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略 語

 

本論文においては以下の略語を使用した。 

HC     : myosin heavy chain 
HMM    : heavy meromyosin 
LMM    : light meromyosin 
EDTA    : ethylenediaminetetraacetic acid 
PMSF    : phenylmethylsulfonyl fluoride 
kDa     : kilodalton 
SDS-PAGE : sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
TGase    : transglutaminase 
MTGase   : microbial transglutaminase 
Na     : sodium salt 
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次に，クエン酸Na，コハク酸Naおよびグルコ
ン酸 Naの 25℃での抑制作用について濃度を変え
て検討した。ここでは，酒石酸 Na に換えて，同
じ 2価のカルボン酸であるコハク酸Naを用いた。
25℃で 5時間イカ肉ホモジネートを保持した時の，
残存HC量を Fig. 8Aに示した。Fig. 5の実験結果
から，高濃度の NaCl は逆に自己消化を抑制する
ことが示唆されたため，高濃度域に注目して検討

を加えた。25℃においても低温での結果と同じよ
うに，NaCl濃度が 0.3 M付近で最も自己消化が進
み，HCは痕跡程度にまで低下した。さらに，NaCl
濃度を 1.0 M付近まで上昇させると，明らかに自
己消化が抑制された。クエン酸 Na は，かなり低
い濃度の添加でもミオシン分解を抑制し，約 0.25 
M以上の添加で，HC量は加温前の値に近づき，
ほとんど自己消化は認められなくなった。グルコ

ン酸 Naの場合は NaClを添加した場合と類似し，
低濃度の添加ではかえって自己消化を促進させる

現象が認められ，約 0.35 Mで最も自己消化が促進
された。それ以上の濃度になると濃度依存的に阻

害が認められ，最大阻害を引き出すためには，約

1.0 M 付近まで上昇させる必要があった。コハク
酸Naの全体的な濃度依存性はNaClの場合と同様
で，約 0.2 Mで最大分解を示した。そして，0.2 M
のコハク酸Naを加えた方がNaClを加えた場合よ
り著しいミオシン分解が起こった。それ以上の濃

度では，濃度上昇とともに自己消化の抑制作用が

認められたが，その程度はクエン酸 Na やグルコ
ン酸Naに比べると小さく，1.0 Mまで上昇させて
も完全な抑制は認められなかったので，抑制作用

は小さいと判断した。

一般的に，食品に添加物を加える場合は重量％

で添加される。そこで，Fig. 8Aで得られた 3種の
有機酸塩および食塩の作用を％濃度に換算し Fig. 
8Bに示した。その結果，％濃度で評価してもクエ
ン酸 Na の自己消化抑制作用は，グルコン酸 Na
やコハク酸 Na よりも高いことが明らかであり，
約 8％のクエン酸 Na の添加で自己消化をほぼ完
全に抑制した。グルコン酸Naおよびコハク酸Na
の作用は同じ程度であり，抑制には 20％の添加が

必要であった。また，NaClの場合 Fig. 8Aでは 1 M
までしか示さなかったが，さらに濃度を上昇させ

て詳細に調べた結果，20％程度にまで濃度を上昇
させると，自己消化をかなり抑制することが示さ

れた。それゆえ，非常に高濃度の食塩を加えるイ

カ製品，たとえばイカの塩辛の製造中には，筋肉

由来のプロテアーゼによる分解が抑制されている

可能性も示唆された。また，高濃度の NaCl の使
用は自己消化抑制手段の一つであることを初めて

示したが，これ以上の検討は行わなかった。

スルメイカ筋肉の自己消化の研究から 35℃で
は，金属プロテアーゼに加え，セリンプロテアー

ゼによる分解も顕著に検出されることが知られて

いる（Konno and Fukazawa 1993）。そこで，イカ肉
ホモジネートを 35℃に保持した場合の有機酸塩
添加によるミオシン分解抑制作用を調べた。35℃
で 5 時間まで加温したときのホモジネートの
SDS-PAGEパターンを示した（Fig. 9）。また，得
られた泳動パターンから残存HC量（Fig. 10）を
求めた。なお，この実験ではプロテアーゼ阻害剤

として EDTAに加え，セリンプロテアーゼの阻害
剤である PMSFも使用した。Fig. 9に示したよう
に，この温度では 25℃よりもさらにミオシンの分
解は顕著になり，無添加ホモジネートでの HC量
は 1時間で大きく減少し，7％に達した。それ以降
は漸減し痕跡程度となった。また，5℃や 25℃で
はHCからの分解生成物として150 kDaや100 kDa
のバンドが検出されたが，35℃ではそれらの蓄積
は認めらなかった。この結果は，金属プロテアー

ゼにより生成したこれら断片がさらに内部で切断

されたことを示唆する。

EDTAを添加しても 25℃とは異なり，HCの分
解はあまり抑制されなかった。そして，生成した

断片は低温の場合と異なり，190および 55 kDa付
近の新たなバンドであった。この分解は，セリン

プロテアーゼによるミオシン分解生成物と考えら

れた（Konno and Fukazawa 1993）。逆に，セリンプ
ロテアーゼの阻害剤である PMSFを加えると，こ

(3)35℃におけるミオシン分解に対する有機酸塩の

影響 
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第２章 各種有機酸塩によるスルメイカ筋原繊維

の溶解 

本研究の主たる目標の一つは，これまで自己消

化の問題により製品化できなかったスルメイカ筋

肉についての，ねり製品化法を開発することにあ

る。第 1章では，スルメイカ外套膜筋の利用加工
で大きな問題である自己消化によるミオシンの分

解が，有機酸塩，特にクエン酸Naを 0.25 M程度
加えると，ほとんどの温度帯でほぼ完全に抑制で

きることを，筋肉ホモジネートを用いた実験から

明らかにした。一方，ねり製品製造工程には，魚

肉あるいはすり身に 3％程度の食塩を加え，筋原
繊維を溶解する操作がある。これは，生理的イオ

ン強度下でミオシン分子同士の静電的イオン結合

によって形成されるフィラメント構造を，高濃度

の塩を加えることによって崩壊させ，ミオシンを

単量体に解離させる反応である。この場合，現場

で使用される「塩」は食塩（NaCl）であるが，ス
ルメイカ筋肉の自己消化を抑制させた各有機酸の

Na塩も「塩」の一種である。そこで，第 2章では
これら有機酸塩による筋原繊維の溶解作用につい

て検討することにした。

有機酸塩による筋原繊維の溶解について，すで

に竹下ら（1999）は，第 1章でも使用した 1価の
カルボン酸であるグルコン酸 Na が，魚肉筋原繊
維を溶解させる性質を有することを報告している。

第 1章において，筋肉ホモジネートを用いてスル
メイカ肉の自己消化抑制作用を検討している際に，

有機酸塩を添加すると，肉眼的に筋肉ホモジネー

トが透明になり溶解している現象を認めた。そこ

で，クエン酸 Na を主体とした有機酸塩が，スル
メイカ肉筋原繊維の塩溶解性に及ぼす影響を詳細

に検討することにした。すなわち，スルメイカ肉

の自己消化を強く抑制するクエン酸 Na が，スル
メイカ肉筋原繊維の塩溶解性を有していれば，自

己消化を停止させると同時に，食塩の添加なしに

イカ肉筋原繊維を溶解することとなり，新たなタ

イプの加熱ゲルの開発が可能になると考えた。

(1) NaClによるイカ肉筋原繊維の溶解性 

イカ筋肉から調製した筋肉ホモジネート（希釈

により，ほぼ NaCl 濃度を無視できる）に対して
様々な濃度のNaClを加え，5℃で 6時間保持した
のちに遠心分離し，上澄みに溶解されたタンパク

質を回収した。そして，遠心分離前の全タンパク

質に対する比をタンパク質溶解度（％）と定義し，

Fig. 12に結果を示した。0.2 M以下のNaCl濃度で
は溶解は認められないが，0.3 M 以上になると溶
解度は高くなり，0.5 M NaClでの溶解度は約 65%
になった。なお，試料として筋肉ホモジネートを

用いたため，塩不溶性の筋基質タンパク質は回収

されていないので，溶解度は約 65％であるが，後
に示すように，筋原繊維構成タンパク質のほとん

どが抽出されていることをSDS-PAGEにより確認
した。また，第 1章において，自己消化を強く阻
害した 5 mM EDTAには，溶解作用は認められな
かった。

Fig. 12の検討では，抽出時間を 6時間に固定し
たが，十分な溶解が起きない可能性もあった。そ

こで，0.5 M NaClに調製したイカ肉ホモジネート
を 5℃で 24時間まで保持し，溶解度の変化を Fig. 
13 に示した。溶解は，NaCl 添加後短時間で起こ
り，1時間でほぼ最大の 71％となり，その後の増
加は認められなかった。肉眼的にホモジネートの

透明化が観察されたので，同じ試料を用いて，

350nmで測定した濁度から簡便に可溶化を判断で
きないか検討した。Konnoら（1997）は筋原繊維
懸濁液の濁度から筋原繊維の溶解を簡便に測定で

きることを報告している。そこで，濁度法で求め

た溶解性と遠心分離法で求めた溶解性の関係を

Fig. 14に示した。これによると，イカ肉ホモジネ
ートを用いた場合も，溶解度と濁度との間には，

高い直線性をもつ有意な負の相関（P＜0.01）が認
められた。この結果から，筋原繊維懸濁液のみな

らず，イカ肉を直接ホモジナイズしたホモジネー

トを用いた場合においても，濁度は筋原繊維の溶

解を検出出来ることが明らかとなった。ホモジネ

ートの濁度の変化を測定することは，様々な添加

物を加えてねり製品を生産する製造現場において，

筋原繊維の溶解を簡便に判断出来る優れた手法で
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(2)有機酸塩によるイカ肉筋原繊維の溶解性 

 筋原繊維懸濁液を用いて，有機酸塩による筋原

繊維の溶解を濁度法で検討した。筋原繊維懸濁液

に高濃度の各種化合物溶液を，所定濃度になるよ

うに加えた。このとき，最終タンパク質濃度はす

べて一定（0.6 mg/ml）となるように調節した。こ
の筋原繊維懸濁液の 350 nm における吸光値を測
定し，筋原繊維懸濁液の濁度とし，この値の減少

を溶解の指標とした。なお，前述したようにKonno
ら（1997）は筋原繊維懸濁液の濁度が，筋原繊維
の溶解を定量的に反映することを明らかにしてお

り，予めイカ筋原繊維懸濁液においてもホモジネ

ートと同様に，可溶化タンパク質量と濁度との間

に，高い相関関係があることを確認した。検討し

た有機酸塩はクエン酸Na，コハク酸Naおよびグ
ルコン酸 Na であり，それらの溶解作用を NaCl
と比較検討した。その結果を Fig. 15に示した。
まず対照としたNaClの場合は，0.2 M までは高
い濁度を示しているので，筋原繊維構造は保持さ

れ，溶解は起きていないことがわかった。しかし，

0.25 M 以上の添加で急激な濁度低下が起こり，こ
の濃度の NaCl で筋原繊維の溶解が起こった。そ
して，約 0.35 Mで最小値に達し，この濃度が溶解
するのに十分な濃度であると考えられた。この結

果は基本的に Fig. 12の結果と同じであった。

Fig. 14    Turbidity of the muscle homogenate as an index
of solubility. The muscle homogenate was suspended in
various concentrations of NaCl as in Fig. 12, and their
absorption was measured at 350 nm.  The same mixtures
were centrifuged to estimate solubility as in Fig. 12, too.
The absorptions were plotted as the function of solubility.
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(5)クエン酸 Naによる魚肉筋原繊維の溶解性 

クエン酸 Na の筋原繊維溶解作用が，イカ外套
膜筋ばかりでなく，魚肉でも同様に認められるか

を調べるため，クエン酸 Na によるコイ肉筋原繊
維の溶解性を NaCl の場合と比較した。この実験
では，用いた筋原繊維にすでに 0.1 M NaClが含ま
れており，それに対してさらにNaCl, あるいはク
エン酸Naを加えた結果を Fig. 20に示した。NaCl
をさらに 0.15 M加えると（最終濃度 0.25 M）筋
原繊維の溶解が起きた。これに対してクエン酸Na
は，0.05 Mの添加でほぼ完全な溶解が得られ，ス
ルメイカ肉に対する作用と同様にコイ肉筋原繊維

に対しても，NaClより低濃度で可溶化させること
が確かめられた。

 

 

 

 

 各有機酸塩は NaCl と同等，あるいは，それ以
上に強い筋原繊維の溶解作用を有することが明ら

かとなった。第１章では，イカ肉ホモジネートの

自己消化が0.3 M NaCl付近で最も強く進行するこ
とを明らかにした。そこで，各有機酸塩と NaCl
を共存させることによって自己消化の NaCl 濃度
依存性がどのように変化するか調べるため，様々

な条件のイカ肉ホモジネートを25℃で5時間イン
キュベートし，ミオシンの分解を SDS-PAGEで解
析した結果を Fig. 21に示した。

NaClのみの場合は，第1章のFig. 8と同様に0.25
M NaClで自己消化が進み，HC含量は最も低い値

Fig. 19    Solubilization of squid myofibril by organic salts in the presence of
NaCl.  Squid myofibrils were suspended in media containing various
concentrations of NaCl together with 0.05 M (diamonds), 0.1 M (circles),
0.25 M (triangles), or 0.5 M (squares).  Sodium citrate (A), sodium gluconate
(B) and sodium tartrate (C) were used.
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は 26％となり，加熱中の分解が確認された。第 1
章の結果から，EDTAは 35℃では自己消化を抑制
しないこと（Fig. 10），および直接高温で加熱する
場合の昇温過程で自己消化は進行すること（Fig. 
22）から，EDTAを加えて直ちに 90℃で加熱して
も，自己消化を完全に抑えることは出来なかった

ものと考えられる。また，3%のNaClを加えた加
熱ゲルの HC量は，EDTA添加の場合よりもさら
に少なく，18%であった。これらに対して，クエ
ン酸 Na，酒石酸 Na，またはグルコン酸 Na を加
えて調製したゲルの HC 量は，それぞれ 33，28，
または 24％であった。これらの値は，いずれも
NaClを加えた加熱ゲルのHC量より高い値で，よ
り高い破断強度を示した加熱ゲルほど HC量は高
く維持されていた。その中でも，クエン酸 Na は
最も高い値を示し，EDTA を加えた場合よりもミ
オシンの分解を抑制した。また，第 1章の 35℃で
解析した自己消化抑制効果（Fig. 10）と，ここで
示した直接加熱ゲル中の残存 HC量とは，同じ順
序であったことから，昇温過程で自己消化が進行

する直接加熱ゲル中の残存 HC量には，金属プロ
テアーゼだけでなく 35℃以上で作用するセリン
プロテアーゼ（Konno and Fukazawa 1993）も強く
関与していると考えられた。

Fig. 26と 27の結果は，程度の差はあるが，3種
の有機酸塩はいずれもミオシンの分解を抑制する

ことで加熱ゲルの破断強度を向上させることが示

唆された。また，クエン酸 Na を添加した加熱ゲ
ルでは，調製直後の肉糊と同程度の HC含量を示
したことから，高温加熱する際の昇温過程におい

てもミオシンの分解をほぼ完全に抑制することが

確認できた。なお，図示していないが，破断凹み

はいずれの加熱ゲルにおいても類似した値（7 mm
前後）を示した。

次に，添加するクエン酸 Na 濃度を変えて，直
接加熱ゲルを調製し，その SDS-PAGEパターンか
ら，自己消化が抑制されているか検討した（Fig. 
28）。また，その SDS-PAGEパターンから HC含
量を求めた（Fig. 29）。低濃度のクエン酸 Na
（0.05-0.15 mol/kg）では，HC の分解抑制はやや

不完全であり，150 kDa（HMM）や 100 kDa（LMM）
断片が検出され，HC の分解が認められた。しか
し，0.25 mol/kg以上のクエン酸Naを添加すれば，
ミオシンの分解はほぼ完全に阻止されていた。な

お，この 0.25 mol/kgは第 2章で明らかにしたよう
に，筋原繊維を十分に溶解する濃度である。

(3)魚肉の直接加熱ゲル形成に及ぼすクエン酸 Na

の影響 

クエン酸 Na 単独の添加で，これまでゲル形成
が困難であるといわれてきたスルメイカ外套膜筋

肉から優れたゲル物性を有する直接加熱ゲルが形

成されることを示した。そこで，このクエン酸Na
がイカ以外の魚肉のゲル化にも適応されるか検討

を加えた。その際，通常通り NaCl を添加して製
造した加熱ゲルと比較した。用いた魚種は長崎沿

岸で漁獲されたアマダイ，マイワシ，グチ，タチ

ウオ，シイラであり，これらはねり製品材料とし

て地元で利用されている魚種である。これらの水

晒しした魚肉に，クエン酸NaあるいはNaClを加
えた肉糊から直接加熱ゲルを調製し，得られたゲ

ルの破断強度および破断凹みを Fig. 30に示した。
なお，クエン酸NaおよびNaClの添加濃度は，い
ずれも筋原繊維を溶解する 3%とした。  

魚種によって得られる破断強度の差は認められ

たが，NaClとクエン酸Na添加の間には，ほとん
ど差が認められなかった。ただし，優れた坐り効

果を有することが知られているグチ（志水 1974）
に対しては，クエン酸Na添加ゲルはNaCl添加ゲ
ルに比べて，明らかに低いゲル物性を示した。グ

チの NaCl 添加ゲルの場合は，加熱中に予備加熱
的な作用が発現し，「坐り」効果が多少現れたもの

と考えられ，クエン酸 Na は「坐り」効果を抑制
したと思われた。

(4)クエン酸 Naを用いたスルメイカの加熱ゲル形

成に及ぼす予備加熱の影響 

Fig.30でクエン酸Naは，グチ肉糊の「坐り」を
抑制することが推察された。クエン酸 Na を加え
ることで，スルメイカ肉中のミオシンの分解を抑

制し，加熱ゲルの破断強度を向上することに成功

したが，このゲルは直接加熱ゲルである。一方， 

（7
）
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 Fig. 34の結果は，35および 45℃でMTGaseを
作用させると，高温加熱しなくてもスルメイカ肉

のゲル化は可能であることを示している。この理

由として，MTGase によるミオシンの架橋反応が
進行していることが期待された。そこで，高分子

量であるミオシン HC の多量化生成物を 3.3％ア
クリルアミド/0.5%アガロースを支持体とした
SDS-PAGEで解析した。得られた SDS-PAGEパタ
ーンを Fig. 35に示した。なお，いずれの温度で予
備加熱しても，0.25 Mのクエン酸Naの作用によ
り，反応中にミオシンの分解物である 150 kDaな
どの生成は認められなかった。

35℃では，予備加熱時間の経過に伴い，緩やか
にHCの減少が認められ，15分間ではHCの 2量
体や3量体が生成された。そして30分間になると，
HC の多量体だけでなく，使用した非常に低濃度
のポリアクリルアミドゲル内に浸入できず，ゲル

の先端にとどまっている成分も検出された。さら

に反応時間が 120 分間以上になると，HC は痕跡
程度となり，2量体や 3量体，さらに，アクリル
アミドゲル内に浸入できない成分まで消失した。

この結果は，ミオシン架橋体が不溶性の多量化物

に変化したことを示している。

45℃の場合は，35℃で観察されたミオシン HC
の変化がさらに速やかに進行した。すなわち加温

15分間後には，2量体およびアクリルアミドゲル
内に進入できない成分が検出され，予備加熱時間

が 30 分間以上になると，HC は痕跡程度となり，
アクリルアミドゲル内に浸入できない成分も消失

した。

加熱ゲル物性との定量的な相関は明らかではな

いが，アクリルアミドゲル内に進入できない成分，

HC の多量化物および HC が，痕跡程度なった予
備加熱時間，すなわち 35℃の 120分間および 45℃ 

 

 

 

 

 

 

の 30分間は，Fig. 34に示したそれぞれの予備加
熱温度で破断凹みが最大値を示した時間と一致し

た。そこで，不溶化を解析するため，SDS-UM溶
液への溶解率を測定し，Fig. 36に示した。溶解率
は反応温度に関わらず徐々に低下し，35℃では
75％まで，45℃では 50％にまで達した。45℃では
35℃よりも短時間で溶解率は低下した。また，45℃
では 35℃よりも常に低い溶解率を示した。以上述
べたように，SDS-PAGEパターンおよび SDS-UM
溶液への溶解性の低下から，1 unit/gのMTGaseの
作用によって，スルメイカ・ミオシンの多量化物

が形成されていることを確認した。

次に，Fig. 34と同様に，MTGaseを1 unit/gとして
35あるいは45℃で240分間まで予備加熱した二段
加熱ゲルを調製し，その物性を Fig. 37に示した。
なお，対照は直接高温で加熱した直接加熱ゲルと

した。35℃で予備加熱した場合は，120 分間まで
破断強度および破断凹みは高くなる傾向を示した。

これに対して 45℃では，破断強度および破断凹み
ともに，60分間までに上昇は終了し，それ以上予
備加熱時間が長くなっても，変化しなくなった。

得られたゲルの中では，35℃で 120分間予備加熱
したゲルのみが，折り曲げ試験は「2」で，その他
の条件のゲルは「1」であった。また，対照の直接
加熱ゲルでみられた加熱後の顕著な離水（約 20
重量％）は，35℃で 120分間予備加熱したゲルで
は約 12%まで減少した。
 以上のように，MTGaseはクエン酸Naを加えて
自己消化を抑制したスルメイカ肉糊中のミオシン

を多量化させる効果を有し，ゲル物性を向上させ

ることが明らかとなった。この事実は，MTGase
とクエン酸 Na の併用によって，イカ肉ねり製品
製造に「坐り工程」を導入してゲル物性を改良で

きることを示唆している。
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第４章 ミオシンおよびアクチンの変性に及ぼす

クエン酸 Naの影響 

スルメイカ外套膜および魚肉を食品として利用

するために，最も重要な役割を果たすのが筋原繊

維タンパク質，特にミオシンである（Samejimaら
1969，1981，高士ら 1970，Kawakamiら 1971，高
士 1973，Yasuiら 1980）。それゆえ，第 1章では，
スルメイカ外套膜筋のミオシンが選択的に分解さ

れる自己消化をいかに抑制するかについて検討し，

食品添加物として利用可能なクエン酸 Na の添加
で，ほぼ完璧な抑制が可能であることを示した。

さらに，第 2章では，スルメイカ外套膜筋肉のね
り製品への利用を想定し，ゲル化に必要なミオシ

ンの溶解が，クエン酸 Na の添加で可能となり，
NaCl無添加でも溶解できることを示した。第 3章
では，クエン酸 Naの持つ 2つの重要な機能を利
用し，クエン酸 Na のみを添加すると，現場で応
用可能なレベルで，スルメイカ外套膜筋肉から加

熱ゲル化物が調製できることを示した。

次の問題は，スルメイカ筋肉のゲル化の主体タ

ンパク質であるミオシンの変性に，クエン酸 Na
はどのような影響を与えるかという点である。す

なわち，クエン酸 Na はミオシン変性を促進する
のか，抑制するのか，あるいは，何の影響も与え

ないのかという問題である。これまで，ミオシン

の変性を防止するため，数多くの試み，提案がな

されている。ミオシンが非常に不安定なため，長

期間の保存は不可能であったスケトウダラ筋肉の

不安定さを克服したのが，ソルビトールやショ糖

の添加である（新井ら 1970，川島ら 1973b）。糖類
の添加により，すり身の長期間の凍結保存が可能

となり，魚介類の筋肉から新たな食品素材である

スケトウダラ「冷凍すり身」が開発され，「冷凍す

り身」は国際的な水産製品となり，SURIMI はそ
のまま英語として使用できる状況になっている。

その後も，ミオシンの変性を効果的に抑制する化

合物の探索，開発がなされ，これまで報告されて

いる変性抑制化合物には，糖類，糖アルコール類

に加え，ある種のアミノ酸塩，および有機酸塩が

含まれている（大泉ら 1982，1984，松浦ら 1984，

Noguchi and Matsumoto 1970，1971）。変性抑制の
程度は添加物の濃度に依存することが，大泉ら

（1981）による各種化合物を用いた定量的な解析
から，詳細に調べられた。そして，化合物による

変性抑制作用の大きさはそれぞれ固有であるから，

きる変性抑制作用が計算できることが報告された。

その後，硫酸Na，硫酸カリウムおよび硫酸アンモ

ことが報告された（Torigai and Konno 1996，Konno
1998，Hayashi and Konno 2006）。いずれの場合も，
筋原繊維のミオシンの変性指標として，定量的な

解析が容易な Ca2+-ATPase 活性の失活が利用され
ている。この指標は，すり身の生化学的品質評価

にも使用され，すり身中のミオシン変性の程度が

すり身の品質を反映するという考え方に基づいた

解析方法である（川島ら 1973a）。
第 1章の結果から，クエン酸 Naはスルメイカ
肉の金属プロテアーゼによるミオシン分解を強く

抑制すると同時に，理由はわからなかったが，セ

リンプロテアーゼによる分解も抑制した。この原

因としてクエン酸 Na が，プロテアーゼの基質と
なるミオシンに働きかけ，分解を受けないように

保護している可能性を推察した。

これまで，スルメイカ肉筋原繊維の熱変性に関

する研究から，魚類筋原繊維に比べ，共存する

NaCl や KCl による熱変性促進作用が大きく，塩
濃度を上昇させると，変性が 300-500倍も促進さ
れること，また，最大変性速度を引き起こす塩濃

度が魚類の場合の約半分（0.75 M程度）であるこ
とが明らかになっている（Konno 1991b，Konno and 
Yuasa 1993）。塩濃度の増加によってアクチンとミ
オシンの結合が弱められ，結果としてアクチンに

よる安定化作用が失われる点については魚類と同

じであるが，イカ外套膜肉では比較的低いイオン

強度で容易に，アクチンの安定化作用が失われる

ことを示している。さらに，イカ独特の性質は，

Ca2+存在下では筋原繊維，ミオシンの安定化が起

こることである。すなわち，Ca2+存在下，EDTA
存在下で筋原繊維を加熱したときの Ca2+-ATPase

ニウムなどの塩類も，ミオシンの変性を抑制するニウムなどの塩類も，ミオシンの変性を抑制するニウムなどの塩類も，ミオシンの変性を抑制する

使用する化合物の種類と濃度がわかれば，期待で
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の失活速度を比較すると，Ca2+存在下では 1/100
程度に小さくなり，非常に安定化を受けることが

知られている（Konno 1991b）。このようなCa2+に

よる安定化効果は，魚類筋原繊維では認められな

い（佐伯ら 1986，1989）。
そのような状況を踏まえ，第 4章ではイカ筋原
繊維およびミオシンの変性に及ぼすクエン酸 Na
添加の影響を検討した。クエン酸 Na は，本来の
変性への影響とともに，そのキレート作用により

Ca2+を除去し，不安定化させ変性を促進すること

が予想される。2 つの影響を同時に解析するのは
困難であるため，先に，変性がCa2+の影響を受け

ない魚類（コイ）筋原繊維を用いて，クエン酸Na
が本来有するミオシン変性への影響を解析した。

その上で，Ca2+の影響を受けるイカ筋原繊維，ミ

オシンの変性に対する影響を検討した。

(1)クエン酸 Na 存在下での Ca2+-ATPase 活性の測

定 

 クエン酸Naのキレート作用は，Ca2+-ATPase活
性の測定に様々な影響を与えることが予想される。

まず，ATPase活性測定のための無機リン酸の発色
に対して，発色阻害があるのかを検討した。濃度

既知の無機リン酸液を様々な濃度のクエン酸 Na
存在下で発色させ，吸光値への影響を調べた。そ

の結果，Ca2+-ATPase反応組成に 0.25 M以上のク
エン酸 Na が存在する場合に，明らかに発色阻害
が認められると判断されたが，0.1 M 以下であれ
ば，発色阻害が起こらないことを確かめた（図示

せず）。本実験では，反応液に 1/10 量の筋原繊維
溶液を添加して活性測定を行っているので，用い

る筋原繊維溶液中のクエン酸 Na濃度が 1.0 M以
下であれば，発色への影響はないと判断した。

次に，Ca2+-ATPase活性に対する影響を検討した。
クエン酸 Naは第 2章で明らかにしたように Ca2+

をキレートするので，Ca2+-ATPaseの活性化因子と
してのCa2+を反応系から取り除き，活性を阻害す

る可能性がある。また，ミオシンには 3種のイオ
ン（Ca2+, Mg2+, K+）で活性化されるATPaseが認め
られるが，もし，反応系に高濃度（0.5 M 程度）

の KClが含まれていれば，クエン酸 Naを添加す
ることは EDTAを添加してK+-ATPaseを測定する
のと同じように，K+-ATPase の発現を誘発し，解
析が非常に難しくなると予想される。そこで，0.5
M KClあるいはNaClを含む反応組成液に，様々
な濃度のクエン酸 Na を加え，コイ筋原繊維の
Ca2+-ATPase（5 mM CaCl2）を測定した。結果を
Fig. 38に示したが，KClでも NaClでも，クエン
酸Na濃度が高くなるにつれ，Ca2+-ATPase活性は
低下し，阻害が認められた。しかし，Ca2+-ATPase
の阻害程度は，NaCl を使用した方が KCl を使用
した場合よりも大きかった。もし，キレート作用

によるCa2+濃度の減少のみが起こっているのであ

れば，両者は同じ変化をするはずである。KCl存
在下で，見かけの Ca2+-ATPase の阻害が小さいの
は，次第にK+-ATPase活性が増大しているためと
推定された。この結果から，反応組成にKClは使
用すべきでないと判断した。

さらに，Ca2+-ATPase活性の低下がCa2+のキレー

ト作用であることを確かめるため，Ca2+-ATPase
（0.5 M NaCl, 5 mM CaCl2）に及ぼすクエン酸Na
と EDTAとの影響を比較した。結果を Fig. 39に示
したが，Ca2+-ATPase活性は，反応液中のCaCl2濃
度と同程度の 5　mM EDTA添加でほぼ消失した。
一方，クエン酸 Na の場合はほぼ完全に阻害する
ために，100 mM程度まで濃度を上昇させる必要
があった。この結果は，クエン酸 Na のキレート
作用がEDTAに比べてかなり低いという第 1章の
結果を支持するものであった。

次に，クエン酸 Na による Ca2+キレート作用を

Ca2+-ATPaseのCa2+濃度要求性への影響から，定量

的に解析した。すなわち，Ca2+-ATPase活性は反応
組成に含まれる遊離Ca2+濃度によって決定される

と想定し，クエン酸Naが存在すると，Ca2+-ATPase
の活性化に必要なCa2+濃度がどのように変化する

か解析した。そのため，0 M，0.05 M，0.1 M のク
エン酸Na存在下，CaCl2濃度を変えてCa2+-ATPase
活性を測定し，結果を Fig. 40に示した。クエン酸
NaによりCa2+がキレートされれば，同じCaCl2濃
度の添加であっても，遊離のCa2+濃度が低下する
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この結果は，スルメイカ筋原繊維においても，魚

類筋原繊維と同様であり，全く同じ NaCl 濃度で
アクチンの塩変性が引き起こされることを示して

いる。しかし，このアクチン変性に対する NaCl
濃度依存性は，加熱変性速度に対する NaCl 濃度
依存性と異なり，加熱変性で最大変性速度を与え

るNaCl濃度は 0.75 Mであり，アクチンの塩変性
に必要な濃度の約 1/2 であった。すなわち，加熱
時のアクチンの保護作用に対する NaCl 濃度の影
響はより大きくなり，低濃度でも十分なミオシン

の保護ができなくなっていることが推定された。

この結果を受けて，イカの場合，アクチンによる

十分な保護作用を検出するためには，加熱時の

NaCl濃度を0.2 Mまで低下させる必要があること
を，別の実験から確認した。

そこで，スルメイカ筋原繊維中のアクチン変性

対するクエン酸 Na の抑制作用を調べるため，
原繊維を 1.5 M のNaClで処理する際に，さら
様々な濃度のクエン酸

に

筋

に Naを共存させた。氷冷後，
NaClおよびクエン酸Na濃度がいずれも 0.2 Mに
なるよう希釈し，30℃での加熱変性様式を比較し
た（Fig. 56）。すると，NaCl処理時にクエン酸Na
を含まない場合は，Fig. 55の結果のように，ごく
短時間で活性は低下し，アクチンの保護を失って

いることを再確認した。共存するクエン酸 Na 濃
度が高くなるにつれ，失活は緩やかとなり，0.4 M 

Fig. 56    Suppressive effect of Na-citrate on the NaCl-induced
actin denaturation in squid myofibrils.  Squid myofibrils were
incubated with 1 M NaCl together with 0 M (diamond), 0.1 M (open
circles), 0.2 M (triangles), 0.4 M (squares), and 0.6 M (closed circles)
Na-citrate on ice overnight.  The treated myofibrils were heated at
30 ºC in the presecne of 1 mM EDTA after reducing the NaCl
concentration to 0.2 M.  Untreated myofibrils (cross marks) were
also used as control.
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(8)クエン酸 Naによるコイ筋原繊維の凍結変性抑

制作用 

 これまでの結果から，クエン酸 Na は非常に優
れた変性抑制作用を有する化合物であることが明

らかになった。次に，筋原繊維の凍結変性抑制作

用について検討した。糖類やグルタミン酸 Na は
加熱変性および凍結変性を強く抑制するが，硫酸

イオンは，ミオシンあるいは筋原繊維の加熱変性

に対しては非常に強い抑制作用が認められるにも

かかわらず，筋原繊維の凍結変性に対しては，濃

度によっては促進的に作用し，ほとんど抑制効果

を示さないことが報告されている（ Torigai and  

Konno 1996，Konno 1998，Hayashi and Konno 2006）。
クエン酸 Na も非常に強いイオン化化合物である
ため，加熱変性には強い抑制作用が認められたが，

凍結変性抑制作用が認められない可能性もある。

そこで，コイ筋原繊維を用い，クエン酸 Na が
凍結変性を抑制するか，これまで抑制作用がある

といわれているソルビトール，グルタミン酸 Na
および酢酸Na（大泉ら 1984，松本ら 1985）の凍
結変性抑制作用と比較した。コイ筋原繊維懸濁液

に様々な濃度の各化合物を加えて－20℃で 1ケ月
間凍結保存した。この期間中の凍結変性を残存

Ca2+-ATPase活性から測定し，Fig. 58に示した。

Fig. 58    Suppressive effect of Na-citrate on the freeze
denaturation of carp myofibrils.  Carp myofibrils (0.1 M NaCl, 20 mM
Tris-HCl (pH 7.5)) containing various compounds at various
concentrations were frozen stored at -20 ºC for 30 days.  The
compounds used were Na-citrate (open circles), Na-glutamate
(closed squares), sorbitil (closed triangles), and Na-acetate (closed
circles).  Remaining Ca-ATPase activities were plotted against the
concentrations added.
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また，0.25 Mクエン酸Na存在下での35℃の2時
間は，第4章の研究結果から，ミオシンの変性がか
なり抑制された条件であることが推定される。す

なわち，イカ筋肉には数mMのMg2+が含まれてい

るので，Ca2+が存在している筋原繊維にクエン酸

Naを加えた加熱条件に近似していると考えられ
る。それに，0.25 Mのクエン酸Naを添加し，35℃
で加熱したとすれば，Fig. 50およびFig. 51の結果
から，2時間の加熱で50%程度のATPase失活しか起
こらないと計算される。今野と今村（2000）は，
スケトウダラ肉糊を25℃で予備加熱したときのミ
オシン変性と架橋反応を追跡し，これらは１時間

程度の加熱で，比較的速やかに進行していること

を報告している。それゆえ，本研究の予備加熱条

件は，緩やかなミオシン変性が起こりながら，ミ

オシンの架橋反応が起こっている条件であると判

断できる。 
ここまで，スルメイカ外套膜筋肉を使用したね

り製品製造方法を開発することができた。本研究

では塩ずりのために，真空下で処理できるステフ

ァン製の高速カッターを使用した。この高速カッ

ターを使用すれば，イカの凍結粉砕肉から，イカ

肉由来の塩だけで，NaCl無添加の加熱ゲルを製造
できることが報告されている（石川 1999）。これ
は第 3章でも確認した。しかし，現場で広く使わ
れている石臼やサイレントカッターを用いた製造

が可能になれば，技術がさらに広がる可能性があ

る。石臼を使ってイカ挽き肉から肉糊を調製しよ

うとすると，容易に均一にすることができない。

そのため，必然的に均一な肉糊を調製しようとし

て，NaClを添加してから長時間塩ずりを続けるこ
とになるが，第 1章で述べたように，NaClはミオ
シンの分解を促進する。さらに NaCl は，アクチ
ンによるミオシンの安定化作用を消失させ，ミオ

シンの変性を促進する。魚肉からの肉糊製造で使

用される 3%程度のNaClの添加は，魚肉（スケト
ウダラ）の場合，数倍程度のミオシン変性速度の

上昇しか引き起こさないが，イカの場合は，同じ

濃度の NaClで変性速度は 300 倍程度上昇する。
これらの現象は，ゲル物性を劣化させる因子と考

えられる。 
塩ずりのための撹拌時間を短くする目的で開発

されたのが，凍結状態でイカ肉を微細化した「凍

結粉砕肉」である。また，前述した NaCl 無添加
の加熱ゲルも 2つの問題を克服する方法として採
用されている。いずれもが，特殊な機器を必要と

する技術で，一般的な方法とは言いがたい。もし，

クエン酸 Na を加えて，溶解した肉糊に相当する
中間素材を開発できれば，塩ずりに高速カッター

を必要とせず，容易に加熱ゲルを製造することが

可能となる。これが可能かどうかは，イカ肉にク

エン酸 Na を添加した肉糊の保存性次第である。
すなわち，クエン酸 Na 添加により，ミオシンの
変性が進行するようであれば，そのような中間素

材の開発は不可能となる。 
そこで第 4章では，ミオシン変性に対するクエ
ン酸 Na の影響をモデル系で検討した。スルメイ
カの筋原繊維，ミオシンはCa2+によって安定化を

受けるという特殊な性質があるため，クエン酸Na
の添加はCa2+による安定化作用を失わせ，ミオシ

ンの不安定化を引き起こすことが予想される。そ

こで，先にCa2+による安定化作用が認められない

魚類（コイ）の筋原繊維とミオシンを用いて，ク

エン酸Naの作用を検討した。また，クエン酸Na
を魚肉に利用することを想定すれば，魚肉に対す

る影響も明らかにしておいた方がよいと判断した。

これまで，魚肉タンパク質の変性抑制剤としては，

冷凍すり身に用いられる糖類や糖アルコール類が

よく知られているので（大泉ら 1984），それらと
比較した。さらに，グルタミン酸 Na や有機酸塩
（酢酸Na，グルコン酸Naなど）による変性抑制
作用が報告されているので（竹下ら 1999），クエ
ン酸Naにも変性抑制作用が期待された。 
定量的に検討したところ，クエン酸 Na は広く
利用されているソルビトールよりも強い変性抑制

作用を示し，これまで報告されている中で最も強

い変性抑制作用を示すグルタミン酸 Na（大泉ら
1984）に匹敵する効果を有することがわかった
（Fig. 44）。この結果から，クエン酸Naは魚肉の
ミオシンを変性から防御する作用を有することが
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ミノ酸などと比較した。無添加では ATPase 活性
がほぼ完全失活するような凍結条件でも，クエン

酸 Na を添加すると，失活は完全に抑制された。
抑制に必要な濃度は加熱変性と同じように，ソル

ビトールよりも低濃度で十分であり，グルタミン

酸 Na と同等であった。この結果から，クエン酸
Na は溶解した筋原繊維中のミオシンを凍結変性
から強く保護することが明らかとなった。すなわ

ち，冷凍すり身のような中間素材の製造，流通が

可能であると判断した。 
第 3章と第 4章で示したように，このクエン酸

Na による肉糊調製および加熱ゲル化は魚肉にも
応用できることを確認したので，食塩非含有魚肉

ねり製品の製造など，応用の幅は広いと考えられ

た。なお，本研究で用いたクエン酸塩は Na 塩で
あり，Na そのものが制限されている場合には，
Na塩の代わりに K塩を使用すればよい。K塩に
もほとんど同じような作用が認められているが，

溶解度が低いのが難点である。もちろん，呈味の

観点から食塩が必要であれば最小限添加すればよ

いし，それ以外の調味料を使い，好みに合わせた

調味も可能である。第 4章で述べたように，クエ
ン酸 Na を用いると，貯蔵のための糖類の添加も
必要がなくなることから，「塩辛さ」と「甘さ」と

いうねり製品が持っている不可避の性質を同時に

取り除いた画期的な製品が製造できるであろう。 
以上の結果を総合すると，クエン酸 Na はスル
メイカからのねり製品製造に適した複数の機能を

兼ね備えており，ねり製品に適していないとされ

てきたスルメイカからのねり製品化を可能にする

化合物である。また，筋原繊維の溶解作用，加熱

および凍結変性抑制作用のみを取り上げても，イ

カ肉だけでなく魚肉ねり製品にも応用できる化合

物である。確かに，キレート作用により，日本の

ねり製品業界で評価されている二段加熱による

「坐り」作用は期待できなくなるが，いわゆる「大

阪かまぼこ」ではあえて二段加熱を導入していな

いので，問題なく使用できる。また，海外では逆

に「小田原かまぼこ」タイプのゴムのような弾力 
 

性が嫌われると言われているので，必ずしも不利

な点とは言えない場合もある。仮に，坐り作用を

必要とするのであれば，MTGase を併用すればよ
い。何よりも，クエン酸 Na を利用する最大の利
点は，食塩および糖類を添加する必要がないので，

「塩辛さ」および「甘さ」がないことであり，イ

カ肉あるいは魚肉本来の味を強調した製品を開発

する際の利点となるであろう。 
クエン酸 Na は広く利用されている食品添加物
であり，新規の化合物ではないことも有利な点で

ある。すなわち，安全性を検討する必要もなく，

直ちに利用できる化合物であり，価格的にはねり

製品に十分添加しうるレベルである。本論文では，

このような身近な化合物に，複数の優れた機能が

備わっていることを初めて明らかにした。このこ

とは，産業上画期的な発見であり，ねり製品以外

の筋肉タンパク質を利用した製品にも応用されて

いくと考えられる。 
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