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研究目的

三陸沿岸漁獲のイサダ (ツノナシオキアミ)を原料にして (1)筋肉および内臓からタンパク質

分解酵素製剤 (食品加工助剤と品質改良剤),(2)甲殻から栄養機能性素材 (キチン,グルコサミ

ン類)の製造技術の確立

研究結果の概要

1 背景及び事業者の課題 ･ニーズ等

平成22年のイサダ漁は,廉価輸入品の出回りと三陸漁の早期出漁の影響から安値 (30円～40円

育/kg)で開始したが,その後は,三陸物の前年在庫の不足,景気の底打ち感からレジャー向け需要

の復活,食料用原料需要が旺盛となり,従来の主流であった養殖魚用餌料が不調であり,今漁期の

平均値は52円/kg(安値30円～高値 65円/kg)というように順調に推移している｡

今後の趨勢としては,食料用乾燥品の設備の設置が進むにつれ,食品業界,健康食品業界からの

参入が予想され,景気回復と共にレジャー向けの需要拡大が見込まれることから,イサダの価格は

上昇傾向を辿るものと思料される｡今後,イサグ由来の機能性素材を事業化する上で,原料イサダ

の価格変動に特段の配慮が必要である｡

(1)研究を取 り巻く状況や背景

オキアミは動物プランクトンの一種であり,その形態はエビに酷似している｡85種が知られてい

るが,現在漁獲対象となっているものはナンキョクオキアミとツノナシオキアミの2種類である｡

近年の我が国でのオキアミの漁獲量は年間約 6万 トンであり,岩手県ではそのうち2万 トン程度(平

成 21年は14,653トンで5億 3千万円,平成 22年は15,6933トンで8億 1千万円)を占めている｡

岩手県では3月から4月までの期間に船曳網漁業で漁獲され,岩手県の漁船漁業の主要漁獲対象種

となっている｡オキアミは,主に遊漁用の釣 り餌や養殖漁業の餌料として利用されており,養殖魚

向け餌料の供給が韓国や中国から増加されることや遊漁船向けの需要が低下するなど,イサダの在

庫が増加すると単価が大幅に下がる状況となっているoそのため,単価が 20-55円/kg(平成 21

年度 :平均 35円89銭/kg,平成 22年度 :平均 51円99銭/kg)というように年変動が大きく,単

価安になると自主規制によりイサダ操業を中止するために単価安の年には収益が出せないことも

ある｡そこで,単価を安定させるためには,イサダを飼料用途ではなく食品用途などに利用するこ

とにより付加価値を付けることが必要である｡例えば,イサダ成分の機能特性を明らかにして食品

加工助剤や品質改良剤,栄養機能食品など-の有効利用が期待されるが,オキアミ成分の機能性解

明は,まだ研究段階である｡オキアミ利用での大きな問題点は,漁獲後の鮮度低下が速く加工しに

くい点にある｡その原因としてオキアミ内臓由来のタンパク質分解酵素による自己消化や内在チロ
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シナ-ゼによる黒変 (黒化)があげられ,これらを防ぐために漁獲時点からの取り組みが必要であ

る｡

(2)共同研究を実施する事業者の課題やニーズ

本研究において申請者らがイサダから製造しようとしているものは,(1)酵素 (主にタンパク

質分解酵素,キチン分解酵素など)と,(2)キチン ･グルコサミン類である｡酵素は,今日では

有機物を扱うほとんど全ての産業で利用されており,洗剤成分として,医薬品や血液成分分析を目

的とした検査薬として,食品の加工用や飼料添加物として,繊維の加工や製紙工業でのパルプの加

工から環境浄化用途など広範な分野で利用されている｡現在,医薬品を除く世界の産業用酵素市場

は約 2000億円,日本市場は250億円と言われ,洗剤成分用途と食品加工用途が大きな割合を占め

ている｡また,キチン ･グルコサミン類は,既にカニやェどの甲殻から製造されており,医療 ･食

品 ･化粧品分野などで幅広く利用されている｡特に,キチンの酸 ･酵素分解により得られるⅣヴ

セチルグルコサミンは,超高齢社会を迎え変形性関節炎予防の補助剤として注目されている｡オキ

アミも同様に利用可能と考えられるが,外殻中のキチンの含有量が低い (オキアミ湿重量の0.5-

1.5%)ために,キチンやルーアセチルグルコサミンの原料としてはこれまでに利用されてこなかっ

た｡

申請者らは,岩手県の特産品であるイサグの全体利用の観点から,(1)筋肉および内臓からタ

ンパク質分解酵素剤を抽出し,食品加工用の酵素製剤として開発 ･製造,(2)甲殻から栄養機能

素材としてのキチンおよびⅣ-アセチルグルコサミンを製造,のための新技術を確立して事業化す

る｡

2 研究計画の実施状況

(1)イサダの確保 ･保存および酵素製剤の量産化 ･製造販売に向けての情報収集

事業者 :株式会社丸辰カマスイ

助成研究実施計画書の ｢研究内容｣,｢全体計画 (当該年度分)｣ならびに ｢本年度の研究分担及
び研究内容｣については,工場生産が工程上,部分的に実施することが困難であったため,何れも

実施していない｡しかし,3年間の研究結果が出揃ったので,本研究助成終了後の平成22年度には

工場生産ベースでの実験をすべく,平成 22年度産イサダ (5トン)を確保し凍結保存する｡これを

用いて,各研究分担者の研究成果を活用して,工場生産ベースで実証試験する (5-6月)｡そして,

全工場的に実証試験し,試作品を評価 ･分析して合格品を以ってサンプルとし販売活動を開始する

予定である｡

(2)イサダ筋肉 ･内臓由来のタンパク質分解酵素の酵素製剤化

担当 :修紅短期大学 (青山,渡連),一関工業高等専門学校 (戸谷,渡連),岩手大学 (三浦)

研究内容 :

･タンパク質分解酵素の抽出 ･分離精製 ･特性分析

①イサダプロテアーゼの諸性質

イサダ粗酵素抽出液は,-20℃で保存し,凍結 ･融解を繰り返しても 2年以上は,アゾカゼイン

分解活性を失うことなく保持された (表 1)0

表 1 凍結貯蔵したイサダ酵素粗抽出液のアゾカゼイン分解活性 〔unit/ml/min〕

2007.10.17 2007.10.20 2007.1023 2007.10.26 2007.I1.2 2008.4.9 2008.5.29 2008.8.22 2009.10.16

0.334(lop O318P5.2) 0345(1103) 0.499(149.4) 0.351(105.1) 0.346(103.7) 0.408q2212) 01289@615)
0,326C)7.6) 0312(93.4) 0325(972) 0.523(1155) 0.336(loo.6) 0.330(98.8) 0.357(106･9) 0279($316) 0･421(12610)

30 0318(95.1) 0.302(905) 0.471(141.0) 0.319(95.5) 0.316(94.6) 0.350(104･8) 0･189(56･4) 0･493(147･6)
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その粗酵素抽出液およびイオン交換クロマ トグラフィー (DEA玉-SepharoseCL6B)溶出画分にアス

コルビン酸を最終濃度 5mM加えておくと,4℃で2日間は黒化が防止され,活性も保たれ,精製に

も支障がなかった｡

酵素粗抽出液を用いて基質としてゼラチンを用い,ト
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リクロロ酢酸 (TCA)で酵素反応を停止させた後の酸可

溶性画分を測定することによってゼラチナ-ゼ活性を

測定した (図 1)｡イサダ酵素粗抽出液中には,ゼラチ

ナ-ゼが存在 していることが明らかとなった(一関工業

高等専門学校 :渡逓らは,イサグ粗酵素抽出液中のコラ

ゲナーゼ活性を報告している;三陸総合研究,第34号,

112-122(2010))｡コラゲナーゼおよびゼラチナ-ゼ活性

がイサダ酵素粗抽出液中に含まれることにより,著者ら

が調製した酵素粗抽出液は様々な用途に使用が広がる

と考えられる｡

図 1 イサダ粗酵素抽出液のゼラチナ-ゼ活性

②酸性プロテアーゼの存在

イサダ酵素粗抽出液は,酸性条件下でアゾカゼインを基質としてアゾカゼイン分解活性を測定す

ると,pH7.2における活性を100%とすると,pH4.0で45.5%,pH5.0で70.5%の活性が検出され,

酸性側でも活性があり,応用範囲が広いと思われる｡

③酵素活性阻害 ･活性化

セリン性プロテアーゼ阻害剤である10mM Benzamidineを酵素粗抽出液に添加 してアゾカゼイン

分解活性を測定すると62.3%の分解活性が阻害され,セリン性プロテアーゼが存在することが明ら

かとなった｡Benzamidineによる阻害が明らかとなったので,Benzamidine-Sepharoseを酵素精製に

用いることができることが明らかとなった｡その他,エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)による阻

害,ca2+による活性化は観察されなかった｡NEM

(〟-エチルマレイミド)は非特異的なシステイン

残基を修飾するが,特にトリプシン型活性に対す

る阻害作用が強いことが知られている｡イサダ酵

素粗抽出液は 5mM NEM 存在下で活性が 50.6%

阻害されることから,トリプシン型プロテアーゼ 盲 ｡.8
ら

が含まれることを示唆している｡また,セリン性 雪

プロテアーゼ阻害剤 として知られている PMSF

(PhenylmethylsulfonylFluoride)に対して 1mMで

78.4%の阻害が生じ,セリン性プロテアーゼ活性 012

が存在することが確認された｡

④イサグプロテアーゼの精製

イサグは冷水で2回抽出し,その酵素粗抽出液

BenzarnidineSepharose

●一2-一一

20 40 80 80 100

FrTC.#

を最終濃度20mMTris-HCl(pH8.0),5mMSodium 図2 Benzamldine-Sepharoseクロマ トグラフィーの

ascorbateに調製し,氷冷下30分間接拝して 溶出パターン

沈殿物を除き,DEAE-SepharoseCL6Bカラム (3×10cm)に添加 し,塩化ナ トリウムOMから0.8M

までの直線濃度勾配によって酵素溶出させた｡酵素活性は,塩化ナ トリウム濃度約 0.6M近辺に溶

出された｡活性画分を採取し,1M硫安を含む20mMTris-HCl(pH8.0)緩衝液に対して透析し,HiTrap

ButyFFカラムで疎水性クロマ トグラフィーを行った｡溶出は硫安 lMからOまでの直線濃度勾配
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によって行った｡酵素は硫安濃度が約 0.2M近辺に溶出された｡HiTrapButylFFから溶出した酵素

画分は,透析後にBenzamidine-Sepharose親和クロマ トグラフィーで精製 した｡酵素活性の溶出は,

0.5MNaClを含む20mMTris-HCl(pH8.0)で行った (図2)｡

Benzamidine-Sepharoseか らの活性溶質画分の主なタンパク質は分子量約

28kDaであった (図 3)｡単一酵素にまで精製するために Lysine-Sepharoseおよ

び,Arginine-Sepharoseを用いたカラムクロマ トグラフィーを試みた｡いずれの

クロマ トグラフィー担体も酵素標品を結合することが明らかとなった (データ

掲載せず)ので,これらの親和クロマ トグラフィーを用いることによって単一

に精製されたプロテアーゼ標品を得ることは可能であろう｡

図3Benzamidine-Sepha∫ose溶出画分のSDS-PAGE

マーカーはphosphorylaseb(分子量97,400),Bovinealbumill(66,300),Aldolase(42,400),

Carbonicanhydrase(30,000),Soybeantrypsininl1ibitor(20,100),Lysozyme(14,400).
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･コラーゲン分解性酵素の抽出 ･粗精製 ･諸特性

(∋はじめに (平成 20年度の知見より)

イサダの水抽出液から変性コラーゲン (ゼラチン)を分解する酵素活性を見出した｡コラーゲン

は年間約 300億円と非常に大きな市場規模を持っている｡化粧品や食品に含まれる多くのコラーゲ

ンは,吸収性向上や機能性付与を期待してコラーゲンを加水分解した ｢コラーゲンペプチ ド｣であ

る｡本研究では原価の安いイサダからコラーゲン分解性酵素を粗精製 し,ニーズの高いコラーゲン

ペプチ ド製造用の酵素製剤として利用することができないかを種々検討を行なった｡イワシまたは

サンマの鱗から調製した粗変性コラーゲンを基質 (最終濃度 0.9%(W/v))とし,活性および比活性
はゲルろ過カラムを搭載した HPLC (高速液体クロマ トグラフィー)によるペプチ ドの溶出ピーク

挙動から大まかに求めた｡確立したコラーゲン分解性酵素の精製工程を図4に示す｡

図4 イサダからのコラーゲン分解性酵素の粗精製

特に,1mMCaC12共存下での熱処理 (50

-55℃,20分間)は,異変を防止 しつつ目

的の酵素以外のタンパク質を変性 ･凝集さ

せることができるため,効果的な精製手段

であった｡イサダ全重量に占める粗精製さ

れたタンパク質 (酵素)の割合は,透析後

の段階で約 1.4%(W/W)であった｡

酵素製剤化に必要な以下の諸検討は,逮

析後の試料を最終濃度 50トLg/mlタンパク質

となるよう調製 して行なった｡

粗精製標品の活性化 ･安定化因子の手が

かりを得る目的で,各種阻害剤に対する感

受性を検討した｡その結果,本標品は金属キレー ト剤である10mMo-フェナントロリンおよび50mM

EDTA,セリンプロテアーゼの特異的阻害剤である5mMPMSFにより阻害されることが判明した(デ

ータ掲載せず)｡ したがって,本標品に含まれる金属プロテアーゼとセ リンプロテアーゼが変性コ

ラーゲンを分解する主要な酵素であることが推察された｡

本標品は 30分間という短時間の反応の場合,50℃付近で最も分解活性が高かった (最適温度 :

50℃)が,反応時間を長くすると酵素失活が進行 し,長時間の使用に耐えられないことが明らかと

なった (データ掲載せず)｡コラーゲンペプチ ドの製造に限らず,食品加工で使用する酵素製剤は,

ある程度温度が高い条件で長時間働くものが好ましいとされているため,本標晶を安定化する成分

の特定が,次年度-の課題として持ち越された｡
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②安定化因子の特定

平成 20年度の阻害剤感受性の知見を踏まえ,金属イオンの中に本標晶を安定化するものが含ま

れているかどうかを検討 したo金属イオンとして安全性に問題のない 5種 (Na+,K+,Mg2+,ca

2+,Fe2十)を選定してその塩化物を使用したoまた,これまで変性コラーゲンを基質,HPLC(ゲ

ルろ過カラム)によるペプチ ドの溶出パターンから低分子化の程度,分解活性を定性的に評価 して

きたが,本検討以降から上記測定に加え,プロテアーゼ活性の標準測定法として知られているアゾ

カゼイン法 (アゾカゼインを基質とし,基質の分解によって生じた遊離チロシン量を335nmの吸光

度で測定する)を用いて活性を数値化 したo各種金属イオンと酵素を含む溶液を 50℃で 30分間熱

処理 した後,アゾカゼインを添加 し,37℃,60分間分解反応させたoこの結果を表 2に示すo

表 2 各種金属イオンによるプロテアーゼ活性の保護 (アゾカゼイン法)

ca2十またはFe2+を添 金属イオン(最終濃度) 相対活性 [%](金属イオンを100%) 無添加の場合と比較 して

Na+(1mM) 50

K+(1mM) 100

Mg2+ (1mM) 42

Ca2+(lmM) 21呈

Fe2+(lmM) 367

加することで熱に対する安定性が増 し,金属イオ､

各々約 2倍 (熱処理なしの約 7割の活性に相当),3.5倍の活性を示 したoCa2十による熱安定性向上

は,変性コラーゲンを基質にした場合でも観察されたが,Fe2十の場合には逆に阻害され,ほとんど

変性コラーゲンを分解 しなかつた (データ掲載せず)oFe2十における両活性間の相違の原因は不明

であるが,本標晶をコラーゲンペプチ ド製造に用いる場合,熱安定性向上に寄与できるのは Ca2+のみであったo③ca2+最適濃度の決定および各条件のアゾカゼイン分解量の経時変化

熱安定性に寄与するCa2+の最適濃度を決定するため,Ca2+の終濃度を0.05,0,1,0.5,5,10,

20mMにした場合の相対活性 (Ca2+無添加を100%)の変化を図5に示すo

250 i O.8 ｢か 37OC -Caイオン

喜 - 37○Cr.Caイオン(1mM)

200 ･1 + so℃.-Caイオン台 0.6 + so℃..Caイオン(.mM)

宣,50 蓋
■

蓋.:: 室:二: ♂uÈ

■=LEDo 記0.00 5 10 15 20 0 1 2 3 4 5

カルシウムイオン濃度【mM] 反応時間 [hr]

図 5カルシウムイオン濃度がプロテアーゼ活性 図6カルシウムイオン存在 .非存在下,各反応
に与える影響 (アゾカゼイン法) 温度におけるアゾカゼイン分解量の経時変化

■ca2十による本標品の熱に対する保護効果は,0.1-5mMの領域で最大となり,5mMを越えると徐々

にその効果が失われていくことがわかった○変性コラーゲンを基質にした場合でもほぼ同様の挙動
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アゾカゼイン分解量の経時変化を示す｡反応温度 37℃ではCa2十の有無による分解量の違いは見ら

れないが,反応温度 50℃では Ca2+無添加の場合,時間とともに分解量の増加率が低下 (酵素が失

活)し,5時間で37℃での分解量と変わらない値となった｡これに対し,Ca2十添加の場合,酵素失

活が効果的に抑制され,5時間で他の約 1.5倍の分解量を示した｡なお,本知見からCa2+により本

標晶の活性化は起こらず,もっぱら熱失活に対する保護として機能することが明らかとなった｡

④市販プロテアーゼとの比較

粗変性コラーゲンの分解活性を本標品と市販プロテアーゼ製剤間で比較してみた (図7)｡比較に

用いたプロテアーゼは天野エンザイム (樵)製の ｢プロテアーゼ N ｢アマノ｣G｣および ｢プロレ

ザーFG-F｣である (いずれも枯草菌BaclllussubtlllS由来)｡イサダ粗酵素溶液は,市販プロテアー

ゼより変性コラーゲンの分解活性が低く,同程度の低分子化を起こすには反応温度 37℃で約 20時

間要する｡

図7粗変性コラーゲン分解活性のイサダ粗酵素溶液と市販プロテアーゼとの比較 (酵素濃度 :50Llg/ml
タンパク質,基質濃度 :09%粗変性コラーゲン,反応温度 ･時間 :50℃ ･60分)

･イサダ粗酵素抽出液 (粗酵素)の黒化防止技術の開発 (熱処理,凍結処理,食品素材の添加,

硫安沈殿などの検討)

イサダの黒化はメラニン産生の結果によって起こることを平成 20年度に報告した｡イサダはメ

ラニン合成が盛んに行われていると考えられるので,メラニン合成の第一段階となるチロシナーゼ

活性を測定した.その結果,イサダのチロシナーゼの比活性は0.0917△280mm瓜r/mgであった (ウサ

ギの肝臓では活性が検出されなかった｡活性が高いリンゴでは比活性は 2.84△280nm /hr/mgであっ

た)｡ したがって,イサダの黒化はイサダの持つチロシナーゼ活性によるものであることが明らか

となった｡プロテアーゼ精製の過程で黒化 したメラニンは,酵素タンパク質と各種クロマ トグラフ

ィーで同一挙動をとることが明らかとなった(DEAE-Sepharoseクロマ トグラフィーの非吸着画分に

はメラニンは溶出されない)0

･タンパク質分解酵素の食品加工助剤 ･晶質改

良剤としての開発

凍結イサダに3℃の脱塩水を加え,氷冷しなが

ら均質化 した分散液を遠心分離 して得た上清液

をイサダ水抽出液 とした｡ これを分画分子量

100kDaの櫨過膜を用いて限外液過 して透過液と

残液とに分画した｡それぞれのプロテアーゼ活性

を天野法 (基質はカゼイン)で測定した｡透過液,

残液および抽出液の比活性は,それぞれ 5.3u/mg

ofprotein,20.6u/mgofprotein,17.0u/mgofprotein

0

0

0

0

0

5

4

3

2

1

〔⊆
a10
Ld-
0
6Lu
Jn
〕
埜
巾
へ]7
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●pH3.0測定用基質
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□pH10.0測定用基質
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であった｡ここで,プロテアーゼの比活性を,60 図8 測定基質のpHによる比活性の差異

分間に反応櫨液 1ml中にチロシン 100pgに相当するアミノ酸を生成させる酵素量を 1単位 〔u〕と

して算出した｡また,pH3.0(乳酸と水酸化ナ トリウムで調整),pH7.0(リン酸ナ トリウム緩衝液)

およびpHIO.0(ホウ酸一塩化カリウムー炭酸ナ トリウム緩衝液)の測定用基質を用いてプロテアーゼ

比活性を測定した｡透過液では,全ての測定基質で活性がほとんど見られなかった (図8)｡残液で

は,pH3.0測定用基質において比活性が7.5u/mgofproteinと著しく低かった｡

(3)イサダ甲殻由来の栄養機能性素材の製造技術の開発

担当 :一関工業高等専門学校 (戸谷,二階堂)

研究内容 :

一般に,カニやェビなどの甲殻からキチンやⅣ･アセチルグルコサミンを製造するためには多くの

薬品や工程を要する｡我々はイサダ (… )の一物全体利用の観点から,イサダ水抽出液を酵素製

剤として利用する際に発生する残液 (水抽出残漆)利用に関する調査検討を行った｡

･イサダの前処理と粉砕条件の検討

凍結イサダに冷水を加えてミキサー (市販ジューサー)で 30秒間の均質化を 2回行った後,逮

心分離し沈殿を乾燥して ｢水抽出残液｣とした｡水抽出残壇および後述の ｢イサダキチン｣は以下

の条件で粉砕した｡メカノケミカル粉砕にはコンパージミルと遊星ボールミルを使用し,試料量が

多い場合は前者を,少ない場合は後者を用いた｡イサダキチンの平均粒子径 (約40pn)はカニキ

チン (約20pm)より大きく,繊維質で粉砕し難かった.各試料についてX線回折 (XRD)による

結晶化度*1,粒度分布,含水率,FT-IR (ATR法)を測定した｡結果を表3に示す｡

表3 イサダキチン質の粉砕と物性評価および酵素分解率

試料 粉砕条件 平均粒子径lLLm】 結晶化度*1【%] 含水率[%] 糖化率*2[%】 主生成物

イサダキチン未粉砕 N.D. N.D. N.D. N.D. 二糖カッターミル lmin 139 70 8.0 45

遊星ボールミル 590rpm,60min 42 26 10.1 72 二糖

水抽出残亨査 未粉砕 N.D. N.D. 14.1 N.D. 単糖カッターミル lmin 18 N.D. 5.5 4

コンパージミル 700rpm,60min 9 N.D. 5.9 4~ 単糖
N.D∴notdetennined

暮1結晶化度は,個々のXRDピークの散乱強度 (高さ)から,結晶化度[%]=(A-B)/AxlOOで計算した｡
A:キチン結晶部分の最大ピーク強度,B:非晶質部分のピーク強度 (2β=16degの散乱強度)0
*2strepiomyces属由来のキチナ-ゼ酵素製剤 (主にキチン二糖を生成)により酵素分解 (反応条件:40℃,pH
6.0,48h)oキチン二糖は,安価なキトビア-ゼ酵素製剤により単糖 (N-アセチルグルコサミン)-容易に
酵素変換可能であることから,本報告ではキチン二糖の生成は単糖と同等と見なす｡

･イサダからのキチンの抽出と精製,評価

平成 20年度に続き,水抽出残液からのキチン調製を試みた｡カニ殻からのキチン抽出に使用す

る方法を簡略化して実施した｡凍結イサダ1kg(水を添加して凍結後の質量)から上記の方法で得

た水抽出残漆に,水と塩酸を加え一晩撹拝した後,固液分離 ･水洗浄した (脱灰処理)｡残壇に水

と水酸化ナ トリウム水溶液を加えて80℃で2時間加熱後,固液分離 ･水洗浄し (除タンパク処理),

固形成分を凍結乾燥し ｢イサダキチン｣とした｡その結果,凍結イサダ1kgから,水抽出残液 110

g (乾燥重量 :100%とする),イサダキチン 3.2g (水抽出残液乾燥質量の 2.9%(W/W))であった｡

斎藤 らは丁寧な方法でキチンを収量4g/1kgwetKr山で得ている (岩手県水産技術センター平成 18

年度年報).我々の方法ではキチン収量3.2g/1kgwetKr山 と若干低かった｡これは,脱灰 ･除タン

パク処理方法の違い､我々がェタノールによる脱色処理を行っていないこと,イサダの凍結前に乾

燥防止のために適量の水が添加され水増しされていること,などが原因と考えられる｡賛藤らによ
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ると,この値はカニから抽出した結果 (7-log/1kgwetcrab)と比較すると低く,キチン資源とし

てイサダは魅力的ではない (参考 :カニ殻の約 25%,エビ殻の約 20%,オキアミのクチクラの約 10%

がキチンとの情報がある)｡ただし,｢水抽出残撞｣は廃棄物として発生するので,廃棄物利用の観
点から更なる検討を行 う価値はある｡

メカノケミカル粉砕処理 (コンパージミル,遊星ボールミル)によるXRDとIRスペクトルパタ

ーンの変化の一例を示す (図9)｡カッターミルを使用した場合には,メカノケミカル効果がなく未

処理キチンに近い｡メカノケミカル処理によりXRDによる結晶化度を 30%以下に下げることがで

きるが (表 3),酵素糖化率の上昇は比較的少なかった (カニキチンの場合には,糖化率が無処理の

場合の数倍上昇することが分かっている)0FT-IRスペク トル測定 (図9,ATR法)によりイサダキ

チン (未処理に近いカッターミル処理キチン)はα-キチンであることが確認された｡遊星ボールミ

ルによるメカノケミカル処理によりIRパターンが鈍化 しβヰ チン様に変化した (3⊃260cm~1付近の

NHと3,450cm~1付近のOHの伸縮運動と,1,620cm-1と1,650cm-1のアミドIに由来する双峰性の

シグナルが単峰性に鈍化)｡またメカノケミカル処理により含水率も増大した (表 3)｡カニ α-キチ

ンでも同様な現象が見られている (データ掲載せず). (IR帰属 :RodrigoL.,etal.,β-Chitillfromthe

pensofLoligosp.Extractionandcharacterization.B10reSOur.Technol.98,2465-2472(2007))
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- 遊星ミル(メカノケミカル粉砕)

5 25 45 3,900 3･400 2-900 2,400 1･900 1.400 900 400
28(degree,CuKcl) cm11

図 9イサダキチンのメカノケミカル粉砕とXRD (左)およびFTIIR (右)パターンの変化

･キチン分解酵素の選択 (イサダの内在性キチナ-ゼとルーアセチル-キソサミタ-ゼの利用検討)

イサダ水抽出液のキチナ-ゼおよび 〃-アセチル-キソサミタ-ゼ活性を市販酵素製剤と比較し

たところ,前者は活性が微弱であり,比較的強い活性を示した後者も比活性 (タンパク質質量当た

りの酵素活性)は市販酵素製剤 (微生物起源)の数百分の 1であった (データ掲載せず)｡ しかし

ながら,比活性ではなく総活性の観点からイサダのルーアセチル-キソサミタ-ゼを酵素製剤として

利用できる可能性はある｡

･イサダキチンおよびイサダ水抽出残液の酵素分解 (分解条件の検討)

｢イサダキチン｣および ｢水抽出残蔭｣をStreptomyces属由来のキチナ-ゼ酵素製剤 (主にキチ

ン二糖を生成)により酵素分解 (反応条件 :基質濃度 1-10%,反応温度 40℃,pH6.0)し,HPLC

にてキチン二糖 ･単糖-の分解率 (対キチンの場合は糖化率)を算出した (表 3)0

｢イサダキチン｣を基質とした場合,糖化反応生成物は約 9割がキチン二糖であり,メカノケミ

カル粉砕の有無で48時間酵素糖化率はそれぞれ 72%と45%という違いが生じた (図 10)O無粉砕試

料の糖化率が既に高いことの原因は,今回,イサグキチンはカニキチンと同様の条件により抽出し

たが,イサダはカニに比べてキチン含有量が低いためカニキチンよりも抽出時の薬品処理による構

造変化を受けやすく,メカノケミカル粉砕を行わなくとも糖化率が40%以上と高かったためと推測

される｡
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｢水抽出残漆｣を基質 (濃度 1-10%)とした場合,基質分解率は約 4%であり,水抽出残差中の

キチン含有量をある程度反映していたが,生成物はほとんど単糖と不純物 (未知)であった (図 11)｡

カニ殻粉砕物の糖化においては主要生成物がキチン二糖であり,イサダ水抽出残液の糖化において

はそれが単糖である原因を現在検討中である｡

<トカッターミル

くト遊星ボールミル
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COCH3 COCH3払 山手F;…'hふ .∫...,千..Lil..A..i.i..-hLL.LhLふlLJl,
図10イサダキチンの酵素糖化試験とLC-MS分析

遊星ボールミル粉砕物を24時間の酵素糖化反応させたものをLC-MS分析 (ESI,negatlVelOnmOde)したO

5

4
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.⊥｣
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反応時間th】
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図11 水抽出残液の酵素分解試験とLC-MS分析
コンパージミル粉砕物を24時間の酵素分解反応させたものをLC-MS(ESI,negatlVeionmode)分析した｡

･分解生成物 (キチン二糖,N-アセチルグルコサミン)の分離精製技術の確立 (図4)

図 12に今後,想定される製造工程をまとめた｡今回は ｢イサダキチン｣ 3.2gを酵素分解 し (図

12の①),活性炭セライ トカラムクロマ トグラフィーにより ｢キチン二糖｣を分離した｡酵素糖化

反応液をカラムに添加後,吸着部を 0-50%エタノール濃度勾配により溶出した｡ 目的の画分を減

圧濃縮後,凍結乾燥した｡キチン二糖の収量は 1.7g (対キチン収率 :54%)と良好であった｡本糖

標晶は,HPLCにおいて標準品キチン二糖と同じ保持時間に溶出され,純度は995% (RJ),さらに

LC-MSによ りキチン二糖 (cl付加物)を確認 した｡

一方,｢水抽出残液｣の直接酵素分解 (図 12の②)による ｢キチン二糖 ･単糖｣の精製は,活性

炭セライ トカラムクロマ トグラフィーでは困難であった｡
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図 12 凍結イサグからのキチン抽出とキチン二糖の分離精製工程
(キチン二糖は別のキトビア-ゼ酵素製剤により100%単糖に変換可能)

(結論)

カニ殻に使用する簡易法で ｢水抽出残液｣から効率よく ｢イサグキチン｣を抽出した｡

｢イサダキチン｣は,メカノケミカル粉砕により高い酵素糖化率 (70%)を達成 したが,その効果

はカニキチンよりも低く,カッターミル等による前処理でも 40%程度の酵素糖化は可能であっ

た｡

｢水抽出残撞｣の直接酵素分解では,二糖ではなく単糖が主生成物となった｡

｢イサダキチン｣より良好な収率で ｢キチン二糖｣を調製 した｡

事業展開の見通し

(1)イサダの確保 ･保存および酵素製剤の量産化 ･製造販売に向けての情報収集

前記 ｢2.研究計画の実施状況｣に記載の通 り,5-6月を目途にして工場プラントでの生産試験

を行い,生産コス ト,株式会社丸辰カマスイ所管のプラン トでの製品の出来具合や品質などを考慮

して,量産化 ･製造販売に向けての情報収集など事業展開を進めていきたいと考えている｡具体的

には 〃-アセチルグルコサミンについては,東北経済産業局 :新連携事業による｢南部さけコン ドロ

イチン｣と併用 し,『南部さけコンドロイチン&〃-アセチルグルコサミン』として純 ｢岩手･釜石産

サプリメント｣と銘を打って発売 したいと考えている｡現在,試作には提携先の焼津水産化学工業

㈱製の ｢エビ･カニ由来の〃-アセチルグルコサミン｣を使用 しているが,｢イサダ由来の〃-アセチ
ルグルコサミン｣の生産体制が確立し次第,これに切替える所存である｡

(2)イサダ筋肉 ･内臓由来のタンパク質分解酵素の酵素製剤化

コラーゲン分解性酵素は,簡便な精製工程で粗精製が可能であった｡したがって,イサダを大量

に懸濁処理できる装置と大型遠心分離機の設備投資があれば,酵素製剤の生産は容易に行なうこと

ができる｡また,イサダ全質量に占める粗精製されたタンパク質 (酵素)の割合は,透析後の段階

で約 1.4%(W/W)であるため,イサグの価格 (50円/kgイサグと仮定)のみ考慮すると 3,550円/kg

酵素製剤のコス トとなる｡コラーゲンの低分子化に用いられる微生物由来の酵素製剤の価格は,過

常約 1万円/kgであり,価格面のみで比較するとイサダから酵素製剤を生産するほうが安い｡活性

面では微生物由来の方がイサダ酵素より高かったが,37℃の反応温度では長時間安定な活性を維持

できるため,反応時間を長くすれば従来の酵素製剤と同程度の分解が可能である｡本酵素溶液は熱
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に弱い欠点を有するが,0.1-5mM程度の Ca2十が共存すると失活を抑制することができ,酵素活性

が高い高温下 (0℃の)で効果的に変性コラーゲンをはじめ,多くのタンパク質を分解することが

可能となる｡また,イサグ由来の酵素製剤には類例がなく,すでに市販されている果実 ･微生物由

来の酵素製剤と基質特異性が異なると考えられる｡すなわち,本酵素製剤は新規生理活性ペプチ ド

を創出するための有効な素材になる可能性も秘めている｡

以上のことから,事業展開の可能性は極めて高いと思われる｡

(3)イサダ甲殻由来の機能性素材の製造技術の開発

事業化のポイントは,｢キチン二糖｣あるいは ｢単糖 (〟-アセチルグルコサミン)｣製造における
『採算性』,『製造設備』,『販売経路』,『付加価値』である｡
『採算性』はイサダの単価に依存する｡今回,タンパク質分解酵素を抽出した後の ｢イサダ水抽

出残液｣から ｢イサダキチン｣がそれなりの収率で抽出可能であった (収率については今後採算性

の評価が必要)｡上記の結果を根拠に,凍結イサダ1kg(15-50円)から ｢水抽出残液｣を経由し
て ｢キチン二糖 (単糖)｣を2g製造できる場合,単糖の販売価格を30-100円/1gと仮定すると,

採算性は悪くない｡

『設備投資』(①キチンの抽出,②キチンの微粉砕,③酵素糖化工程,④精製工程)のうち,①

は実験室レベルで原理的に解決した｡キチンの抽出は,東南アジアや中国でも行っており,技術的

には可能であるが,｢イサダ水抽出残液｣中のキチン含有量が約 5%と低く,キチン抽出が三陸沿岸
地域にある企業の現場で可能であるかどうかは今後の課題である (カニ殻のキチン含有量は25%前

後である)0②のキチン微粉砕工程は,仮にこの工程が不要ならば採算上は有利である｡また ｢イ

サダ水抽出残液｣から直接 ｢キチン二糖や単糖｣の製造が可能であれば更に採算は有利であるが,

生成物の変換や消失が発生する可能性もある｡③の酵素糖化工程は,｢水抽出残液｣からキチンを
抽出してから糖化反応を行えば比較的に小規模の擾拝式リアクターで可能である｡また,後段の｢キ

チン二糖や単糖｣の④精製工程が極めて単純になる (図12)0｢水抽出残撞｣を直接酵素糖化した場
合,糖化反応液中に不純物が多いことから ｢キチン二糖や〃-アセチルグルコサミン｣を精製する工

程が煩雑になり,④の精製工程に工夫が必要であろう｡

『販売経路』は,グルコサミン類販売メーカーに依存することになる｡

最後に,『付加価値』であるが,イサダキチンやキチン二糖に単糖とは異なる機能性が兄いださ

れれば事業化を推進する｡

以上より,『採算性』と ｢製造現場でのキチンの抽出｣あるいは ｢水抽出残液からの直接酵素分

解と生成物の分離精製｣が実施可能になれば,事業化の見通しは出てくる｡そして,本共同研究終

了後に新たに地域資源活用型の補助事業やサポー ト企業などの推進力が必要である｡

期待される効果

㈱丸辰カマスイは,平成 19年度より東北経済産業局の新連携事業の支援を受けて平成22年に3

年目を終了した｡成果として,｢鮭由来コンドロイチン硫酸｣の製品化がサンプル的にも実現し,岩
手県商工労働観光部経営支援 新事業 ･団体支援グループ (主査 ･星野俊一氏)の提唱により,岩

手県誘致企業である株式会社夢実耕望に委託し,｢南部さけコンドロイチン｣と ｢南部さけコンドロ
イチン&ル･アセチルグルコサミン｣の錠剤試作にも成功した｡2010年 5月発売を目指して準備を進

めているところである｡今回は,新連携事業の提携先である焼津水産化学工業㈱の特許製品｢ェビ,

カニ由来の〃-アセチル グルコサミン｣を使用したが,これは,今後,｢イサダ由来ルーアセチルグ
ルコサミン｣を想定しての前哨的試用と位置付けている｡｢イサダ由来Ⅳ-アセチルグルコサミン｣

の製品化が待たれるところである｡㈱丸辰カマスイでは,本研究成果の技術移転により製品化を進

めたい｡

オキアミから抽出したタンパク質分解酵素を食品加工に用いることにより,魚肉練り製品におい

ては筋原線維タンパク質を低分子化することによる魚肉ペース トの均質化ならびに粘度低下が可
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能となり,食感改良が実現できる｡このことにより,食品製造企業では,安全性が高い天然素材に

よる食感向上と,低経費での酵素剤製剤が利用できるようになり,食品産業に与える効果も大きい｡

これまでは非食品用途でしか利用されてこなかったイサグを食品加工助剤や晶質改良剤,栄養機能

食品素材 として付加価値を高めて利用することにより, 漁獲単価の増加に繋がることが期待され

る｡

研究成果の達成状況

(1)イサダの確保 ･保存および酵素製剤の量産化 ･製造販売に向けての情報収集

実験室規模での研究成果を事業化するために,工場生産規模にスケールアップする検討を行い,

サンプル生産を進めたい｡その中で,どのような設備が必要か,また,従来使用の設備をうまく転

用できるかどうかも検討 していきたい｡

(2)イサダ筋肉 ･内臓由来のタンパク質分解酵素の酵素製剤化

･タンパク質分解酵素の抽出 ･分離精製 ･特性分析

イサダ粗酵素は,冷水で簡単に抽出することができる｡イサダ粗酵素抽出液の精製は,各種阻害

剤を用いた実験からセ リン性プロテアーゼを含むことが明らかになった｡セリン性プロテアーゼ精

製は,粗酵素抽出液をDEAEISepharoseイオン交換クロマ トグラフィー,HiTrapButylFF疎水性ク

ロマ トグラフィー,Benzamidine-Sepharose親和クロマ トグラフィーを用いて精製することにより,

分子量約 28,000のタンパク質を部分精製することができた｡完全精製まで到達はできなかったが,

この後,Lysine-Sepharose,または Argine-Sepharose親和クロマ トグラフィーを用いることにより完

全精製が可能と思われるので,達成度は80%である｡

･イサグ粗酵素抽出液 (粗酵素)の黒化防止技術の開発 (熱処理,凍結処理,食品素材の添加,

硫安沈殿などの検討)

冷水抽出したイサダ粗酵素抽出液は,直ちに緩衝液を加えてpH8.0に保つようにした｡イサダ粗

T. 也
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酵素抽出液の異化防止は,食品添加物として使用が認められてい

るアスコルビン酸を添加することが,設備費用,調製技術等を考

えると熱処理,硫安沈殿糖に比べると最も効果的であった｡この

粗酵素抽出液は,-20℃で凍結保存 して,凍結 ･融解を繰 り返 し

ても黒化 しない状態で 2年は活性保持 している｡粗酵素抽出液の

基質となるタンパク質,特に筋タンパク質等に対する作用を明ら

かにすることで,酵素素材 として供給可能であろう｡ 目的達成度

は95%である｡

図 13 イサダ粗酵素抽出液の外観

･食品加工助剤 ･品質改良剤としての開発

助成研究実施計画書に記載した研究項 目を順調に実施できなかったために,食品加工助剤 ･晶質

改良剤としてのイサダ筋肉 ･内臓由来のタンパク質分解酵素の試作までに至らなかった｡

また,イサダ由来のタンパク質分解酵素には現在流通している植物 ･微生物由来の酵素にはない

基質特異性を有することが推察されるため,様々なタンパク質源から新規の生理活性ペプチ ドが得

られる可能性がある｡現在,｢生理活性｣の評価 として血圧降下 (アンジオテンシン Ⅰ変換酵素阻

害)に着 目して有用ペプチ ドの探索を進行中である｡

(3)イサダ甲殻由来の機能性素材の製造技術の開発

･イサダの前処理と粉砕条件の検討 (達成度 100%)

｢イサダキチン｣のキチン酵素分解は,カッター ミル等による前処理でもある程度可能であった｡

･イサダからのキチンの抽出と精製,評価 (達成度 100%)

カニ殻に使用する簡易法で ｢水抽出残液｣から効率よく ｢イサダキチン｣を抽出した｡｢イサダ
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キチン｣の酵素による糖化率は70%以上であり,｢キチン二糖,単糖｣の製造原料となる｡
･イサダキチンおよびイサダ水抽出残液の酵素分解 (分解条件の検討)(達成度 80%)

｢イサダキチン｣は,カニキチンなどに比べて酵素糖化を受けやすいことが分かってきた｡｢水
抽出残妻査｣の直接酵素分解では,二糖ではなく単糖が主生成物となった｡

･分解生成物 (キチン二糖,〟-アセチルグルコサミン)の分離精製技術の確立 (達成度 80%)

｢イサダキチン｣の酵素糖化により良好な収率で ｢キチン二糖｣を調製した｡｢水抽出残撞｣か

らの生成物の精製は困難であった｡

三陸地域への波及効果

三陸沿岸におけるイサダは資源量が豊富であり,単価が高い年には漁船漁業種類の中で数少ない

収益を出せる水産資源である｡しかし,単価が不安定であることから漁船漁業の経営が不安定にな

り,しかも漁獲期間が3-4月と短いために,漁獲時期だけに集中して水揚げされるためにこれを

多方面で有効利用することが難しい｡

沿岸地域の経済は,都市部に比べて大きく立ち後れており,特に漁船漁業は,水産資源の減少や

漁価安により経営が大変厳しい状況になっており,漁業者数も大幅に減少している｡

本研究では,現在は限られた利用用途であるイサグを通年で利用可能にし,イサダを原料にして

付加価値の高い機能剤を創製するので,イサダの販売単価の上伸が見込まれる｡このことにより,

安定した漁船漁業の経営が図られるとともに,新たな地場資源を活用した水産食品が生み出される

ことにより,水産加工業の活性化にも寄与できるものと期待できる｡

考 察

(1)イサダの確保 ･保存および酵素製剤の量産化 ･製造販売に向けての情報収集

本研究助成終了後の平成 22年度においては,前述の通りに実験に使用するイサダ原料を従来の

凍結 ･冷蔵設備にて対応し,製造に関する工場プラントでは,カッターミル,遠心分離機,獲拝装

置 (酵素分解装置を転用),三層分離機など現在具備している装置で賄えるものと思われる｡また,

技術者も2名採用しており,製造に関するノウハウに合わせ,どのように稼動するかを検討して事

業化を進めていきたい｡販売については,製品サンプルの出来具合と専門的な説明書などパンフレ

ット作成が今後の課題である｡

(2)イサダ筋肉 ･内臓由来のタンパク質分解酵素の酵素製剤化

･イサグ粗酵素抽出液の黒化防止の検討

イサダ粗酵素抽出液を-20℃で凍結保存し,凍結 ･融解を繰 り返してもアゾカゼイン分解活性が

約 2年間は低下せず,長期使用が可能である｡また,5mMアスコルビン酸の添加により,-20℃で

凍結して異化を防止した状態で長期保存が可能であることが明らかになった｡

･イサダ粗酵素抽出液からのプロテアーゼの分離精製

粗酵素抽出液は,主にセリン性プロテアーゼを含むが,ゼラチナ-ゼ活性 (コラゲナーゼ活性も)

も存在すること,酸性下でもアゾカゼイン分解活性が検出されることから,調製した粗酵素抽出液

は様々な用途に用いることができる.Benzamidine-Sepharoseまでの精製過程で,分子量が約 28kDa

のタンパク質が部分精製された｡Lysine-Sepharose,およびArginine-Sepharoseを用いることで単一に

精製されたプロテアーゼ標品を得ることは可能と思われる｡

･コラーゲン分解性酵素の製剤化

イサダ中に含まれるコラーゲン分解性酵素は,均質化,加熱,遠心,透析処理という非常に簡便

で安価な方法で粗精製が可能であった｡得られた粗酵素標品を用いて製剤化に向けた種々の検討を

試みた｡各種阻害剤が本粗酵素標品の分解活性に与える影響を検討した結果,粗変性コラーゲンの

分解活性は金属プロテアーゼとセリンプロテアーゼの連携により行なわれていることが推察され

た｡本粗酵素標晶は37℃の反応温度では長時間安定した活性を示すが,50℃付近では徐々に失活が
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進行するという熱に弱い特性を有していた｡本研究では前述の阻害剤感受性の知見から,金属イオ

ンを中心にして本酵素標品の活性化 ･安定化因子を探索したところ,反応溶液に0.1-5mM程度の

Ca2十を共存させるとタンパク質分解活性の熱安定性が増すことを発見した｡酵素の安定性が Ca2+
によって向上する事例は,オキアミ類に限ると多糖であるキシランを加水分解するキシラナ-ゼで

報告されているが,タンパク質分解酵素での報告は見当たらない｡Ca2+により熱安定性が向上する

メカニズムについても,現在のところ不明なので今後の検討を要する｡

本酵素標晶は市販の微生物由来の酵素製剤より活性は低いが,低価格で製造可能であること,

Ca2+共存により幅広い温度域での活用が期待できること,粗変性コラーゲン以外のタンパク質の加

水分解にも利用できること,新規生理活性ペプチ ドを創出する可能性を持つことから,本酵素標品

に対するニーズは高いと考えられる｡

･食品加工助剤 ･品質改良剤としての開発

分画分子量100kDaの櫨過膜を用いた限外渡過で分画した残液の方が抽出液よりも比活性が高か

ったので,プロテアーゼは分子量 100kDa以上であると推察された｡また,残液ではpH3.0測定

用基質において比活性が著しく低く,pH7.0測定用基質とpH10.0測定用基質を用いた場合には比

活性に有意差が見られなかったことから,イサダ水抽出液には,中性から塩基性領域で高い活性を

示すプロテアーゼが存在することがわかった｡

(3)イサダ甲殻由来の機能性素材の製造技術の開発

一物全体利用の観点から ｢水抽出残液 ｣の利用が必須であったが,今回,それが可能であること

を確認した｡

･｢水抽出残漆｣から簡便な方法で ｢イサダキチン｣の調製が可能であった｡さらに ｢イサダキ

チン｣から簡便 ･高収率に ｢キチン二糖｣を調製できた｡今後は,①イサダキチン抽出工程の量産

化,②イサダキチンの前処理方法,③キチンの酵素糖化反応条件の検討,④簡便なキチン二糖分離

方法 (結晶化など),を検証する必要がある｡

･｢イサダキチン｣はカニキチンに比べて酵素分解を受けやすいことが分かってきた｡このため,

｢イサダキチン｣の酵素糖化の前処理としてメカノケミカル粉砕だけではなく連続粉砕可能な一般

のミルも検討する必要がある｡

･また,｢キチン二糖｣は ｢単糖｣に匹敵する生理活性が期待され,｢イサダキチン｣は免疫賦活
活性や抗アレルゲン性を有する可能性がある｡これらの生理活性試験は今後の課題である｡

･酵素分解に使用する酵素製剤の価格が最も採算性を圧迫する要因であることが分かっている｡

イサダのキチンはカニキチンなどに比べて酵素分解 (糖化)を受けやすいので,使用するキチナ-

ゼ酵素製剤の量を低減させらせる可能性がある｡

･｢水抽出残撞｣の直接酵素分解では二糖ではなく単糖が主生成物となり,水抽出残漆中の内在

酵素による分解の可能性などが示唆される｡また,｢水抽出残撞｣からの製造では分解生成物 (キ
チン二糖,〟-アセチルグルコサミン)の分離精製技術を確立する必要があるが,現時点では困難で

あり採算性を圧迫する｡

今後は,｢イサダキチンの抽出と前処理｣,｢酵素糖化によるキチン二糖の製造｣を第一に考えた
方がよいと思われる｡以上を勘案して,イサダを原料としたキチン二糖,単糖 (N-アセチルグルコ

サミン)の製造における採算性を検討して行く｡

備 考

本研究の知見に基づき先に特許出願した (出願番号:特願2010-179751,発明の名称:『オキアミ由
来の黒変防止法及び熱安定性タンパク質分解酵素の生成方法』)0
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