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in Nucleic Aeid Related Substancesin Canned Sea－Food．－I  

Determination of tlle Nucleic Acid Related SubstarLCeSin Fish Muscle．  

TakenoriMouri，Wataru Hashidaand Keiko Hata  

TherelationbetweenthecompositionofcornpoundsinducedfromATPandthefreshness  
ofrawfishwasinvestigated．FortheanalysesDfHx▼HxRandIMPbyusing5′－nuCleotidaset  
nucleoside phosphorylase andxanthineoxidase were・Theassay methodisbased on the  
separationofadeninelhypoxanthine，adenosine，inosine andnucleotides withionexchage  

，eSin（Dowexlx2chloridetype）．From theresultsshowninFig2itisproposed thatthe  

analysisofthesesubstancesin cannedfishescanbeadoptedasaindexofitsquality・   

1．緒  

近年永産動物筋肉などの核酸関連物質についてJonesl），斎藤2J，中尉），藤田り，藤鮮），著者6Jら  

の多くの報告がなされている．これらの核酸関連物質が食品としての豊味性と共に水産動物の死後  

崖適時問，放置温度などに強い相関を示すことからATP分解物質であるヒポキサンチン，イノシ  

ン，イノシン酸が鮮度の指標として適当であるとされている．しかしヒポキサンチン．イノシソ，  

イノシン酸の定量法については多くの方法があるが，これらのヌクレオチド類とヌクレオシド類．  

核酸塩基類の分析を連続して行うことが可能でしかも容易に分析できることが必要である．本報で  

は缶詰原料及び缶詰生産物の鮮度を判定する楷標とされているヒポキサンチン，イノシン・イノシ  

ン酸を測定するためにカラム（クロマトゲラム）法，酵業法による定盤法を吟味した結果と併せて  

従来，鮮度の桔梗として提唱されているその他の方法について比較検討したので報告する．  

噺註：水掛こおいて次の略号を使用する  

adenosine－5′－mOnOphosphate（5′－adenylicacid）  

cytidine－5′－mOnOphosphate（5′－Cytidylicacid）  

uridine－5′－mOnOphosphate（5′－uridylicacid）  

inosine－5′－mOnOphospate（5’－inosinicacid）  

guanosine－5′－mOnOphosphate（5′－guanylicacid）  

adenosine diphosphate  
：  

adenosine【riphospate  

：  

：  
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5′－AMP：  

5’－ChrlP：  

5′－UMP：  

5′一IhrIア：  

5′－GMア：  

ADP  

PM a5e  

ATP  

PNPP : 

BPNPP  



2．実 験 方 法  

2・1標準物質 定量，定性のための標準物質としてATP．ADP，5′－AMP、5’－CMP、5′－UMP，  

ヌクレオシド類，核酸塩基類ほ市販品を用いた．   

2・2 試料調製法 永産物の可食部をできるだけ均一に取り細断した後iこ10～5％過塩素酸で冷  

暗ホモジナイズし抽出した．その後5N－KOfTにより中和後試料として用いた．供親水産物は次の  

ごときものである．学名は文献汀によった．  

サ ンマ（CoIolabis Saira）  

ア  ジ（TrachuruSJaponicus）  

カ ツ オ（Kalsuwonu＄Pelamis）  

サ  バ（PeneumalopharusJaponicus）  

マグ ロ（Thunnus Orientalis）  

ハクレン（Hypophthalmichthys Mditrix）   

ハクレンは大阪府淡水魚試験場より提供された．   

2・3 分析方法 個々のヌクレオシドポリホスフエイト．ヌクレオチド類はDowexlX8を使  

用し，カラムの調整法は前報6）に準ずる．試料の添加法はpH7．0に調整しDowexIX8カラムを通  

過させ素通り区分を減圧濃縮し，ヌクレオシド，核酸塩基類の区分にした．DowexlX8カラム吸  

着区分は前報に準じて，ヌクレオシドポリホスフエイトを分析した，またヌクレオシド，核酸塩基  

類の分析はDowexIX2（塩酸型）を使用し，カラム調整法，試料の添加法等は，G血n8〉法による  

斎藤2）らの記載に準じた．展開液組成はTablel－aのどとくで，アデニン，アデノシン，イノシ  

ン．ヒポキサンチン類の回収率はTablel－bのどとく満足なものであった．  

Tablel－a Composilionof  

solution  

T盆blel－b Recoveriesofbasesornucleosidesbyion  
exchangecolu皿n Cb∫OmatOgrap‡ly．   

（1）Dktilled waterincluding   

Sample  

12）0．0ヰN－HC】  

0．4N－NH‘OH  

ほ）0．05N－HCl  

O．01N－Na空B40丁  

5′－mIP．イノシン，ヒポキサンチンはKalcl10rりらの酵素法に依った．すなわち5′－ヌクレオチ  

ダーゼ（武田薬品工簑より恵与されたもの）ヌクレオシドホスホリラーゼ ，キサンチンオキシダー  

ゼ（市販品）を作用させ尿酸に分解し290m′‘の吸収により定量した．   

2・4 ヌクレオシド，核酸塩基の同定法 ヌクレオシド，核酸塩基類はカラムからの溶出液の各  

々260m／‘の吸収曲線がピークとなる画分を集め活性炭吸着後2．8％アンモニア含有エタノール水  

路液で溶也した後濃縮し，ペーパークロマトグラフィにより同定した．なお画分がヌクレオシドで  

あることを，上述のヌクレオシドホスホリラーゼを作用させ，6）また1N－HClで分解し確認した．ペ  

ーパークロマトグラフイ，薄屑クロマトグラフィの溶媒は前報参照、尚．酢酸Bu打er，瑚酸Bu仔er  
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を用うる口紅電気泳動法も同定に用いた．  

3．実 験 結 果  

3・1ハクレン過塩素酸抽出画分の同定 ハクレンの過塩素酸抽出液の紫外線吸収曲線は製4～  

255叫‘にピータを示した．原料約5gに相当する（UV獅子450）過塩素酸抽出液をpH7・0にし，  

mlVeXlX8（ギ敢型）カラムによって展開した．そのクロマトグラフィはFiglのごとくであ  

る．  
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Fig 2 Chromatogram oE perchloric acid－  

extracted of Hakuren  

（Hypophthalmichthys Molitrix）．   

0  50  100  ほO  

Tub．No  

Figl Chromatogram of perchlDric acid－  

e裏racted of Hakuren  

（Hypophthalmichthys Molitrix）．  

画分Aより画分Eまで5個のピークを分離した．画分BからEはヌクレオシドモノホスフエイト  

以上の高分子の物質で前報6）のどとく，同定を行った結果，画分Bは5′－A丸4P，画分Cは5′一IMp、  

画分DはADP，画分EほATPであった．画分Aは核塩酸基，ヌクレオシド類か，その他の物質  

が素通りした部分であり，これらを液圧濃霧し，DowexlX2（塩酸塑）カラムによって展開した  

そのクロマトグラフィはFig2のことくである．   

画分Aについてクロマトグラフィを行うと両分1から4まで4個のピークを分離した．画分1か  

ら4は．核酸特有の紫外部曲線を示し流出位届からは，それぞれアデノシン，アデニン，ヒポキサ  

ンチン，イノシンに相当すると考えられる．   

250叫！：260叫∠及び2朗m〃：260叫∠のそれぞれの吸光比も略既知標準品に一致した．ペーパー  

クロマトグラフィによって画分1から4がそれぞれ7デニン，7デノシソ，ヒポキサンチン，イノ  

シソに一致することが認められた．カラム法によってハクレン即殺後の筋肉と煮熟肉について，カ  

ラムタロマトグラムを行った結果はTable2のごとくである．  
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淡水産の草食魚といわれるハ  

クレンにおいても核酸成分は，  

5′－m寸P，5′－A入4P．イノシソが  

主体をなしている．   

3・2 酵素法による ヒポキ  

サンチン，イノシン，5′－IMPの  

測定酵素法（キサンチンオキシ  

ダーゼ法，ヌクレオチダーゼ法）  

の吟味を行った．先づ基本とな  

るキサンテンオキシダーゼが．  

キサンテン，ヒポキサンチン  

以外の塩誌 ヌクレオシドに対  

して作用することも考えられる  

ので，数種の塩基類，ヌクレオ  

シドに作用させた痕果．Table  

3のごとくである．  

キサンテン，ヒポキサンチン  

以外の塩基ヌクレオシドには．  

ほとんど作用しない事が明らか   

になった．Table4は，キサン  

テンオキシダーゼ法の個収試験  

をマグロ，カツオ，アジ．サ  

Table 2 Change ofindividualnucleotidesin canning  

processes ofH且kuren．  

Fr．C15－AMP15－IMPIADPIATP  

三三  
Raw material  

J皿01eノg   

Solid a允er  
（boilingand  

WaSもing）  発議笥竃  〟mOle／g   

HypoxanthinelhosinelFT．D  

Table 3 Recoveriesofhypoxanthin寧in measurementwith  
enzymatic method．  

Measured  
（UV加）  Amountof Hypoxanthine    （〃mOle）  

Sa皿ple  

Adenine  

Uracil 

Guanine  

Guanosine  

qヰidine  

Hypoxanthine  

Distilled water  

Thyamine  

0．100  

0．098  

0．152  

0．097  

0．088  

0．497  

0．099  

0．112  

0．005  

0．023  

0．224  

0．0058  

Table4 Recoveriesofhypoxanthineinme且SurementWith enzymatic rnethod．  

Me8Sured  
（U早朝）  貪蒜蕊霊i。el慧慧hhe  

ThunTluS Orientalis o．5mL  
Tbunnus Odentalis＋Hypoxanぬine  

（0．160〃mOle）  

Peneu皿alophorusJaponicus O．5mJ  
PeneumalophorusJaponicus＋Hypoxanthine  

（0．160〟mO】e）  

Saba blood meat o．5mJ  
Saもabloodmeat＋HypoxaIlthine  

（0．160／上mOle）  

TrachurusJaponieus O．5mJ  
TrachurusJaponicu＄＋Hypox且nthine  

（0．160／∠mOle）  

Hypopbtbalmichthy亭Moliけix O．5ⅠコJ  
勒ophthalmichthysMolitrix＋  
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バ，サバ血合肉 ハクレンを対象に行った結果である．   

その場合の回収率ほ96．5～102．5％と満足なものであった．しかし5′－m4P，イノシンを測定する  

ために3種か2穫の異なった酵素を併用し，かつヌクレオシドポリホスフエイトであるATP，A  

DPの共存化においても酵素が正常に作用するかについて険請を行った．すなわちATP，ADP存  

Table 5 Recoveriesofhypoxanthinein measurementwith en野matC method．  

Recovered  
（／汀nOle）  

ゝIeasured  
（UV2恥）  AmountofHypoxan血ine    （〟mOle）  

Sample  

Kalsuwonus PeIam；s  

Ka］suw8nuS Pelamis＋Hypoxantlline  

Kal5uWOnuS Pelam誌十ADP  

Kalsuwonus Pelamis＋ATP  

Hypoxan血ine＋ADP  

Hypoxanthime十ATP  

ADP  

ATP  

HypoxarLthine  

Disti11ed W如er  

Table 6 Recoveries ofinosinein measuretnentwith en2；ymaticmethod．  

Measu∫d  
（UV291）  

Amount ofInosine  
（〝mOle）  

Reeovered  
（〟mOle）  

KalsulⅥ）nuS Pelami5  

Kalsuwonus Pelamis＋Inosine  

Xalsuwonus Pelamis＋ADP  

Kalsuwonus Pela皿is＋ATP  

Inosine＋ADP  

hosine＋ATP  

A工）P  

ATP  

Ino5ine  

Distilled Water  

0．213  

－0．001  

－0．003   

0．006  

－0．002  

107  

99．5  

9さ．1  

97．0  

100．0  

Table 7 Recoveries of5－ino5inicacidin measuremen【Withenzymatic method，  

入1ea511red  
（UV2帥）  

Amount ofInosine  
（〟mOle）  

Recovered  
（四nOle）  

Kalsuwonus Pelamis 

Xalsuwonus Pelamis十Inosine  

Kalsuwonu5Pelam；s＋ADP  

Kalsuwonus Pelanis÷ATP  

5′－IhiP＋A工）P  

5′－Ⅰ入rIP＋ATP  

ADP  

ATP  

5′－IMP  

Distilled Water   
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－0．139  
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在下において酵素法の回収試験を行った結果，Table5．6，7のごとくである．   

5′ヌクレオチダーゼで5′－IMPをイノシンに分解する時ヌクレオチダーゼがADPのために阻  

害され回収率が悪くなっているがキサンテンオキシダーゼ．ヌクレオシドホスホリラーゼについて  

はADPの影響は殆どみられなかった．   

3・3 水産物中のヒポキサンチン，イノシン，イノシン酸含有量 前項までにカラム法，辞業法  

について測定の吟味を行った．その結果ほぼ満足な測定が出きることが明らかになったので水産物  

の過塩素酸抽出物についてカラム法，酵素法にてヒポキサンチン，イノシソ，イノシン酸を測定し  

た籍果はTable 8のごとくである．  

Table 8 Amountsofindividualnucleotideinperchloric aeid extracts ofsomekindsof  
sea food5．  

Hypozanthine  Inosine  1  5－IMP  
K Value  

恕ticl慧恕  慧芸慧【iel慧芸事慧芸諾ticr慧㌫  

Hypophthalmichthys  
ゝf01i打k  

Cololabis Saira  

PeneupaIopbours  
JaponlCuS  

Trachurus Japonicus 
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サバ，サンマ，アジはヒポキサンチン豊が多く ，それから計算したK撞から見ても鮮度が劣ってい  

ることが明らかに認められた．ハクレンは即殺したために，イノシン酸，ATP，ADP が多く，鮮  

度としては非常に良いと考えられる．カラム法と酵素法では，誤差範囲にあまり差はなかった．   

3・4 塩基性窒素とヒポキサ  

ンチン，イノシン；イノシン酸  

との比較 前項で報告した様に  

ヒポキサンチン，イノシン，イ  

ノシン酸含量より鮮度の判定を  

行ったが，従来の鮮度の指標と  

Table 9 Hyp拡anthine，hosim，5－IMP and V召－N  

hmationin sea food5．  

HypoxanthinelInosinel5－IMアlV召一N  

されている揮発性塩基窒素（V  

B－N）と比較を行った結果Table 9の如くである．   

この結果からもハクレンについては鮮度が非常に良いことがわかるがサンマ，サバについて大分  

鮮度が悪いことが明らかになった．揮発性塩基要素とヒポキサンチン等の関係については，今後検  

討したい．   

三種の酵素の混合の場合，他の核酸系物質の阻害が考えられるが，ヌクレオチダーゼがADf，に  

より阻害を受けることが認められた．他の酵素については，ほとんどADPによる阻害は受けなか  

った．  

4．考  察  
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淡水魚のハクレンについて核酸系成分を分析した結果．サンマ，マグロ6）等とヌクレオチドパタ  

ーンはあまり変らないことが明らかになった．卵殻のためにATP，ADP、5’－AMPが多くヒポキ  

サンチン．イノシン等は．少なかった．ヌクレオシド塩基類の分析法についてDowexlX2を用  

うるカラムクロマトグラム法では斎藤2）．Cd廿β らの報告とほぼ一致した結果を得た．またイノシ  

ン酸，イノシン，ヒポキサンチンの個々の分析のためにキサンテンオキシダーゼ ，ヌクレオシドホ  

スホリラーゼ．ヌクレオチダーゼを用うる酵素法について吟味検討した結果Kalkor9）らの標品での  

朝告と長く一致した．又カラム法と酵業法との比較についてもあまり差はなかった．  

5．要  約  

ヒポキサンチン，イノシン，イノシン較等の該敢成分はカラム法，酵菜法によって測定した．渡  

水魚のハクレンのヌクレオチドパターンは，ATP．ADP，5’－IM『が主体であった，酵素法での3  

種の酵素に対する核酸系成分の阻害性については，ADPがヌクレオチダーゼの作用を阻害するこ  

とが明らかになった．他の核酸塩基へのキサンテンオキシダーゼの作用についてほグ7ニンにわず  

かに反応した．  
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