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緒 言

日本におけるイカ類の近年の漁獲高は60万トンにもおよぷとともに.抽入丑に

至ってはLO0万 トンを超えており,漁凄高が激減しているサバ類やイワシ類など

の多輝魚と比散しても,その鞍源としての重要性はますます高まってきている`

将史的に (頒JJされる世界的な食糧危機の到来を考えるにあたり.豊富なイカ汗腺

のイ】効利用をめざすことはきわめて重要である.

イカを食粗として利用する場合,その調理法は刺身,煮物,揚げ物.焼き物と

多様であり.逆にいえばあらゆる調理法が可能な食材ということになる しかし

昔からイカが食材の1つとして取り入れられ.あらゆる調理形態が受け入れられ

ている日本とは異なり.諸外国では生イカ肉の独特な静J7性が嫌われる傾向にあ

る 一方,加黙されたイカ肉については世界的に広く調理に取り入られており.

今後も需要が期待できる｡よってこれからも調理法あるいは加工法の改良を虚ね

てゆくことで.加熱イカ肉の利用をさらに推進するとともに,生イカも諸外国に

抵抗なく受け入れられるような物性に改変することで,さらに世界的にイカが食

梅軒澱として受け入れられることをめざしてゆくことがきわめて亜要である.

食材として実際に食する場合.調理したもののもつ色･味など様々な要因が品

質を決定し.ひいてはその消費虫に大きく影響する｡イカ肉の特徴として.よで

白い色があげられる｡個性的な色をもたないために様々な料理に適合し,広く受

け入れられる食材となったと考えられる｡また独特の歯ごたえもイカ肉の大きな

特徴としてあげられる｡イカ肉が調理に利用される際,様々な御味をされたうえ

で.その歯ごたえが特にイカの特徴として好まれると考えられるO

食品の物性は.あらゆる調理および加工方法により様々に変化する｡イカ類を

材料とした研究例の場合,冷蔵 ･冷凍 ･塩蔵 .乾燥 ･加熱などにおいて.その工

程においてどのような物性変化が起こるのかが舶ペられている｡イカ肉を冷凍保

存した場合.sLanleyandHulL=l(1982)は生のイカと凍結解凍したイカについ

て加熱後の硬さを比較し,ケンサキイカにおいては凍結解凍した肉のほうが硬い

那.スルメイカでは凍結期間が1日を超えると逆に凍結解凍した筋肉のほうが軟

らか(なることを報告している｡ケンサキイカにおいて凍結操作により加熱後の

筋肉が硬くなった点について彼らは,ホルムアルデヒドの生成によりタン/くク質

に架橋ができたためであろうとしている｡また.UengandChoy(1998)は凍結

解凍後に生のままで3種類のイカについてその物性を測定し.いずれも凍結期間

が長いほど硬くなることを示し,その原因として組締学的観察により筋蝕経の凝

塊を挙げている｡KuglnOeLaj.(1993)は乾燥前に水あるいはアルカリ溶液に



漸 ナたのち.乾燥させたイカ外套膜の物性を測定し.r}演処理の延長にともない

強度が低下することを示した｡そしてこの堀合の物代貸化には細胞内-の水の浸

入が大きく関与していることが屯子朝練鏡観察によって明らかにされている｡

また加熱肉の場合.その調理法が広く受け入れられていることもあり.鹿も8f

究例が多い｡加熱前後の物性を比較すると,加熱により物性が軟らかくなるとす

る報告が大半をしめる (OLvcllaEldllamalm 1979,SLalllcyandHuILJn1982,K

olodzleJSkaeLal 1987,KuglnOeloJ 1994,久木野 1994,KuglnOeLaJ

I995.内藤等 1995) これらの研究例によれは.加熱 こよる軟化現象は圭に筋

細胞の勲変性が原EBと考えられているようである｡

ところで.筋肉の中には,その大部分を占める筋細胞の他に,細胞間を結合す

る結合組様が存在し,筋肉としての物性を支えている｡結合組耗はその分布状態

の特徴から,筋上原,筋周膜,筋内炉などに分類されている｡これらの名称は組

絞学的観点から名付けられたものであるが,その成分の大和分はコラーゲンが占

めている｡コラーゲンは非常に難治性のタンパク質であるとともに,物羊控的強度

が大きく,強い強度が婆求される腺や皮膚などをはじめとして体のあらゆる部分

に存在する.コラーゲンは軌物体中にもっとも多く含よれるたんはく質であり.

生体の全タンパク質の20%から30%を占めている｡特に皮嵐 骨一軟骨.挫なと

の主要な柵戚成分になっており.全コラーゲン玉の40%は皮膚に.20%が骨や軟

骨に含まれ.その他血管や内旋など全身に広く分布している｡

コラーゲンは筋肉の物性にも大きく関与しており.コラーゲン最が多い筋肉ほ

どその物性が硬くなるとされている｡魚介規においてその相院性が明らかにされ

ているのはサザエ,アワビ,および魚甑一般である (OcIHaletaJ L985.Sat

oetaJ L986,畑江等 1986,01aecheneLa1 1993)｡ところで.コラーゲン

丑が筋肉の物性と相関性をもつのは生の状憶においてであり,これらを加:L 特

に加黙した場合には大きく状況が異なってくる (畑江等 1986)｡コラーゲン分

子はらせん構造を有しているとともに.それらが架橋により結合してコラーゲン

繊維を形成している｡生体内のコラーゲン披経の場合,強く加熱されると披経を

構成する分子内のらせん捕進がほどけて変性し,その一都はゼラチンとなって可

特化する｡それにともない.妬細胞間の結合力が失われ.結果的に加熱によって

筋肉の物性は軟化する｡無Jq惟動物のサザエとアワビの筋肉に関する報告では.

加熱 こより徐〟に軟化するとともに.コラ-ゲン地経の構造が膨化するといった

変化が汲められている (OchlaletaJ 1985,01aecheaeLa/ 1993)｡

ところが,これらの研究例にもかかわらず.一般的にはイカは加発け ると逆に

硬くなるというイメージがあり,調理谷にもそのような記述が見受けられる (野

崎と成瀬 1992)｡このように一般調理のイメージとは異なる実験結果が報告さ
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れているのは,言い換えればそれだけ加熱による物性変化の機構が複雑かつ微妙

な現/itであるということができ.さらに解明すべき点が多く含まれていると考え

られる 特にイカ肉に関してはコラーゲンに関して論じた研究例は少な(.この

点における詳細な検討が必要であると考えられる｡また.銀徴鏡を用いた組綴字

的手法は組練構造の変化を調べるためには非常に有効な手段ではあるが.コラー

ゲンを調べるという観点からこの手法を用いた研究例は少なく,特にイカ筋肉に

ついてはほとんど見あたらないというのが現状である｡

そこで本研究では,イカ肉の物性変化の機柵をコラーゲンに注目しながら組舟

I;･'-的手法を中心としてさらに詳細に解明することを目的とした｡本研究によりイ

カ肉の物性変化の新たな機flVが明らかになれば.それは新たな視点からのイカの

貯蔵法.加工法あるいは胡理法開発のヒントとなり.ひいては新たなイカに対す

る'TIX要を生み出し,盟富なイカ資源の有効利用-とつながっていくものと思われ

る.また,近年化粧品や医療品としての応用がさかんなコラーゲンについて新た

な劉品の開発へとつながることが期待される｡
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ヤリイカ外食股の冷戚ttJにおける物化変化

日本においてはイカを生で食する習慣があるため.イカの鮮度に対十る関心

おいて死後急速に軟化が進行することを報告している.ここで,筋粗描の構造

にどのような変化が冷威中に生じるのかが問題となる イカの外来股a.J屑

の組紋からなる表皮に襟われている｡外側の2闇は容易にilJが十二とができる

那.内側の2屑を剥がすことは容易ではなく.特に巌も内01Jの組粒は筋肉と強

く結合 しているといわれている｡また.表皮の内側には筋肉が存在するが.そ

れは平行に並んだ筋細胞によって構成される屑が交杜に底交しながら虫なるこ

とで形r'kされている (田中 1958)｡このような構造をもつイカ筋肉において,

冷蔵中の軟化現射 こともない.細胞間が拡大することが奄T-顕微鏡抱無により

認められている (KuglnOetBJ 1997)｡また同時に.分子収54kの成分が汲少

して21kおよび19kの成分が増加 しており.この変化が細胞r;JElの結合の変化と関
係があるとされている｡細胞間には一般にコラーゲンが存在し.細胞間を結合

している.コラーゲンは生の筋肉においてその物性に大きな影響を与えている

魚耕筋肉の場合.死後 1日以内というきわめて初期に筋肉が軟らかくなる軟化

現象が生ずるが.これは筋細胞間に存在する防内股部分のコラーゲン級緋がJql

頗することが原因とされている (AndoeLDJ 1992;SllLocLDI.1997)

また畑江 (L997)はスルメイカ,ヤリイカ,アオリイカのR皮の射断ノ〕を測

定し,スルメイカとヤリイカについては即殺後から冷戚2日Elまで軒断力が低

下するのに対し,アオリイカではそのような封断力の低下は認められなかった

ことを報告している｡この際にはコラーゲンの溶解性が増大することも報告さ

れており,冷厳中にコラーゲンに何らかの変化が生じていることを示 している｡

これらの研究例はいずれも短期間の冷蔵中にその物性が低下することを示 して

おり.様々な物理学的およびその原因となる生化学的変化がイカのコラーゲン

に生 じている可能性を示 している｡また.生のイカ肉の物性が大きく変化する

以上.加熱 したイカ筋肉の物性にも影響を及ぼすとも考えられる｡ しかしなが

ら.生きたイカの入手が因果なこともあり,イカの死直後からの時間経過に伴

う変化が加黙肉-及ぼす彩管については詳細な報告例は少ない｡
そこで本草では.生きたヤリイカの外套膜について-死後の時間経過に伴う
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柄造変化を観轟するとともに,加熱肉の構造についても比較し,鮮度が生肉お

よび加熱肉に及ぼす影響を明らかにすることを目的としたD

2.材料およびノ1-法

(1)材料

/ときたヤリイカ (Lo/1gobleeJ･erE)の外書膜を用いた｡即殺直後に滞皮を剥

き-5℃で貯蔵 した｡肉の厚みは約 5mであった｡

(2)封断力の測定

死後0.3,6,9.12.24時間経過した試料をカミソリの刃で.10×40×5mmに切

り.レオメーター ((株)不動工業,RT-1002̂ )により軌析力を洲定した｡ア

yプクーにはカッターの替え刃を装盾し.ステージのスピー ドは1mm/秒に設在

した｡gI断はFlB lに示すように輪走筋を横断する方向で,外套帳の表側より行

った.また.それぞれの貯J削､字間において,淋臆 した燕留水約100nlの入ったと

-カーに同じサイズの試料を入れ,30分間加熱した後,封断力を測定した｡

測定伯の有意差についてはL一検定により評価 した.

一 一 三 二r
FJg 1 Snmpleo,lenla=orLandequlptllC.1(ro√lrleaSUrln島thesllCarrO'CC
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(3)組綴字的観察

労断))を測定した試料より-表皮を含む部分をカミソリの刃で3×3×3Jmの人

きさに切り出L-5%グルタルアルデヒド (01Mリン放線待r液.pll74)に IEl

以上浸済 して聞定し,組拝観転用試料とした｡次に固定 したサンプルから.カ

ミソリの刃でlXl×3mmの′ト片を切り出し,50-100%エタノールによる脱水を

行った後.プロピレンオキサイ ドで置換 して,エポン樹脂 (EpokS12,(抹)応

研商,良)に包埋 し,65℃で12時間虚合させた｡鼠化 した樹脂ブロックからウル

トラミクロ トーム (デュポン,MT-6000)を用いて厚さ1F▲mの切片を作成 し.

トルイジンブルーで敗色後.光学顕微鏡 (オリン′くス (株),BX50)により現

無 した｡また同じ試料ブロックより厚さolJLmの超薄切片を作製 し,酢敢ウラ

ン.クエン酸鉛各溶掛 こよる二重染色後,透過型屯子顕微鏡 ((族) El立製作

所,H-800)により加速屯圧IOOkVで親祭 した｡

(4)細胞間隙面稲の測定

冷蔵時間ごとの昭子顕微鏡写真について.筋細胞間隙の面府をデジタイザー

(ニコン)によって測定 し,断面府全体に対する割合 (%)を計井 した｡また,

その数値の有意差をト検定によって評価 した｡

3.結果および考舞

(i)封断力の変化

生肉および加熱肉の封断力の測定結果をFlg 2に示す｡生肉の勘合,PP殺後
3時間ほどから徐々に射断力が低下 し,9時間でほぼ一定となった｡一九 加

熱肉の場合は,すべての時間にわたって生肉に比べて射断力が低かった｡この

結果はイカ肉は加熱により軟化するというこれまでの報告の結果と一致 した (0

LyPellarldHabann1979;SLanleyandHuILln1982.KolodrLlejskaeLaj 19

87.Kug一nOeLaJ.1994,久木野 1994,Kug川OeLaJ.1995.内藤等 1995)

また,貯蔵時間の速いにおいて比較 した場合,加熱肉は生肉の場合と異なり.

貯蔵時間の経過にかかわらず努断力に有意差はなかった｡



M

弼

M

2

(叫
)

3
3
｣
0
J
Je
a
tJ
S

0 3 6 9 12 24

Storagetime (h)

Flf･2:Changeslf=hearrOre亡Orrawandcookednl帥tlemuscksdllrln8rerr■名Crat10n ◆,raw

muselesIcookedmuscles A■CDDlfTercnLIctterswllheachset｡[datalndICale
stgnlric耶1tdlnlerenCe(I)く005)



(2)光学顕微鏡視索

Jt三内をL Ⅰゝで筏嶺 した結果をFlg 3に示 した｡写戊の人部分uLt'lJ_待約 5ミク

ロンの筋細胞の横断面であり.その中に起方向が直交 している筋細胞の裡̀いに巧

が認められる (ド)F 3,矢印).即殺直後では無tgの細胞間物質に Lり細胞同

L-が密盾している (Flg 3̂) しか しながら死後9および 2▲1時間において細

胞間が分離 し.そのrHrJに多故の隙間が生 じて(る械+が認められた (L7Lg 36,

C.矢頑) この冷蔵中の細胞間の分離によって細胞閑の結合ノ)が低lL.その

結果イカ筋肉が軟化十ると考えられた.

一方,JJn熱肉においてはいずれの試料においても怖道的な投光はf.FLl.め(,九で.

いずれもノ生肉の初nlJのように細胞間が縫1,-したよよであった (ドーg 1) つ i

り.生肉の労断J)が冷蔵時問の経過とともに低下したのは細胞関のlkL,(?ノ)カ叩i

下したためであり.よた.加熱肉の勇断力に速いがないのL加 口熱椎のJTn句のfIY一

道に貯蔵時間の違いによる差異がないためであると考えられた｡

(3)通過型召王子朗微鏡観察

k･加熱筋肉のTE tヽによる軽索岩見をFIg.5に示した｡筋細胞のrUirTndにJHli
徴的な紙模様が認められ.これらは冷感時間の経過につれて上り叩】舷にfJごつた

この縞模様は.さらに高倍率にて観察 したところ.細胞内の収縮フィラメン ト

の粗密を衣 していることがわかった (datanotgll0､､･n) 各細胞内にあるミト

コン ドリアは冷感中に人きくなる傾向があった (FIE.5B,C.矢iln) よた 9

付言jJおよび24時r和経過 した筋肉にはTl.糾 ､瓜点状の粒子が認められた(ド】g 5Ei

C,矢印)が.それらは即殺直後の筋肉にはほとんど観察されなかった (ド1g

5人)｡ よってこの粒 Jf-紘.その正体はいよだ明らかではないが.筋肉の死後/PRt

化に上る何らかの反応産物であると推測された｡筋細胞は即殺ll-i:後においては

火同定の物質 (Co)によって密着してお り.これはbtoollan(Iltu)barL(1975)

の報告した構造にほぼ一致していた 9および24時間冷感後には.結合組縦

の中に間隙が生 じ始めた (FJg.58) これによって細胞間の結合力が低下し

勇断力の低下につながったと思われた.この間隙の占める面桜の全仏に対する

1TaJ合を比較 したところ.即殺直後と死後9時間の問で有意な差が認められた (ド

lg 6)

生の筋肉においては.冷蔵中における結合組接や筋原繊維の肺造変化が/Lじ

ることが輔乳類や魚加において報告されている (Love el,7] 1969,8redmCra

ll(lHallelL985,1986.日aHetZLndBlemHer1988,A‖doeta/ 1991,L992.

9



Flg･3･LLghLrnICrOSCOP.CPhotographsorrawmusclesstoredat5℃ A,JustAflcrkLLllng,

B.9hr亡flrlgerAt■011,C,24hrcflrlgeraLIOn A汀〇､VS,musclefit)crs'layerwhLCh

rullSVerllC山ly1001hersATrOWheads,VoLdswhlChoccurredduTmgChlHedstorage

BarreprescrlLS50JLrn

10



LI :p-

･′I-.∫..て ...:T5ー二滝''ゝ _-.JJ.等 ､十 J一一′
′､.

ミ1 L '卓′__'一. 二.;I..転

Flg･4 L･ght･7･.CrOSCOptCPhotographsofcookedI.1uSClesA,)PstafleTklH日.i,B 9ll

rernsemt,O.一･C･24h-efTIgCraL■on Allows,muscler-bets-layer､vhlchruns

verllCaHytoothers BarreprcsclltS50JLm

ll



一ノ

:

｢

_
t

.

ng･5･rrart- -ssl0-- Ie亡LrOnm.CrOSCOFhCPholOgraPllSOrra､日.-USCIcs ,̂JustancrL.Ill.-g,lj

9hrL･Ir'gcra110n･C･24hrefrtgCrat.On ltmusclecell,Colconnectlヽ･eTISSUE-l■k亡 IヽruC-

tureArro"5,unkno"..Il°)PaTllCles.arrouheadsnl.tOChondrta Barr叩reSentSIFIl.1

12



5

0

5

0

5

2

2

1

1

(

%

)

sllOOu
OaA
Iaq

SO
9ed
s

-
o

o
!TetJ

0 9 24

Storagetime( h )

FIE.6 Est■mal10nOrthedegreeorceHdctachITlCFlldur･rLgStOmgeOfrawsquldmu､clで

TheareaOr川(亡rCeHularsFIaCCSandlYholernusclewasmeasuredonelectron

m.crophoto8nPhsandr仙Obel､･eCnthem wa与Calculaled(means･SD)-"D･rrcre"L

IclterswILheachsetordata[rldICatCilgrLlfTtcazltdlfrercncc(p<001)

t3



1993.1995.Tachlbanaetal 1993.VIShILurae上a1 1991,LIU eLaJ I

994:Satoetal. 1997) コラーゲン繊維の崩壊は特に冷蔵 1日以内の魚肉の

軟化現象の原因とされている (AndoetaJ 1992,L995,SalOefaJ L997)

今回観察されたイカ筋肉の細胞間の分舵は.魚類筋肉と同様の軟化扱柄がイカ

筋肉にも存在することを示している｡

軟化したイカ肉における細胞の分離の練絹としては次の3つの仮説が考えら

れるしよで第 1に.細胞の収縮が細胞間に間隙を生みだし筋肉が軟化 したとす

るものである 輔乳預と魚類においては.筋肉は死後に収縮 し.死後硬直が起

こる{ しかしながら.今回の実験中の観喪によれば,イカ筋肉は筋収縮も死後

硬直も起こさなかったくそれゆえ.本研究においてはこの仮説は除外される｡

窮2の仮説は.コラーゲン繊維がほどけたことにより細胞間の結合J)が低下

した結果.細胞の分村tが起こったとするものであり,さらに3番目の仮説は細

胞膜とコラーゲンの関の結合力の低下によるものとするものである この2つ

の仮説は筋肉コラーゲンの変化に関連するものである｡魚類筋肉においては,

コラーゲンの分解は冷蔵 1日後に生じることが報告されている(Sato etaJ )

991.1997)｡イカ外套膜には高いカテプシンB,D. L活性が存在 しているこ

とから.コラーゲンの分解は何らかの酸素作用によって生じるのかもしれない

(SakalandトtaLSUll0tOL981.1laklnOdaneLaJ. 1993)｡しかし現在のところ冷

蔵中のイカ筋肉のコラーゲンの分解を報告 した研究例はない｡また.コラーゲ

ンと細胞膜を結合するために重要な基底膜やインテグリンはについてもイカ筋

肉については研究されていない｡そのため.コラーゲンや基底膜.インテグリ

ンの影響はイカ筋肉の軟化現象においてはいまだ解明されていない｡よって.

イカ筋肉の死後の軟化現象の機構を解明するためにはさらなる研究が必要であ

る｡

加熱肉においては.生肉において認められた筋細胞および結合組経における

構造的な特徴がいずれも消失 しており.生肉を加黙 した場合 (Flg 5)に比べ細

胞の区別が不明瞭になっていた (Flg.7.失頭)｡生肉において認められた細

胞間の間隙もまた範頼されなかった｡また加熱肉においては冷蔵時間の違いに

よる締進の違いは認められず.このことが硬さに違いが認められなかった原因

と考えられる 加黙肉の硬さが弱く.しかも冷厳時間に関係なく一定であるこ

とは.硬さの違いが認められなくなるほど加熱によって細胞間の結合力が低下

するためと考えられた
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5.要約

ヤリイカ外套膜の絹進における冷厳中 (5C)の変化を組持学的に検討した

生きたヤリイカを即殺後.外套膜の勢断力を測定 したところ.死後 3から9時

間の間に急激に数値が低下した｡また.光学顕微鏡による観察では.軟化 した

筋肉の筋細胞間に多敏の隙間が認められた｡透過型電子顕微境観察からは.初

胞間が結合組緑から分離した結果生 じた空間が認められた.また,冷蔵後の筋

肉を加熱 した場合では.封断)7は一定であり.また生の筋肉において認められ

た細胞間の間隙は認められなかった｡透過型電子顕微鏡観察により,生の筋肉

との加熱後の筋肉とで柵造の違いは絡められたが.死後の時間准過の遠いに 上

る加熱肉の構造の速いは認められなかった<

以上の結果より.死後の時間患過とともに筋細胞が結合組旅から分脈するた

めに射断力が低下するが.この物性の変化は加熱肉の物性には形響しないこと

が明らかとなった｡
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第2帝

コラゲナーゼによるヤリイカ外食膜の物性変化

1.緒言

イカは碑Jl&直後は半透明であるが.死後速やかに透明感は失われ全体に白く

なる,この例に代点されるようにイカの死後変化は非'i;1;に早く.なかでも物件

U)変化が著しいことが経験的に知られている 本研究では那 Ⅰ7rrにおいて.舵

権の時間経過とともに筋細胞が分離するために軟暗r;ilで筋肉が軟らかく/i:って

した)ことを示した｡筋細胞間にはコラーゲンが/F在L細胞附は 結合している

ことが予想されるため.冷蔵中にコラーゲンが何らかの要損で分解し.その能

文細胞間の結合力がtEtfLしたとも考えられる｡ しかしながら.それらの冷蔵時

間内にはコラーゲンに相当するタンパク質の分解は生じていないことから(Rug

川O eEaJ. L997).この変化はタンパク質以外の要因によるものか.あるいは

きわめて徴JLなタン′､ク質成分の変化による可能性が考えられる｡.&類筋肉の

場合.冷蔵中の筋肉の軟化現象にはコラーゲンのなかでi)わずかに2-30′7.L

か(,--庄しない＼'型コラ-ゲンの分解が原因であるとされている(Satop(a).1

991.1997) よって.イカ筋肉の軟化現鋲にも,微見な成分が関与している可

能性があるが.それについての報告例は現在のところ見あたらない｡

コラーゲンを分解する代表的なプロテイナーゼはコラゲナーゼであるが,イ

カ筋肉に存在するコラゲナーゼに関する織常例はない よたイカ筋肉のコラー

ゲンそのものの分解も報告されていないことから.実際にイカコラーゲンが冷

蔵中に分解しているのかは現在のところ不明である｡ところで.人部分がコラ

ー//ンから形成されているイカの表皮については冷蔵中にその物性が脆弱化 1

ることが報告されており(畑江 1997).コラーゲンになんらかの変化が生じてい

ることを示している｡よって.イカの体内でコラーゲンを分解する段陳が存在

している可能性は 卜分にある.

そこで本章では.活ヤリイカの外食膜について,人工的にコラゲナーゼを作

用させることにより.その物性と構造の変化を検討し.ヤリイカ筋肉の物性変

化-のコラーゲンの関与について検討することを目的とした｡

2.材料および方法
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くり材料

活ヤ リイカ(LoJJgObleekeJ･E)の外套峡を用いた｡即殺直後に避皮を剥き.実

坂に用いた 肉の厚みは約5mであった｡

())コラーゲンの分画

即殺 したヤ リイカの外食膜から表皮を剥いだのち.Satoらの方法(1988)に上
りコラーゲンを抽L目した 筋肉をミンチに した後,0.ihlNt01岬 で 一晩舵拝 し.

筋原繊維タンパク質を称郎させたo桁解液を滋心分離(LOOOOgX 30mLH)して沈

殿を回収 した 同じ快イ乍を3回繰 り返すことにより,筋原繊維タンパク質を除

去した｡次に沈殿からN∈10IEを取 り除くため,蒸留水でホモジナイズ ･述心/))雛
をtT'い.述心上r7tのp日が8.8付近になるまで繰 り返 し.得られた沈殿をコラーゲ

ンとした｡なお.うペての換作は5℃で行った.

沈殿2gに対して100Jllの蒸留水を加えてホモジナイズし,懸濁液中のコラーゲ

ンJ'虐政を瑞圧乾燥法を用いて測定 したところ.8)g/Alであった｡

(3)コラゲナーゼによる分解

細t'i]コラゲナーゼ(細胞分散用.和光純薬工業(株))を反応用緩'dT戚(02HhaCI

0lAlCaCl,0051tTILSHCl,l州7.4)(堤等 1998)中にIplg/pL:ーなるように分散 し

た(肺炎舷) 次にコラーゲンの懸濁紋500ItlをⅠ5mLのマイクロチューブに人jl..
1;iL遠心機でL20001PuでL分間遠心分離 し.上満を捨てたあとの沈殿に.師弟
描.100J上1と反応用緩衝液600FLl(品質 ･群衆 10.i),酵素液40IIIと反応川綬
衡破96011L(品質 鮮諮 100:I),酸素波4J▲1と反応用緩衝液996JLl(基質 酸

ガ JOOO 1)をそれぞれ加え.5℃で3.6,9,12,24時間反応させた 所定の時間

の経過後.別のマイクロチューブに反応液を50OJL)とり,SDSサンプ/レ調製用緩

#T級(0.05ふITl･lS-llCl.pH6.8.2%SDS.10%グリセロール,61βメルカプ トエクノ

ーJL,)を500Fll加えて沸騰水中で5分間加黙 した｡このようにして作戦 したbt.料

について,75%ポリアクリルアミドゲルを用い,ゲル L枚あたり20山の電流を
流 し,SDS怒気泳動を行った(LaeJJll1970) 泳動終了後,銀染色故により染色

した なお.試料は 1レーンあたり2〟lを添加 した｡

(Ll)コラゲナーゼ溶披-の出演と射断力の測定



3個体の外食膜から体軸方向に10)).体軸方向直角に40mの短冊をそれぞれ切

り出した｡7ラスチック容器に濃度の異なるコラゲナーゼ溶液(01g/Ll.0.1■g′
tl,l)g/tl.10tLg/■1)を入れ,その中に切り出した短冊状の筋肉を個体ごとに5
本ずつ浸沸 した｡なお,コラゲナーゼおよび綻衡織は上記と同 じものを用い.

反応は5℃で行った｡反応時間は3,6,9.12,2Ll時17mとし.各時間終了後,各

個体ごとに1本ずつ取り出した｡次にカッターの替え刃を装着したレオメーター

((樵)不動工菜,RT-LOO2̂)によりテーブルスピー ドLm/秒にて輪走筋を横断+

る方向で完全に切断 し.その際に記銀された最高併並を射断力とした(第 1章)

努断力の測定は1本の試料に対し2-3匡】行った｡また,それぞれの測定時刻にお

いて.対照区と各試験区との間における有意差検定をt検定により行った｡

(5)組締学的観廃

車断力を測定 した試料について,弟1帝の方法に従い,光学鋭徴鏡および透
過型馬子顕微鏡による榊造観察を行った｡

3.結果

(I)コラゲナーゼによるイカコラーゲンの分解

細菌コラゲナーゼの低温下でのイカコラーゲンに対する反応性を検討 した(ド

lg.i).反応用綾衝硬のみの対照区(A)では,24時間反応後においてもコラーゲ

ンのバンド(cE鎖,失頭)パターンに全く変化は認められなかったOつまり,コ

ラゲナーゼが存在しない状況ではコラーゲンは全く分解 しなかった｡これに対

して.辞兼玉虫比l:1000区(B)ではα鎖のバンドは24時間後でも明瞭に諦められ

るものの(失頭). α鎖より低分子丑のタンパク質がはっきりとしたバン ドには

ならないが反応時間の経過とともに増加 しており.ある程度分解が進行 してい

るようであった｡これに対し.重点比1loo(C)および110の試験区(D)では,皮

応3時間後ですでにα鎖の消失が隷められた｡また分子丑40kdalLOn付近にバン

ドが2本認められたが.分子丑の大きさから考えると,これらはコラゲナーゼの

バン ドであると思われた(永井と藤本 1982)｡(C)では(a)の場合よりもさらに低

分子盈成分のところまでが染色されており,(D)では(C)よりもさらに低分子丑

域の,特にフロントラインが濃く典色された｡これらの低分子丑成分は,コラ

ゲナーゼの分子孟40k～50kdalton(永井と藤本 1982)よりもあきらかに小さい

ことから,コラゲナーゼではないと思われる｡また.動物性コラゲナーゼがコ
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ラーゲン//ylを約25kおよび75kdalLo11JJ*分に しか分解 しないのに対 し,細蹄TJi

コラゲナーゼは トリペプチ ドの レベルにまで分解可能であることからち.(l))で

認められた低分子丑成分はコラ-ゲンの分解産物であると考えられる

この結果は,コラーゲンの分解がコラゲナーゼの丑依17-的に生 じていること

を示 してお り.細菌コラゲナーゼがイカコラーゲンを分解 しうることが明らか

となった｡

王た,冷蔵中におけるコラーゲンの分解を再現するにあたって,低温下でも

酵素反応が進行することがきわめて重要となるが,本実験の結果は,細&-コラ

ゲナーゼはイカコラーゲンに対 し5℃の低温においてもある程度以上の濃度が

あれば作用 し得ることを示した｡

(2)封断ノブの変化

細菌コラゲナーゼがイカコラーゲンに対 して有効に作用することが明らかと

なったので,次にコラゲナーゼ処理によって人工的にイカ筋肉の軟化を促進さ

せた｡その場合の勇断力の測定結果をFlg 2に示 した｡対照区(0Ⅲg/nl)では実

験開始から6時間の間に急に努断ノブが低下し,その後24時間後までほとんど変化

が羅められなかった｡この対照区の結果は前章の結果とほぼ一致 した｡試験区

の場合,3区ともに3時間後までに急激に勢断力が低下した｡01D]g/ml区および

Eu)g/u日区では12時間後までは大きな差は認められないが.12時間から24時間後

にかけて1mg/D]1区のほうが大きく勢断力が低下した｡10mg/ml区においては.3

時間および24時間後における勢断力が最も低 く,また反応時間すべてにわたっ

て全体の中で常に最も低い値 となった｡つま り,全体的にはコラゲナーゼの濃

度が高いものほど軒断力が小さくなる傾向が認められた｡この際,対照区の筋

肉でも射断力が低下しているが,これは筋肉中にもともと存在するコラーゲン

分解作用によるものであり,試験区ではこれにさらにコラゲナーゼの作用が加

わったことで,より小さい努断力を示 したと考えられた｡

必ず しもコラゲナーゼの濃度が同じではないが,さきに示 した'電気泳軌の,A

黒においても3時間反応によりコラーゲンが著 しく分解されたことから(FIg

1),今回認められた3時間後における封断力の低下は,コラーゲンの分解によっ

て生 じたとも考えられる｡また,コラゲナーゼ濃度の高い試験区ほど蔚断力の

値が小さいことからも,コラゲナーゼの作用によって軟化が促進されたものと

思われた｡

(3)光学顕微鏡観察
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光学鞭微鏡による観察結果をFlgS 3.1に示した｡即殺Lfr_後の筋肉では筋細

胞がすきまなくびっしりと並んでいる(ド18.3A).対照区では軌析J7が低下した

死後3時間および6時間においては構造的な変化は認められなかった那(Flg.3B.

C),死後21時間になると筋肉中の所 t,に白く見える間隙が認められた(Flg 3D.

矢印) 今回は穏斬椴に浸洪する保存jJ-法によったが.この結果IJ:冷威 した前市

報の結果に一致 した -B.試験区の場合 10叩 Ll区では3時間後で早くLfliJ

隙が生じ始めた(ド)g IC.矢印) 他の試験区では,3時間後においては特に純

道の速いは認められないが(Fl居 IA.B).軒断J7の軟値には農が認められたこと

から.光学顕微銘レベルでは観察できない変化が生じていると思わhた 2･l暗

問後になると0.l拍g/ml.1町g/mL区ともにrm隙がはっきりと認められるが(Flg 4

L),E,矢印).10Eug/h日区の2朋寺間後における筋細胞問の間隙が股も抑拝であった

(FIg.LIP.矢印) この部'))には一般的にコラーゲンが存在すると考えられるこ

とから.今回の結果は細胞間に存在するコラーゲンが筋肉内に汝適 したコラゲ

ナーゼにより分解された結果とも考えられる｡

一方.コラゲナーゼ処理をしなくとも.冷硬のみで細胞間が広がり.筋肉が

軟化することが報告されている(Kug川OelaJ 1997,第 IL.rt)-今回の結果に

おいては.コラゲナーゼ処理を行うことで冷蔵した場合と同様の構造的変化が

より早(生じており.コラゲナーゼ処理が冷蔵した場合と同様の作用を筋肉に

対してもたらしたと考えられる｡

い)透過型電子顕微鏡戦勲

透過型屯子顕微鏡による観顛結果をFlgS 5.6に示した｡対.Fl.P.区では.即殺

拡後では細胞間が密耕 していたが(FLg 5̂),3時間および6時間後にはわずかに

細胞間に隙間が生じ(Flg 5B.C.失頭).2朋祁Jq後には光学鎖微鏡で観察された
ように.細胞間に多敏の間隙が生じていることが明らかとなった(Flg 5D､失

朗)｡一方 ol■g′■1区および1■g/■l区では.光学顕微鏡で変化が認められなか

った3時間後においてすでに細胞間隙が生じていることが明らかとなった(FI芭

6A.8.失頭) 10■gll)区では光学顕微鏡でも認められたように細胞間隙が生じ
ていた(FI芭.6C,矢頭) 24時間後においては.0.1■g/lll区.およびILg/■l区で

は3時間後に比べ若干細胞間隙が増加 していた(FL富.6D,E.矢頭)｡10■g/zll区に

おいては細胞間が息't,大きく広がっており.光学顕微鏡観察の結果と一致した

(Flg 6F.失頭)

以上の結果は.筋肉に没透 したコラゲナーゼにより細胞間に存在するコラー

ゲンが分解され.それによって細胞間の結合力が低下し徐JZに細胞間が広がっ
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たと考えられる 上た,これらの寵児は餌断jIの結果と対応 しており.コラゲ

ナーゼq)添加により枚化が促iLtされ,ることを示したといえる｡

LI.P,如

イ1)の作文蚊Htxi,く ･+'t.=その物椎のq:化は総務である(kuglno,･T,'I. 川
リE:;E l群) ーUに.二村 rL関の'7)僻が認めr-Zrろ'lと.13Lび細胞間; 土･zl-I

-i/ - ′･･/i･在 ト,L~･から. 1ラーゲ/Q/T)解にiる細胞間のjh'hPノ)I)1rliIが

物Mu'引ヒ.'ー)rtか35と巧くCれた 木研究の対,-一社u.細胞ml.(lJlFJ5コIIJ
J/ンをつラJ/づ セに L-)て分解1ることで.本来の釘JIitEtFのtkl/a.人 仁

的に促進させたものと思われる｡

哨肉の紙介純絹が〆il掛 いに十荷造硬化を起こすことは,缶内(南柏 J9LJ7)お 上び

佃匁(/}藤 1997):こおい丁報告されている｡特;r鮒 姓抵 ドが速いとさiu7).tlI内の
軟什･屯Ttt.二一)い一Ti.出句.コラーゲン他姓のqu泊地に 上る細胞rH】u)縦介ノJOr伏

I■こ1-の取払か/JJ7')L･-117)韓'岩-がTihされている(tIldoetaJ L的2;S.llrH･l tl

l. 日付') しか . ll,-アン'&越が冷蔵中に胡壊~するT,m引こ,)いてほいtだ

∴ 日;_--h,ここ.･7)r.本石T'iEの結盟はイカ以外OJ動物の結fl机孤の変化の棋
牌解明に技 工J)JJ望唯かある

IJ:HJ)日992)rtイカ筋肉のホモジネー トを4℃および30r一に置くことでミオ

シン-ビーチェーンが分解されるとともに,分 F血が130Lおよび90kのF'q分が拙

再と-Tろことを軸'.i.-しているBよたS.lkalandMutsuDOIO (19Rl)は.特に酸化結

城に11いて･)%いプリティナーセ捕性を検出している.牧之段ら(1993)はイカ塩

辛の別造r程にrk']越 してイカJIF臓中のカテー/シンDやLが筋原繊維を分解し.
1iQlr"'.U)的戊に人きくFnJJしていることを報告 している.最近でけIaJ川I.1ら(Ⅰ99

8)がやはりミオシン/71耶招他の存lfを報告 している これらの糾常例上り.イ

カは強いフuティナーセ活性を有しており.これらがイカの早い死後変化に関

わっていると考えられる｡

イカのコラーゲンは稚締性であるため,酵弟反応の基質として利用 しにくい

血がある へアシン処理によりある程度可溶化できるが.-ブシン処理の段膝

ですでにコラーゲン分7-の一部が分解されてしまうため.基質として用いる場

合には法定が必要である NIZut.aら(1997)は塩酸グアニジンを利用した抽出方

法により.ペプシン消化を行わずにコラーゲンを溶解させる方法を用いており.

コラ-ゲンのなかでbごく少盈しか存在しない成分でも分離することに成功 し

ている｡この方法で分離 したコラーゲン分子は分解作用を受けていないため分

子u完全な形で保存されてお り.これをコラーゲン分解活性を検出する際の基
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質として用いれば有意義な結果が期待できる

従来.辞素反応の研究においては.25℃あるいは37℃といった比較的高い温

度が用いられてきた｡これは,消化吸収のモデルを考える場合.反応時間と分

解産物の生成丑とが直線関係にある限り温度を高くしても良いとされるためで

ある. しかしながら.今回のように冷蔵中の変化のモデルとする場合には.皮

応温度は同じ低温でなければならない 低温における実験では反応速度が遅い

ため一般にはあまり行われないが.本噂の結果からわかるように.低温であっ

ても放時間という長時間の反応を行えばコラーゲンは分解可能であることがわ

かった(温度を上げると本来活性のない酵素まで活性化させたり.あるいは)I,

質側の立体構造が変化 し冷蔵中には起こらない分解反応が生じてしまう可能作

があるので.より実際の農作に近い条件で実験を行うことが血要であろう

コラーゲンを分解 しうる酔顔は他の構造タンパク質に比べて少ないがいくつ

かが報告されている｡よた,魚をしめる際には血抜きが行われるが.血抜きを

行わないとコラーゲン抜経の分解が促進されることが報告されており.血破中

にt)コラーゲンを分解する辞素が存在する可能性がある(八11doeL111. 1999)

さらに.キウイフルーツにコラゲナーゼ活性があることが報告されており(堤>･ty

1998).現在は1缶内の軟化剤としての利用がjpl待されている 天然の食品中の

戒分なので添加物として安全性などには問題なく.しかもコラーゲンを分解す

ることが可能であることから.食品の物性の改変剤として期待される

以上のような可能性についての研究を進めていくことで.イカ筋肉の物性の

変化を自在に操作できるような鮮度保持剤の開発などが期待される

5.要約

人工的なコラゲナーゼ処理を行うことにより.イカ筋肉の冷蔵中における軟

化現象に対するコラーゲンの関与を調べた｡

ヤリイカ外食隈より分画したコラーゲンを浪度の異なる細菌コラゲナーゼ溶

液(辞素 基質=110.1:100.1loo°.5℃)に泣溝し.その変化をSDS電気泳動
法により調べたところ.コラゲナーゼの濃度が高い場合はどコラーゲンの分解

が促iLeされた｡この結果は.5℃という低温下であっても長時間反応により細歯

コラゲナーゼがコラーゲンを分解し得ることを示した｡

次にヤリイカの外套膜を濃度の異なるコラゲナーゼ再検(0.I,I,10)良/■l)
に投耕し.その影響を対照試料(0■g/■L)と比較して検討した｡その結果.コラ

ゲナーゼを含む砕波に浸した肉片の努断力は対照試料に比べ低い値を示し,柿

に10Dghll区において最も低かった｡光学顕微鏡で構造を比較すると.コラグナ
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-ゼ処理3時聞役でTTLくもLODg/I)lKの筋肉において細胞r7j】隙が認められた 他

の試験rx;でも21時rul後には問国文が譜められたが,10Dg,nl区において巌 も多敏の

間隙が生じていた｡通過型花子顕微鏡で現寅すると.3時間および24時間後にお

ける細胞糊隙の汝 .大きさの迎いがより明確に辞められた.

以上の結果は.コラゲナーゼの筋肉内部への浸透によりコラーゲンが分解さ

れ.結果的に軟化現故が促進されたことを示 しており.言い換えれば,コラー

ゲンが冷硬中の軟化現象に深 (関与 していることを示すものである
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第37畏

排気t,解排したモンゴウイカ外食股の加熱胡Fj!に作う物化変化-の

コラーゲンのLnFi

I.緒言

耶1･1.i-お.iび祁2準において.生肉の物性変化に対しコラーゲンが人きくrlR1

5･していることが明こかとなった{コラーゲン丘が多く含たれる筋肉はとその

物作が硬くなるとされているが (Ochlaler.ll.1985.Sat(It･tnJ 1986.畑

江頂 1986.01aerhcaeEaJ.L993).いったん加熱されるとJf.体内のコラーゲ

ン抜祉J･_(構成十る分7･内のらせん構造がほどけ.その 部けゼラチン-と変化

十るため.筋細胞間の結合力が失われ.結果的に加熱肉の軟化のl辞.閃となる

耶 1刑 こおいて.加黙した筋肉が冷蔵時間に関係なくJt三の筋肉よりも軟Ll)かい

結果となったのはこのためと思われる｡

血肉/1･'-Jll黙調理 した域合.白身の魚では筋肉の物作は低下十るか.,̂ミ身の.tll

でけ逆に蝕くなる(畑江等 1986,Ka110heLaJ 1988.PhkayzLb(iPLa/ 1990)

赤身の.瓜の筋肉が加熱により硬くなるのは筋形質タンパク質が筋細胞F7i】におい

て凝固十るためとされている 川at.aeelaJ.1990) 無僻惟動物のサザエとア

ワビの筋肉にFX-1する報告では.加熱により徐々に軟化するとともに.コ=/-ゲ

ン繊維の構造に変化が認められる (OchlaleLELJ.1985,01acchcileLa/ 199

3)｡ところで.イカ筋肉は加熱調理により.その歯ごたえが逆に硬くなると.[

われている (野崎と成漸 1992)D しかしながら,実際に加熱肉の物他を測定し

た研究例に上れば.加熱によりイカ肉の物性は柔らかくなるとされており (Our

eH andlltll)aTln1979,SLanleyandllult=ll982,Kolod'LLeJSkaL,IaJ.J987,

Kugl110ClOJ.1991.久木野 )994,KuglnOela/.1995,内藤等 Ⅰ995). ～

般的なイメージとは迷いがある.また加熱により柔らかくなるのは.加熱によ

る筋細胞の帥造破壊が主因とされており.コラーゲン地経のゼラチン化は比較

的影響が小さいと考えられている (KuglnOeL.1I.L9911) このように考えら

れる原田として.イカ筋肉の構造上の特徴があげられる 一般に筋細胞r;l】には

コラーゲンが存在 し.筋細胞同士を結合する働きをもっている. ところがイカ

の筋細胞の場合.筋細胞が密盾しており.筋細胞附にコラーゲンのIi在が確認

できない (≠oonandIlulbartI975,KuginoeLaノ.1991,KuglnOCtal.199

5).そのため.加熱により筋細胞間に間隙が生じてt).そTLは熱変性による筋

35



細胞の収縮によるとされており.その部位におけるコラーゲンの関与には言及

されていない (KuglnOetaJ J994) しか しながら.コラーゲンには基底膜

コラーゲンのように明瞭な繊維構造が認められない種類のものも存在しており.

筋細胞間におけるコラーゲンの存在を否定できない

本章では.生肉の物性にコラーゲンが大きくf父】与するという第 ユ帝および第

2帝の結果をふよえ､より大きく物性が変化する加熱操作におけるコラーゲン

の影響を明らかにするため,加熱イカ筋肉の物性を測定するととi'に.その際

のコラーゲンの組綴字および生化学的変化を調べ.物性変化への関与について

考察した_

2 材料および方法

(1)材木I

試料にはrF版のモンゴウイカ (SepiaoF/JCJ//a/JS,モーリタニア産)外亜丹生

の嫉結解凍品を用いたく嫉結期間は約 2カ月.咋さは10JlLであった なお.JF

試料は薄皮剥き品であるため.表側の表面に.表皮の31層にあたる部分が竣存

すると思われる 本車では.この娘存する部分をさして&皮とよぷこととする

(2)封断力の測定

表皮を含む試料を10×10×301l■に切り.沸騰 した蒸留水 (100C)約50111の入

ったビーカー3個に.1個ずつ入れ.それぞれ10分.30分および60分FtlJガスバー

ナーで加黙 し,水温を100℃に保った｡加熱時間が終了した際.即座にレオメー

ター ((秩)不動工兼.RT-1002̂)により努断JJを測定した アダプターには

カッターの替え刃を装着し.ステージのスピー ドは1JL/抄に設定した 努断は

第 1草のFlg lに示したように輪丘筋を横断する方向で.外食脱の表側より行

った.

(2)光学顕微鏡による観転

封断力を測定した試料より.表皮を含む部分をカミソリの刀で3×3×3mの大

きさに切り出し.5%7ルタルアルデヒド(0.川リン酸緩衝液.I)lI7.LI)に 1日

以上浸沸して固定し.組緑観察用試料とした｡次に国定した筋肉からカミソリ

の刃でさらに3×3×2mに細切し.続いて50IOO%エタノールによる脱水を行い.
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キシレンで置換 した後,′くラフインに包埋 した｡作製 したパラフィンブロック

からミクロ トームで厚さ5ミクロンの切片を作製 し,スライ ドガラスに貼 り付け,

ワンギーソン法により染色し.光学顕微鏡 (オリンパス (樵),BX50) を用い

て観泰 した｡なお,前章と異なり光学顕微鏡観蕪をパラフィン切片を用いて行

うのは,ワンギーソン姓色法によりコラーゲンを蝕め分けることを目的とする

ためである｡

(3)透過型花7L顕微鏡による微細構造の観象

光学顕微鏡観舞に使用 したのと同 じ固定 したサンプルから,カミソリの刃で1

×1×3))の小片を切り出 し,第 1車と同様の方鼓で題7-8切片を作成 し,遠過埋

屯子顕微鏡 ((株) 日立製作所,H-800)により加速電圧100kVで観顛 した｡

(4) コラーゲンのゼラチン化率の測定

封断力を測定するサンプル とは別に,衣皮を含む生の外套膜を,沸点砦した席

留水 (loo℃)約50■1の入ったビーカー3個に,それぞれ約10gずつ挿秤 して入れ,

それぞれ10分,30分および60分間ガスバーナーで加熱 し,水温を100℃に保った

それぞれ加熱終了後.筋肉を煮汁とともにホモジナイズ した｡10,000gで20分間

遠心分離 した後,その上清を蒸留水で100■Jにメスアップ した｡この操作は,防

肉内にとどま り庶汁に溶出していないゼラチンをも抽出することを目的として

行った｡メスア ップ した上梢の うち500JLLを6N塩酸で150℃-60分間加水分解 し

た後,アミノ酸分析計 ((樵) 日立製作所,L-8500)によりヒドロキシプロリ

ン (Hyp)血を測定 した｡また,生の筋肉についても蒸留水中でホモジナイズし,

同様の操作を行った｡次に,生の筋肉0.5gをそのまま6N塩酸で加水分解 してHyp

丑を測定 し.全筋肉中のHyp丑を求めた｡これらの結果から全Hyp丑に対する煮

汁中のHyp丑の比率を計算 し,コラーゲンのゼラチン化率とした｡この晩 生内

においてもHypを含むペプチ ド,あるいは遊離型のtlypが存在する可能性がある

ので,下記の計井式にしたがい,すべての軸定値より生肉の水抽出物中のHyp丑

を差 し引いたものを,コラーゲンおよびゼラチン由来のHypJtとしてゼラチン化

率を計算 した｡

A-ち

ゼラチン化率 (%)- - × 100

C-B



A:加熱内の水溶性画分中の総Tlyp丑

a:生肉の水溶性画分中の給Hyp且

C 生肉全体のHyp含i

3.結集

(1)加熱による勢断力の変化

加熱による射断JJの経時的な変化をFlg.1に示 した｡加熱時間の経過ととも

に射断力は減少 し,筋肉の物性が加熱中に軟化 していることが明らかとなった｡
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勢断力の測定の臥 加熱直後ではなく.室温まで冷却してから測定する研究例

があるが (KuglnOeLaJ 1994),そのように測定した場合の測定値はFlg.1
(▲)のような結果となり,加熱直後に測定した場合 (●)に比べてやや大き

くなった｡加熱調理を考える場合,実際には暖かい料理を食べるため,物性の

測定は試料が暖かい状態で行うのが適当と思われた｡

加熱の間に筋肉の長さは約21%収縮 し.外観は硬くなったように見えた｡従

来,イカ筋肉は加熱するほど硬くなると一般に考えられてきたが.それはこの

ような外見から判断された結果と患われる.加熱により皮が収縮 し.硬くなる

という考え方もあるが (野崎と成瀬 1992).今回の勢断力は.薄皮を剥いたあ

との表皮の上より筋肉を射斬 して測定しているため,皮の収縮によってもイカ

肉の硬化は起こらないことを示 したといえる｡

(2)加熱による筋組持耕造の変化

光学顕微鏡による観轟結果をFlg.2に示 した｡加熱時間の経過とともに,筋

肉中に間隙が生 じてくる様子が認められた(FI昔.2B.矢印)｡特に筋細胞間に生

じている間隙が顕著であった｡筋細胞間にはコラーゲンが存在すると考えられ

るため,コラーゲンがゼラチン化して機械的強度が低下し.筋細胞間に間隙が

生じたものと思われた｡矢印(Flg 2̂)は惑く赤に典まったコラーゲン部分であ

るが,この部分の構造は60分間の加熱の後も筋細胞間に存在し.人きな変化は

認められなかった｡また同様に,コラーゲンにより梢成されている表皮も60分

加熱後においても残存 しており,その構造が変化することはなかった(FLg 2C)｡

次に透過型屯子頻微鏡による観察結果を示す (FIBS.3,4)｡生肉では筋細

胞の横断面に特徴的な縞模様が認められた (FL富.3̂)｡また筋細胞間にコラー

ゲン繊維が存在うると考えられるが,その幅は非常に狭く (FIE.3A,矢印),

コラーゲン繊維の存在は確認できなかった｡ しかしながらさらに高倍率で観察

した場合,場所により筋細胞間に何らかの構造物が藷められたため (Flg 4,

矢印).コラーゲンの存在を否定はできないと思われる｡一方,濃い赤に染ま

った筋細胞間のコラーゲン部分 (Flg.2A,矢印)では,明瞭な構造のコラーゲ

ン繊維が集合 して存在しており.それぞれのコラーゲン繊維の太さは約4011コで

あった (FI昔.3B) 次に加熱後の筋肉の微細構造を見てみると,加熱前に認め

られた舗模様が不明瞭になっており.加熱変性による凝炎などが起こっている

とも考えられる (Flg.3C).しかしながら,光学銀微鏡により琵められた筋細

胞間の間隙は認められず,筋細胞間は結合したままであった これは試料作製

法の違いに起因すると思われたOつまり光学顕微鏡の場合,パラフィン切片を
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作卸したあと,それを加然 しながら伸展操作を行 う｡この臥 伸展のために切

片に外力がかかり,撫横的強度が弱い部分で構造の破顔が生ずることがある｡

これを防ぐために国定換作を行うのであるが,加熱により筋細胞間がゼラチン

化して強度が低下しているため.尚定によっても構造の破顔が防げなかったも

のと思われる｡一方.透過型包子顕微鏡の場合,エポン樹脂で試料全休を固定

しており,切片作製の段階で試料が盛れることはほとんどない｡そのため,電

子顕微鏡観舞においては,筋細胞間に隙間が生 じなかったものと思われる｡ し

かしながら.隙間が生じないかわり.筋細胞間の区別が不明軌 こなっており,

この部位において加熱により柵造破壊が起こっていると考えられる｡一方.坐

肉において誰められた,コラーゲン繊維が集合 している部分 (FIE.3B)では,

60分PI】の加熱後において,やや繊維の太さが細くなっているものの,繊維柵進

は維持されたままであり,この部分のコラーゲンはゼラチン化をあまり起こし

ていないものと思われる (Flg 3D).これらの結果は,集合して存在 している

細分のコラーゲンは比較的ゼラチン化 しにくいのに対し.筋細胞の間に存在す

ると考えられるコラーゲンはそれよりも勲に対 して不安定であることを示 して

いる

(3)加熱によるコラーゲンのゼラチン化

コラーゲンのゼラチン化率をFlg.5に示 した｡実際のHyp丑の測定値は,生肉

の水溶性画分中の総Hyp丘 ･1616FLu01/g,加熱肉の水溶性画分中の総Ilyp丑 2

409,3038,3500111TOL/g(各lo,30.60分間加熱),生肉全体のllyp含危 7.

525I川Ol/ど.であった｡この結果より,60分間の加熱の間,コラーゲンのゼラ

チン化率は上昇を続けたが,60分加熱後においてもゼラチン化率は31.9%にと

どより,約70%のコラーゲンはゼラチン化を起こさなかった｡この約70%のコ

ラーゲンは顕微鏡牧筆削こおいて務められた,コラーゲン繊維が雑合している部

分のコラーゲンか,あるいは,加熱後も残存していた表皮のコラーゲンである

と思われる｡-方,ゼラチン化した約32%のコラーゲンは,筋細胞の間を結合

しているコラーゲンと思われる｡同じ筋肉内のコラーゲンでありながらこのよ

うに加熱による影菅が異なる原因として,存在部位によるコラーゲンの性質の

連いが考えれる｡コラーゲンには異なる分子種の存在が報告されており (永井

と藤本 1985),イカ筋肉の毅合も2種類のコラーゲンの存在が報告されている

(M1ZuLaeLaJ.1995)｡分子種が異なると,その存在部位も異なることが畜

内とクルマエビにおいて報告されてお り(DuanceeLa1.1977,NIZULaeLaJ

1992),今回の結果からイカにおいても同様のことが考えられる.
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4.考舞

イカ肉は特殊な構造を有するとともに,訴理学的にも同じ水産生物である魚

類の筋肉とは大きく異なる｡魚肉の場合,加宍糾こより柵達的にかなり破壊 され

る (KanoheEaJ.L988,日aLaeeLaJ 1990)｡これは魚瀧の生息温度が噛乳

類等に比べて低 く.そのためタンパク質の耐黙性が小さいことが原因 と考えら

れる｡ しか しながら,イカの馨合も生息温度には魚類と大きな隔た りがないに

もかかわらず,加熱後の筋肉の微細な構造はかなり保存されてお り.魚類の歩

合とは大きく異なる｡今回の実験結果では.イカの筋細胞閲の境界が加勲によ

り不明瞭になった｡この部位には,一般的には細胞帳と結合組拝が存在するが,

本草では,部分的に細胞同士が融合 した様子が諸められた (ド)g 3C) また筋

細胞の絹模様はやや不明瞭になり.これらは熱変性によるタンパク質の凝塊が

原街と思われた｡ 一方,アオ リイカを30分加熱 した場合.筋細胞の細模様が消

失するとともに,細胞間が分取することが報告されており (KuglnOeLaJ.199

4),本章の結果とはやや異なる｡このような適いが生じた理由として,材料と

して用いたイカの種類の速い以外に,生と凍結品との違いが考えられる｡すな

わち,Kug]noeE aJ (L994)が用いたイカは生の活けイカであるのに対 し.令

回用いたのは冷媒イカの解凍品であった｡生のイカの歩合.筋肉中の様々なプ

ロテアーゼがその活性を維持 していると考えられるため,加熱時にこれらが働

き,構造破壊を引き起こした可能性がある｡冷凍イカの場合.練結変性により

辞索が失活 している可能性があり,そのために筋肉の柵迄が#.持されたのかも

しれない｡また,Stanleyal1dHultln(1982)は生のイカと凍結解凍 したイカ

について加熱後の硬さを比較 し,ケンサキイカにおいては娘結解凍 したほうが

硬いことを報告 している｡この点について彼らは,ホルムアルデヒドの生成に

よりタンパク質に架橋ができたためであろうとしている｡一般に調理に用いら

れるイカは凍結解班品が多く,その際には本研究で認められた程度の構造変化

が起こるにとどまっていると思われ る｡つまり,筋細胞の構造変化が小さいに

もかかわらず加熱により柔らかくなることから,凍結解凍 したイカ肉が加熱に

より柔 らかくなることについては,筋細胞のfF造変化の関与は小さいと思われ

た｡

筋細胞の間は非常にせまいが,そこに細胞膜以外の構造物がところどころに

辞められる (FIE.4)｡今回,コラーゲンのゼラチン化串は60分加熱後におい

て約32%であり,かなり部分的なゼラチン化が起こっていると思われる｡表皮(ド

lg.2C)やFlg.3Bに認められたコラーゲンが集合 している部分で札 コラーゲ

ン披経の柵造変化は小さかったことから,ゼラチン化 した32%のコラーゲンは
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主に筋細胞の間に存在するものと思われた｡イカ筋肉のコラーゲンの変性温度

についての報告は見あたらないが,今回,loo℃-60分間加熱においても約70%

のコラーゲンがゼラチン化 しなかったことから,かなり耐熱性の大きなコラー

ゲンであると思われるが,イカの皮膚と軟骨のコラーゲンについての報告 (Klu

uraandKarasaya1985)によれば.それらの変性温度は25℃前後にすぎない｡

この迷いの原因はコラーゲン分子の非らせん部分にあると考えられる｡Klmura

andKarasaya(1985)の報告においては,コラーゲン分子はペプシン消化を受け

てお り非らせん部分を失っている｡分子状に分散したコラーゲンの場合ならば,

非らせん部分の有無に関係なく,変性温度は同じである (西原と宮田 1962)0

しかしながら.本研究のようにコラーゲン繊維を形成 している場合,コラーゲ

ン分子は非らせん部分において分子間架橋を形成 してお り (永井と藤本 1982),

加熱によっても容易には分子はゼラチンとなって遊離することはできない｡そ

れゆえ,結果的にゼラチン化率が約32%にとどまったと考えられる｡また,イ

カ筋肉のコラーゲンが魚類筋肉のコラーゲンに比べゼラチン化 しにくいことや,

同じイカの筋肉内でも,ゼラチン化のしやすさがコラーゲン繊維の存在部位に

より異なるのは,それぞれのコラーゲン分子において,分子間架橋並の連いが

あるためと考えられる｡

本章の結果より,イカ筋肉は加熱により柔らかくなるが,それは筋細胞の梢

造破壊によることと共に,一部のコラーゲンがゼラチン化するためであると考

えられた｡

5.要約

凍結解凍したモンゴウイカ外套膜の加熱による物性および構造の変化を調べ

た｡その結果,レオメーターを用いた努断力の測定結果から.加熱により柔ら

かくなることが確認された.また光学破微鏡による観森によれば,加熱の進行

にともない妬細胞間に間隙が生 じたが,透過型髄子顕微鏡観無によればこの間

隙は隷められなかった｡この結果,光学顛微鏡観轟において認められた間隙は

人工産物である可能性が高いが,このことは筋細胞間の結合力の低下を示すも

のと思われた｡また,コラーゲンのゼラチン化率は加熱60分後に約32%まで上

昇した｡

以上の結果より,モンゴウイカ凍結解凍筋肉は加熱により柔らかくなるが,

これは筋細胞の構造破壊以外に,筋細胞の間に存在する比較的少最のコラーゲ

ンのゼラチン化によるものと考えられた｡
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第 4孝

凍結解凍した数種イカ外套膜の加熱調理による物性変化とコラーゲンの可溶化

1.緒言

第 3辛において,モンゴウイカの外套膜を沸騰水中で加熱 した場合,コラー

ゲンのゼラチン化率の増大にともない,筋細胞間の結合力が低下し,その結果

加熱肉の物性が軟化するという機構の存在が推定されたoところで,イカの種

類は非常に豊富であり,モンゴウイカにおいて静められた結果がそのまま他の

イカ類にもあてはまるとは言い切れない｡例えば魚類の場合では,加熱によっ

て軟化する魚種と逆に硬化する魚種が存在 してお り注意が必要である｡魚肉を

加熱調理 した歩合,白身の魚では筋肉の物性は低下するが,赤身の魚では逆に

硬くなる (畑江等 1986,KanohetaJ.1988.NakayaJaetaJ 1990)｡赤身

の魚の筋肉が加熱により硬くなるのは筋形質タンパク質が拓細胞間において凝

固するためとされている (tlaLaeelaJ 1990)｡イカ軒においても筋形質タン

パク質は存在 しており,これらが加熱肉の物性に影響する可能性は十分にある｡

また,コラーゲンにしても変性温度は動物様により大きく異なるため.ゼラチ

ン化率および物性の変化の過程をイカの捷間で比較するのはきわめて重要であ

る｡

そこで本章では,イカ筋肉を加熱 した場合の物性の変化をモンゴウイカ以外

の4種類のイカについて調べるとともに,軟化の要因のひとつと考えられるコ

ラーゲンについて,その加熱時における生化学的変化を調べ,物性変化-の関

与における,イカの種類による彩管について検討 した｡

2.材料および方法

(1)材料

市販のケンサキイカ(LoJJ'goedullS),スルメイカ(rodarodespDCJFJc〟S).

ムラサキイカ(0■■asEre-phesbare/･aJJ),ヤリイカ(LoJJgObleeker̀)の,凍結

解凍晶 (凍結期間 :10-30El間)を用いた｡いずれも薄皮を剥いでから実験に

供した｡内の厚みはそれぞれ5,5,7,9JbLであった｡本試料は薄皮を剥いてあるの

で,表面には表皮の3-4層にあたる部分が成存すると思われる｡本章では,この
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竣存する部分をさして衣皮とよぷこととする.

(2)封断力の測定

表皮を含む(59)×10×30zL■に切った試料 (約log)を輔秤 してから.沸臆 し

た蒸留水約50▲lの入ったビーカー2個に1個ずつ試料を入れ,それぞれ)0分およ

び30分間加熱 した｡加熱時間が終了した際,即座にレオメーター ((擁)不軌

工男.TtT-1002A)により軒断力を測定 した｡また,兼加侭の試料についても同

様に封断^を測定した｡なお,アダプターにはカッターの替え刃を装着 し,ス

テージのスピー ドは1M/秒に設定した｡勢断する方向は第 1帝の壌合と同様に

輪走筋を横断する方向とし,努断は外套膜の表側から行った｡

(3)SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SOS-PAGE)による水溶性タンパク

質組成の分析

封断JIをmtJ定後,試料を膿汁とともにホモジナイズし.10,000g,20分間遠心

分離した後,上TrYを蒸留水で200山】にメスアップし,これを水溶性画分とした｡

また,兼加熱の試料についても同様の操作を行い,水棒性画分を得た｡各水溶

性画分500JLLをLaeM11(1970)の方法に従ってSDS処理した後,LO%ポリアクリ

ルアミドゲルを用いて屯気泳動を行い,コマシーブリリアントブルー R250に

よる染色,および7%酢酸水溶液による脱色を行い,水溶性タン′くク質組成の加

熱による変化を分析 した｡

(4) コラーゲンのゼラチン化率の測定

コラーゲンのゼラチン化率は弟3章と同様の方法で測定した｡

3.結果

(1)加熱による軒断力の変化

加黙による封断力の経時的な変化をF】g.1に示した｡いずれの種においても,

lo分加熱により大きく封断力が低下 し,その後30分までは,ケンサキイカを除

いて徐々に低下した｡ケンサキイカは10分から30分にかけて軒断I)が若干上昇

した (Flg.lA)｡ しかしながら,生肉に比べると加熱肉の封断^はいずれの種
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においても低下してお り,筋肉が加熱により軟化することが明らかとなった｡

加熱の間に筋肉は20%前後収縮 し,外観は硬くなったように見えた｡従来,イカ

筋肉は加熱するほど硬 くなると一般に考えられてきたが.それはこのような外

見から判断された結果と思われる｡

加熱により皮が収縮 し,錬くなるという考え方もあるが (野崎と成瀬 1992)

今回は,薄皮を剥いた後の,表皮の上より筋肉を封断しているため.皮の収縮

によってもイカ肉の硬化は起こらないことを示したといえる｡ただし.今回,

ケンサキイカのみに認められた10分から30分にかけての硬化現負 (Fl居_lへ)に

ついては.筋肉の収縮がその原EZlとも考えられるが.他のイカにおいてi)収縮

は認められたため,硬化にはその他の要因も供与していると思われる｡

(2)水7容性タンパク質組成の変化

水溶性タンパク質画分の電気泳動結果をFlg 2に示した.4挿類のイカにお

いていずれも,10分及び30分間加熱後において,兄染性を示すタンパク質のバ

ンドが認められた (矢印)｡一方,同じバンドは.C加熱試料の水浴性約分 (C)

には認められなかった｡これらのバン ドは,対照のブタ皮膚の I哩コラーゲン

(b)に誰められるα鎖のバンドとほぼ同じ分子虎であること,さらに水溶性の

タンパク質であることから.コラーゲンの熱変性によって生じたゼラチンと考

えられる｡また,それ らのバンドの色の濃さは,10分よりも30分加熱の試料に

おいて浪くなっていた｡これらの結果から,加熱時間の経過に伴い,筋肉の軟

化と伸餅】してコラーゲンのゼラチン化が退行 していることがタンパク質のレベ

ルで確認された｡

(3)コラーゲンのゼラチン化率の変化

コラーゲンのゼラチン化率をFlg.3に示 した｡この結果から.30分の加熱の

開,ゼラチン化率は上昇を続けたことが明らかとなった｡この時,30分加熱後

において,ゼラチン化率はケンサキイカ29.3%(Flg.3A).スルメイカ29･5%(ド

lg 38),ムラサキイカ17.1%(Fl居.3C),ヤリイカ16.3%(Flg 3D)であり

イカの種類によって若干異なった｡また,これらの数値から考えると.約70-80%

のコラーゲンはゼラチン化を起こさなかったことになる｡第 1辛においてはモ

ンゴウイカを用いた実験で,約70%のコラーゲンが100℃-60分加熱によってもゼ

ラチン化 しないことを示した一この場合.ゼラチン化 しなかったのは表皮,お

よび筋肉の内部に存在する太い結合組緑のコラーゲンであり,ゼラチン化 した
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のは筋細胞の間にわずかに存在するコラーゲンであると考えられた｡本研究の

結果は,モンゴウイカ以外の種類のイカ外套膜においでも,加熱によってほぼ

同様の変化が起こり,筋肉の軟化が起こっていることを示 していると思われる｡

4 考察

本章の結果より,凍結解凍 したイカ外套膜は,イカの種類に関係なく,力‖勲

により筋肉中のコラーゲンが一部ゼラチン化し,そのため硬さが低下すること

が確静されたoStanleyandHultln(1982)は生のイカと凍結解凍したイカに

ついて加熱後の研さを比較し.ケンサキイカにおいては,凍結解凍した試料の

方が生に比べ,加熱後の筋肉が硬いことを報告している｡この原因について彼

らは.凍結中に発生したホルムアルデヒドにより,タンパク質分子の問に架橋

ができたためであるとしている｡ただし,この報告においても,やはり加熱の

後では加熱前よりも物性は軟化 している｡つまり,タンパク質の分子間に何 ら

かの架橋は形成されるものの,コラーゲンのゼラチン化による影響が大きく,

結果的に軟化 したものと思われる｡これ以外にも,カナダマツイカ (SLanleya

ndllulいn】982),アルゼンチンマツイカ (KolodZleJSkael.91 1987).千

ンゴウイカ (久木野 1994),アメリカケンサキイカ (Otypellandliamann1979),

アオリイカ (KuglllOeEal.1994),スルメイカ (内藤等 1995)などにおいて

加熱による軟化が報告されている｡ これらの研究においては,コラーゲンのゼ

ラチン化についても検討されているが,筋細胞の間にコラーゲン繊維の存在が

羅められないこと (MoonandHulbert1975)から,加熱によるイカ筋肉の軟化

には筋細胞の勲変性による捕造破壊が主因となっているとされている (KuglnO

è ∂ノ.1994)｡しかし本研究においては部分的なコラーゲンのゼラチン化も軟

化に大きく関与していることを示 している (第 3章)｡今軌 封断力の変化,

およびゼラチン化率がモンゴウイカの場合とほぼ同じことから,今回用いた4

種類のイカ外套膜においても,同様の変化が生じていると思われる｡

今回のコラーゲンのゼラチン化率は30分加熱後において約20-30%であり,ほ

ぼ同様に一部のコラーゲンにおいてのみゼラチン化が起こっていると思われる｡

ところで,コラーゲンの熱安定性にはいくつかの要因があげられる.ひとつは,

コラーゲン分子中に含まれるヒドロキシプロリン (Hyp)およびヒドロキシリジ

ン (Hyl)によるコラーゲン分子のらせん構造の形成である｡このらせん構造が

勲によりほどけたものがゼラチンであるが,HypおよびHylが多いほど水素結合

による熱安定性が増加する｡また,熱安定性に関係するもうひとつの要因とし

て,コラーゲン分子の分子間架橋の存在があげられる｡コラーゲン分子はそれ
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ぞれが分子間架橋でつながり,コラーゲン繊維を形成するが,分子間架橋の丑

が多いほど.熱安定性が大きいとされている｡以上のことから,30分間の加熱

によってもなおゼラチン化しなかったコラーゲンは,ゼラチン化 したコラーゲ

ンに比較 してIlyp.EIyl,あるいは分子間架橋の畳が多いことが推索される｡ こ

れは,同じ筋肉であっても.著しく性質の兇なるコラーゲンが存在することを

示唆するものであり,非常に興味深い知見である

5.要約

加熱調理による,妨結解妹 したイカ外套膜の辞さの変化を,ケンサキイカ,

スルメイカ.ムラサキイカ,ヤリイカの4種類のイカについて調べた レオメ

ータ-を用いた勢断力の測定結果から,イカ筋肉は種類にかかわらず,加熱に

より物性が軟化することが確認された｡SDSポリアクリルアミドゲル砥災泳動分

trrからは,加熱によりコラーゲンが変性 してゼラチン丑が増加することが明ら

かとなった｡コラーゲンのゼラチン化率を,煮汁および加熱肉の水淋性画分中

に含まれるヒドロキシプロリンの測定値から計第 したところ,30分加熱後のゼ

ラチン化率は16.3-29.5%であった｡以上の結果より,凍結解凍したイカ外套膜

は.イカの穐王削こ関係なく加熱により軟化することが明らかになるとともに,

この軟化には一部のコラーゲンのゼラチン化が関与している可能性が示唆され

た｡
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第5帝

凍結解凍 した数種イカ外食膜コラーゲンの加熱調理による構造変化

1.緒言

節 3草および第4章において.5種類の淡結解凍イカ外奄股について.加熱

による筋肉の軟化にともなって全コラーゲンの約30%がゼラチン化することを

示した｡ところで第3草においてモンゴウイカを材料として用いた臥 細胞間

の狭い部分にも細胞以外の成分が存在すること,およびコラーゲンのゼラチン

化に対応 して細胞間の結合力が低下することを示 し,ゼラチン化の軟化現攻-

の関与が推察された｡つまり.細胞間に存在するコラーゲンのゼラチン化が軟

化に大きく影響 していると考えられる. しかし,細胞rif】におけるコラーゲンの

lf在は予想されるものの.イカの筋細胞rirJの領域は非常に狭く,明脈なコラー

ゲン繊維は観察されていない (MoonandHulbart1975) この構造的な称徴 t)

あって加熱による軟化の主因は筋細胞の構造破顔によると考えられている (Mug

LnOandKuglnO1994)｡コラーゲンの存在を組持学的に確認する崩合,披維構

造やそこにある崩感様が大きな特徴となるが,基底膜のように必ず しも繊維構

造をとらないコラーゲンの例もあり,イカ肉の筋細胞閲の物質も披維構造をも

たないコラーゲンである可能性は否定できない｡

この問題点を解決するために,本章ではOllLaT)1(1987)のアルカリ浸軟/sE

M法の応用を拭みた｡通常のSEM観療法では筋細胞が陣筈となり,その間に

IJJ一在するコラーゲンを親類するのは困難である｡ しかしながら,本法は筋細胞

を溶出することで残 りのコラーゲンの観察を可能にするものであり,イカ筋肉

のコラーゲンの柵進を観察できる可能性がある｡

本章では,5種類の凍結解凍イカ外套膜について,細胞間におけるコラーゲ

ンの存在の確臥 および細胞間に存在する組総の加勲による構造変化の祝祭を

目的とした｡

2 材料と方睦

(1)材料

材料にはケンサキイカ (I.oJJ80eduJ)S),スルメイカ (rodarodespac1-fLCu
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S).ムラサキイカ (OLJaSLrephesbartTaJJ),モンゴウイカ (SepJaOFFJJcJ'h

aJJs),ヤリイカ (LoJJCObJeehert)の外套膜を用いた｡本実験では,一般家

庭における訓理を想定 し,材料はいずれもJt雁店において販売されていたもの

を用いた.なお凍結解凍の有無による影響を避けるため,いずれの試料も凍結

品 (凍結期間 1- 3ケ月)の表示のあるものを用いた｡いずれも薄皮を剥いで

から実験に供した.肉の厚みはそれぞれ5,5.7,10.9mであった｡

(2)試料の加熱と固定

試料をカミソリの刃で. (肉の厚さ)×10×10L)に切り,沸辞 した蒸留水 (i

Do℃)約100■1の入ったビーカーに入れ,30分間ガスバーナーで加熱 し,水温を

100℃に保った｡沸騰水中で30分間加熱 した後-5%グルタルアルデヒド (0.1Mリ

ン酸捷衝液.pH7.4)に1Fl以上浸漬して固定 し,組織観察用試料とした｡また,

未加熱の試料についても同様に固定した｡

(3)透過型亀子顕微鏡による微細耕達の観察

鼠定したサンプルから,カミソリの刃でlXIX3mの小片を切り出し,1%オス

ミウム酸による後固定を行ったのち,50-1001エタノールによる脱水を行い,プ

ロピレンオキシ ドで置換 して,エポン樹脂 (Epok812▲応研商事)に包埋 した｡

次に樹脂ブロックからウル トラミクロトーム (デュポン.NT-6000)を用いて超

薄切片を作製した｡切片は酢酸ウラン,クエン酸鉛各溶液による二塵染色を行

い,透過型屯子蛎微鏡 (TEM, 日立,l1-800)により加速屯圧100kVで観療 し

た｡

(4)アルカリ浸軟法による結合粗砕構造の親兵

大谷の方法 (Ohtani1987)を一部改変 して,結合組按の観察を行った｡まず,

固定したサンプルからカミソリの刃で21川角の小片を切り出し,10%NaOIIに20℃

で3日間および 14日間浸沸 し,細胞成分を溶出した｡次に1%食塩水で洗浄 し

たのち,1%オスミウム酸で後固定した｡1%食塩水で洗浄後,1%タンニン酸に室

温で30分間浸凍して組総を強化 した｡1%食塩水で洗浄後,50-LOO%エタノールで

脱水し, i-ブタノールに笹換 し,冷蔵庫中で凍結させた｡続いて凍結乾燥を行

い,戟燥後,試料台にカーボンペース トではりつけ.イオンスパッタリングに

より金蒸着し,加速喝庄10kVにて走査型亀子顕微鏡 (SEM,日本屯子,LV-54
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00)により観索した`

よた.SE lヽ観無を終了したサンプルについて.試料台よりはがし,プロピ

レンオキシドに旺換後. 上記と同様にTEMによる観察を行った.これとは別

に.LOlhaOIlにより細胞成分を溶出し.11食塩水で洗浄したサンプルについてJt,.

棚脂に包埋 LTE ′ヽ1により観桑した｡

(5) 10%N呈IOH処理試料のアミノ酸組成の分析

束加熱のモンゴウイカ筋肉を14日間アJレカリ処理した後.その妓花物を1%食

瓜水により洗沖後.G九lHClで加水分解 (150℃.1時間)したのち.アミノ酸//)

析機 (日立,L8500)により隅F'父アミノ酸の組成を調べた｡よたR加熱のモン

ゴウイカ筋肉より.0 川 NaO日を用いて抽出したコラーゲン(SaLOetaJ 1988)
と､ヒドロキシプロリンおよびヒドロキシリジンの捷晶についても.5%グルタ

ルアルデヒドおよび10%NaOllで処理 した後.同様にアミノ酸分析機による分析を

行った

3.も号.恥

(L)加熱による微細構造の変化

TEMによる観泰結果をFlg Lに示した｡ヤリイカ (Flg.lE)を除く生肉 (ド

lg l̂ D)では筋細胞の横断面に特徴的な縞模様が認められた.よた筋細胞の

問には筋細胞以外の構造物が明らかに存在 していた｡細胞間には一般的に結合

組縦が存在するため.これらの構造物はコラーゲンにより形成される結合組音読

と&,'えられるが.この親類法においてはコラーゲンの繊維構造は認められなか

った 次に加熱後の筋肉の微細構造を見てみると.筋細胞の縞模様が未加熱の

試料よりもやや不明瞭となっており,加熱変性による凝集などが起こっている

と考えられた (FIE.lF-J)｡また.筋細胞閲の境界が不明瞭になったり.ある

いは不定形の凝銀物が認められており.この部位においても加熱による構造破

壊が起こっていると考えられた｡なお,モンゴウイカについては節3孝におい

て同様の結果を報告している (FIE ll)｡また.細胞間に点在する.コラーゲ

ン繊維の集合体 (第 3草,FIE.2A,矢印)はいずれのイカにおいても!'ltめられ

たが.顕著な構造変化は生じなかった (dat,a 110Lshown)｡これらの結果は

第 3串において示したモンゴウイカの場合とほぼ同様の変化が他のイカにおい

てt)生じていることを示している.なお.柵造変化が認められなかったコラー
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Flg l●TrnllM11SSl〇･1山etronlnicroscop.cpl.olO8mPtlSOrtlleCross-SeCt10nOrr.lW 11川SL･lt･(̂･lー)

州d30nm1･11enlcd(F･))squldmantlL-SAandF 】ortg-ETIn[1edsquld.BandG.ノap.lnCSe

corrHr10nSquld･CandH n).ngsqLLld Dand1cuttleri5h Ezmd).arroヽV～qL-td 入1.

muscl亡CellTht･barr叩re<el11s1FJm
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ケンの放た(ni.加黙に tってゼラチン化しない約70%のコラーゲンと考え/,

zLるが.セラチン化しないIE･Lqについては接に考繋する

(2)3E]間のアJt,カ])処邦による結分縦様のtL体挑迄の税類

モンゴウイカの束加熱武料の細胞nl'1物質の仰進についてSr:11で租黙 した.結果

Jir･Elg ?▲＼に示した 3日F'HJのアルカリ処BMLLって細胞成分が締出され.伐っ

た物質の､IJ.仏的遇が明帆 こ認められた｡筋細胞が消失したあとに形F,tされ7/JA(

u)Li丁.経は')OFLt一以下であった たた.輔乱切 (OllLaIILL9㍍)や 血塊 (lndo (,( .J

/ 1992:Itoh plall199-2,lndo ptnJ.1995)のような明確な蜂の態状の隅

追!tとら1..アワビの例に見られろように頂椎に入り組ルでおり川LLtELP .̀IA/.

1995).筋細胞の方向作が 一定ではないことがうかがわれた

･jJl.加熱.試料の場合.加熱変性により筋細胞の浴解作が)く加熱のJA介とIJ:

粍なったため.3円間のアルカリ処期では細胞成分が削 tほ れなかった (l'1g

'iJO

J･lg 2.Sc.lnT..ngelcctron'7.1C-OSCOPICphotoyaphsorra､V(A)and30m･1トh亡aled(l))cutlkfish

mantlesane†IO○○.T<aOlln.1cm HOnrOr3da)5ユt20℃ Th<bars'epr己Serlt50J…1
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次に.SEMで戦痕したNaOII処理後の未加熱試料を樹脂に包埋し,超薄切片

を作製してTEMにより観察した (FL富.3)｡筋細胞が締出された跡が空洞 (N)

になっており,空洞の間にはSE 1ゝで親祭した構造物の断面が認められた (C)

これは細胞間に存在する物質であるため.コラーゲンをt成分とする若合組f'綴

であると思われたが,明瞭なコラーゲンの地維構造が認められないため,これ

だけではコラーゲンを主とする結合組緑であると断定することはできなかった｡

Flg･3 TransmlSSLOnelectronmlCTOSCOPICPhoto8rlPhorthesamplewlllChshownlnFlg 2A

M sho≠sthe〉oldaneTe)utl0nOrthemusclecel).CISunldenttrledmaterlalヽVhlCh

wasnotelulCdbylOOoNaOHmBCCratlOn ThebarrepresentsIJJm
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そこで未加熱のモンゴr-/イカ筋肉をアルカリ処理した後の試料について,ア

ミノ酸組成を分析した (Flg 4̂ )｡その中で,コラーゲンの特徴であるヒドロ

キシリジン (Hyl)が検出され (Flg･4A).その全アミノ酸組成は美麻に抽出

したコラーゲンを同様に処理した場合と,ほぼ同じであった (IT)g.48)｡なお,

FIg 4Cはヒドロキシリジンの億晶について同様の処理を行った場合であるが,

この時の保持時間はグルタルアルデヒドおよびアルカリ処理を行わない着合と

一致 していた｡また,ヒドロキシプロリンについては保御 寺間が大きく変化 し

たためと思われるが,横晶のピークが認められず,ヒドロキシプロリンの存在

は確認できなかった｡これらの結果から,アルカリ処理中に搾解せず,最後ま

で残存 した物質は大部分がコラーゲンによって構成されていることが明らかと

なった｡

Flg 4･ChrornatoBram nOmth- mlnOaCtdAJlalys1日 nerhydroly- by6日 HCIA, euttleEIsh
TnarItl= eS■ducafter10% NaOHmACCrAtIOfl.a,ext'JLCtedcoH■genlrorncLJLtlerlSh

manllcfollowLng5% gluta,&ldehyd‥ ndl0●'.ド.OHp'叩JLrltl0Jl,C.hydr.Hylys■ne

slandard､vh.chwasTtydrolyzedby6M llClafte-5% gTutm ldehyd= nd10% NaOH

pr叩arIL10n-
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この結果は.SEh,Ⅰで観察された細胞間の構造物がコラーゲンにより形成さ

れていることを示すものである これまでイカの細胞間の構造物については,

細胞間がほぼ密着していたこともあり.コラーゲンの存在は明確にされておら

ず (tEooll.lnd‖ulb.1Ⅰ1 1975).わずかに結合組音識様の納造物についての記述が

あるにすぎなかった (田中 J958) 今回の実験結果は.イカ筋肉の細胞HrrJにi)

コラーゲンが存在することを明確に示すものである

(3)加熱による結合組縦の構造変化

加熱試料の場合.3El間のアルカリ処理では細胞成分が船山されなかったた

め (Flg 2B).外税的に試料の色が半透明になるまでアルカリ処Bi!を税目たと

ころ.20Cの状態で約2週間を1資したが.これにより細胞T'k分が溶化され.紘
合粗描の構造観察が ･fl能となったDそこで.J的u勲試料 加熱試料とも1.こ2週

間のアルカリ処理を行った後.SEMにより視索した (ド1g 5).R加熱試料

においては.結合組縦の特に細いコラーゲン繊維が複雑に入 り射1んでいる的道

が明瞭に詑められた (l､Ig 5̂一E)｡一方.加熱試料においてu細いコラーゲン

級維はあより認められず.全体に凝姓が生じ.姐経が幅広くなったり 帥i2iが

部分的にJLlH壊した様子が観察された (F】g 5p-∫) この'Zzi:化は加熱によるコラ
ーゲンのゼラチン化により生じたものと思われた

よた.細胞成分を溶出した後.そのよよエポキシ樹脂に包埋 して超7'tJj切J=]を

作製 LTElrlにより観察すると.兼加熱試料においては.筋細胞が溶出したあ

との結合組練が細胞の形をはっきりと妓 している様子が観察された (Flg 6A

ど) 一方.加熱後の試料では多くの結合組練の構造が破壊され.J七･加熱の試料

に比べ細胞の形がわかりにくくなっていた (Flg 6FJ)

以上の結果は イカ外套膜の結合粗描が､イカの種類に阻繰なく加熱に上り

耕壊することを示している｡
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4 考蕪

アルカリ浸軟/SEM法は特に輔乳類において様々な組織の結合親株の観察

に利用されてきたが,最近では,魚類や貝類における結合親拝のf#進の捜索に

も用いられており,筋肉の物性との関係が報告されている (Andoe亡aJ.1992,

1t.ohetaJ.1992,AndoeEal.1995;llataeeloJ.1995)｡今回のアルカ

リ処理においては.特に温度が盃要であった｡原報 (OhLanl1987)においては

処理温度を室温としているが,試料を実験壷内に放駁した場合,許と冬とでは

室温が大きく異なり,結果的に溶出効率に差が生 じた｡特に溶出しにくい加熱

試料の場合,室温でアルカリ処理すると,溶出速度の速いが原因となり観糸さ

れる構造に高い再現性が得られなかった｡そのため,温度はインキュベーター

などで正確に管理 し.それぞれの試料にあった溶出粂件を設定することが丑要

である｡

本章において.イカ筋肉の結合組縦の立体構造がはじめて観寅された｡骨格

筋は通常,筋細胞が並行 して規則的に配列 してお り,その間に存在する結合組

拝は明瞭な蜂の巣状の構造をもつ. しかし.今回のイカ類においては筋細胞の

方向性は多様であり,規則性があまりないため,結合組接も明瞭な蜂の巣状の

絹淳をもっていなかった｡逆に,このような規則性のなさが筋肉の柔軟性を生

み出しているとも考えられる｡

苅3華および第4草において,加熱 したモンゴウイカ外套膜では拓細胞間の

結合力が低下すること,およびこれと相関してコラーゲンのゼラチン化が進行

することを報告 した｡この場合,細胞間に存在すると思われるコラーゲンのゼ

ラチン化により筋肉の軟化が生じると考えられたが,細胞間の狭い部分はコラ

ーゲン繊維が明確に観察されなかったため,断定はできなかった｡たとえば,M

oonalldHulbart(1975)はイカ筋肉の構造をTEMで詳細に観畠しているが,

その際,筋細胞は雀著 しており.細胞間のコラーゲンの存在は深めていなかっ

た｡このような構造的特徴もあって,加熱によるイカ肉の物性変化に対 しては

筋細胞の勲変性による影響が主に注目されてきた｡ しか しながら今回の研究結

果において,細胞間の狭い部分にもコラーゲンが存在すること,またこれらの

f#進が加熱により変化することがわかり,その形事が示唆された｡

今回用いた5種類のイカ外套膜の毅合,30分加熱 こより約301のコラーゲンは

袴解するが,70%前後のコラーゲンは不溶性のままである (第3草;第4章)｡

この不棒性コラーゲンの由来は明らかではないが,細胞間に点在するコラーゲ

ン械経の集合体に由来 しているとも考えられる｡このようなコラーゲンの溶解

性の違いの原因としては,コラーゲンの分子間架橋の影響TJミ考えられる｡コラ
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ーケン分子は分子間架橋を形成することで安定化 し,コラーゲン液絡を形成す

る｡代表的な分子間架橋としてはどリジノリンの存在が報告されてお り (FujLu

OLO1977),どリジノリンの畳が多いほどコラーゲンの熱安定性は大きいとさ

れている (Horganè RJ.L990)｡よって今回の場合も,溶けにくいコラーゲ

ンにはどリジノリンをはじめとした分子間架橋がより多く含まれていると考え

られる｡ どリジノリンはヒドロキシリジンから形成されることから,可溶化コ

ラーゲンと不溶性コラーゲンとでは,どリジノリン含丘以外にヒドロキシリジ

ン含Aも異なる可能性がある｡コラーゲンには遺伝的に異なる分子種が存在す

るが,イカ筋肉においても主要なコラーゲン分子以外にマイナーな成分の存荏

が報告されている (MIZuLaeCaJ L995)｡今回認められた挿解性の違いはこ

のようなタイプの違いに基づくアミノ酸組成の速いなども原因として考えられ

る｡

5.要約

凍結解凍品のケンサキイカ,スルメイカ,ムラサキイカ,モンゴウイカ,ヤ

リイカについて,加熱朋理にともなう外套膜の結合組練の桶造変化を通過型 (T

EM)および走査型 (SEM)電子顕微鏡により観奏 した｡TEM観察によれ

ば.加熱により筋細胞の絹連が不明瞭になるとともに,細胞間に不定形の物質

が認められた｡また10%NaOHにより細胞成分を浮出し,残 りの部分をSEMによ

り観察したところ,細胞間に存在する未知の物質の立体柵進が明瞭に観索され

た｡アミノ酸組成の分析より,この捕造物は主にコラーゲンにより形成されて

いることが明らかとなった｡加熱後の筋肉をアルカリ処理後にSEMにより観

廃したところ,生肉で静められた細かい繊維構造の大部分が,藤娘物-と変化

していた｡またアルカリ処理後にTEMで観療した場合においても結合組縦の

崩壊が認められた｡

以上の結果より,加熱によるイカ外套膜の軟化現象に結合組続の締進の崩壊

が関与していることが示唆された｡
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第 6草

救援イカ外蛮峡コラーゲンの架橋と加熱による変性

1.緒言

前章までにおいて,筋肉を沸騰水中で加熱 した場合,コラーゲンの俗解度が

加熱時間の後退 とともに上昇することを示 した｡ しか し.溶解するコラ-ケン

は全コラーゲンの30%にすぎず,30分間の加熱後でもなお約70%のコラーゲン

は溶解 しないままである (第 3章 .第4章)｡また,顕微鏡観察により,加熱

後も加熱前の構造を保持 しているコラーゲン繊維の存在も認められている (第

3牽)｡イカ筋肉の場合.加熱 しても魚肉などの場合よりも身がしっかりして

お り煮崩れするようなことはないことから,加熱調理品の物性の安定性にはこ

のような加熱に対 して安定なコラーゲンが彫響している可能性がある.

コラーゲンの耐熱性を決定する要因のひとつとして, ヒドロキシプロリンお

よびヒドロキシリジンによる水素結合があげられる｡これらはコラーゲン独特

のアミノ酸であり,両者合わせてアミノ酸1000残基中に約120-L30残基存在す

る｡これ らがもつ水酸基が分子内で水素結合を形成 し分子構造の安定化に寄与

している｡これ らは元々はプロリンとリシンであり,タンパク質を形成後,汰

酸化されて形成する｡ よって水車基の丘は環境水温に影挙され,冷水域に生息

する魚類のコラーゲンには比較的耐熱性が必要とされないため,温水域の魚種

のコラーゲンに比べ水酸化率が低い (BornstelT)andTraub1979)｡イカ類は

世界各地の広い海域に生息してお り,これ ら魚類のようにコラーゲンのプロリ

ンおよびリシンの水酸化率が異なる可能性がある｡

これ とは別に,コラ-ケンに耐熱性を与える要因として分子間架橋の存在が

あげられる｡ コラーゲン繊維は集合 したコラーゲン分子によって形成されてい

るが.この顔,コラーゲン分子は共有結合性の架橋により互いに結合 している｡

成熟型のコラーゲンには様々な分子間架橋が存在するが,その中でも代表的な

ものとしてどリジノリンの存在が報告されている (FuJl)OhoelaJ.1977)｡

どリジノリンはコラーゲンの物理的な性質に大きく的与 しており,その瓜が多

いほど耐熱性が大きくなるとする報告がある (IlorganeLaJ.1990,S■lLhand

Judge1991,YoungetaJ 1994)｡イカ筋肉の省合のように,加熱によって

溶解するコラーゲンと溶解 しないコラーゲンとが存在する令合.それぞれにお

けるどリジノリン架体に丑的な連いが存在すると思われる｡ しかし,これらに
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関する研究は現在までに報告されていない｡

そこで本章では.イカ筋肉のコラーゲンについて.電子顕微鏡によりその抜

維構造を観察するとともに.加熱により溶解するコラーゲンと溶解 しないコラ

ーゲンとについて比較を行い,溶解性の違いの原因について考轟 した｡

2.材料と方法

(I)材料

市販のケンサキイカ(LoJlgoeduJJS),スルメイカ(TodaTOdcspacJFjcuS),

ムラサキイカ(0■■astrephesbartJ･aJJ).モンゴウイカ(SepJaollJ'cJJ7811S),

ヤリイカ(LoJJgobJeeAerL)の凍結品 (凍結期間 ･1ケ月)を用いた.いずれも

表面の薄皮を剥いでから実験に供 した｡

(2)組林学的観察観療

第 1草と同様の方法により.未加熱および加熱後の筋肉の固定試料を作成後.

エポン樹脂に包埋した｡次にLF_さlllrnの準超薄切片を作成 し,0.1%トルイジ

ンブルーにより染色後,光学顕微鏡 (BX150,オリンパス)により観察した｡ま

た,同じ試料より厚さ0.Illmの点滞切片を作成 し,ヴラン-鉛二重生色後,逮

過型馬子顕微鏡 (H-800, 日立)により観察した｡

(3)コラーゲンの抽出

それぞれの筋肉よりSaLoらの方汝 (1988)によりコラーゲンを抽出した｡筋

肉をミンチにした後,0 IANaOH中で一晩撹拝 し,筋原繊維タンパク質を棒解

させた｡溶解液を遠心分離 (10000gX30tln)して沈殿を回収 した｡同じ換作

を3回繰 り返すことにより,筋原紙推タンパク質を除去 した｡次に沈殿からNaO

Hを取り除くため,冷蒸留水で数回洗浄 した｡こうして得られた沈殿をコラーゲ

ンとした｡なお,すべての換作は5℃で行った｡

(4) コラーゲンの帝解率とアミノ酸組成の測定

抽出したコラーゲンを約10Tlgずつ,沸沸 した蒸留水約50blの入ったビーカー

に入れ.ガスバーナーで10分および30分間加熱 した｡加熱後.ただちに涜水中
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で冷却し. 遠心分船 (10000gX 30■ln)した｡ ヒ梢はロータリーエバポレータ

ーで濃縮後.6N塩酸中で150℃ 1時間加水分解した また沈殿にはそのまま611塩

酸を加えて加水分解した.それぞれ加水分解が終了した後- ロ ー タリーエバポ

レーターで乾固し,0･02N塩軌 こ溶解した後.アミノ酸分析蛾 (L8500,日立)

によりアミノ酸丑をtIrJ定した｡それぞれの破位より.全ヒドUキシプロリン (lf

yp)丘に対する上清中のIlyp虫の割合を計辞し,将解率とした.

(5)プロリンおよびリシンの水酸化率

プロリン (Pro)およびリシン (Lys)の水駿化率を,アミノ酸'/)折の結果に

瓜づき.F記の式に従って剤許 した｡

水酸化宰 (%)-

Hyp什Iyl)

- - - -- × 一oo

Pro(Lys)+Ilyp(】I)I)

(6)ピリジノリンの定立

Yoshlharaらの,b一法 (1994)に従い,以 Fのようにピリジノリンを逆丑した｡

約lob)gのコラーゲンを約50u])の排膿水中で加熱後,遠心分離によって得た上油･

(熱可溶化コラーゲン)と沈殿 (不溶性コラーゲン)をそれぞれ塩酸加水分解

後,ロータリーエバポレーターで塩酸を除4:-した｡次に, n ブタノール,酢酸,

7-.6留水が411(Y/Y)の溶媒約5mlに溶解 し,同じ松妹で平衡化 したセルロースパ

rJ/ダー(CF一日,VhaLt.Jlan,U.K.)をつめたカラム (内径LOJ)dX80LlJ))に試料を

添加し,同溶媒を50■】流すことにより兼吸力画分を除去 した｡絞いて50Llの蒸

留水で吸着画分を締出し.袴出液を再度エバポレーターで乾固した.最後に10L
vE-ブタフルオロ齢酸 (HFBA)-5%アセ トニ トリル1tlを加えて乾固物を棒解し.

高速液体クロマ トグラフ (Ir7000,EL史)にODSカラム (刈ICrOSOl･b-NV.5C-18,

内径46dlJ× 250叫,Ra川川,U.SA)を装着 し,2液J/ラジェント(A 10Jb
lHJFBA5%アセ トニ トリル解織,B)0山川 FEu アセ トニ トリル溶軌 020分,
J5251∧),虎速1m】/分.カラム温度40℃にてどリジノリンを分相 し,蛍光検

出器 (FllOOO,日立)により励起波長295rlm,吸収波長395nnでどリジノリンを

検LH･定立した｡なお,どリジノリン標品は和光純薬卸を用い.1削立はコラー
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ケン1モルあたりのどリジノリンのモル数であらわした｡コラーゲンのモル数

はコラーゲンを塩酸加水分解 し,ヒドロキシプロリンAをアミノ酸分析様によ

り定tL,ヒドロキシプロリンの塵Jtを714倍 してコラーゲンの盃*とし,分

子且を30万として計辞した (StanLOnand LightL987)｡

(7)統計分析

各実験の有意差検定はト検定により行った｡

3 結果および考案

(1)加熱に安定なコラーゲン繊維の構造

未加熱のモンゴウイカ筋肉の光学顕微鏡写真をFlg lに示す｡筋肉内のいたる

ところにコラーゲンの存在が諦められる (F唱 1,矢頭)｡なお,この分布様式

は他のイカにおいても同様であった｡

I:･ 轟 ,!･,I(.'㌫ 準 キ j い_ヽ
V l,I:- ∴ 与 r l､-'=,･ ､さ J-
｢一子_ノ ー1ニLl･-: .S ･:.･.I_･

I,甘 辛 こ一:･･l･.r七 ･,.,

･･:<t ･J
.:r lr1:Jr

Fl‡･l･LLghlmlCrOSCOPICphotographorthecross-SecllOnOfrawcultlenshmuscleArrowh亡ads

lndlCalecoHagcn ThebarrepresentslOOFLm
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各槌イカにおいて同t･nこ認められたコラーゲン部分 (FIB 1,矢頑)を通過型

昭子頼微鏡により戦無した結盟をFl8 2に示した.コラーゲン繊維の太さは10

Sol-■であり.モンゴウイカにおいて認められた約40nmの繊維よりは細かった(罪

3凝)｡コラーゲンは筋細胞間が狭い部分にもわずかに存在するが,それらは

明瞭な級維構造をもっていない (第3を).つまり.Flg 2に示されたコラー

ゲン故経は細胞間の狭い部分に存在するものとは形橡的に著しく異なるコラー

ゲンであることが明らかとなった｡

コラーゲンには現在までに 19種類もの分子柾の存在が報告されている こ

の中で.級経を形成する Ⅰ.m,V型コラ-ゲン以外に,繊維を作らないrV型

コラーゲンが存在する｡この例から考えると,今回観舞されたコラーゲン繊維

と,細胞間にわずかに存在するコラーゲンとでは,繊維形成性が共なることか

ら.別の型のコラーゲンによって形成されているとも考えられる｡

また.加熱に対する抵抗性についても.細胞間のコラーゲンは加熱によりそ

の柵進が崩壊するが (第3帝),本章において認められたコラーゲン繊維は加

熱後においても繊維構造は残存しており,細胞間のコラーゲンとは熱安定性に

大きな追いがあることが明らかとなった (Flg.2F-J)｡このようにイカ外套膜

には形態的あるいは耐熱性に著しい速いをもつコラーゲンが存在することが明

らかとなった｡

(2)加熱によるコラーゲンの溶解率の変化

イカコラーゲンの溶解率の変化をFlg 3に示した｡この結果から,5種板のイ

カは大きく分けて2つのグループに分かれた｡ケンサキイカとスルメイカは30

分間の加熱により.終解率は約55%まで上昇したのに対し,ムラサキイカ.千

ンゴウイカ,ヤリイカでは溶解率は約30%にとどまったD言い換えれば.この

結果よりムラサキイカ.モンゴウイカ.ヤリイカでは約45%.ケンサキイカと

ムラサキイカでは約70%のコラーゲンが溶解せず.イカのコラーゲンは非常に

耐熱性の大きいコラーゲンであることが明らかとなった｡

これらの溶解率は以前にに報告した筋肉そのものを加黙 した場合の溶解率よ

りも全休的に高めの数値であった (第3章;第4車).この原因としては.節

3,4章の実験においては筋肉そのものを加熱したため.コラーゲンは他の多

攻のタンパク質と共に存在しており.それらの保&作用が働いたと思われるの

に対し.今回用いたコラーゲンは抽出されたものであり.直接沸脱水にさらさ

れたためにより強い加熱作用を受けたことが考えられた



Fit Z･TransmlSSIOTl亡kctronTrHerOSeOPICPhotographsortherawnluSCIC(A-E)and30nlln･

heated(FJ)sqLlldmartll亡STh亡SCar亡rlneStrtIClureOfthecollaSen､､TllCh",lSObsqved
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(3)勲可帝化コラーゲンと不溶性コラーゲンにおけるアミノ酸組成の比較

10分間および30分間加熱後の熱可溶化コラーゲンと,不溶性 コラーゲンのア

ミノ酸組成をTablelに示 した｡アミノ酸1000麦島基中約300残基がグリシンであ

り.典型的なコラーゲンのアミノ酸組成であった｡30分加熱後のアミノ酸組成

で比赦 した歩合.スルメイカを除いて.グリシンにおける違いが顕著であり.

その他にも若干組成の異なるアミノ酸があった｡外套膜コラーゲンの大部分は

I型コラーゲンであるため (NiZtJtaeLaJ.L994),この結果は Ⅰ型コラーゲ

ンのアミノ酸組成を示すと考えられる｡ しかしながら,このように溶解性の違

いにより分けられたコラーゲンにおいてアミノ酸組成に連いが生じた原因につ

いては現在のところ不明である｡

ヒドロキシプロリンやヒドロキシリジンは水素結合を形成することによりコ

ラーゲン分子の3蒐らせん構造の安定性に関与する｡よって,熱溶解性が著 し

く異なる両コラーゲンの間でのそれらの含丑の違いが予想された｡ しかし.ヒ

ドロキシプロリンとヒドロキシリジンの含蕊は特に違いが無いか,あるいは逆

に好けやすい勲可特化コラーゲンに多く含まれるという結果となった｡アミノ

酸組成をもとにプロリン,リシンの水酸化率を計井した結果,両者共に,加熱

により掠解するコラーゲンに比較的多く含まれる傾向にあり (FlgS.4and5)

いずれも熱安定性-の関与は小さいと考えられた｡つまりこの結果は,イカコ

ラーゲンの熱に対する抵抗性にはHyp.Hyl以外の要因が関与していることを示

唆した｡

(4)どリジノリン含丑の比較

熱可溶化コラーゲンと不溶性コラーゲンとに含まれるどリジノリン魚を測定

した結果をFlg.6に示 した｡その結果,勲可溶化コラーゲンでは10分間加熱

ではO.6-I.3DOl/molcollagen,30分間加熱において0.9-2.6mol/zLOIcollagen

であった｡一方,不溶性コラーゲンでは10分間加熱では38-76zlol/I)01co11a

gen.30分間加熱において4.318.LAOl/tolcollagenであり,いずれのイカにお
いても不溶性コラーゲンにおいて顕著に多かった｡どリジノリン架橋は加熱に

対して安定であるため,架橋されているコラーゲン分子は,たとえ熱により変

性 してもコラーゲン繊維から遊解 して水中-遊離することは困難である｡加熱

により溶解しないコラーゲンが比較的多丘のどリジノリンを含んでいる今回の

結果は,イカも輔乳動物と同様に,どリジノリンの存在がコラーゲンの難解性

に関与していることを示すと考えられた｡
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Tabte1AmLrn aCklcorTl… 什lOnOfsohJblnZedandlnSOlubkco"agens(resklues/1000re引dues
SpecleS Lonrh dsquid JdPaneSeCOrTm Squh] FLymESqUは CuttLe¶sh A汀OWSqLJJd

l0 30

Asp 59 6058 595862 57 63 5962 5765 67 63 62 63 60 57 5965
Thr 27 26 26 27 23 25 24 27 25 27 24 31 23 25 25 26 24 27 24 28
S●T 32 31 33 39 36 39 36 41 36 42 39 44 41 42 40 41 34 32 32 :I5

GIu 90 89 89 82 91 93 9294 88 91 83 91 83 84 も7 89 85 82 87 96

Gly 333 333 331 327 325 319 330 313 346 329 329 336 324 3日 343 313 310 316 325 301

Ab 85 96 90 95 91 97 97 98 a3 88 89 93 且Ll 90 87 93 79 103 89 101

cys I 2 t 2 ND 1 2 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

vd 27 25 25 2t 25 24 23 25 22 22 21 23 19 21 19 20 24 22 24 25

Mot 4 16 12 15 11 11 10 7 10 日 12 10 14 13 12 16 9 11 1:I 14

日. 26 31 21 16 24 21 20 22 I4 13 15 16 15 23 22 23 25 19 23 21

L｡U 33 11 30 29 33 33 31 34 27 27 2731 28 32 28 32 32 34 34 39
Tyr 5 4 6 1 7 8 7 8 5 1 3 8 6 8 3 9 8 4 7 9

phe 12 11 12 14 11 13 11 14 9 9 9 10 6 13 9 13 12 11 11 15

Hyl l9 16 17 15 17 13 16 13 17 日 15 13 10 11 16 12 19 20 17 14

Ly書 15 14 14 15 13 17 13 18 12 11 12 13 10 17 9 16 16 日 16 19

Hl事 11 1 6 6 7 9 7 9 7 7 6 8 6 8 6 7 15 5 6 7

ArE 55 60 55 55 6458 5958 5758 57 60 56 57 59 61 52 52 56 61

Hyp 72 7376 79 78 66 6965 81 75 80 60 71 74 71 62 72 74 11 56

pTt) 94 98 98 97 86 91 96 90 102 113 122 88 137 tO5 102 104 121 1I7 106 9･1
S solubLIIヱCdcotragen.IInsolublecoHagen ND=nE)tdetected
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S一anlcyand‖UIL… (1982)は生と凍結解凍したケンサキイカについて加熱

後の硬さを比赦し.嫉結解凍した試料の方が生の試料よりも加熱後の筋肉が硬

いことを報告している｡この原因について彼らは.凍結中に発生したホルムア

ルデヒドにより,タンノミク質分子の閑に架構ができたためであるとしている｡

分子間架橋の形成はタンハク質の虚合を引き起こし.ひいては物理的な強度の

強化にもつながる=例えば, トランスグルタミナーゼ (TGase)が食品の物性改

揮幼児をもつことが報告され.すでに食品添加物として市版されている.TCase

はリシンとグ/レクミンとの間に安定な分子間架橋を形成 し.さよぎよなタンパ

ク質食品をゲル化させ物件を強化する (本木等 1995)

ピT)ジノリンけコラーゲンの代表的な分7･rL"尖橋のひとつであり.分子間を

結合 してコラーゲン繊維の安定化に関与する (FIuJIDJOLO eLOJ L977)｡ ビ1)

ジノリンの免が多いほどコラ-グンの熱安定性が大きいことがほ乳'FEiコラーJL/
ンにおいて報告されている (HorganeEoJ 1990.S■LLhalldJudge1991,You

llgelaJ I994) 今回の結果より､イカの場合も熱に対して棒けにくいコラ
-ゲンに比較的多盈のどリジノリンが含まれていた｡どリジノリンはヒドロキ

ンリジンがヒドロキシリジルオキシダーゼによる酸化を経て形成される 同 じ

筋肉内のコラ-ゲンでありながら可特性コラーゲンと不将性コラーゲンとでど

リジノリン含ilTTiが異なることは大変興味深い この原因については.ヒドロキ
シリジン含蚤の速い.あるいはヒドロキシリジルオキシダーゼの活性の速いな

どが考えられる しか し今回の結果からわかるように,ヒドロキシリジンの含

丑には両者の間で有忠な差は認められなかった｡亀子顕微鏡観察の結共から明

らかなように,勲に安定なコラーゲン繊維は局在 していることから.lB･所によ

りヒドロキシリジルオキシダーゼの活性が界なる可能性もある｡

ヒドロキシリジルオキシダーゼをコラーゲンに作用させることにより.コラ

-ゲン中のピリジノリン丑を増加させ,コラーゲンの物理的な安定性を向上さ

せることにより.食品の熱安定性あるいは物性の改質といった応用面i)期待で

きる

4 要約

5種類のイカ外套絞コラーゲンの熱安定性とどリジノリン含EtとのfEI関性に

ついて検討した｡筋組緑全体に結合組柿が点在しており.それらは太いコラー

ゲン繊維が張合 してできているものであることがIdL子顕微鏡観寅より詑められ

た｡また.それらは30分間の沸騰水加熱によっても姐推肺道を失わなかった

イカ外食股コラーゲンの桁解率は沸騰水中での30分間加熱により3055%よ
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で上昇した｡この斡解率は,さきに報告したイカ肉そのものを加熱 した掛 こ測

定された数値よりもやや高めであった

熱可溶化および不溶性コラーゲンの比較において.それらのアミノ酸組成は

ヒドロキシプロリンを含めてほとんど同じであった｡ しかしながら.成熟コラ

ーゲンの主要な分子間架橋であるどリジノリンは不溶性コラーゲンにおいてよ

り多く含まれていた.

これらの結果から.筋肉内に点在するコラーゲン誠経の炎合体を構成するコ

ラーゲンは耐熱性が大きく,その耐熱性にはヒドロキシプロリン含丑よりもむ

しろビT)ジノリン含丑が大きく影響 している可能性が示唆された.
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総 括

イカは亜要な食粒資源と考えられているが.鮮度低下'が速いことなど,その利

用にあたっての問題点も多い｡また,イカ筋肉は独特の物性をもっているため.

それが消費者の噂好性に大きな影響を与えており.イカの消費をすすめるにあた

って重要な要素となっている｡これらの現状を考えるにあたり,イカ筋肉の物性

くと思われる｡

そこで本研究では,組織学的手法を中心として,冷厳および加熱調理における

イカ筋肉の物性変化の原因を探 り,その機柵の解明を試みた

日本おいてはイカを生で食する習慣があるため,イカの鮮度に対する関心は強

い イカ筋肉には強いフロティナーゼ活性が存在するため自己消化が進みやすい｡

よってイカの鮮度低下は早く,様々な物≡埋草的 ･生化学的変化が生じると考えら

れる しかし,鮮度がイカ肉の物性にどのように影響 しているかはほとんど報告

例がない そこでまず,生きた個体の入手が唯一可能であったヤリイカについて,

死後の時間経過に伴 う外套膜の構造変化を組締学的に観察するとともに.加熱肉

の柵道についても比較し,生肉の軟化機柵および鮮度が加熱肉に及ぼす影響を明

らかにしようとした｡

その結果.生肉の勢断力は冷蔵9時間後まで急激に低下 し.同時に筋細胞間の

隙間が拡大する様子が認められたOこの隙間の大きさは死後 9時間まで有意に増

加すること.またこの隙間は筋細胞間の結合組終において生ずることが'L屯顕観蘇

からわかった｡-方.加黙 した場合.加熱によって軟化が生 じたが,物性および

筋肉の構造に鮮度の影響は誰められなかった.

以上の結果より,鮮度の低下によるイカ肉の物性-の影響は生肉において大き

く,それは冷蔵中のコラーゲンの脆弱化によるものと思われた｡

また.生イカにおいて冷蔵中にコラーゲンの崩壊が原EElと思われる結合組練の

脆弱化が辞められたため,筋細胞問のコラーゲンに何らかの変化が生 じている可

能性が考えられた｡そこで次に,活ヤリイカの外套膜について､人工的にコラゲ

ナーゼを作用させた際の物性と構造の変化を調べ,軟化現象-のコラーゲンの挺】

与について検討した｡

その結果.分画したコラーゲンの分解は,コラゲナーゼの確度依存的に促iLtさ

れた この結果は.低温でも長時間のコラゲナーゼ処理によりコラーゲンが分解さ

れ得ることを示したくまた筋肉の場合.試験区試料の斬新力は対照区よりも有意

に低かった 光学斬徴鏡観察によれば 10mg/mL区において最も早く筋肉中に空隙
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が誰められた(通過型屯子跡微鏡観寅では細胞間の空隙がコラゲナーゼ処理3時

fu】後ですでに観類された.これらの結果は,5℃という低温下でも長時間のコラゲ

ナーゼ処理によってコラーゲンの分解が促進されたことを示しており.冷蔵中の

イカ筋肉の軟化現象にコラーゲンが関与している可能性を示唆した

ここまでに.生肉の物性変化に対しコラーゲンが大きく関与していることが明

らかとなったシまた,加黙した場合は生肉に比べ明確な軟化が生じることも明ら

かとなったが.この現象とコラーゲンとの関係については明らかではない そこ

で.イカ筋肉を加熱した場合の物性を測定するとともに.生の筋肉の物性に関連

が深いコラーゲンについて.その加熱時における組練学および生化学的変化を調

べたところ.勇断力の測定結果から.加熱 こより硬くなるのではなく柔らかくな

ることが確認された､また,加熱により筋細胞の構造が不明蚊になるとともに筋

細胞の間に間隙が生じた｡コラーゲンのゼラチン化率は加熱60分後に約 32%ま

で上昇した,

以上の結果より.イカ筋肉は加熱により柔らかくなるが.これは筋細胞の構造

破壊以外に.筋細胞の間に存在する比較的少丑のコラーゲンのゼラチン化による

影響も大きいと考えられた

モンゴイカ筋肉の加熱による軟化現象には,コラーゲンのゼラチン化が要因の

ひとつであることが確認されたので,軟化現象の普遍性を調べるため,一般に入

手が容易なケンサキイカ.スルメイカ,ムラサキイカ.ヤリイカ (いずれも凍結

解凍品)についても実験を行なったo

その結果,生肉に比べると加熱後ではいずれの種においても射断ノブは低下して

おり.筋肉が加熱により軟化することが明らかとなった｡ 水軒性タンパク質画分

の怒気泳動結果から.4種類のイカにおいていずれも,加熱時間の経過に伴い,

筋肉の軟化と相関してコラーゲンのゼラチン化が進行していることがタンパク質

のレベルで確認された.コラーゲンのゼラチン化率を測定したところ,30分加熱

後のゼラチン化率は 163･295%であり-いずれの種においても加熱により往時的

にゼラチン化が巡行していることが確認された｡

以上の結果より.凍結解凍したイカ外套膜は.イカの種鞍に関係な(加熱 こよ

り軟化することが明らかになるとともに.この軟化には一部のコラーゲンのゼラ

チン化が関与している可能性が示唆された｡

イカ筋肉は.加熱にとi)ないコラーゲンのゼラチン化が進行することが確認さ

れたが,イカ筋肉の細胞間は非常に峡いため.細胞間に形態的な特徴をもつコラ

ーゲン繊維を観索しにくいという問題があり.コラーゲンの形態的な変化を縫線

できていない｡ そこで5種類の凍結解凍イカ外套膜について.細胞間におけるコ

ラーゲンの存在の確認.および細胞間に存在する組緑の加熱による構造変化の観
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無を行ったB

透過型亀子顕微鏡親類によれば,加熱により筋細胞の構造が不明瞭になるとと

i)に.細胞間に不定形の物質が認められた.また 10%NE10日により細胞成分を溶

tt]し.凍りの部分を走査型電子顕微鏡により観察したところ.細胞間に存在する

未知の物質の立体構造が明瞭に観寅された この締造物は.アミノ酸分析の結果

より.ヒドロキシリジンが検出されたことから主にコラーゲンにより形成されて

いることが明らかとなった｡加勲後の筋肉をアルカリ処理後に走査型屯子顕微鏡

により視索したところ.細かいコラーゲン繊維の多くが凝北 していた｡またアル

カリ処理後に透過型花子顧微鏡観察で観察した場合にも結合組総のILJLrI顔が認めら

れたし

以上の結果より.イカ外賓膜の筋細胞FuJにはコラーゲンが77･1FLすること.また.

加熱により結合粗雑が崩壊しイカ外恋膜の軟化現象の一因となっている可能性が

示唆された｡

これまでの結果より.イカ筋肉は加熱により柔らかくなること.またその原因

には細胞間に存在するコラーゲンがゼラチン化するためであることを明らかにし

た,しかし.ゼラチン化率を測定した場合.加熱によりゼラチン化は進行するが.

それでもなお可痔化しないコラーゲンは50%以上にも及ぶ(

そこで.イカ筋肉のコラーゲンについて昭子顕微鏡によりその故維構造を観察

するとともに.加熱により港解するコラーゲンと溶解しないコラーゲンについて

比較を行い.帝解性の速いの原因について考察した｡

組綴観察によれば.筋肉中のいたるところにコラーゲン繊維のi桓合体が存在し

ており.それらは 30分間の沸騰水加熱によっても繊維構造を失わなかった｡熱

可溶性および不蒋性コラーゲンの比較において､それらのアミノ酸組成はヒドロ

キシプロリンを含めてほとんど同じであった｡ しかしながら,成熟コラーゲンの

主要な分子間架橋であるピリジノリンは不溶性コラーゲンにおいて有意に多く含

まれていた｡

これらの結果から.太いコラーゲン繊維を捕成するコラーゲンは耐熱性が大き

く.その耐熱性にはヒドロキシプロリン含且よりもむしろどリジノリン含長が大

きく形響している可能性が示唆された｡

本研究の結果より,イカ筋肉の細胞間に存在するコラーゲンは.冷蔵中およ

び加熱中に生ずる軟化現象の原因のひとつと考えられ,その強度が物性に大き

く影響していることが明らかとなった｡これまで.物性変化の要因は主に筋細

胞の損傷とされてきたが.本研究の結果より.コラーゲンという新たな要因も

加わワ.今後物性の変化に関してはさらに新たな織桶の解明が期待される｡将

来的なイカ資源の世界的需要の増大を目指すにあたっては.未加熱状態での独
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特の弾JJ性が諸外国では嫌われていることを克服 してい(必要があるが,今回

行ったコラゲナーゼを用いた実験のように.効果的にコラーゲンを変質させる

方法を開発し.より好まれやすい物性を実現していくことで.束加熱のもので

も受け入れられてゆくことが期待される.また,外部からの操作ではなく.カ

テアシン頬をはじめと十る内因性の静索の作用を利用して物性を換作する方法

も有効と思われる

iiaf肉では長期間冷厳後に出荷する,いわゆる熟成が肉の物性をやわらげるう

えで必節の操作となる.熟成は内因性のプロテアーゼによるタンパク分解によ

り行われるが.これはその結果生ずるペプチ ドなどによる呈味性の向 ヒの点か

らも退嬰である.また､血粕の場合は軟化現象が鮮度低下のひとつの指標とな

るので,これを食い止めることは非常に盃要な瓢題である｡このように,畜産 ･

水戸'LZのいずれにおいても内因性の辞案の作用を操作することはきわめて屯嬰で

あり.本研究の結果はこれらの課題に対 しひとつの指針となるかもしれない

よた,本研究では磨れやすいコラーゲンとは逆に.加熱にも安定なコラーゲ

ンの存在も確許された｡この耐熱性の大きさは分子間架橋の主により制御でき

そうであるが.これを意図的に調整できるようになれば,噂好性に応 じた加工

食品の製造,あるいは新しい調理法の開発につながる｡また,将来的にはコラ

ーゲンを利用した食品以外の分野における新素材の開発なども可能になると思

われる

今後の課題としては.コラーゲンを分解 している内因性辞素の探姫,あるい

はコラーゲン-の耐熱性の付与といったものがあげられるが,これらを通じて

さらにイカ資源の有効利用法の開発-とつながってゆくことが期待される｡
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