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食肉に閏する

助成研究調査成果報告書

財団法人

伊藤記念財団

｜’

VOL.26





｢伊藤記念財団」設立趣意書

私，伊藤傳三は，昭和3年食肉加工業を創業して以来五十有余年の永きにわた

り食肉加工品の製造販売に従事して参ったところであります。

この間，昭和47年からは日本ハム・ソーセージエ業協同組合理事長，社団法人

日本食肉加工協会理事長，加えて，ハンバーグ・ハンバーガー協会理事長等の重

責を担わせていただく等，業界団体の役員を勤めさせていただいてきたところで

あります。

こうした中で昭和55年，はからずも勲二等瑞宝章受章という身にあまる栄誉に

浴したのでありますが，受章に際し私自身の過ぎ来し方を振り返り，食肉及び食

肉加工業界の行く末に思いを致し，2つの事柄を決意致しました。

第1は，食肉加工団体の指導体制の若返りであり，

第2は，食肉加工業の基礎的研究の充実であります。

諸情勢が激しく変わりつつある中で食肉加工業界をさらに大きく発展させるに

は，新しいリーダーの登場が望ましいことは論をまちません。また，食肉加工品

については，これまでも日本独自の技術開発は行われてきましたものの，いずれ

も企業内技術であると言っても過言でなく，大学等における基礎的研究の不足が

将来の日本の食肉加工業の発展を遅らせるおそれがあり，この現状を打破する必

要があると考えたところであります。

以上のような基本的考えの下に私は，食肉関係団体等の役員を辞すると共に，

食肉及び食肉加工に関する基礎的かつ広汎な研究を行い，あるいは助長するため

の財団の設立を発起するものであります。

昭和56年6月

伊藤傳
一
一
一設立発起人

© The Ito Foundation



PhilosophyBehindtheEstablishmentof

theltoFoundation

Approximatelyhalfofacenturyhaspassedsincelestablishedameat

packingcorporationforcommercialproductsinl928.Whileinvolvedinthis

business,Ihavehadoccasiontoserveaschairmanoftheboardsoftrustees

ofseveralorganizationsrelatedtothemeatindustry,suchastheHam-

SausagelndustrialAssociationofJapaninl972,theMeatPackinglndustrial

AssociationofJapan,andtheHamburg-HamburgerAssociationofJapan.

1n1980,unexpectedly,IwashighlyhonoredtoreceivetheOrderofthe

SacredTreasure,GoldandSilverStarfromtheemperorinacknowledge-

mentofmycontributionstothemeatindustryandimprovedhumannutrition

duringmycareer.Thisillustriousawardprovidedastrongimpetusformeto

actonmylong-standingconcernforthefutureofmeatpackingindustries.

Mycommitmenttotheestablishmentofanewresearchfoundationforthe

promotionofmeatsciencewasbasedontwofundamentalphilosophies:first,

leadershipoftheAssociationoftheMeatPackinglndustryshouldbetrans-

ferredtopeoplewithnovelideasand,second,anadvancedsystemforbasic

researchshouldbeestablishedinmeatindustries.Clearly｡freshleadershipis

neededinchangingsituationsforintensivedevelopmentinthemeatpacking

industry.Althoughsometechnicalproductdevelopmentshavebeenachieved

incertainindividualcorporations,thelackofbasicresearchinmeatscience

atuniversitiesandotherresearchorganizationscertainlywillimpedefuture

developmentofJapanesemeatpackingindustries.Itisurgenttoendthestag-

nationinthemeatindustrythroughresearchsupport.

Onthebasisofthesephilosophies,Imyselfwillresignfromanyofficial

Dositionsinmeat-relatedassociationsandwillestablishanewresearch

foundationtosupportandpromotebasicandappliedresearchinmeat

sclence･

Denzolto,Founder

Junel981

© The Ito Foundation



事業のあらまし

（目的）

本財団は，食肉に関する研究及び調査を行い，もって畜産業及び食品産業の振

興と国民食生活の安定に資することを目的とする。

（事業）

本財団は，上述の目的を達成するため，次の事業を行う。

（1）食肉の生産，処理，加工等に関する基礎的研究及び調査。

（2）食肉の生産，処理，加工等に関する研究又は調査を行う大学等の研究機関

に対する助成。

（3）食肉の生産，処理，加工等に関する情報の普及及び広報。

(事業実績）

回年 度 研究調査助成 研究調査委託
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当伊藤記念財団は，伊藤ハム株式会社の創業者故伊藤傳三による巻頭の「設立

趣意書」に掲げた趣意をもって，昭和56年7月3日に農林水産大臣から設立を許

可されました財団法人であり，事業の内容は，「事業のあらまし」にあるとおり

であります。

© The Ito Foundation



おかげ様で当財団は去る7月3日をもちまして，創立27周年を迎えましたが，

この間，次第に研究調査助成事業の存在が畜産関係の方々の間に浸透いたし，事

業内容も逐次充実して参りつつあります。

これは，ひとえに農林水産省並びに関係各位のご指導ご鞭燵の賜と深く感謝申

し上げるとともに，今後とも，食肉加工等の基礎的研究の充実を希う創設者の意

志にそって，益々食肉産業ひいては畜産業の振興及び国民食生活の安定のために

役立つべく，更に努力を重ねて参りたいと存じております。

本書は，第26回（平成19年度）助成事業における12件の研究調査助成対象研究

者の皆様からいただいた研究成果報告をとりまとめたものでありますが，以上の

目的にしたがって，食肉産業の基礎的研究等に携わる諸氏の研究の一助ともなれ

ば幸甚でございます。

平成20年12月

理事長伊藤研一

DearSir:

Iamverypleasedtosendyouandyourorganizationacomplimentary

copyoftheresearchreportsoftheltoFoundation.Thisresearchfoundation

wasfoundedbvthelateMr・Denzoltotoadvanceresearchinmeatscience.

Theresearchreportsarepublishedannually.Unfortunately,thearticlesare

largelyinJapanease;however,inthefuturewehopetocontributetothe

internationaldevelopmentofmeatscience.Anyconstructivesuggestionsor

critiOuesfromothersinvolvedinmeat-relatedresearchwouldbeaccepted

gratefully.

YouwillfindoutphilosophybehindtheestabliShmentofTheltoFounda-

tiondescribedbyMr.Denzolto,intheresearchreportofTheltoFoundation,

Vol.26enclosedhere.Weappreciateanyinterestyoumayhaveinourresearch

efforts.

Sincerelyyours,

Dec､2008

Kenichilto

Thechiefdirector

TheltoFoundation
，△ 毎

彪ﾙし

© The Ito Foundation
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ブタ軟骨コラーゲンの経口摂取が成長期マウスの骨成長に及ぼす影斡

ブタ軟骨コラーゲンの経口摂取が

成長期マウスの骨成長に及ぼす影響

EffectsofOralAdministrationofPorcineCartilageCollagen

onGrowingMouseBoneFormation

1

福永重治．＊関口健

(北海道大学大学院農学研究院，＊伊滕ライフサイエンス株式会社）

ShigeharuFukunagaand*TakeshiSekiguchi

(GraduateSchoolofAgriculture,HokkaidoUniversityandItoLifeSciencslnc.)

Weinvestigatedtheeffectofdietarycartilagederivedcollagentomousebone

formation.Mouseweredividedintotwogroupsandonewascontrolgroupthatgiven

basaldiet(AIN-93G).Experimentalgroupwasgivencartilagederivedcollagen
containingdietinwhich50%protein(asnitrogencontentbase)replacedbythatcollagen.
From3to19weeksold,micewerekilledbiweeklyandmorphology,physicalproperty

andcompositionoffemorawereanalyzed.Morphologically,therewasnodifference
betweentwogroups,butbonestrengthwastendtohigherinexperimentalgroupthan

control.Althoughtherewerenodifferencesinwater,proteinandcalciumcontentof

femorabetweentwogroups,collagencontentandproportionofcollagenintotalprotein
werehigherinexperimentalgroupthancontrol.Theseresultssuggestthatoral

administrationofcartilagecollagenincreasecollagensynthesisandaccumulationinbone,
thenincreasebonestrengththanthoseofcontrol.Inaddition,cartilagecollagenhavea

possibilityasafunctionalfoodstuff.

1．目的

骨は関節軟骨を介して連結することで骨格系を

構成し支持組織としての機能を果たしている。一

部を除き骨の初期形成とその後の量的増大におい

ては，骨組織内の骨端部分で一旦軟骨が形成され

た後に，石灰化した骨へと置換される。このとき

主要な構成成分も大きく変化しており，軟骨では

Ⅱ型コラーゲンとプロテオグリカンからなるが，

骨ではI型コラーゲンと石灰化による多量のカル

シウムとリンが沈着している。生体のボディサイ

ズが大きくなるには，必然的に骨サイズも増加す

ることになるが，先行して軟骨も形成されること

となる。体成長の著しい若齢期から，適切な栄養

成分を摂取することで骨密度・骨塩量を増加させ，

いわゆるしっかりした骨を形成させることは，骨

粗潅症等の加齢に伴う老化変成のリスクを低減さ

せることが知られている。カルシウムやI型コ

ラーケンにはこのような栄養学的効果があると報

告されている。一方軟骨構成成分であるI1型コ

ラーケンやプロテオグリカンを経口摂取すること

で，関節リウマチ等の疾患において症状を改善す

ることが報告されている!)。骨の形成機序を考え

れば，軟骨成分の経口摂取は関節軟骨だけではな

く，骨へと置換される骨端軟骨へも影響を及ぼし

ていることが考えられる。

© The Ito Foundation



2 食肉に関する助成研究調査成果報告書

そこで本研究は，軟骨由来コラーケンの経口投

与が，成長期の骨形成に及ぼす影響を検討するこ

とを目的とした。

2 ．方法

離乳直後の3週齢ICR系マウスを購入し，成長

期であり体成長および骨形成の盛んな時期から実

験を開始する。マウスを2群に分け，対照群には

標準飼料(AIN-93G)を自由摂取させた。実験群

にはブタ軟骨より粗精製したコラーケンを飼料に

添加し，自由摂取させた。軟骨由来コラーケンの

飼料への添加量はAIN-93Gにおけるタンパク質含

量のうち，窒素換算で50％を粗精製コラーケンに

置換した。

実験開始後は体重を経時的に測定し，増体量の

比較からコラーゲン添加群で，体成長へ負の影響

がないかを検討した。飼料摂取開始後から1週間

おきに19週齢までマウスをと殺し，後肢両側の大

腿骨をサンプリングした。採取した大腿骨の重量

とサイズを測定後，以下の形態観察および生化学

的分析に供した。

2.1形態観察

実験開始時の3週齢と中間の11週齢，実験終了

時の19週齢で，各群のマウスをと殺し，アリザリ

ンレッドとアルシアンブルーを用いた骨・軟骨二

重染色法2）により全身骨格標本を作製した。

各サンプリング時点で採取した大腿骨は，0．5

MEDTAによる脱灰後，凍結切片を作成しHE染

色と主要な骨構成成分に特異的な抗体を利用した

間接蛍光抗体染色を行った。また，脱灰後，細胞

消化法3)による走査型電子顕微鏡用試料を作製し

コラーケン線維の状態を観察した。

2．2骨強度測定

採取した大腿骨の湿重量を測定した後,Bolle

StrengthTester(TK-252C,室町機械）による3

点曲げ試験を行い，破断強度を測定した。試験後

の骨は次項の生化学的分析に供した。

2．3生化学的分析

破断試験後の骨を凍結乾燥し乾燥重量を測定後，

6N塩酸中で110℃,24時間の加水分解を行った。

ロータリーエバポレーターを用いて塩酸を除去後，

加水分解物を超純水に再溶解しOCPC法によりカ

ルシウム量を，ニンヒドリン法により総タンパク

質量を，そしてBergmanとLoxleyの方法4)により

ヒドロキシプロリン量を測定した。コラーゲン含

量はヒドロキシプロリン量に係数7.52を乗じて算

出した。

3．結果と考察

体重は両群ともに13週齢まで緩やかに増加し，

7週齢以降は実験群で対照群よりもやや高い傾向

を示した(Fig.1)。一方，骨重量は7週齢まで急

激に増加し，以降はほぼ一定の値となった

(Fig.1)｡両群間に差は認められなかった。骨重

量の増加は体重の増加に先行しており，成長期に

はまず骨格系の形成が行われていることが示され

た。また，飼料は自由摂取としており採食量は測

定していないが，実験群で多い傾向にあった。採

食量の測定も含めた，栄養学的な検討も今後の検

討課題といえる。

全身骨格標本では骨が赤染，軟骨が青染された

が，両群間に明確な相違は認められなかった（図

示せず)｡大腿骨横断面のHE染色像でも皮質骨の

厚みや染色強度等には差が認められなかった｡骨

の主要構成成分であるI型コラーゲンの抗体染色

像でも皮質骨が強染されたが群間に差は認められ

なかった。また，細胞消化法によるSEM像でも，

コラーゲン線維の配向に差異は認められなかった

(図示せず)｡いずれの形態像からも両群間に差は

認められず，軟骨コラーケンの摂取は骨の主要な

構造には影響を及ぼしてはいないものと考えられ
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によって，強度に変化が起るものと考えられる。

この間，体重は緩やかに増加しており，支持組織

として機能するためにも強度の増加は必要なもの

と考えられる。両群を比較すると，7週齢までは

差はほとんど認められなかったが,9週齢以降，

有為差は無いものの実験群が対照群よりも高い値

を示した。形態観察では差異はみられなかったが，

構成成分・組成の変化が骨強度に反映されたもの

た。本実験では主として脱灰後の形態像の観察を

行ったが，未脱灰標本での軟X線像等が得られれ

ば骨密度の算出が可能となり，より詳細な解析を

行うことができると考えられる。

骨強度は9週齢まで急激に増加し，その後は

徐々 に増加した(Fig.2)。骨重量の増加が止まっ

た後も骨強度は増加しており，成長期にはまず骨

サイズの獲得が起り，その後，内部構造の変化等
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と考えられた。

骨の組成変化では，成長に伴い水分が減少し，

逆にカルシウムは成長に伴い増加していた

(Fig.3)。ウシ，ウマやブタでも，成長に伴い同様

の成分変化が起ることが知られており，マウスに

おいても正常成長時には他の動物種と同じ変化を

することが示された。カルシウム量の増加は骨無

機質の主成分であるヒドロキシアパタイト量の増

加と捉えることができ，骨強度の上昇に反映され

ているものと考えられる。また，タンパク質含量

は骨強度の変化と同様に，9週齢までは増加し以

後はほぼ一定の値となった。ヒドロキシアパタイ

トが沈着する足場となるタンパク質も量的に増加

し，骨強度の上昇に寄与していると考えられる。

しかし，両群間で水分，カルシウムそしてタンパ

ク質含量に明瞭な差異は認められなかった。

一方，骨中のコラーケン含量は，実験期間を通

してほぼ一定であり，顕著な変化は認められなか

った。また，タンパク質に占めるコラーゲンの割

合は，実験開始時の3週齢では約50％であったも

のが，実験終了時には55～60％となり漸増傾向に

あった(Fig.4)。両群間で比較すると，有為差は

無いもののコラーゲン含量，タンパク質中のコ

ラーケンの割合ともに，実験群で高い傾向を示し

ていた，綴密骨ではコラーゲン線維が構造的主体

となり，線維間隙にヒドロキシアパタイトが沈着

するが，実験群における骨強度の増加傾向は，タ

ンパク質中に占めるコラーゲンの割合が高いこと

を反映したものと考えられる。軟骨コラーゲンの

摂取がコラーゲンの合成／蓄積に影響を及ぼし，

コラーゲン量と骨強度の増加させたものと推察さ

れるが，代謝試験等によるより詳細な検討が必要

であろう。また，コラーケン分子間の架橋分析を

行うことで，量的変化だけではなく，質的変化も

把握していく必要があると考えられる。

今後は，飼料組成の検討や消化／代謝試験，あ

るいは細胞培養実験を組み合わせることで，摂取

した軟骨コラーケンが骨形成にどのような影響を

与えているかを，より詳細に解析することが出来

ると考えられる。
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中コラーケン量を増加させ，その結果骨強度を増

加させるものと推察された。
4．要約

成長期マウスにおける骨成長にブタ軟骨コラー

ケンの経口摂取が及ぼす影響について，大腿骨の

形態強度そして組成の変化から検討した。飼料

中タンパク質の50%をブタ軟骨由来コラーゲンに

置き換えた飼料を16週間摂取させた後，大腿骨を

採取し形態観察，骨強度測定，組成分析を行った。

両群間で形態学的な差異は認められなかったが，

骨強度は軟骨コラーゲン摂取群が高い値を示した。

また，骨構成成分のうち，水分，カルシウムとタ

ンパク質含量は，両群間に差異はなかったが，コ

ラーゲン含量とタンパク質中でコラーゲンの占め

る割合は，コラーケン摂取群で高い傾向を示した。

機序は不明であるが軟骨コラーゲンの摂取は，骨
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食肉製品による認知能改善メカニズムの解明：亜鉛の効果

MechanisticStudyonlmprovementsofCognitiveFunction

bvMeatProducts:EffectofZinc

横井克彦 鈴木由美

（聖徳大学大学院）

KatsuhikoYokoiandYumiSuzuki

(SeitokuUniversitvGraduateSchool)

Ironandzincdeficienciesareleadingglobalnutritionalproblemsthatmightaffect

neuropsychologicalperformanceThedepressedstudentlearningperformanceassessed

byOECDgaveastrongimpacttooursociety.Inthepreviousstudy,wefound

significantimprovingeffectsofmeatproductsoncognitivefunctioninyoungwomen.
Wetestedthehypothesisthatzinc,whichisrichinmeatproducts,isbeneficialfor

cognitivefunctioninhumans.Toinvestigateamechanismofbeneficialeffectofmeat

productsoncognition,adouble-blindrandomizedcontrolledtrialofzincsupplementa-
tionwasperformed.Subjectswere36womenagedl8to28・Theinterventionconsisted

ofl2weekssupplementationofmultiplevitaminsalone(MV)orMVplus6mgzincas
zincgluconate(MV+Zn).CognitiveperfOrmancesweremeasuredusingKyoto
UniversityNX15-IntelligenceTest(NX15-)beforeandafterinterventions・Consumption
ofMV+Znsignificantlyimprovedverbalintelligenceincludingcomplexverbalreasoning
andprosememoryandrecall.Thefindingssuggestthatzincisbeneficialforimproving
cognitiveperformanceofwomenandthatapartofpromotiveeffectsofmeatproductsis
attributabletobioavailablezinccontainedintheproducts.Furtherinvestigationis
meededtodeterminethefeasibilityofimprovingcognitivefunctionbymeatproductsin
thesocietv.

1 ．目的
有効であるだけでなく，亜鉛もその改善効果に関

与することを示唆する結果を得た7)。今年度は．

昨年度の研究を継続し，食肉製品に多く含まれる

亜鉛の摂取によって認知能がどのように回復する

のか検討し，食肉製品の認知能改善メカニズムの

解明を試みた。

IEA(国際教育到達度評価学会）のTIMSS(国

際数学・理科教育動向調査）とOECDのPISA(国

際的な生徒の学習到達度調査）によれば，我が国

の学生・生徒の学力低下は著しい!)。亜鉛と鉄は，

学習と意欲を司る大脳辺縁系機能に必須であり，

その欠乏によって動物では学習・記憶障害を起

す2)。昨年度までに，伊藤記念財団の研究助成を

受け，食肉製品摂取によって記憶を含む認知能が

改善されることを明らかにし3-6)，食肉中の鉄が

2． 方法

2．1群の割付

被験者は,18から28歳の女性であり，コント

ロール群(MValone),亜鉛サプリメント群
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TablelCompositionofSupplements

Multiplevitamin

(MV)

Multiplevitamin+Zinc

(MV+Zn)
Ingredienl

Zincgluconate,Znmg/capsule

VitaminA,IU/capsule

VitaminD,IU/capsule

VitaminB,,mg/capsule

VitaminB(i,mg/capsule

VitaminB2,mg/capsule

Niacin,mg/capsule

Folicacid,メ壇/capsule

VitaminB,2,"g/capsule

０
０
４
６
５
５
町
２

０
卯
５
０
Ｑ
Ｑ
６
Ｋ
ｌ

ｊ
ｎ
０
４
６
５
５
㈹
２

ｔ
Ⅸ
５
１
０
０
６
１
１

(MV+Zn)に無作為に割り付けた。以下に示す事

前事後の心理検査を実施した被験者は各コント

ロール群18名，亜鉛サプリメント群18名であった。

2．2事前検査

被験者が研究に応募後，サプリメントを与える

前に，下記に示す心理検査を実施した。早朝空腹

時に採血し，ヘモグロビン濃度，平均赤血球体積

(MCV),血清鉄濃度，血清フェリチン濃度，血漿

亜鉛濃度等を測定した。

2．3サプリメントの摂取

コントロール群には，ビタミンサプリメント

(multiplevitamins;MV),亜鉛サプリメント群に

は，亜鉛サプリメント(Zn+MV)を与えた。な

お，サプリメントは外形を同じくし，二重盲検法

を適用した。また,1日にlカプセルを時間を指

定せず摂取させた。コントロール群，亜鉛サプリ

メント群ともにビタミン欠乏の影響を除くため，

Tablelに示すように，投与したサプリメントは

すべて各種ビタミンを同量ずつ含んでいる。なお，

亜鉛サプリメントは，各種ビタミンに加えてグル

コン酸亜鉛として亜鉛を元素量で6mgを含んで

いる。

2．4事後検査

サブ°リメントを継続摂取させ,12週間以降に心

理検査を実施した。早朝空腹時に採血し，事前検

査と同じ項目を測定した。

2．5心理検査の内容

心理検査として新訂京大NX15-知能検査

(KyotoUniversityNewNX15-IntelligenceTest,

大成出版牧野書房，神戸）を実施し，知能指数な

らびに各下位項目の結果を得た。NX15-の下位

項目は，1：類似反対語(Verbalsynonym/anto-

nym),2:重合板(Spatialrelationshipwith

overlappingbOards),3:計算法(Mathematics),

4：マトリックス(Complexverbalreasoningwith

wordmatrix),5:文章完成(Sentencecomple-

tion),6:日常記憶(Prosememoryandrecall),7:

折り紙パンチ(Spatialreasoningbyfbldedpaper

punching),8:符号交換(Mathematicalreasoning

witharithmeticsignexchange),9:図形分割

(Geometrywithfiguredivision),10:乱文構成

(Sentenceassembly),11:ソシオグラム(Spatial

reasoningusingsociogram),12:単語完成(Word

completion)である。

2．6統計処理

データはすべて平均値±標準偏差で示し，各群

における処置の前後の差は,Pairedttestで検定

した。危険率1%を有意とした。

3．結果と考察

被験者の特性はTable2に示した。年齢，身長，

体重,BMIに群間の差はなかった。また,Table

3に示すように，血清鉄，ヘモグロビン,MCV,

血清フェリチン濃度に処置による効果は認められ
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有意な効果が認められたものの,MV+Znではそ

の効果は認められなかった。

助成対象者である横井の共同研究者である

SandsteadとPenlandらが行った研究では，亜鉛サ

プリメントの投与が，中国人やメキシコ系アメリ

カ人児童の注意attentionや理由付けreasoningを

向上させた8-,)。今回の研究では，亜鉛サプリメ

ントの摂取によって血漿亜鉛が上昇する傾向があ

り，同時に文章の日常記憶が有意に改善していた．

前回食肉製品を用いて行った研究では，ビーフ

ジャーキー群の文章記憶は向上したが，鉄サプリ

メント群やコントロール群では，文章記憶は改善

せず7)，食肉中の認知能改善因子として亜鉛が重

要な役割を果たしていることが示唆された。申請

者が米国で行った研究では食肉の摂取が鉄・亜鉛

Table2CharacteristicsofSubjects

MV+ZinCMValoneIngredient
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２
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Age,years

Stature,cm

Bodyweight,kg

BM1,kg/m2

DataaI･eMean±SD

なかったが，血漿亜鉛濃度は亜鉛サプリメントの

投与によって増加する傾向があった(Fig.1)。

亜鉛サプリメント群では，京大NX15-知能検査

の各下位項目でpairedt検査を行った結果，

4：マトリックス(Complexverbalreasoningwith

wordmatrix)と6:日常記憶(Prosememoryand

recall)が有意に改善した(Table4)。一方,10:

乱文構成(Sentenceassembly)は,MV単独では
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Fig.1Effectofsupplementscontainingmultiplevitaminsalone(MValone)ormultipevitaminspluszinc

(MV+Zinc)onplasmazincconcentration

Table3BIoodchemistrybeforeandaftersupplementation

MValone(n=18)MV+Zinc(n=18)
Ingredient

BeforeAfterBefOreAfte'

SerumFe,"g/dL85.2±51．6

Hemoglobin,g/dL13.3±1．3

MCV,fL93.3士8.2

Serumferritin,ng/mL34.8±25．9
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Table4SubtestsofKyotoUniversityNewNX15-IntelligenceTestbeforeandafter

supplementations

MValone(n=18)MV+Zinc(n=18)
No

Before After Before After

１
２
３
４
５
６
７
８
９
ｍ
Ⅲ
吃

Verbalsvnonvm/antonvm

SDatialrelationshiDs

Mathematics

Complexverbalreasoning

Sentencecompletion

Prosememorvandrecall

Spatialreasoning
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Geometrv
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Spatialreasoningusingsociogran

Wordcompletion

１
０
１
２
０
１
５
６
５
３
６
８

２
１
１
１
３
２
１
１
２
１
１
４
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士
士
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６
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７
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５
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１

１
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５
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９

１
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８
９
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５
８
８
６
９
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１
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３
２
１
１
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士
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一
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一
十
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士
十
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士
士

２
４
８
４
１
４
１
４
４
５
４
７

６
５
１
４
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６
５
５
４
４
４
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１
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＊
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句
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Ｕ
戸
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〕
八
Ｏ
ｎ
ｊ

８
６
２
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１
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DataareMean±SD.*Significantlydifferentfromvaluesbeforesupplementation(P<0.01).

sDevelopedbyLaboratoryofEducationalPsychology,FacultyofLiterature,Kyoto

Universit，

栄養状態の低下に繋がっており10)，我が国におけ

る食肉摂取と認知能の関係を検討する必要性があ

る。

憶を有意に向上させた。これらの知見から，亜鉛

の摂取は女性の認知能を改善すること，ならびに，

食肉製品の改善効果は，食肉製品に含まれる利用

効率の高い亜鉛である程度説明できることが示唆

された。実社会における食肉摂取による認知能改

善の有効性を確定するため，さらなる研究が必要

である。

4．要約

亜鉛と鉄の欠乏は，ヒトの神経心理学的機能を

低下させる可能性が高い，世界的に重要な栄養学

的問題である｡OECDの調査で明らかになった学

生・生徒の学力低下は我々の社会に対して大きな

衝撃を与えた。前回の研究では，食肉製品の摂取

が若い女性の認知能を改善することを示唆する結

果を得た。食肉製品に豊富である亜鉛の摂取は認

知能改善に有効であると仮説を検討した。食肉製

品の認知能改善メカニズムを明らかにするため，

亜鉛サプリメントを用いた二重盲検無作為化比較

試験を実施した。被験者は，36名の18から22歳の

女性である。介入は12週間のマルチプルビタミン

(MV)単独あるいはグルコン酸亜鉛として6mg

の亜鉛とMVを含むサプリメントの摂取である。

介入前後に京大NX15-知能検査を用いて認知能

を計測した。MVと亜鉛の同時摂取は，言語性知

能下位検査項目，すなわちマトリックスと日常記
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動脈硬化予防能を有する機能性食肉の開発

DevelOpmentforFunctionalMeatwithanAbilitytoPreventArteriosclerosis

上曽山博 ・本田和久・元木徹・長谷川信

（神戸大学大学院農学研究科）

HiroshiKamisoyama,KazuhisaHonda,TohruMotokiandShinHasegawa

(GraduateSchoolofAgriculturalScience,KobeUniversity)

Todevelopafunctionalmeatwithanabilitytopreventarteriosclerosis,theeffectsof

beefethanolicextract-derivedfractions(anionexchanger-binding,cationexchanger-
bindingandionexchanger-non-bindingfraction)onbodyweight｡liverweight,muscle
weight,abdominaladiposetissueweightandhepatictriglyceridecontentinratwere

determined.Allfractionsdidnotinnuencebodyweight,feedintake,feedefficiency,

muscleweightandhepatictriglyceridecontentinrats.Cationexchanger-bindingfraction
significantlyincreasedliverweightandsignificantlydecreasedabdominaladiposetissue

weight.Theseresultssuggestthatoneofthebeefethanolicextract-derivedfraction,

cationexchanger-bindingfraction,containsanti-obesityfactors.

1.目的

高齢化社会を迎えつつある我が国では，極く近

い将来において介護医療に掛かる費用の急激な増

大が避け得ないことから，これを可能な限り抑制

することが社会的緊急課題となっている。ここで，

厚生労働省の調査に拠れば，介護医療が必要とな

る疾患の主要なものとして脳血管疾患，心疾患お

よび痴呆症があり，これらの全体に対する割合は

40％にも及ぶことが明らかとなっていることから，

これら疾患を引き起す主因とされている動脈硬化

を予防することが，上述の課題を解決するための

極めて有効な手段となり得る。この動脈硬化を引

き起す代表的な疾病として，高血圧，糖尿病およ

び高脂血症があり，これらの疾病は総て内臓脂肪

の増加により引き起され得ることが広く知られて

いる!)。このようなことから，我国においては，

内臓脂肪型肥満に高血糖，高血圧および脂質異常

の内の何れか二つが伴う状態すなわち，メタボ

リックシンドロームの改善が極めて重要な課題と

なりつつある2)O

ここで，申請者らは,種々の食品素材中の抗肥

満因子の検索に関する一連の研究（研究成果3～6)）

によって，脱脂牛肉画分は大豆タンパク質をも凌

ぐ、強力な抗肥満作用を示すが，牛肉に含まれる既

知の低分子成分（クレアチニン，カルニチン，ク

レアチン，カルノシンおよびアンセリン）の給与

は抗肥満作用を示さなかったことから，牛肉中に

未報告の抗肥満因子が存在する可能性が極めて高

いことを示唆した。

そこで，本研究では，動脈硬化予防能を有する

機能性食肉の開発を最終目的に，牛肉のエタノー

© The Ito Foundation
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(g/100gdiet)TablelCompositionofexperimentaldiets

(+)fraction (-)fraction (+/-)f'･actionControl

（
６
【
ｊ

獅
叱
一
一
唖
岬
恥
郵
２
岬
鴫
姉
皿
岬

叩
一
一
一
咽
”
唖
翅
２
嘩
鴫
畑
卿
皿

９２ 20.98

1.10

0．30

0．96

0．35

52，1

2

14．5

1．5

6．05

0．20

0．012

”
｜
一
理
卿
似
暉
郵
２
蝉
賜
恥
唖
皿

６２Casein

Cationfraction｣)

Anionfraction2)

Non-bindingfraction3)
DL-Methionine

L-Arginine

GIvcine

Glucose

Sovberanoil

Cellulose

Vitaminmixture')

Mineralmixture5)

Choline-HCI

BHT

')Cationexchaner-bindingfraction

2)Anionexchaner-bindingfraction

3)Ionexchanger-non-bindingfraction

')mgperkgdiet:thiamine-HC16.0;ribonavin9.0;niacin50.0;Ca-D-pantothenate20.0;pyridoxine-HCl

8.0;biotinO.3;folicacid2.0;menadionesodiumbisulfte2.0;inositoll,000;vitaminB,220ﾒ2g;vitamin

Apalmitate25.000USPunits;vitaminD:;1．2001CU;d-q-tocopherylacetatel7.61U.

5)gperkgdiet:CaCO319.1;Ca(HQPOI)2･2H2021,15;K2HPO211.2;NaCl6.0;MgCO32.08;FeSOiO.2;

ZnCO30．18;CuSO1･5H200.51;MnSO!･H200．51;KIO.04;NaMoO4.2H200.0025

ル抽出画分をイオン交換クロマトグラフィーを用

いて細分画した画分をラットに給与して，体重，

飼料摂取量，肝臓重量，筋肉重量，内臓脂肪組織

重量および肝臓トリグリセリド含量に及ぼす影響

を調べた。

くなるようにl区8頭ずつ，4区に分けた。陰イ

オン交換樹脂吸着画分，陽イオン交換樹脂吸着画

分および非吸着画分を添加した，カゼインを唯一

のタンパク質源とする試験飼料(CP18.0%,ME

285kcal/1009,Tablel)を21日間給与後，断頭

と殺した。また，肝臓内臓（腎周囲，精巣上体

および腸間膜）脂肪組織およびヒラメ筋を摘出し，

それぞれ重量を測定後，肝臓を液体窒素で凍結し，

分析に供するまで-80℃で保存した。肝臓トリグ

リセリド含量は,Folchらｱ)の方法による肝臓から

の総脂質抽出液を，トリグリセライドE-テスト

ワコー（和光純薬工業株式会社）で測定した。得

られた結果については分散分析により解析し，各

区の平均値間の有意差検定はStudent'sのt-testに

よって行った(StatView,SASInstitute,1998)。

2．材料および方法

5週齢のSprague-Dawleyラット〔日本チャール

ス・リバー（株)〕雄を，ステンレス製5室ケージ

(KN-615,夏目製作所）に収容し，室温25±2℃，

明期2：45～14：45，飼料および水は自由摂取の

条件下で7日間飼育した。この順応期間中は市販

飼料[MF,CP18.0%,ME295kcal/100g,オリエ

ンタル酵母工業（株)〕を給与した。牛肉エタノー

ル 抽出画分を陰イオン交換樹脂(DEAE

Sephacel)或いは陽イオン交換樹脂(CM

SepharoseCL-6B)を用いて，陰イオン交換樹脂吸

着画分，陽イオン交換樹脂吸着画分および非吸着

画分を調製した。8日後，各区の平均体重が等し

3．結果および考察

ラットへの牛肉のエタノール抽出画分の細分画

画分（陰イオン交換樹脂吸着画分，陽イオン交換

© The Ito Foundation
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樹脂吸着画分および非吸着画分）の給与が，体重

飼料摂取量肝臓重量，筋肉重量，内臓脂肪組織

重量および肝臓トリグリセリド含量に及ぼす影響

を調べた。

その結果，体重および飼料摂取量については，

細分画画分物給与による影響は認められなかった

(Fig.1,2)。肝臓重量は陽イオン交換樹脂吸着画

分の給与により有意(p<0.05)に増加した(Fig.

3）が，筋肉重量については，細分画画分物給与に

Control（+）fraction（-）fraction（+/-）
fraction

Fig､6Effectsoffractionsofbeefethanolicextracton

hepaticTGcontentofrat

よる影響は認められなかった(Fig.4)。また，内

臓脂肪組織重量は，陽イオン交換樹脂吸着画分給

与により有意(p<0.05)に減少した(Fig.5)。肝

臓トリグリセリド含量については，細分画画分物

給与による影響は認められなかった(Fig.6)。

これらの結果から，牛肉のエタノール抽出画分

の陽イオン交換樹脂吸着画分に抗肥満因子が存在

していることが示唆された。

今後，この抗肥満因子を分離・精製してその化

© The Ito Foundation
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学的構造を同定し，このことに基づき機能性食肉

を開発するためには，まず，牛肉エタノール抽出

画分の陽イオン交換樹脂吸着画分をHPLC等を用

いて更に細かく分画する必要があると考えられる

が，その分離・精製の過程において得られる極め

て数多くの画分から，ラットにおける内臓脂肪蓄

積抑制効果を指標に抗肥満因子を"〃〃0条件下で

検索することは極めて大きな困難が伴い，現実的

ではないと考えられる。それ故，牛肉エタノール

抽出画分の陽イオン交換樹脂吸着画分給与による

内臓脂肪蓄積抑制機構を明らかにし，その明らか

にされた機構（例えば，肝臓における脂肪酸酸化

促進）を元に伽〃"”の検索系（例えば，培養肝細

胞を用いて脂肪酸酸化酵素の遺伝子発現測定系）

を開発・活用することにより，牛肉中の抗肥満因

子を同定，延いては機能性食肉を開発することが

できると考えられた。

4．要約

本研究は，動脈硬化予防能を有する機能性食肉

の開発を最終目的として，牛肉のエタノール抽出

画分の細分画画分の抗肥満作用について明らかに

するべく，細分画画分（陰イオン交換樹脂吸着画

分，陽イオン交換樹脂吸着画分および非吸着画

分）の給与が体重，飼料摂取量，肝臓重量筋肉

重量，内臓脂肪組織重量および肝臓トリグリセリ

ド含量に及ぼす影響について調べた。その結果，

ラットへの陽イオン交換樹脂吸着画分の給与は，

内臓脂肪組織重量を有意に減少させた。これらの

結果から，牛肉のエタノール抽出画分の細分画画

分である陽イオン交換樹脂吸着画分中に抗肥満因

子が存在する可能性が高いことが示唆された。
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L-カルニチン摂取の癌性悪液質に及ぼす影響

EffectofL-carnitinelntakeonCancerousCachexia

福永健治・吉田宗弘・鶏関口健

(関西大学化学生命工学部，＊伊藤ライフサイエンス株式会社）

KenjiFukunaga,MunehiroYoshidaand*TakeshiSekiguchi

(FacultyofChemistry,MaterialsandBioengineering,KansaiUniversityand

*ItoLifeScienceslnc.)

Inourpreviousstudy,wedemonstratedthatL-carnitine(LC)coUldplayan
importantroleininhibitingtheincidenceofaberrantcryptfociinthecolonofmicewith
immuneactivationoranincreaseinantineoplasticcytokines.Theseobservationsindicate

forthefirsttimethatLCsuppressestheinitialstageofcolontumorigenesis.However,
cachexiainvolvesprogressivelossofadiposetissueandskeletalmusclemassandis
commoninanumberofend-stagediseases.Cachexiacausesweaknessandimmobility,

reducesthequalityoflife(QOL)ofthepatient,andeventuallyresultsindeath.Mostof
patientswithcancereasilydevelopatendencytoconsumeavegetabledietbasedon
incorrectdietaryinformationandtheintakeofmeatoftendecreases.Inthepresent
study,thereforeweusedamouseexperimentalmodelofthecachecticstateto
demonstrateimprovementofthephysiologicalandimmunestatusfollowing
administrationofLC.TheexperimentalgroupsdesignedfOrsp2tumorbearingBALB/c
nu/numiCewereadministeredLC;0(control),0.05%,0.25%and1.00%.Whensp2

tumor-bearingmicewereadministeredLC,improvementsoftheimmunestatus
demonstratedbyanincreasedThl/Th2ratioandinhibitionoftumorenhancement
wereconfirmed.LCadministrationfacilitatesenergyproductionsmoothlybypromoting

lipidmetabolisminthelivermitochondriainthecachecticstate,andtheimmunesystem
ispromoted.Furthermore,itisthoughtthattumorgrowthisinhibitedinadose-
dependentmanneranddietaryLChasbeenshowntobeeffectiveinpreventing
progressiveweightlossincachexia.TherefOre,itisthoughtthattheLCintakeby
patientswithcancerhasatumorinhibitoryeffectaswellaspromotingphysicalstrength
maintenanceandimmuneactivity.ToimproveQOLofthepatient,particularlythose
withterminalcancer,promotingLCintakeisexpectedtotheincreaseoftheeffectof
treatmentandintakeofLCshouldbeaddedasoneofthesupplementaltreatmentchoices.

1 ．目的

L-カルニチン(LC)は，体内で生合成されるほ

か，畜肉食品に豊富に含まれ，生体の脂質代謝に

関与するヒドロキシアミノ酸である。LCは，脂

肪酸をミトコンドリア内膜よりβ酸化が行われる

マトリックスへ運搬する働きを有することから，

脂肪燃焼効果が期待されている!)｡LCは，一般に

加齢とともに生合成される割合は低下することか

ら，食事による補給が望まれる，しかし，一方で

LCを豊富に含有する畜肉の摂取は同時に脂肪を

摂取することでもある2)。過体重，肥満状態の上
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トは，畜肉摂取を避ける傾向にあるため,LCの不

足も考えられる。また，高齢者では，嗜好性から

その十分量を食事から摂取することは難しく，メ

タボリックシンドロームの抑制，健康の維持・増

進の観点からも，畜肉の摂取はむしろ重要であるc

わが匡lにおける死因別死亡者数をみてみると，

悪性新生物（癌）が1位になって四半世紀以上が

経過し，毎年100万人以上が死亡している。欧米

先進諸国で多くみられる癌の発症要因のうち，重

要なものに脂肪摂取量がある。脂肪摂取量が過剰

な場合，疫学調査，動物実験実験においても発癌

の危険性が高まることが知られている3'｡LCを

適量摂取した場合，脂肪が積極的にエネルギー産

生に使われ，白色脂肪組織(WAT)が減少する。

その結果,WATから分泌される癌促進的に作用

するサイトカインの産生を抑制することで，癌抑

制的に作用することが予想される。一方，癌患者

はその末期においては，癌性悪液質とよばれる状

態に陥り，著しく生活の質(QOL)が低下するこ

とが知られている。癌患者の多くは，誤った情報

から菜食傾向になり易く，しばしば畜肉の摂取を

敬遠することがみられる。化学抗癌剤治療期間を

はじめ，癌患者が訴える倦怠感や体力低下に，体

内でのLC不足が考えられる。LCの補給によって

悪液質を改善することができれば,QOLの向上，

延命につながると考えられる。そこで本研究では，

悪液質状態におけるLCの栄養状態，免疫状態へ

の影響についてマウスを実験動物に用い，評価を

行った。

2．方法

本研究では，マウスに癌細胞を移植して癌末期

における癌性悪液質状態を作出した。マウスは，

癌細胞移植後の観察が容易なBALB/cnu/nuマウ

スを用いた。マウスに骨髄細胞腫瘍(SP2)を移

植して癌末期の悪液質状態に誘導した。対照群用

の餌料はAIN-93Gを基本とし，脂質原をコーン油

として脂質含量10%に改変して調製した。LC給

餌量は，これまでの動物実験の報告の多くで餌料

中含有量が0.1-0.5%(w/w)の範囲であることを

参考にして,0.05,0.25および1.0%(w/w)とな

るように調製した。マウス110匹を離乳直後から

対照群用餌料(AIN93G)で6週齢に達するまで

!＃||化飼育し，6週齢時点で全個体平均体重の0.5x

標準偏差の個体を選出した。マウスの右腰部に

SP2マウス骨髄腫細胞(2×106/0.1m//個体）を

マウス80匹に対して腫瘍を移植した。腫瘍移植後

7日経過時点で，移植細胞がマウスに定着してい

ることを確認し，腫瘍長径，短径をノギスで測定

し，ともに4mm以上ある個体60匹を選出した。

各群20匹とし，無作ために3群に分割した。試験

餌料給餌開始後28日まで体重，腫瘍重量の変化を

記録した。また，増殖抑制率を以下の式に従って

算出した。

腫瘍増殖抑制率(%)=100(1-L/C)

L:L-カルニチン給餌群平均腫瘍重量

C:対照群平均腫瘍重量

2.1血液生化学指標の測定

一般的な栄養状態を確認するため，解剖時に下

行静脈から採血し,2,500rpm,4℃,20minで遠心

分離し，血清を得た。血清は自動分析計に供し，

総タンパク質(Pro),総コレステロール(Chol),

中性脂肪(TG),ヘモグロビン(Hb)を定量した。

2．2肝臓脂質代謝関連酵素活性の測定

担癌状態における脂肪酸代謝は著しく変化する

ことが知られていることから，以下に示す肝臓に

おける脂質代謝関連酵素活性を測定した。カルニ

チンパルミトイルCoAトランスフェラーゼⅡ

(CPTH)4),は長鎖脂肪酸アシルCoAをミトコン

ドリア内に輸送するための律速段階酵素で，アシ

ルカルニチンからCoAへのアシル基転移を触媒す

る。脂肪酸合成酵素(FAS)5)は脂肪酸の合成に関
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Fig.1EffectofL-carnitineadministrationonthebodyweightofmyelomasp2bearingBalb/c/nu/numice

Dataaremeans±SD.Asterisksindicatesignificantdifferenceascomparedtocontrol*P<0.05.

わる律速段階酵素である。LC給餌によって脂肪

酸減少が予測されるので，合成活性が上がる可能

性があるため測定した。アシルCoAデヒドロケ

ナーゼ(ACD)6)はβ酸化における律速段階酵素で

ある。LC給餌によってミトコンドリア内に脂肪

酸輸送が行われ,ACD活性が上がっている可能

性があるため測定した。

2．3脾臓サイトカインの測定

サイトカインは，リンパ球より産生される低分

子量タンパク質で，細胞上のレセプターに作用す

ることによって細胞の増殖や分化アポトーシス

を誘導することから免疫状態を制御する重要な因

子である。本研究では，脾臓由来サイトカインと

してTNF-d,IFN-γおよびIL-4を市販の測定キッ

}(Endogenlnc,Woburn,MA,USA)を用いて

ELISA法にて測定した。

マウスの脾臓細胞をHanks液（大日本住友製

薬，大阪）で清浄し，細胞浮遊液を調製した。脾

細胞を3.0×10()個/mlになるように10%FCSを含

むRPMI1640培地で調整した。この細胞浮遊液

を96穴培養プレート(n=3)に分注後,37℃のCO2

インキユベータ内に72時間培養し，遠心後の培養

上清をサイトカイン測定に供した。

2．4統計処理

得られたデータは，平均値±標準偏差で表した。

有意差は,t-検定によって

評価しp<0.05以下を有意差ありとした。すべて

の演算はStatview5.0によって行った。

3．結果および考察

担癌状態のマウス飼育期間中における体重の変

化をFig.1に示した。14日以降LC1.00%群をのぞ

き体重の減少がみられた。LCは脂肪燃焼を促進

する作用を有するが，むしろ積極的に脂肪燃焼を

促進し，タンパク質の異化を抑制していることが

考えられる。また,LC給餌群における腫瘍体積

はControl群に対して増殖抑制されていた(Fig.2)｡

とくにLC1.00%群はContrOl群に対して飼育開始

14日の測定から有意な増殖抑制がみられた。

LC0.05%群およびLC0.25%群は有意な差はみられ

ないものの，増殖抑制されていた(Fig.3)。さら

に，解剖時における腫瘍を除いた体重はLCO.5%

群,LC1.00%群で有意な差が認められた(Fig.4)｡

担癌動物は癌性悪液質の影響により，著しい痩

せの結果，体力がかなり低下する。このような痩

せの冗進状態にあるときに脂肪燃焼効果のある

LC給餌を行うと，さらに痩せと腫瘍増殖が尤進

し体力が低下すると考えたが，実際は逆で体重を
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Tablelにまとめた。血清タンパク質はLC給餌群

において有意に減少抑制が認められた。血中

Chol値は高すぎると動脈硬化の原因となるが，

Cholは様々な生理機能を調節するステロイドホ

ルモンの前駆体であり，炎症反応やストレスに対

する抵抗力などに影響し,Cholが少な過ぎると，

血管が脆弱になり，免疫能の低下がみられる。本

結果では,LC給餌によって正常な値が維持され，

維持し腫瘍増殖を抑制していた。ヌードマウス

(BALB/cnu/nu)は脂肪がほとんどなく,LC給餌

で体脂肪が燃焼するとは考え難い。よって,LC

給餌によって体脂肪の燃焼が円滑になり，むしろ

先に起る筋肉の退縮あるいは糖原性アミノ酸の消

費を抑制しているためではないかと考える。

つぎに血清成分およびヘモグロビンHb濃度に

及ぼすLC給餌の影響を検討した。その結果を
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TablelEffectofL-carnitineadministrationonthesel･umconstltuent

andHbcontentofmyelomasp2bearingBalb/c/nu/numice.

SerumconstituentandHbcontent(mg/d/)

CholPro TG Hb
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0.25％
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免疫力を保ち，腫瘍抑制に影響していると考えら

れる。

担癌動物は癌性悪液質によって，高脂血症とな

ることが知られている。血清TG値測定の結果，

有意な差はみられないもののLC給餌量に比例し

て減少傾向にあった。つまり,LC給餌によって

脂質代謝に血中脂肪酸が積極的に利用され，エネ

ルギー産生を円滑にしていると考えられる。

Hbは赤血球に含まれ，組織に酸素を供給する

タンパク質である。今回の結果,LC給餌群にお

いてHbは減少は抑制されており，とくにLC1.00%

群においては有意差が認められた。つまり,LC

給餌群において組織に酸素供給が円滑に起ってい

たと考えられる。

肝臓における脂質代謝関連酵素活性に及ぼす

LC給餌の影響について検討した結果をTable2に

示した。脂肪酸は単独ではミトコンドリア内に入

り込むことが不可能であり,LCと結合すること
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'随ble2 対しすばやく反応し，非常に高濃度のサイトカイ

ンを産生することができる。サイトカインの産生

パターンからヘルパーTl(Thl)とヘルパーT2

(Th2)に分類することができ，異なる免疫反応を

制御している7)｡Thl細胞は炎症反応を制御する

IFN-7,TNF-aなどのサイトカインを産生する。

これに対し,Th2細胞はB細胞による抗体産生制

御に関するサイトカインIL-4などを産生する。こ

の二つの細胞集団は産生するサイトカインの違い

を反映して，免疫反応において異なる機能を有し，

相互のバランスにより感染防御や免疫性疾患を制

御している8)。本研究ではThl細胞から産生さ

れるIFN-γおよびTNF-aを腫瘍抑制の指標とし，

Th2から産生されるIL-4はThl細胞活性とTh2細

胞活性のバランスの指標とした。サイトカイン値

はばらつきが大きく有意差は確認できなかったが，

LC給餌群においてIFN-γは増加傾向にあり,IL-4

は減少傾向にあった。つまり,LC給餌によって

Thl細胞に活性が傾き，腫瘍抑制に貢献したので

はないかと考える。

EffectofL-carnitineadministrationonthelipid

metaboliSm-relatedellzymeactivityof

myelomasp2bearingBalb/c/nu/numice.

enzymeactivity(nmol/min/mgprotein)

ACDCPTH FAS
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士
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０

６
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７
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０
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＋
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士
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０
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４
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４
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Control

0.05％

0.25％

1.00%

Dataaremeans±SD.Asterisksindicatesignficant

differenceascomparedtocontrol｡P<0.05.

によってそれが可能になる｡CPTⅡは，脂肪酸を

ミトコンドリア内に運搬するための重要な酵素で

ある｡CPTⅡ活性はLC給餌量に比例して高く，

LC1.00%群においては有意差がみられた。また，

脂肪酸合成に重要な酵素であるFAS活性はすべ

ての群間において有意な差はみられなかった。そ

して，β酸化の律速段階酵素であるACD活性はLC

給餌量に比例して高く,LC1.00%群においては有

意差がみられた。以上より,LC給餌によって肝

臓における脂質代謝が冗進していると考えられる。

LC給餌によって，肝臓の脂質代謝が上がったた

め，血中のTG値も下がったと考えられる。

さらに，免疫において重要な働きをする脾臓サ

イトカイン量の測定結果をTable3に示した。

サイトカインは，リンパ球より産生される低分

子量タンパク質で，細胞上のレセプターに作用す

ることによって細胞の増殖や分化，アポトーシス

を誘導する。また，ヘルパーT細胞は抗原刺激に

1．要約

マウス末期癌モデルにLC給餌した場合，悪液

質の改善，腫瘍抑制が確認できた。LC給餌は悪

液質状態においても肝臓ミトコンドリアにおける

脂質代謝を兀進することによってエネルギー産生

を円滑にし，免疫力を高め，腫瘍抑制していると

Table3EffectofL-carnitineadministrationonthelienalcytokineofmyeloma

sp2bearingBalb/c/nu/numice.

cytokinecontents(pg/m/)

TNF-q IFN-7' IL-4

０
７
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３
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２
９
４
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１
１
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９
７
１
４

６
３
８
２

３
５
４
３

９
４
２
３

５
０
６
２

５
１
３
０

０
８
５
６

２
１
２
２

土
士
士
土

０
２
５
７

８
９
７
０

６
４
６
０

２
８
１
６

４
３
６
６

０
０
１
５

８
８
３
１

０
２
９
０

１
２
１
２

士
士
士
士

７
３
９
０

５
８
６
６

２
０
５
４

５
５
４
３

Control

0.05％

0.25%

1.00%

Dataaremeans±SD.Asterisksindicatesignficantdifferenceascomparedto

control*P<0.05.
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考えられる。従って，癌罹患者のLC摂取は体力

維持および免疫活性によって腫瘍抑制効果がある

と考えられる。とくに末期の癌患者のQOL向上，

治療効果の増大を期待するとき,LCの摂取を選

択肢の一つに加えることが望まれる。
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牛肉エキスに含まれる筋肥大因子に関する研究

SkeletalMuscleHypertrophicFactorsPresentintheBeefExtract

水野谷航・馬場研斗・辰巳隆一・池内義秀・＊関口健

（九州大学大学院農学研究院，＊伊藤ライフサイエンス株式会社）

WataruMizunoya,KentoBaba,RyuichiTatsumi,Yoshihidelkeuchiand

*TakeshiSekiguchi

(FacultyofAgriculture,KyushuUniversityand4ItoLifeScienceslnc.）

Wehadpreviouslyreportedthat6%beefextractsupplementtoratsforfourweeks
increasedmusclemass.Thegoalofthisresearchwastoelucidatethehypertrophic

componentpresentinbeefextraCtanditsmechanism,Westudiedthedirecteffectsof
beefextracttotheculturedmouseskeletalmuscleC2C12cellsineachstageofcell

proliferation,differentiationandmyotubegrowth.TreatmentofundifferentiatedC2C12
myoblastcellswithlO~3to1%ofbeefextractinducedasignificantincreaseincell

number・Fordifferentiationassay,C2C12myoblastcellstreatedwithlO~1to1%ofbeef
extractindifferentiationmediumshowedasignificantdecreaseincreatinekinase

activity.Then,treatmentofdifferentiatedC2C12myotubeswithbeefextractinduceda
significantincreaseinmyotubediameterandproteinsynthesismeasuredby[3H]leucine
incorporation.Finally,weshowedbywesternblottingthatbeefextractdidnotincrease
Aktphosphorylationlevelinmyotubes｡indicatingthatbeefextractmightincrease
myotubegrowthviaothersignalingpathways.Therefore,0urpresentresultsrevealed
thatthereis(are)someskeletalmusclehypertrophicfactor(s)inbeefextractandit
stimulatesmyoblastcellproliferationandmyotubegrowthinvivo.

1 ．目的
(サルコペニアを低減)するかが重要な課題となっ

ている。さらに，骨格筋は筋力を決定する組織で

あると同時に血糖や脂肪酸を取り込み消費する組

織でもあり，近年先進諸国で増加している肥満・

生活習慣病・メタボリックシンドロームなどの代

謝関連疾患の予防にとっても，骨格筋量の維持・

増加は非常に重要な課題となっている。

加齢に伴う筋萎縮機序も含め，筋線維の肥大・

増殖や筋力の増強機構は，いまだに十分に解明さ

れていない。これまでのところ，筋肥大を誘導す

るには筋力トレーニング，特にレジスタンス運動

骨格筋は，我々の運動機能を支える最も重要な

臓器である。骨格筋は，運動トレーニングにより

緩やかに肥大し，寝たきりや宇宙遊泳などの不活

動により速やかに萎縮する。加齢によっても骨格

筋量は減少する!)。加齢に伴う筋萎縮・筋力低下

は特にサルコペニア（筋肉減弱症）と呼ばれ，サ

ルコペニアが進行することで，転倒や骨折の危険

が増加し，結果として高齢者のQOL低下につなが

る。従って，いかに高齢者の筋力の低下を防止
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が最も有効であると言われている2,3)O運動との関

りは不明な点も多いが，いくつかのホルモン，成

長因子が筋肥大に関与していることが分かってい

る。タンパク同化ステロイド↓）や成長ホルモン5)，

インスリン様成長因子(IGF)-1@)が正の調節因子，

マイオスタチン7'が負の調節因子としてよく知ら

れている。これらの因子は，外因的な投与により

筋量を調節できることも分かっている。しかしな

がら，多くの場合，他の臓器への副作用（悪影響）

が観察される。我々が通常摂取する栄養成分によ

り副作用なく骨格筋の肥大を誘導することは可能

であろうか。

我々はこれまでに，牛肉加熱水溶性画分である

牛肉エキス（カルニッチ5，伊藤ライフサイエン

ス）を粉末飼料中に6％配合し，ラットへ4週間

給餌した結果，骨格筋重量が対照群に対し有意に

増加することを明らかにした8)oこの結果は，牛

肉エキスに筋肥大因子が含まれていることを示唆

している。そこで本研究では，牛肉エキスの筋肥

大効果が筋組織に直接的に作用して生じたのかを，

培養筋細胞株の増殖・分化速度，形態的観察およ

びタンパク質の合成能から評価することを目的と

した。具体的には筋芽細胞株(C2C12)の培養液

に牛肉エキスを様々な濃度で添加した後，筋芽細

胞の増殖速度，分化速度，分化後の筋管の直径を

測定するとともに，放射性同位体ラベルされたア

ミノ酸の筋管細胞への取込量からタンパク質合成

量を調べた。

2．材料および方法

2．1実験材料

(1)培養細胞

マウス由来筋芽細胞株C2C12を実験に用いた。

培養はコラーケンコー卜したプレートを用いて，

CO2インキユベーター内で37℃,5%CO2の条件下

で行った。

（2）細胞アッセイ用試薬

牛肉加熱抽出水溶性画分（牛肉エキス）とし

てカルニッチ5（伊藤ライフサイエンスより供与）

を用いた。各アッセイのポジティブコントロール

として,R3-インスリン様成長因子(IGF)-1

(Sigma)を用いた。

（3）培地

Dulbecco'sModifiedEagleMedia(DMEM,

Invitrogen)にNaHCO3(3.79//)を加えた。

DMEMにAA-mixとケンタマイシン(Gibco)を

終濃度各1.0％，0.5％で添加した。実験に応じ

DMEMに，ウシ胎児血清(FBS,BioSourcelnter-

national),ウマ血清(HS,Sigma),血清代替物

Knock-Outserumreplacemellt(KSR,Invitrogen)

を添加した。

（4）ウェスタンブロッティング用試薬

1次抗体は,rabbitanti-phospho-Akt(pSer'73,

Sigma),mousemonoclonalanti-Akt(Sigma),

2次抗体はビオチン化goatanti-rabbitlgG(Vec-

torBA-1000),rabbitanti-mouselgG(Vector，

BA-2000)を用いた。検出にはVECTASTAIN

EliteABCkit(Vector),ECLWesternBlotting

DetectionReagents(GEHealthcare)を用いた。

2．2細胞アツセイ

（1）細胞増殖アッセイ

96穴プレートにC2C12を3000cells/wellで播き，

10%FBS-DMEMで24時間培養しプレー1､に接

着させた。その後,0.1%KSR-DMEMを基本培地

とし，牛肉エキスを10-'0-1%添加した。培養72

時間後,DMEMとCellCountingKit-8(Dojindo.

CCK-8)を9:1に混合した試薬を各ウェル100

“ずつ添加し，インキュベーター内で2時間反応

させた。その後，プレートリーダーにて450nmの

吸光度を測定し，細胞数を算出した。

（2）分化誘導アッセイ

24穴プレートにC2C12を播き，サブコンフルエ
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ン卜になるまで10%FBS-DMEMで増殖させた後，

2%HS-DMEMを基本培地とし牛肉エキスを10~6

－1％添加した。培養72時間後,M-PER(Pierce)

にプロテアーゼインヒビターカクテルとホスファ

ターゼインヒビターカクテル(NacalaiTesque)

を100:2:1で加え細胞を溶解した(100βJ/well)。

関東化学のシカリキッドCKによる測定値と，

BCA法によって求めたタンパク質濃度から，ク

レアチンキナーゼ活性をunit/mgproteinで算出

した。

（3）筋管直径測定

24穴プレートにC2C12を播き，増殖および6日

間の分化誘導を行い筋管を形成させた後，2％

HS-DMEMを基本培地とし牛肉エキスを10-6

－1％添加した。培養72時間後，各ウェルで無作

為に筋管10本を写真に撮影し,ImageJ(NIH)

にて筋管の最も太い部位を直径として計測し，そ

の平均値をウェルの測定値とした。

（4）筋管タンパク質合成能測定

24穴プレートにC2C12を播き，増殖および6日

間の分化誘導を行い，筋管を形成させた後,[3H]

leucineを2"Ci/m/含むDMEMを基本培地とし牛

肉エキスを10-4-1%添加した。培養24時間後，

冷5%TCA溶液で酸可溶性画分を除去後，細胞

溶解液(0.3NNaOH,1%SDS)250〃/を加え，

30分間振とうした。細胞溶解液中の放射活性を，

液体シンチレーションカウンターにて測定した。

これをBCA法にて測定したタンパク濃度を基

に補正し,[:IH]leucine取込量(dpm/mgprotein)

を算出し，タンパク質合成能の指標とした。

2．3ウェスタンブロッテイング

24穴プレートにC2C12を播き，増殖および6H

間の分化誘導を行った。その後，牛肉エキスを

10-2%添加した2%HS-DMEMで15分間培養後，

細胞溶解液(M-PER,プロテアーゼインヒビター

カクテル，ホスファターゼインヒビターカクテル

を100:2:1で混合)250"にて細胞を溶解した。

細胞溶解液と2×サンプルバッファーを1:1で

混合後，湯浴中で3分間煮沸し,SDS-PAGEにて

分離したタンパク質を，ニトロセルロース膜に転

写した。転写膜をanti-phospho-Aktあるいはanti-

Akt,およびビオチン化2次抗体とベルオキシ

ダーゼ標識アビジンで処理した後,ECL検出試薬

を用いて免疫反応像をX線フイルムに出力した。

2．4統計処理

対照区と処理区の有意差検定（危険率5％）に

はStudent'st-testを用いた。値は3-4ウェルの

平均値±標準誤差で表した。

3．結果と考察

3.1細胞アッセイ

（1）細胞増殖アッセイ

牛肉エキスを10-3-1%の濃度で添加した処理

区では，無添加の対照区と比較して，細胞数の有

意な増加がみられた(Fig.1)｡このことから牛

肉エキスには筋芽細胞の増殖を促進する因子が含

まれることが示唆された。

（2）分化誘導アッセイ

筋管分化の指標であるクレアチンキナーゼ活性

は牛肉エキスを10-'-1%の濃度で添加した処理

区で無添加の対照区と比較して有意に低下した

(Fig.2)。従って，高濃度の牛肉エキスは筋管の

分化を阻害することが分かった。

（3）筋管直径

筋管糾|胞の直径を形態学的に解析した結果，牛

肉エキスを10-4-10-2%の濃度で添加した処理区

で，無添加の対照区と比較して，筋管直径の有意

な増加がみられた(Fig.3)。

（4）筋管タンパク質合成能測定

[3H]leucine取込量から算出した筋管のタンパ

ク質合成能は，牛肉エキスを10~3-10-2%の濃度

で添加した処理区で，無添加の対照区と比較して，
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Sub-confluentmyoblastcellswereincubatedin

thepresenceorabsenceofbeefextract(10-1;-1

%)or30ng/mノR3-insulin-likegrowthfactor

(IGF)-1for72h.CKactivitvwasanalvzedwith

CicaLiquidCKkit(KantoChemical).Valuesare

means±SEfor3wellsofeachtreatment.

*P<0.05,**P<0,01vs.CNT(control)group.

有意に増加した。一方,1%添加区では有意に低

下していた(Fig.4)。従って，牛肉エキスが筋管

のタンパク質合成促進作用を有すること，および

Beefextract(%)

Fig.3EffectofbeefextractonC2Cl2myotubediameter.

MvotubeswereincubatedintheDresenceor

absenceofbeefextract(10~6-1%)or30ng/m/R3-

insulin-likegrowthfactor(IGF)-1for72h.

DiametersweremeasuredwiththethickoflO

largemyotubesperwell.Valuesaremeans±SE

for3wellsofeachtreatment.*P<0.05,

**P<0.01VS･CNT(control)group.

1%以上の濃度ではタンパク質合成を阻害するこ

とが示唆された。また筋管直径の増加はタンパク

質合成の増加に起因することが示唆された。
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Fig.5Westernblotanalysisshowingtheeffectofbeef

extractonAktphosphorvlationlevel.Mvotubes

wereincubatedinthepresenceorabsenceofbeef

extract(10-2%)or30ng/mﾉR3-insulin-likegrowth

factor(IGF)-land/or10"MLY294002(LY)forl5

min.Datawerequantitatedbvdensitometrv・The

signalofp-AktwasnormalizedbytotalAktlevel.

LYisaspecifcinhibitorofPI3Kactivity.

3．2牛肉エキスがAktのリン酸化レベルに及

ぼす影響

Fig.5に，ウェスタンブロッテイングによるp-

Akt,Aktのバンドをデンシトグラム解析した結

果を示した。ポジティブコントロールであるIGF-

l添加区でp-Aktレベルが対照区と比べ約5倍

に増加しているのに対し，牛肉エキスを10-3%添

加した区では対照区と同レベルであった。

以上の結果から，牛肉エキスには筋芽細胞の増

殖促進作用と筋管の肥大作用（直径の増加作用）

および筋管のタンパク質合成促進作用があること

が明らかとなった。筋管のタンパク質合成促進作

用が観察された10-3-10-2%濃度では，筋管の分

化に対し促進的な作用はみられなかったことから，

筋管肥大作用およびタンパク質合成促進作用は，

周囲の単核細胞の融合によるものではないと推察

された。これらの結果を考慮すると，牛肉エキス

摂取によるラット骨格筋重量の増加は，筋芽細胞

の増殖促進作用および筋管タンパク質合成促進作

用に起因したと考えられた。つまり，筋芽細胞の

増殖促進は，活性化衛星細胞の増殖を，筋管細胞

の肥大は既存の筋線維一本一本の肥大を意味し，

これらの複合的な作用が，最終的な結果である生

体の筋肥大を誘導したと我々は考えている。

これまでの研究で，ラット成体において筋重量

の増加が観察されたことから，我々は筋管におけ

るタンパク質合成促進がより重要であると考え，

牛肉エキスによるタンパク質合成促進がどのよう

な経路を介して起っているのか検討した。IGF-

1やインスリンなどのシグナル経路である

PI3K/Akt経路について，牛肉エキスの影響を調
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べたところ,Aktのリン酸化は対照区と差がない

こ とが分かった。従って，牛肉エキスは

PI3K/Akt経路以外の経路で筋タンパク質の合成

を促進したと考えられた。今後はERKl/2経路の

関与を調べる予定である。

一方で1%濃度の牛肉エキスには筋管分化阻害

作用，タンパク質合成阻害作用がみられた。従っ

て，牛肉エキスには骨格筋肥大の促進因子と阻害

因子の両方が含まれていると考えられた。ただし，

これら阻害作用が観察された牛肉エキス濃度は

1%程度と非常に高濃度であったことから，牛肉

エキスを経口摂取する限りは，生体における影響

は，ほぼ無視できるのではないかと考えている。

牛肉エキスに含まれる筋肥大因子は，現在まで

明らかではない。牛肉自体が骨格筋組織であるた

め，筋に含まれる成長因子はその候補物質として

挙げられる。骨格筋が産生する代表的な筋肥大因

子としてはIGF-lが知られている。しかしながら

本実験の結果がIGF-lによるものではないことを

示す結果がいくつか得られている。まず，分化誘

導アッセイにおいてIGF-lは分化を促進したが，

牛肉エキスは促進しなかった(Fig.2)。また，

IGF-lはAktのリン酸化を誘導したが，牛肉エキ

スは誘導しなかった(Fig.5)。さらに牛肉エキス

と同時にIGF-lの中和抗体を添加しても，牛肉エ

キスの筋管肥大作用は阻害されないことが我々の

これまでの実験から明らかとなっている。近年，

分岐鎖アミノ酸のロイシンに筋タンパク合成促進

作用があることが明らかにされつつある。そこで

牛肉エキス中に含まれる遊離ロイシン濃度を解析

した。その結果タンパク質合成促進作用が見られ

た牛肉エキス10-2%にはロイシンが2.5"M含まれ

ていた。この濃度は，これまでの報告で示される

ロイシンの作用濃度0.1-2.0mM9~'!）より約50-

1000倍低い。従って，本研究の結果はロイシンの

作用ではないと考えられた。以上の点から，牛肉

エキスには未知の筋肥大因子が含まれていると予

想された。

4．要約

本研究では培養筋細胞の増殖・分化・成熟のス

テージごとに牛肉エキスの影響を検討した。牛肉

エキスの添加により増殖期の筋芽細胞で増殖が促

進された。しかし，分化誘導初期において筋管へ

の分化は促進されなかった。一方，筋管成熟期に

おけるタンパク質合成能の増加，および筋管直径

が増加した。これらの結果は，牛肉エキスには筋

細胞に直接的に作用する筋芽細胞増殖促進因子お

よび筋管タンパク質合成促進因子が含まれている

ことを示している。
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異常プリオン分解酵素(プリオナーゼ）

阻害剤の検索とソーセージ製造への応用

ScreeningofPrionase-inhibitoranditsApplicationtoSausageManufacture

岡 達 三 岡部正明

(鹿児島大学農学部）

TatsuzoOkaandMasaakiOkabe

(FacultyofAgriculture,KagoshimaUniversity)

Prionase-inhibitingproteinwasisolatedfromgarlic.N-terminalaminoacidresidues

ofthisproteinwasGNILMNDEGLYAGQSL,whichshowedthesimilaritytothelectin.
ThemolecularweightandN-terminalaminoacidresiduesofthelectinisolatedfrom

garlicwassamewiththoseoftheinhibitor.Thelectincross-reactedwithantibody
againsttheinhibitorandthelectininhibitedtheactivityofPrionase.Theseresults

suggestthatthePrionase-inhibitorislectin.

l.目的

わが国において海綿状脳症(BSE)に罹患した

牛が平成20年1月までに34頭確認されており，

BSEをはじめとするプリオン病発症機序の解明お

よび治療・予防法の開発は重要課題である。一方，

我々は，ラット肝臓から進化的に高度に保存され

た新規なタンパク質を世界に先駆けて発見し，こ

れをPSPと名付けた｣)｡PSPの立体構造は2個の

αヘリックスと6個のβシートからなり，異常プリ

オンタンパク質とαヘリックスおよびβシートの

配置を含め極めて類似した立体構造を示した2)。

また,ProteinaseKや熱に対する耐性も異常プリ

オンタンパク質と同様の性質を示したことから，

PSPは異常プリオンタンパク質のモデルとなり

得るとの着想に至った。PSPを基質として異常

プリオンタンパク質を分解する酵素をスクリーニ

ングした結果，ある種の放線菌が分泌する酵素

(プリオナーゼ)が異常プリオンタンパク質を分解

することを明らかにした:{)。

一方，ソーセージの皮は天然ケーシングとして

羊腸から生成される。EUでは実験的にBSEが羊

へ感染し得ることが確認されている↓)。仮に自然

界でBSE罹患羊が確認された場合，食の安全に深

刻な影響を与えることになる5)。本研究では，既

にプリオナーゼの性質を明らかにするとともに，

本酵素を天然ケーシング加工過程に導入し，天然

ケーシングの異常プリオンタンパク質からの浄化

を試みてきた。スクレイピー由来の異常プリオン

タンパク質を混在させたモデルケーシングをプリ

オナーゼで処理すると，わずか15分で羊腸から異

常プリオンタンパク質を検出限界以下にまで浄化

できることを明らかにした。また，プリオナーゼ

は羊腸の異常プリオンタンパク質を浄化できるだ

けでなく，羊腸をコラーケンのみの理想的なケー

シングに仕上げる酵素であることが明らかにされ
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た。過去にオーストラリアで同様の酵素が見い出

され，ソーセージの製造過程に応用されたが，酵

素の活性があまりに強力であったため，加工の過

程でケーシングが破損したという経緯が報告され

ている。そこで，プリオナーゼに対する阻害剤を

安全な食品素材より検索したところ，ニンニクよ

りプリオナーゼ阻害活性を有する分子量約12

kDaのタンパク質が見い出された。この阻害タ

ンパク質は100℃で20分間加熱してもその阻害活

性が保たれており，耐熱性を有することが明らか

にされた。本研究では，本阻害タンパク質の性質

について検討した。

2．方法

2.1豚肝臓PSPの精製および検出

豚肝臓を2倍量の0.25Msucrose(50mMTris-

HClbufferpH7.4,25mMKCl,10mMMgCl2)

でホモゲナイズ，ミトコンドリア上渭(PMS)を

得た｡PMSに60%過塩素酸を最終濃度5%にな

るように加えて撹枠し，再び10,000×gで10分間

遠心した。得られた上清にトリクロロ酢酸を最終

濃度25％になるように加え，遠心によって沈殿を

回収した。沈殿を冷アセトンによって3回洗浄し

た後乾燥した。乾燥した沈殿を0．9％酢酸に溶解

した後0.1Msodiumphosphatebuffer,pH7.3に

て一晩透析した。更に透析したタンパク質画分を

30～50%硫安分画した。沈殿を0.1Msodium

phosphatebuffer,pH7.3に溶解した後，同じ

bufferで透析した。透析後，サンプルをCM-

sephadexC-25にアプライし，素通り画分に精製

PSPが得られた。最後に，得られたPSPはウエス

タンブロッテイングによって確認した。すなわち

タンパク質画分をSDS-PAGE後，ゲル上のタンパ

ク質をニトロセルロース膜に転写し，抗PL-PSP

抗体を用いてPSPの検出を行った。

2．2プリオナーゼの精製

培地を10,000×gで30分間遠心後，上清を50%

硫安によって分画した｡10,000×gで15分間遠心

し得られた沈殿を25m/のbufferA(20mMace-

tatebuffercontaining2mMcalciumacetate,

pH6.0)で溶解した後，同じbufferで一晩透析した。

透析後,bufferAで平衡化したCMSephadexC-50

カラムにアプライし0.5MNaClを含む緩衝液で溶

出した。溶出したサンフ°ルをSephadexG-50カラ

ムにアプライし，得られた画分を精製酵素とした。

2．3ニンニク中プリオナーゼ阻害画分の抽出

皮を取り除いたニンニク球根を5倍量の0.05％

L-アスコルビン酸含有50mMTris-HCI(pH7.6)

でホモジナイズし,14,000×gで20分間遠心した。

上清を80%硫安分画し,14,000×gで20分間遠心

した。得られた上清を50mMTris-HCl(pH7.6)に

再溶解し，一晩透析した後14000×gで20分間遠

心して得られた上清をサンプルとした。この上清

を100℃で20分間加熱し,14,000×gで20分間遠

心して上清を得，これを加熱サンプルとした。

3．結果と考察

3.1プリオナーゼ阻害タンパク質の部分アミ

ノ酸配列

ニンニクの加熱サンフ°ルをNative-PAGEによ

って分離し，精製タンパク質を得た。精製タンパ

ク質のN末端アミノ酸配列をアミノ酸シーケン

サーにより解析した結果,GNILMNDEGLYAGQ-

SLを示した。更にデータベースにより詳細に比

較した結果，植物由来レクチンと極めて高い相同

性を示した(Tablel)。

3．2プリオナーゼ阻害タンパク質の抗体作製

精製サンプルを抗原として用い，抗プリオナー

ゼ阻害タンパク質抗体を作製した。免疫動物には

ウサギを用い，2週間おきに3回感作を行った。

最後の感作より1週間後に採血を行い，抗血清を

得た。ウエスタンブロッティング法により本阻害
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結果，抗血清は阻害タンパもRNILTNGEGLYAGQSLという

Fig.2

タンパク質の検出した結果，抗血清は阻害タンパもRNILTNGEGLYAGQSLという極めて類似した

ク質を特異的に認識した(Fig.1)。更にプリオ配列を示した(Tablel)。プリオナーゼ阻害タン

ナーゼ阻害活性に及ぼす抗血清の効果を検討したパク質に対する抗血清はニンニク由来のレクチン

結果，抗血清によりプリオナーゼ阻害活性は抑制を認識し，ニンニク由来のレクチンはプリオナー

された(Fig.2)。ゼ活性を阻害した(Fig.4,5)。これらの結果は，

3．3レクチン抽出法によるプリオナーゼ阻害プリオナーゼ阻害タンパク質がレクチンであるこ

タンパク質の抽出とを示唆し て い る 。

プリオナーゼ阻害タンパク質は，ホモロジー検3．4ニンニクにおけるプリオナーゼ阻害タン

索によりレクチンである可能性が示されている。バク質発現部位の確認

そこで,Yagi〃αﾉの方法6)に従ってニンニクよりニンニクの各組織におけるプリオナーゼ阻害タ

抽出したレクチンと本阻害タンパク質の分子量おンパク質の発現部位について検討した。ニンニク

よびN末端アミノ酸配列を比較した(Fig.3)。その根，球根中心部，球根外円部，茎ならびに葉に

の結果，｜可様の分子量を示し，また,N末端配列ついて検討した結果，球根外円部に最も高濃度の
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プリオナーゼ阻害タンパク質が存在することが明

らかにされた。また，球根中心部にはわずかであ

るがプリオナーゼ阻害タンパク質が検出された。

他の組織については検出限界以下であった

(Fig.6)。

4．要約

異常プリオン分解酵素プリオナーゼの活性を阻

害するタンパク質をニンニクより見い出し，その

性質を検討した。N末端アミノ酸配列はGNILM-

NDEGLYAGQSLであり，レクチンと高い相同性

を示した。ニンニクよりレクチン画分を抽出し，

プリオナーゼ阻害タンパク質と性質を比較した結

PsP" 鋤 蝉

■■■

ﾖ

i

l
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Fig､5Lect

ase ＋ ‐＋＋
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!LectinextractedbythemethodofYagi〃αﾉ．

(1996).:Prionaseinhibit()r.
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Fig.6DistributionofPrionase-inhibitorinthetissuesof

garlic.

果，分子量,N末端アミノ酸配列ともに極めて類

似した結果を示した。また，う°リオナーゼ阻害タ

ンパク質に対する抗体はニンニク由来のレクチン

を認識し，ニンニク由来のレクチンはプリオナー

ゼの活性を阻害した。これらの結果は，プリオ

ナーゼ阻害タンパク質がレクチンであることを示

唆している。ニンニク中におけるプリオナーゼ阻

害タンパク質の分布を検討した結果，球根の外円

部に特異的に存在することが明らかにされた。
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食肉タンパク質のS-ニトロシル化と

量的変化に及ぼす発色剤の影響について

EffectsofCuringAgentsonS-nitrosylationandtheAmountofMeatProteins

若松純一

(北海道大学農学研究院）

Jun-ichiWakamatsu

(HokkaidoUniversity,ResearchFacultyofAgriculture)

WeexaminedwhetherthecuringagentaffectsS-nitrosylationofmeatproteinand
thequantitativechangeinmeatproteinsaftercuring.ThedegreeofS-nitrosylationin
meatproteinswasdifferentamongproteins・S-nitrosylatedproteinsweredetectedin
controlandtherewasnodifferencebetweentheamountofS-nitrosylatedproteinin
controlandintheotherthreeexperimentalgroupsinadditionofcuringagents.There
tendedtobefewS-nitrosylatedproteinsin"ie〃"γ"eg""andhighmolecularS-
nitrosylatedproteinwereexistedintheexperimentalgroupsaddednitrate(""畑彪g"",･
""γ"c&〃"7meg"")．Theamountsoffifteenproteinsweresignificantlychangedafter
curingwithdifferentcuringagents.Nitritecontributedtothechangeintheamountof

proteinaftercuringmorethannitrate.Allfifteenspotsinｵﾙe〃"”彫＆〃""reg""swere
changedmorethanlO%ascomparedtothecontrol.Sincenoneoftheproteinspotwas
identified,furtherexaminationwillbeneeded.

1．目的
ど，一酸化窒素は生体における重要な生理機能を

有することが明らかになっている。また，一酸化

窒素がタンパク質のチオール基と結合してS-ニト

ロソチオール(S-NO)を形成し，このS-ニトロシ

ル化は可逆的かつ特異的な翻訳後修飾として，代

謝や細胞骨格，シグナリングなどに関る因子を調

節することも知られている。

これらのことから，食肉製品においても塩漬時

に発生した一酸化窒素は，ミオグロビンと結合す

るだけでなく，他の多くの物質と結合すると考え

られる。さらに，一酸化窒素は金属高親和性を有

し，いくつかの金属酵素を阻害することやアポ

トーシスとも関連すること(Kim,Zamora,

PetroskoandBilliar;2001)2)が知られている。こ

食肉製品の加工において，発色剤は色調の改善

だけでなく，風味の醸成，不快臭の矯臭作用，ボ

ツリヌス菌の生育阻害など多彩な機能を有してい

る。発色剤として硝石や亜硝酸塩が一般的に使用

され，塩漬中に発生した一酸化窒素がミオグロビ

ン（ヘム）と結合して，安定な鮮赤色のニトロシ

ルミオグロビンが形成される（阿久澤，坂田，島

崎服部；2005)｣)。一方，一酸化窒素はフリーラ

ジカルであると同時に，酸化や還元を受け易く，

さらに反応性に富むことが知られており，近年で

は，血管の拡張作用やマクロファージのバクテリ

ア殺傷能，脳内神経細胞における神経伝達作用な
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のため，塩漬中のタンパク質の分解様相なども，

発色剤の有無や種類により異なることも推測され

る。死後の軟化に及ぼす各種酵素に，と畜前に放

出された一酸化窒素が影響を及ぼすという報告が

あるものの(Warner,Dunshea,Ponnampalam,and

Cottrell;2005)4),塩漬中に発生した一酸化窒素に

関する報告は一切ない。また，タンパク質以外の

ニトロシル化物も，食肉製品における発色剤の

様々な効能の原因と考えられるが，ほとんど特定

されていない。発色剤への硝石の使用は，塩漬期

間（加工期間）の延長と残存亜硝酸根の制御問題

の観点から，食肉加工業においては敬遠されてい

るが，塩漬フレーバーの醸成のためには硝石は不

可欠であると主張する技術者もいる。しかしなが

ら，その原因についても科学的には解明されてい

ないし，塩漬剤の種類による塩漬後の食肉タンパ

ク質の変化についても不明のままである。さらに

はミオグロビン以外のニトロシル化物質の同定は，

亜硝酸の有害性のみが取りざたされる現状を打開

し，食肉製品への発色剤の必要性の説明の一端を

担えるかもしれない。

そこで本研究では,Biotin-switch法を用いて異

なる塩漬剤で塩漬した後にS-ニトロシル化したタ

ンパク質について比較検討することと，さらには

発色剤の有無および異なる塩漬剤により塩漬した

食肉タンパク質の量的変化を蛍光標識二次元デイ

ファレンスケル電気泳動(2D-DIGE)により明ら

かにすることにより，塩漬剤の種類により，食肉

タンパク質はどのような影響を受けているのか検

討した。

2．方法

脂肪組織と結合組織を切除した豚胸最長筋

(ロース芯）を約3cm角に切り，食塩2.5%と発色

剤（硝石0．1%のみ（硝石区),亜硝酸塩0．01%のみ

(亜硝酸塩区)，ならびに硝石0.1%および亜硝酸塩

0.01%(硝石＆亜硝酸塩区))を加えてよく混合し

た。対照区は食塩のみにて塩漬した。塩漬剤とよ

く混合した後，酸素不透過袋に入れて真空包装し，

4℃で4日間（約96時間）塩漬した。塩漬した豚

肉をミンチし,100mgをテフロンホモジナイザー

に量り取り,1mﾉのサンプル溶解液(30mMトリス，

7M尿素,2Mチオ尿素,1%CHAPS,1%NP-

40,1%DTT)を加えて，タンパク質を溶解した。

超遠心分離(50,000rpm,30分間,4℃）を行い，

得られた上清を2-DClean-upkit(GEへルスケア

バイオサイエンス）を用いて脱塩したものをサン

プルとした。

S-ニトロシル化タンパク質の検出は,S-

NitrosylProteinDetectionAssayKit(Cayman

Chemical)を用いて行った。S-ニトロシル基を

HRP標識した後,DTTが40mM,両性担体（ファ

ルマライトpH3-10,GEへルスケアバイオサイエ

ンス）が0.5%となるように添加して，一次元目電

気泳動用プレキャストゲル(ImmobilineDryStrip

pH3-10NL,7cm,GEへルスケアバイオサイエン

ス）とIPGphorlll(GEへルスケアバイオサイエン

ス）を用いて等電点電気泳動を供した（膨潤時間

10時IM,300Vで4時間,1000Vで0.3kVhrs,5000V

で4kVhrs,5000Vで20kVhrs)。等電点電気泳動

後，直ちにSDS平衡化処理し，分離ケル(12.5%)

でSDS-PAGEを行った。ウェスタンブロッティン

グ法によりニトロセルロース膜に転写し，ポン

ソーS染色でタンパク質の検出を行った。その後

S-ニトロシル化タンパク質を化学発光法（ケミル

ミワンL,ナカライテスク）により検出した。

発色剤の有無や添加量によるタンパク質の量的

差異の比較は蛍光標識2次元デイファレンシャル

ケル電気泳動法(2D-DIGE)(TannuandHemby;

2006);;)で行った｡2-DClean-upkitで脱塩したサ

ンプルをCyDyeFluorで標識した。4サンプルか

ら等量ずつ混合したものを内部標準として使用し
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3.1塩漬剤による塩漬後のニトロシル化タン

パク質の違い

異なる塩漬剤で塩漬した食肉タンパク質を2次

元電気泳動で分離して，ウェスタンブロッティン

グ法にてニトロセルロース膜に転写し，ポンソー

S染色像(Fig.1A)とS-NitrosylProteinDetection

Assaykitで検出した像(Fig.1B)を示す。ポン

ソーS染色でほとんど検出されなかったタンパク

質でも，強くS-ニトロシル化したタンパク質は存

た。｜司様に，一次元目電気泳動用プレキャストゲ

ルでの等電点電気泳動，ならびにSDS平衡化処理

後に分離ゲル(12.5%)でSDS-PAGEを行った。そ

の後，直ちにTyphoonTrio(GEへルスケアバイオ

サイエンス）で蛍光を検出し,DyCyder2Dソフ

トウェア(GEへルスケアバイオサイエンス）によ

り定量的に解析した。

3．結果と考察
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在しており，食肉タンパク質のS-ニトロシル化の

程度はタンパク質の種類により大きく異なること

が示された。食塩のみで塩漬した区（対照区）で

も,S-ニトロシル化したタンパク質は多く検出さ

れ，発色剤を添加した3つの試験区と大きな差は

みられなかった。本方法では厳密には定量的に比

較できないものの，亜硝酸塩区はS-ニトロシル化

したタンパク質が少ない傾向を示し，硝石を使用

した区（硝石区と亜硝酸＆硝石区）では高分子の

タンパク質でS-ニトロシル化したものがみられ

た(Fig.1矢印)。しかしながら，いずれのタンパ

ク質も同定していないため，今後更なる検討が必

要である。

3．2塩漬剤による塩漬後のタンパク質の量的

差異

次に，塩漬剤の種類による塩漬後のタンパク質

量の量的変化を検討した。内部標準として塩漬後

の全試験区の食肉タンパク質を混合して2次元電

気泳動に供したものがFig.2であり，タンパク質

量が有意に異なったタンパク質は15スポット検出

された。対照区のそれぞれのタンパク質スポット

を1として，相対的にタンパク質量を示したのが

Tablelである。塩漬剤を使用して塩漬するすべ

ての群で，対照区よりも1割以上増加したスポッ

トはNo.369とNo.526の2つであり，逆に塩漬剤の

使用によりすべての群で1割以上減少したスポッ

トはNo.331の1つだけであった。これらはいずれ

もスポットがほとんど見ることのできない微量タ

ンパク質であった。硝石を使用したものよりも，

亜硝酸塩を使用したものの方が変動が大きく，亜

硝酸蝋区と硝石＆亜硝酸塩区のみでともに1割以

上増加したスポットはNo.137とNo.138の2つで，

ともに1割以上減少したスポットはNo.379と

No.503の2つであった。硝石よりも亜硝酸塩の方

が量的変動に大きな差が認められ，硝石＆亜硝酸

塩区は15スポットいずれにおいても，対照区と比

べて1割以上の増減が認められた。塩漬剤の使用

により，タンパク質の量的変化に違いが認められ

ることが明らかになった。塩漬剤には硝酸塩と亜

硝酸塩が使用される。硝酸塩は食肉中の硝酸還元

細菌などの働きにより亜硝酸に還元されて，発色

効果がみられる。亜硝酸塩は反応性に富むことか

らも，亜硝酸塩は塩漬剤の違いによるタンパク質

の量的変化に違いをもたらしたのかもしれない。
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変化のみられた15のスポットはいずれも同定でき

ていないため，今後詳細Iに検討する必要がある。

4．要約

塩漬剤の違いにより食肉タンパク質のS-ニト

ロシル化に違いがあるかどうかをBiotin-switch法

を用い，食肉タンパク質の量的変化の違いを2D-

DIGE法で検討した。食肉タンパク質のS-ニトロ

シル化の程度はタンパク質の種類により異なり，

対照区でも,S-ニトロシル化したタンパク質は多

く検出され，塩漬剤を添加した3つの試験区と大

きな差はみられなかった。亜硝酸塩区はS-ニトロ

シル化したタンパク質が少ない傾向を示し，硝石

を使用した区（硝石区と亜硝酸＆硝石区）では高

分子のタンパク質でS-ニトロシル化したものがみ

られた。塩漬剤の違いにより，タンパク質量が有

意に異なったタンパク質は15スポット検出された。

硝石よりも亜硝酸塩の方がタンパク質量に大きな

変動をもたらし，硝石＆亜硝酸塩区では，15ス

ポットすべてにおいて対照区と10％以上の変動が

認められた。スポットはいずれも同定できていな

いため，今後詳細に検討する必要がある。

文献

1）阿久澤良造，坂田亮一，島崎敬一，服部昭仁編著

（2005)．乳肉卵の機能と利〃・川崎アイ・ケイコー

ポレーション．

2)Kim,P.K.M"Zamora,R..Petrosko,P.,andBilliar,

TR.(2001)."Theregulatoryroleofnitricoxidein

apoptosis."1nt.Immunopharmacol,,1(8):1421-

1441．

3)Tannu,NS.andHemby,S.E.(2006)､.'Two-

dimensionalnuorescencedifferencegel

electrophoresisforcomparativeproteomics

profiling."Ⅳ"ｵ.BりrocoJsl(4):1732-1742.

4)Warner,R､D.,Dunshea,F.R.Ponnampalam,E､N.

andCottrel1,J.J.(2005)..･Effectsofnitricoxideand

oxidationinvivoandpostmortemonmeat

tenderness.''MMe"Sci.71(1):205-21Z

© The Ito Foundation



食肉製品のテクスチャーと食肉タンパク質ゲル物性と関連性について

食肉製品のテクスチャーと食肉タンパク質

ゲル物性との関連性について

TheCorrelationbetweentheTextureofMeatProductsandthe

PhysicalPropertiesofHeat-inducedGelsofMyofibrillarProtein

勺与

Oイ

芳 賀聖一 林利哉

(名城大学農学部）

SeiichiHagaandToshiyaHayashi

(MeijoUniversity,FacultyofAgriculture)

Inordertoverifywhetherphysicalpropertiesofheat-inducedgelofthemyofibrillar
protein(naturalactomyosin:NAM)isreflectedbythatofmodelsausage,thephysical
propertiesandmicrostructureofbothsampleswereexamined.

Astheresult,itwasproventhattherewasthehighcorrelationbetweenphysical

propertyofsausageandthatofproteingel.Thedifferencesofmicro-structurewere

shownbydifferenceofheatingtemperature.Especially,themodelsausageandheat-

inducedgelofNAMbyretortprocessingshowedthecharacteristicstructure.Andthen,

itwassuggestedthatvaluesofphysicalpropertiesofheat-inducedgelweredecreasedby

formingaggregated-typegel.Inaddition,themicrostructureofheat-inducedgelofNAM

wasdigitizedbyimageanalysls,andthenwetriedmultipleregressionanalysisofimage

analyticvaluesandphysicalproperyvaluesofheat-inducedgels.AsaresLllt,itbecame

clearthatbreakingenergy,ruptureelasticmodulusandsyneresisratecouldsignificantly
estimatefromimagedataofmicrostructure,andthatphysicalpropertyofproteingel

wascontrolledbycontinuityofthefilamentandminutenessofthegelnetwork.

1．目的

食肉製品は多くの成分が共存している多成分複

雑系であるため，様々な系が相互に作用し合うこ

とによって惹起される成分変化，および物性変化

は非常に複雑なものとなる。そのため，成分を単

純化し，製品中で生じる変化をより検討し易くす

ることが重要とされている。しかしながら，単純

な系で評価された化学的性質および物理学的性質

が，製品レベルの複雑な系においてどれほど通用

するか否かは，非常に難しい問題であり，両実験

レベルの関連性に関する知見の集積は重要である。

食肉製品の単純系としては，食肉の主要タンパク

質である，ミオシンおよびアクトミオシン

(NaturalActomyosin:以下,NAMと略す）など

の筋原線維タンパク質がよく利用されている。こ

の筋原線維タンパク質は，加熱によってゲル化す

るため，食肉製品の肉粒子間の結着性や保水性の

発現において重要な役割を果たしている。そのた

め，筋原線維タンパク質の加熱ゲル形成挙動と，

ゲル化食肉製品の食感変化は，高い相関関係にあ

ることが示唆されている。しかし，タンパク質レ

ベルの物性変化と製品レベルの物性変化に関する

相関性についてのデータは多いとはいえない。そ
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こで，本研究では，製品レベルに極めて近い系と

してモデルソーセージ（全筋レベル）を調製し，

その単純系としてNAM加熱ゲル（タンパク質レ

ベル）を調製し，これらの物性変化，ならびに物

性に大きな影響を与えるとされる組織構造の変化

に関して，両実験レベルにおける相同性を検証し

た。

2 ．方法

2.1モデルソーセージの調製

豚もも肉より，できる限り脂肪と結合組織を取

り除き，約5cm角のブロック肉とし,2.0%食塩，

0.3%トリポリリン酸ナトリウム,0.02%IIM硝酸ナ

トリウム,0.05%硝石,0．05%アスコルビン酸ナト

リウムおよび2.0%グルコースを加えた。3日間

塩漬後，続いてカッティング（大全産業株式会社，

GK-l),充填した（折り径4cmの塩化ビニリデン

ケーシングに，1本当たり1009)。充填後，すべて

の試料について，プログラム精密恒温槽プロサー

モバスを用いて，所定温度（65℃，75℃，85℃お

よび95℃）に達するまで1℃/minの速度で昇温さ

せた。さらに，レトルト加熱は圧力殺菌釜（花木

製作所,HC-VA型）を用いて,120℃（絶対圧力；

2.0kg/cm2)に到達後15分間保持した。

2．2NAM加熱ケルの調製

NAMは豚もも肉より，できる限り脂肪と結合

組織を取り除き，挽き肉にしたものからSzent-

GyOrgyiの方法'）をⅡIいて調製し,0.6M-NaCl/

50mM-Naリン酸緩衝液(pH6.0)に透析した。そ

の後，終濃度が15mg/mjになるように0.6M-

NaCl/50mM-Naリン酸緩衝液(pH6.0)で希釈した。

調製したNAM試料を，ねじ口平底試験管に3mノ

ずつ分注し，前述のソーセージと同様に，所定温

度（65℃，75℃，85℃および95℃）に達するまで

の昇温加熱およびレトルト加熱処理を行った。

2．3モデルソーセージおよびNAMケルの物

性測定

物性はレオナー（山電株式会社,RE-3305)に

よるクリープ解析および破断強度解析，さらに

ソーセージの加熱損失率と保水率およびNAMゲ

ルの離水率を測定することによって求めた。ク

リープ解析における測定荷重は，線形領域内の荷

重をあらかじめ求めた。すなわち,NAMケルの

場合は0.509(歪率7～8%)に，モデルソーセー

ジの場合は3509(歪率8～10%)に設定した。ま

た，モデルソーセージの保水性に関するパラメー

ターとして求めた加熱損失率（クッキングロス）

および保水率も求めた。保水率はレオナーによる

加圧濾紙法を用いた。また,NAMケルの離水率

は，遠心法による離水の程度を測定する方法をと

ったが，あらかじめ測定値の統計学的な安定性，

かつ明確な離水率の差異が得られる測定条件の検

討を実施した後に行った。

2．4走査型電子顕微鏡による微細構造の観察

加熱ケル試料およびモデルソーセージ試料を，

10×5×5mm程度の大きさに切り,Hagaらの方

法2）により固定，洗浄，脱水置換し，走査型電子

顕微鏡（日立計測機サービス株式会社,S-3000H)

(以下,SEMと略す）を川いて加速電圧25kVで観

察した。

2．5画像解析

電子顕微鏡より得られた画像を，既報3）に基づ

き二値化処理を行い，画像解析装置（株式会社ラ

イブラリー,Cosmos32)を用いて,iteml;全処

理面積に対する空洞領域の面積の割合,item2;

全処理面積に対する空洞領域の総周囲長の割合，

item3;空洞領域の平均面積,item4;空洞領域

の平均周囲長,item5;空洞領域の楕円の度合い，

item6;空洞領域の重心の位置,item7;空洞領

域の円の形状係数（※円＝1，楕円>1,不規則形

>1)を計測した。
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TablelChangesofphysicalpropertiesvaluesofthesausageandnaturalactomyosinbyheattreatment
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することを意味し，かつ，それは製品嗜好の重要

因子になるものである。次に，ソーセージの結

着性や保水性の直接要因となるNAMの加熱ゲル

物性も調べTablel(下段）に示した。その結果，

モデルソーセージと同様75℃あるいは85℃の温

度域で強固なケルを作ることが認められたが，有

意性を認めるほどの違いはなかった。しかし，

120℃加熱ゲルは，65～95℃加熱(1℃/min)で

処理された加熱ケルと比較すると，ほぼすべての

物性が有意に(p<0.05)低い値を示し，かつ離水

は極めて多くなることが明らかであった。

以上，両実験レベルの物性変化を比較すると，

NAM加熱ゲルのクリープ測定および破断強度測

定結果の傾向は，モデルソーセージのクリープ測

定結果の傾向とよく対応しており，また離水率に

関しては，加熱損失率および保水率の結果とよく

3．結果と考察

3．1モデルソーセージとNAM加熱ゲルの物性

所定条件で処理したモデルソーセージの物性に

ついて，クリープ解析，破断試験，加熱損失率お

よび保水率を求めることにより検討した。その結

果,Tablel(上段）に示すように，クリープ試

験においては，75℃あるいは85℃で処理したソー

セージの物性値が高い傾向にあり，高温域になる

に従って低下していった。特に,120℃加熱処理

区では瞬間弾性率を除くすべての物性が有意に

(p<0.05)低い値を示し，加熱損失率や保水率も有

意に(p<0.05)変化した。一方，破断試験の結果

においては必ずしも明確な差異は認められなかっ

た。以上の結果は，ソーセージ製造において加熱

処理条件が製品の物性に，すなわち，食感に反映
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Table2Acorrelationofthephysicalpropertiesbetweensausagesandheat-inducedgelsofNAM
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画像（75℃および120℃のソーセージとNAMゲ

ル）を示したが，65℃～95℃加熱（1℃/min)

の微細構造の様子は，全筋およびタンパク質の両

実験レベルともにフィラメントの連続性や三次元

ネットワークの級密性に差異はあるものの，細い

繊維状構造から成るstrand-typeの構造を呈し，処

理温度の違いにより，ネットワークの太さや連続

性に差異がみられた。一方，120℃の加熱処理に

よる微細構造は，両者共に，大きな球状の凝集体

から成るaggregated-typeの構造を呈しており，

両実験レベルの微細構造変化は大変よく類似して

いた。以上の結果より,NAM加熱ケルの微細構

造は，モデルソーセージによく反映されたもので，

この両者の微細構造の高い相同性が，ひいては両

者の物性変化の高い相関性に寄与しているものと

推察された。

そこで，モデルソーセージとNAM加熱ゲルの

SEM画像間の相同性，また，これら微細構造と物

性の変化の関連性をより客観的に評価するため，

SEM画像を二値化処理し，得られた画像パラメー

ターから，単相関によって両実験レベルの画像の

対応していた。そこで，両実験レベルの物性変化

の相関性を，単相関によって統計学的に評価し

Table2に示した。

その結果，ほとんどすべての物性値において，

ソーセージとNAM加熱ゲル間に有意に(p<0.05)

高い相関性のあることが示された。このことは本

実験で作製したモデルソーセージ物性が，食肉中

に含まれる筋原線維タンパク質とりわけミオシン

やアクトミオシンに支配されていることを示すも

のであり，タンパク質レベルでの物性評価の有用

性を強く支持するものであった。実際レベルでは

脂肪含量や添加物により大きく影響を受けるので

あるが，本質的な決定因子はミオシンやアクトミ

オシンであるといえる。

3．2モデルソーセージとNAM加熱ゲルの物

性と微細構造の関係

先に示したように，ソーセージとNAM加熱ゲ

ルの物性変化は，高い相関関係にあることが明白

となったが，物性と密接な関係にあるとされる微

細榊造の変化についても，両者には高い相同性が

認められると推測される。Fig.1に代表的なSEM
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Fig.1ScanningElectronMicrographsofsausageandheat-inducedgelofNAM

AandB,Thesausageandheat-inducedNAMgelwereheatedat75℃．

CandD,Thesausageandheat-inducedNAMgelwereheatedatl20℃

Table3Acorrelationoftheimagedatabetweensausagesandheat-inducedgelsofNAM

itemlitem2item3item4item5item6item7

Acorrelation-0.3810.5130.996**0.919*0.684-0.7730.201－0．3810.5130.996*＊0.919＊0.6840.201
coefficient

[**],p<001;[*].p<005(n=5)

iteml;Ratioofcaveareatoallprocessingarea,

item2;Ratiooftotalsurroundinglengthofcaveterritorytoallprocessingarea

item3;Averageareaofcaveterritory

item4;Averagelengthofsurroundingsofcaveterritory

item5;Ovaldegreeofcaveterritory

item6;Acenterofcaveterritorv

item7;Aformfacterofcaveterritorv

相同性を，重回帰分析により画像から物性評価の

推定を試みた。Table3に相関性について示した

が,item3,4において両実験レベルの有意な相

関性が示された。すなわち,item3(空洞領域の

平均面積)およびitem4(空洞領域の平均周囲長）

における相関は,Fig.1に示すような，空洞領域

(矢印）の大きさや分布状況が反映して，両者とも

に加熱温度が上昇するに従って，球状で小さな空

洞領域が多々存在する構造となって綴密性を保持

するものであった。一方,120℃加熱処理の場合

は，複雑で大きな空洞領域が存在する構造である

ことが示され，両温度域それぞれがstrand-typeと

aggregated-typeのゲル構造で代表されることで

相関性を高めたものと推察される。以上のように，
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'血ble4Multipleregressionanalysisbetweenimageanalyticvaluesandphysicalpropertiesvalueobtainedfrom

theheat-inducedgelsofnaturalactomyosin.
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Y=38.20X1－1.02X2-1186.61

Y=5.00Xl+88.88X2－383.76

Y=-2.71X1-1.79X2+226.10

Theuppertable;Selecteditemsforcalculateeachphysicalpropertiesvalueandthestandardpartialregression

coefficient.

Thelowertable;Calculatedcontributionrate,significancelevelandmultipleregressionequation.

iteml;Ratioofcaveareatoallprocessingarea,item2;Ratiooftotalsurroundinglengthofcaveterritorytoall

processingarea,item4;Averagelengthofsurroundingsofcaveterritory.item5;Ovaldegreeofcaveterritory

客観的な側面からも両実験レベルの微細構造には

高い相同性があることが強く支持された。

続いて，画像解析値から物性値の推定を重回帰

分析により試みた。ここではより正確な分析結果

を得るために，三次元ネットワーク構造の明瞭な

タンパク質レベルでのデータを利用することとし

た。すなわち,NAM加熱ケルの物性値を目的変

数,NAM加熱ケルの画像解析値を説明変数とし

て用いた。

その結果,Table4に示すように破断エネル

ギーは,itemlとitem4が重要な項目として選択

され，寄与率62.76％で有意な(p<0.01)重回帰式

を作成できた。この重回帰式より，より高い破断

エネルギーを示す構造とは，75℃加熱（1℃/min)

ゲル(Fig.1上段）に代表されるような空洞領域の

小さい，細く綴密なネットワーク構造を示唆する

ものと思われた。また破断弾性率は,itemlと

item5を説明変数として，寄与率63.41%で有意な

(p<0.01)重回帰式が作成でき，連続性のある細く

長いフィラメント構造を示唆するものであった。

また，離水率は,itemlとitem2を説明変数とし

て,81.38%の高い寄与率で有意な(p<0.01)重回

帰式が作成できた。このことにより空洞領域の面

積，総周囲長がともに小さい値を示す構造が離水

率を低下させるのに必要であることが示唆された。

以上の結果より，球状の凝集体による微細構造

(aggregated-type)は，細い繊維状の微細構造

(strand-type)と比べて低い物性を示す原因とな

ることが，また，95℃以下のstrand-typeの構造は

連続性のあるフィラメントとネットワークの級密

性が大きな要因になることが，画像解析を用いた

客観的な評価からも強く支持された。

1 ． 要 約

食肉の筋原線維タンパク質のゲル物性がソー

セージの物性に反映されるかどうかを検証するた

め，両者の物性，微細構造を調べた。その結果，

ソーセージとタンパク質ゲルの物性間には高い相

関関係が認められた。また，両者の微細構造は処

理温度によって差異がみられ、特に，レトルト処

理を施したソーセージもNAM加熱ゲルも特徴的

な構造を呈し,aggregated-typeのタンパク質ケ

ルを形成することにより，物性値を低下させるこ

とが示された。さらにNAMの微細構造を画像解

析により数値化し，画像と加熱ケルの物性値の重

回帰分析を試みたところ，破断エネルギー，破断
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弾性率および離水率が画像から有意に推定でき，

タンパク質ゲルの物性がフィラメントの連続性や

ネットワークの綴密性により支配されていること

が明らかとなった。
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低温増殖性乳酸菌を接種した豚肉におけるタンパク質分解挙動

MuscleProteinDegradationinPorkMeatFermentedby

PsychrotrophicLacticAcidBacteria

林利哉・和栗伸伍・＊小川幸彦・芳賀聖一

（名城大学農学部，＊名城大学農学部附属農場）

ToshiyaHayashi,ShingoWaguri,*YukihikoOgawaandSeiichiHaga

(FacultyofAgriculture,MeijoUniversityand*ExperimentalFarm,MeijoUniversity)

Weexaminedmuscleproteindegradationincuredporkmeatthatwasfermented

usingpsychrotrophiclacticacidbacteria.
Theamountofsalt-solubleproteinextractedfromfermentedmeatwassignificantly

lowerthanthatextractedfromnon-fermentedmeat.SDS-polyacrylamidegel

electrophoresispatternofasalt-solubleproteinfractionfromthefermentedmeatshowed
thatthebandcorrespondingtomyosinheavychainandd-actinindisappeared,andthe
intensityoftheactinbanddecreasedafterlOdaysoffermentation.Ontheotherhand,

thepeptidecontentofthefermentedmeatshowedasignificantincreaseaftercold
fermentation.Almostnochangewasdetectedintheproteindistributionandpeptide

contentinnon-fermentedmeat.Furthermore,itwasobservedthattheextentofmyofibril

fragmentationinthemeatsampleincreasedonfermentingwithpsychrotrophiclactic
acidbacteriaatcoldtemperature.

Therefore,itispossiblethattheproteindegradationbehaviorofthelacticfermented
meatiscloselyrelatedtomyofibrilfragmentation.

Theseresultssuggestedthatthelacticfermentatio''atcoldtemperaturecan

contributetotheimprovementinfunctionalitiesofmeatproducts.

1 ．目的

昨今の食の多様化に伴い，安全性・利便性に優

れた食品や，機能性を有する食品の需要が高まっ

ている。発酵食肉製品は，元来栄養的にも嗜好的

にも優れた食品であることに加え，乳酸発酵によ

る食肉の色調改善や物性改善さらには低分子ペ

プチド生成に伴う機能改善が大いに期待できる食

肉製品として注目されている]~3)。発酵食肉用ス

ターターとして利用される重要な微生物として乳

酸菌が挙げられる。しかしながら，一般的な乳酸

菌の増殖至適温度（30～37℃）は，食中毒菌等の

有害微生物の増殖にも適しているため，より安全

に乳酸発酵を導入する方策として，低温増殖性の

乳酸菌スターターを開発および利用することが極

めて重要である。著者らは,16種類の低温増殖性

を有する未|司定乳酸菌株を保有しており，それら

の菌株について生理・生化学的性状試験やマト

リックス支援レーザー脱離イオン化質量分析

(MALDI-MS)による同定試験を行い，いずれの

菌株もLac加6aci""ssahgiであり，かつ株レベルで

分類できることを見出した4)o現在のところ，食
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肉の機能改善を趣旨とした低温発酵の導入に関す

る研究報告例は少なく1．罰)，早急に基礎的知見を集

積する必要がある。

そこで本研究では，食肉の低温発酵による機能

改善の可能性を探る手始めとして，数種類の低温

増殖性乳酸菌を接種した塩漬豚肉における食肉タ

ンパク質の分解挙動について種々検討を行った。

2．方法

2.1試料調製

新鮮な市販豚モモ肉から，脂肪と結合組織をで

きるだけ取り除き，およそ1cm角に整形した赤

肉に，塩漬剤（塩化ナトリウム；2.0％，亜硝酸ナ

トリウム；0.02％，硝酸カリウム；0.05％，トリポ

リリン酸ナトリウム；0.3％）および2％グルコー

スを加え，低温増殖性乳酸菌を1061ogCFU/g接

種したものと，そうでないものについて，低温下

(4℃）にて10日間静置した。1,5および10日目に

試料を採取し，乳酸菌数およびpHを測定すると

ともに，以下の実験に供した。なお，本研究で用

いた低温増殖性乳酸菌は市販の発酵食肉用スター

ターであるLQctO6"c"j"ssα〃〃D-1001(L6.D-1001;

サンエイ糖化株式会社）と，著者らが保有する16

種類の未同定乳酸菌株のうち,L6.D-1001と近縁

であると考えられるLfzcto6α"""ssa舵jNo.3とNo.5

(Lb.No.3,L6.No.5)を用いた61)o

2．2塩溶性および水溶性タンパク質画分の調

製

各塩漬・発酵試料をジエチルエーテルで脱脂後，

6倍量の2.0%塩化ナトリウム-0.30%トリポリリ

ン酸ナトリウム溶液あるいは蒸留水中でホモジナ

イズし，それらを遠心分離(35,000×9,15分，

4℃）して得られた上澄画分をそれぞれ塩溶性タ

ンパク質，水溶性タンパク質画分とした。

2．3塩溶性タンパク質およびペプチド量の測

定

(1)塩溶性タンパク質抽出量：塩溶性タンパ

ク質画分のタンパク質濃度を，ビウレット法（波

長:550nm)により定量し，肉試料l9当たりの

タンパク質量を算出した。

（2）ペプチド量：上述の水溶性タンパク質画

分から2％トリクロロ酢酸(TCA)可溶性画分を

調製し，三上らの方法‘’に準じてペプチド量を測

定した。

2.4SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)

上記の塩溶性タンパク質画分のタンパク質分布

をSDS-PAGE7)(アクリルアミド濃度:7.5～20%)

により調べた。

2．5筋原線維の小片化率の測定

発酵あるいは塩漬1～5日目の豚肉試料を用い

て,PerryとGreyの方法3）を一部改変して調製し

た筋原線維を位相差顕微鏡で観察し，倍率が

1,000倍の視野中における筋原線維の総数に対す

る小片化筋原線維（4つ以下の筋節からなる筋原

線維）の割合を小片化率（％）とした。

3．結果と考察

著者らが保有している低温増殖性乳酸菌と市販

のL6.D-1001について,MALDI-MSによって観測

されたリボソームタンパク質群の質量分布を基に

系統分類した全16種類の菌株のうち,".D-1001

と，それと極めて近縁のL6.Ko.3とNo.5の3菌株

を選抜して使用した。これらの乳酸菌の塩漬豚肉

中における低温下での生育挙動を調べたところ，

いずれの乳酸菌も発酵日数の経過に伴い漸次増加

し，特に,Z,6.D-1001とNo.3がNo.5と比較してより

高い菌数で推移した(Fig.l)｡pHについても，い

ずれの乳酸菌を接種した場合も日数経過に伴って

低下し，特に高い菌数で推移したL6.D-1001と

No.3接種区がより顕著であった(Fig.1)。

塩溶性タンパク質の抽出性は食肉製品の結着性

© The Ito Foundation



食肉に関する助成研究調査成果報告書46

6.5

０
９
８
７
６
５

１

（
罵
曾
昌
響
日
田
Ｕ
邸
①
一
）

望
目
弓
。
。
焉
恒
の
弓
“
二
壱
固
飼
呂
冒
侭
己

(B)(A)

l■

6.0

．.■壱・．‐.：由
．▲..,':◆････◆

ヂロ

ニニ■‐

◆
▲
琶

や
『
●

も

や

や
、

今

◆
▲
■

①
鈍
句
も

む
、 、

、Ｌ
、、

、

や

、
、１

◆
■
・

凸
勾
壺

■
や
も

■
財
田

卓
々

■
■■

二二

畳5.58
I■

5.0
I■

4.5
■

1 510

days
01 51 0

days
0

Fig.1Changesinlacticacidbacterialcounts(A)andpH(B)duringlacticacidfermentationofcured

porkmeatat4℃、

-.Control(non-fermentation)4,Lb.D-lOO1E,Lb.No.3､Lb.No.5

’
一
皿
Ⅸ

１１
１
ハ
Ｕ
ヘ
ｊ
兵
ゾ
ａ
ｒ

Ｏ
‐
１
．
．
ｅ

ハ
Ｕ
Ｃ
ｅ

Ｆ
鯵
，
“
》

ｒ
】
０
Ｏ

虹
Ｄ
Ｎ
Ｎ

ｍ
“
め
め

□
口
圀
■

《
難
》
錬
一
》
辮
錨
１
血
郵
血

ｂ

－
ａ
．
．
ｎ
Ｓ

一
一
一
唖
“
・
唖
ｄ

一
岬
伽
咋

岬
§
》
鰯

》
”
》
》
》
》
》
》
》
》
》
》
惣
》
》
５
諏
迦
ｉ
ｆ

一
蕊
蕊
溌
蕊
蕊
識
職
議
ゞ
沮
皿
に
↓
血
叩

ｂエ
帥
釦
酎

ａ

＋
｜
ｐ

一
蝿
唖
銅

Ｍ
一
》
》
》
》
》
》
》
》
’
一
ｌ
ｘ
正
ｗ

胆
Ｕ
、
Ｓ
，
此

・
令
Ｉ
《ｌ

伊
令
１
人ｂ

ｈ
Ｈ

ｔ
ｔ
ｄ

Ｃ
ａ
ｔ
・
１

印
、
ｈ

ｅ
ｅ

ｔ‐
、
、
１
ｔ
Ⅱ

ｔ
ｎ
ａ
ａ

ｅ
ｐ
ｅ
℃
肥

エ
却
岬
》
小
凱

”
ａ

理
函
、
唯
叩く

９
６
３
Ｃ
企
く

０
０
０
Ｏ
ｈ
ｒ
ｐ

今
冤
④
皇
・
帥
、
軸
琶
臣
）
屋
巨
①
↑
①
出
色
２９句

⑲
三
星
ｇ
‐
二
男
で
の
冒
冒
頁
①
ぢ
冒
弓
昌
昌
里
耐

□Control

□L6.D-1001

ZL6No.3

■L6.No.5

ａ
一ａ

エa
マー

対竪圭_L J:j１
〃
〃
〃
〃
〃
〃

b

・保水性とった重要な機能特性の発現と密接な関

係がある9）ことから，低温発酵による塩溶性タン

パク質の抽出量あるいはその分布の変化について

検討を行った。乳酸菌を接種していない非発酵区

(control)では，塩溶性タンパク質の抽出量が10日

間の塩漬期間を通して僅かではあるが増加傾向に

あるのに対し，発酵区では，いずれの乳酸菌を接

種した場合も日数経過に伴って低下する傾向が認

められ，特に，発酵10日目で最も低いpH(4.92)を

示したLb.No.3摂取区が最も低値を示した(Fig.2)。

このような発酵に伴う塩溶性タンパク質抽出量

の変化における成分変化の詳細を知るために，同

画分をSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)に供した(Fig.3)。発酵を施さない

非発酵区では，ミオシン重鎖(MHC),Q/-アクチ

ニンおよびアクチンといった筋原線維タンパク質
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M;molecularweightmarkeI

MHC;myosillheavychain

の増加がみられ，その程度はpHが最も低下した

L6.No.3接種区で最も顕著であった。一方,Z,6.

No.5接種区は発酵に伴い僅かではあるが増加傾向

にあり，かつペプチド量の値は非発酵区と比較し

て高く推移したものの有意な差ではなかった。こ

れらのことより，タンパク質分解の程度を表すペ

プチド量の変化は,pH低下の程度と密接に関係

している可能性が示唆された。このことについて，

Sunders'0!は，牛肉のpHを有機酸で人為的に下げ

た場合,pH4.5以下で明瞭なタンパク質分解が生

じ，これにはカテプシン等の筋肉内在性プロテ

アーゼが関与していることを報告している。本実

験系では，最もペプチド量の増加したL6.N0.3接

種区の10日目のpHが4.92であり，また，発酵1日

目(pH5.5以上）においても，非発酵区と比較し

て有意にペプチド量が増加(Fig.4)していること

から，発酵によるタンパク質分解の昂進は,pH低

下のみでは説明できないものと考えられる。

先述の塩溶性タンパク質の量的・質的変化に関

する検討において，発酵によって,MHCやアクチ

ンだけでなく，筋原線維のz線構成タンパク質で

の主要バンドが全塩漬期間を通じて明瞭に観察さ

れ，10日目におよそ66～95kDaの領域のバンドの

染色強度が若干強くなった以外は，特に大きな変

化はなかった。それに対して，発酵区ではいずれ

の乳酸菌を接種した場合も，発酵5日目には

MHC,q-アクチニンおよびアクチンに相当するバ

ンドが減少し，特に,MHCとα-アクチニンについ

ては,10日目で消失した(Fig.3)。発酵10日目の

アクチンについては，その時のpHが最も高かっ

たLb.No.5接種区において，他菌株接種区と比較

して多量の残存が認められた。また，このような

発酵による主要バンドの減少および消失に加えて，

非発酵区と比較して，分子量約30kDa以下の領域

における新たなバンドの出現や既存バンドの増加

等がみられたことから，発酵によってタンパク質

の分解が生じていることが示唆された。

そこで，タンパク質分解の程度を定量的に把握

するために，ペプチド量の測定を行った(Fig.4)。

その結果，日数経過に伴いさほど大きな変化がみ

られなかった非発酵区に対して,L6.D-1001およ

KFNo.3接種区では，発酵に伴う著しいペプチド量
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あるα_アクチニンが減少・消失することを述べた。

従って，発酵が進行する過程でα-アクチニンの分

解や変性が生じ，その結果として筋原線維の構造

的な脆弱化が起る可能性は十分に考えられ，かつ

これに関する検討はこれまでまったくなされてい

ない。そこで，低温発酵が筋原線維の脆弱化に及

ぼす影響について明らかにするために，筋原線維

の小片化率の測定を行った(Fig.5)。その結果，

非発酵区の小片化率は，日数経過に伴い僅かに上

昇していく傾向にあったが，発酵区ではL6.No.5

接種区を除いてよりその上昇傾向が強く，特に

L6.No.3接種区で最も顕著であった。この接種乳

酸菌株の違いによる小片化率の差は，ペプチド量

の違いと対応がみられた。従って，発酵によるα‐

アチニンの変化に伴う筋原線維の脆弱化の変化は，

発酵によるタンパク質分解の昂進と密接に関連し

ていることが示唆された。

以上より，低温増殖性乳酸菌による食肉の発酵

は，安全にpHを低下させるだけでなく，筋原線維

の脆弱化ならびに筋肉タンパク質の分解や変性を
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促すことから，食肉製品の物性から機能性まで多

様な機能改善をもたらす可能性が強く示された。

著者らは既に，ミオシン溶液にLQcrO6(zcj""s

たγ加2"ｵ"郷IFO-3954やL(zciococc"sノαc雄s"bSp.

/αctjSIFO-12007を接種して生育至適温度で発酵

させた際に生ずる低分子ペプチド群から強力なア

ンジオテンシンI変換酵素(ACE)阻害活性を有

するペプチドを単離・同定しており3‘!')，また，低

温発酵食肉由来タンパク質成分に培養骨芽細胞の

増殖あるいは分化を促進する成分が存在する可能

性も見い出している。今後，これら機能性指標も

含め，多面的に低温発酵食肉の機能性評価を実施

し，さらに二次機能の改善に関する研究も併せて

推進していくことで，昨今の消費者ニーズに符合

したより高付加価な発酵食肉製品の開発に貢献で

きるものと考える。

1 ．要約

低温増殖性乳酸菌を接種した豚肉における豚肉

タンパク質の変性・分解挙動を明らかにするため，

低温発酵が，塩溶性タンパク質の抽出性とその分

布，ペプチドの生成量および筋原線維の小片化率

に及ぼす影響について検討を行った。

その結果，低温発酵を施すことにより，塩溶性

タンパク質の抽出量が非発酵区と比較して有意に

低下し，成分としては，主要な筋原線維タンパク

質であるミオシンの重鎖やアクチン，さらにはα‐

アクチニンが不溶化あるいは分解したことが

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動パターン

により示された。タンパク質分解度の一指標であ

るぺう°チド量については，発酵によって増加する

傾向が認められ，特に,pH低下が比較的速い乳酸．

菌株ではそれが顕著であった。

次に，低温発酵処理が筋原線維の小片化率に及

ぼす影響について調べたところ，発酵日数の経過

に伴い筋原線維の小片化率が上昇し，かつその値

は非発酵区よりも高く推移することが明らかとな

った。

これらのことより，発酵による筋肉タンパク質

の分解と筋原線維の脆弱化との間には密接な関係

があることが示された。

本研究の遂行に当たり助成いただきました伊藤

記念財団に心より感謝申し上げます~。また，乳酸

菌株を提供下さいましたサンエイ糖化株式会社に

深く感謝申し上げます。
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筋肉色素ミオグロビンのアイソフオームの性状解明に

基づいた食肉の変色抑制に関する研究

StudiesonthelnhibitionofMeatDiscolorationBasedontheCharacterization

ofMyoglobinlsoforms

MuhammadMehediHasan･池上茂．＊朝賀一美・＊関口健

落合芳博

（東京大学大学院農学生命科学研究科，，伊藤ライフサイエンス株式会社）

MuhammadMehediHasan,Shigerulkegami,*KazumiAsaka,*TakeshiSekiguchiand

YoshihiroOchiai

(GraduateSchoolofAgriculturalandLifeSciences.TheUniversityofTokyoand｡ItoLifeScienceslnc.)

Ithasbeenbelievedforalongtimethatoneofthepigmentproteins,myoglobin,has

noisoform,buttherecentstudiesonfishmyoglobinshowedthatmyoglobinisexpressed
notonlvinmusclebutinothernon-muscletissueandthattwokindsofisofOrmsare

present.Sofar,noreportonthepresenceofmyoglobinisoforminhighervertebratesis
available,butitislikelythattheobservationistrueforhighervertebrates.Thisstudy
wasundertakentoexaminethepresenceofmyoglobinisoformsindifferentpartsofbeef,

inrelationwiththediscolorationrateduringchilledstorage.Theparametersofcolor,

namely,L*,a*andb*valuesweremeasuredduringtheicestorageofthewater-soluble
extract.Generally,thea*valuetendedtodecreaseduringthestorage,whiletheL*value

graduallyincreasedandfinallydecreasedslightly.Theb*valuedidnotshowaclear
tendency.ThepatternofcoIorchangewasspecifictoeachpartofmuscle.Thecolor
changewasthefastestforthetopsideandtheslowestforthechunk.SDS-PAGEofthe
water-solublefractionsofmusclegaveclearlydifferentpatterns.Inaddition,theresults

oftwo-dimensionalgelelectrophoresisofthesamefractionstronglysuggestedthe

presenceofmyoglobinisoforms,andtheratioofisoformswasconsideredtobevariable
amongthedifferentparts.Attemptsweremadetoisolatemyoglobinisoformsfrombeef

byacombinationofcolumnchromatography.Twoisoformswereconsideredtopossess
differentisoelectricpointswithverysimilarmolecularweight,resultingincomplete
separationbyion-exchangechromatography.However,theoxidationrateofthese
isoformshardlydifferedfromeachother・Basedonthepresentstudy,itwassuggested
thatthediscolorationspeedofmeatisbasedonthemyoglobincontentandfatcontent
ratherthanthecompositionofmyoglobinisoforms.

1．目的
の色調に直接反映されるため，品質を左右する重

要な要素である。とくにヘム鉄が酸化されメトミ

オグロピンが生じると肉色が褐変してしまうため，

食肉の外観を損ない商品価値を著しく低下させる。

これは事実上不可逆的変化であり，肉片レベルで

色を復元する技術はいまだ開発されていない。

ミオグロビンは筋肉糸lll胞中に存在する分子量約

17,000の水溶性で球状のタンパク質である。l分

子当たり1つのヘムを結合し，ここに分子状酸素

が脱着する。ミオグロビンの酸化還元状態は食肉
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最近，ミオグロビンがこれまで考えられていた

ように単一成分ではなく，ウシやウマを含めいく

つかの生物種において複数成分が存在することを

見い出した。これらのアイソフォーム（構造や機

能を同じくするタンパク質群）は，分子量はほぼ

同じであるが，等電点が酸性から塩基性まで|幅広

く分布しており，同一のタンパク質が翻訳後修飾

を受けたものか，あるいは異なる遺伝子により

コードされているものと考えている。これらの性

状が異なるミオグロビン・アイソフォームは，他

の性状，すなわち，肉色の変化に直接関るミオグ

ロビンの自動酸化速度や構造安定性において異な

ることが予想される。また，ミオグロビン・アイ

ソフォーム間でタンパク質部分のアミノ酸配列に

差があれば，各アイソフォームの安定性の違いに

ついて検証することが可能となり，食肉の貯蔵中

における各々の挙動が明らかとなるものと考えら

れる。ミオグロビン分子構造に基づいて肉の色調

変化を制御する方法が考案されれば，より高品質

の食肉の提供が可能になることが期待される。

そこで本研究では，食肉の色調変化とミオグロ

ビン・アイソフォーム各々の挙動との関連性を明

らかにすることにより，変色防止条件を新たな観

点から検証することを目的とした。

2．材料と方法

2 ． 1試料

IHミートパッカー株式会社東京ミートセン

ターから提供されたと殺後2日目のホルスタイ

ン（個体識別番号1220966084)の13部位（外モモ，

友スネ，ランイチ，肩ロース，内モモ，シンタマ，

リブロース，サーロイン，ヒレ，ウデ，中バラ，

カタバラ，ネック）を用いた。以下の図に示す番

号も，この配列順に対応している。試料肉はと殺

後，4℃にて当研究室に配送された。直ちに，一部

をミオグロビン調製用に-80℃のフリーザー中に

保管し，残りは貯蔵試験に付した。なお，入手時

におけるpHは各部位で順に，

5.36±0.10,5.60±0.01,5.38±0.01,6.07±0.07,

5,58±0．10,5.72±0.02,5.71±0.34,5.37±0.14,

5．84±0．04,5.75±0.01,5.90±0.05,5.74±0.08

および5.87±0.17であり，外モモで最も低く，肩

ロースで最も高かった。なお，筋肉pHの測定は，

堀場製作所D-51突刺し型pH計を用いて測定した。

2．2試料液の調製

筋肉に3倍量の氷冷蒸留水を加えて穏やかに磨

砕し，5,000×9,10分間の遠心分離で得られた上

清を，ろ紙（アドバンテック,No.2)でろ過した

ものを試料液とした。静菌のため,0.1%アジ化ナ

トリウムを加えた。

2．3貯蔵試験

各部位の筋肉水抽出液を50m/のプラスチック

チューブに入れ，栓をして氷蔵し，二，三日おき

に可視部吸収スペクトル(380～750nm)を測定

し，このデータに基づきL*値a*値,b*値を計算

した。

2.4SDS-PAGE(SDSポリアクリルアミドゲル

電気泳動）

Laemmliの方法に従い,15%ゲルを用いて行っ

た。分子量マーカーとしてSDS-6HあるいはSDS7

(シグマ）を用いた。後者の分子量組成は66，

45,36,29,24,20．1および14,2である。タンパ

ク質染色はコマジブリリアントブルー250Rを用

いて行った。

2．5二次元電気泳動分析

一次元目はイモビライン・ドライストリップゲ

ル(pH6-11,11Cm,GEヘルスケア）を川いた

等電点電気泳動を行った。泳動後,SDS処理を行

い，2次元目のSDS-PAGEに付した。15%ケルを

使用した。タンパク質染色は2.4項に準じた。

2．6ミオグロビンの精製

脂肪塊を除去した筋肉の水抽出液をまず硫安塩
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析に付し,50-80%飽和、分の沈殿を0.1MNaClを

含むTris-phosphate(pH7.0)で平衡化した

Superdex20016/60カラム(GEヘルスケア）を用

いるゲルろ過に供した。ミオグロビン画分をさら

にMonoSカラム5/50GL(同社）を用いる陽イ

オン交換クロマトグラフィーに付し,5mM~

0.15MTris-phosphate(pH7.0)のリニアグラジ

エントにより溶出し，ミオグロビン精製画分を得

た。

2．7ミオグロビン酸化速度の測定

ミオグロビン標品を0.1MNa-phosphate

(pH7.0)に1mg/m/となるように溶解し,25℃の

水浴中に一定時間放置後，可視部吸収スペクトル

を測定した。酸化速度は単位時間におけるメト化

率の増分から求めた。

3．結果と考察

筋肉色素ミオグロビンはこれまで，単一成分と

して取り扱われてきた。その理由は，単一成分で

あるという常識に長い間とらわれていたことと，

ミオグロビンを精密に分析する方法の開発ないし

は挑戦が行われなかったことにあると考えられる。

著者らは近年，筋肉タンパク質のプロテオミクス

的解析の過程で，ミオグロビンが必ずしも単一成

分でないことを見い出した。この事実に基づき，

食肉の貯蔵中におけるミオグロビン・アイソ

フオームの振舞いを検討し直すことが，適正な肉

色保持の条件設定に重要であると考えられた。こ

のような試みは，これまでまったく行われてこな

かった。

（1）氷蔵中における筋肉水抽出液の色調の経

時的変化

水抽出液を氷蔵し，二，三日おきに可視部吸収

スペクトルを測定した。このデータをもとに，色

彩計算プログラム（日本分光）を用いて，褐変と

関連の深いL*値a*値,b零値を算出した(Fig.1)。

筋肉pHの低下は外モモで最も速く，肩ロースで

最も遅かった。pHの低下の程度はコラーケン含

量の差に大きく依存し，その含量が高いほど嫌気

的に生成する乳酸量が多くなり,pHの低下をも

たらすものと考えられた。これらの結果から，

pHが下がり易い部位ほど，変色が速やかである

ことが示唆された。ミオグロビンの酸化速度は

pHの影響を大きく受けるため1.2)，本実験におい

ては，筋肉抽出液を用いることで，肉の貯蔵中に

おけるミオグロビンの不溶化3)を避けることがで

きた。そのため，ミオグロビン全体の酸化を観察

できたと考えられるが，抽出の過程で脂質も除去

されているため，脂質酸化に伴うメト化4）につい

てはカウントしていないことになる。一方，実験

に用いた抽出液にはアジ化ナトリウムを加えてお

いたため，細菌の増殖によるメト化への影響はな

いものと考えられた5)。生筋中ではメト型の還元

系が作用し，メト型が蓄積しない。死後はこのシ

ステムが作動しなくなるため，貯蔵中にメト型が

一方的に増加する。

（2）ミオグロビン・アイソフォームの分析

ウシの各筋肉部位から調製した水溶性画分につ

き,SDS-PAGEおよび二次元電気泳動により分析

したところ，本タンパク質が複数成分に分離され

ることを見い出した。SDS-PAGEパターンをみる

と，筋肉部位によりミオグロビン以外の成分が大

きく異なっていることが判明した(Fig.2)。また，

二次元電気泳動分析の結果から，主要成分の他に

1－3成分のアイソフオームが存在することが明

らかにされた(Fig.3)｡このようなアイソフォー

ムの存在については，ウシ・ミオグロビンではこ

れまでに報告がない。これらのアイソフォームが

同一の遺伝子にコードされているのか，異なる遺

伝子の産物であるかどうかは明らかにされていな

い。等電点が異なれば自動酸化速度にも差がある

ことが予想されるため，肉色の劣化速度との因果
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Fig.1ChangesinL*,a*andb*valuesofthewaterextractfromvariouspartsofbeefduringicestorage.l,

topside;2,leg3,rump;4,chuck;5,silverside;6,thicknank:7,rib;8,sirloin;9.tenderloin;10,thickrib;11,

Hank;12,brisket;13,neck.ThevaluesmeasuredafterO,3,6,9,12,15andl8daysoficestorageare

shownfromlefttol･ightsequentiallyforeachpartofmuscle(1-13).

関係が存在することが予想された。

いずれの電気泳動においても，筋肉部位による

タンパク質成分の多様性がみられた。このような

違いは，各部位の運動様式に深く関っているもの

と考えられた。ミオグロビン還元系にはシトクロ

ム65が関与することが明らかにされているが6)，
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Fig.3Two-dimensionalgelelectrophoretogramsofthewater-solublefractionfromeachpartofbeef.
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thickHank,rib,sirloin.Bottomlanefromlefttoright:tenderloin,thickrib,1ank,brisket.Forthe
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SDS-PAGEusingl5%gelwascarriedout.Onlytheregionsofplrangefrom7.0to9.5areshown.

Acidicsideontheleft.Myoglobinregionsareencircled.

当該成分はケル上で確認できず，この系の活性の

部位による相違については，本研究の結果からは

明らかにされなかった。

（3）各アイソフオームの精製と性状の比較

各種クロマトグラフィーを用いてミオグロビン

・アイソフォームの単離を行った(Fig.4)。精製

アイソフオームについて自動酸化速度の温度およ

UrpHに対する依存性を詳細に検討した。第1段

階のゲルろ過クロマトグラフィーでは可視部吸収

を示すピークが1つだけ認められたが(Fig.4上)!

この画分をイオン交換クロマトグラフィーに付し

たところ，2成分に分離された(Fig.4下)。これら
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の成分は2次元電気泳動上で区別されることから，

ミオグロビンのアイソフォームであると考えられ

た。

著者らは，ミオグロビンに関する一連の研究に

おいて,cDNAクローニングによるアミノ酸配列

の演鐸，組換えDNAによる大腸菌を用いたミオ

グロビン変異体の作出し，わずか1つのアミノ酸

を置換しただけで安定性が大きく変化するケース

を観察した7)。従って，等電点の異なるアイソ

フォームでは安定性に差があることが予想される。

メト化速度はグロビンの構造安定性と密接な関係

があるため8)，アイソフォーム間での酸化速度の

違いが予想されたが，それは検出|恨界以下であっ

た（図省略)。

以上で得られた結果から，色調の変化を抑制す

るための条件は筋肉部位ごとに設定する必要があ
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り，とくに筋肉pHが下がり易い部位，すなわち，

外モモ，ランイチ，肩ロースなどでは，温度管理

を注意深くする必要があろう。脂質含量ないし脂

質酸化についても配慮する必要がある。保蔵条件

についても，冷蔵のみならず，冷凍貯蔵する場合

も検討が必要である9)。

血色素ヘモグロビンについては，魚類において

多形性を示すことが以前から指摘されていた。し

かしミオグロビンの多形性は，ごく最近になって，

コイで2種類のアイソフオームが遺伝子レベルで

存在することが明らかにされた10)Oしかし，実際

にタンパク質としてどの程度発現しているのかは

不明である。

食肉の変色におけるミオグロビンの酸化が，各

アイソフオームの酸化率の単純な足し算になるの

か，相乗的であるのか，条件次第では特定のアイ

ソフォームが酸化速度を増したり，あるいは減じ

たりするのか，など、本研究に関連して未解決の

部分が残されている。これらの問題点は，アイソ

フオームの遺伝子解析，アミノ酸配列の決定，翻

訳後修飾の有無などを調べることにより解決され

る。

4．要約

食用牛の筋肉13部位から調製した水溶性画分に

つき，氷蔵中における可視部吸収スペクトル，お

よび同スペクトルから換算した色調の変化を調べ

たところ，部位により変色速度に明確な差がある

ことを認めた。同画分のSDS-PAGE分析により，

部位による成分組成に明確な差が観察された。さ

らに，同画分の二次元電気泳動分析によりミオグ

ロビン・アイソフォームの組成について分析した

結果，部位により1－3成分に分離されることを

見出した。カラムクロマトグラフィーなどにより

アイソフオームの精製を試みた結果，等電点が明

らかに異なる2種のタンパク質成分に分離された。

両アイソフオームの酸化速度については明確な差

は認められず，部位による変色速度の違いは脂質

酸化，ミオグロビン含量など，他の要因の影響の

方が大きいことが示唆された。
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食肉・食肉製品のトランス脂肪酸含量調査

SurveyofContentofT〉てz"s-fattyAcidsinMeatsandMeatProducts

河原聡 六車三治男

（宮崎大学農学部）

SatoshiKawaharaandMichioMuguruma

(FacultyofAgriculture,UniversityofMiyazaki)

Excessintakeof"a"s-fattyacidsincreasestheriskofcardiovasculardisease.MuCh

attentionisdrawntotheconsumptionof"""s-fattyacidsintheworldandJapan,and
regulationsorcompulsoryclaimsfor"""s-fattyacidsareestablishedinseveralcountries.

Thisawarenessof"rz"s-fattyacidsrequiressuitablemethodsforanalysisof
commercialfoods.HoweverthereisnotanvstandardmethodfOrdeterminationof〃α"s‐

fattyacidsinmeatsandmeatproducts.Thereforethisstudywerecarriedouttodevelop

apreciseandconvenientmethodusinggaschromatographyandtodeterminethe
contentof"Iz"s-fattyacidsinmeatsandmeatproductsbyaproposedmethod.The
resultswereasfollows:

1)7)Tz"s-fattyacidsinfoodstuffsweresuccessfullyseparatedanddeterminedusinga
gaschromatographycolumn,SP-2560,andaninternalstandardwithin70minutes.

2)Solidphaseextractionusingacartridgecolumn,DiscoveryAg-Ion,priortogas
chromatographyimprovedaccuracyindeterminationof"""s-monoenoicacids.

3)Fatsderivedfromruminantanimalssuchasbovineandsheepcontainedhigher
levelsof"""s-fattyacidsthanthosefromnon-ruminantanimals.Howeverthe

contentsinanimalfatswasquitelowerthanthoseinhydrogenatedoils.

4)Itwassuggestedthatprocessingofanimalfoodsmightincreasetheircontentsof
オ"Iz"s-fattvacids.

1．目的

構造中にトランス形の二重結合をもつ不飽和脂

肪酸はトランス脂肪酸と呼ばれる。トランス脂肪

酸はLDL-コレステロールの増加を介してヒト血

清コレステロール濃度を増加させ,HDL-コレス

テロールを低下させることが報告されている。こ

のことから，食事由来のトランス脂肪酸の過剰摂

取は心疾患のリスクを高めると考えられている‘)。

諸外国では，トランス脂肪酸の摂取基準を設ける，

あるいは食品中のトランス脂肪酸含量の表示を義

務付ける国が増加している。このような情勢の中，

日本においてもトランス脂肪酸に関する消費者の

関心が高まっており，今後，トランス脂肪酸含量

の表示義務化や摂取基準が設定されることが予測

される。

食品においては，マーガリンやショートニング

などの加工油脂がトランス脂肪酸の主要な摂取源

であると考えられている。加工油脂では，融点調

節や酸化安定性の付与を目的として，多価不飽和

脂肪酸を多く含有する植物油や魚油に水素添加を

行うが，この加工工程において原料油中の多価不
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飽和脂肪酸の一部がトランス脂肪酸に変換される。

水素添加された加工油脂はパン・菓子類の製造や

加工食品の揚げ湯として汎用されるため，日本に

おける近年の食習慣の傾向を勘案すると，トラン

ス脂肪酸の摂取機会と摂取量は増加していると推

測される。

一方，天然には，種々の油脂中において微量に

検出されるほか，反弼動物に由来する肉や乳に比

較的多量のトランス脂肪酸が含有されることが知

られている2)。ウシやヒツジなどの反易動物では，

第一胄内に生息する微生物の作用により多価不飽

和脂肪酸の水素添加が起り，その中間生成物とし

てトランス脂肪酸が生成し3)，これらの動物を起

源とする肉や乳の脂肪の2～5％がトランス脂肪

酸であることが報告されている。天然のトランス

脂肪酸としてはオレイン酸(C18:ln9c)の異

性体であるエライジン酸(C18:1n9t)や"IZ"S-

バクセン酸(C18:1n7t)が主要なものである

と報告されている2)。今後，食品においてトラン

ス脂肪酸含量の表示が義務化された場合，加工油

脂のみならず，食肉や乳についても含量表示が適

応される可能性が高いと推測される。

トランス脂肪酸含量の表示に当たっては，正確

で精度が高く，また日常分析に耐えられるような

比較的簡便な分析法の確立が求められる。トラン

ス脂肪酸の分析方法としては赤外吸収，高速液体

クロマトグラフィー，ガスクロマトグラフィー

(GC)などが知られているが，分析精度・簡便性

などの観点から，総脂肪酸メチルエステルのGC

分析によりトランス脂肪酸脂肪酸を定量する直接

GC法が主流となりつつある。しかし，直接GC法

では，クロマトグラム上のトランス脂肪酸の各

ピークが近接するため，安定した分離状態の維持，

ピークの同定および積分条件決定など，技術的に

難しい要素を含む。

そこで本研究では,GC分析条件の最適化およ

ぴ分析試料のクリーンアップを組み合わせること

により，より正確なトランス脂肪酸の分析法を確

立することを第一の目的として実施した。また，

確立した定量方法を用いて市販の食肉，食肉加工

品等のトランス脂肪酸含量の測定を行った。

2．材料および方法

2．1試薬

内部標準物質およびスパイクとして用いたトリ

コサン酸(C23:0)およびヘネイコサン酸(C21:

0）はSigma社製のものを用いた。定性・分離確

認に用いた脂肪酸メチルエステル混合物はスペル

コ37EFAMEミックス（スペルコ社製）を用いた。

牛脂脂肪酸メチルエステルは，市販の牛脂（背脂

肪外層）から抽出した総脂質を使用して調製した。

水素添加を施して調製されたマーガリンは某油脂

加工メーカーより提供された。

2．2装置および条件

ガスクロマトグラフ装置はオートインジェク

ターを装着した島津製作所製GC-2010を用い，検

出器は水素炎イオン化検出器(FID)を用いた。

キャピラリーカラムはSpelcowax-10(0.32mm

1.D.×60m,膜厚0.25"m,スペルコ社製）および

SP-2560(0.25mmlD.×100m,膜厚0.20"m,ス

ペルコ社製）を使用した。カラム温度は170℃,23

分間保持後,220℃まで1℃／分で昇温させた。

注入部および検出部温度はそれぞれ240℃および

250℃とした。キヤリアーガスにはヘリウムを用

い,1mﾉ/minの流速で分析を行った。

2．3操作

食肉および食肉製品からの総脂質抽出はFolch

らの方法4）に準じて，また，乳および乳製品から

の総脂質抽出はレーゼゴットリーブ法5)により行

った。脂肪酸メチルエステルの調製は

Takenoyamaらの方法6）に準じて行った。固相抽

出(SPE)による脂肪酸メチルエステルの分画は，
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ヘキサンに溶解した約lmgの脂肪酸メチルエス

テルを，あらかじめヘキサンにて平衡化した

DiscoveryAg-Ionカートッリジ（スペルコ社製）

にロードし,6mﾉのヘキサン／アセトン混合液

(96:4,v/v)で溶出することでフラクションA

(飽和脂肪酸および"q"S-モノエン酸画分）を得た。

次いで4mﾉのヘキサン／アセトン混合液(90:10,

v/v)でフラクションB(ciS-モノエン酸および

航z"s_ジエン酸画分）を溶出した。次いで,4m/の

アセトンでフラクションC(ciS/i"""s-ポリエン酸

画分）を溶出し，最後にアセトン／アセトニトリ

ル(80:20,v/v)でフラクシヨンD(ciS-ポリエ

ン酸画分）を溶出した。得られた全画分は,20"g

のヘネイコサン酸あるいはトリコサン酸メチルエ

ステルによりスパイクした後，すべてN2気流下に

て乾燥し,0.5mﾉのへキサンに再溶解してガスク

ロマトグラフィーに供した。

2．4含量測定

トランス脂肪酸の含量測定は内部標準法により

定量した。なお，固相抽出の操作により内部標準

脂肪酸メチルエステルはすべてフラクションAに

溶出されるため，フラクションB以降の画分につ

いてはスパイク脂肪酸メチルエステルのピーク面

積を用いて補正し，以下の計算式にて定量計算を

行った。

<計算式〉

トランス脂肪酸含量(mg/1009)

=A×(F/E×B)×C/D/100

A:トランス脂肪酸のピーク面積の合計

B:内部標準メチルエステルのピーク面積

C:分画に供した脂肪酸メチルエステル溶液

1m/中の内部標準メチルエステル量(mg)

D:脂肪酸メチルエステル溶液lmﾉ分に相当

する試料重量(9)

E:フラクションAのスパイク脂肪酸メチルエ

ステルのピーク面積

F:フラクションB以降のスパイク脂肪酸メチ

ルエステルのピーク面積

3．結果と考察

3.1分析用GCカラムの検討

脂肪酸メチルエステルの分離に一般的に用いら

れている中極性カラム(Supelcowax-10)および

液相にcyanopropylpolysiloxaneを修飾した強極

性カラム(SP-2560)を用いて，トランス脂肪酸メ

チルエステルを含有する市販脂肪酸メチルエステ

ル混合物を分析した結果をFig.1に示す。中極性

カラムを用いた場合，炭素数や二重結合の位置に

基づいた分離は良好であったが,cis/Mz"sの構造

異性体の分離は困難であり，トランス脂肪酸の定

量には適さないと考えられた。一方，強極性カラ

ムを用いた場合には,cis/i"""s-C18:1および

ciS/r""s-C18:2が完全に分離された。データは

示していないが，同一サンプルの繰返し分析実験

において相対標準偏差≦0.5％であり，日常分析に

十分用いることができる繰返し精度を得た。

そこで,SP-2560を用いて調製時に水素添加を

施したマーガリンの総脂肪酸の分析を行ったとこ

ろ,Fig.2に示すように，種々 のC18:1異性体が

検出された。また，マーガリンにおける主要なト

ランス脂肪酸は炭素数18のモノエン酸であり，特

にエライジン酸(C18:1n9t),"q"s-C18:1

n11/12,およびオレイン酸(C18:1n9c)の含

量が高かった。これら脂肪酸メチルエステルの溶

出時間が近接しており，ピーク同定や面積計算に

少なからず影響を及ぼすことが推測された。同様

にして，牛脂脂肪酸メチルエステルを分析した際

には，オレイン酸の含量が非常に高く，特にｵ”"s‐

バクセン酸(C18:1n7t)のピークがオレイン

酸のピークと重なる場合が認められた（データ示

さず)。このような場合においては，ピーク面積

の積分条件に依存して各脂肪酸の定量結果が異な

© The Ito Foundation



食肉に関する助成研究調査成果報告書6(）

I
A

ｃ
ｃ
Ｃ

Ｃ
５
７
７

５
ｎ
ｎ
ｎ

ｎ
１
０
１
０
１
０

ｐ
ｐ
ｍ
畑
却
却
“
“
印
帽
伯
旧
掘
糀
旧

６
８
１
１
１
１
１
１
１
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ

ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
０
１
２
３
４
５

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１
１
１
１
１
１

Ｉ
く
Ｉ
く
く
く
く
く
く
Ｉ
く
ｉ

Ｃ
ｔ
Ｃ
ｔ
Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ

９
９
６
６
６
３
９
６
６
６
３
３

、
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ
ｎ

１
１
２
２
３
３
０
１
２
３
４
３
５
０
０

８
８
８
８
８
８
０
１
０
０
０
０
０
１
２

１
１
１
１
１
１
２
２
２
２
２
２
２
２
２

ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
ｌ
ｊ
ｊ

６
７
８
９
０
１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１
１
１
１
２
２
２
２
２
２
２
２
２
２
３

く
Ｉ
１
Ｉ
く
Ｉ
く
Ｉ
く
く
く
く

11）f民!
1首」

(7) （16.17）

｜(15）

、）

、
6）

（36）

｜,／
､＝・

』

30 4020 5010

１
２
３
４
５
６

３
３
３
３
３
３

１
１
く
く

Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ

９
６
３
９

，
ｎ
ｎ
ｎ

ｌ
２
６
０
０
１

２
２
２
３
４
４

２
２
２
２
２
２

１
１
１
１
１
１

B

’

９

７

５
‐

４

３４
１
２

１
１

Ｗ

<28.35）

(11）

1301

26）（22）

(15）（16） 4）’（36） （33）

mi
29）（

’
）

仙
個

｣し一

40 5030 60 7020

Retentiontime(min）
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Fig.3GaschromatogramsofFAMEfromabeeffatsampleisolatedbysolidphaseextraction

withaDiscoveryAg-Ioncolumn.A,saturatedfattyacidsandrm"smonoenefraction;B,

ciSmonoeneand"""sdienefraction;C'ciS/rm"spolyenefraction;D,ciSpolyenefraction.

C23:0wasaddedasaspikeFAME.PeakidentificationsareasinFig､1．

る傾向が認められた。ガスクロマトフラフの昇温

条件について種々の検討を行ったが，これらの

ピークの分離を改善することは困難であった。

3．2固相抽出法の検討

上述のことから,GC分析に先立ち，何らかの方

法で総脂肪酸メチルエステル中のciS/Mz"s異性体

を分離する必要性が認められた。従来より，脂肪

酸メチルエステルのciS/Mz"s異性体分離にはAg

イオンを吸着させた薄層クロマトグラフィーが用

いられている。しかし，薄層クロマトグラフィー

における操作の煩雑さや定量性の観点から，本研

究においては,Agイオンを固相に導入した固相

抽出カートリッジカラム(Supelco社製，

DiscoveryAg-Ion)を用いた異性体の粗分画を検

討した。

固相抽出カートリッジを用いて牛脂の総脂肪酸

メチルエステルを4画分に分画した後,GC分析

を行った結果をFig.3に示す。低極性の溶媒から

溶出を開始し，溶出溶媒の極性を順次上げていく

と，最初に飽和脂肪酸およびトランス形モノエン

酸が溶出し，次いで，シス形モノエン酸およびト

ランス形ジエン酸，シス形ジエン酸，シス形ポリ

エン酸が溶出された。しかし，複数の画分に同一

の脂肪酸メチルエステルが溶出され，回収率にば

らつきが生じる場合があり，定量性を確保するた

めには溶出条件の最適化が必要であることが示唆

された。また，4画分に分画することは分析検体

が4倍になることを意味しており，日常分析によ

り適した分画方法を検討する必要性が認められた《

そこで，分画数をA,飽和脂肪酸およびトラン

ス形モノエン酸；およびB,その他の脂肪酸の2

画分に減じ，高い回収率と再現性を得られるよう

な分画条件を検討した。その結果，最初の溶出を

8m/のヘキサン：アセトン混合液(96:4,v/v)
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で行い，次いで10mﾉのアセトン：アセトニトリル

混合液(75:25,v/v)で溶出することにより，

C18:1脂肪酸の構造異性体を完全に分離するこ

とが可能となった(Fig.4)。このことにより，特

に動物性脂肪に多量に含有されるオレイン酸によ

るトランス脂肪酸の定量への妨害は最小限に止め

ることができると推測された。また，トランス形

ジエン酸やトランス形トリエン酸の定量結果に画

分数の減少は明確な影響を及ぼさず，2画分のみ

の分画においても，トランス形のジエン酸および

トリエン酸の定量が可能であった。さらに，適当

な脂肪酸メチルエステルを各画分にスパイクする

ことにより，良好な回収率と定量性を保証できる

ことが明らかになった(Tablel)。

3．3種々の食品中のトランス脂肪酸含量測定

本研究にて確立した分析方法を用いて，種々の

市販食品中に含有されるトランス脂肪酸含量を測

定した結果をTable2に示す。加工油脂と比較し

て，食肉や乳製品のトランス脂肪酸含量は桁違い

に低かった。疫学調査の結果から，食事から摂取

© The Ito Foundation



食肉・食肉製品のトランス脂肪酸含量調査 63

Table2Concentrationsofォ畑"sfattyacidsinfoodsamplesbytheanalytical

methodestablishedinthisstudy(mglOOg-').

Totalamountof

"α"sfattvacids
18:ltaγ"s l8:2rm"s

Beef

Loin(n=3)

Tallow(n=1)

Thinskirt(n=1)

Tongue(n=1)
戸1

Dneep

Shoulder(n=1)

Pork

Loin(n=3)

Lard(n=3)

Chicken

Thigh(n=1)

Meatproducts

Sausage(n=2)

Bacon(n=1)

ｄ
ｄ
ｄ
ｄ

、
ｎ
ｎ
、

２８士

８
０
７

０
０
８
４

２
２
皿
７

２８士

８
０
７

Ｑ
Ｏ
８
４

２
２
皿
７

n.d 28.128.］

８
６
０
５

２
０

＋
｜
士

２
１
６
４

４
６

ｄ
ｄ

、
、

８
６
０
５

２
０

＋
｜
士

２
１
６
４

４
６

5.40n.d5.40

７１０士４
６
０
３

７
２

ｄ
ｄ

、
、

７１０士４
６
０
３

７
２

ｄ
ｄ

、
、

９３＋
’
８

７
士

１
５
２
５４

Milk(n=7)

Processedcheese

(''=2)

Naturalcheese

(n=5)

Margarine(n=2)

９３＋
’
○
○

万
Ｊ
士

１
５
２
５４

n.d.135±117

21500±212041500±3540
ハ
Ⅱ
ｖ

再
ｊ
ｊ
勺
１
１

勺
’
且
、
刈
註

１
１

士
十
一

５
０
３
０
１
００２

Valuesareexpressedasmean±standarddeviation

例数を増やし，より実体を反映した数値データを

蓄積していくことが重要である。

豚肉を原料とした食肉加工品で，わずかではあ

るが，トランス脂肪酸含量が増加する傾向が認め

られた。これは代表的な乳加工品であるプロセス

チーズにおいても同様であった。食品加工の際に

行われる加熱工程において，脂質の酸化に伴い，

トランス脂肪酸が生成する可能性が指摘されてい

る7)。トランス脂肪酸に対する消費者の関心が高

まっている昨今，食肉製品の安全性を担保し，消

費者に正確な情報を提供するために，食肉製品の

加工とトランス脂肪酸の生成との関係についての

知見を集めることは早急な課題であると考えられ

た。

する総カロリー数に占めるトランス脂肪酸のカロ

リー数が2％を超えると心疾患のリスクが急激に

高まると推測されている】)oこのことから，食肉

・食肉製品の摂取に由来するトランス脂肪酸が，

直接的に疾病のリスク要因になる可能性は低いと

推測された。しかし，パン食やファストフードの

普及に伴う日本人の食習慣の変化を考慮すると，

食事全体に占めるトランス脂肪酸の摂取割合に関

する検討は今後重要となる課題であると推察され

た。

これまでにも報告されているように，反鍔動物

に由来する食肉は，単胄動物に由来する食肉と比

較して，多量のトランス脂肪酸を含有していた。

また，食品重量当たりのトランス脂肪酸含量は脂

肪含量に正相関する傾向が認められ（データ示さ

ず)，その含量の分布は20mg/1009～148mg/

1009と非常に広範囲に亘っていた。今後，分析

4．要約

食肉・食肉製品のトランス脂肪酸含量を迅速，
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正確に測定するための，ガスクロマトグラフによ

る分析法方法を検討した。種々の検討の結果，強

極性キャピラリーカラムを用いたガスクロマトグ

ラフ分析により脂肪酸メチルエステルを分離する

ことにより，トランス脂肪酸の定量分析が可能で

あることが確認された。また,GC分析に先立ち，

固相にAgイオンを導入したカートリッジカラム

を用いて固相抽出を行い，炭素数18のモノエン酸

の幾何異性体のシス異性体とトランス異性体を分

画すると，定量性が向上することが示された。本

研究において確立した分析方法を用いて，いくつ

かの食品のトランス脂肪酸含量を測定した結果，

食肉および食肉製品のトランス脂肪酸含量は加工

油脂の1／100程度であった。一方で，食肉の加

工に伴いトランス脂肪酸含量が増加することを示

唆する結果が得られた。
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SpeedandNon-destructiveEvaluationMethodsforMarblingandEtherExtractof

MeatRegardingwithNutritionandAcceptability

65

入江正和（宮崎大学農学部）

Masakazulrie(FacultyofAgriculture,UniversityofMiyazaki)

Toestablishobjective.promptevaluationmethodsofthemarblingscoreandthe
etherextractcontentforbeefandpork,theimageanalysismethodswithcheappicture
devicesandsoftwareonthemarketwereexamined.Theimagesonthe82beefcarcasses
atthetwomeatmarketswereobtainedwithadigitalcamera.Smoothingprocesswas
donetofOurmusclesbyusingimageanalysissoftware(Image-ProPLUS),thefatarea
wasextracted,andthearearatiooffattomuscleandthemuscularareaweremeasured

intheimage.Thewholemethodthattracedaroundmusclewascomparedwiththespot
methodthatmeasuredpartsinthemuscle.Thel-5placesofMJo"giss"〃s肋omcis,M
se"""α"sdo",Mse""j"α焔c""isandM""""swerepulledouttothecircleim-
ages.ThecuttingsofMJo"giSsi加"sｵﾙ"IzciSat5-6ribsandl/2bodylengthwereobtained
from50cross-bredpigs.Theimagesforporkwereobtainedwithascanner.The

marblingscoreandthecontentofetherextractforporkweremeasured.Suitableimages
ofmakingtobinaryforbeefandporkwasobtainedbytheimageanalysismethod
(especially,containingsmoothingprocess)withsmallgeneral-purposepicturedevices--
adigitalcameraorathinscanner.Correlationcoe伍cientsbetweenMノ0"g@ss2加"s""IzciS
andfourmuscleswere0.69-0.73forbeefmarbling.Thecorrelationcoefficientsbetween

thewholemethodandthespotmethodwere0.89-0.97forbeefmarbling.Thecorrelation
coe伍cientsbetweenthearearatiooffattomuscleandtheetherextractcontent&the

marblingscoreforporkwere0.74and0.71,respectively,inthewholemethod.These
resultsshowedthattheimageanalysismethodtoexertoneisingenuityinprocessingwas
asimple,practicablemethodofestimatingmarblingorfatcontentformeat,thatasimple
spotmethodwasabletosubstituteforthewholemethodforbeefmarbling,andthata
simplemethodwithascannerwasagoodmethodofestimatingthemarblingandfat
contentfbrpork.

1．目的

食肉において脂肪交雑は経済性のみならず，栄

養価や食味性に重要な影響を与える要因であるが，

その評価の客観性がたびたび議論されている。さ

らに最近では和牛肉において筋内脂肪含量が50％

を超えるものがあるなど，逆に脂っこく感じたり，

カロリーが多すぎるという問題点も生じている。

他方，豚肉は欧米において赤身性を増大させて

きたが，食味性の低下が問題となった。その理由

は筋内脂肪量の低下にあり，既に欧米では豚肉の

筋内脂肪は向上方向に進みつつあり，米国では豚

脂肪交雑基準スコアーや目標値（2～4％）が出

されている。

脂肪交雑の判定は見た目でなされるのが一般的

であり，主観性に左右される。また，低い融点の
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脂肪も脂肪交雑として同様に評価できる客観的か

つ迅速な評価方法があれば，流通面で役立つこと

になる。

さらに，見た目の脂肪交雑値だけでは栄養価，

特に摂取カロリーとの関係もはっきりしない。も

し，消費段階で脂肪含量なと､に関してある程度の

数値が表示できれば，果物の糖度のように消費者

情報として役立つことになる。そのため流通ライ

ン上で，脂肪交雑を客観的に評価する方法や，カ

ロリーに関連する脂肪含量を瞬時に評価できる方

法があれば，食肉の栄養価の評価や食味性の向上

につなげることができる。

脂肪交雑や脂肪含量の推定法としては，画像解

析法が期待され，一定の成果を挙げている。しか

しながら，機器が高価であったり，マニュアル操

作を必要としたり，ソフトが特殊であったり，淡

い豚肉では難しいなどの種々の問題がある。

そこで，本研究では，画像解析法として汎用的

なハードとソフトを組み合わせ，また色が淡く，

融点が低いことから画像解析が困難であった豚肉

を主に用いて，経済性や食味性に関連した脂肪交

雑さらには栄養価に関連した脂肪含量を客観的

かつ迅速に評価する方法を確立することを目的と

した。

2．方法

2.1供試サンプル

牛肉サンプルとしては，宮崎県の食肉市場(n=

13）と兵庫県の食肉市場(n=69)で撮影した牛

枝肉の6－7肋骨間切開面画像，計82枚を用いた。

汎用デジタルカメラを用いて，枝肉切開面の第6

肋骨側リブロース全体が収まるように撮影した。

なお，フラッシュによる乱反射等を防ぐため，フ

ラッシュ無し撮影あるいはLEDタイプの白色蛍

光灯を用いた。また，スケールを枝肉切開面と同

一深度で同時撮影し，写真からの測定値を画像解

析時に実測値換算した。

豚肉の供試サンプルは,LWD三元交雑種の豚

50頭に由来する体長1/2部位,5-6胸椎間にお

ける胸最長筋を使用した。豚胸最長筋の両部位に

おいてマーブリング（脂肪交雑）をNationalPork

ProducersCouncilの方法!)で評価し，さらに，汎

用スキャナー(GT8700F,EPSON社製）上に豚肉

を乗せ，画像を撮影した。

2．2画像解析

牛肉での画像解析部位は胸最長筋，背半鰊筋，

頭半疎筋，僧帽筋とした。各筋肉に対して肉面全

体を測定する全面法と筋肉面の一部を測定するス

ポット法を適用した(Fig.1)。全面法では，画像

解析ソフト(Image-ProPLUS)で各筋肉の輪郭

線を自動描画したが，一部誤認識された部分は手

動補正を行った。スポット法は，手動補正を必要

とせず，現場で簡易に実施でき，方法としては，

胸最長筋3～5カ所と背半鰊筋2カ所を直径3

Cnl,頭半練筋1カ所，僧帽筋2カ所を直径2.5cm

で円形に画像を自動抽出した。

各筋肉画像は上記ソフトにより色むら補正のた

めに平坦化処理を行った。さらに，二値化処理に

より脂肪交雑を画像抽出し，筋肉面積と，筋肉面

積あたりの脂肪面積比を計測した。

豚肉での画像解析部位は胸最長筋とした。面積

当たりの脂肪面積比の測定は，胸最長筋をその輪

郭で抽出した全面法とスポット法を適用した

(Fig.2)。スポット法では豚胸最長筋の大きさを

考慮し，ロース芯の一部を直径4cmで3カ所，

5.5cmで1カ所を抜き出した。

筋肉はそれぞれ，照明，色むら補正のために平

坦化処理を行い，二値化処理により筋肉領域から

脂肪領域を抽出した。肉色が淡い豚肉は，画像の

色ムラを補正し，画像の凹凸をなくす平坦化処理

の度合いにより，二値化処理後の脂肪面積比の値

に影響を及ぼすことが分かった。そこで，予備試
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譲掌鐺
¥晶診

鑑

騨
翻陣

癖騨諺蕊霊’‘.，t”嘱噌鐘

Fig.1a-dlmageanalysisofmuscleareaandmarblingforbeefcut(aandb.Wholemethod;candd,Spotmethod).1

a,Muscleareassurroundedinthegreenboundarylinewhichwastr･acedsemi-automaticallybyimageanalysis

method;lb,Exampleofared-renderedimageofcross-sectionwithmarblingnecksonFig.1a;1c,Targetarea

ofimageanalysis・Theareaswereselectedin3and2.5centimetersindiameterforMノ0"giW加況sr加池cis,M

ｵγ"""s,Msc"Sp"α姑do"andMsc"Sp〃α"sc""iS;1d,Exampleofared-renderedimageofacross-section

withmarblingnecksonFig.1c.

Fig.2a-d・Imageanalysisofmarblingforporkcut(aandb,Wholemethod;candd,Spotmethod).2a,Targetarea

tracedsemi-automaticallybyimageanalysisforMIo"giss"""2""/c.;2b,Targetarea()fimageanalysis,the

areasurroundedbytheboundarylinewhichwastracedsemi-automaticallyintheMノ0"giSs""s"iomcjc,andan

exampleofared-renderedimageofacross-sectionwithmarblingflecks;2c,Targetareaofimageanalysis,the

areasurroundedbythreecircleof4centimetersindiameterwhichwasextractedintheMノ0"giSs""sMomcis,

andanexampleofared-renderedimageofacross-sectionwithmarblingnecks;2d,Targetareaofimageanalysis,

theareasurroundedbyacircleof5.5centimetersindiameterwhichwasextractedintheMノ0Zgjss""s"2omcis,

andanexampleofared-renderedimageofacross-sectionwithmarblingnecks.

験として，最も適切な平坦化処理の強度を検討す

るために，26頭分の胸最長筋画像を用いて，平坦

化強度0,25,50,75,100,125,150,175および

200と実測値との関連性を調査した。平坦化強度

は，全面法では100,およびスポット法では75が適

切であることが明らかとなったため，本試験では
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TablelSimplecorrelationcoe伍cientsofbeefmuscleareabetweenM

jo"giss""〃sMomciS,M""""s,Ms""坤加α姑do",andM

se"@iSp伽α焔""isbycomputerimage.

Mノ0jgss2沈況s MW"ezj"sMsc"sp"α"s

的Omczs do"i

３
１
２

６
８
７

０
０
０

Ｍ
Ｍ
Ｍ

""""s

seWs"加α"sdO滝i

sc"Sp畑α"sc""iS

８
５
５
５

０
０ 0.74

、＝82

Table2Simplecorl･elationcoe伍cientsofbeeffatarearatiobetweenMIo"gissか""s"2omcis,M""""s,M

se""""/iSdo",andMsc"spi"α"sc""jSbycomputerimageanalysis.

MIO"giss""sｫ伽r@cisMt,"""sMse""〃αjjSMse"2""α"s
do"""iS

whole5spot4spot3spotwhole3spotwhole2spotwhole

７
７
６
０
４
３
８
９
５

９
９
９
７
７
７
６
６
６

０
０
０
０
０
０
０
０
０

Mノ0"gssz加況並加""cis5spot

4sDot

3spot

M/ml2zj"swhole

3spot

MSeWSpi"""SdO"whOlC

2spot

".sc"Spi"/is""iSwhole

lspot

０
９
８
４
５
９
２
９

０
９
６
７
７
６
７
６

１
０
０
０
０
０
０
０

９
９
４
６
０
３
０

９
６
７
７
７
７
７

０
０
０
０
０
０
０

７
３
４
０
２
９

６
７
７
７
７
６

０
０
０
０
０
０

９
８
５
３
５

８
６
６
５
５

０
０
０
０
０

６
４
８
７

６
６
５
５

０
０
０
０

３
４
２

９
７
７

０
０
０

９
８
７
７

０
０ 0.93

n＝82

一方，画像解析法ではトレースしなくても赤肉

部分を瞬間的に捉え，面積を瞬時に計測できる。

総筋肉面積の方がより正確であることが報告され

ており:)，画像解析法が赤肉量をより正確に予測

するには適しているだろう。

3．2牛枝肉の各筋肉部位における脂肪交雑の

関連性

牛枝肉を用いて，全面法における胸最長筋と背

半鰊筋，頭半鰊筋および僧帽筋の脂肪交雑相関係

数は0.73,0.69,0.70となった(Table2)。これら

の相関は必ずしも高くはないが，肋骨部の枝肉断

面においては1カ所だけの脂肪交雑測定でも他の

部位をある程度反映しているといえる。しかしな

がら，モモ部などの脂肪交雑は必ずしも胸最長筋

部を反映していないと現場で指摘されており，複

数箇所のデータをとる方がよいだろう。これに関

連して，口田ら（2000)3）は，画像解析処理にお

それらを使用した。

2．3粗脂肪含量の測定と統計解析

豚肉についてのみ粗脂肪含量をエーテル抽出法

で測定した。粗脂肪含量とマーブリングスコアは

脂肪面積比から推定した粗脂肪含量の相関を検討

した。

3．結果と考察

3.1牛枝肉における筋肉面積の画像推定

牛枝肉における筋肉面積における各部位の相関

関係をTablelに示した。胸最長筋と背半練筋，

頭半練筋および僧帽筋の面積における相関係数は

0.81,0.72,0.63と比較的強い相関を示した

(P<0.05)。すなわち，胸最長筋のものは他の筋肉

も大きいことを示しており，現在の肉量予測式に

は胸最長筋面積が使われているが，それを支持す

る結果となった。
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いて胸最長筋のみから筋内脂肪含量を推定するよ

りも，頭半疎筋と背半鰊筋の情報を利用した方が

格付貝との一致率が高く精度が上がるとしている．

なお，今回の実験では測定していないが,Yang

ら（2006)‘'）は，牛の胸最長筋筋内脂肪含量と筋

内脂肪面積との間にr=0.71(n=51),Kuchidaら

(2000)5)は,r=0.98(n=158)の相関を示し，画

像解析値から筋内脂肪含量を予測される可能性を

示している。

3．3牛枝肉切開面の脂肪交雑における画像解

析法

全面トレース法とスポット法で測定した脂肪面

積比の関係をTable2に示した。すべての同一筋

肉内において全面法と各スポット法は高い相関

(最小値r=0.89～最大値r=0.97)を示した。すな

わち，牛枝肉切開面の脂肪交雑測定においてス

ポット法は全面トレース法に十分代替され得るこ

とが示された。

スポット法と比較し，全面トレース法では面積

も測れるというメリットがあるものの，撮像装置

が大型で，さらにマニュアル操作が必要で，時間

がかか肌現場で即測定することができない。一

方，スポット法では，小型化した撮像装置の製作

が可能であり，マニュアル操作が不要なので，

CPUを撮影装置に一体化させることにより瞬時

に画像計測が可能となるだろう。

また，現在枝肉はBSEの観点から切開面が狭く

なってきており，専用装置も薄型化が進んでいる

ものの撮影出来ない状況になりつつある。薄型の

汎用スキャナーは，狭い切開面にも適用でき，価

格も専用装置に比べてl/100以下である6)。ス

キャンに時間がかかるという欠点はあるものの，

機器の発達に伴い，高速化が可能であり，高画質

画像でなくても，十分対応できることから，今後，

高速専用スキャナーの開発が望まれる。

3．4豚肉の脂肪交雑に対する画像解析法の適

用性

豚肉におけるマーブリングスコアと粗脂肪含量

の相関係数は0.88であった(p<0.01)。この強い相

関がみられたのは，このマーブリングスコアーの

基準自体が，新たに粗脂肪含量をもとに作成され

たものであるためであり，そのことを裏付ける結

果となった。なお，牛肉においてマーブリングス

コアと粗脂肪含量の相関関係数を，井上ら

(2002)7)はr=0.79,Brackebuschら肘)はr=0.88と

報告している。ただし，豚肉の脂肪含量は1～

10%強であるが，牛肉ではその数倍，和牛肉では

その10倍（最高のものでは50％を超える）脂肪を

含んでいるが，ほぼ同様の結果となった。

全面法(Fig.3)における脂肪面積比と粗脂肪含

量およびマーブリングスコアの相関式とその係数

は下記に示す通りとなった。なお，スポット法で

は脂肪面積比との相関が粗脂肪含量で0.49,マー

ブリングで0.48と低下した。

Y(脂肪面積比)=0.02×(粗脂肪含量)+0.10

(n=50,r=0.74)

Y(脂肪面積比)=0.03×（マーブリングスコア）

+0.07(n=50,r=0.71)

Faucitanoら(2005)9)は，色の淡い豚肉の筋内

脂肪量を推定する一つの方法として，ホルムアル

デヒドで固定し，オイルレッドで染色した後，画

像解析を適用している。その際の脂肪面積と筋内

脂肪含量の関係はr=0.60であった。今回は，現場

で適用できるように前処置を一切行わなかったが，

全面トレース法で0.71～0.74の相関を得た。つま

り，汎用スキャナーを用いて良好な画像を得，さ

らに適切な平坦化強度と全面トレース法を行えば，

染色などの前処理なしで，画像解析法により筋内

脂肪含量が推定できることが分かった。

なお，豚肉においては，スポット法における相

関係数は，3カ所平均値でそれぞれ0.49および0.48
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の一部分を測定するスポット法を比較検討した。

牛肉のスポット法では，胸最長筋3～5カ所，背

半鰊筋2カ所，頭半煉筋1カ所，僧帽筋2カ所で

円形画像を抽出した。次に,LWD三元交雑豚50

頭分から体長l/2部位,5-6胸椎間の胸最長筋

を採取し，汎用スキャナーで画像を採取し，全面

法とスポット法（直径4cm3カ所,5.5cmで1カ

所）を比較検討した。さらに，豚肉のマーブリン

グおよび粗脂肪含量を測定し，画像解析値との関

係を調査した。安価で小型の汎用撮像装置（デジ

タルカメラ，薄型スキャナー）でも画像解析法(特

に平坦化処理）を工夫することによって，牛肉で

も豚肉でも良好な2値化画像が得られた。牛の胸

最長筋に対する背半練筋，頭半鰊筋，僧I帽筋の各

相関係数は筋肉面積で0.63～0.81,脂肪交雑で0.69

~0.73となった。また，牛脂肪交雑における全面

法とスポット法の相関はr=0.89～0.97となった。

豚肉における全面法における脂肪面積比と粗脂肪

含量およびマーブリングスコアの相関係数は，そ

れぞれ0.74および0.71となり，スポット法では低

下した。以上の結果は，汎用撮像装置を用い，処

理に工夫をこらした画像解析法は食肉の脂肪交雑

(筋内脂肪含量)を予測する簡易で実用的な方法と

なること，牛肉脂肪交雑では簡易なスポット法は

となり，1カ所スポット法では，それぞれ

0.34,0.34となった。全面法と比較して，スポット

法の精度が低下した原因は，特に体長1／2部位

の粗脂肪含量が中程度の豚肉は，筋内脂肪が脊柱

側に偏って観察される特徴的なものが多かったた

めではないかと思われる。牛において，胸最長筋

の筋内脂肪の沈着は，腹側で優先的に起るとの報

告↓)があり，豚でも，脂肪の沈着部位に優先順位

があるのだろう。スポット回数が少なくなるにつ

れ推定精度が低下する傾向にあったので，スポッ

トの直径をやや小さくし，測定力所を増やせば，

精度は向上するのではないかとも考えられた。

4．要約

牛肉と豚肉を用いて、脂肪交雑と脂肪含量の客

観的かつ迅速な評価法を確立するため，安価な汎

用撮影装置と市販ソフト用いた迅速な画像解析法

を検討した。2カ所の食肉市場でデジタルカメラ

を用いて，牛枝肉切開面の画像計82頭分を得た。

画像解析ソフト(Image-ProPLUS)を用い，胸

最長筋，背半鰊筋，頭半鰊筋，僧帽筋に対して平

坦化処理を行い，脂肪領域を抽出し，筋肉面積と，

筋肉面積当たりの脂肪面積比を画像計測した。ま

た，筋肉切断面全体をトレースした全面法と切断

© The Ito Foundation



食肉の栄養価，食味性に関連する脂肪交雑，脂肪含量の迅速非破壊評価法 7］

全面法に代替できること，スキャナーを用いた簡

易な方法でも豚肉のマーブリングスコアや筋内脂

肪含量を予測するよい方法となることを示した。

本研究を行うに当たりご助力いただいた当研究

室（現家畜改良センター）小平責都子さんに厚く

謝意を表します。
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