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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　Ａ procedure is described for　the quantitative separation of nucleotides, inosine and

hypoxan thine present in extracts of marine products. After the removal of nucleotides by

ion-exchange on Dow ex 1 (formate) at pH 6.0, inosine Eindhypoxanthine are exchanged on

Dowex　1 (chloride) at pH 11　to 12. The nucleotides exchanged　on former resin are then

eluted by ａ succession of increasing formic acid and formate concentrations, and increasing

pH (Fig. 2-a). The inosine　and hypoxanthine exchanged on　latterresin are eluted by ａ

succession of increasing chloride and　tetraborate concentrations, and diminishing pH, for

evaluation by ultra-violetspectrophotometry (Fig. 2-b).

　'　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　言

　ジーイノシン酸(ＩＭＰ)は食品のうま味の一成分として古くから知られてきたが，近年ペーパ

ークロマトグラフィー，イオン交換クロマトグラフィーなどによるヌクレオチドの定量法が確立さ

れるにいたって，各種食品のＩＭＰとその関連物質の含有量が測定され，あらためてうま味との関

係が注目されるようになった。一方ＩＭＰの工業的生産か可能になり，調味料ないし食品添加物と

して，そのすぐれた呈味性が積極的に利用されるようになった。

　近年多数の研究者により報告された，水産食品のＩＭｐとその関連物質(アデノシンー3－リン酸

ＡＴＰ・アデノシンー2－リン酸ＡＤＰ・Ｆ－アデニル酸ＡＭＰ・ジフォスフォピリジンヌクレオチド

ＤＰＮ・イノシン・ヒポキサンチン)に関する諸研究成果を，食品化学的観点から総括すると，つ

ぎの２方向に大別することができる。その１つは，うま味成分としてのＩＭＰの役割を明らかにし

たもので，中島1)，藤田2)3)-l)斎藤5)6)7)3)9)10)11)12)小俣13)大石14)15)16)，ＪＯＮＥs17)18)らにより，

新鮮あるいは凍結魚肉のＩＭＰ含有量はおよそ200～300 mg ％で，獣肉のそれより多いこと，疲労

魚と静止魚とでは死直後の筋肉内ヌクレオチドパターンか異なること，軟体勁物の筋肉には死後

ＩＭＰが蓄積されず, AMPが蓄積されること，あるいはカツオ節のＩＭＰ含有量は280～915 mg％

　(乾物として)であり，その品等はIMPiiと関連しないことなどの諸点が明らかにされている。

他方は，魚貝肉の死後硬直ないし自己消化過程におけるＩＭＰとその関連物質の変化を追跡したも

ので，斎藤6)8)1m9)2o)21)，ＪＯＮＥs18)22)23)24)，ＭＵＲＲＡＹ２５)，ＫＡssＥＭsARN26J，ＣＲＥＥＬＭＡＮ２７)，
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ＴＯＭＬＩＮｓoN28）らにより，ヌクレオチドの分解経路が魚類と軟体動物とではかなり異なること，

貯蔵温度によりＩＭＰの分解速度か著しく相違し，氷蔵魚では10～20日間で分解消失するのに対

し，凍結魚では数力月以上にわたって高濃度を維持すること，また同一温度に貯蔵しても，魚種に

よりＩＭＰ→イノシン→ヒポキサンチンの各分解速度が多少異なることな･どの諸点が明らかにされ

ている。

　以上のように，水産食品のＩＭＰとその関連物質の含有量，ならびに貯蔵中の変化に関してはあ

る程度の知見か得られ，比較生化学および加工利用の而からみて，多くの興味ある事実か判明して

いる。しかしこれら成分の分解または蓄砧に関与･する筋肉内の諸酵素の性質については，まだあま

り研究されていない。　したがって，回遊性魚類と底生性魚類におけるＩＭＰ分解過程の比較，ある

いはＩＭＰ分解過程に及ぼす種々の筋肉成分の影響など，生化学的また食品化学的に重要な問題か

まだ数多く残されている。著者らはこれらの問題を解明するために本研究に着手した。

　木報はまず水産食品中のＩＭＰとその関連物質の正確な含有量を知るために，イオン交換クロマ

トグラフィーによる定量法を検討したものである。ヌクレオチドのイオン交換クロマト法には，従

来報告された諸方法のうち最も適当と考えられるBergkvistら29）の方法を，多少簡易化して用

いた。またイノシンおよびヒポキサンチンのそれには，近年JONES3o）が報告した，プリン塩基お

よびヌクレオシドのイオン交換クロマト法を，新井ら31）の方法と同様に, stepwise-e】utionsystem

に改めて適用した。その結果，試料中の各種ヌクレオチト≒イノシンおよびヒポキサンチンを，連

続的に能率よく分離し定量する方法を設定することができたので報告する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　　の　　部

　試薬：従来の研究1)4)1o)川12)13)17)により，水産動物筋肉に含まれている主なヌクレオチドとその

分解物は, ATP. ADP, AMP, DPN, IMP,イノ｡シンおよびヒポキサンチンであること

が知られているので，本実騒では次の試薬を標品として用,いた。

　　ヒポキサンチン　　Zellstoffabrik Waldhof Co. Ltd.

　　イノシン　　　　　東京化成株式会社

　　ジーIMP　　　　　和光純薬工業株式会社

　　Ｄ ＰＮ　　　　　　　Sigma Chemical Co. Ltd.

　　ジーＡＴＰ｀　　　　Sigma Chemical Co. Ltd.

　　　(少量のジーＡＭＰおよびジーＡＤＰを含む)

これらの試薬はすべて0.03～0.63 mg/ml.の濃度に水に溶解して使用した。また正確な濃度はこ

の溶液の吸光度から算出した。

　実験1.ヒポキサンチンおよびイノシンの相互分離

　JONES3o）の報じたイオン交換樹脂Dowex 1-X8（200－400メッシュ），塩酸型，1×4. 5cmのカ

ラムを使用し，新井ら31）の報じたstepwise-elution system を採用してイオン交換クロマトグラ

フィーを行なった。すなわちヒポキサンチン0.301mgとイノシン0.500 mg を含む水溶液20 ml. を，

２Ｎアンモニア水でpH 11～12に調整してから上記のカラみに通し，50 ml. あたり２滴の２Ｎア

ンモニア水を加えた水で洗浄したのち> Fig. 1に示した脱着液ＡおよびＢを順次500 ml.ずつ，毎

分1 ml.の速度で流過させ，溶出液をフラクションコレクターを用いて10 ml. ずつ分取した。そ

してその260 mμ（ヒポキサンチン）または250 mμ（イノシン）における紫外部吸光度を，それぞ

れの脱着液を対照として，ベックマン型分光光電光度計OR-50型を用いて測定し，分子吸光係数

にヒポキサンチン10400,イノシン12000を適用して定量した。　　　一
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　以上の実験の結果. Fig. 1に示すような溶離図が得られた。ヒポキサンチンとイノシンの分離は

完全であって，回収率もそれぞれ98.4^, 99.3^と良好であった。　したがって，本方法はJones

らの原法および新井らの改良法と同様に，ヒポキサンチンとイノシンの相互分離にきわめて好適で

あることが従認された｡ノ
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Fig. 1.　Separation of hypoxanthine （Ｈ）ａｎｄ inosine (HR) from ａ synthetic

　mixture by ion-eχchange chromatography. Column : Dowex 1-χ8 (chloride").

　Eluting agents : 0.１Ｎ ＮＨ４０Ｈ十〇.035 N HC1十〇.005 M Na2B4O7 (A-) ;　0.001N

　HC1十〇.0002 M Na^BiO? (B). Fractions of 10 ml. collected.

　実験2.ヒポキサンチン，イノシン, IMP, DPN, AMP, ADPおよびＡＴＰの相互分離

　試料をDowex 1-χ4 （200～400メッシュ），ギ酸型，1×６ｃｍのカラムに通し，非吸着のイノシ

ンとヒポキサンチンを十分に洗い出したのち，ヌクレオチドをＢＥＲＧＫＶＩＳＴら29）の方法に準じて

分離し，上記流出液中のイノシンとヒポキサンチンを実験１の方法に従って相互に分離した。すな

わちヒポキサンチン0.301 mg, イノシン0. 500mg, IMP 2.17 mg, DPN0.369mgおよびATP

（少量のＡＭＰとＡＤＰを含む) 5. 13mgを含む水溶液40 m1. を, 0.3Nアン毛ニア水でpH 6.0に

調整したのち，まず上記のカラムに通してヌクレオチドを吸着させる。　ただちに水で流出液の260

mμにおける吸光度が0.01以下になるまで洗浄して，ヒポキサンチンとイノシンを完全に流出させ，

初めの流出液と合わせて，０°Ｃ．または－20°Ｃ.で貯蔵し後刻（日）の分析に供す。そしてカラム

にFig. 2 (a)に示した脱着液I・ｎ・Ⅲ・IVを，順次200 ・ 350 ・ 400 ・ 500 ml. ずつ，毎分0.5

m1.の速度で流すと, DPN, AMP. IMP, ADPおよびＡＴＰが順次溶出分離するので，こ

れをフラクションコレクターで10 ml. ずつ分取し, 250 ｍμ（ＩＭＰ）および２６０ ｍμ（ＡＭＰ・，

ＡＤＰ・ＡＴＰ・ＤＰＮ）におけ’る紫外部吸光度から各化合物を定量した。なおIMP, AMP,

ＡＤＰ，ＡＴＰおよびＤＰＮの分子吸光係数には，それぞれ12800, 14200, 14500, 14700, 18700

を適用した。つぎに先にカラムから流出したイノシン・ヒポキサンチン混合区分を, pH 11～12に

調整したのち，実験１の方法に従って相互に分離定量した。

　似上の実験の結果. Fig. 2に示すような溶離図が得られた。各種ヌクレオチド，イノシンおよ

びヒポキサンチンの相互分離は完全であり，回収率（％）もｊだヒポキサンチン94.7,イノシン

102.2, IMP 93.1, ATP 93.8, DPN 94.6といずれも良好であった。なお溶離図における

各ピークの同定は，カラムからの溶出位置ならびに260 (250) mμの吸収と250 (240) mμおよび

270 (260) mμの吸収との比によった。ただしＤＰＮはそのＣＮＴ付加物の吸収曲線によって同定
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した。したがって，本方法によれば，２種類のクロマトカジムを要するが，試料中に含まれる各種

ヌクレオチド，イノシンおよびヒポキサンチンを高精度で連続的に分離定量することができる。つ

まり本方法は試料中のスクレオチドパターンを調べる場合に,きわめて好適で･ある。またわずか４種

類の脱着液で，主要ヌクレオチド,が完全に溶離するので。Bergkvistらの原法（７種類の脱着

液を使用）よりもきわめて簡易な方法である。したがって，２台のフラクションコレクターを用い

てヌクレオチド区分とイノシン・ヒポキサンチン区分とを平行して同峙に溶出分離すると，３日間

で１試料を分析することができる。なお多数の試料を分析ずる場合には，イノシン・ヒポキサンチ

ン区分を－20°Ｃで凍結貯蔵しておき，適当な時期に分析することができる。
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Fig. 2.　Separation of nucleotideSj inosine CHR) and hypo･xant叫ne (H) from

　ａ synthetic mixture by ion-exchange chromatography･.　..

　　　　　　　　　(ａ)

ColumnこＤｏｗｅχ 1-χ4 (formate),

　　　　200－400 mesh, 1×６ｃｍド

Eluting agents ：

　　　　I , 0. 1 N ＨＣＯＯＨ；

　　　　n, 0. IN ＨＣＯＯＨ十〇. 05N

　　　　　　ＨＣＯＯＮａ；

　　　　Ⅲ, 0. IN ＨＣＯＯＨ十〇．３Ｎ

　　　　　　ＨＣＯＯＮａ；

　　　　IV, 0. 1 N ＨＣＯＯＨ十〇.５Ｎ

　　　　　　ＨＣＯＯＮａ；

Flow rate : 0. 5 ml. /min. ;

Fractions of 10 m1. collected ;

　　　　　　　　‘(b)

Dovvex i-X8 (chloride),

200,－400 mesh, 1×4.５ cm.

A, 0.1 N NH4DH十〇. 035 N HCl

　，十〇.･005M Na2B4Oi ；

Ｂ’，0.001N HC1十〇ﾚ0002 M

　Na2B4O7.ト

1. 0 ml./mill.、

■10 ml;

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　丿　約

　水産食品中のイノシン酸とその関連物質の定量法を設定するために, IMPほか数種のヌクレオ

チド，イノシンおよびヒポキサンチンを含む標品試料についでにBergkvist　らの報じたギ酸型

Dowex 1 およびＪＯＮＥＳの報じた塩酸型Dowex 1 を用いたイオン交換クｄマト法により，それぞ

れヌクレオチドおよびイノシン・ヒポキサンチンと分離定量したが，ほぽ満足すべき結果を得た。’

ただし本実験においては，いずれもstep wise･elution systemを採用し, Bergkvistらの用い

た７種類の脱着液を４種類に簡易化してヌクレオチドを溶離,し，新井らが用いた２種類の脱前液を

用いてイノシン・ヒポキサンチンを溶酬した。
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