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サヶ・ 7 ス類の脂質

第 7報マス肝臓ケファリン

座間宏一・羽田野六男・五十嵐久尚

(北海道大学水産学部水産化学教室)

Lipids of Salmonoid Fish倒

VII. Cephalin from liver of salmon， Oncorhync仇 8masou* 

Koichi ZAMA， Mutsuo HATANO and Hisanao IGARASHl 

Abstract 

The ωphalin fraction obtained from liver of鈍 lmon，Oncorhynchu8 mα80U， 
mainly ∞nsisted of phOBphatidylethanolamine， phOBphatidylserine and inositol-
phωpholipids. In addition to thωeωnstituents， small amounts ofωntamin岨 ts，
such倒 phOBphatidylcholine，sphingolipids and acetal lipids were detected. 

This ωphalin fraction wωfractionated into eight fractions by means of 
silicicωid-celite (2:1， w/w)ω，lumn chromatography， and the analytical results 
obtained are shown in Table 3. 

Furthermore， the purification of the aminophω:pholipid fraction， obtained by 
means of silicic acid-ωlite∞lumn chromatography， w鎚 dinitrophenylatedand 
then rechromatogr&phed on silicic acid咽1iteωlumn. 

The rωults obtained are shown in Table 5. 

緒言

陸上動物肝臓ケファリンに関しては多くの報告があるが，魚類肝臓ケファリンについての報告は少

し露木ら1)がプリ肝臓ケファリンの性状とそれの Folch分画を行なった結果について報告している

にすぎない。著者らはさきにマス肝臓アセトン可溶性脂質U およびレシチンの性状8)について報告し

たが本報ではケファリン画分の性状とそれのケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフィーを行なった

結果について報告する。

実験および結果

分析法 PはFiske-Subbarow法， Nは MicroKjeldahl法，アミノ酸〈セリンとして)，エタ

ノールアミンは Nojima-Utsugi法ベコリンはBeattie法的，糖(ガラクトースとして)は An-

throne法ベスフィンゴシン-Nは McKibbin-Taylor法7〉，グリセロールは Blix法8〉，アルデヒ

ド(ステアラールとして)は Wittenbergらの方法的，沃素価は Wijs法により測定， イノシットは

Scherer反応および加水分解物を Houghの方法10)に従いペーパークロマトグラフィーによって確認

した。

* Studies on the Phosphatide of Aquatic Animals XXXI. 
水産動物燐脂質に関する研究 第 31報

昭和 36年 日本水産学会秋季大会(鹿児島)にて一部講演
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ケファリンの調製: ケファリンの調製に当り抽出液の濃縮，溶剤l溜去等の操作はすべて COz気流

中で行なった。試料処理は大約 Fig.1のごとくし，かくしてマス肝臓 18.19kgより 50.2gのケフ

ァリンをf辱Tこ。

Minced liver (18. 19k9) 

lExtract with 3vols. of acetone山 s)

Acetone e啄tract

Dissolve in e吐・ vol. of ether 
副叫 thenpour into 10 vols. 
of acetone. 

Residue Ethanol extract 

Residue 
(Discard) 

Acetone 
insoluble 

Acetone 
soluble 

Residue 

Dissolve in 5 vols. of 
CHCl ，-MeOH (2: 1)副首ithen 
treat by Folch' s washing (3 times) 

CHCl，-layer 

Acetone soluble 

Acetone-soluble 
Lipid 

Dissolve in eq. vol. of ether 
ar吋 standin a refrigerator for 
overnight 

au 

L
u
 

u
 

o
 

ee l
l
+
 

o
 

n
 

M
 

t
 

E
 

Ethanol insoluble 

Subject to purification 

of Lecithin 

Fig. 1. Preparation ofωphalin from絹 lmonliver 
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Table 1. Properties of liver eephalin 

P 13.19% Sphingosine-N Iod. no. 回.2

N 1.65% Aldehyde 0.32% N/P 1.14 

Serine 3.24% Sugar 0.84% Glyeerol/P 1.02 

Ethanolamine i 4.69% Glyeerol 9.63% 

Choline 1 1.9服 Inositol + 

ケファリンの脂肪酸: ケファリン 5gを常法通り 2N.KOHーエタノール溶液と 2時間違流，中和

価 208.3，沃素価 127.7の混合脂肪酸 3.2gを得た。その一部をとり Herb-Riemensehneider法山

によって 21%KOH-エチレングリコール中で 1800C，15分間共役化し，そのメタノール溶液の

374， 346， 315， 268およびお3mμ における比吸光係数を測定， Hammond-Lundbergの式12)によ

って計算した結果，ケファリン構成脂肪酸組成は飽和脂肪酸 29.2弘モノエチレン酸 48.4%，ジェ

ン酸 2.1%， トリエン酸 0.7%，テトラエン酸 6.0%，ぺンタエン酸 9.5%，ヘキサエン酸 4.1%よ

りなること，また混合脂肪酸の一部をとり Marinettiら18)の方法に従い構成脂肪酸を定性的に検討し

た結果 Table2に示すごとく，ラウリン酸， ミリスチン酸， パルミチン酸， ステアリン酸，アラキ

ジン酸および C16，C18， Czoの各不飽和酸の存在することを認め，また C22，Cz.の不飽和酸の存在を

推定した。

ケファリンのケイ酸ーセライトカラムタロマトグラフィー: ケイ酸 (Malli田 krodt，100 mωhク

ロマトグラフィー用)200g，セライト・545(Johns-M:回 iville)100gをよく混合し N2気流下 110QC，

24時間活性化し，カラム (30x83伽nm)に充填，アセトン 650ml，次いでクロロホルム 4∞mlで

洗糠後， 10伽nlクロロホルムに溶解した 5gのケファリンを注入，更にクロロホルム，クロロホルムー

メタノール混液，最後にメタノールーエーテル混液で溶出を行ない，溶出液は各 2伽nl宛集めた。溶出

溶剤の組成，溶出量および P含量は町g.2に示す通りである。

Fig. 2の結果より全溶出画分は Fraet.A (No. 1-No. 38)， Fraet. B (No. 39-No.回)， Fraet. 

Fattyaeid 

Laurie 

Myristie 

Palmitie 

Stearie 

Araehidie 

CZ2 or C24 

Table 2. Paper ehromat暗 raphyof the ∞mponent fatty aeid 
of liver eephalin (RF values) 

Standa吋 Cephalin Fatty aeid Standa吋

0.47 C14 unsa凶. 0.54 

0.36 0.36 C16 un開，td. 0.46 

0.26 0.28 C18四国td. 0.37 

0.17 0.16 C回 un縄 td. 0.28 

0.08 0.07 C盟 問 脇td. 0.16 

0.00 + Cu u田 atd. 0.00 

Cephalin 

0.54 

0.46 

0.36 

0.28 

0.16 

+ 

Paper ehromatography was earried out ωfollows: Toyo No. 51 paper whieh saturated 
with 10% of paraffin in benzene solution， wωused with the 80lvent system AeOH-H20 
(9:1， v/v) whieh saturated with para節nwith錨 eendingfront ehroma旬Igraphy. (at 230C， 
20 hrs.) 

Reagent A. 0.01% Rhodamine 6 G aq. solution 
Reagent B. 1% KMnO. aq. solution. 
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C (No. 54-No.槌)， Fract. D (No. 89-No. 136)， Fract. E (No. 137-No. 156)， Fract. F 

(No. 157-No. 174)， Fract. G (No. 175-No. 199)および Fract.H (No. 200-285)の 8函分

座間・羽田野・五十嵐:1964] 
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Yield 
(mg) 

400 

! 

ぺ ii

J I AI"、 :I \1、 L'\~'I ¥¥ 

¥、--->-，、d 向 -..--J ¥、、、一、

Tube no.O 38 53 88 136 156 17499 2泡5

Fractioい斗←c斗-D斗斗斗G ↓ H - -斗
Fig. 2. Fractionation of salmon liver cephalin by si1icic acid吃elite

釘V唱 gramsof caphalin w鋪 ehroma'句graphedover 300 g of 
silicis 8Cid咽 lite(2:1， w/w)ω，lumn. 

4000 
300 

30∞ 

2∞o 

10∞ 

ーーーー- p 

--Yield 
200 

100 

Properties of fractions separated from liver ωphalin by 
silicic acid-celite∞lumn chromatography 

〆「

?る --0 o』8hf1む問。、
・方aζs岡♀i) 、一E 

Us2 s 
』

句【・h世同ヨ庁。~、F 

百ミ、J
色4 z 

A 147.9 3.20 1 1.00 110.11 0.59 0.17 78.8 

B 751.3 3.24 1 1.29 110.17 2.48 2.50 ! 0.99 1 0.65 0.15 0.34 54.9 

C 855.0 3.20 1.89 9.94 5.86 2.38 1.73 0.29 0.32 44.2 

D 273.5 3.18 1.96 9.95 5.91 2.76 1.57 0.46 0.28 105.7 

E 1132.6 3.47 1.75 10.36 5.44 1.27 1.86 0.38 0.08 0.26 112.6 

F 572.3 3.76 1.45 9.91 3.48 0.92 3.00 0.60 0.12 0.31 1114.8 

G 524.9 3.82 1.57 9.32 1.11 3.25 4.92 1 0.92 0.31 

H 742.0 3.83 2.19 8.79 0.88 3.58 5.84 1 1.20 0.72 0.21 1 56.4 
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に大別した。各画分の分析結果は Table3に示す通りである。また各商分を却倍量の 6N.HC1と

封管中， 1∞.C， 12時間加水分解し加水分解物について糖およびアミノ塩基をそれぞれペーパークロ

マトグラフィーにより検索し Table4に示す結果を得た。

DNPアミノ燐脂質 Fract.B 374.4mgをクロロホルム 1伽nlに溶解， 7% DNFB・95% ヱタ

Table 4. Paper chromat唱 raphyof hydrolyse product of cephalin 

Fract. Aminobase* Galact“絶 or
Inωitol榊

ce・ Eω-lserine lmr伺 nilm-|un-l un-amine ;:;erme ITnreomne I iden討貴国 identified I identified GalmMlMtol 
phalin (RF 0.33) [(RF 0.17) [(RF 0.21) [(RF 0.61) I(RF 0.(8) [(RF 0.11) (RF 0.31) [(RF 0.10) 

A Ethanol- Ser. Gal. 
amme 

B Ethanol- Ser. Gal. 
amme 

C Ethanol- Ser. Inωit. 
amme 

D Ethanol- Ser. Inosit. 
amme 

E Ethanol- Thr. Gal. 
amme 

F Ethanol・ Thr. un- Gal. 
amme identifted 

G Ethanol・ Thr. un- Gal. 
amme identified 

H Ethanol- Thr. un- Gal. 
amme identified 

Paper chromat<港raphyw舗 carriedoutωfollows: 
* Toyo No. 50凹酔rwas u踊 dwi低1the ωlvent 8y鵬 mn-Bl泊H-AcOH-H20 (4:1:5) 

with a脚 ndingfront chromatography (at 250C. 20 hrsふ
Reagent 0.1 % Ninhydrin in aceぬneω，lution.

紳 ToyoNo. 50 paper w制 U鴎 dwith theωlvent 8ystem n-BuOH-EtOH -H20 
(4.0:1.1:1.9) with a醐 ndingfront chromat暗raphy
Reag唖ntA. AgNOa-aω，tone鈎 lution; Reagent B. Ethanolic NaOH BOlution 

Table 5. DNP-aminσph倒 pholipidsseparated by silicic 
mid咽 litechromatography 

Eluent I Elu紙nlrfrac:t. I 
CHCl:;'ii;(;ir， ml' ¥ ~êÿi;id. ~~g)'1 DNP-a凶 noba鴎 Fattyacid 

10 。
9 1 

4 1 

7 s 

8 2 

1 1 

2 s 

8 7 

1∞ 
1ω 

100 (104.4) 

100 

100 I ~ Fract. B2 
100 [1 (133.3) 

1∞ 

DNP-Ethanolamine|pal.，Ste.，Arath-，Beh(?).， 
C16 U田 atd.，C18 unsatd. 

DNP-Ethanolamine. I Pal.. Ste.. Arach .. 
DNP-Serine I C18 uru抱札
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ノール溶液(1.5mMol.) ， 5% NaHCOa水溶液 8mlを加え，室温 24時間振湿し反応させた後，稀

HClで酸性としクロロホルム層をとり，水層をさらにクロロホルムで抽出，全クロロホルム層を合し

95%エタノール，水で順次洗瀬，乾燥後溶剤を溜去， 410.8mgの DNP-アミノ燐脂質を得た。

DNP-アミノ燐脂質のケイ酸ーセライトカラムタロマトグラフィー:前記の如くして活性化したケ

イ酸ーセライト 24gをカラム (20X19Omm)に充填，アセトン 1∞ml，クロロホルム 60mlで洗糠

した後，クロロホルム 7mlに溶解したお伽ngの DNP-アミノ燐脂質を注入，クロロホルム，クロ

ロホルムーメタノール混液で順次溶出を行ない， Fract. Bt， &の画分を得た。各画分を 10倍の 6N-

HClと封管中 1000C，8時間加水分解し得られた DNP-アミノ酸と脂肪酸を Marinettiら13) の報

告に従ってペーパークロマトグラフィーによって検索し， Table 5に示す結果を得た。

場 嬢

溶剤分画によって得られたケファリン画分は Table1に示すごとく，コリン，スフィンゴシンお

よび糖を含み，これらの結果よりこのケファリン画分には Pbωphatidylcholine， Sphingomyelin，糖

脂質が滞在していることが推定されるが，これらの物質を単に溶剤分画のみによって完全に除去する

ことは困難と考えられる。構成脂肪酸の分布は C"からc:!.酸におよんではいるが， c:!.酸は恐らく

Sphingomyelinおよび糖脂質などのスフィンゴ脂質に由来するものと考えられる。

ケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフィーにより分画した画分の分析結果は Table3に示したが

この結果よりみると Fract.A は溶出量が少し NjPfi直が比較的小である。またスフィンゴシン-N，

糖の量よりみて糖脂質および燐脂酸などが Phωphatidylethanolamine，Phosphatidylcholineに混入

して溶出されたものと考えられる。 Fract.Bは NjP値は多少大ではあるが Phosphatidylethanola-

mineおよび Phω.phatidylserineが主でその成分比は約 2:1でさらに少量のコリン脂質および糖脂

質が混在している。 Fracs.Cは Phosphatidylethanolamineおよび Phoephatidylserineを主とし

その成分比は約4:1であるが加水分解物にイノシットが検出されたことよりイノシトール脂質，分析

値よりコリン脂質の混入されていること，また Fract.Dはその溶出曲線，分析結果より Fract.C 

の tailingしたものと考えられる。Fract.Fより Hはその分析値および加水分解物より推定すると

何れも Phω:phatidylethanolamineおよび Phosphatidylthreonine，コリン脂質と糖脂質の混合物で

あるがその成分比は各薗分により多少差が認められる。

アセタール脂質は全般にわたって分布している。この様にして予めケファリン画分を分別し，さら

にケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフィーを行なっても個々の脂質を単離することは困難なよう

に考えられる。

さらにFract.Bを DNP化し DNPーアミノ燐脂質をケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフィー

により分画し，その加水分解生産物として DNPーエタノールアミンのみを含む画分と DNPーエタノ

アミンおよび DNPーセリンを含む薗分に分画した。前者を構成する脂肪酸はパルミチン酸，ステアリ

ン酸，アラキジン酸および C16，C18不飽和酸，後者はパルミチン酸，ステアリン酸，アラキジン酸お

よび C18不飽和酸よりなることを認めた。

総， 指

マス肝臓から溶剤j分画法によりケファリン画分を得，さらにケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフ

ィーによりケファリンの再分画を試みた。この方法により得られたエタノールアミン，セリンに富む

画分をさらに DNP化しケイ酸ーセライトカラムクロマトグラフィーにより DNP-phosphatidyl-

ethanolamineを分別した。
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