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Summary　Eggshell pigments consist of protoporphyrin (Pp) and biliverdin (Bv). Pp has 

phototoxic properties and Bv has antioxidative properties. In this study, we tried to clarify the 

distribution and the role of eggshell pigments. White, brown, and blue colored chicken eggshells 

and quail eggshells were dissolved in a hydrochloric acid-methanol mixture. The spectra of the 

resultant solutions matched those of Pp disodium salt and Bv preparations, and so the pigments in 

the eggshells were confirmed to be Pp and Bv. Using these preparations, the eggshell pigments 

were quantitatively analyzed. The white chicken eggshells contained small amount of pigments, 

the brown eggshells contained large amount of Pp, and the blue eggshells contained large amount 

of Bv. The quail eggshells contained large amounts of Pp and Bv. From these results, it was 

considered that the color of the chicken eggshells was dependent on the ratio of Pp and Bv 

concentrations. In the cuticle layer of the quail eggshells, Pp was found together with Bv, and they 

had formed dark brown lumps. The surfaces of the brown chicken eggshells and the quail eggshells 

were gradually dissolved, before being irradiated with ultraviolet A. Then, their red fluorescence 

spectra were compared to analyze the amounts of photooxidized Pp (P-Pp) and unphotooxidized 

Pp (Pp) present in the eggshells. The brown chicken eggshells contained more P-Pp than Pp. 

However, the quail eggshells contained more Pp than P-Pp. Photooxidation of Pp might be 

inhibited by Bv, because Bv has antioxidative activity and Pp is together with Bv in the cuticle 

layer of quail eggshells.
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Ⅰ．緒言

　鳥卵殻表面のクチクラ層は細菌侵入を防ぐ働
きがある1）。また、卵殻色素は外敵の目から逃
れるために発達したとされ2），3）、褐色色素源は
プロトポルフィリン（Pp）、青色色素源はビリ
ベルジン（Bv）で4）－6）、子宮部で卵殻に供給さ
れることが知られている7）。PpとBvは、ヒトなど
哺乳動物においては、ヘモグロビンの生合成や
分解過程における重要な中間代謝産物である8）。
すなわち、Ppは、ミトコンドリア内でグリシ
ンとサクシニルCoAを出発物質として、δ
-ALA （δ-aminolevulinic acid）などの中間代謝
物を経て産生され、Bvは、ヘムオキシゲナー
ゼ-1（HO1）による鉄結合Pp（ferriprotoporphyrin 

IX）の分解によって産生され、抗酸化作用が
あることが知られている9）。近年、固形がんに
Ppが集積しやすいことが明らかにされた10），11）。
Ppは光毒性を有し、近紫外光（UVA）照射に
よって活性酸素を産生し、赤色蛍光を発するこ
とが知られている12），13）。また、光酸化を受けた
フォトプロトポルフィリン（P-Pp）は、Ppに比
べて一層鮮やかな赤色蛍光を発し、がん細胞を
発見するツールとして注目されている14），15）。こ
のようにPpとBvに関連した新たな知見が蓄積
されつつある現在、鳥卵殻におけるPpとBvの
分布や光酸化度から、それらの色素の果たす役
割の一端を明らかにすることを目的として実験
を行なった。
　我々は、白色、褐色、青色のニワトリ卵及び
ウズラ卵の卵殻色素を抽出し、吸光度分析を行
ない、卵殻表面と内部のPpとBv分布について
解析した。また、近年がん研究で明らかにされ
たPpIXに関する知見を参考に、UVA照射によ
る赤色蛍光の反射スペクトルの違いから、各卵
の外側と内側のPpの光酸化度について比較検
討を行なった。

Ⅱ．材料と方法

（a）材料
　ニワトリ（Gallus gallus domesticus）の白色（レ
グホン種）、褐色（ボリスブラウン種）、青色（ア
ローカナ種）卵とウズラ（Coturnix japonica）
卵を用いて検討を行った。卵殻色素の分析に先

立って、各卵の全重量及び卵殻重量を測定した。

（b）卵殻クチクラ層のタンパク質定量
　白色、褐色、青色のニワトリ卵1個を50 mL

の2N NaOH水溶液に24時間浸漬し、卵殻クチ
クラ層のタンパク質を溶出し、この溶出液を
2N HClで中和した後、タンパク質濃度をビウ
レット法で求め、卵1個あたりの卵殻クチクラ
層のタンパク質量を算出した。ウズラの場合は、
卵1個を25 mLの2N NaOH溶液で溶出し、2N 

HCl溶液で中和後、溶出液のタンパク質濃度を
ビウレット法で測定した。

（c）  卵殻色素の吸収スペクトル分析及びプロト
ポルフィリンとビリベルジンの定量

　プロトポルフィリン・2Na塩（東京化成, 東
京, 日本）とビリベルジン（SIGMA, St Louis, 

USA）標品の一定量を塩酸・メタノール（3：4）
混合液に溶解し、株式会社島津製作所の
UVmini-1240紫外可視分光光度計を用いて、
280-800 nm間の吸収スペクトル分析を行った。
次に、各卵1個を塩酸・メタノール（3：4）混
合液35 mLに浸漬し、卵殻を溶解させ、卵殻色
素を抽出した。この抽出液を3000 rpmで10分間
遠心し、上清について、吸収スペクトル分析を
行い、卵殻色素の同定及び定量を行った。

（d）  近紫外線照射時の卵殻からの赤色蛍光スペ
クトル分析

　Ppとその光酸化物質・P-Ppは、UVA照射によ
って、それぞれ630 nmと680 nmの吸収極大波
長の赤色蛍光スペクトルを発することが知られ
ている16）。Ppを多く含むニワトリ褐色卵とウズ
ラ卵の卵殻を塩酸・メタノール（3:4）混合液
で位置をずらしながら少しずつ溶解させて削り
とり、クチクラ層（outermost layer）から少し
ずつ深度の異なる卵殻部を露出させた。暗箱の
中で、それぞれ深度の異なる露出卵殻部にUVA

（368 nm）を照射し、浜松フォトニクスのミニ
分光器C11009MA（浜松, 静岡, 日本）で蛍光の
スペクトル分析を行った。卵殻からの蛍光スペ
クトル強度は相対反射比率（A/D Count Ratio）
で示した。
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Ⅲ．結果

Ａ．  ニワトリ、ウズラの卵総重量、卵殻重量及
びクチクラ層のタンパク質量の比較

　今回、実験に用いたニワトリの卵総重量は、
白色卵がもっとも重く、平均66±2.4 g、次いで
褐色卵が平均61±5.5 g、青色卵が平均54±1.8 g

であった。卵殻重量はそれぞれ平均5.7±0.41、
4.9±0.37、5.0±0.38 gで、卵総重量の8～ 10%

が卵殻重量であった。ウズラ卵総重量は平均11

±1.0 g、卵殻重量は平均0.97±0.06 gで、ニワ
トリとほぼ同じく卵総重量の約10%が卵殻重量
であった。ニワトリのクチクラ層のタンパク質
量も卵総重量と同様白色卵がもっとも多く、次
いで褐色卵、青色卵の順であった。ウズラの卵
総重量が小さかったが、卵1個あたりのクチク
ラ層のタンパク質量は、ニワトリ卵のタンパク
質量とほぼ同じレベルであった（Fig. 1）。

Ｂ．ニワトリ、ウズラの卵殻色素分析
　プロトポルフィリン・2Na塩とBv標品を塩酸・
メタノール混合溶液に溶解し、紫外・可視分光

光度計で280-800 nmの分光分析を実施した（Fig. 

2A）。その結果、プロトポルフィリン・2Na塩
では412 nmに主ピークが、557 nmと601 nmに
副ピークが認められ、Bv標品では376 nmに主
ピークが、670 nmにブロードな副ピークが認め
られた。次に、ニワトリ、ウズラ卵殻の塩酸・
メタノール溶解液上清の分光分析を行ったとこ
ろ、いずれの卵殻でもプロトポルフィリン・
2Na塩の主ピークと一致する412 nmに主ピーク
が認められた（Fig. 2B, C）。ニワトリ卵殻の主
ピークは褐色卵で最も高く、次いで青色卵、白
色卵の順であった。412 nmの主ピークが高い褐
色卵や青色卵やウズラ卵では557 nmと601 nm

に副ピークも認められ、プロトポルフィリン・
2Na塩標品の吸収スペクトルと完全に一致し
た。また、青色卵やウズラ卵では376 nmと670 

nmにピークが認められ、Bv標品の吸収スペク
トルと一致した。

Fig. 1 Comparison of whole egg, eggshell and cuticle protein weight per one egg of chicken (Gallus gallus domesticus) 

and quail (Coturnix japonica).
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Ｃ．  ニワトリ、ウズラ卵殻のプロトポルフィリ
ン（Pp）量とビリベルジン（Bv）量の比較

　ニワトリ、ウズラ卵1個あたりの卵殻のPp量
とBv量を比較すると、ニワトリ白色卵殻では
Ppは14.6±5.23 μg/egg、Bvは2.33±1.01 μg/

eggで両方とも極めて少なかった。褐色卵殻で
はPpは288±96.9 μg/egg、Bvは2.63±1.01 μg/

eggでPpが著しく多く、青色卵殻ではPpは28.2

±11.5 μg/egg、Bvは192±7.89 μg/eggで、Bv

が多かった。ウズラ卵殻ではPpは193±36.3 μ
g/egg、Bvは122±28.6 μg/eggで両方が多かっ
た（Fig. 3A）。ニワトリ褐色、青色卵殻の外側
と内側のBv/Pp比率について比較したところ、
ニワトリ褐色卵殻やニワトリ青色卵殻では、外

側と内側で大きな差はなかったが、ウズラ卵殻
ではクチクラ層を含む外側のBv/Pp比は、外側
が低く内側が高かった（Fig. 3B）。また、ニワ
トリ青色卵殻とウズラ卵殻について、2N水酸
化ナトリウムで、卵表面のクチクラ層を可溶化
して取り除き、分光分析を行ない、さらに塩酸・
メタノールで、卵殻の外側と内側とに分けて可
溶化し、分光分析を行ったところ、ニワトリ青
色卵殻では、BvとPp分布が、各層でほとんど
変わらなかったが（Fig. 3C）、ウズラではクチ
クラ層を取り除くと、BvとPpが急激に減少し
た（Fig. 3D）。

Fig. 2 Spectrophotometric analysis of eggshell pigments.

 A: spectra of protoporphyrin (red line) and biliverdin (blue line) preparations; B: spectra of chicken eggshell 

pigments (gray line: white eggshell; brown line: brown eggshell; blue line: blue eggshell); C: spectrum of quail 

eggshell pigments.
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Ｄ．   ニワトリ、ウズラ卵殻の赤色蛍光の反射分
光分析

　各卵の卵殻表面にUVAを照射すると赤色蛍
光を反射した（Fig. 4A）。赤色蛍光反射の強い
ニワトリ褐色卵とウズラ卵の卵殻表面を、塩酸・
メタノール（3:4）混合液で少しずつ位置をず
らしながら溶かす操作を数回行った。その結果

得られた深度の異なる卵殻表面（Fig. 4B, C 

a-d）に、UVAを照射したときの、赤色蛍光の
反射分光分析を行った。ニワトリ、ウズラ卵の
最外殻における赤色蛍光反射度（A/D Count）
は低かったが、塩酸・メタノールで表面を溶解
すると高くなった。ニワトリ褐色卵の最外殻で
は極大波長635 nmのPpの高さに比べて極大波

Fig. 3 Quantitative spectral analysis of chicken and quail eggshell pigments.

 A: comparison of the quantities of Pp and Bv in the chicken and quail eggshells; B: comparison of the Bv/Pp ratio 

between the outer and inner parts of the eggshells (top: brown chicken egg; middle: blue chicken egg; bottom: quail 

egg); C and D: spectral analysis of the pigments in the part of the blue chicken and quail eggshells (blue line: whole 

eggshell; brown line: eggshell without cuticle layer; gray line: outer layer of the eggshell; orange line: inner layer of 

the eggshell). Blue, brown, gray and orange boxes in the upper right corner indicate the extraction parts within the 

eggshell, and the extractionʼ s spectrum was shown with the same color, respectively. 
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長670 nmのP-Ppの高さが高く、卵殻深度が深く
なるに連れて、P-Ppの割合が低下した（Fig. 

4B）。ウズラ卵殻ではPpの高さに比べてP-Ppの
高さは低く、卵殻深度が深くなるに連れて、そ
の傾向は一層顕著になった（Fig. 4C）。

Ⅳ．考察

　鳥の卵殻色素がPpとBvであることは古くか
ら知られていた4）。しかし、その卵殻色素につ
いては、主に外敵に対するカモフラージュとい
う機能的意義が注目され2），3）、その生化学的意
義や卵殻色素の生合成機構に関する知見は未だ
充分ではない。ヒトのPpについては、近年、が
ん細胞に集積しやすいことが明らかになり、が
んの早期発見や治療法開発の観点から、δ
-ALAからPpへの代謝やPpの光酸化やUVA照射
による自家蛍光などさまざまな研究が進めら
れ、Ppに関するフォトダイナミック検査（PDD）
やフォトダイナミック療法（PDT）に関連する
知見が著しく拡大した10）－15）。今回これらの知見

を参照しながら、鳥卵殻色素の分光分析を行な
った。ニワトリの白色卵殻にはごく少量のPp

とBvが、褐色卵殻には白色卵殻に比べて多量
のPpが、青色卵殻には多量のBvが分布し、黒
色斑点模様のウズラの卵殻には、PpとBvの両
方が多く分布し（Fig. 3）、鳥卵殻の色はPpと
Bvの含有比率に依存して変化するものと考え
られた。各色の卵殻の外側と内側の色素分布を
比較してみると、ニワトリでは明らかな差は認
められなかったが、ウズラでは、外側のクチク
ラ層にPpとBvが多く分布していた。光酸化に
よって、極大波長635 nmのPpが、極大波長670 

nmのP-Ppに変化することが知られている16）。こ
のことから、Ppが多く含まれるニワトリ褐色
卵殻とウズラ卵殻の反射分光分析を行い、Pp

の光酸化度比較を行なった（Fig. 4）。塩酸・メ
タノールで僅かずつ表面を削りながら、635 nm

と670 nmの反射光強度の変化を確認したとこ
ろ、褐色卵では内側になるほど670 nmのピーク
が低くなり、P-Ppの割合が低下することが明ら
かとなった。しかし、ウズラ卵では、Ppが、外

Fig. 4 Spectrophotometric analysis based on the red florescence reflected from the eggshell surface.

 A: The chicken and quail eggshells were irradiated with UVA, and photos were taken using a CCD camera. B and 

C: Spectral analysis of the brown chicken eggshells and quail eggshells. The eggshell surfaces were gradually 

dissolved with HCl-MetOH solution (a: none of outermost layer dissolved; b, c: middle layer; d: inner layer). 

Spectra a-d were obtained at locations a-d on the eggshell surface under UVA irradiation. The orange lines indicate 

the reference data from the silica gel plate.
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側のクチクラ層に多く分布するにもかかわら
ず、光酸化の度合いが低かった。これは、ウズ
ラ卵殻のPpは、抗酸化作用を有するBvと塊に
なっているため、光酸化が抑制されているので
はないかと考えられた（Fig. 5）。
　がん研究からPp、Bv代謝に関わるHO1活性
は、亜鉛を包摂したZn-Ppによって阻害される
ことが知られている17）。今回明らかになった卵
殻色素のPpとBv分布について考察してみると、
鳥卵殻に含まれる重金属は、鉄がもっとも多く、
次いで亜鉛であることから18）、Ppに包摂される
重金属・鉄、亜鉛の違いによってHO1活性が調
節され、卵殻におけるPp、Bv分布の違いが生
じているのではないかと考えられた（Fig. 5）。
また、卵殻外側に多く分布するPpは、活性酸
素発生による抗菌作用の役割を担い19）、内側に
多く分布するBvは、抗酸化作用を担っている
のではないかと考えられた。
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