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水産動物筋肉中の有機燐酸化合物に関する研究 XIX 

エゾアヲピ筋肉台よびスノV メイカ筋肉中の

UDP誘導体の分離同定について

西田 清義*

Studies on the Organic Phosphates in the Muscles of 

Aquatic Animals XIX 

Isolation and identification of UDP-derivatives 

in the muscles of abalone and squid 

Kiyoyoshi NISHITA * 

Abstract 

Acid-soluble extracts of the muscles of abalone and squid were fractionated 
with barium ac唱tate，and nucleotides in the barium non-precipitated fraction were 
separated and identi:fied制 UDP-N-acetylglucosamine， UDP-N-acetylgalactosamine， 
UDP-glucose， and UDP-galactose. 

Furthermore， the approximate amounts of UDP-N-acetylhexosamine and UDP-
hexose，阻.dthe ratios of UDP-N-acetylglucosamineωUDP-N-acetylgalactosamine 
were determined. 

緒言

著者は先にエゾアワピ筋肉中の酸可溶核酸成分について検討して報じた(1)が，その際ごく微量の成

分として 1-2種の UDP誘導体の存在を確認した。水産無脊椎動物筋肉から UDP誘導体を分離し

た例として，最近 v.Wylie et al.∞は Paci:ficoysterからイオン交換セルローズによって UDPAG

を認めたという報告があるが，そのほかには見られないようである。著者は今回エゾアワピ筋肉およ

びスルメイカ筋肉を多量に使って UDP誘導体を分離同定したのでその結果を報告する。

本北海道大学水産学部水産化学教室

本報告において次の略称を使用する。

UDP Uridine diphosphate 
UDPAH Uridine diphosphate-N-acetylhexosamine 
UDPAG Uridine diphωphate-N圃acetylgluco唱amine
UDPAGal: Uridine diphωpha怯 N叩 etylgalacωsamine
UDPH Uridine diphosphate hexose 
UDPG Uridine diphωphate glulωse 
UDPGal Uridine diphosphate galactose 
ADP Adenosine diphosphate 
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実験材料および方法

材料: 核酸系試薬は前報仰に記載したもののほかに UDPAG，UDPG (Sigma Chem. Co.)を使用

した。

N-アセチルグルコサミン(東京化成工業株式会社)，グルコース，ガラクトース，マンノース(和

光純薬株式会社)，ガラクトサミン(生化学工業株式会社)。

N-アセチルガラクトサミンは Rωem阻 etal.の方法仰によってガラクトサミンから合成した。

グルコサミンは N-アセチルグルコサミンを 2N塩酸で 1ω。C3時間封管中で加熱して脱アセチ

ル化を行なって調製した。

エゾアワピ (Haliotisdis側 sh仰仰のは函館近海産で水揚げ後数時間以内の生きているものを昭

和 40年 9月初句に市場から求め，前報(1lと同様に処理して，筋肉部 550gを得た。またスルメイ

カ (Todαrodespaci.fi仰のは同年 10月中句に函館近海で捕獲して蓄養しているものから捕獲後数時

間以内のものを求め，表皮，内臓を除去した胴筋肉部 620gを得た。

方法:

(1) 抽出方法筋肉重量の2倍の容量の 0.6N過塩素酸でホモジェナイズ拍出後，筋肉残澄を

等量の 0.6N過塩素酸でホモジェナイズし，前報(1)の抽出方法に準じて抽出液を調製した。抽出液

はそのままイオン交換分析に供せず，一度バリウム分別を行なった。即ち拍出液を 6N水酸化カリ

ウムで pH8.2に調整しつつ 25%酢酸バリウム溶液 100-250ccを添加して OOCに一夜放置し，

多量に存在する ATP，ADPなどの主として遊離の多燐酸塩をバリウム塩として沈澱させて除去した。

上澄液は塩酸で pH3-4 として活性炭カラム(和光純薬株式会社，クロマトグラフィー用活性炭 ~O'

-45g， o 5.0emx15em)に通してヌクレオチドを吸着させた。次いで活性炭カラムを水洗してから，

M/100 EDTA溶液 (1M-炭酸ナトリウムで pH7に調整)を約 500cc流し('ベ再び水洗した。

続いてアンモニア性アルコール(エタノール:濃アンモニア水:水=50:2:48v/v/v)で溶出液に260mμ'

の吸収がほぼなくなるまで溶出を行ない(約 2l)， 溶出液は順次手早くロータリーエパポレーターで

250C以下で減圧濃縮してアルコールを留去した。このようにして得た溶液をBariumnon-preeipitaωd 

fraetionとしてイオン交換クロマトグラフィーに供した。

ヌクレオチドのバリウム塩は N/10塩酸 100ccで溶解し，遠心分離を行なってよ澄液を集める。

沈澱はさらに同濃度の塩酸 50ω で2回溶解させた。上澄液は一緒に合わせて Dowex50 WX 8 (H七、。7.5emx10emまたはゆ2.0emX25em)に通してバリウムを除去し，続いてカラムを 260mpの

吸収がなくなるまで水洗する。通過液および水洗液を合わせて 6N水酸化カリウムで pH6.5に調

整してイオン交換クロマトグラフィーに供した。

(2) ペーパークロマトグラフィー 核酸系物質のペーパークロマトグラフィーはあらかじめ 2N

酢酸で洗浄した東洋漉紙 No.3で次の展開液を使用して行なった。

(1) Ethanol-M. ammonium aeetate (pH 7.5) [75:30 v/vJ下降法

(2) Ethanol-M. ammonium aeetate (pH 3.8) [75:30 v/vJ下降法

糖のペーパークロマトグラフィーは東洋漉紙 No.50を使用し，次の展開剤で行なった。

(3) 骨 Butanol-pyridine-water[6: 4: 3 v /v /v ] 通常は下降法によった。グルコース，ガラク

トースの分離のためには上昇法，二重展開を行なった。

(4) 酷 ;hylaeeta枠 p戸idinE←water[2:1:2 v/v/vJ下降法

(5) Ethylaeetate-aωtie aeid-water [3:1:3 v/v/vJ下降法

(6) 骨勘加lol-ethanol-water[4: 1 : 1 v /v /v ]下降法
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( 7 ) Phenol satd. water上昇法

( 8 ) Ethylacetate-pyridine剖%ammσnium hydroxide-water [10:5:3:3 v/v/v/vJ下降法

N-アセチルヘキソサミンを相互に分離させるために，東洋漉紙 No.50をホウ酸緩衝液 (0.2M

Boric acid-sodium tetraborate buffer， pH 8.2)で処理してから使用した仰。

糖類の検出は Anilinhydrogen phthalateで行なった。

(3) UDP誘導体から糖成分とヌクレオチド成分の分離

UDP誘導体の N/1ω塩酸溶液を 1000C，10分間加熱することによって糖成分を遊離させた(6)。

この分解液を活性炭カラムに通してヌクレオチドを吸着除去し，通過液をさらに Dowex50W-X 8 

(H+，ゆ1.1cmx3cm)，Amberlite IR-4B (Cl-， q)1.1cmX3巴m)を通過させて精製した。こうして

得た糖成分の溶液をデシケーター中で水酸化ナトリウムの存在のもとで，務縮乾固を繰返して塩酸を

除去した。また，活性炭カラムに吸着したヌクレオチド成分はアンモニア性アルコールで溶出し，ロ

ータリーエパポレーターで 250C以下で減圧濃縮した。

(4) Nーアセチルヘキソサミンの脱アセチル化

N-アセチルヘキソサミンの溶液を 2N塩酸中で 1000C，3時間封管中で加水分解した。分解液は

デシケーター中で水酸化ナトリウム存在下で緩急繍乾固を繰返して塩酸を除去した。

(5) ヘキソサミンのニンヒドリン酸化

ヘキソサミンを漉紙にスポットとして供試し，ニンヒドリンとピリジンの混合溶液を噴霧して酸化

を行ない，生成したぺントースをペーパークロマトグラフィーで同定したく7)。

(6) N-アセチルグノレコサミンおよび N-アセチルガラクトサミンの分別定量

ホウ酸処理した漉紙に Nーアセチノレヘキソサミンの混合物を帯状に供試し，展開剤 (3)でペーパー

クロマトグラフィーを行なって両者を分離した。ガイドストリップを用いて，糖の位置を確認したの

ち，語草紙から糖部分を切りとって細切りにし，一定容量の蒸溜水で二昼夜室温で抽出した。抽出液に

ついて J.L. Reissig et al.の方法仰を用いて比色定量した。標準の N-アセチルグルコサミン，N

-アセチルガラクトサミンを使用して，漉紙からの回収試験を行ない，前者では 102.0%，後者では

93.3%と良好な結果を得た。

実験結果

エゾアワピ筋肉 550gのBariumnon-precipitaぬdfractionのイオン交換溶出図のうち前報ωに

おいて UDPまたは UDP誘導体が溶出されて来た部分を Fig.1に示した。またスルメイカ筋肉

620gの溶出図を Fig.2に示した。これらの溶出図の PeakEは ADPであることが確認されたが，

Peak Dの前半の部分は紫外線波長での吸光度比から Uracilnucleotideであることが推定された。

アワビ筋肉の PeakD を再クロマトグラフィーした結果 Fig.3に示した通り Peaka， b， cの8成

分に分別された。また，スルメイカ筋肉の PeakDも同様に再クロマトグラフィーによって a-cの

3成分に分離された (Fig.4)。

エゾアワピ筋肉成分 aの紫外線吸収スペクトルは pH2でえmax.263mμ，Amin. 231mμ であ

り，臭素化によってその特異的吸収スペクトルは完全に消失した (Fig.5)。

エゾアワビ筋肉成分 b，スルメイ刀筋肉の a，bの吸収スペクトルも，これとまったく同じ形を示

し，いずれpも Uracilnucleotideであることが判明した。各成分の全リン酸， リボースの測定結果は

Table 1に示した。

エゾアワビ筋肉成分 aおよび bを標準 UDPとともにペーパークロマトグラフィーを行なった結
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Fig. 1. Ion唱 xchangechromatography of the acid-soluble nucleotides 
in the barium non-precipita旬dfraction (abalone) 

Exchanger: Dowex 1X8-formate， 100-200 mesh， o 2.0cmx20cm 
Elutingωlution: ( 9 ) O. 1 M Formic acid (F. A.)， 0.3 M Sodium formate (S. F.) 

(12) 0.1 M F. A.， 0.7 M S. F. 
(13) 0.lMF.A.，1.0MS.F. 

Flow rate: 1-1.5ml.jmin. 
Each fraction∞，ntains 20 ml. 

-log T 

08 

04 

400 600 700 

Fraction No. 

Fig. 2. Ion-exchange chromatography of the acid-soluble nucleotides 
in the barium non-precipitaぬdfraction (squid) 
Experimental conditions are the same as in Fig. 1 
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Fig. 3. Rechromatography of the D-fraction of the muscle of abalone 

肱 changer: Dowex 1X8-forma句， 100-200mesh， O1.1cmX25cm 
Eluting solution: (7) 0.1 M F. A.， 0.1 M S. F. 

(8) O.lM F.A.， 0.2M S. F. 
(9) 0.lMF.A.，O.3MS.F. 
(10) 0.lMF.A.，O.4MS.F. 

Each fraction contain目 10ml.
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Fig.4. R庖chromatographyof the D-fraction of the muscle of squid 
Experimental conditions are the same as in Fig. 3 
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Fig. 5. Ultra-violet abωrption spectra of substance a (abalone) 

Table 1. Chemical analysis of nu巴lωtidesiω，lated 
from the muscles of abalone and squid 

Molar ratio 

Uracil Total-P Ribωe 

Abalone a 1.00 2.05 

b 1.00 1.91 

Squid a 1.00 1.86 0.71 

b 1.00 1.83 1.06 

Table 2. R adenoslne values of nucleotides isolated 
from the muscle of abalone 

Subst&nce a b Auth. UDP 

R adenoslne 0.81 0.61 0.20 

Solvent 1: Ethanol-M ammonium acetate， pH 7.5 (75:30) 

-，..198-
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果いずれも標準 UDPと明らかに Rfが異なることから，両成分とも UDP誘導体であることが示

唆された (Table2)。そこで糖成分を検索するためにエゾアワビ筋肉成分aおよびbを N/100塩酸

で 1000C，10分間加熱して糖成分を遊離させた後，加水分解液をデシケーター中で乾固してグルコ

ース，ガラクト ース，マンノース，N-アセチルグルコサミ/， リボース，キシローズと共に展開剤

(3)でペーパークロ 7 トグラフィーを行なって予備的に比較した。その結果 Rfと発色した色調から

tt 11 
'. 

争・E 竃け争 三

Q. bcd  A B ! C 
心 マ 地時即増加…一一一一

II 
Solvent 3 Solvent 2 

Fig. 6. Paperchromatography of degradation products obtained 
by mild acid hydrolysis 

( 1) Sugar moiety 
a ...Auth. N-acetylglucosamine 

b …Obtained from substance a (abalone) 
c ...Auth. glucose 

d . ..Obtained from substance b (abalone) 

e …Auth. mannose 

(II) Nucleotides 
A ...Auth. l:JMP (upper) and UDP (lower) 

B .. .Obtained from substance a (squid) 

C.. .Obtained from substance a (abalone) 

Solvent 2: Ethanol-M ammonium配 etate，pH 3.8 (75:30) 

Solvent 3: 偽ーBut潤 101-pyridine-water(6・4・3)
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成分aの糖成分は Nーアセチルグルコサミン，成分bのそれはグルコースである と推定された (Fig.

6-1)。さらに成分aの糖について溶紙上で Elson-Morgan反応仰を試み，Erlich試薬だけで紫色に

発色したことからも N アセチルアミノ糖であることが確認された。この分解物中のヌクレオチド成

分もまたペーパークロ7 トグラフィ ーで検討し，標準の UMPとUDPに完全に一致する 2個のスポ

ットが得られた (Fig.6-II)。

従って，エゾアワピ筋肉成分aは UDPAG，成分bは UDPGであることが示唆され，またイオン

交換クロマトグラフィ ーの態度からスルメイカ筋肉成分aはエゾアワピ筋肉成分aに，同成分bはエ

ゾアワビ筋肉成分bに相当することが考えられたので，各成分を標準の UDPAG，UDPGとペーパー

7ロマトグラフィ ーで比較しTこ (Fig.7， Fig. 8)。

しかしながら， この展開剤では UDPAH問の相互分離或いは UDPH間の相互分離は行なわれな

司e

A B 0 D .E A II 0 D t 
>-，，--1 

Solvent 2 Solvent 1 

Fig. 7. Paperchromatography of substances a and b (abalone) 

A.. .Substance a 

B ...Auth. UDPAG 
C.. .Substance b. 

D...Auth. UDPG 

E...Auth. UDP 

Solvent 1: Ethanol-M ammonium acetate， pH 7.5 (75:30) 

Solvent 2・ Ethanol-M ammonium acetate， pH 3.8 (75:30) 
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Fig. 8. Paperchromatography of substances a and b (squid) 

A."Substance a C."Substance b 

B".Auth. UDPAG D.・.Auth.UDPG 

いので，さらに糖成分を詳細に検討することによってそれらが単一成分であるか混合物であるかを調

べた。

まず，エゾアワビ筋肉の成分aの糖成分を 4種類の展開剤で N アセチルグルコサミンとペーパー

クロマトグラフィ ーで比較して Fig.9に示した。図からわかるように展開剤 (4)，(5)で展開した

クロマト グラムでは試料の方が標準物質よりもやや低くなる傾向を有しており，混合物であることを

暗示してv、る。

この糖成分をホウ酸処理した鴻紙で 2種溶媒を使用してペーパークロマトグラフィーを行ない，ま

たスルメイカ筋肉成分 aの糖成分についてもまったく同様に展開して Fig.10に示した。

この結果から両者とも N-アセチルグルコサミンと N-アセチノレガラクトサミンの混合物であるこ

とがわかる。なお，この両スポット以外に下方に見られる 1-2個のスポットはー部脱アセチルによ

って生じたグルコサミンとガラクトサミンである。また成分aの糖を脱アセチルしてから標準のグル

コサミ ンとガラクト サミンと共に漉紙に供試し，これを滅紙上でニンヒドリン酸化した後，展開剤

(3)， (6)で展開してグルコサミン， ガラクトサミンから生ずるべント ースに比較した (Fig.11)。

この結果からもエゾアワ ビ，スルメイ カ両筋肉の成分aの糖は Nーアセチルグルコサミンと N-ア

セチルガラクト サ ミンの混合物であることが確認された。

これらの糖混合物を分別定量した結果，N-アセチルクルコサ ミYとN アセチルガラクトサミンの
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Fig. 9. Paperchromatography of sugar moiety obtained from substance a (abalone) 

A...Auth. N-acetylglucosamine 

B ...Obtained from substance a (abaJone) 

Solvent 3:η-Butanol-pyridine-water (6・4:3)

Solvent 4: Ethyl acetate-pyridine-water (2:1:2) 

Solvent 5: Ethyl acetate-acetic acid-water (3・1:3)

Solvent 8: Ethyl acetate-pyridine-28% ammonium hydroxide-water (10:5:3:3) 

混合比はエゾアワビ筋肉で 2.1・1.0，スルメイカ筋肉で 1.9:1.0であった。以上の結果エゾアワビ

筋肉およびスルメイカ筋肉の成分 aは UDPAGと UDPAGalの混合物であることが確認された。

エゾアワビ，スルメイ カ両筋肉の成分bから糖成分を遊離して活性炭，イオン交換樹脂で精製した

後，標準のグルコース，ガラクト ース，マンノースと共に，ペーパークロマトグラフィ ーで比較した

(Fig. 12， Fig. 13)。この結果から両者の成分bの糖はともにグルコースとガラクト ースの混合物で

あり，グルコースが主成分であることがわかる。従ってエゾアワビ筋肉およびスルメ イカ筋肉のb成

分は UDPGと UDPGalの混合物であり，前者が主成分であることが確認された。

Fig.3および Fig.4の成分cは紫外線吸収スペクトルがアデノシン型であり，アデニン， 全リン

酸，不安定リン酸， リボースのモル比が約 1・2:0・2であり，また溶出位置からも ADP-riboseであ

ると考えられるが詳細なことは目下検討中である。
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Fig. 10. Paperchromatography of sugar moiety by means 

of borate-treated paper 

A...Auth. N-acetylgalactosamine B ...Auth. N-acetylglucosamine 

C.. .Obtained from substance a (squid) D ・Obtainedfrom substance a (abalone) 

考察

エゾアワビ筋肉およびスルメイカ筋肉中の酸可溶核酸成分の中，特に生体内における重要な代謝中

間体である Nucleotide-sugarとして UDP誘導体の検討を行なった。一般にこれらの動物筋肉中に

おいては ATP，ADP， AMPなどのヌクレオチドが多く(l，10)，殊に遊離の多燐酸塩が主要な成分とな

っていて，これが微量;の成分の検討を妨げている一つの大きな原因ともなっていると考えられる。

Nucleotide sugarは水溶液からパリウム塩として沈澱しないことから，筋肉抽出液を イオン交換分

析に供する前にあらかじめ多燐酸塩の大部分をバリウム塩として取り除き，上澄液を活性炭処理した

後イオン交換ク ロマトグラフィ ーを行なった。この活性炭処理の際に EDTA処理することによって

Nucleotide-sugarはほぼ定量的に回収されるとし、う報告があり叫日，本実験においても同処理を行な

っfこ。

イオン交換分析の結果から UDP誘導体の含有量を概算して Table3に示した。 この結果から UDP

誘導体の含有量は，エゾアワビ筋肉ではスルメイカ筋肉の約3倍であり，両者とも UDPAHの方が

UDPHより多いことがわかる。しかし一般の晴乳動物の各組織仰，12)に比較して，かなり含有率が低

いことが推察される。

エゾアワビ筋肉のこれらのヌクレオチド含有盆をエゾアワビ肝臓日町のそれと比較すると，UDPAH 

は肝臓の約 1/6であるが，UDPHは肝臓中においては痕跡程度しか認められていない。 このことは

貝の肝臓はグリコーゲンの貯熊所とはなり得ないとする足利の研究〈川を裳づけるものでないかとも

考えられる。

UDPH が行動の緩慢なエゾアワ ビ筋肉に多く ，活動的なスノレメイカの筋肉さらにはエゾアワビ肝

臓に叫ないということは，これが本来の性質であるのか或いは食餌の摂取状況または捕獲前の生理的

状況による影響なのかは不明である。
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Fig. 11. Paperchromatography of pentose obtained by ninhydrin oxidation 

A目。Pentosefrom auth. galactosamine 

B ... Pentose from auth. glucosamine 

C... Pentose from deacetylat必dsugars of substance a (squid) 

D ...Pentose from deacetylat恐dsugars of substance a (abalone) 
Solvent 3・ n-Butanol-pyridine-water (6: 4: 3) 

Solvent 6: n-Butanol-ethanol-water (4:1:1) 

UDPAHの糖成分はエゾアワビ筋肉およびスルメイ カ筋肉ともに N アセチルグルコサミン と N-

アセチルガラクトサミ ンが約 2:1の割合で混合している結果が得られ，牛肝臓(1刊こ於いても同じ結

果が示されていることから各種動物組織中でのこれらの成分の混合比，強いては関連酵素系の相異に

ついても興味がもたれる。

著者らは，これらの Nucleotidederivativesは筋肉の解糖作用または生体組織の合成分解過程にき

わめて重要な意味をもっという観点から，さらに各種の動物あるいはそれらの極々な組織中でのその

種類と含有量の決定およびその生成，分解の機構を究めてその生化学的怠義を明らかに したし、と考え

ている。

要 約

エゾアワビ筋肉およびスルメイカ筋肉の過塩素酸抽出液の Bariumnon-precipitated fractionを陰

イオン交換クロマトグラフィーによって分析し，各々の筋肉からUDPAG，UDPAGal， UDPG， UDPGal 

を同定した。

また UDPAHと UDPHの含有誌を概算するとともに UDPAHの函分の UDPAGと UDPAGal

の企比を測定した。

本研究は斎藤恒行教授の御指導の下で行なった。 ここに深く感謝する。また多くの有益な御助言を

頂いた新井健一助手に厚く感謝する。
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Fig. 12. Paperchromatography of sugar moiety obtained 
from substance b (abalone) 

A...Auth. galactose 

B .. .Obtained from substance b 
C ...Auth. glucose 
D...Auth. mannose 

Solvent 3: n-Butanol-pyridine-wat恐r(6:4:3) 

Solvent 4: Ethyl acetate-pyridine-water (2: 1: 2) 
Solvent 7: Phenol satd.-wat泡I

Table 3. Nucleotide content in the muscles 

of abalone and squid 

〔μmoles!100g. wet、rt.)
Abalone Squid 

UDPAH 6.1 2.4 

(UDPAG) (4.1) (1. 6) 

(UDPAGal) (2.0) (0.8) 

UDPH 3.9 1.1 
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Fig. 13. Paperchromatography of sugar moiety obtained 

from substance b (squid) 

A...Auth. galactose B ・Obtainedfrom substance b 
C...Auth. glucose D...Auth. mannose 
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