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は　　じ　め　に

　研究代表者は「新奇イネ抗菌タンパク質群のゲノム解析とプロテオーム解析及

びそのヒト病原菌への応用」に関して，平成18年度文部省科学研究費補助金を

申請し，採択された。本報告は，上記研究の成果を総括した内容である。

　システインプロテアーゼ阻害因子（CPI）には、生体防御機能として抗ウイルス、

抗細菌、抗真菌ならびに抗病害虫作用があることが知られている。これらの生物

機能は産業において利用価値が高く、システインプロテアーゼ阻害因子が健康機

能素材として有望であることを示唆している。しかし、天然のシステインプロテ

ァーゼ阻害因子を健康機能素材として積極的に活用した事例はない。この原因は、

システインプロテアーゼ阻害因子の健康機能に関する多くの知見が、ヒトをはじ

めとする動物由来のシステインプロテアーゼ阻害因子について確認されているた

めである。このような動物由来のシステインプロテアーゼ阻害因子は、BSE（狂

牛病：牛海綿状脳症）や鳥インフルエンザが問題となる動物性タンパク質であり、

安心な健康機能素材として応用することは極めて困難である。

　本研究では、天然素材の優れた原材料としてイネに着目して、その健康機能を

有するシステインプロテアーゼ阻害因子の構造と機能を解明することを目指して

いる。イネシステインプロテアーゼ阻害因子を歯周病予防などのための健康機能

素材として利用できることを立証できれば、イネ以外の植物由来システインプロ

テアL－・一一ゼ阻害因子に対しても開発意欲が大きく高まると期待できる。その結果、

システインプロテアーゼ阻害因子の広範な生理機能に立脚した、保健機能食品や

薬用日用品に関する様々な基礎研究や応用・開発研究が進み、植物システインプ

ロテアーゼ阻害因子を新たな利用する食品産業を創出できる。BSE（狂牛病1牛

海綿状脳症）や鳥インフルエンザが社会問題になる中で、植物のシステインプロ

テアーゼ阻害因子は、消費者の『安全・安心』に対するニーズにも合致しており、

動物性システインプロテアーゼ阻害因子の代替となる優れた健康機能素材として

極めて有望である。したがって、本研究は、植物システインプロテアS－一一ゼ阻害因

子の食品産業における利用の先駆けであり、この研究成果は、植物由来の生理活

性タンパク質を利用した食品素材開発における大きなイノベーションに繋がると

期待される。本研究では、特にシステインプロテアー・一・・…ゼ阻害因子および抗菌タンパ

ク質を用いた歯周病予防の可能性を中心として検討した。

　本研究成果は、米由来の生理活性タンパク質であるシステインプロテアーゼ阻害

因子および抗菌タンパク質を用いた歯周病の予防を目的とする保健機能食品や薬用

日用品の開発にとって、有益な知見を提供していると確信している。
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第1章　序　論

1．歯周病予防機能性新素材としてのシスタチン

　歯周病菌に関する最近の重要な知見は動脈硬化への関与であり、組織学的検討（」

」Per’iodontoL，2000，71，15541560；JCtin　MicrebioL，2004，42，1313－1315）や疫学研究　（J　CIin

PeriodontoL　，　2002，29，　SO3810）からその関連性が指摘されている。　Hashimotoら（」　Biochem．，

2006，140，713－723）は、Porphyromonas　gtngtvalis　rl　s’アテローム動脈硬化の発症を促進し、P．

9ingivalisのCPであるジンジパインの欠損やジンジパイン阻害剤が、その促進作用を消

失させることを見いだしている。これらの知見は、歯周病予防が循環器疾患の予防にお

いても重要な意味を持つこと、システインプロテアv－…一ゼ阻害因子が歯周病菌の病原性を

抑制するのに有用であることを示唆している。ニワトリシスタチンやヒトのシスタチンS

およびCがP．　9tngtvaitsの増殖を阻害すること（Biol，　（［im，　1998，379，1371－1375）も報告さ

れている。歯周病関連以外でシステインプロテアーゼ阻害タンパク質の健康機能性とし

ては、牛乳中の塩基性シスタチンが骨粗懸症をもたらす骨吸収を抑制すること（Biosci．

BiotechnoL　Biochem．，2002，66，2531－2536）、システインプロテアs・一一一ゼ阻害活性を有するラク

トフェリンとその分解ペプチドが高カルシウム血症や悪性腫瘍などのCPが関わる様々

な病態の治療に利用できること（特開2004－346020）、ヒトシスタチンC配列に基づくペ

プチドがメチシリン耐性StapitylocoeCtLS　aureusや多剤耐性コアグラーゼ陰性

Staplrylococasに抗菌作用を示すこと（4PMS，2003，111，1004－lOlO）が明らかにされてい

る。

　一方、植物システインプロテアーゼ阻害タンパク質に関する最近の重要な知見は、

イネゲノム配列上に、シスタチンをコードすると予想される12種類の遺伝子が見いだ

されたことである（Mol．　Genet．　Genomics，2005，　273，423－432）。それまでに知られていたシ

スタチンはオリザシスタチンー1と一IIのみであるため、当初考えられたよりも多くのシス

タチン類がイネに存在し、様々な生理機能を担っていると推定される。また、植物シス

タチンが環境ストレス耐性に関わっていること（Plant　Biotechnol．」．，2003，1，101・・112；

Biochim．　Bioρkp2s．　Acta，2005，1729，186199）、抗真菌作用を示すこと（」鋤．　Bot．，2005，56，

1821－1829；Planta，2005，1－12）、防虫作用を有すること（Plant・BiotechnoL　X，2004，2，　439－448）

も報告されており、植物の病害防除において、システインプロテアーゼ阻害因子が重要

な機能を果たしていることが明らかになりつつある。

2．本研究の特徴
　システインプロテアーゼ阻害因子の健康機能性に関する既往の研究は、そのほとんど

がヒトなどの動物由来のシステインプロテアーゼ阻害因子を対象としたものである。そ

のために、システインプロテアーゼ阻害因子が多様な生理機能を有し、健康機能素材と

して期待できる知見が多く報告されているにもかかわらず、食品・日用品産業における実用

化は進んでこなかった。そこで本研究では、原材料として安定的かつ安価に入手が可能な

作物であるイネのシステインプロテアーゼ阻害因子に着目した。イネを対象とする利点

は、材料としてのみならず、研究面においても大きい。すなわち、ゲノム配列の完全解
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読が完了し、完全長cDNAクローンも入手可能であることから、配列情報に基づいた分

子生物学的手法を利用することにより新規システインプロテアーゼ阻害因子の包括解祈

を効率的に進めることができる。このように、イネシスティンプロテアーゼ阻害因子の

包括的特性解析を行うのと並行して、健康機能素材（歯周病予防）、農業分野での病害靹

除因子、および食品加工原材料という幅広い分野でイネシステインプロテアーゼ醗害因

子の実用化を図るという本研究の着眼点は、これまでにない独創的かつ先駆的なもので

あり、その研究成果が産業創造に繋がる可能性も大きいと期待できる。

3．シスタチン関連の研究成果の概要

　システインプロテアーゼ阻害因子タンパク質が実用面での幅広い有益性を持つこと

が、このような知見によって推察されている。しかし、植物システインプロテアーゼ阻

害因子タンパク質について、生化学的性状から実用化までを系統的に検討した事例は極

めて少なく、十分な知見は蓄積されていない。このような状況の中、研究代表者らはイ

ネシステインプロテアーゼ阻害因子を対象とした基礎と応用の両面での研究を展開し、

下記のような重要な知見を得ている。すなわち、①イネタンパク質による、Pg加蜘α函の増

殖阻害（特開20［｝4－196672）とジンジパイン活性阻害（特開2007－16002）を初めて明らか

にし、②アルカリ溶出する方法がジンジパイン阻害因子の抽出に有効であることを報告

した（特願2005－344520）。また、③精白米からR一ジンジパイン結合タンパク質を同定す

るとともに、R一ジンジパイン阻害因子を効率的に溶媒抽出する条件を明らかにした。歯

周病関連以外にも、④コメタンパク質やオリザシスタチンー1と一IIが骨粗巌症の病理発生

に重要な酵素カテプシンKを阻害すること（特開2006－151843）、⑤精白米のプロテアー

ゼインヒビターが水産練り製品の製造に利用できる可能性のあることを見いだしてい

る。基礎研究面でも、⑥ネイティブ型のオリザシスタチンーIIを同定し、その酵素学的特

性を明らかにした（JAgric．　Food　Chem．，2005，53，5218－5224）。また、⑦単量体一二量体

の相互変換が植物シスタチンの活性調節に関わっている可能性を初めて報告している（J

Agric．　Food　Chem，，2007，55，1762－1766）。

4．本研究の目的
　米のタンパク質にはタンパク質分解酵素阻害剤（プロテアーゼインヒビター）、

レクチン、各種酵素などの生理活性タンパク質が含まれている。しかし、これら

のタンパク質につては栄養学的な検討以外にはほとんど研究されておらず、その

生理機能や構造は完全に解明されていない。そこで、有効利用されていない米糠

やくず米などから生理活性タンパク質を検索し、その構造と機能を解明できれば、

米タンパク質の新しい用途が開発されると期待される。生理活性タンパク質の中

でもシスタチンは、プロテアーゼに対して強い阻害作用を示すため、タンパク質

の代謝回転の調節や外敵が分泌するプロテアーゼの阻害に基づく生体防御に関与

していることが報告されている。

　本研究では、第一にイネに含まれるオリザシスタチンを組換えタンパク質とし

て調製し、得られた組換えタンパク質の性質について比較検討した。また、カマ

ボコの原料であるすり身を30～40℃に保温すると「座り1と呼ばれる現象が起こる。こ
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れは、2～3％の食塩を添加することによって溶解した筋タンパク質が、内在性トランス

グルタミナーゼによって架橋され、足（柔らかいソフトな歯ごたえ）が生じるためである。

しかし、すり身には55～65℃付近で作用する内在性各種プロテイナーゼ（タンパク質分

解酵素）が存在するため、加熱昇温時に弾力がなくなり、結着性が低下する「もどり」現

象が起こる。そこで、本研究では第二に、プロテイナーゼ阻害活性を有する米タンパク質

を利用した「もどり」防止技術の開発について検討した。すなわち、米タンパク質の新し

い食品素材としての利用について検討した。さらに、歯周病は成人の80％以上が罹患

している生活習慣由来の歯科疾患である。歯周病の主な原因菌はP．gingivalisで

ある。これまでに、乳由来の鉄結合タンパク質であるLactoferrinとLactoferrinの

17－41残基を含むペプチドであるLactofenicin　Bに・P．　gingivalisに対する抗菌作用

を示すことが報告されている。そこで、本研究では第三に、歯周病菌P．　gingivaiis

に対するイネ由来の新奇抗菌タンパク質を精製し、そのP．gingivalisに対する抗

菌活性の評価とその有効成分の同定を試みた。
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第2章　オリザシスタチンー皿の分子クローニ
　　　　　　ングとその性質1米由来の新規植物シ

　　　　　　スタチン

　　　　　　　第2章は下記より転載した。
Molecular　Cloning　and　Characterization　of　Oryzacystatin－III，　a　Novel　Member　of

　　　　　Phytocystatin　in　Rice（Orγza　sativa　L　jαρoη∫cα）

　　　」．Agria　Food　Chena，　VoL53，　No」3，5218－5224　（2005）．



第3章 米由来のオリザシスタチンIIは二量体
タンパク質である

　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章は下記より転載した。

Oryzacystatin－ll　，　a　Cystatin　fr・m　Rice（Oryza　sativa　L・ノap・nica）　・is　a　Dimeric　Pr・tein：

the　Possible　Involvement　of　the　lnterconversion　betWeen　Dimer　and　Monomer　in　the

　　　　　　　　　　　　　Regulation　of　the　Activity　of　Oryzacystatin－ll　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　　　　　　　」．Agric．　Food　Ch　em，　Vol．55，　No．5，1762－1766（2007）．



第4章　二次元電気泳動とリバースザイモグラ
　　　　フィーを用いた植物サンプルからのシ
　　　　ステインプロテアーゼの同定とシステ
　　　　インプロテアーゼインヒビターの検索

　　　　　　第4章は下記より転載した。
Identification　of　Cysteine　Proteases　and　Screening　of　Cysteine　Protease　Inhibitors　in

Biologica正Samples　by　a　Two－Dimensional　Gel　System　of　Zymography　and　Reverse

　　　　　　　　　Zy　mography
　　　　Analytical　Chemtstry　lnsights，　V・L2，　1－9（2007）・



第5章　米由来プロテアーゼ阻害成分の水産練
　　　　り製品用纂質改良剤としての有用性の

　　　　評価



植物性タンパク質の水産練り製品用品質改良剤としての有用性の評価

　　　　　　　新潟大学自然科学系（工学部）

　　　　　　　　　　　　谷口正之

（〒950・－2181新潟市西区五十嵐2の町8050、TEL：025－262－6716）

要旨

カマボコの製造において、加熱時に原料であるすり身中の種々の内在性プロテアーゼが作用し、

カマボコの弾力や結着性を低下させる軟化現象、すなわち『もどり』という深刻な問題が生じてい

る。このもどりを抑制するために、現在は、プロテアーゼインヒビターを含む卵白などの主に動物

性タンパク質が使用されている。そこで、本研究では、米に含まれるプロテアーゼインヒビターで

あるオリザシスタチン（OC）をカマボコのもどり防止に利用することを目的として、　ag－一一に組換え

タンパク質としてOCを調製し、その性質を検討した。また、　OCを含む米タンパク質を添加した

「モデルカマボコ」を調製し、米タンパク質の添加効果について評価した。

　OC遺伝子を発現用ベクターに組み込んで作製したプラスミドを用いて、大腸菌を形質転換し、

OCをGSTとの融合タンパク質として発現させた。その後、酵素を用いてGSTを切り離し、　OC

をSDS・PAGEで単一成分になるまで精製した。精製したOCを用いて、ウサギを免役して抗体を

調製した。この抗体を用いてイネ中のOCの分布について検討した。フードプロセッサーを用いて

解凍したエソのすり身を混練し、すり身の温度が0～1℃になった時に各種濃度の食塩および米タン

パク質などの添加物を加えた。その後、すり身の温度が10℃になるまですり身をさらに混練し、ミ

ンチ状にした。ミンチになったすり身を折径48mmの塩化ビニリデンフィルムに充填し、両端を

糸で結んだ。その後、90℃で40分間保温した後、直ちに冷水に浸して冷却した。冷却後、4℃で保

存した。調製したカマボコの物性として押し込み最大荷重（押し込み荷重）と弾性ひずみを測定し

た。また、約5mmの厚さに輪切りにしたモデルカマボコの切断面に色彩色差計のセンサ部を置き・

L（明度）およびaとb（色相と彩度）をそれぞれ測定し、ハンター白度を算出したe

　抗OCウサギ抗体を用いて、　OCの分布を検討した結果、精白米部分にOCを検出できた。そこ

で、精白米から調製した成分を米タンパク質として用いることにした。カマボコの一般的な原料と

して使用されているエソ（lizardfish）のすり身を用いて抽出液を調製し、内在性プロテアーゼ活性

に及ぼす米タンパク質の添加効果について検討した。そol結果、米タンパク質は・エソのすり身抽

出液中の内在性プロテアーゼ（Papain系プロテアv…一ゼ）を部分的に阻害することがわかった。こ

の内在性プロテアーゼの活性は食塩濃度の増加につれて徐々に低下したが・いずれの食塩濃度にお

いても米タンパク質を添加することによつて、活性はさらに低下した。また・すり身に米タンパク

質を添加Lて醐したモデルカマボコは、米タンパ蠣を添加していない対照のカマボコと比較し

て、その押し込み強度とハンター白度が向上することがわかった・
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1．研究揖的

　魚肉練り製品はII3本の代表的な水産加工品で

あり、すり身を用いた水産練り製品は高タンパ

ク質、低カロリーであることから、世界中で愛

されるようになっている。しかし、冷凍すり身

の特性に関する研究は、すり身が近年輸入され

るようになってきたことも要因の一一一つとなって、

H本においてはあまり行われていないのが現状
である。

　カマボコの原料であるすり身を30℃から
40℃に保温しておくと、ネバネバした表面が滑

らかとなり、透明感を有するように変化する。

この現象は『座り』と呼ばれる。これは、2～3％

の食塩を添加することによって溶解したアクト

ミオシンなどの筋タンパク質が、内在性のトラ

ンスグルタミナーゼによって架橋され、カマボ

コの特徴である『足』（柔らかい歯ごたえ）が生

じるためである。『足』はカマボコの品質に影響

する重要な因子であるDしかし、原料であるす

り身には、55℃～65℃付近で作用する内在性

の各種プロテアーゼが存在するため、加熱昇温

時に弾力がなくなり、結着性が低下する『もど

り』現象が起こるD。そこで、この『もどり』

現象を防止するために、すり身にはプロテアー

ゼンヒビターである牛血漿タンパク質、トリ垂L

漿タンパク質、乳精タンパク質単離物膿縮物、

卵白などの動物性タンパク質が添加されている
2・3）。特に、血漿タンパク質はゲル物性を向上さ

せ、卵白はカマボコの色や光沢を改良し、足を

増強することが添加効果として挙げられる。し

かし、これらの動物性タンパク質の添加は、近

年社会問題になっている狂牛病、トリインフル

エンザの発生によって、消費者の志向に合致し

なくなっていると考えられる。そこで、安全で

安心な植物性タンパク質からなる代替晶を擢発

する必要があると考えられる。

　米中の生理活性を有するタンパク質関連成分

にはタンパク質分解酵素（プロテアーゼインヒ

ビター）であるオリザシスタチン（OC）、糖結合

性タンパク質であり、免疫活性化や癌細胞増殖

抑制効果を有するレクチン、血圧降下作用を有

するγ一アミノ酸酪酸（GABA）、アンギオテンシ

ン変換酵素阻害剤などが存在することが既に報

告されている。そこで、本研究では、これらの

タンパク質成分の中から、OCに着目した。シ
ステインプロテアーゼインヒビターであるシス

タチンは、細胞内でプロテアーゼ活性を制御し、

また、外敵が分泌するプロテアーゼを阻害する

ことから、生体を防御するために必要な物質と

考えられている。このシスタチンとは、パパイ

ヤ由来のPapain、イチジク由来のFlcin、キウ

ィフルーツ由来のActinidinなどのシステイン

プロテアーゼを特異的に阻害するタンパク質の

総称であり、3つのファミリーに分類され、そ
れらはシスタチンスーパー一一ファミリーとして1

つに統合される4）。シスタチンには植物シスタ

チンと動物シスタチンが存在し、植物シスタチ

ンとしてコーンシスタチン5）とソヤシスタチン

が報告されている。さらに、ジャガイモ、イチ

ゴなどからもシスタチンが発見されている6）。

OCはシスタチンスーパーファミリーに属する

植物シスタチンの1種であり、米種子由来のシ

スタチンである。これまでにOCについては、
次に挙げる特徴が報告されている。①S・S結合、

シグナルペプチド、糖鎖を貴まない単純タンパ

ク質である。②植物シスタチンにもかかわらず、

動物シスタチンとアミノ酸配列が共通している。

③耐熱性を有する。④pH　2～9の広範獺で活
性を示す。⑤抗ウィルス、昆虫生育阻害、抗菌

などの作用を有する。以上の性質と機能を有す

るOCは、米種子の胚乳などから見出されてい
ることも考慮すると、機能性食品素材、医薬や

農薬の原料などへの活用が期待される成分であ
る．

　しかし、OCの米からの単離は各種クロマト
グラフィーなどの使用が不可欠であること、お

よびOC自体の含有量が非常に微量であるこ
とから、米から直接精製することが困難である

と予想されるeそこで、本研究では分子生物学

的手法を用いて、組換えタンパク質として調製

し、その性質を検討することにLた7・8＞。また、

最近シスタチンはタンパク質分解酵素（プロテ

アーゼ）による魚のすり身タンパク質の分解を

抑制することが知られ、その潜在的役割が注目

されている。そこで、OCを含む米タンパク質

の有用性を評価するために、すり身プnテアー

ゼによる軟化防止に着揖した。

　そこで、本研究では、新奇なOCの構造と
性質を解明し、また口Cを含む米タンパク質

を利捲したカマボコにおける『もどり』防止

技術の期発を目的とLた。具体的には、①組

換えOCを調製して、それらの性質を検討し

たeまた、OCを含む米タンパク質の有用性
について評癌するために、②すり身に含まれ

　るプロテアーゼの性質にっいて検討し、さら

に③米タンパク質を添加したモデルカマボコ

　を調製し、その添加効果について検討した。

2．研究方法

2－1．実験材料

　本研究では組換えOCの発現のために、図
1に示すプラスミドが組み込まれた発現用大

腸菌」駒臆已」噸遠c泌BL21菌株を用いた。
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　本研究では、エソのすり身を用いた。すり身

は使用するまでは一80℃で保存し、使用時は

4℃で解凍した。本研究では、システインプロ

テアーゼとしてPapain（Sigma－Aldrich）、

Cathepsin　Bを（Calbiochem）およびセリンプ
ロテアー・ゼとしてTryp　sin（和光純薬工業（株））

をそれぞれ用いた。本研究では、モデルカマボ

コへの添加物として、粉末状の米タンパク質（試

作品）、馬鈴薯デンプン、タピオカデンプンおよ

び乾燥卵白をそれぞれ用いた。

2－2．すり身抽出液の調製

　冷凍すり身（lg）を使用する前日から4℃で

解凍した。解凍したすり身を、10miの
Mcllvaine緩衝液（0．2　M　Sodium
phosphate・O．1　M　Sodium　citrate（pH　7））を

用いて懸濁した。懸濁したすり身をホモジナイ

ザー（POLYTRON，　KINEMATICA）を用いて
均一化し、4℃で1時間放置した後、遠心分離
（13，000　rpm、30分間、4℃）を2回行い、上

清液（すり身抽出液1）と沈殿物に分離した。

沈殿物は、再び10m1のMcllvaine緩衝液を用
いて懸濁した後、ホモジナイザーを用いて均一

化した。その後、遠心分離（13，000rpm、30
分間、4℃）を行い、上清液（すり身抽出液2）

と沈殿物に分離した。エソの「すり身抽出液1j

と「すり身抽出液2」とを混合したサンプルを

「すり身抽出椥とした。得られたそれぞれの

すり身抽出液を膜ろ過（ADVANTEC、
DISMIC－25、　Cellulose　Acetate、　O．22μm）

した後、限外ろ過により濃縮（Amicon　Ukra、

Regenerated　CeUulose、　MWCO　5，000）した

サンプルをすり身抽出液として用いた。

2－3．プロテアーゼ活性測定

2－3－－1．アゾアルブミンを用いた測定

　プロテアー一・ゼ全活性と米タンパク質を添加

した後の残存活性を測定するために、既に報告

されている方法を改変したアゾアルブミン法
を用いた。基質溶液として、アゾアルブミンノ

Mcllvaine緩衝液（pH　7．O）を用いた9）。エソ

のすり身抽出液に、食塩濃度が0，2および4％

となるようにそれぞれ添加し、それらをプロテ

ア・・一一ゼ溶液とした。プロテアーゼ溶液のタンパ

ク質量はLowry法により測定した。

2－3－2．蛍光基質を用いた測定

　プロテアーゼ活性は反応によって蛍光基質か

ら遊離する7・amin⑰・4・］㎜ethy1℃oumarin、

（AMC）の蛍光強度を測定することにより求め

た。測定には石英セルを使用し、セルに1，000
μ1の緩衝液、965μ1の蒸留水、15μ1の酵素

溶液および10Pt　1のプロテアーゼ溶液を入れ、

55℃で5分間、プレインキュベートを行った
後、10μ1の蛍光基質溶液を添加した。この反
応をコントロールとした。一方、セルにi，OOO

μ1の緩衝液、955μ1の蒸留水、15μ1の酵素

溶液、10μ1のプロテアーゼ溶液および10μ1
の米タンパク質溶液を入れ、55℃で5分閲、

プレインキュベートを行った後、10μ1の蛍光

基質溶液を添加した。Papain系、　Cathepsin

系およびTrypsin系のプロテアーゼ活性の測定
においては、蛍光基質としてそれぞれZ）・Phe－

Arg・4－Methyl－Coumary1・7’Amide（MCA）、

（Z）・Arg・Arg・4・Methyl・Coumaryl・7・Amide

（MCA）および（Z）・Boc・Phe－Ser’Arg・4・

Methyl・Coumaryl－7・Amide（MCA）溶液をそ

れぞれ用いた。AMC濃度は蛍光光度計（RF・
5300PC、島津製作所（株））を用いて380　nmの

励起光、440nmの蛍光を測定し、1分間あたり

のAMCの吸光度変化からAMC濃度を算出し
た。また、Papain系のプロテアーゼ活性に及

ぼす食塩濃度の影響を検討するために、セル中

での最終濃度が0，1，2，3および4％になる
ように緩衝液に食塩を加えた。

2－4．モデルカマボコの調製

　エソの冷凍すり身を、調製する前日に、すり

身の温度が一2℃前後になるように半解凍した。

解凍したすり身をフードプロセッサー
（MK－K58，　National）を用いて、混練した。

混練をしている間、すり身の温度が0～1℃にな

った時に食塩を添加した。また、添加物を加え

る時は、食塩を添加する時と同時に添加した。

添加後、すり身の温度が10℃になるまですり身

を混練し、ミンチ状にした。ミンチになったす

り身を折径48mmの塩化ビニリデンフィルム
に充填し、両端を糸で結んだ、その後、90℃で

40分間保温した後、直ちに冷水に浸して冷却し

た。冷却後、4℃で保存した。もどりの時間に
ついて検討する場合には、90℃での保温の前に、

0．5および1時間保温した。

2－5．モデルカマポコの性質評価

　押し込み最大荷重（押し込み荷重）および弾

性ひずみを測定するために、レオメーター
（NRM・2010J・CW，　FR・31、不動工業産業株式

会社）を用いて押し込み試験を行った。プラン

ジャーには直径5m皿の球形プランジャーを使
用し、押し込み速度は6crn／minとした。モデ

ルカマボコを2．5cmの厚さに輪切りにし・そ
の切断面に対して、垂直方向にプランジャーを

押し込んだ。押し込み試験は3回行い・得られ

た測定値の平均値を求めた。
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　約5mmの厚さに輪切りにしたモデルカマボ
コの切断面に対し、色彩色差計（CR－400、

KONICA　MINOLTAセンシング株式会社）の
センサ部を置き、L（明度）およびaとb（色
相と彩度）をそれぞれ測定し、ハンター白度を

算出した。

3．　実験結果および考察

3－－1．組換えオリザシスタチンの調製と性質

　組換えOCを次のようにして調製した。まず、

オリザシスタチンーXH（OC－XH）遺伝子を発

現用ベクターに組み込んで作製したプラスミド

（図1）を用いて、発現用大腸菌を形質転換し

た。この大腸菌を培養し、OC・XIIをグルタチ
オンーS一トランスフェラーゼ（GST）との融合タ

ンパク質として発現させた。特異的に切断する

酵i素を用いてGSTを切り離してOC・XIIを精

製した。その結果、図2のSDS・PAGEの電気
泳動の写真に示すように単一になるまで精製で

きた。

3－2．イネ中でのオリザシスタチンの分布

　組換えタンパク質として調製し、精製した

OC・X9を用いて、ウサギを免役しOC・XH抗
体を調製した。この抗体を用いてイネ中のOC－

X　ilの分布を調べた結果を図3に示す。精白米

において、バンドを検出できたことから、精白

米中にOC－XEが存在していることがわかった。

そこで、OC－XHを含む精白米タンパク質を調
製し、カマボコのもどり防止に利用することに

した。

3－3、すり身中の全プロテアーゼ活性の阻害

　アゾアルブミンを基質として、エソのすり身

抽出液のプロテアーゼ全活性を測定した。その

時の波長420nrnにおける吸光度の変化を図4
に示す。米タンパク質の添加によって、全ての

食塩濃度において、それぞれプnテアーゼの全

活性が約15～30％低下した。次に、すり身抽

出液中のプUテアーゼ比活性を比較した。エソ

のすり身は、食塩を添加しない時のプロテアー

ゼ比括性が食塩を添加した時に比べて、高い値

となったことから、食塩のみでもプロテアーゼ

活性が狙害されることがわかった。

　エソのすり身抽lll液のプロテアーゼ比活性は、

米タンパク質の有無および食塩濃度の変化にか

かわらず、時間が経過するにっれて増加した。

また、米タンパク質を添加した時の相対活性は、

時欝経過とともに増加した。すなわち、阻害効

果が弱まったeこの結果から、エソのすり身抽

出液中では．時闘経過とともに米タンパク質中

のプPtテアーゼ阻害活性が失われるため、持続

的にプロテアーゼの全活性を阻害することが困

難であると考えられる。この現象は、プロテア

ーゼ阻害因子がプロテアーゼによって分解され

たためと考えられる。

3－4．各種プロテアーゼ活性の阻害

　すり身抽出液中のPapain系、　Cathepsin系

およびTrypsin系のプロテアーゼ活性と米タン
パク質を添加した時の各プロテアーゼ活性の変

化を、それぞれに反応する蛍光基質を用いて測
定した。すなわち蛍光基質として（Z）－Phe・Arg－

MCA、（Z）－Arg・Arg・MCA、　Boc・Phe・Ser－Arg・

MCAをそれぞれ使用した。米タンパク質を添

加することによって、Papain系のプロテアー
ゼ活性が約20％低下した。Trypsin系プロテア
ーゼ活性は、米タンパク質’による影響を受けな

かった。また、Cathepsin系プロテアーゼ活性

は、米タンパク質を添加すると約20％増加した。

この結果から、米タンパク質はエソの
Cathepsin系プロテアーゼ活性を増強させる働

きがあると考えられる。あるいは、米タンパク

質中にCathepsin系プロテアーゼが含まれてい

ることも考えられるe

　以上の結果から、エソのすり身抽出液に米タ

ンパク質を添加することにより抽出液中のプロ

テアーゼ活性を部分的に阻害することができたe

次に、検出できたPapain系プロテアー一ゼ活性

に対する米タンパク質の添加効果を、食塩濃度

を変えて検討した結果を図5に示す。縦軸の相

対値は、米タンパク質および食塩を添加しない
時のすり身抽lli液中のPapain系プロテアー一ゼ

活性を100％とした場合の値を示す。エソのす

　り身抽出液中のPapain系プロテアーゼ活性は、

米タンパク質を添加することによって、低下し

たことから、米タンパク質はPapain系プロテ
ア・一一一Lゼ活性を阻害する成分を含んでいることが

確認できた。また、米タンパク質の添癩の有無

にかかわらず、食塩濃度が高くなるにつれて、

Papain系プロテアーゼ活性が低下したことか
　ら、食塩のみでもPapain系プロテアーゼ活性

　を阻害できることがわかった。

3－5．すり身を用いたモデルカマポコの性質

　エソのすり身から調製したモデルカマボコの

押込み荷重、弾性ひずみ、ハンター白度・水分

含量およびpHを測定した。すり身に対して5％
の米タンパク質を添加した時の影響を検討した

結果を図6に、食塩濃度を3％として米タンパ
ク質の添加濃度の影響を検討した結果を図7に・

食塩濃度を3％として55℃での保温時聞（もど

り時間）の影響を検討した結果を図8に・およ

び添加物の種類を変化させて検討した結・果を図
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9にそれぞれ示すe
　押込み荷重は、米タンパク質を添加すること

によって、図6の上の図に示すように、食塩濃

度にかかわりなく米タンパク質を添加しない場

合の約2倍に増加した。米タンパク質の添加濃

度を変化した結果、図7の上の図に示すように、

添加濃度が高くなるにつれて、押し込み荷重は

増加した。もどり時間をO，0．5および1時間に

変化させた場合を比較した結果、図8の上の図
に示すようにもどり時間が長くなるにつれて、

押し込み荷重は減少した。また、5％の米タンパ

ク質を添加したモデルカマボコに比べて、10％
の米タンパク質を添加したモデルカマボコの押

し込み荷重は、もどり時間に関係なく、ほぼ一

定の割合で増加した。添加物の種類を変えた場

合には、図9の上の図に示すように、押し込み

荷重は乾燥卵白を添加した時に最も高い値とな

った。

　具体的な結果は示さないが、弾性ひずみは、

食塩濃度に関係なく、米タンパク質を添加する

ことによって、米タンパク質を添加しない場合

に比べて、僅かに増加した。米タンパク質の添

加濃度を変えて調製したモデルカマポコの弾性

ひずみは、添加濃度が5％まではほとんど変化

がなく、添加濃度が10％になると増加した。も

どり時間を変えた場合を比較した結果、米タン

パク質の添加濃度に関係なく、弾性ひずみはも

どり時間が0．5時間まではほとんど変化がなく、

もどり時間が1時間になると増加した。また、

押し込み荷重の場合と同様に、5％の米タンパク

質を添加した場合に比べて10％の米タンパク
質を添加した時には、もどり時間に関係なく、

弾性ひずみがほぼ一定の割合で増加した。添加

物の中では乾燥卵白を添加した場合に最も弾性

ひずみが大きくなった。弾性ひずみの測定にお

いては、モデルカマボコの調製時に、モデルカ

マボコ内に気泡が入るために、測定値の精度が

低くなった。このため、弾性ひずみは押込み荷

重とは異なる傾向を示すようになったと考えら

れる。

　ハンター白度は、図6の下の図に示すように
米タンパク質を添加しない場合に比べて、米タ

ンパク質を添加した場合に、食塩濃度に関係な

く僅かに増加した。米タンパク質の添加濃度を

変えた場合には、図7の下の図に示すように、

添加濃度が5％までは徐々にハンター白度が増

加した。また、図8の下の図に示すように、も
どり時間を長くしてもほとんど変化がなかった。

さらに、図9の下の図に示すように、5％の米タ

ンパク質を添加した場合に比べて10％の割合
で添加した時には、もどり時間に関係なくほぼ

一定の割合でハンター白度が減少した。

　具体的な結果は示さないが、水分含鍛および

pHは、米タンパク質を添加しない場合に比べ
て、米タンパク質を添力‖することによって、と

もに減少した。また、食塩濃度が増加するにつ

れて、両者は減少する傾向があることがわかっ

た。この水分含量に及ぼす食塩濃度の影響は、

浸透圧によると考えられ、モデルカマボコ内の

水分がモデルカマボコの外へ放出されたためと

考えられる。米タンパク質の添加濃度を変えて

水分含量とpHを比較した結果、添加濃度が高
くなるにつれて、両者は減少する傾向があるこ

とがわかった。さらに添加物の種類を変化させ

ると、コントロール（無添加）を除いた中では、

馬鈴薯デンプンが最も高い水分含蟻となった。

これは、デンプン特有の保水効果によるためと

考えられる。また、米タンパク質を添加した場

合に、馬鈴薯デンプンの次に高い水分含量であ

ったことから、デンプンと同様な保水効果があ

ったと考えられる。pHは乾燥卵白の場合が最
大となった。このような添加物による水分含量

の変化は、添加物がモデルカマボコの網目構造

中の水分をその構造の外に追い出したためと考

えられる。もどり時間を変えても、水分含量は

もどり時間に関係なくほとんど変化しなかった。

しかし、pHはもどり時間が長くなるにつれて

減少した。

　以上の結果から、エソのすり身に米タンパク
質を添加することによって、モデルカマボコ中

の押し込み荷重および弾性ひずみが増加するこ

　とがわかった。また、ハンター白度も増加した

ことから、このモデルカマボコの白さも向上で

　きることがわかった。しかし、米タンパク質を

添加したモデルカマボコの押し込み荷重と水分

含量の間の関係を検討した場合、押し込み荷重

　が高いほど水分含量が低かったことから、強度

　の向上の理由として、米タンパク質由来プmテ

　アーゼインヒビターの作用だけでなく、モデル

　カマボコ内の水分含量の低下の寄与も考えられ

　る。

4．まとめ

　カマボコの一般的な原料として使用されてい

るエソのすり身を用いてすり身抽出液を調製し、

すり身の内在性プロテアーゼ活性に及ぼす米タ

ンパク質の添加効果を検討した。その結果から、

OCを含む米タンパク質は、エソのすり身抽出

液中の内在性プロテアーゼの1種類である
Papain系プロテアーゼを阻害することがわか
った。また、米タンパク質を添加したすり身か

らモデルカマボコを調製することによって・カ

マボコの強度と白さを向上できることがわかっ
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た。しかし、水分含量が減少するにつれて、押

し込み荷重が増加することから、強度の向上の

理由として、米タンパク質のプロテアーゼ阻害

作用以外に、水分含量も影響することがわかっ
た。

　本研究では、すり身匡二1：］のPapain系プロテア

ー一一・ [のみを詳しく検討したが、将来、米タンパ
ク質が実際にカマボIEのもどり防止へ利用する

ことを目標として、Cathepsin系および
Trypsin系プロテアーゼについても検討する必

要がある。さらに、カマボコの強度の向上の理

由を明確にするために、米タンパク質のプmテ
アーゼ阻害作用の効果のみを検討できる実験系

を構築する必要がある。
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Department　of　Materials　Scienee　and　Technology，　Faculty　of　Engineering，　Niigata　Univer8ity

　　　　　　　　　　　　　　　　Ikara8hi　2，　Niigata　950・2181，　Japan，　phone：025・262－6716

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstra」ct

　　　In　ma皿facture　of　Kamaboko，　several　endogenous　proteases　autohydrolyse　partia11y

proteins　in　surimi（fish　meat　paste）；the　proteolysis　by　endogenous　proteases　in　surimi　cau8es

Modori（softening）and　therefbre　lower輌ng　of　quality　of　Kamaboko．　In　this　study，　we　examined

prevention　of　the　sofヒening　of　Kamaboko　using　riee　protein（oryzacystatin）with　protease

inhibitory　activity．

　　　　Western　blot　analysis　using　antibody　against　a　recombinant　oryzaeystatin，　which　was

prepared　and　purified　in　this　study，　showed．　that　polished　rice　contains　rice　protein

（oryzacystatin）with　protease　inhibitory　activity．　Moreover，　by　using　a　synthetic且uorescent

substrate　of　protease，　we　found　that　the　rice　protein　contains　inhibitors　toward　papain　like

protease　and　that　the　extracts　of　surimi（1izardfish）showed　papain　like　protease．　On　the　basis

of　these　results，　we　prepared　model　Kamaboko　using　surimi（lizardfish）as　a　starting　material．

When　the　riee　protein　was　added　to　surimi　paste　with、3％NaCI，　the　breaking　force　and

deformation　of　Kamaboko　obtained　were　higher　than　those　without　the　rice　protein．　Moreove　r，

七he　whiteness　of　Kamoboko　was　improved．　by　adding　rice　protein．　Therefbre，　we　clarified　that

the　addition　of　the　rice　protein　to　surimi（1izardfish）was　effective　to　prevent　Kamaboko　fξom

Modori（softening）in　the　pre8ence　of　2－3％NaCL　Further　study　on　clarification　of　relationship

between　degree　of　inhibition　of　protease　activity　in　surirni　and　physica1　properties　of　Kamaboko

　

ls　necessary・

吐
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第6章 米由来ジンジパイン阻害成分と歯周病
菌増殖抑制成分の精製および同定



6－・－1精白米からのCPIの分画・濃縮のための単位操作に関する基礎研究

1．目的

　イネCPI（ジンジパイン阻害因子）の抽出に有効かつ工業規模で利用可能な分画・濃縮法

を確立することを目的とした。

2．実験方法と結果

1）アルカリ抽出法を用いた古米（H16年産カリフォルニア米）からのCPIの　出

　古米をアルカリ溶液に一晩浸漬した後、磨砕した。その懸濁液を遠心分離することによっ

て上清液（古米アルカリ抽出タンパク質画分）をアルカリ抽出液として回収した。さらにpH

調整による溶解度差を利用して分別抽出した。すなわち、HC1溶液にてアルカリ抽出液（pH

10．7）のpHをそれぞれ10、8．5、7、5に直接調整した後、遠心分離によりその可溶性タン

パク質画分を回収した。また、アルカリ抽出液のpHを段階的に調整し、そのときの各可溶

性タンパク質画分を同様に回収した。

　CPI抽出効率の指標として、各分画溶液中のジンジパイン阻害活性を蛍光基質を用いて測

定した。アルカリ抽ll1液のpHを直接各pHに調整して分画した場合、　pH　5可溶性画分（pH

5Dsol．）が、初発の古米アルカリ抽出画分（pH　10．7）と比較して、約2．5倍高いジンジパ

イン阻害活性を示した（図6－1）。

　次にCPIの分画・濃縮操作として、工業規模へのスケールアップが比較的容易なアルコー

ル抽出法について検討した。pH　5　D　so1．画分からエタノール（EtOH）を用いた段階抽出に

より、それぞれ30％EtOH不溶性、30・70％EtOH不溶性、70％EtOH可溶性画分に分別し

た。その結果、70％EtOH可溶性画分は初発の古米アルカリ抽出画分よりも約3．5倍高いジ

ンジパイン阻害活性を示し（図6－1）、EtOH抽出法がジンジパイン阻害因子の調製に有効で

あることが判明した。

　また、SDS’PAGE解析によりpH　5　D・70％EtOH　so1．画分は、分子サイズ14～15　kDaの

低分子タンパク質を含むことを確認した（図6－2）。さらtこ、後述するようにpH　5　D’70％

EtOH　so1．画分の歯周病菌Porphyromonas　8加扉祝没五8に対する増殖抑制効果が見出された。

2バッファー出法を用いた米（H18産コシヒカリからのCPIの

　新米を粉砕し、500mM　NaClを含むpH　5、7および＆5の各バッファーに浸漬して20

分間振塗した。その後、遠心分離により可溶性画分を回収した。内在性プロテアーゼを失活
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させるために、この可溶性画分を95℃で10分間加熱し、遠心分離して上清を回収した。こ

の画分を脱塩・濃縮して、ジンジパイン阻害活性を測定した。pH　5のバッファーで抽出した

新米タンパク質画分のジンジパイン阻害活性は、古米アルカリ抽出画分（P且le．7）のそれ

より約3倍向上した（図6－3）。また、この画分は古米アルカリ抽出タンパク質のpH　5　D・70％

EtOH　soL画分と同等の阻害活性を保持していた。

3．考察

　これまでの研究成果から、精白米をアルカリ浸潰することでCPIを含有する低分子タンパ

ク質画分が効率的に得られることを見出していた。しかし、この方法だけでは、優れた機能

を発揮する高いCPI活性を保持した画分を調製するには不十分であり、新たに調製方法を開

発する必要があった。今回の研究により、アルカリ抽出後のサンプルを用いた場合には、pH

調整による溶解度差を利用した分画法およびエタノールを用いた分画法が有効であることを

明らかにできた。この抽出・濃縮画分の歯周病菌に対する増殖抑制効果も見出しており、イ

ネCPIを天然系機能性素材として工業規模で製造できることが示唆された。更にバッファー

を用いた精白米からのタンパク質抽出画分からは、従来のアルカリ抽出後のサンプルからよ

りも高効率にCPIを抽出できることも見出した。これらの方法で抽出した精白米タンパク質

画分が示すジンジパイン阻害活性と後述する抗菌プロフィールに関する成果に基づいて、古

米アルカリ抽出タンパク質ならびに新米バッファー抽出タンパク質は、それぞれ1mg当た

り1．2×106および4．8×106cellsの歯周病菌の増殖を抑制することが判明した。これはイネ

CPIが歯周病予防に有効であることを示唆しており、今回の知見が国民のニーズに応え得る

天然系機能性新素材の開発に繋がると期待している。

　これらの知見からイネCPIの抽出に有効な単位操作を確定し、以下の抽出プロセス案を提

唱する。まずステップ1として精白米タンパク質をバッファーにより抽出し、可溶性画分を

回収する。この時に得られた残渣をアルカリ浸漬して更にタンパク質を抽出する（ステップ

2）。ステップ2で得られた残渣は従来通りデンプン製造に使用可能である。ステップ3で今

回得られた知見に基づいて、ステップ1及び2で回収した可溶性画分に含まれるCPIを分

画．濃縮する。以上の抽出プロセスにより、米デンプンだけでなく、これまでデンプン製造

工程において副産物として廃棄されていた米タンパク質成分を有効活用することが可能にな

ると確信している。今回開発した米タンパク質を製造するための新技術は・新規性が高く優

位な技術である。
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　　　　　　　　　　　　　　　Inhibitery　actiy“y（Ulm9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！94

　　　　pH　lO．7　sol．

　　　　pll　8．51）soL

　　　　pll　5　D　sol．

　　　　　pH85Ssol．

　　　　　pHsSseL

pHsD－30％EtOH　ppt

pH5D－30－70％EtOH　ppt

pH5D－70％Et《）H　soL

　図6－1ジンジパイン阻害活性を含む古米タンパタ蓑垂登毒譲嚢

　　　　　　D：一回でpHを調整、　S；段階的に声を調整

，1　－3　　　cロ　，、　　　o。　－3　　　00　．3　　　α｝
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図6－2ジンジパイン阻書活性を含む古米タンパク質画幹否S§§－PgGE解析
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古米アルカリ抽出
　pH　10．7　sol．

古米アルカリ抽出

　pH　5　D　sol．

新米バッファー抽出

　　pHssol．

新米バッファー抽出

　　pH　7　sol．

新米バッファー抽出

　　pH　8．5　sol．

0

　　　　　阻害活性（U∫mg）

1．Ox10’3　　2．Ox10’3　　3。Ox1　O‘3 4．Ox10－J　　5．Ox10’3

図6－3ジンジパイン阻害活性を含む新米タンパク質画分の調製

6－2寒天平板混釈法による抗微生物作用プロフィールの解明

1．目的

　ヒトの健康に悪影響を及ぼす微生物として、歯周病菌R　gingivalis　J　CM　8525を選定し、

寒天平板培養におけるCFUを指標として、各微生物に対する精白米タンパク質成分の抗微

生物作用を定量的に評価し、抗菌スペクトルを作成する。

2．実験方法と結果

1）寒天平板混釈法による抗菌活性の測定方法

　変法GAM培地に、1％（w∫v）寒天を添加し、120℃で15分間滅菌した。滅菌した培地を

約55℃まで冷却した後、フィルター一滅菌した検定用サンプルと検定菌（初期OD65s＝3・　1×

10－6）を混釈してシャーレに流し込み寒天平板培地を作成し、嫌気条件下・37℃で静置培

養した。その後、CFUを目視で計測し、検定用サンプルを添加していない対照区との間で

CFUを比較することによって、抗菌活性を評価した（図6－4）・
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抗菌活性の測定手蟻 Porplryromon　as　gingiyalis　J　C　M　8525

　　　　　　検量纏

　800
蚕

蓼繊

璽搬
藁

璽　，．

蓄

芋

　　㊥
0　　］！．6　　4灘　　6』）　8．0　10．O　l2．｛｝

　　　OD655珈｛×le7　1

●　；陥x｝＝6．9xtosx　x＋12

一〔」
cfulplste　：　OD6ss．酷　・　200　：　3・e　×to’7

図6－4寒天平板混釈法を用いた抗菌活性の測定方法

2）古米アルカリ抽出タンパク　画分の抗菌活性の評価

　寒天平板混釈法を用いて、島田化学工業（株）において古米アルカリ抽出液から新たに調製

した画分（pH　5　D－70％EtOH　soL：025　mglmDの歯周病菌に対する増殖阻害活性を測定し

た結果、その増殖は対照区と比べて約12％阻害された（図6－5）。

　また、食品研究センター及び島田化学工業（株）において、精白米の低分子量タンパク質画

分に強いジンジパイン阻害活性が見出された。そこで、透析膜を用いて分子サイズ16kDa

以上および1－16kDaのタンパク質を含む古米アルカリ抽出画分（pH　7）をそれぞれ調製し、

寒天平板混釈法を用いて歯周病菌に対する増殖阻害活性を測定した。しかし、各タンパク質

画分の濃度をそれぞれ0．23mg／m1およびO．049　mg∫mlとしたときには、歯周病菌に対する

増殖阻害活性を検出できなかった（図6－6）。　　　　　L

3）米　抽出タンパク質画分の抗菌活性の評価

　米糠i抽出タンパク質画分を50mM　Tris・HC1（pg　＆e）で溶解後、95℃で加熱し、可溶性

画分を回収した。この画分をさらに分子量カット（MWCO）16　kDaの透析膜を用いて、16

kDa以上と16　kDa以下のタンパク質に分別して回収した。16　kDa以下の画分を凍結乾燥

により濃縮後、MWCO・1・kDaの透析膜を用いてさらに透析し、1－16　kDa画分を調製した。
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　寒天平板混釈法を用いて、16kDa以上および1～16　kDaのタンパク質画分の歯周病菌、P．

gingivalisに対する増殖阻害活性を測定した。その結果、1．46　mg／m　lの16　kDa以上画分に

は増殖阻害が認められなかった。一方、1．11mg∫rn1の1～16　kDa画分は300　CFUの歯周病

菌の増殖を完全に阻害した（図6－7）。この画分のジンジパイン阻害活性は、島田化学工業

（株）において精白米から抽出したタンパク質画分と比較して1／2～1／7倍であった。

3．考察

　既存技術では、検定用サンプルー検定菌混合液を寒天培地上に塗布していたため、培養期

間を通して嫌気状態を保つ点に問題があった。本研究では液状の寒天培地に検定用サンプル

と検定菌を混釈して固化する方法を用いることによって、上記の問題点を解決し、寒天平板

混釈法を確立することができた。

★lnitialOD655＝＝3．1　xl廿7

303cfu∫plate

pH　5D・70％EtOH－司「溶↑生

　　　O．25　mglmL

　　268cfulplate

　　　t1．6％阻害

図6－5寒天平板混釈法を用いた古米アルカリ抽出液から調製した画分の

　　　　歯周病菌に対する増殖阻害活性の評価
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禽1nitiaI　OD655＝：3＿1　x　lO－7

中和上清タンパク質添加

16kDa以上の高分子
　　0．228　mg／mL

　　339cfu∫plate

　　－11．7％阻害

中和上清タンパク質添加

　1～16kDaの低分子
　　0．049mglmL

　　296cfu／plate

　　2，31°1。阻害

図6－6寒天平板混釈法を用いた古米アルカリ抽出液から調製したタンパク質画分の

　　　　歯周病菌に対する増殖阻害活性の評価

tlnitial　OD6ss＝　3．1　x　lO’7

対照（米糠抽出液無添加）

303£fu（個）

米糠抽出タンパク質添加
16・kDa以上の高分子

　　1　．46　mglmL

　　348　cfulp］ate

　　－14．9％阻害

米糠抽出タンパク質添加

　1～i6・Maの低分子

　　LllmgrmL

　　　O£fu∫plate

　　　100％阻1

図6－7寒天平板混釈法を用いた米糠抽出液から調製したタンパク質画分の

　　　　歯衙病菌に対する増殖阻害活性の評価
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6－3濁度法による抗微生物作用プロフィールの解明

1．目的

　抗微生物作用の活性レベルを評価することは、抗微生物作用とジンジパイン阻害活性を奮

むシステインプロテアーゼインヒビター（CPI）活性の相関を解明する上で必須であるため、

上述の寒天平板混釈法による結果を踏まえて、マイクロタイタープレートを用いた濁度アッ

セイ法によって抗微生物作用を定量的に評価する。特に、pH調整による溶解度差、エタノ

ールを用いた段階抽出法を利用した分画などの複数の異なる方法で、島田化学工業（株）にお

いて調製した精白米タンパク質標品について、抗微生物作用およびプロテアーゼ阻害活性を

評価する。

2．実験方法と結果

1）濁度アッセイ法による抗　活性の測定方法

　検定菌として歯周病菌、P　g斑8醐泌8　JCM　8525、ニキビ菌Proρionibaeterium　aenes　JCM

6425および日和見感染原因菌Candida　albicans　NBRC　1385を選択し、各菌株をそれぞれ

変法GAM培地、　GAM培地およびYM培地を用いて培養した。すなわち、培地、検定用サ

ンプルおよび検定菌（初期OD6ss＝0．005）を混合した後、96ウェルマイクロタイタープレー

トに分注し、P．　g加8ゴ踏瓦θとRaenesは嫌気条件下、37℃で、　O　albcansは好気条件下、

27℃で静置培養した。、P艀η苗昭歯とR　acnesは培養0、24、48、72時間目に、　C．　albeans

は培養0、12、24、48時…問目に、それぞれ655nmの吸光度（OD6ss）を濁度として経時的

に測定し、抗微生物活性を評価した（図6－8）。

2）古米アルカリ抽出及び新米バッファー抽出タンパク　画∠の抗菌活性の評

　マイクロタイタープレートを利用した濁度アッセイ法を用いて、島田化学工業（株）におい

て古米アルカリ抽出液から新たに調製した画分（pH　5　D－70e／，　EtOH　sol．：　O．5　mg／ml）の歯

周病菌、P疏ロ8ゴ題蕊に対する増殖阻害活性を測定した結果、培養48時間目まで増殖抑制作

用が確認された（Pt　6－9）。また、分子サイズ16　kDa以上または1～16　kDaのタンパク質

を含む古米アルカリ抽出画分（pH　7）を調製し、濁度アッセイ法により歯周病菌に対する増

殖阻害活性を測定した。その結果、1～16kDa画分（終濃度0．097　mg／ml）は歯周病菌に対

して培養48時悶持まで増殖抑制作用を示した（図6－9）。

　新米からバッファー一抽出によって得られたタンパク質画分（0・169mg∫ml）の歯周病菌に
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対する増殖阻害は観察できなかった。また、精白米タンパク質画分のニキビ菌、P．　aenesと日

和見感染原因菌C．　aloieansに対する増殖阻害活性は検出されなかった，

3）米　抽出タンパク　画分の抗菌活性の評価

　マイクロタイタープレートを利用した濁度アッセイ法を用いて、　16　kDa以上および1～16

kDaの米糠抽出タンパク質画分の歯周病菌R8加苗閲蕊に対する増殖阻害活性を測定した。

その結果、2．91mg／m1の16　kDa以上画分には増殖阻害活性が認められなかったが（図6－10）、

3．45mg／m1の1～16　kDa画分は歯周病菌の増殖を完全に阻害した（図6－10）。

　米糠抽出タンパク質画分は歯周病菌に対して強い増殖阻害を示したが、ニキビ菌R　acne＄

と日和見感染原因菌C．　aibieansに対して増殖阻害活性を示さなかった。

3．考察

　サンプル使用量が少なく、多検体・複数条件での解析が可能なマイクロタイタープレート

を利用した濁度アッセイ法による抗菌活性評価法を確立できた。この濁度アッセイ法は検定

菌増殖の経時変化を測定でき、寒天平板混釈法と比較して、検出感度は約10倍高い方法で

ある。今回の研究成果より、米柚出タンパク質の病原微生物に対する抗菌活性を定量する手

法を確立でき、米由来CPIやCPI以外の米タンパク質を抗菌成分として実用化する今後の

研究開発にとって重要な成果となった。

　歯周病菌R　gingiva」旛が生産するシステインプロテアーゼであるジンジパインは、その増

殖や病原性に重要な役割を果たしている。これまでの研究からジンジパインを阻害するCPI

が歯周病菌の病原性を抑闇するために有効であることが示唆されている。本研究で強いジン

ジパイン組害作用を示す古米のアルカリ抽出液から得た画分（pH　5　D－70％EtOH呂⑰1，〕が、

歯周病菌に対して増殖捧制作用を承したことから、CPI活性と抗菌活性に相関性が見いださ

れた（図6－5と図6－9）。一方、米糠タンパク質から調製した1～16kDa画分のジンジパ

イン阻害活性は精白米から調製した画分よりも低いにもかかわらず、歯周病菌に対して強い

増殖阻害活性を有することが見いだされた（図6－10＞。ζれらの結果から、精白米および米

糠中には作用機構が異なる歯周病菌増殖阻害因子が存在することが予想される。

　以上の結果に示したように、蛍光基質を用いたCPI活性測定および濁度法による抗微生物

活性の評価方法を駆使することによって、CPI活性と抗微生物活性の相撰性を明らかにでき

る実験系を確立することに成功したe
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6－4精白米タンパク質からのArg一ジンジパイン阻害因子の精製

1．目的

　精白米に含まれるArg一ジンジパイン阻害因子を各種クロマトグラフィー（イオン交換クロ

マトグラフィーやアフィニティークロマトグラフィーなど〕により精製するc

2．実験方法と結果

　精白米アルカリ抽出物に含まれる特定のタンパク質がArg一ジンジパイン蓮害活性を有す

ると推察し、各種クロマトグラフィーによるその精製を行った。陽イオンノ陰イオン交換クロ

マトグラフィー（図6－11）、疎水性クロマトグラフィー（pa　6－12）、　Arg一ジンジパインアフ

イニティークロマトグラフィーによって、精白米タンパク質画分からのArg一ジンジパインの

分離を試みたが、いずれのクロマトグラフィーでも活性分布は幅広く、明瞭な活性ピークは

認められなかった。精白米には複数のArg一ジンジパイン鰻害因子が存在し、従来のクロマト

グラフィーではその精製は困難であることがわかった。

　上記の結果を踏まえて、Arg一ジンジパイン阻害活性を有するタンパク質を高感度かつ網羅

的に同定する方法を検討した。システインプロテアーゼ狙害因子であるオリザシスタチンー1

（OC－－1）をモデルとした実験により、『二次元電気泳動→リバース染色→タンパク質スポット

の回収・リフォ・一ルデ4ング→プロテアーゼ阻害活性測定』という一連のプロトコルにより・
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プロテアーゼ阻害因子を網羅的に検出できることを明らかにした（図6－13）。そこで、本プ

コトコルにより、精白米アルカリ抽出物からArg一ジンジパイン阻害活性を有するタンパク質

を検出し、そのN末端アミノ酸配列から同定を行う検討を実施した。しかしながら、N末端

アミノ酸配列を決定するのに十分な量のArg一ジンジパイン阻害因子を得ることができず、精

白米アルカリ抽出物に含まれるArg一ジンジパイン阻害因子は、酵素阻害活性は高いものの、

量的には極めて少ないであることが明らかとなった（図6－14）。

　さらに上述の結果を踏まえて、同定の出発材料として精白米アルカリ抽出物が適している

か否かを、再検討した。そのために、精白米から中性条件でタンパク質を抽出し、ゲルろ過

でのタンパク質溶出パターンとArg一ジンジパイン阻害活性溶出パターンを、精白米アルカリ

抽出物の場合と比較検討した。精白米アルカリ抽出物では、タンパク質とArg一ジンジパイン

活性のいずれも、極めて広い溶出パターンを示した（図6－15）。一方、中性で抽出したタン

パク質画分の場合、Arg一ジンジパイン活性パターンは明白な2峰性を示し、狭い分子量分布

を示すことがわかった（図6－16）。これらの結果から、精白米アルカリ抽出物では、アルカ

リ抽出段階で、Arg一ジンジパイン阻害因子の分解が生じていること、その様々な分解産物（ペ

プチド）もArg一ジンジパイン阻害活性を保持していることが示唆されたe従って、精白米ア

ルカリ抽出物は応用面での利用に問題はないものの、Arg一ジンジパイン阻害因子を同定する

ための材料としては適さないと判断できた。

3．考察

　システインプロテアーゼ阻害因子を植物組織から検出・同定するための方法として、新た

なプロトコル『二次元電気泳動→リバース染色→タンパク質スポットの回収・リフォールデ

ィング→プロテアL－…一ゼ阻害活性測定』を確立した。この方法では、実際に個々のタンパク質

の酵素阻害活性を測定するため、既知のプロテアーゼ阻害因子と配列相同性が低い阻害因子

であっても、検出が可能である。また、N末端アミノ酸配列決定に基づく同定だけでなく・

質量分析と組み合わせることにより、微量な因子（pmo　1レざル）の同定も可能なことを明ら

かにした。本プロトコルは、システインプロテアーゼ阻害因子以外の酵素阻害因子への展開

もできると考えられ、プロテア・一一一tl阻害因子の研究において非常に有用であると推察した。

　精白米アルカリ抽出物が示す高いArg一ジンジパイン阻害活性は、当初予想したような・そ

こに含まれる特定のタンパク質によるものではなく、複数のタンパク質とその分解物による

阻害活性の総和であることがわかった。従って、クロマトグラフィーなどの常法では・Arg一
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ジンジパイン阻害因子の同定は極めて困難であった。また、nmo　1レベルでのタンパク質同定

が可能なN末端アミノ酸配列決定に基づく同定法も検討したが、Arg一ジンジパイン阻害因子

の同定には更なる高感度化が必要であった。

　上述したように、当初の想定とは異なる結果が得られたため、研究方針の変更を余儀なく

された。しかしながら、本検討により、Arg一ジンジパイン阻害因子の量や分子量分布に関す

る貴重なデーターを得ることができた。また、アルカリ処理がArg一ジンジパイン阻害因子の

分解を招き、Arg一ジンジパイン阻害活性を保持した多くの断片を生じさせることがわかった。

同定方法の高感度が必要であることも明らかとなった。これらの知見はいずれも、Arg一ジン

ジパイン阻害因子を同定する上で重要であり、本研究の目的は概ね達成できたと考えている。
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6－5Arg・一・ジンジパイン阻害因子の同定と酵素阻害活性の特性化

1．目的

精白米に含まれるArg一ジンジパイン阻害因子を同定し、その特性解析を行う。

2．実験方法と結果

　前項での知見を踏まえて、同定方法の高感度化を図った。最終的には、fmo　1－pmo1オーダ

ーでの分析が可能なnan。LC－MS／MS（nanoLC／Linear－Trap－TOF；NanoFrontier　L；日立ハイテ

クノロジーズ）で同定を行うことにし、そのためのプロトコルを見直した。具体的には、以

下の段階を経て同定を実施した。

　　　1）精白米から中性条件でタンパク質を抽出し（P－pER　Plant　Extraction　Kit；Pierce）、

　　　　　ゲルろ過（Superdex　75　PC3．2／30；GE　Healthcare　Bio－Science）にてArg一ジンジ

　　　　　パイン阻害活性画分を分取。

　　　2）Arg一ジンジパインを固定化した磁性粒子（MagnaBind●Amine　Derivatized　Beads；

　　　　　Pierce）を用いて、マイクロスケ・一・・4ルでのアフィニティー精製。

　　　3）Arg一ジンジパインに特異的に結合するタンパク質を磁性粒子から回収。
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　　　4）回収したタンパク質をトリプシン消化により断片化し（Alhn－One　Trypsin

　　　　　Digestion　Kit；Calbiochem）、　nanoLC－MS／MSで分析。

　　　5）MS／MSデーターをデーターべ一ス（MASCOT，　NCBIfir　search〕と照合することによ

　　　　　り、Arg一ジンジパイン結合タンパク質を摘定。

　以上の検討から、以下に示す6種類のArg一ジンジパイン結合タンパク質を同定することが

できた。

　　　・　Locus　互D．：　OsO790214100

　　　　　1）escription：　Seed　allergenic　pretein　RA17　precursor

　　　　　　　（予想分子量17，556；予想pl　6．92）

　　　・　Locus　ID．：　OsO7gO213SOO

　　　　　Description：　Alpha－amylase　inhibitor　BMAI－1　precursor

　　　　　　　（予想分子量17，259；予想pl　8．72）

　　　・　Locus　Il）．：　GsO790216600

　　　　　Description：　trypsin／alpha－amylase　inhibitor　family　protein

　　　　　　　（予想分子量16，　395；予想pl　7．・48）

　　　・　Locus　ID．：　Os12gOllSIOO

　　　　　Description：　Nonspecific　lipid－transfer　protein　l　precursor　（LTP　1）

　　　　　　　（予想分子量8，　903；予想pl　9．41）

　　　・　Lecus　ID．：　OsO490431100

　　　　　Description：　GrpE　protein　family　protein

　　　　　　　（予想分子量31，491；予想pl　7．00）

　　　・　Locus　ID．：　Os10gO471300

　　　　　DescriPtion：　Cyanate　hydratase

　　　　　　（予想分子量18，596；予想pl　5．61）

　これらのタンパク質に共通な構造領域が、Arg一ジンジパイン阻害に関わっていると推定さ

れる。そこで、予想シグナル配列を除いた領域について相同性解析を行った（図6－17）。そ

の結果、アミノ酸配列が同一な領域は見いだすことができなかったが、配列の類似性、なら

びにArg一ジンジパインがArg残基のC末端側を切断する酵素であることから、　Arg残基を含

むN末端側に位置する領域（OsO790214100ではアミノ酸残基15－－38）が、　Arg一ジンジパイン

阻害に関与する可能性が高いと推察した。
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3．考察

精白米タンパク質にArg一ジンジパイン阻害活性を見いだしたのは本研究が最初であり、ま

た、今回の検討によってその分子実体を初めて明らかにすることができた。その知見は、Arg一

ジンジパイン阻害活性の定量性や作用機序の解明を行う上で端緒となるものであり、歯周病

予防用の天然素材を具現化するためには、極めて重要である。
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図6・－17Arg一ジンジパイン結合タンパク質の配列相同性

Arg・ジンジパイン阻害に関わる予想領域をボックスで表示した。
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第7章全体の総括

1．組換えオリザシスタチンの調製とその性質

　組換えオリザシスタチン（OC）を精製した結果、　OC－1とOC．　llは分子量が約

14，000　Da付近に、　OC－Xnは分子量が26，000　Da付近に、　OC－VIは分子量が10，000

付近に、His－tag融合OC－rVは分子量が17，000付近に、　His－tag融合OC－VIは分子

量が12，000付近に、それぞれ単一のバンドとして検出できた。すなわち、それ

ぞれの組換えOCとそのHis－tag融合タンパク質は、不純物を含んでいないこと

がわかった。得られた組換えOC－1，0C－　il，　OC－X　H，　OC－VI及びHis－tag融合OC－

VIの各プロテアーゼに対するKiの値を測定した。その結果、　OC－1とOC．　X　IIは

Ficin，　Papain，　Cathepsin　H，　Cathepsin　K，Cathepsin　L及びCathepsin　Sを阻害すること

ができたが、Cathepsin　Bを阻害できないことがわかった。　OC－IIは、すべてのプ

ロテアーゼを阻害することができた。OCVIとHis－tag融合OC－VIはFicin，　Papain，

Cathepsin　H，　Cathepsin　K及びCathepsin　Lを阻害することができたが、　Cathepsin　B

とCathepsin　Sを阻害できなかった。各プロテアーゼに対する阻害活性はOC－1，

OC－II及びOC－X　Hに比べてOC－VIとHis－tag融合OC－VIは低かった。

　OC－1，0C－HおよびOC－VIと、それらの加熱物の歯周病菌由来プロテアーゼで

あるArg－gingipainとLys－gingipainに対する阻害活性を測定した結果、　OC－1とOC－

IIは弱い阻害活性を示し、　OC－Wは強く阻害することがわかった。これらの結果

より、新たに組換えタンパク質として調製したOC－VIは、　OC－1，0C－Hおよび

OC・XIIとは異なる性質を有することがわかった。

2．プロテアーゼ阻害活性を有する米タンパク質の食品素材としての利用

　オートリシスに及ぼす温度の影響を検討した結果、スケトウダラAのすり身

は、内在性プロテアーゼによって55℃の温度で最も自己分解が起こりやすいこ

とがわかった。反応温度が55℃以上になると、内在性プロテアーゼが失活する

ため、すり身は徐々に分解されにくくなった。次にpHの影響について検討した

結果、オートリシスによってスケトウダラAのすり身から可溶化してくるタン

パク質量は、pHの影響をほとんど受けないことがわかった。食塩濃度の影響を

検討した結果、すり身に添加した食塩濃度が高くなるにつれて、すり身から抽出

される全タンパク質量が多くなることがわかった。

　すり身から抽出したプロテアーゼの活性に対する米タンパク質の阻害効果につ

いて検討した。すり身抽出液中のパパイン系プロテアーゼに対する阻害効果を検

討した結果、スケソウダラAのプロテアーゼは、2種類の米タンパク質によっ

て、部分的に阻害された。また、反応系の食塩濃度を高めても、阻害効果が確認

された。一方、エソのプロテアーゼ活性は、2種類の米タンパク質によって、わ

ずかであるが阻害された。そこで、スケソウダラAのすり身を用いてモデルカ

マボコを調製し、カマボコの性質に及ぼす米タンパク質の添加効果について検討

した。5％の各種添加物をすり身に添加して調製したカマボコの破断力とハンタ
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一白度を検討した結果、米タンパク質を添加した場合に、破断力が最も高くなり、

ハンター白度も対照に比べてわずかに向上した。これらの結果から、米タンパク

質はカマボコ製造において「もどり」を防止するための新しい食品素材として期

待される。

3．米由来抗歯周病菌タンパク質の精製とその作用解析

　2種類の透析膜を用いて分画した米糠由来タンパク質であるRB　l－16　kDa画分

のP．gigivalisに対する抗菌活性を、濁度法を用いて評価した。この画分は、　P．

gingivalisの生育を培養72時間目まで完全に阻害した。次に、　RB　1－16　kDa画分を

陽イオン交換樹脂を用いて、吸着画分であるRB　1－16　kDa－CMB画分と非吸着画

分であるRB　l－16　kDa－CMNB画分に分離した。分離した米糠タンパク質の抗菌活

性を測定した結果、RB　1－16　kDa－CMNB画分がP．　gingivalisに対して強い増殖阻害

活性を示した。さらに、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いてRB1－16　kDa　CMNB

画分を精製することによって得られた5つの画分のうち、4および5番目の画分

がP．gingivalisに対して増殖阻害活性を示した。そこで、これら2つの画分を二

次元電気泳動法によって分析した結果、複数のスポットが検出された。また、こ

の2つの画分をMALDI．TOF，MSまたはMALDI－TOF－MS∫MSを用いて分析した結

果、それぞれ複数のタンパク質が存在することがわかった。
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