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グミの含有する忌避物質に関する研究

松井　繁明・塚本　彩子

(1研究部・ 2長崎大学工学部)

福岡県玄界島沖で採取したグミ　Cucumaria echinata　をサンプルとして　2006年11月～'07年10月の各月,ウ

サギ赤血球に対する溶血活性を全個体と各部位(内包水,内臓,生殖腺,体皮)ごとに測定した。塩分処理によ

る溶血活性の変化や刺激による溶血活性の変化について検討した。硫酸アンモニウム,塩化ナトリウムのそれぞ

れで溶血性物質の塩折を行い,両者の抽出液について溶血活性を比較した。溶血活性は,生殖腺が最も高く次い

で体皮,内臓に活性が見られたが,内包水にはほとんど活性が見られなかった。生殖腺の溶血活性は, 10月に最

高値78.4%を示し,成熟に伴い忌避物質を増加させ食害防止に寄与していると考えられた。塩分処理を行った個

体については特に溶血活性の低下が見られなかったが,海水中-溶血成分の溶出がみられ捕食との関係が示唆さ

れた。また,刺激により溶血成分が海水中-放出されることが分かった。塩析試験の結果,硫酸アンモニウムに

より簡易にグミから溶血成分を抽出できることが明らかになった。
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'89年に九州北部海域の小呂島周辺で大量発生したグ

ミは,分布域を変化させながらも発生を継続し,漁業に

多大な影響を及ぼしている12。特に近年は,沿岸域へ分

布が拡大し,漁業に与える影響がより深刻化している3)

(図1)。グミは水温,塩分の適応範囲が広く,飢餓耐性が

高い等,環境への適応能力が優れている。また,マナマコに

比較して産卵数は少ないものの,幼生の究死率がきわめて

低く,捕食者もほとんど認められていない。グミを捕食する生

物としては,ヤツデヒトデ,ヤツシロガイ等わずか数種が報告

されているのみである4)。

捕食者が少ないという特性は,グミが溶血活性や細胞
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図1　分布量と分布面積の経年変化
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毒などを示す防御物質(忌避物質)を有することに起因

している。そこで本研究では,グミを捕食者から防御し

大量発生の原因となると考えられる忌避物質について,

CEL-nrを含む溶血性物質に着目しその局在性,溶血活性

の季節変化について検討するとともに,昨年度までの研

究で明らかになった塩分処理後のグミの被捕食率の増加

について,その機構を明らかにする。加えてグミの有効

利用を検討するために個体から溶血成分の簡易な抽出方

法を検討した。

図2　調査地点
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方　　法

グミの分布密度が高く周年で安定した採取が可能な,

玄界島北西海域Stn. 1を調査点とし, 06年11月　-07年

10月まで各月,グミ桁網3-5)によりサンプリングを行った

(図2)。採取したグミは研究室に持ち帰り,解剖用はさ

み等で各組織ごとに分離し-30℃で保存した。また,卵,

精子が成熟し雌雄の判別が可能な9, 10月については,

顕微鏡下で雌雄を判別し,生殖腺を卵巣と精巣に分離し

て溶血活性を測定し比較した。

1.溶血活性の測定

サンプルを解凍後,各組織ごとに2.0g採取し, 5倍量

のトリス緩衝生理食塩水(TBS)を加えホモジナイザ-

を用いて,全個体,体皮は1-2分間,内臓,生殖腺は30

秒間破砕した。 TBSはあらかじめ10倍量(Trisl2. 1g +N

aCl8. 76g+蒸留水900ml→HClでpHを7. 8に調節)に調整

しておいた溶液を測定時に10倍希釈して使用した。破砕

後,各サンプル10mlを高速冷却遠心分離機(KUBOTA7936)

でIOOOOr.p.m, 4℃, 10分間遠心分離し,上澄みを各組

織の抽出液とした(図3)。グミの各組織の抽出液をTBS

で50倍希釈したもの100μlを,あらかじめ調節した同量

の10%(v/v)RRBC溶液(ウサギ赤血球溶液)と混合して室

温で30分間インキュベ-トした。インキュベ-ト後1000

Or.p.m, 4℃で5分間遠心分離し,上澄み100μ1をTBSで

20倍希釈し,分光高度計(日立U-3500)を使い540nmで

の吸光度測定を行った(図4)。 RRBC溶液(株式会社日本

バイオテスト研究所製ウサギ保存血)は,遠沈管に採取

した保存血に適量のTBSを加え懸濁させた後3000r. p. m,

4℃, 5分間遠心分離し,上澄みを取り除く作業を数回
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図3　溶血活性測定方法(前処理)
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図4　溶血活性測定方法

繰り返し,沈降した赤血球にTBSを加えて10%(v/v)に調

整した。 NC (ネガティブコントロール)はTBSとRRBCの

混合液を, PC (ポジティブコントロール)はTBSとRRBC

の混合液にTritonX-100をl -/。(v/v)加えたものを用いた。

測定結果はPCに対する割合

溶血活性%= (Sample-NC)/(PC-NC) × 100%で表した。

2.塩分処理による溶血活性の変化

10月19日に採取したグミ(体長185±2. 14mm,重量1.01

±0. 36g)を100個体づっ2試験区に分け,片方の試験区

に飽和食塩水による塩分処理6)を行った。塩分処理を行

なった試験区の個体は約5分後,生殖腺,内臓の露出を

確認した後,取り上げて二次櫨過海水で軽く洗浄し,全

個体2 gをサンプルとした。対照区として塩分処理を行

わない全個体も同様に2 g採取し,両サンプルについて

抽出液を25, 50, 100倍に希釈して溶血活性を測定した。

また,塩分処理したサンプルについては,処理後塩水で

洗浄した個体10gを500mlのビーカーに収容し400mlの海

水を加え溶液中の溶血活性を0, 5, 10, 30,60, 120分経過

時に測定した。

3.溶血活性の経時変化

物理的な刺激によるグミの海水中への忌避物質の放出

を検討するために, 10月19日に採取したグミを使い実験

を行った。 500mlビーカーにグミIOg (10-11個体)を収

容し400mlの2次櫨過海水を加え,片方の試験区はスタ

ーラーで摸拝しグミにスターラーが接触して物理的な刺

激を与える状態とした。対照区は外的な刺激が加わらな

い状態で静置した。採水はマイクロピペットを使い, 0,

5, 10, 30, 60, 120分経過時に100μ1採取した。対照

区は,採水時に濃度が均一となるようにガラス棒で軽く
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攪拌した。採水したサンプルは,同量の10%RRBC溶液を

加え溶血活性を測定した。

4.塩折による溶血性物質の分離

グミ個体から簡易に溶血成分を抽出することを目的と

して塩析試験を行った。通常用いられる硫酸アンモニウ

ムに加えて,塩分処理による溶血成分の変化を検討する

ために塩化ナトリウムによる塩折を行った。

グミ1kgにTBSL51を加えてミキサーで粉砕,櫨過し

グミ体液を採取した。グミ体液を8000r.p.m, 4℃で20分

間遠心分離し,上樫をTBSに対して透析膜(三光純薬製

セルロースチューブ)を使い精製し,グミ組織抽出液と

した。グミ組織抽出液500mlを8000r.p.m, 4℃15分間遠

心分離し, (NH4)2S04または,NaClを飽和状態になるまで

加えた。 4℃で1時間攪拌し,8000r.p.m, 4℃で20分間

遠心分離し上澄みを除いた。沈殿物を少量の蒸留水で懸

濁LTBSに対して一晩透析した。さらに　8000r.p.m, 4

℃で15分間遠心分離後,沈殿を除いたものを溶血性物質

抽出液とした(図5)。抽出液と沈殿後の上澄みを平底9

6穴シャーレ一に移し倍々に希釈したものに等量の5%RR

BC溶液を加えて溶血活性を測定した。活性は最大希釈率

の逆数として示した。

結　　果

1.溶血活性の測定

溶血活性の各組織別経月変化を図6に示す。組織ごと

の溶血活性は生殖腺が最も高く次いで体皮,内臓で,グ

ミが含有する内包水にはほとんど活性が見られなかっ

た。溶血活性の季節変化をみると生殖腺は測定開始した

溶血成分の抽出
グミ体液

i
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図5　溶血成分の抽出方法
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図6　溶血活性の経月変化
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図7　生殖腺の溶血活性
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図8　塩分処理による溶血活性の変化

11月には52%と高くその後減少する傾向を示し, 3月に一

旦上昇したがその後再び減少し, 5月に最低値23.7%を示

した。 8月までは大きな変化は見られず比較的低い値で

推移したが,その後急激に上昇し10月の測定では最高値7

8.4%を示した。体皮は12月から2月にかけて減少傾向

を示し2月に最低値9.1%を示した。その後上昇し4月

末の測定で41.8%を示した。その後, 6月にかけて減少

し8月までは大きな変化はなかったが, 9月に上昇し最
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図9　塩分処理後の溶血活性の経時変化
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図10　物理的な刺激による溶血活性の変化

高値49.3%を示した。内臓は12月～3月にかけて20%以

上で推移したがその後減少し, 6月までは大きな変化は

見られす8-11月にかけて若干上昇する傾向を示した。

生殖腺を精巣,卵巣に分けてみると9月, 10月のいず

れも卵巣が53-54%と精巣の14-18%の約倍近い値を示

した(図7)。

2.塩分処理による溶血活性の変化

通常の個体と塩分処理をした個体の溶血活性を比較す

ると25, 50倍希釈では通常個体と塩分処理を行った個体

に大きな差は見られなかった(図8)。 100倍希釈では,

通常個体が28. 09%,塩分処理個体が17. 26%と処理した

個体の活性が低い傾向がみられた。処理後の個体を海水

に収容した試験区では開始時は活性がほとんどみられな

かったが5分後から急激に上昇し120分後まで100%を上

回る活性を示した(図9)。

3.溶血活性の経時変化

物理的な刺激によるグミの海水中への忌避物質の放出

は,開始時から30分まではいずれの試験区も10%以下の

低い活性を示し,対照区(刺激を与えなかった試験区)

では120分後まで活性の変化は見られず10%以下で推移

した。スターラーによる刺激を与えた試験区は60分後に

かけて活性が上昇し120分後には36. 3%まで上昇した(図

10)。

4,塩折による溶血性物質の分離

(NH4)2S04を使って塩析した試験区では,塩析後の上澄

みにほとんど活性がみられず,最終の抽出液では128倍

希釈した溶液まで活性がみられた。これに対してNaClを

使った試験区では,塩析後の上澄みに, 64倍希釈まで高

い活性がみられ,反対に最終の抽出液にはほとんど活性

が見られなかった。また,塩析後の沈殿は,ほとんど起

こらなかった。

考　　察

グミの溶血活性は生殖腺が最も高く,生殖腺の経月

変化は4-8月に低く10月に最も高い値を示している。

これは,グミの形態から見ると,夏眠が始まる6月から

夏眠中の8月まで溶血活性が低く,夏眠中に徐々に増加

し産卵期前に最も高くなっている。こうした,溶血活性

の推移は産卵時に外敵から卵を防御するためと考えられ

る。今回の実験で卵巣と精巣では,成熟が進み精子,卵

が明確に判別できる時期では明らかに卵巣に活性が高い

ことが明らかになった。また,夏眠期に貝殻や砂を体に

付着させ,互いに固着するのは成熟のために活性を落す

の4)に加えて,溶血活性が低下し防御機能が低下するた

めに食害防止の目的もあるのではないかと考える。

昨年度までの研究で塩分処理した個体は被捕食率があ

がることから,内包水が体外に排出されて溶血活性が低

下し忌避効果が薄れるのではないかと考えていた6)。し

かし,今回の結果では塩分処理直後の個体は溶血活性の

低下がみられず(図8),また,内包水に溶血活性がほと

んど見られないことから(図6)上記の仮説は否定され

る。一方,塩分処理後しばらくすると海水中の溶血活性

が著しく上昇することが明らかになった(図9)。これは,

塩分処理により体外に露出した生殖腺や体皮からの溶出

によると考えられる。グミを冷凍し生殖腺が破壊される

とドリップ中の溶血活性が著しく上昇することも同様の

理由に因る。換水を行わない今回の実験設定では溶血活

性が上昇したまま保たれたが,実際の漁場では,溶出し

た溶血成分は移流拡散し溶血活性は低下する。このため

忌避効果が薄れ捕食率が上昇すると考えられる。溶血活

性の経時変化の実験から,通常でもグミは海水中に溶血

成分を溶出させているが,物理的な刺激により溶血活性

を増加させることが明らかになった(図10)。グミの海

水中への溶血成分の溶出は,サンプリングしたグミを水

槽に移したときに水面が泡立っことや,底曳網等で混獲

した魚が衰弱,斃死することからも推察される。
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塩折による溶血性物質の分離については,今回の実

験でNaClによる塩析効果はほとんど無く抽出は困難であ

るが, (NH4)2S04では効果的な塩折が可能で,簡易に溶血

成分の分離,抽出が可能であることが明らかになった。

グミには4種類のレクチンCEL-I～Ⅳが存在し,そのう

ちのCELⅢはヒト,及びウサギ赤血球にたいして強い溶

血作用があり培養細胞に対しても強い毒性を有すること

が明らかになっている7)8。今回の方法では溶血成分全体

の抽出を行うため,こうしたレクチン以外の溶血成分も

抽出している。畠山らは,抽出物中にはCEL-II由来の高

分子童画分と低分子量の溶血性画分あり,低分子溶血成

分がサポニンである可能性を指摘している7)。グミの体

内にあるこれらの忌避物質が総合的にグミの外敵に対す

る生体防御機構に重要な役割をはたしていると考えられ

る。グミの溶血成分については個々のレクチンについて

構造や溶血活性の発現機能の詳細な研究がなされている

78。しかし,今回行った簡易な抽出方法の開発や溶血活

性を持った総合的な成分の利用については検討されてい

ない。今後は抽出された溶血成分の魚介類の対する影響

と忌避効果について明らかにするとともに水産分野での

利用を検討する必要がある。また,今回行った溶血活性

の研究は今後グミを利用する基礎資料として活用できる

と考える。例えば,グミの餌料としての利用を考える場

合,溶血活性が低く生殖腺が比較的発達している夏眠期

直後の個体の利用や塩分処理や凍結によって溶血活性を

低下させるなどの方法が検討される。
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