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固定化キモシンの調製について

VI チーズ熟成中のカゼインの変化について

進藤一典・桜田宏介・有馬俊六郎

(北海道大学農学部付属酪農科学研究施設)

(昭和 55年3月19日受理)

Studies on Immobilized Chymosin Part VI 

The degradation of casein during cheese ripening 

Kazunori SHINDO， Kousuke SAKURADA 

and Shunrokuro ARIMA 

(Institute of Dairy Science， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Kita-ku， Sapporo 060) 

緒 言

GREENll， KONING2)らの総説に見られる如く従来か

ら代用レンネットの開発が多くの研究者により行われて

きた。中でも微生物由来の凝乳酵素はもっとも期待され

る代用レンネットであり， KIKUCHIらト5)は Mucor

pusill us Lind tの産生ずる酵素について検討し十分に

レンネットに代用できるとしている。しかし，今までに

開発された代用レンネットはいずれも風味，収量， Curd 

の物理的性状などの点で多少とも劣ることが認められて

いる。

近年，世界的な仔牛肥育化とチーズ生産量の増加にと

もないレンネット不足が大きな問題となりつつある。著

者らはレンネット酵素を使い棄てないで連続使用に供す

るばかりでなく，キモシンのカゼインに対する作用機構

の解明に応用することを目的として，固定化キモシンの

調製法について検討してきたト11)。既に報告したよう

に10)Para街nWax によって調製した国定化キモシン

はその調製法が簡単なこと，安定性が高いことから，さ

らにチーズ製造への応用を試みある程度の結果を得るこ

とがで、きた11)。

本報は，固定化キそシンにより製造したチーズを用い

て熟成中におけるタンパク分解過程を濃度勾配電気泳

動，ゲルロ過，アミノ酸分析により検討したものである。

83 

実験方法

1. チーズの製造

原料乳には北大農付属農場から得た合乳を 70
aC，15 

分間加熱殺菌処理したものを使用した。

国定化キモシンによるチーズは前報11)と同じ方法で，

対照チーズはゴーダ型チーズ製造法12)で，スタータ無添

加チーズは山本らの酸度規定法13)で製造した。なおチー

ズの熟成条件は温度15
0

C，湿度85%である。

2. 濃度勾配電気泳動 (PAGE)

チーズからのカゼイン成分の分離は Visserand de 

Groot-Mostertの方法14)により行った。

濃度勾配を持つポリアグリルアミド平板ゲルは Gel

Slab Casting Apparatus GSC-8 (Pharmacia Fine 

Chemicals Co.， Sweden)を用いて調製した。 電気泳

動は Tris-Glycineノミッファ (pH8.6)で， Gel Elec-

trophoresis Apparatus GE-4 (Pharmacia Fine Che-

micals Co.， Sweden)を用いて行った15)。泳動後アミ

ドブラックlOBによる染色を行った。

3. 低分子量ペプチドの分離と定量

チーズ10gと脱イオン水30m&を乳鉢中で摩砕し，

遠心分離 (5，000rpm， 15 min)にて不溶物，脂肪を除

去，水溶性成分を得，次に最終濃度2%トリクロル酢酸

(TCA)により除タンパクした。 以上のようにして得た

2%TCA可溶性画分を ITOHI6)の方法に基づき O.lM

リン酸バッファ (pH7.0)で平衡化した SephadexG-
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50カラム (3X30cm)を用いてクロマトグラフィーを行 中のカゼインの分解過程をポリアグリルアミド電気泳動

った。溶出液は280nmにおける吸光度およびニンヒド (デスク法)で検討してきたが，熟成の進行にともなし、

リン発色法17)により定量した。 各カゼインフラグションと類似した移動距離を持つ分解

4. アミノ酸分析 産物が生じ分析上難点が認められてし、た。しかし，濃度

アミノ酸分析は日立クロマトグラフ Model034を用 勾配電気泳動法では分子量の差により分iilliされるとされ

いて WEAVERら18)の方法により行った。 ており，今回3カゼインの難分解性をザjらかにするこ

とができた。また，さらに濃度勾配電気泳動により分解

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (+) 

Fig. 1-1. Cheese patterns after electr口phoresis

in 3.75-30.00% linear gradient gel 

Electrophoresis was carried out in Tris“glycine 

buffer (pH 8.6) for 7 hr at 100 V and 50C. Migra-

tion was from cathode to anode. Samples 1-3: 

10 f1O of the cheese extracts. Samples 5-7・5μ6

of the cheese extracts. Tracks: (1， 7) conven田

tionally made cheese， (2， 6) chees己 preparedby 
direct acidi五ed method， (3目 5)cheese prepared 
with immobilized chymosin， (4) whole casein. 

結果および考察

1. カゼイン成分の分解

120日熟成したチースから調製したカゼインの PAGE ト)

図を Fig.l-l~Fig. 1-3に示した。カセ、イン成分は熟

成の進行にともなって分解されるが(l's-カゼインの分

mTrが顕著であった。一方，tーカゼインの分解!支は低く，

図から明らかなように熟成 120FIでも大部分のJーカゼ

インは分解されていなかった。また， ¥，、ずれのチーズに

おいても泳動パターンに大差は認められなかった。

CREAMER19)はチェダチーズでは(3-カセ、インは分解

されにくいが，日sカゼインは分解されやすいとしてい

る。 しiJミL LEDFORDら20)はブノレーチーズ， ミュンス

ターチーズではFカゼインは比較的分解されやすし、と
報告している。このような相異はチーズ中の微生物相の

差によるものと思われる。

濃度勾配電気泳動は MARGOLISand KENRICK21)， 

RUCHEL22)がその有効性を報告しているが，最近しば

しば利用される手法である。著者らは従来，チーズ熟成

(四)

( + ) 
線機

場勢多 場輔ち
学前

( + ) 

)
 
4
 
(
 

)
 
3
 
(
 

)
 
2
 
(
 

)
 

ー(
 

Fig. 1-2. Cheese patterns after electrophoresis 

in 10-305もlineargradient gel. 

Electrophoresis was carried out in Tris-glycine 

buffer (pH 8.6) for 7 hr at 100 V and 5 C. Miεra-
lion was from cathocle (0 anode. Tracks: 

(1) conventionally made eheese， (2) cheese pre句

parecl by clirecl acidified methocl， (3) cheese 

prepared with immobilized chymosin， (4) whole 

casem. 
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Fig. 1-3. Cheese patterns after electrophoresis 

in 10-30% linear gradient gel. 

Electrophoresis was carr・iedout in Tris崎glycine

buffer (pH 8.6) for 11 hr at 100 V and 5 C. Mig-

ration was from cathode to anode. Tracks: 

(1) cheese prepared with immobilizecl chymosin， 

(2) cheese prepared by c1irect acicli五edmethocl， 
(3) conventionally ma巾 cheese，(4) whole casein. 
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のタンパク分解活性は大体類似した結果を示していた

が，一方スタータ乳酸菌を含まないチーズでは生成され

たペプチド量は少なし分解活性は低かった。このよう

なことから，カゼインが分解されて低分子ペプチドにな

るにはスタータ乳酸菌が大きな役割を果しているものと

推察された。

3 遊離アミノ酸の生成

本実験では14種類のアミノ酸の定量を行ったが，対

照チーズおよび国定化チーズではグルタミン酸，ロイシ

ン，フェニルアラニン， リジンの生成パターンは類似し

ており， この4種のアミノ酸量は全遊離アミノ酸量の

約60%を占めていた。

Fig.3から対照チーズて、は， 熟成30日において固定

化チーズよりアミノ酸量は多かったが，しかし固定化チ

ーズの場合，熟成日数に比例してアミノ酸量はほぼ直線

的に増加しており，熟成60日では逆転していた。熟成

120日におけるアミノ酸総量を対照チーズ， 固定化チー

ベスタータ無添加チーズの三者で比較すると，スター

固定化キモシンの調製について

産物を中心に知見を得ることができるものと期待される

ので，この点に関して現在実験中である。

2. チーズ熟成中の低分子ぺフ。チドの消長

チーズ熟成中の各種ペプチドの消長を Fig.2-1-Fig

2-3に示した。

2%TCA可溶性窒素化合物のゲノレロ過では，プラク

ション No目 35付近にいずれもピークが認められた。ス

タータ:無添加チーズではゲルロ過ノミターンも多様で，量

的には少ないが各種のペプチドが生成されてし、た。固定

化チーズと対照チーズでは類似したケ、ルロ過パターンを

示していた。一方，ニンヒドリン陽性物質については，

熟成初期にはフラクション No.30付近にピークが認め

られたが，熟成90日ではフラグション No.25，No.35 

付近にピークが認められた。このことは熟成の進行とと

もに各種の分子量をもったペプチドが生成されているこ

とを示している。

以上の如く，本実験では，闘定化チーズと対照チーズ

進藤・桜田・有馬.
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Fig. 2-2. Gel五ltrationof 2% TCA soluble 

nitrogen compounds from the che-

eses prepared with immobilized 

chymosin on a Sephadex G-50. 

The symbols used were 0一一一ofor O. D. at 
280 nm and ・一一一・ forO. D. at 570 nm after 
reaction with ninhydrin. A flow rate was 20 

ms per hour. 
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Fig. 2-1. Gel filtration of 2% TCA soluble 

nitrogen compounds from the con-

ventionally made cheeses on a Se-

phadex G-50. 

The symbols used were 0一一一ofor O. D. at 
280 nm and ・一一一・ for0目 D.at 570 nm after 
reaction with ninhydrin. A 丑owrate was 20 

ms per hour. 
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固定化キモシンによりチーズを製造し，熟成中のタン

パグ分解過程を対照チーズおよびスタータ無添加チーズ

と比較検討した。

1) カゼインの変化を濃度勾配電気泳動により検討し

た結果，熟成 120日では αsーカゼインは完全に分解され

ていたが，戸ーカゼインの分解度は低かった。

2) 2% TCA可溶性低分子量ペプチドの消長を

Sephadex G-50によるゲルロ過およびニンヒドリン発

色法により検討した。対照チーズ，回定化チーズではそ

の生成パターンは類似していたが，スタータ無添加チー

ズでは生成量は少なかった。

3) 遊離アミノ酸総量については，対照チーズ，固定

化チーズでは生成パターンは類似していたが，一方スタ

ータ無添加チーズでは熟成 120日において， 対照チー

ズ，固定化チーズの約60%量であった。

謝

Fig. 3. Changes in total free amino acids dur-

ing ripening of conventional， immobi-
lized chymosin and direct acidified 

method cheeses 

The symbols used were 0--0 for conven-

tionally made cheese，・一一一・ forcheese pr← 
pared with immobilized chymosin andムーーム

for cheese prepared by direct acidi五edmethod. 

本研究を行うにあたり，終始ご指導をいただいた北大
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Fig. 2-3. Gel五ltrationof 2% TCA soluble 

nitrogen compounds from the che-

eses prepared by direct acidi五ed

method on a Sephadex G-50. 

The symbols used were 0-一一ofor O. D. at 
280nm and ・一一一・ forO. D. at 570 nm after 
reaction with ninhydrin. A fiow rate was 20 

mfJ per hour 

タ無添加チーズでは固定化チーズの約70%であった。

これらの結果は，アミノ酸の生成には乳酸菌スタータが

生産する酵素が重要であることを示してしゐ。山本ら13)

もチーズタンパクは，乳酸菌の酵素によってより低分子

の窒素化合物に分解されるとしており，大宮と佐藤幻)

は乳酸菌菌体内酵素およびレンネットの作用について検

討している。牛乳中には多くの酵素が含まれており24)， 

BULLOCK and IRVINE25)はアミノ酸の生成には， これ

ら牛乳中の酵素が重要であるとし，さらに YAMAUCHI

and KAMINOGAWA26)は牛乳プロテアーゼの作用につ

いて報告している。 また， DULLEy27)はチーズ CURD

には添加レンネットの約7%が移行すると報告してい

る。このように熟成中のタンパク質の分解は主にレンネ

ット酵素，スタータ乳酸菌の生産する酵素，牛乳中の酵

素などにより行われるものと思われる。しかしチーズ

熟成過程は非常に複雑で，その詳細については未だ不明

な点が多い。
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たアミノ酸分析に関してご助言をくださいました北大

農，上山英一教授，チーズ製造に協力していただし、た北

大農付属農場，長橋隆雄，板谷ー，加藤秀雄の諸氏に
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and starter enzymes to proteolysis in cheese， molecular nitrogen compounds (2% TCA soluble 

Aust.よ DairyTech.， 29: 65-69. 1974 fraction) in cheese of various ripening periods， gel 

五ltrationby Sephadex G-50 and ninhydrin reac-

Summary tion were applied. No clifferences were observed 

This study was undertaken to investigate the in the gel ffltration patterns between the control 

application of immobilized chymosin to cheese ancl the CIC. On the other hancl， the amount of 

manufacture. Immobilized chymosin was preparecl low molecular nitrogen compouncls in the CDAM 

with Paraffin Wax. Proteolytic patterns were was less than those in the control ancl the CIC. 

comparecl among the cheese preparecl with the The concentration of free amino acicls were 

immobilized chymosin (CIC)， the conventionally measured to certain the extent of proteolysis. 

made Gouda-type cheese (Control) ancl the cheese Amounts of total free amino acicls were almost 

prepared by the direct acidi五eclmethod (CDAM). same between the control and the CIC， but in the 

Electrophoresis in linear graclient slab gel was CDAM it was only about 60% of the amounts of 

used to investigate the mode of clegradation of the other two cheeses. 

casein during ripening. rrs-casein was degraded This is concluded that immobilized chymosin 

nearly completely in every cheese for 120 clays， with Paraf五n Wax would be useful for cheese 

while s-casein was resistant to proteolysis. manufacturing if a suitable manufacturing method 

In order to investigate the formation of low would be applied. 


