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北大農邦文飽要 16(4): 368-374， 1989 

熟成に伴う食肉の軟化機構に関する研究

筋!ボ線維 ATPase活性の変化

服部 11日仁・山之上稔*・中村富美男

(北海道大学良学部商産学科)

(平成元年6月2日受理)

Studies on the Mechanism of Meat Tenderness 

During Postmortem Ageing 

Changes in Myofibrillar ATPase Activiti巳S

Akihito HATTORI， Minoru YAMANOUE and FUMIO NAKAMURA 

(Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， 060， Japan) 

1. 緒 論

~~\成に伴う食肉の秋化の要因の一つである死後硬直lI!f

に短縮したサノレコメアが静止長へ復元するとL、う現象は

1967年に TAKAHASHIらによって発見されたりが，

STROMERらは，電子顕微鏡による観察から，この現象

が紺11.、フィラメントと太L 、フィラメントのr~f りによって

起こることをi!fJらかにした2)0 ATPの消失したすド生理

的条件下にある食肉の紫切戎中に起こるサノレコメアの長さ

の復元という形態的変化は，硬直複合体におけるアクチ

ンとミオシンの硬い結合が脆弱化することを示してい

る。 TAKAHASHIらは食|勾の梨¥Ii正中になぜ硬白結合が

脆弱になるのか，と Lづ問題を追究する過程で，ある種

のタンパク質が介在することを見いだしこのタンパク

質を筋原線維から単離・精製し，パラトロポミオシンと

命名した3)。ノマラトロポミオシンは生体の1iJl原線維にお

いては太いフィラメントの両端部に局在しているが，食

l勾の熟成中に筋袋 Ca2十濃度が lu-4iVI iこ上昇するとそ

の部分から遊離して漏JlI.、フィラメントのアクチンと結合

するようになり 4)，その結果，死後硬直時に形成されたア

クチンとミオシン聞の結合を脆弱にする5)。さらに，この

パラトロポミオシンによる硬直結合の脆弱化が食|勾の熟

成"1"に起こるサノレコメア長の復元を引きl也こすことがゆl
らかにされた6)。

本研究では，食|対の熟Ij見仁1"に起こる筋原線鮒のサノレコ

* 現住所，神戸大学農学部
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メア長の変化とL、う現象をアクチン・ミオシン問の相相l互

f'J 

J侃日削れ際i止1叱として完熟~\成中におけるアクチン.ミオシン聞の相互

fJ一周に対するノマラトロポミオンの影響を検討した。

II. 実験材料及び実験方法

(1) 供試動物および筋肉モデルの調製

家兎の)1旬最長筋と大腹筋を供試した。筋線維];¥ミは屠殺

直後の大限1iJiから HATTORIとTAKAHASHIの方法7)

に従って， }jjJ原線南l~は家兎)胸最長筋からは ETLINGER

らの方法8)で，筋線鮒束からは PERRYと GREYの方

法的に従って調製した。

(2) タンパク質の調製

ミオシンは PERRYの方法10)，アクチンは REESと

YOUNGの方法11)および SPUDICHとWATTの方法12)

に従って調製した。合成アクトミオシンは0.5MKCl 

に溶解したミオシンと 0.1M KCl "1:1の Fアクチンを

u.3lVI KClとして撹はん泌合し， 30分以上氷冷した後

に緩衝液を用いて 0.15MKClとなるように希釈し，合

成アクトミオシン懸潟液を得た。最終的に一定量のミオ

シン濃度 (0.55mgfml)に対して，種々のアクチン濃度

(0-0.6 mgfml)の合成アクトミオシンを調製した。

(3) 筋原線維のサルコメア長の測定

タンパク質濃度をがj1 mgfml に調終した f出版tJR*!~を

位相廷顕微鏡(オリンパス光学工業株式会社製 BHSU
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323~D 下で接限移動測徴計と対物ミクロメーターを用

い， 100 fI日以上の筋原線維の長さを測定してサノレコメア

数で|徐し，平均値をサノレコメア長とした。

(4) K十一ATPa世活性の測定

ETLINGERらの方法8)あるいは HATTORIと TA-

KAHASHIの方法7)により調製した筋原線維(2あるいは

5 mg/ml)あるいは種々のアクチン波度の合成アクトミ

オシンを COOKEと FRANKSの測定条件13)(0.15 M 

KCl， 4 mM  EDTA， 20 mM  Tris-maleate buffer pH 

7.5あるいは7β)下で4mMとなる様に ATPを添加し，

25
0
Cで測定した。無機リン酸量は FISKE-SUBBAROW

法14)で定量した。

(5) Mgz+-ATPa配活性の測定

筋原線維(1.0あるいは 0.5mg/ml)あるいは合成アク

トミオシンの懸濁液 (0.15M KCl， 4 mM  MgClz， 0.01 

mM  CaC12， 20 mM  Tris-maleate buffer， pH 7.5)に

4mMあるL、は0.3mMの ATPを添加して測定した。

(6) 蛋白質量の測定

2長白質i俊度は folin法15):および biuret11;16)でi¥llJ定

しt.:.o

ように，死直後の活性値は 0.025(μmol Pi/min/mg)で

あったが，硬直期の死後2日目には，骨格に付けたまま

)t;'放した筋肉から調製した筋原線維においては活性値が

0.022へと，骨格から外してJl'i'蔵した筋肉から調製した筋

原線維においては 0.019とそれぞれ低下した。死後硬直

期を過ぎるといずれの場合にも徐々に K+-ATPase活

性が上昇した。熟成の完了した死後8日目には，骨格に付

けたまま貯蔵した筋肉からの筋原線維においては0.040

と硬直期の活性値の約1.8倍まで増加し， 骨格から外し

て貯蔵した筋肉からの筋原線維においては0.024と硬直

期の活性他の約1.2(音まで増加し， その変化の係相は活

熟成に伴う筋原線維 ATPase活性の変化
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100Cに!附設した筋肉から一定HS間経過後に筋原線制i手

を調製し， K+ -ATPase活性を話。伝Eした。 Fig.1に示す

結III. 

140 120 100 80 
1.5 

/
/
 

Length 01 liber bundles (%) 

Relationship between sarcomere length 

and五xedlength of五berbundles. Fiber 

bundles were五xedat various lengths and 

immersed in a Krebs-Ringer's solution 

(120 mM  KCl， 1.2 mM  MgClz， 1.3 mM  CaCb 

and 26 mM  Na-phosphate bu妊er，pH 7.4) 
for 24 h at 50C. Fiber bundles wer巴 ho・

mogenized， and sarcomere lengths were 
measured under a phase contrast micro司

scope. Broken line， calculated values of 
sarcomere lengths expected from fixed 
lengths of五berbundles. 

Fig.2. 
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myofibrils were prepared from stored mus-

cles by method of ETRINGER et al.， and 
K十一ATPaseactivities were measured un-

der the following conditions; 5 mg/ml of 

myo五brils，0.15 M KC1， 4 mM  EDTA， 4 

mM  ATP and 20 mM  Tris-maleate buffer， 
pH 7.5， at 250C. 

8 

Postmortem time (day) 

Postmortem changes in the K + -ATPase 

activities of myo五brils. Rabbit skeletal 

muscles excised immediately at death (・)

or attached to skeleton (0) were stored 

at 100C. At appropriate time intervals， 

6 4 2 o 

Fig. 1. 
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性のi首減に程度の差は認められるものの，骨格に付けた

ままJtj'放した筋肉，骨格から外してJtj'放した筋肉からの

附方の筋)京線維聞で類似していた。また，この死後筋肉

中の筋原線新1'.K+ -ATPase活性のj肴減は，死後筋肉に

おけるサノレコメア長の変化1)とよく対応していた。筋線

alE及び筋)京線維を形態的に観察し，アクチンフィラメン

トとミオシンフィラメント聞の滑りによって筋肉の収縮

と弛緩は起こるとL、う“滑り説"17，18)と，アクトミオシン

の K+-ATPase活性はアクチンとミオシン聞の結合の

程度により阻害されるという事実13)を考慮すると，死

後筋肉におけるサ Jレコメアの長さが短縮してから元の長

さに復元するとしづ結果は Fig.1 Vこ示された死後筋肉

における筋原線維 K+-ATPase活性の変化とよく対応

しており，サノレコメア長の短縮およびその復元，すなわ

ちアクチンフィラメントとミオシンフィラメント間の結

合の程度が筋)京線維 K+-ATPase活性の低下およびそ

の後の増大に反映していることが示唆された。このこと

を碓認するために，種々の長さのサノレコメア長を有する

筋原線維を調製した。 HATTORIとTAKAHASHIの方

法7)に従い，長さを変えて作成した筋線維束から調製し

た筋j点線維のサノレコメア長の実誤IJ値と期待値の関係を

Fig.2に示した。 サノレコメアが2.30μmの静止長を持

つ筋原線維が得られるように|当定した筋線維束の長さを

100として，その長さから筋線維束を 140%までヲ|っ張

り，あるいは70%までたるませて岡定した。それぞれの

筋線維束から調製した筋原線維のサノレコメア長は，筋線

維3#:を固定時に期待した期待値とは違っており，しかも

直線的ではなく S字形の変化を示した。それらの種々の

:長さの筋原線維を用いて K+-ATPase活性を測定した

結果を Fig.3に示した。静止長である 2.30μmよりも

短いサノレコメア長をもっ紛争原線維においてはアクチンフ

ィラメントとミオシンフィラメントが完全に重なり会っ

ているが，これらの場合にはサノレコメア長が変化しても，

その K+-ATPase活性値は一定であった。一方，サノレ

コメア長が2.30μm以上の場合にはサJレコメア長の噌加

に比例して筋原線維の K+-ATPase活性値も増加し，

2.90μmのサノレコメア長をもっ筋原線維の K十一ATPase

活性は，静止長よりも短いサノレコメア長をもっ筋原線維

のK+一ATPase活性の約1.5(白まで活性値が附加した。

ミオシンの濃度を 0.55mgfmlと一定にして，添加するア

クチン量を段階的に変えたアクチンとミオシンの量比の

異なる合成アクトミオシンの K+-ATPase活性の変化

を Fig.4に示した。アクチンの存在しないミオシンの

みの K+-ATPase活性が最も高い活性値を示し，アク

Sarcomere length (μm) 

Relationship between sarcomere length 
myo五brillarKすーATPaseactivities. Fiber 
bundles were五xedat various lengths and 
immersed in a Krebs-Ringer's solution 
for 24 h at 50C. Myofibrils were prepared 
by method of ETLINGER et a1. Sarcomere 
lengths and K十ーATPaseactivities were 
measured under the following conditions; 
2 mgfml of myo五brils，0.15 M KC1， 4 mM  
EDTA， 4 mM  ATP， and 20 mM  Tris-
maleate bu任er，pH 7.5， at 250C. 

0.6 

Actin added (mg/ml) 

Effect of actin on the K + -ATPase acti-
vities of myosin. After the addition of 
various amounts of actin to 0.55 mgfml 
of myosin， Kす ATPase activities were 
measured under the following conditions; 
0.55 mgfml of myosin， various amounts of 
actin， 0.15 M KC1， 4 mM  EDTA， 4 mM  
ATP， and 20 mM  Tris-maleate bu妊er，pH 
7.5. 
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チンの添加量楠JJIIに反比例して活性他は減少した。アク

チンとミオシンの量比が 1:1である合成アクトミオシ

ンの K十一ATPase活性の値は， ミオシンのみの K+

ATPase 活性の値のX('j2分の lであった。 Fig.5に，

lOOCでJt'j'ffiえした筋肉から一定時間経過後に調製した筋

原線維の Mg2十一ATPase活性の変化を示した。骨格に

付けたまま貯蔵した筋肉から調製した筋原線維において

は，その活性:値の死後時間による変化は死直後の 0.365

(μmol Pi/min/mg)から，硬直期には0.470に増加し，そ

の後死後JI~'聞の経過，すなわち熟成の進行とともに徐々

に減少して， 熟成の完了Wlには0.265までi成少した。こ

の値は硬直期の活性値の約60%であった。一方，骨絡

から外して貯蔵した筋肉から調製した筋原線維において

は， 硬直期に活性値が0.595まで急激に増加した。骨格

に付けたまま貯蔵した筋肉から調製した筋原線維の場合

と同様に，熟成期間に活性の減少が起き，熟成の完了期

の活性値は 0.440と硬直期の約70%の値であった。

Fig‘ 6 iこミオシンの濃度を0.55mg/mlと一定にし， ア

クチンの添加量を変えてアクチンとミオシンの量比の異

なる合}戎アクトミオシンの Mg2十一ATPase活性の変化

を示した。合成アクトミオシン中のアクチンの含量がl行

加するにつれて Mg2+-ATPase活性も増加した。アク

チンとミオシンを等量混合した合成アクトミオシンの

Mg2十一ATPase活性値は，ミオシンだけの場合の約3倍

であった。

熟成に伴う筋原線維 ATPase活性の変化
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Postmortem time (day) 

Postmortem changes in Mg2+-A TPase ac司

tivities of myo五brils. Rabbit skeletal 

muscles excised immediately after death 

(・)or attached to skeleton (0) were stored 

at 50C. At appropriate time intervals， 
myofibrils were prepared from stored 

muscles， and Mg2+♂ATPase activities were 

measured under the following conditions; 

1 mg/ml of myofibrils， 0.15 M KCl， 4 mM  
乱1:gCI2，0.01 mM  CaCI2， 4 mM  ATP， and 

20 mM  Tris-maleate bu妊er，pH 7.0， at250C. 
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死後硬直時に短縮したサノレコメアは，その後の時間経

過と共に静止長に復元する1，6)が，この時点で、は筋肉中

の ATPは完全に消失している19)ので死後筋肉におけ

るサノレコメア長の変化は ATP存在下で起こる生筋の収

縮・弛緩とは異なった機構によると考えなければならな

い。 J~;'蔵した筋肉から調製した筋原線紛におけるサノレコ

メアは，死後の筋細胞内の ATPの消失， pHの低下，

Ca2+濃度の上昇とともに短縮する19)が，この短縮のお!

度は筋肉を骨格に付けたまま貯蔵した場合と，骨格から

外して貯蔵した場合では明かな違いがみられる。その理

r8は骨格に筋肉の両端が密着していると，筋原線維の自

由な収縮が妨げられ張力を発生するので，筋節のi短立締が

一定の長さで

f筋0肉7原線t維佐は白l由有な収縮を起こすためと考えられる。

食|勾の熟成中に起こるサノレコメア長の復元は，筋原線

新fからのフィラメントのWf離量のI同大と平行して起こる

ことが明らかにされており 6)，このことは， サノレコメア

考IV. 
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Effect of actin on the Mg2+-ATPase ac-
tivities of myosin. After the addition of 
various amounts of actin to 0.55 mg/ml 
of myosin， Mg2+-ATPase activities were 
measured under the following conditions ; 
0.55 mg/ml of myosin， various amounts of 
actin， 0.15 M KCI， 4 mM  MgCI2， 0.01 m乱f
CaCI2， 0.3 mM  A TP， and 20 m恥1: Tris-
maleate bu妊er，pH 7.5， at 250C. 
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長の1M元がアクチンとミオシンI1tJの品Iii合が弱まったこと

によるものであることを示している。食|勾の熟成中のア

クチンとミオシン間の結合の強さの変化を筋原級制iの

ATPase 活性の変化をiJlil:Aすることにより検討してみ

ると，死後硬直時まではMj原線制「の K+-ATPase活性

は死直後の値より低下し， A)l原線維の Mg2+-ATPase

活性は死直後の値よりも治加した。しかも骨栴から外し

て1ti'蔵した場合の方が，骨格に付けて1mました場合より

もその変化の程度は大きかった。これらの結果はし、ずれ

も死後硬直時にアクチンとミオシン聞の結合が強くなっ

たことを表わしており，死後硬直時にはサノレコメア長が

短縮するりというこれまでの結果ともよく一致してい

る。アクチンとミオシンの結合量が多くなれば， K七

ATPaseの活性値は減少するが，ーブ]， Mg2+-ATPase 

の活性{I直はt"己1大するとし、う合成アクトミオシンATPase

の活性の測定結果も，死後硬直時における筋原線維の

ATPase 活性の変化をよく説明している。

死後硬直の解除が始まる死後3日目から熟成j切にかけ

て，筋原線記iの K+-ATPase活性が徐々に1税加し，一

の変化に反映しているということを示している。食I~'J の

熟成中に起こるアクチンとミオシン聞の結合の脆弱化

は，パラトロポミオシンがアクチンに結合することによ

って引き起こされることが切らかにされており 5)，，目・絡

に付けたままJ!'j'蔵した筋肉と骨怖から外してJ!'j'放した筋

肉のいずれにおいても，パラトロポミオシンは同じよう

にアクチンに結合することによってアクチンとミオシン

問の結合を弱め，サノレコメア長の復元程度の迷いは骨絡

による拘束の有無によるものであると考えられる。従っ

て，食肉の熟成中に起こる筋原線新の K十一ATPase活

性および Mg2+-ATPase活性の変化は，サノレコメア長

の復元6)と同様に， 10-4Mに上昇した筋柴Ca2十の作用

によって筋原線新の A'市両端部から遊馴したノマラトロ

ポミオシンのアクチンへの結合4)がミオシンのアクチン

への結合を不安定化し， アクチン・ミオシン問硬直結

合が脆弱になることによってひき起こされると結論さ

れる。

v.要 約

ブ'jA万原線五!iの Mg2+-ATPase活性が徐々に低下するこ 死後筋肉における筋!京総*!iのサノレコメア長の変化をア

とは，アクチンとミオシン間の結合が熟成期に脆弱化す クチン・ミオシン11司1tl:!L{'I→用の変化としておIiらえ，筋係

ることを示すものであり， サノレコメア長の復元及びフィ 線紺11，ATPase 活性を指標として，食|刻の熟成中にお
ラメントの解離畳のl強力日のいずれの変化6)ともよく一致 けるアクチン・ミオシン間相互1'1用に対する筋原線鮒の

する。アクチンとミオシン聞の結合の脆弱化によって起 新しいタンパク質・パラトロポミオシンの影響を検討し

こるサノレコメア長の復元，すなわち紺lいフィラメントと た。結果の概要は以下の通りである。

太いフィラメントの重なり合いの減少により， ミオシン (1) 屠殺後lOOCに貯蔵した筋肉から調製した筋原線

に結合するアクチンの量の減少が熟成期の筋原線i，ffの 新の K+-ATPase活性は硬直時に一旦減少するが，その

ATPaseの活性変化に影響を与えていると考えられる 後の熟成期間中に回復した。

ので，長さの異なるサノレコメアから構成される筋原線*lj (2) 一方， Mg2+-ATPase活性は K+-ATPase 活性

の K+-ATPase活性を測定したところ，全てのミオシ と正反対の変化を示した。

ンがアクチンと結合していると考えられる 2.20μm以下 (3) 単離精製したミオシンに添加するアクチン量を変

のサノレコメアから構成される筋原線利iの K+-ATPase 化させた場合， K+ -ATPase主&'11:はアクチンの濃度に依

活性は一定であった (Fig.3)。アクチンと結合していな 存して低下し，逆に Mg2+-ATPase活性は噌加した。

いミオシンが存在する 2.3011m以上のサノレコメア長を有 (4) (1)および (2)の変化は (3)の結果から，熟成中の

するサJレコメアから構成される筋原線対[のK+-ATPase 食肉における筋原線維のサノレコメア長の変化が， ミオシ

活性は，サノレコメア長が長くなるにともないi直線的にbJi ンとアクチンの結合最に変化をもたらした事に起悶する

方11した。一方，サノレコメア:長の変化は，骨格に付けてjfj' と考えられるので，税々のサノレコメア長を持つ紡原線縦

蔵した;場合と骨格から外して貯蔵した場合のいずれにお を調製した。

いても，サノレコメア長が2.30μm以内の範囲で変化する (5) 2.4ρm以上のサノレコメア長を持つ筋原級制iの

ことが切らかにされている6)。このことは，死後硬直n!j' K+ -ATPase活性はサ Jレコメアが長くなる税高い活性

に短縮したサノレコメア長が復元することそれ I~I 休は，熟 を示したが，サノレコメアの長さが2.3μm以下では変化

成中の食肉における筋原線維の ATPase活性には関与 がなかった。

しておらず，アクチンとミオシン間の結合の脆弱化が直 (6) 死後筋肉におけるサノレコメア長は，2.3f1m以内で

接的にサノレコメア長の復元と似)原線維の ATPase活性 変化するという事尖と，以上の結架から，硬直解除j切に
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おける)jjJ原線維の K十←ATPase活性の WIIJ/Iと Mg2十-

ATPase活性の減少は，食肉の熟ぷL中に筋原線維のA帯

雨端から遊離したパラトロポミオシンのアクチンへの結

合によりアクチン・ミオシン問硬直結合が脆弱化するこ

とによるものと結論された。
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Sumrnary 

An important aspect of the meat tenderness dur-

ing postmortem ageing concerns the intrinsic pro-

perty of a myo五brillarprotein， paratropomyosin. 

By measuring the A TPase activities of myo五brils，

the effect of paratropomyosin on the actin-myosin 

interaction during the ageing of meat was examined 

in this study. 

The K十一ATPase activity of myo五brils from 

stored ml1scles decreased at the time of rigor 

mortis and was recovered dl1ring postrigor ageing. 

In cotrast， the Mg2+-ATPase activity of myo五brils

increased at the time of rigor mortis， and then 

decreased during postrigor ageing. Adζlition of the 

actin to the pl1ri五ed myosin inhibited the K+ 
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ATPase activity of myosin， concurently， Mg2+- sarcomere length， the K+ -ATPase activity of 

ATPase activity of myosin increased. The change myofibrils， whose sarcomere lengths were less than 

of the sarcomere length during ageing of meat 2.3μm， remained unchanged. 

looked like to change the degree of the binding These results indicate that paratropomyosin 

between actin and myosin in myofibrils. The which is translocated from its original position 

myo五brilshaving di妊erentsarcomere lengths were onto actin五lamentsduring ageing of meat weakens 

prepared. Although the K+ -ATPase activity of the rigor Iinkages formed between actin and 

myo五brils，whose sarcomere lengths were more myosin. 
than 2.4μm， increased according to lengthening of 


