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抄録

養殖魚であるティラピア魚皮からコラーゲン（ ）を分離・精製して諸性質TC

を調べると共に サクシニル化による化学修飾及びトランスグルタミナーゼ )、 （TG

による架橋を試みた。湿潤状態での の変性温度は25～28℃であり、生育環境TC

や種により異なった。サクシニル化物は 4.8付近でイオン強度を増すと急速にpH

ゲル化し、その程度はサクシニル化率が低い方が高かった。ゼラチン化したサク

、 。シニル化物の による架橋は可能であったが 未変性物では架橋されなかったTG
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１．はじめに

コラーゲンはバイオマテリアルとして、食品か

ら化粧品に至るまで幅広い分野で用いられてい

。 、る 牛皮由来のものが最も多く供給されてきたが

問題が発生してから、魚類や鳥類などの他BSE

原料への変換が迫られている。魚由来のコラーゲ

ンの熱変性温度はその生育温度帯に影響され、鳥

獣類に比べ低い ことから、製品の保存条件に１）

より物性が変化するなど、利用面での制約を受け

てきた。そこで、本研究では食用養殖魚であり、

Oreochr-皮の安定的供給が見込めるティラピア（

鯛）を選択し、食用omis niloticus,和名 イズミ:

とする際に排出される魚皮からコラーゲンを抽出

して、化学修飾及び酵素的架橋等により物性を改

変・制御することを試みた。
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２．実験方法

２．１ 供試材料

北海道川湯温泉で養殖されたティラピアの皮を

用いた。対照としてタイ産ティラピア及びその原

（ ）、 。種 ﾓｻﾞﾝﾋﾞｶ 並びにサメのコラーゲンを用いた

２．２ 精製魚皮の調整

約1ｃｍ角に切った肉付き魚皮と20倍量の0.5mo

l/Lの冷食塩水をミキサーに入れ、1分間ホモジナ

イズした後、袋状の不織布でろ過・遠心分離する

ことを３回繰り返した。得られた沈殿物を冷水で

水洗後、約20倍量の冷エタノール中に加え、24時

間撹拌・脱脂を行い、沈殿物を遠心分離して、精

製魚皮を得た。

２．３ コラーゲンの抽出

精製魚皮を100倍量の0.5mol/l酢酸水溶液中に

入れ、10℃で48時間撹拌・抽出を行った。得られ

た粘調な溶液を6000rpm・10分間遠心分離し、上

清に塩化ナトリウムを5wt％になるように加えて

。 、白色沈殿を析出させた 沈殿を同様に遠心分離し

精製水で透析後、真空凍結乾燥を行い、コラーゲ
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ンを得た。アテロ化コラーゲンの抽出・分離は酢

酸抽出時に魚皮湿重量の0.03 のペプシンを加%

え、同様に抽出した後、5 の水酸化ナトリmol/L

ウム溶液で 10になるように調整し、24時間撹pH

拌を続けてペプシンを不活性化したのち、同様に

塩析、分離、透析及び乾燥処理を行った。

２．４ サクシニル化

アテロ化コラーゲン凍結乾燥物を0.5mol/Lの酢

酸に溶解し、水酸化ナトリウム溶液で 10になpH

るように調整した後、コラーゲンに対して重量比

で等量 の無水コハク酸を水酸化ナトリウム溶液2)

で 9～10に調整しながら約２時間かけて添加しpH

た。反応は10℃下で行い、添加終了してから1日

撹拌放置後、塩酸溶液で 4.2付近に調整し、等pH

、 、電点沈殿させ コラーゲン調整と同様に遠心分離

透析及び凍結乾燥処理を行った。低サクシニル化

物は無水コハク酸添加量を重量比で2 5にして行/

った。

２．５ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

各種コラーゲン試料溶液と４％SDS及び5%メル

カプトエタノール入りトリス塩酸バッファー（ｐ

H6.8）を１：１の割合で混合後、沸騰浴中で３分

間加熱変性させた。電気泳動は5～8%のポリアク

リルアミドゲル濃度（1%SDS含有）で、１枚あた

り20ｍAの電流を流し1.5～2時間行った。

２．６ ゲル濾過

各種コラーゲンまたはそれらを65℃で30分加熱

しゼラチン化したものを1 塩化カルシウム―0.M

2 酢酸ナトリウム溶液に溶解し、 30M Sephacryl S-

0 カラム（26 φ×600 ）に0.5 注入しHR mm mm ml

ml/min nmて、2.5 の流速で展開した。検出は230

における吸光度により行った。

２．７ 変性温度及び粘度の測定

動的粘弾性測定装置（改造レオログラフマイク

ロ、東洋精機製）を用い、加熱過程の粘弾性挙動

を調べることにより行った。即ち、真空凍結乾燥

したコラーゲンを2 ％になるように0.5 クwt mol/L

エン酸水溶液を加え、冷蔵庫中で２晩放置しゲル

状コラーゲンを得た。１０℃で３０分間遠心濃縮

器で減圧脱気を行った後、試料厚2 で振幅40mm

μ 、2 の正弦振動を与え10～45℃、昇温速度m Hz

1℃ で加温する間の動的ズリ弾性率Ｇから熱/min '

変性温度を推定した。粘度は芝浦システム製回転

粘度計により測定した。

２．８ トランスグルタミナーゼによる架橋

㈱味の素社製トランスグルタミナーゼ（以下

TG TGS Mと略す 製剤アクティバ を10倍量の0.2）

トリスバッファーに溶解し酵素液とした。コラー

ゲン及びサクシニルコラーゲンまたはそれらの熱

変性物（60℃、30分）を所定の の0.1 トリpH M

ス塩酸緩衝液に溶解し、 酵素液を0.2 とTG U/ml

なるよう添加して、コラーゲンの場合は25℃、ゼ

ラチンの場合は37℃で反応させた。反応後の溶液

に電気泳動用サンプルバッファーを同量加え、沸

騰浴中で3分間処理後、遠心分離（15000回転、5

SDS-PAGE分間 した 架橋の有無は反応前後液の） 。

パターンから推定した。 活性の測定はTG

とヒドロキシルアミンを用いたヒドCBZ-Gln-Gly

ロキサム酸法により測定した 。3)

２．９ 理化学成分の分析

ヒドロキシプロリンの分析は、ヒドロキシプロ

リンと ジメチルベンズアルデヒドとを反応後p-

発色させる比色法 を用いて測定した。コハク酸４)

の分析は6 塩酸加水分解液を試料溶液として、M

Shodex-OA HPLC昭和電工製 システムを用いた

法で測定した。

３．結果及び考察

酢酸抽出により精製魚皮湿重量の100ｇ当たり

約16ｇの白色乾燥コラーゲンが得られた。酢酸抽

出時にペプシンを添加すると更に収量は増加する

が、皮の微細な黒色色素物が混入し、１.5万回転

程度の遠心分離では完全に除去することが困難で

あったので、以下の試験では魚皮由来の微細黒色

物が少量混入したものも一部用いた。

３．１ ティラピアコラーゲン及びサクシニル化

物の性質

３．１．１ 電気泳動及びゲルろ過

図１にティラピアから分離・精製したコラーゲ

ン、テロペプチドを除去したアテロ化コラーゲン

並びにアテロ化物をサクシニル化したコラーゲン

埼玉県産業技術総合センター研究報告 第２巻（2004）



の変性後の パターンを示す。一般的SDS-PAGE

に魚由来に限らず、皮を構成するコラーゲンはⅠ

型に属し、内部構造的にはα1[Ⅰ]が２本組にな

ったβ鎖とα2鎖の３本鎖構造からなっていると

言われている が、本試験で得られたコラーゲン6)

も同様の泳動パターンを示した。サクシニル化コ

ラーゲンではβ鎖及びα鎖の泳動距離が小さく、

より高分子側に位置していた。また、β鎖の上側

に若干のγ鎖が観察されるが、量的には少なかっ

た。サクシニル化物の泳動距離が小さかったのは
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図２　ティラピアコラーゲン及びサクシニル化物の
　　　　ゲルろ過

Column : Sephacryl　S300 26mm×600mm
Flow rate : 2.5ml/min ,Injection : 500μl
Eluent : 1M  CaCl2-0.2M NaAcetate
ゼラチン化：60℃,30分

A B C M

β→

α1→

α2→

220kDa

97kDa

６６kDa

図１　ﾃｨﾗﾋﾟｱ魚皮ｺﾗｰｹﾞﾝのSDS-PAGE
A：コラーゲン　B：アテロコラーゲン
C：サクシニルコラーゲン　M：分子量ﾏｰｶｰ

ゲル濃度：８％　20mAで２時間泳動

γ→

サクシニル化によりリジン残基のアミノ基が減少

し、 の結合量が減ってマイナス電荷が減少SDS

したのが原因と考えられ、 を行うこSDS-PAGE

とによりサクシニル化の有無を容易に判断できる

ことが分かった。図２に未変性コラーゲンと60℃

で30分処理してゼラチン化させたコラーゲンのゲ

ルろ過プロファイルを示す。未変性のコラーゲン

はほぼ素通りして溶出した。ゼラチン区ではβ鎖

成分とα鎖成分が分離し、サクシニル化物の方が

若干早く溶出した。また、分離ピークの面積比か

らティラピア魚皮コラーゲンではβ鎖成分が多く

なっていた。

３．１．２ 変性温度

ティラピア種毎、サメのコラーゲン及びサクシ

ニル化物について、湿潤試料を調整し、動的粘弾

性を測定して、動的ズリ弾性率Ｇの差（温度変'

位）が最大になる温度を熱変性温度とした。

表１にコラーゲンの変性温度とヒドロキシプロ

リン量を示した。ティラピアコラーゲンは生育場

所や、種の違いにより変性温度が変化し、また、

概ね変性温度はヒドロキシプロリン量に依存して

いることが示唆された。一般に魚皮由来のコラー

ゲンの変性温度は30℃以下であると言われている

が、ティラピアコラーゲンでは25～28℃にあった

ことから、魚類の中では比較的高い部類に位置す

ると考えられた。サクシニル化後の変性温度も大

きな変化はなかった。

表１ ティラピアコラーゲンの変性温度とヒドロ

キシプロリン量

変性温度 ℃ ( )（ ） HyPro %

北海道産 27 9.19

タイ産 28 10.30

原種(ﾓｻﾞﾝﾋﾞｶ) 25 6.63

サメ 24 6.81

ｻｸｼﾆﾙ化（ 29 ―北海道産)

変性温度は1～2 の湿潤状態で測定。%

３．１．３ 粘度

、粘度はｐHや温度など測定条件により異なるが
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サクシニル化すると粘性が大幅に上昇した（表

２ 。）

表２ ティラピア魚皮コラーゲンの粘度

測定条件 粘度
( ・ )mPa s

コラーゲン 0.3 溶液 ( 3.5) 100% pH

ｻｸｼﾆﾙ化ｺﾗｰｹﾞﾝ 0.1 溶液 ( 6.0) 635% pH

。B 型回転粘度計、20℃で測定

３．２ サクシニル化コラーゲンのゲル化

通常のコラーゲンは中性塩が含まれる溶液中

( 7.5付近）において体温付近の温度で繊維化pH

によりゲルを生成することが知られている の６)

で、サクシニル化物でも同様にゲル化が可能であ

るか調べた。サクシニル化率の異なるコラーゲン

を調製し（表３ 、ゲル化速度の違いを調べた。）

各コラーゲン中のコハク酸含量の低い方を低サク

シニル化コラーゲンとした。

表３ サクシニル化コラーゲン中のコハク酸含量

（ ）コラーゲン コハク酸含量 ％

ｻｸｼﾆﾙ化ｺﾗｰｹﾞﾝ 6.10

低ｻｸｼﾆﾙ化ｺﾗｰｹﾞﾝ 3.57

110℃、24時間加水分解物を で分析した。HPLC

これらを濃度0.25 ,イオン強度1.0とし、等wt%

、電点付近の 4.80になるように調整したところpH

図３のように5℃で液体となり25℃で白濁ゲル状

となる可逆的なゾル ゲル転移が見られた。-

図３ サクシニルコラーゲンの加温によるゲル化

図４にサクシニル化コラーゲン、低サクシニル

化コラーゲン及び対照として㈱ニッピ社製牛コラ

ーゲン溶液の加温による吸光度(波長350 )の経nm

時変化を示す。サクシニル化コラーゲンは25℃、

25℃30分後5℃保存時

牛コラーゲンは37℃でゲル化させたところ、サク

シニル化率が低いコラーゲンの白濁の度合いが高

。 、 、いことが分かった また 牛コラーゲンと比べて

ゲル化のスピードが速く、短時間でゲル化が行わ

れることが分かった。

図５にサクシニル化コラーゲンの粘弾性を示

す。温度を10℃から昇温し、25℃に達したところ

で保温した。ゲル開始温度は20℃でサクシニル化

率による差は見られず、ゲル化後は加温と共にゲ

ル強度が増加することが分かった。また、25℃で

の保温時にはサクシニル化率が低い方がゲル強度

が強いことが示された。

コラーゲン中のサクシニル基が繊維化を阻害

し、サクシニル化率が少ない程コラーゲンの繊維

化が起こりやすくなるものと考えられ、サクシニ

ル化率を変えることによりゲル強度を制御できる

ことが可能となった。

３．３ トランスグルタミナーゼ（ )による架TG

橋

はタンパク内にあるグルタミン残基のγ カTG -

ルボキシアミド基とリジンのε アミノ基とを結-

合し、分子間あるいは分子内架橋を行う酵素で、

図４　各コラーゲンのゲル化速度
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タンパク質同士の結合に広く用いられている。

nomura TG等 は鮫皮コラーゲンに微生物由来の7)

を作用させた結果、架橋により変性温度が２℃上

昇したと報告している。そこで、サクシニル化率

を変えたコラーゲンについて、反応の残存リジン

とグルタミンとを分子間結合させることにより、

コラーゲン同士が結合され変性温度が上昇すると

共にサクシニル基による水溶性も維持できること

、 。 、を期待し による架橋を試みた 対照としてTG

コラーゲンを熱処理したゼラチンを用いた。架橋

の有無は反応後の で調べた（図６ 。SDS-PAGE ）

未変性の状態で を作用させた場合はサクシTG

ニル化の程度に関わりなく、24時間後もα及びβ

鎖に由来するバンドが残っていることから、架橋

結合は生じなかったものと思われた。一方、ゼラ

チン化した場合はそれぞれのバンドが消失または

減少しており、架橋された。架橋の度合いは低サ

クシニル化の方が高かった。

４．まとめ

ティラピア魚皮からコラーゲン（ ）を分離TC

・精製して諸性質を調べると共に、サクシニル化

による化学修飾及びトランスグルタミナーゼ

（ )による架橋を試みた。TG

A B DC A B DC

コラーゲン ゼラチン

図６　　ﾄﾗﾝｽｸﾞﾙﾀﾐﾅｰｾﾞ処理による泳
動パターンの変化

A ：低ｻｸｼﾆﾙ化物TG処理前

B ：低ｻｸｼﾆﾙ化物TG処理24時間後

C ：高ｻｸｼﾆﾙ化物TG処理前

D ：高ｻｸｼﾆﾙ化物TG処理24時間後

0.2%のｺﾗｰｹﾞﾝ及びｾﾞﾗﾁﾝのﾄﾘｽ塩酸溶液(pH6)にﾄﾗﾝｽｸﾞ

ﾙﾀﾐﾅｰｾﾞを0.2U/mlとなるよう加え、前者は25℃で、後者

は37℃で反応させた。5%ゲル濃度、20mA/枚で泳動

（１）電気泳動及びゲルろ過分析から はβ鎖TC

成分が多く含まれていた。

（２）変性温度は25～28℃で、ヒドロキシプロリ

ン含量にほぼ比例しており、生育環境・種により

異なった。

（３）サクシニル化物は 4.8付近でイオン強度pH

を増すと急速にゲル化し、その程度はサクシニル

化率が低い方が高かった。

（４）ゼラチン化したサクシニル化物の によTG

る架橋は可能であったが、未変性物では架橋され

なかった。
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