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豚 蛔 虫 ひ ．9£ar八lumb バ． 卮6　jz。．，x）の 体 腔 液 中 の酵

素 に 関 し て はvon　Brand 　（1952 ），　Fairbairn 　（1957 ）ら に

よっ て 総 括 的 に 報 告 さ れ て い る し ， 別 に 多 数 の研 究 者 に

よ る 報 告 が 見 ら れ る ． 本 邦 で は 小 泉 ら （1954 ） に よる ご

く 初 期 の 酵 素 学 的 な し か し 広 範 な研 究 報 告 も 存 在 し てい

る ． 森 下 ら （1963 ） は 蛔 虫 体 腔 液 中 に抗 真菌 作用 を示 す

物 質 が存 在 し こ の も の が酵 素 であ る と 考 え そ の追 求 を行

なっ て来 た ．

教 室 の 塩谷 （1964 ） は 体 腔 液 の抗 真 菌 分 劃 中 に はpo －lysaccharide

を 分 解 す る らし い 酵 素 は 存 在 し な い 様 であ

る とい う 結 果 を 得 た が ， 体 腔 液 の 中 で のprotease の 存

在 の 究 明 は 第2 報 に 譲 り たい ． 著 者 は 本 報 告 の 中 で 蛔 虫

体 腔 液 の 抗 真 菌 分 劃 とamylase 及 びesterase を 含 む 分

劃 の 相 互 関 係 に つい て若 干 の 知 見 を 得 た ので 記 述 す る次

第 で あ る ．

実 験 方 法

蛔虫体腔液 の各分劃 を求 める方 法として透析法，　Sep－hadex

による法及び超遠心法に よる法 の3 つ を用いた．

第1 に体腔液採取 の方法 とし ては岐 阜市屠 場で採取し

た豚の蛔虫 の雌成虫 を生理的食塩 水で数 回洗い ，蛔虫の

尾部 の表皮 に切創 を入 れて，ビーカーの上に吊し滴下す

る体腔液 を集 めた．I 匹 の蛔虫から大体6 ～10 滴の体腔

液 が得 られる． これを東洋濾紙No ．　2で濾過し，この原

液 を透析法 を用い る場 合はTable　1　に示す様に分劃を求

め夫々の分劃につきamylase ，　esterase及びanti －fungalactivity

をしらべた．

amylase　activity　の測 定は沃素澱粉反応 を 用い た比色

定量法（赤 堀，　1957）を行なっ た．そ の方法 は次の様で

ある．

a） 酵素液：各分劃を原液量に対し2 倍 に稀釈 したも

の を用い た．b）基 質液 （1 ．2　g／dl　澱粉溶液）：溶性澱粉

（キシダ化学KK1 級）1．2g，安 息香酸0 ．1g に少量の水

を加 えて糊状 とし， これに熱湯70 ～80　ml　を 注 ぎ， 約5

分 間水溶 中で加 熱し， 室 温に 放 冷した 後水を 加えて100

ml　とした．　c）　Lugol 溶液（0．026　N）：12　1　9，　K12

Table　1．　Analytical　method　of　As　carぼ

body　fluid．

body　fluid
↓

filtration
↓・

put　into　Visking　tube　and　dialysed　with　distilled

water　for　48　hours　at　3°C．
↓

centrifugation

sediment
↓

resolved　with　0．85％　NaCl
↓

centrifugation
｜

sediment

supernatant

F3

supernatant

adjused　to　pH　6
↓
75　with　HCIkept　in　refrigerator

↓
centrifugation

｜

sediment
↓

resolved　with　0．85　NaCl
↓

centrifugation

sediment

supernatant
F2

supernatant

F1

g を水に溶解し て300　ml　とし た．　d）　5　％　H2SO ，溶 液e

）　M ／15燐酸緩 衝液pH　5 ．0．

検量線の測定方法 は 上記 の基 質液を 水で10 倍に稀釈

しそれぞれ100　m1　のメスコルベ ンにOm1 厂L　ml，　2　ml，3m1

及び5m1 とリ，これ に2m1 の5 　％　H2SO ，を加え ，

更にLugol 溶 液1m1 及 び水を加えて総量100　ml　とす

る．盲検液 を対 照 として620　mμ で測定す る．検量線 はBeer

の法則 に従い 直線 となっ た．

酵素活性 の測定は基質液0 ．5　ml及び燐 酸緩衝 液0 ．5ml

を加 え， これ を予 め37 °C に温めておく ． これに2

倍 稀釈の体腔液分劃を0 ．5　ml加え混和し，37 °C　30分

間振 盪加温する．加温後直 ちに5 　％H2SC ＞4　2　m1　を加え

（43 ）
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pH を2 以 下 とし て 酵 素 作 用 の 進 行 を 阻 止 し ， さ らにLugol

溶 液1ml 及 び 水 を 加 え て100　m1　 とす る ． 一 方

基 質 の入 ら ない も の （H280 。，　Lugol 溶 液 及 び 水 ） を 作

り， こ れ を 比 色 の対 照 とし ， 夫 々 水 をBlank とし て620m

μ で 比 色 し た ．酵 素 活 性 は 対 照 の吸 光 度 か ら 試 料 の 吸

光 度 を引 い て そ の差 を酵 差 活 性 値 と し た ．

esterase　acetivity の 測 定 はp －nitrophenyl　acetate を

基 質 とし たHuggins 及 びLapides の 法 を 用 い た ． 基 質

とし て 使 用 し たp －nitrophenyl　acetate の 濃 度 は0 ．333micromole　per

m1　とし ， 酵 素液 は生 理 的 食 塩 水 で5 ％

とし た 蛔 虫 体腔 液 の各 分 劃 を用 い た ．酵 素 液1　ml ，　pH7

．0のM ／15　phosphate　buffer　2　ml，　蒸 溜 水5ml をこ の

順 序 で 加 え，1 分 間25 °C で 加 温 し た後2ml の 基 質 を

匐 え 直 ち に そ の呈 色 度 を400　m μ で測 定 し ，25 °C　20 分

後 再 び 吸 光 度 を 測 定 し ，標 準 曲線 に よ り 遊離 し たp －nitrophenol　

の 量 を求 め た ． 対 照 とし て 酵 素 液 を 加 え な い 場

合 に つい て 同 じ条 件 で 測 定 し ， 自 然 分 解 に よ り遊 離し たp

－nitrophenol の 量 を求 め両 者 の 差 が 酵 素 作 用 に よっ て

遊 離 し たp ・nitrophenol の 量 とし た ．

抗 真 菌 作 用 の 判 定 は 森 下 ら（1963 ）の 法 に 従 いTrie 加 一

ぶり ぶり7x　■met，・tagrophy 臨 及 び Å枦り びllus　j 。nigat 。s

を用 い ， ペ ト リ ー 皿 のSabourand 寒 天 培 地 に 生 育 させ ，

培 養8 日 目 の 菌 苔 上 に 各 体 腔 液 分 劃 を 滴 下 し ，37 °C で

観 察し て30 分 ～8 時 間 以 内 にlysis を 起 す か 否 か を し

ち べ た ．

実 験 成 績

蛔虫体腔液の 各分劃 のamylase ，　esterase及びanti －

■fungal　activity作用の相関 々係 はTable　2　の如くであっ

Table　2．　Relation　between　anti－fungal，　amylaseand　esterase　activities

and　dialysed

fractions　（Fi，　F2，　F3）

Activiy

Amylase　activity
Esterase　activity
Anti－fungal　activity

F ，

一
一

一

Fraction

F2

－

＋

F3

＋

＋

－

た．即ちこ の結果から3 者 の間に関係 のないこ とが明ら

かであ る．

amylase の測定に先立ちその酵素作用の特性につい て

至 適pH 及び至適 温度 と 体 腔液 中のamylase 単位 につ

いて求 めた結果はFig ．　1及び2 に 示 される様で， 至適PH

は5 ，至適温度は37 °C でamylase 単位は45 ～135

単 位（平均70 単位）であ る（Table　3　）．

（　44　）
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Fig ．　1　The　effect　of　pH　on　the　rate　ofenzymic　hydrolysis　of　the　starch
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Fig ．　2　．　Amylase　action　of　body　fluid　of　A 　scar　is

／。。ibri。ides
　at　varying　temperatures

Table　3 ．　Amylase　unit　of　ascarid　body　fluidN0

．1　　　　　　　　　　　　　　　20 ．8　unit

No ．　2　　　　　　　　　　　　　　　79 ．6

No ．　3　　　　　　　　　　　　　　66 ．8

No ．　4　　　　　　　　　　　　　　　　72 ．8

No ．　5　　　　　　　　　　　　　　56 ．6

Average　　　　　　　　　　　　　　　　　59 ．9

1　unit　of　amylase　activity　IS　defined　that

100　mg　of　ascarid　body　fluid　hydrolyzes　10

mg　of　the　starch

esteraseについてamylase の場合 と 同様に至適pH

及び至適温度 とesterase 単位を求めた結果はFig ．　3及

び4 の様で，至適pH 及び至適温度につい ては明 瞭な値

を得 なかっ た．こ のこ とはHuggins 　et　al．　（1947 ）ものべ

てい る如く，アルカリ側および高温で はp －nitrophenylacetate

の自然 分解が非 常に 高くなる為に， この実験で

の如 くpH　7 ．0， 温度25 °C を用いる結果 と なっ た．こ

の問題 につい てHuggins 　et　alべ1947 ） の原著 には基質

とし てp －nitrophenyl　acetate　を 用い た実験の データー

は示 されてなく，文 章で のみpH　7 ．0，温度25 °C とし
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Fig．　4　．　The　e仔ect　of　pH　on　the　rate　of　enzymic

hydrolysis　of　the　p－nitrophenyl　acetate．

て表現されている． 体腔液 のesterase 測定 法としてのこ

の方法に は著者 も抵抗 を感じ てい る次第である．　esterase

単位 としては9 ～26 単位（平 均15 ．4単 位）の値が得られ

た（Table　4）．

Table　4．　Esterase　unit　of　ascarid　body　fluid．

No ．　1No
．　2No
．　3Average

26 ．0　unit9
．0

9．2
－
15 ．4

1　unit　of　aliesterase　activty　is　defined　as

that　amount　of　enzyme　liberating　l　micro－

mole　of　p－nitrophenol　in　20　minutes　at　25°C

Sephadex　G －75　に よる 体腔液の 各 分劃のamylase ，esterase

及 びanti －fungal　activity　に つい て の 実験結果

は次の様である，森下ら（1963）の報 告に従いSephadexG

－75を担体 としたcolumn　chromatography により得た

各分劃 のamylase ，　esterase活性を求 めたのがFig ．　5及
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Fig．　6　．　Relation　between　aliesterase　activity

and　the　protein　fraction　of　ascarid

body　fluid　with　Sephadex　G－75

び6 であ る．　anti－fungal　activity　は275　mμ 吸収曲線 の

第1 峯に存在 する こ とからし て， この結果 はamylase

活性 分劃と重なり，　esterase活性分劃 もその一部に混在

する結果 となっ た．

次に体腔液 の超遠 心分劃につい てanti・fungal　activity

を有する部分を究明し た．下 （1961 ）は蛔虫体腔液 の超

遠心 分析 を行 ない ，主 としてSi ．2≪w＝7 ．8　s及びS2 ．20W

＝　1．6　sの2 つ の分 劃が得られた こ とを報告し た．著者

は前述 のSephadex　G －75に よ る分劃から 蛋白性成分 と

しては，下 の成績 と同様 の2 つ の分劃が得られ たので，

’日立40 －P を用い て体腔液を 原液及び0 ．85％　NaCl 液

で2 倍，4 倍，8 倍 に夫 々稀釈し た鳥のを10　ml　宛tube

に入 れ40 ，000　r．　p．m で1 時問超遠心を行 ない ，上層か

ら1ml 宛抜 きと 虱・　その 各分劃についてanti －fungalactivity

を求 めた結果はTable　5　（1～4）の如 き結果 とな

っ た．

（　45　）
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Table　5．　Relation　between　anti－fungal　activityand　ultracentrifugational　fraction

1．　100 　％　ascarid　body　fluid　（40，000　r．p．m．，　1　hr．）

Time　tⅢpositiveactivity

1／2　hourl　hourP

／2　hours4　hours

1 2 3 4

－　 ＋　 士　 士

土　 升　 升　 冊
十卜　狃　 卅　 卅

升　 幵　 幵　 幵

Fraction

5　6

－　－
＋　＋
升　朴
卅　卅

2

50　％　ascarid　body　fluid　（40，000

7 8 9 10

士　土　十　升

十　卅　枡　卅
升　 卅　幵　幵
卅　狃　幵　幵

r・p，m・，1　hr．）

Time　till
‥　　　　　　　　　　　　　　Fraction

positive

activity　　1　　2　　3　　4　5　6　7　8

1／2　hour　－3
／4　hour　－1

hour　　　一

p ／2　hours2　hours3

hours

9

一

一
一

－

－　 －　 －　 －　 一

一　 ＋　 ＋　 ＋　 十
十　 十　 十　 十卜　升

－　－　－　＋
士　土　十　冊
十　朴　丑　 根
十　丗　 桝　根

3．　25 　％　ascarid　body　fluid　（40，000　r．pm 。1　hr．）

Time　till
‥　　　　　　　　　　　　　　Fractionpositive

activity　　1　　2　3　　4　　5　6　　7　8　　9

1／2　hour1
／4　hourl　hourIVj

　hours2　hours3

hours

－　 －　 一

一　 土　 士

一　 土　 ＋

10

－
＋
廿
舟
守
幵

10

－　－　一　一　 一　－　 一
一　－　－　－　－　－　 十
一　一　一　一　 土　十　弁
士　士　十　十　弁　弁　枡
十　十　 十　十　十　卅　枡

4。12 ．5　％　ascarid　body　fluid　（40，000　r．p．m．，　1　hr．）

Time　till

positive
activity　　1　　2　　3　　4

1／2　hour　－　 ＿1
／4　hour　－　 ＿1
hour　　一　 ＿l

’Ahours　一　 ＿2
hours　 一　 ＿3
hours　 －　 ＿

一

Fraction

5　　6　　7　　8　　9 10

－　 －　 一　 一

一　 －　 －　 ＋

一　 －　 一　 升

一　 土　 士　 升

一　 士　 士　 幵

そこで分析用超遠心器（ 日立UCA －1型）を用いて8

倍稀釈の体腔液について 分光分析を試みた結果SI は赤

色 ，S2 は黄色 の2 つの分劃を得 た
■　Fig

．　7はそ の間 の事

情を示し各図の露出間隔は8 分で湿度は平均18 °C であ

る．正式 な沈降係数を示し難いが下の得 た成績 と大 体一

致する結果を得た．そこでこ の結果 と40 －P に よる分劃

の結果 とを比較した上で，　anti－fungal　activity　はS2にの

み存在する．一方体腔液の可視部におけ る吸収 曲線 をし

らべたのがFig ．　8である．この結果 の示す ものは390 ～

む
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Fig．　8　．　Absorption　spectra　of　Ascarid　body　fluid．

（1　：　fresh，　2　：　kept　in　the　refrigerater　for　3　daysat　8

°C，3　：　treated　under　reducing　pressure）

420　mμ（Soret 帯） の間 に特異吸 収帯が認 められ，更 に540

mμ 及び578　mμ に もFig ．　9に示す如 き吸 収が認 め

られる．このこ とはDavenport 　（1949） の報告にある如

く蛔虫 の 体腔液中にhemoglobin の 存在する こ とを証

明し 得たものと考えられる．更にこの結果 とTable　1　に

示 す分析結果 とを比較して見る と ＼i　（Fig．　11）及びF3

（Fig．　10）にはSoret 帯 が認 められるのに反し，F 八こは

全 く認 められない．一方amylase ，　esteraseの活性 はF3

にのみ存在し，　anti－fungal　activity　はF2 にのみ存在す

ることと考えて，超遠心法に よるSI の分劃即ち下の言 うSi

．2ows＝7 ．8sにanti －fungal　activityがある 分劃 が一致

Fig．　7　．　Ultracentrifugational　analysis　of　ascarid　body　fluid

（12．5　％　ascarid　body　fluid，　at　18°C，　time　between　eχposures　8　minutes）

（　46　）



レ

J

ヤ ’

460　　　　500
1ava　l・agt11　

？ご
）　560　　578

Fig ．　9　．　Absorption　spectra　of　F3　1n　Table　l

卜 ．

も

苔 i W H

§

450 500
600　700

丶iave　lensth　（●s）

Fig ．　10．　Absorption　spectra　of　F3　1n　Table　1

すると考えられる．

結　語

蛔虫体腔液中の抗真菌activity を存す る分 劃と，am －

ylase，　esteraseを含む分劃をVisking　tube　を 用 いた透

析法，　Sephadex　G－75を用い た分 劃法及 び超遠心 分劃法

で比較検討し次の様な成績を得 た・

1） 抗真菌activity を有 する分劃はVisking　tube　を

用い て純水に対 して透析する と内液 の沈澱分劃中 に移行

し ，更にpH　6 ．75で3 ゜C 下で1 夜保存する と，そ の上

清 分劃に移行する．　amylase，　esteraseを含む分劃 はtube

の内液 中上清 分劃にあっ て，前者を沃素澱粉法で測定し

（47 ）
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Fig ．　11．　Absorption　spectra　of　Fi　in　Table　1

た 結 果 ，　amylase 単 位 は45 ～135 単位（平 均70 単 位 ） で

あ り，後 者 はHuggins 　＆ 　Lapides の法 で 測 定 し た 結 果9

～26 単 位（平 均15 ．4単 位 ）で あ っ た．

2）　Sephadex　G －75に よ る 分 劃 で は 抗 真 菌activity を

有 す る 分 劃 に はamylase ，
　esterase が混 在 す る ．

3） 超 遠心 器（日立40 －P ） を 用 い て40 ，000　rpm，　1 時

間 遠 心 沈 澱 を行 ない ， 三 者 の 分 離 を 試 み た が ，こ の 場 合

も 前法 同 様 に抗 真菌activity を有 す る 分 劃 に はamylaseesterase

が 混 在 す る ． 本 法 で 蛔 虫 体 腔液 蛋 白質 を2 つ ー

分 層 に 分 離 し 得 た ． 第1 分層 は 黄色 で 第2 分 層 は赤 色 で

あ り ， こ の2 分 層 を 分 光 学 的 に観 察 し て ， 更 に 透 析 法 に

よ る 分 劃 と 比 較 し た 結 果 ， 抗 真 菌 作 用 を 有 す る 分 劃 に はSoret

帯 が な く ，　amylase ，　esterase 活 性 を 有 す る 分 劃 に

はSoret 帯 が あ る ． 超 遠 心 法 に よ るS1 の 分 劃 及 び 透 析

法 に よ る 内液 の上 清 中 にhaemoglobin 様 物 質 が 存 在 す

る の を 確 認 し 得 た ．
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ON　THE　ENZYMATIC　ACTIVITIES　IN　ASCARIS　BODY　FLUID　I

YOSHIO 　HIRAOKA

（．DepaΓtment 　of八7Γαがtology ，　G φx 替 刃Cectural 　Alざ んぶ ＆ みθぶ，G φ ，）

Anti －fungal，　amylase ，　and　esterase　activities　in　the　fractions　of　ylぶごαris　body　fluid　preparedby

　means 　of　dialysis　using　Visking　tube，　column　chromatography　by　Sephade χ　G－75　and　ultra－centrifugation

technique ，　were　comparatively　studied　in　this　paper．　The　results　obtained　weresummarized　as　follows　

：

1）　Anti －funga】activity　was　detected　in　the　sediment　by　centrifugation　of　dialyzed　bodyfluid　in　distilled　water　for　48　hours

　at　3°C．　It　was　also　recognized　in　the　supernatant　of　0．85　
％NaCl

solution　containing　the　sediment　which　was　allowed　to　stand　overnight　after　adjusting　pH

to　6．75．　On　the　contrary　amylase　and　esterase　activities　were　found　in　the　supernatant　 （F3　asshown　in　Tab

．　1　1n　the　text）　after　centrifugation　of　dialyzed　body　fluid．　Average　activities　ofboth　enzymes　in　this　fraction

　were 　70　units　with　45　and　135　units　as　both　extremes　by　theiodometry　and　15

．4　units　with　g　and　26　units　by　Huggins　and　Lapides’　method　respectively。

2）　Anti －fungal　fraction　separated　by　column　chromatography　using　Sephade χ　G－75　showedLoth　amylase　and　esterase　activities

。

3）　Anti －fungal　fraction　prepared　by　means　of　ultracentrifugation　at　40，000　r．　p．　m．　for　60minutes

　（Hitachi　40 －P）　also　demonstrated　the　both　enzymatic　activities．　Ultracentrifugal　analysison　the　body　fluid　diluted　at　1　

：　8　with　0．85　％　saline，　resulted　in　two　fractions，　the　one　wasyellow　and　the　other

red　in　color．　Anti －fungal　activity　was　demonstrated　in　the　yellow　fractionbut　not　in　the　red

　one．　Spectroscopic　comparison　of　these　with　those　by　dialysis　techniqueindicated　the　absence　of　Soret　band　in　the　absorption　spectra　of　antifungal　fraction

　（F2 ）　atvisible　wavelength

region 　and　presence　of　it　in　those　of　both　enzymatic　activity　fractions　（Fl　andF3

）．　The　hemoglobin －like　substance　was　spectroscopically 　recognized　in　the　red　fraction　andfraction　3

．

（48 ）




