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分離ダイズタンパク質の物性変化と消化酵素作用に及ぼす

　　　　　　エクストルージョン加熱の効果

森恵1地阪光生1横田一成歯滝波弘一
　　　　　永井　光男⑧津田　文朗

Effects　of　Extrus1on　Heat1ng　on　Pys1cochem1ca1Property　and

　　　Enzymat1c　Digest1b111ty　of　Soybean　Prote1n　Iso1ate
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　　　　　　　　　Mituo　NAGAI　and　Humiaki　TsUDA

　　Abs虹鋤危　Extrus1on　heat1ng　was　app11ed　to　SPI　m　order　t01n▽est1gate

themterre1at1onsh1pbetweenthephys1cochem1ca1propert1esandtheenzymat1c
d1gest1b111ty　of　SPI　conta1n1ng70％water　Extmdates　were　prepared　at　the

dough　temperature　of60，89，126，139，154℃correspond1ng　to　the　d1e　tem．

perature　of80，100，125，148，and160．C　respect1ve1y　Convent1ona11y　heated

samp1es　were　prepared　by　heatmg　at10ぴC　for2hr　Me1tmg　p01nt　of　SPI　was

measured　by　usmg　a1aboratory－sca1e　twm－screw　extruder（Laboruder　TEX－L

Japan　Stee1Works，Ltd）The　measured　me1t1ng　Po1nt　was　about135oα

Propert1es　of　extrudates　were1nvest1gated　by　protem　determmat1on，SDS－

PAGE，am1no　ac1d　ana1ys1s　and　enzymat1c　hydro1ys1s　Over　me1t1ng　pomt，the

so1ub111ty　ofextrudates1ncreasedandthe　d1gest1b111tywas　extreme1ye㎞anced

From　the　resu1t　of　SDS－PAGE　of　water　so1ub1e　fraction，major　bands　of　a11

waterso1ub1efract1onwereac1dsubun1tofg1yn1cmandG1ymBd34K　In
ammo　ac1d　ana1ys1s，the　amount　of　hydroph1r1c　ammo　ac1ds　gradua11y1阯

creased，w1th　r1s1ng　d1e　temperature

　　Key　words　Soy－protem，extrus1om－heatmg　trypsm－d1gest1on
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　分離ダイズタンパク質は，ダイズタンパク質中の約

80％をしめる主要貯蔵タンパク質であり享12個のサブユ

ニットから構成されたグリシニン及び3量体であるβ

一コングリシニンから構成されている、この他に少量成分

として生理活性を有するリポキシゲナーゼ，β一アミラー

ゼ，トリプシンインヒビターなどが含まれている。主要

貯蔵タンパク質は，球状構造を有するグロブリンであり，

酸性（pH4．5）で沈殿する性質を有することから，酸性

沈殿タンパク質（APP）とも呼ばれる，このような性質

を利用し，グリシニン及びβ一コングリシニンを精製する

方法が，Tha曲功α1．4）により報告された田また，ダイ

永井光男1津田文朗：日本製鋼所

ズタンパク質は，メチオニンを除く必須アミノ酸に富み

食品素材としての利用価値が高いため，古くから食糧と

してヲまた加工食品の原料として頻度局く用いられてき

ている田

　食品素材としてのダイズタンパク質の有効利用を高め

る為に、近年注目を浴びているのが，エクストルージョ

ン加熱である。食物素材タンパク質の組織化に使用され

ているエクストルーダは，加熱、加圧ヲ混合，聾断など

の複数の作用を同時に組み合わせて行うことに優れ，大

型機器では，200oCを越える加熱さえも可能とする個ダイ

ズタンパク質をエクストルージョン加熱し，物理化学的

特性としての示差熱分析，水分保持量，溶解温度などを

求めた報告が最近出版されたが5）食品利用のための基礎

研究として，タンパク質の微細構造及び生化学的特性に

ついての研究はこれからの課題である。
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　ダイズタンパク質は，他のタンパク質に比較して，

nat1Veな状態では，タンパク質の分子鎖がかなりコンパ

クトに折り畳まれた球状構造を有している、従来から行

われてきた普通の加熱では，疎水領域での疎水結合（凝

集）を生じ，内部に存在するプロテアーゼ作用部位は，

タンパク質の凝集により，酵素作用を受けにくい構造に

なっていると考えられる。このような消化性低下を改善

するため，エクストノレージョン加熱によりタンパク質分

子を溶融させ，新たな分子状態を創生して酵素作用を高

めることが期待される固

　本研究では，エクストルーダを用い，水分添加70％で

ダイ温度80～16ぴCの加熱を行いサンプルを調製した、

このサンプルについて，水溶解性及びSDS溶解性を調ら

べることにより，非共有結合の依存性を解明し，また、

可溶化した画分に関して，SDS－PAGEを行い，分子量の

変化を測定した。また，加o伽oでの蛋白質分解酵素によ

る消化性については，ペプシン及びトリプシンを作用さ

せ，凝集したタンパク質の可溶化率を定量して比較検討

した、

実験材料及び実験方法

1。実験材料

旭油脂株式会杜製分離ダイズタンパク質（SPI）を用い

た．分離ダイズタンパク質（SPI）の調製方法を次に示す、

ダイズを脱皮し雪n－hexaneで脱脂後，水抽出を行った画

この際，30ppmの亜硫酸ナトリウムを添加した。残澄除

去後，塩酸にてpH4．5に調整後，酸性沈殿タンパク質を回

収し，水酸化ナトリウムで中和後，スプレイドライし調

製した何

2。実験装置及びサンプル調製

　エスクトルーダは、日本製鋼所のLabo1uderTEX－Lを

使用した、エクストルージョン条件を次に示す。スクリュ

外径，30mm，スクリュ長さ，300mm，スクリュ回転数，

100rpm；feedrate，3509／hr；waterrate，8159／hr；water

add1t1on，70％で行った。エクストルーダの構造の概略を

Fig1．に示し，また、サンプノレ調製温度条件については，

表1に示す。
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図1　エクストルーダの概略図

表1　エクストルージョンサンプル調製の温度条件

温 度（℃）

Oi1bath1 0i1bath2　　　Cy1inder1 Cy1inder2　　　　Dough　　　　　　Die

79

120

131

169

190

81

85

175

210

232

62

85

102

108

119

68

87

133

154

165

69

89

126

139

154

80

100

125

148

160
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　エクストルーダにSPIをフィードし，少なくとも10分

問は運転を続け，加熱押出が安定してから，サンプルを

採取した．調製したサンプルは，凍結乾燥後，粉砕し一

300Cで保存した．また，エクストルージョン加熱サンプ

ノレとの比較のために単純加熱サンプルを次のように調製

した．5gのSPIに11．6m1の蒸留水を添加し，2hr，100℃

にて加熱後，破砕し凍結乾燥を行い一30◎Cで保存した．

3．溶融点の測定

　油槽1及び2は，初め6ぴC及び70℃に設定し，少なく

とも10分問は，安定のために先の条件で運転した．安定

後のエクストルーダのシリンダ1及び2は54℃及び61℃

を示した．油槽2を温度制御することにより，シリンダ

2の温度を163℃まで約3oC／minで上昇させ，その際の

ドウ温度及びトノレク値を測定した．

4．水溶解性の検討

　タンパク質サンプノレ35mgに10m1の蒸留水を添加レ，

37℃1hrインキュベート後，12，O00rpm，20℃で20min

遠心後，上清を回収した．上清をLowry法6）によりタン

パク質定量を行った　また，インキュベート前後にpH

を測定した．

5．非共有結合依存性の測定

　サンプル5mgに1m1の蒸留水を添加し，37℃，1hr

インキュベート後，12，000rpm，20◎Cで20min遠心後，

上清を回収しタンパク質定量を行った．沈殿物は，凍結

乾燥後，1m1の蒸留水を添加し，上記と同様の条件で

インキュベート，遠心後，タンパク質定量を行った．さ

らに沈殿物を凍結乾燥を行い，1m1の蒸留水を添加し，

同様の条件でインキュベート，遠心後，タンパク質定量

を行った．

　このようにして水可溶性タンパク質成分を除去した残

澄を凍結乾燥し，得られた沈殿物に1m1の10％SDSを

添加し，37℃，1hrインキュベート後，12，O00rpm，

20oCで20mn遠心後，08m1の上清を回収しタンパク質

定量を行った．沈殿物を凍結乾燥し，得られた沈殿物に

O．2m1の蒸留水及び0．8m1の10％SDSを添加後，上記の

条件でインキュベート，遠心しタンパク質定量を行っ

た．この過程をさらに2回行い，タンパク質の結合依存

性の割合を検討した．7）また，これらの水可溶性画分及

ひSDS可溶性画分はLaemm11θ左α18）による方法に従

い，SDS－PAGEを行い，分子量測定を行った．
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6．水可溶性画分のアミノ酸組成の分析

　PICO－TAGワークステーションを用い，タンパク質

10μg相当を窒素ガス存在下で気相塩酸加水分解した．

減圧乾固後，中和化試薬（EtOH／H．0／トリェチノレアミ

ン，2：2：1，▽／v）を添加し，（再び減圧乾固した．誘

導化試薬（EtOH／H．O／トリエチルアミン／フェニノレイソ

チオシアネート，7：1：1；1）を添加し，生成したフェ

ニノレチオカルバモイノレアミノ酸（PITC－am1noac1dタ

ンパク質量05μ9相当）を逆相カラムHPLCで分析し
た．

7．酵素反応

　サンプノレ100mgに10m1のO．05％trypsinso1ution　in

005Mphosphatebuffer（PH80），もしくは005M
phosphate　buffer（pH80）を添加（mea1／enzyme，20

1）し，37℃1hrインキュベート後、熱湯に5min間浸

け，反応停止した．12，000rpm，20oCで20minで遠心

し，上清のタンパク質量を定量した．また，遠心後，残

澄を10m1の蒸留水で洗浄しながら濾過し，あらかじめ

恒量を秤量した培塙に移し，3hr，105oCで乾燥後，1

hrデシケーター中で放置し乾燥残澄量を測定した，8）・9）

ペプシンによる消化性の比較検討は，用いる緩衝液を

HC1－KC1，pH2．Oにし，基質酵素比率を200：1とし
た．

　消化率の算出は，下の式で行った．

　消化率（％）＝酵素可溶化タンパク質量／酵素無添加緩

　　　　　　　衝液中の不溶性タンパク質量x100

結果及び考察

，エクストノレージョン加熱中のドウ温度の変化を図2に

示した．シリンダ2の温度を69℃から154oCへ直線的に

温度上昇させエクストルージョン加熱を行ったところ，

135oCで吸熱反応が生じていることを見いだした．この

ときSPIは，半透明の溶融状態であることが可視シリン

ダより観察された．また，この際のモーターにかかる負

荷を示すトルクの値は最小値を示し，非常に流動性が高

いことを示していた．

　次に，得られたエクストルージョン加熱サンプノレ（ド

ウ温度：69～154℃）の水可溶性を調べた結果を図3に示

した．エクストルージョン加熱温度の上昇に従って，溶

解度は低下する傾向を示すが，吸熱温度（1350C）以上で

は，反対に溶解度は上昇する傾向に変化した．水可溶性

画分をSDS－PAGEで分析した結果を図4に示す．この
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図3　エクストルージョン加熱による水可溶性

　　の変化
　　（○）は，未処理のSPIの溶解度を100％と
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結果では，主要なバンドはグリシニンの酸性サブユニッ

ト及びG1y　m　Bd34Kであった．また，ダイ温度80oCの

サンプルに関しては，塩基性サブユニットが認められ，

ダイ温度80～125oCのサンプノレ及び単純加熱サンプノレに

関しては，主要タンパク質成分以外のタンパク質成分が

認められた．さらに，特徴的なこととして，溶融点以上

のダイ温度160oCのサンプルに関しては，ブロードなバ

ンドを示し，タンパク質の低分子化が認められた．一

方，β一コングリシニンのα，α’及びβ一サブユニツトの

バンドは，ほとんどSDS－pAGEゲノレ上に認められな

かった．この結果から，β一コングリシニンは，非常に

凝集カが強いことが判明した．これは，Freder1ck　A

θオα五7）の結果と一致している．

　最近，G1y　m　Bd34Kは，今日，社会的問題となって

いる主要アレルゲンタンパク質であることが，T．

Ogawaθ〃α五により報告された。11－13）従って，この結

果は，新しいアレルゲン低減化法の可能性を示唆するも

のである．

　さらに，水可溶性画分のアミノ酸分析の結果を表2に示

す．エクストルージョン過程の温度の上昇に従って，親水

性アミノ酸の含有量が若干ではあるが，増加の傾向を示し

た．

　つぎに，非共有性依存性を調べた結果を図5に示す．

図5より明白なようにダイ温度125oC及び148oCのサンプ

ノレでは，4回目のSDSによる抽出でさえ15％程度のタン

パク質が抽出されている．このことから，非常に非共有

結合依存性の高い凝集物であることが認められた．一方，

溶融点以上のダイ温度160℃では，上記の2つのサンプ

ルより非共有結合依存性が低下している．この結果より

溶融点以上の温度では，タンパク質の構造変化が推測さ
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図4　水可溶性画分のSDS－PAGE
　　アクリノレアミドは，12．5％濃度で行った．Mはstandardmarker（タンパク質量5μg／1ane）

　　を示し，上から97．4，68．O，45．O，29．O　kDaである．また，Lane1～7は，分離ダイズタンパ

　　ク質（25μg／1ane），単純加熱サンプル，エクストルージョンサンプルダイ温度80，100，125，

　　148，160oC（15μg／1ane）である．Lane8は，oi1body　protein（20μg／1ane）である．
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表2　タンパク質の水可溶性画分のアミノ酸組成

Amino　acid　　SPI　　　　Con 80．C　　　　　100．C　　　　　125．C　　　　　148．C　　　　　160．C

　Asx
　　G1x

　　Ser

　　G1y

　　His

　Arg
　Thr
　　A1a

　　Pr0

　Tyr
　　Va1

　Met
　　Cys

　　I1e

　　Leu

　Phe
　　Lys

HydrophiIic

11，5

19．1

6．9

7．5

2．2

6．1

4．2

5．5

6．1

2．7

4．8

0．9

0．1

4．9

7．5

4．0

6，0

44．9

12，7

26．7

6．5

8．4

2．7

6．8

3．8

4．5

6．8

1．8

3．7

1．1

3．7

5．3

3．0

2，6

51．5

11，3

23．0

6．8

8．0

2．9

6．5

3．9

4．6

6．3

1．9

3．6

1．6

0．3

4．0

5．4

2．2

7，8

51．5

14；6

21．3

6．5

7．4

2．4

4．9

3．3

6．2

6．2

0．2

3．6

2．6

1．3

4．1

6．0

1．5

7．8

5ユ．O

12，5

24．2

6．7

8．2

2．9

6．4

3．7

4．4

6．4

1．8

3．4

1．2

0．4

3．4

4．9

2．1

7，2

53．2

14，1

24．4

5．8

6．9

2．7

5．9

7．6

5．6

7．6

1．1

3．6

1．3

2．9

3．0

1．2

6，3

53．4

11，3

25．5

6．3

7．6

2．7

6．7
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　　　エクストルージョン加熱の影響
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れる．また，図6にSDSによる1回目の抽出画分のSDS

－PAGEの結果を示した．この結果では，先の水可溶性

画分には認められなかったβ一コングリシニンのバンド

が主要なバンドを占めた．これは，先の結果を裏づける

ものであり，さらには，上述したようにβ一コングリシ

ニンの非共有結合依存性の高さを示すものである。ま

た，水可溶性画分に認められたG1y　m　Bd34Kのバン

ドはSDS可溶性画分には認められなかった．

灼息・・中　　　　　　　　　　　　“州

州．．　　　・鴛1・一讐鴛義鱒・

　　　　M1　　234567
図6　SDS可溶性画分のSDS－PAGE
　　　アクリルアミドは，12．5％濃度で行った．Mは，stan－

　　dardmarker（タンパク質量5μg／1ane）を示す．また，

　　Lane1～7惇，分離ダイズタンパク質（25μg／1ane），

　　単純加熱サンプノレ，エクストルージョンサンプルダイ

　　温度80，100，125，148，160℃（15μg／1ane）である．

　次に，プロテアーゼであるトリプシン及びペプシンに

よる消化性を検討した結果を図7及び図8に示す．この

結果より明らかなように溶融点以上の温度においては，

消化性は非常に高くなり，溶融点以上の温度において

は，タンパク質の物性に大きな変化が生じたことを示

している．

　タンパク質の加熱による凝集は，Tombs功α114）を初

めとする多くの研究者によって指摘されているように一

n281202.pdf
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般に球状タンパク質の場合，内部に折り畳まれている疎

水領域が若干外部に露出し，疎水結合を形成し不溶化す

ると考えられてきた．しかしながら，本研究で我々が示

した物性の変化つまり溶融点以上の温度では，水可溶性

の上昇及び消化性の向上が認められたため，上に述べた

ように一部分の疎水性領域の凝集では説明できない．な

ぜならば，溶融点以上の疎水領域の外部への露出が溶融

点以下の露出と同様の過程で生じていると仮定すれば，

消化性の向上がこのよう（図7及び図8）に高くなるこ

とはあり得ない．つまり，タンパク質が溶融という非常

に流動性の高い過程を経ることにより，内部に存在する

疎水性領域が均等に分散し，プロテアーゼ作用部位を外

部に露出することにより消化性は向上したと考えられ

る．また，溶融点以上における水可溶性の上昇は，上に

挙げた理由のほかにペプチドの切断による低分子化も要

因の1つであるかもしれない．
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