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　　Carp　actomyosin 　sol　containing 　90　mg 　protein！g　in　O．5　M 　NaCl （or　1　M 　NaCl）at　pH 　7，0was 　heated　from　5　to

80℃ at　heaUng　rate 　of 　2℃ ！min ．　The 　Ilon −proteolytic　modori （gel　weakening ）which 　occurred 　characteristicaUy

during　actomyosin 　gelation　was 　detected　at　53℃ by　measuring 　storage 　modulus （G
’
）of　the　sol．　The 　addition 　of

ethanol 　and 　n −butanol　to　the　sol　dld　not 　suppress 　the　non −proteolytic　modori 　but　sh 量fted　the　modori 　temperature 　to

51℃ and 　42℃，　respectively ．　Butanol 　greatly　illcreased　the　G
厂
alld　the　breaking　strength 　of 　actomyosin 　gel　formed．

　　The 　addition　of 　pyrophosphate −Mg （PPi−Mg ）dissoclated　actin 　and 　myosin 　from　actomyosin ，　and 　changed 　the

thermal　gelation　pattern　of　actomyosin 　sol　to　a　myosin −like　one ．　The 　change 　eliminated　non −proteolytic　modori ，
though 　PPi−Mg 　did　not 　increase　the　G

厂
or 　the　breaking　strength 　of　thermally 　induced　gel，　PPi−Mg 　made 　no 　contri ・

butiQn　to　a　great　increase　in　the　gel　strength 　of 　actomyosin 　gel　formed　by　a　two 　step 　heating　method 　including

microbial 　transglutaminase −induced　setting ．
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　 魚 肉 に 限 らず 筋 肉 タ ン パ ク 質 の 加 熱 ゲ ル 形 成 に お い て

は，最初 に筋肉に NaCl を添 加 して 擂潰 し，筋原繊維 タ

ン パ ク 質を ゾ ル 化 さ せ．肉 糊 を 調 製す る。こ の 肉糊 を 加

熱す る こ とに よ りゲ ル が 形成 され る。こ の 時の ゲ ル の 形

成は本質的に ミオ シ ン が 担 っ て お り，ア ク チ ン は ミ オ シ

ン に 対 して 少量 の 時に の み ミオ シ ン の ゲ ル 強度を増 大 さ

せ るが，肉中 の ア クチ ン 量 は こ れ よ り多い た め に こ の 効

果 は な い 。1
−6］ さ ら に ミオ ン ン の 熱 ゲ ル 化反応 は 坐 り と

戻 り に よ っ て 著 しい 影響を 受け る。坐 り工 程は ゲ ル を 強

化す るた めに 取 り入 れ られ て お り，ゲ ル 構造を 構成す る

ミオ シ ン の 網 目を 均
一

に 分散 化 させ る 過 程 を 含 む が ，7・8〕

実 用 レ ベ ル の 強度 を 有す る加 熱ゲ ル は 肉 糊に 内在す る ト

ラ ン ス グ ル タ ミナーゼ （TGase ） に よ る ミオ シ ン の 架橋

頃合 に よ っ て 導入 され る 坐 り と そ の 後の 加 熱 （2 段 加 熱）

に よ っ て 得 ら れ る。9
”L2〕

　 肉糊 の 加 熱 ゲ ル形 成 に 強 く関 わって い る別 の 因 子 は 戻

りで あ る 。 戻 り は 肉 糊 の 加 熱 ゲ ル 形 成 時 に 中 温度 （40−

60℃ ）で ，一
旦 形成 さ れ た ゲ ル の 脆 弱 化 現 象 で，著 し

い 場合に は ゲ ル が 崩壊 し て し ま う。こ の 原因は 2 つ あ

り，1 つ は 肉糊 に 内在 す る プ ロ テ ア
ーゼ に よ る もの で あ

る 。

13−18）
こ の 原因 の 場 合 は プ ロ テ アーゼ 阻害剤 の 添 加 で

戻 りは 抑制 され，弾力性 の あ る強い 加 熱ゲ ル が 形成で き

る。16・19）戻 りの も う
一

つ の 原因 は非プ ロ テ ア
ー

ゼ に よ る

もの で あ る。こ の 戻 りは Sanoら6・20〕
に よれ ば ，ア ク ト

ミオ シ ソ 中の ア ク チ ン に よ っ て ミ オ シ ン の 加 熱 ゲ ル 形 成

が 阻 害 され る現 象 で あ る こ とが 明 ら か に され て い る。し

か し，こ れ らの 戻 りは 40−60℃ の 温度帯で 同 時 に 起 き

るの で，最終的 に形成 され た ゲ ル の 破壊試験で は こ の 両

戻 りの 寄与率 を 見積 も る こ とは 難 し い が，ゲ ル 形 成 過程

を動 的 粘 弾 性 の 測 定 で追 跡 す る こ とで あ る程 度 可 能 で あ
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る許
21）

　 こ の よ うに プ ロ テ アーゼ お よび非 プ ロ テ ア
ー

ゼ に よ る

戻 りを抑 制 し，坐 りを導 入 す る こ とが で きれ ば，さらに

強 い 加 熱ゲ ル が 形成で きる可 能性 が あ る 。 そ こ で ，本研

究で は 非酵素的戻 りを抑制 す る方法 と して ア ル コ ール添

加の 影響 を調 べ た 。 ア ル コ
ール は ミオ シ ン 頭 部 S1 と相

互 作用 す る こ とが 知 ら れ て お り，22 〕

ま た ，田 口 ら
23−25）

は プロ テ ア ーゼ に よ る戻 りを抑制 す る と と もに ，ゲ ル 形

成能 を著 し く増大させ る こ とを 明 らか に して い るが，非

酵素的戻 り に 対す る 影響は不 明で あ る。　
一
方 ，h述した

よ うに 非酵素的戻 りの 原因 が ア ク ト ミオ シ ン 中 の ア ク チ

ン と ミオ ン ン の 相 互 作 用 の 変 化 に よ る こ とか ら，両 タン

パ ク 質 の 解 離 作 用 が 知 ら れ て い る ピ ロ リ ソ 酸 と Mg

（PPi−Mg ） の こ の 戻 り に 対 す る 影響 を TGase に よ る 坐

り の 導 入 と と も に 検討 した。

実 験 方 法

　材料　コ イ Cyprinus　carpie は 函 館市 内の 店 で 購 入 し

た 活 魚 を 用 い た 。monodansylcadaverine （MDC ）は

Sigma社製，他の 全 て の 試薬 は 和光純薬工 業社 の 特級

を使用 した。微生物由来の TGase （MTGase ）は 味 の 素

株式会社 か ら提 供 され た精製 品 を用 い た。

　 MTGase の 活性測定 MTGase の 活性 は Kishi ら の

方法
261

に従 っ て ア セ チ ル 化 カゼ イソ へ の MDC の 取 り込

み 量 を 測定 し て 求 め た 。ア セ チ ル 化 カ ゼ イ ン に 1分間

当 た り 25℃ で ，1nmol 　MDC を 取 り込 ませ る 酵素量 を

1　unit とした。用 い た MTGase の 比 活 性 は 260　unit ！mg

で あった。

　筋原繊 維 と ア ク トミオ シ ン
・ゾルの調製　筋原 繊維 は

即 殺 し た コ イ 筋肉 か ら 調製 し た 。す な わ ち 細砕 肉を 4

倍量の 0，1MNaC 弖一20　mM 　Tris−HCI （pH 　7．0）で 3回洗

浄 し，氷冷下で 5 倍量の 同緩衝液で ホ モ ジナ イズ した。
2 層 の ガ ーゼ で 濾過 し，結合 組織 を除 き，遠 心 分離 し

た。得 られ た 沈殿 を 更 に 同緩衝液 で 4 回洗 浄 して，最

後 に 得 られ た もの を筋原繊維 と した。

　筋原繊維 に 終濃度 で タ ン パ ク 質 と塩濃度が 90mg ！g
−

O．5　M 　NaCl （ま た は 1MNaCl ）
−20　mM 　Tris−HCl （pH

7，0）に な る よ うに NaCl と緩衝液 を加 え ，こ れ を 0℃ で

均
一

に混ぜ 合わ せ ア ク トミ オ シ ン
・ゾル を 調製 した。出

口 ら
2324 ）は ゲ ル 形成 に 及 ぼ す ア ル コ

ー
ル の 種 類 と濃度 に

つ い て 報告 し て い る が，こ こ で は そ れ を 参考 に し て 終濃

度 で 1 ％ ま た は 3％ に な る よ う に エ タ ノ
ー

ル また は n一

ブ タ ノール を ア ク トミ オ シ ン
・ゾ ル に 添 加 した。PPi−

Mg 添加 の 実験に お い て は NaOH で 中 和 した 5　mM 　PPi

と 1　mM 　MgClz を 添加 し た。　 MTGase に よ る 坐 り反応

で は ア ク ト ミオ シ ソ
。ゾ ル 1g 当 り MTGase を 5unit

添 加 した 。

　ア ク トミオ シ ン
・ゲ ルの 調製とゲ ル物 性 の 測 定　ア ク

ト ミオ シ ン ・ゾル を 脱気 し て 気泡 を除 い た後，直 径 3．7

cm ，高 さ 2Cln の 円筒 型 プ ラ ス チ ッ ク 容器 に 充填 し，キ

ャ ッ プで 密封 した 後，30℃
，
40℃

，
55℃ で 加 温 （坐 り ）

を行 い ，さ ら に 90℃ で 20 分 間加 熱 し た。こ の ゲ ル は 2

段 加 熱ゲ ル と呼び，坐 りを行わ ない 場合は 直接加熱 ゲ ル

と呼 ぶ こ とに した 。加熱ゲ ル は一．．
度 氷冷 した もの を室温

に 戻 して か ら，2時間後 に レ オ メー
タ
ー （レオ ナーRE −

3305，山電） で ゲ ル 物性 を 測定 した 。 直径 5mm の 円

筒 型 プ ラ ン ジ ャ
ーを 0，5mm ！sec で 押 し込 み，破 断強度

（gw ＞ と凹 み （mm ）を 測定 し た。動的粘弾性の 測定は

先 に報告
12：1 した よ うに，東洋精機 の レ オ ロ グラ フ ゾル

の セ ル に ゾル L6g を 充填 して ，ブ レ
ー

ド を 挿 入 し た

後，上 層 に 蒸発防止 の た め に シ リ コ ン オ イル （信越化学

KF −96〕 を数 滴乗 せ た。直 接 加 熱 の 場 合 2℃ ！min の 速

度 で 5℃ か ら 80℃ まで 昇 温 加 熱 した。坐 り過 程 を 加 え

た場 合は 5℃ か ら坐 り温度 ま で昇温 さ せ，そ 6）温度 で 1

時 間 （
一

部 の 実 験 で は 2 時 間 ）保持 し，その 後再 び 2℃

〆min で 80DC ま で温度 を上げ，そ の ま ま 80℃ に 10min

保持 した （2 段加熱）。動的粘弾性の 測定 は 正 弦波振動

歪 み （周波数 3Hz ；
一

定振幅 100μm ）を 与 え て ，得 ら

れ た応 力 の 貯蔵弾性 率 （G
’
） と損 失 弾性 率 CG”） を 読

み取 った。

　 SDS −PAGE 　Weber と Osbornの 方法
27〕に従 い ，0．1

％ SDS を 含む 5 ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル を

用 い SDS −PAGE を行 っ た 。バ ン ドの 染 色 に は 0．12％

Ceomassie　Brilliant　Blue−R250，50％ メ ク ノ
ー

ル ，10％

酢酸 を用 い た。

　 タ ン パ ク 質 の 定 量 　 タ ソ パ ク 質 濃 度 は ビ ウ レ ッ ト

｝k．ZSi で 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を標準 と し て 定 量 した 。 坐 り

お よ び 加 熱ゲ ノレを SDS 一
尿 素溶液

211
で 可 溶 化 した 試料 は

終濃度 7，5％ に な る よ うに トリ ク ロ ロ 酢酸 を 加 え て タ ン

パ ク質 を沈殿させ ，ジ エ チ ル エ
ー

テ ル とエ ク ノ
ー

ル 混液

（1 ： 1v ！v ）で 沈殿 を 洗浄 し た後，風乾 した 。 こ れ を 1
NNaOH で溶 解 さ せ ビ ウ レ ッ ト法 に よ っ て タ ン パ ク 質

量 を 求め た、、

結果 と 考察

　 ア ク トミオ シ ン ゲ ル 形成の 非酵素的戻 りに 及 ぼ すア ル

コ ー
ル の 影 響 　Fig．1（a ）は ア ク ト ミ オ シ ン ・ゾ ル お よ

び 3 ％ エ タ ノ
ー一

ル 又 は 3 ％ ブ タ ノ
ー

ル を添 加 し た ゾ ル

を 5ec か ら 80℃ ま で 毎分 2℃ で 温 度を 上 げ て 加 熱 した

時 の ゲ ル 形成の 過程 を 動的粘弾性の 変化 と して 調べ た も

の で あ る 。5℃ に お け る ア ク ト ミ オ シ ソ ・ゾ ル の G厂と
G
”
は ア ル コ ール の 添 加 に よ っ て 少 し高 い 値 を示 した 。

ア ク ト ミ オ シ ン ・ゾル の G
’
が 43℃ か ら 53℃ で 急激 に

低下す る 現象は 非プ ロ テ ア
ー

ゼ 型戻 りで あ る こ とが知 ら

れ て お り陣 こ の G
’
の 谷 は エ タ ノ

ー
ル の 存在下 で は 51

℃ で ，ブ タ ノール 存在下 で は 42℃ と低温 で あ っ た 。 し
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Fig ．1．　 Effect　of 　alcohol 　on 　the 　storage 　modUlus （GF）and 　loss　modulus （Gり of　actolnyosin 　sol　during　heating．（a ）Carp　actomyo −

　 sin　sol　containing 　90　mg 　protein〆g　in　O，5　M 　NaCl −20mM 　Tris−HCI （pH 　7，0）was 　heated　at　2℃ 〆min 　from　5　to　80℃ in　the　ab −

　 sence （C）and 　presence　of　3％ ethanol （E）or　3％ n −butanol（B ）．（b ）
一
（d）The 　actomyosin 　sols 　were 　heated　by 　a 　twQ −step 　heat一

　 孟ng 　method 　including　the　incubat圭on 　at 　30℃ （b），40℃ （c），and 　55℃ （d）for　60　min ，・・・…，Temperature（℃），
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Fig ．　2．　 Effect　Qf 　alcohol 　on 　the　breaking　strength 　and 　strain 　of 　actomyosin 　gels．　Actomyosin 　sol　prepared 　as　in　Fig，1with　and
　 Without　alcoho1 　was 　cooked 　at　90℃ for　20　min 　after 　incubation　at　30，40，　and 　55℃ for　various 　periods．　Each 　data　value 　is　ex −

　 pressed　as　mean ± SI）from　four　separate 　experiments ．　D，　without 　the 　incubation；■，　control 　without 　alcoho1 ；Z ，1％ ethanol ；圏，
　 3％ ethanel ；圏，1％ butanol；囗，3％ butanol，

か し，こ れ らの ア ル コ
ー

ル 添 加 に よ っ て ，G
’
の 谷は 消

失 し な い こ とか ら，ア ル コ
ー

ル の こ の 戻 りに対 す る抑制

効果 は小 さ い こ とが 明 らか に なった。ブタ ノール 存在下

の G
’
は 42℃ か ら 66℃ ま で 急激 に 増大 し ，66℃ か ら 80

℃ まで 少 し低下 した が，80℃ 到 達 時 の G
厂
は 2200Pa と

非常 に 高 い 値 を 示 し た。 こ の 値 は 後述 す る よ うに

MTGase を 5unit／g 添加 した と き に形成 され た ア ク 】一

ミオ シ ン
・ゲ ル の G 値 と 同程 度で あ っ た。ブ タ ノ

ー
ル
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Fig，3．　 Effect　of　alcohol 　on 　the　proteolysis　of　actornyosin 　sol　during三ncubation 　at　40℃，　Actomyosin　sols　with 　alcQhol 　were 　incubat−

　 ed　at　40℃ for　O，5，1，and 　2　h，　HC ，　myosin 　heavy 　chain ；Ac ，actin ；C ，　colltrol　without 　alcohol ；1E，　added 　1％ ethano1 ；1B，　added 　1
　 ％ butanol；3E ，　added 　3％ ethanQ1 ；3B ，　added 　3％ butanoL

添 加 で ゲ ル の G
’
値 を 高 め る こ と が で き る こ とが 認 め ら

れ た 。ア ク ト ミオ シ ン
・ゾル の GV値 もア ル コ

ー
ル の 添

加 で 増 大 した 。G
”
は 昇 温 と と も に増 加 し，25℃ 付近 で

最大値 を ホ し た 後，コ ン トロ
ー

ル で は 53℃，エ タ ノー

ル 添加 で は 51℃ ，ブ タ ノ
ー

ル 添加で は 42℃ まで 急激 に

低 下 した 。 こ れ らの 温度 は lt述 した G
’
の 谷 に 相当 し て

い た。こ の後の 昇 温 で，コ ン トロ ー
ル とエ タ ノール 添加

ゾル の G”は あ ま り大 きな 変 化 を 示 さ な か っ た が，ブ ク

ノ
ー

ル 添加 の 場合は 60℃ に 大 きな G
”
の ピー

ク が 現 れ る

の が特徴で あ っ た。こ の ピー
ク の 現 れ る機構 に つ い て は

明 らか で は な い が，ブ タ ノ
ー

ル 添加 の ア ク ト ミオ シ ン
。

ゾル は 60−70℃ で 高 い G
厂
と G

”
値 を 示 し，弾力性 の あ る

強 い ゲ ル を形 成 し た。

　 次 に ，上 述 し た ア ク トミ オ シ ン
・ゾ ル と そ れ に ア ル

コ
ー

ル を添 加 し た ゾ ル の 温 度を 5℃ か ら 30
，
40

，
55℃ ま

で 上 昇 さ せ ，そ れ ら の 温 度 に な っ て か ら 1 時 間 保 持

し，そ の 後再 び 温度 を．上げ て 2 段加 熱 を行 っ た CFig．1，
b−d）。30℃ で の 加 温 を 入 れ て も G

’
と G

”
の 変化 パ タ

ー
ン

は 基 本 的 に 直 接 加 熱 の 場 合 とあ ま り変 わ らな か っ た。
40 ℃ 加温 を 入 れ た 場 合 （Fig．1，　c ） に は ブ タ ノール添

加 で 40℃ 加温 の 初期 に G
「
が 急激 に増大 し，70℃ 付近

で 3000Pa と高 い 値 を示 した 。 55℃ で は 加d，，．中の G厂と
GVの 変化 は あ ま り起 きな か っ た。ま た そ の 後の 昇温．で

は こ れ らの 値は む し ろ低 下 した （Fig．1，　d）。こ こ で は

30，40，55DCで の 加温を入 れ た 2 段 加 熱 を お こ な っ て ゲ

ル 形 成 中 の G
厂
と G”の 変化 を 調 べ た が ，そ れ ぞ れ の 変 化

の パ タ
ー一

ン は い ず れ の 場 合 で も基 木 的 に は 直接加 熱の 場

合 と類似 して い た。た だ し，ブ タ ノール 添 加 ゾル の 場合，
30℃ 加 温 を 入 れ た 2 段 加 熱 で は 42 ℃ で 起 き る G

’
の 低

下，す な わち 非酵素的戻 りが 観察され な か っ た
。 しか し，

40 と 55℃ の 2 段 加 熱 で は そ れ らの 温度 に な る 直前 に こ

の 戻 り が 認 め られ る こ とか ら，30 ℃ の 加 温中に 起 き る

O．8
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Fig．4．　 Effect　of　PPi−Mg 　on 　the　storage 　modulus 〔G
「
）of

　 acton1 ｝
・osin 　sol 　during　heating．　Actomyosin　sols　con −

　 taining 　90　mg 　protein！g　were 　prepared 　in　O．5MNaC1
　 （black），0．5　M 　 NaCl−5　mM 　 PPi −1rnM 　 MgC12
　 （green），1MNaCl （blue），and 　1　M 　NaC1−5　mMPPi −1
　 mM 　MgC12 （red ）．They 　were 　heated　at 　2℃ 〆min 　from

　 5℃ to　80℃．一・・，Temperature．

G厂と G ”
の 緩 や か な低下 が こ の 戻 りに 相 当 す る もの と推

定 さ れ る。も しそ うで あれば，非酵素的 戻 りは い ず れ の

場 合 に も認 め られ た こ とに な り，ア ル コ
ー

ル 添 加 が こ の

戻 りに対 して 人 きな 影 響を 示 さ な い こ と が 結論 さ れ る。

　 ア ク トミオ シ ン 。 ゲ ル の 形 成 に 及 ぼ す ア ル コ
ー

ル 添 加

の 影響 を 破 壊 試 験 で調 べ て Fig．2 に 示 した。30℃ 加 温

を 4 時間 ま で 行う と ゲ ル の 破 断 強 度 は 多 少増強 さ れ，
凹 み は か な り大 き くな っ た 。40℃，55℃ で の 加 温 の 効 果

は 30 分 以．上の 加温 を 行って も無 い こ とが 明 らか に な っ

た 。Fig，2 に 示 した よ うに 3 ％ ブ タ ノ
ー

ル を 添加 す る

と，著 し くゲ ル 物 性 （破 断 強 度 と凹 み ） を 高め た が，2

段 加 熱 も直接加熱の 場合 と同程 度 の結 果 が得 られ，1 段

H 加温 の 影 響 は大 き くな か っ た。
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Fig．5．　 Effbct　of　microbial 　transglutaminase （MTGase ）−induced　setting 　on 　the　thermal　gelation　of　actomyosin 　sol　in　the　presence

　 of　O．5　M 　NaC1−PPi −Mg ．　Actomyosiu 　sols 　 containing 　90　mg 　protein！g　 were 　prepared 　in　O．5　M 　NaCl ｛n 　the　 absence （a ）and

　 presence　of 　5　mM 　PP 卜1　mM 　MgCl2 （b），5unit！g　MTGase （c），　and 　5　mM 　PPi−1　mM 　MgClr5 　unit ！g　MTGase （d）．They 　were

　 heated　by　a 　two −step 　heating　method 　including　setting 　at 　30℃ for　120min 　or 　40℃ for　60　min ．　The 　changes 　of 　G厂and 　G ”were
　 recorded ．

　前報
2／）で 示 した よ う に，コ イの ア ク トミ オ シ ソ 中に

は 30℃ 以下 で は 作用 しな い が，40℃ で ミ オ シ ン 重鎖 を

分解 す る プ ロ テ ア
ーゼ が 混在 して お り，こ の 分解 は

E64 で か な り抑 制さ れ る。そ こ で こ の プ ロ テ アーゼ 分

解 に 及 ぼ す アル コ
ー

ル 添加 の 影 響 を見 る た め に，2 段 加

熱で 形成 した ゲ ル を 5％SDS−PAGE に 供 した。

　直接加 熱あ る い は 30℃ で 4 時間 ま で 加 温 し て も ミオ

シ ソ 重 鎖 は 分解 も架橋 重 合 も さ れ ず ，前報
21）の 結果 が

確 認 さ れ た （デー
タ
ー

は 示 して い な い ）。40℃ で 加 温 す

る と ミ オ シ ン 重 鎖 の 分 解 が 起 きた が ，1％ お よ び 3 ％

エ タ ノール と 1 ％ ブ タ ノ
ー

ル で は こ の 分解に 対 す る 阻

害作用 は 弱か っ た。一
方，3％ ブ タ ノ

ー
ル の 添加 で は

か な り阻害 さ れ た （Fig．3）。し か し ，
3 ％ ブ タ ノール

に よ るゲ ル 強度の 増強は プ ロ テ ア
ー

ゼ の 阻害作用 よ りは

ブ タ ノール の ア ク ト ミオ シ ン に 対す る直接作用で あ る と

考 え られ る 。 な ぜ な ら，ミ オ シ ン 重 鎖の 分解が 検出さ れ

な い 直接加 熱 や 30℃ 加 温
一2 段 加 熱 ゲ ル も強い ゲ ル を形

成す る か らで あ る。しか し，40℃ 1 時間の 加 温
一
加 熱 ゲ

ル で は G ’
値 お よ び 破断強度 が直接加熱 と30℃ 加温

一
加

熱 よ り多少 高 くな る の はブ タ ノ
ー

ル に よ る プ ロ テ ア
ー

ゼ

阻 害の 影 響 が 含 まれ て い る可 能性 が推 測 さ れ た。

　非 酵 素的 戻 り に 対 す る ピ ロ リ ン 酸 塩 と Mg の 影 響

Sano ら
6・20）は ミ オ シ ン ・ゾル の 昇温 加 熱中 に は ア ク ト

ミ オ シ ン ・ゾ ル に 見 ら れ る よ う な G
’
の
一一

時的低 下 は 起

きな い が，ア ク チ ン を添 加 す る と，添 加 量 に 応 じて G
’

の 低 下 が著 し くな る とい う実 験結 果 を報 告 し，ア ク トミ
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Fig．6．　 Effect　of　MTGase −induced　setting 　on 　the　thennal　gelation　of　actomyosin 　sol　in　the　presence 　of 　l　M 　NaCl　and 　PPi−Mg ．　The
　 experiment 　was 　carr 三ed 　Qut 　under 　the　same 　conditions 　as　shQwn 　in　Fig．5except 　that　1　M 　NaCl　was 　used 　in　place　of 　O．5MNaCl ，
　 The 　symbols 　are 　the 　same 　 as 　those 　in　Fig，5．

オ シ ン
。ゲ ル 形成時の

一
時的 G’値 の 低下が ア ク チ ン に

よ る非酵素的戻 りで あ る こ とを推定 した。そ こ で ，この

戻 りを抑制 す る ．・
手段 として PPi・Mg の 添加 に よ っ て，

ミオ シ ン とア ク チ ン を解離 して ゲ ル 化 を試 み た。また，

高濃度 の NaCl中 で は 解離 が 強 くな る の で，　 PPi−Mg 添

加 は O．5M と 1MNaCl 中で お こ な っ た 。29・　・30：
I

　Fig．4 は ア ク ト ミ オ ン ン 。ゾル を 5℃ か ら 80℃ ま で

毎分 2℃ で 昇温 し，直接 加 熱 を お こ なった 時の ゲ ル 形 成

過 程 を 動 的 粘 弾 性 の 測 定 で 調 べ た もの で あ る。図 に示 し

た よ うに 昇温前の 5℃ に お け る ゾ 7レの G’値 は PPi・Mg

添 加 に よって ，著 し く低下 す る こ と が分 か っ た 。この 低

下 は 0．5MNaCl 中 よ り も 1MNaCl 中 で 大 きか っ た。
5℃ か ら 80℃ ま で 昇温 加 熱 す る と，NaCl だ け の ア ク ト

ミ オ シ ン ・ゾル （黒線，青線）で は 53℃ 付 近 に 非 プ ロ

テ ア
ーゼ に よ る 戻 りが 起 き る典型的な ア ク トミオ シソ の

ゲ ル 化 パ タ
ー

ン を 示 し た。し か し，0．5MNaCl 中 で

PPi−Mg を添加す る と （緑線），こ の 戻 りは 小さ くな リ，

さ らに 1MNaCl 中で PP重一Mg を添加 した 場合 に は （赤

線 ） ミ オ シ ン 類 似 の パ ター
ン とな っ た。し か し，80℃

に 到 達 した と き の G
’
の 値 は 400−500Pa で あ り，PPi−

Mg 無添加 の 試料 の 場 合 と ほ とん ど同 じ く低 い 値 を 示

し，い ず れ の 場 合 も弱 い ゲ ル で あ っ た 。こ の よ う に，
PPi−Mg の 添加 は ア ク ト ミオ シ ン ・ゾル の 昇温加 熱 に よ

るゲ ル 化 パ タ
ー

ン を ア ク トミ オ シ ン 型 か ら ミ オ シ ン 類 似

型 に変 え るの で，結 果 的 に ア ク ト ミオ シ ン 型 に 特 微 的 な

G’の ・
時的低 下 （非 酵素型戻り） は失 わ れ た 。 し か し，

最終 80℃ に お け る G厂値は PPi−Mg 無添 加 の ア ク ト ミオ

シ ン ・ ゲ ル と同程度で あ っ た。

　次 に，ア ク ト ミ オ シ ン
・ゾル を 30℃ で 2 時間あ る い

は 40℃ で 1時 間 保持 し，そ の後，再 び 80℃ まで 2℃ 1
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Fig．7．　 Effect　of 　MTGase −induced　setting 　on 　the　break−

　 ing　 strength 　 and 　 strain 　 of　 actomyosin 　gel　 in　 the

　 presence　of 　PPi−Mg ．　Actomyosin 　sols 　containing 　90

　 mg 　protein〆g　in　O，5MNaC 】（A ）and 　1　M 　NaCl （B）in

　 the　absence （■） and 　presence　of　5　mM 　PPi −1　mM
　 MgC12 （圏），5unit〆g 　MTGase （囗），　 or　5　mM 　PPi−1

　 mM 　MgCl2−5　unit ／g　MTGase （圀）were 　heated　at　90

　
°
CfQr　20min 　after 　setting 　a 亡30

°
C　fQr　120　min 　or　at　40

　 ℃ for　60　rnin．　The　breaking　strength 　and 　strain 　of 　the

　 gel　formed　were 　 measured ．　Each　data　value 　is　ex −

　 pressed　 as　the　mean ± SI）from 　four　 separate 　 experi
−

　 ments ．

min で 加熱 し，2段加熱 の 影響 を調べ ，その 結果を Fig．

5 中 に 示 し た 。0．5MNaCl 中で の ア ク ト ミ オ シ ン
・ゾ

ル （線 a） とそ れ に PPi−Mg を添 加 し た ゾ ル （
一

点鎖線

b） を 2 段 加 熱 した。30℃ の 場 合，両 者 と も G
’
，G

”
と も

に 類 似 し た 変 化 パ ター
ン を示 した。40℃ で は PPi−Mg

の 添 加 は G
厂
の 低 下 を起 こ す が，加 温 中 の

一
時 的 低 下 は

小 さ くな っ た。しか し，80℃ 到達時 の G’値 は 両 者 と も

に 同程度 の 低 い 値 で あ り，直接加熱 ゲ ル と も近 い 値 で あ

っ た。した が っ て ，2 段加熱 の 効果は 認 め られ な か っ

た 。 次に 1MNaCl 中 で の 2 段 加 熱 に お け る PPi−Mg 添

加 の 影 響 を Fig．6 に 示 した 。
　PPi−Mg の 添 加 は G

’
と G

”

の 値 を 著 し く低 下 さ せ ，2 段 加 熱中の そ れ らの 変化 パ

タ
ー

ン は 無添加の 場合 と 異な っ た が，最終 80℃ に お け

る G 厂
と G”の 値は PPi−Mg 添 加 の 影響 を ほ とん ど受 け な

い こ とが 明 か とな っ た。Sano ら
2‘，
’
1

に よ る と，同
一

タ ン

パ ク 質濃度 の コ イの ミオ シ ン とア ク トミ オ シ ン （ミ オ シ

ン ： ア ク チ ソ
＝0．66 ： 0．34w ！w ） ゾ ル を 直 接加 熱 し て

80℃ に 到達 した と き の ゲ ル の G’値 は ア ク ト ミオ シ ン ・

ゲ ル の 方 が ミオ シ ン 。ゲ ル の 80％ と低 くな っ て い る。

こ れ は ア ク ト ミオ シ ン 中 の ミオ シ ン 含 量 が ミオ シ ン 単 独

時の 66％ と低 い た め で あ る と考 え ら れ る。本研 究 に お
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け る PPi−Mg 添加 で は ア ク ト ミオ シ ソ の 全 タン パ ク 質濃

度 も，ま た ミ オ シ ン と ア ク チ ン の 比 率 も変 化 しな い の

で ，加 熱 ゲ ル 形 成 に お け る G ’
の 変化 パ タ

ー
ン が PPi・

Mg 添 加 に よ っ て ア ク ト ミ オ シ ン 型 か ら ミ オ シ ン 類似型

に 変 わ っ て も，最終 80℃ で の 両 ゲ ル の G
厂
値 に 大 き な 相

違 が生 じな か っ た も の と推定 さ れ る。こ の 結果 は加 熱 ゲ

ル 形成 が本質的 に ミオ シ ン に依存 して い る こ とを反 映 し

た も の と考 え られ る 。 西岡 ら5 ’

は ゲ ル の 破壊試験 の 結果

か ら 同様の 推定 を お こ な っ て い る 。

　PPt −Mg 存在 下 に お け る MTGase に よ る 坐 りの 導入

0．5MNaCl 中の ア ク 1・ミオ シ ン
・ゾル に MTGase を 5

unit ！g 添加 した 後，30℃，2 時間 と 40℃，1時間の 坐 り

反応 を 行 っ た 時の G’と G”の 変化 を 調べ た 。結果 を Fig．

5 （線 c ） に 示 し た。対照 （線 a ） と比較 し て MTGase

を加 え る と，坐 り中，G
’
は 上 昇 す る が，一

時的な G
厂
の

低 下 後，再 び 著 し く増大 し，80℃ 到 達時 の G
厂
の 値 は 高

く，坐 り導 入 効果 が 明 確 に 認 め ら れ た。40℃ 坐 りの 方

が 最終 の G 厂
値 は 高 い 値 を 示 し た 。PPi−Mg 存在 下 で

MTGase を 添 加 （点線 d） す る と，当初 の G’値 は 大 き

く低 下 し た が，30℃ 坐 り 中に 徐 々 に 増大 し ，
G
’
の
一

時

的 低 下 は 小 さ くな り，その 後 の 加 熱 で最終的 に高 い 値 と

な っ た。し か し，最終 G’値 に は PPi−Mg 添加 の 影 響 は

な く，無添加時 と同程度の 値 で あ っ た 。PPi−Mg 存在下

に お け る 40℃ 坐 りで は ， 坐 り後 の G
厂
の
一

時的低下 は無

くな っ た が，80℃ 到 達時 の 値 は PPi−Mg 無添加 の 場合

と変 わ らな か っ た 。ア ク ト ミ オ シ ン
・ゾル の G

”
変 化

（線 a ）は MTGase の 添加 （線 c ） で 多少変化 した が ，

加熱終了時 の 値は い ず れ も低 い 値 で あ っ た 。MTGase

と PPi−Mg 存在下 （点線 d） の G”も 同様 で あ っ た 。

　 次 に 0．5MNaCl に 代 え て ，1MNaCl と PPi −Mg 存

在 下 に お け るア ク ト ミオ シ ン
。ゾ ル の MTGase 導 入 に

よ る 2 段 加 熱 ゲ ル 形 成 を Fig．6 中 に 示 した。　 PPi−Mg

を 添 加 す る と加 熱前 の ア ク ト ミオ シ ン
。ゾル の G

’
と

G’値 が 0．5MNaCl 中よ り も さ ら に 低 くな っ た が ，昇温

中に MTGase で G
「
は増大 し ，

80℃ に 到達 し た と き に

は PPi−Mg に か か わ らず 高 い 値 とな っ た 。
こ の 結果 は

0．5MNaC1 中 で の 結果 と似て い た。　 G
”
の 変化 も昇温 中

に は PPi−Mg の 存否 で 異 な る経過 を た ど っ た が，80℃

で は い ずれ も低 い 値 とな っ た。Figs，5 と 6 に示 し た 結

果 か ら ， PPi−Mg の 存在は ， 特 に IMNaCl 中 で は ア ク

トミ オ シ ン
・ゾ ル の 加 熱 ゲ ル形 成 を ア ク トミ オ シ ソ 型 か

ら ミ オ シ ン 類似型 に 変え るの で，非酵素的戻 りは 失わ れ

た が ，MTGase に よ る 坐 りの 導入 に は ほ とん ど影響 を

与 え な い こ と が 明 ら か に な っ た。こ れ は TGase に よ る

架橋 形 成 が ア ク チ ン と ミオ シ ン 間 よ りも ミオ シ ン 重 鎖間

お よ び ミ オ シ ン 分 子 間 で 起 こ り易 い た め に ，31・32 ）　PPi−

Mg に よ る ア ク チ ン と ミ オ シ ン の 解離 は こ の 架橋形成 に

影響 しな い もの と 推定 され る。
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　Fig．7 に MTGase に よ る 2 段 加 熱 ゲ ル の 破 断 強 度 と

凹 み に 及 ぼ す PPi−Mg 添加 の 影響 を 示 し た が ，　 PPi−Mg

添 加 の 影響は い ず れに もほ と ん ど認め られ な か っ た。1

MNaCl 存在 ドで は PPi−Mg 添 加 の 方が わ ず か に凹 み と

G
”
値 （Fig．6）が 低か っ た 。

　 Fig．7に 示 した 結 果 か ら，

本 研 究 で は ゾ ル g 当 り 90mg とい う 高濃度 の ア ク ト ミ

オ シ ン 量 を 用 い た が，MTGase に よ る 坐 りを導 入 し な

い 場合は脆弱な加熱 ゲ ル しか形成され な か っ た。
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