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Identification　of 　the　150　and 　70　kDa　Fragments　Generated　during　the

　　　　Incubation　of 　Salted　Surimi　Paste　of　Walleye　Pollack
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　and 　Kohji　Imamura＊1

　　Incubation　of　salted　surirni　paste　at 　25℃ generated　the　150　and 　70　kDa　fragments．　Two 　addition −
a1　bands（bands　a　alld 　b）rnigrating 　between　myosin 　heaVy 　chain 　monomer （HC ）and 　dimer （HC2 ）
were 　deteCted　as　well ．　Western　blotting　analysis 　of　the　above 　bands　With　anticarp 　subfragment −1 （y

1）HC 　antibody 　and 　sequencing 　of　the　arnino 　temninal　regien 　of 　the　70　kDa　fragrnent　identMed　these
150　and 　70　kDa　fragments　as　heavy　meromyosi1 （HMM ）− and 　light　meromyosin （LMM ）−like　frag−
ments ，　respectively ．　The 　bands　a　and 　b　are 　suggested 　to　be　the　cross ・linked　prOduct　of　HC 　and 　the
150kDa ，　and 　two 　150kDa　fragments，　respectively ．　Thus，　two　distinct　events ，　degradation　alld
cross −1inking　of　myosi1 　HC ，　coUld 　occur 　on　the　same 　myosin 　molecule ．　These　products　were 　proved
to　be　al 　aggregates 　losing　salt−solubility．

キ ーワー ド： ス ケ トウダラ， 坐 り， ミオ シ ン，ゲル 化，す り身

　ス ケ トウ ダラす り身の 熱ゲ ル 化工 程 に お い て ， 塩摺 し

た 肉糊 を 比較的低温 で 予備加温 す るい わ ゆ る 「坐 り」 は

最終的な加熱ゲル に高 い ゲル 物性を付与するために は必

須 の 工 程 で ある と言われて い る。こ の 坐 り効果 に つ い て

数多 くの研究 が な され ， その中で ， 肉糊加温中 に ミオ シ

ソ 重鎖 （HC ）が 多量化す る 現象 が 見 い 出された 。

1・2〕そ

の 後，こ の 現象は多 くの 研究者 に よ り追試，確認され，

ス ケ トウ ダラ 以外の 魚種 で も起 こ りうる こ とが確認され

た 。

3−7）坐 り肉糊中 に ε （ア グル タ ミ ル ） リ ジ ン と い うイ

ソ ペ プチ ドが 検出 さ れ た こ と よ り，こ の 多量 化 は トラ ン

ス グ ル タ ミナ
ーゼ （EC 　2．3．2．13）に よ る HC の 架橋反

応 の 結果 で あ る と推定さ れ て い る e8
）

こ の HC の 多量化

とゲ ル 物性 の 増大 の 間 に 相関が あ るた め ， HC の 多量 化

はゲ ル 形成 の 指標 として 使用 され て い る 。

1・4・6・7・B−12〕た だ

し，直加熱 ゲル で は HC の 多 量化 が 全 く起 こ らな い の

で，ゲ ル の 形成 そ の もの に 必 須 で あ る とい うこ とで はな

い 。

一
方 ，肉糊 の 加温中 に こ れ とは逆 の HC の 低分子

化 が 起 こ る 現 象 も 知 ら れ て い る 。 こ の 成 分 は SDS −

PAGE （sodium 　dodecyl　sulfate 存在下 で の ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動）上 の 分子 サ イ ズ か ら 150kDa

成分，あるい は未同定 の X1 成分 な ど と論文中で 呼ば れ

て い る。1・11）坐 り効果が十分に発揮さ れ た 坐 り加熱 ゲ ル

の 場合 は こ の 成分 が 出現しな い の で ， ゲ ル 物性の 低下 と

関連があ る と い わ れて い る 。

9） しか し ， こ の 生成量の み

で ゲ ル の 劣化程 度を 説 明 で き な い と も い わ れ て い

る 。

9・11＞こ の 150kDa 成分は正確 に 同定 されて い な い の

で ミオ シ ン 分子由来 で あ ろうとい う こ と1・13）の 他 に は，
一致した 見解に 至 っ て い な い 。

　SDS −PAGE は上記 の HC の 多量化，低分子化 と い う

ミ オ シ ソ HC に 生 じた 架橋 と切断 とい う2 つ の 共有結

合の 変化 を 容易 に検出で き るの で 多用 され て きた 経緯 が

あ る。しか し，SDS −PAGE は ミオ シ ン が 肉糊 中で どの

ような変性状態で 存在 して い る か な ど，非共有結合 に 依

存 す る構造変化 に つ い て は 何 も構報 を与 え な い 。本研究

で は，ま ず，ス ケ トウ ダラ肉糊 を 25℃ で 加温 中した場

合 に生成 す る 150kDa 成分 の 由来，同定 を行 い ，次 に ，

そ れ ら成 分 お よび ミ オ シ ン の 加温肉糊中の 変性状態に つ

い て検討 した 。

方 法

　肉糊はス ケ トウダ ラ冷凍す り身 （SA あ るい は FA 級）

に 25％ の 加水 の後，2，5％ に な る よ う食塩 を 添加 し，
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ス ビードカ ッ ターを用 い ，塩摺 して 調製 した。こ の 肉糊

を約 5g つ つ ラ ッ プで 包 み ， 25℃ の 恒温槽中 で 加温 し

た。経時的 に取 りだ し，氷冷 し，加温 を停止 させ た。た

だ ち に，ポ リ トロ ン を用 い て その 1g を 15倍量 の 0．1

MNaCl ，20　mM 　Tris−HCI （pH 　7．5）中で ホモ ジ ナ イ ズ し

た。SDS −PAGE 図形 は そ の 後1 日経 っ て も変化 しな か

っ た ため ， こ の 操作 に よ り， HC の 多量化 お よび 低分子

化 は 停止 した とみ な した 。 こ の ホ モ ジ ネ ートを用 い て 以

下 の 実験を行 っ た。

　（1） SDS−PAGE に よる HC の 多量化 と低分子化 の 検

討 。
こ こ で は，HC 多量体を よ く分離す る 目的 で，3 ％

ポ リア ク リル ア ミ ド10．5％ ア ガ ロ ース を支持 体 とす る

ミ ニ ス ラ ブゲ ル を 用 い た 。

14）本研究 で は こ の 電気泳動 シ

ス テ ム を SDS−PAGE と称す る 。 ゲル の作製の概略は以

下 の 通 りで あ る 。 ま ず 電 気泳動 用 ア ガ ロ ー
ス （ナ カ ラ イ

テ ス ク ， P（］−36） を沸騰水 中で ゲル bufferで 溶解 させ

た 後，40℃ ま で 温水中で 冷却 させ た 。そ れ に ア ク リル

ア ミ ド溶液 （和 光純薬，ア ク リ ル ア ミ ドHG ，ビ ス 比

30 ： 1），重合剤 を連続 して 添加 し，直ち に ガ ラ ス プ レ

ー
トの 間 に 流 し込 み，コ

ー
ム を 差 し込 み ，ア ク リル ア ミ

ドを重合 させ た 。 こ の 際， 重合が数分で完了す る よ うに

重合剤の 量 を調 節す る 必 要 が あ っ た。次 に ゲ ルプレート

を 20−25℃ の 水 中 に 移 し，ア ガ ロ ー
ス を 凝固 さ せ た 。

以降の 操作は通常の ス ラブゲル の 場合 と同 じで ある。

　（2） Ca2＋−ATPase の 失 活 。ATPase 活 性 は 0，5　M

KC1，25　mM 　Tris−maleate （pH　7．0），
5mM 　CaC12

，
1mM

ATP の 組成を用 い ，25℃ で 測定 した。

　  　NaCl お よ び 尿素 に 対す る 溶解性の 低下。塩溶解

性 は ホ モ ジネートを 0．5MNaCl
，
20　mM 　Tris−HCI （pH

7，5）中で 氷冷下 1 時間保持 した 後，1mM 　ATP −Mg を

添加 し，直ち に 遠 心 分 離 （20，000× g，15 分） した 。

15〕

尿素溶解性 の 場合は溶解液を 8Murea ，20　mM 　Tris−−HCI

（pH 　7．5），
2％ 2−mercaptoethanol とし，室温 で 1時間

保 持 した 後遠 心 分 離 した。両 上 澄 み を 可 溶化 画 分 と し，

上 記の SDS −PAGE に供し，溶解成 分 を解析 した。

　 コ イ ・ミ オ シ ン
・サ ブフ ラ グメ ン F−1 （S−1）重鎖

（HC ） に対す る抗体 の 作製 の た め，　 S−1 か ら軽鎖 （LC ）

を 除 い た S−1HC を 単 離 し た 。 ま ず ，コ イ筋原繊 維

（Mf ）か ら EDTA 存在下 で の キ モ トリ プシ ソ 消化，お

よ び ATP −Mg 存 在 下 の 硫 安 分 画 で S−1 を 調 製 し，

Sephacryl　S−300を用 い た ゲ ル濾過 で 精製 した 。

16〕
こ の

S−1 を 35℃ で 30 分加熱変性 さ せ る こ とに よ り LC を遊

離 させ た 。こ の 加熱 S−1を 遠 心 分離 し ， 上 澄 み に 未変

性 S−1 や遊離 した LC 成 分を除 い た 。

17〕LC が 除 か れ た

S−1HC 凝集 体 の 沈殿 を 繰 り返 し洗 浄 し，最 終 的 に

0．1％ SDS に溶解さ せ た 。
こ の S−1HC を常法 に よりウ

サ ギ静脈に 注射 し，抗体を 作製 した。血清 は 精製す る こ

とな しに 1／200 に 希釈 して 使用 した。こ の 抗 体は 結果

に示す よ うに ， 幸運に も ス ケ トウ ダラ S−1HC を認識 し

た た め，肉糊の 加温中に 生成 した 150kDa 成分 の 同定

に利用 で きた。Western　blottingは常法に従っ た 。

18 ）す

なわち，SDS−PAGE で 分離 した バ ン ドを ，
二 トロ セ ル

ロ
ー

ス 膜 に 転写 し，こ れ に S−1HC 抗体 を反応 さ せ た 。

2 次抗体は ペ ル オ キ シ ダーゼ 結合 ヤ ギ 抗 ウサ ギ IgG （和

光純薬） を用 い た。発色は H202 と 3，3
’−diaminobenzi−

dineを用 い て 行 っ た 。また ，タ ン パ ク 質 の 染 色 は

Coornassie　brilliant　blue　R　250 （CBB ）を使用 した 。

　生成断片 の ア ミ ノ末端部分 の 配列 は SDS −PAGE で 分

離 し た フ ラ グ メ ン ト を poly（vinylidenedifiuoride ）

（PVDF ）膜に転写 さ せ ，　 CBB 染色後，目的 とす るパ ン

ド を は さ み で 切 り だ し ， Perkin−Elmer　 Applied

Biosystem　mode1473A 　Protehl　sequencer を 用 い て 決定

した。

結果および考察

　 ス ケ トウダ ラ肉糊加温中 の SDS −PAGE 図形 の変化

SA お よ び FA 級す り身 を用 い て 肉糊 を 作製 し，25℃ で

4 時間 ま で 加温した と きの筋肉構成成分 の変化 を SDS −

PAGE で 示 した （Fig．1A，　B）。　 Fig，　IA に 示 す よ うに，

SA 級す り身 で は ，こ れまで の 多 くの 研究結果 に
一

致す

るように加温時間 とともに，HC が減少 し，　 HC 多量体

が形成され て い る。こ の ゲ ル シ ス テ ム で は 5 量体程度

ま で の 多量体を十分分離して い る 。 しか し，こ れ 以 上 の

多量体 が 分離され る で あ ろ うゲ ル 上 部の領域 に は ま っ た

くバ ン ドが検出 さ れ な か っ た 。 こ の 原因 は ゲ ル の 分離能

が 劣 る た め で は な く試料の 問題 で あ る と判断 した 。 な ぜ

な ら，Fig．1A に示 す よ う に，分子量 200 万 の βコ ネ ク

チ ン と思 わ れ るパ ソ ドは ゲ ル に 侵入 し，十分 に 分離 して

い るか らで ある。19）HC の 高分子 は架 橋 に よ る とすれ

ば，で きた多量体 に は そ の 程度 に応 じた分岐 が 存在 して

い る こ とに な る。こ れ が一本 の 直鎖 の 高分 子 成 分 で あ る

コ ネ ク チ ン との SDS −PAGE 上 で の 挙動 の 違い の 原因で

あ ろ うと考 え た。多分，試料中で分岐した多量体同士 が

非 共有結合 的 に集ま り，さ ら に 巨大 な 粒子 を 形成 し，ゲ

ル 内 に侵 入 で きな くな っ た もの と推察 した 。 そうだ とす

れ ば，ゲ ル 上 に 現わ れ た 多量体は 形成 され た 多量体の 総

量 を 示 して い な い 可能性が あ る。架橋 に よ り形成された

高分子成分を SDS −PAGE で 解析する場合 に は慎重を期

す ぺ きで ある。な お，高分子架橋 体をさらに よ く分離 し

て い る 尿素存在下 で の 1．8％ ポ リア ク リル ア ミ ドデイ ス

ク ゲル に つ い て も，高分子 部分に はパ ソ ドが検出 さ れ な

い の で，同 じ問 題が あ る もの と思 わ れ る 。 現時点 に お い

て ，こ れ を克服 す る手段 は見つ か っ て い な い
。 それゆ

え，HC より大 きな 成分を ま とめ て HCn な ど と定量 す
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Fig．1．　Changes　in　SDS−PAGE 　pattems　of　salted

　　suri皿 i　paste　of 　walleye 　pollack　during　heating，
　　　Salted　surimi 　paste　was 　prepared　by　grinding
　　with 　2．5％ NaCl．　Wrapped　pastes　were 　i皿 cubat ・

　　ed 　at　25℃．　Incubated　paste　（1　g）　 was

　　homogenized　in　15　vols 　of　O，1MNaCI ，20　mM

　　Tris−HC1 （pH 　7．5）on 　Polytron　homogenizer．

　　SDS −PAGE 　was 　conducted 　with 　a　slab　gel　con ・

　　sisted 　of　3％ polyacryね rnide 　and 　O．5％ agarose

　　containing 　O．1％ SDS ．　HC ，　HC2 ，
　HC3 ，　HC4 ，

　　HCs 　are 　Inyosin 　heavy　cha 玉n 　monomer ，　dimer，
　　trlmer，　tetramer，　and 　pentamer ，　respectively ．

　　Act　and 　co 　are 　actin 　and 　connect 血 bands．（a ），

　　（b），150kDa 　and 　70　kDa 　are 　newly 　appeared

　　bands．（A ）and （B）are 　different　surimi ．

る とい うや り方は 現実的な克服方法か もしれない
。

1）こ

の よ うな 限界 が あるが，こ こ で 用い たア ガロ ー
ス で強固

に した 低濃度 ア ク リル ア ミ ドス ラ ブゲ ル は，調製の 容 易

さ ， 分離能，取扱 い の 容易 さ な どの メ リ ッ トが あ る の

で ， 高分子成分 の 変化 を 示す際に は利用価値の 高 い 方法

で あ ろ う。

　
一

方，FA 級の す り身を用 い た Fig．1B の 場合は，肉

糊 の 加温 に 伴い 多少 の HC の 多量化 は 認 め ら れ た が，

ミオ シ ン HC よ り低分 子 の 150　kDa 成分 の 生成 が 顕著

で あ っ た 。 こ れ も過去 の 報告 と
一
致 して い る。1・12〕こ の

SDS −PAGE 図 形 を 詳細 に み て み る と，150　kDa に 加

え，70kDa 成分 が 生成さ れ て い る こ と ， さらに HC と

HC2 量体 の 間 に 泳動さ れ る 2 本 の バ ン ド （移動度 の 小

さ い ほ うか らバ ン ド a，b）が生成 され て い る こ とがわか

る 。
バ ン ド a

，
b に つ い て は ， こ れま で 高分子量領域を

分離す る ゲ ル シ ス テ ム で 観察 した 例 が なか っ たため報告

が な か っ た もの と思われ る。また，HC2 と HC3 の 間 に

も同様 の パ ン ドが検出されて い る 。 そ して ， 150kDa が

ほ とん ど生成 さ れ て い な い Fig．1A で は バ ソ ドa，　b も

HC2　−
　 e −
　 b

｝
HC 一

t50kDa 一

70kDe 一

Ao 電一

（A｝  

A　　 B　　C　 D　　 巨　　 o 　　 b　　o 　　 d　　6

一HMMNrod

− 51

＝ LMM

Fig．2．　 Western　 blotting　 analysis 　 of　the　 bands
　　generated　during　the　incubation　of　salted　suri層

　　mi 　paste．

　　　Surimi　paste　without 血cubation （A ，
　a）， one

　　incubated　for　l　h　at 　25℃ （B ，
　b）were 　allowed

　　to　react 　with 　anti 　carp 　S−IHC 　antibody ．（C，　c），
　　（D，d），

and （E ，
　e）are 　standard 　chymotryptic

　　fragments．（C ，
　c）， pellack　Mf 　d三gest　in　O，05　M

　　KCI，20　rnM 　 Tris−maleate 　（pH 　7．0），1mM
　　EDTA （S−1／rod 　cleavage ）；（D ，

　d）， pollack　Mf
　　digest血 05　M 　NaC1

，
20　mM 　Tris−HCl （pH 　7．5），

　　1mM 　CaC12（HMM ！LMM 　cleavage ）；and （E，
　　e ），carp 　Mf 　digest（S−11rod　cleavage ）．HC2 ，

　a ，

　　b
，
HC

，
150　kDa

，
70　kDa 　and 　Act 　are 　the 　same

　　as　in　Fig．1．　HMM ，　rod
，
　S−1，　and 　LMM 　are

　　heavy　meromyosin
，
　 rod ，　 subfragment −1　 and

　　light　meromyosin 　 subunit
，
　 respective 正y，（A ）

　　and （B ）訂 e　protein　staining 　with 　CBB 　and 　im−

　　munostaining 　with 　anti 　carp 　S−1HC 　antibody ，

　　respectively ．

ほ とん ど生成 されない の で ，両者の生成には因果関係 が

あ る こ とが 予想 さ れ た 。 な お，本研究 で は SA と FA 級

と い うす り身を用 い て 2 つ の 典型的な経 時変化を 示 し

た が，必 ず し もそ れ らの 等級 の す り身 が こ の よ うな挙動

を 示 す とい う こ とで は な い 。

　加温中に 生 じる 150kDa 成分 の 同定　Fig，1B で 生成

した 150kDa ，70　kDa，バ ン ド a
，
　bは ミ オ シ ン HC が起

源 で あ る こ とが 予想 され た の で そ の 同定を行 っ た。最初

に抗 コ イ　S−IHC 抗 体を使 用 した Western　blottingか ら

どの断片 に S−1 が 移行 して い る の か に つ い て 検討 した 。

そ れ に 先 立 ち，標準物質 を 用 い て，抗体の 特異性 に つ い

て 検討 した 。
コ イ筋原繊維 （Mf）を 0．05M 　 KC1，20

mM 　Tris−ma 且eate （pH 　7．0），1mM 　EDTA 存在下 で キ モ ト

リブ シ ン 消化 した 消化物 （S−1！rod 切断 ，
　 E，　e）で は当

然，S−IHC の み が抗体と反応 した （Fig．2E，　e ）。用 い

た抗体が ス ケ トウ ダラ ミ オ シ ン に お い て も S−IHC の み
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を認識す る こ とを示 した の が Fig，　C，　c ，および D，　d，

の 結果で あ る 。 ス ケ トウ ダ ラ Mf 消化物 （S−11rod切

断 ， C，　c）で も こ の 抗 体 は S−IHC と の み 反応 し，　 rod

とは反応 しな か っ た 。 な お，rod 付近に 反応 して い る薄

い バ ソ ドは D ，d の 結果 に 示 す よ うに ，移動度 が rod よ

り小 さ く，少 量 生 成 さ れ た ヘ ビ ーメ ロ ミ オ シ ン

（HMM ） で あ る 。 また ，
　 S−1 よ り移動度の大 きい 低分

子量 の パ ン ドは rod が 内部 で 切断されて 生成 した サ ブ

フ ラ グ メ ン ト 2 （S−2） や ラ イ トメ ロ ミオ シ ン （LMM ）

由来の バ ソ ドと推定 され た が，それらとも反応 して い な

い 。ス ケ トウダラ Mf を 0．5　M 　KCI，1mM 　CaC12存在下

で キ モ トリブ シ ソ 消化 した 試料 （HMMILMM 切 断）

と反応 させ た の が Fig，2D，　d で あ る。明 か に S−1部分

を 含 む HMM が 強 く反応 し，　 LMM は 反応 して い な い 。

この ような結果から，こ の 抗体は本来 コ イ S−1HC に 対

す る抗体 で あるが，結果 として ス ケ トウダラ ミオ シ ソ で

も S−1HC を 認識す る と結論 した 。
こ の 抗体 を 25℃ で

0 お よ び 1 時間加温 した 肉糊 か ら調製 した試料 と反応さ

せ た 。 す る と，加温 0 時間 の 試料 で は （Fig．2A，　a ），

ミオ シ ン HC が強 く反応した 。 さ ら に少量形成さ れ て

い る 2 量体 も検出 さ れ た 。

一方，加温 1 時間の もの で

は （Fig，2B ，　b），ミ オ シ ン HC や そ の 多量 体に 加 え ，

150kDa 成分 が 強 く反応 した 。 しか し，70　kDa を含 む

低分子領域 の バ ン ドで 抗体 と反応する断片 は認められ な

か っ た 。も し，150kDa が rod と S−1の カ ル ボ キ シ ル

末端部分か ら構成されて い る と仮定すれば ， S−1 内部 で

切断が起 こ っ た こ ととな り，S−1の 残 りの 部分が抗体で

認識 さ れ る は ずで あ る。しか し，そ の よ うな 断片 の存在

を認め な か っ た 。 な お ，こ の抗体は S−1 の 3 つ の トリ

プ シ ン 断片に反応 す る こ と を確か め て い る 。 さ ら に，

S−1 部 分 が 小 断 片 化 され ，ゲ ル か ら流 出 した た め に 反 応

す る断片 が 検出され な い との 推定 も有 り得 る が ， こ の実

験 で はバ ン ドを二 トロ セ ル ロ ー
ス 膜 に 転写させて か ら反

応 させ て い る の で ，バ ソ ドの 流出の 可能性は非常 に 低 い

と考 え る．こ の 結果 よ り，ス ケ トウダ ラ ミ オ シ ン HC

の S−1 部分 は 全 て 150kDa に 移 行 し，　 HC は S−1 を 含

む 150kDa の HMM 様 断 片 と残 りの 70　kDa の LMM

様 の 2 断片 に rod 内で 切断されたと結論 した。

　さ ら に，HC と HC2 量 体の 間 に 泳 動 さ れ るパ ン ド a
，

b も強 く抗体 と反応 して い るの で S−1HC を 含 む こ とが

分か る。そ して，分子 サ イ ズか ら，移動度 の 大 き い下 の

バ ン ド b は 150kDa の 2 量 体 ，上 の パ ン ドa は 150

kDa と HC の 重合体と考え る と よ く説 明 で き る 。 しか

し，こ れ らが切断 を受け て か ら重合 した の か，重合 して

か ら切 断 さ れ た か の 区別 は で きな い 。 多分両方の 経由で

生成 した の で あろ う。 も し ， 70kDa 断片 に 架橋部位 が

含 ま れ る とす れ ば ， 70kDa の 2量 体は 抗体 で は 認識 で

きな い が ，
HC と 70　kDa の 架橋体は予想 され る 分子 サ

イ ズ か らバ ン ド b と HC の 間 に 抗体 と反応す るバ ソ ド

と し て 検出で き る は ず で あ る 。 しか し，その ようなバ ソ

ドは認め られ な か っ た 。 そ え ゆ え ，ミオ シ ソ の LMM

部分 に 相当する 70kDa 部分は多量化に関わ らな い こ と

が 確 か め ら れ た。S−2 部分 に反 応性 の 高 い Gln が存在

し，トラ ン ス グル タ ミ ナーゼ に より架橋が起 こ るとい わ

れ て い る が，本結果は そ れ と矛盾 しない 。20・肌 ）

　 こ の よ う な 切 断 が HC で 起 こ っ て い る と す れ ば，そ

の 切断部位を 同定で き る は ずで あ る 。
Fig．3 に示すよう

に ，LMM 様断片 と類推 した 70　kDa 断片の ア ミ ノ末端

部分 か ら ValGlnSerAlaArgとい う 5残 基 の ア ミ ノ 酸 配

列 を読み取る こ とが で きた。こ の 配列 をす で に 報告され

て い る cDNA か ら 演繹 された ス ケ トウ ダ ラ ミ オ シ ン

HC の ア ミ ノ 酸配列上 で 探す と、　22）　Val−1335 か らの 5

残基と一致 した a す な わ ち，Gly−13341Val1335で 切断

が 起 こ っ て 150kDa，70　kDa 　2 つ の 断片 が 生成 した と結

論 した。150kDa 断片 に っ い て はエ ドマ ソ 分解 に よ り決

定で きるようなア ミノ酸が生成 しなか っ たの で，ア ミノ

末端がブ ロ ッ ク さ れ て い る こ とが推定された
。

一
方，ス

ケ トウ ダ ラ Mf の キ モ トリプシ ン 消化 に よ り生成 した

LMM （Fig．2D）の ア ミ ノ末端部分 を決定した と こ ろ ，

Trp−1373／Arg−1374 とTyr−13771Glu−1378で 切 断 さ

れた 2 種 の LMM が検出された （Fig．3）。こ の
一

方は

Oji皿 a らの 結果 と一致 した 。

22）肉糊の 加 温中 に生成 した

LMM 様断片 は キ モ トリ プ シ ン LMM よ り 40残基 ほ ど

ア ミ ノ 末端部分が 長 い こ とに な る 。

　す で に ス ケ トウ ダラ 肉糊 を 加温 して お く時 に N −［N −

（L−3−trans）　 carboxyoxiran
−2−carbonyl ）−L−1eucy1］ag ・

matine （Ef4 ）を添加 して お け ば ，150　kDa の 生成 が

抑制 され る こ と が報告され て い る の で ，23）切断に 関 わ る

　 　 　 　 　 　 　 150kDa 　　　　　　　　　　　 1335　　70k口頃

N ［＝ ＝＝＝ニエ：＝＝ コ匝 ：：：コ ・

S・1 d374RSKYETDAIO

ね フロ

國
　 　 LM闇

Fig．3。　 Detemined 　cleavage 　site　on 　pollack　myo ・

　　 sin 　HC 　for　produchlg 　the　150　aロd　70　kDa　frag−

　 　 ments ，

　　　Incubated　 surimi 　paste　 was 　 separated 　 on

　　SDS −PAGE 　as　in　Fig．1B ，
　and 　the　bands　were

　 　 transferred　to　PVDF 　membrane ．　The 　band　for

　　 the　 70　kDa 　 was 　 sequenced ．　 Determined 　 5

　　 residues 　 are 　 shown ，　Amino 　terminal　 region 　 of

　　chymotryptic 　 LMM 　 was 　also　 sequenced 　 for

　　 reference 　purposes．
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肉糊の 加温中 に生成 する 150kDa 成分 の 同定 873

酵素 は cysteine 　protease で あ る こ とが予想 さ れ る が 。

カ テプシ ソ の 基質特異性 で は こ の 切断は説明で き な か っ

た 。 また ，150kDa 成分はそれ以上 の 切断を受け る様子

が ない こ とか ら，こ の 酵素 は ミ オ シ ン HC を こ の 特定

の部位以外 で は切断せ ず，か な り特殊 な基質特異性を示

す酵素で あると推定 した e

　本研究ではあ くまで ス ケ トウダラ を 25℃ とい う比 較

的低温 で 保持 した と き に 生 じ る 断片 に 限定 して 同定 し

た。こ れま で ， 筋肉中には数多 くのプロ テ ア ーゼ の 存在

が報告 さ れ て い るの で ，加温条件 が 変 っ た り，魚種 が変

っ た りす れ ば，別 の酵素 が作用 し ， 別 の 切断が起 こ る こ

とは 当然予想 される。そうい う意味で はパ ン ドを限定せ

ず ，こ れ ら HC と ア ク チ ン の 間 に 泳動 され る 成分を ま

とめ て X1 成分 と定義す る方が一
般的な処理法 か も しれ

ない 。1）

　肉糊加熱中の 変性 と存在様式　これ ま で の 結果 から，

ス ケ トウダ ラ 肉糊 の 加温中 に ミ オ シ ソ が HMM ／LMM

様に 切断され るこ とが示 さ れ た 。 しか し，SDS −PAGE

の み の 結果 で は こ れ らが 未変性な の か 変性 して い る の

か，単量体なの か凝集 して い るの かなどはわか らな い 。

そ こ で，FA 級す り身を用 い て 肉糊加温中の ミ オ シ ン の

変性と この断片 の 関係，および存在状態に つ い てさらに

検討 した 。 まず，肉糊 中 の ミ オ シ ン 変性を ATPase 失

活か ら検討 した。経時的 に 取 り出 した 肉糊の ホ モ ジ ネー

トの Ca2＋−ATPase 失活を追跡と こ ろ，約 120分で AT ・

Paseはほ ぼ消失 して い た （Fig，4）。 に もか か わ らず，
HMM 様 の 150　kDa は 240分に至 っ て も全 く減少 して

い な か っ た （Fig．1B）。こ の こ と は 150　kDa 中 の S−1

100

57

05

52

璽
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歪
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島
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30　　 　　 　 60　　 　　 　 90

　 　■ncubStlen 　tlm ● （rllln）
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Fig ．4．　ATPase 　inactivation　during　the　incuba・

　　tion　of 　salted 　surimi 　paste．
　　　Ca2＋−ATPase　 was 　 assayed 　 with 　 the

　 　homogenate　prepared　from　the　sa董ted　 surimi

　 　paste 洫cubated 　at　25℃ as 　in　Fig．1．

部分 は ATPase 活性 を 失 い ，機能的 な 構造が 破壊 され

て い る こ と を 示 す 。 こ の ミ オ シ ン HC を 150　kDa，70

kDa に選択的に 切断す るプ ロ テ ア ーゼは こ の よ うな構

造変化を全 く認識 しな い こ とを 示 して い る。

　 150kDa 成分は 失活S−1 を 含 む こ とが推定 されたが，

こ の 変性断片 の凝集状態 を，塩 お よ び尿素 へ の 溶解性 の

変化か ら検討 した。ホ モ ジ ネ ートを 0．5MNaC1
，
20　mM

Tris−HCI （pH 　7．5）に 氷冷下 1 時間懸濁，溶解 させ た 。

そ して，1mM 　ATP −Mg を添加 して 直ち に遠心 分離し，

上 澄 み を塩溶性画分 と して集め た 。 ATP −Mg を添 加 し

た の は ア ク チ ン に依存 しない ミオ シ ン 変性 に よ る塩溶解

性の変化の み を検出するためで あ る 。 肉糊の 成分 を示 し

た の が SDS／尿素 を含む可溶化液で 溶解 した Fig．5A の

結果 で ある。 こ の うち，0．5MNaC1 に 溶解 した 成分は

Fig．5C に示 すもの で あ っ た 。 未加温肉糊 で は か な りの

ミ オ シ ン が溶解 して い る こ とが分か る。どの 加温時間 の

試料 で も生成 され た 150kDa 成分な らび に 70　kDa成分

は遠心上澄 み に は 全 く回収 されず，塩 に 不 溶化 して お

り，凝集体を形成 して い る こ とが 分 か っ た 。 また ， 150

kDa を含む架橋体で あ る バ ン ドa，　h も上 澄 み に 回 収 さ

れず，凝集体 と し て 存在 して い る こ と が 示 さ れ た 。

SDS−PAGE 図形で は低分子化 されて い て も，実際の 肉

糊 中で は こ の よ うに 凝集体 と して 存在 し て い る の で ，
SDS −PAGE の み の 情報 とは 随分解釈 が 異 な っ て くる。

HC5＿
HC4呷
HC3

−

HC2　

HC ＿

ACt　一

A B C

8b「
一

一150kDa
−70kDa

0　15　30601200 　1530 　60120 　015 　30　60120

　 　 　 　 1ncubatlon　tlme （mln ）

Fig．5，　Loss　of　salt−and 　urea ・solubility 　upon 血cロ・

　　bation　of　the　salted 　paste．

　Incubated　s面 mi 　paste　was 　homogenized 　as

in　Fig，1．　Homogenate　was 　allowed 　to　dissolve
in　2％ SDS ／8　M 　urea （A ），8Murea （B ）alld 　O．5
MNaCl （C），all　bufferred　With　20　mM 　Tris−HCI
（pH 　7．5）．Soluble　fractions　obtained 　as 　the　su・

pematant 　by　centrifugation 　were 　analyzed 　by
SDS −PAGE 　as 　in　Fig．1，　Symbols　are 　also 　the
same 　as　in　Fig．1．
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ま た，単量 体 HC か らな る 肉 糊中 の ミオ シ ン の 溶解性

も加温 に 伴 っ て 急激 に 減少 し，
60 分 の 加温で は ほ とん

ど失われて い た。多量体で は さ ら に不 溶化が 顕著で，上

澄 み に は検出さ れ る 多量体は加温初期 の 少 量 の 2 量 体

だ け で あ る 。 ミ オ シ ン の 塩溶解性 の 減少 と ATPase 失

活 （Fig．　4） の結果を 比較す る と，溶解性 の 低下 が 明 ら

かに 速 く，失活する前 に 塩溶解性 が消失して い る こ とが

わ か る。それゆえ，肉糊中 で は S−1変性 に よ る 不溶化，

凝 集 に加 え，S −1 変性 に 依存 しな い 凝集が起き て い る こ

とが推定さ れた 。 すで に，コ イ ・ミオ シ ン を加熱す る と

ATPase 活性を保持 しな が ら凝集 しうる こ と を 示 し た

が，こ れ と似た 現象が 肉糊中で も起 きて い る の か も しれ

な い 。

24）ま た ， 肉糊中の ア ク トミ オ シ ソ は直ち に 凝集 し

て しまうとい う過去の報告 と も一致す る 。

25）

　 か なり急速 に 塩 に 不 溶性の 凝集体 が 形 成 さ れ る こ とが

推定された の で ，次 に，さらに 溶解効果 の 高 い 8M 尿

素を 使 っ て凝 集体を 溶解 させ よ う と した （Fig，5B ）。明

か に 全て の 成分 の溶解量 は増加 した が，そ れで も，一
部

は不溶化 して い た。こ れは，25℃ とい う割合低温の加

熱 で も，8M 尿素 に さえ 溶解 しな い 強固な 非 共 有結 合，

多分疎水性相互作用な どに より凝集体が 形成 され て い る

こ とを示 して い る。

　 以上 の 結果 より，肉糊 の 25℃ で の 加温 に よ り ， ミオ

シ ソ HC は 分 子 サ イ ズ 150　kDa170　kDa の HMM ！

LMM 様の 2 つ の 断片 に 切断 さ れ る こ とが 明か とな っ

た 。 そ して 分解生成物 で あ る 150kDa は架橋 体 を形成

しうるこ と も明 か とな っ た 。 こ れ は 同
一

ミオ シ ン 分子 に

分解 と架橋 とい う 2 つ の 反応 が起 こ り う る こ と を示 し

て お り，架橋反応 ， 分解反応 を単純に分離で き な い こ と

を 示 して い る。HMM 様 の 150　kDa 断片 の S−1部分 は

変性 して お り，凝集体 と して 存在 し，さ ら に そ れ を含 む

架橋 体 a，　b も凝集体 として存在する こ とが 分 か っ た 。

肉糊 の 加温中に ゲル 化 の 中心成分で あ る ミ オ シ ン に ど の

よ うな 変化 が 起 こ っ て い る か を 研究 す る た め に は SDS −

PAGE に よ る構成成分 の 解析で は不十分 で ， 凝集な ど

非共有結合 に 由来 し た 構造変化 も平行 して 調 べ る 必 要 が

あろう。

文 献

1） 沼倉 忠弘，関 伸夫，木村 郁夫，豊 田恭 平，藤 田 孝夫，高

　　間浩蔵，新井健一
：坐 りに よる肉糊の ゲル 形成能 とミオ シ

　　ン の 交差結 合反応，目水 誌，51，1559−1565（1985）．
2） 1．Kimura，　M ．　Sugimoto，　K．　Toyoda，　N ．　Seki，　K ．　Arai，　and
　 T ．Fujita：A 　study 　en　the　crQss −linking　reaction 　of　myosin

　   kamaboko ‘’
suwari

”
gels．2W卸 π Sttisan　Gakkaishi

，
57，

　 　1389−1396　（1991），
3）　 今 井 千春，塚 正 泰之，杉 山雅 昭，峰岸 　裕，志水 　寛 ：

　　マ イ ワシ お よ び スケ トウ ダラ坐 り肉 中の e
−
（γ
一
glutamyl ）

　 lysine架 橋 量 と破 断強 度 との 関 係 に 及 ぼ す 坐 り温 度 の 影

　　 響．日水 誌，62，104−111 （1996 ）．
4）　佐伯宏樹，昌子　有，平 田 史 生，野 中道夫，新井 健一

：

　 　 カツ オ，コ イお よびス ケ トウダ ラの 肉糊の ゲル 化 とミオ シ

　 　 ン重 鎖 の 多量 化反応 に及 ぼ す CaClzの 影 響，日水 誌，58，
　　 2137−2146 （1992），
5） 塚正 泰 之，志水 　寛 ： マ イ ワ シ 肉 とマ サ バ 肉の 坐 り特 性．

　　 日水誌，　56，1105・−1112 （1990 ）．
6）　 H ．G ，　Lee，　T，　C，　Lanier，　D ，　D ．　Ha 皿 ann ，　and 　J．　A ．　Knopp ：

　 　 Tra皿 Sgl【ltaminase 　effects 　on 　low　temperature 　gelation　of

　　 且sh 　protein　sols，／．　Feod　5冨．，62，20−24 （1997）．
の　 G．G ．　Kamath，　T ，　C．　Lanier，　E．　A ．　Foegeding，　and 　D ．　D．

　 　 Hama   ： NondisUl且de　 covalent 　 cross −linking　 of　myosin

　　 heavy　chain 　in’‘setting ”

of　Alaska　pollack　and 　Atlantic
　　 croaker 　surimi ．」．　Food　Biochem．，16，151−172 （1992 ）、
8） Y ．Tsukamasa ，　K ．　Sato，　Y ．　ShimiZu，　C．　Imai，　M ．　Sugiya−

　 　 ma ，　Y ．　Minegishi，　and 　M ．　Kawabata ： cr （7
−Glutamyl）ly−

　 　 sine 　cross ・link　formation　in　sardine 　myosin 　sQl 　during　set −

　　 ting　at　25
°
C，」．　Feod　Soi，，58，785−787 （1993），

9） 沼 倉忠 弘，木 村 郁夫 ，豊 田 恭平 ，藤 田 孝 夫 ： ス ケ トウ ダ

　　 ラ肉糊の 坐 りに 伴 うゲ ル 強度 とミオ シ ン 重 鎖の 変化の 温度

　 　 依存 性．目水誌，56，2035 −2043 （1990 ），
10） 関 　伸 夫，宇 野秀 樹，李南 赫，木村 郁夫，豊 田 恭平，藤

　　 田 孝夫，新井健
一

： ス ケ トウダラ筋肉お よびす り身 中の ト

　 　 ラ ン ス グ ル タ ミナ ーゼ 活 性 と ミ オ シ ン B との 反応，目 水

　　 誌，56，125−132 （1990），
11〕　安 永 広 作，阿 部 洋

一，山 澤正 勝．新井 健
一

： 加熱 に 伴 う

　　 ス ケ トウ ダラ肉糊中の ミオ シソ 重鎖の交差 結合 とウシ血 漿

　　 粉末の 影 響．日水 誌，63，739 −747 （1997）．
12）　李 甫 赫，加 藤 　登，安 永広 作，中川 則和，新井 健一

： 工

　 　 場内に お け る ス ケ トウ ダラ冷凍す り身の ゲ ル 化特性 の 簡易

　 　 な 新 評 価 法 ．目水 誌，63，977−984 （1997）．
13） M ．Ande，　Y ，　Tsukamasa，　 and 　Y ．　Makinodan：Iden面 ca −

　　 tion　 of　170　K 　 component 　which 　appears 　in　the　setti 
　　 process　of 　surimi 　ge1．　Fisheries　Sσゴ．，64，497 −498 （1998 ）．
14〕　K ．KQnno ，　H ．　Naraoka，　 and 　K 　Akamatsu ：Suppressive

　　 effect 　of　phosphatidylcholine 　on 　the　thermal　gelation　of

　 　 Alaska　pollack　 surimi ．　J．．48ガ＆ Food．　 Chem ，，46，1262−

　 　 1267 　（1998 ）．
15） 今野久仁 彦，上田 陽一

： 加 熱に 伴うコ イ 筋原繊維 Mg−AT −

　　 Pase活性 の上 昇．日水 誌，55，1457−1462 （1989）．
16）　今 野 久仁 彦，加 藤早苗，江湖正育 ： コ イ 筋原繊維を 出発

　 　 材料 とした ミオ シ ン サ ブフ ラ グメ ソ ト
ー1 の 簡便 な 調製法．

　 　 日 水 誌，56，1885・−1890（1990）．
1の　浜井昌志，吉岡 武也，今野久仁 彦，新井 健

一
： コ イ ミ オ

　　 シ ン サ ブフ ラ グ メ ソ ト
ー1 の 加 熱 に よ る構造変 化．日水誌，

　 　 55，1283−1287 　（1989 ）．
18）　H 、Towb   ，　T ．　Staehelin，　and 　J．　Gordon：Electropheretic
　　 transfer　of 　prGteins　from　polyacryla皿 ide　gels　to　nitrocellu −

　　 lose　sheets ；Procedure　and 　some 　applications ，∫ケoo 　Natl．
　 　 Acad．　Sci．　U励 L，76，435e−4354 （1979），
19） Y ．Kurnane 　and 　N ，　Seki：Changes　in   o   ectin 　conten 亡

　　 during　storage　of　iced，　frezen，　and 　thawed 　fish　musde ．ハ砂一

　 　 pon　SeciSan　Galehaishi，59，559 −564　（1993）．
20） N ．Seki，　C．　Nakahara，　H ．　Takeda，　N．　Maruyama，　and 　H ．
　　 Nozawa ：D正merization 　site　of　carp 　myosill 　heavy 　cha   s　by

　　 the　endogenous 　transglutaminase ．　Fishen
’
es　Sci．， 64， 314−

　 　 319　（1998）．
21）　Y ，Kunioka　and 　T ．　Ando ： Innocuous　labelilg　of　the　sub −

　　 fragment−2　regioll 　of　skeletal 　rnuscle 　heavy　meromyosin
　 　 with 　fiuorescent　polyacrylamide 　nanebead 　and 　visualiza ・

　　 tion　of 　 individual　 heavy　meromyosin 　molecules ，」．
　　 Biechem．，119，1024−1032　（1996）．
22）　 T．Ojima，　T ．　HigUchi，　and 　K．　Nishita：Reversibility　of　un −

　　 folding　of　walleye 　pollack　light　meromyosin 　by　heat−treat−

　 　 men し F∫s加 惚 ε S‘」．，65，459−465 （1999 ），

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Fisheries Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Fisheries 　Soienoe

肉糊の 加温中に 生成す る 150　kDa 成分の 同定 875

23）　H ．Takeda　and 　N ．　Seki： Enzymecatalyzed　cross ・linking
　　 and 　degradation　of　myosill 　heavy　cha 量n 　in　waUeye 　pollack

　 　 surimi 　paste　during　setting．　F露ゐθ漉 s　Sci，，62，462−467
　 　 （1996），
24） S，Kato，H ．　Koseld，and 　K ．Konno ：01igomerizati。口 。f　carp

、　 myosin 　which 　reta 血s　its　ATPase 　actiVity ．　E飴加 擁 s　S顔．，
　　 62，985−989 （1996）．
25） 船 津 保浩．加 藤 　登，新 井健一

；坐 りに伴 うス ケ トウ ダ

　　 ラ 肉 糊中の 塲溶 性 タ ン パ ク 質 の 凝集体形 成．日水誌，62，
　 　 112 −122　〔1996 ）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


