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学位論文内容の要旨

  Iランスク゛ルタミナーセ゛（以下TGase）は、ク゛ルタミンの7－カルホ．キシァ.F゙ 基とりシ゛ンのE－7！/

基 と の 7シ ル 基 転 移 反 応 を触 媒す るタ ンハ ゜ク 質架 橋酵 素で ある 。反 応に よ って タン ハ°

ク質分子中には、E―（ア―ク゛ルタミル）リシ゛ン（以下E－（7―Glu）Lys）結合が形成され

る。TGaseは、魚類も含め動物組織中に広く分布していることが知られてお

り、E―（ア-Glu）Lysもまた様々な生体組織にその存在が報告されている。本

研究は、海産動物に存在するTGase及びその反応によって生成するEー（ア－

Glu）Lysに関して、食品学的見地から考察することを目的として行ったもの

である。すなわち、水産食品を中心として一般食品におけるE―（r -Glu）Lys

の分布について調ぺること、またその生成要因である海産動物由来TGaseの

単 離 精 製 と 性 状 の 解 明 、 並 び に 生 成 し た E― （ ア ・ ー Glu） Lysの 消 化 代 謝 と 栄 養 学

的評価について研究したものである。

  まず、第1章において一般食品におけるE―（ア-Glu）Lysの分布を調べたと

ころ、その分布の傾向は、畜肉あるいは魚介類の加工製品などの動物由来の

高 タ ン ′ 、 ° ク 質 食 品 に 多 い こ と が 認 め ら れ た 。 魚 介 類 中 の Eー （ 7－ Glu） Lysの 存 在

は、生の筋肉には少ないが、くん製品、罐詰、ねり製品等の加工製品に明ら

かに多い傾向が認められた。また、魚卵にはE－（ア-Glu）Lysが特に多い傾向

も認められた。続いてEー（7―Glu）LysがTGaseによる架橋形成物であること

から、加工食品の原料である生鮮魚介類、畜肉そして野菜類中のTGase活性レ

ヘ ゛ ル を 調 ぺ た と こ ろ 、 魚 介 類 、 特 に ホ ヤ や カ キ 等 に 高 い 活 性 が 存 在 す る こ と が 認

められた。一方、畜肉中のTGase活性は魚介類と比較すると低く、野菜では

ま っ た く 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 魚 介 類 に E－ （ ア － Glu） Lysが 多 く 存

在することは、もともと存在するTGase活性と何らかの関係があり、それは

魚介類特有の傾向ではないかと推定した。

  第2章前半では、実験室的に蒲鉾（スケIウタ゛ラ冷凍スリ身）や干物（マァシ゛）、ホヤおよ

び カ キ の く ん 製 等 の 水 産 加 工 品 を 調 製 し 、 加 工 工 程 中 の Eー （ 7― Glu） Lys量 の 変

化を分析することにより素材中に内在するTGaseの関与について検討した。

― 153ー



そ の 結 果 、 蒲 鉾 製 造 に お い て は 、 坐 り 過 程 で 、 ま た 干 物 で は 乾 燥 （ 加 熱 ） 過 程

で明らかにE－(7－Glu)Lysの増加が認められた。また、くん製においても同

様 で あ っ た 。 £ ‐ （ 7ー Glu） Lysの 増 加 は 、 原 料 に TGase阻 害 剤 を 添 加 す る こと

でその生成が抑制された。したがってこれらの水産加工品の製造工程におい

て内在 するTGaseが作用し、タン′、°ク質中にE－（アーGJu）Lys架橋を形成、増加さ

せ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 た だ し 、 実 際 の 生産 ス ケー ル に おけ る TGaseの 関与

は今後の検討課題である。第2章後半では水産加工品製造時に意図的にTGase

を添加した場合の検討を行った。すなわち、坐りを起こさないことが知られ

て いる シ ロ サケ 肉 に微 生 物 起源 TGase（MTGase)を添 加し、その 効果を検 討した。 シ

ロ サケ に は すで に 報告 さ れ てい る よ うに 低 分子 量 の TGase阻害 物 質が存 在してし 、

る の で 、 サ ケ 肉 を 水 晒 し 肉 と し て 大 部 分 の 阻 害 物 質 を 除 去 し 、 MTGaseを 添加 す

る こ と に よ り 坐 り を 導 入 で き 、 蒲 鉾 様 ケ ゛ ル が 形 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。

ま た、 この 際にはタ ンハ°ク 質内にEー （ア―Glu）Lysが 生成した ことから 、坐りを

起 こさ な い サケ で もMTGaseの タン ハ ゜ク質架 橋反応によ り蒲鉾等 の練り製 品化が可

能 で あ る こ と を 示 し た 。 以 上 、 第 2章 の 検 討 結 果 か ら 、 水 産 加 工 に お い て M TG

aseも含めてTGaseは、非常に有用な酵素であることが示された。

  魚介類TGaseの酵素としての知見はそれほど多くないため、第3章では数種

海 産動 物 よ りTGaseを単 離 精製 し て その性質 を検討した 。魚類と してスケ Iウタ゛ラ

および マタ゛イ の肝臓、 カキそし てホヤか らTGaseを精製 した。その結果、魚類TGase

は 分子 量約 77，000～78，000、 Caz゙ 依存性 の単純タ ンハ°ク質 であり、 活性中心 に

は SH基 が 関 与 し て い る こ と が 認 め ら れ た 。 カ キ で は 分 子 畳 の 異 な る 2種 の TGase

が存在し、両TGaseには反応至適温度や活性に受けるNaClの影響において異

な る 性 質 が 存 在 し た 。 し か し 、 両 TGaseと も 反 応 至 適 pHが 7ル カ リ 性 域 に あ る こ

と や Ca2゙ 依 存 性 の SH酵 素 で あ る こ と が 魚 類 TGaseと 共 通 し て い た 。 一 方 、 ホ ヤ

の TGaseは 分子 量 約 90， 000の サ フ ゛ユ ニ 71の 4量 体 とし て 存 在し ており 、他の海 産

動 物 TGaseと は 明 か ナ ょ 違 い が 認 め ら れ た 。 た だ し 、 基 本 的 な Caz+依 存 性 酵 素

であることやSH酵素であることは一致していた。これらのTGaseは、いずれ

もCaz゙ 依 存的にミ オシン重 鎖の架橋 高分子量 化能を有 し、E－（ア―Glu）Lys結合に

よるタンハ゜ク質のケ゛ル形成が可能であった。

  最 後 に 第4章に お いて 、 TGase反 応 によ ル タン ハ ゜ ク質 中 に形 成 されるE－ （ア－

Glu)Lysが、生体内に摂取された場合、消化されLysとして再利用され得るの

かどう かを検討 した。E－ （ア―Glu）Lysは、通常の消化酵素であるへ゜ 7゚ シンやIリ

7゚ シン では消化 を受けな いことが 知られているが、腎臓に存在する7－ウ゛ルタミル7

ミンシクロIランスフェラーセ゛によってヒ゜ロタ゛ルタiン酸と遊離のLysに分解されることが報告

さ れて い る 。そ こ で第 4章 前 半 では 、Glnの ァーク゛ル タミル結 合の生合 成に関与 す

るァーク゛ルタミルトランスヘ°7°チタ゛ーセ゛（7―GTP）をへ゜7゚ チI゙ 態のE－（7－Glu）Lysと反応さ

せ て、 そ の 分解 反 応の 有 無 を検 討 した 。その結果 、ア-GTPはへ ゜フ°チ I゙ 態のE－

（ ア-Glu）Lysを遊 離のGluとLysに 分解する ことを見 いだした。 しかし、 タンハ゜ ク
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質態のE－（7―Glu）Lys結合には作用せず、切断反応が進行するにはへ゜7゚ チI゙

態までタンハ°ク質が分解される必要が考えられた。尚、この活性は他の7ミノ酸が

混在してもほとんど阻害を受けないことから、タン′｀゜ク質中に形成されたE―

（7―Glu）Lysは、生体内ではタンハ゜ク質が消化管に存在する酵素によって7ミノ酸

とE―（7 -Glu）Lysの混合状態となった後、7-GTPあるいは7―ク゛ルタ！ル71ンシクロI

ランス7エラ―セ゛によって分解されることが推定された。尚、7ーGTPは、哺乳動物

血液、各種臓器特に腎臓に多く存在することが知られている。続いて第4章

後半では、実際にタンハ゜ク質をJdTGaseで処理して、高度にE―（ア―Glu）Lysを含

有させた飼料を調製しうットの発育試験を行い、その栄養価の評価からE－（7－

Clu）Lysの分解性の評価を試みた。その結果、E－（7－Glu）Lys含有飼料と非

含有飼料との間の栄養性には有為差は認められず、タンハ゜ク質態のE－（7 -Glu）

Lys中のLysが有効に｀利用され得ることを確認した。ただし、高度にMTGaseで

処理したタン′、°ク質を含む飼料は、ラ7トの嗜好性から若干飼料摂取量が劣ること

が分かった。

  以上、本研究で得られた結果をまとめると次のように記すことができる。

すなわち、ー般食品中にはと―（ア－Glu)Lysが広く分布しているが、特に水産

加工品に多い傾向がある（第1章）。その原因として水産加工原料にもともと

存在しているTGaseが製造工程で作用している可能性が分かった（第2章）。水

産物由来のTGaseを精製して、酵素としての性状を調べたところ、種により

分子量や反応至適条件に若干差が認められたが、いずれもCa2＋依存性やSH酵

素であることは共通しており、タンハ゜ウ質をE－（アーGlu）しys結合により高分子

量化させる性質が認められた（第3章）。食品としてE－（ 7－Clu)Lysの栄養価

を評価したところ、栄養価としては遊離のりシ゛ンと同じであり、E―（ア―Clu）

Lysは生体内で代謝されりシ゛ンとして有効利用されることを確認した（第4章）。
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学位論文審査の要旨
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学位論文題名

水産物中の£―（ソ―グルタミル）リジンの存在とトランス

グルタミナーゼに関する研究

    特殊なジベプチドであるE－（アーグルタミル）リジン（以下E一（丁一Glu)Lys)の

分布を水産、畜肉、農産食品について調べたところ、水産加工品に多く含まれてい

ることを明らかにし、その生成が内因性のトランスグルタミナーゼによって酵素的

に加工処理中に起きること、さらに酵素の精製を行いその性状を明らかにした。ま

た食品中の本ベプチドの消化代謝と栄養学的評価について検討を行っている。本研

究によって得られた結果は以下のように要約される。

1）魚介類、畜肉、農産物などの64種類におよぶ食品中のEー（アーGlu)Lysの分布を

調べたところ、水産加工食品（ねり製品、干物、くん製品、魚卵製品）に多く含ま

れている傾向が認められた。これらの食品では生鮮物からはこのジベプチドがほと

んど検出されなかったが、トランスグルタミナーゼ活性のレベルは高いことから加

工処理中に本酵素反応で生成することを推定した。

2）上記の推定を確かめるために、実験的にスケトウダラのかまぽこ、アジの干物、

カキとホヤの薫製を製造し、いずれの場合も加工中にE―（ア－Glu)Lysが増大するこ

とを確認した。一方、酵素の阻害剤であるNH4C1およびEDTAを共存させて加工処

理を行うと、このジベプチドの生成は著しく抑制された。スケトウダラ肉糊ではト

ランスグルタミナーゼの作用でミオシン重鎖の架橋重合が進行し、弾カの強いかま

ぼこゲルが形成された。この結果を応用して、かまぼこ形成能が低いサケ肉糊に外

部からトランスグルタミナーゼを加え、夕ンバク質問にE－（ア-Glu)Lys架橋を導入

すると、弾力性の強いかまぼこが製造できることを示した。この結果はゲル化食品

の製造に本酵素が有用であることを示すと同時に、本酵素の使用によって、食品中

にE―（ア-Glu) Lysが多量に生成することを示している。

  アジの干物およびカキとホヤの場合は、塩漬後の乾燥過程でE－（ア―Glu)Lysの増

大が認められた。

3）魚介類組織中のトランスグルタミナーゼの酵素学的知見が少ないことから、ス



ケ卜ウダラとマダイの肝臓、カキとホヤからそれぞれ酵素を精製単離し、性状を調

べて相互の比較を行った。精製はゲルろ過、種々のク口マトグラフイーなどの方法

を組み合わせて行った。魚類組織由来の酵素は分子量77，000―78，000，カルシウム

に依存性のSH酵素であることを認めた。カキには2種類の酵素が存在し、それら

は至適pHと塩に対する活性化の度合いが多少異っていた。一方、ホヤの酵素は

90kDaのサブュニット4つからなる分子量36万のタンバク質で他の動物由来の酵素

とは明らかに異なっていた。しかし、カルシウム依存性のSH酵素である点は類似

していた。さらに、これらの酵素はいずれも筋肉夕ンバク質、特にミオシン重鎖に

E－（ア一Glu) Lys架橋を導入し、高分子量化させる能カを有していた。

4）トランスグルタミナーゼにより食品夕ンバク質中に形成されたE－（ア―Glu) Lys

が生体に摂取された場合の消化代謝について検討した。E－（アーGlu)Lysのグルタミ
ンとりジンの間のイソベプチド結合はペプシンやトリプシンなどの通常の消化酵素

では消化されない。そこでこの結合を分解する酵素を探したところ、腎臓に多く存

在するァーグルタミルトランスペプチダーゼがEー（ア－GLu) Lysを遊離のグルタミン

酸とりジンに分解することを見いだした。しかし、この酵素はタンバク質中に存在
するE－（ア―Glu) Lysには作用しなかった。したがって、夕ンバク質中のこの結合は

通常の消化酵素によって、ジペプチドにまで分解されてからァーグルタミルトラン

スベブチダーゼによって消化されることを推定した。続いて、夕ンバク質を卜ラン

スグルタミナーゼで処理して、高度にE一（ア－Glu)Lysを含有する飼料を調製して、
ラットの発育試験を行ったが、対照飼料で飼育したものとの問に有意の差は認めら

れなかった。したがって、E－（ア－Glu)Lysは生体内で消化代謝され、遊離のりジン

として有効に利用されることが推定された。

  以上のように本研究は£―（ア－GIu)Lysの存在と、生成に関与する酵素の性状を明
らかにし、さらに消化代謝に関するまでの一連の研究を行った点はこれまでにない

新たなものであり、極めて高く評価される。したがって、審査員一同は本論文が博

士（ 水産 学）の 学位を受けるのに十分な内容を有するものと認定した。


