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　　Marine　tish　species 　such 　as 　the　gadoid　family　contain 　a　large　amount 〔）f　trimethylamine −N −〔〕xide （TMAO ）

which 　is　cleaved 　to　equimolar 　amounts 　of　dimethylamine〔DMA ）and 　formaldehyde（FA 〕during　storage ．　The
cleavage 　Df　TMAO 　was 　hlvestigated　at 　subzero 　temperatures 　in　a　model 　system 　containing 　Fe2＋

and 　reductants ，
ascorbate 　and 　cysteine ，　in　the　prcsence〔〕r　absence 　of　TMAOase 　which 　was 　prepared 　from　walleye 　pollac1《 muscle ．
At − 4℃ in　thc　superc 〔〕oled 　solution ，　TMAO 　was 　cleaved 　to　DMA 　and 　FA 　with 　TMAOase 　depending 　on 　elユzyme

concentration ，Almost　no 　nonenzymic 　cleavage 　occurred 　practically．　However ，　in　the　frozen　state 　at − 4℃ as　well

as　at
− 20　and

− 40℃，　the　enzymic 　cleavage 　was 　completely 　depressed　and 　DMA 　was 　rapidly 　and 　greatly

produccd 　by　the　nonenzymic 　pathway 　inaFe2↓−Cys　system 　accompanled 　l）y　a　little　fQrmation　of　trimethylalnine．
Both　enzymic 　and 　nonenzymic 　reactions 　required 　only 　Fe2．with 　reductants 　to　maintain しhe　reaction 、
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ーN 一オキ
．
ン 「ご脱 メ チル 化酵 素，ジ メチ ル ア ミ

ン ，ト リメ チ ル ア ミ ン ，凍 結貯 蔵，鉄 イオ ン ，シ ス テ イ ン ，ア ス コ ル どン 酸，ホル ム ア ル デ ヒ 「
ご

　 タ ラ 科 の 魚 類 と　
・
部の 海産魚類 お よ び 板 顛、悳類 の 筋 肉 お

よ び 内臓 組 織 に は 浸 透 圧 調節の た め に 多量 の トリ メ チ ル

ア ．ミ ン
ーN 一オ キ シ ド 〔TMAO 〕 が 含 ま れ て い る 。

1−41．ス

ケ 「
．・
ウ ダラ 筋 肉 中 に は我 々 の 分析で は 60−100mmol 〆kg

（筋 肉湿重 量 ） の TMAO が 存在 し て い る、，ス ケ トウ ダ

ラ を す り 身 原 料 と して 利 用 す る場 合 は 水晒 し工 程 で

TMAO の 大部分は 除 去 され るが，魚肉 と し て 貯蔵 され

た場 合は ，TMAO は 貯蔵 中 に 分 解 さ れ，ト リ メ チ ル ア

．ミン （TMA 〕 を 牛 成 す る 場 合 と，ジ メ チ ル ア ミ ン

（DMA ） とホ ル ム ア Jレデ ヒ ド 〔FA ） を等 モ ル ず つ 生 成

す る経路 が知 られ て い る、、こ れ まで の 多 くの 研 究 に よ る

と，0 ℃ 以 トで 魚 を 貯蔵す る と，貯 蔵 初 期 に は 肉 中 の

1）MA 量 が 増 ノ（す る傾 向 に あ る が ，数 日後 に は微 生 物 に

、1：る TMAO 還 尢 酵 素 に よ る分 解 で TMA の 急激 な 増 大

が 起 る た め に DMA ¢ ）生 成 は 事実 上 認 め ら れ な く な

る。z・5／一・方 ，徳 永 6
．
1

は ス ケ トウ ダ ラ 普 通 肉 を 一17℃ か ら

一一19℃ に 凍結 貯 蔵 す る と，DMA と FA が 多量 に生 成 さ

れて くる こ とを明 ら か に して い る。さらに ス ケ トウ ダ ラ

肉 を ミン チ に し て 凍 結 貯 蔵 温度 の 影響 を 調 べ た と こ

ろ，
／」ll　DMA と FA は

一10℃ 貯蔵 で
一5℃ お よ び

一20℃

貯蔵 よ り も多量に 生 成 され ，201．
．
「後 に は 10mmel ，／kg

を越 え た が，そ の 後 は ほ とん ど増大 し な く な っ た 。mL合

肉 で は 普通 肉 の 2 倍 以 上 の DMA ノト成 が み ら れ た が ，
温 度 依 存性 は 普通 肉 の 場 合 と似 て い た。なお ，ス ケ ト ウ

グ ラ で は 普 通 肉 で も 血 台 肉 で も 凍結貯蔵中 に は TMA
を ほ とん ど生 成 し な い が ，マ グ 凵 ，カ ッ オ，マ イ ワ

．
ン等

で は 血 合 肉中 で TMA の 方 が DMA よ り 多量 に 生成 さ

れ る こ とか ら，こ れ らの 魚の．血 合 肉 で は TMAO 還尢 酵

素に よ り TMA が生 成す る もの と推 定 され て い る。｛i：：

　氷点 ドに お け る TMAO の 分解 も TMAOase （TMAO

脱 メ チ ル 化酵素，EC 　4，1．2．32 ） あ る い は TMAO 還 元

酵 素 に よ る酵素分解 で あ る と考 え ら れて い る。しか し，
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DMA の 4 成 が 一10 ℃ で 最 も 多 い と い う 事実 や ，

Castellら 71
はヘ イ クの フ ィ レ

ー
を 110℃ で 10 分闘加 熱

した後，凍結貯蔵 した とこ ろ，一一・
カ 月後に は未加熱 フ ィ

レ ー中 の 約 50％ に も お よ ぶ 多量の DMA が 生成 され た

こ と，Reece8：に よ る と
一10℃ 凍結 肉 中 の FA の 生成 は

肉 の 表 面 に近 い 程 阻 害 され るの で ，酸素が 生成反応 を 阻

害 す る こ とな どか ら．氷 点 下 に お け る TMAO の 分解 が

非酵素 的 反 応 で あ る 可 能性 は 残 さ れ て い る。さ ら に ，

Castellら71，　 Spinelliと Koury は
9・10／，　Pacific　whiting 　o「）

凍結 肉 で は TMAO か ら DMA の生成は TMAOasc の 直

接 作 用 で は な く，Fc2 「とシ ス テ イン の 代謝産物 で あ る

cysteinesu ！fmic　acid 嘆⊃ hypotaurineに よ 一．
・

『
（夛卜酵 素 自勺

に 起 る と報告 L て い る。

　 Parkin と ｝lultinii．12 〕

は ヘ イ ク 筋 肉 び）TMAOase に つ

い て 研 究 し，活 性 化 に cofac しor と し て Fe2＋
を 必 要 とす

る こ とを 明 ら か に した 。著者 ら
B ・14／’は ス ケ ト ウ ダ ラ 筋肉

か ら TMAOase を 精製，単離 し，分了
．量 2tt，OOO の 酵 素

で あ り，至 適 pH 　7．0，　Fe2＋

を cofac しQr と し，還元剤は

Fe21 の 酸 化 を抑 制 す る た め に必 要な こ と を示 した 。
こ

れ らの 結 果 か ら，筋肉中 に TMAOase が 存在 す る こ と

は 確 実 に な っ た が ，氷点下で ，特 に DMA の 生 成 量 の

多 い
一5 ℃ か ら

一
ユ0℃ で 酵素が 作 用 して い る 可能 性 は

明 ら か で な い 。同様 に ．氷点下 に お け る TMA の 生成

機 構 に つ い て も疑問 が 残 っ て い る。そ こ で ．本 研 究 で は

氷点 下 に お け る TMAO か ら の DMA と FA の 生 成 を

TMAOase に よ る酵素的反応 と 非酵素的 反 応 を 珈 zitro

で 比 較 して魚 肉凍結貯蔵中に起 る DMA と FA の 生成 機

構 を 推 定 し た 。ま た ，氷点
一
ドに お い て 非酵 素 的 に

TMAO か ら TMA が生成 され る 可能性 に つ い て も 検討

した、、FA の 生成 は 魚肉 タ ン パ ク質の 変性 を 促進 し，品

質を 低下 さ せ る こ とが古 くか ら知 られ て い るが，そ の 生

成 機 構 は 未 解決 の まま 残 さ れ て い る。こ れ らの 問題解決

は TMAO 含量 の 高 い タ ラ 科や エ ソ 科 の 魚 を魚肉 フ ィ

レー一な ど と して 利 用 す る うえ で 役 立 つ と考 え られ る。

試料お よ び方法

　試 料 　函 館近 海産 の ス ケ ト ウ ダ ラ Theragra　chal −

cog
’
i
’
（1” w71a 〔体重約 700　g） を漁 獲後 12 時間以内 に 購 入

し，そ の 背肉フ ィ レ
ーを採 取 し，血 合筋を 除 き 一60℃

で 凍結貯蔵 した も の を 使 用 し た uTMAO は Aldrich社

製 の も の を，DMA ，　FA そ の 他全 て の 試 薬 は和 光純薬社

製 の 特 級 試薬 を使用 し た。DEAE 一
セ Jレロ

ー
ス は What−

man 社 製 の DE −52，　Sephacryl−S300 は Pllarmacia社製

の もの を 使用 し た 。

　 TMAO ，　TMA ，　DMA ，　FA の 定量　TMAO と TMA の

定 量 は Dyer らの 方法
15・16：1に 基 づ い て 行 っ た 。　 DMA は

銅
一
ジ メ チ ル カ ル バ メ

ー一
卜法

Lη で 定 量 した。す な わ ち 反

応 を ト リ グ ロ ロ 酢 酸 〔TCA ） で 停 止 し，そ の 4mL を

共 栓．試験管 に移 し，0．4mL の CuSO4 −amlnonia
・
溶液 オ5

，ltび 4mL の ベ ン ゼ ン を添加 した 後，40℃ の 恒 温 水 槽

中で 5分間加温 し た。そ の 後 よ く しん蘯 ．撹拌 し，生

成 した 黄褐色 の 銅
一ジ メチ ル カ ル バ メー一トを ベ ン ゼ ン 層

（E層〕 に 抽出 し た後，44G　nm で 比 色 定 量 した。　 FA の

定 量 は Nash 法
1s’

に よ り行 った、

　筋原繊維画分 と TMAOase の 調 製 　ス ク
．
トウ ダ ラ 筋

原繊維画 分 は次 の 力 法 に よって 調 製 した。まず ス ラ
ー
トウ

ダ ラ 筋肉を 解徠 L．，細切 し，5 倍 量 σ） 0．1M 　NaCl −20

mM 　Tris−acetate 〔pH 　7，0） を加 え た 後，　 Ace ホ モ ジナ

イザー 〔日 本 精機製） に よ り 10，000　rpm ，2 分間氷冷下

で ホ モ ジナ イズ し た。こ れ を遠 心 分離 （3，000× g，10 分

闇 ）後，水溶 性 タ ン パ ク 質 を除去 した。筋肉中に 多量 に

含 まれ て い る TMAO を完全 に 除去 す る た め に ，得 られ

た沈殿 を 同緩衝液 で さ ら に 3M 洗浄 した。

　TMAOase は Kimura ら の 方法
1’1／

で ，筋原繊維 画 分 か

ら酸 処理 抽 出後，DE52 セ ∫レu ・一ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ー，

Sephacryl　S−：1　oo グ 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー．

に よ り精 製 した も

の を 用 い た。

　 反 応 組成 TMAO の 非酵 素的 分解 反 応 は 20　mM

TMAO ，0，2　mM 　FeCIL，，2mM シ ス テ イン （Cys），2

mM ア ス コ ル ビ ン 酸，50　mM 　NaCl ，10　mMTris −acetate

（pH 　7．0〕 か ら な る反応 液 〔標 準 系） を 用 い た 。酵素反

応 の 場合 は こ れ に TMAOase を 添 加 し て 反応 を 開始

し，It 丶ず れ の 場合 も終濃度 2．5％ とな る よ うに TCA を

添加 し て 反応 を停 ［Eさ せ た。酵素活性 は 25℃ で 1分間

当 り 1μM の DMA を 生 成 す る 活性 を 1　unit と 定 義 し

た、、［「．な お、一部 の 実 験 で は H述 の 反 応系か ら ア ス コ ル

ビ ン 酸を除 い た反応 組 成 液 を用 い た が ，こ の 場 含 は Fe−

Cys系 と呼ぶ こ とに す る。

　氷点下 に お け る TMAO の 分解反応　恒温槽中に 40％

コニ タ ノーレ を 入 れ ，− 4 ± 0，1℃ に 保持 L た 。
こ の 温 度

で の 反 応 は 過 冷却 と凍結 の 2 つ の 状態で 行 った。反 応

液 （1．7mL 〕 を氷冷 し た ガ ラ ス 試験管 に 入 れ ，こ れ を

恒 漏 槽中に 静置 して 過冷却 状態 を保 っ た。凍結す る 場合

は 恒 温 槽中に 反応液 を静置 して か ら 30 分後 に 氷 の 小片

（約 5μg 〕 を 添加 し て 凍 結 さ せ た。− 20℃，− 40℃ で の

反 応 は こ れ ら の 温度に 設定 した冷 凍庫中に 反応液を 入 れ

て 行 っ た 。反 応 の 停 止 は 終 濃 度 2．5％ に な る よ う に

TCA を添加 して か ら，25℃ で 解凍 し，直 t．に DMA と

FA また は TMA を 定量 した 。

　 タ ン パク質の 定量　タ ン パ ク 質量 は．ヒ ウ レ ッ ト法 に

よ り，牛血 清ア ル ブ ミ ン 画 分 V を 標準 と し て 定 量 した。

結 果

　一4℃ 過 冷却状態 と凍結状 態 に お け る DMA と TMA

の 生成 種 々 の 濃 度 の TMAOase 〔酵 素濃 度 O〜4．8

unit ，
mL ） を添 加 した 反応液を 一4℃ 過冷却 状 態 で 6 日

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig．1　Fo1・matiol1 〔エf　DMA 　in　supe1
・
cooled 　TMAO 　solu −

　 tiσn　at
−4℃ ill　Llle　presence　Qf

厂
「MAOasc 、〔a 〕SLan−

　 dard　 assay 　 mixture 　（1．71nL〕 colltaini 【1920 　mM

　 TMAO ，2mM 　 aSc 〔，rl）ate 、2mM 　 cysteil ・e，0．21nM
　 FeCl，t，50　n1M 　NaCl ，　and 　10111M　Tris−IICI　CpH　7．0）

　 was 　incubated　with 〔1〔□ ：i，0．8 （Q ），1．6　〔o ：1，3．2（△），
　 and 　4・8 （▲）uniL 〆1τ1LT “，IAOa ．sc　in　a　supcrcooled 　sLatc

　 a 亡
一4℃．TMAOase 　was 　prepared 　from　walle ｝

・
e　pol．

　 1ack　lnuscle 〔Ref．14）．〔b）EII6ct（）f　enzylne 　concen −
　 t1『ation 　on 　tllc／ forlna亡iエ，11　0f 　l）八1fX．

間 まで イン キ ュ ベ ー．
ト した 時 の DMA の 生成量を Fig．／

に 示 す．酵 素 無 添加 時の DMA 牛 成 速度 は 0．011　mM 　，，

day と低 か った が，　 TMAOase 添 加 で は酵素量に 比例 L
て DMA の 生 成 量 は増大 した （Fig，1，　b）。 酵素 4．8　ullit

を 添 加 した 時 の DMA 牛 成速度 は 0．／50　mM ！　day で あ

った。な お，4，8mlit の 酵素 1よ25℃ で は 6，9　mM 〆day

の DMA を生成す る酵 素量 で ある こ とか ら，− 4℃ で の

反 応 速度は 25DC の 約 2 ％ に 過 ぎな か 一．
／た が，そ れ で も

非 酵素的 に 生成 さ れ る DMA の 13 倍量 で あ った。こ の

結果 は，− 4℃ 過冷却 の 条 件 下 で は TMAO は 酵 素 分 解

さ れ る こ とを示 して い る。

　次 に ，Fig．1 と全 く同 じ反応組成 で 一4℃ で 凍結 した

と き の TMAO の 分 解 に つ い て 調 べ た 〔Fig．2 ）。
TMAOase 無 添加 の 時 も DMA は急速 に 生成 し、，1 日後

に は 〔｝．29．　5　mM に 達 した 。こ の 量 は 末 凍結時の 25 倍 で

1．oo
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Fig．2　Formati 〔｝n 　of 　DMA 　froln　TMAO 　in　a　h’ozcn 　state

　 a 亡一4℃ ill　the　presence （，fTMAOase ，　Assay 　c （，ndition

　 was 　the　same 　as 　in　Fig．1excepしthat　enzyme 　concen ・

　 tration 　uscd 　was ｛〕　（［ゴ 1，1．6　〔● ）、3、2　（ム 〕，and 　6．2
　 （◇ ）u 而t／mL 　and 　an 　ice　cr ｝

・stal （5μg）was 　introduced

　 intc冫亡hc　assay 　mixture 　to　initiate　freezing　after 　301nin
　 at

−’t℃．

あ る。しか L ，そ の 後，反 応 時間 が 長 くな る に つ れ て生

成 速 度 は低 ドし，2 日以 後 は ほ と ん ど増大 し な く な 一．
）

た。次 に ，TMAOase を添 加 した が，添 加 した酵素濃度

に 関 わ ら ず無添加 時 と 同量 の DMA が 牛 成 さ れ た。こ

の 結果 か ら，凍結す る と酵素反応 は ほ とん ど停止 L ，非

酵素的 反 応 に 置 き変わ り DMA の 生 成 逮 度 が 著 し く増

人す る こ とが 明 ら か に な っ た D

　以 H の 結果 か ら ，TMAO の TMAOase に よ る 酵 素分

解は 溶液 中 で は進 行 す る が，凍結す る とほ とん ど停 ［Hす

る こ とが 明 ら か に な った。

　
− 4℃ 過 冷 却溶液中 で の TMAO の 非 酵素的分解 は

Fig．3 に 示 す よ う に，標準系 と Fc−Cys 系 の い ず れ の 場

合に も微量 の DMA が 生 成 し，　TMA は ほ とん ど生 成 し

な い こ とが 明 か とな った、，しか し，同 じ温 度 で も，凍結

した 場合に は 非酵 素 的 分解 が著 し く起 る こ とが 示 され

た。こ の 場合は TMAO か ら DMA と TMA の 両 生 成 物

を生 じ る こ とが 明 ら か に な っ た。標 準 系 で は DMA よ

り TMA の 方 が 多量 に 生 成 され た が ，　 Fe −Cys 系 で は

DMA の 方が 多か った。

　
− 20℃ 凍結貯蔵時 の DMA の 生成　．−20℃ に 設 定 さ

れ た 冷 凍 庫中 に 反応液 1．7mL を静置 した と きの 反 応 液
「十r心 部の 温度変化 は Fig．4，　a に 小 す よ うに，冷 凍庫 中

に 静 置 して か ら過冷却 状態 を経 て お よそ 40 分 後 か ら 凍

結 しは じめ，80 分後 に は
一20℃ に到 達 した。使 用 した

冷凍庫中の 試 料 温 度 は お よそ 150 分 の 周 期 で
一19℃ と

一24℃ の 問 で 変化 し た。TMAOase を 0，1．7，4 ．2　unitf

InL 添 加 した 標準系 で 生 成 す る DMA の 量 を 24 時間 後

ま で 調 べ ，Fig，4，　b に 示 した。貯蔵時間 は 氷 冷 試料 に

酵素 を 添 加 し，直 ち に 冷凍庫 中 に 静 置 した 時 を 0 時 間

N 工工
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Fig，3　Nonenzymic 　formation　 of　DMA 　 and 　TMA 　f「 Qm

　 TMAO 　at
− 4℃．Assay 　was 　carried 　out 　in　the　standard

　　Ca）and 　Fe−Cys　Cb）assay 　sys ヒems 　in　the　supercooled

　 sta仁e 〔closed 　 symbols ）and 　frozen　state （open 　sym
−

　 bols）at −4℃．　Fe−Cys　system 　contailled 　sしandard 　as−

　 say 　mixture 　without 　ascorbate ．　DMA 〔circles ）；TMA

　 　（亡riangles ）．
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Fig．4　Forlnation　of　DMA 　fr⊂）m 　TMAO 　at　an　early 　stage

　 of　the　incubation　a 仁　　20
’
C 　irl　the　presence　or　absencc

　 of 　TMAOase ．（a）Telnperature　change 　 at 　the　 center

　 （エfしhe　assav 　mixture （1．7　mLII ．（b〕Formation　of 　DMiX

　 ill　the　standard 　assay 　mixture 　with 〔｝C．　c ），1，7 〔△）．

　 and 　4．2 （□ ）unit 〆
’
mL 　TMAOase ，　Data　are 　expressed

　 as　the　means ± SD　for　six　independent 　determlnations、

と した。酵素無添 加 の 場 合 は 貯蔵後約 2 時間は DMA

の 生 成 は な か っ た が そ の 後増大 した．一
方，TMAOase

を添 加 した 場合は 貯 蔵 初 期 か ら DMA の 生成 が あ り，

酵 素量 が 多い 方が 生 成 量 が 多 か った 。し か し，貯蔵 24

時 間 後 に は い ず れ の 場合 も DMA の 生成量 は 0，25−− O．3

mM とな り，酵素添加 の 影 響は 小 さ く な 一，た。　Figs．1

と 2 の 結果か ら，− 20℃ に到 達 す るま で の 80 分 間 に 酵

素反応に よ っ て 生 成 され る と予 想 さ れ る 量 に 比 べ て ，こ

の 間に 生成す る DMA の 量 は は る か に 多い
。

こ の 理 由

は 明 ら か で は な い が，凍結中の 未凍結液 中 での 酵素や 基

質等 の 濃縮 に よる反応の 促進が 考 え られ る。− 4℃ で 凍

結 し た 場合は 過 冷 却 した 反応液に 氷核 を入 れ て瞬時 に 凍

結 さ せ たの で ，こ の よ うな 効果が 小 さか っ た もの と推定

さ れ る 。 凍 結 す る と，非酵素的 反 応 が 主 と な り，多量 の

DMA が 生 成 さ れ る こ とか ら．貯 蔵 時間の 経過 と と もに

酵 素 の 影 響は 小 さ くな る もの と考 え られ る。

　凍結貯蔵中の DMA と TMA の 生 成　試 験 管 内 の 本 実

験 の 結果か ら，凍 結 溶液中で は 非酵素的 反 応 で TMAO

が分 解 さ れ，DMA 才5 よび TMA が 生 成 さ れ る こ とが 明

ら か に な っ た 。 そ こ で，− 4，− 20 ，一一40℃ で の 標 準系

と Fe−Cys系 で 凍 結貯蔵時の こ れ ら の 分 解 生 成 物 の 経 時

変化 を 調 べ た （Fig，5）。 標 準 系の 場 合 （Fig．5，　a 〕，

DMA よ り TMA の 方が 少 し多 く生成 され た が，低温 に

な る程生成量は低下 した、、一・方，Fe−Cys系 （Fig．5，　b）

で は 標準系 とは 著 し く異 な っ た 結果 が得 ら れ た 。 特 に

DMA が 多量 に 生 成 され，2ii 後 に は 一20℃ で 2．3mM ，
− 40℃ で 2．7mM とな 1り，温度 が 低 い ほ ど 多 量 に生成

し た 。しか し、，DMA の 生成 は 2 〜3 日 以 降は ほ と ん ど

停 iLす る こ とが 示 され た 、　 Fe−Cys系に お け る TMA の

生 成 は わず か で あ っ た 。

　 − 4℃ と 一20℃ に お け る 非 酵 素 的 TMAO 分解 に 及 ぼ

す cofactor の 影響 非酵素的 TMAO の 分解 に 及 ぼ す

TMAOase 酵素反応の cofactor で あ る Fe21と還 元 剤 の

影 響 を調 べ た 結果を Table　1 に示 す。− 4 お よび 一20℃

で の 貯蔵初期 の 2H 間 に TMAO か ら生 成 す る DMA の

量 を 比較 した。− 4
°C 過冷却溶液の 場 合 は Cys存在下で

Fe2一ま た は Fe：I　I で 微 量 の DMA が 生成 した だ け で あ

っ た。ま た ，カ ・v コ 内 に 示 す よ うに TMA の 生 成 もな

い こ と か ら，未 凍 結 の 溶液中で は TMAO は 非 酵素的 に

は ほ とん と分解 さ れ な い もの と考 え られ る。

　　・
方 ，凍結状態 で は Fig．5 に 示 し た ．ltう に ，　 Fe−Cys

系 で 多量 の DMA が 生成 し た。さ ら に，量 的 に は 少 な

い が Fe2＋とア ス コ ル ビ ン 酸 の 場 合 も DMA か 生 成 し
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一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Fisheries Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Fisheries 　Soienoe

TMAO の 酵素お よ び非酵素的分解 89

1．51

．00

．5o

　 o4

〔a ｝
1．51

．00

．5

2 4 6 8 100 　 04

〔a）

3

2

（
Σ

E）
く

Σ
O

1

0
　 0

｛b｝

△

2 4 6 8 10

2 4 6 8 le

3

2

｛
Σ

ε
く

Σ
ト

1

〔b；

0

　 0 2 4 6 8 10

lncubation 　time〔day）

Fig．5　Nonenzymlc 　formation　of　DMA 　and 　TMA 　in　frozen　states ．　The 　incubation　was 　carriecl　eut 　in　the　standard 　L．a ）and 　Fe−Cys
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−4
°
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．−40
°
C　（□ 冫．
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　 o〔o）
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＊／ Tllcdaしu 　were 　exprc ／
’
scd 　as 　T

．
elntivc 　values ：：％）to　O、6・1 …md 〔｝．82

　 1nM 　 f【）r　 DMA 　 alld 　 TMA 　 re＄pectively　 which 　 were

　 produced 　in　the　standard 　assay 　sys 亡eln 　incubated　for　the
　 tirs亡2days 　in　Lhe　frozen　 state 　 at

−4℃．　 The　data　 for

　 TMA 　are 　presented　ill　parentheses．＊2Ascorbate ，

た
。 ま た，Feii＋ と還元剤 の 組 み 合 わ せ の 場 合 も DMA

が 生 成 した 。 こ れ らの 結果 か ら，非酵素的 DMA の 生

成 反 応 も酵 素 反 応 141／と 同 じ cofactor を必 要 と し，　 Fe2 ÷

が非酵素 的触媒 と して機能 して い る こ とが 明 らか に な っ

た。

　TMA は ア ス コ 1レビ ン 酸 の 存在 す る 標準系の 方が Fe −

Cys 系 よ り も 多 く生 成 し た が，　 Fe2＋
と 還元 剤 が 必 要 で

あ る こ と が 示 され，TMAO と還 元 剤 だ け で は 反応 は 起

ら な か っ た こ と か ら，Cys と TMAO か ら直接 TMA が

生 成 す る 反応
19
’
1
は こ こ で は 起 らな い こ とが 明 らか に な

っ た。

　
− 20℃ に おけ る非酵素的反応 に 及 ぼ す筋原纎維 の 影

響　筋肉中に は 多量の 筋原繊 維 タン パ ク 質 が存在 して い

る こ とか ら，− 20℃ 凍結時 の DMA の 生 成 に 及 ぼ す 影

響 を Fe−Cys系 で 調 べ た （Fig．6〕。凍 結貯蔵初期 の 2

日間 の TMAO か ら の DMA σ）生 成 量 は 2．3mM で あ る

が （Fig，5，　b），同時 に 等 モ ル の FA が 生 成 して い る 。
DMA の 生成 量 は 筋原繊維の 添加 量 の 増大 と と もに 徐 々

に 低 ドし，30　mg 　，1　mL の 筋原繊維 の 存在 ドで は 約 75％
に 低 下 し た

。
こ の 反応系 か ら Cys を除 く と DMA は ほ

と ん ど生 成 しな かった。こ れは 反応液中 の 筋 原繊維 タ ン

パ ク 質の Cys 残 基 は 反 応 に 関わ っ て い な い こ とを 示 唆

して い る。

考 察

　タ ラ科の 魚 類 筋 肉 中 に は 多量の TMAO が存 在 し，貯

蔵中 に 分解 さ れ て 等 モ ル の DMA と FA が 生 成 す る。141
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Fig．6　Efi
’
ect 　Qf 　 ad （1ed　 my （jiibrils 　 on 　the　formation　 of

　 DMA 　 at
− 20℃、　Carp　 myofibr 量ls受Mf ）were 　added 　 to

　 the 　Fe
−Cys　syst じ m 　〔open 　circles 〕　and 　that　without

　 cysLeine （closed 　circles ）．TlleroacLion　was 　carried 　out

　 at
−20

ロ
C 　for　2　days．

FA は 魚 肉 タン パ ク 質 と反 応 して そ の 品質 を 低下 さ せ る

こ と が 知 ら れ て い る．6・zo
’．
特 に ，− 5 ℃ か ら

一
】0℃ で

DMA と FA が 多 量 に 生 成 す る が ，こ の 生 成 は 酵 素

TMAOase の f乍用 に よ る もの と考 え F・れ て きた が，筋 肉

中 の 酵素の 実在 は 長い 間確認 さ れ て い なか・・た。Parldn

と Hultinil・12 ’は TMAOase が ヘ イ ク 筋 肉の ミ ク ロ ソ
ー

ム 画 分 に 存在 し，そ の 酵素反応機構 を 推定 した 。 著者

ら
1u

は ス ケ 1・ウ ダ ラ 筋 肉 か ら TMAOase を 精製単 離

し，酵素が 普通肉中 に 存在す る こ とを 明 らか に した。し

か し，酵 素の 存在 と貯蔵肉中で 酵素が作 用 す る こ と とは

必 ず し も
一・

致 しな い。

　 本 研 究 に お け る 試験管内の モ デ ル 実 験 の 結 果 に 、！tる

と，未 凍結溶液中で は TMAO は 非 酵 素 的 に は分 解 さ れ

な い と推 定 さ れ た。した が っ て ，魚の 氷 蔵や 室 温程 度 の

温 度 で の 貯蔵中の DMA 牛 成 は TMAOase に よ る 酵素

反応 に よ る こ とに な る、、ま た ，溶液 中 で は TMA の 非

酵 素的生成 も な か っ た こ と か ら，魚 肉 の TMA 生成 は

．血合肉あ る い は微 生 物の TMAO 還元 酵素に よ る とい う

従来 の 結 果
L’1）を 支持 す る もの で あ る。酵素 と し て の

TMAOase の 役割 は 基 質 TMAO と溶液中 で 低濃度 の

Fe2 ＋
を酵素 に 結合 さ せ，　 Fe2 ＋

を 触媒 と して 有効 に 利用

す る た め に 重 要 で あ る と考 え られ る。

　一
方，凍結 し た 場 合 は 酵素反 応 は起 ら な い が，− 20

℃ の 貯蔵 初期 に は 酵素の 影 響が 認 め られ た。− 4℃ 凍結

で は過 冷却状態 か ら氷核 を入 れて 瞬 時 に凍 結 さ せ た が ，
− 20℃ 凍結 で は 貯蔵庫 内 に 反 応 液 を 静置 し た た め に ，

凍結中に 溶質の 濃縮 が起 こ り，こ の 間に 酵素が 作用 した

と考 え られ る。標 準系 で の 貯蔵初期の 24 時 問 に 生 成 さ

れ る DMA の 量は O，3　mM 程 度 で あ る こ とか ら，凍結中

に 起 る 酵素反応 に よ る DMA の 生成量 は 少 な く，そ の

後非酵 素 的 に 生 成 す る 多量 の DMA 量 の た め に ，そ の

影 響 は貯 蔵 時 間 の 経 過 と と もに 小 さ くな る もの と推 定 さ

れ る。非 酵素 的 TMAO の 分 解が 凍結 に よ り顕著 に 起 る

原 困 は 溶質の 凍結濃縮 と考 え ら れ る。

　 タ ラ の フ ィ レ
・一

で は 肉中の 液体 と して の 水 は 80％余

りか ら
一5DC 凍結 で 28 ％ に，− 20 ℃ で お よ そ 7 ％ とな

る。LtZ：3 こ れ は 栄純な言i算で 3へ10倍濃縮 され る こ と に な

り，鉄 イ オ ン と還 元 剤 の 濃縮 に ．！tり非酵素的 DMA の

生成 が著 し く促進 され る可能性 が高 い 。

　魚肉 を 凍結貯蔵 し た と き に は TMA の 生 成 は 起 ら な

い こ と，血 含肉の 場合 も DMA に 比 較 し て TMA の 生

成 は わ ず か で あ る こ とが 知 ら れ て い る。5・（i：1 本 研 究 で 用 い

た 標準系 で は DMA よ り TMA が 多 く生 成 さ れ る。こ

び）系は 還元剤 と して Cys の 他に ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含ん

で い るが，Cys だ け を還元剤 とし て含 む Fe −Cys 系 が 魚

肉中 の TMAO 分解 の 傾 向 に 近 い こ とが 明 ら か に な っ

た 。 こ の 系 で は 一一20℃ と
一40℃ で 2 日間 で 2・− 3mM

の 多量 の DMA が 生 成 す る が，そ の 後 の 反応 は ｝1常 に

緩 や か に な った 〔Fig．5）。こ の 時点で の DMA の 生 成

量 は 2− 3mM で あ る こ とか ら，反応速度 の 低 ドが 某 質

TMAO （20　mM ） の 欠 乏 の た め で な い こ と は 明 ら か で

あ る。Table　1 に 示 し た よ う に TMAO と FeZ で は

DMA の 生 成 は 起 ら な い こ と か ら ，反 応 液 に 添 加 し、た

Fe2＋
は 溶 存酸素 で 直 らに 酸化 さ れ 作 用 を失 う と推 定 さ

れ る。231 し た が っ て ．反応 の 低下は 還尢 剤 （Cys）濃度

の 低 ドに よ る Fe21 の 酸化 が 原因で あ る と思 われ る。細

胞内の 鉄 は Fe2レと して 存在 して い る が，そ の量 は 0，2

〜0，5μM で あ る。2／S・24）
魚肉中 の FeL’＋

も こ の よ うに微量

で あ る と考 え られ る こ とか ら，肉 中 に存在 す る Cys や

グ ル タ チ ォ ン ，NADH の よ うな 還 元 剤 に よ っ て Fe2＋

の 酸化 が 防止 さ れ，反 応が 維持 され て い る と考 え られ

る。し た が って ，酵 素 お よび非 酵素的反応の い ず れ の 反

応 も還 元 剤の 消 耗 に よって 低下 あ る い は 停止 す る こ とに

な る。さ ら に Cys や グ ル タ チ オ ン は FA と も反 応 す る

・二 とか ら，25
−L7 ：1 こ れ に よ 一．

） て も 消耗 さ れ る。　 Fig．5 に 示

した よ う に，DMA の 生成 が 凍結 21］以 降 に 2−− 3mM

に 達 した 時点 で 停止 す る 原因 は 反 応 溶液 中 の Cys （2

mM ） が 酸化 さ れ る 他 に ，　 DMA と等 モ ル 生 成 し た FA

と反応 して 消失 す る こ とが推定 され た。

　 こ の 推測に よ る と DMA と FA の 生成量が 魚種聞お 、L

び 普通肉 と血 合 肉 で 異 な る原 因 は TMAO 含量 の 違 い の

他 に 還 元 剤 の 量 的お よ び 質的違 い に よ る こ とが 示 唆 され

る。また，魚 肉 中 の DMA と FA の 生 成 が 酸素の 存在や

酸 化 状 態 で は 起 ら な い こ と，s：1 あ る い は 少量 の FA 添加

が TMAO 分解を 阻 害 す る知 見
28 ：1 と　

・
致 し て い る。

文 献

1〕　Dyer 　W ．　Amines 　in　fis．hmuscle，　V 更．　Trime ヒhylamine　oxide

　 colltent 　o．f　fish　and 　nlarine 　invertebrates、J．　Fish．　Rt／．s’．　Boad

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Fisheries Science

NII-Electronic Library Service

TheJapanese

  2)

  3)

  4)

  5)

  6)

  7)

 81

 9/i

10)

11)･

12)

13/,

1-

15)

Society  of  Fisheries  Science

                                        TMAO

 Can. 1952: 8/ 3I4-324.

 iEYts..?., NJHi<>,tf<Rrs. 7iJ,M.fibl){tiiitti)a,,L"1.rL･'f'L

  1, Jtut t:-)'.,'(. n 1･c./-,", 1964: 30/ -n3o-435.

 fiElrk ftt l-, ,k,,it LnL Erl{ti/irc･b ]- ]) 1 'f JV7  E 
'y

 i',}LL if [' tr
  C,'l lf c･･[ ea) t'tee- I . N  ]tcE'-E,' 1970; 36/ 502-509.

 ,IMF[[wrff. ,C,.ftl" (･.I Sslt E:', r･l"Ll.'lv]  i' [t ]' L･ Li' l t. ,V

 -  s.･ L. tt /.i,vrt ti' 6  st A- eJ. ma -e' 1.J MF fi . ri< nj Jit' -･')',ta 
'M1

 3E rc
 ?, 197i 23; 163-2,1.1,

 Castell CH, Neal WE,  DHIe J, Comparison  of  changes  in

 triniethylamine, dimeLhylamine, and  extractable  protein

 in iced and  frozen gacloid ti11ets. f Fislr. Ras. Uoard  Can.

 IY73; 30i 12･t6-1248.

 eeli'K reft. ;Slri{ IX )' i' ti ;t' [J  ,/')  nL['i K' [･r. .Y.i Ji [･XF ',L t- i.) 1 -F

 JL''1
 
/.-'
 >' tr'r' V  1" figegincr'}fi'ttEgyil. Il 1'kESLI l974; 40/ 167-

 174,

  Castell CH, Smith B, Neal  W.  Production of  diniethyla-

 mine  in muscle  of several  species  of  gudoid I'ish during

 frozc/n storage,  especially  in relation  te presence ot' dark

 muscle.J  Fish. Res, Boa)d Cait. 1971; 28: 1-5.

 Reece  P. The relc  of  oxygen  in the production of  fornial-

 dehycle in irozen minced  cod  mLLscle.  1 Sci. Food  Agric.

 1983; 34i 1108-1112.

 Spinelli J, Koury  B. Nonenzyrnic i'ormation of  dimethyla-
 mine  in dried fishery products.  J. Il.v'ri(/. Food Clie/in. 1979;
 27] 110,.l-1108.

 Spinelli J, Koury B. Some  new  observatiens  on  the  path-
 "iays  ef  formation of diniethylamine in fish inuscle  and

 liver. ,I  A.u'ric. Food ChE/m. IYSI; 29: 327-:i31.

 Parkin KL, Huttin HO.  Charucterization of  trimethvla-

 mine-IV-oxide  C/I'MAO) demethylase  activity  [roni fish
 niuscle  microsomes.  J. Bi/ochein. 1986; 10e/ 77-86.
Parkin KL,  Hultin I{O. Partial puriticaLion  of  trimethvla-

 rnine-IV-oxide  CTMAO)  demethylase  from crucle  fish
niuscle  micresomes  by detergents. ,[ BiochEn･i. 1986; 1OO/
87･-97,Kimura

 M, Seki N, Kimura T. Occurvence and  some

properties  of  trimethylainine-,NLoxid{/ demethylase in
Tnyotibri]lar  fraction froni walleye  pollack inuscle.  b'ish-
eries Sci. 2eOO: 66/ 725-729.
Kimura M, Seki N, Kimura  I. Puriiication and  characteri-

zation  of  trimethylamine-N-oxide  demethylase freni
walleye  pellack muscle,  Fishiies Sci. 2000; 66: 967-97:i
Dyer WJ,  Dyer  FE,  Sno", JM. Amines in fish muscle.  V.
Trimethylamine  exide  esLimation.J  Fish. Res. Board Can,

oee#  ts ,k  if" ig$ey fim

 16')

 17)

 18//

 19 //

 20)

21)221i/

23)

24)

25)

26)

27)

28)

                                              '
                                                91

 1952; 8/ 3U9-313.

 Dyer "rJ. Amines in fis.h muscle.  I, Colorimetric determi-
 nution  of  trimethylamine as  Lhe  picrate salt.1.  Fish. Res.

 Boaid am.  1945; 6] 351-358.
 Dyer  WJ,  ]vfounsey YA. Amines in tish muscle.  II. De-

 velopment  oi trimeLhylumine and  other  umines.  f. Fish.
 Res. Bt)ard Can. 1945; 6/ 359-367.

 Nash  1', The colerimetrie  estimutien  ot  iormaldehyde by
 means  o[  Lhe Hantzsch reaction.  Bioch.em. J 1953: 55: 416
 
-421.

 Brzezinski B, Zundcl G. Formation of  disulphide bonds ill
 the reaction  of  SH  group-containing ;ftmino acids  wiLh

 trimethylamine-A･Loxide. EEBS  Lett. 1993; 333/ :331-333.
 Setelo CG,  Pineiro C, Perez-Martin RI. Denaturation ol

 fish proLeins during frozen sLorage:  role  of  formaldehvde.
Z. -Lebensm. 

-C,';ttEits'
 
-1"orsch.

 1995; 200: 14-23.
 "J 1/T] <>, MclalS. ,lp,, ,/>ra(1.  t,iO' Ji 1- ]J 1 ,f  JL･ 

'1
 tt '/' 1' ,lli  ). F'

 cr)S･tw.  H,tci-l-/i./ 1968: 34, 5,a-1-551.
Sussman MV,  Chin  L. Liquid water  in frozen tissue/ study
by nuclear  niagnet{c  resonance.  Scien['e 1966; 151: 324-
325.Richardson

 DR,  Ponka  P. The molecuLar  inechanisms  of

the  nietabolisni  and  Lransport of  iron in norTnal  and  ne-

oplastic  cel]s.  Biochini. Biopfrys. Acta 1997; 1331/ 1-4(},
Breuer W,  Epsztein S, Cabantchik  ZI. Iron acquired  from
transferrin by k562  cells is dai'ived into a  cytoplasmic  pool
ef  chelatable  iron (][),J. BioL Chem  1995; 270, 24209-
24215.Kitamot{j

 Y, Maeda H. Revuluation  ol' t'he reaction  of  for-
nialdehyde

 at  low  concentration  with  amino  acids.  1.
Biochem. 198e; 87/ 1519-153e.
Sanghani PC, Stone  CL, Ray  BD, Pindel EV,  IIurley TD,
Bosron "rF, Kinc/tlc mechanism  o[  human  glutathione-
dependent fornialdehyde dehydrogenase.  Bioc/hemistry
2000i 39, 10720-10729.
tiLJ[1-Flipti,

 li･ulsusxve[]t, 1(tt.s .fn,  ww feJ:. )FvA
'1

 
,V)-'

 
rt

 1, t. ,lt 4 ,tt, va{ ma)Eme thff Ir L.' it  a  
'Fl

 o)  
'Q･lt-L,.

 E: Eo/}
ma- [[.. [･ei

 ptt 13 ff ,t･ M dy il<Jijl,. V, f.) 
-thi4

 J/- ･.t.x- mu itV tt M,
2001[178.
Sikerski Z, Kostuch S, Ti'imethyluinine-iV-oxide [{e-

methylase]  Its occurrence,  properties, and  role  in techne-
logical chEinge  in frezen Iish. Eood  Cht/}n. 1982; 9/ 213-
222.


