
Effect of starch gelatinization and the following amylase/protease treatments on the recovery of amino acids as well

as on the solubility of rice protein was investigated. In our previous study, the supernatant obtained by a centrifugation of

gelatinized and liquefied (i.e., amylase-treated) rice slurry contained almost no protein. In this study, the slurry was fur-

ther treated with protease before centrifugation. Analyses on SDS-PAGE have shown that after centrifugation, the super-

natant contained almost no protein. Moreover, 36% of total protein was recovered in the supernatant as free amino acids.

The recovery of total amount of amino acids and peptides was estimated to 63%. This report is a pilot study to develop

less−allergenic or low protein food material which is rich in amino acids and sugars.
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緒 言

米は国内で自給可能な数少ない重要な穀物の一つで

ある．一方，食生活の多様化により，炊飯米としての

需要は年々減少傾向にあり，国民１人当たりの年間米

消費量も昭和３７年をピークに半減している．米の消費

量は食料自給率に大きく影響を与えるため，パンなど

の加工品や飲料など，米の多様な利用法の開発が求め

られている．米や米粉を原料とした加工品は安価に製

造できる利点があるが，米は五大アレルゲンの一つで

あり，アトピー性皮膚炎との関連性についても従来か

ら指摘されている１）ことから，アレルゲン蛋白質の加

工食品への混入が懸念される．また，特に飲料では，

微量に混入した蛋白質が滓や濁りの原因になることが

あるため，液状食品から蛋白質を除去する技術の開発

が進められている２），３）．そこで，糖類やアミノ酸・ペ

プチドなどの栄養成分に富み，同時に蛋白質やアレル

ゲンなどの混入が著しく低減された加工原料を米から

製造することができれば，飲料を含めた様々な加工食

品への利用が期待できる．

米に水を加えて加熱して糊化させ，これにアミラー

ゼを添加して液化させると糖化液ができる４）．前報で

は，この糖化液を遠心すると，その上清にはブドウ糖

や麦芽糖が回収されるが，蛋白質はほとんど含まれな

いことを報告した５）．本報では，この糖化液にさらに

プロテアーゼを添加し，遠心後の上清にアミノ酸を効

率的に回収することができるか，また，その際に蛋白

質の混入を抑えることができるかを調べた．極低蛋白

質・低アレルゲンで，同時にアミノ酸や糖などの栄養

成分に富んだ食品原料を開発するための予備研究に位

置づけられる．

実験材料及び方法

１．米糖化液の作成とプロテアーゼ処理

糖化液の作製は前報５）に従った．精白米に３倍量（w

/w）の水を加え，多管式第一種圧力容器（有限会社ア

トラスエンジニアリング製，型式ＢＥＭ）中で１２１℃，６

分間加熱して糊化させた後，その糊化物を４５℃まで冷

却した．これにアミラーゼＮ―ＫＴ２（協和化成株式会

社製）を０．２％（w/w）添加し，４５℃に保温したまま

ホモジナイザー処理を１０分間行って十分に撹拌・混合

して液化した．液温を９６℃に上昇させて酵素を失活さ

せ，振動篩い（８０メッシュ）で処理して米の糖化液を

得た．

この糖化液５０mLに，エンドプロテアーゼおよびエ

キソペプチダーゼ活性の両方を含む食品用酵素フレー

バザイム６）（ノボザイムズ社製）を２５０µL（２５０LAPU；

１LAPUは１分間に１μmolのＬ－ロイシン－pニトロ

アニリドを加水分解する酵素量）添加し，５０℃で１時

間保温した．

２．ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる蛋白質解析

糖化液に等量（w/w）の２倍濃縮 SDSサンプルバ

ッファー（４％SDS，２０％グリセロールを含む１２５mM

トリス／塩酸，pH６．８）を加えて混合し，一晩室温で

保存した（サンプルバッファーは還元剤として１００mM

DTTを含むものと含まないものを用いた）．これを

５，０００ x gで１０分間遠心し，上清を SDS-PAGEに供し

た．SDS-PAGEは Laemmli７）の手法に従った．泳動に

はアクリルアミド濃度が４―２０％のプレキャストゲル

（Bio-Rad社製）を用い，３０mAの定電流で４５分～１

時間程度泳動した．泳動後のゲルは０．１％の CBB-

２５０，２０％メタノール，５％酢酸を含む染色液中にて

室温で一晩浸漬した後，２０％メタノール，５％酢酸を

含む脱色液中で浸漬し，染色像が明らかになった時点

で脱色を終了した．

３．アミノ酸および糖分析

アミノ酸および麦芽糖，ブドウ糖の定量分析は財団

法人日本食品分析センターで実施した．糖化液全液お

よびプロテアーゼ処理後の糖化液を遠心した後の上清

画分について，２０種類の遊離アミノ酸の定量分析およ

び加水分解後の１８種のアミノ酸の定量分析を実施した

（アスパラギン，グルタミンは加水分解時に側鎖のア

ミノ基が脱落するため，それぞれアスパラギン酸，グ

ルタミン酸として回収される．）アミノ酸の分析には

アミノ酸自動分析計 JLC-500/V（日本電子株式会社製）

を用い，カラムには LCR-6（日本電子）を使用した．

定量はニンヒドリン法で行い，アミノ酸標準試料と供

試試料の面積比から遊離アミノ酸量を計測した．また，

糖分析には高速液体クロマトグラフを用い，ブドウ糖，

麦芽糖の標準試料と比較し，定量した．

実験結果および考察

１．プロテアーゼを添加した米糖化液の蛋白質解析

まず，エキソプロテアーゼおよびエンドペプチダー

ゼ活性の両方を含む食品用酵素フレーバザイム（以降，
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「プロテアーゼ」と略）で米糖化液を処理した．図１

のレーン１―４は糖化液あるいはそのプロテアーゼ処

理液から一部をサンプリングし，還元剤ジチオスレイ

トール（DTT）を含むサンプルバッファーと混合して

SDS-PAGEで分析したものである．プロテアーゼを添

加する前の糖化液には，グルテリンやグロブリン，ト

リプシンインヒビターやプロラミン等の蛋白質が含ま

れる（レーン１）が，プロテアーゼを添加して室温で

１時間，あるいは５０℃で１０分～１時間処理すると（レー

ン２―４），いずれの場合もこれらの蛋白質は分解を受

け，分子量が数千程度の蛋白質断片が生成し

た．５０℃，１時間以上処理しても，分解の程度は変わ

らなかった（データ略）．

また，レーン５―８は，それぞれレーン１―４で解析

した糖化液やそのプロテアーゼ処理液を遠心し，各上

清をサンプルバッファーで処理して泳動したものであ

る．前報５）で報告したように，糖化液を遠心すると，

上清には蛋白質がほとんど観察されなかった（レーン

５）．また，プロテアーゼ処理後の糖化液においても，

遠心後の上清から蛋白質はほとんど検出されなかった

（レーン６―８）．

前報では，糖化液から蛋白質を抽出する際，還元剤

DTTを含む通常のサンプルバッファーを使用すると

蛋白質が抽出されるが，DTTを含まないサンプルバ

ッファーを用いた場合には，抽出される蛋白質の量が

低減することを報告した５）．また，こうした蛋白質の

溶解性の違いには，ジスルフィド結合が関係する可能

性があることを推察した．そこで，プロテアーゼで処

理した糖化液でも，DTTの有無で蛋白質の溶解性に

違いがあるかを調べた．図２は糖化液のプロテアーゼ

処理液と，それを遠心して得られた上清画分について，

抽出バッファーに含まれる DTTの有無で蛋白質の溶

解性に差が生じるかを調べたものである．プロテアー

ゼにより低分子化された蛋白質断片は，もとの蛋白質

と同様に，還元剤 DTTを含む SDSバッファーを用い

た際には抽出できる（レーン５）が，DTTを含まな

い SDSバッファーでは抽出量が低減した（レーン２）．

DTTはジスルフィド結合を切断する機能を有するた

め，低分子化された蛋白質が DTTを含まないバッフ

ァーではその抽出量が低減するのは，ジスルフィド結

合がその不溶化に寄与するためであることが推定され

た．また，遠心後の上清からは，DTTの有無にかか

わらず，蛋白質はほとんど抽出されなかった（レーン

３および６）．

２．プロテアーゼ処理した糖化液のアミノ酸分析

次に，プロテアーゼで５０℃，１時間処理した糖化液

を遠心した際，上清画分にどの程度アミノ酸が回収さ

れるかを調べた．表１に，糖化液１００ｇ当たりから回

収される各アミノ酸の回収量（ｇ）を示した．蛋白質

図１．各条件でプロテアーゼ処理した糖化液の全液および遠心後の上清に含まれる蛋白質

ＣＴＲ， プロテアーゼ処理しない標準サンプル． ，プロテアーゼ由来のバンド
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表１．糖化液のアミノ酸分析

図２．糖化液およびプロテアーゼで処理した糖化液から抽出される蛋白質の電気泳動図

アミノ酸
全液 遠心後の上清

加水分解 遊離アミノ酸 加水分解

アルギニン １５３ ８３（５４） １０４（６８）

リジン ６６ ３０（４０） ４８（７３）

ヒスチジン ４７ １７（３６） ３０（６４）

フェニルアラニン ９７ ４４（４５） ５８（６０）

チロシン ８５ ４３（５１） ５２（６１）

ロイシン １４７ ６５（４４） ８２（５６）

イソロイシン ７１ ３５（４９） ４７（６６）

メチオニン ４７ １６（３４） １９（４０）

バリン １０４ ４７（４５） ６８（６５）

アラニン １０１ ３３（３１） ６３（６２）

グリシン ８７ １６（１８） ５８（６７）

プロリン ８６ ６（７） ５３（６２）

グルタミン酸 ３１０�
�

３８�
�

２０１�
�グルタミン ０ ６１ ０

セリン ９６ ３３（３４） ６４（６７）

スレオニン ６７ ２４（３６） ４４（６６）

アスパラギン酸 １７３�
�

２７�
�

１１７�
�アスパラギン ０ ２５ ０

トリプトファン ２５ ８（３２） １２（４８）

シスチン ４３ ０（０） ２０（４７）

合 計 １８０５（１００） ６５２（３６） １１４０（６３）

抽出バッファーに含まれる還元剤ジチオスレイトール（DTT）の有無で抽出される蛋白質を比較

（３２） （６５）

（３０） （６８）

Ｎ＝３の平均値．

mg/１００g糖化液で表示．

（ ）内は各アミノ酸の％回収率．
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を塩酸加水分解すると，グルタミンとアスパラギンは

それぞれグルタミン酸，アスパラギン酸として回収さ

れるため（ ｝に合計表示），加水分解した際のデータ

はグルタミン，アスパラギンを除いた１８種類のアミノ

酸で表示されている．糖化液全液を加水分解すると，１８

種類のアミノ酸を併せて１８０５mgが回収された．これ

を１００％とすると，遠心後の上清に含まれる遊離アミ

ノ酸の合計（６５２mg）は３６％であった．プロテアーゼ

処理前の糖化液や，同じ時間処理したプロテアーゼ単

体からは遊離のアミノ酸がほとんど検出されなかった

（データ略）．

図３の模式図に示すように，糖化液をプロテアーゼ

で処理し，遠心して得られた上清画分には遊離のアミ

ノ酸以外に，アミノ酸が数個～数十個つながったペプ

チドも含まれるはずである．これらペプチドはアミノ

酸分析のクロマト上で同定することはできない．そこ

で，上清画分に含まれる低分子ペプチドを遊離アミノ

酸と併せて定量するため，上清を加水分解した後にア

ミノ酸分析を行った．上清には蛋白質がほとんど含ま

れないことが SDS-PAGEにより確かめられている（図

１）ため，ここでは遊離のアミノ酸とともに，電気泳

動では検出されない低分子ペプチドが定量されるはず

である．分析の結果，糖化液全体を加水分解したとき

に得られるアミノ酸総量の６３％がアミノ酸およびペプ

チドとして上清に回収されることがわかった（表１）．

次に，表１に示される個々のアミノ酸の回収につい

て検討すると，まず，上清にはシスチンがほとんど回

収されないことがわかる．これは，図１の結果から考

察したようにジスルフィド結合が蛋白質の不溶化に関

与していること，また，ジスルフィド結合はプロテアー

ゼ耐性を有する場合があること８，９，１０）から，プロテアー

ゼで処理してもシスチンが遊離しなかったためと考え

られる．また，プロリンの回収率が他のアミノ酸に比

べて低いが，これはプロリンがイミノ酸であるため，

プロリンのアミノ末端側のペプチド結合が一般的にプ

ロテアーゼで切断されにくい傾向にある１１，１２）ことに起

因すると考えられる．

また，糖分析により糖化液上清にブドウ糖，麦芽糖

がそれぞれ糖化液１００ｇあたり１２．２ｇ，７．５ｇ（ｎ＝２

の平均値）含まれることがわかった．

３．推定されるメカニズムについて

前報で考察したように，遠心後の上清に蛋白質がほ

とんど回収されない原因についてバリア説１３）で説明さ

れる可能性がある．米蛋白質と米澱粉が相互作用する

こと１４）や，蛋白質が強固な網目構造を作り，澱粉粒を

取り囲んでいること１５）はよく知られていた．Hamaker

らは，ジスルフィド結合で高分子化した蛋白質が米の

澱粉粒を取り囲み，澱粉の吸水を妨げるバリアの役割

を果たす可能性があることを報告した１３）．また，Delcour

らにより，このバリアは加熱により強化される可能性

があることも報告されている１６）．糖化液を作製する際

には白米に水を添加して加熱し糊化させるが，この際

に，ジスルフィド結合により高分子化した蛋白質が澱

粉粒と相互作用し，また，アミラーゼ処理した後にも

脱落せず，Ghost１７）と呼ばれる澱粉粒の外膜に吸着し

た可能性がある．DTTを含まない SDSバッファーで

は糖化液から蛋白質がほとんど抽出されないが，DTT

図３．模式図：糖化液からのアミノ酸，糖類の回収
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を添加したバッファーからは抽出されることがこの推

察を支持すると考えられる．また，糖化液にプロテアー

ゼを添加した際には，Ghostに蛋白質が吸着したまま

アミノ酸やペプチドが可溶化し，分子間ジスルフィド

結合でつながったプロテアーゼ耐性フラグメントが不

溶状態のまま Ghostに残留し，遠心した際には Ghost

への吸着を維持したまま沈殿した可能性がある．DTT

存在下で抽出されるこれらフラグメントが，DTTな

しでは抽出されないことがこの推察を支持する．ある

いは，プロテアーゼ耐性フラグメントの不溶化はバリ

ア説や澱粉粒への吸着とは全く関係なく生じた可能性

も否定できない．メカニズムの解明にはさらなる検証

を要するが，いずれの場合も上清は蛋白質やアレルゲ

ンをほとんど含まない．

最近，グルタチオンを米粉生地に添加することで，

グルテンを要せずにパンを発酵・焼成できることが報

告されているが，ここでも還元剤としての機能をもつ

グルタチオンがバリアを破壊し，デンプンの吸水を促

進したことが生地の粘性や発酵ガスの閉じこめ機能を

高めたと推定されている１８）．Hamakerらは，デンプン

粒を取り囲む，ジスルフィドで架橋したポリマーの研

究により，米製品のテクスチャーの制御が可能になる

かもしれないと述べている１３）．バリア機能とデンプン

の吸水，粘度特性との関連性について理化学分析や分

子解析など，さまざまな面から明らかにすることで，

新しい特性をもった米粉食品を開発するための知見が

得られるであろう．

本報により，白米に水を加え，加熱して糊化させた

後，アミラーゼ，プロテアーゼで処理すると，遠心後

の上清画分に単糖やアミノ酸・ペプチドを回収できる

こと，そこに蛋白質がほとんど含まれないことが明ら

かになった．蛋白質がアレルゲン性を発現するには脂

肪細胞と架橋するために２箇所のエピトープを要す

る．ひとつの分子内に２つの架橋部位が必要であるた

め，アレルゲン蛋白質はある程度以上（３．５～５kDa）

の大きさが必要であるといわれており，電気泳動で検

出されないほどの低分子ペプチドはアレルゲン性を有

する可能性が低い９）．

前報の成果と併せ，本研究で得られた糖化液上清画

分は，腎臓病者用の飲料や，低アレルゲン飲料の開発

に応用できる可能性がある（図３）．医学研究者との

共同研究によるアレルゲン性の評価や，食品としての

品質向上研究を実施し，実用化を進める予定である．
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要 約

米デンプンの糊化と，その後のアミラーゼおよびプ

ロテアーゼ処理が蛋白質の挙動に与える効果を解析し

た．前報では，米粉に加水・加熱し糊化させた後，ア

ミラーゼ処理で液化した糖化液を遠心すると，上清に

は蛋白質がほとんど含まれないことを報告した．本研

究では，糖化液をさらにプロテアーゼ処理し，遠心後

の上清にやはり蛋白質がほとんど含まれないことをＳ

ＤＳ－ＰＡＧＥで確認した．また，糖化液に含まれる

蛋白質の３６％がアミノ酸として，アミノ酸とペプチド

を併せると６３％が上清に回収されることがわかった．

本報は極低蛋白質・低アレルゲンでアミノ酸，糖類に

富む食品原料を開発するための予備研究に位置づけら

れる．
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