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研究成果の概要（和文）：魚類筋肉タンパク質（筋原線維タンパク質、ミオシン S-1、筋小胞体、

ミオグロビン）の冷凍変性、熱変性、酸変性およびミオグロビンのメト化に対して、生理的な

濃度の ATP は強力な変性抑制作用を示した。ATP は、二つの機能（エネルギー物質、タンパク

質の変性防止作用）を有していることが明らかとなった。筋肉中に高濃度の ATP が存在した状

態で凍結保蔵すると、ATP の筋肉タンパク質変性抑制作用により冷凍変性が抑制される。 

研究成果の概要（英文）：ATP with physiological concentration showed strong suppressive 
effect on denaturation by the treatment of frozen, heat and acidic pH of fish muscle 
proteins which are myofibrillar protein, myosin s-1, sarcoplasmic reticulum and myoglobin. 
The autoxidation rate of tuna myoglobin was suppressed in the presence of ATP. The results 
indicate ATP has two functions, which are currency of energy and protein stabilizer. The 
ATP remaining in fish muscle works as a cryoprotectant during frozen storage.       
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１．研究開始当初の背景 
水産物の品質に関する食品生化学的な研

究では、鮮度変化やタンパク質変性が非常に
速く進行することから、これらの変化を測定
する研究が精力的に行われてきた。例えば、
死後の筋肉中で ATP の分解で生成される ATP
関連化合物の経時変化を測定した K値などの
鮮度指標や筋原線維タンパク質の温度安定
性に関する研究である。鮮度変化や筋原線維
タンパク質の変性を測定する方法は確立さ
れている。 

一方、筋肉から調製した筋原線維タンパク
質やミオシンは、生体が生きている体温で保
存すると、変性が急速に進行する。また、水
産加工の現場では、高鮮度状態で水産物を凍
結処理すると、解凍後の品質が非常に良いこ
とが経験されている。しかし、これらの現象
を説明するメカニズムは、明らかにされてい
ない。 
筋原線維タンパク質の熱変性に関して、生

体内エネルギー物質の ATPが変性を抑制する
ことが報告されているが、試験に供された
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ATP 濃度は 1mM 以下での試験結果である。筋
肉内の生理的な ATP 濃度は、5～10 mM である
ので、ATP の変性抑制作用を明らかにするた
めには、1 mM 以上での検討が必要である。し
かし、筋原線維は ATPase 作用を示すので、
ATP 濃度を高濃度に維持した試験系の構築は
難しく、1mM 以上の生理的な濃度下における
研究は行われていない。また、筋肉に含まれ
る筋原線維タンパク質以外のタンパク質へ
の ATPの作用に関する研究報告も非常に少な
い状況にある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、水産物の品質に及ぼす ATP の
作用について、①ATP の筋肉タンパク質の変
性抑制作用機序の解明、②水産物の活き〆後
の ATP残存と死後変化時のタンパク質変性と
の関係および凍結処理・保蔵時の筋肉タンパ
ク質の変性抑制に及ぼす ATPの影響をタンパ
ク質化学的な手法を用いて明らかにするこ
とを目的とした。研究成果は、水産物の高品
質な凍結保存を行うための条件設定など、新
しい加工処理技術構築への応用が期待され
る。 
 
３．研究の方法 
（１）試験試料 
 ①筋原線維タンパク質 

筋原線維タンパク質の調製には、均質な魚
肉タンパク質試料としてスケトウダラとグ
チの冷凍すり身（FA 級）を使用した。常法に
従い 0.1 M KCl (pH 7.5)溶液でのホモジナイ
ズ、洗浄を繰り返して筋原線維タンパク質を
調製した。 

②ミオシン S-1 
ATP の筋原線維タンパク質のミオシン

ATPase 部位への作用を測定するために、ミオ
シン S-1 を使用した。試料としてミナミマグ
ロ（-60℃ 保蔵）普通筋を使用し、筋原線維
タンパク質を調製し、加藤・今野の方法（日
水誌 1990 56: 1885-）に準じて筋原線維タン
パク質のキモトリプシン消化、ピロリン酸に
よる解離、硫安分画を行い、S-1 を調製した。 

③筋小胞体 
 ミナミマグロ普通筋から、Nakamura らの方
法（1994 J.Biol.Chem 269:16015-）に準じ
て調製した。 
 ④ミオグロビン 
 ミナミマグロ普通筋から、0.1 M KCl ( pH 
7.5)溶液で抽出後、70-90%飽和硫安画分にミ
オグロビンを濃縮し、落合らの方法（日水誌
2010 76: 686-）に準じてゲル濾過を行い調
製した。 
（２）性状分析 
 各タンパク質溶液に各濃度の ATPを添加し、
凍結あるいは熱処理を行った時のタンパク
質の性状を以下の方法で測定した。 

 ①筋原線維タンパク質 
 Ca-ATPase 活性、塩溶解性（0.5 M KCl）を
指標とした。 
 ②ミオシン S-1 
  Ca-ATPase 活性、S-1 溶液の濁度（350 nm
における吸光値）を指標とした。 
 ③筋小胞体 
 Ca-ATPase 活性を指標とした。 
 ④ミオグロビン 
 ミオグロビン中のメトミオグロビン生成
比率をメト化率とし、尾藤法（日水誌 1965 
31:534）により測定した。また、ミオグロビ
ン分子状態は、蛍光、分子サイズ、表面電荷
を指標にした。 
 
４．研究成果 
（１）ATP の筋原線維タンパク質の凍結変性
抑制作用 
 ①ATPase を抑制した筋原線維溶液系構築 
 0.1 M KCl 溶液中に高濃度筋原線維を存在
させ、ATP 濃度を高い状態に維持する方法を
検討した。図 1は、EDTA 存在下での Ca-ATPase
活性の KCl 濃度依存性を示した。EDTA 存在下
で、0.1 M KCl における ATPase 活性が抑制さ
れることを確認したので、本研究では EDTA
存在下で ATP の変性作用を測定した。 
 
 

図 1筋原線維 EDTA-ATPase の KCl 濃度依存性 
 
 ②ATP の筋原線維冷凍変性抑制作用 
 -15 から-78℃の各凍結保存温度で各濃度
の ATP を存在させて凍結保蔵したときの
Ca-ATPase 活性および筋原線維の塩溶解性を
測定した。図 2はスケトウダラ筋原線維に 
ATP を 0 (●), 0.75 (○), 2.25 (△), 3.75 
(□)および 7.5 mM (◇)濃度で存在させて、
-20℃で保存した時の Ca-ATPase 活性変化を
示した。ATP が高濃度ほど、ATPase 活性の低
下は抑制された。また、塩溶解性を指標にし
ても同様の ATPによる変性抑制効果が得られ
た。 



図 2 各濃度 ATP 存在下 Mf Ca-ATPase 変化 
 
スケトウダラおよびグチの筋原線維を各濃
度の ATP 存在下、各凍結温度で保蔵した時の
ATPase 活性の低下速度あるいは塩溶解性の
低下速度（KD）を求めた。結果を表 1に示し
たが、ATP 濃度に従い冷凍保蔵中の塩溶解性
の低下は抑制され、凍結保蔵温度が低くなる
程、変性が抑制されることが確認できた。 
ATP が 7.5 mM 存在した場合、-20℃における
変性速度は、-30℃で保存した場合と同様と
なる結果を示した。魚種により、KD の値が異
なり、グチ（croaker）の方が安定である結
果となったが、これは筋原線維タンパク質の
安定性の違いが表れている。 
 
表 1  ATP 各濃度における筋原線維 KD 

 
（２）ATP によるミオシン S-1 熱変性抑制 
 ミナミマグロミオシン S-1 に対する ATP の
熱変性抑制効果について、0.1 M KCl 溶液で 
pH(5.5〜7.5)、ATP 濃度０〜7.5 mM の条件下、
30℃での Ca-ATPase活性の低下および濁度の
変化を測定した。図 3 に濁度変化を示した。 
 
 
 

図 3 ATP の S-1 濁度変化に及ぼす影響 
 
S-1 の濁度増加速度は、pH が低い程速く、ま
た、ATP が存在すると濁度蔵加は抑制された。
この傾向は、ATPase 活性変化でも確認された。 
 以上の筋原繊維およびミオシン S-1の冷凍
変性および熱変性に対して ATP は、生理的な
濃度で強力な抑制作用を示すことが明らか
となった。 
（３）ATP の筋小胞体 Ca-ATPase 熱変性抑制 
  筋小胞体は、筋収縮に関わる Ca イオン
の蓄積と遊離を担う重要なタンパク質であ
る。筋小胞体の熱変性に及ぼす ATP の作用を
筋小胞体 Ca-ATPase 活性を指標に測定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 ATP のマグロ筋小胞体 Ca-ATPase 変性  
   抑制（ATP 0:■、2 mM:□） 
 
図 4 には、ミナミマグロ筋小胞体を 30℃で加
熱処理した時の Ca-ATPase活性の低下におよ
ぼす ATP の作用を示した。ATP が 2 mM 存在す
ると Ca-ATPase活性の低下が抑制される結果
を示した。結果は示さないが、アトランティ
ックサーモンやカンパチの筋小胞体でも同
様に、ATP による筋小胞体 Ca-ATPase の熱変
性の抑制が確認された。 
 
 ATP は、筋小胞体 Ca-ATPase に対しても筋
原線維タンパク質と同様に、生理的な濃度下



で強力な変性抑制効果を示した。 
 
（４）ATP によるミオグロビンのメト化抑制 
 ミオグロビンのヘム鉄が３価に酸化した
メトミオグロビンが生成すると、肉色は褐色
となり、刺身等での商品価値を失う。ミオグ
ロビンのメト化を防止する方法としては超
低温保蔵しかないが、コストが高く、マグロ
等での流通でしか採用されていない。低コス
トでメト化を抑制する技術の開発が、水産業
界から望まれている。 
 ①ATP はミオグロビンのメト化を抑制 
 ミオグロビンのメト化は pHにより影響を受
け、酸性下でのメト化速度は大きいことが多
数報告されている。本研究で、ミオグロビン
のメト化は、生理的な濃度の ATP が存在する
と抑制されることが初めて明らかにされた。
図 5 はミナミマグロミオグロビンを
pH( 6.0(○), 6.5(●), 7.0（□）,7.5(■) )
溶液で各濃度の ATP を存在させて、25℃で処
理した時のメト化速度を測定した結果を示
した。ATP が存在するとミオグロビンのメト
化が抑制され、特に、酸性 pH 下での抑制効
果が大きいことが確認された。 
 

図 5 ミオグロビンのメト化に及ぼす ATP 
  と pH の影響 
 
 ②ミオグロビンに対する ATP の作用 
 ミオグロビンのメト化が ATPにより抑制さ
れることについて、ATP のミオグロビン分子
への作用について検討を行った。図 6はミオ
グロビンの soret 帯（409 nm）吸収値に対す
る ATP の影響を示した。ATP 濃度に従って、
soret 帯の吸光値が変化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 ATP のミオグロビン Soret 帯吸光値に及 
  ぼす影響 （pH 6.5:○、7.5:●） 
 

 
図 7各濃度の ATP 存在下におけるミオグロビ
ンの蛍光エミッション （ex.:285 nm） 
 
 図 7にはミオグロビン分子の蛍光を測定し
た結果を示した。ATP 濃度に従い、蛍光クエ
ンチィングが認められた。 
 さらに、ATP 存在下におけるミオグロビン
分子径および表面電荷を測定した結果を表 2
に示したが、ATP 存在下においてミオグロビ
ン分子径は小さくなり、また、表面電荷も変
化することが認められた。 
 
表 2 ATP のミオグロビン分子径、表面電荷 
  に及ぼす影響 

（分子量：球状タンパク質と仮定して分子径
から分子量を算出） 
 
 以上の結果は、ATP はミオグロビンの分子
状態に作用することを示しており、その結果、
ミオグロビンのメト化が抑制されると考え
られる。ミオグロビンに対する ATP の作用を
明らかにしたのは本研究が初めてであり、ミ
オグロビンの生体内での存在状態は生理的



な機能に影響するので、ATP はミオグロビン
の生体内機能に重要な影響を及ぼしている
と推察している。 
 
 本研究において、魚類筋肉タンパク質の筋
原線維タンパク質、ミオシン S-1、筋小胞体
の冷凍変性、熱変性、酸変性およびミオグロ
ビンのメト化に対して、生理的な濃度の ATP
は強力な変性抑制作用を示すことが明らか
にされた。ATP は、エネルギー物質であるこ
と以外にタンパク質の変性防止作用という
重要な機能を有していることが明らかとな
った。筋肉中に高濃度の ATP が存在した状態
で凍結保蔵すると、ATP の筋肉タンパク質変
性抑制作用により冷凍変性が抑制されるな
ど、本研究で得られた成果は、水産の加工流
通において、水産物の品質を高く維持するこ
とに利用されることが期待される。 
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