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サメ筋肉ミオシンＢの加熱ゲル形成性の測定法について
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Abstract

ThegelformingabilityofheatingmyosinB（ＭＢ）preparedfromsharkmusclewas

investigatedbyaslightlymodifiedapparatusofSaundersandWard，smethodformeasuring

rigidity（Ｒ)．

TheMB-gels，so-calledheat-inducedgelsofMB，wereobtainedbyheatingMB-sol

(proteinconcentration：20-60,9／g)ｏｆｐＨ5.0-7.5at80℃for20mininawater-bathandthen
cooledatO-3℃for20mininanice-bath・ThemaximalRofMB-gelwasequivalenttotheRof

thatafterheatingMB-sｏｌｏｆｐＨ６､０．FortheMＢ－ｓｏｌｏｆｐＨ５､０－５．５，MB-gelswereunformed

byheating・Itseemedthatthispropertywasderivedfromtheeffectoftheisoelectricpointof
thisprotein・Anincreaseofproteinconcentrationenhancedthegel-R・Aplotofdouble
logarithmsofproteinconcentratioｎａｎｄｇｅｌ－ＲｇａｖｅｓｔｒａｉｇｈｔｌｉｎｅｓａｔｐＨ６．０ａｎｄ６．８．The
heatingtemperaturerequiredtoobtainthemaximalRofMB-gelwas70℃amongdegreesfrom
40℃ｔｏ９０℃ａｔｐＨ６．０ａｎｄ６．８ｉｎＭＢ－ｓｏｌ･

Further，theRofMB-gelwascomparedwiththejellystrengthofKamaboko、Asaresult，
theRofMB-gelmostlycorrespondedtojellystrengthofKamaboko・

WemayconcludethatthegelformingabilityofsharkmuscleisestimatedfromRofpureMB
foramolecularmodelinsteadofmakingKamabokopractically．

魚類筋肉から調製したミオシンＢは，畜肉に比べＣａ2+ATPase活性の熱に対する不安
定さや，また，ある魚種にとっては坐りといわれるタンパク質の凝集が起こるなどその取扱
いに‘慎重さを要する。

畜肉および魚類筋肉から調製したミオシンＢの加熱ゲル形成性を判断する実験装置とし
て，石下ら,)の帯型粘度計や丹羽ら2)の帯型粘度計改良型，また，伊藤ら3)のSaunders＆
Warｄ改良法などが紹介された。

先に，帯型粘度計を用いてサメ筋肉ミオシンＢの加熱ゲル形成性を測定したが，測定に
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熟練を要すること，測定値のばらつきが大きいこと，低濃度のタンパク質が対象となってい

ること，さらに測定に長時間を必要とすることなどの難点があった。

本報では，サメ筋肉のゲル形成機構を解明するための分子レベルのモデル系を確立するた

めに，サメ・ミオシンＢの加熱ゲル形成性を短時間に，しかも多くの検体を測定できるよ

う企画しSaunders＆War。法4)を一部改良した測定装置を吟味した。さらに，この改良法

によるミオシンＢの加熱ゲル形成性とかまぼこのゼリー強度との関連性についても検討し
た。

試料魚及び実験方法

試料魚

ホシザメＭ２‘s陀加””zOは，鹿児島県川内市沖で水揚げされたもので，-25℃で保管さ

れ，３カ月以内に使用した。ネズミザメＬα沈刀､α伽､'な，ヨゴレＱｚ7℃ﾙα油伽sjb?Zgi77zα"z4s，
アオザメ伽γz‘sg伽蝿カマスサワラＡａｚ"伽cり伽沈sOjZzlz伽は練習船で漁獲後，-25℃で
凍結貯蔵されたものを，また,エソＳ‘zz伽hz"z‘j9s9z‘伽は鹿児島中央市場より購入し，-70℃
で凍結貯蔵したものを用いた。

ミオシンＢの調製

Ｆｉｇ．１に示したように,新井の方法5)に準じてミオシンＢを抽出した。最後に得られた沈
殿は，最終イオン強度が0.5（0.45MKCl-phosphatebuffer）になるように調整した。また，
ミオシンＢに気泡が入るのをさけるため，8,000×ｇで10分間遠心分離した後サンプル管に
ミオシンＢを注入した。タンパク質の定量はGornall法6)によった。
ゲル剛性率の測定

Saunders＆Ｗａｒｄの装置を一部改良して行った。改良点は，Ｆｉｇ．２に示すように短時間
で多くの検体が測定できるようにサンプル管部分を容易に交換はめ込みができるようにカー

トリッジ式にしたことである。なお，本装置の作成に当たっては毛管部にオストワルド粘度

計（Ｎｏ．３）を，サンプル管部にガラス接手管（共通球面摺合わせ）を利用した。また，測
定誤差を最小にするため，ゲル変形に伴う毛細管内の液量変位（ｈ）を１－５mmまでそれぞれ

１mmごとに加圧されたマノメーター変位（Ｐ）を測定し，最小２乗法にてその傾きを求め

Fig.２に示す計算式に代入した。なお，今回の測定では，すべてにおいてｈとＰの間は相
関係数γ＞0.99であり，「ずり弾性率は，微小変形下でのひずみ角である」という定義7)で
ゲルの変形を考えた場合，５mmまでの加圧に対しては，安定した変形角が与えられていたこ
とになる。

計算式はＲ＝Prl/81r:ｈである。ただし，Ｒは剛性率（dyn／cnf）＊，Ｐは試料にかかっ

た圧力，ｒ,はサンプル管の半径（c､)，ｒ２は毛細管の半径，１は試料の長さ（c､)，ｈは試

料のひずみによって生じる指標物質(ＣＣｌ４)のメニスカスの移動距離(c､）である。（r,＝0.45,
r2＝0.05,1＝3.0（c､)）

＊dyn／cni＝dPa（SI単位）
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サンプル管に高さ3.0（c､）になるまでミオシンＢを流入し，所定の温度で所定の時間加

熱した後，氷水中にて20分間冷却した。このサンプル管を測定装置の共通摺合わせ接手管に
セットし，２０士１℃の'恒温水中で５分間放置した後，試料をピストンビューレットで加圧し，
それぞれの毛細管移動距離に対応するマノメーターの変位を測定した。

かまぼこの調製

かまぼこの調製は，志水の方法8)に従った。水分含量83％，ｐＨ６．８に調整し，９０℃で３０

分間加熱した後，氷水中にて急冷し５℃で一夜放置した。ゼリー強度は，直径８mmの球状プ
ランジャーを用いて，山本式フードチェッカー（Ｋ､Ｋ、サン科学）にて破断強度と凹みを測

定し，両者の積から求めた。
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結果および考察

ＰＨの影響

ｐＨ調整は，ｐＨ5.0-5.5ではクエン酸緩衝液，ｐＨ6.0-7.5ではリン酸緩衝液を用いたが，

それぞれのｐＨにおける剛性率の測定結果はＦｉｇ．３に示すように，ｐＨ６．０において測定可

能なゲルとなり，ｐＨが上昇するにしたがって剛性率は低下した。ｐＨ5.0-5.5では，ミオシ

ンＢの加熱によって，液と凝固物が分離白濁し測定不可能であった。この原因は，Ｔａｂｌｅｌ

に示すようにｐＨ６．０においてクエン酸，リン酸両緩衝液とも近似値が得られたことから，

試薬の影響というよりｐＨに依存していると考えられ，ミオシンＢの等電点がｐＨ5.0-5.5

にあるためと推測された。ｐＨ6.0におけるゲル剛性率最大値は，石下ら')のウサギ・ミオシ

ンＢ，伊藤ら3)のコイ．ミオシンＢの結果と同様であった。

ミオシンＢ濃度の影響

濃度20-60（m9／g）の範囲において，ミオシンＢを80℃，２０分間加熱した場合の剛性率

とタンパク質濃度との関係を求めた。両者の対数プロットはＦｉｇ．４に示すように，傾き

1.90の直線関係を示した。これは，ミオシンＢ濃度が高くなるにしたがって剛性率も順次

上昇することを示している。またｐＨ6.8の場合もｐＨ6.0と同様の傾向を示し（図示してい
ない)，対数プロットは直線になり，その傾きは2.08で，ｐＨ6.0のものに近かった。ミオシ

alY,一一＞
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Fi９．２．Schematicdiagramofapparatususedfortherigiditymeasurementofheat-inducedgel．
Ｐ×ｒ１

Ｒ＝８×１×ｒ;×ｈ
Ｒ：Therigidityofheat-inducedgel．（dyn／cnf）
ｌ：Lengthofsample．（c､）
ｒ，：Insideradiusofsample．（c､）
ｒ２：Insideradiusofcapillarytube．（c､）
ｈ：Recovereddisplacementofindex．（c､）
Ｐ：Ｈ×980×γ（dyn／cnf）

Ｈ：Differencialdistance．（c､）
γ：Densityofkerosine，０．８(g／cni）
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ンＢ濃度が2０（m9／g）以下の時には，ゲルが脆弱なため，ｐＨ６．０とｐＨ6.8いずれの場合

も測定が不可能だった。剛性率の変動が最も小さかった30-40（m9／g）のミオシンＢ濃度

に試料を調製すればよいと思われた。

加熱時間の影響

８０℃で加熱した時のミオシンＢの剛性率に及ぼす加熱時間の影響をＦｉｇ．５に示した。

ゲルは最初の５分間でかなり形成され，その後，６０分間までゆるやかな上昇を示した。

Fig.６は，サンプル管にミオシンＢを注入した後，８０℃で20分間加熱し，その後０℃，

ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｇｅｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｙｏｓinBfromsharkmuscle，
MyosinB（39.4,9／g）washeatedat80℃ｆｏｒ２０ｍｉｎａｎｄｃｏｏｌｅｄａｔ
Ｏ-3℃ｆｏｒ２０ｍｉｎ，CitratebufferwasusedformyosinBadjustedpH
from5､０ｔｏ５．５andphosphatebufferwasusedformyosinBad‐
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Rigidity（Ｒ×104.y､／cIf）

Ｆｉｇ．３

justedpHfrom6､０ｔｏ７．５．

Table１．Effectofbuffersonthegelformation
c

ofmyosinBfromsharkmuscle．

20mMPhOsphate,ｐＨ6.0

20mMCitrate，ｐＨ６．０

Buffer

1．４０

１．３０
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Ｆｉｇ．４Doublelogarithmicplotsforprotein Fi９．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｉｎｇｔｉｍｅｏｎｇｅｌｆｏｒｍａ‐
concentrationandrigidityofheat‐tionofmyosinBfromsharkmuscle・
inducedgelofmyosinB・MyosinBMyosinB（53.5,9／ｇ）ａｄｊｕｓｔｅｄａｔ
ｗｉｔｈｐＨ６０ｗａｓｈｅａｔｅｄａｔ８0℃for２０ｐＨ６．０washeatedat80℃forvarious
minandcooledatO-3℃ｆｏｒ２０ｍｉｎ・ ｌｅｎｇｔｈｓｏｆｔｉｍｅａｎｄｃｏｏｌｅｄａｔＯ-3℃

ｆｏｒ２０ｍｉｎ、

２０分間冷却した際のサンプル管内の中心温度を測定した結果である。この加熱温度分布図と
比較して，加熱ゲル形成性は温度履歴に密接に関係していた。ここには図示していないが，
ｐＨ6.8の場合も同様の結果が得られた。

加熱温度の影響

ミオシンＢの加熱ゲル形成性に及ぼす加熱温度の影響を調べた結果，Fig・７のように，
７０℃に最大ゲル剛性率値を示した｡また,測定可能なゲルが形成されたのは40℃以上で,３０℃
以下の加熱ではゲルは形成されずに測定不可能だった。図示していないが，ｐＨ6.8の場合
も同様の傾向であった。７０℃で最大ゲル剛性率値が得られた理由については，今後さらに検
討していく必要があると思える。

以上の結果から，８０℃で加熱したときのサメ・ミオシンＢのゲル形成性はｐＨ6.0で最大
値を示し，加熱時間で５分以上，タンパク質濃度で2０（､9／g）以上の条件でゲルが形成さ
れることがわかった。２０分間の加熱時間で，ｐＨ６．０とｐＨ６．８ともに加熱温度は70℃で最大
ゲル剛性率を示した。よって，ミオシンＢの加熱ゲル形成性の測定は，加熱時間20分間，
タンパク質濃度30-40（､9／g）加熱温度70℃の条件を用いた。ＰＨは，かまぼこの製造条件
である6.8で行った。

また，Saunders＆Warｄ改良法は，帯型粘度計と比較して§あまり熟練を要さないこと
や短時間に多くの試料を測定できること，測定値の再現性が高いなどの利点がみられた。た

6０
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RelationshipbetweenjellystrengthofKamabokoandrigidityofheat-inducedgelof
myosinB・InpreparingKamaboko，surimiadjustedto83％moisture（ｐＨ６．０）washeated
at90℃ｆｏＥ３０ｍｉｎａｎｄｃｏｏｌｅｄａｔＯ-3℃ｆｏｒ３０ｍｉｎ・MyosinBadjustedto92％moisture
(ｐＨ６．８）washeatedat70℃ｆｏｒ２０ｍｉｎａｎｄｃｏｏｌｅｄａｔＯ-3℃ｆｏｒ２０ｍｉｎ、Thegraphindi‐
catedtherelativevaluesofjellystrengthandofrigidityofsamplesaddedureafromlOO
mMto350mMtothecontrol（fractionofnon-addedurea.）

だし，本装置では剛性率の絶対値というよりはむしろそれに近い相対値を測定しているとい

える。剛性率の絶対値を求めるためには，標準物質を測定して本装置に対する補正係数を決

定する必要がありヅ今後の検討課題である。

改良装置による加熱ミオシンＢの剛性率とかまぼこのゼリー強度との関係

種々のサメ筋肉から調製したかまぼこのゼリー強度とサメ筋肉ミオシンＢの加熱ゲル剛

性率との関連性を調べた。ゲル剛性率とゼリー強度は，同一魚体から抽出および調製された

ミオシンＢとすり身に100ｍＭ－３５０ｍＭの尿素を添加し，尿素無添加区を100としてそれぞ

れの相対値を示している。ゲル剛性率の測定は，測定時間の関係より，タンパク質濃度は水

分含量92％（ｐＨ６．８）に調整してある。また，加熱は70℃で20分間，氷水中にて20分間冷

却したものを測定した。その結果，Fig.８に示すように，各魚種に対して両者の間に正の

相関関係が認められ，相関係数はネズミザメ；0.77,ヨゴレ；0.72,アオザメ；0.89,エソ
;0.92,カマスサワラ；0.96と高いものであった。

Saunders＆Warｄ改良法で得られたミオシンＢの加熱ゲル剛性率は，同一魚体から調製
したかまぼこのゼリー強度と強い相関性を示し，ゲル剛性率を測定することで，実際にかま

ぼこを調製しなくてもかまぼこのゼリー強度を推定することが可能となった。したがって，
本研究によるゲル剛性率測定装置は，魚肉の加熱によるゲル化機構（ゲル形成性）をミオシ
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御木，上西，西元：サメ筋肉ミオシンＢのケル測定

ンＢさらには分子レベルで解明するために利用できるものと思われた。

本研究を行うにあたり，ご協力いただいた進藤穣氏に謝意を表する。
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