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Sununary 

Ergothioneine reacted with alloxan on heating for 6 minutes at 300C at pH 7.4-. The 

reaction product exhibited its absorption maximum at 265 nm. When the ratio of er“ 

gothioneine to alloxan in cocentration was less than 0.01， the optieal density at 265 nm 
was proportional to the concentration o[ ergothioneine. 

1n order to determine ergothioneine in the extract [rom tissues， it is neccssary to r巴nlove
nucleic aeids (DNA and RNA) and L-ascorbie acid， which inter[ere with the measurement 
of the optieal density at 265 n肌 Nucleicaeids (DNA and RNA) and L-ascorbie acid 

were completely adsorbed on Dowex 1 x 2. The aclsorption cocfIIcient o[ ergothioneine 
on Dow巴x1 x 2 was constant. There[o1'e， this t1'eatment、withDowex 1 x 2 is possibly 
uscd [01' the cletermination o[ ergothioneine in the extra(、t[rom tissues. 

点者 言

エノレゴチオネイン(ESH)1) は 258nmの波長lζ極大吸収2) を示す物質である，若者士号;は ESH

l乙アロキサンを添加したと ζろ，その反応生成物の極大吸収は 265nmI'C移動し，その吸光度は

ESHの濃度l乙比例する事実を知った3) そこでアロキサンを使用して ESHの新しい定選法を案

出しようと食てたが， 265nm I'C極大吸収を示す物質としては核酸 (DNA，RNA)，その関連物質

であるヌクレオチド類およびアスコルビン酸等があり，特にこれらの物質は生体組織時?に常に存

在するものであるので，これらを除去する必要がある.その除去方法について攻究した結果，i始。

足すべき測定結果を得ることができた.

実験方法

1. 試料の調製

1-1試薬

ヱノレゴチオネイン (ESH)

Sigma社製ならびに FlukaA. G. *3:製を使用し，その1O-2M漆液を作り，適当lζ希釈して使
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用した.

DNA 

ニシンから得られたもので Sigma社製品を使用した.

RNA 

酵母トノレラから得られたもので， H-，lJ化学工業社製品を使用した.
DNA，RNA共l乙pH6.5の Kolthoff緩衝溶液iζ溶かして使用した.

1-2 樹脂 Dowex1 x2の調整

樹脂を水洗した後， 1N苛性ソーダ溶液1lで15分間洗った後，充分に水洗し，つぎに 2N極酸

添液1lで20分間洗った. さらに水洗し， pHが5前後になってから， ふたたび 1N苛性ソー

ダ溶液1lで15分間洗い，つぎに水洗して pHが7前後になってから pH6.5の Kolthoff緩衝捺

液で緩衝化した.そして Dowex1x2分散液 15-20mlが樹脂を乾燥物として約 2.2g含むよう

に調整した.

2. ヱルゴチ寸ネインの標準曲線の作成

ES況がアロキサンと反応する場合，アロキサンの 100IC対し ESHが1以下のモノレ比の場合rc
ESHアロキサン複合体の示すI汲光度を 265nmの波長で測定すると， ESHの幾度に比例すると

いう事実3) から， 46， 92， 138および 184f1gの ESHを含む溶液 1mlにそれぞれ pH7.4の Kol-

thoff緩衝溶液 9ml，蒸溜水 1ml，さらに O.lMアロキサン溶液 1mlを添加し，全法?夜景を 12ml

とし， 30
0

C rc 6分路加湿し，その後常温lζ10分開放置し，それぞれ 265nmにおける吸光度を測
定した.ブランクとして試料の代りに上記と全く同一に処理して吸光度を測定した.

国1は標品の標準曲線で，この闘で示される通り，反応混合物中の ESH1設が 184pgまでは

ESHとアロキサンとの反応生成物による O.D・265とESH最との閥に比例的関係がみられた.
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実験結果

1. DNA， RNA，ヌクレオチド類， Lーアスコルビン酸 (AsA)および ESHの Dowexlx2への
吸器

1-1 DNA， RNAおよび ESHの Dowex1x2への吸着におよほす pHの影響
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Table 1 EfIeet 01' pH on Aclsorption ()f Nucleic Acids (DNA and RNA) ancl Ergothioneine 
on Dowex 1 x2 

a) DNA: [，OO/'g 

pH 6.0 6.5 7.0 8‘。
AcIぉ(o%rp)tion 9:1.2 94.4 91.6 93.8 

b) RNA: 500 pg 

pH 6.0 6.5 7.0 8.0 

AEis(o%rp) tion 97.8 99.3 93.7 91.2 

c) ESH: 2293μg 

pH 6.0 6.5 7.0 8.0 

AE18(0%Ip) t10II 28.3 24.5 25.2 36.6 

Table 2 Aclsorplion of Nucleic Acicls ancl Ergothioneinc on Dowcx 1 x 2 at pH 6.5， 250C 
ancl 700C 

70"C 

DNA (500 pg) 

97.5 

100 

RNA (500μg) 

98.0 
Adsorption 
(%) A

U
 

A
U
 
i
 

長.:SH(2293 pg) 

23.1 

9.7 

Sample 

250C 

すでに活性化された樹脂の一定廷をそれぞれ 6，6.5， 7および8の pH1(.凋怒し，500pgの

DNA，500f1gの RNAおよび 2293f!gの ESHを加えて数分間抵抗2し吸着処理を行なった.それ

らの混合物を総過し25mllζ定容した.そして泌波について， DNA，RNAは260nmで， ESHを

265nmでアロキサン法によってそれらの吸光皮を求めた.

それらの実験結来は表 1a) b) c)にまとめられている.これらの結来から， DNAおよびRNA

はpH6.5で最もよく i汲若され，その吸若率は9096以上を示した.これに反して ESHはいづれ

の pHにおいても吸着率が小く ，qを?に pH6.5では最もi汲若されにくかった.
1-2 DNA， RNAおよび ESHの Dowex1x2への吸着におよほす温度の

DNA，RNAおよび ESHの Dowex1x2への吸着実験を pH6.5で， 250C と 700C で行なっ

た.

その結;来を表21ζ示す.

表2で示されるように吸務処理11寺の混皮を 700C 1(.して10分間際伴すれば， DNA， RNAは共

に10096の吸着芸名を示した.これに対し ESHのi汲…容は DNA，RNAの場合とは逆lζif2視では

減少して約1096となった.これらのがi来は DNA，RNAの除去を行なって ESHの測定与を行なう

場合， 700C I乙加植することが好結果をもたらすことを示している.

1-3 ヌクレオチド類のひowex1 x2への吸おこにおよほす視!支の

DNA，RNAの関連物質としてヌクレオチド類が生体長IIIJI物rjll(.滋:(Eすることは当然考えられ

る.ヌクレオチド類のなかで 265nmIこ強いi吸収を示すものとして， 5'--AMP， 5'-CMP， 5'-GMP 

および 5'…UMPが挙げられる.そこで 500f1gの各事ltヌクレオチ Fを含む試料溶液について前記
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と同じ条件でそれらの Dowex1 x2へのi吸着率を測定した.それらの結果を述べると， 5'-AMP 

は Dowex1 x 2 !C100%r汲殺された.また 5'一CMP，5にGMPおよび 5'-UMPもそれぞれ9696以

上吸着された.

1-4 L アスコルビン綾 (AsA)の Dowex1 x2への吸着

AsAは265nmIζ極大吸収を示す物質の 1つであり，多くの試料rlJIζは常に存夜する物質であ

るので，これを予め除去する必要がある. この場合， DNA， RNAの除去と会く同一条件下で

AsAが Dowex1 x 2 rc完全に吸務されるか否かを調べた.種々の濃度の AsA溶液(100，500お
よび 1000μg/mT)1mlを用いて Dowex1 x2への吸着を調べfこ.

その結果は表 31c示されている.

ぐrable3 Adsorption of Various Amounts of Ascorbic Acid on a Given 

Amount of Dowex 1 x 2 at pH 6.5 and 700C 

AsA (μg) 

Adsorption 
(%) 

100 

100 

500 1000 

100 97.0 

この表の結果で明らかなように，一定量の Dowex1 x2は AsAが 500μgまでは10096のi吸着

率を示したが， 1000μg になると9796に低下した.そこでさらに1000，1500および 2000/1gの場合

を検討したところ， 1500μgまでは 9796，2000μg になると吸着率はさらに低下して9396であっ

fこ.

l…5 一定議の Dowex1x2の DNA，RNAおよび ESHI乙対する吸者限界

測定u寺l乙使用する Dowex1 x2が DNA，RNAおよび ESHを吸着する限界最を予め調べてお

くことは試料の処理 i二および ESHの定量の正確を期するj二l乙重要である.そこで100，200，300 

および 400μgの DNAとRNA，また 286，573， 1146および 2293μgの ESHを別々に一定量の

Dowex 1x2 I乙加えて， pH6.5で 700Cという条件下で， DNA，RNAおよび:ESHの Dowex1 x 

2への吸着を調べた.

表4の a-cはその結果を示す.

Table 4 Aclsorplion ofVarious Amounts ofNucleic Acicls (DNA and RNA) ancl Ergolhioneine 

on a Given Amounl of Dowex 1 x 2 at pH 6.5 and 700C 

a) DNA 

DNA(μg) 100 200 300 400 

Ads(o%rp) tion 100 100 100 100 

b) RNA 

RNA(μg) 100 200 300 400 

Ads(o%rp) tion 100 100 100 100 

c) ESH 

ES:f王 (μg) 286 573 1146 2293 

Ads(o%rp) tion 22.0 20.0 22.2 22.5 
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これらの結栄から一定抵の Dowex1x2は 400{!gの DNA，あるいは RNAを100;;ぢi吸着した.

また ESHの場合には， 286~2293μg までの範凶でほぼ一定法の ESH が吸器された.

2. アロキサン法による ESHの定盤法

分析試料溶液 10.0mll乙粉末霊炭酸ナトリウムを使用してその溶液の pHを 6.51こ調整する.

その溶液に Kolthoff緩衝溶液 (pH6.5)を加えて全容を 25.0mlとする.その中から 5.0mlを

分取し，さらに pH6.51ζ平衡化しておいた Dowex1x2の分散液 15ml(乾燥樹脂還として 2.2g

を含む)を加える.この混合分散液を 700Cで10分間ガラス絡を用いて探伴する.その後，この

混合分散液を泌過し，その泌液を集め，さらに Kolthoff緩衝溶液 (pH6.5)を加えて全容を 25.0

ml とする.その泌液を 1.0~5.0ml 分取し， )j'法21乙記した操作によってアロキサンと反応させ，

ESHの定駐を行なう. 別に一定濃度の ESH溶液について Dowex1 x2への ESHの吸法監を

求めることによって ESHの定52のおlii氾を行なう.

いまii式料として ESH(2293f!gjml) 1. Oml， DNA C1OOf!g/ml) 2.0ml， RNA C100f1gjml) 2.0ml 

および AsA(500f!g/ml) 1.0mlを合む混合溶液を用いて上記の ESHの新定f立法の試験を行なっ

た.その混合溶液 6.0mll乙Dowex1 ><2分散波 15mlを添加して pHを6.51ζ調墜し， 700C 1'(力H

iJitLしてから10分間撹:t*する.総液を常温にしてから 25.0ml11:定容する.その 1.0mlを使用しア
ロキサン法により吸光j立を測定する (No.1).つぎに上記 ESHのみを試料として他は全く上記の

同一条件で処理してl汲光度を求める (No.2).さらに ESHのみの試料を Dowex1 x2 11:対する吸

着処攻を行なうことなく直援にアロキサン法によってそのl汲光度を求める (No.2').ブランクと

して，試料の代りに綬衡法液を試料と同量使賂し，他は会く同一条例1で処理してその吸光度を求

Tablc 5 Determination of ESH in the Mixture of ESH， 
DNA， RNA and AsA 

Samplc No. 
OD265 OD265 
Trcatment of Nonc Treatmcnt 
Dowcx 1 x2 

1. Mixturc* 0.347 

2. ESH 0.317 0.381 

* The mixture contained 2293μg ESH， 200 pg DNA， 
200μg RNA and 500μgAsA 
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OD265 0.347ー吋84.63μgESH

(by Standard Curve) 

Truc Value of ESH 

100 
84.63x一一一一一一… 101.72f1g ESH 
100-16.80 

Thcorctical Valuc 

OD265 0.381 -→92.93μgESH 

(by Slan由 rdCurve) 

Recovery of ESH 

101.72 
x 100= 109.45 (%) 

92.93 



A
V
 
-
-
E
A
 

仏:ty大学:J!~~~戸終報第 43 な (1977)

める.

そのあii糸を表Sで示す.

No.1はDNA，RNAおよび AsAが混{:Eするにも拘らず，樹JJ旨処.f!H後の!吸光度は ESHのみの

No.2lc比べてややお日を示したにすぎない. これは;不純物質 (DNA，RNA， AsA)が樹脂によ

ってほほう記余に近く除去されていることを示している.また No.2および No.2'のI汲光度から

樹脂による ESHのi吸着率が鉱山されるが，この災験では16.896であった.

No.1 0.347に対する ESHの傾は探?作曲線から求めて 84.63/1gとなるので，上記吸器率か

ら換釘:すると 101.72f1g が求める数{[[(となる.標品 ESH を[夜桜~IL il!U定して得たi吸光度は0.381

であり，これに対する ESHの僚は 92.9.':3pgとなるので， この理主主依l乙対する実験11立の1il1!訳本

は 101.72/92.93x 100 109.45(96)であった.

エノレゴチオネインの;411誌については程々の方法が発表されている.ltくはHUNTER，j)がジアゾ

化しずこスノレブアニーノレ殺を発色斉IJとしてヱノレゴチオネインを定放したが，同じく赤色に虫色する

グ、ノレタチオンやシステイン等により妨害を受け，またフェノーノレ，ヒスチジン， 1ポ来等も開発色

剤と反応して発色するので妨害を受ける.LAWSON5)等はエノレゴチオネインをアルカリ分解して

生じるチオーノレウロカニック燃がジアゾスノレブアニーノレ般で赤色を呈することに務討して

しているが，チオーノレイミグゾーノレ2去をもっ化合物はすべていj織にW~色を51するのでやは

り使JH上IHj腿である.また ]OCELYNs) はエノレゴチオネインのアノレカリ分解を行なって生じるト

リメチルアミンをベンゼン・ピクリン資金塩として:l!li犯し，その色を1七色定没する方法を案出した.

この方法は装読のJ栄作がかなり煩雑である ~Uc ，かなり多泣のヱノレゴチオネインを必援としl111g
以下の測定はできない.

ri:行可:のヨミ111したγ口ドザン法はヱノレゴ、チナネインが 184flgの場合， 約0.75の1投光度， 25/lg 

のj話会でもそのi吸光!立は0.11をなミ寸ので JOCELYr司法の約40分の l限度の微11tエノレゴチオネイ

ンのiJ1IJ 'J~江が可能である.

チオーノレ化合物のうち， γ:ゴキザンとグノレタチ;.fンの反応生成!t却は 305n111Ki最大I吸収を示ず

し，システインのそれは全く械大i吸収を示さないので jifìj ('í'とも何らが~J ~i~.i-とならない.またチオウ
レアは HEATH7)によれば， 240n111 Ic係大吸収を示すし，エノレゴチオネインのアルカリ分解産物

であるチオーノレウロカニック酸8) は31411m付近に機大吸収を示すので， いづれもエノレゴチオネ

イン・アロキサン複合体が 26511111で示す極大吸収f自には何らの彩燃も与えない.

総 揺

はヱノレゴチオネインがpH7.4，.':30oCで6分IH1JJ目視するとアロキサンと反応して 26511111

の波長に紙大吸収を示し，ア口キサンiζ対するヱノレゴチオネインの濃度が100分の 1以下の条件 F

で，ヱルゴチオネインのl汲光!立はその濃度に比例するという事実を匁!った.

このが尖を利用して試料'11に111在する核酸やその部.i1li物質，アスコルビン般を樹脂 Dowex1 x2 

によって完全に除去した後，アロキサン法をJTJいてエノレコ。チオネインを測定する方法疫系IHした.
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