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ピタミンＢ６について

柿本大壱

StudiesonB-VitaminsofPyloricCoecaofSkipjack
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ｏｎＶｉｔａｍｉｎＢ６
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Abstract

l・ContentofvitaminB6inthepyloriccoecaofskipjackwasstudiedbybioa‐
ssay．Ｌ・“”ａｎｄＳ../hecα"swereusedfbrthedeterminationofpyridoxaland
pyridoxammerespectively、

２．Basalmediumofthebioassaycontamsvitamin-freecaseinhydrolysate，Ｔｈｅ
latterwaspreparedfromcommercialcaseinhydrolysatebyanewly=devisedmethod，
thatis9byoxidationofthehydrolysatewithKCIO3、Ｔｈｅｖｉｔａｍｉｎｓｗｈｉｃｈａｒｅｃｏｎ‐

tainedinthecommexcialcaseinhydrolysatearecompletlybrokendownbyoxidation
withKClO3,althoughcertainkindsofaminoacidsareaIsodecomposed（Table４)．
Aperfectbasalmediumcanbepreparedbysupplementofthedecomposedammo
acidstothemediumwithoxidizedcaseinhydrolysate（Table４)．

３．Pyrjdoxaiandpyridoxammecontentｉｎｔｈｅｐｙｌｏｒｉｃｃｏｅｃａｉｓ１．３５ａｎｄ０．８８γ
peronegramofdrymatterrespectively，Presenceofpyridoxinewasnotdetected
(Table７)．Thedeterminationwasmadeonfreshmaterial．

、４．Apieceofproposedevidenceshowsthatpyridoxalinthepyloriccoecais
transformedpartlyintopyridoxaminewhenthedissected-outorganhasbeenstored
at‐4.ｃｆｏｒｏｎｅｍｏｎｔｈ（Table６)．

前報1'2)に引続きカツオ幽門垂に含まれているビタミン含量を明らかにすのためＢ６の定量

を行った．叉Ｂ６の定量に関しては従来の方法を一部変えて定量を容易にした．多くのＢ

ビタミンと同様Ｂ６の定量はBioassayによるのが普通である．ピリドキサール，ピリド

キサミン，ピリドキシンの如く構造類似化合物の総和を定量するAtkinら8)の方法や，各

個のＢ６を２種類以上の異なった菌によって定量する別な方法もある．例えばピリドキサ

ミンはＳ､愈eca雄によって定量されるが，この菌はピリドキサールとピリドキサミンに対一

し同等のresponseを示すことが知られているので，ピリドキサミンを定量するには同一試

料でピリドキサールをＬ・ｃａｓｅｊによって定量し，前記Ｓ､/1z“α"ｓの定量値からこの値を

引き去って算出する．叉ピリドキシンはjVb”o”０７．α,y"Qp伽Iαによって単独に定量し得
るが，この方法は菌体重量を一,々 天秤によって正確に秤らねばならないので繁雑であり，

更に培養時間も他の方法よりも長いので不便である．著者は同一試料をＳａｃｃｈ”o"7yc“

Car/‘y6e穂e"s酌によってＢ６の総和を測り，Ｓ､愈ecα"‘ｙによるピリドキツーール，ピリドキサ

ミン量を引き去ってピリドキシンを定量した．Ｂ６の定量に用いる基礎培地中，アミノ酸類
にはＢ６不含カゼイン水解物を使用することになっているが，我国では目下のところこれに

適した商品が見当らないので，市販カゼインからＢ６を除去して用いなければならない．著

者は定量に先だちＢ６不含カゼイン水解物の調製について研究し，併せて幽門垂中のＢ６含
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量を定量した．

実験及び結果

１．ピリドキサール

ピリドキサールはＬ・ｃａｓｅＺによりRabinowitz,Snell4）らの方法で定還した．

ｉ）ピリドキサール才:含カゼイン水解物の調製：ピリドキサールの定量に用いるカゼイ

ン水解物は酸加水分解液とトリプシン消化により分解したものを等量混合して調製する．

この両混合液からＢ６を除去するにはフラー土，或いはDarco-G60等の吸着剤によるの

が普通である．著者はこれらの吸着によらず，わが国で容易に入手し得る酸性白土を用い

て吸着除去することに成功した．カゼイン水解物は次のような方法で作った，すなわち市

販カゼインを２０％の塩酸で１６～20時間煮沸分解し，減圧下で蒸発を繰返えし大部分の塩

酸を除去する．水解物中他の一つであるトリプシン消化液は同じカゼイン１９にＮ/10苛

性ソーダ２０ｃｃを加え湯煎上で溶解してから１５ポンド３０分間加圧加熱し，冷却後希塩酸

でｐＨを８．２とし，これにパンクレアチンｌｇをｶﾛえトルオールで防腐しつつ３７°Ｃ，２４

時間消化して作った．なお消化液中には菌の発育に影響を与える脂肋類もあるので消化後

30分間煮沸し酵素作用を止めた後ｐＨを４０に調整し，エーテル，トルオール（１０：３）

を加えて充分振瞬し約３時間後に分液漏斗で溶媒を除去し，水解液中に残存する溶媒をも

除去して作った．両カゼイン水解液を等量混和したものは，その中からピリドキサールを

酸性白土によって除去してから基礎培地に使用した．

ｉｉ）酸性白土の活性化：市販の酸性白土をそのまま使用するとピリドキサールの除去は

不完全であり基礎培地としては使用出来ないので，次に述べる処理法で活性度を高めて使

用した．

Ａ・酸性白土を端渦中で還元焔により約３時間焼いた．

Ｂ、酸性白土を蒸溜水で充分洗樵してからＡと同様にして焼いた．

Ｃ，酸性白土309を２％の酢酸100cc､に浸漬し，約1時間振鐙後源過し，蒸溜水で

充分洗膝してから150°Ｃの空気浴中で４～６時間乾燥し粉末にした．

iii）カゼイン水解物からピリドキサールの除去：前記３種類の処理法で得た酸性白土

159はカゼイン水解物（カゼイン１９に相当する溶液）のＰＨを１．０に調整したものに加

え，約３時間振鐙した後臆過し，使用した酸性白土は充分水洗して漁液と合せる．次にこ

の溶液のｐＨを６．８に調整し全容を５０ｃｃにする．以上の如くして得たカゼイン水解物

中にピリドキサールが残存するか否かを確めるため，カゼイン水解物を含まぬRabinowitz

らの培地と合せ全容を100ｃｃとなし，この溶液を試験液にＬ､ｃａｓｅｊによるBioassayを

行った．なお比較検討するために１０ｍγのピリドキサールを加えたものも使用した．培養

条件は３０℃，２４時間で，測定は濁度法によった．Ｔａｂｌｅｌはその結果である．すなわちカ

ゼイン水解物中のピリドキサールの除去は前記何れの方法でも良いが，このうち還元焔で

焼いた酸性白土を用いた場合が120°Ｃで乾燥したものに比較し良好であることは，１０ｍγ

のピリドキサールを補足した培地に於ける菌の繁殖の度合からゑて明らかである．以上の

如くカゼイン水解物からピリドキサールを除去するには，操作も簡単な還元焔で３時間焼

いた酸性白土によるのが望ましい．なおこの他酸性白土の使用法，吸着時のｐＨ条件等も

I吟味したが，前記の如くカゼイン１ｇ相当の水解物に１５９，ｐＨは１．０が最も良好な結果

を示した，吹に若しピリドキサールを除去する際にカゼイン水解物中のアミノ酸類が同時
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Control，Not-treatedcaseinhydrolysate

Table１．ＴｈｅｒｅｓＰｏｎｓｅｓｏｆＬ・ｃＱＳｅｊｔｏＰｙｒｉｄｏｘａｌｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｃｏｎtained
incaseinhydrolysatetreatedwithJapaneseacidclay．
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に失われることがあるとすれば，基礎培地としては不完全になる．依ってＬ・ｃａｓｅｊに不可

欠のアミノ酸を補足し，菌の発育に対するアミノ酸の影響をしらべた．ＴａｂＩｅ２はその結

果である．これをみると著者の考案した酸性白土法はアミノ酸を補足する必要がなく，従
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Turbidometricmeasurement（Ｔ％）
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Pyridoxalmγ/ｔｕｂｅ

ＲｅｓｐｏｎｓｅｏｆＬ．ｃα‘yejtopyridoxal・

ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ８０ｏＣｆｏｒ２４ｈｒｓ．

Ｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ，ｎｏｔｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ
Ｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ＋L,AsparticacidO,5ｍｇ

〃 ＋Ｌ・GlutamicacidO､５ｍｇ
＋ＤＬ，MethionineO,5ｍｇ〃

＋ＤＬ,PhenylalanineO､５ｍｇ〃

＋Ｌ・TyroslneO､５ｍｇ〃

＋Ｌ・IIistidineO‘5ｍｇ〃

＋Ｌ、LeucineO､５ｍｇ〃

〃 ＋ＤＬ､IsoleucineO,5ｍｇ
＋Ｌ・ArginineO､5ｍｇ〃

〃 ＋SerineO､5ｍｇ
＋ＤＬ･ＶａｌｉｎｅＱ５ｍｇ〃

バノ ＋allAboveamlnｏａｃｉｄｓ

／

グー、

とを知った． 韻

ｂ５ｏ
ｉｖ）標準曲線の作成：前項の実験結果切

に従いビﾘドｷｻー ﾙ不含ｶゼｲﾝ水解物骨７．
日７ｏ

を調製し基礎培地に加えた.基礎培地組成筒

はRabinowitzらのものを用い標準曲線は ：８０
日

ピリドキサールを０．５，１，０，１．５，２．０，２．５目９．
面

、γ加えた培地によって作成した．Fig.１〉日ユｏｏ
Ｋ＄

の標準曲線はＺ'･ｃａｓｅｚの３０°Ｃ，２４時問培ロ

養の結果で示したものである．
Ｆｉｇ．１．ＲｅＥ

Ｖ）試料の調製：天然物中のピリドキサＬ,ｃａｓｅｊｗａｓ

⑨一●一⑥

Table２．Adsorptionofpyridoxal，ｂｕｔｎｏｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，incasein
hydrolysatebyJapaneseaLcidclaytreatment

Wi齢淵oflWithoutpy"oxal
ＴｙＰｅｓｏｆｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍ
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－ルは全てが遊離型とは限らないので定量にあたって，酸叉はアルカリにより結合型は全

て遊離型にして定量した．すなわち幽門垂５９に塩酸を加えｐＨを１．８にした後全容を約

180ｃｃとし，２０ポンドで５時間加圧加熱してから蒸溜水を加えて５００ＣＣに稀釈して定量

を行った．叉遊離法の別法として同一試料に１Ｎ苛性ソーダ１０ｃｃを加え,前と同様加圧

加熱し塩酸で中和後500CCに稀釈したものについても測定した．Ｔａｂｌｅ３はその結果を示

したものである．表で示したように試料の前処理によって幾分定量値に相違があり，酸処

理法が高い値を示したが，回収率からみて酸処理法が信頼のおける結果である．すなわち

カツオ幽門垂中のピリドキサール含量は乾物１９中約1250ｍγであった．

Table３．Pyridoxalcontentinthepyloriccoecaofskipjack．

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｓａｍｐｌｅ

1/500

l/500

Ｃｏｎｔｅｎｔｉｎａ

ｔｕｂｅ（ｍγ）

0．４１

Acid-treatedsample

Ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｏｎｅ

ｇｒａｍｏｆｆｒｅｓｈ
ｍａｔｔｅｒ（ｍγ）
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Cｏｎｔｅｎｔｉｎｏｎｅ

ｇｒａｍｏｆｄｒｙ
ｍａｔｔｅｒ（ｍγ）

1０２５

Alkali-treatedsample

0.50 250 1２５０

Recovery
（％）

9２

9８

２．ビリドキサミン

ピリドキサミンもピリドキサールと同様にRabinowitz，Snellらの方法が広く用いられ

ている．氏らによると菌はＳ､んecα"ｓであり，この菌はピリドキサミンとピリドキサール

に対し同等のresponseを示すので，ピリドキサミンの承を定量するにはあらかじめピリド

キサールの含有量をＬ・ｃａｓｅｊで測定しておき，ｓ・んeca肋による値からこれを引き去る方

法による．＆んecα"sによるピリドキサール，ピリドキサミンの総和を測定するにあたり，

ピリドキサールの場合と同様に基礎培地に用いるカゼイン水解物からピリドキサミン並に

ピリドキサールを除去しなければならないこのことにつき諸種の実験を繰返えしたが，

カゼイン水解物を塩素酸カリで酸化する方法を考案したので，その成績を述べる．

ｉ）ピリドキサミン不含カゼイン水解物の調製：カゼイン分解物はピリドキサールの項

で述べたと同様にして作り，そのｐＨを３．５に調整した．孜にカゼイン１９に相当する水

解物に塩素酸カリ0.059を加え，酸化に要する時間を決めるため各を２０，３０，６０及び

120分煮沸分解し，各分解時間の異なる試料につきピリドキサミンが除去されたか否かを試

験した．試験法はピリドキサールの場合と同じように酸化を行ったカゼイン水解物とそれ

を含まないRabinowitzらの培地を合せ，これにＳ､/Zzecα"ｓを移植し，３０°Ｃ，７２時間培

養，菌が生産する酸をアルカリで滴定しその量によってカゼイン水解物中に残存するピ

リドキサミンの量とした．然しながら塩素酸カリによる酸化が若し水解物中のアミノ酸を

同時に酸化し，ｓ・んecα"ｓに不可欠のアミノ酸を失うとすれば，カゼイン水解物中にピリ

ドキサミンが残っていても菌は繁殖出来ないので，各培地にアミノ酸を補足しピリドキサ

ミンが酸化で失われることを確めると同時に，アミノ酸類の帰趨をしらべた．Ｔａｂｌｅ４は

実験結果である．この実験によるとピリドキサミンの酸化時間は６０分で完全に行われる

が，これと同時にチロジン，メチオニン，ロイシン以上３種類のアミノ酸も失われる．従
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ってこのカゼイン水解物を基礎靖地に使用するには上記３種類のアミノ酸を補足する必要

がある．

ｉｉ）Ｓ,愈ecα"Ｓの発育に及ぼすＫＣｌの影響：塩素酸カリをｐＨ３．５で作用させるとカ

ゼイン水解物中のピリドキサミンは酸化されるが，自らはKClに変化する．従ってこの水

解物を用いて基礎靖地を作成すれば，培地中にKclが含まれることになる．細菌類は塩類

の或る濃度で発育が阻害されることが知られているので，この点も明らかにする必要があ

る、前述の如くカゼイン水解物を酸化するに要するKClO3の量は１９相当の水解物に0.05ｇ

であり，酸化後基礎培地を調製する場合100ｃｃに稀釈されるので，仮りにKClO3のまま

で計算しても基礎培地中では005％に相当する・今１０ｍγのピリドキサミンを含む培地

にKClO3を０．０１から2.0％になるように培地を作り，Ｓ･たeCα"'９を植えてその繁殖をし

らべてみたが，Ｔａｂｌｅ５に示す如く，0.7％以下の濃度の場合には何らその影響を認めなか

った．従って著者がピリドキサミン酸化に用いたKClO3の量はこのaSSayには阻害を及

ぼさないと判断される．

＊Caseinhydrolysateswasoxidizedbyfollowingmethods

O：Not-treatedwithKClO3，Ｉ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＫＣｌＯ３ａｔｐＨ３､５ｆｏｌ－２０ｍｉｎｓ，
Ⅱ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＫＣｌＯ３ａｔｐＨ３､５ｆｏｒ３０ｍｉｎｓ，Ⅲ：ＴｔｅａｔｅｄｗｉｔｈＫＣｌＯ３ａｔ
ｐＨ３､５ｆｏｒ６０ｍｉｎｓ，Ⅳ：ＴｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＫＣｌＯ３ａｔｐＨ３､５ｆｏｒｌ２０ｍｉｎｓ．

Ｄカゼイン水解物を基礎培地に使用するには上記３種類のアミノ酸を補足う

ＤＬ･ＶａｌｉｎｅＯ､５

罵磯i･塵}"器
拙･温鵬ids}・a忠

Ｔａｂｌｅ４． ResponsesofS../he“"ｓｔｏｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，
ｉｎｃａｓｅｏｆｓｕｐｐｌｙｉｎｇｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓtothecaseinhy-
drolysateoxidizｅｄｗｉｔｈＫＣｌＯ３．
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Ｌ、ＡｒｇｉｎｉｎｅＯ､５

ＤＬ、ＬｅｕｃｉｎｅＱ５

ＤＬ･Isoleucine'０．５

Ｌ・GIutamicacidO,５

Ｌ・ＨｉｓｔｉｄｉｎｅＯ､５
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Pyridoxamineγ/tube
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iii）標準曲線の作成：標準曲線の作成にあたり接種菌の濃度及び培養温度とその時間を

規制する必要がある．Ｓ､./heca肺によるピリドキツーミンの定量には通'常３０℃，２０～24時間

が採用され，測定は濁度法による．著者が新に作成した基礎培地について二三試験した結
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０２４６８ユＯＯ２４６８ユＯＯ２４６８l0

Pyridoxaminemγ/tubePyridoxaminemγ/tubePyridoxaminemγ/tube

Fig.２．ResponsesofS..危“α"ｓFig.３．ResponsesofS../heca伽Fig.４．ResponsesofS../f7eca恥
ｔｏｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ．ｔｏｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ．ｔｏｐｙｒｉｄｏｘａｍｌｎｅ、

Inoculumisnotdiluted．Ｉｎｏｃｕｌｕｍｉｓｄｉｌｕｔｅｄ５０ｔｉｍｅｓ･InoculumisdilutedlOOtimes．

－●－ＧｒｏｗｔｈｏｆＳ../hecα/jsincubatedat30oCfor72hrs，
一○一Ｇ１･ｏｗｔｈｏｆＳ../27“α"ｓｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ８０ｏＣｆｏｒ４８ｈｒｓ．
－①－ＧｒｏｗｔｈｏｆＳ../hGca伽incubatedat30oCfor24hrs．
－ｅ－ＧｒｏｗｔｈｏｆＳ../hecα"sincubatedat80℃ｆｏｒｌ８ｈｒｓ．

果では，濁度法による場合既往の条件と一

致する他，３０°Ｃ，４８時間の培養法では酸度

滴定でも定量出来ることを知った・叉この

場合の接種菌の濃度は100倍稀釈のものが

適する（Fig.２，３，４，５参照)．カゼイン水

解物の塩素酸カリ処理法はピリドキサミン

の定量の承ならず，前述のｚ'､ｃａｓｅｊによ

るピリドキサール及びＳａＣ・Ｃａﾉ｡J必eF､99"sjs

による全Ｂ６定量にも応用出来る．今その

一例としてＬ､ｃａｓｅメによるピリドキサー

ルの定量に於ける標準曲線を作る場合，酸

ｅ

＝６

－①

pＩ



2８ 鹿児島大学水産学部紀要第９巻（1960）

性白土処理のカゼイン水解物を使用した場合と比較した結果はFig.６の通りであり，ほぼ

同一のResponsecurveが得られることを知った．

ｉｖ）幽門垂中のピリドキサミン含量：試料幽門垂は枕崎市に陸揚げされた新鮮なものを

用い，この１９に0.055Ｎの塩酸180ｃｃを加え，２０ポンド５時間加圧加熱して，試料中

のピリドキサミンを遊離させた後，Ｓ・たecα"ｓによる定量を行った．Ｔａｂｌｅ６は幽門垂中

のピリドキサミン量を示したものである．なおこの実験には特に新鮮な幽門垂を用いた以

外に，これを－４°Ｃの冷蔵庫に１カ月間貯蔵し，それによって幽門垂中のＢ６が如何に変

化するかを検べた・叉蛋白質分解の要領で加水分解した幽門垂中のＢ６についても試験し

た．その結果１カ月間貯蔵した場合にピリドキサールは減少するが，それとほぼ同量のピ

リドキサミンが増加している結果を得た．叉酸加水分解によるとピリドキサールの一部は

ピリドキサミンに変化するが，この場合Ｂ６量が分解前に比べ可成り減少することを確

めた．

Table６．Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅｉｎｔｈｅｐｙｌoriccoeca．

Ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｏｎｅｇｒａｍｏｆｄｒｙｍａｔｔｅｒ

Samples

慨織;瞭瞬〕ド掬駕
Freshpyloriccoeca

PyloriccoecasLoredat-4･Ｃｆｏｒｏｎｅｍｏｎｔｈ

Ｆｒｅｓｈｐｙｌｏｒｉｃｃｏｅｃａａcid-hydrolyzed

2.23

2.12

1.86

１．３５

０．９０

０．８４

0．８８

１．２２

１．０２

ｖ）ピリドキシン：ピリドキシンはjVE”o,jpore,WQp/hyﾉﾋzによって単独に定量されるが，

著者はＳａＣ.ｃα１．/‘y6e増e"sjsにより全Ｂ６を定量し，前述の!Si､./1Zecα"ｓによる値を引き去る

方法により定量した．Ｔａｂｌｅ７はその結果を示したものであり，幽凹垂中には殆んどピリ

ドキシンが含まれていないことを知った．

Table７．Ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｆｒｅｓｈｐｙｌoriccoeca

Cｏｎｔｅｎｔｉｎｏｎｅｇｒａｍｏｆｄｒｙｍａｔｔｅｒ

ＴｏｔａｌＢ６ｂｙＳａｃ・
carlsbel-gensis

（Ａ）（γ）

2．２６

Ｐｙｒｉｄｏｘａｌａｎｄ
ｐｙｒｉｄｏｘａｍｌｎｅ

（Ｂ）（γ）

2．２７

Ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ

(Ａ)一(B）（γ）

０

摘 要

幽門垂中のＢ６をBioassayで測定し次の結果を得た．

１．ピリドキサールはＬ､casej，ピリドキサミンはＳ・〃eca胸とＺ,.ｃ“ｅｉの両菌により，

ピリドキシンはＳａｃ.ｃα】‘/‘y6e堰e細ｊｓと８．／hecajIな両菌により定量した．これらの定硫にあ

たり，基礎培地に用いるＢ６不含のカゼイン水解物を著者の創意により調製した．すなわち

カゼイン水解物を塩素酸カリによって酸化し，これに二三のアミノ酸を補足することによ

り定量し得ることを明らかにした．

２．新鮮なるカツオ幽門垂中には乾物１９中，ピリドキサールが1.35γ，ピリドキサミン

が０．８８γ含まれ，貯蔵中にピリドキサールの一部がピリドキサミンに変化することを知つ
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た．叉ピリドキシンはこの器官には含まれていない．
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