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低 温 で 貯 蔵 し た 鮮 魚 肉 蛋 白 質 の

ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に つ い て
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Protein-bound Sulfhydryls in Fish Meat Stored at 2～5℃

Ryoichi KANAZU, Hidetoshi OHASHI and Yoshiaki TABATA

 Mackerels obtained at fish-market and carp obtained alive and killed 
immediately were stored at 2-5°C, and estimating sulfhydryls (SH) in 
their meats by SEDLAK'S  method6), the following results were obtained. 

 1) Of mackerels, all protein-bound SH (PB-SH) showed a decrease 
throughout the period. However, the decreasing rate was not constant 
and a rapid decrease was observed at a certain time of the stored period. 
These tendencies may be thought to  differ qualitatively  from those of 
K-values which depend upon ATP break-downs. 

 2) The  facts observed in 1) were nearly the same whether the meat 
of mackerels was ground or not. But, the decreasing rate in ground meat 
was the highest at the beginning of the stored period, while the rate in 
round fish meat was the highest on the 5th day. 

 3) Of mackerels,  free SH (F-SH) that was mainly made up  from 
protein-bound SH reactive to ELLMAN'S reagent in water, also decreased 
similar to PB-SH. But the size of decrease was  far less than PB-SH. 

 4) PB-SH of carp meat showed a considerable increase at 12 th hour 
of the death and decreased suddenly, but the decreasing became mild 
after 24 hrs. F-SH of carp meat also showed some increase at 12 th hour 
of the death but the size of increase was very small.

魚 類 貯 蔵 ・加 工 の方 面 で は,肉 蛋 白質 ス ル フ ヒ ド リル基(SH)の 酸 化 と魚 肉 の 物理 的 な性 質

と の関 係 に関 心 が 見 られ る。 か ま ぼ こ の テ ク ス チ ャー と ジ スル フ ィ ド結 合(SS)と の 関係1・2)

につ い て は異 論 も あ る よ うで あ るが,関 心 は冷 凍 冷蔵 の分 野3・4)でも示 され て お り,い ず れ に し

て もSH酸 化 の果 す 役 割 を 明 らか にす る必 要 は認 め られ て い る もの と考 え る。 しか し,現 在 まで

に 明 らか に され た所 は少 な い よ うで あ る。

研 究 が進 ま な い最 大 の原 因 はSHな らび にSSの 測 定 法 に あ る もの と考 え る。 蛋 白質SHの 酸 化

還 元 を知 る に は まずSHやSS含 量 を定 量 す る必 要 が あ るが,現 在 の 定 量 法 に は この よ うな 研 究

に適 した も のが 少 な い。 す な わ ち 多 くの 定 量 法5)が 示 され て い るが,貯 蔵 ・加 工 の 研 究 で は 常

用 的 に行 な え る もの で な け れ ば な らな い 。

数 年 前 SEDLAK ら6)は エル マ ン試 薬7)を80%メ タ ノー ル 中 に働 か せ る こ と によ って,動 物組 織

中 の 蛋 白 質 に 結合 して い るす べ て のSH(PB-SH)を 簡 単 に測 定 し うる こ とを 発 表 した が,こ

の方 法 を 常 温 以 下 で 用 いれ ば,PB-SH含 量 の増 減 を は か る こ と に よ っ て 酸 化 還 元 の お よそ を

知 る こ とが で き る と考 え る。
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著者らはSEDLAK法を用いて，低温貯蔵中の魚肉についてPB－SH含量の測定を行ない2，

3の知見を得たので報告する。

実 験 方 法

　実験材料　サバは長崎魚市場より，コイは活魚として養魚場よりそれぞれ入手した。

　試薬　0．01M　DTNB　　5，5　’一dithiobis（2－nitrobenzoic　acid）（半井化学）99mgを精製メタ

ノール25mlにとかし，低温保管。0．2Mトリス緩衝液　　Hydroxylnethyl　aminomethane

（半井化学）24．29を蒸留水にとかし，これに0．2M　EDTA　2ナトリウム塩（EDTA－Na2）

100m1を加えてから蒸留水で14とし，1N塩酸でpH8．2に調整する。低温で保管し1週間以内

に更新する。

　0．4Mトリス緩衝液　　上と同様。

　0．02M　EDTA－Na2　特級試薬を用いて調製。

　全SH（T－SH）の測定　魚肉19に20倍容の0・02M　EDTA－Na2を加えホモゲナイズして

検液とする。検液0。5mlを試験管にとり，これに0．2Mトリス緩衝液1．5m1，0．01M　DTNB　O．1

m1および精製メタノール7．9mlを加えて混合し，5分後にろ過し，ろ液について4ユ2nmの吸光

度を測定する。検液を加えないものおよびDT：NBを加えないものについても吸光度を測定し

て対照とする。吸光度の測定はおよそ15分以内に行なう。

　非蛋白質SH（N】P－SH）の測定　T－SH測定に用いたホモジネート5rnlに10％トリクnル酢

酸5m1を加えて混合し，10分後にろ過し，ろ液2mlに0，4Mトリス緩衝液4mlと0．01M　DTNB

O．1mlを加えて混合レ，5分以内に412nmの吸光度を測定する。下心を加えないものについて

も吸光度を測定して対照とする。

　PB＿SH含量の算出　SHとの反応により生じたチオニトmフェニレート・アニオンの分子吸

光係数を132100M－1　cm－1とし・T－SHおよびNP－SHの含量を魚肉IOO　9中に含まれるSH

のmMとして計算し，両者の差よりPB－SH含量を算出する。

　遊離SH（F－SH）の測定　魚肉19に20倍容の水を加えてホモゲナイズし血液とする。至近

1mlに0．2Mトリス緩衝液2ml，0．01M　DTNB’0．1mlおよび水6．9mlを加えて混合し，5分後

にろ過し，15分以内に412nmの吸光度を測定する。検液を加えないものおよびDTNB・を加え

ないものについても吸光度を測定レ対照とする。

　K値の測定　内山法8）による。

実 験 結 果

　既知濃度のメルカプト・エタノール，還元型グルタチオン，システインおよびリゾチーム

（ナトリウム。ボロハイドライドNaBH：4で還元した）の各溶液についてSH含量を調べた結果，

いずれも実測値とほぼ一致した。

　サバおよびコイの筋肉ホモジネートについてT－SHおよびNP－SHを測定した値およびこ

れらより算出したPB－SH含量の2，3例をTable　1に示す。

　表にみられるように，測定値の偏差はサンプルによってかなり異なっており・この表に示し

た値より大きい場合もみられた。偏差の原因は主としてホモゲナイズの精粗によるものと考え

るが，間接的には魚肉の鮮度が関係するように思われた。
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Table　1．　Optical　densities　of　total　sulfhydryls　（T－SH）　and　non一一protein　sulfhydryls

　　　　（NP－SH）　in　fish　meat　determined　by　SEDLAK’s　method6），　and　calculated

　　　　total　protein－bound　sulfhydryls　（PB－SH）．
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Sample
Optical　den’si・tiesT’of””homogenates＊

T－SH

Mackerel　muscle　1

！1 11　2

Carp　muscle　1

11　ll　2

O．566　±　O．002

O．524　±　O．009

O．457　±　O．003

O．467　±　O．014

NP－SH

O．157　±　O．OOI

O．087　±　O．OOO

O．085　±　O．002

O．045　±　O．003

PB－SH　calculated

mM／100g　of　muscle

1．61　±　O．O1

1．53　±　O．03

1．33　±　O．O1

1．40　±　O．05

＊　Obtained　by　homogenizing　lg　of　meat　with　20ml　of　O．02M　DETA－Na2　solution　by　a

　glass　tooL

　魚肉をホモゲナイズする場合に，0．02M　EDTA－Na2のほか0．02M　EDTA－Na2の8M尿

素溶液および0．02M　EDTA－Na2の0．5％ドデシル・硫酸ナトリウム（SDS）溶液を用い，各

モジネートについて，SEDLAK法による測定を行なった結果，相互に近い値を得た。

　また，魚肉をpH：8．2の8M尿素溶液でホモゲナイズしたものを直接DTNBで発色させSH：含

量を測定したところ，つねにSEDLAK法によるものよりも低い値となった。

　2～5。Cに貯蔵したサバすり身のSH　サバの普通肉を採取して，ひき肉後揺潰し，一定量

ずつを大型シャーレにとり2～50Cに貯蔵した。貯蔵後一定時間ごとに肉塊の一定部分より試

料をとり，T－SH，　NP－SH，　F－SHおよびK値を測定した。　SHに関する測定は同一ホモジネー

トについて各3回行ない，その平均値よりPB－SHおよびF－SH含量を算出した。　Fig．1に

PB－SH，　F－SH含量およびK値の貯蔵日数による変化を示す。

　図にみられるように，F－SH：に比べてPB－SHの変化は大きく，特に貯蔵後3日間に当初の

約1／sの減少をみた。K値はこの間にO％より47％に上昇した。

　全魚体のままで2～5。Cに貯蔵したサバ肉のSH　ほぼ同大のサバを無処理で2～5。Cに貯
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Fig．　1．　Changes　of　total　protein－bound　SH　（PB－SH），

　　　free　SH　（F一一SH）　and　K－values　in　ground

　　　meat　of　mackerels　stored　at　2tv50C．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
　　O　1　2　3　4　5　6　7
　　　　　　　　　days
Fig．　2．　Changes　of　PB－SH，　F－SH　and　K－values

　　　in　round　fish　meat　of　mackerels　stored

　　　at　2　tv　50C．
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　　　meat　stored　at　2A“50C　immediately

　　　after　slaughter．

牛殺直後のSH含量は5尾の平均値を示した。

蔵し，一定時問毎に12尾ずつを取り出し，魚

体の一定部分より普通肉を採取してホモゲナ

イズし，SHおよびK値を測定した。　Fig．2

にPB－SH，　F－SH含量およびK値の貯蔵日

数による変化を示す。

　F－SHに比べてPB－SHの変化が著しい

ことはすり身同様であるが，貯蔵5日後より

7日目までの変化が早く，この聞当初の約％

の減少をみた。K値はO％より35％に上昇し

た。

　即殺後2～5。Cに貯蔵したコイ肉のSH

ほぼ同大の5尾のコイを即殺後3枚におろし，

各半身の一定部分より採肉したものすべてに

ついて，幽ただちにSHを測定し，他の半身は

すべて2～5。Cに貯蔵し，12時間ごとに1

半身ずつを取り出してその一定部分より採肉

後SHを測定した。　Fig．3に貯蔵時間による

PB－SHおよびF－SH含量の変化を示す。

　図にみられるように，即殺12時間後のPB－SH含量は当初の％ほどの増加を示し，　F－SH含

量についても12時間後やや増加の傾向がみられる。同一魚体の各半身についての比較において

も，12時間および24時間後のPB－SHの含量は即殺直後の含量よりも大きかった。

考 察

　測定法の検討　前文で述べたように，SEDLAKらによるPB－SHの測定は動物組織を対象と

したものであるが，他の測定法による実験の裏付けを欠いているので，この方法によって果し

てPB－SHの含量を測定しうるものかどうか，この点がやはり問題であろう。

　原報では種々の純粋蛋白質溶液についてPB－SHを測定して既往の文献値と比較し，ほぼ一

致することを示しているので可溶化した蛋白質のPB－SHはすべてこの方法によって測定しう

るものと考える。

　Table　1に示したように，魚肉ホモジネートにおけるT－S正1およびNP－SH含量の測定に

やや再現性を欠く場合もあるが，ホモゲナイズを十分に行なうことによってこの点は改良しう

るものと考える。

　8M尿素溶液やSDS溶液などを加えてホモジネートの可溶性を高めても測定値に変化がな

く，また8M尿素溶液によるホモジネートについて直接SHの測定を行なった場合のSH含量

が，つねにSEDLAK法で測定したものより低い値であること等より，　SEDLAK法による測定値

は最高値を示すものであり，従ってこの方法によってPB－SH含量の測定が可能であると一応

判断した。もちろん十分な検討でないので今後さらに検討する必要があろう。

　2～5。Cに貯蔵したサバ肉のSH　長崎魚市場で入手』し得るサバにはK値O％のものがしばし

ば見受けられるが，しかし，入手した時点では既に死後硬直期を経過しているものと思われる。
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　このような試料を。。c近くで貯蔵した場合には，つねにPB－SH含量が減少することをFig．

1，2は明示するものと考える。また，特に還元的要素のない限り，酸素による酸化でSHが減

少することは一応考えられる所でもある。Fig．2の全魚体に比べてFig．1のすり身のPB－SH含

量の減少が貯蔵初期に著しい原因は，揺潰中に取り入れられた酸素の酸化力が貯蔵初期に働く

ためと考える。減少速度が変動的で，ある時期に急激な減少を示すことはすり身，全魚体にお

いても同様で，この点は0。Cに貯蔵したマスのミオシンのSH含量の変化についてBuTTKus3・4）

が示した変化曲線に似ている。理由は不明としても，2～50Cに貯蔵した魚肉のPB－SH含量

の変化の特徴で，K値の変化とは質的な相違があるように思われる。

　上述のような事実から，PB－SH含量の測定結果が鮮度判定に応用されうることも一応考え

られるが，それまでにPBLSHの性質をさらに詳細に検討する必要があろう。なお同一魚体で

は血合肉におけるPB－SH含量と普通肉におけるそれとの間には著しい差があり，通常血合肉

は普通肉の約1／2とみられる。これについてはさらに検討したい。

　F－SHが検出試薬や測定条件で変化することは周知の事実であり9），従ってFig．　1，2に示

された結果はこの実験条件におけるF－SHの変化の一例に過ぎない。

　Fig．1，2におけるF－SH含量の変化の傾向はPB－SH含量の変化に類似しているが，変化

の幅は著しく小さい。F－SH含量の減少を測定することによってSHの酸化を判定した研究報

告1）も見られるが，やはり特別な条件の場合に限られるものと考える。

　F－SHの変化が蛋白質の変性によることは勿論であるが，酸化還元による変化がF－SHの変

化にどの程度寄与しているかについては，さらに別の実験を必要とする。

　ここでは，数回におよぶサバの低温貯蔵試験において，F－SHの変化の傾向がつねにPB－SH

の変化に類似していることから，低温貯蔵中のサバ肉においては蛋白質の変性はわずかであっ

て，その間におけるF－SHの変化には酸化還元の影響が多少ながら反映するものと解釈した。

かってF－SHの変化を魚肉の鮮度判定に応用しようとする試み10）がなされたが，　F－SHの変化

には蛋白質の変性の他に酸化還元による変化も考慮する必要があるように思われる。

　2～5。Cに貯蔵した皆殺コイ筋肉のPB－SH：この実験は回数が少ないので，今後十分な追

試を必要とするが，現在までの実験結果はFig．3に示されたように，即殺後のコイ筋肉のPB－

SH含量は一時的にかなりの増加を示す。

　実験結果では，即殺12時聞後PB－SHは最高を示し，24時間後もなお即殺直後より大きい値

を示す・野口11）によればコイを即殺pa　200Cに放置した場合は・約3時間後に死後硬直を開始し

20時間後最盛期に達する。従ってPB－SH含量の一時的な増加は死後硬直期に行なわれている

ものと考える。

　PB－SHの増加はSSの還元によるものと解釈されるが，種々の報告12・13）にみられるように，

死後硬直期の筋肉は還元的状態にあると考えられるので，SSの還元も起こりうるものと思われ

る。また，SSの還元は蛋白質構造の変化につながるから，魚肉の物理的性質に何らかの変化を

もたらすことが考えられる。ただし，製パンにおけるSSの増加はパン・テクスチャーの増強に

つながること14）から考えれば，SSの還元は死後硬直の物理的性質と前向きの感じを与える。

　死後硬直については，ATP消失との相関が一般に認められているところであるが11・15～19），

その関係はそれほど単純なものではなく，生体における筋肉収縮のメカニズムをそのまま死後

硬直に適用することも無理なようである。このように死後硬直については，なお不明な点が多

いので，即殺魚のPB－SHの増加が死後硬直と関係するものであるか否かも一応検討に値する

ものと考える。
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常 温 以下 で は高 温 加 熱 に よ るSHの 分 解20)は 無 視 しう るの で,以 上 の す べ て の実 験 結 果 に 関 し

てPB-SHの 変化 は ほ ぼ酸 化還 元 に よ る も の と して解 釈 した 。 しか し,重 金 属 や 脂 質 分 解 物21)

等 に よ って マ ス ク され る こ と も考 え られ るの で,SHの 酸 化 還 元 に よ る変 化 を 十 分 に理 解 す る に

はSS含 量 を 測 定 す る こ とが 必 要 で あ る。 著 者 らも魚 肉 につ い て, NaBH4 還 元 に も とず くSS測

定 法20・22)を検 討 中 で あ る。

要 約

魚市場より入手 した サバおよび即殺後の コイを2～5℃ に貯蔵 し,そ の間における魚肉の

SH含 量の変化について調べ,次 の結果を得た。

1)サ バの肉蛋白質に結合するすべてのSH(PB-SH)含 量は貯蔵期間中減少 し続けたが,

減少速度はある時期に急激で,全 体としては変動的であってK値 の変化とは質的な相違が見 ら

れた。

2)1)に 述べた点はサバをすり身とした場合も全魚体のままでもほとんど同様であった。 し

かし,す り身のPB-SH含 量は貯蔵初期に急激な減少を示 したが,全 魚体のままでは5日 後に

急激な減少を示 した。

3)サ バ肉について DTNB による遊離 SH 含量の測定を行なった結果は, PB-SH 含量と同

様な変化の傾向がみ られたが,変 化の幅が PB-SH 含量に比べて著 しく小さかった。

4)即 殺 したコイの PB-SH 含量は貯蔵後12時 間までかな りの増加を示 し,そ の後急激に減

少 したのち,緩 やかな変化に移行 した。遊離SH含 量も12時間までやや増加する傾向がみ られた。

おわ りに,SHに 関する文献を御贈与頂いた上野製薬株式会社研究所の松田敏生博士ならびに

SHに 関してたびたび御意見を頂いた本学部の村松毅助教授に深謝の意を表 します。
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