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고래회충(Anisakis simplex 은 종숙주인Rudolphi, 1809)

고래 돌고래 바다표범 물개 등의 바다 포유류 소화관에, , ,

기생한다 종숙주의 분변으로 배출된 충란은 충란내에서.

자충 으로 부화되고 성장하여 제 기 유충으로(embryo) 2

자란다 이를 제 중간숙주인 바다 갑각류들이 섭취하면. 1

탈피와 성장을 거쳐 제 기 유충으로 발육한다 제 기 유3 . 3

충은 먹이사슬을 따라 이동할 때 더 이상 발육하지 않으

므로 바다 갑각류를 먹이로 섭취하는 해산어류나 두족류

들은 운반숙주 또는 연장숙주 로 작용한(paratenic host)

다.

식용으로 사용되는 대부분의 해산어류 및 두족류들이

고래회충 제 기 유충에 감염되어 있으며 우리나라를 비3

롯하여 일본 등 생선회를 즐겨먹는 나라에서는 매년 많

은 환자가 보고되고 있다.1-4) 고래회충유충증은 감염된

해산어류나 두족류를 섭취한 수 시간 후 급성 복통 구토, ,

오심등의 증상을 보이며 만성으로 진행된 경우에는 조직

에 침입한 유충을 중심으로 농양이나 호산구성 육아종을
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――― Abstract ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――

Background and Objectives : Anisakis simplex L3 (third-stage larva) is the most prevalent species causing anisakidosis
which is associated with consumption of raw or insufficiently processed fish or cephalopods. Adult worm of A. simplex
inhabits in the stomach of cetaceans and pinnipeds such as whales, porpoises, and seals. Eggs, passed in the feces of
the adult worm in marine mammals, hatch to liberate larvae, which then can be ingested by marine crustaceans. The
third-stage larvae in the crustaceans are eaten by various species of fish or cephalopods of paratenic or transport hosts.
Anisakidosis can cause not only direct tissue damage but also severe allergic response caused by larvae as well as by
excretory-secretory (ES) products. The objectives of this study was to check the pattern of hydrolase activity from
extracts of L3, L4 stages and ES products of A. simplex larvae.
Materials and Methods : A. simplex L3 were collected from mackerels (Scomber japonicus). The third and fourth-stage
larval extracts were obtained by homogenising and centrifugation. After A. simplex L3 were kept in PBS for 9
consecutive days, the supernatant was used as the excretory-secretory products. To identify the hydrolase activity in
larval extract and ES products, SDS-PAGE and API ZYM method were carried out.
Results : Six common positive enzymes were detected in L3, L4 and ES products belonging to four general groups as
follows: (1) phosphatase group: alkaline phosphatase, acid phosphatase and naphthol-AS-BI-phosphohydrolase; (2)
esterase group: esterase lipase (C8); (3) protease group: leucine arylamidase; and (4) glucosidase group: -glucosidase.α
ES products was relatively rich in trypsin and -chymotrypsin, apart from the common positive hydrolases.α
Conclusions : A. simplex L3, L4 extract and ES products contain several kinds of hydrolases of phosphatase, esterase,
protease and glucosidase group, which appear to be important in larval development and host -parasite interaction.–
―――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――
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형성하며 충수염 십이지장 궤양 염증성 위장질환으로, ,

발전하기도 한다 최근에는 고래회충유충의 분비배설물.

이나 충체 부산물이 알레르기 반응을 유발한다는 것이

밝혀짐에 따라 식품 알레르기의 한 원인으로 주목받고

있다.5) 이러한 고래회충유충 알레르기는 열에 안정한 분

자량이 작은 물질들이 항원으로 작용하여 두드러기 혈,

관 부종 등을 비롯하여 아나필락시스를 유발하며 유전,

적 소인을 가진 환자에서 두드러지는 것으로 보고되고

있다.6-7)

고래회충 유충에 의한 알레르기 반응의 원인 물질로

추정되는 분비 배설 단백질과 충체 단백질을 시기별로

구분하고 기생충과 숙주의 상호관계에 중요한 여러 가지

역할을 담당하는 가수분해효소의 종류 및 활성 정도을

확인해 보고자 하였다.

대상 및 방법

A. Simplex 수집 및 확인L3

부산공동어시장에서 구입한 고등어 (Scomber japonicus)

의 장 간 장간막 체강 등에서 확보한, , , A. Simplex 를L3

증류수로 수차례로 씻어낸 후 증류수에서 하룻밤 둔4 ,℃

후 실험에 사용하였다. A, simplex 유충의 확인은 구L3

기의 와 세부분으로 된 구순 꼬리쪽의boring tooth (lips),

및 게실 의 형태등을 근거로 하였다mucron (ventriculus)

(Fig. 1).

A B

C

Fig. 1. Identification of Anisakis simplex third-stage larva. A,

B and C show the boring tooth and lips of anterior portion,

ventriculus, and mucron of posterior part, respectively.

A. Simplex 배양 및 분비배설단백질 준비L3

고래회충 제 기 유충을 증류수에서 하룻밤 둔 후 마3 4 ,℃

리당 의0.2 PBS (phosphate-buffered saline, pH 2.0, 1%㎖

를 넣glucose, gentamycin 150 / , vancomycin 10 / )㎍ ㎖ ㎍ ㎖

어 에서 일간 배양하였다 배양37 , 5% CO incubator 9 .℃ ₂

상층액은 Amicon (Millipore Corporation, Bedford, USA)

으로 농축하고 로 시간 투석한 후PBS 24 (DispoDialyzer,

Spectrum Laboratories, USA) syringe filter (0.20㎛

를 통과시켜 분비배설단백질로 사용하였Corning, USA)

다.

A. Simplex 및 충체 단백질 분리L3 L4

A. Simplex 를 배양 일 하는 동안 과L3 (9 ) mucron boring

가 완전히 소실되어 로 성장한 유충 및 유충에tooth L4 L3

서 를Protein Extraction kit (Intron Biotechnology, USA)

이용하여 충체 단백질을 분리하였다 분비배설단백질과.

충체 단백질의 정량은 법으로 시행하였다Bradford .

전기영동SDS-PAGE

분비배설항원 및 의 충체 단백질을L3, L4 stage 10% gel

에서 전기영동한 후 로 염색0.1% Coomassie Brilliant blue

하였다.

API ZYM test

A. Simplex 와 및 분비 배설 단백질 가운데 가수분L3 L4

해효소들의 활성을 확인하기 위하여 API ZYM kit (Bio

Merieux SA, Lyon, 를 사용하였다 각 샘플의 농France) .

도를 로 희석하여 당 씩 샘플을 분주0.5 / cupule 65㎍ ㎕ ㎕

한 다음 에서 시간 동안 배양한 후 활성 정도를 제37 4℃

조사의 방법에 따라 판독하였다.

결 과

SDS-PAGE

분비 배설 단백질 및 제 기 유충 충체 발현 단백질들3, 4

은 에 걸쳐 다양하게 분포하고(Fig. 2) 6KDa - 200KDa

있었으며 특히 분비 배설 단백질에서는 이하의40KDa

낮은 농도에서 많은 밴드를 확인할 수 있었다 제 기. 3, 4

충체 단백질의 분포는 거의 유사한 양상을 보였으나

정도의 단백질은 에서만 발현되었다10KDa L4 .
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Fig. 2. SDS-PAGE protein pattern of the Anisakis simplex
third-stage (L3), fourth-stage (L4) extract and excretory-secretory

products (ES).

분비 배설 단백질 및 제 기 충체 단백질의3, 4 API ZYM

결과는 과 같았다 제 기 기 충체 및 분비배test Table 1 . 3 , 4

설단백질에서 공통적으로 확인된 효소는 alkaline

phosphatase, esterase lipase(C8), leucine arylamidase, acid

phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, -glucosidaseα

의 종이었다6 .

제 기 유충의 충체 단백질에서는 공통적으로 나타난3

효소와 더불어 와 활성을 확인할 수esterase -glucosidaseβ

있었으나 활성 정도는 높지 않은 것으로 나타났다

제 기 유충에서는(medium and low). 3 alkaline phosphatase,

leucine arylamidase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI

의 반응이 강하게 나타났다-phosphohydrolase (high).

제 기 유충의 충체 단백질은 와4 esterase valine

의 활성이 추가로 확인되었으며 활성은 낮거arylamidase

나 중간정도였다 활성이 높은 효소는(low and medium).

leucine arylamidase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI

로 나타났다-phosphohydrolase (high).

분비 배설 단백질의 효소 활성은 공통적으로 볼 수 있

었던 종류의 효소 외에6 valine arylamidase, cystein

의 종의 가수분해효arylamidase, trypsin, -chymotrypsin 4α

소가 확인되었으며 이들의 활성 정도도 중간 정도이거나

낮았다 활성을 나타낸 효소 가운데(medium and low).

leucine arylamidase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI

의 활성이 높았다-phosphohydrolase (high).

고 찰

본 실험에서 및 분비배설단백질에서 공통으로L3, L4

확인된 alkaline phosphatase, esterase lipase(C8), leucine

arylamidase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phospho

의 종의 가수분해효소들은 많은hydrolase, -glucosidase 6α

---5.42-naphthyl-αL-fucopyranoside3.2.1.51α-fucosidase19

---5.46-Br-2-naphthyl-αD-mannopyranoside3.2.1.24α-mannosidase18

---5.41-naphthyl-N-acetyl-βD-glucosaminide3.2.1.50N-acetyl-β-glucosaminidase17

---5.46-Br-2-naphthyl-βD-glucopyranoside3.2.1.21β-glucosidase16

MLM5.42-naphthyl-αD-glucopyranoside3.2.1.20α-glucosidase15

---5.4Naphthol-AS-BI-βD-glucuronide3.2.1.31β-glucuronidase14

---5.42-naphthyl-βD-galactopyranoside3.2.1.23β-galactosidase13

---5.46-Br-2-naphthyl-αD-galactopyranoside3.2.1.22α-galactosidase12

HHH5.4Naphthol-AS-BI-phosphate3.1.3.31Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase11

HHH5.42-naphthyl phosphate3.1.3.2Acid phosphatase10

--L7.5N-glutaryl-phenylaninie-2-naphthylamide3.4.4.5α-chymotrypsin9

--M8.5N-benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide3.4.4.4Trypsin8

--L7.5L-cystyl-2-naphthylamide3.4.11.14Cystine arylamidase7

M-M7.5L-valyl-2-naphthylamide3.4.11.14Valine arylamidase6

HHH7.5L-leucyl-2-naphthylamide3.4.11.14Leucine arylamidase5

---7.52-naphthyl myristate3.1.1.3Lipase(C14)4

MMM7.52-naphthyl caprylate3.1.1.3Esterase Lipase(C8)3

LM-6.52-naphthyl butyrate3.1.1.6Esterase(C4)2

M*H*L*8.52-naphthyl phosphate3.1.3.1Alkaline phosphatase1

L4L3ES

Hydrolyze activity
pHSubstrateClassiticationEnzyme Assayed ForNo.

---5.42-naphthyl-αL-fucopyranoside3.2.1.51α-fucosidase19

---5.46-Br-2-naphthyl-αD-mannopyranoside3.2.1.24α-mannosidase18

---5.41-naphthyl-N-acetyl-βD-glucosaminide3.2.1.50N-acetyl-β-glucosaminidase17

---5.46-Br-2-naphthyl-βD-glucopyranoside3.2.1.21β-glucosidase16

MLM5.42-naphthyl-αD-glucopyranoside3.2.1.20α-glucosidase15

---5.4Naphthol-AS-BI-βD-glucuronide3.2.1.31β-glucuronidase14

---5.42-naphthyl-βD-galactopyranoside3.2.1.23β-galactosidase13

---5.46-Br-2-naphthyl-αD-galactopyranoside3.2.1.22α-galactosidase12

HHH5.4Naphthol-AS-BI-phosphate3.1.3.31Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase11

HHH5.42-naphthyl phosphate3.1.3.2Acid phosphatase10

--L7.5N-glutaryl-phenylaninie-2-naphthylamide3.4.4.5α-chymotrypsin9

--M8.5N-benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide3.4.4.4Trypsin8

--L7.5L-cystyl-2-naphthylamide3.4.11.14Cystine arylamidase7

M-M7.5L-valyl-2-naphthylamide3.4.11.14Valine arylamidase6

HHH7.5L-leucyl-2-naphthylamide3.4.11.14Leucine arylamidase5

---7.52-naphthyl myristate3.1.1.3Lipase(C14)4

MMM7.52-naphthyl caprylate3.1.1.3Esterase Lipase(C8)3

LM-6.52-naphthyl butyrate3.1.1.6Esterase(C4)2

M*H*L*8.52-naphthyl phosphate3.1.3.1Alkaline phosphatase1

L4L3ES

Hydrolyze activity
pHSubstrateClassiticationEnzyme Assayed ForNo.

Table 1. Activity of hydrolyze from excretory-secretory and third, and forth stage larvae of Anisakis simplex.

*H: High-level activity, M: Medium-level activity, L: Low-level activity, -: Negative
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종의 기생충 충체나 충체 분비 배설물 또는 침샘에서 흔

히 발현되는 가수분해효소들로 숙주 조직의 용해를 촉진

하고 숙주내로의 침입을 용이하게 하여 기생충의 생존,

발육 및 숙주 기생충 상호관계에 중요한 역할을 하는 것-

으로 알려져 있다.8-12)

분비배설단백질을 비롯하여 제 기 기 유충 시기에3 , 4

분비 정도가 높은 가수분해효소는 alkaline phosphatase,

및acid phosphatase(AP), naphthol-AS-phosphohyrolase

였다 는 대사과정을 조절leucine arylamidase . Phosphatase

하는 중요한 효소로써 는 위장관내 기생선충류에서, AP

많은 양이 분비되며 로써 소화 진행 정도lysosome marker

에 대한 정보를 제공한다.13) 조충류 에서도 체절(Cestode)

의 성숙정도와 분비 정도는 정확히 일치하고 있다AP .
14)

는 개심장사상충AP (Dirofilaria immitis 광동주혈선충),

(Angiostrongylus cantoniensis 및 돼지회충) (Ascaria suum)

의 큐티클층이나 소화기내에서 높은 활성을 보이는 것으

로도 알려져 있다.15-16) 또 항연충제 첨가시 배양액내에서

의 농도가 유의하게 감소함으로써 배양액내 활성AP AP

정도로 기생충의 생존력을 추정하여 선충류 구충제로써

의 가능성도 논의되고 있다.13)

단백질 가수분해효소중에는 세린계 단백분해효소인

트립신 키모트립신과 계열의, - aminopeptidase cysteinα

의 활성을 분비배설단백질에서 확인할 수 있arylamidase

었다 트립신이나 키모트립신의 활성은 유충의 소화작용.

과 연관이 있는 것으로 추정되며 소화관내에서 작용 후

분비되어 분비배설물로 나타나는 것으로 여겨진다.

등은Angulo-Valadez bot fly (Oestrus ovis 유충 침샘에서)

acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase,

esterase (C4), esterase lipase (C8), leucine arylamidase, α

및 등의 활성을-glucosidase N-acetyl- -glucosaminidaseβ

확인하고 이들 가운데 세린계 단백분해효소계열이 감염

된 숙주와 강력한 항원 항체반응을 보여 숙주의 면역반-

응에 관여하는 것으로 추정하였다.17) 본 실험에서도 단

백분해효소 계열의 가 강한 활성을 나leucine arylamidase

타내어 이에 대한 후속 연구가 필요할 것으로 생각된다.

는 일반적으로 개의 탄소사슬로 구성된 지Esterase 2-4

방산의 기를 분해하는 역할을 하는 것으로 알려져ester

있다 선충류의 분비배설항원에 존재하는.

는 을 분해하므로써 숙acethylcholinesterase acethylcholine

주의 연동운동을 억제하여 장내 기생충의 이동과 정착을

돕는 것으로 보고되고 있다.18) 본 실험에서는 분비배설

단백질에서는 는 분비되지 않았으나esterase (C4) esterase

가 활성을 보였고 제 기 유충 충체산물에lipase (C8) , 3, 4

서는 와 가 모두 활성을esterase (C4) esterase lipase (C8)

보여 충체내에서의 일정한 역할이 추정되었다.

는 및 분비배설항원에서 높은 활성을 보Glucosidase L4

여 제 기 유충시기에 고래회충 유충이 성충으로 성장하4

기 위하여 많은 에너지를 필요로 함으로써 탄수화물 대

사에 필요한 가 높은 활성을 보인 것으로 여glucosidase

겨진다 시기에는 및 의. L3 -glucosidase -glucosidaseα β

활성이 낮아 에 비하여 낮은 수준의 에너지가 요구되L4

고 있는 것으로 추정되었다.

고래회충유충증에서 확인된 Ani 4, Ani 5, Ani 8, Ani

등의 항원은 열에 안정하며 및9 14 KDa, 15 KDa 21

분자량을 갖는다KDa .
19-21)

이들 항원들은 대부분 분비배

설항원에서 발현되는 것으로 밝혀졌다 본 실험의 전기.

영동 결과에서도 미만의 많은 단백질들이 확인40 KDa

되어 항원으로서 역할 가능성을 짐작하게 한다.

이상의 결과들은 고래회충 유충기와 분비배설L3, L4

물질에서 나타나는 가수분해효소 종류와 활성 정도를 개

략적으로 제시하며 에서는SDS-PAGE 6 KDa - 200 KDa

에 이르는 많은 종류의 단백질이 분비되고 있음을 나타

낸다 또 분비 배설 단백질에는 충체 산물에 비해 낮은.

분자량을 가진 많은 분비단백들이 있음을 확인 할 수 있

었다.

결 론

고래회충 유충시기의 충체 및 분비배설단백질L3, L4

에서 발현되는 가수분해효소는 alkaline phosphatase, acid

phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, leucine

등이 있었arylamidase esterase lipase(C8), -glucosidaseα

으며 분비배설단백질에서는 충체 산물에서는 검출되지,

않은 및 등의 단백분해효소들의trypsin -chymotrypsinα

활성이 확인되었다 에서는. SDS-PAGE 6 KDa - 200 KDa

에 이르는 많은 종류의 단백질들을 보이고 있었으며 분,

비 배설 단백질은 충체 산물에 비해 낮은 분자량을 가진

많은 분비 단백질들이 있음을 확인 할 수 있었다 활성이.

확인된 가수분해효소들은 유충의 생존 발육 및 기생충, -

숙주 상호관계에 중요한 역할을 할 것으로 추정된다.

중심단어 고래회충 제 기 유충 분비 배설 단백질 가: 3, 4 , ,

수분해효소
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