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人胎盤の酸可溶性スクレオチドについて ー中間報告一

宇 回 智 子

The acid soluble nucleotides of human placenta (Intermediary report) 

Satoko UDA 

In the study of acid soluble nucleotides of human placenta, the nucleotides were 

fractionated by anion-exchange resin column chromatography and the Structures of 

them were determined. 

Cytidine-5' -monophosphate Cytidine-2’（3’）－monophosphate, Nicotinamide-adenine-

dinucleotide, Adenine-5’ーmonophosphate, Uridine-5’－monophosphate, Uriidine-2’（3’）－ 

monophosphate, Inosine-5’－monophosphate and Guanine-5’－monophosphate were ident-

ified by comparison with each standard substance employing ultraviolet rays absorption 

S問 ctrum,paper chromatography and paper electrophoresis, etc. 

近年友田1）は人胎盤からキシロースより成る多糖体を単離してその構造を決定しているが，キ

シロースが動物組織中に発見された例は稀で、あり，胎盤の特殊な機能を考え｛tせると興味あるこ

とである．一般に多糖類は生体内では，ヌクレオチドと結合 Lた棋ifを時ij駅物質として生合成され

ることが知られているが，人胎盤中の酸可溶性スクレオチドにつし、ては，小野2）の報告があるの

みである．この報文では，人胎盤中のスクレオチドについて，イオン交換樹脂カラムクロマトグ

ラブィーによる溶出位白からその構造を推定しているにすぎない．本実験は人胎盤中のヌクレオ

チド類を，より確実な化学的方法で同定することを目的として行なった．

本報告書ではモノヌクレオチドの同定結果について述べる．

実験材料及び方法

I） 材料

人胎盤は正常な分娩後30分以内に娩出の胎盤を用い，直ちに欽で小片に刻み，アセトン・ドラ

イアイスで凍結して実験室に持ち帰り－20°Cに保存．

JI）酸可溶性ヌクレオチドの作成

凍結組織に 2f奇特の氷冷 0.6N一過塩素酸を加え， ミキサーでホモジナイズする． 遠心分離後

更に沈澱物を 2倍等学氷冷 0.2N一過塩素酸でホモジナイズし， 上澄液を合してフエノールレッ

ドを指示薬に水酸化カリウム液で中和する．一夜氷室に放置して KC104を十分析出させた後，

KC104は漏過して除く．

この液中にはヌクレオチド以外の燐酸エステノレなど他物質を多量に含むと思われるので， Ba-

ddiley3）の方法に従いヌクレオチドを粘製した．即ち総吸光度（O.D260mμ,) 1400の試料液に

活性炭 4.5gを加えて 5分間強く撹持し 30分放置してヌクレオチドを十分炭末に吸着させた後，

1) S. Akiya & M. Tomoda：薬学雑誌 66477 (1957), M. Tomoda & K. Murayama : Japan. J. Exp. 

Med. 35, 159(1965) 

2）小野恵：東京女子医大誌 30, 1423 (1960) 
3) J. Baddiley : Biochemical. J. 64, 599(1956) 
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別に用ぷした径 4cmのガラス管に，ガラスウーノレ，ハイブロスーパーセール 1.5gを流し込ん

だカラムを作り，このJ:Jこ炭A(液を注入する．こうして出来た炭末カラムは， O.lN！~酸及び水

で洗j保した後， エタノール・水・アンモニア（25: 24 : 1) i.W~支 200ml で溶出する． ここで待

た浴廿l液を 20℃以下で減圧濃縮して， pH7iC1,1fifl：し分pl1iに供した．

III）カラムの作製とイオン交換クロマトグラフィー

カラムの調製及び抗IHは Cohn4＞の分離法iこ従って1Jなった．（史HJした削!Hi( .t Dow ex 1×2 

の 200～400 メッシュ，蟻酸栴J~I）＿で，カラムのサイズは 1.1 × 14.5cm である． 出出は 0.01－－蟻

酸， O.IM蟻目安， 0.04M蟻酸アンモニウム－0.004M除隊， O.IM蟻限アンモニウム－O.Hv1tl段階の

各溶離液を用いて Stepwise1.よーで行なった． これらの分j1fij操作は主制．で行なった．

カラムクロマトグラブィーはフラクションコレクターをJflし、て分plijし，九1午iこっし、て，その紫

外部吸収を分光光度討を用いて 260mμ， と280mμ， の吸光山測定してクロマトグラムを作目した．

クロマトグラムの各ピークについて分p!Jj液を凍結乾燥し，ヌクレオヂドのl1fjfl；を行なった．

N）べーハークロマトグラフィー

ヌクレオチドのペーパークロマトグラブィーは東rfui紙 No.況をJljし、て次の溶媒による上外

法で行ない，標準，1d1R1値と比較した．

1. イソブJ ロパノーノし：アンモニア：水（7:I: 2) 

2. イソプロパノール：飽和硫安： O.IM酢酸ソーダ（2: 79 : 19) 

3. メチルエチルケトン： tert－プタノール：水酢：氷：濃塩酸（22.5: 22.5 : 35 : 19 : 1) 

むゴ紙屯気泳動は東洋炉紙 No.51を用い， n・プタノール：ピリジン：氷昨：水（20:10 : 2 : 

968）アンモニアで pH8.5に調整した液中で 50V/cmの電位勾配で 40分間行なった．

紫外部吸収曲線については O.IN一塩隊酸性， O.IN－苛性カリアルカリ性， 111性で各々作製 Lv 二

特性を検討した．

実験結果

I ）人胎盤酸可溶｜生成分の陰イオン交換樹脂による分離

胎盤極性疋量約 13οg(1/3 11~；1) について行なった分JIIJjを凶示すれば次の様である。 Fig. I 'Ji 

！験条件は《実験材料及び方法》で示した通りである。 frJ.t＞れたピークは 15Wilで左から 1～15と

分1ri1j番号をつけた．また 260mμ， における吸光度に対する 280mμ， における吸光度の比率はt

段に1＼己入した．

II）各ピークの成分の［i:'rJ定

分［rf1jI）一分両 1については，ペーパークロマトグラフィーによってなお 8スポットに別かれ，

比較的 Rf値の高いものが多いことからオロチン円安などヌクレオヂド以外のものの混入も考えら

れ，未｜司定である．

分ド，j2）ーペーパークロマトグラフィーによって 2スポットに別かれ， 下部位についてはシチ

ジンシリン酸が予想されるが上部位についてはペーパークロマトグヲフィー， および紫外部吸

収曲線からはシチジン 2＇あるいほ 3＇リン酸の挙動をぷすものの的出順位や分 11t1i4）を考えに入

れるとなお検討を要する部分と思われる。

分jrlu3）ーペーパークロストグラフィーによって 2スポットに別けられるが，下部は微少であ

る．上沼については 2椅ペーパークロマトグラフィーで 5'CMPに一致する単一スポットをfi}-,

4) W.E. Cohn: J. B. C. 203, 319 (1953) 
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Fig. 1 胎盤の酸可溶性スクレオチドの分j雨間

試料

カラム

溶出液

130g 

Dowex 1×2，ギサン塩草u.200～400メッシュ， 11×14.5 cm, 

0. OlM-Formic Acid 

0. IM-Formic Acid 

0. 04M Ammonium formate in 0. 004 Formic Acid 

0. lM Ammonium formate in 0. lM Formic acid 

流速 48mljh, 6 mlフラクション

紫外部吸収スベクトルはシチジール酸の特性を有し，

従ってこのピークはシチジン 5＇リン酸である．

過沃素酸ーベンチジン白｝反応陽性を示す．

分j!lij4) --2種ペーパークロマトグラブイーで 2'CMP, 3' CMPに一致する単一スポットを{:J,

紫外部吸収スペクトルはシチジーノレ酸の特性を有する. )1目沃素酸ベンチジン反応は除’11.，従って

このピークはシチジン 2'(3') リン酸である．

分！雨j5）今一2種ペーパークロマトグラフィーで NADに一致する単一スポットを得， i戸紙百気

泳動j去によっても pH8.6で NADと一致，紫外部吸収スベクトルは KCNによって還元型

NADH 特有の曲線を／J~す．過沃素酸・ベンチジン反応陽性，従ってこのピークはニコチンアミ

ドアデニンジヌクレオチドである. Fig. 2 

分両6)--2種ペーパークロマトグラフィーで AMP5＇に一致する単一スポットを得，紫外部

吸収スベクトルはアデニール酸の特性を示し，過沃素酸ベンチジン反応は陽性，従ってこのピー

クはアデニン 5＇リン酸である．

分間7）一一ペーパークロマトグラフィーによって 2つのスポットに分けられる． うち一方は

UMP5＇に一致し紫外部吸収スベクトルもウリジル酸の特性を示し，過沃素酸ベンチジン反応

も陽性であることからウリジン 5＇リン酸である． もう一方のスポットについては痕跡程度で分

析困難である．

分耐8）日ペーパークロマトグラフィーによって 2つのスポットに分けられる． うち一方は

UMP 2' (3＇）に一致し，紫外部吸収スベクトルはウリジル酸の特性を示し，過沃素酸・ベンチジ

ン反応陰性，他方スポットは IMP5＇に一致し，紫外部吸収スベクトルはイノシン酸の特性をボ

し，過沃素酸・ベンチジン反応は陽性である．従ってこのピークはウリジン 2'(3＇）リン酸とイノシ

5) J.G. Buchanan: Analytical Chem. 26, 1132 (1954) 
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Fig. 3, 4, 5 

分pl,j9) 2種ペーパークロストグラフィーで GMP5＇に一致する Lli－スポットをM，紫外部

吸収スペクトルはグアニール円安の特件：を，j之し，過沃素敵・ベンチジンJi.fit~陽性である．従ってこ
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のピークはグアニン 5＇リン峨である．

なお分tilii3 ）以前，分jlftjlO）以後については目下検索中である．
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各 ピ ー ク の成分の j1ij定一覧表
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同定スク
PEP 

（＋） 

CMP 5’ 

CMP2’（3’） 

NAD NAD 

pH 

280 
260 

（＋） AMP 5' 

一卜

（＋） 

UMP 5’ 

（一） UMP2'(3’） 

CMP 

1,05 

2.05 

（＋） IMP 5’ 

C:MP 5' I, CMP 

（下）
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235 

2:30 

（卜）

I_ 7 J, 225 0.65 （＋） GMP 5’ 

NAD 0.25 

＊熔媒 1 イソプロパノール：アンモニア：水（7: 1 : 2) 

溶媒 2 イソプロパノール：飽和硫安： O.lM酢酸ソーダ（2: 79 : 19) pH 6 

5 NAD 

考察

以上の実験結果からは，ピーク 9まではそノヌクレオチドのピークであり，分前i3）ではシチ

ジンシリン酸，分jiltj4）ではシチジン 2'(3') リン酸，分jfftj5）ではニコチンアミドアデ、ニンジ
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ヌクレオチド，分両 6）でアデニン 5＇リン酸，分 1111j7）でウリジン 5＇リン酸，分両 8）でウリ

ジン 2'(3') リン酸およびイノシン 5＇リン酸，分両 9）でグアニン 5＇リン酸を川定できた．

ピーク 10以後はヌクレオシドポリリン酸またはヌクレオチドと糖との結合を持つものと忠わ

れる．なお実験結果の総l及光度概算から推して，まだかなりの酸可溶性ヌクレオチドがカラムに

残存していると思われる．この部分はさらに，ヌクレオシドポリリン眼および桁と結合したヌク

レオチドの存在が予想され，これらの構造を調べることは胎盤の機能と考え合わせて興味あるこ

とと忠われる．この部分のヌクレオチド類総体については日ド研究中である

本尖験について，直接ご指導下さった浮rn忠之進教長， キj己允リj博士，多くのご助言を頂いた

中村勇蔵教授に深謝し、たします．
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