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Toinvestigatethechangesofnucleicacidrelated compoundsin oystersduringfrozen  
storage andthawing enzymes responsible decomposition of nucleic acid andthe relating  

substanceswereisolatedand purified byusingDEAE－Ce11ulose andDEAE－Sephadex column  

techniques，lVith thelatter phoshomonoesterasewasisolated・   

Fourphoshomonoesterasefractions（A，B、C，D）with the optimaltemperatureof400C  

and optimalpHral－geOf4．00rlO．Owereobtained．Fraction C alsocontained activitywith  

the optimaltemperature of400C and optlrnalpH range of3．5．   

It seems reasonableto consider that frozen storage and thawing of oyster mest brings  

abouttheformation of 5」AMP and 5′－IMP fromnucleosidepolyphosphate by the actions  

ofPMase and DAase containedin the oystter meat．   

1．結  p  

貝類においては5′－Ⅰ丸すPは存在しないと言われているが前額1）においてかきに5′－mすPを見出し  

またイノシン．ヒポキサンチンも同様に見出している．これらの5′一皿すP，イノシン．ヒポキサン  

チンの生成は，ほぼ酵素による生成が主体と考えられるので，クルマエビ．マッシュルーム等の食  

品と同様に核酸分解酵素を調べることほ旦類でのヌクレオチド消長また鮮度の判定には興味深いも  

のと考える．   

本簸ではかきのむき身の可食部より核酸分解酵素系を抽出し，分離帯製後．その啓発学的性質を  

調べた．尚それらの結果からかきにおける5′－1MP，イノシン，ヒポキサンチンの分布，また種々  

の条件におけるヌクレオチドの変化の原矧こついて考察を行った．  

2．実 験 方 法  

2・1供試物質 前額l）に準ずる．   

2・2 試料の調製 かきをホモジナイズし，常故により，アセトン粉末をrFり，そのアセトン粉  
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末より5倍量の蒸留水にて5コC2時間軸出し．  

橋助口剤で㌍過し，その折液を粗酵素液とした   

2・3 分析方法 核敢成分の分析は前報l）に  

準じた．蛋白酵素の分画ほ、SephadexG－100に  

よるゲルロ週．DEAE－Celluloseによるカラム  

クロマトグラフィーによった，蛋白質はFolin－  

Ci∝alteu2〉の呈色法，または280mβの吸収によ  

って定皇した．   

2・4 核酸関連物質分解酵素活性の測定  

Deaminase活佐（5′－A丸IP）ほKalkar8）の方法，  

PM益e活性は須原一）らの方法に依った．  

3．実 験 結 果  

3・1Sephdex，I）EAE・Cellulose による  

酵素系の分画 数酵素液1．Ogに硫酸アンモン  

を飽和になるまで加え1，8000Gで遠心分威し，  

生じた沈澱を0．01Maceta亡e buffer（pH6．0）  

に溶解し一 その上澄液を50cで一昼夜0．01M  

acetatebuffer（pH6．0）で透析した．透析内  

液（蛋白壷として250mg）をSephadexG－100  
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Figl Chrornatography ofthe extract from  
OySter On Sephadex column  
（SoIvent：0．01Macetatebuffer）  

にてゲルロ過を行った．そのクロマトグラムほFiglである．   

溶出液は0・05Macetatebu鮎rにて溶出を行った．PMase活性ほpH5．0とpHIOにて測定を  

行った．PMase活性を有する画分は1個であるが，その中にpH3．0とpHll．0にピークを持つ  

ことが明らかになった．PMase活性の画分を画分0と仮に命名した．両分0について相互の分離  

と精製を目的に再クロマトグラ  

フィーを行った．またPMase  

活性を有する函分0には∴Dea－  

Inirほ遁e 活性を存在することを   

認めた，すなわちその部分を硫  

安塩折した後，沈毅を集め0．01  

M acetatelmffer（pH 6．0）  

に対して透析し，その内液を、  

DEAE－CC11ulose に吸着した後  

0．01M acetate buHerで食塩濃  

度0．01弧4 から 0．3丸ノⅠまで  

Tablel PurificationofPMaseof oyslerS．   



Stepwiseにて溶出を行った．そのク  

ロマトグラムは Fig2 のどとくであ  

る．   

両分0がDEAE－Celluloseカラムに  

よりPMase活性画分中のpH3．0に  

最適pHを有する圃分が3個またpH  

lO．0に最適pHを有する両分1個を見  

出し，その画分を仮にA，B，C，D  

とする．上述のどとく粗帝素液を硫酸  

アンモンで塩析し，5kphadexG－100，  

DEAE－Cellulose で椅製した諸経過に  

おけるPMび妃の活性，DAase活性の  

消長はTablelの如くである●   

PMase活性はA両分が約16，B両分  

が20，C両分が10．D両分が20倍に濃  

縮された．DA鮎eは約お0倍tこ濃緑さ  
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Fig 2 Rechromatography of PMase fraction from 
Oyster on DEAE－Ce11u］ose cDlumn．  

れた．しかしDAase（上記での緩衝液はpH3．0～7．0までは酢酸腰衝液を，またpH6．0～10．0ま  

ではトリス後衛液を使用した．）PMase活性のあるA．B，C画分はpH3．5～4．0に最適PHを見  

出した．B両分では，DAase活性を有する両分とPMase活性を有する両分を分離することは出来  

なかった．   

3・2 分画された酵素系の諸性質1最適pH，最適温風熱愛定性について，PNPPと5′－A  

MPでPMase活性の最適pH，又DAase活性ほ5′－AMPを基質として最適pHを換討した結果  

Fig3，4．5の如くである．またPMase画5l．DAase両分のそれぞれの最適pHでの最適温度  

を調べた結果はFig6の如くである．  
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Fig3 EffectofpHonPMase A，B，C  Fig 4 Effect of pH on PMase D fraction 
丘action activity．  8e【lVlly  
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3 4 5 6 pH 

Fig6 Effectof temperatureonenzymatic  

activities．  
40   50   60  70 0c  

Fig5 ELfectofpHon Deaminase activity．  
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Fig 8 Heat stability of PMase D fraction 

actlVltle5．  

40  50  60 0c  
Fig7 HeatstabilitYOfenzymaticactivities．   

Table2 EffectofpH，TemperatureandHeatstability  
hr en野matic activities．  また熟安定性は．各酵素液を  

それぞれの最適pH（0．2M緩  

衝液）で稀釈し種々の温皮で15  

分間保持した後，急冷し常法に  

よって残存活性を測定した．そ  

の鈷果Fig7，8のどとくであ  

る．   

またそれらを表にまとめると  

－157一   



Table 2のどとくである．   

A，B，C画分は3．5に最適pHを有する．  

又D両分はpHlq．0に最適pHを見出した．最  

適温度もA，B，C，D両分共に400C，DA  

鮎e画分も400Cであった．熱安定性において  

もA，B，C画分ともに50Ocで90％失活し，  

DAase両分も500Cで90％失活することがわか  

った．   

2 金属イオン及び阻害剤の影響 各圃分の  

活性におよぽす金属イオンおよび阻害剤として  

の試薬の影響を調べるとFig9の如くである、   

PM猥e画分は丸旬＋＋，K＋．クエン酸で促進  

Fig 9 Effectofof metal，Ionson some  
enヱymatic activitie5．  

されNaF，Na！Ⅰ廿0．で阻害された．DAase両分は Mg＋＋，Ca＋＋で促進され，NaF，Na，HPO．  

で阻零した．   

3 5′－AMP，アデノシン，アデニンに対するDAase画分の作用 DAase活性のある画分は前述  

のどとく5′－AMPを5′－IMPにデアミネーションするばかりでなく，アデノシン，アデニンにも作  

Table 3 Activities ofDa皿inase ofoyster．  用するのでほないかと思われる  

のでpH3．0（酢酸緩衝液）pH  

6．0，pHlO．0（トリス緩衝液）  

の3寝でDAaseの作用を検討  

した結果 Table 3のごとくで  

ある．   

この様にpH3．0でアデノシ  

ン5′－AMP には活性を示した  

がアデニンについては，デアミ  

ネーションされなかった．した  

がって5′－AMP は5′－IMPにアデノシンはイノシンにデアミ  

ネーションされることが明らかになった．またその内でもアデ  

ノシンからイノシソになる経聯がかなり強いことが明らかにな  

った．   

4 5，pAMP．7デノシソからのDAaseによる5′一IMP，イノ  

シンの生成前述のどとくカキにおいては，DAase活性を有す  

るので，5′一AMアアデノシンに作用させ．その分解生成物を調  

5－AMP  

一aCetale bufkr（pH3．0）  ＋ Water  
incubation，370Clh∫   

active carbon tretment  

Samppleforchromatography  

FiglO Degradation of5′－AMP  

ベた．その作用方法はFiglOのどとくである．  

反応させた5′一AMP，アデノシンのペーパークロマトグラフィを行った．その結果はFigllのご  
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とくである．   

Figllに示すどとく租酵素液の作用  

によって5′－A MPからはイノシンが  

生成され，またアデノシンからはイノ  

シンが生成されたが，アデニンには作  

用せずアデニンのままで残存してい  

ナニ．  

4．考  察  

かきにおいては前報りのマッシュル  

ーム，シイ．タケのごとく，RN由e，  

PDaseは見出されなかったが，PMase、  

Authentic5′－AMP  

AしIt11entic5’－1MP  

Authentic Adenine   

Authentic Adenosine   

Authenlic lnosinc 

Authentlc－Hypoxanthine  

Au座nl盲C5■一AM已CrUdee【ヱy職Sl慨Ied  

A】lhell¢Ad印加，肌de印ZymeSt「eated  

A】lhenticAdel旧Si【e，椚dee佗ymeS汀eated  

FigllDigestion products by enzymesin oys（er  

with some substrate．  

DAaseの活性を見出した．PMase両分は前報1）のクルマエビに良く似ているがアルカリ性側の画  

分においてかなり異なっていた．DAase画分の報告は見舞．軟体動物において少ないと思われる．  

現在までアデノシンをイノシンにデアミネーションすることは．新井5）らによってアワビ等で報告  

されたが，5′ニAM貯をデアミネーションする帝真作用は見出されていない．  

ATP・→ADP・→5′－AMPくウアデノシン⇔アデニン  

工  ‡  
5′－IMP⇔イノシソ・→ヒポキサンチン   

かきにおいて 5′一AMP をデアミネーションし，5′－1MPを生成することを認めた．この様克こ  

とより，かきにおける5′－IMPの生成と分解について裏付けると次のようになると考える．ホスフ  

ァターゼ活性が強いために5′－AMPが，5′－m4Pに変化してもすぐに分解されてイノシンになるこ  

と，またアデノシンからイノシンに変る経露が最も強いために，5′－IMPでなくイノシンでかなり  

苛酷されるものと思われる．また前額の市販品での5′－m4Pの存在しない理由として酵菜系より明  

らかに証明することができた．すなわち店頭での放置時間と温度のためにホスファクーゼの作用が  

大きく、消費者が手にした噂は5′一IMPでなく、すでにイノシンになっていることが明らかになった．  

5．要  約  

力キの可食部のPMaseとr）AaseをSephadex，DAEA－Celluloseを用いて分離精製し，それら  

の一般的性質を調べた．PMase活性の両分4個，DAase圃分1個が認められた．それぞれの静菜  

作用の最適条件はpH3．5～4，0，10．0最適温度は共に408Cであった．これらの結果からカキの5′－  

m仲．イノシン，ヒポキサンチンの生成について説明されるものと考えられる．  
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