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研究成果の概要：ミドリイガイの殻皮層を塩酸抽出したのちイオン交換、分子ふるい、逆相ク

ロマトグラフィーなどを用いて精製を行い、主成分である青色色素が光、酸素に安定で親水性

の色素ペプチドであることを明らかにした。また、アカクラゲ由来の刺激物質の探索を敏感マ

ウスのくしゃみを用いた評価法にて行った。抽出物のヘキサン画分をシリカゲルや逆相クロマ

ドグラフィーにて精製し、有意な活性を持つ脂肪酸を分離した。 
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１． 研究開始当初の背景 

 
 これまで自然現象に関わる色素に注目し

て研究を行っており、緑青色キノコであるロ

クショウグサレキンの青色色素ザイリンデ

ンの誘導体が光によって自己酸化還元を起

こすことおよびカバの汗に含まれる不安定

な色素がカバの皮膚を保護していることな

どを突き止めた。これらの研究を通して、不

安定な色素が生体内では安定に存在するこ

とに注目し、不安定な活性物質の安定化に寄

与する高分子の機能に注目して研究を行う

ことにした。 
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(1) ミドリイガイの殻皮層に含まれる色素
と介在タンパク質の構造と機能の解明 
鮮やかな緑色の殻皮層を持つミドリイガ

イの主成分である青色色素に注目し、単離、

構造決定を行う。単離した色素の安定性を調

べ、その色素が膜構

成成分である硬タン

パク質とどのように

相互作用しているの

かを探る。 
 
(2) アカクラゲ由来の刺激物質の探索 
アカクラゲは海岸に打ち上げられて乾燥

した粉をヒトが吸うとくしゃみがとまらな

いと言われている。これは刺胞毒による刺激

だと言われているが、クラゲの刺胞毒として

不安定なタンパク質が報告されており、乾燥

状態になるまで安定に存在しているとは考

えづらい。そこで、「不安定な刺胞毒が介在

する生体高分子によって安定化されている

可能性」、「刺胞毒ではない全く別の刺激物質

がくしゃみを引き起こ

している可能性」の 2
つを考えて刺激物質の

探索を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ミドリイガイの殻皮層に含まれる色素

と介在タンパク質の構造と機能の解明 
① 色素の抽出 

 ミドリイガイの殻皮層は主に硬タンパク

質の膜であり、色素はこの膜に強固に取り込

まれていて色素のみを溶出させることはで

きなかった。そこで、膜自体を溶解させるた

めにアセトン、ヘキサン、クロロホルム、メ

タノールを始めとする有機溶媒、酢酸、塩酸、

アンモニア水、ピリジンなどの酸性、塩基性

溶媒、タンパク質の可溶化試薬の添加などを

行ったが、全く反応しなかった。最終的に、

塩酸中加熱するという、硬タンパク質が酸加

水分解される条件にて、ようやく緑色の粗抽

出液を得ることができた。 

② 色素の粗精製 

粗抽出液は色素の他に分子量様々のタン

パク質の膜断片を含み、粘性の高い懸濁液で

あった。この液へHP-20粒子を加えて緑色の

画分を吸着させ、ろ過して粒子を洗い、酢酸

―メタノール―水の混合溶媒にて色素を効

率的に溶出させることができた。 

③ 色素の分離 

 粗精製を行った緑色溶液を分子ふるい

(LH-20；リン酸バッファー)に通し、黄色、

青緑色、緑茶色の画分に分離した。この操作

にて、ミドリイガイはこれらの色素が混ざる

ことで緑色を呈していたことが明らかにな

った。幼貝に多くみられる青色色素が膜の形

成時に生成する色素で、次第に分解して緑茶

色を呈すると考え、青色色素のさらなる精製

を行った。イオン交換(DEAE-Sephadex 

; リン酸バッファー）にて青色色素を吸着さ

せたのち、塩化ナトリウム濃度を変えて溶出

させ、混在する緑茶色を除き、最後に逆相ク

ロマトグラフィー（ODS; メタノール―水）

にて繰り返し精製することで、青色色素を数

種類分離した。 

④ 色素の性質 

青色色素は、612 nm付近に最大吸収波長

を示すことからテトラピロール系色素と思

われた。しかし、藻類に見られる色素タンパ

ク質フィコシアニンのクロモペプチドや卵

殻に見られるビリベルジンなどのテトラピ

ロール系色素が有機溶媒に可溶で、光や酸素

に不安定なのに対して、ミドリイガイの色素

は極めて親水性であり、光や酸素に対して安

定であった。また、エステル化、アセチル化

などの化学誘導によっても低極性の誘導体



 

 

は得られなかった。 

⑤ 各種スペクトルによる解析 

得られた色素類および殻皮層の分解ペプ

チド混合物のNMR測定を行ったところ、いず

れもよく似たスペクトルを示し、この色素は

チロシン、フェニルアラニンなどが含まれる

色素ペプチドであることがわかった。マスス

ペクトルからは、色素は分子量1700程度で

あることがわかり、分解ペプチドも1700～

2000程度の断片であった。また、色素の発

色団の構造情報を得るために、ESRを測定し

たところ、塩基性溶液中では赤色に変化し、

ESRシグナルが観測された。これにより、青

色発色団自体は常磁性金属錯体ではないこ

とがわかった。塩基性条件下で、色の変化に

伴ってESRが観測されたことは興味深く、今

後の構造決定の手掛かりになると考えてい

る。 

 

(2) アカクラゲ由来の刺激物質の探索 

①刺激物質の活性試験方法 

 アカクラゲの傘、触手それぞれをホモジナ

イズし、マウスの鼻腔に抽出液を塗布してく

しゃみの数を数えた。しかし、結果にばらつ

きが見られたため、定期的にアルブミンを投

与した敏感マウスを作成し、鼻腔に塗布して

マウスのくしゃみの回数を数えて評価する

ことで信頼性のあるデータが得られた。 

②刺激物質の粗精製 

アカクラゲの傘、触手、クラゲの保存液（海

水）のうち、触手と海水に強い活性が見られ

たが、海水の活性は主に塩によることがわか

ったため、脱塩操作として活性炭を用いて有

機物質を吸着させたのち、メタノールで溶出

させた画分のみを集めたところ、やはり活性

が見られた。さらに、分配操作を行ったとこ

ろ、触手も海水もヘキサンに分配される画分

に活性が見られた。 

③ ヘキサン画分の精製 

ヘキサン層を濃縮したのち、シリカゲル

(ヘキサン―酢酸エチル)にて繰り返し精製

を行うと、吸着の強い画分に有意な活性が見

られ、リノレン酸類似の脂肪酸の混合物であ

ることがわかった。さらにODP(アセトニト

リル―水)、ODS（メタノール―水）などを用

いてHPLCによる分離の検討を行ったが、分

離困難であった。そこで、脂肪鎖のわずかな

違いも認識すると期待される大類試薬を6

行程にて化学合成し、活性物質とのエステル

に誘導した。これを再度ODS HPLCにて精製

すると主に3種類の脂肪酸エステルに分離

することができた。 

④ 脂肪酸の解析 

 分離した脂肪酸エステル類NMRスペクト

ルはよく似ており、幾何異性や位置異性のわ

ずかな構造の違いと考えられる。リノレン酸

自体には活性はなく、HPLCの保持時間が異

なることから活性画分には含まれていない

ことを確認した。 

 

４．研究成果 

(1) ミドリイガイの殻皮層に含まれる色素

と介在タンパク質の構造と機能の解明 
 
 
①研究の主な成果 
ミドリイガイの殻皮層に含まれる青色色

素が光や酸素に対して安定な色素ペプチド

であることが明らかとなった。類例として、

藻類に含まれる青色色素、フィコシアニンが

あり、テトラピロール系色素であるフィコシ

アノビリンがタンパク質に結合している(下
図)。しかし、このような骨格を持つ色素群は
光に対して不安定なことが多い。 

 
 



 

 

ミドリイガイの青色色素は比較的安定な

色素であり、膜タンパクからの分離を行って

もその安定性には変化が見られなかったこ

とから、介在高分子の寄与ではなく発色団自

体が安定な新規骨格を持つ可能性、色素ペプ

チドのペプチド部分が安定化に寄与してい

る可能性がある。 
②国内外におけ

る位置づけとイ

ンパクト 

 色素タンパク、

色素ペプチドは、

発色団をとりまくペプチド鎖の構造情報が

優先し、特に回転異性によってそれらが NMR

スペクトル上非常に広幅化するため、発色団

の情報が得られにくい。また、ペプチド鎖と

切り離す際に発色団が分解することが多く、

ペプチド鎖を合成的に発色団に結合させて

スペクトルを比較するような方法もとられ

ている。ミドリイガイの青色色素のスペクト

ルも広幅化しており、構成アミノ酸以外の発

色団の構造情報は得られていない。しかし、

本研究ではNMRのみに頼らず、UV吸収、ESR

スペクトルの測定、化学誘導実験などを通し

て、ペプチド鎖を残したままの構造解析の可

能性を示唆した。 

③ 今後の展望 

色素ペプチドそのものの構造解析と共に、発

色団のみの性質を調べ、ペプチド部分が発色

団の性質、特に安定性に寄与しているかを評

価する。ペプチド鎖に関わらず、新規骨格を

持った安定な発色団であった場合には、その

化学的性質と共にミドリイガイ生体内での

機能を探る。 

 

(2) アカクラゲ由来の刺激物質の探索 

① 研究の主な成果 

 アカクラゲ抽出物のヘキサン画分から、マ

ウスに対してくしゃみを引き起こす刺激物

質を探索し、リノレン酸類似の脂肪酸類を得

た(下図)。 

 

CO2H

リノレン酸  

 

リノレン酸自体には活性がなく、構造が微妙

に異なる脂肪酸が刺激物質であると考えら

れる。 

② 国内外における位置づけとインパクト 

 クラゲの刺胞毒については精力的な研究

が行われており、国内のグループは不安定な

溶血性タンパク質を単離、構造決定している。

しかし、アカクラゲ以外にもくしゃみを引き

起こすと言われるクラゲがいるにも関わら

ず、それらの刺激物質は刺胞毒によるものと

して扱われ、研究報告は見当たらない。本研

究は現象(くしゃみ)をそのまま評価系とし

て探索する方法で刺胞毒ではない成分を捕

えることができた。In vivoで現象を簡単化

した評価系では見落としがちな「体内の総合

的な仕組みの結果としての活性」を忠実に再

現した点で、インパクトのある研究となった

と考えている。 

③ 今後の展望 

化学誘導体(大類試薬とのエステル)として

分離したそれぞれの脂肪酸を解析して正確

な分子構造を決定すると共に、活性物質がア

カクラゲの体内で目的を持って作られたも

のなのか、或いは海岸で乾燥する際に新たに

無毒の脂肪酸から生成するものなのか、をフ

ィールドワークによる調査を踏まえて明ら

かにする。 
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テトラピロール系色素の例
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