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蛔虫体腔液の酵素についてはvon　Brand　et　al．　（1952）

や 本邦では 小泉ら（1954）の 報告が みられる． 森下ら

（1963） は蛔虫体腔液中に 溶白癬菌作用の ある物質を発

見し， 更に 同年それがj 枦a竃皿a　fiimigatus に対し

てもlysis 作用 を認め，その物質が酵素である事を報告

した．　これに基き教室の古橋（1964） は真菌類（アワー

法砂hyton ，　Aspり ひjIus，　Penicilliiに ），放線菌類（ぷzか 一tomyces

，　Nocardia）及び抗酸菌（．Mycobacteり砲 面 ，各種

の菌苔に対し蛔虫体腔腋のdrop　test　を行い，何れにもlysis

作用 を認めた事を報告した． 尚この作用は 酵素的

であると考えられるのでその面より教室の平岡（1964）

は，蛔虫体腔液中の酵素をしらべた．即ち体腔液をVi －sking

tube　法で透析し， 透析内液の上清分劃中にeste －rase

activity，　amylase　activity　を見出し沈澱分劃中に存

在する溶真菌現象とは関係のない事を証明した．尚真菌

の表面構造である 細胞壁がchitin を多 量に 含んでいる

ので，これに対して坂田（1963） は電子顕微鏡的に白癬

菌細胞壁にchitin が 多量に存在し， 蛔虫体腔液の作用

によって白癬菌の細胞壁中層に電子密度の高い顆粒の出

現する事を 報告した．　この点に ついて 塩谷（1963）はchitin

分解酵素であるchitinase の面 より追求したが，

蛔虫体腔液中にはchitinase を認 めず， 体腔液の溶真菌

現象にはchitinase が，全く関係のない 事を報告した．

著者は真菌苔に蛔虫体腔液沈澱分劃を作用させlysis を

起 させると，　glycerol及び脂肪酸が生ずることを知り溶

菌現象（fungilysis）と脂肪分解現象（lipolysis）との間に 深

い関係があるのではないかと考えこれを追求した．　Stre－ptomyces

lipase，　Pancreas　lipaseはlipolytic　actionを

有するが真菌苔に対するfungilysis 作用 を認めないのでlipase

と異なるlipolytic　action　を有する酵素がfungil －ysis

作用に関係すると考え，真菌苔，遊離のtriglyceride

及びtriglyceride にalbumin をconjugate し た 基質

（substrate） に 蛔虫体腔液を 種々の条件下に 作用させそ

のlipolysis と，他方Penicillium 菌苔 に 蛔虫体腔液を
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同様種々の条件下にて滴下して生じたfungilysis の間 に

おける関聯性を検討したところ，溶真菌現象を起す物質

が酵素であることを知った．更に，　Hahn（1943）の所謂食

餌性脂濁血漿状態の犬に，　heparin を静注した他の犬の

血液を静注した場合，脂濁血漿の清澄化か起るとの報告

を始として，　Anderson　＆　Fawcett（1950 ），　Brown　et　al．

により 加 石びり に おいても，　heparin 静注 後血漿 即ちheparin

－activated　plasma　（E ．D．　Korn），　heparin－injectedplasma

　（Grossman ），　heparinized　plasma　（French ，　Gr－ossman

，　Robinson），　postheparin　plasma　（E．D．Kom ）

を食餌性脂濁血漿に作用させる 時も同様の清澄化が起

り，　heparin 静注 後血漿中に脂濁血漿清澄因子（lipemiaclearing　factor

）の存在が考えられている．更にE ．　D．Korn

　（1955 ）はニワトリの心，脂肪組織からリポ蛋白質

と結合したtriglyceride をlipolysis させる 酵素を抽出

し，　lipoprotein　lipase　（以下LPL と咯 す）と命名し 更

にこれがpostheparin　plasma 中に存在するlipemia　cle－aring

factor　と殆ど同じであると考えられている． その

様な酵素，即ちLPL ，或いはこれに 近似した酵素が蛔

虫体腔液中にも存在し，真菌苔に対するfungilysis 作用

に極めて深い関係があると考えられる成績を得たのでこ

こに報告する次第である．

実 験 方 法

1）　Glycerol 定量，　LPL のactivity を測 定する方法

として，濁度の変化を濁度測定により比較する比濁法，lipolysis

に よって解離した遊離脂肪酸を測定するアルカ

リ滴定法等があるが，著者は本実験に於いては，比濁法

が温度，含有されるsalt によ り濁度値が 屡々変動ナる

事を知り，またDole の法 （1956）に よるアルカリ滴定

も試料中に含まれる受容体の質，量によって尚問題があ

ると考えlipolysis によって生ずるglycerol の定量を主

体として行ない，これをlipolytic　activityの指 標とし更

に森下ら （1963） が溶白癬菌現象を 検べる為に白癬菌
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Table　1　Analytical　method　of　enzymatic　glycerol　liberation．

Incubation　miχture．

Substrate　：　it　was　prepared　by　incubating　a　comercial　triglycerideemulsion

　（10％　Ediol）　with　four　partly　Albumin

（Armor　Co ．　Bovine　plasma　fraction　V）1mL

Enzyme　：　fungilytic　fraction　of　A5cαris　body　fluid　1～2　ml．

Buffer　solution　：　Clark－Lubs　and　Sorensen　buffer　solution

pH　7．4～≒8 ，1 ～2　ml

incubated　for　l　hr．　at　37゚C．
↓

added　5　ml　of　10　％　trichloroacetic　acid　to
↓

2　ml　of　incubation　miχture．

stood　for　30　minutes　at　room　temperature．
↓

filtration　（by　the　Tolo　filter　paper　No．　4．）

added　0．1　ml．　of　10　N　H2Sol！　to　3　m1．　0f　filtrated　sample．

added　0．5　m1．　0f　0．05　Mol．　Sodium　periodate　and　shaked．
↓

stood　eχactly　jor　5　minutes。

added　0．5　ml．　of　10　％　Sodium　bisulfite．
↓

stood　for　10　minutes．
↓

added　5　m1．　of　1　％　chromotropic　acid　with　24　N　H2S04．
↓

placed　boiling　water
↓bath　for　30　minutes

．

cooled　in　tap　water．

added　0．5　m1．　0f　4．6　％　thiourea．
↓

read　the　optical　density　at　570　milimicrons　of　wavelength　using

Beckmanns 　Spectrophotometer．

に対して 行なった手技により 鳬がぶHum　sp ．　E　株 にdrop

test　を施行し そのfungilysis 作用 とを比較する方

法を採ったglycerol の定量はE ．　D．　Korn（1958）の方

法を加味し，　Hanahan（1958），坂上（1962）の方法に基きTable

1　の如くchromotropic　acid　に よる発色前に10

％　trichloroacetic　acid　にて 除蛋白， 濾過（東洋濾紙，No

．　4硬性を使用）を行ない，後発色せしめ，流水中に冷

却後多少のコロイド様懸濁液が生ずるので再び上記濾紙

にて濾過，発色した検液をBeckmann 型Spectrophoto －meter

及び，　Hitachi　recording　spectrophotometer　を使用

波長570　mμ にてoptical　density　を測定した．本法では

検量曲線は 原点を通る直線的関係を示したがHanahan

（1958）に よるよりも低い吸光度を示し，その検討の結果

は次の機会に報告する．

2） 基質（Substrate）バriglyceride を含有するものと

して， 稀釈牛乳， 乳び， 脂濁血漿， 人工脂肪乳剤等が

あり，著者は食餌性脂濁血漿及び人工脂肪乳剤を静注後

採血して得た脂濁血漿を使用してみたが，人工脂肪乳剤

をPlasma と混 合し，37°C，1 時間incubate し ても或

る程度のトリグリセリッド，リポ蛋白質結合体が作られ

ると考えられ， 一方，　E．　D．　Korn は37 °C，　30分間のincubate

で十分であると報告しているのを考え併せ，ト

リグリセリッド，リポ蛋白質結合体基質は 主としてin －cubate

に よって得た．尚人工脂肪乳剤としてFatgen 　（大

日本製薬K ．　K．），　Ediol　（Schenley　Labo．　Inc．）．　Lipomul

（Upjohn　Co ．）等があるが，著者は入手の 都合もあり主

としてEdiol ，　Fatgen を使用した．　Edio凵 まヤシ油500g

，　Tween －60，　20　9，グリセリンモノステアレート15g

及び庶糖125　g　を乳化して後，蒸溜水にて全量を5 ，000m1

とした10 ％ヤシ油乳剤であり，　Fatgen は，その100m1

乳剤中に，精製ゴマ油20　9，　精製大豆レシチン0 －2　gd

－レ メチオニン0 ．4　g， ブドウ糖0 ．8　gを 含有する20 ％

ゴマ油乳剤であり，使用前に，実験により蒸溜水，緩衝

液，生理的食塩水等で稀釈triglyceride 濃 度を1 ％ とし

（48 ）



た（10　％　Ediol溶 液及び5 　％　Fatgen 溶液）．　glycerol

の発色定量ではglucose が発色に影響するので，　Ediol

は庶糖の含有していない物を興和化学より分与していた

だき，　Fatgen 中のglucose　 は5 ～10°C の 温度下 にて12

時間，　Visking　tube　に より 純水中に透析した ものを

用いた．脂肪蛋白結合体基質は，　Bovine　Albumin　Pow－der

　（Fraction　V　from　Bovine　Plasma，　Armor　Pharma－ceut

．　Co．） を用い， 実験の 種類 によりClark －Lubs のpH

7 ．4～pH　7 ．8　buffer　solution，　pH　7．4～pH　7 ．8のSorensen

のphosphate　buffer　solution　にて7 　％　Albu－min

溶液 を作り前述の1 　％　triglyceride液と7 　％　Albu－min

溶 液の容積比を1 ：4 の割に混合し，37゜C，1 時間incubate

して 結合基質を 作製した． 対照的基質としてAlbumin

の入らない，そしてtriglyceride の含有率は同

じである基質，即ち1 　％　triglycerideと，実験に応じ，buffer

solution，蒸溜水又は生理的食塩水の容積比を1 ：4

の割に 混じたものを 作製した．　substrateに対 しての

基礎的実験として 既知酵素でで ある東京化成lipase を10

mg ／ml　の割に生理的食塩水に溶解， この酵等液を10

％　Ediol　＋　7　％　Albumin 　（pH　7．5のClark －Lubs　buffersolution

にて稀釈，溶解），　10　％　Ediol十bu 仔er　soluti－on

，　5　％　Fatgen　＋　7　％　Albumin　（上記と同じ　buffersolution

にて稀釈，溶解），　5　％　Fatgen 十buffer　solu－tion

の4 種 の基質夫々1m1 に，酵素液2　ml，　pH　7．5のClark

－Lubs　buffer　solution　2　ml　の割に混合した．incu－bate

前の混合液をcontrol 　（以下C と略す）とし，37 °C，1

時間incubate　 した試料sample 　（以下S と略す）のglycerol

発色定量の結果はTable　2　，　Fig八 の如くであ

呪 著者の実験ではglycerol の発色はEdio 凵 こ高く認

められた．脂肪蛋白結合体形成の割合は，この実験にお

いては 至適pH の差， 結合されないalbumin の影響等Table

2　Relation　between　lipolytic　activity

and　substrates．　（Glycerol　－determination）

Substrate　　control　（A ）　sample　（B）　activity　（B －A）

Ediol 十Albumin　　0 ．038Ediol　

0 ．032Fatgen

十Albumin　0 ．036Fatgen　
0 ．020

0．0960
．1290

．0650
．068

0．0580
．0970

．0290
．048

Enzyme ：　Pancreas 　lipase，　10　mg／ml

Incubation　mi χture　：　Substrate　：　　　　1　m1Enzyme　

：　　　　　2　m1Buffer　solution

：　2　ml

（pH　7 ．5　Clark－Lubs）incubated

at　37°C　for　l　hr．

S
こ；

ぷ；

芯4

0 ．工0

0 ．08

0 ．06

0 ．04

0 ．02

0
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E＋・　　　　　E　　　　tかA　　　　F

Fig ．　1　Relation　between　lipolytic　activity　and

substrates．　（Ediol　and　Fatgen ）．

（Glycerol －determination ）

A ：　Albumin ．　E　：　Ediol ，

F　：　Fatgen ．

Enzyme　 ：　Pancress　lipase ．

Activity　shows　difference　at　optica】density　of

control　and　sample ，　incubated　at　37°C　for　l　hr．

も 考 え ら れ ， こ の成 績 よ り形 成 比 を論 ず る 事 は 勿 論 出 来

な い が， 大 体Ediol ，　Fatgen 共 に 殆 ど同 じ 比 率 に 作 ら れ

る と 考 え ら れ る ．以 後 実 験 は 特 別 の場 合 を 除 き ，　trigly－ceride

と し て 人 工 乳 剤 は 庶 糖 の含 有 し て い な いEdiol

を 使 用 し た ． 尚 以 後10 　％　Ediol をE ，　7 　％　Albumin

溶 液 をA ， そ の 脂 肪 蛋 白 結 合 体 （37 °C 下 に1 時 間inc －ubate

し た も の ） をE 十A と略 す ．

八7 ＆ ぶ 加yz　sp．　E株 菌 苔 乳 濁 液 ，　Sabouraud 液 体 培 養

の菌 苔 を蒸 溜 水 で 充 分 洗 い ， 培 地 の 成 分 を 完 全 に除 去 し

た 菌 苔 をP205 上 で 減 圧 乾 燥 し た も の を10　mg ／ml　の割

に0 ．4　Mol　食 塩 水 を 溶 媒 と し ， グ ラ ス ホ モ ヂ ナ イ ザ ー

に か け てemulsion と し， 更 に56 °C，　30 分間 加 熱 処 理

し た 後 ，3 °C 低 温 室 で24 時 間 ，　Visking　tube　を 使 用 純

水 に透 析 し た も の を 基 質 と し て 使 用 し た ．

3） 酵 素液　 蛔 虫 体 腔 液 は 岐 阜 市 屠 場 で採 取 し た豚 蛔

虫 ｛Ascar・uZ 凹 面 靠『 ゐ5　jxxxx・jz』の雌 成 虫 を 生 理 的 食 塩

水 に て数 回良 く洗 い ， 尾 部 の表 皮 に切 創 を 作 り ビ ー カ ー

上 に 吊 し 滴下 す る 体 腔 液 を 採 集 ， こ れ を 濾 過 （東 洋 濾 紙No

．　2 を 使 用 ） 後 ，　Table　3　の 如 く3 ゜C～4 °C の 低 温 室

に24 時 間 ごVisking　Co ．製 セ ロ ハ ン ・ チ ュ ー ブ に て 純

水 中 に ミ ッ ク ス ・ ス タ ー ラ ー を 使 用 し 透 析 ， 内 液 の上 清

及 び 沈 澱 分 劃 を実 験 の 種 類 に よ り0 ．1　Mol～0 ．4　Mol　の

食 塩 水 に ， 透 析 前 と等 容 ，又 は 透 析 後 液 と等 容 に溶 解 使

用 し た． 尚LPL の鑑 別 の指 標 ， 対 照 とし て 東 京 化 成lipase

及 び 大 阪 細 菌 製 細 菌lipase を10　mg ／ml　の割 に 実

験 の 目的 に よ り，　0．1　Mo1 ～0 ．4　Mol　の食 塩 水 に 溶 解 し

酵 素 液 と し て 使 用 し た ．

（　49　）

一 一 一 一 一 －　　　　　　　　　 － －

－



50

Table　3　Analytical　method　of　A 　seaバs　body　fluid．

body

↓

fluid．

filtration，　（using　the　Toyo　filterpaper　N0 ．　2）
↓

put　into　Visking　tube　and　dialysed　with
↓

distilled　water　for　24　hrs．　at　3°C－4 °C．centrifugation

．　（at　3，0？　rpm　for　15　minutes ．）

sediment
↓

dissolved　to　orginal　volume　with　pH　7．8

Clark－Lubs　buffer　solution　containing　0．4　Mol　NaCl．
↓

centrifugation ．　（at　3 000　rpm　for　5　minutes
）

Sediment　　　　　　　　　　　　　supernatant（fungiiytic　fraction．）

4） 操作法　前述のsubstrateを氷水中に試験管を冷　　 体腔液の比較

却しながら1 容，実験の種類により酵素液を1 ～2 容，buffer

solution　（実験の種類によりpH は変えた）を1 ～2

容の割に入れ充分混合し，直後酵素反応の起っていな

い混合液をcontrol としてglycerol の 定量を 行ない，

後1 時間（実験の目的に よっては16 時間），　37°C 下に

振盪攪拌を行ないincubate した試料をsample と してglycerol

の定 量を行い， その値の差をlipolytic　activity

と考 えた．基質が 鳬疝7ぶj回z 菌苔乳濁液の場合は，静

止の状態では試験管の下層に菌苔成分が沈澱し易く均一

の状態でないので，振盪恒温装置を使用incubate した．Table

1 の如 くincubation　mixture　の2ml を採 りgly －cerol

定量を行なった．

Periicillium　sp．　E 株菌苔 古橋（1964） が各種真菌

類，放線菌類，抗酸菌の溶菌現象をしらべ，溶菌現象はmycobiotic

agar　に30 °C 下に均一に培養した 乃nicilli－urn

sp．　E株菌苔に，早い時間に，しかも著明にみられ

ると報告しているので，著者は 鳬ノ・陋・Ilium　sp．　E株の

培養後7 日～14 日の菌苔上に酵素液（蛔虫体腔液の各分

劃及び東京化成lipase ）や酵素液を処理したもの及び酵

素液に各種阻害性物質を添加してdrop　test　を行ない，37

°C の恒温下において時間を追って 観察しそのfungi －lysis

作用 と，脂肪蛋白結合体であるE 十A をsubstrate

として，これに同様の 条件にある酵素液を加え，37°C

下に一定時間incubate して，それによって 解離生産さ

れたglycerol をlipolysisの指標として両者を比較した．

実 験 成 績

a） 新しい 蛔虫体腔液と4 ゜C 下7 日間保存した 蛔虫

supernatant

新しい体腔液は，実験方法の項で述べた如く，豚蛔虫

より採集した 体腔液を直ち に東洋濾紙No ．　2 で濾過，Visking

tube　法により3 °C～4 °C 低温室で 純水を使用24

時 間透析したもので，保存体腔液は蛔虫より体腔液を

採取後4 °C 下 に7 日間保存し，同様に透析したもので，

蒼々透析内液を3 ，000　rpm，　15分間遠沈により上清，沈

澱，全液と分劃し，夫々粗酵素液とした．基質に，脂肪

蛋白結合体としてE 十A ，遊離triglyceride としてE を

用い，E 十A 及びE の夫々のsubstrate　1 容に対して，

酵素液2 容，　pH　7．8のClark －Lubs　buffer　solution　2　容

を充分に混じ37 ゜C，1 時間incubate した．結果はFig ．2

，　Fig．　3　の如く，新しい蛔虫体腔液の沈澱分劃にE 十A

の基質に対するactivity は高く，E のみの基質に対

t ≫ ，

‡ ； 4

！； t

・ 4

O 。04

0 ．03

0 ．02

0 。0 工

0

Supernatant　　Xdimen ↑ TOt ∂｜

Fig ．　2　Lipolytic　activity　of　fresh　A∫忽 行sbody　fluid

fractions ．　（Glycerol －determintion 〉Ediol

十Albumin　 －

Ediol

Activity　shows　difference　at　optical　density

of　control　and　sample，　incubated　shakingfor　l　hr

．　at　37°C．

（50 ）
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Fig －　3　Lipolytic　activity　of　stored　jだ砂六body

fluid　fractions．　（Glycerol －determination ）Ediol

十Albumin 一一一

Ediol

Activity　shows　difference　at　optical　density

of　control　and　sample，　incubated　shakingfor　l　hr

．　at　37°C

Table　4　Comparison　with　lipolytic　action　of

fresh　and　stored　j夕car　is　body　fluid　fractions

Substrate

Ediol 十Albumin

Ediol

Fraction

Fresh
－

Sup ．　Sed．　Total

士　　卅　　册

士　　＋　　＋

Stored

Sup ．　Sed．　Total

一 一 －
＋　　士　　士
一
升　　士　　士

するそれは低い．保存体腔液においては上清分劃のE に

対する場合がactivity が高い．　これらを総括するとTa －ble

4 の如く，新しい蛔虫体腔液の沈澱分劃に脂肪蛋白

結合体に対して，　glycerolの解離が大であり，トリグリ

セリッド・リポ蛋白結合体に 対してlipolytic　action　を

有する酵素が含有されていると思われる．

b）　Penicillium　sp．　E株菌苔乳濁液に 対すろ蛔虫体

腔液分劃のlipolytic　action

Table　5
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Penicillium　sp．　E株菌苔を充分に 蒸溜水で 洗い培地

成分を除去し乾燥し，これをAnderson 氏法（1937） に

より脱脂質したものと，脱脂質しないものを夫々，56°C30

分間，加熱処理（時々振盪攪拌しつつ）を行ない厂後3

゜C の低温室にて24 時間，　Visking　tube　法にて純水中

にミックス，スターラーを使用して透析し，これらを基

質として，体腔液透析内液の上清分劃と沈澱分劃を夫々

粗酵素液とし，37゚ C，1 時 間，振盪恒温装置を使用，常時

振盪せしめてincubate した．結果はTable　5 の如くで

上清分劃（supernatant） を作用せしめた場合，脱脂質菌

苔乳濁液及び非脱脂質菌苔乳濁液何れに対しても殆んどlipolysis

の結果解離されるglycerol を認 めなかったが，

沈澱分劃（sediment） を作用せしめた場合 非脱脂菌苔乳

濁液に対してはglycerol の解離を認めた．　即ち蛔虫体

腔液沈澱分劃中に脂肪蛋白結合体を分解し，　glycerolを

解離 すると同様，凡友cilliiu・x 菌苔 乳濁液に 対してもglycerol

を解離する酵素が存在すると考えられる．

c） 蛔虫体腔液沈澱分劃の加熱処理の影響

Visking　tube 法 により 透析した新しい 蛔虫体腔液の

沈澱分劃を，56 °C，　30分間時々 振盪攪拌しつつ 加熱処

理を加えた分劃溶液と，加熱処理を加えない分劃溶液を

夫々粗酵素液として，E 十A ，E 及び 凡，直以iittn　sp．E

株菌苔乳濁液を 基質とし，基質1 容 ，酵素液2 容，PH

7．8のClark －Lubs　buffer　solution　2容 を充分混合

し，振盪恒温装置を使用，37 °C，1 時 間incubate し，C

とS のglycerol の解離の差よりlipolytic　activityを

しらべ，並行して蛔虫体腔液沈澱分劃の上記2 種 の酵素

液を 長友cilliuni　sp．　E株菌苔に 対してdroptest を施

行した結果は，E 十A 及びE を 基質とした場合Table6

　，　Fig．　4の如く，E 十A に対して，末処理沈澱分劃を

Lipolytic　activity　of　js心 パタbody　fluid　fractions　to　Penici‘ZZ加。xmycerial

emulsion　（Glycerol　determination ）

Substrate　　l

（delipid ）

－

Supernatant

Control　（A ）　Sample 　（B ）　Activits　（B－A）　Control 　（A ）

0 ．019

0 ．012

0 ．00でLO 0．0180

．012

Sediment

Sample　（B）

0．0240

．014

Activity　（B －A）

0．0060

．002

Substrate　：　凡znicilliu。x　mycerial　emulsion　was　prepared　from　dry　none　delipid　and　delipid　myceria，dissolved

t0　10　mg／ml　with　0．4　MNaCl　solution，　heated　for　30　minutes　at　56°C　and

dialysed　with　Visking　tube　for　24　hrs．　at　37°C　against　distilled　water．

Enzyme ： j ざrどzris　body　fluid　fractions　were　prepared　by　dialysis　method　with　Visking　tubeagainst　distilled　water　for　24　hrs

．　at　3°C．

Incubation　：　at　37°　C　for　l　hr．　with　shaking　incubator．

（51 ）

仁 ぎ 仁 司0 ．018

にな4jM宍琲　　1　0．012

3　　　1

2　　　1

1

【　　　　　　　　1　　0 ．004　0．005　0°007（1

1　　　1

一一 一

一 一 一 一 － ・

－ 〃 － S ● ● －

・ － －

一 一

－ 　 －

一 一
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Table　6　Relation　between　lipolytic　activity　and　heat　treatment　of　fungilytic　fraction

ofj 夕α7パタbody　fluid　（Glycerol－determination）

0 ．07

0 ．05

0 ．03

Heat　treatment　：　incubated　at　56 °C　for　30　minutes．Incubation

mi χture　：　Enzyme　　　　　　　2　ml

Substrate　　　　　　　l　m1

Buffer　solution　　　　2　m1

心lark －Lubs，　pH　7 ．8）

shaked　and　incubated　at　37 °C　for　：L　hr．

C S

0 ．07

O 。05

0 ．03

E ＋A

C

E

Fig．　4　Relation　between　lipolytic　activity　and　heat　treatment　of　fungilytic　faractionof

／U心，壼body　fluid：（Glycero卜determination）

heat　treatment　………

作用させた場合は高いlipolysis がみられ，56 °C，　30分

間加熱した沈澱分劃を作用させた場合は 殆どglycerol

の解離を認めなかった．E に対しては加熱処理を加えな

かった沈澱分劃を作用させた場合は少量の解離が認めら

れ，加熱処理した沈澱分劃を作用させた場合は殆ど解離

を認めなかった．又同様蛔虫体腔液の沈澱分劃を56 °C，30

分間加熱処理したものと，しないものを同一培養基上

の 鳬7庇 ぶi回x　sp．　E　株菌苔に，　drop　test　を施行した結

果はTable　7　の如く，非熱処理沈澱分劃においては1 時

間後に菌苔のfungilysis を認 めたが，熱処理したもので

は20 時間後にてもfungilysis は認 めなかった． 体腔液

を加熱処理することに より， 脂肪蛋白結合体に 対するlipolysis

作用 と菌苔のfungilysis 作用は共に激減，消失

を認めた．　Penicillium　sp．　E株菌苔乳濁液に対しては，

菌苔中にglycerol の発色を 妨害する様な 因子があると

考え基質である乳濁液を，56 °C，　30分間加熱非働化し，Visking

tube　法にて，24 時間純水中に透析したGroup1

， 加熱非働化を行わず透析したGroup　2 ， 加熱非働

化を行ない，透析を行わないGroup　3　 ，加熱非働化も

S

none　heat　treatment　－

透析も行わないGroup　4 の4 種に分け，これに，56°C30

分間 加熱処理した 蛔虫体腔液沈澱分劃と熱処理を加

えなかっ た沈澱分劃を夫々作用させ，37 °C，1 時間inc －ubate

してglycerol の定量を行った 結果はTable　8　，Fig

．　5の如くであり，　Group　2 の場合は基質が末非働化

の状態であるためか，沈澱分劃の熱処理をした場合乱

又しない場合も定量値で は変化は 殆ど認められ なかっ

た．　Group　3　においてはincubate する事により，C がS

よ り高い発色を示す逆な現象がみられ，鳬がぶ沁。x

菌苔乳濁液を 基質として， その変化をglycerol の発 色

でしらべる場合， 乳濁液の56 °C，　30分 間の加熱処理及

び透析を必要とすると考えられる．　Group　1　に於ては，

沈澱分劃を 加熱処理した場合glycerol の解離は 殆ど認

められないが，分劃を加熱処理しない場合は高い解離を

認め，E 十A ，E に対する沈澱分劃の熱処理の影響と同

様であった。即ち沈澱分劃中には，遊離のtriglyceride

でるE に対してlipolysis をおこす 酵素及び， 脂肪蛋白

結合体であるE 十A に対してlipolysis を起す 酵素が存

在し， その活性は共に，56 °C，　30分間の 加熱処理にお

（52 ）

／匸

l　　　　　　none　heat　treatment　　　　　　　　　　　　　　　heat　treatment

Substrate　　 ，
I　Contro1 （A ）　Sample

　（B ）　Activity 　（B －A）　Control 　（A ）　Sample 　（B ）　Activity 　（B －A）Ediol

十Albumin
！　　0

．038　　　　0 ．072　　　　　0．034　　　　　　0 ．039　　　　0 ．040　　　　　0．001
Ediol　　　　　　　　1　　　0．038　　　　　0．045　　　　　　0．007　　　　1　　　0．040　　　　　0．041　　　　　　0．001



Table　7　Relation　between　fungilytic　action　and　heat　treatment　of

sediment　fraction　of　Ascaris　body　fluid．
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0．4　Mol　NaCl　solupH　7
．8　Clark－LubsSediment　of

heat　t］
Sediment　of　none

一

一

一

＋

一

一

一
升

一

一
一

卅

一

一

一

冊

一

一
卅

一

一
枡

一

一
卅

一
一

卅

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　Oil　the　colony　of　Penicilli。。x　sp．　（E ），　cultured　7　daysat　30

゜C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　sediment　solution　of　heat　treatment　or　noneheat　treatment　to　l　volume　of　pH　7

．8　Clark－Lubs　buffer　solution　containing　0．4　Mol　NaCl。

Sediment　of　heat　treatment　was　incubated　at　56°C　for　30　minutes．

Substrate

dialysed

Table　8 Lipolytic　activity　of　fungilytic　fraction　of　j∫じどzパs　body　fluid　to7

や，・汕回忌vi　mycerial　emulsion ．　（Glycerol －determination ）

treated

for　30

mm ．at　56

°C

Sediment

heattreated

Control　（A ）　　Sample 　（B ）

0．0750

．114

Activity　（B－A）

0．0010

．023
Group　1

none

treated

0．0740

．091

－
0．0760
．080

0
094

Group　2

none 　dialysed

for　30

min ．at

　56°C

none

treated

none

heattreated

none

heattreated

none 0 ．099

Substrate　：　Penicillin。x　mycerial　emulsion　was　prepared

0 ．090

0 ．014

－0 ．002

－0 ．009
Group　3

from　myceria　sufficiently　washed　down

medium　and　dried　enough，　dissolved　to　10　mg／ml　with　0．4　Mol　NaCl　solution　usingHomogeniser

，　heated　for　30　minutes　at　56°C　and　dialysed　with　Visking　tube　for　24hrs　at　3

°C　against　distilled　water．

Enzyme　：　Sediment　fraction　of　A　scar　is　body　fluid　was　prepared　by　dialysis　method　with　Viskingtube　as　Table　3

．

Incubation　：　at　37°C　for　l　hr．　with　shaking　incubator．

いて殆ど消失すると考えられる．

d） 蛔虫体腔液各分劃の稀釈時における，　lipolysis

とfungilysis 作用 の関係

新しい蛔虫体腔液を，　Visking　tube　により，3°C 下に24

時間純水中に透析，遠沈して得た上清，沈澱分劃及び

全液を夫々倍数稀釈しこれを粗酵素液とし，32倍稀釈迄

（実際は基質，緩衝液が混合する為，80 倍迄）稀釈し，

これに対してE 十A を基質として1 容，粗酵素液2 容，

緩衝液2 容 を充分混合し，37°C 下，1 時間incubate し

た結果はFig ．　6の如くで，沈澱分劃にglycerol 解離 のactivity

がかなり認められ約20 倍稀釈迄は比較的急激にoptical

density　は下降し，以後は緩徐に下降した．又上

（　53　）

清分劃を作用させた場合は，　glycerolの解離は沈澱分劃

のそれに比して，極めて少であった．更に沈澱分劃の稀

釈と，　Penicillium　sp．　E株菌苔に対するfungilysisの

関係をdrop　test　によりしらべた結果は，　Table　9の如

く，2 倍稀釈では，1 時間30 分で，4倍稀釈では2 時間

後に，8 倍稀釈では5 時間後に，16倍稀釈では長時間でfungilysis

が認められたが，32 倍以上の稀釈では，21時

間の観察では全くfungilysisは認められなかった．この

事はE 十A を基質として，稀釈沈澱分劃を作用させてし

らべたglycerolの解離状態と関係がある様に考えられ

る．

e）　Incubateの時間とlipolysisの関係

｛heattreated　　　0 ．084　　　　　0 ．086　　　　　0 ．002

none　　　　　　　　0 ．086　　　　　　0 ．104　　　　　　0 ．018　　　Group　4
－

dIncubation　time 　（hr．）
ropped　solution

1／2　　1　　 い ／2　　2　　3　　4　　5　　6　　30

solution。　　　　　　　　 －

，ubs　buffer　solution．　　 一

1t　treatment．　　　　　　　－

ne　heat　treatment．　　 一

一 一

－

－　　　　　　　　　 ＝　　　　　　 ミ ー 〃 ・ ←

／　treated　．1　　．、 ＿　．＿l　　　　nAr 、j　　　　　　nr、oo　　　　　　n　nnり

－
nnne　　r　heattreated　　　　0 ．076　　　　　　0 ．089　　　　　　0 ．013　　　

／⌒丶．＿‥．＿　∩

－

｜

－

｜
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Fig －　5　Figures 　of　Table　8

Activity　sh　ows　difference　at　optical　density　of　control

and　sample ，　incubated　shakily　at　37°C　for　l　hr．

substrateとして，　10　％　Ediol液（原液をpH　7．4のClark

－Lubs　buffer　solutionで稀釈）を用い，酵素液と

して，東京化成lipase を10　mg／ml　の割にpH　7．4　のClark

－Lubs　buffer　solutionに溶解したもの及び，新し

0．1e

0．Σ6

E

ドI ‘

登

Q ． 1 2 0

．Σ Q

．゙ j ｛ j ゛ 5 　 r ・ G j y 　 l 沁 r d 　 r r a c f ， a n

Fig ．　6　Relation　between　lipolytic　action　anddilution　of　fungilytic　fraction　of　Ascat

一心

body　fluid．　（Glycerol －determination）

Incubation　mi χture　：

Substrat　　　　　　　　　　　　　l　m1

Enzyme　　　　　　　　　　　　2　ml

Buffer　solution　　　　　　　　2　ml

（pH　7 ．8　Clark－Lubs）

and　containg　0 ．4　Mol．　NaCl，　incubated

for　l　hr．　at　37°C．

い蛔虫体腔液沈澱分劃を，透析前原液と等容になるよう

に，生理的食塩水で溶解したものとを使用し，37 °C 下

に，2 時間～16 時間incubate してglycerol の 解離状

態を観察した．結果はFig ．　7の如く，東京化成lipase

は2 時 間後にglycerol の解離が 高くなり， 後8 時 間～12

時 後の解離は 少となり， 以後再び解離状態は 増加し

た，　Eに蛔虫体腔液沈澱分劃作用をさせた場合（沈澱分

劃中のlipase 作用 と考えられる），4 時間後が最高とな

り以後glycerol 解離 の変化は殆ど 認められ なかった．

前述の如く， 新しい 蛔虫体腔液の 沈澱分劃中に 遊離の

Table　g　Relation　between　fungilytic　action　and　dilution　of　fungilytic

fraction　of　Ascaris　body　fluid．

（　54　）

1 ：2

1 ：4

1 ：8

1 ：161

：321

：641　
：　1281　

：　2561　

：　5121　

：　1024

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　凡。licillium　sp．　（E ），　cultured　8　daysat　30

゜C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　enzyme　solution　to　l　volume　of　pH　7．8

Clark－Lubs　buffer　solution．

｜－〃－－　－－WW　i
1　　1 ／2　　1　　11 ／2　2　　2l ／2　3　　31 ／2　4　　4 　72　5　　51 ／2　6　　21

：2　　　　　 －　　 一　　 十　　 朴　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅

：4　　　　　 －　　 一　　 士　　 十　　 升　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅　　 卅

：8　　　　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 －　　 一　　 十　　 廿　　 卅　　 卅

：16　　　　　 －　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 一　　 一　　 一　　 卅

：32　　　　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －

：64　　　　　 －　　 一　　 一　　 －　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 一　　 一　　 一

：128　　　　 －　　 一　　 一　　 －　　 －　　 一　　 一　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一

：256　　　　 －　　 一　　 一　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 一　　 一　　 －

：512　　　　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －

：1024　　　　 －　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 －　　 －
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Fig．　7　Relation　between　lipolytic　action　andincubation　time　in　the　cases　of　fungilytic

fraction　of　Ascaris　body　fluid　and　pancreaslipase

．　（Glycerol－determination）

Incubation　miχture　：

Substrate　　　　　　　　l　ml

Enzyme　　　　　　　　2　m1

Buffer　solution　　　　2　ml

（pH　7．4　Clark　buffer）

incubated　at　37°C．

triglycerideをlipolysis す るlipase　activity　を認めたが

これは東京化成lipase とは時間的にglycerol の 解離現

象に差を認めた．

f） 蛔虫体腔液沈澱分劃のlipolysis とfungilysis に

対するoptimum　pH

基質に脂肪蛋白結合体としてE 十A 及び遊離triglyce－ride

としてE を使用，酵素液は新しい蛔虫体腔液透析内

液沈澱分劃を0 ．4　M01　食 塩水にて 透析前原液等容にな

るよう溶解作製した． 緩衝液はSorensen のphosphatebuffer　solution　

とClark －Lubs　buffer　solution　の2 種を

使用し， 前者はpH　5 ．5，　6よ6 ．9，　7．4，　7．8，　8．7，

後者はpH6 よ6 ．9，　7．4，　7．8，　8．2，　9．3の各々6 種

のpH とした．基質，酵素液，緩衝液の容積比は1 ：2

：2 の割合であり混合液の食塩濃度はO 。4　Mol　になるよ

う調整し充分混和し，37 °C，1 時間incubate してgly －cerol

の定 量を 行なった．E はEdiol 原液 を使用するbuffer

solution　の測定しようとする 夫々のPH 液で10

％に 稀釈し，　7　％　Albumin 溶液は， 同様に 使用するbuffer

solution　にて，測定しようとするpH 液で7 ％と

なし，脂肪蛋白結合体E 十A は37 °C，1 時間incubate

し た．実験の結果はFig ．　8　，　Fig．　9の如く，E 十A がE

に 比して全体に高いglycerol の解離を認め， その解離

の最も 高いのはClark －Lubs，　Sorensen 何れ のbuffersolution

を使用してもpH　7 ．8附近であり，E に対して

最も高い 解離を 認めたのはpH　7 ．4附近で あった．尚

0．05

k0 ，04110

0．03

0 。 0 ？

Fig ．　8　Optimum　pH　of　fungilytic　fraction　of

Å∫ごど冫パj　body　fluid，　（using　Sorensen　buffersolution

）　（Glycerol －determination ）

Incubation　mixture　：

Substrate　　　　　　　　l　ml

Enzyme　solution　　　2　m1

Buffer　solution　　　　2　ml

and　containing　0 ．4　Mol．　NaCl，　incubatedfor　l　hr

．　at　37°C．

O，D9

0 ． 0 a

i

；O 、071

0 ．06

0 ．05
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Fig ．　9　Optimum　pH　of　fungilytic　fraction　ofAscaris

　body　fluid，　（using　Clark －Lubs　buffersolution

）　（Glycerol －determination）

Incubation　mi χture　：

Substrate　　　　　　　　　　l　ml

Enzyme　solution　　　　2　m1

Buffer　solution　　　　　2　ml

and　containing　0 ．4　Mol．　NaCl，　incubated

仙r　l　hr．　at　37°C．

glycerol の発色は，著者の実験ではClark －Lubs　buffersolution

使用の方がFig ．　9の如くSorensen のbuffersolution

を使用した 場合よりも高いoptical　density を

示した．更にPenicilliuni　sp．　E株菌苔に対する蛔虫体

腔液の各種pH 沈澱分劃溶液のdroptest に よるfungi －lysis

はTable　10　の如く，　pH 　7～pH9 においてlysis

作用 は著明であり，E 十A に対するin
　vitt・り のlipolysis

の結果として解離されたと考えられるglycerol のopti －cal

density　に おいて伝　 生物学的なfungilysis 作用 と

（　55　）
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Table　10　Relation　between　fungilytic　action

and　pH　of　fungilytic　fraction　of

As 　car　is　body　fluid

＋　shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　thecolony　of　j
・nicilliu。i

　sp．　（E ），　cultured　8　days　at30
゜C　on　the　my　cob　iot　ic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　mixing　l　volume

of　enzyme　solution　to　l　volume　of　pH　5．8－11．1Clark

－Lubs　buffer　solution．

云 う現象においても類似した関係があると考えられる．g

）　Pet・湎／／・・um　sp．　E 株菌苔に対する，　Protease　（tr－ypsin

） 処理後の体腔液沈澱分劃のfungilytic　action

mycobiotic　agar　に30 °C 下，7 日間 培養した 菌苔に

対し，蛔虫体腔液沈澱分劃溶液（0 ．4　Mol　食塩水にて透

析前原液と等容に溶解）に各種濃度のtrypsin 　（E ．　Me －rck

，　Darmastadt 製） を加え，37 °C，　30分間 作用させた

もの，及び全く作用させなかった 沈澱分劃のdroptest

の結果はTable　n　 の如く，　trypsinの処理を しなかっ

た場合は1 時間後にfungilysis を認めたがtrypsin 処理

された場合は，　rypsin濃度100　mg ／16／ml　迄は20 時間 の

観察にてもfungilysis は認 めず， 以下の濃度では20 時

間後fungilysis を認 めた．これはtrypsin に より蛔虫体

腔液のfungilytic　actionの活性が 消失されると考えら

れる．

h） 各種阻害剤添加による 蛔虫体腔液のlipolytic 及

びfungilytic　action　の影響

（1）　serum の蛔虫体腔液沈澱分劃のlipolytic　action

とfungilytic　action　に対する影響，森下ら（1964 ）は人

血清は溶真菌作用 はなく， 豚蛔虫体腔液に 人血清を加．

えるとその溶真菌作用を失い， 人血清中にinhibitor が

ある らしいと 報告したが， 著者はtriglyceride とし てEdiol

を使用し，E 十A 及びE を基質として，　fungilyticaction

を有する分劃，即ち蛔虫体腔液沈澱分劃に人血清

（空腹時採血． 脂濁性の無い事を確かめ，56°C，　30分間

時々振盪攪拌してincubate を行ない非働化，後3 ゜C 低

温室にて24 時間Visking　tube にて， 純水に 透析した

血清を使用した．尚血清は透析により容積は透析脯の2

倍になった）を倍数稀釈法により生理皆食塩水にて稀釈

し，基質1 容，酵素液（体腔液沈澱分劃溶液）2 容，緩

衝液1 容，血清（倍数稀釈を施行したもの）2 容 を充分

Table　n　Relation　between　fungilytic　action　and　trypsin　treatmentof　sediment　fraction　of　yh

心
，翕body　fluid．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　O、1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　Penicillin。x　sp．clays

at　30°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

（E ），　cultured　7

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　as　above　described．　Sediment　of　trypsin　treatmentwas　incubated　at　37

°C　for　minutes．

（56 ）

－㎜ ㎜・■・I■－＝－ ’r’　－　　　　 ’‾J‾a　　　　　　 皿皿皿¶－－－－＆¶？？－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ｜

1／　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －
Incubation　　　　　　12　　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 一　　　 一　　i　 ＋　　　　 －

ti°e 　
（hr ）　　　　　　11

／2　　　－　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 －　　　 一　　　 一　　　 －　　1　 幵　　　　 －

2　　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 －　　 －　　 －　 ， 卅　　　 一

3　　　 一　　 一　　 一　　 一　　 －　　 一　　 一　　 －　　 －　I　 卅　　　 一

4　　　 －　　 一　　 一　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 ・　卅　　　 一

5　　　 －　　 －　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 一　　 ―　　　 卅　　　 －

6　　　 一　　 一　　 －　　 －　　 －　　 一　　 一　　 －　　 一　　　 卅　　　 一

20　　　 －　　 一　　 一　　 －　　 一　　 十　　 十　　 升　　 升　　　 卅　　　 一

昌 ぼ　　 卜 匸　　　　　　　0 ．5m1　　　　　　　　　　　　　　　　jo．5　ml　　O

－　　　　　　　　　　　 一
心U
u
Wとrk　l　m1　0

．25　m1　0 ．5　m11　0．75　mlsolution1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

Img ／ml　1　100　100／2　100／4　100／8　100／16　100／82　100／64　100／128　100／256　　　　1　100Trypsin　　　　
－ ＿　　O　I　　　　 －

！
≪　　　　　　0

．25　ml　1　　　　0 ．25　ml

－－－
5．8　　　一　一　一　十　卅　卅　卅　卅　卅
6．3　　　－　 一　十　卅　卅　卅　卅　卅　卅
7．0　　　一　 ―　卅　卅　卅　卅　卅　卅　卅
7．7　　　－　 一　卅　卅　丗　卅　卅　卅　卅
8．0　　　－　 一　卅　卅　卅　卅　卅　卅　卅
8．2　　　一　 ―　卅　卅　卅　卅　卅　卅　卅
8．7　　　一　‐　 卅　 卅　卅　卅　卅　卅　丗
9．1　　　－　 一　卅　 卅　卅　卅　卅　卅　卅
n ．1　　　－　－　－　 －　－　－　－　－　－

pH　　　
l　　　　　　　Incubation　time

　（hr）

11 ／2　1　11／2　2　21／2　3　31／2　4　4　y2

一 一 一 一 一 一 － －
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Fig．　10　Relation　between　lipolytic　action　andfungliytic　fraction

of　Aだaris　body　fluid　addedwith　human　serum

．　（Glycerol－determination）Incubation

miχture　：

Substrate　　　　　　　　l　m1

Enzyme　　　　　　　　2　m1

Buffer　soltion　　　　　l　m1

（pH　7．8　Clark－Lubs）

Serum　　　　　　　　　2　m1

Serum　was　heated　for　30　minutes　at　56°C　anddialysed　with

Visking　tube　for　24　hrs．　at　3°C

and　containing　0．4　Mol．　NaCl，　incubated　forl　hr

．　at　37°C．

に混和し，37 °C 下に振盪恒温装置を使用，1 時間inc －ubate

を行 ないglycerol の定量を行なった．結果はFig ．10

の如くであっ た．他方倍数稀釈をした人血清を蛔虫体

腔液に添加，　Penicillium　sp．　E株菌苔に対してdroptest

を行ない，　fungilysis作用はTable　12　の如くで あり，

鈿 皆Zり に おけるlipolysis によ るglycerol のopticaldensity

は，E 十A を基質とした場合Fig ．　10に示す如

く血清を全く添加せず1 時間incubate したC の値に比

し， 実験を施行した48 倍血清添加迄 はinhibit がみら

57

れ，特に6 倍稀釈の場合は殆ど完全にinhibit された．

しかし基質をE のみとし，稀釈血清添加，蛔虫体腔沈澱

分劃のlipolytic　action　は，添加血清が高濃度でもinhi －bit

の傾向は全く認められなかった． 即ち体腔沈澱分劃

中の脂肪蛋自体であるE 十A に対して作用する酵素は，

血清によりinhibit され，遊離のtriglyceride に作 用す

る沈澱分劃中の酵素（lipase と考えられる）は人血清添加

を行っても，全くその影響は認められなかった．　Penici一

侑・an　sp．　E　株菌苔に対する人血清添加，　droptest の結

果は， 約64 倍 稀釈迄はinhibit され，2 倍稀釈の 場合

は，48 時 間後の観察にても全く，　fungilysis作用は認め

られなかった，森下ら（1964 ）が溶真菌現象の立場から

人血清は沈澱分劃の溶真菌性をinhibit するらしいと報

告したが，　glycerolの解離を指標として眺めた脂肪蛋白

結合体のlipolysis の点 からも同じ事が考えられる．

（2匚各種濃度の食塩添加における．蛔虫体腔液沈澱分

劃のlipolysis とfungilysis 作 用の影響．

lipase 及びLPL は 何れもlipolytic　action　を 有する

が，その鑑別は，基質を変えて反応をみる事，種々の阻

害性物質の添加により，　lipolytic　action　の影響を，　lipa－se

のそ れと比較する事等が行われている．特に完全理想

的な基質が殆ど得られない現在では，後者の方法が主と

して行われている．　Robinson 　＆ 　French　（1957 ）は，各種

阻害剤を添加し，とlipase とLPL のこれら物質による

影響を総括的に報告した．著者も大体これにならい実験

を行なったlipolysis に関しては，脂肪蛋白結合体とし

てE 十A ，遊離のtriglyceride としてE を基質とし，酵

Table　12　Relation　between　fungilytic　action　and　addition　of　human　serum　to

fungilytic　fraction　of　jy。is　body　fluid．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　7やJiicilliu。z　sp．　（E），　cultured14　days　at　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　enzyme　solution　to　l　volume　of　pH7

．8　Clark－Lubs　buffer　solution　containing　serum．

（　57　）
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素液としては，蛔虫体腔液透析内液の沈澱分劃を，透析

前原液と等容になるように，　0．1　Mol　の食塩を含むpH7

．8のClark －Lubs　buffer　solution　にて溶解した．（対照

として，食塩の入らぬ沈澱分劃酵素液が望ましいが，食

塩の入った 溶媒でないと 沈澱分劃は溶解し難い 為にこ

れを使用した）緩衝液はpH　7 ．8のClark －Lubs　buffersolution

を用いた．尚，pH 値 が，基質， 酵素液，緩衝

液の混合液 とした場合も 変化しない ように， 基質，酵

素液の稀酵及び溶解も同様pH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer

・solutionを使用した．操作は，基質1 容， 酵素液2 容，

緩衝液1 容とし，食塩濃度を夫々0 ．1，　0．2，　0．4，　0．6，

・0．8　Mo凵こなる様調整し，充分混和して，37°C，1 時間incubate

しglycerol の定量を行なった．結果はFig ．　11

の如くで，図中のC は前述の混合比である為，食塩濃度

は0 ．05　Mol　である．　glycerolはE 十A に対しては0 ．4　M

・ol食塩濃度に おいて最高の 解離を認め， それ以上の濃

度では急激に下降し 高濃度食塩添加ではinhibit する傾

向を認めた．E に対しては0 ．2　Mol　食塩濃度で 稍々高

いglycerol の解離を認めたが，E 十A に対する 如き著

明な変化を認めなかった．尚，同じ蛔虫より同日採取同

様に透析した蛔虫体腔液の各分劃を0 ．05　Mol　～I　Mol

の各食塩濃度とし 公功cillium　sp．　E株 菌苔上に対して

・droptestを施行した結果はTable　13　の如く，沈澱分劃

では0 ．3　Mol～O。4　Mol　の食塩濃度にてfungilysis は最

も強く，　0．7　Mol　以 上の 食塩濃度では，48 時間観察す

るもfungilysis 作用は 全く認め なかった．これは，加
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Fig．　11　Relation　between　lipolytic　action　and

fungilytic　fraction　of　Aだaris　body　fluid　added

with　sodium　chloride。　（Glycerol－determination）

Incubation　miχture　：

Substrate　　　　　　　　l　m1

Enzyme　　　　　　　　　2　m1

Buffer　solution　　　　l　m1

（PH　7 ．8　Clark－Lubs）

incubated　for　l　hr．　at　37°C．

衍zrり におけるglycerol の解離を指標として眺めた脂肪

蛋白結合体のlipolysis の結果と 近似していた． 尚上清

分劃においては，　0．05　M01　～1　Mol　の食塩濃度では48

時間観察を行なったが，菌苔に対するfungilysis 作用は

認められなかっ た．

（3）各種濃度のheparin　sodium　添加における，蛔虫

体腔液沈澱分劃とlipase 　（東京化成）のlipolytic　action

とfungi 　lytic　action　の影響

Table　13　Relation　between　fungilytic　action　and　addition　of　sodiumchloride　to　

λj心パタbody　fluid　fractions
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十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　Penicillin。z　sp．　（E ），　cultured　14days　at　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　enzyme　solution　t0　1　volume　of　pH　7．8Clark

－Lubs　buffer　solution　containing　various　mol　of　NaCl．

（58 ）
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（　59　）

heparin とLPL の間に，かなりの関係がある事は，

食餌性脂濁血漿の状態にある大に対して，　heparin を静

注した他の犬の血液を静注することにより脂濁血漿が清

澄化することを発見したHahn （1943）以 後，　Anderson ，Fawcett

，　Brown 等によって研究，報告されているが尚

不明な点が多いようである． 著者は蛔虫体腔液のlipol－ytic

及び真菌にfungilytic　action　を有するfraction で

ある沈澱分劃に，　heparin　sodium　を10　mg／6／ml～lOmg

／24576／ml　（倍数稀釈施行の為端数が生じた）の間で，種

々濃度にて基質， 酵素液， 緩衝液の 混合液に 添加し，glycerol

の解離を指標にlipolysis の影響を しらべた．

他方同一蛔血より得，同様に透析した体腔液沈澱分劃に

種々の濃度のheparin　sodium　 を添加し，　Penicilliumsp

．　E　株菌苔にdrop　test　を行ない，みz衍X。 におけるlipolysis

の影響と菌苔のfungilysis 作用 と云う生物学皆

な反応とを比較した．操作は，基質として，E 十A 及びE

の2 種を使用，これを1 容 ，酵素液として，沈澱分劃

溶液（0．4　Mol　食塩水に溶解）及び東京化成lipase 　（10　mgym1

の割に，　0．4　Mol　食塩水に溶解）を2 容，緩衝液（PH7

．8のClark －Lubs　buffer　solution）　2容 ，倍数稀釈を行

なっ たheparin　1　容を混じ，食塩濃度を0 ．4　Mol　に調整37

°C 下に1 時 間， 振盪恒温装置にてincubate し た．

し ． 2 Q

Q ． l e

C ．15

0 ． 1 X 0

． 0 9 0

． Q 7 C

． Q 5

0 ．03

「

C l O ／ 1 9 冫冐 ／・ 1

Fig．　12　Relation　between　lipolytic　action　andfungilytic　fraction　of　Asca

Γis　body　fluid　addedwith　heparin　sodium

．　（Glycerol－determination）Incubation

miχture　：

Substrate　　　　　　　　l　ml

Enzyme　　　　　　　　2　m1

Buffer　solution　　　　2　m1

（pH　7．8　Clark－Lubs）

Heparin　solution　　　l　ml

and　contatining　0．4　Mol．　NaCl，　incubatedfor　l　hr

．　at　37°C．
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結果はFig ．　12 の如 くであり，C はheparin を含有し

ていない対照であり，　C－C はこれのincubate 前 の定量

値，　c－sは37 °C，1 時間incubate した値を示す．東京

化成lipase の作用は（Ediol）十Lipase，　（Ediol十Albumin ）

十Lipase に示す如く， 比較的高濃度のheparin　sodium ．

の添加においても，　heparin　sodium　を添加しない場合

と殆ど同じglycerol のoptical　density　であり，東京化

成lipase に対してheparin は殆 ど影響がないと考えら

れる．　（Ediol十Albumin ）十Lipase が（Ediol）十Lipase に

比して全体にoptical　density が低い のは，　10　％　Ediol

に7 　％　Albumin 溶液 を1 ：4 に混じ，37 °C 下，1 時＝

間のincubate により脂肪蛋白結合体が出来，E に比し

て，遊離のtriglyceride が減少しているからと考えられ

る．蛔虫体腔液沈澱分劃の作用は，　（Ediol 十Albumin ）

十Sediment ，　（Ediol）十Sediment で示 す．後者は各濃度heparin

添加において殆ど差を認めなかった（沈澱分割

中のlipase 作用 と考えられる）．（Ed101 十Albumin ）十Sediment

の場 合，10　mg／6／ml　で は かなりlipolysis はinhibit

を認 めた． ただし，実験成績において，　c－c よ

りglycerol の解離がみられるのは，E 十A が全部脂肪

合体となっているのではなく，遊離のtriglyceride が多

少含まれ，沈澱分劃中の阻害されないlipase 様酵素かlipolysis

を起 している結果と考えられるが，それは明確

ではない．　何れにしても10　mg／192／ml　迄 は阻害傾向を

認め，　heparin 濃度の稀釈に比例して， 比較的急激に阻

害性は減少し，10　mg／192／ml　以下の 濃度では， その阻

害性は殆ど消失する結果を得た．これは，同一蛔虫より

採取，同様に透析して作った沈澱分劃溶液に各種濃度のheparin

を添加し，R 池丿Ilium，　sp．　E 株菌苔にdrop　tes・

を行ない観察したTable　14 に示すfungilysis 作 用と近

似の結果を得た．即ち8 時間後では，10　mg／1536／ml　以

下の濃度ではheparin を添加しない 沈澱分劃のfungil －ysis

と同程度のfungilysis を認 め，24 時間後では10　mg

／192／ml以下 で対照と殆ど同じfungilysis を認めた．生

物学皆な反応であるfungilysis と云 う現象においても，in

　vitrり に おける脂肪蛋白結合体に対するlipolysis と

云う現象においても，　heparin の阻害性は極めて近似皆

関係が認められた．尚比較的純粋に抽出されたpancreaslipase

　（東京化成）においてはheparin　sodium　添加，非

添加何れの 場合も，24 時間の観察ではfungilysis を認

めなかっ た．

（4） 各種濃度のsodium　fluoride　添加における，蛔虫

体腔液沈澱分いと東京化成lipase のlipolvtic　action　と

（£4jlol）≫LlF≫≫f

／
，‘

／ 　

1
／♂

｛g41り1●Å16・一詒｝，S●・

。 一

二 コ
ニ

゛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （aio1）4●d1・antc

C　6 ×　12六 茹` 一一応一一－‘ふ一一‘一一一 一一一一一‘一一一二ふ6



60

Table　14　Relation　between　fungilytic　action　and　addition　of　heparin　sodium　tofungilytic　fraction　of　A

だaris　body　fluid
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十shows　positive　fungilytic　activity。

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　j・ がcilliumsp

．　（E），　cultured　14　days　at　30°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　enzyme　solution　tol　volume　of　pH　7

．8　Clark－Lubs　buffer　soltion　containing　various　concen－tration

of　heparin　sodium．

fungilytic　action　の影響

lipase及 びLPL に対 する 弗化ソーダの 阻害性につ

いては，　Hollett　＆　Menge（1956）ら が報告し，　Robinson

＆　French　（1957）ら が，他の阻害性物質と併わせて総括

的に報告した．著者は，弗化ソーダ濃度を1／64　Mol　－1MoI

迄，倍数稀釈により，7 種類の濃度とし，基質とし

て，E 十A 及びE の2 種類を用い，酵素液は，新しい蛔

虫体腔液の沈澱分劃溶液と， 既知のlipase として，東

京化成製lipase を10　mg／ml　の割に生理的食塩水で溶解

した2 種 を使用，操作法は，基質1 容，酵素液2 容 ，緩

衝液1 容（pH　7．8のClark －Lubs　buffer　solution， 弗化

ソーダ倍数稀釈液1 容 を 混和し， 混合液食塩濃度 は夫

々0 ．4　M01　となる 様調整し，37 °C　1時問incubate を

行ない，弗化ソーダの含有されていない対照C と比較し

た．結果は，Fig．13 の如 く，E 十A 及 びE に東京化製lipase

を作用させた場合，何れも，1　Mol　濃度では完全

にinhibit され，　VsMol 迄，濃度の 低下と共に 急激にglycerol

が解離は増量し，以下の濃度では徐々に解離は

増加し，1／32　Mol　では，弗化ソーダを添加しない場合のglycerol

の解離とほぼ同一になっ た．全体的に，E 十A

を基質とした場合はE を基質とした場合よりglycerol

の解 離が少なかっだのは，E 十A が脂肪蛋白結合体を作

り，遊離のtriglyceride がE に比して少なくなっている

と考えられるが，それは明確ではない，粗酵素液として

蛔虫体腔液のな澱分劃溶液を作用させた，　（Ediol十Alb－umin

）十Sediment及び（Ed101）十Sedimentにおいて，後

者の弗化ソーダ添加によるglycerol解離曲線は，東京

化成lipase を酵素液として作用させた解離曲線と非常

に良く似て，弗化ソーダ濃度M ／4－M ／8ではinhibitが

見られ，以下の濃度では変化は余りなく徐々に解離が増

加し，約M ／32濃度で，弗化ソーダが添加されていない

場合と，殆ど同じ位のglycerolの解離が認められた．

基質をE 十A とした場合はE の如き著変は認められなか

った．凡友ぶZ品・・sp．　E 株菌苔に対する，同一蛔虫よ

り得，同様に透析した沈澱分劃溶液に，種々濃度の弗化

ソーダ添加，　droptestを行なった結果はTable　15　の如

く，6 時間後に弗化ソーダが添加されていない場合と同

じ様に弗化ソーダ濃度に影響なくfungilysisを認めた．

即ち弗化ソーダを添加しても，しなくとも亦弗化ソーダ

の濃度が高い場合も低い場合も，沈澱分劃中のfungily－sis

作用には影響を認めなかった．尚，東京化成製lipase

を滴下した場合，弗化ソーダ添加，亦添加しない場合何

れも，8 時間の観察では全くfungilysisは認められなか

った．著者の実験において，既知のlipase と思われる．

東京化成製lipase を，一つの道標として，弗化ソーダ

添加の影響をしらべたところ，弗化ソーダ高濃度の添加

（60 ）

Enzyme

Heparin　

l　　　　　　
Pancreas　lipase　　　　　　　　　　　　　Fungilytic　fraction
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Fig ．　13　Relation　between　lipolytic　action　andfungilytic　fraction　of　j

だaris 　body　fluid　addedwith　Sodium　fluoride

．　（Glycerol －determination ）Incubation

mi χture　：

Substrate　　　　　　　　l　m1

Enzyme　　　　　　　　2　ml

Buffer　solution　　　　　l　n11

（pH　7 ．8　Clark－Lubs）

NaF　solution　　　　　2　ml

and　containing　0 ．4　Mol．　NaCl，　incubatedfor　l　hr

．　at　37゚ C．

においては 東京化成lipase 及び 蛔虫体腔液沈澱分劃中

に存在すると考えられるlipase も同様にinhibit される

が，同分劃中に存在されると考えられるLPL 様の酵素

のlipolytic　activity　は殆ど影響が ない様に 思われ，更

に生物学的な反応としてのPenici・Ilium菌苔のlysis に

も全く影響は見られず，互いに近似の関係かおる様に考

えられた．

（5）各種濃度の胆汁添加による，蛔虫体腔液沈澱分劃

と，東京化成lipase のlipolysis とfungilysis 作用の影

響

Robinson 　（1955）はbile　salts　がpancreas　lipase　に対

しactivate し，　LPL に対 してはinhibit する事をclea －ring

factor　の面より報告した． 著者は， 岐阜屠場で屠

殺直後の豚胆嚢より胆汁を採取，これが胆嚢炎等により

細菌感染をしていない 事を確かめ， 遠沈（3，000　rpm，15

分間），上清を濾過（東洋濾紙No ．　4を使用）し，これを

実験に刑いた．基質としては，E 十A 及びE の2 種，酵

（　61　）

Table　15　Relation　between　fungilytic　action

and　addition　of　Sodium　fluoride　to

fungilytic　fraction　of　As　car　is　body　fluid

0
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十shows　positive　fungilytic　activity ．

About　0 ．1　ml　of　each　samplewas　dropped　on　thecolony　of　j

やnicilliu。z　sp．　（E ），　cultured　14　daysat　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium ．

Enzyme　solution　was　prepared　by　mi χing　l　vo－lume

enzyme　solution　to　l　volume　of　pH　7 ．8Clark

－Lubs　buffer　solution　containing　variousMol　of　NaF

．

0 ．09

Q ．07

C 。0う

0 ．03

0 ．01

／ 洳
か 枦
－ds

（μ101 ●μbu ｀1n ）●μpale

（Sd101 ●Å1bullin ）●Se 心 辺ent

c　　　5　　　　　BiJe　JJ’c巴

Fig．　14　Relation　between　lipolytic　action　andfungilytic　fraction　of　A
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Incubation　miχture　：
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Bu 仔er　solution　　　　2　m1

（pH　7．8　Clark－Lubs）
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Bile　juice　was　filterd　with　Toyo　filter　paper

No ．　4，　centrifuged　at　3　，　000　r．p．m．　for　15
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素液として，新しい豚蛔虫体腔液の沈澱分劃を透析前の

原液と等容に生理的食塩水溶液としたもの，及び胆汁添

加による変化を既知のlipase と 比較する為， 東京化成

製lipase を10　mg／ml　の割に， 生理皆食塩水で 溶解し

た2 種 を使用し，胆汁は生理的食塩水にて3 倍 稀釈を行

ない，実際稀釈としては，6 倍稀釈より，　1458 倍稀釈濃

度迄実験を 行なっ た． 混合液は， 基質1 容， 酵素液2

容 ， 緩衝液2 容（pH　7 ．8のClark －Lubs　buffer　solu－tion

を使 用）．3 倍稀釈の胆汁1 容 を混合し，食塩濃度

は0 ．4　Mo囗こ調整，37°C，1 時間，振盪恒温装置を 使用

し，常時振盪incubate を行ないglycerol の定 量を行な

っ た．その結果は，　Fig．　14の如 く，基質E 十A 及びE

に対する東京化成lipase の作用は（Ediol 十Albumin ）

十Lipase 及び（Ediol）十Lipase で示 し，これ等は高濃度

胆汁の添加ではlipolysis はinhibit される 傾向が 認め

られたが，54倍稀釈及びそれ以上の稀釈では何れ払 胆

汁を添加しなかったC よ りActivate さに ，　162 倍迄 は

急激にglycerol の解離が増加し， 以上の稀釈では，峠ycerol

の増加は緩徐であっ た．尚（Ediol十Albumin ）十Lipase

が（Ed101）十Lipase の曲線と殆ど平行はしている

が，発色は低く見られた．これは脂肪蛋白結合体形成に

よる，遊離triglyceride の減少の為と思われる．基質，E

十A 及びE に対する蛔虫体腔液沈澱分劃のlipolysis

は（Ediol十Albumin ）十Sediment 及び（Ediol）十Sediment

で示し，前者では，胆汁，　162倍稀釈迄，殆ど完全にin －hibit

され， それ以上の稀釈濃度では，　glycerol の解離

は徐々に増加を見たが，　1458倍稀釈でも，尚多少inhibit

された状態で あった （Ediol）十Sediment は，東京化成lipase

の如く，濃度稀釈による急激な増加を認めなかっ

たが，54 倍稀釈以上の稀釈濃度では，　activateす る傾向

を認めた． 此の実験に於いて， 東京化成lipase 及び 蛔

虫体腔液沈澱分劃中のlipase は 共に， 高濃度胆汁添加

では，　inhibitされるが， 一定の稀釈された胆汁の添加

にではactivate さ れる 傾向があり，亦沈澱分劃中 の脂

肪蛋白結合体にlipolysis を 起す酵素は 高濃度胆汁では

勿論，かなり低濃度においてもinhibit された．　lipolysis

の実験時に使用した同一の酵素液， 東京化成lipase ，体

腔液沈澱分劃溶液に胆汁を添加して，　Penicilliiにsp ．　E

株菌苔に対して行なったdroptest の結果はTable　16　の

如く，　lipaseのみで，胆汁を添加しない場合En （十），J

（－）は48 時間の観察でもfungilysis 作用 を認めず，lipase

の入らない胆汁のみの場合，　En（－），　J（十）では1

時間後にfungilysis 作用を認めた．この現象は，他のdroptest

の結果をも考えて，菌苔に対するfungilysis 作

用 はlipase に よるものでなく， 胆汁の作用であり， 特

に胆汁の界面活性作用によるものと考えられる．沈澱分

劃を使用した場合，　En（十），　J（－）では24 時 間でfun －gilysis

作用 が認められ，En（－），J（ 十）では1 時間後にfungilysis

作用 がみられ 胆汁濃度243 倍稀釈迄，　fungil－ysis

作用を認めた．これは沈澱分劃中の酵素性物質の作

用よるものでなく，胆汁中の界面活性作用によると考え

られる， 但し胆汁の2187 倍 稀釈より，48 時間後みられ

Table　16　Relation　between　fungilytic　action　and　addition　of　bile　juice　to

fungilytic　fraction　of　λ夕car　is　body　fluid

＋　shows　positive　fungilytic　activity．

About　Oユml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　j・ がcillium　sp．　（E），cultured

14　days　at　30゚C　Oil　the　mycobiotic　agar　medium．

Enzyme　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　Enzyme　solution　to　l　volumeof　pH　7

．8　Clark－Lubs　buffer　solution　containing　various　concentration　of　Bile　juice．

（62 ）

Dilution　of　　　　　　　　　　Pancreas　lipase　　　　　　　　　　　　　　　Fungilytic　fraction

bile　juice　

l　

l／2hr　1　1　1 ／2　2　24　48　1　1 ／2　1　1　1 ／2　2　　　24　　　48E

（ 十）J（－ ）　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 －　　 一　　 士　　 十

E（ 一）J（十）　　 一　　 十　　 廿　　 卅　　 卅　　 卅　　 一　　 十　　 丑　　 卅　　 卅　　 卅

1 ：3　　　　　 一　　 十　　 升　　 卅　　 卅　　 卅　　 一　　 十　　 升　　 卅　　 卅　　 卅

1 ：9　　　　　　 一　　 十　　 廿　　 丑　　 卅　　 卅　　 一　　 十　　 丑　　 十卜　　 卅　　 卅

1 ：27　　　　　 －　　 ギ　　 仟　　 十卜　　 朴　　 丑　　 一　　 十　　 丑　　 十卜　　 卅　　 卅

1 ：81　　　　　 －　　 ±　　 十　　 十　　 十卜　　 丑　　 一　　 十　　 十　　 十　　 丑　　 卅

1 ：243　　　　 －　　 一　　 士　　 土　　 十　　 朴　　 －　　 一　　 士　　 十　　 十　　 朴

1 ：729　　　　　 －　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　一　　　士

1 ：2 ，187　　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　＋

1 ：6 ，561　　　　－　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　－　　　一　　　一　　　－　　　－　　　＋

1 ：19 ，683　　　 －　　　一　　　一　　　一　　　一　　　－　　　－　　　－　　　一　　　一　　　一　　　十

1 ：59 ，049　　　 一　　　一　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　－　　　＋



るfungilysis 作用は 沈澱分劃中のfungilytic　actionに

よるものと考えられる．

考案及び総括

森下ら（1963 ） が，蛔虫体腔液中に溶白癬菌作用を有

する物質が存在し，それが酵素性であると報告し，それ

について，生物学的，形態学的，酵素学的に追求されて

来た．生物学的には，白癬菌から始まり，種々の真菌類

放線菌類，抗酸菌に対する古橋（1964 ）の詳細な報告が

あり，形態学的には，坂田（1963 ）の真菌細胞壁の電子

顕微鏡的な報告が見られ，酵素学的には，平岡（1964）

塩谷（1964）ら が報告した．即ち，蛔虫体腔液をViskingtube

法に より，純水にて，3 °～4°C，　24時間透析，その

内液を遠沈分劃し，その上清分劃中にamylase ，　esterase

を証明し，これ等は溶真菌性を認めず，透析内液沈澱分

劃中に溶真菌性酵素の存在する事が解明され，真菌細胞

壁に 存在するchtin を分解する 酵素，　chitinaseは蛔虫

体腔液中には在在しない事が解かった．著者は，沈澱分

劃中に 在在する溶真菌性酵素が， 真菌苔を溶かす時，glycerol

を解離する事を知り，　glycerolの定量をHana －han

法 （1958），坂上（1962） の 法に基き施行した．別

に既知の 酵素，　lipaseを道標としてlipolytic　actionを

有する酵素を比較追求し，又種々阻害物質の添加を行い

そのlipolytic　action　の影響をしらべ，併せて，凡池ぶ一

臨m　sp．　E　株菌苔に対する同様阻害性物質添加，　drop－test

を行 ない 蛔虫体腔液沈澱分劃中のfungilytic　action

とlipolytic　action　の本態及び その関聯性を追求した．1

） 新鮮な蛔虫体腔液沈澱分劃，　（Visking　tube　法に

より，3°C，　24時間， 純水に透析後，　3 ，000　rpm，　15分

間遠沈したもの）中には，脂肪蛋白結合体をlipolysis す

る酵素と，遊離のtriglyceride を 分解するlipase 様酵

素があり，上清分劃中に此等の酵素は殆ど認められなか

った．採取後，4゜C下に7 日間保存した蛔虫体腔液では

沈澱分劃中のこれ等酵素活性は激減し，上清中のlipase

活性 は高くなった．

2）　Penicillium　sp．　E株，菌苔乳濁液を，56°C，　30

分間，加熱非働化し， その儘のものと，　Anderson 法に

よって脱脂質した ものとの2 種をsubstrate として，体

腔液の沈澱分劃と上清分劃を夫々酵素液として作用せし

めた場合，非脱脂質菌苔乳濁液を基質とし，沈澱分劃を

粗酵素液として作用させた場合のlipolysis は，上清分

劃を粗酵素液として作用させた場合に比して高いactiv －ity

を腮めた．
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3） 基質を脂肪蛋白結合体として，　Ediol 十Albumin

及び遊離のtriglyceride　としてEdiol を用い，　lipolyticaction

を有する沈澱分劃溶液を粗酵素液として，これを56

°C　30分間加熱処理した場合と， しない場合のlipol－ytic

action とfungilytic　actionを検討した検果，沈澱

分劃中のlipase 作用，及び脂肪蛋白結合体に対する11－polytic

action　は共に熱処理で，その活性を激減し，鳬，7

・icilliurn　sp．　E　株菌苔に，対するdroptest にて も熱処

理した沈澱分劃では全くfungilysis は消失，その酵素性

と，　lipolysis作用 と菌苔に対するfungilysis 作用 に深い

関係のある事を知った．

4） 新鮮な蛔虫体腔液各分劃を倍数稀釈により稀釈，

基質として，脂肪蛋白結合体であるEdiol 十Albumin に

作用させた結果は，沈澱分劃では約20 倍 迄急激にlipo －lytic

action　は減少し， 以後は緩徐の減少がみられた．

尚上清分劃はlipolysis を起す活性は非常に少であった．

乃池7ぶ沿7x　sp．　E株 に倍数稀釈を行なった 沈澱分劃溶

液のdroptest の21 時間の観察では，16 倍稀釈迄lysis

作用を認め，稀釈による活性の低下は，脂肪蛋白結合体

に対するlipolysis と， 菌苔に対するfungilysis とは傾

向的には非常に近似であった．

5） 基質に 遊離のtriglyceride としてEdiol を用い，

と既知のlipase　（東京化成）の夫々酵

素液を 作用させた場合， 沈澱分劃中のlipase と，東京

化成製lipase は，時間的にglycerol の解離に差を認め

た．

6） 基質をEdiol 十Albumin 及 びEdiol とし，沈澱

分劃溶液を 酵素液として 緩衝液に，　Clark－Lubs　buffersol

．とSorensen　phosphate　buffer　sol．　を用い，種々のPH

値 をもって，　optimum　pH　を測定した結果，遊離のtriglyceride

に作用する沈澱分劃中のlipase のoptimumpH

は7 ．4附近， 脂肪蛋白結合体に作用するoptimumpH

は7 ．8附近であり， 何れのbuffer　sol．　を使用して

も同じであったが，全体の発色はClark －Lubs　buffer　sol

を使用した場合が，　Sorensen　buffer　sol．　に比して高か

った・glycerol を定量する場合，緩衝液は，　Clark－Lubsbuffer　sol

．　を使用した方が良いと考えられる．蛔虫体腔

液，沈澱分劃の各種pH 溶液のPenicillium　sp．　E株菌

苔に対するdroptest の結果は，PH　11 ．1では4 時間30

分 の観察でもfungilysis は認 めず，　pH　5 ．8ではlysis

開 始は遅延を認め，　PH　7．0～PH　9．1迄は，強いfungi －lysis

作用 を認め，　lipolysisの至適pH と近似であっ た．7

） 基質として，　Ediol 十Albumin 及びEdiol を使

（6n

体腔液沈澱分劃溶液
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用，人血清の 蛔虫体腔液沈澱分劃のlipolytic　actionに

対する影響を しらべた結果は 沈澱分劃中のlipase と考

えられる酵素に対しては，血清は何等の影響を認めなか

っ たが，脂肪蛋白結合体にlipolytic　actionを有する酵

素は血清によりinhibit され，八，直心沁。x　sp．　E株菌苔

に対する血清添加，沈澱分劃溶液のdroptest に よるfu －ngilysis

作用のinhibit と殆ど近似の関係が みられた．8

） 食塩添加による体腔液沈澱分劃のlipolytic　action

に対 する影響を，基質Ediol 十Albumin 及びEdiol を

用い，しらべた結果，沈澱分劃中のlipase は0 ．2　MolNaCl

濃度 において，その活性は稍々増加するが，　NaCl

に よる影響は余り認められなかった．脂肪蛋白結合体に

対する酵素作用は0 ．4　Mol．　NaCl濃度 でかなりactivate

されるが，以上の濃度ではinhibit される傾向があり，

食塩添加体腔液各分劃のPeniciltiiun　Sp．　E株菌若に対

するdroptest では，沈澱分劃において0 ．4　Mol　0．　3　Mol

の食 塩濃度でfungilysis 作用 が最も強くみられるのと全

く一致した．尚上清分劃は食塩濃度に関係なく，24時間

の観察でもfungilysis は認 めなかった．

9）　Heparin　sodium 添加による体腔液沈澱分劃の影

響を同様基質にて，既知のlipase 　（東京化成）を道標とし

てしらべた結果，東京化成lipase のlipolytic　action　はHeparin

sodium　によって 全く影響を受けなかった．又

蛔虫体腔液沈澱分劃中lipase も殆 ど影響され ないが，

脂肪蛋白結合体に 作用する酵素は， 高濃度heparin 添

加においてはinhibit され た． 凡刀湎Z臨 川 菌苔に 対す

るheparin 添加，沈澱分劃のdroptest では高濃度hep －arin

においては，　fungilysisはinhibit された． 高濃度heparin

添加は，脂肪蛋白結合体に対するlipolysis，菌

苔に対するfungilysis 共にinhibit する と考えられる．heparin

とLPL の間に深い関係がある事はHahn （1943）

の食餌性脂濁血漿の状態にある犬に，　heparin を静注し

た他の犬の血液を静注すると脂濁血漿が清澄化するとの

報告以来， 脂濁血漿状態 の大にheparin を 静注しても

同様清澄化が生ずるが，加 衍Zり において，脂濁血漿にheparin

を加え， 作用させても 清澄化は 生じない 等のAnderson

　＆　Fawcett等 の報告があるが，不明な点は多

い，　Brown　et　al．，　Shore　et　al．，　Korn，　Hollett　＆　Menge

等 は高濃度のheparin をLPL に添加した場合，加 例tro

におけるその活性はinhibit されると報告しているが著

者の実験においても蛔虫体腔液沈澱分劃の脂肪蛋白結合

体も同様の傾向を認めた．

10）弗化ソーダ添加による体腔液沈澱分劃の影響を同

様基質にて， 東京化成lipase を，道標として しらべた

結果，弗化ソーダは ．，東京化成lipase ，及び沈澱分劃中

のlipase を，　inhibitし，沈澱分劃中に在在する，脂肪

蛋白結合体を分解する酵素に対しては余り影響がないと

考えられる．弗化ソーダ添加，沈澱分劃の 凡心ryZZ心xxsp

．　E株菌若に対するdroptest においても 同様にfun －gilysis

作用に対する弗化ソーダの影響は認めなかった．11

）胆汁添加による体腔液沈澱分劃のlipolytic　action

の影響を，同様基質を用い， 東京化成lipase を 道標と

してしらべた結果， 東京化成lipase 及び 沈澱分劃中のlipase

は胆汁，高濃度の場合はlipolytic　action　はinhi －bit

されるが， 胆汁約54 倍稀釈より 稀釈が高い 場合はactivate

され た． しかし，沈澱分劃中の脂肪蛋白結合体

に作用，　lipolytic　actionを起す 酵素は 胆汁添加に よりinhibit

され る傾向を認めた．　Penic品 仙x　sp．　E株菌苔

に対する胆汁添加， 沈澱分劃のdroptest にお けるfun －gilysis

は， 胆汁のもっ 界面活性作用を除き 考えれば，lysis

作用は胆汁添加によりinhibit する傾向は認められ

る．以上を文献的，実験的結果より考察するに，蛔虫体

腔液沈澱分劃中に 在在する溶真菌作用物質は，56 °C，30

分の加熱処理により殆どその活性を失う事，　Viskingtube

を用い純水にて透析した場合，溶真菌作用物質は，

透析内液中に存在する事．　Protease　（Trypsin）を作用させ

ると，その溶真菌性が消失する事．若し，蛔虫体腔腔液

の溶真菌性が界面活性によるものとするならば，上清分

劃にもfungilysis がみられる可きであるが，それが全く

認められない事等より，溶真菌作用物質は酵素であると

考えられる．沈澱分劃中には遊離のtriglyceride を分解

するlipase 様酵素と，　triglycerideとalbumin をconj －ugate

して得た脂肪蛋白結合体に作用する酵素があり，Serum

，　NaCl，　Heparin，　NaF ，　Bile　juicc　等の阻害剤を

加え， その影響を東京化成製lipase のlipolytic　action

と比較総括すれば，　Table　17　の如くであり，　Serum を

除 き，蛔虫体腔液沈澱分劃中の脂肪蛋白結合体にlipol－ytic

action　を示す酵素は，　D．　S．　Robinson　＆　J．　E．　Fr－ench

　（1957） が，　The　heparin　clearing　reaction　and　fattransport

で発表した．諸種阻害剤によるpancreatic　li－pase

と，脂濁血漿清澄因子（lipemia　clearing　factor）と

してのlipoprotein　lipaseの影 響と全く同様の結果を認

めた．又 良心ぶだ凹z　sp．　E株 菌苔に対する蛔虫体腔液

沈澱分劃の諸種阻害剤添加，　droptestによるfungilysis

は，　lipoprotein　lipase　と同様，近似の阻害性を認めたレ

即ちSerum の添 加においては， 脂肪蛋白結合体を基質

（64 ）



Table　17　Influence　of　various　inhibitors　to　lipolytic　action　of　enzymes　and　fungilytic

action　of　sediment　fraction　of　λぶと：aris　body　fluid　by　dialysis　method

とし て作用させたlipolysis と，菌苔に対するfungilysis

は共 にinhibit され，　NaCl の添加では0 ．4　Mol濃 度で

はlipolysis　fungilysis共にactivate され るが， 高濃度

では共にinhibit の傾向を認め，　Heparin 添加 において

は，高濃度で共にinhibit され，　NaF の添加ではlipo －lysis

作 用，　fungilysis作用は共に影響は認められなかっ

たBile　juice　は共にinhibit の傾向かあり， これらよ

り蛔虫体腔液沈澱分劃中の溶真菌作用は川司分劃中に存

在する．　Hahn 　（1943 ），　Anderson 　＆　Fawcett　（1950 ），Brown

　（1953），　Korn（1955 ），　Robinson 　＆　French　（1957 ）

らが報告したLipoprotein　lipase　様，或はこれに類似し

た酵素がfungilysis 作用 の主体 をなすか， 或は重要な

役割をなしていると考えられる．

結　 語

蛔虫体腔液中に溶真菌作用を有する酵卦陛物質が存在

する事は既に報告されている如くであるが，本作用の主

体はlipolytic なものであろうと考えられるいくっかの

事実を知ったので，これについて追求し，併せて溶真菌

作用（fungilytic　action）の機序についてしらべた．蛔虫体

腔液の溶真菌分劃のとり方はVisking　C0 ．製 セロノヽ ン・

チューブを用い，純水に対し3 °～4°C，　24時間透析し，

その透析内液を遠心分離し，出来た沈澱分劃を目的によ

り0 ．1　Mo1～0 ．4　Mol　の食塩水に溶解し， これを，溶真

菌分劃（fungilytic　fraction）の粗酵素液とし，　Korn（1962）

の法に 従ってtriglyceride としてEdiol 　（10　％ヤシ油乳

剤）及び，脂肪蛋白結合体として，　Ediol にbovine　a1－bumin

　（Fraction　V　from　bovine　plasma，　Armor　Co ．

製 ）をconjugate した2 種の基質に作用せしめ，37°C，1

時間incubate し，　Hanahan 　（1958）， 坂上（1962 ）のglycerol

定量 法を主体にして，　10　％　trichloroacetic　acid
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にて除蛋白を 加えた方法でlipolytic　actionによって解

離されたglycerol の量 を測定し， 又同様に よって得た

蛔虫体腔液沈澱分劃をPenicill 必xx　sp．　E株 のmycobi －otic

agar 平 板培養菌苔に対してdroptest を行 ない，そ

の生物学的 なfungilysis 現象 を 比較した．　尚対照とし

て 東京化成製lipase を併 せて用い 蛔虫体腔液沈澱分劃

中のlipolytic　action　を有する酵素の作用と比較した・

その結果は，　Edio凵 こAlbumin をcojugate し た脂肪蛋

白結合基質に対するlipolysis と生物学的な 反応であるfungilysis

の傾向は殆ど一致した．即ち 沈澱分劃溶液を56

°C30 分間，加熱処理したものと，しないものを粗酵

素液として， 脂肪蛋白結合体に 作用させた 場合， 及び

鳬7・・・cillium　sp．　E　株菌苔にdroptest を行 なった場合，

そのlipolysis 作 用fungilysis 作 用共に 加熱処理をした

ものは，その活性は消失同様の傾向を示し，又脂肪蛋白

結合体のlipolysis 作用におけるoptimum　pH　 とfungi －lysis

作 用のoptimum　pH　 とは，同様の傾向を認め，夫

々pH　7 ．8及びpH7 ～pH9 であった．沈澱分劃の稀

釈におけるlipolysis とfungilysis の場 合も 同様の傾向

を認めた．又inhibitor として，　serum，　NaCl，　heparinNaF

，　bile　juice　を種々の濃度で添加した場合，　lipolysis

とfungilysis 作用 の影響は次の如く全く両者が一致した

結果を得た．　serum の添加に対しては，　lipolytic　action

と菌苔に対するfungilytic　actionは 何 れも，　inhibitさ

れ，　NaCl の添 加では，　0．4　Mol　濃度では何れもactivate

されたが，更に高濃度ではlipolytic　action，　fungilyticaction

は何れもinhibit の傾向を認めた．　heparin添加

では， 高濃度では 両者共にinhibit されたNaF 添加

では，対照として使用したlipase 　（東京化成製）に対して

はinhibit を認めたが，　Edio 凵 こalbumin をconjugate

した脂肪蛋白結合体基質に対する蛔虫体腔液沈澱分劃粗

（　65　）

゛ ヘヽ
ヘ、、　

｜　　　　Enzyme　　　　　　　　　　　　　Sediment　fraction　of　Ascaris　body　fluid

ヽ　　　　　　｜‾’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
－

Inhibitors …………
｀、、1

≒tU よこ？r　iLi 倥Iljetlj 淙se　Glycerol
　（Lipolysis）　Droptest　（Fungilysis）Sodium

chloride　l　no　effect　l 烈 謡 謡 紗 言 洫 首 記 ヤ
リ ポ ゴ まぎ

Heparin　　　　l　　no　effect　1 太 謡 謡 紗
口 汢 首 謡 ぎ　 匚 ゴ ゴ ニ ゲ

＿

Sodium　fluoride　l　　　　inhibited　　　　l　　　no　effect　　　　l　　　　no　effect　　　　l　　　　no　effect

Bile　salts　l　activated　　　　 ’1　inhibited　　　l　inhibited　　　　i　inhibited
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酵素液のlipolytic　action乂菌苔に対する体腔液，沈澱

分劃のfungilytic　actionは何れも影響を認めなかった．Bile

juice　の 添加では 東京化成製lipase はactivate さ

れる傾向を認めたが，　Edio 凵こalbumin をconjugate

したsubstrate に対して体腔液沈澱分劃を作用させた場

合は，　inhibitの傾向が みられ，菌苔に対する．それのfungilytic

action　は胆汁の持つ界面活性作用の為比較す

るのは困難であるが，実験結果を検討するに高濃度ではinhibit

されると考えられる． 以上より みて，脂肪蛋白

結合体に 対する， 体腔液沈澱分劃のliyolysis 作用 と菌

苔に対するfungilysis 作用は全く同じ傾向があり，　inh－ibitor

の影響より，　postheparin　plasma中 にみられる，lipoprotein

lipase　（LPL ）とはserum の阻害性においては

尚検討の余地はあるが，他の場合は全く合致し，沈澱分

劃中に存在する．溶真菌作用は，このLPL ，或いはこれ

に近似した酵素によるか，或いは重要な役割をなす様に

思われる．この酵素のoptimum　pH は7 ．8附 近であり，56

°C，　30分間 の加熱処理により， 又，　trypsinの作用に

よりその活性は殆ど消失し，　Visking　tube　に対して非透

析であり，新鮮な蛔虫体腔液沈澱分劃にはその活性を認

めたが，4 °C下に7 日間，保存した体腔液の沈澱分劃に

はその活性を殆ど認めなかった．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＼吸光度が低値

を示し，その検討の結果は，次の機会に報告する．
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STUDIES 　ON　FUNGILYTIC　ENZYME　IN　ASCARIS　BODY　FLUID　 （I ）

Hiroshi　SAKAKIBARA

の や 伊 劼・a・X げ 八z，uがtology ，　Gifu 　Prefecti。・jl　jをぷa7Z ふ 加 。Z，G び，り

It　has　already　been　pointed　out　that　ascaris　body　fluid　contains　an　enzyme －like　substanceof　fungilytic　action

．　The　present　author　has　accordingly　e χamined　the　fungi 　lytic　action　and　hasfound　that　it　would　be　ascribed　mainly

to　the　lipolytic　action．　The　present　paper　describes　theresults　of　the　e

χperiments　concerned 。

For　obtaining　the　fraction　with　fungilytic　action ，　心caris 　body　fluid　was　dialyzed　for　24hours　at　3

°　to　4°C　through　a　strip　of　cellophane　tubing 　（Visking　Co 。）　against　distilled　water．For

preparing　the　crude　enzyme　solution ，　the　dialyzed　solution　was　then　centrifuged　and　thesediments　were

，　depending　on　the　kind　of　e χpriments ，　dissolved　into　O。1M　to　0 ．4　M　NaClsolutions

．　The　crude　enzyme　according　to　Korn ’s　method　（1962 ），　was　incubated　at　37 °C　forl　hour

with　triglycerides　such　as　Ediol　（10 　％　emulsion　of　coconut　oil）　alone　or　conjugated　withbovine　albumin　

（Fraction　V　from　bovine　plasma ，　Armor　Co ．）．　Thus　glycerol　dissociated　by　thelipolytic　action　was　calculated　according　to　Hanahan

’s　method 　（1958 ）　supplemented　with　adeproteinisation　technic　using　10

　％　trichloro・acetic　acid．　The　results　were　compared　with　thebiological　action　of　

八切んyZ／沁。z　sp．　E　strain　against　fungus　body　which　was　cultivated　onmycobiotic　agar　plate

．　Commercially　available　lipase　 （Tokyo　Kasei　Co ．）　served　as　controls　was

・compared　with　an　enzyme －like　substance　of　the　lipolytic　action　in　the　sediment　fraction　ofascaris　body　fluid

。

Both　of　the　lipolytic　and　fungilytic　actions　were　inhibited　by　the　addition　of　serum　or

higher　concentrations 　of　heparin ．　The　addition　of　higher　concentration　of　NaCl　inhibited　boththe　reactions

，　whereas　0．4　M　NaCl　activated　the　actions ．　NaF　acted　as　an　inhibitory　factoragainst　lipase　

（Tokyo　Kasei　Co ．）　action　but　not　against　Ediol　conjugated　with　albumin ．　It　seemsthat　the　addition　of

bile　juice　activated　the　lipase　action　and　inhibited　the　lytic　action　against

fungus　body ，　though　it　was　hard　to　determine　because　of　the　surface　activity　of　bile　juice。

Results　of　eχperiments　with　the　inhibitory　effects　of　serum，　NaCl，　heparin ，　NaF　and　bilejuice　upon　the　fungilysis　and　the

lipolysis　demonstrated　that　the　fungilysis　and　the　lipolysis　belong

to　one，　though　it　is　more　or　less　different　in　the　inhibitory　effect　of　serum　from　LPL　of　posthe－parin

plasma ．　It　would　seem ，　therefore ，　that　an　enzyme －like　substance　of　fungilytic　action　mascaris　body　fluid　is　lipoprotein　lipase　or　LPL

－like　enzyme　nearly　lied　to　it。

This　enzyme　has　an 　optimum　pH　7 ．8　and　is　inactivated　by　heating　to　56°c．　for　30　minutesNo　active　fraction　of　the

enzyme　is　dialyzed　through　a　strip　of　cellophane　tubing．　The　activitycan　not　be

　recognized　in　the　fraction　kept　at　4°C　for　l　week　but　in　freshly　obtained　fraction。As

to　the　calculation　of　glycerol，　the　degree　of　light　absorption　was　lower　than　thoseobtained　by　Hanahan

’s　and　Korn ’s　methods．　This　problem　will　be　taken　up　in　detail　in　thenext　paper　of　this　series

．

（67 ）
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