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緒 言

凍結貯蔵魚肉においては,温度低下にもかかわらず

リン脂質 (PL)分解が促進する.その主原因は,機

械的破壊や成分濃縮ではなく,凍結に伴う脱水にあ

ることを著者らは報告してきた (ToyomizueTal.,

1977;花岡･豊水,1979a,b).

PL分解に伴う分解生成物が魚肉品質に与える影響

として,たとえばたんぱく質の不溶化が指摘されてい

る.一方,PLの局在部位が生体膜であることを考え

ると,PL分解は細胞内小器官を区画する膜系の崩壊

すなわち物理的障壁としての機能喪失を意味し,小器

官内成分たとえば各種酵素等品質劣化につながる成分

の漏洩をもたらすと考えられる. それにもかかわら

ず,凍結貯蔵中の魚肉生体膜がPL分解に伴ってどの

ような変化を受けるかを詳細に追求した報告は見当た

らない.

そこで,凍結貯蔵したコイ内膜系の変化を電顕観察

して調べた.超薄切片法によると膜系の詳細な変化を

観察できないので (MeissnerandFleischer,1972;

Meissneretal.,1973), Freeze-Etching 電顕法

(F-E法)を用いた.F-E法は,近年生体膜 の微細

構造の解明や,赤血球等の凍結保存の問題と関連して

広 く用いられるようになった.本法は,膜組織を凍結

下で割断すると,膜二重層が中央の部分で剥離を受け

ることを利用し,露出した二重層内面のレプリカ膜を

高真空下で作製して,これを電朗観察するものである･

F-E法を用いた人工膜の観察により,生体膜の状態

と F-E像との関係が明らかにされてきており,膜二

重層が脂質のみからできている場合には トE像に膜

内粒子は認められず (DeamereTal.,1970),生体膜

に認められる粒子はたんぱく質であること (Segrest

etalリ1974)や,膜が遷移温度以上で液晶状態にある

時と,遷移温度以下で固相の状態にある時とで F-E

像が大きく相違すること (Verkleijefal.,1972;

Ververgaertelal.,1973;KleemannandMcCon-

nell,1976)等が述べられてきた.また,Krzywicki

(1975)は,極性脂質一水の系およびたんぱく質一水の

系について F-E法とX線観察で膜の多形現象を検討

している.このように,トE法は生体膜を詳細に研

究する上で有効な方法であると言うことができる.

電顕観察は九州大学超高圧電子顕微鏡室で行った.

お世話になった同室職員の方々に感謝する.

材 料 と 方 法

材料

即殺 コイの背側普通肉の み用いた. 10×10×10

mm3 程度のブロックにして -5oC に貯蔵し,経目

的に取り出して電顕観察した. -5oC に貯蔵したの

は,PLの酵素的分解が 0°C から -20℃ の範囲で

は -5oC で最も速かったからである (花岡 ･豊水,

1979a).

Freeze-Etching電顕法

前処理-コイ背側肉を 1×10×10mm3 程度の薄板
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としてEEJり出し,1.25%ブルタルアルデヒト㌧0･07M

リン酸緩衝液 (pH 6.5)で 5oC,2時間固定 し, リ

ン酸緩衝液で数回洗浄した後,40%グリセ リンー0･07

M リン酸緩衝液に 5oC,2時間浸漬した.

レプリカ膜作製 前処理 した肉を 1×1×3mm3 程

度の小片に切り出して試料台にセットし,液体フレオ

ン12中で凍結後,液体窒素中で凍結 し, 日本 電子製

真空歳着装置 JEE4X 中 で 2×10L6Torr･の真空

下,-100oC で割断し,30秒のエッチングの後, 白

金--パラジウムによる シャドウイングとカーボンによ

る補強でレプリケーション後-イタ-:水 (1:3)で

筋肉を溶解 し,得 られたレプリカ膜をアルコール :水

(1:3)で 数[,.]洗浄後 300メッシュにす くって日本電

子製 JEM 200Bを用い,200KVで電顕観察を行っ

た.

実 験 結 果

死直後普通肉の電頭像

死直後コイ普通肉の縦断面を Fig.1aに示す. コ

イ普通肉の細胞内小器官としては,筋原繊維の各ザル

コメアを取り巻 く連続的な閉じられた小胞系である筋

小胞体 (Armstrong,1975;野々村 ･若林,1975)が

主であり,筋小胞体にCa2十遊離の信号を伝達する横

断系統が観察された以外には, ミトコンドリア等の小

器官はほとんど観察されなかった.この結果とウサギ

骨格筋において筋小胞体の全脂質の80%近 くは PL

であり, そのうち65% は phosphatidylcholineで

あること (MacLennanetal.,1971),およびカエル

縫工筋において,筋小胞体の表面積は筋繊維表面積の

40-50倍であるのに対 し, 横断系統の表面積 は7倍

にすぎないこと (Peachey,1965)から類推 して,コ

イ普通肉の主要なPL局在部位を筋小胞体と考え,そ

の凍結貯蔵に伴 う変化を観察することとした.

この死直後の FE像において,筋小胞体末端のふ

くらんだ部分である terminalcisternae と横断系統

とからなる triadが 認められた.筋小胞体膜二重層

の中間で剥離を受けて内向を露出させている剥離面に

は凹面と凸面があり,凹面は膜二重層の筋原繊維側に

面するモノレイヤーの内面であり,膜面に密に存在 し

ている粒子は主として Ca2+-pumpprotein と考え

られる (Saitoelal.,1978). 凸面は筋小胞体二重層

の筋小胞体内部に面するモノレイヤーであり,粒子が

ほとんど存在しない.この二種の膜面の他に剥離を受

けず断面として認められるものも存在する.Fig.lb

は横断面である.縦断面と同様の膜面が観察された.

Fig･l･Freeze-etching images along (a)

andacrPss(b)themyofibrilsofordinary
muscleln Carp immediately afterdeath.
Particleswerepackeddenselyinaconcave
fractureraceandscarcelyanylnaCOnVeX
one.Arrowatupperleftindicatesthedi-
rectionorshadowing.sr,sarcoplasmicretic-
ulum;t,transversesystem;T,triad;Z,z
line;mf,myosinnlament;A,A band;I,I
band

Fig.2lF-Eimagealongthemyofibrilof
ordinarymusclewhichwasplacedat15oC
onlyFor10hours.

凍結そのものが F-E像に与える影響を明らかにす

るために,PL分解のほとんどない -5oC,10時 間

放置したものの縦断面を Fig･2に示す,全体的な像
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に差異はないが,二重層内で剥離を受けず断面になっ

たものが増加している.

凍結貯蔵魚肉の筋小胞体膜変化

Fig.3は -5DC,22E]間貯蔵のものの縦断面であ

る.凹面の粒子は密に存在し,Fig.2と大差がなく,

22日間貯蔵では筋小胞体膜に変化をほとん ど認めな

かった.

-5oC,301｣のものの縦断面を Fig.4aに示す.

剥離面および断面の占める面積が低下した.Fig.4b

は横断面であり,粒子分布が密でなく,不均一化が一

部の凹面に認められた.Fig.4Cはその拡大である.

-5OC,60日のものの縦断面を Fig.5a に示す.

剥離面および断面の 占める面積がさらに低下した.

Fig.5bは横断面である.著しい粒子分布の不均一

化が溜められた.

-5oC,90日のものの縦断rEiを Fig.6に示す.刺

離面および断面の占める面積が著しく減少し,正常な

剥離面が消失し,残存している剥離面の輪郭や粒子が

不明瞭であった.

Tablelに別離血と断面の総数に対する断面の数

の割合を示す,断面の割合は -5oCに10時間放置し

て凍結するだけでも増加したが,貯蔵中にさらに増加

した.90日では断面であるかどうか判別できない程

の変化を受けたので測定しなかった.

Table1.Rateorcrosssectiontototal
sectlOn.

S三笠 F.gdeI(2｡ntl,0.T) d2a2ys ｡3aOys d6aOys d9aOys

% 】5 11 12 16 16

考 察

藤川 (1978)は,ヒト赤血球をフレオン22中 に浸

潰させて急速凍結を行うと,膜内面付近に形成された

氷晶のため膜面が機械的破壊を受けた結果,膜内粒子

の認められない部分が出現し,剥離を受ける面積が減

少 し,断面が増加すると報告している.-5oC に10

時間放起して凍結すると断面の割合が増加すること

は,生成した氷晶が膜を機械的に脆弱化させたことと

関連するものであろう.これに対し,貯蔵中における

断面の増加,剥離面積の減少,膜内粒子分布の不均一

化は,次に述べるように PL分解によるものであろ

う.
phospholipase処理をした膜小胞の変化は invLltro
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Fig.3.F-Eimagealongthemyofibrilof
ordinarymusclestoredat-5oCfor22days.
A greatdifferencewasnotobservedascom-
paredwithFig.2.

Fig･4･ (a)F-Eimagealongthemyofibril
ofordinarymusclestored at-5oC for30
days.Theareaorfracturefacesandof
cross sections or sarcoplasmic reticulum

†eredecreased to somedegree･ (b)F-E
lmageacrossthemyo丘brilofordinarymus-

clestoredat-5DCfor30days. Thepar-
ticlesinsomeconcaveFractureraceswere

notpackeddenselybutdistributedirregular-
ly(square). (C)Theenlargedconcavefrac-
turerace(thesamesquare).
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Fig.5. (a)F-Eimagealongthemyofibril
orordinarymusclestored at-5oC ror60

days.Theareaorsarcoplasmicreticulum
wasmoredecreasedthanthatinFig.4a.
(b)FEimageacrossthemyofibrilofordi-
narymusclestoredat-5oC for60days.
Theirregularparticledistributioninsome
concayefractureraceswasmorenotable
thanthatinFig.4(b).

で研究されている.たとえば Coleman eTal.(1970)

は,ラットおよびヒト赤血球ゴース トをヘビ毒 phos-

pholipaseC で処理す る とゴース ト表面積が低下

し,その表面にジグリセリドとセラミドからなる油滴

が付着していることを,VerkleijelaL (1973) は,

ヒト赤血球ゴース トを phospholipaseA2 で処理す

ると粒子の凝集をおこすこと,および BacL'LLuscereus

の phospholipaseCはゴース トにのみ作用して剥離

面を減少させることを報告している.また Packerel

αJ.(1974)は,ウシ心筋 ミトコンドリアをphospho-

1ipaseA2 で処理すると膜内粒子の凝集,剥離面の減

少および断面の増加をもたらして最終的には剥離面が

消失すること,およびウサギ骨格筋の筋小胞体ヴェジ

クルは phospholipaseA2 処理により剥離面 が 減少

して最終的には消失することを報告している.これら

は,純粋に取り出した膜調製物に対して単一の phos-

pholipaseを作用させた結果であるが,L'nvL'voで各

Fig.6.F-EimagealongthemyoRbrilof
ordinarymusclestoredat-5oCfor90days.
Theareaorsarcoplasmicreticulum wasex-
tremelydecreasedandfractureraceswere
obscure.

種 phospholipaseによってPL分解の進行する魚肉

筋小胞体の変化 もこれらと共通している.すなわち,

PLの分解に伴って断面の増加,剥離面積の減少,膜

内粒子分布の不均一化が認められた.本実験で観察さ

れた粒子の不均一化は縦断面には現われず,横断面あ

るいはそれに近い角度で割断したものに現われた.

横断面では, 同じ筋小胞体膜面でも junctionalSR

が剥離を受けやすいと思われる.粒子の不均一化と

junctionalSR とが 関係するのかもしれないが,筋

小胞体を部位別に分画することは現在できず,明らか

なことは分らなかった.

本実験で示した各貯蔵期間における筋小胞体の形態

はそれぞれ典型的なものであり,貯蔵日数の増加に伴

い F-E像に占める筋小胞体の面積は減少 した.しか

し,PLがほとんど分解されても,PLに結合してい

た脂肪酸が完全に膜から遊離してしまうとは考えられ

ないし,また膜系にはたんぱく質も存在しているので

筋小胞体膜が完全喪失する可能性は少なくとも本実験

程度の貯蔵日数ではないと考えられる.事実,PLが

ほとんど残存しないと思われる200日近く貯蔵したも

のでも膜組織として観察される部分があった.したが

って,凍結貯蔵中におけるPL分解に伴う生体膜変化

をさらに生体膜の脆弱化として捉えるには本実験結果

だけでは不充分であるので,ミクロゾームを分画して

さらに研究を進めた.それについては別に報告する.

要 約

凍結貯蔵魚のPL分解に伴う生体膜の変化を調べる

ために,コイ背側普通肉を -5oC に貯蔵し,経目的

に取り出して トE法で電顕観察した.
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死直後のものの観察の結果,コイ普通肉の細胞内小

器官としては筋小胞体が主であり,一部に観察された

横断系統以外には,ミトコンドリア等の小器官はほと

んど兄いだされなかった.それゆえ,筋小胞体を主要

なPL局在部化と考え,その凍結貯蔵に伴う変化に注

目した.

22日貯蔵普通肉では,死直後のものと比べてほと

んど差異がなかったが,30日から観察される筋小胞

体面積の減少,粒子分布の不均一化等が認められ,90

L]貯蔵では正常と考えられる剥離面が 喪失した. な

お,剥離面とならず断面として観察されるものが 30

日まで漸増した.
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Summary

Phospholipids(PL)arelocalized in biologicalmembranes. Sothedecomposi-
tionofPLmightresultinthedisintegrationofsubcellsinfishmuscle. Therefore,
inordertostudyanalterationofbiologlCalmembranescausedbythePL decom-

positioninfrozenfish,Carpordinarymusclewasstoredat-5oC,becausethemost

rapidrateofenzymatichydrolysisofPLhasbeenobservedat-50C in therange
from 0 t0 -20.C,and themusclewasperiodically taken outandobservedby

free2:e-etching(F-E)electronmicroscopy.

Sarcoplasmicreticulum (SR)wasprincipalsubcellincarp ordinarymuscleim一

mediatelyafterdeath,andmitochondrionorothersubcellswerescarcelyobserved

excepttransversetubules. ThisindicatedthatPLwere localizedpredominantlyin
SR. SothechangeofSR wasobservedduringstorageofcarp ordinarymuscleat

-5oC. ThefrequencyofoccurrenceofcrosssectionsofSR in F-E imagesin-

creasedonlybyfreezlngOrtheordinarymuscle,andthen increased furtherupto
30days. TheF-E imagesofordinary muscleafterstoragefor22daysshowed

little differenceascompared with thatimmediately afterdeath. Butafter 30

days,theareaofSR begantodecrease,and theirregulardistributionofparticles
wasalsoobservedinsomefracturefacesorSR. A一ter90days,rev normalfrac-
tureracesorSR wereobserved.


