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高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ る清酒中の

核酸関連物質の分析

山中　信介 ・ 川西 　祐成 ・ 奥井　一 義

奈良県工業試験場

High 　pressllre 　liquid　chromatography 　analysis 　of　the　nudeic 　acid 　co 【npo 皿 ents 　i皿 saki ．

　　YAMANA 耻
，
　 S・

，
　 S．1（AwANls 貼 and 　 K 　OKU 匸 （Preノ。　 lndustriat　 1〜esear ‘h　 Institu’e

，

　　ム「ara ，　Kashiwagi −oゐo，　Nara 　630）　正lakkokogaku　58 ：203−207。　1980．

　　Anegative 　correlation 　was 　observed 　between　 ultraviolet 　 absorbance 　and 　quality
of 　sak 彡 which 　was 　appraised 　by　a 　 sensory 　te8t，　High 　pressure　liquid　chromatog τaplly

（HPLC ） was 　applied 　to　investigate　the　ultraviolet 　 absolb 置ng 　constituents 　aロd　three

peaks　we τe　coτrelated 　with 　the　quality　of 　sak6 ．　The 　ultraviolet 　absorbing 　constituents

were 　extracted 　from　sak 彡 by　treating　with 　activated 　carbon ，
　and 　then 　components 　of

the 　three 　peaks　were 　fractionated　by 　gel　cllromatography 　 with 　Sephadex 　 G−15．　 The

peaks　were 　identified　as 　uridine ，　 hypoxanthine ，　and 　tyrGsine　by　Rf　values 　 on 　thin−

1ayer　chromatography ，　HPLC 　retention 　ti皿 es，　uv 　and 　IR　absorption 　spectra ．

　　On 　the　ot1Ler　llandp　high　pressure　liquid　chromatographic 　analysis 　of 加 cleic　acid

compo ロents 　 was 　 studied ．　 Nucleotide 　 monophosphates
，
　 nucleosides ，　 and 　 their　 bases

were 　separated 　simultaneously 　in　less　than 　90　min ，　 on 　 a　 column 　 packed 　 with 　poly−

ethylene 　porous 　polymer 　gel（Shodex 　OHpak 　B−8D4）and 　eluted 　with 　a 　linear　gradien‘
of 　ci耐 c 　acid 　and 　ammonium 　phesphate 　buffer　with 　varying 　pH ，

　fr。m 　2．7t 。 3．6．

　著者 らは ， 清酒中の 紫外線吸収物質に つ い て 検索中 ，

清酒 の 紫外線吸収量と清酒品評会で の 官能検査の 評価

順とに 負の 相閼の あ る こ とを 見出 した．こ れ らの 紫外

線吸収物質は，そ の紫外吸収ス ペ ク トル の 形状 よ り，

核酸関連物質もそ の
一成分で あろうと推定 され た ．1，

清酒中お よび 醸造工 程中 の 核酸関連物質 につ いて は 多

数の報告 t‘Si
がある が ， 品質と関連 づけた もの は数少

ない ．こ れ ら の 化合物を 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（以下 HPLC と略記） に て 分析 し，品質と関連す る ピ

ーク成分の単離 ・同定に つ い て 検討した。

　核酸関連物質の 分析に は従来 よ り，
ペ ーパ ーク ロ マ

トグラ フ ィ
ー，薄層 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー ろ紙電気泳

動法 ， イ オ ン 交換カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーなどの 方

法がある が ， こ れ らは い ずれも操作が繁雑で あ っ た り，

分析 に 時間を 要 し，ま た 多数 の 化合物を同時に 定量分

析す る の は 困難で あ る．そ の 目的 の ために は ， HPLC

は最適 の 手段で あり，近年 HPLC に よ る核酸 関連物

質 の 分析 lcつ い て は多数の報告e−15」
がみ られ る．著者

らは，核酸塩基，ヌ ク レ オ シ ド ， およ び モ ノ ヌ ク レ オ

チ ド類の 迅速分析の ため に ， Shodex　 OHpak 　 B−804

を用い る HPLC に つ い て 検討した ．

実験材料 お よ び方法

　試 料 　　清酒 の 分析用試料は，昭和52年度大阪国税

局管内市販酒品評会 の 出品酒 の うち，上 位 と判定され

た もの 10点 ， 中位 10 点，下位 10 点の 合計30 点 を用

い た．また 紫外線吸収物質の 単離に 用 い た 清酒は， 当

試験場 に て 試醸 した もの を試料と した．核酸関連物質

お よび チ ロ シ ン の 標準品は，市販特級品ま た は こ れ に

準ず る もの を使用 した・

　清酒の 紫外吸収 ス ペ ク トル　　日立 556 型二 波長自

記分光光度計を使用し，清酒を 20〜50 倍に 希釈 し，

試料 と した ．
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　清酒の 高速液体 クロ マ トグラフ ィ
ー　　高速液体ク

ロ マ トグ ラ フ は ， 日本分光 TRI 　ROTAR を使用した．

カ ラム は，Shodex　Ionpak　S−801 およ び OHpak 　B −

804 を用い ， 検出器は ， 日本分光 UVIDEC −100 型紫

外分光 光度計を使 用 し，検出波長 を 260n 皿 に設定 し

た・移動相に は純水を用い ，流速 は 0．8m1／min とし

た．清酒は ， O．45μm ミ リポ ア フ ィ ル ター
に て ろ過し

た もの を そ の ま ま 10μ1注入 した．

　清酒よ り紫外線吸収物 質 の 分 離 ・同定 　 清酒 41

を減圧濃縮しエ タ ノ
ー

ル を除き，濃縮物を活性炭200g

に バ
ッ チ 式 に て 吸着 させ た．活性炭 を水洗の 後，50％

エ タノール 溶液 として カ ラム に 充て ん し， 同溶 液 21

に て 洗浄 した ．次 に ア ン モ ニ ア 性 ア ル コ
ール 溶液 （ア

ン モ ニ ア 4 ％，エ タ ノ ール 50％）1．5 ’に て 紫外線吸収

物質を溶出させ た．得 られた 溶液を減圧濃縮し， 濃縮

物を Sephadex 　G −15 に よ る ゲ ル ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に て，6 つ の グル ープに分画 した．こ の うち ， フ ラ ク

シ ョ ン P1 を濃縮し水不溶柱物質を除き， 次 に ク ロ ロ

ホ ル ム ーn一プ ロ パ ノール ーメ タ ノール 混 合溶 媒 に て，

TLC に よ る分取を 行っ た・得 られ た 溶液をさらに ，

ク ロ ロ ホ ル ムーメ タ ノール 混合溶媒に て シ リカ ゲ ル カ

ラム ク ロ マ トグラ フ ny　一を行 い ，化合物 P1 の 結晶 を

得た ．化合物 P3 お よび P5 は，ゲル ク ロ マ トグ ラフ

ィ
ーに よ る分離で結晶を得た の で ， そ の まま分析に供

した ・ こ れ らの 化合物は，HPLC の 保持時間，　 TLC

の Rf 値，紫外吸収 ス ペ ク トル 、お よ び赤外吸収 ス ペ

ク トル に て 同定した・な お，赤外吸収 ス ペ ク トル の測

定は，日本分光 1R−G 型赤外分光光度計を 使用 し た・

　HPLC による核酸 関連物質の 分析　　装置 は 清酒

の 分析の 時と同様の も の を 用 い ， カ ラ ム は Shodex

OHpak 　B−804 を 使用 した。溶離液は ，
　O．　OIM ク エ ン

酸℃ ．03M リン 酸 ア ン モ ニ ウム 緩衝液を用 い た．初期

濃度は，ク エ ン 酸 86％ （pH 　2．7） と し， 試料注入 と同

時 に グ ラ ジ エ ン ト溶出を 開始 し，最終濃度は ク エ ン 酸

10％ （pH 　3．6） とした．グ ラ ジエ ン ト時間は 53分 ， 流

速は 0．8　ml ／min ， カ ラ ム 温 度 27℃ （室温）， 平均圧

力 18kg ／cm3 が適当で あっ た。

実験結果および考察

　清酒の 晶質と紫外吸収ス ペ ク トル 　　清酒 の 紫外吸

収ス ペ ク トル を Fig ．1 に示した・清酒 30点につ いて

検討 の 結果，品評会に て 上 位 と判定 され た もの は一
般

．
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Fig．1．　Uv 　absorption 　 spectra 　of　 sak 彡．
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：upper 　grade　 saki
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Fig．2．　 Re   tion 　between　uv 　absorba ：1ce　and

　　quality　of　sak9 ．
　　U ：upper 　grade ε4 層，
　　M ： middle 　 grade ε4 彡々，

　　L 　：10wer　grade　sak9 。

的に 吸光度が 低 く， 下位の 清酒で は吸光度が高い とい

う傾向が見られた ・また 中位 の 清酒 は，上位 と下位の

間に ばらつ い た・ こ れを 260n 皿 の 吸光度で比較する

と Fig．2 の よ うな分布となり， 上位 ， 中位， 下位の

平均値の 間 に 有意な差が認められ ， 清酒 の 1 つ の 品質

評価方法として意義 の あ る こ とを認めた．

　HPLC に よる 清酒の 分析　　清酒を Ionpak　S−801

を用い て 分析 した結果，25分 に特徴的な ピーク が見 ら

れ，上位酒で は ピーク高が低く，下位酒 で は高 い とい

う傾向を示した．一
方 ， OHpak 　B−804 を用い て 分析
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Fig．4．　Infrared　spectra 　of　ttridine （K正；r　pellet）．

　　 （A ）：authentic 　uridine ，

　　 （B）： isolated◎ompo 鵬 d （P　1）from　3 σ聴 ．
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Fig．3．　 Liquid 　chromatog   s　of 　3 αゐ彡。

　　 Column ：Sllodex　OHpak 　B −804，50　cm 　x 　8　mln ，

　　eluent ： distilled　 water ，
　 flow　 rate ： 0．8ml ／

　　 1nin ，　 detector ： uv 　 at　 260　nm ，
　 sa皿 ples （10

　　μL）：（A ）10wer　grade　sak6 ， （B）upPer 　grade
　 　 sakti．

した結果を Fig ．3 に示し た．高分子領域以外に 約 10

の ピークに分離した が ， こ れ ら の うち P1 ，
　 P3 ，

　 P5

が 清酒 の 品質と関連 した．P1 は上位，中位 ， 下位の

順に ピーク高が高 くな る傾向を示 し， 特 に 上位 と下位

の間に は有意な差が 見 られた．また P3 および P5 は

ともに，上位と中位 の 問 に は差がな く， 下位 との 間に

有意な差が認め られ た・

　各ピーク成分 の分離 ・同定　　実験方法で 述 べ たと

お り，清酒の 活性炭処理 に よ っ て得られ た濃縮物を，

Sephadex　G −15 に よ るゲ ル ク ロ マ トグラ フ ィ
ーを 行

い ， 水 に て 展開した．検出は，紫外分光光度計を用い，

6 つ の グル ープ に 分画 した・こ の うち，フ ラ ク シ ョ ン

P1 に つ い て ， 実験方法で 示した各種の ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ーを くり返し， 白色結晶 85m9 を得た．こ れ は 260

nm に 吸収極大 を与 え，シ リカゲ ル に よ る TLC の R ノ

値 （展開溶媒 ： n一ブ タ ノール ： ア セ トン ； 酢酸 ： 5 ％

ア ン モ ニ ア 水 ：水＝＝45 ： 15 ： 10 ： 10 ； 20），HPLC

に よ る R ’ （27．3分），uv ス ペ ク トル ，お よ び IR ス

ペ ク トル （Fig ．4） か ら，化合物 Pl を ウ リジ ン と 同

定 し た。一方 ， 化合物 P3 お よ び P5 は，　 Sephadex

G −15 に よ る ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ り，そ れ ぞ れ 結

晶を得た．P3 は ， シ リカ ゲル に ょ る TLC の Rt 値 ，
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Fig ．5．　Infrared　 spectra 　 of
二．　hypoxanthine （KBr

　　 pellet）．

　　（A ）：authentic 　hypoxanthine ，
　　 （B）：iso互ated 　 colnpomld （P 　3） f：om 　sakti．
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Fig．6．　Infrared　spectra 　of 　tyrosine （KB ： pellet ）．

　　（A ）：authentic レ tyrosine，
　　（B ）：isolated　 compound （P 　5）from 　sak6 ．

HPLC に よ る R ’ （37．0分），　 uv ス ペ ク トル （λmts ＝＝

249nm ），お よび IR ス ペ ク トル （Fig．5）よ り， 　ヒ

ポ キ サ ン チ ン と同定した・ま た化合物 P5 は，ニ ン ヒ

ド リン 反応陽性で あり，HPLC に よ る R ‘ （43．1分），

uv ス ペ ク トル （lm，i ・＝ 224　nm ，274　nm ，282　nm （s）），

およ び IR ス ペ ク トル （Fig．6）よ り， チ ロ シ ン と同
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定した．16・m

　HPLC に よ る核酸関連物質の 分析　　当初の HPLC

分析 に よ り，清酒中の ウ リジ ン 含有量 は 21 〜 83mg ／1

（平均 44　mg ／1）， また ヒ ポ キ サ ン チ ン 含有量は 4〜88

皿 g／l （平均 31m9 ／の となり， 現在まで の 報告
1・9〕 の

約 10 倍の 含有量で あ っ た．こ れ は 分析方法の 相遣 に

原因す る もの と思われ た，一方 ， 清酒の 260nm に お

ける紫外吸収 の 寄与率は，ウ リ ジ ン およ び ヒ ポキ サ ン

チ ン 両者に よ り平均で約6 割を 占め，ま た核酸関連物

質お よ びア ミノ酸で約8 割程度の寄与率を示した．

　 こ れ らに つ い て の検討，お よび他成分の 分析，さ ら

に は一般食品中の 核酸関連物質の 分析を行うた め に ，

HPLC に よ る核酸塩基，ヌ ク レ オ シ ド， お よび モ ノ ヌ

ク レ オ チ ドの 分別伺時分析に つ い て 検討した．カ ラ ム

は Shodex 　OHpak 　B−804を用 い ， 移動相 として 各種

の 緩衝液に つ い て 検討した． そ の 結果 ， クエ ン 酸一リ

ン酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩衝液を用い ， pH 　2．7 か ら pH 　3．6

まで グ ラ ジエ ン ト溶出す る こ とに よ っ て 最良 の ク ロ マ

トグ ラム が得られた．流速を O．Sml ／min ， カ ラム 温

度は室温 （27℃ ）とした時 の ク ロ マ トグラ ム を Fig．7

に示した ．3種類の モ ノ ヌ クレ オチ ド，7 種類の ヌ ク

レ オ シ ド，およ び 7種類の 核酸塩基を 同時 に 90 分で

分析 した ・ア デ ニ ン お よび グア ニ ン の 保持時間が若干

遅れ，さらに こ の 付近 か らべ 一ス ラ イ ン の 変動が み ら

れ た．従 っ て ア デ ニ ン およびグァ ニ ン を分析す る必要

の ない時に は，流速を 1．Oml／min として，他の 15種

類 を 57 分間で 分析す る こ とが 可能 で あ る，一般的 に

ヌ ク レ オ チ ド ， ヌ ク レ オ シ ド，核酸塩基の順に 溶出し，

また各塩基 の 間で は解離定数 の 高い 順に 溶出した・一

方，清酒を こ の 条件下で 分析す る と，ウ リジ ン ，ヒ ポ

キ サ ン チ ン 以外 に ， 少量の ウ ラ シ ル ，キ サ ン チ ン ， シ

チ ジ ン ， お よ びグァ ニ ン を検出した．また 食品中， 特

に 醸造食品や 調味液中に 含まれ る核酸 系 調味料 （5
’一

モ ノヌ ク レ オ チ ド） の分析に つ い て も OHpak 　B−804

は適して お り， 溶離液は 0．01M クエ ン 酸 86％，0．03

M リン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 14％ ， pH　2。7 の 定組成溶出 ，

流速 1。Oml／min の 条件で ，5’−IMP ，5’−GMP ， 5ノーA

MP を22分間で 分析した．
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Fig．7．　Liquid 　chromatogram 　of 　an 　authentic

　 　mixture 　of 　 nucleic 　 acids ．

　　Coヨumn ：Shodex　OHpa1【 B −804，50　cm 　x　8　mm ，

eluent ： 0．。1　M 　Citric　 acid − 0．。3M   onium

　　phosphate 　（menobasic ）　buffer，　varying 　pH

　　from　2．7　to　3．6　by 　linear　gradient　for　53

　　min ，　flow　rate ：0．8ml ／min
，
　average 　pressure ：

　　18kg ／cms ，　detector ： uv 　at 　260　nm
，　1 ： 5ノー

　　IMP ， 2 ： 5 ’−GMP ， 3 ： 5’−AMP ，4 ： uridine ，

　　5 ： inosine， 6 ：thymidine ，7 ：uraci 璽
， 8 ： xanth

　　osine ， 9 ：thymine ，　10 ：xanthine ，　11 ：hypo−

　　xanthine ， 12 ： guanosine ， 13 ； cytidine ．　14 ：

　　adeno8ine ，　15 ： cytosine ，　16 ： guanine，　17 ：

　 　adenine 。

要 約

　1） 清酒 の 紫外吸収量 と清酒の 官能検査 に よ る 品質

評価とが ， 負 の 相関を示すこ とを認め た．

　2） 清酒 を HPLC にて 分析 し ， 品質 に 関与する主

な 3 つ の ピークを見出 した．

　3）　 これ らの ピーク成分に つ い て 検討した と こ ろ，

ウ リジ ン ，ヒ ポキ サ ン チ ン ， およ び チ ロ シ ン が同定 さ

れた．

　4） Shodex　OHpak 　B −804 を用い た核酸関連物質

の HPLC に つ い て 検討 し ， 核酸塩基，ヌ ク レ オ シ ド，

およびモ ノ ヌ クレ オ チ ドを同時 に 90 分で 分析した。

　本稿を終わ るに あた り，清酒の 試料を提供い た だ い た大亟 国税局

儖 定官室 の皆様 に深謝い たします．また，発表の機会を与t られ た

奈良県工業試験場守川喜郎場長に 、深 く感謝い た します．
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