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クルマエビの神経分泌に関する研究一Ⅷ

血リンパ性状とＰＡＳ陽’性物質量との相関‘性の検討

中村 薫＊

StudiesontheNeurosecretionofthePrawn,伽αα"”0"伽Ｂ・－VⅢ

CorrelationbetweenHemolymphandaQuantityofthePAS-Positive
GranulesinthePAS-Cells

KaworuNAKAMuRA＊

Abgtract

ltdealtwiththeexaminationofthephysiologicalrelationshipbetweenthehemolymph

andthePAS-cells,observedinthesupraoesophagealganglionoftheprawn,伽α“〃｡"伽

Ｂ､、Itwascarriedoutwiththequantitativeanalysisonthecalcium，theproteinandthere-

ducingsugaおinthehemolymph・ForthePAS-cells,thegranuleswerecalculatedquantitatively
bytranscription，ｔｈｅｓａｍｅｍｅｔｈｏｄａｓｉｎｔｈｅｐｒｅｖｌｏｕｓｒｅports・

ThehemolymphcalciumwasanalyzedbyBAcKRA，sEDTA-chelatometry・Thenormalvalue
was24meq/dl・Norelationshipwasobservedinthecellswiththecalciumvalue・

ＴｈｅｈｅｍolymphproteinwasanalyzedbyGoRNALL，sbiuret-colorimetry・Thenormalvalue

was5-14g/d1．Norelationshipwasobservedinthecellswiththeproteinvalue・

ThehemolymphreducingsugarswereanalyzedbySAsAKI，so-toluidineboricacid-colorimet-

ry・Thenormalvaluewas5-20mg/d1．Norelationshipwasobservedinthecellswiththe

reducingsugarsvalue・

Inadditions，itsuggeststhatthedarkred-purplｅｓｐｏｔｏｆｔｈｅＲｆ＝0.35,observeddistinctly
inthepaperchromatographofthehemolymph，wouldbeglycine・Further，bythedisc-

electrophoresisofthehemolymph，land3bands，ａｔleast，ｗｅｒｅobservedalwaysatthefront

andtheorigin，respectively･Forthereducingsugars，theeHbctofadrenalinwastestedby
themethodofinjection・Asaresult,itseemsthattheadrenalinmusthavenoactiononthe

levelofthereducingsugars．

甲殻類の血リンパ中に存在する無機および有機成分に関しては，特に十脚目において脱皮

現象との関連からその生理的役割が検討され，沼野井')，TRAvIs2)8)4)5)，YAMAMoTo6)，

DALL7),SATHER8)等によるカルシウムや蛋白質の動向，ABRAMowITz等9)，KLEINHoLz

等'0)KNowLEs等'')，DALL12）等による血糖値の変動の測定の他，血リンパ諸成分に関する

測定はnoRKIN18),PAssANo14),HoHNKEandScHEER'5)，ScHoFFENIELsandGILLEs16),およ

＊鹿児島大学水産学部増殖生理学研究室(Lab・ofPropagationPhysiology,Fac・ｏｆFisheries,Ｔｈｅ
Univ・ofKagoshima,Kagoshima,Japan）
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びJEuNIAux17)等により綜説されている．著者はクルマエビの食道上神経節腹面後部の細胞

集団に所在するＰＡＳ細胞に関して，その生理的役割を解明する必要上，血リンパの主要成

分の中よりカルシウム，蛋白質および還元糖を対象として，その定量を行ない，当該細胞と

の生理的関連を調べた．

実験方法

材料にはクルマエビ，彫"α”s”o"伽ｓＢ・を用い，その血リンパhemolymphを下記項

目の試料とした．採血には頭胸甲の心臓域後縁を，小型のガラス・スポイトを用い，背側後

方より心臓方向へ挿入し，中腸腺を損傷せぬよう注意して血リンパを吸引採取した．採取後，

直ちに未凝固分を遠心管に移し3,000回転2～3分間の遠心分離を行ない，ベルンツセン・ﾐ

ｸﾛピぺｯﾄにより採取可能な分より2Ｍを定量して試料とした.なお採血と同時に食道

上神経節を摘出し，組織標本の作成に当てた．ＰＡＳ陽性物質の計量操作は先報18)と同様の

方法に従った．

1）血中カルシウム定量：1974年９月（水温27.0～29.5.C）に飼育した，体重４～７９の個

体を用いた．定量にはBAcKRAのＥＤＴＡ滴定法'9)を適用し，標準には焔光用CaCl2液を

用いた．

2）血中蛋白定量：1974年７～８月（水温30.C）に飼育した，体重１～２９の個体を用いた．

定量にはGoRNALLのビウレット比色法19）を適用し，標準には牛アルブミン血清蛋白を

用いた．東芝ベックマン分光光度計（SPECTA-10）による540nｍ渡長帯の吸光度を求め

た．

なおペーパー・クロマトグラフィー20)により血中ニンヒドリン陽性物質の多寡を参考と

して調べた．体重１～２９の個体より採血した血リンパをそのまま，直接スポットした．

溶媒にはｎ－プタノール・酢酸・水（３：１：１）を用い，２０ｃｍ展開を行なった．

又，ディスク電気泳動法２１)により血中蛋白質パターンを参考として調べた．体重３～４９

と１０～159の個体を用い，アクリルアミドゲル・150～200Ｖ･１ｍＡの条件で３時間泳動し

アミドプラック染色処理を行なった．

3）血中還元糖定量：1974年８月（水温３OCC）に飼育した，体重１～２９の個体を用いた．

定量には佐々 木のｏ－トルイジン棚酸法19)を適用し，標準にはｄ,１－グルコースを用いた．

血中蛋白質定量と同一計器で660nｍ波長帯の吸光度を求めた．

なおアドレナリン注射による血糖値効果を調べた．改良HANKs液*に溶かして0.001Ｍ

としたアドレナリンの一定量を体重の異なる２群の個体の腹部筋肉に注射し，注射後の血

中還元糖値を測定した．なおアドレナリン溶液のｐＨ調整はせず，対照には改良HANKs

液の等量注射を実施した．体重３～５９の個体には0.1ｍlを注射し，注射後０，１，３およ

び６時間の４区を設定し，血中還元糖と同時にＰＡＳ陽性物質量を求めた．体重１５～209

の個体には0.5ｍlを注射し，注射後０，１，３，６および10時間の５区を設定し，同一個体

より３回の繰返採血を，切断した額角の基部よりスポイトを挿入して行ない（対照区とも

特に１個体については５回の繰返採血)，所定の経過時間区における還元糖値を求めた．

＊クルマエビに適用するため，ここに変更されたHANKs22)液は一般甲殻類の血リンパの



PAS-positives＊

3５

司磁

塩類組成を考慮して，ＮａＣｌとCaCl2を多く，グルコースを減じて次の様な組成とした

(11Ｈ２０中)；ＮａCｌ（23.09）ＣａCl2.2Ｈ2０（1.09）ＫCｌ（0.49）Na2HPO4･2Ｈ２０（0.0459）

NaHCO3（0.359）KH2PO4（0.069）MgC12.6H2０（0.19）MgSO4･7Ｈ２０（0.19）グルコー

ス（0.19)．

結 果

血中カルシウム量とＰＡＳ陽'性物質量との関係をＴａｂｌｅｌに示した．クルマエビの血中カ

ルシウム量は大略２～４ｍｅq/ｄｌの値を示す．ＰＡＳ陽性物質量との間には相関性が認められ

ない．

血中蛋白質量とＰＡＳ陽性物質量との関係をＴａｂｌｅ２に示した．血中蛋白質量は５～149／

dlの値を示す．ＰＡＳ陽'性物質量との間には相関'性が認められない．一方，血リンパ中のニ

ンヒドリン陽性物質に関するペーパークロマトグラフィーの結果をＦｉｇ．１に示した．血リ

ンパを直接用いたためかスポットの拡大とテーリングが生じた．濃赤紫色を呈するスポット

がＲｆ＝0.35付近に検出された．３段階に分けた，当該スポットの呈色度合とＰＡＳ陽性物

Table1．Relationshipbetweenhemo-

lymphcalciumanda

quantityofthePAS-positive

granulesinthePAS-Cells．

Table２．Relationshipbetweenhemo-

lymphproteinandaquantity

ofthePAS-positivegranulesin
thePAS-cells．

Hemolymph

protein

（g/dl）
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Table４．EfHectoftheadrenalininjectiononthequantitiesofthehemolymph-reducing4

sugarsandthePAS-positivegranulesinthePAS-cells．
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Table５．Valuesofthehemolymph-reducingsuga応byrepeatedcollectionsattheset
timesafteradrenalininjection．

ｒＳ．

ｍｍｅｓａ銑eradrenaﾕ加加jection

Fig､３．Valuesofthehemolymph-reducingsugarsbyrepeatedcollectionsatthe
settimesaReradrenalininjection．Closedcircule：adrenalininjected(0.001

Ｍ－0.5ｍl)，Opencircule：HANKs，solutioninjected（0.5ｍl)，Exp.：line
connectedwiththeaveragevaluesoftheclosedcirculesateachtiｍｅ,Cont.：

ａｓｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｏｎｔｈｅｏｐｅｎｃｉｒｃｕｌｅｓ

Ｕ
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中村：クルマエビの神経分泌に関する研究一Ⅷ 3９

質量との間に相関性は認められなかった．又，血リンパ蛋白質の電気泳動の結果を模式的に

Fig.２に示した．泳動パターンは個体により異なるが，概して，少なくとも10の泳動帯が分

離され中でも原点付近の３本と泳動先端の１本は明瞭で個体全てに認められた．しかし泳動

パターンとＰＡＳ陽性物質量との間に相関性は認められなかった．

血中還元糖量とＰＡＳ陽性物質量との関係をTable3に示した．血中還元糖量は５～20ｍｇ／

dlの値を示す．測定値とＰＡＳ陽性物質量との間には相関は認められない．アドレナリン注

射後の各経過時間における血中還元糖量をＴａｂｌｅ４と５に示した．Ｔａｂｌｅ４にはＰＡＳ陽性

物質量の値も合わせて示してある．血中還元糖はアドレナリン注射後，１時間で非常に高い

値を示し以後３時間，６時間において減少の傾向を示す．同様の結果は対照区にも認められ，

アドレナリン自身による血糖上昇効果とは考えられない．一方，ＰＡＳ陽性物質は実験区，

対照区ともに注射による量的変動は認められず又，血中還元糖量との相関は示されない．

Table5の繰返採血において，注射後10時間には値の回復的傾向が認められる．なお,Table

５の結果をFig.３に図示した．

考 察

血中カルシウム量は生理状態，特に脱皮と関連して大きく変動することが報告されており

沼野井'）によるとアカテガニＳ・ｈｅ祝atoc城γ,クロベンケイＳ・伽加α"jなどでは脱皮時の胃

石形成と付随して平常時の４０～50倍に達し，'nRAvIs2）によるとＰα"城γ"sa71g"ｓでは脱皮

前期に間期の1.8倍になる他，JEuNIAux'7）によると脱皮時の増加は間期の1.1～1.3倍にな

ることがＭ１｛ね,Ｃａ”""ｓ等で示されており血中カルシウムの測定の際，脱皮周期は無視で

きないとされる．ところで平常時の値としてはTRAvIs2)のＰ､a7gzjsでは22.8ｍｅq/1,DALL7）

のＭｾ”e"αe"ｓゆ.では２０～30ｍｅq/l,JEuNIAux17）のHb77zαγ"ｓａｍｅγjca""sでは３４～３８

ｍｅq/l等が示され，ここにクルマエビについて得られた２０～40ｍｅq/ｌの値と比較して大き

な差異はないことがわかる．しかしクルマエビの場合，脱皮時に生ずると考えられる値の変

動は本測定からは予測できない．一方，ＰＡＳ陽性物質量は脱皮周期と相関を示さないこと

が先の実験23)においてわかり，又，本測定の血中カルシウム値の変動と当該物質量とは相関

を示さないことから，ＰＡＳ細胞のカルシウム代謝に果たす生理的役割は直接的には存在し

ないことが察知される．

血中蛋白質量は脱皮時の増加がFLoRKIN13),PAssANo'4),JEuNIAux'7）等により報告され，

JEuNIAuxによるとＨ､α””jca""sでは脱皮前期には後期の1.4～5.5倍に達するとされる．

ところでここにクルマエビについて得られた５～149/dlの値はＨ､α"e7.2cα”ｓの値２～119／

dlと比較すると大略同じ値と云える．但し，後者の場合，脱皮時の変動を含めた値を示すも

のであり，このことから，クルマエビの上記の値は脱皮周期上の変動が入っているとも考え

られる（採血の際，脱皮周期は特に留意しなかった)．又，測定値とＰＡＳ陽‘性物質量との相

関性の欠如は先の実験23)結果と同様，脱皮とＰＡＳ細胞が密接な生理的関連をもたないこと

を裏付けるものと解される．一方，血リンパのペーパー・クロマトグラフにより検出された

Rf＝0.35のスポットはＬ－グリシンを標準として得た呈色･Ｒｆ値とも近似した結果を示した．

ScHoFFENIELsandGILLEs'6)，JEuNIAux17）によるとＣａ'℃伽s，Ｃａ"Ceγ，ＭＺね，Ｈｂ"αγ"s，
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Leα"庇γ等，多くの甲殻類で筋肉中のアミノ酸プールは中でもグリシンが首位を占め，３４～

58％に達すること，血中アミノ酸にはグリシン，グルタミン酸等の多いことがAstac"s，

肋加αγ２４s等で示されており，又鴻巣24）によると甲殻類一般の筋肉エキスにはグリシンが多

く含まれると云う．以上の諸例を考慮すると上記ニンヒドリン陽性のスポットは血リンパの

主要アミノ酸の一つであり，それはグリシンである可能性が大きい．一方，血リンパの電気

泳動によって得られた泳動最先端の帯はFLoRKIN13）によるとＨｂ”α〃sgzz加加αγ"ｓにおけ

る易動度の最も速く，且つ濃度の最も高いヘモシアニンに一致するものと考えられる．

甲殻類の血中還元糖の平常値はHoHNKEandScHEER'5）によるとＨα池eγjca""ｓで１２

ｍｇ/ｄｌとされ，一方，JEuNIAux17）によると血中グルコースとして１～182ｍｇ/ｄｌの値が甲

殻類一般の範囲とされる．中でもグルコースは約66％を占める，還元糖の主要な成分とさ

れ，又，血糖値は脱皮時に増加を示すことがKLEINHoLz等'0)，KNowLEs等'１)，ＤALL'2)，

PASSANO14),JEUNIAUX17）等により報告されている．ここにクルマエビについて還元糖とし

て得られた値は５～20ｍｇ/dlであり，上記の各値と比較して平均的な値と云える．ところで

PAS陽性物質との量的相関は認められないことからＰＡＳ細胞は血中還元糖と直接，生理

的関連がないものと推察される．一方，アドレナリンに関してはFLoRKIN18）によると生理

的食塩水によっても注射後高血糖となる例がKALMusandWALDEs(1936）およびFLoRKIN

andDucHATEAu（1939）等により報告されておりアドレナリンの血糖上昇効果は疑問視さ

れている．同様の結果はクルマエビについても得られ，その高血糖現象はストレス反応（甲

殻類においても認められるとするならば）の一つと解するのが妥当と考えられる．

要 約

１．クルマエビの食道上神経節腹面後部に所在するＰＡＳ細胞の生理的役割について血リ

ンパの性状との関連を調べた．特に血中カルシウム，血中蛋白質および血中還元糖を対象と

して選び，その定量を行ないＰＡＳ陽性物質量との相関性を検討した．

２．血中カルシウム量はBAcKRAのＥＤＴＡ滴定法を用いて定量した．平常値として２～

4meq/dlの値を得た．ＰＡＳ陽性物質量との相関性は特に認められず，このことからＰＡＳ細

胞と血中カルシウム量とは生理的関連がないものと考えられる．

３．血中蛋白質量はGoRNALLのビウレット比色法を用いて定量した．平常値として５～

149/ｄｌの値を得た．ＰＡＳ陽性物質量との相関性は特に認められず，このことからＰＡＳ細

胞と血中蛋白質量とは生理的関連がないものと考えられる．

４．血リンパのペーパークロマトグラフィーによりニンヒドリン反応に濃赤紫色を呈する

Rf値0.35のスポットを検出し，それがグリシンである可能性を指摘した．

５．血リンパのディスク電気泳動を行ない，少なくとも原点付近に３本，泳動先端に１本

の明瞭な泳動帯が恒常的に出現することを確認した．

６．血中還元糖量は佐々木のｏ－トルイジン棚酸法を用いて定量した．平常値として５～２０

ｍｇ/dlの値を得た．ＰＡＳ陽性物質量との相関性は認められず，このことからＰＡＳ細胞と血

中還元糖とは生理的関連がないものと考えられる．

７．アドレナリン注射により示された血中還元糖値の増加は対照とした生理的食塩水の注
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射によっても認められ，両者は同等の経時的パターンを辿ることから，アドレナリンの血糖

上昇効果はクルマエビの場合認められないと判断される．又，アドレナリン注射によるＰＡＳ

陽性物質量の変動は明瞭ではなく，よってＰＡＳ細胞はアドレナリンにより影響を受けない

ことが推察される．
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