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豚 蛔虫体腔液の溶真菌現象 （lysis） については 森下 ら

（1963）によっ て屡々報告 された所 であるが，平岡（1964 ）

は蛔 虫体腔液 中の 各種既知酵素群を追求 し， 更にPro －tease

，　amylase，　cellulase，　pectinase 等の酵素が真菌に

対 して溶真菌作用（lytic　action）を示さ ない事 を報告し

た．塩谷（1964）はchitinase が，更に森下ら（1963 ）はhyarulonidase

lysozyme　もlytic　action　を示 さない 事を

報 告した．　こ の一連 の実 験の途 上で東京化成工業製 の膵lipase

の一標本（ロ ット 番号040938 ）に蛔虫体腔液 の場

合 と同様 のlytic　action　を見出したので，こ の事 実にも

とづい てこの作用を示す物質 が動物 の膵臓 その他の臓器

にも存在す る のではないか， 又，こ の物質 がlipase と

関係かおる のでは ない か と想定して次 の様 な実験を行 な

っ た．

溶真菌作用を有 する各種動物の臓器及び

組織 から 抽出された酵素につい て

実験に用い た動物は犬，兎，ラ ッテ， マウス，豚等で

こ れら動物を屠殺し脱血 後直 ちに脳，心臓，肺臓，牌臓

胃，腸，肝臓，筋肉等 の組織及び臓器を取 り出し，吸取

紙にて附着血液 を拭い 去り脂肪組織を出来る だけ取 り除

いてから細 かく切 り一 定量秤量してそ れに3 倍量 の冷い

生理的食塩 水を加えてwaring　blender　homogeneizer で2

，000～3，000回転，5～10 分間 （組織及び臓器の磨砕の

難 易に応じ て回転数及び時間 を調節する）氷冷し ながら

磨砕 しこ の磨砕液を冷凍遠心 分離 機を 用いて（roter　N0．3

） 温度O °C前 後，　10，000回転（rpm ），　30分間遠心し，

得た上清をマイ コバイ オティ ックアガール平 板培養8 日

日の 凡 心cilli・回z　sp．　（E ）株 の菌 苔上 に約0 ．3ml 滴下し37

°C 下で菌 苔に対 するlytic　action　を観察し た． 結果

はTable　1　に示す如 くlytic　action　は各動物 の膵臓 出液

に のみ見出され他 の臓 器及び 組織には 見ら れなかっ た．1

． 広義膵lipase のlytic　action

新鮮な豚膵臓 から出来る だけ繊維 及び脂肪組織を除 き

肉挽器で細 かくする．こ のものを数 回アセト ン冷浸出 し

ア セトン可 溶の脂肪を除去 する．

次にl 回アセト ン・エ ーテル（1 ：1 ）混液 を用い て冷

浸 出を行ない ，さらに エーテルのみを用い て同 様数回冷

浸出を繰返して脂肪 を除 去する．こ の操作 によっ て組織

磨 砕物から脂肪及び水 分を除去す る事 が出来 ，エ ーテル

臭がな くなるまで風乾する と白色 の粉 末 として粗酵 素標

本 が残る． このも のを粉砕篩 別し（膵臓lipase の粗 分画

法）之 に0 ．025　M　ア ムモニウム 溶液を100　mg ／ml　の割

合 に加えて溶解す るとこの溶解液 は菌苔に対す るlyticaction

を示す．こ のものはセロフ ァン膜に対 して非透 析

性 であ り，純水に対 して透析し た場 合にはその遠心沈 澱

分画に主 とし て移 行するが活性 を急速 に減ずる．又こ の

ものは熱に対 して不安定で60 °C，5 分で容易にそ の活性

Table　1　Fungilytic　activity　of　animal　organs

＊About　0 ．3　ml　of　each　eχtracted　solution　were　dropped　on　the　colony　八f。八：illium　sp．　E ，cultured

at　28°C　on　the　mycobiotic　agar　medium

＊ 十Shows　positive　fungilytic　activity

（　37　）

Dog　　　　 ｜　 卅　　　　 一　　　　 一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　 一　　　　　 一　　　　　 一

に　　 口　　　　 匸　　　　
］　　　 ］　　　 ］　　　 ］　　　　 三　　　　　 匸　　　　　 三Hog　　

l　　

卅　　　　 一　　　　 一　　　　－　　　　 一　　　　一　　　　 一　　　　　 一　　　　　 －

Animals　l　Pancreas　Liver　Spleen　Brain　Lung　Heart　Stomach　Intestine　Muscle

・〃　　　　　　　　　　　 ’`－？　r¶　　　　－w　　　　　　　　　　　　　　　　　　－－　　　　　　－ ＝　　　　　－－＝－
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Table　2　Relation　between　pH　and　fungilytic

action　of　pancreas　eχtract

pH
1／2 1

Incubation　time

11／2　2　　3

（hr ．4

5 6

十shows　positive　fungilytic　action

を失 う．

膵臓抽出液 のlytic　action　の好適pH 域はTable　2　に

示 す如 く6 ．7～9．1で，　Sorensen のphosphate　buffer　を

用いてpH　5 ．0～9．卜までの系をつ くりこ のものに1 ：1

の割 合に抽出液 を加 え各PH を測定しそ の時 のpH 値 をlytic

action　のPH 値 として滴下試験 を行 なっ た．

2． 膵液 の溶真菌 作用

犬に 静脈麻酔剤を腹腔に入 れて麻酔 凵頒 夏し て十二指

腸部 で胆管と合流しない肛門側 の膵管 を遊 離し 生理的食

塩 水に 浸した細いガラ ス管 を膵管開口部に挿 入して膵液

を採 取した．これを 凡 房dZ洫 。z　sp．　（E） 株の菌 苔上に

謫下し そのlytic　action　を観察し た結果滴下 後1 時 間でlysis

が始ま り28 時間で終了し た．　このように膵液に もlytic

action　を示 す物質が存在 する．

3． 豚膵臓 の細胞分画 法

lytic　action　を示 す 物質が膵臓に存 在する ことを知っ

た著 者はそこで比較的人手し 易い 豚の膵臓を用いてvanLancker

　＆　Holtzer　（1959 ）の行なっ た法に 従っ て細胞分

画 （cytoplasmic　fractionation） を行 ないlytic　action　を

示 す物質の細胞中の局 在性に つい て調べた．屠場で豚 の

解 体直後の膵臓を貰い受け直 ちに冷 凍して教室に持 ち帰

り凍結状態 のまま臓器に附着 してい る脂肪，被膜，繊維

を取り除い た．　こ れを細かく 切 り秤量して それに0 ．25M

の冷 蔗糖液を 加えてTeflon 乳棒っ きのPotter －Elvej－hem

homogeneizer　でO °C下3 分間磨砕した．磨砕液全

量は組織1g に対 して蔗糖液5m1 の割合とした，　之 を

冷凍遠心分離機に て4 °C 下600 　X　gの速度で10 分間遠

心し， 次いでSpinco　model　L　超遠 心分離機（roter　N0．40

）でTable　3　に示 すような速度 と時間で遠心し た．各沈

渣は冷蔗糖液 で2 度洗 滌しその洗滌液をよ り強 く遠 心す

る前にそ の上 清に 加えた．各沈渣は冷蔗糖液に て組織1g

に対し て 溶液が2 ．5　mlの割合になるよ う 懸 濁し か．

Table　3　Fractionation　procedure

（by　Lancker　and　Holtzer ）In

025　M　sucrose

Cytoplasmic
fraction

（a ）irge

and　sma

mitochondria

（b ）

（c ）

（d ）

（e ）

Microsomes
（f）

（g ）
一 一－一一一一－一 一Postmicrosomes

（h ）
－ ¶ r ● － 〃

Centrifugal　force
（gXlO ＊3）

1 ．68

1．6811
．411
．426
．3105

．4105
．4

－

105 ．4

centrifugation

（Min ．）

5

10
8

16
10

15
30

60

以 上 の操 作 は4 °C～6 °C の 低 温 室 で 行 な っ た ． 得 た 分 画

（fraction ） はvan　Lancker　 ＆　Holtzer の云 うzymogengranules

　（a ），　large　and　small　mitochondria　（b ），（c），

（d ），　（e），　microsome 　（f）　（g），　postmicrosome 　（h ） 及 び

上 清 で あ る ． こ の 各fraction をPenicillium　sp ．　（E ）株

の平 板 培 養 の 菌 苔 上 に 滴 し37 °C 下 で 観 察 しTable　4　 に

Table　4　Cell　fractionation　of　hog　pancreas

and　fungilytic　action

Cell　fractions

一 一 一

Nuclei

－

Cytoplasmic

fraction

（a）

（b ）

（c）

（d ）

（e）

（f）

（g）

（h ）

W 〃 － ＝ 9

Incubation　time 　（hr ．）

＋ ＋ 冊 卅 卅　 卅 卅

十shows　positive　fungilytic　action

示す如きlytic　action　の成績を得 た．こ の表でわかる よ

引 こlytic　action　はnuclei に 最も強く，ついで（f），上

清，（e）のfraction の順 である．これら のfraction は凍

結融解を2 ～3 回繰返 すと急速 にその活性を減ず る性 質

かおり，又臓器そ のものに於い ても同様に凍 結融 解を繰

（38 ）

0 。25　M　Sucrose　l　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －
＿

Supernatant　　l　十　十　升　 丑　升　十卜　卅
一　　 一

口 口 轟 才

口 匸 川 州

一　一　－　－　一一

1 ／4　1 ／3　1 ／2　1　1　1 ／2　2　3

－

Large　and　small

Zymogen　granules

3 ＿　　 ＿　　 一　　 一　　 ―　　 土　　 ＋　　 ＋’で　　　　

ー　　 一　　 土　　 士　　 士　　 ＋　　 ＋　　 ＋

810　　　　 －　　 一　 士　　 土　　 ＋　　 ＋　　 ＋　　 ＋
デ2　　　　

－　　 一　　 士　　 士　　 ＋　　 ＋　　 ＋　　 ＋

ゲO　　　　 －　　 一　　 士　　 ±　　 十　　 十　　 十　　 ＋

617　　　　 一　　 一　　 －　　 一 土　　 ＋　　 ＋　　 ＋

ヽ
・，　　　　

＿　　 ＿　　 －　　 －　　 一　　 十　　 十　　 十U　

－　 －　 －　 －　 －
至　

十　 十

＿＿

－． 一r　l　r　　Duration　of

－ 　 一 一

－

－ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 一 一 一 一 一

一 一 一 － 一 一 一 一 － － － 一 一 －

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 　 　 　 　 　 　 － 　 　 　 　 　 一 一 －

一一 一 一

｜

－1

一！



返す とそ れから得たfraction はlytic　action　を示さ なく

なる．こ の事からlytic　action　を示す物質は非常に不安

定 なものであることがわかる．又著者 はこれらの実験の

経 過中に次のような現象に気附い た，そ れは新鮮な膵臓

で はlytic　actionを示す物質 がmicrosome 　（f）　fraction

に多 く上清 のそ れには少ない．臓 器をたとえ －20°C に

冷凍保 存しても貯蔵が長 くなる程lytic　action　を示す物

質が 上清に 増加しmicrosome 　（f）　fractionに 減少する

と云 うこ とであ る．こ の事からlytic　action　を示す物質

はmicrosome 　（f）　fractionから 何らかの 原因で 遊離し

て来 る ものと 考えmicrosome 　（f）　fraction作製 の後，0

．25　M蔗糖液で懸 濁し25°C下2 時間放置しそ れを再び105

，000　Xgの速度で15 分間超遠 心し てその上清 と沈渣

で菌苔に対す るlytic　action　を見 るとそ の上 清にも強いlytic

action　が見られ た． こ の事 はPalade 顆粒がlyticaction

と関係が ある ので は ない かと 云う事を 疑 わし め

る．

microsome 　（f）　fractionにRNase 及びtripsin

を作用させ た場合に おけるlytic　action　え の影響

pH　7．0のphosphate　buffer　（Sorensen ）に10　mg／ml

の割にR ．　Nase　（牛 膵臓 より抽出片山化学製）を溶解しmicrosome

　（f）　fractionに 等 量に 加えた もの と， 単にphosphate

buffer を等量 に加えた ものとを25 °C 下に放

置 し時間 をおっ て滴 下試 験を行 ない37 °C 下 で菌 苔に対

するlytic　action　を観察した．結果 はTable　5　に示すよTable

5　Influence　of　RNase　to　lytic　action　of

hog　pancreas　（f）　fraction

Addition　・o
（f）　Fraction

phosphate
buffer

11 ／2

20　sec＊　5　sec　　5　sec　10　sec　20　sec20　sec　30　sec　30　sec　2　min

5　min

＊　shows　start　in　lysis

うに単にpH　7 ．0のphosphate　buffer　を 等 量に 加えたmicrosome

　（f）　fractionの溶液は放置時 間の経過 と共 にlysis

開始時間 が遅延 するが，　R．　Nase を加えた 方は放置

時 間15 ～30 分の所 でlysis 開始時 間が 早くなり その後

徐 々に開始時問の延長 を見た．尚対 称 として のR　Nase

溶液はlytic　action　を示 さなかっ た．こ の事は上 清にRNase

を作用 させてもその対称 との差 異が 見出されなか

っ た事 からR ．　Nase はlytic　action　に対 して 賦活剤 と
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して作用す るのではなく てlytic　action　を示す物質をよ

り多 く分離 させて来る もので はないか と考えら れる．

つぎにpH　8 ．0のphosphate　buffer に100　mg／ml　の

割に 市販 のtripsin　（Merk 社製） を溶 解しmicrosome

（f）　fractionに等量に加 えたものと， 対 称 としてbuffer

のみ を等 量に加えた ものとを25 °C 下に放 置し時間を追

っ てそれらの菌苔に対 するlytic　action　を比較し た．結

果 はToble　6　に示す様にtripsin 溶 液を加え た方は混 和Table

6　Influence　of　tripsin　to　fungilytic

action　of　hog　pancreas崕f）　fraction

（f）　fraction
0

Incubation　time　（hr ．）1

／4　　1 ／2

‥一一tripsin

＋　phosphate

buffer

phosphate

buffer

卞　　　　 一
1　min．

＋　　　　＋15

sec．　15　sec．

±

2　mm ．　15

1
一

一

十一

min ．

＊　shows　start　in　lysis

十shows　positive　fungilytic　activity

直 後にはlytic　action　を見るが 放置時 間15 分 以上に は

全 く見られず， 対称 は放 置時間15 分 ，30 分で もlyticaction

を示した． こ の事 から 豚 膵臓のmicrosome 　（f）fraction

のlytic　action　を示 す物質は 酵素様 のものでは

ない かと推定される．

豚 膵臓のmicrosome 　（f）　fraction のlytic　action

とlipase 活性及びprotease 活性の関係

豚膵臓 のmicrosome 　（f）　fractionのlipase 活性 及びprotease

の活性 とlytic　action　との関係につい て実験し

た．　lipase活性 は3 　％　Fatgen（大日本製薬 製）をsubs －trate

として之にmicrosome 　（f）　fractionを 作用せし め

脂肪 分解に より生ず るfree　fetty　acid（F．F．A）をN ／100alcohol

－KOH で 滴定し 鹸化数 より力 価を 求 めた． 先づmicrosome

　（f）　fractionを2　ml，　Mcllvain　buffer　（pH7

．0）　2　ml，　蒸溜水5 ．0　ml及び 賦活剤 とし てM ／8　CaCl22　ml

，　3　％　Fatgen　l　ml　を加 えて恒温振盪槽37 °C に

入れ時間を追って1 　％　phenol　phthalenを指示薬 とし てF

．F．Aを滴定し た．又protease 活性はsubstrate　casein

（Merck 社製）を使用し，除 蛋白試薬 とし て10 ％　trichl－oroacetic

acid　（T ．C．Λ） を用いて，　lipase活性 測定 と同

様に恒 温振 盪槽37 °C に放 置し時間 を追っ て280　mμ のoptical

densityで 測定した．先づmicrosome 　（f）　fraction

（pH　7．0）を37 °C 下に放置してそ の時 間的経過 とlyticaction

．の関係を求 める とTable　7 に示すご とく，菌苔

囗9 ）

μy　J：` I‾゙ c“｀JI≒　　　0　　　　1 ／4　　　1 ／2　　　　1

－　　　　　　　　　　　　　　　 一一
緊EEkejlate　1　20　sec

＊　5　sec　5　sec　10　sec　ll　　i　　　　　

：　八八　　　　∩八　　　n 八　‥　　∩ －＿‰

ArlrH 十む、n　tr、1　　　　　　Ttlr11hgtinn　time　 出rj

言 ∧ 万

一 一一　　　　　　　　 －

一 一 一

－

－

一一‥ 一一
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Table　7　Relation　between　fungilytic

action　of　hog　pancreas　（f）　fractionand　its　incubated　time　at

37°C

Incubated　time　（hr）

0

1／21

い ／222

1／234

Observation　time　（min，）1

2　　　3　　　4

（7　min ．）　（15min ．）

十shows　positive　lytic　action

に対するlytic　action　は殆 んどそ の活性 を減ずる事な く4

時間放置 後でも直 後と比較してlysis 開始 時間が僅 か

に 約6 分の遅延を見 たのみ であっ た。この実験 と併行し

て同一時間に同一材料 でlipase 活性 及びprotease の活

性 を求 めて 見る とlipase 活性は殆 んど 変化 がな く僅 か

に 低下する のみで菌苔に対 するlytic　action　と全く平行

す るが，　protease活性は時間 経過と共 に急速にそ の活性

が増大し菌苔に対す るlytic　action　と全く逆の関係 とな

っ た．　Table　8，　Table　9　。　そこ でこの事を更に確 める為

に 作 友ぶ／沁 。sp．　（E ）株の菌 苔のemulsion をsubstrate

としてnuclei 　（各fraction のtotal に 相当 する），a 及

Table　8　Lipolytic　activity　of　hog　pancreas

（f）　fraction　by　alkali　titration　method

（incubated　at　37°C）

activity
2 90 3

一 一 一

90 3 ．60　3 ．60　3 ．60　3 ．70

Incubation　mi χture

Substrate　 ・　・　‥3 ？oFatgen

（Dainihon　seiyaku　Co ．Ltd ）‥ ‥1m1Emzyme

　■　■　■　■　hog　pancreas 　（
£）　fraction　

■　・　・　・　2　mlBuffer

… ・Sorensen　phosphate　buffer

（pH　8 ．0）… ・2m1Distilled　water　

‥ ‥5m1

びb 　（lytic　action　を殆んど或は全く示 さないfraction ），microsome

　（f） のfraction を37 °C 下にて1 時間作用

させ そのlipase 活性を 求 めると，　lytic　actionの 最も

強いnuclei と 次にmicrosome 　（f） のfraction に 高いlipase

活性 が見られ，　lytic　actionを殆 んど 示さない，

（a，　b）　fraction は変化を示さな かっ た．　Table　10　これ

Table　10　Lipolytic　activity　of　hog　pancreas

fractions　to　八micillium　sp．　（E ）　emulsion

Nuclei

Cytoplasmic
fraction　（a 　b）

（f）

3．702

．502
．70

5．002

．503
．50

一一 一　　　 －一一

は 鳬x濯沢沁yz　sp．　（E ）株 の平板培 養菌 苔のlytic　action

と全く一致 し，　lipase様の作用 がlytic　action　の主体を

なす ものではないか と考えられ る． しかしながら市販 の

膵lipase は前に述 べた東 京化成工業製 の標本（ロット番

号040938 ）以 外は．　pH　8．0及びpH　8 ．5のphosphatebuffer

に市販lipase を10　mg／ml　の割に溶解しCa ゛ を

加 えてそ の菌 苔に対す るlytic　action　を見 ても全くその

作用 を示 さなかっ た．植物性lipase やNBC 製elastase

（2　mg／ml　の割 に溶 解）も同様そ の作用 を示 さなかっ た ．

以上の事 からlipoprotein　lipase　様作用 を想定し， ま

た同じ時期に 蛔虫体腔液のlytic　action　を示す 物質を究

明してい た教 室の榊原（1964 ）が蛔虫 体腔 液中にlipopro －tein

lipase　様 の酵 素の存在する事を出し たので主 としてlipoprotein

lipase　様の作用について実験 した．

豚膵臓の各fraction のclearing　factor　（C．A）

及びGlycerol 定量と菌苔に対すlytic　action

との関係

Grossman　（1954）の法によるclearing　activity　の圜

定法を用いて各fractionの活性を測定した． 先づsub －strate

としてEdiol　10倍稀釈液（Ediol原液1m1 中ヤ

Table　g　Proteolytic　activity　of　hog　pancreas　（f）　fraction　determined　at280　m

μin　wave　length　（incubated　at　37゚C）

Incubated　time　（hr．）卜ontrol　　　0

－

0 ．450　　0．401×10

1／2　　　1
－

O。460×10　　0．465×10

Substrate 　■　■　・　・　Casein　（Merck　Co ．）

Buffer　 ・　・　■・Sorensen　buffer　（pH　7 ．2）Deproteinated

with　10 　％　trichloroacetic　acid

（40 ）

1　1／2

0．478×10

2

‥一 一0
．480×10

－

一 一

！

一 －－　　 ・　　Iactivity
l　O』

lこy ≒7 ？ 卜ontrol　0　　1 ／2　　1　　卩 ／2　2

＿＿＿＿＿
＝・　－－－＝＝邏¶－・＝－－ － ＝＝＝＝＝＝＝＝－－－＝　－＝－＝

Fraction　　　l　Control　　　Sample

一一　　　 －

土　　　十　　　 朴　　　 卅
一　　　土　　　　什　　　 卅
―　　　士　　　　十　　　　丑
－　　　土　　　　十　　　　廿
一　　　―　　　　士　　　　十卜
一　　　―　　　　土　　　　丑
一　　　―　　　　士　　　　朴

士　　　 升
‾　　 ‾　（7　min．バ15min ．）

－

＿ 　 　 　 　 ‥ ＿ ＿

－ －” 　 　 　 a 匹 ＝ ・ ＝ ＝ ・・ 　 ・

一 一 － 一 一 一 一 　 　 一 一 一

－

－ ＝ － a ¬ 7 ㎜ ■ －

l

1

1

1



シ油100　mg　含有を よ く振 り混ぜ 均一 として からpH7

．2のClark －Lubs　bufferを用いて10 倍に稀 釈）とEdiol10

倍 稀釈液に，　Amour 社製bovine －albumin　（bovineplasma　fraction　V

）をClark －Lubs　buffer　で7 ％に溶解

し たAlbumin を1 ：4 にて混和し37 °C 下で1 時間incubate

してconjugate し た ものを用い， この ものを2

ml，　fractionを1　m1，　PH　7．2のClark －Lubs　buffer2m1

を混和し25 °Cで直ちに波長660　mμで吸 光度 を測

定 し囗 司温度で30 分放 置後再び 吸光度 を測定 し この値

から初回の測定値を差引い た値 が活性値 である．

尚盲検として純水 を用いsubstrate は実験 の 都度 作製

した．こ の様に して各fraction のclearing　factorを両

者 のsubstrate につい て求めた．この結果Table　11　は

Table　11　Determination　of　clearing　activity

（by　Grossmann　method ）

Fraction

（Nuclei ）

－
Cytoplasmic

（a ）

（b ）

（c ）

（d ）

（e ）

（f ）

（g ）

（h ）

（Supernatant）
一 一 一 一

Ediol

Substrate

Ediol 十Albumin
← J 皿 〃 〃 ― ＝ － ＝ ふ ー ＝ － － － ＝ 皿

Control　Sample

一
1．240　　0．595

■ ■ － － ＝

Control　Sample

0 ．839　〔〕．730　　0 ．760　0 ．4500

．790　　0．676　　　0．760　　0．4300

．810　0 ．329　　0 ．780　0 ．3070
．820　0 ．599　　0 ．820　0 ．3991

．030　0 ．509　　0 ．970　0 ．2920

．980　0 ．387　　0 ．930　0 ．2350

．840　0 ．253　　0 ，810　0 ．2460

．859　0 ．229　　0 ．799　0 ．192
－J　　　　　　　　　 －．I．卜－．，・■－J－－0

．770　0 ．109　　0 ．755　0 ．058

－ 一 一

Ediol をsubstrate とし た場 合には菌苔に対するlytic　act－ion

と平 行し ないが，　Ediol とAlbumin をconjugate

し たものを用い た場合はnuclei ，　（e），　（f），　（h）及び上清

の各fraction に高い 活性 を 見出しlytic　action　と ほぼ

平行 する．

またKorn 　（1962）の報告によるlipoplotein　lipase測定

法 としてのglycerol 定量 とlytic　actionの関係を 求 め

て見たsubstrate としてclearing　factor の場 合と同じ

く10 倍稀釈Ediol 及び10 倍稀釈Ediol と7 ％　Albu－min

をconjugate したものを用いた．こ の定量 の際su －ccharose

が混じ ると発色に 影響する為cell　fractionを

行 なっ た後各沈渣を0 ．4　Mの食塩水で洗滌 しそ の洗液を

捨て，次い で洗っ た沈渣を食塩水で懸 濁し，そのfracti－on

を得た同一回転数， 同一時 間で超遠心し得た 沈渣に

同様の操作を2 度繰返し てsuccharose を除去し 使用し
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た．

この方法 を採用 したのは 純水に対 して 低温下で12 時

間透析し てsuccharose を 除去する のと 比較 して活性 か

低下せず， また試 料作製の時間 が短 縮される為である．

著者の行 なっ た定量法はHanahn （1958）法にも とずきこ

れにT ．C．A を加 えた小林・榊原（1964）の法に従っ た．

ナ なわちsubstrate　2　ml，　emzyme　l　m1，　clark　buffer　2ml

を混和37 °C で1 時問incubate しその2m 凵 こ10 ％T

．C．A　5m1 加え10 分間 以上放 置後濾過， そ の濾液3m

凵 こ10　N　H2S04　0．　1m1加えて 攪 拌， それに0 ．05M

過沃素酸 ソーダ0 ．5　ml加 え振 盪5 分間放置， 次に10 ％

亜 硫酸 水素 ナト リウム0 ．5　ml添加10 分間以上放置，1

％　chromotropic　acid　と濃硫酸の混 和液 を5m1 追加3｛｝

分 間沸騰 水にて加熱，次にこれを冷却4 ．6　％のThiourea0

．5　ml　加えて濾過し， 之 を570　mμ でBeckmann　Spe －ctrophotometer

を用いてoptical　density　を測定 する．尚glycerol

定量につい ては 検量曲線は原点 を通 る直線的関，

係を示し たがHanahan ，　Korn ら の法 による場合よ りも

低吸光度 を示 し，尚検討の結果は 次の機会 に報告する．こ

の結果はTable　12 に示 す様にEdiol をsubstrate とし

Table　12　Glycerol　determination　of　hog

pancreas　fractions

Substrate

Ediol　　　　Ediol 十Albumin

Fractions

Nuclei

Supernatant

（a ）

（b ）

（c ）

（d ）

（e ）

（f ）

（g ）

（h ）

Control　Sample　Control　Sample

0．071　　0．089　　　0．072　　0ユ06

0 ．0380

．0430

．0430

．0420

．0580

．0720

．0470

．048

一 一一 一0

．083

0
．0750
．0740
．0640
．1070
．0750
．0730
．0740
．0710

．058

0
．0480
．0400
．0430
．0450
．0700
．0760
．0450
．0460

．068

0．0640
．0660
．0680
，0800
．1130
．1240
．0790
．0810

．107

－

た場 合にはclearing　factorの場合と同様にlytic　action

とは平行 関係が 見出 せず，　Ediol とAlbumin をconju －gate

したもの を用い た場 合にはnuclei 　（e），　（f）及び上

清 の各fraction に 高い 活性 を見出し， これは 全 く菌苔

に 対するlytic　action　と平行 した・

（1） 膵臓microsome 　（f）　fractionのlipolytic　activity

とpH との関係

さきに述べ た菌苔 に対するlytic　action　とpH との隴

（　41　）

一 一 一 一

Cytoplasmic　fraction

－　　　　 －
vtoplasmic　fraction

＿ 　 　 ＿ ＿ ・ ＿

一 一 一 一 一

－ － 一 一

・・ ㎜ ｜？＝

一 一 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 － 　 一 一

－ ・ I I 卜 － － J － － －

一 一 　 　 　 一

一 一 一 一 一 一 一 一 　 　 　 　 　 　 －

¬ 一 一 一一 J 　 　 　 　 　 －
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係 をglycerol の定量で求 めて見たmicrosome 　（f）　fra－ction

をpH そ れぞれ6 ．1，　6．8，　7．4，　7．8，　8．7のClark －Lubss

phosphate　bufferに等量に加え，　substrateとし て

前回 と同 様にEcliol 及びEdiol とAlbumin をconjag －ate

し たもの を用い た． この結果はFig ．　1に示す様に

さ

●－S

｀17
－
さ

●－tO

’一一一一　EjioliAIIonliyl

PH
Fig．　1　Relation　between　pH　and　lipolytic

activity　of　pancreas　（f）　fraction

Ediol とAlbumin をconjugate したsubstrate を 川い

た場合，　pH　7 ．0以下 の酸性 側に低い値が，　pH　7．2以

上アルカ リ 惻に高い値 を示 し前に 述 べた菌 苔に 対す るlytic

action　のpH とほぼ平行 した．

（2）阻害剤に対す るlipo ］ytic　action　及びlytic　action

の態度

以 上の事から膵臓microsome 　（f）　fractionの示す作用

がlipoprotein　lipase様であるのでlipoprotein　lipaseのI

．阻 害剤についてのlipolytic　action及びlytic　action の

関係について調べて見 た．阻 害剤として先づNaCl を用

いmicrosome 　（f）　fraction のlipolytic　activityに対 す

る影響 をglycerol 定 量及びDole 　（1955）のF ．F．A 測 定

法 を用 いて測定した．同時 に 鳬 池丿Ilium　sp．　（E）株 の

平板培 養菌 苔に 対するlytic　action　を調べ た（Fig．　2，Fig

．　3　，　Table　13）．　NaCl の濃度はそれぞれ0 ．2淵 ）．t

々

E
－U

－1

答

1．0　1 ．1NaCI

Fig ．　2　Relation　between　lipolytic　activity　of　hogpancrease　and　NaCl　

（glycerol －determination ）

（42 ）

衂

鴎

／″丶心
シ

廴ZJ

。

ag　1 ．0　1．2　14NJI

－EJ101

一一 一一F （1101　 ＞AIUmi

HO §．

Fig．　3　Relation　between　lipolytic　activity　andNaCl　by　Dole

’s　method　（F ．　F．　A．　deteymination）

Table　13　Relation　betwee　fungilytic

action　and　NaCl

NaCl 　（Mol 。）

0 ．40

．60

．81

．01

．52

．0Control

1

Incubation　time　（hr．）2

3　　4　5　6 10 12

－　 一　土　十　丑　 朴　卅　卅
一　―　土　十　丑　 升　卅　卅
一　―　士　十　廿　 冊　卅　卅
一　－　 土　十　朴　 丑　卅　卅
－　 一　一　十　朴　 朴　卅　卅

一　一　一　十　丑　 十卜　卅　卅
一　土　十　十卜　卅　 卅　卅　卅

0．6，　0．8，　1．0，　1．2，　1．5，　2．0であ る． その結果はNaCl

の各濃度におけるglycerol 定量，　F．F．A 測定 ともsub －strate

に関係 なく阻害 剤の影響を受けず， 菌苔 に対 するlytic

action　に も変化 がなかっ た． 次にNaF ではgly ・cerol

定量はEdiol 及びEdiol 十Albumin の両 者共 抑制

され（Fig－　4　），菌苔に対す るlytic　action［Tab ］e　14）の開

冫

；

£

－
．§t

○

NaF

Fig ．　4　Relation　between　lipolytic　activity　ofhog　pancreas　and　NaF

　（glycerol・determination ）
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1

百

ZX

J

Fig．　5　Relation　between　lipolytic　activity　andNaF　by　Dole

’s　method　（F．F．A　determination）

Table　14　Relation　between　fungilytic

action　and　NaF

NaF 　（Mol ．）

0．00
．40
．60
．81
．0Control

1

Incubation　time　（hr．）2

3　4　5　6 10 12

一　 ―　土　士　十　朴　卅　卅
一　一　 ―　士　十　升　卅　卅
－　－　 一　一　十　十　卅　卅
－　－　 一　一　十　十　丑　 卅
＿　一　一　一　一　十　升　 升

―　士　十　朴　 卅　卅　卅　卅

始時間 の著明 な延長 と平行 した．　F．F．A測定（Fig．　5），で

はNaF の抑制作用がそれ程著明で はない ．又一 定濃度

のheparin 　（1　mg／ml），　NH ＊　（0．025　M）ではlytic　action

は高ま り，　glycerol 定量，　F ．F．A 測 定も高い 値 を示しlipolytic

activity　は 賦 活された． こ の事 はlipoproteinlipase

様作用及びlipase 様作用 の両者を もっ 事を もっ

事 を示 している．

（3） 蛔虫臓器のlytic　action

蛔虫 の 各臓器に ついて そ のlytic　action　を 見 ると，homogenate

す るとどの 臓器にもlytic　action　は 見 られ

ない が， 各臓 器を生理 的食 塩水にて充分洗滌 しそ のまま

鳬 血丿侑回z　sp．　（E） 株の菌 苔上に置く と腸管 の前 部2 ／3

迄 の所 にこのlytic　action　が見られ，花房状器管， 体壁

そ の他に は全 く見られなかっ た．食道部に はこの作用は

ない．

（4） 蛔虫体腔液の溶真菌分画にR ．　Nase を 作 用させ

た際のlytic　action　の態度

蛔虫体腔液にlytic　action　のある 事 を確認 しpH　7 ．0

のSorensen　buffer　に10　mg／ml　の割合にR ．　Naseを溶

解 し之 を蛔虫体腔液沈渣（蛔虫体腔液 をVisking　tube で
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純水に対して低温下で透析し12 時間後3 ，000　rpm　で10

分間遠心したもの）の0 ．4　M食塩水溶液に等量に加えて

膵臓のmicrosome 　（f）　fractionと同様の実験をしTable15

に示す如き成績を得た。この様に蛔虫腔液沈渣の食塩

Table　15　Influence　of　RNase　to　fungilytic　action

of　fungilytic　fraction　of　Ascaris　body　fluid

Incubation　time　（hr ．）Addition

to　Asa 。㈲body 丑uid　1／2　　1　　2　24　48

Nase
十phosphate　buffer　10　mg ／ml

phosphate　buffer
一 一 一 一 一

一　十　升

一　土　士

＊ 十shows　positive　fungilytic　activity

水 溶液のlytic　action　も膵臓 の（f）　fractionの場合 と同

様にR ．　Nase　に影響 される事 がわかっ た．

総　 括

著者は膵臓 （f）　fractionの真菌苔 に 対 しlytic　action

を示す物 質の本 体を追求して次 の事 を知っ た．即 ち蛔虫

体腔液 と同 様のlytic　action　を示す物質 が各動物 の膵臓

中に存 在し，膵lipase の粗 分画法 に従っ て アセト ン処

理し た場 合に はその沈渣に移行 し， セロフ ァン膜に対し

て非透析性で 純水に対して透析 した場 合にはそ の沈澱分

画に移行 するが活性を急速に減 ずる．乂 この ものは熱に

対 して不安定で60 °C　5分で容 易にそ の活性 を失 なう．

大 の膵液中にもlytic　action　を示す物 質が存在す る．膵

臓抽 出液のlytic　action　の好適pH 域 は6 ．7～9 ．1であ

る． 膵臓の細胞分画 を行 なう とlytic　action　を示 才物質

はmicrosome 　（f）　fractionに最 も多 い．これ は上 情に移

行 し易く，　R．　Nase に よってそ の作用が増強 されるが，

い わゆる賦活剤 とし て働 くのではなくて作 用物質 を増 加

させるよ うな働 きをしてい るらしい がそ の機序は明 瞭で

ない．ま た蛔 虫体腔液沈渣にもR ．　Nase は 同様に 作用

する．　protease を作 用させる と急速に活性 を失い膵 臓器

或 はmicrosome 　（f）　fractionに凍結融解 と云 う物理的 作

用 を 加え ると そのlytic　action　は見ら れ なくな る． 又lytic

action は膵臓 の 各fraction のlipase 活性 と 平行

し，　protease 活性 とは 平行し ない ．　然し市販 膵lipase

は その作用 を 示さない 。Hanahn 法のglycerol 定 量，grossman

のclearing　factor　測定の際substrate に10 倍

稀釈Ediol と7 　％　Albumin をconjugate した ものを用

い る と 八元cillium　sp．　（E）株 の平板培養菌 苔に対 するlytic

action　と平行する．実験 結果からlipoprotein　lipa－

（43 ）

RNase

叨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ～一一一一EJio卜り｜に 、7、；1

一一一一lヨむ 司
D6

a5

万 二
一 －

～

101

ミ
ー－へ

心”〃＝＝－iミーミ＝‾ミ〃ミー〃＝
－－＝w－－－

叺｜

0　　01　a3 ＿　　　　a4　　　　a6　　　　0 ．R　　　　1．0　　。

＿ ＿ ＿ 　 　 　 ＿ ．＿ ＿ ＿

－ 　 　 　 － 　 －

－ ‥

一 一



44

se 様 作用 が 想定 さ れ る が ，阻 害 剤 につ い て 実 験 し て 見 る

と 特 にNaF ，　NaCl で は こ れ を否 定 す る 結 果 を 示 し た ．

結　 語

著 者 は 膵lipase の1 標 本 がPenicillium　sp ．　（E ） 株

の 平 板 培 養 菌 苔 に 対 す るlytic　action　を示 し た こ とに 基

い て 動 物 の膵 臓 に も蛔 虫 体 腔液 と 同 様 のlytic　action　を

示 す 物 質 が存 在 す る事 を想 定 し ， ま た そ の 物 質 がlipase

様 の も の で は な い か と 考 え こ の も の が 蛔虫 体 腔液 の溶 真

菌 酵 素 と同 じ も の か 或 は 作 用 は 似 て も異 な っ た も の で あ

る か を形 態 学 的 現 象 と併 せ て こ の 物 質 の 化 学 的 性 質 を し

ら べ た ．

先 づ 犬 ， 兎 ， ラ ッ テ ， マ ウ ス ， 豚 等 の 膵 臓 を用 い て生

理 的 食 塩 水 で抽 出 し菌 苔 に 対 す るlitic　action を 見 た ．

ま た膵 液 中 にこ の物 質 の 存 在 す る 事 を 知 っ たvan　Lan －cker

及 びHoltzer の法 で 豚 膵 臓 のcel 日raction を 行 な

い 各fraction のPenicillium 　sp．　（E ）株 の菌 苔 に 対 す るlytic

action　を見 る とmicrosome 　（f）　fraction 及 び 上 清

に 強 く 見ら れ る ． こ のlytic　action　を示 す 物 質 は 凍 結融

解 と云 う 物 理 的 の 操 作 で 容 易に そ の 作用 を失 う ． 組 織 の

新 鮮 な もの 程microsome 　（f）のfraction にlytic　action

が強 く ， 古 く な る と上 清 に 強 く な る ． こ の （f）　fraction

にR ．　Nase　を作 用 させ る と 一 時 的 にlytic　action　が強

く起 り ，　tripsin を 作 用 さ せ る とlytic　action を 示 さな

く な る ． 蛔 虫 体腔 液 に対 し て も 同 様 であ る ．又 各fracti －on

のlipase 活 性 を3 　％ 　Fatgen をsubstrate　 と し てN

／100　alcohol－KOH　 を 用 い たalkali 滴 定 法 で ， 又pr －otease

活 性 はcasein をsubstrate とし て280　m μ 吸 光

度 法 で 測 定 し 菌 苔 に対 す るlytic　action　と の 関 係 を 見 る

とlipase 作 用 はlytic　action　 と平 行 しprotease 作用 は

そ れ に 平 行 し な い ． 市 販lipase に は こ の 作用 の ない 事

か らlipoprotein　lipase 様 作用 を 想 定 し ，Kom の報 告

に よ るglycerol 定 量 とgrossman の法 に よ るclearingfactor

を 用 い て 各fraction の 活 性 を 測 定 し た． 結 果

Ediol とAlbumin をconjugate し たsubstrate を用 い

た 場 合 にlytic　action　とlipolytic　activity は 皓 々平 行 し

た ． 次 に阻 害 剤NaCl ，　NaF を 添 加 し てglycerol の定

量 ，　Dole のF ．F．A 測 定 法 と菌 苔 に 対 すlytic　action　と

を平 行 し て行 な い こ の 結果 か らlytic　action　はlipase 様

作 用 に よ る もの と わ かっ た ．

以 上 の実 験 か ら 蛔 虫 体 腔 液 に 見 られ る の と 同 様 なR －nicilliit

）・x　sp．　（E ）株 の 平 板 培 養 菌 苔 に 対 す るlytic　acti－on

を示 す物 質 が膵 臓 抽 出 液 に 存 在 す る． 然 し そ の 性 質

（　44　）

は蛔虫体腔液はlipoprotein　lipase様の作用を 示卞のに

対し膵臓抽出液 はlipase 様作用 を示す， こ の事 からこ

のlytic　action　を示す 酵素は従来 のlipase とは 異なっ

たtype のlipase と考えられる．
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STUDIES　ON　FUNGILYTIC　ENZYME　IN　PANCREAS　EXTRACT

AND　PANCREATIC　JUICE　WITH　SPECIAL　REFERENCE

TO　A　COMPARISON　WITH　THAT　OF

ASCARIS　BODY　FLUID

Inayoshi　YAMADA

（Depa だ・7・εが ザ ハznm・tology，　GりQx乃y 斤ctural 八弃壽cぶ ぷ：hool，　Gifu）

On　the　basis　of　findings　that　a　specimen　of　pancreas　lipase　revealed　the　lytic　action　against

？r，臨ゾノ／加。i　sp．　E　strain　which 　was　cultivated　on　agar　plate，　the　present　author　e χamined　thepresence　of　such　a　lipase

－like　activity　in　the　pancreas　of　animals．　In　addition，　eχperiments　toascertain　whether　a　fungilytic　enzyme　of

／1夕心ris 　body　fluid　and　a　lipase－like　enzyme　of　thepancreas

　belong　to　one　or　not　were　carried　out。

The　lytic　action　of　physiological　saline　eχtracts　of　the　pancreas　of　mammals 　such　as　dog，rabbit

，　rat，　mouse　and　pig　against　fungus　body　was 　examined　and　it　was　proved　that　thepancreatic　juice　contains　a　substance　with　lytic　action　against　fungus　body

．　Among　the　cellularfractions

　of　the　pancreas　which　was　obtained　by　Van　Lancker　and　Holtzer ’s　method ，　the　lysisagainst

　Fなnicilliiu・x　sp．　E　strain　was　recognized　to　be　strong　in　the　fraction　of　the　microsomeand　the　supernatants

．　This　substance　with　lytic　action　was　inactivated　by　such　physical　procedureas　freeze

－melting．　In　the　freshly　prepared　tissue　the　lysis　was　found　mainly　in　the　fraction　ofthe　microsome

，　but　the　action　shifted　into　the　supernatants　as　time　goes　by．　A　passing　increaseof　the　lytic　action

　was　observed　when　R ．　N ．　ase　was　put　into　the　fraction ，　while　the　actiondisappeared　when　trypsin　was　put

．　This　phenomenon　was　found　not　only　in　the　fraction　of　thepancreas　but　in　As

　cur　is　body　fluid．　The　lipase　activity　of　each　fraction　was　eχamined　againstfatgen　by　alkali　titration　with　N

／100　KOH ．　0n　the　other　hand ，　the　protease　activity　of　eachfraction　was　measured　against　casein　by　light　absorption　at　280　m

μ．　The　results　obtainedshowed　that　the　lytic　action　kept　pace　with　lipase

．　Because　no　lysis　could　be　found　in　com －mercially

available　lipase 　specimens ，　it　was　surmised　that　the　lytic　action　would　be　due　to　alipoprotein　lipase

－like　enzyme．　The　activity　was ，　therefore，　eχamined　according　to　Korn ’s　andGrossman

’s　methods　and　the　lysis　was　found　in　pace　of　lipase　when　Ediol　conjugated　withalbumin　was　applied

　as　a　substrate．　It　was　also　proved　by　eχperiments　with　inhibitors　such　asNaCl　and　NaF　that　the　lysis　against　fungus　body　IS　due　to　a　kind　of

lipase 。

The　e χperiments　described　above　show　that　 （1 ）　the　pancreas　eχtract　as　well　as　Jscどアバタbody

fluid　possesses　a　substance　with　lytic　action　against　j々がcillium　sp ．　E　strain　and　that　（2 　）the

pancreas　extract　shows　a　lipase －like　action，　though　Ascaris 　body　fluid　revealed　a　lipoproteinlipase

－like　action．　It　therefore　appears　that　the　substance　wilh　a　fungilytic　action　is　a　kind　oflipase　but　not　identical　to　lipase　which　has　already　known

．

（46 ）




