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緒 言

　畜産副生物として大量に生産される屠畜血液は，

優良なタンパク質資源であるにもかかわらず，我が

国においては，現在，その大部分は有効利用されず，

そのまま廃棄されている。中でもその血球部に含ま

れているヘモグmビンの利用は，赤色のヘム色素を

含むため，これをそのまま食品素材として利用する

には難点があり，調味料としての利用研究などが行

われているに過ぎない1）・2）。

　しかし，脱ヘムにより無色のグロビンを調製する

ことが可能になったことから，少しずつその利用法

について検討されるようになってきた3）・4）。

　山内・清水4）は，グロビンをプロテアーゼで分解

したのち，低分子化したペプチドをトランスグルタ

ミナーゼで再び結合させて高分子量化させることに

より，乳化剤としての利用の可能性を見い出して

いる。

　一方，著者らはグロビンの化学修飾（サクシニル

化）を行うことにより，グロビンの溶解性や起泡性

などの機能特性を改善することができた5）。これに

よって，グロビンを食品素材として利用できる可能

性が示唆された。

　ところで，タンパク質を食品あるいは食品素材と

して利用するうえで，その栄養評価及び安全性の確

認は不可欠な条件である。すでに，いくつかのサク

シニル化タンパク質について，動物実験により，そ

の栄養価及び安全性が検討されている6～9＞。サクシ

ニル化魚肉タンパク質の場合7）・8），ラットを用いた

実験で，標準タンパク質のカゼインと比較して，そ

のタンパク質効率は73％となり，やや低かったが，

従来動物には利用されないと考えられていたサクシ

ニル化リジン残基も，腸内細菌の作用によって動物

に吸収・利用されうることが示された。またアシル

化カゼイン9）では，マウスに対して明白な毒性は認

められなかった。

　しかし，サクシニル化グロビンについてのこのよ

うな知見はまったく得られていない。そこで本研究

では，サクシニル化グロビンの栄養機能特性の評価

の1つとして，プロテアーゼを用いるin　vit7’O消

化試験を行い，その消化性を未修飾グロビンのそれ

と比較検討した。

材料及び方法

1．試料及び試薬

　ブタ血液からのグロビンの調製ならびにグロビン

のサクシニル化は，既報5）の方法に従って行った。

なお，本実験で調製したサクシニル化グロビンのサ

クシニル化率は98。5％であった。

　プロテアーゼとして，シグマ社製のペプシン（ブ

タ胃粘膜；，2，85eUnits／mgタン尽ク質），トリプシ

ン（ウシ膵臓，10，200Units／mgタンパク質）及び

パンクレアチン（ウシ脾i臓，グレードm）を用いた。

その他の試薬は，和光純薬工業及びナカライテスク

社製の特級及び液体クロマトグラフ用試薬を用いた。

2．ln　vitro消化試験

　ペプシン，トリプシン及びパンクレアチンによる

in　vitro消化試験は，稲川ら10）の方法を一部改変し

た既報1］）の方法により行った。また，試料タンパク

質の消化性は，タンパク質分解度，すなわち，1時

問のプロテアーゼ消化によって，消化液1m1あたり

に生成された遊離アミノ基の量（μmo1）で表した。

3．高速液体クmマトグラフィー

　グロビン，サクシニル化グロビン及び消化生成ペ

プチドの分子量測定ならびに消化生成ペプチドのマッ

ピングは，L－600e型高速液体クmマトグラフ（日

立製作所製）を用い，既報ll）の方法により行った。

なお，高速ゲル濾過による分子量の測定には，昭和

電工製Shodex　WS一　802．5　F（8×300醐カ

ラムを，また，逆相分配クロマトグラフィーによる

ペプチドマッピングには，センシュー科学製VP－

318－125！（4．6×250　mm）カラムを，それぞれ使

用した。

結果及び考察

1．グロビン及びサクシニル化グmビン標品の純度

本実験に用いたグロビン及びサクシニル化グロビ

ン標品の純度検定を高速ゲル濾過により行った。

　図！に示したように，グuビンは分子量26，000

の主要成分から成り，分子量10，000以下の成分も
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わずかに含まれているものの，分子量的にかなり均

一であることがわかった。また，サクシニル化グロビ

ンでは，分子量49，000の主要成分とわずかながら分

子量37，000の成分が認められたが，分子量10，000

以下の低分子は少量であることが明らかになった。

なお，保持時間約22分のピークについて検討した

結果，これは試料中の緩衝液などの溶媒成分による

ものであることがわかった。

　したがって，本実験で使用したグロビン及びサク

シニル化グロビンは，いずれも分子量的にはそれぞ

れほぼ同じサイズの成分から成り立っており，爽雑

物の少ない，かなり純度の高い標晶であることが明
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ドig．1．　High－performance　gel　filtration　of（A）globin

　　　and　（B）　succinylated　globin　on　Shodex　WS－

　　　802．5　F　column．

らかになった。また，グロビンモノマーの分子量は

約15，000である12）ことから，本グロビン及びサクシ

ニル化グロビンは，それぞれモノマーが2～3分子

会合した状態で存在しているものと推測された。

2．サクシニル化グmビンのin　vitro消化性

　グロビン及びサクシニル化グロビンのin　vitro消

化試験の結果を表1にまとめて示した。

　ペプシン及びトリプシンによるサクシニル化グロ

ビンの消化性は，未修飾グロビンに比べ，それぞれ

59％及び18％に大きく低下したが，パンクレアチ

ンでは，逆に約し4倍に増大した。また，両グロビ

ンともペプシンにより最も良く消化され，ついで，

パンクレアチン，トリプシンの順で消化性は低下し

た。このプロテアーゼ問での消化性の差異は，ペプ

シン，トリプシン及びパンクレアチンの基質特異性

が，三者のうちで，ペプシンで最も低く，トリプシ

ンで最も高いこと，またパンクレアチンには，トリ

プシン，キモトリプシン，エラスターゼ，カルボキ

シペプチダーゼなど複数のプロテアーゼが含まれて

いることなどが主因と考えられる。

　ペプシンによるグロビンの消化性がサクシニル化

により低下した主な原因として，両グロビンの溶解

性の差異5）が考えられる。すなわち，ペプシン消化

を行った強酸性（pHl．9）では，グロビンは完全に

溶解したが，サクシニル化グロビンの溶解性は低く，

消化反応の初期では懸濁状態で消化が行われたため，

その消化性は低くなったものと考えられる。しかし，

サクシニル化グロビンも，消化反応が進むにつれて

次第に可溶化され，1時間後にはほぼ完全に溶解
した。

　一方，トリプシンによるグロビンの消化性がサク

シニル化によって大きく低下した主な原因は，グロ

ビンのリジン残基のアミノ基がサクシニル化される

ことにより，リジン及びアルギニン残基に基質特異

Table　1．　Digestibilities　of　globin　and　succiny｝ated　g｝obin　with　pepsin，　trypsin　and　pancreatin．

Protease Globin
　　　Digestibility

（Amino　group　ptmol／ml　e　hr）

Relative　digestibility

　　　（o／o）

Pepsin
Unmodified

Succinylated

3．64

2．13

100

59

Trypsin
Unmodified

Succinylated

1．20

0．21

1oe

18

Pancreatin
Unmodified

Succinylated

1．32

1．83

001

931
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性をもつトリプシンによる加水分解を受けにくくなっ

たものと推察される。

　これに対して，パンクレアチンによる消化性が，

サクシニル化により増大したのは，両グロビンの中

性領域での溶解性の差異5）に基づくものと考えられ

る。すなわち，パンクレアチン消化を行ったpH

7．5では，グuビンの溶解性は低く，ほとんど溶解

しなかったが，サクシニル化グロビンは完全に溶解

し，その結果，パンクレアチンに含まれているトリ

プシン以外のプロテアーゼが作用しやすくなったこ

とと，これらプロテアーゼの相乗的な作用によるも

のと推察される。なお，グロビンは消化1時間後で

も完全には溶解せず，かなりの沈殿が認められた。

　したがって，トリプシン消化の場合は，サクシニ

ル化によるグロビンの溶解性の増大による効果より

も，トリプシンが作用できる加水分解部位数の減少

による影響が強くあらわれた結果と考えられる。一

方，パンクレアチン消化の場合は，サクシニル化に

よるグロビンの溶解性の増大による効果が大きかっ

たものと推察される。

　以上の結果から，グロビンの消化性は，サクシニ

ル化により，ペプシンまたはトリプシンによる場合

は低下するが，パンクレアチンでは逆に増大するこ

とが明らかになった。

3．消化生成ペプチドの分子量とその分布

　グロビン及びサクシニル化グロビンのペプシンに

よる消化生成物の高速ゲル濾過の溶出パターンを図

2に示した。

　グロビンでは，分子量1，800のペプチドが最も多

く，ついで分子量3，300のペプチドが検出された。

一方，サクシニル化グロビンでは，分子量2，600を

主体とするペプチドが賜い出された。なお，図1の

場合と同様に，保持時間約22分のピークは，試料

を溶解した溶媒の成分によるもので，ペプチドでは

ないことが確認された。

　したがって，ペプシン消化前の両グロビンの分子

量を考えあわせると，グロビン及びサクシニル化グ

ロビンともに，ペプシンによりかなり小さなペプチ

ドに細片化されており，また両グロビンとも生成ペ

プチドの分子量分布はほぼ類似していることがわ

かった。

　次に，両グロビンのトリプシン消化生成物のゲル

濾過の溶出パターンを図3に示した。なお，グロビ

ンの消化生成物ではかなりの不溶物が認められたの

で，この不溶物は除去して，可溶性画分のみ分析に

供した。

　グロビンでは，消化生成物としては分子量1，700

のペプチドが主成分で，分子量2，800のペプチドも

認められた。これに対して，サクシニル化グロビンで

は，分子量32，0eO，15，000，9，800，5，400，3，100

及び1，800の各種ペプチドが検出された。すなわち，

グロビンの場合は，本実験の条件下において分析さ
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れていない未分解のグロビン（分子予約26，000）

がかなり残存していたことを考慮しても，サクシニ

ル化グロビンの消化生成物の分子量とその分布は，

グロビンのそれとまったく異なるものであった。

　したがって，グロビンでは，トリプシンによって

消化されたものについては，ペプシン消化の場合と

同様にかなり細片化されていたが，サクシニル化グ

ロビンでは，限定的な加水分解により種々の分子量

をもつ大きな断片のペプチドが生成され，両グロビ

ンの分解の様相はまったく異なることが推察された。

　さらに，パンクレアチンによる消化生成物のゲル

濾過パターンを図4に示した。トリプシンの場合と

同様に，グロビンの消化生成物の分析は，可溶性画

分についてのみ行った。

　グロビンでは，分子量！，700のペプチドが最も多

く，ついで1，100，4，800のペプチドがそれぞれ検

出された。一方，サクシニル化グロビンでは，分子

量25，000，8，800，5，200，2，900及び！，800の各種

ペプチドが認められた。したがって，トリプシン消

化の場合と同様に，パンクレアチンによる消化生成

物の分子量とその分布は，両グロビンでまったく異

なるものであった。またグロビンでは大部分のもの

が未消化のままであったと考えられるが，消化され

たものについてはかなり小さなペプチドにまで分解

されているのに対して，サクシニル化グロビンでは，

種々の分子量をもつ大きな断片のペプチドが生成さ

れており，パンクレアチンによる両グロビンの消化

の様相は，トリプシン消化の場合と同じく，まった

く異なることが推測された。
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Fig．　4．　High－performance　gel　filtration　of　pancreatic

　　　digests　of　（A）　globin　and　（B）　succinylated

　　　globin　on　Shodex　WS－802．5　F　column．

　以上の結果から，ペプシンによる消化の場合は，

両グロビンで，生成ペプチドの分子量とその分布は

ほぼ類似しており，分解の様相には大差なかったと

判断されるが，トリプシン及びパンクレアチンによ

る消化では，サクシニル化グロビンよりもグロビン

のほうが，分解を受けたものについては低分子化さ

れやすいこと，また両グロビンで分解の様相は異な

ることが推察された。

　これらの原因については明らかではないが，ペプ

シン消化の場合は，ペプシンが疎水性アミノ酸残基

に基質特異性を有することを考慮すると，グロビン

のサクシニル化は，ペプシンによる分解部位数及び

分解される位置にはほとんど影響を及ぼさなかった

結果であると推察される。他方，トリプシン及びパ

ンクレアチン消化の場合は，グロビンの，主として

リジン残基がサクシニル化されたことにより，両プ

ロテアーゼによる分解部位数の減少及び分解される

位置の変化が起こった結果であると推察される。

　さらに，トリプシンによるサクシニル化グロビン

のタンパク質分解度が，グロビンのそれに比し，大

きく低下した原因も主としてこれらの変化によるも

のと考えられる。また，タンパク質分解度の測定に

おいて，消化生成物をトリクロロ酢酸により除タン

パクする際，特に分子量10，000以上の分子量の大

きい生成物は，沈殿として除かれ，定量されない可

能性が考えられるので，このことも併せてサクシニ

ル化グロビンのトリプシンによる消化性が低い値に

なった原因とみられる。図3からわかるように，サ

クシニル化グロビンでは，この分子量10，000以上

の生成物がほぼ全体の半分以上を占めている。した

がって，サクシニル化グロビンのトリプシンによる

真の消化性は，本実験の値よりも大きいものと推定

される。

　同様のことが，サクシニル化グロビンのパンクレ

アチン消化においてもあてはまり，このプロテアー

ゼによるサクシニル化グロビンの消化性も本実験で

の値より大きい値であると推察される。なお，サク

シニル化グロビンのタンパク質分解度がグロビンの

それよりも増加した理由は，前述の通り，その溶解

性の増加とパンクレアチンに含まれる各種プロテアー

ゼの相乗作用によるものと考えられる。

4．消化生成ペプチドのマッピング

　逆相分配クロマトグラフィーによるグロビン及び

サクシニル化グロビンの消化生成物のペプチドマッ

ピングを行った結果を図5～7に示した。

　ペプシンによる消化生成物のペプチドマップ（図

5）は，各ペプチドの量的な差異はみられるものの，
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両グロビンでほぼ類似したパターンを示した。また

ほとんど全部のペプチドが，アセトニトリル濃度

40％（保持時間35分）以下で溶出され，親水性の

比較的高いペプチドが多く生成していることが推測

された。なお，保持時間48分以降に溶出されてい

るピークについて検討した結果，いずれもペプチド

ではなく，溶媒中の未知物質に起因するものである

ことがわかった。

　トリプシン消化生成物のペプチドマップ（図6）

は，両グロビンにおいてまったく異なるパターンを

示した。すなわち，グロビンでは，アセトニトリル

濃度40％以下で大部分のペプチドが溶出されたの

に対して，サクシニル化グロビンでは，アセトニト

リル濃度35％（保持時間約30分）以下で溶出され

るペプチドはごくわずかで，同濃度35～100％で

大部分のペプチドが溶出された。したがって，グロ

ビンのトリプシン消化生成物の大部分は，比較的親

水性の高いペプチドであり，他方，サクシニル化グ

ロビンの消化生成物の大部分は，逆に比較的疎水性

の高いペプチドであることが推測され，両グロビン

で生成ペプチドはまったく異なることが示唆された。

　また，パンクレアチンによる消化生成ペプチドの

マップは，図7に示したように，両グロビンでかな

り異なるものであることがわかった。すなわち，グ

ロビンの消化生成ペプチドは，トリプシンの場合と

同様に，その大部分がアセトニトリル濃度40％以

下で溶出され，比較的親水性の高いペプチドの多い

ことが推測された。これに対して，サクシニル化グ

ロビンの消化生成ペプチドは，約半分がアセトニト

リル濃度40％以下で溶出され，残部が同濃度40～

100％で溶出されており，親水性の高いペプチドと

疎水性の高いペプチドの両者が混在していることが

推察された。したがって，パンクレアチンの場合も，

消化生成ペプチドの大部分は，両グロビンで異なる

ことが示唆された。

　このように，ペプシンによる消化生成物の逆相分

配クロマトグラフィーにおけるペプチドマップは，

グロビンのサクシニル化によってはほとんど影響を

受けず，両グロビンではほぼ類似していた。さらに

ゲル濾過の溶出パターンも同様であったことと併せ

考えると，生成ペプチドも両グロビンで類似してい

るものと推察される。これに対して，トリプシン及
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びパンクレアチンによる消化生成ペプチドのマップ

は，ゲル濾過の溶出パターンと同様に，両グロビン

で異なっており，生成ペプチドにも大きな差異があ

るものと推察される。

　以上の結果を総合すると，グロビンをサクシニル

化することにより，未修飾グロビンの場合とは異なっ

たプロテアーゼ分解ペプチドを得ることができ，こ

れらペプチドがグロビンのそれとは異なった物性的

または栄養的な機能特性を有する可能性が示唆され

た。すでに，Groninger　and　Milleri3）は，サクシニ

ル化した魚肉タンパク質をプロメラインで消化して

得られるペプチドの起泡性と泡沫安定性を調べ，両

特性がサクシニル化によって大きく影響を受けるこ

とを示している。

　したがって，ブタ血液グロビンのような未利用タ

ンパク質から，新しい機能特性をもつペプチドを調

製する方法の1つとして，サクシニル化が有効であ

る可能性が示唆された。同様に，このことは一般に，

食品タンパク質の栄養的あるいは生理的機能特性も，

そのサクシニル化によって変化させうることを示唆

する。しかし，一般的にサクシニル化によって有効

性リジンの量が減少することは別としても，この変

化が生体にとって有利なものかどうかについては，

今後の研究を待たねばならない。

要 約

　ブタ血液から調製したサクシニル化グロビンの栄

養機能特性を評価する1つの方法として，プロテアー

ゼを用いるin　vitro消化試験を行い，グロビンの消

化性に及ぼすサクシニル化の影響を検討した。

　ペプシン及びトリプシンによるグロビンの消化性

は，サクシニル化により，それぞれ59％及び！8％

に大きく低下したが，パンクレアチンによる消化性

は逆に約し4倍に増大した。

　消化生成ペプチドの分子量とその分布を高速ゲル

濾過法により調べた結果，ペプシン消化の場合は，

グロビンとサクシニル化グロビンとの問で，生成ペ

プチドの分子量及びその分布はほぼ類似しており，

両者ともかなり小さなペプチド断片にまで分解され

ていることがわかった。他方，トリプシン及びパン

クレアチン消化の場合は，グロビンは細片化されや

すかったが，サクシニル化グロビンは限定的な分解

を受け，種々の分子量をもつ大きな断片のペプチド

が生成され，両グロビンで分解の様相はまったく異

なることが推察された。

　消化生成ペプチドのマッピングの結果，ペプシン

による消化生成物のペプチドマップは，両グロビン

でほぼ類似していたが，トリプシン及びパンクレア

チンによる消化生成物のマップは両グロビンで異な

ることがわかった。

　以上の結果から，サクシニル化により，グロビン

の消化性は，ペプシン及びトリプシンによる場合は

低下するが，パンクレアチンによる場合は逆に増大

すること，また消化生成ペプチドが両グロビンで異

なることから，生体内での栄養機能特性もサクシニ

ル化によって影響を受ける可能性が示唆された。
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米倉ら：ブタ血液グロビンの消化性に及ぼすサクシニル化の影響

Effect　of　Succinylation　on　Digestibility
　　　　　　　of　Globin　from　Porcine　Blood

MAsAMI YONEKuRA，　YuJI　MlyAGucHI，　MAsAKAzu
　　　　　　　　　and　TETsuRo　NAKAyA

TsuTsuMI

　　　As　a　part　of　the　nutritional　evaluation　of　succinylated　porcine　globin，　in　vitro　digestibility

of　the　modified　protein　was　estimated．

　　　ln　vitro　digestibility　of　the　succinylated　globin　by　pepsin　and　trypsin　were　590／o　and　180／o　of

that　of　the　unmodified　protein，　respectively．　On　the　other　hand，　the　digestibility　of　the

succinylated　globin　with　pancreatin　was　improved　by　390／o．

　　　The　peptide　pattems　on　high－performance　gel　filtration　and　reversed－phase　liquid

chromatography　demonstrated　that　peptic　digests　of　the　succinylated　globin　were　similar　to

thbse　of　the　unmodified　protein，　whereas　tryptic　and　pancreatic　digests　of　the　modified　globin

were　entirely　different　from　those　of　the　unmodified　one，　respectively．

　　　The　results　suggest　that　the　nutritional　function　of　globin　in　vivo　may　be　affected　by

succinylation　and　the　improvement　of　functional　properties　of　globin　hydrolyzates　with　these

proteases　may　be　performed　by　this　chemical　modification．

（Sic．　Rep．　Fac．　Agr．　lbaraki　Univ．，　No．38，　127　一一　！35，　1990）
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