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Lung　flukes ，　genus 　Pa凡昭叨・かjz嵎　have　threedifferent　hosts　during　their　life

cycle．　Biochem －ical

studies　on　the　flukes　are　of　great　interest

in　comparative　biochemistry ，　and　important　forthe　rational　diagnosis　and　medical　treatmentof　paragonimiasis

．　To　this　end　the　author　hasstudied　the　metabolism　of　the　flukes

，　Detec －tion

and　estimation　of　amino　acids　and　amino－sugar

in　some　helminths　have　been　performed

by　Flury　（1912 ），　Yoshimura 　（1930 ），　Waka －bayashi

　（1941 ），　Kajihara　and　Hashimoto 　（1952 ），Kreuzer

　（1953 ），　Cavier　and　Savel　（1954 ），　Ogi－moto

　（1956 ），　Ando 　（1957 ），　Ueno 　（1960 ），　Robin －son

　（1961 ），　Jaskoski 　（1962 ）　and　so　on．　How －ever

，　biochemical　studies　of　metabolism　of　freeamino　acids　and　ammosugar　in　uterine　eggs

，rediae

，　cercariae，　metacercariae　and　adults　arescanty

．　Therefore ，　in　this　paper　the　author　hasreported　on　the　detection　and　estimation　of　freeamino　acids　and　aminosugar

in　the　uterine　eggs，larvae

and　adults　as　the　first　report　of　his　stud－ies

on　the　metabolism　of　lung　flukes．

Materials　and　Methods

乃－eparation　of・Sαノ・ipies：

Adult　lung　flukes　were　obtained　from　lungsof　freshly　killed　dogs　which　had　been　sacrificed6　months　after　infection

with　 乃2Γαg。刀か，zμ

■westennaが （Kerbert ，　1878 ）．　They　were　im －mersed

at　37゜C　in　Ringer’s　solution　to　washthe　surface　of　their　bodies　and　the

inside　of

their　intestines　for　12　hours ．　Fluid　filling　theexcretory　bladder　and　any　uterine　eggs　wereremoved　from

the　body ．　Uterine　eggs　wereprepared　from　resected　uteri　of　the　adult　

．R7

むestenn の
，£　Mature　rediae　and　cercanae　wereliberated　from　livers　of　naturally　infected　snails

，．S

。 忌x ，た
りspira 　be，

。soni　（Philippi ），
　with　R　7む圃劼 －・viani

．　］IVTetacercariae　including　the　inner　cystwall　were　isolated　from　naturally　infected　crabs

，．

召 治アdehaani 　（White ），　with 　Paragot 丿imusmiyaz

．・akii　Kamo ，　Nishida ，　Hatsushika　et　Tomi ・mura

，　1961 ．　These　materials　were　washed　at ．least

　five　times　with　water　（purified　water ），　cen－・trifuged

at　very　low　speed　and　placed　on　 丘Iterpapers　to　absorb

excess　moisture ．　They　wereweighed　precisely

，　and　a　50　to　500　mg －portioirof　the　materials　was

treated　in　a　boiling　water

bath　for　a　few　minutes ．　This　was　then　homo －genized

thoroughly　in　l　to　10　ml　of　cold　water

with　the　aid　of　a　motor　driven　g 】ass　homoge －・nizer

．

Analy ぶ酊9f　Free 　A。xみ10　Acid　a。d　Ami。osugar・j。The

homogenate　was　treated　in　a　tube　with

an　equal　volume　of　10 ％　trichloroacetic　acid

（TCA ）in　an　ice　bath　with　occasional　stirring。After

10　minutes　the　tube　was　centrifuged　at

5，000　r・p．　m．　for　10　minutes．　The　supernatantwas　decanted

，　and　the　precipitate　was　treated、twice

with　an　equal　volume　of　5　％　TCA ．　TCAfrom　the　combined　supernatant

was　removed

five　times　with　equal　volumes　of　ether．　After
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that，　the　combined　e χtract　was　evaporated　todryness　in　vacuo

　at　65°C　and　the　residue　wasdissolved　in　a　known　volume　
（0．05－0．5　ml）　ofwater

．　Using　a　standardized　micropippet，　a　20to

30 μ：l－portion　was　spotted　on　Toyo　Roshi　N0，51

－A　filter　paper　for　one－　and　two－dimensional

・chromatographic　separation ．

Solvent　used　for　one －dimensional　ascending

・chromatography　was　a　mi χture　of　m・cresol　andphenol

　（1：1，　v ／v）　with　borate　buffer　at　pH

：9．3　by　Levey 　（1953 ）．　For　two　dimensional

：ascending　chromatography　the　upper　layer　of　amixture　of　n

－butanol，　acetic　acid　and　water

’（4 ：1：5，　v／v）　and　phenol　saturated　with　water
－was　used．　Chromatography　was　carried　out　atroom　temperature

．　The　solvent　was　removed

’by　drying　the　paper　in　an　air　current　at　40°Cfor

　3　hours．　Color　was　developed　with　spray

・of　0．1　％　ninhydrin　acetone　solution．　Spots　cor・responding

to　am 蜃o　acids　and　aminosugar　fromthe　samples

　were　detected　with　authentic　sam－pies

．　The　presence　of　aminosugar　was　detected

■with　glucosamine　by　using　anilinhydrogenphtha　－late

．　In　addition　to　the　above　analyses ，　theamounts　of

free　amino　acids　and　aminosugar

in　the　adult　flukes　on　chromatogram　were　de －termined

by　comparison　with　standerd　optical

・density　values　in　Beckman　spectrophotometer　at

440　and　570　mμaccording　to　the　method　re －

！〕orted　by　Awapara　（1949 ）．

Results　and　Discussion

Detecti。n　of 　Free　Am み，θAcids 　and 　At。mo －

．sugとir　。。

Figure　l　shows　representative　paper　chro 一

一matographic　patterns　of　the　free　amino　acids

．and　ammosugar　in　the　adult　lung　flukes．　Thesepositive　spots　on　the

chromatogram　were　de －tected

with　the　authentic　samples ．　In　Figure1

，　eighteen　amino　acids　and　one　aminosugar

・corresponding　to　their　respective　sites　were　de－tectable

，　i．　e．　alanine，　arginine ，　aspartic　acid，

・cystine，　glutamic　acid，　glycine，　histidine，　hydroχy－proline

，　leucine ，　lysine，　methionine ，　phenyl －alanine

，　proline，　serine，　threonine ，　tryptophan ，

－tyrosine，　valine　and　aminosugar．　One
　unidenti－iied

spot　was　visible　in　an　upper　side　of　the
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Fig ．　1．　Two －dimensional　chromatogramof　free　amino　acids　and　aminosugar　inthe　adult　
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proline．　0n　the　other　hand，　in　the　case　of　theuterine　eggs　nine

spots　corresponding　to　loca－tions

of　alanine，　arginine，　aspartic　acid，　cystine，glutamic

acid，　glycine，　leucine，　lysine　and　amino－sugar

　were　detected　with　the　authentic　samples．Moreover
，　in　the　case　of　the　rediae　and　cer－cariae

siχteen　spots　corresponding　to　spots　ofalanine

，　arginine，　aspartic　acid，　cystine，　g！utamicacid

，　glycine，　histidine，　leucine，　lysine，　methio －nine

，　phenylalanine，　serine，　tryptophan ，　tyrosine，valine

and　aminosugar 　were　detected．　Further－more

，　in　the　case　of　the　metacercariae　thirteenamino　acids　corresponding　to　these

　spots　weredetectable

，　i．　e．　alanine，　arginine，　aspartic　acid，glutamic

acid，　glycine，　leucine，　lysine，　methio－nine

，　phenylalanine ，　proline，　serine，　threonineand　valine

．　In　the　solvents　for　two　dimen －sional

ascending　chromatography　methionine

runs　together　with　valine　so　that　a　spot　for

methionine　plus　valine　IS　obtained．　However ，one

－dimensional　chromatography　with　bufferedm

－cresol　and　phenol　gave　evidence　of　valine　anda　trace　of　methionine

．　Kajihara　and　Hashimoto

（1952 ）　reported　that　eight　free　amino　acids　weredetected　in　coelomic　fluid　of　Ascaris

．　Cavierand　Savel　

（1954 ）　found　thirteen　free　amino　acidsin　the　flaid　and　Ando　

（1957 ）　reported　six　freeamino　acids　in　the　adult　of　Gnatkostoma

　spin八
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gerum ．　Also，　Robinson 　（1961 ）　isolated　thirteenfree　amino　acids　in　the　adult　of　

占油zぶtosoma

垪の・匐卮　Furthermore ，　glucosamine　and　N －acetylglucosamine

　were 　detected　in　acid　hydro－lysates

of　the　chitinous　membrane　of　AyαΓis　lu？n－

み／靠・f壽ざ　eggs　（Kreuzer ，　1953），

Estimation 　of　Free　Amino 　Acids 　and 　Amino －

ぷigar　j

In　Table　l　are　shown　the　amounts　of　fifteen

free　amino　acids　and　one　aminosugar　in　the

adult　lung　fluke．　Hydroxy －proline，　valine　andmethionine　were　present　in　lower

concentrations

and　a　quantitative　estimate　was　impossible．　TheTable　1

．　Amount　of　eighteen　amino　acids

and　one　aminosugar　in　the　adult

Paragoni 川心 犹・6かrmani

Milligrams　per　gram
of　fresh　tissue＊＊

Alanine

Arginine

Aspartic　acid

Cystine

Glutamic　acid

Glycine

Histidine

Leucine

Lysine

Phenylalanine

Proline

Serine

Threonine

Tryptophan

Tyrosine

Methionine 十ValineHydroxyproline

Aminosugar ＊

0 ．270

．550

．200

．330

．150

．100

．500

．430

．270

．330

．800

．470

．200

．250

．37tracetrace0

．23

＊　Aminosugar 　was　calculated　as　glucosamine．

＊＊The　values　presented　are　the　averages　of　threedeterminations

．

presence　of　taurine　was　not　detectable ．　How －ever

，　it　is　uncertain　as　yet　whether　this　sub ・stance

is　present　or　not　in　the　adult　lung　fluke ．The

largest　quantity　of　any　single　amino　acid

was　0 ．80　mg　of　proline　per　gram　of　fresh　tissue ．This

was　followed　by　0 ．55　mg　of　arginine ．Alanine

，　aspartic　acid　and　glutamic　acid　were

（126 ）

of　lower　concentration　than　proline　and　serine．These

three　amino　acids　are　substances　associated

closely　with　the　Krebs’　cycle，　and　the　presenceof　the　cycle　m　the　adult　lung

flukes　was　de－monstrated

by　Tada　et　al．　（1961 ）and　Hama －jima

　（1964 ，　1965）．　Consequently ，　their　concen－tration

could　be　regulated　by　the　cycle．　0n　theother　hand

，　in　coelomic　fluid　of　Ascaris，　Waka －bayashi

　（1941 ）　reported　tryptophan　and　tyrosinein　high

　amounts．　the 　contrary，　Ueno 　（1960 ）found

twelve　amino　acids　in　amounts　ranging

between　0 ．03－0．17　mg　per　millilitre。

Friedl　（1961　a，　b）　observed　survival　time　ofrediae　of　Fasti

。んjふs
　magna　in　amino　acids ，and

reported　that　proline　and　serine　generally

gave　longer　survival　times　than　controls．　Fromhis　Information

，　it　is　noteworthy　that　in　theadult　lung　flukes　these　two

　amino　acids　werepresent　in　higher　concentration　than　other　amino

・acids

．　This　is　felt　to　be　－　in　connection　with　theproblem　involving　growth　requirements　of　j

）7rとx－－

・
gりmmus ．

Summary

The　detection　and　estimation　of　the　free　amino・acids

and　aminosugar　in　the　uterine　eggs，　larvaeand　adults　of

the　］ung　fluke，　genus　Paraおりnim ならwere

performed　by　means　of　paper　chromato －graphy

．　Nine　spots　corresponding　to　aminoacids　and　aminosugar　were　detected　in　the　uter

－ine

eggs　；　fifteen　spots　in　the　rediae　and　cer－cariae

；　thirteen　spots　in　the　metacercariae　；　andnineteen　spots

in　the　adults．　In　addition，　inthe　adults

，　the　quantites　of　fifteen　free　ammoacids　and　one　ammosugar　were　measured

．These

amounts　ranged　between　0 ．10－0．80　mgper　gram

of　fresh　tissue．　The　free　amino　acidin　the　highest　concentration　was　proline

，　and．this

was　followed　by　serine。
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肺吸虫の代謝に関する研究

I． 子宮卵，幼虫，成虫における遊離アミノ酸およびアミノ糖の

ペーパークロマトグラフによる分析

浜　島　 房　則

（九州大学医学部寄生虫 学教室）

肺吸虫はその生活現象を 異に する宿主 を必 要としてお

り， その生化 学的研究は比較生化学 のうえできわめて興

味 深く， また肺吸虫症の合理的 な診断お よび治療をなす

ためにも重要な意義を もってい る．寄生 虫にお けるアミ

ノ酸およびアミ ノ糖の検出は多 くの研 究者によっ て明ら

かにされてい るが，肺吸虫 のそ れは少 ない． そこで， こ

こ では肺吸虫の代謝に関す る研究 の一 つとして虫体にお
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ける遊離アミノ酸およびアミノ糖のペーパークロマトグ

ラフによる分析について調べた．その結果，遊離アミノ

酸およびアミノ糖に相当するスポットは子宮卵で≪　I－

ヂア・セルカリアで15 ，メタセルカリアで13，成虫で19

が検出された．一方，成虫における遊離アミノ酸および

アミノ糖の量は新鮮組織重グラム当り0．10～0．80　mg　で

あった．




