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　　Fragmentation　of　myofibrns 　at　various 　storage 　temperatures（0，15，　and 　30℃ ）was 　studied 　using 　carp 　accli
−

mated 　to　10℃ （group　L）and 　30℃ （group 　H ）．Fragmentation　of　myofibrils 　tended　to　proceed　faster　in　group　H

than　in　group　L　at　all　storage 　temperatures ．　We 　examined 　some 　of　the　factors　which 　might 　in且uence 　this　differ−

ence 　in　fragmentation　of　myQ 且brils　between　groups 　L　and 　H ．　The　increasing　rate 　in　extent 　of　contraction　of　mus
−

cle　was 　higher　in　group　H　than　in　group　L　at　O℃，　hardly　differed　between　groups 　L　and 　H 　at　15℃，　and 　was 　much

lower　in　group 　H　than　in　group　L　at　30℃ ．　Calpain　activity 　of　group 　H 　was 　higher　than　that　of 　group 　L 　at 　reaction

temperatures　of　25℃ and 　30℃，　whereas 　the　activity 　of　group　H　was 　slightly 　lower　than　that　of　group　L　from　O℃ to

2  ℃．Sarcoplasmic　reticulum 　Ca−ATPase 　activities 　were 　higher　in　group　L　than　in　group 　H 　at　almost 　all　the　reac
−

tion　temperatures　from　O℃ to　30℃ ．　Consequently，　it　was 　suggested 　that　the　difference　in　the　fragmentation　rate 　of

myo 丘brns　between　groups 　L　alld　H 　might 　be　caused 　by　these　factors．
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　魚肉は畜肉に 比 べ て鮮度変化 が速 く，魚肉 の 食品 とし

て の 価値 は 鮮度 に よ っ て 大 き く左 右 さ れ る。魚肉 の 初期

の鮮度低下 は ，外観，風 味，肉質な どの 変化 として み ら

れ る が ，そ の 中で も 肉質の 変化 は 重 要 視 さ れ，多 くの 研

究 が行 わ れ て い る 。

　畑 江 ら
1）は，種 々 の 魚種 に つ い て 筋原線維 の 小片化や

破 断 強 度 を 調べ ，魚種 に よ り生鮮肉 の 肉質 が違 う と共

に，保 存 中 の 肉 質の 変化 も魚種で 異な る こ とを 示 した 。

ま た，著者 らは
2〕養殖マ ダイ と天然マ ダ イ の 保存 中 の 筋

原 線維 の 小片化率を測定 し，養殖 もの が 天 然 もの に比 べ

肉 質の 軟化 が 早い こ とを 示 した。さ らに，致 死 条 件 や 保

存 温 度 が 肉質 の 軟化 に 及 ぼ す 影 rv，3・4）肉 質軟化 の 原

因
5−7／，な ど 多 くの 研究 課 題 が 検 討 され ，明 ら か に され て

きて い る。

　
一

方，魚 類 は 外温 性 動物で あ りそ の 体温 を環境水 温 に

依存 して い る。そ して ，環境水 温 の 違 い は，魚類 の 鮮 度

の 低下，8ρ〕筋原線維 タン パ ク 質 の 温 度 安定 性，10
−IZ）死 後

硬直
13・14｝な ど に 影響す る こ とが 報告 さ れ て い る 。 す な わ

ち，魚筋肉 の 死後変化 に 関す る 諸問題 に は環境水 温 が影

響 して い る こ と が 多い。ま た，著者 ら は 15）飼 育 水 温 を

変 え た コ イで は，筋原線維 ATPase の 諸性 質 に 違 い が

生 じ る こ とを 報告 した 。こ の こ と か ら，コ イ で は 飼育 水

温 の 違 い が 筋原 線維の 構造 に微妙な違 い をもた らして い

る こ とが 推 察 され，保存中の 肉質の 変化 に も影響 を もた

らす こ とが考え られ る。しか しな が ら ， こ の 点に つ い て

の 研究は こ れ まで 行わ れ て い な い 。

　そ こ で 本研究 で は，10℃ と 30℃ の 水 温 に順 応 さ せ た

コ イ を 用 い て ，魚肉 の 保 存 中 の 筋原 線維 小 片化 に 及 ぼす

飼 育 水 温 の 影 響 を検 討 した。さ らに ，小片化の 遅速に 影

響 を及 ぼ す こ とが 考 え ら れ る 要因 に つ い て の 検討 を 加 え
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実 験 方 法

コ イの 筋原線維の ・」・片化 と順応温度

　試料魚　試料魚に は 養殖業者 よ り購入 した 体重約 700

g の コ イを 用 い た。試料魚 は実験室内の 水槽 で 水 温 10

℃ （低温群 ， n ＝9） ま た は 30℃ （高温群，　 n ＝9）で 4

週間以上 飼育 した。その 間，市販の 餌料を十分に 投餌 し

た。試料魚は頭部 を 切断 して 即 殺後，た だ ち に 実験 に 供

し た。

　筋収縮率 お よ び筋原 線維 の 小片化率　採 肉は 前報
16）

と 同様 に ，背部の 頭 か ら尾 側 の 方向 に柱状 の 筋肉 （約 2

× 2 × 15cm ）を，皮 と鱗 を つ け た ま ま の 状態 で 魚体 の

左 右両 而 か らそ れ ぞ れ採取 した 。 同
一

魚体 よ り採取 した

2 本 の 筋 肉 は，水蒸気 を飽和 した 容器 の 各温度 卜
．
（0℃，

15
°
C，30℃〉 に 保存 し，一

方を 筋収縮率の 測 定 に ，も う

一．・
方 を筋原線維σ）小片化 の 測定 に 用 い た。な お，測 定

は，頭 部側 と尾部側 の 両 方 で 行 っ た。

　筋収縮率 も 前報网 と 同 様 に して ，筋 肉 の 即 殺 直後に

対す る 経時的な筋収縮の 割合を測 定 し，筋収縮率 が E昇

した後，ほ ぼ変化 しな くなるまで 測定 した。測定時 間 は，

0℃ と 15℃ 保存 で は 48 時間 ま で と し た が ，30℃ 保存

で は筋収縮率の 変化が 非常 に 速 くぽ ぼ
一

定 に 達す る の も

早か っ た の で，12 時間 まで とした。

　 筋 原 線 維 の 小 片 化 の 測 定 は，深沢 らの 方法
ユη に 準 じ

て 行 な っ た。筋 原 線 維 の 小 片 化 は，位 相差 顕微鏡で 計測

した 。 筋原線維 の 総数 （Σ） に 対 す る ，サ ル コ メ ア が 4

個 以 下 か らな る 筋原線維の 数 （Fl−4 ）の 比を数 え た 。

そ し て，総数 200本以 上 の 筋原線維 よ り，F1−4 百 分率

を 計算 した （＝F！Σ × 100）。

　 カ ル パ イン 活性の 測定　カ ル パ イ ン （EC 　3．4．22．17）

粗 酵素液 の 調製 は ，Busch ら
18 ）の 方法 に 準 じ て 行 な っ

た。ま ず，試料魚 よ り 採取 した 普 通 筋 の ミ ン チ に，そ の

採 肉 量 の 3 倍 量 （w ！v ） の 20　mM 　NaHCO3 − 1mM

EDTA を 加 え，ホ モ ジ ナ イ ズ を行 なった後 ，
10，000 × g

で 15 分間 の 遠 心 分 離 を し た 。 得 ら れ た 上 清 は グ ラ ス

ウ
ー

ル で 濾過 した 後，1MCH3COOH で pH 　4．9 に 調整

し，10 分 間 等 電 点 沈 殿 さ せ た。そ の 懸濁液 を 4℃，
18，000 × g で 20 分 間 の 遠 心 分離 を 行 な い ，沈殿 を 得

た。採肉量の 1／10 倍量 （w ！v ）の 緩衝液 （0．1MNaCi ，
20mM 　Tris−HCI ，5mM 　EDTA ，101nM 　2一メ ル カ プ トェ

タ ノール （2−ME ），pH 　7．0） に 溶解 し，1NNaOH で

pH 　7．0 に中 和 した 。

一
様 に 溶解 し た後，4℃，100，000 ×

g で 60 分 間 の 超 遠 心 分離 を 行 な った 。 上 清 に 1．8M

（NH4 ）2SO4 を 加 え て 塩 析 を 行 な っ た 。 そ し て ，4℃，
10，000xg で 15 分 聞 の 遠 心 分 離 を 行 な い 沈 殿 を得 た 。

こ の 沈殿 は 緩衝液に 溶解 させ た 後，48 時間 の 透 析 を 行

な っ た 。 透 析後，陽度 4℃，100，000 × g で 60 分 間 の 超

遠 心 分 離を 行 な い ，そ の 一ヒ清 を カ ル パ イソ 粗酵素液 と し

949

た 。 粗酵素液 は タ ン パ ク 質濃度 を 紫外部吸収法 （UV

法）
19）

に よ り測定 し，20mg 〆mL の 濃度 に な る よ うに先

の 緩衝液 で 希釈 した 。 反応 は ，
　20／
，
終濃度が 3　mg ／mL カ

ゼ イン ，2mM 　CaCl2ま た は 1　mM 　EDTA ，　5　mM 　2−ME

を 含む 0．1MTris −HCI （pH 　7．0），2　mg ！mL カ ル パ イン

粗 酵素液 の 反 応 混 液 で 0〜30℃ の 範 囲 で 行 な っ た 。反

応停 止 は 10％ ト リ ク ロ ル 酢酸 （TCA ） を 用 い て 行 な

い ，4℃ で 15分 間 放 置 した 後，3，000 × g で 5 分 間の 遠

心 分 離 を行 な い ，上 清 の 278nm の 吸光度 を 測定 した 。

カ ル パ イ ン 活性は，EDTA 存在下 の 吸 光度を 対 照 と し

た カ ル シ ウム 存在下 の 吸光度 よ り算 出 した 。
1unit は 1

時間当た り 278nm の 吸光度を 1 上 昇 さ せ る酵 素量 と し

た。

　筋小胞体 （SR ）Ca−ATPase 活
II

生の 測定　SR の 調製

は Whiting21｝の 方 法 に 準 じて 行 な っ た。全 て の 操作は 4

℃ 以 下 で 行 った 。 即 ち ，試料魚 か ら背部普通筋 15g を

採 肉 し 15 倍量 の 0．01Mimidazol −HCI （pH 　7，2），0，1M

KCI ，　S　rnM 　MgSO4 ，1mM 　ATP ，1mM 　EDTA を 加え，

ホ モ ジナ イ ズ した 。 そ の 後 0℃，1，000 × g で 10分間遠

心 分離 し ， 沈殿 を 除去 した。上 清は 4層 の ガ
ー

ゼ で 濾

過 し，そ の 濾液を 0℃，8，000 × g で 20 分問遠心 分離し

た。そ の 上 清 は 更に 4℃，30，000 × g で 45 分 間 遠 心 分 離

し，沈殿 を採 肉量 の 2 倍 量 の 0．Ol　M 　imidazol−HC1 （pH

7．2），0．6MKCI に懸濁 させ た 。
こ の 懸濁液 を 30 分間撹

拌後，再度 0℃
，
30

，
000xg で 45 分間遠心 分離 した 。 こ

の 沈殿 を 0．01Mimidazol −HCI （pH 　7．4），0．IMKCl に

懸濁 した 。
SR 調製液の タ ン パ ク 質濃度 は ミ ク ロ ビ ュ ウ

レ ッ ト法 物 に よ り測 定 した。

　 SR 　Ca −ATPase 活 性 の 測定 は Ushioら
23）の 方法 に 準

じ て 行 な っ た 。反応 は ，終濃度 で O．1　M 　KCI ，5mM

MgCl2 と O．1　mM 　CaCl2ま た は 1mM 　EGTA を 含 む 25

mM 　 Tris−maleate （pH 　7，4），1mM 　ATP 　O．25　mL
，
0．1

mgfmL 　SR　rr素液の 反応混 液 1．5　mL で 行 な った 。 反 応

温度は 0℃ か ら 30℃ ま で の 温 度範囲 で 5℃間隔 と し

た。反応停止 は 20％ TCA 　O，5　mL を 加 え て 行 っ た。遊

離 の リ ン 酸量 は Fiske と Subbarow の 方法
24｝

で 定 量 し

た。

　統計処理　筋 原 線 維 の 小 片 化 や 筋収縮率の 結果 と し て

得 られ た データは ，2 つ の 順 応 温 度 間 ，あ る い は 2 つ の

保存 温 度 の 間 で保存時間に と もな う変化に 対して の 分散

分 析 に よ り検定 を 行った。ま た，カ ル パ イン 活性の 温度

依 存性 の 比 較 は 2 つ の 順 応 温度間の 平均値 の 差異を t−

testに よ り検定 した 。

結 果

　筋原線維の 小片化 の経時変化　0℃，15℃，30℃ の 各保

存 温 度 下 に お け る 頭 部側 の 筋原線維 小 片化 の 経 時 変 化 を

Fig．1 に 示 した。　 o℃ 保 存 で は，両 飼 育 群 と も Fl−4 百
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25

0
　
　

　

　
　

　

5
　

　

　
　

　

　
0
　
　

　

　
　

　

5

Z
　

　
　
　

　
　
　

1
　
　
　

　
　
　　
1

（

琶
oOg

⊆

8
」

 

α

o＝
ぢ

畧
⊆

8

Stored　at　O℃

0

Stored　at　15℃

12 　　　24 　　　36 　　　48 　 0

Stored　at　30℃

杢釜ー

12 　24 　36 　48024681012

Storage　time （h）

Fig．2　1nfiuence　of　rearing 　temperature 　of 　carp 　on 　changes 　of　contractile 　percentage　of　muscle 　during　storage 　at　different　tempera
−

　 tures．　Symbols 　are　the　same 　as 　in　Fig．1，

分 率は 保 存 日数 の 経 過 に伴 い 直線的 に 上 昇 した が ，その

上 昇 速 度 は 高 温 飼 育 群 が 低 温飼育群 よ り も若干 速 い 傾 向

に あ っ た 。
15℃ 保存で は ，両 飼育群 と も 2 日 目以 降 に

急 激 な上 昇 が み ら れ ，そ の 上 昇 速 度 は高 温 飼 育 群 が低 温

飼育群 よ りも有意 に （P ＜ 0．05）速 か っ た 。
30℃ 保存 で

は ， 両群 の 上 昇 速 度 は 15時 間 以 後 に お い て 明 ら か な 差

異 を示 し，高温 飼育群 が低温飼育群 に 比 べ て 速 い 傾向 に

あ っ た。ま た ，同時に 行 っ た尾部側の 結果 は 図示 しな か

っ た が頭部側 の 結果 とほ ぼ 同様 で あ っ た。以上 よ り，筋

原 線維小 片化の 上 昇速度はい ずれの 保存温度で も高温飼

育群 が低温飼育群 よ りも速い 傾向 に あ る と考え られ た。

　 あ らた め て ，飼育水 温別 に 保存温度 に よ る 影 響 を み る

と，両 飼育群 と も 小片化 の 進 行 は保 存温 度 30℃ が 最 も

速 く，次 い で 0℃ ，15℃ の 順 で あ っ た。す な わ ち，保存

温 度 の 低 い ODC 保 存 が 15℃ 保 存 よ り も筋原 線維 小 片化

の 進 行 が 速 くな る と い う現象 が 認め られ た。

　筋収縮 の 経時変化　各保 存温 度 に おけ る筋 収 縮 率 の 経

時変化を Fig．2 に 示 した 。
0℃ 保 存 で は，両 飼育群 と も
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Fig．3　Effect　of　the　reaction 　temperature 　on 　calpain 　actiVity 　for　carp 　reared 　at　10℃ （n ＝3）and 　30℃ （n ＝3）．Symbols 　are 　the　same

　 as　in　Fig．1．

筋収縮率は 48時間ま で 上 昇 した。その 上 昇速度は ，高

温飼育 群 が低温飼育群 よ り も速 い 傾 向 に あ り，ピー
ク の

レ ベ ル も 高か っ た。15℃ 保存で は，両 飼 育 群 と もそ の

上 昇速 度 に 差異は み られ ず，48 時間で ほ ぼ ピー
ク に 達

し，ピ ー
ク レ ベ ル も ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 30℃ 保存 で

は，その 上昇速度は 高温飼育 群が 低温飼育群 よ りも顕著

に 遅 く （p＜ 0．001 ），両 飼育 群 と も 12時間 で ほ ぼ ピー

ク に 達した。筋収縮 の 上 昇速度 の 飼育水温 に よ る 差異

は ， 保存温度で 異な っ て い た 。 こ の 結果は，筋原線維小

片化の 結果 （Fig．1） と 0℃ で よ く対応 した が，15℃ と

30℃ で は 対応 しな か っ た。

　あ ら た め て保存温 度 に よる 影響 を み る と，低温群 の筋

収縮 の進行 は 30℃ 保存 が顕著に 速 く，次い で 0℃ 保存，
15℃ 保存 の 順 で あ っ た 。 ま た，高温群 に お い て は ，30
℃ 保存 が 0℃ 保存 よ りや や 速 く，15℃ 保存が 顕 著 に遅

か っ た。す な わ ち，筋収縮 の 進行は，15℃ よ りむ し ろ

0℃ が 速 い とい う （高温飼育群，P く 0．05）結果が 認 め

られた が，こ の 現 象は 先 の 筋原線維小 片 化 の 結 果 （Fig．

1） とよ く
一

致 した 。

　カ ルパ イ ン 活性　両 飼 育群 の 各反応温度に お け るカ ル

パ イン 活性 を Fig．3 に示 した。両飼育群 と も反応温 度 o

℃ か ら 25℃ ま で 上 昇 した が ，25℃ か ら 30℃ で は 低 下

し，至 適温 度 は 25℃ に あ っ た。各反応温度 に お け る両

飼育群の 活性 を 比較す る と 15℃ 以下で は 高温飼育群は

低温飼育群 よ りもや や 低 か っ た が，25℃ 以上 で は逆 に

高温 飼育群 は低温飼育群 よ り も明 らか に高 か っ た。0〜

20℃ に お い て は ， 両群 の活性 レ ベ ル に は あ ま り差 が み

られ な か っ た の で ，前述 し た 筋原線維小片化 の 0℃ と

15℃ 保存 に お け る両 群 の 差 に は あ ま り 影響 し て い な い

こ とが考 え られ た。しか し，30℃ に お い て ，高温 飼育
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Fig ．4　Effect　of　the　reaction 　temperature　on 　sarcoplas −

　 mic 　reticulum 　Ca−ATPase 　activity 　fQr　carp 　reared 　at

　 10℃ ＠≡3）and 　30℃ （n ＝3）．Symbols 　are　the　same 　as

　 in　Fig．1．

群 が低温飼育群 よ り活 性 レベ ル が 明 らか に高い こ とは，

前述 した筋原線維 小 片 化 の 30℃ 保存 に おい て，高温 飼

育群 が低温飼育群 よ り速 か っ た こ と に 影 響 す る こ とが考

え られ た。

　両飼育群の カ ル パ イン 活 性 の 反 応 温 度 の 低下 に 伴 う変

化を ア レニ ウ ス プ ロ
ッ トに と り （Fig．3），0℃ か ら 25℃

の 範 囲 に お け る 回 帰直線 の 傾 きを算 出 した とこ ろ高温飼

育群 （− 5．78 ± 0．53，n ＝3） が 低温飼育 群 （− 4．81 ±

O．28，n − 3） よ り も有 意 に （p〈 O．05）大 きか っ た。

　筋 小 胞 体 Ca−ATPase 活性　両 飼 育 群 の 各反応温度 に
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お け る筋小 胞 体 Ca−ATPase 活性 を Fig．4 に示 した。両

飼 育 群の 活性 レ ベ ル を 比較 す る と，ほ とん どの 反 応 温 度

で 高温 飼育群が低温飼育群 に 比 べ て 低 かった 。 そ して ，

温 度が 高い 程，両者の差 は大 き くな っ た 。 す な わち ，両

飼育 群 の 間に は Ca 取 り込み の 能 力 に違 い が あ る と思 わ

れ た 。
こ の こ と も筋原線維小片化 に お け る両群 の 差 異 に

影響 を及 ぼ す こ とが 考 え られた。

　 ま た，反 応 温 度 に よ る活性 の 変化は 高温飼育群 が 低温

飼育群 よ り小 さ い 傾 向 にあ っ た 。こ れ は 先の カ ル パ イン

活性 の反応温度依存性 とは 逆 の 傾 向で あ っ た 。

考 察

　死後 の 魚肉の品質低下 は，軟化 が 大 きな 要因 の
一

つ で

あ る と考え られて い る。魚肉の 軟化 に関 す る研究は，こ

れ ま で も数 多 く行 わ れ て き た が，飼育 水 温 の 影響に つ い

て は 研 究 が 全 く行 わ れ て い な い 。Heap25・26 〕は 淡水 魯類

の 中で コ イ な どは 飼育水 温 の 違 い に よ り，筋 原 線 維 Mg

−ATPase の Vmax レ ベ ル が 異 な る こ とを 明 ら か に し

た。ま た ， Penney ら
271

は 金魚 の 筋原線維 Mg −ATPase

の 熱失活や 反応温度 依 存性 が飼育水温の違 い で 異 な る こ

とを示した。また，わ れ わ れ の こ れ ま で の研究 に お い て

も，飼育水 温 を 変 え た コ イ で は，筋原線維 Ca−ATPase

お よび Mg −ATPase の 反 応 温 度依存性，最大反応速度

や 基 質親和性 に 違 い が 認 め られ た。15 〕さ らに ，コ イ 筋原

線維Ca−ATPase の 熱安 定 性 （KD ） も飼育水 温 に よ り

違 い を 生 じ る こ とが 明 らか に なって い る。12）ま た ，こ れ

らの 順応機構 の背景 として ，温度順 化 に伴 う ミオ シ ン 重

鎖，28・29／’タ ン パ ク 質お よ び mRNA の 発現 変動 30）とい っ

た 分子 レ ベ ル で の 解 明 も行われて い る 。 こ れ らの こ とか

ら は，コ イの よ うな 幅広 い 水温 に 棲 め る 魚種 で は，低 水

温下 に 悽息す る こ とに よ り筋原線維 の 構造 を 変化 させ

て ，筋肉の 運 動 能 力 を維 持 す る と い う順応機構が あ る こ

とが推察され る 。
こ の 飼育 水 温 に よ る コ イ筋原線維 の 構

造変化は死 後の 肉質の 変化 に 影 響 す る こ と も十分 に 考 え

られる。

　そ こ で 本研究 で は，肉質の 軟化の
一一

指標で あ る筋 原 線

維 の 小片化 を 10℃ と 30℃ で 飼育 した コ イを 用 い て 測

定 した。そ の 結果，0℃，15℃，30℃ の い ず れ の 保存温 度

に お い て も，筋原 線 維 の 小 片化は高温飼育群が 低温飼 育

群 よ り速 い 傾 向 に あ っ た。す な わ ち ，死 後の 肉質の 低
．
ト

に は飼 育 水温 が影 響 す る こ と が本研 究 に よ り明 らか に さ

れ た 。

　 さ らに，こ の 飼育水 温 に よ る筋 原線 維 小 片 化の 違 い の

原 因 を検討す る た め に ， まず 死後 の 筋肉 の 収縮速 度 を測

定 し た 。 収縮 が大 きい こ とは ，大 き な 張 力 を発 生 さ也

筋 原 線維 の小 片化 を促進す る 可能性 も考 え られ る か ら で

あ る。そ の 結果 ， 筋収縮率 の 進行 は ，0℃ 保存 で は，高

温 飼育群が 低温飼 育群 よ り速 く，筋原線維小片化 に おい

て 高温飼育群 が低温飼育 群 よ り速 か っ た こ とに呼応 して

お り，筋原線維 の 小 片 化 の 原 因 で あ る こ とが 考 え られ

た 。15℃ 保 存 で は 筋 収 縮 率 の 進 行 は 2 日間 ま で 高温飼

育群 と低温飼育 群 で 著 しい 差 は な か っ た が ，こ の 期間に

お い て は筋原線維 の 小片化 もさほ ど大 きな 差は な か っ た

の で ，筋原線維 の 小片化 に収縮率が 関 係す る 可能性 は考

え られ た。しか し，30℃ 保存 で は筋収縮率 は 高温飼育

群 が低温飼育群 よ り低 く，筋原線維の 小 片 化 は 逆に 高温

飼育群が 低温飼育群 よ り速 か っ た。す な わ ち，30℃ 保

存 に お い て は筋原 線維 の 小片化 に は筋収縮 率以 外 の 別 の

要 因 が大 き く影 響 して い る こ と が考 え られ た 。

　 そ こ で 次 に，コ イ筋肉中 の カ ル パ イン 活性 を 測 定 し

た 。 カ ル パ イ ン は筋原 線維の 小片化 を促進す る可能 性 の

あ る プ ロ テ アーゼ と して 知 られ て い る。31〕その 結果 ，
0

〜20℃ の 低 い 保存温 度で は両 群の 差異は小さか っ た が ，

25℃ や 30℃ の 高温 で は 高温飼育群が低温飼育群 よ り明

ら か に 高 い 活性 を 示 した。従 っ て，こ の 結果 は 30℃ 保

存の 筋原線維 の 小片化 に お い て，高温飼育群 が低温飼育

群 よ り速か っ た こ とを説 明 し得 る可 能 性 が考 え られ る。

　 とこ ろ で ，カ ル パ イン に つ い て は 約 30 年に わ た り 多

くの 研 究が 積み 重ねられて お り ， 高等動物の種 々 の 組織

に 広 く分 布 す る細胞内プ ロ テ アーゼ と して 知 られ て い

る 。 至 適 pH が中性 に あ り，活性発現 に非 生理 的 な 濃度

の Ca イ オ ン を必 要 とす る 。

3z）数十 μM 程 度 の 低 Ca イ

オ ン 要求性 の カ ル パ イ ン 1 と 1mM 程 度 の 高 Ca イ オン

要 求性 の カ ル パ イ ソ 1 が 存在す る。ま た，カル パ イン の

生 体に お け る存在意義は ま だ 十 分に わ か っ て い な い が，

タ ン パ ク 質の 代謝 回転で は な く，細胞内の 情 報 伝 達 系 に

関与す る と考 え られ て い る。す な わ ち，Ca イオ ン に よ

っ て 活性化 さ れ る酵 素を 限定分解 して Ca イ オ ン 依存性

をな くす よ うに働き，刺激の 受容 に伴 う
一
過的 な Ca イ

オ ソ 濃度の 上 昇の 効 果 を延長 す る役割をもつ か も知 れ な

い と され て い る。そ して ，カル パ イン に よ る プ ロ テ オ リ

シ ス は 不 可 逆的な の で 十 分 な制御が必 要で あ り，カル パ

イ ン に 特異 的 な 内 因 性 イソ ヒ ビ タ
ー

で あ る カ ル パ ス タ チ

ン が 細胞内 に は 存 在 す る こ と な ど が 明 らか に さ れ て き

た。33）

　魚類筋肉 に お け る カ ル パ イ ソ の 存在は 種 田 ら34）に よ

っ て，コ イ筋肉を用 い て 明 らか に された。また，坂本 ら

は コ イ とウ サギ の カル パ イ ン 皿 を精製 し，そ れ らの 諸性

質の 比 較
35）や，ミ オ シ ン に 対す る 作用

36〕を 報 告 し て い

る 。
コ イ とウ サ ギの カ ル パ イン は，至 適 pH や ミオ シ ソ

に 対 す る作用に 違 い は あ る もの の ，活性 の 温度依存性や

活 性 化 に 必 要 な Ca イオ ン 濃度な どの 性質 は基本的に 似

て い る こ とを 示 して い る。

　 一
方，筋 原 繊維の 小片化 とプ ロ テ ア

ー
ゼ の 関わ りに つ

い て は ，Dayton ら37〕が ブ タ の 筋肉か ら カ ル パ イ ン を精

製 し，筋原線維 の 小 片 化 に 影 響 し て い る 因子 で あ る可 能
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性 を示 し た。鈴木 ら
3D

も カ ル パ イ ン を 筋原線維 に 作用

させ る と肉の 貯蔵中の 変化 を in　vitro で 再現 で き る と し

て お り，食肉の 軟化 に は カ ル パ イン が 最 も 重要 な酵素 で

あ ろ うと述べ て い る。本 研 究 の 両飼育群 の カ ル パ イ ン 活

性 の 違 い が ，30℃ 保 存 の 筋 原 線維 の 小片化 に 呼応 した

こ と は この こ とを支持 して い る よ うに 思え る。しか し，

高橋ら38）は 筋原線維 の 小片化は Ca イ オ ン で 直接的 に お

こ る 可能 性 を 示 し て い る。また，関 ら39）は，コ イ筋原

線維 の 小片化 は Ca イオ ン 存在 下 で も EGTA 存在下 で

もお こ り，軟化は細胞内の Ca イオ ン 濃度 の 増大に 関係

な く起 こ る と報告 し，複 数 の 種 類 の プロ テ ア
ー

ゼ が 関与
す る こ とを推 察 して い る こ とか ら，カ テ プ シソ 群の 関与

も考 え ら れ る 。 カ テ プ シ ン に つ い て は，常盤 ら 40）が 調

製 した 筋原線維 に カ テ プ シ ソ の 粗酵素液を 加 え た 時の 小

片化 が保存 した魚肉に 比 べ て 小さ く，カ テ プ シ ン の 関与

は 小 さ い か も しれ ない として い る。ま た，種 々 の プ ロ テ

アーゼ 阻害剤の 全身灌流 とい う新 しい 手法を用 い て ，原

ら 41〕は 筋肉の 軟 化 に 関 係 す る プ ロ テ ア
ー

ゼ の 特定 を 試

み て い る 。そ の 中 で，α
一ア ク チ ニ ン の 分解 に つ い て

は ，シ ス テ イ ソ プロ テ アーゼ の 阻害剤 で あ る E−64が 分

解を 抑え る こ とか ら，シ ス テ イン プ ロ テアーゼ の カル パ

イン や カ テ プ シ ン B，L，　S が 関 EiZす るの で は な い か と述

べ て い る 。 以 ヒの よ うな知見が 集積 され て きて い る が ，
カ ル パ イ ン の 活性化 に 必 要 な Ca イオ ン 要 求量 は，生理

的濃度 や死 後 に お け る筋 肉 中 の 濃 度 に 比 べ て 明 らか に 高

い と い う問題 が あ る。こ の 点 に つ い て ，鈴木 ら
42）は カ

ル パ イ ン 活性 は 自己 消化 に よ りCa イオ ソ に 対 す る感受

性が 高ま る こ とを報告して い る もの の，現在 に お い て も

生体 内 に お け る カ ル パ イ ン 活性化 の 明 確 な メ カ ニ ズ ム

や，どの よ うな 時に 活性化す るの か とい っ た こ とは 不 明

な 点 が 多 い とさ れ て い る。43〕以 上 の こ とか ら，本研究の

30℃ 保 存 の 結果 で は 筋 原 線 維 の 小 片 化 に 筋収縮率 以外
の 要 因 が 影響 し，そ の

一
要 因 と して カル パ イ ン 活性 の寄

与 が 推察 さ れ た が，Ca イ オ ン や 他 の プロ テ アーゼ の 寄

与 な ど今後 も検討 す べ き点 が ある と思わ れ る。

　
一

方，カ ル パ イン 活性 は Ca イオ ン に よ り活性 化 さ れ

るが，死 後 の筋肉 中の Ca イオ ン 濃度 は筋 小 胞 体の 能力

の 低下 に よ っ て 高ま る と考 え られて い る 。 そ こ で ，SR
Ca−ATPase 活性 を 両 群 に つ い て 測 定 した。そ の 結果，
SR　Ca−ATPase 活性 は 全 て の 温 度 で 高温飼育群 が 低温

飼 育 群 よ り低 か っ た。す な わ ち 高温飼育群は 低温飼育群

よ り死 後 の 筋 原 線維上 の Ca イオ ン 濃度 の 上 昇が速 くな

り，カ ル パ イ ン 活性 を高める こ とで筋 原線維小片化 が 促

進 さ れ る 可 能性 も推察 さ れ た。

　他方，筋収縮率の 進 行 を保存温度の 間で比 較 す る と，

両群 と もに 0℃ が 15℃ よ り速 く，筋原線維 の 小 片 化 に

お い て も 同様 で あ っ た。0℃ 保 存 に お け る 死後硬直の 促

進 に つ い て は，潮 ら
44〕が 筋原 線 維 中 の Ca イオ ン 濃度 の

増加 に 起因す る こ とを 明 らか に して お り，本 研究 の 筋収

縮率 の 結果 も こ の こ とを裏付け て い る 。 そして ，筋原線

維 の 小 片化 に も 同様 の 保存温 度 に よ る逆転 が み られ た こ

とは ，筋収縮の 度合い が筋原線維 の 切 れ や す さ を 促進す

る とい う先の 推測 も よ く反 映 して い る と思わ れ た。

　本研究で は，魚肉保存中の 肉質の 変化 に 飼育水温 に よ

る違 い が み られ，そ の
一

要因 とし て カ ル パ イ ン 活 性 の 影

響が推察 され た。飼 育 水 温 に よ る カ ル パ イン 活 性 の 違 い

が タン パ ク質 の 発現 量 の 変化 に よ るの か，酵素活性 が 何

らか の 機構 に よ り増大 して い るの か は 重要な課題 で あ

る 。 この 点 に つ い て，本 実験 に用 い た粗酵素 で は精製 レ

ベ ル が低 く比較 が困 難 で あ る と思 わ れ た。従 っ て，よ り

精製 レ ベ ル の 高 い 酵素を用 い た 両飼育群 の カ ル パ イ ン 活

性の 性質や タン パ ク 質量 の 比較が 必 要で あ る と考 え られ

る。また，魚肉 の 自己 消化 に 関与す る こ とが考 え られ る

酵 素 に は カ ル パ イン 以 外 に もカ テ プシ ソ 群が あ るが，こ

れ らの 酵素に 環境水温が 及 ぼ す 影 響に つ い て も知見が乏

し く，併せて 今後 の 検討課 題で あ る と思われ る。
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