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Phycochrol1lOproteidに闘する研究

第1報「夕、yプ'}VイノリJよ9Phrcoerythrin， Phycocyanの

単離精製及び吸牧スペクトノV

高 木 光 造 (水産食品化学教室〉

STUDIES ON PHYCOCHROMOPROTEID 

1. PREPARATION AND LIGHT ABSORPTION OF PHYCOERYTHRIN 

AND PHYCOCYAN FROM 

POゆhyratseudolz"neari・s

Mitsuzo TAKAGl 

(Laboratory of Food Chemistry， Faculty of Fisheries， Hokkaido University) 

1. Phycoerythrin and phycocyan wete田:paratedas shown in fig. 1 from Porphyra 

抑制dolinearisby means of fractional precipitation with amonium sulfate and by the differen句

of solubility in cold water. 

2. The 1ight absorption. in the visible spectrum of phycoぽythrinandphycocyan 

were measured with the results shown泊 Tabl，白2and 3. The position of 1ight a加orption
maxima of phycoerythrin w踊 555.533and 495 mμ， and that of phycocyan w踊 610and

552 mμ. 

A 緒言

紅藻及び藍藻にはChlorophyl及びCarotinoid以外に水溶性色素が多量に存在している。 Hadson

はこの水溶性色素を Hydrochromeと称し， Kylin(l)はこれを Phycochromoproteidと総称した。

この Phycochromoproteidで従来知られたものは，紅蕗における Phycoerythrinと藍藻及び若干

の紅藻における Phycocyanのニつであるが，尚下等の綜藻，鞭毛藻，双鞭藻等にもこの色素蛋白に

属ナるものが存在している。この色素の中，赤色のものを Phycoぽythrin，青色のものをPhycocyan

と称ナる O これら両色素はMolisch仰によって蛋白に属し， Kylin'りによってGlobulineの性質を有

ナることが明白になったコ これらは何れも盛光を有し，特性ある色調を有ナる。市して Kyl泊，〈1〉

Svedl班 g，(3)(4) Lemberg，(5) Lewお，(37北里酌桂井(4)等によって可視部及び紫外部の吸収帯，窒素の

分布，色素部分の性質及び分子量等，これら色素蛋白P性質に関して相当統密に解明されたが.未だ

色素部分も Chlorophylの如くにわから歩，蛋白郁分の'性質及び各々の結合状態も判っていない。特

にこれら色素蛋白が果して Chlorophylの如くに同化作用に関与ナるのか，またナるとせば如何なる

機構でナるのか未だ多くの疑問を残している O 著者はこれら色素蛋白が言葉体にとづて如何なる生理的

意義を有ナるかを究明ナるに先だって，必要と思われるこれら色素蛋白の物理化学的諸性質について

継続的研究を企図した女第である。こ Lにえられた成果を報告して参考に供ナる。
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B 実 ，験

(1) Ph抑制ythrin及び Phycocyanの分別調製

実験に用いた試料ウヲプルイノリ (poゅhyrapseudolinearis)は函舘近郊の沿岸で1月20日採取し

た極めて新鮮なものである O 試料約 4kg を用い‘，これを水で、 5 困洗い，可及的に塩分その他の~雑

物を除き，試料約 100gにつき1Lの蒸溜水を加え，窓iI.t(150C) に3日開放置して抽出を容易なら

しめた。然るのちトルオールを1%加え，冷暗所(OCC)に時k振濯撹拝しながら抽l鳴を8週間行てコた。

(これら色素蛋白は日光に曝ナと分解を生起するので暗所に保つ必要がある。)然るよさは藻体は分解

され色素蛋白は充分に抽出された。抽出液を綿布iで搾汁し，これを約1cm のパ tプ屠で吸引溜遁ナ

ると透過光棋で美麗な牡丹色 Crosolancpurple).反射光線で杏色 Cpeachred) を曇ナる強い去を光

ある抽出液 39.4Lをえた。乙の抽出液のpHは5.4，全窒素は 9.5337gで，試料の全窒素 21.9152gに

対し43.50%に相当する。

この抽出液に加えるAm2S04の飽和度を知るために 100ccの抽出液をとり， Osborne法のに従い

間形のAm9S04を加えて飽和度を次第に増加させ，沈澱の色調と生成の程度を検定した。その結果を

Table 1に示した3 いうまでもなく塩析に際して使用される飽和度は理論的にも実際的にも巌密な意

味を有しない便宜との単位であれ従って計算にあたって溶液中の蛋白量を無視して行われるが，飽

和度をあらわナ単位2ーしても蛋白溶液中に含有される飽和塩類溶液の容積と全容積との比であらわナ

Hofmeistぽ法主一定容積の水に対して含有されている極類量と飽和椿液のときの極類量との比で表

わナOsbぽ団法之があり，両者は飽和度の数値の等しいときにも実際の極類濃度は相異なるO 通常

前者の方がよく用いられるが，この実験においては前者を用いると容積が非常に多量となり，実験操

作に困難をきたすので後者を採用した3 また文献を引用ナるにあたてコて後者の方法に換算して記載ナ

るこJ;..¥.した。

Table 1 The Relation between the Degree of Satu-

ration of Am!S04 and the Precipitation of 
Phycochromoproteid 

1 Amount of 
1Faturation|AnU504added」ー i
i ト 1sflrc-nf' t.hp， .precinitation' 
1 of A叫的41品川品31酬「 叩 | 

cnnιen也rn.tion I 

1%| 宮

l10|7印
20 7.35 

30 7.04 

+ 

十

tt 

40 6.79 tt十

50 6.55 十

印 6.沼 十

70 6.13 寸ー

80 5.94 

加 5.76 

Colour of 
precipitate 

R080lanc purple having 
a tiuge of red 
Rosolanc purple having 
a tingeof purple 

印meas above 

区ame剖 above

f'ame as above 

Ealne剖 above

EaUle出 above

Table 1の結果によるιAm!S04
10%飽和のときの沈澱生成は極汐て少

量で，赤色をおびた牡丹色を呈した。

20%飽和のときには10ガと同様，極め

て少量の沈澱を生じたが，紫色をおび

た牡丹色を呈した。更にAm!鉛14'(1)飽

和度を30%にナると，前同様の沈澱を

や L多量に生歩。更に40%にナると，色

素蛋自の沈澱生成は概ね完成された。

AmgSO，の飽和度を更IC増加して跡形

及び60%にしても極めて少量の沈澱を

生じたにすぎで札更に70%とナるとき

には沈澱の生成は殆んど痕跡程度であ

って，飽和度をこれ以上に増加しても

沈澱の生成は認められなかヲた。

1∞ 5.59 i 以上によれ本実験において色素蛋
自の沈i殿生成。ために，抽出液に加え

られるAm却4の飽和度は40%が適当と恩われたので，それに従うことにした。即ち39.4Lの抽国液に
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Fig. 1 Preparation of Phycoerythrin and Phycocyan from POゆhyrapseudolinearz"s 

P. pseudolz"nearz"s 4kg (F陀shmattぽ〉
Total-N : 21.9152g 

l-wmM，ded却Lof distilled wa回， anda加 3days， added 400cc of凶 ene
-21 days let alone， filtぽed

Residue Extractく39.4L)

Residue 

Precipitateく30g)

Total-N : 9.5337g， pH : 5.4 「ad制 12kgof Amぬ tom山 40% saturation 
-1 day let alone，坦虫色起

Precipitate 「di田olvedin 3L of disti刷 water
-αmtrifuged 

Precipitate 

Filtrate (3.7L) 
1t他 d703g of Am品 tomake限帥U'ation
-1 day let alone， centrifuged 

|-di叫刊din 3Lぱ d伽iおist試ti11凶 w試制ぽ
ー.added 280g of Ams S04 to mak疋 10%saturation 

Filtrateく3.7L)
I-added 140g of Am2S04 to make 15% saturation 

Precipitate く7g) FiJtrate 

Filtrate く42.2L)

Filtrate 

l-added 140g of Am!S04 to mal記 20%saturation 

Precipitate C10g) Filtrate 

|一一2吐吐出百F長扇釘雨Fracti函示函4一一=示扇actio玩ctio註tJ占」Uιli』』己q叫町亙E劃 11F百而Fracti函玩函Ji玩詞」五玩JtJl
I-dissolved i担n1←工L石fd訂L函5託ti1ledwa拭teぽr 

l-added 140g of Am2S04 to make 25ガ saturation

Precipitate く580g) Filtrate 

lE亙tionJV1 
i-dbsolvd in3L of的 ti1ledw制
c:entrifuged I-centrifuged 

Residue 
-dissolved in 

FiJtrate くlL) Residue Filtrateく3.5L)

|州ed798g of Am2SO. 
|to make 30% saturation 

Residue 

500cc of disti1led 
water 

山centrifuged

Filtrateく50'OCC.)

I-added 171g of AmgS04 
Itοmake 15% saturation 

Filtrate Precipitate 
|[}ddd副他ωiおs
disti1led wa拭.teぽr 
centrifuged 

Residue Filtrate 
l:c剖他ed刊 OぱfAm凶£
tωo make笠2互三saturation

Precipitate Filtrate 

-dialyzed at OOC for 10 days 

Iph匂1リザy附 η肘も仙伽hr吋i
Ckept in an ice box) 

Precipitate Filtrate 

l-dM阿武…ωs
-centrifuged 

Precipitate 

repeated 
2 times 

I~hy伽rythrin I 
くkeptin an ice box) 

FiJtrate 

Iphycocyanl 

Ckept in an ice box) 



聞形の AmSS0412kgを援梓しながら徐々に加え一日放置した。然るのち上i澄液をサイフオシで徐き

沈降物を更に遠心分離して上積液主沈澱物与に分離した3 このとき上世液42.2Lと沈澱物(未毅燥〉

675gをえた。乙れは粗製の Phycoerythrin及び Phycocyanの混合物よりなる。これに3Lの冷水

を加え，暫時慶排して溶解させたのち，遠心分離して沈澱せる爽雑物を除き，土産液3.7Lをえた。

これに Am2S04703gを撹詳しながら加えて，飽和度を25%とし一日放置した。然るのち遠心分離し

て上澄液よ沈澱物とに分離した。このとき上澄液3.7Lと沈澱物保乾蜘 627gをえたこれに蒸溜

水を 3L加えて撹非し，全量を 3.7Lとし.Am2S04 280gを輝枠しながら徐kに加えて，飽和度を10

%とし一日放置ナ£と，少量の沈澱を生じたので，遠心分離し，沈澱物(未乾燥)30gをえた。これ

を Fraction1とナる。牡丹色を曇ナ。而してこの区分は Phycocyan を含まぬ Phycoぽythrinよ

りなるとJ思1われる。Fraction1を分離した上澄液 3.7Lに更にAm2S04140gを援祥しながら徐kに加え

て，飽和度を15%とし一日放置したのち遠心分離して沈澱物付、乾燥)7gをえたみ乙れを Fraction

IIe.ナる。 FractionIIを分離した上澄液に，更にAmsS04140gを援枠しながら徐k に加えて，飽和度

を20%とし一日放置したのち遠心分離したが，沈澱物(未乾燥)10g をえたのみであった〉これを

Fractionmとナるふ Fractionlliを分離した上澄液に更にAmSS04を援枠しながら徐kに加えて，飽和

度を25%よし，一日放置ナると色素蛋白の大部分は沈降した3 これを遠心分離して沈降物(未乾燥〉

580gをえた〉これを EractionlVムナる 3 而して FractionII， m， lVは何れも Phycoerythrin及び

Phycocyanの混合物よりなるι思われる oFraction II及び置は極めて少量のため，そのま L放置
し.Fraction 1及びlVより夫々純粋に Phycoerythrin及び Phycocyanをうるために更に弐の如

く操作したコ即ち Fraction1に蒸溜水l.Lを加えて一日放置したのち遠心分離して上澄液と沈降物

与に分け，沈降物に更に蒸溜水500ccを加えて一日放置したのち遠心分離して上澄液と沈降物とに分

離した。沈降物は水に不溶性であてコたコ市して上澄液を合して1.5Lをえたコこのものは透過光線で

牡丹色，反射光繰で杏色を長し，強い盛光を有ナる。これに Am2S04171gを撹枠じながら徐kに加

えて15%飽和とし一日放置したのち遠心分離して，上澄液と沈降物とに分離したコこのとさえた上澄

液は無色であった。沈降物を更にlLの蒸溜水に溶かし，遠心分離して不溶性の残査を除き，上澄液'

にAm宮S04114gを援枠しながら徐k に加えて.15%飽和とし.一日放置したのち遠心分離して，上澄

液み沈降物ムに分離ナる O この操作を更にニ回繰返したのち遠心分離して沈降物を集め，コロヂオシ

膜にてOOCに10日間透析してえた沈降物及び上澄液を，そのま L補色瓶にいれて氷雪に保存した。弐

にFractionlVに蒸溜水3Lを加えて氷冷しながら揖枠し，不溶性の残法を遠心分離して除き，えた

上澄液3.5LにAmsS04798gを氷玲捜枠しながら徐々に加えて30%飽和与し，一日放置したのち遠心

分離して上澄液ム沈降物ιに分離した。沈降物を集めコロヂオシ膜にて OOCに 10日間透析したのち
遠心分離してえた沈降物主上世液をそのま L柑f(~瓶にいれて氷室に保存した。かくしてえた沈降物は

Phycocyanを含まぬ Phycoerythrin.上澄液は Phycoerythrinを含まぬ Phycocyanの如く思われ

る。 Fig.1は以上の分別調製法の大要を図示したものである。

(2) Phycoe:τythri白主 Phycocyanの吸収スペクトル

可視部における吸収スペクトルは島津製 GW~30型波長分光;計を用いて行ったコ pHは6.8.Phyco­

erythrin及び Phycocyanの濃度は夫々0.0220%.0.0342ガで液暦は1cmを用いたコ Ta'もle2及び

8はその実験結果を示したもので，それを図示ナると Fig.2及び8の如く主主る。 これより比吸光係

数ε/ε=1/CUlog CO/Dを波長に対してplotナると Fig.4及び ue.なる。但しC…濃度%.d...液唐の
厚さ cm.10'"溶媒を通過したのちの光の強さ.1...溶液の同じ液屠を通過したのちの光の強さであ

るO 市してこの結果を Tiselius.桂井，北里等の結果と比較ナると Table4及び5の如くである。
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Table 2 Extinction Coefficients ぼ=I/dlog 10/1) for l>hycoerythrin (0.0220% Solution) 

wavelength 1EXtinction Wave length 
λcoefficients λ 

Extillction 
coeff icients 

Wave λIeugthll E xtinction 
coef ficients 
E (mμ) E 〈例μ〕 E (mμ〉

610 o.印 522 

587 0.80 513 

565 1.22 国7

555 1.30 495 

540 1.20 486 

536 1.12 477 

5沼 1.17 465 

1.15 

1.06 

1.00 

1.11 

1.01 

0.85 

0.70 

448へ

442 

430 

410 

405 

泊8

0.65 

0.64 

o.伺

0.78 

0.81 

0.85 

Table 3 Extinction Coefficients for Phycocyan (0.0342% Solution) 

、，Vavelength Extinction Wave length Extinction 、司ravelength Extinction 
λ coeff icient清 λ coefficicnts 入 coef f icients 
(mμ) E 〈例μ〉 E (例μ〉 E 

648 0.40 522 1.00 450 、 0.50 

610 1.10 507 0.85 430 0.56 

587 0.85 497 0.80 410 0.66 

565 1.12 486 0.72 405 0.70 

552 1.30 477・ o.印 忽訓B 0.80 

540 1.20 460 0.53 

Table 4 Position of Light Absorption Maxima ωρ 

|恥erythrinf日 I ~，山'OT，ψρhyra ρ'seudゐ'01，仇ιarず巾お
prepared by Tiselius Kitazato Katsurai Takagi 

observed by Katsurai Kitazato Katsurai Takagi 
一一一一

yellow band 560 562 555 555 

green band 533 526 534 533 

blue-green band 496 495 496 495 

Table 5 Position of Light A国orptionMaxima (mμ〉

Phycocyan fro皿 POゅhyratenera Phycocyan from Pr>>:ρhyra 
ρseud'olinear，お

prepared by Kitazato Katsurai Takagi 

observed by Kitazato Katsurai Takagi 

yellow band 614 610 610 

green band 546 552 552 
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以上によりウップルイノ

9:よりえた Phycoerytbrin

の最大吸収点の波長は555.

533及び495mμ.phycocyan

の最大吸収点の波長は 610

及び552mμで'Ti.田li.us，桂井，

北里等の実験結果と概ね一

致した。

1.5' 

1.0 

n九F

己
主
明
。
目
母
・
ω

101 

1.5 

(
旬
、
ご
島
幸
門

海藻より色素蛋白調製に

あたり抽出、液に加えられる

Am2S04の飽和度は，研究

者によづて異1).Svedbeτg 

は Ceramium rubrumを試

料としたときは 20%を採

用し.Porphyra teneraを

試料としたときははじめ20

ガで沈澱ナる色素蛋白を溶

解して再沈澱させるときの

飽和度をさらに5%増加し

で25%としている。而して

Aphanizomenon flosaquae 

からPhycocyanを分離ずる

ときには飽和度を33%とし

て色素蛋白を沈降させ，再

訪;澱を繰返ナときは飽和度

を減少して12%としている o Kylin は同じく Cerαmium を用いてえた抽出液にAm~Sü4を40% となる

よう加えて色素蛋白を沈降させ，再沈澱を繰返すときには飽和度を15%としているて〉またLembergは

同じく Cerainiumを用いているが.Kylinみ同様最初えた抽出液にAm2S04を40%にカJlえ，粗製の色

素蛋白をえ，これを再び水に溶かして碍沈澱させるときの飽和度を20%とし，遠心分離してえた説;搬物

より冷水に対ナる情解度の差異を利用して，赤色液と青色液とに分離した〉これより Am2Sujによる

分別沈澱並びに再沈灘を繰返して Phyc:)ぽythrin及びPhycocyanを純粋に分離し?と。かく D主nく研

究者により飽和度が異るのは色素蛋白の抽出条件.即ち?毘度並び広抽出日数の異なるために生起した

分子の大いさの差異に起因ナるものと思われる。その後に至1)Tiselius 8、は AmョS04による分別沈澱

によっては，両色素蛋白を完全に分離しえないことを認め，電気泳動装置によヲて完全に分離した。

本研究においても同様に Am~Sü4による分別沈澱によっては両色素蛋白の分離は極めて困難であづた

ので.Am，虫S(MO%によってえた沈降物を透析してAm2S04を除去したのち.Lembergの如く冷水に

対ずる溶解度の差異を利用して Phycoぽythrin及び Phycocyanを分離した。

察考C 

o 
q∞ o 

'lO0 句。600 500 
Wave le可抗，m.品

400 6仰 500
Wave (en..gτ九， 7IUι 

Fig.3 
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甘

a
h
u
h汁

Fig. 2 
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-::，30 
Z耳
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..s 

手I.. 
b 
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Q 
"Â 400 600 . 500 

Wave le1J，~;t.ゐ， mι
om 

'fOQ 600 . 500 

Wa，ve len.g札>m.u. 

Fig. .5 
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きた， Phycoerythrinの溶解度について， KylinはCeramium rubrumよりえた Phycぽ!lYthrinは

Phycocyanよりも水に溶け易いとし，一方Leri1bergは PorphyrateneraよりえたPhycoぽythrin

は PhycJCyanより水に溶け難い事実を指摘しており，一般に Phycoerythrinは水に難務性とされ

ているふ著煮は本研究において Am2S04による分別沈澱を反復ナることにより Phy∞erythrinが漸
次不溶性主友ることを認めたコもとより Globulinの性質を有ナる蛋白はとくに塩類に対して鋭敏に

作用し，塩類濃度のわづかの相違によって溶解度を念淑に変化せしめるものであるから，か Lる溶解

度の減少はAm2S04によって phycoerythrinが変性された結果であれこれら色素蛋白が生体内にあ

るムきは極めて稀薄な塩類溶液に可溶性であって，体内の諸反応を円滑に遂行しているものと思われ

るO

D 要約

1. ウッフ・ルイノ Pを用いAm2S04による分別沈澱及び冷水に対する溶解度の差異を利用して.

Phycoerythrin及び Phycocyanを単離精製したコ

2. かくしてえたPhycoerythrin及びPhycocyanについて吸収スペクトルを撮影し，Phycoぽythrin

の長大攻収点、の波長は555，533及び495mμ，Phycocyanは610及び552mμにあることを認めた。

本研究は交部省科学研究助成費により遂行したふ記して文部省に対して謝意を表ナる。また本研究

を途行ナるにあたり修始御怒篤な御指導と御鞭撞を賜った本学部教授農学博士，医学博士村田喜一先

生に深甚なる謝意を表ナる O
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