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水産動物臓器の有機燐酸化合物に関する研究 I 

エグアワピ肝醇臓中の酸可溶性核酸成分にういて

関伸夫・新井健一・斎藤恒行

I. Studies on the Organic Phosphates in Viscera of Aquatic Animals 

Acid-soluble nucleotid倒 inthe hepatopancreas of abalone， 

(Rαliotisdi8CU8 hαnnai) 

Nobw> SEKI*， Ken-ichi ARAI* and Tsuneyuki SA町'0*

Abstract 

The acid-soluble substances of the hepatopancreas of abalone have been studied 
by岨 ion-exchangechromatography and found 旬 containadenine， adenosihe， uridine， 

guanine， guanosine， hypoxanthine， inosine， xanthine， AMP， UMP， IMP， GMP， ADP， 

UDP. UDP-hexo腿.UDP-N-acetylhexosamine， CDP-X， GDP， ATP and nicotinic acid. 
Among the acid-ωluble nucleotides of the hepatopancreas， the adenylic series and 
the uridylic serI<ωwere observed at 54 percent組 d37 percent respectively， while 
in muscle， as already shown， the uridylic seriωwere民arcelyfound. 

緒言

従来より著者らの教室では，水産動物筋肉中の ATP分解物の研究，および筋肉中の微量の酸可溶

性核酸成分について検討を続けているが，水産動物内臓中の酸可溶性核酸成分に関する報告はあまり!

ない。筋肉に比較して，その生理的機構に可成りの差が認められる内臓では，これらの成分の組成，

含量に当然，大きな違いが予想される。また，その結果によって，臓器機能の特異性との関係を明ら

かにすることが出来る。また，動物の種の違いによる酸可溶成分の分布，含量等の比較を行うことに

よって，比較生化学的な立場からも，興味ある結果が期待される。今回は，エゾアワビ肝騨臓中の酸

可溶性核酸成分について検討したので，報告する。

実験方法

試料として用いたエゾアワピ (HaliotisdisCU8h側叩のの肝勝臓 50gは生存状態にあるアワビよ

り採取し，直ちに2倍量の冷 O.6N-HCIO，で抽出した。抽出液を遠心分離後，残獲を等量の O.6N

-HCIO，で再抽出した後，上澄液を合せ，これをエーテルで振って，エーテル可溶物を除去した。エ

ーテルを，ロータリーエパポレーターで除いたのち， 6N-KOHで中和，生成した KCIO，を遠心分

離で除去。これをそのままイオン交換クロマトグラフィーに供しても良好な溶出ピークが得られない

ので， HCIで酸性として，活性炭処理を行なった。試料を 2cmxl0cmの活性炭カラムに吸着させ少

O.OlM-EDTAで洗浄，水洗した。活性炭をアンモニア性エタノール溶液 (95%エタノール:濃アン

*北海道大学水産学部水産化学教室
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1967J 関外: エゾアワピ肝秤臓中の酸可溶性核酸成分

モニア水:水， 50:2法的で処理し，溶出液を 300C以下で濃縮し， Dowex 1x8ギ酸型カラムに吸着

させた。カラムからの溶出は Stepwiseelution systemにより，溶媒には，ギ酸ーギ酸ソーダを使用

しTこ。

50gの試料を用いたのでは，微量成分の検出，その他十分な検討が行なえなかったので，別に 500g

の肝勝臓を用い細部にわたる検討に当てた。抽出法は， 5ug試料の場合と同様の方法で行なったが，

中和後，酢酸パリウムを加え，バリウムで沈澱する部分と沈澱しない部分に分け，それぞれをアニオ

ン交換クロマトグラフィーに供した。

樹脂からの溶出液はフラクションコレクターで分取し，各フラクションはその紫外線吸収極大波長

での吸光度を島津製 QR50型光電分光光度計で測定した。紫外線吸収スペクトルは，島津自記紫外

分光光度計を用いて測定し，塩基成分の推定を行ない，また臭素化によるスペクトルの変化1)も塩基

の推定手段とした。

総リン酸は Fiske& Subbarow法2)に準じて分解し，中島らの方法8)で発色，定量した。リポース

は，オルシノール法的により定量した。ピリミジンヌクレオチドの場合は臭素で分解目した後，オルシ

ノール反応を行なった。

ペーパークロマトグラフィーは 2N-酢酸で洗浄した東洋濃紙 No.3を用いた。溶媒は次に示す通

りである。なおヌクレオシドの検出には主として (1)-(4)，上昇法により，ヌクレオチドには (5)ー

(7)，下降法を使用し，それぞれ室温で標準物質とともに展開し，展開後スポットの位置は紫外線ラン

プ(東芝 F1-3S型)により検出した。

(1)水 (pH10) 

(2) イソプロパノールー飽和硫安一水 (2:79:19)

(3) イソアミルアルコールー5%Na2HPO. 

(4) メタノールー濃塩酸一水 (7:2:1)

(5) メタノール水一濃アンモニア水 (6:3:1)

(6) エタノール-M-酢酸アンモニウム緩衝液 (pH3.8) 

(7) エタノーノレ-M-酢酸アンモニウム緩衝液 (pH7.5) 

糖のペーパークロマトグラフィーには次の溶媒を用い，アニリンハイドロジンフタレートを噴霧し

て，スポットを検出した。

(8) 処ーフータノールエタノールー水 (4:1:1)

(9) 酢酸エチルーピリジンー水 (2:1:2)

(10) n-フゃタノールーピリジンー7]((6:4:3) 

標準試薬は次のものを用いた。

5'-CMP， 5'-GMP， 5'-UMPは式田薬品工業株式会社;アデニン，ヒポキサンチン，イノシン， 5'-

AMP，ニコチン酸は和光純薬工業株式会社;町一IMPは味の素;グアノシン，ウリジン，N-アセチ

ルグルコサミンは東京化成工業株式会社 Dーガラクトサミンは生化学工業;キサンチン， 3'-CMPは

Nutritional Bi∞:hemicals Corporation; アデノシγ，グアニン塩酸塩は Zellsto宣伝.brikWaldhof; 

5'-UDPは C.F. Boehringer & Soehne GmbH， Mannheim; UDP-グルコース， UDP-N-アセチル

グルコサミン， 5にATPは Sigmaαlemical Company. 

実験結果

エゾアワビ肝勝臓抽出液からイオン交換クロマトグラフィーで得られた溶出図を Fig.1に示した。
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Fig. 1. Ion-exchange chromatography of the acid-soluble fraction of the hepatopancrea自
of abalone 
The extn叫， equivalent to 50 g of hepatopancreas， was separated on a Dowex 1 x 
8 (form脚)column (O 1.2 cm x 30 cm) by stepwise elution. Fraction size was 10 ml. 

Eluting目。，lutio田 : ① 0.005N-formicacid (FA)，② O.01N-FA，③ 0.02N-FA， 

④ 0.05N-FA，⑤ O.lN-FA，⑥ 0.lN-FA+0.05M-Sodium formate (SF)，⑦  

0.lN-FA+0.1M-SF，③ 0.lN-FA+0.2M-SF，⑨ 0.lN-FA+0.3M-SF，⑮  

0.lN-FA+0.4M-SF，⑪ 0.lN-FA+0.5M-SF， ⑫ 0.lN-FA+0.7 M-SF，⑬  

0.1 N-FA+ 1. 0 M-SF 

ピーク A，B， Cに認められたヌクレオシドおよび塩基の紫外線吸収スペクトル， リポース定量値，

およびペーパークロマトグラフィーの結果を Table1に総括した。

Peak A 

このピークはアニオン交換樹脂に吸着されなかった画分，および水洗により溶出した画分である。

紫外線吸収物質の大部分は核酸成分ではないが，ペーパークロマトグラフィーでアデノシンと推定さ

れるスポットを得た。

Peak B 

このピークからはペーパークロマトグラフィー(溶媒 (1))で4個のスポットが検出され，それぞ

れ Rf値の大きい方からB-a，B-b， B-e， B-dとする。 B-eおよび B-dは別の溶媒でペーパークロ

マトグラフィーを行なうと，それぞれ2個ずつのスポットが得られるので，このピークには少なくと
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関外: エゾアワビ肝勝臓中の酸可溶性核酸成分

Table 1. Analytical dataω，neeming Nuel，叙抱id，側担dB鎚偲

isolated from hepato酔mcreasof abalone 

Am砿 (mμ)

pH 2 pH 11 Solv. 1 2 

258 260 0.44 0.24 

263 263 0.82 

250 254 0.77 0.54 

250 259 0.64 0.40 

253 0.66 0.41 

248 0.37 0.25 

262 268 0.37 0.32 

267 242 0.53 0.24 

275 

PC* 
Rf values 

3 4 

0.57 0.57 

0.82 0.79 
0.69 

0.60 

0.42 0.49 

11 

0.24 
0.40 

12 

0.34 
0.16 

Ribose 

mpoelr e 

base 

0.92 

0.90 
0.92 

1.01 

* PC: Paper chromatography used Toyo Roshi filter paper No. 3. 
Solvent systems; 

1. H20 (pH 10) 
2.ω-propyl alωhol・風，t.(NH.)2S0.-H20 (2: 79: 19) 

3. iso-amyl alωhol・5%Na2HPO. 
4. methyl alcohol-conc. HCI-H20 (7:2:1) 
11. iso-propyl alcohol-N Hα(8:2) 
12. n-butanol-formic acid-H20 (77:10:3) 

Nucleωides 
and 
B鈍 es

identified 

adenosine 

uridine 
mosme 
hypoxanthine 
guanosine 
guanme 

adenine 
xanthine 

も6種の物質が混在している。これらは Table1の分析結果よりウリジン，イノシン，グアノシン，

ヒポキサンチン，グアニン，アデニンである。主成分はイノシンであるが，量的な分析は行なえなか

った。

Peak C 

このピークの再クロマトグラフィーを行なうと， 2成分以上が混在するが相互の分離は悪い。ペー

ノfークロマトグラフィーで 8つのスポットを得る。このうち 1つは前のピークより由来したと考えら

れるイノシンである。このピークの主成分 CC司 a)は Table1の分析結果からキサンチンである。

残りの 1つは CG-b)紫外線吸収スペクトルが pH2で Amax.280mμ，えmin.242mμ にあり，

臭素化によりピークは消失する。リポースは臭素分解により始めて発色する。これらから，このもの

の塩基はシトシンと推定される。総リン酸は塩基1モルに対して1.65モルであった。このものの酸

Table 2. Paper chromatography of the nuclω，tide 
obtained by acid hydrolysis of C-b 

Rf values 
Substance 

Solvent 6 7 

C-b 0.38 0.28 
Hydrolysate of C-b 0.22 0.35 

5'一CMP 0.22 0.35¥ 

3'一CMP 0.27 0.43 

6. ethanol-M-ammonium acetate buffer pH 3.8 (75:30) 
7. ethanol-M-ammonium ace句，tebuffer pH 7.5 (75:30) 
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分解物 (N-HCI，1000C， 40分間)かちはペーパークロマトグラフィーにより町一CMPに相当するス

ポットを得た (Table2)0 CDPはこの溶出位置には出ない。以上からC-bは CDP-Xと推定され

るが， Xについては検討中である。

Peak D 

このピークの紫外線吸収スペクトルは短波長程吸光値が高く， 220-300mμ の聞にピークはない。

ペーパークロマトグラフィーで紫外線吸収スポットは検出出来なかったので，このものは不純物によ

るものと考えられる。

Peak Eおよび PωkG

ピーク E は pH2で紫外線の極大吸収値が 330mμ に，ピーク Gは 310mμ にある。いずれも

核酸成分とは異なる様である。辻野ら的によって報告されている紅藻の特殊成分と，スペクトル的に

は似ており，アワビ筋肉中にも発見されていることから同一物である可能性も考えられるが，詳細に

ついては未検討であり，本体は不明である。

Peak F 

このピークは， 4種類の溶媒を用いたペーパークロマトグラフィーで単一のスポットを得る。リン

酸， リボースともに検出されない。 O.OlN-HCI溶液中で吸収極大が 261.5mμ にあり，臭素化によ

りスペクトルは変化しない。アルカリ性溶液中では， 257.5mμ，263.5mμ，270mμ に3つのピーク

を示す。この紫外線吸収スペクトルは標準のニコチン酸から得られるスペクトルηと全く同じであり，

ニコチンアミドのそれとは異なる。溶媒 (6)，(7)，犯ーフ手タノールーアセトンー水 (45:5:50)，80%ア

セトン町でペーパークロマトグラフィーを行なうと，それぞれ Rf0.79， 0.74， 0.32， 0.58を示し，

いずれも標準のニコチン酸に一致する。以上から，このピークはニコチン酸と同定した。

Peak H 

紫外線吸収スペクトルは pH2で吸収極大は 258mμ にあり， pHllで 260mμ にある。臭素化

によって，ピークは消失しない。これからアデノシン系ヌクレオチドと考えられ，塩基一総リン酸のモ

ル比は， 1:0.92である。 溶媒 (6)，(7)を用いたペーパークロマトグラフィーによって，Rf 0.32， 

0.17を示し，標準の AMPに一致する。このピークは AMPである。

Peak 1 

紫外線の吸収スペクトルは O.OlN-HCI溶液中で吸収極大が 258mμ にある。アルカリ性溶液中

では 240mμ に移ることからこのものは核酸成分ではないと考えられる。溶媒 (6).(7)でペーパー

クロマトグラフィーを行なうと Radenosineは，それぞれ 0.84，0.59を示す。リン酸， リボースと

もに検出されず，本体は不明である。

Peak J 

吸収スペクトルは pH2および pHllで 262mμ に吸収極大をもち，臭素化によりこのピークは

消失する。これからこのものはウリジン系ヌクレオチドと考えられる。塩基，総リン酸， リボース¢

モル比は， 1:0.95:1.06である。溶媒 (5)，(6)， (7)でペーパークロマトグラフィーを行なうと，そ

れぞれ Rf0.42， 0.48， 0.27を示し，いずれも標準の UMPに一致する。

Peak K 

このピークは紫外線吸収スペクト)1.-，臭素化によるスペクトルの変化〈ピークは臭素化により消失〉

からウリジン系ヌクレオチドで，塩基，総リン酸， リボースのモル比は 1:0.98:1.05である。溶媒

(6)， (7)を用いて，ペーパークロマトグラフィーを行なうと標準の UMPに一致する。 g ヌクレオ

チダーゼで処理すると，塩基1モル当り， 1モルのリン酸を放っ。以上からこのピークは前のピーク

(ピーク J)と同ーのものと思われるが，これ以上の検討は試料が少なく行なえなかった。 500g試料
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からは，このピークに相当するものは得られなかった。

Peak L 

紫外線吸収スペクトルをみると，極大吸収は pH2で 249mμ にあり，臭素化によってもスペク

トルに変化はなく， pH 11で吸収の極大は 253mμ に移る。これからイノシン系ヌクレオチドと推

定される。このものを N-HCI中で， 100oC， 1時間加水分解した後，加水分解物を溶媒 (1)，(2)を

用いて，ペーパークロマトグラフィーを行うと Rfがそれぞれ 0.63，0.38を示し，いずれも標準の

ヒポキサンチンに一致する。以上から塩基はヒポキサンチンである。塩基，総リン酸， リボースのモ

ル比は 1:0.99:0.94である。このものを溶媒 (5)，(6)， (7)で展開すると， Rf 0.32， 0.37， 0.12を

それぞれ示し，いずれも標準の IMPに一致する。以上から，このものは IMPである。

Peak M 

このピークは 500g試料では，バリウムで沈澱しない部分から得られ，再クロマトグラフィーで 2

つのピークを得る。これらを M-a，M-bのピークとする。 50gの試料からは M-bのピークは得ら

れなかった。

M-a: 紫外線吸収スペクトルは，ピーク Jと向じスペクトルを示し，臭素化によりピークは消失

Solv.8 
for 30hrs 

• ~ j I 
目

321 

Solv. 9 I Solv.I0 
for 9 h陪 Ifor 19 hrs 

t.t I 

|毒事

• ，、

ま
、、

I 2 3 I 2 3 
Fig. 2. Paper chromatograms of acid hydrolysates ofM.a fraction 

Sample was heaぬdat 1000 加 0.01N -HCI for 15 minutes. 
Desending chromatography w:ωcarried out on borate buffered Toyo Roshi 

filter paper No. 50 at room temperature. 
1; Authentic N-acetylgalacωsamine 
2; Hydrolysates of M-a 
3; Authentic N-acetylglucosamine 
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する。ウラシノレ，総リン酸， リポースのモル比は 1:1.90:0.98である。ペーパークロマトグラフィー

を行なうと， UDPには一致せず，標準の UDP-N-acetylglucωamineに一致する。 Rfは溶媒 (6)，

(7)で，それぞれ 0.33，0.37である。このものを 0.01N-HCl中で 1000，15分間分解した後，活

性炭処理を行ないヌクレオチドと糖の部分に分別した。ヌクレオチドはアンモニア性アルコールで，

活性炭より溶出，濃縮後，溶媒 (6)，(7)でペーパークロマトグラフィーを行なったところ，標準の

UDPと少量の UMPに相当する 2個のスポットを検出した。

活性炭に吸着されなかった糖の部分は，ホウ酸処理的をした東洋漉紙 No.50を用いて溶媒 (8)，

(9)， (10)でペーパークロマトグラフィーを行ない，標準の N-アセチルグルコサミンおよび N-アセ

チルガラクトサミンに一致する 2個のスポットを得た (Fig.2)。また糖部分を 2N-HCl， 1000， 3時

間で脱アセチル化した後，法紙につけニンヒドリン酸化を行ない1oh そのまま前記溶媒で展開すると

標準のグルコサミンおよびガラクトサミンのニンヒドリン酸化物に一致する 2個のスポットを検出し

た。以上から M-aは UDP-N-acetylglucosamineと， UDP-N-acetylgalactosamineとの混合物と考

えられる。

M-b: このものの紫外線吸収スペクトルは典型的なウリジン系ヌクレオチドである。塩基と総リ

ン酸のモル比は 1:1.80である。ペーパークロマトグラフィーを溶媒 (6)，(7)を用いて行なうと，

それぞれ RfO.24，O.26を示し，いずれも標準の UDP回glucωeに一致するスポットをうる。これ以

上の検討は試料が少なく行なえなかったが溶出位置から考えても， UDP-hexoseと推定される。

Peak N 

このフラクションは単一のピークではない様に思われるが，再クロマトグラフィーで得られた主成

分についてのみ検討出来，他のピークは微量で検討出来なかった。これの紫外線吸収スペクトルは，

0.01N-HCl溶液中で吸収極大が 256mμ，極小が 229mμ にあり， 270mμ-280mμ に肩を持つ。

臭素化によりピークは消失する。これからこのものはグアノシン系ヌクレオチドと推定され，グアニ

ン，総リン酸，リボースのモル比は 1:0.91:1.08である。ペーパークロマトグラフィーでは溶媒 (5)，

(6)， (7)で，それぞれ Rfが， 0.24， 0.34， 0.13を示し，いずれも標準の GMPに一致する。以上

からこのフラクションの主成分は GMPである。

Peak 0 

吸収スペクトルは，酸性およびアルカリ性溶液中で典型的なウリジンヌクレオチド型のスペクトノレ

を示し，臭素化によってピークは消失する。ウラシルー総リン酸ーリボースのモル比は 1:1.84:0.92で

ある。これからこのヌクレオチドは UDPと推定される。標準の UDPとともに溶媒 (5)，(6)， (7) 

でペーパークロマトグラフィーを行なうと，Rfはそれぞれ 0.31，0.27，0.19を示し，いずれも標準

の UDPに一致する。以上からこのピークは UDPである。

Peak P 

このピークの紫外線吸収スペクトルは，ピーク H (AMP)と全く同じアデノシンヌクレオチド型

のスペクトルを示す。臭素化によってもピークは消失しない。塩基一総リン酸ーリボースのモル比は 1

:2.05:0.97である。溶媒 (5)，(6)， (7)を用いて，ペーパークロマトグラフィーを行なうと，それ

ぞれ Rf;0.21，0.14，0.04を示し，いずれも標準の ADPに一致する。以上からこのピークは ADP

と同定した。

Peak Qおよび PeakR 

これら 2つの画分は相互の分離が悪く，合せて再クロマトグラフィーを行なうと 8つのピークが得

られる。最初のピークは紫外線吸収スペクトル， リン酸， リボースの定量から ADPと考えられる。

次のピークは，酸性およびアルカリ性溶液中で典型的なグアノシンヌクレオチド型のスペクトルを示
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し，臭素化によりピークは消失する。グアニンー総リン酸のモル比は 1:1.80であり，このものは GDP"

と推定される。

最後のピークは溶離液⑬で溶出された。紫外線吸収スペクトルは，アデノシン系スペクトルを示し，

アデニンー総リン酸ーリポースのそル比は 1:2.82:1.11である。以よから，このピークは ATPと考

えられる。

考察

エゾアワビ肝弊臓から，塩基，ヌクレオシドとして，アデニン，グアニン，キサンチン，ヒポキサ

ンチン，アデノシン，グアノシン，ウリジン，イノシンが認められた。これらの化合物は，アニオン

交換樹脂(ギ酸型)では相互の分離がうまくゆかない。また，ピーク A，ピーク Bの画分は，かな

り強く着色しており，この色はフェノール，あるいはエーテルで除去出来なかった。このため塩基，

ヌクレオシドの定量は行なえなかった。この塩基，ヌクレオシド画分は試料 50gの分析によれば，

260mμ での全紫外線吸収値のおよそ 5% にすぎない。 Horstmannll
) が無脊椎動物のカタツムリ

(Helix po伽 αtiaL.)の内臓で行なった分析では，イオン交換体 (Dowex2，ギ酸型)に吸着されな

い函分と，水で溶出される画分から少量のアデノシン，ヒポキサンチンおよびキサンチンを認めてい

る。アワビ肝勝臓から過塩素酸抽出法によって見出されるホマリン加は，本実験では活性炭処理の段

階で水洗により除去された。

ヌクレオチドとしては， CDP-X， AMP， UMP， IMP， GMP， UDP-N-aιetylhexosamine， UDP-

hexose， UDP， ADP， GDP， ATPを認めた。またこれらの含量を分子吸光係数18】を用いて概算した

(Table 3)。

Table 3. Nucleotide contents of the hepatopancreas of abalone 

Nucleotide 

AMP 
ADP 
ATP 
UMP 
UDP 
UDP-N-acetylhexosamine 
IMP 

Content (μmoles/g.， wet weight) 

0.57 
0.52 
0.10 
0.32 
0.13 
0.37 
0.10 

西田ら14)の行なったエゾアワピ筋肉とここで用いた肝勝臓 50gの試料とは同一個体より採取した

ものである。この両者を比較すると，筋肉からは，塩基とヌクレオシドは全く検出されていなし、。ヌ

クレオチド含量は筋肉ではアデノシンヌクレオチドが全ヌクレオチドの 90%以上であり， ATPは

68%を占めている。これに反し，肝勝臓では高エネルギー成分は微量である。アデノシンヌクレオテ

ドとウリジンヌクレオチドが全ヌクレオチドに占める割合は，それぞれ， 54%，37%であり，筋肉に

比較して，ウリジンヌクレオチドの比率が高くなっている。ウリジンヌクレオチドの中では UDP-

sugarが可成りの量を占めている。肝勝臓で得られた酸可溶性成分のパターンは，明らかに筋肉に比

べて，物質代謝型を示している様に思われる。カタツムリ内臓ではアデニンヌクレオチドは全ヌクレ

オチドの 50%以下が普通である11)。

ヌクレオチドの中で IMPは少量が肝隣臓に認められたが，筋肉には検出されていない。これはエ
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ゾアワピ筋肉に AMPdeaminaseが欠損している15，16)ことによるところが大きいと考えられる。庶目平

臓中の 1MPが AMPの脱アミノによって生成したものかどうかは不明である。

UDP-sugarについては， UDP-hex，ωeのピークに相当するものは 50gの試料からは認められなか

った。 UDP-lやacetylhexosamine，恐らく， UDP-N-acetylglueosamineとUDP-lやacetylgalacω，samine

の混合物と推定されるが，この含量は Luntらmがエピ (Homarus側 19俳句〉の肝勝臓から得た値，

{).15-0.75μmole/g， wet weightの範囲にあり，全ヌクレオチドのおよそ 16%を占める。なおカ

タツムリの UDP-sugarの割合も 10-16%を占めているω。

要約

エゾアワピ肝勝臓中の酸可溶成分をイオン交換クロマトグラフィ一等により分析し，アデニン，ア

テPノシン，ウリジ/'，グアニン，グアノシン，イノシン，ヒポキサンチン，キサンチン， AMP， UMP， 

IMP， GMP， ADP， UDP， UDP-hexo鴎， UDP-N-acetylhexo脇 mine，CDP-X， GDP， ATP，ニコチン

重量を認め，ヌクレオチド含量を求めた。
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