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ナガズカ卵巣の毒性物質

第4報毒性リポ蛋白質， Lipostichaerinと毒性燐脂質との関係

羽田野六男事

Toxic Substance of the Roe of Northern Blenny 

IV. Relationship between Lipostichaerin and toxic phospholipid 

Mutsuo HATANO 

Abstract 

The previous paper de品 wiもh色hetoxic lipopro旬in，named Lipo前ichaerin，
from the roe of Stieha印 8 grigoヴewi，and晶certainphospholipid was晶，lsoproved 
to be of toxic material. Therefore， this p晶peraims to clarify the rel抗 ionbetween 
Lipo鈴ich腕 rinand a toxic phospholipid. 

The saline extract， i.e. Lipostichaerin w品呂志oxicbu七freelipids晶ndremaining 
lipids in the r伺 residuewere not. The Lipostichaerin fraction was delipidated 
wiもhcold eth阻 .ol.etherand then cold ether. The lipid moiety wωtoxic and the 
protein moiety， the晶，poproteinwa自 non.toxic. Thus， the乱poproteinproved to be 
innocuoU8 for the mouse. 

Furthermore， the lipid moiety was chromatographed on a silicic acid column. 
The only Fraction 3， eluted with CHC1..MeOH・H.O(65:25:4) mixture， w舗もoxic
畠nd訪日O田 i自旬dmainly of phosphatidylcholine， small晶mountsof phosphatidyl・
serine， and an unide凶ifiedphospholipid， showing the lowesも Rfvalue by means 
ofもhin-layerchromatography when using CHCI..MeOH.AcOH-H.O (75:20:1 :2)品目

a solvent. 
In conclusion，品。ertainphospholipid回 mentionedabove， w品目晶もoxiccom-

ponent of the Lipo前ich腕，rin.
In addition， when Lipo的ichaerinand toxic phospholipid were inocula品ed

intr品，peri色oneallyinto mice，晶 slightditIerenωin sympωms and lesions wω 
ob日ervedin them. 

緒 宮

前報。においてナガズカ卵巣の毒牲はリポ蛋白質すなわち Lipostichaerinにある ζ とを報告したが，

脂質性毒性物質との関係については不明であった。すでに坂井ら町，めは本魚卵毒の本態を複合脂質一

燐脂質ーときわめて関係深いものと報告しており，また浅野らのは Lipostichaerinを脂質部分と蛋白

部分n:分け，その脂質部分に毒性を認めているが蛋白部分(アポ蛋白質)については論及していない。

なお最近 Fuhrmanらのは Cabezon(カヲカの 1種)卵巣より抽出した毒性リポ蛋白質について，そ

の脂質部分には毒性は認められなかったがI Toxic componentは蛋白質あるいは蛋白質と結合してい

るある種の化合物であろうと推定している。

著者はナガズカ卵巣のLipostichaerinと脂質性毒性物質との関係を明らかにする目的で本実験を行

なった。 ζの結果 Lipostichaerinを構成する蛋白部分には毒性が認められず，かつその脂質部分に毒

性を認め ある種の燐脂質が毒性ときわめて関係がある ζ とを認めたので乙 ζ!L.報告する。

半北海道大学水産学部食品化学第一講座

(L晶，bora'色oryof Food Chemistry， Faculty of Fisheri伺， Hokkaido Universiも，y)
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北大水 産業報 [XXI，4 

Minced roe 200g 

Homogenize with 200m!. of 
lO%NaCl aq. and then 
centrifuge， repeated 6 t imes. 

Roe residue 

Extract twice with 
50ml. of Me2CO and 
more 3 times with 
50m!. of CHCl3

← MeOH 
( 2 : 1) 
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Remaining lipids 
(non-toxic) 

VVhole supernatant 

Filter through Hyf!o-
supercel and then wash 
several times with 
saline solution 

Surface fatty' layer 

Dialyze against 
distd. water and 
then centrifuge 

Extract twice 
wi th 100m!. of 
Me2CO and more 
3 times with 
100m!. of CHCI3-

MeOH( 2 : 1) 

Precipitate Supernatant Free lipids 
(non -toxic) 

Fig. 1 Extr品。もion晶nd企品。もionationof toxic substance 

実験および結果

実験方法:

Pは Fiske合 lbbarow法， N はMicroKjeldahl法，蛋白量は Biuret法，蛋白質の組成はセルロ

ーズアセテート膜電気泳動法tとよりまた蛋白質はポンソ~ 3Rで，結合脂質はアセチルスダンブラッ

クBによって染色しその組成をオズマー 82型濃度計によって求めた。脂質部分についてはケイ酸カ

ラムクロマト (Ma1linckrodt製， 110.C， 24時間活性)Iとより中性脂質，複合脂質その他毒性脂質の各

区分に分別し，薄層クロマト (TLC)によって脂質組成を検討した。 TLCの条件は WakogelB.O 

のプレート (110.C，30分間活性)で中性脂質は n-Hex回 e-Et，O-AcOH (90: 10: 1)，複合脂質と毒性

脂質区分は CHCls-MeOH-AcOH-HIIO(75: 20: 1: 2)を展開剤として行ない， H組問・Isherw∞d試
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1971] 羽田野・ナガズカ卵巣の毒性物質-IV

Table 1 Toxicity 民的 ofeach extract 

Do咽e*Mouse Death time， Extrac旬 i |Bod(yg) w七.
Sex 

ml mg (hrs.) 

21. 5 d 0.5 25.1 1.16 Survived 
Free lipids 24. 0 ♀ 0.6 30.2 1. 25 Survived 

23.5 ♀ 0.6 30.2 1. 28 Survived 

Lipostich前 rin 20.0 中 0.3 23.0 1.15 24 

fr晶Cもion 20.5 ♀ 0.3 23.0 1.12 24 
21. 0 ♀ 0.3 23.0 1. 04 30 

Sedimenting 一ーキ* non-もoxic? 
lipoprotein 

21. 5 3 0.6 23.6 1.10 Survived 

R舟rm佃 airneiBnidgule ipidBin 21. 5 3 0.6 23.6 1.10 Survived 
24. 5 3 O. 7 27.5 1.12 Survived 

ホ Route: Intraperiもonealinjection 
紳 Notte崎edbut possible non-toxic presumed from the previous repo凶1).

Table 2 Property of each extr晶Cも

Ex仕acts 1 Yield*， % 1 N， %1子"% 1 Iod.V.** 1 T叫 ity

Free lipids 3.57 
Lipo的ich踊，rinfr品ction 16.87 

SReeIdimpimoapienrniotnMig ng n I場idsin 
0.30 

0.22 
roe residue 

* in original roe weight 
林 Wijs'method 

薬iとより発色を行なった。

0.17 0.26 195.6 
11.84 1.22 + 

0.43 0.49 143.8 

毒性試験は試料を生理的食塩水あるいは 1%Tween 60水溶液に溶解・懸濁させたのち体重20-25g

のマウス (NIH)K腹腔内接種 (i.p.)しその結果lとより判定した。また一部の試料については経口投

与(p.0.)を行ない毒性を検討した。

鼠料:

昭和45年5月1日，北海道森町沿岸で漁獲したナガズカの新鮮な成熟卵巣を用いた。

禽性物質の抽出と分画-

Fig.l K示すとおり卵巣から卵巣膜を除去して得た卵 200gを 10%食塩水200m1で6回抽出し，

浮上脂肪層(遊離脂質)とリポ蛋白質および抽出残溢とに分別した。 ζれら各区分の毒性試験と性状

はそれぞれ Tab1e1と2に示すとおりである。

Tab1e 1の結果より明らかなごとく Lipostichaerin区分にのみ毒性が認められ，その他の区分には

認められなかった。毒性の認められとZい遊離脂質は TLCの結果からトリグリセライド (63.6%)，ス

テロールエステル (13.0%)，および遊離ステロール (10.1%)が主成分で，また抽出残溢中の残存脂

質区分もトリグリセライド (22.1%)，遊離ステロール (22.2%)，ステロールエステル(12.7%)，ホス
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北大水産業報 [XXI，4 

T晶，ble3 To.xiciも'yte前日o.fthe lipid-乱ndもhepro.tein mo.i凶ieso.f Lipo.stich乱，erin
乱ndsedimenting lipo.pro.tein 

Mo.use Do.se De唱，th
Mo.~的y Bod(gy ) wi !Sex time， 

ml 
wt. (hr自.)

LifLpriiad pωOm白io.色oineiehも腕yroifn 

20.5 ♀ t. p. 0.50 21. 6 1. 05 23 
22.0 ♀ 包.p. 0.60 26.0 1. 05 24 
19.0 3 t.p. 0.60 26.0 1. 37 25 
19.0 ♀ t.p. 0.60 26.0 1.37 20 

22.5 8 t.p. 0.34 22. 7 1. 00 S四 vived
23.5 ♀ 包.p. 0.35 23.5 1. 00 Survived 
24. 5 ♀ t.p. 0.36 24.1 0.98 Survived 

ETLoiもpeoh呂志miehoiωdrfinof 19.5 ♀ t.p. 0.40 26.8 1.37 Survived 
20.5 ♀ t.p・ 0.46 30.8 1.50 Survived 

fractio.n 21. 0 ♀ $.p. 0.48 32.1 1.50 Suruived 
22.0 3 p.o.キ*0.3+0.3 49.6 2.25 S凹vived
24. 0 早 p.o.キキ0.4+0.4 62.1 2.29 Survived 
24. 0 ♀ p.o.*キ0.4+0.4 62.1 2.59 Survived 

Lipid mo.iety o.f 19.0 3 t.p. 0.6 20.8 1. 09 Survived 

pBerdoitmeh eMing lipo" 19.5 3 l.p. 0.6 20.8 1. 06 Survived 
21. 5 3 l.p. O. 7 24.2 1.12 l S凹討刊4

事 P加もeinmo.iety w晶sprepared by mo.dificatio.n o.f the metho.d o.f Scanu et a1. 

料 Per o.s 晶dministratio.n;given 24 hr百. 品fter色hefir白色 do.日e.

Table 4 Pro.perties o.f the lipid-晶ndthe pro.もeinmo.ieties o.f Lipo.sticharein 
and sedimenもinglipo.protein 

Mo.iety* 1 Reco.刊恥 %1 N，%  P，%  Io.d. V. 1 To.xici 

Li自p色iidchma，eoriien ty f of Lip0・ 15.22 1.80 2.90 171.4 + 
fractio.n 

Prsot飴ichinaemrion iefもry晶eotfioLnip0・ 84. 78 14.06 0.96 

LP切宮mm崎迫血岨血出U田2mg8崎ob1tp1eFも申ypodmf 噛由M飯主皿曲n i 

46.47 0.80 1. 08 1ω.5 

53.53 一帯*

ホ Lipid.晶ndpro.tein mo.ieもieswere prep乱redwiぬ CHCl.-MeOH(2:1) extr品ωio.n.
紳 No.ttesおd

ファチヲルコリン(レシチン， 14.696)，ホスファチpルエタノールアミン (13.596)などよりなると

とから， ζれら両区分については毒性の認められない結果になった ζ とは当然であろう。

Lipostichaerin区分の脂質および蛋白部分の毒性の検討:

Lipostichaerinの脂質部分と蛋白部分の毒性を検討するため下記のごとき方法で行なった。

すなわち Lipostichaerin区分 10.64gをクロロホルム・メタノール (2:1) 30 mlで4回抽出し

1.61gの脂質部分を得Tこが， ζの方法では蛋白部分の変性が著しいので次fCScanuらめの方法にした

がい再ぴLipostichoerin区分1.13gをー200Cでエタノール・エーテル (3:1)とエ{テルで抽出を

行ない蛋白部分(アポ蛋白質)を得た。 ζのアポ蛋白質はなお微量の脂質 (0.1896) を保有している
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1971] 羽田野:ナガズカ卵巣の毒性物質主V

Lipostichaerin Apoprotein 

De 1 ipida tion 

。 2 3 O 1 2 3 

ー Towardsthe anode， mm. 

Fig. 2 Densiもome仕ic色raωsof electrophoreもicpatterns of Lipostichaerin and 
apoproもeinon cellulose acetate. 

Condition: The same as previous report.') Protein:一一 ; Boundlipids:ー'ー

Table 5 Protein components of Lipostich品erinand品poproteinfr品ctions
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Band-a 。 2.5 。 1.8 
Band-b 1.0 3. 7 0.9 3.6 
Band-c市 2.2 85.2 2.0 85. 7 
B晶nd-d 2.8 8.6 2.6 8.9 

* Lipω色ich腕，rin

が生理的イオン強度の塩類溶液Ir.は易溶のものである。 次11::.比較のために Sedimentinglipoprotein 

(0.70g) も同様に処理し認質部分と蛋白部分とに分離したが， ζれちの毒性試験と性状はそれぞれ

Table 3と411::.示すとおりである。 ζの結果Lipostichaerin区分のij¥，!'"門部分にのみ毒性を認め蛋白部

分には毒性が認められなかった。

蛋白部分(アポ蛋白質}のセルローズアセデート膜電気泳動:

Lipostichaerin区分とアポ蛋白質についてセルローズアセテート膜電気泳動を行なったが，その結

果は Fig.2と Table5 1乙示すとおりである。なお泳動条件は前報Dの場合と同様である。

乙れらの結果，アポ蛋白質の泳動パタ{ンは抽出処理前の Lipostichaerinのそれと同一であるが，

しかし両者の各バンドの移動距離に若干の相違がみられた。 ζのような現象について Sodhiらわも認

めているがその原因については不明である。しかしアポ蛋白質に毒性が認めちれないとととは直接Ir.

関連がないものと考えられる。

脂質部分の分画とその毒性.

Table 311::.示すとおり脂質部分にのみ毒性が認められたので，乙の脂質部分1.238gをケイ酸カラ

ムクロマト (40g，3 x 15 cm)にかけ Fraction1， 2および311::.分画した。それぞれの画分の性状と毒性
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北大水産業報 lXXI，4o 

Table 6 Properties of fractions chromatogr晶，phedfrom 1切id
moiety on品目ilicicacidωlumn 

竺 !ftl Eluent (ml) Yield，96 N， 96 十日~! Toxicity 

CHCI. (200) 
MeOH (300) 
CHCl，-MeOH-HaO事 + 

(200) 

* 65 :25 :4， VfV 

Table 7 Toxicity tω旬 offractio回。，hroma品ographedfrom lipid 
moiety on a silicic 削減 column

Mouse Dose* Dea仙北ime，
Fraction Bod(y g) wt. Sex 

ml mg ! mgfg. bo骨材 (hrs.) 

1 23.0 3 O. 70 29. 7 1.29 Survived 
22.0 ♀ O. 70 29. 7 1.35 Survived 

22.5 ♀ 0.50 20.3 0.90 96 

2 24ゐO ♀ 0.50 20.3 0.85 Survived 
26.0 s O.ω 16.3 0.63 Survived 
26.0 s 0.40 16.3 0.63 Survived 

21. 5 3 0.60 13.1 0.61 ω 

3 22.0 3 0.60 13.1 0.60 46 
22.0 ♀ 0.65 22.0 1. 00 26 
21.0 ♀ 0.62 20.9 1. 00 26 

* Route: Intr品，peritonealinjection 

を検討した結果はTable6と7!r.示すとおりである。

Fraction 3 (毒性燐脂質画分}の検察:

Table 6と7の結果よりクロロホルム・メタノール・水 (65:25: 4)で溶出される Fraction3にの

み毒性が認められたので TLC(Fig.3)により検索を行なった。 ζの結果から Fraction3には 3種

の燐脂質が存在するが，すなわち Dragendorff反応陽性の Rf値 0.56の物質(含量 93.696)が主な

ものであり， 乙のものは別にナガズカ卵巣より調製したホスファチジルコリン(レシチン)の Rf値

と一致した。次!r.Rf値 0.30の物質(含量3.596)は Ninhydrin反応陽性で文献よりホスファチクル

セリン(ケファリン)と考えられるものである。また Rf値 0.13の物質(含量 2.996)は Dragendorff

反応、陰性で Ninhydrin反応陽性のもので，かつ Fraction1と 2には全く存在しないものである。し

たがって毒性との関連性から ζのものがナガズカ卵巣の毒性発現に関与するものであり， アミノ;燐脂

質の 1種と推定した。またLipostichaerinの脂質部分中の乙の物質の含量は約 0.696である。

マウスに対する毒性獄験

Lipostichaerinとζのものより得た毒性燐脂質をマウスにそれぞれ腹腔内接種し， 症状の観察と第

死直後の剖検を行ない Table8と9および Fig.41<:示す結果を得た。

Table 9と Fig.4の結果から Lipostichaerin接種マウスは肝臓の混濁腫脹 (Cloudyswelling)，小

腸壁の充出血 (C叩 gestion，Hemorrhage)，勝臓および腎臓の肥大 (Enlargement)，腹E室内湯出液と

して媛液性 (Serousfluid)のものがみられ，一方毒性燐脂質接種マウスでは肝臓の混濁腫脹，小腸壁

の出血，牌臓および腎臓の出血が認められた。すでに本魚卵巣毒性物質の動物投与試験について若干
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B 

場 c

、
" 

D 

E 

F 

G 

H 

Fraction 1 Fraction 2 Fraction 3 
(Solvenも1) (Solvent II) (Solven七II)

Plate : Wako gel B-O， 0.25 mm， activated for 30 min.， at 1l0oC 

H 

J 

Solvenも1:n-Hexane-Et，O-AcOH (90: lO: 1) Sol日 nも II: CHCI，-MeOH 

AcOH-H，O (75: 20: 1: 2) 
A: Sterol es胞rsor Hydrocarbons B: Triglycerides C: Diglycerides D: Fr田

S胎rols E: Monoglycerides F: Phospholipids G: Phosphatidyl ethanola皿me
H: Phosph叫 idylcholine 1: Phosphatidyl serine J: Unidenti且edamino・

phospholipid (toxic component ?) 

Fig. 3 Thin-Iayer chromatograms of fractions chrom叫ographedfrom lipid moiety on 
a silicic acid column (Plate 1) 

の報告がみられるが， 高柳らB) はイヌiζ本魚卵巣エタノ ーノレ抽出物を投与した結果，肝臓と牌臓の肥

大，腸重積症などがお ζ るζ とを認めているほか，浅野町 が脂質性毒性物質投与でマウスK脂肪肝が

お乙る ζ とも みてい る。また坂井ら句，10)は卵巣の含水アセト ン抽出物のエーテル可溶部をエタノーJレ

可溶部と不溶部に分画し， 前者の接種マウ スについてその症状p 剖検所見ならぴに病理組織学的所見
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T油 le8 Onseもofsymptoms in affecもedmiωヲcau圃edby intraperitone温l
injection of Lipostich晶erinand toxic phospholipid 

Lipostich腕 rin I Toxic phospholipid 
(Dose， mgfg. body w叫(1 . 1 ) (1.0) 
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* Hours after injection 

Table 9 Autopsy of affecぬdmice， inocul抗edwi仙もowもoxicsubs句nces

Lipostich帥，rin Toxic phospholipid 

Liver 
Spleen 
Kidney 
Intestine 
Intracelial fluid 

Cloudy swelling I Cloudy swelling 
Enl品，rgement I Hemorrhage 
Enlargement I Hemorrh品ge
Congestion and hemorrhage I Ex飴ndedhemorrha伊
Serous fluid I None 

(See Fig. 4) 

を報告するとともに， 後者の場合は収量が少ないが前者に比して肝臓における充血が高度であるのに

反し，小腸の充出血は軽度でかつ接種後発死に至るまでの時聞が短かい傾向を認めている。本実験に

おいても Lipostichaerinと毒性燐脂質接種マウスの所見に若干の相違が認められたが，乙の ζ とに関

連する検討については後報で述べる乙とにする。

考察および総括

ナガズカ卵巣を 1096食塩水で抽出して得たリポ蛋白質，浮上脂肪層，卵巣抽出残濯についてマウ

スに対する毒性を検討した結果，水溶性のリポ蛋白質にのみ毒性が認められた。 ζのリポ蛋白質は前

報1)で述べた LipostichaerinIC相当するが， ζのものは Scanuらの方法によって脂質部分と蛋白部

分(アポ蛋白質)に分離し，さらに毒性を検討した結果脂質部分にのみ毒性を認め， 蛋白部分Iとは認

められなかった。すでに坂井ら叫が卵巣ホモジネートICトリプシンを作用させても毒性が消失しない

ζ とを報告しているが， ζのこともアポ蛋白質に毒性が存在しない ζ とを示唆している。

本実験において抽出した Lipo3tichaerin区分よりクロロホルム・メタノール抽出によって得られた

脂質部分をケイ酸カラムクロマトで分画した結果，クロロホルム・メタノール・水 (65:25: 4)によっ

て溶出される画分に毒性が認められ， TLCの結果から ζの画分の脂質中 Ninhydrin反応陽性の Rj

値 0.13の物質が毒性ときわめて関係、が深く， アミノ燐脂質の 1種と推定された。 ζのもの含量は

Lipostichaerinの脂質部分中約 0.696である。また ζの毒性アミノ燐脂質は遊離脂質には存在しない

ζとから自然状態では蛋白質と結合しているものと考えられる。 さらに ζのものについてはすでに著

者問のほか坂井ら吟玖浅野吟がコリン含有燐脂質に関係が深いものと推定していたが， その時点で

は未だ分離・精製が不充分であったためと考えられ，本実験結果から明らかなCとくナガズカ卵巣の

Toxic ∞mponent はアミノ燐脂質の 1種によるものと推察された。
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なお Lipostichaerinと毒性燐脂質をマウスK.非経口的に投与した結果，症状のほか剖見上において

も若干の相違が認められ，共通的な病変は急性中毒性肝炎で特に後者の場合腸管に異常が認められる

が， ζのととは前記坂井ら功のエーテル可溶部接種マウスにおける所見と一致している。
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PLATE 1 

Fig. 4 Macrosωpic乱1symp色omsof a.ffected mic唱. inocula.ted with Lipostich晶erin
a.nd toxic phospholipid (Plate 2) 
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Fig. 4. Macroscopical symptoms of affccted mice， inoculated with Lipostichacrin and. 
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