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魚類 筋形質 タンパｰク質の熱凝固特性*1
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Heat-Coagulation Property of Fish Sarcoplasmic Proteins

Katsuji Morioka*2 and Yutaka Shimizu*3

To study the mechanism of the gel-strength increasing effect of sarcoplasmic proteins (Sp-P)

 on fish meat gel, the interaction between each component of Sp-P and actomyosin (AM) occurr-

ing during heating was examined. Heat coagulation temperature range was measured for

 each component by gradually heating the Sp-P extracts (I=0.05) from 9 fish species: 40-50

℃ for 50K, 43K, and 23K; 50-60℃ for 94K, 60K, 40K, 30K, and 25K; 60-70℃ for 65K,

 63K, 55K, and 35K; >70℃ for　20K components>. These components, however, remained

 in the mixed solution (I=0.7) of Sp-P and AM at a ratio of 1 to 2 even after heating at

 80℃. This was attributable to the fact that the coagulable Sp-P components bound to AM

 molecules one after another at their coagulation temperatures were suspended in the solution.

魚肉の ゲル形 成時 に筋形 質 タ ンパ ク質(以 下Sp-Pと

略す)は,こ れ まで筋 原線維 タンパ ク質(以 下Mf-Pと

略す)の 網状構造 形 成を 阻害す る と考え られ てきた。1-3)

しか し,最 近著 者 ら4)はSp-Pが 必ず しも魚肉 のゲ ル形

成を阻害せず,む しろ補強 す る こと,そ の効果 はSp-P

を90℃ で予備 加熱す る と失 われ る ことを報 告 した。し

か し,そ の作用 機講 につ いて は依 然 と して不 明であ る。

志水 ら5)は ゲル構 造 の主 構成成 分 である ア ク トミオ シ

ン(以 下AMと 略す)とSp-Pが 熱変性 の際相互 に干渉

し合 い,中 性域 では それ 自 身非熱凝 固性 のAMが50か

ら90℃ の温 度域 でSp-Pと 凝集 して沈殿 す るこ とを報

告 した。この凝集 がSp-Pの どの成 分 に由来 す るかを調

べるこ とは,Sp-PのMf-Pゲ ル補強 機構 を明 らかにす

る上で重要 であ る と考え られ る。

そ こで本 研究 では マサバ を含む9魚 種 のSp-P液 の

熱凝固特 性を調 べた後,AM存 在 下(I=0.7)で の加 熱に

伴 う上清 中の マサバSp-Pの 変化 をSDSポ リアク リル

ア ミドゲル電気泳 動(以 下SDS-PAGEと 略す)像 を用

いて検討 し,SDS-PAGE像 上 に認 め られ るSp-Pの ど

の成 分がAMと 凝 集す るか を明 らか に しよ うとした。

実 験 方 法

試料 魚　 前報4)と 同様 にSp-Pの 調 製に はマサバSco-

m uber japonicusを,Mf-Pの 調 製 にはイ トヨ リダNem-

ipterus virgatusを 用 いた。 また, Sp-Pの 熱凝固特性 に

つい てはマサバ以外 に さ らに以下の8魚 種 を用い た。 マ

イワシSardinops melanostictus,キ ハ ダThunnus alba-

cares,マ ダイPagrus major,ス ケ トウダ ラTheragra

　chalcogramma,ゲ ン ゴロウブナCarassius auratus,コ イ

Cyprinus carpio,ニ ジマ スOncorhynchus mykiss,テ ラ

ピアOreochromis niloticus。

筋形質 タンパ ク質 の調製　 試 料魚か ら背部 普通筋 を採

取 し,4mm目 の肉挽 き機 にかけ た後,そ の挽 肉 に5 倍

量の リン酸緩 衝液(I=0.05, pH 7.0)を 加 え,泡 止め ホ

モ ジナ イザ ーで3分 間磨 砕 し,そ の懸濁液 を12,000×g

で15分 間遠 心分離 して得 られ る上 清を綿 ろ過 して集 め

Sp-P溶 液 とした 。

筋 原線維の 調製　 イ トヨ リダイ背 部普通肉 に5倍 量 の

ホウ 酸緩衝液(0.09M KCl, 5mM EDTA, 0.039M Bo-

rate buffer, pH 7.0)を 加え,泡 止 め ホモジナ イザ ーで

5分 間磨砕 して,5mm目 のス テ ン レスネ ッ トに通 した

後,遠 心分離 と洗浄を4回 繰 り返 して 得 られ る 残渣 を

Mf-Pと した。このMf-Pに8%ショ糖 を加えて-20

℃で凍結 保存 してお き,随 時解 凍 して実 験に供 した。

筋形 質タ ンパ ク質の熱凝 固率の測 定　Sp-P溶 液10m

lを共栓 付 き試験 管に取 り,30か ら90℃ に設定 した恒温
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槽 中で15分 間加 熱後,氷 水中 で急冷 して反応を停 止 さ

せ た。反応停 止後,12,000×gで15分 間遠 心分離 して

得 られ る上 清中 のタ ンパ ク質 を定量 し,加 熱前の タ ンパ

ク質量 に対 す る沈殿 に移行 した タ ンパ ク質量 の比を 熱凝

固率(%)と した。筋 原線維 タンパ ク質共存下 で のSp-P

の熱凝固特 性を調 べ る場合 は以下 の よ う に 行 っ た 。調

製 した イ トヨ リダイMf-Pを リン酸緩衝 液(I=0.05, pH

 7.0)で2回 洗浄 と遠心 分離 して得 られた残 さを5倍 量

の0.6M NaClを 含む10mM NaH2PO4, 25mM Na2-

HPO4, (pH 6.8)を 用 いて5℃ で一晩 抽 出後,遠 心分離

して得 られ た上清 をAM溶 液 として実験にv供 した 。 こ

のAMお よびSp-Pを タンパ ク質濃度 がそれ ぞれ4, 2

mg/mlに,ま た イオ ン強度 が0.7, pHが6.8に な る よ

うに希釈,混 合 した ものを30か ら80℃ に設 定 した恒

温槽 中で15分 間加熱後,氷 水 中で急冷し て反応 を停止

させ た。反応停 止後,12,000×9で15分 間遠心 分離

して得 られ る上 清中 のタ ンパ ク質 を定量 し,加 熱 前の溶液

中の全 タ ンパ ク質量に対 す る上清 中に残存 す るタ ンパ ク

質量 の比 を残存 率(%)と した。

Table 1. Heat-coagulability of sarcoplasmic proteins (Sp-P) extracted from white muscle of 9

fish species at temperatures ranging from 30 to 90℃ (%)

分析方 法　 タンパ ク質 の定量 は,牛 血清 アルブ ミンを

標 準 タンパ ク質 としてLowry et al.の 方法6)に 従 って

行 った 。また,上 清の一 部は電気 泳動分析 に供 した。電

気 泳動 は,Laemmli7)の 方法に従 い0.1%SDSを 含む

10%ポ リアク リル ア ミ ドゲルで 行 っ た。泳 動後 の ゲル

は,Coomassie Brilliant Blue R-250で タ ンパ ク質 バ ン

ドを染色 し,10%酢 酸 で脱色 した 。脱色後,各 バ ン ドの

染色強 度を 島津CS-9000デ ンシ トメータ ーを用 い,波 長

555nmで 測定 し,相 対 含量 を求めた 。

実験結 果お よび考察

筋形質 タンパ ク質の 熱凝固特 性Sp-P溶 液(I=0.05,

pH 7.0)を 各湿 度で加 熱 した とき,上 清中 に残 存す る タ

ンパ ク質を定 量 し,加 熱前 の タ ンパ ク質量 に対 す る沈 殿

に移 行 したタ ンパ ク質量 の比 を 求 め,Table 1に 示 し

た。30℃ で加 熱 した ときのSp-Pの 凝 固率 は,マ イ ワシ

を除 いて5%以 下 で あった。40℃ 加熱に お いて は,マ

イワ シ,ニ ジマス,ス ケ トウダ ラの凝固率 は それ ぞれ約

20, 21, 33%で10%を 越 えた が,他 の6魚 種 は依然

10%以 下 であ った 。45℃ を超え る とすべ て の魚種で

顕著な凝 固率 の上 昇がみ られ た。65℃ で マダ ィ,マ イ

ワシ,ニ ジマス,キ ハダでは凝 固は ほぼ終 了 してお り,

また残 りの5魚 種 も80℃ で終了 した 。90℃ におけ る

Sp-Pの 凝 固率 は,キ ハ ダ96.7%,マ サパ95.7%,マ イ

ワ シ94.0%,マ ダイ96.2%,ス ケ トウ ダラ81.3%,テ ラ

ピア78.4%,ニ ジマス93.4% ,コ イ76.4%,ゲ ン ゴロウ

ブナ66.6%で あ った。

以上 の結果 よ り,Sp-Pの 熱凝 固パ タ ーンお よび熱凝

固率 は魚種 に よって異な ってい た。志水,西 岡3)は8魚

種 のSp-Pの 熱凝 固率を調 べ てお り,赤 身 の魚>中 間魚

種>白 身の 魚,淡 水 魚の順,す なわ ち生 態的 に運動 量の

多い 魚種ほ ど熱凝 固率が高 くな る傾 向 を認め てい る。今

回 の我々 の結果 も同様 の傾 向を示 した 。し か し,白 身の

魚で あるマ ダイ と淡 水魚で あ るニ ジマ スの熱凝 固率 がそ

れぞれ96.2, 93.4%と 高 くな って お り,上 記以外 に熱凝

固率を 支配す る要因 が存在 す る と考え られ る。

次 に各温度 で加熱 した ときの上 清に残 存す る タ ンパ ク

質をSDS-PAGEに よって調べ,マ サバSp-P構 成 各成

分 の熱 凝固温 度帯 を求め た(Fig. 1)。 な お, SDS-PAGE

図上 の各 タ ン パ ク質バ ン ドは便 宜上,見 掛 けの分 子量

(Da)を もって呼ぶ ことに した 。

50K, 43Kお よび23K成 分 は45℃ か ら凝 固 しは じ

め,50℃ で上 清中 か ら消失 していた。一方 ,55Kお よ

び35K成 分は比較 的 熱に安定 で,60℃ か ら凝 固 しは じ

め70℃ で終 了 して い る。 また,主 成 分 の一つ であ る



40K成 分 は60℃ で凝 固が終 了 してい る。20K以 下の

低分子 タンパ ク質 は90℃ 加熱後 なお上 清中 に残 存 して

お り,熱 非凝 固性 タンパ ク質であ る と考 え られ る。

以上の結果 よ りSp-Pの 各成分 の熱凝 固温度 の違 いが

明らかにな った。 またSp-Pの 各成 分 の熱 凝固温 度は,

すべての魚種 に共通 の傾 向がみ られた 。つ ま り50K, 43

Kお よび23K成 分 は,す べて の魚種 で最 も早 く凝固が

終了す る。 また35K成 分 はかな り熱に安定 であ り,低

分子 タンパ ク質 は す べ て の 魚 種で非 凝固性 であ った。

Sp-P各 成分 の凝固温 度帯 は以下 の よ うで あ っ た。(1)

40～50℃: 50K, 43Kお よび23K成 分, (2)50～60。C:

 94K, 60K, 40K, 30Kお よび25K成 分, (3)60～

70℃: 65K, 63K, 55Kお よび35K成 分, (4)70℃<:

低分子 タンパ ク質(20K≧)。

Pig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophoretic patterns (A) and band composition (B) of Pacific

 mackerel Sp-P remaining in the supernatant after heating at temperatures ranging from 30 

to 80•Ž. 

The procedure of the coagulation test was the same as described in Table 1 .

ア ク トミオ シン共 存下 での筋形 質 タンパ ク質 の熱凝固

特性　 志 水 ら5)はマ アジのAMとSp-Pが 熱 変性の際

に干渉 し合 うこ とを報告 した。この点 につい てSp-Pの

どの成 分がAMと 相互作 用す るか を詳 し く検 討す るた

めにAM共 存下 で のSp-Pの 熱凝 固特 性 をSDS-PAGE

象に より検討 した 。AM溶 液(4mg/ml), Sp-P溶 液(2

mg/ml),両 者 の混合溶液(AM濃 度4mg/ml, Sp-P濃 度

2mg/ml)お よびAMと あ らか じめ80℃ で加 熱変性 さ

せたSp-Pの 混合溶 液(AM濃 度4mg/ml, Sp-P濃 度

2mg/ml)の 各加 熱温 度 で の 上清 中 のタ ンパ ク質の残存

率をFig. 2に 示 した。な お この場 合,全 ての溶液 の イオ

ン強 度を0.7, pHを6.8に 調節 した。

AM溶 液(a)は40℃ 付近 か ら一 部 に凝 集沈殿 が認め

られ た。 しか し,50℃ 以上 の温度域 では それ以上 の凝

集 は認め られ ず, 50か ら80℃ で の上 清中 の タンパ ク質

の残存 率 は約80%で あ った。Sp-P溶 液(b)の 場合,

40℃ か ら凝 固が始 ま り,50℃ で約 半分 のSp-Pが 凝 固

沈殿 し, 70℃ で ほぼ凝固 が完 了 した 。80℃ でのSp-P

の残 存率 は約5%で あ った。 この よ うにAMは 大部分

が上清 に残 り,一 方Sp-Pは 大部 分が凝固沈 殿 した 。

Fig. 2. Solubility curves of actomyosin (AM)

 solution from threadfin bream muscle, Sp-P 

solution from Pacific mackerel muscle, and

 their mixture after heating at temperatures

 ranging from 30 to 80•Ž. Ionic strength and

 pH of the solution were adjusted to 0.7 and

 6.8, respectively.

a (• ), AM solution (4mg/ml); (b) (•£), Sp-

P solution (2mg/ml); c (•›), mixed solution of

 AM and Sp-P (4 and 2mg/ml of each pro-

tein); d (•œ), mixed solution of AM and pre-

heated (80•Ž, 15 min) Sp-P; and e (•¢), solubi-

lity curve estimated from (a) and (b).

AM-Sp-P混 合 溶液(c)の 場 合, AM単 独 溶液 と非常

に 良 く似た凝 固パ ターンを示 した 。す なわ ち,40℃ 付

近 か ら一 部に凝集沈 殿が 認め られた が, 50℃ 以上 の温

度域で はそれ以上 の凝 集 はほ とん ど認め ら れ ず, 80℃

での残存 率は約77%で あ った。この場 合,AMとSp-P



の間に全 く相互作用 が存在 しない と仮定す る とAM溶

液 とSp-P溶 液 の凝 固曲線 か ら,そ の混合溶液 の凝 固曲

線 は(e)の ようにな る と考 え られ る。しか し, Fig. 2に

示 した よ うに実際 の混合溶液 の残存 率は, (e)よ りもか

な り高 くな った 。この ことか らAMとSp-Pの 間 に加 熱

に よ り何 らか の相互 作用 が生 じて,予 想 よ り多量 の タン

パ ク質が上 清中 に残 存 した と考 え られ る。一方80℃ で

あ らか じめ加熱変性 させ たSp-PとAMの 混 合溶液(d)

の場 合, 30℃ で の残存率 がすで に約60%と 低 く,40か

ら50℃ にか けて残存 率は若 干減少す るが,そ の後 は ほ

ぼ一 定 とな り,80℃ での残存率 は約50%で あった。

この値は(e)の 値 とほぼ一致す ることか ら,加 熱 変性 さ

せ たSp-PとAMの 間 には相互作 用が ない と推察 され

た。

Fig. 3. SDS-polyacrylamide gel electrophoretic 

patterns of AM solution from threadfin bream

 muscle, Sp-P solution from Pacific mackerel 

muscle, and their mixture remaining in the

 supernatant after heating at temperatures 

ranging from 30 to 80•Ž.

(A), AM solution; (B), Sp-P solution; (C), 

mixed solution of AM and Sp-P; and (D), 

mixed solution of AM and pre-heated (80•Ž, 

15min) Sp-P.

Abbreviations are as follows: MHC, myosin 

heavy chain; AC, actin.

志水 ら5)はAMとSp-Pが 熱変性の際相互に干渉し合

い,中 性域ではそれ自身非熱凝固性のAMが50か ら

90℃ の温度域でSp-Pと 凝集 して沈殿すると報告した。

この加熱 に伴 う混合溶液中のAMの 挙動の相違は,

 AM-Sp-P混 合 溶液 の組成 の差 に 起 因 す る と推 察 され

る。す なわ ち志 水 らの場合,両 者 の比 がAM/Sp-P=1/

2.5とSp-Pの 相対 比 が高いた め, AMが 熱凝 固性 の

Sp-Pの 影 響を強 く受け て凝集沈 殿 した のに対 して,著

者 らの場 合はAM/sp-P=2/1とsp-Pの 相 対比 が低 いた

め,Sp-PがAMに 凝集 したが,沈 殿す るに は到 らなか

った と考 え られ る。

Fig. 4. Densitograms of SDS-polyacrylamide gel 

electrophoretic pattern of the mixed solution 

of threadfin bream AM and Pacific mackerel 

Sp-P remaining in the supernatant before and 

after heating at 80•Ž.

Arrows indicate components of Sp-P. Ab-

breviations are as follows: MHC, myosin 

heavy chain; AC, actin.

さらに詳しく検討す るためこの場合の各上清中のタン

パク質組成をSDS-PAGEを 用いて検討 した。結果を

Fig. 3に 示した。AM溶 液は加熱温度が上昇 してもその

組成には,未 加熱とほとんど差が認め られなかった。

方,Sp-P溶 液は加熱に伴って各成分が凝固沈殿 し, 70

℃加熱上清においてはSDS-PAGE像 上に低分子成分以外

認め られなかった。これは残存率の結果 と一致 して い

た。

AM-Sp-P　 混合溶液の場合, AM溶 液の場合と同様に



加熱温 度が上 昇 して も未加 熱 の も の と 比較 してSDS

- PAGE像 上 の組 成 にほ とん ど変化 は認め られな かった。

つま り,AMとSp-Pの 間 の相互作 用は, Sp-Pの 特 定

の成分で はな く,熱 凝 固性 成分 すべ てに起因す るとい う

ことであ る。 この こ とは未加 熱 の溶液 と80℃ 加熱溶液

のSDS-PAGEの デ ンシ トグラムか らも定量 的に確 かめ

られた(Fig. 4)。

一般 に加熱に伴 うタンパ ク質 分子間 の相 互作用 には,

S-S結 合な どの共 有結合や 疎水 性相互作 用,水 素結 合

塩結合 な どの非共 有結 合が関 与す る と考え られ てい る。

この うち,S-S結 合 につい ては今 回SH基 保護剤 であ る

N-エ チル マ レイ ミ ドや ジチオ ス レイ ト-ル の 添 加 に よ

って もSp-PのAMへ の凝 集 は影 響 されなか った こと

(結果 は示 さず)か らS-S結 合 の形成 は この凝 集反応 に

必須ではな い もの と推察 した。

一方,卵 白,大 豆 タンパ ク質 の よ うな熱不可逆 性 のゲ

ルの場合,そ の ゲル化 には疎水 性相互 作用が 密接 に関与

してい る と考え られ て い る。8)Sp-Pも 熱不可逆 性 のゲル

を形成す る こ と,9)ま た,あ らか じめ加熱す る とAMに

対す る凝 集能 を失 うこ とか ら考え て,加 熱 に伴 うSp-P

のAMへ の凝集 に は疎 水性 相互作 用が大 き く関与 する

ことが示唆 され るが,詳 細 につい ては不 明であ り,今 後

の課題で ある。

今回Sp-PのAMへ の凝集 には, Sp-Pの 熱凝 固性全

成分 が係 わ ってい るこ とが 明 らか とな った。現在,Sp-P

の 筋 原 線 維 タ ン パ ク 質 ゲ ル 補 強 効 果 にSDS-PAGE像 上

に 認 め ら れ る ど の 成 分 が 最 も 寄 与 し て い る か を 検 討 中 で

あ る 。

本 研 究 の 一 部 は 文 部 省 科 学 研 究 費 補 助 金(課 題 番 号

62304023)の 援 助 によ っ て 行 わ れ た 。 付 記 し て 感 謝 の 意

を 表 す 。
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