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北大水産業報
28(4)， 212-226. 1977. 

酸化魚肉指質のタンパク質に及 lます影響

1. 自動酸化ドコザヘキザヱン酸メチルエステルによるタンパク質の劣化事

樋口 達夫柿・羽田野六男・座間宏一材*

The Effect of Oxidized Fish Lipids on Protein 

I. Deterioration of protein by autoxidized methyl docosahexaenoate* 

Ta七呂田 HWUCHI柿， Mu七suoHATANO and Kδichi ZAMA*** 

Abstract 

De句riorationof m晶rinefoods c晶.usedby auもoxidized highly unsaturated 
f晶tもyacids， which exist in proc側 edfish products， includes the production of off-
a乱，vo問， browning and the decrease of nutritional value. 
This study was performedもodetermine the nutrition乱1changes of e宮galbumin 
in model system composed of egg albumin and sever品1differeI凶 oxidizedmethyl 
doco随 hexωno晶旬 (2:1， wjw， mixtures) during sω，rage at 3000阻 dRH 80%. 

Seve~品1 auもoxidizedmethyl doco鮪 hexaenoaぬ werefractionated on晶 Bio-
Be品dsSX-3∞lumn and separated into four components: tetramer， trimer，・dimer
and monomer. In storage， the browning of晶lbumin，the 1倒閣 of肝晶ilぬlely百ine
andもhedecrease of digestibility in vitro with pepsin w鎚 observed. The content 
of essential amino acids of albumin， particularly methionine， threonine， lysine 
and phenyl晶l乱ninedecreased consider油ly.
The degrad抗ionof egg albumin was most observable in the model sysもem
compωed of the egg albumin and oxid包edmeぬyldocωahex初 no乱防∞η'espond司
ing to the prop乱g品もionperiod. 

緒言

最遅「水産米利用資源の有効利用と漁獲物利用の再検討Jという ζとが課題となり，特にわが国近

海産多獲性魚種であるイワシ，サパなどの高度利用が急務とされている。しかし乙れらの魚種は一般

に脂質含量が高しその利用にあたって魚肉脂質の酸化はまぬがれず，その酸化生成物が魚肉の色沢

の劣化，食味の低下，異臭の発生さらには魚肉タンパク質の栄養価の低下など品質劣化の原因となっ

ている。

脂質酸化にともなうタンパク質の劣化については， Roubalらりのがタンパク質のー都の構成アミノ

酸の損傷とタンパク質問の重合が起るととを認めているほか，堀米ちのの，柳田らりのも酸化リノ{ル

本昭和52年4月，日本水産学会春季大会(東京)講演発表
**原籍:大塚製薬株式会社，商品開発研究所

(00即時oditityDevelop抑協tDiv.， Ot，側 kaP.加問問倒的alOo・Ltd.)
料*北海道大学水産学部食品他学第ー講座

(Laboratory 01 Food Ohemi8try 1， F，ωulty 01 Fi8herie8， Hokkaido Univer8I，勿)
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樋口外: 酸{じ魚肉脂質のタンパグ質!<::及ぼす影響. 1 

酸エチルエステルがカゼイン，卵アルブミンに作用してその栄養価を低下させる乙とを報告している。

また一方 Zir¥inらηはリノ{ル酸メチルエステルとゼラチンの混合物でリノール酸メチルエステルの

酸化Iとよりゼラチンの粘性と溶解性などが低下するととをみ，湿度も乙れらの性状の変化に影響を与

えると述べている。 ζのようにラエン酸レベルの酸化生成物とタンパク質の相互作用についての研究

は比較的多くみられるのに反し，水産物特有の高度不飽和酸レベルの酸化生成物との相互作用につい

ての研究はあまり行われていない。

本研究では，今日問題となっているイワシ，サパなどの脂質酸化lとともなう魚肉タンパク質の劣化

機構を明らかにするととを目的とし，魚肉脂質を構成する代表的脂肪酸のドコサヘキサエン酸をとり

上げ，そのメチルエステルを自動酸化し過酸化物の増大前期，増大中期および下降期のものについて

性状を検討し，さらにζのメチルエステル酸化生成物と今固まず魚肉タンパク質の代りに単純タンパ

ク質である卵アルブミンとの混合モデル系を高湿度の苛酷な条件下にて貯蔵し，卵アルブミンの劣化

機構について検討を行なった。

試料および実験方法

ドコサヘキサエン酸メチルエステ)(..の調製

市販イカ油メチルエステル(日本化学飼料KK.製)を尿素付加法により高度不飽和酸メチルエステ

ルを含む区分を分別し，さらにζのものを真空蒸留を行ない 1810C(0. 75 mmHg)留出分の性状から

ζの留出分をドコサヘキサエン駿メチルエステルとして以下の実験に用いた。 乙のものの純度と性状

は表11<::示すとおりである。

Tぬle1. Prop倒的。f例ethyldo伽 ahex，制即日tefractio叫
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ドコサヘキザヱン酸メチルエステルの自動酸化

上記ドコサヘキサエン酸メチルエステルをどCで通気，自動酸化させ図lK示すような酸化程度の

異なるメチルエステルすなわち過酸化物増大前期 (OE1)，増大中期 (OE2)および下降期 (OE3)のも

のを得た。

自動酸化ドコサヘキサエン酸メチルエステルの性状

過酸化物価 (POV)はLea法により，カルポニル価 (COV)は熊沢らめの方法に従って測定した。

また自動酸化生成物の分画は中村らののゲルクロマトグラフイ{に準じ， Bio-Beads SX-3カラム

(Bio-Rad社製， 200-400 mesh， 2. 5 x 89. 5 cm)に自動酸化ドコサヘキサエン酸メチルエステルを注

入しベンゼンで溶出を行なった。さらに各溶出函分の分子量は蒸気圧平衡法(日立 115 分子量~IJ定装

置)により測定した。
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自動酸化ドコサヘキサヱン酸メチルヱステ)[..-卵アルブミン混合系の調製

図lK示した酸化程度の異なる 3種のメチルエステル (OEb OE2， OEs)と対照の未酸化メチルエ

ステル (OEo)をそれぞれ卵アルブミン (Dif∞社製)と 1:2(w/w)の割合で乳鉢中で混和し， Mb 

M2' M3と対照の Moの各混合系を調製した。

各混合系の貯蔵試験

上記の各混合系 3gをそれぞれシャーレ(直径9cm)にとり，相対湿度 (RH)80%に調整したデ

シケーター中K30
0

Cで貯蔵した。貯蔵した各混合系を 48，120，および240時間後にとり出し， 15倍

量のアセトンとエチルエーテルでそれぞれ3回脱脂，脱脂残溢のタンパク質区分の重量変化をil¥tl定し，

あわせて以下のタンパク質区分の性状の検討に用いた。

タンパク質区分の性状

褐変度は柳田ちのの方法によりタンパク質区分tζ プロナーゼ(科研化学KK.製)を含むリン酸塩

緩衝液 (pH7.5)を加え， 40oC， 5時間分解後， 430nmの吸光度を測定，窒素 16mgあたりの値と

して表示した。人工消化率は堀米ら7'の方法11:従いタンパク質区分Kペプシン (Difco社製)を加え，
pH 1. 5， 37

0
C， 24時間消化後， トリクロル酢酸を加え除タンパクし上澄液中の可溶性窒素をケール

ダール法でil¥IJ定した。はお人工消化率の表示はメチルエステルと混合しない卵アルブミンをアセトン

とエチルエーテルで処理したものの消化率を基準とした。有効性リラン (Lys)量は Carpenterl1)の方

法，すなわちタンパク質区分11:1-フルオロ 2，4ーヲニトロベンゼンを加えて DNP化後， 8.1N HCl 

で120
o
C，20時間加水分解し e-DNPLysを分別， 435nmで比色，窒素16gK対する Lysg数とし

て示した。構成アミノ酸組成は 6NHClで110
o
C，24時間加水分解し， 日立アミノ酸自動分析計

(KLA-3) Iとより求め，窒素 19あたりの各アミノ酸の g数として示した。

実験結果および考察

自動酸化ドコザヘキサエン酸メチルエステルの分画と性状

対照としての未酸化ドコサヘキサエン酸メチルエステル (OEo)とその自動酸化メチルエステル

(OEb OE2， OEs)をそれぞれゲルクロマトグラフィーにより分画を試みた結果，図2と表211:示すと
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樋口外: 酸化魚肉脂質のタンパグ質IL及ぼす影響. 1 

おり OEoでは単一ピークのみ示すのに対し， OE1では3成分，OE2とOEaでは各4成分よりなる乙

とが認められた。つぎに OEoおよびOE3の各溶出画分の平均分子量を求めるとそれぞれでOEo:338，

OEa-I:351， OEa-II:679， OE3-III:922， OE3-IV:1319あり， いま OEoの溶出画分を単量体とすれば

OE3-1 は単量体， OE3-IIは2量体， OE3-IIIは3量体， OE3-IVは4量体となる。一方OElとOE2

についても同一条件によって行なったゲルクロマトグラフィーによる各溶出画分の溶出位置がOEaの

それらと一致する ζとから，それぞれ単量体，2量体 3量体， 4量体IL相当するものと考られる。

以上の結果より OEoでは単量体のみであるが，過酸化物増大期にあたる OE1とOE2では単量体の含

量が減少し2量体以上のものの含量が増加する乙とがみられ，また過酸化物下降期のOE3では多量体

がより増加する乙とが認められる。 さらに表2の結果は多量体の POVとCOVが単量体のそれより

も高い値を示すが， ζの乙とは多量体中に過酸化物とカルポニル化合物がより多く存在する乙とを示

している。
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e 2. Fr，ω均時α抑協 ofaut問自iizedmethylゐc四叫仰即時価te.

Fracti∞ I Tube no. I Yield州 POV 伽]品?も
OEo I 49.....60 1ω.0 16 4 338 

I 49-ω 87.6 621 216 
OE1 II 必-48 5.8 必56 1591 

III 35-41 6.6 4215 1623 

I 49-60 68.1 2806 674 

OE1 
II 43-48 12.4 6374 1827 
III 40-42 7.8 6234 1938 
IV 35-39 11.3 5192 2019 

I 49-60 39.4 2765 1358 351 

OE. 
II 43-48 13.5 5628 2286 679 
III 39-42 14.1 5347 2471 922 
IV 35-38 33.0 4935 2454 1319 

Abbreviation: 1: monomer. II: dimer. III: trimer. IV: tetramer 

各混合系の重量変化

Mo. Mlo Mz• M3の各混合系の金重量増加率は図31ζ示すように各混合系問で若干の相異はみられ

るが，いずれも貯蔵120時間でほぼ一定となる。このζとは混合系の吸収酸素量に由来するのみなら

ずRH80%条件下における貯蔵中で吸着水分量が平衡に達したためと考えられる。

% 

。 48 120 240 HR 

Fig. 3. Changes in weight of oxidized mωhyl docosahexaenoate-egg albumin mixed 
system. during s句rageat 300C and RH 80%. 

タンパク質区分の回収率の変化

各混合系中のタンパク質区分の回収率は図41C示すように，すべての系で貯蔵時間の経過とともに

増加し，特IC24時間では酸化程度の低い OEo.OE1と混合した Mo.Ml混合系が著るしい。 ζのと

とは酸化程度の高いメチルエステルの生成物である多量体の過酸化物とカルポニル化合物よりは，酸

化程度の低いものの生成物である単量体中の過酸化物とカルポニル化合物の方がよりタンパク質と結

合し複合体を形成しやすいととを示唆している。

褐変度の変化

タンパク質区分の褐変度の変化は図51C示すように，いずれの混合系iとおいても経時的に増加し，

特に貯蔵 120時間以降で Mo.M1および M2の各混合系に著るしい褐変がみられる。 これに反し M3
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樋口外: 酸化魚肉脂質のタンパグ質11:及ぼす影響. 1 

130 

Fig. 4. Recovery of protein moiety. 
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混合系の褐変度は比較的低く，メチルエステルの過酸化物下降期Il.生成する高分子カルポニル化合物

より増大期に生成する低分子のものの方が，より容易にタンパク質の遊荷量アミノ基と反応して褐変を

起乙すためと推察される。

有効性Lys量の変化

有効性 Lys量の変化は図611:示すように，いずれの混合系においても貯蔵時間の経過とともK減少

するが.Mo. M1およびM2混合系ではその損失が著るしく，逆Il.M3混合系では減少が少ない。 ζ

のζとは前述の褐変度の増加にともなって有効性 Lys量が比例して減少する ζとを示し，褐変度の場

合と同様メチルエステルの酸化生成物である低分子カルボニル化合物は Lysの E-アミノ基と反応し，

その結果として有効性 Lys量の減少につながるものと恩われる。
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Fig.6. Ch晶ngesin the conte凶 ofavailable lysine of protein moieも，y.
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人工消化率の変化

ペプシンによる入工消化率の変化は図71r.示すように，各混合系とも貯蔵持聞が酷遇するにつれ消

化率の低下がみられる。その低下の度合は Mo.Mb M2の各混合系で大きく ，M3混合系では小さい。

との消化率の低下の原因は特に前者の Mo.Mb M2系で吸収酸素I?:由来するタンパク質区分の回収率

が増加している ζとから， Roubalらのの知見と同様酸化生成物によってタンパク質の重合が起ζ り，

さらにDe鎚iらゆの提唱する酸素を介在とする複合体 (POOL-OOP)の形成が行なわれ， ζのζとが

ペプシンの酵素作用I?:抵抗性を示すためと考えられる。

I MoM1M2M3 
哀100・

主80
a 
~ 60 
ω 
国。40
20 

。
o 48 120 240 HR 

Fig. 7. Ch晶.ngωinrelative dige8tibility by pep8in of protein moiety. 

構成アミノ酸組成の変化

貯蔵48時間のタンパク質区分の構成アミノ酸組成は表3K示すが，対照とした卵アルブミンのみ

の組成と比較すると各混合系とも一般的に必須アミノ酸が著るしく損傷され，そのうち特に Met.Lys 

A8p 
Thr 
Ser 
Glu 
pr。
GIy 
Ala 
C戸
Va1 
島let
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
Lys 
His 
Arg 

T晶，ble3. Changea in a例4ω acidc仰 tpositめnof prote仇冊oiety
αifter storage for 48 hours. 

Untreated . 
albumin Mixed 8y冒tem

Conも，rol M。 M1 M2 

0.'11 0.68 0.69 0.65 
0.19 0.19( 0) 0.17( 7) 0.17( 7) 
0.46 0.43 0.42 0.42 
0.82 0.80 0.74 0.75 
0.19 0.20 0.19 0.19 
0.24 0.21 0.22 0.22 
0.47 o.錦 0.41 0.41 
0.12 0.12 0.11 0.10 
0.40 0.36(10) 0.36(10) 0.33(18) 
0.11 0.17(13) 0.09(59) 0.06(73) 
0.31 0.17(16) 0.17(16) 0.16(19) 
0.60 0.50(17) 0.46(13) 0.46(13) 
0.26 0.23 0.22 0.21 
0.51 0.40(11) 0.34(33) 0.34(33) 
0.41 0.38(10) 0.31(16) 0.17(36) 
0.13 0.13 0.11 0.11 
0.34 0.32 0.30 0.30 

Ma 

0.72 
0.16(45) 
0.37 
0.78 
0.19 
0.23 
0.42 
0.11 
0.36(10) 
0.15(31) 
0.17(16) 
0.51(15) 
0.23 
0.36(19) 
0.16(38) 
0.09 
0.29 

Individual品minoacid wa8 expressed品目 g/gN Amino acid 1088 (%) w品自 G晶Iculated
U8ing untr帥句dproぬinωcontrol
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樋口外: 酸{じ魚肉脂質のタンパク賀tζ及ぼす影響 1

およびPheの損傷が大きい乙とが認められる。また貯蔵中IL受ける必須アミノ酸の損傷は過酸化物潜

大期にあたるメチルエステルと混合した MhM2混合系で大きく，過酸化物下降期のものとの M3混

合系で小さいζとから，前者のメチルエステルの酸化生成物である単量体中の過酸化物とカルポニル

化合物の反応性がより高く，卵アルブミンの一次構造の必須アミノ酸の部位11:.損傷を与えるものと考

えられる。しかし Thrは例外であり，過酸化物下降期のメチルエステルと混合した Ma系で大きく損

傷されるが，それは Thrの化学構造の OH基と多量体中の過酸化物あるいはカルポニル化合物と特

異的fr.反応するためではないかと考えられる。

要 約

高度不飽和脂肪酸の自動酸化生成物のタンパク質に及ぼす食品学的影響を知るために，まずドコサ

ヘキサエン酸メチルエステルをとり上げ，自動酸化し，過酸化物増大期と下降期の酸化程度の異なる

メチルエステルを調製した。 ζれらのメチルエステルの自動酸化生成物は単量体から 4量体よりなり，

いずれも過酸化物とカルポニル化合物を含んでいる ζとが認められた。

つぎにζれらの酸化生成物を含むメチルエステルと卵アルブミンの混合モデル系を調製し，苛酷とt

条件下で貯蔵試験を行ない，その結果過酸化物増大期のメチルエステルが卵アルブミンを食品学的に

も栄養学的にも著るしく劣化させ，また卵アルブミンの構成アミノ酸のうち特IL必須アミノ酸を著る

しく損傷させるととを認めた。
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