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要 事句

ホルスタイン種の去勢牛8頭の半臆様筋を用いて，

屠殺後2日目にブロック肉 (BS) とホモジネート肉

(HS) を調製し，生肉および刀日熱した上澄(加熱スー

プ)について実験を行った.ペプチド量において，生

肉の 2日目のものは加熱スープのものより少なかった

が， 21日目では生肉の HSおよびBSの方が多くなっ

た.遊離アミノ酸総量は 21日目において BSの方が

HSよりも多かったが，生肉と加熱スープとの聞に大

きな差はなかった.個々の遊離アミノ酸では，一般に

Glu， Gly， AlaおよびLeuの大きな増加が見られた.

しかしながら， Gluは加熱により減少した.高速液体ク

ロマトグラフイーによる筋紫画分の分析では， HSと

BSのピークは類似していた.熟成中にピーク RT15.5

とRT23の減少が見られ，一方タンパク質のピーク

RT15と蛋白質あるいはペプチドが分解したと思われ

る低分子量のペプチドあるいはアミノ酸のピーク RT

24が新たに生じ，ピーク RT26は増加した.

緒 C:::II 

牛肉の熟成に関して，屠殺後の保存により筋原線維

のZ線の脆弱化や筋原線維タンパク質と筋柴タンパ

ク質が分解してペプチドや遊離アミノ酸の増加などに

より，軟らかさや風味の向上が報告されている (Par-

rish et al.， 1969: Field et al.， 1971: N ishimura et 

al.， 1988:岡山ら， 1993: Mikami et al.， 1994). し

かしながら，熟成過程において筋築タンパク質，ペプ

チドまたは遊離アミノ酸がどのように変化するかにつ

いては不明な点も多い.

本実験では一般的な保存形態である肉塊(フゃロック

受理 1996年 2月16日

肉試料)とドリップの損失，細菌汚染またはサンプル

採取の場所による差を少なくするため，ホモジネート

肉試料を用いた時に，筋築タンパク質，ペプチドおよ

び遊離アミノ酸量にどのような違いがあるかについ

て，また加熱した時の上澄みにおけるペプチドおよび

遊離アミノ酸量についても検討した.

材料および方法

1.供試牛肉および試料の調製:供試牛は 18-19ヶ

月令ホルスタイン種の去勢牛 8頭を用い，屠殺後2

日目の半臆様筋 (M.Semitendinosus)を実験に供し

た

1 ).ブロック肉試料 (BS)の調製:約 200gの肉塊

4個をそれぞれ真空パックフィルム(酸素不透過

性)に入れ真空包装し， 1-2
0

Cで保存した.これ

を屠殺後5，7，14および21日目に取り出して細

切し，次に述べるホモジネート肉試料と同様にし

て筋柴画分を調製した.

2) .ホモジネート肉試料 (HS)の調製:できるだ

け脂肪や筋を除いた牛肉 70gを細切し， 3倍の緩

衝液 (0.1M NaCl， 0.05%NaN3を含む 30mM

クエン酸リン酸， pH 5.6) 210 mlを加え，ホモジ

ナイザーにより氷水中で、約2分間均質化した.こ

れを 1-2
0

Cで保存し，屠殺後2，5， 7， 14およ

び、21日目に試料の一部を取り出して実験に用い

た.ホモジネート試料を 11，000Xg，20分間ooC 
で遠心分離し，上澄液を口径0.2μmのフィル

ターでろ過したものを筋築画分とした.試料はゲ

ルろ過法による HPLCに，一部は TCA可溶性画

分の調製に用いた.

3). TCA可溶性画分の調製:1 )及ぴ2)で得られ

た筋築画分と 4%TCA溶液を等量で混合し，前

報(長尾ら， 1994) と同様にして調製した.これ
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をペプチドおよび、遊離アミノ酸の試料として，分

析時まで1-2
0

Cで保存した.

4) .加熱スープ試料の調製:1)及び2)の均質化

した試料を約20g取り出し， 75
0

Cで15分間水浴

中で加熱した.これを 11，000Xg，20分， OOCで

遠心分離し，上澄液を口径0.2μmのフィルター

でろ過したものをホモジネート加熱スープ試料

(CSHS)あるいはブロック肉加熱スープ試料

(CSBS)とした.これは分析時まで-25
0

Cで保存

した.

2.ペプチド量の測定:前報(長尾ら， 1994) と同様

の方法により行った.

3.遊離アミノ酸量の測定:前報(長尾ら， 1994) と

同様の方法により行った.

4. HPLCによる筋紫画分の分析:高速液体クロマ

トグラフイ (HPLC)による筋築画分の分析は，

TSK -G2000SWXLカラムを用いたゲルろ過法で

0.25 M K-Na2リン酸緩衝液 (pH6.5)で溶出し，

得られたピークおよびその面積を測定した.

結果および考察

1.ペプチド量の変化

図1はペプチド量の測定結果を示した.屠殺後2日

目では生肉 100g当たり 132.1mgで，加熱スープでは

216.9 mgであった.屠殺後の経過日数と共にいずれの

ペプチド量も増加し， 21日目には HSでは 434.3mg， 

BSでは 399.8mg，そして加熱スープの場合， ，CSHS 

では 363.5mg， CSBSでは 350.3mgであった.HSお

よびBSの生肉では， HSの方がBSよりペプチド量

は多い傾向にあり，また生肉と加熱スープでは，生肉

の方が多かった.熟成中に内在性のカルパインおよび

カテプシンなどのプロテアーゼによってタンパク質が

分解され，ペプチドの増加が報告されている(岡山ら，
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図 1 保存中におけるペプチド量の変化
HS:ホモジネート肉の2%TCA溶液，
CSHS:ホモジネート肉の加熱スープ，
BS:ブロック肉の2%TCA溶液，
CSBS:ブロック肉の加熱スープ
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1993 :三上ら， 1995). また，長尾ら (1994)はホルス

タイン種の大腿二頭筋や半膜様筋のホモジネート肉を

保存した時のペプチド量について報告しているが，本

実験の値とおおよそ一致していた.一方，岡山ら (1993)

は0-21日目まで牛肉を保存しており，この場合生肉

の方が加熱スープよりペプチド量が多かったと報告し

ている. しかし本実験では 2日目から 7日目までは逆

で加熱スープの方が多かった. 2日目に加熱スープの

ペプチド量が生肉よりも高い値を示した原因は不明で、

あるが，タンパク質が加熱により分解したとことなど

が考えられる.また 21日目においてこの逆で加熱スー

プの方が少ないことは，熟成と共に生じる疎水性ぺフ。

チドなどが加熱によりタンパク質と結合し易くなるこ

と，また TCA処理と加熱処理とではタンパク質が沈

殿するメカニズムが異なることなどが考えられた.

2.遊離アミノ酸量の変化

牛肉中のタンパク質を構成している遊離アミノ酸の

総量を図2に示した.屠殺後2日目の場合，牛肉 100g 

当たり 146.3mgであり，加熱スープでは 143.0mgで

あった.14日目以降， BSの方がHSよりも多くなり，

21日目には HSでは 306.2mg， BSでは 382.7mgで

あった.加熱スープの場合， CSHSが289.2mg， CSBS 

では 370mgであり，生肉のものと違いは見られな

かった.牛肉，豚肉および、鶏肉を熟成すると遊離アミ

ノ酸，核酸や非蛋白態窒素などが増加すると報告があ

り(Parrishet a1.， 1969 : Field et a1.， 1971 : Nishimur-

a et a1.， 1988: Mikami et a1.， 1994)，保存中に遊離

アミノ酸を含む色々な化学的な成分の変化が起こる.

本実験の屠殺後2日目における遊離アミノ酸総量は，

前報(長尾ら， 1994)と類似していたが， 21日目の値

はいずれも高い値を示した.特に BSで保存したもの

はHSで保存したものよりも高かった.これはホモジ

ネート肉を調製する時に用いた緩衝液によりアミノペ
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図 2 保存中における総遊離アミノ酸量の変化
HS:ホモジネート肉の2%TCA溶液，
CSHS:ホモジネート肉の加熱スープ，
BS:ブロック肉の2%TCA溶液，
CSBS:ブロック肉の加熱スープ
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プチダーゼの活性が影響を受けたことも考えられる.

三上ら (1995)は牛肉の異なる部位の遊離アミノ酸量

を調べたが，各部位によって異なることを報告した.

本実験における 2日目の値は類似していたが， 21日目

の値はいずれも高い値であった.

個々の遊離アミノ酸についてみると(データー省

略)， AspとCysの増加はあまり見られなかったが，他

の遊離アミノ酸はいずれの処理条件においても時間の

経過とともに増加した.特に Glu，Gly， AlaとLeuの

増加量が多かった.Field et al. (1971)によると Glyそ

して Alaが，また三上ら (1993)はGluとAlaの増加

が大きかったと報告しており，本実験の結果と一致し

た.CSHSの場合は HSより AlaとGluの量が少な

く， CSBSの場合は BSより Gluの量が少なかった.こ

のように生肉と比べると，加熱した場合に Glu量が減

少するのは，加熱によって Gluが分解することなどが

考えられた.

3. HPLCによる筋築画分の分析

TSK -G2000SWXLカラムを用いた筋築画分のクロ

マトグラムを図3に示した.ピークは分子量の大きな

ものから小さなものへRT(Retention Time) 11， 12， 

Cコ
aコ

~:: - 咽 !;::'，-一一-日.-.~ 

。....-¥，二:@tt-mJ-f
~.:，. ; • ...i 
~ーー-.~-'て.-_.ーでf ーで士ーて j. 一一_....

r::r:唱 ーー -.・的 自_.:._

句 十1::..ヶニーi:"':'

r ~:-'-~:':'~-':-~:""~':'-'.~ご日。一ご・ …γー¥
トl.

注目町二11 :: "出

目，

時 ...t ..•... 、

ー ーーー.._..-.・ -. ・

日一一一、 HF弓ーー‘一鳥....'......tn 
tr.< .- -: ....... ト目
ーぐ、J ・・ 4 ー o-r・3

一一 rä~ten~i~n Time(min.)二三ーー

図3 筋紫画分の HPLCクロマトグラム
カラム:TSK -G 2000 SWXL， 
流速:0.5 ml/min， 
緩衝液:0.25Mリン酸緩衝液， pH 6.5， 
試料:屠殺後14日目のブロック肉の筋
築画分 (10μL)

13， 15， 15.5， 16， 18， 20， 23， 24， 26および、31まで

の12個が観察された.それぞれのピークは，三上ら

(1993)の報告した筋築タンパク質の電気泳動の結果や

標準物質の溶出時間，また各ピークの電気泳動の結果，

ピーク RT20まではタンパク質であり，ピーク RT20

は主に分子量17，000のミオグロビンであることが分

かった.ピーク RT23以降のものは電気泳動によるバ

ンドは現れなかったためタンパク質ではなく，低分子

量のペプチド或はアミノ酸などと考えられた.Davis 

and Anderson (1984)がTSK-G2000SWカラムを用

いた筋築タンパク質の分析結果と本実験の結果は類似

していた.

HSのピークの変化を見ると時間の経過とともにタ

ンパク質のピーク RT15.5は減少するが，それよりも

分子量の大きいピーク RT15は増加した.また分子量

1万以下のペプチドと思われるピーク RT23は減少

し，更に分子量の小さいピーク RT24と26は増加し

た(図 4).BSの場合はほぼHSのものと似ていたが，

ピーク RT15と24は7日目から現れ，その後，増加し

た(図 5).この分子量の大きなピーク RT15は， 2日

目の筋築タンパク質には含まれていない高分子のもの

であるから，結合組織タンパク質または筋原線維タン

パク質などが熟成中に分解されたり，あるいは筋疑タ

ンパク質の会合などが考えられ，またピーク RT24と

26はタンパク質やペプチドの分解したものに由来し

100 

80 

;; 60 

援

団 40

20 

7 14 21 

屠殺後の日数

図4 TSK-G 2000 SWXLによる筋竣画分の
各ピークの面積
試料:ホモジネート肉.
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図5 TSK-G 2000 SWXLによる筋紫画分の
各ピークの面積
試料:ブロック肉.
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ていることなどが考えられた.
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