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ナガズカ卵巣の毒性物質

第3報 毒性リポ蛋白質 Lipostichaerinの分離と性状本

羽田野 六男料

To玄icSubs句nceof出 Roeof No凶hernBlenny 

111. Iso1aゐionand characぬrlZ抗ionof旬玄iclipoproぬin，lipo白色ichaerin.

Mutsuo HATANO 

Abstract 

The色oxiclipopro'勧infra.ction w倒 prepa.red品目 folloW8: The norぬ.ernblenny 
roe wa.s extra伽 dwiぬ 10%Na.Cl， pH 7.0. The色oxiolipoproもeinfraction inぬe
NaCle訪問。旬 W 鋪 precipita事edinもhepre防 nceof30%目的ur泊 ionwiぬ solida.mmo-
nium目ulfa.句抗 pH6.8 a.nd i色was11. rel抗，ivelyhigh色oxicity. The m抗，eria.lwω 
fぽも，herrepreoipit晶旬da.ddingも050%日錦町幼ionwi仏日錦町晶旬dammonium sulf8i初
日oluもion抗 pH7.0. The reprecipi色刷 wasp目泊。dby prepa.r抗iveultracen甘ifuga.-
tion using severa.l densiも'ysolven旬， i.e. 1.016， 1.063 a.nd 1.21， a.cω，rd泊g色0色he
meもhodof H晶，vela.nd coworkers. A highもoxicitywωrecognized in only high 
density lipo抑制n fraction (1.063くdく1.21)， na.mOO 1ヤo凶ich帥血The
liposticha.erin was homogeneous with electrophoretic副総，riona.nd gel fil佐幼ionon 
Sephadex G・100，and iもga.ve a.n ultra. viol的 spec加 unwi色h11. pea.k of m日 imum
a.b問中もion的 279mμ a.nda.n in企'a.redspe的rumwi也 cha;r副総，ri呂志ioabω'rption 綿

1730， 1675 a.nd 1530 cm-1• 日制脇yed N， 12.16%; P， 0.88%; a.nd [α]2D6， -36.7. 
As shown in Ta.ble 9，もhea.mino剖 idωmpositionof lipos色ioh拍，rinis very 

similar事o，8-1ipostich紛 r国企a.ctiondescribOO by Asa.no a.nd 1もoh，exω酔 forぬe
a.moUI陶 ofserine， va.line， me色~hionine， isoleucine， 1，戸inea.nd色rypもopha.ne.

Theもoxicityof lipo的ichωlrinw品目晶，pproxim蜘，ly0.9 mg. per g. of body weigh色
of a. mouse， bu色theもoxicpr泊。iplehas no色yωbeen01宿泊.00.

緒雷

前報。においてナガズカ卵巣の毒性物質は脂質性以外に蛋白性のものも存在しそれがリポ蛋白質で

ある乙とを報告したが，最近 F吋umanらのは Cabezon，Scorpaenichthys marmoratus (カヲカの

1種)卵巣を 0.14M食塩水で抽出を行ない LDoo150 mg/kgの毒性を示す区分(分析値C57.5796，

H 8.27 96， N 6.70 96， P 0.85 96)を分離し， また 0.596食塩水抽出では LDoo200 mg!kgの毒性を

示す区分(分析値 C49.3 96， H 7.496， N 11.6 96， P 0.61 96)を得ているが， いずれもリポ蛋白質

であると報告している。

本木研究は 1967年8月17日The蜘hJa.panese Conference ofもheBiochemi前'ryof Lipids. 
(Tokyo)で講演発表

榊 北海道大学水産学部食品化学第一講座

(Laboratory 01 F，ωd 0."，抑制ry，F，側 tlty01 Fi8herie8， Hoklcaido U叫iver8ity)
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北大水産業報 [玄X，4

著者は前報同様ナガズカ卵巣を 1096食塩水抽出を行ない毒性リポ蛋白質区分を得たが， ζれを硫

酸アンモニウム分画，さらに調製超遠心法によって毒性リポ蛋白質Lipostichaerinを分離しその性状

について検討を行役ったので報告する。

実験および結果

実験方法: 分析法および毒性試験法は前報同様であるが， リポ蛋白質の分離は種々の密度の均一

溶媒を用いる超遠心法めのによって行ない目立 55P形超遠心機を使用した。電気泳動は日立 HTB-2

チセリウス電気泳動装置，比旋光度測定は柳本自記旋光計OR-lを使用した。アミノ酸分析は試料を

Filtrate 
(Initial exts.) 

Roe (200g) 

Mix 3 times with 200 ml of 10 % NaCl aq. 
(pH 7.0) and homogenize. 

Filter through hyflosupercel. 

Surface fatty layer 
(Discard) 

Precipitate at 30% saturation 
with solid (NH.)2So. at pH 6.8 
and then centrifuge 10000 r.p.m. 
for 15 min. 

Supernatant 

Supernatant 

Precipitate at 90 % saturation 
with solid (NH.)2S0. at pH 6.8 
and then centrifuge 10000 r.p.m. 
for 15 min. 

SuperIlatant 
(Discard) 

団側eprecipiぬ胸 were必鎚olvedin dis1;illed w蜘 ra.nd then dia.lyzed 

a.ga.in的 di白色illedw晶飴rωnぬining0.01% EDTA 

Fig.1. E訪問白色ionand fraction抗ionofもoxiclipopro'句泊， lipo的ich回 lrin，金om色heno凶hern
blenny roe 
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1970] 羽田野:ナガズカ卵巣の毒性物質 111

6N HClとともに封管内で 1100C，36時間， 22時間加水分解を行ない目立アミノ酸分析計 KLA-2型

で測定した。なお加水分解における個々のアミノ酸の分解に対する補正は 36時間， 22時間両加水分

解物の定量値から外婦法であるいは 36時間定量値を採用した。 トリプリファンの測定は紫外部吸収

法的を併用した。

官史料: 前報同様のものを供した。

毒性リポ蛋白質の抽出とその毒性 Fig.11乙示すごとく卵巣 200gを 1096食塩水 (pH7.0) 200ml 

とホモラナイズしたのちハイフロスパーセルを用いて吸引瀦過を行ない， 抽出残溢にさらに 1096食

塩水を加えて 2回抽出を行なった。 ζれら抽出液を合せ ζれに国型硫酸アンモニウムを添加し 3096
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23.0 3 31.4 0.5 1.36 Wiぬin21 
24.5 ♀ 31.4 0.5 1.28 Wiぬin21 
22.0 s 18.9 0.3 0.85 Survived 

PP1'-2 21. 0 ♀ 18.9 0.3 0.90 Survived 
28.5 s 6.2 0.5 0.21 Survived 
36.0 ♀ 6.2 0.5 0.17 Survived 

25. 0 ~ 35. 3 O. 5 1. 41 I Survived PP1'.3 "'.... v 0 

25.0 ♀ 35. 3 O. 5 1. 41 I Survi刊 d

* Rou句:In色，ra.periωnealinjeotion 

Table 2. Prope凶，iesof i凶恥1extraots and eaoh fraction 

t. A十「 IRJ-………I _ I -)C'" I e1<自由opho揃 io
pztT l N， % l p， % ! 同 ~?9 I ωb凶川*%山山いTox悩低釦亙i尚oi拘i均勿

剖叫gi刷帥叫111m，削μ同) 1ト一}一一 一 -1
m 前.) I I Pe時晶 P倒 kbPeakoPe晶kdI 

26.41 I 11.45 1 0・69 1 8. 1 1 O. 7 10. 8 79. 7 8. 8 I + 

16.02 I 11.47 0.73 I 13.0 3. 5 4. 6 8長.4 7.5 * 
6.53 I 10.88 I 0.62 I 7.6 I 3.4 19.9 63.6 13.1 土

0.75 I 9.08 I 1.14 34.伊 19.8 1幻 54.3 13.6 I 

*抗 257mμ
件 seeFig. 5 in previous repo抗日

Tー:non色oxio，土:weaklyもoxio，+: moderaωly七oxio，十+:8色ronglyもoxio
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260 280 300 320 

Wavelength (mμ) 

Ea.ch frao色ionw鍋 di脚 l刊，din 5% Na.'α a.q.， pH 7.0 

Fig. 2. Ultra.viole色"。ω，ra.of initia.l e対1"1100旬a.ndea.ch fra.ωion 

飽手枕殿 (PPT-l)， 50 96飽和沈殿 (PPTヨ).90 96飽干蹴殿 (PPT-3)の3区分に分画した。 ζ

れらの結果はそれぞれ Table1， 2， Fig. 2 K示すとおりである。

禽性リポ蛋白質の宿敵アンモニウム分画とその毒性: 前述の毒性の認められた PPT-1と PPT-2を

それぞれ 0.0196EDTAを含む水に透析し凍結乾燥後. 396食塩水K再溶解ζれに硫酸アンモニウム

Ta.ble 3. Toxioity句的 ofea.oh repreoipi句句

Bod(y g) wι 
Do飴

Fr品。もion Sex 
mg ml mg/g且.w.

PPT-l・30%rep酔 23.5 s 22.3 0.7 0.95 
24.5 平 25.4 0.8 1. 03 

PPT-l.50% repp色 22.0 s 22.5 0.5 1.02 
21.0 ♀ 22.5 0.5 1. 07 

PPT・1・70%repp色 23.0 s 21.5 0.5 0.93 
23.5 ♀ 21. 5 0.5 0.93 

P凹・2・50%reppt 25.5 s 25.1 0.8 0.98 
23.0 ♀ 22.0 0.7 0.98 

P目 -2.70%reppt 22.5 s 21.5 0.7 0.95 
26.0 ♀ 24.5 0.8 0.98 

PPT・2・90%repp色 22.5 s 22.5 0.7 1.c 
22.5 ♀ 25.6 0.8 1. C 
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Table 4. Property of each reprecipiぬもe
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飽和水溶液を加え pH7.0 IL調整，分画を行なった。生成した各沈殿は遠心分離によって集め水IL溶

解， 0.01 96 EDT A を含む水に透析したのち凍結乾燥し毒性試験と分析に供した。 ζれらの結果は

Table 3， 4 IL示すとおりである。

毒性リポ蛋白質(Lipostichaerin)の綱雌超遠心法による分離とその毒性 Table3， 4の結果毒性

の比較的強い PPT-l・5096reppt区分 7.6gを0.154M NaCl (d苫1.006)100 ml IL溶解し，同液

に3時間透析後 d=I.085溶媒を計算量加えて d=1.019の試料溶液を調製した。 ζのものを Table5 

IL示すごとく超遠心分離 (40，000rpm， 12-150C)を行ない，低密度リポ蛋白質 (LDL1，LDL2) ，高密

度リポ蛋白質 (HDL1，HDL2) ，超遠心沈法 (UR) とに分別した。それぞれの区分は 0.0596EDTA 

を含む水に透析，凍結乾燥し試料とした。毒性試験 (Table6) とセルローズアセテ{ト電気泳動

(Table 7)の結果 HDL2区分が Lipostichaerin区分に相当する乙とが認められた。

Lipostichaerinの性状 z分離したLipostichaerinは高密度リポ蛋白質(1.063<d<I.21)であ

るが，純度を検討するためチセリウス電気泳動 (Fig.3)， Sephadex G-I00 によるゲル鴻過 (Fig.4)， 

と超遠心分析を行なったが超遠心分析においては溶媒密度と蛋白濃度の欠陥によって鋭いシュリレー

ンパターンは得られず均一性を検討する ζ とは不成功であった。しかし電気泳動とゲル鴻過では均一

Table 5. Scheme of separation ofもoxiclipoproおinby 
preparative ultracen佐ifug抗 ion

句与

Lipopo陶 in Abbre時 IDn哨 y l hesmitzz-IDensibY| 且 1+

三五回目 ---îí~-;; - range colle蜘 d f~~~. <!~ 制問 | 
め i~ .. VV~~ Iω¥  medium! 

LDLlω19  1 均 67，910 I 1ωNaαI  22 

LDL. i 1.019-1.063: Top 67，910 I 1.063 I NaCl-NaBri 22 

HDLl 11.063-1.21 1 Top 67，910 1 1. 21 I NaCl-NaBr; 36 

HDL. 11.063-1.21 I Infranat・ 105，400 1 1. 21 1 NaCl-NaBr: 36 

Low 
den日i色y

Low 
densI色y

High 
densi色y

High 
de田 ity
illtracenー

もrifug晶l
residue UR  

晶n色

1.21<d bo色ωm 144.700 1.21 36 

Ro色ormodel: 40.0 
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Ta.ble 6. Toxi.oityぬ的 ofe晶.ohfr晶otionby P玲 'pa.rωiveultra.oerr耐fug抗ion

印L112Ui[ 
時
一
則
制

D086 

m1 mg/g.B.W. 

0.5 1.ω 
0.5 1.ω 

D帥白色ime，
hra. 

Survived 
Survived 

LDLa 
26.0 
25.0 

s 
♀ 

HDL1 

2Mls 

28.0 
26.5 

HDLa 27.5 
22.0 

--，------
27.0 

IJR 21.0 

25.0 0.5 0.96 
25.0 0.5 1.00 

27.8 
27.8 

30.2 
27.0 
26.6 
20.7 

28.6 
26.0 

0.5 1.04 
0.5 1.04 

Survived 
S町 vived

15 
111 

18 
15 

Wiぬ.in24 
Wit悩n24

8町 vived
24 

.p 

0.6 
0.5 
0.7 
0.5 

0.6 
0.11 

1.07 
1.01 
0.96 
0.94 

1.05 
1.23 

Ta.ble 7. Property of伺.ohfra.白色ionby prepa.r抗iveul色ra.oerr色rifuga.tion

一一一一Cell叫.086晶ωぬ旬。le.otro.

[a]哲tI
向山佐川

P曲 k晶 Pea.kb Pea.k .0 Pea.k d 

LDL1 0.9 
LDL. 11.5 5.32 1.57 3.6 14.2 14.2 70.3 0.0 
HDL1 6.2 13.46 1. 08 11.3 36.6 17.11 0.0 80.3 1.7 +十

HDLs*申 20.0 12.16 0.88 11.7 -36.7 0.0 0.0 100.0 0.0 
* UR 12.4:4 0.114 10.5 -36.11 3.0 0.0 95.2 1.8 土

* in PPT.l・50%repp弘前.
紳 LipOBti.oh晶erinfra.otion 
fω 晶 BOlu色，ionof 596 Na.Cl， pH 7.2 

~ 

.. Descending 

LipoB色ioh鈎 r泊 W凶 disωlvedin verona.l buffer， pH 8.82， 
μ=0.1岨 dω町iedoutω10mA for 15伽nm.

Fig. 3 E蜘回'phoretiodia.gra.m of lipoBti.oh帥，rm

性を示したので ζのものの性状について検討を行なった。それらの結果は Fig.5， 6， Table 7， 8 fC 
示すとおりである。
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0.20 

E ミ 0.15

。eC。q D 

制.. 

0.05 

。
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

Elution volume (ml) 

Lipostich嗣，rinwas elu旬dぬrougha. ω，lumn， 2 x 65.5 cm， using 
2.5% N，品。1aq.， pH7.0品目 elue凶姐dω11eo旬de帥 h2 ml 

Fig. 4. Gel filもr抗 ionof lipo的ich帥 rinon Sepha.dex G・100

25 

20 

15 
"0 

同

10 

5 

。
240 260 280 300 320 

Wavelength (mμ) 

Lipo鈴icru岡山 wa.sdi蜘 lved泊 5%NaCl晶q.，pH7.0 
Fig. 5. Ultra.viole事晶bsorptionspe柑 umof lipo白紙必a.eri且
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Wave number (cm・')
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The ir-pell的 wasprepared from 4.0 mg of lipoBtich嗣，rin
mixed with 600 mg of KBr 

Fig. 6. Infrared spectrum of lipostich朗 Irin

T晶，ble8. Amino acid composi色ionof lipo前ichaerin

考察および総括

1000 

号〉

かlipo前i- I y・lipo白色i-
chω'rin町 I ch品。rin・3
Amino Amino 
品。id， acid， 

mM!100 g I mM!lOO g 
pro加in I pro句in

47.9 
34.3 
56.5 
63.8 
25.7 
33.9 
70.6 
6.7 
32.7 

30.2 
53.2 
15.3 
24.1 

56.7 
36.5 
42.8 
55.7 
44.4 
40.5 
40.3 
10.2 
38.9 

22.6 
48.2 
20.6 
23.3 

J 

ナガズカ卵巣を 1096食塩水で抽出し抽出液に閲型硫酸アンモニウムを加えて粗分画を行ない 3096

飽和沈殿 (PPT-l)Ie毒性を認めた。 ζの区分をさらに精密に硫酸アンモニウム飽和溶液を加えて分
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画し毒性の強い 5096飽和再沈殿 (PPT-1・5096 reppt. )を得た。 乙の区分は前報の結果よりリポ

蛋白質と考えられるので，最近よく行なわれる分離法である調製超遠心法によって毒性リポ蛋白質の

分離を試みた結果，高密度リポ蛋白質(1.063<dく1.21)区分の HDL21<:強い毒性を認めた。 ζの区

分を A鈍 noらのに従ってLipostichaerinと名づげた。

Lipostichaerinの性状はチセリウス電気泳動，セルロ{ズアセテ{ト電気泳動 (Peakc 1<:相当)では

均一性を示し，また SephadexG-1∞のゲル濃過でも均一性を示した。しかし超遠心分析によってその

均一性と Flotationrate (S/)を測定したが種々の欠陥により均一性の検討はできなかった。しかしめ

の値は 1-2である ζとが推定された。 UVスペクトルでは入max279 roμ， Ef~ 11・7，E瑚 /E:捌の

比は 1却であり.IRスペクトルではそれぞれペプタイドと脂質に帰属される vg:1650cm-1(ア

ミドー1). 1525 cro -1 (アミドーII)， 1730 cro -1 (ヱステル)の吸収を有しておりとのものがリポ蛋白

質である ζとが認められる。構成アミノ組成は AlaとGluの含量が比較的多いほか， Asanoらの β-

lipostichaerinのそれと比較すると Ser，Val， Met， I1eu， Lysおよび Try以外はほぼ同じ傾向を有

している。なお分際したLipostichaerinはYoungら7)，Bernardiら句の卵黄リポ蛋白質電気泳動図

より lipovitellin1<:相当するものと考えられる。

魚卵毒性物質について化学的検討がなされたものは Table91<:示すが， Pawlowsky9)が European

stu弔問n(ダリチョウザメ属あるいはチョウザメ属)の卵より Acipenserinと称する毒性物質を分離

し，ブロタミンであると述べているが，卵黄にプロタミンが存在するとは考えられず， また ζの卵は

Cavierとして賞味される乙とより非常に疑わしい。McCrudden 10)は Pike(カワカマス属)とBarbel

(ニゴイの近縁種)卵より水溶性の有毒アルブミンを分離しているがいずれも毒性リポ蛋白質とは異

っている。今回著者が分離したLipostichaerinはリポ蛋白質であり A組 noらの β・lipostichaerin，

Fuhrroanらの Cabezonroe toxin IIともよく類似している。

Il 

Ta.ble 9. Iohtyooもox泊80f曲刊，ra.lfisheo 

時 l一一山坐.otoxin 竺竺山由d I N，%型竺 Coroponen色

I Lipostichaerin* High denoity ! 12.16 I 
No曲 ern 1α・lipostichaerin刷 Lowde四 i色y 1 3.56 
blenny P-lipo的ich朗由削 High density I 11. 37 

y-lipo的iohaerin・ Highdensity I 11.47 

Toxin 1剖 I18% Naαsatn. ppt. I 6. 70 
G蜘 叩n Toxin 11剖 1 Elu蜘 fromBiogel P-2川 1.6

European I Acipe醐 由 削

oturg問 n

Pike To豆島，lbumin制 A

一
A

0.88 Lipoproぬin
0.75 Lipoproもein
1.25 

LLiippooppmm句加hin 0.69 

0.85 
LLiipE附oppmm総加iinn 

0.61 

29.88 凶l Prota凶 m

ex'抱. A1bumin 

ex旬. A1bumin M~I- Tox~lbuminlO l 
* pn猫車叫色呂志udy

なお産地では“ナガズカの卵は捨てておいてもカラス色寄らない。"といわれ乙の乙とは周知の事

実とされているが， Pil1sbury 11) もBritishColurobiaの海岸でやはりCabezonの卵Kカモメやカラ

スも寄らないととを観察しており， ζの点でも共通性がみられた。
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