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Changeintheamounts ofnucleicacidcomponents occurringinKurumabi（Pe7ZaeuS  

ja？OnictLS），Which hadbeen frozen andstoredat－50C or－200C，WaSinvestigatedby  

ionexchangechromatographyandphosphataseassay・Theamountoffreenucleotides  
was measured through the extraction with cold perchloric acid before defrosting・  

Nucleotides h defrosted Kurumaebiwere more than free nucleotides presentin the  

frozen sample．   

When frozen muscle was held at －50C，a rapidincrease of 5’－AMP was occurred  

accornpanyingwithdecreasesofATP，andADP，withinthefirst3days・Duringthefollowing  

fivedays，5’－AMPdecreasedslowlya皿d5’－IMアincreased correspondingly・Subsequently、  

decreases of5’－rMP and5’－AMP were observedwith the beginnlngOf theincreasesin  

inosineand hypoxanthine contents・   

Held at －200C，for six months．the decreasesin amounts of ATP and ADP wdre  

comparativelyslowand5’－AMP was mainlyaccumulatedasdecomposedcompound・   

The phosphomonoesterase activities werecomparatively stableduring thestorageat  

－50C or－200C．   

Weguess that 5′－IMPis formeddurhg freezhgand may contributeto the flavor  

of Kurumaebi．   

緒  

前報1）において毎々の食品の缶詰工程などの加熱処理に醸し，核酸分解辞素系の作用により  

nucleosidepolypbospbateまたは高分子核酸の分解にともなって5’－ヌクレオチドが蓄積すること  

を見出した．一方，加熱処理以外に冷凍における5′－ヌクレオチドの変化もまたそれと対比して輿  

＊脚注：東研究は大阪大学工学部醗辞工学教主教授寺本四郎先生との協同研究である・ど懇切な御助言，御  

協力を賜ったことに深謝致します・  
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味深いと考えられる．冷凍時における核酸成分の変化については，すでに新井2）のトヤマエビ，  

またJones3）のタラ，冨山4）のコイ．藤井5）のヒラメなどについての報告があるが、核酸分解酵  

素系との関連性もまた今後解明されるべき問題と思われる．  

クルマエビは水産食品の内でも硬骨魚類と軟体動物の中間のヌクレオチド分布を示し，場合に  

よっては5′－IMPが見出されるという特徴があり，また活物が入手しやすいという利点がある．  

本報ではクルマエビの冷凍における5’－ヌクレオチドの消長を調べ．原料鮮度あるいは核憩分解酵  

素系との幽遠iこついて検討したので報告する．   

実 験 方 法   

（1）供試標準物質は前報1）に準ずる．   

短）試料調製方法   

供試クルマエビ（Pe乃α細りα押量i‘那）は市販串で活クルマエビを使用した．冷凍はSuper－Wdl  

製品の冷凍俄により－2pDcで6カ月問，あるいは－50cで10日間貯蔵して途中適宜取り出し，萄  

常時冷時過塩素酸抽出し，5N－KOⅢで中和後，分析試料とした．また，解凍および抽出条件の  

検討をするために1冷凍貯蔵したものを50cで24時間．あるいは350cで2時間放置して解凍した  

ものを常法どおり冷暗10％過塩素酸で抽出して試料とした．  

（3）分 析 方 法   

総5■－あるいほ3′－ヌクレオチド量は中島ち6）の酵素法に掌った．個々のヌクレオチドはDow甲  

1×8 を用うるカラムクロマトグラフィーで定量した．   

揮発性塩基は冨山1）らの方法によった．  

（4）核酸分解酵素活性の測定   

租酵素液は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12000rp血で冷却遠心し  

その上澄液を使用した・測定法は大礼須原7）らの方法によった・詳細な姦件は前報1）に準ずる．  

実 験 結 果   

1．原料クルマエビの核酸系物質の組成と含壬   

生原料を冷暗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のごとくであ  

る．   

ATP．ADP などの含量に大きな相違があり，また微量見出される5，－AMp と5しIMP  

にも若干の相違がある・このように原料の鮮度や個体差によって，かなり変化があると考えられ  

るので統計的処理を行なった結果・ADPは10．6士1．84，ATPは43．7士4．64の範囲にあり，  

主要なヌクレオチドである．また，5’－AMP は1．3士2．01の範囲で微量ながら存在が認めら  

れ，いずれもクルマエビの鮮度，購入時期などの差が大きいことが謬められたので，以後の実験  

は一度に多く原料を購入し．個体差をなくすように心がけて実験を行なった．このような食品に  
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おいては原料の選択に気をつける必要があると思われる．  

TablelAmounts of the nucleotides of Kurl】maebi．  

Sample   
Aden鱒ine  mosine  5／－AMP  5しMP  ADP  ATP   

FresbNo．1   UV銅㌔   57．2   3．6  1．2  traぢ 
〝mol／gdrywt．   4，2   0．2  0．3  triとd  13．4  42．4   

FreshNo．2   UV2‘。   84．3   3．5  25．2  8．4  5g．2  238．2  
〝molノgdrywt．   5．9   0．5  3．8  1．4  10．0  35．8   

FredlNo．3   UV2帥   84．6   3．6  6．5  3．ナ  a5．8  224．3  
〝mol／gdrylⅣt．   5．9   0．5  1．4  1．7  7．8  j8．0   

FreshNo．4   UV三8。   46．9   3．a  2．a  trace  54．4  253．3  
〝mol／gdrylⅣt．   8．6   1．2  0．4  trace  10．05  47．7   

FresbNo．5   UV2帥   69．2   4，6  3．4  trace  55．7  212．5  
〝mol／gdrywt．   14．3   l．8  0．6  trace  11．5  44．0   

芳〝mol／gdryⅥt  

qFLmol／g dry wt．  

Mean value  

Standard deviation  ≡：：；。lご；：…。  
＊Absorbanby at260mJJof eac血frac【ion  

2．解琴における核酸系物質の組成変化   

冷凍したクルマエビは・加工あるいは消費される前に解凍されるのが通常であるが，解凍の方  

法によってヌクレオチド組成が変わるか香かを，生および解凍即時に過塩素酸抽出したクルマエ  

ビと比較した．－200cに一昼夜冷凍したものを50cあるいは350cで解醸し，ドリップとともに  

冷時過塩菜酸で抽出し，クロマトグラフィーで組成を調べた結果，典型的な一例はFig．1のど  

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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Fig・1EffectofdefrostingonthenucleotidesoffrozinKurumaebi（Prawn）．   

冷凍物を直接冷時過塩来唆で抽出したものの組成は生原料の組成とよく似ているが，5ロCで24  

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5’－AMP．5’－1MP およぴイノシンの増加が見出された．  

この原因として解凍処理中の核酸分解酵稟系の作用が考えられる．したがって、冷凍魚肉のヌク  
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Table2 Effect ofdefrost王ng condition bn the nucleotide畠Of frozen Kurumaet）i．  

e  Hypo・ Ⅹanthine  
Sample  Inosin  

〟mol／g drywt．  UV280   W280 〝mol／g dry wt．  
UVヱ。。  
〝mol／g dry wt．  

UV2名○  
〝mol／g dry wt．  

3．6  

0．17  
Fresb  

Frozen，immediately  
extracted witbcold  
perchloric acid 

Defrosted at5OC，  
for24brs  

Defrosted at35ロC，  
for2brs  
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レオチド組成を求めるには，解凍放置して後に測定することは不適当で，冷凍品に冷遇琴素酸を  

加え，即時にホモジナイズして抽出する方法が一般の冷凍魚肉には適当であろう．以後の実験は  

解凍処理を行なわないで，即時過塩素酸抽出してカラムクロマトグラフィーの試料とした．   

3．冷凍－200C経過におけるクルマエビ核酸系物質の軽時的変化   

－200cで6カ月間冷凍貯蔵したものの経時変化をクロマトグラフィーで調べるとFig．2 のど   

とくで，その個々のヌクレオチド量は  

Table 3 のどとくである．   

3カ月日章でのヌクレオチド組成は  

はとんど生原料と変わらないが，6カ  

月後でほATPが少し減り．5しAMP  

と5しIMPが若干増加した．このよう  

に－200cで3カ月間保存しても核酸  

系物質については生原料と同じ組成で  

貯蔵されると思われる．温度を上げて  

－50cで冷凍貯蔵した場合の変化は次  

項のどとくである．  
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Fig．2 Changes of the nucleotides offrozen  

Eurumaebiunder strage at－20OC．  

Table3Changes ofthen11CleLtidesof frozenXurumaebiunderstorge at－200C．  

Sample  Frac． A＊  中一ac． B＊  Frac． C  5しAMP  ！5しMP  ADP  ATP   
Fresb   UVヱ…＊＊   54．1  6．6  trace  l．2   trace  69．5  214．1  

〝mOl／gd∫yWt．  0」3   traとe  13．4  42．4   

Frozen，immediately  W260   8≦と．6  13．a  11．7   30．0   5．0  66．5  338．2   
after freezing 〃mOl／gd∫yWt．  8†¢  

Frozen，StOredfor  UV2…   7・6ト  
1mOntb   〝mOl／gdrywt．  …‥… l  

Frozen，StOfedfor  W之80  107．8  
8montllS   〝mOlノgdrywt．  1l・7i2喜：冨   trace  85．0  320．7          traCe  11．3  43．6   

Frozen，StOredfor  UVヱ…   54，6  8．8  trace   28，9  55．9  109．き   
8mont】1S   〝mOl／gd∫yWt．  13．5  12．8  24．9   

＊：Fraction A and Binclude nucleosides and tほSeS．  

＊＊：Absbrt）anCy at260mFL of eacb fraction．  
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4．冷凍－5ニCにおけるクルマエビ核酸系物質の鐘時的変化   

一5こCで10日冷凍したものの変化をクロマトグラフィーで調べたが，典型的な一例はF；g▲3の  

ごとくである，個々のヌクレオチド含量はTable4のどとくである．  
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Fig．3 Chaz）geSOfthenucleotidesoffrozenKurunaebi（Prawn）under storageat－らOC・  

Table4 Changesof thenucleotidesof frozenKurumaebiu皿derstorageat－5GC．  

Sample  

W2帥諷＊  
〃mOl／g drylⅣt．  

UV2…  
抑mOl／g dry wt．  

UV2…  
〃mOl／g dry wt．  

UV2…  
〝mOl／g dry wt．  

UV2¢。  
〃mOl／g dry wt．  

UVヱ6。  
〝mOl／g dry wt・  

UV3…  
〟mOl／g dfy Wt．  
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Fresh   

Frozen，StOred   
for5honrs  

Frozen，StOred   
forlday  

Frozen，StOred   
for3days  

Frozen，StOred   
for5days  

Frozen，StO王・ed   
for8days  

Frozen，StOred   
forlO days  

＊：Mixture of nucleosides and bases．  

綿；Absorbancy at260mFL ofeachfraction・  

5時間までの冷凍では生原料と比較して・ヌクレオチド組成の変化ほ認められない叫 3日目  

よりATPが減少しはじめ5’－AMPの増加が認められた．8日目からはATPはほとんど見出さ  

れず，5’－AMP．5一－IMPは増加した．このようなことより－5Ocにおける冷凍経過ではATP  

一｝AI）P→5’－AMP→5’IMPの経路での変化が認められた．   

5．クルマエビ冷凍経過における綬5’－ヌクレオチド量と拝発鱒琴基丑の消長   

前項までの分析を吟味する意味で5’－ヌクレオチド総量を酵素法によって調べた．生原料－200  

Cあるいぼ －5こCにおける冷凍経過中の試料の絵51－ヌクレオチド畳を示すとTab】e5 のどとく  

である．  
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Table5 Tota15’－nuCleotides and totalvolatile baseof somei（urumaebisamples．  

Tota15しnucleotide（〝mql）  Totalvolatile  
base  

（亘g／100g）   

Sample  Storage period   
／g wet l／g dry wt．  

絵5’－ヌクレオチド畳はカラムクロマトグラフィーでのヌクレオチド量の総和とほぼ一致した．  

また，5しヌクレオチドの変化についでもー200cでは6カ月後に多くなり，・・L50Cでは3日目よ  

り増加していることがわかった．これは5」ヌクレオチドの生成を示してl・、る．また，却発性塩基  

量は一般に魚肉などの鮮度を示す指標とされているが．庄原料と－200c冷凍の6カ月目と比較し  

て，ほとんど差が見出せなかった■．これから鮮度の点ではほ’とんど変化はないが、その前にATP  

から5しAMp、5’－fMPiと至る変化は進行していることが認められた．   

6．冷凍クルマエビにおける核酸分解酵素系の経時的変化   

前項までのクルマエビ冷凍経過におけるATP→AI）P→AMP→IMP→イノシソの変化の  

原困として，核酸分解酵菜系が主体をなすと考えられるので、経時的にクルマエビ肉より粗酵素  

液を抽出して ph6sphomonoesterase 活性と phosphatase活性を測定した．粗革薬液について  

RNase癌性，PDase活性，PMase活性を測定した結果．RNase，PDase活性は弱く，PMase宿  

Tablt6 PMase activity of the crudeextracts of frozen］Kurumaebii  
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牲はかなり強いことが見出された．経  

時的にPMaseの活性を測定した結果  

はTabe6 のどとくである．   

合成基質PNPPに対するPMaseお  

よぴ5’－AMPに対するnucleotidase  

活性のいずれも時間経過にともなう変  

化が少なく，－200cあるいは－50c  

の冷凍において酵素系は比較的安定に  

保持されていることが考えられる．こ  

のようなことよりATPや5■－AMP  

が酵素により分解されることが推察さ  

れるが，これを裏付廿るため次のよう  

にauthe皿ticなATP と5「－AMPに  

対して作用させてみた．その反応条件  

ほFig．4のことくである．  Fig・5・Chromatogramo（ATPreactedbycrudeenzyme  
extractfrom Kurumaebi（fresbmea【）．  
▲kbreincubation 凸afterincuぬ【ion  5．Oml  ATP（20mg／20ml）   

PMase fraction（18．5units）5．Oml  

lM b扉fer（pH5．0）  1．Oml  

hcubation，87＝C，1br  

HClO4treatment  

-active carbon treatment 

Sample for chromatography  

Fig．4 Degradation of ATP．  

acetate buffer（pH5．0）で370c，  

1時間反応させてクロマトグラフィー  

を行なうとFig．5．6，7．8のごとく  

である．   

Fig 5．6 は生原料より抽出された  

租帝薫液によったものでATP が液  

少するに対して，ADP．5■－AMP．  

5’－1MP，イノシンが生成した．また  

5●－AMPに作用させた結果は5’－IM  

Pが若干生成し，さらにイノシンおよ  

びアデノシンが生成している．   

Fig．7，8は－200c，冷凍6カ月目  

Fig．6・ChromatogramofATPreacted by crude  
enzymeextfa⊂tfromde丘osted Kummaebi・  

▲k払reincuba【ion 凸afterin亡uぬtion  
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Fig．7．D鴨radatio・10【5′－AMP、Vi【h  

crude en打me eXlraC【fromiresh  

Kum爪aebi．  

▲由一oreincuh【iolヽ  

凸ユf【erin亡uba【ioll  

F；ド・8■ Deg－a（latinl－d「5′－AMIJ  

wi【h crude erlZyme eX【raCt  

from frozen Kurumaeb；．   

▲bero．ei。。uba【ふミ  

凸afterincubati（1n  

のクルマエビから抽出した粗酵素液で，生原料租酵素液の場合とほぼ同じ作用を示すが，相互の  

活性の強弱については今後検討したいと考えている．この酵素実験よりクルマエビ肉において  

ATP一｝ADP一｝  5
↓
5
 
 

デ
 
 

ア
 
 

↓
 
 

P
 
 

M
 
 

A
 
 

＋
 
 

ノシン  

ー1MP－｝イノシン   

この経路で変化が起こることが裏付けられた．  

考  察  

無脊椎動物に属する水産会品において5しIMPはあまり認められないと一般的に言われている  

が，著者らは前掛こおいてクルマエビに5’一IMPの存在することを認めた．また．新井，斎藤2）  

らはトヤマエビにおいて  

ATP一ナAD P一｝  5
1
5
 
 

ーAMP一｝アデノシンー＞アデニン   

ーIMP一斗イノシンー｝ヒポキサンチン   

の経路で5’－IMPが生成することを述べ，ほかの旦類，イカ，タコ類に見出されない特徴であ  

るとしているが，著者のクルマエビでの結果もこの見解に一致している．   

冨山），Jones3）∴藤井ら5）はコイ肉．タラ肉，ヒラメなどにおいて，冷凍の経時的変化について  

検討しているが，クルマエビと同じような性質を持ったPMaseの作用によってヌクレオチド組  
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成の変化が認められている．冷凍貯蔵中においてPMase活性は低下しないで，酵素作用に好適  

な条件では，いったん冷凍されたものでもこの変化が起こると考えられる．解凍条件によっては  

5，－AMPと5■－IMPの生成が認められる．このように旨味については，やはり5しIMPが増加  

することが，旨味成分として好ましいことが官能的に認められた．鮮度との関係は現在一般的に  

言われている揮発性塩基と比較すると，早く変化が認められることがわかった．このことより鮮  

度との関係については今後検討したい．  

要  約  

クルマエビの冷凍試料は解凍条件によって声クレオチド組成が異なるので，冷暗過塩素酸で抽出  

して試料にすることが望ましい．－50cの冷凍保存では5～8日後にはATPの分解と5’－AMP・  

5’－IMP、イノシンの生成が認められた．一20らcの冷凍では6カ月後にこの変化が見られた．  

冷凍中はPMase活性が比較的安定に保持されることが認められた．クルマエビ冷凍中，イカ，  

タコ、貝類では見られない5’一IMPが生成することが認められた．この変化は旨味成分としては  

好ましいものである．  

簸りに鑑み真電な薬品．酵素類など多大のど凄助を腐わった武田薬品工葵株式会社の方々および実験に協   

力された当短大寺田潤子媛に深謝いたします．   

本報は昭和41年度日本農芸化学会大会で発表した．  
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