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はじめに

カルノシンはβアラニンとヒスチジンからなるジペプ

チ ドであり,動物の脳,心臓,胃そして特に骨格筋中に

多く存在する物質である。また,動物の骨格筋中の濃度

は種類により異なり,カ ルノシンと似たような構造を持

つアンセリン (Anserinc:β ―アラニル ー1-メ チルヒス

チジン)と いう物質と合わせてヒスチジン含有ジペブチ

ドと呼ばれている。ただし,人間の骨格筋ではほば全量

がカル ノシンとして存在してお り,動物種によるこれら

存在形態の違いの理由は現在も解明されていない。カル

ノンンやアンセ リンは、渡 り烏,かつお,マ グロなどの

大型回遊魚の過酷で驚異的な運動を可能にし,哺乳動物

では老化を抑え、生命維持に必要な牛体組織を守る重要

な機能を持っていると考えられてお り,現在では,ア ン

チエージングの一つと考えられている。鹿児島黒豚は ,

カルノンンを多く含む食品であると言われているが,そ

の報告はない。よって我々は,黒毛豚肉を用いて,本 当

にカルノシンが多く含まれているのか,ま たその測定法

の確立を行うことを目的とした。

実験材料および方法

1.実験材料

実験材料は,仕入れ経由に信頼がおけ,かつ飼育先が
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鹿児島黒豚の遊離アミノ酸の定量及び「カルノシン」測定法の確立
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要   旨

鹿児島黒豚は奄美在来の鳥豚と英国のバークシャー種を掛け合わせ.明治時代から何百年もの間,改良

を積み重ねてきた鹿児島県独自の黒毛豚で,鼻,尾,四肢の 6か所が自いことから |六 白」と呼ばれ親し

まれている。その肉質は筋肉繊維が多くきめ細かいため歯切れがよく,脂は他の豚肉に比べて融点が高く
べとつかず,カルノシン,遊離アミノ酸が多いため,う ま味・甘味に富んでいる。また,グルコースやそ
の他の中性糖を多く含んでいるので,お いしさに深みがある

1)2,3)1:

カルノシン (Carnosine:別 名β―アラニルーL― ヒスチジン)は ,近年,抗酸化作用や疲労回復の面か
ら非常に注目を浴び,アルツハイマーを予防する可能性さえ示唆されている

5,OF)ジヘブチドである。こ

のカルノンンは,以前は牡蠣のうま味成分として知られていたが,現在その影は薄くなった。鹿児島黒豚
肉は, この牡蠣のうま味成分のひとつと考えられていたカルノンンが非常に多く入っており,他の豚肉に

比べ美味しいといわれる所以はそこにあると言われている。よって本研究では鹿児島黒豚の遊離アミノ酸

およびカルノンンの測定を行うことを目的とし,OPAブ レラベル法 8・
)'に
よるHPLC測定法の確市を行っ

た。その結果,(DPAフレラベル法でカルノシンの測定を行うことができ,また鹿児島黒豚肉に含まれる
カルノシン含量は,他の遊離アミノ酸より非常に多いことがわかった。よって今後はこの方法を用い,多
種の豚肉の遊離アミノ酸およびカルノシン含量を測定し,鹿児島黒豚肉は,旨いだけでなくアンチエージ
ングにも深くかかわることを示唆できれば,さ らなるブランドの確立に貢献できると考えられる。

キーワード :鹿児島黒豚,カルノシン,遊離アミノ酸
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わかっている鹿児島市内の精肉店にて,屠殺後,急速冷

凍保存してあった鹿児島黒豚肉を購入し解凍して用い

た。

2.実験方法

以後の実験操作に用いる,ガ ラス器具はすべて一昼夜

1%硝峻につけ,蒸留水 (HPLC用 )にて繰り返し洗浄

し,乾燥させたものを用いた。また蒸留水はすべて和光

純薬 (HPLC用 )を用いた。

2-1 遊離アミノ酸の抽出法
鹿児島黒豚肉の旨味成分であるカルノンン及び遊離ア

ミノ酸測定のため.鹿児島黒豚肉を試料として遊離アミ

ノ酸の抽出を行った。抽出法は OPAブ レカラム誘導体
化法の前処理法

い
に従って行った。

3.遊離アミノ酸の薄層クロマトグラフィー (丁LC)
2-1よ り抽出された遊離アミノ酸およびカルノシン
を 1～ 6μ lずつ保存日数に従って薄層ブレート(Sica

ge1 60(MERCK社 ))に スボットし,11-プ ロパノール :

水=128:72で 1元展開し.風乾後,ブタノール :酢

酸 :水 =150:50:50に て 2次元展開を行った。その

後,風乾してエンヒドリン溶液 (1()Omg/98%エ タノー

ル 100ml)を噴霧し,90℃で 5分加熱し発色させた。



鹿児島黒豚の遊離アミノ酸の定量及び 「カルノンン_測定法の確立

丁めle l 移動相の濃度勾配

■me 溶離液 A 溶離液 B

00 80 20

9.0 70 30

91 55 45

170 55 45

171 45 55

250 45 55

280 100

380 100

381 80 20

50.0 80 20

4.遊離アミノ酸の高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)

4-1 試薬の組成
試薬はすべて和光純 ;]に製のものを用いた。

・HPLC用 溶離液
溶離液 A(50mM酢 酸ナ トリウム緩衝液 (pH5.5))溶
離液 B(メ タノール /テ トラヒ ドロフラン (90/10))
。Sanlple標準液

アミノ酸標準液 (10nM/ml)カ ル ノシン標準液

(10nM/ml)MIX標 準液 (10nM/ml)
。Salnple調整用試薬

04Mホウ酸ナ トリウム緩衝液 (pH9.0)
0.1%IICL溶液

・OPA ブレラベル用試葉
OPA反 応液 :0-フ タルアルデヒ ド /メ タ ノール
/2-メ ルカプ トエタノール /04Mホウ酸ナ トリウム緩

衝液 (pH9.0)(用 事調整 )

4-2 装置
高速液体クロマ トグラフ :Watcrs 510

蛍光検出器 :Watcrs 470

分析カラム :CrestPak C 18S

4-3 測定条件および方法
流速 :1.Om1/nlin

注入量 :10 μ l

溶離液 Aを蛍光検出器が安定するまで流 し,試料液

をインジェク トした後は,溶離液 Aと Bを Table l

の条件で流した。

4-4 分析
ア ミノ酸標 準液 (10nM/11■ 1).カ ル ノシン標準液

(10nM/ml),MIX標 準液 (10nM/ml)、 お よび 2-1
に従い調整 したサ ンブルを希釈 し,1.5mlフ ァルコン

チューブに 100 μlずつ入れ 4℃ に置いた。蛍光検出器

が安定したらインジェクトする直前に調製済みのOPA
反応液を60 μlずつ先のファルコンチューブに加え,

正確に 30秒～ 5分問混ぜた後,マイクロシリンジにて

10 μ lイ ンジェクトし,蛍光波長 470nnlで測定した。

= = 
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(保存 日数)

(保存日数ごとに,左側 lμ l、 右側 6μ lス ポット)

Fは 1 黒豚冷蔵保存日数における遊離アミノ酸量の変化

⑫

④
⑩ ①

①Gly ②Ala ③Val ④Leu ⑤lle ⑥Thr ⑦Phe

③Tyr ⑨′IYp ⑩Lys ⑪Arg ⑫His ⑬ Cys ⑭Met

⑮Asp ⑩Glu ①Asn ⑬Gln ⑩Ser ⑩Crn

Fig.2 標準アミノ酸及びカルノシンの薄層クロマ トグラ

フィー (丁LC)

結果及び考察

1.薄層クロマ トグラフィー (丁LC)

1-1豚 肉保存日数と遊離アミノ酸
鹿児島黒豚肉の遊離アミノ酸測定について,購入した

豚肉の保存日数と遊離アミノ酸量およびカルノシン量に

変化があるか知るために,1～ 8日 間を冷蔵保存した豚

肉から遊離アミ.ノ 酸の抽出を行い,その量の違いを薄層

クロマトグフラフィーにて検討した (Fig.1)。 その結果 ,

購入後の冷蔵保存日数の違いによる遊離アミノ酸および

カルノシン量の変化は見られなかった。

1-2標 準アミノ酸の丁LC
Rf値 より,ど の遊離アミノ酸が抽出されたか検討す

るためにカルノシンを含めた 20種類の標準アミノ酸を

スポットし薄層クロマ トグラフィーにて展開したとこ

ろ,⑫番のヒスチジン,④番のカルノシンカルノシンが

重なってスポットが現れることがわかった (Fig.2)。  ヒ
スチジンとカルノシンが分離されなければ,カルノシン
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2.5

Fig3 2次 元薄層クロマトグラフィー
(ヒ スチジン+カルノシン)

ヽ

(OPA反応 :2分間,溶離液 A:pH6Ю )

(OPA反応 :30秒,溶離液A:pHaO)          (OPA反 応 :5分間,溶離液 A:pH6.0)

Fig4 アミノ酸標準液 (10nM/ml)の HPLCに よる分離

一
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Fig5 MIX標準液 (10nM/mi)の HPLCに よる分離
(溶離液 A:pH5.5)

が抽出されているのか判断できないため,我々はヒスチ

ジンとカルノシンのスボットを分離させることを目的

として,ヒ スチジン,カルノシンの 2次几展開を試みた

(Fな 3)。 しかしながら,1次元展開と同じように,ヒ ス

Fig.6 黒豚冷蔵保存 1日 目抽出液の HPLCに よる分離
(250倍希釈,溶離液 A:pH55)

チジン,カルノシンはほぼ同じ場所に展開されたため,

薄層クロマ トグラフィー (TLC)ではこの二つを分離

できないことがわかつた。

2.高速液体クロマトグラフィー (HPLC)
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リジン

ロイシン

イソロイ・

バ リン
・

チロシン

スレオニン

カルノシン

グルタミ・
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100         200         300

Fし7 黒豚肉中の遊離アミノ酸 (平均)

400 500

多 く存在 していることがわかった。 これ らのことより、

今回おこなった OPAブ レラベル法で, カル ノンンの測

定法が確立できたため,今後は,サ ンフル数を増や し,

鹿児島黒豚は旨いだけではなく,ア ンチエージングの面

からも期待できる食品であることを示唆できればと考え

ている。
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そこで我々は,遊離アミノ峻とカルノシンを 0-フ タ

ルアルデヒド (OPA)に よって蛍光ラベルし,高速液

体クロマトグラフィー (HDLC)を 用いてその量を測定す

ること試みた。アミノ酸標準液 (10nM/ml)を 用いて

0-フ タルアルデヒド (OPA)反 応の反応時間の検討を

行った結果,F=4に 示す通り,OPA反応時間が 30秒
と 2分では 2分の方がビークが高く,2分 と 5分を比較

するとほとんど差が見られないことから,HPLCに イン
ジェクトするまでの時間の誤差を防ぎ,且つ,最 も高い

ピークを得られる反応時間は 2分間が最 ]「1で あると考

えた。よって OPA反応液を加えてからインジェクト終
了までの時間を 2分間に統一して以後の実験を行った。

また.MIX標 準液 (ア ミノ酸標準 +カ ル ノンン :

10nM/n11)を測定した結果,溶離液 A(50mM酢 酸ナ
トリウム緩衝液)の pHが 6.0で はカルノンンとヒスチ

ジンのビークが重なってしまった為.溶離液 Aの pH

を変更した結果,pHが 5.5で あればカルノンンのビー

クが単独で検出され,測定に最も適している条件である

と考えられた (Fな 5)。 よって以後,溶離液 Aの pIIは

5.5で行うこととした。

2-2 HPLCに よるサンプル測定
以上のことから,()PA反応時間を 2分,溶離液 Aの
pHを 5.5と し,黒豚冷蔵保存 11→ 日の抽出液を 250倍

希釈したものを高速液体クロマ トグラフィーによって

測定した結果 (Fじ 6),鹿児島黒豚には,遊離アミノ

酸として,グルタミン酸,カ ルノシン,ス レオニン,チ

ロシシ,バ リン,イ ツロインン,ロ イシン,lリ ジンが存

在していることがわかった。黒豚冷蔵保存 211日 抽出

液,黒豚冷蔵保存 3日 日抽出液も同様に測定し.こ れ

らの結果を平均すると,グルタミン酸が 1.75mg.カ ル

ノシンが 42.33mg,ス レオニンが■67mBチ ロシンが
15.48m8バ リンが 1.76mg,イ ツロイシンが 0.711■ lg,

ロイシンが 1.3711lg.リ ジンが 1.lmg存在していること

になり (Fig.7),遊 離アミノ酸の中でカルノンンが ・喬
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Quantification of free amino acids of Kagoshima Kurobuta pork meat and
estimation of carnosine

Haruko Takeshita, Keiko Matsushita, Aiko Takeno, Yoshiko Setoguchi

Deprtment of Nr.rrsing ancl Nutrition, Kagoshima lrnmaculatc ]leart Lnir.c-rsity
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Abstrzict

Ketgr,ishinta Kuroltuta is thc specific strairi of b1:rck hair pig llial is ntix itred u'ith rlkirltru-a/Atttntlri

Shintabuttr ancl English Berksl-rire strains ancl kept as the Kagc-rshirna c.iriginal itrancl of Dig lasl 100 l'cars.'|1-iis
pig has 6 u.hite spots on nose, lail anci legs that is €lcnetically fixecl hr tntrke a spcclfic pork mcat of sttprcrne

tasle u:ith ktls oI ntlrscle, tencler lat tissue r.ith higher nrc-1ting point ancl increasecl alnottttls rtf lree atrinci

acicls , carnosine, glucose and ncutral sugar. all the components of cleep L,n-rarni tastes.

Cantosine ( t3 a1anyl L-histidlne) is a clipepticle recently noticc'c1 as er potcnl anti oxiclant to relievc fatigue

alcl prer.ent Arzheinter cliseerse. Clarnosine is fzrrnous in gc-rocl taste oI oysler ttlthouglr it is nou' clispr-rtec1 as

contpared r;r-ith Katoshima Krrrobrlta u'hosc rneat has krts oI carnosine to tnake its suprentc taste.

T1-ie prescnt str.tdy aims lo establish measLlrenlcnt of free arrnit'to acids ancl carncrsitte on HPLC u-ith OP;\

prelabellinEl nrclhocl. Our HPLC rneasurents rer.ealed vcry high conterit of carnocine in Kagosl-titttat Kurobr-tta

pork n'reat as conlpareci u.ith other lrec amino acicls. Thtrs, OPA prel1abe11ecl HI'I-C ntethocl is r-rseful Lo cluaritlf,v

the real content of carnosinc ir-r Kagoshinra Kunrbr-rta pork rneal. By rrirttte oI this rnethocl, \\:e are going tc.r

er.aluate cherniciLl cntit5, e1 goocl tastc ancl fr-rrtl-rer srrbsterntialc a ne\\- arspcct of Kzigoshinta KurobLrta fttr artti

lging pork meat. Hercby. ure hopefull)'contributc tc-r establishtnent of Kagoshlna Rrancl oi Pork N'Ieart.


