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雑穀種子タンパク質の性質と乳酸菌飲料への利用

小浜 恵子*､大津 純也*､西揮 直行**

アワやキビなどの雑穀類は近年再評価されている｡本報告ではHDL (善玉コレステロー

ル)上昇効果を有する雑穀タンパク質の解析と利用方法を検討した′｡Landry-Moureauxの溶媒抽

出法により得られた蛋白質5画分のうち､プロラミン画餅 ま全タンパク質の60-80%を占めてい

た.SDS-PAGEに･よりアワ及びキビプロラミンを分画したところ､GIx､ALa､Leuがそれぞれ 15

%以上を占めるポリペプチドとMet､Pro含量の高いポリペプチ ドで構成されており､トウモロコ

シゼインと相似性を有することがわかった｡また､雑穀タンパク質の有効な利用方法として乳酸

菌で醗酵を誠みたところ､-供試菌株中では､Streptococcusthermoph/'/us(JFO13957)をスター

ターとした場合にpHが4以下まで低下し､風味も優れていた｡

キーワー ド:アワ､キビ､プロラミン､乳酸菌飲料

CharacterizationofMilletProteinsandMakingLacticAcidBeverage

KOHAMAKeiko,OHSAWAJunyaandNISHIZAWANaoyuki

WehavepreviouslyreportedthatmilletdietaryproteinelevatedtheplasmalevelsofHDL

cholesterolinrats.Inthisstudy,Weexaminedthecompositionofthepolypeptidesofmilletsproteinto

determineifthestructureofmilletsproteinmayleadtoanexplanationoftheeffectsofthesegrains.The

proteinsextracted斤om fbxtailandprosomilletswere64･1% and80･0% prolamin,respectively･The

polypeptidesoftheprolaminswer占classirledintotwogroups.ThemajorpOlypeptidesof27-19kDawere

richinleucineandalanine,whereasthe17-14kDapolypeptideswererichinmethionineandproline.

TheseresultsshowedthatthemajorPOlypeptide占ofprolaminwerehomologoustozein.Wealso

investigatedmakinga一acticacidbeveragebyuslngmilletsproteininfermentation.Threelacticacid

bacteriawereused,Streptococcusthermophilus(IFO13957)wasasuitablestrainunderourcondition.
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1 緒 言 ●

雑穀類 (アワ､キビ､ヒエなど)はアジア､アフリカ

などにおける重要な食糧源であるが､日本では食品とし

て長い間評価されず伝統食として栽培されるのみであっ.

た｡しかし最近､アレルギー患者の代替食としての需要

が増加し､食の健康志向もあり､国産雑穀の生産量の約

半数を占める岩手県の雑穀が首都圏の健康食業者や給食

関係者に買い付けられるようになっている｡雑穀類のタ

ンパク質はHDL (善玉コレステロール)の上昇効果を

持ち､機能性素材としても注目されている12)O しかし､

雑穀タンパク質の構成成分についてはほとんど明らかに

されておらず､何によって脂質代謝が変化するか判って

いない｡そこで､本研究では､機能性成分を明らかにし

品種の評価 ･分類にも利用可能との観点から最初にタン

パク質の構成成分を調べた｡また､雑穀タンパク質の有

効な利用方法として乳酸菌をスターターとし､雑穀粉を

α-アミラーゼにより液化させてヨーグル ト及び乳酸菌

飲料の作成を試みたので報告する｡
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2 実験方法

2-1 雑穀タンパク質の解析

1)雑穀試料

各種の雑穀は平成9年に岩手県農業研究センター県北I

農業研究所で栽培されたものを用いた｡脱穀し精白した

穀粒をミルで粉砕し､80メッシュのふるいにかけこ

n-ブタノールで数回脱脂した後､風乾して用いた.

2)タンパク質の分画

Lan血y･Maureaxによる溶媒分画3'に基づき､5画分

のタンパクとして抽出した｡(Ⅰ)0.5M - NaCl溶液､

次に水を加えて抽出して得られた水溶性画分を透析脱塩

した後､凍結乾燥してア/巨ブミン ･グロブリン画分とし

た｡(Ⅱ)残査に70% (ⅤⅣ)イソプロパノールを加え

てアワは室温､キビは60℃で抽出しこの画分を減圧乾

固してtrueprolamin画分とした｡ (Ⅲ)残査に0.6%

のメルカプ トエタノール (2-ME)を含む70%イソプ

ロパノールを加えて抽出したものを prolamin･l辻e画分

とした｡ (Ⅳ)′残査に0.6% 2-MEを含む0.1M ホウ酸

緩衝液 (pH 10)を同容量加えて室温で抽出し､透析､

凍結乾燥して glutelin-1ike 画分とした. (Ⅴ) (Ⅳ)

の抽出で用いた緩衝液に SDSを0.5%となるように加

えて室温で (ⅠⅤ)の残査を抽出した後､透析 ･凍結乾

燥して true･glutelin画分とした｡それぞれの画分の窒

素含量 は ミク ロケル ダール法 による 自動分析機

(KielteclO35､Tecator社製)で測定した｡

3) SDS-PAGE

sDS-PAGE は Lよemmili.1'の方法により､15%アク

リルアミドゲル (Pharmacia Biotech社製)を用いて

実施した｡試料はあらかじめ､0.6% ジチオスライ ト

ール (DTT)により還元処理を実施あるいは処理しな

いものを用いた｡

4) アミノ酸組成分析

タンパク質の加水分解は常法に従い減圧下に封管し､

6N塩酸を用いて110℃､20hr行った.SDS-PAGE

で分離したポリペプチ ドはメンブレン(Immobilon -P,

JMillipore社製)にブロッティングし､膜上で気相によ

る塩酸加水分解を実施した｡加水分解終了後､30%(Ⅴ/

V)メタノール-0.1N 塩酸にて膜から抽出し､試料とし

表 1 雑穀タンパク質の組成

た｡アミノ酸の定量は Pico-Tag(Waters社製) を用

いて実施した｡

2-2 ヨーグル ト及び乳酸菌飲料の試作

1)雑穀試料及び供試乳酸菌

雑穀は平成11年に岩手県農業研究センター県北農業研

究所で栽培された､もちアワ (大槌10)､もちキビ (釜

石16)､ヒエ (達磨)を用いた｡脱穀し精白した穀粒を

ミルで粉砕 し､80メッシュのふるいにかけ雑穀粉とし

た｡乳酸菌は (財)醗酵研究所 (IFO)から入手した

Lactobacillus casei subsp.casei(15833)､ Lactobacillus

plantarum(3070)､ Streptococcus thermophilus(13957)を

用いた｡

2)乳酸菌醗酵製品の製造方法

乳酸菌はLactobaciliMRS培地(Difco)100mlをち植菌し､

37℃､24時間静地培養した後､生理食塩水で3回遠心洗

浄 (4,000rpm l0分)̀後､10mlとしスターターとした｡

雑穀粉 (ヒエ､キビ､アワ)10g､脱脂粉乳5g､グル

コース2gに水を50m l加えた溶液､または雑穀粉15g

とし脱脂粉乳を無添加とした溶液を100℃に加熱後､60

℃に温度を下げてα-アミラーゼ (ラクターゼsR-40､

洛東化成工業社製)を2mg添加 し､一晩液化させた｡ス

ターターを1m l添加後37℃24時間醗酵させた｡試作品

中の乳酸菌数はBCP寒天培地(日水製薬㈱製)にプレーテ

ィングして求めた｡

3 結 果

3-1 雑穀タンパク質の構成

Trueprolaminの抽出はアワは室温で､キビ及びヒエ

は60℃に加温したイソプロパノールで実施した｡室温

で抽出した場合のキビとヒエは全タンパク質のそれぞれ

16及び23%しか回収できなかった｡得られたタンパク

質組成を表 1に示す｡ヒエは60℃で加温抽出しても全

タンパク質の回収率があまり改善されず39.7%であっ

た｡アワ及びキビの種子タンパク質中はプロラミン画分

(trueprolamin+prolamin-likeprotein)が大半であ

りそれぞれ64.1､80.0%を占めた｡ヒエは回収率が低い

が､抽出されたタンノ下ク中の割合はプロラミン画分が

43%と最も多かった｡

タンパク質画分(%総タンパク質)

%種子中 alubumin true prolamin glitelin true

雑穀 タンパク質 globulin prolamin like like glutelin 回収率 %

アワ 10.9 4.9 56.5

キビ 11.5 3.6 79.0

ヒエ 9.9 5.0 17.2

7.6 2.2 10.8 82.0

1.0 1.9 10.2 95.7

7.0 1.7 8.8 39.7
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3-2 プロラミンポリペプチ ド構成

図1･AはアワとキビのtrllePrOlamin,prolamin･1ike

画分を SDS-PAGEによって分離し､構成するポリペプ

チ ドを調べたものである.アワのtrueprolaminは14､

19､22-23,27kDaの主なポリペプチ ドから構成され

ており (レーン1)キビプロラミンは主に24,17,14

kDaのポリペプチ ドから構成されていた (レーン3)0

アワ､キビともに prolamin-1ike 画分の構成は true

prolaminとほとんど同じであるが､高分子領域に異な

るバンドが見られた (レーン2,4)｡true prolamin

をあらかじめ還元処理を行わずに SDS･PAGEによって

分離したのが図 1- B である｡還元処理された試料で

は前述のようなポリペプチ ドが確認されたが､非還元サ

ンプルでは高分子領域にそのホモオリゴマーの分子量の

位置のバンドが明確に見られた｡

3-3 ポリペプチ ドのアミノ酸組成

SDS･PAGEで分離したtl･ue PrOlamin画分のポリペ

プチ ドのアミノ酸組成を図2に示した｡アワ､キビとも

に組成の特徴によって2つのグループに分類できた｡ 1

つはプロラミンの主成分であるアワ :27,22-23､19

kDa及びキビ :24kDaポリペプチ ドであり､ロイシン､

アラニンが非常に多く総プロラミンにおけるこれらアミ

ノ酸の割合の高さを反映するものである (グループ A)｡

もうひとつのグループは､アワ :14kDa､キビ:17,1

4kDaのポリペプチ ドであり､プロリン､メチオニン､

システインに富むものであった (グループB).

3-4 乳酸菌による醗酵

今 回 の 条 件 下 で は 供 試 菌 株 中 ､Streptococcus

fhermophilus(iFOi3957)を用いた場合にpHが4以下

まで低下し､カー ドを形成して風味にも優れていた (図

3)Oまた雑穀粉15gとして脱脂粉乳無添加とした場

合も同様であり､それぞれの試作品中の乳酸菌数は107/

ml以上であり乳酸菌飲料として充分であった｡

4 考 察

アワプロラミンとキビプロミンは70%イソプロパノ

ールでの抽出率が異なった｡70%アルコールではプロ

ラミンの一部はほとんど抽出されないと言われており､

これらはグルテリン態に分類されてきた1㌔ ァヮはアル

コール可溶性のプロラミンが主成分であり､一方キビ､

ヒエはグルテリン態が主成分との報告もある 6).しかし､

同一のポリペプチ ドであっても貯蔵条件により溶媒に対

する溶解性が変わる｡プロラミンポリペプチ ドが生合成

され貯蔵部位に沈着した後､周囲のポリペプチ ドとの相

アワ キビ アワ キビ

｢｢ ｢｢ ｢ ｢｢ ｢ ｡TT

72

38-54⊂

2/1

17

磯 酵 48

準搬 沖.油才､

轡 轡率轡 搬

14 秘棚き訳

1 2 3 4 1 2 3 4

(A) (B)

図1 プロラミンSDS-PAGE

(A) アワ､キビ true prolamin (lane 1,3)pl･01amin

like-protein(lane2,4)(B)trueprolarninDTTの影響

グループA

図2 ポリペプチ ドのアミノ酸組成

互作用によりシステイン残基の架橋高分子化､疎水結合

の進行が考えられるためである｡本結果においてはアミ

ノ酸組成が非常に似ていること､室温で抽出した場合と

加温して抽出した場合の SDS･PAGEパターンに差が見

られなかった (データ未公表)ことから､プロラミンに

分類するのが妥当と思われる｡
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図3 雑穀粉を用いた乳酸発酵

非還元のプロラミンを泳動した場合の SDS･PAGEパ

ターンをみてみると､グループ A はモノマー､ダイマ

ー､オリゴマーの単純な会合構造をとっていることが予

測される｡Dannoら7'はアワのプロラミンを分離し､ポ

リペプチ ドを還元､S-シアノエチル化したところ､同

一のサブユニットから構成されており､ホモオリゴマー

構造をとると報告している｡本研究で得られた結果は､

キビのプロラミンの主ポリペプチ ドもサブユニット構造

をとり､分子量からの推定では､ホモオリゴマー構造を

とることが示唆された｡したがって､アワやキビのタン

パク質は､米や小麦とは異なり､貯蔵タンパク質の大部

分は単純なポリペプチ ドの重合体から成り立つと予測さ

れる｡

これらの結果は､雑穀プロラミン中のポリペプチ ドは

トウモロコシプロラミンであるゼインのサブユニット構

成8･t-)と相似していることを示唆している｡主成分である

アワ､キビのポリペプチ ドのN末端配列がα-ゼインと

相同性を有する結果州 もこれを裏付けている｡雑穀タン

パク質中のどの成分がHDL上昇に関与しているのかは

未だ検討中である｡ヒト腸管細胞(Caco-2)に雑穀から

分離したプロラミンを人工消化したペプチ ドを添加した

結果､HDLの主要アポリポタンパク質であるapoA-Ⅰの

遺伝子発現が無添加あるいはカゼインペプチ ド添加の場

合に比べて有意に上昇するとの結果lO)も得ており､主成

分であるプロラミンによると推察している｡

本報告では雑穀タンパク質の有効な利用方法として乳

酸発酵を試みた｡醗酵乳 ･乳酸菌飲料は整腸効果､免疫

賦活､抗ガン作用､コレステロール値を正常に保つ効果

等を有する健康食品として研究が進められている川 ｡本

研究では､乳系乳酸菌であるL.casel,S.thermophilus､

植物系乳酸菌である L.plantarum のうち今回の条件で

は､S.thermophilusが適していた｡これはヨーグル ト製

造に汎用されている菌種である｡雑穀粉のみでも充分に

pH が低下し､省令による乳酸菌飲料としての基準菌数

も充分であるので食品としての可能性は高い｡しかし､

特にヒエは雑穀特有の匂いに問題があるように思われた｡

また､今回は1種類の条件の結果であり､発酵時間を含

めた検討がさらに必要である｡雑穀タンパク質との相乗

作用も期待され､製品の生理機能性についても調べる予

定である｡

5 結 語

HDL (善玉コレステロール)上昇効果を有する雑穀

タンパク質の解析と利用方法を検討した｡雑穀類ではプ

ロラミン画分が全タンパク質の60-80%を占めていた｡

ポリペプチ ド構成は､Ala､Leu含量の高い主成分ポリ

ペプチ ドと Met､Pro含量の高いポリペプチ ドで構成さ

れており､ トウモロコシゼインと相似性を有することが

わかったOまた､乳酸菌で醗酵を試み､Streptococcus

thermophilus(lFO 13957)をスターターとした場合にpH

が4以下まで低下し､風味も優れていた｡

本研究を推進するにあたり､雑穀試料を分譲いただき

ました岩手県農業研究センター保鮮流通研究室､菊池淑

子研究員及び県北農業研究所やませ研究室､飯村茂之室

長､長谷川聡研究員に深く御礼申し上げます｡
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