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   The present investigation was carried out to 
obtain promoting substance for the growth of 
Lactobacillus species in Chlorella extract.

Chlorella extract was treated with Amberlite 
IR-45 (OH-form) resin. Then, the filtrate was 
fractionated by a column chromatography on Dowex 
54x2. The each fraction was purified by passing 
through Sephadex G-25 and crystallized from 
organic solvent.

As the result, two nucleoside (A) and (B) 
were isolated. The nucleoside (A) and (B) were 
identified as guanosine and adenosine by means of 
chemical and physical methods.

(Received October 23, 1978)

近時,健 康食品 として注 目されてい るクロ レラエ キス

は,奥 田らσ)によ りコレステ ロ一ルの上昇 抑制効果,ゆ

村 ら(2)により網 内系機能 亢進作用,小 島 ら(3)によ り活性

多糖類 の網 内系貧 食能に及ぼす効果な ど,多 くの生理活

性が指摘 されてい る.

また生長促進効果 に つ い て も,武 智(4)によ り,ブ タ

ノール系展 開 剤 に よるペ ーパ ークロマ トグラムでRf≒

0.2,0,6の 区分にLactobacillus属 の生長 促進物 質が

存在す ることが指摘 され,田 宮 ら(5)によりそれ らの水解

物が核酸,ア ミノ酸な どを生ず るLと か ら牝 ペ プチ ドヌ

クレオチ ド複 合体 と推定 されている.し か しなが ら,こ

れ らの生 長 促 進 物 質 は ま だ純 粋 に単 離 され る に至 って い

な い.

著 者 らは,こ れ らの生 長 促進 物 質 の 分離 を検 討 しつ つ

あ るが,今 回,元 操 作 中 に2種 の ヌ ク レオ シ ド,ア デ ノ

シ ンお よ び グ ア ノシ ソを結 晶 と して 分 離 し,ク ロ レラエ

キ ス 中 に そ の存 在 を確 認 した の で,そ の 結 果 を 報 告 す

る.

試 料 は 台 湾 産 ク ロ レラか ら熱 水 抽 出 した ク ロ レ ラエ キ

ス粉 末 を 使 用 し,標 品 アデ ニ ン,ア デ ノシ ン,グ ア ニ

ン,グ ア ノシ ンは 科 光 純 薬特 級 を,リ ポ ー スお よび デ オ

キ シ リボ ー スは 東 京 化成 特級 を 使用 した1

ア ル カ リ加水 分解 に よる ニ ン ヒ ドリ ンの 定 量 はHirs

 ら(8)の方 法 に よ り2.5N水 酸 化 ナ ト リウ ムで 加 水 分 解

後,等 量 の30%(v/v)酢 酸 で 中和(pH 5.0)し,そ の

 0.2m1を 試 料 と してYemmら(7)の 方 法 に よ る ア ミノ酸

 量 を μ イシ ンに 換 算 した値 で示 し,核 酸 量 はBia1(8)の

オ ル シ ー ル 法 に よっ た.

赤 外吸 収 スペ ク トルは 島 津IR-17G型 を用 いKBr錠

剤 法 で,核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル はVarian HA-100D

(100Me)を 用 いDMSO溶 液 お よびD20添 加 で 測 定 ・

 積 算 し,質 量 分 析 スペ ク トル,紫 外 吸 収 ス ペ ク トル お よ

び 融 点 は それ ぞ れ 日本 電 子JMS-orsc型 ,島 津UV

200型,島 津 微 量 融 点 測 定 装 置MM-2型 を使 用 した .

薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィーはKieselgel Gを 用 い,紫

外 吸 収 お よび ア 晶 ス アル デ ハ イ ド(9)溶液 に よ り確 認 し

た.

ク ロ レラエ キ ス の 分 画

Fig, 1に 示 す 分 別 法 に よ り,ク ロ レ ラエ キ ス粉 末30g

 を 水30GOmlに 溶 か し,弱 ア ニ オ ン交 換 樹 脂Amberlite

 TR-45カ ラム(5×50cm)に 流 し酸 性 物 質 を 吸 着,0.5N

 酢酸 で 溶 出,水 洗 し,流 出 液 を減 圧 で濃 縮 して 酸 性 区 分

 と した.

こ の酸 性 区 分 をSchrgederら σ。)の方 法 に 準 じ て

 Dowex 50×2(3,5×100cm)の カ ラム を用 い,展 開速

度60mlJhr,分 取 量10mlで カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ

ーを 行 い 分 画 を 試 み た .得 られ た 遊 離 ア ミノ酸 量,核 酸

 量 の 分 布 お よび 分 画 をFig. 2に 示 す.

この 結果,核 酸 で は4個,ア ミノ酸 で は6個 の ピー ク

 が認 め られ た の で,Fig.2に 示 す よ うにⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ, V

お よびⅥ に 分 画 した.な お,画 分 皿 お よび画 分Vは 両 灘

 定 値 が 重 な り,n一 プ タ ノ ール:酢 酸:水(4:1:1)に

て展 開,論 ン ヒ ド リン呈 色 の ペ ーパ 一 ク ロマ トグ ラム は
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Fig. 1. Scheme of Isolation of Nucleosides.

微 弱な未 知呈 色物質 の存在 を示 し,田 宮 ら(5)により指摘

された成長促進 物質 の存在 の可能 性が示 唆され た.

そ こで,画 分皿についてSephadex G-25の ガラム

(1.8×15Gcm)を 用い,展 開 速 度

18g/hr,分 取量3gで,0.5N酢 酸

に よるゲル ろ過 を行 い 分 離 を 試 み

た.こ の結果,ア ル カ リ加水分解後

の ニ ンヒ ドリン測 定 値 お よ び260

nmのO. D.の 分 布 はそれ それ,2

個お よび1個 の ピー クを示 した.得

られた画分 皿一3は260nmの 吸収

のみを示 し,核 酸 関連物質 と推 定 さ

れたの で活性 炭 に よ り脱 色 ・精製

後,水 一エ タノールか ら結 晶化,再

結 を し,針 状 結 晶(A)7.8mgを

得 た.

また,画 分Vも 画 分 頂 と 同 様 に

Sephadex G-25ゲ ル ろ過に よ る分

画 を試 みた.そ の結果,ニ ンヒ ド

ンでは3個,26dnmの 吸 収では2

個 の ピークを示 し,得 られ た 画 分

V-5は260nmの 吸収のみ で核 酸

関連物質 と推定 されたので,皿 一3と

同様に脱 色 ・精 製 後,水 一エ タノー

ルか ら結 晶 化,再 結 し,柱 状 結 晶

(B)23.5mgを 得た.

単離物質の洞定

得 られた結晶(A),(B)は いずれ も紫 外 部 吸 収を示

し,ア ニスアルデハ イ ド反 応陽性,リ ン酸反応陰性で,.

Fig. 2. Column Chromatography of Amino Acids and Nucleic Acids of Separated Acidic Fraction 

from Chlorella on Dowex 50•~2. Ninhydrin, -•£-; orcin, -0- ; pH, ---.
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Fig. 3. Infra-red Spectrum of Isolated Com

pound (A) from Chrorella (KBr pellet). --
authentic guanosine; -, isolated compound (A).

%一プ タ ノー ル:水(43:7),瀬 ブ タ ノー ル:水:ギ 酸(77:

13:10),瀬 プ タ ノ ール:水:濃 ア ンモ ニ ア(86:9:5)

で 展 開 した薄 層 ク ロマ トグ ラ ムは 単 一 ス ポ ッ トのみ を 示

し純 粋 と認 め られ た.ま た,融 点 は(A)240℃(分 解),

(B)236℃ で あ った.

0.1NHCI,100℃,1時 間 の 加 水 分 解 物 に つ い て ア 篇

ス ア ル デ ハ イ ド呈 色 お よび 紫 外 吸 収 に よ り確 認 した 薄 層

ク 質マ トグ ラム か ら,構 成 塩 基 は(A)は グ ア ニ ン,

(B)は ア デ ニ ン と,構 成 糖 は い ず れ も リポ ース と認 め

られ た.

ま た結 晶(A)の 紫 外 吸 収 お よびIRス ペ ク トル(Fig.

3)は 標 品 グ ア ノシ ン と,結 晶(B)のMS, NMR,紫

外 の各 スペ ク トル,お よ びIRス ペ ク トル(Fig.4)は

標 品 アデ ノシ ソ と いず れ も よ く一 致 し,し た が って 結 晶

(A)は グ ア ノシ ン,結 晶(B)は アデ ノシ ソ と同定 され

た.

これ らの 結 果 か ら,ク ロ レ ラエ キ ス中 に これ らの ヌ ク

ンオ シ ドが存 在 す る こ とを確認 した.

終 りに臨 み,元 研 究 に際 し種 々 ご便 宜,ご 指 導 を 賜 わ

った 理 化 学 研 究 所 主 任 硬 究 員,掘 越 弘 毅 博 士,な らび に

Fig. 4. Infra-red Spectrum of Isolated Com

pound (B) from Chlorella (KBr pellet). ---
authentic adenosine; -, isolated compound (B)

NMR, MSス ペ ク トルの測定 に協 力いただい た 鵜 沢 氏

ら共同利用 機器の各位,発 表 の機 会を与 えられた 日農化

学の鹿野祇長 に深 く感謝 します.

なお,元 研究の要 旨は昭和53年 度 日本農 芸化学 会大

会において発表 した.
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