
Achromobαcter　protease　Iを利用する小麦グルテン
　　　　　　　　　　　　　の栄養機能の改善

第1報Achromobacter　Protease　lによる小麦グルテンの加水分解

副島正美・甲田公良・正木武治

緒 言

　小麦グルテンは小麦タンパク質の約80％を占めるが，

水を加えて混ねつすると粘弾性に富んだ粉（DGugh）を

形成し，パン・麺・菓子類等の調製に利用される。一方

小麦グルテンのリジン含量は他の穀類タンパク質の場合

と同様に特に少なく，必須アミノ酸中の制限アミノ酸と

なっている。すなわち，標準タンパク質のリジン含：量に

対するケミカルスコアー（タンパク質価）が44と低く，

食品タンパク質素材として栄養学的に非常に劣っている。

　著者等は小麦グリテン誘導物のリジン含量を増大し，

栄養を改善することを目的として次の実験計画を立てた。

すなわち，著者等の研究室で発見され1”4），現在市販もさ

れている5）Achromobacter　Protease　I（AP　I，EC　3．4．

21，50）がりジールペプチド結合のみに特異的なエンドペ

プチダーゼ作用を持つことを利用して，小麦グルテン及

びその構成成分であるグルテニンおよびダリアジンを

AP1で充分に加水分解して，それぞれのG端にリジンを

もつ加水分解生成ペプチドを得て，そのC端に再びAP！

の作用でリジンを縮合・導入することを意図した。

　第！報では，APIによる小麦グルテンならびにその構

成成分に対する加水分解反応および生成物について検討

した結果を報告する。特に，小麦グルテンならびにその

構成成分は何れも水及び希薄塩類溶液に溶解しないので，

それらの懸濁液の分散性を増大し，また加水分解反応を

促進するために高濃度の尿素を共存させた。ちなみに、

高濃度の尿素に対してAPIは強い抵抗性を有し変性を

受け難い6｝。また小麦グルテンおよびその構成成分のリ

ジン含量は全アミノ酸100残基当り1～2残基であるの

で，充分加水分解した場合，相当重合度の大きなポリペ

プチドが生成することが期待された。

材料および方法

　（1）酵素：Ac／zro7nobacter砂々6多‘sM497－1の培養液よ

i）、Aclvtomobacler　Protease　Iを著者等の方法2｝により

精製し電気泳動的に単一な三品を得た。酵素濃度は

280nmにおける吸光度（E　280nm，1cm瓢18．77）を測定

し算出した．

　（2）グルテン，グルテニンおよびダリアジン：1986年

度産のアメリカ硬質冬小麦とカナダ硬質春小麦とを混合

した小麦粉から，アンモニア分散法ηによってグリコ栄

養食品株式会社で製造された市販バイタルグルテンを出

発原料とした．各試料は常法に準じて次の手順に従って

調製した。

　原料50gを5％濃度になるように，0．1％塩化ナトリウ

ム水溶液を加え，4℃で分散させ10，000×gで10分間遠

心分離し，上澄液（アルブミン，グロブリン等を含む）

を除いた。さらに，沈澱物の20倍量の0．OIM酢酸水溶液を

加え，ワォーリングブレンダーで2，000rpm10分間撹拝し

た。分散液は4℃で1夜鐙搾した後20，000×gで10分間

遠心分離し上澄液を集めた。共存するプロテアーゼを完

全に失活するために100℃で3分間加熱後急冷し，エタ

ノールを70％（V／V）になるように加え，またIMの水

酸化ナトリウム溶液でpH：6，5に調整した。4℃で1夜放

置後20，000×gで10分間遠心分離し，沈澱区分を凍結乾

燥してグリテニン区分とした（収率30．0％）。上清はロー

タリーエバボレーターでエタノールを除去した後，凍結

乾燥してダリアジン区分とした（収率23，8％）。各試料の

アミノ酸組成は田立アミノ酸分析計835Sにより定量し，

アミノ酸100残基当りの各残基数を算出した。
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　（3）試料の加水分解

　上記の各試料毎に，それぞれの30mgに尿素を5M，ヂ

チオスレイトールを0．01M含む0．1Mリン酸緩衝液1～5

認を加えてゆっくり撹拝し分散させた。30℃で，1～5

μMのAPIを加えて撹搾しつつ20時間反応させた後，セ

ロファンチューブ（Visking　Co．製，タイプ27／32）に入

れ4℃で水に対して72時間透析した。その内容物を集め

て凍結乾燥し試料加水分解生成物とした。

　加水分解生成物の分解率はカルボキシペプチダーゼ法

によって次のように算出した。ベンゾイルグリシルリジ

ン（Bz－Gly－Lys）10mgに5M尿素を含む50mMリン酸緩

衝液（pH7．0）475μ2加え30℃で溶解させた。これにカル

ボキシダーゼY（オワエンタル酵母KK）25μgを加え，

30℃で反応させた。反応後，50％TCA　100Pt　2を加えて反

応を停止させ，2，000rpmで5分間遠心分離した。その上

清100μ4を凍結乾燥し，アミノ酸分析計により遊離リジ

ンを定量し，全リジン量との比を次式により求めて加水

分解率（％）とした。

　　加水辮率（％）一Ci鍔ンk＄・1・・

　この結果は反応時間24時間で，加水分解率は90．5％と

なった。この予備実験の結果を利用し，同じ方法で各試

料の加水分解率を算出した。

　（4）その他の方法：SDSポリアクリルアミドゲル電

気泳動法による分子量の測定はLeammliの方法8）に準じ

て行い，起泡性の測定はEldridgeの方法9）に準じて行い，

分散性の測定は660nrnでの比濁法10）を採用し，比粘度の

測定はオストワルド型粘度計を用いて行った。

結 果

ていることが分る。

　②　グルテンのAPIによる加水分解条件の決定

　最適の加水分解条件を明らかにする目的で酵素濃度，

基質濃度，pHおよび反応時間について検討した結果を

Fig．1に示した。この結果により，以後AP1濃度は10

μM，基質濃度は30mg／m2，　pH8．5，20時間反応させた。

また，反応系から尿素（5M）ならびにジチオスレイトー

ル（O．OIM）を除くと，分解率は84．0％から26．4％に低下

した。

　（3）各試料の加水分解率と収率

　Table　2にグルテン，ダリアジンおよびグルテニンの

分解率（％）と各試料を透析後凍結乾燥した収率（％）

を示した。分解率は各試料とも約84％で差がなかったが，

収率はダリアジンに比してグルテニンがやや低く，グル

テニンの分解生成物の方に低分子のペプチドが若干多い

のではないかと考えられた。

Table！　Ainino　acid　composition　of　the　Gluten，

　　　　　αiadin　and　Gi就eni且

Gluten Gliadin　Glutenin

　（i）試料グルテン，ダリアジンおよびグルテニンのア

　　ミノ酸組成

　Table！に各試料のアミノ酸組成を！00アミノ酸残基

中のアミノ酸残基数として示した。ただし試料は6N塩

酸で加水分解したためトリプトファンを定量していない。

何れもリジンの含量が少ないが，特にダリアジンのそれ

が非常に少ない。必須アミノ酸中の制限アミノ酸となつ
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副島ら　Achromobacter　protease　Iを利用する小麦グルテンの栄養機能の改善
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Fig．　1　Effect　of　reaction　time　（A），　enzyme　coRcentration　（B）　substrate　concentration　（C）　and　pH　（D）　on　the

　　　　hydrolysis　of　vital　gluten　by　API．

　　　　The　reactioR　mixture　（1．Oml）　contained　O．IM　phosphate　buffer，　5M　urea　and　O．OIM　dithiothreitol．

　　　　The　reactlon　was　carried　out　at　300C．

　　　　A）　10＃M　API，　30mg／ml　gluten；　B）　30mg／ml　gluten

　　　　C）　10y　M　API；　D）　10＃M　API，　30mg／ml　giuten

Table　2 Degree　of　hydrolysis　and　Yieid　of　the

9王u之en，　gl童adin　and　gluteni熱．

　Degree　of

hydrolysis　％
Yield　O／o

GluteR

GIiadin

Glutenin

048

538

448

72．5

75．7

70．5

The　reaction　mixture　contained　O．IM　phosphate

hbffer　（pH　8．5）　10＃M　API，　3emg／mi　gluten，　5M

urea　and　O．OiM　dithiothreitol．　The　reaction　was

carried　out　at　30“C

　（4）各試料の加水分解前後における分子量の変化

　各試料およびそれぞれの分解生成物をメルカプトエタ

ノール共存下でSDSゲル電気泳動を行った結果がFig．2

である。ただし，染色にはクマシーブリリアントブルー

Rを用い，また試料および分解物の分散性を良くするた

めに8M尿素をサンプル液に加えた。またマーカーは次

のタンパク質標品を使用した。チトクロームC（M．W．12．

5KD），α一キモトリプシノーゲン（M．W．28KD），オボア

ルミブミン（MW46DK），牛血清アルブミン（MW、

69KD）およびフォスフォリラーゼ（M．W．97KD）。

　これらのマーカーの分子量の常用対数（y）と移動距

離（x）との間には最小2乗法によりy＝一〇24x十5．12

の1次回帰式が得られた。Fig。2からグルテン，ダリアジ

ンおよびグルテニンの分解生成物は何れも分子量が約

10KD以上であることが，上記回帰式から認められた。ま

た各試料とも加水分解後は高分子側のバンドが消失して，

低分子側のバンドへの移動が認められた。しかし相対的

に低分子側に偏っているダリアジンの約70KDのバンド

は消失したが全体的には泳動パターンの変化は少なかっ

た。一方，グルテニンについては，約100KDのバンドが

消失するとともにダリアジンと比較すると著しい低分子

化が進行したことが泳動パターンからも認められた。

　さらに各試料および加水分解生成物の3％溶液の比粘

度および加水分解による低下率をTable　3に示した。

　グルテニンに比してダリアジンの比粘度は小さく，ま

たそれぞれの分解生成物の堵粘度は何れも低下している

が，グルテニンに対して比較的低分子量で，かつリジン

含量の少ないダリアジンでは低下率は小さかった。この

結果は上の泳動パターンの結果と矛盾しない。
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Table　3　Comparsion　of　specific　viscosity　for

　　　　　hydrolysis　of　the　gluten，　gliadin　and

　　　　　gltenin．

　　　　　　　　　　　Ratio　of
Control　Hydrolysate
　　　　　　　　　　　decrease　O／o

Gluten

Gliadin

Glutenin

1．352

！．184

1．970

O．743

！．022

0．872

45．0

13．7

55．6

A　B　c　D　E　F　Markers・

Fig．2　SDS－polyacryamide　gel　electrophoretic

　　　　patterns　of　the　gluten，　gliadin　and　glutenln．

　　　　Samp｝es　were　treated　with　10／0

　　　　2－mercaptoethanol．

A）　G｝uten；　B）　Gluten　hydrolysate；　C）　Gliadin；　D）

Glladin　hydrolysate；　E）　Glutenin；　F）　Glutenin

hydrolysate

Assayed　by　the　Ostwald　viscosimeter

Temperature　200C，　pH　8．5，　Concentration　30／o

Table　4 Comparison　of　turbjty　＊　for　hydrolysis　of

the　gluten，　gliadin　and　glutenin．

O．OIN　acetic　e．OIN　acetic　acid

　acid　with　sM　urea

　（5）加水分解による分散性の変化

　Table　4は各試料およびそれらの分解生成物について，

5M尿素の存在および非存在下において，それぞれの0．

OIM酢酸に対する0．1％分散液の上清について，660nmの

吸収により濁度を測定した結果である。

　この結果から，加水分解によって分子量が小さくなる

と濁度は明らかに増大して居り，またダリアジンの濁度

はグルテニンの4倍以上であり，さらに5M尿素の共存

によって何れも濁度は増大していたが，ダリアジンの方

がグルテニンよりも増大率は遙かに大きかった。また尿

素濃度に関しては，4～5Mで最大の増加率に近付くこ

とが予備実験の結果から確められている。濁度の増大は

沈澱物の減少と分散性の向上を示すものと考えられる。

考 察

　　　GluteR

GIuten　hydrolysate

　　　Gliadin

Gliadin　hydrolysate

　　　Glutenin

Glutenin　hydrolysate

O．107

0．146

0．377

0．6ユ9

0．099

0．141

O．178

0．263

0．936

1．536

0．144

0．241

　小麦グルテンを原料とした試料の部分精製グルテン，

ダリアジンおよびグルテニンは何れもリジン含量が低く

アミノ酸100残基当りそれぞれ1．7，0．74および2．0残基程

度と測定され，各試料ともリジンは必須アミノ酸中の制

限アミノ酸である。それらのアミノ酸配列については，

＊　O．D．　at　660Rm

これらの種子タンパク質がそれぞれ多数の分子種が分布

した状態で存在していることもあって，まだ詳細に知ら

れていないU）。しかし，著者等の実験結果から明らかに

なったように，リジルペプチド結合のみを特異的に切断

するAPIによって，各試料を加水分解（分解堅約84％）

すると，分子量約IOKD以上のペプチドが約75％の収率

で得られた。このことから各試料ともリジン相互の位置

が比較的離れて存在する割合が多いことが判かる。また

C端にリジンを持つiOKD以上のペプチドが高収率で得

られたことは，これを基質としてリジンを縮合させる方

法が有望であることを示唆していた。

　さらに，加水分解生成物を2一メルカプトエタノールで

その一S－S橋を切断すると，SDS電気泳動パターンから

70～100KDのバンドが消失し，各バンドが低分子側に移

動していることが認められた。これは加水分解によって，

10KD程度のペプチドを遊離しつつ分解されている可能
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性を支持している。また，加水分解後各試料とも比粘度

の低下が認められたが，特にグルテニンではダリアジン

よりも大きな低下率が得られたことは，前者のリジン含

量が後者のそれの約2倍であり，透析後の収率が前者の

方が多少大きかったことと矛盾しない。

　試料を2一メルカプトエタノール処理しないと，SDS電

気泳動で原点に残留する区分が増大したが，これは，グ

ルテンの特徴である酸アミドの存在による水素結合の他

に，一S－S橋による会合により巨大粒子が形成されている

ことを示している。高濃度（数M）の尿素の共存によっ

て，水素結合等を切断し変性すると明らかに分散性が改

善され，同時に加水分解率は著しく増大した。APIは変

性剤に対して強い抵抗を示し，例えば5M尿素でも活性

度は低下しないことが知られている6）。本実験の結果は，

穀類タンパク質等の水に対して難溶性の素材を，尿素に

より分散・変性させてAPIを作用させる方法が有効なこ

とを示している。

　起泡性については，実験結果を示さなかったが，加水

分解後各試料とも約25％低下した。ペプチド鎖間の相互

作用（ネットワーク）が分解によって減少するためであ

ると考えられる。

要 約

　制限アミノ酸がりジンである小麦グルテンに酵素反応

を利用してリジンを導入する目的で，リジールペプチド

結合にのみ特異的に作用するプロテアーゼである

Achromobacter　Protease　Iをグルテンに作用させ，　C一

宋端にリジンを持つペプチドを縮合反応の基質として調

製した。すなわち，グルテンとその構成成分であるダリ

アジンおよびグルテニンを部分精製し，最適条件で充分

加水分解させた（分解率約84％）。反応系には5M尿素を

共存させ，分解生成物をセロファンチューブの透析内容

物（収率約70～75％）として回収した。SDSゲル電気泳

動法により分解生成物の分子量はIOKDLX上であった。

また加水分解により，0．01M酢酸に対する分散性が増大

し，また溶液の粘度および起泡性は低下した。
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Improve㎜．ent　of　N嘘測量t蓋獺丑：Pro：p破t畳es　of

Whe就G盈嘘en　U曲9．4c．hromobacter：Protease亘

L Hydrolysis　of　wheat　gluten　by　Achromobacter　Protease　1

MAsAmu　SoE“MA，　KiMiyosHi　KoHDA　aRd　TAKEHARu　MAsAKi

　　　In　wheat　giuten，　lysine　is　the　lirniting　essential　amino　acid．　For　the　purpose　of　improvernent　of

nutritional　properties　of　wheat　gluten　by　rneaRs　of　enrichment　lysine，　Achromobacter　protease　1

（API，　EC　3．　4．2i．50）　was　used　as　a　catalyst　of　hydrolysis　of　gluten　aRd　of　coRdensatioR　of　the　gluten

hydrolyzate　and　lysine　derivatives．　API　hydrolyzed　iysyl　peptide　bonds　in　polypeptide　only，　there－

fore，　hydrolyzates　by　API　were　peptides　which　had　lysine　as　C－termina｝　amino　acid．

　　　From　a　‘vital　gluten’　on　the　market，　partial　purified　gluten，　gliadine　and　gluteltin　were　prepared．

30mg／ml　of　each　preparatloR　was　hydrolyzed　by　IOptM　API　with　5．OM　urea，　O．OIM　dithiothreitol，　O．

IM　phosphate　buffer　（pH8．5）　at　300C　for　20hours．　Molecular　weight　of　the　most　of　the　hydrolyzates

were　more　than　10KD　（yield：　750／o）．　The　extent　of　dispersioR　to　O．OIM　acetic　acid　increased，　while

the　viscosity　and　foamability　of　the　solution　decreased．
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