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Inthepreviouspaper4），Changesof5′－nuCleotidcsandnucleosidepolyphosphatein  

mushrooms（E5alHota bisporus）duringtheircoldstorage and defrosting were reported．  

Itseemsinterestingtocompare thechangeofnucleotidecontentinShii－take（Lentb2uS  

edodes）withthatinmushrooms（PlbisPorus），becausetheenzymatic activities of Shii－  

takedecompslngnuCleic acidare different fromthose of mushrooms．The amount  

Of5′－nuCleotidesinfrozenShii－takeat－20OCwasdeterminedbyionexchangechromato－  

graphy and5しnucleotidase assay．   

Aremarkable decrease ofATP anda slightincrease of5′－nuCleotides were found  

duringthedefrostingprocessofS】lii－takeat5CCfor24hrorat350Cfor2hr．Under  

StOrageat－20OCfor6months，theamountofATPdecreasedgradua11y，butnoi11CreaSe  

Of each5′－nuCleotide was observed． Acitivities of RNase and PDase remained rather  

Stablein frozen samples stored after6months’cold storage．Authentic ATP was  

degradedto5′－AMPand adenosineatalow temperaturein a crude enzyme solution  
extracted from frozen Shii－take stored for6months．These factsrnay Substa11tiate  

thepossibilityoftheformation ofAMPandadenosineby a decrease of ATP during  

theprolongedcold storage of Shii－take．  

緒  

きのこ類の中でシイタケ1－4）は核酸分解酵素系がかなり強く，その作用型式はマッシュルーム  
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1－4）とは異なっているので核酸成分が冷凍中にいかなる作用を受けるか興味深いと考えられる．冷  

凍時における核較成分の変化について水産物では数多くの報告5）があるが，きのこ類についての研  

究は少い．   

本報では5′－G丸貯など5′－ヌクレオチドの消長並びにそれらに醜連する核酸分解酵素系の変化に  

ついて検討した．  

実  験  方  法  

1．供試腰準物質は前報1－4）に準ずる▲   

2．供誌シイタケ（LentilluS edodcs）は兵庫県産の市販品を使用した．冷凍はSuper－Wall製  

品の冷凍綴により一20亡C，6カ月問貯蔵した．シイタケは途中適宜取り出し通常は冷暗過塩素酸抽  

出し5N・KOHで中和後分析試料とした．また試料から5′－ヌクレオチドを抽出する既に，あらか  

じめ解凍することの影響を扱討するために冷凍貯蔵したものを5CCで24時間あるいは35¢Cで2  

時間放置して解凍したものを常法通り冷時過塩素穀で抽出し試料とした．   

3．分析方法  給5しあるいほ3′－ヌクレオチド量は中島ら3）の酵素法によった．個々のヌクレ  

オチドはDowexlX8を用いるカラムクロマトグラフィーで定量した．   

4．核酸分解酵凛活性の測定  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  

12，000rpmで冷却遠心しその上意液を粗酵素液として使用した．測定法は前額卜4）に準ずる．  

実  験  結  果  

1．原料シイタケの核酸系物質の組成と含量  

Tablel Amounts of the nucleotides of Shii－take．  

Sample  
l  

l5′－AL貯l5′－UMPl5′－GMPIADPIATP  

Fresh No．1  

Fre5h No．2  

Fresh No．3  

Fresh No．4  

Fresb No．5  

UV260＊  

〟mOl／g dry wt，  

UV 260 

〟11101／g dry wt．  

UV 260 

〟tllO】／g dry wt．  

UV 260 

〟mOりg drylⅣt，  

UV 260 

〟mOl／g dry wL  

文〟mOle／gdrywt．   

〟mOle／g drylVt．  

Mean value   

Standard daviation  

乍：Absorbancy at260111〟Or fraction  
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生原料を冷時過塩素酸抽出して個々のヌクレオチド組成を調べた結果はTablelのどとくであ  

る．   

このように原料によってATP含量にかなり変化があると考えられるが平均値を求めるとATP  

は2．71士0．44jLmOle／gdrywt．，ADPでは3．67±0．35jLmOle／gdrywt．の範囲にありヌクレ  

オチド類では0．36土0．03～0．37±0．04pmole／drywt．の範囲で微量ながら存在が認められた．そ  

の姑果平均値と標準偏差からATP，ADP豊には相当の差異変化のあることが認められた．したが  

って原料選択に気をつける必要がある．以後の実験は一度に兵庫県のシイタケを多く購入し，個体  

差をなくすように心掛けて実験を行なった．   

2，解凍前後における核酸系物質の変化   

冷凍したシイタケは加工あるいは消致され  

る前に解凍されねばならないが解凍の方法に  

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シイタケ  

について比較した．－200C一昼夜冷凍した  

ものを50Cあるいは350Cで解凍し，ドリ  

ップと共に冷暗過塩素酸で抽出し，カラムク  

ロマトグラフィーで組成を調べた籍果典型的  

な一例はFig．1のごとくである．個々の含  

量を計算するとTable2のごとくである．  
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Tl】七色numねr§  

a）Fresh b）Frozen，irnmed－ C）Frozen，de・  

iately extracted frostedat  

5C，for24br  

Fig．1EffectofdefrostillgOnthenucleotides  

Of frozen Sbii－take．  

Table2 Effectofdefrostingconditionson thenucleotidesoffrozenShii・take・  

Frac・可5′一AMPl5しUMPl  5J－GMPIADP r ATP  Sample  

UV260＊＊  

〟mOle／g血ywt．  

UV 260 

jLmOle／gd∫yWL．  

UV 260 

jLmOle／gdrywt．  

UV260  

〟mOle／gdrylVt．  

45．59  

3．14  

20．57  

2．35  

trace  

trace  

Fresh  

Frozen，immediately   
extracted   

Frozen，defrosted   
at50C，for24hrs．  

Frozen，defrosted   
at35ウC for2brs．  

170．07  

89．20  

22t；．73  

205．10  

＊：Fraction Bincllユdes nucleosides and bases．   

＊＊：Absorbancy at260m〟Or fraction．  

冷凍物を直接冷時過塩素敢で抽出したものの組成は生原料組成とよく似ているが，50Cで出時間  

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の大きな減少と4種の5′－ヌクレオチドがわずかに増加するのが認められた．この原因と  

して解凍処】里中の核酸分解酵素系の作用が考えられる．したがって冷凍シイタケのヌクレオチド組  

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冷凍品に冷時過塩素酸を加え即時にホ  
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モジナイズして抽出する方法が一般の冷凍シ  

イタケには適当であろう．   

以後の実験ほ解凍処理を行なわないで即時  

通塩葉酸抽出してカラムクロマトグラフィー  

の試料とした．   

3．－200Cで冷凍経過におけるシイタケ  

核酸系物質の経時的変化   

－200Cで6カ月間冷凍したものの縫時変  

化をクロマトグラフィーで調べると Fig．2  

のごとくでその個々のヌクレオチド童は  

Table3のどとくである．  
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a）Immediately after b）Storedat－20〇C，   

freezITlg  for6months  

Fig．2 Char）geSOf the nucleotidesofshii－  

takeunderstorage at－20〇C．  

Tab】e3 CbaTlgeSOf the71uC】eotidesoffrozen Shii－talくe11nderstorageat－20二C．  

15′一UMPl5′－GMPIADPIATP  弘mple l  tFrac・B事l5′－A九『   

ダresb  

Frozen．stored   
forlmonth  

Froze11，StOred  
for 3 months 

Frozen．stored  
for6months  

W260＊＊  

〟mOle／gd巧rWt．  

UV 260 

βmOle／gdryⅥチt．  

UV 260 

〝mOle／gd工yWt．  

UV 260 

〟mOle／gdrywt．  

170．07  

150．95  

197．24  

17王．92  
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春：Fraction BincludeslluCleosides and bases   

幸＊：Absorbancy at260mLL Of fraction  

冷凍直後のヌクレオチド組成はATP，ADPについてはほとんど生原料と変わらないが1カ月後  

からATP，ADPが減少したが5′－ヌクレオチドにはほとんど変化なかった．この原因はできたヌ  

クレオチドがヌクレオチダーゼによってヌクレオシドになったと思われる．しかし1カ月から6カ  

月までの間は核酸系物質には余り変化はないらのと考えられる．個々のヌクレオチド組成と同時に  

総5′－，3′一ヌクレオチド農を測定したがカラムクロマトグラフィーと同じような結果を得た．   

4．冷凍シイタケにおける核酸分解酵素の琵時的変化   

前項までシイタケ冷凍経過におけるヌクレオチドの変化の原因として核酸分解酵素系が主体をな  

すと考えられるので経時的にシイタケより観酵素液を抽出してRNase，PDase，PMase活性を  

定した．籍果はTable4，5，6，7のごとくである．   

シイタケ粗酵素液について酵母RNA，合成基質BPNPP，PNPPを基質としてそれぞれ酵素活  

性を蘭ペた結果RNase活性，PDase活性はいずれも時間経過に伴う変化が少なく PMase活性  

は約％に低下した．シイタケにおいてRNAからの分解があるが温度が低いためにRNAの分解  

が起りにくいのでATPからの分解が主体と考えられるのでATPについて租酵素液を棲晶の  
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Table4 RNase activity of the crudeextracts of frozen Shii－take．  

RNase  
（unit）  

Specific activity  
（unit／mgprotein）  

Protein  
（mg）  

Storage period  

2980  
300（；  

75．6  
65．5  

ー20CClmonth   
〝  6montb  

2800  
2570  

86．8  
77．6  

Table5 PDaseactivity ofthe crudeextractsoffrozen Shii－take．  

…Table6 PMase activity ofthecrudeextractsoffrozenShii－take．  

PMase  
（ullil）  

Specific activity 
（unit／mg protein）  

Protein  
（mg）  

Storage period  

821（IO  
79830  

75．6  
65．5  

ー20二Clmonth   
〝  6montll  

76000  
45500  

86．8  
77．6  

ATPに対して作用させてみた，その反応条件はFig．3のどとくである．酢酸緩衝液（pH4．5）で  

370Cl時間反応させてクロマトグラフィーを行なうとFig．4のごとくである．   

Fg．4 は冷凍したシイタケ租酵素液に依った  

ものでATPが，減少するに対してADP，5′  

－AMP，アデノシンが生成した．核酸成分相互  

の活性の強弱について今後険討したいと考えて  

いる．この酵素実験よりシイタケ冷凍において  
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ATP  （20mg／20ml）  5．Om】  

‾－enZyme   

一丁M buffer  

incubatioll，37〇C，1hr   

HClO4tratment   

－aCtive carbon treatment   

皿ple forchromatography  

Fig．3Ⅰ）egradation ofATP．  

50  1∝）  150  
Tut衿nUmbers  

Fig．4 Degradation of ATPwithcTudeenzyme  

extract from dried shii－take．  

．L beforeincubatiorl  

凸afterincllbation   
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はATP→AI）P→5′－AMP・→アデノシンの経路で変化が起こる可能性が裏付けられた．   

シイタケ冷凍中の変化はクルマエビの場合のように 5′一IMPが生成する経路はないがATP→  

AつP→5′－AMP→アデノシンに至る変化を認めた．とくにシイタケの場合の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冷凍－200C貯蔵において  

は主体は，P丸Iase活性の作用によるものと考えられる．マッシュルームと異なる点としてわずか  

ながら5′－GMPが認められる．冷凍貯蔵中において多少1孤ぬse活性は低下しているが解凍に際  

してはP入ぬ父活性は酵素作用に好適な条件では一度冷凍されたものでもヌクレオシドポリ燐酸か  

らのヌクレオチドの変化が起こると考えられる．一方RNase活性はほとんど失われないためにマ  

ッシュルームと異なり解凍時にRNAからのヌクレオチドの変化が起こることが考えられるが温度  

が低いために∴RNase活性の作用が弱いものと考える．これらの変化は富山7），藤井9），斎藤5）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SpinellilO）は冷凍と解凍による  

変化の原因として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  

も本報シイタケにおいて解凍経過中に核酸成分の変化が起こっていると見出したがその理由として  

SpinellilO）の見解を採用して，冷凍解凍による組積の破壊によって酵素作用がすみやかに行なわ  

れたものと考える．  

要   

シイタケ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．シイタケの解凍条件  

によってヌクレオチド組成が異なるので冷時過塩素酸と共にホモジナイズし抽出し試料にすること  

が望ましい．－200Cの冷凍保存ではATPが生原料の時3．14JLmOle／gdrywt．まで減少した．  

4雇の5’－ヌクレオチドすなわち5’－A入rlP，5′－UMP，5′－C丸ノ1P，5′－GMPの増加は認められなか  

った．冷凍申のシイタケのRNase活性，PDase 活性は比較的安定であったがPMasc活性は6  

カ月後約与引こ低下していた．   

終りに臨み貴重な薬品，酵素類など多大のど援助を賜わった武田薬品工菓抹式会社の方々および  

実験に協力された当短大寺田潤子，秦圭子媛に深謝致します．  
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