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フナ網膜のカロチノイド

金沢大学大学院医学研究科眼科学講座（主任　倉知与志教授）

　　　　　　　武　　村　　　　肇

　　　　　　　　（昭和42年1月31日受付）

（倉知教授就任25周年祝賀記念論文）

　桿体網膜の感光物質が視紅であることは，殆んど異

論のないところであるが，錐体網膜の視物質に関する

研究は，三体ほどには進んでいないのが現状であ登．

　Wald　1）2）氏は，ニワトリ網膜の一連の研究で，錐

体視物質としては，retineneと錐体特有の蛋白を考

え，この錐体視物質にiodopsin　という名を与えて

いる．また，氏は，ニワトリ網膜から直接石油エーテ

ルで抽出，カラムクロマトグラフィーを使用して，

vitamin　A以外に3種のカロチノイドを証明し，こ

れが油球に含まれていて，カラーフィルターの役目を

回していると推論している．しかし乍ら，当教室では，

先に3），倉知4），秋谷氏らがニワトリ網膜のカロチノイ

ドについて報告し，これが蛋白と結合して錐体視物質

を形成すると考えられると述べている．他方，Stu・

dnitz5）氏は，油球のないヘビ網膜を使用して，ヂギト

ニンで抽出後，これよりエーテルで抽出，655，555，

468mμにそれぞれ極大吸収を持つ曲線を得ている．

　このような錐体の視物質研究の知見を更に進める

ためにな油球を持たない錐体で実験を企図したが，

Studnitz氏の用いたような油球のないヘビは入手困

難なので，今回は，混合網膜ではあるが油球を持た

ず，手近に大量に入手できるフナ網膜6）をえらんで，

実験材料として使用した．

　以下にその成績について報告する．

実　験　材　料

　実験材料としては，金沢市北郊の河北潟に生息する

フナ（Carassius　carassius　L．）を使用した．その

大きさは，平均して一尾約20cm，150　g程度のもの

である．

カロチノイド分離法及びその成績

約50尾のフナを，水槽に入れたまま，あらかじめ約

5時間の暗順応を行なっておく．その後，微赤光下

＜東芝製赤色電球を用いて1m離れて照度は1Lux以

下）で，眼球を摘出，網膜を剥離する．剥離した網膜

は，15m1の氷冷エタノール中に集め，　Potter・Elve・

hlem型のガラス製のhomogenizerでhomo・
genizeし，遠心分離する．上清を傾斜し，沈渣に石

油エーテル20mlを加えてhomogenizeした後，

遠心分離する．この操作を数回くり返し行ない，石油

エーテル中に充分色素を抽出する．

　エタノール引分には約15m1の水を加え，石油エ

ーテル30m1と分液ロートで振盟，色素を石油エー

テル層に移行せしめ，同層を分離後，更に今一度アル

コール層を石油エーテルで同様に抽出する．2回分の

石油エーテル層と上述の操作で得た石油エーテル抽出

液の両者を合わせ，数回水洗して残存するエタノール

を完全に除去する．この石油エーテルを芒硝で脱水，

減圧乾固後，直ちに6％にKOHを含むエタノール溶

液10mlを加え，暗中で，窒素気中，40。C，8時間

の鹸化を行なう．

　鹸化終了後，水を加えて，石油エーテルで数回徹底

的に抽出し，ζれを集めて，中性になるまで充分に水

洗を行い，芒硝で脱水後，1～2rn1にまで減圧濃縮す

る．このものの色調は，濃黄色である．これを試料

として，以下の実験を行なった．

　カロチノイドの分離に使用するカラムの作成には，

Woelm無心の酸性活性アルミナを約10　Clnの高さに

カラムに充填し，50mlの石油エーテルを流す．これ

に上記の試料を静かに論証すると，色素はカラムの最

上部に一条の濃黄褐色帯として吸着される．更に，充

分な：量の石油エーテルを流したのちに，次の順序で色

素を溶離させる．

　一般にカロチノイドの分離には，クロマト用の炭酸

カルシウム，Calcium　oxid，種々のアルミナ，硅酸

を用いて行なわれるが，今回のフナ網膜からのカロチ

ノイドの分離には，種々試みた結果，Woelm社製の
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酸性活性アルミナのみが，かなり良好な成績を得られ

たので，これを使用したが，しかし，カロチノイドの

吸着上の性質がはなはだ近似しているので，溶離には

非常な注意を要した．

　なお，溶離した色素，及び，それらのCarr－Price

反応の吸収スペクトル測定には，日立製作所製の自記

分光光電光度計を用い，試薬はアルミナ以外はすべて

和光純薬の試薬特級を使用した．

　Fraction　1　（Fig．1，2）

　試料を吸着させたカラムに，1％の割合にアセトン

を含む石油エーテル50m1を注加すると，最上部の吸

着帯より，僅かに青味をおびた黄色帯が溶離してく

る．この色素の石油エーテル溶液は，黄色であり，そ

の極大吸収は432，405，及び368mμに存在して3峰

　　　　　　Fig．1（Fraction　1）
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性の吸収曲線を示す．この物質を石油エーテルと90％

メタノールで分配した場合，色素の大部分は，上層で

ある石油エーテル層に移行する，

　この物質のクロロホルム溶液につき，三塩化アンチ

モン反応（Carr－Price反応）を検すると陽性で，そ

の吸収スペクトルは600mμに極大吸収を持ち，685

mμに肩を形成する．色調はやや緑がかった青色であ

る．この反応は，数分間で裾色しだすが，自記分光光

電光度計で測定するには，何らの支障も認めなかった．

　この物質は，未だ報告されていない新しいカロチノ

イドと考えられる．

　Fraction　2　（Fig．3，4）

　Fr．1を溶離した後，5％の割合にアセトンを含む

　　　　　　　Fig．3　（Fraction　2）
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石油エーテル溶液を流下すると，最上部の色素吸着帯

から，黄色の色素帯が溶離し，同時に澄色の部分の下

方への拡散が認められる．充分に溶離した後，これを

石油エーテル溶液として，再度吸着クロマトグラィー

を行なう．

　この分画の石油エーテル中での吸収スペクトルの極

大吸収は，396～398mμにある単峰性の曲線であり，

Carr－Price反応陽性で，その極大吸収は7101nμに

存在する、この物質は吸吸スペクトルの位置からみ

て，retinene2と考えられる．

　Fraction　3　（Fig．5，6）　　　　　　　　　　　　q

　Fr　2．を溶離した後のカラムを，更に1％の割合に

エタノールを含む石油エーテル溶液で溶離すると，5

％のアセトン・石油エーテルの流下で拡散した榿色の

　　　　　　　Fig．5　（Fraction　3）
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吸着帯が，完全に溶離してくる．この色素の石油エー

テル中での極大吸収は，288mμと350mμに存在し

Carr－Price反応の極大吸収は，696　mμにある，本

分画は，吸収の位置から見て，vitamin　A2と考えら

れる．

　Fraction　4　（Fig．7，8）

　Fr．3を溶離したあとのカラムに10％の割合にエタ

ノールを含む石油エーテルを注加すると，更に黄色の

色素が溶離してくる．この分画の石油エーテル中での

　　　　　　　Fig．7　（Fraction　4）
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吸収は，328mμに極大があり，288mμに第2の極大

吸収を示す．この分画のCarr－Price反応は，698mμ

に極大吸収を示し，640mμに肩を形成する曲線をな

す．

　これらの色素を溶離したあとのカラムには，なお，

極めて僅：かではあるが，黄色調が残存するが，種々の

溶媒での面面も困難である．

総括及び考察

　魚類の感光物質については，現在までに，数多くの

報告がある．例えば，1896年にK6ttgen　7）氏は，ス

ズキ，マス等より540mμに極大吸収を示すものを

visual　purpleとして報告している．1936年には，

Bayliss氏らは，十数種の海水魚につき，2～12立聞

の暗順応後，微赤光下で網膜を剥離，2％ヂギトニン

水で抽出後，遠心して，その上清につき，光照前後の

吸収スペクトルの差をとり，505から545mμの間に

その極大吸収があることを示し，これをそれぞれの

魚のvisual　purpleとしている．1950～1952年に，

Dartna11氏は，　tenchを使用，剥離網膜を2％ヂギ

トニンで抽出，遠心分離後，その上清につき，先ず

600～650mμの単色光で数時間室温で照らして，極大

吸収533±2mμの差スペクトルを得，　visual　vi・

01et（red　sensitive　pigment）とし，次に白色，或

いは緑色光で照らしたもので467mμに極大吸収を有

するred　insensitive　pigmentを得て，これにvi・

sual　pigment　467と命名している．1953年Kampa

氏は，tench，マス，蛙などで数時間の暗順応をした

のち，微赤光下（120W　lamp，　Wratten　2（red）

filter）で網膜をとり出し，2％ヂギトニン，及び4

％sodium　deoxycholate中1こ抽出，暗中で25　C

1時間放置後，フィルターで濾過，24時間0。Cで保

存．その後3000～10000r．　p．　m．で15～45分間遠心

分離，その上清につき，暗保と10分間100Wの光源

で光照後の吸収スペクトルの差をとり，520mμに極

大吸収を示す曲線を得た．一方，Wald氏は，1936年

から続く一連の実験で，次のような成績を報告してい

る．

　Wald　8）9）氏は，魚を暗順応後，微赤光下で網膜を剥

離，3時間4％Alumに入れ，水洗して，　phosphate

buffer　solutionで中性にする．次に，2％ヂギトニ

ン水に一晩放置抽出して，その後20分間3000r．P．m．

で遠心分離し，その上清のヂギトニン抽出液の光照前

後の差スペクトルをとり，522±2mμに極大吸収を

示す曲線を示し，この感光物質にporphyropsinと

命名した．このporphyropsinは，　rhodopsinに

村

対する淡水魚のvisual　pigmentである‘と推論して

いる．更に，氏は，種・々の魚の剥離網膜を明室に1時

間放置，石油エーテルで20分間振盈抽出を行ない，遠

心分離して上清を得，これを減圧乾固して，クロロホ

ルムに溶解し，その吸収スペクトル，及び，カールプ

ライス反応を調べた（Fig．10），その結果，海水魚で

は，極大吸収は328mμに，また，Carr－Price反応で

の極大吸収は615～620mμを示し，これがvitamin
　　　　ノAヱであることを，また，淡水魚のそれは，極大吸収

が355mμに，　Carr－Price反応では696　mμに極大

吸収があり，これがvitamin　A2であることを証明

した．このような結果から見て，Wald氏は，　por・

phyropsinに対してもrhodopsinと同様なcaro・

tenoid－proteinであると考え，次のようなcycleを

想定した．

　即ち，porphyropsinは，光照によりretinene2－

proteinに変化する．　retinene2は，光照後の網膜の

ヂギトニン抽出液より再びエーテルに抽出され，クロ

ロホルム中で吸収スペクトルの極大吸収405mμを示

し，Carr－Price反応の極大吸収は706　mμにあるこ

とを証明している．更に充分な光照をしたものより

vitaminA2－proteinが得られる．　vitamin　A2のそ

れは前述の通りである．これを図示すると次のように

なる．

　　　　　　　　　　Fig．9

　　　　　　　Porphyropsin

　　　　／（　＼

膿や翻m‡一驚嵩こ；1；1猛，

（SbC15→696mμ）　　　　　　　（Sb　CI5→706mμ）

　　　　　　　　　　　　　　＜G．Wald＞

　Wald氏は，また，ニワトリ網膜の油球には3種あ

り，その油球がcolor－filterの役目をしているとい

う想定のもとに，その油球に含まれているカロチノイ

ドの分離を試みた．氏は，100眼のニワトリ網膜を単

位として，石油エーテルで抽出，これを10m1の6％

KOH：アルコール液で40℃，1時間の鹸化を行ない，

石油エーテルに抽出後，その石油エーテル抽出物を石

油エーテルと90％メタノールで分配し，それぞれの分

画に分けたのちに，炭酸カルシウム，活性アルミナを

使用して精製して，astacene，　xanthophyll，　hydrQ・

carbon　sarcineneにほぼ一致するカロチノイドを分

離して，これが錐体油球にあると推定している，ま

た，氏は，galloxanthinをも網膜より抽出している．
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網膜よりのカロチノイドを抽出した報告は，1932年の

Studnitz氏のものがある，　Studnitz氏は，油球の

ないヘビ（tropidonotus　natrix）の網膜をヂギト

ニンで抽出，遠心分離後，更に石油エーテルで抽出し

て，その吸収スペクトルより，655，555．468mμ附

近に3つの極大吸収を持ち，540，620mμに極小を

持つ，一不規則な曲線を得ている．

　錐体の視物質については，現在までにWaldユ。）11）氏

がニワトリ網膜のヂギトニン抽出液の光照前後の吸収

三述之㌧ツの差をと．処，一頻2回しに極製吸収塗癒っ慮

光物質を証明して，これをニワトリ網膜の錐i体視物質

として，iodopsinと命名した．そして，これもpor・

phyropsin，　rhodopsin　の胃体視物質と同様に，

carotenoid－proteinであると推測，これを構成する

ものは，vitamin　A，及びretineneとopsinである

と考えた．又，Wald氏らは，ニワトリ網膜より得た

cone－opsinとcis－retinene2とから，青色の620

mμに差スペクトルの極大吸収のある感光物質を合成

して，cyanopsinと名付け，現在までには生網膜よ

りまだ抽出はされていないが，vitamin　A2．及び，

retinene2とcone－opsinを含む，いかなる網膜に

おいても成り立つことが期待できる錐体の視物質であ

ると報告している．

　以上，現在までに代表される，主として，魚類の視

物質，及び，構成等について，文献の概略を述べて来

た．これらのこととも対比しながら，今回の実験で得

た私の成績について考察を加えて行きたいと思う。

　先ず，Fr．1で得られた368，405，432　mμにと3つ

の極大吸収を持つ色素について考えると，これは，現

在までに報告されていない新しい色素である．吸収ス

ペクトルが3峰性であり．Carr－Price反応が陽性で，

その極大吸収が600mμにあることから，明らかに

vitamin　A系列のものでなく，カロチノイドの構造

を持つものと考えられる．また，石油エーテルと90％

メタノールによる分配試験の成績からして，カロチノ

イド炭化水素と思われる．この附近に極大吸収を持つ

カロチノイドとしては，ゼーターカロチンが先ず考え

られる．このものは，ヘキサン中で378，400，425

坦μに極大吸収を示し，オクタヒドロリコピンである

と考えられており，7個の共軌結合と，2個の独立し

た2重結合を持つものである．

　カロチノイドの構造と吸収スペクトルの位置の聞に

は密接な関係があって，経験的には，二三2重結合が

1個ふえると，最長波長の極大吸収の位置が，CS2中

で20～22mμだけ長波長の方にずれることが明らか

にされている．

　Nash，　Quachenbush＆Porter12）氏によれば，8個

の共範2重結合を持つカロチノイドは，ヘキサン中で

450mμにその最長波長側の極大吸収を持ち，7個の

共軌2重結合を持つカロチノイドは，425mμに極大

吸収を持つとされている．また，一般に，分子の中に

水酸基が1個入ると，吸収極大（CS2中）は1～2　mμ

だけ短波長側にずれ，端にある共学2重結合がエポキ

シドになれば，CS2中の最長波長の吸収極大は6～9

mμ短波長側にずれ，モノエポキシドがジエポキシド

になれば，更に6～9mμ短波長側にずれるとされる．

また，モノエポキシドがその異性体のフラノイドオキ

シドになれば，19～22mμだけ短波長側にずれ，ジエポ

キシドがジフラノイドオキシドになれば，約45mμ短

波長側にずれるとされている．例えば，aurochrome

（5，8，5’，8’一ジエポキシーβカロチン）のCS2中で

の最長波長側の極大吸収は457mμ，石油エーテル中

でのそれは428mμにある．　Aurochromeは7個年

共範2重結合を持つとされている．

　以上，述べたように，このカロチノイドの最長波長

側の吸収極大が石油エーテル中で432mμにあること

から，惑らぐは，一7個の共軌2重結合を持つものと推

定し得る．しかして，分配試験の知見から見て水酸基

は持たず，炭素水素かそのエポキシドの構造を持うカ

ロチノイドであろう．

　Fr，2の396～398　mμに極大吸収を示す物質につ

いて見ると，そのCarr－Price反応の極大吸収は710

mμにある．この物質は，極大吸収の位置よりして

retinene2と考えられる．

　Retinene2は，1937年Wald氏により，淡水魚類の

網膜からえられる深黄色のカロチノイドとして記載さ

れ，クロロホルム中で405mμに極大吸収を示す幅広

い吸収帯を示し，Carr－Price反応は緑青色で，その極

大吸入は702～706mμにあるとされている．　Cama，

Dalvi，　Morton，　Salah，　Steinberg＆Stubbs　13）14）氏

らは，肝油からretinene1を含まない結晶状のreti’

nene2を得て，その石油エーテル中での極大吸収は

385mμ，　Carr－Price反応の極大吸収は「730～740

mμfades　to　705　mμ」と述べている．

　この合成retinene2の成績や，　Wald，　Cama氏，

その他の成績から見て，Fr．2の物質は，　retinene2

と考えてよいと思われるのである．

　Fr．3については，350　mμに主たる極大吸収があ

り，288mμに第2の極大吸収を示し，　Carr－Price反

応が696mμに存在することからvitamin　A2である

と思われる．Farrar，　Hamlet，　Hunbest＆Jones15）16）

氏らの成績では，合成A2の極大吸収は352mμ，288
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mμ，天然A2の極大吸収は351　mμ，287mμで，よ

く一致するとしている．いずれのA2のCarr－Price

反応も693mμである．

　Fr．4は，328　mμに主たる極大吸収があり，288

mμに第2の極大吸収がある．328mμにある極大吸

収の位置は，vitamin　A1の325　mμに近いが，288

mμに第2の極大吸収を伴う点と，Carr－Price反応

の極大吸収が698mμに存在する点とを考え合わせる

と，dehydrovitamin　A即ち，　vitamin　A2に似た

構造のものと考えてよいだろう．前述のFarrar氏

らによると，vitamin　A2を合成し，　A2の誘導体につ

いて知見を述べていて，A2系列ではC20　alcoh1の極

大吸収は288，352mμ，　C17　alcoh1の極大吸収は269，

317mμであるとしている．　A1とA2の比較において

は，A2の如く末端の歯内に2重結合が余分に導入さ

れた場合に，主たる極大吸収の位置は長波長側にず

れ，且つ，強度を減ずる．同時に第2の極大吸収が

270～320mμの間に出現し，その位置は，不飽和側

鎖の長さが長くなるにつれ長波長側に移動するとして

いる．本物質の第2吸収の位置が288mμにあること

から，側鎖の長さはA2と同様と考えられるが，第1

吸収の位置のずれから考えれば，或いは，2重結合が

1個少ない構造のものとも考えられる．

　以上の如く，フナ網膜の石油エーテル抽出液につい

てカラムクロマトグラフィーを行ない，7個の共範2

重結合系を持つと考えられるカロチノ不ド炭化水素，

vitamin　A2，及びretinene2を分離することができ

た．

　次に，今回の実験で抽出分離できたこれらの物質の

意義について述べて見たい．一般に，桿体の視物質で

あるrhodopsinの生成は，次のように考えられてい

る．即ち，動物が経口的に摂取したカロチノイド，ま

たは，vitamin　Aは，血行を介してvitamin　Aと

して網膜に送り込まれ，視細胞に達したvitamin　A

は酸化されてvitamin　A　aldehydであるretinene

となり，これが異性化されll－ciS－retineneの型で

opsinと結合してrhodopsin　17）18）が生成される・

村

ここで今回抽出されたvitamin　A2，及びretinene2

については，porphyropsinに関するものであり，

rhodopsinと同様に，Wald氏のいうporphyropsin

cycleは説明でき，このcycleが存在することは間

違いないところであろう．しかし乍ら，新しく分離し

得たカロチノイドは，介入する余地がない．また，

Wald氏の述べているように錐体視物質もvitamin　A

及びretineneとそのproteinであるcone－opsin

より生成され，氏がニワトリ網膜の実験で抽出し得た

3つのカロチノイドは油球にのみ存在するもので，

この油球がカラーフィルターの役目をしているものと

するならば，私の実験では，油球のないフナ網膜を使

用しての成績であるので，このカロチノイドの説明は

なお困難であろう．

　ここで，先に倉知，秋谷氏らが報告した，錐体に関

する知見について述べて見よう．氏らは，先ず錐体色

素の細胞内分布に関する実験で，ニワトリ網膜を0．25

Msucroseでhomogenizeし，暗中でSchneider
－Hogeboom19）氏法に準じて，分画遠心し，上清，マ

イクロゾーム，ミトコンドリヤ，核（ここに油球を

含む）の4分画に分け，それぞれの分画より有機

溶媒で抽出，カラムクロマトグラフィーで分離，吸収

スペクトルを測定した結果，色素には量：的差異はある

が，この4つの分画のいずれにも分布することを証

明，また，超生体染色所見では，胞体の頂点に油球が

存在し，それをとりまいて中節のミトコンドリヤの集

団があること，一般に細胞における代謝は，その主た

る生成物がミトコンドリヤで形成されることなどを考

え合わせると，錐体色素は血中から供給されるカロチ

ノイドを基として，ミトコンドリヤで合成され，これ

が油球として濃縮された上で外節のリポプロティンに

溶けて，外心の蛋白粒子であるマイクロゾームに運ば

れ，ここで蛋白と結合して，はじめて錐体の視物質を

形成すると推測している．このように考えると，錐体

の持つ色素は，油球と同じか，同系列であり，今回の

フナ網膜のような油球のない錐体では，ミトコンドリ

ヤで合成された色素は油球として濃縮されないと考え

れば良いわけである．

　以上のことを考慮に入れれば，混合網膜ではある

が，油球のないフナ網膜よりvitamin　A2，　retinene2

以外のcarotenoidが抽出されたとしても，何ら矛盾

のないところであり，私は，この新しいcarotenoid

が，錐体の視物質に関与しているものであり，恐らく

は，この新しい形のcarotenoidと錐体の蛋白とで錐

体の視物質の一つを形成すると推論する次第である．
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結 論

1．暗順応したフナ網膜から，vitamin　A2とretin・

　ene2との外に，現在までに報告されていない，新

　しいcarotenoidを一種，アルミナによる吸着カ

　ラムクロマトグラフィーにより分離した．

2．この新しいカロチノイドは，石油エーテル中で

　432，405，368mμにそれぞれ極大吸収を有してい

　て，そのCarr－Price反応は陽性で，600　mμに

　極大吸収がある．その極大吸収の位置よりして，恐

　らくは7個の共範2重結合を有するカロチノイド炭

　化水素であろうと推定した．

3．分離したvitamin　A2，及びretinene2はpor・

　phyropsinの構成に関与しているものであろう．

　稿を了するに臨み，恩師倉知教授及び秋谷講師の御指導，御校閲

を深く感謝致します．
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Abstract

　Allew　carotenoid，　beside　vitamin　A2　and　retinene2，　was　separated　ffom　crucian

retina　which　had　no　oil　droplets　in，　the　cones．　The　adsorption　chromatography　was

performed　on　the　petroleum　ether　extract　of　crucian　retina　using　activated　alumina

made　by　W61m　Co．．　The　absorption　spectrum　of　this　new　carotenoid　consisted　of

three　absorption　maxima　at　432，405　nd　368111μin　petroleum　ether，　and　its　Carr－

Price　reaction’s　absorption　maxima　at　600　mμ．　This　carotenoid　was　approximately

epiphasic　ill　partition　betweell　petroleum　ether　and　90　per　cent　methanol．

　From　this　point　of　view，　it　is　presumed　that　this　pigment　is　a　new　cafotenoid

hydrocarbon　having　7　conjugated　double　bonds．


