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姻虫飼養液のペーパークロマトグラブ

（アミノ酸及び脂酸の検出）

吉沢 利雄

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室（主任松林久吉教授）
（昭和29年 7月13日受領）

姻虫代謝産物中の窒素化合物及び脂肪酸は，つとに宿
主との関連に於て注目されて来たが，所謂姻虫毒は唯畑
虫体中に存在する物質というだけのものでなく，排世乃
至は分部されて虫体外に出される物質でなければならな
い。この見地から代謝産物が問題となるのであるが，窒
素イ色合物としては， Weinland(1904）は合窒素物質の主
体はアジモニヤであるとなし， Flury(1912）はアシモニ
ヤ，アミシ，更にピウレヅト反応陽性物質としてライム，
ペプトシ，アミノ酸を検出し，尿素尿酸は検出されなか
ったと報じ， Bueding(1951）も尿素，尿酸は産生されな
いと言っている。関・関根・鈴木（1940）三氏は蜘虫飼育
液中にアシモニヤ及び尿素を認め，向お他の含窒素物質
を種多からず排粧していると報じている。諸家の報告にな
るアシモニヤ量は実際宿主の腸管内に於けるアシモニヤ
量よりも遥かに少くて之は掴虫毒としては可能性は少い
ものと小泉教授（1倒4）は述べている。 Baldwin(1937）に
よれば，蛋白代謝の終産物としては，無脊椎動物ではア
シモニヤが主体をなし尿酸は最も少く，下等動物ではア
ミノ酸が不変イ己のま与で排世される傾向が多いという。
之に依つでも，アミノ酸が排世されることが想像される
が，小泉教授は排世されたアミノ酸が，細菌の作用を受
けて，或はカルボキシル基を失ってアミシとなり，叉ア
ミノ基を失って脂酸若くはその誘導体に変ずる可能性が
あり，之等が何等かの機転で多量に蓄積するときは種々
の障碍を起し得ると想定されているO 若林（1941）は実際
にアミノ酸としてトリプトファシ，チロシシを飼育液中
に証明し，之れはイシドエチラミシ，チラミシ等のアミ
シとなり，叉はスカトール，イシド｛ル，フェノール等
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の脂肪誘導体となる変化が宿主腸管内に於て行われるも．
のとみて居り，飼育液中からイシドール，ブェノールぽ
証明し得たとしているo斯くの知く蜘虫に於てアミノ酸ー
が問題となるので，私は飼育液中のアミノ酸を更に追究－
しようと考えたものである。
次に姻虫代謝物中の脂酸に就いては，Weinland(1904) 

はグァレリアシ酸，カプロシ酸， Flury{1912）は不寄発
性脂酸としてはオレイシ酸，パルミチシ酸，ステァリシ
酸を，揮発性脂酸として蟻酸，プロピオシ酸，酪酸，グ
ァレリアシ酸を， Harnisch(1935）はイソグァレりアシ
酸生成の可能性を， Oesterlin(1938）は蟻酸，グァレリ
アシ酸を報じている。小泉教授は畑虫毒研究の立場に於
て脂肪酸にも着目して居られ， 若林（1942）はオレイシ
酸，パルミチシ酸，ステァりシ酸，揮発性脂酸として，
蟻酸，酪酸，イソグァレリアシ酸を証明している。私は
先に墓心瞬間房標本を以て飼養液の生物に対する薬理的
作用を実験中，脂肪酸主恩われる作用を認めたが，今回
は脂酸の中でも意義の最も深いと思われる揮発性低級脂
酸を検出しようとして実験に取り掛かった。脂肪酸及び
アミノ酸共に実験方法としてペーパーパティショシグロ
マトグラフイ｛（以下 P.C.と略記す）を応用した。

l. 実験材料

畑虫の代謝終産物或は分秘物が畑虫毒として問題にな
るので，畑虫を人工飼育しその飼養液を材料とした。屠
場より保温リシゲル氏液に入れ速かに運搬した豚畑虫を
10隻に対し 0.95%食塩水200ccの割合にて， 37°Cの
勝卵器中で飼育し48時間の飼養液100隻分即ち2000cc
を1聞の材料として究回した。この飼養液を減圧の下に
60°Cで沸騰せしめて，約 1/iooに濃縮したものをアミノ
酸の検出の目的に向って処理し，叉殆んど乾く程度にま
で濃縮したもの及びその場合の蒸溜液については脂肪酸
の目的に沿うべく処理した。
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た。之等のアミノ酸のよケロマトグラムの模型は第1図にv

平均 Rfは第1表に通す通りであるD
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第 1図

虫回虫飼養液展開成績（アミノ酸の Rf)

0.21 

0.28 

0.35 

0.51 

0.57 

0.63 

0.71 

0.77 

0.80 

0.81 

3. 飼蔀液中の脂肪酸

(P. C.に依る検出）

既に述べた様に前処理した材料で、ある飼養液の減圧蒸

溜液及び濃縮物について各々を次の様に扱った。即ち先

ずエーテルにて抽出し， 之に20%の炭酸ソ｛ダ水溶液

を加えて脂酸をソ｛ダ塩として7Jc中に溶かし，次で分液

漏斗で水層を分離してエルレシマイエルコノレベシに採牧

し，濃硫酸を滴下してよく混和し，炭酸ガスの気泡が出な

くなり且つ弱酸性になる様にして脂酸を再び遊離させ，

再度エ｛テルで‘抽出し，分液漏斗でよく水洗して硫酸を

第二次展開プタ
ノーJレ：酷酸：
水（ 4:1=2)

0.24 

0.31 

0.34 

0.31 

0.38 

0.48 

0.34 

0.56 

0.62 

0.70 

2. 飼麓液中のアξノ酸

(P. C.による検出）

一般にアミノ酸の P.C.は容易とされているが，飼養

液の類は各種の塩類，有機物に汚染されているので初め

展開が定型的に出なかった。佐竹（1949）も微生物の培養

液等は無機塩類が種々の障碍を来し，之にはイオン交換

樹脂を用いると完全に除去出来るがアミノ酸の損失が意

外に多かったりすると述べているO

私の実験では，次の方法に従ってアミノ酸を採牧した

実験が最も良い結果をもたらしたO 材料の項で、述べたと

ころの減圧濃縮の結果得られた約 1/100に濃縮した 20cc 

の被検液に， 10% Na2C03水溶液を滴下することによ

って常にアルカリ性に保ちつ丸一方に備えたビューレ

ットより 105'0酷酸水銀水溶液を滴下し，遂に永久に黄色

の炭酸水銀の化合物が残るまで両試薬を加えてゆく 。斯

くすると略E全アミノ酸をカルパミノ酸酷酸水銀イh合物

として、沈漉せしめ得るという（Neubergu. Kerb 1912）。

次で、アルコ｛ルで処理し， H2Sで分解して憶液より水

を蒸散せしめ濃縮して之を検体とした。この方法による

と塩類や糖類を一度に分離除去することが出来る。この

検体約lmgをペーパ戸の一隅に型の知くに附し下旬の

様に展開した。

(1）展開

ペーパーは東洋憾祇 No.50, 40×40を使HJし，室温

で24時間宛二次元展開を行った。溶媒は第1次元はフ

ェノールとアシモニヤ水（0.1%に NH3を含む）の9:1

の混合液上層部をJ-iJい，第2次展開はブタノーノレ，酷酸

水（ 4:1:2）混合液の上澄部を用いた。プタノーノレ，ェ

タノ，ール，水の混合溶媒は Rq直が小さくて余りよい成

績が得られない。

(2）検出

2 % Ninhydrin Buthanol溶液を噴惑し99ocの恒

温器中に 10分間おいて呈色せしめた。 Rf値は温度，湿

度，装置等を完全に一致せしめることは難いので，多く

のアミノ酸試薬を蒐め反覆展開して略瓦一定せる値を得

て，その平均値に基いて被検体の Spot同定の資料とし

た。

(3）成績

同定出来たものはチスチシ，セリシ，タウリシ，パリ

シ，ロイチユ／，グリシン，アラニユ／，チロシ y，ヒスチ

ヂシであるo この中でパリシ，アラニシ，ロイチン等は

常に濃厚に出て来る。向お， トリプトファシが検出され

たこともあるD 同定出来ない Spotが3個所許り見られ

昭和 29年 11月（1954）〕

第 1表

＼＼  展開斉lj第一次展開フェノ

~ ~Jレ： 0.1%アジ

アミノ酸 ＼＼  モ＝ヤ7.K(90:10) 

cystine 

serme 

taunne 

glycine 

alanine 

tyrosine 

histidine 

valine 

tryptophane 

leucine 
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除く。水洗の際は食塩水をHJいる方がよい。この抽出液

よりエ｛テルを追放して脂酸を得ることが出来る。これ

を試料として展開した。

(1）展開

Hiscox & Berridge (1950）発表の方法をよ［］いた。 Re-
id, Lederer (1951）の方法でも行った。ペーパ｛は東洋

諸紙 No.50, 2×40を用い，予め 48時間アシモニヤ蒸

気中にさらして飽和させておいた。このアシモニヤ蒸気

の飽和したペ｛パーに型の如くに試料を附荒して展開し
た。展開剤はプタノール，水の 100:20の混合液の上層

部を用いた。即ち固定相を水，移動相にプタノ戸ル，更

に展開器中にアシモニヤ水を入れた試験管を装置して絶

えずアシモニヤ蒸気を蒸散せしめることにより蒸気相と

してアジモニヤを使用したものであるO 室温で凡そ 24

時間展開した。

(2）検出

展開容器中から取出したペーパ｛は速に溶媒上昇終末

点に鉛筆でマ｛グを附す。乾燥後に Brom-cresol-green

の2%のアルコール溶液を噴慈した。然る時は忽ちにし

て黄色の地に青色の極めて鮮明な Spotが得られるO こ

の場合も叉速に Spotの輪廓にマ｛グをする。向お，成

績判定については C1～C10のカルボシ酸及び乳酸，オ

レイン酸，硫酸等を反覆展開して Rf平均値を得て，之

を以て判定の資料とした。

(3）成績

乾固物及び蒸溜液中の脂酸のグロマトグラムは第2図

に示す通りであり，同定されたものは前者に於ては酷酸

(C2），酪酸ccふグァレリアシ酸（Cs），カプロン酸（C6)

で，後者には酷酸，酪酸，カプロシ酸及びオキシカルボ

シ酸たる乳酸であるO 酪酸は最も濃厚に Spotを作っ

たO 之等の Rfは第2表に示す通りであるO

4. 総括並に考按

1) アミノ酸に就て

私は飼育液中のアミノ酸を一望のもとに検出する方法
としてペーパークロマトグラフイ｛を応用したものであ

る。アミノ酸の P.C.は最も広く行われているものであ
るが，飼養液は細菌培地と共に塩類，糖類に甚しく汚染

されているので美しく展開され難いとされているO そこ

で之等の物質の除去を確実に行うことが必要と考えられ

た。それでカルパミノ酸酷酸水銀化合物として落す方法

は効果的であったと思われるO 叉，プタノールに酷：酸を

含ませた展開剤は非常に良い。成績は前表の通りで，グ

〔寄生虫学雑誌・第 3巻・第 3号

〔註〕

第 2図脂酸の展開

向 ID ぬ｜［〉

B 

角

: 1~r [:JE I• IA 
口

i, ii：蒸溜分 A : acetic acid 
(iiはその中最下層） B : butylic acid 
iii：残澄 C : valeric acid 

D : caproic acid 
E : lactic acid 

第 2表姻虫飼養液展開成績（脂酸の Rf)

種 類

Carboic acid 

acetic acid 

butylic acid 

valeric acid 

caproic acid 

Oxycarboic acid 

lactic acid 

Solvent system : 

（叫aryphase : water 
mobile phase : n-Butanol 
vapour phase : ammonia 

Rf 

0.15 

0.44 

0.50 

0.66 

0.04 

ア｛リシが毎常濃厚に検出されたO ロイチシ， アラニ
y，チスチシ，セリ νも常に比較的濃厚な Spotを現わ

した。第1図の通り数種の Spotは同定出来ないが，之
は Peptidかと思われる。

之等のアミノ酸は分泊又は排准されるものであるか，

或は混在細菌の為に分解されて発生したものか，恐らく
は両者であろう。

Flury (1912）は畑虫体成分としてはグリココ｛ル，パ

ーリユ／，ロイチン，アスパクギ、y酸，アルギニン， リヂ
シ，ヒスチヂユ／を含むと報告して居り，梶原・橋本（1952)
は著者同様に P.C.によって姻虫体腔液中にアスパラギ

( 42 ) 
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シ酸，グ．リシシ， Pヂシ，アラユン，チロシシ， トリプ

トファシ，ロイチシ，ヒスチヂシを検出して居り，即ち

虫体からは多くのアミノ酸の証明が行われているのに，

代謝産物中のアミノ酸については具体的には朗誌の若林

氏の報告の様にチロシシ， トリプトファンあるのみで，

最近 Bueding(1951）もアミノ酸代謝については余り知

られていないが蛋白分解酵素の存在は確実であると報じ

て居るだけであるD 今こ与に飼主主液中に約10種のアミ

ノ酸が検出し得られたことは畑虫の生理作用研究上，叉

ヒスタミシその他のアミシや脂酸誘導体との関聯よりし

て姻虫毒の基体のーっとして意味あるものと思考する。

2) 脂酸について

Weinland, Flury, Harnisch, Toryu
, Oesterlin，若

林等の報告を綜合すると畑虫排世物中には揮発性低級脂

酸としては蟻酸，酷酸，プロピオシ酸，酪酸，グァレリ

アシ酸，カプロシ酸等が検出されているo 蟻酸，プロピ

オシ酸，グァレリアシ酸は夫々炭素数は 1,3, 5であっ

て，元来天然には動植物体構成分として炭素数奇数の

カルボシ酸は存在せぬと言われていたものであるので，

殊に代謝物中にグァレリアシ酸の存在の問題について

は諸家の議論が集中し， Fi田her(1923）等は無菌的に胸

虫を飼育してグァレリアシ酸を否定した。ところが最近

Epps, Weir胞に Bueding(1950）等は同様に無菌的に飼

育して代謝物中に細菌等の態響によらずしてグァレリア

シ酸及びその異性体叉はその何れかが存在すると報告し

た。私の P.C.によれば，酷酸，酪酸，グァレリアシ酸

カプロシ酸及び乳酸が検出出来た。この中で酪酸は最も

濃厚に Spotを作った。

脂肪酸が毒物としての作用を有ち，姻虫毒の一つでは

ないかと注目した学者には Flury，小泉教授等があるo

著者の墓心臓洞房標本実験に於ても飼養液中の有割乍用

物質のーっとして遊離脂酸と目される物が検出されて居

るのである。然し一方では，同じく私の実験で蜘虫寄生者

と非寄生者についての糞便中の脂肪酸の定量を行ったも

のでは両者に差異は認められなかった。然し乍ら之も，

極めて症状顕著なる蜘虫症患者について，更に遊離脂酸

の箇々のものについて検討を加えるならば異る成績を得

るかとも思うものであるO

5. 結論

姻虫の代謝終産物，分泌物並にそれらが微生物や酵素

の作用を受けて分解して出来る物質中に，所詣虫回虫毒の

一基体であると見倣されるアミノ酸，低級揮発性脂肪酸

の証明を行うべく，畑虫飼養液をペ戸パ戸グロマトグラ

( 43 ) 
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アィーにより分析し次の成積を得た。

1) アミノ酸

チスチシ， セリシ， タウリシ， グァ F リユ／， ロイチ

シ，グリシシ，アラユン，チロシ〉／，ヒスチデシが検出

され，殊にグァーリシは常に最も濃厚で，アラ二人ロ

イチシ，チスチシ，セリシも毎常比較的濃厚に検出され

た。向お，決定し難い 3種程の含窒素イb合物，恐らくは

ペプチドが存在する。

2) 脂肪酸

揮発性低級脂肪酸として，酷酸，酪酸，グァレリアシ酸

カプロシ酸及びオキシカルボシ酸として乳酸が検出され

た。この中酪酸は最も濃厚な Spotを表わしたO

終りに松林教授の御指導，御校聞に深甚の謝意a:表す

る。
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図 IVの次に図 V を入れるO

図 V

畑虫毒感作モルモヅト腸管に対し CA,Be, 
Pr, Liが腸管を牧縮するかについて行っ
た実験で Liを除いて他の CA,Be, Pr，は
腸管を牧縮しアレノレゲシ性が認められた。
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5) 粗蜘虫分割精製分屑

・・・・を如何に Benadrylが阻止するか・．．．

粗畑虫毒分劃精製分屑。
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