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水産動物筋肉の生 化学 的研 究

第8報 褐変ホタテ員柱より分離したー着色物質について

飯田 優・大石圭一・村田喜一

(青森県水産物加工研究所)(北海道大学水産学部水産食品化学教室)

Bi∞hemical Studies on Muscle of SeaAnimals 

III. on a ∞mpound isolated from discolored Hotate・kaibα8hira，
dried adduc旬，rmuscle of scallop (Pecten yess師倒的

Atsushi IIDA， Keiichi OISHI and Kiichi MURATA 

Abstract 

Hoωte-kαibωhira (dried adduc句，rmuscle of舵 aIlop)，while storing， often 
deteriorates in color and bω:omωbrown and dark. Almost the same phenomenon 
was 0胸ervedin white flesh of fish1・12，22) and other marine animals，8，2，，2.) but the 

phenomenon has not yet been investigated su飽ciently.The present authors succeeded 
in the crystally isolation of a purified brown product from artificially discolored 
Hotαte-kaibashi叩 bythe foIlowing procedure: non-protein fraction of aquωm 
ex仕切tfrom Hotαte・kaiooshかαwaspurified mainly by Dowex 5OW-X2 column 
and DEAE-ωUulose∞lumn. The crystal compound is reddish brown in color. It 
was provedωa peptide by color t錨 t，and hydrolysed in句 leucine，valine， alanine， 

glycine，関rine，arginine， lysine， and glutamic acid， and two unknown∞mponen旬.

They were de飽cted.paperchromatographicaIly. 

白色魚介肉の乾燥製品や加熱製品は，主に貯蔵期間中に赤茶色に変色するが，従来この褐変現象の

機構を考える上にメラード反広が適応されて，筋肉の褐変に関連した還元糖や含糖化合物並びにアミ

ノ酸の消長が検討されると共に1-7 肉エキス中のカルボニル化合物や肉組織中の油脂が自働酸化して

生成したカルボニル化合物が肉蛋白質構成アミノ酸と反応して起る蛋白質自体の着色が採り上げられ

ており炉問，こうした蛋白質の着色，特に可溶性蛋白質の着色が白色肉褐変の主体をなすものとされ

ている九これらの研究の結果や，アミノ基とカルボニル基について行なわれたメラード反応のモデ

ル的研究の結果13-21)によると，褐変を起し易いものとして単体またはペフ。チド結合中のリジン，アル

ギニン，ヒスチジン等のアミノ酸及びリポース，アセトアルデヒトコクロトンアルデヒド等のカルボ

ニル化合物が挙げられているが，これらのもの以外のアミノ酸やカルボニル化合物もまた，程度は少

いながら褐変の素因となることは明らかである。そこで実際の白色肉製品にみられる褐変は，前記の

如き蛋白質由来の着色を主体として，アミノ酸並びにペプチドに由来する着色も当然存在するものと

推定されるし，また Jon倒 22) 氏が 1-メチルヒスチジンについて述べている如く，単独で褐変し得る

物質も考えられ，白色肉製品の褐変の素因はある程度多元的なものと推察される。

しかしながら，これら褐変反応、の結果として生成される着色物質や，着色関連物質については，
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αliches如氏17)等や Hough氏28)等および永山氏21)等がアミノ酸一糖反応系の褐変液中に生成した組

成物質の検出や単離を行なっており，また永沢氏U)がタラパガニ缶詰の褐変肉からアミノ酸，糖およ

びN・グルコシド等を構成単位とする蛍光性無色物質を単離している他は，これらの物質の性質につ

いては余り知られていないのが現状である。

著者等はかねてより，ホタテ貝閉殻筋(以下貝柱と記す〉の煮乾品(以下乾貝柱と記す)が保存中

に褐変することについて，その防止法を目的とした着色機構の解明を行なっているが，前報25)では主

に乾貝柱の着色と pHの関連について述べた。その後更に褐変物質生成機序の手掛りを得るために，

褐変の結果生成される着色物質の本体を究明せんとして，今回は先づ加熱乾燥することによって人工

的に褐変させた乾民柱から，その着色物を分離することを試みた。即ち褐変員柱を水抽出して酒濁し

た黄樫色の抽出液を調製し，この液を過塩素酸処理して蛋白部を沈澱させ，黄櫨色の透明液を得た。

この液を HR形強酸性カチオン交換樹脂で処理して樹脂に吸着される着色成分を集め，これを更に三

分画したのち，着色度の最も高いフラクションについて精製を行ない，赤茶色のペプチドを結晶状に

分離した。このものは酸加水分解によってロイシン，ノ〈リン，アラニン，グリシン，セリン，アルギ

ニン，リジン，グルタミン酸等8種のアミノ酸と，ニンヒドリン反応陽性の二つの未知成分に分解さ

れることを確認し，更にそのものの性質について若干の知見を得たので，以下その研究結果について

報告する。

実験結果および場署員

1) 褐変貝柱の調製

昭和37年 1月上旬に青森県陸奥湾において漁獲された鮮度良好なホタテ貝を原料として，その 266

個体より貝柱を摘出し，これらの筋肉を予め 100
0
C に加温保持しつつある恒温器内に於いて，延ぺ

22時間加熱乾燥を行なった。加熱当初に多量の液汁が放出されたが，これらの液汁は逐次除去して

貝柱と接触することを避けた。貝柱は水分 20%以下となって急速に変色し始めたが，更に水分が7乃

至 10%となる迄加熱乾燥を行なって，約1.9kgの乾貝柱を得た。これらの乾貝柱はいわゆる赤茶色

に着色しており，その褐変程度は前報白〉の着色度で表示すると 30.5乃至 33.0であり，また日本色

彩研究所発行の r色の標準』によって判定した色相一彩色一明度は 5-4-13(brown)， 5-3-13 (brown) 

およびふ8・12(dark brown)の範囲であった。

2) 着色物質の抽出と分画

i) 抽出液

上記の乾貝柱1.9kgを磨砕したのち，延べ 30lの水で繰り返し抽出を行ない，黄澄色の濁濁液

を得た。この際抽出残澄にはなお黄緑色が残るが，それらはもはや水で桝出されなかった。抽出液は

氷冷損詳しつつ， 20%過塩素酸を終濃度 5%となる迄徐々に加えて静置し，淡黄緑色の蛋白部を沈澱

させて，その上澄液をハイフロ・スーパー・セル層で滅過したのち，氷冷撹詳しつつ 10%苛性カリ

で pH7.0に中和し，生ずる過塩素酸カリの沈澱を鴻別すると黄樟色の透明な液が得られたので，こ

の液を着色成分分画用の試料とした。

ii) 着色の分画

試料液中の着色物のうち HR形強酸性カチオン交換樹脂に吸着されるものを集め，更にこれを三

つの粗成分に分画した。 npち試料液をDowex5OW-X2 (H+) (O3.0X125.0cm， 5Ox100mesh)の

カラム (10本)に1.0∞/分の流速で流すと，着色物の大半はカラム上縁部に吸着されて赤茶色のパ

ンドを形成するが，このパンドは試料液の流入を継続することにより， Fig. 1に示した如く三つの

フラクション(以下各々Fr.1， Fr. 2， Fr. 3と記す)に展開しつつカラムを降下するので，そのま
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ま試料液を貫流させて各フラクションの採

取を行なった。なお，このカラムに吸着され

ない着色成分は，当然Fr.1の着色液が溶

出する以前に流出し始め，流下液が極く淡

い黄樺色に着色するので，この流下液の着

色開始から Fr.1の先端が溶出する迄の液

を回収してこれを Fr.4とした。以上の方

法によって得られた各フラクションの収量

と，各フラクションを 5%苛性カリ水溶液

で pH7.0に中和した際の着色程度を

Table 1に示した。

Fト3

FrZ 

F~ I 

14Lp ~<<tLá.úι 

Jr'lII骨

;~ R..lt. rl.ddis.ι 
{，rd‘"‘ 

為&.rl.#Uis.ι 
6ro卸ル

Fig. 1. The伊 sitionof 
colored∞mponen旬 on
a ∞lumn of Dowex 
50W-X2 (H+ ion type) 

Table 1. Colored fractions鴎，para'ぬdwith the method of frontal analysis 
through the colume of Dowex回IW-X2(H+ ion type) 

Fraction number 1 2 3 4ホ〉

8-4・19-8・5-19 7・5・18-8・5戸19 7・5-17-8・5-18 8・3・19

白 lor柿〉

pa~le yeylelollw ow redd~isyhelyloew llow ~rdeadrdk ish yeylleonw ow pale yellow 

E-value at the wave 0.424 O.回2 0.930 0.226 length of 400 mμ料率〉

Appr. yield (1) 3.2 3.0 7.0 30.0 

*) Fr邸 tion4 is non adω，rbed fraction. 
時 Judgedby“Color Standard" (Ja凹a白，lorR錨蹴巴hInstitute)， and exhibited in 

the form of Color-Brilliance-Hue. The n回 1倒 oftheir ωlor w飽 judgedat pH 7.0. 
料率) E-value at the wave length of 400 mμwωm鍋即時don each fraction at pH 7.0. 

3) Fr. 3の着色物の精製と結晶化

Table 1の結果についてFr.3は Fr.1と Fr.2に比較すると，収量と着色程度が共に優越して

おり，上記の HR形樹脂に吸着される着色物の主体をなすものと認められたので，以下 Fr.3の着

色物について精製を行なった。。イオン交換樹脂カラムによる核酸成分等の除去

Fr.3の液の一部を 5%苛性カリ水溶液で pH7.0に中和して吸収スペクトルを測定し，その結果

を Fig.2に示した。可視都の波長には特異的な吸収が認められなかったが，紫外部には 264mμ 付

近にピーク (E-v叫ue=11. 22)を有する吸収帯が認められたので，先報2&)で記したと同様の方法で半

定量的に核酸成分についてのペーパークロマトグラフィーを行なったところ，多量の AMP，Adeno-

sineおよび Adenineの混在が検出された。

予備試験:先づイオン交換樹脂カラムを用いて，着色物よりこれらの核酸成分を分離除去する方法

を検討した。着色物は強塩基性アニオン交換樹脂の Do鴨川， Dowex2の RCl形， R臥形， RCOa 
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形または ROH形にはいずれも不可逆的に吸着されて

回収不能となったが，前述のDowex50W-X2の HR

形カラムに吸着させてから，先づ塩酸溶液で核酸溶液

を溶出させ，次いで着色物を苛性アルカリ溶液で溶出

することで両成分を分別採取することが出来た。

精製操作:Fr. 3の 5.1lをDowex50 W-X2 (Hつ
(O3.OXl25.0cm， 50-100m倒的のカラム (5本)に

1.0ω/分の流速で流入し，着色物をカラム上縁部に赤

茶色のパンドとして吸着させたのち， 2N-HCIを流し

てその流下液の吸収スペクトルを測定し， 260mμ 付

近の吸収極大が消失する時期を以って核酸成分溶出の

後端とみなした。しかしながら，そののちの流下液の

吸収スペクトルは 275"，盟5mμ と 310....320mμ と

に夫々吸収極大を示すので，流下液の吸収スペクトル

にこれらの吸収がみられなくなる迄 2N-HCIの流入

を続けた。以上の操作によって，着色物のバンドは溶
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離も展開もせずにカ ラム上に残るが，このノ〈ンドはカラムを充分水洗してから 0.2N-KOHで溶離し，

積赤色の液 3.71として回収した。この溶液中の着色物は更に上記同様の HR形樹脂にパッチ法で吸

着させ，0.2N-KOHで溶離して液量を 560cc (pH=10.5)に濃縮した。(以下この液を Fr.3-1と

記す〕。この Fr.3・Iの液の一部を稀過塩素酸液で中和してから減圧濃縮し，そのシロップ状の液に

ついて前述の方法でペーパークロマトグラ フィーによる核酸成分の検出を行なったが，既に核酸成分

の存在は認められなかった。 またこの液を稀過塩素酸液で pH7.0， pH 1.0として吸収スペク トル

を測定したが，その結果は Fig.3に示す通り 260mμ 付近の吸収極大は消失して， 250-300mμ 

にかけて shoulderのある吸収が認められた。

ii) イオン交換樹脂クロマトグラフィ ーによる Fr.1， Fr. 2等の除去

Fr. 3-1の着色液にはなお Fr.1， Fr. 2および Fr.4等が含まれているので，これらを次の方法

で分離除去した。

精製操作:Fr. 3-Iの液 550ccを水で 2.31に稀釈して液中のカリウムイオン濃度を 0.2モル以

下としたのち，ク エン酸溶液で pHを 2.2に規整した。別に Dowex50W-X2 (Kつ(ゆ2.4x 62.8 cm， 

50-100 mesh)のカラムを pH3.8の 0.2Mクエン酸カリ緩衝液で緩衝化しておき，これに上記の

液を 1.0cc/分の流速で流入すると，着色物はカラム上縁部に赤茶色ノ〈ンドとなって吸着された。こ

のカラムは上記の緩衝液 21で洗い，ひき続き pH4.25の 0.2Mクエン酸カリ緩衝液を流すと，3 

つの淡黄滋色のノfンドが相次いで滋出It展開するので，これらのノ、ンドを完全に裕出させ，次いでカラ

ム上に残った Fr.3のノfンドは pH7.4の 0.2M-燐酸カリ緩衝液で硲離し，これを浪赤茶色の裕出

液 200ccとして回収した。(以下この液を Fr.3-IIと記す〕。

iii) Fr. 3-IIの着色物についてのl吟味

半透)民に対する透過性:予備試験的に Fr.3-IIの液 10ccを透析!瑛 (Viskingseamless cellophane 

tubing)に採り，水道水に 48時間，次いで毎回 20倍孟の蒸溜水に対して 6時間宛4回換水して透

析を続けたが，着色物は透析されずに朕内に残り，その赤茶色の透析内液はビューレット反応陽性で

あった。

ペーパーク ロマトグラフ iー 上記の透析内液の一部についてプタノーノL・酢酸 ・水 (4:1:2)，プ

タノール ・酢酸 ・水 (200:30 : 75)および75'ノール ・エタ ノール ・水 (40:11:19)等3極の溶媒で

Fig. 4. Microphotograph of copper salt of colored substance extracted 
from dark brown Hotα臼-kωbα訪れ・α
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一次元ペーノfークロマトグラフィーを行なったが，着色はいずれの場合も原点に留まり，各ストリッ

プにニンヒドリン試薬， BPB試薬28)を反応させると，いずれのクロマトグラムも着色物のスポット

相当部のみが夫々紫色，青色に顕色し，その他にこれら両反応が陽性であるものは存在しなかった。

また 20%硫安水溶液を溶媒として塩析型クロマトグラフィーを行なうと，着色成分はRf0.7-0.8 

の部分に展開し，このストリップに BPB試薬を反応させると着色物相当部は青色に顕色したが，他

に反応、を呈するものは存在しなかった。

銅塩の調製:Fr. 3・IIの液の半量 1∞∞を透析膜に採り，前述の要領で水に対して透析したのち

常法によって銅塩の調製を行なった。即ちこの液に新しく調製した水酸化銅の過剰量を加えて沸騰水

浴中に 15分間加温したのち保温法過し，得た青緑色の溶液を半透膜に採り常温下に風を送って濃縮

し，次いで減圧デシケーター中で約 5∞迄濃縮した。液は極めて濃厚な青緑色を呈していたが，こ

れにメタノールを加えることにより Fig.4に示す様な青緑色の梓状結晶が析出したので，これを集

めて水ーメタノールから再結品させて乾燥し，約 0.3gの銅塩粗結品を得た。

吸収スペクトル:透析液と銅塩水溶液について紫外部と可視部の吸収スペクトルを測定し， Fig. 5 

にその結果を示した。透析液はお0-300mμ にかけてぬouldぽが認められたが，可視部には特異

的な吸収帯がなく，一方銅塩は紫外部の shoulderが認められず， 615mμ 付近にピークを有する吸

報業産水大北
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収'Hfがみられた。また銅塩粗結晶について赤外線吸収スベク トノレを測定し.Fig.8にその結果を掲

げた。

減紙電気脈動;透析液と銅塩について pH8.6 (μ=0.05)のベロナール緩衝液を電解質として液紙

泳動を行なった。東洋法紙 No.51 (12 X 40 cm)を用い.250Vで4時間泳動させると，着色成分は

いずれも赤茶色の単一なバンドとして陽極側に移動し，その3着首色成分のパンドはニンヒドリン2試式梁目

と BPB試薬のどちらにもl陽場以f性生であつたが，陰極側には，この両試薬に対して顕色する 3個の無機成

分が失々僅少量ながら検出された。

iv) DEAEセルローズクロマトグラフ ィーによる精製

Fr. 3-IIの溶液中に存在する着色物は，前項 (iiiJの結果によ ってペプチド状のものである と推定

されるに至った。しかしit&紙泳動の結果によると，この主主液中には着色成分の他に上記の如き爽雑物

が認められたので，これらを除去するため，済;厳氏27)等の方法に準じて次のように DEAEセルロズ

カラムによる精製を行なった。

精製操作:Fr. 3-IIの残波 100ccを前項の要領で水に透析して脱塩したのち，透析目見に採って常

温下に風を送って泌総i，次いで減圧デシケーター中で乾泊して赤茶色の不定形物質 0.44gを得た。

このものと銅塩粗結晶の 0.22gを合して pH7.0の 0.005M-燐酸カリ緩衝液 500ccに溶解し，透

明な赤援色の液とした。別に DEAEセルローズのカラム(世2.4X17.4cm)を前記同様の pH7.0 

の 0.005M-:燐酸緩衝液で緩衝化しておき，これに上記の液を流速 1.0∞/分で流入して，着色物をカ

ラム上縁に赤茶色のバンドとして吸着させた。銅イオンと爽雑物は吸着されずに流下したが，ひき続

いて pH7.0の 0.005M および 0.05M燐酸カリ緩衝液を順次 21宛を流して.250-300mμ に

豆って shoulderを有つ無色物質を除いた。カラム上に残った着色物のノ〈ンドは 1.0M-NaClを流し

て溶離し，濃厚な赤茶色の溶出液 40ccとして回収した。〔以下この液を Fr.3-IIIと記す〕。

v) 結晶化

Fr. 3-IIIの液 40ccを透析朕に採り，前回の要領で透析して脱境した。この際少量の棒色沈澱が

生じたので，これを泌過して除いた。得られた赤茶色の透析内液を稀酢酸で pH4.0とし，これを激

しく撹梓しつつfft:!'fr日流安水溶液を消加してコロイド状の濁濁を生ぜしめ.氷室に放[位すると Fig.6

に示す様な微細な立方体状の結晶が析出した。結晶はやや淡い赤櫛色を呈しているが，遠心分離して

ψ • 

4 、... 

ー.も・

事与

， • 

.. 

AeeP w • -

Fig. 6， Microphotograph of crystalline colored substance isolated 
from dark brown Hotαte-kαibαshu'a 
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これを集めると芳樹色乃至赤茶色の沈澱として得られた。しかしてその上澄液はなお着色し，酒濁し

ているので，飽和硫安の添加による結晶の生成と結品分離の操作を，母液が淡黄緑色となる迄繰り返

し行なった。ここで得られた着色物の沈澱は合して水に透析して溶解し，再び結晶化の操作を繰り返

えした。結晶が析出する硫安濃度は pH4.0の条件下で 0.2飽和から 0.6飽和の範囲であり，また

pHを調整せずに硫安を加える場合や，単に pHを 3.8-3.9に下げた場合にも不定形の沈澱が得ら

れたが，結品は生成しなかった。得られた結晶は合して漉紙パルプ層で減圧漉過し， pH 4.0の 0.65

飽和硫安溶液で充分洗糠して，湿潤重量約 0.5gの沈澱として集めた。

4) 結晶性着色物質の性質について

Fr. 3-IIIの液から上記の如く結晶化した着色物質について色調を観察し，またその鴻紙電気泳動

的性質や吸収スペクトルの状態を調ぺ，更にその加水分解物について検索を行なった。なお着色物を

分析に供するに当っては結品の沈澱を前述の要領で透析して脱塩したのち，減圧デシケーター内で乾

燥した乾燥着色物を供試した。

i) 色調について

着色物の色調を前述の r色の標準』によって色相ー彩色一明度を判定しつつ観察し，次の如き結果を

得た。即ち着色物は reddishbrown (3ーか14-3-7-14)または reddishorange (3-6-15-3-7-15)の

母液から結品させると，開ler剖dishorange (3-5-17)乃至Iightreddish or姐 ge(3-6-17)の結晶

として得られたが，これを遠心分離するかまたは濃紙パルプ層上に漉過するかして集めると，視覚的

な色調は濃厚となり， reddish brown (3-5-14)乃至 dullreddish or回 ge(3-5-15)の沈澱として得

られた。またこの沈澱は水に易溶性であり，約 50倍量の水に溶解するときは reddishbrown (3-6-

14-3-7-14)の水溶液となった。この液を透析膜に採って透析して脱塩しでも，液の視覚的色調は変

わらないが，これを減圧デシケーター中で乾燥すると，透明な赤茶色即ち reddishbrown (3-6-13)の

不定形物質が得られた。このものを約 40倍程度の水に溶解するときは透明な赤茶色即ち reddish

brown (3ーら13-3-6-14)の水溶液が得られるが，これに水を加えて次第に液を稀釈してゆくと， dull 

reddish orange (3-7-15-3-6-16)から次第に赤味を失って，回0倍稀釈程度で darkyelIow (8-5-17) 

乃至 yelIow(8-4-18)となり，更に paleyeIlow (8-3-19)乃至 paleyellow green (9-3-19)と変

Table 2. Color r倒 ctionof位 ystallineωloredsu1鵬 位 協e

R倒的ionor reagent 白 lorreaction Remarks 

一一一 一一

Biuret's Blue Same as protein and peptide 

Ninhyむin'叩 Bluish gray Sameωprotein， pep説.deand amino 
acid 

Br0mmHhEeenlZol 28〉blue Bl田 Same剖 protein回 dpeptide 

Silver nitrate28，86) Gave a whiteωlor Di宜町宮 fromreduωd substance which 
shOW8 gray 

KI04-Schi賞、-H2SOa2目 No r，倒ded Differs from glucoprotein or poly-
saccharide which shows red 

Ammonium No reacぬd Differs from phosphate which shows 
molybdate29) purple 
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ってゆくのが観察された。

ii) 泌紙電気泳動

乾燥着色物質について前述と同様 pH8.6 (μニ 0.05)のベロナール緩悼ii&lf:"結解合き守芯鴻誠事

気泳動を行なったが，着色成分は陽極側に移動し，赤燈色の単一な像を形成した。得られたクロマト

グラムに各種呈色試薬を噴霧してその反応、を検討したところ，着色成分の像は前述の結果と同様ニン

ヒドリン試薬と BPB試薬に反応、を示して，夫々緑青色，青色に顕色して Fig.7に示す如きクロマ

トグラムを得た。これらのクロマトグラムは蛋白結合多糖類の検出試薬田〉に反応せず， 文着色部は還

元1憾の硝酸銀試薬師)，36)によって白斑となったがその呈色反応の結果をまとめて Table2に示した。

外 :飯田1964J 

数義

Paper electrophoretic patterns of crystalline colored sub 

stance isolated from dark brown Hotαte-kωbαshi1α 

Veronal buffer (pH 8.6，μ=0.05)， 0.3mA/cm; 260V-
210 V; A， B and C， 2 hrs; D， E and F， 4 hrs. The strip 
was re喝ctedwith reagents as follows: A， D.. .ninhydrin. 
B，E ・0 ・control，i.e.， No reagent reacted， but he必ted. The 

positions of colored band were apeared distinctly. C， F 
bromphenol blue solution 

Fig.7. 

iii) 吸収スペク トル

乾燥着色物質について赤外線吸収スペクトルを測定し，その結果を銅塩粗結晶のスベクトルと比較

Wave length ノ仏〉

6 7 
可ー一一一ーーーー一ー一一一一，.

16 14 9 8 

ロ。4
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・・J
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・周回d
-
h
A
'
A
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h

，陶

600 1400 

(oa-I) 

Fig. 8. Infrared spectra of crystalline colored substance (below) and its copper salt 

(above) 
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して Fig.8に掲げた。また同じく着色物乾燥体の水溶液について紫外部および可視部の吸収スペク

トルを測定し，その結果をFig.9に掲げたが，可視部には特異的な吸収帯はなく，紫外部の 250-

叙旧日mμ に亘って緩慢な shoulderが認められた。

報集産水大;;lt 
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町g.9. Absorption Spectr8 ofぽy前alline∞，lored回 .bstanωisolatedfrom dark brown 
Ho句te-kaiba8hira. Fig. 9・Aぬows貴g世 eat ultra吋oletr暗 ion，and Fig. ~トB

at visible region. Their ∞lors were制 follows: A.. .pale yellow，阻dB... 
reddish yellow 

明μ460 540 620 
Wave lengもh

3卸偶μ380 260 220 

iv) 酸加水分解物のペーパークロマトグラフィーによる検索

以上の様にいろいろ検討を行なった結果，単離された着色物質はペプチド状の物質であることが明

らかになったので，その構成単位成分を解明するため，着色物の加水分解物をペーパークロマトグラ

フィーで検索した。

加水分解:乾燥着色物質約 50mgを 30傍量の 2N-HClと共に封管内に採り， 1伺。Cの恒温器中

に 10時間保って分解を行なった。分解終了後に内容液を採り出して減圧下に減圧乾燥したのち，水

を加えて再び濃縮乾溜を行ない，この操作を更に5回反覆して出来るだけ塩酸を除去して試料とし

た。

ペーパークロマトグラフィー:この試料につい℃東洋滅紙 No.51を用い，プタノール・酢酸・水

(4:1:2)を展開溶媒とする一次元クロマトグラフィー，フエノール・アンモニア水 (4:1)を一次元

側，プタノール・酢酸・水 (4:1:2)を二次元側の展開溶媒とする二次元ペーパークロマトグラフィー
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を行なった。得られたクロマトグラムの組成

分は，ニンヒドリン試薬とクロール・ヨード

澱粉試薬醐〉のほか，各種のアミノ酸検出試薬

その他の試薬で反応させて同定し，存在が推

定されたものは試料とその純晶を混合展開し

て確認を行なった。Jl.pちアルギニンは坂口反

応31)を，セリンは過沃素酸・ネスラー試薬82)

を夫々反応させて存在を推定確認したが，ジ

アゾ試薬叩，エールリッヒ試薬UJ，FPR85)に

対する反応、は凡て陰性であり，従ってイミダ

ツオール， インドール，フェノール等の化合

物は検出されず，また硫黄化合物はニトロプ

ルシドソーダ・シアンソーダ試薬附と沃化白

金酸試薬師〉を，プロリン，オキシプロリンは

イサテン試薬34，87>とワニリン試薬38)とを夫々

反応させたが，共に検出されなかった。その

結果 Fig.10に示したように，ロイシン，ノf
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Fig. 10. Paper chromatog拘 置1of the hydro-
Iysate. Solv個 tsy前em: First dimension 
(ve此icalaxi目)， phenol~wa旬r (ammonia舗の
(4:1) seωIndary dim岨 sion (horizontal 
皿 is)，n-bu加 101・aωticacid-water (4:1:2). 
Reagent: Ninhydrin in ace句ne

リン，アラニン，グリシン，セリン，アルギ

ニン， リジンおよびグルタミン酸等8種のアミノ酸の存在を確認し，他にニンヒドリン反応陽性の 2

個の不詳スポットを認めたが，以上の加水分解物の組成から，今回単離された着色物質は或る種のペ

プチドであると思われる。なお上記の未知スポ7 トはアンモニア性硝酸銀を反応させると共に白色斑

となるが，これらの性質については検討を続け次報に報告の予定である。

吟味:既に述べた如く，アミノ酸のうちでも特にリジン，アルギニンおよびヒスチジンは褐変し易

く，褐変に際して消費され易いものとされているが，この様に褐変によって着色したペプチド中にな

おリジン，アルギニンが検出されたと云うことは，アルギニン， リジンを含むこれら 8種のアミノ磁

の他に，更に一層褐変し易い例えばヒスチジンの様なアミノ酸が存在しており，これがリジン，アル

ギニンに先立って消費されてしまったか，または褐変に際しては同じリジン，アルギニンであっても，

未端基として存在するものでなければ消費されず，従ってアミノ基がペプチド結合して存在していた

リジンやアルギニンが検出されたものか，そのいずれかであると推定される。また以上の組成分の検

索結果からは，このペプチドが何故赤茶色の色調を呈するのか，その着色機構乃至は呈色機構に関す

る手掛りは得られていないが，それは上記の未知構成組成分の存在に起因するとも考えられるので，

これらの点について今後頁に検討されるべきものと考えられる。

要 約

1) 加熱乾燥によって人工的に褐変させたホタテ乾貝柱から，褐変の本体である着色物質の一つを結

晶状に単離し，このものの性質について二三検討を加えたのもその分離方法と今迄明らかになっ

た性質について記載した。

2) 単敵された着色物質は赤茶色を呈し，水に溶けて赤茶色の水溶液となるが，普通に色素と呼ばれ

ているものとは異って，その吸収スペクトルは可視部波長の全域に亘って特異的な吸収帯を持たず，

また紫外部吸収スペクトルはお0-3∞mμ に綬慢な should伎が認められた。

3) 単離された着色物質は呈色反応やその加水分解物の検索結果からペプチドであることが認められ
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た。即ち加水分解物をペーパークロマトグラフィーによって検索した結果，構成組成分としてロイ

シン，パリン，アラニン，グリシン，セリン，アルギニン， リジンおよびグルタミン酸等8種のア

ミノ酸を確認し，他にニンヒドリン反応陽性の 2個の未知スポットの存在を認めたが，これらの未

知成分についてはニンヒドリン反応陽性ということ以外にその性質は知り得ていない。また着色物

質の着色乃至呈色の機構に関する手掛りはこれら加水分解物の組成からは未だ得られていないが，

この未知構成組成分の究明と共に，この機構の解明を継続して行なう予定である。

本研究において御援助を頂いた北海道大学高木光造助教授，青森県水産物加工研究所荒木功所長に

対し，深く謝意を表する。
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