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第1章	 緒言	 

1. 本研究の目的  

	 魚類の体側筋は，皮下から順番に血合筋部，中間筋部，普通筋があり，それらが分

離して層状を成して構成されている。それらの各筋肉は酵素組織化学的性質や代謝特

性から分類され，異なる筋タイプ（白筋，ピンク筋及び赤筋）で構成されていること

が数多くの形態学的な研究で報告されている 1-4)。Jabarsyah ら 5)は種々の魚における

筋タイプの研究で，背部普通筋は白筋のみで構成されるのではなく，ピンク筋がモザ

イク状に混在するこを報告した。さらに，Yadaら 6)はピンク筋の普通筋に対する混在

割合によりその K 値の上昇が異なり，その割合が高くなると K 値の上昇も高くなる

と報告した。 

	 ところで，近年の流通技術の発達に伴い，高鮮度の魚類が消費者に届くようになっ

てきている。そのため，消費者の鮮度に対する意識も変わり，より鮮度の高い魚類の

需要が多くなってきた。中でも高鮮度の魚を刺身や鮨ねたとして生食習慣がある日本

では，魚肉の肉質評価の基準に味，香りのみならず，歯ごたえすなわち肉の硬さが重

要因子として用いられている。しかしながら，即殺魚で認められるような独特の歯ご

たえは魚肉を保存することで速やかに失われ，いわゆる軟化が起こる。この軟化現象

は魚肉の品質低下の要因の一つであり，その原因の解明や対策を検討することは水産

食品分野にとって非常に重要な課題である。これまで魚類の肉質軟化は筋原線維を中

心とした筋細胞内構造の崩壊による因子と，コラーゲン線維を中心とした結合組織の

崩壊による因子が考えられている。しかしながら，これらの筋肉軟化に関する研究は，

そのほとんどは普通筋を白筋のみで構成される単一の筋細胞集団として取り扱って

おり，ピンク筋細胞の混在の影響については全く検討がなされていない。 

	 そこで本研究では，ピンク筋が分別分取可能な大型養殖コイを用いて，保存中にお

けるピンク筋の軟化とそれに伴う筋細胞内部の変化並びにコラーゲン線維を中心と
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した結合組織の変化の点から検討を行い，ピンク筋の組織学的特性と鮮度低下に伴う

死後の組織崩壊の様相を，白筋や赤筋との比較から明らかにすることを目的とした。	  

2. 本研究に関する従来の研究  

	 魚類の体側筋は血合筋部，中間筋部，普通筋部に分層して存在し，それぞれは赤筋，

ピンク筋及び白筋で構成される。その分別法について， Patternsonら 7)は 5種類の硬

骨魚の体側筋を用い，グリコーゲン，脂肪，コハク酸デヒドロゲナーゼ, αグリセロ

リン酸デヒドロゲナーゼ及びホスホリラーゼによる組織化学染色で筋節を構成する

異なる筋タイプを調べたところ，ソウギョ以外の魚種には赤筋と白筋の間に存在する

ピンク筋の染色された様子がみられた。さらに，魚種によってピンク筋の存在する割

合も異なることを考察した。また，Jabarsyah ら 5)は養殖と天然マダイを含めた 10 魚

種を用い，酸及びアルカリ処理によるアクトミオシン ATPase 活性の安定性の点から

組織化学的な検討を行い，普通筋が白筋のタイプ IIaのみ，白筋のタイプ IIa と IIb，

ピンク筋と白筋のタイプ IIa，ピンク筋と白筋のタイプ IIa 及び IIbで構成される魚

種が存在することを報告した。さらに，同じ魚種であるマダイでも養殖と天然の違い

で，その普通筋を構成する筋タイプが異なると報告した。魚類のピンク筋についての

研究で，Jonstonら 9)はニジマスのピンク筋は赤筋と白筋の間に直径の細い筋線維があ

り，それは赤筋と白筋を分離して存在するのではなく，白筋層にモザイク状に混入し

ていると報告した。また，Higgins ら 10)のアトランティクサーモン（Salmo salar）の

研究，Kilarskiら 11)のドジョウ類，さらに Mosseら 8)は多くの魚種の研究で，ピンク

筋が白筋層にモザイク状に混入している様相も報告した。一方，Patternson ら 7)は組

織化学的特性による分別法では，ピンク筋は直径の異なる二つの筋線維で構成されて

いることを発見し，それぞれは赤筋部と白筋部における筋線維の太さに類似している

と報告した。また，Mosse ら 8)は酸及びアルカリ処理後のアクトミオシン ATPase 染

色法を用いて，直径の異なる二つの筋線維がピンク筋を構成することを報告した。ま
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た，Walesby ら 12)はウミタカスズキ（Notothenia rosii）の運動系筋肉についての筋タ

イプの研究では，ピンク筋は筋肉中に存在しないと報告している。なお，Korneliussen

らはタイセイヨウダラ（Gadus morhua）を用いた筋タイプの組織化学的判定方法につ

いての研究では，凍蔵した筋肉にて組織化学的な筋タイプの判別はできず，また，こ

の判別方法について円口類でも判別ができないと報告している 13)。 

	 筋タイプと死後硬直に関する研究では，異なる魚種間 14-16)，同一魚種である養殖と

天然魚 17)や生息水温 14, 16-19)などの条件で，その死後硬直も異なると種々の報告がなさ

れており，それらの死後硬直の違いは筋肉中の ATP分解速度，筋原線維Mg2+-ATPase

活性と筋原線維Mg2+-ATPase周辺の Ca2+濃度，筋小胞体の Ca2+取込み能等に支配され

ていると報告されている。Buttkusら 20)はキンムツ（Ophiodon elongatus）を用いた研

究で，赤筋の死後硬直とその後の解硬は白筋より 3 倍速かったと述べ，Jabarsyah ら

21)は 25 魚種を用いて死後硬直と筋タイプを調べたところ，普通筋部へのピンク筋の

混在が魚類の死後硬直を速めると報告している。 

	 続いて，死後の鮮度変化と筋タイプに関する研究では，養殖コイのピンク筋は赤筋

層と白筋層の中間部に存在し，グリコーゲン量，乳酸脱水素酵素（LDH）活性など

の生化学的な特性も赤筋と白筋の中間的な性質を持つと報告されている 22)。また，K

値の点では，Obatakeら 23)はブリとマアジについて検討を行い，血合筋の IMP分解

酵素活性は白筋のそれより高いと報告している。さらに，Tomiokaと Endo24)は各魚

種の筋肉ホモジネート中の IMP分解酵素活性は魚体の K値の上昇と関連深いと述べ

ている。Yadaら 25)は，養殖コイの赤筋，ピンク筋及び白筋の保存中における K値を

測定し，ピンク筋の K 値上昇が白筋のそれより速かったことにより，普通筋へのピ

ンク筋の混在が，K値の上昇を高めると考察している。さらに，様々な魚種を用いて

普通筋へのピンク筋の混在と保存中における K 値を測定し，普通筋へのピンク筋の

混在の多寡が，K値上昇の遅速に影響を及ぼすと報告している 6)。 
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3. 本研究の概要 

	 本研究では，コイの体側筋を構成する白筋，ピンク筋，赤筋の保存中における微細

構造の変化を明らかにするために，以下の 3項目について検討を行った。①コイ氷蔵

中の生鮮度低下に伴う各筋タイプ（白筋，ピンク筋，赤筋）微細構造の変化，②コイ

氷蔵中の各筋タイプの細胞化学的Mg2+-ATPase活性における死後変化及び③コイ氷

蔵中における各筋タイプの結合組織微細構造の変化，以上の項目について主に電子顕

微鏡を用いた形態学的手法で検討することを目的とし，ひいては，普通筋部へのピン

ク筋の混在が肉質に及ぼす影響について考察した。なお，本研究の概要は以下の如く

である。 

	 第 1章では，本研究の目的と意義，本研究に関連した従来の研究及び本研究の目的

について述べた。 

	 第 2章では，魚類の肉質軟化について主に筋原線維崩壊に伴う細胞内の因子の点か

ら，ピンク筋の組織学的特性や死後の組織崩壊の様相を明らかにするため，養殖コイ

を氷蔵し，各筋タイプの生鮮度低下に伴う微細構造の変化を透過型電子顕微鏡を用い

て検討した。 

	 第 3 章では，養殖コイを氷蔵し，各筋タイプの鮮度（K 値）を測定するとともに，

電子顕微鏡による細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性局在の観察を行い，鮮度変化に伴う

Mg2+-ATPase活性とその局在を，白筋，ピンク筋及び赤筋との比較で明らかにした。 

	 第 4章では，魚類の肉質軟化について結合組織の崩壊に伴う因子の点から，各筋タ

イプの物性値（破断強度）の変化と結合組織の変化との関係を明らかにするため，養

殖コイを氷蔵し，各筋タイプの生鮮度低下及び物性変化の測定とともに，結合組織の

微細構造の変化を走査型電子顕微鏡によって検討した。 

	 第 5章では，本研究で得られた結果をまとめて総括とした。 
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第 2章	 コイ氷蔵中の生鮮度低下に伴う各筋タイプ微細構造の変化 

 

Ⅰ	 緒言 

魚類の体側筋は，皮下に血合筋部，その深部に中間筋部，さらに深部に普通筋部があ

り，それらが分離して層状をなして構成されていることが知られている 1)。これら各

筋肉は酵素組織化学的性質や代謝特性から分類され，異なる筋タイプで構成されてい

る 2-4)。また，Carpene らは魚類の血合筋部が赤筋（Type Ⅰ）から，中間筋部が魚類

に特有のピンク筋から，普通筋部が白筋（Type Ⅱa と Type Ⅱb）からなることを明

らかにした 5)。さらに，Jabarsyah らは魚類普通筋部は，白筋（Type Ⅱ）のみで構成

されているのではなく，多くの魚種でピンク筋がモザイク状に混在していると報告し

6)，Yadaらは，ピンク筋が背部普通筋に占める混在割合は魚種間で細胞占有率及び面

積占有率の点でかなり異なると報告している 7)。また，普通筋部にピンク筋がモザイ

ク状に混在した魚種は，白筋のみで構成されている他魚種と比較して，柱状に切り出

した筋肉の最大収縮に至る時間が短く，その収縮割合も大きい 8)。さらに，コイのピ

ンク筋の代謝特性を白筋や赤筋と比較したところ，LDH 比活性が白筋と同レベルで

赤筋よりも著しく高く，グリコーゲン含量は赤筋と同レベルで，白筋よりも著しく高

かったことより，ピンク筋は白筋と赤筋との中間的性質を持っていると報告した 9)。 

	 一方，魚筋肉の死後における鮮度低下や初期腐敗の進行は血合筋が普通筋よりも速

いとされている 10-11)。また，日比谷は組織学的にみて，血合筋細胞内の筋形質量が普

通筋より比較的多く，多数のミトコンドリアを含むため，そのクリステは密であると

述べている。さらに，ミオグロビンやチトクロムも多いことから，各種酵素の活性も

高いと述べている 12)。このように普通筋と血合筋の組織学的あるいは生化学的差違に

ついてはこれまでかなり研究がなされている。しかし，ピンク筋についての組織学的

特性や死後の組織崩壊の様相は明らかにされていない。そこで本研究では，ピンク筋
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の組織特性と鮮度低下に伴う死後の組織崩壊の様相を，白筋や赤筋との比較から明ら

かにすることを目的とした。 

 

Ⅱ	 実験方法 

1. 試料魚と保存方法  

	 試料魚には，各筋タイプの分別採取を行い易い大型のコイ（3.55±0.45 kg，n=6）

を用いた。試料魚は長崎県内で養殖されていたものを購入し，研究室に持ち帰り，20℃，

500 L容のポリカーボネートタンクで一昼夜絶食後以下の実験に供した。試料魚は延

髄刺殺で即殺の後，鰓部から失血させ，ポリエチレン袋に入れて砕氷中に保存し，経

日的に各筋タイプの採肉を行った。 

2. 各筋タイプの分別採取  

	 各筋タイプの分別採取は既報に従って行った 7)。即ち，試料魚の背部体側筋を採取

し，表皮側より血合筋を赤筋として，赤筋より深層のピンク筋を肉眼的に判定し，採

取して分別した。白筋は脊椎骨に最も近い深層筋を採取した。なお，筋タイプの確認

は筋肉のクリオスタット切片を用いた ATPase染色 13)と過ヨウ素酸 Schiff法 14)を用い

たグリコーゲンの染色により行った。 

3. ATP関連化合物の測定  

	 試料魚の体側筋より各筋タイプを経日的に分別採取し，ATP関連化合物の測定に供

した。ATP関連化合物は Ehiraらの方法 15)に準じ過塩素酸で抽出を行い，槌本らの方

法に準じて HPLC法 16)で分析した。 

4. 普通電子顕微鏡試料の作製  

	 試料魚より各筋タイプ（1 × 1 × 5 mm）を分別採肉し，前固定（2%グルタルアルデ

ヒド，0.1 Mカコジル酸緩衝液，pH 7.2，60 min）と後固定（1%四酸化オスミウム，
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0.1 Mカコジル緩衝液，pH 7.2，60 min）を行った。その後，常法に従ってアセトン脱

水，エポキシ樹脂包埋を行った。この包埋試料を超ミクロトーム（RESERCH AND 

MANUFACTURING社製 RMC MT-600-XL）を用いてダイヤモンドナイフで筋線維の

長軸方向に薄切した。なお，採肉した筋タイプごとのサンプルは 1魚体当たり 3ずつ

で，各筋タイプサンプルより超薄切片を 7枚以上作製し，酢酸ウラン・クエン酸鉛の

二重染色を施し，透過型電子顕微鏡（日本電子製 JEM-100S）を用い，加速電圧 80 KV

で観察した 17)。 

 

Ⅲ	 結果 

1. ATP関連化合物の経時変化	  

	 即殺直後における白筋の ATP含量は 8.43 µmol/gで，氷蔵 3日目では約 80%が分解

し，IMPとなっていた。K値は氷蔵 3日目で約 5%，氷蔵 5日目で約 10%，氷蔵 7日

目で約 20%となった。即殺直後における赤筋の ATP含量は 3.51 µmol/g，氷蔵 1日目

では，ほとんどが分解し，IMPとなっていた。K値は氷蔵 1日目 10%，氷蔵 3日目で

40%，氷蔵 5日目で約 90%と氷蔵日数の経過とともに急激に上昇した。即殺直後にお

けるピンク筋の ATP含量は 5.53 µmol/g，氷蔵 1日目ではそのほとんどが分解し，IMP

となっていた。K値は氷蔵 1日目で 10%，氷蔵 3日目で 35%，氷蔵 5日目で 60%，氷

蔵 7日目で約 70%となった。 

図で表示しなかったが，3種類の筋タイプの ATP関連化合物総量を比較すると，白

筋 10.02 ± 0.76 µmol/g，ピンク筋 5.91 ± 0.45 µmol/g，赤筋 4.22 ± 1.05 µmol/gの順で多

かった。K値の上昇は赤筋が最も速く，次いでピンク筋，白筋の順であった（Fig. 2-1，

Table 2-1）。 
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Fig. 2-1(a). Changes in ATP contents of red, pink and white muscles in    
cultured carp during storage in ice; mean ± SD (n=3); red 
muscle (●), pink muscle (▲), white muscle (○).  
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Fig. 2-1(b). Changes in IMP contents of red, pink and white muscles in 
cultured carp during storage in ice; mean ± SD (n=3); red 
muscle (●), pink muscle (▲), white muscle (○).  
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Fig. 2-1(c). Changes in K value of red, pink and white muscles in cultured 
carp during storage in ice; mean ± SD (n=3); red muscle (●), 
pink muscle (▲), white muscle (○).  
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Table 2-1. ATP rerated compounds contents of each muscle type in cultured 
carp 
   

 



17  

2. 微細構造の電子顕微鏡観察  

(1)  即殺直後における各筋タイプの微細構造  

	 即殺時における白筋の微細構造は，A帯と I帯が交互に規則正しく並び，骨格筋特

有の横紋を示していた。I帯の中央には Z線がジグザグ状に筋原線維を横断しており，

Z線の凸部に Iフィラメントを接続している様子がうかがえた。筋小胞体は，筋原線

維と筋原線維の間に長軸方向に延びて存在しており，その終末槽と隣り合った終末槽

及びその間に認められる T管で三つ組構造が形成されていることがうかがえた。ミト

コンドリアでは，外膜の二重膜構造と内部には指状のクリステが認められた。クリス

テは比較的粗に分布し，数も少なかった。グリコーゲン様顆粒は，主に筋原線維間に

認められた。 

	 ピンク筋の Z線，A帯・I帯からなる横紋構造及び筋小胞体は，赤筋，ピンク筋及

び白筋ともに差が認められなかった。なお，形態計測を行うことは出来なかったが，

総じてミトコンドリアの数は，赤筋，ピンク筋，白筋の順に多く，グリコーゲン様顆

粒は，赤筋，ピンク筋，白筋の順に多かった。 

	 赤筋は，全魚体とも Z線，A帯・I帯からなる横紋構造，筋小胞体，グリコーゲン

様顆粒についてピンク筋のそれらと顕著な差を認められなかった。ミトコンドリア，

グリコーゲン様顆粒は，ピンク筋より若干多かった（Fig. 2-2）。 
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Fig. 2-2. Electron micrographs of (a) white, (b) pink and (c) red muscles in 

cultured carp just after killing.  
          Mitochondria (M); sarcoplasmic reticulum (SR); Z line (Z); A 

band (A); I band (I); glycogen granule (Gly). Each type of muscle 
was prefixed with 2% glutaraldehyde and postfixed with 1% 
osmium tetroxide both in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2). The 
longitudinal sections of the specimens were cut by 
ultramicrotome and doubly stained with uranyl acetate and lead 
citrate. Scale bars represent 1 µm.  
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(2)  氷蔵中における白筋微細構造の経日変化  

	 白筋の Z線は氷蔵 1日目では一部分断片化している箇所も認められたが，大部分は

即殺時と同様に I帯の中央にあり，ジグザグ構造を維持していた。氷蔵 3日目，氷蔵

5日目には消失した部分が増加し，氷蔵 5日目にはほとんど筋原線維を横断する線構

造を維持せず，7 日目には瘢痕を残すのみであった。A 帯・I 帯からなる横紋構造は

氷蔵 7日目には両者の区別がつかないくらい不明瞭になっていた。 

	 筋小胞体は，氷蔵 5日目には終末槽と縦細管，有窓管が氷蔵 3日目より膨化し，T

管はそのほとんどが消失していた。氷蔵 7 日目には筋小胞体の膨化がさらに進行し，

一部消失像も認められた。 

	 ミトコンドリア内部のクリステは氷蔵 1日目には外膜から離れ，細かく切断された

ような形態を示したものも認められたが，外膜は比較的きれいな二重膜構造を維持し

ていた。氷蔵 3日目には氷蔵 1日目より若干消失していたが，外膜は同様に比較的き

れいな二重膜構造をしていた。氷蔵 5日目にはさらに細かく切断され，外膜の一部に

二重膜構造を維持していないものも認められた。氷蔵 7日目にはクリステが細かく切

れ消失していたが，外膜は二重膜構造を維持していた。 

	 グリコーゲン様顆粒は，氷蔵 1日目には若干減少しており，氷蔵 3日目にはその大

部分が消失し，氷蔵 7日目にはほとんど認められなかった（Fig. 2-3）。 
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Fig. 2-3. Ultrastructural changes of white muscle in cultured carp during 
storage in ice. a: 1 day storage in ice; b: 3 day storage in ice; c: 5 
day storage in ice; d: 7 day storage in ice. Mitochondria (M); 
sarcoplasmic reticulum (SR); Z line (Z); glycogen granule (Gly). 
Scale bars represent 1 µm.  
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(3)  氷蔵中におけるピンク筋微細構造の経日変化  

	 ピンク筋の Z線は，氷蔵 3日目にはジグザグ構造が崩壊し，筋原線維を横断する線

構造へ変化し，一部消失像も認められた。氷蔵日数の延長に呼応して消失部分が増加

したものの，氷蔵 7 日目でも比較的明瞭な線構造を維持していた。A 帯・I 帯からな

る横紋構造は，氷蔵 3日目には氷蔵 1日目よりかなり不明瞭となり，氷蔵 5日目には

さらに不明瞭になった。氷蔵 7日目は氷蔵 5日目と大差なかった。 

	 筋小胞体は，氷蔵 1日目より終末槽の膨化が始まり，氷蔵 3日目には終末槽のさら

なる膨化や消失を呈し，三つ組構造の崩壊が認められるとともに，縦細管，有窓管も

膨化を呈した。氷蔵 5日目，7日目ににはさらに消失部分が増え，即殺直後の形態を

全くとどめていなかった。 

	 ミトコンドリア内部のクリステは，氷蔵 1日目には外膜から遊離し，細かく切断さ

れたような形態を示したものが認められたが，外膜は比較的きれいな二重膜構造を維

持していた。氷蔵 3日目にはクリステがさらに消失し，外膜が消失しているものも認

められた。氷蔵 5日目には膨化と外膜の消失がさらに進行し，氷蔵 7日目にはクリス

テ及び外膜の消失が著しく進行していた。 

	 グリコーゲン様顆粒は，氷蔵 1日目には即殺時と大差が認められず，氷蔵 3日目以

降保存期間の延長に伴って減少したが，氷蔵 7 日目でも比較的多数認められた（Fig. 

2-4）。 
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Fig. 2-4. Ultrastructural changes of pink muscle in cultured carp during 
storage in ice. a: 1 day storage in ice; b: 3 day storage in ice; c: 5 
day storage in ice; d: 7 day storage in ice. Mitochondria (M); 
sarcoplasmic reticulum (SR); Z line (Z); glycogen granule (Gly). 
Scale bars represent 1 µm. 
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(4)  氷蔵中における赤筋微細構造の経日変化  

	 赤筋の Z線は，氷蔵 1日目には即殺時に認められたジグザグ構造は呈さず，若干太

くなった電子密度の高い筋原線維を横断する線構造へ変化していた。氷蔵期間の経過

とともに断片化した消失像が若干増加したが，氷蔵 7日目でもその線構造を比較的維

持していた。A 帯・I 帯からなる横紋構造は，氷蔵 1 日目には即殺時より若干不明瞭

になっていた。氷蔵 3日目には氷蔵 1日目より不明瞭となっており，氷蔵 5日目，氷

蔵 7日目とさらに不明瞭になっていた。 

	 筋小胞体は，氷蔵 1日目には消失部分が多数認められ，終末槽は膨化し，T管のほ

とんどは消失していた。氷蔵 3日目にはさらに消失，膨化が進行しており，氷蔵 5日

目には終末槽，縦細管，有窓管全てが消失してほとんど認められなくなった。氷蔵 7

日目には瘢痕が認められるのみであった。 

	 ミトコンドリアは，氷蔵 1 日目にはクリステが消失している部分が認められたが，

外膜は比較的きれいな二重膜構造を維持していた。氷蔵 3日目にはクリステの消失が

進行し，外膜消失像も認められ，氷蔵 5日目，氷蔵 7日目とさらにその消失が進行し

ていた。 

	 グリコーゲン様顆粒は，氷蔵 1日目には即殺時と大差を認めず，氷蔵 3日目以降で

保存期間の延長に伴って減少したが，氷蔵 7日目でも多数認められた（Fig. 2-5）。 
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Fig. 2-5. Ultrastructural changes of red muscle in cultured carp during 
storage in ice. a: 1 day storage in ice; b: 3 day storage in ice; c: 5 
day storage in ice; d: 7 day storage in ice. Mitochondria (M); 
sarcoplasmic reticulum (SR); Z line (Z); glycogen granule (Gly). 
Scale bars represent 1 µm. 
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Ⅳ	 考察 

	 コイの各筋タイプの微細構造は，氷蔵日数の経過とともに崩壊の様相を示し，その

様相は各筋タイプで異なっており，以下のようであった。Z線のジグザグ構造，筋小

胞体，ミトコンドリアはピンク筋が白筋より崩壊が速く，赤筋より遅かった。また，

グリコーゲン様顆粒の消失は白筋がもっとも遅く，続いてピンク筋，赤筋であった。

この点について Jabarsyah らは即殺時における白筋とピンク筋，赤筋を比較して，グ

リコーゲン含量はピンク筋が赤筋と同レベルで白筋より極めて高く，形態計測でみた

ピンク筋の筋小胞体は白筋や赤筋より充実していると報告している 9)。また，血合筋

では筋形質が多く，ミトコンドリアの数も多く，タンパク質分解酵素や IMP 分解酵

素等の各種酵素の活性も高いとされている 12, 18,19)。これらのことより，グリコーゲン

の消失については，即殺時におけるグリコーゲン含量がピンク筋は白筋より極めて多

く，赤筋とほぼ同量であったため分解量は多かったが，その残存量も多かったためと

思われた。また，他の細胞内小器官の崩壊については，ピンク筋では自己消化酵素の

活性が赤筋並みに高い可能性が考えられた。 

	 一方，Yadaら 20)は，コイの各筋タイプの氷蔵中における K値の上昇は，ピンク筋

が白筋よりも速く，赤筋よりも遅いと報告し，普通筋部に占めるピンク筋細胞の割合

が K値上昇の遅速に影響すると考察している。この結果は，本報における各筋タイプ

の形態変化とよく呼応しており，普通筋部へのピンク筋の混在が普通筋部の組織崩壊

を速めると推察された。 

	 しかし，Z線のジグザグ構造の変化した線構造は，ピンク筋が白筋より消失が遅く，

赤筋とほぼ同様であった。この点については，ピンク筋と赤筋の即殺時における Z線

が白筋のそれより若干太かったことより自己消化酵素の基質となる Z 線を構成する

タンパク質の量や構造の違いが，なんらかの関係を持っているかもしれないが，他の

細胞内器官の崩壊の様相と相反する結果であるため，さらに検討が必要と思われる。 
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第 3章	 コイの各筋タイプ細胞化学的Mg2+-ATPase活性の氷蔵中における

死後変化 

 

Ⅰ	 緒言 

魚類の体側筋は，皮下に血合筋部，その深部に中間筋部，さらに深部に普通筋部があ

り，それらが分離して層状をなして構成されていることが古くから知られている 1)。

これら各筋肉は代謝や運動特性が異なる筋タイプであり 2-4)，血合筋部が赤筋（Type

Ⅰ）から，中間筋部が魚類に特有のピンク筋から，普通筋部が白筋（TypeⅡaと Type

Ⅱb）からなることが明らかとなっている 5)。さらに，著者らは，魚類普通筋部は白

筋（TypeⅡ）のみで構成されているのではなく，ピンク筋がモザイク状に混在した

魚種が多くみられることを報告している 6)。これらの魚種では白筋のみで構成されて

いる他魚種に比べて筋収縮の進行速度が速く，その到達レベルも高い 7)。また，コイ

のピンク筋の代謝特性を白筋と赤筋で比較したところ，LDH 比活性が白筋と同レベ

ルにあり，赤筋よりも顕著に高く，グリコーゲン含量も赤筋と同レベルで，白筋と赤

筋との中間的性質を持っていると報告されている 8)。これら 3種の筋タイプの死後の

組織的変化について，第 2章では，養殖コイを氷蔵して，鮮度変化に伴うピンク筋の

微細構造崩壊の様相を普通電子顕微鏡観察の手法を用いて，白筋と赤筋との比較で検

討し，ピンク筋の電子顕微鏡でみた組織崩壊は赤筋と白筋の中間であったことが分か

った 9)。 

	 ところで橘らは，マダイ普通筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase を用いた組織化

学的変化を検討し，電子顕微鏡を用いた細胞化学的 Mg2+-ATPase の変化が肉質変化

の指標となりうることを示している 10)。そこで本研究では養殖コイを用いて，保存中

における鮮度変化に伴う各筋タイプの細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性変化の様相を白

筋と赤筋との比較の点から明らかにしようとした。 
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Ⅱ	 実験方法 

1. 試料魚と保存方法  

	 試料魚には，ピンク筋が比較的分別分取しやすい大型のコイ（標準体長 47.7 ± 2.1 

cm, 体重 2.7 ± 0.3 kg ）3尾を用いた。コイは福岡県で養殖されたものを購入し，

研究室に搬送後，一昼夜絶食し実験に供した。試料魚を延髄刺殺にて即殺した後，脊

髄破壊，脱血の後，ポリエチレン袋に入れて砕氷中に保存した。採肉は即殺直後，氷

蔵 3日目，7日目に行い，同一魚体より白筋，ピンク筋，赤筋の各筋タイプを分別分

取した。なお，各筋タイプの採取は既報に従って行った 8)。即ち試料魚の体側筋を採

取し，表皮より血合筋部を赤筋として，赤筋より深層のピンク筋を肉眼的に判定し，

分別分取した。白筋は脊椎骨に最も近い深層筋を採取した。なお，筋タイプの確認は

筋肉のクリオスタット横断切片を用いた ATPase染色 11)と過ヨウ素酸 Schiff法 12)を

用いたグリコーゲンの染色により行った。 

2. ATP関連化合物の測定  

	 試料魚の体側筋より各筋タイプを経日的に分別採取し，ATP関連化合物の測定に供

した。ATP関連化合物は Ehiraらの方法 13)に準じ過塩素酸で抽出を行い，槌本らの方

法に準じて HPLC法 14)で分析した。 

3. 普通電子顕微鏡試料の作製方法と観察  

採肉した各筋タイプ試料を既報に準じて2％グルタルアルデヒドによる前固定，1％

四酸化オスミウムによる後固定後，エポキシ樹脂包埋を行い，超ミクロトーム

（RESERCH AND MANUFACTURING社製 RMC MT-600-XL）とダイヤモンドナイフ

を用いて薄切し，酢酸ウラン・クエン酸鉛の二重染色を施し，透過型電子顕微鏡（日

本電子製 JEM-100S）を用い，加速電圧 80 KVで観察した 15)。 
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4. 細胞化学的 Mg2+-ATPase活性の電子顕微鏡試料の作製方法と観察 

先に述べた各筋タイプ試料の前固定を正確に 30 分間行った後，Wachstein と

Melsel の硝酸鉛法 16)に準じて ATPase 反応を 25℃，40 分間行った。反応後は前述

の普通電顕と同様に後固定・脱水・包埋・薄切を行い，無染色で，透過型電子顕微鏡

を用いて観察した。観察に当たっては，筋原線維，筋小胞体，ミトコンドリアを中心

に，細胞化学的Mg2+-ATPase活性の局在をそれぞれの筋タイプについて観察した。 

Ⅲ	 結果 

1. ATP関連化合物の経時変化	  

	 即殺直後における白筋の ATP含量は 8.45 ± 0.62 µmol/gで，氷蔵 3日目では約 83%

が分解し，IMPとなっていた。K値は氷蔵 3日目で約 8%，氷蔵 7日目で約 21%とな

った。即殺直後におけるピンク筋の ATP含量は 4.79 µmol/g，氷蔵 3日目ではそのほ

とんどが分解し，IMP となっていた。K 値は氷蔵 3 日目で約 31%，氷蔵 7 日目で約

66%となった。即殺直後における赤筋の ATP含量は 4.23 µmol/g，氷蔵 3日目では，

ほとんどが分解し，IMP となっていた。K 値は氷蔵 3 日目で 42%，氷蔵 7 日目で約

84%と氷蔵日数の経過とともに急激に上昇した。 

3種類の筋タイプの ATP関連化合物総量を比較すると，白筋 10.93 ± 0.13µmol/g，

赤筋 6.23 ± 0.44 µmol/g，ピンク筋 5.34 ± 0.42 µmol/gの順で多かった。K値の上昇は赤

筋が最も速く，次いでピンク筋，白筋の順であった（Table 3-1）。 
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Table 3-1. Total ATP related compounds content, ATP and K value in each muscle of   

cultured carp during storage in ice 

      

Mean SD Mean SD Mean SD

Just after
killing 10.93 ± 0.13 8.45 ± 0.62 0.2 ± 0.4

3 1.46 ± 0.89 8.1 ± 2.4

7 0.13 ± 0.03 21.4 ± 2.8

Just after
killing 5.34 ± 0.42 4.79 ± 0.25 2.4 ± 2.1

3 0.63 ± 0.28 30.7 ± 5.4

7 0.08 ± 0.02 65.6 ± 1.0

Just after
killing 6.23 ± 0.44 4.23 ± 0.04 3.2 ± 0.3

3 0.51 ± 0.16 42.1 ± 4.0

7 0.05 ± 0.01 83.8 ± 2.7

b): Mean ± SD for 3 fish.

a): Total ATP related compounds content were calculated from ATP, ADP,
AMP, IMP, HxR and Hx contents in each muscle type.

White

Pink 

Red

Total ATP
related

compounds
(µmol/g)a), b)

ATP (µmol/g)b) K value (%)b)

Muscle
type

Storage
day
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2. 微細構造の電子顕微鏡観察  

(1)  即殺直後のコイ体側筋における各筋タイプの微細構造  

	 即殺時における白筋の微細構造は，A帯と I帯が交互に規則正しく並び，骨格筋特

有の横紋を示していた（Fig. 3-1）。筋小胞体は，筋原線維と筋原線維の間に長軸方

向に延びて存在しており，その終末槽と隣り合った終末槽及びその間に認められる T

管で三つ組構造が形成されているのがうかがえた。ミトコンドリアでは，外膜の二重

膜構造と内部には指状のクリステが認められた。比較的，クリステは粗に分布し，数

も非常に少なかった（Fig. 3-1）。グリコーゲン様顆粒は，主に筋原線維間に黒い顆

粒状に認められ，一部筋原線維上にも認められた。 

ピンク筋では，筋原線維は白筋よりも細かったが，A 帯・I 帯からなる横紋構造，

筋小胞体は，白筋と著差を認めなかった。ミトコンドリアはその数が白筋よりも多く，

局所に集合して認められ，そのクリステも白筋より密に分布していた。 

赤筋では，筋原線維はピンク筋より若干細かったものの，Z 線，A 帯・I 帯からな

る横紋構造，筋小胞体についてはピンク筋のそれらと著差を認めなかった。ミトコン

ドリアはピンク筋より若干数が多く，クリステは３つの筋タイプ中で最も発達してい

た（Fig. 3-1）。 
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Fig. 3-1. Electron micrographs of (a) white, (b) pink and (c) red muscles in 

cultured carp just after killing. Mitochondria (M); sarcoplasmic 
reticulum (SR); Z line (Z); A band (A); I band (I); glycogen granule 
(Gly). Scale bars represent 1µm.  

        Each type of muscle was prefixed with 2% glutaraldehyde and 
postfixed with 1% osmium tetroxide both in 0.1 M cacodylate buffer 
(pH 7.2). The longitudinal sections of the specimens were cut by 
ultramicrotome and doubly stained with uranyl acetate and lead 
citrate.  

I
SR 

A

Z Gly 

M!

a!
M!

b!

M
c!
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(2)  コイの白筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase活性の経日変化  

	 即殺時の白筋における細胞化学的Mg2+-ATPase活性は，筋原線維の A帯，筋小胞

体，ミトコンドリア及び核に局在した明瞭なリン酸鉛の沈殿として認められた。その

詳細は，筋原線維の A帯上では A帯と I帯の境界面より若干 A帯よりに筋原線維を

横断する薄い点線状に，筋小胞体における活性は，中央部から終末槽にかけての膜面

上に認められ，ミトコンドリアでは内膜であるクリステ及び外膜上に認められた。核

では核膜に活性を認めた。なお，核における反応は以下に述べるピンク筋，赤筋にお

いても同様に検出されたが，全ての筋タイプにおいて電子顕微鏡の試料上に出現する

核の頻度が極めて低かったため経日変化を観察するには至らなかった。氷蔵 3日目で

は，筋原線維の A 帯上の活性は即殺時に A 帯を横断するように認められた薄い点線

状の反応は消失していたが，筋小胞体とミトコンドリア上の活性は即殺時におけるそ

れと顕著な違いを認めなかった。氷蔵 7 日目では，筋原線維 A 帯上の活性は氷蔵 3

日目と同様検出されず，筋小胞体，ミトコンドリアにおける各膜面上の活性も氷蔵 3

日目よりリン酸鉛の沈殿が減少し，活性が低下している様相を示した（Fig. 3-2）。 
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Fig. 3-2. Changes of cytochemical 

Mg2+-ATPase activity in 
white muscle of cultured carp 
during storage in ice. a: Just 
after killing; b: 3 day storage 
in ice; c: 7 day storage in ice. 
Enzyme activities (Arrows); 
sarcoplasmic reticulum (SR); 
mitochondria (M). Scale bars 
represent 1 µm.  

 The white muscles were prefixed with 2% glutaraldehyde in 0.1M 
cacodylate buffer pH 7.2 and incubated in Wachstein-Meisels Mg2+-ATPase 
reaction medium for 40 min at 25℃. The specimens were postfixed with 1% 
osmium tetroxide in the same buffer. The fixed specimens were dehydrated 
and embedded in epoxy resin. Longitudinal sections of specimens were cut 
by ultramicrotome and observed with an electron microscope without 
staining.  

SR!

M
a!

M

b!

M!

c!



37  

(3)  コイのピンク筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase活性の経日変化 

	 即殺時のピンク筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性では，白筋で認められた

部位と同様に筋原線維の A帯上，筋小胞体の膜面，ミトコンドリアの外膜とクリステ，

核膜に明瞭なリン酸鉛の沈殿として検出された。氷蔵 3日目では，即殺時に筋原線維

A帯を横断するように検出された点線状の反応は消失していた。筋小胞体の膜面上で

は，筋小胞体膜全般に若干の活性が残存していたが即殺時と比較して活性低下が著し

かった。ミトコンドリアでは，外膜及びクリステそれぞれの膜面上の活性は即殺に認

められたレベルより低下し，リン酸鉛の沈殿も少なくなっていた。氷蔵 7 日目では，

筋原線維は活性が認められず，筋小胞体も活性がほとんど消失し，ミトコンドリアは

若干の活性が認められたが，氷蔵 3日目よりリン酸鉛の沈殿が減少し，活性が著しく

低下している様相を示した（Fig. 3-3）。 
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Fig. 3-3. Changes of cytochemical Mg2+-ATPase activity on pink muscle of 
cultured carp during storage in ice. a: Just after killing; b: 3 day 
storage in ice; c: 7 day storage in ice. Enzyme activities (Arrows); 
sarcoplasmic reticulum (SR); mitochondria (M). Scale bars 
represent 1 µm.  
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(4)  コイの赤筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase活性の経日変化  

	 即殺時の赤筋における細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性は，白筋で認められた部位と

同様に筋原線維の A帯上，筋小胞体の膜面，ミトコンドリアの外膜とクリステ，核膜

に明瞭なリン酸鉛の沈殿として検出された。氷蔵 3 日目では，即殺時の筋原線維 A

帯を横断するように検出された点線状の反応はほぼ完全に消失していた。筋小胞体は

膜面全体の活性がほぼ消失し，ミトコンドリアの外膜とクリステ上の活性は即殺に認

められた活性より大きく低下し，リン酸鉛の沈殿も少なくなっていた。氷蔵 7日目で

は，筋原線維の活性は認められず，筋小胞体及びミトコンドリアの活性はほとんど消

失ており，その消失の様相は３つの筋タイプ中で最も著しかった（Fig. 3-4）。 
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Fig. 3-4. Changes of cytochemical Mg2+-ATPase activity on red muscle of 

cultured carp during storage in ice. a: Just after killing; b: 3 day 
storage in ice; c: 7 day storage in ice. Enzyme activities (Arrows); 
sarcoplasmic reticulum (SR);  mitochondria (M). Scale bars 
represent 1 µm.  
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Ⅳ	 考察 

	 コイの各筋タイプの ATP 関連化合物総量は白筋が最も多く次いで赤筋，ピンク筋

の順であった。また，K値の上昇は赤筋が最も速く，次いでピンク筋，白筋であった。

普通電子顕微鏡でみた即殺時における微細構造では，各筋タイプの筋原線維の太さは，

白筋が最も太く次いでピンク筋で，赤筋はピンク筋より若干細かったものの，Z 線，

A 帯・I 帯からなる横紋構造，筋小胞体について各筋タイプに著差を認めなかった。

これら筋原線維と筋小胞体について，Jabarsyahら 8)は形態計測からみた筋小胞体の

筋原線維あたりの充実度は赤筋，ピンク筋，白筋の順で高かったと述べており，本研

究結果の筋原線維の太さが違うことをよく反映していた。 

細胞化学的Mg2+-ATPase活性の局在は，筋原線維の A帯，筋小胞体，ミトコンド

リア，核に認められ，局在の経日変化は，赤筋の活性低下が最も速く，次いでピンク

筋，白筋の順であった。著者ら 10)は肉質変化の速い養殖マダイと遅い天然マダイを用

い，養殖魚では細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性の低下は天然魚より速い結果を得てい

る。また，日比谷 17)は血合筋では普通筋に比較してミトコンドリアの数が多くクリス

テも充実しており自己消化酵素の活性も高いであろうと述べており，タンパク質分解

酵素や IMP分解酵素等の各種酵素の活性も高いとされている 18, 19)。	 これらのことか

ら，ピンク筋でも自己消化酵素の活性が赤筋並みに高いのではないかと考察された。

さらに，著者らは種々の魚種の普通筋の筋タイプを検討したところ，普通筋部の白筋

部分にピンク筋がモザイク状に混在している魚種が多数見受けられることを報告す

るとともに，ピンク筋の混在の多寡が K 値上昇の遅速に影響することを報告してい

る 20)。本研究でも，K値からみた鮮度低下は赤筋，ピンク筋，白筋の順で速く，既報

と同様の結果を得るとともに各筋タイプの細胞化学的 Mg2+-ATPase 活性失活の遅速

を良く反映していた 9)。これらのことより，酵素タンパク質の失活からみた肉質劣化

は赤筋，ピンク筋，白筋の順で速いと考察され，普通筋部へのピンク筋混在の多寡は
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肉質劣化の遅速に影響する可能性が示唆された。 
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第 4章	 養殖コイの氷蔵中における各筋タイプ（白筋，ピンク筋，赤筋）

の結合組織微細構造の変化 

 

Ⅰ	 緒言  

	 魚の肉質評価は外観，化学分析，官能検査及び組織観察などの手法が知られている

1）。中でも官能検査は今後重要な肉質評価の指標になるであろうと考えられている。

魚介類を刺身などの生で摂取する日本では，魚の食感，つまり肉の硬さは肉質評価中

で最も重要な因子とされている 2-7)。魚の保存中における鮮度低下に伴う肉質軟化は，

筋細胞内の筋原線維の変化と結合組織の変化の二つ因子による影響を受けると考え

られている 8) 。筋細胞内における筋原線維の変化では，橘らは養殖マダイを氷蔵し，

普通電子顕微鏡及び免疫電子顕微鏡の手法を用いて保存中における細胞内 Z 線の崩

壊を報告している 9，10）。また，土屋ら 11，12）は保存中における筋原線維の断片化の原

因は筋原線維中の α-コネクチンが β-コネクチンに分解し，肉質軟化を誘導したと報告

している。結合組織の点では，主に Ⅴ型コラーゲンで構成されている筋内膜の結合組

織の変化について，安藤らは筋線維に対して平行に加圧した後の普通筋を光学及び電

子顕微鏡で観察し，魚筋肉の軟化には結合組織の微細構造の崩壊が大きく関与すると

報告した 13，14）。さらにこの点について，魚筋肉の保存中に結合組織の軟化に伴い，

その主成分であるコラーゲンの線維構造の崩壊を普通電子顕微鏡で観察し，報告して

いる 15-17）。また，走査電子顕微鏡を用いた検討では，軟化に伴い結合組織を構成する

コラーゲン線維の崩壊も報告されている 18，19）。 

	 以上のように，これまでの研究は，魚筋肉の軟化を主に背部普通筋を中心とした体

側筋を対象として研究されているが，一般の魚類体側筋は表皮から脊椎骨に至る深部

に向かって，血合筋部と普通筋部に分かれていることは周知である。また，普通筋部

にピンク筋が薄い層状に存在する魚種や，ピンク筋が白筋にモザイク状に存在してい
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る魚種と白筋のみで構成されている魚種があることが報告されている 20）。本研究では

第 2章において，養殖コイを氷蔵し，鮮度変化に伴うピンク筋の微細構造崩壊の様相

を普通電子顕微鏡観察の手法を用いて，白筋と赤筋との比較で検討し，ピンク筋の電

子顕微鏡でみた組織崩壊は赤筋と白筋の中間であったことを報告した 21）。しかしなが

ら，保存中の肉質軟化に伴う各筋タイプの結合組織がどのような変化を示すかについ

てはまだ明らかではない。本研究では，氷蔵中の鮮度低下に伴う軟化の進行と各筋タ

イプ（白筋，ピンク筋，赤筋）の結合組織の変化を明らかにするために， 各筋タイ

プの ATP関連化合物，破断強度の測定及び走査型電子顕微鏡を用いて結合組織の観

察を行った。また，走査型電子顕微鏡を用いた結合組織の観察を行うためには筋肉の

細胞要素である筋細胞内タンパク質等の除去が不可欠である。そこで，保存実験に先

立って，走査型電子顕微鏡で結合組織を観察するための前処理方法について前固定方

法の検討を行った。 

Ⅱ	 実験方法  

1. 試料魚と保存方法  

	 試料魚には，大型の養殖コイ（Cyprinus carpio）標準体長 48.6 ± 3.1 cm, 体重 3.0 ± 0.5 

kg ）4尾を用いた。コイは福岡県で養殖されたものを購入し，研究室に搬送後，一昼

夜遊泳回復させ，実験に供した。試料魚を延髄刺殺にて即殺した後，脊髄破壊，脱血

の後，ポリエチレン袋に入れて砕氷中に保存した。採肉は即殺直後，氷蔵 1 日目，3

日目，5 日目，7 日目に行い，同一魚体より白筋，ピンク筋，赤筋の各筋タイプを分

別分取した。 

	 なお，走査型電子顕微鏡試料の作製における固定方法の検討では，体重 1 kg 程度

の養殖コイ（5尾）を試料魚として用いた。試料魚を延髄刺殺により即殺後，失血さ

せ，体側線の長軸方向に沿って背部普通筋から切り出したブロック（2 × 2 × 8 mm）

を試料とした。 
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2. 各筋タイプの分別分取  

	 各筋タイプの分別分取は Jabarsyahらの方法 22,	 23）に従って行った。即ち，試料魚の

背部体側筋を採取し，表皮側より血合筋を赤筋として，赤筋より深層のピンク筋を肉

眼的に判定し，分別して採取した。白筋は脊椎骨に最も近い深層筋を採取した。なお，

筋タイプの確認は筋肉のクリオスタット切片を用いた ATPase染色と Schiff法で行っ

た。 

3. ATP関連化合物の測定  

	 試料魚の体側筋より各筋タイプを経日的に約 1g分別採取し，ATP関連化合物の測

定に供した。ATP関連化合物は Ehiraらの方法 24)に準じ過塩素酸で抽出を行い，槌本

らの方法 24)に準じて HPLC法で分析した。 

4. 破断強度の測定  

	 破断強度の測定はレオナー（山電社製 RE-3305s，東京，日本）を用いて押し込み試

験を行った。その詳細は以下の如くであった。 

	 試料魚の背部筋肉を約 10 mm の厚さを切り出し，結合組織である筋隔膜を避け，

肉眼的に各筋タイプを判別しながら，破断荷重（N）を測定した。測定は，筋原線維

の走る方向に対して平行方向に φ2 mm 円柱型プランジャーを挿入して（押し込み速

度 1 mm/sec，クリアランス 1 mm）測定値を得た。 

5. 走査型電子顕微鏡試料の作製における前処理（固定方法）の検討  

5.1	 固定条件（前固定）	 

	 前処理法（固定方法）検討のために以下で述べる 5種類の前固定液を作製し検討を

行った。即ち，前固定液 A（4%パラホルムアルデヒド，0.1 Mリン酸緩衝液，pH 7.2），

前固定液 B（2.5％グルタルアルデヒド，0.1 Mリン酸緩衝液，pH 7.2），前固定液 C（2%

パラホルムアルデヒド，2.5%グルタルアルデヒド，0.1 Mリン酸緩衝液，pH 7.2），前
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固定液 D（飽和ピクリン酸水：中性ホルマリン：氷酢酸（15：5：1）の混合溶液（ブ

アン液）25），前固定液 E（70％エタノール）を用いた。それぞれの前固定液による処

理時間は室温にて 2日間または 5日間とした。 

5.2	 走査型電子顕微鏡観察試料の作製	 

	 アルカリ・水浸軟法 26，27)により細胞要素と弾性線維を除去し，膠原線維のみの標本

を作製し，走査型電子顕微鏡で観察を行った。その詳細は以下に示した。 

	 先の 5.1 で述べた前固定液を用いてそれぞれ 2 日間及び 5 日間前固定を行った 28)。

その後，前固定液を 2 M 水酸化ナトリウム溶液に交換し，3-7日間振とうし細胞要素・

弾性線維を除去した。なお，2 M 水酸化ナトリウム溶液は毎日交換した。純水による

約半日の洗浄後， 2％タンニン酸に 2 時間浸漬し，1％オスミウム酸で 2 時間後固定

を行った 29,30)。後固定終了後は常法に従って上昇メタノールで脱水を行った後，液体

窒素によりメタノールとともに凍結し，カミソリですばやく割断した。解凍後メタノ

ールを t-ブチルアルコールに完全に置換し，凍結乾燥装置（JFD-320，日本電子製）

で凍結乾燥させた。銀ペーストで導電処理を行った後，金蒸着（オートファインコー

タ（JFC-1600，日本電子製，30 mA，60sec））を行い，走査型電子顕微鏡（JSM6380，

日本電子製，加速電圧 15 kV）による観察を行った。なお，各筋タイプの結合組織微

細構造の変化を観察するための前固定方法には，確定された前固定液（2.5％グルタル

アルデヒド，2.0％パラホルムアルデヒド，0.1 Mリン酸緩衝液 pH 7.2）で前固定を約

4-7日間で行った。 

	 

Ⅲ	 結果  

1. ATP関連化合物の経時変化  

	 即殺直後における各筋タイプの ATP含量は，白筋 6.1 ± 0.8 µmol/g，ピンク筋 3.6 

± 1.0 µmol/g，赤筋 2.8 ± 0.3 µmol/gであった。氷蔵 3日目では白筋の ATP含量は若
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干残存していたが，ピンク筋と赤筋の ATP含量はほぼ消失した。白筋の K値は氷

蔵 3日目で約 6%，氷蔵 7日目で約 21%となった。ピンク筋の K値は氷蔵 3日目で

約 28%，氷蔵 7日目で約 56%となった。赤筋の K値は氷蔵 3日目で 44%，氷蔵 7

日目で約 86%と，氷蔵日数の経過とともに急激に上昇した。3種類の筋タイプにお

ける K 値の上昇を比較すると，赤筋が最も速く，次いでピンク筋，白筋の順であ

った（Fig. 4-1）。	  
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Fig. 4-1(a). Changes in ATP contents among white, pink and red muscle in 
cultured carp during storage in ice; mean ± SD (n=4); white 
muscle (○), pink muscle (▲), red muscle (●).  
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Fig. 4-1(b). Changes in K value (b) among white, pink and red muscle in 
cultured carp during storage in ice; mean ± SD (n=4); white 
muscle (○), pink muscle (▲), red muscle (●).  
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2. 破断強度の変化  

	 氷蔵中における各筋タイプの破断荷重の経日変化を Fig. 4-2に示した。即殺直後に

おける各筋タイプの破断強度は，白筋 0.37 ± 0.07 N，ピンク筋 0.84 ± 0.12 N，赤筋 1.00 

± 0.20 Nであった。氷蔵中の変化では，白筋は保存期間を通じて大きく変化しなかっ

たが，赤筋は保存 1日目の破断荷重は 0.97 ± 0.17 Nから 3日目の 0.63 ± 0.11 Nまでに

急激に低下し，その後の低下は穏やかとなり，7日目では 0.58 ± 0.06 Nであった。ピ

ンク筋は赤筋より若干低い値を示し，保存中における低下の様相は赤筋とよく似た様

相を呈した。即ち，1日目の破断強度は 0.85 ± 0.16 Nから 3日目の 0.50 ± 0.06 Nまで

に急激に低下し，7日目では 0.41 ± 0.12 Nとなった（Fig. 4-2）。 
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Fig. 4-2. Changes in breaking strength among white, pink and red muscle 
in cultured carp during storage in ice; mean ± SD (n=4); white 
muscle (○), pink muscle (▲), red muscle (●). 
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3. 走査型電子顕微鏡試料の作製における固定方法の確定  

	 試料を前固定液 A，B，Cで 2日間または 5日間前固定後，細胞外結合組織抽出を

行い，SEM観察試料の作製法に従って観察試料を得た。一方，試料を前固定液 D，E

で前固定した場合，固定中の試料はそれぞれ赤褐色または白色を呈し，いずれも切り

出した時際の形態を保っていた。しかしながら，D，E液で前固定した試料ともに 2 M 

水酸化ナトリウム溶液による細胞要素の除去と細胞外結合組織の抽出操作中に，肉眼

的には溶解して完全に消失し，SEM 観察のための試料を調製することができなかっ

た。 

	 そこで，前固定液 A，B，Cで 2日間または 5日間前固定したコイ背部普通筋の観

察試料を SEMにて観察したところ，前固定液 A及び Cで 2日間前固定した SEM像

では，水酸化ナトリウム溶液処理によって筋細胞要素は全体的にきれいに除去され，

結合組織（膠原線維）が観察された。しかし，一部に大きく穴が空いた様相や立体構

造が弱々しい様相が観察され，前固定が十分でなかったと考えられた。前固定液 A及

び Cで 5日間前固定した SEM像では，いずれも結合組織の立体構造がきれいなハニ

カム状に観察されたが，前固定液 A は前固定液 C で得られた立体構造に比べて若干

崩れているようであった。一方，前固定液 Bの 2日間前固定した SEM像では，筋細

胞要素は全体的に十分除去されずに残存箇所が多数認められ，膠原線維の立体構造は

不明瞭であった。前固定液 Bで 5日間前固定により作製した試料の SEM像では 2日

間前固定した試料の SEM 像より比較的きれいなハニカム状の立体構造が観察された

が，筋細胞の要素が十分除去されていなく，残存した像が多数観察された（Fig. 4-3）。 
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Fig.4-3 Scanning electron micrographs of carp ordinary muscle connective 
tissue prefixed by different reagents for 2 or 5 days.  

        Carp ordinary muscle were prefixed by prefixed different reagents 
(a: 2% paraformaldehyde, b: 2.5% glutaraldehyde, c: 2% 
paraformaldehyde, and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium 
phosphate buffer, pH 7.2) for 2 or 5 days. The prefixed samples 
were immersed 2 M NaOH solution for 4 days at room 
temperature to expose the collagen fibrillar network and post fixed 
with 1% tannic acid and 1% osmium tetroxide. The connective 
tissue samples were prepared with freeze fracturing method using 
methanol and liquid nitrogen. The samples for scanning electron 
micrograph were substituted by t-butanol，then freeze-dried and 
coated with gold and palladium by an ion coater. The samples were 
observed using SEM at 15 kV. Bars represent 200 µm.  
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	 前固定液 A及び Cで 2日間前固定して作製した試料の SEM像においては，結合組

織ハニカムの膜面の構造を観察したところ，膜面における結合組織のネットワーク構

造は粗く，前固定液 A及び Cで 5日間前固定して作製した観察試料の SEM像では，

膠原線維のネットワーク構造は密に観察された。一方，前固定液 Bで 2日間前固定し

て作製した観察試料の SEM 像では，結合組織のネットワーク構造は明瞭には観察さ

れず，筋細胞要素が幾分残存しているようであった。前固定液 Bで 5日間前固定して

作製した観察試料のSEM像では，膠原線維のネットワークは粗く観察された（Fig. 4-4, 

Fig. 4-5）。 
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Fig.4-4 Scanning electron micrographs of carp ordinary muscle connective 
tissue prefixed by different reagents for 2 days. 

Carp ordinary muscle were prefixed by different reagents (a: 2% 
paraformaldehyde, b: 2.5% glutaraldehyde, c: 2% paraformaldehyde, 
and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2) 
for 2 days. The prefixed samples were immersed 2 M NaOH solution 
for 4 days at room temperature to expose the collagen fibrillar 
network and post fixed with 1% tannic acid and 1% osmium 
tetroxide. The connective tissue samples were prepared with freeze 
fracturing method using methanol and liquid nitrogen. The samples 
for scanning electron micrograph were substituted by t-butanol，then 
freeze-dried and coated with gold and palladium by an ion coater. 
The samples were observed using SEM at 15 kV. Bars represent 5 
µm or 1 µm. 
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Fig.4-5 Scanning electron micrographs of carp ordinary muscle connective 

tissue prefixed by different reagents for 5 days.  
Carp ordinary muscle were prefixed by different reagents (a: 2% 
paraformaldehyde, b: 2.5% glutaraldehyde, c: 2% paraformaldehyde, 
and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2) 
for 5days. The prefixed samples were immersed 2 M NaOH solution 
for 4 days at room temperature to expose the collagen fibrillar 
network and post fixed with 1% tannic acid and 1% osmium 
tetroxide. The connective tissue samples were prepared with freeze 
fracturing method using methanol and liquid nitrogen. The samples 
for scanning electron micrograph were substituted by t-butanol，then 
freeze-dried and coated with gold and palladium by an ion coater. 
The samples were observed using SEM at 15 kV. Bars represent 5 
µm or 1 µm. 
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	 以上のことから，本研究において，魚類普通筋の結合組織における SEM 観察のた

めの適切な前固定液は，パラホルムアルデヒドとグルタルアルデヒドを混合した 2％

パラホルムアルデヒド，2.5％グルタルアルデヒド，0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.2）で

あり，その前固定時間は 5日間程度であろうと判断した。 

4. 走査型電子顕微鏡観察  

(1) 即殺直後における各筋タイプの走査型電子顕微鏡像	 

	 即殺直後における各筋タイプの走査型電子顕微鏡像を Fig. 4-6に示した。水酸化ナ

トリウムで細胞質を除去したため，即殺直後は各筋タイプの結合組織の構造が露出し，

コラーゲン線維を構成するきれいなハニカム構造が観察され，膜構造も密であった。

なお，コラーゲン線維では，白筋よりピンク筋と赤筋の太い線維による布状の密なネ

ットワーク構造の構築が観察された。各筋タイプの結合組織を構成するハニカムの直

径を比較すると，白筋の直径は一番大きく，113 ± 15 µmであり，ピンク筋と赤筋は

それぞれの直径は 72 ± 3 µmと 48 ± 2 µmであった（Fig. 4-7）。 
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Fig. 4-6. Scanning electron micrographs of different muscle types in 
cultured carp just after killing. a, b, c represent white, pink and 
red muscles respectively. Scale bars represent 50 µm. 
The samples were prefixed in 2.5% glutaraldehyde and 4% 
paraformaldehyde (pH 7.2, 0.1 M phosphate buffer) for 4-7 days, 
and immersed 2 M NaOH solution for 3-7 days, postfixed with 
2% tannic acid solution and 1% osmium tetroxide solution for 2 
hours. Samples were dehydrated through a graded series of 
methyl alcohol, frozen in liquid nitrogen and fractured with a 
cooled sharp blade. And then substituted by 2-metnyl-2-propanol, 
freeze-dried, coated with AU-PD, and observed by SEM (15 kV).   
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Fig. 4-7. Diameter of the honeycomb cell in the white, pink and red muscles 
of cultured carp just after killing; mean ± SD (n=4). Honeycomb cell 
diameters are measurements of at least four independent studies. 
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(2) 氷蔵中における各筋タイプの走査型電子顕微鏡像	 

	 氷蔵中における各筋タイプの走査型電子顕微鏡像を Fig. 4-8〜Fig. 4-10に示した。

氷蔵中における白筋の走査型電子顕微鏡観察像では，1日目では結合組織のハニカム

構造が顕著に崩れており，7日目ではさらに崩壊が進んだ（Fig. 4-8）。 
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Fig. 4-8. Scanning electron micrographs of white muscle in cultured carp 
during storage period. a, b, c, d represent 1, 3, 5, 7 day storage in 
ice respectively. Scale bars represent 50 µm. 
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	 氷蔵中におけるピンク筋の走査型電子顕微鏡観察像では，1日目では結合組織のハ

ニカム構造はほとんど変化しなかったが，氷蔵 7日目ではハニカムを構成する膜面の

線維状のネットワークが粗くなり，ハニカムの立体構造が若干崩壊しているようであ

った（Fig. 4-9）。 
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Fig. 4-9. Scanning electron micrographs of pink muscle in cultured carp 
during storage period. a, b, c, d represent 1, 3, 5, 7 day storage in 
ice respectively. Scale bars represent 50 µm. 
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	 氷蔵中における赤筋の走査型電子顕微鏡観察像では，3日目まで結合組織のハニカ

ム構造はほとんどみられなかったが， 5日目では結合組織のハニカムを構成する膜面

は若干粗くになり， 7日目までのハニカム構造の崩れた様相が観察された（Fig. 4-10）。 
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Fig.4-10. Scanning electron micrographs of red muscle in cultured carp 
during storage period. a, b, c, d represent 1, 3, 5, 7 day storage in 
ice respectively. Scale bars represent 50 µm. 
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Ⅳ	 考察 

	 走査電子顕微鏡試料の作製における前固定法とそれに続く処理方法で検討した 5種

類の前固定液のうちに，前固定液 D（ブアン液），アルデヒド系を含まない前固定液

Eでコイ背部普通筋を前固定したところ，いずれも水酸化ナトリウム処理による細胞

要素除去の過程中で，魚筋肉は結合組織を含めて溶解し，純水による洗浄操作で消失

した。このことからピクリン酸を主成分とする前固定液 D とエタノールを主成分と

する前固定液 Eはある程度の固定力はあるものの，結合組織に対する固定力は弱く，

前固定後に続く水酸化ナトリウム処理で，他の細胞要素とともに溶解流失したと考え

られた。 

	 アルデヒド系固定液である4％パラホルムアルデヒドを主成分とする前固定液Aで

は， 2日間よりも 5日間前固定して作製した試料のSEM像にて，膠原線維は明瞭に，

かつネットワーク構造も密に観察されたことから前固定液期間は2日間より5日間が

適していると考えられた。しかしながら，前固定 5日間という長期間の固定でもハニ

カム状の立体構造は十分維持できておらず，これらの結果はパラホルムアルデヒドは

筋肉組織に対する浸透力が高いものの，その固定力が弱いことに起因するものと考え

られた 31-33）。2.5％グルタルアルデヒドを主成分とする前固定液 Bでは，5日間前固

定した SEM像で，細胞要素が残存し，膠原線維のハニカム状の立体構造は維持され

ているものの，そのネットワーク構造は粗く観察された。このことは，グルタルアル

デヒドは固定力が強いものの浸透力が弱いことに起因する 32）ものと考えられ，前固

定液 B はいずれの固定時間でも魚筋肉の結合組織観察試料の前固定に適していない

と考察された。一方，パラホルムアルデヒドとグルタルアルデヒドの混合液である前

固定液 Cでは，5日間前固定により作製した SEM像にて，膠原線維は明瞭に，その

立体構造もハニカム状をきれいに維持しており，ネットワークも密に観察された。こ

のことは，ホルムアルデヒドの浸透力の強さとグルタルアルデヒドの固定力の強さ
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31-33）双方がバランス良く作用したことに起因すると考えられた。 

	 以上のことから，本研究において，魚類普通筋結合組織の SEM観察のための適切

な前固定液は，2％パラホルムアルデヒド，2.5％グルタルアルデヒド，0.1 Mリン酸

緩衝液（pH 7.2）が最も適しており，その固定時間は 5日間程度であろうと考えられ

た。 

	 本研究では，保存中における各筋タイプの破断強度の変化と結合組織の変化を観察

した。白筋の破断強度は他の二種の筋タイプに比較して即殺直後から低い値を示し，

保存中の顕著な変化を認めなかった。その結合組織のハニカム構造は保存 1日目から

崩壊が認められた。一方，ピンク筋と赤筋の破断強度は即殺直後で白筋のそれより高

い値を示し，保存中に著しく低下したが，その結合組織のハニカム構造は保存 1日目

から 7日目までは，顕著な崩壊様相を認めなかった。	 

	 これまでの研究では，種々の魚の普通筋における肉質軟化に関する研究で，破断強

度の低下は結合組織の構造崩壊が大きく影響すると報告されている 5，7，13）。本研究で

は肉質軟化，即ち破断強度の低下に伴う結合組織の構造変化の観察について魚筋肉の

体側筋を普通筋として取り扱うのではなく，体側筋を白筋，ピンク筋及び赤筋と区別

して検討を行った。その結果，破断強度は即殺直後に赤筋，ピンク筋次いで白筋の順

で高かった。なお，走査型電子顕微鏡による結合組織の観察では，各筋タイプのハニ

カムの直径は白筋が最も太くピンク筋，赤筋の順で細かった。種々の魚類の物性とコ

ラーゲンが量に関する研究で，筋肉中コラーゲン含量が多い魚種ほど，その物性も硬

い傾向があり，筋肉中コラーゲンの含量の多寡は筋肉の硬さに関与すると報告されて

いる 7，36），また，細胞外結合組織は主にⅤ型コラーゲンで構成されると知られている

34，35）。本研究における，即殺直後の白筋，ピンク筋，赤筋の筋肉当たりの結合組織量，

即ち細胞当たり結合組織の量は各筋タイプの硬さに大きく影響していると考えられ

た。本研究において，白筋の破断強度は保存期間が延長しても明瞭な変化を認められ

なかった。しかしながら安藤等はニジマスやブリ，マダイ，ヒラメ，トラフグなどの
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氷蔵実験で，氷蔵期間の延長に呼応して普通筋の破断強度は低下したと報告しており，

4,5,8,12）本研究結果と異なった。一方本研究で，赤筋とピンク筋の破断強度は保存 1日

目から 3日目まで急激に低下し，その後は緩やかに低下した。走査型電子顕微鏡を用

いた結合組織の観察結果では，白筋のハニカム構造はほぼ崩壊したが，赤筋とピンク

筋のハニカム構造に顕著な変化は認めなかった。これらの点について，保存中におけ

る魚類の軟化の主因子は細胞外マトリックス成分からなる結合組織の崩壊であると

報告されているが 5，6，13，14，17），これら各筋タイプの破断強度の変化を十分説明するこ

とは出来なかった。そこで，普通筋を白筋とピンク筋の混合物として検討を行った本

研究の結果を元に検討する必要があると考えられた。著者は，第 2章において各筋タ

イプの筋原線維の崩壊は，白筋より，ピンク筋や赤筋が速い結果を得ている。同様に

家禽類の筋肉では，普通電子顕微鏡観察で筋原線維 Z線の断片化に伴い，肉質軟化が

進行すると報告されている 37）。	 

	 以上のことから，保存中に各筋タイプにみた魚筋肉軟化の進行には結合組織の崩壊

のみならず，筋細胞要素である筋原線維崩壊も関係しているであろうと考察された。

また，本研究でピンク筋と赤筋の保存中における破断強度が 3日目に著しく低下した

ことは，第 2章で述べたピンク筋と赤筋における Z線の崩壊が氷蔵 3日目に大きく観

察されたことと符節を一にした。さらに，ピンク筋や赤筋は白筋より自己消化酵素を

含む様々な筋肉内酵素が多く含まれているとが知られており 38-41），普通筋部の白筋に

対するピンク筋の混在割合により，これら筋肉内酵素の多寡が決定されると考えられ

る。即ち，保存中における魚筋肉軟化を解明するためには結合組織の崩壊，筋細胞内

要素である筋原線維崩壊ならびに筋細胞内の各種の酵素の点からより詳細に検討す

る必要があると考えられた。	 

	 以上より，普通筋部におけるピンク筋の混在の多寡は保存中における普通筋軟化速

度の遅速に影響すると考察された。	 
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第 5章	 総括 

	 魚筋肉の死後変化に関する研究は，主な可食部位である体側筋の大半を構成する普

通筋を同一の筋肉の集合体として検討がなされてきた。ところで，魚類の普通筋は白

筋のみで構成される魚種や白筋にピンク筋がモザイク状に混在して存在する魚種が

知られている。即ち，普通筋の死後変化はこれを構成する白筋やピンク筋の特性や構

成割合に左右されると考えられる。そこで本研究では，体側筋より白筋，ピンク筋及

び赤筋を分別分取可能な大型養殖コイを用いて，保存中におけるピンク筋の軟化とそ

れに伴う筋細胞内部の変化とコラーゲン線維を中心とした結合組織の変化について

双方から検討を行い，ピンク筋の組織学的特性と鮮度低下に伴う死後の組織崩壊の様

相について，白筋及び赤筋との比較から解析を行った。	  

	 筋細胞内部の変化に伴う因子の点から，ピンク筋の鮮度変化に伴う微細構造の様相

を，白筋と赤筋との比較で明らかにするため，養殖コイを氷蔵し，各筋タイプの鮮度

（K値）を測定するとともに，電子顕微鏡による微細構造の観察を行った。また，同

様に細胞化学的Mg2+-ATPase活性局在の観察を 3種類の筋タイプについて行った。そ

の結果，3種類の筋タイプにおけるATP関連化合物総量をそれぞれ比較すると，白筋，

ピンク筋，赤筋の順で多かった。K値の上昇は，赤筋，ピンク筋，白筋の順に速かっ

た。Z線のジクザク構造，筋小胞体，ミトコンドリアの崩壊も，赤筋，ピンク筋，白

筋の順に速かった。また，グリコーゲン様顆粒の消失も，赤筋，ピンク筋，白筋の順

に速かった。また，3種類の筋タイプとともに細胞化学的 Mg2+-ATPase活性の局在は

筋原線維の A帯，筋小胞体膜，ミトコンドリア膜及びクリステに明瞭なリン酸鉛の沈

殿として観察され，保存中の失活は赤筋，ピンク筋，白筋の順に速かった。 

	 コラーゲン線維を中心とした結合組織の変化に伴う因子の点から，養殖コイの氷蔵

中における各筋タイプ（白筋，ピンク筋，赤筋）鮮度変化に伴う結合組織の微細構造

変化を明らかにするため，HPLCを用いた ATP関連化合物の測定と，破断強度の測定
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及び走査型電子顕微鏡を用いた結合組織微細構造の観察を行った。その結果，各筋タ

イプにおける ATP 関連化合物総量は赤筋，ピンク筋，白筋の順で多く，K 値の上昇

は，赤筋，ピンク筋，白筋の順に速かった。即殺時における破断強度は赤筋，ピンク

筋，白筋の順で高く，氷蔵中における低下は白筋，ピンク筋，赤筋の順で速かった。

また，各筋タイプにおける筋線維の直径は白筋，ピンク筋，赤筋の順に太く，結合組

織微細構造の崩壊は白筋，ピンク筋，赤筋の順に速かった。 

	 以上のことより，魚類の死後変化に伴う肉質軟化について，筋細胞内部の変化に伴

う因子の点では，ピンク筋の細胞内小器官の崩壊が白筋のそれより速かったことから，

普通筋部へのピンク筋混在の多寡は肉質劣化の遅速に影響すると考えられた。コラー

ゲン線維を中心とした結合組織の変化に伴う因子の点では，破断強度は赤筋，ピンク

筋，白筋の順で高く，氷蔵中における低下は赤筋，ピンク筋，白筋の順で速かった。

さらに，各筋タイプにおける筋線維の直径は白筋，ピンク筋，赤筋の順に太く，結合

組織微細構造の崩壊は白筋，ピンク筋，赤筋の順に速かったことから，普通筋部にお

けるピンク筋の混在の多寡は保存中の普通筋軟化速度の遅速に影響すると考察され

た。保存中における各筋タイプにみた魚筋肉軟化の進行には結合組織の崩壊のみなら

ず，筋細胞要素である筋原線維崩壊も関係しているであろうと考察された。さらに，

保存中における魚筋肉軟化を解明するためには結合組織の崩壊，筋細胞内要素である

筋原線維崩壊ならびに筋細胞内の各種酵素の点からより詳細に検討する必要がある

と考えられた。 

	 以上より，普通筋部におけるピンク筋の混在の多寡は保存中における普通筋軟化速

度の遅速に影響すると考察され，魚類の普通筋部におけるピンク筋の混在の程度が鮮

度のみならず物性をふまえた肉質全般に影響することを考察した。	 
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