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ブタ回虫及びその飼育液の含窒素物質 二とにア ミノ酸

につ いて，　Flury（1912 ）は虫体を加水分解し たものから8

種のア ミノ酸を検出した．　Baldwin 　（1937 ） は蛋白代

謝 の終産物とし て無脊椎動物ではア ソモニヤが主 体であ

り，より下 等な動物ではア ミノ酸が変化しないままで排

泄 される傾向が強いと卜 う．梶原ら（1952 ）はブタ回虫

体腔 液の遊 離アミノ酸を ペーパー・ クロマトグラフィー

で検出し ，　Rogers 　（1955）は ブタ回虫体について遊 離と

加水分解したアミノ酸をしらべた．　Bird　（1957 ） は角皮

を80 ％　formic　acid　：　11．7　N　HCl　（1：1）で 加水分解し て，16

種のアミノ酸を検出し ，　Watson 　（1958 ）ら も角皮を6N

HCl　で加水分解しBird と同 様に16 種のアミノ酸を

検出した ．松岡 （1960）は回虫全 体の蛋自分画 のペ ーパ

ークロマトグラフィーに より15種，　Salmenkova 　（1962）

も体腔液中に17種，　Jaskoski　（1962）は卵巣を加水分解し

て18 種のアミノ酸を検出した ．著者は1958 年以来標準化

されて，しか もアミノ酸 の分析ではペ ーパ ー・クロマト

グラフィーにくらべて検体の量が微量で充分な分離検出

能をもっていると卜 われ る薄層 クロマト グラフィーに よ

って，ブ タ回虫Asca パs　／な坩ゐ元郎ides　suum の各組織

即ち体腔液，角皮，筋肉，雌生殖器，消化管 とア ユサキ

ス幼虫I 型虫体について，ア ミノ酸構成をしらべた ので

ここに報告する．

材料及び実験方 法

岐阜市営 の屠殺 場で 屠殺直 後のブタの小 腸から 回虫を

採取し ，37°C に 保った生食水に 入れ教室 に持ちかえり，

外部に附着し てい る雑物を除 去し た．回虫体を生 食水，

次に蒸溜水で よく洗い ，胼胝 で虫体につい てい る水分を

吸着し て除い た．体腔液 の採 取のし方 はビ ーカ ーの上に

回虫 体を吊し ，尾 部の角皮に切 創を 作り，滴下 する体腔

本 研 究 は 文 部 省 総 合 科 学 研 究 費 に 負 う所 大 であ る ．

（39 ）

液 を集めた．回虫の各組織については，生食水中で各 組

織別にと 引ヒUし，生食水でよく洗いこれを数回 くり返し

た．アユサキス幼虫体は静岡県焼津市 の海産物商で塩 サ

バを作る時に ，サバの腹腔に寄生してい るのを採 取し ，

生 食水に入れて教室に持ち帰 り，外部に附着し てい る雑

物 を除 去し た．被嚢し ている ものはそ の中から幼 虫体を

とり出し 生食 水で数回洗って検体として使川した ．ブ

タ回虫各組 織は5g を生食水10　ml　中でTeflon のhomo －genizer

でhomogenize し，これをア ミノ酸分 析の試

料 とし た．体腔液はそのまま使用 し た．ア ニ ア キ スI

型 幼虫の場合はwet　weight　l　g　に対し2ml の生食水

を用卜 ，ブタ回 虫組織と同様にTeflon のhomogenizer

でhomogenaize し た，薄層 クロマトグラフ ィーを実 施

す る方 法は 次の様であ る．先ずブタ回虫の体腔液や各 組

織 ，アユサキス幼虫休のhomogenate を 試料とし，各homogenate

をKjeldahl －Nessler の変 法を用いて，各

試料 の大体 のN 量を 測定し た．その結果 角皮は6307 ／m1，

筋 肉は460y ／ml，消化管 は820 　y／ml， 生殖 器は10507

／ml，体腔液は1880 　y／ml で，ア ユサ キス幼虫体 は12407

／ml であった ．酸加水分解 の条件 として，蛋 白量5mg

に相当する量を上記N 量から概 算し て，アンプル中に入

れた．この アンプルはあらかじめ クロム硫酸であらい，

蒸溜水 と1N －HC1 で洗滌し ，　100°C の乾燥 器で乾燥し

ておいたものであ る．アンプル中で試料 と6N －HC1　2．5m1

をまぜ，ドライ・ アイ ス，アセトン中で凍 結させなが

ら，真空ポ ンプで減圧し，充分減圧した後 アンプル を真

空ポ ンプにつないだままで，先端を バーナーで封管 する．

これを恒温器中に移し110 °C　22時間加水分解 する．加 ．

水分解終了後ア ンプルを切 り内 容を10　ml　 の小ビ ーカ

ーに移し ，　1ml の蒸溜水でア ンプル の管壁につい たもの

を とって小ビ ーカ ーに入れ，沸騰した油浴上でHCI を



200

迅速に除 き完全に乾固す る．薄層 クロマトダラフィ ーに

かけ るまでCaCl2 デ シケータ ー中に保存す る． 使 用時

少量の蒸溜水でとかして試料 とした ．薄層 の 作 り 方 はadsorbent

とbinder を共に含むWako　Gel　B －10　（purechemica

囗ndustries ）　30　gを 乳鉢に入 れ，かきまぜ乍

ら約40ml の蒸溜水を加え す早 くね り合せ， 次いで 約15m1

の蒸溜水を加え て混ぜ 合せ， 直ちに懸濁液をauto －matic

applicator　（Mitamura　RI　Ken ） に入 れ，プレ

ートの大きさ20 ×20　cm，厚 さ　250μ の薄 層を作 る．

暫時室 温に 静置した のち，硫酸 デシケ ータ ー中で完全に

水分を除 く為1 週間 保存し て展 開に 使用した ．薄層は使

用時110 °C で15 分間加熱し て活性化し ，30分間室 温に

放冷した のも使用した．試料はtemplate 　（spotting　gu－ide

）を使用し て，上 記の様に作製した薄層上にmicro －pipette

でプレ ートの下端 より　1．5cm の所に1 　mm2

以内に スポ ットした ．著者は一次溶媒としてn －propan－ol

：　2S％　ammonia 水 （67　：　33w／w）をsolvent とし，

二次溶媒 としてphenol　：　water　（75：　25w／w）を用いた．

この溶媒をvolume　5200　ml　 の薄層 クロマトグラフ ィ

ー用展開榾に100 －70（Yamazaki ，　scientific　apparatusMFG

，　GO）に1cm の高さに入 れ，タ ンクの中を充分

飽 和させるために鈩紙 片をタ ンクの壁には りつけ ，試料

をspot した薄層を静か に展 開わくに立 てて，展開槽の

ふ ちにwax をぬ り，　glass　plate　を 密封し た．展開は

二次元法で共に 上 昇法に よった． 展開距離はsolventfront

が原点から10　cm　の所に達した時に展開 を 中止

した ．再現性を確実にす る為 に二次展 開の前の処 理の乾

燥は一定 の条件に よった ．即 ち一一次展 開終了 後約20分間

空気中で乾かした ．

検出方法 としては展開 終了後 プレートを恒 温 器 中 で110

°C，　10分間乾燥した ．発色剤は次 のものを用卜 た ．ninhydrin

試薬（1．　0．2％　ninhydrin－ethanol溶液50ml

，　acetic　acid　10　ml　及 び2 ，　4，　6　collidine　2　ml　を混

ぜ る．11．1％ 硝酸銅Cu（No3 ）2・3H20 のethanol 溶液I

とH を使用直前50 ：3 の比に混ぜ て用い る）．を ス プ

レ ーし，　110°C　5分間加温発色させた ．こ の場合発色 の

時 間的ずれを注意して接近した位置を占め る2 つ のクロ

マ トダラムを識別した ．なお この一連 の操作中にRf 値

が再現性をもつために薄層 の厚さを均一にす ること， プ

レ ートの熱処理や保存の条件，展開容器が気密で温度及

び展開距離が一定である事な どに，出来るだけ注意をは

らった．各 クロマトグ ラムの固定には標準物質の二次元

の薄層 クロマト グラムと比較す ると共に各spot のRf

（40 ）

値，相対的 位置，呈色調などを 検討し てア ミノ酸を固定

し た．確定 困難又 は相異なったspot はそのspot をけ

ず りとり蒸溜水中に とかし ，更にpolyethylene　glycol1500

で濃縮して，更に異なった展開溶媒即ちn －propanol－water

　（64：　36w／w） ないしn －butanol－acetic　acid－water

　（60：20：20w ／w）で一次展開してくわしく鑑別し

た．数種のア ミノ皷については，そ の存在を 確か める意

味 で展開後のspot に 特種試薬による呈色反応を行った

即ち坂口反 応でarginine を，　Ehrlich 試 薬でtryptophane

を，　Millon 反応でtyrosine を，　Knoop 反応でhistidine

の検出を 行った．酸加水分解では加水分解中にtryptophane

は完全に近い 程度に 破壊 さ れ る の で，ア

ル カリ加水分解によって分 離同定し た．

実　験　成　績

第1 表 は既知 のアミノ酸各1mg を用い て，一 次展開Table

1　Rf　values＊　of　known　amino　acids

（one－dimension）

Amino　acid

－　　　　　＝＝wい
Alanine
Arginine
Aspartic　acid

Cystine －cysteineGlutamic　acidGlycine

Isoleucine
Leucine
Lysine
Hydroxyproline
Proline
Phenylalanine
Histidine
Serine
Threonine
Tryptophane
Tyrosine
Valine
Methionine

PrA　：　n－propanol／28％

PrA

70
25
29
52
36
55
74
73
30
50
59
75
60
49
64
69
58
64
71

Solvent

■ － ＝ 　 　 　 ■ ㎜㎜㎜㎜ a m m o n i a

　 （ 6 7

PhW

一 一

32

22

11

6

18

27

55

56

10

41

52

58

39

22

29

62

49

47

51

一一一 一一　 －

33 W ‘W ）

＝ － － －

PhW　：　phenol／water　（75　：　25w／w）
＊―Values　represent　an　average　of　three　develo－pments

．

に よって著者 の求めたRf 値 であ る．このRf 値は両溶媒

の場合 とも文献に記載さ れているRf 値 と比べて多少異

なっている ．こ の原因として考えられる のは装置，温度，

溶媒，薄層 の質な どによるらしい．第2 表 と第1 図は各

アミノ酸 の1　mg　mixture　を二次展開して 求めたRf

値の標準物質 の薄層 クロスト ダラフ イーであ る．第1 及

び第2 表のRf 値は当然異なった結果が出るわけ である．

これらの標準物質を用いてブタ回虫及び アユサキ ス幼虫
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Table　2　Average　Rf　values　of　homologous　spots　from　two　dimentional　thin　lager　chromatography

of　Ascaris　tissues　and　Anisakis　larvae　as　compared　with　Rf　values　of　known　amino　acids

Ascaris　lumbricoides　suum
Known

amino
acid．

Spot

N0 ． Rf

hemoly －mph

Spot

N0 ． Rf

cuticle

Spot

N0 ． Rf

muscle　　female

se χualorgan

Spot

N0 ． Rf

alimen －tarycanal

Spot

N0 ． Rf

Anisakis
larvae

Spot

N0 ． Rf

Solvent

Alanine

Spot

No ．　Rf567　26

Arginine

Aspartic　acid

Cystine －Cysteine

6

21
－4017

6

31

－19

23

－44

41

5　　3 昌　　　5　　3 に

6

－

5

4

1

0　　　　44
9　　5　16

37

6

18

35　　　　　415　
16　　　518

5
40

8

Glycine

Glutamic　acid

Histidine 11
56

83
10

58

40
10

53

36
9

14
－5850

13

ぺj 9

14

PrA

PhW
一
PrA

PhW
一
PrA

PhW
一
PrA

PhW
一
PrA

PhW

PrA

PhW
一
PrA

PhW

Hydro χyproline

Isoleucine

Leucine
－ ・ 一 一 一 一

一 一 一

］66

53
201

10

14

1

70
60

17n

14

？

72

65
1ぺ

114　1
10

12
71

56
13

68

58

19　　　　　211　
9　　　111

12

1

69
55

24

9

PhW
一一 一

PrA

PhW

PrA

PhW

PrA
PhW

Lysine

Phenylalanine

一一 一 一 一一一 一 一 一－－－－ 一一Proline

13

－

9

11
55

53

9 回

1づ §
49

48
10

一 一8

56

52
－6128

9

70

一 一4948

548
23

69

1づM
538

25

10

8

71　　PhW．．
・ミミ¬／

52　　PrA

46　　　PhW
52

50
－5525

－6479

一 一57　　PrA

26　　PhW
一

65　　PrA

78　　　PhlVV ’

51

69
－5445

Threonine
一 一
Tryptophane
一 一 一Tyrosine

－Serine
4

7

4
6

Valine 47

Methionine

Unknown

45
－6439

×

4

2 ・1 ？

体のア ミノ酸の同定を行なった．ブタ回虫体腔液 のア ミ

ノ酸の展開は第2 図に示した様である．ここに示された

図はアルカリ及び酸加水分解におけ る薄層 クロマ トグラ

フ ィーを合した模式図で示されている．体腔坡から検出

されたア ミノ酸は次の様であ る．　cystine－cysteine，　argi－nine

，　glutamic　acid，　lysine，　serine，　glycine，　alanine，threonine

，　histidine，　proline，　tyrosine，　valine，　phe－nylalanine

，　tryptophane　aspartic　acid　が認 められた ．

その他にSpot　N0 ．　14はspot をけ ずり取って蒸溜水

PhW

PrA

PhW

－
PrA

PhW

一一PrAPhW

一一一 一PrAPhW

で抽出して，　polyethylene　glycol　で濃 縮して，　solvent

としてn －propanol－water　（64　：　36w／w）を用い一次展開

した ところ，　leucine とisoleucine の二つに分離出来

た ．　Spot　N0．　4．5　はcystine と　glycine に分離され 。

原点近 くのSpot　X は同定出来なかった が恐 らくpepti －de

と思われる。 ブ タ回 虫の角皮は第3 図お よび第2 表

に示 される様でtryptophane が検出されな かった他は，

体腔液 と殆 ど同様 のアミノ酸構成 を示 した．　Spot　N0．　13

は体腔液 の場合 の様に操 作してleucine とisoleucine

（41 ）
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Fig ．　1　Two －dimensional　thin －layer　chromatogramof　amino　acids　mixture

．　The　plate　wasfirst　developed　in　direction　A

，　dried ，　anddeveloped　in　direction

B

1　：　Lysine　　　　　　　　　10　：　Hydroxyproline

2　：　Arginine　　　　　　　　11　：　Histidine

3　：　Glutamic　acid　　　　12　 ：　Methionine

4　：　Serine　　　　　　　　　　　13　：　Proline

5　：　Cystine　　　　　　　　　14　：　Tyrosine

6　：　Aspartic　acid　　　　　15　：　Valine

7　：　Glycine　　　　　　　　　　16　：　Leucine　or　Isoleucine8　

：　Alanine　　　　　　　　17　：　Phenylalanine

9　：　Threonine　　　　　　　18　：　T　ryptophane

に ，　Spot　N0 ．　5，6 はsolvent とし てn －butanol －acetic－acidwater

60　：　20　：　20w／w）を 用 い てglycine とalanine

に 分 離 す る事 が出 来 た ．　Spot　N0 ．　16　は二 次 展開 終了 後

に ，　ninhydrine をspray し て110 °C 恒 温 器 の中 で 加

徂 し た 時 に 橙 黄 色 のspot が出 現 し た 事 があ った ． 角 皮

の 薄 層 クロ マ ト グ ラ フ ィ ーのSpot　N0 ，　15　のRf 値 は

標 準物 質 よ り大 き い が バ ナず りと っ て 一 次 展 開 し て‥－－次

の 標 準 物 質 と比 べ た 結果phenylalanine で あ る と 同 定

出 来 た ．　Spot　No ．　X　は 未 知 のspot で あ っ た ．

筋 肉 か ら は 第4 図 お よび 第2 表 の様 に15 種 の ア ミ ノ酸

が 検 出 さ れた ．　Spot　N0 ．　12はleucine と　isoleucine

に 分 離 さ れ た が ，　tyrosine は 認 め ら れな か った ．

雎 生 殖 器 に つ い て は 第5 図 お よ び 第2 表 に 示 さ れ る様

で あ る ．　Spot　No ．　12はleucine とisoleucine に は っ

き り分 離 出 来 な か っ た ．同 定 出 来 た ア ミ ノ酸 の数 は15 種

で あ る ． こ の場 合 に は 体腔 液 お よ び 角 皮 と 異 な りcysti －ne

－cysteine とhistidine が 検 出 出 来 な か っ た ．

消 化管 で は 第6 図 及 び 第2 表 に示 さ れ る 様 に16 種 の ア

ミ ノ酸 が分 離 出 来 た ．　Spot　N0 ．　13　はisoleucine　 と

Fig ．　2　Diagram　of　two－　dimensional　TLC　of　ami－no
acids　identified　from　the　acid　hydroly－sed

Ascaris　hemolymph

1　：　Lysine

2　：　Arginine

3　：　Glutamic　acid4　

：　Serine

5　：　Cystine

6　：　Aspartic　acid7　

：　Glycine

8　：　Alanine

9　：　Threonine

10　：　Histidine11　

：　Proline12　

：　Tyrosine13　

：　Valine

14　：　Isoleucineand

Leucine

15　：　Phenylalanine16　

：　Tryptophane

χ　：　unknown

leucine に分離出来た．しかしcystine は認 められな か

った．一 方histidine のspot が検出された ．以上 の様

に ブタ回虫の各組織別に分析されたアミノ酸の構成は大

体似かよっている．ア ユサキ ス幼虫体からの アミノ酸に

ついては第7 図及び第2 表に示され る様であ る．即ち14

種の アミノ酸があ り，　arginine，　alanine，　aspartic　acid，glycine

，　glutamic，　acid，　histidine，　leucine－isoleucine，proline

，　phenylalanine，　tryptophane ，　tyrosine，　thre－onine

，　serine のspot が認 めら れた ．　Spot　No ．5　はsolvent

として96 ％　ethanol－water　（63　：　37w／w）を用

いてaspartic　acid　とglycine にseparate 出来た ．Spot

No ．　7　は上記 のsolvent でalanine とthreonine

に分離された ．　Spot　N0．　11はn －propanol－water を使

用した一次 の薄 層クロマトグラフィ ーでも　leucine　とisoeucine

に分離出来ず一 つのspot として検出された ．

次に定量的な意味 で第3 表に示 される様に 二次元の薄層

クロマトグラフ ィーの標準物質の各spot の濃度を 卅と

し て，ブタ回虫各組織及びアニサキス幼虫体の薄層 クロ

マトグラフ ィーのspot の濃度と比較し ， 卅～士の4 段

（42 ）



F 汝 ．3　Diagram　of　two －dimensional　T ．　L．　C．　ofamino　acids

identified　from　the　acid　hydr －olysed

　Asca パs　cuticle

1　：　Lysine　　　　　　　　　　10　：　Histidine

2　：　Arginine　　　　　　　　11　：　Proline

3　：　Glutamic　acid　　　　12　 ：　Tyrosine

4　：　Serine　　　　　　　　　　13　：　Valine

5　：　Cystine　　　　　　　　　　14　：　Isoleucine　and

6　：　Aspartic　acid　　　　　　　　　　　　　　　　Leucine7　

：　Glycine　　　　　　　　　　15　：　Phenylalanine

8　：　Alanine　　　　　　　　　16　：　Hydro 　xyp　rol　ine

9　：　Threonine　　　　　　　　χ　：　unknown

階 に分け てみた．（第3 表）体腔液ではglutamic　acid ，serine

，　alanine，　leucine，　isoleucineのspot が最も濃

厚で，次にvaline ，　proline，
　phenylalanine のspot が

やや低い程度を示 した．角皮ではproline ，　glyc！ne，　a］a－nine

が濃厚asparticacid ，　glutamicacid，　serine，　phe～nylalanine

がこれに次いだ， 筋肉ではaspartic　acid ，alanine

，　glutamic　acid，　proline，　glycine，
　valine，　le－ucine

，　leucine，　isoleucineが濃厚でarginine ，
　serine

がこれに次卜 で卜 る． 雌生殖器ではalanine ，　proline，valine

，　glycine が濃厚でglutamic　acid ，　threonine，phenylalanine

がこれに次いでい る．消化管で はalan －ine

，　aspartic　acid，　glycine，
　prolineが濃厚でvaline ，leucine

，　isoleucine，　arginine，　serine，　phenylalanine ，glutamic

acid がこれに次いでい る．アエサキ ス幼虫体

で はglycine ，　proline，　alanine が濃厚でglutamicacid

，　serineがこれに次ぎ，その他の アミノ酸はごく薄

いspot としてのみ認められた．これを通覧する とブタ

回虫の各組織及び アニサキ ス幼虫 体を通 じ てalanine ，

（　43　）
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Fig ．　4　Diagram　of　two －dimensional　T ．　L．　C．　ofamino

acids　identified　from　the　acid　hydr－olysed

Ascari・s　muscle

l　：　Lysine　　　　　　　　　8　：　Threonine

2　：　Arginine　　　　　　　9　：　Histidine

3　：　Glutamic　acid　　　10　：　Proline

4　：　Serine　　　　　　　　　11　：　Valine

5　：　Aspartic　acid　　　　12　：　Isoleucine　and　Leucine6　

：　Glycine　　　　　　　　　13　：　Phenylalanine

7　：　Alanine　　　　　　　　14　：　Tryptophane

glycine，　leucine，　isoleucine，　prolineが濃厚なspot と

して認められた ．一方threonine ，　tyrosine，　trypto－phane

は一様に非常に薄いspo 卜 として検 出された．著

者の今回の実験ではmethionine のspot が検出出来な

かった．

考　　　　　 按

今 回の実験で展開溶媒の選択に際し ，従来solvent と

し て種々なものが報告されてい る．　Mutschler 　（1959 ）

は70 ％　ethanol：　25％　ammonia 　（4　：　1v／v） を用いて

良好 な分 離が得られたと報告してい る． 一方Brenneret　al

　（1960 ）はmethanol ，　ethanol，　acetoneな どを含

む溶 媒系 がspot の分散 をおこし 易い欠点 があ るのに反

し，　n－butanol　：　acetic　acid　：　water　（60　：　20　：　20w／w）

及び100　g　の溶 媒に対して約20　mg　 のNaCN を 加え

たn －phenol　：　water　（75：　25w／’w）のsolvent がより

す ぐれていると報告したが， 著者 の実験で はn －propa－n01

：　28％　ammonia 　（67：　33w／w）が良い結果 が得 られ

た．

所謂回 虫毒 の研究は回 虫の代謝 の本質の問題 を追 求し
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Fig ．　5　Diagram　of　two －dimensional　T．　L．　C．　ofamino

acids　identified　from　the　acid　hydr－olysed

　Ascaバs　female　sexual　organ

1　：　Lysine　　　　　　　　　　8　：　Threonine

2　：　Arginine　　　　　　　　9　：　Proline

3　：　Glutamic　acid　　　　10　：　Valine

4　：　Serine　　　　　　　　　11　：　Tyrosine

5　：　Aspartic　acid　　　　12　：　Isoleucine　or　Leucine6　
：　Glycine　　　　　　　　　13　：　Phenylalanine

7　：　Alanine　　　　　　　　14　：　Tryptophane

た もので ある．回虫 体とそ の飼育液中 のアミノ酸 につ い

てい くっ かの実験 があ る．　Flury（1912 ）は虫 体全 部を 加

水 分解してglycine ，　valine，　leucine，　aspartic　acid，arginine

，　lysine，　histidine，　tyrosineな どのアミノ酸を

検出し た．美馬は ブタ回虫 体腔液及び 飼育液histamine

のを定量し ，これ が回虫毒 の一因子 とも考えら れると報

告してい る，若林（1941 ）は回虫飼育液中に アミノ酸 とし

てtryptophane ，　tyrosineを証明した．ペ ーパ ークロマ

ト グラフィーが開発されて回虫毒 の本態の化学的追 求こ

とに アミノ酸 ，脂肪酸 の分析 がこ の方法で追求 された ．

橋本ら（1952 ）は回虫体腔液 のペ ーパ ーク1＝＝・マ トグラフ

ィーに よってaspartic　add ，　alanine，　leucine，　glycine，lysine

，　tyrosine，　tryptophane さらに不確実ではあ るがhistidine

を遊離ア ミノ酸 として検出し， これら のアミ

ノ酸は回虫 の栄養素としての役割を果たす と共に，腸内

に排泄され 腸内細菌 の作用でア ミソ類あるいは脂肪誘導

体に変化し て，回虫毒 の一因 とな るのではないか と推定

し てい る．吉沢（1954 ）は回虫飼育液 のペ ーパ ークロマ

トグラフィ ーに よってcystine ，　alanine，　serine，　histi－dine

，　tyrosine，　tryptophane，　leucine，　glycine，　valine，tauline

を検出し ，ア ミノ酸代謝と回虫毒とが何等か の

（　44　）

Fig ．　6　Diagram　of　two －dimensional　T．　L．　C．　ofamino
acids　identified　from　the　acid　hydr－olysed

jsc αパs　alimentary　canal

1　：　Lysine

2　：　Argine

3　：　Glutamic　acid4　
：　Serine

5　：　Aspartic　acid6　
：　Glycine

7　：　Alanine

8　：　Threonine

9　：　Histidine

10　：　Proline

11　：　Tyrosine

12　：　Valine

13　：　Isoleucine　ana　Leucine14　
：　Phenylalanine

15　：　Tryptophane

関係があるものと考えた．　Savel（1955 ）は回虫体の加水

分解に より13種のア ミノ酸を検出し，　arginine，　cystine，glutamic

acid，　lysine，　tyrosineが豊富に認 められると

報告しているが，著者はtyrosine ，　cystineがブタ回虫

各組織及びアユサキスを 通じて，その量の少ないア ミノ

酸に 属する結果を得た ．　Rogers 　（1955）はブ タ回虫 やそ

の他の寄生性 線虫 から排泄されるア ミノ酸を調べた．随

伴細菌を 防ぐ為 ペニシリンやストレプトマイシ ンを加え

た生食水中で 飼養 すると，線虫から出される遊離ア ミノ

酸とし て，　leucine，　phenylalanine ，　alanine，　valine，proline

，　aspartic　acid，　glutamic　acid　が検出され，更に

加水分 解するとglycine ，　serine，　cystineが検出され時

にlysine ，　tyrosine　も検出さ れたと報 告し ている．こ

の際 ア ミノ酸 の排泄 は角皮を通し て出 されると考えてい

な くて，生殖 器や消化管 から出さ れたものと想像してい

る，松岡 （1960） はブタ回虫 の全虫 体の蛋自分画を材料

とし て，紫外線吸収 スペ クトログラム及びペ ーパ ークl＝・

ストグラフ イーに よるア ミノ酸分 析を 行なった．その結

果leucine ，　valine，　tyrosine，　proline，　histidine，　ala－nine

，　threonine，　glycine，　tauline，　arginine，　serine，
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Fig ．　7 Diagram　of　two －dimensional　T．　L．　C．　ofamino

acids　identified　from　the　acid　hydr－olysed

　Aがsakis　sp．larvae．
1　：　Lysine

2 でArginine

3　：　Glutamic　acid4　
：　Serine

5　：　Aspartic　acid6　
：　Glycine

7　：　Alanine

8　：　Threonine

9　：　Histidine

10　：　Proline

11　：　Tyrosine

12　：　Isoleucine　or　Leucine13　
：　Phenylalanine

14　：　T　ryptophane

Table　3　The　degree　of　colour　reaction　by　ninhy－drin

reagent，　compared　with　thin　layer　chro－matography

of　standard　amino　acid．

hemo －　cuti－lymph
cle

Alanine　　　　　 卅Arginine

十
Aspartic　acid　　 冊Cystine

　cysteine 士G
】ycine　　　　　　士Glutamic

acid　 朴Histidne

＋
Ileucine

and　Leucine　 丑Lysin

十
Phenylalanine　　 十Proline

十
Threonine　　　　 土Tryptophane

±

Tyrosine　　　　　 士Serine

十
Valine　　　　　　 十Hydroxyprol

　ine

朴

冊
＋

士

卅

十

卅

分
＋

＋

卅
士

士

＋

士

mus －

に％

－sli“le’　j
腴c

黝 広 丿 器
昌 ；

一 一 一

ま

＋

卅

卅

卅

＋

朴

士

＋

卅

＋

士

＋

朴

朴

士
±

升
＋

朴

士
＋

册
＋

士
＋

士

朴

朴

＋

卅

朴
＋

＋

＋

士
＋

弁

士

士

士

士
＋

朴
士

士

朴

＋

士

＋

士

升

士

士

士

＋

士
十（ ？）

standard　is　shown　as　卅

glutamic　acid，　aspartic　acid，　cystic　acid，　trypto－phane

を証明し た．　Pollak 　＆　Fairbain　（1955 ） に よ

205

る と ア メ リ カ の ブ タ 回虫 の卵 巣に はarginine は 含 ま れ

て い な い が ， オ ー ス ト ラ リ ア の ブ タ 回 虫 の も の に は 含 ま

れ て い る とい う ．著 者 の実 験 成 績 で は 日本 の ブ タ 回 虫 の

雌 生 殖器 か ら はarginine が検 出 さ れ た ．

Bird 　（1957 ） やWatson　and　Silwester　 （1958 ） はMoore

　＆ 　Stein　（1951 ） の分 析 方 法に よ っ て ， 角 皮 の ア

ミ ノ酸 を 分 析 し た ． そ の結 果 量 の多 い も の とし てproli －ne

，　glycine ，　arginine の順 に な る と 報 告し た ． 著 者 が

薄 層 ク ロ ー・・ト グ ラ フ ィー 法で 角 皮 の ア ミノ酸 を し ら べ た

結 果 こ の3 つ の ア ミノ酸 の量 は 他に 比 し て 多 か っ た ． こ

の際Watson　and　Silwester　 は 角 皮 か らhydroxypro －line

を 検 出 し た が 著 者 も こ の ア ミ ノ酸 は 存 在 す る も の と

考 え て い る ．　Jaskoski 　（1962 ）は 幼虫 包 臟卵 か ら18 種 の・

ア ミ ノ酸 即 ちalanine ，　arginine ，　aspartic　acid ，　cysti－ne

，　glycine ，　glutamic　acid ，　histidine ，　isoleucine ，leucine

，　metnionine ，　phenylalanine ，　proline ，　trypto‘phane

，　tyrosine ，　serine　valine　を 検 出 し た ．　Salmen －kova

　（1962 ）は ペ ーパ ー クロ マ ト グ ラ フ ィ ーで 体 腔 液 の

遊 離 ア ミ ノ酸 を 調 べJaskoski の幼 虫 卵 の場 合 と殆 ど同

様 な 結果 を 得 た ． た だcystine とisoleucine が 検 出 さ

れ てい な い ． 著 者 は 体 腔 液 の 薄 層 ク ロ ー・ ト グ ラ フ ィ ーに

よ っ てcystine とisoleucine を 検 出 出 来 た ．著 者 の実

験 を 通 覧 し てmethionine が 検 出 さ れ て い な い 点 を 除 い

ては ，不 可 欠 ア ミ ノ酸 とさ れ てい るleucine ，　isoleucine 。lysine

，　phenylalanine ，　threonine ，　tryptophane ，　valine＝

が ブ タ回 虫 各 組 織 か ら 検 出 さ れ て い る ．　typtophane

が 角 皮 か ら だけ 検 出 さ れ て い な い が ， こ の 事 は 角 皮 が

生 活 反 応 の活 発 で ない 組織 であ る か ら と も 考 え ら れ る ．

ア エサ キ ス 幼虫 体 か ら はvaline が 検 出 さ れ てい な い ．

ブ タ 回 虫 ， ア エ サ キ ス 幼虫 体 を 通 じ て　proline　 が 濃 いspot

と し て 認 め ら れ る が，　arginine →ornithine コpro －line

コglutamic　acid　 の 反 応 が 相 互 に 移 行 さ れ る 中 でproline

の合 成 の 方 の反 応 が 促 進 さ れ て い る こ と考 え と

れ る ．　methionine の検 出 さ れ な い 事 の検 討 は 過 蟻 酸 で

酸 化 し て 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ーない し ア ミ ノ酸 自 動 分

析 器 に か げ 次 の機 会に 報 告 し た い ．

結　　　　　 語

1） プ タ 回 虫 各 組 織 に つ き薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ーに

よ っ て ア ミ ノ酸 分 析 を 行 な っ た ．そ の 結果 体腔 液 か ら17

種 ， 角 皮 か ら16 ～17 種 ， 筋 肉 か ら15 種 ，雌 生 殖 器 か ら15

種 ， 消 化 管 か ら16 種 を 検 出 し た ．各 々に 共 通に 認 め ら れ

た ア ミ ノ酸 はaspartic　acid ，　alanine，　arginine ，　glyc－
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ine ，　glutamic　acid，　lysine，　phenylalanine ，　proline，threonine

，　serine，　valineであった．

さらにcystine －cysteine は体腔 液， 角皮に だけ 認め

られた．角皮にはhydroxyproline の存 在が考え られる．tryptophanane

は角皮に だけ ，　tyrosine は筋肉に だげ ，histidine

は雌生殖器に だけ それぞれ検出されなかった．methionine

はこ の方法では証 明さ れ難 かった．

2）　alanine ，　proline，　glycine，　glutamic　acid　は各

組織を通じて濃いspot として検出された ．一方thre －onine

，　tryptophane，　tyrosine は薄いspot であ った．3

） アエサキス幼虫体からは14種 のアミノ酸 が検出さ

れた ．即ちalanine ，　argnine，　aspartic　acid，　glycine，glutamic

acid，　histidine，　leucine　isoleucine，　lysine，phenylalanine

，　proline，　threonine，　tryptophane，　ty－rosine

，　serine　であ る．こ のうち　alanine，　glycine，proline

のspot は濃厚で他のspot は非常に薄か った ．

1 ）2

）
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AMINO　ACIDS　OF　HYDROLYSED　TISSUES　OF　HOG　ASCARIS　AND

ANISAKIS　SP．　LARVA．

I．　ANALYSIS　BY　THIN　LAYER　CHROMATOGRAPHY

Yoshiya　OKUNO

（Depart ・nent　of　Parasite加 打 ，　School　of　Medか鈿らG 听g びniversity，　Giftら μ 鈿 め

Amino　acid　analyses　of　hydrolysed　tissues　of　Ascaパs　lumbパcoides　si・μりn　and　Anisa一

．衍s　sp．　larva　were　carried　out　by　thin　layer　chromatography
・

1）　By　the　method　of　thin　layer　chirosmatography，　it　became　clearly　that　ylgαパs

昂脚頡丿coides　snutn　contains　many　amino　acids　：　17　1n　hemolymph，　16－17　1n　cuticle，　15　1nmuscle

，　18　1n　female　seχual　organ　and　16　1n　digestive　organ．　The　common　ammo　acidswhich　were　determined　in　each　tissue　were　as　follows　

；　’　alanine，　arginine，　aspartic　acid，glycine

，　glut：amic　acid，　lysine，　phenylalanine，　proline，　threonine，　serine　and　valine．

Cystine　was　identified　only　in　hemolymph　and　cuticle．　However，　hydro χyproline　in

・cuticle　was　determined　only　m　one　case　among　three．

Tryptophane　could　not　be　identified　in　cuticle　and　similarly　tyrosine　in　muscle　and

histidine　in　female　seχual　organ．　By　this　method，　it　was　impossible　to　prove　the　presence

・of　methionine　in　js砲万s　tissues．

2）　Alanine，　proline，　glycine　and　glutamic　acid　spots　were　recognized　at　high　con－centration

，　on　the　other　hand，　threonine，　tryptophane　and　tyrosine　showed　low　concen －tration

．

3）　From　the　hydrolyzate　of　Anisakis　larvae，　14　amino　acids　were　determined　；　ala－nine

，　arginine，　aspartic　acid，　glutamic　acid，　histidine，　leucine・isoleucine，　lysine，　phenyl－alanine

，　proline，　threonine，　tryptophane，　tyrosine　and　serine・

The　densities　of　alanine，　glycine　and　proline　spots　were　at　higher　concentrationand　the　others　were　low

．
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