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カゼインに対するレニン作用

第 2報 レンニン反応の 1次相に及ぼす

αrおよびかカゼインの影響

三河勝彦・加藤 勲*・安井 勉

(北海道大学農学部畜産学科)

(昭和 48年 6月 20日受理)

Action of rennin on casein 

II. E妊ectofαs-and s-casein on the primary phase 

Katsuhiko MIKAWA， Isao KATO 

and Tsutomu YASUI 

(Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo， JAPAN) 

緒 言

牛乳カゼインの約 15%を占める κ-カゼイン (32)は凝

乳酵素レンニン (E.C. 3.4. 4. 3)の基質となる成分であ

る。 ALAISら (1)は 1953年に，129'0 トリクロ Jレ酢酸

(TCA)に可溶性の非タンパク態窒素 (NPN)によって

レンニン反応の 1次相を直接測定する可能性を示唆した

が，それ以来， カゼインに対するレンニン反応の 1次

相については，殆んどの研究者が 12%TCA i慮液中の

NPNの全窒素に対する割合を指標として用いている。

この NPNを測定する際には窒素をキエノレダール法で定

量する必要があり，しばしば煩雑さを覚え能率が悪いの

で，筆者らは前報 (15)において， Folin試薬を用いてレ

ンニン反応後の 3%TCA i慮液中の NPNを発色させ比

色定量する方法を検討し，初期反応の解析に利用しうる

ことを報告した。また，この方法によりレンニン反応の

1次相に対して低濃度の塩類が反応を一定の範囲まで促

進させることを確認し，それが本実験の範囲においては

塩の種類によらず， イオーン強度にのみ依存するミとを併

せて報告した。このうち，中性塩類が反応、を促進させる

という現象そのものについては，すでに大条および境野

(21， 22)により報告されているのであるが， 前報の結果

は既に特定の塩についてのみ知られていた事実をイオン

強度効果として一般的に説明できることを示したもので
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Kーカゼインを基質とするレンニン作用の 1次相はかな

り速い反応として知られるが，日r や Fーカゼインによっ

てはその速度が影響されないといわれている (11，19， 

26)。本報では 3%TCAにより NPNを測定した場合に

町8ーやs-カゼインが1次相を抑制する結果がえられたの

で，この点に関する検討を行なった。

実験材料および方法

1 カゼインの調製

wholeカゼインは前報 (15)と同様に等電点沈澱をく

り返し，エタノ-)レとエーテルで、乾燥したものを用いた

(Fig. 1-a)o 

rカゼインは前報では HILLの方法 (12)による粗 r

カゼインを用いたが，この標品をポリアクリノレアミドに

よるディスク電気泳動 (6，23)でその紳度を検定してみ

ると，sおよび Tカゼイン，さらにわずかの日rカゼイ

ンを含んでいた (Fig.l-b)。このため本報では ZITTLE

and CUSTERの方法(36)によって次のように調製を行

なった。

材料は北大附属農場で生産された新鮮なホノレスクイン

の混合乳より調製した脱脂手しである。 まず pH4.7で沈

澱を 2回くり返し，えられた酸カゼインを 6.6M尿素に

溶かし，硫酸で pHを1.45にした。生じる沈澱は主と
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して αs と/-)カゼインからなるので， 日S カゼゼ、イン訓世

の1原京1料:司1とするfたニめi凍来結{保米存存:した。残った上必?には硫酸ア

ンモニウムを 1Mになるように加え， 生成した沈i殺を

pH 7.5で溶かし，透析してluft交を除いた。この溶液1，'j!j 

にエタノーノレ 2，，'m，を加え， 1M昨i可愛アンモニウム (75%

エタノーノレ?~n夜)をìlíij下 L て生じたj光伎を集め， pHを

7.0にしてt符かした筏， ミ1ftこび 2f計iをのエタノーノレを力11

えてt"i'ro隊アンモニウムで沈澱させた。次にこれを pH7.5

で溶かし， ;J¥で透析してから不溶物を遠沈iこより除いて

凍結乾燥した。 この κーカゼインのディスク電気泳動ノマ

ターンは Fig.1-cからIjJ]らかなように， かなり紳度の

i向H'票I111であることを示している。

asカゼインは/C-カゼインをI苅製する際に生じ，凍結

保存された的十』3の複合体を!ljl料とし THOMPSON

ancl KIDDYの方法 (281によって調製した。まずこの複

合体凍結ブロックを解凍の後， pH 合7.3 ~7.5 :こ合わせ

て水で充分に透析し，次いで pHを 4.6に落して生じた

沈澱を水で、充分i5¥;って 6.6Mlぷ素に{会かした。 pHを 4.6

に合わせながらほ素濃度が 3.3Mになるように話一釈して

生じるおt澱を集め，持たび 6.6M J;Jc素に溶かし， pHを

合わぜながら 3.3Mにする操作全くり返した。以後は

THOMPSON ancl KIDDYの記述にあるように CaCbに

よる沈澱の後， 残ったカノレシウムを尿素iこ対する溶解

(5M→1M)と西空沈澱 (3巨jiにより取り除き，再たび Celト

Cl2沈澱からこの操作をくり返した。 カセイソーダで溶

かした1且日「カゼインはj見番こする κーカセ、インを7ciこあ

げた ZlTTLEancl CUSTERの方法 (36)合応用して取り

除き， pHを 7.2iこした後， 水で透析を行なってから凍

させた。 これをカセイソーダで終かし，タンパク濃度

0.57モ;こ話釈してから冷却し pHを 4.5;こ合わせて混1:1二

するカゼインを除~， illl¥.めて pHを4.9iこJ:;ずると pーカ

ゼインが沈澱した。 カセイソーダで溶かしたこの Jカ

ゼインは水で透析してから凍結乾燥を行なった。

ディスク電気泳動凶 ¥Fig.1-e! :こ示されているように

7カゼインと思われる不純物が少量含まれていることが

jわヵ、る。

2 レンニンの調製

Il(HI~ (15)で{史)目した HansenLU製のレンネット iこi主

多くのペプシンが含まれるといわれている ¥:35:¥0 之1;:(院で

は，こうした不純物を除去するために McMEEKIN(18) 

および FOLTMANNぽ!の方法に従い，まず同じレンネ

ットを材料として pH5.5で NaClによる slo"ァ salting

outを 3同くり ;IZして相レンニンを調製した。 このレン

ニンは 0.1M のリンi竣緩衝液で透析し不溶物を除いて

から古野らの方法 (35)を用いて DEAEセノレロースによ

るクロ 7 トグラフィーを行なって精製した。済11'，したフ

ラクションの 51O~61O me 1豆分合混合し凍結保存命した。

なおこのi擦のレンニン活性度 ¥RenninUnit: RU)の説IJ

定は BERRIDGEの方法 (21で行なった。

3. 非タンパク態窒素 (NPN)の;.IIIJ定

0.25もおよび 0.4%の κーカゼインまたは的一， 1
3-カゼ

インを原液として，それを一定の割合て、混合したカゼイ

ン~~液 4 meに pH6.75のト')ス・マレイン機緩衝液 1

meを加え，これを 250Cに保ってレンニン溶液 0.1me 
を加えて反応を行なわせた。この反応、混i{1('lc'の最終濃度

結乾燥した。原法にはこの後に DEAEセノレロースを用 十

いた分割が記載されているが，牛、実験ではこれを行なわ

なかった。ディスク電気泳動パターンは Fig.l-clのと

うりで裂く微量の Jカゼインが混在するだけの高い

純度がえられた。

J カゼインは新鮮!日~JjFl:YLを材料とする wholeーカセ、イ

ンから PA YENS ancl MARKWI]Kの方法 ¥241で川波し

た。すなわち，まず HIPP らの力1よ(141 を十I~ い， 6.6M 

尿素に裕泊ミした wholeカゼインを 4.6M→3.3M→1.7M

とIIWi次希釈し，途'1'それぞれの段階で生じた沈澱を取り

除いた。 なお，希釈には一部i二EL-NEGOUMYの方法

(7)に準じて NaClを含む水全(史上IJした。l.7Mlぷ14に

溶けたカゼインは pHを 4.7iこ合わせ， 生じる沈i殺をjl]

Tこひ、 4.6Mの尿素にi奈かして精製をくり返した。次にこ

の最終の1.7M I;Rヨミト二溶けた'fll.13ーカゼインを pH4.7;こ

合わせ， 1.6 M の1流敵アンモニウムを1JIIえてiti践を生じ

線襲撃 線機

(a ¥ (b 1 (c， id e 

Fig. 1. Polyacrylamicle (7.5%¥ clisc electrophoresis 
。caseinpreparations in the p1'巴senceof 4.5 M 

Urea. Gels except for the case with ，8-casein 
contain 0.2% of mercaptoethanol. (a) whole四

casein; (h) crucle 広一casein;(c)κ'casein; ':d)日8

casein; ancl (e) j3-casein 
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は特にことわらない限り， κーカゼイン 0.16%，緩衝液50

mM，レンニン O血 8μg/msとなる。所定の時間が経過

した後にトリクロ Jレ酢酸 (TCA)1msを加え， 30
0
Cで

30分間保持した。この 30/0TCA可溶性部分から 0.5me

をとり， 前報 (15)で示した Cu-Folin法によって 750

nmの波長で吸光度を測定し，標準曲線から NPNを算

出した。

4. ディスク電気泳動

精製カゼインに対する純度検定のためのポリアクリノレ

アミドを担体とするディスク電気泳動は ORNSTEIN(23) 

および DAVIS(6)の方法によって行なった。 ポリアク

リノレアミドゲノレは 4.5Mの尿素を含む7.5%濃度のもの

を用い，試料濃縮用ゲルの代りには 2MのIX!;糖を使用

した。試料タンパクは約 70μgを用い，かカゼインの場

合以外には試料およびゲノレの両方に 0.2%の2メノレカプ

トエタノーノレを加えた。 泳動は pH8.5のトリス・グリ

シン緩衝液で、ゲノレ 1本当り 3mAの電流を流し， 40分間

室温で行なった。 このゲノレはアミドブラック 10Bで染

色の後， 7%酢酸で脱色した。

結果および考察

従来からレンニンによる r カゼイン分解，すなわちレ

ンニン反応の 1次相の反応速度に的や Fカゼインは

影響しないといわれている (11，19， 26)0 この反応を抑制

する可能性をもつものとしては，わずかに WHEELOCK

and KNIGHT (33)がシアル酸に含まれる炭水化物をあ

げているのみである。 ふつうわれわれが whole-カゼイ

ンと r カゼインのレンニンによる NPN放出を較べる

時には，単純に全窒素量に対する遊離窒素量を計算して

いるが， NPNの放出が抑制されたか否かを判定するに

は，Kーカゼイン当りの NPNで比較しなければならない

(11)。そのため，これ迄に報告されているデータについて，

その中に含まれる推定 κーカゼイン含量に対して NPN

を計算し直してみた。すなわち WAKEの報告した lst-

cycl巴カゼインと Kーカゼイン (31)，それにKIMらのacid-

カゼインと κrichカゼイン (16)，また， EL-NEGOUMY 

による wholeカゼイン (8)のそれぞれの NPN測定値

について計算し直した結巣は， Table 1のようになった。

多くの場合， 純粋な r カゼインに近いほど、反応初期に

おける NPNの放出量が多い，つまり反応速度が早くな

っている。 このことから rカゼイン以外の種類のカゼ

インは κ カゼインに対するレンニン反応を抑制してい

ると仮定することができょう。各実験問でかなりの差が

見られるのは，試料の調製法や実験方法がそれぞれ違っ

ているためと考えられる。

この仮定が正しいか否かを確かめる目的で 0.2%K-カ

ゼインと1.4%whole-カゼインを用いてレンニンを作用

させる実験を行なった。このレンニンを加えたカゼイン

溶液の 3%TCA可溶性 NPNを経時的に測定し，その

中に含まれる κ カゼイン量(反応液中では κ カゼイン

がそれぞれ 0.16%および約 0.17%となる)に対し計算

を行なったのが Fig.2である。反応初期には明らかに

抑制が認られるが， 30分に達した頃にはほぼ両者が同じ

値を示している。しかし，この実験の結果は，最初から

Table 1. lnitial liberation of 12% TCA-soluble nitrogen during the course of rennin 

action from di妊erentcasein preparations cited from literatures. 

Casein 
Assumed K-casein NPNネヲも tothe 

Reference 
preparatlOn 

content to the (p2 r巴paratlOn
preparatlOn or 5min) 

κ 95 5.3(2 min) 
WAKE (31) 

lst-cycle 15-30 0.5 

K-rich 20-35 1.4(5 min) 
KIM et al. (16) 

acid 15 0.7 

κ 95 3.2(2 min) 
EL-NEGOUMY (8) 

whole 15 0.4 

Present work判 c

κ 95 

whole 15 

* The values are subtracted by the NPN amount at zero min. 

** The concεntration of TCA is 3%. 

Calculated NPN % 
to I(-casem 
(2 or 5 min) 

5.6 

3.3-1.7 

7.0-4.0 

4.7 

3.4 

2.7 

5.63(2 min) 

0.75 
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Fig. 2. Comparison of 3% TCA soluble NPN re・

leased from 0.2% /C-casein with that from 1.470 

whole-casein at 250C， pH 6.75. 

-0-κ-casein; ム-whole-casein. 

既知量の K カゼインと的カゼインを混合して行なっ

た GARNIERand MOCQUOT (11)の測定{直とは異なっ

ている。彼らは 12%TCA可溶性 NPNは κ単独と κ

に日f カゼインを加えた場合との双方が全く同じである

ことを示している。

両実験におけるこの違いの原因について考察してみる

と，実験条件が種々異なっている中でもその主なものは

TCA濃度の違いのようである。 12%TCAとそれ以下

の濃度の TCAを用いてレンニン反応を比較した報告

は多数見うけられる。これらをまとめてみると，全体の

反応については低濃度の TCA~慮液に含まれる NPN は

12% TCAのそれに較べて含量は多いが， NPN中に含

まれるシア Jレ酸や炭水化物の絶対量は変らない (1，13， 

15， 17， 20， 22， 33， 34)。このシアノレ酸や糖の量はグリコ

マクロペプチドの TCAに対する溶解度に影響し，低濃

度 TCA可溶性のペプチドには糖含量の少ない成分が含

まれていると考えられている (1，13， 17， 33)。 またシア

ノレ酸の少ないペプチドがレンニンによって早く切断さ

れ，したがって反応の初期には低濃度の TCA可溶性ペ

プチドが多く遊離してくる (3，25， 27)0 NPN放出の反

応速度につL、て同ーのカゼインサンプノレを用いた場合に

は， 12%でも低濃度の TCAでもその反応速度恒数は

等しく， first-orderである (20)。以上のj去を総合すると，

wholeカゼインに含まれる κカゼイン以外の成分は，

糖やシアノレ酸含量の少ないペプチド区分がレンニンによ

って Kーカゼインから遊離するのを遅らせていると考え

ることができょう。 しかし Table1にあげたようなこ

れ迄に発表されているデータから見ても， 12% TCA可

溶性区分，すなわち糖やシアノレ酸が多い部分についてこ

のペプチドの放出が全く抑制されていないとは言い切れ

ないものと考えられる。いずれにしても，レンニン反応

の1次相としてのグリコマクロペプチドの切断は whole-

カゼイン中の κ カゼイン以外の成分で抑えられること

は官在かである。

この反応がむst-orderにしたがうものとして (4，5，

10， 20， 29， 30) TSUGO and YAMAUCHI (29)と同様，
「イ入T，o-JNtl 

臨時間に対して logL~おけの値(但し， dN30 

は30分反応時の NPN放出を最大とみなした時の放出

量，ilNtは各時間における NPN放出量)をプロットし

(Fig.3)，その速度恒数を同図から算出してみると，IC カ

2 -cコ
O 
F 

K 

司|虫

色I~ 1 

4 

。oJ
O 

5 10 20 
Time( min) 

Fig. 3. Linear expression of the NPN liberation 

curves in Fig. 2. 

ー0-/C-casein; ム-whole-casein. 

ゼインについては 4.04X10-3sec-1， whole-カゼインで

は1.20xlO-3sec-1となる。 この{直は， NITCHMAN 

(20)が pH6.7の whole-カゼインで測定した値 (200C:

2.3 X 10-3 sec-1 および 300C:4.8XlO-3 sec-1) や，

CHEESEMANら(5)のpH6.6における{直(250C，wholeー

カゼイン:1.53 X 10-3 sec-1および Kーカゼイン :1.8X 

10-3 sec-1・…・この場合ディメンションは分単位から秒

単位に換算した)とその orderが一致している。

このような抑制が whole-カゼインに含まれるL、かな

るフラクションによるものであるかを知るため， whole 

カゼインに含まれるトカゼイン以外の主な成分である

Urとかカゼインを，それぞれ単独に r カゼインに加

えてレンニン反応を行なわせてみた。その結果 (Fig.4)

レンニン反応の 1次相の抑制作用は日r，sーの両カゼイ

ンが共に有していることが明らかになった。しかし，こ

の抑制作用は日rカゼイン (Fig.4-a)の方が戸ーカゼイ

ン (Fig.4-b)に較べて強く現われており /C-カゼイン

に対する αs-カゼイン重量比 (α.(κ)が 2-4の場合には

whole-カゼインにほぼ近いレベルまで抑制された。 s-



Fig. 5. Linear expression of the NPN liberation 

curves in Fig. 4. 

Symbo¥s are the same as in Fig. 4， (a)的 caseln;

(b) s-casein 

範囲にわたるペプチド遊離を観察できる ιとになる。す

なわち，より適確に 1次相を捕えていると見ることがで

きょう。 このように 3%TCA可溶性 NPNを目安とし

て的やかカゼインのレンニン作用に対する影響な改

めて検討し"/:../ド実験の結果から， これら κ一以外のカゼ

インがレンニン作用の 1次相を大きく抑制し， しかも

的カゼインはかカゼインよりもその抑制効果が 2倍以

上も大きいことが明らかになった。しかし，シアノレ酸や

糖の合;量の多い成分についてはこの作用がないとすれば

(11， 19， 26)，本実験で示された抑制効果は主として糖

含量の低い部分について起っているものと考えられる。

κーカゼインに対するレンニン「ト用の 1次相について，

その初期反応に対する的ーカゼインおよび s-カゼイン

の影響を前織で示した 39もトリクロノレ酢酸可溶性 NPN

を測定することにより調べた。

who¥eカゼインおよび κーカゼインについてその反

応速度恒数を計算した結果は， liii者では1.20X10-3 

sec-1，後者では 4.04xlO-3sec-1であった。

単独の百8ーカゼインおよび戸ーカゼインはいずれもこ

れを Kーカゼインに加えると，レンニン反応の 1次相を抑

制した。 この反応の速度は的/"または s/"の重量比が
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Fig.4. E妊ectof added a8-or s-casein on NPN 
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カゼインの場合には，同じ重量比(戸/κ=4)まで加えて

も， κカゼイン単独(コントローノレ :s/κニ0)の50%以

上の反応速度を示した。 また， Fig. 3と同様に行なっ

たプロット (Fig.5)から的または戸/"の比が 2の場

合の迷度恒数を計算してみると，s-カゼインの場合がコ

ントローノレ(，，-カゼインのみ)の 88.39もの値を示したの

に対し，的カゼインでは 35.79もとなり 2倍以上の抑

制力を示していることがわかる。

レンニン('F用の l次相が日sーや Pーカゼインによって

は抑制されないというこれまでの考え方は， いずれも

12% TCA可溶性 NPNの遊離を 1次相の目安にしたも

のである。しかし 1次相というものをその木質を考慮

して κカゼインの Phe-Met結合が切断されてペプチ

ドが遊離する現象を指すものとするならば，糖の多い部

分のみが測定されると考えられている 12%TCA可溶叫ニ

NPNよりは， 3% TCAを用いた NPNのブJがより広
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2の場合， lt8 カゼインは κ カゼイン単独の時の 35.79も

となり ，s-カゼイン (88.39ら)よりも 2倍以との抑制力を

示した。

また， この抑ililJがレンニンによって K カゼインから

遊雌してくるペプチドのうち，主として糖含量の少ない

区分に対して起る可能性についても論議された。
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Summary 

In order to 0 bserve the e任ectof日s-and s-cas巴m

on the primary phase of rennin (E. C. ::¥.4.4.3) action 

on ，，-casein， the initial velocity of the reaction were 

determined with 3% trichloracetic acid-soJuble NPN 

method which was described in the previous paper. 

The rate constants of rennin action on whole-

casein and κcasein are 1.20 x 10-3 sec -1 and 4目04x

10-3 sec-1， respectiveJy. 

Both of added lts-and s-casein inhibited rennin 

action on ，，-casein. At a weight ratio of lt8- or 

s-casein vs. ，，-casein is two， the reaction rate with 

the mixture of lt8- and ，，-casein is 35.7% of the 

control in which ，，-casein alone is reacted with 

rennin， while the mixture of戸 and ，，-casein ex-

hibits onJy 11.7% inhibition. Thus， it may be said 

that the inhibitory effect of日8-caseinon the action 

of rennin on ，，-casein is more than twice as high 

as that of s-casein. The possibility that these in-

hibitory e任ectofα-and s-casein on the primary 

phase of rennin action may be seen mainly in the 

Jow sugar peptide component released from ，，-casein 

by rennin action is aJso discussed 


