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   The nature of the black pigment of black baroque cultured pearls and some properties 

of the tyrosinase of internal organs of Pinctada martensii have been studied. The 

results obtained from the experiments are as follows. 

1) The black pigment of the organic matter which has been packed between the com-

 ponent layer and the nucleus of the pearl was considered to be melanin-like pigment 

 from its property on solvent and on oxidizer and from the absorption spectrum of it 

 (Fig. 3). 

2) The tyrosinase of  the crude enzyme solution extracted from the internal organs was 

 inactive, and it was activated by the addition of Cu  (Fig. 1).  Fe  and Ni  could be 

 substituted for Cu  to some degree (Table 1). The black pigment formation was 

 largest in pH 7.5 to 8.0 (Fig. 2). 

3) When the whole suspension of internal organs was stored in the temperature range 

  from  0° to 5°C, its tyrosinase became inactive in 4 days and was again activated after 

 5 to 8 days. But the tyrosinase of the whole suspension, which was added toluene, and 

 of the supernatant was not activated by the storage (Fig. 4).
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銅イオンを添加することによってチロシナ』ゼが活性化されることを知った．　しみ珠の生成には多くの要因

が関与すると思われ，単にチロシナー一tfの存在のみによって直ちに関係づけられないが，この報告では異型

真珠中の黒色色素とメラニン様色素の形成について実験した結果について報告する．－

実　　験　　の　　部

実験1　しみ珠の核と真珠層との間につまっている有機質の黒色色素について

　しみ珠の核と真珠層との間には黒色の有機質がつまっている．この有機質中の黒色色素の性状については

ほとんど報告を見ないようである．依って先ずこの黒色色素の溶媒，酸化剤に対する性質および吸収スペク

トルを試験・測定した結果は次の通りであった．

　この黒色の色素は有機溶媒（クロロフォルム，メタノ・一ル，エタノール，四塩化炭素，エーテル，アセト

ン，ベンゼン）に不溶にして，また氷酢酸，6：N－HC1にも溶けないが0．ユN－NaO：Hおよび濃硫酸には溶

解する．濃硫酸に溶解した色素は稀釈すると再び沈澱する．またこの色素は過酸化水素，塩素等の酸化剤に

よって漂白される．メラニンの特異性はこの種々の溶媒および化学試薬に対し抵抗性の強いこと，酸化剤で

脱色されること等であるがこの黒色色素も類似の性質を示している．

　黒色有機質を2　N　’一NaOHに加熱溶解し，残渣を遠心除去した後に，　2N－NaOH溶液をHCI酸性にし

黒色色素を沈澱させる．水洗した後再び0．IN　一NaOHに溶解してからペックマン分光光度計によってその吸

収スペクトルを測定した結果はFig．3に示した．すなわちしみ珠の黒色色素の吸収スペクトルは220mμ

から500mμにかけて特別の吸収がなく次第に低下する．この傾向は柿本話芸r））がエビ血液のチロシナーゼ

をL一チロシンに作用させて生成した黒色色素のそれと類似している．

　以上の諸性質および吸収スペクトルから見てこの黒色色素は恐らくメラニン様色素であろうと思われる．

実験］1　アコヤガイ内臓懸濁液中のチ0シナーゼの二，三の性質について

　しみ珠の黒色色素はメラニンであるとすれば当然，アコヤガイにはチロシナーゼの存在が予想される．従

って先ずアコヤガイ内臓懸濁液を用いてチロシナーゼ作用について実験した．粗酵素液の調製およびチロシ

ナーゼの測定は次の方法によった．　　　　　　　　　　　　　　‘

　粗酵素液の調製：アコヤガイ（Pinctada　martensii）は2年ものを用い，脱殻した後，閉殻筋，鯛，外

套膜，足および二足筋を取り去った残余の内臓部分全部を粗酵素液の調製に用いた．すなわちその109を硅

砂および10m1の0．85％食塩水とともに十分に磨温し，同食塩水90m1を追加して十分に懸濁させる．この懸
鰍を・2，・・訟2・分無心し，その上殿を高高勲として使用した．

　チロシナーゼ作用の測定：チロシナーゼの作用力は便宜的に生成黒色色素を比色する方法6）によって測定

した．すなわち粗酵素液lml，　L一チロシン（2mg／m1）0・5ml，M／15燐酸緩衝液3・5ml，O・0⊥M硫酸銅あるい

は蒸溜水1．Oml，全量6．Omlの反応系とし，これに5％チモール含有トルオール0．lm1宛を添加し25。Cに

放置する．一定時間後にN－NaOH　1．Omlを反応液に添加して生成した黒色色素を十分に溶解させてから

Filter　430を用いてその吸光度（Optical　Density）を測定した．

1．アコヤガイ内臓抽出液のチロシナーゼ作用に対する銅および他の二価金属イオンの効果

　最初粗酵素液をL一チロシンに作用させたが，黒色色素の生成すなわちチロシナーゼの作用はほとんど認め

られなかった．黒しみの形成が徐々に進行するとしても余り弱いので，いわゆるプロチロシナーゼ7）の状態

で存在するのかあるいは阻害物質が存在するためかを確かめるために種々の試験を行なった．尿素の添加は

効果的な場合と阻害的な場合が認められ条件が安定しなかった．チロシナーゼはCu．●によって活性化される

が，アコヤガイ内臓の粗酵素液の場合にもCu’．の添加は明らかに有効であった．　Cu”を硫酸銅として添加

した場合の効果はFig．1に示した■’すなわち6γのCu●●を加えると黒色色素の形成が認められ（この添

加量は内臓組織の6×10－5倍に相当する），また300γ以上の添加では最高の黒変を示した．

　更にCu∵以外の2価の金属イオンがチロシナーゼの活性化に有効なことが指摘されている8）ので

FeSO4・MgSO4・ZnSO4・NiSO4，　CoC12およびMnC12を添加し黒色色素の生成に及ぼす影響を見た
結果はTable　1に示した．すなわち’ ee・・およびNi・・はある程度Cu・’に代り得たがNi’．の場合には

黒変しないで赤色に留まった．他の供試金属イオンの影響は全く認められなかった。
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2．アコヤガイ内臓抽出液による黒色色素の生成

　　とpHとの関係

　チロシナーゼの至適pHは抽出状態によって移

動する9・）といわれる．アコヤガイ内臓の0．85％

食塩水抽出液の場合は，pH7・5’》8・0において最

も黒変が著しかった．また生成色素はpH　7．0以

上では黒色であったがp：H6．8以下では帯赤色

であった（Fig．2）．

Fig．　1

o　6　　　’30　loo　3co　600　o．6
　　　　　　　Conc．　of　added　Cu”CU／　6　ml　）

　　　　activation　of　the　tyrosinase　of　The
the　ex．tract　solution　of　internal　organs

of　Pinctada　martensii　by　the　addition
of　Cu”

　Reaction　systems　：　crude　enzyme　so－
1utioll　l．Om1，：レtyrosine（2mg／m1）0．5in1，

M／ユ5phosphate　buffer（pH　7．0）3，5ml，

CuSO4　solution　1・Oml　and　toluene　（con－

tained　50／o　thymol）　O・！ml・　lncubation：

250C，　U　hrs．　Optical　density：　measured’

by　use　of　filter　430mpa．

　Crude　enzyme　solution：　IOg　of　internal

organ　of　Pinctada　martensii，　in　which

mantle，　gill，　adductor　muscle，　foot　and

retractor　muscle　were　not　contained，
was　ground　with　sand　and　IO　ml　ofO．850／o

NaCl　solution．　The　mixture　was　satis－

factorily　suspended　in　90ml　of　O．850／o

NaCl．．soliltion　and　then　centrifuged．　at
12，00CAiEg　for　20　minutes．　The　superfiathnt

fluid　was　used　as　crude　enzyme　solution．
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Fig．　2　The　relation　of　the　black　pigment

　　　formatiop　by　the　extract　solution

　　　of　internal　organs　of　Pinctaaa

　　　martensii　and　pH

　　　　Incubation　：　250C，　ll　hrs．．　Additio’n

　　　of　Cu一：　1．Oml　of，　O．Ol　M－CuSO4／6　ml

　　　of　reaction　systems．・

Table’　1　The　effect　of　metallic　ion　on　the　black　pigment　formation　bY　the

　　　　extract　solution　of　internal　organs　of　Pinctada　martensii

Addition　volume／6　ml

O．Ol　M．　O，1　ml

　　　　　l．O　ml

Cu” Fe” Ni’・ Zn” Mn” Co” Mg”

（black）（black）（reddish）

　十　十　　・一　一
　柑　　　升　　　十　　　一

Incubation　：　250C，　41　hrs．　（pH　7・O）．

3．アコヤガイ内臓の抽出液をL一チロシンに作用させて生成した色素の吸収スペクトル

　アコヤガイ内臓の粗酵素液をL一チロシンに作用させて生成した黒色色素（pH8．0で反応）はHCI酸性で不

溶および可溶の2区分に分けられた．との可溶部はHC1酸性でブタノール層に移行する．またpH：6．5で生

成した赤色色素はHC1酸性で淡褐色を呈しブタノール層に移行する．この色素はO．IN一一NaO且溶液中では

赤色であ．るが加温すると淡褐色に槌色する．これを再度熱湯中で加熱した場合には赤色たなるが放冷すると

再度槌色してから淡褐色になる・この赤色色素の吸収スペクトル（D）は330mμに明瞭な最大吸収を示し
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Fig．　3　The　absorption　spectra　of　the　black　and

　　　red　pigments
　　　　Solvent　：　O・1　N－NaOH．　A　：　the　black

　　　pigment　of　black　baroque　pearls．　B　：　the

　　　black　pigment　formed　by　the　extract　so－

　　　lution　of　internal　organs　of’　Pinctada・

　　　martensii　at　pH　8・O　．（HCI　insoluble）．　C：

　　　the　black　pigment　formed　by　the　extract
　　　solution　at　pH　8eO　（HCI　soluble）．　D：　the

　　　red　pigment　formed　by　the　extract　solution

　　　at　pH　6．5．

てアコヤガイ内臓の全懸濁液（pH　7．0，　M／15燐酸緩衝液で抽出），

を添加したもの，更に全懸濁液を12，000×9，20分遠心レた上層部および沈渣部の4区分に分けて冷蔵庫

（o～5。c）に貯蔵し，その間のチロシナーゼ作用の変化を観察した結果はFig．4に示した．すなわち沈

渣部は最初から全くチロシナーゼ作用はなく貯蔵期間中においてもその作用は認められなかった．トルオー

ルを添加しない全懸濁液では4日でその作硝は一旦消失したが5～8臼に至って再び活性化され，22日では

た．一方HCl酸性・可溶性の黒色色素の

吸収スペクトル（C）は330mμ附近に最

大吸収を示すが赤色色素に比して明らか

にその吸収が低下し，　HCI不溶性の黒

色色素（B）およびしみ珠の黒色色素

（A）と赤色色素（D）との中間的な型

を示している　（Fig．3）．すなわち赤

色色素（D）の330mμの最大吸収が低

下し，逆に低い部分が上昇してHCI酸性

・不溶性の黒色色素のスペクトル（B）

になるように見られ，恐らくこの赤色色

素はメラニンの中間生成物であるハラク

ロームではないかと思われる．

　以上の実験互の結果，アコヤガイ内臓

抽出液には明らかにチロシナーゼが存在

し，微量の銅イオンの添加によって始め

て活性化し，　L一チmシンを基質にした

場合にpH7．5～8．0で最も黒変が著しか

った．

実験皿：アコヤガイ内臓懸濁液のチロシ

　　　ナーゼ作用の貯蔵中における再活

　　　性現象

　最：初アコヤガイ内臓の全懸濁液は冷蔵

庫に貯蔵し，試験に供、したがチPシナー

ゼ作用の持続性が一定しなかった．従っ

これにトルオール（チモール5％含有）
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Fig．　4　The　activat・ion　of　the　tyr．osinase．pf　the　suspension　of’・

　　　internal　prgans　・of　Pinctada　martensii　by　’the　storage

　　　　Crude　enzyme　solution，was　extracted　in　M／15　phos－

　　　phate　buffer　（pH　7・O），　and　stored　in　OO　to　50C

　　　　Reaction　systems　（pH　7・O，．CuSO4　was　added）　’was　incu－

　　　bated　at　25Q　C　for　48　hrs，’

最初とほとんど同程度の

作用を示した．（この場

合にもCu”を添加しな

い場合にはチロシナーゼ

作用は認め’られなかっ

た）しかしトルオールを

添加した全懸濁液および

遠心上層部では4日でチ

ロシナーゼ作用は消失

し，その後の再活性現象

は見ら．れなかった．

　このことからアコヤガ

イ内臓ゐ全懸濁液のチロ

シナーゼの再活性には遠

心上層部と下層部の両方

が必要であると考えられ



しみ珠の核と真珠層との間につまっている黒色有機物中の色素はその化学的性質 か ら主として メラニン様

色素であることを知った.

ア コヤガイ内臓からの粗酵素液ではチロシナーゼは微量のCu　 の添加によって活性化され,L一 チロシン

か ら黒色の色素を形成する.そ の至適pHはpH7.5～8.0で あ る.

ア コヤガイ内臓の全懸濁液においては貯蔵によるチロシナーゼ作用の再活性現象が見 られた.こ の再活性

には全懸濁液の遠心上層部(12,000×g,20分)お よび下層部の両方が必要であると考えられる.
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・立石新吉教授ならびに種 々の援助を惜しまれなか った八木原真珠 ・八木原四郎氏に深謝の意を表する
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