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Theamountsoffree5，－nuC）eotidesexistinginseveralJr）ateria］sandproducts ofagricultural  

Canned foods were determinedin the course of study toincrease the deliciousness ofthe  

processedfoodsby new seasomings which contaiL5′－IMP and5′－GMP．  

Shii－take（Lentinus edodes），muShfOOm（P．bisporus），tOmatOeS，aSparaguS，SWeet COrn，  

green beans and severalprocessed foods were extracted with boi】ing water．These extracts  

Were a皿alyzed byion exchange colum皿Chromatography uslngDowexl－Ⅹ－8．  

5′－AMP and5′－UMP were found toexist mainlyin generalagriculturalproducts．About  

O．1％of5’－AMP was foundin dried Shiitake，ando．01％h tomatoes and sweetcorn，0．004％  

in asparagus，ando．002％jn green beans，reSPeCtively．Therefore，We think that5′－AMP may  

COntributeto the deliciousness of agriculturalfoods，under the co－eXistence of glutamic acid．  

5′－IMP could not be foundin almost any kiAds of agriculturalfoods．AIso5′－GMP was not  

to be found exceptin Shiitake．  

緒  

イノシソ阻 グアニル酸などの5′－ヌクレオチド類ほその呈味性の本態やグルタミソ酸ソータ（M  

SG）の旨味との相乗性が明らかにされ1卜6），かつその工発生産が軌道に乗るととも紅，家庭調味  

料の他に食品工業への応用が期待されている．すでに合成清酒乃・8）醤が）lこついてほその応用が報  

告されているが，私達は缶詰食品への応用について検討を始めた．   

一般に食品にほ本来グルタミン鼓あるいは5′－ヌクレオチド類の旨味成分が含まれている可能性  

と■，これら旨味の他に甘，酸，組 苦味等の特教が相侯って，食品そのものの風沫が成立している  

ことを考慮すべきである．したがって缶詰食品に対し5′－ヌクレオチドを添加するに当ってほ，私  

達は食品中の呈味成分の分析を行なってその呈味の本質を把握するとともに，その食品に適応した  

添加方法を検討し、さらに缶詰工程および保存親問における5′－ヌクレオチド類の消長について研  

究する予定である．  

＊缶詰時報VOL・4望No・1p・d5（1963）所載  

水師こおいては次の略号を使用する  

5′－A丸IP：5・′－アデニル酸  
5′－GMP：5′－グアニル酸  

： 
‥ 
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本報においてほ5′－ヌクレオチド類の分析法として中島民らlO）が一般食品性適用したイオン交換  

クロマトグラフィを用いて種々の農産缶詰食品中の5′－ヌクレオチドを分離同定し食品の旨味にお  

けるそれらの役割を検討した．  

実  験  方  法   

1▲ 実験材料および試料調整法   

定性および定量のための標準物質として，5′－アデニル酸（以下5′－AMP），5′－イノシン酸（5′－  

IMP），5′－レチジル酸（5′－CMP），5′－グアニル敢（5′－GMP），5′一夕リジル敵（5′－U叫P）ほい  

ずれもナトリウム塩を武田薬品工業研究所よりいただいたものである．ヌクレオシド類および核酸  

塩基類ほ市販品を用いた．   

缶詰食品試料の調整：   

グリンピース，にんじん缶詰のよう紅固型物，液汁を合してミキサーにかけたとき，水溶性成分  

の得にくい場合は過塩素酸で抽出した．すなわち粥状物20gをとりユ土バーナル・ホモジナイデー  

（日本椅機製）で10％過塩素酸20mlと水冷下ホモジナイズする．冷却遠心分離後（久保田製）で  

上詮液を集め，沈毅物ほさらに続けて2回5％過塩素酸20mlと水冷下ホモ汐ナイズし，遠心分離  

して上澄抽出液を合併し，これを5N－KOⅡで中和過塩素酸をカリクム塩として遠心沈澱させ，冷  

水で2回洗い中和上澄液に合し，これを定量試料とした．   

たけのこ，トマトジュース缶詰のように水溶性成分の得やすいものほ粥状物20gを】00mlの水と  

ともに加熱し，1000ca分間済度させ後冷却，冷却遠心分離織で9，000r．p．m．10分間遠尤、分離し，  

その上澄液を試料とした．   

生椎茸，乾椎茸，マッジェルーム，アスパラガスのような原料の場合ほ煮出液とした．生のきの  

こは20g，乾したきのこほ3gを100mlの水とともに冷却下放置，水とともに加熱しIOOOc3分間  

窯出した乱 冷却し綿で折過し，熱水で2回批准，洗液を合併して試料とした．  

2．イオン交換クロマトグラフィ   

イオン交換樹脂ほDowex－1，Ⅹ－8を使用し，カラムの調整，試料の添加，溶出法はBergkvist  

法11〉による中島民らの記載1¢）に準じた．使用した展開液組成はFig．1の如くである．   

なお，トマトおよび録・アスパラガスについて，その同定のために大量の試料を扱う大きいカラ  

ムを使用したBergkvist12）の記載を参照して．カラムほ内径2cm長さ50cmとし85％蟻酸を約300ml  

通過させて蟻酸型にした．展開液組成ほFig．1記載に準じ液量ほFig．7の如くである．   

それぞれの画分ほ10mlあてで展開液を対照とし日立製分光光電比色計（EPtJ2塾）で260mノ上  

の紫外部吸収を測定し，なは適宜250mJ▲，280叫lにおける吸収も測定した．  

3．ヌクレオチドの同定および定量   

中島民ら10〉の記載に準じた．ヌクレオチドほイオン交換樹脂カラムからの溶出位置と，各々260  

m／上の吸収がヒータとなる画分を集め活性炭吸着後アンモニア含有エタノールで溶出し後濃辞して  

ベーパークロマトグラフィにより同定した．なお画分が5′－ヌクレオチドであることは5′－ヌクレオ  

チターゼ（式田薬品工業研究所よりいただいたもの）を作用させ，その分解により確認した．ぺ－  
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パークロマトグラフイには溶媒として次の5軽を用いた．（1）飽和硫安・3級ブタノール・0．025N  

アンモニア水（160：3：40）（溶媒1〕l叫2In－プロパノール・盈アンモニア水・水（60：30：10）  

〔溶媒2〕13）イソプロパノール・濃塩鼓・水（65：16．7：18．3）〔溶媒3〕（4）飽和硫安・1M帯襲  

ソーダ・イソプロパノール（80：20：2）  

妓5〕  

実   

1．標準物質の分権．定量   

5′－AMア，5′－IMP，5′一CMP，5′－GMP  

5′－UMPの混合溶液を試料としてイオン交  

換クロマトグラフィを行ない，Fig．1に示  

すような溶難曲線が得られた．5つの5′－  

ヌクレオチドほよく分乾されTablelのよ  

うに回収率も満足なものであった．   

なお標準物質でぺ－バークロマトグラフ  

ィの結果，溶媒1，4ほ5′－AMP，アデノ  

シ∵ン，アデニンと他の5′－ヌクレオチド，  

ヌクレオシド，塩基との分離，溶媒2ほ5′－  

ヌクレオチドとヌクレオシド，塩基との分  

艶添媒3ほ5′－UMP，クリジン，ウラン  

ルと他の5′－ヌクレオチド，ヌクレオシ′ト  

塩基との分離に適当であった．  

〔溶媒4〕u）（5）n－ブタノール・酪酸・水（4：1：5）〔溶  

eluting solution  

Fig，1Chromatcgram of authentic5，一mOnOnuCleoddes  

Composition of eluting solution  

①Hご0，includ血g sample   
stlution  200ml  

㊥0．005N－HCOOH  800ml  
⑧0．0皇N一鱒鱒鱒  300ml  

0．1N－HCOOH 150ml  
O．1Ⅳ－HCOONa】ほOml  
O．1N－HCOOH 柑Oml  
O．3N－HCOONa150皿1  

⑥〈  

①〈  
1N－HCOOH 150皿1  
6N－HCOONa150ml  

＠01N－H∈99寧  
塁33芸i⑧〈呂  1N－苫COOh  

⑧（3  05N一打COONa  200ml  0．ヱN－HCOOH 150m1  
0．8N－HCOONa150ml  ◎〈  

Tablel．Recoveries of5′一nuCleotides byion exchange column chromatography  

2．椎茸の5′→ヌクレオチド   

すでに乾椎茸煮出汁の旨味が5′－GMPによることが中島民ら10）により見出されているが一方椎茸  

ほ近年缶詰原料としても有望視されているので，先ず原料として生の状態のものと乾燥したものに  

ついて比較検討した．先ず生椎茸30gから310mlの煮出液を得た．その紫外部吸収曲線ほFig・2の  

如くである．この液のml当りの260m〟吸収ほ12．0であった。今260m／lの吸収と液量ml数との  

積をm260で表わす．W260 480iこ相当する煮出液を用いてカラムクロマトグラフィを行なっ  
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eluting solution  

Fig．3 Chromatogram of boiled extTaCt Of  

raw Sllii．take．  

0  
240 2‘O Z飢300隼  た．全く同様にして計3本分のカラムについて，  

溶出区分ほその溶出位置の一致するものをそれ  

ぞれ合併した．そのクロマトグラムほFig・3に示  

す如くである．  

ー Shii・take（bntin11S edodes）  

…・・・hIushroom（P．bisporus）  

Fig：2Absorption curves of boiled cxtracts of  

Shii．ねke and musI汀00i□．  

これからA，B，Cl，C2，D，E，F，Gの8個  

の画分を分乾した．これらをそれぞれpH2に調整し活性炭処理で濃締する．画分Aほほとんど回収  

されないがBからFまでほはぼ完全に吸着きれる．ぺ－パークロマトグラフィの篇呆，溶媒2，3，  

4のいずれによっても画分Cl，D，E，Fほそれぞれ5′－CMP，5′一AMP，5′－UMP，5’－GMPに一致  

することが認められた．画分Bは塩基およぴヌクレオシドの混合物と考えられるが，溶媒2，4紅よ  

ってウリジンの存在が確認され，他にクラジルルテクソの存在が推定されろ．画分Gほ流出順序か  

らはクリジン誘 導体と考えられるが同定ほしなかった．画分C2も既知のものと同定できなかった．   

市販の生椎茸，乾椎茸，および生椎茸を当研究室で乾燥して乾椎茸としたもの，それぞれ時期を  

異にする数種のものについての定量倍果を示すとTable2の如くである．  

Tablc2 Amounts of5／－nuCleotidesiJIShii・take．  

二
 
I
l
－
⊥
・
 

、
 
 
 

＊Percentages of UVご．†。in each fraction to allabsorbancy of applied samp】e・  

＊＊m；油re of uridine．cytidine，uraCil，aJld guanosine．  
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生および乾椎茸でほ5しGMP，5′一AMP，5′－UMPが代表的な5′一ヌクレオチドであり，なお5′  

－CMPも緬当最あった．生椎茸と乾椎茸を比較すると，UV260の分布でほ画分Bの占める割合が乾  

した方が多かった．また乾物畳当りの4種の5′－ヌクレオチド含量をみると乾した方が生の場合の  

約2～3倍に達することが認められた．   

3．マッシュルームの5′－ヌクレオチド   

マッシュルームについてほ先ずこれを基本にして，凛準の5′－ヌクレオチド類の回収率を求めた・  

生マッシュルーム（当研究所栽培）緬断物  

20gに5蓬の．5′－ヌクレオチド標準品静夜  

（それぞれ約2mgに相当）計25mlを添加  

し常法通り過塩素酸抽出処理した．なお対  

照として生マッシュルーム細断物20gに兼  
′  

留水25mlを添加し，同様に過塩素酸で抽  

出した．この両者について全く同様にして   

カラムクロマトグラフィを行ない，そのク   

ロマトグラムを比較した．その結果ほFig．  

Jの如くである．  

5直の5′－ヌクレオチドがそれぞれ吸収  

eluting solution  

Fig．4Recoverytes10f5／－nuCleotides（SeCtionofobliqu  

line）added to perchloric acid・eXtTaCtedraw  
musllrOOm Sample．  

の増加（斜線部分）となってあらわれており，この場合過塩素酸抽出，カラムクロマトグラフィを  

適じての回収率は5′一CMPlOl．8％，5しAMP99．0乳 5′－GMP97．6％，5′－IMPlO3．2％，5し  

GMi96．1％であった．いずれも満足なものと考えられる．なお既知凛準品の溶出位置と比較して  

マッシュルームでほ5しAMPと5しUMPが主なるヌクレオチドであることが認められた．   

生マッシュルームとこれを約1カ月室内で乾燥した状態のもの，それぞれの煮出液について5し  

ヌクレオチド類を定量した鰭宋はTable3の如くである．   

生の場合も乾した場合も主要な5しヌクレオチドとしてほ5′一AMP，5′－UMPが存在したが，5′－  

CMP，5′－GMPほ痕跡に過ぎない．生のものよりも乾した方が5’－AMPほ増加した．  

Table3 Amounts of5′－nuCleotidesin boiled extract of mushroom  

＊PercerItageS OfUVヨ．Uln eaCh fraclion to allabsortnncy ofapplied sample・  

事ホmixture of uridine，Cytidine，uraCil．and guanosine．  
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4．農産食品の5′－ヌクレオチド   

缶詰のにんじん，グリンピース，アスパラガスほ臣型畠，液汁を合してミキサーで粥状にしたも  

のを冷時過塩素酸抽出し，缶詰のスイートコーン，たけのこほ同じく嫡状にした後煮出した．原料  

の白および録アスパラガス，トマト，グリン・ピーソズほミキサーで粥状忙した後に煮出した．こ  

れらを試料として次の分析紅供した．  

（！）試料の紫外部吸収曲線   

試料の25倍，または50倍稀釈液  

（pⅡ2．0）の紫外部吸収曲線は  

Fig．5，Fig．6に示す如くであ  

る．にんじんを除いてほいずれも  

260m／l付近にpeakが語められ，  

核蔵物質の存在を示すものと考え  

られる．  

（2）カラムクロマトグラフィに   

よる定量  

a）トマト煮出液について   

原料600g相当量（UV280＝   

9625）について2×50cmの大   

力ラムでクロマトグラフィし   

た結果はFig．7に示すごとく   

である．溶出初期に現われる   

塩基類またほヌクレオレド類   

の2つのpeakの他にほ大き   

なものとしてほ画分Dがある．   

その溶出位置について骨法カ   

ラムについても同様に行ない   

対比したが，5′－AMPに相当   

した．その画分のベーパー ク  

Fig．5AbsoTption curves of Fig．6 Absorptioncurves of  

SeVeralagficulh】ral  se∇eralagric山山raI  

fo∝ls（Partl）  血dさ（Par12）  

Fig・7 ChfOmatOgram Of boiIedextractof tomato．  

Composition of elutlzlg SOlution；See Fig．1  

Volu皿eOfs01ution：①1．引⑥21⑧，⑨，④・⑧，⑦and⑧lI  

ロマトグラフィの結果，溶媒  

2，4，5により5′一AMPに一致することが認められた．なおこの画分の紫外部吸収曲線，5′－ヌクレ  

オチターゼによる分解（方法についてほ中島民ら1ヰ）参照），1N－HC＝こよる分解（方法についてほ  

Befgkvist15）参照）によっても裏付けされた．（刑g．8参照）また画分Eほ溶出位置から5′一口Mア  

に相当しベーパークロマトグラフィで溶媒乳 4，5により5′－UMPに一致することが認められた．   

b）緑アスパラガス煮出液について 2×50cmの大カラムで吸着展開したものも常法力ラムの場  

合（Fig・9）とほぼ同様なものであった．繰出初期の塩基・ヌクレオシド画分の次に画分Dおよぴ  
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Fig．！1Cholna†ogram of green bea王IS  

Eが得られたがぺ－パー クロマトグラフィで溶  

媒2，8，4によりそれぞれ5′－AMP，5′－UMP  

と認められた．なお簡分Eほ5′－ヌクレオチタ  
Fig．9 Chromatogram of green asparagil  

ーゼ処理によりクリジンを生成したが，これか  

らも5′一UMPであると同定された．両分Gは5′－GMPでほなくタジクソ酸系の物質と考えられる．   

C）なお缶詰スイート・コーー：／及び原料グリーン・ピーンズのタロマトグラムはそれぞれFjg．10  

Fig・‖に示す如くであるが，いずれも5′－AMP，5′－UMPの存在が認められた．   

d）農産原料の5′－ヌクレオチド含量  これらのクロマトグラムから原料アスパラガス（白  

および緑），トマト，グリーン・ピーンズ，および缶詰のスイートコーンについてヌクレオチド類  

を定量した結果ほTable4に示す如くである．   

UV260の分布からこれらの農産食品についてほ5′－ヌクレオチドの中でほいずれも，5′一AMf，  

5′－UMPが主要なものであることが認められた．食品の種類によってその割合ほ異なるが画分Bほ  

クリクソ，ウランル，グアノレン，シテジン等の混合物と考えられる．5′－AMPほ寸マト，スイー  

トコーンに比較的多く0．紬M座（約0．01％）に達した．なお，たけのこについてほ5′一AMf，  

5′一ひMPに相当する画分と2，3の他の画分が認められたがいずれも量的に少く，同定できなかった  

ので，定量値としては示さなかった．  
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Table4 Amounts of5′－nuCletidesin agriculttlralfoods  

ノ ダraction    ＊事  

B  
iNt】ClモOSides  

ら′－CMP  5′－A九IP  

distribution of UV竺nO（％）＊  
／▲mOl・／g material  

gfeen aSparagllS  

distribution of UVご．：U（％）  
匹mOlノg materiai  

Wllite asparagus  

、） ‾‾「γ．ぅ  心strjbuiion of UVゴ．′t．（％）  tomato  

green beans  

〝mOl・／g material  

distribl汀io80f UVゴ川（％）  
J▲mO】・／g material  

distributioれO一口Vゴ．。（％）  
〝mOlィg  

SWeet COrn  

（Canned）＊＊  呂二言4／吉．ま。  

＊Percenはges of UV空相b eacb fraction to allabsorbancy of applied sample   

さネmixture of solid andliq11id，l：l  

考  

Bergkvist法11）ほヌクレオチド類のmOnOphosphateのみでなくdi－またほtri－phosphateの分析も  

可能であるが，本報では対象を食品の呈味成分に限ったので分析もdipわospぬk以上については行  

わなかった．なお5′一ヌクレオチド以外に2′－または3′－ヌクレオチドの存在にも注意したが中島  

民ら10）も示唆する如く，分析した農産食品においては測定しうる篭の2′，3′－ヌクレオチドは認め  

られなかった．   

一般植物中の遊離またほ鼓可溶性ヌクレオチド類の存在についてはすでにきのこ顛10）12J16′，′ト麦  

大麦，裸麦の地上部分15ノ17■－，発芽期の豆1餌9），じゃが＼、も塊茎鱒一についての報告がある．これらの  

報告では5′－AMPと5′UMPが頻度高く見出されている．本報でもマッシュルーム，トマト スイ  

ートコーン等の煮出液中でほ5′－AMP，5′－UMPが主要なものと見出された．5′－IMPおよぴ5′－  

GMPはほとんど認められないので直接の呈昧成分でほないが，農産食品によく見出される5′－AMP  

はグルタミソ酸ソーダ共存時の呈味性も認められており21），旨味成分として寄与するものと考えら  

れる．農産食品中における5′－AMPの存在ほ注目すべきものと考えている．  

要  約  

呈味性5′一ヌクレオチド類によって缶詰食最．の旨味を増漬することを目擦とし，まず農産原料お  

よび缶活魚品中に既存する遊離の5′－ヌクレオチド類を産屋した．振替，マッシュルーム，トマト  

アスパラガス，スイートコ⊥ン，グリーン・ピーンズ等を蕪出し法によぅて抽出し，Dowex卜Ⅹ－8  

を使用するイオン交換クロマトグラフィにより分析した．   

農産原料を通じて5′－AMPと5′－UMPが主要な成分で，5′－AMPほ乾性茸に大略0．1％，生マッ  

シュルーム，トマト スイートコーンには0，01％，アスパラガスに0．004％、グリーンヤピーンズ  

忙0．002％含まれており．かなり食品の旨味に寄与していると考えられる．さらに旨味の轟い5′－  

GMP．5′一IMPほほとんど含まれていない．  
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