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クルマエビの神経分泌に関する研究一m

SDHase等の酵素活性とＰＡＳ陽性物質量との

相関性の検討

中村 薫＊

StudiesontheNeurosecretionofthePrawn,〃"α“ｊ“0"伽Ｂ､－XI

CorrelationsbetweentheActivitiesofSomeEnzymesinthe

lnternalOrgansandaQuantityofthePAS-positive
GranulesinthePAS-Cells

KaworuNAKAMuRA＊

Abgtract

ExperimentswerecarriedouttoexaminethephysiologicalrelationshipofthePAS-cells，

locatedontheventro-posteriorofthesupraoesophagealganglionoftheprawn,庇"αe“〃”伽

Ｂ,，totheintemalrespirationandthenervemetabolism・Forthemidgutgland，thedorsal

muscle，thegill，ｔｈｅheart，thescaphognathitemuscleandtheventralnerve，thesuccinate

dehydrogenase(SDHase)activitywasmeasuredbythemethodofmethyleneblue，sreduction，

Inaddition,thealkalineandtheacidphosphatases(A1k.PaseandAcidPase)weremeasured

bytheKIND-KING,scolorimetry・Befbremeasurement,thetissueswerehomogenizedwithbu碇r

anddialyzed･

Fortheventralnerve,thecholinesterase(ChEase)andtheglutamate-oxaloacetatetransamin‐

asｅ(GOTase)activitiesweremeasured,too,bythem-nitrophenolandtheREITMAN，smethods

respectively･Forthehemolymph，boththephosphataseswereexamined・ABtersampling，

theganglionswerefixedhistologicallyandthePAS-positivegranulesinthecellswerecalculated

quantitativelybythetranscriptionmethodaspreviously・ＴｈｅＳＤＨａｓｅａｎｄｔｈｅＡｌｋ・Paseactiv-

itieswerehighintheheart・TheAcidPaseactivitywashighinthｅｇill・Ｉｎｔｈｅｈｅｍｏｌｙｍｐｈ，

ｅａｃｈｏｆｔｈｅＰａｓｅｓｗａｓ３－２１ａｎｄ８－２０KING-ARMsTRoNG,sunitrespectively・TheChEaseactiv-

itywas8-19解Maceticacid/ｍg/hrintheventralnerve・Therewereweakcorrelationsofthe

ＳＤＨａｓｅａｎｄｔｈｅＡｌｋ・ＰａｓｅｉｎｔｈｅｈｅａｒｔａｎｄｔｈｅｖｅｎｔｒａｌｎｅｒvewiththequantityofthePAS-

substanceinthecells・Therefbreitseemsthatthecellshavesomerolerelatedwiththemetabo－

１ismoftheheartortheventralnerve．

コハク酸デヒドロゲナーゼはＴＣＡ回路と呼吸鎖電子伝達過程の間に介在し，いわゆる

コハク酸酸化系として細胞内呼吸上重要な位置を占めるが，甲殻類においてもBALLand

MEYERHoF1)，NAYARandPARAMEswARAN2)等によりその存在が確認されている．アルカ

＊鹿児島大学水産学部増殖生理学研究室．（Lab，ofPropagationPhysiology，Fac・ｏｆFisheries，

KagoshimaUniv.,Kagoshima,Japan）
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リ性ホスファターゼは等脚，端脚或いは十脚目等においてDENIcoLA3),HussoN4),KuGLER

andBIRKNER5),NEEDHAM6),YAMAoKAandScHEER7）等により甲殻,～消化腺，腎臓或いは

脱皮液中にその存在が確認され〉さらに酸性ホスファターゼは藤井8)，GREGoIRE9)等により

腎臓，血球における検出例がある．しかし両ホスファターゼの生理的意義にはなお不明な点

が多いようである．神経系のコリンエステラーゼはWALopandBooT10）によりCarcinus

で高濃度の検出がなされ，Ｌ,HELIAs11）によると昆虫の鱗迩目においては内分泌系との関連

性が検討されている．又，グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミナーゼは甲殻類において

も，オキザロ酢酸を介してＴＣＡ回路とグルタミン酸代謝の連絡に与かり，さらに呼吸鎖

NAD-NADH過程を調節する位置を占めることがScHoFFENIELsandGILLEs'2）の綜説に記

されている．ところで先に報告した13),14）クルマエビの食道上神経節のＰＡＳ細胞に関して上

記各酵素の活性との生理的関連の有無を検討するために，ここに内臓器官として中腸腺，腹

部背筋，鯉，心臓，顎舟葉付属筋，腹髄神経索および血リンパを対象として選び，各々に関

して酵素の比活‘性を求め，当該細胞中に出現する穎粒量との相関性を調べることとした．

実験方法

各臓器は下記の要領に従い試料に供した：血リンパ（Ｈｅｍ）はスポイトで頭胸甲の心臓後

縁より採血後，遠心分離（3000rpm､１分間）して未凝固分より５qajをベルンツセン・ミク

ロピペットで定容した．中腸腺（Ｍｇ）および心臓（Ｈ）は採血後，直ちに頭胸甲を剥離して

ｇＣ

Fig.１．Diagramoftheabdominalmusculatureindicating

thepositionofthedorsalmuscle・Thismusclesituates

onthemidlineandconnectstheoverlyingtergums
eachother・Itsfimctionistheextensoroftheabdo-

menastheantagonisttotheventralmuscle,thatisthe

Hexor・Abbrev.，ｄｍ：dorsalmuscle，ｇｃ：ganglion

cord，ｉ:intestine，ｐ:pleopod，ｓ：sternum，ｔ：ｔｅｒ－

ｇｕｍ，ｖｍ：ventralmuscle．

摘出し，前者はその一部を後の試料とした．腹部背筋（Ｄｍ）は腹部背面の正中線上を走る

腹部伸筋（Fig.１参照）の一部を切り出した．顎舟葉付属筋（Sm）は顎舟葉部位を含めた挙

筋・降下筋等の筋肉を両側について摘出した．鯉（G）はその一部を切り出した．腹髄神経

索（vn）は食道上神経節を摘出の後，囲食道神経連絡から後方の，尾端の神経節までを含む

神経索（但し顎脚，歩脚等に入る末梢部位は除外）を腹面の切開により摘出した．血リンパ
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を除く以上の臓器は冷却したHANKs緩衝液で洗糠の後，湿重を求めた．次いで緩衝液を

加えて冷却条件にてPotter-Elvenjemガラスホモゲナイザーによる２分間のホモゲナイズ処

理を行なった．ここでコハク酸デヒドロゲナーゼ（SDHase)，アルカリ性および酸性ホス

ファターゼ（AlkPase,AcidPase）そしてコリンエステラーゼ（ChEase）の各活性測定の

ため試料を洗漉液とともに透析嚢へ移し，冷蔵庫内で１晩（17～20時間）透析した．一方，

グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミナーゼ（GOTase）の試料は透析処理を行なわず直

ちに測定に供した．

各臓器の試料は下記の要領により活性測定を実施した；

1）SDHase：血リンパを除く他の臓器を対象とし石本'5）によるメチレン青還元能の測定を

行なった．基質はコハク酸Ｎａとし，37.ＣにてThunberg管内の反応を開始しメチレン

青の脱色終了までの所要時間をストップ・ウォッチで求めた．活性は測定値の逆数に10を

乗じ単位湿重当たりの相対値として表示した（単位：10-1/g/ｍin)．なおマロン酸添加に

よる活性阻害作用を確認した．

2）Alk・Ｐａｓｅ：全ての臓器を対象とし降矢'6）によるKIND-KING法を適用した．基質緩衝

液はフェニル燐酸２Ｎａ・アミノアンチピリン・炭酸塩緩衝液（ｐＨ10.0）とし，37.Ｃにて

１５分間保温の後，赤血塩試薬による発色を行ない500nｍの吸光度を求めた．活性は血リ

ンパに関してはKING-ARMsTRoNG単位で，他の臓器は単位湿重・１５分間当たりのphenol

生成量で表示した（単位：mgphenol/g/15ｍin)．

3）ＡｃｉｄＰａｓｅ：全ての臓器を対象とし降矢'6）によるKIND-KING法を適用した．基質緩衝

液はフェニル燐酸２Ｎａ・アミノアンチピリン・クエン酸緩衝液（ｐＨ4.9）とし，３７ｏＣにて

１時間保温の後,赤血塩試薬による発色を行ない500nｍの吸光度を求めた．活性は血リン

パに関してはKING-ARMsTRoNG単位で，他の臓器は単位湿重・単位時間当たりのphenol

生成量で表示した（単位：mgphenol/g/hr)．

4）ＣｈＥａｓｅ：腹髄神経索を対象として柴田・佐々 木'7）による"一二トロフェノール法を適

用した．420nｍ波長帯の吸光度を求め，活性は単位湿重・単位時間当たりの酢酸生成量

で表示した（単位：/Maceticacid/ｍg/hr)．

5）ＧＯＴａｓｅ：腹髄神経索を対象として降矢'8）によるREITMAN法を適用した．505nｍ波

長帯における吸光度を求め，活性は単位湿重・単位時間当たりの吸光度で表示した（単位

：absorbancy/100ｍｇ/hr)．

なお各個体とも食道上神経節は摘出の後，組織標本としＰＡＳ細胞の穎粒量を複写計量法

により求めた．材料として実験1)～4）には体重６～99,実験5）には体重２～４９のクルマエ

ビ此"αeZjs.”o"畑ｓＢ・を用い，前者は1976年６月より７月の間に（水温25.0～30.5.C)，

後者は同年９月に（水温24.0～25.5。C）実施した．

結 果

ＳＤＨａｓｅ実験の結果を'ｎｌｂｌｅｌに示し，各臓器間の活性の比較をFig.２に示した．当該

活性は心臓において18～40単位と高く，腹部背筋では４～８単位と低い値を示しその他の臓

器では両者の中間の値を示した．ところで腹部背筋の他は，いづれの臓器にも個体間には著
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2９

ChEase

activity*＊

しい活性の変動が認められた．ＰＡＳ穎粒量と活性度との相関性は心臓と腹髄神経索におい

て多少の傾向が認められる以外は他の臓器では明瞭ではない．なお心臓における相関係数は

r＝0.55,腹髄神経索ではｒ＝0.52と算出された．

Alk・Pasｅ実験の結果をＴａｂｌｅ２に示し，各臓器間の活性の比較をFig.３に示した．当該

活性は心臓において３０～120単位と高く，腹部背筋では１～３単位と低い値を示しその他の

臓器では両者の中間の値を示した．又，血リンパは３～２１KING-ARMsTRoNG単位であった．

ところで腹部背筋の他は，いずれの臓器にも個体間に著しい活性の変動が認められた．特に

心臓においては著しい．ＰＡＳ穎粒量と活性度との相関性は心臓と腹髄神経索において多少

の傾向が認められる以外は，他の臓器では明瞭ではない．なお心臓における相関係数は

r＝0.52,腹髄神経索ではｒ＝0.56と算出された．

ＡｃｉｄＰａｓｅ実験の結果をｎＬｂｌｅ３に示し，各臓器間の活性の比較をFig.４に示した．当

該活性は鯛において高く18～50単位を示し，腹部背筋，心臓，顎舟葉付属筋，腹髄神経索等

Table４．Relationshipbetweenthecho-

linesteraseactivityofthehomo‐

genizednerveandaquantityof

thePAS-positivegranulesinthe
PAS-ce11s．

Table５．Relationshipbetweenthegluta-
mate-OXalOaCetatetranSamina§e

activityofthehomogenizednerve

andaquantityofthePAS-positive

granulesinthePAS-cells．

GOTase

activity*＊
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ではいづれも０～７単位と低く，中腸腺では両者の中間の値を示した．なお血リンパは８～

20KING-ARMsTRoNG単位であった．ところで鯛と中腸腺では，特に前者においては，個体

間に活性の著しい変動が認められた．ＰＡＳ穎粒量と活性度との相関性はいづれの臓器にお

いても明瞭ではない．

ＣｈＥａｓｅ実験の結果を'Elble4に示した．腹髄神経索における当該活性は８～19単位を示

した．ＰＡＳ穎粒量と活性度との相関性は認められない．

ＧＯＴａｓｅ実験の結果をＴａｂｌｅ５に示した．腹髄神経索における当該活性とＰＡＳ穎粒量

との相関性は認められない．

考 察

ＳＤＨａｓｅは細胞内呼吸上，重要な位置を占めることから，本実験において心臓器官に高

い活性が示されたことはその心筋の果たす機能から考えて期待されるところであるが，活性

には個体相互の間に変動が認められ，それは当該臓器の代謝levelの相違を示唆するものと

解される．一方，活発な筋活動によりventilationを行なう顎舟葉の付属筋における当該酵

素の活性は予測される程の値を示さず，その解釈としては一つに，試料が筋肉部位に加えて

広い容積を占める顎舟葉自体を含むため，単位湿重当たりに算出された活性値では見掛け上

の低下を生じたことが考えられる．Ａ1k.Ｐａｓｅは心臓器官において，又，ＡｃｉｄＰａｓｅは鯛器

官において各々高い活性が示されたが，両者はいづれも呼吸機能上，重要な役割を荷う臓器

である．しかし甲殻類におけるのみならず噛乳類においても両酵素の生理的意義に関しては

不明な点が多い様であり，本実験の結果は説明が難しい．ところで心臓および腹髄神経索の

両臓器はSDHase,Alk・Ｐａｓｅの両活性ともＰＡＳ穎粒量と多少の相関性を示したが，特に腹

髄神経索のＳＤＨａｓｅに関しては，当該酵素が細胞の呼吸代謝系の中心的位置にあるところ

から，同一神経索の食道上神経節内に認められるＰＡＳ穎粒との生理的関連の可能性は重要

な意味を有すると考えられる．

ＣｈＥａｓｅはＬ，HELIAs11）によると昆虫の鱗迩目において内分泌系との関連性が検討されて

いる．つまり脳部位の当該酵素の活性は休眠開始時に活動電位と共に消失し，休眠終了時に

両者は賦活されると云う報告があり，休眠に与かる神経内分泌系との関連が指摘される一方，

逆に当該活性は休眠による影響は受けずその活性変動は神経内分泌系と関係は無いとする反

証も示されている．本実験で得られた腹髄神経索のＣｈＥａｓｅ活性はＰＡＳ穎粒量と特定の相

関性は示さず，よって両者には生理的関連は無いものと判断される．又，ＧＯＴａｓｅに関し

てもその活性は当該穎粒の出現量とは関係無いものと考えられる．

要 約

1．クルマエビの食道上神経節の腹面後部に所在するＰＡＳ細胞に関して，中腸腺，腹部背

筋，鯛，心臓，顎舟葉付属筋，腹髄神経索および血リンパ等におけるコハク酸デヒドロゲ

ナーゼ，アルカリ性および酸性ホスファターゼ，コリンエステラーゼ或いはグルタミン酸

オキザロ酢酸トランスアミナーゼの諸活性度との生理的関連性を調べた．各酵素の活性は
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下記の方法に依り測定し，一方，当該細胞はその穎粒量を組織標本上から複写計量した相

対値を以て出現量の把握を行なった．

2．コハク酸デヒドロゲナーゼはメチレン青還元能の測定に依った．活性は心臓において最

も高く18～40単位（10~'/g/ｍin）を示した．

3．アルカリ性ホスファターゼはKIND-KING法に依り測定した．活性は心臓において最

も高く３０～120単位（mgphenol/g/15ｍin）を示した．なお血リンパでは３～21KING‐

ARMsTRoNG単位であった．

4．酸性ホスファターゼはKIND-KING法に依り測定した．活性は鯉において最も高く18～

５０単位（mgphenol/g/hr）を示した．なお血リンパでは８～20KING-ARMsTRoNG単位で

あった．

５．コリンエステラーゼは”一二トロフェノール法に依り測定した．腹髄神経索の活性は８

~19単位印Maceticacid/mg/hr)を示した.

6．心臓と腹髄神経索におけるコハク酸デヒドロゲナーゼとアルカリ性ホスファターゼの両

活性は両臓器ともＰＡＳ穎粒量とｒ＝0.52以上の相関が認められた．特にコハク酸デヒド

ロゲナーゼは細胞内呼吸上，重要な位置を占めることから腹髄神経索において示された当

該穎粒との量的相関は当該酵素とＰＡＳ細胞が何らかの機能的関係を有する可能性を示唆

するものと解される．

文 献

１）BALL,Ｅ,Ｇ､,andBMEYERHoF（1940)：Ontheoccurrenceofironporphyrincompoundsand

succinicdehydrogenaseinmarineorganismspossessingthecopperbloodpigmenthemocya‐

ｎin．、ＺＢ勿瓜Ｃｈｅ”.,134,483-493.

2）NAYAR,Ｋ､Ｋ､,andRPARAMEswARAN（1955)：Succinicdehydrogenaseintheneurosecre‐

toryceusofthethoracicganglionofthecrab・Ｃｚ"γwztScj.（India),24,341.

3）DENicoLA,Ｍ・（1949)：AlkalinephospatasesandthecyCleofnucleicacidsinthegonadsof

someisopodcrustaceans．Ｑ秘αが､Ｊ３Ｍｂｍｓｃ妙.Scj.,90,391-399.

4）HussoN,Ｒ､（1953)：RechercheshistoChimiquesdesphosphatasesalkalineschezl，amphipode

Mpha増”ひ伽Chevreux．Ａ""・SCi､Ｍｚｔ.ZboルォＢ肌Ａ"航α彫,15,361-368.

5）KuGLER,Ｏ､Ｅ､,ａｎｄＭ.Ｌ・BIRKNER（1948)：Histochemicalobservationsofalkalinephospha‐

taseintheintegument,gastrOlithsac,digestiveglandandnephridiumofthecrayfishPhjIs‐

ｊｂムＺｂ肌,21,105-110.

6）NEEDHAM,Ａ､Ｅ・（195⑲：Propertiesofmineralsintheexuviaofcrustacea・Ｑｚ４ａｒＺ.､ZMb７℃‐

卿'.Ｓｃｆ,95,183-190.

7）YAMAoKA,Ｌ､Ｈ､,ａｎｄＢ､Ｔ・ＳCHEER（197の：Crustaceangrowthanddevelopment・ｉｎ“Chemi‐

calZOology，，（ed､ｂｙＭＦＬｏＲＫＩＮａｎｄＢ・Ｔ・ＳCHEER)，vol.Ｖ,AcademicPress,NewYOrkand

London,３２７．

８）藤井宏彦（1970）：アメリカザリガニ腎臓における酸性フォスファターゼの分布について．動雑，

79271-275.

9）GRfGoIRE,Ｃ・（1971)：HemOlymphcoagulationinarthropods・ｉｎ“ChemicalZoOlogy'，（ed､ｂｙ

ＭＦＬｏＲＫＩＮａｎｄＢ・Ｔ・ＳCHEER），vol.Ⅵ,AcademicPress,NewYorkandLondon,177.

10）WALoP,』.Ｎ､,ａｎｄＬ.Ｍ・ＢｏｏＴ（195の：StudiesonCholinesteraseinC上z7℃伽ｓ”zae〃ａｓ．〃



3２ 鹿児島大学水産学部紀要第26巻（1977）

ｏｃﾉb伽.etBjqlﾉiys・ＡＣ池,4,566-571.

11）Ｌ，Ｈ面LIAs,Ｃ､（1971)：Chemicalaspectsofgrowthanddevelopmentininsects・ｉｎ“Chemical

Zoology'，（ed・ｂｙＭＦＬｏＲＫＩＮａｎｄＢ,Ｔ・ＳCHEER),ｖ01.Ｖ,AcademicPress,NewYOrkand

London,370.

12）ScHoFFENIELs,Ｅ､,andRGILLEs（1970)：Nitrogenousconstituentsandnitrogenmetabolism

inarthropods・必雌,216.

13）中村薫（1974）：クルマエビの神経分泌に関する研究-1．食道上および眼柄内神経節に分布す

る神経節細胞集団の位置的関係．鹿大水紀要，23,173-184.

14）中村薫（1974）：クルマエビの神経分泌に関する研究-11．ＰＡＳ陽性物質の組織化学的検討お

よびＶＰ神経節細胞集団のトポグラフイー．同上，23,185-193.

15）石本真（1954）：Thunberg管の使い方・ロイコ色素の作り方．ｉｎ“酵素研究法，，（赤堀四郎

編)，vol､１,朝倉書店，東京，606-615.

16）降矢震（1965）：AlkalinephosphataseおよびAcidphosphatase・ｉｎ“臨床酵素化学，，（山村雄

一・織田敏次編)，医学書院，東京，312-322.

17）柴田進・佐々 木匡秀（1971）：“日常臨床化学・超微量定量法"，金芳堂，京都，142-152.

18）降矢震（1965）：Transaminase､ｉｎ"臨床酵素化学，，（山村雄一・織田敏次編)，医学書院,東京，
425-432.


