
食品中の核酸成分に関する研究＊－Ⅶ  

凍菜撰の加工に伴う核酸成分の消長   
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STUDIES ON NUCLEIC ACID RELATEDStJBSTANCESIN FOODSTtJFFS－Ⅶ  
Cf［ANGES OF NUCLEIC ACII）RELATED SUBSTANCES  
I）URING THE PROCESSING OF VEGETABLES  

T8kenoriMonri，Wat8ruⅡ8富hid8，且ndIv80Shig8   

Changes of5■－nuCleotidesin vegetables during the boiling process werei皿VeStigated  

uslngCOlumn chromatography or the enzymatic method．   

Nucleosidepolyphosphatefractionsin perchloricacid－eXtraCtOfasparagus weresepa・  

ratedandanalyzed onalarge scalecolurnn ofDowexlX8．The majOr fractions were  

identified as ADP and ATP．  

In some cases the amount of5’－nuCleotides extracted by boiling water was rather  

higher than that of free5’一nuCleotides presentin theoriginalvegetables．Theamounts  

Of5’－nuCleotide were found to be thehighestwhenextracted from asparagus or sweet  

COrn at60－70OC，anditincreasedwith boiling time uI）tO 5min．Theincrease of  

5r－AMPint旧iled extract ofvegetables was found to be accompaniedwith the decrease  

of ATP and ADP．Nucleotides were formed by autolysisofasparagus atcertainpH．5r－  

nucleotides were accumulated especially but3′－nuCleotides were foundin trace at the  

range of pH8．0－9．0．  

1tis assutned that theincrease of5r－nuCleotides due to the decomposition of RNA  

is relatively small．but the5′－nuCleotidesincrease asa result of enzymatic breakdown  

Of ATPand ADP during tleating with water．  

＊本研究は大阪大学工学部醗酵工学教室数援寺本四郎先生との協同研究である・ご懇切な翻助言，   

細論カを賜ったことに深謝します．   

醗酵工学44巻5号P237（1966）所載   

脚注：本報においてはつぎの略号を使用する．   

5，－AMP：adenosine－5，－mOnOPhosphate（5．－adenylic acid）   
5l－CMP：Cytidine－5l－mOnOphosphate（5，－Cytidylic acid）   

5r－UMP：uridine－5r－mOnOphosphate（5′一uridylic acid）  

6（－IMP：inosine－5，LmOnOphosphate（5，－inosinic acid）   
5／－GMP：guanOSine－5I－mOnOphosphate（5′Tguanylic acid）  

RNase：ribonuclease  

DNase：desoxyribonuclease  

PDase：phosphoidesterase  

PMase：phosphomonoesterase   

RNA：ribonucleic acid  

DNA：desoxyribonucleic acid  

AI）P：adenosine diphosphate  

ATP：adenosine triphosphate  

－206－  



緒  言  

前報1）においてきのこ類，水産会品の缶詰工乱とくに加熱処矧こ挺レ5i－ヌクレオチドの消長  

が認められること，とくにシイタケ．マッシュルームなどについて加熱処理における5′－ヌクレオ  

チドの蓄積がヌクレオシドポリ燐酸からの分解．または高分子核酸からの分解によることを明ら  

かにした・また・アスパラガスなどの缶詰工掛こおいて予嘩蒸賓および殺菌工程で固型物小の5’－  

AMPなどの含嵐が変化し，ある場合にはむしろ増加することが謎められた．   

本章引こおいては缶詰原料として主要な農産食品アスパラガス．スイートコーンなどを対象とし  

て加工工程中の遊離の塩基，ヌ▲クレオシド．ヌクレオチド、ヌクレオシドポリ燐酸および高分子  

核廠の相対的な消長を検討した．さらにこの変化が酵素反応によるのでほないかとの観点から抽  

出粗酵薪釦二ついてヌクレオチダ⊥ゼ．RNase，PDase，P入イa5e結他について検討したので報告  

する．  

実 験 の 部  

Ⅰ．実 験 方 法  

（1）供試標準物質は前報l）に準ずる．  

（2）試料諷製法  眺試アスパラガスとスイートコーンは市販品．いずれも可金部をでき  

るだけ均一に採り．水2槽昆を加えホモジナイズした後に種々め条件で処理し∴冷却し5ノ～10％  

の過塩素酸溶液で反応樟止と抽出を兼ねて処理し．5N一区OHでlい和して活性毅処理した後，ア  

ルコール含有アンモニア溶液にて溶出設崩し試料とした．  

（3）分 析 力 法 総5しあるいは3しヌクレオチド呈は一二帽ら2）の酵素法ドよった・僅々  

のヌクレオチドは Dowex lX8 を川うるカラムクロマトグラフィーで定嵐した．Scb皿idト  

ThanrLhauser法3）によって全燐，酸可溶性燐，RNA癖を分国走．宗：した．その．二llでRNA画分  

については1N－KOl－Ⅰで370c．18～20時間分解してモノヌクレオチドとして構成塩基組成を  

調べた．また，自己分解酵素系における PHの影やを調べるために酢酸緩衝液とトリスアミノメ  

タン緩衝液を使用した．自己消化はpH4．0あるいはpH8．0において50〇cで2時間保温した  

後，反応液は活性炭処理鮫、カラムクロマトグラフィーで定適した．  

Fig．1Chromatogram ofasparagus；alarge scale column．  
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（4）酵素活性の測定 粗酵素液ほ2倍量の永で冷却しながらホモジナイごズした後・12仙町pm  

で冷却遠心し．その上澄液を使用した．測定法ほ須原ら1）の方法によった．  

Ⅱ．実 験結 果  

（1）7スパラガス各画分の同定  アスパラ  

ガス抽出液の塩基．ヌクレオシド，ヌクレオチ  

ド類は前額りにて報告したので．とこではヌク  

レオシドポリホスフェートの画分について同定  

した．アスパラガス 500gを冷暗、過塩素酸抽  

出を行ない，5NニKOHたて中和後，冷暗遠心  

分軽し上澄液を集め前報1）どおり大型カラム  

（2×30cm）を通過させた．そのタロマトグ  

ラムはFig．1のどとくである．   

画分が4個（H，1．J，K）得られた．画分  
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Fig．2 Absorption cufVeS Of Asparagus  

fraction H andJ．  

H，】の紫外部吸収曲線と燐酸，塩基．リボー  

スのモル比はFig．2とTablelのごとくで，260m㌣机狛二最大吸収を示しこ 核酸攻分と考え  

られる．  

TablelMolar ratio ot ribose and phosphate to basein Asparagus fractions H，andJ．   

ペーパー クロマトグラフィーの結果はrig．3 のごとくである．   

国分H．）は溶媒〔2・3・4］（前報l）参照5■6・7））いずれによってもそれぞれADP．ATPに  

一致すること．および1000c，3時間分解することによって5’－AMPに「致すること，また  

5－－ヌクレオチダーゼを作劇させると分解されてそれぞれアデノシンを生成すること，そして1N－  

HClで分解することによってア≠ニンが生成されることからⅠⅠはAl）P．．1はATPであ  

ることが認められた．   

スイートコーンにういてもアス′豆ラガスと同株に同定・した．  

く2）アスパラガス，スイートコーンの煮出し温度の影響  まず頑々の泉件下で煮出した場合  

の総5しヌクレオチド駁の変化を調べた．煮出し法はそれぞjLの温度に約50mlの水を暖めた中に  

ホモジナイズして均一・にした試料を50g入れて5分間険鮎抽出し．その煮出し液を柳音5％過塩  

素酸溶液で処理し洗液ともに100mlとした．対照としてホモジナイズした試料を榊与過塩糸酸で  

抽出したものを経った．その結果．アス′ヾラガスはTible 2，えィートコーンでほTよble 3の  

ごとくである．  

－208一   



Authentic ATP  

FractionJ  

Authellti亡ADP   

Fraction H   

FractionJboiled for3hour，fractionJ’   

Authentic AMP   

Fraction H boiled for3hour，fraction H′   

Fr．1′，5’LnuCleotidase treated   

Authentic Adenosine   

Fr．H’，5，－nuCleotidase treated  

Fr．）（，decomposed with11CI  

Authentic Adenine  

Fr．H’，decomposed with HCI  

Fig．3Identification of Asparagus fractionland H by paper chromatographl・．  

SOIvent2：n－prOpanOl：eOnC ammOnium vater．  

soIvent Ll：Saturated ammonium sulfate：lM sodiumacetate：isopropanol  

Tab）e2 Effect of temperature on the formation of nucleot；desin boiled  

extract of asparagus．  

UV288／100mg  
dfy Wt．  

5しNucleotide  
fLmole／g dry wt．  

8†－NtlCleotide  
〝mole／g dry wt．  

Boilimg eondition  

370C，5min  

50’＝C， 〝  

60t）C， 〝  

70亡C， 〝  

800C， 〝   

100つC， ′′  

Cold perchloric acid  
extraction．  

72．94  

108．20  

11．1．8  

132．9  

1竺臥．1  

123．5   

94．j  
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アス′マラガスでは50～700cで5－－ヌクレオチド蚤が最も多く．1000c抽出および冷時遇塩素酸  

抽出の場合よりも多かった．3しヌクレオチドは温度にはあまり関係ないが，その存在も認められ  

た．スイートコーンは600c で減少しているが，ホスファクーゼによってさらに分解が進んだ  

のではなtヽかと思われる．スイートコーンでは5’－ヌクレオチド量ほ各温度では傾向は認められな  
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Table3 Effect of timperature on the formation of nueleotidesin boiled  

extract of Sweet corn．  

UV2…／100mg   5しNucleotide   3しNucleotide  
Boilingcondition  dry」Wt．   〝mole／gdrywt．   Jlmole／gdrywt．   

30二C，5min   123．63   l．52   ．30   

50eC， ′′   lG7．‖   0．9竺   0．4a   

60こC， ′′   200．00   0．50   0．53   

70つC， ′′   197．1▲l   0・71   0．49   

80二C， ′′   19t；．‘12   0．75   0．‖   

100＝C， 〝   ほ9．28   0．38 －   0．24   

Cold perchloric acid 
extract10n   32し4   1．ノ10   0．16   

いが．3’－ヌクレオチド最ほ500c～60Ocで最も多かった．このように500c～70Ccでアスパラガ  

ス，スイートコーンともに1bodc柵乱 榊寺j由塩素酸湘漉に比べて5しヌクレオチド．・3－一ヌクレ  

オチドが多かった．つぎにその朝出時間について検討した．  

（3）アスパラガス．スイートコ「ンの煮出しによる窪遇叫問に伴う変化  試料の煮出しは500  

Cで行ない，時間を1分～60分まで変化させた．袖山液の処理法は東山し温度の忍苦の試験と同  

様に行なった．その結果ほアスパラガスではTal）1e4、スイートコーンではTable長のごとく  

である．  

Table4 Effect10fihcubation t王血e6n th占formation of：nucleotidesinboiled  

extract of Asparagus．  

Table5 Effectofihcubationtimeonthefomationofnucleotidesinboiled  

extract of Sweet corn．   

アスパラガスでは経過時間樗よる5－－ヌクレオチドの差異はなかっLたが．スイートフーンでは5  

分まで5しヌクレオチド届㌧ 3’－ヌクレオチド最が多く，それ以上時間を長くすると減少する傾向  

があった・このように5’－ヌクレオチド巌は50～700cに虫高位があるということから．単なる物  

琴的な現象の他に酵素反応も存在するのではないかと考えられる．モノヌクレオチドが多くなる  
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原因が何に由来するものかが興味深いと思われる．  

（4）グリンピーンズの缶詰工程における5’－ヌクレオチドの消長 前述の読菜類以外にグリン  

ピーンズの缶詰の場合も5しヌクレオチドの変化が認められた．グリンピーンズの缶詰製造工程は  

Fig．4 のごとくで常法どおり従った．  

Raw material Raw material 2018 
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原料ブランチング後の同型物，加圧殺筒彼の同型物と硬汁についてそれぞれ5′－ヌクレオチド景  

を測定した結果はTable 6 のごとくである．  

Tab）e6 Changes of the tota15，－nuCleotidein canning processes of GreenBeans．   

これらはt・、ずれも過塩素酸抽出したものであるが．g当たり／（mO】eで比較し，ブランチンダ彼  

のものが原料の約2倍に達すること「が認められた・；これは高分子核酸またほてATP．ADPなど  

のポリホスフェートの分解に基づく．のでほないかと考与られる・殺菌後の固型物巾と碑汁巾での  

5一－ヌクレオチドの分布にはあまり相違がなかった．なお∴1缶当たりで総5′一ヌクレオチド量を比  

較すると殺菌前の同型物巾の5’－ヌクレオチド最は殺菌後め由型物十液汁由ゐ5－－ヌクレオチド童  

にそれぞれ等しいが．これには殺菌時の煮熟による高分子核酸またはポーリホスフェートの分解に  

よる5’－ヌクレオチドの牲威とて1†諮殺菌に仲う5しヌクレオチドの破壊とが相伴ってこのような結  

果になぅたものと思われる．  

（5）アスパラガスの煮出しに伴う個々のヌクレオチド組成の変化上述のごとく煮出し．，また  

は缶詰製造における5しヌクレオチド量の変化で増加という現象はきわめて興味深いものであるが．  

その原因についてここでは一ヌクレオシドポリホスフェ⊥トよ・りの月三成という点叱焦点を絞って検  

討した・アスパラガス・スイートコーンについて原料をそのまま試料とするとともに．それを永  

から煮出して紬Ocで5分間煮出しを行ない・液汁と同型物とに分けて試料に：した・それぞれにつ  

いてカラムクロマトグラフィーでヌクレオチ鴫麟魂頼朝離抽F垣．5のごとくである．   

個々の含量を計算すると Table 7 のごとくである一． 
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これよりアスパラガスの煮州しにおける5’－ヌ  

クレオチドの増加は5－－AMPの増加が主休で  

あろが，・マッシュルーム1）．アサリl）などと比  

較すると量的に少ないことが認められた．また  

それと同時にATP．ADPが煮出しに伴っ  

て減少すること，塩鼠 ヌクレオシド区分もい  

くらか増加することが認められた．ADP．  

ATPの減少に伴って5一－AMPの形で蓄積さ  

れるのではないかと考えられる．午のようにヌ  

ク＿レオシドポリホスフェートよりの分解と5’－  

AMPの哩成蓄積が主体であると思われる・  

（6）アスパラガス，スイートコーンの煮出し  

に伴う技醸成分の変化 アスJマラガス，スイ  

ートコーンを＃出す時に5′－ヌクレオチド頬が  

増加することはすでに認められているが，燐酸  

両分として全鱗．酸可溶性燐，RNA燐が煮出  

しの前後においていかなる消長を示すかを調べ  

た．   

アスパラガス．スイートコーンを永から加温  

し1000cで5分間煮出す条件で煮出し前後の酎  

型物と液汁について分析した．その結果．アス  
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Fig．5 Chromatogram of perchloric  

acid extract of Asparagus．  

a）Raw Asparigus，  
b）Boiled Asparag11S，  
C）Boiled extra亡t Of Asparagl】S．  

Table7 Changesof；nd；vidualnucleotidesin boilingproce亭SOfAsparagus・  

DistributionofUVヱ60（％）：％ofaもsorbancy？t260mFEofeachfractiontoatotalabsorbancy  

of the sample which was apDlied on column 

Frac．B．：Mixture of bases and nucIeosides  

－212－   



ラガスについてほTable 8，スイートコーンについてはTable 9 のごとくである．  

Table8 Content of phosphorusin some fractions of raw and boiled Asparagus．  

Phosphorus FEmole／g dry wt．ofmaterial  
Boiling  
COndition  Acid－SOluble  

fraction  
RNA  
fraction  

iTotal   
pbosphorus  

Table9 Content of phosphorusin some fraction of raw and boiled SweetCorn．  

PhosphoruS FEmole／g dry wt．ofmaterial  
Boiling  
COndition  Acid－SOluble  

fraction  
RNA  
fraction   

Total  
pbosphorus  

アスパラガス，スイートコーンいずれも窯出しによる変化は少なく，煮出Lによって同型物中  

の全碗．駿可溶性燐が減少し液汁巾の全燐として回収されている．RNAの減少は少なくはとん  

ど分解ほなかった．煮出しの前後におけるRNA区分についての構成塩基の組成などを調べた・  

（7）アスパラガスの煮出しに作うRNA核敢塩基組成の変化  アスパラガスより過塩素酸可  

溶托成分および脂溶性成分を除き，RNA 両分をアルカリで分解したものを対照とし，永から温  

めて1000cで5分間煮出した後，同様の処理を行なった試料とを比較しながらカラムクロマトグ  

ラフィーを行なった．そのクロマトグラムはFig．6のごとくである．   

アスパラガスRNAのアルカリ分解によってヰ裔のモノヌクレオチドが生成され，いずれも3－一  

F料6．Chromalogram olalkalinセ  

（】igest oJAsl）araguS RNA  

乙Iller：11：；dピXtraぐt；0∩．  

凸 Rこ1W Asparagus  

■L BoりedA叩araguS   



またほ2’－ヌークレオチドと考えられる．アスパラガス．スイートコーンにおいては煮出しによる  

RNAの分解の準星昼少なかっ土・したがって，アルカリ分解笹よってその構成塩基を調べても  

煮申し前後の差異は少ない，RNA両分の構成塩基組成を示すとTablelOのごとくである・  

Tabl色10 Molar ratio bf’alkalinedigest of Asparagus RNA．   

AMPのモル数を1としてCMP．UMP，GMPのモル比率を示している．これらのRNA  

構成比率は一般法物におけるものと比較して特異なもゐではない．穀揖しの前後における塩基比  

率がそれぞれ同様のことから煮出しにおいては一応均一－な組鹿を持ったRNAがそれぞれ同綾な  

塩基比率で分解されるものと考えられる」このように煮出し条件での自己RNAの分解はあまり  

考えられないが，煮出し条件以外のpl一Ⅰにおいては核酸酵素系の活動も考慮せねばならなL、．そ  

こでまず核酸の仁l己分解におけるpHの影菅について調べた．  

（8）核酸の自己分解におけるpHの影響  アスパラガス．スイートコーンをホモジナイズし，  

50□c，2時間でptT3．0～10．0の範閉のBufferで保温し．抽出液の紫外部卿又および蓄積され  
た5′－あるいは3’ニヌクレオチド量を測定した．結果はつぎのどとくである． アスパラガスでは  

Tablell．スイートコーンはTable12のごとくである．  

TablellFormation of nucleotidesin the autolysates ofasparagus at various pH．   

アスパラガス、スイートコーンともに5しヌクレオチド屋ではpH8．0～10．0の範囲にエビーク  

があり．3∫－ヌクレオチドも認めを，れるが．pH．3．¢～10．0車でほぼ両群旺に静められた．うぎに  

それらのpHにおける塩基，ヌクレオシド，スクレオチドゐ組岐をキラムクロマトグラフィーで  

罵べた結果はFig．7、Fig．8のごとくである．   

そめ含量はTable13のごとくである． 
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Tal〕1eI2 Formation of n11Cleotidesin the autolysates ofsw色ett：Orn atVarious pH．  

3しNucleotide   
川  

207   1．24   1．96   

27．1   1．′l†   8．39   

さ2D   0．82   3．1－1   

31【）   1．03   上1．28   

266  3．56  

封1  3．75  2．6≦！  

1・（）？  7．62  2．98   

319          309   16．16   2．78   

UV望80／  Buffer solution  
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Fig．7 Chromatogram of autolysates of  

Asparagus h（）mOgenate．  

a）pH4，n  b）鍾＝川  
50  100  150五be Nos．  

Fig．8 Chromatogram of al】tOlysates  
Of Sweet corn homogenate．  
a）pH4．O  b）pH8．0  

アスパラガスではpH4．0でもヌクレオチドの蓄韻が認められるか，pH8．0のほうがその含畏  

は多かった．この条件セほ5’－GMP，5’－UMP．5一－CMP，5’－AMPの存在を恵めている．  

また．スイートコーンにおいてはpH4．0でははとんどヌクレオチドの蓄積はないが，pH8．0  

ではかなり認められ，3●－と 5●－ヌクレオチドは【まぼ同じ程度であった．  

（9）附酵素液による5’－AMPの分解  それぞれの粗酵素液についてRNase，PDase，PMase  

の活性を測定した結果．pH6．0においてはRNase，PDaseははとんど認められなかったが，  
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Table13 Contentsofnucleotidesandrel寧tedsubstanc鱒in theau坤Iysatesof  

asparagus andsweet corn homogenateat pH4．Oand8・0・  

SamさIe  Frac．B  CMP  AMP  UMP  GMP   

AsparagusatpHJI．0   Distribution   20．6   9．1  3．8  6．6   32．8  
OfUV280（％）  

FEmole／gdrywt・  1．36  0．31  0．77  3．11   
As。araguSat   ！Distribution 」一」fUV…（％）  6．3  1I．0  15．空  30．7  

l  

〝mOle／gdrywt．  3．61          l．85  1．17   〝mOle／gdrywt・  l．85  1．17  3．61  望．6l   
Distribution   
OfUV叩（％）   

〝mole／gdrywt．  

Distribution   7．2  1．48  5．44   5．86  l 
OfUV2¢0（％）  

〝mole／gdrywt．  ‖ 0．25  0．48  0．71  仇89   7．0  2．45  trace  trace  trace       0．87 u                    ‘0∴7  
Sweet corn at pH．1．0  

Sweet corn at pH8．0  

Distribution ofUV26。（％）：％of absorbancy at260mfL ofeach fraction toa tdtal  

absorbancy of the sample which wasapp）ied on column  

Frac．B：Mixture of bases and hllCleosides．   

PMaseだけ認められた．それで租酵素液が5しAMPを分解するか否かを調べるために蒸潮水に  

対して透析した穐酵菜液をAuthentic5．－AMPに作用させ，その分解を調べたのかF；gllO，  

Fig．11のごとくである．   

アスパラガスおよぴスイートコーンいずれの場合もpH5～6にホスファクーゼのピークを持  

つことがわかった．  

S■ttlこ0川  
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F；g．＝】pH－Activity curves．   

さ ヰ  5 G  7  8 9 tO  
IH  

Fig．f）．■pH・AぐIi＼・ily eurVeS．  

考  察  

著者ら1），中島ら写）はきのこ酢こおいてADP およぴATPを見出しているが，私達はアス  

パラガス，スイートコーンにおいてもこれらの存在を認めた．水産食品l・8）やきのこ類1）において  
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ATP から 5’－AMP の生成迷路はすでに多くの研究がある．アスパラガス，スイートコーン  

においてはマッシュルームよりPMaseの活性が弱い．煮出しによってアスパラガスでは5’－ヌク  

レオチド嵐は2培程度増加し，スイートコーンではほ±んど変化はなかった・いろいろなpTlで  

リボ核酸分解酵素系を調べた結果，アスパラガス，スイートコーンともにpH8．0～10．0にピー  

クを持つことがわかった．このように特別のpHでは核薮分解酵素の作用を示すが，煮出し条件  

ではあまり核酸分解酵素系の活動は考えられない．なお，これはシイタケのような5’一AMP以外  

の5’－ヌクレオチドの増加も認められないことも塵付けている．   

アス／＜ラガス．スイートコー ンの租酵薫液についてPMase（（9）参照），PDase．RNase．DN  

aseの活性を測定した結果、pH6．0ではPMa5eのみ見出すことができた．このことから煮出し  

条件においては5’－ヌクレオチドの蓄積原因闇ATP．ADPの分解が主体であることがわかっ  

た．榛東分解酵弟系については今後検対するつもりである．  

要  約  

DowexlX8 を問うる大型カラム（2X30cm）によって前職に引続きヌクレオシドポリホス  

フェート画分について同定した．アスパラガス．スイートコーン州山液においてATP，ADP  

の存在を認めた．煮出しにおいて抽出される絃5’－ヌクレオチド追は温度によって影響され．500c  

～600cで5分間の暗が最も5’一ヌクレオチド昼が多かった・このような5’－ヌクレオチドの増加の  

原因としてアスパラガス．スイートコーンにおいては煮出し条件においてATP．ADPの分解  

に伴う5’－AMPの増加が」1体をなしていると思われる．また，リボ核酸分解酵素系の作用につい  

ては，ほとんど煮山し条件では認められなかった．  

終りに臨み貴重な薫品酪窯劫など多大のこ援助を賜わった武Ⅲ賞品工業株式会社の方々および実験に協力   

された当短大寺田潤子捜に深謝いたします．   
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