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北大水産糞報
36(2)， 78-82. 1985 

イワシ筋原繊維の有機溶剤処理

園本正彦・前田裕之・座間宏一事

Treatment of Sardine Myofibrils with Organic Solvents 

Masahiko KUNIMOTO， Hiroyuki MAEDA and Kδichi ZAMA* 

Abstract 

The effect of organic solvenもson Ca-ATPase activiもyand lipid con旬ntof freeze-dried 
myofibrils prepared from sardine dorsal muscle was investigated. 
The resulもsshowed七hatCa-ATPase activi七，yof myofibrils， freeze-dried in the pr田enceof 
saccharose and sodium L-副corbate，w副 unchangedwhen treated wiもhacetone， n-butanol， 
chloroform， die七hyleもher，iso-propanol， hexane， toluene and carbonもetrachloride，buもwhen
trea七edwith ethanol and me七hanolぬisac七ivityceased. Removal of lipids with chloroform-
methanol (2・1)caused a decrease in Ca-ATPase activity， but this d凹 reasew剖 l田sfor 
myofibrilsもreatedwith Triton X-lOO than for un七reatedones. The combin叫ionof Triton 
X-1∞and chloroform-me七hanoltreatmen七removed95% of lipids from sardine myofibrils， 
though 55% of Ca-ATPase activi七，yw拙 una質問ted.

緒言

魚肉より調製した筋原繊維タンパク質は脂質を含んでおり，この脂質が筋原繊維タンパク質の

性質に影響を及ぼしていると報告されている山}。また，魚肉の冷凍の際に，脂質含量の多い魚肉

は筋原繊維タンパク質の変性が少ないと L、う報告もみられる3)九しかしながら，筋原繊維タンパ

グ質に及ぼす脂質の影響を検討するためには，脱脂した筋原繊維タンパク質を調製することが必

要であり，調製法については，いくつかの試みがなされているが，まだ十分な成果は得られてい

ない1)2)剖6)。

著者らは，凍結乾燥した筋原繊維を有機溶剤j処理して筋原繊維の脂質含量と筋原繊維Ca-

ATPase活性の変化を検討した結果，凍結乾燥した筋原繊維では有機溶剤処理を行なって脂質を

除去しても，なお， Ca-ATPase活性を保持していることを見いだしたので，その結果を報告する。

試料および実験方法

筋原繊維の調製

筋原繊維(以下Mfと略す〕は函館湾で漁獲されたマイワシ (Sard仇叩smelanosticta)を氷蔵し

て研究室に運び，ただちに背肉を分離して加藤らの方法7)に準じて調製した。すなわち，背肉を挽

き肉とし， 0.1 M KCI-40 mM Tris-HCI 緩衝液 (pH7.0)に懸濁後，上澄液を捨てる操作を上澄液

が透明になるまで繰り返した後，トリトン処理を行わない場合には0.1M KCl-40 mM Tris-HCI緩
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衝液 (pH7.0)， トリトン処理を行なう場合は0.1M KCI-40 mM Tris-HCl緩衝液 (pH7.0)-1% 

Triton X-100溶液とともに，冷却しながら， 30秒ホモジナイズ， 30秒休止の処理で計3分間ホモ

ジナイズした後， 3000 r.p.m. 15分間遠心分離した。沈殿は，さらに， 0.1 M KCI-40 mM Tris-HCl 

緩衝液 (pH7.0)に懸濁，遠心分離して上澄液を捨てる操作を上澄液が透明になるまで繰り返し，

最後に一層のガーゼで滴過した。得られた Mfは，さらに， 10倍容の水に懸濁， 8000 r.p.m. 20分

間遠心分離し， Mfを得た。この MOこ対し，次のような組成になるように添加物を加えて凍結乾

燥を行った。1)5%サッカロース 2)5%サッカロース+0.3%L-アスコルビン酸ナトリウム 3)

5%サッカロース+0.2%2ーメルカプトエタノール 4)5%ソルピトール 5)5%ソルビトール+

0.3% L-アスコルビン酸ナトリウム 6)5%ソルビトール+0.2%2ーメルカプトエタノール。

凍結乾燥した Mfはー180Cに冷却した 20倍容の有機溶剤(アセトン，クロロホルム，ブタノー

ル，ジエチノレエーテル，エタノール，イソプロパノール，ヘキサン， トルエン，四塩化炭素およ

びクロロホノレムーメタノーノレ (2:1)に浸漬してー180Cで処理した後， i慮過して溶剤を除去し，次

いでアセトンで洗浄後，真空デシケータ中，減圧下で溶剤を完全に除去した。

Mf Ca-ATPase 活性の測定

Mf Ca-ATPase活性は0.5M KCl， 5 mM CaC12， 25 mM Tris-malea飽 (pH7.0)， 1 mM ATP， 0.15 

-0.20 mg/ml pro飴mの反応混液で25
0

Cにおける生成無機リンを Fiske-Subbarow変法で測定

し， .d Piμmol/min/mg.で表示した。

タンパク質の定量

タンパク質の定量は牛血清アルブミンを標準として，ビューレット法によって行った。

筋原繊維残存指質の定量

脂質の抽出は試料に2倍容の水を添加して吸湿させた後，Bligh-Dyer法的により行い，重量法に

よって定量し， mg/g. proもemで表示した。

実験結果および考察

タンパク質は有機溶剤と接触することにより変性を起こすことが知られているが，溶剤処理で

も比較的温和なアセトン処理は酵素の調製のー操作として使用され，また，アクチンの調製にも

用いられている。それ故，まず凍結乾燥Mfを作り，アセトン処理による Ca-ATPase活性の変化

を検討したが， Mf Ca-ATPaseは凍結乾燥により失活するため，保護作用を有する添加物を加えて

6種の試料を調製してアセトン処理を行った結果は図uこ示すように，いずれの場合にも Ca-
ATPase活性の低下はみられなかった。このことから，適切な添加物を加えて凍結乾燥した Mfは

他の有機溶剤処理によっても Ca-ATPase活性を保持するものと考え， 10種類の有機溶剤につい

て検討を行った。結果は図2に示すように，エタノール，メタノールによる処理では活性は消失

したが，クロロホルム，ブタノール，ジエチルエーテル，イソプロパノール，ヘキサン， トルエ

ンおよび四塩化炭素では有機溶剤処理前に比べて C仕ATPωe活性の低下はみられなかった。

次に，有機溶剤処理した Mfの脂質含量と MfCa-ATPωe活性の変化を検討するため，アセトン

およびクロロホルムメタノール (2:1) (以下CMと略す)で各3回ずつ処理を行った。図3-1)

にトリトン無処理の試料，図 3-2)にトリトン処理試料の溶剤処理後の残存脂質量と Ca-ATPase

活性を示す。 CM処理の場合，図3-1)に示すように， トリトン無処理の試料では脂質量の減少に

ともなって活性が低くなっており， 3回の CM処理を行った試料では脂質の残存量は9.7mg/g. 
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Solvent 
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Ca・ATPaseactivity 
Additives o 0.1 0.2 

saccharose 

saccharose， Na-ascorbate 

saccharose. mercaptoethanol 

sorbito1 

sorbitol， Na-ascorbate 

sorhitol， mercaptoethanol 

口:b的問 trea
Fig. 1. Effect of aceもone七reatmenもonCa-ATP剖 e前七ivityof freeze-
dried myofibrils in the presence of some additives. 

Myofibrils were freeze-dried with the following compounds: 1) 5% 
saccharose; 2) 5% saccharose and 0.3% sodium L-ascorba旬;3) 
5% saccharose and 0.2% 2-mercap七oethanol;4) 5% sorbiω1; 5) 
5% sorbitol and 0.3% sodium L-ascorba旬;6) 5% sorbi七01and O. 
2% 2-mercaptoeもhanol. Freeze-dried myofibrils were tre叫edwi七h
aceωne at -18"C for 2 days. After trea七ment，acetone was removed 
by filtra七ionand then by evaporation間 U即 uo. ATPase aι七ivity
was measured in七hesolution containing 1 mM ATP， 25 mM Tris-
malea旬 buffer(pH 7.0)， 5 mM CaCI2， 0.5 M KCI， 0.15-0.2 mg/ml 
proωin. The ATPase activities were expr剖sed嗣.dPiμmol/min/
mg at 25"C. 

Ca-ATPase activity 

。 0.1 0.2 

before treatment 

acetone 

chloroform 

n-butanol 

diethylether 

ethanol 

iso-propanol 

methanol 

hexane 

toluene 

carbon tetrachloride 

Fig. 2. Effec七oforganic solvents on freeze-
dried myofibrillar Ca-ATP副 eactivity 
Myofibrils were freez←dried wiぬ 5%
S品ccharoseand 0.3% sodium L-ascorbaもe
and七rea句dwiもhvarious organic sol-
vents for 30 days. After treatment， 
solvents were removed by filも.rationand 
washing with acetone and then by eva-
poration仇 vacuo. ATPase 附 ivities
were m回.suredinもhesame manner as in 
Fig.1. 

proωinにまで減っているが， Ca-ATPωe活性も CM処理前の 24%に低下しており，脂質量と活

性に相関性が存在するような結果が得られたが，図 3-2)のトリトン処理を行った試料では CM処

理を繰り返すことにより，脂質残存量は 2.9mg/g. pro旬mにまで減少しても， Ca-ATPωe活性は

CM処理前の 55%を維持しており，脂質残存量と活性の保持には相聞はなかった。このことから，
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Llpld co肉>0'νent treatment 

叩 50

untreted 

11 

unlreated 

21 

匡ヨ帥銅岡仁コ醐川崎'"酬酬 園

Ca-ATPue acl'v，lV 
01 02 

Fig.3. Changes of Ca-ATPase activiもy
and remaining lipid con旬ntsof 
freeze←dried myofibrils after acetone 
and chloroform-methanol treatment 
The following 2 samples were used : 

1) freez争driedwith 5% saccharose 
and 0 
trea'も旬ed wi比七h Tri七ωon X-100 and 
f仕re朗eZE争トdrie吋dwi七由h5% saccharose and 
0.3% sodium L-a拙sc∞唱rぬbat句e. Th四e
samples wereもrea七edwith aceωne 
and chloroform-methanol (2: 1) 
respectively at -180C for one week， 
and this treatment was repeated 3 
tim四. Afもer もreatment，solvents 
were removed in the same manner蹴
in Fig.2. ATPase activities were 
measured in七hesame manner as in 
Fig. 1. Lipids were exもracted
according 七o Bligh and Dyer's 
method after wetting with wa句r
Lipid conも田1七swere expressed in 
mgjg. proωm 

脂質は Ca-ATPaseを安定化するが，活性化はしないものと考えられる。しかし，本研究で用いた

CM処理した Mfは，なお 2.9mgjg. pro句mの脂質を含んでおり，この脂質が Ca-ATPaseの活性化

に影響している可能性も否定できないので，さらに，脂質を除去した Mfを調製して確認する必要

があると考えられる。一方，アセトン処理の場合， Ca-ATPase活性は保持しているが，脂質の除

去は CM処理に比べ劣っていた。

要 約

筋原繊維を有機溶剤処理して，筋原繊維 Ca-ATPase活性の変化および筋原繊維の脂質含量の変

化を検討した結果，サッカロースと L-アスコルピン酸ナトリウムを添加して凍結乾燥した筋原繊

維 Ca-ATPaseはメタノール，エタノール処理により失活するが，アセトン，クロロホルム，プタ

ノール，ジエチルエーテル，イソプロパノール，ヘキサン， トルエン，四塩化炭素，クロロホ

ムルーメタノール (2:1)処理では活性を保持していた。また，クロロホルムーメタノール (2:1) 

処理により脂質含量2.9mg/g. pro旬mのCa・ATPase活性を持つ筋原繊維を調製し得た。
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