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Toclarifythepatternandprocessofproteindegradationoffishsaucemashescontainingsaltandkojimold,

anddeepseasmeltGlossanodonsemifasciatusorwastesfromkamabokoprocessing,whichhavealreadybeenheat-

edduringtheprocessofmakingkamaboko,theproductionofdegradationproductsduringfermentationwasstu-

died.Theliquefactionratioindeepseasmeltandwastesmashincreasedmarkedlyduring7daysoffermentation.

Theinsolubleproteincontentofbothmashesalsodecreasedrapidlywiththeliquefactiondespitethedifferencein

mainmaterial.Theseresultssuggestthattherapidproteindegradationinbothmashesattheearlystageoffer-

mentationcouldbecausedbythekojimoldratherthanendogeneousdigestiveenzymescontainedinvisceraof

fish.AccordingtoSDS‐PAGEanalysis,thedisappearanceofproteincomponentsandtheproductionoflow-

molecular-weightcomponentswhichcouldnotbeseparatedby12.5%polyacrylamidegelduringthefermentation

periodweredifferentbetweenthetwomashes.Moreover,thecontentoffreeaminoacidsindeepseasmeltmash

washigherthanthatinwastesmash.Asaresult,theproductionandaccumulationoflow-molecular-weightpro-

teinandfreeaminoacidsinfishsaucemashwereaffectedbythecharacteristicsofproteininthemainmaterial.
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魚醤油は我が国の伝統的な水産発酵食品の一つで,一

般的に魚介類に多量の食塩を添加して,魚 肉および内臓

の内在性 自己消化酵素および微生物を作用させて,1年

から数年間自然発酵させることにより製造 されている。

近年では,魚 醤油独特の風味の良さが注目され,使 用用

途が拡大するとともに需要が増加傾向にある。一方,近

年の水産資源の減少にともなう沿岸 ・沖合域での漁業生

産量の低下から,低 未利用魚を用いた水産加工品の開発

が全国的に行われている。その一環 として,低 利用魚を

主原料に用いて醤油麹を添加した速醸魚醤油についても

数多 く製造されている。1-8)その中で,Tairaetal.$)は 醤
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油麹を添加 した トビウオ,シ イラおよびニギス魚醤油も

ろみではそれ らの総窒素量,遊 離アミノ酸(FAA)総

量および有機酸量が発酵開始から14日 までに増加 し,

これに続いて,発 酵14日 目以降に好塩菌数および高度

好塩菌数が増加すると報じている。これらの結果は,醤

油麹を用いた魚醤油では,発 酵に重要 とされる好塩性乳

酸菌が増殖する前に,タ ンパク質の分解が速やかに起 こ

ることを示唆するものである。これまでの速醸魚醤油に

関する報告1-8)は,魚 醤油もろみの化学成分の変化や微

生物の菌叢の変化について検討したものが多く,魚 醤油

の発酵にともなうタンパク質の分解については,研 究例

が少なく未だに不明な点が多いのが現状である。さら

に,魚 醤油の発酵は長期に亘ることから,試 料を採取す

る間隔も長期のため,魚 醤油もろみの発酵初期に起 こる

変化については極めて知見が少ない。しかし,魚 醤油の

呈味有効成分9)であるFAAは,タ ンパク質の分解によ

って生成することから,発 酵初期におけるタンパク質の

分解過程 と分解様式を明らかにし,そ の制御を図ること

は魚醤油の品質向上に重要であると考えられる。

また,水 産加工残渣の低減および再利用を目的 とし

て,残 澤から魚醤油を製造する試みが数多 く行われてい

る。10-12)しかし,練 り製品の製造時に発生する規格外品

等の蒲鉾製造ロス(以 下,単 にロス とする)に ついては

成分や形態が多様であることから,一 律的な方法による

再利用や再資源化に向けた取 り組みはほとんどみられな

い。このような背景から,小 善 ら13)はロスに醤油麹を

添加 した発酵様調味料(以 下,単 にロス醤油とする)を

試作 し,発 酵にともなう品質変化を検討した結果,ロ ス

醤油 もろみとニギス魚醤油もろみでは,発 酵中に起 こる

成分変化の様相が異なること,ま た,ロ ス醤油はニギス

魚醤油と比較して最終製品のFAA総 量が少ないことを

明らかにしている。しかし,ロ ス醤油の発酵中に起 こる

タンパク質の分解過程についても,そ の詳細は明らかで

はない。

そこで本研究では,ま ず,醤 油麹を用いてニギス魚肉

を主原料 とした魚醤油もろみを調製し,そ れらの発酵に

ともなって起こるタンパク質の分解を,特 に発酵初期に

注 目して詳細に追跡 した。さらに,ニ ギス と同様にロス

醤油 もろみを調製し,原 料の異なる魚醤油もろみにおけ

るタンパク質の分解過程について比較検討した。

試料および方法

魚 醤 油 も ろ み の 調 製 富 山 湾 で 漁 獲 さ れ た ニ ギ ス

Glossanodonsemifasciatusを 魚 醤 油 の 原 料 と した 。 漁 獲

後,凍 結 保 存 した ニ ギ スを 流 水 解 凍 し,採 肉機 を用 い て

挽 き 肉 と した(頭 部 と内 臓 を 含 む)。Table1に 示 す配

合 で フー ド ミキ サ ー を用 い て ニ ギ ス挽 き肉,醤 油麹,食

塩(並 塩)お よび 水 を混 合 して ニ ギ ス 魚 醤 油 もろ み(以

下,ニ ギ ス区)を 調 製 した 。 ま た,採 肉機 を 用 い て ロ ス

を細 切 し,ロ ス 醤 油 も ろ み(以 下,ロ ス 区)をTable1

の 配 合 に 従 っ て 調 製 し た 。 醤 油 用 乳 酸 菌 に は

Tetragenococcushalophilus(㈱ ビ オ ッ ク)を 用 い た 。 調

製 し た も ろ み は25QC下 で70日 間 発 酵 さ せ,経 時 的 に

採 取 し,以 下 に示 す 分 析 に供 した 。

液 化 率 の測 定 採 取 した もろ み を4℃ で15,880×gで

30分 間 の 遠 心 分 離 に供 し,上 清 画 分 と沈 殿 画 分 に分 離

した。 得 られ た上 清 画 分 の 重 量 を 測 定 し,遠 心 分離 前 の

もろ みの 重 量 か ら以 下 の 式 に よ りも ろみ の 液 化 率 を 算 出

した。

液 化 率(%)=遠 心 分 離 後 の 上 清 重 量(g)/遠 心 分 離 前

の も ろみ 重 量(g)×100

液 化 率 は各試 験 区 も ろみの 分解 の程 度 を表 す指 標 と した。

も ろみ の可 溶 化 お よ び尿 素一SDS混 液 可 溶 性 タ ンパ ク

質 量 の測 定 発 酵 中 に も ろみ で 起 こ る タン パ ク質成 分 の

変 化 を調 べ る た め に,各 試 験 区 の も ろ み を,沼 倉 ら14)

の方 法 に準 じて 可 溶 化 した 。 す な わ ち,も ろ み 約0。4g

に7.5mL尿 素 一SDS混 液(8M尿 素 一2%SDS-2%2一

メ ル カ プ トエ タ ノ ー ルー20mMTris-HCI[pH8.0])を

加 え,100℃ で2分 加 熱 後,冷 却 し,室 温 で 約24時 間

撹 拝 溶 解 した 。 溶 解 後,3,000×gで15分 間の 遠 心 分 離

に よ って 得 られ た 上 清 を尿 素 一SDS混 液 可 溶 性 画 分 と し

た 。 な お,尿 素 一SDS混 液 可 溶 性 画 分 中 の タ ン パ ク質

は,蒸 留 水 で 希 釈 し,等 量 の15%ト リ ク ロ ロ酢 酸 を加

え て30分 静 置 した 後,遠 心 分 離 に供 して 沈 殿 させ た。

沈 殿 し た タ ン パ ク 質 は 風 乾 後,1NNaOHで 溶 解 し

Biuret法15)に よ り定 量 した 。 ま た,も ろ み の 沈 殿 画 分

Table1 Ingredientcompositionfortwofishsaucemashespreparedfromdeepseasmeltandwastefromkamabokoprocessing

(kg)

Mincedmeatof

deepseasmelt

Wastefrom
kamaboko

Kojimold*1 Salt Water
Lacticacid

bacteria*Z

Deepseasmeltsaucemash

Wastesaucemash

260

40

0

ρ0

4 ρ0

0

ρ0

1

だ0

3

8

1 111.

*1Thekojimoldwaspreparedbyincubating1:1mixtureofsteameddefattedsoybeanandroastedwheatwithAspeygillusoryzae(Bio'c
,Toyohashi,

Japan).
*2Tetragenococcushalophilus(Bio'c

,Toyohashi,Japan)
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に つ い て も上 記 と同様 の 処 理 を行 い,タ ソ パ ク質量 を測

定 した。

SDS一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(SDS-

PAGE)も ろ み 中 の タン パ ク 質 成 分 組 成 の 変 化 を検 討

す る た め に,尿 素 一SDS混 液 可 溶 性 画 分 をLaemmli16)の

方 法 に 準 じてSDS-PAGE分 析 に 供 し た 。12.5%プ レ

キ ャ ス トゲ ル(e-PAGELE-T12.5L,ATTO)を 用 い

て泳 動 を行 い,タ ソ パ ク質 バ ン ドの 染 色 にはCoomassie

BrilliantBlueR250を 用 い た。

PCA可 溶 性 タ ンパ ク 量 各 試 験 区 の も ろ み2.5gに

終 濃 度 で5%と な る よ うに 過 塩 素 酸(PCA)を 加 え て

ホ モ ジ ナ イザ ー で 磨 砕 し た 。 得 られ た ホ モ ジ ネ ー トを

15,880×gで30分 間 の 遠 心 分 離 に 供 して,上 清 を 回収

した 。 さ らに,沈 殿 に5%PCA溶 液 を 加 え て,同 条 件

で ホモ ジ ナ イズ お よび 遠 心 分 離 を 行 った 。 得 られ た上 清

を先 の上 清 と併 せ て 混 合 し,pHを7.0±0.1に 調 整 後,

100mLに 定 容 してPCA抽 出 液 と し た。PCAに 可 溶 な

低 分 子 量 の タ ソ パ ク 質 量 の 変 化 を 検 討 す る た め に,

PCA抽 出 液 の タン パ ク質 濃 度 をLowry法17)に よ り測 定

した。

ま た,PCAに 可 溶 な タ ソ パ ク質 の 分 子 量 組 成 を検 討

す る た め に,前 出 のPCA抽 出 液 を 分 子 量 分 画 に 供 し

た。 す な わ ち,抽 出液 の 一 部 を遠 心 チ ュー ブ型 の 限外 濾

過 膜[分 画 分 子 量(MWCO)10,000,Vivaspin6-10k,

Sartorius]に 移 し,遠 心 分 離 した 。 得 られ た 濾 液 を さ

らに 同型 の 限 外 濾 過 膜(MWCO5,000,Vivaspin6-5k,

Sartorius)に 移 し,遠 心 分 離 して 得 ら れ た 濾 液 を 同様

に 限外 濾 過 膜(MWCO3,000,Vivaspin6-3k,Sartorius)

に移 して遠 心 分 離 に供 した 。 限 外 濾 過 膜 を 通過 しな か っ

た 画 分 お よびMWCO3,000の 限外 濾 過 膜 を通 過 した濾

液 に つ い て定 容 し,PCA抽 出液 と同 様 に そ れ らの タ ソ

パ ク質 濃 度 をLowry法17)を 用 い て 測定 した。

遊 離 ア ミノ酸(FAA)量 前 出 のPCA抽 出液 の一 部

を0.02NHCIで 希 釈 し,孔 径0.45μmの メ ン ブ ラ ン フ

ィル タ ー(DISMIC13CPO45AS,ADVANTEC)で 濾

過 した 。 得 られ た 濾 液 を 全 自動 ア ミ ノ酸 分 析 機(JLC-

500/V2,日 本 電 子 株 式 会 社)に 供 して,FAAを ニ ン ヒ

ドリソ法 に よ り測 定 した 。

結 果

発酵にともなうもろみの液化率の変化 ニギス区およ

びロス区の液化率を経時的に70日 まで測定した結果を

Fig.1aに 示 す。発酵開始時の液化率はニギス区で22

%,ロ ス区では20%で あった。ニギス区の液化率は発

酵7日 目までに42%,ロ ス区では40%に 上昇し,そ の

後,ニ ギス区は緩やかに上昇 して70日 目には51%に

達 したが,ロ ス区は40%程 度で推移 した。これ らのこ

とか ら,本 研究の発酵条件では発酵開始から7日 目ま

でに最 も液化率が増加し,発 酵開始から極めて早い段階

で液化率が増加 した。そこで,発 酵14日 までの液化率

を詳細に測定 した。その結果,ニ ギス区の液化率は発酵

開始以降,緩 やかに増加したが,ロ ス区の液化率は発酵

開始1日 後に36%ま で大 きく増加 し,そ れ以降は大 き

く増 加せず,40%程 度 で推移 する ことが示 された

(Fig.1b)。 以上の結果より,ニ ギス区では発酵開始か

ら緩やかに液化率が増加するが,ロ ス区では発酵開始後

1日 で液化率が約2倍 まで増加した後はほとんど変化 し

ないことから,そ れらの もろみでは発酵1日 目におけ

る液化の進行が異なることが示された。

原料が異なるもろみのタンパク質成分組成の変化 魚
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Fig.1Changesinliquefactionratiofromfishsaucemashesduringfermentation.

Theweightofthesupernatantobtainedbycentrifugationoffishsaucemashespreparedfromdeepseasmelt(o)orwastes
fromkamabokoprocessing(a)wasmeasured.Theliquefactionratiowascalculatedasweightpercentageoffishsaucemash.

Thechangesinliquefactionratiothroughoutthefermentationandthoseintheearlystageoffermentationaredepictedin(a)
and(b),respectively.
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醤油 もろみの液化の進行には,そ れらの主原料である原

料タンパク質の分解が関与していると考えられた。そこ

で,ニ ギス区とロス区で起こるタンパク質の分解をその

組成の変化から比較するために,両 試験区のもろみに尿

素一SDS混 液を加えてそれ らに溶解する尿素一SDS混 液

可溶性画分を回収 し,SDS-PAGEに 供 した(Fig.2a,

b)。 なお,尿 素一SDS混 液可溶性画分からTCA(終 濃

度7.5%)で 沈殿するタソパク質を回収してタソパク質

量を測定し,本 研究ではそれらの量を尿素一SDS混 液可

溶性タソパク質量 とした。両試験区の尿素一SDS混 液可

溶性タンパク質量は発酵期間の経過 とともに大きく減少

した(結 果は図示 しない)。 そのため,本 研究では両試

験区のもろみのタンパク質成分で起こる変化を追跡する

ために,SDS-PAGEに 供する試料の尿素一SDS混 液可

溶性タンパク質濃度を一定に調整してタンパク質組成の

変化を調べた。

ニギス区では,発 酵開始時における主要なタンパ ク質

成分は45kDaに 検出され,45kDaか らゲル下端 まで

に無数のバソ ドが認められた(Fig.2a)。 また,わ ずか

ではあるが97kDa付 近 にもタソパ ク質成分がみられ

た。また,開 始時にはほとんどみられなかった45～66

kDaに,1日 目以降からバン ドが検出され,そ れらは発

酵42日 目まで存在 していた。45～20kDaの バン ドも

発酵にともなって緩やかに消失する傾 向が見られ,14

日目以降には発酵開始時に検出されたバン ドの大部分が

消失 した。それ らの消失にともなってゲル下端の分離で

きない低分子成分が増加することも示された。
一方 ,ロ ス区では発酵開始時にはゲル上端から下端ま

で 無 数 の バ ン ドが 検 出 さ れ た が,発 酵1日 目か ら ゲ ル

上 端 お よ び200～100kDaに み られ た 成 分 が 消 失 し た

(Fig.2b)。 さ らに97～45kDaに み られ たバ ン ド も4日

目以 降 に は 消 失 し た。 し か し,発 酵1日 目以 降 か ら31

kDaの バ ン ドが 濃 くな り,発 酵 後 期 ま で 検 出 さ れ た。

45kDa以 」二のバ ン ドの 消 失 に と もな っ て,発 酵7日 目

以 降 か らゲ ル 下 端 の 分 離 で きな い 低 分 子 成 分 が 増 加 し

た。 以上 の結 果 よ り,ニ ギ ス 区 とロス 区 で は タソ パ ク 質

の分 解 過 程 が 明 らか に異 な る こ とが 示 さ れ た 。 そ の違 い

は特 に 発 酵70日 目に お い て 顕 著 で あ り,ニ ギ ス区 で は

ほ とん どの タソ パ ク質 成 分 が 消 失 して い た が,ロ ス 区 で

は31kDa以 下 で タ ンパ ク質 成 分 が 検 出 さ れ た。

魚 醤 油 も ろみ の 上 清 画 分 お よび 沈 殿 画 分 中 の タ ンパ ク

質 量 の変 化Fig.2で は,も ろ み 全体 の タ ンパ ク質 の変

化 を追 跡 した 結 果 を示 した 。 次 に,も ろ み の 上 清 画 分 お

よび 沈 殿 画 分 の タン パ ク質 量 を 測 定 した 。 もろ み を遠 心

分 離 に 供 し て 得 ら れ た 上 清 画 分 に 終 濃 度 で7.5%の

TCAを 加 え て 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を 回 収 し,Biuret

法15)を 用 い て タ ソ パ ク 質 量 を 測 定 した 。 沈 殿 画 分 に つ

い て は 尿 素 一SDS混 液 を 加 えて 溶 解 し,尿 素 一SDS混 液

可 溶 性 画 分 と同様 に タン パ ク質 量 を 測 定 した 。 ニ ギ ス 区

の結 果 をFig.3aに,ロ ス 区 の 結 果 をFig.3bに そ れ ぞ

れ示 す。 ニギ ス区 で は 発 酵 開 始 時 の もろ み の 上 清 画 分 に

は,も ろ み100gあ た り386mgの タ ン パ ク 質 が 含 ま

れ,こ の 量 は上 清 画 分 お よび 沈 殿 画 分 の タン パ ク 質 総量

に 対 して 約5%程 度 で あ っ た(Fig.3a)。 そ の 後,35

日 目ま で ニギ ス 区 の上 清画 分 中 の タン パ ク質 量 は 約500

mg/100gで 推 移 し,56日 目お よび70日 目に は,そ れ

(a) Fermentationperiod(days) (b) Ferrrrentationperiod(days)
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Fig.2ChangesinSDS‐PAGEpatternofsolubilizedproteinfromfishsaucemashesduringfermentation.Thefishsaucemashes

(approx.0.4geach)preparedfromdeepseasmelt(a)orwastefromkamabokoprocessing(b)weresolubilizedwith2%SDS-8

Murea-2%mercaptoethanol-20mMTris‐HCI(pH8.0)byheatingat100°Cfor2min,followedbystirringatroomtempera-

turefor24hours.Aftercentrifugationat3,000xgfor15min,thesupernatantwasappliedtoSDS‐PAGEanalysisbyusing12.5

polyacrylamidegelwithaconstantproteincontent(30kg/well).Theproteinconcentrationofsupernatantwasdetermined

bytheBiuretmethod15>andplottedagainstthefermentationperiod.Theproteincomponentsinthegelswerestainedwith

CoomassieBrilliantBlueR250.M:molecularweightmarker.
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Fig.3Changesinsolubleandinsolubleproteincontentsinfishsaucemashesduringfermentation.Thefishsaucemashespre-

paredfromdeepseasmelt(a)orwastesfromkamabokoprocessing(b)wereseparatedintosupernatantandprecipitatebycen-

trifugationat15,880xgfor30minutes.Aportionofprecipitate(approx.0.4geach)wassolubilizedwith2%SDS-8Murea-2

mercaptoethanol-20mMTris‐HCI(pH8.0)asinFig.2.Itwasthencentrifugedat3,000xgfor15minandsolubilizedpro-

teinconcentration(a)wasdeterminedbytheBiuretmethod.15>Theproteinconcentrationofthesupernatantofthefishsauce

mash(■)wascollectedbyaddingtrichloroaceticacid(finalconc,7.5%)anddeterminedbytheBiuretmethod15)。

そ れ73mg/100gお よび96mg/100gま で 減 少 した 。

これ に対 して ロ ス区 で は 発 酵 開 始 時 の もろ み の 上 清 画分

の タソ パ ク質 量 は わ ず か に5mg/100gで あ り,タ ソパ

ク 質 の 総 量 に 対 す る 割 合 は0.1%に も満 た な か っ た

(Fig.3b)。 ロ ス 区 の上 清 画 分 に含 ま れ る タ ン パ ク質 量

は 発酵1日 目に133mg/100gに 増 加 した が,そ れ 以上

の 増 加 は 発 酵 期 間 を 通 じ て み られ ず,発 酵4日 目 か ら

28日 目ま で20～40mg/100gで 推 移 し,70日 目の値 は

50mg/100gで あ っ た。 発 酵 開始 時 の ニギ ス 区 お よび ロ

ス 区 の 沈 殿 画 分 に含 ま れ る タン パ ク質 量 は,そ れ ぞ れ

6546お よ び7592mg/100gで あ った 。 ニ ギ ス 区 の 沈 殿

画 分 中 の タ ソパ ク 質 量 は 発 酵14日 目ま で に大 き く減 少

し発 酵 開始 時 の 約40%に な っ た が,そ の後 は ほ とん ど

変 化 し な か っ た 。 ロ ス 区 の 沈 殿 画 分 の タン パ ク 質 量 は

21日 目 に 開 始 時 の 約50%(3769mg/100g)ま で 大 き

く減 少 し,21日 目以降 も緩 や か に減 少 して70日 目に は

開始 時 の約40%に 相 当す る3035mg/100gを 示 した 。

発 酵 に と もな うPCA可 溶 性 タ ンパ ク質 成 分 量 お よ び

そ の組 成 の 変 化 次 に,分 解 産 物 の 分 子 量 分布 を 明 らか

に す る た め に,ま ず,ニ ギ ス 区 お よび ロ ス 区 か らPCA

抽 出 液 を 調 製 し,そ れ らに 含 ま れ る低 分 子 のPCA可 溶
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Fig.4Changesinproteincontentsinperchloricacidex-

tractsfromfishsaucemashesduringfermentation.
Theextractswerepreparedfromtwodifferentfish

saucemasheswith5%perchloricacid(PCA).The

proteinconcentrationsofPCAextractsweredeter-
minedbyLowry'smethod17)andplottedagainstthe

fermentationperiod.SymbolsarethesameasinFig.
1.
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性 タ ンパ ク質 成 分 の 量 を 測 定 した(Fig.4)。 発 酵 開始

時 に お け るニ ギ ス お よび ロス 区 のPCA可 溶 性 タソ パ ク

質 成 分 量 は,そ れ ぞ れ3405.68お よ び2242.61mg/100

gで あ っ た 。 発 酵 に と も な っ て ニ ギ ス 区 と ロ ス 区 の

PCA可 溶 性 タ ン パ ク質 成 分 量 は い ず れ も複 雑 に増 減 す

る こ とが示 さ れ た 。 そ こで,PCA可 溶 性 タ ン パ ク質 成

分 量 を 開始 時 の それ らに対 す る相 対値(%)と して算 出

した 。 そ の 結 果,ニ ギ ス区 のPCA可 溶 性 タソ パ ク質 成

分 量 は発 酵4日 目に 開始 時 の92%に 減 少 し,そ の後14

日 ま で 増 加 し て133%を 示 し た 。24日 目に97%に 減

少 した 後 は100～120%程 度 で 推 移 した 。 一 方,ロ ス 区

のPCA可 溶 性 タン パ ク質成 分 量 は発 酵 開始 よ り増 加 し,

7日 目 に一 且98%ま で 減 少 した が,そ の 後 は130%程

度 で推 移 した。 以 上 の 結 果 か ら,発 酵 開 始 よ りニ ギ ス 区

のPCA可 溶 性 タ ンパ ク質 成 分 量 は増 減 が 大 き く,ロ ス

区 で は その 傾 向 がや や 小 さい こ とが 示 され た 。 ま た,発

酵70日 目に お け るPCA可 溶 性 タ ン パ ク 質 成 分 量 は ニ

ギ ス 区 で115%,ロ ス 区 で は110%で あ っ た。

さ らに,そ れ らのPCA可 溶 性 タ ン パ ク質 の 分 子 量 分

布 に つ い て 調 べ た 。 す な わ ち,両 試 験 区 の 発 酵0日,

14日 お よび70日 目のPCA抽 出液 につ い て,分 子 量 分

画 に供 して 得 られ た4つ の異 な る 分子 量 画 分(〈3,000,

3,000<5,000,5,000<10,000,>10,000)に 含 ま れ る タ

ンパ ク質 量 を測 定 し,そ れ らの 総 量 に 対 す る相 対値(%)

を算 出 した(Fig.5a,b)。 ま ず,発 酵 開始 時 に お け る ニ

ギ ス 区 のPCA可 溶 性 タ ン パ ク 質 成 分 中 に は 分 子 量

10,000以 上 の 成 分 が55%を 占 め て い た が,14日 目に

は40%と な り,さ らに70日 目に は35%と 相 対 的 に減

少 した(Fig.5a)。 この と き,分 子 量10,000>5,000画

分 の 成 分 は 発 酵 開 始 時 で21%,14日 目お よび70日 目

は い ず れ も24%で あ っ た 。 こ れ に 対 して,発 酵0,14

お よ び70日 目に お け る分 子 量5,000>3,000画 分 の タ ソ

パ ク 質 成 分 の 割 合 は そ れ ぞ れ16,18お よび22%を 示

し,分 子 量3,000以 下 の 画 分 の タンパ ク質 成 分 の割 合 は

そ れ ぞ れ8,17お よ び19%で あ り,発 酵 に と もな っ て

低 分 子 量 の画 分 が 増 加 す る傾 向 が み られ た 。

一 方
,ロ ス 区 で は発 酵 開 始 時 に はPCA可 溶 性 タ ンパ

ク 質 成 分 総 量 の49%を 分 子 量10,000以 上 の 成 分 が 占

め て い た が,14日 目お よ び70日 目に は そ れ らの割 合 が

そ れ ぞ れ33%お よび34%に 減 少 した(Fig.5b)。 これ

に と もな って,14日 目に お け る5,000>3,000画 分 お よ

び3,000以 下 の 画 分 の タソ パ ク 質 成 分 の割 合 が 発酵 開始

時 よ りもそ れ ぞ れ6%お よび8%増 加 した 。 発 酵70日

目で は ロス 区 のPCA可 溶 性 タン パ ク 質 成 分 の う ち分 子

量3,000以 下 の 画 分 の 割 合 が13%ま で 減 少 した が,分

子 量10,000>5,000画 分 お よ び5,000>3,000画 分 の 割

合 は 合 計 で52%で あ っ た 。 した が っ て,ニ ギ ス区 お よ

び ロ ス 区 の い ず れ の場 合 も発 酵 に と もな ってPCA可 溶

性 タ ンパ ク質 の 量 が変 化 す るだ け で な く,そ の 分子 量分

布 も変 化 し,低 分 子 化 す る傾 向 にあ る こ とが 示 さ れ た。

発 酵 に とも な うFAA量 の 変 化 タソ パ ク質 の分 解 過

程 と最 終 生 成 物 のFAAの 生 成 との 関 係 を 調 べ る た め

に,ニ ギ ス 区 お よび ロ ス 区 の もろ み に含 まれ るFAA総

量 の発 酵 に と もな う変 化 を 検 討 した 。 そ の 結 果 をTable

2に 示 す 。 ニ ギ ス 区 に お け る発 酵 開 始 時 のFAA総 量 は

1513mg/100gで あ った が,発 酵7日 目に は約2倍 に,

28日 目 に は 約3.3倍 に 増 加 した が,そ の 後 の 増 加 は緩

や か で70日 目 に は 発 酵 開 始 時 の 約4.3倍 の6615mg/

100gと な っ た 。70日 目の ニ ギ ス 区 に お け る主 要 な

FAAは グ ル タ ミ ソ 酸,リ ジ ソ,お よ び ロ イ シ ン で あ
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Fig.5ChangesinmolecularweightdistributionofPCAsolubleproteininthefishsaucemashesduringfermentation.PCAextract

preparedfromdeepseasmelt(a)orwastesfromkamabokoprocessing(b)werefractionateddependingonthemolecularweight

byanultra丘ltrationmembrane.TheproteinconcentrationofeachfractionwasdeterminedbyLowry'smethod.17)Theratioof

fractionwasestimatedbasedonthetotalproteincontentofthePCAextract.(a),deepseasmelt;(b),kamabokowaste:｠,

く3,000;■,3,000<5,000;國,5,000〈10,000;口,>10,000.
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Table2 Freeaminoacidcompositionofdeepseasmeltsauceandwastesaucemashesduringfermentation

(mg/100g)

Fermentation
period(days)

Deepseasmeltmash Wastesaucemash

0 7 14 28 70 0 7 14 28 70

Taurine

Asparagine

Threonine

Serine

Glutamicacid

Glycine

Alanine

Valine

Cystine

Methionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Ornithine

Lysine

Histidine

Arginine

Proline

3

5

5

6

1

1

4

5

5

0

6

6

6

1

3

1

4

2

1

8

6

6

6

5

3

0

7

4

7

7

8

8

9

2

5

4

1

1

1

1

1

9

7

9

0

7

8

9

0

2

9

0

7

9
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2

7

6

2

1

7
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3

5

1

5

0
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1

7
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Total 1513 3016 4646 5022 6615 1267 1912 2808 3249 4225

ND:notdetected.

り,総 量 に 占め る そ れ らの 割 合 は そ れ ぞ れ14.6%,10.8

%お よび10.6%で あ った 。

一 方
,ロ ス 区 に お け る 発 酵 開 始 時 のFAA総 量 は

1267mg/100gで あ り,14日 目に は2.2倍 に,28日 目

に は2.6倍 ま で 増 加 した 。70日 目 の ロ ス 区 に お け る

FAA総 量 は発 酵 開 始 時 の3.3倍 の4225mg/100gを 示

した 。 発 酵70日 目の ロ ス 区 の 主 要 なFAAは ニ ギ ス 区

と同様 に グル タ ミン 酸,リ ジン,お よび ロ イシ ン で あ る

が,そ れ らの 割 合 は 異 な り,そ れ ぞ れ22.9%,9.9%お

よび10.2%で あ っ た 。 ま た,ニ ギ ス 区 で は 主 要FAA

に続 い て ア スパ ラギ ン 酸 お よび ア ラニ ン の 占め る割 合 が

高 か っ た が,ロ ス区 では ア ラニ ン お よび グ リシ ン が 高 か

っ た。 以上 の結 果 よ り,ロ ス 区 にお い て もニ ギ ス 区 と同

様 にFAA総 量 が 増 加 す る が,発 酵 期 間 を 通 じて ニ ギ ス

区 よ りも低 値 を 示 し,FAAの 組 成 も異 な る こ とが 示 さ

れ た。

考 察

本研究では,ニ ギスまたはロスに醤油麹を添加して調

製 したもろみの発酵中に起こるタンパク質の分解過程を

比較検討 した。その結果,ニ ギス区およびロス区のいず

れにおいても発酵開始直後か ら原料由来のタンパク質が

速やかに分解されるが,そ の詳細は異なった。

まず,ニ ギス区ではもろみの液化率が発酵7日 目ま

でに開始時の約2倍 に上昇 し(Fig.1b),も ろみ中の尿

素一SDS可 溶性画分ではタンパク質成分のバソ ドが消失

した(Fig.2a)。 さらに,液 化率の増加 と対応してもろ

み中の沈殿画分の尿素一SDS混 液可溶性タソパク質量 も

大 きく減少 した(Fig.3a)。 沈殿画分の尿素一SDS混 液

可溶性タンパク質量の減少は,そ れらのタンパク質が低

分子ペプチ ドやFAAに 分解されたことを示し,タ ンパ

ク質の低分子化がもろみの液化を引き起こしていること

が示唆された。ニギス区の沈殿画分中にはかなりの量の

筋原繊維(Mf)タ ンパ ク質が不溶化 して存在すること

が推察された。また,発 酵開始時におけるもろみの尿素

一SDS混 液可溶性画分のSDS-PAGE図 型か ら,Mfタ

ソパ ク質の主要成分であるミオシソ重鎖(200kDa)は

全 く検出されず,97kDa以 下の成分が多数存在してい

た(Fig.2a)。 そこで,原 料のニギス背側筋肉に尿素一

SDS混 液を加えて溶解 させ,SDS-PAGEに 供 した結

果,ミ オシン重鎖 とアクチン(42kDa)に 相当するバ

ン ドが検出された(結 果は図示 しない)。 そのため,ニ

ギス魚肉のMfタ ンパク質がもろみを調製するより以前

に塩溶解性を喪失 していることやタンパク質分解酵素に

よる分解を受けている可能性は非常に小さい。このこと

から,ニ ギスから挽き肉を調製した際に内臓に含まれる
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タソパク質分解酵素によって魚肉タンパク質の大部分が

分解された可能性が高い。しかし,ニ ギス区の上清画分

にはタンパク質成分がわずかしか存在せず,さ らに,も

ろみの調製過程では約15%の 食塩が添加されているこ

とから,も ろみ中ではタンパク質の分解反応とともに,

未分解のタンパク質や分解したタンパク質成分による凝

集反応 も進行 して不溶化している可能性が考えられる。

ニギス区の もろみの沈殿画分におけるタソパク質凝集体

の存在量や構造状態およびタソパク質分解酵素による凝

集体の分解の詳細については本研究の結果からは明らか

ではないため,今 後の検討が必要である。

原料由来の魚肉タンパク質が発酵開始から速やかに分

解され低分子化することが明らか となったが,発 酵にと

もなうそれ らの分解産物の挙動,す なわち低分子量のタ

ンパク質やポリペプチ ドを含むペプチ ドの挙動について

は,そ れらの機能性に関するものを除けば研究例は極め

て少ない。18)そこで,本 研究ではもろみのPCA抽 出液

に含まれるタソパク質成分量を検討した結果,ニ ギス区

におけるPCA可 溶性のタンパク質成分量は発酵期間中

に定常状態になることなく増減を繰 り返 して変動 した

(Fig.4)。 この結果は,タ ンパク質分解酵素の作用によ

ってもろみ中のタンパク質,特 に沈殿画分中の不溶性 タ

ンパク質か らのPCA可 溶の低分子成分の生成が起 こる

と同時に,未 分解のタンパク質やPCA可 溶性のタンパ

ク質成分の分解により,さ らに段階的にあるいは無作為

に断片化して低分子ペプチ ドやFAAの 生成が進行する

ことを示唆 している。そのため,タ ンパク質分解の中間

生成物であるPCA可 溶性タソパク質成分が蓄積 しない

ものと考えられた。そこで,ニ ギス区におけるPCA可

溶性 タソパク質成分の分子量分布 を検討 した ところ

(Fig.5a),発 酵開始 から14日 目までに分子量10,000

以下の成分が減少するとともに,分 子量3,000以 下の成

分が増加 して,PCA可 溶性タンパ ク質成分の低分子化

が進行することが示された。 しかし,発 酵14日 目と70

日目のPCA可 溶性 タンパク質成分の分子量分布には大

きな差異がみられなかった。この理由として,不 溶性タ

ンパク質の分解による低分子タンパク質(PCA可 溶性

タソパク質成分)の 生成 とPCA可 溶性 タソパク質成分

の低分子ペプチ ドまたはアミノ酸レベルへの分解がもろ

み中で同時に進行し,見 かけ上,両 者が平衡状態にある

可能性が考えられた。 このとき,ニ ギス区のFAA総 量

が発酵14日 目以降において大きく増加したこともその

可能性を裏付けるものである。
一方 ,ロ ス区では,発 酵開始1日 以内に液化率が著

しく増加し,沈 殿画分の尿素一SDS混 液可溶性タンパク

質量が大 きく減少 した(Fig.1bお よびFig.3b)。 ロス

区の主原料である規格外品はニギス区 と異な り製造時に

加熱されているため,魚 肉由来の消化酵素は失活してい

る 。 これ ま で に,本 研 究 で 使 用 し たAspergillusoryzae

と同 じ黄 麹 菌 で あ るAspergillussojaeに は 耐 塩 性 の 高 い

タ ンパ ク質 分 解 酵 素 を産 生 す る株 が 存 在 す る と報 じ られ

て い る。19)さらに,林 ら20)は,A.sojaeが 産 生 す る ア ル

カ リプ ロ テア ーゼ の 活 性 は20%食 塩 の存 在 下 に お い て

も60%程 度 が 維 持 さ れ る こ と を報 告 し て い る こ と か

ら,ロ ス 区 の 発 酵 初 期 に お け る タン パ ク 質 の 分 解 はA.

oryzaeが 産 生 し た耐 塩 性 の タ ソパ ク質 分 解 酵 素 の作 用 に

よっ て起 こる こ とが示 唆 され た 。 麹 由来 の タソ パ ク質分

解 酵 素 は,ニ ギ ス区 で も 同様 に作 用 して い る と考 え られ

る が,発 酵 開 始 直 後 の 液 化 率 の 上 昇 や 沈 殿 画 分 の タソパ

ク 質 成 分 の 減 少 の 度 合 は ニ ギ ス 区 よ り も ロス 区 で 大 き

い 。 こ の 結 果 は,魚 肉 あ る い は 内 臓 由来 の 消 化 酵 素21)

の活 性 が,高 濃 度 の 食 塩 存 在 下 で 大 き く抑 制 され て い る

可 能 性 が高 い とい う これ まで の 報 告22)と 一 致 す る。

ロ ス 区 で は 発 酵2日 目以 降 で は 沈 殿 画 分 中 の 尿 素 一

SDS混 液 可 溶 性 タ ン パ ク 質 量 は 緩 や か に 減 少 し(Fig.

3b),液 化 率 も 同 様 に 大 き な 上 昇 は み ら れ な か っ た

(Fig.1b)。 発 酵7日 目で の ニ ギ ス 区 お よび ロ ス 区 の液

化 率 は 同程 度 であ るが,こ の ときの 両 試験 区 の もろ み の

尿 素 一SDS混 液 可 溶 性 の タン パ ク質 成 分 組 成 は,原 料 タ

ンパ ク質 に よ って 異 な る こ とがSDS-PAGE図 型 か ら明

らか で あ る(Fig.2a,b)。 特 に,ゲ ル 下 端 に み られ る低

分 子 成 分 は,ニ ギ ス 区 よ りも ロ ス 区 で 蓄 積 し,発 酵28

日 目以降 に お いて その 差 は 顕 著 で あ った 。

そ こで,ロ ス区 のPCA可 溶 性 タ ンパ ク質 成 分 の 分 子

量 分 布 を 検 討 した と こ ろ,ニ ギ ス 区 と同 様 に発 酵14日

目 ま で に 分 子 量10,000以 下 の 成 分 の 減 少 に と も な っ

て,分 子 量3,000以 下 の成 分 が 増 加 した(Fig.5b)。 さ

らに,発 酵14日 目 と70日 目を 比 較 す る と,ニ ギ ス 区

と同様 に それ らの 分 子 量 分 布 に大 きな 差 異 は み られ な か

っ た 。 この とき,ニ ギ ス 区 で はFAA総 量 も発 酵 期 間 を

通 じて大 き く増 加 した た め(Table2),各 種 タンパ ク質

成 分 の分 解 とそれ らか らの ア ミ ノ酸 レベ ル へ の 分解 が 同

時 に進 行 して い る可 能 性 が 高 い と推 察 され た 。 しか し,

ロ ス 区 で は ニ ギ ス 区 よ り もPCA可 溶 性 の タン パ ク質 成

分 量 の増 減 の 幅 が 小 さ く(Fig.5),FAAの 増 加 率 も小

さ い 。 小 善 ら13)は,醤 油 麹 を 用 い て ロ ス か ら製 造 し た

もろ み のFAA総 量 の 変 化 を検 討 し,発 酵28日 目 ま で

にFAA総 量 が 約1.6倍 に増 加 す るが,そ の 後 発 酵180

日 目ま で大 き く増 加 しな い こ とを 報 じて い る。 本研 究 の

ニ ギ ス 区 お よび ロ ス 区 に お い て も,発 酵 開 始 か らの14

日間 に お け るFAA増 加 量 は そ れ ぞ れ3106mg/100gお

よび1541mg/100gで あ った(Table2)。 発 酵14日 目

か ら70日 目ま で の56日 間 で のFAA増 加 量 は ニギ ス 区

で1969mg/100g,ロ ス 区 で は1417mg/100gで,14

日 目以降 は緩 や か に増 加 す る と とも に発酵 期 間 を通 じて

ロ ス 区 で は遊 離 ア ミノ酸 の 増 加 率 が 低 い 傾 向 を 示 した。
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以上の結果から,ロ ス区のもろみでは発酵開始時に麹由

来のタンパク質分解酵素によってゲル化したタソパク質

から低分子のタンパク質成分やポ リペプチ ドへの分解お

よびそれらの分解によるFAAの 生成が速やかに進行す

るものの,麹 由来のタンパク質分解酵素の作用が低下す

ると,最 終生成物であるFAAへ の分解が律速になり,

低分子のタンパク質成分やポ リペプチ ドがもろみ中に蓄

積することが推察された。ニギス区では発酵後期におい

ても魚肉あるいは内臓由来の消化酵素の作用によって低

分子ペプチ ドやFAAへ の分解が緩やかに進行するため,

FAA総 量の増加量がロス区よりも高いものと考えられ

る。さらに,魚 肉あるいは内臓由来の消化酵素だけでな

く,基 質であるタンパク質量や成分組成の違い,加 熱の

有無による食塩や温度に対する影響の差異もタンパ ク質

の分解やFAA蓄 積に影響を及ぼしていると考えられる

ため,ニ ギス区で起こるタンパク質の凝集 と併せて今後

の検討が必要である。

タソパク質の分解やFAAの 生成に対して発酵微生物

の関与 も考えられるが,本 研究では菌叢の主体となる好

塩性乳酸菌の関与については直接検討していない。 しか

し,こ れまでに藤井 ら23)は,イ カ塩辛熟成中のFAAの

生成における微生物の関与について研究し,FAA生 成

に関して発酵微生物の役割は小さい と報 じている。ま

た,原 田ら24)は,ク エン酸処理 した小アジを用いた魚

味噌では微生物の増殖が抑制されるものの,FAA量 は

対照区のそれと同程度であった と報じている。これらの
一連の結果 と本研究での好塩性乳酸菌が主体となるとさ

れる9)発酵開始28日 目以降にはいずれの試験区におい

ても液化率がほとんど上昇せず,FAAの 増加も緩やか

に起 こることを考慮すると,好 塩性乳酸菌はタソパク質

の分解への関与が低いことが推察される。しかし,ロ ス

区の発酵70日 目におけるFAA組 成は28日 目と比較す

ると変化 していた(Table2)。 以上のことから,も ろみ

の発酵中に増殖 したアミノ酸を資化する微生物によって

FAAの 組成が変化することが推察された。

本研究の結果から,醤 油麹を用いた魚醤油の製造過程

では,発 酵基質の加熱の有無にかかわらず麹由来のタン

パク質分解酵素の作用により速やかに原料 タソパク質は

分解されて低分子化するが,そ の分解産物の内訳や挙動

は分解基質によって異なるとともに非常に複雑に進行す

ることが明らかとなった。特に,FAAに ついては麹由

来のタンパク質分解酵素の作用が低下すると考えられる

発酵後期においても緩やかに増加することか ら,FAA

とともに発酵後期における種hの 成分変化や品質形成に

及ぼす麹菌や内在性の消化酵素および好塩性乳酸菌を含

む微生物の役割について明らかにすることが,今 後の研

究で必要である。
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