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研究成果の概要（和文）：　以前の研究から、高圧処理による筋肉内コラーゲン並びに結合組織の脆弱化には筋肉内デ
コリンの分解もしくはコラーゲン線維からの解離が関することを予想し、ウシ骨格筋から実際に単離・精製したデコリ
ン分子の高圧下での立体構造を解析し、高圧処理に伴う筋肉内結合組織の脆弱化との関連性を検討し、以下のようなよ
うな結果を得た。
(1)高圧処理はデコリンコアタンパク質の分解、GAG鎖の解離及びGAG鎖の分解を引き起こさなかった。(2)高圧下蛍光ス
ペクトル測定及び表面疎水性測定により、400 MPaまでの高圧処理で可逆的にデコリン分子の立体構造が変化した。(3)
デコリン分子表面のSH基量は高圧処理に影響されなかった。

研究成果の概要（英文）：High hydrostatic pressure induces a weakening of intramuscular connective tissue, 
which is mainly composed of collagen. Decorin, a small proteoglycan, binds to and stabilizes collagen 
fibrils.It has been suggested that the weakening of intramuscular connective tissue may result from 
alteration of the decorin-collagen interaction due to structural changes of the decorin molecule. In the 
present study, decorin was isolated and purified from bovine skeletal muscle, and then the molecular 
structure of the isolated decorin under high pressure was investigated. The results were following: (1) 
Degradation of core protein and GAG chain of the isolated decorin was not revealed by high pressure. (2) 
Measurements of fluorescence spectra and surface hydrophobicity indicated that the tertiary structure of 
decorin was altered reversibly under high pressure up to 400 MPa. (3) High pressure did not affect 
surface SH-group content of decorin molecules.

研究分野：農学（畜産物利用学、食品科学）

キーワード： 高圧処理　デコリン　食肉科学　筋肉内結合組織　プロテオグリカン　軟化メカニズム

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

高圧処理は、新たな非熱的食品加工技術と
して、近年、世界中で最も注目されている技
術である。高圧処理は、別名，高静水圧処理
ともいい、水などの液体を介して 1,000 気圧
(100 MPa)以上の圧力を生物材料（食品を含
む）にかける技術で、日本において提唱され
た新技術である。高圧処理には、以下のよう
な特徴があるため、生物科学分野のみならず、
食品加工分野や医療分野での利用が検討さ
れている。(a)省エネ：圧力保持にはエネルギ
ーを必要とせず、加熱処理の約 1/16のエネル
ギーしかからない。(b)均一性：材料の中心に
まで瞬時に圧力が伝播するため、均質処理が
できる。食品においては、調理むらがおこら
ない。(c)微生物制御：微生物の生育抑制およ
び殺菌が可能。微生物の種類による圧力耐性
の違いを利用し、発酵などを制御できる可能
性がある。(d)化学変化を伴わない：加熱に伴
う化学反応生成物による変色・異臭・異常物
質の生成がない。ビタミンなどの栄養素が破
壊されない。(e)物理反応である：細胞膜や細
胞壁などの構造物に対する物理的破壊を引
き起こす。このことによって、物性の変化や
膜破壊で流出した酵素による反応促進が誘
発される。(f)タンパク質や炭水化物の立体構
造変化を引き起こす：高圧処理は、生体成分
に水分子を物理的に押し込む処理であるの
で、それに伴い、物質の水和・相互作用・高
次構造などの変化を引き起こす。その結果、
物性の変化，食品の加工特性の変化，アレル
ギーの低減，消化性の改善などが誘発される
可能性がある。 
 一方、食肉科学分野において、高圧処理は
食肉の熟成軟化を速めることが知られてい
る。またその軟化促進は、筋原線維タンパク
質の変化に伴う軟化効果であり、もう一つの
硬さの決定因子である結合組織は高圧処理
でも変化しないとされてきた。しかしながら、
我々は、高圧処理で筋肉内結合組織は脆弱
化・軟化するはずだという認識のもとに研究
を始め、平成 21〜23 年度科学研究助成事業
の補助を受けてその軟化メカニズム解明の
研究に着手し、筋肉内コラーゲンの分解など
は起こらないが、筋肉内コラーゲン線維同士
の密着性が脆弱化してコラーゲン線維の束
がほぐれ、その結果、コラーゲン線維ネット
ワークから構成される筋肉内結合組織構造
が脆弱化することで食肉の軟化に繋がるこ
とを提起した。 
 
２．研究の目的 

 プロテオグリカンの一種であるデコリン
はコラーゲン分子と結合し、コラーゲン線維
形成の制御やコラーゲン線維の物性に影響
を及ぼすことが、腱や皮膚組織で報告されて
いる。高圧処理による筋肉内コラーゲン線維
ならびに結合組織の脆弱化には、コラーゲン
線維同士を接着しているデコリン分子の分

解もしくはデコリン分子のコラーゲンから
の解離が関与することを予想し、本研究では、
筋肉内デコリン分子の構造ならびにその安
定性に及ぼす高圧処理の影響を明らかにす
ることを目的とし、まずは実際にウシ骨格筋
からデコリンを単離・精製したのち、高圧処
理がウシ骨格筋デコリンの立体構造に及ぼ
す影響について検討した。 
 
３．研究の方法 

(1)ウシ骨格筋デコリンの単離・精製と特徴付
け：ウシ骨格筋から塩酸グアニジンでプロテ
オグリカンを抽出した後、塩化セシウム 
(CsCl)密度勾配遠心分離法を用いてプロテオ
グリカンを単離、DEAE-セルロースイオン交
換クロマトグラフィーおよび Sepharose 
CL-6Bゲルろ過クロマトグラフィーを用いて
デコリンを単離・精製した。また、デコリン
の特徴付けは SDS-PAGE、セルロースアセテ
ート膜電気泳動などで行った。 

(2)高圧処理によるウシ骨格筋デコリンの分
解の評価：単離したウシ骨格筋デコリンに 0.1
〜700 MPaの高圧処理を施し、SDS-PAGEに
てデコリンコアタンパク質の分解、GAG鎖の
分解および解離を評価した。 

(3) 高圧処理によるウシ骨格筋デコリン分子
の立体構造の解析：0.1〜400 MPaまでの昇圧
および降圧下でのウシ骨格筋デコリンの起
波長 295 nmおよび 280 nmにおける蛍光スペ
クトル測定、8-Anilino-1-naphthalene sulfonic 
acid (ANS)を用いた表面疎水性測定、ならび
に高圧処理後のウシ骨格筋デコリンの表面
SH 基量を測定し、高圧処理に伴うウシ骨格
筋デコリン分子の立体構造の変化を検討し
た。 
 
４．研究成果 

(1)ウシ骨格筋デコリンの単離・精製と特徴付
け 
 ウシ骨格筋から塩酸グアニジンでプロテ
オグリカンを抽出後、CsCl密度勾配遠心分離
した。遠心チューブの底部 (高密度)から上部 
(低密度)にかけて 4つに分画した D1〜D4 (D1

を底部とする)画分を SDS-PAGE により分析
した結果、D2画分の 100 kDa付近にデコリン
のバンドを確認し、D2画分を次の精製ステッ
プに供した。 
 DEAE-セルロースイオン交換クロマトグ
ラフィーに供した後、ピーク付近の画分 11
〜32 を SDS-PAGE で分析した結果、画分 28
〜32において 100 kDa付近にデコリンのバン
ドを確認することができた。さらにデコリン
の精製度を高めるため、デコリンが含まれる
と考えられるフラクションを限外濾過膜に
より濃縮し、次の精製ステップに供した。 
 Sepharose CL-6B ゲルろ過クロマトグラフ
ィーに供した後、ピーク付近の画分 12〜32



を SDS-PAGE で分析した結果、画分 18〜24
にかけて 100 kDa付近にデコリンと思われる
バンドを確認することができ、デコリン以外
の共雑タンパク質の混入も認められなかっ
た。以上の結果から、デコリンが含まれてい
ると推定されるフラクションを混合、透析し
た後、凍結乾燥し、精製したデコリンをさら
に特徴付けるためにセルロースアセテート
膜電気泳動を用いてGAG鎖の同定を行った。 
 1 M 酢酸-ピリジン緩衝液 (pH 3.5)もしく
は 0.3 M酢酸カルシウム溶液を用いてセルロ
ースアセテート膜電気泳動を行った結果、単
離・精製したプロテオグリカンの GAG 鎖は
デルマタン硫酸であることが示された。なお、
単離・精製の一連のステップを経て得られた
ウシ骨格筋デコリンの収量は 2.728 mg/100 g 
meatであった。 

(2)高圧処理によるウシ骨格筋デコリンの分
解 
 高圧処理後のウシ骨格筋デコリンを
SDS-PAGEに供した結果、高圧処理はデコリ
ンコアタンパク質の分解、GAG鎖の解離およ
び GAG 鎖自身の分解を引き起こさないこと
が示された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１  高圧処理後のウシ骨格筋デコリンの

SDS-PAGE像（I: 銀染色，II: AB染色） 
M: マーカー, A: 0.1 MPa, B: 100 MPa, 
C: 400 MPa, D: 500 MPa 

 

(3)高圧処理によるウシ骨格筋デコリン分子
の立体構造の変化 
 高圧下において励起波長 295 nm ならびに
280 nm における蛍光スペクトルを測定した
（図２）。0.1〜400 MPa まで昇圧していくに
つれ、蛍光強度の低下と吸収極大の長波長側
へのシフトが確認され、圧力解放後は蛍光強
度と吸収極大が高圧処理前とほとんど変わ
らない値まで戻った。次に、蛍光スペクトル
の値から質量中心を算出した結果、0.1~400 
MPa まで昇圧させていくにつれて質量中心
は徐々に低下し、圧力を解放した後の 0.1 
MPa では高圧処理前の値とほぼ同じ値にな
った。これらの結果から、デコリンコアタン
パク質の立体構造は部分的であるが、400 
MPa までの高圧処理で可逆的に変化するこ
とが示唆された。 
 ANSを用いた表面疎水性測定の結果、圧力
の増加に伴って表面疎水性は徐々に低下し
ていき、0.1 MPa時の値と比較すると 400 MPa

ではその値が半分近くも減少した。また、圧
力を解放していくと表面疎水性が徐々に上
昇し、0.1 MPa では高圧処理前とほぼ同じ値
まで戻った（図３）。この結果から、デコリ
ンの表面疎水性も400 MPaまでの高圧処理で
可逆的に変化することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 高圧下でのウシ骨格筋デコリンの蛍光
スペクトル（左:昇圧時，右:降圧時） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 高圧下でのウシ骨格筋デコリンの表面
疎水性の変化 

 
 高圧処理したウシ骨格筋デコリンの表面
SH基量を測定した結果、0.1、100、400、700 
MPa の各処理圧力においてその値はほとん
ど変化しないことが示された（表１）。この
ことからデコリンコアタンパク質内のジス
ルフィド結合は高圧処理によってほぼ影響
を受けないことが示唆された。 
 
表１ 高圧処理後のウシ骨格筋デコリンの表
面 SH基量の変化 

処理圧力(MPa) 表面 SH基量
(µM) 

0.1 0 
100 0.294 
400 0.956 
700 0.515 

 
 以上の結果より、高圧処理は、筋肉内デコ
リン分子の分解を引き起こさない一方で、デ
コリン分子の立体構造を変化させる作用が
あることが示唆された。その立体構造の変化
は可逆的変化であるが、高圧下で変化したデ
コリン分子構造がコラーゲン分子との相互
作用に変化をもたらし、コラーゲン線維から
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のデコリン分子の遊離が誘導される可能性
が推測される。したがって、今後は、高圧下
におけるデコリン-コラーゲン相互作用の変
化を調査することで、高圧処理に伴う筋肉内
コラーゲン線維ネットワーク構造の脆弱化
メカニズムが解明できるはずである。 
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