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カツオ筋肉中のプロテアーゼの凍結処理

による活性化について

大城善太郎＊

E錠ctofFreezingonActivationofProtease

ContainedinSkipiackMuscle
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Ｒａｔｅｓｏｆａｃｔ,vationofcrudeproteasecontainedinskipjackmusclewasmeasuredａｔ－ｌＯ

ａｎｄ－２０ｏＣ，Theresultsshowedthattheactivationrateoftheproteasemcreasedatｌｏｗｔｅｍ－

ｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｃａｒｌｙｐｅｒｉｏｄｏｆstorage･Ifthedistingushedincreasesonactivationratedescribed

inthemanusｃｒｉｐｔａｒｅｄｕｅｔｏthefreezingofprotease,ｓｕｃｈｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅｍａｙｇｉｖｅ

Importantsuggestiononthestoragetechnologyofthefrozenskipjack．

生鮮物を凍結貯蔵した場合，組織中の酵素作用が著しく低下することは，反応速度論的見

地からも異論のないところである．

しかし錐者が凍結貯蔵中のカツオ筋肉!{Iから抽出したプロテアーゼの活性の変化について

検討した結果では，特に凍結初期において顕著に活性化することが認められた．この事実は

酵素化学的にも極めて重要なことであると考えられ，又凍結カツオの品質にも影響するもの

であろうと思われるので，活性化の機惟につき芳干の解明を試みた．

実験材料および方法

１．実験材料

長崎県五島沖でとれた新鮮なカツオを-10.および-20°Ｃの冷雌庫中で凍結保存し，一定

時間後筋肉部109を秤取し，これに蒸留水５０ｍＺを加えてホモジナイザーにて抽出し，懸濁

液を述心分離し，その上澄液を粗プロテアーゼ液とした．

２．プロテアーゼ活性の測定法'）

基質として１形カゼイン（ｐＨ8.0）を川い，その2ｍＺにカツオ筋肉より抽出した粗酵素液

1ｍZを加えて一定時間反応させ，０．４Ｍトリクロール酢酸溶液３ｍZを加えて反応を停止さ

せ未反応のカゼインの沈澱を完成させた後これを炉過し，炉液中の非蛋白性物質中のチロシ

ン量を280ｍ裸における吸光度を測定することによってプロテセーゼ活性を求めた．

＊鹿児島大学水産学部水産加工学教室（LaboratoryofFoodProcessingTechnology，Facultyof

Fisheries,KagoshimaUniversity）
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これで明らかなように-10･および-20℃に長期間貯蔵した場合には，鮮度の如何によら

ず貯蔵中幾分失活することが認められた．尚一'0℃に凍結保管した試料のプロテアーゼ活

性が-20.Ｃのそれよりも幾分活性の低下が早いことから，いわゆる凍結変性による失活と

考えられる．

２．凍結初期におけるカツオ肉中プロテアーゼの活性化現象について

凍結による食品の貯蔵は主として微生物や酵素等の生物活性を抑制して長期間の保存を可

能にするものである．しかしながら凍結処理は生鮮食品に大きな物理的変化を与えるから，

この変化に随伴して微生物および酵素にも影響を与えるものと考えられる．筆者はこれらの

ことを明らかにする目的から，凍結貯蔵初期におけるプロテアーゼ活性の変化を調べた．そ

の結果はFig.２に示す通りである．

これから明らかなように，凍結初期においてプロテアーゼが著しく活性化されることが認

められた．この事実は酵素化学的にも極めて興味あることであるが，又凍結カツオの品質に

も影響するものと思われる．

実験結果

１．長期間凍結保管したカツオ肉プロテアーゼ活性の変化について

-10°および-20℃に新鮮なカツオと梢々鮮度の低下したカツオを凍結保管し，その筋肉

プロテアーゼの活'性を１ケ月，２ケ月目に測定し，その結果をFig.１に示した．

０ ２３４

Storagetime(months）

Fig.１ChangesofproteaseactivityinskiRjackmuscleduringcoldstorage・
Proteaseactivitywasdeterminedbｙｔｈｅｒａｔｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆ1％caseinin
phosphatebu碇rafterincubationforlOhoursat37｡Ｃ・

ＴｈｅdecreasesinopticaldensityofTCAfiltratemeansthedepressionofthe
proteaseactivity．
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Fig.２Ｅ鮭ctoffreezingonactivationofproteaseinskipjackmuscle．

３．凍結初期におけるプロテアーゼの活性化に及ぼす細砕処理の効果

カツオ筋肉中プロテアーゼの凍結処理による活性化の機構を明らかにする目的から細砕効

果につき検討した．即ち魚体重量の異なる（大型3.2Ｋｇ，小型1.1Ｋｇ）新鮮なカツオ肉を試

料とし，一方はブロックのまま，他方はチョッパーにかけて細砕して直ちに-20°Ｃのスト

ッカーに凍結保管したものにつき特に凍結初期における筋肉中プロテアーゼの活性を測定し

て，凍結によるプロテアーゼの活‘性化に及ぼす細砕処理効果を比較検討した．その結果を

Fig.３に示す．

３．２ｋ９．

１．１ｋｇ。

大城：カツオ筋肉中のプロテアーゼの凍結処理による活‘性化について

Storagetime(days）

Fig.３Ｅ鮭ctofmincingonactivationofproteaseinskipjackmuscleduring
storaｇｅａｔ－２０ｏＣ．
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これから明らかなように大型カツオ肉中のプロテアーゼの活性は，小型カツオのそれより

幾分大きいが，何れの試料でも凍結後一日で生鮮時の約２倍相当の活性が認められた．しか

しながら２日目には再び生鮮時の活’性のレベルに低下し，それ以後は極めて徐々に失活する

ことが認められた．この際のプロテアーゼの活性化は細砕試料において著しかった．

４．凍結処理によるプロテアーゼの活性化に及ぼす酸化剤の影響

実験３で認められたように，凍結処理によるカツオ肉プロテアーゼの活性化が細砕試料に

おいて著しいことから活性化は凍結時に酵素蛋白質が空気酸化を受けて，その三次元構造に

変化をきたし，酵素活性発現に好適な形となるためであろうと考えられた．この想定を確か

めるため，プロテアーゼの活性化に及ぼす酸化剤の影響につき検討した．即ちカツオ筋肉の

抽出液６ｍIに０．００１Ｍ，０．０１Ｍ，0.1Ｍのプロム酸カリ溶液をそれぞれ１，Jと緩衝液１ｍﾉを

加え，各試料を-20℃のストッカー中で凍結し，１日目および２日目の酵素活性を測定し，

活性に及ぼすプロム酸カリの影響を調べた．その結果はFig.４に示す通りで，特にプロム酸

カリの添加による活性化はみられず，むしろプロム酸カリの添加量に比例して酵素活性の阻

！
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Storagetime(days）

Fig.４１nHuenceofanoxidantKBrO3onactivityofproteasepreparedfrom
frozenskilqjackmuscle・

TheproteaseactivitywasestimatedontheenzymeaddingdifYbrentconcen-
trationofKBrO8andstoredａｔ-20。Ｃ、

０．１ＭＫＢ｢０
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考 察

凍結貯蔵初期にみられるカツオ筋肉プロテアーゼの活性化は凍結処理によって酵素蛋白質

が，いわゆるES-Complexを形成するのに，より理想的な形に立体構造が変化するためと

０

害が認められた．しかしプロム酸カリによる阻害の様相は一般の塩類による酵素作用の阻害

と同様の傾向を示した．これらのことから，凍結初期におけるカツオ筋肉プロテアーゼの一

時的な活性化現象は空気酸化等による酵素蛋白質の構造変化によるものとする積極的なうら

づけは得られなかった．
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考えられる．Koshland2)は酵素の活性中心の構造の可変性（Flexibility)を考え，酵素蛋白質

が外囲の条件に応じてその構造が変り，酵素活性にも変化が起こることを認めている．それ

故に酵素を活性の面から見るといわゆるNativeなものが必ずしも最良の状態ではないとも

いわれている．加熱処理による卵白Muramidaseの活性化3)等はその良い例であり，これは

加熱により蛋白質のfoldingに変化をきたし，ペプチッド鎖が自由度を獲得したためである

と考えられている．しかし一般には酵素蛋白質は冷却されることによりRigidな構造となり，

活性も低下するものと考えられるからカツオ筋肉プロテアーゼが凍結処理によって活性化す

ることは，酵素化学的にも極めて特殊な興味ある事実であり，又凍結カツオの品質にも影響

するものと考えられるので今後さらに充分検討する必要がある．

本研究の実施に当り所要経費の一部を本学部太田冬雄教授の昭和37,38年度文部省科学試

験研究費より支出し，かつ本学部学生山野延偉，岩崎知之の両君の協力を得た．附記して謝

意を表する．
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