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科学研究費補助金 (基盤研究 (B)(2))

【研究課題】乳由来ペプチ ドの肉製品における発色促進機構と

レオロジー特性調節機構の解明

【課題番号】11556049

はしがき

近年､幼児を中心に牛乳アレルギーが増加しており､乳を食品素材として利用して

いく際に障害となっている.日本人の栄養摂取の中で唯一不足している成分がカルシ

ウムであり､牛乳はそのカルシウムを豊富に含んでいる｡しかし､牛乳アレルギーを持

つ人は､牛乳､乳製品もしくは乳を使用した食品を食することはできない｡そこで､乳

を酵素処理することにより低アレルゲン化し､牛乳アレルギーの人でも摂取できるよう

な機能性改変乳食品素材の研究･開発が求められている｡

一方､日本は今後高齢化社会を迎え､食品においても消化､吸収性が高く､高齢者

の岨噴機能を考慮したより健康的な食品の開発が求められている｡肉製品においても

亜硝酸塩等の添加物便用量が少なく､高齢者のテクスチャー機能を考慮した製品の

研究･開発が求められている｡

本研究は上記の二つの問題の同時解決を目指し､乳由来ペプチドを配合するこ

とにより､亜硝酸塩添加量が少なくアレルギーにも対応した発色助剤･退色防止剤の

開発と､高齢者向けのテクスチャー機能を考慮した肉製品用添加食材としての乳由来

ペプチドの開発を目的として､平成11年度から平成13年度までの3年間､文部科学

省科学研究費の交付を受けて実施したものである｡

【研究組織】

研究代表者 六車 三治男

研究分担者 山内 清

河原 聡
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杉田 浩一

(宮崎大学農学部教授)

(宮崎大学農学部教授)

(宮崎大学農学部助手)

(九州栄養福祉大学教授)

(オーム乳業 (秩)開発部部長(研究職))

((社))宮崎県JA食品開発研究所所長(研究職))
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【研究成果】

研究の背景 :

近年､幼児を中心に牛乳アレルギーが増加しており､乳を食品素材として利用して

いく際に障害となっている｡日本人の栄養摂取の中で唯一不足している成分がカルシ

ウムであり､牛乳はそのカルシウムを豊富に含んでいる｡しかし､牛乳アレルギーを持

つ人は､牛乳､乳製品もしくは乳を使用した食品を食することはできない｡そこで､乳

を酵素処理することにより低アレルゲン化し､牛乳アレルギーの人でも摂取できるよう

な機能性改変乳食品素材の研究･開発が求められている｡

一方､日本は今後高齢化社会を迎え､食品においても消化､吸収性が高く､高齢者

の岨噛機能を考慮したより健康的な食品が求められてきている｡肉製品においても亜

硝酸塩等の添加物便用量が少なく､高齢者のテクスチャー機能を考慮した製品の研

究･開発が求められている｡

研究の目的:

我々は､乳タンパク質を酵素分解することにより牛乳アレルギーの人でも摂取できる

ような低アレルゲン化乳を開発している｡この低アレルゲン化乳を肉製品に応用して

みたところ､低濃度の亜硝酸塩存在下においても良好な発色が生じる現象を認めた｡

亜硝酸塩は肉製品の発色剤として広く使用されているが､発ガン物質であるニトロソア

ミンを生成することから､使用を控えることが望ましいとされている｡現在､発色剤を使

用しない肉製品が製造されているが､その色は食欲をそそらないものである｡乳タンパ

ク質を分解した低アレルゲン化乳に発色促進効果が認められたことから､牛乳アレル

ゲンの人でも摂取でき､なおかつ硝酸､亜硝酸塩等の添加物の少ない､より健康的な

肉製品を開発する可能性が兄いだされた｡

そこで､本研究では低アレルゲン化乳(乳由来ペプチド)を配合することにより､硝酸､

亜硝酸塩添加量が少なくアレルギーにも対応した発色助剤･退色防止剤の発色促進

機構の機能解析解明と製品化を目的とする｡

一方､日本は今後高齢化社会を迎え､食品においても消化､吸収性が高く､高齢

者の岨噂機能を考慮したより健康的な食品が求められてきている｡低アレルゲン化乳

を応用した肉製品において､前述の発色促進効果以外に組織の柔軟化等の食感改
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変効果も認められている｡したがって､本研究では岨噛機能が低下した､例えば高齢

者向けのテクステヤー機能を考慮した肉製品用添加食材としての乳由来ペプチドのレ

オロジー特性調節機構の解明とそれらの製品化も目的とする｡さらに､乳由来ペプチ

ド中の新規機能性についても検討する｡

本研究の学術的な特色:

乳タンパク質の酵素処理による低アレルゲン化については幾つかの論文もしくは特

許が出ているが､いずれも抗原性の低下についての言及はあるが､低アレルレゲン化

した物の利用途について言及した知見は少ない｡肉製品に対してはタンパク質そのも

のによる食感改善を主眼においた研究が多く､機能性を改善した乳タンパク質の応用､

さらに発色についての知見はない｡現在得られている知見は過去の文献等にも記載

が無く新規性の高いものであり､独創性があり､先駆的な研究と考えられる｡

実用化後の社会的貢献度:

1)牛乳アレルギーの人もカルシウム豊富な乳素材利用食品を摂取できるようにな

る｡

2)高齢化社会に適合した岨噂特性を持った肉製品の製造が可能になる｡

3)硝酸､亜硝酸塩の少ない健康的な肉製品の製造が可能になり､魚肉製品など

-の応用が可能になる｡

4)輸入自由化後の日本の酪農､乳業会社の生き残り方策を考える上での一つの

考え方の提案になる｡

5)新たな生体調節機能の探索により食べるクスリを提供できる可能性がある｡

得られた結果 :

本研究は､乳タンパク質を酵素分解することにより調製した低アレルゲン化乳を配合

して､硝酸､亜硝酸等の添加量が少なくアレルギーにも対応した発色助剤･退色防止

剤の開発と､その発色促進機構の解明および製品化を目的としている｡さらに､機能

改善乳ペプチドの食肉製品-の添加により､おとしよりにやさしいレオロジー特性調節

機能を有する高齢者用の食品に添加する素材の開発をも目的としている｡

そこで､3年間の研究で確立した辞素分解乳ペプチドの調製方法を用いて調製を行

-9-



い､この酵素分解乳ペプチドを添加した食肉製品を製造した結果､酵素分解乳ペプチ

ドには食肉製品のレオロジー特性調節作用が認められ､トランスグルタミナーゼの作用

も組み合わせることにより､食肉製品の晶質に極めて重要な性質である保水性や結着

性を付与し､リン酸塩の添加を減少させても､良好な結着性が得られ､しかも高齢者の

岨噴機能に適合するような製品を調製できることが明らかになった｡また､発色試験を

行った結果､亜硝酸塩を減少させても効果的な発色促進作用が認められ､天然由来

の発色助剤として利用できる可能性が示唆された｡次に､発色促進機構の解明を目的

とした実験の結果､酸性アミノ酸であるアスパラギン酸とグルタミン酸を多く含有する特

定のペプチドが発色促進に関与していることが明らかになった｡さらに､このペプチド

による発色促進作用としては､従来考えられていた発色促進機構に強く関与している

還元作用だけではなく､ミオグロビンを加熱変性させる能力が重要な役割を担っている

可能性が示唆された｡さらに､このペプチドには免疫賦活効果も付与されることも明ら

かになった｡

以上の結果から､酵素分解乳ペプチドを食肉製品に添加することにより食肉製品の

食感が改善されると同時に､亜硝酸塩を低減しても発色効果を持つ食肉製品の製造

の可能性が示唆された｡その､食肉製品の発色促進機構は還元作用とミオグロビンを

加熱変性させる能力との相互作用によることも明らかになった｡

今後は製品化･商品化を行うにあたり､亜硝酸塩および乳由来ペプチドの様々な添

加比から発色促進条件の最適化を検討する必要がある｡また､ゲル化能が高い素材

を配合することにより歯ごたえのある食感をもたらし､かつ発色促進､退色防止効果を

有する製品を､また幼児や岨噂機能が低下した高齢者向けにはタンパク質分解物の

比率を高め､発色促進､退色防止効果を持ち､かつ柔らかい食感をもたらす製品も開

発することが望まれる｡

以下に得られたこれらの成果を12報にわけて報告する｡
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乳蛋白質の機能性改善と肉製品への応用に関する研究

六車 三治男 (宮崎大学農学部)

目的

乳蛋白質は人間の成長､健康､美容などに欠かせな

い必須アミノ喪のすべてを含んでいる最も優秀な蛋白

票芸謡 言語 芸謡 詣墓誌 三野 三宝讐 票

だ雲孟主ま警あ:ヾ完 芸孟昌孟諾 芸詣 誉警 ?=霊

能改善し肉製品に取り込ませ､我が国で栄養所要量に

いまだ到達しない栄葺素であるカルシウムも豊富に含

む肉製品を開発することにある｡

そこで本研究では乳蛋白質として濃縮脱脂乳 ､ 酵素

分解乳およびその乳酸発蓉乳を使用し肉および筋肉構

造蛋白質であるミオシンBとの相互作用につき検討し
たので､得られた知見を報告する｡

実乾方法

1.実験材料および試料の調製
脱脂乳を限外ろ過膜 (分画分子量5万)により濃縮
し濃縮脱脂乳 (C)を得た｡辞菜分解乳 (E)は濃縮

脱脂乳にトリプシン (和光純薬製)1%溶液を血1/1の
割合で添加し371で3時間反応し､801で30分間処理
して酵素活性を失活させた｡酵素分解 ･発辞乳 (EL)

は青菜分解乳をLbulugalicusおよびS.ther加philus
をそれぞれ1.5%添加し､371で6時間反応させた｡
一方､ソーセージ製造用の原料肉は牛の大腿二頭筋

を用いた｡ミオシンBは兎骨格茄からSZETJYORGYⅠの
方法により調製した｡

2.電気泳動

7警冒警 禁 票 監 孟宗 }(諾 警A+GEL,aF=三詣
定した｡アクリルアミド濃度7.5-17.5%のグラジエン
トゲルでスラブ型の泳動芸置を用いて行った｡ゲルの

バンドの染色はC.B.B.(ComassieBrili皿atBlue)あ

まlL二三"5霊 田ffidiDeg豊 m~5H-benzola]dwox
3.疎水性分析

･1.器 還 ;a芸蒜 …喜o:n; a…写真幸三"ixs評
仙Sl皿1を66m』phosphatebuffer(pE7.0)10tn=こ溶解
した試料10tngに添加した.蛍光強度の測定は島津蛍光
分光光度計FR-5000を用いて励起波長365nE),蛍光波長
470nnとして測定 した｡

4.濁度の測定
試料の加熱に伴う瀦度変化は直線的温度上昇法7)に
より測定した｡すなわち､日立557型2波長自記分光
光度計に温度制御電源部と温度プログラマーを音読し､

それぞれの溶液の入ったセル中の温度を1分間に2℃
ずつ耗緩的に上昇させるようにセットしたoそしてそ

れぞれの試料について30-801まで660nnの吸光度を測
定した｡

5.クリープメータによる破断態度の測定
牛肉の大腿二頭筋の挽き肉100gに30gの水と2%食塩
および0.3%リン教壇を添加しホモジナイズ後ケーシン
グに充填し801､38分間加熱して牛肉ソーセージを作

製 した｡なお､牛乳試料添加の場合は牛肉90gに10g
の牛乳試料を添加した｡ミオシンBの加熱ゲル形成は
50d Na-phosphate(pE6.0),500nXNaCl.10alĝnlplot
einの条件で801､30分間加熱してゲルを形成させた｡
なお､牛乳試料も等量の10mghl添加した.加熱ゲル
の破断強度は山篭のクリープメータRE-33005型により
測定した｡

6.遠心分画
ミオシンB､牛乳試料および両者の混合溶液を､50
mXNa-phosphate(ph6.0),500山NaClの条件下､40
､70および1001で30分間加熱し､直ちに氷水に10分間
入れ反応を停止した｡この一定温度加熱処理後の試料

を5,000rTXnで30分間遠心分離して上清と沈殿に分画し

志 _孟霊芝望詣 欝 野 鮎 質成如 析 離

7.加熱ゲル微細構造の観察
ミオシンBおよびそれと牛乳試料混合溶液の加熱ゲ
ルの微細構造は3%グルタールアルデヒドおよび1.3.%オ
スミウム鞍により固定 し脱水乾湊の後､日本電子の走

査電子顕教義JSX-5200型により観察した｡

結果および考案

まず､本研究で使用するために調製した牛乳試料に

ついて検討した｡限外ろ過膜により濃縮した脱脂乳

(C)の他に､牛乳蛋白質中のアレルゲンであるカゼイ

ンおよびβ-ラクトグロブリンを トリプシンにより常

葉処理し､低アレルゲン化した辞素分解乳(E)を作製

した｡このように単葉処理により生成したペプチドは

分子量が小さくなると苦味が発生するといわれている｡

そこで､乳較発矧 こより苦味を軽減させた辞素分解 ･

乳酸発車乳(EL)も作製した｡
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C.B.B. Nilered

｢ staining｢ ｢staining｢
Fig.1は各試料の蛋白質成分の分子雇をSDS-PAGEに

より同定したものである｡C.ら.B.染色により検討した

ところ､試料Cではa～hの成分が凝果されたoaは血
清アルブミン､ら,C,dはカゼイン､eはβ-ラクトグ

ロブリン､gはα-ラクトアルブミンに相当するバン

ドと考えられる｡孝養処理に伴って牛乳アレルギー発

症と密接に関連しているカゼインに相当するバンドは

消失し､またβ-ラクトグロブリンもその約80,!が消
失していた.その結果分子量約1.4万のバンドgや1.
･2万のバン相 が増加した｡単葉処理乳の乳鼓発券に
よっては､その後の明瞭なバンドの変化は認められな

かった｡

･嘩水性を保持しているバンドを染色することができ
る蛍光試薬であるIlilered染色により検討したところ､

蘇葉処理により低分子量化したバンドも高い疎水性を

保持していることが明らかになった｡

疎水性度は蛋白質表面の特性､すなわち蛋白質成分

冨 野 警 警 妄票監 慧 宝器 iLf墓誌 票差呈

測定した｡蛋白質溶液に盗泉グアニジンを添加して蛋

白質分子内の水素結合を切断したところ､C,E,L共に
壇寅グアニジン濃度の増加に伴って蛍光強度が増強し､

特に瓢 で顕著であった(Fi&2)｡このことは､コ

ントロール試料では構造変化により蛋白質分子内に埋■

もれていた疎水性基が分子表面に露出した可能性を示

唆している｡次にβ-メルカプトエタノール添加によ

り蛋白質分子内のS-S結合を切断したところ､試料C
ではβ-メルカプトエタノール添加により蛍光強度が

著しく増加したQこのことも､S-S結合の壊裂によっ
て蛋白質分子に高次構造の変化が生じ表面疎水性が増

大したことを示唆している｡一万､番素処理した試料､

巳ELでははとんと変化はなかった(Fig.3)0
次に､各試料の熱凝集性を讃査するために301から
80℃まで直線的に温度を上昇させて満度の変化を測定
した(Fig.4)｡試料Cは最初の斎度がかなり高いが50
1付近から高度が上昇しはじめて601でピークに達し､
急激に減少しはじめたO試料Eよび乱では最初の満度
はCの約半分で､その後やはり501付近から済度が上
昇しはじめて､65-681で溝度のビ-クを形成したCこ
の両者はCに比較して濁度の上昇およびその後の低下

は凄やかであった.これらの結果は替菜処理によって

低分子量化した試料も満度形成のピーク温度は上昇す

るが､加熱 こよる凝集性を保持している事を示してい
る｡
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(a)

Cb)

MB+C

(C)

MB+EL

Fig･11SEMobservationsofmyosinら,myosinB+C
andmyosina+EL.

すなわちアクトミオシン存在下におけるミオシン分子

の加熱ゲル形成反応では､まず431付近での遊離ミオ
シン頭部間の凝集反応が生じ､551付近で遭難ミオシ
ン尾部とアクトミオシンに結合したミオシン足部問の

慧警 雪諾 主呈滞 ここ笠～aoTi?言慧 霊芝だ-警 …
クトなミオシン分子の存在が不可欠であると考えられ

る｡しかし､本実験では､ミオシン分子の分解によっ

てミオシンを介した相互作用が発生されずに､強B]な

ゲルが形成されなかったものと想定される｡
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近年､肉製品に酵素を添加してレオロジー特性を変

化する試みがなされているが､酵素の作用を製造工程

でコントロールすることが極めて難しいとし.､われてい
る.本研究の結果は､牛乳蛋白質を酵素処理し桟能改

善すると共に､試料中に浅存する酵素によって､肉製

品のテクスチャーの制御が期待され､高齢者や病人の

岨噂歳能にも適合した､さらにカルシウムも豊富に含

む製品の製造が期待される｡

要約

乳蛋白質を技能改善し肉製品に取り込ませ､我が国

で栄養所要量にいまだ到達しない栄養素であるカルシ

ウムも豊富に含む肉製品を開発する目的で本実額を遂

行した結果､次のことが明らかになった｡

(1)牛乳アレルゲンを分解した酵素処理乳および辞

素処理 ･発酵乳は低分子量化され､筋肉蛋白質と相互

作用をする性質を保持していた｡

(2)それらを肉に混合してソーセージを製造した結

果､健康な成人のみならず､高齢者､幼児や病人の岨

境域能にも適合した様々なテクスチャーを有し､さら

にカルシウムも豊富に含む肉製品製造の可能性が明ら

かになった｡
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要 也日

1.日 的

近い将来(2,001年),乳製品の輸入が完全に自由化され,一定量のホエータンパク質製品の輸入が避けら

れない情勢となっており,さらに利用拡大につながる具体的な利用法を開発する必要性に迫られている｡我

々は,現在までにホエータンパク質浪縮物(WPC,76･5%)およびホエータンパク質分離物(WPI,92.75%)の有

効利用を目的にそれらの製品の幾つかの機能特性について検討し,pH調整,塩類の添加,加熱処理等によ

って機能特性改質の可能性について重要な知見をすでに得ている｡

本研究の目的は,ホエータンパク質製品のうち輪入拡大が求められ,すでに輸入が始められたタンパク質

含量が34%のホエータンパク質濃縮物(wpc,34%)に焦点をあてて,この製品を有効利用するための基礎的

知見を得ることにある｡そこで今回はまず主にWPC-34標晶の基本的な特性の把握を行うとともに,辞素

処理により機能性の改質を得る手掛かりについても検討したので得られた知見を報告する｡

2.実廉方法

本研究ではWPC-34標品の基礎的な性質の検討およびwpc-34と筋肉構造タンパク質のミオシンBを凡

いた相互作用の検討を行ったQまず,加熱凝集性を直線的温度上昇法による濁度変化より測定し,加熱ゲル

物性を回転粘度計やクリープメータを用いて検討した｡さらにソーセージの破断強度を測定することにより

ゲル物性の検討を行った｡また,WPC-34およびミオシンBの相互作用を共沈法により検討し,遠心によ

り得られた上清および沈殿画分のタンパク質成分の分子種はSDS-PAGEにより同定した｡WPC-34含有ソ

ーセージの試作品の作製や乳タンパク質の酵素処理についても検討した｡

3.結果および考察

本研究の結果から,WPC-34単独標品は優れたゲル形成能を保持していた｡肉製品-のWPC-34の添加

実験では,良好なテクスチャー特性を有し,官能特性の好ましい食肉製品が製造された｡このように

wpc-34を添加すると,乳と肉の両者の栄養的特性を持ち合わせた優れた食肉製品の製造が可能となった｡

また近年,極力脂肪の摂取をひかえる傾向があり,ゲル化能力を有するWPC-34を増量剤として肉製品に

添加することにより,脂肪低減化食肉製品の製造の可能性も示唆された｡

乳タンパク質の機能性改善を目的に濃縮脱脂乳を3種類の酵素により処理したところ,分解様式がかなり

異なるもののWPC-34の主要成分であるβ-ラクトグロブリンやα-ラクトアルブミンも辞素によっては

かなり分解の進行が認められ,WPC-34の酵素処理による機能性改質の可能性が示唆された｡
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1.日 的

ホエータンパク質は必須アミノ酸バランスに優れ,保水性,乳化性およびゲル化性等の機能特性に優れて

いるために,限外ろ過等によりタンパク質含量を高めたホエータンパク質濃縮物 (wpc)の食品-の有効利

用の試みがなされている1･2'｡近い将来(2,001年),乳製品の輸入が完全に自由化され,一定量のホエータ

ンパク質製品の輸入が避けられない情勢となっており,さらに利用拡大につながる具体的な利用法を開発す

る必要性に迫られている｡我々は,現在までにホエータンパク質浪箱物(WPC,76.5%)およびホエータンパ

ク質分離物(WPI,92175%)の有効利用を目的にそれらの製品の幾つかの機能特性について検討し,pH調整,

塩類の添加,加熱処理等によって機能特性改質の可能性について重要な知見をすでに得ている3~7)0

本研究の目的は,ホエータンパク質製品のうち抽入拡大が求められすでに鞄人が始められた,タンパク質

含量が34%のホエータンパク質濃縮物(wpc,34%)に焦点をあてて,この製品を有効利用するための基礎的

知見を得ることにあるOそこで今回はまず主にWPC-34標晶の基本的な特性の把握を行うとともに,辞素

処理により機能性の改質を得る手掛かりについても検討したので得られた知見を報告する｡

2.実襲方法

l.実族材料および試料の調製

wpc134はタカナシ乳業株式会社および畜産振興事業団より提供していただいた｡ソーセージ製造用の原

料肉は豚肉および牛肉モモ肉を用いた｡ミオシンBは兎骨格筋から SZENT-GYORGYI8'の方法により調

製した｡

2.濁度の測定

試料の加熱に伴う濁度変化は直線的温度上昇法9'により測定した｡すなわち,日立557型2波長自記分

光光度計に温度制御電源部と温度プログラマーを接続し,それぞれの溶液の入ったセル中の温度を1分間に

2℃ずつ継続的に上昇させるようにセットしたQそしてそれぞれの試料について30-95℃まで660nmの吸

光度を測定した｡

3.ゲル形成能の測定

wpc-34試料をタンパク質濃度60,80および100mg/nLal5mM.NaN3,50mMイミダゾール塩酸緩衝

液(pH 6.0)】に調整し,加圧防止の目的で蓋に穴をあけたネジ蓋付きサンプル瓶 (40×16mm)に3m8分注

した｡恒温水槽で80℃,30分間加熱し,氷冷した後,RE-33005型クリープメータ (山電製)により破断

強度を測定し,ゲル形成能とした｡

4.食肉製品 (ソーセージ)の破断強度の測定

豚肉あるいは牛肉の挽き肉100gに30gの水と2%食塩および0.3% リン酸塩を添加し,スピードカッタ

ーでホモジナイズ後,塩化ビニリデン製ケーシングに充填し,80 ℃で30分間水煮し,RE-33005型クリー
プメータ (山電製)により破断強度を測定した｡

5.粘度測定

wpc-34およびミオシンBの各試料をタンパク質濃度 1%【5mM NaN3,50mM イミダゾール塩酸緩衝

液(pH 6.0),500mM食塩】にそれぞれ調整し,WPC-34およびミオシンBの単独系と混合系 (1:1)
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について,既報 3)に準じて,E型回転粘度計 (東京計器製)を用いて粘度を測定した｡また,試料のずり

応力とずり速度の履歴現象についてLinandlto IO'が実施した方法に準じて測定した｡

6.電気泳動

タンパク質成分の分子種はドデシル硫酸ナ トリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (SDS-PAGE)ll'

により同定した｡アクリルアミド濃度7.5- 17.5%のグラジェントグルでスラブ型の泳動槽を用いて行った｡

ゲルのバンドの染色はC･B･B･(CoomassieBrilliantBlueR-250)によ 表1 WPC_34の化学組成

り行った｡

7.遠心分画

wpc-34,ミオシンBおよび両者の音昆合溶液を,50mM イミダゾー

ル塩酸緩衝液 (pH 6･0),500mM食塩存在下で50℃,70℃あるいは

90℃で30分間加熱後5,000rpm,30分間の遠心により得られた上清およ

び沈殿画分のタンパク質成分の分子種をSDS-PAGEにより同定した｡

3.結果および考察

1.一般組成

本研究で用いたホエータンパ ク質濃縮物

(wpc-34)の一般化学組成を表 1に示した｡タン

パク質含量は約34%で脂質,灰分および水分は前

回用いたwpC-76や wpIとそれほど大きな差異

は認められなかったが3',乳糖含量が51.80% と

wpc-76の 11.66%や wpIの239% と比較すると 鶴

著しく高かった｡ホエータンパク質の主成分はβ 崇

-ラクトグロブリンとα-ラクトアルブミンであ

り,それぞれタンパク質中の60%および 20%を

占めていた｡また,その他に含有される微量成分

のカルシウムやカ リウムイオンもWPC-76や

wpIと比較すると高い値を示した｡

2.加熱による濁度変化に及ぼす pH,食塩および

塩化カルシウムの影響

wTC-34の熱凝集性に及ぼす pH,食塩および塩

化カルシウムの影響を調査するために,30℃か

昏

項目 含量

タンパク質 (%) 33.90

Ji肋 (%) 3.90

灰分 (%) 6.70

水分 (%) 4.70

乳篭 (%) 50.80

カルシウム (mg/loog) 700

マグネシウム 叫等/100g) 108

ナ トリウム (m苫/100g) 630

カリウム (tn苫/100g) 1,900

リン (tug/100g) 540

塩素イオン (tng/loo蛋) 12

7.5
I

7_0一

T6.5
I6.0
i.S

30 40 50 60 70 80 90

温 度 (℃)

図1 iL線的温度上昇法 によるWPC-34の男女の変化に及ぼす
pHの影響

反応条件 :50mMlrnidazole-HCL緩衝兼
(pH5_5-7.5)

駄科-)良 :1%

加熱速度 :2℃/令
濃定温度範囲 :30-95℃

ら95℃まで直線的に温度を上昇させ,濁度の変化

を測定した｡それらの結果をpHについて図 1に,食塩について図2に,塩化カルシウムについて図3に示

した｡
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pH の影響 につ いて見る と, pH5･5お よび

pH6.0では63℃付近から濁度の上昇が始まり79-

81℃で最大濁度に達した｡pH6.5では67℃付近か

ら濁度の変化が認められ81℃で最大濁度を示した｡

pH7.0では濁度の上昇開始温度が70℃付近と高く

なるがかなりシャープに濁度が上昇し,82℃でピ

ークを形成した｡pH7.5になると75℃付近から濁

度がゆるやかに上昇し始め,95ccでもまだ上昇を

続ける傾向が見られた｡この結果を以前の研究で得

られたWPC-76と比較すると3) ,pH 5.5-7.0の範

囲でも加熱による凝集が観察されており中性近傍で

も加熱凝集体を形成できるものと推察される｡この

差異は試料に含まれる乳糖含量に起因するかもしれ

ない｡食肉製品中のpHは6.0に近いことから,以

下の実験にはpH6.0に設定して検討することにした｡

食塩を添加した場合,50,100,200,500mM と

食塩濃度が増加するにつれて濁度上昇開始温度が

65-75cc- と変化し,それに伴い濁度のピーク温

度も上昇した｡0-200mM の食塩添加量の増加に

伴い,最大濁度発生温度は79-85℃-と増加した｡

WPC-76では200mM 食塩添加で濁度の最大値を示

し,食塩無添加よりも食塩添加区の方が濁度を発

生する結果を得たが 3),本実験のWPC-34ではそ

(tM

O99)嶋
3'

0.3

ES
O.1

30 40 50 60 70 80 90
豊 丘 (℃)

図2 直線的温度上昇法によるWPC-34の勇度の変化に及ぼす
NaClの影響

反応条件 :SOmM lmidazole-HCI緩衝液(pH6-0),
0-500mMNaCJ

試料濃ま :1%

加熱速度 :2℃/分
議定三条範El:30-95℃

3

2

0.

0
.

(tm

o99)嶺
れとは若干異なった｡この違いはpH保持のために 米

使用した緩衝溶液がwpC-76ではリン酸緩衝液, 昏

WアC-34ではイミダゾール緩衝液であ り,用いた

緩衝溶液の違いに起因するかも知れないQ

塩化カルシウム添加では,0-10mM-と添加量

の増加に伴い,濁度上昇開始温度が65-55℃-,

また最大濁度発生温度が80-70℃へと低下 したO

この傾向はwpCl76および wpIの結果ともよく一

致している3'｡微量のカルシウムイオンの添加に

より低温度で熱凝集体が形成されることは,ホエ

ータンパク質濃縮物の比較的高い熱凝集温度をそ

れよりも低い筋肉タンパク質の熱変畦温度に低下

させるためには効果的な手法である｡

30 40 50 60 70 80 90

温 度 (℃)

図3 直線的温度上昇法によるWPC134の濃度の変化に及ぼす
CaClZの影響

反応条件 :50mM lmidazole-HCl績番漉(pH6.0),

0-10rTIM CaCIz

試料.)餐 :1%

加熱速度 :2℃/分

-JI定ii革範朗 :30-95℃

図4はWPC-34の濁度変化に及ぼすカルシウムイオンおよびDTTの効果を示している｡還元試薬の
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DTTによりS-S結合を切断 してWPC-34の分子構

造を変化させると濁度上昇開始温度が65-55℃-,

最大濁度発生温度が79-69℃-と顕著に減少し,

wpc-34の場合はWPIに比較して含有される成分

30
.へ
tMO
9
9)

の分子構造の変化,とくに各成分の分子内構造の露 犠 0･2

出が著しく加熱凝集体形成を促進することが明らか ai

になった｡なお構造をほぐしてカルシウムイオンを 昏

添加してもWPIで観察されたような濁度発生温度

の変化は認められなかった｡このカルシウムイオン

による熱凝集温度の変化はWPIで得られた結果 7'

と同様に結合および遊離のカルシウムイオンの双方

がwpC-34の加熱凝集性に影響 したものと考えら

れる｡

3.加熱凝集性およびゲル物性

次に,加熱ゲル形成温度 80℃におけるWPC1

34ゲルの破断強度に及ぼすタンパク質濃度の影響

を検討した｡pH6･0で80℃ 30分間保持すると,タ

ンパク質濃度 6%で測定可能なゲルが形成 され,

8%で4g, 10%では5･5gのゲル強度を示した｡こ

れらの値は同様の加熱条件で測定したwpIの値よ

りは低かった6㌦ 次に筋肉構造タンパク質を溶液状 芯ヽ■■′
にしたミオシンBあるいはWPC-34単独標晶およ

{

びそれらの混合物の粘度変化を回転粘度計を用いて 据

測定した｡反応は筋肉構造タンパク質が溶液系で分

散状態を保てるように500mM 食塩が存在する高

イオン強度下で行い,加熱 (50℃,30分間)によ

る影響も検討した (図6)｡末加熱での測定ではミ

オシンB, WPC-34それぞれ単独および両者の混

合系ではそれぞれ4.3cp,1.3cpおよび2･3cpを示した｡

50℃で 30分間加熱す るとミオシン B,WPC-

34それぞれ単独および両者の混合系ではそれぞれ

3cp,3.25cpおよび 1.35cpの値を示 した｡この結果

30 40 50 60 70 80 90

温 度 (℃)

図4 直線的温度上昇法によるWPC134の雲度の変化に及ぼす

CaCIZおよびDTTの影響

反応条件 :50rnM lmidazole-HCl様衝漉くpH6.0),
0-10mNCaCl～

試料IJt度 :1%

加熱速度 :2℃/令

･)定三度範鍔 :30-95℃

1,Control; 2,+5mMCaCIz;

3,+～mH DTT; 4,+5mMCaC12およびZmMDTT

1〇%

くヽ4%一%

l 20 40 60 帥 100

空 車 (%)

図5 加熱WPC-34ゲルの破断強度に及ぼすタンJlク賞濃度の

影響

反応集件 :SOrnMlmidazole-HCl緩衝液(pH6.0)

加熱条件 :80℃,30分間

から,未加熱ではミオシンB単独標品がかなり高

い粘度を示すのに比較して,WPC-34は約30%程度の低い値を示している｡両者を混合するとほぼ中間の

値を示すようになった｡これは筋肉タンパク質の周りをホエータンパク質が取り囲むようにして存在し,筋

肉タンパク質に由来する高い粘度を低減させたものと想定される｡50℃ ,30分間加熱した場合にはミオシ
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ンB単独では未加熱と比較して,粘度が減少してい

るが,この原因は加熱により形成された凝集体が回 4
′~ヽ

転粘度計による測定時の負荷により壊されたためと き 3■ヽ-.Jl

思われる｡一方,ミオシンBおよびwpc-34の混合 鶴 2

系では加熱により両者の間に相互作用が起こりミオ 謹 1
シンB単独の場合よりは粘度を増加したものと考え ｡
られる｡

また,ミオシンBおよびwpc-34についてそのず

り速度とずり応力の履歴現象について測定した｡ま

ず,末加熱試料 (図 7)に関してはミオシンB単頚虫

ではわずかにチキソ トロピー的挙動 (時間に関係し

た軟化現象)を示し,ミオシンB標品中のミオシン

フィラメントやアクチンフィラメン トの会合が崩壊

するように作用したものと思われる｡以前の研究で

wpIはわずかにレオペクシー的挙動 (時間に関連し

た濃厚化現象)を示したが6',wpc-34単独標品に

ついてはチキソトロピーともレオペクシーとも判別

できなかった｡ミオシンBとwpC-34の混合系では

ミオシンB単独で観察されたチキソトロピー的挙動

が消失した｡この結果は,やはりホエータンパク質

が筋肉タンパク質の周りを取り囲み,ミオシンBに

由来するチキソトロピー的挙動を消失したことを想

定させる｡これは図 6で得られた結果とも一致して

いるO

次に,加熱試料 (図 8)に関しては, ミオシン

B単独標品では低速のずり速度の時に急激に粘度が

増加し,その後ずり速度の増加とともに一旦減少し,

さらにず り速度を増加させるとず り応力が滑らかに

上昇していくというパターンを示した｡この現象は

加熱によってゲル化の兆候を表したミオシンBがあ

る程度の高回転でその構造を崩してしまい,粘度の

低下を示すものと推定された｡また一旦ず り速度を

増加させて,その後低下させた時に観察されている

MB MB-WPC WPC

図6 Myosin BあるいはWPC-34単独壕品および混合劫の

粘度の変化

反応条件 :50rnM Lmidazole-HCJヰ衝漉くpH6.0),
500mHNaCl

加熱条件 :sot.30分

MB,Hyosin a (1%);

MB-WPC.Myosin a (I%)+WPC-34(暮%),I

WPC,WPC134 (I%)

01

(
N
∈
U
＼
a
u
AP
)
叫

諾

0 1 2 3

すり速度 (一og/≦ec)

図7 WPC-34あるいはMyosinB単独毒品および混合物のずり

応力とす tJ連荘のJE歴曲線

反応条件 :50mM Lmidazole-HCl接衝漉 (pH6.0),

SOOmM NaCI

MB,Myosjn B (I%):

MB-WPC,Myosin B (1%)+WPC-34 (I%);

WPC,WPC-34 (l%)

わずかな粘度の増加は,加熱ミオシンB中にまだ回転応力により崩壊しないような凝集体が残存している

ことを想定させる｡しか し,ミオシンBとwpC-34の混合系では,粘度の急激な変化は観察されず,滑ら

かな典型的なレオペクシー的挙動を示したo大豆タンパク質においてその粘度変化がレオペクシーからチキ

ソトロピー-と変化するのはゲル化の前兆を示すものであると想定されているが10',今回得られた結果か
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ら筋肉タンパク質とホエータンパク質が共存すると,加

熱によりゲル化の前兆を有した凝集体を経て,均一なゲ

ルが形成される可能性が示唆された｡

4.共沈法によるWPC-34と肪肉タンパク質の相互作用

各試料を一定加熱処理後遠心分離して上清と沈殿に分

け,それぞれに含まれる成分をSDS-PAGEにより分析し

た｡まず,40℃で30分間加熱して遠心した場合はミオシ

ンB, WPC-34単独標晶および子昆合物共に沈殿しなかっ

た (図9)｡70ccで30分間加熱すると (図 10)ミオシ

ンBのほとんどが沈殿し,WPC-34成分も約 10%が沈殿

するようになった｡両者の混合系ではβ-ラクトグロブ

リン (分子量 18,362)の約30%が,またα-ラクトアルブ

ミン (分子量 14,146)の約 55% が沈殿画分に移行した｡

90ccで30分間の加熱では (図11),WPC-34単独ではβ

-ラクトグロブリンおよびα-ラクトアルブミンのそれ

ぞれ約 60%および 45%が沈殿し,BSAや免疫グロブリ

ン系を含む30kDaより大きい高分子量の成分の殆どが沈

殿した｡またミオシンBとwpc-34の混合系ではβ-ラ

クトグロブリンの約85% ,α-ラクトアルブミン

の約95%が沈殿画分に移行した｡これらの結果よ

り,両タンパク質の共存系で加熱によりβ-ラク

トグロブリンやα-ラクトアルブミンの沈殿量が

著しく増加することは筋肉タンパク質とホエータ

ンパク質が相互作用して結合し沈殿ゲルマ トリッ

クス中に明らかに移行することを示している｡ さ

らにホエータンパク質単独標品の加熱ではβ-ラ

クトグロブリンがα-ラクトアルブミンよりも熱

変性Lやすかったが 12- 13㌦ 筋肉タンパク質との

共存系では単独系でβ-ラクトグロブリンよりも

熱変性に安定であったα-ラクトアルブミンの方

が筋肉タンパク質との結合量が顕著に増加するこ

とも明らかになった｡

(N
uJ
U
＼
a
U
J(P
)
y

謹

0 1 2 3

すり速度 (log′sec)

図8 加熱処耳WPC-34あるいはNyosin B斗独キ品および

混合物のす LJ応力とす LJ速Zlの且丘曲線

反応条件 :SOmH Imidazo(pH 6.0),
500mH NaCI

加払条件 :50℃.So☆

HB,Hyosinら (l%);

HB-WPC,Hyosin a (I鶴)+WPC-34(1鶴):

WPC,WPC134 ([%)

｢5up･｢｢ppL｢
▲▼至
=二号
二一
一■l

且胃こ●一三｢鐘

i-MHC-200kDA
- イ1-ActiELitl･100kDJI

- -Actin.42kD4

-- ･TM.34kDA

I LC･1･25kJ)A

- LC･2･18kD&
LC-3･16kJ)a

1 2 3 1 2 3 M

国9 加熱処理 (40℃) L.,たWPC-34およびHyosin BのSDS-

PAGEパターン

反応集件 ‥50mHJmLdazole-HCl■iF兼(pH6･0).500mHNaCt

加熊条件 :40℃.30分同 遠心分育 :5,000rpm,30分同

1.WPC-34+MyosinB; 2,WPC-34: 3:NyosinB;

M.マーカー(芯廉さ&): supl.上蓋議 ; ppt･･沈 JE

5.ソーセージのレオロジー特性

ソーセージの破断強度測定値に及ぼすwpc-34添加効果を調査するため_k原料肉の10%をwpC-34に置

換して,測定することにした｡図 12はポークソーセージの破断強度測定波形に及ぼすwpc-34添加の影響
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を測定した結果を示した例である｡豚肉とwpc-

34を10%置換 しても良好な破断強度を示す測定

波形が得られた｡またビーフソーセージの破断強

度に及ぼす wpc-34添加の影響を検討しても (図

13),破断強度が若干減少するが,良好なゲル強

度が測定された｡ポークおよびビーフソーセージ

の破断強度をそれぞれ 10の試料について測定した

結果を図 14に示した｡この結果から,ポークソー

セージではWPC-34添加による有意な差は認めら

れなかった｡一方,ビーフソーセージではWPC-
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匡=0 加熱処浸 (70℃)したWPC134およびHyoslnBのSDS-

PAGEJtターン

34を加えることで 12% 程度の加熱ゲルの破断強

度の低下が見られた｡wpCl34を添することで豚

肉,牛肉ともに加熱ゲルの破断強度のばらつきが

低減され,ホエータンパク質の添加によりより均

一なレオロジー特性を有する製品ができることが

判明した｡

6. WPC-34涛加ソーセージ試作品

次に,実際の試食用ソーセージの製造を豚肉あ

るいは牛肉,豚脂肪,水,澱粉,グルコース,キ

ュアリング製剤,ソルビン酸カリウム,白コショ

ウおよび wpc-34をそれぞれ 100, 6.5,23.5, 3,

0.5,1,0.2,0.2および3% の割合で添加し,サイレ 即 1

ン トカッターを用いて試作 した｡混合時間は

1,400rpm で約 2分間, 2,800rpm で約 1分間とした｡

混合終了時の肉温は約9℃であった｡混合した練

り肉は,速やかに塩蔵豚腸に詰め,スモークハウ

反応条件 :50mNlmidazole-HCl隷書液(pH6･0),500mHNaCl

加熱条件 :70℃.30分冊 遠心分ii:5,000rpm,30分Gl

1.WPC134+HyosinB; Z,WPC-34; 3:HyosinB:

M,マーカー(広原8線); sup･.上丑溝 : ppt.:洗 足

r- SuP･T
p
pL

一

三-
●

｢l
霊■
三一

｢

l
〓

i
･M召C-200kDtl
一･一q-Actinln･100kD&

-■■トActit)･42kDB
t 王-TM･34kI)■丁.一■ --LC･l･25kDB

ラ2雷雷 三 三LLcC:,2:1168kk,D:
1 2 3 1 2 3 M

加軌処耳 (90℃)したWPC-34およびMyoslnBのSDS-

PAGEパターン

反応条件 :50mMlrnldazoLe-HCl縞書法(pHら一o).500mMNaCl

加熱条件 :90℃,30分両 立心分ii:5,000rpm,30分間

1,WPC-34+HyosLnB: 2,WPCl34; 3:MyosinB:

H,マ-カー(応原線維); sup･.上丑讃 ･. ppt･;沈 良

スで乾燥 (50℃ ,20分間および 60℃ ,20分間),

スモーク (65℃ ,60分間)およびスチームボイル (75℃ ,40分間)を行い冷蔵庫中で冷却した｡図 15は

wpc-34を添加したポークソーセージ試作品のカラー写真を示している｡ (a) には対照と比較した全体写

真を (b)には切断面の写真を示した｡対照と同じか,それよりは若干良好な発色効果が認められ,きめの

細かいソーセージが作製できたOビーフソーセージについても同様の傾向が認められた (データ省略)｡真

空パックした試験試料を80℃で 15分間加温し,官能評価を行ったところ,テキスチャー特性や風味ともに,

対照とほとんど差異のないことが明らかになった｡

本研究の結果から,10%添加では多少のゲル強度の減少は見られるが,均一性が増し,テクスチャー特

性が改善された食肉製品が製造された｡また, 3% 添加では良好な官能特性を保持した,乳と肉の良質なタ

ンパク質を持ち合わせた栄養学的に優れた食品の製造が可能であったb

近年,欧米諸国では極力脂肪の摂取をひかえる傾向があり,日本でも脂肪摂取低減化思考が広まりつつあ
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る｡ホエータンパク質は脂肪代替品の一つでもあ

り,食肉製品への添加により脂肪含量低減化の試

みがなされている14- 15'｡本研究の結果もゲル化

能力を有するWPC-34を増量剤として肉製品に添 -～

加することにより,脂肪低減化の可能性が示唆し

ている｡

7.乳タンパク質の酵素処理による加水分解率の

測定

食品の安全性に対する関心が高まっている今日,

酵素による食品の改質,改良が見直されているO

辞素で分解する方法は,タンパク質の機能性向上

のための優れた方法であり,乳タンパク質ではそ

のアレルゲンの低減を目的に酵素処理が行われて

いる16'｡上記の様に今までにWPC-34標品の基

礎的諸性質について検討してきたが,今後さらに

wpc-34の有効利用の可能性を検討するために,

本標品の機能性の改善を試みる必要がある｡そこ

で予備実験として,限外ろ過膜により濃縮脱脂し

た濃縮脱脂乳を用いて,辞素処理の影響を検討し
■-ヽ

たo使用される辞素にはエンド型プロテアーゼ -q 45.

(ポリペプチド鎖内部のペプチド結合を切断)や {

エキソ型ペプチダーゼ (ポリペプチド鎖の端から た 300

アミノ酸を切断)がある｡今回はェンド型プロテ

アーゼおよびエキソ型ペプチダーゼ/エンド型プ

ロテアーゼ複合辞素の3種類の酵素A,FおよびT

辞素を用いて検討し,濃縮脱脂乳のタンパク質加

水分解率の経時変化をSDS-PAGEにより検討し

た (図 16-18)0 3種類の酵素により乳タンパ

ク質の分解様式がかなり異なるがwpC-34の主要

成分であるβ-ラクトグロブリンやα-ラクトア

ルブミンも酵素によってはかなり分解の進行が認

められ,WPC-34の酵素処理による機能性改質の

可能性が示唆された｡

⑳ 故斬点

l

CotltroA ◆ PC-34(

/ V 『

0 20 40 60 80 100

空 車 (%)

固12 ポークソーセージの破断襲度測定波形に及ぼすWPC-34

番加の影響

Control,拝内 (100%) ;
十WPC-34,豚肉(90%)とWPC-34(10%)

⑳ 楓繭点

r CO LLtf ハ

+WPC-34

辛 ＼

＼

0 20 40 60 80 100

正 平 く%)

図13 ビーフソ-セージの椴韓強まに及ぼすWPC-34の藩加の

影響

Control,牛肉(100%) ;
十WPC-34,牛肉(90%)とWPC-34(10%)

今後は,機能性を改質したwpc-34の諸性質の把握や食品-の応用を検討する必要がある｡また,

wpc-34標品からの各種タンパク質成分の分画を試みるとともに,それらの中に存在する可能性がある生体

調節機能物質の検索についても検討していきたいO
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1. 日 的

近年､ホエータンパク質製品の輸入拡大が求められ､その利用拡大につながる具体的､かっ効果的な利用

方法の試験開発が必要とされている｡そこで前回､すでに輸入が始まっているタンパク質含量が34%のホエー

タンパク質濃縮物 (WPC-34)に焦点をあてて､その製品の基本的な特性の把握を行 った｡その結果､

WPC-34単独標品は優れたゲル形性能を保持 し､肉製品への添加実験では､良好なテクスチャー特性を有

し､さらに官能特性の好ましい食肉製品が製造された｡このようにWPC-34はそれ単独でも十分に利用で

きることが明らかになったが､さらに機能性の改善を行い､より効果的な利用方法を探索することにした｡

そこで今回は､各種酵素処理によるWPC-34製品の機能性の改質を試みたので得られた知見を報告する｡

2.実験方法

WPC-34標品を トリプシンや新 しく食品産業用に開発されたフレーバーザイムおよびアルカラーゼを用

いて酵素分解を試みた｡各種酵素による分解率は酵素反応後の溶液に､冷却 した トリクロロ酢酸 (TCA)

溶液を終濃度が5%になるように添加 して30分間放置後､12,000rpmで40分間遠心 して得られた上清画分の

吸収 (280nm)を測定することにより求めた｡試料の加熱に伴う濁度変化は直線的温度上昇法により測定し

た｡酵素分解標品の分解様式は高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)による分析や電気泳動法によるタン

パク質成分の分子種や分子量の同定により検討 した｡さらに､酵素分解製品を添加 した食肉製品 (ソーセー

ジ)の破断強度の測定や試食評価 も行った｡また､WPC-34酵素分解調整品によるソーセージの発色試験

も検討 した｡

3.結果および考察

一般的にホエータンパク質濃縮物 (WPC)は溶解性が低いことが負の要因と考えられ､WPC-34標品 も

同様の傾向が認められるが､本研究の結果から､酵素処理はWPCの溶解性を高め利用性を向上させること

が認められた｡

次に､豚肉を用いてソーセージを作製 し､原料肉の10%のWPC酵素分解物 (フレーバーザイムおよびア

ルカラーゼの混合分解物)を添加 してレオロジー特性を測定 したところ､酵素分解ホエータンパク質の添加

により､より均一なレオロジー特性を有する食肉製品を製造できることが明らかになり､高齢者の岨噂機能

にあった食肉製品の製造も可能となった｡

さらにーWPC-34の酵素分解物を食肉製品製造の際に添加すると､亜硝酸塩の使用量を減少させて､効

果的な発色促進および保色作用が認められ､天然由来物の発色助剤の開発が示唆された｡

以上q)結果から､ホエータンパク質を酵素処理することにより､ホエータンパク質が本来有 している必須

アミノ酸バランスに優れ､栄養性も十分に持った､ しかも新たな機能性が付与されて付加価値の向上 した､

新規な乳肉製品製造の可能性が高まった｡
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1. 日 的

近年､ホエータンパク質製品の輸入拡大が求められ､その利用拡大につながる具体的､かっ効果的な利用

方法の試験開発が必要とされている｡ホエータンパク質製品の機能性改善に関する研究を現在まで進めてき

たが1～6)､前回はすでに輸入が始まっているタンパク質含量が34%のホエータンパク質濃縮物 (WPC-34)

に焦点をあてて､その製品の基本的な特性の把塩を行った7･8)｡その結果､WPC-34単独標品は優れたゲル

形性能を保持 し､肉製品への添加実験では､良好なテクスチャー特性を有し､さらに官能特性の好ましい食

肉製品が製造された｡このようにWPC-34はそれ単独でも十分に利用できることが明らかになったが､さ

らに機能性の改善を行い､より効果的な利用方法を探索することにした｡

食品産業において､酵素は従来から醸造 ･発酵食品をはじめとした様々な食品と深いっながりをもってき

た｡近年はバイオテクノロジーの発展により､新 しい酵素がいくつか開発されている｡

そこで今回は､新 しい食品用の酵素も含む各種処理によるWPC-34製品の機能性の改質を試みたので得

られた知見を報告する｡

2.実験方法

1) 実験材料

WPC-34は農畜産業振興事業団より提供 していただいた｡ ソーセージ製造用の原料肉は豚肉のモモの部

位を使用した｡

2) WPC-34の各種酵素による加水分解

(1) 使用した辞素

(a) トリプシン;トリプシンはタンパク質のアルギニンとリシンのC-末端側を切断するエンド型プロテ

アーゼである｡

(ら) フレーバーザイム ;フレーバーザイムは中性あるいは弱酸性下でタンパク質を加水分解させるために

開発されたカビ起源の酵素製剤である｡すなわちェンド型プロテアーゼとェキソ型プロテアーゼの両活

性を有する複合酵素である｡

(C) アルカラーゼ ;アルカラーゼはすべての種類のタンパク質の加水分解のために開発された非常に効率

の優れた細菌プロテアーゼである｡その主要な酵素成分はサブティリシンAであり､活性中心はセリン

のエンド型プロテアーゼである｡

(2) 酵素処理方法

WPC-34原液は､それを10%濃度になるように蒸留水に溶解 して8,000rpmで30分間遠心後その上清画分

を試料とした｡3種蛾の酵素は溶液状態になるように溶解 して､タンパク質濃度を測定 して使用 した｡酵素

反応条件はWPC134を20mg/ml濃度になるように添加 して､20mM Imidazole-HCl緩衝液でpHを調整

して反応させた｡ トリプシンは37cc､pH7.5で､フレパーザイムおよびアルカラーゼは50℃､pH6.5で反応
させた｡酵素反応の停止は酵素の阻害剤であるPMSF(PhenylmethylsulfonylFluoride)を添加 して反

応を停止させる方法と､実用性を考慮に入れて､90℃で20分間加熱して酵素を失活させる方法の両方で検討
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した｡さらに肉製品 (ソーセージ)への添加用の酵素分解物の調製は10%WPC-34の水溶液を65℃で30分

間低温殺菌し､50℃にした後にフレーバーザイム (0.042%)とアルカラーゼ (0.02%)を添加 して擾拝さ

せながら分解した｡ 5時間後および24時間後に90℃で20分間加熱 し､酵素を失活させて凍結乾燥を行った｡

3) 酵素処理による分解率の測定

酵素による分解率は酵素反応後の溶液に､冷去口した トリクロロ酢酸 (TCA)溶液を終濃度が5%になる

ように添加 して30分間放置後､12,000rpmで40分間遠心 して得られた上清画分の吸収 (280nm)を測定する

ことにより求めた｡

4) 濁度の測定

試料の加熱に伴う濁度変化は直線的温度上昇法9)により測定 した｡すなわち､島津UV-2400PC型自記

分光光度計に温度制御電源部と温度プログラマーSPR-8型を接続 し､それぞれの溶液の入ったセル中の

温度を1分間に2℃ずつ継続的に上昇させるようにセットした｡そして､それぞれの試料について30-95℃

まで660nmの吸光度を測定 した｡

5) 高速液体クロマ トグラフィーによる分析

高速液体クロマトグラフィー (HPLC)による分析はTSKgelG2000SWxLカラム (7.8mmⅠ.D.x30cm)

をWatersのLCModulel型の高速液体クロマトグラフィー装置に接続 して､溶出液として0.1%TFA+45

%アセ トニトリルのinmobilephaseで分析 した｡

6) 電気泳動

タンパク質成分の分子種や酵素分解の程度は､2種類の ドデシル硫酸ナ トリウムポリアクリルアミドゲル

電気泳動法 (SDS-PAGE)により同定した｡即ち､一つはLaemmliの方法10)で､アクリルアミド濃度7.5

-17.5%のブラジェントゲルでスラブ型の泳動槽を用いて行った｡ゲルバンドの染色はC.B.B.(Coomassie

BrilliantBlueRl250)により行った.もう一つは低分子量の成分の分画に適しているトリシンシステム11)に

よりミニゲルを用いて行った｡ゲルバンドの染色は感度の高い銀染色法を用いた｡

7) 食肉製品 (ソーセージ)の破断強度の測定および試食評価

豚肉100gに15gの水と食塩1.5%､0.3%リン酸塩､香辛料0.2%､砂糖 1%､馬鈴薯澱粉 3%添加 して､

およびWPC-34あるいはその酵素分解物は10g添加してスピードカッターでホモジナイズした｡塩蔵豚腸

に詰めた後､スモーク-ウスで乾燥 (65℃､10分間)､スチームボイル (73℃､20分間)およびスモーク

(65℃､15分間)した｡調製 したソーセージ試料の破断強度を山電RE-33005型クリープメーターにより測

定した｡さらに試食評価を7人のパネラーにより行った｡

8) WPC酵素分解物によるソーセージの発色試験

豚肉100gに15gの水と食塩 2%を加え､亜硝酸Naの添加量を0､17､85ppmと変化させてWPC酵素分

解物を10g添加してケーシングに充填 し､実験7)と同様の方法でソーセージを製造 した｡ ソーセージ切断
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面のカラー写真を撮影すると共に､発色の程度はMinolta分光削色計により測定した｡

3.結果および考察

本研究で用いたホエータンパク質濃縮物 (WPC-34)の一般化学組成は前回報告 したようにタンパク質

含量が約34%､脂肪3.9%､灰分6.7%､水分4.7%､乳糖50.8%であり､現在までに､ホエータンパク質濃縮

物 (WPC)およびホエータンパク質分離物 (WPI)に関する研究を遂行してきた標品に比べるとタンパク

質含量が少なく､乳糖がかなり多く含まれている7)｡ しかし､ホエータンパク質の主要成分の割合はタンパ

ク質含量の違いによっては､大きな差異はなく､ β-ラク トグロブリン (β-Lg)とα-ラクトアルブ

(α-La)がそれぞれタンパク質中の60%および20%を占めており､その次に血清アルブ (BSA)含量が多

く､その他にラクトフェリンや免疫グロブリン､その他の成分が含まれていた｡撞く最近の研究でも酵素に

よるホエータンパク質の機能性改善の試みがなされている12113)｡今回の酵素による分解は主 としてβ-ラ

クトグロブリン､α-ラクトアルブおよびBSAを各種酵素で分解することである｡

そこで､大きく分けて4つの実験を設定して検討することにした｡

1) 各種酵素処理によるWPC-34の限定分解物の性状 (PMSF添加による酵素反応停止)

この項の実験では､酵素反応をすべて正確に停止するために､酵素の阻害剤であるPMSF添加により得ら

れた結果を示 した｡

まず､図1にWPC-34の加水分解率に及ぼす各種酵素処理の影響を示した｡ トリプシン､ フレーバーザ

イム､アルカラーゼの順に加水分解率が増加することが認められた｡

(%
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酵素処理時間 (min)

図 1 WPC-34の加水分解率に及ぼす各種帯素処理の影響

WPC-34濃度 ;20mg/ml

群素濃度 ,A0.4mg/ml
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加水分解物の分子量分布をHPLCにより分析した｡使用したカラムは低分子量成分の分画に適 しているゲ

ルろ過カラムを用いて､一般的な逆相カラムクロマトグラフィーに使用される溶媒系でペプチドの分析を行っ

た｡ その結果､酵素処理に伴って､カラムから溶出してくる時間が長くなるピークのバンドが現れ､またそ

の量が増加することが明らかになった｡カラムから溶出してくる時間が長くなるほど低分子量化 していると

考えられることから､ トリプシンおよびフレーバーザイムで120分間処理した場合には､酵素による分解が

進行していることを示している｡その分解の程度はトリプシンよりもフレーバーザイムで大きいことが認め

られた (図2)｡同様にアルカラーゼ処理によっても酵素処理による低分子量化が観察され､さらに酵素処
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時 間 (min)

08060402

図2 WPC-34の トリプシンあるいはフレーバーサイム処理試料のHPLC分析

カラム ;TSKgelG2000SW,7.8mmLD.×30cm
溶出液 ニ0.1%TFA+45%アセ トニ トリル
流速 :0.2ml/min

理時間の増加に伴った､酵素分解の進行も認められた(図3).図4には各種酵素処理隼よるWPC-34の分-qヽl′I
解の経時変化を示すSDS-PAGEパターンを示 した｡低分子量成分の検出が可能な トリシンシステムにより

行った｡ トリプシン処理により､β-Lgより高分子量の成分が酵素反応 5分ですでに分解することが認め

られたが､β-Lgそのものの大きな分解は観察されなかった｡ しかし､120分間の処理ではα-Laのわず

かな減少が観察された｡フレーバーザイム処理では60分間や120分間の処理で明瞭なα-Laの減少が認めら

れた｡アルカラーゼ処理ではさらにa-Laの分解は進行 し､120分間処理ではバンドの染色は不明瞭になっ

てきた｡また､β-Lgについてもかなり分解によるバンドの量の減少が認められた｡

酵素処理標品の熱凝集性を調べる目的で､直線的温度上昇法によるWPC-34の濁度変化に及ぼすアルカ

ラーゼ処理の影響を検討 した (図5)｡前回も本方法により検討 しているが7)､その際は日立の分光光度計

を用いてタンパク質濃度10mg/mlで検討を行った｡今回は分光光度計が異なり､測定感度が大幅に上昇 し

たために､3mg/mlの低濃度溶液で検討 した｡ しかし､温度上昇に伴う蘭度の増加パターンには差異は認
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図3 WPC-34のアルカラーゼ処理試料のHPLC分析
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図4 各種帯未処理によるWPC-34の分解の経時変化を示すSDS-PAGEバターン(トリシンシステム)
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図5 直線的温度上昇法によるWPC-34の濁度の変化に及ぼすアルカラーゼ処理の影響

測定条件 ;50mMlmidazole-HCl緩衝液 (pH6.0)

試料濃度 ;3mg/ml

加熱速度 ;2℃/分

別定温度範囲 ニ30-95oC

められず､ほぼその傾向は変化がなかった｡アルカラーゼ処理の時間経過に伴って､商度の上昇開始温度に

差異は認められないが､最大濁度の値が酵素処理に伴って低下することが明らかになった｡図6にはトリプ
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図6 直線的温度上昇法によるWPC-34の濁度の変化に及ぼす トリプシン､

7ルカラーゼおよびフレーバーサイム処理の影響

反応条件 ;50mMlmidazole-HCl緩衝液 (pH6.0)

試料濃度 ,I3mg/m一

加熱速度 ;2℃/分

別定温度範囲 :30-95oC
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シン (T-120)､フレーバーザイム (F-120)およびアルカラーゼ (A-120)で120分間処理した標品の値を示

している｡対照に比較していずれも最大濁度の値が減少し､その傾向はトリプシンが中間で､7ルカラーゼ

およびフレーバーザイムに関してはそれらの値はかなり低くなった｡このように酵素処理により､最大濁度

が減少する傾向がみられることは､酵素による極めて限定的な加水分解でも､加熱による凝集性を変化させ

ることが明らかになった｡

2) 各種酵素処理によるWPC-34の限定分解物の性状 (加熱処理による酵素反応停止)

実用的な食品への酵素処理を念頭にいれて､酵素反応の停止を酵素阻害剤のPMSF添加ではなくて､90℃

で20分間の加熱により酵素反応を停止させた.図7および8には､ トリプシン処理による分解のSDSI

PAGEパターンを示 した｡0.5mg/mlの酵素濃度では顕著な分解は観察されないが､1mg/mlになると

酵素処理2分間でBSAは全て分解し､β-Lgおよびα-Laも徐々に減少する傾向が認められた｡フレーパー

ザイム処理によるWPC-34の分解の経時変化を図9および図10に示した｡0.5mg/mlのフレーバーザイム

添加でβ-Lgのかなりはやいバンドの減少が見られ､1mg/mlの添加では分解 2分間で矢印で示 したバ

ンドが出現してきた｡また､30分間の処理ではぼ完全に分解が進行した｡アルカラーゼ処理によるSDS-PA

GEパターンでも0.1mg/mlの小量の酵素の添加で､フレーパーザイムと同様に矢印に示す低分子量の領域

のバンドが認められた (図11)00.5mg/mlの酵素処理では非常に急速にタンパク質成分の分解が進み､特

にβ-Lgは2分間の処理で完全な分解が認められた (図12)o トリプシンとフレーバーザイムおよびアル

カラーゼは反応温度も反応pHも異なり､また純度も異なるために比較はできないが､本実験の条件で比較

すると､ トリプシンよりもフレーバーザイムおよびアルカラーゼの方がWPC-34の分解には効果的であっ

た｡最初の実験系では辞素阻害剤PMSFの添加で反応を停止させたために､限定分解の様式を呈している｡
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この項では､酵素反応後90℃に温度を上昇させて反応を停止させるために､特に温度上昇過程で残存酵素に

よる酵素分解が進行する可能性もあり､PMSF添加による酵素反応の停止よりも加熱による酵素反応の停止

の方が､WPC-34の分解より進行したものと考えられる｡

3) フレーバーサイムおよびアルカラーゼ処理によるWPC-34分解物の性状

上記の実験では各酵素を単独で使用したが､以下の実験では酵素分解が速いフレーバーザイムおよびアル

カラーゼを混合して使用し､酵素分解物をある程度量的に必要とすることから､大量の反応系で行った｡

酵素反応は10% (100mg/ml)のWPC-34溶液に0.042% (0.42mg/ml)のフレーバーザイムと0.02%

(0.2mg/ml)のアルカラーゼを混合して同時添加し､加水分解率を求めたところ､5時間で約50%､24時

間で90%以上の分解が認められた (図13)0

HPLC分析で5時間の混合酵素処理でコントロールに見られたピークはすべてなくなり､カラムからの溶

出が遅れてくるバンドが沢山出現した｡さらに24時間の加水分解では､カラムからの溶出時間が約47分の非

常に小さなペプチドと思われるピークが主要なバンドを占めるようになった (図14)｡

図15にはフレーバーサイムとアルカラーゼ同時処理によるWPC-34の分解の経時変化のSDS-PAGEパター

ンを示 した｡BSA､β-Lgおよびα一Laは､5時間処理ですべての分解が進行 していることが認められ

たOさらに24時間処理では染色試薬のC.B.B.で染まるバンドが殆ど消失していた｡ トリシンシステムで電気

泳動 し､銀染色によりバンドを染色すると､フレーバーザイムとアルカラーゼ同時処理により5時間分解す

ると､矢印に示した分子量7.OkDa～7.8kDaの新たなバンドが出現していた (図16)0
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(トリシロシステム)

24時間処理では､ トリシンシステムで電気泳動 し､銀染色によりバンドを染色 しても明瞭なバ ンドは観察

されなかった｡ この結果は､おそらく様々な分子量の小さなペプチ ドが混在 していることを予想させる｡

フレーバーザイムとアルカラーゼ同時処理により得 られた分解物の加熱による濁度変化を直線的温度上昇

法により検討 した (図17)｡ コントロールで南度の発生が明瞭に分かる5.0の低 いpHの条件で検討 したが､
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反応条件,･50mMlmidazoje-HCl緩衝液 (pH5.0)

試料速度 ;3mg/mJ
加熱速度 ;2℃/分

別定温度範囲 :30-95℃

5時間および24時間共に海産の発生は認められなかった｡このことは､本実験条件下のタンパク質濃度では､

分散 している加水分解ペプチドは加熱により互いに凝集しないことを示唆している｡一般的にホエータンパ

ク質濃縮物 (WPC)は溶解性が低いことが負の要因と考えられるが､WPC-34標品も同様の傾向が認めら

れることから､酵素処理はWPCの溶解性を高め､利用性を向上させるものと考えられる｡

4) フレーパーザイムおよびアルカラーゼ処理によるWPC-34分解物の機能性

次に､実際の試食用ソーセージの製造を豚肉を用いて作製 し､原料肉の10%のWPCあるいはWPC酵素分

解物を添加してレオロジー特性を検討した｡

いずれも8サンプルの測定から得られた値を統計処理 して求めたものである｡まず､破断応力に及ぼす酵

素分解物添加の影響を検討した結果､破断応力はコントロールと5時間の酵素処理分解物添加との問に殆ど

差異は認められないが､24時間処理分解物を添加すると､破断応力の低下が認められた (図18)｡破断エネ

ルギーに及ぼす影響でも破断応力の結果とほぼ同じ傾向が認められ､24時間の酵素処理ではコントロールに

比較 して､その値のかなりの低下が認められた (図19)｡さ･らに測定値のばらつきが著 しく減少することが

明らかになった｡歪率の結果も同様の傾向が観察された (図20)｡これらの結果から､酵素分解ホエータン

パク質の添加により､より均一なレオロジー特性を有する食肉製品の製造ができるものと考えられる｡また､

長時間の酵素処理分解物の添加では､高齢者の岨嘱機能に適合した食肉製品の製造にも貢献する可能性が認

められた｡
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アルカラーゼ同時処理WPC-34分解物添加の,影響

7人のパネラーによる試食では､酵素分解物の添加は10%とかなり多量に添加しているにもかかわらず､

好評であった｡今後はさらに詳細な官能検査を実施する予定である｡

現在､食肉製品製造に際しては､商品価値を高め購買意欲を出すために､赤み色を増し､それを保持する

添加剤として亜硝酸塩が使用されている0-万､亜硝酸塩は発癌物質 (ニトロソアミン)を生成する可能性

があることが兄いだされ､その使用をできるだけ抑制するべきであると指摘されているO一部には､亜硝酸

塩無添加の製品も製造されているが､商品の棚持ち寿命は短く､また完全なコールドチェインの流通システ
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ポークソーセージの発色効果

ムが必要なこともあり､まだ多くの問題点が残されているoある程度の食味をそそるためにも発色､保色効

果を保つことは重要と考えられる｡

そこで､亜硝酸塩の使用量を減少させて､効果的な発色促進および保色作用のある､天然由来物の発色助

剤の開発が望まれている｡

図21はポークソーセージの発色に及ぼす酵素処理分解物の効果を示したカラー写真である｡また､図22に
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図22 フレーバーサイムと7ルカラーゼ同時処理WPC-34分解物添加の

ポークソーセージのa値に及ぼす効果

は分光測色計により測定したa値 (赤み)を示した｡これらの結果から､亜硝酸塩無添加でもWPC-34の

酵素処理分解物を添加すると赤みを増す傾向があり､亜硝酸Na含量が17ppmでも酵素分解物を添加すると､

亜硝酸Naのみを85ppm添加した時以上に赤みが促進することが認められた｡

以上の結果から､ホエーンバク質を酵素処理することにより､ホエータンパク質が本来有している､必須

アミノ酸バランスに優れた､栄養性も十分に持った､しかも新たな機能性が付与されて付加価値の向上した

新規な乳肉製品製造の可能性が高まった｡

今後は､さらに酵素分解物中に含まれる肉製品の発色促進物質の検索と､その発色促進機構の解明が早急

に望まれる｡また､酵素分解と同時に乳酸発酵による製品の改質をてがける予定である｡
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目 的

ホエータンパク質製品の効果的な利用法の開発を目的に､タンパク質含量が34%のホエータンパク質濃縮

物 (wpc-34)に焦点をあてて､その製品の基本的な特性の把塩を行ってきた｡その結果､wpc-34単独

標品は優れたゲル形性能を保持し､肉製品へ添加すると､良好なテクスチャー特性を有し､さらに官能特性

の好ましい食肉製品が製造された｡このようにWpC-34はそれ単独でも十分に利用できることが明らかに

なったが､さらに酵素処理により機能性の改善を行った｡辞素分解ホエータンパク質製品を豚肉ソーセージ

に添加するとレオロジー特性を改善し､さらに､亜硝酸塩の使用量を減少させても効果的な発色促進および

保色作用が認められる製品ができることから､wpc-34を酵素処理すると乳タンパク質から調製される天

然物由来の発色助剤開発の可能性が認められた｡

そこで今回は､さらに酵素処理についても検討を進めると共に乳酸発酵も行うことにより､wpc-34製

品のさらなる機能性の改善を試みたので得られた知見を報告する｡

実験方法

wpcl34標品をフレーバ-ザイム､アルカラーゼおよびトリプシンを用いて酵素分解を行った.一部の

試料は酵素分解の後､乳酸発酵を行った｡各種酵素による分解率は､酵素反応後の溶液にトリクロロ酢酸

(TCA)溶液を添加するTCA沈殿法により求めた｡酵素分解標品の分解様式は､高速液体クロマトグラフィー(H円上)

や電気泳動法を用いてタンパク質成分の分子種や分子量を同定することにより検討した｡酵素分解および酵

素分解 ･乳酸発酵製品を添加したソーセージの破断強度の測定や､それらの添加によるソーセージの発色試

験も行った｡さらに､それらの生体防御促進効果についてもマクロファージの貧食能を指標に求めた｡

結果および考察

wpc-34を酵素処理するとwpcの負の要因と考えられている低い溶解性を改善する効果が認められた｡

また､酵素分解標品は低分子化してもゲル化剤として必要な､ある程度の表面疎水性を有していた｡豚肉を

用いて原料肉の10%のWPC酵素分解製品 (フレーバーザイムおよびアルカラーゼの混合分解物)あるいは

酵素分解 ･乳酸発酵製品を添加してソーセージを作製しレオロジー特性を検討したところ､レオロジー特性

が均一な破断強度の低下した製品が得られ､.高齢者の阻噛機能に優しい食肉製品を製造できることが明らか

になった｡次いで食肉製品を製造する際に､WpC-34の酵素分解製品あるいは酵素分解 ･乳酸発酵製品を

添加すると､亜硝酸塩の使用量を減少しても､それらの製品は効果的な発色促進および保色作用を有してい

た｡この事は天然物である乳由来の肉製品の発色助剤が製造できる可能性を示唆している｡さらに､WPC

-34にはマクロファージの貧食能を活性化させる因子が存在し､その活性化能は酵素処理により高められこ

とや､添加濃度依存性も認められた｡

以上の結果から､ホエータンパク質を酵素処理や乳酸発酵することにより､ホエータンパク質が本来有し

ている必須アミノ酸バランスに優れて栄養価値が高く､しかもレオロジー特性も改善される製品が得られた｡

さらに､亜硝酸塩を低減させても良好な発色を示すとともに､生体防御機能を向上させるような付加価値が

著しく付与された新規な乳肉製品製造の可能性が示唆された｡
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1 日的

ホエータンパク質はチーズやカゼイン製造時の副産物として得られる乳中のタンパク質であり､高い栄養

価とゲル化性､気泡性､乳化性､保水性を有していることから､優れた食品用ゲル化剤あるいは増粘安定剤

であると考えられている.現在まで私共は､比較的タンパク質含量の高いホエータンパク質濃縮物 (wpc)

やホエータンパク質分従物 (WPI)についそ､それらの基本的な性状の把握や機能改善に関する研究を行っ

てきた卜6'｡近年､日本国内-のホエータンパク質製品の輸入拡大が求められ､しかもタンパク質含量が低

く品質が劣ると考えられている製品の輸入量が増えてきたことから､それらの製品の効果的な利用法の開発

が必要となってきた｡そこで､それらの製品の利用拡大につながる付加価値が高められた製品の開発を目的

に､タンパク質含量が34%のホエータンパク質濃縮物 (wpc-34)に焦点をあてて､その製品の基本的な

特性の把握を行ってきた｡その結果､wpc -34単独標品は優れたゲル形性能を保持 し､肉製品へ添加する

と､良好なテクスチャー特性を有し､さらに官能特性の好ましい食肉製品が製造された7･81｡ このようにWPC

-34はそれ単独でも十分に利用できることが明らかになったが､さらに酵素処理により機能性の改善を行っ

たO酵素分解ホエータンパク質製品を豚肉ソーセージに添加するとレオロジー特性を改善し､さらに､亜硝

酸塩の使用量を減少させても効果的な発色促進および保色作用が認められる製品ができることから､天然物

由来の発色助剤開発の可能性が認められた9-L2㌧

そこで今回は､さらに酵素処理を検討 し乳酸発酵も行うことにより､wpc134製品のさらなる機能性の

改善を試みたので得られた知見を報告する｡

2 実験方法

1)実験材料

wpcl34は農畜産業振興事業団よりご提供いただいた｡ソーセージ製造用の原料肉は豚肉のモモの部位

を使用した｡

2)WPC-34の各種酵素による加水分解

(1)使用した酵素

(a)フレーバーザイム ;フレーバーザイムは中性あるいは弱酸性下でタンパク質を加水分解させるために

開発されたカビ起源の酵素製剤である｡すなわちエンド型プロテアーゼとエキソ型プロテアーゼの両活

性を有する複合酵素である｡

(b)アルカラーゼ ;アルカラーゼはすべての種類のタンパク質の加水分解のために開発された非常に効率

の優れた細菌由来のプロテアーゼである｡その主要な酵素成分はサブティリシンAであり､活性中心

はセリンのエンド型プロテアーゼである｡

(C) トリプシン;トリプシンはタンパク質のアルギニンとリシンのC-末端側を切断するエンド型プロ

テアーゼである｡

(2)酵素処理方法

wpc-34を100/o濃度になるように蒸留水に溶解 して8,00Orpmで30分間遠心後その上清画分を試料とし
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た.3種類の酵素は溶液状態になるように溶解して､タンパク質濃度を測定して使用したO辞素反応条件

はwpC-34を20mg/ml濃度になるように添加して､20TTIMlmidazole-HCl緩衝液でpHを調整した07レバー
ザイムは50℃でpH7.0､アルカラーゼは50℃でpH7.5､ トリプシンは37℃でpH7.5の条件下で反応させた｡

辞素反応は酵素の阻害剤であるpMSF(PhenylmethylsulfonylFluoride)を添加して停止させた｡さらに肉

製品への添加実験や生体防御促進効果を検出するために､10%濃度のWPC-34の溶液を65℃で30分間低

温殺菌し50℃にした後に､フレーバーザイム (0.042%)とアルカラーゼ (0.02%)を添加して撹拝させな

がら分解したO実用性を考慮に入れて､1時間後､5時間後および24時間後に､90℃で20分間加熱して辞

素反応を停止させ､凍結乾燥を行った｡

3)酵素分解製品のエタノール沈殿による可溶化処理

wpc-34の水溶液にフレーバーザイム (0.042%)とアルカラーゼ (0.02%)の辞素を同時に添加して50℃

で5時間分解した製品に対 して､等量のエタノールを添加 して沈殿 してくる成分を5,000回転で20分間遠心
分推することにより不溶物を除去した｡

4)酵素分解製品の乳酸発酵

フレーバーザイムおよびアルカラーゼで5時間酵素処理後の試料に､L.burgaricus,Lhelveticusおよびstr.

山emophilusの各乳酸菌をそれぞれ1%接種し､37℃で6時間発酵させた｡その後､80℃で20分間加熱して

乳酸菌を失活させて凍結乾燥を行った｡

5)酵素処理による分解率の測定

酵素による分解率は､酵素反応後の溶液に冷却 した トリクロロ酢酸 (TCA)溶液を､終濃度が5%になる

ように添加して30分間放置後､12,000rpTTlで40分間遠心 して得られた上清画分の吸収 (280nm)を測定する
ことにより求めた｡

6)高速液体クロマ トグラフィーによる分析

高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)による分析は､TSKgelG200OSWXLカラム (7.8m Ⅰ.D.x30cm)を

watersのLCModulel型の高速液体クロマ トグラフィー装置に接続 して､溶出液として0.1%TFA+45%ア

セ トニ トリルのイソクラティツク溶出法で分析した｡

7)電気泳動による分析

タンパク質成分の分子種や酵素分解の程度は､2種類の ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル

電気泳動法 (SDS-PAGE)により同定 した｡即ち､一つはLaemmliの方法13'で､アクリルアミド濃度7.5-

17.5%のグラジュントゲルでスラブ型の泳動槽を用いて行った｡ゲルバンドの染色はC.a.B.(CoomaSSie

BrilliantBlue良-250)により行った｡もう一つは低分子量の成分の分画に適 しているトリシンシステム14)に

よりミニゲルを用いて行った｡ゲルバンドの染色は感度の高い銀染色を行った｡また､NileRed(NileBlue

AOxazone)による染色法15'により､疎水性のバンドを検出した｡
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8)豚肉ソーセージの破断強度の測定

豚肉100gに15gの水と食塩1.5%､0.3%リン酸塩､香辛料0.2%､砂糖 1%および馬鈴薯澱粉3%を添加

し､スピードカッターでホモジナイズした｡WPC-34あるいはその酵素分解製品は豚肉と置換 して10g添加

した｡それらのソーセージミックスを塩蔵豚腸に詰めた後､スモークハウスで乾燥(65℃､10分間)､スチー

ムボイル (73℃､20分間)およびスモーク(65℃､15分間)し､山電のRE-33005塑クリープメーターにより

破断強度を測定した｡

9)豚肉ソーセージの発色試験

豚肉100gに15gの水と食塩2%を加え､亜硝酸Naの添加量を0､20､85ppmと変化させてWPC-34辞

素分解および酵素分解 ･乳酸発酵製品を豚肉と置換して10g添加しケイシンダに充填後､実験8と同様の方

法でソーセージを製造したQソーセージ切断面のカラー写真を撮影するとともに発色の程度はミノルタ分光

測色計cM-508dにより測定した｡

10)マクロファージの貧食能の測定

マウス由来マクロファージ様細胞株J771A.1(理研細胞開発銀行)を使用 し､5%牛胎児血清を含むRPM1

-1640培地で5xlOScells/mlの濃度になるように懸濁後､滅菌済みカバーグラスをあらかじめ入れたディッ

シュに移した｡濃度を調整した検査試料を添加 して､CO2濃度5%のインキュベーター中にて37℃で20時間

培養し､MolecularProbes,Inc.より購入した蛍光ラテックスビーズをlxlO7個/mlの割合になるように添加し

て2時間培養した｡培地を除去し洗浄後､カバーグラスを取 り出してメタノールで固定した｡ジクロロメタ

ンで細胞外のビーズを溶解 し､グリセロールでスライ ドグラスに封入後､ニコン蛍光顕微鏡 vFD-TRを用

いて付着している細胞数およびそれらに取 り込まれているビーズの数を測定した｡マクロファージの貧食能

(%)は細胞に取 り込まれているビーズの数を全細胞数で割り100を乗じて求めた16117)0

3 結果および考察

1.WPC-34の化学組成

今回本研究で用いたホエータンパク質濃縮物 (W?C-

34)はDomo社製で､その一般化学組成を表 1に示したo

初回報告した米国製の製品と基本的にはほぼ同じで､タン

パク質含量が約34%､脂肪3.9%､灰分6.7%､水分4.7%､

乳糖50.8%であった｡その他にカルシウム､マグネシウム､

ナトリウム､カリウム､リン等を含有 していた｡ホエータ

ンパク質分離物 (WPI)や一般的なホエータンパク質濃縮

物 (wpc)に比較するとタンパク質含量がかなり少なく､

乳糖含量が極めて高いことが特徴であった7)｡しかしホエー

タンパク質の主要成分の割合に大きな差異はなく､β-ラ

クトグロブリン (β-Lg)とα-ラクトアルブミン(α-La)

-57-

表 I WPC-34の化学組成

項 目 含 量

タンパク質 (%)

脂肪 (%)

灰分 (%)

水分 (%)

乳糖 (%)

カルシウム (mg/100g)
マグネシウム (mg/1∝)g)
ナトリウム (mg/100g)
那)ウム (mg/100g)
リン (mg/100g)
塩素イオン (mg/100g)

33.90
3.90
6.70
4.70

0850

00
00

7
1



がそれぞれタンパク質中の約60%および200/.を占め､次いで血清アルブミン(BSA)含量が高く､その他に

ラクトフェリン､免疫グロブリンやいくつかの微量成分が含まれていた｡

2.WPC-34の各種酵素による分解様式と分子量分布

まず､今回の実験で用いたwpc-34製品の各種酵素処理による加水分解率を測定した｡図1にWPC-34

の加水分解率に及ぼす各種酵素処理の影響を示した｡WPC-34に対 して各酵素をタンパク質濃度を基準に

50:1添加して酵素反応を開始させ､

酵素反応の停止は酵素の阻害剤であ

るPMSFを添加させる方法を用い

た｡フレーバーザイムおよびアルカ

ラーゼは50℃､pH7.5で､ トリプシ

ンは37℃､pH7.5の条件で反応させ

た｡ トリプシンは比較的に緩やかな

分解パターンを示 したが､フレー

バーザイムおよびアルカラーゼはト

リプシンよりも約2倍の加水分解率

でWPC-34を分解することが認め

られ､120分間の反応で約60%の加

水分解率を示した｡

加水分解物の分子量分布を低分子
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静
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図 1 WPC-34の加水分解率に及ぼす各種酎素処理の影響

WPC-34濃度 ;20mg/ml

酵素濃度 ;0.4mg/mJ

成分の分画に適しているゲルろ過カ

ラムであるTSKge】G200OSWXLカラムを用いたHPLCにより分析 した｡カラムからの分維溶出は､一般的

に逆相カラムクロマ トグラフィーに用いられるアセ トニトリルを含む溶媒系により､イソクラティツク溶出

法で行った (図2)｡分子量マーカーとして､分子量12,400ダルトンのチ トクロームと分子量2伽ダルトンの

トリプトファンを用いた｡その結果､酵素処理に伴ってカラムからの溶出時間が長くなるピークのバンドが

多数出現 し､それらの量比が増加することが明らかになった｡カラムから溶出してくる時間が長くなるほど

低分子化していると考えられることから､120分間の酵素処理で著しく酵素による分解が進行していること

が明らかになった｡分解の程度はトリプシンよりもフレーバーザイムヤアルカラーゼで大きいことが認めら

れた｡分画パターンから分子量分布を解析すると､120分間の酵素処理後にアミノ酸残基が10個以下のオリ

ゴペプチ ドが多数を占めることが明らかになった｡しかし､アミノ酸残基がそれ以上のポリペプチドもかな

りの量残存していたO トリプシンよりもアルカラーゼやフレーバーザイム処理により､低分子化されたオリ

ゴペプチ ドの割合が増加 していくことも認められた｡図3は各種酵素処理によるWPC-34の分解の経時変

化を示したSDSIPAGEパターンである｡低分子量成分の検出が可能なトリシンシステムにより泳動し､C･B･B･

を用いて染色を行った｡フレーバーザイム処理では時間経過に伴うβ-Lgやα-Laを含む各バンドの減

少が顕著に現れた｡アルカラーゼ処理ではそれがさらに顕著になり､30分間の処理でほとんどのバンドが5

キロダルトン以下になった｡ トリプシン処理では反応開始後 β-Lgより高分子量の成分が辞素反応5分間

ですでに分解することが認められたが､その後の時間経過に伴う大きな変化は観察されなかった｡120分間
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図2 WPC-34の各種酵素処理 (min)による酔素分解物のHPLC分析

分子量マーカー 1:Cylochrom(12.4kDa)2:Tryptophan(204Da)

カラム;TSKgelG2000SW,7.8mmLD.x30cm
溶出液:0.1%TFA+45%アセトニトリル
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図3 各種酵素処理によるWPC-34の分解の経時変化を示す
SDSIPAGEバターン (トリシンシステム)

の処理ではα- Laのわずかな減少が観察された｡

これらの HPLC分析およびsDS-PAGEパ ターンの結果か ら､フレーバーザイムおよびアルカラーゼは､

分解 したポリペプチ ド鎖を反応時間とともに次々と小 さく切断してい く反応様式と考えられた｡フレーバー

ザイムおよびアルカラーゼのタンパク質分子中のペプチ ド鎖の詳細な切断箇所はまだ明瞭ではないが､フ

レーバーザイムはタンパク質のペプチ ド鎖の内部のペプチ ド結合を断片化するエンド型プロテアーゼと､ポ

リペプチ ド鎖を順次分解するエキソ型プロテアーゼの両活性を有する複合酵素であ り､アルカラーゼは非常
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に効率の良い細菌由来のエンド型プロテアーゼである事が明らかにされている｡得られた結果はこれらの反

応様式に適合していると考えられた｡一方､トリプシンによる分解は初期に反応が進むとその後は顕著な分

解が認められなかった｡この事は､トリプシンがタンパク質のペプチド鎖中のアルギニンとリシンのC一末

端側を断片化するエンド型プロテアーゼであることから､WPC-34の各構成タンパク質成分中の切断箇所

は限られており､この結果も理論的に適合していると考えられた｡

次に酵素分解物の疎水性について､SDS-PAGE後のゲルをナイルレッド染色することにより検討した｡

図4に示すようにトリプシンはもとよりフレーバーザイムヤアルカラーゼにより非常に小さく分解されか ヾ

ンドも､蛍光発色性のバンドとして白く染色された｡ナイルレッドにより染色されたバンドは疎水性を有す

るとされることから15㌧加水分解物は低分子化されてもある程度の疎水性を有することが推察された｡ホエー

タンパク質の酵素分解物を食品に添加させ､ゲル化剤や安定化剤として加熱ゲル中で作用させるためには､

ある程度の疎水性を有することが必要であると考えられることから､分子量が2,000-4,000の低分子化した
ポリペプチ ドが疎水性の性質を保持していることは､食品に添加する素材としては好ましい結果と思われる｡
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♂ 轟 Oや ㌔

16.9kDa_÷
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Eg)4 WPC-34の各種酵素処理によるSDS-PAGEの
染色法による検討 (トリシンシステム)

3.WPC134の軒素分解および酵素分解 ･乳酸発車製品の調製およびそれらの性状の検討

上記の実験結果に基づいて､以下の実験では効率的にタンパク質を小さなペプチドに断片化していくこと

が明らかになった､食品用に開発されたフレーバーザイムおよびアルカラーゼを混合して使用し､WPC1

34の酵素分解製品を大量に調製したQさらに5時間の酵素分解製品から乳酸発辞製品も製造した｡酵素反応

は10%濃度のWPC-34溶液に0.042%のフレーバーザイムと0.02%のアルカラーゼを同時に混合して添加し､

50℃で反応させた.図5にWPC-34酵素分解製品の加水分解率を示した.5時間の反応で約50%､24時間
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で90%以上の高い分解が認められた｡

図6に混合酵素により5時間処理

した製品 (wpc-E)とそれにエ タ

ノールを50%濃度になるように添加

し､エタノール沈殿により不溶物を

除去 した製品 (WPC-ES)､および

5時間酵素処理後に乳酸発辞させた

製品(wpc-EL)のHPLC分析パター

ンを示した｡コントロールに見られ

たピークは5時間の酵素処理で減少

し､カラムからの溶出が遅れてくる

小さなペプチドを含有 していると思

われるバンドが沢山現れた｡エ タ

ノール沈殿により不溶物を除去 した
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図5 WPC134番素分解製品の加水分解率
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図6 WPC-34の酵素分解および酵素分解 ･乳酸発酔製品のHPLC分析

分子量マーカー 1:Cyt∝hrom(12.4kDa)2:Tryptophan(204Da)

カラム ;TSKgelG2000SW,7･8mml.D･x30cm
溶出液 ;0.1%TFA+45%アセ トニ トリル
流 速 ;0.2ml/min

control.WPC-34;WPCIE,WPC-34酵素分解物;WPC-ES,
wpc-34酵素分解物の上清画分;WPC-EL.WPC-34単葉分解･乳酸発酔物

酵素分解製品の上清画分や酵素分解 ･乳酸発酵製品もほぼ同じような溶出バターンを示した.それらのピー

クにはポリペプチ ド､オリゴペプチ ド､アミノ酸が3個の トリペプチ ド､2つのアミノ酸がペプチ ド結合で

っながったジペプチ ドやアミノ酸そのものも含有されていると想定された｡図7にはフレーバーザイムとア

ルカラーゼ同時処理によるWpC-34の酵素分解および酵素分解 ･乳酸発酵製品のSDS-PAGEパターンを示

した｡ここでは1時間の酵素処理製品の泳動パターンも示 したが､β-Lgより大きなBSAやその他のバン

ドはすでに低分子のバンドに分解されていた｡ 5時間の分解では､β-Lgおよびα-Laともにさらにか

-61-



なり分解が進行 していくことが認められた｡5時間分解製品の上清画分には分子量が4,000付近のバンドが

主要な成分として認められた｡5時間酵素分解 ･乳酸発酵製品は基本的には5時間分解製品と顕著な差異は

認められなかった｡

16.9kDa一事
14.4kDa一事

8.1kDa+
6.2kDa+

2.5kDa一事

ー β･Lg

ーa･h

M 1 2 3 4 5

図7 WPC-34の車乗分解およびを素分解 ･乳敢発酵製品の
SDS-PAGEバターン (トリシンシステム)

M,マーカー;I,WPC-34:2,WPC-34酵素分解物(1hr);
3.WPC-34酵素分解物(5hr);4.WPC･34酔素分解物(Shr)の
上清画分;4.WPC-34酔兼分解(5hr)･乳教条酎物

4 WPC-34酵素分解製品の機能性の検討

(1)ソーセージのレオロジー特性の改善効果

原料肉の10%を酵素分解製品で置

換 して豚肉ソーセージを製造 し､レ

オロジー特性を検討 した｡いずれも

10サンプルの測定から得 られた値を

統計処理 して求めた｡

まず､破断応力に及ぼす辞素分解

製品添加の影響を検討 した結果､

wpc-34を添加 した製品はコン ト

ロールに比較 して低い破断応力を示

した｡これは､酵素分解製品添加の

効果によるものと考えられた｡5時

間の酵素処理分解製品を添加すると

コントロールに近い値に回復 した｡

酵素分解製品の上清画分を添加する

と､破断応力の低下が認められた｡
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図8 ポークソーセージの破断応力に及ぼすWPC134
軒素分解製品漆加の影響

C.未議加;wpc.wpc-34; WPC-E.WPC134酵素分解物:
wpc-ES.WPC-34酵素分解物の上溝画分;
wpc-EL.WPC-34酎素分解･乳酸発財物
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また､酵素分解 ･乳酸発酵製品の添

加では､さらに破断応力の低下が観

察された (図8)｡破断エネルギー

に及ぼす影響ではwpC-34､5時

間の酵素処理分解製品および酵素分

解製品の上清画分の添加は､すべて

コントロールの70%程度のほぼ同じ

値を示した｡酵素分解 ･乳酸発酵製

品を添加すると､コントロールに比

較して約50%の低い破断エネルギー

を示した｡

前回の報告lU)では､酵素分解ホ

エータンパク質の添加により､より

均一なレオロジー特性を有する食肉

製品の製造ができる結果がすでに得

られている｡さらに､長時間(24hr)
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図9 ポークソーセージの破断エネルギーに及ぼす

WPC-34酵素分解製品議加の影響

C.未涛加;wpc.wpC･34: WPC-E,WPC-34酔素分解物:
WPC･ES,WPC-34酵素分解物の上浦画分 ;
wpc-EL.WPC-34酵素分解 ･乳酸発酵物

の酵素処理分解製品を添加すると､高齢者の岨噂携能にあった優しい食肉製品の製造の可能性も認められて

いる｡今回の結果からも､酵素分解製品の添加により同様な効果が認められ､特に乳酸発酵製品にその効果

の大きいことが新たな知見として得られたこ10人のパネラーの試食試験では前回とほほ同様に､酵素分解製

品や酵素分解 ･乳酸発酵製品を10%豚肉と置換 して多量に添加したにもかかわらず､かなり好評な結果が得

られた｡

(2)肉製品の発色助剤としての効果

図10はポークソーセージの発色に及ほす酵素分解および酵素分解 ･乳酸発蓉製品添加による効果を示した

カラー写真である｡色の数値化を表色系として見ると､現在あらゆる分野で最もポピュラーに使用されてい

るものにL､a､b表色系がある｡それは明度をL､色相と彩度を示す色度をa(赤方向)､b(青方向)で表

している｡そこで､図11には分光測色計により測定したa値 (赤み)を示した｡これらの結果から､亜硝酸

塩無添加の場合に､WPC-34そのものを添加しても赤みを増加させることが認められたo亜硝酸Naの添加

量が20ppmの時に､酵素分解製品､酵素分解製品の上清画分､さらに酵素分解 ･乳酸発酵製品を添加する

と､wpc-34そのものの添加で現れた赤み以上に､その値を増加させていく傾向が認められた｡また､各

種酵素分解製品を添加すると､亜硝酸Na添加量が85ppmの時以上の赤み促進効果も認められた｡

現在､食肉製品製造に際しては､商品価値を高め購買意欲を出すために､赤み色を増し､それを保持する

添加剤として亜硝酸塩が使用されている｡一方､亜硝酸塩は発癌物質 (ニトロソアミン)を生成する可能性

があることが兄いだされ､その使用をできるだけ抑制すべきであると指摘されている｡そこで､亜硝酸塩の

使用量を減少させて､効果的な発色促進および保色作用のある､天然物由来の発色助剤の開発が望まれてお

り､本研究で得られた結果は､実用的なレベルでそれに貢献することが可能と考えられる｡今後は､さらに

酵素分解製品中に含まれる肉製品の発色促進物質の検索と,その発色促進機構の解明が早急に望まれる｡
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図10 WPC134の酎素分解および酵素分解 ･乳酸発酵製品漬加によるポークソーセージの発色効果
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図11 ポ-クソーセージの色調に及ぼすWPC-34酎素分解

製品漆加の影響

C,末涛加 ;wpc.wpc-34; WPC-E.WPC-34酵素分解物 ;
WPC-ES,WPC-34彰素分解物の上清画分 ;
WPC-EF.WPC-34酵素分解 ･発封物

(3)生体防御促進効果

次に､マクロ77-ジの貧食能を指標 としてWPC-34酵素分解製品の生体防御促進作用の有無について

検討 したoマクロ77-ジは10%牛胎児血清を含むRPMI-1640培地で37℃､CO2濃度5%のインキュベー

タで培養したO添加試料にはwpc-34とwpc-34酵素分解製品を用いたO貧食能は蛍光顕微鏡にてマクロ

77-ジの蛍光ラテックスビーズの取 り込みを測定することにより求めた.図12はマクロ77-ジの蛍光ラ
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テックスビーズの取り込み像を示し

たカラー写真である｡各試料を0.1

mg/mlになるようにマクロ77-ジ

に添加した時の貧食能を図13に示し

た.コントロールに対してWPC-34

そのものも貧食能を増加させるが､

5時間の辞素分解製品の方がよりマ

クロファージの貧食能を促進した｡

24時間処理製品も5時間処理の場合

とほぼ同様の結果が得られた｡さら

細

川
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嶋

嬢

図12 マクロファージによる蛍光ラテックスビーズの取り込み像

C WPC WTC-JiS WfC･E24

添 加 試 料

図13 マクロファージの貴食能に及ぼすWPC-34
帯素分解物議加の影響

C.未藩加;WPC.WPC-34;
wpc-E5.WPC-34酔素分解物(5hr);
wpc-E24,WPC-34酵素分解物(24hr)

l.11 ●.●5 l.1 1

添 加 濃 度 (mg/mI)

図14 マクロファージの★食能に及ぼすWPC-34
酵素分解物 (5hr)の議加濃度の影響

に､マクロファージの貧食能に及ぼす5時間処理辞素分解製品の添加濃度の影響を検討したところ､添加濃

度が増すにつれて貧食能が増加する傾向が見られた (図14)｡このことから､酵素分解製品添加による貧食

能促進作用に､添加濃度依存性があることも明らかになった｡

マクロファージは血液中の単球が組織中に分化した細胞で､生体防御における異物の排除においてそれを

取り込み､分解､除去する代表的な食食細胞である.最近､ホエータンパク質の成分であるラクトフェリン

がコレステロールの蓄積を阻害する作用が報告されている1㌔さらにホエータンパク質中には動物細胞の分
化や増殖を活性化する因子が存在することも示唆されている19･20'｡これらの報告の知見からも推察されるよ

うに､本研究で得られた結果は､酵素処理によりwpc-34からマクロ77-ジの貧食能を活性化させる何

らかの機能性因子が出現した可能性を示唆している｡現在まだその活性化因子の同定はできていないが､

wpc-34酵素分解製品は様々な大きさのペプチ ドに断片化されており､それらを分画することによってマ

クロファージの貧食能を活性化する因子を検索していく必要があると思われる｡
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4 要約

現在までに明らかになった結果の要点をまとめて記載する｡

(1)低いタンパク質含量のために利用価値が少ないと考えられているwpC-34単独標品も優れたゲル形性

能を保持し､肉製品への添加実験では､良好なテクスチャー特性を有し､さらに官能特性の好ましい食肉

製品が製造された｡このようにWPC-34はそれ単独でも十分に利用できることが明らかになった.

(2)wpc-34を酵素分解や乳酸発酵すると､豚肉ソーセージのレオロジー特性の改良剤としの価値が付加

された｡

(3)wpc-34を酵素分解および乳酸発酵すると､肉製品中の亜硝酸塩の使用量を減少させても効果的な発

色促進および保色作用として作用する､天然物由来の発色助剤としての効果が認められた｡

(4)wpc-34を酵素分解すると､生体防御機能を向上させるようなペプチ ドが出現したO

以上のようにWPC-34を酵素処理や乳酸発軌 こより処理して肉製品に添加すると､ホエータンパク質が

本来有している必須アミノ酸バランスに優れた､栄養性も十分に持った､しかも新たな機能性が付与されて

付加価値の向上した新規な乳肉製品製造の可能性が高まった｡
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加熱食肉製品の発色促進効果に及ぼす

ホエータンパク質酵素分解物の影響

六車 三治男､ 酉 俊郎

宮崎大学農学部

【目 的】

加熱食肉製品における商品価値は外観､味､香り､テクスチャー､風味などの様々な要

因によって決定されるが､消費者の購入意欲を高めるにはどれも不可欠で重要なポイント

である｡特に外観は商品にとって顔のようなものであり､外観が悪いと購入意欲が低下し

てしまう｡食肉製品の色は鮮赤色で､加熱しても褐色に変化せず､非常に安定である｡こ

れは塩漬過程で食塩とともに加えられる発色剤の亜硝酸塩と硝酸塩の作用によって､ミオ

グロビン亜硝酸の-ム色素がニトロソ化されるためである｡しかし､亜硝酸塩は､発癌物

質であるニトロソ化合物を生成する可能性があり､添加量を低減することが好ましいと考

えられている｡これまでに､乳タンパク質であるカゼインおよびホエータンパク質を､低

濃度の亜硝酸塩共存下で加熱食肉製品中に添加することによって､発色を明らかに増強す

現象が認められている1)｡さらに､そのホエータンパク質を酵素処理することによってよ

り発色が促進されることが本研究によって明らかになった 2)が､未だにどのような発色機

構であるかは不明な点が多い｡

そこで､本研究の最後の項ではホエータンパク質酵素分解物を添加した加熱食肉製品を

製造し､ホエータンパク質酵素分解物の発色促進剤としての詳細な検討を行うと共に､そ

の発色促進機構の解明を行うことを目的とした｡

【実験材料および方法】

1.試料

ホエータンパク質濃縮物(WPC80)はオーム乳業から提供していただいた｡フレーバーザ

イムはNovoNordi8k社から提供していただいた｡ソーセージ製造用の原料肉は､JA食品

開発研究所より提供していただいた｡ミオグロビンはSigma社製の標品を使用した｡

2.ホエータンパク質辞素分解物の調製

ホエータンパク質濃縮物(WPC80)を蒸留水で10%になるように溶解し､フレーバーザイ

ムを0.1%添加して､50℃で16時間反応させた｡反応後､90℃で20分間加熱することに

より辞素を失活させた｡その後､十分に冷却し､遠心分離(5,000×g､4℃､10min)し､上

清を回収､凍結乾燥したものを酵素分解物とした｡また､WPC80の分解状態を調べるた

めにゲルろ過HPLCを用いた｡HPLCの条件は次の通りである:機種;LC･10AShimadzu､
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カラム;TSK･gelG2000SWxL､移動相;20mM リン酸緩衝液(pH7.0)､検出波長;225mm｡

3.ソーセージの製造

豚肉のロース部の挽肉を用い､ソーセージ試料を調製した｡食塩2.5%､酵素分解物また

はWPC80を5%､亜硝酸塩をそれぞれ0､10､20､50ppmおよび氷 15%加えた後､ホモ

ジナイズし､ケーシングに充填した｡それを1晩4℃で塩漬し､75℃で30分間ボイルした｡

その後､十分冷却した後､ソーセージを切断し､切断面の写真撮影および a★値(赤色度)を

Minolta分光測色計CM-1000により測定した 3)0

4.発色率の測定

加熱食肉製品のニ トロシル-ム色素の定量は､食肉の色素タンパク質であるミオグロビ

ン(Mb)と発色剤 として使用している亜硝酸塩を用いたモデル実験系で行った.即ち､

0.1%Mb､50ppm亜硝酸塩､0.1M酢酸緩衝液(pH 5.5)にサンプルを混合し､窒素置換後､

75℃で60分間加熱させた｡その後すぐに冷却し､アセ トンを75%になるように加え､30

分間放置しニ トロシル-ム色素を抽出した｡その抽出液をろ過し､395mmでの吸光度を測

定しニ トロシル-ム色素量を定量した｡

また､全-ム色素の定量は酸性アセ トン法を用いた｡即ち､0.1%Mも､0.1M酢酸緩衝液､

アセ トン､濃塩酸を混合し､60分間放置後､Tbyo丘lterNo.5Aでろ過し383mmでの吸光

度を全-ム色素量とした｡

発色率の算出は､全-ム色素に対するニ トロシル-ム色素の割合から発色率を求めた｡

この発色率の算出法を次式に示した 4).

発色率(%)-BXF/AX100

A:全-ム色素抽出液の383mmにおける吸光度

B:ニ トロソ-ム色素抽出液の395nmにおける吸光度

F:係数 1.2

5.残存亜硝酸塩量の測定

ニ トロシル-ム色素の測定に使用した反応液を用い､加熱後に残存している亜硝酸塩量

をMimaandSchdtzの方法により測定した5)｡

6.還元力の測定

遭元力の測定は赤血塩が還元されると黄血塩になる性質を利用した赤血塩法を用いた｡

即ち､2mMの赤血塩とサンプルを入れ､窒素置換後 75℃で60分間反応させた｡反応後､

十分に冷却し､420nmにおける吸光度を測定した｡還元力の算出は次式により求めた 6)0

還元力(%)-(A-ち)/AX100

A:サンプルを添加せずに反応させたときの420nmにおける吸光度

B:サンプルを添加したときの420nmにおける吸光度

7.ミオグロビンの加熱変性率の測定

0.2%Mも､100ppm亜硝酸塩､0.1M酢酸緩衝液(pH=5.5)にサンプルを混合し､窒素置換
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後､75℃で加熱した.加熱後十分冷却し､遠心分離(1,500×g15min)し､その上清中の未

変性ミオグロビン量を酸性アセ トン法により抽出した｡加熱後の未変性ミオグロビン量を

A､加熱変性前のミオグロビン量をBとして変性率を次式より算出しため｡

変性率(%)-(ち-A)/BX100

8.カラムクロマ トグラフィーによる酵素分解物の分画とその画分の発色率､還元力

およびミオグロビンの変性率の測定

酵素分解物をゲルろ過クロマ トグラフィー(Superdex30pg､1.6Å×95cm)にかけ分画し

た｡溶出は20mM酢酸緩衝液(pH6.0)､150mM塩化ナ トリウム､0.5%アジ化ナ トリウム

で行い､フラクションコレクターを用いて回収した｡その画分の発色率､還元力､ミオグ

ロビンの加熱変性率を測定した｡次に､発色率が最も高かった画分をイオン交換クロマ ト

グラフィー(DE53イオン交換セルロース､2.5Å×28cm)を用いて分画した｡溶出には

20mM トリスー酢酸緩衝液(pH7.5)､1%アジ化ナ トリウム､0-500mM 塩化ナ トリウムの

リニアグラジェント溶出を行い､フラクションコレクターで回収した｡それらの画分の発

色率､還元力､ミオグロビンの加熱変性率を測定した｡

9､アミノ酸分析

試料を6NHCl(0.1% フェノール含有)で110℃､24時間分解し､イソチオシアン酸フ

ェニル(PITC)を用いてアミノ酸をPTC化し､WakoSil･PTCColumn(4.0Å×200mm)を用

いて分析した｡

【結果および考察】

1.HPLCによる酵素分解物の分析結果

酵素分解物のゲルろ過HPLCによる分析を行ったところWPC80の主要な成分であるα

-ラクトアルブミンとβ-ラクトグロブリンのピークが消失し､溶出時間から分子量1,000

-5,000のペプチドやジペプチ ドや トリペプチドのような小さなペプチドを多く含んでい

ることが確認された(図.1)｡このことからWPC80はフレーバーザイムによって高度に分解

されていることが明らかになった｡

2.ソーセージのa★値の測定

WPC80および酵素分解物を添加したソーセージを製造したところ無添加のものよりも

それらを加えた方がa★値が高くなっていた(図.2)｡また､WPC80と酵素分解物を添加した

ソーセージのa★値を比較すると酵素分解物を添加したものの方が高くなっていた｡これら

のことにより､WPC80および酵素分解物は発色促進効果を有することが明らかになり､

WPC80を酵素消化すると発色を促進することから､酵素消化によりWPC80から発色促

進効果を有するペプチドが生成されている可能性が示唆された｡また､その発色の度合い

を比較するとサンプルを添加していない無添加､亜硝酸塩 50ppmのソーセージのa★値は

酵素分解物､亜硝酸塩 10ppm添加したソーセージのa★値は同等の値を示した｡以前坂田
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らによってWPC80酵素分解物5%を添加したソーセージの発色率とアスコルビン酸0.1%

添加したソーセージの発色率が同等であったことが報告されている 2)ことと同様にこの酵

素分解物は強い発色促進効果を有し､加熱食肉製品の発色促進剤としての使用が示唆され

た｡

3.ミオグロビンの加熱モデル実験系による発色率および残存亜硝酸塩量の測定結果およ

びサンプルの還元力

食肉製品の発色モデル実験としてミオグロビン(Mb)､亜硝酸塩およびWPC80か酵素分

解物を試験管内で 75℃､60分間加熱し､発色率および残存亜硝酸塩量を測定した｡その

結果､発色率は WPC80および酵素分解物の添加量が増すにつれて高くなり､WPC80と

酵素分解物の発色率を比較したところ､ソーセージのa★値の結果と同様に､酵素分解物の

方が高かった(図.3)｡次に､その発色率を測定した反応液の残存亜硝酸塩量を測定したとこ

ろ､WPC80より酵素分解物の方が残存亜硝酸塩量の減少が認められた(図.4)｡このことか

ら一酸化窒素の生成量は静索分解物の方が多く､その生成された一酸化窒素とMbとが結

合して加熱食肉製品の発色色素であるニトロシル-ム色素を多く生成したと推測された｡

次にWPC80および酵素分解物の還元力を測定したところ､WPC80および酵素分解物

の両方に遼元力が認められたが酵素分解物の還元力の方が強かった(図.5)｡以上の結果より､

ミオグロビン中の3価の鉄から2価の鉄-の還元作用と亜硝酸からの一酸化窒素の還元作

用に関与しているサンプルの還元作用は酵素分解物の方が強く､より多くの鉄イオンの還

元および一酸化窒素の生成する可能性が示唆された｡

4.ミオグロビンの加熱変性作用

WPC80および酵素分解物による Mb加熱変性率を測定したところ､酵素分解物の方

WPC80よりも高かった(図.6)｡このことは坂田らによって豚肉の筋簾中の低分子量画分
に発色促進効果を兄いだし､その画分の発色促進効果を示すのは､加熱により還元力が増

加することに加え､Mbの熱変性を促進する作用によるものであると推定している7)のと同

様にこの酵素分解物による発色促進機構としては亜硝酸塩を添加して一定期間の塩漬を行

わないカッターキュアリング法と同様に､Mもが変性して変性メトミオグロビンを生じた

後､これにNOが結合､還元されてニトロシル-モクロムを形成する経路が関与している

と可能性が示唆された｡

5.発色促進効果を及ぼすペプチドの分離分画

酵素分解物を分子量で分画するゲルろ過クロマトグラフィーにより分離したときのクロ

マ トグラムを図.7に記した｡これらの画分の発色率､還元力､ミオグロビンの加熱変性率

を測定した｡その結果､発色率はゲルろ過画分 No.5､6(分子量で約 1,000-3,000の画分)

が最も強く､還元力､ミオグロビンの加熱変性率も同じ画分であるゲルろ過画分 No.5､6

が高い値を示した｡次に最も発色率が高かったゲルろ過画分N0.5を陰イオン交換クロマト

グラフィーにより分画し､そのクロマトグラムを図.8に記した｡それらの画分をSep･Pak

で脱塩を行い､発色率､還元力､ミオグロビンの加熱変性率を測定した｡発色率の最も強

かった画分はイオン交換画分N0.8であったが､還元力はイオン交換画分 No.2､3の方がイ
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オン交換画分N0.8よりも強かった｡一方､ミオグロビンの加熱変性率を測定したところイ

オン交換画分N0.8の方が強くなっていた｡これらの結果より､WPC80酵素分解物の加熱

食肉製品の発色促進効果には還元作用が弱くても発色をしている画分が存在していること

から､還元作用以外の作用の可能性が示唆された｡また､発色率が高かった画分のミオグ

ロビン加熱変性率は高い値を示していることから､このミオグロビンの加熱変性作用は酵

素分解物の発色促進機構に強く関係する可能性が示唆された｡

6.各画分のアミノ酸組成分析

初めの分離段階であるゲルろ過画分No.5およびイオン交換画分の吸着画分であるN0.8

のアミノ酸組成比を表.1に示した｡ゲルろ過画分N0.5はアスパラギン酸､グルタミン酸､

プロリン､チロシンおよびリジンが多かった｡イオン交換N0.8はアスパラギン酸､グルタ

ミン酸およびプロリンが比較的多かった｡初めの分画であるゲルろ過画分N0.5はチロシン

とリジンが多かったが次に行ったイオン交換クロマ トグラフィーではその2つのアミノ酸

が少なくなった｡以上の結果より､加熱食肉製品の発色にはチロシンおよびリジンはあま

り関与しなく､酸性アミノ酸であるアスパラギン酸とグルタミン酸の関与が強い可能性が

示唆された｡

これまでの食肉製品の発色に関する一連の研究でカルノシン(筋肉中に含まれるペプチ

ドの一種)を用いた場合に亜硝酸塩量を低下させても十分な発色が得られること8)やリボー

ス､キシロースおよびアラビノースなどにも食肉製品の発色を促進することが明らかにな

っている 9)｡今回の研究でホエータンパク質酵素分解物中のペプチドが発色を促進するこ

とが明らかになっている一方で､ホエータンパク質酵素分解物は食肉製品のレオロジー特

性調節作用も有することが報告されている10)｡これらのことから､この乳タンパク質の酵

素分解物を加熱食肉製品に添加することにより亜硝酸塩を減少させても十分な発色が得ら

れ､食感の良い製品の製造が期待される｡

【要 約】

ホエータンパク質の酵素分解物が有する加熱食肉製品の発色促進効果と発色機構の解明

について検討した｡この酵素分解物はホエータンパク質濃縮物(WPC80,タンパク質濃度

80%)をフレーバーザイムで 50℃､16時間分解させたものを使用した.WPC80および酵

素分解物を添加したソーセージを試作し､発色促進効果をa★値を測定することにより比較

したところ酵素分解物の方が a★値が高かった｡ミオグロビンの加熱モデル実験系の結果､

WPC80および酵素分解物の添加量が増加するほど発色率は上昇しており､その効果は酵

素分解物の方が高かったが､残存亜硝酸塩量は辞素分解物の方が減少していた｡赤血塩法

による還元力の測定の結果､酵素分解物の方がWPC80よりも強かった｡また､酵素分解

物の方がWPC80よりもミオグロビンを加熱変性させていた｡この酵素分解物をゲルろ過

およびイオン交換クロマ トグラフィーにより分画した結果､発色促進効果を有しているペ

プチドは分子量が1,000-3,000であり､酸性アミノ酸であるアスパラギン酸とグルタミン

酸を多く含んでいること可能性が示唆された｡また､発色率は高く還元力が低いがミオグ
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ロビンの加熱変性率が高い画分が存在していたことから､この酵素分解物の発色促進機構

は還元作用だけではなく､ミオグロビンの加熱変性させる作用も深く関係している可能性

が示唆された｡
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秦.1ゲルろ過画分No.5およびイオン交換画分N0.8のアミノ酸組成比
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