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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

食品中の低分 子含硫化合物 は香気成分 として注 目され るが,シ ステ ィン,グ ル タチオ ンな どの非揮

発性含硫化合物 は揮発性香気成分 の前駆物質 として重要 であ る。 さ らに,低 分子 チオール(SH)基

や ジスル フィ ド(S-S)結 合 は,食 品 の加工時 に容易 に生 じるSH⇔S-S交 換反応 によ る タ ンパ ク

質中でのS-S架 橋 のかけかえに,重 要 な役割を果たす もの と考 え られている。 しか し,こ れ らの低

分子SH・S-S化 合物 は一般 に食品 中には微量 に しか存在 せず,富 反応 性 のSH化 合 物 は酸化 を受

けやすいため に,そ の定量分析法 には温和 な条件下 での高 い感度 と迅速性 が要求 され る。本研究 の第

II章で は,N一(9一 アク リジニル)マ レイ ミド(NAM)を 食品中 の低分子SH化 合物 の定量 に応 用 す

るための手法 を検討 した。.また,食 品中 の低分子SH含 量 とS-S含 量 を分別す るために,S-S結 合

の還元条件 にっ いて も検討 を行 った。 さ らに,NAM法 の食品へ の応用 も試 みた。

食品 タンパ ク質 の分野 においては,タ ンパ ク質中のSH基 お よびS-S結 合 と レオ ロ ジー的性 質 や

機能特性 との関連 が着 目 され る ことか ら,第 皿章 で は,NAM法 によ る タンパ ク質 中 のSH基 ・

S-S結 合の定量 に関す る検討 を行 った。第 皿章 一1で は,タ ンパ ク質 中の遊離SH基 な らび にS-S

結 合 に対 す るNAMの 反応性 を検討 した。 さ らに,タ ンパ ク質 中のS-S結 合 の還元 条件 につ いて も

検討 した。第 皿章 一2で は,NAM法 による食品 タ ンパ ク質 中 のSH基 ・S-S結 合 の微 量分 別 定量

法の確立 を試 みた。 第 皿章 一3で は,SH基 ・S-S結 合の タ ンパ ク質分子 内 にお け る存在 状 態,す

なわ ち分子表面 に露出 して いるか,半 ば埋没 して いるか,埋 没 した り覆 われ た状態 にあるかを把握す

るためのNAMの 応用 にっ いて検討 した。

食 品中には低分 子SH・S-S化 合物 も共存 してお り,低 分 子由来 のSH基 ・S-S結 合 と タ ンパ ク

質 に含 まれ るSH基 ・S-S結 合の分別定 量を行 わない と,食 品 タンパ ク質 の レオ ロジーや機 能特 性

に対 す るSH:基 ・S-S結 合 の寄与 が明 らか にされない ことより,第IV章 において は,食 品 中の低 分

子SH基 ・S-S結 合が タ ンパ ク質 の高次構造変化 に どのよ うに関与 す るのか,加 工 過程 で の タ ンパ

ク質 中のSH基 ・S-S結 合 の空間配置 はどの ようであ るのか等,SH基 ・S-S結 合の全体像 を把 握

した。第IV章 で は,食 品加工 に伴 うSH基 ・S-S結 合 の変化 にっ いて検討 を加えた。

第H章 食品中の可溶性低分子チオール・ジスルフィ ド化合物の分別定量に関する研究

食品試料中の微量成分である可溶性低分子SH・S-S化 合物の定量時には,SH基 の酸化が促進

されるために,ま たSH⇔S-S平 衡を崩す可能性があるために濃縮操作は望 ましくない。SH化 合

物の定量分析には加熱濃縮等の操作を一切行わず,SH基 の酸化促進因子である酸化酵素系や金属イ

オンの触媒を完全 に除去あるいはマスクして実験を行 う微量分析法が必要 となる。第皿章においては,

SH蛍 光試薬であるNAMを 食品中の微量可溶性低分子SH。S-S化 合物の分別定量 に応用す るこ

とを検討 した。 また,第H章 一1に おいては,低 分子SH含 量 とS-S含 量を分別定量す るために電

解還元装置を用いて,S-S結 合の還元条件にっいて検討をし,さ らに,NAM法 を食品 に応用する

ための試料の前処理条件にっいて検討 した。第H章 一2に おいては,NAMに よる食品中の低分子

SH・S-S化 合物の微量分別定量法を応用 し,乳 加工過程の低分子SH・S-S化 合物の変化を経時

的に追究 した。 また,米 の風味を論 じる際に,NAM法 で求めた低分子SH・S-S含 量が どの よう

に関わるかを検討 した6さ らに金属イオンとGSHと の結合能 について調べ,エ チレンジア ミン四酢

酸ニナ トリウム(EDTA)の キレー ト防止効果にっいて検討 した。
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第H章 一1蛍 光試薬;N一(9一 アク リジニル)マ レイ ミ ドを用 いた食品 中の低分子 チオール ・

ジスルフ ィ ドの分別定:量条件 の検討

Weitzmanの 電解還元 装置を コ ンパ ク トに改良 した装置(Fig.1)を 用 い,S-S結 合 の還 元 開裂

を行 った。水銀 電極 の純度を高め るとシスチ ン(Cys-Cys),酸 化型 グル タチ オ ン(GSSG)中

のS-S結 合を2mA,5分 の電 解還元条件で完全 に還元す る ことがで きた。

食品 中の低分子SH・S-S分 別 定量 を行 うたあの方法 につ いて,標 準物 質 と してCys,GSH,

Cys-Cys,GSSGを 用いた添加 回収試験 を行 って検討 した。 その結 果,Fig.2～Fig.4に 示 した

とお りの前処理 を行 い,電 解 還元 法,NAM法 を用 い ると μmol～pmo1レ ベルで の低分 子SH・

S-Sの 分別定量 が可能 であ った。

食品中 の可溶性低分子SH含 量 は,前 処 理 した試料溶 液0.1m1を0.5M炭 酸 ソー ダーホウ酸 緩 衝

液(pH8.80)3。3mlに 加 え,最 適 濃度(SH含 量の4倍 以上)のNAM溶 液 を直 ち に反 応 させ,室

温で1時 間後,蛍 光強 度(励 起 波 長360nm,蛍 光波 長435nm)を 測定 し,SH標 準物 質 で あ る

Cysも しくはGSHを 同様 に反応 させて作成 した検量線 か ら求 め られた。

食品中 の可溶性低分子S-S含 量 は,前 処理 した試料 を2mAで5分 間電解還元 し,還 元後 の試料

溶液0.1m1をSH定 量時 と同様 にNAM法 に供 して求 め,還 元後 の定量値か ら還元 前 の定量 値 を減

じ,1/2を 乗 じて求 めた。

第皿章一2NAM法 による食品中の低分子チオール化合物の定量

第1節 乳 の発酵過程 にお ける低分子 チオール ・ジスル フィ ド含量の変化 に関す る研究

脱 脂乳 を原料 とす る日本酒型 乳酒製造工程 は,ト リプ シンによる酵素 消化 と乳 酸菌 による乳 酸発酵

を同時 に進行 させ,加 熱処 理 によ り反応 を停止 させ る段階 と,8αccん.sα 舵 によ るアル コー ル発酵 を

行 う段 階の二 段階か ら成 る。本節 にお いて は,含 硫成分が重 要 な風 味物質 とな ることが推 定 され る乳

酒を試料 に,そ の前 駆物質 とな る非 タ ンパ ク態可溶性画分の ア ミノ酸お よびペ プチ ドを主 とす るSH

お よびS-S化 合物の定量 にNAM法 を応用 させ,製 造工程中の消長を明 らか に した(Fig.5,6)。

酵素 消化,乳 酸発 酵段階 にお いて は,全S-S含 量が40μM,SH含 量 が18μM,ア ル コー ル発

酵段 階で は,全S-S含 量 が83μM,SH含 量 が40μMで あ った。両発酵過程 におけ るS-SとSH

の比 率 は2:1で あ った。S-S含 量 は消化酵素 および使用菌種の産生 す るプロテアーゼの作用に伴 っ

て増加 す る ことが明 らか にな った。

HPLCに よ り,乳 酒中の主た るSH・S-S化 合物 はCys,Cys-Cys,GSH,GSSGで あ

ることが確認 された。

第2節 米 の低分子 チオール化合物 の定量

NAM法 を応用 して,米 ・小麦粉 中の低分子SH・S-S化 合物含量 を定量 した。 米 の品種 や産地

の違 い,貯 蔵 米 と新 米 の違 いが低 分子SH・S-S含 量 の定 量値 に及 ぼす影 響 に つ い て検 討 した

(Fig。7)。 また,米 の部 位別 に(胚 乳部,胚 芽部,糠 部),低 分 子SH・S-S化 合 物 を定量 した

(Table1)。 さらに,小 麦粉 と米 の含量 の違 い も調べ た。NAM法 を固体,粉 体試料 であ る米,小 麦

粉 に応用 し,低 分子SH・S-S化 合物 の定量 を行 った結果,10-7M/10mgの スケー ルで分別 定量

が可能で あ った。米 の定量値 は,産 地 ・品種 の違 いによる風味 の差異や,貯 蔵 中の風 味の変化 につい

て検討す る指標 にな り得 ることが示唆 された。米 の胚芽部,糠 部 に は,単 位重 量 あ た り,精 白米 の
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10～20倍 の低分子SH・S-S化 合物が検 出され た。特 にS-S化 合物 が多い ことが特徴 的で あ った。

HPLCの 結果,検 出され たSH・S-S化 合物 はGSH・GSSGで あ った。 小 麦粉 中 に は精 白米

の5～10倍 の低分子SH・S-S化 合物 が検 出 された。

第3節 グル タチオ ンと微量金属 の結合能 に関す る研究

SH化 合物 の定量分析 を行 う過程で,試 料 中に微量 の金属 イオ ンが共存 してい る場合,対 象 となる

SH基 を化学修 飾す る際 にNAMの 活性二 重結合付加反応 と同程度 もしくは優先 的にキ レー ト結合 を

生 じるこ とが考 え られ る。 ゆえ に0.02MEDTAに よるキ レー ト結合 の防止策 をと ってきたわ けで

あ る。 本節で はGSHと 金属イオ ンの結合能 を利用 し,GSHと 結 合す る金属 イオ ン量 を定量 す るた

め に,結 合前 のGSH量(n+α)と 結合後 の定量値(α)をNAM法 に よって求 め,そ の差 か ら結

合 した金 属量 を求 め ることを検討 した。

(n十 α)GSH十Men+→(GS)。Me十 αGSH十nH+

この方法 によれ ば,試 料 の複雑 な前処理 に要す る時間 も短縮 され るのみな らず,NAM法 の特性を

生か し,n～pmo1/mlと い う高感度 で金属 イオ ンの定量が可能 にな る。 また,生 体 活性 部位 で あ る

SH基 に特異 的に反 応す る金属 イオ ンのみをチ ェックす ることに もな る。

蒸留水 中では銅 イオン,1価 の水銀 イオ ン,2価 の水銀 イオ ンに結合 能が認め られたが,EDTA存

在 下で は銅 イオ ンに対 し,キ レー ト防止効果 があ らわれ,結 合能 が消失 した(Fig.8,9)。

NAM法 によ り食 品中のSH基 を定量す る際に用 いる0.02MEDTAの 水銀 イオ ン以外 の金属 イ

オ ンに対 す るキ レー ト防止効果 が確認で きた。水銀化合物 のGS:Hと の結合能 は反 応溶 液 のpHや イ

オ ン強度 に依存 し,1価 の水銀 イオ ン,2価 の水銀 イオ ン,メ チル水銀 とGSHと の反応 は,反 応溶液

の種類 に よ り特異的 であ った。

各種水銀化 合物 とGSHの 結合特性を生 か し,1:1の 当量比 で反 応す る溶液環 境 を設定 す ると,

水銀化合物 の分 別が可能 となることが確認 された(Fig.10)。

水 銀化 合 物 と結 合 す るGS:H量 をNAM法1ヒ よ り定量 す る こ とで,溶 液 中 の 水 銀化 合 物量 を

10『9～一12mol/mlレ ベルまで測定す る ことが可能で あった。

第 皿章 タ ンパ ク質 中のチオール基 ・ジスルフ ィ ド結合 の定量 に関する研究

タ ンパ ク質 のSH基 ・S-S結 合 の総定量 を行 う手法 として,シ ステ ィ ン残 基 を定量 す る ア ミノ酸

分析 法が あるが,SH基 ・S-S結 合 の分別定量 はで きない。 分別定量 の際 はあ らか じめS-S結 合 を

開裂 し,SH試 薬 によ る化学修飾 を行 う方法が一般的 にな って いる。

SH基 の化学修飾 試薬 として,多 くの試薬が開発 されてい るが,そ の うちDTNBは 最 も多用 され

て いると言 え る。 しか し,検 出感度的 に限界があ り,試 料 タ ンパ ク質が量的 に少 ない場合 は問題 とな

る。近年,高 感度 の検 出能 を有す るSH蛍 光試薬 の開発 も進 んで いるが,全 ての システ ィン残基の修

飾を行 う際 に,温 和 な条件で反応 させ うる ものが少 ないのが現状であ る。

タンパ ク質中 のS-S結 合 は多 くの場 合,ポ リペプチ ド鎖 内 も しくは鎖間 に架橋 を つ くり,タ ンパ

ク質 の構造維 持 に関す る役割 を果た し,容 易 に切 断 されない。半面,こ のS-S結 合 はあ る条 件下 に

おいては容 易 に切断 され る こと もあ り,他 のS-S結 合 間で架橋 のか けか え を生 じさせ る性質 を も有

す る。 これ らの性質 は タンパ ク質 中に存在 す る共有結合 の 内で は特 徴 的 な もの であ る。 この よ うな

S-S結 合 の開裂 には,2一 メルカプ トエ タノールに代表 され るチオー ル化 合 物 に よ る方法 が多用 され
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るが分別定量を行 う際は,用 いたチオール化合物の除去を行わねばならず,操 作過程のSH基 の再酸

化や操作の複雑さの点で問題となる。その他の還元試薬による方法は,タ ンパ ク質構造中のS-S結

合の位置,空 間配置,試 薬 と接 しうるかどうかという点,S-S結 合近傍の官能基の種類 あるいは歪

みの程度等 に左右 される。

第皿章一1で は,反 応のメデ ィウムか ら還元剤を除去する必要 もなく,還 元の種々の段階でSH基

の定量が可能な電解還元条件にっいて検討 した。さらに,タ ンパク質中のSH基 ・S-S結 合 に対す

るNAMの 反応性にっいても検討 した。

食品タンパク質の分野においては,SH基 ・S-S結 合は特に レオロジー的性質や機能特性 との関

連が着 目される。これ らのSH基 ・S-S結 合は,タ ンパク質分子中での空間的配置が重要 な因子 に

なることが考え られ,分 子表面に露出 しているか,埋 没 したり覆われた状態にあるか というような存

在状態を把握することが重要になる。

第皿章一2で は,低 分子SH・S-S分 別定量に用いたNAM法 を,タ ンパ ク質中のSH基 ・S-S

結合の定量に応用するための基礎的研究を行い,温 和な条件で迅速に,し かも高感度の分別定量を可

能にしたことをまとめた。

第皿章一3で は,タ ンパク質中のSH基 ・S-S結 合にNAMを 反応 させた場合,NAMの 修飾特

異性が見出だされたので,タ ンパク質分子中のSH基 ・S-S結 合の存在状態識別能 につ いて も検討

を行った。

第皿章一1蛍 光試薬NAMの タンパク質に含まれるチオール基 ・ジスルフィ ド結合に対する反応

性の検討

第1節 タ ンパ ク質 中の遊離SH基 に対す るNAMの 反応性

タンパ ク質 中のSH基 に対 す るNAMの 反応性 にっ いて,BSAと β一Lg中 のSH基 を用 いて検 討

した。BSAのSH基 は,分 子表面 に露出 してお り,NAMと 定量 的に反応 した。定量条 件を検 討 し

た結果 をもとに,0.5M炭 酸 ソー ダーホウ酸緩 衝液(pH8.80)中 で,BSA中 のSH基 濃度 の5 .7倍

以上 のNAMを 反応 させ,60分 後 に励起 波長360nm,蛍 光波長435nmに お ける蛍光強度 を測定 した

結果。BSA中 のSH基 はpmo1レ ベルで検 出 され,BSA1分 子 中に0.7モ ルのSH基 が存在す る

ことが確認 された。 この定量結果 はDTNB法 で定量 した ものな らびに文献値 と一致 した。従来 か ら

多用 されているDTNB法 よ りも1,000倍 の感 度で定量 が可能 とな った。

β一Lg中 のSH基 は,室 温 において分子表面近傍 に半 ば埋没 した状態で存在 してい る こ とが想 定 さ

れ,NAMやDTNBの 化学修飾率 はNativeな 状態 において も,変 性 剤 で変性 させ た場合 にお い

て も100%に 至 らなか った。 しか し,β 一Lg中 のSH基 はNAMと 定 量的 に反応 し,SH基 濃 度 と蛍

光強度 は10-10mol/m1レ ベ ルで直線性 の関係 を示 した。

第2節 タンパ ク質中のS-S結 合 に対す るNAMの 反応性

各種 単離 タ ンパ ク質 をNativeな 状 態 で電解 還元 を行 った場 合 は,全 試 料 と も見にDTNB法,

NAM法 で検出 されなか った。 タンパ ク質 中のS-S結 合の開裂時 は変性剤 による変性 の必要 があ り,

50mM酢 酸 緩衝 液(pH4.00)に 溶 解 した6M塩 酸 グアニ ジ ンで変性 しっ っ電解 還 元 を行 う と,

DTNB法 による吸光度 およ びNAM法 による蛍光強度 は還 元時間の経過 とと もに(20分 か ら120分)

平衡 に達 した。 しか し,NAM法 にお いて は低 い修飾率が得 られ,DTNBと 異 な り,NAMの 立体

的特異性が修 飾率に影響 を及 ぼす ことが示唆 され た。 この低 い修飾 率は タンパ ク質 中 のS-S結 合 が
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分子表面 に露出 していないという存在状態を反映するものと考え られたた(Table2)。

第 皿1章一2NAM法 によるタ ンパ ク質中のチオール基 ・ジスル フィ ド結合 の分別定量法

本研究 においては,タ ンパ ク質 中のSH基 ・S-S結 合 の総量 を,高 感度 で分 別定 量す る 目的 で,

低分子SH・S-S化 合物 の微量定量(1pmo1レ ベル)が 果 た せたNAM法 の,タ ンパ ク質試料 へ

の応用 を試 みた。NAMを 用 いて タンパ ク質 中の総SH基 ・S-S結 合 を,温 和 な条件下 で微 量分 別

定量す る方法 を確立 した。 スブチ ロペプチ ダーゼ(Carlsbergtype)で 加水分解す る ことによって,

SH基 の化学修飾時 に問題 となる タンパ ク質 の立体障 害 を除去 で きた(Fig.11)。 加水 分解 試料 に

NAMを 反応 させ,SH基 の定量 を行 い,S-S結 合 の定量 は加水分解試料 を電 解還 元 してNAM法

で行 った(Fig.12,13)。 モデル タンパ ク質(α 一La,BSA,β 一Lg)中 のSH基 ・S-S結 合 含

量 と蛍光強度 はnmol/mlレ ベルで直線性 の関係 を示 し,DTNB法 よ り も1,000倍 の感 度 で タ ンパ1

ク質 中 のSHi基 ・s-s結 合 を定量す る ことがで きた(Fig.14)。 本方 法 は定 量 時間 の短 縮 も図 れ,

他のSH修 飾試薬へ の応用 を も可能 に した。

第皿章一3蛍 光試薬NAMを 用いたタンパク質分子中のチオール基 ・ジスルフィ ド結合の存在状

態識別ならびにタンパク質分子の高次構造変化に関する研究

第1節NAMのS}1修 飾特異 性 とタ ンパ ク質中のSH基 ・S-S結 合 の存在状態識別

NAMを 用いて タ ンパ ク質中のSH基 ・S-S結 合 を化学修飾 す る際 は,修 飾 率が非 常 に低 い こ と

が明 らか にな った。数種 の タ ンパ ク質 を用いて,1)Nativeな 状態,2)変 性 剤 に よ り変性 させ た状

態3)ト リプシンな らびにペ プシ ンで加水分解 を行 った状態 でのS-S結 合部 位 に対 す るNAMの 反

応性 を比較 した(Fig.15,Table3,Fig.16)。NAMはSH基 が タ ンパ ク質中で埋 没 して いた り,

覆 われて'いた りす ると接触 で きない ことが確認 された(Fig.17)。 これ はNAMの ア ク リジン環 の影

響 によ るもの と考 え られた。食 品 タンパ ク質 においては,こ のよ うに埋没 していた り覆 われて いる非

反応性SH基 ・S-S結 合 が直接 的に レオ ロジーに関 わるとされてお り,タ ンパ ク質 の構 造維 持 に寄

与す るS-S部 位 やSH基 を識別 す るたあにNAMの 特性が生か される もの と考 え られた。

ミオ シンを用 いてNAMの 選択修飾特異性 にっ いて検討を行 った。 ミオ シンに は活 性SH基 が2個

あ り,SH1は 分子表面 に位置 し,SH2は 半 ば埋 没 して いる こ とが 明 らか にな って いる。SH1は

Ca-ATPase活 性 に関与 し,修 飾 を受 けると活性が上 が り,EDTA一(K+)ATPase活 性が減少す ると

され ている。 ミオシ ンの4倍 モル濃度 のNAMを ミオシ ンに反 応 させ ると,EDTA一(K+)ATPase活

性 の減少が一定 にな り,Ca-ATPase活 性の上 昇 も一 定 とな った。NAMは,分 子表 面 に位置 した

SH基 とは反応す るが,半 ば埋没 して いる場合 は反応 しない ことが確かめ られた(Fig.18)。

第2節 β一ラク トグ ロブ リン(β 一Lg)の 加熱過程 にお ける高 次構造変化 に関す る研究

タ ンパ ク質 に含 まれ るSH基 ・S-S結 合の存在状態識別能 を有 す るこ とが示 唆 され たNAMを 用

いるこ とによ って,β 一Lgの 加熱変性 時の高 次構造変化 を定量 的 に示 し得 ることが明 らかに された。

乳 タ ンパ ク質中で唯一 の遊離SH基 を有す るβ一Lgを 試料 に用 い,加 熱過程 の高次構造変化 を追究

す る手法 としてのNAMの 有用性を明 らかに した。NAM反 応性 のSH・S-S定 量値 のパ ター ンは,

β一Lgの 加熱変性 による高次構 造変化 を反 映す るもの とな った(Fig.19,20)。 β一Lgの 加熱 変 性 を

論 じる場合 は,凝 集反応 に影響 を与 え る因子 と して遺伝的変異体,試 料 濃度,溶 液 のpHお よび イオ

一280一



ン強度 な どが挙 げ られるが,こ れ らの会合 や凝集反応 におよぼす影響 をSH基 ・S-S結 合 の分 別定

量 とい う手法 でNAMを 用 いて明 らか にす る ことがで きた(Fig.21～24)。

第IV章 加工 に伴 う食 品中のチオール ・ジスルフ ィ ドの変化 に関す る研究

食品 タンパク質のレオロジー的性質や加工特性はSH基 ・S-S結 合と関わ りを持っが,単 離 タン

パク質の場合 と異な り,共 存成分の影響を受 けた り,会 合等の高次構造変化が伴 うためにSH基 ・

S-S結 合の分別定量や存在状態識別は容易には行うことができないものと予測 された。 また,試 料

が食品そのものの場合,低 分子SH・S-Sも 共存 しているので,こ の部分 について も分別 して定量

を行わなければ,物 性や加工特性への関わりが明確 にされない。

しか し,反 応性に富む低分子SH・S-S化 合物 やβ一Lgの ように加熱等の処理で活性化 される

SH基 はSH⇔S-S交 換反応の引き金になったり,分 子間S-S架 橋を形成 しだりするために,食 品

中のSH基 ・S-S結 合がどのような状態で存在 しているのか,す なわち,低 分子なのか,高 分子中

に存在 しているのか,タ ンパク質中に存在するのなら,表 面 に位置 して富反応性であるのか,分 子内

に半ば埋没 しているのか,覆 われている状態で高次構造の維持に関わっているのか等を識別すること

が重要となる。特 に諸反応の引き金になる活性SH基 は,微 量でも反応種となるため,高 感度の定量

法が必要となる。

食品加工に伴 うSH基 ・S-S結 合の挙動を明らかにさせるために基礎的研究を行 って きたNAM

の反応性に関する諸性質,す なわち低分子SH・S-S化 合物 に対する高感度な定量性や タンパ ク質

中のSH基 ・S-S結 合の分子内存在状態識別能を実際に食品タンパク質や食品そのものに応用させ,

分別定量がなされておらず推測の域で論 じられてきた物性変化や加工特性 にっいて定量的に明 らかに

するために研究を進めた。

第IV章 一1製 パ ン工 程中の チオール ・ジスルフ ィ ドの変化

第1節 ドウ ・ミキ シングへのSH基 ・S-S結 合 の関わ り

製パ ン工程中で最 も重要 なプロセスといわれ る ドウ ・ミキ シ ング過程 の低分子SH基 ・S-S結 合

な らびに タンパ ク質 中のSH基 ・S-S結 合 の変 化 をNAM法 とDTNB法 を用 いて明 らかに した

(Fig.25)0

また,こ れ らの分別定量値 と ドウの改良効 果を有 す る酸化 剤の影響 にっ いて も調 べ た。 そ の結果,

可溶性SH化 合物 の総S-S定 量値 に占める割合 は,ド ウの物性測定結 果 と相関 す る こ とが 明 らか と

な った(Table4,5,Fig.26)。 また,こ の割合 は,遅 効性 といわれ るプロメイ トよりア ス コル ビ ン

酸 の方 が小 さく,ド ウ改良剤 の意義 は,低 分子SH基 とタ ンパ ク質 とのSH・S-S交 換 反応 促進 に

あ ることが示 唆 され る知見 が得 られた(Table.6,Fig.27)。 ドウの タ ンパ ク質中SH基 ・S-S結 合

は分子 内表面 に露 出 してお らず,強 固なネ ッ トワーク形成 に寄与 して いることが確認 され た。

第2節 第一 発酵,ホ イロ,焼 成工程 におけるSH基 ・S-S結 合 の変化

ドウの分析手 法 に準 じ,ス トレー ト法 で製造 した食パ ンを用 い,第 一発酵後,ホ イロ後,焼 成直後

な らびに焼成終了後 のSH基 ・S-S結 合の変化 につ いて検討 を行 った。 同時 にア ミノ酸 分析 を行 い

ハ ー フシスキ ン量 を求 めた。 その結果,ミ キ シング直後 には ほぼす べてのSH・S-Sが 検 出 され て
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いたが,生 地発酵 が進 む につれて検 出可能 な トー タル システ ィン残 基 は顕 著 に減少 した(Fig.28,

Table7)。 また,酸 化剤 を添加 した場合,検 出可能 な トー タル シス テ ィ ン残基 の減 少 は早 ま り,焼

成 中 に一 時増加 した。 ア ミノ酸分析 の結果(table8),ハ ー フシスチ ン量 にはほとん ど変化が なか っ

た ことか ら,生 地発酵 中に プロテアーゼ に耐性 の固 い グルテ ンマ トリックスが形成 され,シ ステ ィン ・

残基 はこれ に覆 い隠 されてい くものと考 え られた。 この結 果 は レオ ロジー的 に有効 な反 応性 に富 む

SH基 ・S-S結 合が生地発酵 中に減少 す ることを示唆 してい る。

第IV章 一2加 熱に伴う食品タンパク質の高次構造変化に関する研究

加熱 によ るタンパ ク質 の高次構造変化 を乳清 タ ンパ ク質,大 豆酸沈澱 タンパ ク質 を試料 に用 いて検

討 した。 さ らに米 を試 料 に し,炊 飯 を想定 した加熱過 程のSH基 ・S-S結 合の変化 について調べ た。

酸沈澱 の乳清 を用 い,加 熱温度の上昇 に伴 うSH基 ・S-S結 合の変化 をDTNB法 とNAM法 に

よ り検討 した。 リン酸 緩衝溶液中(pH7.0)で5分 間加 熱 した場 合,DTNB法 で は確認 で きな い,

ア ンホールデ ィングに よるSH基 の挙動や,反 応 に富 むS-S結 合の挙動 が確認 で きた。 乳清 タ ンパ

ク質 は50℃ 加熱 で ア ンホール デ ィングによ りSH基 が露 出 し,加 熱変性の引 き金 にな る様子 をNAM

法 によって定量 レベルで明 らかにで きた(Fig.29)。

大豆酸沈澱 タンパ ク質を調 製 し,加 熱時のSH基 ・S-S結 合の分別定 量 を行 った。 可 溶性SH:基

は50℃ で急増 し,S-S結 合 は急激 に減少 した。 この温度 で は,分 子 のア ンホールデ ィングに伴 って

SH基 が反応性 に富 む ようになり,富 反応性SH基 がSH⇔S-S交 換反 応 を促 し,80℃ まで高分子

との架橋 のか けかえを展 開す ることが示唆 される結果 とな った(Fig.30)。 これ らの結果 と電気泳動

パ ター ンの変化 には,関 連性 が認 め られた。

加水 した米 の加熱 に よるsH基 ・s-s結 合の変化 にっいて検討 した(:Fig.31)。100℃ までの加熱

で,富 反応性SH・S-S含 量 が増加 し,分 子 内部 に埋没 してい るSH基 ・S-S結 合が半ば埋 没 して

い る状態 になる ことが確認 された。 これ らの変化 は,分 画 して行 った アル ブ ミンの加熱変性パ ター ン

と類 似 して いた。 中温 域 まで は水 溶性 画分 の低 分 子SH・S-S化 合物 な らび に アル ブ ミ ン中 の

SH基 ・S-S結 合 の相互作 用が生 じているもの と考 え られた。

第IV章 一3魚 肉練 り製品 ・中華麺製造過程のSH基 ・S-S結 合の変化

仙台名産の笹かまぼこ製造工程でSH基 ・S-S結 合がどのような影響を及 ぼすかについて検討を

加え,食 感のよい笹かまぼこの製造に寄与することを目的に実験を行 った。

播潰時の温度,時 間,食 塩濃度が タンパク質の変化にどのような影響を与えるかについて検討 した

結果,3つ の因子 は低分子SH・S-S化 合物には大 きな影響を与えず,可 溶性な らびに不溶性 タン

パ ク質中のSH基 ・S-S結 合に顕著な影響を与えることが明らかとなった。塩溶性 タンパク質の活

性を失わないように温度を0℃ に設定 して播潰操作を行 った場合と,20℃ に設定 した場合では,可 溶

性 タンパ ク質中のSH基 な らびに不溶性タンパク質中のSH基 定量値に相違が見 られ,0℃ の方が高

い定量値 となった。播潰時間10分 までに可溶性 ・不溶性SH基 が等 しくなると良質な物性が得 られる

ことが確認された。揺潰時の食塩濃度は3%が 適切であったが,こ の濃度を上回ると可溶性タンパク

質中のSH基 が顕著 に減少 し,不 溶性タンパク質中のSH基 が増加 した。

笹かまぼこの品質 には可溶性SH基 と不溶性SH基 のバランスが関与 し,1:1で あることが望 ま

しいという結果が得 られた。
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中華麺製造過程のSH基 ・S-S結 合の挙動 と食感の関わりを調べた。 ミキ シングにより,タ ンパ

ク質は不溶化が進行するが,SH基 は遊離 して可溶化 した。熟成過程ではタンパ ク質の可溶化が進行

し,不 溶性 タンパク質分子中に.S-S架 橋が生 じることが推察された。良質な中華麺の製造 には,ミ

キシングを強固なネッ トワークが形成される前に終了 し,可 溶性タンパク質中のSH基 を増加させて,

熟成段階でのS-S架 橋のかけかえを生 じやす くすることが重要であるという結果が得 られた。

第V章 要 約

1.NAM法 を食品中の低分子SH化 合物 ・S-S化 合物の分別定量に応用 させる牟めの基礎的検討

を加え,食 品の性状別に前処理法を提示 した。 この方法で食品への応用を試みた結果,μ ～pmo1

レベルでの検出が可能であった。

2.タ ンパ ク質 中のSH基 ・S-S結 合 を総定量す る場合の手法 と して,ス ブチ ロペ プチ ダー ゼを用

いて加水分解 を行 った後 にNAM法 を適用 させ る方 法を考 案 した。従来 法であるDTNB法 に較べ,

1,000倍 感度 のnmo1レ ベルで の定量 がで きるばか りか,温 和 な条件で短時間 に微量分別定量 を行 う

ことが可能 とな った。

3.NAMは その立体特異性からタンパク質中のSH基 ・S-S結 合 と反応する際に限定を受 けるた

めに,分 子表面に位置する富反応性のSH基 ・S-S結 合にのみ化学修飾す ることが明 らか となっ

た。

NAMの 選択的化学修飾特性は食品の加工過程におけるタンパク質分子の高次構造変化を把握 し

たり,SH基 ・S-S結 合の分子内での存在状態を把握することに応用できた。

4.加 工 に伴 う食品 タ ンパ ク質 または食品 その ものの化学変化 の うち,レ オロジーや変性 に関 して こ

れ まで想定 されて きたSH基 ・S-S結 合 の挙動 にっ いて,NAM法 お よ びDTNB法 を用 い る こ

とに より分 別定量 レベ ルで明 らか に した。
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混捏過程のSH基 ・SS結 合の定量値及び比率の変化
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論 文 審 査 結 果 要 旨

食 品中の含硫化合物 は低分子 では香気成 分,味 成分 として,ま た高分子特 にタンパ ク質ではその物

理性 に大 きな影響を与えている。本論文 はSH蛍 光試薬 であるN-9ア ク リジニル マ レイ ミ ド(NAM)

を用 いて,(1)食 品中の微量の低分子一SH,一S-S一 化合物を定量する高感度 で迅速な方 法の開発,(2)水 銀

等 の重金属 と一SHと の反応機構を 明らかに し,一SH結 合型金属イオ ンの定量法 の開発を行い,ま た,

(3)高分子であ るタ ンパ ク質中 の一SH,一S-S一 の分別定量法 を開発 し,こ れを食品の物 理性 の解 析 に応

用 した ものである。

具体的には,低 分子化合物 としては大部分が グル タチオ ン及 びシステイ ンであ ることを明らかに し

た。分別定量 では電気還元法 を用 い,一S-S一 を 一SHに 還元 し,一SHと 一S-S一をそれぞれ別 々に定:量す

る方法 を見 出 した。 また,高 分子 であるタンパ ク質 においては一SH基 はNAMと 反応す る表 面近 くの

もの とペプチ ド鎖に よ りマス クされてい るもの とが存在す るが,タ ンパ ク質 をスブチ ロペ プチ ダーゼ

を用 いて加水分解 し,す べ ての一SHを 反応 させ る新 しい定量法 を確立 した。 また,酵 素分解後,同 様

に電気還元 し一S-S一を分別分析す る方法 も確立 した。

これ らの分析 法をパ ンを中心 とす る小 麦製 品の物性変化の解析 に応用 し,各 製造過程 ごとに一S-S一,

一SHと の関連を明 らか に した。また,米,大 豆,乳 等 の加熱変化変性に伴 う一S-S一,一SHの 変化等 をも

明らかに した。

本研究は食 品化学,食 品製造科学 の発展 に寄与す ることが大 であ り,審 査員一同,本 研究者 に博土

(農学)の 学位 を授与す るもの と認定 した。
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