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論 文 内 容 要 旨

1植 物 プ ラ ン ク トンの ス テ ロー 些 組成 に つい て

珪藻 および渦鞭毛 藻の ステロール組成 につ いて 分析 を行 った。珪 藻 として8ん θZθの麗那α

oos`α勧 η3,(】んαθεocerosgrαc`Z`s,(乃 αθめcθros読 め 〃Lμs.肪 αZα8s`osεrα.dθclP`θπcε の4種,

渦 鞭毛藻 としてP〆orocθ 批rμ1πηLεcαπsに つ いて 分析 した。珪藻の ステロール組成は炭素数27

個 か ら.成るものか ら30個 の もの まで多様性 に富 んでいた。また,種 に よって異なるステ ロール

組成 を示 し,特 に主成 分が異な ることが示 された。S.oo8`α 加 鵬 で は24-methylen〔 アcholest-

5-eno1(45.ユ%),σgrαolZlsで は6holest-5-enQ1(61.9%),αdε 〔妙mαsで は%」ethy-1
1idenecholes七 一5-enol(63,2%),皿dθclρ`飢cθ で は24-methylcholest-5-enol(60.2%)

が そ れ ぞ れ 主 成 分 で あ?た 。R㎜`cα πsの ス テ ロ ー ル も 摩 素 数27岬 か.ら30個 の も の ま で6成 分

が存在 した。Cholest-5-ehol(28.8%)を 主 成分 としたが,他 に渦鞭 毛藻特有 の4メ チル ステ

ロールで ある,4,23,24-trlmethyLcholest-22-enol,4,23-dim2thylcholest-22-enol,等 が

存在 した(Fig.1)b今 向 分析 した植 物 プランク トンにはC26ズ テ ロールが 存在 しなか った。植

物 プ ランク トンは,ス テロール側鎖の代謝 において種 によ って異な る能力 を保持 してい るもの

と考 え られ る。 この結果 をTabie1に 示 した。

豆 海 藻 の ス テ ロ ー ル 組 成 に つ い て

分 析 し た す べ て の 紅 藻 で6holest-5-enolを 主 成 分 と.し て い た が,他 の ス テ.ロ ー ル と してC28,

C2gス テ ロ ー ル 等 を 含 ん で い た(Table2)。 テ ン グ サ 目 に 属 す るGεZ`d`μ 配.α ㎜ απs泥,P`θro・

oZα読α むθ砺`sは 非 常 に 複 雑 な ス テ ロ ー ル 組 成 を 示 し,G.α 肌 απs`εで21種,君`θ π8εsで18種 の

ス テ ロ ー ル が 同 定 さ れ,C26ス テ ロ ー ル24-nor-cholesta-5,22-dienol,24-nor一 ρholesta-7,

22rdienol,24-nor-cholest-5-enol力 洞 定 さ れ た 。(Table3)緑 藻 と して σZひαsp.1種 を 分

析 し.た(Table4)。C27ズ テ ロ ー ル よ りC30ス テ ロ ー ル が 存 在 し,そ の 主 成 分 は(24Z)一24-

ethylidenecholest-5-enolで あ る こ と を,100MH2-7H-NMRお よ び13C-NMRに よ っ て

同 定 し た 。 褐 藻 に お け る ス テ ロ ー ル は,す べ て の 種 で(24E)一24-ethylidenecholest-5-enol

を 主 成 分 と し,他 に24-methylenecholest-5-eno1,cholest-5-enolを 含 む こ と が 認 め ら れ た

(Table5)o

褐 藻 お よ び 緑 藻 の 主 ス テ ロ ー ル と し て24-ethylidenecholest-5-enolが 存 在 し た 。褐 藻 に 存

在 す る(24E)体 は 最 終 代 謝 産 物 と し て 存 在 す る が,緑 藻 に 存 在 す る(24Z)体 は,陸 上 高 等 植

物 の 主 成 分 で あ るsitosterolの 中 間 代 謝 産 物 で あ る が,緑 藻 で は そ れ 以 後 の 代 謝 経 路 が 発 達 し

な か った もの と考 え ら れ た 。 紅 藻 はC27ス テ ロ ー ル を 主 成 分 とす る 唯 一 の 植 物 で あ る 。 ス テ ロ

ー ルC24位 の ア ル キ ル 化 は
,植 物 に お け る 最 初 の 閉 環 化 合 物 で あ るcycloartenolの シ ク ロ プ ロ
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パ ンリングの開環 に先どつ ものと され,紅 藻が他の海藻 と比べ進化的に早 い時期に 分化 した こ

とを示 して いる もの と考 える こともで きる。珪藻は同 じ植物門内で種に よるステロール組成の

相 違が著 しい ことが特徴的であ り,同 植物門内での ステ ロール合成系の進化 と他の性質 との関

連 が興 味深 い。C-24ethylidenecholest-5-eno1生 合 成において立 体的制限機構 をもたず1(24

E),(24Z)相 方 を生 合成 してい る。渦鞭 毛藻は ステロール側鎖C-24位 に 加えてC-23位 を メ

チル化す る機構 をもっ。4α 一メチルステロールが 多 く存在す ることはC-4位 に おける第2の 脱

メチル化の活性が低 い もの と考 える。以上 を もとめて今回 分析 した植物の ステ ロール側鎖代謝

経路 を仮定 した(Fig.2)。

皿 海 水 中 に存 在 す る ス テ ロー ル につ いて

表層海 水よりステ ロールを抽 出 し,GLCお よびGC-MSで 分析 をした。ステロールと して

cholest-5-enolお よび24-ethylchOlest-5-enolが 同 定され た。

IV軟 体 動 物 の ステ ロー ル に つ い て

貝類 のステ ロール組成 を分析 した。斧足 類 としてCゐZω πッs∫εrrθrεα肱zαrα,Crαssosεrεα

gεgαs,ταpθs∫αρoπεcα,OorわεCEZα～eαπα,腹 足 類 としてNθp勧rθ ααr暁r旗cα の ステロール組

成 を分析 した。斧足 類は(1」 θα膿 を除 いてC26ス テ ロールが存在 した。主成分はCho】est-5-

eno1で あ るが,他 の成分 としてC30ス テ ロールまで複雑 なステ ロール組成 を示 した。腹足類

瓦 αr漉r競cα.はC26ス テ ロールか らC2gス テ ロールまで存在 し,主成 分はcholest-5-eno1(63.0

%)で あ った。海産無脊椎動物に広範 に分析す るC26ス テ ロールは淡 水産 σZeα πα に検 出 さ

れ なか った(Table6,7)。

ホ タテガイ(Pα 伽opθc`eη ッ¢sso飢s`s)の ステ ロー ル組成を分析 した(Table8)。 分 離方法

として硝酸銀含浸薄層 クロマ トグ ラフ ィーを試み た。同 定はGLC,GLC-MSに よ って行 った。

ホタテ ガイより同定 された ステロールは,ほ とんど植物 プラ ンク トンにみ られ るステロールで

あ るが,24-nor-cholesta-5,22-dienolお よび27-nor-cholesta-5,22-dienolは 植 物 プ ランク

トンに報告がな く,ホ タテガイに よる生合成 ない し外因性 ステロールの変 換による もの と考 え

られ る。同様にcholesta-5,22-dienolも 植 物 には少な く,その起源は生合 成ない し変換 による

もの と考え られ た。 ホタテガイの ステ ロールは食餌起源 のステ ロニルをよ く反映 してい ると考

え られ る。
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Vホ タ テ ガ イの ステ ロー ル 生 合 成 能 につ い て

ホタテガ イの ステロール合成能 を明 らか にす る ことを目的 として 放射性 同位元素 を用いた ト

レーサー実 験 を行 った。 〔1-14C〕 酢 酸 を投与 した実験 で.ホ タテガ イは酢酸 を脂肪成分に と

りこむ ことが可能であ ることをラジオ薄層 クロマ トスキ ャナー,オ ー トラジオ グラムを用いて

確 認 した(Table9)。 不 けん化物 に対 す るメタノール沈澱法 を繰 り返 えす,再 結晶への放射能 と

りこみを液体 シンチ レーシ ョンカウ ンターを用 いて測 定 し,ホ タテ ガイの ステロール生合成能

を確認 した。 さ らに硝酸銀含浸薄層 クロマ トグラフィーで分離,放 射能 を測定す るこ とで,

cholest-5-enol,お よび24-methylenecholest-5-enolへ の とりこみ を認め,生 合成 を確 認 し

た。 ホタテガイに24ア ルキル化能の 存在 が示唆 された。

VIホ タ テ ガ イ の ス テ ロ ー ル 変 換 能 に つ い て

ホ タ テ ガ イ に14Cで 標 識 し たcholestero1,sitosterolfucostero1を 投 与 し ト レ ー サ ー 実 験 を

行 っ た 。Fucosterolは ワ カ メ に 〔14C-methyi〕 一 メ チ オ ニ ン を 投 与 し,24エ チ リ ジ ン基 の 炭 素

を 標 識 し代 謝 実 験 に 用 い た 。 投 与 後 の ス テ ロ ー ル は,硝 酸 銀 含 浸 薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,分

取 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分 離 さ れ た 。Cholesterolか らcholesta-5,22-dienol,24-methy-

lcholesta-5,22-dienollこ 変 換 さ れ,ご く 微 か で あ る が24-nor-cholesta-5,22-dienolピ ー ク に

放 射 能 が 存 在 し た 。 こ の こ と よ りcholestero1の ア ル キ ル 化.脱 水 素 化 が 示 され た(Table10.

11)。Sitosterolか ら(24Z)一ethylidenecholest-5-enQl,(24E)一ethylidenecholesterol,24

-metllylcholest-5-enol ,cholest-5-enolへ の 変 換 が 明 らか に な っ た(Table12,13,14)。 ま た

fucosterol、 よ り(24Z)一ethylidenecholest-5-enol,24-or-cholesta-5,22-dienolへ 変 換 さ れ

る こ と が 示 さ れ た(Table15,16,17)。

ホ ・タ テ ガ イ は ス テ ロ ー ル 生 合 成 能 を 有 す る こ と が 認 め ら れ た が,そ の 能 力 は 限 ら れ.そ の ス

テo一 ル 組 成 は 食 餌 起 源 の ス テ ロ ー ル を 直 接 ま た は 生 体 内 で 変 換 し た 結 果 で あ る と考 え る 。 海

産 無 脊 椎 動 物 に 広 範 に 存 在 す るC26ス テ ロ ー ル の ひ と っ の 起 源 と して 植 物 ス テ ロ ー ル の 生 体 内

変換 に因 る経路が示 された(Fig,3)。

瓢 要約

1)珪 藻のステロールは,種 によ って主成分が異なり,そ の組成は複雑であ った。

2)海 産植物のステロール組成から,側 鎖代謝経路の発達を考察 した』

3)海 産植勃より3種 類のC26象 テロールを同定 した』

4)ホ タテガイが酢酸よりステロールを生合成で きることを示 した。

二 、4一.



5)ホ タ テガイのステ ロール変換 能 を調べ,側 鎖22位 へ の二重結合の導入,お よび側鎖脱 ア

ルキル化 が可 能であ ることを示 した。C26ス テ ロールの合成経路 と してfucosterolの 生 体

内変換 を明 らかに した。
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able3MassspectraldatafortheacetateofCzssterols

.*
Fraq胆enヒatエ 。n C26d5,22 C26ム2.2 C26乙7.レ24

Molecularion

M-CH3(15)

M-AcOH(60)

M-15-60

M-sidechain-2H

**

M-s.c.一60

M-s.c.一60-2H

M-s.c.一42

M-s.と コ.一42-60

M-s.c.一27

M-s.c.一27-AcO

T4-cleavageat

czo,2z-H

M-cleavegeat

C20,22-15-H

P4-cleavageat

C20,22-60-K

M-cleavageat

C20,22-15-60-H

一
一
352(100)

337(16)

セ
255(91)

253(45)

213(24)

229(10)

414(14)

399(6)

359(6)

一
一
257(100)

215(25)

zs2( 9)

344(

329(

284(

269(

28)

16)

9)

7)

412(16)

397(15)

352(10)

337(10)

313(55)

255(100)

253(26)

273(16)

213(97)

288(23)

229(47)

342(15)

*m/も(%)

**sidechain
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Table4CompositionofsterolmixturefromUdvasp.

PEAK RRT* PERCENTAGE

COト1POSITIO四,

COMPONENT

1

2

3

4

5
」

6

7

8

1.00

1.19

1.33

1.58

1.81

1.90

2.07

2.18

5.0.銘

1.0

1.9

2.7

88.3

1.1

tr

tr

colest-5-enol

cholesta-5,24-dienol

24-methylenecholest-5-enol

24-ethylcholest-5-enol

24-ethylidenecholest-5-enol

24-propylidenecholest-5-enol

unknown

unknown

*relativeretentiontimetocholesterol
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Table6RelativeretentiontimeofsterolonGLC

PeakNo. RRT Trivialname Systematicname

-

り
乙

3

4

亡
」

6

7
'

8

9

01

0.65

0.92

1.00

1.12

1..29

1.37

1.53

1.61

1.76

1.97

(C26sterol)

22-dehydro-
cholesterol

cholesterol

brassicasterol

24-methylene-
cholesterol

stigmasterol

sitosterol

fucosterol

isofucosterol

(C30sterol)

24-norcholesta-5,22-dienol

cholesta-5,22-dienol

cholest-5-enol

24-methylcholesta-5,22-dienol

24-methylenecholest-5-enol

24-ethylcholesta-5,22-dienol

24-ehylcholest-5-enol

24-ethylidenecholest-5-eno1

24-ethylidenecholest-5-enol

Table7Sterolcompositionoftheshellfishesdetermined

byGLC

PeakNo. 懸 Crassostrea 坐 Colbicula Nepturea

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

4.8髭

49.1

15.8

18.8

6.3

4.7

0.5

trace

6.7

17.0

35.4

15.0

14..9

5.7

5.3

trace

4.7

7.4

35.9

14.6

18.2

4.5

9.8

55.2

11.9

19.4

a.9

4.6

5.7

6.1

63.0

6.1

10.9

4.9

trace

6.3

1.9
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Table8Composition-ofthesterolmixturefromPatinopecteneyessoensis

Peak RRT零 Percentage
composition

Component

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0.66

0.ss

O.93

1.00

1.16

1.30

1.57

1.72

1.95

.4
..'.7錯

5.5

9.9

36.3

11.8

21.1

6.8

3.9

trace

24-norcholesta-5,22-dienol

27-nor-24-methlcholesta-5,22-dienol

cholesta-5,22-dienol

cholest-5-enol

24-methylcholesta-5,22-dienol

24-methylenecholest-5-enol

24-ethylcholest-5Ienol,

24-ethylidenecholest-5-enol

24-propylidenecholest-5-enol

Table9 Proportionaldistributionofradioactivityinthelipid

fractionafterinjectionofradioactiveacetate

distributionofradioactivity

工,ipid.fracヒion

2dav
●

5day lOdav

PL+MG

DG

S

FFA

TG

HC+SE

76.工 審=

1:5

1.3

5.5

14.6

1.0

81.80

2.3

2.z

5.9

7.,9

0.9

.80.工 暑..

1.2

1.4

6.5

9.0

1.8

PL:polarlipids,MG:monoglycerides,

DG:diglycerides,S:sterols,

FFA:freefattyacids,TG:triglycerides,

HC:hydrocarbon.s.,SErヒ.ミ3セ ∈role6:t三 合rs,

一14一



Table10 .Distributionofradioactivityinthesterolfractionafter

injectionofradioactivecholesterol

Acetylatedsterol

fraction*

Distributionof

radioactivity

エ

π

.皿

.W

v

1048113dpm

19535

2032

.2う304

2856

3524

*SeparatedbyAgNO3-TLC

I:cholesterol

II:24-methylcholesta-5,22-dienol

Table11 DistributionofradioactivityoftheFr.IVafter

injectionofradioactivecholesterol

Sterolpeak* Distribytionofradioactivity

Fr.IV一(1)

(2)

(3)

558

24056

70

(dpm)

*separaterbypreparativeGLC

Fr.IV一(1)24一.nor-cholesta-5,22-dieno]

(2)cholesta-5.,22-dienol

一15一



Table12 Distributionofradioactivityonsterolfraction

afterinjectionofradioactivesitosterol

掌Fracti
on 6h 12h 24h 48h

I

H

皿

W

.
v

18342

1469

338

2x7

1763

266

dpm (81.8%咽 　)34738(88。6)

(6.6)

(1.5)

(1.0)

(8.0)

(1.2)

1515(3.9)

589(1.5)

488(1.2)

1741(4.4)

117(0.3)

28782(85,7)

1882(5.6)

325(1.0)

248(0.7)

2129(6.3)

216(0.6)

3.7256(85.4)

2216(5.1)

640(1.5)

257(0.6}

3062(?.0)

195(0.4)

*SeparatedbyAgNOa-TLC

**Percentagetototalradioactivity

Table13 DistributionofradioactivityintheFr.Iafterinjection

ofradioactivesitosterol

Sterolpesk Distributionofradioactivity

-

へζ

へ」

4

2094dpm

3658

983

94065

1102

1219.3

3276

316550

dpm/mg

SeparatedbypreparativeGLC

1:cholesterol

2:24-methylcholesterol

3:24-ethylcholesta-5,22-dienol
4:sitosterol

一is一



Table14 .DistributionofradioactivityintheFr.Vafter

injectionofradioactivesitosterol

Sterolpeak Distributionofradioactivity

-

.

り
4

3

4

【
」

207dpm

110

76

1542

2071

1035

550

760

15420

4142

dpm/甲9

SeparatedbypreparativeGLC

4:fucosterol

5:sofucosterol

Table15 Distributionofradioactivityinthe.sterolfractionisolated

fromthescallopafterinjectionofradioactivefucosterol

Acetylatedsterolfraction* Distribution ofradioactivity

Fr. 1

豆

皿

N

V

W

254

959

37269

165707

5652

5216

dpm

*SeparatedbyAgNOs-TLC

一.17一



Table16 DおtributionofradioactivityintheFr .皿

ofradioactivefucosterol

afterinjection

Sterolpeak* Distributionofradioactivity

Fr.皿 一(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

1095

988

61

152

3226

9}q

dpm 342

705

610

760

32826

9140

dpm/mg

*SeparatedbypreparativeGLC

(5)fucosterol
(6)isofucosterol

.Table17 Distributionofmφioactivei七yintheFr..】Vafter

injectionofradioactivefucosterol

Sterolpeaks* Distributionofradioactivity

Fr.IV一(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

2242dpm

1176

617

511

60857

1124

zso2

11760

2057

5110

35798

11240

dpm/mg

*SeparatedbypreparativeGLC

(1)24-norcholesta-5,22-dienol

(2)C2フstero1

(5)fucosterol

(6)isofucosterol

-18一



'

量

祠§

眉

塁

琴

ρ
遷

日

q
咽2

。
Φ
霧

石

8
の

。・

.b、
画

グ

Y
..

↑

/

一

ググ

↑/

=

↑
一一喝一》

/
[

一

/

↑

グ

一19一

↓}

Φ
剃
～

Φ
り
d



審 査 結 果 の 要 旨

ステ ロール組成 は生物種に よって特徴 カミあ り,な かでも軟体動物は複雑な組成 を示す こ とで知

られ てい る。 ステロール組成 は内因性,外 因性 ステ ロール の代謝に よって決定 され るが,偶軟体動

物 のステ ロール代謝についてはいまだに不 明の点 カミ多 い。

本研究は軟体動物海産:二枚 貝に広 く存在す るC26ス テ ロール(24一 ノル コレスター5,22一 ヂ

ェノール)の 起源を明 らかにす る 目的 で行われた。著者は,ま ず,貝 類 のステ ロールを分析 し,

C26ス テ ロールが海産二枚 貝に分布す ることを確認 した後,食 餌性C26ス テ ロールの寄与をみ る

た めに植物 プランク トン5種,褐 藻7種,紅 藻6種,緑 藻1種 を分析 し,褐 藻 は フ コステ ロー

ル,紅 藻 は コレステ ロール,緑 藻(あ お さ)は イ ソフコステ ロール を主 とす ること,植 物 プラン

ク トン(珪 藻,渦 鞭毛藻)の 主 ステ ロールは種に よ り大 き く異 なる こと,C26ス テ ロールは紅藻

に少量存在す るのみである ことを明 らかに した。 また,海 水 中 のステ ロール として,コ レステ

ロール,シ トステ ロールを同定 した。 以上の結果 よ り,海 産二枚貝C26ス テ ロールは食餌性C26

ス デ ロールに由来す る可能性の少ない ことを明 らかに したp

次 に著者 は,海 産二枚貝のモデル生物 としてホタテガイ を と りあげ,MCア セ テー トを投与

し,ホ タテガイに おけ るステ ロール生合成能 を調 べ,コ レステ ロール,24一 メ チ レン コレステ

ロールへ の'4Cの 取 り込 みを認 めたが,そ の生合成能 は非常に低い ことを明 らかに した。

次 に著者 は,14C一 コ レステ ロール,14C一 シ トステ ロール,14C一 フ コステ ロール,!℃ 一

24一 メ チ レソコ レステ ロールをホタテガイに投与 し,側 鎖 のアルキル化の存在を明 らかにす る と

ともに,C26ス テ ロールは主 としてフ コステ ロール よ り,一 部 はコ レステ ロール よ り生合成 され

ることを明 らかに した。 また,24一 メ チ レンコ レステ ロールは他のステ ロールへ転換 し難 いこと

を明らかに した。

以上,本 論文はホ タテ ガイにおけ るステ ロール代謝の新知見を得 るとともに,二 枚 貝におけ る

ステ ロール組成が代謝変換能 と食餌性 ステ ロール組成に よって決定 され ることを明 らかに した も

のであ り,農 学博士の学位を授 与す るに値す る と判断 した。
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