ぎ，cystine，histidineはtraceで

tryptophane，serineが最も少なく共にO1Iumoleであ

りmethionineは検出されなかった．卵巣に於てはＦｉｇ．

４，Ｔａｂｌｅ４に見られる様に18種のアミノ酸を検出した

が，やはりalanine，glutamicacidの順に多く，これ

が全体の約６割を占め，glycine，lysineがこれにつぎ＞

tryptophaneはtraceでserine，cystineが少なくとも

に0.02’ｍｏｌｅ以下を示した．

Ｆｉｇ．４の様に消化管では17種で，lysineが最も多く

alanineがこれに次ぎtryptophaneはtraceでmethi‐

onineが006/zmoleと最も少なく，glutamicacidブ

asparticacidがこれにつぎ共に0.08ｌｕｍｏｌｅ以下の分

析値を示し，cystineは検出されなかった．アニサキス

に於ては，glutamicacidが最も多くalanine,lysine，

glycineがこれにつぎ，他のアミノ酸は回虫各組織の抽

出法と同様の方法では充分分析され得なかった．遊離及

び加水分解物のアミノ酸分析値を通覧して見ると，加水

分解物に於てはalanineがブタ回虫各組織ならびにアニ

サキスとも多い方のアミノ酸に属し,腸管の2.57βｍｏｌｅ

を除き，全て４，[zmole以上だった．prolineは角皮で最

も多く，卵巣，消化管，アニサキスに於て豊富だった．

更にglycineは角皮では1.741ｕｍｏｌｅを示したが他の

回虫各組織，アニサキスでは共に2.7βｍｏｌｅ以上の分

析値を示し，leucine，isoleucine，tyrosine，phenyl‐

alanine，methionineは回虫，アニサキス共殆ど同様の

分析値を示した．共通に最も少ないアミノ酸はcystine

で共に0.1/zmole以下であった．塩基,性アミノ酸も最

も少ないが，筋肉以外の蛆虫各組織及びアニサキスで

■

■

●

（８０）
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１
１企鍛

Asca7/ｓｈｅｍｏｌｙｍｐｈ

Ａ"/sαﾊﾉｓ

■

Fig.３AminoacidanalysisofAsca,７ｓｈｅｍｏｌｙｍｐｈａｎｄＡ"加肋Ｊαパ,α（wholeworm)．

（Hydrolysis：６Ｎ－ＨＣＬ１１０Ｃ，２２hrs.）

Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｏｒｇａｎ

■

Ovary

Ｆｉｇ．４ＦｒｅｅａｃｉｄｉｎＡｓｃａ７－なｄｉｇｅｓｔｉｖｅｏｒｇａｎａｎｄｏｖａｒｙ・

Theacidicandneutralaminoacidswereseparatedoncolumnl50（150ｃｍcolumn）

ｗｈｉｃｈｗａｓｏｐｅｒａｔｅｄａｔ５０ｏＣｏＴheelutiｏｎｏｆｃｏｌｕｒｎｎｌ５０ｓｔａｒｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐＨ３．２５，

０．２ＮsodiumcitratebufferwithachangetothepＨ４．２５，０．２Nsodiumcitrate

buffer、Ｔｈｅｂａｓｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄａｍｍｏｎｉａｗｅreseparatedoncolumnl5operated

aｔ５０ｏＣａｎｄｗｉｔｈｔｈｅｐＨ５､２８，０．３５NsodiumcitratebuHer．

(８１）

￣
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Table4Concentration（似mole）ｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎＡｓｃａ７ｉＭ""z6rico/αＥＳ

ＡＳｃａ７－なルノ"け/CoiaeSSzUzz"Z

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
digestive
organ

hemolymph cuticlemuscleovarles

Tryptophane

Lysine

Histidine

Arginine

Asparticacid
Threonine

Serine

Glutamicacid

Proline

Glycine

Alanine

Cystine

Valine

Methionine

lsoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

坐
仙
拠
師
町
田
辿
朋
蛸
閲
佃
皿
舶
諏
祁
似
灯
閲

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

●
●
●
●
●
●
●

０
２
０
０
０
１
１
０
１
１
７
０
０
１
０
０
０
０

ｕ
別
莚
型
田
別
、
ｎ
冊
皿
、
韮
Ⅲ
正
咀
泌
Ⅳ
Ⅲ

０
０
位
０
０
０
０
０
０
Ｌ
３
位
０
，
０
０
０
０

狂
型
Ⅲ
冊
朋
妬
妬
的
妬
幻
聞
正
弘
Ｗ
、
如
肪
咀

吐
Ｏ
Ｏ
０
０
０
０
０
０
０
０
ｍ
０
０
０
０
０
０

ｔｒａｃｅ

Ｌ２７

ｔｒａｃｅ

ｎｏｎｅ

ｎｏｎｅ

Ｏ､０９

０．１４

１．６６

０．１３

０．２２

０．４２

ｎｏｎｅ

７．７０

０．０６

０．０４

０．０７

０．０８

０．０８

唾
４
〔
ｌ
〔
Ｉ
（
５
４
４
ワ
ニ
、
〉
ｑ
〉
Ｏ
】
４
４
０
】
ワ
］
ｎ
５
〔
ｌ
〔
Ｕ
Ｆ
Ｏ
（
ｂ

ａ
Ｏ
］
ｎ
Ｕ
ｎ
〉
〈
Ｕ
１
〈
Ｕ
ｑ
Ｊ
１
Ｌ
ｎ
ｏ
ワ
】
〈
Ｕ
１
，
〉
〈
Ｕ
ｎ
〉
〈
Ｕ
〈
Ｕ

位
ｏ
０
０
０
０
０
０
０
０
Ｌ
Ｏ
０
０
０
０
０
０

■

tzyptophaneは共に少なく，更にarginine，histidine，

lysineは回虫各組織に於て共に0.6/zmole内外であっ

たが，アニサキスでこれらの塩基性アミノ酸（trypto‐

phaneを除く）は多い方のアミノ酸に属した．次いで遊

離アミノ酸についてみてみると角皮を除くブタ回虫各組

織でalanineが最も多く，加水分解物で少ない方のア

ミノ酸に属したlysineは共に豊富に認められた．加水

分解物で豊富だったproline，aspartiCacidは分析され

た遊離アミノ酸全体の割合と比べてみると中等度で，

glutamicacidについては角皮で最も多く消化管では非

常に少なくなり0.09/zmoleしか分析されなかった．

isoleucine，Ieucine，tyrosine，phenylalanineの割合は

一様に加水分解物と余り変化がなかった．少量のものは

各組織共にtryptophane，histidine，asparticacidと消

化管を除く組織に於てarginineも少ない方のアミノ酸

に属した．

考察

回虫体およびその飼育液中のアミノ酸についてはいく

つかの実験がある．飼育液については若林(1941)，吉沢

(1954）によってなされ，吉沢は飼育液中より10種のア

ミノ酸を検出し，アミノ酸代謝と回虫毒とが何等かの関

係があるものと考えた．更にRogers（1955）はブタ回

虫やその他の寄生線虫から排泄される遊離アミノ酸に

ついて調べ線虫から排泄される遊離アミノ酸として，

leucine，phenylalanine，alanine，valine，proline，ａｓ‐

particacid，glutamicacidを検出し，更に飼育液を加

水分解するとglycine，serine，cystineが検出され時に

lysine，tyrosineも検出できたと報告している．回虫体

に関しては虫体全体を加水分解しFlury（1912)がgly‐

cine，lysine，valine，leucine，asparticacid，arginine，

histidine，tyrosine等８種のアミノ酸を検出して以来，

ブタ回虫各組織について種々の報告がある.Savel(1955）

は回虫体を加水分解して13種のアミノ酸を検出し，次の

様なアミノ酸即ちarginine，cystine，glutamicacid，

lysine，tyrosineが豊富に認められたと述べている．全

虫体についてはこの他松岡（1960）が虫体の蛋白分画を

材料として，leucine，valine，tyrosine，proline，histi‐

dine，threonine，alaninQglycine，arginine，serine，

glutamicacid，asparticacid，cystine，tryptophane，

taulineを証明した．体腔液に関しては梶原･橋本(1952）

がペーパークロマトグラフィーにて，次の様な８種の遊

離アミノ認即ちasparticacid，glycine，lysine,alanine

tyrosine，tryptophane，leucine，histidineを検出し，

tyrosine，alanine,lysineの着色斑が濃くつぎにtrypto‐

phane，leucine，asparticacid,glycineは同様の濃度と

報告しているが，著者は上記のアミノ酸に加えて更に

arginine，threonine，serine，proline，glutamicacid，

cystine，valine，methionine，isoleucine，phenylalanine

屯

ひ

(８２）
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Table5Comparisonofthevaluesobtainｅｄｂｙｔｈｅａｕｔｈｏｒｏｎｔｈｅｆｒｅｅａｎｄｐｒｏｔｅinamino

acidcompositionsofAscαγisovarieswiththosebyPollakandFairbairn(1955)．

freeaminoacidproteinaminoavid

Pollakand

Fairbairn

（1955）

Pollakand

Fairbairn

（1955）

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
ＴｈｅAuthor

（1968）
ＴｈｅAuthor

（1968）

％Ｊ
９
７
９
Ｄ
４
Ｊ
６
９
６
６
８
５
８
２
配

２
３
８
４
２
６
３
２
１
１
３
１
０
１
２
ｍ

２
３

ｔ

1.5％

３３

１５

０．５

２．５

１０

１．５

１７

８．２

０．５

０．５

０．５

０．５

ｎｏｎｅ

ｎｏｎｅ

ｔｒａｃｅ

12.7％

１０．８

１０．４

８．２

８．０

８．０

７．８

７．１

５．８

３．４

３．１

４．１

ｔｒａｃｅ

ｎｏｎｅ

ｎｏｎｅ

ｔｒａｃｅ

％
ｅ

６
７
２
８
２
１
９
９
Ｃ
４
１
４
４
４
９
８

。
。
。
。
。
。
。
。
ａ
。
。
。
。
。
。
。

６
６
７
１
７
２
６
５
位
４
３
４
０
２
１
１

１

Leucine

Glutamicacid

Serine＋Glycine
Proline

Asparticacid

Lysine

Valine

Alanine

Histidine

Phenylalanme

Threonine

Tyrosine

Cystine

Arginine
Methionine

Tryptophane

■

を検出し，特にalanine4､8Ｕｍｏｌｅと豊富な含有量を

示しlysineO､83’ｍｏｌｅと少なかった．一方tyrosine

は1.93〃ｍｏｌｅと中等度の分析値を示した．又Saveｌ

(1955）は体腔液を加水分解して得られたアミノ酸は人

血清アルブミンのアミノ酸と良く似ていて，体腔液には

prolineとtyrosineが常に高くcystineは少ないと報

告している．又遊離アミノ認も加水分解物と良く似た傾

向を示すと述べている．今回の実験で加水分解された体

腔液又は遊離の体腔液に於て多い分析値を示したalan‐

ineはMoore＆Stein（1951）による人血清アルブミ

ンのアミノ酸分析値では殆ど存在しないと述べられてい

る．更にproline，tyrosineは今回の実験及びMoore

＆Stein（1951）の文献に於ても中等度ないしそれ以下

でSavel（1955）が報告している結果と異なっている．

加水分解された体腔液と体腔液中の遊離アミノ酸を比較

した場合，定Ｉ性的には殆ど同様だが，定量的にはいくら

か異なった結果が出ている．更にSalmenkova(1962）

は体腔液中の遊離アミノ酸をペーパークロマトグラフィ

ーを用いて検出し，１７種のアミノ酸を検出している．著

者はleucine，cystineを更に検出したがglutamineは

検出できなかった．角皮のアミノ酸構成に関してはＨａ

ｃｋｍａｎ（1953)，Ｂｉｒｄ（1957)，Watson＆Silvester

(1958）によって研究され報告された．一般にコラーゲ

ンは他の蛋白質といちぢるし<異なったアミノ酸構成を

示し，cystine,cystein,tryptophaneを含まずmethion‐

ineは少量でglycine,proline,oxyprolineを極めて多量

に含み全体の約2/3を占めると云われている．Hackman

(1953)は角皮よりasparticacid，alanine，lysine，glu‐

tamicacid，serine，glycine，threonine，tyrosine，vali‐

ｎｅ，proline，phenylalanine，leucineandisoleucine，

hydroxyproline，tryptophaneを検出し，Ｂｉｒｄ（1957）

及びWatson＆Silvester（1958）はMoore＆Stein

(1951）の方法によってHackmanが検出したアミノ酸

に加えて更にmethionine，arginine，histidineを検出

し，このうちprolineが最も多く次いでglycine，ar-

ginineの順でこの三者で分析されたアミノ酸の約６割

を占めている．著者の実験ではproline16.3“ｍｏｌｅと

極めて豊富でglycineは1.74/ｚｍｏｌｅを示し，arginine

は0.25,(zmoleと最も少ない方のアミノ酸分析値を示し

た．Watson＆Sillvesterの実験ではalanine6､３９％

に比べ9.1％と少し高い結果が出た．これらの変化は加

水分解時間の差，回虫の採取ないし飼育状態，試料の調

整方法によっても相違が出るものと考えられる．興味あ

る事として，高等動物において営まれているalginine→

ornithine-→proline＝glutamicacidの様な代謝がある

が，回虫角皮においても上記反応のproline合成が何ら

かの機序で多くなっているものと考えられる．卵巣につ

いてはPollakandFairbairn（1955）により実験され，

の

Ｑ

（８３）
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味深い点である．更にアニサキス幼虫体ならびにブタ回

虫体とＨｙ"ze,ＪＯＪ妙ｉＳｍｉ"z伽rα及びルァUaZmPezuo,．,〃

（Ｔａｃ"ｉａｃγａｓs/ceps）とにおけるアミノ酸構成を比較し

てみる．

Ｈｙ,"e,zoZCPiscJi'"〃`Zαのアミノ酸はGoodchild＆

wells(1957)によると全虫体を４８時間加水分解して次の

様なアミノ酸を検出している.lysine,glycine，alanine，

histidine，phenylalanine，asparticacid，serine，cysti‐

ne，cystein，tyrosine，valine，leucine-isoleucine，try-

ptophane，proline，hydroxyprolineを証明し，gluta-

micacid，methionine，arginine，threonineは認めら

れなかったと報告している．次いでnJe"'αｃγαssZc"ｓ

に関してはTayler（1962）が遊離と加水分解された虫

体のアミノ酸について実験したが，それによるとala-

nine，arginine，asparticacid，cystein，glycine，ｇｌｕ‐

tamicacid，lysine，leucine，isoleucine，phenylalanine，

threonine，proline，serine，valine，methionine，tyro‐

sine（？)，ornithine（？)，tauline（？）等を証明し，

遊離には上記アミノ酸のうちarginine，tryptophane，

threonine，tyrosine，ornithine，taulineは認められな

かったと報告している．アニサキス幼虫体ならびにブタ

回虫体のアミノ酸構成はＨｙ,"e,ICJ⑫ｉｓ〃,z伽Zα，Ｔａｅ‐

"ｚａｃγαssic⑫ｓとも定性的には大体同様の結果が得られ

た．ただし今回の実験ではornithine，tauline等は証明

されなかった．又アニサキス幼虫体の遊離アミノ酸は今

回の方法では充分証明出来なく，恐らくもう少し多くの

虫体を使用したら充分の結果が得られると,思う．回虫体

の遊離アミノ酸についての文献はあるが，完全に遊離の

アミノ酸を抽出する事は非常に困難である．この様な状

態での定量値の比較には疑問があるので，参考の程度に

とどめるべきである．又加水分解されたブタ回虫各組織

アニサキス幼虫体のアミノ酸分析に於ても加水分解速度

ないし時間により若干の相違は出て来る．加水分解時間

とともに増加するものと減少するものとがあり，今回の

実験に於ては，一連に22時間加水分解を行なって比較検

討した．第１報で述べた様に人の必須アミノ酸である

leucine，isolecuine，lysine，phenylalanine，threonine，

tryptophane,valineと前回検出できなかったmethion-

ineがブタ回虫各組織及びアニサキスに認められたが，

これらの線虫においては更に多くのアミノ酸が生体内で

合成されず，不可欠アミノ酸とされると`思われる．

次の様に報告されている．即ち遊離及び蛋白質のアミノ

酸構成は定量的には似ていないが，定性的にはよく似て

いると述べている．著者の実験でも同様の傾向を示し

た．Ｔａｂｌｅ５の様にPollak＆Fairbairnと今回の実

験を比べてみるとPollakらには遊離，蛋白質アミノ酸

共に検出されていないarginine，methionineは量的に

は少ないが著者に於ては加水分解物のarginine2､4％遊

離では1.8％，methinonineは加水分解で1.9％遊離で

2.2％を示した．更にPollakらは遊離アミノ酸では

glutamicacidとalanineが全体の50％を占めると報告

しているが，今回の実験でも大体同様の結果が得られ

た．更に両者における大きな相異は著者の実験でproli‐

ｎｅが遊離，加水分解物ともに多いこと，histidineが少

なかった事である．他のアミノ酸については著変はなか

った．更にJaskoski（1962）は幼虫包蔵卵を加水分解

してペーパークロマトグラフィーを用い展開溶媒にn

butanol：aceticacid：water（４：１：５)，n-cresoL

phenol（１：１）の２つの溶媒を使用して18種のアミノ酸

を検出している．筋肉，腸管に関してはあまり報告され

ていない．筋肉はmyosin，actin，myogen等いろいろ

の成分に分画されているが，おのおのの純度はまだ完全

なものではなく，従つつアミノ酸分析値は必ずしも信を

おけるものではないと云われているが，一般に平滑筋，

横紋筋による差もほとんどなく，又動物の種類による違

いも少ないと云われている．その中でmyosinのアミノ

酸分布をみると，大体次の様だとされている，即ちglu‐

tamicacidが一番多く22％位，次いでleucine＋isoleu‐

cineが15％前後，lysineは10％前後でasparticacid，

arginineの順になり，tryptophanecystine，glycine，

proline等が少ないアミノ酸に属する．ここで今回の実

験をみてみると，alanine，glutamicacid,asparticacid

が豊富で約12％前後leucine＋isoleucineは約11％だっ

た．一方tryptophaneが9.5％と高くarginineは少量

で，cystine，lysine，histidineが１％以下という分析結

果が出た．腸管については体腔液とよく似た分析値を示

している．異なった点をあげるとalanineについては体

腔液4.8叩ｍｏｌｅに対し腸管では2.57〃ｍｏｌｅと少なく

proline，glycineが腸管の方に豊富だった事が目立つ相

違であった．次いでアニサキス全虫体については加水分

解された虫体より18種のアミノ酸が検出されたが，この

うちproline，lysine，alanine，glycineが多く，更に回

虫に比してtryptophaneはtraceだったが，arginine，

histidineは回虫体腔液の３倍の分析値を示した事は興

■

*
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結 語

著者はブタ回虫体腔液と各組織及びアニサキス幼虫体

のアミノ酸構成を薄層クロマトグラフィー及びアミノ酸

自動分析器を用い調べた．

１．ブタ回虫各組織及びアニサキスの加水分解物より

共に18種のアミノ酸即ちalanine，arginine，aspartic

acid，cystine，glycine，glutamicacid，histidine，isoleu‐

cine，leucine，lysine，methionine，phenylalanine，

proline，threonine，tryptophane，tyrosine，serine，

valineを検出した．このうち卵巣のhistidineとアニ

サキス幼虫体のtryptophaneはtraceだった．

２．遊離アミノ酸は体腔液より１８種,角皮よりはarg

inine，asparticacid，cystineを除く15種を，卵巣から

は18種，筋肉からはmethionineを除く17種，消化管よ

りcystineを除く17種のアミノ酸が検出された．アニサ

キス幼虫体からは充分な分析が出来なかった．

３．加水分解物においてproline，alanine，glutamic

acid，glycineはブタ回虫各組織及びアニサキスに共に

豊富で，塩基性アミノ酸即ちtryptophane(筋肉を除く）

lysine，histidine，arginineとcystineは最も少ない方

のアミノ酸だった．valine，methionine，isoleucine，

leucine，tyrosine，phenylalanine等はブタ回虫各組織

ならびにアニサキスに於て大体同様の分析値を示した．

４．遊離アミノ酸について，lysineがどの組織に於て

も豊富で，この他alanineが多く，tryptophane，histi‐

dine，arginine，cystineが最も少なかった．
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AMINO ACIDS IN ASCARIS SUUM AND ANISAKIS SP. LARVA. ANALYSIS

BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY AND

AMINO ACID AUTOANALYZER

Yoshiya OKUNO

(Department of Parasitology, School of Medicine, Gifu University, Gifu, Japan)

Protein hydrolyzate and free amino acid from various tissues of Ascaris lumbricqides

suimi and Anisakis sp. larva were analyzed by the thin layer chromatography and amino acid

autoanalyzer.

1. Eighteen amino acids found in Ascaris tissues and Anisakis after hydrolysis were as

follows; alanine, arginine, aspartic acid, cystine, glycine, glutamic acid, histidine, isoleucine,

leucine, lysine, methionine, phenylalanine, proline, threonine, tyrosine, tryptophane, serine and

valine.

Histidine in Ascaris ovary and tryptophane in Ascaris were present in amounts representing less

than 0.1 fi mole.

2. Eighteen free amino acids were found in Ascaris hemolymph and overy ; 15 in

cuticle (except for arginine, aspartic acid, and cystine), 17 in muscle (except for methionine),

and 17 in digestive organ (except for cystine), respectively. In addition, free amino acid in

Anisakis could not be sufficiently analyzed by the similar method.

3. Hydrolyzates of Ascaris swim and Anisakis larva contained proline, alanine, glycine,

and glutamic acid aboundantly. Tryptophane (except in muscle), lysine, histidine, arginine and

cystine were extremly small amounts.

Quantatively, the following 6 amino acids, valine, methionine, isoleucine, leucine, tyrosine and

phenylalanine in Ascaris smun and Anisakis were accounted middle analytical amount.

4. Among the free amino acids, lysine was found most aboundant in each tissues of

Ascaris and alanine was also large amount. On the other hand, tryptophane, histidine, arginine

and cystine were exceedingly small amount.
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