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緒 言

　現在，小麦は食品素材として広く利用されているが，

小麦を原料とするタンパク食品は，小麦の主要タンパク

質であるグルテンを出発物質として用いているので，そ

の栄養価はグルテンによって支配されると考えられる。

グルテンの第1制限アミノ酸はリジンで，その生物価は

58，アミノ酸スコアは25ではなはだ低い1）・2）。したがっ

て，食詰素材としてグルテンを用いる場合，この制限必

須アミノ酸であるリジンの強化が重要となる。

　従来，この目的のためには，タンパク質への制限アミ

ノ酸（グルテンの場合はリジン）の添加や相補的なアミ

ノ酸組成をもつ異種タンパク質の混合などが行われてき

た3）。さらに最近では，食晶タンパク質への制限必須アミ

ノ酸の共有結合による付加が試みられている3＞。この手

法として，化学的方法と酵素的方法が用いられているが，

後者においてはトランスグルタミナーゼ（EC　2．3．2、13）

が利用されている4）。

　副島5）及び甲田ら6）らは，正木ら7）・8）によって発見された

りジールペプチド結合にのみ特異的に作用するリジール

エンドペプチダーゼの1種であるAchromobacter

Protease　I（以下，　APIと略す，　EC　3．4．21．50）を利用

して，まず，APIを小麦グルテン（以下，未修飾グルテン

という）に作用させて加水分解させたのち，その分解生

成物（以下，グルテン水解物と略す）のC末端にリジシ

メチルエステル（以下，Lys－OMeと略す）を結合させる

ことにより，グルテンのリジン含量を約1，6倍に増加させ

たグルテン修飾物を調製することに成功した。

　ところで，タンパク質を食品素材として利用するにあ

たって，その栄養評価は必要不可欠なことである。そこ

で，本研究では，このAPIによって機能の改善されたグル

テン修飾物の栄養機能特性の評価の1つとして，プロテ

アー．ゼを用いる珈。劾り消化試験を行った。

材料及び方法

1．試料及び試薬

　未修飾グルテン，グルテン水解物及びグルテン修飾物

は，茨城大学農学部教授副島正美博士より提供されたも

のを使用した。ペプシン（ブタ胃粘膜，2，850Units／mgタ

ンパク質），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（ウシ膵臓，グレードIII）

は，いずれもシグマ社製のものを用いた。2，4，6一トリニ

トロベンゼンスルホン酸ナトリウム（特級，以下，TNBS

と略す）はナカライテスク雨湿のものを使用した。その

他の試薬は，和光純薬工業製の特級及び液体クロマトグ

ラフ用試薬を用いた。

2、In　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消化

試験は，稲川ら9）の方法を一部改変して，以下のようにし

て行った。すなわち，ペプシンによる場合は，O．IM塩化

カリウムー塩酸緩衝液（pHl．9）19m2を用いて，トリプシ

ン及びパンクレアチンによる場合は，0．2Mトリスー塩酸

緩衝液（pH：7．5）19m4を用いて，それぞれ試料タンパク質

100mgを溶解し，基質溶液とした。次に，この基質溶液を

37℃，！0分間保持したのち，ペプシン，トリプシンまた

はパンクレアチン溶液1　me（いずれも酵素1　mgを含有）

を添加し，60分間酵素消化を行った。消化後，反応液l

m¢に20％（W／V）トリクtiロ酢酸水溶液を同容添加し，

遠心分離（16，000×g，5分，4℃）して得られた上清0．2

認について，遊離アミノ基を，TNBSを用いる
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McKellarlo＞の方法により定量した。

　試料タンパク質の消化性は，タンパク質分解度，すな

わち，反応液1m2あたりに生成された遊離アミノ基の

μmol数で表した。

3。高速液体クPマトグラフK一

　高速液体クロマトグラフ（L－6000型，日立製作所製）

を用い，消化生成ペプチドの分子量測定及びペプチド

マッピングを行った。

　試料の調製は以下のようにして行った。すなわち，前

述の反応液1m2について沸騰水中で10分間加熱して消化

反応を停止させたのち，HVフィルター（0．45μm，日本

ミリポア工業製）を用いて濾過し，この濾液をそのまま

試料として用いた。

　高速ゲル濾過によるペプチドの分子量の測定には，昭

和電工製Shodex　WS－802．5F（8×300mm）カラムを用い

た。移動相としてはO．1％トリフルオロ酢酸を含む45％ア

セトニトリルを用い，流速0．5認／minで溶出を行い，ペプ

チドの検出は紫外検出器を用いて220nmで行った。

　消化生成ペプチドのマッピングは，センシュー科学製

VP－318－1251（4．6×250mm）カラムを用い，逆相分配クロ

マトグラフィーにより行った。溶媒として，移動相A

（0．1％トリフルオロ酢酸）及び移動相B（0．1％トリフ

ルオロ酢酸を含む100％アセトニトリル）を用い，溶出は

流速1．Om2／minで，まず35分間にわたって，移動相Bの割

合を0％から40％に，さらに15分間にわたって移動相B

の割含を40％からIOO％に，それぞれ直線的に変化させて

行った。また，ペプチドは220nmの紫外吸収により検出し

た。

結果及び考察

1．グルテン修飾物の消化性

　未修飾グルテン，グルテン水解物及びグルテン修飾物

のin　vitro消化試験の結果を，表！にまとめて示した。

　ペプシンによる消化性は，未修飾グルテンに比し，グ

ルテン水解物では94％の値を示し，わずかな低下しかみ

られなかったが，グルテン修飾物では85％となり，さら

に低下した。

　トリプシンによる消化性は，未修飾グルテンに比べ，

グルテン水解物では97％となり，ほとんど変化はみられ

なかったが，グルテン修飾物では66％と大きく低下する

Table　1． Digestibilities　of　native，　hydrolyzed　and　modified　wheat

glutens　with　pepsin，　trypsin　and　pancreatin．

Protease Wheat　gluteR
　DigestibUity　Relative　digestibillty

（Amino　group　＃mol／ml）　（　e／．　）

Peps±n

Nat±ve

Kydrolyzed

Modifled

O．905

0．852

0．764

100

94

85

Trypsin

Native

Hydrolyzed

Modified

O．349

0．338

0．230

100

97

66

Pancreatin

Native

Kydrolyzed

Mod±fied

383
・

0

7090

017Q

IOO

237

186
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ことがわかった。また，トリプシンによる消化性はペプ

シンによるそれよりもいずれのグルテンにおいても低く，

ペプシンによるタンパク質分解度の約25～39％の値で

あった。

　これに対して，パンクレアチンによる消化性は，未修

飾グルテンに比べ，グルテン水解物では約2．4倍，グルテ

ン修飾物では約し9倍にそれぞれ増大し，ペプシンによる

消化性とほぼ同じレベルに達することがわかった。

　ペプシンによる消化性が，APIにより部分的に加水分

解されたグルテン水解物及び，これにLys－OMeを結合さ

せたグルテン修飾物で，それぞれ6％及び15％低下した

原因は明らかではないが，ペプシンが疎水性アミノ酸部

位を比較的よく切断する11）ことから考えると，ペプシン

の基質特異性が主因であるとは考えにくい。それよりも

基質の分子量（ペプチドの大きさ）の変化による影響が

その1つとして考えられる。すなわちAPIによる部分的

加水分解により基質分子のサイズが小さくなったために，

ペプシンが作用しにくくなった可能性が推察される。ま

た，基質分子のC門端側にLys－OMeが結合したことによ

る基質分子の疎水性度の変化が考えられるので，この変

化による影響もありうるであろう。

　トリプシンによる消化性が，グルテン水解物では未修

飾グルテンとほとんど変わらなかったのに対して，グル

テン修飾物では34％の低下を示した原因は，おそらく，

Lys－OMeという修飾されたリジン残基がペプチドのC

末端に結合したことにより，リジン及びアルギニン残基

に基質特異性をもつトリプシンによる加水分解を受けに

くくなったものであろう。

　これらに対して，パンクレアチンによる消化性が，グ

ルテン水解物及びグルテン修飾物で，いずれもほぼ2倍

前後の値に増加したのは，APIによりグルテンが部分的

に加水分解を受けた結果，パンクレアチンに含まれてい

るトリプシン，キモトリプシン，エラスタ一蹴，カルボ

キシペプチダーゼなどによる分解を受けやすくなったた

めと推察される。また，トリプシンによる消化性とパン

クレアチンによる消化性の違いは，パンクレアチンに含

まれている種々のプロテアーゼの相乗的な作用によるも

のと考えられる。

　以上の結果から，グルテン修飾物の消化性は，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

アチンでは増大することが明らかになった。

　一般にタンパク質の人工消化試験において，ペプシン

による消化（37℃，3時間）後，さらにパンクレアチン

により消化（37℃，24時間）して，消化率を求める方法

がよく用いられる12）。本実験は，3種のプロテアーゼによ

る消化性の違いならびに初期の消化反応の違いを明らか

にする目的で行ったので，このペプシンーパンクレアチン

による方法は用いなかった。したがって，ヒトや動物の

消化管内での消化性について，本実験の結果のみからは

結論づけることはできないけれども，グルテン修飾物の

ペプシンによる消化性の低下はそれほど大きくないこと

と，パンクレアチンによる消化性の増大を考えあわせる

と，総合的には，グルテン修飾物の消化性は未修飾グル

テンに比べ，同等以上であるものと推察される。

2．消化生成ペプチドの分子量分布

　高速ゲル濾過によるペプチドの分子量測定に先立って，

分子量既知のタンパク質及びペプチドを用いて，標準曲

線の作製を行った。その結果を図1に示す。オボアルブ

ミン（分子量43，000）からブラジキニン（分子量1，060）

の間で，直線関係（回帰式y＝一〇．240x＋7．94，相関係数

r・・　一e．992）が成り立つことが確かめられたので，この

標準線より，消化生成ペプチドの分子量を算出した。

　ペプシン消化による生成物のゲル濾過の溶出パターン

を図2に示す。未修飾グルテンでは，分子量9，200のペプ

チドが最も多く，ついで分子：量25，000，4，700，3，100及

び2，200のペプチドが検出された。これに対して，グルテ

ン水解物及びグルテン修飾物では，分子量9，900と4，600

のペプチドが多く，ついで分子量22，000，3，000及び2，000

のペプチドが見いだされた。また，これら3種のグルテ

ンでは，生成ペプチドの分布が，全般的に類似している

ことがわかった。

　本実験で使用した未修飾グルテンの成分タンパク質の

分子量を同様の方法で測定した結果，分子量40，000の成

分が最も多く，ついで分子量70，000と60，000の成分が含
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Calibration　curve　for　the　molecular　weight　determination　of　peptides　by　high－perfornaance　gel　filtra－

tion．

The　proteins　used　（and　their　molecular　weights）　were：　1＝：ovalbumin　（43，eOO），　2　＝carbonic　anhydrase

（30，000），　3＝＝chymotrypsinogen　A　（25，000），　4＝　trypsin　inhibitor　（2e，OOO），　5＝　iinyogiobin　（17，200），　6＝＝

ev－lactaibumin　（！4，400），　7＝＝ribonuclease　A　（13，700），　8＝＝insuiin　（5，730），　9　＝myoglobin　III　（2，556），

10＝＝myoglobin　（IA－！4）（　1，695），　11　＝：bradykinin　（！，060）．

まれていることが判明した。したがって，ペプシン消化

では，いずれのグルテンも消化により成分タンパク質は

分子量が半分以下のペプチドに分解されていることが明

らかになった。

　次に，トリプシン消化生成物のゲル濾過の溶出パター

ンをee　3に示す。未修飾グルテンでは，分子量38，000の

成分が最も多く，ついで分子量21，000，8，400，3，200，

2，100及びi，700のペプチドが見いだされた。一方，グル

テン水解物とグルテン修飾物の場合は，分子量3，800のペ

プチドが最も多く，ついで分子量32，000，20，000，8，400

及び1，700のペプチドが検出され，これら両グルテンで，

そのペプチドのパターンは極めて類似していた。未修飾

グルテンとグルテン修飾物（またはグルテン水解物）と

の問で，ゲル濾過の溶出パターンがかなり異なることと，

後2者ではより小さなペプチドにまで速やかに分解され

ているのは，グルテン修飾物及び水解物がAPIによる部

分的加水分解をあらかじめ受けているためと考えられる。

　さらに，パンクレアチンによる消化生成物のゲル濾過

の溶出パターンを図4に示す。未修飾グルテンでは，分

子量20，000の成分が最も多く，ついで分子量8，800，3，700

及び1，600のペプチドが生成されていることがわかった。

一方，グルテン水解物及びグルテン修飾物では，いずれ

も分子量3，700のペプチドが主要生成物であり，ついで，

分子量13，000，8，700，6，700及び1，700のペプチドが生成

されており，また，両グルテンでそのパターンは類似し

ていた。トリプシン消化の場合と同じく，グルテン水解

物及びグルテン修飾物のほうが，未修飾グルテンよりも

低分子化されやすかったことは，APIによる前処理のた
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めと考えられる。

　以上のことから，ペプシンによる消化の場合は3種の

グルテンで，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考えられる

が，トリプシン及びパンクレアチン消化では，未修飾グ

ルテンよりもグルテン水解物及びグルテン修飾物のほう

が速やかに低分子化されやすいことが明らかになった。

この原因として，第1に，APIによる前処理（部分的加水

分解）が考えられるが，ペプシン消化では同様の影響は

強くあらわれなかったことを考慮すると，これ以外にも，

たとえばプロテアーゼの基質特異性の違いなどの原因が

あると思われる。

　また，表1に示したように，グルテン修飾物のトリプ

シンによる消化性，すなわち，単位時間あたりのタンパ

ク質分解度は，未修飾グルテンに比べ，低下したが，前

述のように，グルテン修飾物は未修飾のものより，5リ

プシンにより低分子化されやすいと考えられるので，ト
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リプシンによる質的な消化性はグルテン修飾物で劣って

いるとは雷えないと考えてよいであろう。

3，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消化生成ペプチド

のマッピングを行った結果を，図5～7に示す。

　ペプシン消化生成物のペプチドマップ（図5）は，3

種のグルテンで類似していた。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。したがって，

これらのペプチドの疎水性度はそれほど強くないものと

推察される。なお，保持時間48分以降に溶出されている

ピークは，種々検討した結果，いずれも溶媒中の未知物

質によるもので，ペプチドではないことが判明した。

　トリプシンによる消化生成物のペプチドマップ（図6）

は、グルテン水解物とグルテン修飾物とでは類似してい

たが，この両者と未修飾グルテンの問ではかなり異なっ

ていた。また，未修飾グルテンでは，アセトニトリル濃

度40％以上で溶出されるペプチドがかなり見いだされた

のに対して，グルテン水解物とグルテン修飾物ではこれ

らのペプチドはほとんど認められなかった。したがって，

未修飾グルテンでは比較的疎水性の高いペプチドが存在

することが示唆され，未修飾グルテンとグルテン水解物

（またはグルテン修飾物）との間では，生成ペプチドが

かなり異なることが推察された。

　パンクレアチンによる消化生成物のペプチドマップを

ge　7に示す。アセトニトリル濃度40％以下で溶出される

ペプチドのパターンは，3種のグルテンでほぼ類似して

いた。他方，アセトニトリル濃度40％以上で溶出される

ペプチドは，未修飾グルテンでは多量認められたのに対

して，グルテン水解物及びグルテン修飾物ではごくわず

かな量しか認められず，未修飾グルテンでは疎水性の強

いペプチドが多量含まれていることが推察された。

　以上の結果から，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，3種

のグルテンで類似しており，また，ゲル濾過の溶出パター

ンも同様であったことと合わせると，生成ペプチドも3

種のグルテンで類似しているものと推察される。他方，
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トリプシン及びパンクレアチン消化による生成ペプチド

のマップは，ゲル濾過の溶出パターンと同様に，未修飾

グルテンの場合とグルテン修飾物（またはグルテン水解

物）の場合とではかなり異なっており，生成ペプチドに

も差異があるものと推察される。

　これらのことを総合すると，未修飾グルテンと比較し

て，グルテン修飾物及びグルテン水解物の消化性は，ヒ

トに摂取された場合にも同等以上であるものと判断して

よいであろう。また，トリプシン及びパンクレアチンに

よる消化生成物が，未修飾グルテンとグルテン修飾物（ま

たはグルテン水解物）とで異なっていることは，生体内

での栄養機能特性も異なる可能性を示唆するものである。

なお，グルテン修飾物では，Lys－OMe残基を含めてワジ

ン含量が約1．6倍に高められており5）・6），小麦グルテンの

栄養価が著しく改善されたと言えるが，最終的な判断に

は次のような検討が必要である。第！に，動物を用いた

in　vivoでの消化試験や栄養試験が必須であり，第2に，

Lys－OMe残基が栄養機能上，リジン残基と同等であるか

どうか，第3に，Lys－OMe残基が，消化吸収後，生体に

悪影響を及ぼす可能性はないかどうかについても検討さ

れなければならない。

要 約

　Achromobacter　Protease　1を利用し，リジンメチルエ

ステルを共有結合させた小麦グルテン修飾物の栄養機能

特性を評価するため，プロテアーゼを用いるin　vitro消化

試験を行った。

　ペプシン及びトリプシンによる消化性は，グルテン修

飾物では未修飾グルテンに比べ，それぞれ，85％及び66％

に低下したが，パンクレアチンによる消化性は約し9倍に

増大した。

　消化生成ペプチドの分子量及びその分布を高速ゲル濾

過法により調べた結果，ペプシンによる消化の場合は，

グルテン修飾物と未修飾グルテンとの問で，生成ペプチ

ドの分子量とその分布はほぼ類似していたが，トリプシ

ン及びパンクレアチン消化の場合は，未修飾グルテンよ

りもグルテン修飾物のほうが，速やかに低分子化されや

すく，また，両グルテンで生成ペプチドの分子量及びそ

の分布はかなり異なっていた。

　消化生成ペプチドのマッピングを逆相分配クロマトグ

ラフィーにより行った結果，ペプシン消化生成物のペプ

チドマップは未修飾グルテンとグルテン修飾物との間で

類似していたが，トリプシン及びパンクレアチンによる

消化生成物のペプチドマップは，両グルテンでかなり異

なることがわかった。

　以上の結果から，グルテン修飾物の消化性は，ヒトに

摂取された場合にも，未修飾グルテンと比べて，同等ま

たはそれ以上であり，また，消化生成ペプチドが両グル

テンで異なることから，生体内での栄養機能特性も両グ

ルテンで異なる可能性が示唆された。
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