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DeoxyribotidesinAcidSolubleFractionorChickEmbryo   

YoshihideSH王MABAYASHI，YukitakaARAKlandHiroshiTÅGUCHI  

PLB…ocllemica電‡nc．から人手した。   

6）5，仙ヌクレオチダ叫ゼ BOMCh8n－icalsLtd・から  

人手した。  

ヱ．方   法  

1）酸可溶性画分の調製 鵡胚100gに射し，水冷し  

た0．6N過塩素酸（PCA）400mJを加え，ホをジナイズ  

した。このホをジネートを40C，10，000×gで10分間遮  

心分離し上澄液を待た。沈澱には，水冷した0．6N王｝CÅ  

400mJを再度加へ，同様の操作を練りかえした。両上  

記液を合わせ，セライトを濾過助剤として用い吸引濾過  

した。透明漁液は水酸化カリウムで中和，低温塞（40c）  

で一夜放置後，生じた過塩衆酸カリウムの結晶等を泌別  

した。撼液は減圧下で汲縮し約10m～とした。これを蒸  

留水2Jに対して透析した。繰りかえし透析し絡た外液  

は合わせて約5肌巨迄汲蘭し，駿河溶性漸分とした。な  

お，これ以後の実験には，必軌こ応じ更に溶給して爽験  

に供した。   

2）カラムクロマトグラフィー 酸可溶性両分中のヌ  

クレオチド敷の分画は，R．H．HÅLLの方法8）を岬一部修  

正したセライトカラムクロマトグラフィーj）およぴ  

Dowex鵬1を用いたイオン交換カラムクロマトグラ  

フィー5）によった。   

3）高圧波紙電気泳動 東洋濾紙No．51を用い，pH  

3．5（水刷新観劇ビリジン；89：10：1）で3，000V，90分  

間泳動した㌔   

4）ペーパ咄クロマトグラフィー 発弾濾紙No．50  

を用い，n■Ⅳブタノール山水甜28％アンをエア水（255：  

45：0．5）で一次元上昇故により展開した。   

S）デオ睾シリボシル化合物の検出 エ．おね九研創≠由  

を用いたマイクロバイオアツセイ法7〉によった。   

緒  is, 

鶏胚のDNA代謝と密接な関述性を宿する酸可溶性低  

分子デオキシリボシル化合物のうち，デオキシリボシド  

に関しては，デオキシチミジン（dT），デカーキシウリジン  

（dU），デオキシシチジン（dC）およびデオキシイノシン  

（dI）が主なものとして検軋 同定されている＝〉 のに反  

し，デオキシリボチドに朗しては爽験例に乏しい㌔   

本経では，鶏胚の成展に揮うデオキシリボチドの変化  

並びにDNA代謝を明らかにするため，酸可溶性両分中  

のデオキシリボチドの検出を試みた結果を報碧する。  

材料と方法   

1．材   料  

1）鶏胚 岐阜麒秘鶏瘍から人手した白色レグホーン  

梯の稀卵を常法にしたがい酵卵した。14E柑に卵殻を破  

り正常胚を取り出し，附督している卵教や血液等を除去  

するため，水冷免理念塩水でよく洗離した。胚体豪商の  

水分は，濾紙で由来る限り吸い取った後，直ちに紙料の  

調製に供した。   

Z）セライト†‡‡般のセライト No．545 を，R・H・  

HALL3〉の方法に準じて糟製したものを実験に用いた。   

3）イオン交換樹脂 00WeX…1×2，Cl塾で100～  

200メッシュのものを用いた。   

4）バイオアッセイ用培地 バイオアツセイに用いた  

ん貯抽転が撒帯ん融か那閥妬ATCC7830（ふ．ね永漆揃協用‡gぎ）の  

保存用，楼秘用および分析用培地は，いずれも目水製葦  

株式金紋製のものを用いた。   

5）標準デオ串シリボシドおよぴデオキシリボチド  
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シリボチドを合着すると推定した。  

2．デオ串シリボチドの検出   

鶏肱約800gから調製した酸可溶性両分をセライトカ  

ラムク胃マトグラフイ岬に供し，酢酸エチル仙n山ブタ  

ノール仙水（1：1：1）の上J督900mJで展開し，塩基や  

ヌクレオシド敷等を分側後，蒸留水200mJを用いてヌ  

クレオチド斬等を溶出した。溶出液は減圧下で紳30nl～  

まで浪締した後，活性炭処華廷各）で部分糖製した。これ  

をさらに波紋下で泌締し約4m′とした後，Dowex酬1  

×Zカラム（0．8×12．5cm）に供した。充分水洗した後，  

0．004NHClで溶出した。約10001TIJの溶揖液を集め，  

減圧下浴温400c以下で濃縮しヌクレオチド両分とした。   

ヌクレオチド両分ほ0．5mJの脱イオン水に溶解した  

後，山部を高圧縫紋電気泳動に供しトLん流動靴洞山了塾  

盛促進物質を検索した紙栄をFig．3に示した。検出した  

4梯戴の£．ねぎdブナ7〝〃〃～f生長促進物質は梯品として用い  

たデオキシシチジンーー，“山♪燐酸（dCMP），デオキシアデノ  

シン州一燐酸（dAMp），ヂオキシグアノシン両十時政  

（dGMP）およぴデオキシチミジン拙論燐酸（dTMp）と   

結果と考察   

1．酸可溶性画分の分別   

研卵14日員の鶏胚約100gから調製した酸可溶性両分  

2mJ巷∵セライトカラムクロマトグラフィーに供したむ  

展開には，既報の酢酸エチル榊肌ブタノール系の溶媒を用  

い，順次極性を高めた6梯顆の溶媒4）で展開し，敢後は  

蒸留水を用いた。10mJずつ分灘し，260nmの吸光度  

を測定した後，偶数番号の両分は減圧下で浪縮した。  

紀聞物には蒸留水2－5m巨を加へ溶解した後，常法に  

したがいんねfcか†‡αJJ乃′Jに対する敦盛促進効果を求め  

た。その結束をFi臥1に示した。三ヨ三として，5つの£．  

郁血朋肌行数慮棍牒げ－クを見出したが，このうち  

Peak‡，PeakII，PealくIHおよび王｝eakIVは，それぞれ  

dT，dU，dIおよぴdCとすでに同定している2）。酢酸エ  

チルーnrブタノール系の溶媒で展開したjLねぬ妬闇甜沼  

生長促進物質がデオキシリボシドであったこと，および  

礫準デオキシリボジル化合物をセライトカラムクロマト  

グラフィーに供した場合，デオキシリボチドは恭留水で  

はじめて溶と1jした結果（Fig．2）から，Peak Vばデオキ  
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Fig．l．Fractionation or Acid Soluble Fl・aCtion Prepal・ed from Chick Emt）ryO by Celite Column  

Chromatogl・aplly．  

Theelutionwasperformedbystepwjseadditionoftheeachu】）perPhaseofso】ventsystemsfromthe  

firsttothesixthandthenwater，SuCCeSSively．SoIventsystcmstlSedweresameasdescribedalready4）．  

ColしIm王1Size，】．8×80cm；F王owrate，30m〃hl－．  

，Absorbanceat260nm；－－…M叫－ ，エ．わgど如乃β〃J～～′gl・OW抽．   
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Fγ；1Ctまon】1Ⅲ】ミl）e－、（15忍／fl・aCtま011）  

Fig．2．アractionationorÅuthenticDeoxyribosy】Compou‡ldsbyCeIiteColし1mn  

Chromatogra重病y．Colu王ⅥnSize，1．8×40cm；F主owrate，30荘川㌻．  

この点を明らかにするため，5’洲スクレカ■チダーゼ処理  

により遊離してくるデオキシリボシドの検出を就みた。   

すなわち，上記楽故に用いた残部のヌクレオチド囲分  

を常圧濾紙電気泳動に供し，デオキシリボチドを分別し  

た。風乾した姶紙は，Fi乱3に示したエ．肋闇憫甜抑号の  

生長ピークにしたがい切断後水を加えて拙出した。抽出  

液に5㌦ヌクレオ■チダーゼを加へ，pH9．0，370Cで血液  

分解した9）。分解液を濃縮後，発弾撼紙No．50に塗布  

し，n十ブタノール…一水－28％アンをエア水（255：45：  

O  s  l侵   エS  ZO（叫十  

Fi払3．PaperElectl・OphoresisorNucleotideFraction．  

EIectrop董10reSiswasperrormed ona4×60cmslrip or  

TE・〉lONo．51l）こIl）erこI11．5nl＾：：enlこInd3000Vro）lウOnlin  

WithlユSe Or pyridi王1e－aCetic acid・Wate】・（1：】0：89）at  

pH3．5．Tbe elec‡roi）be柑gralⅥ WaS eXamiIled by  

microbialassaywithエ．お∫c加〃〟〃〃∫′．   

泳動距離でよく一致した。   

エ．ねた滋摺αJJJ／fは，ビタミ ン玖ヱ ならびにその調速物  

質以外に，デオキシリボシドおよぴデオキシリボチドに  

より吸塵が促進されることはよく知られている。ここで  

検臼＝．たエ．Jβ∫どか打α〃7！ざi生盛促進物質は，セライトカラ  

ムクロマトグラフィーならびにDowex州1を用いたイオ  

ン交換クロマトグラフィーに対する挙動および高圧濾紙  

電気泳動の結果から，ビタミン Blヱならびにその関連  

物質およぴデオキシリボシド覇でほなく，デオキシリボ  

チドと推定した。  
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w摘15’－Nucleotidase．  
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0．5）＊で展開した。風紀濾紙をエ．料闇憫甜抑圧法で分析  

した終発，PeaIく1，Peak2およびPeak3からそれぞれ  

dC，dAおよびdGの展開距離に一致した各教養促進物  

質を検出した。また，Peak4からはdUならびにdTの  

展開距離に一致した生義促進物質を見出した。その血例  

をFi払4に示した。   

以上，ヌクレオチド両分から検出したエ．k崗玩闇翔‡∫g  

生及位進物磐は，カラムクロマトグラフィ岬に対する挙  

動および濾紙電気泳動並びに5㌧ヌクレオチダーゼ処理  

の結果より，dCMP，dAMP，dGMP，dUMヤ：およぴ  

dTMPと同定した。今後，これらの各デカーキシl‖ぞチ  

ドの分別定盤法を検討した後，胚体成掛こ伴う変化を追  

究し，そのDNA代謝の解明に資したいと考えている。  

要  約  

ふ卵14日目の鶏肱から調製した酸可溶性蘭分をセライ  

トカラムクロマトグラフィーに供し，塩基朔應よぴヌク  

レオシド堺を分別後∴Dowexlイカ・ン交換カラムクロマ  

トグラフィーにより，ヌクレオチド両分を待た。これを  

高圧濾紙電気泳軌に供した後，ム～ビねか打α〃乃g∫を用いた  

マイクロバイオアッセイでデカ▲キシリボチドを検出する  

とともに，分別した各デオキシリボチドを5一冊スクレオ  

チダーゼで分解し，生成したデオキシリボシドを検討し  

た結果，駿河溶性両分中のデオキシリボチドは，dAMP，  

dCMP，dGMP，dTMPおよびdUMげと同産した。  
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Sl川l【ll；lrI・   

NucIetiden’aCtioninextractwithco】dperchloricacidfromj4dayoldchickembryoswaspreparcdbysuccessive  
COIumnchl■OmatOgraPhyonceliteand工）owex001ionexc】1anger．   

＾11i11iquo10rthcnucIcolidct、11；lCtiol＝＼・こISSu旬ccICdtohig）lYOlulgCPaPellt：lectrol）hoI・eSisこIt3000＼′rol・90111inこII  

PH3．5，nntlthen cxilmhlCd b〉′ nlict・ObioこISSil〉rlllelhod ≠・ith L．EI（・（L）l）（t（・i／／I／．rI（・i（l／t／7t（］l］lJii＾TCC 783O．Four  

deoxyribotides（dCMp，dAMp，dGMPanddUMI＞ordTMP）wel・edet∝モedpnthepaper．EachconlpOund ontbe  
electrophero餅amWaSelutedwitllWa絶randd鹿stedwith5′－ntlCkotidas8．ThedigestwasdevelopedonT6y∂No．50  
PaPerbyascendingtechniquewithかゎutanoトwater・COnC．ammOnia（255：45：0．5vノV），andtheninves毎atedbythe  
microbioassay．Deoxyribosidedete蛮edwasdC，dA，（lG，dUanddT，reSpeCtively．   
Theresu比sindicatedthatmajordeoxyl・ibotidesintherractionweredCMl），dAMp，dGMP，dUMPanddTMP．  

＊アオキシソポチドは，本溶媒では矧消せず原点にとどまる。   




