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第 1報では錮虫卵の Thunberg法によるメチレン青

脱色能に及ぼす pH,温度，基質濃度の影響を検討し，

更に銅虫卵の発育とメチレン青脱色能との関係について

報告した（斉藤•川副•浅見， 1956). 叉その報告とは別系

統のものであるが，著者は先に放射性同位元素cobalt-60

を使用し，銅虫卵の殺滅に関する基礎実験を行つて来て

主として仔虫形成阻止及びマウスヘの感染阻止線量を追

求し，ッ線に対する銅虫卵の発育時期による惑受性の差

を比較して報告した（浅見・小林•斉藤， 1955; 斉藤 1957

1958). 

そこで今回は引彦つゞぎ Thunbergのメチレン青脱色

反応法を用いて， 数種の阻害剤及び cobalt-60照射が銅

虫卵のメチレン青脱色能に如何なる影響を及ぼすかにつ

いて検討した．本実験に於いても前回と同様錮虫卵の破

砕液を使用し，基質としてはコハク酸を用いて行い，純

粋にコハク酸脱水素酵素を抽出して行つたものではない

が，前報と同様まだ殆んど行われていない錮虫卵の呼吸

代謝に於ける脱水素酵素系の一端を追求した次第であ

る．

実験 1. メチレン青脱色能に及ぼす阻害剤の影響

材料及び実験方法

1. 虫卵材料

虫卵材料は屠殺場より得た豚銅虫の新鮮子宮内（下部

1.5 cm) 卵で，試料による差を小さくするため，各実験

毎に夫々十数匹分の材料を充分攪拌混合して用いた．

2. 阻害剤の種類

本実験に用いた阻害剤は，一般に呼吸代謝系の阻害剤

として使用されているマロン酸，モノヨード酢酸，弗化

ソーダ，亜砒酸'Jーダ， ビロ燐酸'Jーダ，エチールウレ

タン，アジ化 'Jータ", KCNと農薬であるが強い殺卵力

を有する Pentachlorophenol(PCP) の9種類である．

3. メチレン青脱色の測定法

各阻害剤の実験に於いて，上記虫卵材料をトーマ氏血

球計算盤により約20万個を算定し，その破砕液0.5ml

を実験に供し，叉メチレン青は予め 1/s,oo。のものを僭見

しておき，実験直前に和，oooVこ稀釈して使用した．

Thunberg管中に収めた組成及び量は下記の通りであ

る．

主室
｛銅虫単細胞期卵（約 20万個）破砕液・ • • ・0.5ml 
緩衝液(M/10KH2P04 M/20 Na晶 01,
pH 9.0)・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・. ・ ・ ・ ・ ・・・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・2.5 ml 

『/,.,000 メチレン青................・ • ・0.5ml 
側室 M/10 コハク酸 'J ーダ• ・・・・・・・・・・・・・・ ・0.5ml

阻害剤（或いは対照として蒸留水）• ・・・・ 1.0ml

阻害剤の濃度については実験成績の項に記述する．

排気は真空ポンプで 3分間行い，ついで 30°c恒糧糟

に10分間放置して温度を平衡させた．

メチレン青脱色の測定に当つては， Tam& Wilson 

(1941)の記載した光電比色計による測定法に従つて行つ

た．即ち夫々の実験に於いて，各 Thunberg管について

側室内容を主室に混和した直後より 3分毎にメチ Vソ青

脱色の割合を光電比色計で測定した（その際の Blankは

蒸留水を使用した）． その時の光電比色計の読みを Iと
する． 更に各 Thunberg管共少量のビドロ亜硫酸'),... 

ダを加え，メチレン青を完全に脱色させ，虫卵材料によ

る濁りを比色計で測定した．その時の比色計の読みをI。
とすると，各時間に於けるメチレン青の濃度は log(Io/I) 

に比例する．かくしてメチレン青の濃度の対数をもうー

度とつて，メチレン青の還元脱色と時間との関係を韻底

的にせしめ，銅虫単細胞期卵のメチレン青脱色能に及ぼ

す各阻害剤の影響を検討した．

(16) 

実験成績

先づコハク酸脱水素酵素の阻害剤としてよく矧られて

いるマロン酸及びモノヨード酢酸について実験を拭み
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た．両阻害剤の濃度としては夫々反応液全体としてM/25

-M/5,000の範囲で数段階に分けて実験を行い，その成

績を第 1図及び第 2図に示した．両図共メチレン青濃度

と時間との関係を図示したものであり， これによると

2 + Log MB Cone. と時間とは略々直線関係を示してい

る．このように酵素反応と時間との関係が直線となる場

合には， その傾斜より反応速度は容易に求められ，酵

素活性値の測定に便利である． これら両図より分るよう

に，両阻害剤共濃度の増加と共にメチレン青脱色能の阻

害はより強く認められ，且つモノヨード酢酸よりマロ '1/

酸の方により強い阻害が認められた．

同様にして KCN及び PCPについて， M/1,000-
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第 1図 蝙虫卵のメチ VY青脱色能に及ぼすマロソ

酸の影孵
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M/50,000の濃度で実験を行い， その成績を第 3図及び

第 4図に示した． これによると KCNでは阻害作用は

全然なく， M/l,000及び M/5,000で脱色能の促進が認

められ， これに反し PCPでは著しく強い阻害作用が認

められた．
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第 2図 錮虫卵のメチレソ青脱色能に及ぼすモノョ

ード酢酸の影響
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第 4図 錮虫卵のメチレン青脱色能に及ぼす PCP

の影薯

このようにして更に弗化')ーダ，亜砒酸ソーダ， ピロ

燐酸ソーダ， ニチールウレタン， アジ化')ーダについ

て， M/25-M/5, 000の濃度で実験を進め， 上述の 4阻

害剤の成績も合せて，各阻害剤の濃度と夫々の阻害率と

の関係を一括して第 1表に示した．これによるとマロ y

酸及びモノヨード酢酸では比較的強い阻害作用を認め且

つ前者に於いてや迂蛍く，叉弗化'),-.!. ダ，亜砒酸‘ノーク‘

ピロ燐酸ソーダ，エチールウレタン，アジ化‘ノーダの 5

(17) 
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第 1表各阻害剤の濃度と阻害率との関係

阻害剤 阻 害 千恋 ＊ 

の濃度 モノヨー 弗化 亜砒酸 ピロ燐酸 ニチー Jレ アジ化
KCN PCP マロソ酸 ド酢酸 ソーダ ソーク` ソーダウレタソ ソータ‘

MMMMMMM///////555l10210005 ,,0000 0 ,,00000 0 00 0 

98 78 61 35 49 
旦 49 

ー~22 こ
94 54 29 29 35 37 
89 34 16 23 6 3 19 
78 30 12 15 -7  -8  13 
43 19 7 6 - 1 -3  8 -8  94 

~ j j j ;:; ~ ；； ゜
81 

゜
56 

（註） ＊此の項の数字のうち，負の値はメチレン青脱色能の促進を示す．

者では比較的軽度乍らも脱色能の阻害を示し，更に PCP

では著しく強い阻害作用を認め， M/50,000の低濃度で

尚 56%の阻害率を示した．尚この表の数字のうち負の

値は脱色能の促進を示している．

実験 2. メチレン青脱色能に及ぼす cobalt-60

照射の影響

材料及び実験方法

1. 虫卵材料

実験1と同様豚銅虫の新鮮子宮内卵である．

2. 照射前の虫卵培養

上記虫卵材料を 5%アンチホルミン液に 40-50分間

浸漬し，蛋白膜を除去して後，蒸留水洗湘を 3回行い，

均ーな虫卵懸濁液としたものを 0.5%ホルマリン加 2%

寒天平板上に置ぎ， 27-28°C孵卵器内に収めて照射前

に培養を行つた．

3. 'Y線源

cobalt-60は当医学部所有の 40curieのもの及び東京第

ニ病院所有の 120curie-のものを使用した． 一定の強さ

の線源より照射されるパ線量は照射時間に比例し，距離

の2乗に反比例することがわかつているので，実験にお

ける各線量は線源から一定距離，一定時間内に照射せら

れる実測線量を基準として算出することによつて簡単に

求めることが出来る．

4. 照射の方法

照射時の卵期を 1)単細胞期， 2)2細胞期， 3)数紬胞

期， 4)桑実期， 5)蛸糾期， 6)仔虫期の 6期に分けた．

各回とも照射直前にホルマリン加寒天平板上の虫卵を夫

々ボリエチレン製小袋に移して，前後に薄く圧平したも

のを作り，これを被照射材料とし線源に対して一定距離

垂直方向に正しく設置した． 照射時間は主として 40時

間に統一したが，一部は 133.5時間照射も行つた．

尚対照卵として被照射材料と同様ボリエチレン製小袋

に移した虫卵を研究室におぎ室温に放置した．

5. メチレン青脱色の測定法

照射を完了した虫卵は直ちに実験室に持ち来り，約20

万個の照射虫卵破砕液0.5ml(対照卵も同様）を実験に供

した. Thunberg管中に収めた組成及び量は下記の通り

である．

主室｛典餌虫卵（約 20万個）破砕液
緩衝液 (pH8.6)・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ 

側室{1/50000メチレン青
M/20 コハク酸 'J~ ダ

m
l
m
l
m
l
m
l
 

5

5

 0
0
 

．
．
．
．
 

0

2

1

1

 

•• 
．． 

メチレン青・緩衝液共に実験 1と同一のものを使月し

真空ボンプでの排気，反応温度並びに光電比色計による

メチレン青脱色の測定法等すべて実験 1と同様である．

実験成績

上述のように照射時の卵期を 6つに分けたが，個々の

虫卵の発育速度は必ずしも一様でなく，更に詳述すると

次の如くである．

(1)単細胞期卵（採取直後の 100形単細胞期のもの）．

(2) 2細胞期卵（培養第 3日の 2細胞期卵 67%, 単網

胞期卵 23%, 3細胞期卵 8%, 4細胞期卵 2%含有の

もの） ．． 

(3)数細胞期卵（培養第 6日の数細胞期卵 97%, 4韻

胞期卵 2%, 3細胞期卵 1%含有のもの）．

(4) 桑実期卵（培養第 8日の桑実期卵 97%, 数細胞期

卵 3%含有のもの）．

(5)蛸糾期卵（培養第 10日の蛸糾期卵 91%,桑実期

卵 3%, 仔虫期卵 6%含有のもの）．

(6)仔虫期卵（培養第 13日の仔虫期卵 98%,蛸應濃

卵 2%含有のもの）．

上記の各発育時期の虫卵のメチレン青脱色能に及ぼす

cobalt-60照射の影響を検討した．各実験共，対照卵と各

線量照射卵の脱色率を追求し，それより実験 1と同様そ

(18) 
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第 2表 錮虫卵のメチレソ青脱色能に及ぽす Cobalt-60照射の影薯

概算線量 線源からの 照射時間 阻 害 率＊

（レトンゲy) 距離 (cm) (hr) 
単細胞期 2細胞期数細胞期 桑実期 銅蛸期 仔虫期

820 Xl44 5.0 133.5 62 
-／ 52 

ー“

79 
一瓜

／ 

A 
320 X 104 4.4 40.0 -30 -66 -6  
160 X 104 6.2 

” 
-8  -16 -30 -50 -5  -3  

80 X 104 8.8 
” 

-5  -7  -21 -46 -2  -2  

40Xl04 5.4 ff、 -3  -5  -17 -22 

゜
-3  

B 20 X 104 7.6 
” ゜

1 -11 -18 - 2 

゜10 X 104 10.8 
” 

2 

゜
-3  -5  

゜
2 

（註） ＊此の項の数字のうち，負の値はすべてメチレン青脱色能の促進を示す．

れぞれ阻害率を求め，第 2表に一括して示した．照射線

量は 10万r-820万rの範囲で数段階に分けたが， この

中Aグループ (80万r-820万r)は 120curie, B グルー

プ(10万r-40万r) は40curieの cobalt-60を使用した

ものである．この表中の負の値は第 1表と同様すべてメ

チレン青脱色能の促進を示している． これによると各発

育時期の実験共， 320万r(40時間）照射迄は線量の増加

と共にメチレン青脱色能の促進がみとめられ，桑実期に

於いてその促進は最高を示し，その前後に於いては減少

した．これに対し 820万r(133.5時間）照射では明かに

匪害が認められ，単細胞期の阻害率は 62,桑実期のそれ

は79であった． これらの成績より cobalt-60ツ線に対す

る発育時期による感受性の差をみると，桑実期（培養第

8日）の感受性が最高でその前後に低下していると考え

られる．

著者は先に cobalt-60照射による殺卵実験を行つて来

たが， 80万r以上の大線量の照射を行つたことがない

ので，照射卵の一部をホルマリン加寒天平板を用い， 27

oc孵卵器で照射後継続培養を行い， このような大線量

照射によつても尚虫卵は発育能力を有するかどうかを検

した．照射時単細胞期のものを照射後 1週間継続培養後

鏡検してみた所， 対照卵は 98%数細胞期まで発育して

いるのに， 80万 r照射では 2細胞期まで発育したもの

はわづかに 8%に過ぎず，残り 92%は単細胞期のま入

であり，叉 160万r,320万r及び 820万r照射では虫卵

の発育は全然みとめられず全部単細胞期のまいであり，

殆んどすべて細胞外空胞形成を来し，叉顆粒変性がみと ‘

められた．叉照射時数細胞期及び桑実期のものを照射後

1週間継続培養して鏡検してみた所， 80万r-820万 r

照射すべてに於いて照射後の発育は全然みとめられず，

殆んどすべてに小顆粒変性像がみとめられた． しかし本

実験に使用せる虫卵はすべて照射直後のものであり，各

実験すべてに於いて明かな変性像をみとめなかつたもの

である．

総括並びに考按

錮虫卵の呼吸代謝に関する研究はFairbairn(1957)によ

ると，すでに 1913年 FaurもFremietにより馬銅虫卵で

試みられて居り，その後 Brown(1928), Jaskoski (1952) 

Huff & Boell (1936), Passey & Fairbairn (1955)及び柳

沢 (1957-8)等により豚銅虫卵で検討されているが， こ

れらは何れも銅虫卵の酸素消費の面の追求であり，所謂

Thunberg法による銅虫卵のメチレン青脱色能に関する

報告はまだ前報の著者等のもの以外には見当らないよう

である．

コハク酸脱水素酵素は現在 TCAcycleを回転させる

酵素の一つとして，生体内終末呼吸系に必須の役割を演

じていると考えられているが (Krebs1943, Green et al 

1948), 前報に於ける銅虫卵の破砕液の実験に於いては

よくその酵素の一般的性質を示した．

引ぎついいて今回は前述のように阻害剤の実験を試み

たのであるが，一般に呼吸酵素に対する阻害実験は古く

から行われて居り，酵壊切性質および作用様式に関して

数多くの知見が得られているものである． コハク酸脱水

素酵素の拮抗的阻害剤としてよく知られているものには

マロン酸等の二塩基酸があり，叉モノヨード酢酸も -SH

基と反応して非可逆的にSH基を抑え，やはりこの酵素

活性を阻害することが知られている (Baldwin,1952) . 

本実験 1に於いてマロン酸，モノヨード酢酸は姻虫卵

のメチレン青脱色能を比較的強く阻害し，且つ前者に於

いてより強い阻害を示したが， これは銅虫卵の破砕液と

いう複合酵素系による実験ではあるが， コハク酸脱水素

酵素の一般的性質を示したものと考えられる．

叉弗化 'J~ ダ，亜砒酸‘ノーダ， ピロ燐酸‘ノーダ，エチ

ルウレタン等は一般に脱水素酵素の阻害剤として知られ

(19) 
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ているものであり，銅虫卵の実験でもマロン酸，モ Jヨ

ード酢酸よりも夫々その阻害率は低下したが，いづれも

メチレン青脱色能の阻害が認められた．

アジ化 'Jーダ， KCNは共にチトクロームオキシダー

ゼの阻害剤であり， シアン化物は M/l,000位の瀬度

でチトクロームオキシダーゼを完全に阻害するという

(Baldwin, 1952). この両阻害剤のメチレン青脱色能に及

ぼす影響を検討した所，アジ化‘ノーダに於いては比較的

弱い阻害を認め， KCNでは阻害を認めず， M/l,000及

び M/5,000に於いてわづかに促進を認めた．

尚 PCPについて藤田(1959)は銅虫卵に対し強い殺卵

力を有することを認めているが，本実験に於いて PCP

は蝦虫卵のメチレン青脱色能に対し著しく強い阻害作用

を示したことより考えると，少くとも PCPの作用機転

の一つとして錮虫卵のコハク酸脱水素酵素乃至呼吸代謝

の強い阻害作用があり，その結果上述のような強い殺卵

効果を招来したのであろうと推察される．

次に放射線の酵素に及ぼす影響に関する研究について

は， 1930年 Risse, 1934年 Fricke等により始められ，

現在では多くの研究者にり純粋に抽出された酵素につい

て実験され，放射線照射によるいくつかの酵素活性の阻

害がみとめられている (Sumner& Myrbafke, 1950). 

しかし放射線の生物に対する作用機構については tar-

get説，間接説等があるも， 現在尚不明な点が多く，殊

に生細胞の酵素に及ぼす放射線の影響については，今後

追求されるべき多くの問題が残つていると考えられる．

銅虫卵に対し cobalt-60を照射し， その発育及び感染

能力に及ぼす影響を検討したものは，前述の著者等のも

の以外にこり数年間に二•三の報告がみられて居り（門

多， 1957-8;小林ら， 1958; Villella et al., 1958), いづ

れも cobalt-60照射により銅虫卵の変性，発育の遅延及び

阻止或いは感染阻止等を認めている．そこで本実験2に

於いては， このような cobalt-607線照射が典圃虫卵のメ

チレン青脱色能に如何なる影響を及ぼすかについて検討

してみた次第である．

著者等の殺卵実験に於ける単細胞期卵の仔虫形成完全

阻止限界線量は 11万-15.3万r間であつたことから考

えると，今回の照射線量は 10万-820万rという非常

に大線量である．このような大線量照射にもかとわらず

320万r(40時間）照射迄は錮虫卵のメチレン青脱色能の

阻害はみとめられず，むしろ線量の増加と共に各発育時

期の虫卵の脱色能は促進を示した． これは刀線照射によ

り照射直後の錮虫卵の呼吸代謝が一時的に刺戟されて脱

(20) 

色能の促進を来したものと思われる．即ち照射後の継綾

培養による観察では虫卵の発育の促進は全然みられず，

著しい発育の遅延乃至阻止が観察されている．又820万

r(133.5時間）照射では単細胞期， 桑実期共に比較的検

い脱色能の阻害を認めた． これは照射直後の成績ではあ

るが，照射時間が非常に長いので，その照射中にすでに

虫卵は鏡検では明かにみとめられない変性をおこして，

その結果虫卵の呼吸代謝は低下して脱色能の減少を示し

たのであろうと考えられる． 即ち今回の成績からは，

cobalt-60'Y線は錮虫卵のコハク酸脱水素酵素活性に一次

的に阻害作用を及ぼして虫卵の殺滅を招来するとは考え

られない．むしろメチレン青脱色能はツ線照射による限

卵の障害程度を示して，照射直後は脱色能のわづかな促

進をみとめても， 照射後日数の経過により虫卵の障害

が進むにつれてその脱色能は著しく低下を来すであろ

う．

尚第 2表における成績より cobalt-60ッ線に対する絹

虫卵の発育時期による感受性の差をみると，先に報告し

た仔虫形成阻止及びマウスヘの感染阻止線量よりみた威

績と同様，細胞分裂と呼吸代謝の最も旺盛と思われる桑

実期（培養第8日）の感受性が最高でその前後に低下して

いると考えられる．

結論

Thunbergのメチレン青脱色反応法により，基質とし

てはコハク酸を使用し，銅虫卵のメチレン青脱色能に及

ぼす阻害剤及び cobalt-60照射の影響を検討し，下記の

結果を得た．

1. マロン酸，モノヨード酢酸では比較的強い阻害を

認め，前者に於いてより強く脱色能は阻害され，銅虫那

の破砕液による実験ではあるがコハク酸脱水素酵素の一

般的性質がみとめられた．

2. 弗化ゾーダ，亜砒酸‘ノーダ， ピロ燐酸‘ノーダ，ェ

チールウレタン，アジ化ソーダでは前二者より弱いがい

づれも脱色能の阻害をみとめたが， KCNによる阻害は

認められなかつた．

3. 強い殺卵力を有する PCPでは著しく強い脱色稲

の阻害がみとめられ， M/50,000の低濃度でも阻害率は

56であった．

4. cobalt-60照射では 320万r(40時間）照射迄は緑

量の増加と共にメチレジ青脱色能の促進を認め，桑実期

に於いてその促進は最高を示し， その前後には低下し

た．

5. 820万r(133. 5 時間）照射では明かに脱色能の~Jl.
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害が認められ， 単細胞期ーの阻害率は 62, 桑実期のそれ

は79であつた．

終りにのぞみ，御指導，御校閲を賜つた松林久吉教授

浅見敬三助教授並びにッ線照射に際し種々御指導と御便

宜を賜つた放射線科山下久雄助教授，東京第二病院大越

健一氏に深甚なる謝意を表する．

尚本論文の要旨は昭和 33年 5月16日第27回日本寄

生虫学会総会及び昭和 33年 11月25日第 38回慶応医学

会総会に於いて発表した．
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STUDIES ON THE RESPIRATORY METABOLISM OF ASCARIS EGGS 
(2) Effect of inhibitors and cobalt-60 irradiation on methylene 

blue decolorization activity of ascaris eggs 

SHOZO SAITO 

(Department of Parasitology, School of Medicine, Keio University, Tokyo) 

Following the author's former paper which dealt with the methylen blue decolorization 
.activity of Ascaris lumbricoides ova, inhibitory effects of some of respiratory inhibitors as well as 
:irradiation of radioactive cobalt-60 on the respiration of ascaris eggs were studied in the present 
paper. 

The reaction system comprised the homogenized ascaris eggs, succinate, methylen blue 
and inhibitors in various concentrations. Inhibitors tested were malonate, monoiodoacetic acid, 
potassium cyanide, sodium fluoride, sodium arsenite, sodium pyrophosphate, urethan, and azide. 
Pentachlorophenol (PCP) was also tested because it was detected by Fujita that this chemicals has 
a strong activity to kill the ascaris eggs. 

Among the inhibitors above described the effect of PCP was the strongest showing complete 
:inhibition in concentration of M/5,000 and 50% inhibition even in M/50,000. Malonate had also 
rather strong effect showing 43% inhibition in concentratiqn of M/5,000. The other inhibitors 
.except KCN showed the effects only in the higher concentration of M/25 or M/100. KCN showed 
no inhibitory effect on the activity. In the experiment of cobalt-60 irradiatton, irradiation of small 
-dosis-(under 320 X IOr) stimulated the activity, homever, large dosis (820 X lOr) affected in inhibi-
tory. In the developmental stages of the eggs, the activity of morular stage eggs was most 
: sensitive to the effect of irradiation. 

It appears that these results indicate the general characteristics of the activity of succinic 
.dehydrogenase. It seems to be possible to understand the mechanism of killing effect of PCP on 
.ascaris egg from the stand point of respiratory inhibition. 

(22) 




