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Pink shrimp Panda/us eous is one of the most important marine products used for sashimi or sushi in Japan. 

However, irregular-sized shrimp has aveηr low value, and so value-added utilization of the shrimp is needed by 

the industry. In the present study, we assessed the gel-forming ability of pink shrimp meat as a first step toward 

utilization of the shrimp. The gel-forming ability of the shrimp meat was very low: no heat-induced gels could be 

formed when heated between 30 and 80℃，except for a very weak gel obtained when heated at 90℃for 2 h. On the 

other hand, shrimp meat in the presence of 1,10-phenanthroline, PMSF, leupeptin, antipain or E-64 formed gels at 

60℃. These results suggest that one of the reasons for the low-gel forming ability of the shrimp meat may be due 

to its high cysteine protease activity. Moreover, these results suggest that the shrimp can be utilized as a raw 

material of kamaboko products by controlling its endogenous proteases. 

キーワード：かまぼこ，ゲル形成能，システインプロテアーゼ，セリンプロテアーゼ，ホッコクアカエビ，メタ

ロプロテアーゼ

日本は世界最大の水産練り製品生産国であるが，練り

製品の生産量は斜陽傾向にあり，最盛期の 1975年には

115万トンの生産量があったのに対し， 2012年には半

分以下の54万トンに落ち込んでいる。1）この背景には，

スケトウダラ等原料魚の資源量が減少傾向にあること

や，世界的な水産物需要の増加により原料魚の確保が不

安定になったこと，および消費者の晴好の変化に伴う消

費量の減少等が挙げられる。2）そのため，安定的な供給

が可能であり，かっ消費者の晴好にあった高付加価値を

持つ新規練り製品原料の開発が望まれている。

ホッコクアカエピPanda/useousは，一般にアマエビ

とも呼ばれ，刺身等の生食用食材として好まれている。

本種の日本海系群における漁獲量は 1995年以降，概ね

2,000から 2,200トン台で安定した水準を維持してい

る。3）一方，本種は主に龍網または底引き網で漁獲され

るため，その際サイズが規格外のものも一緒に水揚げさ

れるが，これらは市場に出荷しても低価格である。4）ま

た市場価値が低いことから，洋上投棄も行われており，

土井は富山湾における調査で，投棄ホッコクアカエピの

全漁獲ホッコクアカエピ中に占める割合は 15.9%にの

ぼり，それらの多くが艶死にいたると指摘している。5)

これらの理由から，規格外サイズのホッコクアカエピ

の用途開発が必要とされており，原料魚の大小に関わら

ず利用できる水産練り製品の原料として本種を用いるこ

* Tel: 81-3-5463 0620. Fax: 81-3-5463-0620. Email: osako@kaiyodai.ac.jp 



980 高橋，雨宮，田中， KLOMKLAO，岡崎，大迫

とで，付加価値の向上および資源の有効利用につながる

可能性があると考えた。

一般にエピ類はゲル形成能が低いとされ，志水らがト

サエピMetapenaeusintermediusの低いゲjレ形成能につ

いて報告しているものの， 6）これまでにホッコクアカエ

ピの練り製品原料適性および加工技術開発に関する詳細

な研究は行われていない。また魚肉のゲル化特性につい

ては，内在性プロテアーゼが深く関与していることが知

られているが，7）エピ類筋肉の加熱ゲル特性に対する内

在性プロテアーゼの影響については未だ明らかではない。

以上の背景から，ホッコクアカエビの練り製品原料化

により，練り製品および水産加工品業界の活性化へ寄与

することを目的とし，本種を原料とした諌り製品の製造

技術開発を試みた。本研究では，その前段階として，ホ

ッコクアカエピ筋肉の加熱ゲル形成能を明らかにし，さ

らに，内在性プロテアーゼが筋肉のゲル化におよぽす影

響について検討した。

材料と方法

材料 2008年5月， 10月に北海道余市で，もしくは

2014年4月に北海道古平で水揚げされたホッコクアカ

エピを，未凍結の状態で東京都中央卸売市場築地市場に

て入手し，冷蔵で実験室に持ち込んだ。各サンプリング

回毎に 10個体を無作為に抽出し，頭胸甲長（carapace

l巴ngth，以降CL）および重量を測定した。

試料の調製ホッコクアカエビの頭部，殻，および消

化管を除去し，筋肉のみを集めた。筋肉重量に対して5

%のスクロースを添加し，ミートチョッパー（M-22A,

南常鉄工株式会社製）で2回細切したものを－30℃で

凍結保存した。なお凍結前までの全工程は，試料温度を

10℃以下に保った。また全ての実験は凍結後3か月以

内に行った。本研究では，特に記載がある場合を除き，

本試料をホッコクアカエピ筋肉とし， 4℃の冷蔵庫内で

一晩解凍し，実験に用いた。

プ口テアーゼ阻害剤 Ethylenediamine-N,N,N’，N’”

tetraacetic acid, tridisodium salt, trihydrate (EDT A）お

よび0,0’－Bis( 2・aminoethyl) ethylene-glycol-N,N,N’， 

Nぺtetraacetic acid (EGT A，試験研究用）は同仁化学

研究所製， 1,10-phenanthrolinemonohydrate （試薬特

級）および大豆由来トリプシンインヒピター（SETI)

は，和光純薬工業株式会社製のものを用いた。

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), benzamidine, 

hydrochloride hydrate (benzamidine）はSigma-Aldrich

社製， leupeptin,antipain, E-64およびpepstatinAは，

ペプチド研究所製のものを用いた。

一般成分及びpHの測定頭部，殻，および消化管を

除去した，スクロース未添加のホッコクアカエピ筋肉を

試料として使用した。水分は試料10gを精秤後， 105℃

で恒量になるまで加熱し求めた。また試料を 600℃で

巨量に達するまで灰化し粗灰分とした。粗タンパク質は

Kjeldahl法的で全窒素量を求めた後， 6.25を乗じて求め

た。粗脂肪は試料10gを精秤後， Folchら9）の方法によ

り測定した。 pHは試料lgに対し，イオン交換水を5

mL加え，ホモジナイズした後， pHメーター（PH211

型，ハンナインスツルメンツジャパン株式会社製）を用

いて測定した。実験はそれぞれ3回ずつ行い，平均値

をTable2に示した。

ホッコクア力エビ筋肉の加熱ゲル形成能未凍結のホ

ッコクアカエピの頭部，殻，および消化管を除去し，筋

肉のみをミートチョッパーで2回細切した。細切肉重

量に対して3%のNaClを添加し，真空撹枠播潰機

(UMC・5,Stephan社製）で3分間播潰し，これを肉糊

とした。撞り上がった肉糊はステンレス製円筒容器（直

径3.2cm，高さ 3.0cm）に速やかに充填し， 30℃から

90℃まで 10℃間隔に温度を調整した巨温水槽で20分

間もしくは 120分間加熱した。なお，充填までの全工

程は，試料温度を 10℃以下に保って行った。その後，

直ちに氷水中で30分間冷却し，レオメーター（RE・

3305-1型，株式会社山電製）を用いて物性を測定した。

すなわち，直径5mmの球形プランジャーを用い，荷台

上昇速度は 1mm/secで各試料について6点測定し，破

断強度（g），および破断凹み（cm）を算出した。

至適塩濃度の検討ホッコクアカエピ筋肉から加藤

ら10）の方法に準じて筋原線維（Myofibril，以降Mfと略

す）懸濁液の調製を行った。すなわち，ホッコクアカエ

ビ筋肉2.5gを精秤し， 25mLの20mM  Tris HCl緩衝

液（pH7.0）を加えてスターラーを用い撹持し，氷中で

1時間放置した。 4℃， 1,500×gで5分間遠心分離し，

上澄みを捨て，さらに25mLの上記緩衝液を加え，撞

持した。これをど'C,1,500×gで5分間遠心分離し，上

澄みを捨て，新たに20mLの緩衝液を加え，ホモジナ

イザー（DIAX600型， Heidolph社製）を用い冷却しな

がら 1分間ホモジナイズした。さらに4℃， 2,000xgで

5分間遠心分離し，上清を捨てた後，新たな緩衝液を加

え捜持洗浄する操作を合計3回行い， 2層ガーゼでろ過

したものをMf懸濁液とした。

Mf懸濁液lmLに対して， 0-5%（終濃度0-4.8%)

NaCl-20mM”Tris-HCl緩衝液（pH7.0）を各20mL加

え，シーソーシェーカー（BC-700,BIO CRAFT社製）

を用い， 4℃で60分間振蓋し溶解した。この上澄み溶

液を4℃， 20,000×gで30分間遠心分離した。遠心分離

前溶液のタンパク質濃度 （A），および遠心分離後の上

澄みタンパク質濃度（B）を， Lowry法11）により測定し，

以下の計算式で溶解度を測定した。

溶解度（%） = (B) I (A）×100 
A＝遠心分離前の溶液中タンパク質濃度（mg/mL)
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B＝遠心分離後の上澄みタンパク質濃度（mg/mL)

内在性プロテアーゼの至適温度の検討 ホッコクアカ

エピ筋肉を20g精秤し， 2.5%NaCl-20mM Tris-HCl 

緩衝液（pH7.0）を加え，全重量を 150gとし， 4℃の

インキュベーター内で，スターラー（SRSlllAA,AD-

VANTEC社製）を用い30分間撹持し溶解した。この

上澄み溶液を4°C,20,000×gで30分間遠心分離し，遠

心分離後の上澄み溶液lOmLを30℃から 70℃の恒温

水槽中で60分間放置した。その後，氷中で速やかに冷

10%トリクロロ酢酸溶液（以下TCA溶液と略す） 10 

mLを加え，ボルテックスミキサーで撹持した。 15分

間氷中で静置後， 4℃， 7,500×gで10分間遠心分離し

た。遠心分離後の上澄み溶液のペプチド濃度をLowry

法により測定し，得られたペプチド量をもとに，プロテ

アーゼ活性を評価した。

内在性プ口テアーゼのタイプ特定 ホッコクアカエピ

筋肉2gを量りとり，これに対し 5.34%NaCl-20 mM 

Tris-HCl緩衝液（pH7.0）を6mL加え，ホモジナイ

ザー（DIAX600,Heidolph社製）を用いホモジナイズ

し， 2層ガーゼで櫨過した櫨液をホモジネートとした。

上記の緩衝液のNaCl濃度（5.34%）は，プロテアーゼ

阻害剤を添加後，終濃度が2.0%となるように設定した

値である。ホモジネート 2mLと各種プロテアーゼ回害

剤溶液2mLを，ボルテックスミキサーを用い遠沈管内

で撹持した。これを60℃の恒温水槽中で60分間加熱

後，氷水中で急冷し，速やかに 15%TCA溶液2mLを

加え，ボルテックスミキサーを用い撹持した。 15分間

氷中で静置後， 7,500×gで10分間遠心分離し，上澄み

のペプチド濃度をLowry法で測定した。各プロテアー

ゼ回害剤の濃度はTable3に結果と共に示した。なおプ

ロテアーゼ阻害剤の濃度は，内在性プロテアーゼに対す

る十分な阻害作用を確保するために， Sigma-Aldrich社

が標準的とする使用濃度およびJellouliらの研究で使用

された濃度の， 1-1000倍程度の範囲で用いた。12-13）プ

ロテアーゼ阻害剤のうち，水に難溶である 1,10-

phenanthroline, PMSF，およびpepstatinAについて

は，阿部らの方法をもとに，エタノールに溶解した後，

20 mM Tris-HCl緩衝液（pH7.0）に溶解し用いた。14)

なおエタノールは終濃度1%となるように用い，上澄

みペプチド量増加抑制や， MHC分解抑制作用がなく，

実験結果に影響をおよぼさないことを，予備実験で確認

した。また，プロテアーゼ阻害剤無添加区として， 2

mLのホモジネートに2mLの20mM Tris-HCl緩衝液

(pH 7.0）を加え，同様の処理を行った際のペプチド濃

度を測定しMorrisseyらの方法15）をもとに以下の式を

用いて阻害率を算出した。

阻害率（%） = (D-C）×100/D 

C＝プロテアーゼ阻害剤添加区の加熱時上澄みペプ

チド濃度（mg/mL)

D＝プロテアーゼ阻害剤無添加区の加熱時上澄みベ

プチド濃度（mg/mL)

プロテアーゼ阻害剤を添加した加熱ゲルの調製ホッ

コクアカエピ筋肉に，イオン交換水および各種プロテ

アーゼ阻害剤を加え，石川式撹排措潰機（20号型，株

式会社石川工場製）で10分間措潰した。プロテアーゼ

阻害剤は， Table4に示した量をそれぞれ添加した。内

在性プロテアーゼのタイプ特定実験と同様に，水に難溶

のプロテアーゼ阻害剤である 1,10-phenanthroline, 

PMSF，およびpepstatinAはエタノールに溶解し用い

た。なおエタノールの終濃度は 1%となるようにし，

エタノール添加のみでは本種筋肉がゲル形成しないこと

を予備実験により確認した。その他の水溶性プロテアー

ゼ阻害剤は直接添加した。なお水分含量は75%になる

よう調整した。次に2%となるようにNaClを加え，さ

らに 15分間措潰した。撞潰後の試料はステンレス製円

筒容器に速やかに充填した。播潰後試料のpHは7.0で

あった。充填までの全工程は，試料温度を 10℃以下に

保って行った。充填後のステンレス製円筒容器を， 60

℃の恒温水槽中で60分加熱後，直ちに氷水で急冷し，

そのまま 30分間放置した後，レオメーター（RHEON-

ER II, YAMADEN製）で破断強度（g）と破断凹み

(mm）を測定した。測定結果は，エクセlレ統計2010

（株式会社社会情報サービス社製）を用い， Tukey法16)

により有意差検定を行った (p<0.05）。

ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS・PAGE)

によるタンパク質分子量分布の検討 内在性プロテアー

ゼタイプ特定実験と同様に調製し加熱した，プロテアー

ゼ回害剤添加ホモジネート 4mLもしくは物性測定後の

プロテアーゼ回害剤添加ゲル中心部0.5gに対し2%

SDS, SM尿素， 2%2ーメルカプトエタノール， 20mM

Tris HCl (pH 8.8）溶液を20mL加えボルテックスミ

キサーを用い撹持した。これを沸騰水中で2分間加熱

した後，シーソーシェーカーを用い振蓋しタンパク質を

溶解させた。この溶液を 10,000×gで10分間遠心分離

し，上澄みをSDS-PAGEの試料とした。 SDS-PAGE

は， Laemmli17lの方法に準じて，市販の5-20%濃度勾

配ポリアクリルアミドゲル Ce-PAGEL，アトー株式会

社製），プロテインマーカーとしてPage Ruler Un圃

stained Protein Ladder (Thermo Scientific社製）を用

いて行った。ゲルの染色は0.025%coomassie brilliant 

blue R-250 (MERCK社製）－5%メタノ－Jレー10%酢酸
溶液で行い，脱色は30%メタノール－10%酢酸溶液で

行った。

可溶化率の測定前述のSDS聞PAGE用試料調製と同

様の方法で，プロテアーゼ阻害剤添加ホモジネートもし

くは加熱ゲル中心部を2%SDS, 8M尿素， 2%2・メル
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カプトエタノール， 20mM  Tris-HCl (pH 8.8）溶液に

溶解させた後，遠心分離（10,000×g, 10分）を行い，

遠心分離前後の上清タンパク質濃度（mg/mL）を測定

し，以下の式により可溶化率を算出した。なおタンパク

質濃度の測定には，界面活性剤および還元剤を含む試料

の測定が可能である Ionicdetergent compatibility rea-

gentを溶解させたPierce660nmprotein assay reagent 

(Thermo Scienti宣c社製）を用いた。

可溶化率（%）=E/F×100 

E＝遠心分離後の上清タンパク質濃度（mg/mL)

F＝遠心分離前の上清タンパク質濃度（mg/mL)

結果

ホッコクア力工ピの生物学的データ，一般成分および

pH ホッコクアカエピの生物学的データをTable1 

に，一般成分およびpHを， Table2にそれぞれ示し

た。試料として用いたホッコクアカエピの頭胸甲長およ

び重量はそれぞれ， 28.3±1.3mmおよび11.8± 0.9 g 

(2008年5月11日）， 27.5±2.0mmおよび16.8土2.9g 

(2008年 10月2日），および27.9±2.4mmおよび14.9

± 0.5 g (2014年4月10日）であった。一般成分は漁

獲日が異なるエピ間で大差がないことが想定されたため，

2008年5月11日に北海道余市で漁獲された試料のみ

測定した。水分含量は79.9%，粗灰分含量は 1.4%，粗

炭水化物含量は 1.1%，粗脂肪含量は0.9%,pHは7.4

であった。粗タンパク質含量は 16.7%であり，練り製

品原料として用いられている他魚種と比較して，これら

の値は遜色無いものと思われた。

木ッコクア力エビ筋肉の加熱ゲル形成能結果は図示

Table 1 Carapace length and body weight of the pink 
shrimp*1・2 

Date sampled 

11 Mar. 2008 

2 Oct. 2008 

10 Apr. 2014 

CL*3 (mm) 

28.3±1.3 

27.5±2.0 

27.9±2.4 

Body weight (g) 

11.8 ± 0.9 

16.8±2.9 

14.9±0.5 

*1 Data are shown as mean土standarddeviation. 
*2 n=lO. 
*3 CL means carapace length (mm). 

Table 2 Proximate composition and pH of the pink 
shrimp meat 

Proximate composition (%) 

Crude Moisture protein 
Crude pH 
lipid 

0.9 7.4 

Crude 
ash 

Crud巴
carbohydrate*1 

79.9 16.7 1.4 1.1 

*1 Crude carbohydrate (%) = 100-(Crude lipid+ Crude protein+ 
Ash+ Moisture). 

しないが， 30℃から 80℃においては，いずれの加熱条

件でもゲル化しなかった。 90℃で20分加熱した肉糊も

ゲJレ化しなかったが， 2時間加熱したものはゲル化した

（破断強度143±5.3 g，破断凹み0.57± 0.16 cm）。以上

の結果から，本種筋肉の加熱ゲル形成能は極めて低いこ

とが明らかとなった。

至適食塩濃度の検討 Fig.1にホッコクアカエピMf

のNaCl溶解性を示した。本研究で検討したNaCl濃度

（終濃度）, 1.9-4.8%において溶解度は約90%を示し

た。よって，本種Mfは，終濃度2%程度のNaClの添

加で十分に溶解することが明らかとなった。

内在性プロテアーゼの至適温度の検討加熱温度がホ

ッコクアカエピ内在性プロテアーゼ活性におよぽす影響

を明らかにするために，タンパク質の分解により生じる

と考えられるペプチド量を測定し， Fig.2に示した。 30

℃から 70℃まで 10℃間隔で実験を行ったところ， 60

℃でペプチド量が増加した。さらに詳細にプロテアー

ゼの活性が高まる温度を検討するために50℃から 70℃

まで， 5℃間隔で同様に行った実験においても同様の結

果が得られた。これらの結果から，本種は 60℃付近

で，プロテアーゼによるタンパク質の分解が進行しやす

いものと推察された。

内在性プ口テアーゼの特定 Table3に60℃におけ

るホッコクアカエビ筋肉から調製したホモジネート中の

遊離ペプチド量の増加に対する，各種プロテアーゼ阻害

剤の効果を阻害率（%）で示した。金属イオンに対しキ

レート作用を持ちメタロプロテアーゼ阻害剤として使用

される 1,10-phenanthroline，セリンプロテアーゼ阻害

剤である SETI,benzamidine，システインプロテアーゼ

阻害剤である E-64，セリンプロテアーゼおよびシステ

インプロテアーゼの両方に対して阻害効果がある

PMSF, leupeptin, antipain添加時に顕著に遊離ペプチ

ド量増加に対する抑制効果が見られた。阻害率は， 10

mM  1,10-phenanthrolineで 62.0%, 1 g/L SETIで

100 
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75 

66.2 % , 50 mM  benzamidineで63.7% , 50mM 

PMSFで86.0%, 1 mM  leupeptinで81.0%,1 mM  an-

ti painで74.1%, 1 mM  E-64で84.2%であった。これ

らの結果からタンパク質の自己消化を引き起こす主要な

内在性プロテアーゼは，メタロプロテアーゼ，セリンプ

ロテアーゼおよびシステインプロテアーゼであることが

示唆された。一方でpepstatinAに効果がみられなかっ

たことから，本研究の条件では，アスパラギン酸プロテ

アーゼの活性は低いものと考えられた。

プ口テアーゼ回害剤を添加したゲルの性状先述のと

おり，ホッコクアカエピ筋肉から調製した筋肉を 60℃

で60分間加熱したところ，ゲル化しなかった。そこで

各種プロテアーゼ阻害剤を添加し，加熱ゲル調製を行っ

たところ，金属イオンに対しキレート作用を持ちメタロ

プロテアーゼ阻害剤として使用される 1,10-phenanthro-

line，セリンプロテアーゼとシステインプロテアーゼの

活性を阻害する PMSF,leupeptin, antipainおよびシス

テインプロテアーゼ回害剤である E-64を添加した試料

が，それぞれゲルを形成した（Figs.3, 4）。

さらに，筋肉への添加により加熱ゲルを形成した，シ

ステインプロテアーゼに対する阻害剤である PMSF,

leupeptin, antipainおよびE-64全ての添加区（cysteine

protease inhibitors），さらに加熱ゲル形成能向上に効果

Table 3 Effect of protease inhibitors on autolysis of the 
pink shrimp m巴athomogenate*1 

Inhibitor Concentration Inhibition （%）叫

Control*3 

EDTA 

EGTA 

1, 10-phenanthroline 

SETI ' 

Benzamidine 

PMSF 

Leupeptin 

Anti pain 

E-64 

Pepstatin A 

lOmM 

lOmM 

lOmM 

0.1 g/L 

1 g/L 

5mM 

50mM 

5mM 

50mM 

O.lmM 

lmM 

O.lmM 

lmM 

O.lmM 

lmM 

O.OlmM 

O.lmM 

【2.9土1.6

-5.5± 1.4 

62.0士1.3

12.8±5.9 

66.2±6.4 

34.8±6.7 

63.7±3.l 

69.9±1.7 

86.0±4.8 

66.7±2.0 

81.0±4.6 

44.1±2.7 

74.1±2.3 

66.2±2.9 

84.2±6.5 

3.0±3.1 

9.1±6.9 

判 Dataare shown as mean±standard deviation (n=4). 
*2 Inhibition (%) = (Peptide concentration of the control Peptide 
concentration of the sample with protease inhibitor) /Peptide con-
centration of the control ×100 
*3 Free of inhibitor. 

Table 4 Final concentrations of protease inhibitors added 

to heat-induced gels, and protein solubility of heat-in-

duced gels in 2% SDS, 8 M urea, 2% 2-mercaptoetha句
nol 20 mM  Tris HCl (pH 8.8)*1 

Protease inhibitor 

Control*3 

EDTA 

EGTA 

1, 10-phenanthroline 

SETI 

Benzamidine 

PMSF 

Leu pep tin 

Anti pain 

E-64 

Pepstatin A 

Cysteine protease inhibitors叫

Effective i叶iibitors*5

All inhibitors吋

Concentration 

lOmmol/kg 

lOmmol/kg 

lOmmol/kg 

1 g/kg 

50mmol/kg 

50mmol/kg 

1 mmol/kg 

1 mmol/kg 

1 mmol/kg 

0.1 mmol/kg 

Solubility 
（%）叫

97.0土3.1

99.8土5.5

100.8土3.3

88.0±2.3 

93.6士1.8

99.4±2.7 

77.2±4.2 

88.9±2.5 

86.2±2.5 

88.8士8.7

92.1±2.6 

79.1±1.8 

74.9±4.6 

73.3±3.l 

*1 Data are shown as mean±standard deviation (n=4). 
*2 Solubility (%) =Protein concentration after centrifuge (mg/mL) 
/Protein concentration before centrifuge (mg/mL）×100. 
*3 Free of inhibitor. 
*4 50 mmol/kg PMSF, 1 mmol/kg leupeptin, 1 mmol/kg antipain, 
and 1 mmol/kg E-64. 

本5Cysteine protease inhibitors and 10 mmol/kg 1,10 phenanthro 
line. 
*6 Effective inhibitors, 10 mmol/kg EDTA, 10 mmol/kg EGTA, 1 g 
/kg SBTI, 50 mmol/kg benzamidine, and 0.1 mmol/kg pepstatin 
A. 
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のあった全てのプロテアーゼ阻害剤を添加した区

(effective inhibitors: cysteine protease inhibitors and 

1, 10-phenanthroline），また本実験で使用した全てのプ

ロテア一セe阻害剤を添加した区（allinhibitor ではプ

ロテア一ゼ阻害剤を単独で添加した場合と比較し， その

破断強度は有意に向上した （ρ＜0.01）。

これらの結果から，内在性プロテアーゼ活性を阻害す

ることで，ホッコクアカエピの筋肉から加熱ケソレの調製

が可能であることが示唆された。

SDS・PAGEによるタンパク質分子量分布の検討 プ

ロテアーゼ阻害剤添加時のホモジネートおよび加熱ゲル

のSDS-PAGEの結果をそれぞれFig.5およびFig.6に

示した。ホモジネートおよび加熱ゲル ともに1,10-

phenanthroline, leupeptin, antipainおよびE-64添加区

では， 200kDa付近におけるミオシン重鎖（MHC）お

よび40kDa付近のアクチンの分解が抑制された。 加熱

ゲルの SDS-PAGEの結果からは，ウェlレ内に多量体の

形成も確認できた。

またホモジネートおよび加熱ゲルともに PMSF添加

区では， MHCおよびアクチンの分解抑制にともなうと

考えられる多量体が大量にウェル内に存在した。さらに

cysteine protease inhibitors添加区，effectiveinhibitors 

添加区， およびallinhibitors添加区の加熱ゲル試料で

も，ウェル内に大量の多量体が確認できた。

可溶化率の検討 2%SDS, SM尿素， 2%2メルカ

プトエタノール， 20mM  Tris-HCl (pH 8.8）溶液に対

するタンパク質の可溶化率を検討したところ，結果は図

示しないがホモジネートでは PMSF添加区で83%を示

し，それ以外は全ての試料において可溶化率90%以上

であった。一方で， Table4に示したように，加熱ゲル

試料では MHC分解抑制効果がみられず，ゲJレ形成をし

なかった各プロテアーゼ阻害剤添加区では 90%以上を

示したが， MHC分解抑制効果を示し，筋肉がゲルを形

成した各プロテアーゼ阻害剤添加区では 90%以下とな

り， 1,10-phenanthrolineで88.0%,leupeptinで88.9%,

anti painで86.2%,E-64で88.8% となった。さらにウ

エlレ内に大量の多量体の存在が確認できた PMSF, cys-

teine protease inhibitors, effective inhibitorsおよびall

inhibitors添加区では，それぞれ 77.2%'79.1%' 74.9 

%，および73.3%であった。

考察

本種では 30℃から 80℃のいずれの温度においても

ゲルが形成せず，90℃で2時間加熱した場合において

のみゲルを形成したことから，加熱ゲル形成能は極めて

低いことが明らかとなった。志水ら5）の報告によれば，

引っ張り試験によりゲル強度を測定しているため単純比

較はできないものの，トサエピの加熱ゲル形成能は，本

M 

kDa 

200→ 
..... 
、田園匝

100→』4
同

－ 
50→咽’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

同時

Fig. 5 SDS-PAGE pattern of homogenates from pink 
shrimp meat with protease inhibitors. M, Marker; 1, 
raw pink shrimp meat; 2, control (free of inhibitor); 3, 
10 mM EDTA; 4, 10 mM EGTA; 5, 10 mM 1,10-
phenanthroline; 6, 1 g/L SBTI; 7, 50 mM benzami-
dine; 8, 50 mM PMSF; 9, 1 mM leupeptin; 10, 1 mM 
antipain; 11, 1 mM E-64; 12, 0.1 mM pepstatin A. 

kDa 

Fig. 6 SDS-PAGE pattern of heat-induced gels from pink 
shrimp meat with protease inhibitors. M, marker; 1, 
raw pink shrimp meat; 2, control (fr巴巴ofinhibitor) ; 3, 
10 mmol/kg EDTA; 4, 10 mmol/kg EGTA; 5, 10 
mmol/kg 1,10-phenanthroline; 6, 1 g/kg SBTI; 7, 50 
mmol/kg b巴nzamidine;8, 50 mmol/kg PMSF; 9, 1 
mmol/kg leupeptin; 10, 1 mmol/kg antipain; 11, 1 
mmol/kg E-64; 12, 0.1 mmol/kg pepstatin A; 13, Cys-
t巴ineprotease inhibitors (50 mmol/kg PMSF, 1 mmol 
/kg leupeptin, 1 mmol/kg antipain, 1 mmol/kg E 64); 
14, effective inhibitors (cysteine protease inhibitors 
and 10 mmol/kg 1,10-phenanthroline); 15, all inhibi-
tors (effective inhibitors, 10 mmol/kg EDTA, 10 
mmol/kg EGTA, 1 g/kg SBTI, 50 mmol/kg benzami-
dine, and 0.1 mmol/kg pepstatin A). 

種に非常に似た結果を示している。 Tammatinnaet 

al.18lは，クルマエピ科の l種である Litopenaeusvan-

nameiはゲlレ形成能を有するが，そのゲルは魚肉から調

製されたものと比較すると非常に脆弱であったことを報
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告している。したがって本種の極めて低いゲル形成能

は，その他のゲル形成能の低いエピ類と類似しているこ

とが示唆された。

また，成田ら19）はマエソ無晒し肉を2時間加熱した

ところ， 80℃でゲル化せず， 90℃においてのみゲル形

成したことを報告し，水溶性画分に存在するプロテアー

ゼがゲル形成の阻害に関与したとしている。 80-90℃と

いったプロテアーゼの失活が起こるとされる加熱条件で

も，加熱時にプロテアーゼ活性が高まる温度帯を通過す

ることでMHCの分解が生じ，魚肉のゲル形成を回害す

ると考えられており，20）したがって本種においても， 30-

80℃および90℃20分間の加熱条件でゲル化しなかっ

た理由として，内在性プロテアーゼが関与した可能性が

考えられた。また90℃加熱により，魚肉タンパク質問

に非共有結合である疎水結合やジスルフィド結合が形成

し，ゲル化に影響すると考えられている。21）したがって，

20分の加熱では不十分であったそれらの非共有結合の

形成が， 120分の加熱により促進したことが，本種筋肉

が120分の加熱でゲル化した理由ではないかと推察さ

れた。

本種Mfは，終濃度において 1.9-4.8%のNaCl添加

により十分に溶解することが明らかとなった（Fig.1）。

加熱ゲルの調製において塩措りは必須工程であるが，一

般的にかまぼこの製造では終濃度で2%程度の食塩が

添加される。22）本研究では，実際の練り製品製造時に近

い状態における内在性プロテアーゼのホッコクアカエピ

筋肉のゲル化におよぽす影響を明らかにするために，内

在性プロテアーゼの至適温度の検討，タイプ特定および

プロテアーゼ阻害剤を添加した加熱ゲルの調製において

NaCl濃度を2%程度とし，実験を行った。

魚肉の加熱ゲlレでは60℃付近の温度帯でゲル物性の

低下が起こるとされ，これを戻りと呼び，その原因の 1

っとして50-70℃付近に至適温度をもっプロテアーゼ

による MHCやアクチンといったゲル形成に重要なタン

パク質の分解が挙げられている。23）本種も 60℃加熱に

おいてタンパク質の分解にともなうとみられるペプチド

量の増加がみられたことから， 60℃に至適温度を持つ

内在性プロテアーゼの活性を回害することが，加熱ゲル

化の促進に重要であると考えられた。

本種筋肉から調製したホモジネートに各種プロテアー

ゼ阻害剤を添加し， 60℃で加熱したところ， 1,10-

phenanthroline, SETI, benzamidine, PMSF, leupeptin, 

anti pain，およびE・64を添加することにより，上澄み

ペプチド量の増加が抑制された。この結果から，メタロ

プロテアーゼ，セリンプロテアーゼおよびシステインプ

ロテアーゼが本種のタンパク質分解を引き起こす主要な

内在性プロテアーゼであることが示唆された。

Eakpetch et al.24lは， Litaρenaeusvanηamei筋肉中に

は様々な内在性プロテアーゼが存在し， pH7.0におい

てはSETIが最も回害効果が大きいと報告している。

Sriket et al.はオニテナガエピMacrobrachiumrosenber-

gii筋肉からの粗抽出物はシステインプロテアーゼであ

るカルパイン及びカテプシンL活性を示し，一方で肝

醇臓からの粗抽出物は主にトリプシン活性及びキモトリ

プシン活性を持ち，エピ筋肉タンパク質の分解が豆類抽

出物中のトリプシン阻害剤により濃度依存的に図書され

ることを報告している。25-26）またChenet al.は米国で

食用に用いられるアメリカザリガニProcambarusclar-

kiaについて，システインプロテアーゼであるカルパイ

ンが尾部筋肉のタンパク質分解に関与していることを示

唆している。27）これらの報告および本研究の結果から，

エピ類はその種類や部位によって，異なる内在性プロテ

アーゼを持つことが示唆された。

また，メタロプロテアーゼ阻害剤である 1,10-

phenanthrolineが上澄みペプチド量増加抑制効果を示し

た一方で，同じくメタロプロテアーゼ阻害剤に分類され

るEDTA,EGTAの阻害率は負の値をとった。すなわ

ちコントロールよりもプロテアーゼ活性が高い結果とな

った。 Cuiping et al. 28lは，ピゼンクラゲRhopilemaes-

culentum毒素中プロテアーゼに対して， 1,10-

phenanthrolineは活性を抑制し， EDTAは活性を高め

るが，これはEDTAのメタロプロテアーゼ阻害作用よ

りも，活性促進作用の方が強いためだろうと報告してい

る。したがって，本実験結果で， EDTAおよびそれと

阻害機序が類似している EGTA添加区のプロテアーゼ

活性がコントローlレのそれよりも高かったのは，プロテ

アーゼ回害作用よりも活性促進作用の効果が大きかった

ためではないかと考えられた。

各種プロテアーゼ阻害剤を筋肉に添加し，加熱ゲルの

調製を行ったところ，システインプロテアーゼおよびセ

リンプロテアーゼの活性を阻害する PMSF,leupeptin 

およびantipain，またシステインプロテアーゼ阻害剤で

ある E-64の添加でゲル形成した。一方で，セリンプロ

テアーゼ阻害剤である SETIおよびbenzamidineで

は，ゲル形成しなかった。ホモジネートおよび加熱ゲル

のSDS-PAGEの結果から， PMSF,leupeptin, antipain 

およびE-64添加区では加熱ゲル形成に重要なタンパク

質である MHCの分解抑制効果がみられたが， SETIお

よびbenzamidine添加区ではMHCの分解が生じてい

た。これらの結果から， 60℃の加熱条件においてMHC

の分解に関与し，ゲル形成を回害した主要なプロテアー

ゼは，システインプロテアーゼであることが示唆され

た。セリンプロテアーゼについては， MHC以外の筋原

線維タンパク質やコラーゲンなど様々なタンパク質の分

解にも関与することが知られており，29)SETIおよび

benzamidineの存在下で，上澄みペプチド量の増加が抑
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制された理由としては，それら MHC以外のタンパク質

の分解を抑制したためと考えられた。一方で，本研究に

おける結果からは，セリンプロテアーゼが加熱ゲル化お

よびMHCの分解におよぽす影響は明らかではなかった。

金属イオンに対するキレート作用を持ちメタロプロテ

アーゼ阻害剤として使用される 1,10-phenanthrolineを

添加することで，筋肉はゲル化した。またSDS-PAGE

の結果から， MHCの分解が抑制されたことが明らかと

なった。これまでにイカ肉ではミオシンの自己消化にメ

タロプロテアーゼが関与すること，30）また金属イオンに

対しキレート作用を持つ有機酸塩を使用することで，メ

タロプロテアーゼ活性が抑制されスルメイカの加熱ゲル

物性が向上したことが報告されている。31）しかし，エピ

類では，メタロプロテアーゼがミオシンの分解およびゲ

ル形成の回害に関与するという報告はこれまでにされて

おらず，新しい知見の可能性がある。一方で，前述のと

おり，本種MHCの分解およびゲル形成の阻害について

システインプロテアーゼの関与が示唆されたが，金属イ

オンとプロテアーゼ活性の相互作用については，これま

でに多数の報告があり， Ladratet al.はヨーロピアン

シーパスDicentrarchuslabrax筋肉由来のシステインプ

ロテアーゼであるミリカルパインは， Ca2＋およびSr2+

の存在下で活性化したことを報告している。32）また

五angらはゴマサパScomberaustralasicus筋肉から精製

されたシステインプロテアーゼがZn2＋などいくつかの

2価陽イオンによって，その活性が阻害されたとしてい

る。33）したがって本種内在性プロテアーゼの活性も金属

イオンによって影響を受けることが考えられ， 1,10-

phenanthrolineが金属イオンをキレートしたことで，そ

の活性が阻害され，その結果としてMHCの分解を抑制

し，ゲル形成を促した可能性も考えられた。

加熱ゲルの2%SDS, BM尿素， 2%2－メルカプトエ

タノール， 20mM  Tris-HCl (pH 8.8）への可溶化率は，

ゲルを形成したプロテアーゼ阻害剤添加試料で低くなる

傾向が明らかとなった。特にPMSF添加区， PMSFを

含むcysteineprotease inhibitors添加区， effectiveinhi-

bi tors添加区，およびallinhibitors添加区では，可溶化

率が顕著に低下した。これらの試料は， SDSPAGEの

結果において，ウェル内に多量体の存在が確認で、きたこ

とから，プロテアーゼ活性が匝害され， MHCおよびア

クチンなどのタンパク質の分解が起こらず， 60℃で加

熱した際に，一般に坐りと呼ばれる内在性トランスグル

タミナーゼによるタンパク質問の架橋反応が起こる温度

帯である 30-40℃を通過したことで，多量体が形成

し，その結果として2%SDS, 8M尿素， 2%2伺メルカ

プトエタノール， 20mM  Tris-HCl (pH 8.8）で切断さ

れない強固な結合を生じたと考えられた。34）またPMSF

添加区， PMSFを含むcysteineprotease inhibitors添加

区， effectiveinhibitors添加区，およびallinhibitors添

加区で特に大量の多量体を形成し，可溶化率が低くなっ

た理由としては，他の阻害剤添加時よりもプロテアーゼ

活性を強力に阻害したことで，より強い結合を形成した

可能性，および作用機序は不明だが， PMSF自体がタ

ンパク質に対し何らかの影響をおよぽし，多量体の形成

を促進した可能性が考えられた。

本研究の結果から，ホッコクアカエピは筋肉中の内在

性プロテアーゼ活性を阻害することにより，プロテアー

ゼ活性が高まる 60℃においても MHCの分解が抑制さ

れ，ゲル形成することが明らかとなった。このことか

ら，内在性プロテアーゼを阻害すれば，本種筋肉の練り

製品原料適性が向上し，利用可能であると考えられた。

今後は，ゲル化を阻害する内在性プロテアーゼの詳細

な同定，およひ。本研究で検討を行わなかった規格外サイ

ズのホッコクアカエピのゲル形成能の解明，また本種筋

肉の低いゲlレ形成能は，ミオシンなどの筋肉タンパク質

自体の基本的性質に起因する可能性もあることから，本

種筋原線維タンパク質の特性などについて，検討してい

く必要があると考えられる。
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ホッコクアカエビPandaluseousに含まれる内在性プ口テ

アーゼが加熱ゲル形成能に及ぼす影響

高橋希元（海洋大），雨宮弘和（東洋水産），

田中宗彦（国学院栃木短大），

SAPPASITH KLOMKLAO (TSU), 

岡崎恵美子，大迫一史（海洋大）

新規水産練り製品用原料の開発を目的とし，ホッコクアカエ

ビ筋肉から加熱ゲルの調製を試みた。エビ肉は30-80℃の加

熱条件ではゲlレを形成しなかった。 60℃の加熱条件で， 1,10-

phenanthroline, PMSF, Leupeptin, AntipainおよびE”64の使

用によりミオシン重鎖の分解は抑制され，加熱ゲlレが形成し

た。これらの結果から，ホッコクアカエビのゲル形成能は極め

て低く，これはシステインプロテアーゼによるミオシン重鎖の

分解に起因することが示唆された。

日；水誌， 80(6)' 979-988 (2014) 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

