
食品中の核酸成分に関する研究＊＊  

（第17報）クルマエビの枚酸分解酵素系  

毛利 威徳・橋田 度・志賀 岩雄・寺本 四郎＊  

Studies on Nucleic Acid Related Substancesin Foodsttlぽs  

（11Ⅵ）Nucle壬c AcidI）egrading Enzyne Of KururrLaebi  

TakenoriMour；，WataruHashida，Iwao Shiga and Shiro TeramOtO＊  

Anenzymaticfrac【ionwiththephosphomojlO岱teraSe（PMase）activjty wasiso加ed from  

Kurumaebi（Prawn）byDEAE－Ce11ulose－Chromatography． Thefraction containing PMase  

hadtheoptimum temperatureof500Cand theoptimum pHintherangeof 4．5～5．0．As the  

degradationofATPand ADPby thePMasefraction advanced、 5′－AMPand 5′一IMP were  

accumulated． The formation of 5′－n4P wasfound as a result of deamination of 5′－AMP  

withthesamefraction． Thepropertiesof PMasefractionof Kurumaebiare differentfrom  

tho記Ofmushrooms（ref．ourreportin Vol．44，p、925（1966）ofthisjournal．）   

Itseemsreasonabletoconsiderthatチmildheatingof Kurumaebimeat with water with  

thepH at around6．O bringsabout theformation of5′－AMPand5′－IMPfrom nucle岱ide  

polyphosphatebytheaction ofa PMase－COntainir）gEraction．  

緒   

前報l）までにアスパラガス，スイートコーン，シイタケ，マッシュルームの可女帝に含まれる核  

酸分解酵素系を分画しそれらの性質をしらペた．   

永産物の核酸分解酵素系については斎藤ヱ），遠藤8），富山りの研究がありほとんど主体がホスファ  

夕一ゼであることを報告している．   

永産物の中でもクルマエビは一般魚類と軟体劫物の中間と考えられるような特徴あるヌクレオチ  

ド組成をもっておりそれらの変化も興味深いと考えられる．このような水産物を永と共に加熱する  

というような加工操作においてヌクレオチドの変化が認められるのでその原因をしらペるために酵  

東学的観点から検討を行なった．   

本朝ではクルマエビ可鹿部に含まれる核酸成分の分布と変化の原因を解明するためにクルマエビ  

磨砕抽出液中の核酸分解酵素系をDEAE－セルローズで分画しそれらの性質を検討した．  

敢 大蔽大学工学部醗酵工学教室  
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実  験  方  法  

（1）快諾標準物質は前報11に準ずる．  

（2：試料調整製法クルマエビ（市販品）の可食事を5倍量の蒸潜水と共にホモジナイズし5じC  

で2時間軸出し冷却遠心楓にて遠心しその上澄液を租酵素液とした．  

（3）分析方法 詮5′－，3′－ヌクレオチド豊は中島ら5）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で蛋白質はFolin－Ci∝alteu6）の呈色法または280mfL  

の吸収によって定量した．リン酸定量はFiske－Subbarow法丁）によった．  

（4）核酸分解酵素癌性の測定法 須原，大村らの報告＊に準じてRNase，PDase，PMase活性を  

測定したが詳細な条件は前報l）記載のごとくである．  

実  験  結  果  

1．Sephadex，DEAE・Celluloseによる酵素系の分画   

粗酵素液2．5gに硫酸アンモンを飽和になるまで加え18，000Gで遠心分離し生じた沈澱を0．01M  

acetatebuEer（pH6，0）に溶解し，その上澄を50cで一晩0・01Macetate bu鮎r（pH6．0）で透  

析した．透析内液（蛋豊として300mg）をSephadexG－100カラム（3×25cm）に吸着させacetate  

bu鮎r（pH6．0）で0．01Mより0．3Mまでgradientelutionを行なった．そのタロマトグラムは  

Fig．1のごとくである．   

PMase活性はpH5・0で測定した．PMase活性画分1個見出されたがRNase，PDase活性は，  

ほとんど見出されなかった．PMase活性の画分を画分Cと仮に命名した．画分Cについて相互の  

分離と精製を目的にし再クロマトグラフィを行なった．すなわち，その部分を硫安塩析した後，沈  

澱を集め，0・01Maeetatebuffer（pH6・0）に対して透析し，その内液をDEAE－セルロースに吸  

着した後，0・01M～0・5Mまでacetatebu鮎rでgradientelutionした．そのクロマトグラムはFig．  

2のごとくである．  
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＊須原■草葉・大村：群発化学シンポジウム，115（1陥1）．  
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このままではPMa父画分が大きいために数種の画分が混在していることが考えられるので再び  

濃縮し，0．01Mトリスアミノメタンbu鮎r（pH8．0）に対して透析し，その内液を予め0．01Mト  

リスbuぽer（pH8．0）でbuEerrize したDEAE－Ce11ul0紀に吸着させ0から0．3Mまでの食塩液  

でgradient elution した枯果はFig．3のごとくである．   

5′－AMPとPNPPを基質としpH5．0で並行して作用させたところ，その活性が全く一致し  

た．上述のどとく租酵素液を硫駿アンモンで塩折し，DEAE－Ce11uloseで精製した．諸経過におけ  

るPMa父の活性および比活性の消長はTablelのごとくである．   

PMa父は約20倍程度毅縮された．  
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2．分画された酵素系の藷性質  

前項の操作で精製された酵素液の部分を濃縮した後，薫潜水に対して24時間透析を行なった．こ  

の内液を酵兵液としてその性質を調べた．   

a）最適pH PNPPを基質として画分CのPMase  

活性の最適pHはFig．4のどとくでpH4・5であった．   

b）酵素液量と活性との閲捺 酵素液量と活性との  

関係をしらペるとFig・5のごとくである．   

PMase画分Cは0．1n11～0．3mlの範囲で活性と直  

線関係があった．したがって，今後の測定では4～  

8unitの範囲の癌性になる戯に酵素液を稀釈して基質  
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に作用させた．   

C）最適温度 最適pHでの反応温度の影啓はFig．6のごとくで最適温度は500cであった．   

d）種々のpHにおける安定性 各酵素液をそれぞれpH3～PHlOの範囲の1／10Mbuffer中  

に370cで18時間保持した場合の酵素活性の安定性について検討した結果はFig．7のごとくであ  

る．   

PMaseはpH6．0付近でもっとも安定であると考えられる．   

e）熟安定性 P入′‡a父Cを最適pHの0，2Mbu仔erで稀釈し種々の温度で10分間保持した後急  

冷し常法にしたがって残存活性を測定した結果Fig．8のごとくである．   

PMa父は70UCではとんど失活した．   

り金属イオンおよぴキレート剤の彩管 PMa㌫活性に及ぼす金属イオンまたほキレート剤の  

影額をしらペるとTabe2のごとくである．   

促進剤となるものはあまり見当らないが阻害剤としてはNaF，NaヱHPO一が強く阻害し，EDTA，  

Ca＋＋ もわずかながら阻害した．  

3．ヌクレオチドおよびその誘導体に対する  

PMa5e C画分の作用   

PMase活性のある両分は前述のごとく合成  

基質PNPPを分解するだけでなく，自然界の  

種々の核酸成分に対して活性を示した．すなわ  

ち，ATアに対してFig．9に示す方法で作用さ  

ATP（20mg／20ml）  5．Oml  

Table2．EHectmetalions on some enzyme  
activity．  

一PMase fraction  5．0ロー1  

－1～Ibu仔er（pH5．0） 1．Om】  
－incuもation，37‘C．1hr  

－HC104treatmCnt  

－aCtive carb（）n treatment  

Sample for chromatography   

Fig．9．Degradation of ATP  
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せた結果Fig．10のごとく，あらかじめ反応系  

に基質として加えた標品のATPは分解されて  

ADP，5′一A丸｛P，5′一別P，アデノシン，イノシ  

ン，ヒポキサンチンが生成された．また，5′－  

AMPに対して作用させた結果はFigllのど  

とくである．5′－AMPを分解して対応する塩基  

およびヌクレオチドを生成するが一方5′－IMP  

も生成した．すなわち，この両分には5′－AM『  

を脱アミノする作用がみとめられた．  
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考  察  

クルマエビにおいてほ前報1Jのアスパラガス，シイタケに見出されたRNase，PDaseは見だされ  

なかったがPⅣhse両分は前線l）までに報告したマッシュルーム，シイタケ，スイートコーン，ア  

スパラガスのPMa5e と異なり5′－AMPをデ了ミネーションする活性肴持っている．すでに戸田9）  

は魚肉中のフォスファターゼの性矧こついて報告しシログチ，ニベ，キグチではアルカリ性仰こピ  

ークを持つフォスフ丁ターゼを有し，また，シバエビ，タコ，イカについては酸性側にピークを持  

っていることを報告しているが本報のクルマエビでは後者に類似していると思われる．   

これらの結果からクルマエビにおけるヌクレオチドの蓄積について考察すると水産食品の売出し  

（温水抽出pH6）と近似の条件では斎藤＊が報告しているようにATP一＞ADP－＞5′一AMP→5′－IMP  

→イノシン→アデノシンになる過程において各段階における基質に対する酵素反応速度が異なるた  

めに5′－ヌクレオチドとして蓄積するのに都合のよい状態になるのではないかと考えられる．pHが  

酸性の場合またアルカリ性の場合も同様なことがnucleosidepolyphosphateの分解によって行なわ  

れると考える．シイタケ，スイートコーンと異なりRNAからの分解は認められなかった．島薗9）  

の提案による食品中の5′－ヌクレオチド分布型式ではmeat typeを示しIMPを蓄積する型と言え  

よう．またこのような酵素のそれぞれの基質に対する反応速皮の遅速によってクルマエビの旨味成  

分の生成の程度が異なることも当然起こり得ると考えられる．  

約  要   

クルマエビ可食部の核敢分解酵莱系をSephadex，DEAE－セルロースを用t、て分離精製しそれら  

の一般的性質をしらペた．P九イぉe活性の両分1個が認められ それぞれの酵素作用の最適条件は  

pH4～5，温度500cであった．  

＊新井：日本水産学会秋季大会シンポジウム（l％5）．  
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これらの結果からクルマエビの温水珊価（煮出し）における5′－ヌクレオチドの消長が説明され  

るものと考えられよう．  
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