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ナガズカ卵巣の毒性物質

第7報毒性リポ蛋白質 lipostichaerinの性状*

羽田野六男紳

Toxic Suhs同.nceof the Roe of Northern Blenny 

VII. Further cha.racteriza.tion of liposticha.erin 

Mutsuo IlATANO 

Abstract 

In晶 previousp晶，per品目もudyw，ωmade on色heもoxiclipoprotein， deno句d
lipo前ichωrin，whieh wωisolated from the roe of Stichae制 grigorjewi. In出is
paper further ch品racぬ:rizationof the lipostich晶erinwill be described. 
The lipostich踊 rinshowed homogeneous with chromaωgr品，phicallycri句，rion
(on hy'むほ戸pati加)and gel filtrationぬroughthe Seph吋.exG・200，and the 
chromatographic ∞mponent acω吋ingもoBemardi and Cook， w品目 evidently p. 
lipovitellin which had a molecular weighも of4X 10"，品ndもheもot晶l晶mountof 
lipostichaerin reached 14.4% of伽 originalroe. 
The LD回， by in色，raperiもoneal injecもioninωmice， w鍋 180mg/kg and no 
hemolytic acもivitywas seen on sheep red blood cells. 
The lipostich腕 rinw品目 delipidated according ω ぬemethod of Sc品nue色al.

The lipid moiety (22.3%) w銅色oxicand仙.epro句inmoiety (77.7%) wωnonωxic. 
The lipid moi凶'yw，銅色henfraction品旬don a silicic acid column. The only 
Fraction 3， eluもedwith CHCla・MeOH.H20(65:25:4) mixture， w品目 toxic and it 
ωnsisted m晶inlyof phospha品idylcholine組 d 晶もoxicphospholipid. 
On色heother h晶nd，a livetin fraction ofもhisroe， and proぬinfractions， 0.5 

satura句dprecipi切除s，of muscle and milもofthis fish were nonもoxic.
The自eexperiments indicated仙凶白白色oxicphospholipid (0.23% in this roe) 

ofぬ.elipostich回，rinis a cer切inphosph抗，idopepもide.

緒言

第3報りにおいてナガズカ卵巣より硫酸アンモニウム分画と調製超遠心法Iとより lipostich配 rinの

分離を試み，高密度リポ蛋白質区分(1.063<d<1. 21)の subfractionHDLa F::強い毒性を認めた。

乙の HDLJ(lipostichaerin) はチセリウス電気泳動， セフアデックス G-lOOのゲル鴻過などで均一

性を示し， さらに乙のものについて紫外部吸収スペクトル，赤外線吸収スペクトル，アミノ酸組成な

どを検討し特にセルローズ・アセテート膜電気泳動の挙動より lipovitellin様物質である乙とを推定

した。本報では ζのlipostichaerinは卵黄リポ蛋白質の 1種 β-lipovitellinであるととを認めさらに

その分子量， 等電点， 5096致死量， 溶血性などの性状のほか脂質部分の組成についても検討を行な

い， To混iccomponent はある種の燐脂質であるととを認めたので報告する。

*昭和46年4月 日本水産学会年会(東京)Iζて講演発表
紳北海道大学水産学部食品化学第一講座

(Laborat仰y01 Food chemistry， Facul勿01Fisherie8， Hokkaido Uni世ersity)
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1971] 羽田野:ナガズカ卵巣の毒性物質-Vl

実験および結果

実験方法:

分析法，赤外線吸収スペクトル (IRスペクトル)の測定および毒性試験法はほヨ既報勾と同様であ

るが， 50%致死量 (LDw)包』は SWJ系マウスに lipostichaerinをそれぞれ腹腔内接種(i.p.)し72時

間以内におけるマウスの発死数から Behrens-Karber法によって計算した。

分子量は Andrewsi句の方法tとよりセフアデックス G-200を用いて測定した。

等電点 (pH)は種々のpHのM/15燐酸緩衝液を用いセルローズ・アセテート膜電気泳動 (O.6mA/

cmノ'50min.)を行ない， pHと移動距離との関係より求めた。
lipovitellinの同定は Tiseliu刊によるハイドロオキシアパタイト・カラムクロマトを行役いその溶

出挙動からBernardiとCookらのの方法にしたがって同定を行なった。

糖についてはアンスロン法的によって測定した。

50%溶血単位 (H.H.u.)はヒツヲ赤血球に対する溶血性を H釘 bertとToddらりの方法11:準じて

行なった。

脂質部分の分画とその組成はケイ酸カラムクロマト(乱仏llinckrodt製， 110oC， 24時間活性) 1とよ

り中性脂質，燐脂質その他毒性燐脂質の3画分11:分画し，薄層クロマト (TLC)によって脂質組成を

検討したが TLCの条件は既報8)とほY同様である。

脂肪酸組成は前述の画分をそれぞれ 10%塩酸メタノールとともに封管中で加熱しメチルエステル

としたものをガスクロマトグラィ~ (GLC)によって検討した。

鼠料:

第3報1)で述べたと ζろの lip曲 tichaerinを使用した。

liposticbaerinの精製:

精製法については既報で述べたがその概略は Fig.111:示すとおりである。すなわちナガズカ卵巣を

10%食塩水でくり返えし抽出を行ない浮上脂肪層を除去した食塩抽出液11:国型硫酸アンモニウムを加

えて粗分画を行なった。得られた毒性を示す画分に硫酸アンモニウム飽手日水溶液を加え，毒性の強い

画分として 50%飽和再沈澱 (PPT-1，50% reppt)を得た。 ζのものの精製はGofmanの調製超遠心

法によって行ない lipostichaerinは高密度リポ蛋白質(1.063>d> 1. 21)のsubfractionHDLIとして

得られた。

Fig.l pur温ωもionof lipostichaerin 
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The column， 2.0 x 50.5 cm， W:ωequilibrated wi仏 0.2Mpo旬間iumphosph晶飴 bu宜.er，
pH 6.8. Three eluもion脚'p8were uωd， namely， 0.2M， 0.6M and 2M po旬倒ium
phω:pha飴，組dfrom曲目hcollec飴d2m!. 

Fig. 2A Chroma句'gr晶phyof 0.5自前町晶ぬdprecipi句teon hydroxyap抗i句∞lumn

250 200 50 

また卵黄リポ蛋白質の分離法であるハイドロオキシアパタイト・カラムクロマトによって5096飽和

再沈澱 (60mg)の分離・精製を試みた結果， Fig.2A 1<::示すごとく 0.2M燐酸緩衝液で溶出きれる

livetin区分と 0.6M燐酸緩衝液で溶出される β-lipovitellin!<::分離された。しかし ιlipovitellinは

2M燐酸緩衝液で溶出されるのであるが溶出きれずζの試料には存在しなかった。したがって ζの方

法により大量に lipostichaerin(β・lipovitellin)を調製し一部の実験1<::供した。

llpostlchaerinの均一性:

先1<::チセリウス電気泳動， セフアデックス G-IOOのゲル鴻過による均→生を認めたが，本実験に

おいてもさらにハイドロオキシアパタイト・カラムクロマトおよびセフアデックスG-200によるゲル

v。

↓ 
」

20 30 

Tube number 

Pur温edIipostichaerin wωelu飴d
through晶ω，lumn，1.7x55.0cm us・
ing 0.5 M NaCI， pH 7.0，ωaeluent， 
晶.ndfrom e晶chωUec凶 1m!.

Fig. 3 G申l創色rationof purmed lipo-
前ichωrinon Sephadex G-200 
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羽田野:ナガスガ卵巣の毒性物質-VJ[

減過で検討を行なった。その結果はそれぞれ Fig.2BとFig.3IL示すとおりであり，いずれにおい

ても均一である乙とを認めた。

1971] 

乙の結果からBehrenιKarber法によ

lipostichaerinの毒性試験(LD60):

lipc田tichaerinの毒性試験は Table1に示すとおりであるが

って LDω を求めると 180mg/kgの値を示した。

Table 1 Toxicity te前 ofpurified lipostich闘 r泊 byintraperi色on師 l
injection irr句 mice，SWJ前rain

lAvmgedB仙
色泊。， (hrs.) 

Morぬ.Iiもy
(%) 

Average body wt. 
(g) 

Dosage 
(mg/kg) 

組
問

m
w
m
n
一

Deaths no. 

500 
300 
200 
100 
50 

a
O
R
υ
a
a
z
o
a
a
υ
 

15.0 
19.0 
19.5 
23.5 
21. 5 

Six mic唱 usedfor e晶chgroup 

lipostichaerinの性状:

既報1)，8)の結果と本実験の結果とをあわせて Table2 IL示すが， ζの結果 lipostichaerinは高密度

リポ蛋白質で分子量4x 1()dの βーlipovitellinと同定され， LDdO (i. p. ) 180 mg!kgの毒性を有している。
さらに血清学的性状としては溶血性は認められずまた抗原性では完全抗原としての性格を有している

ζとを認めた。

Charac旬rizationof purified liposticha回n

Lipoprotein form 

Hydr品句ddensity* 

Flot晶もionr品te，Sf 1.日本
Molecular weight 
pH 
入max*

E13LMm mμ* 

12.16 % 
0.88% 
Nil 
22.3% 
77.3% 
180mgjkg 
No hemolysIB 

Comple旬阻tigen

Total nitrogen事
Toも晶1phosphol1沼市
Sug晶r(品目 hex，ωe)
Lipid moiety 
Protein moieもy
LD帥 (i.p.)血 72hrs. 
Hemolytic activity 

Antige凶city*

s-lipovitellin 
High density 
(1.063<d<1.21) 
ca 1~2 

4.0x 106 

5.8 
279mμ 

11.7 

T晶ble2 

脂質部分と蛋白部分の性状:

ハイドロオキシアパタイト・カラムクロマトによって得られた lipostichaerin3. 0 gを3倍量のクロ

ロホルム・メタノール(2:1)混合溶剤で処理し，脂質部分0.67g (22.396)と蛋白部分(77.796)とに分

離した。なお一部については蛋白部分の毒性試験 (Table5)のために Scanuら均の方法にしたがっ

て脱脂を行なった。 ζれらの性状については Table3 IL示すとおりであるが脂質部分は結合脂質より

なり毒性を示した。また H.H.U.は36mg/mlで， ，131]1とナガズカ卵巣より調製したリゾレシチンの値

(38μg/ml H. H. U. )と比較すると約 1/1000の強きでほとんど溶血性はないが，わずかの溶血性は後

述する脂質部分の中に混在する微量のリゾレシチンによるものと考えられる。一方蛋白部分について

は Vitellin(燐蛋白質)で毒性は存在せずまた溶血性もないが，完全抗原としての抗原性を有し lipか

stichaerinのそれと共通抗原である乙とが認められた。

~ 171ー
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T乱ble3 Pro戸時ie白oflipid and pro句inmoおもおsof lipsotichaぽin

Lipid moiety Pro蜘 moおもy

Reωvery， % 
Component 
Toxiciもy
Hemolyもic品。七ivity
A虫色igenicity

... N: 12.75% ; P: 0.18% 

U

T

 

地

E
聞

3
h
h
'
M
H
矧

2
d
n
d
h
 

i

m
虫
卵
L
崎

L
山

叫

時3
・1

制品

F
Q
U

77.7 
Viω11in* 
Nonもoxic
No hemolysis 
Compleもeanもigen

脂質部分の分聞とその毒性:

前述のごとく脂質郁分にのみ毒性が存在するので脂質部分 (560mg)をケイ酸カラムクロマトによ

る分画を試み， Table 4.5. 6に示す結果を得Tこ。

乙の結果， CHClsで溶出される Fract.1は毒性が認められず中性脂質を主成分とする画分であり，

次に CHC1s-MeOH (7:3)で務出される Fract.2も毒性がなくレシチンとケフアリンを主成分とし

微量のリゾレシチンを含む燐脂質商分であった。最後の CHCls-MeOH-H:aO 何5:25:4)で溶出され

るFract.3は毒性を示し，毒性燐脂質のほかレシチンの混在も認められる画分であった。なおζの商

分の IRスペクトルは Fig.41と示すとおりである。

各溶出画分の脂肪酸組成:

各溶出商分の脂肪酸組成を GLCによって検討した結果は Table7 K示すとおりであるが， 特に

毒性燐脂質画分 (Fract.3)の主な構成脂肪酸はパルミチン酸，ヘキサデセン酸，ステアリン酸および

オタタデセン酸で，中性脂質，燐脂質画分のそれと比較すると高度不飽和酸の欠除している ζとが認

められた。

チガズカ筋肉および精巣の蛋由貿と livetinの禽性試験:

ナガズカ筋肉および精巣をそれぞれ3倍量の 1096食塩水 (pH7.0)で3回抽出を行ない，得られた

食塩抽出液に硫酸アンモニウム飽和水溶液を加えて塩析し 5096飽和沈澱を得た。 ζれらのものと先

に lipostichaerinの分離過程中に得られた livetinについても毒性試験を行ない Table8 K示す結果

を得たがいずれにも毒性は認められなかった。

考察および総括

ナガズカ卵巣の毒性物質 lipostichaerinはリポ蛋白質として卵巣中に存在しているが， ζのものの

性状については Table9 p::示すとおりである。

T油le4 Fraωionation of lipid moieも'yon品目ilicicacid ω，lumn 

bEalucutidon ll CECla-MEB1O11Hen.tE，J，(ml)||Yi% eld， N，% P，% I N/p*II Toxicity 

1 10: 0: 0 (150) 46.1 Nil Nil 182.9 

2 7: 3: 0 (15ω 38.9 1.42 3.47 1.1 146.2 土

s 65 : 25 : 4 (150) 15.0 + + 一 ー + 

* Mol乱，rr抗io， 帥 W当日.method 
The Hpid moiety (560 mg) w品目。hroma.句Igraphedon晶10gsilicic acid column， 
1.8>く25cm.
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1971] 羽田野:ナガスガ卵巣の毒性物質.VI

T品ble5 Toxicity旬瑚 of曲。helu飴dfracもi阻晶nd晶 proぬmmoieもy

Frac色ion Bod(y g) wι 
Dose Death time， Sex 

mglmlJm綿 B.W・
(hrs.) 

27.0 8 21.6 0.50 0.80 Survived 

Eluもedfract. 1 
27.0 ♀ 21.6 0.50 0.80 Survived 

24. 0 8 19.4 0.45 0.81 Survived 

21.0 8 17.3 O.ω 0.82 Survived 

一
22.0 8 17.6 0.60 0.80 57 

Elu句dfr品。も.2
22.0 ♀ 17.6 0.60 0.80 50 
20.5 8 10.3 0.35 0.50 Survived 

26.0 ♀ 13.2 0.45 0.51 Survived 

Eluぬdfr闘志.3 20.5 8 10.2 0.50 0.50 22 
21. 0 8 10.2 0.50 0.49 24 

22.0 8 36.0 0.40 1. 63 Survived 

24. 0 ♀ 40.5 0.45 1. 68 Survived 

Proぬinmoiety 22.5 8 27.0 0.30 1. 20 Survived 

25.0 8 31.5 0.35 1. 26 Survived 

22.0 8 22.5 0.25 1. 02 Survived 

18.0 8 18.0 0.20 1.00 Survived 

All mice (NIH) were injec句dintr晶，periぬB抽 11y

Table 6 Lipid compo自itionof曲 cheluぬdfraction， % 

Eluted 1 un 1 Free 1 Free fatty 1 中n ISω，001 1 T，p，，， 1 T.vAnlA" 1 伽 1T~~c 
hction 1 且日 Is加。Is1 問地 | 一|ω色ers1 ~V 1 ~J~V'VV 1 ~vy 1 phL 
1 I 7.6 I 8.5 I 9.6 I 14.5 I 5.9 I一|一|一 I -
|ー|ー|ー|ー|ー 1 25.7 1 佐 I 11.2 I 2.0 

3 ー | ー | ー | ー - I 9.6 I 一 |・ー I 5.4 

凶 l 1 7.6 1 8.5 1 9.6 1 14.5 1 5.9 1 35.3 1 tr 1 11.2 1 7.4 

All values were based in lipid moiety 
Abbrevi叫ion:MG: Monoglyceri伽;TG: Triglycerides; Lec: Leci山in(phospha-
tidylcholine); Lysolec: Lysolecith也Cep:Cephalin (phosph晶tidyletha-
nolamine叩 dphosphaもidylserine);and Toxic phL: Toxic phospholipid 

ロ。沼崎町一
E
m
E
E』
¥
ぱ

4000 2000 1500 1000 600 

Wave number， cm"t 

Fig. 4 Infrared speωrum ofもoxicphospholipid企action，eluぬd企M色ion3， pa飽ed_inKBr 
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Table 7 Fatもyacid compo日itionof each eluted fraction， % 

白 :m 1 2 3 

14:0 1.6 2.3 5.1 
15:0 0.5 0.7 tr 
16:0 20.1 24.1 9.8 
17:0 1.4 1.7 1.9 
18:0 4.9 5.9 22.8 
20:0 0.5 tr 0.1 

To句.I8晶吋.品。ids 29.0 34.7 39.7 

16:1 14. 2 22.0 14.3 
16:2 2.1 0.1 3.7 
18:1 29.9 22.8 34.1 
18:2 2.4 2.0 tr 
20:1 3.3 もr 0.7 
20:2 0.4 1.1 
20:4 0.7 5.8 0.4 
22:2 8.0 2.0 6.0 
22:3 6.3 
22:6 10.0 4.3 

To旬lun闘もd.前 ids 71.0 65.3 60.3 

The∞ndition of g踊 liquidchroma品ographyw制品目 follows:
Hitachi F6・Dgas chrom晶もograph;DEGS column length 2 m (3 mm， 
i.d.); Column旬Imp.2050; FID旬mp.3000; Injection飴mp.3000; N. 
pressure 0.6 kg/cm"; Hs pre関ure0.6 kg/cms and air pr倒 sure1.2 kg/cm' 

T晶ble8 Toxiciもy総書旬 of0.5目前uratedprecipi句飴自 ofmuscIe and 
mi比企omthe blenny岨 dlivetin from its fish roe 

Bod(y g) wi 
Dose Death time， Sex 

mg ml I mg/g B.W. (hrs.) 

25.0 ♀ 51. 0 0.55 2.04 Survived 
M田cIe命 24.0 8 48.3 0.50 2.01 Survived 

25.5 ♀ 51. 0 0.55 2.00 Survived 

23.0 ♀ 33.7 0.60 1.43 Survived 
Mil伊* 24.0 8 33.7 0.60 1.40 Survived 

25.0 ♀ 33.7 0.60 1.34 Survived 

28.5 8 30.0 0.60 1. 05 Survived 
Livetin 24. 5 ♀ 25.0 0.50 1.02 Survived 

21. 0 ♀ 20.0 0.40 0.95 Survived 

Also all miω(NIH) were injected i凶抑制ωneally
*N: 12.78%; P: 2.78% 柿 N:13.35% ; P: 1.30% 

Table 9の結果から ζのものは卵巣リポ蛋白質の1種β-lipovitellin(分子量 4x 1()d)であり，その毒

性 (LDro180時 jkg)はGl幽 onの毒性基準包〉によると中等度 (v町 toxic)で他の水産動物毒の例と

くらべても強くはないが， Fuhrmanら切によるCabezonの魚卵毒の値 (LDro150 mgjkg)と近似し

ている。また ζのものは溶血性毒でない乙とも認められた。なおa>-lipovitellinの存在は認められなか
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1971] 羽田野:ナガスガ卵巣の毒性物質-V1

Table 9 Summarized characteri脇説onof purified lipo銚ich朗自

Lipo蜘加巾Lipidmoiω;y I pro蜘闘的y

DHM倒yoldi.gr晶wntMもe.d iodn omiby Hかilgi伊hvdie旬nBIlihもy
Bound lipids Vi句llin

一
4xl0・ 一

豆AEI4no町pz均id田ddFl田wyZai温edoeも田y，醐丸}而(~七4y} NC18oo0mもmphlgeefmもkeog alyInDttiic g帥'en 
Toxic Non色oxic

SSliimgMple ly hh却，emもeonly?も，ic NOoomtphheNm旬iloaly，nUtic gen 
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ったがその原因については不明である。 さらに ζの lipostichaぽinを脂質部分と蛋白部分に分離する

と毒性は脂質部分にのみ存在し蛋白部分には認められない。 ζの脂質部分の組成は燐脂質が約 54%

を占めるがその大部分はレシチンであり毒性燐脂質も少量であるが 7.4%(lip団tichaerinIC対して

1.8%)含まれている。

乙の毒性燐脂質はナガズカ卵巣の毒作用を決定する重要な要素となるものであるが， その性状はク

ロロホルム・メタノ{ル・水で溶出される乙とから..-般の燐脂質より強い極性を有し，定性的(TLC)

にはニンピドリン反応陽性でさらに IRスベクトルからはエステル結合，ペプタイド結合，燐酸基な

どの存在が認められるものである。またその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，オクタデセン酸を主成分(81%)とし高度不飽和酸を含有していない。以上の結果から ζのもの

はある種の Phosphatidopeptideである ζとが予想され毒性を発現させる部分は脂肪酸部分によるもの

ではなくペプタイド部分に由来するものと考えられる。

対照としてナガズカ筋肉と精巣の蛋白質についても毒性の有無を検討したがいずれにも毒性は認め

られず毒性は卵巣にのみ局在していることを認めた。
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