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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒 論

家畜の筋肉はと殺直後は軟らかいが、硬直期を迎えると硬 くて風味に

乏しい食味となる。これを貯蔵し熟成すると、解硬 して軟 らか くなり風

味も向上する。解硬に要する時間は牛、豚、鶏の順に長 く、消費される

までの期間もこれに対応する。一般に牛肉で熟成処理が慣行され、その

状態を適切に管理することが品質的に大切である。しかし牛肉自由化後、

輸入牛肉が増え、国内市場には国産牛肉も含め種々の熟成状態の牛肉が

流通し、品質の多様化の一因となっている。それに対して、鶏肉は死後

変化が速いことが経験的に知られているため、他の食肉に比ベチル ド輸

送が徹底し、生鮮であることが品質評価の重要な要素になっている。豚

肉は鶏肉よりも死後変化は遅いが、牛肉でみられるような積極的熟成処

理は少なく、鮮度重視の傾向にある。一方、食肉産業の現場では牛肉の

熟成状態(以 下、熟度 と略)や 鶏 ・豚 肉の品質 は、 と殺後 日数や外観の色

調、匂い、感触などの官能的性質で判断されているため、的確さに欠け

る場合がある。このような管理に客観的評価方法を加え熟度や肉質の判

定を行えば、さらに現場での肉質管理が適切になると考えられる。

本研究では、先ず輸入牛肉の品質の実情を検討した。第2に 牛肉の死

後の物理化学的性質の変化を追跡し、輸入牛肉を対象に熟度の指標成分

について検討した。その結果、死後変化過程で出現する30,000ダ ル トン

(30kDa)成 分が熟度指標 として好 ましいことを提案 した。第3に 鶏及 び

豚 肉の品質管理 に対す る本成分の有効性についても検討を加えた。最後

に30kDa成 分の化学的、免疫学的性質を検討し、その由来を明らかにし

た。

第2章 冷凍牛肉の食味性 とその向上法

第1節 輸 入牛 肉の食味性 と冷凍 牛 肉の解凍後の貯蔵 中の変化

輸入牛肉の形態は流通温度からチル ドとフローズンの2タ イプに分か

れ、食味性 は冷蔵輸送期間の長いチル ドビーフの方が軟らか く良好であ

った。ステーキ等の原料肉として輸入されている豪州 ・米国産冷凍ロー

ス肉の食味性の実情調査の結果、せん断力価(SFV)が2,000g以 上の硬い
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肉 の存在 が認 め られ た。 この よ うな冷 凍 肉 を解 凍後 に貯 蔵 す る とSFV

が徐 々 に低下 し、 肉 の軟 化 が進行 す る ことが分 かった(Fig.D。 そ こで 、

次 の節 で凍 結前未 熟成 牛 肉の解 凍後 の追加 熟成効 果 につ いて検 討 した。

第2節 凍 結 処 理 牛 肉 に対 す る解 凍 後 の 追 加 熟 成 効 果

ホル ス タイ ン種 去勢 牛 の ロイ ン部(背 最 長筋)を 死 後4日 後 と15日 間熟

成後 ㍉一35℃で1カ 月間凍 結貯 蔵 した。解凍 直後 のSFVは 凍 結前 未熟成

牛 肉が3,515±749gと 硬 い 肉質 で あ るの に対 して、凍結 前熟 成牛 肉で は

1,639±516gと な り、凍 結前 の熟 成 で十 分 に軟 化 して いた。一 方 、未熟 成

牛 肉 のSFVも 解凍 後冷蔵6日 目には急激 に低 下 し(1,459±735g)、 熟 成

牛 肉 のSFVの レベ ル に達 した(Fig.2)。 この よ うに未熟成 冷凍牛 肉 も解

凍 後 の貯蔵 に よって硬 さが低 下 し、追 加熟成 効果 が得 られ るこ とが判 明

した。食 味性 も冷蔵6日 目に最 も向上 し、そ の状 態 は16日 目 まで維持 され

た。以 上 か ら、熟 成不 足 の冷凍 牛 肉 に対 して適度 の追加 熟成処 置 を施 す

ことに よ り、食 味性 の改善 が 図れ るこ とが明 らか になった。 次 に、原料

牛 肉の熟度 が適 正 か否 か を判 断す るた めの熟度指標 につ いて検 討 した。

第3章 牛肉の熟度指標

第1節 牛 ロー ス 肉 熟 成 中 の物 理 化 学 的 性 質 の 変 化

牛 肉の熟度 指標 を求 め るため に、 と殺後4日 の ホルス タイ ン種 去勢牛

のロイ ン部(胸 最 長筋)を0℃ で31日 間貯 蔵 した。食味性 は貯 蔵11日 目(死

後15日)頃 か ら軟 らか く香 味 が良好 とな り、熟成効 果が認 め られた 。貯蔵

中の諸性 質 の変化 として、SFVの 低 下、筋 原線維 の小片化 率(MFI)の 上

昇、30kDa成 分 の出現 とその濃 度 の増加(Fig.3)、 イ ノ シン酸(IMP)の 減

少、ヒポキサ ンチ ン(Hx)と キサ ンチ ン(X)の 増加 、及 びATP関 連 化合物

の変 化 か ら算 出 したK値 と新 た に提 案 した修 正K(mK)値 の増 加 が認 め

られた(Fig.4)。 しか し貯 蔵14日 目以 降 のSFVの 変化 は横 這 い とな り、食

味評価 の結 果 と一 致 しなか った。それ に対 し、K値 、mK値 、MFI及 び

30kDa成 分 は熟成後 半 も漸 増傾 向 を示 した ことか ら、牛 肉 の熟 度 を幅 広

い期 間 に渡 って推 定 す るた めの指標 として、SFVよ りも好 ま しい と予 想

された。
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第2節 輸 入 冷 凍 牛 肉 に お け る熟 度 指 標 成 分 の 測 定

豪州 ・米 国産 の冷 凍牛 ロー ス肉(胸 最長筋)(N=100)を 対 象 に官能 的"軟

らか さ"を 熟 度 の基準 として、"軟 らか さ"と 前 節 のSFV、K値 、1nK値 、

MFI及 び30kDa成 分 との関係 を求 めた。"軟 らか さ"はSFV(r=一 〇.759)

(Fig.5-a)、30kDa成 分(r=0.558)及 びMFI(r=0.481)と 高 い相 関性 を示

した。 さ らにSFVと 他 特性 との相関 は、30kDa(r=一 〇.706)>MFI(r・ 一

〇.573)>mK値(r=一 〇.300)>K値(r=一 〇,189)と な り、特 に30kDa成 分

との相 関性 が顕著 に高 まった(Fig.5-c,d)。 しか し、ATP関 連化合物 の変

化 か ら算 出 したmK値 やK値 との相 関性 は低 か った(Fig.5-b)。 これ は

SFVが 約2,500～4,000gの 硬 い肉で、mK値 のバ ラツ キが 大 きい こ とに

よる と考 え られ た。以 上か ら、凍結 前 の熟 成期 間が比 較 的短 い と予 想 さ

れ る輸 入 冷 凍 牛 ロー ス 肉 の熟 度 指 標 と し て は、mK値 やK値 に比 べ

SFV、30kDa成 分及 びMFIの 方 が有効 で あ る と考 え らた。

第3節 牛 肉 の 熟 度 指 標 に及 ぼ す 筋 肉 部 位 の 影 響

ロー ス肉 に比 べ て肉質が硬 い屠殺 後3日 の牛 ウデ肉か ら、4種 の筋 肉

(上腕三 頭筋(TB)、 棘 上筋(SS)、 上腕 二頭筋(BB)、 上腕 筋(BA))を 採取

した。これ を0℃ で28日 間貯 蔵 し、熟度 指標 に及 ぼす筋 肉部位 の影響 を検

討 した。 全 コ ラー ゲ ン:量はBA>BB>SS>TB筋 の順 に多 く含 まれ た。

何 れ の筋 肉 も貯 蔵 日数 の進行 と共 にSFVが 低 下 し軟 化 したが 、 その程

度 は コラーゲ ン量 の多 いBA筋 で少 なか った。貯 蔵 中の筋 原線維 の小片

化 速 度 も コ ラ ー ゲ ン量 が 多 い 筋 肉(BB、BA)で 遅 い 傾 向 に あ っ た

(Fig.6)。 特 に30kDa成 分 の変 化 はコ ラーゲ ン量 の順位 と極 め て良 く一

致 し、 その含 量 が少 ない筋 肉 ほ ど貯蔵 中の30kDa成 分 の増加 が大 きか っ

た(Fig.7)。 しか しなが ら、貯蔵 中のATP関 連化 合物 の分解 パ ター ンは

何 れ の筋 肉 で も殆 ど同 じで(Fig.8-A～D)、K値 とmK値 は死 後 の軟 化

速 度 とは無 関係 に一定 の傾 向 で上昇 す るため死 後 経過 を示 す鮮 度指標 と

はな り得 るが、熟 度指標 として は有効 で なか った。以上 か ら、貯 蔵 中の

30kDa成 分 の変化 はMFIよ りも筋 肉 の軟 化速 度 に対 応 し、長 期熟 成 中

も上 昇 す る こ とか ら、熟 度指標 として最 も有効 で あ る と考 え られ た。
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第4章 他の食肉における熟度指標成分の変化

第1節 と殺 後 の 鶏 胸 肉 の 物 理 化 学 的 性 質 の変 化

鶏肉 工場 で処理 中 の鶏 肉(浅 胸筋)の 死後 変化 を測 定 した。死 後3～4

時 間後 に、SDS-PAGE上 に30kDaと32kDaと 推測 され る2つ のバ ン ド

の出現 を認 めた。鶏 肉 のSFVとMFIは 出荷 時の死後3～4時 間で最 も

大 き く変化 し、24時間後 の変 化 は少 ない ことか ら、出荷 時 に は十 分 な軟 ら

か さに達 して い るこ とが分 か った(Fig.9)。ATP含 量 が死 後48分 で急速

に減 少 したの に対 して、IMP含 量 は増 加 し死 後24時 間後 もほぼ伺 水準 を

維持 した。K値 は死 後3～4時 間後 よ り上 昇 し始 め、30kDa成 分 の出現

時期 と一致 した。以上 よ り鶏 肉 にお いて も肉質 の変 化が顕 著 に起 こる死

後3～4時 間 に30kDa成 分 の出現 が見 られ 、その時期 に食 味性 の 向上 も

顕著 にな る と推 定 された。

第2節 鶏 肉 貯 蔵 中 に 出 現 す る30kDa成 分 とK値 との 関 係

鶏 肉 の食 味性 は処理 当 日の 夕方か ら翌 日には適期 を迎 え る と推定 で き

るた め、 そ の後 の鮮 度管 理 が 重 要 で あ る。鮮 度 指 標 として のK値 と32

kDa、30kDa成 分 との関係 を検討 した。死 後5℃ に貯蔵 中 の鶏 肉で は、

32kDa成 分 の出現量 は30kDa成 分 よ りも少 な く、死 後5日 目には殆 ど消

失 した。 それ に対 して、30kDa成 分 の濃 度 は死 後4日 目迄 は上 昇 した

が、5日 目で やや減 少 し、 その後7日 目迄 はほぼ一 定 で あった。一 方、

鮮 度指標 として のK値 は7日 間貯蔵 中、直線 的 に増 加 した(Fig.10)。 死

後4日 迄 の 鶏 肉81羽 を統 計 的 に解 析 した 結 果 、30kDa成 分 はHxR(p

〈0.01,rrO.663)やK値(p〈0.01,r=0.642)と 高 い相 関 関係 にあ り、鶏 肉の

場 合 も30kDa成 分 の測 定 は肉質 や鮮 度 等 の 品質 管理 のた め の有効 な指

標 にな る と考 え られた。

第3節 豚 肉貯 蔵 中 の 物 理 化 学 的 変 化

死後5日 目の豚 ロース肉(胸 最長 筋)と 腿 肉(内 側 広筋)を0℃ に貯 蔵 し

た。両 者 の肉でSDS-PAGE上 に30kと32kDa成 分 が認 め られた。32kDa

成分 の方 が貯 蔵 中の濃度 の増加 が 大 き く、 ロー ス肉で顕著 な増加 が認 め

られた(Fig.11)。 この こ とか ら、本成 分 を従 来 か ら議論 されて い る30kDa

成分 と断定 した。SFVは 何 れの 肉 も貯 蔵 中 に低 下 し、その程度 はロー ス

肉で大 きか った(Fig.11)。 この よ うに腿 肉 はロー ス肉 よ りも熟度 の進 行
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が遅 く、 この傾 向 は貯 蔵 中の32kDa成 分 の濃度変 化 と も一致 した。K値

は貯 蔵 中 に増 加 した。豚 肉の場 合 も、貯 蔵 中の32kDa成 分 の変 化 は肉質

の変 化 と良 く対応 す るた め、 品質管理 の指標 成分 として有効 と考 え られ

た。

第5章 牛肉熟成中に出現する30kDa成 分の由来

これ まで の検討 で死 後 筋 肉の解硬 ・軟 化過 程 で 出現 す る30k、 又 は32

kDa成 分 は食 肉 の肉質 の変化 と対 応 す るた め、牛 、豚 肉 の熟 度 や鶏肉 の

鮮度 な どの品質管 理指標 として有効 で あ る こ とを明 らか に した。 さ らに

本章 で は、牛 肉 を対 象 に30kDa成 分 の 由来 につ いて検討 した。

第1節 牛 肉 の トロ ポ ニ ン3成 分 の 分 離 調 製 法 とア ミノ酸 組 成

従来 、30kDa成 分 の 由来 は トロポニ ンTと 推 定 されて い る。本 節で は

先 ず、 トロポニ ンTを 含 む トロポニ ン3成 分 の調 製 法 を検 討 し、夫々 の

分 子量 とア ミノ酸組成 を初 めて明 らか にした。牛 腿 肉か ら抽 出 した粗 ト

ロ ポ ニ ン をDEAE-Toyopear1カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 後

(Fig.12-a)、CM-Toyopear1カ ラム クロマ トグラ フ ィーで トロポニ ンC,

1,Tに 分離 した(Fig.12-b)。 トロポニ ン3成 分 の分 子 量 はsDS-PAGE

に よ り、 トロポニ ンC19,500、 トロポニ ン123,300、 及 び トロポニ ンT

40,400と 決定 した。牛骨 格筋 の トロポニ ン3成 分 のア ミノ酸組 成 の相 同

性 は兎 と鶏 の骨 格筋 との間で高 く、筋 肉型 が異 な る牛 心筋 との間 で低 か

った。

第2節 牛 肉熟 成 中 に 出現 す る30kDa成 分 の 由来

死 後、0℃ で31日 間貯蔵 中の牛腿 肉 の筋 原線 維 のSDS-PAGEで 、推 定

分子 量32kDa成 分 の濃 度が熟成 の進行 と共 に顕著 に増 加 した ので、本 成

分(SDS-32kDa成 分 と呼 称)が 既 述 の30kDa相 当 の成 分 と考 え られ た

(Fig,13-A)。 粗 トロポニ ンで は、トロ ポニ ンTと34kDa成 分 の漸減 に対

応 して、32kDa成 分 の濃度 が漸 増 した(Fig.13-B)。32kDa成 分 は死後17

日目の牛 肉の粗 トロポニ ンか ら前節 同様 、陰及 び陽 イオ ンクロマ トグラ

フ ィー を組 合 わせ 分 離 で きた(調 製 物 をNative-32kDa成 分 と呼称)。

Native-32kDa成 分 のSDS-PAGE上 の移 動 度 はSDS-32kDa成 分 と一

致 し、しか もSDS-32kDa、Native-32kDa及 び34kDa成 分 は全 て トロポ
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ニ ンTの ポ リクローナル抗 体 と交差反 応 を した。牛 肉熟成 中 の筋原線 維

(Fig.14)と トロポニ ン(Fig.15)の イ ム ノブロ ッ トか ら も、 熟成 中 の ト

ロポニ ンTの 減 少、34kDa及 び32kDa成 分 の増 加が認 め られた。さ らに

Native-32kDaと34kDa成 分 の ア ミノ酸 組成 のパ ター ン は トロポニ ンT

とよ く似 て いた(Fig.16)。 以上 よ り両成分 とも トロポニ ンTの 分解 ポ リ

ペ プ チ ドと考 え られ、牛 肉熟 成 中 に筋原線 維 のSDS-PAGE上 に出現 す

るSDS-32kDaに は、 トロポニ ンTの 分解 フラ グメ ン トが含 まれて い る

こ とが 明 らか になった。

第6章 総 括

食 肉貯 蔵 中 の物 理化 学的性 質 の変化 と肉質 管理 の指標成 分 につ いて検

討 した結果 、以下 の こ とが 明 らか にな った。

1.輸 入冷 凍牛 肉が硬 い と評 価 され る理 由の一 つ は、凍結 前 の熟成 不足

にあった。原料 肉の熟度 を予 め検査 し、熟 成不足 の場合 に は解凍 後 の

追 加熟 成処理 に よ り硬 さが改善 され る こ とを明 らか に した 。

2。 牛 肉の熟 度指標 の候補 として、SFV、ATP関 連 化合物 の変 化 に基 づ

くK値 と修 正K(mK)値 、MFI、 及び30kDa成 分 を選択 した。

3.SFVは 牛 肉の硬 さを評 価 す るための有効 な手段 で あ ったが、長 期熟

成 中の 肉質 の変化 まで は検 出で きなか った。

4.K値 とmK値 はSFVと の相 関性 が最 も低 く、熟成 中 の筋 肉間 の軟化

速度 の差 異 を反映 せ ず、熟 度指標 として好 まし くない こ とを明 らか に

した。

5.MFIと30kDa成 分 は長期熟 成 中の牛 肉で漸増 傾 向 を示 し、 肉の"軟

らか さ"と の相 関性 も高 く、熟 度 指標 として有効 で あ った。しか も貯 蔵

中 の筋 肉間 の軟 化速 度 の差 異 に良 く対 応 して変化 した。 この傾 向 は特

に30kDa成 分 で顕 著 で あ る こ とか ら、30kDa成 分 はMFIよ りも熟 度

指 標 とし て優 れて い る こ とを明ち か に した。

6.鶏 肉 も肉質 の変化 が顕 著 に起 こる死 後3～4時 間後 に30kDa成 分 が

出現 し、30kDa成 分 の変化 はSFV、MFI、 及 びK値 の変 化 と対 応 す る

こ とか ら、 肉質や鮮 度 等 の品質管理 の指標 として有効 で あ るこ とを明

らか に した。
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7.豚 肉で は牛 肉同様 に推定分 子量32kDa成 分 の死 後変化 が顕 著 であ っ

た。32kDa成 分 の貯 蔵 中 の変化 はSFV、K値 の変 化 と良 く対 応 す る こ

とか ら、品質管 理 の指標 成分 として有 効 で ある こ とが示唆 され た。

8.牛 肉 を対 象 に30kDa成 分 の由来 を検討 した 。本 成分 の分子 量 はSDS

-PAGEで32kDaと 推定 した
。本成分 と34kDa成 分が トロポニ ンTの

減少 に対応 して出現 し、何 れ も トロポニ ンTの ポ リク ローナル抗体 と

交差 反応 した。32kDと34kDa成 分 の ア ミノ酸組成 は トロ ポニ ンTと

良 く一致 した。牛 肉熟成 中 に筋 原線維 のSDS-PAGE上 に出現 す る30

kDa成 分 に は、トロ ポニ ンTの 分解 フラグ メ ン トが含 まれ てい るこ と

を明 らか に した。

9.牛 肉 の トロポニ ンC、1、Tを 初 めて分離 し、夫 々 のSDS-PAGEに

よる分子量 とア ミノ酸組 成 を明 らか に した。
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論 文 審 査 の 要 旨

食肉産業の現場では,牛 肉の熟成状態や鶏 ・豚肉の品質はと殺後 日数や外観の色調,匂 い,感

'触などの官能的性質によ
って判断されているため,的 確さに欠ける場合がある。本研究は食肉貯

蔵中の理化学的変化を分析 し,肉 質 との関係を検討ナることにより,食 肉の品質管理に有効な指

標成分を決定することを目的に行ったものである。

先ず輸入牛肉の実情を調べ,冷 凍牛肉の食味性が悪いのは凍結前の熟成不足に原因があり,解

凍後の追加熟成により食味性が改善されることを明らかにした(第2章)。 次に牛肉の熟度 を管

理するための指標成分を検討 した結果,せ ん断力価(SFV)は 牛肉の硬さを評価するための有効

な手段であったが,長 期熟成中の肉質の変化までは検出できなかった。ATP関 連化合物の変化に

基づ くK値 はSFVと の相関性が悪 く,熟 成中の筋肉問の軟化速度の差異を反映せず,熟 度指標 と

して好ましくなかった。筋原線維の小片化率(MFI)と30kDa成 分は長期熟成中の牛肉で漸増傾

向を示し,肉 の"軟 らかさ"と の相関性も高いことから,熟 度指標として有効であった。 しかも

筋肉間の軟化速度の差異に良く対応 して変化 した。この傾向は特に30kDa成 分で顕著であること

より,30kDa成 分はMFIよ りも熟度指標 として優れていることが明らかとなった(第3章)。 鶏

肉と豚肉についても30kDa成 分を中心に死後の物理化学的性質の変化を調べた。その結果,鶏 肉

では30kDa成 分の検出が,豚 肉では32kDa成 分の検出が品質管理の指標として利用可能であるこ

とが明らかとなった(第4章)。

最後に牛肉を対象に30kDa成 分の由来を検討した。本成分の分子量は豚肉と同様32kDaと 推定

された。牛肉熟成中に32kDa成 分と34kDa成 分が トロポニンTの 減少に対応して出現 し,何 れも

トロポニンTの ポリクローナル抗体 と交差反応 し,し かも両成分のア ミノ酸組成は トロポニンT

と良 く一致した。その結果,両 成分ともトロポニソTの 分解フラグメントであることが明らかと

なった。熟成中にSDS-PAGE上 に出現する34kDa成 分は トロポ ミオシンの移動度と接近 してい

たため,従 来その存在が知られていなかった。本研究で初めて熟成中に出現することが明らかに

された。また本研究で牛肉の トロポニンC,1,Tが 初めて分離され,夫 々の分子量とアミノ酸

組成が明らかにされた(第5章)。

このように,熟 成中の牛肉筋原線維のSDS-PAGE上 に出現する32kDa成 分には トロポニン丁

由来の分解ポリペプチ ドが含まれていることが明らかとなった。 これらの知見は食肉の死後の脆

弱化に対する トロポニン成分の関与を示唆してお り,熟 成に伴 う食肉の軟化機構の解明に対して

も重要な基礎的知見を提供 し,食 肉の科学に大 きく貢献するものと考えられる。よって博士(農

学)の 学位を授与されるに十分な資格があるものと判定された。
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