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カゼインに対するレンニン作用

第1報 レンニン反応の一次相に及ぼす塩類の影響*

加藤 勲・三河勝彦

金栄教へ安井勉

(北海道大学農学部畜産学科)

Action of rennin on casein 

1. E任ectof salts on the primary phaseキ
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緒

Rennin (EC 3. 4. 4. 3)がI(-casemに急速に{ノト用して

シアノレ酸等を含む glycomacropeptideを遊離して para

I(.casem になりこれが凝集することは1950年代の後半

に GARNIER4)，WAUGHとvonHIPPEL2)， WAKE22)等

により明らかにされたが， renninの caseinに対する反

応については古く， 1873年に HAMMERSTEN7)により

2段階の過程からなることが報告されている。すなわ

ち， caselnから paracasemへの酵素的変換 (Primary

phase: 1次相)と生成した paracaseinによって生じる

凝固 (Secondaryphase: 2次相)である。現在では，さ

らに一般的にプロテアーゼが示すようなタンパク分解作

用が少ないながら認められ(Tertiaryphase: 3次相)，こ

れがチーズ熟成にも関与していると考えられている1)。

1次相の酵素反応速度を測定するためには，普通非タン

パク態窒素 (NPN)1)， glycomacropeptideに含まれる

シアノレ酸 (Sialicacid戸)， および粘度16，17.20，21)の測定や

pHスタットによる滴定5，13)などによって研究が行なわ

れている。 NPNは通常12%トリクローノレ酢酸 (TCA)

に可溶性な部分を定量するが1，11，14)TCAの濃度が低け

れば glycomacropeptide以外のpeptideが加わってし27)

NPNが多量に放出される。 従って低濃度の TCAで

反応を測定する場合には3次相すなわち generalpro-

teolysisも同時に測られる事になるが， :1次相の反応速

度は 1次相のそれに比べて非常に遅いので，補正を行な

えば12%TCAの場合と同様に1次相の測定に利用で

きろものと考えられる1，11，14，15，27)。

カルシウムイオン (Ca-H-)が牛乳の rennm凝固に必要

な事はかなり古くから知られており， 主として renmn

反応の2次相に効果を発揮するものと考えられているo

すなわちI(-casemから glycomacropeptideが切れて

放出されると，変化した para，，-caseinは日s-caseinを

Ca-H-に対して安定化させる能力を失ない，結果としてミ

セノレ全体が沈澱凝固する25，29，30)。なお κ-caseinとNaCl

で Ca-H-を加えなくとも rennmにより不溶化する事は

WAKE22)が報告している。また牛乳成分中に含まれる

マグネシウム (Mg-H-)が Ca-H-と同じく 2価の金属イオン

として rennm作用に影響を与える事は容易に予想でき

るが， PRODANSKII8)によれば塩化カノレシウム (CaCh)，

塩化バリウム (BaCI2)，塩化マグネシウム (MgCI2)を各

種動物乳に加えて rennet凝固時聞を測定し，牛乳の場

合には上の 3種の塩が同じ程度に凝固を促進させるとい

う。山内町は paraa-caseinの凝固性を調べ，凝固生

* 本報の内容は 1967年4月に日本農芸化学会昭和42年度大会(東京)におL、て「牛乳のシアノレ貫主について(第5報〉
レンネットによるカゼインのシアノレ酸遊離に及ぼす塩類の影響および凝固現象」として発表したものである。
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成に要する塩の最少濃度を比較して BaCIz< CaClz < 

SrCI2<MgCI2の順に最少波度が噌加する事を明らかに

している。また，牛乳中に含まれる Mg十+の量では，匿

の多いものが概してi疑問時間が短いと言う 28)。さらに，

リン賊盗，塩化ナトリウムなどについても研究が行なわ

れているが18，28)，以上あげた種々の塩類が影響を与える

のはいずれも 2次相である12，19)とされている。本研究で

は特に 1次相について溢類の添加が影響を与える可能性

とその初期反応を詳しく知るための測定方法について検

討を行なった。

実験防料及び方法

1. Caseinの調製

北大付属農場ホノレスタイン牛から得た新鮮個乳を

3，000 rpmで脱脂後，水で 2-3倍に稀釈し O.lNHCl 

で pHを4.6まで、下げて等電沈澱させる。この沈i般に最

初と|司量の水を加え O.lNNaOHを用いて pH8.0を超

えない範囲で caseinを溶解する。同様な沈澱，溶解ーを

4-5回繰り返してwhole-caseinを精製した。またcrude

K-casemは whole-caseinを用いて HILLの方法8)で調

製した。 まず whole-caseinのタンパク濃度を約570に

して 3
0

Cに保ち CaCl?波度を 0.13Mにする。 2-3分間

強く撹1'1'の後‘ 温度を 350Cに上昇させて生じた沈j般を

除去する。残った上澄液を蒸溜水に対して2日間透析

して CaCIzを完全に除去し，再び冷蔵室中で CaCl2を

0.3Mにして生じた沈j殺を除去する。その上澄i夜を蒸溜

水で透析して完全に CaClzを除いた後，pHを4.7に下

げ沈澱した crudeκ-casemをエタノーノレおよびエーテ

ノレで脱水乾燥した。

2. Rennetの調製

この実験では renninは精製しない前の状態である

rennetで使用した。 すなわち，市販の Hannsen社製

の粉末 rennetを蒸溜水に溶解し 1夜蒸溜水中で透析

して不溶解物を除去した後に実験に供した。

3 非タンパク態窒素 (NPN)の測定法

Rennin を作用させた casein 溶液に各最終濃度 (3~も

または 120/<，)になるように TCAを加え OOCで30分間

放置の後，そのi前夜の窒素量を micro-Kjeldahl法と，

もう 1つはFolin試薬による発色を比色定量する Lowry

の改良法(すなわち Cu-Folin法)で 750mμ の波長によ

り測定し，後者の場合は標準曲線を作成して窒素量を求

めた。なお， Cu-Folin法では TCA濃度が高い場合に

は発色の妨げとなるので9)，12% TCAを用いて除蛋白

する場合には，その溶液の TCAが最終的に 3%になる

ように稀釈したものを試料として発色させた。

4 シアル酸測定法

シグマ社製の N-acetylneuramicacidを標準物質と

して WARRENの方法で測定した10，23)。

結果および考察

牛乳の rennmによる凝固は CaCl2の添加によって

促進される事は若i:明な事実である。 この現象を rennm

反応の 1次相と 2次相に分けてみると，主として 2次相

において Ca-t+に代表される 2価の金属イオンがこれに

作用して凝闘が生成するものと一般には考えられていて，

酵素反応そのものに塩類の影響があるかどうかを示す

データはあまり多く知られていないため，まずこの点

に関する実験を行なった (Fig.1lo Whole-caseinに

renn巴tを反応させた場合各種の塩がシアノレ酸の遊離

(12% TCA 鴻液)に影響を及ぼしており，同じ濃度の塩

類を加えても塩の種類によって異なった促進効果を示し

ている。すなわち，添加した塩類のうち， MgCI2， CaCIz， 

NaCl についてはこの順に効果は少なくなっているが，

いずれもシアノレ酸の遊離を高めているoなかでも MgCl2

とCaCl2に関しては a-caseinの2次相について実験を

行なった山内31)の結果とは反対の傾向を示しているが，

これが1次相と 2次相という違いによるものかどうか

は， 実験条件も casemの種類も異なる両データからの

直接の判定は不可能である。エチレンジアミンテトラ酢

際 (EDTA) やリン酸塩の添加も反応に促進 ~j.1岐を示す

ようであるが， 1:走者の場合，このような多量 (100mM)を

02 
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Fig. 1 E丑ectof salts on 12%-TCA soluble 

sialic acid liberation from 2.5% whole-

casein treated with rennet at 250C and 

pH 6.5. 
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加えてもその反応促進効果はそれほど高くならず，塩類 計算し直してプロットすると塩の種類の如何にかかわら

による促進効果には限度があることが認められた。しか ず，すべて Fig.2の曲線上に位置する。この条件下では

しこの実験の範囲で、用いた塩類がすべての場合に反応を NaClを25mM以上加えても反応速度に影響を与えな

促進させた事は，塩類が rennm反応の 1次相には作用 いこと，すなわち塩類の rennin作用に及ぼす促進効果

しないと言う説明に対立する結果を示した事になる。反 は，非特異的なイオン強度効果であることを示している。

応促進効果に限度が認められる事は，反応時間を一定に また逆に，イオン強度が等しくなるような塩濃度を用い

して， 1価の中性塩である NaCl量を変化させ，イオン た場合は，すべての塩は同一な促進効果を示すものと考

強度に対してシアノレ酸の遊離をプロットした実験結果 えられ， Fig.3に示されている crudeK-caseinを用い

(Fig. 2)から確認することができる。 この場合， NaCl た実験に於てその正当さを立証している。これらの結果

以外の塩の濃度をその電荷を考慮、に入れたイオン強度に では， NaCl， CaC12， MgC12，そしてキレート剤である

EDTAさえもがイオン強度が一定で、あれば同ーの促進

Q2ト 効果を示した。 Fig.1とFig.3の結果を比べた場合に明

らかな事は whole-caseinを用いた時には， EDTA， 

MgClz， CaCh聞に差が認められたのに対して crude

/C-casemを基質とした後者ではこれら 3種の塩の聞に酵

素反応促進効果の差が見られない事である。この実験に

用いた HILLの方法による crudeK-caseinは disc

electrophoresis3)によって純度を検定してみると，s-

caseinとr-casinとを少しづっ含み，日s-cas巴inは微量し

か含まないが whole-caseinの場合には， これらの ca-

semがれcasemを除いて大量に含まれる。 塩類が ca-

seinと結合する際にはその塩の種類により結合の強さが

異なる19，26)し， caseinの種類によっても当然結合性が

違ってくるのが予想される事から， Fig.1の結果におい

て同一塩濃度で促進作用に差が生じたのは， caseinと結

合した塩が影響を与えたためて、あろうと推測される。

これ迄行なった実験で、は，12ro TCAに可溶性な gly-

comacropeptid巴中のシアル酸を定量して 1次相の反
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Fig. 2 Release of 12%-TCA soluble sialic acid 

by rennet at 350C and pH 6.5 from 2% 

whole-casein system containing NaCl 

and other salts at various ionic strength 
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Fig. 3 Release of 12%-TCA soluble sialic acid 

by rennet at 250C and pH 6.75 from 

0.5% crude K-casein containing various 

kinds of salts. 
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応速度に塩類がどのように影響するかを明らかにした

が，反応速度を更に詳しく検討するためには反応初期の

短時間に多くのデータを得なければならなし、。そのため

には，短時間に多くの試料を定量できるような，なる

べく取扱いの容易な測定方法を採用する必要があるo

pHスタツト 5，13)による方法などはその例であるが，今

回は比較的多数の試料を一度に定量できる方法のうちか

らCu-Folin法による定量を試みた (Fig.4)。発色反応

2 

A 
~\ 

¥β s 。、車。。
、、ー‘

。守、
ー'-.¥ 

⑩ 

_A_NPNso!ublciηタ%一rCAι.. by Cu-Folin l1Iethod 
A. NPN 5o/uble ill;ヲ7.-TCA
一温::.-bykje/，也lllme出od

-n-Sialicd.αd solubfe in 37.-TCA 

-(‘ NPNsohゆlei符127.-7，日
、.， byαFo/Jll method 

-<1、一 NPAJsoJuh/e ノガノ'2~ 戸 TCÁ
..， by /(jeldahl mc.titvd 
-O-SialiC acid soluble/n/2%-TCA 

企
A 

O 

8 

255 10 15 50 
R巴Gιtio!l timιf押!J円)
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Fig. 6 Effect of salts on 3%-TCA soluble 

NPN liberation from 0.5σ% crude /C-

casein treated with rennet at 250C 

and pH 6.75 (Cu-Folin method). 

に影響を与える TCAの高濃度9)をさけて選んだ低濃度

(370)のTCA処理櫨液について Cu-Folin法と micro-

KjeldahI法を比較するとよく一致した値を示している。

低波度の TCA可溶性の NPNは畳が多く 3次相として

の反応生成物を一部含む場合(例えば generalproteo・

Iysisの結果としての的ーcasemより遊離される NPN

は30分で全窒素の約0.45%6)になる)がある。 しかし

WHEELOCK等27)が行なった実験の場合のように gene-

raI proteolysisが認められないケースもある。反応初

期の生成物は，主として速度の大きl'1次相としての酵

素反応の結果生じる peptideが主体をなしていると考え

られる。この場合，遊離NPNの割合が各時間毎に一致

していれば速度の比較は可能である。従って， NPN遊

離の最終放出量に対する割合をそれぞれの時間について

計算してプロットした結果 (Fig.5)，反応が9070に達す

るまでは近接した値で酵素の 1次反応の法則に従う事が

明らかになった。すなわち，初期反応はこの方法で定量

的に検討する事が可能で、ある事を意味する。そこで本法

を用いて 1次相に与える塩類の影響を先の実験と同様

に行なった結果， Fig.3の結果と同様なイオン強度に依

存した酵素作用の促進効果が見られた (Fig.6)。

要約

Rennin (EC 3. 4. 4. 3)による caseinの凝固作用のう

ち，その 1次相として知られる glycomacropeptide遊

離反応に及ぼす各種塩類の影響と，この初期反応を検討

するための測定方法を検討した。その結果

(1) 従来1次相には影響しないと考えられていた塩類

は酵素反応に促進的に作用した。

(2) この作用は塩の種類に関係なく，そのイオン強度

に依存した。

(3) 初期反応を検討するための測定方法としては，370

TCA 溶液を用L、， Cu-Folin法による比色定量が利用で

きることがわかった。
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