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ナガズカ卵巣の毒性物質

第 2報毒性リポ蛋白質 Lipostich鈍 rin の抽出

羽田野 六 男 *

To玄icSubstance ofぬeRoe of No凶hernBlenny 

11. Ex七ractionof志oxiclipoproぬin，lipo的ichaerin

Mutsuo HATANO 

Abstract 

A toxic subsぬ，ncew晶sexも，racr旬dand fractiona品edfrom色heroe of northern 
blenny， 8tichae削 grig01ブewi. The句，xicityofも，heextrac旬 formiωindica句d
仏柿色he色oxicsubs句ncewas in 4% and 10% NaCl exも，ra.cr旬， buもnoもin色;he晶qu凹 us
exも，rac'旬.

By means of ammonium sulfa.te fr晶的ion抗ionfor 10% NaCl exもrac'旬， 色he
色oxiω凶 wasprecipi旬旬d抗 30%晶，nd50%晶mmoniumsulf晶色esaturation. The 
inf・r晶redand ulも，raviole'も absorptionspec位品 ofboぬ precipi防総sshowed pro句in
nature. Initial exもracts and each precipiぬもewere飴 parated inもo4 bands 
m晶'pecrもively，by cellulose ace旬，句 electrophoresIBusing veronal buffer抗 pH8.6. 
Ba.nd-晶 wasin 0:討.ginbu色band-b，-c and -d migraぬdもowardsthe anode，畠nd
色he1晶ももer色hreewere lipid posiもive. The elecr位'Ophoreticp的色ernof each fraωion 
W品目 di的，inct. Evident ω町。l抗 ions beもweenelectrophor白色icpaもぬrnsof ぬe師

fr晶白色ionsand色heirもoxicitieswere hぽ dlyclarified. Theもoxiclipoproぬinfraωio.国
were delipid晶旬daccording旬もheme'ぬ，odof Gusむafson. 由。 Lipidmoi6も'yw踊

posIもiveof色oxicity旬的 b的地.edena品uredpro加inmoieも，yw，品目 no色白自句d.
Th<棚 30%and 50% ammonium sulf:蜘帥ur，蜘dprecipi句胸 were found 

色oxiclipopro句凶natured，もhesameas ‘lipo鈎ichω，rin'sugge蜘 dby Asano and Iω，h. 

緒言

ナガズカ Stichaeusgrigorjewiはわが国北方海域に広く分布しており， その肉は練製品原料とし

て利用されている。卵巣は一見タラの卵巣に似ているが有毒であり，過去には ζれに原因する食中毒

がしばしば発生し食品衛生上注目されていたが， 現在は保健所その他関係機関による指導と監視によ

ってこの種の食中毒の発生はみられない。

ζのナガズカ卵巣の毒性物質の本体はまだ確認されてはいないが，坂井ら1)均めは含水アセトンで抽

出される脂質性物質であるとし， また卵巣と生理的食塩水とのホモジネートを遠心分離すると浮上す

る脂肪層と水層には毒性はなく沈漬にのみ毒性が存在する。 さらに乙のホモジネートをトリプシン消

化を行なっても毒性は低下せず抗毒素免疫の獲得も認められない ζとからして， その毒性物質が蛋白

質とする乙とは疑わしいと報告している。一方 Asanoらののはコリンプラズマローゲン抽出の Thiele

法によってえたアセトン不溶性脂質とエタノール不溶性脂質の二種の脂質とに毒性を認めたほか， 10 

*北海道大学水産学部食品佑学第一講座
(Laboratory of Fωa Ohemistry， Faculty of Fisheriω， Hok加似oUniversity) 
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1970] 羽田野: ナガズカ卵巣の毒性物質 E

%食塩水で抽出を行ない遠心分離によって 3種のリポ蛋白質に分画しそれぞれに毒性を認めた。 ζの

ものをそれぞれ(/1-， βー，'y・lipostichaerinと命名した。さらに前述のエタノール不溶性脂質は N/Pの

モル比が 8.02と高い値を示すζ とよりしてリポ蛋白質あるいはりポペプタイドを含むものであるとし

(A) 

(B) 

(C) 

Roe residue 

Roe residue 

Roe residue 

Minced roe (100g) 

Extract 2 times with 100 ml 
of distd. water and then 
centrifuge 10000 r.p.m. for 15 min. 

Infranatant Surface fatty layer 

(Non.toxic) 

Minced roe (100g) 

Extract 2 times with 100 ml 
of 4% NaCI aq. (pH 7.0) and 
then centrifuge 10000 r.p.m. for 15 min. 

Infranatant Surface fatty layer 

(Toxic) 

Minced roe (100g) 

Extract 2 times with 100 ml 
of 10% NaCI aq. (pH 7.0) and 
then centrifuge 10000 r.p.m. for 15 min. 

Infranatant Surface fatty layer 

(Toxic) 

Fig. 1. Non-lipidio e訪問。旬 from也eroe wiぬ va.riousproωdureo 
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B-lipostichaerinと命名している。

著者は前報のにおいて毒性物質が脂質性物質であると述べたが， リポ蛋白質とする説もあるので ζ

れらの点を明らかにする目的で実験を行ないリポ蛋白質区分にも毒性が存在するととを認めたので報

告する。

実験および結果

実験方法:pは Fiske-Subbarow法， NはMicroKjeldahl法.蛋白質の定量は Biuret法，蛋白質の

電気泳動はセルローズアセテ{ト膜(セパラックス)を使用し，蛋白質はポンソー 3R，結合脂質はア

セチルスダンブラック Bで染色を行ないオズマー 82型濃度計によって測定した。紫外部吸収スペク

トル (UVスペクトル)は島津自記分光光度計 SV-50fとより測定し，赤外線吸収スペクトル (IRス

ペクトル)は前報と同様にして行なった。

動物接種試験は試料を生理的食塩水fL:溶解あるいは懸濁させたのちその 0.5-l.Omlを体重20-25g

のマウス (NIH)f(腹腔内接種し毒性の有無を検討した。

2史料:昭和41年5月10日に北海道森町沿岸で漁獲されたナガズカの成熟卵巣を用いた。

非脂質性毒性物質の抽出ならびにその毒性;Fig. 1 f(示すCとく卵巣から卵巣膜を除去し卵を磨砕し，

それぞれ 100gf(対し 100mlの割合で2回，蒸留水 (A)，496食塩水 (B)，10 96食塩水 (C)ととも

にホモ少ナイザーで均質にしたのち遠心分離(10，∞Orpm，15分)を行ない， 浮上脂肪層を除いた水

層を水fL:透析したのち凍結乾燥し試料とした。各抽出物をマウスf(接種した結果は Table1 fζ示すと

おりであるが， (A)の場合接種マウスf(異常は認められなかったが (B)と (C)の場合は全接種マウ

スが前報で報告したような特異的症状を示して発死した。つぎに (B)と (C) の場合における抽出能

を検討するために目安として抽出液中の蛋白質含量を測定した結果， 1096食塩水抽出の (C)の場合

が 18.1296と高い値を示した。

、.

Ta.ble 1. Toxicity総帥 ofea.ch e訪問。色合omroe wi色hva.riou日proωdure日

Mou節句前

Amoun色 l一 一一一一一十 I ー← ー

Extra.伽 |of i M y叶 11e3L-haw|D叫一一 (g)ユー-竺」一一些杢|ーャ
Aqueous ex'旬.I 21. 0 I ~ I 40. 0 0.1i 1. 90 I s町 ived

i _1 2勺-J11 4勺 ←0・竺 2.00 一1_Survived 

23.0 I ~ I 50.0 0.8 2.17 5 
22.5 ♀ 50. 0 o. 8 2.22 5 

4%N<凶lexω.I 9.98 24.0 I g I 25.0 0.4 1.04 7 
23.0 ♀ 25. 0 0.4 1. 18 7 

10% Na.Cle瑚 .1 18.12 

21.5 
22.0 
20.5 
22.0 

4
0
n￥

4
0
n
x
T
 

31.0 
31.0 
16.0 
16.0 

0.8 
0.8 
0.4 
0.4 

1.44 
1.40 
0.78 
0.72 

Wi也in5
Within 5 

12 
12 

* in origin晶，1roe wt. 
柿 RoU'句:凪回，peri初回晶1inje侃ion

蛋自性物質の抽出，分置とその書性:前述の結果よりFig.2 f(示すCとく再ぴ 1096食塩水で抽出を

行ない国型硫酸アンモニウムを添加し，蛋白質の分画を試みた。 その毒性と性状については Table2 

fL:， UV， IRスペクトルは Fig.3と41Lセルローズアセテート電気泳動については Fig.5とTable3
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Roe residue 
(Discard) 

羽田野: ナガズカ卵巣の毒性物質 E 

Minced roe (200g) 

Extract 2 times with 200 ml of 
10% NaCl aq. (pH 7.0) and then 
centrifuge 10000 r.p.m. for 15 min. 

Dialyze against 
0.01 % EDTA・water

Supernatant 

Surface fatty layer 
(Discard) 

Supernatant 

E晶chfra.ction w綿 dialyzeda.ga.insも0.01%EDTA-w抗 era.ndぬ.enlyophilized 

Fig. 2. E宜主raction and fra.ctiona.tion ofもoxicpro句in台。m ぬ.eroe wI也 10%Na.Cl 
晶qu伺 U8 soluもion

fL示すとおりである。以上の結果 PPT-2，と PPT-3fL毒性が認められセルローズアセテート電気泳

動の結果からもアセチルスダンブラック Bで染色される区分も存在する ζ とよりして， ζれちの毒性

蛋白質はリポ蛋白質であると考えられる。

毒性リポ蛋白質の脱脂質(Delipidation):リポ蛋白質の脱脂質の方法は Gustafson7)方法を若干変え

Fig.61亡示すごとく行なった。すなわち PPT-2(5.39 g)とPPT-3(7.84g)かち脱脂質を行ないTable4

fL示す結果を得た。脂質組成については薄層クロマトを行ない， その毒性とあわせて検討を行なった。

ζれらの結果は Table5と6とに示す通りであるがクロロホルム・メタノールで抽出される複合脂質

区分11:毒性が認められ， 薄層クロマトの結果と比較すると原点にとどまる未同定脂質が毒性ときわめ

て関係が深い ζ とが推察きれた。なおアポ蛋白区分については溶剤j処理による変性が認められるので

毒性試験は行なわず毒性の有無は不明である。
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T晶ble2. Proper色y岨 dもoxicityof e晶chfra.ction 

Fra.ction [_~~~to~:[ Nγ[Pγ|λm眠 IRn.hT Iprotein， %*1 ~" 10 1 .L， 10 1 (mμ) I DOU;r 
崎，~ I I ' .， I (g) 

Initial 
e:x:旬.

PPT-l 

PPT-2 

PPT-3 

SUP 

Mouse tE峨
寸一一一一一一一一一一一

Do目。
Se:x:l-一 一 一 一1..Dea品

mg 副主軟・|色ime，凶

w
w

一s
s
-

制制山吉一…一…
40 

30 

.. e 20 
~ 

10 

。
240 320 260 280 300 

Wavelength (mμ) 

Ea.ch fra.ction w:鋪 dissolvedin 5% Na.Cl a.q.， pH 6.8 

Fig. 3. mtra.viole色晶，bsorptionspectra. of ea.ch食品。も，ion
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1970] 羽田野: ナガズカ卵巣の毒性物質 H

4000 2000 1500 1000 600 
Wave number (cm-1

) 

The ir-pelle色wa.sprepa.red企om3.0 mg of ea.ch precipi防総 mixedwi出 600mg of KBr 

Fig. 4. 11企晶，redspectra. of ea.ch precipita.句

Cellullωea.ce句句 membra.ne

Sepa.ra.x 

BufIer : 0.06M verona.l， pH 8.6 

Curr岨も:0.5 mA/cm for 1.5 hrs. 

Densi色omeもer: Ozumor-82 

Ponce.u 3R St.ining 

Acety!ated Sud.n B!.ck B 
Staining 

。 10 20 30 (mm) 

~ Towards the anode 

Fig.5. D棚 i加metric同 ceof岨 electropho揃 icpa.t色emof凶 tia.le叫'a.c旬 on伺 llulosea.ce句句

Ta.ble 3. P初旬inωmponen:旬凶 cellulo紛晶伺ぬもeeleω，rophore七icpa.悦em

Fra.ction 

I凶色ia.lex旬.

PPT.I 
PPT.2 
PPT-3 
SUP 

Peak a. 
(0*) 

Elecも!rophore色icdiB卸ib凶 ion，% 

Pea.k b Pea.k c Peak d 
(11) (22) (2η 

81.3 
63.6 
74.3 
86.8 
55.5 

6.6 
13.0 
5.4 
4.4 
5.7 

* The numb闘 inpa.ren:ぬωesa.re晶 migra.tion晶nodic，mm. 
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Lyophilized toxic lipoprotein 

Extract 4 times with 2 vols. 
。fn.hexane at-20.C and then 
filter 

extracts 
(Phospholipids) 

Phospholipid.Protein residue 

Extract 3 times of 
2 vols. of CHCJ...MeOH 
(2:1) at room temp. 
and then filter 

Fig. 6. Flow sheωoi delipid抗ionoi色oxiclipopro飴in合品副on

T晶ble4. Lipid and pro句inrecoverie日a.nd色heirproJll叫iesiollowing 
delipida.tion oi色oxiclipoproぬinir晶ctio瑚

Fra.ction 1 S凶 d ke伽町，1 N % P % 1 NfP** 1弘dh:i:juotrac~JOn % . I)  i I  ;，，'p-

n-Hex岨 .eexts. 1. 85 I O. 00 O. 00 
Phospholipid-protein res. I (肱15)I 11. 41 I O. 50 I 50. 5 

PPT-2 他 lorofcαm・methanolex旬. I 20. 18 I 0.82 I 1. 98 I 0.9 I 160.7 
pro制 nres. (Apo pro句in)I 77.97 I 14.07 0.12 I 2ω.7 

n-Hex高nee対 s. 0.08 I ー|ー

Phospholipid-protein res. (99.92) I 12.55 I 0.55 I 50.3 
PPT-3 ChloroiorID.-metha.nol ex旬. I 15. 57 I 1. 00 I 2. 51 I O. 9 ; 176. 9 

bo凶 nres. 84.35I 14.06 0.15 I似し一
事 Wijs'method 紳 Molarra.'もio

Ta.ble 5. Toxicityも舗も oilipidm.oiety oi色oxiclipopro飴in合'a.ctio国

M:ouse T目的

Fra.ction Lipid moeity 
吋前.I Sよ Dose I ~t!，- time， 

PPT-2 

PPT-3 

(g) I ----Img 凶 mgfgB.W.

n.Hexa.ne ex旬. 23.0 
23.0 

Chloroiorm.m凶，hanolI 22. 0 
exts. 24.0 

n.Hexa.ne e.訪8. ーー*

αuoroiorm・metha.nolI 23. 0 
ez旬.22.5

* No色旬Bted

~ I 8.8 0.5 
♀ I 8.8 0.5 

~ I 8.8 0.5 
♀ I 8.8 0.5 

~ I 8.7 0.5 
♀ I 8.7 0.5 
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0.38 
0.38 

O.ω 
0.36 

0.37 
0.38 

Survived 
Survived 

48 
48 

non"もoxic?

24 
24 
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1970] 羽田野: ナガズカ卵巣の毒性物質日

Ta.ble 6. Lipid compo自治ionof伽 iclipop帥 einfra.ctions 
by位lin-l晶戸，rchroma.ωgraphy 

Fra蜘 n I Lipid moei勿 Lipid戸両i同

PPT-2 

n-He豆島neex旬. Triglyω，rid，倒， Monoglycerides， Free f:柿色y晶cids，
Fr明白句Irol8晶ndS旬，role8加問.

Chloroform・脚色，ha.nolI Lecithin， Cephalin and Unidentified 1ヤid(Toxic?) 
ex'旬.

n-Hexa.ne ex句. Triglyceridlω， Monoglyωrides， Free fa.'もも，yacids， 
Free sterols晶ndS句rol倒的rs.

PPT-3 I _.. • I 
I Chloroform-metha.nol I Leciぬin，Cephalin晶ndUnidentified lipid (Toxic ?) 

ex旬.

PI晶加 Wakogel B-5， 0.25 mm， a.cもiv晶旬dfor 30min. 抗1l00C
Solven旬 1:n-Hexane-Et20-AcOH (90:10:1) 
Solven旬 n:CHCl.-MeOH・AcOH-H20 (80:13:3:0.3) 

考 察 お よび総括

ナガズカ卵巣を蒸留水， 496食温水， 1096食塩水でそれぞれ抽出した結果，水抽出物には毒性は認

められず496，1096食塩水抽出物に毒性が認められた。つぎに 1096食塩水抽出液K闘型硫酸アンモ

ニウムを添加した結果， 3096と5096飽和沈殿 (PPT-2，PPT-3) 1ζ毒性を認めた。 乙れらはuvス

ペクトルでは 279mμに極大吸収を有し IRスペクトルでもアミド結合に帰属される 1675cm-1-

1550 cm-1の波数領域K強い吸収を有しい，ずれも蛋白質であることを認めた。

また化学的にはいずれも Biuret反応陽性であり， セルローズアセテート電気泳動の結果は pH8.6

で陰極へ移動する Peaka， b， c， dの4pe誌に分離される。各 Peakの蛋白質は同定する乙とはできな

かったが， Youngめらと Hamanoりのサケ卵黄リポ蛋白質の電気泳動図， Bemardiら10)のニワトリ卵

黄リポ蛋白質の電気泳動図より， peaka は未知物質. Peak bは7・livetin，Peak cはlipovitellin，Peak 

dはa:-，s-livetinと推定される。しかしいずれの区分においても Peakc成分がもっとも多く占めてい

る乙とのほか，毒性と関連ずけて考えられる知見は得られなかった。

さらに毒性リポ蛋白質区分を脱脂質し， 脂質部分とアポ蛋白質部分とに分離し検討を加えたが脂質

部分は中性脂質と複合脂質よりなり，毒性については複合脂質区分にある乙とが認められ， ζのものは

簿層クロマトの結果，レシチン，ケファリン以外に原点にとどまる未同定脂質よりなり， 毒性と関連

ずけて考えると未同定脂質がきわめて関係が深いことが推定された。なおアポ蛋白質区分については

脱脂質の操作過程中， 特にクロロホルム メタノ{ル処理で変性をうけ水および食塩水に対し不溶化

を示したので毒性の検討を行なわなかった。{蛋白質部分に毒性がない乙とは後報で発表する予定で

ある。)従って蛋白質部分の毒性の有無は不明であるが脱脂質を行なう前のリポ蛋白質が有毒である

ζ とよりして Asanoらめの毒性リポ蛋白質.Lipostichaerinとは同種類のものと考えられる。

以後Asanoらと同様に今回抽出した毒性リポ蛋白質をLipostichaerinと称する ζ とにした。
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