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大豆タンパクか ら生理活性 ジ ・トリペ プチ ドの生産 における

加工技術革新

一 連続的 に生産 ・分離 ・回収で きる集積型バイオ リアクターの構築 一

園 元 謙 二(九 州大学農学部食糧化学工学科助教授)

1.は じめに

近年,食 品 については栄養機能(生 命維持 に不

可欠 な要 素:1次 機能),物 理化 学的機能(味,

匂 い,食 感:2次 機 能)に 加 えて,第3の 機 能

(生体防御,体 調調節,精 神の昂揚鎮静作用等 に

係わ る生理活性機能)が 注 目され始めている。特

に,タ ンパク質 の分解物中 より発見されるペ プチ

ドの持つ生理活性機能 は,低 分子ペプチ ドが ア ミ

ノ酸やタ ンパ ク質 と比べ,易 消化 ・易吸収 である

こと,ま た微生物 の生育促進や代謝の活性化能 を

有す ることに付 随する副次的な効果 と考 え られ て

いるが,そ のメカニズムについては未だ完全 には

解明 されていない。

食品産業,特 に栄 養化学 にお ける有用なペ プチ

ドの生産 にはア ミノ酸 からの合成 と安価 なタンパ

ク質か らの分解 法があることは周知の事である。

これ らの中で酵 素法による生産研究は近年飛躍 的

に注 目を集めている。この中で,食 品製造プロセ

スの見地か ら,た とえ良い酵素が得 られた として

も目的 に応 じたバイオ リアクターの設計が必須 で

ある。現在,バ イオ リアクター は様々な分野 で実

用化 の例が知 られているが,実 用的な生理活性ペ

プチ ド製造プロセスへの取 り組み は活発ではない。

特 に,分 離精製 システムをも組み込んだ集積型 バ

イオ リアクター は実験室 レベルでの報告例 さえ も

極 めて数少 ないト3}。その理 由 として,酵 素の安

定化,基 質 タンパク質の高分子性,目 的物の低 分

子性,製 造 プロセスの微生物汚染,等 の問題 が挙

げ られる4)。一般 にバ イオ リア クター では,生 体

触媒 の安定化 と再使用性 の観点 から,担 体結合法

や包括法 などの固定化技術 の導入が考 えられ るが,

反応基質 がタンパク質の場合,高 分子で あるため,

固定化酵素 との立体障害が生 じ,反 応効率の低下

や長期連続運転が困難になる。

本研究 では,ク ロス フロー型 モジュール を用い

た限外ろ過膜型 リアク ターの構築 を目指 し,原 料

のタ ンパク質 と触媒の市販酵素 を リアクター内に

保持 して,生 理活性ペプチ ドのみを効率 よ く連続

生産 ・回収す る製造プ ロセ スを検 討 した5)。浦上

食品 ・食文化振興財団か らの助成 によって得 られ

た成果を含め,こ れ まで に得 られた成果の概略 を

示す。

2.酵 素の選択 と生成物 の生理活性

大豆タ ンパ ク質の懸濁液が高粘 性であ り,雑 菌

汚染 を防止する意味か らもで きるだけ高温で酵素

反応 を行 うことが望 ましく,ま た,遊 離 ア ミノ酸

の生成 を少な くす る必要があ る。そこで市販の酵

素か ら,50-60℃ に至適温度を持ち,か つ,エ キ

ソペプチダーゼ活性の ない3種 のエン ド型 プロテ

アーゼ,ビ オタ ミラーゼP-1000(ナ ガ セ生化学

工業),プ ロテアーゼS(天 野製薬),プ ロテアー

ゼN(天 野製薬)を 単独 あるいは混合 して作用 さ

せた。バ ッチ反応 は,オ ー トクレープ処理 をした

分離大 豆タ ンパ ク質懸 濁液(5%w/w)に 酵素

を加 え,50℃ で行 った。 この際,反 応生成物 の一

応 の目安 を平均分子量400程 度,ジ ・トリペプチ

ド収率85%以 上,遊 離 アミノ酸5%以 下 とした。

生成物の評価 は,可 溶性画分の平均分子量,ジ ・
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トリペプチ ド収率,可 溶性窒素収率によって行 っ

た。ジ ・トリペ プチ ド収率 は可溶性 タンパ ク質中

の含有率 を示 し,ゲ ル ろ過法 により求 めた。可溶

性窒素収率 とは,単 にタンパ ク質の可溶化の指標

である。遊離 ア ミノ酸含量 は銅塩法によ り定量 し

た6)。酵素活性 の測定はア ンソンー荻原変法 に準

じ,5%大 豆 タンパ ク質 を基質 としてチロシン相

当量 に変換 した初速度か ら求めた。その結果,3

種混 合酵素,す なわ ち,ビ オ タミラーゼP-1000

/プ ロテアーゼS/プ ロテアーゼN(23.1/14.7/

70.9,0.1%w/v)の 時,反 応24時 間で 目標値 を

上 回った(Table1)。

この酵素処理上清 には,難 分解性 のボイ ド画分

と目標生成物であ るジ ・トリペプチ ド画分が存在

していた。 ジ ・トリペプチ ド画分のア ミノ酸組成

は反応基質で ある分離大 豆タ ンパク質 にほぼ類似

した もので あ り,必 須ア ミノ酸をバ ランス よく豊

富に含 んでいた。 さらに,反 応生成物 は,マ ウス

を使 った栄養 ・薬理試験 の結果,疲 労回復,肥 満

防止 等に効果のあ る生理 活性機能 を有 していた。

一方,分 離大豆タ ンパク質及びジ ・トリペプチ ド

画分 と同一組成のア ミノ酸混合物 では,こ の効果

は見 られ なか った。

これらの結果 より,以 後 の実験 では,こ の3種

混合酵素 を用いて,最 適操 作条件 や繰 り返 し及び

連続反応条件 を検 討 した。

3.最 適操作条件の検討

3種 混合 酵素 の 至適 温度 及 びpHは,60℃ と

pH7で あ り,40℃ 以下 の温度,pH6付 近で安定

であった。大豆タンパ ク質 は全窒素 の約15%し か

水に溶解 しないが,酵 素処理 を行 うことによ り,

約90%の 窒素が可溶性 となった。残 りの約10%は

不溶性 のペ レッ トを形成 した。それ故,本 酵素反

応に及 ぼす副生成物 としてのペ レット及 び生成物

のジ ・トリペプチ ドの影響 を調べた。基質の他に

ペレッ トを多量 に添加 し酵素反応を行 った ところ,

24時 間後の平均分子量 に及 ぼす影響 はほとん どな

く,ペ レッ トに よる阻害 などは無い もの と思われ

る。一方,ジ ・トリペ プチ ドを添加 した反応では,

平 均分子量か ら評価 するか ぎり,若 干,生 成物阻

害 が観察 された。 この結果 より,連 続生産 システ

ムの構築 に際 して,生 成物阻害 をできるだ け抑 え

るために,連 続 的に生成物 を分離 ・回収す る必要

がある。

Fig.1は,大 豆 タ ンパ ク質の酵素処 理の典型

的な経時変化を示 している。分子量2万 か ら10万

の大豆 タンパ ク質 が30分 足 らずで平均 分子量 約

600ま で急激に加水分解 され,そ の後 は徐々 にボ

イ ド画分の低分子化 を伴 い,24時 間後 には平均分

子 量400以 下 になる ことが分 かる。水難溶性 の大

豆 タンパ ク質の急激 な可溶化 は,可 溶性窒素収率

が30分 後で約80%と なることか らも明 らかで あり,

TablelEnzvmolvsisofIsolatedSoybeanProteinwithnifferentPrntease(sl
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Fig.1Timecoursesofenzymolysisofisolatedsoy-

beanprotein.

(●)Averagemolecularweight,(○)residua]

proteolyticactivity,(▲>nitrogenyield.

24時 間後で は90%以 上の値 を示 した。 しか しなが

ら,残 存酵素活性 は徐々に減少 し,24時 間後で初

期 活性 の約40%と なった。それ故,種 々の条件下

における3種 混合酵素の安 定性 を検討 した。 ジ ・

トリペ プチ ド溶液中での残存酵素活性 の変化 は上

述 したものと変わ りな く,ま た,酵 素溶液のみ を

インキュベー トした場合,3種 混合酵素問の 自己

消化が顕著 に生 じ,3時 間で約50%も の酵素活性

が失われた。 しか し,5%基 質 の逐次添加で は,

非常に安定 となった ことか ら,高 効率 な連続 シス

テムの構築のた めには,反 応系か らの生成物の除

去 と同時 に,酵 素 と基質の共存状態 を保 つ必要が

あるこ とが示唆 された。

4.3種 混合酵素系の操作安定性

生成物 の回収 と酵素の長期 にわたる操作安定性

を調べるために,撹 拝式セル限外 ろ過濃縮器 を用

いたメンブレン リアクターによる繰 り返 し反応 を

行 った。1回 目の 反応 は,IOmlの2.5%基 質,

0.1%3種 混 合酵素 を50℃ で22時 間反応 し,そ の

後,0℃ で窒素ガ スを用いてタンク内の総量が5

mlに なる まで加圧 ろ過 を行 った。限外 ろ過膜 は

3種 混合酵素が完全 に保持 される分画分子量1万

の もの を用 いた。2回 目の反応 は,5%基 質5

mlを タ ンク内 に投与 し,50℃ で22時 間反 応 した。

この操作 を21回 繰 り返 し行い,得 られたろ液,す

なわち生成物の平均分子量 とタンパ ク質濃度 を測

Fig.2Repeatedbatchproductionofdi-and/or

tri-peptidesinstirredtankwithultrafil-

trationmembrane.(●)Averagemolecular

weightofpermeate,(0)proteininperme-

ate.Arrowsshowremovaltreatmentof

pelletinthetankbycentrifugation.

定 した(Fig.2)。 加 圧 ろ過 は一種 の濃縮操作 で

あるため,反 応 を繰 り返 す毎 にタンパ ク質濃度は

徐々 に増加 し,さ らに副生成物であ るペ レッ トが

タンク内に多大 に蓄積 した。 その結果,反 応液は

相 当高粘性 とな りろ過操作 は困難 となったので,

タンク内の反応液 を遠心分離 し,得 られた上澄を

次反応 の酵素溶液 として用 いた(図 中の矢印)。

本繰 り返 し反応で は,こ のような処理 を必要 とし

たが,得 られた生成物の平均分子量 は,10日 後で

435,18日 後で455で あ り,ま た,ジ ・トリペプチ

ド収率 に換算 して も21日後 で80%を 上回ってお り,

3種 混合酵素の操作安定性 は良好な ものであった。

5.集 積型バ イ'オリアクターの構築

ジ ・トリペ プチ ドの連続生産 を目指 し,Fig.3

のような生成物の分離システム を考慮 したクロス

フロー型 モジュールを用いるメンブ レンリアクタ

ーを検討 した。 リアクター内の反応混合物 は,ポ

ンプによ り4の 分画分子量1万 の限外ろ過膜 をセ

ットしたモ ジュールに送 り込 まれ る。3種 混 合酵

素 は リアクター内 と循環 系に完全に保持 されてい

る。様々 な操作条件を検討 した結果,特 に リアク

ター中の酵素濃度および連続操作の希釈率 が生成

物 の平均分子量に大 きく影響 を与えている ことが

わか った(Fig.4)。 最適 条件下で の2週 間の連

続運転 中,生 成物 は 目標 とす る平均分 子量400程
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Fig.3Schematicdiagramofcross-flowmembranereac-

tor.1Substratereservior,2peristalticpump,3

reactor,4cross-flowultrafiltrationmembrane

module,5permeate.

Fig.4Comparisonofcontinuousproduc-

tionsystemswithcross-flow

membranereactor.Substrate

5.0%w/w,workingvolume--0…

120ml,ultrafiltrationmembrane

molecularweightcut-off10,000.

度,ジ ・トリペプチ ド収率85%以 上 を維持する こ

とがで きた(Fig.5)。 ところで,残 存 酵素活性

はこのような システムで も2週 間後で10%以 下 に

低下 したが,目 的 とする生成物 を2週 間連続 して

回収 できたの は,酵 素 の保持 のために用いた限外

ろ過膜 によ り生成物 もある程度分画 され るメ ンブ

レン効果 に起因す るもの と考 え られる。

6.お わ りに

以上述べた ように,消 化や代謝 によって活性化

され る生理活性ペプチ ドの製造プロセスに関す る

工学的な取 り組み,す なわち,安 価 なタンパ ク源

Fig.5Continuousproductionofdi-and/or

tri-peptideswithcross-flowmembrane

reactor.Substrate5.0%w/w,enzyme

concentrationO1%w/w,dilutionrate

O.5day-',workingvolume110m1,

ultrafiltrationmembranemolecular

weightcut-off10,000.(●)Average

molecularweightofpermeate,(0)pro-

teinconcentrationinpermeate,(▲)

nitrogenyield,(D)di-and/ortri-pep-

tidesyieldinpermeate.

である大豆タンパク質 を酵素分解 し,目 的物 を効

率的 にかつ連続 的に生産 ・分離 ・回収 できる集積

型バ イオ リアクターシステムの構築 に成功 した。

これらの成果は,従 来 の回分生産プロセスに伴 う

煩雑 な工程管理及び品質管理の簡略化,生 産物の

分離 ・精製プロセスの一体化 を促す もの と思われ

る。

本研究 を遂行す るにあた り,研 究助成金を賜 り
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ました浦上食品 ・食文化振興財 団に心 よ り感謝の

意 を表 します。
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KerijlSonomoto(DepartmentofFoodScienceandTechnology.KyushuUniversity)

Functionalitiesoffoodshavebeengreatlyattractedinfoodbiotechnology.Especially,

peptidesactivatedbydigestionandmetabolismareknowntohavephysiologicalfunctions

suchascontrolofobesity,adultdiseases,immunesystem,celldifferentiationandprolifera-

tion.Inthispaper,wehaveattemptedbiologicallyactivedi-and/ortri-peptideproduction

byenzymolysisofisolatedsoybeanprotein.Integratedbioreactorwithdown-stream

systemforcontinuousproductionofthepeptideswasalsodevelopedbytheuseof

ultrafiltrationmembrane.

Amongthecommerciallyavailableendopeptidasesfromdifferentsourcestested,

mixtureofthreekindsofproteases(BiotamilaseP-1000/ProteaseS/ProteaseN,23.1:14.

7:70.9,w/w)gaveefficientproductionofdi-and/ortri-peptidemixture(averagemolecu-

larweight,ca.400).Thepeptidemixturesoobtainedshowedbiologicallyactivefunctions

inmammalia,suchascontrolofobesityandfatigue.Hardlywater-solubleisolatedsoybean

proteinwassufficientlyhydrolyzedat50°Cbytheuseofproteasemixture.Thereaction

yieldonnitrogenwasabout90%andtheyieldofthedesiredpeptideswasover85%after

24hofthereactionin100mlofthereactionmixturecontaining5.0%substrateandO.1%

enzymemixture.OptimumpHandtemperatureoftheenzymereactionwere7and60°C,

respectively.Repeatedbatchsystemwithultrafiltrationmembrane(MWCO,10,000)

resultedinastableproductivityfor20days.Furthermore,thedesiredproductwascontin-

uouslyandefficientlyobtainedfortwoweeksbyusingcross-flowmembranereactor.


