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緒 論

　魚類のタソパクについては数多く報告があるが，その

うち魚類の品質1）および種族の生化学的判別2）また水産

食品の鑑定3）等に魚肉タソパクを利用した報告がある．

関4）は魚肉タソパクを尿素抽出によりSDS電気泳動を

行って種別判別の利用の報告を行っている．しかし冷凍

魚のドリップのタソパクについての報告はないようであ

る．著者は先にゲル炉過とゲル電気泳動5）について報告

した今回はSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動を行

い含有タソパクを明らかにしたい目的で実験を行い結果

を得たので報告する．

実験方法

　1，　試料および試料調製

　冷凍魚のエボダイ，オヒョウ，銀ダラ，サケ，マグロ，

ムキカレイ，メルルーサ，ワカサギ等のドリップは室温

（18℃）で自然解凍しドリップを得た．粘度，濃度が魚

種によって異るので，エボダイ，オヒョウ・メルルーサ・

ワカサギ，銀ダラ，マグロは10～100倍に希釈し，サケ

は100～150倍にムキカレイは40倍に希釈して3000回転で

10分間遠心分離し，その上澄液を試料液とした・

　2．SDSポリアクリルアミド電気泳動

　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動は関6）の方法に

より行った．すなわち次の通りである．

　1）　保存溶液の調製

　保存溶液1：22．2％アクリルアミド（モノマ）－0．6％

BIS冷暗所に保存する．

　保存溶液1［：0．5Mリソ酸ナトリウム緩衝液（PH　7・2）

　保存溶液皿：10％SDS

　保存溶液］V：50％グリセリソー2％SDS－0．02　Mリソ

食品学研究室

　酸ナトリウム緩衝液（PH　7．2）　11を2　ml，皿1を10　ml，

　グリセリソを25gに水を加えて全量を50　mlとする．

　保存溶液V：0．05％BPB

　2）　ゲルの調製

　10％アクリルアミド・0．1％SDSゲルを調製した．順

序は図1の通りである．全量30　mlをつくる割合は容量

100　mlの炉過ビソに過硫酸アソモニウム，22．　5　mg，

H20，10．2　ml，保存溶液113．5　ml・保存溶液1［6・Oml

以上を加えて良く擁拝混合する．（多量にゲルを調製し

たい場合は，このままの混合割合で全量を増加させる．）

炉過ビソの口をゴム栓で閉じで脱気する，次に氷中で冷

却し，TEMEDをO・　045　ml加え混合し1ガラスカラム

に分注する（カラム上端は1．5cm残す）次にこの上に

水5mmの高さに重層する．

　3）　試料泳動液の調製

　1により得た試料液に保存溶液Nと等量に混合し，2

メルカプトエタノールを終濃度が1～5％になるように

加えたのち，室温に一夜放置する．これを試料泳動溶液

とする．

　4）泳動

　まず0．1％SDS－0．1Mリソ酸ナトリウム緩衝液を調

製する．保存溶液1［を100mZと保存溶液皿を5・mtこ

れを加え全量500　mlとする．カラム泳動装置にセット

する．ゲル上の水を除き，保存溶液V（BPB）を2μZ入

れ試料溶液をゲル上に静かに入れ泳動用緩衝液を重層す

る．図1の通り上を陰極に下を陽極にして泳動開始する．

電流はカラム当り8mAを流す．12本カラムなら8×12

＝96mAが流れるようにセットする．（ゲルカラム用ガ

ラス管は内径5mm，長さ10・cm．12本を使用した．）

　5）染色および脱色

　染色液は0．12％コマジーブリリアソトブルー－50％メ

タノール，9．2％酢酸を用いる，ゲルを染色液中に入れ

（91）
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最低2時間または一夜染色する，

　脱色は脱色液（50％メタノール・7．5％酢酸）に入れ，

8～10時間室温に放置したのち，7％酢酸にとりかえさ

らに半日程放置する．脱色の終ったゲルは7％酢酸中に

入れ保存する．

　6）相対易動度の測定と分子量の検定

　相対易動度は次のように計算する．

　　相対易動度＝タンパ之質△どドの移動距離（mm）
　　　　　　　　　　　BPBの移動距離（mm）

それぞれ分子量既知のタンパク質の相対易動度を計算す

　分注　　放置

操作方法の概略

→

泳動

る．横軸に相対易動度を，縦軸にLog（分子量）をとっ

て検量線を求める．この検量線を基にして試料のタンパ

ク質の分子量を推定する．

実験および結果

　1．検量線作製

　ミオクロビン，キモトリプシノーゲソ，アルドラーゼ，

卵白アルブミソ，カタラーゼをSDSボリアクリルアミ

ドゲル電気泳動を行って検量線を作製した．表1．図2

の通りである，

表1　タソパク質のSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

　　　　　　　　　相対易動度（Rf）

タンパク質 分子量×10－4 109（分子量×
10『4） Rf

ミオクロビン 1．7 0．230 0．72

キモトリプシノーゲン 2．57 0．410 0．56

アルドラー・ゼ 4．0 0．630 0．37

卵白アルブミン 4．3 O．633 O．36

カタラーゼ 6．0 0．778 0．22

（92）
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　2．冷凍魚ドリップのSDSポリアクリルアミドゲル　　ワカサギ，マグロ，ムキカレイの冷凍魚のドリップを

電気泳動　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った結果は

　エボタイ，オヒョウ，銀ダラ，サケ，メルルーサー，　　表2（1－8）写真1，図3の通りである．

　　　表2　ドリップのSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動および検量線より求めたタソパク質の分子量
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　　これらを検量線より魚類に含まれる蛋白質を推定した

結果は図3（1～8）の通りである．全ての魚種にミオ

シン，アクチソ，アクトミオシンと推定できる蛋白質が

みられた．　（・ページ参照）
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考 察

　10％のゲルではタソパク質の分子量15000～70000の範

囲が適当である．魚肉中に含まれるタソパク質は表3の

通りである．実験結果はこれらより推定したものである．

また関はアクトミオシソをゲル炉過とSDSポリアクリ

ルアミド電気泳動で行ったものによるとゲル炉過では一

つのピークにあらはれ，SDSではいくつかに分離移動

されていて，易動度の高いものはLight　chain低いもの

をheary　chainとしている，今回行った実験結果は相対

易動度から分子量を求め推定したものであるが，先の報

告ではゲル炉過では二つのピーク平板ゲル電気泳動では

分離がされず不明であったがSDSのこの実験では良く

分離され既知の魚肉タソパクから推定することができた．

しかしこれはドリップ中のタソパクである．ドリップ中

にはこれらのタソパクが存在することが解ったが，魚肉

中のタソパクの冷凍による変化については更に追究の必

要がある．

表3　魚肉タソパク質の分子量

　　　　　　42万

　カツナ　　　　48万

　heavy　chain　20万

　Light　chain　2万

　コイ背筋

Light　chain　2．5万1．75万1．6万

要 約

　1．　冷凍魚のドリップをSDSポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動を行った．

　2．　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動は関伸夫2）

の方法に順じて行った．

　3。　ゲル濃度は10％で行った，ドリップ中のタンパク

は良く分離された，魚肉中のタンパクはこのゲル濃度が

適当である分子量15000～70000である．

　4．　ミナシソのheary　chainsミオシソの1ight　chains

がアクチン，アクトミオシソ等のバソドがみられた．

　5．　泳動は魚種によって異っているが梢同じパターソ

である．冷凍による影響はあると思われるが今回の実験

では解らなかった．

　この実験は53年度栄養学専攻卒の藤田幸子，市川陽子

の両氏の卒業論文として共に行ったものでここに記して

両氏に感謝いたします．また御助言をいただきました当

研究室の吉野梅夫教授にここに同時に記して御礼申し上

げます．
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7万
4．2万
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魚

5．　29万

6．8万

トロポニソ

アクトミオシソ

イ
メ

魚
コ
サ

3万
2．1万　1．9万

5．8万

400～6000万

ミオゲソ 8～10万
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