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　　Proteins　were 　separated 　from　wh 三te　rice 　and 　adsorption 　of α
一arnylase 　onto 　the　protei皿 s

was 　exalnined ． α
一Amylase　was 　adsorbed 　well 　onto 　the　oryzenin 　fraction　but　not 　onto 　thc

prola皿 量n　fraction；the 　globul二n 　fraction　was 　hlter皿 ediate （adsorption 　e 儡 cまency ： 78％）．
The　maximum 　adSorption 　of 　a・amylase 　was 　800−1

，
000　unitslmg 　oryzenin 　fraction．　 The

optimum 　pH 　for山 e　adsorptiQn 　w 鰓 4．　 The　adsoTption 　e 租Ciency　differed　dep。ndlng 。 n

the　organ 孟c　acids 　used 　fbr　the 　buffer　solution ；a −amylase 　was 　adsorbed 　completely 　in

lactate　and 　acetate 　buffers（25　mM ，
　pH 　4．5）but　only 　less　than 　20％ in　tartaTate

，
　oxalate

and 　ci甑 te　buffcrs（25　mM ，
　pH 　4，5）．　 The 　adSorption 　e磁 ciency 　deereased　w 三th　higher

cQncentrations 　efbuffer 　solution 　and 　salt 　solution ；α
一amylase 　was 　not 　ad 忌orbed 　at 　100　mM

lactate　buffer，10　mM 　citrate 　buffer　or 　50　mM 　NaC1　solution 。　 Adsorption　of α．amylase

onto 　the　oryzenin 　fraction　decreased　on 　treat洫g　tho　protein　with 　DNFB （2，
4−Dini亡ro −

Huorobenzene）or　DNS （Dansy 且chlor 三de）．　These　results 　coinc 圭ded　with 　the　adSorption

of α
・amylase 　Qnto 　steamed 　rice 　or 　rice 　powder ．

　前報 ｝ζお い て ，
α
一
ア ミ ラ

ーゼ （タカ ア ミラ
ーゼ A）は

a 米や生米粉 に よ く吸着されるが ， 酸性プ ロ テ アーゼ

で 処理 した 米粉 に は吸着 さ れな い こ とを 報告した。1）

ま た ， 脱タ ンパ ク米粉や 米 デ ン プ ン 等 に は 吸 着 され な

い こ とも確認 した．2｝こ れ らの 知見 に 基づ き， a一ア ミ

ラ
ーゼ の 蒸 し米 や 生米粉へ の 吸着に は米成分中の タ ン

パ ク質が 関与 して い る も の と考え た．

　本報で は ， 生米粉か ら分画 した タ ンパ ク質，と くに

オ リゼ ニ ン 画分の a一ア ミ ラ
ーゼ 吸着特性を検討 した．

そ の 結果，米タ ン パ ク質の うち オ リゼ ニ ン 画分が α一ア

ミラ
ーゼ を 最も吸着 し， 吸着能は pH ， 酸濃度およ び

塩濃度 に よ っ て 左右 され る こ とを 認めた．

実　験 方　法

　米タ ン パ ク質の 分画 　 米 タ ン パ ク質 は 昭和54年度

埼玉県産 の 日本晴 （精米歩合75％）か ら， 石川 ， 布川

の 方法
S）に準 じ，一

部次 の ように改変 して 分画 した．

すなわ ち，各タ ン パ ク質の 分画 は20倍の 溶出液で とき

＊ 清酒もろ み に お ける蒸し米の 溶解機構 （第 6報）
MechaniSm　of 　rice 　digestion　 in　5醐 meromi −mash

　（VI）

どきか くは ん しなが ら20時間，5℃ で 行 っ た．グ ロ ブ

リン は 2．5％食塩水で 溶出 した．グ ロ ブリン とプ ロ ラ

ミ ン は蒸留水 に対 して 透析 した．こ れ らの粗タ ン パ ク

質画分を そ れぞ れ グ ロ ブ リン 画分，プ ロ ラ ミ ン 画 分 お

よ びオリゼ ニ ン 画分とした．各画分は湿潤状態 （蒸留

水 に タ ン パ ク質として 5％懸濁させたもの ）の まま 5℃

で 保存 した．

　使用酵素　　AsPergiUus　 o騨 σθ 起源の 結晶 o一ア ミラ

ーゼ （三 共株式会社製 の タカァ ミ ラ
ーゼ A）を用 い た．

こ の 結晶 a一ア ミ ラ
ー

ゼ 1mg は 2，
650　units に 相当す る．

　a 一ア ミ ラーゼ の吸着　　オ リゼ ニ ン 画分等の吸着体

tOOmg または 200mg （湿潤状態の もの ） に種々 の 力

価 の a一ア ミ ラ
ーゼ を含 ん だ各種緩衝液 1mL を加え，

十分にか くはん した の ち，
5℃ で

一
夜放置して α一ア ミ

ラ
ーゼ を吸着 させ た．懸濁液はか くはん した の ち遠心

分離 （3，
000　rpm

，
1S　min ）して 得た 上澄液の a一ア ミ ラ

ーゼ 力価を測定 し ， 吸着体か らの液量増加分を補正 し

て 吸着量 （率）を算出 した．

　オ リゼニ ン の化学的処理　　DNFB （2，
4−Dinitroflu−

orobenzene ）に よ る化学的処理は F ・Sangerの 方法
4）

に準じ，
O，2％ DNFB エ タ ノ ー

ノレ溶液 20ml に 4．5％
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炭酸水素ナ トリウ ム 5m1 を混合 した 溶液中にオ リゼ

ニ ン 画分 100mg （タ ン パ ク質として 5mg ）を加え，

暗所 にお い て 25℃
， 4 時間処理 した．DNS （Dansyl

chloride ）に よ る処理は W ．　R 。　Gray の 方法
5）に準じ，

オ リゼ ニ ン 画分 100mg に エ チ ル モ ル ホ リン 5ml と

DNS 溶液 7・5m1 （DNS 　400　mg を 7・5　ml の 無水ジ メ

チ ル ホ ル ム ア ミ ドに溶解 した もの）を加え，25°G ， 2

時間処理 した．い ずれ も処理 後遠心 分離 （3，000rpm ，

15　min ）して ， 過剰 の 反応液を除去した の ち ， 蒸留水

を加えて 水洗 したあと ，

一
昼夜流水中で 透析した．

　牙析法　　α一ア ミ ラ
ーゼ 活性 は 国税庁所定分析法注

解記載 の 方法
6｝に より，

Wholgemuth 価 で表示した．

粗タ ンパ ク質は 国税庁所定分析法注解記載の方法
7） に

よ っ た．

実 験 結 果

米 タ ン パ ク 質 の α 一ア ミラーゼ 吸着 　 分画 した各

タ ン パ ク質画分 の α一ア ミ ラ
ーゼ 吸着能 の 違い を し らべ

る た め ， 湿潤状態 の 各画分 200mg （タ ンパ ク質とし

て IOmg を含む）に 対して ，
324　unitS の α

一
ア ミラ

ー

ゼ を含ん だ pH 　4
，
25　mM の 乳酸緩衝液を加え て 吸着

試験を行 っ た．そ の結果，a一ア ミラーゼ 吸着量 はオ リ

ゼ ニ ン 画分 324　unitS （吸着率 100％）， グ ロ ブ リン 画

分 252units （78％）で あ っ た．プ ロ ラ ミ ン画分 は ほ と

ん ど吸着せ ず，16　unitS （5 ％）吸着 した に すぎなか っ

た．

　オ リゼ ニ ン画分 の α
一ア ミ ラーゼ 吸着容量 　　米タ

ン パ ク質 の 80〜90％を占め，か つ α 一ア ミ ラーゼ をよく

　

　
　

　

 

　
跏

　
伽

　
。

（
＝

2

看
嘉

曇
。

誉
？
oE

丶

切

＝

§》

　

　
　

　

　
　

o

巴
鼠
ε
o−
d

冨
を
o

省
く

●
●

　 　 　 　 　 　 　 400 　　　800　　1200　　16CO　　2000

　　　　 α一Arnyloseαdded 〔uni セs／rng卜oryze 覇i躪 ｛rαc奪ion，

Fig．　L　Adsorption　prefile　of α
曜a皿 y互ase　onto 　oryzenin ．

　　To 　5　mg 　of 　oryzenin 　fraction
，
1ml 　of 　25　mM 　lac−

　　tate　buHヒr （pH 　45）contalning 　 vanous 　amounts

　　α
一amyIase 　was 　 added

，
　 and 　each 　 suspcnsion 　was

　　miXed 　thoroughly 　and 　allowed 　to　stand 　overnight

　　at 　5°C．　 The　suspension 　was 　centr 迂fuged （3，
000

　　rpm
，
15min ）and α

一amylase 　in　the　supernatant

　 　 was 　 measured ．

吸着するオ リゼ ＝ ン画分は ， グ ロ ブ リン 画分やプ ロ ラ

ミ ン 画分 に 比べ て a・ア ミ ラ
ーゼ の 米 へ の 吸着 に 対 して

重要な役割 を持 つ もの と考え られ る．した が っ て ，オ

リゼ ニ ン 画分 の α
一
ア ミ ラーゼ 吸着容量を種 々 の 力価 の

a一ア ミ ラ
ーゼ を 含 ん だ pH 　4．5

， 25mM の 乳酸緩衝液

を 用 い て 検討 した．

　結果は Fig・1に示した よ う に， α
一ア ミラーゼ 添加

量 が約 700unitslmg一オ リゼ ニ ン 画分 まで は 90％以上 吸着

し，α
一
ア ミ ラーゼ 添加量が ほ 12　1，

000　一一　1
，
700　unitstmg 一

オ iJ ゼ ；ン 圃労の と こ ろで 最大吸着量 に 達 した．　 こ の と

きの 最大吸着容量 は ， オ リゼ ニ ン 画分 1mg 当た り

800〜1
，
0eo　unitS で あ っ た． こ の 価 は 白米中 の オ リゼ

ニ ン 含量を 5％と して 白米 lg 当た りの 吸着容量に換

算する と約 4 〜 5 万 units に相当した，

　pH の 影 響　　吸着に及 ぽ す pH の 影響を ，オ リゼ

ニ ン画分 100mg （タ ン パ ク質として 5mg ）に対 して

a一ア ミラーゼ 205　units を含んだ 10mM の 乳酸緩衝

液を 用 い て し らべ た．イ オ ン 強 度 は 食 塩 で 0．01 に調

整 した． その 結果 は Fig．2 に 示 した よ うに pH 　4 で

最も吸着し ， pH 　3 また は pH 　6 で はあまり吸着しな

か っ た ．Fig・2 に は示 して い な い が ， 緩衝液 の 代わ り

に蒸留水 （pH 　6．7）を 用い る と，pH 　5 の場合よ り吸着

率 （73．2％）は低か っ たa こ れ らの こ とか ら， pH が

a一ア ミラ
ーゼ の 吸着に影響 を 及ぼ して い る と考え た．
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Fig．2．　Effect　of 　pH 　on α
卩a 皿 ylase　adSorptio 皿 ・

　　To 　5　mg 　of 　oryzenin 　fraction，1　ml 　of 　10mM 　lac−

　　tate　buffer　containing 　205　ullits 　of 　a −amylase 　was

　　added
，
　and 　the　suspension 　was 皿 iXed　thoroughly

　　and 　allowed 　to　stand 　overnight 　at　5°

α　The 　ion−

　　ic　strength 　was 　made 　up 　to　O．01　by　the 　addition

　　of 　NaGI ． α
一Amylase　activity 　in　the 　supernatant

　 　 was 　measured ．
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　酸の 種類と濃度 の 影響　　オ リゼ ニ ン 画分の a・ア ミ

ラ
ー

ゼ 吸着 に 及ぼす酸 の 種類と濃度 につ い て，オ リゼ

ニ ン 画分 100mg （タ ン パ ク質と して 5mg ）を用い て

検討した■

　酸 の種類の 影響 につ い て は ，
α 米へ の a一ア ミラーゼ

吸着 に 及 ぼ す有機酸の 影響を検討した知見
S⊃ に基づ き ，

6 種類の有機酸を選 ん で a一ア ミ ラ
ーゼ 338　unitS を含

んだ pH 　4．5， 25mM の 緩衝液を 調製して しらべ た．

そ の 結果，乳酸 と酢酸 は 338　unitS （吸着率100％）， マ

レ イ ン 酸 は 150units （44％），酒石酸 は 66　units （20

％），シ ュ ウ酸 は 63units（19％）， クエ ン 酸は 38　units

（11％）吸着した ．

　 こ の 結果が α
一
ア ミラ

ーゼ の a 米へ の 吸着と同一の 傾

，
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Fig．3．　E瑁fect　of 　buffer　concentration 　on α囓amylase

　　adSorption ・
　　A ； Citrate　buffer

，　B ； Lactate　buffer
　　To　5　mg 　of 　oryzenin 　fヒaction ，　l　ml 　ef 　buffer（pH
　　4．5）cont 訓ning 　168 岨 its　of α・amylase 　was 　added ，
　　and 　the　suspens 三〇n 　was 　 m 量xed 　thoroughly 　 and

　　allowed 　to　stand 　ovemight 　at 　5°C．　 a・Amylase
　　activity 　in　the　supernatant 　was 　measured ・

向を示 した 8｝の で ，吸 着量 の 多 い 乳 酸 と少 な い ク ヱ ン

酸 （いずれ も pH 　4
， 25mM 緩衝液） につ い て 酸濃度

の 影響を しらべ た．結果 は Fig．3 に 示した よ うに，乳

酸の 場合 50mM ま で は ほ le100％吸着し，100mM 以

上 の 高濃度 に な っ て初めて 吸着率の 低下が見られた．
一
方，ク エ ン 酸で は iOmM の 低濃度で も吸着率は低

か っ た．

　塩濃度の 影響　　オ リゼ ニ ン 画分の α・ア ミ ラーゼ 吸

着 に 及 ぼ す塩濃度の 影響につ いて ，種 々 の 濃度の 食塩

を含ん だ pH 　5．0，25mM の 酢酸緩 衝液 を 用 い て 検討

した．そ の 結果は Fig．4 の とお りで ，食塩濃度 20mM

の ときの 吸着量は ！llUilitS（吸着率65％）で あるが ，

50mM 以 上で は 19 面 “ （11％）とな り， ほ と ん ど吸

着しな くな っ た．

　化学的 処 理 したオ リゼニ ン の a 一ア ミ ラ
ーゼ 吸着能

DNFB お よ び DNS で 処理 したオ リゼ ニ ン 画分 （タン

パ ク質として 5mg ） に対 して ，
938　units の α一ア ミ ラ

ーゼ を含 ん だ pH 　4．5
，
25mM の 乳酸緩衝液を加えて

吸着させ たの ち， 液中に遊離して い る a一ア ミラ
ーゼ を

しらべ た．そ の 結果 ，
DNFB 処理の場合，無処理区分

（DNFB を添加せ ず ， そ の 外の 操作は処理区分と同様

に 行 っ た もの ）で は 5   itsの α
・ア ミ ラーゼ が液中に

遊離 して い る にすぎず，ほ とん どが 吸着 さ れて い た が，

処理区分で は 749　un 量ts が遊離 して い るこ とが 認 め ら

れた．DNS 処理 の 場合 で は無処理区分の 173unitsに
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Fig．4．　 Effect　of　Na α conc   tration 　on α一amylase

　　adsorption ．

　　To 　5　mg 　of　orryzenin 　fract正on ，
1ml 　of 　251nM 　lac−

　　tate　buffer　（pH 　5．0）　containing 　I　70　units 　of α曽

　　amy 夏ase 　and 　various 　amounts 　of　NaGl　was 　added ，

　　and 　the　suspension 　was 　 mixed 　thoroughly 　 and

　　allowed 　 to　 stand 　 Qver 皿 量ght　at 　5°G．　α一Amylasc

　　actiVity 三皿 thc　supernatant 　was 　measured ・
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対 して ，処理 区分 で は 677　unitS の a一ア ミ ラ
ーゼ が液

申 に遊離 して い た．こ れ らか らオ リゼ ニ ン画分を DN −

FB また は DNS で処理 すれば， α 一ア ミラーゼ 吸着能

が低下す る こ とがわか っ た．

考 察

　α
一
ア ミラ

ーゼ が脱タ ン パ ク米粉や米デ ン プ ン に吸着

さ れな い とい う知見 に基づ き ，
α
・
ア ミラーゼ の蒸し米

等へ の 吸着 に は米タン パ ク質が 関与して い るもの と考

え，米タ ンパ ク質を分画 し，a一ア ミ ラ
ーゼ 吸着特性に

つ い て種々 検討した．

　米 タ ンパ ク質の 80〜90％を占め るオ リゼ ニ ン 画分は ，

他の タ ン パ ク質画分 に比べ a一ア ミ ラ
ーゼ をよく吸着 し，

かつ そ の 最大吸着容量 は Fig．1 に 示 した よ うに，オ リ

ゼ ニ ン 画分 1mg 当たり800〜1
，
000 　units で あり， 白

米 1g 換算で は約 4 〜 5 万 units に達 した．α一ア ミ ラ

ーゼ の 吸着サ イ トが白米粉中の オ リゼ ニ ン や分画した

オ リゼ ニ ン 画分の 露出部分 に あ る と考えて ， こ の 値が

白米粉 の α一ア ミ ラ
ーゼ 最大吸着容量 に ほ ぽ 等 しい こ

と，

e｝ さ らに 白米粉の 主成分 で ある 米デ ン プ ンが α一ア

ミラ
ーゼ を吸着 しな い こ と

2〕か ら，
a一ア ミ ラ

ーゼ 吸着

サ イ トは オ リゼ ニ ン に存在するもの と理解 した．

　 a一ア ミラ
ーゼ の 蒸 し米へ の 吸着はイ オ ン 強度や pH ，

酸 の 種類な どに よ っ て左右 され る こ とが ， 三 吉 ， 照

井，
　
10｝永谷 ら

11）によ っ て 報告 さ れて おり， 筆者ら
8｝も

同 じよ うな結果を 得て い る．吸着特性 は最 大吸着量 で

検討する の が厳密な方法で あ るが ， 本報 で は便宜的に

吸着率や 吸着量を 用 い た が，オ リゼ ニ ン 画分 の α
一
ア ミ

ラーゼ 吸着も蒸し米の 場合と ほ ぼ一
致 した・す な わ ち，

Fig．2 に示した pH の影響につ い て は ，
　 pH 　4 で a一ア

ミ ラ
ーゼ をよ く吸着 し，pH 　3や pH 　6 で はあまり吸着

しなか っ た．難波 ， 布川
12）は オ リゼ ニ ン の 溶解 に 関 し

て，pH 　3 で は溶解する こ とを認めて い るが，　 pH 　4〜

pH 　6 で は ほ とん ど溶解しな い と報告して い る． した

が っ て ，α一ア ミ ラーゼ の 吸着に pH が 影 響を 及ぼ して

い る と考えられ る，

　 a 一ア ミラ
ーゼ 吸着 に 及ぼ す有機酸 の 影響は ， 明 らか

に蒸 し米の 場合 とよ く
一

致 した．すな わち ， 酢酸や 乳

酸緩衝液で は よ く吸着 し，クエ ン 酸緩衝液な どで は吸

着率が低 く， 酸濃度の 影響 は Flg．3 に示 した よ うに ，

乳酸緩衝液で は 50mM まで は吸着率は高い が ， クエ

ン 酸 緩 衝液 で は 10mM の 低濃度 で も吸着率 は 低い こ

とが 認 め られ た．

　液中の イ オ ン 強度が a一ア ミ ラ
ーゼ 吸着に及ぼす影響

を食塩添加に よ っ て 検討した と こ ろ，食塩添加量 20

inM （イ ォ ン 強度 0．02）まで は よ く吸着す るが ， 添加

量 が 50mM （イ ォ ン 強度0．05）に な る とほ とん ど吸着

しな くな る こ とを認 め，蒸 し米 の 場合 と同 じよ うに イ

オ ン 強度の 影響を強 く受けるこ とがわか っ た．

　以上の 結果を総合す る と，オ リゼ ニ ン 画分の a一ア ミ

ラ
ーゼ 吸着特性は蒸し米や白米粉の 吸着特性と同じよ

うな傾向を示し，蒸し米の α一ア ミラーゼ 吸着サ イ トは

米成分 中の オ リゼ ニ ン画分 に 存在する もの と考え られ

る．オ リゼ ニ ン の a一ア ミ ラ
ーゼ 吸着サ イ トと して は，オ

リゼ ニ ン 画分を DNFB や DNS で処理 する と a 一ア ミ

ラ
ーゼ 吸着能が低下する こ とか ら，ア ミノ 基や イ ミダ

ゾール 基 な ど が 考え られ る。一
般 に化学修 飾剤は溶液

状の タ ンパ ク質 に対 して 用い られ て お り，反応の 程度

や 進行状況 は 吸収波長 の 変化等か ら求め られて い るが ，

オ リゼ ニ ン 画分の よ うに 固体の 状態で 処理する場合の

修飾程度の把握は容易で は な い ．こ こ で はオ リゼ ニ ン

画分の 表面 に 露出 して い る部分 の み が DNFB や DNS

の 作用を受けたもの とみな した。オ リゼ ニ ン とα
一
ア ミ

ラ
ーゼ の 吸着はオ リゼ ニ ン の ア ミノ基や イ ミダゾール

基 と α
・
ア ミラーゼ の カ ル ボ キ シル 基 の イオ ン 結合が考

え られ，イ オ ン 強度や pH の 変化 に よ っ て 吸脱着が起

こ る もの と推測され る．さらに pH 　4 付近で α一ア ミ ラ

ー
ゼ をよ く吸着するこ とか ら，

a一ア ミ ラ
ーゼ の 等電点

（3．7） との 関連も考 え られ る．これ らの 問題や，厳密

な吸着特性 に つ い て は さ らに検討 しな け れ ば な らな い t

要 約

　米タ ン パ ク質 の a一ア ミ ラーゼ 吸着特性を検討 し次 の

知見を得た．

　1． 分画 した米 タ ン パ ク質の α
一ア ミ ラ

ーゼ 吸着能は

オ リゼ ニ ン画分が 最 も大きく， 次 い で グロ ブ リン 画分

で あ っ た．プ ロ ラ ミ ン 画分 は ほ とん ど吸着 しな か っ た．

　 2． オ リゼ ニ ン 画分の a・ア ミ ラ
ーゼ 最大吸着容量は，

オ リゼ ニ ン画分 lmg 当た り 800〜1
，
000 　units で あ っ

た．こ の 値を白米粉 工g に換算す る と 4〜5万 units ｝ζ

なる．

　 3． pH や酸 の 種類 ， 濃度およ び 塩濃度 はオ リゼ ニ

ン 画分 の a・ア ミ ラーゼ 吸着能に 影響を及 ぽ した．pH

は 4 の と こ ろで 最もよ く吸着 した．酸 の種類 で は酸濃

度 25mM （pH 　4，5）の 場合 ， 乳酸や 酢酸 の 緩衝液 は

10e％ ij着 した が ，酒石酸 ，
シ ュ ウ酸，ク エ ン 酸の 吸

着率は20％以下 で あ っ た．酸濃度に つ い て は，乳酸で

は 50mM まで はほ ぼ100％吸着 し，100　mM 　YJ上 の 高
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濃度で 初めて 吸着率 は 低下 した．ク エ ン 酸の場合は

10mM の 低濃度で も吸着率は低 か っ た，食塩濃度は

50mM 以上 に なるとほ とんど吸着 しな くな っ た．

　4． DNFB や DNS で処理 した オ リゼ ニ ン 画分の 吸

着能 は低下 した．

　5．　 こ れ らの 結果か ら， 蒸し米や 白米粉の a一ア ミ ラ

ーゼ 吸着サ イ トは主 と して オ リゼ ニ ン画分 に存在する

もの と考え た．

終わりに本研究を遂行 す るにあた り，ご指導とご鞭 撻を賜 りま し

た 前国税庁醸 造試験所長大塚謙
一

博士に 厚 くお礼 申 しあ げます．
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