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筋形質タンパク質および尿素共存下（j〃〃伽）

におけるサメ肉ミオシンＢの凍結変性

西元謹一*'・林義晃*2・御木英昌*’

EffectofSarcoplasmicProteinandUrea
ontheFreeze-DenaturationoftheShark

MuscleMyosinB（"zﾉﾉ伽）
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Abstract

Thefreeze-denaturationofthesharkmusclemyosinB(ＭB)(加沙伽)wasexaminedunder

theconditionsinwhichsarcoplasmicprotein(Sp.P)ａｎｄ／orureaexistedTheresultswere
asfollows．

（１）InthemixturesystemofMB:Ｓｐ､Pat-20oCofstorage,ｔｈｅＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＢ

ｗａｓｎｏｔａｆｆectedbySp-P,ｂutthesolubilityofMBwascontrollｅｄｂｙＳｐ－Ｐ．

（２）InthemixturesystemofMBUrea,thefreeze､denaturationofMBwaspromotedvery
muchasureacontentbecamehigher・Attheconcentrationof3％(molality:５，Ｍ）ａｎｄ１０％

(ｌ５ｍＭ)ｕｒｅａｉｎＭＢ,thechangesinthesolubilityandtheATPaseactivitywerefoundtobe
equalasthatofcontrol,respectively．

（３）InthemixturesystemofMB:Sp-P:Urea,ｗｈｅｎＳｐ､Pcontentwas32％ｏｆＭＢｗｈｉｃｈｉｓ

ａｂｏｕｔｅｑｕａｌａｓｔｈａｔｏｆｃoncentrationinalivingbody,thedegreeoffreeze-denaturationwas

greateraccordingastheureacontentincreasedHowever,whentheureacontentwas１０％
(１５，Ｍ)inthemixturesystem,thefreeze-denaturationofMBindicatedalmostthesame

changeasthatofcontrol．

（４）Fromtheaboveresults,ｉｔｃａｎｂｅｃｏｎｃｌｕｄｅｄｔｈａｔｔｈｅｕｓｕａｌｃｏnditionofleaching
treatmentwassuitableforthekeepingqualityoffrozenSurimimadefromsharkmuscles．

魚肉の水溶性成分を除くことによって，スケソウダラ冷凍すり身タンパク質の不溶化軽減

を図ることができるといわれた''2)が,他方，コイ，セイゴではそのアクトミオシの冷凍変性
抑制に対し水溶性成分とくに水溶性タンパク質が大きく関係しており，非熱凝固タンパク質，
エキス分および無機物も関与する３)といわれ相反する報告がなされた.よって，この水溶性成
分中の水溶性タンパク質(主として筋形質タンパク質：以下Ｓｐ－Ｐと略す）ならびにサメ肉に

とくに多い尿素について，これらの筋原繊維タンパク質の凍結変性への影響を明らかにした
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いが，一般に魚肉中のＳｐ－Ｐ含有割合(Sp.P/Totalprotein)は，サメ類では21～24.5％，

硬骨白身魚では21~25%')硬骨赤身魚では35~47%J）とされている．この様に魚肉タンパ
ク質の1/5～1/3を占めるＳｐＰは魚肉ミオシンＢ(以下ＭＢと略す)の耐凍性に影響する重要
な因子であることが考えらｵf)るが，このＳｐ､ＰがＭＢの凍結変性に抑制的か促進的かはっ
きりしていない．また，水溶性成分中の尿素はタンパク質変性剤であるが，サメ肉中に1500

ｍｇ/1009前後含まれ普通の海産魚(２～15ｍｇ/1009)よりはるかに多いにもかかわらず,こ
のためにサメ肉ＭＢの変質がとくに大きいわけでなく，これらの関係はほとんど研究がない

ことも指摘されている§）
したがって,本報ではＭＢレベルにおけるモデル系でＭＢの凍結･凍蔵変性に及ぼすＳｐ.Ｐ

および尿素の共存の影響を検討した結果をのべる．

実験方法

試料魚新鮮なホシザメSpottedsharM'2‘s彪加”α"αｚｏをドレス処理後，供試まで-70℃

に保管した．

ＭＢゾルおよびSp-P溶液の調製ＭＢは新井9)の方法により抽出し，稀釈沈殿後遠心分
離(6000Ｇ,０°Ｃ,10分間)で沈殿を集め調製した.Sp-P溶液は,リン酸緩衝液(Ｉ＝0.05,ｐＨ7.5）
で抽出し，透析（20mMTris-malate,ｐＨ6.8）して調製した．

凍結貯蔵用サンプル調製ＭＢゾル109にＳｐ－Ｐ溶液10ｍﾉ（ｉ，Ｓｐ－Ｐ混和系）あるいは尿素

溶液10ｍﾉ(ii，尿素混和系),または尿素を含むＳｐ.Ｐ溶液10ｍﾉを添加した懸濁液(iii,Ｓｐ.Ｐ・

尿素混和系）を凍結貯蔵用サンプル（以下Ｓａｍｐ.と略す）とした．

ＭＢの溶解量の測定凍結samp､20ｍﾉを流水解凍後,3.0MＫCl５．０ｍﾉを加えＫＣl濃度を

0.6Ｍとし，低温室（５°Ｃ）内で３時間スターラーで撹祥溶解した．その後遠心分離（9000G，

0℃，１５分間）し，上澄を希釈沈殿法（11倍冷水，１夜放置）で沈殿を生成させた．この沈

殿を遠心分離(6000×9,0°Ｃ,１０分間)で集め３ＭＫClと水を加え，ＫＣl濃度を0.6Ｍに調整し

て溶解した．溶解した沈殿を100倍量の0.6MKCl-20mMTris-malate（ｐＨ6.8）に対して一夜

透析したのち遠心分離(20000×9,0℃，６０分間)し，上澄区分を未変性ＭＢ溶液とした．こ

れのタンパク質濃度をビュレット法'0)で求め〔透析時のＭＢの容積〕×〔未変性ＭＢの濃度〕
を未変性ＭＢの溶解量として表示した．

ＭＢのＣａ2+-ATPase活性の測定新井'１)の方法に準じた．

結果および考察

ＭＢの凍結貯蔵中における変性に及ぼすＳｐ－Ｐの影響（ｉ・Ｓｐ－Ｐ混和系）

ａ・Ｓｐ－Ｐ濃度の影響Ｓｐ.Ｐがアクトミオシン，筋原繊維の凍結変性に及ぼす影響につい
て，梅本ら3)および志水ら12)は変性抑制作用を認めているがＳｐ－ｐ濃度の影響はのべていな
い．Fig.１にＳｐ.Ｐ添加量をかえたsamp・を-20℃で15日間東蔵した場合の変化を示した．
ＭＢ溶解性低下は,Ｓｐ－Ｐが40％以上混在すると抑制されたが混在割合による抑制効果に大差
はなかった．MB-ATPase活性低下は，Ｓｐ－Ｐの混在によって抑制されずＳＰ－Ｐ混在量が多い
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ほど大きくなった．

ｂ・貯蔵期間の影響Ｓｐ－Ｐ量１６％，３２％（生体内比にほぼ相当)，４８％および120％含有

samp.を-20℃に180日間おき経時的に変性度合を調べその結果をFig.２に示した．ＭB溶

解性は貯蔵期間が長くなるほど低下し，その低下度はＳｐ－Ｐが48％以下のとき対照よりも大き

く，120％ではわずかに小さかった．MB-ATPase活性も溶解‘性と同様に低下したが，その低

下度は不溶化より顕著であり，120％が最も大きく１６％では対照と大差がなかった．なお，貯

蔵温度の影響は，図に示さなかったがＳｐ･Ｐ共存の有無にかかわらず対照とほとんど同じで

あった．ただ-50°Ｃ以下では，変性指標としての溶解性低下およびMB-ATPase活性の失活

はほとんど抑制されたがこれらはすでに知られていることである．

ＭＢの凍結貯蔵中における変性に及ぼす尿素の影響（ii・尿素混和系）

ａ・尿素濃度の影響尿素はかなり古くからタンパク質の溶剤として用いられておりその

作用は，タンパク質の疎水結合を弱めることによるといわれるようになったが，なお不明な

点が多い'3)とされている．ところで,サメ肉を晒処理すると尿素が除去されるがその程度は晒
条件によって様々である．そこで尿素濃度がＭＢの凍結変性に及ぼす影響を検討するため尿

素フリーのＭＢゾルに尿素を添加し,-20℃で15日間東蔵し，変性指標の変化をFig.３に示

した．これらの変化は凍結・貯蔵の影響と尿素の影響が同時に表示されるが，Fig.２の変化

と対比しながら検討すると，溶解性およびMB-ATPase活性とも尿素ＯｍＭから50,Ｍの間

ではその濃度が増大するにつれて直線的に低下し50,Ｍ以上でまったく失なわれた．以上の

ようにＭＢの不溶化およびＭＢＡＴＰａｓｅ活性低下は尿素濃度が低い程小さかった．この結果

は野口ら'4)のコイおよびマアジでの50,M尿素添加実験結果と同じ傾向であった.この様なモ
デル実験では50,Ｍ(約250ｍｇ/1009相当)尿素存在下で,凍蔵15日間によりMB-ATPase活
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性は完全に失せたが,サメ肉中では300,Ｍ前後の尿素が含まれているのに加熱ゲル形成能か

らみた耐凍性が強い魚種としてしられており}5)この相違の説明には今後の研究成果をまた
ねばならない．

ｂ・貯蔵期間の影響尿素がＭＢに対し３％(濃度５，Ｍ)，１０％(15,M)，１９％(29,Ｍ)お

よび30％(44,M)存在するsamp､を-20℃に180日間おき経時的に変性度合を測定した結果を

Fig.４に示した。尿素が44,Mでは15日間で溶解性,MB-ATPase活性ともにほとんど失なわ

れたが濃度が低い程その低下度は小さく貯蔵中に徐々に低下した．低濃度（３％：５，M以

下）ではその溶解性は対照とほぼ同じ程度で変性速度に大きな影響はないものと考えられた

が，MBATPase活性はたとえ低濃度でも50％以上失活した．しかし,50,Ｍ含有の場合,-

70℃において半年間貯蔵で活性が約50％保持された.したがって,-70°Ｃのような極低温に貯
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蔵しても30％(約50,Ｍ)尿素存在下においては長期貯蔵により溶解性,MB-ATP-ase活性は

完全に喪失することはないが減少はまぬがれないことがわかった．しかしながら，板鯛類で

はその体内タンパク質が尿素に対して特異的性質をもつことがいくつかのべられており,16,17）
板鯉類の筋肉乳酸脱水素酵素は約４００，Ｍの尿素の存在で適正な機能を発揮すること'8)を，
また，サメ類筋肉の筋原繊維Mg-ATPase活性が生理的濃度で高まることも報告されてい

る¥）したがって,尿素混在下でのＭＢ凍蔵中の不溶化,ATPase活性低下に対して,サメ類
筋肉ＭＢは他の魚類のそれより抵抗性があるのではないかと考えられる．

ＭＢの凍結貯蔵中における変性に及ぼすＳｐ－Ｐおよび尿素共存の影響

魚肉の冷凍すり身は，筋原繊維，Ｓｐ－Ｐおよび尿素等が混合された状態であるので，モデル
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系においてＳｐ－ＰをＭＢに対し32％(生体内の割合にほぼ相当する)含む試料に尿素含有割合

を変化させた共存samp・を調製し,-20℃で東蔵した．その結果はＦｉｇ．５のようであった．

ＭＢの溶解性の低下は尿素濃度が高いほど大きかったが，尿素10％(15,Ｍ)レベルの共存系

では対照とほぼ同等であった．MBATPase活性は，溶解性の変化と同じ傾向を示したが，

尿素10％(15,M)ないし13％(19,Ｍ)共存でも対照とほぼ同等の変化であった．､水溶'性の尿

素は肉の晒処理で除去されるが，これの含有のとくに多いサメ肉では晒処理によって完全に

除去し難く，しかも歩留の低下が著るしい（たとえば，尿素除去率は切身の場合約73％，挽

肉で約96％，また２～３ｍｍ角ブロックで54％,１０ｍｍ目ミンチ肉89.2％亀との報告があり，
歩留は切身の場合30～50％，挽肉で10％内外であった)．よって，凍蔵中のＭＢ変質防止のた
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繊維タンパク質が約60％であるのでＳｐ－Ｐ量が半分になるとＭＢに対するＳｐ－Ｐの割合がほ

ぼ16％となり本実験での耐凍性保持レベルに一致する．したがって現在実施されている晒処

理は冷凍すり身品質保持上適当な方法といえよう．

以上のようなＭＢレベルのモデル系における結果は，晒肉レベルでの変化を推測する手が

かりになるが単純に適用できない．しかし，晒肉レベルでのＭＢ変性に及ぼす尿素の作用に

おいて，ＭＢの安定性を期待しうる混在割合は前述の値が目安となると考えられる．

要 約

ホシザメ筋肉を用いてＳｐ－Ｐおよび尿素，あるいはこれらが共存する状態（"zﾉﾉ伽）での

ＭＢの凍結・凍蔵における変性への影響を検討した．

(1)MB-Sp-P混和系における-20°Ｃ貯蔵では,Ｓｐ－Ｐによる溶解性低下抑制作用を認めたが，

MB-ATPase活‘性低下抑制は認められなかった．

(2)MB-尿素混和系では，尿素濃度が高いほど変性は促進されたが，溶解性はＭＢに対する

重量比３％（濃度５，Ｍ）で,lMB-ATPase活性は10％(濃度15,Ｍ）において対照と同等の

変化であった．

(3)MB-Sp-P尿素混和系ではＳｐ－ＰをＭＢに対し32％(生‘体内の割合にほぼ等しい)含む場

合尿素濃度が高いほど変性は大きかったが，尿素10％(濃度ｌ５ｍＭ)含有の混合系では対照と

ほとんど同じ程度の変化を示した．

(4)以上より，通常の晒処理条件はサメ冷凍すり身の品質保持上適当であると判断された．

終りに試料の入手に御便宜をはかって下さった鹿児島県北薩水産業改良普及所の平原隆

技師ならびに御協力下さった阿久根市漁業協同組合および市来町漁業協同組合の各位に厚く

お澄申し上げます．また，実験を補助された下川明彦君に感謝します．
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