
魚肉の脂質過酸化におよぼすNaClおよびFeイオンの影響
目的

食塩はすり身を作る際に加えるなど､水産加工上重要である｡Kannerら1)は七面
鳥の筋肉組織の脂質過酸化におけるNaClの影響を報告している｡これによると､
NaClを加えた筋肉組織において､脂質過酸化が促進されるためJ4DAが生成され､ま
たNaCl濃度を増すことにより､それは促進される｡しかし､Ethylenedianine-
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やアスコルビン酸などのいろいろな物質の存在によりNaClの作用は､抑制または促
進の両方の影響を受ける｡また､魚肉組織において､NaClを加えると脂質過酸化が
促進されるため脂質過酸化の指榛となるマロンジアルデヒド(mA)が生成され､
NaCl濃度を増すことにより促進されることが､確認されている｡そこで､魚肉の脂
質過酸化におよぼすNaClおよびFeイオンの影響を明らかにするためにHDA､4-ヒ

詣 嘉姦蒜 講 読 者 (HHE)､カルボニル修飾タンパク質(cp)･借賃含量およ
方法
1)試薬

i)MDA.CPおよびHHE測定用試薬
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マトグラフイー (以下HPLC)用の溶媒はすべて､HPLC用の試薬を用いた.他の試
薬については､できうる限り特級を用いた｡

ii)脂質含量および脂肪酸組成alJ定用試薬
クロロホルム (1級)は､和光純薬より購入したものを蒸留し､窒素ガスを通気

して冷蔵庫に保管後､2週間以内に使用した｡メチルアルコール (1級)は､蒸留し
て使用した｡以下､単にメタノールと記す｡内部棲準物質 Tricosanoic acid
(sZG比良社製 C2
ては､できうる限93遥&)品 レ窓 口ホルムに溶解させ使用したo他の試薬につい
2)試料

試料のブリは､一般の市場で購入した｡皮および内蔵を取り除き､脂身と血合
筋を削 除した後､筋肉組織のみをフードプロセッサーで30秒間､細かく刻んだ｡
その試料を 四等分し､control (Control区)､0.3H NaCl (NaCl区)､30FLH

o.3H NaCl+30FLM FeC13 (NaCl+Fe区)となるように調製L
FkLe.Cli席 をポリエチ レン′ヾッグにいれて､｡℃で貯蔵した｡以上の条件で貯蔵
した試料のMDA､CP､ZIHE､脂質含量および脂肪酸組成を測定し､それぞれの値の
変動を観察､検討した｡MDA.CPおよびHHE含量は､0,3,7日目に､脂質含量およ
び脂肪酸組成はoおよび7日目に測定した｡
3)MDAの洲定法
sakaietal.の方法により行った｡1)試料をテフロンホモジナイザーに1gずつ

正確に秤量し､生理的食塩水を20此加えホ モジネートを作成したOその0.5meを､
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応後､水道水を流しながら冷却し､酢酸エチルを4meBPえ､激しく振塗した｡
2500rpmで15分間遠心分離を行い､その上清0.5neを共栓付試験管に採取し､エバ
ポレーターで濃縮乾固した｡これを200FEeのメタノールで再溶解し､その20FEe
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検出器 (島津製作所)を用いた.展開溶媒は､アセ トニトリル :0.1HNaCl溶液=3
:1を用いた｡なお溶出量は1ml/m土nとした｡
4)cpの測定法
saka土etal.の方法により行った｡2)試料を､テフロンホモジナイザーに1gず
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を行い､上清を除去した｡その沈殿物に､エタノールー酢酸エチル (i:1)堤

一方には､10血比DNPHを含んだ2N-HClを 5此ずつ加え､15℃に調整した恒温
で5JT10分おき_に環拝しながら1時間反応させた｡反応後､_2声00rpnで.1.5分間遠心

を､5ne加え洗浄し､250
を3回繰り返して行った｡ 写還

で15分間遠心分離を行い上清を除去したOこの
した蛋白質に､8M尿素を3.5此加え､再溶解さ

｡吸光度は､tJV-1200分光光度計 (島津製作所)で測定した｡カルボニル残
基含量は､ガラスセルを用いて360nmで測定し､22000~1のモル吸光度係数を用いて､
rmol/mgproteinで算出した｡protein量は､プロテインアッセイキットで測定
した｡

5)HHEの測定

sakaietal.の方法により行った｡3)試料を三角フラスコに1gずつ正確に秤量
し､試料に対して0.5%のBHTを添加した｡この三角フラスコに2.5mKDNPHを含ん
だ1N-HClを20此加え､低温 (4℃)暗 所で2時間放置し､抽出と誘導化を同時に
行った｡反応後､波紙で波過し3倍量のジクロロメタンを加えて激しく授拝し､分
液漏斗を用いて､HHE-DNPH誘導体を含む下層 をなす型フラスコに採取したOこ
の操作を2回繰り返した.そのなす型フラスコをエバポレーターで濃縮乾固した｡得
られた残液を2neのクロロホルムで溶解し､あらかじめ 3meの-キサン :クロロホ
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展開させHHE-DNPH誘導体を含むバンドを分離させた0分離したバンドをクロロホ
ルム6血Fで溶解させ､溶出液を10me容共栓付褐色試験管に採取し濃縮乾固した｡こ
れを500FLeのメタノールで再溶解LHPLC用プレフィルターで波過後その20FEeを
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をそれぞれ用いた｡検出波長は3656mで､
器 (島津製作所)を用いた｡展開溶媒は､凝 nd

C18(25cmX4.6m i.a.,Bbc
検出器には､spDIHIOAVp紫外可
30mH sodium citrate/27.7m比 asetatebuffer
65を用いた｡なお溶出量はlml/minとした｡この測定ま鰐 4i:議 連蒜 蒜賢ol=35:
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6)脂質の抽出および定量法
脂質の抽出は､主としてFolchらの方法4)に準じて行った｡試料10gを､200mg容

コニカルビーカーに採取し､90meのクロロホルムーメタノール (2:1､Ⅴ/v)を加
え､水冷しながら2分間ホモジナイズ (UI-TRA-TURRAX使用)した｡ホモジネートは､
少量のクロロホルムーメタノールでよく洗い込みながら吸引波過 (桐山 ロート直径
40mm､漉紙No.5A)した後､残液を元のコニカルビーカーに戻し､60meのクロロ
ホルムーメタノールを加えた｡再びこれを永冷しながら､1分間ホモジナイズした後､
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イ ザ-を10meのクロロホルムーメタノールで洗い込んだ｡そして､ホモジ
吸引渡過し､残液､コニカルビーカーを15neのクロロホルム-メタノール

洗い込み､渡液を採取した｡以上の渡液を300此客分液ロート-定量的に移
し､これに0.2倍量の0.9%NaCl水溶液を加え､2-3分間激しく振とうした後､低
温室に一昼夜静置した｡静置後､2層に分離した下層のクロロホルム層を500血7容褐
色試験 瓶に移し無水硫酸ナトリウムを加えて脱水乾燥した後､500此容ナス型フ
ラスコに渡過 (東洋波紙 波紋No.5A)した｡これをロータリーエバポレーター
で濃縮後､クロロホルムで 25此容共栓付試験管へ洗い込み､25neにメスアップし
て総脂質抽出液とした｡
脂質含量は､総脂質抽出液10nGをそれぞれあらかじめ恒量を求めておいた50me+

ス型フラスコに採り､ロータリーエバポレーターで濃縮乾固させた後､恒温器 (
loら℃)に入れて1時間､デシケーター中で40分間放冷後､直ちに秤量して求めた｡
7)脂肪酸の分析および定量法
i)月旨肪酸メチルエステルの調製
上記6)で調製した総月旨質抽出液から約30mgのn旨質抽出物と内部療準物質3mgを

10neスクリューキャップ付試験管に採り､ヒートブロック内で40℃に加温しながら
窒素ガスを通気し濃縮乾固した｡そして直ちに0.5HKOH-メタノール溶液1.Omeを
加え5分間､続いて aq. HC1-メタノール溶液 0.4此を加えて5分間､それぞれ
ヒートブロック内で100℃に加熱しケン化およびメチルエステル化を行った｡冷水
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の10HC褐色遠沈管に移した.得られた
に無水硫酸ナトリウムを加え､脱水乾
)用の試料とした｡



ii)月旨肪酸メチルエステルの同定と定量
ガスクロマトグラフ装置には､GC - 14APF型 (島津製作所製)を用いた｡カラム
はキャピラリーカラム (SupELCO社製､supELCO WAX THIO Fused
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度はそれぞれ240､250℃に設定した｡キャリアーガスには-リウムガスを用い､流
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より同定､あるいは相対
保持時間により推定し､データ処理装置クロマトパック C - R4A (島津製作所)
を用いて面積を測定した後､内部標準法で定量計算した｡
結果

図1は､加DA量の変動を示したグラフである｡control区は､3日目まで増加し､7
日目まではほとんど変化はなかった.NaCl区は､control区と同様に､3日目まで
増加し､7日目まではほとんど変化はなかった｡Fe区は､7日目まで増加した｡
NaCl+Fe区を加えたものは､3日目に著しく増加し､7日日まで増加し続けた｡増加
の幅は､control区に対してFe+NaCl区,Fe区,NaCl区の順に大きかった｡図2は､
CP量の変動を示したグラフである｡control区,NaCl区,Fe区,Fe+NaCl区す
べて､7日目まで増加した｡増加の幅は､HDAと同様に､control区に対して
Fe+NaCl区,Fe区,NaCl区の順に大きかった｡図3は､tIHE量の変動を示したグラ
フである｡control区は､3日目まではほとんど変化しなかったが､7日目には増加
した｡Nacl区は､3日目に減少し､7日日には増加した｡Fe区は､3日目に増加し､
7日目には､減少した｡Nacl+Fe区は､3日目までは､ほとんど変化しなかったが､
7日目には減少した｡7日目に減少したのは､HHEは非常に不安定で反応性が高い物
質であるため､酸化が進み他のアルデヒドに変化したためであると考えられる｡表4
に､脂質含量と主な脂肪酸組成の変化を示した｡オレイン酸､リノール酸､リノレ
ン酸やアラキ ドン酸の脂肪酸組成は､ほとんど変化しなかったが､ ドコサヘキサエ
ン酸 (以下DHA)とエイコサペンタエン酸 (以下EPA)量は､わずかに減少した｡
図15は DHAとEPA量の変動を示したグラフである｡DHA､EPAともにControl区は､

とんど変化しなかったが､NaCl区,Fe区,NaCl+Fe区は､減少した｡
NaCl+Fe医,Fe区,NaCl区の順で大きかった.これは､DHA.EPAな
不飽和n旨肪酸が月旨質過酸化によりHHEやMDAなどのアルデヒドに変化し

たためである｡
考察

以上の実験結果から､Naclは､3日目までは脂質過酸化にはさほど影響はないが､
それ以降は脂質過酸化を促進すると考えられる｡また7日目のMDA､CP､DfiA､EPA
含量の違いから､Feイオンは､NaClよりも脂質過酸化を促進すると考えられる.
Feイオンが､過酸化脂質を生成するメカニズムは､第 1段階としては､細胞内での
ミトコンドリアなどでの電子伝達系から漏出した電子が酸素を還元し初めにスーパー
オキシド (･02つ をつくり､これがFe3十の触媒作用をうけパーフェリルイオン (
F
=
e3:t･ioi
)

とてるさすれい告こさて報

いないが､Ranner
'らの実験結果からは
､
NaClが蛋白質とキレート結合し
Feを遊離させ､Fe
イオンが生じ
､
これが触媒となり
､
ラジカルを生成すると
れている｡
15)

であるラジカルを生成し､このラジカルが脂質の過酸化反応を引き起
られている.5)草た､_Na_C_Iが過酸化脂質を生成する_メカニズム埠､解明

加工食品には､Nacl含量が高いものが多い｡また､すり身を作る際にNaclを蘇
加する｡このように､Naclは､食品の保蔵加工上で重要な成分ではあるが､脂質過
酸化を促進する要因でもあり､加工食品の安全性を考える上で非常に重要な問題で
ある｡今後､加工した魚肉や畜肉について実験を行い､加工食品の脂質過酸化にお
よぼすNaCl影響を明らかにする必要がある｡
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CP量 (nmole/mgprotein)
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表1脂質含量と主な脂肪酸組成の変化

0日日 7日目

Control Contro1 0･3MNaC1 30FLHFeC13 0･3HNaCl+30JLM FeC13

脂質含量(%) 7.38 7.27 7.435 7.025 7.72

(mg/glipid)

cl8:1 (W9)オレイン酸

cl8.･2 (W6)リノール酸

C18:3 (W3)リルン醸

C20;4 (伽6)7ラ朴●ン酸

C20;5 (W3)ETA

C22:6 (伽3)DHA

138.84

6.96

3.44

10.38

52.64

155.65

139.99 139.93

10.50 10.19

52.60 51.53

159.69 151.85

135.87

6.86

3.32

9.98

49.89

145.70

136.64

6.79

3.35

9.53

46.71

134.78




