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Anisakis の研究（2）　amylase－isozyme

谷　　 囗　　 正　　 明

岐 阜 大学医 学部寄生虫学教室（森下哲夫教授）（1967

年2 月20 口　受領）

著者 は第1 報において アジか ら とり 出した Anisakis

I 型 幼虫について，ブタ及びイヌ蛔虫 との間 に共通抗原

性 の存 在す ること を報告し た． 蛔虫科の線 虫間 に共 通抗

原 の存在することは当然予 想される所 である．今回 は蛔

虫体腔液及び各種組織にamylase　isozyme の存在 をし

らべ， 更に A　nisakis幼虫体から の抽出液中に も近似 のpattern

のamylase　isozyme　 の 存在するこ と を知った

ので報告する． 蛔虫体腔液 のamylase につい ては当教

室の平 岡（1966）が，　≪－amylaseであるこ とを確認し，し

かもその活性pH 域が， 哺乳動物 のa－amylase と異 な

ることから， 単一 の酵素 ではない ことを疑っ てい た．

材料および研究方法

蛔虫体腔液及び 各種組織の採耿方 法は第1 報でのべた

Table　l，

Ascaris 　whole　worm

Muscle

Digestive　organ

Reproductive　organ
Anisakis 　whole　worm（larva）

Table　2．　Colorimetric　method　of

amylolytic　activity

様で，新鮮なもののみを用いた．　amylaseの採取のし方

はTable　l　に示した様に各組織に生理的食塩水を2 倍量

加え，　glass　homogenizer　でhomogenate する．このも の

を16 ，000　rpm，　30分遠心沈 澱し た上清 をcrude　enzyme

とし た．　amylase　activity　を はか る方法 はTable　2 の様

であ る．す なわち基質 としてMerck 製 の1．2％　solublestarch

を0 ．5　ml，　crude　enzymeを0 ．5　ml，　veronal－HCl（0．17

μ）を2．0　mlとっ て混じ，37 ゜C で10 ～30 分inc－ubate

する． この混液に5 ％ の硫酸を2．0ml 加え，こ

れに ヨード溶液0．5ml を加え，更 に0．5　M の食塩水を

加えて全量 が100　ml　にな る様に する．こ のものを620m

μ で光電比色計 ではか る．

寒天plate 上 にamylase のzymogram を作 る方法はTable

3　の様である．　Difco，　nobleの寒天3．5　g，　hydro－

Preparation　in　amylolytic　enzyme

Addition　of　double　volume　of　0．9％　NaCl　solution
↓

Homogenate　with　glass　homogenizer
↓

Centrifugation　at　16，000　rpmづor　30　min．
．へ

／　　X

Supernatant　　　　Sediment　（enzyme）

Substrate・・1．2　°（＞　soluble　starch　（Merck）　・　－0．5ml
Enzyme ・●●●●●●●●●・●Buffer　■　■　■　■　veronal－HCI　（0．17

μ）

↓

O、5m12．0　ml

Incubation　（at　37゜C，　for　10～30　min．）

↓

Addition　of　5 ％H2804 ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥2 ．0ml

↓

Addition　of　iodine　solution　‥ ‥ ‥ ‥‥0 ．5ml

↓

Dilution　with　0 ．5　M　NaCl　to　final　volume　・　100　ml

↓

Measurement　with　spectrophotometer　at・・620　m μ

本 研 究 は 文 部 省 総 介 科 学 研 究 費 に 負 う所 大 で ある ．

Tabl　3．　Preparation　of　amylolytic　zymogram

Agar （Difco ，noble ）‥ ‥ ‥ ‥3Hydroxymethyl　cellulose　－　■　・　■　1

Veronal　buffer　（pH　8．6卜 ・
Aq．　dest．　・　■　・　・

250
250

白j
Agar　plate
（1．5　mm　thick）

Electrophoresis　（100　V，　40　mA，　60　min．）
↓

Incubation　in　various　buffer　solution　containing
1．2％　soluble　starch　at　room　temp．　for　10　min．

↓
Incubation　at　37°C　for　30　min．

↓
Staining　by　iodine　solution　and　B．　P．　B．
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xymethyl　cellulose　1　．　0　g，　veronal　buffer　（pH　8．6）　250ml

，蒸 溜 水250　ml　 の 割 合 の 組 成 でagar　plate 上 に 厚 さ1．5　mm

の 薄 層 を 作 る． そ し て 原 点 にcrude　enzyme　 を

お い て，　100　V，　40　mA，　（SO分 間 電 気 泳動 を行 な う． そ

の後1．2％ の 溶 性 澱粉 を 含 むbuffer　so 】ution 中 に 室温

下10 分 お く． 更 に37 °C，　30分incubate し， ヨー ド液

とB．　P．B．で酵 素活 性 及 び 蛋 白 の 泳動 を別 々 のplate 上

で し ら べ る．

実 験 成 績

1．　enzyme の・E生状

Table　2　で基質 とcrude　enzyme　 とbuffer とを37 で

でincubate す る時間を10 又は30 分 とし たが，その活性

度 を示した ものがFig．　1である．各pH のbuffer 中 で

体腔液 のamylolytic　activity　を 計ると30 分incubate す
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4　　　　5　　　　6　　　7　　　　8　　　　 夕pH

relationship　of　amylolytic　activity

（乱 心 晟 八larva）

Table　4．　Locarization　and　relative　activityof　an

！y】olytic　enzyme

Enzyme　source

4 叙ヽα，一八body　fluid

Digestive　organ

Muscle

Reproductive　organ

Whole　worm

ybj 法話八larva

whole　worm

Acti‥　　Optimum゛ity　　　pH．

100

50

26

≒0

42

10

5．07
．0　～8．05

．0

5 ．04．0　＆

6 ．0 ～8 ．0

Active

pH　range

4 ．0　～9 ．06
．0～9．04
．0～9．0

4．0～9．04

．0～9．0

Table　5．　Zymogram　of　ブレヽJ翕body　fluid

N0 ．

1　 ♀2

／／3

／／4合

5　 ／／6
♀

マ　り

8　 ／／9

／／10

／ダ

1

冊

朴
朴
朴
卅
卅
卅
卅
＋
＋

リ

一

朴
丑
朴
升
幵

卅
卅
卅
升
幵

Fraction

3　　 4

＋

＋

＋

＋

土

＋

＋

＋
＋
＋
＋
册
＋

＋

5

士
幵
升
十
士
幵
幵
幵

廾
朴

6

丑
＋
＋
＋
＋
丑
＋

卅
＋

れば殆んど充分に計測出来るこ とを示した．以後活性 は37

°C，　3（　分incubate する方 法で測定 した． 蛔虫各組織

の抽出液中 のcrude　enzyme につい てpH とamylolyticactivity

とを比較し たのがFig．　2　であ る．筋 層と全虫体

の抽出液はpH　5 の所 に 至適pH があ り， 体腔液 もや

や6 の方 にずれるが大体5 の所にある． しかし消化管 の

抽 出液のamylolytic　actiivty　のみはpH7 の所に至適pH

があ る．

一方 ふ 廠x岾 幼虫の抽出液ではpH　4 と7 の所に2

つ のactivity の山が認められる．このこ とがFig．　3に
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Table　6．　Zymogram　of　Ascaris　and

An£辺kis　larva

Enzyme　source

Ascaris　body　fluid

whole　worm

muscle

digestive

organ

Anisak こis　whole　worm（larva）

Incubate
pH

｛2

12

12

12

に

Fraction

1　2　3　4　5　6

十 斗 一 一 冊 朴

十 弁 士 士 桁 弁
士 十 一 一 桁 十
十 十 朴 十卜 弁 土

十 士 一 一 升 一
十 一 一 ‐ 弁 一
朴 弁 弁 弁 士 一
‐ 弁 十 十 一 一

一 一 一 一 一 一
一 千 弁 弁 弁 一
一 十 弁 弁 弁 一
一 十 弁 弁 弁 一
十 十 一 一 升 十
一 士 一 一 ＋ 十
十 一 十 十 弁 一

示 されている．

蛔 虫の各組織及び 亠 ふ瓰 八 幼 虫の 抽 出液につい て，amyloytic

activity　の強 さとoptimum　pH　 及び作 用pH

域を示 しだ のがTable　4 で あ る． 活性度で は体腔液 を100

とす ると消化管50 ．筋層26 で 生殖器に は殆 んど認

められない．一方 ル 冶設八 幼虫 の抽出液 の活性度は10

である．至適PH は前述 の 様であ るが作用PH 域は体

腔液 が4 ～9，消化管 が6 ～9， 全虫体抽出液で4 ～9，筋

層 が4 ～9 であっ た．ル lisakis幼虫抽出液は作用pH 域

が4 ～9 であ る．

2　．　zymogran！

寒天plate 上に電気泳 動し た 場合 のzymogram にお

け るamylase 活性の 分画について 蛔虫体腔液 のものはTable

5　の様であ る．原点 の 陽極 側4 個と 陰極側2 個 の

活性を示す帯 が見 られ る．　Table　5の様に蛔虫 の個 体に

よって帯 の大 きさも異 なるし，或いは欠い てい る部 位も

あ る．　Fig．　4の様に，　1，　2，　3，　4，　5，　6の部位に区分

す ると，大体B ．　P．　B　染色に よる 蛋白の部位に一致し

てい るこ とがわかる．　Table　5　で3 ，4 の部位 の欠けてい

るものや，6 の部 位の欠けてい るものもあ る．TL　，2 の

部 位は強いamylase 活性 を 示すこ とが 多 く，5 も強い

活性 が見 られる．　Fig．　5では ふ ふ訃 八 幼虫 の抽出液に

ついてzymogram を同様 に作製し た．　brom　phenol　blue

染 色による蛋白の 展開に 相当したamylase 活性 の部位

が， 蛔虫同 様に6 つ 確認された．

Table　6 では蛔虫 の各組織 と ル 廠z站 幼虫抽出液に

ついて，　pH　5，7 及び9 の湯合のzymogram を作って

見た． 体腔液では1 ，2 及 び5 ，6 の部位に活性 が強い．

（117 ）
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し かし筋層ではpH　9 ではamylase 活性は計 測出 来な

い． これに反して消化管では常に活性を示す のは2，　3，4

，5 の部位のみであっ た．

考　　 案

蛔虫や ふj沁丿臨 に関するisozyme の研究業績は非常

に少ない．し かもamylase のisozyme の仕事は皆無 と

思われ る． 荻田はイエバエ のamylase－isozyme につい

て次の様に の べ て いる．すな わち陽極側に泳動 されるamylase

A 群にA 气AI ），Ac，A（lを区別し，陰 極側に泳

動され るB 群，C 群，D 群 か 区別 され，計 約10 のam－ylase－isozyme

を有 してい る と いう． そしてA 气Ab ，Ac，　Ad

はallelic　isozyme　で あり，A 群 とB，　C，　D群

とはhetero－　isozymeの関係にあ るとい う． し かもA 群

内のisozyme 相互では 夫々 の 抗 血清 に対 して交叉反応

を示す が，A 群 とB 群ではhetero の関係にあっ て夫々

の抗血清に対して交叉反応 を示 さない とい う．著者 の蛔

虫及び Anisakis のamylolase－isozyme の成 績で は6 つ

のisozyme を何 れの 例で も 見 るこ と が出来， しかも陽

極側に4 ，陰極側に2 のisozyme が認 められた．

結　 語

著者は豚蛔虫の体腔液と 各組織抽出液及びぶ tisakis

幼虫体抽出液についてamylase－　isozymeをし らべた．

1．　pHとamylolytic　activityとの関係 をし らべると，

蛔虫筋層と全虫体の抽出液ではpH5 の所に至適pH が

あり，作用pH 域は4 ～9 であっ た． 蛔虫消化 管の至適pH

は7 で作用pH 域は6 ～9 で あっ た．一方 ん 治ぶ滔

幼虫抽出液 の 至適pH は4 と7 の2 ヵ所 にpeak が認

められ，作用pH 域は4 ～9 であっ た．

2 ．寒天plate 上で 電気泳動法 でzymogram を作製

する と， 陽極側に4 ， 陰極側2 のisozyme が認 められ

る．そして大体brom　phenol　blue 染色によ る蛋白 の染

色帯に一致してisozyme が存在 し てい る． 蛔虫体の個

体差 が認 められ， ある 個所 のisozyme の 欠除 してい る

虫体例 があ る．

3 ．ぶz心 血 幼虫 体 のamylase　－　isozymeも蛔虫体 の

もの と似てい る．

本研究 は 岐阜大学 医 学 部 寄生 虫学教室小林瑞穂助 教

授の御指導によるもので，こ こに感謝の意 を表す る．
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In　the　previous　work　（Taniguchi，　1966）　the　author　reported　that　larval　Anisakis　（Type　l）from

a　horse　mackarel　and　Ascaris　from　man　and　pjg　share　a　cross－reacting　antigen．　Thepresent　work　deals　with　the　occurrence　of　amylase－isozyme　in　y1

。詼zX滔e χtract，　resembling　thatin　A　scar　is　e

χtracts　in　the　pH　range　where　it　IS　active　and　in　the　pattern　on　their　zymogram．Results　obtained　are　summarized　as　follows　

：

1）　Amylase　activity　in　the　extracts　of　jy。，赤muscle　and　its　whole　body　was　observedin　the　pH　range　of　4

．0一9．0　with　the　muximum　activity　at　pH　5．0　while　that　of　its　alimentarytract　was　in　the　range　of　6．0－9．0　with　the　muximum　activity

at　pH　7．0．　In　the　eχtract　of

Anisakiぶlarvae　it　is　demonstrated　at　the　pH　range　of　4．0－9．0　with　the　maχiraum　at　pH　4．0and

7．0。

2）　The　fractionation　of　the　extracts　showing　an　amylolytic　activity　was　carried　out　on

agar　plate　by　electrophoresis　technique．　in　veronal　buffer　at　PH　8．6　for　60　minutes　at　100　volts．Si

χ　distinct　protein　systems　（bands）　stainable　for　brom　phenol　blue　in　y1ぶax
，j5　body　fluid　and　6in

　Anisakis 　larva　eχtract　were　shown　on　the　plate．　Siχ　bands　simultaneously　detected　on　thezymogram　were　found　corresponding　to　each　of　above－mentioned　protein　systems．　Some　ofthe　bands　on　zymogram　as

well　as　those　in　protein　electrophoresis　of　Ascaris 　bodyfluid

occasionally　failed　to　appear　on　the　plates，　which　may　presumably　due　to　the　variety　of　worms

used．

寄　生　虫　孛　雑
昭 和42

編
印
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