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Abskract

Theautherstudiedontheenzymicact1onofalkalineproteinaseproducedbyBacf〃"､ｓ
皿雌雄uponproteinsoffishmuscle・Theresultsareasfollows．

ｌ）Ａstotheenzymatlcproteolysisoffishmeatbythebacterialproteinase,actomyosin
fractionwashydrolyzedmorereadilythanwaterextractfractionoffishmusclc、

Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｆｂｒｍｅｄｂｙａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅbacterialproteinaseuponactomyosinwere
mainlyvariouspolypeptides,ｂｕｔｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗｅｒｅａｌｓｏｆｂｒｍｅｄ、

２）Itwasfbundthatactomyosinwasatonetimehydrolyzedandcoagulatedbｙａｃ‐
tionofthebacterialprotemase･ＴｈｅｏｐtimumpHoftheproteolyticactivitｙｌａｙａｔ９､２，
anditsoptimumtemperaturewas60｡Ｃ・ＴｈｅｍｏｓｔｐowerfUlcoagulationwasshownat
PH８．０ａｎｄ４０．０．

３）Theactomyoslncoagulatedbyactionofthebacterialproteinasewaschangedinto
aninsolublefbrminneutralsaltssolution，ａｎｄｗａｓｈａｒｄｔｏｂｅｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄincontrastto
rawactomyosin、

４）Fromtheseresults,itwasconsideredthatthebacterialproteinasehaveeBGecton
post-mortemhydrolysisanddenaturationoffishmeat．
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一般に動物生体といえども，その体表ないし外境と直通する各器官には多数の細菌が常在

しており,特に魚体にあってはその環境上細菌の附着が多く’)，そのうえ漁獲後における細

菌汚染の機会も多い．よってそれらの細菌が魚類の死後容易に筋肉内に侵入して肉質変化に
関与することは必然的結果であり，この点魚肉は獣肉に比して腐敗の進行速度が速いとさ

れる所以の一つである．したがって魚肉の場合死後かなり早い時期から細菌の作用によるタ
ンパク質の変質を考えねばならない。

従来，魚肉変質過程における細菌の作用については，腐敗生産物ともいうべき細菌による

分解産物の研究が多いが，肉質の変敗初期，筋肉タンパク質のごとき生タンペクに対する細
菌‘体ないし細菌酵素の作用についての詳細な研究は多くを知らない2),3)．

本報においては魚卿体に接触の機会多い細菌のうちタンパク分解力の強い菌を選び，魚肉生
タンパクに対する作用を検討したところ，供試細菌酵素は魚肉生タンパクにも作用してこれ

を分解するが，魚肉構成タンパク質の各区分はそれぞれ異る分解度を示した．しかも魚肉ア
クトミオシンでは分解すると同時に凝固析出する現象を伴うことが知られたのでこの知見を
報告する．

＊本報告の一部は昭和34年４月，水産学会年会において発表した。
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実騒方法

酵素作用測定法

１．基質の調製通常，プロテイナーゼ活性度測定の基質として用いられるカゼイン

（0.6％)，尿素変性ヘモグロビン（０．６％)，ゼラチン（6.0％）は常法4)に従って調製した．

生タンパク基質としての魚肉アクトミオシンはマサバ，マアジまたはコイ等の新鮮肉を冷

却細切し，あらかじめ冷したWeber-Edsall液５倍量で冷所時々擬排しながら24時間抽出し

た後（この抽出液が後述のＷ－Ｅ液抽出液)，常法5)に従って精製し，所定タンパク質濃度に

調整して実験に供した．このアクトミオシン液は０～５°Ｃに保存し，調製後２～３日以内

のものを使用した．

その他，生タンパク基質として生魚肉，魚肉ストローマをも用いたが，基質に用いたタン

パク質のうち難溶性のものはこれに可溶性プロティナーゼを作用させる場合，酵素と基質と

の接触面が問題であり，再現性および比較の点で困難がある．本実験ではそのような場合，

基質タンパクをホモゲナイザー等の力をかり，可及的分散状態にし，かつ所定タンパク質濃

度に稀釈して用いた．

２．タンパク分解度の測定法

ｉ・反応タンパク質濃度，ｐＨを調整した基質溶液５ｍI（または基質液２．５ｍ'十緩

衝液2.5ｍl）に酵素液１ｍlを加え，30.Ｃで所定時間反応後〉除タンパク試薬（0.44Ｍ三塩

化酢酸液：反応液に所定通り加うれば終濃度0.2Ｍとなる）５ｍlを加え反応を中止する．

ｉｉ・測定反応中止後30｡Ｃ水槽中に約30分間放置し，沈澱の生成を完結させ〉次いで

遠沈し上清と沈澱とに分別する．上清液0.5ｍlについて銅フォーリン法6）（チロジン相当量

、9％)，上清液5.0ｍlをとりフオルモール滴定法7）（アミノ酸態窒素、9％)，上清液0.5ｍｌ

をとりニンヒドリン呈色法8）（ロイシン相当量、9％）等により上清液0.2Ｍ三塩化酢酸可溶

性物中の各該当物質量を定量し，その濃度から対雲照値を差引いた値で分解作用の活性度を表

示した．

３．タンパク凝固度の測定法

ｉ・反応さきに分解度を測定した反応混液の２，倍の規模で反応させた．

ｉｉ，測定所定時間反応後'恒温槽よりとり出し，

ａ）反応液５ｍlを沈澱管にとる．

ｂ）反応液残部を3000ｒｐｍ，５分間遠沈して，その上液５ｍlを沈澱管にとる．

ａ)，ｂ）同時に除タンパク試薬（0.4Ｍ三塩化酢酸液）５ｍlを添加し反応を停止する．反

応停止後30.Ｃ水槽中に約30分間放置し，沈澱生成を完結させてから遠沈し，上清液は傾斜

し去る．沈澱は数回洗浄後0.1ＮＮａＯＨで5ｍlに溶かしビューレット呈色法9)でタンパク態

窒素量、９％を定量した．今ａ)，ｂ）の測定値をそれぞれａ，ｂ，及びその対照実験値を

ａﾉｂ′とすれば，反応中のタンパク凝固量は次のごとく算出した．

ａノーａ＝Ａ（タンパク分解量）

ｂ'一ｂ＝Ｂ（タンパク分解量十タンパク凝固量）

Ｂ一Ａ＝タンパク凝固量

本報でタンパク凝固とは反応中に凝集して３０００ｒｐｍ，５分間の遠沈で沈降する状態にな

ったものを指すことになる．



日高富男：細菌プロティナーゼについて 2５

４．ゼラチン粘度降下度の測定法６％ゼラチン液１０ｍlに酵素液２ｍlを加え’40.Ｃ

で所定時間反応後，100.Ｃで10分間加熱して反応を停止する．この反応液１０ｍlをオストワ

ールド粘度計（No.２）にとり，４０°Ｃ恒温水槽中で相対粘度（?？/,70）を測定した．

以上の各種活性度測定法の対照試験は，酵素液をあらかじめ100°Ｃに10分間加熱して活性

を止めたものを用いて各測定法を実施し，その測定値を対照値とした．

実験結果

１．供試菌の性状

本実験に供した細菌は，海水，魚体，魚騰から分離した，００余株の菌からゼラチン液化性

菌のみを選択し，更に実験目的に応じこれらよりゼラチン粘度降下作用，カゼイン分解作用

の強い数株を選んだ.該当する菌はほとんど中温好気性芽胞菌であり，その粗酵素液のカゼ

インに対する分解作用から,中性ないし塩基性ﾌ｡ロティナーゼ活性の強い菌であった．そ

のうちの代表菌’株について今後の実験を行ったが,この菌株の菌学的性質の概要はTable

'のごとくであって，Bergey,｡）の分類に従えばＢａｃｊ"zjssz』6城ｓに類縁する一変株と認め

られた．

Ｔａｂｌｅ１．Physiologicalandmorphologicalcharacteristicsofthetestedorganism．

Vegetatlvecells：Rods，０．８ｔｏ１．０ｂｙ２．０ｔｏ３．５microns，withpoorlyroundedends・USually

singlesometimesinpair・Activelymotilewithpel､itrichousHagella・Stainunifbrmly・Gram-
variable．○nglucoseagar,rodsareusuallylarger・

Ｓｐｏｒｅｓ：０．７ｔｏ０．９ｂｙ１．２ｔｏ１．８microns，ellipsoidal，thin-walled＞centraltopara-central・Ｍａｎｙ
ｆｂｒｍｅｄｉｎ４８ｈｏｕｒｓａｔ３２ｏＣ・

Sporangia：EIlipsoidal>notdistinctlyswollen,fi,equentlyshowbiPolarstaining・
Gelatinstab：Liquefactioncraterifbrmtostratifbrm・

Gelatinagarstreakplate：Ｗｉｄｅｚｏｎｅｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ・

Agarcolonies：Irregular,spreading,rough,opaque,dull,oBewhitetocreamywhite・

Agarslants：Growthabundant,spreading>rough,wrinkled,ｏｐａｑｕｅ,ｄｕｌｌ,butyricustobrittle，
cream-coloredtolightbrown・

Glucoseagarslants：Ｇｒｏｗｔｈｕｓｕａｌｌｙｍｏｒｅａｂｕｎｄａｎｔｔｈａｎｏnagar，yellowishbrown，

Soybeanagarslants：Ｇｒｏｗｔｈｕｓｕａｌｌｙｍｏｒｅａｂｕｎｄantthanonagal｡，
Broth：Clearwithheavy,wrinkledpellicle・

ＮａＣｌｂｒｏｔｈ：Ｐｏｏｒｌｙｇｒｏｗｔｈｉｎ７ｐｅｒｃｅｎｔＮａＣｌ・

Ｍｉｌｋ：Peptonized・

Potato：Growthheavy,wrinkledtocoarselyfblded,spreading．○Ｈ､white,ｙｅｌｌｏｗｏｒｂｒｏｗｎ・
Indoleusuallynotproduced、

Slightacidbutnogas(withpeptoneassourseofnitrogen)fromglucose,xylosc･
Ｓｔａｒｃｈｉｓｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ･

Acetylmethylcarbmolnotproduced・

Nitritesproducedfromnitrates・Ｎｏｇａｓｐｒｏｄｕｃｅｄｆｉ･omnitratebrothnuderanaerobiccon-
ditions･

Catalaseproduced・

Ureasenotproduced・

Aerobic･Growthscant，ｉｆａｎｙ，ｉｎｇｌｕｃｏｓｅｂｒｏｔｈｕｎｄｅｒａｎａｅｒｏｂｉｃｃｏnditioｎs・ｐＨｏｆ７－ｄａｙｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｉｓ７､５ｔｏ8.5．

TemPeraturerelations：○ｐｔｉｍｕｍｇｒｏｗｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｌ･ｅｓｌｉｅｂｅｔｗｅｅｎ２８ｏａｎｄ４０ｏＣ･Ｔｈｅ

ｍａｘｌｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｌ･ｅｆｂｒｇｒｏｗｔｈｉｓｕｓｕａｌｌｙ５０ｏＣ・
Ｓｏｕｒｃｅ：IsolatedfromEsh．
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Ｍｉｎｕｔｅｓ

五i９．１．Proteolyticactivityofthecrudeenzymesolutionuponseveralproteiｎs・

Proteinsusedassubstrate（Protein-NlOO～110,9％)：Ｏ；casein，Ｍ；

milk，Ｈ；hemoglobin，Ｇ；gelatinF；ｆｉｓｈmeat，Ａ；actomyosinof
mackerelmuscle

TheactivitymeasuredatpH8・ｏａｎｄ３０ｏＣ．

すなわち生魚肉くヘモグロビン＜魚肉アクトミオシン＜牛乳くカゼインの順で分解度は高

い．牛乳はカゼインと同じ程度に分解され，アクトミオシンは通常タンパク分解の基質とし

て用いられるヘモグロビンよりも容易に分解された．生魚肉そのままは同じ魚肉から抽出し

たアクトミオシンよりも分解度は低い．またゼラチンの粘度降下も著しいなどの結果であっ

た．いずれも反応初期15分位までに急速に分解され，その後は徐々に反応が進み，この条件

で60分以後はほとんどが停着状態になった．この際，生タンパク基質である生魚肉，アクト

ミオシンがこの種proteolyticactionによって予想以上に分解され易い事が知られた．

このほか，アクトミオシンと牛乳を基質とした場合に，反応進行中基質タンパクが凝固析

出する現象が肉眼的に観察された．

次に粗酵素液をサバ肉アクトミオシン液（タンパク態窒素濃度１００，９％）に所定条件で

５，１０，１５，３０，４５，６０分間反応させ，反応後生じた0.2Ｍ三塩化酢酸可溶性物質を銅フォー

リン法，フォルモール法，ニンヒドリン呈色法でそれぞれ測定し，また三塩化酢酸沈澱物に

ついては未分解タンパク量をビューレット法で定量し，分解タンパク量を算出，更にアクト

ミオシンの粘度変化は所定反応後の反応液10ｍlをオストワールド粘度計（No.２）にとり，

２．細菌酵素液のタンパク分解作用

供試菌を肉汁培地またはペプトン。デキストリン培地（0.5％ペプトン液にデキストリン

3.5％，（NH4)3Ｐ041.0％，MgSO4．７H20及びKC1各々 0.02％）－両者の間で酵素生

成能に大差はなかった－に５～７日間静置培養した培養液を遠心分離，または炉過助剤と

してセライトを用いて炉過し，それらの上澄液あるいは汐液を供試粗酵素液とした．

まず粗酵素液をカゼイン，ヘモグロビン，牛乳，生魚肉，魚肉アクトミオシン（それぞれ

のタンパク態窒素濃度100～110ｍｇ％）にｐＨ８．０，３０°Ｃで作用させ，その分解度合を経時

的に銅フォーリン法で測定し分解度を比較した．ゼラチンについては粘度降下度を測定し

た．それらの結果はFig.１のごとくであった．
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30.Ｃで測定した．それらの結果をFig.２に示した．この結果分解タンパク量(1)は作用時間

15分位までに急増し，その以後は緩慢な増加をたどって60分後には基質タンパクの40％位が
分解されることが知られた．銅フオーリン呈色物質(2)もこれに似た傾向で増加した．これに

対しフォルモール法(4)，ニンヒドリン呈色法(5)で測定される遊離アミノ酸の増加は少く，供

試酵素液はタンパク質を0.2Ｍ三塩化酢酸可溶性にする程度の分解であって，それ以上低分

子までには分解されない．すなわち非タンパク性物質の生成量は大きいが，ペプチッド結合

の開裂は少いことが明らかである．次にアクトミオシン液は高い粘度をもち，このような溶

液中のタンパク質粒子の分散状態に変化が起ると当然液の内部摩擦にも影響し粘度変化を伴

うので，粘度変化はアクトミオシンの性状変化を知る一つの観点とされているので，本実験

においても反応液の粘度を測定した結果(3)，反応の進行に伴い著しい粘度低下がみられた．

３．細菌酵素液によるタンパク質の分解と凝固

さきの実験で供試酵素液によりアクトミオシン，牛乳がかなり高い分解度を示し，同時に

基質タンパクが凝固析出する現象がみられたので，アクトミオシン，カゼイン，牛乳に対す

る分解と凝固の反応経時的変化を定量的に測定した結果をFig.３に示した．またサバ肉構

成タンパクを水抽出区分，Weber-Edsall液抽出区分，アクトミオシンの３区に分け，それ

ぞれのタンパク態窒素濃度115ｍｇ％，ＫＣl濃度0.6Ｍに調整して各区分の供試酵素液によ

る分解量と凝固量を測定した結果はFig.４に示すごとくであった．

Fig.３の結果ではアクトミオシン，牛乳，カゼインの順に分解度が大きく，３０分間の作用

でそれぞれ基質タンパク量の37％，４２％，５０％が分解されたが＞凝固度は牛乳では基質タン

パク量の32％,アクトミオシンでは20％で，カゼインはほとんど凝固しなかった．そしてと
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Fig.２．Proteolyticactivitiesofthecrudeenzymesolutionuponactomyosm

Actomyosinisolatedfrommackerelmuscle(Protein-NlOOmg％)．
TheactivitymeasuredatpH8・Ｏａｎｄ３０ｏＣ．

l：Biuretcolorimetry(Protein-Nmg％）

２：Cu-Folincolorimctry(Tyrosinemg％）

３：Relativeviscosity(77/770）

４：Formoltitration(Aminoacid-Nmg％）

５：Ninhydrincolorimetry(Leusinemg％）
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れら曲線によれば，アクトミオシンの分解量と凝固量との経時的変化曲線に多少の時間的づ

れが認められ，つまり供試酵素液のタンパク分解作用がタンパク凝固現象に先立ち，凝固現

象は分解作用に遅れて進められる傾向がみられた．アクトミオシンの分解，凝固度について

は既述のごとくであるので，Fig.４では水抽出区分，Ｗ－Ｅ液抽出区分のそれらをアクトミ

オシンと比較すれば，ｗＥ液抽出区分の分解度および凝固度はアクトミオシンの誌及び託

程度である.水抽出区分はｱｸﾄﾐｵｼﾝの雑程度の分解度を表わしたが,‘供試酵素作用に

よる凝固現象はほとんどなかった．しかし水抽出区分の場合，酵素反応条件である３０°Ｃ，

ｐＨ８．０，３０分間で基質タンパク量のおおよそ１０～１５％位が自然凝固して析出することが酵

素反応の対照試験において観察された．

ところでアクトミオシンに対する分解と凝固現象とが併行することが該菌酵素液の特異

性であるかどうかを知るため，さきの’00余株の菌のうちタンパク分解力が顕著であった数

株の粗酵素液とトリプシンについてこのことを検討した結果，Ｆｉｇ５のようにこれらの作用

は供試菌酵素液に特異的でなく，他の細菌酵素液およびトリプシンにも，その量的には差が

あるが，アクトミオシン分解，凝固が併行してみられた．

4０

2８

(Protein-N115mg鉛,ｐＨ8.0,30°Ｃ.）

一一:Proteolyticactivity

..….：Coagulatingpower

翰○:Actomyosin

腿「l:WEBER-EDsALLsoln・ext､fraction

A△:Waterext・fraction

０ｍ２０ぅo

Minutes

Fig､３．Proteolyticactivityandcoagulatｉｎｇ

ｐｏｗｅｒｏｆｔｈｅｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉonupon

caseln,milkandactomyosm・

Concentrationofｅａｃｈｐｒｏｔｅｍｓａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｗａｓｌＯＯｍ９％Protein-N、

ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｄａｔｐＨａＯａｎｄ３０°Ｃ．

一一：Proteolyticactivity

……：Coagulatingpower

●○:Actmyosinofmackerelmuscle

A八:Ｍｉｌｋ

願'－１:Casein

０ｍ２０ぅo

Minutes

Fig’４．Proteolyticactivityandcoagulatｉｎｇ

Ｐｏｗｅｒｏｆｔｈｅｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉonupon

severalproteinfractionsisolatedfrommack-
erelmuscle．
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日高富男：細菌プロティナーゼについて

２））楕製による活性度変化ペプトンーデキストリン培地に６日間静置培養した培養液

を精製に供した．予備実験において培養液はこれにＣａCl２０．１Ｍを加え（ｐＨ７．４)，更に炉

過助剤としてセライトを加えて振漫後炉過して清澄化しても，また水に対してセロファンで

透析しても活性度に損失のないことを確かめ，次いで硫安塩析により両作用ともに20～60％

硫安飽和度で塩析され，アルコールによっては20～70％濃度範囲で両作用活性物が沈澱する
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ｅｎｚｙｍｅｓ．

４．分解，凝固両作用の二，三の性質分解と凝固の両作用が如何なる関係をもつかを

知る一助として両者の二，三の性質を比較検討した．

１）培養日数と作用度ペプトンーデキストリン培地を直径１８ｍｍの供試管に１０ｍl宛

分注，滅菌，供試菌を接種して32～33°Ｃで静置培養し，細菌の成育に伴う分解力と凝固力

との産生関係を知るため各所定培養日数ごとにそれらの活性度を測定した．その結果はＦｉｇ．

6のごとくであって，両活性度とも培養２～３日で急激に増し，３～６日まで漸次増大して

いくが７日以後は却って活性度が低下する傾向であった．この傾向は両作用について大差は
なかった．

銀亘;Ｅ:二二二
ﾕ０２０ぅ０２０う００ユ０２０う００ユ０２０う００ユ０２０う００ユＯ

Ｔｉｍｅｉｎｍｉｎｕｔｅｓ

Ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｏａｇｕｌａｔｉｎｇｐｏｗｅｒｏｆｔｒｙｐｓｉnandseveralbacteria］

(Protein-N50mg％,ｐＨ8.0,30.Ｃ､）

意;云i蝿{蕊;網}(t･塁p…｡…5…9）

２０ぅ０

Fig.５．
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ことを観察した．そこで供試粗酵素液を塩析，脱色，アルコール沈澱の順で精製し，かなり

強化された精製酵素液を調製し得た．その精製操作及びそれに伴う活'性度の変動はＴａｂｌｅ２

のごとくである．

この精製操作の最終段階において，分解度は粗酵素液の10.8倍に，凝固度は17.5倍に濃縮

された．そして分解度と凝固度の濃縮割合の変化は塩析，脱色液までほとんど同じ割合であ

ったが，アルコール沈澱操作によっては凝固力の精製度の方が高い．しかしこの程度の精製

液においても分解と凝固現象は併行していた．

３）作用ｐＨ精製酵素液を用いて分解，凝固両作用の各種ｐＨにおける活性度を測定

した結果はFig.７に示す如くである．

瓦
Ｉ、＝ｳ
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０
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日高富男:細菌プﾛﾃｨﾅｰぜについて

この際，各ｐＨの緩衝液はｐＨ５～８では燐酸緩衝液，ｐＨ７～11では捌酸一炭酸ソーダ

緩衝液。ｐＨ１２は棚酸一苛性ソーダ緩衝液を使用した．この結果，分解作用と凝固現象とで

は明らかに異るｐＨ活性度曲線を画いた．分解作用では至適ｐＨ９．２にあり，それより酸性

側に移るにつれて活性度の低下が大きく，ｐＨ５．０で過半の活性度を失う．アルカリ側への

移動では活性度の減少は少く，ｐＨ１２においても最大活性度の時の１５％位の低下に止まっ

た．一方凝固度にあってはｐＨ８．０をピークとする曲線を画き、ｐＨ８．０より若干の移動でも

その活性度の低下は顕著で，ｐＨ６．０以下，ｐＨ１１以上では失活した．

４）作用温度精製酵素液の分解，凝固両作用に対する作用温度の影響はFig.８のご

とくであった．

ｐＨ８．０，作用時間15分の反応条件で分解作用の至適温度はかなり高く60.Ｃであったが，

凝固現象では作用温度が45.Ｃ以上では基質アクトミオシンの熱凝固が現われ，凝固度測定

はできなくなる．ゆえにこの凝固度の温度曲線は見掛上のものであって，４０°Ｃにピークが

あった．

５）耐熱性精製酵素液を所定温度で15分間加熱処理し，その残有活性度を測定し，加

熱に対する安定性を検討した．その結果はFig.９のごとくであって，酵素液を１５分間加熱

、
!rイ

５６７８９ｍユユユ２

ｐＨ

Fig.７．ＩｎＨｕｅｎｃｅｓｏｆｐＨｏｎｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏteinaseactivity、
TheactivitymeasuredatvariouspHａｎｄ３０ｏＣ,ｆｏｒ３０ｍｉｎｕｔｅｓ・
Substrate：Actomyosinofmackerelmuscle,Protein声ＮｌＯ５ｍｇ％．
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することによって分解作用では50°Ｃで10％，55.Ｃで20％，６０°Ｃで100％それぞれ失活した

が，凝固力は分解作用に比して耐熱性が弱く４０°Ｃ，４５°Ｃ，５０°Ｃでそれぞれ33％，７５％，

100％失活した．

５．凝固アクトミオシンに対する分解作用

分解作用と凝固現象との関連を考察するに資するため，アクトミオシンの各様の凝固物に

精製酵素液を作用させてその分解度を測定し，未変性のアクトミオシンに対する分解度と比

較した．この場合前述したように凝固して不溶解状態にある基質に対する酵素作用にはその

接触度等に問題があるのでホモケナイズして可及的均一として用いた．実験に供したアクト

ミオシンの凝固物は熱凝固物，低塩濃度沈澱物，供試酵素液による凝固析出物の３種であっ

て，次のごとくして測定した．

熱凝固アクトミオシンに対する分解度をみるため，サバ肉アクトミオシン（タンパク態窒

素濃度８２ｍｇ％，ｐＨ8.0）をフラスコ８ケに分取し，２０。（対･照)，３８．，４０．，４５。，５０。，

60.,80.,100.Ｃで３０分間加熱処理を施したものをそのまま５ｍｌとって基質とし,精製酵

素液を作用させてその分解度を測定した．別に，加熱処理したアクトミオシン液を3000rpm

15分間遠沈した上液のタンパク態窒素をビューレット法で定量した結果を併せて図示すれば

Fig.１０のごとくである．アクトミオシンは20～40.Ｃの加熱処理によって熱凝固は少いが，

50～55.Ｃの加熱で大部分が凝固し，アクトミオシンの熱凝固点の文献値'')とよく一致する

結果であった．このような割合で熱凝固タンパクを含む試料に酵素液を作用させた時の分解

度は，加熱処理温度が高く，より多くの割合で熱変性アクトミオシンを含む試料程分解度

は低くなった．加熱温度55°Ｃ以上で，大部分のアクトミオシンが熱凝固されてしまった試

料では分解度はほぼ一定し，生アクトミオシン（対照）の％程度分解度を示すにすぎない．
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Fig.１１．ProteolyticactivityofthebacterialproteinaseuponraWactomyosmandthat
coagulatedbyactionofthebacterialproteinase・

Theactivitymeasuredat30oC.,fbr30minutes、
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Fig、１０．Proteolyticactivityofthebacterialproteinaseuponactomyosm
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よび‘供試酵素液のタンパク凝固力によって生じた凝固析出物等をそれぞれ集め数回洗浄して

所定液に一定濃度で懸濁し，それらに対する精製酵素液の分解作用を検討した結果はＦｉｇ．

１１である．

無処理アクトミオシンと低塩濃度沈澱状アクトミオシン液とでは前者は溶解状，後者は沈

澱析出状と，そのタンパクの物理的性状に大きな差があるが，後者と云えども変性アクトミ

オシンとは言えない．これらの両状態の生アクトミオシンに対する分解度は全く同じであっ

た．この点，溶解状態と析出状態との状態変化は酵素作用による分解に問題となるような影

響を与えなかった．次に細菌酵素液の作用により凝固析出したアクトミオシンを水または

Ｗ－Ｅ液に懸濁したものおよびその懸濁液のｐＨを変えたもの等に対する供試酵素液の分解

度を測定した結果では，これら凝固物は生アクトミオシンの粥～弘の分解度しか示さずフ細

菌酵素液の作用により凝固することによって見掛上分解し難くなることを認めた．このアク

トミオシン凝固物は懸濁液のｐＨを９．０以上にするとやや溶ける傾向があったので，懸濁液

のｐＨを変えてみたが，この際ｐＨを９，１０に調節することによってｐＨ８におけるよりも

分解され易くなり，ｐＨ１０に懸濁したものはｐＨ８のそれの２倍位の分解度を示したが，そ

れでも生アクトミオシンに比し相当低い分解度であった．ｐＨ１１のＷ－Ｅ液に懸濁したもの

では，また分解度は減少し，このあたりは凝固物の溶解性および‘供試酵素液の作用ｐＨとの

関連で活性度は複雑な増減を呈した．

考 察

供試菌の意義

肉質に作用する細菌は栄養源をタンパク質の分解に仰ぐものであるから，これにはタンパ

ク質を分解する何らかの機構が存在することが考えられるが，作用する細菌のすべてにタン

パク質を分解してペプトン，ポリペプチッド，アミノ酸，更に低級な物質までにする一連の

作用力が等しく存在するものではない．腐敗の進行は多種の菌が錯綜して作用し，ある菌が

タンパク質を分解し，他の菌が更にそれを引継いで低級なものに分解するというような綜合

的連続作用の現れである．このうちタンパク質分解の;機能を有する細菌はＢａc〃ace“,Psezj-

mO77ZO7Zα〔ZaCeae,母Z＃erO6aCijeriaCeaeのある属である'2)．この作用は主として培地中に分泌され

た菌･体外酵素によってなされるもので，これはタンパク分子が細胞内に直接彦透し得ない為

の必然的結果である．本実験での目的菌は肉質変化の初段階においてタンパク質に作用する

菌である．この選択にはタンパク分解の常法的鑑別試験であるゼラチン液化性を用いたが，

ゼラチンの液化性は必ずしも強力な腐敗作用をもつことを意味するものではなく，ゼラチン

を液化してもビューレット反応陰性物にまでは分解出来ないものもある．ちなみに実際腐敗

菌といわれている菌，乃OjeZ‘sUuIgariS,ESeu‘ZOmO7zaSJ‘Z則OreSCe7zS,achrO"zO6aCZerSp.,ESCherZ‐
c耐acoZij等についてゼラチン液化性，カゼイン分解力を比較したが，これら腐敗菌と云われ

る菌の蛋白分解力は逆に供試菌のそれより弱い結果が得られた．これらの点より選択された

供試菌の蛋白性物質に対雲する性格を充分念頭におくべきである．

中温好気性芽胞菌，特に枯草菌には多量のプロティナーゼを分泌する菌株が多く，随分古

くから注目されていたが，本実験に選ばれた．供試菌も枯草菌Ｂａc〃zjssz伽漉ｓの類縁菌であ

った．この菌が産生するproteolyticenzymeは普通のタンパク基質であるカゼイン，変性
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ヘモグロビン，ゼラチン，牛乳を容易に分解し，また生タンパク基質である魚肉アクトミオ

シンをも容易に分解した．これらの分解はFig.７のごとくアルカリ側に至適ｐＨがあり，

Fig.２で知られたように基質タンパク質を0.2Ｍ三塩化酢酸可溶性の非タンパク性物質にま

で分解するがペプチッド結合の開裂は少い分解様式であって，エンドペプチダーゼ様の作用

をみせた．これらの諸点より考え，供試菌が産生する．proteolyticenzymeはいわゆる塩

基性プロティナーゼであって，該菌が魚肉の肉質変化に関与する場合）腐敗の初期まず蛋白

質を部分加水分解して腐敗進行の手始めをなし得ることが認められた．

分解と凝固の関連Ｉ性

一般にこの種proteolyticenzymeは未変性のタンパク基質に対しては作用し難いことが

云われており，例えばトリプシンは天然のタンパク質に対してはその作用がきわめて弱く，

卵アルブミン，血清グロブリン，ヘモグロビンなどを消化しない．しかしこれらのタンパク

を加熱その他の方法で一度変性させるとすみやかに加水分解する'3)．また三浦'4)はタンパク

食品にプロティナーゼを作用させ生魚肉に対する消化作用があまり活発でないのは未変性タ
ンパクに作用し難いためであろうと考察している．

本実験結果におけるFig.１からも生魚肉そのままの基質は他の基質カゼイン，ヘモグロ

ビンよりも分解度がかなり低いことが知られたが，しかし同じ魚肉から抽出分離したアクト

ミオシンは魚肉そのままよりも相当高い分解度であった．他方Fig.４のごとく魚肉の水抽

出区分とアクトミオシンとの比較では前者の分解度の方が相当低い、これは同じ魚肉中で，

しかも生の状態であっても，魚肉構成タンパク質の中にはかかる酵素によって直接分解され

易いものと，分解され難いものとがあることが知られた．現に魚肉を，生魚肉，Ｗ－Ｅ液抽

出区分，アクトミオシン，水抽出区分，魚肉ストローマとに分け同一濃度で供試酵素液を作

用させて比較した結果では，ストローマが最も分解され易く，次いでアクトミオシン，Ｗ－

Ｅ液抽出区分，生魚肉で，水抽出区分が最も分解され難い結果であった．このことは筋肉構

成タンパク質の中で不溶性のストローマが最も分解され易く，加うるにグロブリン性タンパ

クであるアクトミオシンとアルブミン性蛋白であるミオケンとでも分解度が異ることを示し
興味深い現象であった．

Fig.３でアクトミオシン及び牛乳が分解と同時に凝固析出する現象がみられたが，これに
関して凝乳機構については色々説明が加えられている．すなわち凝乳酵素としてレンニンが

あげられており，レンニンに限らずペプシンやその他多くのプロテイナーゼも生乳（カゼイ

ン）を部分水解して不溶性にする．牛乳に対しレンニンをｐＨ５．０～5.8で作用させた場合

enzymaticstageとnonenzymaticstageとの２つの過程があることが知られており，前
者の過程でカゼインが部分加水分解されてパラカゼインとなり，次にパラカゼインがＣａイ

オンの存在においてCa-パラカゼイネイトとなり凝固すると説明されている15）．

供試酵素液によるアクトミオシン分解と凝固の関連性について最初に考えられるのは前述
のように，proteolyticenzymeが生タンパク質には作用し難く，そのためアクトミオシン

のごとき生タンパクにこの種酵素を作用させると，まず生タンパクを何らかの機構で変性し

た後，分解するという関連である．ちなみにChristensenはトリプシンが反応の初段階に

おいてデナチュラーゼ(denaturase)作用をもっていることを主張し，Linderstr96m-Lang
もこの考えを支持している4)。またOttesen等はＢａc"んsStJ6筋Zijsの一株の産生するプロテ
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イナーゼがnativealbuminに作用して，この分子の一部を分解して別のタンパク質plak‐

albuminに変化することを観察している4)．

このような点を本実験の結果から考察すれば，まずアクトミオシンの分解と凝固との反応

経時的活性度変化よりみて凝固現象は分解に遅れて起る傾向が見出されたことや（Fig.３，４，

５)，また供試酵素液によって凝固析出したアクトミオシンや熱凝固アクトミオシンは生アク

トミオシンよりも供試酵素液による分解度が相当低下することよりして（Fig.10,11)，分解

作用にさきだちまずアクトミオシンを変性してこれを分解しやすくするという関係は成立し

ない．

次に分解，凝固両作用の二，三の性質を比較したところでは，培養日数に伴う活性度の消

長は両作用およそ同じ傾向であった(Fig.６)。他に分解作用の至適ｐＨは９．２，凝固度の至

適ｐＨは8.0,また分解作用の系滴温度は60.Ｃであったが凝固度では見掛上のピークが40°Ｃ

であり，凝固現象の方が分解作用に比較して耐熱性が弱い等(Fig.7,8,9)の二，三の性質に

相違点が見出された．これらの結果から分解と凝固とは性質の異る別々の酵素作用によるも

ののごとき印象をうけた．しかしここで問題になることは，基質であるアクトミオシンが変

性しやすいタンパク質であってｐＨ変化,温度変化に敏感であり,酵素作用に影響するpH,温

度は同時に基質アクトミオシンにもかなり大きい影響を与えることである．たとえばアクト

ミオシンの溶解度は溶液のｐＨによっても著しく変化し，ｐＨがある範囲内のアルカリ側で

は溶解度は大きく性状も安定であるが，酸性側では等電点ｐＨ5.0～5.5に近づくにつれて溶

解度が減少する．そのうえ更に，酵素の作用で凝固析出したアクトミオシンはｐＨ９以上の

アルカリ側では幾分再溶解する傾向があり，反面酸性側では沈澱がかさばることも見られ

た．温度によっても，Fig.１０からも知られるように５０°Ｃ以上の温度では基質アクトミオ

シン自体が熱凝固して，酵素の作用による凝固現象は現れる余地すらなくなる．こうした基

質アクトミオシン自体の変化は大きく活性度に影響する．これらのことから，ここに表現さ

れた分解度と凝固度は見掛上の活性度であり，両作用に現れた温度曲線，ｐＨ曲線等の諸性

質の相違がそのまま絶対的な相違であって，両作用が酵素学的特性を異にする２つの酵素活

性によるものと考えることは早計であろう．

別に酵素液を硫安，アセトン，アルコールによる分画精製によっても今のところ両作用の

活性区分を分別することは出来なかったことや，アクトミオシンのこの分解，凝固現象は，

Fig.５の結果少くとも供試菌酵素液の特異性ではないこと等と考え合せて，アクトミオシン

が分解作用により部分加水分解されることによって二次的に凝固析出しているとも考え得

る．とにかく両作用は密接な一連の相関反応であると推測されるが，その関連性の詳細は酵

素のより一層高度の精製や，また酵素の作用により凝固析出するアクトミオシンのタンパク

質化学的性状を明らかにすることによって更にはっきりと説明づけられると思われる．

いずれにしてもこの種細菌プロティナーゼが魚肉の肉質変化進行初期に生魚肉タンパク，

とくに主要成分であるアクトミオシンの部分加水分解，変性にかなり大きな割役を演じてい

ることが認められた．

要 約

海産魚からゼラチン液化性の強いBacjZZzjsszj”"ｓの一変株を分離し，該菌が産出する塩
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3７

l）

2）

基性プロティナーゼの種々のタンパク質，特に魚肉タンパク質に対する作用を検討した．そ

の結果は次のごとくであった．

供試菌が産生する塩基性プロテイナーゼは，カゼイン，ヘモグロビン，ゼラチン，牛乳等

に対してこれらを容易に分解した．生魚肉タンパクにも作用するが，魚肉構成タンパク質の

中ではストローマ及びグロブリン性蛋白であるアクトミオシンは分解され易く，アルブミン

性タンパク質であるミオケンはその分解度が低いことが知られた．このタンパク分解は０．２

Ｍ三塩化酢酸可溶性の非タンパク性物質の生成は大きいが，ペプチッド結合の開裂量は少
い、

供試酵素液を魚肉アクトミオシンに作用させた場合，分解に併行して蛋白が凝固析出し
た．この分解作用の至適ｐＨは９．２，凝固力の至適ｐＨは８．０，また分解作用の至適温度は

60°Ｃ，凝固力の見掛上の活性は４０℃にピークをもち，凝固力の方が分解作用に比較して耐

熱性は弱い等の二，三の見掛上の性質に相違がみられたが，とにかく両作用は密接な一連の
相関反応であることは推測出来た．

供試酵素液の作用によって凝固析出したアクトミオシンは未変性のアクトミオシンとは中

性塩液に対する溶解度，供試細菌プロティナーゼの分解作用による被分解度にかなりの相違
が見出された．

いずれにせよ，この種細菌プロテイナーゼが魚肉の肉質変化進行初期に生魚肉タンパク質
の部分加水分解，変性にかなり大きな役割を演じていることが認められた．

終りに本研究を行うに当り御指導を賜った本学斉藤要助教授に深甚の謝意を表する．
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