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AbStract

RecentstudiesontheutilizationofradiationasoneoftheeHbctivemethodsoffbodpreservation

hasbeenconducted・Bytheseinvestigations，ithasbeenclarifiedthatthebuddingofpotatoeshas

beencontrolled,andthismethodhasbeenappliedtoPracticaluse・Themethodofpreservingfbod

byirradiationofγ-raysonfbodhasmanyadvantages：Ｔｈｅｒｅｉｓｎｏｎｅｅｄｔｏｈｅａｔｆｂｏｄａｎｄｎｏｎｅed

toaddantibioticstofbod，butthereareafbwdisadvantages，fbrexample，decompositionofthe

constituentsoffbod，ａｎｄｔｈｅｆｂｒｍａｔｉｏｎｏｆ‘‘ofH1avor，,ordiscoloration・Thisinvestigationwas

undertakentoclarifythemechanismofradiolysisoftheconstltuentsofthefbodinordertoimprove

thepreservationmethodoffbodbyapplyingittopracticaluse・

TThisthesisismainlyconcernedwiththemechanismofradiolysisofglutamicandasparticacids，

whenthecrystallinesamplesandtheaqueoussolutionsofthesecompoundswereirradiatedbyγ－

raysundervacuum・GlutamicandasparticacidsarethemaJorcomponentsoffisheriesfbodand

theyaremonoamino-dicarboxylicacids，therefbre，interestingｔｏｎｏｔｅｔｈａｔｔｈｅｙｈａｖｅｑｕｉｔｅａｄｉ碇r‐

entmechanismofradiolysisfromothersimpleaminoacids．

Theradiationsourcesofγ-raysusedwasCo-60,3,000ｃｉ，andthedosagewas20-l80Mradsfbr

crystalsamples，ａｎｄ1.8冬OMradsfbraqueoussolutions・

Thecomponentsofthedecomposedcompoundsbyradiolysiswereseparatedbyionexchange

columnchromatography，thuspurified，ｅａｃｈａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗａｓａｓｓayedbytheninhydrinecolora-

tionmethod・Fattyacidsweresubmittedtosilicagelcolumnchromatography，andthuspurified，

each色ttyacidswasderivedtop-bromophenacyl-estersandmeasuredtheirmeltingpointsorpaper

partitionchromatographyorgasliquidchromatography・Ａｍｍｏｎｉａｗａｓａｓｓａyedbythemicro

diHilsionmethodandindophenolcoloringmethod・Theamountsofcarbondioxideweremeas‐

uredbymicrodiHUsionmethod、Inordertodetectthechangesoftheconfigurationsoftheammo

acids，theirradiatedsamplesweresubmittedtoinfi･a-redspectrophotometerandX-raysdifIraction

analysis、

１．１．Ｉｔｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅｔｗｏｋindsofreactions,ｗｈｅｎthecrystallinesamplesofglu-

tamicacidwereirradiatedby7-rays：Ammoniaandglutaricacidwereobtainedbydeamination，

andcarbondioxideanda-amino-n-butyricacidwereisolatedbydecarboxylation・Theamounts

oftheproductsareG(ammonia)＝3.8,Ｇ(glutaricacid)＝2.8,Ｇ(CO2)＝1.0,ａｎｄＧ(α一ABA)＝0.8.
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Thefbrmofdecarboxylationreactiｏｎｉｓ⑩-decarboxylation・Theexistenceofsmallamountsof

n-butyricacid,ｗｈｉｃｈｓｅｅｍｅｄｔｏｂｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙｔｈｅｃomplexreactionofdecarboxylatioｎａｎｄｄｅ‐

amination,wereconfirmed・

Besidessmallamountsofsuccinicandmalonicacids，itwasclarifiedthata-amino-n-butyricacid

wasisomerizedtoγ-aminobutyricacid・Andalsothattheinfi･a-redabsorptionspectraofcarboxyl

andaminoradicalswereconsiderablyeHbcted，whenthesamecrystallinesampleswereirradiated

bymorethanlOOMradsdosage、

1.2．Ｗｈｅｎγ-rayswasirradiatedontheaqueoussolutionofglutamicacid，ｔｈｅａｍｏｕｎｔｓａｎｄ

ｔｈｅｋｉｎｄｓｏｆｔｈｅｄｅｃｏmposedconstituentsweregreatlyaＨｂｃｔｅｄｂｙｐＨｏｆｉｔｓｓｏｌｕｔｉｏｎ：Inweak

alkalinesoution，γ-aminobutyricacidwasobtainedbya-decarboxylation，ａｎｄｉｔｓｈｉｇｈｅｓｔｙｅｉｌｄｗａｓ

Ｇ(７－ABA)＝2.2ａｔｐＨ7.9．Ontheotherhand,intheweakacidicsolution,asparticacidwas

identifiedanditsamountsbecamehighestatpH39(Ｇ(Asp)＝3.9)．

Themechanismoffbrmationofasparticacidfromglutamicacidseemstobeacomplexreaction
whichneedsasecessionofthechainbetween3rdand4thcarbonsandrecombinationwithother

carboxylradicals・Decarboxylationreactionisapeculiarreactionwhichhastwomaximumvalues

inweakacidicandinweakalkalineconditions・ＥａｃｈＧ(ammonia)was2.6,1.7ａｎｄ４．２ａｔｐＨ2.2,

6.8ａｎｄ９．２respectively・Thefbrmationofglutaricacidwhicｈｗａｓｇｅｎｅｒａｔｅｄａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｈａｓ

ａnidenticaltendency・

Inaweakacidicsolution,verysmallamountsofn-butyricacidwereidentified、

1.3．Ｗｈｅｎγ-rayswasirradiatedonthecrystallinesamplesofγ-monosodiumglutamate，the

amountsof､a-amino-n-butyricacidweredetectedbydecarboxylationreaction，ａｎｄｗｅｒｅｏｎｅｏｆ

ｔｈｏｓｅｆｂｕｎｄｉｎｔｈｅｃａｓeofthecrystallinesamplesofglutamicacid･ＴｈｅdiHbrencesbetweenthe

boundingenergiesbasedontheexistenceofNaatomhaveclearlybeenmani企sted、

2.1．Themainreactionanditsmajorproductswereammoniaandsuccinicacidbydeamination

reaction,andalanineandβ-alaninebythedecarboxylationone,whenthecrystallinesamplesof

asparticacidwereirradiated、ItsGvalueswereasfbllows：Ｇ(ammonis)＝6.0,Ｇ(succinicacid）

＝5.2,ａｎｄＧ(Ala)＝1.0．Itwasconfirmedthatdecarboxylationofthecrystallinesamplesofas‐

particacidswereslightlymanifestedata-site,inadditiontothemainreadtionofの-decarboxylation、

2.2．Decarboxylationreactionwasmainlyaa-decarboxylationone，anditsreactionbecame

highestatpH9,4：Ｇ(β-Ala)＝1.8,whentheaqueoussolutionofasparticacidwasirradiated・

Intheweakacidicsolution,smallamountsofalaninewereidentifiedbythereactionofの-decarbo-

xylation・ThisphenomenonwascompletelydiHもrentfi･omthereactionofasparticacidfbrmation

occuredinaglutamicacidsample，

Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｎｄ，ｔｈｅｅＨｾｃｔｏｆｐＨｗａｓａｌｍｏｓｔｓａｍｅｉｎｔｈｅｃａｓｅｏｆthesampleofglutamicacid，

itsproductswereammoniaandsuccinicacid・Inthecaseofweakacidicsolution,verysmallamounts

ofpropionicacidwereidentified・

Whenthedecompositionofthecrystallinesamplesofglutamicacidwerecomparedwiththatof

asparticacid，thedecompositionofasparticacidwasstrongerthanofglutamicacid：Thedeami-

nationreactionofasparｔｉｃａｃｉｄｗａｓｔｗｏｔｉｍｅｓｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎｉnthecaseofglutamicacid，anditsde-

carboxylationreactionwasfburtimesgreaterthanthａｔone・

Theauthorproposedthatthereasoncamefromthedifllerenceinthelengthoftheircarbonchains･

Whenthedecompositionoftheaqueoussolutionofglutamicacidwascomparedwiththatofaspar-

ticacid，themostconspicuousdiHbrenceofthesecompoundswasthatasparticacidwasfbrmed

fioomglutamicacid,ａｎｄβ-alanineandalninewerefbrmedfromasparticacidintheweakacidicso‐
lutions・Itwasclarifiedthatthedi碇rencesbetweenthosereactionmechanismscamefromthe

structureofthecarbonchains・Intheaqueoussolution，besidesthechangesofionizationaccord-

ingtopH，glutaｍｉｃａｃｉｄｈａｄａｔｅｎｄｅｎｃｙｏｆｍａｋｉｎｇａｒｉngstructurebydehydrationandcondensa-

tionreactioninthemolecules・Thisspecificcharacteristicoftheglutamicacidmakesaconspicu-

ousdiHbrencesdependingontheamountsandthekindsofthedecomposedproductsofaspartic

acid・Deaminationreactionhasthesametendencyofdecompositioninbothglutamicandaspar-
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ticacids，butinthecaseofdecarboxylation，glutamicacidproceeds１．３timesbsterthanthatof

asparticacid･

Whenthecrystallinesamplesofbothglutamicandasparticacidswerecomparedwiththoseof

theaqueoussolution，thesamplesofaqueoussolutionweredecomposedmorestronglythanthaｔｏf

thecrystallinesamplesbythereactionofthefreeradicalsandhydratedelectronsfbrmedbydecom-

positionofwater・Themostremarkabledifmerenceamongthereactionfbrmsweredecarboxyla-

tionreactions，andinthecaseofcrystallinesamples，ｔｈｅｍa】ｏｒｏｎｅｗａｓの-decarboxylation・Ｉｎｔｈｅ

ｃａｓｅoftheaqueoussolution,itwasa-decaboxylation・

Amongthedegradationcomponentsgeneratedfromglutamicandasparticacidsbytheirradia-

tionofγ-rays，themostodorouscomponentsareammoniaandlowergradesoffattyacids・In

ordertopreventthesedegradationreactions，ｔｏｋｅｅｐｔｈｅｍｅｄｉｕｍｓtrongacidoralkaliisoneofthe

mosｔｅ碇ctiveways,butfromthepointofviewoffbod,ｉｔｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｂｅｓｔｗａｙｓｔｏｋｅｅｐｔｈｅｍedium

neutrlandtoirradiatethefbodatamoderatedosage．

目 次

序論……･……･…･…………･･………･…………･……･…………．．……………………･･………４

１．水産食品に対する放射線照射･……．．………･…･………･…･……………………………．．……４

２．アミノ酸に対する放射線照射………･………･…･……･……･……･……･……………………・・６

３．この研究の目的……………………………………．．…･………･…………………………･･･…・・９

実験方法･…･……………･…･………･…･…………………．．…･･…………………………･…･･･……･1０

１．試料ならびに標準試薬………………………………･……………………………･…････………1０

２．照射用試料の調製………………………………………･…･･…･…･…………………･…………1０

３．ガンマ線照射．．……･……………･……．．…………………………………･…………･………･…1１

４．反応生成物の検出と測定………………･……･･………………･……･……･･………．．…･……･･１１

実験結果……………･………･………･………･･･………･･…･………………･………………………･･1４

１．L-glutamicacidのガンマ線分解…………｡．……･…．．…･･………………………･…･･……･･1４

１．１．固体試料に対するガンマ線照射とその分解生成物…………･…………………………･･1４

1.1.1．glutamicacidの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構……………1４

1.1.2．ガンマ線照射によるglutamicacidのカルポン酸への転機構…･………･…･………1８

1.2．水溶液試料に対するガンマ線照射とその分解生成物．……･………．．…………………･･2３

1.2.1．glutamicacidの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構．．…．．……･･2３

1.2.2．ガンマ線照射によるglutamicacidのカルポン酸への転移機構･･･…………･…･…･2７

１．３．γ-Na-glutamateに対するガンマ線照射とその分解生成物．……………･……･……3４

２．L-asparticacidのガンマ線分解…………･･･……………･･･…………･……………･･･…．．…3８

2.1．固体試料に対するガンマ線照射とその分解生成物…･….．……．．…･……………･……･･3８

2.1.1．asparticacidの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構……………3８

2.1.2．ガンマ線照射によるasparticacidのカルポン酸への転移機構･………･………････4０

2.2．水溶液試料に対するガンマ線照射とその分解生成物………･……………･………･……4４

2.2.1．asparticacidの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構｡．………･…4４

2.2.2．ガンマ線照射によるasparticacidのカルポン酸への転移機構.．……････…………４６

討論･……･………･…………･･……･･･………･………･…………･………………………･………5２

１．glutamicacidおよびasparticacid結晶のガンマ線分解……………………･…………･･5２

２．glutamicacidおよびasparticacid水溶液のガンマ線分解…･………………････………･5４

３．生化学的アミノ酸分解との比較………･…･･……･………．．…………･…………．．……･……･･5７

４．タンパク質食品に対する放射線照射の問題点…･…･…･……･…･･……･…………･…………･５９

要約．…･……………………･…………………………･･…･………･……･………･………･…．．…6２

３



137Ｃｓγrayｓ

βrays

7rays

４

〃

〃

0.015

0.075～０．２０

謝
文

辞･……･…………………………………………･……･……………………･…･………………６４

献…………．．…･…………………………………………･……………………………………･･6４

序 論

１．水産食品に対する放射線照射

1.1．食品照射の現状

従来食品の保存法としては，缶詰，冷凍冷蔵等が代表的なものとされて来た．しかし，こ

こ20数年来食品に対する放射線照射が保蔵を目的として試みられ，一部には，すでに実用価

値を認められた部門もある．放射線による食糧保蔵は，諸外国においても，世界的な食糧事

情の困難に対処する有効な手段として実用化を予想し，これに必要な関連問題を広汎にとり

上げながら総合的見地に立った開発計画の推進が，国連食糧農業機構，国際原子力機関等を

Table1．Approbationonthefbodsirradiatioｎ（1965)1）

ＵＳＡ

Onion

Orange

５－１０

qualityimprovement 0.3-0.4

0.05-0.2

exterminationofvermins

inhibitionofbudding

－０．５

０．２－０．５

Ｄｏｓｅ

(Ｍrad）

Ｒａｄｉａｔｉｏｎ

ｓｏｕｒｃｅ

Energy

(MeV）
Purpose ApprobationFoods

(pending）

inhibition

ofbudding
〃

〃

〃

sterilization

〃

〃

●●

pasteurlzatlon

streili死ation
●●

extermmatlon

ofvermins

〃

〃

inhibition

ofbudding
Sterili垣tion

ofsurflce

1.17

1.33

ＵＳＳＲ（1959）Potato ６０ＣＯγｒａｙｓ

0.015

0.005～０．０１０

〃

４．５～５．６

〃

〃

Canada

ＵＳＡ

〃

ＵＳＡ

〃

バダ

バダ

パダ

ＵＳＡ

の
句
句
助
司
司
勿
鋤
釘

６
６
６
６
６
６
６
６
６

９
９
９
９
９
９
９
９
９

１
１
１
１
１
１
１
１
１

く
く
く
く
く
く
く
く
く

〃

〃

137Ｃｓ７ｒａｙｓ

６０ＣＯγrayｓ
βrays

0.06

Bacon

５
０
５
１

Ｘｒａｙｓ

ｌ３７Ｃｓγｒａｙｓ

６０ＣＯγｒａｙｓ

４．５～5.6

0.02～０．０５Ｗheat

〃（1964）

ＵＳＡ(pending）

Canada（1964）
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５－１５

５

disinfbction 0.3-1.0

0.01-0.05

0.01-0.05

0.003-0.015

６０ＣＯγrays

137Csγｒａｙｓ

sterili死ation

pasteurization

Cost（￥/Ｋ9.）

Table２．Favorablefbodsfbrradiation-preservation2）

Foods

bacon

firuits

fishes

eggs

meats

cereals

potato
●

onlon

driedvegetables
●

ｗ１ｎｅｓ

４－６

０．０５－１．０

4０－８０

５－１５

Purpose Dose(Ｍrad）
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中心に行なわれている')．

Ｔａｂｌｅｌ１）および'1をLble22）は1965年における食品照射の法的許可と経済面から見た有望

度である．放射線の殺菌作用が食品工業に本格的に応用されたのは第二次大戦後であるが，

ジャガイモの発芽抑制に，ソ連，カナダ，アメリカで利用されている程度で，完全殺菌を目

的としたものは，アメリカにおけるベーコンだけである．しかし，今後の開発によっては，

魚介類，卵，肉類のPaSteUriZatiOn,消毒への応用も有望と言える2)．

食品照射の安全性については，危害の可能性を生物学，化学，物理学の面から検討した報

告3)がある．

問題点として挙げられるものは，

（１）照射によって有害物質が食品中に生成しないか．

（２）糖質，脂質，蛋白質，ビタミン等の食品成分が破壊しないか．色，味，臭い，物性

変化はないか．

（３）照射食品中に，生物の遺伝に変異を起こさせる物質が生成する可能性がないか．

（４）ベーコンなどステロール含有食品を照射した場合，たとえば６－β-hydroperoxy-4-

cholesten-3-oneのような発がん性物質を生じないか．

（５）食品中の成分の一部が放射化しないか．

（６）照射後も残存する細胞および変異した菌によって病害が起る可能性はないか．

の諸点である．このうち（２）を除く諸点については現在までの研究では問題はないとされ

ている．照射による食品栄養素の破壊，変色，異臭発生については充分に検討を加えなけれ

ばならない．

1.2．水産食品に対する照射

水産食品を対象とした放射線照射の研究は，殺菌を目的として早くから着手されている4)．

1949年以来サバ，タラなどに電子線照射を行なったものを始めとし5'6)，魚介類はもとより

ねり製品7)，塩干品8）等多くの報告がなされている。もとより食品の品質を低下させずに完

全殺菌することは困難であるが，研究の進展とともに食品照射の主要方向がradiationpas‐

teurizationに位置づけられるとともに，照射の対象，線量の程度などに焦点が絞られるよ

うになった。

今日一般に行なわれる動物性食品の低線量照射殺菌は，多くの水産物も対象として挙げら

れている9,10)．

1965年，アメリカ原子力委員会から食品薬品管理局に対して水産物照射許可の申請が出さ

れたが，実用化までには，まだ多くの問題点があり，その解決には基礎的研究が不足してい

る''’'2)．

水産食品に対する照射の線源としては，Co-60のガンマ線が多く採用されている．照射に

よる食品の品質低下が起こらずに保存期間を効果的に延長する線量，いわゆる適正線量は一

般に0.15～0.3Ｍradと言われている．適正線量の定義は極めて莫然としているが，

（１）食用可能な範囲での最大線量．

（２）その製品に必要とされる保存期間中，一定の品質を保証できる最低の線量．

の範囲内とするのが普通のようである'3)．

例えば，魚肉フィーレについて適宜の線量と低温保持を併用することによって照射品が非
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照射品の２～３倍の保存期間延長ができる程度が一応の目安とされている'４，１５)．

食品に対する照射線量は明確には分類されていないが，次のような提唱がなされ16)，１９６５

年には国際的に採択されている'7)．

（１）完全殺菌（radappatization),４～6Ｍrad．

（２）病原菌殺菌（radicization),0.3～1.0Ｍrad．

（３）普通腐敗菌の減少（radurization),0.05～1.0Ｍrad･

魚介類を完全殺菌するには４～6Ｍradの高線量を必要とするため，必然的に食品成分の

分解変質を伴い，臭，味，色沢等の悪変による商品価値の低下を避けることは困難である．

前述のベーコンに対する４～6Ｍradの法的許可は例外的なものである．食品成分の分解

のうち主要なものは，含硫化合物の分解による硫化水素，メルカプタンの発生，含窒素化合

物の分解によるammonia,アミン類の発生，この外に低級脂肪酸，カルポニル化合物の生成，

脂肪の酸化，ビタミン類の破壊等である．特に水分および酸素の存在下における照射によっ

て著しい変化が起こされる3)．

2．アミノ酸に対する放射線照射

2.1．水産食品に含まれるglutamicacidとasParticacid

著者は，食品照射の実用化に関して残されている諸問題点のうち，含窒素化合物の分解に

よって生ずるammonia,低級脂肪酸等の悪影響を除く目的をもって，魚介類の成分のうち食

品学的に見て最も価値あるタンパク質をとりあげ，タンパク質の構成成分であるアミノ酸の

ガンマ線分解を基礎的研究の対象とした．

各種アミノ酸のうち，glyCine18)，alanine'9,20）のような比較的低分子の化合物や，照射に

よって不快な硫化水素またはメルカプタンを生ずる含硫アミノ酸２１)については比較的研究が

なされている．

しかしタンパク質構成アミノ酸のうち極めて存在量の多いglutamicacid，asparticacid

については，総合的な研究がなお不充分である．

Table3は水産動物の筋肉タンパク質を構成するアミノ酸のモル比である．表中の魚類

は22,28)サバ，ブリ，メバチ，カツオ，ホシザメ，マイワシ，ベニマス，コイ，ハモ，マアジ，

マダイ，イシガレイ，およびスケソウダラ，を個々に分析した結果であり，甲殻類24)はクル

マエビ，イセエピ，およびガザミを，貝類25)はハマグリ，およびアワビを分析対象としたも

のである．いずれの分析例もglutamicacidは第１位の含量を示し，asparticacidも第２

位または極めて上位にあることがわかる．水産動物のタンパク質26,27,28,29）またはエキス分

の28,30,31)アミノ酸構成比に関する報告は多いが，筋肉タンパク質の主成分ミオシンを対象27）

としたものではglutamicacidとasparticacidの存在比がそれぞれ１位と２位を占めるの

が普通である．また海藻類のエキス成分中のアミノ酸についても，例えばコンブ成分を分析

し，glutamicacidはアミノ酸全体の50～60％を，asparticacidは20～40％に相当し，それ

ぞれ１位と２位の存在比であるとの報告32)もある．

このようにglutamicacidとasparticacidは水産動植物中に多く存在するので，水産食

品の照射を考えるとき，当然，無視し得ないアミノ酸ということができる．
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2.2．アミノ酸の放射線分解に関する従来の研究

一般にアミノ酸に対する放射線照射の研究は，古くから数多くあり，近年の食品工業界で

の利用は，放射線に対して感受性の強い物質の化学変化についての研究を一層発展させてい

る．最近に至り，微量分析法の改善，分析機器の著しい発展によって，極めて微量の分解生

成物までが検討の対象になり，反応機構の解明も活発である．

アミノ酸に対する放射線の影響は，結晶を対象とした直接効果と，試料を溶液として照射

を行なう間接効果の両面から研究されている．水溶液での実験では放射線の効果が水にも及

ぶため，水に由来する遊離基の活性が大きく作用し，直接効果では得られない多くの相異点

を見出すことができる．

2.2.1．直接効果に関する研究

ガンマ線，Ｘ線のアミノ酸に対する直接効果を研究した報告の多くは生成する遊離基の

測定にelectronspinresonance（ESR）を用いている．SHIELDとGoRDY33）はＸ線照射を
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同様に遊離基の収量を報告している．ScHIRMERら35）はα線によって作られるparamag‐

neticcenterをＸ線の影響による場合と比較し，Ｘ線の場合の40～80％であると報告して

いる．その他にもＥＳＲを利用してアミノ酸から生ずる遊離基を同定した研究は多い36,37,38,
39,40,41,42,43）

アミノ酸分解物についての一般的研究としては，１０種類のアミノ酸について分解生成物の

Ｇ値を求めたＢｏｘらの報告44)を始め，アミノ酸の脱炭酸，脱水酸基反応によって生ずるア

ミン類，イミノ化合物，ケト酸の追求と炭素鎖の分裂と再合成を研究した例がある45)．

MEsHITsuKAら46)はGHosHら47)，WEINERら48）がglycine結晶につてＥＳＲを用いて得

た遊離基変化を参考とし，ガンマ線照射後のglycine分解物を分析して，その反応の収支，

機構に検討を加えている．特殊な例としては芳香族アミノ酸結晶を77.Ｋでガンマ線照射し

た後に加熱し，3000～6500Ａのthermoluminescenceを検出した研究49)がある．

2.2.2．間接効果に関する研究

KHENoKH50)らはglycine,alanine，leucine，phenylalanine，tyrosineの水溶液にガンマ

線を照射し，炭素鎖の切断または環状構造のhydroxylationによって230～300ｍ似の紫外部

吸収が増加することを報告している．紫外部吸光度の変化については芳香族アミノ酸溶液に

Ｘ線を照射した場合の実験例５１)もある．アミノ酸水溶液にガンマ線照射を行なうと，種類

によっては光学活性に変化が現われるがL-glutamicacid,L-asparticacidの比旋光度変化

は少ない52)．

照射を受けたアミノ酸水溶液に生ずる分解生成物については多くの報告があり，分解反応

機構の解明が試みられている．

STEINら53）はＸ線照射を受けた溶液中のアミノ酸から生ずるammonia，アルデヒド類

は，酸化的脱アミノの結果であり耽りj伽で化学的にＯＨ－の作用を受ける場合と同じ変化

であると報告している．酸化的脱アミノは酸素の存在下で反応初期に強く起こるとされてい

る５４)．この外分解生成物としては炭素鎖の切断によるＨ２ＣＯの生成55,56,57)，含硫アミノ酸か

らは硫化水素，メルカプタン類55)，アルデヒド類58)，その他59,60)がある．

アミノ酸の脱アミノで生ずるammOnia54）や水素，アルデヒド類の生成量56）は，必ずし

も放射線量に直線的な比例関係にはないとの報告がある．しかし，これらの報告はいずれも

断片的な研究であり，照射によってアミノ酸から生ずる全ての物質を測定し，Ｇ値の算出と

反応機構の解明を試みたのはglycine18)およびalanine19）について研究したMAxwELLら

が最初である．彼等は，またalanine分解に及ぼすｐＨの影響についても詳細に研究し，

'4Ｃで標識したglycineを照射しＣＨ３･ＮＨ２,ＨＣＨＯ，HCOOHの炭素はメチル基のＣに，

CO2はカルポキシルＣに由来することを確認している20)．

間接効果においては水に由来する遊離基が大きな影響力を持っている．H202の生成はア

ミノ酸の種類61)および濃度62）によって差があり，glutamicacidは，多量にこれを生成する

部類に属する．Ｈ２０２の生成は溶液のｐＨにより影響が大きくｐＨ８において最大の生成量

を示し63)，またアミノ酸の分子量によってＧ(Ｈ202）生成量に何らかに傾向が見られるとの

報告64)もある．第一鉄イオンの共存下ではH202はＯＨ,ＨＯ２に変化しアミノ酸からa-oxo

acidが生成する65)．一般に照射するアミノ酸水溶液を充分に脱気すればＨ２０２等の生成は

微量に止まるものである68)．
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KoPoLDovAら66)はa-amino-n-butyricacid水溶液を照射し，２０種類以上の分解生成物

を検出した．分解生成物のうち76％は炭素４個の化合物であり，炭素３個の化合物は５％に

過ぎず，また明らかにdimerizationの行なわれた形跡があったという．重合は酸素の存在

下ではdimerizationの段階で止まるが，脱気条件下では長時間照射によってpolymeriza-

tiOnが起こる67)．

水溶試料についてもＥＳＲによって遊離基を追求した報告例68)がある．

2.2.3．glutamicacidおよびasparticacidの放射線分解

glutamicacidの放射線分解に関する報告としては，Ｘ線照射により水溶液中にα-およ

びγ-aminobutyricacid69)，ammonia70）の発生，ガンマ線照射によってポリマーの生成す

る例７１)がある．

紫外線照射による光化学的変化によればglutamidacid，からasparticacid，serine，

glycine,α一およびβ-alanine,α-およびγ-amino-butyricacid，ammonia，propionicacid，

n-butyricacid等が生成する72,73,74,75,76）

asparticacidの場合には，Ｘ線照射を受けた水溶液中にα-およびβ-alanineが生成す

る45)．紫外線照射の場合にはα-およびβ-alanineの外serine,glycine,a-amino-n-butyric

acid,glutamicacid,ammonia，propionicacid，n-butyricacid，malonicacid，oxaloacetic

acid,oxalicacidと多様な物質が生成する77)．

このうちglutamicacidの生成は，asparticacidから生じたalanineとaceticacidが再

び結合する反応によると推論されている74,75,78）

SHIMAzuら79）は多くのアミノ酸の放射線に対する安定度を測定し，glutamicacidと

asparticacidは放射線に対してglycine，alanineと同様に分解を受け難く，含硫アミノ酸

のcystine,methionine，芳香族アミノ酸のphenylanineは分解し易いことを報告している。

３．この研究の目的

食品に対する放射線照射の影響を研究するには，分解し易いアミノ酸や，分解によって食

品価値を損なう物質を生成するアミノ酸を先ず対象にすべきであり，含硫アミノ酸はこの意

味でかなり進められている47,59,108,109,110,111,112)．また一面においては，タンパク質アミノ酸

のうちでも含有量の多いアミノ酸を対象とした放射線分解の研究も大切である．

先述したようにglutamicacidとasparticacidは，水産食品のタンパク質を構成するア

ミノ酸のうちで含量は１位，２位と高位を占める場合が多く，食品に対して放射線照射を行

なう場合に，量的に無視できない成分である．しかし，これらの放射線分解に関する基礎的

研究報告は少ない．

著者はglutamicacidとasparticacidの結晶および水溶液を脱気条件下でガンマ線照射

し，主要分解生成物の測定と分解機構に対する考察を行なった．両者は，ともにmono‐

amino-dicarboxylicacidに属し，炭素鎖の長さがわずか１個異なるだけの物質で，その分

解の類似点，相違点も反応機構を論ずる上で重要なものと考えられる．

本報告は食品照射の実用化と改良に対する基礎的資料となるものと考える．
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実験方法

１．試料ならびに標準試薬

1.1．アミノ酸ガンマ線照射用のL-glutamicacid，L-asparticsacid，γ-Na-glu‐

tamateおよび分解生成物確認のためのL-alanine,β-alanineは和光純薬製（特級)，DL-a

-amino-n-butyricacid,DL-γ-amino-butyricacidは関東化学製（特級）を使用した．以

上のアミノ酸はいずれもクロマトグラフィ的に純品で，L-glutamicacidとL-asparticacid

の融点は，それぞれ224｡～225.Ｃ（245｡～249。Ｃで分解）と268｡～270｡Ｃで，文献値80）にあ

る224｡～225.Ｃ(245｡～249.Ｃで分解）と270｡～271.Ｃによく一致した．

本文または図表中において各アミノ酸は必要に応じて次のように略称した．

L-glutamicacid；Glu

L-asparticacid；Ａｓｐ

γ-Na-glutamate ；γ-Na-Glu

DL-a-amino-n-butyricacid；ａ－ＡＢＡ

ＤＬ－γ-amino-butyricacid；γ一ABA

L-alanine ；Ａｌａ

β-alanine ；β-Ａｌａ

1.2．カルボン酸分解生成するカルポン酸確認のために，標準試薬としてadipic

acid（半井化学薬品製特級品)，glutaricacid，malonicacid，oxalicacid,n-valericacid，

n-butyricacid,propionicacid,およびaceticacid（以上和光純薬製特級品）を使用した．

２．照射用試料の調製

2.1．結晶試料結晶アミノ酸はメノー乳鉢で磨砕し，１００メッシュ以下の粒度にし

たものを硫酸デシケータ内で一夜乾燥した．この試料アミノ酸を内径6.5～7.0ｍｍの硬質

ガラス管（柴田ガラス製ハリオ）に入れ，水銀拡散ポンプまたは油拡散ポンプ（日本真空技

術製YB-100型）にて１０－５Torr程度の減圧で２時間以上脱気後密封した．なお，操作中の

30分間は，脱気中の試料入りガラス管を８OCC前後に湯浴を施して加温し，脱気を促進した．

各試料管中のアミノ酸は約500ｍｇで脱気前に精秤した．

2.2．水溶液試料供試アミノ酸は500mg/dノまたは800ｍｇ/dJ(glutamicacidは33.

98,Ｍまたは54.37,Ｍ，asparticacidは37.57,Ｍまたは６０．１１，Ｍ，γ-Na-glutamate・

H20は500ｍｇ/dJすなわち26.71,Ｍのみ）の濃度とし，内径１３～14ｍｍの硬度ガラス管

に５，Jずつ分注し，いわゆるfreezeandthawmethodによって脱気した．すなわち，液

体窒素またはdryice-acetoneの寒剤で試料溶液を凍結しつつ脱気し，続いて融解により溶

存ガスを追い出し，再び凍結，脱気，融解を反覆し，試料溶液中の溶存ガスを認めなくなっ

た後密封した．脱気操作中の水分減少は微量であった．排気装置は結晶試料の脱気に用いた

ものと同一で10-6Ｔｏｒｒの減圧能力を持つものである．

試料液の調製に当り，ｐＨ緩衝液として，CLARK-LuBs系の緩衝液８１)を使用した．ただし，

成分中に窒素化合物，カルポキシル基，炭酸基を加えぬように注意した．一部にアミノ酸を

純水に溶解したものを試料としたが，純水は，次のようにして精製した．脱イオン水に苛性
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Ⅱ

ソーダおよび過マンガン酸カリを加えて蒸溜し，続いて硫酸と過マンガン酸カリを加えて蒸

溜し，さらに一回蒸溜を重ねた三溜水である．各アミノ酸試料液のｐＨは実験結果の該当部

にそれぞれ記載した．

３．ガンマ線照射

照射は，北海道大学理工系放射性同位元素研究室の3,000キュリーCo-60を線源とする装

置で行った．照射線量はRadoconレントゲンメーター（Victoreen社製）で測定し，吸収線

量はＧ(Fe3+)＝15.6とするFRIcKE法82）によって算出した。

4．反応生成物の検出と測定

4.1．アミノ酸結晶試料 蒸溜水に溶解後ｐＨ２．２citricacid
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緩衝液にて適宜稀釈して供試した．アミノ酸の測定は日立製作所製ＫＬＡ－３型アミノ酸分析

計，またはAmberliteCG-120の９ｍｍ’×600ｍｍカラムとフラクションコレクター，ニン

ヒドリン発色法，光電光度計を組合せ，自動分析に準じた方法88)によって分析した．

両方ともglutamicacid,asparticacid,a-amino-n-butyricacidおよびβ-alanineの分

離は良好であった．この結果を示せばFig.１およびFig.２である．

この外アミノ酸同定のため一部にペーパークロマトグラフィ，シリガゲル薄層クロマトグ

ラフィを併用した．

4.2．カルボン酸カルポン酸の測定はシリカゲルカラムクロマトグラフィによって

分別溶離し，中和滴定する方法84,85)に従った．シリガゲルはMallinckrodt社製Ａ､Ｒ､100メ

ッシュで，カラムは１３ｍｍ'×240ｍｍである．この方法は固定相としてchlorofbrm，移動

相としてn-butanolを併用するもので，溶離速度は６０，J/ｈｒとし，必要に応じて水銀柱

100ｍｍ前後の圧力をかけた．溶離液は５ｍﾉずつ分取し，phenolphthaleinを指示薬として

0.01Ｎまたは0.02ＮＫＯＨで滴定した．Fig.３はカルポン酸分析に使用したカラム装置で

あり，Fig.４は標準品を使用した場合の溶離曲線である．分離は充分とは言えないが，本

実験では試料中に存在するカルポン酸の種類が少なかったので，これ以上の分析法改良は行

なわなかった．

この方法で溶離されＫＯＨ標準液で中和された各有機酸成分は，減圧乾固の後Ｐ－ブロム

フエナシルエステルとし，融点の測定とに供した86,87)同時に標準酸から製した同エステルと

Ｂ◎ユ

ｒｅｇ

！
参

1i隠蓋:忠‘
Fig.３．Columnchromatographfbrcarboxylicacidsseparation



１３

の混融試験も行った．

これとは別にペーパークロマトグラフイによる同定も併せて試みた88)．すなわち照射試料

にethyletherと，水溶液試料の場合はさらに少量のH2SO4を加えてカルポン酸をether層

に転溶し，低温で注意深く濃縮し，クロマトグラフィ用の試料とした．なお一塩基酸はアン

モニウム塩の形として，二塩基酸は遊離型のままで，下記の展開剤と発色剤を使用した．

一塩基酸用展開剤Ａ、n-butanolsaturatedwith1.5ＮＮＨ４０Ｈ

Ｂｅｔｈａｎｏｌ:1.5ＮＮＨ４０Ｈ＝4:1(v/v）

発色剤bromophenolblue

二塩基酸用展開剤Ａ、n-butanol:fOrmicacid:water＝4:1:１（v/v/v）

Ｂ、phenol:８５％fOrmicacid＝3:１（w/v）

Cethanol:２８％ammonia:water＝20:1:４（v/v/v）

発色剤bromocresolgreen

4.3．揮発性塩基揮発性塩基の測定はＣｏＮｗＡＹの微量拡散法89）によった．結晶試

料はbreakoffseal管に密封したものを照射し，測定直前に脱気管内で水に溶解し定容後供

試した．溶液試料はそのままの状態で測定に用いた．

ａｍｍｏｎｉａ態窒素は微量拡散法により硫酸標準液に吸収させたものをindophenol発色法90,

91)によって比色定量した．

4.4．二酸化炭素一部の結晶試料について実験を行なったが，揮発性塩基の測定に

用いたと同一の試料水溶液について微量拡散法92）によって測定した．

4.5．赤外分光分析ガンマ線照射後のglutamicacid結晶試料をＫＢｒ錠剤として

分析した．装置は日立製作所製赤外分光スペクトロメーターEPI-2型である．スペクトラ

ムの検討はＩRDCカード93）を参照した．分析図は次のＸ線回析図と同様に1.1.1.の中に掲

げた．

4.6．Ｘ線回析ガラス板上にアミノ酸結晶試料の少量を水を用いて塗抹乾固したも

の，または結晶をそのまま平板上に固めたものを試料としＸ線回析を行なった．装置は理

学電機製ガイガーフレックス（hightpowerunitModelD-3F）で，結果の検討はＡＳＴＭ

カード94）を参照した．
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実験結果

１．L-glutamicacidのカンマ線分解

L-glutamicacidを脱気条件下でガンマ線照射した場合に各種の反応が起きるが，他のア

ミノ酸の分解と同様に脱アミノおよび脱炭酸反応を主要反応として挙げなければならない95)．

脱アミノ反応によってはａｍｍｏｎｉａと該当するカルポン酸が，脱炭酸によっては二酸化炭素

とαまたはγ-aminobutyricacidの生成が予想される．ここでは，試料が固相および液相

と異なった二つの状態にある場合について，上記二つの反応によって生ずる反応生成物質が

どのように変化するかを追及した．

1.1．固体試料に対するガンマ線照射とその分解生成物

1.1.1．ｇｌｍａｍｉＣａｃｉｄの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構

1.1.1.1．他種アミノ酸の生成

アミノ酸を脱炭酸した場合，単純アミノ酸ではそれに相当するアミンを生ずる．放射線に

よる反応でも同様であるが，直接作用により結晶アミノ酸から別種アミノ酸が生成した例は

少ない96)．glutamicacidは２個のカルポキシル基を持つため，そのうち１個が分解すると

き生成を予想される物質として，２種類のアミノ酸が挙げられる．一つはα-脱炭酸による

γ-amino-butyricacid，もう一つはγ-脱炭酸によるa-amino-n-butyricacidである．４５～

134Ｍradのガンマ線照射を受けたglutamicacidから生ずる他種アミノ酸の生成状況は，

Table4の如くである．表中の数値は，照射前のglutamicacidlOO似ｍｏｌｅについて生成す

る各アミノ酸量をｊａｍｏｌｅで表示したものであり，参考値として同時に生成するａｍｍｏｎｉａ

のｊａｍｏｌｅ数を併記した．残存するglutamicacidと生成した３成分の合計量を，吸収線量

別に比較すれば，アミノ基を基準としてglutamicacid結晶のガンマ線分解経過を考察する

ことができる．

脱炭酸反応は脱アミノ反応に較べてかなり弱いが，線量が５０Ｍrad以上になると明らか

にa-amino-n-butyricacidの存在を認めることができた．glutamicacidよりa-amino-n-

butyricacidが生成する際のＧ値は0.6～1.0と計算される．また100Ｍrad以上になると

γ-amino-butyricacidの少量が測定された．

Table４．ChangesfromcrystallineL-glutamicacidtootheraminoacidsby7-radioly-
sisinvacuo

dosage

(Ｍrad）

４４．８

８９．８

１３４

befbre

irradiation

Ｇｌｕ

100.0

100.0

100.0

aminoacidsandammonia仏mole）

Ｇｌｕ

90.98

84.80

77.90

afterirradiation

α一ＡＢＡ γ一ＡＢＡ ａｍｍｏｎｉａ

0.40

0.77

2.11

0.00

0.00

0.17

2.56

5.48

9.83
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Glutamicacidからa-amino-n-butyricacidの生成はγ-脱炭酸によるもので，これは水

の存在下で行なわれるα一脱炭酸とは全く機構を異にした反応である．一方γ-amino-butyric

acidの生成については，先ずα-脱炭酸反応が考えられるが，実験的証明としては次ぎに述

べる異性化による方が容易である．

1.1.1.2．a-amino-n-butyricacidおよびγ-amino-butyricacid結晶のカンマ線分解

αまたはγ-amino-butyricacidをglutamicacidと同様にガラス管に脱気密封し，１３４

Ｍradの照射を行なったところＴａｂｌｅ５の結果を得た．

Table５．Changesfromcrystallinea-orγ-aminobutyricacidtootheraminoacids

by7-radiolysisinvacuo

original

samples

α-ＡＢＡ

γ一ＡＢＡ

dosage

(Ｍrad）

134

134

befbre

irradiation

１００．０

１００．０

aminoacidsandammonia(jamole）

Ｇｌｕ

0.00

2.19

afterirradiation

ａ－ＡＢＡ ７－ＡＢＡ ａｍｍｏｎｉａ

81.81

０．００

3.40

87.26

13.82

９．５３

a-amino-n-butyricacidからは3.40％相当のγ異'性体を生じているが，逆にγ-amino‐

butyricacidからはα異性体を全く検出できなかった．もちろんglutamicacidから直接

γ-amino-butyricacidができることも考えられるが，glutamicacid結晶から生成したa-

amino-n-butyricacidの一部が二次的にγ-aminobutyricacidに異性化することは明らか

であろう．しかしこの異性化にはカルポキシル基またはアミノ基の離脱と，それに続く再結

合が必要であり，単純な反応経過ではない．

1.1.1.3．二酸化炭素の測定結果

glutamicacidの結晶のガンマ線分解によって生ずる二酸化炭素を，照射線量別に示すと

Table6のようである．

Table6の二酸化炭素生成量と，Table4のa-aminO-n-butyricacid生成量を一つの図

にまとめたものがFig.５である．これによってＧ(α一ABA）が大略Ｇ(CO2）に等しいこと

がわかる．

1.1.1.4．赤外分光分析

脱気条件下でガンマ線照射を受けたglutamicacid結晶の赤外分光分析結果は，１０Ｍrad

Table６．Theyieldsofcarbondioxidefbrmedfromcrystalline

glutamicacidby7-radiolysisinvacuo

dosage

(Ｍrad）

７８．６

１１８

１５７

glutamicacidandCO2いmole）

befbre

irradiation

Ｇｌｕ

100.0

100.0

100.0

afterirradiation

Ｇｌｕ

83.9

78.1

71.9

ＣＯ２

0.87

1.61

2.90
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以下の線量では照射前と殆んど変らないスペクトラムしか得られなかった．しかし，それ以

上の大線量を照射したものは，カルポキシル基とアミノ基の吸収部に見るべき変化が現われ

た．すなわち，1700～1600ｃｍ－１および1200cm－１附近のカルポキシル基吸収と，1600～
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1500ｃｍ一'および1100cm－'附近のアミノ基吸収の変化97）は，吸収線量に比例している．こ

の結果はFig.６に示す通りである．一般に食品に対するガンマ線照射はＭｒａｄまたは，そ

れ以下の線量であるから，通常はこのような大きな変化は起らないであろう．

1.1.1.5．Ｘ線回折分析

赤外分光分析に供したと同じ条件の試料についてＸ線回折を行った．ガンマ線照射前後

におけるglutamicacid結晶構造の変化を記録紙上に求めると，Fig・７のように入射角27。

～28.と３１｡～32.附近のピークに変化が見られる．330Ｍradの照射を受けたglutamicacid

ｂ⑧r◎蚕⑧ｉ垂垂adiation

1０．． ２０ｏ うOｏ 40. 5０
◎

弱Ｏ凹蚕ａａ錘radiated

１０。２０。３０ｏ ４ ０ 。 ５ ０ 。

Ｆｉｇ．７．X-raysdiHiactionchartsofγ-irradiatedL-glutamic

acidcrystaｌｉｎｖａｃｕｏ

結晶は，約20％が他の物質に変化し，脱アミノ反応によるglutaricacid生成は１．１．２．で述

べる如く特に顕著である．しかし，このような分解反応の結果とＸ線回折図のピークの消

失，結晶構造の変化との間の関係を充分説明するには至らなかった．

1.1.1.6．考察

放射線のアミノ酸に対する直接の影響に関する研究としては，SHIELD33)，GoRDY40）らが

多くの照射アミノ酸のＥＳＲパターンを検討し，遊離基の同定を試みている．この外にも遊

離基に関する報告は多い37)．

MEsHITsuKAら46)はGHosHら47),WEINERら48)が照射glycine結晶についてＥＳＲで得た

基の変化を参考として，ガンマ線照射後のglycine結晶を水溶液として分析し，反応収支，

機構を検討している．これによるとＨ２Ｎ･CH2･COOHから脱アミノ反応によって，ＣＨＯ・

COOH,CH3COOHが，脱炭酸反応によってCH3･ＮＨ２と微量のＨ･ＣＨＯの生成を説明して

いる．glycineの場合と同様の反応機構がglutamicacidにも適用されると仮定すれば，脱

炭酸反応によってa-amino-n-butyricacid,γ-amino-butyricacidのいずれかを生ずるはず

であるが，本実験の結果からa-amino-n-butyricacidの出現を知ることができた．

後述の如くglutamicacid水溶液を対象とする時は，照射による分解生成物はα-異性体

ではなくγ-amino-butyricacidである．このように結晶試料に対する放射線の直接作用と，

水を介しての間接作用が，脱炭酸の位置を全く逆にした理由は，glutamicacid各基の結合

エネルギー，水溶液における電離の状態，水に生ずる遊離基の作用を総合的に解明しなけれ

ば説明できない．

1.1.1.7．要約

１．結晶glutamicacidを脱気条件下でガンマ線照射し，脱炭酸反応の結果他種のアミノ
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酸に変化する過程を研究した．

２．１０～100Ｍradの照射を加えると，glutamicacidの一部はγ-脱炭酸によってa-amino

-n-butyricacidに変化した．その生成状況は線量に比例的であり，Ｇ値は'0.6～1.0であっ

た．

３．脱炭酸反応によって生ずる二酸化炭素量は，a-amino-n-butyricacidの生成モル数

にほぼ等しい．

４．１００Ｍrad以上の照射では，γ一amino-butyricacidの微量を検出することができる．

これはa-amino-n-butyricacidからの二次的生成物であることを確認した．

５．１００Ｍrad以上の照射によってglutamicacid結晶に現われる変化を赤外分光分析に

よって求めたところ，アミノ基およびカルポキシル基の吸収部分に明らかな変化が認められ

た．同じ試料をＸ線回折して結晶構造の変化を検索したところ,入射角27｡～28.と31｡～32。

附近のピークが照射によって消失することを知った．

1.1.2．ガンマ線照射によるglutamicacitIのカルボン酸への転移機構

ガンマ線照射を受けたglutamicacidの分解反応のうち最も顕著にあらわれるものは脱ア

ミノ反応である．したがって，単純アミノ酸では相当する脂肪酸を生ずることになるが，

glutamicacidはmonoamino-dicarbo卿licacidであるから，二塩基酸を生ずるはずである．

本章ではglutamicacidを脱気条件下でガンマ線照射し，その結果生ずるカルポン酸とａ、‐

monia量を測定し，反応機構を検討した．

1.1.2.1．シリカゲルカラムクロマトグラフィによるカルポン酸の溶離

支持相，固定相，移動相として,それぞれシリカゲル，chlorofbrm,n-butanolを使用する

カラムクロマトグラフイ84,85)により，一塩基酸と二塩基酸を溶離した．本実験で出現する生

成カルポン酸の種類は少数であったため，分別操作に特別の改良を加える必要はなかった．

すなわち照射を受けたglutamicacid結晶500ｍｇを水に溶解して100ｍノとし，そのうち

25ｍＩをとり，２ＮＮａＯＨ２ｍノを加えて減圧濃縮後，シリカケル１９とよく混合し，さらに

2NH2SO42､１，Ｊを添加してよくすり混ぜ，これをシリカゲルカラムの上部につめて溶離を

行なった．Fig.８はその溶離曲線である．カルポン酸の生成量はＦｉｇ．９にも示す如く線量

に比例し，その種類は標準酸との照合により，第一ピークはn-butyricacid，第二ピークは

glutaricacidであることを知った．

1.1.2.2．Ｐ－ブロムフェナシルエステルの融点

ガンマ線照射によりglutamicacid結晶より生じたカルポン酸はn-butyricacidと

glutaricacidであるが，構造の類似した同系統の他のカルポン酸とシリカゲルカラムクロ

フトグラフィの溶離位置が接近しているため，溶離フラクションのうち，カルポン酸ピーク

の主要部に相当するものを選び出し，ｐ－ブロムフェナシルエステルを作りそれらの融点を測

定した．この結果はＴａｂｌｅ７である．照射試料より製したエステルとともに，標準酸から

製したエステルの融点を測定し参照したが，Ｔａｂｌｅ７に示すように，Ｆｉｇ．８における第一

ピークはn-butyricacidまたはpropionicacidに，第二ピークはglutaricacidに相当す

ることを知った．また混融試験でもこれを裏づける結果を得た．
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1.1.2.3．ペーパークロマトグラフィのＲｆ

照射試料をethyletherで抽出して得た区分についてカルボン酸のペーパークロマトグラ

フィを行ない，前述のシリカゲルカラムによる溶離分析，ｐ－ブロムフェナシルエステルの

融点測定の結果と併せて，glutamicacidから生じたカルポン酸の同定資料とした．

Ｔａｂｌｅ８は一塩基酸区分の試料と標準酸によるＲｆ値である．照射を受けたglutamicacid

試料中に生成する一塩基酸は，比較的少量のため，かなり高線量の照射によらなければこれ

を明確にし得なかったが，n-butyricacidを確認することができた．

二塩基酸区分のペーパークロマトグラフィは，Ｔａｂｌｅ９の如く136Ｍrad以上の照射を受

けた全ての試料中にglutaricacidに相当するスポットを認めた．
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Table８．Rfvalueofmonobasicacids＊

absorbeddosage Rfvalue

９０Ｍrad ？

136 ？

1 ７９？

３９０ ０．３１

Table９．Rfvalueofdibasicacids

absorbeddosagesolventAsolventBsolventC

９０Ｍrad？？？

136０．７９０．３３０．８４

１ ７ ９ ０ ． ８ １ ０ ． ３ ４ ０ ． ８ ６

３９００．８２０．３３０．８４

０．７４０．２５０．７３

（trace）（trace）（trace）
referenceacids

glutaric O､８１０．３４０．８５

ｓｕｃｃ１ｎｌｃ Ｏ,7３０．２７０．７５

malonic，０．５４０．６０

tartaric： ０．３５０．１４０．３４

citric O､7６０．０８０．４３

oxalic O､５１０．０７０．４０

solventsystem
solventA＝butanol：fbrmicacid：

water＝４：ｌ：l

solventB＝ethanol：２８％ammonia：
water＝２０：ｌ：４

solventC＝phenol：fbrmicacid

＝３９．：１，１．

developer：bromo-cresolgreen

2０

＊：infbrmofammoniumsalts

solventsystem：butanolsaturatedwith
１．５Nammoniumwater

developer：bromo-phenolblue

390Ｍrad照射試料には，この外に微量ではあるが，succinicacidとmalonicacidと推

定されるスポットを検出した．このことはglutaricacidがさらに二次分解を受けて分子量

の小さな化合物に変化した事実を表わしていると思われる．

以上のようにガンマ線照射を受けたglutamicacid結晶から生じたカルポン酸は,glutaric

acidおよびn-butyricacidを主成分とし，高線量を受けた場合は，微量のsuccinicacid，

malonicacidの生成をみることが判明した．

glutaricacidとn-butyricacidの生成状況を，ガンマ線吸収線量と対応して示したもの

がFig.９およびＴａｂｌｅｌＯである．これによると約150Ｍrad以上の照射を加えるとglutaric

acid増加率が純ってくるが，n-butyricacidは，なお線量に比例的に増加している．
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1.1.2.4．カルポン酸生成量とａｍｍｏｎｉａ生成量との関係

glutamicacidの脱アミノ反応機構から考えると，glutamicacidとn-butyricacid生成

量の合計は，当然同時に生成するammonia量と等モル関係でなければならない．シリカケ

ルカラムクロマトグラフィによる溶離操作で得た生成カルポン酸量を，吸収線量別にまとめ

たものがＴａｂｌｅｌＯであり，この結果にａｍｍｏｎｉａ生成量を併記したものがFig.１０である．

ＴａｂｌｅｌＯ･Carboxylicacidsfbrmedfromγ-irradiatedglutamic
acidcrystal

3.99

6.98

9.01

Ｏ５ｏｌＯＯ１５０２００

dooage（畦a。）

Fig.１０．Liberationofammoniaorcarboxylicacidsfi･ｏｍ

γ-irradiatedglutamicacidcrystal
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これによるとカルポン酸生成量とａｍｍｏｎｉａ生成量は互いに並行していることが明確である．

ammoniaとカルポン酸の生成量にわずかな差が存在するが，これは一度生成したカルポン

酸の二次的分解に起因するものと考えられる．なおＧ(glutaricacid）＝2.6～3.0,Ｇ(n-

butyricacid)＝0.3～０．４，Ｇ(glutaricacid＋n-butyricacid)＝2.9～３．４，Ｇ(ammonia)＝

3.5～4.0と計算された．

1.1.2.5．考察

以上の実験によって得た結果から，結晶glutamicacidを脱気条件下で100Ｍrad前後の

ガンマ線照射した場合の脱アミノ反応を考察してみよう．

glutaricacidとn-butyricの生成過程を考えると，先ず脱アミノ反応の結果glutamic

acidからglutaricacidを生じ，次いで脱炭酸反応によってglutaricacidからn-butyric

acidを生ずる過程が挙げられる．１．１．１．に記したように，結晶glutamicacidは脱炭酸し

てa-amino-n-butyricacidとなるので，このaminobutyricacidが脱アミノすることによ

ってn-butyricacidが生成する経路も挙げなければならない．

glutamicacid結晶のガンマ線照射による脱アミノ反応と脱炭酸反応は，前者が強く行な

われており，Ｇ(ammonia)＝3.5～4.0に対しＧ(CO2)＝0.7～1.2であることは１．１．１．で述
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べた通りである．α-アミノ酸全般について言えることであるが，α炭素に結合するカルポ

キシル基とアミノ基の結合力の差は，Ｃ＝Ｏの酸素と－ＮＨ２の窒素の電子吸引の差によりア

ミノ基の結合力が弱く，従って脱アミノ反応の方が脱炭酸反応より強く起きる結果となって

いる98)．glutaricacid生成量がn-butyricacid生成量より大である原因は，この理由の外

に，n-butyricacidが脱アミノ，脱炭酸の二反応を経由しなければならないことにも依って

いる．

Ｓ＋

R鵬:ル
結晶glutamicacidから生成するglutaricacidとn-butyricacid,微量ではあるが検出さ

れるsuccinicacidの生成過程を略示するとFig.１１のようになる．

Fig.１１のうちasparticacidとγ-aminobutyricacidは１．２．１．に述べるように，水溶液

COOH･CH2･CH(､H2)･COOH－－－－こり112-理→COOH･CH2･CH2､COOH
aBPa.､ｔｉｃａｃｉｄ Ｂｕｃｃｉｎｉｃａｃ４ｄ

ｉ(－．画2） ↑(-．風2）
CooM風2.C画2°Ｃ且(皿2).coo鼠一二垂２－竺一Coo園.C画2.C夏2.C園2°Ｃ｡｡園

邸Utamicaoid gﾕut唾iCacid

I-oo・’－．°’
CHう．CE2･CH(皿2)・COO風一一三翌2一望一ＣＥ３・CE2.CH2・COO亘

(墓-翠脇;b蝿:｡a:蓋｡）…“…1．
Ｆｉｇ．１１．Chemicalchangesfromglutamicacidtocarboxylicacids

中のglutamicacidの照射実験に出現するものであるから，生成過程から外してもよい．

succinicacidとさらに分子の小さいmalonicacidの生成に関しては，生成過程にglutamic

acid炭素鎖の切断とカルポキシル基の再結合を考えなければならない．炭素鎖の切断につ

いては，酸素存在下で紫外線照射を受けたglutamicacidが炭素鎖のさまざまな位置で切断

する例が報告78)されている．a-amino-n-butyricacidのガンマ線照射実験でも多く炭素鎖

切断が報告66)されている．

酸素を除去した条件下でも，glutamicacid水溶液のガンマ線分解において，炭素鎖のβ一

γ位間が切断してalanineとaceticacidが一時的に生成する可能性があるとも推測99)され

ている．

これらの報告例は，いずれも水溶液での実験であるが，本報の場合もこれに類した反応が

極く微弱に起こったものと考えられる．

1.1.2.6．要約

１．脱気条件下でglutamicacid結晶に９０～180Ｍradのガンマ線を照射し，脱アミノ反



1.2.1．glutamicacidlの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構

水溶液中でのglutamicacidのガンマ線分解は，結晶試料の場合とは大いにその様相を異

にする．放射線を受けた水からは各種の遊離基を生じ，これらは強力かつ複雑な反応を溶質

と行なう．本章は各種ｐＨの緩衝液ならびに純水を溶媒として用い，これにglutamicacid

を500ｍｇ/ｄＺの濃度に溶解したものを試料とし，脱気条件下でガンマ線照射を行ない，glu‐

tamicacidが脱炭酸反応を経て他種アミノ酸に変化する状況をｐＨ別に研究した結果であ

る．

1.2.1.1．Asparticacidの生成

glutamicacid溶液中に生ずるasparticacid量と水溶液ｐＨとの関係は，Fig.１２の中に

記載した．この図の縦軸は，試料溶液中に存在するglutamicacidの他種アミノ酸への変化

鮫島：グルタミン酸・アスパラギン酸のガンマ線分解

応によって生成するカルポン酸の検索を行なった．

２．生成するカルポン酸のうち主要なものはglutaricacidとn-butyricacidであり，こ

の外に微量のsuccinicacidとmalonicacidを検出した．

３．glutaricacid生成量は，140Ｍrad以下では線量に比例的であるが，一方n-butyric

acidの生成は，180Ｍradまでの範囲では線量に比例的であった．

４．glutamicacid結晶の脱アミノによって生ずるａｍｍｏｎｉａ量を測定し，その生成量は

glutaricacidとn-butyricacid生成量の合計に比例していることを確認した．それぞれの

生成物質のＧ値を実験値より求めたところ，Ｇ(glutaricacid)＝2.6～３．０，Ｇ(n-butyric

acid)＝0.3～0.4,Ｇ(ammonia)＝3.5～4.0であった。

５．以上のカルポン酸生成の諸過程に関し，主として脱アミノ反応と脱炭酸反応の過程を

中心にして考察を加えた．

1.2．水溶液試料に対するガンマ線照射とその分解生成物

2３

２４６８ＰＨ１０

Ｆｉｇ、１２．Ａｓｐｏｒγ-ABAfbrmationfromGluinsolution

bｙγ-radiolysis

（Doesrate:5.8×105r､/hr.,Totaldosage：1.8Ｍrad）
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の割合を％で示したものである．asparticacidの生成はｐＨ値４附近が最大であり，強酸

性，強塩基性条件下では少なく，特にｐＨ値９以上では全く見られなかった．常温でのglu‐

tamicacidは，ｐＫ,＝2.19,ｐＫ２＝4.25,ｐＫ３＝9.67,ｐｌ＝3.22(25。C）である'00)．これによ
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ってみても，asparticacidの生成はglutamicacidの電離状況に大きく影響されているこ

とが明らかである．Ｇ(Asp）は次のように計算された．

ｐＨ１．９０３．１４３．９１６．００７．８９９．１５１０．００

Ｇ０．６３１．７２２．３４１．６３０．８２０．０００．００

1.2.1.2.γ-amino-butyricacidの生成

ｐＨ＝6～１０の中性から弱塩基性条件にかけて，γ-amino-butyricacidが生成する．特に

ｐＨ８．０前後においては生成量が多い．その生成状況はＦｉｇ．１２の通りである．Ｇ(γABA）

は次のように計算された．

ｐＨ１．９０３．１４３．９１６．００７．８９９．１５１０．００

Ｇ０．１６０．２２０．５５０．７９２．２５１．４３１．０７

Fig.１２には，asparticacidとγ-amino-butyricacid生成量の和も併記した．

1.2.1.3．a-amino-n-butyricacidの生成

上記の実験とは別途に行なった例では，ｐＨ１．９８のglutamicacid溶液を0.71Ｍrad以

上の線量で照射した場合に，微量ではあるがa-amino-n-butyricacidの生成が認められた．

この結果はＴａｂｌｅｌ２に記載し，1.2.1.5.にて説明する．

1.2.1.4．純水溶液中でのglutamicacidのカンマ線分解

これまでの実験は，いずれも緩衝溶液中のglutamicacidのガンマ線分解を行った結果で

あった．共存する塩類が分解結果に影響を与えているか否かは，純水中にglutamicacidを

溶解した試料の結果と相互に比較すればよい．

充分に精製した蒸留水にglutamicacidを500ｍｇ/dノの濃度に溶解し，緩衝液を用いた場

合と同様にガンマ線照射し，分解によって生ずる他種アミノ酸の量を定量した．生成するア

ミノ酸は純水を溶媒とした場合もasparticacidとγ一amino-butyricacidであった．純水に

溶解したglutamicacid液のｐＨは照射前３．１８であり，照射後も殆んど変らずＰＨ３．１９で

あったので，生成したアミノ酸のＧ値と，さきにｐＨ３．１４緩衝液中のglutamicacidの分

解に際して得たＧ値を併記して比較してみた．その結果はＴａｂｌｅｌｌの通りである．

ＴａｂｌｅｌＬＡｓｐａｎｄγ一ABAfbrmationfromO､5％Glupure

watersolutionbyγ-radiolysis．
（Doserate：3.8×lO5r./hr.,Totaldosage：０．４１Ｍrad）

Formed

aminoacids

Ａｓｐ

γ一ＡＢＡ

Formationrate＊

inpurewater

（ｐＨ＝3.18）

1.27

0.29

G-Value

inpurewater

（ｐＨ＝3.18）

1.00

0.23

inbuffbrsolution

（ｐＨ＝3.14）

1.72

0.22

*：ComparedwithmoleoforiginalGluiｎ％．

Ｇ(γABA）は，純水溶液については0.23,緩衝溶液については０．２２と類似し，共存塩類の

影響は少ない．一方Ｇ(Asp）は，純水溶液については1.00,緩衝溶液については１．７２と若

干の差異がみられる．これは共存塩類の有無に原因するのではなく，吸収線量の差によるも

のとも考えられる．Ｇ＝1.72は1.8Ｍradで得た数値であり，Ｇ＝1.00は0.41Ｍradにおけ

る値である．1.2.1.5.に示すように，asparticacid生成はglutamicacidの二次的分解に



７
２
●
●

０
０
４

鮫島：グルタミン酸・アスパラギン酸のガンマ線分解

1.98

よるものであり，その収量は比較的線量の高い場合に多いようである．

1.2.1.5．吸収線量と生成アミノ酸との関係

ｐＨ値をそれぞれ1.98,5.30,および10.60としたglutamicacid水溶液を試料とし，

0.12,0.71,および4.00Ｍradのガンマ線を照射し，分解して生ずるアミノ酸を測定した結

果をＴａｂｌｅｌ２に示した．

Table１２．RelationsbetweenthedosageandAsp，ａ－ＡＢＡｏｒ

γ一ABAfbrmationfi･ｏｍＯ､5％GlusolutionbW-radio‐
lysis．

（Doserate：1.0×lO6r./hr.）

2５

10.60

0.12

0.71

4.00

Formationrate

(comparedwithmoleoforiginal

iｎ％）

Dosage

(Ｍrad）
ｐＨ

生成したアミノ酸の種類とｐＨの影響は1.2.1.1.～1.2.1.3.に記載したものと殆んど同

一傾向にあるが，吸収線量別に見ると，アミノ酸の種類によって出現するに至る線量に差異

のあることがわかった．すなわち，ｐＨ５．３０以下はasparticacidの生成好適条件であるが，

0.12Ｍradでは生成されず，比較的高線量に至ってから検出されている．これに対してγ一

amino-butyricacidは塩基性を好適生成ｐＨとするが，比較的低線量から検出されているこ

とがわかる．

glutamicacid水溶液のガンマ線分解において，γ-amino-butyricacidはglutamicacid

の脱炭酸によって生ずるものであり，生成機構は単純である．しかしasparticacidは，glu‐

tamicacidの分解生成物の中では二次的生成物に属するものと考えられる．その機構につ

いては考察の項において述べるが，生成機構が複雑なためにasparticacidの生成は遅れ，

比較的高線量の照射を受けるに及んで出現するものと考えられる．また酸性溶液で微量なが

らa-amino-7Z-butricacid生成を見ているが，これはglutamicacidに対するガンマ線の

直接効果によるものと推察される．

1.2.1.6．考察

ｐＨによって変化するglutamicacidの電離状況が，ガンマ線照射によるasparticacid

の生成に大きな影響を与えていることについては，これまでにも述べたが，Fig.１３にglu‐

tamicacidの電離状況を掲げて'00,'0')考察を行う．

asparticacidの生成は，等電点ｐＨ３．２２からｐＫ２に相当するｐＨ値において最大であ

る．glutamicacid分子の炭素鎖とα-およびγ一カルポキシル基が結合している力を，電離

の状況と比較して考察すると，分子構成原子の電気陰性度の変化により，（II）の状態にあ

る場合がα一カルポキシル基に比較してγ-カルポキシル基の結合が最も弱く，（Ⅲ）がこれ

Ａｓｐα一ＡＢＡγ-ＡＢＡ

１．７

－

２．１

９
９
●
●

０
０
４

０
０
０

１
６
●
●

０
０
０

0.12

0.71

4.00

０
●

０
０
１

Ｏ

ｔｒａｃｅ

5.30

０
０
０

0.12

0.71

4.00

1.1

1.8

5.0
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（エ） （エエ）（エェェ）

Ｆｉｇ．１３．IonizationofglUtamicacidloo,101）

(面）

に次いで弱い状態にあることがわかる．従って，これらの状況下でγ-脱炭酸または，C3-C4

の間のsecession99）が活発に行なわれるものと推察される．この結果生じたa-amino-n-bu‐

tyricacidは，二次的なcorboxylationまたは水の放射線分解に由来する遊離基による酸化

を受けて，asparticacidに変化するであろう．FRIEDBERGら99)はｐＨ８のglutamylglu‐

tamicacid水溶液のガンマ線分解でC3-C4間に，secessionが起り，生じたalanineが試料

溶液中にて別の反応で生じたformicacidと再結合し，asparticacidを生ずることを報告し

ている．ｐＨ８は，本報告におけるglutamicacidからasparticacidの生成条件，すなわち

弱酸性条件とは一致しないが，生成機構についての考え方としては興味がある．これに類し

た報告例としては，glycineとaceticacidのラジカルが結合してasparticacidを生ずると

いう研究'02)がある．

NH2-CH-COOH＋CH2-COOH→HOOC-CH(ＮＨ２)-CH2-COOH

酸化的条件下のＵＶ照射実験では，glutamicacidからasparticacid生成に関する多く

の報告がなされている72,73,74,75,76）

γ－amino-butyricacidの生成過程は，glutamicacidのα-脱炭酸によるが，ｐＨ７以上の

水溶液中でglutamicacidの電離が（Ⅳ）の状態になるに及び，その反応が強くなるものと

考えられる．また，強塩基性水溶液中では，γ-amino-butyricacidの生成量が急激に減少す

るのは，ガンマ線によって水から生ずる遊離基のうち，反応に関係のあるｅ－ａｑの作用が弱く

なるため'03)と推察される．α一およびγ-amino-butyricacidの生成に関しては，RAJEwsKY

ら69）もglutamicacidをＸ線照射し，脱炭酸反応を経由して行なわれることを報告してい

る．

1.2.1.7．要約

１．各種ｐＨにおける0.5％glutamicacid水溶液を，脱気条件下で0.12～4.0Ｍradの

ガンマ線照射し，脱炭酸反応等によって溶液中にasparticacid,γ-amino-butyricacidおよ

び微量のa-amino-n-butyricacidを生ずることを確認した．

２．asparticacidの生成はｐＨ４附近を中心とした弱酸性から中性にかけて盛んであり，

Ｇ(Asp）の最高はｐＨ３．９１の溶液における２．３４であった．

３．γ-amino-butyricacidの生成は，ｐＨ８附近を中心とした中性から弱塩基性にかけて

多く起こり，Ｇ(γABA）の最高は，ｐＨ７．８９における２．２５であった．

４．asparticacid，γ-amino-butyricacidの生成状況と吸収線量との関連を検討したとこ

ろ，γ一amino-butyricacidは照射の初期，すなわち比較的低線量照射によって出現するもの

に対し，asparticacidは照射がある程度進行してから生成し始めることを知った．この現



鮫島：グルタミン酸・アスパラギン酸のガンマ線分解 2７

象は，asparticacidはγ-amino-butyricacidとは異なり，glutamicacidからの二次的反

応生成物であることに起因する．

５．純水に溶解したglutamicacidのガンマ線照射実験を行ない，これとほぼ同ｐＨを有

する緩衝溶液を溶媒とするglutamicacidの分解との比較を行なった．共存する塩類の有無

はglutamicacidの分解に特に大きな影響を与えるとは考えられなかった．

６．asparticacidとγ-amino-butyricacidの生成は，glutamicacidの電離状態が溶液

ｐＨの変化によって推移する際の，アミノ基または，カルポキシル基の結合力の変化と関係

が深いことを論じた．

1.2.2．ガンマ線照射によるglutamicacidのガルボン酸への転移機構

glutamicacidのアミノ基がガンマ線照射によって離脱し，glutamicacid等のカルポン

酸へ変化する反応機構は，結晶試料については1.1.2.において述べた．反応系が水溶液であ

る場合は，媒質である水自体の複雑な分解が行なわれるので'04)，反応機構は，結晶の場合と

は著しく異なった過程をたどることが予期される．

本章はglutamicacidを各種のｐＨ値を有する緩衝液に溶解したものと，別途によく精製

した純水に溶解したものを試料とし，脱気条件下で2.7Ｍradのガンマ線照射を行ない，脱

アミノ反応によって生じた分解生成物，例えばカルポン酸，ａｍｍｏｎｉａ等を測定し，反応機

構を推論したものである．

本章の実験に使用したglutamicacid水溶液は，濃度800ｍｇ/dノであり，これを内径１３

ｍｍの硬質ガラス管に５，Ｊずつ脱気封管して照射に供した．照射前後における，緩衝液を

使用した試料液のｐＨはＴａｂｌｅｌ３の通りである．

Table１３．pHvalueofglutamicacidsolutionbefbreandaBterγ-radiolysis
（Doserate：9.0×lO5r./hr.，Totaldosage：２．７Ｍrad）

sampleNo．

befbreirradiation

afterirradiation

１２

1.35

1.65

2.22

2.23

３

3.28

3.31

ｐＨvalue

４

4.31

4.10

6.83

6.80

６

9.53

9.31

７

11.08

10.10

1.22.1．シリカゲルカラムクロマトグラフィによるカルボン酸の溶離

シリカゲルカラムクロマトグラフイの操作法84,85)は，1.1.2.の場合と同じであるが，ここ

では，水溶液を対象としているため，前処理として次の濃縮操作を附加した．すなわち，試

料液，０，Ｊをとり，酸性または中性試料にはＮａＯＨを加えて塩基性とした後濃縮し，続い

て濃縮物をシリカゲル１９に吸着させたものをH2SO4溶液で酸‘性に変え,これをシリカゲ

ルカラムの上端に移し，有機溶剤による展開操作を行なった．

ｇ,utamicacidより分解生成したカルポン酸の溶離滴定曲線を，試料液ｐＨ別に求めた結

果はFig.１４に示す通りである．図においてみられる小さな第一ピークは一塩基酸,大きな

第二ピークは二塩基酸である．ＰＨ別のカルポン酸生成量を比較するには，各試料別に反応

生成物の生成率またはＧ値を算出し，相互に比較すればよい．Ｔａｂｌｅｌ４はその結果であ

る．
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ガンマ線照射により水溶液中のglutamicacidから生じたモノカルポン酸を分析した結果

はＴａｂｌｅｌ５である．酸性試料，中性および塩基性試料ともn-butyricacidのＲｆに相当す

るスポットを得た．すなわち展開溶媒Ａでは0.29,展開溶媒Ｂでは０．７９または０．７８のＲｆ

値を持ち汎対照として用いたn-butyricacidに一致していた．二塩基酸を対象としたぺ－

2９鮫島：グルタミン酸・アスパラギン酸のガンマ線分解

Ｔａｂｌｅｌ４・Carboxylicacidsfbrmationfromglutamicacidsolutionbyγ-radiolysis
（Doserate:9.0×lO5r./hr.,Totaldosage：２．７Ｍrad）

Samplelisacidic，andsample2isneutralorbasic．

SolventB＝ＥｔＯＨ：1.5ＮＮＨ４０Ｈ＝4:１（Ｖ/Ｖ）
Indicator＝bromo-phenolblue

Ｒｆｖａｌｕｅ

画
で
『
。
⑬

８
一
ロ
日
当
①
函

Ｇvalue

SolventA＝n-BuOH:８５％fbrmicacid：

Water＝4:１：ｌ(Ｖ/Ｖ/Ｖ）
SolventB＝phenol:８５％fbrmicacid

＝3:１（Ｗ/Ｖ）

Indicator＝bromo-cresolgreen

pHvalueofsolution 1 . 3 5 ２ ． ２ ２ ３．２８４．３１６．８３９．５３１１．０８

＊＝infbrmofammoniumsalts

SolventA＝n-BuOHsaturatedwithL5N

NH40H

mono-carboxylicacid

di-carboxyliｃａｃｉｄ

0.43

1.09

0.31

1.67

0.41

1.43

0.32

1.70

0.22

1.35

0.12

4.00

0.12

2.93

acetlc
●●

proplonlc

n-butyric
n-Valeric

これによると，二塩基酸の生成はｐＨ９．３５を頂点とし，酸性側についてみると一般に生

成量が少ない傾向が見られるが，ｐＨ４．３１において極大値が認められる．この測定結果に

見られる二塩基酸の生成傾向は，後述のａｍｍｏｎｉａ生成傾向と一致する．

一方，一塩基酸の生成は酸性側が塩基性側に比しやや強いが，全般的にみればその生成量

は二塩基酸よりかなり低い．一塩基酸の生成は，脱アミノ反応による二塩基酸生成に続いて

脱炭酸反応が必要である．従って一塩基酸生成に及ぼすＰＨの影響が少ないことは，脱炭酸

反応に及ぼすＰＨの影響が少ないことを示しているのであろう．

1.2.2.2．ペーパークロマトグラフィによるカルポン酸の確認

シリカゲルカラムクロマトグラフィによって得た一塩基酸と二塩基酸に相当する区分を可

能な限り多量に集め，ethyletherで酸成分を抽出し，カルポン酸のペーパークロマトグラ

フィを試みた．実験は集めた試料の量が充分でなかったため，７種類のｐＨを有する試料

個々 について行なうことができず，試料を酸性側（ｐＨ1.35,2.22,3.28,4.25）と中性お

よび塩基性側（ｐＨ6.83,9.53,11.08）の２種に分類して行った．

Table１５．Paperpartitionchromato-

graphyofmono-carbosxylicacids＊

Table１６．Paperpartitionchromato-

graphyofdi-carboxylicacids

0.69

0.77

0.85

0.90

malonic
●●

succ1nlc

glutaric

adipic

0.67

0.71

0.77

0.82

0.10

0.18

0.30

0.45

0.65

0.72

0.81

0.89

２

Ｒｆｖａｌｕｅ

０．７８

０．８１

0.84

0.86

い
も
｛
○
吋

８
－
口
２
増
①
函

SolventASolventB SolventASolventB

0.79

0.78

0.29

0.29

ｍ
①
［
色
目
Ｈ
付
ぬ

ｍ
Ｕ
［
Ｑ
門
冒
何
ｍ

１

２



函
も
『
。
付

８
口
閏
坦
①
“

鹿児島大学水産学部紀要第21巻第２号（1972）

それぞれのカルポン酸のｐ－ブロムフエシナシルエステルを作り融点を測定した86,87)．この

結果はＴａｂｌｅｌ７である．照射試料より製したエステルとともに，標準試薬より製したエス

テルの融点を測定した結果，Fig.１４に示した第二ピークはglutaricacidに相当すること

が確認された．しかし第一ピークの成分は収量が少なく，測定に充分な量を得ることができ

なかった．

1.22.4．ガスクロマトグラフィによるカルポン酸の確認

シリカゲルクロマトグラフィによって得った一塩基酸区分並びに二塩基酸区分のそれぞれ

を，ペーパークロマトグラフィの場合と同様にethyletherで抽出し，ガスクロマトグラフ

ィに供した．カルポン酸の種類を確認するため，対象標準品として次のものを使用した．一

塩基酸としてはaceticacid，propionicacid,n-butyricacid,n-valericacidを，二塩基酸

用としてはoxalicacid,malonicacid,succinicacid,glutaricacid,adipicacidを用いた．

なお，二塩基酸試料は，ブチルエステルの形に変え'05)，chlorofOrm溶液として分析した．

照射試料並びに対象カルポン酸の分析結果については，一塩基酸成分はFig.１５に，二塩

基酸成分についてはFig.１６に示した．

一塩基酸区分の主要成分はn-butyricacidであったが，同時に少量のpropinicacidが混

在していることを見出した．

二塩基酸区分はglutaricacidを主成分としていたが，succinicacidの少量も同時に検出

された．

一塩基酸区分のpropionicacidと二塩基酸のsuccinicacidがペーパークロマトグラフィ

において検出されず，ｐ－ブロムフェナシルエステルの融点測定でも見落されたのは，その生

成量がわずかであったためと考えられる．

1.2.25．純水溶液中のglutamicacidのカンマ線分解

充分に精製した蒸溜水にglutamicacidを800ｍｇ/dノの濃度に溶解した試料液を，内径

パークロマトグラフィの結果は，Ｔａｂｌｅｌ６である．酸性試料，中性および塩基性試料とも

glutamicacid標準品のＲｆ値に一致するスポットを得た．すなわち展開溶媒Ａでは０．８４ま

たは0.86,展開溶媒Ｂでは０．７８または０．８１であった．

1.2.2.3．ｐ－ブロムフエナシルエステルの融点

ガンマ線照射によってglutamicacid水溶液中に生じたカルポン酸は主としてn-butyric

acidとglutaricacidであることが判明したが，さらにこの２種の物質を確認するために，

Table１７．Meltingpointofp-bromo-

phenacylesters

3０

mono-carboxylic
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Fig.１５．GLCanalysisofmono-carboxylicacidsfiaction

Sample：mono-carboxylicacidsfi･action

Carriergas：Ｎ２，６０ｍ1./ｍin・

Columnpacking：diethleneglycolsuccinate＋H3PO4,５％

Ｃｏｌｕｍｎ：Stainlesssteel,２ｍｍ.‘×2ｍ・

Oventemperature：lOOoC.～,programedrate6oC./min
Detecter：ＦＩＤ

Rer⑧茜ｅｎｏｅａｃ坦日

Ｂｕｃｏ土､ﾕ。
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C２Ｃ３Ｃ４Ｃ５ Ｃ６ C４ Ｃ５

Ｆｉｇ．１６．GLCanalysisof､di-carboxylicacidsii,action

Sample ：dicarboxylicacidsfraction

Carriergas：Ｎ２，７０ｍ1./ｍin・

Columnpacking：neopenthylglycolsebacate

Column：Stainlesssteel,２ｍｍ.｡×２ｍ･

Oventemperature：２１０．Ｃ･
D e t e c t e r ： Ｆ Ｉ Ｄ

3１

13ｍｍのガラス管に脱気封管してガンマ線照射し，glutamicacidの脱アミノ反応によって

生成するカルポン酸とａｍｍｏｎｉａを測定した．同時に揮発‘性塩基量を測定したが，その主要

成分はａｍｍｏｎｉａであり，他にアミンが含まれているものと推定される．

純水溶液中のglutamicacidを照射した目的は,既述の緩衝溶液中の塩類がglutamicacid

のガンマ線分解に影響力を持つか否かを知ることにあった．

吸収線量は，０，０．９，１．７９，２．６８，３．５８Ｍradの５段階とした．このうち2.68Ｍrad照射

の結果が緩衝溶液使用時の吸収線量と同一である．純水溶液のｐＨ値は照射前ｐＨ３．１８で

あり，照射後は線量とともに高くなったが，その変化の程度は3.19～3.25の範囲であった．

従ってglutamicacid分解に及ぼす塩類の影響を見るには，ｐＨ３．２附近の試料について，

吸収線量2.68Ｍradの実験結果を純水溶液，緩衝溶液試料相互に比較すればよい．Fig.１７

は純水溶液中で照射を受けたglutamicacidの，脱アミノ反応の結果生じた諸物質の測定結
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果である．

分解生成物の種類と量に及ぼす共存塩類の影響は，後述のFig.１８およびFig.１９に掲げ

た，緩衝溶液並びに純水溶液中でのglutamicacid照射によって生ずる生成物を比較すれば

明らかなように，殆んど認められなかった．

０
８
『
６
４
２
０

１月
旨
目
亀
◎
・
胃
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弐

基のＧ値を併記した．図は酸性および塩基性において二つの極大値を持つ，いわゆるｂｉｍｏ‐

da,curveを描いているが，これは両性イオンであるアミノ酸の脱アミノ反応全般について，

しばしば見られる型である20,,03)．酸性側のglutaricacid測定結果に多少不安定な個所があ

るが，概して言えばglutamicacidの脱アミノ反応は，ｐＫ１に相当するｐＨ２．'９附近及び

ｐＫ３であるｐＨ０．６７附近に極大値を持ち，ＰＫ２とｐＫ３の中間であるｐＨ７．０附近に極小

値を持つと言える．

有機電子論の立場からアミノ酸の脱アミノ反応をみると，α炭素に付く－COOHの＝Ｏは

電気陰性度が高く，従って一ＮＨ２の結合力はそれに関連して弱くなり，脱アミノ反応が脱
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Fig、１７．Carboxylicacidsandvolatilebasesfbrmationfrom

7-irradiatedGlupurewatersolution

1.2.2.6．考察

以上の実験結果によって，glutamicacid水溶液を脱気条件下でＭｒａｄ単位の照射を行な

った時に生ずるカルポン酸は，主としてglutaricacidとn-butyricacidであり，他に微

量のsuccinicacidとpropionicacidも同時に生ずることを知った．glutaricacidとｎ－ｂｕ‐

tyricacidの生成量をglutamicacid水溶液のｐＨ別に測定しＧ値で示したものはFig.１８

である．

Fig.１８にはglutamicacidから脱アミノ反応を経て生ずるａｍｍｏｎｉａとともに揮発性塩

０２４６８１０１２

浬
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０

炭酸反応より起り易い状態にあるわけである98)．さらに一ＮＨ２が－ＮＨ３＋と，一COOHが

-COO-と荷電すると，上記の電気陰性度の傾向はさらに強まりアミノ基は離脱し易くなる．

この考え方に拠ればｐＫ３のｐＨ値に達するまでの状態では，ｐＨ値が高くなるほど脱アミ

ノ反応は強くなり，ｐＫ３以上では－ＮＨ２が電離状態をとらないので，脱アミノ反応量は下

降の傾向をとると言える．また強塩基性条件で脱アミノ反応が衰えるのは，ガンマ線照射に

よって水から生じたｅα9-,Ｈ+,Ｈ３０＋の力が急に弱まるためと言われる'03)．中性の附近の脱

アミノ反応がやや減少する傾向は，アミノ酸に広く見られる現象であるが，それに対する説

明は未だ明確にはされていない．

Fig.１９は，Fig.１７の結果を基礎に算出した，純水溶液中のglutamicacidがglutaric

ﾏﾛﾕ巳慨ﾕ⑥baB③

､，同m函也
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Ｆｉｇ．’９dG-valueofcarboxylicacidsandvolatilebasesfbrrned

fromγ-irradiatedGlupurewatersolution

acidその他に変化した時のＧ値を示したものである．

Fig.１８のｐＨ３．２およびFig.１９の2.68Ｍradに相当する値は，glutamicacidの緩衝

溶液および純水溶液について行なった照射実験のうち，相互に同一ｐＨ値と吸収線量の部分

である．条件として異なる点は緩衝剤としての塩類が存在するか否かのみであるが，両図に

おけるその部分のＧ値は，ammonia,glutaricacid等ともほぼ同じであると言える．

水溶液中のglutamicacidがglutaricacidまたはn-butyricacidに変化する経路は，ア

ミノ酸の脱アミノおよび脱炭酸反応で容易に説明することができる．その機構はFig.２０に

示す通りである．γ-amino-butyricacid経由でn-butyricacidを生ずる経路は，１．２．１．に

て説明したglutamicacidから他種アミノ酸への変化を参照すれば理解できる．

glutamicacid水溶液のｐＨと各生成物質のＧ値をFig.１８によって見ると，脱アミノ反

応の結果であるａｍｍｏｎｉａとglutaricacid量が強くｐＨの影響を受けているのに対し，脱

炭酸反応を経由したn-butyricacidは，ｐＨの影響をそれほど受けていない．

４
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またsuccinicacidとmalomicacidの微量が検出されたことは，Fig.２１に示すように，

1.2.1.でも述べたことではあるが，水溶液中のglutamicacidからasparticacidを生ずる

事実を基礎にして考えると，asparticacidからさらに分解してsuccinicacid，propionic

acidを生ずる経路が考えられる．

1.2.2.7．要約

１．水溶液中のglutamicacidが脱気条件下でガンマ線照射を受け，脱アミノ反応によっ

てカルポン酸およびammoniaに変化した量を測定し，その変化機構を考察した．

２．生成したカルポン酸の主要成分は，glutamicacidの脱アミノ反応の結果生ずるglu‐

taricacidと，脱アミノ，脱炭酸両反応を経て生ずるn-butyricacidである．また微量では

あるがsuccinicacidとpropionicacidが検出された．

３．glutaricacidの生成量は溶液のｐＨと密接な関係があり，glutamicacidのｐＫ１に

相当するｐＨ２～３にてＧ＝1.4～1.7,ｐＫ３に相当するｐＨ９～１０にてＧ＝4.0と２個所に

極大値を持ち，ｐＨ７附近では極小値を持ち，いわゆるbimodalcurveを描くことを知った．

４．glutamicacidのイオン化状況は溶液のｐＨによって変化するが，これとともに，極性

を有する基の電気陰性度も変化する．電気陰性度の変化は，一ＮＨ２等の結合エネルギーも微

妙な変化を与える．glutamicacidのガンマ線分解によるglutaricacidの生成量がｐＨよっ

て変化する理由の一つはここにあるものと考えられる．また強塩基性条件下でglutaricacid

生成量が減少するのは，ｅａ９－などの水中に生ずる活性遊離基が減少するからであるが,ｐＨ７

附近で極小値を示す理由は不明である．

５．n-butyricacidの生成と溶液ｐＨとの関連には特徴がない．しかし酸性条件下でＧ＝

0.31～0.43,塩基性条件下でＧ＝0.12～0.22と酸性側で生成量が多い．

６．純水に溶解したglutamicacidのガンマ線分解は，これと同一ｐＨを有する緩衝溶液

中での分解と比較して，分解生成物の種類，生成量とも大差なく，試料溶液中に共存する塩

類の影響は認められなかった．

１．３．γ-Na-glutamateに対するガンマ線照射とその分解生成物

これまでにglutamicacidに対するガンマ線の直接ならびに間接効果を述べたが，glu‐

tamicacidの塩に対するガンマ線照射の影響はどのようなものであろうか．塩類中最も一

般的な化合物であるγ-monosodium-L-glutamateを対象として，その結晶および水溶液に

対するガンマ線照射を行い，glutamicacid以外のアミノ酸への変化状況を検討した．

1.3.1．結晶および水溶液中の７－Na-glutamateより生ずる他種アミノ酸とその生成
機構

γ-monosodium-L-glutamate（和光純薬製特級）の試料調製は，結晶を100メッシュ以下

の粒度とし，硫酸デシケーター内で充分に乾燥した後，内径6.5～7.0ｍｍのガラス管内に

入れ，充分脱気した後密封した．ガンマ線照射は３．８×105ｒ/ｈｒの線量率で，全吸収線量１９

～78Ｍradの範囲で行った．

水溶液試料の調製法はγ-monosodium-L-glutamateを，500ｍｇ/ｄｊの濃度となるように

各種ｐＨ緩衝液に溶解し，内径１４ｍｍのガラス管にそれぞれ５ｍjずつ入れ脱気密封した．
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これらの試料アンプルを照射したが，吸収線量は2.2Ｍradであった．

1.3.1.1．結晶試料より生ずるa-amino-n-butyricacidおよびγ-amino-butyricacid

γ-Na-glutamateを脱気条件下でガンマ線照射し，その結果生ずる他種アミノ酸の種類は

a-amino-n-butyricacidおよびγ一aminobutyricacidであったず吸収線量と分解生成アミ

ノ酸量との関係はＴａｂｌｅｌ８に示す通りである．すなわち約４０Ｍrad以上の照射を受けると

Table１８．Ｇ－ｖａｌｕｅｏｆａ－ＡＢＡａｎｄγ-ABA
fbrmedfromgamma-irradiated

γ-monosodium-glutamatecrystal．

０

２４６８１ｏ
ＰＥ

Ｆｉｇ､２２．Asparticacidfbrmationfrom

γ-irradiatedL-glutamicacidand

γ-monosodium-glutamatesolutions

Dosage G(α-ABA）Ｇ(γ-ABA）

２４６８１０

ＰＥ

Ｆi9.23.7-Amino-butyricacidfbrmationfi･ｏｍ

γ-irradiatedL-glutamicacidand

7-monosodium-glutamatesolutions
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a-amino-n-butyricacidが生成し，100Ｍrad近くの大線量になると微量ではあるがγ－

amino-butyricacidも検出された．

α-およびγ-amino-butyricacidの生成機構については，glutamicacidについて実験した

1.1.1.の中で機構に対する考察として記載したところである．脱気条件下で行なったglu‐

tamicacid結晶とγ一Na-glutamate結晶のガンマ線分解の程度は，a-amino-n-butyricacid

生成に関するＧ値を比較すれば明白なように，かなりの差異がある．glutamicacid結晶の

場合Ｇ(αABA)は１．１．１．に記載の如く0.6～1.0であるが，γ-Na-glutamate結晶では0.33～

0.40である．γ-amino-butyricacid生成量は微量であるため，Ｇ値の比較は困難であった．

このＧ値に示された差異の原因は，Ｎａ一塩の場合，γ_カルポキシル基に結合したＮａ一原

子のため，a-amino-n-butyricacid生成に必要なγ-脱炭酸が遊離のglutamicacidの場合

に比較して阻害されるためと考察される．

1.3.1.2．水溶液試料中に生ずるasparticacidおよびγ-amino-butyricacid

γ-Na-glutamate水溶液のガンマ線分解に当り，検出されるアミノ酸はasparticacidと

γ-amino-butyricacidであった．水溶液のｐＨと前記アミノ酸生成量との関係は次のよう

であった．

先ずasparticacid生成は，Fig.２２のようにｐＨ４．３でＧ(Asp)＝2.28と最高を示し，

ｐＨ９．５では0.3と低い生成率であった．これを1.2.1.で述べた遊離glutamicacid水溶液で

℃

3５

１

１

Ｏａｏﾕd

lttm-

to

う

２
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のガンマ線分解実験結果と比較すると，ほぼ同様の生成率と言える．参考としてFig.２２に

遊離glutamicacidからasparticacid生成に関する結果を併記した．

一方γ-amino-butyricacidの生成はFig.２３に示す通りで，ｐＨ８．３でＧ(γABA)＝2.67

と最高を示し，酸性側では低い結果を示した．1.2.1.で得た遊離glutamicacid水溶液分解

時のＧ(γABA）を参考のためFig.２３に併記したが，Ｎａ一塩，遊離glutamicacid試料と

もに同傾向の生成を示していることがわかった．

水溶液試料についての照射実験は，溶媒として緩衝液を使用しているため，γ-Na-gluta‐

ｍａｔｅは溶液中では解離し，結果的には遊離glutamicacidを緩衝液中に溶解して照射した

実験結果と同様になったものと考える．従って，Ｇ(Asp)，Ｇ(γABA）ともに，glutamicacid

の遊離型，Ｎａ-塩の両者について行った値が同じ結果となったのであろう．

1.3.2．結晶および水溶液中の７－Na-glutamateより生ずるａｍｍｏｎｉａ

ｌ､3.2.1．結晶試料より生ずるａｍｍｏｎｉａ

ガンマ線照射による結晶試料の脱アミノ反応は，Fig.２４のように４０Ｍrad以下では高い

６
q=▼aﾕu⑥

４

、~__→一｡
２

０

０２０４０６０８０
，陸ad

DoBage

Fig,２４．G-valueofammoniafbrmedfromγ-irradiated

7-monosodiumL-glutamatecrystal

Ｇ(ammonia）を示したが，４０～80Ｍradでは3.0～3.1のＧ値で線量にほぼ比例的であった．

また１．１．２．に述べた遊離glutamicacid結晶の脱アミノ値はＧ(ammonia)＝3.7～3.9であ

り，Ｎａ塩での結果はやや低い値であった．しかし脱アミノ反応によるγ-amino-butyric

acid生成の如く，Ｎａ-塩からの生成量が遊離型glutamicacidからの１/２と言った大きな差

ではなく，分子中のＮａ一原子の存在はそれ程大きな影響を与えていない．

1.3.2.2．水溶液試料中に生ずるａｍｍｏｎｉａ

６

４

２

０

２ ４６８１０
餌

Fig.２５．G-valueofammoniafbrmedfromγ-irradiated

7-monosodiumL-glutamatesolution
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γ-Na-glutamate水溶液のｐＨと，ガンマ線照射によって生ずるａｍｍｏｎｉａ量との関係は

Fig.２５の通りである．吸収線量は2.2Ｍradである．ａｍｍｏｎｉａの生成量はｐＨ６．１附近で

極小を示しており，それより酸性側および塩基性側でともに増加している．遊離glutamic

acidに対する照射実験では，ｐＨ２以下の酸性条件下と，ｐＨ１１以上の塩基性条件下では，

ammonia生成量が減少している．本実験では，いわゆるbimodalcurveを得ることができ

なかったが，これは試料がＮａ－塩であるため両性イオンであるアミノ酸特有の脱アミノ傾

向20,103)が行なわれなかったためではなく，試料液ＰＨの条件選定が不適当であったためと

考えるべきであろう．

1.3.3．考察

ガンマ線照射による結晶γ-Na-glutamateから他種アミノ酸への変化は,遊離のglutamic

acidにおけると同様に，γ一位脱炭酸によるa-amino-n-butyricacidである．高線量照射時

に出現する微量のγ_amino-butricyacidは，α一位脱炭酸反応も考えられるが，1.1.1.で

述べたようにa-amino-n-butyricacidからの二次的生産物と考えるのが妥当であろう．

ただ遊離glutamicacidとγ-Na-glutamateのガンマ線分解における相違は，a-amino-n-

butyricacid生成に関するＧ値である．すなわち，Ｎａ－塩ではＧ＝0.33～0.40であるの

に対し，遊離glutamicacidではＧ＝0.6～1.0である．これは両者の分子構造上のＮａ一原

子とＨ原子の違いに原因するものと推測される．ＨとＮａの原子電気陰性度はPAuLING

の定義107）によるとＨ＝2.1に対しＮａ＝0.9である106)．このため基全体として見たとき，

-COOHに比して，－COOＮａの電気陰性度は低い．従って－COOＮａの方が結合は比較的強

く，脱炭酸反応を受けることが少なかったのであろう98,107）

水溶液中におけるγ-Na-glutamateのガンマ線分解は，分子が電離状態にあるため，遊

離glutamicacidが水溶液中にある場合と同じ状態となり，Ｎａ－塩と遊離酸の分解生成物

の差異は認められなかった．

また脱アミノ反応によるａｍｍｏｎｉａ生成についても，結晶試料，水溶液試料の双方につ

いて，Ｎａ－塩と遊離酸の間の相違は明らかでなかった．

1.3.4．要約

１．結晶γ一Na-glutamateを脱気条件下でガンマ線照射し，脱炭酸反応による他種アミ

ノ酸への変化を測定した．生成する他種アミノ酸は主としてa-amino-n-butyricacidであ

り，２０～80Ｍrad範囲でのＧ値は0.33～０．４０であった．

２．遊離glutamicacid結晶からガンマ線照射によって生ずるa-amino-n-butyricacid

のＧ値は1.1.1.に述べたように0.6～1.0であり，Ｎａ一塩とは若干の差がある．これは遊離

酸分子のＨ原子と，Ｎａ一塩分子のＮａ原子の原子電気陰性度の差異に起因する結合エネル

ギーの相違によるものであろう．

３．γ-Na-glutamate水溶液のガンマ線照射によって生ずるasparticacidとγ一amino-bu‐

tyricacidは，生成に及ぼすｐＨ条件の影響，生成量ともに遊離glutamicacidに関する実

験結果と大差は無かった．これは，γ-Na-glutamateが水溶液中で電離状態にあるため，遊

離glutamicacid水溶液と結果的には同一条件となり，同様のガンマ線分解を受けるためで

あろう．

４．γ-Na-glutameteの脱アミノによるａｍｍｏｎｉｃ生成は，結晶試料，水溶液試料の双方
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照射初期におけるＧ(Ala）は3.3であるが，線量の増加とともに生成率は減少し，特に100

Ｍrad以上では2.3～2.6であった。またＧ(β-Ala）は照射初期では１．１であり，alanine生

成と同様に線量とともに生成率は低下するが１００Ｍrad以上でも0.8～0.9を保っていた．

について，遊離型glutamicacidについての実験結果との差異は明らかではなかった．

２．L-agpartiCacitlのカンマ線分解

L-asparticacidは１．に述べた如く，L-glutamicacidのガンマ線分解生成物として重要な

物質である．また,L-asparticacidはL-glutamicacidとともに,自然界に存在の多いmono‐

amino-dicarboxylicacidであるが，炭素鎖の長さが１個だけ異なっている。このことが

L-asparticacidとL-glutamicacidのガンマ線分解生成物の種類と量にどの程度の影響を

与えるかは興味ある問題である．

本編では各種照射条件下におけるL-asparticacidのガンマ線分解生成物を測定し，その
生成機構に考察を加える。

2.1．固体試料のガンマ線照射とその分解生成物

2.1.1．L-agparticaciCIの分解によって生ずる他種アミノ酸の生成とその機構

1.1.1.において結晶glutamicacidを脱気条件下でガンマ線照射し，a-amino-n-butyric

acidの生成状況を測定した。ガンマ線照射を受けたL-asparticacidの脱炭酸反応がglu‐

tamicacidの場合と同様の過程で進行するならばasparticacidからはβ-脱炭酸によって

alanineが生成することになる．

本章におけるガンマ線照射条件は，線量率５．０×105r/hr，吸収線量は33.1～157Ｍradで

ある。

2.1.1.1．alanineおよびβ-alanineの生成

脱気条件下で33.1～157Ｍradのガンマ線照射を受けたL-asparticacidの結晶を水に溶

解し，アミノ酸組成を測定したところFig.２６の結果を得た．alamineとβ-alanine量は，

生成％，asparticacidは残存％を表わしている．Ｔａｂｌｅｌ９はＧ(Ala）およびＧ(β-Ala）を

算出した結果である．

０．００Ｍrad

３３．１

６６．２

７８．６

９９．３

１５７

Table19．Ｇ－ｖａｌｕｅｏｆＡｌａａｎｄβ-Ala

fbrmationfromγ-irradiatedAsp
crystal

0.0

1.1

1.1

Ｇ(β-Ala）

3８

０
３
４
９
６
３

●
●
●
●
●
●

０
３
２
２
２
２

Absorbed

dosage
Ｇ(Ala）
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以上の結果によると脱気条件下のL-asparticacidの照射によって生ずる脱炭酸反応生成

物はalanineであり，反応初期でのＧ(Ala）は３を越えることがうかがえる。alanineに次

いでβ-alanineの生成量も多く，反応初期でのＧ(β-Ala）は１．０以上であった．揮発性塩基

の大部分はａｍｍｏｎｉａで，脱アミノ反応の結果生じたものである．このことはL-aspartic
acidの脱アミノ反応を説明した後章で詳述する．

2.1.1.2．考察

asparticacid結晶からalanineとβ-alanineの生成はFig.２７のようにβ-脱炭酸によっ

(ムユanine）

ＣＯＯＨ
Ｏ

蝿?-Ｅ
ＣＩＩ３

3９

（Ｐ･A1anine）

Fig.２７．Radiation-chemicaldecarboxylationofasparticacid

てalanineを生じ，α-脱炭酸によってβ-alanineを生成するものと考えてよい．

本章の実験結果をglutamicacid結晶のガンマ線分解反応の場合と比較すると次のような

ことが言える．すなわちasparticacidではβ-脱炭酸によるalanine,glutamicacidではγ一

脱炭酸によるa-amino-n-butyricacidと，いずれも末端のカルポキシル基の離脱によって

生ずる化合物を主要生成物にしている点は共通している．しかし，明確な差異は，それらの

分解生成物の量である．１０～100Ｍrad程度のガンマ線照射実験では，glutamicacidから

はa-amino-n-butyricacidとγ一amino-butyricacidを生ずるが，その量はＧ(αABA)＝

0.6～１．０，Ｇ(γABA）は極めて微量であった．これに対してasparticacidからの生成物量

は，Ｇ(Ala)＝2.3～３．３，Ｇ(β-Ala）＝0.8～1.1である．

Ｇ(Ala)がＧ(αABA)の３倍であることは，asparticacidの脱炭酸がglutamicacidに比較
して大であることを示している．それに増してasparticacidとglutamicacidの脱炭酸の

大きな違いはＧ(γ-ABA）が微量であるのに対してＧ(β-Ala）は約１であることである．こ

れらの相異はasparticacidとglutamicacidの分子の大きさによるカルボキシル基の結合

の強さで説明するほかはない．炭素鎖が短かいほどα‐脱炭酸が起り易く，長いほど起り難

い傾向にあることを明確にするには，炭素数が６とglutamicacidよりさらに大きなmono‐

amino-dicarboxylicacidのa-aminoadipicacidで本章と同様の実験を行なえばよい．

2.1.1.3．要約

１．asparticacid結晶に対して脱気条件下で33.1～157Ｍradのガンマ線を照射し，脱

炭酸反応によって生成する他種アミノ酸の検索を行なった．

２．asparticacid結晶より生成する他種アミノ酸のうち主要なものはalanineであり，他

にβ-alanineが測定された．

３．照射初期におけるＧ(Ala）は３．３であるが，吸収線量の増加とともに生成率は減少傾

向を示し，特に100Ｍrad以上では，Ｇ(Ala）は2.3～2.6であった．

４．β一alamineの生成は照射初期ではＧ(β-Ala)＝1.1であり，alanine生成と同様に線
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堅⑧④並１０ａＯﾕ。

4０

量とともに生成率は低下するが，100Ｍrad以上の線量でも0.8～0.9を保っていた．

５．asperticacidと同じmonoamino-dicarbo】Ｗｌｉｃａｃｉｄであるglutamicacid結晶のガ

ンマ線分解結果と比較すると乳末端カルポキシル基の離脱を脱炭酸の主反応としている点は

共通している。しかしasperticacidの分解によるalanine生成は，glutamicacid分解によ
るa-amino-n-butyricacid生成の約３倍の量に達した．

またα位脱炭酸によってglutamicacidから生ずるγ-amino-butyriCacid量は微量であ

ったのに対し，asperticacidから生ずるβ-alamineは主反応であるalanine生成量の１/３
にも達した．

このようなasparticacidとglutamicacidの脱炭酸反応の相異は，両者の炭素鎖の長さ

に起因する結合エネルギーの差で説明するのが妥当と考える．

2.1.2．ガンマ線照射によるagParticacMのカルボン酸への転移機構

ガンマ線照射を受けたL-asparticacidの分解反応のうち，最も顕著にあらわれるものは

脱アミノ反応である．従ってaSpartiCacidからはsuccinicacidが生成する可能性が極め

て高い．本章はL-asparticacid結晶を脱気条件下でガンマ線照射し，その結果生ずるカル

ポン酸と揮発性塩基量を測定するとともに，その結果をglutamicacid結晶のガンマ線分解

反応の場合と比較検討したものである．

2.1.2.1．シリカゲル・カラムクロマトグラフィによるカルポン酸の溶離

支持相，固定相，移動相として，それぞれシリカケル，chlorofbrm，n-butanolを使用す

るカラムクロマトグラフィにより，一塩基酸と二塩基酸の溶離を行なった85)．この分析操作

は1.1.2および.1.2.2.での記載と同様の方法である．

Fig.２８はこのシリカゲルカラムクロマトグラフィの溶離曲線である．各図はそれぞれ照

1.う
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射前の試料asparticacidにして125ｍｇより生じた一塩基酸と二塩基酸量を示している．

横軸はフラクション番号で（各フラクションは溶離液５ｍﾉ)，縦軸は中和滴定に使用した

0.02ＮＫＯＨ標準液のｍＺ数である．図中の小さな第一ピークは一塩基酸であり，大きな第

二ピークは二塩基酸である．このことは標準品による比較実験および後述の実験によって明

らかで，酸の種類はpropionicacidとsuccinicacidであった．吸収線量と生成するpro‐

pionicacidとsuccinicacid量が比例的であることを後述のFig.２９で説明する．

2.1.2.2．ペーパークロマトグラフィによるカルボン酸の確認

照射試料をethylether抽出して得た区分についてカルポン酸のペーパークロマトグラフ

ィを行ない，前述のカラムクロマトグラフィによる溶離分析結果と併せてカルポン酸同定の

資料とした．

Ｔａｂｌｅ２０は試料抽出物と標準カルポン酸について行なった一塩基酸用のペーパークロマ

トグラフィＲｆである．この結果よりasparticacid結晶にガンマ線照射して得られる一塩

基酸はpropionicacidであることが明らかである．

二塩基酸区分のペーパークロマトグラフィ結果はＴａｂｌｅ２１の如くカルポン酸標準品との

比較によってsuccinicacidであることがわかった．

Table２０．Rfvalueofmonobasicacids＊ Table２１．Rfvalueofdibasicacids

absorbeddosageabsorbeddosageRfvaluesolventAsolventB

l９．５Ｍrad０．２３１９．５Ｍrad０．６８０．８３

３ ９ ． ３０．２４３９．３０．６８０．８２

５９．００．２４５９．００．６７０．８２

７ ８ ． ６０．２４７８．６０．６８０．８２

refbrenceacidsrefbrence a c i d s

f b rmicoxalic０．１８０．５５０．５１

aceticmalonicO､2００ ． ５ ９ ０ ． ７ ４

proplomc O､2４ｓｕｃｃｍｌｃＯ､6８０．８２

n-but y r i c g l u t aricO､3９０．７５０．８８

n-va lericadipicO､5００ ．８２

＊：developedasfbrmofammoniumsaltssolventsystem
solventsystem：n-butanolsaturatedwithA：n-butanol：fbrmicacid：water

1.5Ｎａｍｍｏｎｉｕｍｗａｔｅｒ＝４：ｌ：l

indicator：bromo-phenolblue B：phenol：fbrmicacid＝３９．：lmL

indicator：bromo-cresolgreen

propiomicacidとsuccinicacid以外のカルボン酸は本実験の線量範囲では見出すことは

できなかった．

2.1.2.3．ｐ－ブロムフェナシルエステルの融点

これまでのクロマトグラフィ実験の結果，asparticacid結晶のガンマ線照射によって生ず

るカルポン酸は，succinicacidとpropionicacidであることを知った．これをさらに確実

に知るために，カラムクロマトグラフィの溶離曲線のうち，主要ピークに相当するフラクシ

ョンより，含有するカルポン酸および標準カルポン酸のｐ－ブロムフェナシルエステルを作

り，それらの融点を測定した．この結果はＴａｂｌｅ２２である．エステルの融点測定の結果，

Fig.２８における第一ピークはpropionicacidであり，第二ピークはsuccinicacidに相当
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することが確実となった．propionicacid相当の試料は少なく，７８．６Ｍrad照射の試料か

らのみしか製し得なかったが，混融試験でもこれを裏付ける結果を得た．

2.1.2.4．カルポン酸生成量とammonia生成量との関係

シリカゲルカラムクロマトグラフィによる溶離操作で得たカルポン酸生成量および別に測

定したａｍｍｏｎｉａ生成量を線量別に記録し，まとめたものがＦｉｇ．２９である．これによると

Table２２．Ｍ．Ｐ・ofp-bromophenacyl
esters

absorbeddosagefractionNo、

１９．５Ｍrad３０

３９．３３０

５９．０２９

７８．６１４

３０

refもrenceacids

acetlc

proplonlc

n-butyric
n-valeric

succ1nlc

glutaric

meltingpoint

210-213oＣ

２０８－２１１

210-212

５８－６１

２０９－２１１

4２
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カルボン酸はpropionicacid,succinicacidともに線量に比例して生成量が増している．し

かし，succinicacidの生成率に較べてpropionicacid生成率はそれ程高くないと言える．

succinicacidとpropionicacid生成量の合計は，当然asparticacidの脱アミノ反応の

結果であり，ａｍｍｏｎｉａ生成量と等モルの関係にある．二次的な分解反応を考えればこの等

ル関係は厳密には一致しないが，ほぼ近似した数値を示している．

2.1.25．考察

以上の実験結果から，結晶asparticacidを脱気条件下で１０Ｍrad単位のガンマ線照射を

した場合の脱アミノ反応を考察する．

シリカゲルカラムクロマトグラフィによる溶離実験，ペーパークロマトグラフィによる

Rf検定，およびｐ－ブロムフェナシルエステルの融点測定結果によって，結晶asparticacid
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６

から生ずるカルポン酸はsuccinicacidおよびpropionicacidであることを確認した．suc‐

cinicacidはasparticacidの脱アミノによって生じたものであり，propionicacidはsuc‐

cinicacidがさらに脱炭酸した結果生成したものである．生成カルポン酸量と脱アミノによ

るａｍｍｏｎｉａ生成量との関係は前に述べたが，それらのＧ値はFig.３０の通りである。

この結果を結晶glutamicacidの脱アミノ反応の場合と比較すると次のことが言える．

ammoniaのＧ値はasparticacidから生成するときは5.5～6.3,glutamicacidより生ずる

ときは3.5～4.0である．これによって脱アミノ反応の規模はasparticacidの方がglutamic

acidの約１．５倍であることがわかる．生成するカルポン酸のＧ値を比較するとaspartic

acidからsuccinicacid生成がＧ＝4.8～5.5,propionicacid生成がＧ＝0.6～0.7であり，

glutamicacidからglutaricacid生成のＧ＝２．５，n-butyricacid生成のＧ＝0.3である．

生成するカルポン酸のＧ値から見てもasparticacidとglutamicacidの脱アミノ反応に

1.5：１の差があることが明白である．

asparticacidからsuccinicacidおよびpropionicacidが生成する機構はFig.３１のよう

に考えられる．すなわちasparticacidの脱アミノによってsuccinicacidを生じ，生じた

succinicacidの脱炭酸によってpropionicacidが生成する経路である．この経路外に2.1.1.

で述べたrasparticacidの脱炭酸によって生じたalanineまたは，β-alanine」が脱アミノ

してpropionicacidを生ずる経路も挙げられる．succinicacidおよびpropionicacidの

生成量はasparticacidの脱アミノおよび脱炭酸の程度を表わしている．脱アミノの量は

Fig.３０の如くＧ(ammonia)＝5.5～6.3であり，脱炭酸の量は直接求められないがalanine

８

０２０４０６０Ｂ０

ａｂｓｏ室beddogage（途a。） Ｆｉｇ．３１．Chemicalchangesfi･omL-aspartic

Fig、３０．G-valuesofcarboxylicacidsandacidtootherorganicacidsbyγ-rays
ammonia irradiation

とβ-alanine生成量から推定してＧ(CO2)＝3.1～4.4と考えられる．従って脱アミノによ

って生ずるsuccinicacidの量は多く，脱アミノおよび脱炭酸の両反応を経なければならな

いpropionicacidは，それだけ生成量が少ないわけである．

2.1.2.6．要約

１．脱気条件下でasparticacid結晶に対し１９～79Ｍradのガンマ線を照射し，脱アミノ

反応を経て生成するカルポン酸の検索を行なった．

２．生成するカルポン酸のうちで主なものはsuccinicacidでＧ値は4.8～5.5であった。

次いでpropionicacidはＧ値＝0.6～0.7であった．succinicacidとpropionicacidの生

成量は本実験の線量範囲では吸収線量にほぼ比例的であった．
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1０

３．asparticacidの脱アミノによって生ずるａｍｍｏｎｉａ量も吸収線量と比例的に増加し，

Ｇ値は5.5～6.3であった．この数値はsuccinicacidとpropionicacid生成に関するＧ値

の合計とほぼ一致する．

４．ガンマ線照射を受けたasparticacid結晶とglutamicacid結晶の脱アミノ反応を比

較すると，反応生成物より見てasparticacidがglutamicacidの場合の１．５倍に達する．

2.2．水溶液試料に対するガンマ線照射とその分解生成物

2.2.1．agpartiCacidの分解によって生ずる他種アミノ酸とその生成機構

水溶液asparticacidのガンマ線分解にはglutamicacidと同様ｐＨが大きな影響を与え

る．

ガンマ線照射を受けた水溶液中のasparticacidから生ずる主要な物質のうち，脱炭酸反

応によるものは，β一alanineである．これは結晶asparticacidについてalanineを得た結

果とは反対にα-脱炭酸が主に行なわれるためである．本章は照射前のasparticacid濃度

500ｍｇ/dJの各種ｐＨ水溶液に１．９Ｍradのガンマ線を照射し，脱炭酸反応によって生ずる

β-alanineとalanine量を測定し，反応機構を検討した結果である．

2.2.1.1.β-alanineおよびalanineの生成

asparticacid水溶液より生ずるβ-alanineおよびalanine量と水溶液ｐＨとの関係は，

Fig.３２である．照射試料溶液が微酸性であるときは微量のalanineが生成しているが，中

4４

性～微塩性では殆んど検出されず，多量のβ一alanineが生成する．ｐＨ１．５以下の強酸性お

よびｐＨ１１以上の強塩基性条件ではβ-alanine，alanineとも生成を見なかった．aspartic

acidの水溶液中における解離状況を見ると，ｐＫ,＝1.94,ｐＫ２＝3.70,ｐＫ３＝9.62である

(25.C)．β-alanineの最大生成ｐＨはほぼｐＫ３であり，alanineの最大生成ｐＨは，生成

量は微量であるがｐＫ２に近い数値であると言える．

なおFig.３２は水溶液中のasparticacid,alanine，β-alanineを比率で表わし，照射前に
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Fig.３２．ChemicalchangesofAsp(solution)tovarious

aminoacidsby7-raysirradiation

（Absorbeddosage：１．９Ｍrad）
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存在したasparticacidのモル数を100とし，照射後に測定された各アミノ酸量を比較したも

のである．

2.2.1.2考察

水溶液中のasparticacidが，ガンマ線照射を受けて脱炭酸し，alanineまたはβ-alanine

に変化する量をＧ値によって示すと，Table23の通りである．

水溶液におけるasparticacidの電離状態は，Fig.３３'0'）によって示される．asparticacid

Table２３．Ａｌａａｎｄβ-Alafbrmationfromasparticacidsolutionby

γ-radiolysis
（Doserate：5.0×lO5r./hr.,Totaldosage：1.9Ｍrad）

pHvalueofsolution

befbreirradiation

Ａｌａ

β-Ala

Ｇvalue

1.5３． ２ ６ ． ３ ９ ． ４ １ １ ． ２

0.00

０．００

0.04

0.59

0.02

1.41

0.00

1.83

0.00

0.00

COOH COO- COOー COO一

風３卿輔掴輔国厩ぅ減#-画リ?-画
患-両~雨ｒ：::､蔚冒~旨~ラォ：::-両~ﾆー燕－９厘’COOー

（ェ）（エェ）（ｴｪｪ）（ｴﾏ･）

Fig.３３．Ionizationofasparticacidlo1）

の脱炭酸は水の遊離基作用が不活発な強酸性または強塩基性条件を除けば（11）および（111）

の条件下で行なわれている'03)．主要反応はα脱炭酸で，殊に（Ⅲ）の条件で活発である．

これに対してγ脱炭酸は（11）において極くわずかに行なわれている．

asparticacidの脱炭酸をglutamicacidの場合と比較すると，主反応がα-脱炭酸である

ことは一致している．asparticacidから生成するβ-alanine，glutamicacidから生成する

γ一amino-butyricacidのＧ値はほぼ同じであり，生成量とＰＨとの関係も類似している．

しかし，微酸性条件における反応は根本的に異なる．asparticacidから生ずるalanineは

β_脱炭酸によるものであり原理的には単純であるが生成量は少ない．一方glutamicacid

から生ずるasparticacidは複雑な生成機構を経るもので99）同一系統のmonoamino-dicar‐

boxylicacidに属するasparticacidとglutamicacidでも炭素鎖の長さが一個異なるため

このような大きな差が現れるわけである．この点がasparticacidとglutamicacidのガン

マ線分解における最大の差であり，glutamicacid分解は複雑な二次反応を伴っている．

asparticacidから生ずるalanine量が少ないことも，さらに深く追求すれば二次的な分解

またはβ一alanineへの異‘性化が明らかになるかもしれない．

asparticacid水溶液のガンマ線分解と結晶試料の場合を比較すると，脱炭酸反応によ-つ

って生ずる主要生成物が全く異なる．水溶液試料から生ずるβ-alanineと結晶試料から生

ずるalanineの生成機構の差異は，イオン化に伴う元素の電気陰性度の変化に伴う結合エネ

ルギーの強弱によって説明しなければならない．

ガンマ線以外の線源によってasparticacid水溶液を照射した実験例としては次の報告が

がある。
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RAJEwsKYら45）はＸ線照射によってガンマ線照射の場合と同様のβ-alanineとalanine

を検出している．紫外線の照射を受けた場合は非常に複雑な変化を示す．PFoRDTEら73）と

PAvoLINIら75）はalanine,β-alaineの外にserine，glycine，glutamicacid，a-amino-n-

butyricacidと多様なアミノ酸の生成を報告している．この中でglutamicacidの生成につ

いてはFERRARIら76）によってasparticacidから生じたalanineと酢酸が二次的に結合す

るいわゆるscissionandrecombinationの結果と推察されている．

2.2.1.3．要約

１．各種ｐＨにおける0.5％asparticacid水溶液を脱気条件下で１．９Ｍradのガンマ線

照射し，脱炭酸反応によって溶液中にβ-alanineとalanineを生ずることを確認した．

２．β一alanineの生成は中～弱塩基性で大きく，Ｇ(β-Ala）の最高は，ｐＨ９．４における１．８

であった．

３．alanineの生成は弱酸性条件で少量見られ，Ｇ(Ala）の最高は，ｐＨ３．２における０．０４

であった．

４．β-alanineとalanine生成はasparticacidのα脱炭酸またはβ脱炭酸によるもので

あり，asparticacidの水溶液ｐＨによる電離状態の転移に伴う，アミノ基またはカルポキ

シル基の結合力の変化と関係が深いことを論じた．

2.2.2．ガンマ線照射による水溶液中のasparticacidのカルボン酸への転移機構

L-asparticacidのアミノ基がガンマ線照射によって離脱し，succinicacid，propionic

acidに変化する反応機構は，結晶試料については2.1.2.に述べた．反応系が水溶液である

場合は媒質である水自体の複雑な分解が行なわれるので''3)，反応は結晶の場合とは著しく

異った過程をたどることが予想される．

本章はasparticacidを各種のｐＨ緩衝液に溶解したものに，脱気条件下で２．６９Ｍrad

のガンマ線を照射し，脱アミノ反応によって生じた分解生成物，例えばカルポン酸，ａ、‐

moniaを測定し，反応機構を推論したものである．

試料asparticacidの濃度は800ｍｇ/dノの濃度であり，これを内径１３ｍｍの硬質ガラス

管に５ｍﾉずつ脱気封管し，照射に供した．

照射前後における試料溶液のｐＨ変化はTable24の通りである．

2.2.2.1．シリカゲルクロマトグラフィによるカルポン酸の溶離

シリカゲルカラムクロマトグラフィの操作法は1.2.2.に記載した方法85）と同一である．

asparticacid水溶液より分解生成したカルポン酸の溶離滴定曲線を試料液ｐＨ別に求め結果

はFig.３４に示す通りである．

Table２４．pHvalueofL-asparticacidsolutionbefbreandamterγ-radiolysis
（Doserate：9.0×105r､/hr.,Totaldosage：２．７Ｍrad）

ｐＨvalue

SampleNo． １ ２３４５６７

Befbreirradiation

Aflterirradiation

1.25

1.50

1.92

2.12

2.80

3.03

3.61

3.52

6.65

6.64

9.39

9.24

1１．３５

１０．３１
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No.７試料を除き各図とも大小二つのピークが現われた．これらを標準酸の溶出位置を比

較すると，小ピークはpropionicacidの，大ピークはsuccinicacidの溶出位置に合致する．

しかし両ピークは，それぞれn-butyricacid,glutaricacidの溶出位置に近いため，この結

果のみではカルポン酸の種類を断定し得ないので，以下に述べる定‘性試験を併用し同定を行

なった．

2.2.2.2．ペーパークロマトグラフィによるカルポン酸の確認

シリカゲルカラムクロマトグラフィによって得った二つのピークは，初めに小ピークが一

塩基酸区分，次の大ピークが二塩基酸区分に相当する．そこでこれら二つの区分を可能な限

り多量に集め，ethyletherで酸成分を抽出し，カルポン酸のペーパークロマトグラフィを

試みた．原試料のasparticacid水溶液はｐＨ別に７種類あるが，試料の絶対量が少なかっ

たため，酸性側試料（ｐＨ1.25,1.92,2.80,および3.61）と中性および塩基性試料ｐＨ6.65,

9.39,および11.35）をそれぞれ合一して実験を行なった．

ガンマ線照射により，水溶液中のasparticacidから生じた一塩基酸をペーパークロマト

グラフィによって分析した結果はＴａｂｌｅ２５である．対照標準酸について得たＲｆと比較し

た結果，酸,性側試料，中性および塩基性試料ともにpropionicacidに相当するＲｆ値を持

つスポットを得た．二塩基酸を対象としたペーパークロマトグラフィでは，対照標準酸の

Ｒｆ値と比較した結果，酸性側試料，中性および塩基性試料ともsuccinicacidを成分とし

ていることが判明した．結果はＴａｂｌｅ２６に示す通りである．

Table２６．Paperpartitionchromato-

、graphyofdi-carboxylicacids．
Table２５．Paperpartitionchromato‐

graphyofmono-carboxylicacids＊

１

２

0.71

0.70

2.2.2.3．ｐ－ブロムフェナシルエステルの融点

シリカゲルカラムおよびペーパークロマトグラフィの結果から，asparticacid水溶液を

脱気条件下でガンマ線照射して得られるカルポン酸は，propionicacidおよびsuccinicacid

であることを知った．さらにこの二つの物質を確認するために，それぞれのカルポン酸のｐ－

ブロムフエナシルエステルを作り86,87）融点の測定を行なった．

照射試料のカルポン酸区分とカルポン酸標準品より製したエステルの融点の比較を行なっ

Samplelisacidic，ａｎｄｓａｍｐｌｅ２ｉｓｎｅｕｔｒａｌｏｒｂａｓｉｃ．

＊：infbrmofammoniumsalts

SolventA：n-BuOHsaturatedwithL5N

NH40H

SolventB：ＥｔＯＨ：１．５ＮＮＨ４０Ｈ＝４：ｌ

（Ｖ/Ｖ）

Indicator：bromo-phenolblue
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Table２７．Meltingpointofp-bromo-

phenacylesters

５９．０～６１．０

６１．５～６３．０

７１．５～73.0
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Fig.３５６GLCanalysisofmonocarboxylicacidsfraction

Sample ：monocarboxylicacidsfraction

Carriergas：Ｎ2,60ｍ1./ｍin・

Columnpacking：diethleneglycolsuccinate＋H8PO4,５％

Ｃｏｌｕｍｎ：stainlesssteel,２ｍｍ､'’２ｍ・

Oventemperature：100｡Ｃ～,programedrate6oC./ｍin・
Detector：ＦＩＤ

Ｃ２Ｃ乱ｃ４０５

n-butyriO

豚Op1Onlo
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た結果はＴａｂｌｅ２７である．

一塩基酸区分より製したエステルは収量が少なく測定を行なうことが不可能であったが，

二塩基酸区分からは205｡～209.Ｃの融点を有するエステルを得ることができた．この値は

succinicacid標準品の209｡～212.Ｃよりやや低いが，その原因は，収量が少ないため，過

剰の試薬ｐ一ブロムフェナシルブロマイドを完全に除去できなかったためと考えられる．

ｐ－ブロムフェナシルエステルの融点測定は，完全に満足すべき結果ではないが，二塩基

酸区分の成分は大体succinicacidであることを示している〆

2.2.2.4．ガスクロマトグラフィによるカルポン酸の確認

シリカゲルカラムクロマトグラフィによって得た一塩基酸区分ならびに二塩基酸区分の

それぞれを，ペーパークロマトグラフィ用試料の場合と同様に処理し，カルポン酸のethyl

ether溶液を調製して，ガスクロマトグラフィに供した。一塩基酸区分の試料には対照カル

ポン酸としてaceticacid,propionicacid,n-bytyricacidとn-valericacidを用い，二塩基

酸区分には同じく，oxalicacid,malonicacid,succinicacid,glutaricacid，adipicacidを

用いた．なお二塩基酸区分試料はブチルエステルの形に変えchlorofOrm溶液として分析し

た．

照射試料並びに対照の標準カルポン酸の分析結果については，一塩基酸成分はFig.３５に，

Re2erenc⑧aOiaa



5０ 鹿児島大学水産学部紀要第21巻第２号（1972）

－－－－－－Ｌ－－

Fig.３６．GLCanalysisofdicarboxylicacidsfi･action

Sample：butylesterofdicarboxylicacidsfraction

Carriergas：Ｎ２，７０ｍ1./ｍin・

Columnpacking：Neopentylglycolsebacate

Column：stainlesssteel,２ｍｍ・''２ｍ・

Oventemperature：２１０ｏＣ・
Detector：ＦＩＤ

二塩基酸成分はFig.３６に示した．

図示の如く照射試料中のカルポン酸は一塩基酸区分はpropionicacid、二塩基酸区分は

succinicacidであることが明らかである．

2.2.2.5．考察

以上記載した，シリカゲルカラムクロマトグラフィ，ペーパークロマトグラフィ，ｐ－ブロ

ムフェナシルエステルの融点測定およびガスクロマトグラフィの結果，asparticacid水溶

液を脱気条件下で照射して得られるカルポン酸はsuccinicacid並びにpropionicacidであ

ることが判明した．

この反応は脱アミノ反応を主体とした経路である．当然カルポン酸の生成に伴ってａｍ‐

moniaが生産されているはずである．生成したpropionicacid,succinicacid，とａｍｍｏｎｉａ

の収量を試料液のｐＨ別に掲げたものがＴａｂｌｅ２８である．なおこの表には参考までに揮発

‘性塩基の収量を併記した．

Ｔａｂｌｅ２８の結果により各生成物質のＧ値を算出し，ｐＨ別に示したものがＦｉｇ．３７であ

る．

Table２８．Carboxylicacids,volatilebases,andammoniafbrmedfi･ｏｍγ-irradiated
asparticacidsolution

（Doserate：9.0×105r､/hr.,Totaldosage８２．７Ｍrad）

pHvalueof

sample
solution

１．２５

１．９２

２．８０

３．６１

６．６５

9.39

11.35

YieldsいmoleperlOOjamoleoforiginalasparticacid）

proplomc

acid

1.51

2.62

1.87

1.71

1.30

0.28

0.0０

ｓｕｃｃｌｎｌｃ

ａｃｉｄ

４．００

８．２５

９．１３

８．８１

6.74

11.69

11.29

volatile

baseg

１０．５５

１６．１９

１３．５０

１４.04

10.02

21.10

20.57

ａＩｎｌｎｏｎｌａ

6.42

14.14

13.64

12.78

8.70

15.80

14.45
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Fig.３７．G-valuesofcarboxylicacids,volatilebase,andan1monia

fbrmedfi･ｏｍγ-irradiatedasparticacidsolution

5１

ガンマ線照射を受けたasparticacid水溶液中に生ずるカルポン酸とａｍｍｏｎｉａのＧ値を

比較すると次のことが言える．

propionicacidは生成量が少なくＧ値の最高はｐＨ1.92試料において測定した０．５７で，

ｐＨ値が高いほどpropionicacid生成は少ない．

succinicacidは酸性側試料液ではｐＨ2.80でのＧ値１．９２が極大であり，ｐＨ２～４におい

ては比較的生成量が多い．中性附近ではＧ値は低くｐＨ６．６５では１．４５に止まった．塩基性

側試料液ではｐＨ９．３９のものが最高の生成量を示し，Ｇ値は２．５２に達しているが，それ

より高いｐＨ値では，succinicacid生成は徐々に減少する傾向がうかがわれる．

ａｍｍｏｎｉａ生成量はpropionicacidとsuccinicacid生成量の和と比例関係にあり，ａｓpar‐

ticacidの脱アミノの状態を表わしている．すなわちｐＨ１．９２でＧ＝3.5,ｐＨ６．６５でＧ＝

2.2,ｐＨ９．３９でＧ＝4.5と，いわゆるbimodalcurveを描いていることは，溶液のｐＨ値と

アミノ酸の脱アミノ反応に通常見られる現象であり19,'03）１．２．２．における水溶液中のglu-

temicacidのカルポン酸への転移に関する章においても記載したところである．

asparticacidの電離状態を見ると'００)，ｐＫ,＝1.94,ｐｌ＝2.80,ｐＫ２＝3.70,ｐＫ３＝9.62であ

り，カルポン酸およびａｍｍｏｎｉａ生成量がasparticacidの電離による基の結合エネルギー

の変化と深い関係にあることを物語っている．この関係も1.2.2.で述べたglutamicacid水

溶液の場合と同じ原理に基くものと考える．

また本章の結果をglutamicacid水溶液における脱アミノと比較する場合，各ｐＨにわた

りほぼ同程度のＧ値を与える．

水溶液中のasparticacidがsuccinicacidまたはpropionicacidに変化する経路は，ア
ミノ酸の脱アミノ反応および脱炭酸反応によって説明することができる．

asparticacidは脱アミノ反応を受けてsuccinicacidに変化し，その一部が脱炭酸反応

によりpropionicacidとなるのである．またこの経路以外にasparticacidがα一脱炭酸し

てβ-alanineに変化し，さらに脱アミノ反応を経てpropionicacidを生ずる場合も考えら

れる．酸性試料溶液では微量ではあるがasparticacidのβ-脱炭酸によるalanineを経由す

る反応も可能である．
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これらの生成過程は２．１．２．のFig.３１に示した経路と同様である．

2.2.2.6．要約

１．水溶液中のasparticacidを脱気条件下で２．７Ｍradのガンマ線を照射し，脱アミノ

および脱炭酸反応によって生成するカルポン酸とａｍｍｏｎｉａ量を測定し，その変化機構を考

察した．

２．asparticacidから生成したカルポン酸の主要成分はsuccinicacidであり，脱アミノ

反応を経て生じたものである．少量検出されたpropionicacidは脱アミノおよび脱炭酸反

応を経て生成したものである．

３．succinicacidの生成量は溶液のｐＨと密接な関係があり，asparticacidのｐＫ１，ｐｌ，

pK2，に相当するｐＨで生成量が多く，ｐＨ２．８０で極大を示し，Ｇ値は１．９２であった．また

ｐＫ３に相当するｐＨ９．６２附近で生成量は最大に達し，ｐＨ９．３９での測定はＧ＝2.52であっ

た．しかしｐＫ２とｐＫ３の中間ではsuccinicacid生成は少なくｐＨ６．６５ではＧ＝1.45に止

まった．

４．propionicacidの生成はｐＨ１．９２におけるＧ＝0.57が最高で高いｐＨ値の試料ほど

生成量は少ない傾向にあった．

５．ammonia生成量はｐＨ１．９２でＧ＝3.5,ｐＨ６．６５でＧ＝2.2,ｐＨ９．３９でＧ＝4.5で

あり，このｐＨ域外の強酸性および強塩基性条件では生成量は低い．この値はsuccinicacid，

propionicacid生成量の和と広いｐＨ域にわたって比例関係にあり，asparticacidの脱ア

ミノ反応を明らかに示していた．

６．succinicacidまたはａｍｍｏｎｉａ生成量と，試料溶液のｐＨ値に見られる．いわゆる

bimodalcurveは両性電解質であるアミノ酸に広く見られる現象であり，asparticacidもそ

の例外ではなかった．

討 論

glutamicacidとasparticacidはともにmonoamino-dicarbo即licacidに属し，炭素鎖

の長さがわずか１個異なるのみの化合物で，構造と化学的性質は極めて類似している．

この討論は試料の状態別，すなわち結晶状および水溶液中のglutamicacidとaspartic

acidのガンマ線分解生成物を測定した結果を基に，glutamicacidとasparticacidの共通

点，相違点を挙げ，分解機構を論ずるものである．

１．glutamicacidおよびagparticacM結晶のカンマ線分解

Fig.３８はglutamicacidおよびasparticacid結晶が，ガンマ線照射を受けて，他の物質

に変化する過程をまとめたものである．glutamicacid，asparticacidとも，脱アミノ反応

に続いて脱炭酸反応を受け，低級脂肪酸に至る経路はよく類似している．

しかし，直接脱炭酸することによって他種のアミノ酸となる変化は両アミノ酸の間にかな

りの差が見られる．glutamicacidの場合は，主としての-脱炭酸によってa-amimo-n-bu‐

tyricacidを生じ，１０Ｍrad以上の高線量照射によってのみa-amino-n-butyricacidの一

部がγ-amino-butyricacidに異性化する．asparticacidの場合も⑳-脱炭酸によるalanine

生成が主反応であるが，α-脱炭酸によるβ-alanine生成量も無視することはできない．こ

れらの相違は，glutamicacidとasparticacidの分子の大きさに原因するカルポキシル基，
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アミノ基の結合の強さの差で説明することができる．炭素数がglutamicacidよりさらに１

個多いa-amino-adipicacidについて実験を行えば炭素鎖の相違によるα-脱炭酸と‘ﾘー 脱

炭酸の傾向，すなわち炭素鎖が長いほどα-脱炭酸が起こり難いことが明確になると考える．

以上は主として分解生成過程を定性的にとり上げたに過ぎないので，生成物の量的関係を

Ｇ値によって説明する．Fig.３９は照射線量と生成物のＧ値との関連を示したものである．

1.1．主として脱炭酸反応による他種アミノ酸の生成

glutamicacidおよびasparticacid結晶からガンマ線分解によって生ずる他種アミノ酸

生成物のＧ値と照射線量との関係はFig.３９に示されている．

glutamicacidからの主要分解生成物は，a-amino-n-butyricacidであり，Ｇ(α一ABA）

は0.6～1.0である．γ-amino-butyricacidの生成も見られるがそれは大線量照射において

だけ検出され，Ｇ(γ-ABA）も０．１以下である．

一方asparticacidからの主要分解生成物はalanineで，Ｇ(Ala)＝2.3～3.3，次いで多い

β-alanineはＧ(β一Ala)＝0.8～1.1である．

脱炭酸反応に伴う二酸化炭素生成はglutamicacidのみについて測定を行なったが

Ｇ(CO2)＝0.7～1.2でＧ(α-ABA）と並行しており，

Ｇｌｕ－→αＡＢＡ＋ＣＯ２

に示すようにglutamicacidのの一脱炭酸の結果を示している．

glutamicacidとasparticacidのガンマ線分解を比較してみると，主要生成物であるα－
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amino-n-butyricacidとalanineはいずれも被照射試料の⑩-脱炭酸の結果であり共通して

いる．しかし反応量はasparticacid分解の方が強く，glutamicacid分解の３～４倍行な

れている.Ⅱ

α-脱炭酸量がさらに大きいことはγ-amino-butyricacidとβ-alanine生成量を比較すれ

ば明白である．

1.2．主として脱アミノ反応による他種カルボン酸の生成

Fig.３９のようにglutamicacidからの主要生成物glutaricacidの生成はＧ(glutaric
acid)＝2.6～3.0でである．

glutaricacidに次いではn-butyricacidの生成があり，Ｇ(n-butyricacid)＝0.3～0.4で

ある．これらのカルポン酸はglutamicacidの脱アミノの結果生じたものであり，その際生

成したａｍｍｏｎｉａ量はＧ(ammonia)＝3.7～3.9であった．

Ｇ(glutaricacid)＋Ｇ(n-butyricacid）がＧ(ammonia）の７９～89％に過ぎないのは，ガン

マ線照射によってカルポン酸がさらに分解を受ける二次的変化に原因するのであろう叱

asparticacidにおいては主要生成物としてsuccinicacidを挙げることができる．その

Ｇ(succinicacid）は4.8～5.5である．これに次ぐ生成量のpropionicacidはＧ(propionic

acid)0.6～0.7である．asparticacid試料の場合脱アミノ反応によるＧ(ammonia）は5.5～

6.5であり，Ｇ(succinicacid)＋Ｇ(propionicacid）はその９５～98％で大差なくglutamic

acid試料の場合に比較してasparticacidから生ずるカルポン酸の二次的分解は極めて少

ないと言える．

Fig.３９の結果は，脱炭酸反応，脱アミノ反応ともにglutamicacidよりasparticacid試

料の方が強く起こることを示している．

２．glutamicacMおよびagparticacid水溶液のカンマ線分解

Fig.４０はglutamicacidとasparticacidが脱気条件下の水溶液中でガンマ線分解する過

程を示すものである．

glutamicacidとasparticacidの分解経路で共通しているところは，結晶試料の場合と

同様に，脱アミノ反応に続いて脱炭酸反応が起こり低級脂肪酸を生ずる経路である．glu‐

tamicacidとasparticacidが脱炭酸されて他種アミノ酸に変化する場合，主としてα-脱

炭酸が行なわれる点は共通しているが，asparticacidでは⑩一脱炭酸もかなりなされてい

る．さらに最も特徴ある変化はglutamicacidからasparticacidを生ずることである．こ

の現象についてはglutamicacid水溶液について1.2.1.で詳述したが，asparticacid試料

の分解においてはこのような現象は見られない．glutamicacidからasparticacidに変化

する経路はFRIEDBERGら99)の仮説に依っているが，彼等の実験は最適生成条件のｐＨ４で

はなくｐＨ８で行なわれている点で本研究と異なるが，機構としては肯定できる．ただし，

alanine,β-alanine,fOrmicacidは中間産物として末だ検出されず，今後の研究にまたなけ
ればならない．

このようにglutamicacidとasparticacidの分解経路に相違のある理由は，例えばglu‐

tamicacidは水溶液中で分子内脱水縮合によって環状化合物ピロリドン酸を作り得るが''4)，

asparticacidではそのような化合物を作らないこと等’炭素鎖の長さの差による性質の相
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違を考慮しなければならない．

2.1．主として脱炭酸反応による他種アミノ酸の生成

水溶液中のglutamicacidは脱炭酸反応によって他種水溶液中のglutamicacidは脱炭酸反応によって他種アミノ酸に変化するが，水溶液の

ｐＨによって生成するアミノ酸の種類が異っている．酸性溶液ではasparticacidの生成が多

く，塩基性溶液ではα-脱炭酸によるγ-amino-butyricacidの生成が多い．asparticacid生

成の最高はｐＨ３．９附近であり，Ｇ(Asp）は２．３である．γ-amino-butyricacidの生成至適
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ｐＨはｐＨ７．９附近でＧ(γABA）は２．２であった．ｐＨ７附近ではＧ(Asp）とＧ(γABA）は，

ほぼ等しく約１．３である．－，

Fig.４１はglutamicacidとaSparticacid水溶液を脱気条件下でガンマ線照射した時に生

成する各種物質のＧ値と水溶液ｐＨとの関係である．図中に電離定数ｐＫ１，ｐＫ２，ｐＫ８と等

電点の位置ｐｌを示したが，それらのｐＨの位置がｙ各分解生成物のＧ値曲線と大きな関

係にあることがわかり，試料アミノ酸の電離状況がガンマ線分解による生成物質の種類と‐．．．、－－‘．，．．．．一

量に重大な影響を与えていることを示している．それらの詳細は実験結果の各章に述べた通

りである．

asparticacid水溶液においてはｐＨ３～１０の広いｐＨ域にわたり，α-脱炭酸によるβ-ala‐

nine生成が見られる．至適生成条件はｐＨ９．４附近でＧ(βAla）は１．８である．の-脱炭酸

も行なわれるが極めて少なく酸性溶液中でわずかなalanineが検出されるだけである．

glutamicacidとasparticacid水溶液のガンマ線分解を比較すると，共通点としてはｐＨ

６～１０の中性～弱塩基性条件においてα-脱炭酸が行なわれることが挙げられる．しかし酸

性溶液中での変化には相違点があり，asparticacid試料ではalanineが微量検出されるに

止まったがglutamicacid試料では複雑な機構を経て多量のasparticacidを生成している．

2.2．主として脱アミノ反応による他種カルポン酸の生成

水溶液中のglutamicacidはガンマ線照射によって脱アミノし，glutaricacidを生じ，

さらに脱炭酸してn-butyricacidを生ずるが，反応に及ぼすｐＨの影響は大きい．特に主

要生成物glutaricacid,ammoniaの生成とｐＨとの関係は，いわゆるbimodalcurveを示

す．Fig.４１(1)では弱酸性条件のglutaricacid収量曲線が乱れているが，ｐＨ２～５でＧ

(glutaricacid)＝1.4～1.7,Ｇ(ammonia)＝2.2～2.6,ｐＨ９．５附近でＧ(glutaricacid)＝４．０，

Ｇ(ammonia)＝4.2と二つの極大値を持ちｐＨ６．８附近でＧ(glutaricacid)＝1.3,Ｇ(a、‐

monia)＝1.7と極小値を持っている．n-butyricacidは生成量が少なく，酸性溶液ではＧ

(n-butyricacid)＝0.4を示すが，中性～塩基性では極めて微量である．

asparticacidの場合もglutamicacid試料におけると同傾向の変化が起った．ａｍｍｏｎｉａ

とsuccinicacid生成量もglutamicacidにおけるａｍｍｏｎｉａとglutaricacid生成と同様の

ｐＨ条件で極大，極少を示す．すなわちｐＨ２～４でＧ(succinicacid)＝1.8～2.0,Ｇ(a、‐

monia)＝2.8～3.0,ｐＨ９．４附近でＧ(succinicacid)＝2.5,Ｇ(ammonia)＝3.4と二個所に

極大値を持ちｐＨ６．７附近ではＧ(sucCinicacid)＝1.5,Ｇ(ammonia)＝1.9の極小値を示し

している．propionicacidの生成傾向もglutamicacid試料におけるn-butyricacidと同

であり，酸性溶液ではＧ(propionicacid)＝0.6を示したが中性～塩基性では微弱であった．

水溶液試料における各種分解生成物の生成傾向を見ると，glutamicacid試料から生ずるも

のがasparticacid試料から生ずる物質のＧ値より高い．結晶試料においては，glutamic

acidの分解に比較して，asparticacidの分解が強く行なわれていたこととは全く反対の現

象である．

水溶液中のアミノ酸がガンマ線照射を受けて脱アミノする場合，ｐＨの影響を強く受け中

性附近に極小点を持つbimodalcurveを描く原因は，アミノ酸の電離状況による結合エネ

ルギーの変化と，水中に生ずるｅ届ｑ等の活動にあること'03）は，実験結果の1.2.2.および

2.2.2.に述べたところであるが，HART104）らは，Table29のように，ガンマ線照射を受
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３．生化学的アミノ酸分解との比較

glutamicacid，asparticacidは生化学的にも重要な化合物であり，生体内の代謝過程に

おいても分解作用が絶えず営なまれている．そこで本研究における放射線化学的分解，特に

生体の条件に通ずる水溶液試料での分解と，生化学的分解とを比較し，過程の類似点，相異

点を挙げてみよう．

放射線化学的にも，生化学的にも，最も重要と思われる反応として，glutamicacid，ａｓ‐

particacidの脱炭酸および脱アミノ反応と，glutamicacidからasparticacidへの変化に

ついて述べることにする．glutamicacid,asparticacidに作用する酵素にとしてCarboxyl‐

lyase,ammonia-lyaseおよびamino-transferaseの３種をとり上げ，酵素の種別に自然界に

おける存在，glutamicacid，asparticacidへの作用，類似する放射線化学的分解条件との

比較を記載する．酵素の名称および分類は，国際生化学連合酵素委員会報告''5）によった．

水溶液中のglutamicacidまたはasparticacidに作用して脱炭酸反応を進めるCarboxyl‐

lyaseとしては次のものがある．

（１）L-glutamatel-Carboxy-lyase（glutamatedecarboxylase）

この酵素はglutamicacidに作用し，４－aminobutyrate（γ一amino-butyricacid）と二酸

化炭素に分解する力を有しているpyridoxal-phosphateproteinである''5)．細菌に存在する

酵素が著名であり，α・wejb城ＳＲ－１２の有する酵素は酢酸緩衝液中においてCellfreeでは

ｐＨ4.5''6)，ｉｎtactではｐＨ3.5～4.5117,118）を作用至適条件としている．この酵素は，glu‐

tamicacidの定量手段としても利用されている''9,120)．Ｅ・Ｃｂ〃sp・の有する酵素についても

intactで至適ｐＨ4.0～4.5とする報告117,118）がある．

高等植物についてもユリ花粉121)，読菜122)，カボチャの果汁または果皮123,124,125）に存在が

認められ，カボチャの酵素は棚酸または燐酸緩衝液中にて35.Ｃ，ｐＨ5.5～5.8を至適作用

条件とするpyridoxalphosphateproteinである'26)．

（２）L-aspartatel-Carboxy-lyase（asparticacidl-decarboxylase）

asparticacidに作用し，β-alanineと二酸化炭素を生ずる酵素である．
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けた水中に生ずるｅ扇・の収量は，強酸性，弱塩基'性の中間で低くなることを報告している．

また，これより強塩基性の条件下ではｅ局q，Ｈ+,Ｈ３０＋は急激に力を失い脱アミノ作用も弱

まるとされている103)．
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根癌バクテリヤＲ城O伽加ノ剛”"OSαγ〃''Z127,128),129)，Ｒ〃．〃11/Mjl39）に存在するものは

40.Ｃ,ｐＨ６．０を至適作用条件としている．

（３）L-aspartate4-carboxy-lyasｅ（aspartate4-decarboxylase）

asparticacidに作用し，alanineと二酸化炭素に分解する酵素で，L-aspartatel-carboxy‐

lyase同様pyriboxalphosphateproteinである''5)．Ese"ｄｏ州co6acte血沈ｓｐ・'3'''32,138）α・‐

ｗｅ此城は至適ｐＨ５．５で働く酵素を有しているが134)，至適ｐＨを4.9とする報告もある'35)．

以上３種類のCarboxy-lyaseの作用至適ｐＨを見るとL-glutamatel-carboxy-lyaseは

ｐＨ３．５～5.8,L-aspartatel-carbo]W-lyaseはｐＨ６．０，L-aspartate4-carboxy-lyaseはｐＨ

4.9～5.5といずれも弱酸‘性側にある．ガンマ線分解によってglutamicacidからγ-amino‐

butyricacidを生ずる場合はｐＨ８附近を至適条件とし，asparticacidからβ‐alanineを生

ずる至適条件はｐＨ９～１０で弱塩基性である．asparticacidからalanineを生ずる反応で

は弱酸性でわずかに行なわれ，これは生化学的反応の至適条件と一致するが，他は全く相違

したＰＨ条件である．

酵素化学反応は補酵素を必要とするように，放射線化学反応とは非常に異った反応条件を

必要とする．

ammonia-lyaseとしては，glutamicacidに作用する酵素の記載は見られないが，ａｓpar‐

ticacidについては次の酵素がある．

（４）L-aspartateammonia-lyase（aspartase）

この酵素はasparticacidに作用して嫌気的条件下でfumaricacidとａｍｍｏｎｉａに分解

する能力を持っており，Ｂ･伽O"SCe"S136,137)，Ｅ・ＣＯ"138）に存在が知られている．本研究の

asparticacidのガンマ線分解では生成カルポン酸はfumaricacidではなく，succinicacid

である．asparticacidから還元的脱アミノ基によってsuccinicacidを生ずる酵素としては

嫌気菌としてＢ・ゆomge"es,Ｂ・ん紬Iyz畑s,Ｂ・ｔｅγ伽ｓ中に，好気菌としてＢ､ｓ血伽，Ｂ・

'肋j,Ｂ､α晩αﾉge"es,Ｂ・加egzzther如加中に存在が知られ，この酵素の作用至適ｐＨは7.1と

されている139)．

放射線分解によってasparticacidからsuccinicacidを生ずる反応の至適ｐＨは，Ｆｉｇ．

41(2)に見られるように，ｐＨ９およびｐＨ２．５附近であり，ｐＨ７．１はこの二つの至適条件

にはさまれた不適の条件と言える．

carboxy-lyaseの場合と同じように，生化学的反応と放射線化学的反応の至適ｐＨは全く

異なる結果となった．

aminotranferaseはハトの筋肉中にその作用が認められて'40)以来，SzENT-GY6RGYI14'’

'42）によって積極的に研究が進められた．glutamicacidがasparticacidに変化する過程は

Fig.４２の如くKRITzMANN'43)によって，アミノ基供与体とα一ケト酸との間で行なわれるこ

とが指摘された．

ＣＯＯＨＣＯＯＥＣＯＯＥＣＯＯＨ
０．

．蝿・巽＝＝(蛙）・函
ＣＯ ９E･別Ｈ２

（４国2）
ＣＯＯＥＣＯＯＨＣＯＯＥＣＯＯＥ

ｇﾕut8型ＣＯ髄aﾕcaoe鍵。虹ogﾕut唾iOa8Pa垂tlo
ao狸ａｏﾕｄａｏｉｄ“狸

Fig.４２．ReactionofL-aspartate：２－oxoglutarateaminotransfbrasel１５）
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この酵素反応はα-ケト酸の存在を必要とする点で放射線化学的分解とは根本的に過程を

異にしているが，ここでは単にglutamicacidからasparticacidを生ずる現象に焦点を合

せて比較することにする．

（５）L-aspartate：２－oxoglutarateaminotransferase（glutamate-oxaloacetictrans‐

aminase）

この酵素はＦｉｇ．４２の反応式によるもので補酵素としてpyridoxalphosphate，pyri‐

doxaminephosphateを必要とする'44,145,146)．ウマ心筋に存在する酵素は燐酸緩衝液中25.Ｃ

でｐＨ7.4147),３８｡～40.ＣでｐＨ7.2～8.0148)を至適作用条件としている．

ガンマ線照射を受けたglutamicacidがasparticacidに変化する反応はｐＨ４．０附近を

至適条件としており，全く相違した反応条件にあることがわかる．

（６）L-alanine:２－oxoglutarateaminotransferase（glutamic-pyruvictransaminase）

この酵素は，次の反応を触媒する．

Ｌ－Ａｌａ＋２－oxoglutarate＝pyruvate＋Ｌ－Ｇｌｕ

（７）glycine:２－oxoglutarateaminotransferase

この酵素は，次の反応を触媒する．

ＧＩy＋2-oxoglutarate＝glyoxarate＋Ｌ－Ｇｌｕ

（６）と（７）の酵素はglutamicacidをasparticacidに変化させる反応には直接の関係はな

いが，FRIEDBERGらの仮説99)，すなわちglutamicacidが一度alanine等に分解し，さら

に他のカルポン酸と再結合してasparticacidを形成する過程の一部の経路と同一変化を成

している点で興味がある．

酵素化学反応は酵素蛋白質，補酵素，賦活剤等を必要とし，放射線化学反応の場合は，ガ

ンマ線による直接反応と，水に由来する活性遊離基の作用に影響される．

このように原理的に反応過程を異にする両者の間では，ｐＨ等の反応条件に相違があって

も当然であろうが，上記の如く，同一の基質から同じ反応生成物を生ずる変化において，酵

素化学反応と放射線化学反応では全く異なる至適ＰＨ条件を有している．

４．タンパク質食品に対する放射線照射の問題点

4.1．水産食品照射法の改良

序論で述べたように，保蔵を目的として食品を放射線照射によって完全殺菌することは，

食品の品質を低下させるため困難であり，普通腐敗菌の減少（radurization）と呼ばれる

0.15～0.3Ｍradの線量が適正線量とされている．

照射による食品の品質低下を解決するために多くの試みがなされているが，水産食品に

ついても，放射線のみに殺菌効果を期待せず，従来から使用されている保蔵法との併用で，

一層の保蔵効果向上を企てた研究が行なわれている．戸沢'2）は，これらの改良研究を綜説し

水産食品照射法の改良として次ぎの３点を挙げている．

（１）冷蔵法の併用

一般に照射品は，非照射品より低温保蔵による期間延長が効果的になされる．例えばタラ

切身に0.15Ｍrad照射した場合，非照射品に比較した保存期間の延長は，28.Ｃでは４～５

日でありが，０．５ｏＣでは２０日間になるという．
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（２）包装の改良と脱気

照射食品は細菌による二次汚染を防ぐため包装が必要である．しかし，プラスチックス材

には通気性の面で問題になるものがあるので，例えばナイロン11の様に通気性の少ないもの

が望ましい．

各種水産物の照射試料の貯蔵に当り，脱気条件下におくことは保蔵期間延長に好結果を与

えることが知られている．保蔵のみならず照射も脱気条件下で行なえばカルポニル化合物の

生成，脂質の酸化が阻止され品質の悪化を防止できる．

（３）防腐剤の併用

魚介類を照射した際に，残存する細菌の生育防止にCTC(5～20ppm）浸漬，フリルフラ

マイド（5ppm)，タイロシン（10ppm）などを併用すると，照射のみの試料より１～２週間

の貯蔵期間延長が可能であるという．

その他照射法の改良や，さらに進んで照射によって品質改善を試みようとする積極的な利

用もなされているが，現段階では，まだ，基礎的研究資料が不足であり，多くの課題が残さ

れている．

4.2．含硫アミノ酸の放射線分解

本研究はタンパク質食品として重要な水産食品を照射する場合に起こる問題点を解決する

ため，食品を構成する個々のアミノ酸の放射線分解についての研究を試み，先ずglutamic

acidとasparticacidについて検討したが，照射による食品の品質低下を問題とするならば，

揮発性硫黄化合物を発生する含硫アミノ酸の分解にも重要である．

（１）cysteineの分解

MARKAKIsら'09)は0.1Mcysteine溶液をガンマ線照射し，その分解状況を次ぎのように

推察した．

ＲｏＳＨ＋ＯＨ→ＲＳ＋Ｈ２０

〃＋Ｈ→ＲＳ＋Ｈ２

〃＋ＯＯＨ→ＲＳ＋Ｈ２０２

〃＋1/2Ｈ２０→RＳ＋Ｈ２０

Ｒ Ｓ ＋ Ｒ Ｓ → Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ

（Ｒ･ＳＨ：cysteine）

（RSSR：cystine）

また脱気条件下で１Ｍradの照射をした場合Ｇ(cystine)＝１．３，Ｇ(Ｈ2S)＝0.8,Ｇ(ＮＨ３)＝

0.1,Ｇ(Ala)＝0.8と計算し，脱アミノに比して硫化水素発生量の多いことを指摘している．

ＤALEら'49)はcysteineの分解について次ぎの式を与えている．

ＲｏＳＨ＋Ｈ→Ｒ＋Ｈ２Ｓ

〃＋〃→ＲＨ＋ＳＨ

Ｒ＋Ｈ→ＲＨ

Ｒ＋ＲｏＳＨ→ＲＨ十ＲＳ

ＳＨ＋Ｈ→Ｈ２Ｓ

（ＲＨ:alanine）

これらの研究におけるcysteine溶液はｐＨ１．５前後であるが，KoPoLDovAによるとcys‐
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teineからの硫化水素生成の至適ｐＨは6.5であるという95)．

（２）cystineの分解

CyStineから硫化水素生成は，共存酸素の存否の影響は少ないといわれる109)．

（３）methionineの分解

methionineの放射線分解については多くの研究''1,150,151,152)があるが,特徴はmethylmer、

captanを生ずることである．

SHIMAzuら２１）は含硫アミノ酸の脱気条件下，１Ｍradの放射線分解生成物を比較して

Table30のようにまとめている．

Table３０．７－Radiolysisofsulfilrcontainingaminoacidsinoxygenfi･eesolution21）

（Dose：１Ｍrad）

Sample

０．０１ＭＭｅｔ

Ｏ・Ｏ１ＭＣｙｓ

Ｏ・lMCys-SH

befbre

irradiation

initial

aminoacid

lＯＯ

ｌＯＯ

ｌＯＯ

ａｒｎｒｎｏｎｌａ

21

0.52

amterirardiation

hydrogen
sulfide

0.42

1.0

3.18

methyl

mercaptan

6.8

揮発性硫黄化合物は不快な臭気を放つため食品の品質低下防止にとって重大な問題であり，

生成条件，生成機構，防止法について多くの基礎的実験を必要としている．

4.3．食品照射の問題点から見たｇｌ靴amicaciid,asParticacidの分解

アミノ酸の種類によって放射線分解物の種類，量も異なり，したがってタンパク質食品を

照射するためには，実際の食品に対する照射実験によって改良を進める必要のあることは云

うまでもない．しかし食品を構成する主要成分の個々について充分に分解機構解明の研究を

つくすことは，基本的に重要なことと思われる．本研究では，タンパク質構成アミノ酸のう

ち，量的にも，またそのタンパク質の質的な面でも，極めて重要な素因をもつとみなされる

glutamicacidおよびasparticacidについて，ガンマ線照射による分解機構の解明を行な

ったが，この結果より，食品照射の立場からみた問題点について述べてみる．

食品の品質低下，特に放射線照射の関連で問題にされることは，遊離基の生成に伴なう諸

変化をも含めて，異臭および異味の発生ならびに変色（褐変，槌色）の問題である．

glutamicacidおよびasparticacidのガンマ線照射により生成するγ-amino-butyric

acid，asparticacid，β-alanineなどの他種アミノ酸，あるいはglutaricacidおよび

succinicacidなどのカルポン酸は，それ自体，呈味および臭気上ではさほど問題とされ

ず，むしろ好ましい素因を与える場合もあるものとも考えられるが，一方において生成する

n-butyricacid，propionicacidなどの低級脂肪酸，あるいはａｍｍｏｎｉａなどの塩基物質は

悪臭の強い成分で，これらの生成を抑止しなければ，悪臭はもとより，各成分相互間のアミ

ノ・カルポニル反応などによる褐変が副次的に起こる可能性が大きい．

問題をglutamicacidとasparticacidに限定して考える場合，Fig.４１の結果からも明ら

かなように，食品のｐＨを強酸性か，強塩基性にすれば，上記諸成分の生成を最少限に抑

ることも可能と考えられるが，食品加工上このようなＰＨ条件で処理することは一般には好
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まし〈ないので，各成分の生成量が平均的にみて少ない中性附近の照射が，この場合最も適

当した照射条件と云える．しかし，前記したように，食品タンパク質中に普遍的に含まれる

含硫アミノ酸の分解は，一般に中性附近で旺盛とされているので95)，実際の食品照射時には，

この点をも充分に考慮しなければならない．この意味において，たとえば凍結条件下での照

射は，自由水の減少によりラジカルの易動性が減殺され，物質の分解が少なくなること39)，

シタビラメに１Ｍradのガンマ線照射した例では，水分20～30％附近を極大点として，その

前後の水分域ではＳＨ分解が極度に抑制されていること'53)など，低線量，低温照射はもと

より，同時に被照射体の水分特性とも関連して研究を進めることも必要とされる．また，こ

のようにしても防ぎ得ない不都合な分解生成物は，さらに包装技術の研究開発とも関連し，

たとえば臭気成分であれば，活性炭その他の吸着脱臭剤の併用など，食品の品質保全を改善

するよう研究を続けなければならないと考える．

要 約

水産食品を対象にした，放射線照射保蔵は，種々の長所を持つにかかわらず，附随する問

題点のため実用化が遅れている．これらの問題点をとりあげ，欠点を一つずつ解決する目的

をもって次の基礎的研究を行った．

水産食品は，栄養学的見地から見ると良質なタンパク質源として価値あるものが多い．保

蔵を目的とした食品照射を発展させるためには，そのタンパク質を構成する主要アミノ酸の

放射線分解機構を探究し，基礎的データを充分に分析して総合的な考察を加える必要がある．

本研究は，水産食品のタンパク質構成アミノ酸のうち，最も存在量の多いglutamicacid

とasparticacidを結晶状または水溶液試料として，脱気条件下でガンマ線照射し，分解生

成物を定量するとともに分解反応の機構を解明したものである．線量は結晶試料に対しては

20～180Ｍrad,水溶液試料に対しては1.8～4.0Ｍradであり，glutamicacid溶液濃度は

33.98または37.57,Ｍ,asparticacid溶液濃度は54.37または60.11,Ｍであった．

１．glutamicacid結晶の主要分解反応は脱アミノ反応で，生成する化合物とそのＧ値は

Ｇ(ammonia)＝3.7～３．９，Ｇ(glutaricacid)＝2.6～3.0である．脱アミノ反応に次いで脱炭

酸反応があり生成する化合物とＧ値はＧ(CO2)＝0.7～1.2,Ｇ(αABA)＝0.6～1.0である．

脱アミノ反応，脱炭酸反応の複合した結果n-butyricacidを生ずるがＧ(n-butyricacid)＝

0.3～0.4である．その他100Ｍrad以上の照射によってsuccinicacid，malonicacidおよ

びγ-amino-butyricacidを生ずるが，γ-amino-butyricacidはa-amino-n-butyricacid

が異性化したものである．

２．ガンマ線照射を受けたglutamicacid結晶を赤外分光分析し，その構造変化を追及し

たところ，100Ｍrad以上の照射により，アミノ基およびカルポキシル基の吸収部分に見る

べき変化が現われた．また同試料をＸ線回折分析し，ガンマ線照射による結晶構造変化を

検索した．回折記録の上には入射角２７｡～28。および３１｡～32.のピークに若干の変化を認め

たが，有意の変化として挙げるには資料として充分ではなかった．

３．asparticacid結晶の主要分解反応は，脱アミノ反応であり，生成する化合物とそのＧ

値はＧ(ammonia)＝5.5～6.5,Ｇ(succinicacid)＝4.8～5.5である．脱炭酸反応の結果生ず

る化合物とＧ値はＧ(Ala)＝2.3～３．３，Ｇ(β-Ala)＝0.8～1.1が測定された．脱アミノ，脱
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炭酸両反応によって生ずるpropionicacidの量はＧ(propionicacid)＝0.6～0.7である．

４．討論の部Ｆｉｇ４１－(1)に表わされたように，水溶液中でのglutamicacidの分解は二

つの特徴をもっている．先ず脱炭酸反応は弱酸性条件においてa-amino-n-butyricacidを

全く生成せず，その代りにasparticacidを生成すること（ｐＨ３．９附近で最高Ｇ(Asp)＝

2.3)，弱塩基性条件においてγ-amino-butyricacidを生成すること（ｐＨ７．９で最高，Ｇ(γ
ABA)＝2.2）である．

次に脱アミノ反応は弱酸性と弱塩基性条件で二つの極大値を，また，中性附近で極小値を

与えるいわゆるbimodalcurveを示す．すなわちｐＨ２．２，６．８および９．５におけるＧ(a、‐

monia）は２．６，１．７，４．２であり，Ｇ(glutaricacid）は１．７，１．３，４．０である．

脱炭酸，脱アミノ両反応の結果によるn-butyricacid生成は量的に少なく，ｐＨ３．２にお
けるＧ(n-butyricacid)＝0.4を最高にし，塩基性条件下では微量に過ぎなかった．

ここに述べたasparticacidの生成はglutamicacidの第三および第四炭素間の切断とカ

ルポキシル基の再結合を必要とする複雑な反応機構の結果である．また脱アミノ反応による

ammoniaとglutaricacid生成量がｐＨ別に見てほぼ並行していることがわかる．

５．水溶液中でのasparticacidの分解は討論の部Ｆｉｇ．41-(2)に示したように脱炭酸反

応に特徴がある．すなわち弱塩基性条件においてα-脱炭酸によるβ-alanine生成が行なわ

れ，ｐＨ９．４のＧ(β一Ala)＝1.8を最高とする．酸性側条件ではglutamicacid水溶液での

asparticacid生成に相当する現象は無く，極く微量のalanineがβ-脱炭酸の結果生じた．

一方脱アミノ反応はglutamicacid水溶液と同様の反応傾向を示しａｍｍｏｎｉａとsuccinic

acidのｐＨ別生成はbimodalcurveを示した．ｐＨ２．８，６．７，および９．４におけるＧ(a、‐

monia）は２．９，１．９および３．４でありＧ(succinicacid）は２．０，１．５，２．５であった．

脱炭酸,脱アミノ両反応の結果によるpropionicacidの生成はｐＨ２におけるＧ(propinic

acid）０．６を最高としており，量的にはわずかであった．

６．γ-monosodiumglutamateの分解とglutamicacidの分解の相違を脱炭酸反応によっ

て比較した．結晶試料からのa-amino-n-butyricacidはglutamicacidからはＧ(α一ABA）

＝0.6～1.0であったのに対し，γ一monosodiumglutamateからはＧ(α-ABA)＝0.33～0.40

と約1/2に過ぎない．すなわちＮａの存在による結合エネルギーの差が明確に現われていた．

水溶液試料においては試料成分は解離しているため，glutamicacidとγ-monosodium

glutamateからの分解生成物は種類，量ともに同一の結果を得た．

７．glutamicacidとasparticacid結晶のガンマ線分解状況を比較すると，全般的に見て

asparticacidの分解が強く，脱アミノ反応はglutamicacidの約1.5倍，脱炭酸反応は同じ

く約４倍に達する．しかも，glutamicacidの脱炭酸は殆んどがαﾉー 脱炭酸に限られていたが，

asparticacidではα-脱炭酸もの-脱炭酸の１/３程度行なわれている．

８．水溶液中のglutamicacidとasparticacidのガンマ線分解はglutamicacidの方が

強く行なわれ，asparticacidの約1.3倍である．試料液ｐＨ別の分解物生成状況は，脱アミ

ノ反応はglutamicacid，asparticacidの間に異なった傾向は見られないが，脱炭酸反応は

要約４．，５．に記した如く大きな差が存在する．中性～塩基性におけるα-脱炭酸は同傾向で

あるが，微酸性においてはasparticacidからは⑳一脱炭酸による微量のalanine生成が見ら

れるのに対し，glutamicacidはC3-C4間のsecessionと分解生成物間のrecombinationに
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よりasparticacidの生成が見られた．

９．glutamicacid，asparticacidを通じて結晶試料と水溶試料のガンマ線分解を比較し

て言えることは，水溶液試料ではアミノ酸のイオン化の外に水に由来する遊離基，水和電子

の作用により分解反応が強力に行なわれること，脱炭酸反応の形式が結晶試料ではα-脱炭

酸であるのに対し，水溶液ではα-脱炭酸を主体としていることである．また脱アミノ反応

は結晶，水溶液試料とも脱炭酸反応の約３倍の強さで行なわれた．

１０．このようなglutamicacidとasparticacidは類似した同系統の物質であるが，それ

らのガンマ線分解の差は，炭素鎖１個の長短の影響によるものである．水溶液においては，

これに加えてｐＨによるイオン化の状態変化と，glutamicacidは分子内で脱水縮合して環

状構造をとり得る‘性質があり，これらが分解生成物の種類と量に大きな差を与えている．

脱アミノと脱炭酸反応の差は分子内における基の結合エネルギーの差に起因するものであ

り，この結果が反応生成物の量に現われている．

１１．glutamicacid，asparticacidの分解生成物の中で最も悪臭の原因となるものはａｍ‐

moniaと低級脂肪酸である．強酸性または強塩基性が，それらの発生を防止する条件である

が，この条件は食品としての価値を保ち難い条件である．従って悪臭を最少限に止める実施

可能の照射条件は，蛋白質アミノ酸を照射する場合，含硫アミノ酸に対する条件としては最

適とは言えないが，弱酸性，弱塩基性を避けた中性附近の条件で，酸素を出来るだけ絶ち，

適正線量を加えることと言える．
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