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森下ら（1962）は回虫体腔液中に抗白癬菌力を有す る酵

素を発見し，同氏ら（1963 ）はこの酵 素が抗Asper がX／鵬

作用を有する事を報告した，著者は本酵素 につい て検討

を行ない，併せて真菌の細胞壁にchitin が含 まれるこ と

から，腸炎 ビブ リオ （Vibrio　paしrahaemo印庇心）及びAspe

・’がZZ・びfumigat ・．・jのexoce ］lular　chitinase　の採取

を試み，このもの との比較を行なっ たので，こ の間 の事

情 についてここに報告する．

腸炎ビブリオからのchitinase の作製

腸炎ビブ リオ（Vibrio 夕arahaen・a印加・x5） にchiti －nase

の存 在する事 は山本（1950）が報告した処である．本

菌 を使用し て 次の様な方 法でchitinase を採取した．使

用し た腸炎ビブリオの株は岐阜衛研に保存 され てい たも

ので，培地にはReynolds 　（1954）が ぷ・殍 ω7りc（う’i－　sp．の培

養 に使用したmineral　salt　medium　を用い，更にNaCl

を3 ％の割に 加えた もの を500　m1　のshaking　flask　に250

ml　宛入れ，N 源C 源 とし て市販キチンからTracey

（1955）の法に従って作成し たcol 】oidal　chit　in　を1 ％の

割 に添加し，型の如くに滅菌処理 を行なった 後に菌 体を

接 種し30 ゜C 下で振 盪培養した．尚この実験に先だ ち本

菌 の増殖の条件につき種々の検討を行なった結果，燐 を

含 む培地で振盪を行な うの がFig ．　1に示す如く 最 も良

好 な結果 を得た．振盪培養期間はすべて1 週間 であ る．

培養瀘液からのchitinaseの採取 は，振 盪培養終了後30

分静 置して 上清をとり， それを約3500 回転1 時間遠沈

し ，更 にその上清をSeitz　fi］ter　No．　85で濾過し，その

濾液 をVisking　tube に入れて 純水に 対して3 °C 下で72

時 間透析し，そのまま3 °C 下で風乾濃縮し，用途に応

じ て原液 量に対し て適宜 濃縮又は稀釈して使用した．

この様にして得た菌 体外粗酵素の紫外部吸光度を求 め

る とj　Fig－　2　の如 くで 最大吸光度 が262 ．5　mμ に存在し，

本研究 は文部省 科学研究費 に負 う所 大である．

蛋白性 物質の存在がうかがわれた

chitinase 活性の測定法と腸炎ビブリ オ菌 体内

及び外酵素の諸性状

3g の市販 キチンをTracey 　（1955） の方法 に 従っ てcolloidal

chitin　とし，最 終物 を遠 心沈澱し たものを1　ba－tch

のsubstrate　colloidal　chitin　とし た． 反 応系は前述

のsubstrate　0．5　ml，　pH　7．0のM ／15　phosphate　buffer2

．0　ml，　酵素液は 原培養渡液 （キチ ン未 分解残渣 を除い

た もの）に対して等容量に 調製し たものの0 ．5　mlを用

い，37 °C　1時間常 に振盪 を 行 ない ながらincubate し

たパncubate 後遠心沈澱 してsubstrate を除くこ とに よ

っ て反応 を停止 させ，そ の上 清1 ．0m1 につ きferricya－nide

ferric　iron　methodで総 還元物質の定量に よって

酵 素活性 を比較した．本実験の対照 として は酵素液0 ．5m

凵 こbuffer　2．0ml を加えて 前述の様に振盪incubate

したものに，その終了直後に37 °C で振盪加温しておい

たsubstrate のcolloidal　chitin　を0 ．5　ml加えて直 ちに

遠心沈澱し，そ の上清1 ．0　mlを同様に定 量し て そ の差

を酵素活性値 とし たblank は酵素液及びsubstrate の

代 りに1 ．0　mlの蒸 溜水 を 使用しphosphate　buffer　2．0ml

を加え た液 の1 ．0　m囗 こついて 同様の操作 を 行 なっ

た もの を用い た．

次に菌体外chitinase と菌 体内chitinase の酵素 活性 の

比較 をす るた めに次の実験 を行 なっ た．同一flask 内 の

振盪培養後 の全培養液中 のchitinase の活性 と 全菌 体中

のchitinase の活性を比較するた めに，　Tab］e1の如き順

序で調製した酵素液を用い，前記の法に従い施行 すると，Table

1　の如く渡液中のchitinase の量が は るかに 菌 体

内のchitinase より多かっ た．　このため 以 後の実験 は菌

体外 酵素を用いた．

次にchitinase 活性 とpH との関係にっ いてし らべた
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Fig．　1．　Influence　of　shaking　culture　and　supplemented　with　phosphate　to

multiplication　of　F必，心 冫，αΓ召みaeniolyticus

一一一・－　media　supp］emented　with　phosphate　and　shaking．　no　inoculated，　（control）．

media　supplemented　with　no　phosphate　and　shaking．　no　inocu］ated．　（control）．

1 ▲mineral　salt　media　（supplemented　with　phosphate　：　K2HPO ，　0．1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1　9．inoculated

with　y訪，一加 μza んxazQり 治r心（o－l）　0．1　m1．　no　shaking．

2 △mineral　salt　media　［supp］emented　with　phosphate　：　K2HPO ，　0．　1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　O．lg．inoculated

with　y必，一必pat・zみαど7jxりりticus｛o－7）　0．1ml．　no　shaking．

3　－　mineral　salt　media　（supplemented　with　phosphate　：　K2HPO ＜　0．1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1　9．inoculated

with　Vobrio　parahど7ぞ？moly良 心（o・1）　0．1　ml．　shaking．

4 十mineral　salt　media　（supplemented　with　phosphate　：　K2HPOj　0．1％）．　15　ml．　十chit 　in　powder　ca．　0．1　9．mocu

］ated　with　Vibrio　paraみaemolyticus　（o－7）　0．1　ml．　shaking．

5　・ 　mineral　salt　media　（supplemented　with　no　phosphate　：　k＊hpo4　0．1％）．15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1　9．inoculated

with　Vibrio　parahaemolyticus　（o－l）　0．1ml．　no　shaking．

＜3　O　mineral　salt　media　（supplemented　with　no　phosphate　：　k2hpo ＜　0．1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1g・inoculated

with　Vibrio　paΓahaeholyti・cus　（o－7）　0．1　ml．　no　shaking．

7　●　mineral　salt　media　（supplemented　with　no　phosphate　：　K2HPOi　0．　1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1　9．inoculated

with　Vibrio　paraゐaernol：μ・icus　（o－l）　0．1　ml．　shaking．

8 口rainera 】salt　media　（supplemented　with　no　phosphate　：　k，hpo4　0．1％）．　15　ml．　十chitin　powder　ca．　0．1　g・inoculated

with　Vibrio　parahae？inolyticus　（o－7）　0．1　ml．　shaking．

（77 ）
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Fig ．　2　Ultraviolet　absorption　spectrum　of　chitinasefraction　from　Vibrio
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Fig ．　3　Relation　between　pH　and　chitinaseactivities

Table　1．　Preparation　systems　of　chitin　from　l£々。j。parahae 。wlyticus

Cultured　with　chitin－mineral　salt　medium　for　7　days　at　30°C　by　shaking　machin
↓

Centrifuged　at　1　，000　rpm．　for　5　m≒and　removed　undisintegrated　chitin

Centrifuged　at　12，000　rpm．　for　30　min．
↓

Supernatant

Put　into　Visking　tube　and　dialysed　against　distilled
water　for　72　hr．　at　3゜C

↓

Concentrated　to　1／10　vol．　with　fan　at　3°C
↓

Eχo－cellular　chitinase

Sediment
↓

Destxucted　with　some　vibrator
！

Filtrated　with　Seitz　filter　No．　85
↓

Filtrate
↓

Put　into　Visking　tube　and　dialysed　against　distilled
water　for　72　hr．　at　3°C

↓

Concentrated　to　1／10　vol．　with　fan　at　3°C
↓

Endo －cellular　chitinase

Exo －and　endo－cellular　chitinase　activities　of　Vibrio　par　ahα。 ，。lyticusOptical　density

E χo－cellu］ar　chitinaseEndo

－cellular　chitinase

12 ．8000

．495

（78 ）

0．9900
．132

（11．810）
（　0．365）



結果 は次の様であっ た．　M ／15　phosphatee　buffer　でpH5

．5から8 ．0まで調製し，各pH 域におけ るchitinase

活性 を求 めて見ると，　Fig．　3の如くで至適pH は7 ．0で

あった．

本chitinase 活性 と温度 との関係は次の様である．M ／15

phosphate　buffer　を用い，pH　7．0で温度13 ．5°Cから60

°C に至る 各温度条件で1 時間incubate し， 各温度

における酵素活性 を求 めたところFig ．　4の如くで 至適

な温度は37 °C である．
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Fig ．　4．　Relation　between　temperature　andchitinase　activities

．

本chitinase 活性 とincubate の 時期 との 関係は次の

様である．　pH　7．0のphosphate　buffer　を用いて37 °C

で振 盪培 養し10 分より2 時 間に至る 各時点での 酵素活

－性 を求めたところFig ．　5に示す如くで ，30 分迄は急速

．な分解が見られるが以 後次第に分解速度の低下を見た．
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Fig ．　5．　Re ］ation　between　incubate　time　andchitinase　activities

以 上の結果 から本菌 のchitinase についての 実験 は以

下すべてpH　7 ．0のM ／15　phosphate　bufferを用いin －cubate

の温度は37 °C で時間 は1 時 間を用い た．

colloidal　chitin　に対する 腸炎 ビブリオchitinase

の作用機序その他

通常 の 粗chitinase にはchitinase とchitobiase を含

むと言われてい るので この問題に つい てpaper　chro －matography

を用い て検討し て見た。

試料 の調 製は腸炎ビブリオ菌体外酵 素1／20濃縮液10 ．0m

凵 こ，　PH　7．0　M／15　phosphate　bufferで2 倍に稀釈し

たcolloidal　chitin　10　J　ml　を 加 えた ものを37 °C　2時

間incubate し，遠心沈澱後 その上清 と同量 の1／lo濃縮腸

炎ビブ リオ菌 体外酵 素液を それぞれVisking　tube　に入

れて，3°C 下で風乾濃縮し1／lo量に調製し たものをpaperchromatography

の試料及び対照 とし た。

paper　chromatography　は上 昇一次元法 で東洋 濾紙N0 ．85

を用い 室 温で12 時 間展開した。又（A ）溶媒 としてbuthano

】pyridin 水（6 ：4 ：3 ）を用い た場合 はsilver

Table　2．　Rf．　va］ues　of　monosaccharide　substrate　related　to　chitin　and　water－soluble　productsresulting　from　the　hydrolysis　of　chitin　by

U 沾，・／゚。parahae 。，。lytic　us　chitinase

Solvent　＆　Spray　reagent

anol　：　pyridin　：　water

（6 ：4 ：3 ）

（1　：40 ：10：49）

（1　：40：10 ：49）Silver
nitrate　reagent

0 ．47

0 ．24

（79 ）
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B

行し（2’）の所見即 ちRf　0 ．20の部位に脱色spot を生じ

た．　この様に未分解 の 中間産物 と思 われるspot しか得

られなかっ たので，上記酵素分解試料を12 枚 の東洋濾紙

で6 枚づっ を両 溶媒系を用い て展開させて，この未分解

の中間 産物spot に相 当する部分 を 切断蒸 溜水にて十分

抽出しj　7．5，　5．0，　2．5　N　HCl　を抽出液に等量加え105

°C～110°C，　15時間加水分解し，滅圧乾燥 後可 及的少量

の溶液に調製し，再 び上記 と 同一条件に てpaper　chro
－matography

を施 行すると，上 記規定 塩酸にお いて（6）（7）

の如く溶媒呈色条件（A ）及び（B ）共にglcosamin に相

当するRf　0 ．30及び0 ．17の部に褐色spot を生じ ， 且

つRf　0 ．20の脱色spot 及び0 ．1の褐色spot を生じ た．

猶切断せずに酵素分解液 をそのまま同様条件に て加水 分
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Fig ．　6．　Pap町chromatography

nitrate　reagent　（5N アンモニア水，2N 苛性 ソーダ，0

．1N硝酸銀等量混 和液） を用い（B ）　amrnonium －butha－nol

－ethanol一水（1　：40：10：49）系溶媒を用いた ときはaniline

hydrogen　phtharate　reagente　に よる呈色反応を

用い た。

paper　chromatography　所 見とし て同一条 件にお ける標

準 物質及び試料のRf 値 はTable　2　及びFig ．　6の如 く

で（1）（2）（3）（4）（5）はそれぞれ酵素 分解 させ た場 合の上

記試料を 原点に10 回っ けて得た対照及び 試料であ り何

れもn －acetylglucosamin，　glucosamin に相当するspot

を生せず， 且つ（2）はFig ．　6の如 く還元 物質の著明なるtailing

のためにspot 自体が不明瞭 であっ たので該試料

の10 倍 稀釈濃度にて 同様paper　chromatography　 を施

（80 ）
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Table　3 ．　Preparation　system　of　Aspergill・・5jf ・j・jg・a　tus　chitinaseCulture

　fluid　from　chitin－mineral　salt　medium
↓

Filtration
↓

Dialysed　against　distilled
↓

water　for　24　hrs．　at　3°C．

Put　into　Visking　tube　and　concentrated　to　about　8　ml．　at　3゚ C．
↓

Lyoph3 ？izatiori

Disolved　to　20　ml．　with　distⅢed　water

解し た場 合（8）（9）も再抽 出の場合と同一結果を得 た．以

上の結果より腸炎ビブ リオchitinase には，　chitobiaseを

含 むことが極めて少い か或いは殆んど含まれない もの と

考えられる．　Aspeりvillusル 石 即tllS のchitinase につ

い ても検討を試み次の様な所見を得た．

名大細菌 学教室より分与された λやergill心 血・niga－Z

・a を材料 とし て腸 炎ビブ リオの場合と同様にReynolds

（1954）の法に従い調製したmineral　salt　medium　にCO －lloidal

chitin　を1 ％の割に入れ30 °C　8日間振盪培養し

た後，濾過した瀘液についてTable　3　に示す様な方法で

その中に含まれるchitinase の粗分劃 を取 り 酵素液 とし

た．この ／じpergilh・5のchitinase については腸 炎ビブ

リオchitinase の様な酵素学的検討 を 加えないですべて

腸炎ビブ リオのchitinase の示す様 な 酵素学的条件に従

っ た．次に腸炎ビブリオ菌体外chitinase による 乃 ふchophyton

ミ フ・たzがりX皈y心 の発育抑制作用につい ての

検討を試みた．

Sabouraud ’s　liquid　medium　で30 °C，7 日間培 養したTrichophyton

　metitagrophy心 をglass　filter　を
用い て

生理学的食塩水で菌苔 を良く洗い ，前述 の方法 で分離し

た粗酵素液1 ．0ml中 に約1臨量の菌苔 を入れ密栓 を施 し，30

分から24 時間 に 至る間37 °C でincubate した．そ

の後良く菌苔 を生理的食塩 水で洗っ てマイ コバイ オテッ

クアガールの斜面培地 に1 白金耳ずつ接種して，以後の

Table　4．　Influence　of　chitinase　on　growth　of7

‾77‘ichopみyton　mentagn可成ytes

81

Time　of　soaking
mycelia　m　enzyme

30min

4hours

Sample
Control

12

hours
－

－

－

一一

一

一
一
一

一
一
一

一

36hours

卅
卅

＋
升

60

hours
－
卅

卅

卅
卅

84

hours
－
幵

任

幵
卅

8 口“111yl ・`hours

Control

12 　hours　j 茫 諤1524

　hours　
きW ？だ5

四 毳

＋ ・

‥・no　growth

■　－　・　growth

＋

Sample 　－　■　■　■　added　chitinase

Control・‥・added　no　chitinase

菌苔の発育を酵素液 の代 りに食 塩水を用い た対照 例と比

較した結果Table　4　に示 す如 く三浦ら（1950）の報告 に述

－ヽ tる如き著明 な抑制 は全 く見られず，尚森下 ら（1963 ）の

報告にあ る様 な回 虫体腔液の場合程の著明 な発育 の抑制

も示 さなかっ た．

chitinase と回 虫体腔液抗真菌分劃 の

colloidal　chitin　等 に対 する酵素作 用

各chitinase 及び回虫体腔液抗真菌 分劃を 用い てエビ

Table　5 ．　Enzymatic　activities　of　Vibrio 　pa忽 力aemo 政 治1ヽ。。9　eχo－cellular　chitinase，

／1枦・・釿yZ。s　j。。z忽ぷUS　eχo－cellular　chitinase　and　anti－fungal　fraction

of　Ascarid　body　fluid　against　colloidal　chitin　prepared　from

lobster　and　their　anti－T7乱力ophyton　activities

Enzyme

Vibrio 　paraphaen ・りlytic　us　exo－cellular　chitinaseAspergill

心 力・田・igatus　exo－cellular　chitinase
Anti －fungal　fraction　of　ascaris　body　fluid

0．0650
．0380

．520

（81 ）

Optica ］　density

－一一
Control　　　　Activity

（B ）　　　　 （A 一B ）0

．012　　　 （0 ．053）0

．008　　　 （0 ．030）0

．520　　　 （0 ．000）

Anti－Trichophyt。。activity

－

－

＋
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から得たcolloidal　chitin　に対する分解 を調べ た結果 は，Table

5　に示す如くで回虫 体腔液中に はchitinase 作用

を示 す物質 の存在 を認 めなかっ た．又Sabouraud ’s　agarmedium

上に培養した8 日目の菌苔上にこ れらのものを

約0 ．1ml 宛 滴下し，抗Trichophyton 作用を 見 たとこ

ろ前2 者のchitinase には 体腔液 の 示 すような抗7 ・ri－chophyton

　f乍用をまっ たく認めな かっ た．尚回 虫体腔液

の製法及び 抗白癬分劃の採取法 は 森下 ら（1962） に従っ

た．腸炎ビブリオ及びAsper がX／お からの2 種chitina －se

と回 虫体腔液抗真菌 分劃 のTrichophyton　 ・7za吻gro －

♪hytes のpo 】ysaccharide　fractionに対 する 酵素作用 を

究明する為，次 の実験を行なっ た．　Sabouraud ’s　liquidmedium

で8 日間30 °C で培養した菌体 を濾過して集 め

その湿菌苔約 工Og につ いてMcNall 　（1961） の方法に 従

っ てそのpolysaccharide　fraction　をと り，これに対す る

分解を求 める と，　Table　6　に示す如くで，こ の場 合は僖 か

にそ のpolysaccharide　fraction　に対する分解 を示す 様に

も見受け られるが全体的に見て殆 んど測定誤差に近い も

のと考えたい．以上の結果回虫体腔液 は 乃丿chophytonmentagrophytes

のpolysaccaride　fraction　に対して殆 ん

ど酵 素分解作用を示さない．回虫 体腔液中 の抗真菌 分劃

の 乃公／・砂 硲吻7z　tsがとzFり戸句 招 に対する影響 を観 察

した．　Sabouraud ’s　liquid　medium　で8 日間，30°C で振

盪培 養した 乃公ヽ hophyton　met心 β可・句 心 の菌体 を集 め

生理的食 塩水でよく洗滌した後，ガラス球 を入れ た肉厚

コル ー`゙ンに約3 倍 量の生理的 食塩 水とともに入れ1 時間

振盪し て菌 体のhomogenate を作り，こ のものの0 ．5　ml

をsubstrateとし，体腔液の抗真菌分劃 を0 ．5　ml，
　pH　7．0M

／　15　phosphate　buffer　0．5m】の反応系 を作 り37 °C，1

時 間incubate し，その後の反応の停止はsubstrate の

遠心沈澱除 去 により 行ない ，　ferricyanide　ferric　ironmethod

で総還元物質を， 又Folin のpheno ］試薬で総

蛋白性物 質の定 量を行 なっ た．　一方菌 体のhomogenate

を56 °C，　30 分熱処理 した ものを 作 り　substrate側の

酵素系 を 不活性化し て同様 の 測 定をした． この結果はTab

］e7 に示す如くで，還元物質 には著変 を認めないがFoh

法 による定量で著変を認 める こ とが出来 た．次ぎ

に回 虫体腔液 中の抗真菌 分劃 のAspei がlitis　fumigatus

に対 する影響 を同様に観察した． 前述のTrich ゆり 加jzo

り心g7砂 勿 臨 の場合 と同様に 処理し て， 抗真菌分劃

のAspergillus ルmigatus のmycelia に対す る影響 を

し らべた結果 は，　Table　8　に示 される 如く， 本 作用 は

主 とし てそ の蛋白性物 質に作用し て居るものの如く感ぜ

られる．

chitinase に対する回虫体 腔液の影響

Tracey（1955 ）は 召心泌 扣 び叱心 のあ る種の ものの 中

にchitinase を産生 する ことを 見出しこ のchitinase に

対し て血清 がactivator に なるこ とを 報 告し てい る．　こ

の事 を腸 炎ビブリオchitinaseを用いた場合 を追試し ，且

Table　6 ．　Enzymatic　activities　of　U訪，一応parahae 。lolyti。a’　exo－cellular　chitinase，j

やa‘g ぶUS 　fillがgi・X・is　exo－cellu］ar　chitinase　and　anti－fungal

fraction　of　Ascarid　body　fluid　against　polysaccharide

fraction　of　T石油a 夕jり 詒x1　7”の7たzgrりphytes

Enzyme

Vibrio 芦z心hae 。tolyticus　exo－cellular　chitinasej

枦・’irgill・xsル 。ligatus　eχo－cellular　chit　in　aseAnti

－fungal　fraction　of　ascaris　body　fluid

Optical　density

0．0940
．0420
．420

0．0480
．0000
．415

（O。046）

（0．042）

（0 ．005）

Table　7．　Influence　of　anti－fungal　fraction　of　Ascarid　body　fluid　on　livingmycelia　and　heat

－treated　mycelia　of　7W訪。Z，／りyZθ。mentagrophy μa

Method　for

determination
Substrates　used

Optical　density

（82 ）



（83 ）

Table　8．　Influence　of　anti－fungal　fraction　of　Ascarid　bodyfluid　on　j

枦。－gillus　fumigatus

Method　for

determination
Substrates　used

iron　method
juvmg　mycena
Heated　mycelia

つ 回虫体腔液のchitinase に対する影響 を 調 べるために

次の如く実験した．血清 蛋白及び回 虫体腔液 の抗真菌分

劃 を用い， それぞれ24 時間純水で 透析し 無 機イ オンの

除 去にっ とめた．酵素分解系 とし ては生理的 食塩水濃度

を用いた．実験方法 とし て腸 炎ビブ リオchitinase　Vie濃

縮液 を 順次数 稀釈 し その0 ．5　m凵 こ，　substrate　colloidalchitin　6

倍稀釈液0 ．5　ml，　pH　7．0　M／15　phosphate　bu－ffer

1．5　ml　を加え，之に反応系 はincubate 前に，対照

1，81

．71

．61

．5L41

．31

．2

d　1 ．0d

0．90

，80

，ワ0

．60

．5a4a30

．2

副

％1 ％1％1％1％
Dildio11．f．chi↑iMs已

Fig ．　7．　Influence　of　human　serum　and　Ascarid

body　fluid　against　chitinase　activities．

1 ■■■■added　human　serum ．　dilution　rate■　－　■　－1：102

・■・・added　Ascarid　body　fluid．　dilution　rate　・
　－・1：10

O。3600
．430

○

（⊃

Optica］　density

0 420

，ぐ

〔罅

サO

〕0

．1

1‰1 ‰1 ％

0 。010）0

．010）

0．5

a4

0，30

．20j

‰ ％ ≒
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D
，ほort　r亠of　enzyme

Fgi ．　8．　Influence 　of　asearid　body　fluid　aganstchitinase　activities

．

1 ．　added　ascarid　body　fluid　 （dilution　rate ・‥ ・100

）　befor　incubate ．

2 ．　added　ascarid　body　fluid　 （dilution　rate －・　■　・100

）　after　incubate ．

3 ．　added　ascarid　body　fluid　 （dilution　rate 　－　・　・　■1000

）　befor　incubate ．

4 ．　added　ascarid　body　fluid　 （dilution　rate 　■　■　■　－1000

）　after　incubate ．

系はincubate 後に，10 倍稀釈前記人血清 蛋白及び 体腔

液0 ．5ml 又は100 倍及び1000 倍稀釈 体腔液0 ．5　ml 加

え たものを 使用し た． 結果はFig ．　7及び8 に 示す如 く

でFig ．　7の場合は血清も 体腔液 もchitinase の活性 を著

しく増 進させないTracey の云 う様 な 現 象は認 められ

なかっ た．Fig．8の場合は稀釈していく と100 倍稀釈 の

場 合体腔液 でchitinase　作用を 増 進させる 像が 得 られ

た．　Tracey が血清で 行ない濃 度の高い 程促進的 である

との結果 とは些 か異なる結果 を得た．

考　按

回虫 体腔液 が抗 白癬菌及びAspergillus 作川 を有する

こ との原因 とし て体腔液中のあ る種の酵素 の存在が考え

られる． 真菌 の細胞壁がchitin を大 量に含んで い るこ
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とから，体腔液中にchitinase の存在の 有無 を知る為 ，

既知のchitinase 産生微生物の研究 を行なっ た． 即ち腸

炎ビブリオ及びAspergillus からのchitinase 産生条件

を先 ず検討し て見た．　chitin加mineral　salt　medium で

振盪培養 を試 みた所，燐酸塩 を含 む場合に腸 炎ビブ リオ

の増殖 が盛 んであ り， ひい てはchitinase 産生量 の多い

ことが判明した．この方法でchitinase を得， こ のもの

のactivity を 次の 測定法 で 比較し た 処，　endocel　lularchitinase

は極めて微量 でexocellular　chitinaseに比し問

題 でない 量であっ たので 以後 の実験は菌体外chitinase

の みを対照 とした．

測定法 とし てはferricyanate　ferric　iron法で総還元

物質 を発色せし め，　Ito光電比色計540 °にて測定した．chitinase

の至適pH は7 ．0，至適 温度 は37 °C で時間的

に30 分迄は比較的急激に その後は緩徐に 活性値の上昇

を認 めた． こ のchitinase のcolloidal　chitin　に対する

作用 機序をpaper　chromatography　で追 跡してみると，n

－acety】glucosamin 及びglucosamin のspot を 生じな

い． そし て中間産物 と考えられるもののspot を得た．

それ故 にこのchitinase はchitobiase を含むこ とが少い

か或いは殆ん ど含まないもの と考えられる．

次に回虫体腔液抗真菌分劃 と白癬菌 と更に腸炎ビブ リ

オ又 はAsper が／／・・5からのchitinase との三者の関係 を

し らべた．　Sabouraud ’s　liquid　medium　に培養した白癬

菌 の菌苔 を そ の 約10 倍量のchitinase の中に 入れ時間

を追って 白癬菌 の発育を観察したが対照に比し抑制作用

は認 められ なかっ た． 回 虫体腔液 にはcolloidal　chitin

に対する分解能はない．

Sabouraud ’s　agar　plate　上に培養した 白癬菌 の菌 苔上

に滴下した 場合回虫体腔液 にのみ 溶解作用が 認められ

る．　chitinaseにはその作用 がない ．次に白癬菌 のpoly －saccharide

fractionに対して はchitinase は分解作用を

示すのに回虫体腔液には殆ん ど認 めるこ とが出来 なかっ

た．そし て生 及び56 °C　30分 処理 白癬菌 に 対する 回虫

体腔液抗真菌分劃の影響は還元物質の定量の方法では著

変を認められないが，総蛋白物質の定量では分解の促進

が観察 され た．抗AspergiU ・x5の場合でも回虫体腔液は

主 とし て蛋白様物質に 作用 している 様である．　Tracey

が血清がchitinase 作用を促進する と 述 べてい るので，

回虫体腔液でこれを 追試した． し かし10 倍稀釈の回虫

体腔液は10 倍稀釈血清同様chitinase 作用 を 促進する

とは考えられず， 一方Tracey は血清 は 濃 度の高い 程chitinase

作用を促進する とい うが，回 虫体腔 液では100

倍稀釈の方が10 倍稀釈よ りchitinase 作用 を促進 する様

な結果が得ら れた．

結　語

腸炎ビブリオ 及び ／1枦り が／／・is　fumigat 心 から得 ら

れたchitinase はchitin をoligosaccharide までに 分解

する様でn －acetyl－g］ycosamin を証 明する ことは 出来 な

かっ た．

回 虫体腔液 の 抗 真菌 分劃 にはchitinase は含まれてい

ない．回 虫体腔液の抗Trichophyton 及び抗 丿spergil－

／・・s作用 は真菌 の 多糖体成 分には 作用せ ずに， 生 又は56

°C　30分処理の 白癬菌に体腔 液を 作用させる とFolin

法に よる定量 の結果で は蛋 白様物 質を分解している像を

認 めた．回 虫体腔 液の添加でchitinase が作用 を 著しく

は促進 され ない．し かし100 倍 稀釈し た場 合には10倍稀

釈 よりもchitinase 作用促進 の像を認 めた．
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RELATION　BETWEEN　AN丁ロニUNGAL　FRACTIONIN　ASCARIS　BODY　FLUID　AND　CHITINASE

RlJUN　ENYA

（．Depa・7・μのit　of　Paras・‘tology ，　Gφx 乃‘がkyx・・・il　Medi‘cal　School，　Gifu ）

Anti －Tr　ichophyton　and　anti－　Aspergillus　activity　were　initially　demonstrated　in　a　fractionof　ascaris　body　fluid　by　Morisita　et　al

－　（1962 　＆ 　1963）．　Present　work　is　an　extension　of　theseprevious

　studies　in　an　attempt　to　clarify　these　antifungal　action　mechanism　involved　in　thefraction　by　comparing　them　with　those

　of　chitinase　prepared　from　Vibri
。parahaemoly 良

心and

j 枦肖‘g・゚／／・a　jx7がgaX・・5．　The　results　obtained 　are　as　follows　：

1）　No　chitinase　activity　was　demonstrated　in　anti －fungal　fraction　m　ascaris　body　fluidwhile　the　activity　to　break　down　chitin　to　oligosaccharide　not　to　n

－acetyl－glcosamin　was　provedto　occur　m　the　e

χocellular　chitinase　prepared　from　y ・　／）αΓahae ”lolyticiた‘and　 ／1．　j・mi 　gat・・s　bymeans

　of　paperchromatographical　analysis　on　the　reaction　mi
χtures。

2）　The　anti －fungal　fraction　of　the　body　fluid　IS　not　working　against　polysaccharidefraction　in　Trick

。phyton　 ，9。たzg・ ／
）／り’X6　but　against　living　and　heat －treated　

（30　minutes　at56

°C）　mycelia　of　this　fungus　with　results　to　support　that　this　ascaris　fraction　had　an　activity　toattack　protein　component　of　both　species　of　fungi　on　the　basis　of　the　change　in　total　proteindetermined　by　Folin　method

。

3）　Enzymatic　action　of　chichinase 　against　colloidal　chit　in　was　not　accelerated　by　theaddition　of　ascaris　anti

－fungal　fraction　but　when　diluted　fraction　（1　：　100）　was　added ，　accelerationin　the　activity　was　observed　to

an　appreciable　eχtent．

（　85　）
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