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著者は 第1 報 で， 蛔虫体腔液のVisking　C0 ．　製，セ

ロノヽ ンチューブによる透析内液の沈澱分劃中に溶真菌作

用（fungilytic　action）を有する酵素が存在する事を報告

した．さらにこの沈澱分劃を生物学的な，　Penicillin）。sp

．　E 株菌苔の 溶真菌現象 と， 脂肪蛋白結合体 であるactivated

triglycerid　を 基質 と し たin 　vitroにおけるlipolytic

action　の面より併せて 追求した 結果． 加熱処

理，至適pH ，稀釈によるactivity の変化等がfungilysis

とlipolysis において平行した 関係にあり， 諸種の阻害

剤として，　human　serum ，　heparin，　NaCl ，　NaF ，　hogbile　juice　

を添加した場合も殆ど 同様な平行関係を認め

その阻害性より，沈澱分劃中にLPL 様酵素が存在し，

これがactivated　triglyceride　に対してlipolytic　action

を有し，　fungilysisに深い 関係があるのではないかと第1

報に報告した．これをさらに確かめるため，阻害剤と

して，　CaCl2，　protamine，　quinine，　sodium　taurocholate，adrenaline

を第1 報 と同様な 方法で 添加を行い， その

阻害性をfungilysis とlipolysis の 両面よりしらべた結

果共通の影響を受け，その受け方はlipoprotein　lipase

（以下LPL と略 す）　（lipemia　clearing　factor）の阻害性と

近似の成績を得た，さらにNikkila 　（1958）の方法による

蛔虫体腔液沈澱分劃のCa3 　（PO －t）　2　Gel　吸着 により分離

したpartially　purified　fungilytic　fraction　（elute） に保

存，加熱処理，稀釈，透析，　trypsin処理，至適PH ，種

々阻害剤添加の実験を行った結果fungilysis とlipolysis

に対 する影響は殆ど同一であり，溶真菌作用とLPL 様

酵 素が直接，また直接でないにしろ間接的に深い関係が

ある結果を得たのでここに報告する．

実験方法の検討

1） 第1 報 において， 検量線の検討を 次の 機会に報

告すると述べたが， 森下， ら（1965） が 蛔虫体腔液のlipolytic

activity　について（1）で先に報告した如く1

μMol ～0，05μMol／ralのglycerol の 各濃度が原点を通

（465 ）

る直線となった．

2）　Lipolytic　actionの 実験に，基質として使用する蛋

白脂肪結合体 で あ るactivated　triglycerideは，　10 ％ediol

1 容 ＋　7　％　albumin　4 容を37 °C　下 に1 時間incubate

した ものを用いたが，森下ら（1965 ）の報告の如

くArmour　Co ．　製Bovine　albumin　powder　（FractionV　from　Bovine　plasma

）は，　Lot　No．　により本酵素を阻

害する物質が存在するものもあり，これは透析により除

去出来るので，　albumin 溶 液 をVisking　tube　にて，

純水に 対して3 ～4 °C 下に24 時 間透析し，これを7 ％

になる様，調整使用した．

3） 粗酵素液としての蛔虫体腔液沈澱分劃は，蛔虫体

腔液のlipolytic　activity　について（1） に報告されてい

る如き関係があるので，透析前と等容になる様，沈澱分

劃を0 ．1　M～0 ．4　Mol，　NaCl溶液 で溶解使用した．　Cas

（P04 ）2　Gel　吸着 に よるpartially　purified　fungilyticfraction

　（elute）は，後述実験成績（2）の方法で分離し

たものを，その儘粗酵素液として使用した．沈澱分割のactivated

triglyceride　に対する 】ipolytic　actionはincu －bation

mixture　のNaCl 濃度 が0 ．4　Mol　の場合が，最

も高いので1 報 と同様食塩濃度を調整したが，
　elute のactivated

triglyceride　に 対 する 】ipolytic　action　は食塩

濃度O ～0．3　M 迄は殆んど同一， それ以上の 濃度ではactivity

は減少する為，　eluteに対する実験は，特別の場

合を除き，　incubation　mixture　の食塩濃度はO ～0 ．3　Mol

に調整した．

4）　Buffer　solution　のlipolytic　action　に対する 影響

は，　Table　1　の如く， 蛔虫体腔液のsediment　fraction，Ca3

　（PO4 ）　2　Gel　吸着によるpartially　purified　fungilyticfraction

ともに，　Clark－Lubs　buffer　sol．　が最も発色率が

良く，次いで，　NH3 －NH4CI，　Sorensen，　Tris　aminome－thane

－HCl　buffer　sol．　の順であり，後者の場合発色率は

かなり低下する 為，　Buffer　sol．　は第1 報 の如く， 主と

してClark －Lubs　buffer　sol．　を使用した．但し，　CaCk
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Table　l　Influence　of　buffer　solution　to　lipolyticactivity　of　sediment　fraction　and　partially

purified　fungilytic　fraction　of　Ascaris

body　fluid，　（glycerol　determination）

Clark－　nh3 －Lubs
NH4C1

Sediment 0．050　　0．0420

．081　　0．066

Sorensen

0．0230

．035

Incubation　mi χture　to　lipolysis　：Substrate

Fraction 　（Enzyme ）

Buffer　solution

1　7．8
Tris　Amino －methane

－HC1
一一 一
0．007

0．000

1　ml1

　ml1

　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　（shaking，　80／min．）Lipolytic

activity　is　shown　by　values　of　sample－control

of　each　optical　density．

添加実験 においては，　Clark －Lubs　buffer　sol．　を使用す

ると白濁を生ずるので， この場合はNH3 －NH4CI　buffersol

．を用いた．

5）　Lipolytic　action　に対する37 °C 下におけるin －cubation

の時間は， 第1 報においては1 時間 であった

が， 蛔虫体腔液のlipolytic　activity　について（1） に報

告の如く，2 時間incubate した場合がglycerol の解離

が高いので，第2 報の実験は総て2 時間とした．

6）　Glycerol の定 量は第1 報で報告した方法を，少し

改め，　Table　2　の如く行った．　4．6　％　thiourea の量は，Fig

．　1，　Fig．　2の如く，沈澱分劃および，　partially　puri－fied

fungilytic　fraction　，　何れに対しても，　0．5m冂 忝加

よりも1ml 添加 がより良好と考えられるので第2 報の

実験は1m1 とし た．また，　Fig．　1，　Fig．　2 の如くin －

冫 丶

＋ j

0 ．3

0 ．2

0 ．1

Wavelen ぞth y4・

一 一 一

（466 ）

Table　2　Analytical　method　of　enzymatic　glycerol

liberation　by　lipolytic　action　of　sediment

and　partially　purified　fungilytic　fractions

of　AscaΓ八body　fluid．　（glycerol　determi－

nation）　（revised　author’s　method）

Incubation　mi χture　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

Enzyme　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

pH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　solution　　l　mltotal　　　　　　　　　　3

ml

↓

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　shaking　80／rain．

↓

added　5　m 】of　10　％ 　trichloroacetic　acid　to　2mlof　incubation　mi

χture　and　mixed　sufficiently．
↓

stood　for　30　min．　at　room　temperature．

↓

filtrated　（by　the　Toyo　filter　paper　N0．　4）

↓

removed　2　m 卜rom　filtrate ．
↓

added　0 ．5　ml　of　0．05　Mol　sodium　periodate　andadded　0 ．5　ml　of　0．05　Mol　sodium　periodate　andmixed　sufficiently

．

↓

stood　e χact 】y　for　5　mm ．

↓

added　0 ．5　ml　of　10　％ 　sodium　bisulfite ．

↓

stood　for　10　min ．

↓

removed　l　ml　from　mi χture ．

↓

added　8　ml　of　chromotropic　acid ．　（4　volume　of

l24　N　H2804 十1

volume　of　l ％chrornotropicacid

．）

placed　in　boiling　water　bath　for　30　min ．

↓

cooled　in　tap　water ．

↓

added　l　ml　of　4 ．6　％ 　thiourea ．

↓

read　the　optical　density　at　570　m μ．

650 70C

－－ －
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Fig．　1　Absorption　spectra　of　lipolysed　s　olution　by　sediment　of　yls忽x心　body　fluid

（colour　reaction　with　chromrtropic　acid　by　author’s　method．）
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Fig・　2　Absorption　spectra　of　lipotysed　solution　by　partially　purified　fungilytic　fraction　of　λ。。心body

fluid，　（colour　reaction　with　chromotropic　acid　by　author’　method．）
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Wavelength　 ’i！メ 画

600 625 650 70Q

Fig．　3　Absorption　spectra　of　glucose，　formaldehyde，　glycerol，　sediment，　elute　and　activatedtrig

］yceride．　（colour　reaction　with　chromotropic　acid　by　author’s　method．）
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Fig ．　4　Absorption　spectra　of　fungillysed　solution　of　7をがdZ 昂。，zノ，zjぼeria 　bysediment

and　partialy　purified　fungilytic　fraction　of　Ascaris　bodyfluid

，　（colourreaction　with　chromotropic　acid　by　author ’s　method．）

（467 ）
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Table　3　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　Calcium　chloride　to

sediment　fraction　of　A5cαris　body　fluid

（Ed1014Alb ・lmin ）々Sediment　of　Asearie　 恥ay　nuid

へ

－－ －－W

”－－●

of　Pancreas
（Sato1 ）＋11pa6e

／` 丶
／

1

丶

丶
丶

丶
丶

丶 ヽ 、

＼

・－

Fig．　5　Relation　between　lipolytic　action　and　addi－tion

of　Calcum　chloride　to　sediment　fraction

of　jsaμ啗body　fluid，　（glycerol　determina－tion

）

0．006？5

をmycobiotic　agarに培養すると，培地中のglucose がglycero

凵こ変えられ培地中にglycerolが証明されるの

で，生菌苔より培地を充分に除去し，水洗した菌苔にて

実験を行った．

（468 ）

O 。 ¶
Q 。025CaC1

眞

Final　concentration

of　CaCl2　（Mol ）

CaC12 十Buffer　sol．0

．4　Mol
Sediment 十Buffer　so］．Sediment

十CaCl2　Buff ．sol

．　　0 ．4　Mol
0 ．2

0 ．1

0 ．05

0 ．025

0 ．0125

0 ．00625

Fungilysis　to　八mictlhum 　sp・incubated
times　at　37°C（hrs．）1

玳（　2　21 ／2　3　4　5　6

一　 一　 －　 一　 一　 －　 一　 一

一

一

一

一

一

一

－　 一

一　 十
一

一　 －

－

土　土　十　十卜　册　卅

士　土　十　朴　 册　卅

士　十　十　朴　朴　 卅
土　十　十　册　朴　 卅
十　十　十り 十　十卜　丗
十　丑　卅　卅　卅 ，卅
士　十　朴　 卅　卅　卅
士　士　十　升　册　卅

一 一

Lipolytic　activity　of

sed ．　frac．　to　activa・ted
triglyceride。

（glycerol ）

0 ．056（0 ．D）O

。076

0 ．080

0 ．087

0 ．089

0 。094

0 ．089

0 ．087

Lipolytic　activity　of

lipase　to　free　trigly－ceride

．　（glycerol ）

0．346　（O．D）0

．344

0
．375

0
．386

0
．369

0
．339

0
．381
0．355

Buffer　solution　：　NH3 －NH4C1　buffer　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　Penicillium　sp．　（E ），　cultured　10　days　at30

°C　on　（he　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　mixing　l　volume　of　sediment　solution　to　l　volume　of　pH　7．8　NH3－NHUC1

buffer　solution　containing　various　concentrations　of　Calcium　chloride　and　contained　0．4　MolNaCl

．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

Sediment　fraction　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　lml

pH　7 ．8　NH3－NH4C1　buffer　sol．十CaCk　　　　　　1　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　（shaking，　80／min．）

Lipolytic　activity　IS　shown　by　values　of　sample‘control　of　each　optical　density．

cubation し な いcontro 囗 こ対 してに 全くglycerol のspectra

は認められなかったが，2 時間incubate し たsample

はFig ．　3 の 如 く，　formaldehyde ，　glycerol のspectra

と同一 であり， こ れ は，　sediment ，　elute共 にlipolytic

action　があり， これによりglycerol が解離さ

れたものと考えられる．

7） 著者は第1 報緒言において，真菌苔に蛔虫体腔液

沈澱分劃を作用させ，　fungilysisを起 させると，　glycerol

を生ずると報告したが，培養前のmycobiotic　agar，　培養7

日後のR がcillium　sp．　Eの充分に培地を洗い落した

菌苔にPH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　sol． を100　mg ／ml

の割に加えglass　homogenizer　にてemulsion を 作り，

別に培地を充分除去した菌苔200　mg　に，　Sediment　lm1

十pH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　sol．　1　ml，　Elute　l　ml十pH

7．8　Clark－Lubs　buffer　sol．　1　ml　を夫々加え，37 °C

下に2 時間incubate し，　10％　T．C．A により除蛋白し

たものにchromotropic　acid　に よるglycerol 発色 を行

い，　spectraを求 めるとFig ．　4 の如くであり，　fungilysis

によ りglycerol の検出を認めた．尚 毘nicilliitm　sp．E
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Table　4　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　protamine　sulfate　to

sediment　fraction　of　jsご口ris　body　fluid

Final　concentration　ofP
rotamine　（mg ／ml）

Protamine 十Buffer　sol．100
mg ／4／ml

Sediment　Buffer　sol．

Sediment 十Protamine 　＋　Buffsol
．　　100 ／4
100／8
100 ／16
100 ／32
100 ／64
100 ／128
100 ／256
100 ／512
100 ／1，024
100 ／2，048

－ ・

1／2　　1　11 ／2

－　 －　 －

times　at　37°C　（hrs．）

2　3　4　5　6　20

－

土　十　朴　卅　卅　卅

一　－　－　 一　一　－

一

一

一

一

－

－

一

一

－　 一

士　 十

土　 ＋

－一 一

一

一

一　 士
士　＋
±　＋

朴　朴
丑　卅

一

一

一

一

一

一

－

卅

一

一

一

士　＋　＋
＋　＋　＋
＋　 十　十
十　朴　丑
卅　枡　卅
卅　卅　卅

一

卅

一

一

土
昔
昔
卅
卅
卅
卅

Lipolytic　activity　of

sed ．　frac．　to　activa－ted

triglyceride

（glycerol ）

0．069　（O．D）0

．004

0
．004

0
．006

0
．018

0
．036

0
．058

0
．062

0
．064

0
．066
0．066
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Lipolytic　activity　of

lipase　to　free　trigly－ceride
［glycero ］）

0．218　（O．D）0

．217

0
．218

0
．217

0
．218

0
．218

0。219
0
．218

0
．218

0
．218
0．218

Protamine　sulfate　：　Nutritional　Biorhemicals　Corporation　（Cleaveland　Ohio）　Lot．　8992

Buffer　solution　：　pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　Penicill加。z　sp．　（E ），　cultured　10　days　at

30°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　n！iχing　l　volume　of　sediment　solution　to　l　volume　of　pH　7　。　8　Clark－Lubs

buffer　solution　containing　various　concentrations　of　protamine　sulfate　and　contained　O。4　Mol　NaCI．Incubation

miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Sediment　fraction　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　　2m1

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution　　　　　　　　　l　ml

incubated　for　hrs．　at　37°C　（shaking　80／min．）

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　of　sample－control　of　each　optical　density．

実 験 成 績 ①

第1 報に引続き，蛔虫体腔液沈澱分劃を粗酵素液と考

え，阻害剤としてCaCl2 ，
　protamine　sulfate，　quininesulfate

，　sodium　taurocholate，　adrenaline等を添加し，

片辺耳／／加7・　sp．　E　株菌苔に対するfungilysis と，
　acti－vated

triglyceride　を基質 としたlipolytic　activity　とへ

の影響をしらべた．　incubate は実験方法の検討で述べた

如く総て，37 で 下で，恒温振盪装置を用い80　／min．の

割に振盪し，2 時間incubate を行い，　glycerol の定量

を行い，　glycerolの解離の度合をlipolytic　activity　とし

た．

1） 種々濃度のcalcium　chloride　添加における， 蛔

虫体腔液沈澱分劃のfungilytic　actionとlipolytic　action

に対する影響は次の様である．

緩衝液はClark －Lubs　buffer　sol． では 白濁 する 為，fungilytic

action，　lipolytic　action　何れに 対してもpH7

．8　NHa－NH＋Cl　buffer　sol．　を用いたTable　3 ，　Fig．5

の如く，　fungilysis，　lipolysis共にCaCl2 の添 加により

；
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Fig・　6　Relation　between　lipolytic　acion　and

addition　of　protamine　sulfate　to　sedi－

ment　fraction　of　Ascaris　body　bu沚

（glycerol　determination）

activate された．特にCaCl2 濃度0 ．025　Mo凵 こおいで

はactivity は 高く 認 められた、 東京化成製lipase のnon

activated　triglyceride　に 対するlipolytic　action　のCaCl2

の影響は全体にactivate するが0 ．025　Mol　では

逆に軽度のinhibit を認 めた．

（469 　）
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Table　5　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　quinine　sulfate

to　sediment　fraction　of　y1だax心body　fluid

Final　concentration
of　Qunin　（mg ／ml）

Qunine　Buffer　sol．
100　mg／4／ml

Sediment 十Buffer　sol．Sediment
十Qunine 十Bu 仔．sol

．　　100 ／4
100／8
100／16
100／32
100／64
100／128
100／256
100 ／512
100／1024

1／2　1　11／2　2　21／2　3　31／2　5　7

一 一一 一

一　一　－　一　一　 一　－　 一　一

一　一　 ―　土　十　朴　升　卅　卅

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

Buffer　solution　：　pH　7　。　8　Clark－Lubs

十shows　positive　fungilytic　activity ．

－　－　－　一　土　土

一　一　 士　十　十　晋
一　一　 士　十　晋　卅
－　一　土　十　晋　卅
一　十　 十　十卜　卅　卅
士　十　朴　升　卅　卅

buffer　solu↑ion．

Lipolytic　activity　of

seel，　fract．　to　activa－ted
triglycerid．

（glycerol ）

0．073　（O．D）0

．007

0
．013

0
．021

0
．033

0
．047

0。053
0
．059

0
．063
0．065

Lipolytic　activity　of

lipase　to　free　trigly－ceride

．　（glycerol ）

0．219　（O ．D）0

．249

O、271
0
．269

0
．260

0
．252

0
．244

0
．230

0
，218
0．216

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　フニを，7加辺ium 　sp．　（E），　cultured　10　days　at30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　sediment　solution　to　l　volume　of　pH　7．8　Clark－Lubs

buffer　solution　containing　various　concentrations　of　Qunine　sulfate　and　contained　O。4　Mol　NaCl．Incubation

miχture　to　lipolysis　：

Substrate

Sediment　fraction　（Enzyme ）pH

7 ．8　Clark－Lubs　bu斤er　sol．incubated

for　2　hrs．　at　37°C　（shaking ，　80／min．）

1m1

2 　ml1

　ml

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　of　sample－control　of　each　optical　density・
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Fig。7　Relation　between　lipolytic　action　and　addi－tion

of　quinine　su】fate　to　sediment　fractionof

　Ascaris　body　fluid．　（glyecerol　determin－ation

）

2） 種々濃度のProtamine　sulfate　添加における，螟

虫体腔液沈澱分劃のfungilytic　action　lipolytic　action

と に対する影響は次の様である。

Protamine　sulfate　のLPL ，　clearing　factorに対する阻

害性についてはKorn 　（1955），　Hollett　＆　Meng 　（1956 ）

等によって報告されている．著者は東京化成製lipase と

沈澱分劃にprotamine　sulfate　（Nutritional　BiochemicalsCorporation

，　Cleaveland　Ohio，　Lot　N0．　8992）を種々の

濃度 に て 添加しfungilysis とlipolysis をしらべた．Table

4，　Fig．　6　の如くで，　protamine は全 体に 何れに

対してもinhibit の傾向を認め，濃度の低下と共にin －hibit

の率も低下し，　fungilysisにおいては，100　mg ／1

，024／mlはおいては阻害性は殆ど消失する．　lipolysisに

おいては，　100　mg／128／ml　で急激にその阻害性は減少し100

mg ／1024／ml　で殆ど，阻害性を消失するのはfungily－sis

，　lipolysis共に相似した傾向を認めた．　尚，東京化成

製，　lipaseのlipolytic　activity　に対する影響はlOOmg ／2

．048／mlより100　mg／4／ml　の 種々濃度において認めら

れなかった．

3） 種々濃度のquinine　sulfate　添加における， 蛔虫

体腔液沈澱分劃のfungilytic　action　とlipolytic　action

に対する影響は次の様である，

（470 ）
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Tab！e　6　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　Sodiumtaurocholate　to　sediment　fraction　of　Ascaris

　body　fluid

Final　concentration　of　Sodium
taurocholate，　（Mol ）

Sediment　Buffer　sol．
Sediment 十Sodium　taurocholate
十Buff．　sol．　M ／25

M ／500M
／l，　000M
／2，　500

Sodium　taurocholate十Buffer　sol．M
／25
M ／100
M ／250
M ／500
M ／l，　000
M ／2，500

ted　times　at　37°C　（hrs．）

1／6　1／2　1　11／2　2　3　4

一　一　 ―　士　十　十　十卜

冊　卅　卅　卅　卅　丗　卅

朴　卅　卅　卅　卅　卅　卅
十　朴　 卅　卅　卅　卅　卅
土　十　丑　卅　卅　卅　 卅
－　±　十　册　丑　朴　 卅

一　一　 ―　土　十　丑　 朴

册　卅　卅　卅　卅　卅　卅

朴　卅　卅　卅　卅　卅　卅
十　升　卅　卅　卅　卅　卅
土　十　幵　卅　卅　卅　卅
一　士　十　升　朴　升　卅
一　一　一　一　士　十　升

65 ・

Lipolytic　activity　of
sed．　frac．　to　activa－　Lipolytic　activity　ofted　triglyceride　　　lipase　to　free　trigly

－

（glycerol）　　ceride 　（glycerol）

0．041　（O．D）0

．005

0
．010

0
．017

0
．026

0
．032
0．039

十shows　positive　fungilytic　activity．

Incubation　miχture　t0　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Sediment　fraction　（Enzyme ）　　　　　　　1　ml

pH　7，8　Clark－Lubs　buffer　sol．　　　　　1　ml

Sodium　taurocholate　sol．　　　　　　　　　1　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　（shaking，　80／min．）

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　sample－control　of　each　optical　density．

Table　5，　Fig．　7　の如くで，沈澱分劃のfungilysis お

よびlipolysis に対して，全体にinhibit の傾向を認め，100

mg ／1024／ml　では何れもその阻害性は殆ど消失した．

東京化成製lipase に対する影響は100　mg ／8／ml　で最もactivate

され，濃度の低下と共にactivate の傾向は減少

し，100　mg／1024／ml　では殆どその影響は消失する． そ

の結果は，　LPL ，　clearing　factor　の 阻害性，　Overbeek

＆　Van　der　Vies　（1955） の報告と 同様な 結果を得た．4

） 種々濃度のsodium　taurocholate　添加における，

蛔虫体腔液沈澱分劃のfungilytic　action　とlipolyticaction

に対する影響は次の様である．

Table　6，　Fig．　8 の如くで，　fungilysis に対しては，sodium

taurocholate　の表面活性作用 がかなり著明であ

る為，その阻害性を云々出来ないが，　lipolytic　activity　に

対してに，添加により阻害性を認め，　M／2，500濃度にお

いても多少の阻害傾向を示めした．尚東京化成製lipase

に対してはM ／100～M ／250においてかなりactivate し

他の濃度においても全体的に，
　activateを認めた．

5） 種々濃度のadrenaline 添 加における，蛔虫体腔

液沈澱分劃のfungilytic　action　とlipolytic　action　に対

（471 ）
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Fig．　8　Relation　between　lipolytic　action　and　addit－ion

of　sodium　taurocho】ate　to　sediment

fraction　of　A　scar　is　body　fluid，　（glycerol

determination）

する影響は次の様である．

Table　7　の如く，　1 ，000倍 から128 ，000迄倍数稀釈を一

行い添加fungilysis とlipolysis とをしらべた緘　 何｀

れも添加におけるactivity の変 化を認めなかった．
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Table　7　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　Adrenaline

to　sediment　fraction　of　Ascaris　body　fluid

Final　concentration　of　Adrenaline

Adrenaline 十Buffer　sol．　×　1，000Sediment

十Buffer　sol．
Sediment 十Adrenaline 十Buff．　sol．

×

×

×

×

×

×

×

1，0002

，　0004

，　000

8，　000

16，　00032
，　00064
，　000

×128 ，　000

r　unguysis　to　j‘？7zlごz忽井琲sp ・incubated
times　at　37°C　（his．）1

／2　1　11 ／2　2　21／2　3　5

”　－　＝　－　－　－　 ㎜
一　 ―　土　十　十　升　卅

一　一　一　十　十　朴　卅

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

訟 廿 ぎゴ ニ

triglyceride　（glycerol ）

0．046　（O．D）0

．045

0
．046

0
．045

0
．045

0
．045

0
．044
0．045

DL －Adrenaline　：　Tokyo　Kasei　Co．

Buffer　solution　：　pH　7　。　8　Clark－Lubs　buffer　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　凡micill’mm　sp．　（E ），　cultured　10

days　at　30°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　miχing　l　volume　of　sediment　solution　to　l　volume　of　pH　7．8Clark

－Lubs　buffer　solution　containing　various　concentrations　of　Adrenaline　and　contained　0　。4

Mol　NaCl ．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate

Sediment　fraction　（Enzyme ）

pH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　solutionAdrenaline　solution

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　（shaking ，　80／m．）

1m1

2 　ml1

　ml1

　ml

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　of　samp！e‘control　of　each　optical　density．

実 験 成 績（2）

次に蛔虫体腔液の沈澱分劃をNikkila 法に よって部分

精製を行なったものについての酵素学的性状を次の各方

法 によって検討した．

a）　0 ．2　M　Ca3（P04 ）2　Gel　吸着法

蛔虫体腔液沈澱分劃中にLPL 様酵素があり，これがfungilysis

と深い関係があるのを確認したので， 著者はNikki

］a　（1958）のPartial　purification　of　clearing　factor

・of　postheparin　human　plasma．　の方法に準じて，沈澱分

劃の0 ．2　M　Ca3　（PO4 ）　2　Gel　吸着によるpartial　pu ふfication

を 行 い，これについて 各種実験を 行っ た．　尚

・Ge凵■＊，　E．D．　Korn　（1959）が作製後1 ～2 ヵ月位の物が

最も良いと 報告しているのでこれに 準じ作製後1 ～2 ヵ

．月後のGe1 を使用した， 吸着， 分離方法は，　Table　8

の 如く行いSupernatant ① ，　（2），　（3），　（4）とし，（4）

は蛔虫体腔液沈澱分劃のpartially　purified　されたfun 一

如lytic　fraction　で あるGel 吸着後Nikkila に従い種

々の溶液で 洗滌したが，　0．2　Mol　Sodium　oxalate　洗滌

においては，　Supernatant 　（2）にfungilytic　enzyme　は 移

行し，　T 　able　9　（A ） の如く，　fungilytic　action　お よびactivated

triglyceride　に 対 するlipolytic　action　は高く

認められた．蒸溜水洗滌の場合は，　（B ） の如く 沈澱分

劃にfungilytic，　lipolytic　action　を 認めたのに拘らず，Supernatant

　（1），　（2），　（3），　（4）何れにも　action を認

めなかった0 ．9　％　NaCl 溶液洗滌の場合は（C ） の如

く，　Supernatant　（4），　eluteにfungilytic　action　お よびactivated

triglyceride　に 対 するlipolytic　action　を著明

に認め，　Supernatant　（1），　（2）．　（3）は12 時 間後もfun －gilysis

を全く認めず，　lipolysisも殆 ど認めなかった．尚purification

rate　はBiuret 法，　U ．S．　Army 法で定量を

行った 結果1 ／300～1／400であった．家兎のpostheparinplasma

　（5　mg／kg　の 静注後，15 分にcardiac　puncture

にて採血）を同様0 ．2　Mol　Ca3　（PO4 ）　2　Ge1吸着 後，　0．2Mol

Sodium　oxalate，　0．9　％　NaCl 溶液で洗滌した場合Table

10　の如くfungilytic　action　は認められなかった

（472 ）

Fungilysis　to　鳬，z祐illium　sp．　＿　．　　 ‥　　．



Table　8　Partia】purification　method　to　sediment　fraction　of　j矼α，心body　fluid　by　0．2　Mo】

Ca3 　（PO4 ）　2　Gel　adsorption

Added　l／10　volume　of　0．2　Mol　Ca3　（PO4 ）　2　Gel　to　l　volume　of　sediment　solution．　（Sediment　fractionwas　dissolved　to　equivalent　volume　for　predialysed　volume
with　0．9％　NaCl　solution．）

↓
shaked　gent】y　for　45　min．　at　room　temperature　（10°－12°C）

↓
centrifugated　for　15　min．　at　4，000　rpm．

｜

Supernatant
（1）

Supernatant
（2）

Sediment
↓

washed　with　double　volume　of　0．9　％　NaCl　solution　for　15　min．
↓

centrifugated　for　15　min．　at　4，000　rpm．

｜

Sediment
↓

washed　again　with　double　volume　of　0．9％NaCl
solution　for　15　min．

volume　of　0 ．01　Mol　sodium

for　15　mm．　at　4，000　rpm．

Lipolytic　activity　to
activated　triglyceride．

【g】ycerol）0

．044　（O ．D）0

．002

0 ．026

0．012

0．008

0．044　（O ．D）0
．003
0．004
0．001
0．009

0．044　（O ．D）0
．002

0．003
0．001
0．062
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Supernatant
（3）

Sediment

eluted　with

べ

citrate　to　sediment　solution ．

（eluted　solution　＝　partially　purified　fungilytic　fraction．）

＿ ＿　 ＿

Tab 】e　g　Fungilytic　and　lipolytic　actions　of　（1），　（2），　（3）　and　（4）　on　washing　Ca3　（PO4）　2　Geladsorbate　of

Ascaris　body　fluid　with　various　so】utions

（A ）　washed　with　0 ．2　Mol　Sodium　o χalate ．

Fungilysis　to　 冫を，・たヽ／／／加 。z　sp．incubated

times　at　37　°C　（hrs ．）

sediment
supernatant
supernatant
supernatant
elute

（1）
（2 ）

（3）

（4）

（B ）　washed　with　distilled　watersediment

supernatant

supernatant

supernatant
elute

（C ）　washed　wsediment

supernatant

supernatant

supernatant

elute

（1）
（2）
（3）
（4）ith

（1 ）

（2 ）

（3 ）

（4 ）

1／2　1

一　 十一

一　 一

一　 －

一

一

－

0．9　％　NaCl　sol

－
－
－
－

一

一

4　5　6　7　12

卅　卅　卅　卅　 卅
－　 －　一　一　一
升　升　卅　 卅　卅
－　 －　－　一　一
一　 一　一　－　－

士　 十　 什　 朴　 卅　 卅　 卅

－　 －　 一　 一　 －　 －　 －

－

ution

－

卅　 卅　 卅

－　 一　 一

士　 十　 升　 升　 卅　 卅　 卅　 卅　 卅　 卅

－　 一　 一　 －　 －　 －　 一　 一　 －　 一

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

士　 升　 卅　 卅

一　 一　 －　 一　 一　 －

卅　 卅　 卅　 卅　 卅　 卅

Sediment，　supernatant　（1），　supernatant　（2），　supernatant　（3），　and　elute　（4）　were　prepared　as　Table　8．

十shows　positive　fungilytic　activity．

Incubation　miχture　t0　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

crude　enzyme　solution　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution　　　　　　　　l　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C　（shaking，　80／min．）

Lipolytic　activity　IS　shown　by　values　sample－contro】of　each　optical　density．

（473 ）

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

11／2　2　21／2　3

十　朴　 升　卅
－　－　－　 一
一　土　十　冊
－　－　－　 一
一　－　一　一

－ 一一 一 一 一 一　　　　　　　　 －　　　　　　　　　　 － ・

一 一　　　　 一 一　 －

－

｜
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Table　10　Fungilytic　and　lipolytic　action　of　（1），　（2），　（3）　and　（4）　on　washing　Ca3　（PO4 ）　2　Geladsorbate

of　Postheparins　plasma　with　various　so】ution

（A ）　washed　with　0 ．2　Mol　Sodium　oxalate．

Fungilysis　to　冫を：nicillium　sp・incubated

times　at　37°C　（hrs ．）

Plasma
supernatant
supernatant
supernatant
elute

1

－

2　3　4

－　－　－
（1）

（2）
（3 ）

（4）

（B ）　washed　with　0 ．9％　NaCl　solution ．Plasma

－

supernatant
supernatant
supernatant
elute

（1 ）

（2 ）

（3 ）

（4 ）

一

一

一

一

一

一

一

一

－

5

－

7　　12　24

－ 一

一

－

－

一

一

Lipolytic　activity　to

activated　triglyceride．
（glycerol ）

0 ．054　（O ．D）0

．002

0 ．032

0 ．009

0 ．026

0．054　（O ．D）0
．003

0．016
0．009

0．021

一shows　negative　fungilytic　activity．

Incubation　miχture　t0　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

Crude　enzyme　solution　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution　　　　　　　　　l　ml

incubated　for　hrs．　at　37°C　（shaking，　80／min．）

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　of　sample－control　of　each　optical　density．

Postheparin　plasma　was　derived　from　a　rabbit　by　an　intravenous　administration　of　5　mg／kg　of　sodiumheparin　after　15　min

．

がactivated　triglyceride　 に 対 す るlipolytic　action はsodium

oxalate　の 場 合 はSupernatant 　（2 ） に ，　0 ．9％NaCl

の場 合 はSupernatant 　（4 ） に 比 較 的 高 く認 め られ

た ． 以 上 よ り， 本 実 験 のpartial　purification に 際 し て

はGel 吸 着 後，　0 ．9％　NaCl 溶 液 で2 回 洗 滌 し ，0 ．01Mol　sodium

citrate　でelute を 施 行 し た． 尚elute を0

．01　Mol　sodium　citrate　に て5 倍 稀 釈 ， 沈 澱 分 劃 を0 ．9

％ 　NaCl 溶 液 で25 倍 稀釈 し ，　210　m μ～700　m μ の 波 長

で 測 定 し たspectra はFig ．　9 の 如 く で あっ た ．

b）　0 ．2　Mol　Ca8（P04 ）2　Gel　吸 着 法 に よ るSuperna －tant

　（1 ） のnon　activated　triglyceride　 に 対 す るlipoly －tic

action

Ca3 　（PO4 ）　2　Gel　吸 着 後0 ．9　％　NaCl 溶 液 で2 回 洗 滌 ，0

．01　Mol　Sodium　citrate　でelute し た 場 合，　elute にfungilytic

action ，　activated　triglyceride　にlipolytic　action

を認 め た が ， 他 のSupernatant 　（1 ），　（2 ），　（3 ）に は， そ

れ を認 め な かっ た．　non　activated　triglyceride　に対 す るlipolytic

action　はSupernatant 　（2 ），　（3 ），　（4 ）に は 殆 ど

無 く，　Supernatant 　（1）に認 め ら れ た の で ， 実 験 を行 っ た

とこ ろ，　Table　11　の 如 さ 結 果 を 得 た ． そ のoptimumpH

は7 ．4　（Clark －Lubs　buffer　solution　を 使 用 ），　incu －bation

時 間 とlipolytic　activity　の 関 係 は72 ，　1，　2 時 間

（474 ）
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Fig．　9 Absorption　spectra　of　sediment　and　partially

purified　fungilytic　fraction　of　Ascaris　body

fluid．

Sediment　was　diluted　with　0．9　％　NaClsolution　to　25　times

．　Elute　was　diluted

with　0．01　M　sodium　citrate　to　5　times．

行った結果殆ど 直線的であった．　Trypsin また56 °C，30

分 間の加熱処理において活性は全く消失し，非透析性

であり， 種々阻害剤を添加した場合のlipolytic　action

の影響はhuman　serum　 の影響を除きpancreatic　lipase

の影響と近似であり，これはlipase 様酵 素 と 考えられ

る．　1報において沈澱分劃中にlipoprotein　lipase　様酵

4
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Table　11　Lipolytic　action　of　non　absorbed　fraction　（Supernatant　（1））　of　AscaΓ・・’s　body　fluid　by　0．2　MolCa3

　（PO4 ）　2　Gel　adsorption　to　non　activated　triglyceride，　（glycerol　determination）

1
Optimum　pH ．

－

Activity　（O ．D）

2

5．7

－
0．018

6．50

．021

6．9
－

0．026

7．40

．032

Relation　between　incubation　times　and　lipolytic　activity．

Times 　（hrs．）　　　　　1 ／2Activity

　（O ．D）　　　　　0．0073

．　Inactivation　by　T　rypsin．

Trypsin 　（mg ／ml）Activity

　（O ．D）

0

0．033

1

0．026

10　mg ／ml

－

2

0．066

7．8

－

0．028

8．6

－

0．019

Supernatant　（1）十Trypsin　was　put　for　30　min．　at　room　temperature　15°C）4

．　Inactivation　by　Heating　at　56　°C．

Heating　Times　（min．）Activity

　（O ．D）

5．　Effect　of　Dialysis．

0

一一0
．034

5

0 ．016

15

0．006

Dialysis　　　　　　　no　dialysed　　　　　dialysed

一 一

Activity　（O ．　D）　　　　　0 ．017　　　　　0 ．015

dialysed　by　Visking　tube　against　distilled　water　for　24　hrs．at

30 ～4°C　in　a　low　temperature　room．

6．　Effect　of　various　inhibitors．

Inhibitors

％of　inhibition．

Serum
（×12）41

％

Heparin
（lOmg ／ml）0

NaCl
（2　Mol）0

NaF
（1　Mol）

－
85％

Buffer　solution　：　pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution．

Incubation　miχture　to　lipolytic　action　：

Substrate　（1　volume　of　10　％　Ediol　＋　4　volume　of　Buffer　sol．）Supernatant

　（1）　（Enzyme ）

Buffer　solution

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）

素とlipase 様酵素を認めたと報告したが，Ca3（P04 ）2Gel

吸 着により，　Supernatant　（1） にlipase 様酵素が分

離出来たと考えられる．

c）　Partially　purified　fungilytic　fraction　（elute） のfungilysis

Penicillin　n・　sp．　E株をmycobiotic　agar　に7 日間培

養し，その菌苔に対してelute　1容 十pH　7．8　Clark・Lubsbuffer　solution

1 容 を混じて37 °C下に2 時 間incubate

30

－

0

Protamine
（100　mg／8／ml）0

lml

1　ml1

　ml

9．40

．011

Qunine
（100　mg／8／ml）

－29％

69

を行いfungilysis を起 させ， それをglass　homogenizer

に てemulsion とし，　10　％　T．　C．　A 除蛋白後，　chro－inotropic

acid　にて 発色 させたspectra はFig ．　4 の如

くであり，　fungilysisによって， 沈澱分劃を作用させた

時と同様，菌苔よりglycerol の検出を認めた・

d）　elute に対する緩衝液，基質の検討

緩衝液としてpH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　sol．，　NH3－NH4CI

，　Sorensen，　Tris　aminomethane－HCl　buffer　solu－

（475 ）

－ －

一 一一 一 一 一 一 一 一

一 一 一－ 一 一 －

一 一　　　　　　　　　　　　 一 一

－ －

一一
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Fig ．　10　Lipolytic　action　of　partially　purified　fungilyticfraction　of　A

ぶcar　is　body　buid　against　various

substrates 　（glycerol　determination ）

（1）　human　plasmr

0．85％　NaCl　sol．

buffer　sol．

10 　％　Ediol

（2）　10　％　Ediol．

buffer　sol．

（3）　10　％　Bovine　albumin

human　serum

10　％　Ediol

（4）　7　％　Bovine　albumin

10 ％　Ediol

（5）　Chylomicron

（6）　A∫ra7心body　fluid　（heated　for30　min

．　at　56°C．）

10　％　Ediol

1

1

1

0．11481141

4

1

（7）　1　％　humanβ－Lipoprotein　（N．B．C．）Buffer

solution　was　used　pH　7．8

Clark－Lubs　buffer　solution－

Incubation　mixture　：

Substrate

Elute　（Enzyme ）Buffer

solution

1m1

工ml

Iml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，

80／min．）

tion を用いた比較検討した結果Table　1　の如く，C】ark－Lubs

buffer　sol．　を使用した場合glycerol の発色は最も

良好であり，次いでNH3 －NH4C1，　Sorensen，　Tris　ami－

（476 ）

nomethane －HCl　buffer　solution　の順であり，蛔虫体腔液

沈澱分劃のそれと同じ傾向を示したのでelute に対する

実験においても主としてClark －Lubs　buffer　sol．　を使用

した．　eluteを酵素液として，　Fig．　10 の如くCherkes

＆　Gordon，　Grossman ，　Korn，　Suehiro等 の方法に準じ，10

　％　Ediol をtriglycerideとして，第1 報 の如く，37°C

下に1 時間incubate して， 脂肪蛋白結合体を作り基質

とした．　chylomicron は，　E．D．　Korn に従 い 犬にバタ

ーを食べさせ1 時間30 分後採血， そ のplasma よ り作

製した．蛔虫体腔液＋10 ％Edio 凵 ま， 体腔液を56 ゜C

下に30 分間加熱処理を行い， 酵素活性をinactivation

し，　Visking　tubeを用い，純水に対し，3 ～4°C下に24

時間透析し，たもの4 容，　10　％　Ediol　1容 を混合し，37

°C に1 時 間incubate し て 基質とした． 基質1 容，Elute

1 容，　PH　7．8　Clark－Lubs　buffer　sol．　1容 を混じ

てincubation　mixture　とし，37 °C 下に1 ／2，1，2 時間incubate

し，　glycerol の解離よりlipolytic　action　の傾

向を観察した．従来著者が使用してきた7 　％　Albumin4

容＋　10％　Ediol　1容 のactivated　triglyceride　は，殆

ど直線的な解離傾向を示めし，2 時 間値ではかなり高いglycerol

の解離を認めた． 蛔虫体腔液4 容 ＋10％Edio11

容 も直線的傾向を認めたがglycerol の解離はactiva －ted

triglyceride　に比して少であった． 従ってelute のlipolytic

actionに対する基質も沈澱分劃の時と同様7 ％Albumin

4 容＋10 ％Edio1　1　容のactivated　triglyceride

を使用した．

e）　elute のfungilytic　action　とactivated　triglyceride

に対するlipolytic　action　の至適pH ．

Clark－Lubs　buffersol．を用い，　incubation　miχture　のpH

を4 ．3，　5 ．2，　6 ．1，　7．0，　7．8，　8．8，　9 ．6の7 種に

てfungilytic　actionとlipolytic　action　をしらべた結果

はTable　12 ，　Fig．　11 の 如くであり， 培養後10 日のPenicillium

sp．　E株菌苔に対してpH　6 ．1～pH　7．8

に， 特にpH　7 ．8に著明なfungilytic　action　を認め，pH

5 ．2　以下，　PH　9 ．6では，10 日間 の 観察において

もfungilytic　action　は全く認められなかったactiva －ted

triglyceride　に対ずるlipolytic　actionもpH　7 ．8

にて鏝大の値を示めし， これは 沈澱分劃のfungilyticaction

とactivated　triglycerideに対するlipolytic　action

と同様の傾向を認めた．

f）　Elute の倍数稀釈によるfungilytic　action　とlipo－lytic

action　の影響

eluteの倍数稀釈を行い，　128倍稀釈迄，　fungilysisを

しらべ，　activated　triglyceride　に 対しては16 倍 稀釈迄



Table　12　Effects　of　various　pH　of　fungilytic

action　and　lipolytic　action　of　partially

purified　fungilytic　fraction　of　As　car　is

body　fluid

Fungilysis　to　Penicillium　sp ．　　　“rJ ？¨`‘

。pH　of　incubated　times　at　37
゜C　（hrs．）　昌 まj ゜incubation

mixture ・　1　11 ／2　2　3　4　5　8　102gaZ
こ

4 ．35

．26

．17

．07

．88

．89

．6

－ － － － －

一　 一　 －　 －　 一　 一　 一　 一

一　 一　 一　 十　 弁　 弁　 朴　 朴

士　 十　 十　 弁　 卅　 卅　 卅　 卅

十　 弁　 升　 卅　 卅　 卅　 卅　 卅

－　 －　　－　 －　　－　 －　 一　 十一

一　 －　 一　 一　 一　 －　 一　 一

（0 ．D）0

．0190

．0230

．0300

．0380

．0490

。0310

。018

十shows　positive　fungilytic　activity．

八りiicilliu。z　sp．　（E ）　cultured　10　days　at　30°C．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　1　ml

Various　pH　solution

（Clark－Lubs　buffer　sol．）　　　　lml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）Lipolytic

activity　is　shown　by　values　of　sample－control

of　each　optical　density．

0 ．05

ぷ1　0 ．05
●
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I

S
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Fig．　11　Optimum　pH　of　parially　purified　fungily－tic

fraction　of　Asc£jバぶbody　fluid　againstactivated　triglyceride

，　（glycerol　determina－tion

）

】`ipolytic　action　をしらべた．結果はTable　13 ，　Fig．　12

の如 くであり，4 倍稀釈迄はfungilytic　action，　lipolyticaction

はかなり存在するが， 以上の 稀釈では 何れも，activity

は激減する．

g）　Elute の加熱処理の影響

elute を振盪攪拌しつつ56 °C 下 に加熱，5 分，15 分30

分の処理を行い，　Penicillium　sp．　E株菌苔に対するfungilysis

と，　activated　triglyceride　に対してlipolyticaction

をしらべた結果は，　Table　14　の如くであり， 加
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Table　13　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　by　various　dilution　rates

of　partially　purified　fungilytic　fraction

of　As　car　is　body　fluid

Dilution
rate　of
Elute

1

1

1

1

1

1

1

1

1
2
4
8
16
32
64

j：・ungilysis　to　reniciutsp
．　incubated　times　at37

°C　（hrs ．）

1　172　2　27a　3　4　5　6　24

十 十 朴 井 朴 桁 桁 桁 桁

士 士 十 井 井 桁 桁 冊 桁

一 一 一 士 生 十 十 十 桁

－ 一 一 一 一 士 生 十 井

－　 －　 －　 －　 －　 －　 －　 －　 ＋
＿　 ＿　－　

－　 －　 －　 －　 一　 十一

一 一 一 一 一 一 一 一 一

128　 一　－　－　－　－　－　－　－
－

Lipolytic　acti－
vity　to　activa －ted

triglyceride 。

（glycerol ）

gJ

；；

ま
；；

コ4

0．069　（O ．D）0
．065
0．046
0．002
0．001

十shows　positive　fungilytic　activity ．

About　0 ．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　thecolony　of　j

・ がcill　in
刀冫　sp．　（E ），　cultured　10　daysat　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium ．

Dropped　solution　was　prepared　by　mi χing　l　volumeof　e

】ute　dilution　to　2　vo］ume　of　pH　7 ．8　Clark－Lubs

buffer　solution．

Incubation　mi χture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

Diluted　solution　of　elute　（Enzyme ）　1　ml

pH　7 ．8　Clark－Lubs　buffer　solution　l　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37゚C．　（shaking ，　80／min。）Lipo

】ytic　activity　is　shown　by　values　of　sample－

control　of　each　optical　density．

0 ．07

Q ．05

0 ．03

0 ．01

x8

p11ut1Qn

Fig ．　12　Relation　between　lipolytic　action　anddilution　of　partially　purified　fungilyticfraction　of　Ascaris　body　fluid

（glycerol ．　determination）

（477 ）
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Table　14　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　by　heat　treatment　of

partially　purified　fungilytic　fraction　of

Asca パs　body　fluid

Elute　none
heat　treat－ment

for　5　min．at
56°C
for　15　min．ta
56°C
for　30　min．at
56°C

Fungilysis　to　7駒7乱辺泌77z　sp．incubated

times　at　37°C　（hrs ．）
lytic　acti－vity

to　acti－vated

tri－

士　十　丑　升　卅　卅　　100 ％

－

－

一

一

一

一

一

一

一

土　 十　 朴

一　 一　 十一

一　 一　 一

40

22

0

Heat　treatment　was　done　shaking　at　56°C．

十shows　positive　fungilytic　activity．

熱処理30 分間でfungi 　lysisおよびlipolysis 共に全く認

められなかったが，5 分間の加熱処理ではactivity は何

れも存在した・

h）　Elute のtrypsin 処理の影響

T 　rypsinを100　mg／4／ml～100　mg／65，536／’ml迄倍数稀

釈を行い， 各種濃度のtrypsin 　（Merck　Co ．） とelute

を室温（15゜C） 下に30 分間放置後 乃公Allium 　sp．　E

株菌苔に対してdrop　test　お よびactivated　triglyceride

に対してlipolytic　action　をしらべた結果はTable　15

の如 くであった．何れも100　mg ／16，384／ml迄 の濃度で

は著明な失活か認められた．

i）　Elute の保存とfungilytic　action，　lipolytic　action

の影響

蛔虫体腔液沈澱分劃，　elute お よびelute をViskingtube

に より純水に対し，3 °～4°C 下に24 時間透析した

Table　15　Relation　of　fungilytic　action　and　lipolytic・action

by　T　rypsin　treatment　against　elute

of　sediment　of　Ascaris　body　fluid

gilysis　to　Pemc心 血im　 。　 ．incubated
times　at　　y‘ipolytic

Final　concentra一方・ご 暃こy；tion

of　Trypsin．
（mg ／ml）

activity　to

1

－ノ　丶、111a・ノ　　　　　　　　　activated

2　3　4　5　61224 づ 萍
水

Tr　sin 十Bufferyp　　　　　　　　＿　＿　＿　＿　＿　＿　＿　－sol
．　100mg ／4／ml
Elute　Buffer　sol．　土 十 朴 卅 卅 卅 卅 卅Elute

十Trypsin 十

BU 旡　SOl。
100／4
100／8
100 ／16100
／32100
／64100
／128100
／256100
／512100
／1024100
／2048100
／4096

十　 一　 一

一 一 一

一 一 一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

100 ／8192　 一 一 一100

／16384　　－　一　－100

／32768　 一　一　十
－100

／65536　 士 十 朴

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 土
十 十 十 井
桁 桁 冊 冊

一

一

一

一

一

一

－

－

＋

卅

卅

（0 ．D）j0

．058

0

0

0

0

0

0

0

0 ．00210

．0020
．0050

．0060

．0100

．0350

．0500
．056

Trypsin　：　E ．　Merck，　Darmastadt　Co 。

十shows　positive　fungilytic　activity ．

About　0 ．1　m1　0f　each　sample　was　dropped　on　thecolony　of　R

’がcilliiim　sp．　（E ），　cultured　10　daysat　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium ．

Incubation　mi χture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute 　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　　　1　mlPH　7

．8　Clark－Lubs　buffer　solution　l　m1T

　rypsin　solution　　　　　　　　　　　　l　mlElute

＋Trypsin　was　put　for　30　min ．　at　room　tem－perature

　（15 °C）．　incubated　for　2　hrs．　at　37°C．

（shaking ，　80／min．）

Table　16　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　to　store　Sediment　of

Ascaris　body　fluid，　partially　purified　fraction　and　its　dialysed

Sediment

Elute

Dialysed　elute

Fungilysis．　Lipolyticactivity

　（％）

Fungilysis．　Lipolyticactivity
　（％）

Fungilysis．　Lipolyticactivity
　（％）

1

－ 卅
100％

卅100
％

卅100
％

4

一升

卅

卅

7

Stored　days

10　　　14

＋　　　 ±40

％

朴　　 ＋48

％

卅　　 廿52

％

－
14％

＋22
％

17

一一

士

朴　　 ＋35
％

21

－
0

－
8 ％

±

19 ％

Each　crude　enzyme　was　stored　at　3 °～4 °C　in　a　low　temperature　room ．

十shows　positive　fungilytic　activity ．

Dia 】ysed　e】ute　was　done　with　distilled　water　by　Visking　tube　for　24　hrs．　at　3°～4 °C．

（478 ）

2　21／2　3　　4　5　6　24　glyceride ．
（glycerol）

F11nぷlvjg　tn　R7．7yパIlium　sn．　
％　of　lipo－

Fungilysis　to　7をがcillium　T　；。、。、h．ふ、

－
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Fig．　13　Relation　between　lipolytic　action　and

store　of　Sediment　of　／1ぶ忽／’is　body

fluid，　partially　purified　fungi】ytic

fraction　and　its　dialysed．　（glycerol

determination）

ものを，夫々3 °～4°C の 低温室に保存しfungi 】ysisとlipolysis

をしらべた 結果はTable　16 ，　Fig．　13 の如く

であった． 尚，　elute を 透析 したものは，　fungilysis，lipolysis

は共に存在し，非透析性を認めた．保存に対し

て沈澱分劃は14 日後でfungilytic　actionは全く消失しlipolytic

action　はかなりの 滅少を 認め， 保存におけるactivity

の滅 少は沈澱分劃において早く，
　elute が次ぎ

それを透析したものは14 日後かなりのfungilysis，　lipo－

］ysisを認めた．尚著者の実験で，沈澱分劃においては，

保存と共にそのfungilytic　actionは滅少するがlipolyticaction

において逆に増加する沈澱分劃群のある事を知っ

た．

j） 諸種阻害剤のe 】uteに対する影響

0．2　Mol　Ca3　（PO4）　2　Gel　吸着によりelute したpar －tially

purified　fungi　lytic　fractionに，沈澱分劃と同様種

々阻害剤　human　serum ，　heparin　sodium ，
　sodiumchloride

，　calcium　ch】oride，　sodium　fluoride，　protaminesulfate

，　quinine　sulfate，　sodium　taurocholate，
　adre－naline

等 を添加して，培養10 日前後のPetiici・誚
回z　sp．E

strain　のmyceria に対 するfungilysis とactivatedtriglyceride

に対する，　lipo】ysisを追 求し， 次の如き 結

果 を得た．

i）　Human　serum　 添 加 における蛔虫体腔液elute のfungilytic

action　とlipolytic　action　に対する影響

森下ら（1964）はhuman　serum　 が蛔虫体腔液のfun －gilytic

actionをinhibit す ると報告した．それに準じ第1

報 と同様，
　elute に空腹時採血し56 °C，　30分間加熱

非蛹化したhuman　serum　 を倍数稀釈し，添加し 乃㎡－

（479 ）
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Table　17　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　by　addition　of　human

serum　to　partially　purified　fungilytic

fraction　of　y1だaris　body　fluid

LipolyticF

ungilysis　to　Penicillit。’H　sp．　activity　toDilution　of　incubated　times　at

37 °C（hrs．　）　activatedhuman　serum　　　　
triglyceri－

Serum 十Buffer

sol．Elute

11／2　2　21／2　3　4　5　6　12　24　de．　（glyceride

）

1 ：1　　 ‾ ‾ ‾

十Buffer

sol．　1：1
Elute十Serum

1

1

1

1
2
4
8
16
32

－

一

一

一

一

1：64　　－1
：128　 －1
：256　 －1
：512　 －

－

－

（0 ．D）
士 十 十 十 朴 卅 卅 卅O 。049

－

－

－

－ － 一 一

一

一

一

一

一

一

一

一

－　 －　 一　 士

一　 士　 ＋　 ＋

土　 ＋　 ＋　 ＋

土　 ＋　 ＋　 ＋

一

一

一

一

土 士＋ ＋

朴 升
升 卅
朴 卅

－

－ 一
一 士
十 升
朴 卅
升 卅
卅 卅
卅 枅

0．0010

．0030
．0050
．0160
．0350
．0410
．0460
．0480
．049

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0．1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　thecolony　of　7

劼，八：illium　sp．　（E ），　cultured　10　daysat　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　mixing　l　volume

of　e】ute　solution　t0　1　volume　of　pH　7．8　Clark－Lubs

buffer　solution　containing　various　dilution

serum ．

Human　serum　was　derived　intravenously　from　hun－ger

human ，　heated　for　30　min．　at　56°C　and　dia－lysed

with　Visking　tube　against　distilled　water

for　24　hrs．　at　3゚～4゜C．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　　1　ml

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution　l　ml

Serum　of　various　dilutions　　　　　　l　ml

incubated　for　24　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）

Q

●

○

0 ．060

．05

φ●

0 ．030

．01

一 一一

一

Fig ．　14　Relation　between　lipolytic　action　andaddition　of　human　Serum　to　partiallypurified　fungilytic　fraction　of　

λawr 八body

fluid，　（glycerol　determination ）
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Table　18　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　by　addition　of　Heparin

sodium　to　partially　purified　fungilytic

fraction　of　As　car　is　body　fluid

Final　concentra－tion

of　Heparin
（mg ／ml）

Lipolytic　acti
yyjz。ノ・z　sp．　incubated　　 气4 ’` j1冫｀l`－　`！` ゛̈ times

゛1t　37
°C　 （恥s ）

ご1 ？ij ；ぶ冫 ’2

21 ／2　3　4　5　6　24　ride 　（Glycerol ）

Heparin 十Buffer　 ＿　＿　＿　＿　＿
一一sol．　10 ／4mg ／ml

Elute 十Buffer　sol ．土Elute

十Heparin

十Buff ．　sol ．

10 ／4mg ／ml　 －10

／8　　　　 －

10／16
10／32
10／64

10／12810
／25610
／51210
／1，02410
／2，048

Buffer　solution　：

一

一

一

一

十 十 册 卅 卅 卅

一

一

一
一

一

一

一

一

一

一

一

－　 一　 土

－　 土　 十

一　 士　 十

士　 ＋　 ＋

－ 一 一 士
－ 一 一 士

一 一 一 ＋
一 一 一 十
一 士 十 册
士 十 十 朴
十 朴 廿 卅
升 卅 卅 卅
升 卅 卅 卅
丑 卅 卅 卅

（0 ．D）0

．042

0．0020
．0030
．0060
．0100
．0130
．0230
．0370
．0410
．041

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

八・ぷcillium　sp．　（E ）　cultured　10　days　at　30°C．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　1m1

Buffer　solution　　　　　　　　　　　l　m1

Heparin　sodium　solution　　　　l　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）

0 ．04

a　0 ．03

な

ぞ？0 ．02

0 ．01

IQ／4　　　　10 ／16　　　　1Q ／64　　　　10 ／256　　　10 ／1024　　 （）s

茗／1`1　　　　　　　　　　R ●parin

Fig ．　15　Relation　between　lipolytic　action　and

addition　of　Heparin　sodium　to　partially

purified　fungilytic　fraction　of　λざむ`どzr八

body　fluid，　（glycerol　determination ）

cilli，・にsp ．　E株 菌 苔 に 対 す るfungilysis とactivatedtriglyceride

に対 す るlipolysis を し ら べ た 結 果 はTable17

，　Fig ．　14　の如 くで ，　serum　16 倍 稀釈 迄 はfungilytic ，lipolytic

action　と もに 著 明 なinhibit を認 め，　128 ～25G

倍 以 上 の 稀 釈 で は 何 れ に 対 し て も殆 どinhibit の 傾 向 を

認 め ず ， 蛔 虫 体 腔 液 沈 澱 分 劃 に 対 す る 人 血 清 添 加 と同 様

の 傾 向 を 認 め た ．

ii） 種 々 濃 度 のheparin 添 加 に お け る ，　elute のfun －gilytic

action ，　lipolytic　action　に 対 す る 影 響

第1 報 の 沈 澱 分 劃 に 対 す るheparin　sodium　 添 加 実 験

に 順 じ て ，　heparin を倍 数 稀 釈 しelute に 添 加 ， 培 養10

日後 の 片 辺cilliit）・x　sp．　E株 菌苔 に対 す るdrop　test　 と

Table　19　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　by　addition　of　sodium　chloride　to

partially　purified　fungilytic　fraction　of　λ5aび心body　fluid．

Final　concentration
of　NaCl　（Mo1 ）

1／2　1　11 ／2
triglyceride

Elute十Buffer　sol．
Elute十NaCl 十Buffer　sol．0

．1
0．2
0．3
0．4
0．5
0．6
0．7
0．8
0．9
1．0

一　　 十一

一　 十
一

一　 十
一

一　 十
一

一　 一

一　 一

一　 一

一　 一

一　 －

－

＋

＋

＋

＋

士

－

一

一

一

一

2　21 ／2　3　　4　　5　　7

升　 册　 卅　 卅　 卅　 卅

升　 丑　 卅　 卅　 卅　 卅

廿　 冊　 卅　 卅　 卅　 卅

十　 丑　 卅　 卅　 卅　 卅

十　 册　 升　 枡　 卅　 卅
―　 土　 十　 朴　 朴　 卅

―　 土　 十　 十　 冊　 卅

一　 ―　 土　 十　 十　 幵
－　 －　 －　 －　 一　 十一

一　 －　 －　 －　 －　 一
一　 －　 －　 －　 一　 一

to　activated　tri－glyceric
！

（glycerol）

0．053　（O ．D）

0．0520
．0520
．0510
．0450
．0340
．0220
．0190
．0180
．0160
．016

十shows　positive　fungilytic　activity．

7をnicilliu。z　sp．　（E）　cultured　10　days　at　30°C，

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　l　ml

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　1　ml

pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution　containingvarious　concentrations　of　NaCl

．　1　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）

（480 ）

0。141　（O ．D）

0．1420
．1430
．1420
．1420
．1410
．1420
．1410
．1410
．1420
．142

Fungilysis　to　社 用・cillium　sp．　Lipolytic　activity　Lipolytic　activityFinal　concentration　　　　　incubated　times　at　37
°C　（hrs．）　　to　activated　tri－　　of　lipase　to　free

Fungilysis　tO　7や
、2かy－　T　

；nr、1、アf；。、xヽt；。

㎜ ● ・

・ －

－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 －　　　　　　　　　 －

？2　1　1‘／2　乙　乙’／2　∂　　4　　J　　x　　　　（glycerol）　　　　（glycerol）
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Fig ．　16　Relation　between　lipolytic　action　andadditian　of　Sodium　chloride　to　partiallypurified　

！ungilytic　fraction　of　Ascarisbody　fluid

．　（glycerol　determination ）

activated　triglyceride　に 対するlipolytic　action　の 影響

はTable　18 ，　Fig．　15　の如くであり，　10／4mg／mlより，10

／64　mg／ml～10　mg／128／ml　迄 はfungilytic，　lipolyticaction

何れにもかなりinhibit がみられ，それ以上の稀

釈ではその影響は殆ど認められなかった．

iii）種 々濃度のNaCl 添加 における，　elateのfun －gilytic

action，　lipolytic　action　に対する影響

培養後，10 日のPenicillin　m　sp．　E株菌苔とacti －vated

triglyceride　に対するlipolytic　action　を，種々濃

度の食塩をelute に添加，　incubation　mixtureの食塩濃

度をO ～1M に調整，しらべた結果はTable　19 ，　Fig．t6

の 如 くで あ リ，0 ～0，3　Mol　濃度迄はfungilysis，lipolysis

に対する影響を認めず，以上の濃度では何れに

対してもinhibit の傾 向を認め，両者に関係を認めた．

尚蛔虫体腔液沈澱分劃にNaCl を 添加した場合，　0．4Mo1

濃度においてfungilysis，　lipolysisともにactivate

を認め，以上および以下の濃度においてactivity が減少

するのと異なった傾向を認めたSuehiro 　（1960）はStu －dies

o凵ipoprotein　lipase　において，　postheparin　plasma

中のLPL に食塩添加を行いglycerol 定量を行い，　NaCl0　Mol

の場合LPL のactivity は0 ．043，　0．348　Mo1→0

．060，　0．696　Mo1→O と報告しており，　E．D．　Korn（1955）

は，　NaCl 濃度0 ．35　M01　以 上でinhibit す ると報告し

ている．食塩濃度とinhibit の関係は報告者により多少

の差を認めるが，著者の実験においては，沈澱分劃と，

そのpartial　purification　を 行ったものとに 相違を認め

たが 何れにせよ高濃度添加にてはinhibit の 傾向を示

した．他方東京化成lipase に対する 食塩添加の 影響はFig

．　16 の如 く認められなかった．

（481 ）
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Table　20　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　at　addition　of　Calcium

chloride　to　partially　purified　fungilytic

fraction　of　Ascaris　body　fluid

Final　concentra －tion

of　CaC12

（Mo1 ）
1

Sp ・37

‘

2

incubated　times
゜C　（hrs．）

”，l　LipolyticIt　activity　to

い11a・ノ　　　　　　　activated3　4　5　6　7　8Uj

なここど1e

Buffer　solution．　一　一　一　一　一　－　－　－Elute

－b　Buffer　sol．一 一 土 十 十 升 升 卅Elute

十CaCl2

（0 ．D）0

．034

0 ．4　Mol　　　 －　一 土 十 十 朴 枡 枡0 ．037

十Buff ．　sol．

0 ．2　　　 一 一 士 十 斗 斗 枡 枡0 ．041

0 ．1　　　 一 一 十 十 分 冊 枡 枡0 ．046

0 ．05　　　 一 一 十 十 斗 枡 枡 枡0 ．052

0 ．025　　　 － 土 十 斗 朴 枡 枡 枡0 ．056

0 ．0125　　 士 十 斗 斗 斗 枡 枡 枡0 ．061

0 ．00625　　 － 士 十 斗 斗 枡 枡 枡0 ．057

0 ．003125　 －　一　十 十 斗 枡 枡 枡0 ．048

Buffer　solu↑ion　：　NH3 －NH4C1　buffer　solution 。

十shows　positive　fungilytic　activity ．

About　O 。1　ml　of　each　sample　was　dropped　Oil　thecolony　of　7

をnicilliu。m　sp．　（E ），　cultured　10　daysat　30

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium ．

Dropped　solution　was　prepared　by　mi χing　volumeof　partia

］y　purified　fungilytic　fraction　of　λ夕心7翕body

fluid　to　pH　7 ．8　NHs －NHt －Cl　buffer　sol．containing

various　concentrations　of　Calcium

chloride ．

Incubation　mi χture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　n11

Elute 　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　　1 　ml

pH　7 ．8　NH3 －NH4C1　buffer　solution

十various　concentrations　of　CaCl2　　1　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking ，　80／min．）Lipolytic

activity　is　shown　by　values　of　sample－

control　of　each　optical　density．
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0 ．4M01
0 ．1 0 ．0？5　0 ．0125C

＊C1 ≪

ペ ヘー．

0 ．003125

」
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Fig ．　17　Relation　between　lipolytic　action　and

addition　of　Calcium　chloride　to　partially”purified

fungilytic　fraction　of　y1ざcμr心

body　fluid．　（glycerol　determination ）

－－

●－J心 ‘二－。－＝－ ・
＿
＝ミ＝－＝ミ心－ミー－　一一　　 一一ミミー　　〃－－ミー－ミ＝ミ 。－ミー－〃 － －i ■NH3

－NH4C1

・　　　 ・　　　 ●　　　1　　　 ，　　l　　 ■　　　 ■　　 ●　　 ・l
e．9　　　　　Q ．7　　　　　0 ．5　　　　0 ．3　　　　D ．1　　Q

Fungilysis　to　jやnicill必用T ：。、。、1．。4：。。
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Table　21　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　at　addition　of　Sodium

fluoride　to　partially　purified　fungilytic

fraction　of　λだaris　body　fluid

Final　concentration
of　NaF　（Mo1 ）

NaF 十Buffer　sol．IMol

Elute 十Buffer　sol．Elute

十NaF 十Bu 圧sol

．　1　M：ol

1／2

1／4

1／8
1／16

1／32

1／64

1／128

Buffer　solution　：

・cilliu。z　sp．　incuba－ted

times　at　37゜C

（hrs．）

2　21 ／2　3　4　5

－　－　 一
土　＋　＋

士　＋　＋
士　＋　＋
士　十　十
士　十　十
土　＋　＋
士　＋　＋
士　＋　＋
土　＋　＋

－　 一
升　卅

升　卅
升　卅
升　卅
升　卅
升　卅
升　卅
升　卅

升　卅

pH　7．8　Clark－Lubs

Lipo！yticactivity　toactivatedtriglycerid

（glycerol ）

e

Q

●

○

S

s 、

ぷ

ぶ

（0 ．D）0

．048

0．0470
．0470
．0480
、0480
．0470
．0480
．0480
．048

buffer　solution 。

十shows　positive　fungilytic　activity．

jやnicillium　sp．　（E ）　cultured　10　days　at　30°C．Incubation

miχture　to　lipolysis　：

Substrate

Elute 　（Enzyme ）

NaF 十Buffer　solution

1　mllml1

　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking ，　80／min．）

0 ．050

．040

．03

七　0 ．01

・●

M01　　　　　　　　　　ya？

Fig．　18　Relaton　between　lipolytic　action　and

addition　of　Sodium　fluoride　to　partially

purified　fungilytic　fraction　of　Ascaris

body　fluid，　（glycerol　determination）

iv） 種々濃度のCaCh 添加 におけるelute のfun －gilytic

action　とlipolytic　action　に対する影響

CaCla 溶液 を倍数稀釈しelute に 添 加そのfungilyticaction

とlipolytic　action　の影響をしらべた． 尚緩衝液

は前述の如くPH　7 ．8，　NHs －NH4　CI　buffer　sol　を使用

したTable　20 ，　Fig．　17 の如く　incubation　mixture

のCaClg 濃度が0 ．0125　Mol　の場合 凡短ぶ汕 肌sp ．　E

株菌苔に対するfungilytic　action　お よび，　activated　tri－glyceride

に対 するlipolytic　actionは 最もactivate され

た． 蛔虫体腔液沈澱芬劃の 場合は0 ．025M・1 濃度にお

いて何れに対しても最もactivate され，　eluteの場 合と

多少の位相を認めたが，何れもCaCk 添 加によりacti －vafe

されたSuehiro 　（1960）　post　heparin　human　pla－sma

中のLPL に対するCaCh の影響をglycerol 定量

よりしらべ，CaC12 濃 度O　Mol　の場合，　activity　0．050，0

．02　Mo1→0 ．135，　0．2M →O と報告したが，著者の実験

においても殆ど同様の結果を得た．

v） 種々濃度のNaF 添加におけるelute のfungilyticaction

とlipolytic　action　に対する影響

NaF を倍数稀釈し，　eluteに添 加，　incubation　mixture

のNaF 濃度をO　Mol ～1　Mol　の間において，　fungilyticaction

とactivated　triglyceride　に対するlipolytic　action

の影響をしらべた結果はTable　21 ，　Fig ．　18 の如 く，

此の範囲の濃度においては，何れに対しても影響は認め

られず，蛔虫体腔液の沈澱分劃のそれと同様傾向を示し

た。

vi） 種々濃度のprotamine ，　quinine 添加 におけるelute

のfungilytic　action　とlipolytic　action　に対する

影響．

Protamine　sulfate　およびquinine　sulfate　の倍数稀釈

溶液をelute に添加しそのfungilytic　action　とactiva・ted

triglycerideに対 するlipolytic　action　の影響はTable22

，　Fig．　19　に示す 如く，　protamine ，　quinine，　100／64mg

／ml，　100／32　mg／ml　迄はfungilytic，　lipolytic　action

何れもかなりinhibit の傾向を認めたが，100　mg／256／ml

以上の稀釈濃度においてinhibit の傾向は減少し，蛔虫

体腔液沈澱分劃の影響と近い傾向を認めた，

vii） 種々濃度のsodium　taurocholate　添加 におけるelute

のlipolytic　action　に対する影響・

実験成績（2），　（4）で述べた如く，　sodium　taurocholate

は表面活性作用によるfungilysis を認 める為，　elute に

添加した場合のfungilytic　action　の影響は 判定し難い

ので，　activated　triglyceride　に対するlipolytic　action　の

傾向をしらべた．結果はFig ．　20の如くであり，incu－bation

miχture　のsodium　taurocholate　濃度1 ／1，000　Mol

迄かなりのinhibit が認められ，1／2，500　Mol　ではinhibit

の傾向はかなり減少した．これは蛔虫体腔液沈澱分劃の

影響と同一の傾向を示した．

viii） 種々濃度のadrenaline 添 加におけるelute のfungilytic

action　とlipolytic　action　に対する影響

elute にadrenaline 溶液倍数稀釈し添加，　incubationmixture

と し て，　1 ，000倍よ り128 ，000倍迄 の 濃度でfungilytic

action　と，　activated　triglyceride　に対するlipolytic

action　の 影響をしらべたが，　Table　23　の如く

（482 ）
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Table　22　Relation　between　fungilytic　action　and　lipolytic　action　at　addition　of　Protamine

sulfate　and　Qunin　sulfate　to　partially　purified　fungilytic　fraction　of　Ascciris

body　fluid

Final　concentration　of　Protamine
（mg ／ml）

Protamine 十Buffer　sol．100
／4mg／ml

Elute十Buffer　sol．
Elute十Protamine 十Euff．　sol．100

／4

100／8
100／16
100／32
100／64
100／128
100／256
100／512
100／1，　024

to　j七刀zrzμmm 　sp・times
at　37°C　（hrs ．）

11／2　2　21／2　3　4　5　6　24

－

十一

一

一

一

一

一

－　 －　 －　 一

十　 升　 十卜　 卅

－　 －　 －

卅　 卅　 卅

－

一

一

一

－　 一

一　 上

土　 ＋

－　－　－　－　－　＋
－　一　 ―　士　土　升

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

Lipolytic　activity　to

activated　triglyceride

（glycerol ）

0 ．〔〕60（0 ．D）0

0 ．001

0 ．003

0 ．007

0 ．011

0 ．042

0 ．054

0 ．057

0 ．058
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Sodium　taurQch01 ＆te

Fig ．　20　Relation　betweed　lipolytic　action　and　addi－tion

of　Sodium　taurocholate　to　partially

purified　fungi！　y　tic　fraction　of　ブ＼scaris　bodyfluid

，　（glycerol　detemination ）

（483 ）

IQO ／j

哨 洫1

Qunin 十Buffer　sol．100
／4　mg／ml

Elute十Buffer　sol．

Elute十Qunin 十Buff．　sol．100
／4
100／8
100／16
100／32
100／64
100／128
100／256
100／312
100／1，　024

一　一　一

土　＋　＋

－　一　 一
－

－

－

－

－　 一　 土

士　 土　 ＋

－　－　－　－　 ●一
朴　升　卅　 卅　卅

－　－　－　 －　－
－　 一　一　－　一
一　－　－　 一　土
－　－　 一　士　＋
一　一　十　升　 卅
一　十　升　卅　 卅
十　十　朴　卅　 卅
升　升　卅　卅　卅
卅　朴　卅　卅　卅

0 ．060（0 ．D）0

0 ．004

0 ．013

0 ．022

0 ．041

0 。049

0 ．053

0 ．057

0 ．058

Buffer　solution　：　pH　7．8　Clark－Lubs　bu仔er　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

About　0　。　1　ml　of　each　sample　was　dropped　on　the　colony　of　八りlie　ill　im・x　sp．　（E ），　cultured　10days　at　37

°C　on　the　mycobiotic　agar　medium．

Dropped　solution　was　prepared　by　mixing　l　volume　of　partialy　purified　fungilytic　fraction　of

A 　sea　ris　body　fluid　to　pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　sol．　containing　various　concentrations　of　Prota－mine
and　Qunine．

Incubation　miχture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　ml

PH　7．8　Clark－Lnbs　buffer　solution　containing　various

concentrations　of　Protamine　and　Qunine．　　　1　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37°C．　（shaking，　80／min．）

Lipolytic　activity　is　shown　by　values　sample－control　of　each　optical　density．

10Q ／16 100 ／64・ 100 ／？56 100 ／10？＊

0 ．07

Q
J　O ・05

皙

？？・taliine　and　冫圦圸e

Fig ．　19　Relation　between　lipolytic　action　and

addition　of　Protamine　sulfate　and　Qunine

sulfate　to　partially　puried　fungilytic　frac－tion

of　λ5a パタ　body　fluid。（glycerol

determination ）

？

μE

4

0 ．03

0 ．01

．．．．－．゙”

二
’́
’j
´
．，T　　

： ’ノ

／？5　　　　　 ¶／冫50　　　　　1 ／1000　1 ノや500　　　　　0

Fungilysis　to　7やnicilliutμsp ．　　　　　　．　　　　　　．．
Final　concentration　of　Protamine　　　　incubated　times　at　37 °C　（hrs ．）　　　　Lipolytic　activity夘

－

－

Final　concentration　of　Qunin
（mg ／ml）
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Table　23　Relation　between　fungilytic　action　and

lipolytic　action　by　addition　of　Adrenaline

to　partially　purified　fungilytic　fraction

of　Ascaris　body　fluid

Final　concentration
of　Adrenaline

Adrenaline十Buffersolution

X　1 ，000
Elute＋Buffer　sol．Elute
十Adrenaline

十Bu 仔．　sol．
×　1 ，000
×　2 ，000
×　4 ，000
×　8 ，　000
×　16，000
×　32，　000
×　64，　000
×128，　000

DL －Adrenaline　：

r　ungilysis　t0　。1？m －cillium
sp．　incubatedtime　at　37
°C　（hrs．）1

　172　2　3　4　5　7

一

一

－

十一

一

十 ＋ 廿 廿

一

冊

一 一 十 十 升 廿 卅

一 一 十 十 朴 丑 卅

一 一 十 十 升 廿 卅

一 土 十 十 升 朴 卅
一 十 十 十 十卜 升 卅一

一 十 十 十 丑 朴 卅一

一 士 十 十 朴 升 卅

― 士 十 十 升 丑 卅

Tokyo Kasei C0 ．

Lipolytic

activity　to

activated
triglyceride

（glycerol ）

（0 ．D）0

．042

0．0410
．0420
．0420
．0410
．0420

．0420
．0420
．041

Buffer　solution　；　pH　7．8　Clark－Lubs　buffer　solution．

十shows　positive　fungilytic　activity．

j劼zかillium・　sp．　（E ）　cultured　10　days　at　30°C．

Incubation　mixture　to　lipolysis　：

Substrate　　　　　　　　　　　　　l　m1

Elute　（Enzyme ）　　　　　　　　　lml

Buffer　solution　　　　　　　　　　l　m1

Adrenaline　solution　　　　　　　l　ml

incubated　for　2　hrs．　at　37゜C．　（shaking，　80／min．）

殆どその影響を認めなかった．

総括および考案

蛔虫体腔液の酵素については，　von　Brand　d　al．　（1952），

ノJヽ泉ら（1954）の報告がみられ，平岡（1964）は蛔虫体腔液

をVisking　tube　を使用，純水に対して3 ～4°C下 に24

時 間透析し，その透析内液を遠心分離して得た上清分劃

にesterase，　amylase を証 明し，これを報告した．　森下

ら（1963）は，蛔虫体腔液がfungilytic　action　を有し，そ

れは酵素的作用に 因るのではないかと 報告した．　古橋

（1964）は真菌，放線菌抗酸菌にdrop　test　を行い，何れに

対しても体腔液の溶菌糸作用を認め，特に 長石cilliumsp

．　E株に著明であった．体腔液の溶真菌分劃は，　Vis－king

tube　透析による内液沈澱分劃中にあり，上清分劃

中にはfungilytic　action　を有しないので，著者は沈澱分

劃をしらべ，　fungilysisを起す時glycerol が解離される

事を知りfungilysisとlipolysisの間に深い関聯性がある

のではないかと考えたR 血ヽillium　sp．　E株菌苔にdrop

testを行い，そのfungilysis と，　triglycerideとして10

％　Ediolを使用し，non　activated　triglyceride，　脂肪蛋

白結合体として，　7　％　Albumin　4 容（Bovine　Albuminpowder

）と10 　％　Ediol　1容を37 °C 下に1 時 間incu －bate

しactivated　triglyceride　としたものおよび 種々な

ものを基質として蛔虫体腔液沈澱分劃および，　Nikkila

（1958）のPartial　purification　of　clearing　factor　of　pos－theparin

human　plasma ．，　E．D．　Korn（1959）のThe　assayof　lipoprotein　lipase

　in　vivo，　and 加 琵X回．に 記載さ

れているCa3 　（POi）　2　gel　吸着法に 準じ，1 ／300～1／400のpartially

purified　fungilytic　fraction　を作製し，これに

対し稀釈，加熱処理，　trypsin処理による失活， 非透析

性より，それは酵素であり， 至適pH　7 ．8にて， 各種

阻害剤，　human　serum ，　heparin，　NaCl ，　CaCla，　NaF ，protamine

，　qunine，　hog　bile　juice，　sodium　taurocho－late

，　adrenalineを添 加してその影響を東京化成製lipase

と比較検討した結果をまとめてTable　24　に示した．こ

れは従来報告されているclearing　factor　としてのLPL

に極めて近い性質を示し，　activated　triglycerideにlipo －lytic

action　を有する酵素昿 沈澱分劃中，および，　Caa

（P04 ）2　Gel　吸着によるelute 中に存在し，これがfun －gilysis

と極めて深い関係があるとの結果を得た．また家

兎のpostheparin　plasma 　（5　mg／kg　15　分後，　cardiacpuncture

によ り採血）のpartialy　purified　fraction　にはfungilysis

は全 く認められなかった． 高等動物，下等動

物のLPL は，その作用において多少の差はあると考え

られる．尚実験成績（2），　b） で述べた如く，　Ca3　（PO4 ）　zGel

吸着によるSupernatant 　（1）にLPL 様酵素と異な

り，non　activated　triglyceride　にlipolytic　action　を有

するlipase 様酵素を分劃し得た．これの至適pH は7 ．4

であり，56 ゜C，　30 分の加熱処理，　trypsin　10　mg／ml　の

処理で失活を認め，非透析性であり，諸種阻害剤の影響

は，　human　serum　の添加では 精々inhibit され るが他

の阻害剤の影響は一般lipase と近似であった，

結　　 語

蛔虫体腔液にfungilytic　action を有する 酵素性物質

が存在し，　Vis　king　tube　にて， 体腔液を純水に対して

透析した内液の遠心分離による沈澱分劃中に，その物質

は存在し，それは，加熱処理，　trypsin により失活し，

非透析であり，酵素であると考えられる．その酵素は，fungilytic

action　に深い関係があると同時に，　activatedtriglyceride

に対してlipolytic　actionを有し，諸種阻害

（484 ）

Fungilysis　to　j二をがー　＿　T祐、．、1．t；、、
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剤，　human　serum ，　heparin，　NaCl ，　NaF ，　hog　bilejuice

等 の影響より考え，従来報告されているpancreatic

］ipaseと異なった性質を有するlipase で，　Hahn ，　An－

・derson　Brown，　French，　Fawcett，　Grossman ，　Korn ，Nikkila

，　Robinson，　Suehiro 等が報告した，　postheparinplasma

中にみられるclearing　factor，　LPL と非常に近

いtype のlipase と考えられ， 既に第1 報に報告した．

さらにこれを確認する為，第1 報 と殆ど同様な方法で，Penicillium

sp．　E　strain　の 菌苔に対するftngilytic

二actionと，　7　％　Albumin　4容＋10　％　Ediol　1　容を37 °C

下，1 時 間incubate して 作製したactivated　triglyceride

を基 質として，　lipolytic　action　を起させ，　glycerol定量

を行いその 解離の 度合をlipolytic　activity　として，沈

澱分劃にCaCls ，　protamine，　qunine，　adrenalineを種で

・の濃度に添加し，その阻害性をしらべた．

（1）蛔虫体腔液沈澱分劃に対する，阻害性物質添加の

影響

1．　Human　serum ，　heparin，　NaCl ，　protamine ，

・quinine，　hog　bile　juice，　sodium　taurocholate　の影響

東京化成製lipase に対するheparin ，　NaCl ，　prota－mine

の影響は殆ど認めず，　quinine，　bile　juice，　sodiumtaurocholate

の添加 に 対 し て は，　lipolytic　activity　はactivate

の傾向を示したが，蛔虫体腔液に上記阻害剤を

添加した 場合， 高濃度においては，　fungilytic　action，lipolytic

action　何 れに 対してもinhibit の傾向 を認め

た．　NaCl の場合0 ．4　M01　濃度にて，　fungilysis，　lipoly－

・sis共にactivate されるが，以上の濃度では，　inhibit

・の 傾向を認めた． 尚，　bile　juice，　sodium　taurocholate

はその表面活性作用の為fungilysis の影響は余り確認出

来 なかった．

2．　CaCl2 添加に 対しては， 一般にactivate の傾向

を認め， 特に0 ．025　Mol　濃度 で はfungilytic　action，lipolytic

action　は高い値を示した．

3．　NaF ，　adrena］in添 加の影響

東京化成製lipase に対 して，　NaF はinhibit の傾向

を示したが， 沈澱分劃に 対しては，　fungilytic　action，lipolytic

action　何れも殆ど影響を認めなかった．

さらにNikkila 　（1958） に順じて，蛔虫体腔液，沈澱

分劃のCa3 　（POi）　2　Gel　吸着に よ りpartially　purifiedfungilytic　fraction　

（elute）を分離し，諸種の実験を行っ

た．尚elute はBiuret 法，　U．　S．
　－　Army
法で1 ／300～1／400

のpurification　rate　を示した．

（2）　Elute の一般性質

（486 ）

1　．　Nonactivated　triglyceride　に対してlipolytic　action

は殆 ど認めず，37 °C 下にincubate した場合，　incubate

時間 とglycerol 解離 とは直線的関係を示さず，　activatedtriglyceride

に対 してlipolytic　actionは高く認められ，incubate

時 間とglycerol の 解離は 直線的関係を示し

た．

2．　Penicillium　sp．　E，　strain菌苔に対してかなり著

明なfungi ］ytic　actionを認 め，　fungilysedされた菌苔よ

り，　glycerolを認 めた．

3．　0 ．2　M01　Ca3　（POi ）　2　Gel　吸 着による，　elute 以 外

の分劃，　supernatant　（1），　（2），　（3） では，　fungilyticaction

およびactivated　triglyceride　に対するlipolyticaction

は認 められなかった．

4．　56°C，　30分間の加熱処理， およびTrypsin の 処

理により，　fungilytic　action　お よ びlipolytic　action　は

消失，失活を認めた．

5．　Visking　tube　にて3 ～4 °C下 に，24 時 間純水に

対して 透析しても， 透析内液に，　fungilytic　action　とlipolytic

action　は 存在し，非透析性を認めた．

6．　elute の倍数稀釈に よ り，8 倍以上の 稀釈 ではfungilytic

action　およびlipolytic　action　何れも 激減を

認めた．

7．　el　Liteのactivated　triglyceride　に対するlipolyticaction

の至適pH

fungilytic　action　お よびlipolytic　action　に 対する 至

適pH は何れも7 ．8であった．尚，　incubation　mixture

に使用する緩衝液は，　Clark－Lubs　buffer　solution　が最も

発色は良く，以下，　NH3 －NH4CI，　Sorensen，　Tris－amino・methane

－HCl　buffer　solution　の順であった．

8． 保存における影響

蛔虫体腔液沈澱分劃，　eluteを透析したものを3 °～4°C

下に保存した場合，　fungilytic　action，　lipolytic　action

の減少は沈澱分劃に早く認められ， 次いでelute であ

り，　eluteを透 析保存したものは比較的長期間そのaction

を認めた．尚，沈澱分劃の保存の場合，　fungilytic　action

は減少しても，　lipolytic　actionが逆に増加する場合もあ

った．

（3）　Elute の各種阻害剤の影響

1．　Human　serum ，　heparin ，　NaCI ，　protamine，

qunine，　sodium　taurocholate　の添加においては， 一般

に濃度の高い場合，　Penicillium　sp．　E　strain　菌苔に 対

するfungilytic　action　および，　activated　triglycerideに

対するlipolytic　action　はinhibit の傾向があり，　NaCl



添加の場合，0 ～0．3　Mol　濃度迄は殆ど 影響を認めず，

以上の濃度では，　inhibitの傾向を認めた，

2．　CaCk 添 加に対して，　fungilytic　action，　lipolyticaction

何れ もactivate の傾向を認め，　0．0125　Mol　濃 度

において，高い値を示した．

3．　NaF ，　adrenaline の添加に対してはNaF　O ～1M

の間，　adrenaline　1　，　000～128，000倍の添加においては，fungilytic

action，　lipolytic　action何れも影響を認めなか

った．

以上の事より，蛔虫体腔液の溶真菌現象は酵素が深い

関係にあり，それは透析内液の沈澱分劃に移行し，さら

に0 ．2　M，　Ca3　（PO4 ）　2　Gel　吸着法によりpartial　purifica－tion

され，　postheparin　plasma　中に認められるLPL と

至適pH ，　serum の影響について差はあるが，高等動物

のそれとは異なった一種のLPL 様酵 素と考えられる．

尚Ca3 　（PO4 ）　2　Gel　吸 着の遠沈上清分劃Supernatant 　（1）

がactivated　triglyceride　に対してlipolytic　action　は殆

ど無く，　non　activated　triglyceride　にlipolytic　actionを

有する事を知り，諸種の実験を行った．

（4）　Ca3　（PO4）　2　Gel　吸着，　Supernatant　（1）のlipolyticaction

【substrateとしてBuffersol　4 容＋10 ％Edio 】1

容 を用いた）．

1　．　Trypsin　10　mg／ml，　56°C，　30分の加熱処理によりlipolytic

action　は全く消失した．

2．　Visking　tube　に対し，非透性であった．

3．　incubate時間 とglycerol の解離は殆ど直線的で

あった．

4．　Non　activated　triglyceride　に 対 するlipolyticaction

の至適pH は7 ．4であった．

5． 諸種のinhibitors 添加 における 影響は 蛔虫体腔

液中のLPL 様酵 素と異なった傾向を有し，一般のlipase

と近 似であった．

これは第1 報に， 沈澱分劃中にlipase 様酵素も 存在

すると述べたが，　LPL 様酵 素と分離して，　Supernatant

（1） に存在するとちえられるので，附記する．

引 用 文 献

1）赤堀四郎（1964 ）： 酵素研究法．1 巻，　101－173，朝

倉書店，東京．

2）赤堀四郎（1961 ）：酵素研究法．4 巻，　77－81，朝倉

書店，東京．

3）赤堀四郎・冲中重雄（1964）：　臨床酵素学．　15－24，

朝倉書店，東京．

4）　Bernfeld，　P．　＆　T．　F．　Kel】ey　（1963 ）：　Inhibi－

（487 ）

81

tory　and　activating　effects　of　polyanions　on

lipoprotein　lipase ．　Jour ．　Biol．　Chemistry ，　238

（4），　1236－1241・

5） 江 上 不 二 夫 （1953 ）：　核 酸 及 核 蛋 白 質 上 巻．　243－244

，共 立 出 版，東 京．

6） 江 幡 光 雄（1965 ）： タ ン パ ク 質 の 比 濁 定 量 法．生 化

学 領 域 に お け る 光電 比 色 法，総 論 ．　127－129，南 江．

堂 ，東 京．

7 ） 古 橋 貞 二 郎（1964 ）： 蛔 虫 体 腔 液 の各 種 真 菌 ，放 線

菌 ，及 び 細 菌 に対 す るlytic　action　 に つ い て （2）　－

寄 生 虫学 雑 誌，　13（6 ），　521－534・

8） 堀 越 弘 毅（1964 ）： 糸 状 菌 の細 胞 壁 の 構 造．日本 農

芸 化 学 会雑 誌 ，　39（1），　18－21・

9） 金井 泉（1964 ）： 臨 床 検 査 法 提 要 Ⅶ ．　14－16． 金 原

出版 ，東 京 ．

10 ） 川出 由 己 ・ 曾 良 忠 雄 ・ 山 本 正（1956 ）：　カバ ッ ト．

マイ ヤ ー 実 験 免 疫 化 学 訳 ．　320－332，　361－364， 岩

波 書店 ，東 京 ．

11 ）　Korn ，　E．　D ．　（1961 ）：　The　fatty　acid　and　posi－tional

specificities　of　lipoprotein　lipase．　Jour 。Biol

．　Chemistry，　236　（6 ），　1638－1642・

12 ）　Korn ，　E．　D ．　（1962 ）：　The　kinetics　of　the　inhi－bition

of　lipoprotein　lipase　by　polyanions　and

polycations ．　Jour．　Biol ．　Chemistry ，　237（11 ），3423

－3429．

13 ） 森 下 哲 夫 ・ 小 林 瑞 穂 ・ 塩 谷 利 淳 ・ 江 口 孝 ・ 坂 田

六郎 ・平 岡 義 雄 ・ 五 藤 基（1963 ）：　蛔 虫 体 腔 液 の

投 白 癬 分 劃 の 投Aspergillus 力 に つい て．寄 生 虫

学雑 誌 ，　12（5 ），　400－404・

14 ） 森 下 哲 夫 ・ 小 林 瑞 穂 ・ 榊 原 弘 ・ 山 田 稲 好 ・ 五 藤

基・ 江 口孝 ・ 平 岡 義 雄 ・ 古 橋 貞 二 郎 ・ 三 島 誠 也

（1965 ）：　蛔 虫 体 腔 液 のlipolytic　activity　に つい

て（1 ）．寄 生 虫学 雑 誌 ，　14（1），　98－104・

15 ）　Nikkila ，　E．　A ．　（1958 ）：Partial　purification　ofclearing　factor　of　postheparin　human　plasma

．Biochimica

et　Biophysica　Acta ．　27，　612－617．

16 ） 岡 田 吉美（1963 ）： 紫 外 部吸 収測 定 法．生 化 学 領 域

にお け る 光 電 比 色 法 ，各 論1 ．　79－81， 南 江 堂，東

京．

17 ）　Rizack ，　M．　A．　（1961 ）：　An　epinephrine －sensitivelipolytic　activity　in　adipose　tissue

．　Jour．　Biol ．Chemistry

，　236（3 ），　657－662・

18 ）　Robell ，　M ．　（1964 ）：　Localization　of　lipoproteinlipase　in　fat　cells　of　rat　adipose　tissue

．　Jour ．Biol

．　Chem ．　239（3），　753－755．

19 ） 斉 藤 正 行（1961 ）： タ ンパ ク 質（ ビ ウ レ ッ ト 法），生

化 学 領 域 に お け る 光 電 比 色 法，各 論3 ．　47－49．南

江 堂，東 京．

20 ） 榊 原 弘（1965 ）：　蛔 虫 体 腔 液 中 の 溶 真 菌 酵 素 の 研

究（1 ）．寄 生 虫 学 雑 誌，　14（1 ），　47－67．

21 ） 山 田 稲 好（1965 ）：　膵 臓 抽 出 液 及 び 膵 液 の 溶 真 菌

酵 素 の 研 究 （1）， 蛔 虫 体 腔 液 の そ れ と の 比 較 ．寄

生 虫 学 雑 誌，　14（1 ），　37－46．



：82

STUDIES　ON　FUNGILYTIC　ENZYME　IN　ASCARIS　BODY　FLUID　H ．

Hiroshi　SAKAKIBARA

（．DepaΓZxxz6・nt　of　Parasitology，　ScみoZ 原口冐k荻血ら（双跏 ひ・iversity，　Gifu）

Ascaris　body　fluid　contains　a　substance　with　fungilytic　action．　This　substance　is　not　dialyzedthrough　a　strip　of　cellophane　tubing

　（Visking　Co ．）　and　migrated　into　the　sediment　when　thedialyzed　inner

　solution　is　centrifuged．　The　fungilytic　action　of　the　substance　is　inactivated　by　heatingand　by　the　addition　of　trypsin

．　It　is　accordingly　conceivable　that　the　substance　is　an　enzymewith　fungilytic　action

．　0n　the　other　hand ，　this　enzyme－like　substance　reveals　a　lipolytic　actionagainst　activated　triglyceride　consisting　of　7

％　albumin　and　10 ％　Ediol　in　4　：　1．　Results　of

■experiments　with　the　inhibitory　effects　of　human　serum，　heparin
，　NaCl ，　NaF　and　hog　bile　juiceupon　the　fungilysis　and　li

　poly　sis　demonstrate　that　this　enzyme　is　different　from　an　already－knownlipase

．　It　is　thus　surmised　that　this　enzyme　is　closely　related　to　lipoprotein　lipase　（lipemia　clearingfactor

）　which　has　been　detected　from　the　post－heparin　P］asma　of　vertebrates　by　Hahn ，　Anderson，Brown

，　French ，　Fawcett ，　Grossman ，　Kown ，　Nikkila ，　Robinson　and　Suehiro ．　It　therefore　seemedpertinent　to　undertake　an　attempt　to　clarify　the　characteristic

of　the　enzyme　in　ascaris　body　fluid

in　further　details．

A ．　Effect　of　inhibitors　on　the　fungilytic　and　lipolytic　actions　of　the　sediment　fraction　ofascaris　body　fluid

．

1）　Both　the　lipolytic　and　fungilytic　actions　were　inhibited　by　the　addition　of　higher

・concentrations　of　human　serum ，　heparin ，　NaCl ，　protamine ，　quinine ，　hog　bile　juice　and　sodium

・taurocholate．

2）　Both　the　actions　were　remarkably　activated　by　the　addition　of　CaCk　1n　a　concentrationof　0

．025　mol．

3）　No　influence　on 　both　the　actions　was　found　in　the　presence　of　NaF　and　adrenaline．

A　partially　purified　fungilytic　fraction，　according　to　Nikkila’s　method　（1958 ）　with　0．2　molCa3

　（PO4 ）　gel，　was　isolated　from　the　sediment　fraction　of　ascaris　body　fluid．　Results　of　calcula－tion

of　protein　in　this　fraction　with　biuret　technic　indicated　a　purification　rate　of　1／300　to　1／400．The

following　tests　were　carried　out　with　this　enzyme　solution．

B ，　A　general　property　of　the　partially　purified　fraction　（elate）　of　ascaris　body　fluid．

1）　Lipolytic　action　of　this　enzyme　solution 　was　seen　against　activated　triglyceride，　whilealmost　no　

］ipolytic　action　was　seen　against　non－activated　triglyceride．

2）A　marked　fungilytic　action 　was　observed　against　凡inicillh。，z　sp．　E　strain　and　glycerolwas　detected　from　the　fungus　lysed

．　In　this　test　care　was　taken　to　exclude　the　interference　ofmedia　in　the　fungilysis

．

3）　Neither　fungilytic 　nor　lipolytic　actions　were　found　in　fractions　other　than　the　partiallypurified　fraction

，　i．　e．　the　supernatants　l，　II　and　III・

4）　Both　the　fungilytic　and　lipolytic　actions　of　the　partially　purified　fraction　were　inactivated

”by　heating　to　56°C　for　30　minutes　or　by　trypsin　treatment．

5）　No　substance　with　fungilytic　and　lipolytic　actions　was　detected　from　the　dialyzatethrough　a　strip　of　cellophane　tubing　

（Visking　Co よ
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6）　This　enzyme　has　an　optimum　pH　7 ．8．　Among　buffer　solutions　tested ，　the　degree　ofl

the　fungilytic　and　lipolytic　actions　was　found　to　be　high　in　the　fol 】owing　descending　order　；Clark

－Lubs ，　NHi －NH ＾l ，　and　Sorensen ．　No　activity　was　observed　when　tris　ammo　methane －HClwas　used

．

7）　The　activity　could　not　be 　recognized　in　the　sediment　fraction　kept　at　4°C　for　2　weeksbut　in　the　dialyzed　so

】ution　of　the　partially　purified　fraction　kept　at　4°C　for　3　weeks．

C ．　Effect　of　inhibitors　on　the　fungilytic　and　lipolytic　actions 　of　the　partia】ly　purifiedfraction　of　ascaris　body　fluid

．

1）　The　addition　of　comparative 】y　higher　concentrations　of　human　serum ，　heparin ，　NaCl ，protamine

，　quinine　and　sodium　taurocholate　tends　to　inhibit　the　fungilytic　and　lipolytic　actionsof　the　partially　purified　fraction

．　In　the　case　of　NaCl，　the　inhibition　occured　by　the　addition　ofmore　than　0

．3　mol，　while 　no　effect　was　found　in　concentrations　of　O　to　0．3　mol．

2）　The　fungilytic　and　lipolytic　actions　were 　accelerated　by　the　addition　of　CaCh ，　parti－culary

in　a　concentration　of　0．0125　mol．

3）　No　effect　on　the　fungilytic　and　lipolytic　actions　was　recognized　in　the　presence　of　NaFand　adrenaline

．

0n　the　basis　of　these　findings，　it　is　evident　that　this　enzyme　participates　in　the　fungilytic　actionof　ascaris　body　fluid

，　that　the　enzyme　migrates　into　the　sediment　fraction　by　centrifuging　thedialyzed　solution

・that　the　e °yme　can　be　partially　purified　by　Ca3
（P04 ）　gel　absorption　technic，and

that　the　enzyme　differs　from　LPL　which　has　been　found　in　postheparin　plasma　by　Nikkila ，in

optimum　pH　and　the　inhibitory　effect　of　human　serum ．　Since　the　supernatant　l　revea】ed　nolipolytic　action

against　activated　triglyceride　but　against　non　activated　triglyceride，　the　followingexperiments　were　carried　out

，　in　which　a　solution　consisting　of　buffer　and　10　％　Ediol　in　4　：1

was　used　as　a　substrate．

D ．　The　lipolytic　action　of　the　supernatant　l ，　non－absorption　fraction　with　Ca3（PO ＜）　geltreatment

，　against　activated　triglyceride．

1）　The　lipase　was　inactivated　by　trypsin　treatment　or　by　heating　to　56°C　for　30　minutes．2

）　The　lipase 　was　not　dialyzed　through　a　strip　of　cellophane　tubing　（Visking　Co ．）．

3）　The　relation　between　the　length　of　incubation　period　（up　to　2　hours）　and　the　dissocia－tion

of　glycerol　was　able　to　manifest　as　the　equation　of　the　first　degree．

4）　The　lipase　had　an　optimum　pH　7 ．4　when　acted　against　non　activated　triglyceride．

5）　The　lipase　differed　from　LPL －like　enzyme　of　ascaris　body　fluid　in　the　influence　ofinhibitors　but

was　similar　to　pancreas　lipase　in　action．　In　a　previous　paper　of　this　series　it　was

‘shown　that　the　sediment　fraction　of 　ascaris　body　fluid　contained　a　lipase－like　enzyme．　Puttingthese　results　together

・　the　lipase　is　surmised　to　be　present　in　the　s叩e °atant　l，　non　absorptionfraction　with　Ca3

（POi ）　gel．　treatment ．
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