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味噌漬カ ッ オ 肉 と漬味噌 にお け る タ ン パ ク質お よび

遊離 ア ミ ノ酸の 変動 とプロ テ ア
ー ゼ活性 につ い て
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　The　freshness　of　skipjack 　meat 　rapidly 　deteriorates，　and 　skipjack 　cured 　in　mugi −
miso 　is　therefore　popularly　used

in　Kyushu 　in　order 　to　preserve 　the　quality　and 　retain 　the　taste．　In　this　study ，　a　chemical 　analysis 　of　pro 匸ein 　was

conducted 　on 　skipjack 　meat 　cured 　in　miso （called 　misodzuke 　skipjack ＞and 　on 　miso 　itself．　The　degradation　of　sev −

eral 　proteins　in　the　misodzuke 　skipjack 　and 　the　elution 　of　sQlne　proteins　from　rnisodzuke 　skipjack 　into　miso 　were

Qbserved 　by　SDS −PAGE ．　Most 　of　the 　free　aminQ 　acid 　contents 　in　misodzuke 　skipjack 　increased　during　the　curing

period．工t　was 　also　found　that　aspartic 　protease 　and 　serine 　prQtease 　were 　present　in　miso 　by　measuring 　the　prote−

ase 　activity 　and 　the　effect 　of　protein　inhibitors．　Although　protease　activity 　was 　not 　detected　in　skipjack 　meat 　that

had　not 　been　cured 　in　m 三so，　protease 　activity 　at 　optima1 　pH 　7　was 　detected　in　misodzuke 　skipjack　meat ．　Misodzuke

skipjack 　cured 　for　lO　days　demonstrated　a　maximum 　protease　activity 　which 　was 　inhibited　by　the　serine 　protease

inhibitor，　AEBSF ．

キーワード ：カ ツ オ　Skipjack；麦味噌　Mugi−miso ；プ ロ テ ア
ーゼ 　Protease；SDS ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気

　　　　　 泳動　SDS 　Gel　E！ectrophoresis ；遊 離 ア ミ ノ酸 　Free　Amino 　Acid

緒　　言

　 カ ッ オ は鮮 度 低 下 が 速 く，加熱 に よ り肉質が 顕著 に 硬 く

な る こ とが 知 られ て い る。そ の 改善 の た め に，著者 ら は 九

州
一

円で
一

般的に 使用され て い る麦味噌 を用 い て カ ッ オ 肉

を味噌漬処理す る こ とに より，カ ツ オ肉の 保存性の 向上，

即 ち保存期問の 延長 を試 み た％ ま た，官能 評 価 に よ り好

ましい 味噌漬期間を調べ た 結果，味噌漬 10 日間の カ ツ オ

肉が 最 も好 まれ た。さらに，味噌漬処理後の 美味しい 状態

で 保 存期 間 を延 長 す る た め に，味噌漬 10 日後 に 味噌 を除

去 し 7 日 間 の 凍結 保 存 を行 っ た。そ の 結果 味噌漬 10 日

間の カ ッ オ 肉とほ とん ど差異 は 認め ら れず，官能評価 お よ

び物性値，さらに 骨格筋細胞 の 形態は維持 され，冷凍保存

が役立つ こ とが 明 らか に な っ た
1〕、また、米味 噌 （白，赤）

や豆味噌を用 い て 味噌漬 した ブ リの 脂質にお よぼす味噌 の

抗酸化性や ，味噌漬 に よる 魚肉 タ ン パ ク質の 低分子化 に つ

い て 既 に報 告 して い る
2）。

　魚 肉 の 味 噌 漬 につ い て は，バ シ ョ ウ カ ジ キ を味噌漬 しそ

の 期間の 硬 さの 変化
3）

や カ マ ス サ ワ ラ 肉の 味噌漬処理 に お
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け る テ クス チ ャ
ーと タ ン パ ク質の 変化

婁）
，さ ら に サ ワ ラ や

ア マ ダイを西京 味噌 に 漬け た 場合 の 成分 の 動態 に つ い

て
56 ）

の 報告 が あ るが ，その 要因に 関す る報告は 少 な い 。

　味噌 や 納豆 は，発酵過程 に おい て プ ロ テ ア
ーゼ に よ りそ

れ 自体 の タ ン パ ク 質が 分解 さ れ，ペ プチ ドや ア ミ ノ 酸が 生

成する こ とが報告 されて い る
7．S，。味噌漬に よ り，魚肉 タ

ン パ ク 質 に 変化 が起 こ り，魚肉の 旨味増加 や 物性 の 変化が

味噌漬魚肉独特 の 美味 し さ に大き く影響す る と考 え ら れ

る 。

　本実験 で は，味噌漬 に よ る カ ツ オ 肉 と漬味噌 の タ ン パ ク

質お よ び遊離ア ミ ノ 酸 の 変動 に つ い て 調べ た。さ ら に，そ

れ ら に 関す る 要 因 の
一一・

つ に，味噌 や カ ツ オ肉中の タ ン パ ク

質加水分解酵素 に よ る作 用 が ある と考え，両者 の プ ロ テ ア

ーゼ 活性，さ ら に その 特性 を プ ロ テ アーゼ 阻 害剤 を用 い て

調べ たの で 報告す る 。

実験方法

1． 実験材料

　カ ツ オ は 四割 りに した背側 ロ イ ン の 凍結品 （枕崎市漁業

協岡組合，枕崎市か つ お 公社 ：南太平洋産 1本釣 り船上 凍

結 カ ツ オ）約 500g の も の を 入手 し，実験 まで
一20℃ で

冷凍保存 した 。

　味噌は，麦す り味噌 （以 下，味噌 と略記 ：キ ン コ ー醤油

（株）製）を用 い た 。 味噌の 成分 は 水分約 46％，塩分 10，5

％ で pH は約 5．0 で あ っ た。
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2． 試料調製

　 カ ッ オ 背側 ロ イ ン は 5℃ 冷蔵庫で 中心部最 終温 度 が 一2

℃ に な る ま で 約 9 時間空 気解凍後，筋繊 維に 垂 直 に 切断

し，厚 さ 1，5cm ，重量 20 土 lg に 調製 し た 。 こ れ を無処

理 カ ッ オ肉 と した。味噌漬処理は，無処理 カ ツ オ 肉と岡量

の 味噌 で厨 囲 を覆 い ，味噌漬 カ ッ オ肉 と した 。 そ れ ぞ れ の

試料 の 包装 は食品包装用 ラ ッ プフ ィ ル ム （15× 12cm ） に

一
切ずつ 包 み ，温度は 5℃ で ス テ ン レ ス 製 バ ッ ト （28．5x

20 × 2cm ） に 並べ 30 日間 ま で 保 存 した。味噌漬 カ ッ オ 肉

は，5℃ 冷蔵庫で 0，3，10，20、30 日 間保存 後，カ ッ オ

肉周囲の 余分 な 味噌や水分 を拭 き取 り，漬味噌お よ び味噌

漬カ ッ オ肉を実験 に用 い た。また，対照 と して 無処理 カ ッ

オ 肉も同様 の 期間保存 を行っ た。ま た，凍結処理 は
一20℃

で 行 い ，味噌漬 10 日間 の 味噌漬 カ ッ オ 肉か ら味 噌 を 除 去

後 7 日間 凍 結 保 存 した試料 を味噌漬後凍結 カ ツ オ肉と し

た。

　 凍結試料 の 解凍操作 は，5℃ 冷蔵庫 で 90分間空気解凍

後 室温 に 30分 間放置 して行 っ た 。

　 加熱 カ ッ オ 肉 は，生 カ ッ オ肉を コ ン ベ ッ ク オ ーブ ン

（RCK 　IOE −10，リ ン ナ イ （株）製）で 200℃ 5 分 間 加熱 し （中

心 温度 70℃ 以 上 ），硬 さの 測 定 に用 い た。

3． SDS ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気泳動

　 SDS ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法 （以 下，　 SDS−

PAGE と 略記 ）に 従 い 分析 を行 っ た。既 成 ゲ ル は，　 E −

T520 　L　5− 20％ グ ラ デ ィ エ ン トゲ ル と SPU −15　S　15％ 均
一

ゲ ル 〔ア トー株式会社製）の 2種類 を使 用 し，染色 は ク

マ ーシ ーブ リ リ ア ン トブ ル
ー

を 用 い た。泳 動試 料 は，
0．01M リ ン 酸緩衝液 （NaCl 含 む，　 pH 　7．6＞で ホ モ ジ ナ イ

ズ 後同量 の 試料処理 液 （最終濃度 ： ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ

ム （SDS ）1％ 2一メ ル カ プ トエ タ ノ
ー

ル 1％，50　mM ト

リス 塩酸緩衝液 （pH 　6．8），グ リ セ リ ン 20％） を混合 し

100℃ 2分 間 加 熱 処 理 した 。 最終濃度 を カ ッ オ 肉 は 0．5％

（WfV ），味噌 は 2．5％ （W ／V ） に な る よ うに調 製 し，試

料は 20 μ‘ずつ 添加 した。

4．　 プロ テ ア
ーゼ 活性お よび 阻 害 剤

　木村 ら
9’）

の 方法 に従 い ，カ ゼ イ ン を基質 と して プロ テ ア

ーゼ 活性 を測定 し た。味噌 は蒸留水，カ ッ オ 肉 は 0．1M
リ ン 酸緩衝液 （リ ン 酸 二 水素 カ リ ウ ム

ー
リ ン酸

…
水素 ナ ト

リウ ム pH 　7．6）を用 い て ，それぞれ 最終濃度が 20％ （W ／

V），10％ （W ／V ＞ に な る よ うに ホ モ ジ ナ イズ した。最終

濃度 0，5％ （VfV ） に な る よ うに TritonX−100 を添加 し，
氷 水 中 で 10 分間緩 や か に撹拌 を行 い ，そ の 後 3，000　rpm

で 8℃ 10 分 問 遠 心 分 離 （MODEL 　CD −100　R　TQMY
SEIKO ） し，得 られ た 上 清 を用い た 。 プ ロ テ ア

ー
ゼ 活性 は，

40℃ で 60分 間 に 1μg の チ ロ シ ン 相当量 の 呈色 を示 す活

性 を 1単位 と し，mg タ ンパ ク 質量当た りで表した。また，

各測定と 同時 に，Lowry −Folin法
TO〕

に 従 い ，タ ン パ ク 質

の 定量 を行 っ た 。 結果 は ，各試 料 に つ き 3〜6 回 行 っ た平

均 値 を示 した 。

　プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性 の 阻害剤 は，ア ス パ ラ ギ ン 酸プロ テ ア

ーゼ 阻害剤 の Pepstatin　A お よび セ リ ン プロ テ アーゼ 阻害

剤 の フ ッ 化 4−（2一ア ミ ノ エ チル ） ベ ン ゼ ン ス ル ポ ニ ル 塩 酸

塩 （以 下 ，AEBSF と略記） を用 い ，　 pH 　3 お よ び pH 　7 に

お ける プ ロ テ ア
ー

ゼ 活 性 の 阻 害効果 を調べ た 。 阻害剤添加

濃度 は，反応 液 容 量 に 対す る 濃度 （WfV ％）と した。

5． 硬 さの 測定

　無処理 カ ッ オ 肉お よ び味噌漬 カ ッ オ 肉の 硬 さは，ク リ
ー

プ メ
ータ 〔山電製，RE −3305）を用 い て 室温 で 測定 した。

無処理 カ ッ オ 肉 と味噌漬 カ ツ オ 肉 をそ れ ぞ れ 30分 間 室

温 （約 25℃）に放置 し，内部温度 が
一

定 に な っ て か ら測

定 に 用 い た 。 ま た，加熱 カ ッ オ 肉 は加熱後 30分間室温 で

放冷 し内部温度が 安定してか ら測定 を行 っ た 。

　 測定条件 は，円柱状 プ ラ ン ジ ャ
ー

径 3mm ，試料台速度

lmm ／s，運 動回数 2 回，歪率 は 各試料 の 高 さ の 70％ に

設定した。各試料 に つ き 3〜6切 の カ ツ オ 肉を用 い ，プ ラ

ン ジ ャ
ーが 筋節問を貫 入 す る よ うに試 料 を置 き，1 切の カ

ッ オ 肉 に つ き3箇所 測 定 しそ の 平均値 を求め た 。

6． 遊離 ア ミノ 酸 お よ び ヒ ス タミン の 定量

　遊 離 ア ミノ 酸 は，遊離 ア ミ ノ 酸抽出法
11｝

に従っ て 行 っ た 。

試料 （10g）を水 で ホ モ ジナ イズ し，5％ （W ／V ）ス ル ポ

サ リチ ル 酸 を加 えて 室温 で 1時 間放置後，3 ，000 × g，5分

間遠心分離 し得られ た 上清を pH 　2、0に 調整，遠 心 分 離

ろ 過 して 100ml に定 容 した 液 を分析試料溶液 と し た 。 こ

れ を 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ 法 （カ ラ ム ：Wakosll　PTC

φ4．Omm × 200　mm 和光純薬工 業（株），カ ラ ム 温度 ：40℃，
流 量 ： 1．Oml ／min ，検 出 IUV 　254　nm ，注 入 量 ： 10　”e）
で 測 定 し た 。 溶離 液 に は，A 液 （PTC −

amino 　acids 　mo −

bile　phase　A ： WAKO ＞ と B 液 （PTC −
amino 　acids 　mo −

bile　phase　B ： WAKO ）を用 い た。溶離液 の 構成 は ，　 B 液

の 比 率 を 0−20 分 ：0−70％，20−22 分 ：70−100％ ，22−27 分 ：

100％ ，27−29 分 ：100−O％，29−40 分 ：0％ と し た。

　 こ の 成分分析は，JA鹿児島県経済連 に 依頼 し，2〜3 回

行 っ た 平均値 を示 した 。

　遊 離 ヒ ス チ ジ ン に 関して は，上記 お よ び 下 記の 方法 に よ

り測定 した 。

　遊離．ヒ ス チ ジ ン は ．試料 を 10％ （W ／V ） ス ル ポ サ リ チ

ル 酸溶液で 振 と うし，定 容 　ろ 過 後 に 希釈 し て 分析試料溶

液 と した 。 こ れ に ニ ン ヒ ドリ ン 試 薬 を用 い て，ア ミ ノ 酸自

動分析法 （機種 ：L−880D形高速 ア ミ ノ 酸分析計 （株）日立

製作所，カ ラ ム ： 日立 カス タム イオ ン 交換樹脂 φ4．6mm
× 60rnm （株）日立 製作所，移 動相 lL −8500　PF 緩衝液，

反応 液 ： ニ ン ヒ ドリ ン 試薬）で 測 定 した。

　 ヒ ス タ ミ ン は，高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ に よ る 定量
12〕

（
一

部変法）に 従 っ て行 っ た。試 料 は，0．2mol ／‘過塩素酸 0，01
％ （W ／V） オ ク タ メ チ レ ン ジ ア ミ ン 溶液 お よ び ヘ キ サ ン

で ホ モ ジ ナ イ ズ 後 遠心分離 定容，ろ 過を行 っ た。そ の
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ろ 液 に 30％ （WfV ）炭酸 ナ トリ ウ ム 溶液，1％ （W ／V ）

ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ドーア セ ト ン 溶液を混合 し，37℃ で
一

夜放置後ヘ キサ ン で 抽出，濃縮乾固 しエ タ ノール を加えて

分析試料溶液 と した 。 こ れ を高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ 法 （機

種 ：LC −10　AS （株）島津製作所，検出器 ：紫外可視分光 光

度形 SPD −10　Avp （株 ）島 津製作所，カ ラ ム ：YMC −Pack

ODS −A　A −312 φ6，0mmx150mm （株 ）ワ イエ ム シ イ，移

動相 ： ア セ トニ トリル
ー

メ タ ノ
ー

ル
ー 10mM 酢酸 （2 ：3 ：

2V ／V／V），流量 ：1．Omlf
’
min ，カ ラ ム 温度 ：45℃ ）で

測定 した。

　遊離 ヒ ス チ ジ ン と ヒ ス タ ミ ン の 成分分析 は，日本食品分

析 セ ン タ
ー

に 依頼 し，2〜4 回行っ た平均値を示 した。

結果および 考察

1． SDS ポ リア ク リル ア ミドゲル電気泳動

　無処理 カ ツ オ 肉 と味噌漬後の 味噌漬カ ツ オ 肉お よ び漬味

噌 に つ い て ，SDS −PAGE 分析 に よ りタ ン パ ク質の 泳動パ

ターン の 変動 を調 べ た （図 1）。無処理 カ ツ オ肉に 検 出 さ

れ た約 500〜700kDa の 高 分 子 タ ン パ ク 質成分 が 味噌漬期

間 の 経過 に 従 い ，少 しず つ 分解 さ れ た。さ ら に，約 200

kDa の タ ン パ ク質成分 と 約 60　kDa の タ ン パ ク質成分 は，

味噌漬 20 日 間で そ の ほ とん どが分解 され た 。 漬込み 前の

味噌 にお い て 検 出 され な か っ た約 22〜95kDa の タ ン パ ク

質成分 の バ ン ドは，約 60kDa の タ ン パ ク 質成分を除 い て ，

味噌漬 3H 後以 降の 漬味噌 に検 出 さ れ た。漬 味 噌 に 検出 さ

れ た こ れ ら の タ ン パ ク 質成分 の バ ン ドは，カ ツ オ 肉 に お い

て検出 され た タ ン パ ク質成分 の バ ン ドと移動度が ほ ぼ一
致

した 。 こ の 結果か ら，カ ツ オ 肉の タ ン パ ク 質が味噌へ 移行

した の で は ない か と考えられた 。 カ ッ オ肉の タ ン パ ク質の

中 に は，分子 量の 大 きさ に 関係なく味噌漬処理 に よ り味噌

へ 溶 出 さ れ や すい タ ン パ ク質 と溶出 さ れ に くい タ ン パ ク質

が あ る こ とが 示唆 され た。こ れ は，タ ン パ ク質の 形 状 や 性

A
　 　　　　　　　1　　　　　3　　　　　　　 ら　　6　　フ　　 s

： 鐶難葦1
糞癖｛鑽議

→

摺糶鋳雲1蘇：
＿

・・顯 姫崖鑄 鑄 欝撚 署難…

35：蠡辯罌睦難 蕪 講許

　　1驚罍難難萎翼課
←

　　馨詳崋饕聾懸；轟叢轟
鱸 離 羃鬻

状 ま た は細 胞 の どこ に 局 在 して い る の か に 影響 さ れ る の で

は な い か と推測 さ れ た。例 えば，細胞 の 局在 が 影響 して い

る場合，細胞膜 に ある 表在性タ ン パ ク質や 可 溶性画分 （細

胞 質）に 局在 して い る タ ンパ ク 質 な どは 逸脱しや すい の で

は な い か と考 えられ た 。 尚，約 200kDa の タ ン パ ク質成

分 の バ ン ドは筋肉の 主要な タ ン パ ク質 で あ る ミオ シ ン で は

ない か と推察 され た。こ の タ ン パ ク 質 は味噌へ は溶出され

に くく，味噌漬 に よ り分解 され や す い こ とが 推 測 され た 。

　味噌漬カ ッ オ 肉の 美味 しい 状態 で 保存期 間 を延 長 す る 方

法 と して ，味噌漬後凍結保存す る こ と を前報
D

で 報告 した 。

凍結保存 の 結果，味噌漬後凍結処理 の 前後 に おい て 骨格筋

細胞 の 形態が良好 に保持さ れ て い た こ とが 判明 した
1）

。 今

回 の SDS −PAGE に よ る タ ン パ ク 質の 解析か ら，図 2 に 示

す よ うに，味 噌 漬 10 日後 と味噌漬 10 日後 に 味噌 を外 して

7 日間凍結させ た カ ッ オ 肉の タ ン パ ク質の 泳動パ タ
ーン は

ほ ぼ
一

致す る こ とが 明 らか に な っ た。既 に 報告
］）

した 組織

化学的解析 の 結果 と同様 に，味噌漬後 7 日 間の 凍結保存 の

有効性が 再確認 された 。

2． プロ テ ア
ーゼ活性

　 タ ン パ ク 質の 分解 に 関 与 す る プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性を，漬味

噌 と味噌漬 カ ッ オ 肉に お い て 調べ た。

　 図 3 に 味噌漬期間 0 日 に相当す る 漬込 み前 の 1床噌 と無処

理 カ ッ オ 肉お よび 10〜30 日間味噌漬 した カ ッ オ肉の 漬味

噌 と味噌漬 カ ッ オ 肉 に つ い て，各 々 の pll （pH 　3，5，7，8）

にお け る プ ロ テ ア
ーゼ活性を示 した。漬込 み 前 （0 日）の

味噌 の プ ロ テ ア
ーゼ 活性 は，pH 　3 で め活性 が 最 も高 く，

pH　5，7 に お い て 減少 し，　 pH 　8 で は ほ とん ど活性 は無 か っ

た 。

一
方，無処 理 カ ツ オ 肉 に は pH 　3，5，7，8で は ほ とん ど

活性 は 無か っ た。次 に，漬味噌はい ずれの 味噌漬期間の 漬

味噌 に お い て も漬込み 前 の 味噌と同様 の 傾向がみ ら れた 。

pH 　3 に お ける プ ロ テ ア
ーゼ 活性 は，味噌漬 10 日間の 漬味

噌で 漬込 み 前 の 味噌 と 同等に 高 く，味噌漬 20，30 日 間の

BkDa
　 M 　 1 　 2 　3 　4 　 5 　6 　78 　M　 kDa

l韈鑞欝iii
　

l
耋藁憲盤鼕i耋鼕蓑選鼕1馨馨華鼕萋辜耄響1＃暑＃

；
鼕肇肇耋蓼鼕婁馨萋鐸Sl馨

韈 鑞鞴
　　　　　　　　　　　 図 1．味噌漬カ ツ オ肉お よ び漬味噌 の電 気泳動像

A ：5〜20％ グ ラ デ ィ エ ン トゲ ル ，B ：15％ 均
一．一

ゲ ル

M ：分 子量 マ
ー

カ
ー，1 ：無 処 理 カ ツ オ 肉，2 ： 味噌漬 3 日カ ツ オ 肉，3 ； 味噌漬 10 日 カ ツ オ 肉，4 ：味噌漬 20 回 カ

ッ オ肉．5 ： 味噌 （漬込み 前 ），6 ；漬味噌 3 凵，7 ：漬味噌 10 日，8 ：漬 味噌 20 凵
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図 2．味噌漬 カ ッ オ 肉お よ び 味噌漬後凍 結 カ ツ オ 肉の

　　　電気泳動像
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ー

カ
ー．1 ：味噌漬 10 日カ ツ オ 肉．

2 ： 味噌 潰 10日後 凍結 7 日 カッ オ 肉
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図 3．　味噌漬期問 にお け る漬 味 噌 お よ び味噌 漬 カ ツ オ肉 の プ ロ
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ー

ゼ 活性
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図 4，味噌漬期間 にお け る プ ロ テ ア
ー

ゼ活 性 の 変動

A ：pH 　3，　 B ：pH 　7，▲ ； 漬味噌，● ： 味噌 漬カ ッ オ 肉

漬味噌 で は 活性が 減少 した 。一
方，味噌漬 カ ッ オ 肉は，味

噌漬 10 日 間の カ ツ オ 肉の pH 　7 に お け る プ ロ テ ア
ーゼ 活

性 が 最 も高 か っ た。以 上 の 結果か ら，漬味噌で は pH 　3 に

お け る プ ロ テ ア
ーゼ 活性 が，味噌漬 カ ツ オ 肉で は pH 　7 に

お け る プ ロ テ ア
ーゼ 活性が最 も高い こ とが 明 ら か に なっ

た。

　 図 4 に 示す よ うに，pH 　3 に お け る 漬 味 噌 の プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性 は 味噌漬 10 日間 をピーク に 味噌漬 20，30 日 間 と保

存期間が 長 くな る に従い ，活性 は 減少す る傾向 に あ っ た 。

一
方，味噌漬 カ ッ オ 肉 は 味噌漬期間 の 経過 に 関 わ らず，

pH 　3 に 活性 の ある プ ロ テ ア
ーゼ は ほ とん ど検 出され なか

っ た。

　pH 　7 に お ける 漬味噌 の プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性 は pH 　3 に お け

る活性 に 比 べ る と僅 か で あ り，味 噌 漬期 間 の 経 過 と共 に 減

少 し，味噌漬 20，30 日間 で は 活性 が 無 くな っ た 。

一
方，

カ ツ オ 肉 は 味噌漬 に よ りpH 　7 に お ける プ ロ テ ア
ーゼ 活性

が増加 し，味噌漬 10 日 間の 値 が 最も高 くな っ た 。 その 後

20，30 日間 と減少 した。無処理 カ ツ オ 肉 と味噌漬 カ ッ オ

肉 の pH は約 5．7 で ある の で ，味噌漬 に よ りカ ツ オ 肉 に検

出 さ れ た pH 　7 に 活性 が あ る プ ロ テ ア
ー

ゼ は，味 噌 漬 カ ッ

オ 肉 の 分解 に 関与 し て い る 可 能性 は 非 常 に 低 い と推 測 され

た。味噌漬 10 日間 の カ ッ オ 肉 に検出 さ れ た プ ロ テ ア
ーゼ

活性値 は，味噌漬 10 日 間 の 漬味噌の 活性値 と ほ ぼ 同 じで

あ っ た。 無処理 カ ッ オ 肉で検出 され なか っ た プ ロ テ ア
ーゼ

活性 が 味噌漬 をす る こ と に よ り検出され た 理由 は現在 の と

こ ろ 明 らか で は ない 。味噌中の 成分 に よ り活性化され たの

か，あ る い は味噌の プ ロ テ ア
ーゼ が カ ッ オ 肉に 緩瞹に移 行

した の か もしれ な い 。 また，そ の 他 の 要 因が あ るの か も し

れ な い と考 え られ た 。
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味噌漬カ ツ オ 肉と漬味噌 に お け る タ ンパ ク 質お よび遊離 ア ミノ酸の 変動 とプロ テ ア
ーゼ 活性 に つ い て

　さ ら に，漬込み 前 の 味噌お よび 漬味噌の pH は そ れ ぞ れ

約 5．0 と約 5．6で あ っ た。従 っ て，味噌漬 カ ッ オ 肉 の タ ン

パ ク質 の 分解 に は，pH 　5，6付近 に 活性 が あ る プロ テ ア
ー

ゼ の 触媒作用 に よ るの で は な い か と推測 され た。

3． プ ロ テ ア
ーゼ活性阻害

　漬味噌 は pH 　3，味噌漬 カ ッ オ 肉は pH 　7 に お い て プ ロ テ

ァ
ーゼ 活 性 が 高 い こ と が 明 らか に な っ た 。こ れ らの pH 　3

お よ び pH 　7 に お い て 活性が あ る プ ロ テ ア
ーゼ の 種類 を 同

定す る ため に，ア ス パ ラギ ン 酸 プ ロ テ ア
ーゼ （酸i生プ ロ テ

ア
ー

ゼ ）の 阻 害剤で あ る PepstatinAとセ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ （中性 プロ テ ア
ー

ゼ ）の 阻害剤で あ る AEBSF を それ ぞ

れ 用 い て ，プ ロ テ ア
ーゼ活性 の 阻害効果を調べ た （図 5，6）、

　漬味噌 に つ い て は，活性 の 高 い pH 　3 に お け る 味 噌 漬期

間 ご との プ ロ テ ア
ーゼ 活性割合 と阻害剤添加濃 度 の 変 化 に

よ る 阻害効果を図 5 に示 した 。 アス パ ラギ ン 酸 プ ロ テ ア
ー

ゼ の 阻害剤 である PepstatinAに よ る 阻 害効果 は高 く，い

ず れ の 味噌漬期間 に お い て も，阻害剤 添加濃度の 増加 に伴

い 阻 害効果 が 現れ た 。 得 に，PepstatinA　O．2％ 濃度 の 添加

で，活性 は 100％ 阻害 され た 。 さ ら に，セ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の 阻害 剤 で あ る AEBSF に よ りい ず れ の 味噌漬期間に お

い て も漬味噌の プ ロ テ ア
ーゼ 活性は 阻害され た 。

　味噌漬 カ ッ オ肉 に つ い て は，活性 の ある pH 　7 に お け る

阻 害効果 を，プロ テ ア
ーゼ 活性 が 最 も高か っ た味噌漬 工0

日 間 の カ ツ オ 肉 に おい て 調べ た （図 6）。 セ リン プ ロ テ ア

ーゼ の 阻 害 剤 で あ る AEBSF 　O．05％ 濃度添加 に お い て ，

活性 は 完全 に 阻 害 され た。一方，ア ス パ ラ ギ ン酸プ ロ テ ア

ーゼ の 阻害剤 で ある PepstatinA　O．05％ 濃度 の 添加 に お い

て は，全 く阻害されなか っ た 。

4， カツ オ肉の 硬 さの 変化

　 味噌中の プ ロ テ ア
ーゼ が味噌漬 カ ツ オ肉に作用 し，カ ツ

オ 肉 の 硬 さに 変化をお よ ぼ して い る と考え られ た た め，ク

リープ メ
ータ に よる硬 さ の 測 定を行 っ た （図 7）。

　 生 の 無 処 理 カ ッ オ 肉お よ び 味噌漬 カ ツ オ 肉の 硬 さ は ，30

日間 で ほ とん ど変動 が なか っ た。無処理 カ ッ オ 肉お よ び 味

噌漬 カ ッ オ肉 は，加熱処理 に よ り未加熱の 場合 と比 較す る

と い ずれ の 味噌漬期間 に お い て も硬 さの 値 は 高 くな っ た。

畑江 ら
13）

も，カ ッ オの よ うに 生 肉が 軟 らか い 魚肉 は加熱

に よ り硬 くなる傾向 に ある と報告 して い る 。 味噌潰 カ ッ オ

肉 は 無 処 理 カ ツ オ 肉 に比 べ て 味噌漬 10 日後 を ピー
ク に 硬

くな り，そ の 後 20，3Q 日間 に は 加熱処 理 した 無処理 カ ッ

オ肉 とほ ぼ 同 じ値 に 軟化 した。こ の 現象は，図 1 の 電気泳

動像 の 味噌漬 20 日間の カ ツ オ 肉 タ ン パ ク質の 低分 子 化 と

一
致 した 。

5， 遊離ア ミノ 酸の 定量

　 タ ン パ ク質 の 変動 お よ び プ ロ テ ア
ーゼ活性 の 変動が どの

よ うに遊 離 ア ミノ 酸 量 に変 化 をお よ ぼ して い る か を検討す

る た め に，漬味 噌 と味 噌 漬 カ ツ オ 肉 の 遊離ア ミ ノ 酸量 を調

べ た （表 1）。 漬味噌 と味噌漬 カ ッ オ 肉の 必 須 ア ミ ノ 酸 の
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プロ テ ァ
ーゼ 活性割 合は，阻害剤添加量 O％ 時の プ ロ テ

ア ーゼ 活性 を 100％ と して 表 した
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A ：PepstatinA，　 B ：AEBSF

プ ロ テ ア
ーゼ 活性割合は ，阻害剤添加量 0％ 時の プ ロ テ

ア
ーゼ 活性 を 100％ と して 表 した
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　 図 7．　 味噌漬期 間に よる カ ッ オ 肉の 硬 さの 変化

▲ ：味噌漬カ ッ オ 肉 （加 熱），◆ ：無処 理 カ ッ オ肉 （加熱），
● ：味噌 漬カ ッ オ 肉 （未加熱），■ ；無処理 カッ オ 肉 （未

加熱）
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表 1．漬味噌お よび 味噌漬 カ ッ オ 肉中の 遊 離ア ミノ 酸の 経 時 変 化

漬味噌 味噌漬 力 ツ オ肉 総 量 （漬 味 噌 ＋ 味噌漬 カッ オ 肉）

（mg ／1009 ） （mg ／1009 ） （mg ／2009）

0 臼 10 日 20 日 30 日 0 日 10 日 20 日 30 日 0 口 10 目 20 日 30 日

Thr25 ．831 ．927 ．235 ．0N ．D23 ．523 ．235 ，825 ．855 ，450 ．470 ．8
VaI34 ，840 ．826 ．836 ．1 5．432 ．225 ，236 ．040 ．273 ．052 ，072 ．1

必

須
Me し 15、818 ．616 ，925 ．0 4．815 ．716 ．225 ．220 ．634 ．333 ．150 ，2

ア Ile33 ．333 ．825 ．134 、3 2．629 ．724 ．435 ．435 ．963 ．549 ．569 ．7．
ミ

ノ
Leu62 ，564 ．546 ．564 ．7 4，154 ．343 ，367 ．866 ，6118 ．889 、8132 ．5

酸 Phe35 ．939 ．925 ．736 ．9 2、332 ．925 ．036 ．438 、272 ．850 ．773 ，3
Lys26 ．228 ．821 ．833 ．8 7．018 ．520 ．035 、233 ．247 ，341 ．869 ．0
His12 ．9188 ．0222 ．5235 ．51 ，026、0157 ．6185 ．6250 ．41 ，038，9345 ．6408 ．1485 ．9

Glu112 ．752 ．196 ．9126 ．3 5．135 ．659 ，7113 ．0117 ．887 ．7156 ．6239 ．3

N ．D 　検 出せ ず

うちス レ オ ニ ン や筋肉タ ン パ ク質 に 多い 分枝 ア ミ ノ 酸 の バ

リ ン ，イ ソ ロ イ シ ン ，ロ イ シ ン と芳香族 ア ミ ノ酸 の フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン は，味噌漬 10 日後 に増加 し 20 日後 にや や減少．

30 日後 に は 再 び 増加す る 傾向が み られ た、こ れ ら の 遊離

ア ミ ノ酸量 の 変動 は，味噌に多く含有 され て い る 遊離 ア ミ

ノ 酸 が 味 噌 漬 期 間 10日 間で 急 激 に カ ッ オ 肉へ 移行 し，そ

の 後 30 日問 で 両 者 の 遊 離 ア ミ ノ 酸量 は 平衡状態 に 達す る

傾向に あ っ た 。 遊離 ア ミ ノ 酸量が 20 日後に や や 減少 し 30

日後 に増加す る理 由に つ い て は 明確 で は な い 。 しか し，前

報
1）

で 報告 し て い る ように，味噌漬 カ ツ オ肉の 30 日 閭の

重量変動 は．味噌 債 3 日後 ま で 急 激 に 減少 し，そ の 後重 量

は 増加 に 転 じ 20，30 日後 に は 試料調製時 （0 日） の 重量

と ほ ぼ 同 じに な っ た。従 っ て，味噌漬 20 日 後に 遊離 ア ミ

ノ 酸 量 が 減少 す る理 由は，味噌漬 に よ る カ ッ オ 肉の 脱水に

よ る とは 考えに くい
。

　旨味 を 呈す る 酸性 ア ミノ 酸の グ ル タ ミ ン 酸は，元来味噌

に 多 く含 まれる ア ミ ノ 酸 で あ る。味噌漬 に よ り 10 日後 の

漬味噌中の 遊離 グ ル タ ミ ン 酸 量 は急 激 に 減少 し，味噌漬 カ

ツ オ肉の 遊離 グ ル タ ミ ン 酸量 は 増加 した。こ れ は，漬味噌

中 の 遊 離 グ ル タ ミ ン 酸 が カ ツ オ 肉へ 移行 した た め と考え ら

れ る。さ ら に，味噌漬 20，30 日 間 に 両 者 の 遊 離 グ ル タ ミ

ン 酸量 は そ れ ぞ れ 増加 し，味噌漬 30 日間 で漬味噌 と味噌

漬 カ ッ オ 肉の 遊離グル タ ミ ン 酸量 は 平衡状態に な っ た 。 こ

の 遊離 グ ル タ ミ ン 酸が 味噌漬 カ ツ オ 肉の 美味 し さ に大 い に

影響 をお よ ぼ して い る こ とが 示峻さ れ た 。

　
一

方，赤身魚肉 に多い
la）

遊 離 ヒ ス チ ジ ン は，カ ツ オ 肉

に顕 著 に多く，味噌漬 に よ り 10 日 間で 急激 に 減少 し，同

時 に漬 味 噌 中 の 遊 離 ヒ ス チ ジ ン 量 は 顕 著 に増 加 した。こ れ

よ り，無処理 カ ツ オ肉 に多 く含まれ る 遊 離 ヒ．ス チ ジ ン は，

味噌漬 に す る こ とで 漬味噌 へ 移行す る こ とが 明 らか に なっ

た 。 ヒ ス チ ジ ン は，必 須 ア ミ ノ酸と して 重要 な ア ミ ノ 酸で

あ る が，ヒ ス チ ジン デ カル ボ キ シ ラ
ーゼ に よ り脱炭酸され

ヒ ス タ ミ ン へ 変換 さ れ る と，ア レ ル ギー
疾患者 に とっ て は

ア レ ル ギー症状 を悪 化 させ る 可能性 が ある 。そ こ で ，漬味

表 2．　漬味噌お よ び味噌漬 カ ツ オ肉中の 遊離 ヒ ス チ ジ ン と

　 　 　 ヒ ス タ ミン の 経 時変 化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （mg ／100　g）

遊離．ヒス チ ジ ン 　ヒ ス タ ミン

漬 味噌 O 日 （漬込み前）

漬味噌 10 日

漬 味 噌 2〔｝日

漬味噌 30 日

8330　

8
9D900NOl

味噌漬 0 日 カ ッ オ 肉 （無 処理 ）

味噌漬 10H カ ッ オ肉

味 噌 漬 20 日カ ッ オ 肉

味 噌 漬 30 日カ ッ オ 肉

1，720906 N ．DO
．60
．80
．9

N．D　検 出せ ず

噌お よ び味噌漬 カ ツ オ 肉中の 遊 離 ヒ ス チ ジ ン と ヒ ス タ ミ ン

量を定量 し，結果を表 2 に示 した。味噌漬 カ ツ オ 肉の ヒ ス

タ ミ ン量 の 増加 は 全 くみ られ ず，ご く少 量 検出 され た ヒ ス

タ ミ ン は，元 々 味噌 に含ま れ て い た もの が カ ツ オ 肉へ 移行

した も の と考 え ら れ た。従 っ て ，味噌漬 30 日 間 の 保存に

お い て は，ヒ ス チ ジ ン か ら ヒ ス タ ミ ンへ 変換 され な い こ と

が 分か っ た 。

要 　 　約

　前 IRI／
，
に引続 き，鮮度低下 の 速い カ ツ オ 肉の 保存性を高

め 美味 しさを保持す る 調 理法と して ，生 カ ッ オ 肉の 味噌漬

を行 っ た。本 実 験 は，漬味噌 と味噌漬 カ ツ オ 肉の 両 者 の タ

ン パ ク 質お よ び遊 離 ア ミノ 酸の 変動 を調べ た。また，漬味

噌お よび 味噌漬 カ ッ オ肉に お け る プロ テ アーゼ 活性 を調べ

た 。 さ ら に，漬味噌お よ び味噌漬カ ッ オ 肉 に検出 され た プ

ロ テ ア
ーゼ の 種類 の 同定を試 み た。

L　 カ ッ オ 肉を味噌漬す る こ と に よ り，カ ツ オ 肉タ ン パ ク

　質 の SDS−PAGE の パ ターン は変化 し，特定 の タ ン パ ク

　質の 低分 了
・
化 が 認 め られ た。また，カ ッ オ 肉か ら漬味噌

　へ 溶 出す る タ ン パ ク 質が確認 され た 。

2．　 味噌漬 カ ツ オ 肉 と味噌漬後凍結 カ ッ オ 肉の タ ン パ ク 質
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味噌漬 カ ッ オ 肉 と漬味噌 に お け る タ ンパ ク 質お よび 遊 離 ア ミ ノ 酸の 変動 と プ ロ テ アーゼ 活性 に つ い て

　の 泳動パ ターン は，ほ ぼ
一

致 した。味噌漬後凍結保存は，

　保存期間の 延長 に 有効 な方法で あ る こ とが 再度確認 され

　た 。

3，　味噌 お よ び 漬味噌 は，pH 　3 に お け る プ ロ テ ア
ーゼ 活

　性が 最 も高 か っ た。無処 理 カ ツ オ 肉の プロ テ ァーゼ 活性

　は，各々 の pH に お い て 極 め て低い 活性で あ っ た。しか

　 し，味噌漬 カ ツ オ肉の プ ロ テ ア
ーゼ 活性 は，pH 　7 に お

　い て 味噌漬 10 日間が 最 も高 か っ た 。 味噌漬 カ ツ オ 肉 に

　は，pH 　3 に おけ る プ ロ テ ア
ーゼ 活性 は検出 され な か っ

　た。

4．　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア
ー

ゼ とセ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ の

　そ れ ぞ れ の 阻 害 剤，PepstatinAと AEBSF を 使 用 し，

　阻害効果 を調 べ た結果，味噌 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸プ ロ テ

　 ア
ーゼ とセ リ ン プロ テ ア

ーゼ が作用 して い る こ とが 判明

　 した。味噌漬 カ ツ オ 肉中 に検 出されたプロ テ ア
ーゼ は，

　阻 害効果 か ら セ リ ン プ ロ テ ァ
ーゼ で あ る こ とが分か っ

　 た。

5．　 味噌漬 カ ツ オ 肉 の 硬 さ は，味噌 漬 10 日間 が 最 も硬 く

　な り，その 後 20，30 日 間 と急激 に 軟化 し た。こ の 急 激

　な軟化 は，タ ン パ ク質 の 低分子化の 結果 と一致 した 。

6， 味噌漬 カ ツ オ 肉の ヒ ス チ ジ ン 以外 の 必須 ア ミ ノ 酸 と遊

　離グ ル タ ミ ン 酸量 は，味噌漬期 間 に伴 い 増加傾向 に あ っ

　た 。

一
方，カ ッ オ 肉 に 多 く含有す る 遊離 ヒ ス チ ジ ン は漬

　味噌へ 移行する た め に 減少傾向で あ っ た。
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和文抄録

　鮮度低 下 の 速 い カ ツ オ 肉の 保存性 を 高め 美味 し さ を保持す るた め の 試み と して，本研究 は 九 州
一

円で 使用 さ れ て い る麦

味噌 を用い て カ ツ オ肉を味噌漬 し，味噌漬中 タ ン パ ク質の 性質の 変化 を調べ た。

　 カ ツ オ 肉を味噌漬す る こ と に よ り，SDS −PAGE 解析の 結果，味噌漬カ ッ オ 肉 に は 分解されや す い タ ン パ ク 質，また 味

噌へ 溶出 しや す い タ ン パ ク 質が あ る こ とが 判明 し た。ま た，多 くの 種 類 の 遊 離 ア ミ ノ 酸 量 は 味 噌 漬期 間 に伴 い 味噌漬 カ ッ

オ 肉に お い て増加す る傾向に あ っ た 。 さ らに ，漬味噌 お よび 味噌漬 カ ッ オ 肉 の プ ロ テ ア
ーゼ 活 性 と阻 害効果 を調 べ た と こ

ろ，味噌 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸プロ テ ア ーゼ とセ リ ン プロ テ ァ
ーゼ が 含 まれ て い る こ とが 示 1唆さ れ た 。 無処理 カ ッ オ 肉に は

プ ロ テ ア
ーゼ 活性 は ほ とん ど検出 され な か っ た。しか し，興味あ る こ とに は カ ツ オ肉を 味噌漬す る こ と に よ りpH 　7 に お

け る プ ロ テ ア
ーゼ 活性が検出 され た。こ の プロ テ アーゼ は味噌漬期間 10 日間で 最大活性 を 示 し，セ リン プ ロ テ ア

ーゼ の

阻害剤で ある AEBSF で 阻害され た。
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