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マッシュルームの冷凍における5′－ヌクレチオドの消長  
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（P5A乙乙∫07’A月′5PO忍び5）  

TakenoriM仙ri，W8t8ru月88hid8，8ndI胃80Sbig8   

ha previous paper（JournalofFer皿entation Technology45151．254（1967）），an  

increasein the amounts of5′－AMP and 5’－IMP was observed under freezing storage  

Of Kurumaebi（prawn）at－5CC．The amount of 5’－nueleotidesin French rnushrooms  

（Psall；ota bispol－uS），Which had t光en frozen and stored at－200C，WaS meaSured with  

ionexchangechro皿atOgraphyandphムsphataseassay．Frozenmushroo皿SWaSdefrosted  

at5OCfor24hrsorat350C for2hrs．ATPindefrosted sample wasless thanthatin  

fresh mushrooms．Accordingly routine samples were extracted with coldI妃rChloric  

acidwithout defrosting．   

Understorageat－20OC for6months，theamount ofATP decreased graduauy，and  

both5′－AMPandadenosineincreasedcorrespondingly．No5r－IMP wasfound．   

Atx）ut One half of each activity of RNase，PDase，Or PMase was remainedin frozen  

SamPles stored for6months．Crudeenzy皿eSOlutionextractedfro皿frozen mushrooms  

degraded authentic ATP and formed both5’－AMP and adenosine．  

緒  

前報1）においてクルマエビの冷凍工程における5′－ヌクレオチドの消長および核酸分解酵素系の  

変化について報告した・クルマエビ凍結中のヌクレオチドの変化は極めて遅いがATPが分解し  

5●－上MPなど5’－ヌクレオチドが蓄漬することを認めた．水産物以外に，たとえばきのこ類のよ  

うに核酸成分が多く，また核酸分解酵素系も比較的強い食品において，それらの変化もまた興味  

深いと考えられる，   

本報では缶詰原料として重要なマッシュルームを対称として冷凍工程における5しヌクレオチド  

の消長ならびに，それに閑適する酵素系の変化について検討したので報告する．  

＊脚注：本研究は大阪大学工学部説酵工学教室数授寺本四郎先生との協同研究である．ど愚切な初助言，   

御協力を賜ったことに深謝致します．   

醗酵工学45巻4号P362（1967）所載．  
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実 験 方 法   

1）供試凛準物質は前額1）に準ずる．   

2）試料調製方法   

供託マッシュルーム（P5αJJJ〃ねみ∫5タ〝〟ざ）は当研究所試作品を使用した・冷凍革まSuper－Wa11  

製品の冷凍後により－200c，6カ月間貯蔵した．マッシュルームほ途中適宜取り出し 通常は冷  

時通塩素酸抽出し 5N－KOHで中和後分析試料とした．また解凍および抽出条件の検討をする  

ために冷凍貯蔵したものを50cで24時間あるいは35コCで2時間放置して解凍したものを軍法  

通り，冷時10％過塩素酸で抽出して試料とした．   

3）分 析 方 法   

絵5’－．あるいは3’－ヌクレオチド量は，中島ら2）の酵素法によった．個々のヌクレオチドほ  

DowexlX8 を用うるカラムクロマトグラフィーで定量した．   

4）核酸分解酵素活性の測定   

試料に5倍量の水を加え氷で冷却しながらホモジナイズした後12000rpmで冷却遠心し，その上  

浸液を粗酵素液として使用した．測定法は大村，須原ら3）の方法によった，詳細な条件は前報l）  

に準ずる．  

実 験 繚 果   

1）原料マッシュルームの核酸系物質の組成と含量   

生原料を冷暗過塩素酸抽出して核酸系物質の組成を詞ペた結果はTablelのごとくである．  

試料のNo．1．No．2は春季，No．3～No．5は秋季に収穫されたものである．なお種菌は同一系  

のものである．ATP．ADP．5’－AMP．5l－UMP などの含量について収穫時期による差違  

あるいは個体差は認められなかった・5竜の試料についてgdry wt当りの／LmOlで平均値と標  

TablelAmounts of the nucleotides of mushrooms．  

軒AM中一UMP  欝・‡誓aC・   UDP叫ADPIF冨C・l叩  Sa皿ple  

Fresb No．1   

Fresb No．2   

Fresb No．3   

Fresh No．4   

Fresb No．5  

UV280＊＊  
〝皿01／g dry wt．  

UV三郎  
〝皿01／g dry wt．  

UVヱ…  
〝mOl／g dry wt．  

UV2¢。  
FEmOl／g dry wt．  

UV＝もO  
FLmOl／g dry wt．   

O
U
3
 
9
ウ
一
 
〇
ウ
ー
 
8
2
 
6
3
 
 

一
q
 
O
 
3
∧
U
 
〈
ソ
■
0
 
1
（
U
 
l
（
U
 
 

7
．
4
 
q
U
2
 
9
2
 
9
n
d
 
．
■
4
ウ
一
 
 
 

1
0
 
1
0
 
1
0
 
1
0
 
1
0
 
 

7
Q
U
 
ウ
】
1
 
9
一
∩
8
 
一
皿
一
l
a
 
O
 
Q
U
 
 

l
∧
J
 
－
a
二
Z
 
1
2
 
3
2
 
一
へ
）
2
 
 

一
句
 
 
 
 
■
－
－
 
 
 
サ
ー
 
 
 
2
 
 
 
 
1
－
 
 

5
6
 
n
d
3
 
1
1
 
3
．
d
一
■
〇
2
 
 

7
6
 
9
．
d
一
 
2
J
一
 
q
ム
．
d
－
 
7
．
4
－
 
 

5
 
 
 
2
 
 
 
一
4
 
 
 
■
n
V
 
 
 
り
】
 
 

り
一
 
 
 
6
 
 
 
2
 
 
 
3
 
 
 

9
 
 
 
．
4
 
 
 
1
 
 
 
7
 
 

3
 
 
 
6
 
 
 
5
 
 
 
d
一
 
 

言〝mOl／gdrywt．  

〝mOl／g dry wt．  

Mean value  

Standard  
deviation  ±：：：；l±：：：；  

＊：Fraction Bincludes nucleosides and bases．  

＊＊：Absorbancy at260m！JOf each fraction  
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準偏差を求めるとATP，ADP，5’－AMP，5’－UMPはそれぞれ4．72土0．04，2．60士0．04，  

0．24士0．02，0．26±0．03／皿Olの範囲で個体差はほとんど無視することができると考えられる．   

2）解凍前後における核酸系物質の変化   

冷凍したマッシュルームは加工あるいは消賀される前に解凍されるのが通常であるが，解凍の  

方法によってヌクレオチド組成が変わるか否かを生および解凍即時に過塩素酸抽出したマッシュ  

ルームについて比較した．－200cに一昼夜冷凍したものを50cあるいは35ロCで解凍し，ドリッ  

プと共に冷時過塩素酸で抽出し，カラムクロマトグラフィーで組成を調べた結果，典型的な一例  

はFiglのどとくである．個々の含量を計算するとTable 2 のどとくである．  
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旧0 2∞ 3∞  I∞  2∞ 300  
Tube numbers  

a）fresh  b）frozen，immediately  

extracted  

l∞  2∞ 5∞  

C）frozen，d早frostedat   

50C，for24IlrS  

Fig．1Effect of defrosting ontheTluCleotides of frozen mushroOmS．  

Table2 Effect of defrosting conditions on the nucleotides offrozen mushrooms．  

Sample  

FfeSb   WV20。＊＊  
0．2  3．5  4．5  

1．2  2．0  3．4  3．l   

1．0  8．4   Frac． B＊  Frac． C  巨AMP  5J－UMP  UDPAG：  ADP  Frac． H  ATP    p  四皿01／gdrywt・ 260  101．2  9．9  1，8  10．1  1．6 0．2 9．3  7▲l．8  41．6  2二1．4  1t；．l  れ4  如．1  Frozen，immediately   g8．8  6．6    50．9   8．8  extracted．  〃mOl／gdrylⅣt．              Frozen，defrosted  2る0  83．2 55．0  trace tfaCe  7．6  5．4  a6．l 35．4  20．0  trace trace  trace trace  琴t5¢C，for24br  FLmOl／gdrywt・    皿       Frozen，defrosted  2¢○    11．2  5．2   26．9  at35ごC，for2b∫  〃m01／gdrywt・    1．8  1．1   4「4   
＊：Fraction Bincludes nucleosides and bases．  

寧拳：Absorbancy at260mFE of eachfraction   

凍結物を直接冷暗過塩素酸で抽出したものの組成は生原料の組成と良く似ていることが認めら  

れた．5〇c，24時間あるいは350cで2時間かかって解凍したものではヌクレオチド組成の変化  

が認められる．すなわちATPの減少と35Oc，2時間解凍の場合は5’－AMP．ADPの増加が  
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見出された．この原因として解凍処理中の核顧分解帝紫系の作用が考えられる・したがって冷凍  

食品のヌクレオチド組成を求めるには解凍放置した後に測定することは不適当で，礫結晶に冷遇  

塩素酸を加え．即時にホモジナイズして抽出する方法が適当であると考えられる・その後の実験  

では解凍処理を行なわないで，即時過塩素敢抽出して，カラムクロマトグラフィーの試料とした・   

3）－20ロCでの冷凍経過におけるマッシュルーム核酸系物質の経時的変化   

－200cで6カ月問冷凍貯蔵したものの経時変化をカラムクロマトグラフィーで調べるとFig2  

のどとくで，その個々のヌクレオチド  

はTable3 のどとくである．  

冷凍直後のヌクレオチド組成はATP  

ADPについてははとんど生原料と変  

わらないが，1カ月後ではATPが減  

少し5’－AMPが少し増加した．   

なお－200cで3カ月後，6カ月後  

にわたる変化は徐々に認められた．冷  

凍直後から15日間ほど－50cで貯蔵  

した場合は，生原料との差違はほとん  

ど認められなかった．  
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 l∞  2∞  3CO  

b）storedat－200C，   

for6montもs  

l∞  200  三に0  
丁り〇e ㍍U爪如「つ  

a）immediatelyafter   

freezing  

Fig．2Changes of thenucleotides offrozen  
musllrOOmS under storage at－200C．  

Table3 Changesof theuncleotidesoffrozenmushroomsunderstorangeat－20〇C・  

Sample  Frac． B＊  誓aCすAMP   5しUMP  UDPAG  ADP  ぎーaC． H  ATp   

Fresb   W260拳串  101．2  9．9  1．6  
′′mOl／gdrywt・  0．2   3．5   4．6   

Frozen，immediately  UV2…   98．8  6．6  10．1  臥3  50．9  24，7  8．3  20．1   
afterfreezing   ／‘mOl／gdrywt・  1．1  2．0  a．4  3．1   

Frozen，StOred   UV280   148．3  19．6  16．9  4．8  49．3  17．ケ  24．2  38．豆   
forl血Ontb岳   四mOl／gd∫yWt．  1．8  0．1  1．与  3．4   

Frozen，StOred   UV2…   83．8  9．1  20，0  1L3  54．8  10．8  128  1g．9   
for 3 months 四mOl／gdrywt，  2，7  1．0  1．4  2．5   

Frozen，StOred   W2印   75．3  13．3  28．2  1．4  50．a  11．9  21．4  2l．7   
for 6 months 〝mOl／gdrywt．  2．8  0．2  1．2  2．0   

＊；FractioTIBincludes nucleosides and bases．  

＊＊：Absorbancy at260mFL Of each fraction．   

4）マッシュルーム冷凍経過における捻5’－ヌクレオチド圭の変化   

前項までの分析を吟味する意味で総5′－ヌクレオチド量を酵素故によって調べた・生原料および  

－200cにおける冷凍経過申の試料の総5’－ヌクレオチド量を示すとTable4のどとくである・   

給5′－ヌクレオチド量はカラムクロマトグラフィーでのヌクレオチド畳の絵和と概ね一致した・  

また5しヌクレオチド変化についてみると－200c貯蔵では1カ月後にやや多くなっている．  
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Table4 Tota15I－nuCleotides of somemushroomssamples．   

5）冷凍マッシュルームにおける核酸分解層素系の経時的変化   

前項までのマッシュルーム冷凍経過や解凍前後におけるヌクレオチドの変化ほATP→ADP  

→AMP→アデノシンの経路を通り，核酸分解酵尭系の作用に由来すると考えられるので、冷凍貯  

蔵の経時的にマッシュルームより粗酵素液を抽出して核酸分解酵素系の活性草しらペた・前額1）  

の結果よりマッシュルーム酵素系の最適条件で，すなわちRNaseあるいほP上）aseはpH8．0で  

PMaseほpH4．5で測定した．その結果は，Table5．6，7 のごとくである．   

粗酵素液のRNase活性，PDase活性は弱いがPMase活性は比較的に強いことがわかった．  

6カ月にわたって冷凍経過中のRNase，PDase，PMase活性の消長を測定した結果，3穫の癌性  

ともに3カ月目よりⅠち程度活性が失なわれていたが．6カ月後でもなおかなり残存しており、酵  

素反応の好条件下でほ比較的に酵素系が作用しうると考えられる．このようなことより ATP，  

5’－AMPが酵素により分解されることが推察されるが，とれを裏付けるために．つざの皐ラに  

auihent；cなATPと5，－AMPに対して作用させてみた．その反応条件はFig3のごとくである．  

Table5 RNase activity of the crude extracts of frozeninushrooms．  

Sample   Storageperiod   
■■ ●－ 

でご謁  ニー   ＝三・l●－   

Fresb   i 220   53・9l  4■09   

Frozen  －20ウC  o  180  35．ナ   4．54  
′′ 1 month 2】0  52．1  4．03  
3mOnths 135  49．7   2．74  

6months lO5  37．5   2．80   

Table6 PDase activity of the crudeextracts of frozen mushrooms．  
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Table7 PMase activity of the crude extractsof frozeD muShroo血S．  

ATP（20mg／20ml）  5．Oml   

－PMase fraction  2．Oml  
Acetate buffer（pH5．0）で37つCl時間反応させて  

クロマトグラフィーを行なうと Fig 4，5，6，7  

のごとくである．   

Fig4．5は生原料より抽出された粗帝展液によった  

ものでATPが減少するのに対してADP．5′－AMP  

アデノシンが生成した．また5しAMP に作用させた  

-IM buffer 

incubation．37CC，1hr  

HClOJE treatment  

active carbl〉n treatment  

l．Oml  

［  
Sample for chromatography  

Fig．3I）egradation of ATP．  

着果は，アデノシンが生成した．   

Fig 6，7 は－200c冷凍6カ月目のマッシュルームから抽出した粗酵素液を作用させた場合  

で，生原料粗酵素液の場合とほぼ同じ作用を示すが，ATP→アデノシンに至る栂互の酵素活性  

の強弱については今後換討したいと考えている．   

この酵素実験よりマッシ ュルームにおいてATP→ADP一｝5’－AMP→アデノシンの経路で変  

化が造る可能性が裳付けられた．  

50  100  t50   

Tube numb9rS  

5こ）  IOO  150  

Tube numbers  

Fig．4．Degradation o（ATP、ヾitllCrude  

en町me eX【ra亡t rrOm mu5hrooms  

（fresh）．  

JIbeforeincubation 凸afterincubation  
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Fig．5．Degradation of ATP willlぐrude   

enzyme extractfrom・defrosted nluSll・  

爪X）Ⅱ15．  

▲bb托incubation 凸afterincubtiom   



50  t00  

Tublo几Inもor  

Fig．7・Degradationof5′・AユーPwith   

crudeenzymeextract fmm froヱen  

mushR氾mS．   

▲ khreincubation   

凸 扇terin⊂uktion   

50  100  

Tube number  

Fig．6．De即a（lationof5′－AユlI）“・i血   

crude enzyme ex【mc【rrOm fresh  

mushrooms．   

▲ kforeincu由一ion  

凸 aiterincuぬtion  

考  喪  

水産食品の冷凍中の核酸成分（ヌクレオチド）変化について多くの報告があるが，きのこ類の  

ように核敢成分が多く．また披酸分解酵素系も比較的強い食品において冷凍中のヌクレオチド変  

化は興味深いと考え，マッシュルームを対称として検討した．   

マッシュルーム冷凍中の変化ほクルマエビの場合のように5’－IMPが生成する経轟はないが，  

ATP・＋ADP－ケ5’－AMP－＞アデノシンに至る変化を認めた．ヌクレオチドの変化はRNase，  

PDaseの酵素作用によるヌクレオチド組成の変化もあるが，主体はPMa5eの作用によるものと  

考えられる．クルマエビと異なる点は5’－AMPを5’－1MPにするAMPデアミナーゼの存在は  

認められないことである．冷凍貯蔵中において多少PMase活性は低下しているが、酵素作用に  

好適な条件では，いったん冷凍されたものでもヌクレオチドの変化が起ることが考えられるが，  

これらの変化は富山サン藤井5）．斎藤6）らによって水産物で見出されている変化とよく似ている．  

また一方解凍中の変化についてSpinelli7）はEngl；sh soleで0．50c で解凍中に5’－IMPの変  

化が起ることを見出し，この原因は冷凍と解凍により細胞組織が破壊されて，酵素と基質が接触  

するからであろうと考えている．著者らも本朝マッシュルームにおいて‾解凍経過中に核酸成分の  
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変化が起ったと考えられる現象を見出したのであるが，これはSp；nelliの見解を採用して冷風  

解凍による組織の破壊によって酵発作用がすみやかに行なわれたものと考えている・  

要  約  

マッシュルームの冷凍工程におけるヌクレオチドなど核酸成分の変化をしらペた．マッシュル  

ームの冷凍試料は解凍条件によってヌクレオチド組成が異なるので冷暗適意素敵と共たホモジナ  

イズし抽出して試料にすることが望ましい・一208cの冷凍保存ではATPが生原料の時に4・5  

fLmOl／gdrywt．あったものが1カ月後には3．4！tmOlと減少し5′－AMPは生原料の時0．2FEmOl  

が1．8ヱ皿Olと増加し，アデノシンの生成が認められた・なお5’－IMPの生成は認められなかっ  

た．冷凍中マッシュルームのRNase活性．PDase活性．PMase活性は3カ月以降はやや失な  

われて大体｝引こなった．  

終りに臨み貴重な翠品，酵東類など多大の毎援助を嬢わった武田薬品工業㈱の方々および実験に協力され   

た当短大寺田潤子嬢に深謝致します．   

本報は昭和41年反日木酢酵工学大会で発表した．  
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3）須原．草葉，大村：酵素化学シンポジウム，、115（196‘l）  

4）冨血小林，北原．白石，大庭：日永誌，32，262（1966）  

5）藤井，内山，江平，野口：日永誌，32，410（1966）  

6）斎藤，新井：日水路，23，265（1957）  

7）Sphelli，J．：私信（柑66）  
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