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海洋生物におよぼす紫外線の影響

その 4. ダルスが放出した紫外線吸収物質
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UV -irradiation induced secretion of UV -absorbing substan田sfrom Iiving frond of most red a1gae into seawater.明暗se

substances from red a1gae might defend the other organisms in coastal ecosys胞msfrom UV radiation. One of these 

subs回 cesfrom Pa/mnria pa/mnta w酪 purifiedby using repeated active carbon column chromatography. IH-NMR 

(D20)spec回 mof this subs岡田 W出血es副田国thatof a mycosporine-Iike amino acid "pa印刷ne"from Chondrus 

yendoi. 
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クロロフルオロカーボン等による成層圏オゾン層の

破壊が現実となり，このため成層圏オゾン層の変動に

リンクした太陽紫外放射の地表への到達，特にUV・B

の増加およびそれに伴う生物への悪影響が出始めてい

る(Sivalingam加 dNishizawa 1990， Karentz et a1. 1991， 

Karentz 1992， 1994a)。また，太陽からの紫外線の海洋

の生態系にあたえる影響に対する海洋生物の耐性機構

ついては，Karentz( 1 994-b )によってまとめられている。

地表に到達する波長別紫外域日射観測業務は， 1990年

1月1日から気象庁観測部高層謀オゾン層解析室にお

いて開始された(伊藤ら 1991)。また 1990年 10月から

は，太陽紫外UV-B放射計の開発により(Furusawaet aJ. 

1990)，屋外連続測定も可能となった。さらに，佐々木

(1996)の理論計算では，現在のオゾン全量の3200Uを

基準とした場合， 29伽m付近のUV・B放射は，オゾンが

10%減少すると 3倍に，20%減少すると約 10倍に増加

すると推算されている。海水中に透過する紫外線量の

測定は，近年測定機器の開発により正確な測定が行わ

れるようになった。 1997年8月に北海道厚岸湾内での

測定で，空中紫外線量を 100%とした場合，水深1mに

おける305，320，340，38伽mの紫外線量はそれぞれ8.63，

41.0，48.7，68.4%であった(斉藤，私信)。我々は，この

ような自然の光環境の中において，沿岸の生態系が維

持されるためには何らかの化学物質が太陽の紫外線を

カットするフィルターの役割をしているのではないか

と考え，各種海藻類に健康線ランプからの紫外線を照

射してみた。その結果，紅藻類では光合成活性の低下

に伴って320から360nm付近に吸収極大を有する紫外

線吸収物質を放出する種類が多く存在することを認め

た(矢部ら 1997)。海洋生物に存在するこれらの紫外線

吸収物質に関する化学的な研究は， 1950年代の終わり

頃からはじまった。その本体の化学的追究が行われ，

抽出・精製・単離の方法，さらにその化学構造等につ

いては， 1980年代に入り各種機器分析により多数決定

された。これらの紫外線吸収物質は紫外域の310nmか

ら360nmに吸収極大を有する一連の化合物で，サンゴ
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(Shibata 1969)，無脊椎動物(ltoand Hirata 1977， Takano 

et aJ. 1978a， 1978b， Karentz et a1. 1991)，魚卵(Patrickand 

Peter 1980)，紅藻類(辻野・斉藤 1961，Tsujino et al. 1978， 

1980，矢部ら 1980，1987， 1988)等の海洋生物中に¥0数

種類あまり存在することが明らかにされた。これらの

物質は，cyclohexenone環の側鎖にアミノ酸が結合した

形の一連の紫外線吸収物質mycosporine-1ikeamino acids 

(Favre-Bonvin et a1. 1976， Arpin et a1. 1977)であることが

明らかにされた。Mycosporine-like削 inoacidsは水溶性

の物質で，紫外域の310nmから 360nmに吸収極大を有

するということは，UV-BやUV-Aの波長域と同じ波長

領域である。しかし，これらの物質の細胞中の存在位

置，前駆体，代謝等についてはこれまで何も分かってい

ない。また，これらの物質と太陽の紫外線との関係に

ついての生態学的研究は，近年盛んに行われるように

なってきた。本実験では，紫外線照射により忍路産の

紅藻ダルスが放出した紫外線吸収物質を活性炭を使用

して精製し，各種の方法により主成分の同定を試みた。
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Fig. 1 UV-absorbing spectra of seawater (11) in which a1gal frond 

(50g wet wt.) was cultured and irradiated with UV-A， B for lhour 

(350Jm勺，2hours (700 Jm.2)， 3hours (1050 Jm.2). 

ーーーーーーーー 1 hour (350 Jm.2) 

ーーーーー- 2hou四 (7∞Jm勺
ーーーーーーー_ 3hours (1050 Jm，2) 

材料と方法

試料

1996年¥0月から 1997年3月にかけて北海道小樽市

忍路湾内で採取したダルス(Pa1mariapalmata)を使用し

た。採取した藻体を，滅菌した人工海水で繰り返し洗

浄して付着物を取り除いた後，¥O'Cの恒温室内で通気

した状態で保ち，直ちに実験に供した。

定を行った。同じ条件でToshiba健康線ランプの光の

みを照身すしないものをコントロールとした。

照射光の紫外域のスペクトル分布はスペクトルラジ

オメーター PGD-25C(日本分光製)を用いて測定した。

また，被検海水の紫外部の吸収スペクトルは目立U・

32¥0型スペクトロフォトメーターを用い，波長400-

200nm聞の吸光度を測定した。

人工海水

マリンアートフォーミユラ(千寿製薬製)を使用し，

オートクレイブで 120'Cで40分滅菌したものを，恒

j昆室内で 10'Cまで冷却して使用した。

活性炭クロマトグラフイー

活性炭(和光純薬製)をガラスカラム(30X250mm) 

に充填して用いた。放出された紫外線吸収物質を含む

31の海水を 30gの活性炭を通過させ，紫外線吸収物質

を吸着させた。流出i夜中の塩素イオンを硝酸銀反応で

，また同じく糖類をフェノールー硫酸反応(阿武・瀬野

1963)で測定し，両者が検出されなくなるまで十分に水

洗いを行った。紫外線吸収物質の浴出には 60%メタ

ノールを用いた。回収した溶出液のうち320nmに吸収

紫外線照射

藻体の湿重量50g当たり 11の人工海水を加えた容器

に藻体が充分に水に浸るようにした後，落下細菌その

他の汚染を避けるため市販のポリ塩化ピニリデンシー

トで覆い，直上20cm位置から Toshiba健康線ランプ

(FL-20E)1本および白色蛍光灯2本の光(80mmol'm九-

1)を照射した。この条件では1時間当たりのDUVの値

は約350Jm，2となる。海水中に放出される紫外線吸収

物質の測定は上記の条件で2時間照射を行った後に

直ちに海藻類が浸っていた海水の400・200nmの吸光度

を測定した。この時点でDUVの値は札幌における日積

算値の最大値の約700Jm，2の値となる。さらに， 12時

間¥O'Cの暗所に放置した後に再び紫外線吸収物質の測
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極大を有するフラクシヨンのみを集め，減圧40'C以 f ~\問:刊で草野戦開

で濃縮した。以上の操作を数回れて集めた制ニ|を 1 12訟 は
再び活性炭カラムクロマ トグラフィ ーによ って分画し，

紫外線吸収物質を精製した。

ペーパークロマト グラフイー

ろ紙は ADVANTECのNo.50を{吏用し， (A) n-ブタ

ノール :エタノール 水 (9:1 : 10， v/v)， (B) n・ブタ

ノール 酢酸水 (4 5 ， v/v)， (c)イソプロピ

ルアルコール :水 (8・2， v/v)，をI容媒とし上昇法で

展開した。ペーパー上の紫外線吸収物質のスポ γ トの

位置の確認は，健康線ランプ(FL-20E)とフィルター

(UVD-25)を使用した紫外線照射(辻野ら 1979)で、行っ

た。また，ペーパー上のアミノ酸の確認は 0.25%ニン

ヒドリンの 60%アセトン浴液による呈色反応で行つ
守 、

，、一。

アミノ酸の分析

試料を会11寄付16N-HCI，105-1I0'Cで24時間加水分解

した。その後，標準試料(1¥未の素製)を用いて，ペーパー

クロマトグラムで検討した。

t' 
t tt 
BI lC 

Fig.3 Paper partition chromatogram 

1. pa1ythine from Chondflls yendoi 

2. UV-absorbing subslance from Palmaria paJmala 

3. shinorine from CllOndrus yendoi 

Solent (vjv)・(A)8uOH : EtOH : H20 = 9: 1 : 10 

(8) 8uOH : AcOH : 1ら0=4:1: 5 

(C) isopropano1 : H.，O = 8 : 2 
Developmenl: Ascending 

Detected light source: FL-20E+UVD-25 

DUV値の日積算値の最大値である 700Jm-2とした。使

核磁気共鳴スペクトル mした健康線ランフ。の波長別エネルギーを測定し，こ
試料をDP に溶かし，内部基準にアセトンを用いて の波長別エネルギーに， DamagingUYの作用スペクト

JEOLJNM-EX-400(400 MHz)でIH-NMRを測定した。 ルの荷重をかけて波長積分し， DUVのエネルギー値を求

めた。本実験で照射した紫外線量はDUV値7∞Jm-2とし
DUV11直た。

生物に与える各波長別の影響度を表わす作用スペク

トルには気象庁の採用している ACGJH(米国政府術生 結果と考察

学者会議)の DamagingUV (DUV)値を用いた。基準と 今回の実験では， 札幌における DUVの日積算値の

した紫外線量は，気象庁が発表している札幌における 最大値の紫外線量を健康線ランプを用いて，紅藻ダル
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Fig.2 UV-abso巾tionspectra of 60% MeOH fTaction which wcrc 

eluted from active carbol1. The numbers show the fraClion or 60% 

MeOH， respective1y 

スに照射し，ダルスから放出される紫外線吸収物質の

種類と量の検討を試みた。Fig.1に健康線ランプの照射

H寺問によるダルスから放出される紫外線吸収物質量の

変化をスペクトル図で示した。111寺問， 211寺問， 3時間

と照射時間が長くなると，紫外線吸収物質の放出量が

多くなることが認められた。はじめに，2時間紫外線照

射後121時間後までに潟水中に放出された紫外線吸収物

質の精製 単lijlfを目指した。泌体50gから海水 11中に

放出された紫外線吸収物質の盆を， 320nmに吸収短大

を有するエゾツノマタ(Chondrusyendo/)のpalythineの

分子吸光係数(IogE=4.55)から概算すると，その濃度は約

0.02 mMとなることが分かった。

次に，健康総ランプからの紫外線，即ち人工光源か

らの UV-Bの照射によって，多くの紅藻類から放出さ
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り(Ts吋inoet al. 1978)，これはItoand Hirata (1977)が

Mycosporine・Glyを水中で加熱してglycineと不安定な

βdike加 leを得た反応と同じと考えられる。ダルスから

単離した紫外線吸収物質を 6NHClで加水分解した後

のアミノ酸はglycineのみが確認された。

さらに，この物質の化学構造の確認のために lH_

NMRの測定を行った。その結果，(J 2.62と2.65に

cyclohexenone環上のメチレンプロトンが各々J=17.6Hz

で2H分ABqu紅白tに，83.46に3H分メトキシル基のシ

グナルがsingletに，83.39と3.85に2H分それぞれヒド

ロキシメチレン基，およびカルポキシル基と窒素原子

に挟まれたメチレン基のsingletが観察された。これら

のシグナルの値をすでに化学構造が決定されている標

準として用いたエゾツノマタのpa1ythineの値と比較し

たところ，両者は良く一致した(Table1)。これらの結果

より，ダルスから放出された紫外線吸収物質の主成分

の一つはpa1y血ineであることが明らかになった。今後

さらに，精製・単離の方法を改良することによりダル

スより放出される他の紫外線吸収物質を単離すること

ができるものと思われる。pa刷hineは約30年前に紅藻

類(Tsujinoet a1. 1978)ばかりではなく，イワスナギン

キャク(Takanoet al. 1978)からも分離されているが，そ

f1 

J¥ j' ¥¥ 
g¥;ニプ ト~ 8 ~ 、:一
200 250 300 3田 400 d忽畑 2剖 300 3駒 400 

Wavelength (nm) Wavelength (nm) 
Fig.4 uv-油田市ings阿国ofpalythine (畑出320nm) and ils derivative Q..max 297 nm) which we田isolatedfrom印叩伽syendoiand 
UV-absorbing substan国間dits derivative from pa加制apanna伺.

ーーーーーーー-Chondrusy四 doi.
四回・ー園田ー圃 Palmariapalma臼

れた紫外線吸収物質はペーパークロマトグラフィーの

スポットの確認で数種あることが分かった。また，ダ

ルスが海中に放出した紫外線吸収物質の示す吸収極大

の位置は340nm付近にあり，さらにダルスは数種類の

紫外線吸収物質を同時に放出していることをペーパー

クロマトグラフィーで確認した。そこで，ダルスが海

水中に放出した紫外線吸収物質を，活性炭を用いたカ

ラムクロマトグラフイーを繰り返し行って精製した。

紫外線吸収物質は活性炭から60%メタノールで溶出さ

れた。この溶出された60%メタノールフラクションの

溶出図を Fig.2に示した。活性炭でのクロマトグラ

フィーを繰り返し行った結果，320nm付近に吸収極大

を有するフラクションは，ペーパー上で単ーとなった

ので，標準としてエゾツノマタから結品として単離し

たpa1ythineとshinorineを用いて，3種の溶媒でペーパー

クロマトグラフィーを行った。その結果，主成分と思

われる紫外線吸収物質はpa刷血Eと同じ位置に移動する

ことが確認された(Fig.3)。またこの物質は，1%の水酸化

ナトリウム水溶液中に 1時間，40'Cで放置するときに

吸収極大の位置が297nmに移動した(Fig.4)。これはエ

ゾツノマタのpa1ythineをアルカリ性溶液中に放置した

とき，glycineとaminocyclohexenoneができる反応であ
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Table 1 IH-NMR data (.初OMHz)叩 dchemical slruclure of paly出inefrom Chondros yendoi加 dUV -absorbing subs祖n田 fromPalmaria 
palmata. 

Chondrus yendoi Palmaria palmata 
C 8 s 

z 
3 

4 2.62(2H， AB q， J=17.6) 2.62(2H， A8 q， J=17.6) ムゐ
5 .....， -NH 
6 2.64(2H， A8 q， J=17.6) 2.65(2H， AB q， J=17.6) 7 OH 

9LE∞H 7 3.39(2H， s) 3.39(2H， s) 

8 3.47(3H， s) 3.46(3H， s) 
PaIythine 

9 3.85(2H， s) 3.85(2H， s) 

10 

Measured in 020; int. stand. acetone (2.05ppm) 

の生態的役割については，いまだに良く理解されては

いない。

今回の結果を生態学的に見ると，紅藻類に紫外線を

照射することによって紫外線吸収物質mycospo血e-like

amino acidsの放出が行われるということは， 310から

3印 m に吸収極大を有する数種類の紫外線吸収物質を

放出することにより紅藻類は自らおよび自らの周りの

沿岸域の生態系を太陽の紫外線，特にUV-B，Aから守

るフィルターとして保護しているのではないかと考え

られる。しかし，現場の海水中での紫外線吸収物質の

分布や濃度に関する調査は行っていないので，これら

の予想は今後の課題として残されている。
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