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S丸

ナ ガズカ卵巣の毒性物質

第 8報毒性燐脂質の部分精製とその性状*

羽田野六男柿

Toxic Subs句.nceof the Roe of Nor七，hernBlenny 

VIII. Partial purification and characterization of toxic phospholipid 

Mutsuo HATANO 

Abstract 

Inもhepreceding p晶，perもhe乱uthorreported thatぬeもoxiophospholipid wω 
晶 toxiooomponent ofもhelipostiohaerin. InぬisP乱perpartial purifica.tion a.nd 
the characterization of the色oxicphospholipid will be repo巾 d.

A crnde toxic phospholipid was obぬinedusing飾品n品rdprocedure自 forthe 
e剖 ractiona.nd fra.ωionation of phospholipiゐ fromthe blenny roe. 

M飴，rthat色hecrnde toxic phospholipid wa.s partially purified on晶 silicic
acid oolumn chroma品ography. The 2 to 5 elu旬dfra.ctions wereもoxic，one of 
whioh， Fra.ction 3， showd high toxicity，岨di七W品目 almo凶 homogeneouswi池島

thin layer chroma品ographywhen n・buta.nol-ethyleneglyool-wa品er(4:1 :2， upper 
ph倒的 W品目 used品目晶 ωlvenι

α1e凶 C晶1an晶.lysisof the partially purified toxic phospholipid自howed7.33% 
凶trogen，2.68% phosphorns， 6.0 molar ra.tio of nitgrogenもophosphorns， and ir・

spe白色，rnmindic晶，ted也前 thematerial had pep討de. The toxic substance oonsi蜘
of glycerol，色heamino acids m晶inlyof aspa.此icacid晶ndglycine， the fa悦y晶cids
mainly of palmitic， hexadecenoic， ate品説。 oc句deωnoic晶nddooo餓 dienoic晶cids，
b凶 notbeing detected in sugar and choline. 

官1ereforethe toxic phospholipid品，ppe晶，raもobe ωmposed of phosphatidohexa-
peptide. From the随 時 間l旬， it may be re品開nablyooncludedもhata. hexapepもide
oonsisting of品目p品凶icacid and glycine w品目晶nactive p品同 oftheもoxicphoapholipid 
atrncture. 

In乱ddition，no toxicities were found inもhephoaph乱tidylcholine，phoaph晶tidyl-
ωhanolamine and phoaphatidylserine in色hisroe nor phoapholipid porもio田 of
muscle and m批 inもhiafish. 

緒雷

前報りにおいてナガズカ卵巣の毒性物質， lipostichaerinは卵黄リポ蛋白質の 1種 β-lipovitellinと

して存在するが， ζの蛋白部分には毒性はなく脂質部分にのみ毒性を示す ζ とを認め， さらに ζのう

ちのある種の燐脂質が毒性の発現にきわめて関係がある乙とを認めた。

すでに浅野ら勾も Thiele法によって毒性燐脂質を抽出，分画し毒性を示すエタノ{ル不溶性脂質を

得ているが乙のものは若干の蛋自性を有しているとし 8-lipostichaerinと命名している。

*昭和46年4月 日本水産学会年会(東京)κて講演発表

料北海道大学水産学部食品化学第一謙虚

(Loboratory of Food ch側 istry，Fac'lilty of Fisheries， HokTcaido Univef'8Ity) 
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北大水産業報 [XXII，2 

著者はナガズカ卵巣の Toxiccomponentである毒性燐脂質の分離を目的として本実験を行なった

が，すなわち卵巣をアセトンで抽出し溶剤分岡， ケイ酸カラムクロマトを併用して薄層クロマト的に

ほ三均ーの Phosphatidopeptideと推定される毒性燐脂質を得たのでその性状とあわせ報告する。

実験および結果

実験方法:

窒素，燐，糖，沃素価，赤外線吸収 (IR)スペクトルなどの測定， 脂肪酸のエステル化とガスクロ

マトグラフィー (GLC)および毒性試験はほ立前報1)と同様であるが'.!お脂肪酸を除く加水分解物

の検索はペーパークロマトtとより定性的に行なった。

震料z

昭和43年 5月，北海道森町沿岸で漁獲されたナガズカの新鮮な成熟卵巣 (220葉)を用いた。

毒性嬬脂質の抽出・分画とその毒性:

卵巣から卵巣膜を除去した卵 (20kg)に等量の水を加えてホモゲナイズし，アセトンを加えて抽出

を行ない Fig.1Ir.示すCとくアセトン抽出物を溶剤l分画， 粗毒性燐脂質画分?:1.1 g を得Tこ。 ζれら

の函分の性状と毒性試験結果は Table1， 2 K示すとおりできる。

Dissolve a part in minimum 
voL of chloroform and add 
10 vols. of abs. ethanoL 

Allow旬 standat -20・c
and then centrifuge 
12，000 rpm. for 10皿in.
at -10・c.

Fig. 1 El¥:traωion and企加もiona品ionofもoxiophospholipid企'omthe roe 
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1971] 羽田野:ナガスガ卵巣の毒性物質-¥1[

Table 1 Toxicity te呂志 of each fr品。もionby intraperiもon回 1injection 
inもomice， NIH strain 

Fraction Bod(g y wι 
Dose 

Sex 
g) 

1m脇 B.W.

Acetone soluble 
18.0 3 20.5 0.50 1.13 
18.5 ♀ 20.5 0.50 1.10 
19.5 ♀ 20.5 0.50 1. 05 

Acetone insoluble 
17.0 3 17.0 0.50 1. 00 
21. 0 ♀ 20.4 0.60 0.97 
19.5 ♀ 18.7 0.55 0.95 

22.0 3 32.4 0.60 1.47 
E出品nolsoluble 25.5 ♀ 37.8 0.70 1.48 

20.5 ♀ 21. 4 0.40 1.04 
20.0 ♀ 21. 4 0.40 1. 07 

Ethanol inω，luble 
23.0 3 8.0 0.50 0.34 
27.5 3 9.6 0.60 0.35 
25.0 ♀ 8.8 0.55 0.35 

20.0 s 6.5 0.50 0.32 
Supernatanも 20.5 ♀ 6.5 0.50 0.32 

20.0 s 5.2 0.40 0.26 
21. 5 ♀ 5.2 0.40 0.24 

23.0 3 7.5 0.50 0.33 

E{Chrucdipe i句to句xic 
23.0 ♀ 7.5 0.50 0.33 
26.5 ♀ 6.8 0.45 0.26 

phospholipid) 22.0 s 6.0 0.40 0.27 
25.0 s 3.0 0.20 0.12 
23.0 ♀ 2.3 0.15 0.10 

Table 2 Chemical properも，yof e晶chfraction 

Fr品。もion 1 Yi%d* I設|五l川…社目的|
Acetone日oluble 6.16 0.18 0.31 1.3 
Acetone insoluble 1. 99 2.15 3.10 1.5 
Eth品nolsoluble 1.81 1. 65 3.10 1.2 
Ethanol iDSoluble 0.18 7.06 3.18 4.9 

Supernatant 0.04 2.01 2.96 1.5 

pr(eCemipditea加もoxic 0.14 8.38 3.61 5.0 

phospholipid) 

No自ug晶，rwωdetected in晶IIfr晶的ions
キ inoriginal roe weight 

柿 molarratio 
↑ Wijs' method 

187.0 
175.4 + 
173.8 土

125.8 + 

125.1 
73.8 + 

Deaぬ色ime，
(hrs.) 

Survived 
Survived 
Survived 

Within 22 
Within 22 

24 

Within 44 
Within 72 
Survived 
Survived 

Within 15 
Wiぬin15 
Within 15 

Survived 
Survived 
Survived 
Survived 

Within 22 
Within 15 
Within 22 
Within 22 

72 
72 

M晶in
componen叶f

Neuもrallipids
PphhoC spholipid 

PhE， PhS and 

P色lhiOpEEidio晶npdhopEhpS h. 

Toxic phospho・

lipid 

tt Detecもedby TLC (PhC: phosphatidylcholine; PhE: phosphatidyl 
ethanolamine and PhS:. phosphatidylserine) 
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Table 3 Properもiesof eluted fractions sepぽ晶おdfrom crude toxic 
phospholipid by a silicic acid column 

fEr晶lcub句iodnl| 
Eluen色， N， P， N/P 

CHCla-MeOH-H20 (ml) % % 

1 

8・ 20(i(((B3ag4蜘ω叫∞曲TO)) } ) ) 

18.5 0.80 0.62 2.8 93.5 
2 5: 5: 0 14. 4 6.59 3.27 4.5 54.2 
3 2: 8: 0 22.6 7.33 2.68 6.0 60.1 
4 。:10: 0 7.6 5.17 2.00 5.7 50.0 
5 65:25: 4 18.3 7.88 3.51 5.0 42.5 
6 65 : 50 : 10 5.8 4.70 2.96 3.5 

Recovery 87.2 

The crudeもoxicphω，pholipid (2.2 g) W晶schrom晶ωgr乱phedon晶 180g
silicic acid column， 3 x 52 cm 

T晶ble4 Toxicity test of 帥 chelu句dfr晶ction

Elu句d
fr晶ction

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Body wt. 
(g) 

22.0 
19.5 
24.5 
24. 0 

19.5 
19.0 
27.0 
27.0 
28.0 
23.0 

23.5 
24. 5 
22.0 
22.0 
24.0 
21. 5 

20.0 
21. 5 
24. 0 
23.5 

27.5 
24.5 
19.5 
19.5 

20.5 
19.0 
20.5 
21.5 

s 31. 8 0.60 
s 29.2 0.55 
3 31. 8 0.60 
s 31.8 0.60 

s 24.8 0.55 
♀ 24.8 0.55 
3 27.0 0.60 
3 27.0 0.60 
♀ 9.0 0.20 
♀ 9.0 0.20 

s 23.5 0.50 
3 25.9 0.55 
♀ 7.1 0.15 
♀ 7.1 0.15 
3 2.8 0.06 
♀ 2.8 0.06 

3 18.6 0.60 
♀ 20.2 0.65 
s 15.5 0.50 
s 15.5 0.50 

s 80.0 0.60 
s 25.0 0.50 
♀ 20.0 0.40 
♀ 20.0 O.ω 

中 15.5 0.50 
♀ 15.5 0.50 
s 12.4 0.40 
s 14.0 0.45 

Also all mice (NlH) WeW injected in色raperi色oneally
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1.44 
1.55 
1.29 
1.32 

1. 27 
1.30 
1. 00 
1.00 
0.39 
0.89 

1.00 

1. 05 
0.32 
0.32 
0.11 
0.11 

0.98 
0.98 
0.65 
0.66 

1.09 
1. 02 
1. 02 
1.02 

0.75 
0.81 
0.60 
0.60 

Death time， 
(hrs.) 

Survived 
Survived 
Survived 
Survived 

24 
Within 16 

24 
Within 24 
Survived 
Survived 

Within 24 
Wiぬin24 

45 
45 

Within 72 
Wiぬ泊 72

24 
30 

Within 42 
Within 42 

42 
8urvived 

72 
Survived 

Survived 
Survived 
Survived 
Survived 

• 



1971] 羽剖野.ナガスガ卵巣の毒性物質-1m

以上の結果エタノ ール不溶函分 (e、わゆるケファ リン画分)に毒性を認め， きらに ζのものをクロ

ロホJレムとエタ ノールによる分別処理を行ない生じた沈澱(粗毒性燐脂質画分)に毒性が認められた。

粗毒性燐脂質画分のケイ厳カラムクロマトによる部分的精製とその毒性:

粗毒性燐脂質画分の l部 2.2gをケイ酸カラムクロマト (Mallinckrodt製 180g， 3 x 52 cm)によ

って精製を試みた。 すなわちクロロ ホルム ・メタ ノーJレ，クロロホJレム ーメタノーJレ・水系の混合溶

剤で順次溶出を行ない各溶出区分の性状と毒性を検討し Table3， 4， Fig. 2， 3 IL示す結果を得fこ。

1 . 2 3 

U 

a
a
-
-
E
'a
 

Aaa--E

・
'
F

Plate: Kieselgel G， 0.25 mm， activated fot' 30 min.叫1l00C

Solvenも n-BuOH.ethyleneglycol-H，O (4: 1 : 2， upper phase) 
Detection: Hanes-Isherwood reagent 

Fig. 2 Thin layet' chromatogram of each elutec1 fraction 

乙の結果， 毒性は Fract.2から5にみられ特，1:Fract.3が最 もq郎 、。(ζ のζ とは前報1) における

脂質部分のケイ酸力ラムクロマトの結果と相違しているが， ζの乙とについては考察で述べる。)また

薄層クロマトグラム (Fig.2)で Fract.1は3スポット Fract.2は 27.ポッ トで Fract.3以下は 1ス

ポットを示すが， Fract. 3， 4の Rr値は 0.47，Fract. 5， 6は 0.36であり明らかに異なる物質である。

Fract. 3は N/Pのそノレ比が 6.0で lR スペクトル測定結果からペプタイドに帰属される7 ，ド 1. 11 

の吸収を有し， その分子中，rhexapeptideをもっ乙 とが推定される。したがって乙のものは毒性試験

結果と考えあわせ部分的に精製された毒性燐脂質であると考え られる。
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Crude toxic phospholipid 

C 
E同

ω判
官
M
S
h
h
d
w
#
司
』
LMd刷

九
円
一

FMω
ロ
ω#口同

4000 2000 1500 1000 600 

Wave number t cm-1 

The ir-pellet was prepared from 3.0 mg of e品chfraction mixed wiぬ 600mgKBr 

Fig. 3 Infrared自pectraof crude toxic pho咽pholipid品ndeach e!uted fraction 

各溶出区分の加水分解物の検察:

各溶出区分の構成々分の検討のために各区分を 6NHClとともに封管中で 1000C. 22時間加水分

解しクロロホルム可溶部(脂肪酸)を除去した水溶性物質をぺ{パークロマト lとより定性的に検索し

Table 5 fL示す結果を得た。

乙の結果毒性の強い Fract.3と4にはコリンと糖;ま存在せずグリセロールとアスパラギン酸， グリ

シン， リラン，スレオニン， オキシブロリンのア Eノ酸メ検出され特にアスパラギン酸とグリシンが

多量存在する ζ とを認めた。レたがって前述の hexapりtideは乙れら 5種のアミノ酸によって構成さ

れているものと考えられる。

毒性燐脂質の部分精製物 (Fract.3)の構成脂肪酸:

Fract.3の構成脂肪酸について GLCIとより検討し，あわせて前報1)の lipostichaerinの毒性燐脂質

画分 (Elut吋 fract.3)，浅野ら勾のふlipostichaerin， ナガズカ卵巣レシチンおよびケファリンのそれ

と比較を行なった。

とれらの結果は Table6 fL示されるが， Fract.3の主な構成脂肪酸はパルミチン酸， ヘキサデセン

酸，ステアリン酸，オクタデセン酸およびドコサヲヱン酸であり高度不飽和酸は含有されていない。
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1971] 羽田野:ナガスガ卵巣の毒性物質-"¥lII

Tぬle5 HC1-hydroly倫旬 ofeach eluted fr晶ction

Z:品IGly削除叩81均 Ser 物t~~rl~o 切 rolEt(OH吋 epもide1 

1 + 土 + 
2 + + +十
3 + 土 -tt 
4 + 土 -tt 
5 + -tt 
6 + -tt 一
No Bugar w品目 de旬ctedin晶.nfractions 

Paper: Toyo No. 51 A filもerp品，per

土 + 
十 土 + + 
+ 土 + 一
+ 土 + 
+ 士 + 一
+ 土 + 

Solvent: n・BuOH・AcOH・HsO(3:1:1 and 4:2:1) andPhenol(s8品d.wiもhH20)
De蜘 もion: Hough's (glycerol姐 dsug晶，r)，Dragendorff (choline)， and nin-
hydrin (晶minoωmpounds)re乱gents

T晶ble6 Fat色y品。id∞mpositionof parもiallypurified toxic 
ph08pholipid， eluted fractio田 3，% 

ppuhoP泊s晶pr。htdioalTlilpoy iEdi$ e 

Toxic 

Cn:m pfhrOa，BGpもhioonlipoif d 8・lipo凶ich踊，rin柿本 Lecithinキ

liP08tichaerin*・
14:0 7.4 5.1 0.5 2.9 
15:0 もr もr 0.1 0.5 
16:0 15.3 9.8 11.9 22.7 
17:0 0.2 1.9 1.9 0.5 
18:0 11.7 22.8 12.0 10.0 
20:0 一 0.1 

Tot晶，1satd. 
34. 6 39.7 26.4 36.6 品。ids

16:1 13.6 14. 3 ι9 12.7 
16:2 1.0 3.7 2.2 
16:3 一 1.5 
18:1 26.9 84.1 14. 7 24.5 
18:2 1.0 色r 1.4 1.2 
18:3 tr 0.7 + 0.1 
18:4 0.1 もr
20:1 2.5 1.1 (+18:3) 1.9 1.3 
20:2 1.7 0.4 0.4 
20:3 一 一
20:4 一 0.3 2.4 
20:5 20.9 一
22:1 1.0 6.4 6.9 
22:2 17.7 6.0 8.6 
22:5 1.5 
22:6 一 20.8 1.6 

To伽1un鍋凶.
65.4 60.3 72.9 63.4 acids 

*Prωen色前udy 糾 b唖ωdingrepo凶1) 紳*As阻o，M.岨 dltoh， M.引

The condition of GLC w:ωthe脇 m申舗 inthe preωding report1) 
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白 phalin*

0.9 
0.4 
12.5 
1.1 
17.5 
0.4 

32.8 

6.1 
0.1 
2.4 
19.5 
2.7 
0.6 
1.4 
5.8 
もr
6.6 

9.5 
0.8 

11.7 

67.2 
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とのととは Fract.3の沃素価からも当然な結果である。また前報の lip田 tichaerinの毒性燐脂質商分の

脂肪酸組成と比較すると，若干の相違はあるが一般に近似した傾向を示している。乙の相違について

はlipostichaerinの毒性燐脂質画分がレシチンを混有するととに由来しているものと考えられる。また

E・lipostichaerinはエイコサペンタエン酸のCとき高度不飽和酸を多量に含む ζ となどの点で明ちかな

差異が認められた。

ナガズカ卵巣レシチン・ケファリンと筋肉および精巣の毒性獄量産:

対照としてナガズカ卵巣のレシチン，ケファリン (Phosphatidylethanolamineとphosphatidylserine

混合物) と筋肉および精巣を Fig.lと同様に抽出し分画を行ない得られたアセトン不溶両分(いわ

ゆる燐脂質函分)についても，その性状 (Table7) と毒性試験 (Table8)について検討したが，い

ずれにも毒性は認められずζの毒性燐脂質は卵巣にのみ存在する特有なもので一般の燐脂質とは異な

るものである ζとが推定された。

T'able 7 Chemical propertiωofphωpholipid.s from mUBcle， milt叩.droe of the blenny 

Fraction obtained 

Acetone IIlBoluble， in muscle 
Acetone insoluble， in milも
Lecithin， in roe 
Ceph晶1也事 inroe 

... Phosph抗idylωhanolamineand phosphatidylserine mixture 

T乱ble8 Toxiciもyもestsof phospholipid.s from muscle， milもandroe ofもheblenny 

lT| 
Dose Death time， Sex 

mg ml Img/gB.W 
(hrs.) 

28.0 3 30.0 0.60 1. 07 Survived 
Muscle 25.0 ♀ 25.0 0.50 1.00 Survived 

26.5 ♀ 27.5 0.55 1. 07 Survived 

28.0 3 28.0 0.45 1.00 Survived 
Milt 27.0 ♀ 28.0 0.45 1. 03 Survived 

27.0 ♀ 28.0 0.45 1. 04 Survived 

19.5 ♀ 25.5 0.50 1.30 Survived 
Lecithin 18.5 ♀ 25.5 0.50 1.38 Su町 ived

19.0 ♀ 25.5 0.50 1.33 Survived 

23.5 3 27.5 0.55 1.17 Survived 
Cephalin 23.0 3 27.5 0.55 1.20 Su町 ived

幻.0 ♀ 27.5 0.55 1.20 Survived 

Also all miC6 (NIH) wercヨ恒.jectedintraperitoneally 

考察および総括

ナガズカ卵巣のアセトン抽出物を溶剤分画し毒性を示すエタノール不溶性の沈澱を得， さらにケイ

酸カラムクロマト tとより精製を試み，薄層クロマト的ILほY均一な毒性燐脂質の部分精製物を得た。

とのものと浅野ら勾のIi-lipostichaerinの性状について比較した結果 (Table9)， N/Pのモル比は両

-184 -
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1971] 羽田聖子:ナガスガ卵巣の毒性物質・唖

T晶，ble9 Comp晶，risonof chぽ品。ωriz抗ionwith P晶 凶iallypurified 
七oxicpbω，pholipid and o-lipo叫ich帥 E也

Partially purifi.edもoxic
phospholipid 

*
 

n
 

'
A
 

au a
 

h
 

ou u
 

s
 

明会。

NfP， mola.r ra.tio 
Choline， 96 
Sug晶，r，96 
M晶，jor畠mino品。ids

6.0 
Nil 
Nil 

Asp乱ndGly 

Glyω，rol， 96 
Iodine value 
M晶jorfatty品。ids

Toxic principle 

+ 
60 

C1・:0'C18:U C18:0， C18田1晶nd
C22:1 

Phosphatidopep色ide

5.7-5.9 
1.48-3.30 

? 
Ta.u， Ser， Gly， Glu， Asp. Ala 
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者とも同じではあるが，コリンの含有，構成アミノ酸 (a.lipostichaerinはタウリン量が非常に多い)

および構成脂肪酸 (a.lip田 tichaerinは高度不飽和酸を著量に含む)t.J.どについてかなりの相違がみら

れる。

本実験において得られた毒性燐脂質は構造上主としてアスパラギン酸とグリシンからなる Glycerι

phosphoryl h田 apeptideを骨格とする phosphatidopeptideと考られ，さらに毒性を示きないレシチン

とケファリンの構成脂肪酸から考えて毒作用を発現する部分は脂肪酸部分ではなくペプタイド部分に

よるものと推察された。またこのものは前報1) におげる lipostichaerinの毒性燐脂質とはケイ酸カラ

ムクロロマトにおいて溶出の挙動に相違はあるが，前報の場合脂質部分(全脂質)のクロマトのため

多量の中性脂質とレシチンの存在tとよりその挙動が変化したものと思われ， さらに溶剤組成の簡略化

による溶出にも原因するものと考えられる。しかしながら lipostichaerinの毒性燐脂質と本実験にお

ける毒性燐脂質とは薄層クロマトグラム上で一致しまったく同一物質である ζ とが確認された。した

がってナガズカ卵巣中の毒性燐脂質は蛋白質と結合し通常リポ蛋白質の形で存在している ζ とも判明

した。

なお前報と同様筋肉，精巣の燐脂質画分についても毒性試験を試みたが， いずれにも毒性は存在せ

ず，本毒性燐脂質はナガズカ卵巣にのみ存在する ζとが認められた。 また以上の結果と前報1刈まで

の結果を総括するとナガズカ卵巣の毒性物質は魚卵毒(Ichthyootoxin)の範暗に入るものであり， そ

の Toxicprincipleは Fig.411:示きれるものと考えられる。
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