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緒 言

　水産ねり製品の弾力，いわゆる足，は製品の品質を左右する最も重要な要

素である。ねり製品の足に関する研究は，かなり古くからなされている（清

水，・9351）、平野，、9392））請水（、9443！、9664））は足の形成機作を

推定し次のように述べている。「魚肉に食塩を加えてすりつぶせば収縮して

いるミオシン糸タンパク質がほどけて長くなり，内蔵されていた極性基が表

面に現われ，これを加熱すれば極性基相互の結合が起ってからみあい，スポ

ンジ状の網状組織が形成され，その中に溶液を包蔵して弾性を生じる。これ

が足の本体であろう。」　その後，足に影響する諸要因に関する多くの研究

がなされ，最近ではねり製品の足形成に対する各製造工程の意義がかなりよ

く説明できるようになった（志水，、976跳しかし，足の形成機作その

ものに関してはまだ推論の域を出でいなしのが現状てある。特にタンパク質

分子間の結合に関する知見は極めて少なし。

　魚肉タノパ・ク質の分子間に形成きれる塩結合，水素結合，疎水結合，およ

びSS結合のうち，水素結合および疎水結合力足形成に関与する可能性につ

いては丹羽（、975）6）の報告がある．また，塩結合の可能脇推察されて

いる7烽ｳら｝、，高木（、973）8／よ瞬。ジ＿的手法｝。より足に対する各種

橋かけの寄与率を求め，疎水結合＋水素結合70～80％，塩結合12～15％，

SS結合17～22％と算出している。

かまぼこの足形成におけるSS結合の関与を検討し綱田ら（、96、）9）の

結果によれば，足の強さとSE基量との間には相関がなかった。丹羽ら

　　　　10）
　　　　　　は，坐り（すり身を常温に放置した場合にゲル化が起る現象）（1971）

におけるS亘基量の変化がほとんどないことから，SH基は坐りに関与しな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11）
いと報告している。一方，田端ら（1976）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は，SH試薬の添加に・より足

が弱くなること，および窒素下で魚肉を榴潰すれば調製したかまぼこの足が

強くなることを報告している。しかし，彼等はSH基がSS結合を形成した

としても足の強さとの関連性は非常に少ないものと推察している。
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以上のように,魚肉ね り製品の足形成におけるタンパク質のSH基およびS環吉

合の役割については,まだよ くわか っていない｡そこで本研究では,第 1章

および第2章において,まず魚肉の加熱ゲル形成に SH基および SS結合が

関与するかどうかを知る目的で,かまぼこの足形成に及ぼすシステイン,シ

スチン,および無機還元剤の影響を調べた｡第 3章では,魚肉のゲル形成機

作を解明するためのモデル系を確立するため,コイ筋肉か ら抽出したアクト

ミオシンを用いて,その加熱ゲル形成に及ぼす各種要因について検討 し,あ

わせて既知の 魚肉足形成 に及ぼす各種要因の影響 と本実験の結果 とを比較

考察した｡アクトミオシンあるいは ミオシン区タンパク質は魚肉ゲル形成の

主役 と考えられているが,アクトミオシン自身のゲル形成能を直接検討 した

研究はまだほとんど行なわれていない｡そこで,アクトミオシンのゲル形成

に SH基が関与するかどうかを知る目的で,第4章ではアクトミオシンを加

熱 したときの SH基の挙動 を,第 5章ではアクトミオシンのゲル形成能に及

ぼす SH試薬の影響をそれぞれ調べた｡さらに,第 6章ではアクトミオシン

を加熱することによって SH基の関与する高分子化が起るかどうかを,第 7

章では分子間に SS結合が形成されるかどうかを調べた｡

これ らの研究結果か ら,これまでなされてきた水産ね り製品の足形成機作

に関する研究の中でまだ未解決であったところのタンパク質分子間の SS籍

合が魚肉の加熱によって起るか否かという問題 に対 して,ある程度の解答が

得 られた｡すなわち,魚肉の加熱によ りタンパク質分子表面に露出されたSH

基は分子間 SS結合を形成することによって,魚肉タンパク質の/ゲル化すな

わち足形成に寄与することがわかった｡さらに,そのタンパク質分子間のSS

結合は,SH基の酸化反応によってだけでなくSH-SS交換反応によっても

形成 される可能性が提起された｡これらの反応機構の詳細をさらに追求する

ことはなお今後に残 された研究課題である｡
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第1章　かまぼこの足形成に及ぼすシステイン

　　　　およびシスチンの影響

　かまぼこの足形成における魚肉タンパク質のSE基およびSS結合の役割

については，まだよくわかっていな・・．嗣ら9）および田端ら11）は，足形成

の際のSH基の酸化によるタンパク質分子間のSS結合の形成に関して否定

的な報告をしている。坐りにおけるSS結合の形成に関しても，丹羽ら10）に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13）より否定的な結果が報告されている。また，YA冊1ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　およびSAMEJIMAら

はウサギミオシンの加熱凝固にS且基の酸化によるSS結合の形成が直接関

与していないと雛している。一方，田端ら11㌃ま，SE試薬の添加｝。よりカ、

まぼこの足形成能が低下したと報告している。

　本章では，かまぼこの足形成におけるタンパク質のSH基およびSS結合

の役割を理解するための手がかりを得るため，かまぼこの足形成に及ぼすシ

ステインおよびシスチンの添加効果を調べた。

　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　試料　スケトウタラ（71んθγα9γα・んα♂ω8γの㎜α）冷凍すり身は，北海道の冷凍

すり身業者から入手したものを用いた。マダラ（o・臨3彿ασ・・¢卿伽）および

マグロ（Tん脇聯・吻π脚）は舞鶴漁連より入手したもの，コイ（Cypγ編麗

・仰勿）は養殖場より入手した活魚を用いた。

　かまぼこの調製　冷凍すり身を用いた場合には，すり身3009に所定量の

試薬を加え，8℃の低温室で15分間播潰した。他の魚肉を用いた場合には，

常法通り採肉・水晒しした挽肉4009に対し3％の食塩と所定量の試薬を加

え，30分間播潰した。播潰したすり身をクレハロンケーシングに充填し，

8℃に35分間放置したのち，90±2℃で60分聞加熱した。添加試薬は

水溶液または水懸濁液として加えた。L一システイン塩酸塩およびL一シス

テイン酸は添加直前にその溶液を中和した。添加液量は3009のすり身に

対して10m♂となるようにした。
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　　　　　　　　　　　14）
　ゲル強度の測定　志水ら　の方法で環状の試料片（厚さ3mm）を作り，

Food　Rheometer（田葉井製作所製）で破断強度と破断伸長を測定した。

これらの積をゲル強度（9×cm）とした。

　すり身のpHの測定　加熱前のすり身に直接堀場ニードル型複合電極を挿

入し，そのpHを測定した。

　システインの定量　試料19を3％メタリン酸溶液10m♂とともにガラス

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15）
ホモジナィザーでホモジナイズし，炉過後，浜液をGRUNERTら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のニトロ

プルシッド法によりシステインを定量した。シスチンを加えたアクトミオシ

ン溶液中のシスティンの定量はG。、T。NDE1％酸ニン。ドリン法により行っ

た。

　アクトミオシンの調製　第3章に記載する方法に準じて，コイ筋肉より

W曲ER一耳DSALL溶液でアクトミオシンを抽出し，沈澱・溶解をご呵く一り返

して精製した。

　　　　　　　　　　実　　　験　　　結　　　果

　システインの効果　Fig。1に示したように，スケトウタラ冷凍すり身19

当り8μmo　1』のL一システインを添加したとき，ゲル強度は最大になった。

この効果がL－一システインの一SH基によるもの：がゼうカをi確がめる一ため，SH

基が一Rに置き換わったL一アラニンおよび一SO3Hに置き換わったL一シ

ステイン酸の足形成に及ぼす影響を調べた。その結果，Fi停2に示したよう

に，L一アラニンおよびL一システイン酸の添加はともに全く効果がなかっ

た。このことからシステインの添加効果はそのSH基に由来するものであり，

そのアミノ基やカルボキシル基を含むSH一基以外の部分によるものでないと

考えた。

　また，グルタチオンおよびチオ乳酸のようなSH化合物もシステインと同

様，足増強効果を示した。すなわち，冷凍すり身19当り8μmo　1のグルタ

チオンあるいは4μmo1のチオ乳酸を添加したとき，かまぼこのゲル強度は

いずれも対照の1．5～1．6倍であった。
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Fig．1，　Effect　ofLくystej血e　on　the　gel　fbrmation

　　　　ofAlaska　poUack　brayed．meaしThe　brayed。

　　　　meat　of　Alaska・ponack，　which　was　of　a

　　　　commercial　product血frozen　state，　con・
　　　　tained　2．5％of　sodium　chlodde，10％ofb．

　　　　sorbito1，　11．6％　of　protein，　and　76％　of

　　　　moisture．　The　brayed－meat　was　mixed　with

　　　　L－cysteille　at　about　8°C　致）1　15　m血．

　　　　The　paste　stuffbd　into　casi皿g　was　heated　at

　　　　90°C｛br　60　min．　Each　value　represents　the

　　　　mean±SD．　for　5　deteminations．

100

ハ
暮80
6

｝60
葛

；§4°

　の

一　20
　Φ

o
0
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Fig．2．　Effbcts　of　L・a1且皿血e　and　L－cysteic　acid

　　　　on　the　gel　fbrmation　of　Alaska　po皿ack

　　　　brayed・meat．　The　gel　was　prepaτεd．by　the

　　　　same　procedu爬　as　described　in　Fig．　L

　　　　－■一：　L凸alanine，　－0－：　L℃ysteic　acid．

　　　　Each　value　represents　the　mean±S．D．　fbr　5

　　　　deteminations．
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　シスチンの効果　Fig，3に示したように，冷凍すり身19当り10～20μmol

のL一シスチンを添加することによりゲル強度は最大となり，シスチンもま

た足増強効果を持つことが認められた。この結果は，スケトウタラ冷凍すり

身にシスチンを加えても，そのかまぼこのジェリー強度は対照とほとんど変

　　　　　　　　　　17）
らなかったという三宅ら　　　　　　　　　　　の報告とは異なっている。

　　100
喜8。

　登

　｛…60

婁4°

琶2

　　　　048121620　　　　　Cystine　｛｝」mol／g　of　meat｝

Fig。3．　E銘ect　ofレcystine　on　the　gel　fbrmation

　　of　Alaska　poHack　brayed・lneat．　The　gel　was

　　prepared　by　the　same　procedure　as　describ－

　　ed　in　Fig．1．　Each　value　repre寧ents　the

　　mean±S．D．　for　5　determinations．

　システインおよびシスチンの併用効果　システインおよびシスチンのどち

らもかまぼこの足を増強したので，これらの併用により相乗効果がみられる

かどうかを調べた（Fig，4）。L一システイン8μmolとL一シスチン8μ

mo1とを併用したときのゲル強度は，それぞれ単独に添加されたときのゲル

強度のほぼ中問の値となり，システィンとシスチンの相乗効果は認められな

かった。

　二，三の魚種のかまぼこの足形成に及ぼすシステインおよびシスチンの効果

　システインおよびシスチンの足増強効果をスケトウタラ冷凍すり身以外の

魚肉についてさらに確かめるため，マダラ，マグロ，およびコイの肉を用い

て，それら試薬の効果を調べた。その結果，Tabユe　1に示したように，いず
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Table　1。． ｨ伽cts　ofレcystei資e　and　L　cystine　on　the　gel　fbrmation　of丘sh　meats　ffoln　cod，

　　　　　　tuna，　an“carp　Each　dressed　meat　was　chopped，　washed　wlth　cold　water，　a益d

　　　　　　．minced．　The　minced皿eat　was　brayed　m　a　mortar　with　3％of　sodhゆchlor量de

　　　　　　aコdwithレcysteine　or　L　Cystine．　The　re言ulting　paste　was　stuf陀d　into　casing　alld．

　　　　　　heated　at　90°C　fbr　60　min．

Fish　used Additive
μmo1／9
0f　fish

meat

Gel　strength
　（9×cm） PH＊4

Protein＊5　MOisture＊5
　　（％）　　　（％）

Cod（σα伽5〃ηぴoご¢ρ乃α伽3）

None
CySH＊1

CySSCy＊2

　8

10

89±11＊3

153．}18
139±19

6．52

652
6．51

15．9 80．7

Tuna（窃μπ朋51乃アπ朋5）

None
CySH
CySSCy．

　8

10

386十34

408±36

424±41

6．24

6．22

6．24

18．1 76．4

Ca・p（qγρr伽5c曜ρ’o）

None
CySH
CySH
．CySSCy

4

　8

10

120＋i5

124±15

149±15

．156±13

6．22

6．18

6．26

6．27

24．5 7LO

＊1

＊2

＊3

准‘

壌δ

L・Cysteine．

L・Cystine．

Mean　va里ue士SD．　fbr　5　dcterminations．

pH　of五sh　meat　paste　befbre　heating．

Protein　and　mo韮sture　in負sh　meat　gels．
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れの魚肉においてもL一システインおよびL一シスチンの添加により，その

ゲル強度は増加した。

　コイ肉すリ身に添加したシステインおよびシスチンの挙動　L一システイ

ンおよびL一シスチンを添加したコイ肉すり身の加熱前後におけるシステイ

ン量を定量し，これらの添加試薬の作用機作を考えるための一助とした

（Fig．5）。　システイン添加の場合，加熱前後とも添加したシステイン量

の約70％が，その添加量に関係なく検出された。シスチン添加の場合，加

熱前ではシスチンのシステインへの還元はごくわずかであった。魚肉19当

り10μmo　1のL一シスチンを添加した場合には，加熱後にかまぼこから7．2

μlno　1のシステインが検出された。この加熱によるシスチンのシステインへ

の還元が，魚肉タンパク質とシスチンとの反応によるものかどうかを確かめ

るために，コイアクトミオシンにL一シスチンを添加し，種々の温度に温置

後，システィンを定量した。添加したシスチンはコイアクトミオシンにより

Additive

None

Cysteine

Cysteine

Cystine

μmo吻
of　meat

一1

4E画冒

8E画画画画画
1・ x■■■■■白■

0　　　　2　　　4　　　　6　　　　8

　Cystehe　detected｛”mol／g　of　meat｝

Fig・5・9y・t・ine　c・・t・・t血the　ca・p　meat，　t。

　　whlch　L℃ysteine　orレcystine　was　added
　　before　and　a負er　heatj血g　at　90°C　for　6δ

　　min．　The　carp　meat　was　identical　with　that

　　described　in　Table　1．〔コ：before　heati皿g，

　　1團曜：after　heating．
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還元され，その還元量は温置の温度が高いほど多かった（Fig．6）。HAMhI

ら18／ま，筋原雛を加熱したとき，その加熱澱力塙いほどタンパ順のSH

亟の露出量が増加すると報告していろ。アクトミオシンの加熱においても，

加熱温度が高いほどSH基の露出量は増加し，そのため添加したシスチンの

システィンへの還元量が増加したものと推察される。

2．0

睾1・5

3
　1．0
き

歪

の

δo．5

0

0　　　40　　　60　　　80

　Temperature　｛°C｝

Fig・6・　Reduction　of　L－cystine　to　cys‘eine　by

　　calp　actomyoi虹n　during　incubation　at
　　various　temperatures　fbr　20　min．　Reaction

　　mIxture　contained　53　mg　of　actomyosin
　　and　1μmol　ofレcys吐ine　in　5　ml　of50　mM
　　phosphate　buffer，　pH　6．7．

　　　　　　　　　　　　考　　　　　　　　察

　かまぼこの足がシステインおよびシスチンの添加により増強される機構と

して，タンパク質のSH基およびSS結合とシスチンおよびシスティンとの反

応性から，次の三つの可能性が考えられる。

　ω　シスチンがタンパク質のSH基を酸化することによるタンパク質分子

間SS結合の生成（酸化反応）：臭難・リゥ轟デ・ド・アス・ルピン酸’9）

の添刀ロによってかまぼこの足が強くなることば，タンパク質分子間にSH基

の酸化によるSS結合が形成されるためと考えられている。また，パン生地
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の抗張力 も酸化剤によって大 きくなること20)や,フェリシアン化カリウムに

ょって分子間に SS結合が形成されること21)が報告されている0本実験で,

す り身に添加 したL-シスチンが還元きれたことから,タンパク質の SH基

が酸化きれることが推測 される｡システインは,いったん酸化されてシスチ

ンになって足増強効果をもたらす ものと考えられる｡

2PSH

PSSP)(

CySSC

2CySHy)( xxH2 (I,

(2) タンパク質の SH基 とシスチン,およびタンパク質の SS結合 とシス

テインとのSH-SS交換反応による混合 ジスルフィドの生成 (SH-SS交換

反応 ):ウサギ ミオシンの SH基 と低分子 SS化合物との間でSH-SS交換

反応が生 じ,混合 ジスルフィドが生成されることが報告されている2.2-25)また,

パン生地の混ねつ中にS35でラベルされたシステインおよびシスチンが,やはりSH-SS

交換反応によ りタンパク質中にとり込まれることが確かめられている2.6)

PSH十CySSCy - PSSCy+CySH

PSSP十CySH - PSSCy十PSH

-S
P l十CySH - p-S

一瑠SCy

-SH

す り身やアク トミオシン溶液に添加されたシスチンが還元 されることから,

(氏)の反応が起 っていることも考えられる.(Ill)および (Ⅳ)の反応のよう

なシステインによる分子間 SS結合および分子内 SS結合の切断が起ってい

るとすると,システインの添加により検出されなかった残 り30%のシステインは

タンパク質にとり込まれたのか もしれない｡ (Ⅲ),(m),および (Ⅳ)の反応

が起こるとすれば,システインおよびシスチンの添加によ り足が強 くなった

のは,タンパク質の分子間 SS結合以外の分子間結合によるものと考えられ

る｡

潮 システインが SS交換皮応を促進することによるタンパク質分子間SS

結合の生成 (SS交換反応 ):HuGGINSら27)は,SH基とSS結合を持つタン

パク質の尿素変性下でのゲル化の機構として,タンパク質分子間の交換反応

- 10-



仲にi:るSS結合の形成を推論L,たO

-S -SS-P
P l+PSti- p
-S -SH

(†)

BENESCHら28)(ま分子円 S硝 合を導入したIt･ラテンの溶削 こ,わずかな SH
化合物を添加すると,SS交換反応により分子間SS結合が促進され,熱に安

定なゲルがすみやかに形成されたと報告している｡タンパク質の熟変性にお

いて もSS交換反応が起こるという報告がある,29-31) RyLEら当 ま,SS化合

物間の交換反応が SH化合物により促進されることを証明しているo

RSSR+R′SSR′-2RSSR′ (Ⅵ)

かまぼこの足形成に対するシステインの添加効果 も.魚肉タンパク質分子間

のSS交喚反応の促進によるものと考えることができる｡また,SS化合物が

タンパク頃の SrI基と反応 し混合 ジスルフィドを形成したとき生成されるSIi

化合物が,タン′叩 胃の SS結合 と反応するという報告33)があるOしたがっ

て,シスチンの足形成に対する効果 も, 〔n)の反応によ り生成するシステイ

ンがタンパク質分子間の SS交換反応を促進するためであると考えることも

できるであろう｡

システインおよびシスチンのそれぞれの足増唾効果が,以上に挙げた反応

仮説のいずれによるかは,今のところ断定することはできないOしかし,こ

れまでの報告にみられろ SH速の酸化反応による足増強効果だけでな く,

Sf-I-SS交換反応 (a-Ⅳ)ならびに SS交換反応 (V-ll)の促進による足増

強の可能性についても今後 さらに検討することは,足形成偶作の解明に役立

つ もの と考えられる｡
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第2章　かまぼこの足形成に及ぼす無機還元剤の影響

岡田ら9）は臭素酸カリウムがねり製品の足を増強すること観出し，その

増強効果がタンパク質のSH基の酸化により形成される分子間SS結合に基

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19）
つく網状構造の強化によることを示唆した。吉中ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はアスコルビン酸およ

びデヒドロアスコルビン酸がかまぼこの足を強くすることを見出し，それら

の効果がいずれもデヒドロアスコルビン酸によるタンパク質SH基の酸化に

基づくことを示唆した。前章において著者はシステインおよびシスチンがか

まぼこの足を強くすることを明らかにし，それらの足増強効果がSH基の酸

化によるタンパク質分子間SS結合の形成に基づくことの他，　SSならびに

SH－SS交換反応によるタンパク質分子間結合の増大とも関連していること

の可能性を示唆した。

　本章では，かまぼこの足形成における魚肉タンパク質のSH基およびSS結

合の役割を理解する一助として，かまぼこの足形成に及ぼす二，三の無機還

元剤の影響を調べた。

　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　試料　スケトウタラ（Tん¢γα9γαoんα♂・・9γα加那α）冷凍すり身は前章と

同様，北海道の冷凍すウ身業者から入手したものを使用した。

　かまぼこの調製およびゲル強度の測定　かまぼこの調製ならびに各かまぼ

こ試料片の破断強度および破断伸長の測定は前章に記載した方法に準じて行

なった。

　すリ身のpHの測定　　pHの測定は前章に記載した方法に準じて行なった。

　　　　　　　　　　　　実　　験　　結　　果

　無機還元剤の影響　無機還元剤として亜硫酸水素ナトリウム，亜硝酸ナト

リウム，およびチオ硫酸ナトリウムを用い，これらのかまぼこの足形成に及

ぼす影響を調べた。これらの試薬は水溶液とし，いずれもそのpHを調節せ
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ずにスケトウタラすり身に添加した。その結果，亜硝酸ナトリウムおよがチオ硫酸

ナトリウムはかまぼこの足をかなり増強することがわかった（Fig．7）。スケトウ

タラすり身19当りこれら試薬を16μmo　1添加したとき，ゲル強度はいずれも対照

の約2倍となった。これら試薬の添加によるすり身のpHの変動はわずかで，いずれ

も16μmo1／9の添加により，そのpHは約0ユ上昇したにすぎなかった。一方，

亜硫酸水素ナトリウムはわずかな足増強効果を示した。すなわち，4および

8μmol／9の試薬を添加したときには，ゲル強度は対照よりやや高い値を示

したが，8μmol／9以上を添加したときには，「添加量の増加にともないその

6．6

舌6・3

6．0

100

暮80
6

；6°

婁4°

葛，20

O
0 4　　　8、　12　　16
Reducing　　agent

（μmol／g　of　meat）

Fig．7．　Effects　of　reducing　agents　on　the　gel

　　鉛㎜ation　of　A【aska　poHack　brayed，meat
　　and　on　the　pH　of　the　paste．　The　brayed・

　　meat　of　Alaska　pollack，　which　was　of　a

　　co㎜ercial　product血frozen　state，　con－
　　tained　2．5％of　sodium　chloride，10％of
　　D・sorbito玉，11．6％of　prote辻L，　and　76％of

　　濃2議詣2盤界e艦艦d搬
　　stuf£ed　into　casing　was　heated　at　90°C　for

　　60　min．一■一，　Na2S203・5H20；一〇一，
　　NaNO　2；－X－，　NaHSO3．Each　value　repre・
　　sents　the　mean±S．D．　for　5　dete㎜inations．
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効果は減少した。4μmo　1／9の亜硫酸水素ナトリウムを添加したすり身の亘H

は対照のすり身のpH　6．4とほとんど変らなかったが，試薬の添加量の増加に

ともない，そのpHは低下した。16μmo　1〃の試薬を添加したときには，そ

のp且は対照のそれより約0．4低かった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34）
　かまぼこの足の強さは，すり身のpHに依存することが報告されている。

そこで本研究に用いたスケトウタラすり身のp且の変動がかまぼこのゲル強

度にどの程度の影響を及ぼすかを調べた。すり身のpEは1NHCIあるいは

1NNaO且を用いて調節した。　Fig．8に示したように，すり身のp且が7．7の

とき，ゲル強度は最も大きかった。pH　5．8～77の範囲内では，　pHの上昇に

ともない，ゲル強度はほぼ直線的に増加し，pHO．1の上昇にともなうゲル強

度の増加は約3．59×c皿であった。亜硝酸ナトリウムあるいはチオ硫酸ナト

リウムを16μmo　1／9添加したすり身のpHはいずれも約0．1上昇し，これら

の試薬を添加したかまぼこのゲル強度はいずれも約509×c皿増加した。こ

れより，これらの還元剤の足増強効果はpHの上昇によるものではなく，こ

100

　∈80
　宴

　260
　f
　240
　2
　栃
　＿　20
　Φ

　　　0
　　　　　6　　　7　　　　8　　　　9

　　　　　　　　　　PH

　　　Ef£ect　of　pH　of　Alaska　poHack　brayed・F董9．8．

　　meat　paste　on　its　gel　fomlation・The
　　brayed．meat　of　Alaska　po皿ack　was　adjust・

　　ed　to　the　desired　pH　with　l　N　HCI　solution

　　and　l　N　NaOH　solution．　The　resu董ting
　　paste　was　stuf£ed　into　casing　and　heated　at

　　90°Cfbr　60　min．　Each　value　represents　the

　　mean±S．D．　fbr　5　detemlinations．
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れら試薬のもつ還元力によるものと考えられる。亜硫酸水素ナトリウムの場

合には，その添加量の増加にともない，すり身のpRは低下したが，これら

かまぼこのゲル強度はいずれも対照のそれよりわずかに大きかった。このこ

とは，Fig．8に示したように，すり身のpEの低下にともないかまぼこのゲル

強度が低下することと考え合せると，亜硫酸水素ナトリウムもまた足増強効

果をもつと考えることができる。

　無機還元剤とその他の足増強剤との比較　無機還元剤の足増強作用の機作

を推察する一助として，スケトウタラすり身に対する無機還元剤のもつ効果

と既報の足増強剤の効果とを足の質的側面から比較検討した。既報の足増強

剤としてピロりん酸ナトリウム，トリりん酸ナトリウム，臭素酸カリウム，

L一アスコルビン酸，デヒドローL一アスコルピン酸，工一システイン，お

よび、一シスチンを用いた．岡田ら9）は臭素酸カリウムの足増強効果が原料

魚の種類によってかなり変動することを報告している。そこで上記足増強剤

の効果を比較するに先立ってスケトウタラ冷凍すり身に対する臭素酸カリウ

ムの足増強効果について検討した。Fig．9に示したように，使用したスケト

　　　　　　　モ：：：L＿滋

100

∈　80
蔓

360
5
240
聲

9り

　20石
o

　　0
　　　0　　1　　2　　3　　4　　5
　　　　　KBrO3（Fmol／g　of　meat｝

Fig．9．　Effect　of　potassium　bromate　on　the　gel

　　formation　of　Alaska　po皿ack　brayed・meat
　　and　on　the　pH　of　the　paste．　The　gel　was

　　prepared　by　the　same　procedure　as　describ・

　　ed　血　Fig．7．　Each　value　represents　the

　　mea孤±SD．鉛r　5　dete㎜inations．
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ウタラす り身に対して臭素酸カリウムは足増埠効果をもち,その最適添加量

は2.5pmol/Cであった｡

各種足増強剤の効果を比較す るために,∴ピロりん酸ナトリウムおよび トリ

り~ん酸ナ トリウムについてはそれぞれ0.1および0.25% 添加 したかまぼこ

を調製 し,その他の増強剤については書中619)b-よび著者が得た 最適量を添

加 したかまぼこを調製した｡対照のかまぼこの破断強度 (T)および破断伸長

(L)に対する各かまぼこのそれぞれの相対値 (TrおよびIJr)を求め,グラ

フ上にプロットした (Fig.10 )｡ その結果 ,ピロりん酸ナ トリウムや トリ

りん酸ナ トリウムはかまぼこの破断強度の増大よりも破断伸長の増大により

多 く寄与 しているのに対 し､無機還元剤,臭素酸カリウム,アスコルビン酸

1.8

1.6

Fl･4

1.2
1

1 1.2 1.4 1.6 1.8

Lr

Fig･10.Effectsofvariousimproversontheelasticproperties
ofAlaskaponackmeatgel.Thegelwaspreparedby
thesameprocedureinFig.7.TrandLrdesignate也e
relativevaluesofthetensilestrengthandthebreaking
leng仏 ofea血 geltothoseof仏econtrolgel,respect
tively.1and2,tFriphosphate1.0and2･5mg/gofmeat;
3and4,pyrophosphate1.0and2･5mg/gormeat;5,
sodiumthiosulfate16pmol/gofmeitう6膏odiumnitrite
16〃mol/gormeat;7,sodiumhydrogensulfite4〃mol/g
ofmeat;8,potassiumbromate2･5pmol/gofmeat;9,L･
ascorbicacid7pmol/gofmeat;10,dehydro-i-ascorbic
acid10〃mol/gofmeat;ll,L-cysteine8〃mol/gof
meat;12,L･cystine10〃mol/gormeat.
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デヒドロァスコルビン酸，システイン，およびシスチンは破断伸長の増大よ

りもむしろ破断強度の増大により多く寄与していることがわかっだ。また，

官能的にもこれら二つのグループの間にかまぼこの足の質の差異が認められ

た。すなわち前者のグループのかまぼこはしなやかで，伸びのある足をもっ

ていたのに対し，後者のグループのそれは堅い感じの足をもっていた。

　　　　　　　　　　　考　　　　　　　　察

　スケトウタラ冷凍すり身を原料とするかまぼこに対して，臭素酸カリウム

のような酸化剤のみならず，亜硝酸ナトリウムやチオ硫酸ナトリウムのよう

な還元剤も足増強効果をもっていることがわかった。これらの還元剤を添加

したかまぼこの足の質はピロりん酸ナトリウムやトリりん酸ナトリウムを添

加したかまぼこのそれとは明らかに異なり，臭素酸カリウム，アスコルビン

酸，デヒドロァスコルビン酸，システイン，およびシスチンを添加したかま

ぼこのものとよく類似していた。ピロりん酸塩やトリりん酸塩の足増強効果

は，これらりん酸塩によるアクトミオシンの解離あるいは保水性の増大と密

接に関連しているといわれてい譜・36）一方漠羅カリウム9）およびデ。

　　　　　　　　19）
　　　　　　　　　　の足増強作用は，その酸化作用によるタンパク質分子ドロアスコルビン酸

間のSS結合の形成に基づくと報告されている。また前章において，著者は

還元剤であるシステインおよびその酸化型であるシスチンがともにかまぼこ

の足に対して増強効果をもつことを明らかにした。その研究結果から，シス

ティンおよびシスチンの作用機作としてタンパク質SH基の酸化のみならず

SS交換反応によるタンパク質分子間のSS結合の形成あるいは混合ジスル

フィドの生成によるSS結合以外のタンパク質分子間結合の形成が推察され，

魚肉ゲル形成におけるS1｛基およびSS結合の関与の可能性が示唆された。

無機還元剤添加によるかまぼこの足の質的変化が，臭素酸カリウム，ア入コ

ルビン酸，デヒドロアスコルピン酸，システイン，およびシスチン添加によ

る変化と類似していることより，これら試薬はいずれもタンパク質分子間

SS結合の形成を促進するものと考えられる。すなわち，シスチンの場合に
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は臭素酸カリウムおよびデヒドロアスコルビン酸と同様に，タンパク質SR

基の酸化により，また無機還元剤やシステインの場合にはタンパク質SS結

合の交換反応により，タンパク質分子間にSS結合が形成されるものと推察

される。後者の可能性はシステイン，亜硫酸ナトリウム，およびシアン化ナ

トリウムなどの還元剤が酸化型グルタチオンのSS交換反応を促進するとい

うS－ERM。Nの鰭3％ら雛察される。

　以上のように，システインあるいは無機還元剤の足増強効果がSS交換反

応の促進に由来すると推測されるので，一般にかまぼこの足形成時にもSS

交換反応が関与している可能性が考えられる。

〕－P8一



第3章 コイアク トミオシンのゲル形成能

かまぼこ製造時に食塩を添加することの主な目的は魚肉中のアクトミオシ

ンを潜解させるためであるといわれてお り38),ミオシン区タンパク質あるいは

ァクトミオシンが魚肉のゲル形成の主役であると考えられている4,89,40). こ

の考え方は,魚肉の水 さらしによって水溶性タンパク質が除去きれることに

ょ りかまぼこの足が強 くなること41･42),ある い は 冷凍魚 48)i,冷凍す り身44,45)

の貯蔵中におけるアクトミオシンの溶出性の低下とそれ ら原料のゲル形成能

の低下 とが相関することなどによっても支持 されている｡しかし,直接アク

トミオシンあるいは ミオシン区タンパク質自身のゲル形成能を検討した研究

は極めて少なも1｡SAMEJIMAら18)8まウサギ筋肉のミオシン,アクチンおよびア

ク トミオシンのゲル形成能について報告している｡また岩田ら46)は ミオシン

でかまぼこ様のゲルが形成されたことを報告している｡

本報では魚肉のゲル形成機作を解明するためのモデル系を確立す るため,

コイアク トミオシンのゲル形成に及ぼす各種要因について検討 し,あわせ既

知の魚肉のゲル形成に及ぼす各種要因の影響 と本実験の結果 とを比較考察し

た ｡

実 験 材 料 お よ び 方 法

アク トミオシンの調製 Fig.11に示したように,コイ(Cyprinus

carpio ) の筋肉よりWEBER-EDSALL溶液 (o伽 ECl,0.01MNa2CO3,

0.04MNaHCO3)でアク トミオシンを抽出し,沈殿 ･溶解をくり返して精製

した｡できるだけタンパク質濃度tの高いアク トミオシンゾルを得 るため,二

回目の希釈後の沈殿をさらに3,000gで 5分間遠心分離し,得 られた沈殿に

KCl粉末を加えて所定のKCl濃度に上げた｡加えたKCl粉末は少量の適当

な濃度のKCl溶液で湿 らせてからゆっくり損拝潜解 し,アク トミオシンゾル

に気泡が入るのをさけた｡以上の操作はすべて5℃以下で行 った ｡

タンパク質の定量 ミクロケールダール法により求めた窒素量に6.0を乗

-19-



Dorsal　muscle

　　　　　－mlnced　w｛th　cooled　chopper
　　　　　－extracted　wi重h　3　volumes　of　WEBER．
　　　　　　　　EDsALL　soln　for　15　h　at　OσC

　Extracts

．　・　　－diluted　with　O，6M　KCI　soln
　　　　　－centrifuged　at　6，000×g　fbr　10min

　Supernatant

　　　　　一員ltered　through　gauzes

　　　　　：識器ま゜。黒6疋畿6。、．w、、h，。ld

　　　　　　　dlstilled　water
　　　　　－centrifuged　at　5，000×g　fbr　5　min

　Precipitate

　　　　　－added　solid　KCI　to　make　so星ution　O．6M
　　　　　　　KCI　conc．
　　　　　－diluted　with　O．6MKCI　so王n　and
　　　　　　　allowed　to　stand　for　2　h　at　O°C

　　　　　＿centrifuged　at　10，000×g　fbr　30　min

Supernatant

　　　　　－dilut6d　to　O．2　M　KCI　conc．　with　cold

　　　　　　　distilled　water
　　　　　＿centrifUged　a重5，000×g　fbr　5　min

Preclpitate

　　　　　＿centrifuged　at　3，000×g　for　5　min

Precipitate

　　　　　－added　solid　KCI　to　make　solution　O．6M
　　　　　　　KCI　conc．

Actomyosin

Fig，　n．　Method　of　preparation　of　carp　acto．

　　　myOSln・

じて，アクトミオシン量とした。

ゲルの岡帷率の測定S。uNDER、および肱RDの方法47／。基づき，岸本生8）

が改良した装置を用いた（Fig，12およびF’ig．13）。　次式によって剛性率

を求めた。

　　　　　　　G＝R4P／8r2Lh

　ただし，Gな剛性率（dyn／cm2），Pは試料にかかった圧力（dyn／c㎡），

Rは試料管の半径（cm），　rは毛細管の半径（c鵬），Lは試料の長さ（cm），

hは試料のひずみによって生じる指漂物質のメニスカスの移動距離（cm）で

ある。用いた装置のRは0．7c皿，　rは0．0π血であった。指標物質としてジエ

チルフタレイトを用いた。Pはメニスカスの上昇による背圧を補正した値と．

した。測定はすべて3±1℃で行った。
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Sample 一　　　　　Air

@　　　　pum

難　8：；

D鴛婦
Fi羅．：：

Q竃；㌘．

（6L）

VV日ter　bath　　　Reservoir　Manometer

Fig．12．　Schematic　diaglam　of、　the　apparatus

　　used　fbr　rigidity　measurement　of　acto－

　　myosin　gel．

P
↓

2r ・二・二・二

∵∴
：・二・：・

㌃：・：、

㌦ψ∴’

T L
f∴∵

h

⊥
7∴∵，9◎璽，¶

g：“1，　亀　●

0　　　5cm

2R

　　　　　　　Fig．13．　IUustration　of　parameters　required　to

　　　　　　　　　calculate　the　rigidity　modulus．

　　　　　　　　　　2R：Inside　diameter　of　sample　tube
　　　　　　　　　（cm）．
　　　　　　　　　　2r：Inside　diarneter　of　capinary　tube
　　　　　　　　　（cm）．
　　　　　　　　　　P：Apphed　pressure（dyn／cm2）．

　　　　　　　　　　L：Length　of　column　sample（cln）．
　　　　　　　　　　h：Recovered　displacement　of　index
　　　　　　　　　（cm）．

　アクトミオシンゲルの調製　ゲルの剛性率測定装置に約109のアクトミ

オシンゾルを流入し，装置ごと所定温度で所定時間加熱した後，3±1℃で

3時間冷却してアクトミオシンゲルを調製した。80℃においてアクトミオ
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シンがゲル化する最低タンパク質濃度は，1．5～2．0％であることが肉眼的

に観察されたので，以下の実験はタンパク質濃度2．0％以上で行った。

　　　　　　　　　　　　実験結果および考察

　KGI濃度の影響　　80℃で60分間加熱したときのアクトミオシンのゲル

形成に及ぼすKC1濃度の影響を調べた。0．2，0．4，0．6，および1．OMの各KCl

濃度で測定した結果，Fig．14に示したように，ゲルの剛性率はo．6Mにお

いて最大であった。0．2Mのときのゲルは大変弱く，水がわずかに遊離して

いた。0．4M以上でしっかりしたゲルが形成された。　KC　I濃度に対するアク

トミオシンゲルの剛性率の挙動は，かまぼこの足の強さの食塩濃度に対する
　　38）
挙動　　　とよく対応した。

　pHの影響　80℃で60分間加熱したときのアクトミオシン（0．6MKCl

溶液）のゲル形成に及ぼすpHの影響を調べた。　pH　5．3，6．3，7．3，および8．3

x102

10

　8
ぼ
∈

む

＼6
呈

ヨ

　4
0

　2

0
0．2　　　04　　　0．6　　　0．8　　　10

　　　　　KCI｛M）

F’＆1翌モ煤B呈f鴇c鷲畿蟄9望謎：
　　Actomyosin　solll　used　was　of　3．35％pro．
　　tein　co且c．　and　pH　6．3（no　buffer），　and

　　heated　at　80°C　for　60　min．
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においてアクトミオシンゲルを調製したとき，Fig15に示したように，ゲ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌣

　　　　　　　　　　x102
8

f
∈6
ミ

募

ヨ4

0
　2

0
　　　　5．3　　　　　6．3　　　　　7，3　　　　　8，3

　　　　　　　　　pH

Fig．15．　Ef£ect　of　pH　on　gel　formation　of　carp

　　actomyosin　at　80°C．　Actomyoshl（3．31％）

　　was　heated　at　80°C　for　60　m㎞in　O．6　M

　　KCl　and　50　mM　phosphate　buffer
　　（KH2PO4－K2HPO4）．

ルの剛性率はpH　6．3のとき最大であった。　pH　5．3では水の分離が見られた。

このことは，かまぼこの足がpH　6。5～7．0で最も強くpH　6．0　以下では水の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　49）
分離が認められ，弾力も弱いという志水の結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とほぼ一致する。一方，す

り身のpHを7．0付近まで高くするほど，かまぼこのゼリー強度が強くなる

ことの理由が，筋原線維タンパク質の溶出性がpHの上昇にともなって増大

すること5°）により説明されている師2もしかし，アルカ劇でタンパク質

の溶出性は低下しない‘3／。もかカ、わらず，アルカリ側での足の低下5％・観察

されていることから，かまぼこの足形成に及ぼすP且の影響は単にタンパク

質の溶出性だけでは説明できないように考えられる。むしろアクトミオシン・

のゲル形成能に及ぼすpHの影響とよく対応しているので，アクトミオシン

自身のゲル形成能から説明するほうが適当と思われる。

　りん酸緩衝液の影響　pl｛調節に50mMりん酸緩衝液（KH2　P（遍一現HPQI），

pH　6・3を用いた場合のアクトミオシンゲルの剛性率を，塩酸溶液でpH　6．3に
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調節した場合およびトリ・ス・マレエイトでpH　6．3に調節した場合のゲルの剛

性率と比較もた結果，Table　2に示したように，それらの間にほとんど差は

なく，用いた50mMりん酸塩はゲル形成に影響を与えないことがわかった。

Table　2．　E伍ects　of　bり飽rs　on　the　gel食）rma－

　　　tion　of　carp　actomyosin　at　80°C．

　　　Actomyosin（4．44％）was　heated　at　80°C

　　　長）r60min　in　O．6M　KCI（pH6．3）．

Buffer Rigidity　modulus
（×103dyn／cma）

None＊1

50mM　Phosphate＊2，　pH　6．3

50mM　Tris－maleate，　pH　6。3

2．04

2．31

2．09

禦1　Adjusted　to　pH　6．3　with　HCI．

＊2　KH2PO4－K2HPO4．

アクトミオシン濃度と剛性率の関係　2～5％濃度のアクトミオンの0．6M

KC　1溶液（pH　6．3）を80℃で60分間加熱してゲルを調製し，その剛性率と

アクトミオシン濃度の関係を求めた。両者の両対数プロットはFig．16に示

35

3．0

o
σ）2．5

2

2．O

　　　1．5
　　　　0．2　　　04　　　0．6　　　0．8

　　　　　　　　　　Log　C

Fig．　i　6．　Double　logarithmic　plot　fbr　actomyosin

　　concentration　y＆　rigidity　modulus　ofacto－
　　myosin　gel　fbrmed　by　heating　at　80°C．

　　Actomyosin（2～5％）was　heated　at　80°C
　　R）r60　min　in　O．6M　KCI　a葺d　50　mM
　　phosphate　buffbr（KH2PO4－K　2　HPO4），　pH

　　6．3．
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したように，直線関係を示した。このことはアクトミオシン濃度が高いほど，

ゲルの剛性率力塙いことを示しており・魚肉中叩溶性ミオシン区含量とか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43）
まぼこの引張り強度との両対数プロットが直稼関係を示すという志水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の結

果とよく対応する。三宅ら‘編よび志水ら55・56撫告から魚肉中のミォシン

区タンパク質の含量は平均10％程度と考えられる。10％濃度のアクトミ

オシンゲルの剛性率をFig．16の外挿により求めた結果，約8×104　dyn／蟹

の値が得られた。一方，市販のかまぼこの動的剛性率は105dyn／醒のオーダ

ーであったとい獺告5％ある．これら両者の値が近似していることから，

アクトミオシンはかまぼこの足形成に大きく寄与しているものと推察した。

　加熱時間の影響　80℃で加熱したときのアクトミオシンのゲル形成に及

ぼす加熱時間の影響を調べた結果，Fig．17に示したように，120分間の加

熱でアクトミオシンゲルの剛性率は最大になったが，60～120分間の範

囲では大差はなかった。

　加熱温度の影響　次に，アクトミオシンの0．6MKC　1溶液（pH　6．3）のゲル

形成に及ぼす加熱温度の影響を調べた。5，20，40，60，および80℃の各温度

でアクトミオシンを60分間加熱したところ，40℃以上ではしっかりした

　　　　　　　　　　　x102

　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　　　α　4
　　　　　　　　　　∈i
　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⊆3
　　　　　　　　　　君

　　　　　　　　　　）2

　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　1

　　　0
　　　0　　　　　60　　　　　12σ　　　　180

　　　　　　Heating　time　（mh｝

Fig・17・Effect　of　heat血g　t㎞e　gn　gel　formation

　　ざ欄課盤盟認＆診8盟賭
　　and　50　mM　phosphate　buffer（KH　2PO4－
　　K2HPO4），　pH　6．3．
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ゲルが得られたが，5および20℃ではほとんどゲル化しなかった（Figユ8）。

60℃加熱ゲルの剛性率が最も強く，次に40℃加熱ゲル，80℃加熱ゲル
　　　　　　　　　　58）
の順であった。小国ら　　　　　　　　　　　はコイアクトミオシンを種々の温度で5分問加熱し，

ゲルの硬さをレオロメーターで測定したところ，50℃で最大になり85℃

でも同じであったと報告しており，高温域でのアクトミオシンのゲル形成能

の挙動が著者の結果と異なっている。この相違が何によるものかは不明であ

る。40℃でのアクトミオシンのゲル形成は魚肉塩すり身の坐りに対応する

ものと考えられる。アクトミオシンのゲル形成能が60℃で最大を示したこ

とは，魚肉のゲル形成が60℃から80℃では，その弾力に差がないという

結果59）あるいは・火もどり・をおこす魚種の場合のように6。℃で極端鰯

　　　　　　　　　　　60）
いゲルを作るという報告　　　　　　　　　　　　とは異なっている。

　二段加熱の影響　各種温度で60分閻加熱・したアクトミオシンをさらに80

x103

8

£

∈6
ミ

呈

ε4

o
2

　　　0
　　　0　　　　20　　　40　　　60　　　80

　　　　　Heating　temperature（℃）

Fig．18．　Effect　of　heat血g　temperature　on　gel

　　£ormation　of　carp　actomyosin．　Actomyosin

　　sohl　used　was　of450％protei！l　conc，，0．6　M

　　KCI，50】m　M　phosphate　buf£er（KH2PO4－
　　K2HPO4），　pH　6．3．

　　一〇一：Heated　at　various　temperatures・for

　　　60min．
　　一㊨一：Heated　fhrther　at　80°C　for　60　min

　　　a實er　heated　at　each　temperature．
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℃で20分間加熱したのち，ゲルの剛性率を測定した（Fig。18）。40℃加

熱ゲルは80℃での再加熱によって，その剛性率が高くなった。とのことは

坐りを利用した足の増強法喋対応すると考えられる．6。℃力嚥ゲルを8。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
℃で再加熱すると，その剛性率は低下した。このことはマエソすり身を60℃

で加熱後，90℃で20分間再加熱しても引張り強度は変らなかったという

結果畦対応しないが，スケトウタラの場合6。℃で加熱後9。℃での再加

熱によりゲルの劣化が進んだという報告62をは対応すると考えられる。

　以上の結果から，80℃で加熱したときのアクトミオシンのゲル形成能は，

KC　I濃度0．6　M，　pH　6．3，加熱時間60～120分間の条件下で最大であり，

タンパク質濃度（2％以上）が高いほど強固なゲルが形成されることがわか

った。また，アクトミオシンのゲル形成能に及ぼすこれら各種要因の影響は，

既知の魚肉のゲル形成能に及ぼす各種要因の影響と多くの点で対応すること

が認められた。．さらに，かまぼこの足の強ざはアクトミオシンの加熱ゲルの

強さに大きく依存することが推測された。従って，アクトミオシンのゲル形

成機作を研究することより，魚肉のゲル形成機作に関する示唆が得られるも

のと考えた。

一27一



第4章　コイアクトミオシン．の加熱によるSH基の挙動

　第1章において，かまぼこの足形成に魚肉タンパク質のSH基が関与して

いる可能性のあることを述べた。そこで本章では，アクトミオシンについて，

その加熱によるゲル形成にSH基が関与するかどうかを解明するため，コイ

筋肉から抽出したアクトミオシンを各種温度で加熱したときのSH基の挙動

を調べた。

　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　アクトミオシンの調製　コイ筋肉より第3章に記載した方法で，アクトミ

オシンを抽出。精製した。

　加熱アクトミオシン溶液の8M尿素溶液による可溶化　各種温度で加熱し

たアクトミオシン溶液0．59を0．6MKCI，50mMKH2PO4－K2HPO4，　6

mMEDTAを含む8M尿素溶液（pH　7．0）と共にホモジナイズして，全容を25

mごとした（8M尿素ホモジネート）。この8M尿素ホモジネートを30，000×

9で30分間遠心分離して得られる上澄を8M尿素溶液可溶区分とした。

　　　　　　　　　　　　　63）
　全SH基の定量　BUTTKus　　　　　　　　　　　　　　の方法に準じてSH基を定量した。すなわ

ち，8M尿素ホモジネートあるいは可溶区分6m♂に0．01M　5，5’－dithiobis

2－nitrobenzoic　acid（DTNB）溶液0．04m♂を加え，40℃で15分間

温置後，412nmにおける吸光度を測定し，チオフェノレートアニオンの分

子吸光係数を1．36×104として全SH基量を求めた。

　Reacti▼e　SH基の定量　DTNBを用いるSH基定量法は感受性を異にす

るSH基，すなわちタンパク質分子の表面に露出しているSH基（reactive

SH基とする）と分子内部のSH基とを分別定量するの1、適している1噛）尿素

処理しないタンパク質検液について測定した値をreactive　SH基量とした。

分子内部のSH基量はタンパク質を尿素処理して得られた全SH基量とre－

activeSH基量との差として求めた。

　Reactive　SH基の定量法は次のとおりである。1％アクトミオシン溶液
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を種々の温度で一定時間加熱したのち，その0．4m♂をただちに5℃の50塒照

1（H2PO4－K2HPαおよび6mMEDTAを含む0．6MKC1溶液（pH7，0）に懸

濁して，25m♂容とした。この溶液6m♂に0．6MKCI溶液で溶解した0．01M

DTNB溶液0．04搬♂を加え，5℃で1時間放置後，412nmにおける吸光度

を測定し，SH基量を求めた。

　タンパク質の定量　8M尿素ホモジネートおよび可溶区分のタンパク質濃

度は，これらの検液に等容量の2NKOH溶液を加えたのち280nmにおける

吸光度を測定し，あらかじめ作成したアグトミオシン濃度と吸光度との関係

式を用いて，算出した。

　　　　　　　　　　　　実験結果および考察

　アクトミオシン濃度と加熱後の全SH基量との関係　第3章でアクトミオ

シンのゲル形成能はその溶液のタンパク質濃度に依存することを明らかにし

た。そとで，タンパク質濃度0．5，1．0，2．q3．0，および4．0％のアクトミオシ

ン溶液を調製し，それぞれを5，20，40，60，および80℃の各温度で100分間

加熱したのち，それらの8M尿素ホモジネートにっいて全SH基量を求めた。

その結果，どの温度においてもアクトミオシン溶液19申の全SH基量は溶

液のアクトミオシン濃度に比例した（Fi＼g．19）。このことは∫o．5－4．o％

の範囲のどのアクトミオシン濃度の溶液を用いても，タンパク質1059当り

の全SH基量は各温度で一定であることを示している。すなわち，加熱後の

アグトミオシンの全SH基量は加熱時のアクトミオシン濃度に依存しないこ

とかわかった。

　まア8M尿素溶液可溶区分の全SI｛基量およびタンパク質濃度はともに加熱

時のアクトミオシン濃度と比例関係にあった。このことは0．5－4．0％の範

囲のとのタンパク質濃度のアクトミオシン溶液を用いても，得られるアクト

くオノノの8血尿素溶液による可溶化率（あるいは不溶区分の生成率）およ

び可溶区分中のタンパク質1059当りの全SH基量は各温度で一定であるこ

とを示している。
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Ô

UJOI
U
e
6

/
IO
E
rT)
H

S
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Actomyosinconcentration (%)

Fig･19･Relationship between 也e protein
concentrationofcarpactomyosinsolution
befbreheatedandtheamountoftotal
sul弘ydrylgroupsinthesolutionafter
heatedatvarioustemperaturesfわr100min.
Actomyosin (0.5⊥4.0%)washeatedin
0･6MKCland50mMphosphatebuffer,pH
6.3.Thetotalsulmydrylgroupsorthe
血eatedactomyosinweredeterminedby
usingEllman'smethodinthepresenceof
8Murea(pH7.0).

そこで,これ らの結果か ら,加熱 アク トミオシンの 8M尿素ホモジネー ト

および可溶区分中のタンパク質 1055当りの全 SH基量, および可溶化率を

求めた｡ただし,全SH基量は検液のタンパク質濃度と検液中の全 S壬Ⅰ基量

との直線関係か ら,また可溶化率はホモジネー トのタンパク質濃度 と可溶区

分のタンパク質濃寛との直線関係から,それぞれ最小自乗法によ り求めた傾

きをもとにして計算した (Fig.20)｡どの温度で加熱 した試料についても,

ホモジネー トと可溶区分 とのタンパク質それぞれ 105g当りの全 SH 基量に

はほとんど差はなかった｡5-40℃までの温度では両者の全 SH基量 はと

もに変化なく,60および 80℃と温度が高くなるほど,両者の全 SH 基量

は同じように減少 した｡

加熱アク トミオシン 8M尿素 ホモジネー ト中の不溶区分の タンパク質は量

的にわずかであったので,その全 SH基量を正確に測定することはで きなか

ったが,Fig.20に示したように各試料の8M尿素ホモジネー トのタンパク
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Fig．20．　Content　of　the　total　sulfhydryl　groups

　　per　105　g　protein血the　8　M　urea　homo・

　　genate　ofthe　heated　actomyos孟n　and　in　the

　　supernatant　ffaction，　and　the　solub韮ity　of

　　the　heated　actomyosill　in　8　M　urea　soiution

　　（pH　7．0）．　The　heated　actomyosin　samples

　　were　identical　with　those　described　in　Fig．

　　19．The　supematant　f士action　was　obtahled

　　by　the　centrifヒgation　of　the　8　M　urea
　　homogenate　at　30，000Xg　fbr　30　min，　and
　　the　solub且ity　was　expressed　as　the　perce豆・

　　tage　of　the　prote血　concentration　of　the

　　supematant　f士action　to　that　of　the　homo・

　　genate．一●一，8M　urea　homogenate；一〇一，

　　supernatant　fraction　of　the　homogenate；
　　一，一，solub丑ity．

質1059当りの全SH基量が可溶区分のそれと非常に近似していたことから，

F不溶区分のタンパク質1059当りの全SH基量は可溶区分のタンパク質105

9当りのそれと近似していることが示唆された。このように，不溶区分タン

パク質の全SE基の加熱温度に対する挙動と可溶区分タンパク質のそれとが

噸似していると考えられることから，以後の実験において各種温度で加熱し

たときのアクトミオシンの全S且基量の変化を知るには，8M尿素ホモジネ

ニトについてその全S且基を測定すれば十分であることが確かめられた。

　加熱によるreacti▼e　SH基の挙動　　アクトミオシンを各種温度で加熱

したときのreacitve　SI｛基量の時間的変化を調べた（Fig．21）。　5℃に

おいては，アクトミオシンのreactive　SH基量は120分までの間には何ら

変化せず，その値は2．65mol／1059　proteinであった。これは全SH基量
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の約40％に相当し，未変性アクトミオシンのreactive　SH基量と考えて

よい。20℃に温置したとき，reactive　SH基量は徐々に増加し，120分

後には3．05moユ／1059proteinになった。40℃で加熱したとき，10分

から30分の問にreactive　SH基量は急激に増加し，120分後には4．40

mo　1／1059proteinになった。この値は未変性アクトミオシンのreactive

SH基量の約1．5倍であり，また未変性アクトミオシンの全SH基量の約60

％に相当する。60℃で加熱したとき，reactive　SH基量は最初の10分

間で急激に増加し，以後の増加はわずかで120分後には5．75mo　1／1059

proteinになった。この値は未変性アクトミオシンのreactive　SH基量

の約2倍で，未変性アクトミオシンの全SE基量の約80％に相当する。

80℃で加熱したとき・reactive　SH基量は60℃加熱の場合と同様最初の

10分間で急激に増加し，その値は4．80mo1／1059　protein．となったが，
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Fig・21．　Changes　j血the　content　of　reactive　su1払

　　hydryl　groups　of　carp　actomyosin　when
　　heated　at　various　temperatures．　Actomyos韮n

　　soln　used　was　of　1．0％protein　conc．，
　　0，6M　KC1，　a鍛d　50　mM　phosphate　buffer
　　（pH　6．3）．　The　reactive　sulfhydryl　groups

　　were　determined　by　using　EUman’s　method
　　in　the　absence　ofurea．
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　　　　　　Fig．22．　Content　of　the　total　sulfhydryl　groups

　　　　　　　　and　the　reactive　sulfhydry！groups　of　carp
　　　　　　　　actomyosin　heated　at　various　temperatures
　　　　　　　　fbr　120　min．　The　heated　actomyosin
　　　　　　　　samples　were　identical　with　those　described

　　　　　　　　血Fig．21．

分後から減少しはじめ，120分後には3．57mo1／1059proteinになっ

すなわち未変性アクトミオシンのreactive　SE基量の約1．8倍になっ

ち，約1，3倍にまで減少した。

上のように，アクトミオシンを40℃以上で加熱すると，尿素の存在し

条件下で測定されるreactive　SH基量が大きく増加したことから，加

よりタンパク質分子のコンポメーション変化が起り，分子内部に隠れて

SH基が露出してくるものと考えられる。

熱後の全SH基量とfeactive　SH基量との関係各温度で120分間加

たアクトミオシンの全SH基量とreactive　Sヨ基量とをFig．22に示

。加熱により酸化されたS且基量は，未変性アクトミオシンの全SH基

加熱アクトミオシンの全SH基量との差から算出した。

℃に置いた試料では，アクトミオシンの全SH基量の約40傷が露出し，
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残りの約60％が内部に隠れていた。20℃に温置した場合にもSH基の酸化

はなく，SH基の新たな露出もごくわずかであった。40℃で加熱したとき，

未変性アクトミオシンの全S且基量の約4％が酸化されたにすぎなかった。

露出しているSH基量は未変性アクトミオシンの全SI｛基量の約60％になり，

露出されない分子内部のSH基量は約36％に減少した。60℃で加熱したと

き，SH基の酸化量は40℃で加熱したときよりさらに多くなり，未変性ア

クトミオシンの全SH基量の約15％に相当した。また，露出しているSH基

量は未変性アクトミオシンの全SE基量の一約80％で，　分子内部に隠れてい

るSH基量は約5％であった。60℃で加熱した場合には多量のSH基が露出

状態にあることがわかる。80℃で加熱したときは，60℃で加熱したときよ

りもさらにSH基の酸化量が多くなり，未変性アクトミオシンの全SH基量

の約30％が酸化された。露出しているSH基量は未変性アクトミオシンの全

SH基量の約50％であった。また，内部に隠れているSH基量は約20％と

なり，60℃加熱の場合よりも多くなった。

　以上の結果より次のことが推論される。

　（1）　20℃までの温度では120分間温置しても，SH基の露出を伴うタ

ンパク質のコンポメーションの変イζおよびSH基の酸化は起らない。

　（2）　40℃加熱では，S且基の酸化はごくわずかであるが，　SH基の露出

を伴うタンパク質のコンポメーション変化はかなり大きい。

　（3）　60℃加熱におけるSH基の露出を伴うタンパク質のコンポメーショ

ン変化とS且基の酸化は40℃の場合よりもさらに大きい。SH基が露出し

た状態のタンパク質のコンホメーションは比較的安定である。

　〔4）　80℃加熱では，その初期に多量のSH基の露出が起るが，　SH基の

酸化が進行し・SH基が再び分子内部に隠れるようなコンホメーション変化

が起る。

　第3章において，アクトミオシンは40℃以上で強いゲルを形成し，その

ゲル形成能は60℃で最大であることを明らかにした。アクトミオシンのゲ

ル形成能とSH基の露出量との加熱温度に対する挙動はよく対応している。
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このことから，加熱により露出されるSR基がゲル形成に関与することが推

察される。すなわち，タンパク質分子が多くのreactive　SH基を持つこと

は，S且基の酸化あるいはSH－SS來換反応によるタンパク質分子間SS結

合の形成，あるいはSS結合以外のタンパク質分子間の結合の増大をもたら

すものと推察される。
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第5章　コイアクトミオシンの加熱ゲル形成に及ぼ

　　　　　すSH試薬の影響

　第4章において，コイ筋肉から抽出したアクトミオシンを加熱した場合の

SH基の挙動から，アクトミオシンのゲル形成にSH基が関与するものと考

えた。本章では，さらにこの推論を確かめるために，コイアクトミオシンの

加熱ゲル形成に及ぼすN一エチルマレイミド（NEM）およびp一クロロマー

キュリ安息香酸（PCMB）の影響を調べた。

　　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　アクトミオシンの調製　第3章に記載した方法で，コイ筋肉からアクトミ

オシンを抽出。精製した。

　アクトミオシン加熱ゲルの調製　コイァクトミオシンの0．6MKCl溶液（pH

6．3）を40および80℃で60分間加熱後，5℃で1夜冷却することにより，

ゲルを調製した。

　ゲルの剛性率の測定　第3章に記載した方法で，ゲルの剛性率を測定した。

　ゲルの可溶化および溶解度の測定　ゲル0．59を0．6MKC1，50mMKH2PO4

－K2　HPO4，6mM　EDTAを含む8M尿素溶液（pH　7．0）と共にテフロン製ホモ

ジナイザーでホモジナイズしたのち，30m♂容とした。このホモジネートを

30，000×9，30分間遠心分離して得られる上澄をゲルの可溶区分とした。

この可溶区分一定容に等容の2N　KOHを加え，40℃，15分間温置後測定し

た280nmにおける吸光度を，未加熱アクトミオシンを同様に処理した溶液の

吸光度に対する百分率として表わしたものをゲルの溶解度とした。NEMを

添加したゲルの8M尿素ホモジネートに2N　KOHを加えて測定した280nmに

おける吸光度はNEM無添加ゲルのそれとほとんど等しかったので，　NEM

の添加は溶解度の測定値に影響しないことが確かめられた。

S腿の趨第4章と同様，B。＿s63あ方法嘩じて，タンパク質の

全SH基量を8M尿素の存在下で定量した。
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　　　　　　　　　　　　　　実験結果および考察　　　　　　　　　　’

　40°Cにおけるゲル形成に及ぼすSH試薬の影響　　魚肉すり身の坐りに

対応させるため，40℃におけるコィアクトミオシンのゲル形成に及ぼす

SH試薬の影響を調べた。

　PCMBをアクトミオシン溶液中のタンパク質1059当り7加lol添加すると，

Table　3に示したように，40℃加熱ゲルの剛性率はPCMB無添加ゲル

の剛性率に比べ低下した。すなわち，PCMB無添加ゲルの剛性率を100と

すると，PCMB添加ゲルのそれは69であった。また，　NEMをタンパク質

1059当り6．4mol添加すると，　Table　4に示したように，　そのゲルの剛

性率はNEM無添加ゲルの剛性率より約50％低下した。このようにPCMBま

たはNEMの添加によってアクトミオシンのゲル形成能は低下することがわ

かった。

Table　3．　Effect　of　P－chloromercuribenzoat6

　　　（PCMB）on　the　rigidity　modulus　of　the

　　　heat＿induced　　carp　　actomyosin　　gel．

　　　Actomyosin（4．29％）was　heated　at　40
　　　and　80°C　with　or　without　PCMB　i110．6

　　　MKCI　a皿d　50mM　phosphate　bu臨r
　　　（KH2PO4－K2HPO4），　pH　6．3．

Temperature　PCMB　added　Rigid圭ty　modulus
　　（℃）　（m・1／1059P・・t・i・）（米103吻／・酵）

40
0

71．0

5．45

3．75

80
0

7．0

2，70

0．97

Tab藍e　4、　E臨ct　of　N－ethylmaleimide（NEM）on　the　rigldity　modulus，　sulfhydryl　content

　　　and　solubility　in　8　M　urea　solution　of　the　heat－ihduced　carp　actomyosin　ge1．　　Acto－

　　　myosin　was　heated　with　or　without　NEM　u且der　the　same　colditions　as　described

　　　in　Table　3．

恥m 　NEM　added　　Rigidity　modulus　Sulfhydryl　content　Solubility
（mol／105　g　protein）　　（×103　dyn／cm2）　　（mol／105　g　proteln）　　　（％）

40 3．90

0

3。2

6．4

3．30．

2．28

1．64

5．79

3．92

2．08

71．9

76．7

82．1

80 4．29

0

5．8

1L6

2．70

2．17

1．76

5．91

1．75

0．08

53．8

66．6

70。9
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　このようなゲル形成能の低下は，SH試薬によってアクトミオシンのS且

基が修飾されたためと考えられるので，NEM添加ゲルのS且基量を測定した

（Table　4）。　まず，　NEMを添加しない場合の未加熱アクトミオシンの全S且

基量はタンパク質1059当り6．40mo　1であったが，40℃で1時間加熱した

ゲルのSH基量は5．79mo1であった。これより，最初のSI｛基量の約10％

が加熱により減少したことがわかる。次に，NEMをアクトミオシン1059

当り3，2および6．4mol加えた場合のゲルのSH基量はそれぞれ3．92および

2，08molであった。これらの値は未加熱アクトミオシンのSH基量に比べそ

れぞれ39および67％の減少に相当する。このようなSH基量の減少はアク

トミオシンのSH基のかなりの部分がNEMにより修飾されたことを示す。

しかし，未加熱アクトミオシンのSH基量と等モル量のNEM（64mo1／105

9）を添加したにもかかわらず，なお33％のSH基は修飾されなかったこと

になる。その理由として，NEMはタンパク質分子内部に隠れているSI｛基と’

は反応しにくいこと6 Lおよび4。℃力。熱ではSH基が完全｝、露出しないこと

（Fig．21）が考えられる。また，　o．2M濃度のNEMが存在すると，　NEMは

タンパク質のSH基以外にイミダゾール基やα一アミノ基とも反応すること

が知られている65・6蘭{実験で用いたNE膿度は、．25および25。m。と

いう低濃度であるので，SH基以外の基との結合はほとんどないものと思わ

れる。それ故，NEM添加によりアクトミオシン溶液のタンパク質分子の表面

のSH基および加熱により露出したSH基が選択的に修飾されたものと考え

られる。

　全SH基を定量する際には，ゲルに8M尿素溶液を加えるが，その時にNE

M添加ゲルは無添加ゲルよりも8M尿素溶液に速やかに溶けていく様子が肉

眼的に観察された。そこで，次にゲルの溶解度を調べた。Table　4　に示し

たように，NEM薫添加ゲルの溶解度は72％であったが，　NEMをアクトミ

オシン1059当り6，4mo1添加したゲルの溶解度は82％に増加した。　この

ことから，NEMを添加してアクトミオシンのSH基を修飾することにより，

その加熱ゲルの構造はNEM無添加ゲルよりもほぐれやすい状態になると考
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えられる。

　これらの結果から，40℃加熱ゲルのNEM添加による剛性率の低下ならび

に不溶化の抑制は，タンパク質分子表面のSH基および加熱により露出した

SH基がNEMによって修飾され，　SH基の関与する分子間結合が阻害された

ことに基因すると考えられる。PCMB添加によるゲル剛性率の低下も同様の

作用機作によるものと思われる。

　80°Gにおけるゲル形成に及ぼすSH試薬の影響　魚肉すり身の足形成に

対応させるため，80℃で加熱したコイアクトミオシンのゲル形成に及ぼす

SH試薬の影響を調べた。

　PCMBをアクトミオシン溶液申のタンパク質1059当り7ρmol添加すると，

80℃加熱ゲルの剛性率はPCMB無添加ゲルの剛性率の約36％にまで低下

した（丁批ble　3）。またNEMをタンパク質1059当り5．8mo1および11．6

mol加えると，ゲルの剛性率はNEM無添加ゲルの剛性率のそれぞれ約80

および65％の値に低下した。

　またこの実験に用いた未加熱アクトミオシンのSE基量はタンパク質105

9当り7クOmolであったが，80℃で1時間加熱することにより5．91mo　1に減

少した（Table　4）。これは加熱によってSH基が酸化されたためと考えら

れる。NEMをタンパク質1059当り5．8mo1添加したゲルのSH基量は175

mo　1であった。添加したNEM量と残っているSH基量とを加えると7．55

mo1となり，未加熱時のアクトミオシンのSH基量とほぼ見合う。これより，

NEM添加により，　SH基の酸化はほとんど起っていないものと考えられる。

NEMをタンパク質1059当り11．6mol加えると，　SH基はわずか0．08mol

しか検出されなかった。このことは，80℃加熱では40℃加熱の場合とは

異なり，短時間で大部分のSH基が露出する（Fig．21）ので，そのほとんど

がNEMにより修飾されたことによるものと思われる。

　NEM添加80℃加熱ゲルの8M尿素溶液の溶解度は，　NEM無添加ゲルのそ

れよりも高くなったが，NEMをSI｛基量より過剰に加えたゲルにおいてもタ

ンパク質の不溶化を完全に抑えることはできなかった。このことは，80℃
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加熱によって形成されたゲルが本実験の可溶化条件下で8M尿素溶液にょっ

てほぐれにくい構造となっていることを示している。NEM添加ゲルの方が

NEM無添加ゲルよりも速やかに8M尿素溶液に溶けていく様子が肉眼的にも

観察されたのは40℃加熱の場合と同様であった。すなわちSH試薬添加に

よりゲルの形成が不十分で，ゲルはほぐれやすい構造になっているものと思

われる。

　以上の結果から，SR試薬添加による80℃加熱ゲルの剛性率の低下なら

びに不溶化の抑制も，タンパク質のSH基がこれらの試薬により修飾され，

分子間SS結合が阻害されたことに基因すると考えられる。

　以上のようにアクトミオシンの40および80℃におけるゲル形成能はいず

れもSR試薬の添加により低下した。このことより，これらの温度で加熱し

た場合のゲル形成においてアクトミオシンのSH基は酸化あるいは交換反応

によるタンパク質分子間のSS結合の形成に関与することが考えられる。ま

たこれらの結果は，魚肉すり身の坐りおよび足形成にアクトミオシンのSH

基が関与することを示唆する。
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第6章　コイアクトミオシンの加熱ゲル形成に吾ける

　　　　タンパク質の高分子化澄よびその高分子化へ

　　　　のSH基の関与

　第5章において，S且試薬の添加によりコイアクトミオシンの加熱ゲル

形成能が低下すること，およびSH試薬を添加したゲルは8M尿素溶液に溶

けやすくなることを明らかにした。これらのことからアクトミオシンのゲル

形成時に，SH基の関与したタンパク質分子間結合が形成されるものと推論

した。

　本章では，アクトミオシンの加熱ゲル化過程でタンパク質の高分子化が起

こるかどうか，およびアクトミオシンのSH基がその高分子化に関与するか

どうかを明らかにすることを企てた。そのため，各種温度で加熱調製したア

クトミオシンゲルおよびSH試薬を添加して同様に調製したゲルを8M尿素

溶液可溶区分と不溶区分とに分け，可溶区分についてはさらにCPG－10

　　　　2000Aカラムを用いて分子ふるいクロマトグラフィーを行ない，不溶区分

の生成量ならびに可溶区分のクロマトグラフィーパターンを比較検討した。

　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　アクトミオシンの調製　第3章に記載した方法でコイ筋肉よりアクトミオ

シンを抽出・精製した。

　アクトミオシン加熱ゲルの調製　第3章に記載した方法に従い，40，60，

および80℃で60分間加熱してゲルを調製した。

　アクトミオシンゲルの8M尿素溶液可溶区分の調製　アクトミオシンゲル

に0．6MKC1，50mM　KH2PO4－K2HPO4および6mMEDTAを含む8M尿素

溶液（pH　7．0）を等量加え，テフロン製ホモジナイザーでホモジナイズした。

ホモジネートを8M尿素溶液に対して，5℃で一夜透析後，30，000×9で30

分間遠心分離し，その上澄を可溶区分とした。

　タンパク質の定量　第4章と同様，280nmにおける吸光度からタンパク
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質 量を求めた｡

cpG･- 10 2000且 クロマ トグラフィー 加熱および禾加熱 アクトミオシ

ンの 8M尿素溶液可溶区分 1mlを, CPG(Controlled-PoreGlass)-10
(⊃

2000A(Electro-Nucleonics,Inc.製,120-200メッシュ)を充

填 したカラム(カラムサイズ1.27×97･5C血)に添加 し,展開液 として8M尿

素浴液を用い,流速 45mL/hで クロマ トグラフ ィ-を行なった ｡ タンパク

質の溶出曲線は溶出液の280nmにおける吸光度から求めた｡ カラムの排除

容積は60mt,全 自由容積は 110mLであったo

実 験 結 果 お よ び 考 察

未加熱アク トミオシンのGP8- 10 2000且クロマトグラフィー 未刀口熱

アクトミオシン(タンパク質濃度2.13%)8M尿素溶液可溶区分についてCPG-
0

10 2000A クロマトグラフィーを行なった(Fig.23)｡抽出直後の試料では,

0
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Fig.23.Chromatographyof8Mureasolublefractionofun-
heatedactomyosinonCPG･102000Acolumn.
Actomyosinsobwasof2.13%proteinconcentration.The
8Mureasolublefractionsoffreshactomyosin(-eJand
ofactomyosinstoredatOoCfbr｡4days(一〇一)were
c血romatograpbedonCPG-102000Acolumn(1.27×97.5
cm).Theelutionwasperformedwith8Mureasolution(pH
7.0)atthenowrateof45ml/h.
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溶出液量110miの位置にピークをもっ溶出曲線が得られた。一方，抽出後0

℃で4日間貯蔵したアクトミオシンからの試料では，抽出直後の試料のピー

ク位置よりわずかに高分子側にピークが移動すること，およびそれよりさら

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に高分子側に肩が認められた。CPG－102000Aの分画範囲は球状タンパ

ク質では分子量100万～10億，ポリスチレンでは10万～1000万とい

われているので，ピーク位置のわずかな移動でも，分子量はかなり変化して

いると考えられる。アクトミオシンは0℃においてすら不安定で高分子化す

ることがわかったので，以後の実験には抽出直後のものを用いることにした。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　SH試薬無添加ゲルのCPG－102000Aクロマトグラフィー　　　　タ

ンパク質濃度1．86％のアクトミオシン溶液を40，60，および80℃の各温度

でゲル化させ，それぞれのゲルの8M尿素溶液可溶区分についてCPG－10

　　　　
2000Aクロマトグラフィーを行なった。それらの結果をFig24～26に示

　0。2　　　1←－P2→k－一一一一一　P1－一一嗣＞1

釜　　　　（
§

80．1
毎

£

2
遷

0
50　　　　　　　　　100　　　　　　　　　150

　　　Elution　volume　（ml）

Fig．24．　Chromatography　of　8　M　urea　soluble　f士action　of　actomyosin　gel
　　formed　by　hea喚g　at　40°C　with　or　without　N－ethylmaleimide（NEM）

　　on　CPG－102000　A　colu㎜．
　　ActomyosiR　sohl（1．86％）was　heated　at　40°C　for　60　min　with　o【
　　without　NEM．　The　gels　were　solubilized　by　8　M　urea　solution（pH　7．0）．

　　The　soluble　fractions　were　chromatographed　on　CPG・102000　A
　　column．　The　conditions　of　chromatography　were　the　same　as　described

　　in　Fig．23．一一●一一，8Murea　soluble　f止action　of　unheated　actomyosin；

　　一●一，8Murea　solub至e　ffaction　of　actomyosin　gel　fbrmed　without
　　NEM；－O－，8Murea　soluble　f士action　of　actomyosin　gel　fbrmed　with　5
　　μmol　of　NEM／g　of　the　soln．
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Fig．25．　Chromatography　of　8　M　urea　soluble

　　fraction　of　actomyosin　gel　fo㎜ed　by　heat－
　　ing　at　60°C　with　or　without　NEM　on　CPG－

　　10　2000Acolumn．
　　The　experimental　conditions　except　for
　　heatillg　temperature　were　the　same　as　des－

　　cribed血Fig．24．一一●。。，8Murea　soluble
　　fraction　of　unheated　actomyosin；一●一，8

　　Murea　soluble　fraction　of　actomyosin　gel

　　formed　without　NEM；一〇一，8Murea
　　soluble　fraction　of　actomyosin　gel　fbrmed

　　with　NEM．

した。40℃　茄熱ゲルの可溶区分は単一のピークを示したが，そのピーク

は未加熱アクトミオシンの可溶区分のそれより高分子側へ移動した。60お

よび80℃加熱ゲルの可溶区分では，さらに高分子側に移動したピークと低

分子側のピークとの2個のピークに分かれ，高分子側のピークは低分子側の

ピークより高かった。…ダ画マドケラフィープマタ三一7では高分子化の量的な変化

を把握できないので，これらの結果をもとにして，各試料の8M尿素溶液可溶

区分を，早く溶出される高分子側の画分（P2：溶出液量50～95mのとそ

れより低分子側に溶出される画分（P1：溶出液量95～150mのに分け，そ

れぞれの画分のタンパク質量を求めた。各試料について，P1，P2画分およ

び8M尿素溶液不溶区分の些率をそれぞれのタンパク質量から計算し，　Fig．

27に示した。加熱温度の上昇にともないP1画分は明らかに減少し，　P2画

分は増加していた・40℃加熱ゲルの不溶区分は未加熱アクトミオシンのそ

れと大差はなかったが，60および80℃加熱ゲルの不溶区分は増加していた。
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Fig.26.Chromatographyof8M ureasoluble
fractionofactomyosingelformedbyheat･
hgat800CwithorwithoutNEMonCPG-
10 2000Åcolumn.
Theexperimentalconditionsexceptfわr
heatingtemperaturewerethesameasdes-
cribedinFig.24.--●78Mureasoluble
fractionofunheatedactomyosin;-+-,
8MureaSOlublefractionofactomyosingel
formedwithoutNEM;-078M urea
solublefractionofactomyosingelformed
withNEM.

これらの結果から,アクトミオシンの加熱ゲル化の過程で,8M尿素溶液

(pH7.0)の中でもなお切断されない結合がタンパク質分子間に形成 きれ,

その結果 としてタンパク質の高分子化が起るものと考えた｡
()

SH試薬添加ゲルのCPG-102000Aクロマ トグラフィー 先

の実験 と同じアクトミオシン溶液 (タンパク質濃度 1.86%)に,浴液 1g当

り5JLmolのN-エチルマレイミド(NEM)を添加 し,各種温度で加熱ゲル
(⊃

化させた｡これ らゲルの 8叫尿素溶液可溶区分のCPG-10 2000A クロマ

トグラフィーの結果をFig.24-26に示 した｡

NEMを添加 した 40℃加熱ゲ!L,の可溶区分の溶出ピークは,NEM 無添加

の場合よりも低分子側に移動 した (Fig-24)0NEMを添加した 60 および

80℃加熱ゲルの可溶区分ではNEM無添加ゲルの場合と同様, 高分子側 と

低分子側 との2個のピークが認められた (Figs.25,26)｡ しか し,これら
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Conditions

of　gelation　　　O

Unheated

　　　－NEM
40°C

　　　＋NEM

　　　－NEM
60°C

　　　＋NEM

　　　－NEM
80°C

　　　＋NEM

20
Fraction　　（％）

40　　　60 80 100

Fig．27．　Ef郵ect・f　th・additi・n・f　NEM　t・a、t。my。、i。、。h　6。　th，

　　solu均ility　of　the　gel　in　8　M　urea　solution　and　on　the　pτotein　con－

　　tent　ln　P　l　and　P2　portions　of　8　M　urea　soluble　fraction．

　　Actomyosin　gel　was　fractionated　into　8麹I　urea　insoluble　fraction

　　（■図）and　soluble　ffaction．　The　soluble　fraction　was　devided

　　into．10wer（P　1，［：コ）and　higher（P2，囲）molecularweight
　　£鵬s°nthe　bas’s°f　the　ch「°mat°9「am　as　sh・w・’・F’g・・

2個のピークの分離はNEM無添加の場合ほど明瞭ではなかった。このこと

は，両ピーク成分の申問的な分子量の成分が存在することを示唆している。

各試料のP1，P2画分および不溶区分のタンパク質量め比率を求め，　Fi昏27

に示した。NEMの添加はゲルのP1画分の増加および不溶区分の減少をもた

らした。すなわち，加熱にともなうタンパク質の高分子化および不溶化はN

EM添加によりある程度抑制された。

　NEM添加ゲルで観察された結果を確認するため，　p一クロロマーキュリ安息香酸

（PCMB）を用いて同様の実験を行なった。タンfク質濃度2．13％のアクトミオシン溶液

に同溶液19当り2．78μmo　lのPCMBを添加したものおよび無添加のものをそれぞ

れ80℃で加熱してゲル化させた。これらゲルの8M尿素溶液可溶区分のCPG－10

　　　2000Aクロマトクラフィーの結果をRg．28に，各ゲルのP1，P2画分および不溶区分

のタンパク質量の比率をFig．29に示した。NEMを添加した60℃加熱ゲ

ルの場含と同様，PCMB添加80℃加熱ゲルでも，　無添加ゲルに比べ．そ
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Fig．28．　Chromatography　of　8　M　urea　soluble

　　fraction　of　actomyosin　gel　fb㎜ed　by　heat・
　　ing　at　80°C　with　or　without　p・chloro。

　　鷲謝z°ate　eCMB）°n　CPσ1°2°°°

　　Actomyosin　soln（2．13％）was　heated　at
　　80°Cwith　or　without　PCMB．　The　other
　　exper㎞ental　conditions　were　the　same　as
　　described　in　Fig．　24．一一●一⊃　8　M　urea

　　soluble　fraction　of　unheated　actomyosin；

　　一●一，8Murea　soluble丘action　of　acto－
　　myosin　gel　without　PCM8；－O－，8Murea
　　soluble丘action　of　actomyosin　gel　with
　　2．78μmol　ofPCMB／g　of　the　soln．

のP2画分は増加し，不溶区分は減少していた。すなわちPCMBもまたゲル

の不溶化を抑制することがわかった・NEMあるいはPCMBを黍加したとき・

不溶区分が減少し，P2画分が増加するという事実は，不溶区分成分の分子

量がP2画分成分の分子量と同等かそれ以上であること，換言すれば不溶化

の過程で高分子化がおこっていることを示唆している。　　　　　　　　』

　以上の結果から，アクトミオシンの加熱ゲル化の過程で，タンパク質の高

分子化が起ること，およびその高分子化にタンパク質のSH基が関与するこ
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Conditions

of　gelation　O

Unheated

80℃－pCMB

80°C＋pCMB

20
Fraction　　（％）

　40　　　60 80 100

F量9．29．Effbct　of　the　addition　of　PCMB　to

　　　actomyos㎞　sohl　on　the　solub搬ty　of　acto・

　　　myosin　gel　fbrmed　by　heath1無at　80°C　and

　　　on　the　protein　conten‡in　PI　and　P2

　　　portions　of　8M　urea　soluble　f士action．

　　　Actomyosin　gel　was　f士actionated　illto　8　M

　　　urea　insolub蓋e　ffaction（圏曜）and　soluble

　　　fraction．　The　soiuble　fraction　was　devided

　　　血to　lower（P　1，〔コ）and　higher（P2，匿固）

　　　molecular－weight　portions　on　the　basis　of

　　　the　chromatogram　as　shown　hl　Fig．28．

とが示唆された。アクトミオシンを加熱すると露出SH基量が増加すると共

にSH基の酸化量も増加す．ることを第4章で明らかにした。それ故，加熱ゲ

ル化過程での高分子化はタンパク質分子間のSS結合の形成に基くものと推

察される。
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第7章　コイアクトミオシンの加熱ゲル形成に澄げる

　　　　　SS結合によるタンパク質の高分子化

　第6章において，、コイアクトミオシンの加熱ゲル化の過程で，8M尿素溶

液中でも切断されない結合によってタンパク質の高分子化が起ること，およ

びその高分子化はSH試薬により阻害されることを明らかにした。それらの

結果から，アクトミオシンのゲル形成時にタンパク質分子間にSS結合が形

成されるものと推論した。しかし加熱変性したタンパク質が8M尿素溶液申

でなお完全にunfoldされているかどうかは不明であるので，ゲル化にとも

なう高分子化が非共有結合による分子間結合の結果であるかもしれない。

　本章では，加熱アクトミオシンが8M尿素溶液申で十分unfoldされるか

どうか，およびアクトミオシンの加熱ゲル化の過程で分子間にSS結合が形

成されるかどうかを明らかにすることを企てた。

　　　　　　　　　　　実験材料および方法

　アクトミオシンの調製　第3章に記載した方法で，コイ筋肉よりアクトミオ

シンを抽出・精製した。

　アクトミオシン加熱ゲルの調製　　第3章に記載した方法に従い，40，60，

および80℃で60分間加熱してゲルを調製した。

　8M尿素溶液（pH　7．0）および6M塩酸グァニジン溶液（pE　7．0）による

アクトミオシンゲルの可溶化率の測定　アクトミオシンゲル0．59を，それ

ぞれpH　7．0に調節された8M尿素溶液あるいは6M塩酸グァニジン溶液と共

にテフロン製ホモジナイザーでホモジナイズしたのち，それぞれの溶液で全

量を25mLとした。ホモジネートの一部を30，000×9で30分間遠心分離し

て得た上澄を可溶区分とした。各ホモジネートおよびその可溶区分の280お

よび350㎜における吸光度を測定し，ホモジネートの280nmと350nmの

吸光度の差（E280－E350）に対する可溶区分のそれの百分率をゲルの可溶化

率とした。
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　6雌塩酸グァニジン溶液（pH＆5）によるアクトミオシンゲルの可溶化

アクトミオシンゲルに0・3Mトリスー塩酸および10n1MEDTAを含む6M塩酸

グァニジン溶液（pH8．，5）を等量加え，テフロン製ホモジナイザーでホモジ

ナイズした。ホモジネートを同溶液に対して一夜透析したのち，30，000×9

で30分間遠心分離し，その上澄を可溶区分とした。

　アクトミオシンの還元　未加熱アクトミオシンおよび加熱ゲルの6M塩酸

グァニジン溶液（pH　8．5）可溶区分1mLに1．5mmo　lのジチオスレイトール

（DTT）を加え・40℃で2時間温置した。必要に応じ，還元処理液を6H

塩酸グアニジン溶液（pH6．5）に対して透析し，　DTTを除去した。

　　　　　　　　　　　GPG－m　2◎◎OA　クロマトグラフィー　　　　　展開液として50

mM@KH2PO4－K2HPO4および10mMEDTAを含む6M塩酸グアニジン溶
液（pH　6．5）を用いたほかは，第6章の方法に準じた。

　Bio『（粕1　A一頑5皿　クロマトグラフィー　　試料液1m‘をBio－Gel

A－15m（Bio－Rad．　Lab．製，100～200メッシュ）を充填したカラム

（カラムサイズ　2．5×40cm）に添加し，展開液として50mM　KH2PO4

－K2HPO4および10mM　EDTAを含む6M塩酸グアニジン溶液（pH6．5）

を用い，流速7．5配／hでクロマトグラアィーを行なった。　タンパク質の溶

出曲線は溶出液の280㎜における吸光度から求めた。カラムの排除容積は

80m‘，全自由容積は2101nZであった。

　　　　　　　　　　　　実験結果および考察

　8M尿素溶液および6M塩酸グアニジン溶液によるアクトミ：オシンゲルの

可溶化率の比較　タンパク質濃度2．70％のアクトミオシン溶液を60℃で

60分間加熱して得たゲルに対する8M尿素溶液（pH　7．0）および6M塩酸グ

アニジン溶液（pH　7．0）の可溶化能を比較した（Table　5）。

　ゲルの8M尿素ホモジネートおよびその可溶区分は臼濁していたが，　6M

塩酸グアニジン溶液を用いたホモジネートおよび可溶区分は濁りがほとんど

なかった。このことはそれぞれの350㎜における吸光度（E350）に反映さ
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　6MGu・HCI　solution　　　　　8Murea　solution

E28・E…E28・－E…E、8。　E，，。　E28。－E35。

Ho搬ogehate　（A）

Supernatant　　（3）

1．051　0．077

0．907　0．023

0．974　　　　1．432　0．323　　　　L109

0．884　　　　0．886　0．128　　　　0！758

Solubiity　　　（％）

　（8／AXloo）
90．8 68．3

れていた。・各ホモジネートおよび可溶区分の280nmにおける吸光度（E280）

はタンパク質の吸収だけでなく，濁りの影響を受けていると考えられる。そ

こで濁りの影響を除くため，E280－E350の値を用いて，各溶液によるゲル

の可溶化率を求めた結果，8M尿素溶液によるゲルの可溶化率は68．3％，

6M塩酸グアニジン溶液によるそれは90．8％であった。　ゲルに対する溶解

力の点で，6M塩酸グアニジン溶液の方が8M尿素溶液より優れていることか

ら，6M塩酸グアニジン溶液の方がタンパク質をよくunfoldしていると考

えられる。

　第6章においてジS且試薬添加および無添加アクトミオシンゲルの8M尿

素溶液可溶区分の分子ふるいクロマトグラフィーの結果から，アクトミオシ

ンの加熱ゲル形成時にタンパク質分子間にSS結合が形成され，その結果と

してタンパク質の高分子化が起るものと推察した。しかし，本実験繕果から．

ゲルは8M尿素溶液中で十分unfoldされないことが示唆されたので，第6

章で観察された高分子化は非共有結合による分子間結合の結果であるとも考

えられる。そこで，アクトミオシンのゲル形成時に分子間SS結合が形成さ

れるという第4章，第5章，および第6章で得た仮説を証明するため，8M

尿素溶液より変性力の強い6M塩酸グァニジン溶液を用いて，以下の実験を

行なった。

　DTT処理による6M塩酸グァニジン溶液可溶区分のGPG＿102000鼠

クロマトグラフィーパターンの変化　　タンパク質濃度2，74％のアグトミオ
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シン溶液を40，60，および80℃の各温度で加熱して得たゲルの6M塩酸グア

ニジン溶液（pH　8。5）可溶区分および対照として未加熱アク．トミオシンの可

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
溶区分について，CPG－102000Aクロマトグラフィーを行なった。

その結果をFig．30に示した。未加熱アクトミオシンの可溶区分は低分子側
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賎g．30。Effect　of　dithiothreitoi（DTT）treatmellt　of　6　M　guanidi穿e　HC　l　soluble　fractions　of

　　　actomyosin　gels　on　the　elution　pattern　of　CPG－102000　A　colu㎜chromatography．
　　　Actomyosin　soln（2．74％）was　heated　at　40，60　and　80°C　for　60　min．　The　gels　fbrmed　and

　　　unh臼ated　actomyosin　were　solubilized　by　6　M　guanidine　HC　l　solutio簸（pH　8．5）．　Each

　　　al孟quot　of　the　soluble　f士actions　waS重reated　by　DTT　and　was　dialyzed　against　6　M　guani・

　　　dine　HCl　so1ution（pH　6．5）．　Samples　befgre（一鱒一）and　after　DTT　treatment（一〇一）

　　　were　chromatographed　on　CPG・iO　2000　A　column（1．27×975　cm）．　The　elution　was
　　　perfb㎜ed　with　6　M　guanidine　HC　l　solution（pH　6．5）a重the　flow　rate　of45　ml／h．
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に大きなピーク（P1画分）と高分子側に小さなピーク（P2画分）を示した。

アラトミオシンを加熱して得たゲルはいずれも2個のピークを示したが，P1

画分のピークはゲル調製時の加熱温度が高いほど高分子側に移動した。また

P2画分の溶出位置は各試料間で差異は認められなかったが，全溶出タンパ

ク質量に対するP2画分のタンパク質量の割合は加熱温度が高いほど増加し

た（Table　6）。　これらの結果から，アクトミオシンのゲル形成時に6M

Tabie　6．　Proportion　of　the　protein　content　in　higher　molecular－weight　portion　to　the

　　totalμote血content　of　6　M　Gu・HCI　soluble丘action．　Each　value　was　calculated　on

　　the　basis　of　the　elution　pattem　as　shown　in　Fig．30．

Heathlg　temperature（°C）

Unheated 40 60 80

Befbre　DTT　treatment

After　DTT　treatment

12．1％

3．1

17．3％

6．0

17．2％

5．4

19．9％

6．2

塩酸グアニジン溶液でもなお切断されない結合によりタンパク質の高分子化

が起ること，および加熱温度が高いゲルほど高分子化が進んでいることが明

らかとなった。

　次に，ゲル形成時に起るタンパク質の高分子化がタンパク質分子間SS結

合の形成に基づくかどうかを明らかにするため，以下の実験を行なった。す

なわち，先の実験に用いたものと同じ6M塩酸グアニジン溶液可溶区分をD

TTで処理したのち，　DTTを除去するため6M塩酸グァニジン溶液（pH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．5）に対して透析した。この透析試料液について，CPG－10　2000A

クロマトグラフィーを行ない，その結果をFig．30に示した。未加熱ア

クトミオシンの場合には，還元処理してもピーク位置の移動は認められなか

った。しかし加熱ゲルの場合には，いずれも還元処理によりP1画分のピーク

がより低分子側に移動し，未加熱試料のピーク位置に接近していた。また未

加熱アクトミオシンおよび加熱ゲルのいずれの場合にも，還元処理により高

分子側のP2画分が減少し，その減少の割合は加熱温度が高いほど大きかった

（Table　6）。これらの結果は，加熱ゲル化の過程で高分子化されたタンパ
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ク質が還元処理により未加熱試料の分子量にまで低分子化したこと，換言す

ればゲル化過程でタンパク質分子闘のSS結合による高分子化が起ることを

示している。また未加熱アクトミオシン中に分子間SS結合が存在すること

がわかった。

　DTT処理による6團塩酸グアニジン溶液可溶区分のBio－Geユムー15m

クロマトグラフィーパターンの変化　先の実験で，アクトミオシンの加熱に

よりあるいは可溶区分の還元処理により低分子側のピーク（P1画分）に移

動が認められたが，いずれもその移動はわずかであった。このことはCPG

　　　　　　　
－10　2000Aの分画範囲がかなり高分子領域であることに基因していると

考えられる。この低分子側成分の分子量変化をより明確に把握するため，C

　　　　　　　　　
PG－10　2000Aよりも低分子領域に分画範囲をもつBio－GelA－15m

（分画範囲；4×104～1．5×107）を用いて，タンパク質濃度3．50％の

アクトミオシン溶液およびその加熱ゲルの6M塩酸グアニジン溶液可溶区分

について，クロマトグラフィーを行なった。その結果をFig．31に示した。

未加熱アクトミオシンの可溶区分では3個のピークが認められた。40℃加

熱ゲルの可溶区分では，ピークは3個であったが，未加熱アクトミオシンの

場合よりも低分子側成分が減少し，高分子側成分が増加した。60および

80℃加熱ゲルの場合には，ピー一クは2個となり，低分子側成分はさらに減

少し高分子側に移動していた。これらの結果から，調製時の加熱温度が高い

ゲルほど，タンパク質の高分子化が進んでいることが明らかとなった。

　次に未加熱アクトミオシンおよび加熱ゲルの可溶区分をDTT処理したも

のにっいて，Bio－Gel　A－15mクロマトグラフィーを行なった。結果を

Fig．31に示した。未加熱アクトミオシンおよび加熱ゲルのいずれの場合に

も，類似した溶出パターンが得られた。溶出液量200配付近に溶出される大

きいピークにはタンパク質は検出されなかったので，このピークはDTTお

よびその酸化型であると考えられる。還元処理により，いずれの場合も高分

子側成分は減少し，低分子側成分は増加することが認められた。先の結果と

同様，これらの結果からも未加熱アクトミオシン中に分子問SS結合が存在
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Fig. 31 ..Effect of DTT treatment of 6 M guanidine HCl soluble fractions of actomyosin gels on
the elution pattern of Bio-Gel A-15m column chromatography.
Actomyosin soln (3.50%) was heated at 40, 60, and 80°C for 60 min. The gels formed
and unheated actomyosin were solubilized by6 M guanidine HCl solution(pH 8.5). Each
aliquot of the soluble fractions was treated by DTT. Samples before (A) and after DTT
treatment (B) were chromatographed on Bio-Gel A-15m column (2.5 X 40 cm). The
elution was performed with 6 M guanidine HCl solution (pH 6.5) at the flow rate of
45 rnI/h. The third peak in the chromatogram B was due to DTT or oxidized DTT in the
sample.

-55-



すること，および加熱ゲル化にともないタンパク質分子閾にSS結合が形成

されその結果として高分子化が起ることが明らかになった。

　前章までに，アクトミオシン溶液にS且試薬を添加したとき，そのゲル形

成能（Tables　3，4）ならびに加熱にともなうタンパク質の高分子化（盛gs．27，

29）が阻害されること，およびアクトミオシンを加熱したときタンパク質分

子の表面にSH基が露出すること（Figs．21，22）等を明らかにした。それら

の結果および本実験結果から，アクトミオシンの加熱により露出されるSH

基が酸化されて分子間SS結合を形成し，このSS結合がアクトミオシンの

加熱ゲル形成に寄与しているものと推察される。
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要 約

　1．かまぼこの足形成における魚肉タンパク質のSH基およびSS結合の

役割を知る目的で，工一システインおよびエーシスチンの添加効果を調べた。

　システインおよびシスチンはいずれも足増強効果を示した。しかし，それ』

らの相乗効果はみられなかった。コイ肉すり身に添加したシスチンは加熱に

より還元された。

　タンパク質のSH基の酸化に関与すると考えられるシスチンのみならず，

還元力のあるシステインにも足増強効果がみられたことから，足形成に対す

るS耳一SSならびにSS交喚反応の関与の可能性が示された。

　H．還元力をもつシステインがかまぼこの足増強効果を示すことがわかっ

たので，さらに二，三の無機還元剤について，その添加効果を調べた。

　亜硝酸ナトリウム，チオ硫酸ナトリウムの添加によって足は増強された。

これらの無機還元剤あるいはシステインの添加によるかまぼこの足の質的変

化は，臭素酸カリウムやデヒドロアスコルピン酸添加の場合とよく似ており，

多りん酸塩添加の場合とは明らかに異っていた。

　この結果から，タンパク質分子間のSH－SS交換反応によるSS結合の

形成が還元剤の添加によって促進されるものと推察した。

　皿．魚肉のゲル形成機作を解明するためのモデル系を確立する目的で，コ

イアクトミオシンのゲル形成能を種々の条件下で検討した。

　80℃加熱では，アクトミオシン濃度2％以上でゲル化し，0．6MKC1，

pH　6．3，加熱時間60～120分間においてゲルの剛性率は最大であった。

またアクトミオシンは40℃以上でゲル化し，60℃で最大の剛性率を示し

た。各温度で加熱したゲルを80℃で再加熱すると，40℃ゲルの剛性率は

さらに強くなり，60℃ゲルのそれは弱くなった。
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　多くの点で既報の魚肉のゲル形成能との対応が認められ，かまぼこの足の

強さはアクトミオシンの加熱ゲルの強さに大きく依存することがわかった。

　W．アクトミオシンの加熱ゲル形成におけるS且基の役割を明らかにする

ため，コイアクトミオシンを各種温度で加熱したときのSH基の挙動を調べ

た。

　加熱温度が40℃以上の場合，SH基の酸化される量は温度が高いほど多

かった。加熱温度が60℃の場合に，露出SH基量は最大，内部SH基量は

最少であった。

　このような加熱温度と露出SH基量との関係は，アクトミオシンのゲル形

成能と加熱温度との関係によく対応した。これより，アクトミオシンの加熱

により露出した分子表面のS且基が分子間の結合に関与し，ゲル形成に寄与

することが示唆された。

　V．アクトミオシンの加熱ゲル形成に及ぼすSH試薬の影響を調べた。

　NEM添加により，40および80℃で加熱して得たアクトミオシンゲルの

剛性率はいずれも低下し，8M尿素溶液に対する溶解度の低下は抑制された。

また，PCMBによってもアクトミオシンゲルの剛性率は低下した。

　これらの結果は，アクトミオシンを40および80℃で加熱したときのゲ

ル形成に，そのSH基が関与していることを示し，また，魚肉すり身の坐り

および足形成にアクトミオシンのSH基が関与することを示唆する。

　W．アクトミオシンの加熱ゲル形成において，SH基が分子闘結合に関与

するかどうかを明らかにするため，種々の温度で加熱して得たアクトミオシ

ンゲルおよびS且試薬を添加して調製したゲルの8M尿素溶液に対する溶解

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　度および同溶液可溶区分のCPG－102000Aクロマトグラフィーパターン

を比較した。

　その結果，加熱によりアクトミオシンの8M尿素溶液に対する溶解度は減
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少し，同時にタンパク質は高分子化することがわかった。その高分子化の程

度は40℃よりも60および80℃の方が大であった。一方，SH試薬を添

加したゲルでは，いずれの加熱温度においても，不溶化および高分子化は抑

制された。

　これらの結果から，アクトミオシンの加熱ゲル形成時に起こる高分子化に

SH基が関与していることがわかった。

　W．アクトミオシンの加熱ゲル形成時に分子間SS結合が形成，郵貌るかど

うかを明らかにするため，アクトミオシンゲルの6M塩酸グアニジン溶液可

溶区分および同区分をジチオスレイトールで還元処理した試料について，分

子ふるいクロマトグラフィーを行なった。

　その結果，アクトミオシンの加熱によりタンパク質は高分子化すること，

およびこの高分子化された成分は還元処理されると再び低分子化することが

わかった。

　これらの結果から，アクトミオシンの加熱ゲル形成時に分子間SS結合に

よる高分子化が起っていることがわかった。
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STUDIES ON THE ROLE OF THE SH GROUPS IN THE GEL

FORMATION OF FISH MEAT PROTEIN BY HEATING

Summary

I. In order to elucidate the role of SH groups and SS bonds of fish protein in the gel formation of fish

meat by heating, the effects of L-cysteine and L-cystine on the gel formation were examined. The gel

forming ability was evaluated via the gel strength, which is given as the product of the tensile strength and

the breaking length. By adding L-cysteine and L-cystine to the fish meat paste from Alaska pollack, cod,

tuna, and carp, the gel strength of their gels wer~ increased. L-Cystineadded to c;up meat paste and to

carp actomyosin solution was reduced to cysteine upon heating. These findings indicate the possibilities

that the promoting effects of L.-cysteine and L-cystine on the gel formation are due not only to the

oxidation of SH groups to intermolecular SS bonds by L-cystine, but also to the formation of mixed

disulfides by SH-SS interchange and to the enhancement of SS interchange between protein molecules by

L-cysteine.

II. The effects of some inorganic reducing agents, sodium nitrite, sodium thiosulfate, and sodium

hydrogen sulfite, on the gel formation of Alaska pollack brayed-meat were examined in order to estimate

the participation of intermolecular SS bonds of protein in the gel formation.

It was found that the gel strength was increased by adding the inorganic reducing agents to the

brayed-meat. The elastic properties of the gels containing the inorganic reducing agents were similar to

those of the gels containing potassium bromate,ascorbic acid, dehydroascorbic acid,cysteine, and cystine,

and were quite different from those of the gels containing pyrophosphate and triphosphate. On the basis

of these findings, it is assumed that the inorganic reducing agents promote the formation of SS bonds

between protein molecules via an SS interchange.

m. In order to establish a model system for the elucidation of the heat-gelling mechanism of fish meat

in connection with the development of elastic properties of Kamaboko, the gel forming ability of carp

actomyosin was investigated under various conditions. The gel forming ability of actomyosin was

evaluated via the rigidity modulus, which was determined at 3±loC by measuring the strain resulting from

the stress of pressure exerted on the gel.

When actomyosin was heated at 80°C under various conditions, the rigidity modulus value of the gel

was maximum under the conditions of KCI concentration 0.6 M, pH 6.3, and heating time 60-120 min.

The double logarithmic plot for actomyosin concentration vs. rigidity modulus of the gel gave a straight

line.

When actomyosin was heated at various temperatures for 60 min in 0.6 M KCI (pH 6.3), firm gels

were formed above 40°C; the gel formed at 60°C was the hardest. The gel formed at 40°C became harder

and the gel formed at 60°C became softer by reheating at 800 e for 20 min.

The behavior of the gel forming ability at 80°C of actomyosin with respect to salt concentration,

pH, and actomyosin concentration was compatible with the known behavior of the gel forming ability of

fish meat under the same conditions. It can therefore be presumed that actomyosin contributes to the gel
forming ability of fish meat.
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IV. In order to clarify the participation of SH groups in the gel formation of actomyosin by heating, the

effect of heating temperatures up to 80°C on the contents of total SH and reactive SH of carp actomyosin

was examined. The total SH was determined in the presence of 8 M urea at pH 7.0 by using Ellman's

reagent and the reactive SH was done without urea by using the same reagent.

The oxidized SH content, which was estimated from the decrement of the total SH content,

increased with the rise of temperature above 40°C. When"heated at 60°C, therea.ctive SH content, which

seems to be the exposed SH content, was maximum, and the difference in the content between the total

SH and the reactive SH, which is taken as the inner SH content, was minimum.

The behavior of the reactive SH of the actomyosin with respect to heating temperature is quite com­

patible with the behavior of the gel forming ability of the actomyosin. It can therefore be presumed that

the reactive SH, which appeared on the molecula.r surface by heating, contributes to the gel formation of

actomyosin through some bonding between the protein molecules.

V. The effects of two sulfhydryl reagents,N-ethylmaleimide and p-chloromercuribenzoate, on the gel
formation of carp actomyosin by heating were examined in order to clarify the participation of the SH

groups in the gel formation.

It was found that the rigidity modulus of the gels formed at 40 and 80°C was decreased by adding

the sulfhydryl reagents to the actomyosin solution and that the gels containing the reagents were more

soluble in 8 M urea solution than the control gel.
These results indicate that the SH groups participate in the gel formation of carp actomyosin by

heating at 40 and 80°C and also suggest that the SH groups of actomyosin in fish meat participate in the

gel formation of the meat paste by heating.

VI. The solubility, in 8 M urea solution (pH 8.5), of carp actomyosin gels formed with or without

sulfhydryl reagents, N-ethylmaleimide and p·chloromercuribenzoate,and the chromatographic patterns of

8M urea soluble fractions of these gels on CPG-IO·2000 A column were examined in order to prove the
p.ca.tticipatibn of SHgr~up;i in intermolecular bonding during the gel formation of actomyosin.
. ' . -,. ',' ',_:-c~~'cc .'-' " ,'. _._-c."';;'·' .. '. .... .: ••

It was found that the solubility of actomyosin decreased and the molecular weight of protein

molecules increased during the gel formation. These changes were impaired to some extent by adding the

sulfhydryl reagents to actomyosin.

These findings indicate that SH groups are involved in changes to higher molecular weight of protei~

molecules during the gel formation, and also suggest the formation of SS bonds between protein

molecules.

VII. The effect of dithiothreitol treatment of 6 M guanidine HCI soluble fractionsof¢llrpllct~m~?~i1}

gels on the ChIO.matographic pattern on CPG-.IO 2000A an.d BiO-Gel. A-.15.m.. C.Ol'V.
11

.
S
.•••..•• w.ase.••.x.<am.••.•in.1~~

order to evidence the formation of intermolecular SS bonds during the gelfortIlatioll'iii >. >
It was demonstrated that the polymeric molecules of protein were produced during the gel

formation, and the polymeric molecules were depolymerized bytre~tingwithdithiothreitol.

On the basis of these findings, it is concluded thatpolYll1eric protein molecules in the. gel are

produced as a result of the formation of intermolecular SS bonds during hea.ting of actomyosin.
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