
魚肉の脂質過酸化に及ぼすNaClとEDTAの影響
食品や生体組織に多く存在する高度不飽和脂肪酸 (以下pUFA)はその構造上､酸

化を受けやすい｡pUFAの酸化反応によって生成される過酸化月旨質は､食品の味､栄
養､安全性に悪影響をおよぼす｡細胞膜などの生体膜に存在するリン脂質は､生体
膜の流動安定性を保つために､リノール酸やアラキ ドン酸などのPUFAが存在するたど

ため､活性酸素やフリーラジカルにより酸化されやすい｡ のそ 臥 膜構造が変化し
細胞や組織に障害を起こす｡また､老化をはじめとする生理的変化や癌､動脈硬化
などのいろいろな疾病と過酸化脂質が関連していることを示す結果も数多く報告さ
れている｡

マロンジアルデヒド (以下HDA)､カルボニル修飾タンパク質 (以下cp)､4-ヒ
ドロキシへキセナ-ル (以下HHE)は､すべて脂質過酸化に関係する物質である｡
pUFAは過酸化により最終的にMDAになる.このMDA含量は食品および生体組織の酸
化の指標として用いられている｡cpは､脂肪酸の自動酸化によって生じた活性の高
いカルボニル類が､シス
てできるタンパク
病､動脈硬化､自

で
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イン､リジン､ヒスチジンなどのアミノ酸残基と反応し
｡これは､食肉の品質の低下のみならず､アルツハイマー

リウマチ関節炎などの疾病などに関与していると報告されて
いる｡6)HHEは､α 3月旨肪酸の酸化によって生じるα不飽和アルデヒドである｡
この不飽和アルデヒドには､たくさんの種類が存在することが確認されているが､
中でもこのHHEは､非常に強い細胞毒性を持つことで知られており､最近特に注目
されているアルデヒドである｡

これらMDA,CP,HHEは我々が日常的に摂取する食品中に含まれており､食品の安
全性と重要な関わりをもっている｡したがって､食肉の脂質過酸化の進行を抑制す
ることは重要である.脂質過酸化はNaClやFeイオンにより促進されることはよく知
られている.特にNaCl添加は食肉の加工上､例えば､すり身等で重要であり､
NaCl添加による脂質過酸化の促進は食肉加工上､重要な問題である.しかしながら､
食肉の脂質過酸化抑制のメカニズムについては､ほとんど報告されていない｡

そこで本研究では､NaClによる脂質過酸化の促進メカニズムとして考えられてい
る､Feイオンの遊離を抑えるために､そのキレー ト剤として､
tetraacetic acid,disodium salt (以下EDTA)を添加
祝を明らかにするために､本実験を行った｡

第 1章ブリ貯蔵実験1
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目的
Kanner eta1.は､七面鳥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.1)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MDAが生成され､NaCl濃度を増すことにより､それは促進される｡これは､NaCl
がタンパク質とキレー ト結合しているFeを遊離させ､Feイオンが生じ､触媒となり､
ラジカルが生成されるためだと報告されている07) しかし､EDTAやセルロプラスミ
ンが同時に存在すると､NaClの作用は抑制されるOまた､魚肉組織においても､
NaClを加えると､脂質過酸化が促進されるため比DAが生成され､NaCl濃度を増すこ
とにより､それが促進されることは確認されている｡さらに､魚肉組織において､
Feを加えた場合にも同様の効果が得られるこ
et al.の研究を基に､魚肉の脂質過酸化にお

と
が

されている｡そこで､Ranner
お1C よびEDTAの影響を明ら

かにするために､比DA,CP,HHE量を測定した.

実験方法

1)MDA,CP,HHE測定用試薬
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■
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化成工業より購入した｡Ethylenediam土netetraacetic acid,disod土um
salt(以下EDTA),Sodium dodecyl sulfate (以下sDS),1,1,3,3-
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匙 払 票莞警琵詣 嘉EhEg宗詣 二島 守 詣 精 選 除 去 べて､HPLC用の

2)試料
試料のブリは､一般の市場で購入した｡皮および内臓を取り除き､脂身と血合筋

を削除した後､筋肉組織のみをフー ドプロセッサーで細かくした｡その試料を4等分



し､control,1m的EDTA,0.3HNaC1,1m的EDTA+0.3MNaClとなるように調整
した.それぞれをポリエチレンバックに入れ､0℃で貯蔵後､試料のHDA,CP,HHE
含量を0,3,7日目にArJ定した｡
3)HDA測定法

ホ雪撃貢T=詣 霜 モ訂 喜叢話 15gnTB牒 芭警 禦 .)%詣 嘉好
液 (pH3,0.4%sDS,10m把DETBA,4m的BHTを含む)を3.5m1加えた.100℃の
と-タープロックで150分間反応させた｡反応後､水中で冷却しながら酢酸エチル

霊魂 掻 遇 k款 Riio,{2gvO_rpFT讐 釜宗鮎 空警讐 完を急gptl浩0355nlJ_
ルで再溶解し､その20〝1をHPLCに注入し測定した｡分析用のポンプにはB工p-工
pump(日本分光工業)を,インジェクタ-には7725工njector(島津製作所).
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●

出器にはRF-10A分光蛍光検出器 (島津製作所)を用いた｡展開溶媒は､アセ トニ ト
リル :0.1比NaCl溶液=3:1を用いた｡なお溶出量は､lml/minとした.
4)cp測定法

粛 軍還 m;la蓬造 崇 罵 ､150100.% Fai苦-lpHoCi&1%藍i

i･器 駄 議蒜競 貰 ア21孟慧 聖 賢 警 ㌍ 農 欝 雪慧 慧 議 琵腎 した0
2N-HClを5m1ずつ加え､15℃に調整した恒温槽で5-10分おきに撹拝しながら1時
間反応させた.反応後､2_50_Orpmで15分間遠心分離を行へ ー上清を除去した｡その
沈殿物に､エタノール :酢酸土チル=1:1混合液を5ml加え
分間遠心分離を行い､上清を除去した｡この操作を3回繰り配 転 2,5g,LOorpikmFL5Jt
蛋白質に､8托尿素を3.5m1加え､再溶解させた｡吸光度は､uv-1200分光光度計 (良
津製作所)で測定した｡カルボニル残基含量は360nmの吸光度より22000~1のモル吸
光度係数を用いて､nmol/mgproteinで算出した｡protein量はpAKを使用して測
定した｡
5)HHE測定法

試料を三角フラスコに11gずつ正確に秤量し､試料に対して0.5%のBHTを添加し

駄 2品孤 =あ ざ芸詣 12E諺蹴 ~㌫ 宏 o憲髭 鹿砦禦 4,07%)g
のジクロロメタンを加えて､分液漏斗を用いて激しく撹拝し､HHE-DNPH誘導体を
含む下層を500ml容なす型フラスコに採取した｡この操作を2回繰り返した｡その後､
エバポレーターを用いて､濃縮乾固した｡得られた残液を2mlのクロロホルムで溶
解し､あらかじめヘキサン :クロロホルム=2:1混合液3mlで洗浄したsilicaGel
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バンドを分離させた｡分離したバンドをクロロホルム6mlで溶解させ､溶出液を
10ml容共栓付試験管に採取し､濃縮乾固した｡これをメタノール500〝1で再溶解
し､HPLC用プレフィルターで漉過後､20LLlをHPLCに注入し測定したo分析用のボ
ンプにさま880-PU
(島津製作所)､鍔 ヨ

(日本分光工業)を
にはultrasphere･(f5慧 霊 6霊 で ii.77,2e5clkIannjecktir

れぞれ用いた｡検出波長は365nmで､検出器にはspD一山OAV雷紫外可視検出器 (島
津製作所)を用いた.展開溶媒は､30m班sodiumcitrate/27.7mHacetate

:65を用いた｡なお溶出量は､lml/mlnとした｡
olnmol/g以下であを ｡ 王甲E-DNPH誘導体のピーblbfGur& Hi･QZ5i)去霜 表蒜 謂

クの同定は､その保持時間およびスパークテス トにより行った｡
結果

MDA,CP,HHE量の測定結果を表 1に示した｡図1はHDA量の変動を示したグラフ
である｡control,EDTA,NaCl,EDTA+NaClのすべてにおいて､HDA量は3日目ま
で増加し､7日目には減少した｡増加の幅は､EDTA+NaCl,NaCl,Control,
EDTA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,
NaClは3日目まで増加し､7日目にはほとんど変化がなかった｡EDTAは3日目ま
で増加し
には
さま3
つづ
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7日目にはわずかに減少した｡EDTA+NaClは3日目まで増加し､ 7日目

図3はHHE量の変動を示したグラフである｡control,NaC1
7日目には減少した｡EDTA,EDTA+NaClは7日目まで増加し

での増加の幅は､NaCl,EDTA+NaCl,Control,EDTAの順に
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考察
この実験結果から､魚肉にEDTAを添加すると､脂質過酸化の進行を抑制することが

明らかになった｡これは､EDTAが魚肉中の遊離したFeイオンと錯体を形成し､Feイ
オンによる脂質過酸化の促進を抑制したためだと考えられる｡しかし､Naclと同時
にEDTAを添加しても､脂質過酸化を抑制することはできなかった｡むしろ､脂質過
酸化を促進させた｡cp量が7日目に減少したのは､早い段階で脂質過酸化が進行し､
最終産物であるMDA-移行したためだと考えられる｡EDTAの添加によって､NaClに
よる脂質過酸化の促進が抑制されなかったことについては､魚肉中のFeの存在量が
蓄肉と比較して多いことが原因と考えることもできる｡しかし､Ⅳaclのみを添加し
たときよりも､同時にEDTAを添加したときのほうが､月旨質過酸化が促進されたこと
について 読は
れる｡今後､

が
様

明
同

できない｡他の何らかのメカニズムが作用しているものと考えら
の実験を行い､検討する必要がある｡

第2章ブリ貯蔵実験2

日的
第 1章の実験結果を基に､魚肉の脂質過酸化におよぼすNaClおよびEDTAの影響を

より明らかにするために､貯蔵温度条件を0℃よりも脂質過酸化の進行しやすい4℃
にして､朋DA,CP,HHE量を漸定した｡

実験方法
1)班DA,CP,HHE測定用試薬
軌J定用の試薬は､第 1章で述べたものを使用した.

2)試料
試料のブリは､第 1章と同様に調整し､4℃で貯蔵した｡以上の条件で貯蔵した試

料のHDA,CP,HHE含量を0,3,7日目に謝定し､それぞれの値の変動を観察､検討
した｡

3)MDA,CP,HHEの抽出および測定法
MDA,CP,HHEの抽出および測定は､第1章で述べた方法にしたがって漸定した｡

結果
HDA,CP,HHE量の測定結果を表2に示した｡図4は拭DA量の変動を示したグラフ

である｡control,EDTAは7日目までにわずかに増加した｡NaCl,EDTA+NaClは
3日目までにわずかに増加し､7日目には著しく増加した｡図5はcp量の変動を示
したグラフである｡controlは3日目までほとんど変化せず､7日目にはわずかに
増加した｡EDTAは3日目まで減少し､7日目には増加した｡NaCl,EDTA+NaClは
7日目まで増加しつづけた｡図6はHHE量の変動を示したグラフである｡control
,EDTA,EDTA+NaClは3日目まで増加し‥7日目には減少した｡NaClは7日目ま
で増加しつづけた｡3日目までの増加の幅は､control,EDTA+NaCl,EDTA,
NaClの順に大きかった.7日目では､NaCl,EDTA+NaClの順にH耳E含量が多く､
control,EDTAでは検出されなかった｡
考察
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ら､魚肉にNaclと同時にED℡Aを添加しても､Naclによる月旨質過酸
れないことが明らかになった｡このことは､EDTAが､遊離したFe

錯体を形成できなかったためだと考えられるOまた､魚肉にEDTAを
とHHEの生成が抑制された.比DAについてはcontrolとの差はほとん
た ｡毒性の強いHHEを抑制することは､食品の安全性と重要な関わ

りがある｡
第3章 カンパチ貯蔵実験

日的
第1章と第2章の実験結果を基に､魚肉の脂質過酸化におよぼすNaClおよびEDTA

の影響を明らかにするために､試料にカンパチを用いて､貯蔵温度条件を0℃にし､
MDA,CP,HHE量を測定したo



実験方法
1)MDA,CP,HHE測定用試薬
測定用の試薬は､第1章で述べたものを使用した｡

2)試料
試料にはカンパチを用いて､第 1章と同様に調整し､0℃で貯蔵した｡以上の条件

で貯蔵した試料のMDA,CP,HHE含量を0,3,7日目に測定し､それぞれの値の変動
を観察､検討した｡
3)MDA,CP,HHEの抽出および測定法

MDA,CP,HHEの抽出および測定は､第1章で述べた方法にしたがって測定した｡
結果

班DA,CP,HHE量の測定結果を表3に示したO図7はMDA量を示したグラフである
control,EDTA,NaCl,EDm +NaClのすべてにおいて､7日目まで増加 つし
た｡3日目までの増加の幅は､EDTA+NaCl,NaCl,Control,EDTAの順に大
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特にEDTA+NaClで著しく増加した｡7日目ではEDTA+NaClが特に多く､ついで､
EDTA,NaCl,Controlの順にm A含量が多かった｡図8はcp量の変動を示したグ
ラフである｡control,NaClは3日目までほとんど変化せず､7日目に減少した｡
EDTAは3日目まで減少し､7日日に増加した｡EDTA+NaClは7日目まで著しく増加
しつづけた｡図9はHHE量の変動を示したグラフである.controlは3日目まで増
加し､7日目にはほとんど変化しなかった｡EDTAは3日目まで減少し､7日目には
増加した｡NaClは3日目まで増加し､7日目にはほとんど変化しなかった｡
EDTA+NaClは7日目まで著しく増加しつづけた｡増加の幅は､EDTA+NaClが特に大
きく､ついで､NaCl,Control,EDTAの順に大きかった｡
考察
この実験の結果から､NaClとEDTAを同時に添加すると､魚肉の脂質過酸化を促進
することが明らかになった｡MDA,CP,HHE量のすべてが著しく増加しており､
NaClとEDTAの相乗効果によるものと考えられる｡このメカニズムについては､今
後も､様々な条件下で実験を行い､検討し､解明する必要がある｡EDTAのみを添加
した場合は､3日目までは脂質過酸化を抑制しているが､7日目には増加している｡
これは､脂質過酸化を抑制するというよりも､脂質過酸化の進行速度を遅くする効
果があると考えられる｡

第4章 総合考察

魚肉にEDTAを添加すると､月旨質過酸化の進行速度を遅くする傾向があることが明
らかになった｡これは､魚肉中に日銭に遊離したFeイオンとEDTAが鎗体を形成し､
Feイオンによる脂質過酸化促進を抑制したためだと考えられる｡また､魚肉にNaCl
とEDm を同時に添加すると､Naclのみを添加した場合よりも､脂質過酸化を促進
することが明らかになった. Kanner eL al上は七面鳥の筋肉組織を用いた実験を
行い､その実験結果では､EDTAによって､NaClの脂質過酸化促進作用が抑制され
ている｡月旨質過酸化を促進すると考えられるNaClによりタンパク質から遊離させら
れたFeイオンが､EDTAと錐体を形成することにより､n旨質過酸化が抑制されると
Kanner _eta1.は考えている｡しかし､本実験の結果では､EDTAによって､逆に､
Naclによる脂質過酸化が促進されており､このメカニズムでは説明できない｡魚肉
中において､NaCl,Feのそれぞれに脂質過酸化促進作用があることは確認されてお
り､本実験の結果からは､次のような可能性が考えられる｡まずは､魚肉中のFe存
在量が畜肉と比較して多く､Naclによって遊離されたFeイオンが､うまくEDTAと
錯体を形成できなかったという可能性が考えられる｡しかし､Naclのみを添加した
場合よりも脂質過酸化が促進されたことについては説明できない｡二つ目は､Nacl
がFeイオンを遊離させずに脂質過酸化を促進しており､EDTAの添加によって､何ら
かのメカニズムがはたらき､相乗効果が得られるという可能性が考えられる｡今後､
EDTA添加濃度を変化させたり､EDでAとFeを同時に添加したりするなどして､実際
に､魚肉中でEDTAが錯体を形成するのかを確認する必要がある｡
参考文献
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