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豚骨格筋からのパラトロポミオシンの調製に関する研究

一一屠殺直後肉と凍結貯蔵肉の比較一一

山之上 稔事・岩 i畢宏哲*・佐古 隆*・岡山高秀'・西川 勲*

(平成2年8月10日受理)

A STUDY OF THE PREPARATION OF PARATROPOMYOSIN 
FROM PORCINE SKELETAL MUSCLES 

一一 Comparisonof Frozen Porcine Muscle with Fresh Porcine Muscle --

Minoru YAMANOUE， Hiroaki IWAZAWA， Takashi SAKO， 

Takahide OKA Y AMA and Isao NrSHIKA W A 

Ahstract 

Paratropomyosins were prepared from the fresh and frozen porcine muscle. The amounts 

of paratropomyosin prepared from 1 kg of muscle were 4.1mg and 2.1mg in the fresh and 

frozen porcine muscle， respectively. The rate of frozen muscle paratropomyosin to fresh mus-

cle paratropomyosin was 51.2% and the cause of decrease of the yield consisted in both prepa-

ration steps of Ca-extract and Sephadex G・200fraction. On SDS-PAGE， both of paratropo-

myosins migrated as a single band having the same chain weight of 32，000， which corre-
sponded to the α網componentof tropomyosin. In adding the paratropomyosins from the fresh 

and frozen porcine muscle to the reconstituted actomyosin， the clearing phase was respective-

ly prolonged 2.8 and 2.6 times that of the control. 

From these results， it is concluded that the frozen muscle paratropomyosin is the same 

as the fresh muscle paratropomyosin， and that the frozen porcine muscle also could be used 

as the material of paratropomyosin preparation， not considering the decrease of yield of 

para tropomyosm. 

1.緒 奮

家畜、家禽などの高等脊椎動物の骨格筋を食肉に変換

する場合、家畜の屠殺後、死後硬直、軟化という一連の

熟成過程を経過することは、食肉の保水性、軟らかさ、

風味などの改善のために必須である。

熟成に伴い食肉が軟化する要因の一つに、死後硬直時

に形成されたアクチンとミオシンの硬直複合体が脆弱化

し、短縮したサルコメアが静止長まで復元することが挙

げられる 18)0 Takahashiらは食肉の熟成中に硬直結合

がなぜ脆弱になるのかを追求する過程で、ある種のタン

パク質の介在を見いだし、このタンパク質を筋原線維か

* 畜産製造学研究室

ら単離、精製した。このタンパク質は細いフィラメント

に存在するトロポミオシンと似た性質を持っているが、

異なるタンパク質であり、パラトロポミオシンと命名さ

れた19)。パラトロポミオシンは生体の筋原線維におい

ては太いフィラメントの両端部に局在しているが、食肉

の熟成中に筋紫 Ca2+ 濃度が1O-4M に上昇する12) と、

その部分から遊離して細いフィラメントのアクチンと結

合するようになり 5)、死後硬直時に形成されたアクチ

ンとミオシン問の結合を脆弱にする20)。このパラトロ

ポミオシンによる硬直結合の脆弱化が、熟成中に起こる

サルコメア長の復元要因であり、食肉の軟化を引き起こ

すことが明らかにされている 22)。パラトロポミオシン

の精製は、通常属殺直後の骨格筋を材料として行うが、

豚、牛等の大型家畜の場合、試料入手に制約を受け、パ
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ラトロポミオシンの精製を随時行えず不便である。もし

凍結貯蔵し、適時解凍した肉からパラトロポミオシンの

精製を行うことができれば、必要な量を適時確保するこ

とができ大変便利である。しかし、一般に肉を凍結する

と筋線維の内外に氷結晶ができ、それが大きくなるにつ

れ筋線維を圧縮、破壊し、微細構造の崩壊をもたらす。

また肉の解凍時には、筋線維内外の氷結晶は溶けて筋線

維に再吸収されるが、一部はドリップ(肉汁)として・流

出してしまい、その結果解凍した肉の状態は凍結する以

前とは少し異なっている 9)。このように屠殺直後肉と

は状態の異なる凍結貯蔵肉からパラトロポミオシンが精

製できるかどうか、また精製されたとしてもその機能が

屠殺直後肉のパラトロポミオシンと同一であるかどうか

は不明である。

本研究では、豚の屠殺直後肉と凍結貯蔵肉の2種類を

材料としてパラトロポミオシンの精製を行ったO そして

両者の間で、各精製段階におけるパラトロポミオシンの

精製状態や収量および精製したパラトロポミオシンの活

性の相違点について調べ、凍結貯蔵肉がパラトロポミオ

シン精製の材料として適当かどうか検討した。

II.実験材料と方法

1.筋肉試料および筋肉モデルの調製

屠殺直後のランドレース豚 (90~180 日齢)の胸最長

筋または半膜様筋から、脂肪と結合組織を除去したもの

を屠殺直後の筋肉試料とした。また豚を屠殺後、屠体を

4土1.Cで一晩放置した後、胸最長筋または半膜様筋を

採取し、サランラップで包装して-80.Cで凍結した。一

定期間(1~ 3週間)貯蔵後再び4土 1.Cで一晩解凍し、

脂肪と結合組織を除去したものを凍結貯蔵の筋肉試料と

した。

筋原線維はそれぞれの筋肉試料からPerryとGreyの

方法14) に従って調製した。

2. タンパク賀の調製

ミオシンは Perryの方法15) によって、アクチンは

ReesとYoungの方法16) およびSpudichとWattの

方法17) によって、 トロポミオシンは Baileyの方法1)

の改良法 2)によって調製した。合成アクトミオシンは

NakamuraとHattoriの方法13) に従って、 0.5M

KC1に溶解したミオシン(6昭/rnR)と O.lMKCl中の

アクチン(2棺/rnR)を等量ずつ撹枠混合し、 30分以上

氷冷した後に緩衝液を用いて O.lMKClになるように

希釈し、合成アクトミオシン懸濁液を得た。

3.パラトロポミオシンの調製

パラトロポミオシンの調製は、 Takahashiら19) に

よる兎骨格筋からのパラトロポミオシン調製法を一部改

良して行った。屠殺直後肉および凍結貯蔵肉から調製し

た筋原線維を HattoriとTakahashiの方法 6)に従っ

て、 O.lMKCl， 1mM DTT， 1mM NaN 3， 1mM 

CaC12， 10mM Tris-Maleate buffer (pH7.0)のCa-

溶液に約20昭/rnRのタンパク質濃度で懸濁し、 4土 1.C 

でゆっくりと撹排した。 72時間経過後にプレードタイプ

のホモジナイザーで5，OOOrpmで15秒間ホモジナイズ

後直ちに10，000rpmで20分間遠心分離し、得られた上

澄液をCa-抽出物とした。 Ca-抽出物を40-90%飽和で硫

安分画し、硫安分画画分をさらに SephadexG-200 

(Pharmacia Fine Chemicals社製)ゲル摘過法によ

り分離した。カラムは内径25mm、全長90cm(アト一社製

No. 2590) を使用した O 試料を添加し、 O.lMKCl， 

1mM CaC12， 20mM Tris-HCl buffer (pH 7.5)液

液で溶出した結果、 4つのピークに分離された。パラト

ロポミオシンの活性を有する第 1ピーク画分23)を、 1M

KCl， 10mM 2-メルカプトエタノール， 1mM 

CaC12， 20mM Tris-HCl buffer (pH7. 5) の溶液に

平衡化し、 1MHClでpH4.5に調整した。室温でゆっ

くり撹持しながら pH4.5に1時間保持した後、 10，000

rpmで30分間違心分離した。その沈澱物を少量の0.6

M KCl， 1mM CaC12， 10mM Tris-HCl buffer 

(pH7.5)の溶液に溶解し、大量の同溶液に対して 4土

1 .Cで一晩透析を行った。それを1O，000rpmで30分間違

心分離し、上澄液を回収したO 上澄液を10mMCaC12' 

lOmM  Tris-HCl buffer (pH7.5) の溶液に対して透

析を行い、パラトロポミオシンのパラクリスタルを形成

させた後、 18，000rpmで、30分間遠心分離して沈澱物を回

収した。その沈澱物をさらに2回洗浄した後、 18，000

rpmで30分間遠心分離して沈澱物を回収し、少量のO.1 

M KCl， 10mM Tris-HCl buffer (pH7.5)で溶解し、

大量の同溶液に対して 4土 1.Cで、透析を行った。それを

18，000rpmで30分間遠心分離後、上j登液を回収し精製パ

ラトロポミオシンを得た。

4. Ca-抽出物の抽出率の測定

屠殺直後肉および凍結貯蔵肉から調製した筋原線維を

5倍量の、 DTT，NaN3を除いた2種類のCa-溶液

(0. 1M KCl， (5mM EDTAまたは1mMCaCl J， 10 
mM  Tris幽Maleatebuffer， pH7.0)に懸濁し、 2，200

rpmで10分間遠心分離した。その沈澱物を、 lmMDTT， 

1mM NaN3を含むそれぞれの Ca・溶液で約20昭/me
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になるように懸濁し、 4土ltでゆっくりと絶えず撹祥、

抽出した。一定時間経過毎に筋原線維懸濁液を採取し、

5，000rpmで15秒間ホモジナイズした後、 10，000rpmで

20分間違心分離し、その上澄液を Ca-抽出物とし、タ

ンパク質濃度を測定した。 Ca-抽出物の抽出率は、筋原

線維懸濁液のタンパク質濃度に対する割合(百分率)

で示した。

5. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

SDS-PAGEはLaemmliの方法10) に従って行った。

試料をそれぞれ2% SDS， 1 % 2-メルカプトエタノー

ル， O. 125M Tris-HCl buffer CpH6.8)の溶液に対し

室温で一晩透析を行った後、 3分間煮沸し、冷却後、

BPB 溶液(0.1%プロムフェノールブルー， 50%グリ

セロール， 10mM Tris-HCl buffer， pH6.8) と混合

し、電気泳動用試料とした。 12%分離ゲルと4.5%濃縮

ゲルを用い、 0.1%SDS， 0.025M Tris-0.192M Gly-

cine (pH8.3)の泳動 buffer中で、 4時間泳動した。

染色は CoomassieBrilliant Blue R.・，250で 1時間

行った。脱色は5%メタノール、 7.5%酢酸溶液で行った。

6.パラトロポミオシンの湖町湘IJ定

パラトロポミオシンのアクチン・ミオシン間結合の阻害活性

は、 Takahashi らの方i~9) に従って合成アクトミオシ

ンの超沈澱中の透明化期間の測定で行った。反応はお℃

で行い、 0.25mgアクチン， O. 75棺ミオシン， O.lMKCl， 

1mM CaC12， 5mM MgC12， 4. 5mM A TP， 20mM 

imidazole-HCl buffer (pH7.0)の反応溶液に、 60μg

のパラトロポミオシンを添加して透明化期間を測定した。

ACTIN-

32.000-

a b c d e f g h k 1 
(A) (B) 

7. タンパク質濃度の測定

タンパク質濃度は Gornal1ら 4)のピウレット法(波

長550nm)および紫外部吸収法7)(波長280nm) によっ

て測定した。

皿.実験結果

1 .パラトロポミオシンの各調製段階におけるSDS-

PAGE像の比較

屠殺直後肉および凍結貯蔵肉からのパラトロポミオシ

ンの各調製段階におけるSDS-PAGE像を比較し、 Fig.

1に示した。屠殺直後肉および凍結貯蔵肉の両者共に筋

原線維から抽出したCa-抽出物を、硫安分画法、ゲル櫨

過法、等電点沈澱法と精製を進めるにつれ、パラトロポ

ミオシンに相当する32，000ダルトン成分以外のタンパク

質が除去されたが、その様子は属殺直後肉と凍結貯蔵肉

ではわずかずつ違っていた。すなわち、凍結貯蔵肉では

筋原線維画分に屠殺直後肉ではみられない30，000ダルト

ン近傍のバンドが2本認められた。 Ca-抽出物中には、 3

2，000ダルトン成分をはじめ135，000、96，000、43，000、

36，000ダルトン成分などが合まれていたが、屠殺直後肉

では、 43，000ダルトン付近のバンドが凍結貯蔵肉よりも

明瞭に認められた。硫安分画面分では、屠殺直後肉およ

び凍結貯臓肉共に同様のバンドがみられたが、屠殺直後

肉に筋原線維画分ではみられなかった 2本の30，000ダル

トン付近のバンドが認められた。ゲルi慮過第 lピークで

は、 32，000ダルトン成分が多くを占めたが、屠殺直後肉

で認められた74，000ダルトン以上の高分子量成分が凍結

鶴二2

a b c d 
Fig. 1. SDS-PAGE pattern of paratropomyosin fractions 
obtained. during purification of paratropomyosin. 
Paratropomyosin fractions were prepared from the 
fresh porcine m uscle (A) and the frozen porcine 
muscle (8). (a， g) Myofibril (b， h) Ca曲extract;
(c， i) (NH.) 2S0. fraction (d，j) Sephadex G-200 

Fig. 2. SDS-PAGE pattern of purified 

paratropomyosin from porcine 

muscle. 

(a)fresh muscle paratropomyosin 

(c) frozen muscle paratropo四

fraction (e， k) pH4.5 fraction (f， 1) lOmM  myosin (b， d) fresh muscle tro由
CaC12 fraction. pomyosm. 
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ない時の約2.8倍に延長され、凍結貯蔵肉からのパラト

ロポミオシンを加えた場合、透明化期間は7.5分間で約

2.6倍に延長された。この結果、屠殺直後肉と凍結貯蔵

肉から精製したパラトロポミオシンはアクチンとミオシ

ン問結合の阻害活性を有しており、また両者の阻害効果

にはほとんど差がないことが明らかになった。

ι同帽開園ーー...L

T IME (min) 

Fig. 3. Effect of paratropomyosin on the dura-

tion of the clearing phase of 

stituted actomyosin. 

(a) control (b) fresh muscle paratropo・

myol;;In 一一)and frozen muscle para-

tropomyosin 一一-). 

3.パラトロポミオシンの各調製段階におけるタンパク

賀収量の比較

Table 1に、屠殺直後肉と凍結貯蔵肉から調製され、

回収される各タンパク質画分の量、筋原線維タンパク質

量を100%とした時の回収率および屠殺直後肉のタンパ

ク質量に対する凍結貯蔵肉のタンパク質量の割合を示し

た。屠殺直後肉では、筋原線維タンパク質は筋肉 1kgか

(8) 
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貯蔵肉では認めにくかった。等電点沈澱画分では、屠殺

自主後肉および凍結貯蔵肉共に32，∞0ダルトンのバンド以
外に74，000ダルトンと80，∞0ダルトンのバンドが認めら
れたが、屠殺直後肉では、この両バンドは特に明瞭だっ

た。精製パラトロポミオシンでは、屠殺直後肉および凍

結貯蔵肉共に32，000ダルトンのパラトロポミオシンの単

一バンドが認められた。

Fig.2に屠殺直後肉と凍結貯蔵肉のそれぞれから精

製したパラトロポミオシンと屠殺直後肉から精製したト

ロポミオシンの8D8-PAGE像を示した。トロポミオシ

ンは α、Fの2本のバンドに泳動されたが、パラトロポ
ミオシンは屠殺直後肉および凍結貯蔵肉共にトロポミオ

シンの α成分に相当する32，000ダルトンの単一バンドと

して泳動され、分子量に差があるものの、兎、鶏のパラ

トロポミオシンの泳動結果19) と一致した。

2.パラトロポミオシンのアクチン・ミオシン間結合の

問書活性

合成アクトミオシン懸濁液にATPを加えると直ちに

透明化を起こし、濁度が低下する状態が数分間持続する。

その後濁度が急速に上昇して超沈澱を起こす 3)。合成

アクトミオシンにパラトロポミオシンを加えて超沈澱を

起こすと無添加の場合に比べて透明化の期聞が顕著に延

長されることが明らかになっており 21)、パラトロポミ

オシンの活性測定法として示されている。今回の条件で

は合成アクトミオシンにATPを添加し透明化を起こし

た後、超沈澱が起こるまでの時間は、パラトロポミオシ

ンが存在しない対照実験では2.9分間だった (Fig. 3)。

合成アクトミオシンに屠殺直後肉から精製したパラトロ

ポミオシンを加えた場合、透明化期間は8.2分間で加え
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1. Purification of paratropomyosin from myofibrils1. Table 

Rate3 (%) Recovery2 (%) 

(fresh) (frozen) 

Total protein (mg) 

(fresh) (frozen) 

Fraction 

101.9 

75.7 

74.0 

50.4 

51.2 

100.0 

11.6 

1.17 

0.096 

0.0022 
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96，120 

11，132 

1，124.6 

92.2 

2.1 

94，340 

14，699 

1，518.9 

182.8 

4.1 

Myofibrils 

Ca-extract 

40-90% (NH4) 2804 

8ephadex G-200 

10mM CaC12 

Myofibrils are prepared from fresh and frozen porcine muscle of 1 kg， respectively. 

Recovery is respectively expressed the amount of myofibrillar protein as 100%. 

Rete is a percent of frozen muscle fraction to fresh muscle fraction. 

2 

3 
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出されにくいことが考えられ、屠殺直後肉の抽出率と比

較するために、抽出時間に対するCa-抽出物の抽

出率の変化を調べ、 Fig.4に示した。屠殺直後肉にお

けるCか抽出物の抽出率は、凍結貯蔵肉の抽出率よりも

抽出期聞を通じて高い値を示した。屠殺直後肉の抽出事

は抽出開始時には1.9%だったが、 48時間悶までに15.4

%と急増し、その後漸次増加した。一方凍結貯蔵肉にお

ける抽出率は抽出開始時には1.4%で屠殺直後肉とほと

んど差はなく、 48時間目まで12.3%と増加したが、その

後14%前後でほぼ一定となった。 lmMCaC12の代わ

りに 5mMEDTAを添加した対照実験では、屠殺車

後肉と凍結貯蔵肉共に抽出開始時の1.5%と1.2%から、

48時間目以時5%前後と 4%前後で一定となり、ほとん

ど抽出されなかった。 72時間抽出後の屠殺直後肉に対す

る凍結貯蔵肉のCa-抽出物最の割合は74.9%で、 Table

lに示したパラトロポミオシン調製時の比率にほぼ一致

した。

(2)ゲル櫨過第lピーク甑分量の減少

凍結貯蔵肉から精製されるパラトロポミオシンの収量

低下は、さらにゲル浦過法による調製段階で認められた

(Table 1)。そのため屠殺直後肉および凍結貯蔵肉か

らの硫安分画圏分を、それぞれ250昭ずつゲル撮過法に

より分離し、その結果をFig.5に示した。硫安分画面

分は屠殺直後肉および凍結貯蔵肉共に 4つのピークに分

離され、 i容出された。パラトロポミオシンが含まれる第

1.0 

豚骨格筋からのパラトロポミオシンの調製

ら 94 ，340~調製され、抽出されるCa・抽出物量は 14 ， 699

~で筋原線維タンパク質量の15.6%だった。硫安分画画

分量は1518.9~、ゲル捕過により分離された第 l ピーク

蘭分量は182.8mgが得られ、それぞれ筋原線維タンパク

質量の1.61%と0.194%の回収率だった。精製されたパ

ラトロポミオシン量は4.1mgで0.0043%の回収率だった。

凍結貯蔵肉からは筋原線維タンパク質は96，120棺調製さ

れた。 Ca-抽出物は11 ， 132~抽出され、筋原織維タンパ

ク質量の11.6%だった。硫安分画画分量は1124.6昭で

1.17%、ゲル油、過第1ピーク画分最は92.2mgで0.096%

の囲収率だ、った。精製されたパラトロポミオシン最は、凍

結貯蔵肉では2.1砲が得られ、回収率は0.0022%だった。

筋原線維タンパク質量は屠殺直後肉と凍結貯蔵肉で差

はほとんどなかったが、 Ca-抽出物最は凍結貯蔵肉では

屠殺直後肉の75.7%しか抽出きれなかった。硫安分画圏

分量は、凍結貯蔵肉では属殺車後肉の74.0%であったが、

ゲル油過第1ピーク画分量は、屠殺直後肉の50.4%とさ

らに低下した。最終的に精製された凍結貯蔵肉からのパ

ラトロポミオシン量は、屠殺直後肉の51.2%だった。

4.収量低下原因の横酎

(1) Ca-抽出物量の減少

属殺直後肉と凍結貯蔵肉からのパラトロポミオシンの

収量を比較した場合、屠殺車後肉では筋肉試料 1kgから

4.1昭のパラトロポミオシンが回収されたのに対し、凍

結貯蔵肉からは2.1~しか回収されず、屠殺直後肉の回

収量の51.2%にとどまった (Table1)。この原因の l

っとして、凍結貯蔵肉では筋原線維からCa-抽出物が抽
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Fig.5. 8ephadex G-京X)gel filtration of paratro蜘

pomyosm.日ach250mg of (NH.) 280. 

fractions from fresh porcine muscle and 

frozen porcine muscle was applied to a 

column (2.5 x 90cm) of 8ephadex G-200 
equilibrated and eluted in a solution of 

O.恥1:KCl， lmM CaC12 and 2伽1MTris-HCl， 

pH7.5. 80lid line， fresh porcine muscle 

Broken line， frozen porcine muscle. 
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lピーク23)の吸光値は、屠殺直後肉では0.665(Tube 

No..56)、凍結貯蔵肉では0.469(Tube No.55) と屠殺直

後肉のほうが高く、タンパク質の回収量では、屠殺直後

肉が79.3昭で、凍結貯蔵肉は屠殺直後肉の73.8%である

58.5晦しか回収されなかった。また第2ピークの吸光値

はO.733 (Tube No.65) と0.561(Tube No.65)で屠殺直後

肉が高く、逆に第 3ピークでは、 O.552 (Tube 

No.80) とO.751 (Tube No.79)で凍結貯蔵肉の方が高かっ

た。第4ピークの吸光値は屠殺直後肉では0.850(Tube 

No.96)、凍結貯蔵肉では0.861(Tube No.96) で凍結貯蔵

肉の方が少し高かったが、両者にはほとんと守差がなかった。

ゲル溜過、法によって分離した4つの溶出ピークを、そ

れぞれSDS-PAGE法で分析し、比較した結果をFig.

6に示した。第 lピーク画分では、屠殺直後肉および凍

結貯蔵肉共にパラトロポミオシンに相当する32，000ダル

トン成分のバンドが多くを占めた。さらに屠殺直後肉で

は74，000ダルトン以上の高分子量成分が明瞭に認められ

たが、凍結貯蔵肉では認めにくかった。第2ピークでは、

32，000ダルトンのバンドが屠殺直後肉ではわずかである

のに対し、凍結貯蔵肉では明瞭に認められ、また64，000

および74，000ダルトン以上のバンドが多量に存在した。

第3ピーク画分では屠殺直後肉および凍結貯蔵肉共にア

クチンに相当する42.000ダルトンのバンドが認められ、

また第4ピーク画分では両者に20，000ダルトン以下のバ

ンドが混在しており、屠殺直後肉と凍結貯蔵肉間にそれ

ほど顕著な差は認められなかった。

MHC-

M1234M1234  
(A) (B) 

Fig.6. SDS-PAGE pattern of Sephadex G-200 

gel filtration fractions. 

Each 2励ngof (NH4) 2S04 fractions from 

fresh porcine muscle (A) and frozen por嶋

cine muscle (B) was applied to a column 

of Sephadex G-~削 in the same condition 

as expressed in Fig. 5. (M) Myofi brils 

(1)peak 1 ; (2)peak 2 ; (3)peak 3 ; (4)peak 4. 

N.考 察

熟成中の食肉の軟化に伴うサルコメアの長さの復元は、

生体時の弛緩とは全く異なる機構によって引き起こされ、

アクチンとミオシン問の硬直結合が脆弱化するために細

いフィラメントと太いフィラメントの聞に位置のずれが

生じて起こる20.22)。このアクチン・ミオシン間結合の

脆弱化は筋原線維タンパク質であるパラトロポミオシン

によって引き起こされるが、これまでにその物理化学的

諸性質問、機能20.22)および筋原線維内の局在5)が明

らかにされている。

パラトロポミオシンは通常屠殺直後の家畜の骨格筋か

ら調製されるが、豚、牛等の大型家畜の場合試料入手に

制約を受ける。もし凍結貯蔵肉を解凍し、それを材料と

して随時パラトロポミオシンを精製できれば大変便利で

あるが、状態の異なる凍結貯蔵肉と屠殺直後肉からのパ

ラトロポミオシンの精製状態およびその機能の相違は不

明である。これらの点を明らかにするために、屠殺直後

肉と凍結貯蔵肉のそれぞれからパラトロポミオシンを調

製し、パラトロポミオシンの収量や活性の相違点につい

て比較検討した。

屠殺直後肉と凍結貯蔵肉から精製されたパラトロポミ

オシンはSDS-PAGEでは共にトロポミオシンの α成分

に相当する単一バンドとして泳動され (Fig.2)、兎お

よび鶏の骨格筋から精製したパラトロポミオシン19) と

同じだ、った。しかし、兎および鶏のパラトロポミオシンの

分子量は34，000であるのに対し、豚の場合は共に32，000

と推定され、異なる結果となった。これは今回分子量推

定のために使用した標準タンパク質の違いによるものと

考えられる。アクチンとミオシン間結合を阻害するパラ

トロポミオシンの活性は合成アクトミオシンの超沈澱の

透明化期間を延長する作用で測定したO 屠殺直後肉と凍

結貯蔵肉のいずれのパラトロポミオシンも透明化期間を

延長し (Fig.3)、アクチンとミオシン聞の結合を阻害

した。その効果は屠殺直後肉では2.8倍、凍結貯蔵肉で

は2.6倍とほぼ同じだったが、兎での4.4倍19) よりは少

なかった。豚のパラトロポミオシンの活性が兎に比較し

て本来低いのか、または実験条件の違いによるのかは明

らかではないが、今後同一条件下で豚と兎のパラトロポ

ミオシンの活性を測定する必要があろう。いずれにして

も屠殺直後肉と凍結貯蔵肉のそれぞれから精製したパラ

トロポミオシンは、 SDS-PAGEと活性測定の結果より

同一であると考えられるが、正確な同定にはアミノ酸組

成などの物理化学的諸性質や免疫学的な異向性を調べる
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必要があろう。

今回パラトロポミオシンは屠殺直後肉の 1kgから4.1 

噌精製されたが、凍結貯蔵肉からは2.1棺しか精製され

ず、屠殺車後肉での収最の51.2%にとどまった (Table

1)。兎骨格筋では筋原線維100gから22昭のパラトロポ

ミオシンが精製されている19)が、この差異が畜種の違

いによるものか、または従来の精製法が豚骨格筋のパラ

トロポミオシンに適さないのかは不明である。しかし、

兎ではパラトロポミオシン調製法の改良により、収量が

従来の約4情に改善されており8)、豚骨格筋でも調製法

の改良により収量の増加が期待される。

凍結貯蔵肉のパラトロポミオシン収量の低下は、 Ca-

抽出物とSephadexG・200によるゲル鴻過画分の鋼製段

階に原因があると考えられた (Table1 )。屠殺直後肉

と凍結貯蔵肉聞のCa-抽出物の抽出率の違いを調べるた

めに、筋原線維をCa-溶液に約20棺/meの濃度で懸濁し、

一定時間経過毎に抽出率を測定し、比較した (Fig.4)。

パラトロポミオシンの精製に使用される 1mM  Ca2+溶

液による72時間後における抽出率は、屠殺直後肉では筋

原線維濃度の17.2%、凍結貯蔵肉では13.2%であり、屠

殺直後肉の75.2%の回収量しかなかった。パラトロポミ

オシンは、死後筋肉の筋紫中でlO-.Mに増加したCa2+

により生体時の局在位置である筋原棉維のA帯の両端部

から遊離し、細いフィラメント上のアクチンと不可逆的

に結合することが示されている 5)また屠殺直後肉と

凍結貯蔵肉ではCa-抽出物の成分組成にわずかだが差が

ある (Fig.1) ことから、死後一定時間経過した凍結

貯蔵肉からのCa-抽出物置の減少は、アクチンと不可逆

的に結合したパラトロポミオシンの抽出性の低下だけで

なく、 Ca・溶液による他のタンパク質成分の抽出性に変

化が生じたためと考えられる。

凍結貯蔵肉のパラトロポミオシン収量低下のもう lつ

の原因と考えられるゲル漉過の調製段階について調べた。

それぞれ250棺の硫安分画蘭分をゲル鴻過すると、屠殺

直後肉と凍結貯蔵肉共に4つのピークに分離され (Fig.

5 )、パラトロポミオシンの存在する第 lピークのタン

パク質量は、屠殺車後肉では79.3昭、凍結貯蔵肉では屠

殺直後肉の73.8%に相当する58.5昭だ‘った。第1ピーク

のSDS-PAGE像では屠殺直後肉と凍結貯蔵肉共にパラ

トロポミオシンに相当する32.000ダルトンの成分が多く

を占めたが、屠殺直後肉に顕著に認められた74，000ダル

トン以上の高分子量成分は凍結貯蔵肉にはわずか (Fig.

6 )で、このことがゲル鴻過におけるパラトロポミオシ

ン収量低下の原困と考えられた。すなわちパラトロポミ

オシンは生体時には筋原線維のA帯の両端部で他の高分

子量タンパク質、おそらくコネクチン11) と複合体をつ

くって局在しており 5)、屠殺車後肉ではこれがCa2+に

より抽出され、さらにゲル油過により第1ピークに分離

されるものと考えられる。しかし凍結貯蔵肉では死後時

間の経過に伴いパラトロポミオシンがA帯の両端部から

遊離し、またコネクチン自体も変化して 5)高分子量の

複合体が低分子化する、あるいは複合体を形成できなく

なることにより、第 1ピークに合まれるパラトロポミオ

シンの置が減少したことが考えられる。また凍結貯蔵肉

では第2ピークに32，000ダルトン成分のバンドが屠殺直

後肉に比べて顕著に認められる (Fig. 6) ことから、

高分子置の複合体を形成できないパラトロポミオシンが

第2ピークに分離された19) ものと考えられる。屠殺直

後肉に対する凍結貯蔵肉のタンパク質量の割合がゲル鴻

過段階の50.4%から精製後の51.2%に上昇した (Table

1)のは、第 1ピークに含まれるパラトロポミオシン以

外のタンパク質成分が属殺直後肉に多く、精製後にそれ

らが除かれたためだろう。

以上のように屠殺直後肉と凍結貯蔵肉のいずれからで

もパラトロポミオシンの精拠は可能であり、精製された

パラトロポミオシンのアクチン・ミオシン問結合の阻害

機能もまた屠殺車後肉と凍結貯蔵肉でほぼ同じである。

しかし凍結貯蔵肉からのパラトロポミオシンの収量は属

殺直後肉の収量の51.2%にとどまった。これらのことは

凍結貯蔵肉からパラトロポミオシンを随時精製できるこ

とを示しており、収量が低下する欠点はあるが、凍結貯

蔵肉は屠殺直後肉と同様、パラトロポミオシンの欄製材

料として使用できると結論される。

V.要 約

豚の屠殺直後肉および凍結貯蔵肉からパラトロポミオ

シンの調製を行った。筋肉拭料1kgから精製されるパラ

トロポミオシン最は、屠殺直後肉では4.1mg、凍結貯臓

肉では2.1mgで屠殺直後肉の収量の51.2%だった。凍結

貯蔵肉での収量低下は、 Ca-抽出物と SephadexG-

200によるゲル浦過画分の調製段階で認められた。 SDS-

PAGEによると、両パラトロポミオシンは共に32，000

の分子量を持つ単一バンドとして泳動され、 トロポミオ

シンの α成分と対応していた。アクチン・ミオシン問結

合の阻害活性を調べた結果、屠殺直後肉と凍結貯蔵肉の

パラトロポミオシンは、合成アクトミオシンの超沈澱の

透明化期間を、対照のそれに比べてそれぞれ2.8倍と2.6

倍に延長した。
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これらの結果から屠殺直後肉および凍結貯蔵肉から精

製されたパラトロポミオシンは同ーであり、収量が減少

する欠点を除けば、凍結貯蔵肉をパラトロポミオシン精

製の材料として使用できることを示した。
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