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研究成果の概要（和文）： スルメイカ肝臓およびその抽出上清のXAFSスペクトルの測定から、スルメイカ肝臓中のCd
結合性物質は、肝臓、上清のどちらも主にS原子ではなくO原子がCdと配位していることが判明した。また、肝臓の部位
によってX線の吸収スペクトルに変化はなく、肝臓中にCd結合性物質が一様に存在していることが示唆された。
 スルメイカ肝の抽出上清を、各種クロマトグラフィーで分離した。また、Cd高濃度画分を電気泳動によって分離を行
った。また、二次元電気泳動の結果5つのスポットが検出された。これらのスポットのアミノ酸配列の解析から、これ
らが新規タンパク質であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： XAFS spectrum of liver of squid indicated that cadmium binds to a substance throu
gh its O-atom. The spectra were unchanged when X-ray was irradiated any other spots, indicating that the s
ubstance distributed evenly over the liver specimen. The similar spectrum was also evident when soluble fr
action of the extract of squid liver. 
The supernatant of squid liver was subject to isolate the Cd-binding substance by several kinds of chromat
ography. The fraction containing higher levels of Cd was applied to SDS-PAGE and 5 spots were detected. Am
ino acid sequencing of the protein in the spots indicated that the substances are novel proteins.
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１．研究開始当初の背景 
 日本では古くから様々な魚介類を食用と
して用いてきた。その中でもスルメイカ 
Todarodes pacificus は日本人が最も多く消
費する魚介類の 1つで、日本人の食文化にお
いて欠かすことのできない生物である。また、
スルメイカは成長が早く 1年で寿命を終える
ことや、摂餌能力の高さなどから海洋生態系
において非常に重要な位置を占めている。 
スルメイカは、短期間で多量の食餌を摂取す
ることなどから肝臓に強い毒性をもつカド
ミウム（Cd）が多量に蓄積することが知られ
ている。そのため食品加工業者にとって Cd
を多量に含むスルメイカの肝臓の廃棄は、非
常に重要な問題となっている。一般に、生物
は Cd をはじめとする毒性の強い重金属を、
メタロチオネイン（MT）やファイトケラチ
ン（PC）のようなシステインを多く含む物質
とキレートさせることで無毒化していると
考えられている。しかし、Cd を高濃度に蓄
積するスルメイカが、Cd とどのような物質
をキレートさせることで Cd を無毒化してい
るのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
スルメイカの肝臓には、Cdと強力な結合
を形成する物質が存在することが予想され
た。本研究ではこの物質の構造を明らかにす
るとともに環境中の Cdを集積する技術の基
礎を考案することを目的としている。 
 
３． 研究の方法 
(1) XAFS（X-ray Absorption Fine 

Structure）分析によるスルメイカ肝臓中
における Cd化学形態の解明 
 XAFS法は、試料に X線を照射し、各元素
の K、L、M殻などの電子が叩き出される際
の X線吸収スペクトルから、対象原子の原子
価や電子構造、周辺原子の種類や数を明らか
にする方法である。 
 均一化した肝臓、肝臓抽出液上清、肝臓抽
出液沈澱の XAFS 解析の結果を図１に示す。
横軸が X線の強度をとり、X線吸収スペクト
ルを示し、系列は図に示した通りである。サ
ンプルは全て約 26710 keV に吸収端を持っ
ていた。吸収端付近のXANESに注目すると、
Cdが S原子と結合している CdSと Cd-DTT
錯体は、吸収端直後の吸収スペクトルに変化
が無い。一方で、Cdが O原子と結合してい
る Cd-EDTA、酢酸 Cd、CdO は吸収端直後
の吸収スペクトルに変化が見られた。測定し
たサンプルはすべて吸収端直後に変化が確
認できた。 
肝臓の部位ごとの XAFS 解析の結果を図
２に示す。軸、系列は図に示した通りである。
部位ごとの吸収スペクトルを比較しても大
きな変化は見られなかった。 
 
 
 

 
図１(左図) 肝臓、上清、沈殿の XAFS 
図 2 (右図) 肝臓部位による XAFS 
 
 分析の結果、スルメイカ肝臓中の Cd結合
性物質は、肝臓、上清のどちらも主に S原子
ではなくO原子がCdと配位していることが
判明した。また、肝臓の部位によって X線の
吸収スペクトルに変化はなく、肝臓中に同一
の Cd結合性物質が一様に存在していること
が示唆された。 
 
(2) スルメイカの Cd結合物質の単離 

(a) FPLCによる分離 
抽出操作後の上清を、FPLCを用いた各
種クロマトグラフィーで分離し、Cd濃度
を指標として精製を行った。画分の Cd、
Cu、Zn濃度測定には ICP-OESを用いた。
また、分子量キャリブレーションを行い、
おおよその分子質量の把握も行った。Cd
高濃度画分は分取後、二次元電気泳動によ
って分離し、CBB染色を行った。 
分析の結果、分子質量約 75kDaの画分
（溶出量 65から 80ｍLの画分、以下画分
Aとする）に Cdのピークを確認すること
が出来た（図３）。画分 Aには Cuのピー
クも見られた。また、二次元電気泳動の結
果 5つのスポットが検出され、2つのスポ
ットが約 40kDa、3つのスポットが 30kDa
であった。

 

図３肝臓抽出液上清の SECによる分離分析 

 



 (b) HPLC-ICP/MSによる分離 
抽出操作後の上清と、（a）で得られた画
分 AをHPLC-ICP/MSを用いたサイズ排
除クロマトグラフィーによって分離した。
また、（a）と同様に Cd高濃度画分は分取
後、二次元電気泳動を行った。 
  分析の結果、上清では Cd濃度のピーク
を 3つ検出したが（図４）、画分 Aではそ
のピークのうち 1つだけが検出され（図５）、
この画分を分取した（画分 B）。画分 Aに
も Cuのピークが見られた。画分 Bで二次
元電気泳動すると、画分 Aと同様の 5つの
スポットが検出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 肝臓抽出液上清のHPLC-ICP-MS
による分析 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 画分 AのHPLC-ICP-MSによる分
析 
 
(3) Cd結合タンパク質の同定 
 二次元電気泳動で確認したスポット（図
６）を、プロテインシーケンサでアミノ酸配
列の解析を行った。得られたアミノ酸配列は
データベースに登録がなく、新規タンパク質
であると考えられる。そこで、解析したアミ
ノ酸配列から degenerateプライマーを設計
し、degenerate PCRを行った。現在増幅が
確認できた DNA断片について、塩基配列を
解析し、タンパク質の同定を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６ 画分 Aの二次元電気泳動 
 
４．研究成果 
生体内で Cdと結合するMTや PCのよう
な物質は Cdに S原子が配位している。しか
し、本研究で行った XAFS解析によりスルメ
イカ肝臓中に存在する Cd結合性物質は S原
子ではなく O 原子と配位している物質であ
り、MT とは性質の異なる物質であることが
示唆された。また、肝臓と上清でスペクトル
に違いが無かったため、上清の Cd 結合物質
は肝臓のものと同様であることが示唆され
た。 

HPLC-ICP/MSの結果から、本研究の精製
操作によりスルメイカの肝臓中の Cd 結合物
質の 1 つが精製できた。画分 A、B には Cd
だけでなく Cu も検出されたため、これらの
画分のタンパク質は、Cdと Cuどちらにも結
合する物質である可能性が示唆された。 
二次元電気泳動後のスポットをプロテイ
ンシーケンサーでアミノ酸配列を解析した。
得られたアミノ酸配列はNCBIタンパク質デ
ータベースに登録がなく、本研究で分離した
タンパク質が新規タンパク質である可能性
が示唆された。Cd 結合タンパク質同定のた
めに、得られたアミノ酸配列から遺伝的な手
法で同定を試みたが同定には至らなかった。 
 本研究で、スルメイカ肝臓中の Cd 結合物
質はMTとは性質の異なる新規タンパク質で
ある可能性が示唆された。今後タンパク質の
同定、機能解析を行うことで、生物の Cd の
無毒化に関する新しい知見が得られること
が期待される。また、このタンパク質は Cd
除去技術の開発などに貢献できると考えら
れる。 
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