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小麦 の プ ロ テ ア ー ゼにつ い て

光  永  俊  郎

Proteases in wheat

Toshio Mitsunaga

1.は じ め に

 プロテアーゼはタ ンパク質あるいはペプチ ドに作用

して,ペ プチ ド結合を加水分解する酵素である。

 このプロテアーゼに関する研究は食物の消化に関連

する胃の中のペプシンや膵臓から分泌される トリプシ

ン,キ モ トリプシンの発見か ら始ま った。その後,多

くの研究者により動物のあ らゆる組織や細胞の中にも

それぞれに特有のプロテァーゼが存在することが明 ら

かにされた。また,植 物組織や微生物 にも存在 し,そ

の分布は極めて広いことがわかった。とくに微生物の

プロテアーゼについては,最 近の酵素精製技術の進歩

によって急速にその利用が伸びている。

 この酵素はタ ンパ ク質,ペ プチ ドに対する加水分解

作用の仕組みか ら,プ ロテイナーゼとペプチダーゼに

分けられている。プロテイナーゼはタ ンパ ク質に直接

作用 してペプチ ド結合を加水分解す る一群の酵素でエ

ンドペプチダーゼともいわれている。ペプチダーゼは

ポリペプチ ドに作用 して,ア ミノ末端あるいはカルボ

キシル末端のペプチ ド結合を加水分解する酵素でエキ

ソペプチダーゼともいわれている。さらにプロテイナ

ーゼは,触 媒反応にその酵素分子のどのア ミノ酸残基

や補欠分子が直接関与 しているかによ って,4つ のグ

ループに分けられている。

  (1)セ リンプロテイナーゼ

  (2) システィ ンプロテイナー一ゼ

  (3)金 属プロテイナーゼ

  (4) アスパルティックプロテイナーゼ

 植物起源のプロテァーゼは動物起源あるいは微生物

起源のプロテアーゼほど数多 く知 られていないが,結

晶化されているパパイ ンをは じめと して,プ ロメライ

ン,フ ァイシンなどある程度精製されて,性 質の調べ

られた植物プロテアーゼは十数種類ある。これらのプ

ロテアーゼのほとんどは システィンプロテイナーゼで

ある。

 このように植物起源のプロテアーゼについてはあま

り知 られておらず,と くに小麦のプロテアーゼについ

てはまとめられたものが極 めて少ない1'2)。そこで小麦

のプ ロテアーゼについて,小 麦殻粒を中心に,(1)小

麦プロテアーゼの測定法,(2)小 麦のどの部分にどの

ような種類のプロテァーゼが分布,存 在するのか。(3)

どのような性質を示すのか。(4)発 芽,生 育時にどの

ように変化するのか。また,㈲ 小麦や小麦製品にお

いて どのような役割を果た しているのか。を知るため

に最近までの研究成果をま とめた。

2.小 麦 プロテ アー ゼの 測 定 法
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 前述のようにプロテアーゼは酵素の働 く基質の種類

によって,ま た酵素分子の反応部位によって分類され

ている。 しか し,プ ロテアーゼには厳格な基質特異性

を示す酵素と極めて特異性の広い酵素があるため,そ

の分類は非常に複雑である。また,同 一のプロテアー

ゼで も測定法によ って異な った種類として取り扱われ

るおそれがある。そのため小麦のプロテァーゼ活性の

測定法について も検討がなされている。それらを分類

すると,(1)基 質分子のペプチ ド結合が何個開裂 した

か。つまり遊離ア ミノ基またはカルボキシル基の増加

量を測定する方法6x10・11)。(2)基質 タンパ ク質が加水分

解されることにより生 じた非タ ンパ ク性物質,つ ま り,

除タ ンパク剤添加によ って沈澱 しない低分子生成物の

増加量を測定する方法4r5・13)。(3)基質タンパク質の加

水分解にともなう物理的な らびに化学的性質の変化を

測定する方法3・7・8・9>。に大別できる。

 また,基 質の選択としては,構 造が既知で しか も,

加水分解を受ける分子中1か 所 しかない基質を用いる
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方が測定の精度があり，測定結果の解析も容易となる。

とのためには構造の比較的簡単な合成基質が用いられ

ている。ととに，ペプチダーゼの研究には，合成基質

の使用は不可欠である。たとえば，カルボキシペプチ

ダーゼ、Aの場合は，カルボベンゾキシグリシjレーLーフ

ェニルアラニンを基質として遊離するフェニノレアラニ

ンを測定し，また，ロイシンアミノペプチダーゼの場

合は， L-ロイシンアミドを基質として遊離する酸を

アルカリ滴定によって測定する。

Breyerら10)は，基質としてNーベンゾイノレーDL-アJレ

ギニンーP-ニトロアニライドを用いたプロテアーゼ活

性の測定法がプロテアーゼの熱による失活を測定する

のに十分であることを示している。さらに DL型の

代わりにL型を使用するととによって，平均からのか

たよりが土5%から士2%に減少するととを明らかにし

た。

Preston ら山のペプチダーゼの測定においてもカノレ

ボキシペプチダーゼは， NーカノレボベンゾイノレーL-フェ

ニノレアラニイノレーL-アラニンを基質として， また， ア

ミノベプチダーゼの測定には， L-フェニノレアラニン，

Lーアノレギニン， L-ロイシンなどの戸ーナフチJレアミド

を使用している。

次に， (2)のプロテアーゼ作用によって生じた非タン

ノfク性物質を測定する方法として， AyreとAnderson4)

の方法がある。乙れは基質としてヘモグロビンを使用

し，酵素と反応させた後，残存タンパク質をトリクロ

ノレ酢酸で沈殿させ，残った可溶性窒素をケノレダーノレ法

によって測定するものである。方法は改良され，ケJレ

ダール法にかえて漉過液の可溶性窒素が 275nmにお

ける吸光度の測定により，また， ミクロケノレダール法，

フェノーノレ試薬の呈色度からも測定されている。

乙れらヘモク。ロビンなどのタンパク質を基質とする

方法は簡便，鋭敏であり，性質未知の酵素を取り扱う

場合によい。しかし，欠点、として分子中の切断を受け

る結合が極めて多数でとのことは，生成する分解産物

の種類を多くし，性質を複雑にし，精密な測定を困難

lごする。また，酵素が異なる特異性の混合物から成る

場合では，結果はさらに複雑となり，単なる加水分解

度の測定は場合によっては全く無意味な値しか与えな

いということになる。

(3)の物理的変化を測定する方法において，最も広く

使用されているものは， N arthrop3lによって述べられ

た粘度法である。乙れはフ。ロテイナーゼ活性によるゼ

ラチン溶液の粘度の変化を測定するもので，ファリノ

グラフによってフoロテイナーゼの効果を知ることがで
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きる。

たとえば，発芽した小麦粉，パパイン， トリプシン，

4つの細菌プロテアーゼのプロテアーゼ活性の測定に

おいては， Ayre-Anderson法の結果とファリノグラフ

によって得られた結果は類似するが，クソレテンの消化

とミノレクの固型物から得られた結果は類似しない。最

近，グJレテンを柔かくするととと，可溶性窒素の形成

の聞には相互関係がないととが示された。

他のプロテアーゼ活性の測定法として Preston12)は，

ヘモグロビンを基質として，プロテアーゼの作用で分

解したアミノ酸やペブ。チドが透析膜を通ってパップア

ーの中に入り，フロレンスアミンという賛光物質と反

応し，その強光強度lとよりプロテアーゼ活性を測定し

た。

小麦のプロテアーゼ測定lこいろいろな方法が提案さ

れているが，どの手段によるかは，用いる基質，測定

すべき変化量の種類，必要とする精度，測定に必要な

労力や経費などで決められる。

3.小麦穀粒中のプロテアーゼの分布

小素毅粒の断面図は，図1Iと示すごとくである。中

心部は小麦粉になる庇乳がある。旺乳の外側ICアリユ

ーロン層とよばれる中心部とは異なった性質を示す層

よりなっている。この旺乳部は外皮で包まれている。

外皮は内側より珠心層，種皮，内表皮，横細胞，下皮，

表皮とよばれる 6層よりなっている。さらに殻粒には，

次の新しい生命体になる匪芽がある。

小麦殻粒を庇乳，豪華，庇芽の3部分にわけで，プロ

越

図 1 小麦殻粒の断面図
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表1 プロテアーゼ活性の測定条件

Activity Substrate 

Proteinase Casein 

Condition 

Temp. Cc) 

37 

pH 

8.0 

7.0 

8.3 

6.0 

4.0 

LNAase (Aminopeptidase) Leucyl-s-naphthylamide 

BAPAase N-α-Benzoyl-D， L-arginine-p-nitroanilide 
CPase (Car boxypeptidase) Car bobenzoxy-phenylalanyl-alanine 

APase (Acid Proteinase) Acid-modified haemoglobin 

グ

グ

グ

グ

テイナーゼとペプチダーゼの分布を調べると，匠乳と

菱重には，とれら両活性はほとんど，もしくは全く含ま

れていない。しかし，匪芽にはプロテイナーゼ，ジペ

プシダーゼ活性とも認められ，発芽時には，とれら酵

素活性が急速に増加する乙とを Pettら14)は報告して

いる。

小麦殻粒のフ。ロテアーゼ活性が，エデスチンを基質

として測定されている 18)。その結果，アリユーロン層

と庇芽と庇乳の相関的なプロテイナーゼ、活性は， 5:1: 

0.1であった。

また，軟質冬小麦の匠乳と旺芽のフ。ロテアーゼ活性

の比較ではヘモグロビンとカゼインを加水分解する匠

芽のプロテイナーゼ活性は，匪乳の16倍， 37.5倍であ

っfこ16，17)。

筆者ら加は，表1に示すごとき 5種類の基質を用い

てカナダウエスタン種の硬質小麦種子および、小麦粉の

プロテアーゼ活性を測定した。その結果は，表21と示

すように各試料にプロテイナーゼ活性および APase

活性がわずかに認められた。乙れに対して，アミノペ

プチダーゼ活性は小麦粉，種子ともに認められ，活性

の強さは小麦粉に対して種子は4倍も高い値を示した。

BAPAase活性も両試料に認められ，種子が小麦粉に

対して2倍の強さを示した。カ JレボキシJレペプチダー

ゼ活性は小麦粉では存在の有無がはっきりしなかった

が，種子では強い活性が認められた。両試料ともフ。ロ

テイナーゼ活性は極めて低い値しか認められなかった

が，ペプチダーゼ活性はその存在がはっきり示され，

表2 小麦粉および、小麦種子のプロテアーゼ活性

Activity Flour (unit) Seed (unit) 

Proteinase + + 
LNAase 2，000 8，000 

BAPAase 480 960 

CPase 土 2，640 

APase 十 + 

(1. 0 g dry rnatter) 

とくに種子に強い活性が認められた。とのことは匪乳

部以外の庇芽部，アリユーロン層に高い濃度のペプチ

ダーゼが存在しているととを示していると考えられる。

小麦のあらゆる製粉画分のプロテアーゼの活性につ

いての報告15)では， 2時間 400Cでの自己消化後の活

性の順番は，匪芽>麓>全粒小麦粉>一等粉であり，

基質としてカゼインを用いた活性の順番は，費量>全粒

小麦>庇芽>末粉>二等粉〉一等粉であった。乙の結

果は少なくとも漂白していない小麦粉の自己消化にお

いて，末粉が二等粉より50%多くの，そして一等粉の

7""8倍の非タンパク窒素を生成するという結果山と

一致する。

Audidierら20)により，小麦粉を風選lとより分画し，

得られた各画分についてプロテアーゼ活性が測定され

ている。中くらい，または，高タンパク画分は，一等

粉よりプロテアーゼ活性が高く，低タンパク画分は活

性が最も低かった。とのように，プロテアーゼ、の分布

は，タンパク質の分布と一致していることがわかった。

さらに， Sobkowskaら23)は，小麦殻粉におけるタン

パク質濃度は外層で最も高く，内側の庇乳に向かつて

減少していった。とれらの分布は，軟質小麦では外側

の庇乳にタンパク質が豊富で，硬質小麦でタンパク質

はサプアリユーロン層の限られた狭い部分に集中して

いた。そして，製粉後，タンパク質とプロテイナーゼ

の多くは，軟質小麦では粉中にあり，硬質小麦には独

にあった22)。

また，春小麦種，冬小麦種の比較において，春小麦

種は，全タンパク質，プロテアーゼ活性とも冬小麦種

に比べて高かったという結果が報告されている加。

以上のように，プロテアーゼ活性は，小麦の種類に

よって多少の違いはあるが，一般にタンパク質濃度の

高い匠芽やアリユーロン層などに多く分布している26)O

小麦粉においても，タンパク質濃度に比例して，一等

粉，二等粉，末粉の順にプロテアーゼは多く存在して

いる。乙のととは，末発芽種子におけるプロテアーゼ

の分布であるが，発芽によってほとんど活性を示さな
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かった庇乳においてもプロテアーゼ活性は著しく増大

する乙とが明らかにされている。

4.小麦のプロテアーゼの特性

プロテアーゼ活性画分は水に可溶なアルブミン画分

であるため，小麦のプロテアーゼの大部分は1%食塩
水で抽出される 32)。との拍出液について基質特異性や，

賦活剤また阻害剤を加えて，プロテアーゼの性質を検

討するとともに， さらに，ゲル櫨過クロマトグラフ

イ64〉，イオン交換クロマトグラフィ 6D，また，アフィ

ニティクロマトグラフィ 69)やゲ、jレ電気持、動によって精

製してその性質が調べられている。

自己消化によって測定した匪芽，完全小麦粉，小麦

麦芽，一等粉のプロテアーゼ活性は，システィンやグ

ノレタチオンの存在下で増加する。同様に菱重の水抽出液

のプロテイナーゼ活性はシステインの添加によりカゼ

インの加水分解の割合を増加させる 29.33.37)。また，と

の酵素の濃縮物は，もしそれが最初，システィン，シ

アン化物，硫化水素に処理されなければ，ゼラチンに

対してあまり活性を示さなかった。一等粉から分画し

たプロテイナーゼ、35)は，システィンによって活f生化し，

臭素酸塩，過硫酸塩，メタパナデイト，ヨード酢酸，

アスコノレピ、ン酸によって阻害されるという点で，挫の

プロテイナーゼと類似している。

Skupin ら46)Iとより， 小麦殻粒の抽出液が SE-セ

ファデックス G-50カラムクロマトグラフィで2つの

活性画分プロテアーゼAとBに分画された。主活性画

分のプロテアーゼAは SEーセファデックス G-50カラ

ムによる再クロマトグラフィにより，さらに 2画分に

分けられた。 Aの両画分とも、ジスルフィド結合と SH

基を含んでおり， H202， Pークロロマーキュリ一安息香

酸 (PCMB)や SH修飾剤lとよりプロテアーゼ活性が

阻害された。また，プロテアーゼBもPCMBIとより

容易に阻害されるととよりとれらプロテアーゼはノマパ

イン様のシスティンプロテイナーゼ、であると結論づけ

7こ4030

冬小麦殻粒の水溶性タンパク質商分がセファデック

ス G-100カラムによるゲ、ノレ櫨過クロマトグラフィで，

カゼインを加水分解する 10種類のプロテイナーゼと

Lーロイシルーかナフチルアミドを分解する 2種類のア

ミノペプチダーゼが分画された。乙のプロテイナーゼ

のうち4種類はシスティンプロテイナーゼの特性を示

して，システィンにより活性化され， H202 と PCM

B によって阻害された。また，乙れらの酵素の他の 2

つは H202 によって活性化され，その 1つは PCMB
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によっても活性化された。

ジャガイモの細胞液を小麦粉抽出液に加えると，小

麦粉のプロテアーゼ活性の失活が認められた。乙の効

果は，ゆでたジャガイモの細胞液では少なかった。新

鮮なジャガイモの細胞液へ還元されたグノレタチオンを

付加すると，クツレタチオンの SH基がすばやく酸化さ

れるととから，小麦粉のプロテアーゼの阻害は主にジ

ャガイモの細胞液成分がプロテアーゼの SH基を酸化

することによるものであろうと推察された問。

また，発芽した小麦のプロテアーゼは，システィン

やグノレタチオンによって増加し， PCMB によって活

性は減少した70)。

以上のように，小麦のプロテアーゼがいかなるタイ

プのものであるかが研究されてきたが， SH基をもっ

システインやグルタチオンの付加により活性化したり，

SH修飾剤や酸化剤によって活性が阻害される乙とか

ら，パパインと同じタイプのシスティンプロテイナー

ゼであることが推察される。しかし，小麦のプロテア

ーゼはパパインタイプではないという他の報告もあ

る5630

Howeら40)は，ストレート粉を含む混合物に臭素酸

塩を付加するととは，小麦粉のフ。ロテアーゼ活性に何

の効果もないと報告した。乙れは， Haleの臭素酸塩

によって阻害されるという結果35)とは異なる。 Howe

らによって使われだ臭素酸塩の量ほ， 小麦粉の 0.001

~0.010 必でこれは商品としてパンを焼く時，習慣と

して使われる量と一致している。

また， Hitesら19)は，小麦粉懸濁液へのグノレタチオ

ンの付加，またはヘモグロビンの付加は，小麦粉のフ。

ロテアーゼの作用lとより形成される非タンパク窒素の

量に影響を及ぼさない乙とを報告した。乙のことは，

小麦粉のプロテアーゼが SH 化合物によって活性化

きれないととを示し， SH化合物によって、活性化され

るパパインタイプではないと断定された。

shield bag によって損傷を受けた小麦殻粒からのプ

ロテアーゼは本来の小麦粒からのそれと同ーのはずで

あるが，とれは SH基を含む化合物(システィン，

還元されたグルタチオン)が，プロテアーゼを活性化

せず， PCMBは，それを阻害しなかったととが報告

されている 71.74)。とのととは，小麦の酵素がパパイン

タイプのプロテアーゼでない乙とを示す。

以上のように，小麦のプロテアーゼがシステインプ

ロテイナーゼの特性を示すというものと，そうでない

という報告とがあるが，とれらの結果の相違は，彼ら

のテストに使用した還元剤や酸化剤の濃度に大きな違

いがあるととによって:説明される。 しかし， Salgo 
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ら93)はハンガリー産小麦よりプロテアーゼ活性成分を

食塩溶液で抽出し，ゲ、ル漉過クロマトグラフィ，イオ

ン交換およびアフィニティクロマトグラフィを用いて，

プロテアーゼ活性をもっ 3画分を単離した。これらの

酵素画分の最適pHは酸性側(pH3.8，，-，4. 4)にあり，

活性中心を検討した結果，乙れらの酵素活性のほとん

どが，ジイソプロピルフノレオロフォスフェート (DEP)

lとより阻害された。この乙とは乙れら酵素はセリンプ

ロテイナーゼ群に属することを示している。とれらの

画分はキレート剤lとよりわずかであるが失活が認めら

れ，金属プロテイナーゼの存在するととも示された。

また， SH基修飾剤による阻害効果は得られず，シス

テインプロテイナーゼの存在は認められなかった。

OlcottらはS9〉，水中でねる操作により小麦粉から分

離されたグルテンは，希釈した塩化ナトリウムまたは

酢酸の入った水で洗われるととによっても取り去ると

とのできなかったプロテイナーゼを含んでいることを

報告した。逆にグノレテンに働く酵素は，サリチノレ酸に

よって不活性になり， 20%チオグリコーノレ溶液によっ

て活性化された。

McDonald仰らは，小麦粉中に酢酸ノfッファ (pH

4. 0，，-，6. 0)，リン酸ノイッファ (5.0，，-，8.0)または， 10%食

塩溶液によって抽出することのできないプロテアーゼ

の存在することを示した。この抽出できないプロテア

ーゼは，抽出可能なプロテアーゼと異なった最適pH，

熱lと対する安定性および SH基修飾剤による阻害の

されかたを示し，両プロテアーゼ画分が異なった酵素

であることを明らかにしている。

また，硬質赤春小麦の酢酸抽出液をデンプンゲル電

気泳動すると，多くのプロテアーゼ活性画分にわけら

れた。それぞれの活性画分はさらに2，3活性成分に

わけられた。この乙とは，小麦中には極めて多種類の

プロテアーゼが含まれ，他のタンパク質と結合した型

で存在する乙とを示唆している。

Wangら49)によれば，小麦粉を酢酸パッファー中に

懸濁すると， 1回の懸濁では小麦粉中のプロテアーゼ

活性の半分以下しか溶解しなかった。抽出をくりかえ

すことにより，活性成分のほとんどを溶出できるとと

を示している。熱による活性の変化が調べられている

が，プロテアーゼ抽出液の 1部は 50
0

Cで失活するこ

とを示し，他の部分はとの温度では全く変化を示さな

かっfこ。

Prenticeら50)によって，小麦より大麦のと類似した

いろいろなベプチダーゼが単離された。市販小麦，硬質

赤春小麦，デュラム小麦の腔芽から抽出精製されたプ

食物学会誌・第40号

ロテアーゼ、は，pH，熱に対する安定性や BAEE，BAP. 

A を基質とする活性の比などにより， 発芽大麦に含

まれているペプチダーゼAと類似していた。

さらに，発芽小麦から 1種類の中性ペプチダーゼと

2種類の酸性ペプチダーゼが単離された。中性ペプチ

ダーゼの方は，熱に対する安定性，最適 pH，いろい

ろな pHに対する安定性，反応動力学的定数，無機

イオンの効果などは，大麦のベプチダーゼBと非常に

特徴が似ていた。また，酸性ベプチダーゼの 1つは，

大麦のペプチダーゼAと似ていた。もう 1つは，酸や

熱に対して，極めて安定であった。

小麦旺芽と発芽大麦からは，ペプチダーゼCの存在

が認められた。との酵素は，ジペプチダーゼ活性を示

したが，ヘモグロビンを基質とするプロテイナーゼ活

性はなかった。

また， Belitzら60)によって，アリユーロン層と庇乳

国分において2つのプロテアーゼが単離された。 1つ

は，最適 pH5でヘモグロビンとカゼインを加水分解

し，ヨードアセテイトによって阻害されなかった。そ

の分子量は， 67，000以上であると推定された。もう 1

つのプロテアーゼは最適 pH7.5で， トリプシンに対

しては働くが，キモトリプシンを加水分解しなかった。

乙の酵素はトリプシンに類似していた。また，分子量

は30，000"-'35，000であった。

Popovらは75〉，完熟した小麦殻粒より pH6.75で

最大活性を示すいくつかのプロテアーゼを Na2C03

溶液を用いて抽出した。抽出された酵素はさらに，セ

リンおよびシステインプロテイナーゼに分間された。

発芽小麦のプロテア一一ゼは Mounfield30，30によって

研究された。水で抽出された酵素は，基質としてエデ

スチンに対しては， pH4.1， ゼラチンには pH5.1， 

小麦グノレテンには， pH6.0で最適 pHを示す。乙の

酵素は，オボアノレブミンとは反応せず，グノレテニンや

グリアジンをわず、かに加水分解した。シアン化物を添

加するとエデスチンの加水分解率を約2倍にしたが，

グルテンを基質とした反応では，効果がなかった。ま

た，抽出液は，ロイシルク、、リシンやグリシルグリシン

の加水分解を触媒とするジペプシダーゼも含んでいた。

Hildebrandら36，38)のデーターによると，発芽させ

た小麦の粉砕物のプロテアーゼ活性は，一等粉の 3"-'

20倍の強さを示した。

Johnsonと Miller4I.42) は，グノレテン基質として発

芽小麦の粉砕物のフ。ロテアーゼ活性を測定する際にヨ

ウ素酸塩を加えると45%阻害されるととを見出してい

る。しかし，この酸化剤は pH3.6でプロテアーゼ活
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表3 小麦各部位のプロテアーゼ

部位! 研 究 者 | プロテアーゼ
殻 IBalls， A. K. and Hale， W. S. (1936). I poteinase (cysteine proteinase) 

粒 ISkupin， Janusz and Warchalewski， J. (即1). I p附 aseA， B (cysteine pro帥 la吋

Belitz， H. D. and Lynen， Frieda (1974). ! 2種類の protease1) mol. wt. 67，000 

[2)mol  wt3o，oO悶，000
(トリプシン様酵素)

j plest1Kov，A.1，Plest11王ov，B. P.， Varitsev， Yu. A. i 10種類の proteinaseと2種類の aminopeptidase
and Kuznetsova， N. E. (1976). 

Abazid_， Taha L.， Popov， M.P. and Kazakov， E.D. I protease (damaged grainからも)
(1978). ーs k i G ( 1 9 8 0 ) [「「戸仰ro…O
Pop卯ov巧， M. P. and Sha叩III印nkoω0，E. F. (ρ19叩83句).いくつかの中性 protease

(serine， cysteine proteinase) 

庇 1
0αl 叫 H.S.， S勾a叩P戸戸向irs凶r悶s
I (1943) . . 
乳 IHowe， Marjorie and Glick， D. (1945)・ !p削 ease

I (システインプロテイナーゼの特性を示さない)

I Hites， B. D.， Sandstedt， R. M. and Schaumbrg， I protease 
Lorene (防3). I ( グ

l Fl e m M R ， Jo h n m n J A a n d M i u s l円f竺竺prote戸附附附ro削附…O叫附t旬e
(1960). 

I Mcdonald， C. E. and Chen Lora L. (1964). I pro叫t匂凶einase(cysteine proteinase) ll』日唱晴Kω叫山…m凶山山i加凶n叫ki.E. and B…huk………k山山……一一W町川川……一(ρ仰仰川州1叩m附酬9鉛鮒釧6ω倒9町) l t ( 4帰峨倒種醐閥類駒) 
Wang， C. C. and Grant， D. R. (1969). I protease 

Falunina， Z. F.， Popov， M P.， Roenko， T. F.， protease (cysteine proteinase) 
Shcherbakov， S. S. (1976) 

庇 IPrentice， N ， Burger， W. C.， Kastenschmidt， J. and peptidase A 
Moeller， M. (1970). 

牙 IBurger， W. C.， Prentece， N. and Moell叫 M. I peptidase C 
(1970). 

挫 I Ba制Balls，A K. an吋dHal山巴 W.S. (附). I同川p戸ro附 as田巴 (cysteine proteinase) 

発 IMo∞u吋1江I

京l 川川Jμoh凶凶ns叫J.A. and Miller， B. S ρ953). i 2種類の protease 

麦 IJohnson， J. A.， Ml11er， B. S.， Boyer， P. D. and I protease 
Geddes， W. F. (1956). 

Prentice， N.， Burger， W.C. and Moeller， M. (1968). 1種類の中性 peptidase，2種類の酸性peptidase

Kruger， J. E. (1971). I BAPA悩 e(mol. wt. 59，000) 

Beresh， I.D.， Valar， A.B. and Sos巴dov，N.I. (1972). I protease (cysteine proteinase) 

Firsov， O. V. (1975). 

Kruger， J. E. and Preston， K. R. (1976). 2種類の carboxypeptidase(serine type) 

1) mol. wt. 55，000 

2) mol. wt. 61，000 

葉 IFreth， G.J.T.， Gordon， K.H.J. and Dallimg， M.J. I 3種類の protease
I (1978). 

性を部分的に失活させるだけで，他のpHでは効果が

なかった。乙の乙とは，発芽させた小麦粉中に少なく

とも 2つのプロテアーゼの存在を示した。

発芽小麦粉とアスペルギ、ノレスオリーゼからの 2種類

のプロテアーゼ調製物の最適pHは，グルテン，ヘモ

グロビンが基質の場合3.0，....__4.0，カゼ、イン基質の場合

で5.5，....__6.0，ゼラチン基質の場合7.0であった61)。

発芽させた小麦粉はさらにペプシン様，またはカル

ボキシペプチダーゼ様活性が認められないという点で，

かび、のプロテアーゼと類似していた。また，グリシノレー
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L-チロシンや Lーロイシノレグリシンやベンゾイ Jレアノレ

ギニンアミドを加水分解するジペプチダーゼ活性が発

芽した小麦粉に見られたが，かび、のプロテアーゼ、は後

者の 2つの基質にしか働かなかった。

さらに， Krugerら53)Iとより， 発芽した小麦より

BAPAaseと2種類のカノレボキシペプチダーゼが単

離された。 BAPAaseは，等電点が pH4. 46で最大

活性は pH.8.1，...._，9.1において見られ，ゲノレ櫨過によ

る分子量は59，000であった。そして， 50
o
C30分で不

活性になり，アゾカゼイン，ヘモグロビン，ゼラチン

を分解しなかった。 2種類のカルボキシペプチダーゼ

は，ヘモグロビンやグルテンからすばやくアミノ酸を

遊離した。また，カルボベンゾオキシの結合したペプ

チドには広範囲の種類に作用した。分子量は約55，000

と61，000であった。との酵素は DFPによって阻害さ

れることにより，先lと単離された数々の植物のカルボ

キシペプチダーゼと同様，セリンタイプのプロテアー

ゼである乙とが示唆された66，67)。このカ Jレボキシペプ

チダーゼは発芽において貯蔵タンパク質やペプチドを

加水分解し，アミノ酸を生成し，発芽生長に重要な役

割をしていると考えられる。

葉からもいくつかのフ。ロテアーゼが部分的に精製さ

れた形で単離された。とれらの酵素はすべてヘモグロ

ビンや他のテストされた基質を酸性で加水分解した。

これら酵素のうち 3つは，生成物から測定された制。

全窒素と αーアミノ態窒素の比によってプロテイナー

ゼであると推定された。とれらの3つの酵素は基質と

してヘモク、、ロビンを用いた場合lとほぼ同じ最適 pH

4.5をもっていたが， 高温での安定性の点でそれぞれ

顕著に異なっていた。

Fursov仰によって小麦の幼芽から， プロテアーゼ

とそのプロテアーゼ自体を阻害するタンパク質インヒ

ピターも単離された。

現在までに単離されているプロテアーゼは表3に示

すごとくである。

5.小麦の発芽， 生育にともなうプロテアーゼ
活性の変動

PrestonとKrugerによって，種々のプロテアーゼの

発芽，生長中の変化が報告されている悶81>83，84，87，89，9ヘ
発芽初期のプロテアーゼ活性の変化は，まず，カ Jレ

ボキシペプチダーゼ活性とアゾカゼイン基質のプロテ

アーゼ(アゾカゼイナーゼ)活性の増加で，発芽の4

時間後に観察された。乙の増加は発芽初期の新しいタ

ンパク質合成によるものでなく，プロテアーゼ阻害物

食物学会誌・第40号

質の移動によるものではないかと推察している。カノレ

ボキシペプチダーゼ活性は， 72時間後には2'"'-'3倍に

増加した。そして，アゾカゼイナーゼ活性は4'"'-'6倍

にも増加した。しかし， BAPAase活性は，発芽中に

大きな変化は観察されなかった。アミノペプチダーゼ

活性は，発芽中大きな変化はなかった。

硬質赤春小麦の栽培生長中のいろいろなプロテアー

ゼ活性の変化も調べられた。ヘモグロビンを分解する

酵素の活性は，外層とくにアリユーロン層において，

結実後， 12日まで増加し，その後急速に減退した。こ

れに対して，庇乳のヘモグロビンを分解する酵素活性

は，成熟した段階で最高の増加を示した。

小麦種子のいろいろな発達段階で抽出されたプロテ

アーゼ活性成分は CMーセルロースクロマトグラフィ

によってヘモクゃロビンを分解する酵素， 4種類を分画

した。そのうち， 2種類は最適pH酸性で，他の 2種

類は中性であった。中性プロテアーゼが目玉乳特有なの

に対して，酸性プロテアーゼは主に外層に見られた。

アゾカゼイナーゼは，生長中開花後約16~18日まで

増加した。 BAPAaseは種子の生成初期に活性が認め

られ，完熟するまで不変の量で残っていた。アゾカゼイ

ナーゼは主に外皮層に見られ，乙れに反して， BAPA-

aseは主に庇乳において見られた。種子の生長，成熟

過程でカjレボキシペプチダーゼの分布は主にアリユー

ロン層と庇乳に集中していた。

アリユーロン層においてカノレボキシベプチダーゼ活

性は種子の生長にともなって増加し，その後減少した。

とれに対して庇乳の活性は種子の生成時に著しく増加

した。

アミノベプチダーゼ、活性は，硬質赤春小麦，軟質白

春小麦，デュラム小麦粒の生長，成熟中のあらゆる段

階で測定された。基質としては，フェニノレアラニン，

アルギ、ニン， メチオニン， ロイシンそれぞれの戸一ナ

フトールアミドを使用した。すべての基質に対する活

性は種子の生長中に増加し後に完熟するにともなって

減少した。そして，アミノペフ。チダーゼの大部分は，

旺乳やアリユーロン層に存在した。

これらと同様の結果が他の研究者によっても示され

ている。

Parkanyら91)によると，ペプチダーゼは開花後2""'-'

4週の比較的短い間，高い活性を示した。

Eversら80)も，小麦殻粒の各部位のプロテアーゼ活

性を測定した。果皮においてプロテアーゼ活性は，開

花後16日まで増加し，その後減少した。それに対して，

匠乳，庇芽においてプロテアーゼ活性は， 8日では取
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るに足らない程であったが， 29日には果皮の最大活性

に近い高い値を示した。

Shinke仰によるとプロテアーゼ活性は発芽中に増

加して，ギベレリック酸によってそれは強められた。

さらに小麦の幼芽の成長lとともなってプロテアーゼ活

性がどのように変化するかを観察している。

また， Kohlら86)は発芽中に庇乳において，プロテ

イナーゼ、活性が生じる一方，合成基質を使って測定さ

れたペプチダーゼ活性は初めから存在していたことを

明らかにした。

さらに Prestonら87)によって，デュラム小麦と硬質

赤春小麦の発芽中の貯蔵タンパク質加水分解に対する

ペプチダーゼ、とプロテイナーゼ活性の関係、について詳

細に報告されている。ペプチダーゼ活性が発芽の際に

あまり増加しないのに対して，プロテイナーゼ活性は

発芽にともない著しく増加した。この傾向は，硬質赤

春小麦がもっとも顕著であった。タンパク質分解活性

と庇乳タンパク質可溶性画分の変化から，発芽中のプ

ロテイナーゼの増加によって，貯蔵タンパク質が多量

に加水分解されるととが認められている。アミノ態窒

素の増加とペプチドレベルのわずかの変化から，これ

らはほとんどペプチドの端から切られたアミノ酸によ

るものであるととが明らかになった。ペプチダーゼの

十分な量が発芽していなし1小麦に存在する一方，フ。ロ

テイナーゼは，発芽lこともなって，生成された。また，

貯蔵タンパク質加水分解におけるジブレリック酸，ア

プシシック酸，タンパク質阻害物質， RNA合成物質

の影響とプロテアーゼ活性の変化より，発芽中に小麦

の貯蔵タンパク質加水分解が新しく合成されたプロテ

イナーゼによって生成したホノレモンによって調節され

るととが示されている。

小麦の葉の生育にともなうプロテアーゼ活性の変化

も報告されている 79，脚。

冬小麦と春小麦の葉でのフ。ロテアーゼ活性がいろい

ろな生長段階で検討されている。これによると自己消

化後，冬小麦の細胞液中のタンパク態窒素の減少は，

子葉鞘が生成する段階で14箔，単子葉の生成段階では

41%に達した。春小麦ではタンパク態窒素の減少の範

囲は275ぢ"'33%であった。葉の生育にともなっても，

プロテアーゼ活性は増加を示した。

• Sopanen85)らの研究でも，小麦の第一葉において，

可溶性タンパク質の容量は，種をまいた後の 7'"19日

の聞にプロテアーゼの働きにより最初の50%まで減少

した。葉におけるプロテアーゼ活性を知るため， 4つ

の異なった世代の葉の抽出液からいくつかのペプチダ

nu 

ーゼ活性が測定された。カノレボキシペプチダーゼ、活性

は，葉の生長中にはじめ増加した。さらに生育が進む

lとともない逆に，減少しはじめた。アルカリペプチダ

ーゼ活性は， BAPAase活性が減少するのに反して，

生長中に増加した。

ナフトーノレアミダーゼ活性は最初ゆるやかに増加し，

その後，減少した。研究されたすべてのぺフ。チダーゼ

は，かなり高濃度で葉に存在していた。これらはすべ

て，葉のタンパク質を遊離アミノ酸に加水分解するの

に関与しているのであろうと推察されている。

また， 5%アンモニウム硝酸塩溶液をスプレーする

と，葉の老朽が促進された。コントロールと比較にお

いて処理された葉には，プロテアーゼ活性の減少が促

進されることが観察された。これにより，葉の老朽に

ともなって，プロテアーゼ活性は減少するといえる。

葉が老朽化すると，タンパク質含量が成葉よりも低下

する。乙のような葉では，タンパク質の合成よりも分

解の方が多く，分解によって生じたアミノ酸やその他

の可溶性の窒素化合物は，通導組織を通って，旺盛な

生長をしている葉や生長点に運ばれる。これにともな

って，葉の生育中に増加したアミノペプチダーゼ活性

も，葉からの窒素の移動と同時に減少した。カjレボキ

シペプチダーゼも，葉の生育中に増加し，老朽中に減

少したが，この酵素の減少はアミノペプチダーゼのそ

れよりは後におこった。これら 2種類のペプチダーゼ

と比較して，プロテイナーゼの活性は老朽の初期に増

加し，窒素の移動中に最大になった。プロテイナーゼ

活性は，葉よりのタンパク質の老朽移動と関係してい

るようである。

貯蔵によってもプロテアーゼ活性は変化する28)。

発芽によりプロテアーゼ活性は増加するが，乙の増加

は，発芽前に種子を14"'16か月貯蔵した時は，およそ

半減する。一方，プロテアーゼの最大活性は，小麦を

2か月貯蔵した時に得られた。 Makarovaら82)の研究

によっても，商業的条件下での16年間の冬小麦の貯蔵

は，プロテアーゼ活性を減少させると報告している。

一般に種子が発芽する時は，プロテアーゼが著しく

増大し，貯蔵タンパク質を加水分解して生じたアミノ

酸を発芽植物に供給するのに役立つている。しかし，

以上に述べたように，活性の変化は，プロテアーゼの

存在する部位やプロテアーゼの種類によって異なって

いる。部位による差として，果皮やアリユーロン層な

どの外層のプロテアーゼの活性は，開花後2"'3週目

までは増加するが，その後，減少するのに対し，匪乳

のプロテアーゼは，成熟中に最高の活性に達し，その
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後も減少するととはなかった。

また，カノレボキシペプチダーゼ，アミノベプチダー

ゼ， BAPAaseで示されたように，ペフ。チダーゼは小

麦中にはじめから十分な量が存在しており，生育中に

はそれ程増加しない。それに対して，カゼインやヘモ

グロビンを分解するプロティナーゼは，発芽，生育時

に著しく増加するととがわかった。これはベプチダー

ゼが貯蔵タンパク質の末端のペプチド結合を加水分解

するととによって，プロティナーゼがタンパク質分子

内部のペフ。チド結合を加水分解するために生成される

ものと思われる。植物体内では，タンパク質の合成と

分解がたえず行なわれており，生育状態により，プロ

テアーゼがうまく働いていると言える。

6.小麦粉および小麦粉製品におけるプロテア
ーゼの効果

小麦粉に含まれているプロテアーゼは，製パンの際

にグルテンタンパク質を変化させたり， ドウのレオロ

ジー的性質に影響を与えるととはないと考えられてい

るが，とれらの活性はメイラード反応によるパンの皮

の色の形成やパンの芳香のある種の特異成分の生成に

役立っていると言われている。しかし，最近ドウにプ

ロテアーゼを添加して， ドウの物性を改良する方法が

検討され，利用されている。

Redman109) により発芽させた小麦を製粉して，小

麦粉に加えて，プロテアーゼを補うと， ドウの粘弾性

が低下する。乙れは，プロテアーゼlとよりグルテンの

ペプチド鎖が切断されたためと考えられている。との

効果は，発芽しはじめた小麦を製粉した小麦粉ではグ

jレテンの軟化がより顕著に認められている 101l。

製パン時に小麦クールテンがプロテアーゼにより加水

分解をうけ，高分子量のクールテニンの約8%が低分子

量タンパク質になると，無処理の小麦粉のドウと比較

して，顕著にドウのレオロジー的性質が変化するとと

が報告されている 104)。

また，この小麦プロテイナーゼの加水分解はグリア

ジンに対してより，クツレテニンに対しての方が高く，

乙れはタンパク質分子のち密さに関係していると考え

られている。

POpOV75)らは，冷却した70jぢヱタノーノレで， クールテ

ンをグリアジンに分画するとプロテアーゼ活性は 2/3

に減少したが，プロテアーゼはグルテニン画分のみに

存在する乙とが示されている。

グノレテンの粘度の減少は，ペプスタチンによって効

果的に防げた。そして，ペプスタチンと DFPの同時
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付加は完全にグノレテンタンパク質の自己消化を防げた。

それゆえ，ベプスタチンと DFPに反応するプロテア

ーゼは，クツレテンタンパク質の自己消化に貢献してい

ると言える。

塩は， ドウのプロテアーゼ活性をとても効果的に阻

害する。塩のとの効果は，酵素自身への阻害というよ

り，グルテン基質のフ。ロテアーゼに対する敏感さを減

少させることによるととが明らかにされている。

以上lとより，プロテアーゼがドウの粘弾性を減少さ

せるととは明らかである。そして，今日では， ドウに

かびのプロテアーゼを添加することが一般的になって

いる。

ワッフルや他の小麦製品の製造において， ドウの粘

度は，ペプシン， トリプシン，スプチリシン，ノマパイ

ンなと、のプロテアーゼの処理によって，粘度を減少さ

せるととができる。 81kgの小麦粉を水と混担して，

43
0

C に加温，次に 30g のプロテアーゼ?を加えて40

分間放置した後に使用されている。

また，プロテアーゼの適度の添加は，最適なドウの

粘弾性を得るための混担時閣を短縮する。麹菌プロテ

アーゼを小麦粉に対して， 0.25%添加するとき，混担

時間が20%短縮されるという。そして，弾性が低下し，

生地の伸度性が増すのでグノレテンの膜が薄くなり，発

酵の際，クツレテンの網目構造が細かくなる。乙れによ

り，製品としては触感のやわらかな，すだちの細かく，

よく揃ったパンが得られるととになる。

プロテアーゼは，小麦粉のタンパク質に作用し，ペ

プチド，アミノ酸にするととによって，酵母に窒素源

を供給するので発酵を促進する。発酵の初期において

は，小麦粉に存在する窒素化合物が利用されるが，後

期になると不足するので，プロテアーゼの添加の効果

があらわれることが示されている。

以上のように，プロテアーゼの適度の添加は， ドウ

物性を改良するが，発芽などにより小麦の αーアミラ

ーゼやプロテアーゼが増加すると小麦粉のベイキング

ポテンシャルは，減少する。

いろいろな発芽の度合いの小麦から製粉した小麦粉

での製ノfンの実験で，過度の αーアミラーゼの存在は

ドウの粘度を低下しすぎ，粘調性を増し，手や機械で

の取り扱いをしにくくする。そして，過度のプロテア

ーゼは，クツレテンの特性に影響を及ぼし，パンの体積

が広がり，内部がすかすかになった。発芽した小麦か

らのパンの質の低下は発芽によって，おこるデンプン

とクツレテンの損傷(物理生物学的特性の変化)による

よりは，酵素活性の増加によるととろが大きい。
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 また,発 芽以外にも,欠 陥のある小麦殻粒か らの粉

は,ふ つ うの小麦粉よりも6倍 もの高いプロテイナー

ゼ活性を示す。 この活性は,0.OlooNa-D一 イソアスコ

ロビン酸を加 え る こ とに よ って,4倍 に減少 した。

0.005%Na-D一 イソアスコロビン酸の添加は ドウの レ

オ ロジ的特性を著 しく改良 した。

 ある昆虫やかびによって損傷をうけた小麦からの小

麦粉には,よ り多 くのプロテアーゼが存在する。たと

えば,wheatbugsは 熟 した小麦の穀粒に作用 して小麦

粉の製パ ン特性を害するプロテアーゼを注入する。非

常に損傷 した穀粒を製粉 した粉は過度のプロテアーゼ

活性により,ほ とん どグルテンを形成 しな くなると報

告されている。ハイレベルのプロテアーゼによって,

パ ンの品質は低下するが,か びに害された小麦粉か ら

の小麦粉においても同様の結果が示されている。

 他の小麦製品において も,プ ロテァーゼの適量の利

用は,よ い結果を得ている。クラッカーにおいては,

小麦粉中のグルテ ンを酵素 によって矯正 し,ド ウの機

械適応性および伸張性を良 くし,オ ーブ ンにおける収

縮性を減少させる。さらに,普 通に行えば比較的長時

間発酵を要する工程を風味を変えることな く短縮でき

るという。焼鉄にかびか らの酸性プロテアーゼを付加

することは,色 沢 と芳香性を改良 し,品 質を高め,タ

ンパ ク質を強化 した栄養食品として完成 している。製

めんにおいて,プ ロテアーゼを使用すると小麦粉中の

グルテンがペプチ ド,ア ミノ酸になり,製 品の風味が

向上する。一方,グ ルテンの質の改良 によって舌ざわ

りも上品で仕上がりも極めて良存になると考え られる。

 小麦製品へのプロテアーゼの利用は,食 品加工,調

理 において研究課題であろう。

7.お わ り に

 小麦のプロテアーゼは穀粒においてはタ ンパク質濃

度の高い胚芽やア リューロン層に多 く分布 している。

さらに,こ れ らプロテアーゼ活性は種子の発芽 ととも

に著 しく増大する。未発芽種子のプロテアーゼとして

カルボキシペプチダーゼやアミノペプチダーゼな どの

ペプチダーゼ活性が高 く,プ ロテイナーゼ活性は低い

値を示 している。 しか し発芽,生 育にともなってプロ

テイナーゼ活性が著 しく増大 し,ペ プチダーゼ活性は

あまり大きな変化が認め られていない。このことはプ

ロテアーゼ とくにプロテイナーゼは潜在型あるいは前

駆体の型で存在 していて,発 芽 とともに種子に含まれ

ているペプチダーゼなどにより活性化されることが予

一21一

想される。そ して種子の貯蔵タ ンパ ク質を加水分解 し

て,発 芽,生 育に必要なア ミノ酸を供給すると考え ら

れる。

 プロテアーゼ活性の抑制 には小麦に含まれているプ

ロテアーゼインヒビターも何 らかの役割をな している

ことが推察されている。小麦殻粒のプロテアーゼイン

ヒビターとしては小麦殻粒各部位に トリプ シンインヒ

ビター,キ モ トリプシンインヒビターが存在 し116),そ

れぞれ胚乳119),胚 芽117),麩 部118)よ り単離されてい

る。 しか し今まで小麦殻粒より単離されたプロテアー

ゼインヒビターはすべてセ リンプロテナーゼに対 して

阻害を示す インヒビターである。これに対 して小麦穀

粒中に存在するプロテイナーゼ は一部をのぞき,そ の

ほとんどがシスティンプロテアーゼである。このよう

に現段階では内生プロテアーゼ とプロテアーゼインヒ

ビターとの関連 は明確でない。 しか し小麦の発芽に際

して プロテアーゼ活性が増大す るとともに,プ ロテア

ーゼインヒビター活性 とくに トリプシンインヒビター

活性 も増大する120)。このことはこれ らイ ンヒビター

は内生 プロテアーゼ活性の調節のために存在 している

のでないかということを示唆 している。

 休眠状態の小麦種子のプロテアーゼ活性は低いが,

種子の各部位にプロテアーゼが存在するとともにプロ

テアーゼインヒビターも含まれてお り,発 芽 とともに

多数のプロテアーゼ活性が発現する。この機構につい

ては不明な点が非常に多 く,現 在では明確な説明がで

きないが,極 めて興味ある研究課題である。これらの

解明について今後の研究に期待 される。
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