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水産動物筋肉の酵素化学的研究-VIII

エネノレギ{代謝酵素の貯蔵中の活性変化について

柴田 猛・中井俊雄・斎藤恒行*

Enzymatic 枇udieson七heMuscles of AquaもIcAnimals-VIII 

Changes in七，heacもlVl七iesof glycolytic and some energy-me七功。lizing

enzymes during chill and frozen s句ra伊

Takeshi SHIBATA， Toshio NAKAI and Tsuneyuki SAITO 

Abstract 

The pre開ntwork w80s underも80kenin orderもoob句inpreci関 informa.tionon 
七hebeh8ovior of glycolyもic拙 dsome energy-me切bolizing enzymes in m80rine 
8onima.l muscles (もwokinds of squids: Doryteuthi8 b1eekeri a.nd Ommωtrephes 81，何 d
pac~声。別組d ra.inbowも，rout:Sal冊。 gairdnerif. irideus) under va.げingconditio田
ofs色ora.gemeもhod.
1) The日eenzymes extra.cもedwith ma.rn世田oluもion80re more 飾品，ble出品nぬ抗

wiもhpo句.ssiumchloride 801uもion. However， GPDH柿 80ndLDH乱rel80bile in boもh
cases. 
2) During sもor8ogeofぬ，eminced muscle in四，七he剖もiviticsof glycolytic 
enzymes decrea.sl"d gra.du8olly 80S sもora.geperiods proc明 dedon. Inもheca.se of 
sω，ra.ge of fish ca.rca.ss， no clea.r trend in色hech80nges of enzyme唖 W品目 observed. 
GPDH， LDH and the enzymes rel80tedもocitric 80cid cycle unexpec'飴dlyincreased 
during iωdsωra.ge. 
3) In stora伊 offish frozen 80t 200C，ぬeseenzymes were sepa.r抗edin句も，wo

groups 80cωrdingぬもhech組 ge日ofa.ctivities ωmp80red withぬoseof the fir前 d80Y
of sむora.ge:one group wiもh晶，nacもiviも'ych80nge a.ndもhe0もherwiもhouもa.nych晶，nge.
The a.c七iviもiesof glycolytic enzymes decrea.sed a.ndぬoseof ciもrica.cid cycle enzy-
mes inversely increa.自edby 20% respectively. PFK i自色hemo自色l油ileenzyme for 
frozen stor晶.ge，80nd GPDH a.nd LDH a.re less. 
4) The sもora伊 ofmuscle ex'佐晶ctof m80nniもωluもionc岨 bestored preferen・

もia.llyfor the proもectionof enzymθ a.ctivity. 
5) The rel抗ionsbeもW伺 nもhesecha.nges a.ndもheobserved biochemic8ol ch晶nge日

post mortem晶，reS'もillbeing discussed. 

緒雷

畜肉魚介類の死後について行なわれた研究には pH変化，解糖中間代謝物，特IL乳酸の蓄積や核酸

の分解から追跡されている1)喝。 この複雑な生化学的変化は当然品質IL大きな影響を与えると考えら

れる。死後においても酵素が作用し，凍結された状態においても酵素作用が認められる民 ζの酵素

争北海道大学水産学部生物他学講座

(Laboraωry 01 Bioche刑istry，Fαculty 01 Fisheri四，H okkaido U ni申eTIJity.)
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作用が代謝中間物の量を調節するので，死後の酵素活性変化が何か漁獲物の死後の経過に影響を与え

ると想像される。

従来，魚肉の酵素活性の死後変化を直接測定した例がすくない。 また死後変化のうち解糖作用がそ

の多くを占めている乙とから，解糖系の酵素を含んだエネルギー代謝に関係する酵素の活性変化K興

味をもった。

また，われわれは種々の条件下におかれた魚類のエネルギー代謝酵素の活性の変動を研究するため

に，関連酵素の安定性を知る必要があった。すなわち，試料採取時の生体活性をそのまま維持する保

存条件の確立が求められた。

ζ乙では，抽出液の保存，魚体の氷蔵，および凍結貯蔵における商事ー索活性の変化を測定し， ある酵

素には著しい活性の損失がみられるが，いくつかの解糖酵素とクエン酸回路に関連する酵素は比較的

安定である ζとを報告する。

実験方法

1) 獄料養殖ニヲマス (Salmogairdneri f. irideus) と市販の生きたヤリイカ (Doryteuthis
bleekeri)とスルメイカ (Ommastrephessloani pac~ヌcus) を用いた。

2) 酵素液の聞製 ニラマスは筋肉部位tとより活性が異なり，尾部が高いので，新鮮時と保存後の比

較は，部位差の少ない背肉を使用した。すなわち，予め冷却した乳鉢で海砂を用いて磨砕する。さらに，

9倍量の 0.3Mmannit溶液(lOmMtriethanolamine+3mM  EDTA pH7.2)または 0.15MKCI 

溶液 (lmMEDTA pH7.2)を加えて充分抽出する。 6，000回10分遠心後，上清液をきらに 40，000

回 (105，000X g)で30分間超遠心分離する。この上清液を酵素液とする。イカの場合も同様K操作す

る。抽出はすべて 40Cの冷蔵室内で行なった。なお，超遠心機は目立製の 55P型を用いた。

3) 酵家活性の測定活性の測定lζは fumaraseとphosphorylaseを除いてすべて還元型助酵素の

吸収変化に基ずく。 PGI紳， ALD， TlM， GDH， LDH， MDH， iso.CDHは Delbrueckらの方法1の，

GPDHと PGKは Adam法11)PFKは Vogell法12)HKとGKは DiPitroand Weinhouse法13)

FDPaseは Taketaand Pogell法14)ME は FauIkner法15)CPは Tanzerand Gilvarg法1めを用

いた。 GPM，EN， PK， MKはBoehringer社の資料 (Jan.1961)に従った。緩衝液はすべて tri-

ethanolamine緩衝液 (pH7.6)を用い，最終濃度を 50mMにした。活性測定の全容積は 3.0mlであ

る。なお， GPM は助酵素として， glu∞se-1.6-diphosphateを Suthalandの報告17)に基き1O-5Mの

濃度で加えた。反応温度は 250C，3分反応を用いた。そのほかに phosphorylaseは Sumnerand 

Somers法Iりで AMP(1 X 10-3 M)の存在で 300CでdUJ定した。 fumaraseは Racker法19)で室温

で測定した。

活性の表示は一時間当りの還元助酵素の変化量から比活性度を求め，即殺直後K抽出された活性の

百分率として計算したo 340mp.の吸収は富土工業製 ADS-Fuji-UVメーターを，紫外線の吸収は島

津製の光電分光光度計 QV-50を使用した。

4) 蛋自の測定蛋白量は 596過塩素酸の沈澱物を 0.2NNaOH K溶解し 280mμの吸光度を求め

林省略記号:ALD: aldolase， ATPa田:晶denosine位iphospha旬開， CP: creatine kinase， EN: 
enola.聞， FDPa開 fruc初回 diphospha句.se，GDH: a.lt1晶-glyω，rophosphaゐedehy，むogena.se，
GK: gluωk泊槌e，GPDH: glyω，ra.ldehyde 3-phosphate dehydrogenase， GPM: phosphogly-
冊Ira飴 mu同船 1直 hexokin晶随 iso・CDH: isocit耐 edehydrogenase， LDH: lacta.ω 
dehydrogenase， MDH : ma.l晶旬 dehydrogen品se，ME: ma.lic enzyme， MK : myokin品関，
PFK : phospho合ucもokina田， PGI: phosphoglucose isomer晶se，PGK: phosphoglycer抗8
kinase， PGM: phosphoglucose muωse， PK: pyruvate kina.se， TIM:も，rio駒，phosph的e
lSOW6r品，86.
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係数を乗じて Kjeldahl法による N含量1/::換算した。

5) 試薬基質の glu∞se-1 -phosphate均， glucose -1.6 -diphosphate2l)， 2 -phosphogly，ωrate却，
phospho圃enol-pyruvate23入 ピルピン酸叫はそれぞれの方法にて調製した。 fructose-6-phosphateと

iructose-diphosphateの Na塩， 2，3 -diphosphoglycerateのBa塩， ghrcera1dehyde -3 -phosphate， 

dihydroxyacetone phosphateは Sigma製を用L、， NADH， NADP， ATP， ADP， AMP は忌見hringer

製， 3-phosphoglycerateのBa塩は和光純薬製を使用した。活性測定の補助酵素はすべてBoehringer

製を用いた。

試料数は各シリーズとも 3-5尾をとり，その平均値を比較した。

結果

E 抽出液の保存における変化

ヤリイカ筋肉の抽出上清液を 40C1己保存し，その解糖酵素の安定性を示した結果が第1図である。

実線は m副首t，点、線は KCl抽出を表わし即殺直後の活性を 10096とした。 mannitとKClとは違

った性質を示し，一般に mannitが酵素の安定化に効果がある。酵素の種類によって安定度を異にす

るが， PGI. ALD， GDH 1とその効果が著しい。乙れらの酵素のなかで GPDH，LDHは安定性が少

し mam姐t溶液でも 5096程度まで減少する。 TIM，PGK， GPMは全く安定である。 PFKでは貯

蔵中K.活性の増加がみられるが，乙の原因は探究中である。 KCl抽出は後Il.述べるように， PFK活

性が mannitの場合よりも低く，ヤリイカのときには殆ど活性がみられず， 貯蔵日数の増加でやっと

認められる。

ニタマス筋肉を磨砕抽出したまま，第一回の遠心分離をしない mannitの懸濁液を冷蔵保存(氷

中)と凍結保存(ー200) を24時間行ない，超遠心分離した上清液について酵素活性を測定した結果

が第2図である。酵素の安定性は氷蔵や凍結の保存様式にかかわりなく同じ傾向をもち， PGI， ALD， 

GPPH Il.活性低下がみられるが，他の酵素はほとんど安定である。乙れは後に述べる魚体そのままを

保存するよりも抽出懸濁液で保存した方が酵素活性に影響が少ない。特に凍結の場合がそうである。

解糖系の keyemzymeの変化が抽出液保存で少なくてすむ。抽出上清液の凍結保存では.ALDを除

いて，少なくとも一週間保存が出来る。

2 氷蔵保存における変化

第3図はスルメイカ筋肉を肉換機を通して均一に混合し， 40Cの冷室lと一週間保存して mannit抽出

を行なった結果である。一般に貯蔵時間の経過とともに活性の減少を示す。 GDH，TIM， PGK， EN 

は減少の度合が小さい。著しい変化は PGM，PFK， ALD， GPM 1とみられる。異常な変化がGPDH

と LDH1とみられ，貯蔵期間の増加につれて活性が増加する。乙の関係は程度乙そ小さいがニヲマス

の場合lともみられる。 ζの原因はわからないが， GPDHが特に構造蛋自に吸着性を示す的 ζとから，

構造蛋自の変性によって吸着がとかれたか， あるいは， マスクが除かれたためと考えられる。 LDH

ではピークがみられたが， GPDHよりは ζの効果が少ないためと推定される。

3 MannitとKCIの抽出効果

第1図11:mannitと KClの抽出の保存効果を示したが，表示がパーセントであるため各酵素の抽

出程度が不明であるので，両抽出液の抽出効果をスルメイカについて示したのが第4図である。図に

は mannit抽出を 100として KClとsucroseの場合を示した。渉透圧的tとは同じ濃度であるが，特

異的な抽出効果がみられるのは GPDHe: PFKである。抽出蛋白は mannitとKClで， 88 1∞ 
で KClの方が抽出量が多い。それで見掛上の活性は GPDHとPFKを除いては余り違っていない。

sucroseと旬rbitの場合は mannitと全く同じである。

GPDH は KCl抽出で著しく大きい活性を示す。魚種および個体によっても異なり， 3-5倍，と
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Fig. 1 Oha.ng自sin the a.cもivitiesof glyω，lytic enzymes inもhesquid musole ex位脚色
(D町yteuthisbleekeri) during stroa.ge抗 400;expre自由ed80S percenta.ge of the 80ctivity exもr郎防d
on色，he畳間色 d晶，y;ωntinuousline， 0.3 M m拍且跡的lution;broken line， 0.15 M KOl. 

きには 10倍以上の大きな活性を示す。勿論 KClだけでは GPDHの活性を促進しない。逆の効果が

PFK Iとみられ， PFKは mannit抽出の方が，大きな活性を示す。 ヤリイカや普通の脊椎魚類では

KCl抽出液11:， ζの活性が認められない。魚では PFK活性は m四nit抽出でも一般に小さい紛の

で， KClではなおさら出にくいと思われる。
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PGM PGI PFK ALD GPDH TIM PGK GPM E N PK LDH MK 

Fig. 2 Effects of chllling and freezing on the晶ctiviも'yleveIs of glycolytic enz戸即日
ex位前句d 企~m 七he muscle of rainbow trout; extraction medium， 0.3 M m晶nnit;open b晶，r，
chill.stro晶geω000for 24 hr; shaded bar，金ozen.stro晶，geat -2000 for 24 hr 

4 氷蔵中の抽出効果の変化

前述の抽出効果が保存中にどのように変化するか， 肉質の変化が酵素の抽出にどのような影響を与

えるかをみるために， ニヲマスについて mannitと KCIの抽出変化と酵素の安定性を示したのが第

5図である。魚体そのままを貯蔵したものである。 mannit抽出についてイカと同じ傾向を示す酵素は

GPDHとLDHで，活性の糟加がみられ， PGM， PGK， PKは減少を示す。 PGI，PFKおよびALD

は違った様相をみせる。 KCl抽出は測定点が多いせいか， ややまとまった傾向を示し， PFK， ALD 

を除いていちように安定性を示している。 mannitと並行する酵素として PGM，PFK， PGK， ENが

あげられるが， PGIとALDでは全く相違する。表面上， KCI抽出酵素が mam首t抽出より安定な

酵素もあり，抽出効果に対して複雑なパターンをみせる。われわれの実験では抽出蛋白量に変化がな

かった。いまのと ζろ，イカとニジマスの違い，各酵素の違いか， または保存条件の違いによるもの

か，その理由は明らかでない。

そのほかにクエン酸回路，糖新生IC関するものでは FDPaseを除いてmannitとKCIとは並行し，

その活性はやや増加気味である。 CPも増加の傾向にある。ただ phosphory1aseは明らかに減少の傾

向にある。乙れは永山の報告向にもみられる現象である。 mannitと KClの抽出効果を明らかにす

る乙とが出来なかったが，クエン酸回路IC関係する酵素の活性の増加は，酵素の細胞内の局在性を示

すと推定される。

5 凍結保存における変化

ニラマスの内臓をとり，ぞのままー200Cで保存したときの酵素の安定性を第6図に示した。凍結

に対して PGI.GPM， EN， LDH， FDPaseが安定性を示した。凍結の特徴として，変化を示す酵素

は，凍結直後に約 2096前後の活性変化をみせ，その後はそのままのレベルを維持する。 ζの活性変

化が増加する場合と減少する場合がある。減少する側には解糖系，増加するものにはクエン酸回路，

そのほかの酵素が入る。最も不安定なものは PFKで，凍結によって 7096以上の活性を失う。続い

て ALDおよび GPDHとなる。 MDHを除いて iso-CDHt MEは活性を増加する。 ζれらの酵
素は可溶性酵素IC属するものであるが，一部は Eトコンドリヤの如き粒子にも存在する。一般に，凍

結1(.対して，酵素は安定性を維持しているようである。

考察

死後，筋肉に物理的変化すなわち強直と解硬の現象がみられるが， ζれに関連して筋肉の溶出変化

が調べられている1)拘 -32)。長期間の凍結貯蔵では蛋白の不溶化が認められるが，短期間の氷蔵中の変

-22}-
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PGM PG 1 PFK ALD GPDH GDH TI M PGK GPM E N P K LDH M K 

Fig. 4 Influence ofもheexもractionmedia on the levels of glycoly也icenzymes of squid 
muscle (Omma8trephe8 slo脚 ipac伊側s);expressed剖 perωnぬgeof the activiもiesextracted 
wiもhmannit関 luもion;open bar， 0.15 M KCI exもra伯ion;shaded ba.r， 0.3 M surocse extraction 

化では筋繊維蛋白や筋衆蛋白の抽出性についていずれも一致した結果が得られていない。同一魚種で

も違った結果がみちれる。 ζれらの抽出性と解糖作用の関連性を筋繊維の ATPaseから論ぜられて

いるのT問。Conne1l3りは凍結貯蔵であるが， 筋繊維 ATPaseの活性損失と蛋白不溶化性とは並行せ

ず，酵素活性の損失速度は蛋自の不溶化速度よりも遅い乙とを報告している。われわれの氷蔵実験で

蛋白抽出量化変化なかったが，活性レベルは酵素lとより異なり一定の傾向を示さなかったが，二三を

除いてほぼ安定ではないかとみられる。第3図と第4図の比較で， イカが一般に活性の低下を示して

いるが， ζれは細砕肉と魚体のままの保存の差によるものと思われる。細胞の破壊が原因になり，酵

素の安定性に影響する。凍結では，恐らく凍結の直後に蛋白変性によって活性を失うが， その後は一

定IL維持される。乙れは凍結中の解糖作用の進行の理由を表明している。貯蔵温度，凍結温度により

解糖作用の速度が違い2)の33)，かえって低い温度で解糖作用の速度が大きい例もみられるが， ζれは

酵素の安定性や温度効果よりも基質と酵素との接触に関するいろいろの因子がおもな原因になると推

定される。その基質と酵素の接触の速さによって解糖作用の速度が影響される。

死後や凍結によって活性の増加する酵素は，性質としてどとかK結合した， または吸着している結

合型と考えられ，おもにクエン酸回路IL関係する酵素lとみられる。

抽出液保存では mannitが安定化させるが，その理由は明らかでない。 しかし mannitの非電解性

が水の解離を抑え，酵素蛋自の解厳とか，会合を防ぐためと考えられる。 また蛋白抽出量の小さい乙

とや，保存状態よりみて変性し易い蛋白の溶出を少なくしている。両抽出液の GPDHの活性の相違
も電解質の存在で，構造蛋白への吸着から解放されるという Arnoldand Pett~) ゃ S旬rlinger3')の

説から説明されるかも知れなL、。

死後における酵素活性や速度の変化は何に帰因するかは，簡単に解決がつかない。酵素の安定性と

ともに，複雑な関係，すなわち酵素や基質の局在性，構造蛋白や粒子への吸着，阻害剤活性剤または

effectorの存在，アイソザイムの変化，酵素蛋白構造の変化， 自家消化の程度，細胞破壊の度合，生

前の生理条件の違い，部位差，個体差などがあり， ζの問題を一つずつ各酵素について解明されねば
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要約

解糖酵素を主としてそのほかに二三のエネルギー代謝酵素の貯蔵中の安定性と魚獲物の品質との関

連性の追求のためにとの研究を行なった。

1) 抽出液の保存では KClよりも mannit溶液が有効である。 GPDH，LDHは抽出液の保存で

安定性が少なL、。

2) 筋肉の氷蔵中の保存では，細砕肉と魚体そのままの状態では異なり，前者では一般に貯蔵期間

の増加に比例して減少する。後者の場合は複雑な様相を示し一定の傾向がみられない。 GPDH，LDH 

は増加を，クエン酸回路関係酵素も増加の傾向を示す。

3) 凍結保存では安定な酵素と，凍結直後に活性変化を示し， その後そのままのレベルを維持する

酵素群に分類される。後者はさらに活性変化 (2096)が増加するものと減少するものがある。解糖系

酵素は減少し，クエン酸回路関連のものは増加を示す。凍結に対して PFKが最も不安定で， ALD， 

GPDHと続く。

4) 酵素の保存では，組織内にあるよりも ma町並tで抽出された形で保存した方が安定性がよい。

-225-



北大水産業報 [XX， 3 

5) 死後の生化学的変化と活性変化との関係が考察された。

(本研究の一部は昭和43年度文部省科学研究費によって行なわれた。)
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