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　　The 　distribution　of　calcium 　boしmd 　to　parvalbumin （PA ）in　water −soluble 　fraction　of　ordinary 　muscles 　from
four　species 　was 　studied ．About 　65％ 01

’
the　calcium 　existed 　in　thePA 　fraction　with 　carp 　and 　paci且c　cod ，　however、

only 　about 　10％ of　thc　calcium 　existed 　ill　the　PA 　fraction　with 　pac愉c　saury 　al／d　rainb 〔〕w 　trout、　Molecular　Iuasses
of 　these　PAs 　were ／0−12．5　kDa ．　Three　and 　two 　PA 　isoforms　were 　detected　with 　carp ，　paci且c　cod 　and 　rainbow

trout，　 and 　with 　pacific　saury ，　 respectively ．　The 　mobility 　and 　relative 　ratio　of 　PA 　isoforms　were 　very 　di仕毎rent

among 　fish　species ，
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ド ： カ ル シ ウ ム ，普 通 肉，水 可 溶性 画 分，
　 　 　 　 　 ア イソ 7 オ

ー
ム

デル ろ過，カ ル ン ウ ム 結 合 タ ン パ ク質、パ ノレソ
．
ア Jレブ ミン ，

　魚類普通 肉 に お け る カ ル シ ウ ム の 分布 は種問で 差 が認

め ら れ ，主 に 水 可 溶 性 画 分 中 に 存 在 して い る 。
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溶

性両分に 存在 す るカ ル シ ウ ムの 多 くは，抽 出液の 状態で

は，現在知 ら れ て い る水 溶性 カ ル
．
ン ウ ム 結 合 タ ン パ ク

質
z・：1／や，そ の 他の 物質 と 結合し て い る か あ るい は遊 離

の 状 態 で 存在 して い る と推測 され る、、il（ 冂1
．
溶性 画 分 の カ

ル シ ウム 分布 に つ い て は，水生無脊椎動物 の ザ リ ガ ニ
’1／

や ゴ カ イ51i
で は 調 べ ら れ て い る が ，魚 類 で の 報 告 は な

い 。カ ル シ ウ ム イオ ン は，筋肉哩）収縮
61
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な ど 多 くの 生 命現 象に 関与 し て お り，水 可

溶性 画 分 に お け るカ ル シ ウ ム の 分 布 を調 べ る こ と は ，筋

肉 細胞内で の カ ル シ ウ ム の 動 態、・機能を考 え る 上 で 重要

で あ る。

　筋肉 水 可 溶性画分に 存在す る カ ル シ ウ ム結 合 タン パ ク

質 と して パ ル ブ ア ル ブ ミ ン 〔PA ） が 知 られ て い る。　 PA

の 分 子 量 は 10−12kDa で ，酸 性 の タ ノ パ ク 質で あ る讚

タン パ ク 質 1　mol 当 た り 2mol の カ ル シ ウ ム 結合能を も
．
ら，両 生類 や 魚 類 の 白 色 筋 に お い て 高含量 存在 す る。yl

魚類普通肉に お け る PA に つ い て は，ア イ ソ 7 オ
ー．一

ム の

種類，lo：；含量 と体長 との 関 係 ，i ［：1 成 長 との 関係  
な ど が

調 べ られ て い る 。ま た ア レ ル ゲ ン と し て の 作 用 も あ

る。］／1
　
／’
筋肉に お け る PA の 機能 と して は，筋 収縮 に お い

て ，弛緩 の 際の Ca ．．
輸 送 を速 め 弛 緩 を 促 進 す る と考 え

ら れ て い る が，　14・11i）不 明 な 点 も多 い
。

　そ こ で ，木 研究で は 数種の 魚 類 に つ い て，普通肉よ り

抽 山 した 水 可溶性画分 を ゲル ろ過 に よ り分 画 し，PA に

結 合 して い る カル ン ウ ム の 分布 を調 べ た。また，普 通 肉

PA を比 較検 討 す るた め の 基礎 デー
タを 得 るた め に，部

分 精製を 試 み，そ の 分于
・量，紫外部吸収 ス ペ ク トル ，ア

イ ソフ ォ
…

ム の 数 や 種 類．含量 な どを調べ た。

＊Tel ：81−22−717−8835 ・Fax ： 81−22−717 −8835 ．　 Elnai1 ： mha しa ＠ biエ，s．tQhoku ．ac．jp
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試 料 お よ び方 法

　試 料魚類　壇 釜 港，石 巻港 て購 入 した （ダ ラ ，サ ン マ

お よび 養殖 され た コ イ．ニ ノ マ ス プ 試料 と した 。試料

は，氷 あ るい は ドラ イア イス 1
−’
用 い ，冷却 しな カ リ 実験

室 へ 搬 入 した．直 ち に 使 用 しな い 試 料 は ，− 80℃ で 凍

結 保 存 した 。

　試 料 の 調 製　水 可 溶 性 画 分 り 調製 は 以 卜
．
σ）よ う に 才

’．
二

な 一
：） た 。

ノ亅〉 胃
尸
を 除 い t二普通 肉 5−・12g に，4 合量 a）20

mM リン 酸 緩衝液 （pH 　7．5、 を 加 え，ポ リ トロ γ 型ホ

モ ジナ イザ ー
L60 秒 間 ホ モ ジ ナ イズ した 後，速 心 分離

C40，000Xg ，20 分，4℃ ） した。 卜旧
プ
ーt
水可 1容

・
「生画分 と

した。以 下 の 処 刑 は こ とわ りの s い 1垠 り，約 4℃ で ．Sこ

な っ た。

　SDS −PAGE の 試 料 と して は ，水 可 1容11十画 分 を 60℃

で 10 分 間，温 浴 中 て 熱処 理 し た 後，30 分間放冷 し遠心

ノ丿 離 〔40，000 × g，20 分） し，得 ら れ た 上 着を 粗 PA と

し て 用 い た。HPLC 用 の 試料は 、粗 PA の 抽 出法 に 従

い 凋製 した 。1〔 す なわ ち，｝与通肉 5g に 10　mL の 4mM

EDTA 溶液 〔pH 　7．5） を 加 え ，ポ リ ト ロ ン 型 ホー
モ ノ 」

．

イ ザー・
で ホモ ジナ イ ズ後，遠心 分離 〔40，000Xg ，20 分〕

し，得 られ た 沈殿 に 4mM 　EDTA 溶液 （pH 　7，5） を 5

mL 加 え ，ホ モ
．
ソナ イ ズ し そ れ を 丿墨心 分離 し た。2 回 の

速 心 分 離 で 得 た 上 惘 を 合 わ せ ，そ れ を 60 ℃ で 10 ラ丿

間，tH浴 中 て 熱処 埋 し た。こ れ ら な放 冷 した 後 遠 心 分 離

し，−i 恫 を 粗 PA と して HPLC 分 析 に 供 した。

　 コ イ PA の調製　 コ イの PA を ス タ ン ダー・ド として 使

用 す る た 丿，抽出 した 水可 1谷性 画 分 を さ
1．に 冷 ア セ トン

を 用 い て 部屶精製 した 。

1ア 水 叮溶 件 画 分 に，終湾度力

45％ （v ！v ）に な る．よ ）に 撹 拌 しな 力　冷 ア セ トン ぜ 荷、

々 に 滴 下 し て 加 え ，30 〃 間 静 置 し た 後遠 心 サ離

（．40，000 × g，20 分 ，4℃ 〕 し た。沈殿 オ ♪量¢）20mM

リ ン 酸緩衝液，あ る い は 10mM 酢酸 ナ ト リウ ム 祉虜液

（pH 　5．7） に 溶 解 し，0−45％ （v ／
’
v ） ア セ ト ソ 画 分 と し

た。 Ft． に ，さ ら に 冷 ア セ トン を 終濃1乂 55％ 〔v ！v ） ま

で 加 え た 後，遠 心分 離 〔40、oooXg ，20 分，4℃） した。

沈 殿 を一1二記 緩 衝 液 に 溶解 し，45−55％ （Vt
”
v ） ア セ トン

画 分 と した、、さ ら に，得 られ た 一L清 力 ら 同様 に して 55−

80％ （v ！v ） ア セ 「
．・
ン 画分 を得，こ れ を粗 PA 画 分 と し

た。こ の 画 分は，さ り に bS．Jレ
ー「
過 に よ り精 製 し，　 PAGE

に よ り PA 以外 の 成 コは 含 ま れ な い こ とを確認 した 後，

ア イ ソ フ ォ
ー

ム ベ PA 含呈 の 1則定 用 ス タン ／
’一ド として

使 用 した。

　 ゲ ル ろ過 　タ ン パ ノ 頁か ら カ ル ノ ウ ム カ 解 離 す る こ

と
5．181i力 予 想 さ れ た の で ，知 レ7 過 は，5x10 −6M

塩 1ヒ

カ ル シ ウ ム を 含 む 10mM 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液 （pH

5．7） て 半 衡 化 し た Bio−Gel　P −60 カ ァ ム （2．7x55cm ）

を 用 い て 才
’
こ な 一・た。流 量 は 30mLlh と し，1 フ ラ 〃

シ ョ ン は 4mL と し た n 各［山 分 の タ ン パ ク 質 ば 280　nm

に お け る 吸収 に よ り，タ ン パ ク 質 tiよび カ JV ノ ウ ム の 虐

】副 よ前報
1）と1冂1様 に求め た 、、

　 吸 収極大値 の測定　ゲ ル
v

過で 分画 した PA お よ び そ

の 他の 画 分 の 吸 収極大波長 i，日 立 150−20 形 メブ ル ビ

ー
ム 分 光光度 計に よ り測 定 し た，，

　 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 （PAGE ）

OrnsteiniV：
と DavisL’o の 方法 に 従い ，2．5％ の 亭紬 ケル ，

7，5％ 己）グ♪離 ゲ ノレf農匚〜　L 才
’
こ 右こ

・　致： D 　∫ヂ丿レo’．）1ワ さ 1

mm ，濃縮 ゲ ル 5mm ，分離 ゲ ル 60　mm と した 。 泳動は

マ イ ク ロ ス ラ ノ f ル 電気泳動装 置 （マ リ ソ ル KS −

810MSE 型 ） を用 い ，プ ロ モ フ ェ ノー 1レブ ル
ーカ 分 離

ゲ ル に 入 る ま で は 50　V，分離 ゲ ル に 入 一广 後は 100V

の 定 電 圧 で 約 4 時間 お こ な っ た 。 タ ン パ ク 賢 は コ マ

ジ
ープ IJ リア ン 1．・ブ ル

ー．−R −250 て 染 色 した。カ ル シ ウ

ム 結 合 タ ン パ ク 質は ル テ ニ ウ ム レ ッ ド に よ り検 出 し

た。21／
，

　 SDS 一ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 （SDS −

PAGE ）　 LaemmLi の プjd ．21i こ 従い ，4．5％ の 虐縮ケ 1レ，

15％ の 分 離 ゲル で 室温 下 て 泳 動を お こ な っ た 。bl レの

サ イズ，電 圧 な どの 条 件 は上 述 と同様 で あ る。

　 分 子 量 の 推定　 タ ン パ ク質の 分子 量の 推定ば，SDS −

PAGE に よ り お こ な っ た。分 子 量推定 用の マ
ー

カ
ー

タ

ン パ ク 質 と して，ミオ グ ロ L．ン ，MW マ
ー

カ
ー・

（BDH ）

2，5kDa ，6．2　kDa ，8．2　kDa ，14．4　kDa ，16．9　kDa を 用 い

た，、また ，チ トグ ロ
ー

ム C，MW マ
ー

カ
ー

〔オ リ）
一一ン タ

ル 酵
．
円 丁 果 1 モ ノ マ

ー （12，4kDa 〕，ダ イマ ー （24．8

kDa ），ト リ マ
ー

〔37．2　kDa ），テ 「
．・
ラ マ

ー （49．6kDa ＞，

ヘ キ サ マ
ー 〔73．8kDa ） も用 い た 。

　 kた カ ェ ル パ ル ブ ア

ル ブ ミ ン （12．1kDa ：1 （Sigma 〕 を魚 類 との 比 暇 の た b ）

同時に 泳動 した 。

　 PA の 定量 PA の 定 量 は HPLC を 用 い て お こ な っ

た 。hi・IHPLC は ，日 本 分 光 の ノ ス テ ム （ポ ン プ

880PU ，　UV 倹 出 器 100−6．〕 を 用 い ，カ ラ ム は ワ イ ドポ

ァ C8 〔YMC ，　AP −203，φ4．6　x 　250　mm ）・al用 い た。溶離

液 と して 0．1mM 塩 化 カ ル シ ウ ム を 含む 4〔〕mM 「
・

リ ス

塩 酸 緩 衝 液 （pH 　7．5），お よ び ア セ トニ ト リ ル を用 い ，

グ ラ ノ エ．ン ト法 〔O・一．60％ 〔VIV ） ア
・L トニ トリ ル 直 線

勾配） て 40 〃 間，；m 　L“　1．0　mL 　／
’
　min

−
（溶 出 した 。タ ン

パ ク 質は 220nm の 吸光 度 よ 1り倹 出 した 。操作は す べ て

土 温 に て お こ なった、、PA の 含量 は コ イ，カ エ ル お よび

既 報 告 の 保 持 時 間 を参 考に して ，20 −一・28 分に 溶出 す る

ピーク を PA とし，コ イ PA を ス タ ン ダードとし て 求 b

た 、、

結 果

　コ イ　水 ・」
．
副 生画 分 の 厂 1レろ 過 の 結 朱 を Fig．1− a に

示 した。水 ・∫溶性 画 〃 の 280nm に お け る 吸収 は，フ ラ

N 工工
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Fig．　L 　Gel　filtration　cllromat 〔｝grams 　of　the　water −soluble
　　fraction　 from　 s （，me 　 flsh　 Inuscles 　 on 　 Bio−Gel　 P60．
　　Colu　nn 　sizc ：　2．7　〔55　cLn，　buf琵r；　10　mNI 　sodium

　　acetate 　buHbr　I：p日 5．7〕 cont ≡亅ining　5　x　IO ．Li 】vl　CaCl，t，
　　fio“ r　 rate ： 3〔h 皿 L〜h．　V 〔I

　 ar1〔1　Vr　 are 　void 　uncl 　 total

　　volulne ，　respectively ．（a：1 （：nrp ，〔b〕pac壬fic〔：c）d，（c〕pa−

　　ci丘c　saury ，　and 　（d，　rail ／bow 　tr（エu 亡．　Proteill　C．一）　alld

　 　calciull1 （L．．〕concentra 亡il．ms 　were 　esLimutc ／d，

ク シ r ン 〔以
．
卜
．
Fr と略 記 〕 23 （voi （l　volume 〕 ”ri　ltび

Fr，74 に ピー
クが 認 め られた。カ ル シ ウム 濃度の 分布 は，

Fr．37 に
．
人 きな ピー一

ク が ，　 Fr．77 お よび 80 に 小 さな ピー．・

ク が 存在 し，水 叮溶性カ ル
．
ンウ ム の 人部分 が タ ン パ ク質

と結合して い る こ とが認 め られ た。カル
．
シ ウム濃度 の 高

い Fr．37 の クン パ ク 質は，ゲ 1レろ過 に おけ る標 準 タ ン パ

ク 質の 分子量 と の 比 較 か ら，分 子 量 が 約 1万 の ク ン パ

ク
．
質 と推定 され，カ ル シ ウ ム 結合 タ ン パ ク 質 の PA で あ

る こ とが示 唆さ れ た、，

　 コ イ PA の 確認　水可 溶性1由1分 中の PA を精 製 す るた

め ア セ トン 分 ［由「を お こ な 一．
り た、，55−80％ ア セ ；・ン分 画 で

得 られ た 粗 PA を 同 条件 で ラ
”
Jレろ 過 す る と，　 Fr．37 に 大

き な タ ン パ ク 質 の ピー
ク が 得 ら れ た 。そ の 他 ，void

volume と Fr，74 に 小さ な ピー
ク が 認 め られ た。カ ル シ

ウ ム濃 度 で は Fr，37 に 大きな カ ル ン ウ ム の ピー．・
ク が 認 め

られ た、、タン パ ク質 の ピー　・7 が認め られ た Fr．37 前後 に

は，55−80％ ア セ トン 画 分 の カ 1レン ウ ム の 99％ 以 ．［：が

検 出 さ れた u こ の フ ラ ク シ コ ン の カ ’レシ ウ ム 含量 は，ク

ン パ ク 質 1 モ ル 当 た り 2．1 モ ル で あ っ た 。こ の モ ル 比 は

PA の そ れ と
171 ．

致 す る、，また．　 Fr．37 の 紫外部吸 収 ス

ペ ク ト」レは，252．8，258．8 お よび 263．2　nm に 吸 収極 大

が あ り，258，8　nn が 最 も高 か一．，た。こ れ は 既報告 の コ

イ PA の 吸 収 ス ペ ク ト，レ2P とほ ぼ一
致 して い た、、

　 コ イ普 通 肉、k り得 られ た 粗 PA の SDS−PAGE お 、kび

PAGE の 泳 動 パ ，

／
一

ン を Fig．2−3お 、kび Fig．3−1 に 示

した 。55−80％ 〔v ，！xt） ア セ 「・ン 画 分 を ゲ ’1・ろ 過 し得 ら

れ た 画 分の Fr．37 に は PAGE で 3 本の バ ン ド （成分 N ，

11」，皿 ） が 認め られ ，こ れ ら は既 報 の コ イ PA の 成 分

駅 　田，且 に 相 当 す る と考 え られ る。2融   ：．こ れ ら の ヌ ン

パ ク 質は 1レテ．』ニ ウ ム レ ッ ド と反 応 が 認 め られ た （Fig．3）

の で ，PA と 判断 さ れ た 。ま：た ，　 asCa
オートラ ジ オ グ ラ

フ ィ
ー27

屠
・
抗 コ イ 1〕A 　bi［体に よ る免 疫 染色 27．2Sli

で 反応が

認 め られ た こ と か ら PA で あ る と確 認 さ れ た 。

29：I　SDS −

PAGE に よ り， 1：要な PA の 分 r．量 は 10．5kDa と推定

さ れ た 〔：Fig．2−3）。そ の 他，1〔｝kDa お よび 12．5kDa
に も PA が認、め られ た　〔F｛g ．2−3）。

　 祖 PA を ゲ
．
ル ろ過 して 得 ら れ た PA 含有画 分 を HPLC

分 析 に 供 L た。保 持時間 22 分 付近 に 2 本の ピ
ー

ク が認

め られ，こ れ らの ピーク の 面積 と 各 フ ラ ク シ ョ ン の カ ル

シ ウ ム 含 量 の 関 係 に は強 い 相関が 認 め ら れ た 、、標 品 の カ

1匚 ル PA とは 保 持 時 間 に 若 T の 違 い が 認め ら れ た が ，こ

の 違 い は ，既 報告の PA の 保 持時r昌jに 桐当す る範 開 内に

あ る。16・ 

　以一［，．の こ と か ら．そ C’）他 の 魚希重に二お い て も，ゲ 丿レろ過

で 得 られ た 分子 量 約 1万 の カ ル シ ウ ム の ピ
．一

ク は カ ル

シ ウム 結合 タ ン パ ク 質で あ る PA に結 合 した もの で あ る

と して 検 討 を進 め た、

　遊離 カ ル シ ウ ム は ，Vt （Fr．90，　DNP ア ラ ニ ン 〕 の 直

後 に 溶出 した の で （Fig．1），ゲ ル ろ 過 の Fr．レー31 を高

分 子 画 分，Fr．32〜44 を PA 画 分 ，　 Fr．45・− 90 を 低 分 子

画 分，Fr．90 以 降 を II雙離 カ ル シ
1
ンム を 含 む 1巾i分 と し た 。
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一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Fisheries Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Fisheries 　Soienoe

390 讃岐，秦，竹 内

li蠶轍轢1
123456

曹趙噛
寧

藷甑粥
勢

彰

罎 翻
毒

瞬遣鍔
鎚

嘸爵霧
蠶
蠶難

轍

聾愚
麟

動

麟

動

齢

曜

彰

耄
離

毒

禦

無
蟹

胤

魁

壷
篝

舞

瞬

蟻

鼠

韈辭

影

聾
鬱

韻

齪

磁

罍
霧鰡

難
懸
磯

驫鞍
嬢
鬱
識品

轍

艪
蠍
欝
纈

鵬

嚇

難

7

Fig．2．　SDS−p エ）lyacryiamide　 gel　 electrophore 仁ogram 　 of

　 parvulbumins 　from　some 　fish　musc ！es 、　Proteills　were
　 staincd 　 with 　Coomassie　1〕rilliant 　blue　R−250．　PA 　was

　 isolated　l〕v　tllerlna且trea仁llユel／t　as　descrlbed　in　lnethod

　 and 　 material ．（1：I　 mw 　 marker ，1：2）cy し（，chrome 　C　as

　 mw 　Inarker 〔12．4　kDa），〔3〕carp ，〔4）paclfic　cod ，（5：II

　 paci土ic　saury ，〔6）rairlb エ）w 　Lrou 仁，　and （7）f1『Qg 　muscle

　 parva且bunlin．

Stact

V

　 　 Parvalbumins

N 　　 　 　 皿　 　 　 　 11

十

1234L
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一

Fig．3．　Pelyacrylamide　gel　electrophoretogram 　ofparva1
−

　 bulnins　from　 some 　fish　muscles ，　Wa 亡er・soluble 　frac−

　 ti（m 　was 　directly　apPlied 　Lo しhe　gel，　Parvalbumins 　were

　 selectively 　staine 〔l　with 　ru 亡heniuin　re（1．（1）curp ，〔2〕

　 paci丘し cQd ，（3）pacific　saury ，　and 　（4）rainbow 　trout ・

Table　1，　Disしribution 　 of 　 calcium 　in　 the　 lligh　 niolecular

　 weigllt 　fractiolls〔HMW ），the 　parvall〕umin 　fractions

　 　〔PA ），an 〔1　Lhe 　low　molecular 　weight 　fractions〔LMW 〕

　 ill　watel ・−sQ 】uble 　fraction　of 丘sh 　nluscle

　　sample 　　　　 IIMW 　　　　PA 　　　　LMW

carp 　　　　　　　　　　　　　4．0　　　　　　64．9　　　　　　31．1

paciflc　cod 　　　　　　　　l3．1　　　　　　67．D　　　　　　19．9

paci丘c　saury 　　　　　　　　6．3　　　　　　　11．6　　　　　　　81．6

rainbow 七ruut 　　　　　　　2．0　　　　　　　　7．5　　　　　　　90．，4

こ れ らの 画 分の カ ル シ ウ ム の 存在．割 合 を求 め る とそ れ ぞ

れ 4．O，64．9 お よ び 31．1％ とな っ た。遊離 カ ル シ ウ ム は

ご く小量 で あ ・．・た。つ ま り コ イの 普通肉水可溶性 画 分 の

カ ル シ ウ ム は，PA 画 分に 水可 溶性 画 分 の 約 65％ が 分

布 す る こ とが 示 され た （Table　1）。

　マ ダ ラ 　水 可 溶 性 画 分 の ゲ ’レ ろ 過 の 結果 を Fig．1−b

に 示 した。コ イ と同 じ よ う に 280nm に お け る 吸 収 は

Fr．23，37 お よ び 84 に ピーク が認 め られ た。カ ル シ ウ ム

濃度 は ，コ イ と 同 じよ う に Fr．37 に 大 きな ピー
ク と して

認 め られ た 、、カ ル シ ウ ム は 高分子画分 に 13．1％ ，PA 画

分 に 67．O％ ，低分子 画 分 に 19．9％ 存 在 し た （Table

1）。遊離力 1レシ ウ ム は ご く少 量 で あ っ た。Fr．37 画 分の

紫 外部 吸 収 ス ペ ク トル は 269，6，274．8，280．4 お よ び

290．8nm に 吸 収極 大 が あ り，269．6nm が 最 も高 く，典

型 的 な PA の スペ ク ト’レと類 似 L て い た 。こ の 分子量は

SDS −PAGE で 11．5kDa と推 定 さ れ た 〔Fig．2−4）。

PAGE で は 3 本 の バ ン ドが 検 出 さ れ 〔Fig．3−2），こ れ

らは す べ て ル テ ニ ウ ム レ ヅ ドと の 反応が 認 め られ た の で

PA で あ る と確 認 した 。

　 ザ ン マ 　 水 可 溶 性 画 分 の ゲル ろ 過 の 結果 を Fig．1− c

に 示 した、、 280nm に お け る吸 収の ピー
ク は，　 Fr．23，73

お よび 79 にあ っ た が 最後の ピ・一ク が非常に 大 きか っ た 。

PA 画 分 に は ピー
グ は 認め られ なか っ た。カ ’レシ ウ ム 濃

度 で は Fr．36 に も小 さ な ピー
ク が認 め られ た が，　 Fr．79

に 非 常 に 大 きな ビ
・一

ク が 認 め ら れ ，コ イ や マ ダ ラ と明 ら

か に 異な って い た 。カ ル ン ウ ム は 高分 子画 分 に 6，3％，

PAi 由i分 に IL6 ％．低 分 子 画 分 に 81，6％存 在 して い た

〔Table　1）。　 Fr．37 付近の 紫外部 吸 収 ス ペ ク ］
．・
ル を 測 定

し た と こ ろ，252．7，258．9 お よ び 265．1nm に 吸 収 概 大

が あ り，258 ．9nm が 最 も高 く，PA が 存在 して い る こ

とが わ か っ た。サ ン マ PA の 分子量 は SDS −PAGE で は

11．5kDa と推定 さ れ （Fig．2−5），コ イお よび マ ダラ の

そ れ よ り若
一
「大 き か っ た。PAGE で は 6 本の バ ン ドが

存在 し，そ の うち 成 分 V の 近 傍の バ ン ドと，成分 皿 と E

の 間の バ ノ F
．
は ル テ ニ ウ ム レ ヅ ドとの 反応 が 認め られ た

〔Fig，3−3） が，そ の 他 の 4 本 の パ ン ドは ル テ ：
一．ウ ム レ

ッ ドと反 応 しな か った。

　 ニ ジ マ ス 　水 可溶性 画 分 の ゲ ル ろ 過の 結果を Fig．1−d

に 示 した 。
280nm に お け る 吸 収 は Fr．24 ，64 お よび 75

に ピー
ク が 認 め られ た が，Fr，37 に は ピー．

ク は 認め られ

な か ・．｝た。PA が 溶 出 さ れ る 位置 で の カル
．
ン ウ ム 量 はサ

ン マ の 場 合 よ り少 な く，ほ とん どの カ ル シ ウ ム は低 分 子

画 分 に 検 出 され た。カ ル シ ウム 分布は 高 分 子 画 分 に 2，0

％，PA 画分 に 7，5％，低 分子 画 分 に 90．4％ とな っ た。

Fr．37 の 紫外 部 吸 収 ス ペ ク ト Jレを 測 定 し た と こ ろ ，

254．0，259．5 お よび 265．5nm に 吸収極大 が あ り，259，5

nm が最 も高か っ た こ とか ら，量 的 に は 少 な い が 明 らか

に PA が存 在 して い る と判 断 さ れ た。こ の PA の 分 イ
．
量

は，SDS −PAGE で は 11．2　kDa と推定 され た 〔Fig，2S ）。

PAGE で は 成分 N ，皿 と W の 間 お よび IIIの 近 傍 に 非常

に 薄 い 3 木 の バ ン ドが み ら れ た （Fig．3−4）。こ れ は 泳

動 に 用 い た試料 中 の PA 含量 が 少 な か っ た こ とに よ る と

考
．
え られ る。

　PA の 含量　4 魚種 に
一
：｝い て 普通 肉 PA の 含量 を 測 定

し た 。
コ イ PA を ス タン ダー一

ドと し て HPLC に よ り測

定 した と こ ろ，普通肉 100g 当た り，コ イで 680　mg ，

マ ダ ラ で 717mg ，サ ソ マ で 97　mg ，ニ ジ マ ス で 163

N 工工
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mg とな っ た。

考 察

パ ル ブ ア 1レブ ミ ン に 結 合 した 普通 肉の カ ル シ ウ ム

　 水 pkftr 性 画 分 の カ ル シ ウ ム の 分布 をケ ル ろ 過 に よ り調

べ た 結 果，コ イ お よび マ ダラ は そ の 約 65％ が PA と結

合 して 存在 して い る こ とが 認 め られ た。また，サ ン マ お

よ び ニ ノ マ ス て は PA 画分 の カル シ ウ ム は少 な く大 扣分

（80−90％〕は 低 分 子 画 分 に分 布 して い た 。
PA 画分 の カ

ル ン ウ ム ゲ ♪な い の は PA そ の も4）が 少 な い た め で あ

る。抗 コ イ PA 抗体 を 用 い た ELISA に よ る 測定 2al を お

こ な っ た と こ ろ，普 通 肉 100g 当 た り コ イ で 600　mg ，
マ ダ ラ で 460　mg ，サ ン 9 て 110　mg ，ニ ジマ ス で 87
mg で あ り，　 HPLC に よ る結果や f ル ろ過 の 結 果 と傾 向

は一
致 した。普通肉に お け る カ ル ン ウ ム は，抽 出液 中 で

は PA の よ う な 水 溶性 カ ル シ 〉ム 結 ロ タ ノ パ ク 質 だ け で

な く，低分 子物貞 と何 ・か の 相 互 作用 を持 ち な か り 存 在

し，遊離型 は L 〈少量 で あ っ た 。魚 種 間 て，カル ノ ウ ム

分 布 が 大 き く異な っ た こ と は ，PA な ど の カ ル シ ウ ム と

結合す る 物質の 種類や それ らの 量的な 違 い を 反 映 して い

る と言 兄 る。こ れ らの 違 い は 大変興味深 い 。

　 今回 は，細胞が 刺激 を 受け，細胞内の カ ル ノ ウム 濃度

h 卜昇 した濃度 と同程 度の 5 × 10 （i　M び）カ ル ノ ウ ム を

緩衝液 に 入れ ゲ ル ろ過 を行 っ た が，こ の tP度て は PA は

ほ ぼ完 全 に Ca と結 合 し て い ・o が，未同 定の 低 分 f物 質

も カ ル ン ウム と強 く結 合 して い る と思 才 れ る。し か し 生

体 内 に お い て．細 胞 が 刺 激 を 受 け て い な い 生 理 的 な 状筆

の カ ル シ ウ ム 濃 度 で あ る 10一アM 付 近 で ，低 分 予物貞が

カ ル ノ ウ ム と 結 合 して 存在 して い る か ど うか は 今後 の 検

討課題て あ る 1，

　PA は，魚類普通 肉 に 多量 に存在 し，そ の 量 ま哺乳類

よ り咼 い 。301 マ ノ フ とサ ン マ て 含量 に 約 7 で［
’
：の 聞 きが あ

り，魚陲間て も含量 に 差 力 認
’
勹られ た。

　筋肉 に お け る PA の 役割 に つ い て は，筋小 胞 体 と筋 坤

繊 維 間 て の カル シ ウ ム の や り と りに お け る緩衝 作 用 の 働

きに あ る と推 走 さ れ て い る。す な わ ．，収 縮 状 態 に お い て

細胞 中の カ ル ン ウ ム イオ ン を キ レ
ー一

ト し，そ の 虐 度 を収

紅白に必 要 な閾 値 以 下 として 弛緩の 速度 を 速め る とい う 考

え 方川 で あ る．．　
・
般 に，魚 類 の 普通 肉 に お い て ，PA 含

量 は ミ オ グ ロ ビ ン 量 に 反 比 例 して い る と考 え られ て い

る。2・川 今回 の 分 析 で は ，赤 身 魚 普通肉に お い て もサ ン

マ の よ うに 高含量認 め
1
っ れ た の もの もあ る こ とか ら，ミ

オ グ ロ ビ ン 含量 とか な ヒ）ず し も反 比 例 す る とは ＝th
．
い が た

い。

　魚類普通 肉 の PA は，魚種 閤 で 分子量 お よび 電気的 佐

質 の 違 い 力 認 め られ た 。PAGE で は コ イ で 3種，マ ダ

ラ で 3 種 ，サ ン マ で 2 種，ニ ジ マ ス で 3 種 の ア イ ソ フ

ォ
ー・

ム カ認 め られ た。魚預普通肉て は 5 種類 の PA の 存

在が 報告 され て い るu コ イ利 の 魚 て は 1 〜1＞，1 〜皿 と

391

V な どの 報告力 あ り混 舌Lして い る。2t’・2Gl タ ラ 類 で は 1［と

  を 、L戊分 とし 1〜3種存在 し，魚種 に よ り異 よ っ て い

る評 また個体差 も存在す る。等 電 点 電 気 泳動 で も 多数

の バ ン ドカ 忍め られ て い る。粥 4 ）

　今回 の 分 析で は ，魚 種 間 で PA の 分
．
r量 に 約 2500 の

許 力 認 め V れ た 。また ，魚種 間 で，電気泳動の 移動度の

違 い カ リ 電気的 性 質fv異 な る もの が 多数 認め られ，そ れ

ぞ れ の 構戊ア ミ ノ酸の 数 K 種類 の 違 い が 考え られ る 。 移

動度の 大 き くこ とな る成 分 に つ い て は，カル シ ウム との

結合定数の 違 い な ど も示 唆 され るの で，今後検 討 す る必

要力 あ る。

　 こ れ ら PA に つ い て は，魚種 ご 広げ 普 通 肉 に お け る 含

量，ア イ ソフ ォ
ー

ム お よ し件 質 ば ど に つ い て 検 討 中 で あ

る。

　高等脊椎動物 て は α
一PAo ヌ存在 しア イ ソ フ ォ

ー
ム の

存在 力 N うられ て い な い 。35／
，
ま た ，ニ ワ ト リ て は組 織 に

特異的に 存在す る β
一PA が 報告 され て い る諮 進 化 の 過

程で ，局 等脊椎動物 で はア イソ フ ォ
ー

ム カ ケ わ れ単
一・

に

’

．’
っ た と考 え レ れ る が，そ れ に つ い て は 多 くの 動 物 に つ

い て ♪析，検証 され る 必 要が あろ 臥，
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