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北大水産業報
39(1)， 62-69. 1988 

多獲性多目旨魚タンパク質の高度利用

VI. マイワシ筋肉の直接サクシニル化物の調製と

サクシニル化タンパク質の微生物による利用

川合祐史判・野俣 洋*2・羽田野六男判

Developments in the Protein Utilization 

of Abundantly Caught Fatty Fish 

VI. Preparation of succinylated total protein from sardine 

musc1e and utilization of the modified 

protein by microorganisms 

Yuji KAWAI*l， Hiroshi NOMATA*2， and MuもsuoHATANO*l 

Abstract 

The total protein in a 5% N aCI homogena.旬 ofsa.rdine muscle was succinyla.ted. 
Wheもherthe succinyla.ωd protein (SP) is utilized by the microorg阻 isms，Strepωc即側s1即t叩，
S. thermophilus， Penicillium四memberti，P，側仰luma.nd P. roqueforti wa.s investig脱 dfor 
purp凶 esof applica.tion in cheese analog foods. 
Amino acid composition of sardine muscle pro悦inand the a.ssociated SP showed high 
nu七ritionalvalu田• Strep伽 ο∞ussp. did not produce much a.cid from SP un七ildefa伽 dmilk
wa.s addedも0七hemedium. Penicillitιm sp. satisfactorily digesωdSPin七hepresence of 2.0% 
glucose and 0.5% KH2Pu.・Curds made of SP by gluconoーかlactoneacidifica七lonwere 
decomposed by P 叩 membertiand P. cαse必olu刑， and water-soluble ni七rogencontent of the 
SP curds increased linearly with the incuba七ionperiod. 
It was found七hatStrepωωC側 ssp. was not a satisfactory sta.r旬rfor SP curd forma七ion
but p，仰のilliumsp. w踊 applicableas a s七arもerfor the SP curd ripening duringもhecheese 
analog manufacturing. Therefore， iもW嗣 suggested七ha七SPis availa.ble as an ingredient in 
fermented foods like cheeses 

緒言

マイワシ筋原繊維タンパク質は，サクシニル化をすると，熱安定性が向上するので加熱殺菌が

可能となり，また，乳化力も高くなることから低脂肪から高脂肪含有の広範な食品素材となり得

ることが知られている 0 1 •剖このような特性を有効に活用すれば，サクシニル化タンパク質は比較

的高脂肪含有の発酵食品であるチーズ様形態の食品の素材となる可能性も予想される。

乳タンパク質以外を利用した Cheeseanalog (チーズ様形態食品)については，今までに大豆乳

タンパク質をベースとしたものが多く試作，研究されている。例えば，大豆乳を素材として， Hang 

判 北海道大学水産学部食品化学第一講座
(Lα伽仰ryOf Food Chemistry， F，αculty Of F:時heries，Hokkα.ido University) 

叫北海道立釧路水産試験場

( H okkaido K ushiro Fisheries Experimentα1 Stαtめη)
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川合ら: 多獲性多脂魚タンパク質の高度利用 VI

and Jackson3)は乳酸菌スターターとして Strepω側側stherm叩hilusを用L、，松岡ら4)はスター
ターに S.therm叩hilusとPenicilliumcω伽ol酬を用い， JII口ら5)はS.thermophi加と Sacchar-

omycesjヤ勾ilisの併用によって，チーズ様食品を調製することを試みている。また， Chenら6)は

落花生タンパク質とカゼイネートをベースとしたチーズ様物性を持つ乳化食品を試作している。

魚肉を素材とした Cheeseanalogについては最近著者ら7)がサケで試みているが，化学修飾して機

能特性を向上させた魚肉タンパク質を素材としたものは例がない。

本報では，マイワシの食用化と有効利用を目的に，マイワシ肉から抽出した筋原繊維タンパク

質ではなく，肉のホモジネートを直接サクシニル化し，それがチーズ様の発酵食品の素材として

適用可能かどうかを調べることにした。すなわち，マイワシ・サクシニル化タンパク質の微生物，

特にナチュラルチーズ製造に使用される Strepωω∞附属2種と Pen必illium属3種による利用性

について検討を行ったので報告する。

試料および実験方法

供試魚 北海道上磯町沿岸の定置網で漁獲された硬直中のマイワシ Sardi叫opsmela叫ostictusを

用いた。

供試菌種 Streptococωs lactお， S. thermophiltωを10%脱脂乳(雪印乳業K.K.)培地に培養し

たものを乳酸菌スターターとした。また，Penicillium camemberti， P.ωseicolum， P.叫吋仰を

ポテトデキストロース寒天培地に培養し，カビスターターとした。

サクシニル化物の調製 図1に示す方法によってサクシニル化物を調製した。すなわち，マイ

ワシ細砕肉に 15倍容の冷5%NaCl水溶液 (pH7.0)を加え，氷冷下で2分間ホモジナイズした。

このマイワシ肉ホモジネートを羽田野らりの報告に従って無水コハク酸を加えてサクシニル化

し， NaOHで中和後にパイレンネット (PO)で不溶物を除去したものを，マイワシ肉サクシニノレ

化タンパク質(以下SPと略記)とした。 SPは-20.Cに凍結保存し，使用する際には4.Cに一夜

放置して解凍を行った。タンパク質濃度は二波長Biure七法ベサクシニル化反応率はTNBS(2，4，

6-Trinitrobenzene sulfonic acid)による方法1)で測定した。

タンパク質のアミノ酸組成の分析と栄養評価 羽田野ら引の方法に従い，エタノール処理とジ

エチルエーテル処理を行ってエキス分と脂質を除去した試料について，4Nメタンスノレホン酸加水

分解(1l5'C，24時間)を行い，目立835アミノ酸自動分析計に供してアミノ酸組成を求めた。こ

のアミノ酸組成から，常法によって必須アミノ酸指数 (EAAindex)，アミノ酸スコア (AAscore) 

を算出し，また，タンパク質効率 (PER)はAlsmeyerら10)の計算式，

PER= -1.816+0.435 (M凶)+0.780(Leu)十0.211(His)一0.944(Tyr)

に従って求めた。ただし， (Me七)， (Leu)， (His)， (Tyr)は，全アミノ酸残基 100g当たりの残基g数

である。

StreptococcU8属による生成酸量の測定 3%SP水溶液と 10%脱脂乳水溶液で混合培地を作

成し， 100.C， 15分間の殺菌後，乳酸菌スターターを 2%量接種して 40.Cで培養し，経時的に酸

度を測定した。酸度は，培地に等量の水を加え，ブェノールフタレインを指示薬として N/I0

NaOHで滴定した。

Penicillium属による SPの分解量の測定 (a) 3% SP水溶液， (b) 3% SP-2%ラクトース水溶

液， (巴)3% SP-2%グルコース 0.5%KH2P04水溶液の 3種の培地にP倒的・II切m属を接種し，

30'Cで培養を行った。 SPの分解量は，培養後に 2.5%あるいは5%トリクロロ酢酸 (TCA)で沈

澱するタンパク質を二波長 Biureも法で測定することによって求めた。
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Sardine muscle 

l山 nutedby a s幻m仙n

Minc凹渇dmuscle 

Added 15 vols of cold 5% NaCl solution， pH 7.0， homogenized at 10，側rpmfor 

2 min and allowed七ostand for 2 hours. 

Filtrated through a layer of gauze 

Residue 

Fil七raω

Added 10もimesthe weigh七ofsuccinic anhydride p町 weightof muscle， mainぬ.ining

pH 7.5-8.5 by 4N NaOH with s七lrrmg.

Re蹴七iontemperature w副 0-400.

Adjus七edωpH3.5-4.0 by 4N HOl 

Oentrifuged aも5，000x g for 10 min. 

Supernatant 

Residue 

Suspended in distilled wa旬r.

(Repeated more 3 times) 

Neutralized by 4N NaOH. 

Filtra七edthrough Pylene (PO) net. 

R回idue

Filtra飴

|Succi町附句凶 pro旬日P)I 

Fig. 1. Preparation of succinylated七otalproぬin(SP) from sardine muscle. 

Penicillium属による SPカードの分解量の測定 100.C. 15分間の加熱殺菌をした 3%SP水

溶液にグルコース 2%.KH2PO. 0.5%.グルコノーかラクトン (GDL)1.5%を加え (SPの終濃度

2.4%， pH 4.5)，カードを形成させた。これを内径30mmの円筒形の型に入れ.14g/cm2で4.C.約

20時間加圧し，ケーキとした。このケーキにP.ω間側be市.P. caseicoZ，酬を接種し，相対湿度

86%のデシケーター中.20.Cで培養し，経時的に水溶性タンパク質量，水溶性窒素量を測定した。

水溶性区分はチーズ分析法川に準じて抽出し，窒素はケノレダール法により定量し，タンパク質は

二波長 Biureも法による定量値から係数6.25を用いて窒素量に換算した。

結果および考察

本報では魚肉の有効利用の観点からマイワシ肉のホモジネートを直接サクシニル化することに
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より SPを調製した。マイワシ挽肉から 15倍容5%NaClによるホモジナイズで肉量の 13.8%の

タンパク質が抽出され，その後の操作により抽出タンパク質量の 69.0%のSPが得られた。これ

は，肉量の 9.5%に相当し，主に筋形質タンパク質と筋原繊維タンパク質のサクシニル化物が含ま

れていると考えられる。サクシニル化反応率は 91-95%と計算された。

表 1に示すように，マイワシ筋肉タンパク質と SPには，構成アミノ酸として，ク'ルタミン酸，

アスパラギン酸， リジン， ロイシンなどが多く含まれているが，サグシニル化によって窒素 16g 

当たりのアミノ酸の総量の減少が認められた。 EAAindexはサクシニル化によってやや減少した

が， PERは変化せず， AA scoreは両者とも 100を示した。マイワシの筋原繊維タンパク質とその

サグシニル化物のアミノ酸組成聞と比べると，本試料ではグリシン，チロシン，ヒスチジンの量

が若干多いほか全体的にアミノ酸量は少なく，特にグルタミン酸量の低いことが見られた。

Strepω仰 cus属による酸の生成は，図2に示すように，概して SPのみから成る培地では少な

Table 1. Amino aιid composition and nutri七ionalevalua-

もionof muscle 句切1pro旬inand the succinylated 
product from sardine 

Muscle total 
Amino叫 id pro七em

(gj16g of N) 

Meもhioninesulfoxide 0.06 

Asparもicacid 11.19 

Threonine 5.03 

Serine 4.36 

Glutamic acid 15.87 

Proline 3.66 

Glycine 5.∞ 
Alanine 6.84 

Cystinej2 0.20 

Valine 6.06 

Me七hionine 3.46 

Isoleucine 5.37 

Leucine 9.34 

Tyrosine 4.25 

Phenylalanine 4.87 

Lysine 10.48 

Histidine 3.01 

Tryptophan 1.36 

Arginine 6.69 

EAA index'2 84 

AA score叫 100 

PER制 3.1 

事1Succinylaもiondegree of protein w嗣 90.9%. 
.， Less arginine and histigine. 

S11pcrcoibneyinla削ted 

(gj16g of N) 

0.14 

10.83 

4.96 

4.30 

16.13 

3.43 

4.57 

6.51 

0.31 

6.44 

3.25 

5.16 

9.19 

4.19 

4.57 

9.76 

2.78 

1.36 

6.77 

83 

100 

3.1 

叫 Valuescompared withもheFAOjWHO (1973) pattern. 
判 Calculaもedaccording ωAIsmey目的 al.lO)
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Fig. 3. Digestion of SP by Penicill仰msp. at 3000 
Medium: (a)， 3% SP soluもion;(b)， 3% SP-2% lacもosesolution; (c)， 3% SP-2% 
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Symbols: c一一， 5% Trichloroacetic acid (TOA)-precipi同制pro旬infor P.叫山ifor-
ti; f'，-一一， 5% TOA-pr田 ipi七&旬dprotein for P 叫隅emberti;晶一一 ， 2.5% TOA-
pre叩七atedproぬinfor P. camemb的;口 ， 5% TOA-precipi凶 edprotein for P. 
C回 e化olum;回一一， 2.5% TOA-pr田ipita旬dpro句infor P.ωS目叩lu隅.
Protein succinylation w邸 95%.
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Fig. 2. Acid production from SP at 40・oby Strept町田叩slactis (A)， S. thermoph伽 s(B) 
and S. lactis and S.幼.ermophi加 (1・1)(0). 
Medium: 10% defat旬dmilk (DFM) solution， 0一一;1% SP-6.7% DFM soh民ion，. 
一一一;l.5% SP-5% DFM回 lu七ion，ム ; 2% SP-3.3% DFM solution， A-ーー 3%
SP solution，口一一 ; 3% SP-2% lac旬sesolution，・一一.
Pro七einsuccinyla七IOnw幽 95%.
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川合ら. 多獲性多脂魚タンパク質の高度利用 VI

く，培地中に脱脂乳を添加することによって比較的多量の酸が生成した。

すなわち，S. lactisで、は， Spのみの培地ではほとんど酸の生成はなく，脱脂乳の存在比が大き

くなるほど酸生成量が増加する傾向が見られた。 S.therm叩hilusでは，S. lactisと同様に脱脂乳

の存在によって酸生成量は増加し，特に培養8時間目以降急激に酸生成が見られたが， 24時間目

では脱脂乳のみの培地よりも Spと脱脂乳の混合培地で酸生成量が大きくなる傾向を示した。ま

た， Spのみの培地でも 24時間の培養でわずかに酸生成が認められた。 S.lac協と S.the附ω'philus
の1:1混合スターターによる酸生成は，S. lactisあるいは S.thermophilusのそれぞれ単独の場合

のほぼ中間的傾向であり， Spのみの培地では，本3種類のスターターの中では最も酸生成は大き

かったが，脱脂乳の存在する培地に比べるとやはり 20%以下のレベルであった。いずれのスター

ターを用いた場合にもラクトースの添加による酸生成量の増加効果はほとんど見られず，また，

Spのみから成る培地では凝固は観察されなかった。

大豆乳では，牛乳と同様に乳酸菌は増殖して乳酸を生成し，酸度が3.0近くに達すると凝固が始

まり，カードを形成することが知られている叫が，魚肉タンパク質，特にSpの場合は炭素源など

栄養素の不足によって乳酸菌の増殖が抑えられ酸の生成が少ないものと考えられる。なお，本3種

類の乳酸菌スターターではSpの分解性はほとんど認められなかった。

20 

-可コ
~ 15 

E
由
田
口
』
H 5 

ー 20 

c)  

cコ
Cコ
¥¥  

310 

2 

。。 10 
Incubation period (days ) 

Fig. 4. Changes in water-soluble ni七rogen(WS-N) and water-soluble proteinic nitrogen 
(WP-N) content of SP curds during the incuba品ion'."ith p，側師lliumsp. at 20oC. 
Symbols: C一一一， WS-N for control;・---， WP-N for control;ム一一一， WS-Nfor P 
cαmemberti; •一一 ， WP-N for P. cαmemberti;口一一一， WS-N for P. c由e化olu制，
.--一， WP-N for P. cωeicolum. 
ProぬinsuccinylaもIOnw拙 95%.
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Pen問・llium属による SPの分解は，図Hこ示すように， SP水溶液の培地では各菌ともほとんど
認められなかった。 SP水溶液にラクトースを 2%添加した培地では分解性が認められ，その分解

率は，P.ωmembe倒 >P側仰lum> P. roquefi仰がのJI慎であった。すなわち， 30.C， 30日間の培
養によって， 5%TCA沈澱タンパク質量は，菌を接種していない Controlに対して，P.ωmemberti

で88%，P.ωseicolumで94%となり， 2.5% TCA沈澱タンパク質量は，それぞれ42%，69%と

なった。また， SP水溶液にグルコースを 2%，KH2PO.を0.5%加えた培地で、は P.camemberti 

とP.caseiωZ.umによる SPの分解はかなり進み， 30.C， 30日間の培養で， 5% TCA沈澱タンパ

ク質量は P.cam側 be怖で25%，P. cωeicolumで30%，2.5% TCA沈澱タンパク質はそれぞれ

22%， 27%まで減少し，分解されたタンパク質の大部分がすでに低分子化されていることが認め

られた。この場合の分解率は P.camemberti> P.ωseicolumであった。

実際に，乳酸菌スターターの代わりに GDLを用いて調製した SPカードにP倒的・llium属を接

種して熟成させた場合の水溶性タンパク質態窒素量，水溶性窒素量の変化を図4に示す。 Control

では20日間の培養においても水溶性窒素量はほんのわずかな増加しか認められなかったが，P. 
ωmemberti， P. cωeicolumを接種したものでは貯蔵期間中，直線的に著しい増加を示し， 20日目

では両者とも無水物当たり約 14g/1∞gの高値を示した。両者とも 10日目では水溶性窒素のうち
ほぼ 100%を水溶性タンパク質態窒素が占めていたが， 20日目では非タンパク質態窒素成分の生

成が認められ，特に P.caseicolumでは水溶性タンパク質の減少も見られた。このことは， 10日目

以降， P. caseicolumでは水溶性タンパク質からペプチド，アミノ酸などへの分解速度がタンパグ

質の水溶化速度よりも大きいことを示唆している。なお，カードは熟成日数の増加とともにチー

ズ様の風味が発現したが，当初の形態が崩れて液化し，褐変も著しく進行することが観察された。

結論として，Penicillium属は， SPを充分に分解する能力を有しているので， Che唱sean晶logの

熟成のためのスターターとして使用可能であり，また， SPはCheesean品logの素材となり得るこ

とが示唆された。
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