
Title コイ筋肉ミオシンの加熱処理による性状変化

Author(s) 川合, 祐史; KAWAI, Yūji; 羽田野, 六男 他

Citation 北海道大學水産學部研究彙報, 34(2), 131-139

Issue Date 1983-06

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/23821

Type departmental bulletin paper

File Information 34(2)_P131-139.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



北大水産業報
34(2)， 131-139. 1983. 

コイ筋肉ミオシンの加熱処理による性状変化

川合祐史*・羽田野六男*・座間宏一*

E貸'ectof Heat Treatment on Some Physico-chemical 

Properties of Carp Myosin 

Yiiji KAWAI*， Mutsuo HATANO*組 dKδichiZ山*

Abstract 

Myosin solutions were prepared and he品，tedat 200，400， 600， 800，品nd10000 for 
15 minutes at neutral pH and changes in the nature of chemiωl bonding (hy. 
drophobic， electrostatic and covalent bonds) were investig品ted.
Hydrophobicity of myosin rem乱rk油Iyincreωed in temperature range of 
200-6000， but no changes were ob自ervedin electrostaticity. Oh乱，ngsin covalent 
bond自 werefirst observed at temperature higher than 8000. Therefore， it wω 
considered that the heat denaturation of myosin w副 mainlycon七ribu七edby 
comparatively weak inter品。tionssuch拙 hydrophobicbond rather than stronger 
interactions such制 electrostatic乱ndcovalent bonds. 
Thermodynamic parameters for the he抗 denatur抗ionof myosin were also 
calculated from the changes in hydrophobicity. The Arrhenius plot of hydro-
phobicity showed 2 lines with different slope. The tr晶nsitiontemperature 
wωfound抗 4500品ndit wa自 concludedthat the structur品lchanges in myosin 
molecules are completed even at temperature lower than this. 
Itw制品Isoconcluded that the hydrophobic interaction between myosin 

molecules hωconsiderable in1luence on the interfacial phenomen乱 ofmyosin such 
as emulsifi.cation and adsorption properties. 

緒言

近年，水産資源の有効利用として魚肉タンパク濃縮物(F陀)，機能性魚肉タンパク (FFP)，組織状

魚肉タンパク (TFP)のほか， マリンピーフと称する魚肉濃縮タンパク質食品素材などが注目されて

きている。

一般にタンパク質を食品素材として利用するにあたって， Briskeyllは水和性，分散性，溶解性，乳

化性，起泡性，結着性，ゲル形成能などの機能特性を考慮しなければなちないと述べている。上記の

FPC， FFP， TFPなどは製造中!L加熱あるいは有機溶剤j処理などの工程があるためタンパク質はすで

に変性し，ある種の機能特性は未変性の状態に比べて変化し， そのため利用きれる食品形態にも制約

を受けるととが多い。しかし， senち2) は加熱処理は魚肉中の自己消化酵素などを失活させるため流
通上の利点ともなるとし，さらに加熱処理後の低温貯蔵は脂質酸化抑制にも効果があると述べている。

魚肉タンパク質の低温における変性についての食品生化学的研究は数多くみられるが，調理，加工

を対象とした高温における変性の研究は少なく，志水ち3) のマアク・アクトミオシンと筋形質タンパ

ク質の加熱による相互作用，田口ち叫の深海性魚類の水溶性タンパク質の熱凝固性について熱力学的

. 北海道大学水産学部食品化学第一講座
(Lahor，叫toryof Food Chemistry 1， FacUlty of Fisher加 ，Hokkaido University) 
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な考察，また国領ら5) の魚類筋原繊維タンパク質の高温加熱処理による分解などの報告があるにすぎ

ない。

著者らは魚肉タンパク濃縮物が組立食品(Fabriαtedfood)の素材となることを期待し，その基礎的

知見を得るため，まずコイ筋肉から調製したミオシンを用い，加熱処理によるミオシンの性状変化に

ついて検討を行なった。

試料および実験方法

試料養鯉用飼料 No.5P(日本配合飼料KK) を与えて飼育した平均体長 23cm，平均体重 224g

のコイ (Cyprinω caψio)を使用した。

ミオシンの調製と加熱処理背肉から碇谷ら叫の硫安分画法によって得られたミオシンを 0.5M

KCl-2臼nMリン酸塩緩衝液 (pH7.0)に溶解，透析したものを用いた。 ζのミオシン溶液 (pH7.ω

を水浴中に 200，400， 600， 800， 1∞。Cの各温度で一定時間 (15分間)加熱後，氷水中で急冷し以下

の実験に供した。

タンパク質濃度の浪|淀Gomallら7) のピュレット法tとより，牛血清アルブミン画分V(和光純薬

KK)を標準として測定を行なった。

ANS蛍光強度の測定 丹羽8)および高木ら9) の方法に準。て行なった。すなわちミオシン溶液に

ふアニリノー1ーナフタレンスルホン酸アンモニウム (ANS)を終濃度が 1.Ox 10・会M になるように加

えた後，日立 650-60分光後光光度計(励起波長 385nm，後光波長 470nm)によって盛光強度を?J!.IJ

定し，後光強度のタンパク質濃度に対する初期勾配をもって疎水性度 (So)10) とした。

紫外部吸収スペクトルの測定 目立556ニ波長自記分光光度計によって測定したが， その際ミオシ

ン溶液 (1mg/ml)は加熱すると白濁するため，一波長 (3∞nm) 固定・一波長走査 (60nm/min)

法11)によって濁りを消去し測定した。

コロイド滴定12) ミオシン溶液を O.lNHClまたは O.lNKOHで各pHに調整後， 等電点 ωH

4.5-5.0) より酸性側では N/400ポリピニル硫酸カリウム (PVS-K)溶液で滴定，また塩基性側では

あらかじめ N/200メチルグリコールキトサン (MGCh)溶液を過剰j量加えた後， N/400 PVS-Kで逆

滴定を行った。演定の終点はトルイヲンブルー指示薬の青色から赤紫色への変色点とした。

SH基の定量 ButtkuSl3)の方法IL準じて行なったが，総SH基は 8M尿素を加えてミオシンを

unfoldさせた後fr:定量し，また尿素を加えずに定量したものを反応SH性基とした。

SDSポリアクリJJ，.アミドゲJJ，.電気泳動 (SDS・PAGE) Weber-Osbomの方法14)fとより， ミオシ

ンを 8M尿素を含む 196SLS-l% 2-メルカブトエタノール・リン酸塩緩衝液に 300C，20時間保ち町，

サブユニットに完全に解離させた後， 0.1% SLS-1096ポリアルアミドゲルを用いて泳動を行なった。

粘性および流動特性の測定15) BL型回転粘度計(東京計器阻()に HM-1ローターを装着， 20
0
C 

で測定した。なおミオシン溶液は非ニュートン性流体のため粘度は見掛けの粘度(ズリ速度79.2より

として表示した。

表面張力の測定 臥1Nouyの表面張力計を使用し，円環法16) fとより水を基準として測定を行なっ

た。

濁度の測定 日立 556分光光度計を用い， 350nm における吸光度とした。

ATPase活性の測定 ミオシンを 0.5MKClートリスマレエート緩衝液 (pH7.0)に透析し，高士

ら17)の方法によって高塩濃度溶液中におけるCa2+ATPa田比活性を測定した。
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ミオシン変性の熱力学的解析18) ミオシンの変出品程は宋変性状態 (N)と変性状態 (D)の二状態

のみが存在するものとし， なお変性の途中においても N とDのみが平衡 (N""D)にある二状態転

移として解析した。状態Nの変性度を YN，状態Dの変性度YD'任意の点における変性度を yとす

ると，変性タンパク質の割合fDは，

fD=~Y D=一一一一
YD-YN 

(1) 

となり ，N""Dの平衡に対する平衡定数Kは

K=~. )'ゴ主一 -
l-fD YD-Y 

(2) 

となる。 ζれから熱力学的パラメータ{の Gibbsの自由エネルギ{変化JJGO，エンタルピー変化JJHO，

エントロピー変化 JJSOは次のように表わされる。

JJGO = -RT ln K (3) 

dlnK 
JJHO = -R一一一一一

d (I/T) 
(4) 

K
 

度温

必

一

制

一一
T

=

司

-

T

d
一一
一
強

引
u

体

d

気一一R
 

(5) 

結果および考察

ミオシンの疎水性度 SOは Fig.lに示すように 200Cで20分間処理後もその変化量はわずかであ
るが， 400C以上の処理では加熱開始後5分までに急激に増大し 15分間でほぼ平衡状態に達した。

乙の結果から本実験ではミオシンの加熱処理時間を 15分と規定した。

各温度で 15分間処理をしたミオシンのおの変化は Fig.2Iヒ示すように， 40
0

C処理で著しく増大

し，とくに 600C以上では処理温度の上昇につれて疎水性は徐々に増大する傾向を示した。

紫外部吸収スペクトルは Fig.3 11:.示すように 400C以上の処理で混濁の影響が著しいため，一波

長 (λ1) を 3∞nm11:.固定し，他の波長 (λ2) を走査させると Fig.4に示すようになり混濁の影響が
大部分無視された。 285nm以下の波長域では 400C以上の加熱処理でも吸光度の増大がみられ， 乙

のζ とは疎水性クロモホアが分子表面11:.露出したためと考えられた。

1日加

Fig. 1. Effect of heating period on the 
hydrophobicity of myosin 
SO: Fluor田 cen凹 intensityfMyosin
concentr批ion(Initial slopeωlculat-
ed from the fluorescence intensity 
vs. myosin concn. plot) 
0一一:Heating七emp.，200C 
・一一一:400C， /;.一一:600C 
企一・一・ 800C，口一一一 1000C

8∞二三工ご二二工二二主
#ター一一一吾一一一 合

主印日f，? ....ー一一一← ー←一一一・-

i 40μ/ 
主 IP

日L
o 5 10 15 20 
H回tmgper旧d{minl 
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静電的性状はコロイド滴定の結果(Fig.5)からミ

オシンは中性域では解離度が非常に小さく， pH 5 

以下の酸性域ではアミノ基などの塩基性基が解離し，

pH8以上の塩基性域ではカルポキシル基などの酸

性基が解離することがみられた。 400C以上の処理

における塩基性基の解離は 20
0

C処理の約 1/2f(:減

少したが，一方酸性基の解離には著しい変化は認め

られなかった。コロイド滴定で求めたミオシンの見

掛けの等電点は 200C処理では pH4.8であり，一

般に処理温度の増大tとともない酸性側に移動する傾

向がみられた。しかし pH7.0では加熱処理による

ミオシンの荷電状態の変化は認められなかった。
Fig. 2. Effect of heating tempera七ure
on the hydrophobicity of myosin 
Heating treatment: 15 min. 

共有結合性は総SH基量 (Fig.6)および SC6-

PAGEパターン(Fig.η から， 60
0

Cまでの処理

では両者とも変化は認められないが， 800C以上の

処理でSH基が酸化して S-S結合となり，これに起因する総SH基量が減少した。乙れは主に Heavy

chainとその分解生成物が共有結合 (SH→S-S)し.H田.vychainの分子量より大きい高分子の重合

1.0 

0.8 

Ob 
225 250 27言 300 325 350 

Wavelength ( nm ) 

Fig. 3. Effect of he抗-treatmenton the 
UV spectra of myosin 
Myo自inconcentr抗ion:1 mg/ml. 
一一 Heatingtemp.， 2000 
一一一:4000，ーー 6000，一・ー:8000 
一一一:10000 

0.8 

/ん

nL.. 
叫225 250 275 300 325 350 

Wωelength ( nm ) 

Fig. 4. E宜'ectof heat-treatmenもonthe 
UV specもraof myo自h
Myosin concentr抗ion:1 mg/ml. 
λ1 wavelength is fixed at 300 nm 
乱ndλ2is sc品nned. Lines are the 
same as Fig. 3. 
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Fig. 5. Effect of heat-treatment on the ∞lloid乱1titration value of myosin 
Symbols are the s乱me晶sFig. 1. 

物となるためである6)。また反応性SH基は 40
0

C，10分

間の加熱で増加するが，乙れ以上の処理温度では増加し

なかった。 ζれは 400C， 10分間の処理でミオシンの反

応性SH基が分子表面に露出したためであり， ζれ以上

の温度ではむしろ酸化して S-S結合が生ずるためと考

えられる。 60分間の加熱処理では，反応性SH基は処理

温度の上昇tとともない減少する傾向を示し，とくに 40-

600C における減少量は大きし ζの温度域でミオシン

の変性状態の転移あるいは高次構造の変化が起ることが

推察された。

Ca2+ATPase比活性は 400C以上の処理では消失し，

活性に関与するサブユニット構造が損傷する乙とが認め

られた。

ミオシン溶液の濁度は ANS後光強度(疎水性度)の

変化と同様， 20-600Cの処理によって著しく増大し

(Fig.8)， 乙の温度の範囲内でミオシン分子相互の凝集

はほぼ完結されるものと考えられた。

乙のζ とから， 400 ないし 60
0Cまでの比較的低温域

においては疎水性の変化が著しく，静電的あるいは共有

結合的性質はそれほど変化が起らない ζ とが認められ，

ミオシンの加熱変性はミオシン分子聞の疎水的相互作用

が主体となるものと考えられた。また，未処理のミオシンの疎水性を N，l∞。Cまでの処理のミオシ
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Fig. 7. Effect of heat.treatment on the SDS・PAGEpattern of myosin 
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ンの疎水性を D として， (2)式より平衡定数K を求め， ミオシンの変性を熱力学的に解析すると，

Arrheniusプロット (Fig.9)は450C付近に屈折点を有するこ直線となり， ζの温度付近でミオシンの

状態に転移が生ずるものと考えられる。また，熱力学的パラメ{ター (Table1)のうち，JSoは450C

を境にして低温側が高温側よりも高い値を示し， ミオシンの構造の変化の大部分は 450Cより低温の

範囲内で完結される乙とが示唆された。 JGO は 400C 以上の温度域で負の値を示し ， N~D の反応

において N→Dの変性方向へ自発的に進行する乙とを示した。

粘性は非ニュートン性流動の挙動を示し，また見掛けの粘度は 400C処理で最大， 60-800C処理で

最小となった (Table2)。乙れらはミオシンの構造変化とも関連し，それぞれかまぼζ形成における

「坐りJと「火戻り」に相当する性質と考えられる。

Table 1. Thermodynamio p乱r品meterfor the heat denaturation of myosin 
from the hydrophobioity 

I .JGO(J.mol川.JHO(J.molHeating temp. 
(00) 

K 

ハυ
n
U
A
υ
n
u

o
a
a
a
z
a
o
n
E
 

0.05 
1. 96 
6.69 
11.90 

413 
-100 
-301 
-415 

7930 
7930 
1600 
1600 

25.6 
25.6 
5.7 
5.7 

T油le2. Flow equation， app乱，rentviscosity and surfaoeもention
of heat-treated myosin自olu“on

He晶tingtemp. I Flow equ乱“οnlApp乱rentvis∞sity事 ISurfa沼田もension
(。0) S=μDn (mP品・s) (dyn・cm-2)

加 0.07Dl.04 8.7 55.3 
40 0.41Do.81 18.3 53. 6 
60 0.25Do.帥 12.0 54.2 
80 0.15Do.11 10.3 54.3 
100 O. 47Do.71 13.3 54.6 

Myosin concentration: 10 mgfml with 0.5 M KOl phosphate buffer， 
pH 7.0 

Me品surementtemperature: 2000 
ホ Rotor: HM-l， Shear r抗e:79.2 S-1 

表面張力は表面の単位面積当りの自由エネルギーに等しく， 乙の値が大きい乙とは表面に結合カが

余っている状態であり， ζれが吸着や粒子の凝集，ヌレなどの現象と密接な関係、がある19)。 ミオシン

溶液の表面張力は 200C処理で最大で 400C以上の処理で低下しが (Table2)，ζのζとから，その

差に相当する分だけミオシン分子相互の吸着，凝集f1:表面白由エネルギーが使用されたものと解釈さ

れしさらに植物タンパク質の表面張力と疎水性度とは負の相闘があることがKeshavarzら20)によっ

て明らかにされているが，著者らもミオシンについてζの関係を支持する結果を得た。

以上の結果， ミオシンの加熱変性は 20-600Cの温度域で起こる疎水結合など比較的弱い相互作用

が関係し，静電的結合，共有結合，共有結合など強い相互作用はあまり関与しない乙とが明らから

なった。また，乙の疎水的相互作用はミオシンの乳化，吸着などの界面現象にも多大な影響を及ぼす

ものと考えられた。
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要約

コイの筋肉ミオシンを 200，400， 600， 800， 1000Cの各温度で15分間加熱処理を行ない，ミオシン

の性状変化を検討した。

ミオシンの疎水的性状は 20-60.Cの温度域で急激K増大し，静電的性状は中性状態?は各温度処理

でもほとんど変化せず，また共有結合的性状は 80.C以上の高温処理によって初めて変化が生じた。

乙れらはミオシンの加熱変性には静電的結合，共有結合など比較的強い相互作用が関与しにくく， む

しろ疎水結合などの弱い相互作用が重要な役割をなすものと考えられた。

ミオシンの疎水性の変化量よりミオシンの加熱変性を熱力学的に解析した結果，変性の転移点が約

45.Cで乙の温度より低温の範閲内でミオシンの高次構造の変化がほぼ完結きれる ζ とが明らかと

なった.

ミオシンの疎水的相互作用は，乳化・吸着などの界面現象にも多大な影響を及ぼす ζ とが予想され

た。
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