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　　To 　clarify 　the　effect　of　heat−stability　of　actomyosin （AM ）on 　the　setting 　induced　by　endogenous
transglutaminase （TGase），

AM 　prepared　from　carp 　which 　is　classified　as　a　hard　setdng 　group　was
pre・heated　at 　40℃ unti 　90　min 　and 　then　incロbated　with 　TGase　extracted 　from　the　same 　individual　at

25℃．The　rates　of 　reduction 　in　the　amount 　of　myos 三n 　heavy 　chain （HC ）monomer 　and 　of 　formation
of 　HC 　polymers 　increased　with 　an　extension 　i夐 heat　treatment　of　AM ．　However ，　the　polymeriZation
rate 　of　HC 　monomer 　was 　slightly　reduced 　by　the　addition 　of　5％ sucrose 　which 　is　a 　protectalt　against
thermal　denaturation　of　AM 　at　pre−11eating　at　40℃．　Since　heat−denatUration　of　AM 　promoted 　poly−
merization 　of 　HCmono 皿 er，　heat−stability　of　AM 　is　suggested 　to　relate　to　setting　induced　by　TGase．
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　魚肉 に お け る 坐 り の 程度は 魚種 に よ り著 し く異な

る。D マ イ ワ シ，1“ ）
ス ケ トウダラ，1・2・5）ホ キ6＞な どの 数魚

種 で は ，坐 りが 非常 に早 く進行する こ とが知 られ て い

る。坐 り過程 に おけ る物性変化はタン パ ク質問に新た な

架橋形成 に よ る ネ ッ トワ
ー

ク構造 が 構築 さ れ た こ とを示

して い る 。

　関 ら7）に よ っ て 魚肉中に存在 す る こ とが 明らかに さ れ

た トラ ン ス グ ル タ ミ ナーゼ （TGase ，　EC 　2．3．2．13）は ，

タ ン パ ク 質 （主 に ミ オ シ ン 重 鎖 （HC ））間 に ε
一（γ一

g正utamyl ）lysine （イ ソ ペ プ チ ド）結合 に よ る 架橋 を形

成す る こ とか ら，坐 りに 関係する と考え られ る。 しかし，
TGase の 活性 を 阻害 して も坐 りが認め ら れ る 場合 があ

り，8・9）坐 り に 関与する 機構 は 単
一

で は な い と考 え られ て

い る 。 坐 りゲ ル 中の HC 間に イ ソペ プチ ド架橋が形成

され て い る場合，坐りゲル を SDS −PAGE 分析す るこ と

に よ り HC の 多量体 が 認 め ら れ る こ とか ら ， 坐 り現象

へ の TGase の 関与は容易 に調べ る こ とが で きる。

4・7・10・u ）

　HC の多量化を伴 う坐 りの 速 さ も魚種に よ り著 し く相

違 し，マ イ ワ シ で は 20℃ で 20 分間保持 す る だけで ゲ

ル 化 と HC の 多量化が起 こ るの に対 して，マ サバ や コ

イ で は 30℃ で 2 時間保持 して もゲ ル 化 せ ず，HC の 多

量化 もほ とん ど認め ら れ な い 。

12）また，TGase を 活性

化させ る カ ル シ ウ ム を マ サ パ 肉 に 加 え る と 30℃ −2 時間

で ゲ ル 化 と HC の 多量化 が マ イ ワ シ と 同様 に 認め られ

るように な る 。

12〕一方，コ イ 肉に カ ル シ ウム を添加 し，

30℃ で 2 時 間 保持 して もゲ ル 化せず，HC の 多量化も

ほ とん ど認 め られ な い こ とか ら ，

12） コ イ は 極 め て 坐 りに

くい 魚種 で あ る とい え る。

　Nozawa 　et　aL13 ）は ，コ イ を 含む様 々 な魚介類筋肉 か ら

TGase を 部分精製 し， 基質 とな るカ ゼ イ ン お よ び モ ノ

ダン シ ル カ ダベ リン （MDC ） に対す る各 TGase の 反応

性を反応速度論的 に解析して お り ， 他 の 魚介類筋肉由来

の TGase と比較 して コ イ TGase の カ ゼ イ ン に 対す る

κ m 値 はそ れ ほ ど変 わ らな い の に 対 し，MDC に対 す る

Km 値 は著 し く高い と報告 して お り， 魚介類筋肉由来の

TGase で あ っ て も 由来 に よ っ て 基質 に対す る特異性 が

著 し く異 な る こ とを示 して い る。

　
一

方 ， Kishi　et　al．　i4）は コ イ TGase を精製 し ， カ ゼ イ

ン と ミ オ シ ン B を基質 とし た 場合 の MDC の 取 り込 み

速度 を調べ ，ミ オ シ ソ B へ の 取 り込 み 速 度 が カ ゼ イ ン

へ の そ れ よ りも低 い こ とを明 ら か に して い る 。 ま た ，

Araki　and 　Seki15）は，コ イの ア ク トミ オ シ ソ （AM ）は

他 の 魚種 の AM よ り も TGase の 作用 を受 け に くい こ と

を報告 して い る 。 さ ら に ， Maruyama 　et　al．i6）は，コ イ
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ミ オ シ ソ に は MDC を 取 り込 め る Gln残基 の 数 が ホ ッ

ケ や ニ ジ マ ス の それより少な い と報告して い る 。
こ れ ら

の 報告 と コ イ で HC の 多量化を伴う坐 りが起 こ り に く

い とい う事実 とを照 ら し合 わ せ る と，その よ うな 坐 りが

起 こ りに くい 原因が HC の 多量化を触媒する TGase 側

だ け に あ る の で は な く，む しろ基質 とな る ミ オ シ ン 側 が

重要 で あ る と考 え られ る 。

　魚肉 AM の 熱安定性 が，　 Ca2＋−ATPase 活性 を 指標 と

して 数 多 く調 べ ら れ ，魚種 に よ り著し い 開きが あ る こ と

が 知 られ て い る 。

17） コ ・イAM は魚類 の 中 で は 比較的熟

安定性 が 高 く，坐 りやす い ス ケ トウダ ラ や マ イ ワ シ の

AM の 熱 安 定 性 は 低 い とさ れ て い る こ とか ら，　 HC の 多

量化 を伴う坐 りを起 こ しや すい 魚種 で は，低温，短時間

に AM が変性す る た め に Gln残基または Lys残基が分

子表面 に 現 れ ，TGase の 作 用 を 受 け や す くな っ て い る

可 能性が考 え られ る。

　本 研 究 で は，坐 りに くい コ イ の AM を熱変性 さ せ た

上 で ， TGase をf乍用 さ せ る こ と に よ り，コ イ肉 が HC

の 多量化を伴 う坐 りを起こ しに くい 原因を解明 しようと

した
。

実 験 方 法

　供試魚　コ イ　（qゆ ガη κ s α妙 勧 の 活魚を用 い た。

　か まぼ こゲ ル の調製　コ イ の背部普通筋 （タ ソパ ク質

濃度 26．6％） を採取 し，NaOH で pH 　7．0 に調整し，肉

重量 に対 して 20％ の 冷水 と，そ の 合計重量 の 2．5％ の

食塩 を 加 え て 擂潰 し肉糊を調製 した。ガラ ス 製円筒容器

（内径 1，6cm ，高さ 1．6　c 皿 ） に 充填後 ，プ ラ ス チ ッ ク

フ ィ ル ム で 密封し ， 25℃ で 2， 4， 6， 24 時間または 40℃

で 0．5，1，2，4，6時間坐 らせ た後， 85℃ で 30 分間 の 2

段 加 熱 を 行 っ た 。対照 と し て ，坐 らせ ず に 直接 85℃ で

30 分間加熱 したもの を作成 した。

　物性 の 測定 　直径 5mm の 円 筒形 プ ラ ン ジ ャ
ー

を用

い て 押 し込 み速度 6　cm ！min で 破断試験を行 い ，破断強

度 と破断凹みを 測定し，3 検体の平均値を 求め た。

　ア ク トミ オ シ ン の 調製　 コ イ の 背部普通筋 を採取 し，

10　mM 　 NaC1，
5 皿 M 　 EDTA ，3mM ジチオ ス レ イ ト

ー
ル

（DTT ） を 含む 0，02　M リソ 酸緩衝液 （pH 　7．5） を肉量

の 4 倍 量 加 え て ホ モ ジ ナ イ ズ 後，3000× g で 10分間遠

心 分離 し ， 上 澄 を 除去 す る操作を 4 回 繰 り返 して ，筋

原線維を調製 した 。 KCI存在下 で は NaCl 存在下に比 べ

て TGase の 作用 が 弱 い と報 告さ れ て お り，　ls）か ま ぼ こ

中の 製造条件 に近 づ け る意味 もあ っ て ，
NaCl （終濃度

0．45M ） を 筋原線維 に 加 え て AM を抽 出後，希釈沈殿

し， NaCl の 終濃度が 0．45　M と な る よ うに 3MNaC1 を

加えて AM を再溶解 した 。

　TGase 粗酵素 の 調製　コ イの 背部普通筋に ，10　mM

NaC1，　5　mM 　EDTA ，3mM 　DTT を 含 む 0．02　M リソ 酸緩

衝液 （pH　7．5） を 肉 量 の 5 倍量加 え て ホ モ ジナイ ズ後，

透析チ ュ
ー

ブに詰め ， ポ リエ チ レ ソ グ リ コ ール で 濃縮 し

た もの を粗酵素 とした。

　TGase の 部 分精 製 　コ イ の 背 部 普 通 筋 に ，10　mM

NaC1
，
25　mM 　EDTA ，5mM 　DTT を含む 50　mM 　Tris−

HC1 緩衝液 （pH 　7．5）（緩衝液 A）を 肉量の 5倍量加 え

て ホ モ ジナ イ ズ後，16000 × g で 30 分間遠心 分離 した 。

得 られ た 上 澄の 30−60％ 硫安飽和沈殿画分を集め，少

量の緩衝液 A で 溶解後，緩衝液 A に 対 して
一

晩透 析 し

た 。 緩衝液 A で 平衡化 した Q−Sepharose（3x20 　cm ）

を 用 い ，O．01−−o．3　M の NaCl 直線濃度勾配をもつ 緩衝

液 A で 分離 し，TGase 活性画分を集め た 。 同画分を緩

衝液 A に対 して 透析後，ポ リエ チ レ ン グリコ
ール に よ

っ て濃 縮 した もの を部 分 精製 TGase と した 。

　タ ン パ ク質濃度の 測定　ウ シ血清ア ル ブ ミン を標準 タ

ソ パ ク 質と して，肉 の タン パ ク 質濃度 は0．1NNaOH で

溶解後 に ビ ウ レ ッ トzal9）で ，酵素液 お よび AM の タ ソ

パ ク 質濃度は色素結合法
20］に よ り測定 した 。

　TGase 活性の 測定　Takagi　 et　 al．の 方法21〕
に 準じ，

N
’
，
N ジ メ チ ル カ ゼ イ ン と MDC を基質 と して，25℃ で

TGase活性 を測定 した。　 TGase 活性 1uniヒは，1分間

に 1nmol の MDC を カ ゼ ・イン に取 り込 ま せ る活性 と し

た 。

　 TGase 粗酵素 と 熱変性 AM と の 反応　AM の 熱変性

程度 の 違 い に よ る TGase と の 反 応 性 を 調 べ る た め ，

AM だ け を 40℃ で 0
，
30，60

，
90 分間加 熱後急冷 した も

の に つ い て TGase 粗酵素 との反応 性 を 比較 した。反応

時の 終濃度 で 4mg ！ml 　AM ，0．45　M 　NaC1
，
20　mM 　Tris−

HCI （pH 　7．5），　2．03　×　10T2　unit！ml の TGase 粗酵素を含

む反応混液を 25℃ で O，6，12，18，　24 時間保持後，SDS

処理液 （添加後の終濃度が 2％ SDS
，
2％ 2一メ ル カプト

エ タノ
ール ， 8M 尿 素 ， 50　mM 　Tris−HCI （pH 　6，8））を

加 え ，100℃ で 2分間加熱して ，酵素反応 を停止 さ せ，
一

晩攪拌 した。また，シ ョ 糖添加に よる熱変性抑制試験

と して ，AM 加熱時 に 終濃度 で 5％ の シ ョ 糖 を加 えた

もの に つ い て も同 様 の 条件 で TGase 粗酵素 と反応 さ せ

た 。

　部分精製TGase と熱変性 AM との 反応　 ロ イペ プチ

ソ （0．1mM ） を加 えた 上 で （1）40℃ で 0，30，60，90 分間

加熱 した も の（2）30℃ ， 40℃ ， 50℃ で 60分間加熱 した も

の に つ い て ，終濃度 で 1mg ！ml 　AM ，0，45　M 　 NaCl，20

mM 　Tris−HCI （pH 　7．5），2．03× 10−2　unit ！ml の 部 分精製

TGase を含む反応混液を調製 し，粗酵素を用 い た 場合

と 同様 に処 理 し，3．75 μg1 レ
ー

ン ず っ SDS −PAGE 分析

に供 した 。 ま た ，反応 に 及ぼす AM 濃度 の 影響を調 べ

る た め，40℃ で 60分間加熱 し た AM の 終濃度 を 2，3，
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4mg ！m 〜とし，　AM 　l　mg 当 りの 酵素活性 を 2，03× 10−2

unit に 保 っ て 25℃ で坐 らせ た 。

　SDS一ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳 動 （SDS −

PAGE ）分析　服部 と辰 巳の 方法22）に 従 い ，0．5％ ア ガ

ロ ー
ス を 含む 2．5％ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い て

SDS 処理 した AM を分析 した 。
　SDS −PAGE 上 の タ ン

パ ク質サ ブ ユ ニ ッ ト組成は ， 泳動ゲル の画像をス キ ャ ナ
ーGT −5500WINS （エ プ ソ ン 社）に よ り赤色光源 を 使

っ て パ ー
ソ ナ ル コ ン ピ ュ

ータ に取 り込み ，画像解析 ソ フ

ト NIHimage の Windows 版で ある Scion　image （Scion
社） に よ っ て 各バ ン ドの染色強度を測定 し，総染色強度

に対す る各パ ン ドの 比 率 を求 め た
。 泳動ゲ ル 中の 総染色

強度が 減少す る場 合 は ， SDS 一
尿素混 液 に 可 溶化 した

HC の 多量体がゲ ル 中に 侵 入 で きな い た め に 起 こ っ た と

もの と推定 し，そ の 量 を計算に よ っ て求めた。

結果 お よび考察

　 かまぼ こ の 物性お よび SDS −PAGE パ タ
ー

ン　コ イ

の 落 し身を 25℃ また は 40℃ で 加温 して 得 た か ま ぼ こ

の 破断強 度 お よ び 破断凹 み の 経時変化 を調 べ た 結果 ，
25℃ で は 破断強度お よ び破 断凹みは 24 時間ま で ほ ぼ直

線的 な増加 を示 した が，40℃ で は 破 断 強 度 お よ び破断

凹 み と もに 1時間 で ピー
ク とな り，そ の 後 6 時間まで

両者 ともに減少 した 。 こ の 結果 は，よ く知 ら れ た 事実 で

あ る た め 図 示 し な か っ た 。ま た ，か ま ぼ こ の SDS −

PAGE パ ター
ン （図示 せ ず） に つ い ても，25℃ 坐 りの

時間が長 くな る に したが い ，ミオ シ ソ 重鎖 二 量 体の 増加

が認め られ，24 時間後に は 三 量体 の 形成 も確認 された

こ と か ら HC の多量化 を伴う坐 りが進行 した もの と考

え られ る が ， HC 三 量体以 上 の 高分 子 成 分 が 24 時間後
に ようや く確認 で き る程 度 で あ っ た こ と から，25℃ に

お け る HC の 多量化を 伴 う坐 りは起 こ りに くい と い え

る 。

　TGase の 熱安定性　コ イ粗酵素液 （8．93　mg ／ml ）中
の TGase の 40℃ に お け る 熱安定性 を 測定 した 。 40℃
で 5，10，　30 分 間 加 熱後に急冷 し ， 25℃ で 活性を 測定し

た 。処理時間 を t，変性前後の 相対活性 を そ れ ぞれ Co，
C， として ，変性速 度定数 （KD ）を KD ＝ （ln　Co−ln　Ct）
・1／t で 表 す と ， KD は 4．98　x　10L41secとな り， 30 分後
の残存活性は 35．5％ で あ っ た。な お ， 未変性 TGase の

比活性 は 2．03× 10−2〜3．10× 10舮2unit ／mg で あ っ た 。

　Kishi　et　aL ，

i4）Araki　and 　Seki15）は コ イ肉中 の TGase
全活性を調 べ ，その 値は他 の 魚種の TGase 全 活性 と比

較 して 決 して 低 くな く，む しろ 高い 部類 に属す る こ とを

報 告 し て い る 。 ま た，Araki　aユ1d 　Sekii5）は ， コ イ の

TGase を コ イ を含む数種魚 肉 AM に 作 用 させ，同 じ条
件下で も，HC 多量 体 の 形成速度 に著しい 違 い があ り，
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コ イ AM に対 して は TGase が作用 しに くい こ とを認め

て い る。コ イ の HC は TGase の 基質 に な りに くい との

報告 15）が あるが，AM の 熱安定性 と の 関係 は 明 らか で

ない
。 そ こ で，熱変性 AM に 対 す る TGase の 影響を調

べ た。

　
40℃ で 熱変性させた AM に対する内在性 TGase （粗

酵素） の 影響　40℃ で 所定 の 時間熱変性させた コ イ の

AM （4　mg ！ml ） に 対 し て 同 じ コ イ か ら抽 出 し た

TGase の 粗酵素 を添加 し，25℃ で 24時 間 ま で 6時間

間隔 で 坐 らせ た も の を 5μg／レ ー
ン ず つ SDS−PAGE 分

析 し た 結 果 を Fig．1 に 示 し た 。 未処理 区 （A ）で は

HC 二 量体は 24 時間後 ま で 徐 々 に 増加 し，
　HC 三 量体

もま た 24 時 間 後 に わ ずか に観察された 。

一
方 ， 40℃ 加

熱区 で は，30 分 間 ， 60分 間，90 分間 と処 理 時間 が 長

くな る に した が い HC 三 量 体 以 上 の 高分子成 分が坐 り

の 時間 に 応 じて 認 め ら れ る よ う に な っ た 。 しか し， HC

（A ）

HC2HC

A

0 　6 　1218 　240 　6 　 1218 　24h

〔B）

HC2HC

A

〔
一

）

〔C）

（十 ）

2CCHH

A

12　18　24　0　6 　正2　18　24h

（
一

）　 　　 　　 ｛十 〕

（D）

HC2HC

A

0 　6　121824 　0 　6 　1218 　24h 　　　O 　6 　12　L8240 　6 　121824 　h

（
一
）　　　　　 （＋〉

（
一）　 　　　　 （＋ ）

Fig．1．　 SDS −PAGE 　patterns　of　actomyosin （AM ）

　　incubated　at 　25℃ with 　crude 　endogenous 　trans−
　　glutaminase．

　　 AM 　was 　previously　heated　at　40℃ for　O （A ），
　　30 （B），60 （C ），and 　90 （D ）min 　in　the　presence
　　（＋ ）or 　absence （

一）of 　5％ sucrose ，　The　heat．

　　ed　AM （4　mg 〆m の was 　hlcubated　at　25℃ for　O，
　 6，12，18，a皿d　24　h　With　crude 　endogenous 　trans−

　 glutaminase　 （2．03 × 10−2unit ／mt ）．　 Poly−

　 acrylamide 　 gels　 were 　 prepared　 with 　 2．5％
　 acrylamide 　and 　O．5％ agarose ．　HC2

，
　myosin

　 heavy　chain 　dimer；HC ，
　myosin 　heavy　chain

　 monomer ；A ，　act血．
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よりも移動度の 大 き い 成分 も 25℃ 坐 り中に 新 た に認 め

ら れ る よ う に な り，40℃ 処 理時間が長 い ほ ど生成 量 が

大 きくな っ て い た 。 した が っ て ，HC は 多量化す る と と

もに 低分子化 して い る も の と考えられ る 。 この 原因 とし

て は ，
TGase 粗酵素液 中 に 共 存 す る と思わ れ る カ テ プ

シ ン B23）や カ ル パ イ ン
2← 2s）の 他，筋原線維 に 強 く結合

し た セ リ ソ エ ン ドペ ブチダーゼ29）に よる HC の 分解が

考 え られ る。
AM は 40℃ で 変性 処 理 され て お り，加熱

時間が 長 い 処理 区 ほ ど分解産物が多 く認められ る こ とか

ら処 理 中 に 筋原線維結合型 の セ リン エ ソ ドペ プチダ
ーゼ

が 作 用 して い る と考 え ら れ る。また ，25℃ で の 加温中

に は カ テ プ シ ソ B23〕や TGase と同様 に カル シ ウ ム で 活

性化 さ れ る カ ル パ ／ ゾ 4『2s）が 作用す る と考 え ら れ る。

熱変性 した コ イ ミ オ シ ン はカ ル パ イ ソ の 他，様 々 な エ ン

ドペ プチ ダーゼ の 作用を受 け や す くな る と報 告
30）

され

て お り，変性 が 進 行 した AM ほ ど分解 しやす くな っ て

い る もの と考えられ る 。 したが っ て ， 本実験条件で は 熱

変 性 した AM に 対 して TGase だ け で な く内在性 エ ン ド

ペ プチ ダーゼ が 同時 に 作 用 して い た こ と に な り，AM

の 熱変性だけ の 影響 とは い え な い 面 があ る 。 しか し，

AM の 変性 を 抑制するた め に シ ョ 糖を添加 して 40℃ 加

熱 した AM に対す る TGase の 作 用 を 調 べ た 結果 に よ る

と （Fig，1），シ ョ 糖を添加す る こ とで 各時間区 ともに

HC の 多量体の 生 成 が 抑制 さ れて お り，特に 60 分間お

よ び 90 分間加熱処理 区で は HC 三 量体以 上 の 多量体の

生成が抑制 され て い た こ と か ら，AM の 変性 に よ っ て

TGase に よ る HC の多量化 が 進行 す る と考 え られ る 。

　 ロ イペ プチ ン を添加 して 40℃ で 熱変性させた AM に

対す る 部分精製 TGase の 影響　AM に粗酵素を添加 し

た 条件 で は内在性 の TGase 以外 に 内在 性 の エ ソ ドペ プ

チ ダ
ーゼ が影響す る こ とが判明 した 。 そ こ で 40℃ 変性

処 理 時 お よ び 25℃ 反応時の 筋原線維結合型 セ リン エ ン

　ドペ プチ ダーゼ 29〕に よ る HC 分解 を抑制す る た め，

AM に セ リ ン お よ び シ ス テ イソ エ ン ドペ ブチダ
ーゼ の

阻害剤で あ る ロ イ ペ プチ ソ を O．1・mM 加 え て熱処理 し

た 。ま た ，TGase につ い て も，カ テ プ シ ソ B23）ま た は

　カ ル パ イ ソ
24−28） （ともに シ ス テ イ ソ エ ン ドペ プチ ダー

ゼ 〕 の 混 入 を 防 ぐ た め に ，硫 安 分 画 お よ び Q−

Sepharoseに よ る 陰 イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ

　り部分精製 （精製度 57 倍） した TGase を 用 い た 。 さ

　ら に TGase 添 加時に もロ イ ペ プ チ ン を 終 濃度 で O，1

　mM とな る よ う に添加 した。な お ， 0．1mM ロ イ ペ プチ

　ン 存在下 で も TGase が 90％ 以上 の 活性を保 つ こ とを

　確認 した 。ま た ，本実験 系に お い て HC の 分解物と思

　われ る低分子成分 の 生成は認 め られ な か っ た 。

　1．変性温度お よ び変性時間 と HC 多 量 化 との 関係

　　40℃ に お け る 熱 処 理 時間 とHC の 多量化 の 関係 を

Fig，2（（A），（D）〜（F））に 示 した。変性時間 が長 くな る

ほ ど HC 単量体量 の 減少が 早 くな り，HC 多量 体の 増 加

が促進され た。ま た ，変性 が 進 む ほ ど HC 二 量体 の 形

成量 は少な くな り，HC 三 量体以上 の多量化の 形成が進

んだ 。 こ の結果 は ， 粗酵素液を用 い た実験 （Fig．　1） と

類似 し て い た 。つ ぎ に ，変性時間を 60 分間 と一
定 に

し，温度を 30
，
　40，50℃ として変性温度の 影響を調 べ た

結果 を Fig．2（（A）〜（c），（E））に 示 した 。 こ の 場合 も

変性温度 が 上 昇 す る ほ ど HC 単量体 の減少速度が速 く

な り，HC 多量体 の形成速度が速ま る こ とが確認 され

た 。 ま た，HC 二 量体は変性温度 が高 くな る ほ ど，認め

られ な くな り，そ れ よ りも高分子量 の 成分 が 形 成 さ れ る

こ とを示 した 。

　2．AM 濃度 と多 量 化 の 関係

　本実験はかまぼ こ ゲル よ り も希薄な タ ン パ ク質濃度で

行っ て い る ため，タ ソ パ ク 質濃度の影響 に つ い て も調べ

た （Fig．3）。 変性条件は 同 じ 40℃−60 分間で あ る が ，

タ ソ パ ク 質濃度 が高くな る に従 い ，HC の 多量化 が 抑制

さ れ る と と もに ，HC 二 量 体の 蓄積が認 められた。した

がっ て，高 タ ソ パ ク質濃度の か まぼ こ ゲ ル で は，多量化

の 進行がこ れよりも遅 くなる こ とが あると思 わ れ る 。 タ
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Fig．2．　 Changes　in　the　amount 　of 　myosin 　heavy

　　chain （HC ）du五ng 　incubation　at　25℃ with 　par・

　　tially　puri負ed 　endogenous 　transglutaminase．

　　　Actomyosin　which 　was 　preViously　heated　at

　　30℃ （B），40℃ （E ），and 　50℃ （C）for　60　min 　or

　　at　40℃ for　30　min （D ）and 　90　min （F）in　the

　　presence 　of 　leupeptin （0．1mM ）or　not 　heated
　　（A ）was 　incubated　at 　25℃ ，（○ ），HC 　monomer ；

　　（□ ），HC 　dimer ；（▲ ），＞ HC 　trimer，
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Fig・3・　EHiect　of 　protein　concentration 　of　heat．

　　denatured　actomyosin 　on 　the　amount 　of　myosin

　　heavy　cha 三n （HC ）during　incubation　 at　25℃
　　with 　partia11y　puri丘ed 　endogenous 　trans・

　　glutaminase、

　　One （A），
2 （B），3 （C），

and 　4 （D）mg ／mlofac −

　　tomyosin 　which 　was 　previously　heated　at　40℃
　　for　60　min 　in　the　presence　of　leupeptin（0．1
　　mM ）was 　incubated　with 　partially　purified　en ・

　　dogenous　transglutaminase （2．03　×　10−2　unit／
　　mg 　actomyosin ）at　25℃ for　O，6，12，18，　and 　24

　　h・（o ）， HC 　monomer ； （ロ ），HC 　dimer； （▲），
　 　 ＞ HC 　trimer ，

ン パ ク質濃度が高くなると多量化 の進行が 遅れる理由 と

して は，AM ゾル の 流動性が低下し，酵素一
基質綾合体

の 形成速度が 低下 す る こ とや、タ ソ パ ク質の変性速度が

低下する こ とな どが考え られ る。また，粗酵素液を用 い

た 実 験 （Fig．1） で は ，Fig．3 （D ）と 同 じ 4mg ／mJ の

AM を用 い ，　TGase 活性は四 分の 一で あ っ た こ とか ら，

本実験系と多量化速度 に 著 しい 違い が あ っ た もの と思わ

れ る 。

　Seki　etal．31）は ，熱変性 させた ス ケ トウ ダ ラ 冷凍 すり

身の HC の 多量化 を伴 う坐 りの 起 こ りや す さ を 調 べ ，

変性 が 進ん だ す り身ほ ど HC の 多量化 が 起 こ りに くく

な る こ とを確認 した
。 しか し， 熱処理 に よ り低下 した 活

性 に 相当す る TGase を 加 え ると HC の 多量化能が 回 復

した （た だ し，筋原線維 が 変性 して い るの で ， ゲ ル 形成

能は回 復し な い ） こ とか ら，熱変性 に よ り HC の 多量

化 を伴う坐 りが 起 こ りに くくな る 原因 が TGase の 失活

に あ る と して い る 。 し か し，本研究 で 認めたよ うに，
AM の変性は TGase に よる HC 架橋形成速度を促進 さ

せ る の で あ る。ス ケ トウ ダ ラ の よ うに 元来 HC 多量 化

反応 が 進みやす い 魚種で は ， 低温短時間 で TGase と の

高 い 反応性を示 す だ け の筋原線維 タ ン パ ク質の変性 が 進

行す る た め に，熱変性処理 の 影響が 認 め られ な か っ た と

推測され る。
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　本研究で は 40℃ で 変性 さ せ た コ イ AM に対 して コ イ

TGase は 作用 しやす くなる こ とが判 明 した。しか し ，

実際の か ま ぼ こ ゲ ル で は 40℃ で坐ら せ て も三 量体以上

の HC の 多量体は認め られず，坐り時間 を長 くして も

HC 多量体は 形成 され な い
。 こ れ は ，40℃ で は 基質 と

なる AM の変性 と同時 に TGase 自体が失活して い くこ

とと，HC を 分解する種 々 の エ ン ドベ プチ ダーゼ 23’29）が
HC の 熱変性 と反応温度の 上 昇 に よ っ て 活性が高ま り，
TGase よ り も先 に HC を 低分子化 す る か らであろうと

思わ れ る。熱安定性試験 の 結果 か ら，コ イ TGase は

40℃ で 30 分間 加 熱 して も約 36％ の 活性 を保持 して い

る 。 こ の事実か らするとす り身を 40℃ で 坐 らせ て い る

間にす り身タ ン パ ク 質は TGaseの 作用 を受け て い て も

不 思議 で は な い 。今回 用 い た AM 溶液系に お ける実験

で，AM 濃度が高 い ほ ど多量化 しに く くな る傾向 が 認

め られ た こ とから，す り身の よ うな 高 タ ン パ ク質濃度系

で は TGase は働きに くい の か も知れな い 。こ の点に 関

して は，一
層の検討が必要 と思 わ れ る。
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