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魚類筋原繊維の水の状態 と温度安定性に及ぼす

L―グルタ ミン酸ナ トリウムの影響

野 崎 征 宣,田 端 義 明

Influence of Sodium L-Glutamate on the State of Hydrated 

  Water and the Thermal Stability of Fish Myofibrils

Yukinori  NOZAKI and Yoshiaki TABATA

 Carp myofibrils  ( Mf ) were added with various concentrations of sodium L-

glutamate  ( Na-Glu ) , and examinations were made of the relationship between 

added concentrations of Na-Glu and bound water content in Mf or thermal stability 

with the rate constant (  kD ) for inactivation of myofibrillar Ca-ATPase as an in-

dex of the Mf in quality. 

 At the concentration range used in this study, bound water content in Mf showed 

higher values for the addition of Na-Glu than no-additive Mf  (  control  )  ; it was 

gradually increased with an increase in concentration of Na-Glu, and reached the 

peak at the concentration of  2.  0 mol, being slowly decreased at higher concentra-
tions. Log  kD for Mf was always smaller for the addition of Na-Glu than control; it 

was gradually decreased with an increase in concentration of Na-Glu, and reached 

the peak  ( highest thermal  stability  ) at the concentration of  2.  0 mol, being slowly 

increased at higher concentrations. Some correlation was recognized to exist be-

tween bound water content in Mf and its thermal stability.
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加熱 における魚類筋原繊維 タンパク質の変性抑制

にア ミノ酸が有効であることが報告ｹｭｳ)さ れ てい

る。それ らの結果から,ア ミノ酸の効果並びにア ミ

ノ酸 と糖あるいは有機酸 との共同効果が明 らかにさ

れ,さ らに変性抑制効果 を定量的に表示することが

提唱 されている。また,ア ミノ酸の変性抑制機構は,

ア ミノ酸が魚肉タンパク質を懸濁あるいは溶解 して

いる水の状態を変化 させ,そ の結果 として,魚 肉タ

ンパ ク質の変性抑制に影響 を及ぼす ことに原因 して

いることが推察 されている。

著者 らは,先 に,コ イ筋原繊維 タンパ ク質(以 下,

本 文 中Mfと 略記)に 種々のア ミノ酸(23種,Mf

lkgに 対 し0.2mol量)を 添加 し,Mf中 の水の状態

を熱分析 によって結合水量 を調べ,Mfの 温 度安定

性 との関連性で検討 した。そめ結果,Mfの 温 度安

定性が高 いものほど結合水量が多 く,Mfの 加 熱に

よる変性抑制 には,ア ミノ酸によるMfタ ンパ ク質

周 囲の水の構造化(waterstructuremaking)が 重

要 な因子になっていることが示唆 された。4)

本研 究では,前 報4)で,Mfの 結合水量の増大並 び

に加熱における変性抑制に最 も大 きな効果がみ られ

たL一 グル タミン酸ナ トリウム(sodiumL-glutamate,

以 下,本 文 中Na-Gluと 略 記)を 選定 しリNa-Glu

の添加濃度とMf中 の結合水量 との関係を調べ ると

同時に,Mfの 温 度安定性(MfCa-ATPaseの 変性

速度を指標)と の関連性 についても検討 した。
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実験方法

　筋原繊維の調製　Mfの調製は，供試魚にコイ
（Carp，　Cyprinus　carpio）を用い，加藤らの方法5）

に準じた方法で行った。即ち，活魚を即殺して筋肉

を採取し，細切したのち，5倍量の0．1MKCI－O．02

MTris－maleate緩衝液（pH　7．0）で3回忌：拝洗浄し

た。次に3倍容の同緩衝液を加え小止式ブレンダー

でホモジナイズ（10，000rpm，90秒間）を行ったの

ち，ナイロンネット（＃1§）を通過させて結合組織

を除去した。次に20％Triton　X－100溶液を終濃度

が1％となるように加え，30分間放置後遠心分離

（750×g，10分間）を行った。得られた沈殿に5倍

容の同緩衝液を加えて撹拝したのち，遠心分離（750

×g，10分間）を行った。この操作（撹絆洗浄及び

遠心分離）をさらに3回繰返した。沈殿を5倍容の

冷蒸溜水を加えて三拝洗浄したのち遠心分離（5，

000×g，10分間）を行い，さらに過剰の水を除去す

る目的で遠心分離（12，000×g，20分間）し，得ら

れた沈殿をMf試料とした。　Mfの一般成分は，水

分90．4％，粗タンパク質9．1％，粗脂肪0．1％，粗灰

分0．4％であった。

　グルタミン酸ナトリウムの添加　Mfを乳鉢にと

り，Mf　lkgに対して0．1～3．Omol量のNa－Glu（和

光純薬工業製特級）を添加し，0．01N　NaOHあるい

は0．01N　HCIでpH　7．0に調整したのち，冷却しなが

ら5分間混合した。なお，アミノ酸無添加のMfを

対照どし，同様の処理を行った。

　筋原繊維の加熱並びに筋原繊維Ca－ATPase活性

の測定　対照のMfあるいはNa－Gluを添加したMf

lgを試験管に分取し，種々の温度の恒温槽中に保

持し，経時的に取り出し氷冷して加熱を停止した。

次に，この試料を・0．1M　KCI－0．02M　Tris－maleate

緩衝液（pH　7．0）20mlに懸濁させたのち，遠心分

離（750×g，10分間）を行った。得られた沈殿はテ

フロン製のPotter型ホモジナイザーでホモジナイ

ズし同じ緩衝液に懸濁させ，以後の実験に供した。

　Mf　Ca－ATPase活性は，100mM　KCI，5mM　CaC12，

25mMTris一・maleate（pH　7．0），1mM　ATP，　Mfタンパ

ク質0．3～0．4mgを含む溶液組成で反応（25℃）さ

せたのち，終濃度が5％となるようにトリクロル酢

酸を加えて反応を停止させ，遊離する無機リン酸量

を比色定量6）して求めた。また，Mfタンパク質濃

度は，牛血清アルブミン（フラクションV）を標準

としてビュレット法7）によって比色定量して求めた。

なお，用いた牛血清アルブミンの純度はKjeldahl

法によって補正した。

　筋原繊維Ca－ATPaseの変性速度恒数の算出　一

定温度におけるMf　Ca－ATPaseの失活は，一次反

応式に従うので次式によって変性速度恒数（以下

kDと略記）を算出した。1）

kD　（S‘’）　＝　（ln　Co　一　ln　Ct）　’1／t　’

　ここで，CoとCtは加熱前後におけるCa－
ATPase活性の相対値であり，　tは加熱時間（秒）

である。

　面差熱分析による結合水量の測定　Mf試料（約

10mg）を開放型アルミニウム製セルにつめて精秤

し，A1203を熱的基準物質として，面差走査熱量計

（理学電気製サーモフレックス低温型）を用いて転

移熱量を測定した。蒸溜水についても同様に行った。

測定温度範囲は15～150℃，無血速度は5℃／分であ

る。Mf試料の転移熱量は，サーモグラムの開始点

と終了点を結んで得られる面積を重量法で測定し，

標準試料インジウム（和光純薬工業製）を基準熱量

とし，その面積との比より求めた。これよりMf試

料の結合水量を算出した。なお，標準試料の基準熱

量は，各試料の測定ごとに行った。

実　験　結　果

　筋原繊維タンパク質の加熱変性に及ぼすグルタミ

ン酸ナトリウム濃度の影響　MfにNa－Gluを0．1～

3．Omolの濃度範囲で添加し，種々の温度で加熱し

てMfCa－ATPaseの失活を経時的に測定して求めた

leDを，絶対温度の逆数（1／T）に対してプロ．ット

（ARRHENIus　plot）した結果を，　Fig．1に示した。

この結果をみると，kDに対する1／Tの関係は対照

及びNa－Gluを添加したいずれの系においても直線

となった（以下，この直線を関係直線と記す）。し

かも，それらの関係直線は対照より高温側（安定な

側）に位置したが，その程度はNa－Glu濃度により

相違がみられた。即ち，Na－Glu濃度の増加に伴っ

て関係直線は高温側に移行するものの，2．Omol添

加系の関係直線が最も高温側に位置し，さらにNa－

Glu濃度が増加すると低温側へ移行した。本実験に

おけるNa－Gluの濃度範囲では，2．Omo1添加系が最

も温度安定性が高かった。

　筋原繊維タンパク門中の結合水量に及ぼすグルタ

ミン酸ナトリウム濃度の影響　MfにNa－Gluの濃
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Fig．　1．　ARRHENIus　plot　for　the　inactivation　rate　con一一

　　　　stant　（　kD　）　of　myofibrillar　Ca－ATPase　in　the

　　　　presence　of　various　conc6ntrations　of　sodium

　　　　L－glutamate．

　　　　　Carp　myofibrils　（state　of　Surimi，　pH

　　　　7．　0）　was　heated　at　various．temperatures　in

　　　　the　presence　of　various　concentrations　of

　　　　sodium　L－glutamate　（O．1一’3．　Omol　to　l　kg　of

　　　　myofibrils　；　the　amount　of　water　in　myofibrils

　　　　is　90．4　per　cent）．　The　heat　treatment　was

　　　　stopped　by　cooling　in　ice一一water　and　the　loss　of

　　　　ATPase　activity　during　heat　treatment　was　me－

　　　　asured．　ATPase　assay　was　carried　out　at　250C

　　　　in　a　reaction　medium　containing　100mM　KCI，

　　　　5mM　CaC12，　25mM　Tris－maleate　（pH　7．0）　，　lmM

　　　　ATP　and　O．3’O．4mg／ml　of　protein．　The　rate

　　　　constant　（　hD　）　for　inactivation　of　myofibrillar

　　　　Ca－ATPase　was　caluculated　using　the　relation，

　　　　kD　＝　（lnCo一　lnCt）　’　1／t，　where　Co　and　Ct　are

　　　　the　ATPase　activities　before　and　after　t

　　　　second　of　heat　treatment．

50　100　　Temperature　（oc）

150

Fig．　2．　Analysis　of　differential　scanning　calorimetry

　　　　pattern．　F，　area　corresponding　・to　the　evapora－

　　　　tion　of　the　free　water；　B，　area　corresponding

　　　　to　the　evaporatibn　of　the　bound　water．

度を変えて（0．1～3．Omol）添加し，それらのMf

試料を示差押分析（15～150℃）に供した。得られ

たサーモグラムは前報4）で示した結果とほぼ同様

であった。Fig．2にその模式図を示したが，第1ピー

クの頂点を示す温度を境として，それ以下の温度域

では吸熱開始点（15℃）をベースラインとして，

それ以上の温度域では第2ピークが終了した点を

ベースラインとした。また，第2ピークの立上がり

を境界線として，それより低温側を自由水（F），

高温側を結合水（B）とした。Bの面積からそれぞ

れの試料の結合水量を求め，その結果をTable　1に

示した。なお，この表には，前述の35℃加熱にお

けるMf　Ca－ATPaseの失活を，経時的に測定して

求めたkDも併せて示した。さらに，　Na－Glu濃度の

変化に伴う結合水量とlog　kDをプロットし，　Fig．3

に示した。この結果（Fig．　3）をみると，本実験で

用いた濃度範囲では，いずれの系の結合水量も対照

より高い値を示し，濃度の増大に伴って増加するが，

2．Omol添加で最大値を示し，さらに濃度が増大す

ると結合水量は徐々に減少した。一方，Na・一Gluを

添加した系のlog　kDはい．ずれも対照より小さいが，

濃度変化に伴うlogkDの変化をみると，　Na－Gluの

濃度増大に伴って減少し，2．Omol添加で最少値（最

も温度安定性が高い）を示した。Fig．3に示した結

合水量とlogkDとの間には，1％の危険率で高い相

関関係（r＝一〇．969，n＝14）が認められた。
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Table　1．　Effect　of　sodium　L－glutamate　on　the　amount　of　bound　water　and　the　rate　constant　（kD）　for　inactivation　of

　　　　Ca一一ATPase　of　carp　myofibrils

System 　　Bound　water
（　g／100g　pf　myofibrils）

　　kDx　10　6　・

（sec－1，　at　35。C）

Contro1 2．7 64．　0

0．1mol

O，2mol

O．3mol

O．5mol

O．7m61
　　ロ　
1．Omo1

1．2mo1

1．4mo1

1．6mo1

2．Omo1
2。3　mo1

2．6mo1

3．Omo1

6
9
1
0
8
5
1
9
4
5
9
8
4

7
7
8
9
9
2
5
7
8
8
3
2
0

　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
1
1

0
0
0
0
0
0
0
8
0
7
5
0
0

7
0
7
3
1
6
3
1
1
0
1
7
8

2
9
自
－
帽
1
1
　

The　added　amount　of　sodium　L－glutamate　was　O；1－3．Omol　to　l　kg　of　myofibrils　（the　amoupt　of　water　in　myofibrils

was　90．4　per　cent）．

The　amount　of　bound　water　in　myofibrils　was　obtained　from　differential　scanning　calorimetry　shown　as　in　Fig．　2．　The

data　shown　Fig．　1　was　used　・to　calculate　the　kD　values　for　myofibrillar　Ca－ATPase　at　35℃．
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Fig．　3．　Effect　of　sodium　L－glutamate　on　the　amount　of

　　　bound　water　and　the　logarit・hm’constant　（kD　）

　　　for’inactivation　of　Ca－ATPase　of　carp　myofib－

　　　rils．　’

　　　（e），　bound　water；　（［］），　kD　at　35　OC．

考 察

　Na－Glu添加濃度の変化に伴うMfの温度安定性

に関する研究は，大泉ら1・3）がマサバMfの懸濁

液め状態で検討を行って．いるbこれによると，マサ

バMfのlog　kDとNa－Gluモル濃度（M）との関係は，

0．75M付近に屈曲点があり1・これを境とし低濃度

では急な，高い濃度では緩い勾配の二段階の直線を

示すことが報告されている。本実験における屈曲点

は約1．6M（2．　Omol添加濃度をMf中の水分含量

90．4％として換算）と高く，しかも屈曲点より高濃

度域のlog　kDは徐々に大きくな．る（温度安定性が低

くなる）ことが示された。この原因の一つとしては，

Mfの加熱の状態（懸濁液とすり身の状態）の相違

が考えられる。また，大泉ら3）は，Mfの加熱変性

に対するアミノ酸の変性抑制効果について水和説を

挙げているが，以下に述べるように，本研究結果は．

このことを実験的に支持するものであった。また，

本実験結果が示すように，加熱（高温域）における

Mfに対するNa・Gluの変性抑制効果が最大を示す
濃度2．Omolは，脱水並びに冷凍における添加濃度

0．2molに比べてかなり高く（未発表），高温域では

水分子の熱運動が激しいことなどから水の構造化の

ためには高濃度の添加を必要とすることが認められ

た。このことは，同じkD値を保つためには温度が

高くなるほど高濃度のNa－Gluを必要とする（0～

2．Omol範囲）ことからも理解できる。

　タンパク質分子の機能の発現と維持は，分子内水

素結合と共に，アミノ酸残基の疎水結合や極性基の

種々の型の水和水が重要な役割を果たし，8－13）通

常タンパク質は最も安定状態を保ち易い折りたたみ

構造（folding　structure）をとっている。また，疎

水結合は18℃で最も安定であることが知られてい
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る。14）加熱によるタンパク質の変性は，タンパク

質が高温にさらされることによって疎水結合並びに

水素結合が不安定となることにより，タンパク質の

高次構造が変化するためと考えられている。15）ま

た，逢坂ら16・17）は，ラット皮肉の浮腫組織ある

いは豚の異常肉（ふけ肉）中の水の状態を高温域に

おける熱分析（15～140℃）によって検討し，これ

らの組織では正常肉に比べて結合水量が少ないこと

を報告している。このことは，タンパク質周囲の水，

即ち結合水がタンパク質の安定に深く関与している

ことをうかがわせるものである。

　次に，Na一一Glu濃度の変化に伴う変性抑制効果を

水の状態の面から考察すると，変性抑制効果（log㎞）

と結合水との間には相関関係が認められたことか

ら，Mf周囲の水が構造化しているほどMfは安定

化を高めていることがうかがえる。しかし，Na－

Gluの添加濃度が1．6～2．Omol以上になると水の構

造化に変化が生じ，Mfに対するNa－Gluの変性抑

制効果の程度が小さくなることが示唆された。即ち，

Na－Gluは水素結合を作り易い物質であるので，

Na－Glu添加の増大に伴って結合水量が増加するこ

とは首肯できる。このことは，Na一・GluとMfタン

パク質表面の極性基ならびに極性基についている水

との結合がおこり，その結果，結合水量の増大をも

たらすものと考える（水の構造化の度合が増大す

る）。このことが，Na－Glu添加Mf系から水を離脱

させるのに大きなエネルギー（Fig．2に示したB領

域の吸熱エネルギー）を必要とするのであろう。こ

のような水の構造化の度合の増大に伴って，加熱に

対するMfの温度安定性が増す要因と思われる。

Na－Gluの添加濃度2。Omolで結合水量が最大値をと

ることは，この濃度で最大限の結合がおこなわれた

状態であり．，タンパク質一水一Na－Gluの三者の水

素結合の相互作用のネットワークが強固に形成さ

れ，このことがタンパク質の高次構造を最も安定化

していると思われる。さらに，Na－Glu濃度が増加

すると，この水和層と過剰なNa－Gluとの相互作用

がおこり，この結果，水和層の縮小，即ち結合水量

の減少となり，水和構造を歪ませ，タンパク質の変

性が徐々に進行するものと推察される。

　本研究を遂行するにあたり御指導，御討議を頂い

た北海道大学水産学部信濃晴雄教授，新井健一教授，

猪上徳雄助教授，木村昇氏，並びに故秋場稔博士に

謝意を表します。
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