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水産動物臓器の有機燐酸化合物に関する研究 11

コイ肝臓中の酸可溶性核酸成分について

関 伸夫$・斎藤 恒行事

S七udieson the Organic Phospha刷 inViscera of AquaもicAnimals 

Acid-soluble nucleo色idesin the liver of carp 

Nobuo SEKI and Tsuneyuki SAITO 

Abstract 

11 

The acid-8oluble nucleotid倒晶ndrela:旬d8ub8tano倒 ofthe liver of carp 
h晶vebeen sep晶，ra旬dby anion-exch晶ngechromatogr品，phy抗 lowtemperature. 

The following nucleotid倒 h肝 eb田 ncharacterizedand identified: CMP， AMP， 
ADP， IMP， UMP， UDP， UDPAH， UDPH， UDPUA， GMP， NAD， NAD1:'晶nd
ADPR. 

In addition，色he following nucl凹 sidωbωes 晶nd 晶 few unidentified 
8ubstancωwere fouud: ur品。il，guanine， hypox;晶nthine，xanぬine，uri必ne;inosine， 
adeno自ine，gu畠nosine，nicotin晶.mide，CDP derivative and AMPS (or AMPS 
d母，rivative).

Amongもhenucleosides叩 dbωe8 identified fromもheliver of oarp， inosine 
is色hem晶，joroompone凶. The nucleoもidep抗tern obtainedお必fferent from 
that reported in the preceding paper for the hepaωpanore制 ofabalone. 

Nei色herpyri必nenuol伺も，idωnorUDPUA were de旬。tedin the hepatop乱ncreas
of ab晶，lone.

先に著者らは水産無脊椎動物の 1種として， ヱゾアワピ肝勝臓中の酸可溶性核酸成分について分析

を行い，従来行って来たアワピ筋肉の結果と比較検討し，両者の組成にきわめて顕著な特異性のある

ζ とを指摘した。 さらに動物の生理，生態を特徴づける代謝過程は当然その主要器官の成分にも関係

を持つζ とは予想されるので，各種動物の肝臓を用い，その種による酸可溶性核酸成分の違いを検討

する乙とは意義のある乙とと考えられる。そ乙で今回は脊椎動物のコイを選ぴp コイ肝臓中の酸可溶

性核酸成分について分析を行いp アワピとは質的にふ また量的にも ζれらの成分に可成りの相異の

ある ζ とを認めたのでpζζIL報告する。

実 験 方 法

試料として用いた市販の養殖コイ (Cyprinusalrpio)は撲殺した後，直ちに肝臓を採取，秤量し，

前報I}IL準じて処理，および酸可溶性成分の分析を行なった。即ち， 2倍量の冷 O.6N-HCIO，liとよ

りらいかい抽出し，遠心分離後p 上澄液を 6N-KOHで中和しp 生じた KCIO.を除いた。温液は活

性炭処理を行った後，アニオン交換クロマトグラフィーに供した。 ヌクレオシドおよび塩基両分の再

クロマトグラフィーは，新井・斎藤の方法"に準じて行った。

• 北海道大学水産学部水産他学教室
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北大水 産業報

ペーパークロマトグラフィ戸の溶媒は次のものを使用した。

1 H~O (pH 10) 

2 iso-propylalcohol-sat. (NH，hSO，-H~O (2 : 79 : 19) 

3 iso-propylalcohol-N-HCl (8 : 2) 

4 methylalcohol-2896 NH40H-H~O (6 : 1 : 3) 

5 ethylalcohol-M-ammonium acetate buffer. pH 3.8 (75 : 30) 

6 ethylalcohol-M-ammonium acetate buffer. pH 7.5 (75 : 30) 

7 n-butanol-ar.etic acid-H~ (2 : 1 : 1) 

[XVIII. 3 

調匝紙泳動f(は. pyridine-acetic acid-H，O (1 : 10 : 289， pH 3.6)を用い，温紙は東洋温紙 No.50

を使用した。電圧は 25V/cmをかけ， 3.5時間泳動させた。

標準試薬は前報の他fC次のものを用いた。

nicotinamide. galacturonic acidは和光純薬工業株式会社. glucuronic acid (lactone form)は東

京化成工業株式会社.NADは SigmaChemical Company.製。

実験結果

コイ肝臓 24g相当の過塩素酸抽出液のアニオン交換クロマトグラムを Fig.1.fC示した。図の様fC.

1から 17までのぜ{クが得られた。

Peak 1 

ζのピークはイオン交換樹脂K吸着きれなかった画分，および水で溶出された画分で， ヌクレオシ

ドおよび塩基類が含まれるととが考えられる。 ζの画分の再クロマトグラムを.Fig.2 f(示した。得

られた各画分は HClで酸性としp 活性炭処理を行い溶離剤を除去した。活性炭よりアンモニア性ア

ルコールで溶出，乾因したのち，各ピークについて検討を加えた。

1-1 :とのピークの紫外線吸収スペクトルは.pH 2で入max262即. pH 11 で問じく λm拡

262mμ にある。 とれはニコチン酸アミドと同ーのスペクトルである。溶媒6で，ペーパークロマト

グラフイ{を行うと Rf0.82を示し，標準のニコチン酸アミドK一致するので，乙のものはニコチン

酸アミドと同定した。

1-2 :ζ のピ{クからは溶媒1で Rf0.73および 0.50を示す2個のスポットが得られる。 Rfの

大なる方を 1-2-a.小なる方を 1-2-bとする。

1-2-aは pH2で λmax2伺mp.， pH 11で λmax267mμ のスペクトルを示す。 リポ{スは検

出きれない。紫外線吸収スペクトルから，ウラシルと推定した。

1-2-bはアデノシンのスペクトルを示し，塩基とリボースのモル比は 1:0.88である。溶媒 1.2，3

で標準のアデ1シンとともにペーパークロマトグラフィーを行う ι Rf 0.50. 0.18， 0.17を示し，

いずれも標準品に一致をみるので，乙のものはアデノシンである。

1-3 :乙のピークからも溶媒 1でペーパークロマトグラフィーを行うと. Rf 0.82と 0.37を示す

2成分より成り，それぞれ標準のウリランおよびグアニンに一致する。紫外線吸収スペクトルの結果

からも p 前者は pH2および pH11で入max263m仏後者は pH2で入max248mμ を示す。

後者からはリボースは検出されなかった。以上の結果から， ζのピークにはウリ pンとグアニンが含

まれる。

1-4 :ζのピークは溶媒1.2， 3でペーパークロマトグラフイ{を行うと，それぞれ Rf0.52. 0.40， 

0.23を示し，いずれも標準のヒポキサンチンに一致するスポットをうる。紫外線吸収スペクトルは，

pH 2で λmax250 mp.， pH 11で入m皿 259mp.にある。以上からヒポキサンチンと同定した。

1-5 :乙のピークを溶媒1および 2でペーパークロマトグラフィーを行なうと， Rf 0.72と 0.57，

および Rf0.43と 0.41を示す2個のスポットが得られる。 ζれらの紫外線吸収スペクトルは，いず
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19回] 関・斎藤: コイ肝臓中の酸可溶性核酸成分
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れも Rft直の大なる方がイノシン(入max250m.μ(pH 2)，入max254mμ(pH 11)). 小なる方がグ

アノシン (λmax253mμ(pH2))を示しP 塩基 1モル1<::対するリポースのモル比は1.02と 0.82で

ある。以上から，それぞれイノシンとグアノシンと同定した。

1-6 :ζ のものを溶媒 1，2，3でペーパークロマトグラフィーを行うと Rf0.72. 0.43， 0.26を示し，

いずれも標準のイノシンおよび1るから得たイノシンに一致する。紫外線吸収スペクトルもイノシン

のそれと同一である。リポースは塩基1モル当り 0.92であった。以上から ζのものはイノシンである。

Peak 2 

溶媒 lでペーパークロマトグラフィーを行うと， Rf 0.85と 0.55を示すスポットが得られる。 Rf

値の大なる方は，シチDンヌクレオチドの紫外線吸収スペクトルを示し，塩基と総リン酸のモル比は，

1 : 1.80である。溶出位置かち， ζのものは CDP誘導体と推定される。

Rf値小なる方は， リン酸， リポースともに検出されず， キサンチンの紫外線吸収スペクトルを示

すのでp とれはキサンチンと同定した。

Peak 3 

ζのピークはシチクン系ヌクレオチドの紫外線吸収スペクトルを示しP シトシンと総リン酸のモル

比は， 1 : 0.83である。標準の 5'-CMPとともに溶媒 4，5.6でペーパークロマトグラフィーを行う

と，それぞれ Rf0.53， 0.37， 0.58を示しP いずれも標準品に一致ずる。以上から，乙のものは CMP

である。

Peak 4 

ζのものは紫外線吸収スペクトルはアデノシンに似るが， KCN添加3) 1とより，新たに 327mμIC

ピークが現れる。 Rosenbergらの方法ので，乙のものをオートクレープ分解 (1200
，15 lb， 7分間)

し，分解生成物をペーパークロマトグラフィーにより検討すると， 3個のスポットが得られる。 乙れ

らは，ニコチン酸アミド， AMP. ADPR (ADP-Ribose)と同定した (Table1)。以上から，乙のも

のは NADと推定される。 NAI)， リボース，総リン酸のモル比は 1: 1.71 : 1.80である。また標準

の NADとともに溶媒 4，5，6を用いて，ペーパークロマトグラフィーを行うと.Rf 0.45， 0.16， 0.18 

を示し，いずれも標準品に一致するので，乙のものは NADと同定した。

Peak 5， 7， 8. 9， 12， 13の各ピ戸クは紫外線吸収スペクト )V，リン酸，リポースの定量低ペーパー

クロマトグラフィーなどの分析結果より，それぞれ， AMP， UMP. IMP， UDP-N-acetylglucosamine 

(UDPAG)および UDP-N-acetylgalactosamine (UDPAGal)の混合物， UDP， ADPと同定した

(Table 2)。また，乙れらのピークは前報のアワビ肝勝臓から得ιPeakH， J， L， M-a， 0， Pの各

ピークと同ーのものである。 Peak6は Peak1 1<::相当し，来同定ではあるが核酸成分ではないと考

えられる。

Peak 8 

このピークは溶出の後半ICE訓 /E蜘の値が小きくなるので IMPの他に少量の成分が混在してい

る乙とが考えられる。 乙のものは溶媒 5，6でペーパークロマトグラフィーを行うと RIMP， 0.45， 

T晶，ble1. AnalysIS of au旬。leavedproducts of the p偽 k4

hper chU15atography 

竺三」
0.78 

0.37 

0.16 

U. V. Spectra 
λmax (mu) 

260 

2ω 
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1967] 関・斎藤: コイ肝臓中の酸可溶性核酸成分

T晶.ble2. Separation and char制旬由凶ionof乱cid-ωlublenucl印刷.68from Iiver of ω.rp 

λmax (mu) Total PC. Content 
Ribose phOpS咽hate Rf va1ues 

Peak per bamse ole 
5ugar after Identifica- umoles/g 

per Damse ole 
hydrolysis 

501. 4 ¥ 5 I 6 
tion wet 

weight 

3 280 271 0.83 0.53 0.37 0.38 CMP 0.06 

4 260 260 1.71 1.80 0.45 0.16 0.18 NAD 0.16 

5 258 260 0.91 0.89 0.44 0.34 0.15 AMP 0.50 

7 262 262 0.81 0.8S 0.62 0.41 0.21 UMP 0.16 

8-1 250 254 0.92 0.96 0.61 0.32 0.21 IMP 0.86 

8-2 260 260 1.96 3.14 NADP 

9 262 262 0.9.5 2.10 NNZgベ-IaamUlcDaeeoctwstyoall nsaumne me 0.33 0.37 0.30 

10-1 262 262 1.94 gglaulaccotsoe se 0.26 0.32 UDPGa1 
0.18 

10-2 256 0.87 0.77 0.33 0.10 GMP 0.17 

11 258 260 1.70 1.88 0.16 0.26 ADPR 0.04 

12 262 262 0.27 0.18 UDP 0.10 

13 258 260 1.85 0.21 0.14 ADP 0.45 

14 262 262 2.02 gglaauIc号eIGuqtIounroic niac cid 0.2.2 • UDPUA 0.19 

16 258 260 uniden-
tification 

AMPS or 
17 267 269 0.90 0.98 AMPS 0.19・・・

derivative 

• PCお paperchromatogr昭hy田 .ingToyo Roshi副総rpaper No. 3. Solvent systems: 
4;meもhy1alcohol・2896NH，OH-HsO (6:1:3). 5;的hylalcohoI-M・晶.mmo凶umace'旬.tebuffer 
pH 3.8 (75:30). 6; eもhylalωhol・M・m晶.mmoniumace旬もebuffer pH 7.5 (75:30). 

•• Valuω 晶.reexp問自由dωRUDP.

帥 ・ Value isωJc凶晶ぬdas.AMPS (晶denylosuccinic晶cid).

0.44をそれぞれ示す。紫外線吸収スペクトルは NADと似たスペクトルで， KCN添加を行うと NAD

と同じ様11:， 327 mμ11:新しいピークが現われる。 NAD，リポース，総リン酸のモル比が， 1: 1.96 : 

3.14である乙とからP 乙のものは NADPと考えられる。

Peak 10 

乙のピークは溶媒6でペーパークロマトグラフィーを行うと， Rf 032および 0.10を示す2個の

スポットをうる。 Rf値の大なる方から 10-1，10-2とする。

10-1 :紫外線吸収スペクトルはウリジンを示し，塩基と総リン酸のモル比は 1: 1.94である。溶

媒 5，6でぺ{パークロマトグラフィーを行なうと， Rf 0.26， 0.32巻示しp いずれも標準の UDP-

glucose (UDPG)に一致する。 N/l∞HCl，1000， 15分間ζのものを分解すると， UMP'とUDPが

検出される。糖部分ではアニリンヒドロ少シフタレートを噴霧すると"グルコースとガラクトース11:

一致する 2個の褐色スポットを得る (Fig3)。以上からこのものは" UDPGと UDPGal(UDP-

galactωe)との混合物である。

10-2 :乙れは Table2の分析結果から GMPと同定した。
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Peak 11 

乙のヌクレオチドは，アデノシンに似たスペクトルを示す.ピーク 4(NAD)のオートクレーブ分

解で得た ADPRとともに溶媒 5，6でペーパークロマトグラフィーを行うと Rf0.16， 0.26をそれ

ぞれ示しP 両者は一致する。塩基，リポ{スp 総リJ画監のモJレ比は 1: 1. 70 : 1.80である。以上かち，

乙のものは ADPRと考えられる。

J>eak 14 

乙のピークは典型的伝ウリラン系ヌクレオチドの紫外線吸収スペクトルを示し， ウラシルと総リン

酸のモル比は 1:2.02であるがp 溶媒5，'6でペーパークロマトグラフィーを行うと，それぞれ RUDP，

0.58， 0.22を示すので， UDP誘導体と考えられる。 N/100HCl:加水分解を行うと， UMPと UDP

11:一致するスポットを得る。

糖部分は ethylacetate-aceticacid-H~O-formic acid (18:3:1:4)で展開すると，ウロン酸に相当す

るスポットが現われる。また Geeらの方法のに従って pH2，800， 30分間ラクトン化し， ethylacetate-

pyridine-H心-aceticacid (5: 5: 3: 1)でペーパークロマトグラフィーを行い， アニリンートリクロル

酢酸塩で発色させると p 標準のグルクロン酸(ラクトン型)とガラクチュロン酸に相当するスポットが

検出きれる。またラクトンは hydroxamicacid-ferric chlorideを噴霧して発色させた (Fig4)。以上

から，糖部分はグルクロン酸とガラクチュロン酸の混合物で， ζのピークは UDP-glucuronicacidと

UDP-galacturonic acidから成るものと推定される.

Peak 15 

ζのピークはアニオン交換樹脂からの溶出が不均一であるので，活性炭処理， EDTA洗浄を行な

った後p 再クロマトグラフィーを行ったが，再クロマトグラフイ{からは，ピークが得られなかった。

おそらくピーク 15は不純物による goastpeakと恩われる。

P伺 k16 

とのピークの紫外線吸収スペクトルはアデノシンに似ているが，検討中である。 ATPとはぺ F パー

B A 

-，・
1. 

I 2:3 I 2:3 
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Fig. 3. Pa.per chroma.tography 
of聞 .germoi的iesobぬinedby a.cid 
hydroly由 ofもhep伺 k1かl

1; Auth. glucωe， 2; I彰台。ly-
飢飢渇 ofthe p蝿 k 10-1， 3: Auぬ.
galacも0関. Bolv阻旬 A) n-bu句nol・

pyridine.H.O (6: 4 : 3) for 17 hours 
x 2. B)伯hyla初旬飴.pyr対泊B・11.0
(2:1 :2) for 9 hours x 2. 
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Fig.4. P:晶，perchrom晶ωIgr&msof 
自ug晶，r moie事i倒 obぬined by 制 id
hydrolysI8 ofぬepeak 14 

I;A凶h.glucuronic acid (lactone 
form). 2; 8ug畠rmoieti倒 obぬined
台。m もhepωk 14. 3; A叫h.gal齢・

色uro凶c晶cid.
A) De倒 ldingchrom臨海raphy

was c晶，rriedouもonToyo Roshi創ぬr
paperNo.50岨 d目po旬 wererevωI吋
by晶，pplyingthe 晶nilinhydrogenph-
色hal脚目Ipray. B) Afω，r 1脚色o凶zed
(pH 2， 800， 3Omin.)， B.a wω 回旬d
with 晶凶lintrichloroac悦ic 品。idand 
B-b wiぬ仙ehy針。Z晶，micacm-feηic 
ion闘色 forlactone. Soluvent睡戸・

旬>IDB: A) eぬyl晶ωぬもe-acetic 晶cid-
H.O-formic acid (18: 3 : 1 : 4) B) 
ωihylaceぬお-pyri必ne・H.O-aωも，icωid
(5:5:3: 1). 

クロマトグラフィーで一致しない。

Peak 17 

A 

-f 

123 

B-Q ・e

• • 
2 3 

8-b ... 

2 

乙のものは溶媒 5，6.7でペーパークロマトグラフィーを行うと Rf0.20， 0.05， 0.38を示すスポッ

トを得る。紫外線吸収スペクトルは Fig.5 11:示す様 K Adenylosuccinic acid (AMPS)のスペクト

ル6)7)K似ている。乙のものを N-HCl.1000， 

20分間分解すると AMPSのaglyconeのスペク

トル6)11)と同ーのスペクトルを示し，さらにとれ

-109 T 

を N-HCl.1000， 5時間，封管中で加水分解し 0.8

生成物を鴻紙泳動で検討すると， アスパラギン

酸とグリシンと思われるニンヒドリン陽性のス

ポットをうるので，乙のものの塩基は 6-su∞ino・

amino purineである。 AMPS，リポ{ス，総リ

ン酸のモル比は 1: 0.90: 0.98であり，リポース

fj臭素処理を行なわずとも発色する.

試料が少なくとれ以上の検討は行えなかった

が，タラ肝臓93p サケ肝臓10)1とは AMPS誘導体

の報告があるので，乙のものについても AMPS

誘導体の可能性もあり p あらためて検討したい.

コイの肝臓中のヌクレオチド含量は分子吸光

-237~ 
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係数を用いて概算しp その結果を Table2の最後の行に示した。

場'優

先犯行ったアワピ肝障臓と p コイの肝臓中の酸可溶性核酸成分を比較してみると P アニオン交換樹

脂より p 水で溶出される画分は，ニコチン酸アミドを除けば両者とも成分的には大差はなく p 主成分

はイノシンである。 コイ肝臓ではp ζの画分は 260mμ での総吸光値のおよそ 12.396を占めてい

る.

ヌクレオチドではp アワピK見出された AMP，UMP， IMP， ADP， UDP， UDPH， UDPAH， 

GDPの他1<::， さらに CMP，NAP， NADP， 還元型 NADの酸分解物11)である ADPRおよび

UDPUAを同定しp 二P 三の未同定のヌクレオチドが認められた。コイ肝臓中のヌクレオチド組成を，

ラbテ肝臓12)13)のそれと較べるとg ラッテ肝臓に存在するシテランP グアノシンP アデノシンP ウ

リジンの各トリリン酸あるいは少リン酸などの高エネルギ{化合物は少なし ほとんどコイ肝臓には

認診る ζ とが出来なかった。

今回の分析では IMPが全ヌクレオチドの約 2696を占めており，コイ肝臓では本質的に IMP含

量が高いものかどうかは疑問であるがp 従来肝臓中における AMPdeaminaseの作用1<::関する研究

は adenosinedeaminaseとの関連において， その活性を否定するもの14L 積極的に肯定するもの1の

といろいろである。従ってP 各種水産動物肝臓中のpζれらの酵素作用に関する研究の必要性を痛感

する。

UDP-糖化合物に関しては， UDPAHが主であるが，コイでは UDPH，UDPUAがp 可成りの量

見出される。 UDP-糖化合物がp ウリヲンヌクレオチド1<::占める割合は，およそ 7296であるが，ア

ワピでは約 4596で UMP含量が高い。

また，ウリランヌクレオチドは，全ヌクレオチドの 2896を占め， コイ筋肉の主成分がアデノシン

ヌクレオチドであるのに比してP ウリランヌクレオチドの比率が高くなっているのは， アワピ内臓と

筋肉の違いと全く同様の傾向にあり，肝臓機能の本質的な意義を示すものと解される。

"約
コイ肝臓中の酸可溶性核酸成分を分析し， CMP， AMP， ADP， IMP， UMP， UDP， UDPAH， 

UDPH， UDPUA， GMP， NAD， NADP， ADPRを同定し，ヌクレオシドおよび塩基成分として，

uracil， guanine， hypoxanthine， xanthine， uridine， inosine， adenosine，思:umosineを確認し，さら

に 2，3の未同定の化合物を認めた。 コイ肝臓中の乙れらの化合物のパターンは先に報告したアワピ

肝障臓と比較して，かなりの差異が認められた。
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