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Abstract
 

A study was made to clarify the polymerization and degradation profile of myofibrillar proteins in the salt-ground
 

meats during heat-induced gelation process of Pacific whiting frozen surimi and the effects of bovine plasma protein on it.

Frozen surimi was thawed and ground with 2.5% NaCl in the presence and absence of bovine plasma powder(0.5～10.

0%). The salt-ground meats preheated at a fixed temperature in the range of 20 to 60℃ for 2～34 hours were subjected to
 

subsequent heating at 90℃ for 20 minutes.The subunit composition of myofibrillar proteins in the gels was analyzed using
 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis.When the salt-ground meats were preheated at 30～40℃,myosin heavy chain

(HC)in the gels slightly decreased with the production of its polymer,while at 50℃ and over,HC was degraded to the
 

unidentified components with lower molecular weight,namely X and X ,which were postulated to be limited degradation
 

products of HC.The subsequent heating at 90℃ markedly increased the production of X and X with the decrease in HC
 

and its polymer in the preheated gel.Bovine plasma powder suppressed the polymerization and degradation of HC during
 

the heating process of salt-ground meats,and the suppressive effects was concentration dependent of the plasma powder
 

added.

Considering the gelation profile of the Pacific whiting frozen surimi introduced in our previous paper (Kato et. al.,

2003), bovine plasma protein was presumed to reinforce the gelation of myofibrillar proteins in the salt-ground meat
 

through the inhibition of the production of the X and X from HC as well as the heat-induced gelation of bovine plasma
 

protein itself at higher temperature.

緒 言

著者らは，先にパシフィック ホワイティング（Pacific
 

whiting,Merluccius productus）の冷凍すり身の20℃～90℃

でのゲル形成能と，牛血漿粉末の添加によるゲル物性の向上

効果について検討した結果について報じた(加藤ら2003)．そ

の研究においては，特に寄生虫に汚染されていない魚肉から

調製した冷凍すり身製品を選んで供試したが，それにもかか

わらず塩ずり肉のゲル化能は依然として劣っており，特に二

段加熱ゲルの物性値は一様に低いレベルに減少した．そこで

0.5～10.0％の牛血漿プラズマ粉末を添加したところ，調製

される加熱ゲルの物性値は，添加量の増加に伴って増強され

るが，二段加熱ゲルの物性値を，その破断強度とゲル剛性の

関係から見ると，いずれも変形に対して脆い状態のゲルであ

ることが知られた．

パシフィック ホワイティング筋肉のソフトな感触は，内

在のプロテアーゼ活性と関連しており，またすり身中の筋原

繊維タンパク質の分解はリソゾーム起源のシステインプロテ

アーゼによると報じられている（An et al., 1996，正木ら，

1993，Seymour et al.,1994）．さらに水さらしの過程におい

てカテプシンＢとＨが除去されるためすり身中にはカテプシ

ンＬ活性が優勢になること，また合成基質に対する活性から

55℃に高い活性が示されるので，これらの条件下における上

記魚肉フィーレの自己消化性，筋原繊維及びミオシンの加水

分解性についてSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
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（PAGE）法による分析が行われている（An et al.,1994）

本研究では，20～90℃にわたる広い温度域でのパシフィッ

ク ホワイティング冷凍すり身のゲル形成の際に起こるすり

身中のタンパク質の変化とさらに牛血漿粉末を添加したとき

の影響をも併せて，SDS-PAGE法によって解析し，先に報

じた同じ条件下におけるゲル物性値の変化との関わりを明ら

かにすることを目的とした．

実験方法

試料：パシフィック ホワイティングの冷凍すり身は，前

報（加藤ら，2003）で用いたすり身と同一の製品（(株)紀文

食品提供）で，タンパク質含量は144mg/g湿重量であった．

供試した牛血漿粉末（以下プラズマ粉末とする）標品は太陽

化学(株)製で，主要成分としてタンパク質（75.6％），水分

（10.8％）およびクエン酸ナトリウム（10.1％）を含んでい

た．

ゲルの調製：本研究に供試した加熱ゲルは，全て前報（加

藤ら，2003）において物性値の測定に供したものである．す

なわち，塩ずり身をプラスチック製容器に入れて20～60℃で

２～38時間にわたり予備加熱した後，90℃で本加熱して得た

予備加熱，及び二段加熱ゲルである．またプラズマ粉末は

0.5～10.0％を添加して１分間混合させた．

ゲルの物性測定：直径５mmの円柱状プランジャーを使

用してレオメーターにより測定した．破断強度（g）と破断

凹み（cm）の値を前報（加藤ら，2003）から引用した．

SDS-PAGE法による加熱ゲル中のタンパク質成分組成の

分析:それぞれの加熱ゲル0.4gをとり，２％SDS-8M 尿素-

0.2％β-メルカプトエタノール混液7.5mlを加えて常法（沼

倉ら，1987）に従って加熱撹拌して可溶化させ，タンパク質

含量を測定した．続いて可溶化させたタンパク質（各10

μg）を，WeberとOsborm（1962）の方法に準じて５％ポ

リアクリルアミドゲルを支持体として電気泳動に供した．ま

たタンパク質成分の染色はCoomassie Brilliant Blue R250

により行い，泳動図型を撮影した．

SDS-PAGEに供したタンパク質のサブユニット成分組成

は，沼倉の方法（沼倉ら，1989）に準じて泳動ゲル上で移動

度の小さい成分（分子サイズが大きいと推定される成分）か

ら順に，ミオシンHC多量体（HCn），ミオシンHC，未同

定のX ，アクチンとトロポミオシンの混合（A＋TM），未

同定のX の５成分に分画した．また，これらの成分量は，

２波長クロマトスキャナー（CS910型(株)島津製作所）を

用いて，640nmと700nmの吸光度の差で染色強度を測定し

て求めた．各サブユニット成分の含量は，予備加熱前の肉糊

を対照とし，泳動ゲル上の全染色強度を基にしてその成分の

染色強度の相対値（％）で表した．なお，対照試料中にも

HCnに相当する成分が存在するが，この成分はコネクチン

その他の高分子成分に由来する可能性があるが，ここでは便

宜上HCn成分として表した．また，対照とする試料に比べ

て，ゲル上の全染色強度が減少する場合，およびかまぼこの

SDS-尿素混液に対する可溶化率が低下する場合は，それら

の値を補正して各成分の含量を求めた．すなわち，前者の場

合は泳動ゲル中に侵入できないほどに多量化したミオシン

HC多量体（HCn’）が，また後者の場合には可溶化液に溶

解しえないほど巨大化したミオシンHC多量体（HCn”）が

生成したためとみなし，その量を加算して総含量とした．

結果と考察

塩ずり身のゲル化に伴うタンパク質の変化と加熱温度の影

響：塩ずり身を20～60℃の間の一定温度で予備加熱し，経時

的に一部をとり，90℃で20分本加熱して，予備加熱ゲルと二

段加熱ゲルを調製した．

両加熱ゲル中のタンパク質のSDS-PAGE図型を，予備加

熱時間との関わりで，Fig.1に示した．なお，これらの泳動

ゲル上の各成分をデンシトメトリーで定量分析した結果は，

図示しないが，以下の説明文中に補足して述べる．

これによると，塩ずり身中のミオシン重鎖相当成分（その

含有量は30～33％である）は予備加熱に伴って減少するが，

これは予備加熱温度が高いほど速やかになった．反応生成物

は20～40℃ではミオシン重鎖多量体に相当する成分（含量は

HCnが20～25％に達するが，HCn’とHCn”はほとんど生

成しない）であるが，50℃以上ではミオシン重鎖の部分分解

成分（X およびX に相当する成分含有量はそれぞれ40～

50％及び25～35％に達する）になった．なおX はミオシン

重鎖とアクチンとの間に，またX はアクチンよりも大きく

泳動する複数成分である．アクチンに相当する成分はいずれ

の場合も変化しなかった．続いて90℃で20分間加熱した二段

加熱ゲルについて見ると予備加熱温度に全く関わりなく，い

ずれの場合もミオシン重鎖は大きく減少してX とX 相当

成分（含量はそれぞれ45～55％及び25～35％に達した）に変

化した．なお予備加熱温度が60℃の場合は僅かながらアクチ

ン相当成分が増加し，また後期には全成分が減少，消失する

事実を認めた．また当初から90℃で加熱した場合は，ミオシ

ン重鎖の急激な減少に伴うX 及びX 相当成分（含量はそ

れぞれ45及び25％）に加え，ミオシン重鎖多量体相当成分

（５％前後）の増加も起こることを認めた．

これらの加熱ゲルの物性値については先に報じた（加藤ら，

2003）が，これらを併せると，20～40℃で予備加熱するとき

は，ミオシン重鎖多量体相当成分の生成と，同ゲルの破断強

度と破断凹みの増加は良く対応しており，両者は相関してい

るように見える．さらに50℃における予備加熱ゲルの急激な

物性値の減少，及び60℃と90℃における加熱ゲルの加熱当初

からの極めて低い物性値は，ミオシン重鎖の急激な減少と，

それに伴う部分分解産物の生成とまた良く対応しており，こ

れらも相互に関与しているように思える．

以上のように，パシフィック ホワイティングの塩すり身

の加熱に伴うゲル物性とミオシン重鎖の減少に伴なうX 及

びX 成分の生成との間には強い因果関係があるのでこれに

関与するプロテアーゼの起源が問われるのは自然の理と言え

る．しかしこの両者の関係をよりはっきりさせるためには，

タンパク質化学的な視点からさらに詳細な検討をする必要が
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あると考える．すなわちSDS-PAGE法による加熱ゲル中の

タンパク質の分析法は，ジスルフィド結合及び疎水性相互作

用，水素結合などの非共有結合を切断することによって，変

性し，凝集したタンパク質を解離し，同時に解鎖させて泳動

するのが，原理である（ジャン-クラウド シェフテル，

1988)．それゆえ塩ずり身や加熱ゲルの実体である，いわゆ

る網状構造に関する直接の情報ではなく，それを形成するタ

ンパク質の成分組成に関わる情報より得られない．因みに，

ミオシン重鎖の多量体に相当する成分は，これまでSDS-尿

素-メルカプトエタノール混液に不溶化した画分，５％ポリ

アクリルアミドゲル中に泳動できない画分，及び同ゲルの上

端に滞留する画分に分けて測定し，それぞれHCn”，HCn’，

及びHCnと表示されてきた（沼倉ら，1989）が，この一部

にはミオシン重鎖の部分分解生成物である150Kda成分の多

量体（架橋重合体）が含まれている可能性も指摘された（今

野ら，2000）．また，塩ずり身中の塩溶性たんぱく質画分を

SDS非存在下でゲルろ過法で分析すると，巨大な分子サイ

ズ（粒子量）のアクトミオシン凝集体に相当する成分が主成

分であること，そして同じ画分中には，SDS-PAGEによる

HCn’，及びHCnの他にX 及びX などの成分が全て含ま

れていることが示された（船津ら，1996）．それゆえ，おそ

らくこれら全ての成分が複合した凝集体を生成している可能

性が極めて強いと考えられる． また，この事実は，上記し

たX やX に相当する成分は，アクトミオシン凝集体がカ

テプシンなどによって限定分解され，生じた分子（おそらく

ミオシン分子）内開裂の産物である可能性もありうる（小玉

ら，1987；北上ら，2003）．

加熱ゲル中のタンパク質の変化に対する牛血漿粉末添加の

影響：パシフィック ホワイティングの塩ずり身は30～40℃

においてはゲル物性が経時的に増加するが，50℃では加熱初

期（１時間位）の間だけ高値となるものの，その後急速に減

少するのが特徴であった．そこで，30℃と50℃を選んで0.5

～10.0％の牛血漿粉末を添加してゲル形成能を検討した（加

藤ら，2003）．ここでは同じ加熱ゲル中のタンパク質の変化

をSDS-PAGE図型で調べ，その結果をFig.2 (ＡとＢ）と

して示した．

これによると，先ず予備加熱温度が30℃の場合（Ａ），予

備加熱ゲル中のミオシン重鎖は経時的に減少してその多量体

に相当する成分（HCnの含量が30％）になったが，牛血漿

粉末を添加するとこれらの変化は小さくなり，特に10％の添

加ではミオシン重鎖やアクチンなど全ての成分がほとんど変

化しなくなった．一方二段加熱ゲルでは，本加熱により予備

Pacific Whiting冷凍すり身のゲル化に伴って起こる筋原繊維タンパク質の変化と牛血漿粉末添加の効果

Fig 1. Changes in SDS-PAGE patterns of solubilized proteins from salt-ground meats of Pacific whiting frozen surimi during
 

preheating at 20-60℃ and following heating at 90℃.

The frozen surimi from Pacific whiting was ground with 2.5% NaCl and preheated at a constant temperature among 20
 

and 90℃.At appropriate time intervals,a portion of the salt-ground meats was subjected to a subsequent heating at 90℃ for
 

20 min.

The heated gels were solubilized into SDS-urea-mercaptoethanol mixture according to the method of Numakura et al.,

1989.The soluble proteins(each 10μg)were analyzed by SDS-PAGE using 5% polyacrylamide gel.The protein bands were
 

stainned with Coomassie Brillant Blue-R250.
(HC)n:Cross-link myosin heavy chain (myosin heavy chain polymer）

HC: Myosin heavy chain
 

X : Unidentified components migrating between HC and A.

A: Actin
 

X : Unidentified components migrating faster than A.

F: Frozen surimi
 

S: Salt-ground meat (just after mixing with NaCl）
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Fig.2 Effects of addition of bovine plasma powder on changes in SDS-PAGE patterns of solubilized proteins from salt-ground
 

meats.

The preheated gels and the two-step heated gels were prepared in the same manner as in Fig.1,except that 0.5～10.0%
bovine plasma powder was premixed with salt-ground meats. The gels preheated at 30℃ A or 50℃ B were subjected to

 
subsequent heating at 90℃. The same abbreviations were used as in Fig.1.



加熱ゲル中のミオシン重鎖はほとんど消失するが，ミオシン

HC多量体の増加が起こらず多量のX 及びX 成分に変化

したが，牛血漿粉末の添加量の増加に伴ってこれらの変化は

小さくなり，10.0％の添加によりミオシン重鎖の減少，その

多量体生成，及びX 成分の生成など，全ての変化が起こり

にくくなった．すなわち，添加前に比べれば前二者の変化は

1/2～1/3に，また，X 成分の増加は約1/4，X は全く増加

しなくなった．

このとき予備加熱ゲルの物性値は逆に牛血漿粉末の添加量

が増えるに伴って低値となり，一方，二段加熱ゲルの物性値

は高値になる（加藤ら，2003）．それゆえ，牛血漿粉末の添

加による予備加熱ゲルの物性の劣化は，ミオシン重鎖多量体

に相当する成分の生成量の低下と良く対応しており，また二

段加熱ゲルの物性値の増強はミオシン重鎖の部分分解産物の

生成量の減少と対応している．それゆえ，いずれの場合も，

見かけは，すり身中に在るプロテアーゼ活性が血漿タンパク

質によって阻害された結果であると説明し易い．しかし，二

段加熱ゲル中に生成するミオシン重鎖多量体の量は，牛血漿

粉末を添加しても増加することはなく，むしろ減少した．特

に添加量が多い10.0％のときはそれが顕著であった．したが

って，ミオシン重鎖多量体成分量の増加がゲル物性の直接的

原因にはなっておらず，また，牛血漿粉末にトランスグルタ

ミナーゼ活性が混在していないことが示された．

なお，このときX の画分に新しい成分が出現することが

わかった．別途に検討した結果によると，牛血漿粉末中のタ

ンパク質は分子量が７～８万の複数成分でこのX の画分に

泳動されるので，おそらく同タンパク質に由来していると判

断される．また，この牛血漿タンパク質に由来すると思われ

る成分は予備加熱及び二段加熱両ゲルの泳動図中にいずれも

同様に認められる．先に六車らは，牛血漿タンパク質の中，

フィブリノーゲンがミオシンＢ（牛のアクトミオシン）と最

も強く相互作用し，グロブリン，アルブミンがそれに次ぐこ

と，また，血漿タンパク質とミオシンＢを混合すると，単独

の場合（70℃以上）よりも20～30℃低温で，沈殿，分別し易

くなること，などを報じている（六車ら，1990）．それゆえ

スケトウダラのミオシンＢとの相互作用についても検討する

必要がある．

調製した二段加熱ゲルの破断強度の最大値と牛血漿粉末の

添加量との関係を，著者らが先に報じた実験結果（加藤ら,

2003）から引用し，Fig.3に示した．これによると，破断強

度の最大値は，牛血漿粉末の添加量が1.0％位までは，その

量に比例するように増加し，それ以上ではその割合は小さく

なるが，10.0％でもなおかつ増加の傾向を保つことが示され

た．このゲル物性値の添加量に対する依存性は，牛血漿粉末

がもたらす加熱ゲルの物性への増強効果は単に内在するプロ

テアーゼ活性を阻害することに起因するだけではなく，血漿

タンパク質が，筋原繊維タンパク質と凝集し，複合してゲル

化するか，または単独でゲル化して，ゲル物性の向上に寄与

している可能性を強く示唆している．

予備加熱温度が50℃の場合（Ｂ）は，予備加熱ゲル中のミ

オシン重鎖は経時的に減少してその部分分解産物に相当する

X 及びX 成分を生成するが，添加する牛血漿粉末の量が

増加するに伴ってこれらの変化は小さくなった．しかし，

30℃の場合のようなミオシン重鎖多量体の増加は全く起こら

なかった．また続く本加熱でのミオシン重鎖の減少は極めて

大きく，50℃の予備加熱における変化がさらに促進されたが，

これに牛血漿粉末を加えると，その量の増加に伴って上記の

変化が小さくなり，特に添加量が10.0％の場合は全ての成分

の経時変化がほとんど起こらなかった．一方，既に報じたよ

うに予備加熱ゲルの物性値は初期にやや増加して減少に転ず

るが，牛血漿粉末を添加するとその減少が起こりにくくなり，

添加量が増えると，むしろやや増加するようになっていた．

ただし，物性の最大値はあまり変らなかった．また，二段加

熱ゲルの物性値は著しく低いが，添加量が増えると，それに

伴って高いレベルに達するようになり，またその値は，予備

加熱温度が30℃の場合の二段加熱ゲルの値とほとんど一致し

た．50℃で予備加熱した場合は，内在するプロテアーゼ活性

の適温に近いためミオシン重鎖の分解消失が進み加熱ゲルの

物性を劣化させる原因となるように思える．実際に，このよ

うな主張をした論文が既に出されている（Chang-Lee et al.,

Fig.3. Relationship between the maximum of breaking
 

strength of two-step heated gel and the amount of
 

bovine plasma powder added.

The maximal values of breaking strength of two-

step heated gels were quoted from our previous paper
(Ref.Kato et al.2003).

(●)：Gels preheated at 30℃.
(×)：Gels preheated at 50℃.
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1989;Morrissey et al.,1993;Chang-Lee et al.,1990）．また

これに関わるカテプシン様酵素の諸性状（Toyohara et al.,

1993;An et al.,1994;Benjakul et al.,1996）についても報告

がなされている．なお，予備加熱温度が60℃の場合について

も検討したが，結果は50℃の場合とほとんど同じ物性変化に

伴うタンパク質の成分変化が認められている．

50℃以上の加熱によって起こる加熱ゲルの物性の急激な劣

化は言わゆる戻り（または火戻り）の現象に相当している．

これには，現在二通りの説があり，未だ結着しているとは言

えない状況である．その一は，タンパク質に起こる構造変化

が網状構造の崩壊を導くとする説，またその二は，60℃近辺

で良く働くタンパク質分解酵素が魚肉ないし，加熱ゲルの構

造を破壊するという説である（岡田，1999）．50℃及び続く

90℃における加熱ゲルの物性の劣化が，上記した二説のどち

らであるにせよ，牛血漿粉末の添加によるゲル物性の増強効

果は，ミオシン重鎖多量体の生成，増加を伴っていないので，

水素結合，疎水性相互作用及びジスルフィド結合などによる

タンパク質分子内及び間の結合力に大きく依存していると推

定される．なお，牛血漿粉末を添加した二段加熱ゲルの物値

は，予備加熱温度が30℃と50℃のいずれの場合でも，ほぼ同

じ近似した値になるので，ゲルの物性値は添加した血漿タン

パク質のゲル形成能により強く依存して定まると判断した．

これらの事実は，この高温度域での条件下では添加する血漿

タンパク質自体がゲル化して，塩ずり肉中の筋原繊維タンパ

ク質と共にゲル形成に寄与していることを強く示唆している．
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要 旨

Pacific whiting冷凍すり身の熱ゲル化に際して，塩ずり身中のタンパク質に起こる変化と，それに対する牛血漿タンパク

質の添加の効果について検討を行った．

冷凍すり身を解凍後，2.5% NaClまたは2.5% NaClと0.5～10.0％牛血漿粉末を加えて塩ずりし，塩ずり肉を20～60℃の

間の一定温で２～34時間予備加熱後，90℃で20分本加熱した．調製された加熱ゲル中の筋原繊維タンパク質組成をSDS-

PAGE法によって分析した．

30～40℃で加熱するときミオシン重鎖（HC）は減少して僅かにその多量体を生成するが，50℃以上ではHCの部分分解産

物に相当するX とX 成分を生成した．また90℃，20分の加熱ではHC及びHC多量体が消失して多量のX 及びX 成分を

生成した．牛血漿粉末を添加すると，このようなタンパク質組成の変化は添加量に依存して抑制された．

これらの結果と先に報じた塩ずり身のゲル化特性の関係から，牛血漿タンパク質は，HCのX とX への分解抑制を介し

て，塩ずり肉中の筋原繊維タンパク質のゲル化と，高温における牛血漿タンパク質自体の熱ゲル化とを併せて増強すると考え

られた．
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