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　 The 　effect　of　crlde 　pretease　inhibitors　of　marine 　bacterial　origin 　on 　the　fornユation 　of　gels　from　various 　fishes

such 　as　krile，　sardine 　and 　squid 　meat 　paste（surimi ）was 　investigated．　Among 　them ，　crude 　protease　from　sardine

was 　strongly　inhibited　followed　by　krile　whereas 　no 　inhibition　was 　observed 　in　squid ．　Various　naturally 　occurring

protease　inhibitors　were 　mixed 　with 　bacterial　ones 　and 　the　inhibitory　effect 　on 　the　crude 　protease　from　sardine

was 　aisQ 　determined．　The　most 　effective 　one 　was 　leupeptin　frem　terrestrial　actinomycete ．　The　crude 　inhibitors　of

皿 icrobial　origin 　were 　frantionated　by　DEAE −ce1lulofine 　cQlumn 　chromatography ，　resulting 　in　twQ 　acUve 　franc−

tions．　The 　fract量on 　eluted 且rst，　marinostatin （simple 　peptide），had　an 　inhibitory　activity 　against 　serine 　protease

whereas 　the　second 　one ，　monastatin （glycoprotein），had　an 　inhibitory　activity 　against 　cysteine 　protease．　The 　in−

hibitory　effect 　of　these　inhibitors　on 　the　formation　of　gel　was 　performed ．　The 　elasticity 　and 　jelly　strellgth 　of　gel

from　sardine 　surimi 　was 　effective 　in　the　presence 　of　monastatin 　whereas 　no 　such 　effect　was 　observed 　in　the

presence　of 　marinostatin ，　 suggesting 　that　the　former　one 　 might 　be　applicable　to　 cooked 　fish　 meat 　ge1

（Kamaboko ）．
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ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー，マ リ ノス タチ ン，モ ナ ス タチン ，海 洋細 菌，マ イ ワ シ

　か まぼ こ な ど の 魚肉す り身製品 は噛んだ ときの 歯

ごた え や 弾力性に よ っ て その 品質が左右され る が，

こ の す り身の 加 工 の 際の 熱処理 に お い て魚肉筋肉中

に存在するプ ロ テ ア
ーゼ がす り身に作用 し ， 弾力性

の 乏 しい 品質の悪 い もの が しば し ば生 じる こ とが知

られ て い る。1
−3）魚肉筋肉中に は カ テ プシ ソ D ，中

性 お よびアル カ リ プ ロ テ ア
ー

ゼ な どが存在す るが，

こ の うち ア ル カ リ プ ロ テ ア
ーゼ の みが熱に安定で あ

り， 加熱の際に す り身 に 作 用 し，品質を低下 さ せ る

こ とがあ る。4）こ れ ま で こ の プロ テ ア ーゼ 活性を抑

制す る た め に卵 白5〕や牛血清蛋 白
6）および大豆 や リ

マ 豆
7）等プ ロ テ ア

ーゼ イ ン ヒ ビ タ ー （PI）を含む天

然物をす り身に添加 して そ の 影響を調 べ る試みが行

わ れ て い る が ， 十 分な効果を 上げ て い る とは 言 え

ず，より有用な物質 の 開発 が望 まれ て い た 。

　我 々 は以前 報告 した よ うに 8−12）PIを生産す る海

洋細菌を初 め て 海洋環境か ら分離 し，そ の 培養液 か

ら単純ペ プチ ドで 構成され る セ リ ソ PIr マ リ ノ ス

タ チ ン と命名」 と糖蛋 白質 で構成 され るシ ス テ イ ン

PI 「モ ナ ス タ チ ン と命名」 を 単離 し て い る が ，今

回 こ れ ら の PI を魚 肉す り身に 添加 し そ の 効果 を調

べ た の で報告す る 。
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材料と方法

　 PI 粗精製物の 調 製　PI 生 産 海洋 細 菌 Alteromo−

nαs　sp ．　B −10−319｝株を本実験 に 用 い た 。 なお本菌の

培養に は バ ッ フ ル 付きの 5001nL 容三 角フ ラ ス コ を

用 い ，こ れ に Bacto−yeast　 extract （Difco） 0．1％，

glucose　O．05％ ，
　Polypepton （凵本製薬）0．6％ を添

加 した人工海水 （ジ ャ マ リ ン S
， pH 　7．0）100　mL を

加 え 植菌後，25℃ にお い て 18−24 時間 回転振 とう

培養 した 。培養後，遠 心 分離 （10，
000rpm

，
20 分間）

に よ っ て 菌体 を除 い た 上 清をダ イ ア イ オ ン HP −20

（40 × 450mm ）カ ラ ム に 吸着 させ た後，0．01％ 酢

酸 で カ ラ ム を洗浄 し，つ い で 50％ ア セ トン 40mL

で PI を溶出 させ た後，減圧乾固 した もの を蒸留水

に 再溶解し，PI 粗精製物 （CPI ） として用 い た。

　 試薬 　卵 白，ロ イ ペ プチ ン ，ア ル フ ァ 2 マ ク ロ

グ ロ ブ リン ，ト リプ シ ン イ ン ヒ ビ クー
J ズブ チ リシ

ン お よび パ パ イン を Sigma 社 よ り購入 し ， 以下の

実験 に 用 い た。

　 魚肉粗プ ロ テア
ーゼの調製　魚肉粗 プロ テ ア

ー
ゼ

は各種す り身 （マ イ ワ シ ， オキ ア ミ，マ ル ハ 社製）

や ス ル メ イカ外套筋肉か ら調製 し た 。 こ れ らの 魚肉

そ れ ぞれ 30g を 50　mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．5）
90mL 中 で ホ モ ジナ イ ズ した後，遠心 分離 に よ っ

て得た 上 清 と沈殿 に同量 の 緩衝液 を加 え 再度遠心分

離 した上清を合
一

し，透析チ ュ
ーブ に つ め そ の 内液

をポリ エ チ レ ン グ リ コ
ー

ル を 用 い て 3mL ま で 濃縮

し 4℃ に て 貯蔵後 ， 粗酵素液 と し て 実験 に供 した 。

な お，こ れ らの 粗酵素液の 蛋 白質濃度 をビウ レ ッ ト

法で 測定し た と こ ろマ イ ワ シ，オ キ ア ミお よび ス ル

メ イ カ外套筋肉 で そ れ ぞ れ ，15．9，60．3 お よ び 94．5

mg ！mL で あ っ た 。

　粗酵素に対 す る PI の 阻害活性測定法　各種粗酵

素に 対す る 効果は CPI の 粗 酵 素液 に 対 す る酵素活

性の 阻害度か ら判定 した。すなわち粗酵素液 25μL

と PI （4mgfmL ）25 μL を 混 合後，30℃ に お い て

12 分間 前 イン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し，こ れ に コ イ ミ オ

シ ン 溶 液 （市 販 の コ イか ら ミ オ シ ン を調製 した も

の ；9mg ！mL 　in　O．5　M 　KCI−20　mM 　Tris−HCI
，
　pH

7．5） 50μL を添加し た 後，30℃ に て 60 分間 イソ キ

ュ
ベ ー

シ ョ ン し ，さ ら に 50℃ に て 20 分間 放置 さ

せ た後 2％ SDS −2％ 2一メ ル カ プ トエ タ ノール溶液

200 μL を 加 え て 100℃ に て ，1 分間 煮沸 し，酵素

反 応 を停IEさせた。な お ， ミ オ シ ン の 調製は碇谷 ら

の 方法
131，

に 準 じた 。 こ れ を SDS一ポ リア ク リ ル ア ミ

ドゲ ル 電気泳 動
14）

に付 しそ の 泳動 パ タ
ー

ン よ り PI

の 阻害効果を 調べ た 。

　 す り身に お け る CPI添加の 評価　マ イ ワ シ の す

り身 100g に 各種濃度の CPI と NaCl　3　g を加 え て

塩 ず りした後，擂 潰 し （10 分 間），折径 48mm の

塩化ビ ：z リ デ ソ ケ ー
シ ン グ に 充填 し，30℃ に て 90

分間坐 り処理 を行 っ た。 こ れを 90℃ にて，40 分間

加 熱 後 ， 形 成 し た ゲ ル を厚 さ 25　mm に切 り，

Fudoh レ オ メー
タ
ー

（レ オ テ ッ ク 社製）で 5φmm

の 円柱状プ ラ ン ジ ャ
ーに よ る ゲ ル破断強度を測定 し

た。また ，ゲ ル の 白度測定 は ミ ノル タ 色彩色差計

（CT −210型）を用 い て行 っ た。

　 PI の 分 画 方 法 CPI を 緩 衝 液 （50　mM 　Na −

phosphate ，　pH 　6．0）に溶解さ せ た 後 ，あ らか じめ

同緩衝 液で 平衡化させた DEAE −
cellulofine カ ラ ム

（30 × 200mm ） に 供 し，　 NaCl の 直線濃度勾配溶 出

（0−1．OM ） を 行 い ，溶出 して きた各画 分 （84mL ）

に つ い て PI 活性 の 測定 を行 っ た 。 なお，　 PI 活性は

ア ッ セ イ酵素 と し て ズブ チ リ シ ン とパ パ イン を用

い ，そ れ ぞ れ マ リ ノ ス タ チ ン お よ び モ ナ ス タチ ン 画

分 の 活 性 を測定 した 。
マ リ ノ ス タ チ ン は lmada　et

αL9）の 方法 に準 じて行 い ，ズブチ リ シ ン に対す る阻

害度か ら PI 活性 を算 出 した 。 モ ナ ス タ チ ソ は パ パ

イ ン を 100 μg にな る よう に 50mM 　Tris−HCI （pH

8．0）に 溶解 し た もの 0．5mL と同緩 衝 液 に 溶解 し

た モ ナ ス タ チ ン 溶液 0．5mL お よ び 0．1mL （0．1M

Cys ＋ 0．04　M 　 EDTA ）を混合し ，
27℃ にて，12 分

間 プ レ イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン した 。 こ れ に 1 ％ カ ゼ

イ ン 溶液 （50mM 　Tris−HCI
，
　pH 　8．0）O．5　mL を加

え 12 分 間反応さ せ た。反応後，5 ％ ト リ ク ロ ル酢

酸 溶液 2mL を 加 え て 酵素反応を停止 させた後，未

消化 カゼ イ ン を濾過 して 取 り除い た 濾液に つ い て

280nm に お け る 吸光度 を 測 定 し，阻害活性 を も と

め た 。な お ，阻 害 活性 1unitは ， 酵素活性を 上 記

反応条件で ， 50％ 阻害させ る イン ヒ ビ ク
ー

量 と定

義 し，阻害の割合は 次式よ り求 め た 。

　　阻害％ ＝（1 − B ／A ）× 100（％）

　A ；上記反応 条件で の イ ン ヒ ビ クー
非存在 下での

280nm の 吸光度 の 上昇量 。

　 B ； 上 記反応条件 で の イン ヒ ビ タ
ー

存在 Fで の

280nm の 吸光度の 上 昇量。

結果 および考察

　マ イ ワ ン す り身 に PI を添 加 して そ の 効果を 調べ

る前 に CPI の 粗酵素に 対 す る阻害度 を検討 した 。
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Fig．1．　The 　inhib玉tory　ef艶ct　of　crude 　PI （CPI）on

　 various 　crude 　proteases（CP ）from　surimi 　1〕y　SDS

　
−
polyacrylamide　gel　electrophoresis ．　C，　Carp　my −

　 osin （M ）；1，　 CPI； 2，　 M ＋ CP ； 3，　 M ＋ CP ＋ CPI ；

　 HC ，　Myosin　heavy　chain

Fig．1 に SDS ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動に

よる各種粗酵素液に対す る CPIの 阻害効果を示 し

た 。 こ れ ら の 中で は マ イ ワ シ の粗酵素液に 最も高い

阻害効果が見られ，コ イ ミオ シ ン 重鎖 はほ とん ど分

解さ れなか っ た 。 また，オ キ ア ミに つ い て も若十 の

阻害効果が認め られたが，ス ル メ イカ外套筋肉には

全 く認め られなか っ た。こ の うち最 も効果の あ っ た

マ イ ワ シ の CP に つ い て 粗 PI と他の 市販 の PI の 併

用効果を調べ た と こ ろ
，
Fig．2 に 示す よう に放線菌

由来の ロ イペ プチ ン が最も有効 で あ る こ とが判 明 し

た 。 長久 ら
15）も pacific　hake の す り身の ゲ ル 形成に

ロ イペ プチ ン を添加 して お り，ゲ ル 強度 の 高 い か ま

ぼ こ を得 て い るが，こ の ロ イペ プ チ ン は トリ プ シ ン

タ イプの セ リ ソ プ ロ テ ア ーゼ と シ ス テ イソ プ ロ テ

ア ーゼ の 活性 を特異 的 に 抑制 す る こ とか ら，マ イワ

シ や オ キ ア ミ の す り身，特に マ イワ シ には こ の プロ

テ ア ーゼ が多 く含 まれ て い ると推定 される。た だ こ

の PI は大変高価 で あ る 上 に そ の 分子 中に ア ル デ ヒ

ド基 を有す る こ と
161や 催奇性が あ る こ とな ど様 々

の 問題を 抱え て い る ため，食品添加物 としてす り身

へ 応用す るの は困難であ る と思われ る。

　 次に マ イ ワ シ の CP に 対 す る 阻害効果 が 認 め られ

た CPI を マ イワ シ す り身に 添加 し そ の 物性 に つ い

て 検討 した。Table　1 に マ イワ シ す り身の ゲ ル 形成

に お け る PI の 添 加効果 を示 した。 こ の 表か ら 明 ら

HC ⇒

「
〃固尸｝

　　　 ，・　 騨

C 　l 　ll 川 11
’

22T 　 33
’

Fig．2．　The　inhibitory　e丘ヒct　of 　various 　naturally 　oc−

　 curring 　PI　added 　with 　CPI 　on 　crude 　sardine 　pro−

　 tease　by　SDS −polyacrylamide　gel　 electrophore −

　 sis．　C，　Carp　myosin （M ）；1，　CP　from　sardine ；II，　M
　 　＋ CP ；III，　M ＋ CP ＋ PI；HC ，　Myosin 　heavy　chain

　 　 1，α2−Macroglobulin（Bovine）；1厂，1＋ PI，2，
　 Leupeptin；2

厂
＋ PI，3，　Trypsin　inhibitor（Soybe−

　 an ）；3
厂
，3 十 PI

Table　1．　The 　 effect 　of 　crude 　PI （CPI ）on 　the　gel

　 formation　of　sardine 　surimi

PI ・・

糖
跏 詈鞭

B

繍
9
　W ・一

0　 　 　 　 　 　 　 94

0．05　 　 　　 　 315

0．1　 　 　 　 　 　 435

0．20　 　 　 　 　 513

43815789 25．824
．022

．620

．5

1．0＊ 1 402 8．0　 　 　 　 23．6

＊ LEgg
　white

か な よ うに PI の 添加量 の 増加 に伴 い ，ゼ リ
ー

強度

お よ び凹み の値は増加し た が ， 白度は減少 した 。 な

お ， 前二 者の値 は天 然物で は数種 類 の PI が含 まれ

て い る と言 わ れ る卵 白 よ り も高 い 値 で あ っ た 。な

お ，本粗 PI に は 性 質 の 全 く 異 な る 2 種類 の PI が

含ま れ て い る た め ， 各 々 の 効果を調べ るた め に PI

粗精製物の 部分精製 を行 っ た。そ の 結果 を Fig．3

に 示 す 。 モ ナ ス タ チ ン 画分は非吸着画分 に溶出 し た

の に 対 し，マ リ ノ ス タ チ ン は NaCl 　O．6−0．7　M に 溶

出 した 。 こ れ ら の 画分 （フ ラ ク シ ョ ン ナ ン バ ー 2−8

お よび 30−36） を別 々 に 集め凍 結乾燥 し，必要に応
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Fig ．3．　The 　elution 　pattem　of　PI　by　DEAE −cellulQ −

　　　fine　colunm 　chromatography ．　Fractions　of　12　mL
　　　 were 　collected．

Table　2．　 The 　effect 　of　marinostatin 　on 　the　gel　for−

　　　 mation 　of 　sardine 　surimi

じ蒸留水で溶 解 した の ち以後の 実験 に 供 した。

　　Table　2 お よ び 3 に マ イワ シ す り身に お け る マ リ

ノ ス タ チ ン お よ び モ ナ ス タ チ ン 画 分 を添加 し た と き

の ゲ ル 形成能を そ れ ぞ れ示 す 。
マ リ ノ ス タ チ ン は そ

の 添加量を増加 させ て もゼ リ
ー
強度や凹みの 値に 全

く変化が認め られなか っ た の に 対 し，モ ナ ス タ チ ン

は 添加量 の 増加 に 伴 い こ れ ら の 値 の ．上昇 が 認 め られ

た 。 志水 ら 1η は い くつ か の 魚種の す り身に つ い て

ゲ ル 形成能を測定 して い る が，こ の値は魚種 に よっ

て 大 き く変動 し， トビ ウ オ や ヒ ラ メ な どで は こ の 値

は高 く，また マ イ ワ シ ，マ サバ ，サ ソ マ な どで は低

い こ とを報告して い る。本研究 にお い て マ イワ シ す

り身に つ い て モ ナ ス タチ ン を添加 す る と品質 の よ い

ゲ ル が で き る こ とが 明ら か と な っ て い る た め ， 今後

こ れ らの す り身に モ ナ ス タチ ン を添加 し た と きの影

響 を調 べ る こ とも必要 で あ る と思われる 。
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