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1.ま え が き

 著者等は魚類の腐敗度を検定す るに当 り,従 来か ら

行なわれていない新 しい方法,あ るいは.よ り正確な

方法を見出そ うと種 々検討を行なっている。

 魚類の腐敗度を判定するには種 々の方法があるが.

魚肉の腐敗に よる分解生成物を測定する方法,例 えば
     ①      ②            ③      ④
ア ンモ ニ ア,ア ミノ酸,ト リメ チル ア ミン.硫 化 水 素
    0
イン ド0ル 等を定量する方法が よく行なわれるが,こ

れ らの結果 より腐敗初期を判定することは.研 究者に

より,ま た魚種等により多少異っている。

 魚類の腐敗は細菌に よる分解作用の外,同 時に,あ

るいは細菌の作用に先立 って酵素作用による自己消化

がおこり,自 己消化のため種 々の変化が進行する。 こ

れ らの変化 のうちにはヌクレオチ ドの著 しい変化 も見
     ⑥
られる。斉藤 らはヌクレオチ ドの分解に より生ずるヒ

ポキサンチンを定量 し,鮮 度検定の指標として適 して

いると報告 している。著者等は ヌクレオチ ドの変化に

よ り,魚 肉中に残存する成分,あ るいは分解に より生

ずる成分を定量 し,腐 敗度検定を行なうことが可能で

あるかどうかについて実験を試みた。その結果,魚 肉

中に残存するヌ クレオチ ドのDNA, RNA量,お よび

分解に より生成するGuanine量 を定量することに よ

り,腐 敗度を判定 しうる可能性のあることを認めたの

で報告する。

 1.実 験 の 部

亜.1.供 試材料

 海産魚類を死直後の最 も新鮮な状態で入手すること

は困難であるため,供 試魚類 として,フ ナをえら ん
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だ。体長約15cm,体 重約1209の フナの頭部を強打 し

て死亡させ しめ,そ の まま300Cの 恒温器中に保存 し

て鮮度を低下せ しめ,一 定時間後に取 り出して背肉の

白身の部分をそれぞれの実験に供 した。

皿.皿. 実験方法

 皿.H.1.揮 発性塩基態窒素の定量魚類の腐敗度を

検定するため従来か ら行なわれている方法のうち,揮

発性塩基態窒素を定量する法を本実験の比較対照 と し
       0
て え らび,常 法 に よ りこれ を 行 な っ た 。

 皿.E.皿.核 酸 の 抽 出,分 画 核 酸 の 抽 出,分 画 に は

種 々 の 方 法 が あ る が著 者 等 Schmidt, Tannhauser,
     ⑧
Schneider法(S. T. S法 〉 に よ り行 な っ た 。

 酸 可 溶 性 燐 物 質 の 除 去

 供 試 フ ナ 肉59を と り,水15m1を 加 え, Potter-

Elvehjemホ モ ゲ ナ イ ザ ーに て 氷 冷 しな が らホ モ ジ ネ

ー トを 作 り
,こ の ホ モ ジ ネ ー ト5m1に 冷10°oト リク

ロ ー ル 酢 酸(TCA)12.5mlを 混 合 して よ くか き まぜ

遠 心 す る。 沈 澱 は も う一 度12.5m1の 冷10°oTCAに 懸

濁 して 遠 心 し,こ のTCA抽 出 液 と洗 液 とを 合 せ て 酸

可 溶 性燐 物 質 分 画 と し,沈 澱 は 次 の 操 作 を 行 な う。

 燐 脂 質 の 除 去

 前 項 の10%TCAで お と した 沈 澱 を5mlの 水 に 懸 濁

し,冷95°oエ タ ノ ール20m1を 加 え て よ くまぜ て 遠 心

す る 。 沈 澱 は も う一 度5m1の エ タ ノ ー ル で 洗 い,沈 澱

を エ タ ノ ール:ク ロ ロ ホ ル ム=3:1の 混 液25m1で2

回,エ タ ノ ール:エ ー テル=3:1の 混 液25m1で1回

そ れ ぞ れ 室 温 で しば ら くか き まぜ た 後 遠 心 す る。 最 後

に エ ー テル で 洗 い,沈 澱 を 室 温 で 乾 燥 す る 。 これ らの

抽 出 液,洗 液 を 合 せ て燐 脂 質 分 画 と し.沈 澱 に つ き 次

の 操 作 を 行 な う。
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 RNA分 画

 前項で得た沈澱に0.3N水 酸化カ リウム液50m1を 加

え,37。Cで20時 間水解す る。水解後濃過塩素酸で中

和 し,更 に濃過塩素酸を加えて過塩素酸について5%

とすると,蛋 白質,DNA, 過塩素酸カ リウムの沈澱

が得 られ る。遠心 して沈澱は251nlの 冷5%過 塩素酸

で2回 洗 う。 この過塩素酸抽出液と洗液 とを合せ65m

1と しRNA分 画 とす る。

 DNA分 画

 前項で得た沈澱を5°o過 塩素酸5m1に 懸濁させ,

90。Cで15分 間加熱 し冷却後遠心す る。 沈澱は もう一一

度5%過 塩素酸12.5m1で 洗い,抽 出液と洗液とを合

せてDNA分 画とする。

 皿.皿.皿 。RNA, DNAの 定量法
                00
 RNAの 定量はオルシノール反応法を用いた。 鉄ア

ンモニウム硫酸1.359と オルシン2.09を50mlの 蒸留

水に とか し,冷 所に保存する。使用 直前に保存液2.5

m1を 濃塩酸41.5m1に とか し,水 で50m1に うすめる。

本液3m1をRNA検 液1m1に 加え,沸 騰水浴中で20分

間加熱する。冷後エル マ分光光度計で665mμ の吸光

度を測定 し,対 照 として溶媒を同様に処理 した ものを

用い,純RNAか らの標準曲線 よりRNA量 を求めた。
              ⑫
 DNAの 定量はイン ドール反応法を用いた。 DNA検

液1m1に,0.04°oイ ン ドール溶液1mlと 濃塩酸1m1

をを加えてよくまぜ る。沸騰水溶中で10分 間加熱後流

水中で冷却 し.ク ロロホル ム4mlを 加え1分 間 よく振

りまぜ.軽 く遠心 して2層 に分け,ク ロロホル ム層を

駒込 ピペ ヅトで除 く。この操作を3回 くり返 し,桃 色

に着色す る不純物を完全に抽出除去する。得た検液を

エルマ分光光度計にて490mμ の吸光度を測定す る対

照 として試料溶液の溶媒を同様に処理 した も の を用

う。純DNAか らの標準曲線よりDNA量 を求めた。
            (12)

 H.∬.IV.有 機 塩 基 の 分 離

 有 機 塩 基 の 分 離 を ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ

り行 な った 。 供 試 フ ナ 肉59を と り,水15m1を 加 え

て ホ モ ジ ネ ー トを 作 り,10°oTCA25m1を 混 じ て よ く

まぜ た 後 遠 心 し,沈 澱 を も う一 度10°oTCA 25m1で 洗

い,抽 出 液 と洗 液 とを 合 せ, これ を2mlに 濃 縮 す

る。 そ の0.02m1を 検 液 と した 。

 東 洋 炉 紙N(L50,展 開 液 メ タ ノ ール:濃 塩 酸:水(70

:20:10)を 用 い.一 次元 上 昇 法 に よ った 。 展 開 後炉 紙

を 風乾 し,紫 外 線 照 射 に よ りス ポ ッ トを 検 出 した 。 有

機 塩 基 の うちAdenie, Guanine, Uracil, Cytocine

に つ き 同時 対 照 試 験 を 行 な った 。

 ス ポ ッ トの 部 分 を 細 く刻 み,共 栓 付 試 験 管 に 入 れ,
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0.1N塩 酸5鵯 三を加えて37QCで 軽 く振 り抽出する。

抽出液を炉過 し,炉 液の紫外部吸収曲線を島津自記光

電分光計に よ り測定 し,検 液の塩基の種類を決めた。
             ⑬
 皿.皿.V 有機塩基 の定量

 前項 と同様に してスポ ヅトか らの抽 出を行ない,

248mμ の吸光度を測定 した。 ブラン クと して検液 の

代 りに検液の溶媒のみをつ けて展開 し,ス ポ ットに相

当す る位置を切 りと り,同 様に処理 したものについて

測定 した。

 皿.皿. 実験結果

 皿.皿.1.揮 発性塩基態窒素を定量 した結果をフナ

肉1009中 のmg数 で示 し,こ れを図示すると図1の ご

と くである。

図1.鮮 度低下 と揮発性塩基態窒素

   (30。C保 存,フ ナ肉100g中)

 皿.ID.H オルシノール反応法によるRNA標 準曲

線およびRNAを 定量 した結果を フナ肉1009中 の量で

示すと図2お よび図3の 通 りである。

 皿.皿.皿 イ ン ドール反応法に よるDNA標 準曲線お

よびDNA定 量結果を図示すれば図5お よび図4の ご

とくである。
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図2.RNA標 準 曲 線(オ ル シ ノ ール 反 応 法 〉 図4.DNA標 準曲線(イ ン ドール反応法〉

図3.鮮 度 低 下 とRNA量 (30。C保 存.フ ナ 肉1009中) 図5.鮮 度 低 下 とDNA量(30。C保 存,フ ナ 肉1009中)
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 H.皿.IV ペ ーパ0ク ロ マ トグ ラ フィ ーに よ り分 離

した 塩 基 の 紫 外 部 吸 収 曲 線 は 図6の よ うで あ り,検 出

され た 塩 基 はGuanineと 一 致 す る 。 Guanineの 標 準

曲線 は 図7の ご と くで あ り,Guanineを 定 量 した 結 果

は 図8の 通 りで あ る。

図8 鮮 度 低 下 とGuanine量(300C保 存,

   フ ナ 肉100g中)

図6 有機塩基の紫外部吸収曲線
     皿.考    察

一般に魚類の鮮度と揮発性塩基態窒素との間には表

1の ような関係がある。

表1.魚 肉の鮮度 と揮発性塩基態窒素

魚肉の鮮度
魚肉 11!中 の揮発性
塩基態窒素

極めてi新鮮な魚肉

普通のi新鮮な魚肉

腐敗初期の魚肉

腐敗した魚肉

5～10mg

15^-25mg

30^-40mg

50mg以 上

図7.Guanine標 準 曲 線

 表1に よ り,腐 敗初期 の魚肉1009中 には30～40mg

の揮発性塩基態窒素を含むが,本 実験条件において,

図1か ら30～40mgの 揮発性塩基態窒素の生成する時

期は約28～31時 間後であ り,28～31時 間をもって本実

験における腐敗初期の時期 とした。

 図3に より,フ ナ肉中のRNA量 は鮮度の低下と共

に次第に減少 し,本 実験におけ る腐敗初期である28～

31時 間後には,RNA量 はフナ肉1!!中493mg～486

mgと な り,本 量をもって腐敗初期 と判定す る一指標

とすることができる。

 図5に より,フ ナ肉中のDNA量 も鮮度の低下 と共

に次第に減少し,28～31時 間後には.フ ナ肉1009中

にDNA量179.8～177.6mgに 達 し,こ の量を もって腐

敗初期 と見なすことがで きる。
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 フナ肉の トリクロール酢酸抽出液中に,有 機塩基 と

してポ リン塩基の うちGuanineを 検出 し,そ の量は図

8の ごとく.鮮 度が低下するに したがい増加する。本

実験における腐敗初期である28～31時 間後には,フ ナ

肉100gか ら13.0～13.5mgに 達 し,本 量をもって腐敗

初期判定の一指標 とすることができる。

 本結果はいずれ も数回測定 した平均値であるが,他

の魚種 については 目下検討中であるo

 以上要するに魚 肉中の核酸構成分のRNA, DNA量

および核酸構成成分の分解により遊離するGuanine

量を定量 して,魚 肉の鮮度を判定することが可能であ

ると思われる。

      w.要    約

 ヌクレオチ ドの変化に より,フ ナ肉の腐敗度を判定

す る寧験を行なった結果,肉 中に残存するヌクレオチ

ドを構成するRNA, DNA量 お よび遊離 し抽出され る

Guanine量 を測定す ることにより,腐 敗度を知ること

が可能であると思われる。

 以上 の結果を表一にすれば表2の ごとくである。

表2 フナ肉の鮮度とヌクレオチ ド成分

腐 敗 初 期 に お け る 量   

㎎/1009

30 ^-40

493 ^-486

179.8^177.6

13.0^  13.7
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