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総 説

小 麦 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー に つ い て

光 永 俊 郎

Protease Inhibitors in Wheat

Toshio Mitsunaga

1.は じ め に

 小麦はイネ科に属す る一年生草本で,気 候 と土質に

対する適応性が大 きく,温 帯か ら亜熱帯に至るまでの

広い地域に生育できることと,他 の穀類にないグルテ

ンとよばれる特殊なタンパク質を含み,い ろいろな形

態の加工食品をつ くることができることにより,世 界

に広 く栽培されている。食物 としては小麦の穀粒を利

用するが,こ の穀粒は胚乳が数層からなる外皮で包ま

れていて,こ の外皮は穀粒の約ユ3,5°0を占め,製 粉 し

た場合,ふ すま(麩)に なる部分である。この外皮の

内部に胚乳部があり,穀 粒の約84°0を占め,小 麦粉に

なる主要部分である。 このほか,穀 粒の先端には胚芽

があり,2.5°0程 度を占めている。

 わが国では年間560万 トンの小麦が消費 されている。

そのうち小麦粉 として460万 トンが生産 され,そ のほと

んどがパ ン,め ん類,菓 子類などの二次加工食品の原

料として,一 部 はそのままの形で調理材料 として市販

されている。副生産物の胚芽,麩 は食料,飼 料材料 と

して利用されている。小麦は約10°0のタンパ ク質を含

み,植 物タンパク質源として重要な食品材料であるが,

小麦中には トリプシンなどの哺乳動物のタ ンパク質消

化酵素の働 きを阻害する物質(プ ロテアーゼインヒビ

ター)の 存在することが知 られている。このインヒビ

ターはそれ自身がタ ンパ ク質であるが,こ のタンパク

質 はわれわれがタ ンパ ク性食品を摂取 した際に毒性を

示 し,消 化,吸 収をさまたげる天然毒である。

 現在 このプロテアーゼインヒビターと呼ばれている

タ ンパ ク質は種々の動,植 物の組織中に含まれている

ことが知 られてお り,食 品学,栄 養学はじめ農学,生

化学,医 学など多 くの分野の研究者の関心を集めてい

る。この うち植物性食品材料のプロテアーゼインヒビ

ターに関する研究は,生 大豆が動物の成長を阻む こと

が発見Dさ れて以来,生 大豆中の栄養価を低下させる

原因物質が追求されたことに端を発 している。そして

1946年 にKunitz2'が 大豆より トリプ シンイ ンヒビタ

ーを単離 して以後 ,大 豆を中心にしてプロテアーゼイ

ンヒビターに関する研究は著しい進展がみられた。 し

か し小麦のプロテアーゼインヒビターについての研究

は大豆に比較 して極めて少ない。この一原因として両

者に含まれているプロテアーぜインヒビターの量の差

が挙げ られる。大豆 は多量のプロテアーゼインヒビタ

ーを含んでいるが,小 麦ではその1/10に もみたない。

しか し食品学の立場において大豆 とともに重要な植物

性タ ンパ ク質源である小麦のプロテアーゼインヒビタ

ーを無視するわけにはいかない。そ こで小麦粉はじめ

種 々の小麦製品中にプロテアーゼイ ンヒビターがどの

ように分布,存 在 しているか,ど のような性質を示す

のか,調 理 ・加工時にどのように挙動するのか,ま た

なぜ小麦 に存在するのか,と いった点を明 らかにする

ことは,家 政学だけでなく,生 化学,食 品製造学の立

場において も興味ある課題であると考え,こ の10年 間

筆者は小麦のプロテアーゼインヒビターについて検討

して きた。筆者が得た結果を中心と して,こ の総説を

ま とめた。

2.小 麦穀粒の プロテアーゼインヒビターの種

  類 と分布

京都女子大学食物学科食品学第4研 究室(食 品化学) 先に述べたごとく,小麦穀粒は粉砕されて胚乳(小
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麦粉)，庇芽，越にわけられ， それぞれ食料， 飼料と

して利用されている。これら小麦の各部位におけるプ

ロテアーゼインヒビターの存在については， Hitesら3)

が1951年に，腔乳，毅にパパイン，フィシンに対して

祖害作用をする物質の存在することを報告しており，

さらに1960年に Learmonthω が小麦粉中にトリプシ

ンインヒピターが，また1962年に Creel王5)が旺芽中に

トリプシンインヒビターが存在することを示した。し

かし1974年にはプロテアーゼインヒビターの分布につ

いて系統的な研究は行なわれていなかったので，われ

われはまず小麦穀粒部位一一庇乳，匪芽，雄一ーにつ

いてその存在，分布を調べたが。

まず小麦各部位粉末に海砂を加えて磨砕した後，

O.lM食塩溶液を加えて，可溶性成分を抽出した。そ

の抽出液についてトリプシン，キモトリプシンおよび

ペプシンの3種類のプロテアーゼに対する阻害活性の

有無を調べた。その結果は表1に示すように，小麦の

肢乳，匪芽，挫のいずれの部位にも，との 3つの酵素

に対する阻害活性のあることがわかった。とくに興味

あることは，庇乳はキモトリプシンに対して，旺芽は

トリプシンに，強はペプシンに対して強い阻害活性を

示したととである。

とれらのインヒビターのうち，各部位のトリプシン

インヒビターを調製用ゲノレ電気泳動法で分画し， SDS 

(ドデシノレ硫酸ナトリウム)ーポリアクリノレアミドゲノレ

電気泳動法によって，それぞれのインヒビターの分子

量を推定した。その結果，庇乳には少くとも 3種類，

庇芽には4種類，菱重には2種類のトリプシンインヒビ

ターの存在が認められ，分子量は10，000"'56，000の範

囲に分布していた。これらのトリプシンインヒビター

のうち匪乳の 2種類，庇芽の 3種類，越の 1種類はキ

モトリプシンに対しても阻害活性を示した。なおペプ

シンインヒビターはゲノレ電気泳動によって同定するこ

とは不可能であった。乙れについて，さらに検討した

結果，ペプシンインヒピターはタンパク質でなくフィ

チン酸塩であることがわかった。
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3. 種々のプロテアーゼインヒビターの単離お

よびそれらの性質について

3. 1. JIf乳部の卜リプシンインヒビター

1960年に Learmonth心は小麦粉抽出液中にトリプ

シンに対して阻害を示す成分の存在する乙とを示した。

1964年に Shyamalaら7)が小麦粉よりトリプシンイン

ヒビター活性成分を抽出，塩析， CMーセjレローズカラ

ムによるクロマトグラフィーにより分画した。との画

分は熱に対して不安定であると報告している。さらに

1974年に Petracciら8)は小麦粉に0.15M食塩溶液を加

えて可溶性タンパク質を抽出し，塩析，透析後，セフ

ァデックス G-100カラムによるゲノレP過を行ない5

つのタンパク質画分を得た。そのうち分子量24，000と

12，500と推定される画分にトリプシンインヒビターが

あるととを認めた。 1981年にはChangら9)が小麦粉抽

出液をアフィニティクロマトグラフィーにより分画し，

分子量12，000から38，500の活性画分の存在を示してい

る。また1981年には Boisenら10)はO.lM酢酸ナトリ

ウム緩衝液を用いて小麦粉よりトリプシンインヒビタ

ー活性成分を抽出し， DEAE-セファデックス， sP-セ

ファデックスカラムを用いてイオン交換クロマトグラ

フィー，さらにゲノレj戸過により分子量12，300と12，500

のトリプシンインヒピターを単離した。これらのイン

ヒビターはpH2.0で，ペプシンに対して安定であり，

100
0

Cに加熱しても失活しなかったと報告している。

これに対して筆者ら11)はO.lM食塩溶液により匠乳

部よりトリプシンインヒピター活性画分を抽出し，熱

処理，塩析，透析， CMーセファデックスカラムによる

イオン交換クロマトグラフィーにより図1に示すよう

に4種類の活性成分(F-I， Il， lll， N)を得た。 F-

Wが主画分で， F-lll， IT， 1の順lこ活性が弱くなり，

とくにF-Iは微量活性成分であった。次にF-N，皿

およびHについてそれぞ、れ精製を行った。

まず画分F-Nはセファデックス G-75カラムによ

るゲノレj戸過， SPーセファデックス C-25カラムによる

イオン交換クロマトグラフィー，さらに図2に示すご

表1 小麦穀粒各部位のプロテアーゼ・インヒビターの分布6)
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CMーセファデックス C-25カラムによる粗製小麦匪乳トリプシンインヒピター画分の
クロマトグラム

一一，吸光度 (280nm);・

。
160 。

図1

トリプシンインヒビター活性;ー一一，食塩濃度

画分F-mおよびHについてもゲノレi戸過，イオン交換

クロマトグラフィー，クロマトフォーカシングを用い

て精製して，それぞれ電気泳動的に均一なトリプシン

インヒピター活性画分を得た。乙れらを WETI-Il， 

Eとした。乙れらインヒピターはともに糖を含まない

ポリペプチドのみからなるタンパク質であった。はじ

めの食塩溶液での抽出液と比較すると， 50倍から 300

倍に精製された山13)。

小麦庇乳部より単離された WETI-1， Il， mを比
較してみると，それぞれ分子量が7，800，11，000およ

び9，000と低分子のインヒピターであった。等電点は

9.35，約10.3，約9.2と異なっていたが，塩基性のタン

パク質であった。アミノ酸組成は主構成アミノ酸が 1， 

Hはアノレギニン，プロリンであるのに対してEはヒス

チジンで87残基のアミノ酸のうち10残基と多く含まれ

ていた。1， Il， mともトリプシンと強く反応し 1:1
のモノレ比で100%阻害した。またプロナーゼに対して

は強い阻害を示したが，キモトリプシン，ナガーゼに

対しては弱い阻害活性しか示さず，ペプシンに対して

は全く活性は認められなかった。 pHに対しては同じ

挙動を示し，酸性側では安定であったが，塩基性側で

はやや不安定であった。熱に対してはIl， m， 1の順
で不安定であり，これら 3種類のインヒビターはそれ

ぞれ異なった性質をもっトリプシンインヒピターであ

ることが明らかとなった。
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図2

座乳部のキモトリプシンインヒピター

植物性プロテアーゼインヒピターについては，その

ほとんどがトリプシンインヒピターに関する研究であ

3.2. 

とくポリパッファー交換体PBE94カラムによるクロ

マトフォーカシングlとより精製した。活性画分はポリ

アクリルアミドゲ、ル電気泳動を行った結果，単一のバ

ンドを示し，電気泳動的に均一な小麦庇乳トリプシン

インヒビター 1(WETI-1 )を得た。 WETI-1はア

ミノ酸のみからなるポリペプチドで等電点は9.35であ

った。分子量は7，800で， トリプシンに対して強い阻

害活性を示し， 1: 1のモノレ比で100第阻害した。その

活性中心はアルギニンであり， トリプシンに対する阻

害形式は非競合阻害を示した。
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SPーセファデックス C-25カラムによる粗製小麦旺乳キモトリプシンインヒビター画分
のクロマトグラム

一一，吸光度 (280nm);ーー，

。
図3

キモトリプシンインヒピター活f生;-...ー， pH 

3.3. 小麦症芽部のトリプシンインヒビター

1962年に Creekら5) が匪芽抽出液にトリプシン

インヒビター活性の存在するととを認め， 1969年に

Hochstrasserら16) がアフィニティクロマトグラフィ

ーを用いて庇芽抽出液より分子量17，000のインヒピタ

ーを単離した。さらにとのインヒピターの主構成アミ

ノ酸は，プロリン，システイン，アノレギ、ニン，セリン，

アスパラギン酸であり，活性中心はアノレギ、ニンである

ととを明らかにした。しかしとの精製画分はトリプシ

ンにより活性中心部もしくは他のペプチド結合部分が

加水分解された修飾インヒピターであった。そこで筆

者は別の方法を用いて分離，精製を行ったm。

脱脂旺芽粉末に O.lM食塩溶液を加えて活性成分を

抽出した。熱処理，塩析，透析，凍結乾燥した後，バ

イオゲノレ P-30カラムを用いて図4に示すように 3つ

の活性画分 (F-I，II， ID)を得た。画分Fー1，II 

についてさらに DEAEーセファデックス A-25，CM-

セファデックス C-25カラムを用いてイオン交換ク

ロマトグラフィーおよびセブァデックス G-75を用い

てゲjレ炉過を行って，精製画分 1，IIを得た。乙れら

は SDSーポリアクリルアミドゲノレ電気泳動および超遠

心的に均一であったので，それぞ、れ小麦庇芽トリプシ

ンインヒピター 1，II (WGTI-1， II)とした。

WGTI-1は小麦旺芽中の含有量は多いが，他のイ

ンヒビターに比較してトリプシンに対し弱い阻害活性

る。単離されたトリプシンインヒビターがキモトリプ

シンに対して阻害活性を示すという報告があるのみ

で，キモトリプシンインヒビターはパレイショのキモ

トリプシンインヒビター Iに代表され，ほとんど単離

されていなし」小麦匠乳はトリプシンインヒビター

活性よりキモトリプシンインヒピター活性の方が強

いへそとで筆者らはとのインヒビターの単離を試み

fこ15)。

小麦庇乳はカナダ・ウエスタン種の硬質小麦の匪乳

を用いた。 乙れにO.lM食塩溶液を加えて活性成分を

抽出した後，塩析，透析， SPーセファデックス C-25

カラムによるクロマトグラフィーにより，図3に示す

ごとく 4つの活性成分 (F-I， II， ID， N)を得た。

乙のうち主面分のF-IDをポリバッファー交換体 PBE

94カラムを用いて精製した。精製画分は電気泳動的に

均一であるととが認められたので，小麦庇乳キモトリ

プシンインヒピタ一一1(WECI-1 )とした。 WECI-1 

は等電点約8の糖を含まないポリペプチドのみからな

るタンパク質であった。乙のインヒピターの主構成ア

ミノ酸はグノレタミン酸，プロリン， ヒスチジン，グリ

シンであり， SDS-ポリアクリ Jレアミドゲソレ電気泳動

法により分子量は33，000と推定された。キモトリプシ

ンに対して 1: 1のモル比で化学量論的に反応するイ

ンヒビターであるが， トリプシンに対しては全く阻害

活性を示さなかった。
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Tube No. 
50 

図4

ピターはトリプシンビ対して興味深い阻害作用を示し

た。すなわちWGTI-1をトリプシンと長時間反応さ

せると，阻害活性をもっ低分子量のペプチドを生成し

た。

WGTI-IIは分子量10，000でトリプシンに対して

1: 1のモル比で反応し，その阻害形式は非競合阻害で

あった。 pH2から12の間で高い安定性を示し，熱に

対しても WGTI-1 より安定であった。またプロナ

ーゼに対して強い阻害活性をもち，キモトリプシンに

対しても弱い阻害活性を示した。しかしペプシンに対

しては作用しなかった。

乙の 2つのインヒピターの主構成アミノ酸はグノレタ

ミン酸，グリシン，アラニンであり，活性中心のアミ

を示した。乙のインヒピターは SDS-ゲノレ電気泳動に

おいて単一なバンドを示し，超遠心沈降やゲル炉過に

おいても単一なピークを与えるが，SDSが存在しない

場合はポリアクリルアミドゲソレ電気泳動で3つ以上の

バンドを示し，超遠心、沈降パターンも不均一な沈降界

面を示した。 SDS存在下で，沈降定数が正の濃度依

存性を示す乙と，およびゲノレ炉過における溶出容積が

濃度とともに小さくなるととなどから， WGTI-1 は

SDSが存在しない条件下では単一の， もしくは大き

さの接近したいくつかのサブユニットが会合した状態

にあり， SDSの存在下では解離の方向へ傾くものと

推定された。このサブ、ユニットは SDSーゲソレ電気泳動

法lとより分子量16，000と推定された。また乙のインヒ

E 、、

30 S 

〉、

〉

20 g 
〉、。
」コ

10壬

E
E
O
∞N
《

。
Tube No. 

セファデックス G-75カラムによる組製小麦麓トリプシンインヒピター画分のクロマトグラム

一一，吸光度 (280nm);ーー， トリプシンインヒビター活性

100 50 。
図5
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ノ酸はともにアルギニンであった。またともに糖など

を合まないポリペプチドのみよりなるタンパク質であ

っナこ。

3.4. 撞のトリプシンインヒビター

1974年筆者により殖にトリプシンインヒビター活性

成分の存在が示され6)さらに1982年われわれはカナダ

ウエスタン種の小麦麓より活性成分を単離した問。

小麦殺に同量の海砂を加えて乳鉢で磨砕し，それに

O.lM食塩溶液を加えて，活性成分を抽出し，熱処理，

塩析，透析，凍結乾燥，さらにセファデックス G-75

カラムにより分画した口図5に示すごとく 2つの活性

画分 (F-1 ，日)を得た。主画分F-Iについて CMー

セファデックス C-25カラムを用いて，さらに精製を

行った。そしてトリプシンインヒビター活性を示す2

画分を得た。これらはともに電気泳動的に均一であっ

たので，それぞれ小麦麓トリプシンインヒビター 1， 

II (WBTI-1， II)とした。

WBTI-1 は抽出溶液に対して約300倍に精製する

乙とができた。分子量16，800のアミノ酸のみよりなる

タンパク質で，主構成アミノ酸は，クツレタミン酸，ア

ラニン，グリシンであった。トリプシンに対して1:1 

のモノレ比で 100;;ぢ阻害したが， Kd値は 2XlO-8M と

大きく， トリプシンインヒビターとしては弱いインヒ

ビターであった。

WBTI一日は SDS存在下でのゲソレ電気泳動では単

食物学会誌・第39号

ーのバンドを示したが， SDSが存在しないゲノレ電気泳

動では複数のバンドが認められた。トリプシンに対す

る阻害活性は WBTI-1より弱く，)fE芽の WGTI-1 

と同じく解離会合系のタンパク質であろうと推定され

た。

以上のごとく小麦穀粒各部位には多くのフ。ロテアー

ゼインヒピターが存在している。表2に示されるよう

に，現在までに匠乳部では10種類のトリプシンインヒ

ピターと 1種類のキモトリプシンインヒビターの存在

が示されており，底芽部より 3種類，麓部より 1種類

のトリプシンインヒビターが単離されている。これら

15種類のプロテアーゼインヒピターのうち14種類がト

リプシンインヒピターである。これらのトリプシンイ

ンヒビターのうち分子量，アミノ酸組成が明らかにさ

れている 8種類について比較すると表3に示すごとく

になる。

これらインヒビターの分子量は8，000より 17，000の

間にあり，すべて比較的分子量の小さいタンパク質で

ある。またそれぞれのインヒビターの主構成アミノ酸

は匪乳部の 4種類ではWETI-1はアノレギニン，プロ

リン， WETI-II はプロリン，アノレギニン，セリン，

WETI-illはヒスチジン，また Boisenら10)の単離し

たインヒビターは半シスチンである。これらのデータ

ーだけでも全く異なったインヒビターであることが示

表2 小麦穀粒各部位のフ。ロテアーゼインヒビター

Part Enzyrnes inhibited Molecular Weight References 

Endosperrn Papain， Ficin Hites， B. D. (1951)3) 

Trypsin Learrnonth， E. M. (1960)4) 

Trypsin Shyarnala， G. (1964)7) 

Trypsin Mikola， J. (1972)19) 

Trypsin， Chyrnotrypsin Mitsunaga， T. (1974)6) 

Trypsin 12，000， 24，000 Petrucci， T. (1974)8) 

Trypsin 19，50OOO ，， 21，O00 Chang， C. R. (1981)9) 
22，500， 36，800 
38，50 

Trypsin 12，300， 12，500 Boisen， S. (1981)10) 

Trypsin 8，000 お1itsunaga，T. (1982)11) 

Chyrnotrypsin 33，000 恥1itsunaga，T. (1984)15) 

Gerrn Trypsin Creek， R. D. (1962)5) 

Trypsin 17，000 Hochstrasser， K. (1969)16) 

Trypsin， Chyrnotrypsin Mitsunaga， T. (1974)6) 

Trypsin 10，000， 16，000 恥-:litsunaga，T. (1979)17 

Bran Papain Hites， B. D. (1951)3) 

Trypsin， Chyrnotrypsin お1:itsunaga，T. (1974)6) 

Trypsin 16，800 Mitsunaga， T. (1982)山
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表3 小麦穀粒各部位のトリプシンインヒビターのアミノ酸組成

Endosperm Germ Bran 
Amino acid WETI-1 WETI-II WETI-皿 (Boisen) WGTI-1 WGTI-II WI WBTI-1 

Aspartic acid 6 7 7 

Threonine 6 6 7 

Serine 4 9 5 

Glutamic acid 6 7 7 

Glycine 5 5 6 

Alanine 5 7 5 

Half-cystine 6 6 6 

Valine 3 3 5 

酌iethionine 4 3 1 

Isoleucine 2 3 3 

Leucine 2 5 3 

Tyrosine 2 2 1 

Phenylalanine 2 3 2 

Lysine 2 5 3 

Histidine 2 3 10 

Arginine 8 9 7 

Proline 7 16 9 

Tryptophan 。 1 。
Total 72 100 87 

Molecular weight 8，030 11，046 9，000 

されている。匪芽部の 3種類も WGTI-1はクツレタミ

ン酸，アラニン， WGTI-II はクボルタミン酸，グリシ

ン，Hochstrasserら16)の単離した WIは半シスチンで

あった。麺部のWBTI-1はグルタミン酸，アラニン，

グリシンであった。とのように分子量，アミノ酸組成

の比較では8種類はすべて異なったトリプシンインヒ

ビターであることがわかった。

乙れらのインヒビターの存在意義については後述す

るが，小麦穀粒だけでなく大豆からも STP)，BBpO，2J) ， 

をはじめRackisら22，23，24)の単離したSBTIA1，SBTIB1， 

SBTIB2， Frattali25) らによる FI，Fおさらに Odani

ら26) によるC-II，D-II， E-IIなど10種類以上のト

リプシンインヒビターが単離され，それぞれの性質が

明らかにされている。なぜ乙のように多くのインヒビ

ターが植物組織中に存在するかについては推測の段階

であるが，興味ある今後の研究課題である。

4. プロテアーゼインヒピターの調理・加工時

の変化

食品材料としての小麦は穀粒を粉砕したうえ，パン，

めん類(茄めん，乾めん，即席めん，マカロニ，スパ

9 12 8 15 12 

9 9 5 11 7 

5 10 6 15 10 

9 25 14 10 19 

7 18 11 9 16 

7 20 10 9 18 

18 4 4 24 12 

5 7 5 9 11 

4 2 2 2 3 

3 4 3 5 4 

4 9 4 4 10 

1 1 1 3 1 

3 5 2 5 3 

4 11 5 10 6 

2 1 2 。 3 

10 9 7 15 9 

11 4 6 23 8 

1 。 1 1 

111 151 95 147 153 

12，301 15，846 10，163 17，000 16，019 

ゲティ)，菓子類(ビスケット，クラッカー，ケーキ)

などに二次加工するという食形式をとって利用されて

いる。乙の際に小麦穀粒に含まれている多数のプロテ

アーゼインヒピターはどのように変化するかを知るた

めに，種々の市販小麦加工食品中にインヒピター活性

が残存しているかどうか，とれらプロテアーゼインヒ

ピターはタンパク質であるため，調理・加工時の加熱

lとよりどのように変化するか，また実際の調理加工操

作中にどのような挙動を示すかを，製パン時について

調べてみた。

4. 1. 小麦加工食品中のプロテアーゼインヒビターの

存在

市販小麦粉と種々の市販小麦粉加工食品のトリプシ

ンおよびキモトリプシンに対する阻害活性の有無を調

べた27)。

市販製品 20g !こ海砂を加えて乳鉢中で磨砕した。

乙れに 100mlのO.lM食塩を含むO.OlMリン酸緩衝

液 (pH7.0)を加え，50Cで2時間放置した後，遠心分

離して得た上清を試料液としてトリプシンおよびキモ

トリプシンに対するインヒビター活性を調べた。その

結果は図6に示す通りである。市販小麦粉では強力粉
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図6 市販小麦粉および、小麦粉加工食品のプロテアーゼインヒピター活性

~， トリプシンインヒピター活性

仁二コ，キモトリプシンインヒビター活性

がわずかに薄力粉より高い阻害活性を示している。ト

リプシンに対しては42--56箔，キモトリプシンに対し

ては60--70%であった。しかしそれぞ、れのプロテアー

ゼについての差は小さかった。小麦粉加工食品につい

ては，マカロニ，乾めんは原料である小麦粉との差は

ほとんど認められず，素めんはやや低い値を示した。

とれらに対して，中華めんは両インヒピター活性とも

原料の小麦粉より低下していた。とくにキモトリプシ

ンに対する阻害活性は小麦粉の25%まで低下していた。

との傾向は茄めんでさらに著しく，両インヒビター活

性ともほとんど失活していた。またビスケット，クッ

キー，ノfンなども両インヒビター活性ともにわずかに

残存している程度であった。との原因として加工時の

熱履歴および、pHによる影響が考えられる。図6では

各小麦粉加工食品を加工温度別に並べたが，インヒビ

ター活性が加工温度に影響されるととは明らかである。

しかし茄めんは加工温度に比して著しい失活が認めら

れた。

また小麦匪芽は良質のタンパク質をはじめ多くの特

殊成分を含み，栄養的に優れているので種々の食品材

料として利用されている口小麦匪芽は庇乳の数倍のト

リプシンインヒビター活性を示すので熱処理されて市

販されているが，市販小麦匪芽粉末を調べると， 16.6 

.......35.0%のトリプシンインヒビター活性が認められた。

また旺芽添加のビスケットにも 10・1"-'18.0%のインヒ

ビター活性が残存していた。目壬芽無添加のビスケット

に比較して 3"-'5倍の高い値を示してい石。

以上，各種の小麦加工食品において，その材料，加

工条件iとよりインヒピター活性の残存していることが

予測される。
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4.2. プロテアーゼインヒピターの熱による活性変化

小麦粉はじめ小麦製品を調理，加工する際にプロテ

アーゼインヒビターがどのような変化をするか，小麦

粉，旺芽末および麓粉末とこれら各部位より単離した

プロテアーゼインヒビターについて熱による活性の変

化を調べた28)。

トリプシンインヒビター活性はどのような状態でも

60
0

C までの温度では全く失活しなかった。水分合量

10%以下の各試料粉末のインヒピター活性も 80
0
Cま

で変化なく 1000Cでは小麦粉は20分で10%，60分で

15%の失活が認められるのに，庇芽末，菱重末では全く

変化なく，失活が認められるのは 120
0
C からであっ

た。しかしこれら試料粉末にその60%の水分を加えて

ペースト状にすると，80
0Cでわずかに活性が失われ，

100
0
C 20分では40"-'75%の失活を示し，水を加える乙

とにより熱に対して不安定になった。乙れに対して各

部位の部分精製インヒビター，精製インヒビターにつ

いて，熱による失活を調べると，部分精製インヒビタ

ーに比較してすべての精製インヒビターは顕著に熱に

対して安定であった。乙の結果より，精製が進み不純

物の存在が少くなるほど熱に対して安定になると考え

られる。 また精製インヒピター溶液 (pH7.0)では

1000C 60分の熱処理で WETI-1 25%， WBTI-1 30 

%， WGTI-1 50%の失活を示し，各部位インヒビタ

ーの熱安定性に差異が認められた。

小麦各部位のキモトリプシンインヒピター活性の熱

による変化はトリプシンインヒピター活性の変化より

さらに顕著であった。粉末では各試料とも 120
0
C ま

で活性の変化は全く認められなかったのに対して，ベ

ースト状では 80
0

Cで各試料とも活性の変化が認めら

れ， 30分で25%，60分で35必の失活を示した。 100
0
C

では10分で50%，40分ではほとんど活性を示さなくな

った。さらに小麦粉の抽出液 (pH7.0)で熱に対する

活性の変化を調べると，80
0
C30分で80%，60分で90%，

1000Cでは10分で90;;ぢ， 20分ではほとんど失活してし

まった。 しかし WECI-1溶液 (pH7.0)は80
0
C，10 

分で10箔， 30分で20%，さらに 98
0
C，30分で40箔の失

活を示した。ペースト状もしくは抽出液試料のキモト

リプシンインヒピター活性に比較してWECI-1は極

めて安定であった。

小麦穀粒各部位のプロテアーゼインヒビターの熱に

よる活性の変化は，温度，時間とともに水分量が大き

く影響した。 ζの傾向は大豆トリプシンインヒピター

の熱に対する挙動について報告されている結果と一致

する。全脂あるいは脱脂圧扇大豆では100
0
C，15分間の

-9-

蒸気加熱処理でトリプシンインヒピター活性はほとん

ど失活した2ヘまた丸大豆をあらかじめ25%水分にし

て20分間蒸気加熱すると，そのトリプシンインヒビタ

ー活性はほとんど失活してしまうが，水分合量が少な

いと，失活するためにはより長時間または高い温度が

必要となる。逆に丸大豆の水分を1晩浸漬して， 60% 

あるいはそれ以上にすると，わずか5分間の加熱で完

全に失活する 30)。後進国で大豆を食物とするのに，押

出して，扇平にして加熱する簡単な調理法が行われて

いるが，できた大豆料理にはトリプシンインヒビター

活性がないl〉，栄養的にすぐれていた32)。豆乳に含ま

れるトリプシンインヒビター活性は 93
0
Cで30"-'75分，

121
0
Cで5"-'10分加熱するか，もしくは 1210C30分間

のスプレードライにより効果的に失活させることがで

きる。そして豆乳中のトリプシンインヒビター活性の

90必を失活させる条件で処理された豆乳が最大のタン

パク質効率を示すととが報告されている叫34，35)。また

豆乳はじめ大豆製品に含まれているトリプシンインヒ

ビター活性は pH7以下で処理されると，とくに効果

的であるととが明らかにされている加。種々の市販大

豆製品，大豆タンパク質濃縮物，繊維大豆タンパク質，

幼児用大豆調理食品などは，約90%トリプシンインヒ

ビター活性が破壊されていた町制。

大豆以外の植物性食品材料のトリプシンインヒビタ

ーに対する熱処理の影響を扱った研究は少ない。イン

ゲン豆を 121
0
C で5分オートクレーブ前処理すると，

トリプシンインヒビター活性の約80箔が失活する。こ

の熱処理した豆を与えたラツトの成長は未熱処理イン

ゲン豆を与えたラツトと比較してかなり改善された3抑9ω)

ジヤガガ、イモのキモトリフプ。シンインヒビタ一はジヤカガガ、0、イ

モのままでは加熱lにとより短時間で破壊されるが，精製

すると非常に安定である4ヘソラ豆のトリプシンイン

ヒビター活性の約90箔が 1200C，20分のオートクレー

ブ処理， 107
0
C， 30分の超短波照射で失活する 4ヘまた

ピーナツのインヒピター活性は，乾式加熱では 1250C

5時間， 140
0
C2時間，150

0
C1時間で90%失活するが，

湿式加熱では 1000C5分で100箔失活した42)。

4.3. 製パン時の小麦粉プロテアーゼインヒピター活

性の変化

種々の小麦粉加工食品中にもまだフ。ロテアーゼイン

ヒビター活性が存在していたが，その残存活性は食品

の種類により著しく異なっていた。そ乙で小麦粉の調

理，加工時にどのような変化をするかを製パン時につ

いて調べたω。

中種法でパンを作製した。小麦粉トリプシンインヒ
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図8 焼成時のパン生地内部のプロテアーゼ活性と温度の変化
図6と同様にして示した。

ビターおよびキモトリプシンインヒビターはともにタ

ンパク質であるので，イースト中のプロテアーゼに影

響される乙とが予想された。 しかし中種生地を 28
0

C

で180分発酵させても，またドウを 300Cで20分さら

に380Cで30分保持しても，パン生地中の両インヒピ

ター活性は全く変化なく，小麦粉プロテアーゼインヒ

ビターはイーストのプロテアーゼに対して安定であっ

た。

発酵時に対して焼成時には両インヒピター活性とも

失活が認められた。しかし焼成時の失活の程度がパン

生地の部位により著しく異なった。図71ζ示されてい

るように側面，底面部でのトリプシンインヒビター活

性の変化は，焼成をはじめて4分後 105
0

C IC達する

とはじまり， 10分後の1300Cで35%，15分後の 1450C

では70%の失活が認められ， 1500C になる約20分間で

完全に失活した。内部については図8に見られるよう

に，温度上昇はおそく， 1000C に達するのに焼成開始

後14分も要し，焼成終了まで 1000C の温度が維持さ

れた。しかしトリプシンインヒビター活性は1000Cに

達すると約10分間で完全に失活した。側面，底面部，

内部ともに活性の低下は焼成温度 100
0

C付近で始ま

った。 Boisenら44)はライ麦パンについて同じような実

験を行っているが，その結果と一致している。しかし

部位間での顕著な温度差があるのに失活の速さは，そ

の差と関係なく，温度の低い内部が他の部位より低温

で，短時間に失活した。これは先に述べた水分量の影

響によるものではないかと考えられる。パン生地の内

部は他部位に比較して水分の蒸発がおそく，焼成時も
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ある程度の水分が保持されているため，短時間で活性

の変化がおとるのであろうと推察された。乙の傾向は

キモトリプシンインヒビター活性について，図7，8に

見られるように，さらに顕著に認められた。先に述べ

たごとく，キモトリプシンインヒビター活性は小麦粉

のままでは 1200C まで全く失活しなかったが，パン

生地では側面，底面部ともに焼成開始2分後の 100
0

C

に達した点より低下がはじまり， 6分後の 115
0

Cで

40%， 10分後の 1300Cでは70%，20分後の 1500Cで

は全く失活した。とれに対して内部では焼成開始10分

後に 850Cに達すると失活が認められ， 5分経過して

100
0

Cで60%，10分経過後では 1000C のままである

のに活性は全く認められなくなった。

5. プロテアーゼインヒビターの生理学的意義

小麦穀粒の各部位には多種類のプロテアーゼインヒ

ビターが存在している。また小麦以外豆類，穀類，種

実類，疏菜類，果実類などの植物性食品にも多種多数

のプロテアーゼインヒピターの存在が認められている。

なぜとのような特異な性質をもっタンパク質が植物組

織中に存在するのか。その生理学的意義，存在意義に

ついては多くの研究者の関心を集めている。

大豆の葉，茎，さやにはプロテアーゼインヒビター

活性が認められていないが，開花後3週間の未熟大豆

には成熟大豆の50%の活性が存在している。また大豆

種子の発芽1週間はその活性が低下しなかった45)。乙

のように植物体の生育の聞に著しいインヒピター活性

の消長が認められている。 Shaini;46)はレタスの種子

のトリプシンインヒピターはレタス種子より単離され

た2覆類のプロテアーゼのうちの 1つに対して阻害活

性を示したと報告している。 Ryan叩によって， トマ

トの葉や茎を傷つけるとその部分にキモトリプシンイ

ンヒピターの蓄積が認められた。大麦の 3種類のプロ

テアーゼインヒビターのうち 1つは Aspergz"llusのプ

ロテアーゼに対して阻害活性を示し，他の 1つは大麦

種子のプロテアーゼに対して阻害活性を示した船。大

豆トリプシンインヒビター STIはすべてのトリプシ

ン様酵素を阻害するとは限らなし )49)。またとのインヒ

ピターは大豆の発芽を阻害しないが，大豆や他の植物

の根の生長を強く阻害する。したがってこのインヒビ

ターはタンパク質へのアミノ酸の取り込みを阻害する

かもしれないと Szilazyi5ωは示唆している。

乙れらの多くの研究結果よりプロテアーゼインヒビ

ターの存在意義としていろいろの乙とが考えられる。

タンパク質の合成と代謝の調節をしているのかあるい

-11-

は植物体の自己分解を防止する働きをもっているのか。

また昆虫や徴生物などに対する防御作用の役割を果し

ているのか。もしくは大豆などでは種子タンパク質の

相当量がインヒビター活性成分であることより，イン

ヒピターそのものが貯蔵タンパク質であると考えられ

ている。しかしいずれも決定的なものでなく，明確な

解答は示されていない。これらのプロテアーゼインヒ

ビターの存在意義を考える上に必要なデーターをうる

ため，小麦種子の発芽時のトリプシンインヒピターと

キモトリプシンインヒピターの変動，および生育lとと

もなうトリプシンインヒピターの変化について調べた。

5.1. 発芽時のトリプシンインヒビターの変動51)

発芽lとともなうトリプシンインヒピター活性の変動

を調べるために，小麦種子を正確に秤取し，白色畿光

灯での連続照射下 20，...__，240Cで水栽培した。一定時間

経過後，全部位あるいは幼芽，幼根，種子部に分けて

採取した。それぞれに同重量の海砂を加えて乳鉢で磨

砕した。これに5倍量のO.lM食塩溶液を加えて混合

後2時間放置した。次に遠心分離して，得られた上清

を試料液とした。

小麦種子の発芽にともなう窒素の変化は図9に示す

ごとくである。総窒素は発芽10日間ではほとんど変化

が見られなかった。これに対して総可溶性窒素は時間

経過にともなって増加し，未発芽種子(発芽0日目)

に比較して10日目では6倍量となった。各部位の可溶

性窒素の変化は種子部は3日目までわずかに増加の傾

向を示したが，その後は日数を経るにつれて減少した。

幼芽，幼根部は 2日自に生成が認められ試料として採

取できた。幼芽部の可溶性窒素は時間経過lとともない

増加し， 10日目では 2日目の 5倍に達した。幼根部は

生育にともない，わずかに増減を示すのみであった。

乙れは植物種子の発芽に際して，プロテアーゼ活性が

増加し，貯蔵タンパク質が流動化して発芽のために新

たに利用されると推測した47，52.53)結果と一致する。

窒素量の変化に対して，発芽10日間のトリプシンイ

ンヒビター活性の変化をみると，図10に示される結果

を得た。総トリプシンインヒビター活性は幼芽，幼根

の生成する 2日目までは減少する傾向を示したが， 3 

日目より増大し，幼葉梢より第1葉が突出し，伸長しは

じめる 6日目で最大値を示した。 6日目の総トリプシ

ンインヒピター活性は発芽前の約2倍の強さであった。

しかし以後は10日目まで時間経過にともない活性の減

少が認められた。各部位のトリプシンインヒビター活

性の変化は，種子部は Mayerら52)および Samac53lの

結果と同じく発芽とともに減少し，とくに 2日目より
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4日目が著しい変化を示した。それ以後は10日固まで

漸減した。幼芽部は発芽にともなって活性が急激に増

加し， 6日目で最も強いトリプシンインヒピター活性

を示した。幼根部は4日目から 6日自にかけ最大値を

示したが，その変化はわずかであった。乙の傾向は黒

緑豆の発芽時にも認められている加。また米種子の発

芽の際にはトリプシンインヒビター活性は変化を示さ

ない加が，多くの植物では一般に発芽にともない活性

は減少している47品同問。とのように植物の種類によ

り具なった挙動を示すことはトリプシンインヒピター
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がそれぞれの植物体において発芽時に異なった役割を

持っているととを示唆している。

さらに小麦の発芽lとともなうトリプシンインヒピタ

ー活性の変動で，インヒビタ一成分がどのように変化

しているかを調べた57)。未発芽種子，発芽2日目より

10日目のそれぞれの試料について，種子部，幼芽部，

幼根部をまとめて， 乙れにO.lM食塩溶液を加えて活

性成分を抽出した。抽出液を 60
0

Cで5分間熱処理し

た後，遠心分離し，得られた上清を塩析，透析して試

料液を調製した。乙の試料液を CMーセファデックス

C-25カラムを用いてイオン交換クロマトグラフィー

を行った。その結果は図11に示した。未発芽種子では

食塩濃度0.3Mで溶出する画分に最も高いトリプシン

インヒビター活性が， そして 0.4M，0.55M溶出画分

にも活性が認められた。発芽2日目， 4日目と時間経

過lとともなって0.3M溶出面分の活性は低くなった。

発芽2日目では 0.55M溶出画分が主画分となり，新

しく 0.45Mに溶出する活性画分が認められた。 4日

目ではさらに 0.3M画分の活性が低くなり， 0.45M画

分の活性が高くなった。また未発芽種子で僅かに認め

られた 0.15M溶出画分が時間経過とともにその活性

を高めた。 6日自になると 2日目， 4日目の主画分で

あった 0.55M溶出画分が消失し，かわって0.45Mで

溶出する画分が最も強い活性を示した。それととも

に0.15M溶出画分の活性も強くなった。 8日目では

0.15M， 0.55M溶出画分が主画分となり， 10日目では

0.15M溶出画分が最も強い活性を示した。以上発芽10

日間で，時間経過にともなってトリプシンインヒビタ

ー活性画分のクロマトグラムに顕著な変化が認められ，

それぞれ特徴のあるパターンを示した。この結果は小

麦の発芽lとともない種子のトリプシンインヒピター活

性成分が消失し，幼芽部などで新しい活性成分が生成

した乙とを示唆している。

5.2. 小麦幼芽のトリプシンインヒピター

トリプシンインヒピター活性が最大値を示した発芽

6日日の幼芽部の活性成分を単離して，未発芽種子の

トリプシンインヒピター活性成分と比較した。発芽6

日目の幼芽部を採取し， 0.lM食塩溶液で活性成分を

抽出した。得られた抽出液を熱処理，塩析，透析，凍

結乾燥，セファデックス G-75カラムにてゲノレF過，

さらに CMーセファデックス C-25カラムによるイオ

ン交換クロマトグラフィーを行った。その結果は図12

に示すごとく 6活性画分(F-1，2，3，4，5，6)が得られた。

それぞ、れの活性画分を調製用ゲlレ電気泳動法で精製し

た。各精製画分ともトリプシンに対して強い阻害活性

を示した。 SDSーポリアクリノレアミドゲル電気泳動法

により分子量の推定を行った。結果は図13に示すごと

くで，それぞれの活性画分の分子量は F-125，000， F-2 

16，000， F-3 17，000， F-4 14，000， F-5 23，000， F-6 

20，000であった。先lと述べた小麦穀粒のトリプシンイ

ンヒビターの分子量は8，000から 17，000であり，乙れ

らと比較すると，同じもしどは大きい値を示している。
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また幼芽採取時の総活性は未発芽種子の総活性より増

加している。とれらのととより小麦の発芽に際してト

リプシンインヒピターが新しく生成されたか，あるい

は種子中でトリプシンインヒピターの阻害活性の発現

を抑えていた物質が発芽に際して除かれたと推察され，

幼芽のトリプシンインヒビターは未発芽種子のインヒ

ビターとは異なった種類であると考えられる。とれら

の結果は Lorensenら56)の緑豆のトリプシンインヒピ

ターが発芽過程で内生のプロテアーゼlとより加水分解

され，新しいインヒビターが生成する経過とは全く異

なっている。

5.3. 小麦の生育にともなう卜リプシンインヒピター

活性の変動

小麦の発芽の際に新しいトリプシンインヒピターの

生成するととが推察されたが，さらに小麦が生育する

過程でトリプシンインヒビター活性がどのように変動

するかを調べた問。その結果は図14に示しているごと

く，葉部には生育初期はインヒピター活性の変化はほ

とんどみられない。しかし生育が盛んになり，穂が生

成しはじめる30日目より40日自にかけて著しい活性の

増加が認められた。さらに結実し，種子が成熟するに

したがって，葉部のトリプシンインヒビター活性は逆

に減少した。茎部は穂が生成するまでは活性はほとん

ど変化を示さなかったが，穂の生成とともに茎上部の

インヒビター活性が増し，結実まで続いた。これに対

して茎下部はほとんど変化を示さなかった。根部は小

麦の生育過程では，ほとんど変化を示さず，時間経過

にともないやや減少の傾向を示した。種子部は穂の生

成，結実，さらに種子の成熟と，時間経過にともなっ

てトリプシンインヒビター活性は増加し続けた。小麦

の生育においては葉，茎，根，種子の各部位でインヒ

ピター活性の消長が認められ，生育の盛んな部位が強

い活性を示した。

5.4. 発芽時のキモトリプシンインヒビターの変動

プロテアーゼインヒピターの植物体での存在意義を

知るために，小麦の発芽時のキモトリプシンインヒピ

ター活性の変動についても調べた(未発表)。小麦の総

キモトリプシンインヒピター活性は発芽にともなって

減少を示した。ただ第l葉の生成する 6日自には活性

の増加が認められた。しかしその総活性は未発芽種子

の約3/5にすぎなかった。その後総活性は時間経過lと

ともなってさらに減少し， 10日目では，もとの種子の

総活性の 1/3にまでなった。各部位の変化をみると，

種子部は発芽とともに減少し， 8日自には全く活性が

認められなくなった。それに対して幼芽部では発芽と

ともに活性は増大し， 6日目に最大値を示した。それ

以後は時間経過にともなって減少し続けた。幼根部は

2日目から 4日自に僅かに活性が認められたが， 5日

目以後全く活性は認められなかった。発芽時のキモト

リプシンインヒピター活性の変動はトリプシンインヒ

ピター活性の変動と同じ傾向を示した。とくに幼芽部

では発芽とともに増加し， トリプシンインヒビター活
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乙とより，小麦に存在するとれらプロテアーゼインヒ

ピターは小麦の代謝制御の役割があるのではないかと

いう乙とが強く示唆される。

小麦穀粒中には旺乳はじめ各部位にプロテアーゼイ

ンヒピターが存在し，多くの研究により，現在までに

15種類ものインヒピターが単離されている。とれらイ

ンヒビターは酵素などの生理活性なタンパク質に比較

おわりに6. 

性と同じように6日自に最大値を示した。とのととは

両活性成分ともに発芽時に同じ役割をしているのでは

ないかと推察される。

小麦の発芽時のトリプシンインヒビターおよびキモ

トリプシンインヒピター活性は変動し，さらにトリプ

シンインヒピターは小麦の生育，結実といった経過に

おいて，生長の盛んな部位で増大が認められた。また

幼芽部のトリプシンインヒピターが未発芽種子のイン

ヒビターとは違ったタンパク質であろうと推察される
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して熱に対して極めて安定な性質をもっているため，

小麦製品を用いた調理，加工後の食物中にその活性の

一部が残存している。しかしこれらを摂取したとき，

われわれにどのような影響を与えるのか，小麦プロテ

アーゼインヒビターについては何も検討されていない。

とれに対して大豆のプロテアーゼインヒピターについ

ては多くの研究報告がある。生大豆で飼育したラット

は摂取後ただちに拝液の分泌が増大し附， 9日後に顕

著な謄臓肥大がみられた69)。雛では大豆プロテアーゼ

インヒビター摂取後，持臓肥大と謄液の分泌増加が数

日後lζ遅れて認められた70，73)。醇臓が大きくなるとい

うことは，腺細胞の異常増殖・生長により，その部位

では細胞数の増加と同時に酵素源腺の枯渇が起乙り，

さらにそれが発育抑制をもたらすということが多くの

研究で示された柏市加。乙の阻害機構について Gertler

ら77)はインヒビターが捧臓の肥大とプロテアーゼの合

成を促してアミノ酸の要求を増大させ，結果的に内因

性窒素の損失をもたらすためであると示唆している。

とのような現象は小麦プロテアーゼインヒビターを摂

取したときにも，同じように起とることが予測される。

しかし大互に比較して，小麦はインヒピター含量が少

ないので，摂取したときの影響がどの程度かは実際に

検討しなければわからない。

小麦のプロテアーゼインヒピターの存在意義につい

ては，小麦の発芽，生育過程でのインヒピターの消長

より，小麦の代謝制御のために存在することが示唆さ

れた。現在までに小麦には多くのプロテアーゼの存在

するととが研究報告されている。 Prenticeら即は市販

小麦匠芽より 2種類のプロテアーゼを単離している。

Wangらmも小麦粉より 2種類のプロテアーゼを単離

し，その 1つはグルテンと会合しており，もう 1つは

クツレテン以外のタンパク質と結合した状態で存在して

いる乙とを明らかにした。乙れらプロテアーゼ活性は

小麦の貯蔵中に増加するととが報告されている6ヘま

た小麦の発芽，生育過程で種々のプロテアーゼが単離

されている。 Preston ら62，63)により発芽種子より 2種

類のカルボオキシペプチダーゼが単離され，その性質

が明らかにされている。また Prentice ら66)も発芽種

子より 1種類の中性ペプチダーゼと 2種類の酸性ぺプ

チダーゼを単離している。小麦の生育過程でも，開花，

結実，種子の成熟までにプロテアーゼ活性の消長が認

められ64，65，7h72〉，数種の中性および、酸性フ。ロテアーゼが

単離されている61)。しかしこれらの酵素はいずれもト

リプシン，キモトリプシン様のプロテアーゼではなく，

現在まで小麦プロテアーゼインヒビターにより阻害さ

食物学会誌・第39号

れる内生プロテアーゼは発見されていない。との点を

明らかlこすることは今後の重要な研究課題の 1つであ

る。

以上現在までに小麦プロテアーゼインヒビターに関

して明らかにされていることは，どく一部であり，さ

らに研究されるべき多くの問題，不明な点、が残されて

いる。

われわれがおこなったこの一連の研究の費用の一部

は昭和57，58， 59年度文部省科学研究費補助金および

昭和46，48， 51， 52， 55， 56， 57年度本学研究助成金

の援助によるものである。
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