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　We 　 determined　 the　 quantity 　 of　allergenic　 protein　 in　 fermented　 rice 　 noodles （Mohinger）from
Myanmar ．　We 　also 　identified　the　protease −producing 　bacterium，　which 　is　related 　to　the　digestion　of　the

allergenic　protein　ln　rice ，　in　order 　to　clarify 　the　relationship 　between 　the　digestion　of　the　allergenic　prひ

tein　and 　the　enzyrne 　producing　the　microorganism 　in　the　process　for　manufacturing 　fermented　rice
noodles ．　The 　 results 　 of 　ELISA　 and 　immunobletting　showed 　 that　the　quantity　of 　allergenic 　protein 　in

fermented　rice 　noodles 　was 　10−30％，　i．e．　less　than　that　in　rice．　We 　also　isolated　124　strains　 of 　bacteria

from　soaked 　rice 　and 　shitogi 　during　the　manufacturing 　process ，　of 　which 　45　were 　positive　to　gelatin　liq−

uefaction 　and 　22　were 　collagenase −producing，　Strain　MYA644 ，　which 　was 　isolated　in　soaked 　rice 　from

the　In且e　region 　by　using 　azocasein 　and 　azocollagen 　as 　substrates ，　showed 　the　highest　activity 　of 　the

protease −producing 　bacteria　and 　was 　indentified　as 　Bacilt“ s　subtitis．　The　allergenic　protein　extracted

from　rice 　and 　digested　by　SDS　electrophoresis 　indicated　no 　pQlypeptide　bands　beyond 　20　kDa，　while

the　band　at　14kDa 　had　disappeared　due　to　the　action 　of　the　MYA644 　protease−producing　bacterium，

This　pattern　was 　similar　to　that　fuund　with 　the　fermented　rice 　noodles ，　suggesting 　that　the　MYA644

strain 　had　the　ability 　to　digest　the　14−16kDa 　a正lergenic　protein　in　rice ．

　 　　　　　　　　　　　 〔Received　November 　4，2004；Accepted　in　revised 　form　May 　25，2005）

Keywords ： fermented　rice 　noodle 　発酵米麺，　 traditional　food　伝統食品，　 Southeast　Asia　東南 ア

ジ ア，allergenic 　protein　ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質，　 protease−producing　bacterium　プ ロ テ ア
ーゼ 産生

微 生物 ，BaciUus 　subtitis バ シ ラ ス サ ブ チ ル ス ．

　1．緒　　言

　東南ア ジア に は，今もなお伝統 的手法 を用 い て 作 ら

れ る 発酵米麺が存在する．発酵米麺 とは ，米 を 1〜3

日間水の 中に浸漬 し，そ の米を水 と共に磨砕 した シ ト

ギ （粢） を作 り，布袋の 中 で 1〜2 日間水切 りし，糊

化 させ ，混捏後，沸騰温浴 中 に押 し出 し製造する米麺

で あ る
1 ’
”4 ］．ベ トナ ム で は 「プ ン 」

41・
，タ イ で は 「カ

ノ ム ・チ ー
ン 」

D
，ミ ャ ン マ ーで は 「モ ヒ ン ガ ー

」
2 ／3 ／

，

ラ オ ス で は 「カ オ プ ン 」，カ ン ボ ジ ア で は 「ノ ム ・バ

ン チ ョ ッ ク」 と呼 ば れ，地域 に よ り呼称が 異な り，製
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造方法に も若下の 違 い は あ る が ，［米の 浸漬」，「シ ト

ギの 水切 り」 の 工 程は 共通 に 存在 し て い る ．工 業技術

が 発展 して い な い 地域 で の こ の 操作は，米を加工 しや

す くす る た め の 重 要な
一

工程 で ある が，温暖多湿な気

候の 中 で ，こ の よ うな⊥程 を経 て 数 日間か け て 製造 さ

れ る こ とに よ り，米が 発酵 し独特な風味 を持 つ 発酵米

麺 と な る ．発酵米麺製造 に おけ る 「発酵」 は，ア ジ ア

の 伝統発酵食品で ある魚醤
tt ’．

や ，腐乳
了 ／1’

と 同様 に

自然発酵と して 製造 され，利 用 され て い る．前報
．i／

で ，

ミ ャ ン マ ー
の 発酵米麺で あ る モ ヒ ン ガーを対象に 成分

ヒの 特徴につ い て 検討し，発酵米麺中 に は 原料米に み

ら れ な い 乳酸が検出 さ れ，総遊 離 ア ミ ノ 酸量が 増加し

て い た こ とを報告 した ．ま た，発酵米麺 の タ ン パ ク質

が 製造
一
「：程を経る ご とに，低分子化され て い る こ とを

明 らか に し た．さ ら に ，米 の 主要 ア レル ゲ ン タ ン パ ク

質 と報 告 さ れ て い る 14−16kDa 齟II ：

の タ ン パ ク 質が

発酵米麺製造 工 程に お い て 減少 して い る こ とが 認め ら

れ た ．米の 16kDa 付 近 の タ ン パ ク 質は ，熱や
一一・

部の

酵素に対 して 高 い 抵抗性 を示す安定喬搆造 を持 っ て お

り，炊飯 などの 加熱加⊥ だ けで は ア レ ル ゲ ン 活性 を低

Fさせ る こ とは 難し く，貯蔵 に よ っ て も活性 の 低 ドが

み ら れ な い と報告
］tt

され て い る，しか し，発酵米麺 で

は，特別 な手法 を用 い ず，自然発酵の過程で ア レ ル ゲ

ン タ ン パ ク質が減少して い る こ と か ら，製造 に 関 与す

る微生物 を検索 し，その 機序を明 らか にする こ とで ，

新 しい 低 ア レ ル ゲ ン 食材の 提供 に つ なが る と考えた．

　本報告で は，発酵米麺 の 米ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質 に

つ い て 検討す ると共に，米麺製造過程の 浸漬米及 び シ

トギ か ら，プ ロ テ ア ーゼ 産 生 能を有す る微生物 を分離

し，微生物 が 産生 す る酵素と米 タ ン パ ク質分解の 関係

を明 ら か に す る こ とを 目的と した．

　2．実験方法

　il　1　11 実．験試料

　試料 は ．2000年 8 月，12 月及 び 2001年 1 月 に ，

Yangon の Net　Chaung ，　Lin　Lin．　Tin　Htay，　 U　Pyint

の 4 工：場か ら 6 種類 ，ln［e の Taung 　To 　Apaw の 1

工 場 か ら 2 種 類 ， Myitkyinaの Nan 　 Mon
，
　 Mawe

Mawe 　Kyaw の 2 工場 か ら 5 種類，さら に Putao の

Soi　Moe　War の 1 工場か ら 1 種 類，計 8 工 場 か ら の

14試料を採取 した．

　〔21 タ ン パ ク質の 抽出

　各工 場より採取 した 原料米及び発酵米麺 を，常 温 に

て 乾燥 さ せ 80 メ ッ シ ュ 以 下 に 粉砕後 ，Shibasaki

ら
1り

の方法を参考 に タ ン パ ク質抽出 を行 っ た ．す な わ

ち，脱脂 した試料 5g に 0．5M の 塩化ナ トリウ ム 水溶

液を加え，4℃ で
一

晩撹拌 し塩 ロ∫溶性 タ ン パ ク質を抽

出 し，20ml に定容後遠心分離 〔：13，000　rpm ，1〔｝min ，

4℃ 〕 上清液 を Microcon　YM ・10 （Amicon 社製） で 脱

塩 を し，イ ム ノ ブ ロ ッ ト
14．
，ELISA 法

i／’1
及び米 ダ ン

パ ク 質分 解試験に用 い た，

　 13 】 微 生物 の 分離

　光岡 の 方法
≧5．

に 準 じて 微生 物 の 分離 を行 っ た．また，

各選択培地 に 生育す る微生 物よ り，試料中 に存在する

微 生 物 の 普 遍 性 を確認 した．

　浸 漬米及 び シ トギ 1g を，滅菌 生 理 食塩 水 で 工O・一一

1011倍 に 希釈 し，NA （普通寒天）培地 ，　 LBS 寒天培

地 ，　TATAC 寒 天 培 地 ，　 DHL 寒 天 培 地 ，

Potetodextorose寒 天培地 に 1ml ずつ 接種 した．こ れ

を，37℃ で 24〜48 時間培養 し，それぞれ の 培 地 に 出

現 した コ ロ ニ ーより釣菌し純粋分離株を得た ．

　14〕 SDS一ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル電気泳動 （SDS −

　　　PAGE ）及び イム ノ ブ ロ ッ ト

　各地域 で 採取 した 原料米及び発酵米麺 の 抽出 タ ン パ

ク 質に つ い て ，Laemmlii7’の 方法に 従 い SDS −PAGE

を行 っ た，ゲ ル は 16％均
一

ゲ ル を用 い た ．電気泳動

後 の ゲ ル は，ク マ シ
ーブ リ リ ア ン トブ ル

ー
（CBB ）

で 染色 し泳動パ タ
ー

ン を観察し た．また，もう
一方の

ゲ ル は ，定電流 （1，75mA ／cmU × ゲ ル 面積） で 30分

通電 し，分離タ ン パ ク質をウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

法
］s／

に よ り PVDF メ ン ブ ラ ン に 転 写 さ せ た．転写

PVDF メ ン ブ ラ ン は，1％ ス キ ム ミ ル ク を含む PBS −T

（phosphate −buffer　saline −tween20 ）で ．4℃ で 1晩 ブ

ロ ッ キ ン グ後，米 の 14−16kDa の ア レ ル ゲ ン に対す

る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 25B9 を用 い ，抗 原抗体反応を

行 っ た．2次抗体に は，抗 マ ウ ス IgG・ヤ ギポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体パ ーオ キ シ タ
ー

ゼ 標識 〔コ ス モ バ イオ社製）

を用 い た．ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質の 検出 は ，過酸化水

素／PBS （phosphate −buffer　saline 〕 と，4一ク ロ ロ ナ フ

ト
ール ／メ タ ノ ール 溶液 を 使用直前 に 混合 し，メ ン ブ

ラ ン の 転写 面に 反応 させ ， 暗所 に て 行 っ た．

　〔5：IELISA （Enzyme −linked　immunosorben て assay ）

　　　法
S．

に よ る米ア レル ゲ ン タ ン パ ク質 の 測定

　原料米及び発酵米麺の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質量を測

定 し た ．96 穴 マ イ ク ロ プ レートに，試料 タ ン パ ク 質

を注 入 し 4℃ で
一

晩放置後，PBS −T 緩衝液で ウ ェ ル を

洗浄 し，1％ ス キ ム ミル ク を含 む PBS −T 緩衝液で ブ ロ ッ

キ ン グ Clh，37℃） を行 い ，イ ム ノ ブ ロ ッ トと同様

2 （418）
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の 抗体を用い ，抗原抗体反応を行っ た．さらに，o
一
フ ェ

ニ ル ジ ア ミ ン を 含む クエ ン 酸緩衝液 に 過酸化水素水 を

加 え た 溶液 で 発色 させ ，2N の硫酸で 反応 を停止 させ

た後，620nm の 吸光度か ら ア レ ル ゲ ン タ ンパ ク質量

を測定 した ．

　 161 プ ロ テ ア
ーゼ 産生微生物 の 選択及 び プ ロ テ ア ー

　　　ゼ 活性 言弌験

　 1） プ ロ テ ア
ー

ゼ産生菌株の 選択法

　 5 種類 の 選択培地 〔NA ，　 LBS ，　 TATAC ，　 DHL ，

Potetodextorose ） よ り釣菌し た純粋分離 株 に つ い て

ゼ ラ チ ン 液化試験
9
を行 っ た．また，ゼ ラ チ ン 液化陽

性 を示 した 菌株を用 い て コ ラ
ー

ゲ ン 分解試．Wt2n！，
を行 っ

た．試験 方 法 は ，ゼ ラ チ ン 液化 陽性 を示 し た 菌株

を，0．296ゼ ラ チ ン を含む液体培地
．1

（リ ン 酸 2 カ リ

ウ ム 0．7％ ，リ ン 酸 2 水素 カ リ ウ ム O．2％，硫酸マ グ

ネシ ウム 7水和物 0．Ol％，ク エ ン 酸 1水和物 O．｛｝5％ ，

酵母 エ キ ス 0．2％ ，ゼ ラ チ ン 0．2％，ポ リペ プ トン 1．0

％，グ ル コ
ー

ス 1．0％ ） に 接種 し，37℃，48時 間 で 振

とう培養 し，前培養液 と した，また，この 前培養液を

0．9％ 生 理 的食塩水で 10〜101e倍 に 希釈 し，希釈液 1

ml を コ ラ
ーゲ ン 含有培地

20］

（リ ン 酸 2 カ リウ ム O．7％，

リ ン 酸 2 水素 カ リ ウ ム 0．2％ ，硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 7

水和物 0，01％ ，ク エ ン 酸 1 水和物 0．05％，酵母 エ キ

ス O．2％，コ ラ
ーゲ ン 0．3％ ，寒ノく1．5％ ）に接種後，

37℃で 48 時 間培養 しコ ロ ニ
ーの 生 育と コ ロ ニ ー周辺

の ハ ロ ーの 形成 を観察 した，ま た ハ ロ ーを形成 した菌

株 を，コ ラ ーゲ ン 活性陽性株 とした．

　2）　 プロ テ ア
ー

ゼ活性試験法

　 コ ラーゲ ン 活性陽性株を用 い ，ア ゾ カ ゼ イン 及 び ア

ゾ コ ラ
ーゲ ン 基質に対す る プ ロ テ ア

ー
ゼ活性を測定 し

た ，粗酵素溶液の 調製は，コ ラ
ー

ゲ ン 活性 陽性株 1 白

金 耳 を 0．2％ ゼ ラ チ ン を含む 液体培 地
z． ．5m1 に 接種 し，

37℃ で 48 時間，振 とう培養 を行 っ た．こ の培養液 を

遠心分 離 （10．000rpm ，10min ，4℃） し，得 られた

上清液を粗酵素溶液 と して 以 下 の 実験 に 用 い た．

　 i） ア ゾ カ ゼ イ ン 分解 試験
ニ

　 ア ゾ カ ゼ イ ン 〔シ グ マ 社） を基質 と して 用 い ，1％

ア ゾ カ ゼ イ ン 溶液 〔50mM トリ ス 塩酸緩衝液
一1　mM 塩

化カ ル シ ウ ム pH 　7，5）600μ1に粗酵素溶液 120μ1を

加え，37℃ で 30 分反応 させ た，こ れ に 15％ ト リ ク ロ

ロ 酢酸 （TCA ）480μ1を加 え て 反応 を停止 させ ，遠

心分離 （3，500　rpm ， 10min ，4℃ ） した上清 を 440

nm に て測定 し た．吸光度 0．ユの ヒ昇を 1 ユ ニ ッ トに

換算し，1ml あた りの 酵素活性 を測定 した．

　 ii） ア ゾコ ラ
ー

ゲ ン 分解試験

　 ア ゾ コ ラ
ー

ゲ ン （シ グ マ 社製 ｝ を 基 質 と し て 用 い

1％ ア ゾ コ ラ ーゲ ン 溶液 （50mM トリ ス 塩酸緩衝 液一
ユ

mM 塩化カ ル シ ウ ム pH 　7．5）2．5ml に粗酵素溶液 0．1

ml を加え，37℃で 30 分反応 させ た．こ れ に，15％ ト

リ ク ロ ロ 酢酸 2．5ml を加 え て 反応 を停 止 させ ，遠心

分離 （3，500　rpm ，10　min ，4℃ 〕 した ．卜清を 520　nm

に て測定 し，吸光度 O．1の 上昇 を 1 ユ ニ ッ トに 換算 し

lml あた りの酵素活性 とした．

　（7） 分離微生物の 同定
‘：

　ア ゾ カ ゼ イ ン 及 びア ゾ コ ラ ーゲ ン を基質 とした と き

に，強 い プ ロ テ ア ーゼ活性を示 した菌株の 形態観察，

生理生化 学的性状 の 検討を行 っ た．さら に，API バ

イオ タ イプ （日本 ビ オ メ リュ
ー

社製）を用 い た 生化学

試験
三…

及び BerbeyもManuai ：’”
に 準拠 して 菌種の 同定

を行 っ た ，

　 また ，同定 し た微生 物に つ い て イ ソ プ レ ノ イ ドキ ノ

ン の 分 析
t” ．
，グ ア ニ ン ＋ シ ト シ ン （G＋ C） 含量 の 測

定
2s；

及び 16S　rRNA の 遺伝子解析
ど7・2呂 1

を 行 っ た．

　C8） 粗酵素溶液 を用 い た米 タ ン パ ク 質 の 分解

　米抽 出 タ ン パ ク質 0．5ml に，コ ラ
ーゲ ン 陽性株の

粗酵素溶液を加 え，37℃ で 10分間反応後， ，11’の 塩

酸 を加え て 反応を停止 した ．

　 また ，粗酵素溶液 の 代 わ りに 蒸留水 を O．lml 加 え

て同様に操作 した もの を対照 区 と した ．

　酵素反応後 の 米抽 出 タ ン パ ク質及 び 対照区 の タ ン パ

ク質泳動 パ ターン を SDS −PAGE に よ り観察 した ，

　3 ．結果及び考察

　 1：1： 原料米及 び 発酵米麺の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質に

　 　 　 つ い て

　Yangon ，　 Inle，　 Myitkyina ，　 Putao の 4 地域 で 採取

した原料米及び発酵米麺製造中 の塩可溶性 タ ン パ ク質

の 変化を，SDS−PAGE 及び イ ム ノ プ ロ ッ トに よ り検

討し た （Fig．11，

　 CBB 染色 したゲ ル に お け る 原料 米 の タ ン パ ク質泳

動 パ ターン は，採取地域 に よ り異 な っ て い た．Yangon，

Myitkyinaの 原料米 で は 20−29　kDa の タ ン パ ク 質が濃

く現 れ て い た が ，Putao の米で は ほ とん どみ られず，

使用米の 品種
’

の 違い が タ ン パ ク質の 泳動パ ター
ン の

違 い に 現 れ て い た ．しか し，今回，対象と した 14−16

kDa の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質の バ ン ドは ，い ず れ の

地 域 の 原料 米 で も明 確 に 確認 す る こ とが で き， こ の

14一上6kDa の タ ン パ ク質は ミ ャ ン マ ーで採取 し た米に
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CB

14−】6kDa

　 Original　rice 　　　　　　　Fcnmented　rice 　n 〔｝odi ］es

■
一一一一一・．一一一・’L．一一一・−

　 　 rf
・一一“

＿

ABCDABCD （kDa ）

97069
．836529020

．1

］4、36

、5

3．5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Marke 【

　 B1・t⇒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　Pm
…c田

　 （25B9）

Fig．ユ．　SDS −PAGE 　 and 　immunoblotting　analyses 　 of 　fermented

　　 　　 「ice　noodles

共通す る 主 要 タ ン パ ク 質で あ っ た ．

　一方，各原料米 よ り製造 した 発酵米麺の タ ン パ ク 質

泳動 パ ターン は，い ずれ の 発酵米麺 で も 20kDa 以 上

の タ ン パ ク質が消失 し．14一工6kDa の タ ン パ ク質が 半

減 して い た．また ，6．5kDa 以 下 の バ ン ドが 新た に 現

れ て い た．こ の変化が顕著に現れ て い た Yangonの 米

麺 は，シ トギ を作る ：L場 と麺 を作 る 工 場 が 異な り，シ

トギ を 出荷 して か ら 2 −−3 日後に 製麺 さ れて い た．よ っ

て ，シ トギ に して か ら の 放置時 間 が 長 く，タ ン パ ク 質

の 分解が顕著に現れ て い た と考えられる，

　さ ら に ，米 の 14−16　kDa の ア レ ル ゲ ン に 対す る モ

ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い ，イ ム ノ ブ ロ ッ ト法に よ りア

レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質の 検出を行 っ た結果，い ずれ の 原

料米で も PVDF 膜 上 に ，ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質の 存

在を示す バ ン ドが検 出され た が ，発酵米 麺 で は み られ

な か っ た ．米 か ら麺 に な る 製造過程 で の 米 タ ン パ ク質

の 分 解，さ ら に 14−16kDa の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質

の 変化が 明 らか となっ た．

　ELISA 法 に よ り測定 した 米 ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質

量を，原料米を基準 と した 相対値で表 した もの を Fig．

2 に 示 した ．原料米 と発酵米麺 の 相対 ア レ ル ゲ ン タ ン

パ ク 質甲：を比較 す る と，発酵米麺 の ア レ ル ゲ ン タ ン パ

ク質量 は，Yangon で は 原料 米の 28．07％ ，　 Inleで は

33．97％ ．Myitkyinaで は 12，98％ ，　 Putao で は 23．08

％ に減少 して おり，イム ノ ブ ロ ッ トで 示され た発酵米

麺 の ア レ ル ゲ ン 低減化を裏付け る結果 で あ っ た．

　 〔21．プ ロ テ ア
ーゼ 産 生微生 物の 選択

　 発酵米麺 の ア レ ル ゲ ン 低減化がプ ロ ッ テ ィ ン グ に よ

る検出 及び ELISA 値 に よ り明 ら か と な っ た た め ，こ

1
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4
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冒
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　 　　 　　 Yangon 　　 】nle 　　Mytky 貢na 　　Putao

Fig．2．　Evaluation　of 　the　aLlergenic 　protein　contents

　 　 　 bv　 ELISA

■ （⊃riginal 　rice：難 Fermenしed　rice 　noodles ．

の 分解 に 関与 して い る プ ロ テ ア
ーゼ 産 生微生 物 の 検索

を試 み た．

　各選択培地か ら分離 した 微生 物 は．普通寒天培地 よ

り 68株、LBS 寒 ノく培地 よ り 13株，　 DIIL 寒 大 培地 よ

り 13 株，TATAC 寒 κ培 地 よ り 15 株 ，　Potetodex ．

torose 寒 天 培 地 よ り 15株 の 計 124株 で あ り，発酵米

麺製造 1：程に は，Bacillu．Y 属．　Lactθhacilius属，　Entere−

haCteriaceae属，∫treptococcus 属 ．　 Ycast．　 mold な ど

の 微 生 物 が 普遍 的 に 存在 し て い る こ とが 明 ら か に な っ

た．また，こ れ らの 微 生 物 の 中 か ら プ ロ テ ア ーゼ 産生

微生物を検索するため に，ゼ ラチ ン 液化試験を行 っ た，

　普通寒 天 培地分離微 生 物 は 68 株中 36 株 が ゼ ラ チ ン

液化陽性 で あ り，LBS ，　 DHL 寒 X 培地 分離微生物で

は各 3 株，TATAC 寒天培地分 離微 生 物 で は 2 株 ，

Potetodextorose寒天培 地分離微生物 で は 1 株，計 45

4 〔4201）
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Fig．3．　Protease　activity 　of 　each 　culture 　broth　for　azocasein

株 が陽性 を 示 し た ，また ，ゼ ラ チ ン 液化 陽性微 生物

45 株 に つ い て， コ ラーゲ ン 分解試験 を行 っ た結果，

普通寒天培地 か ら分離 した 22 株が コ ロ ニ ー周辺 に ハ

ロ
ー

を形成 した ，

　嚠 　分離微生物 の プ ロ テ アーゼ 活性

　 こ れ まで に ，食品由来の微生物で タ ン パ ク質の 疎水

性部分 を分解 す る 微 生 物 と して BaciUus　as／ia ／si；
を報告

して お り，い ず れも普通寒天培地か ら分離 された こ と，

また，今 回 ，選 択 培地 （LBS ，　 TATAC ，　 DHL ，

Potetodextorose）か ら分離 した 微 生 物 の 中 に ．米抽

出 タ ンパ ク質を基質とした とき に，プ ロ テ ア
ーゼ 活性

を示す菌株が見出せ なか っ た こ とに よ り，普通寒天培

地か ら分離 した微生 物を対象に，ア ゾ カ ゼ イ ン，ア ゾ

コ ラ
ーゲ ン を基 質 と して プ ロ テ アーゼ活性 を測定 した，

　 コ ラ
ーゲ ン 分解 陽性 を71〈 した 22 株 の うち，15mm

以 h の ハ ロ ー
を形 成 した菌株 は ，MYA644 ，　 MYA

651，MYA652 ，　 MYA653 ，　 MYA672 ，　 MYA673 ，

MYA674 ，　 MYA675 ，　 MYA306 ユ，　 MYA3136 ，　 MYA

3142，MYA3144 ，　 MYA3204 の 計 ユ3株 で あ り，こ れ

ら の 菌株が産生 した 粗酵素溶液をプ ロ テ ア
ー

ゼ 活性試

験 に 用 い た ．試験 に 供 した 13 株の うち MYA651 ，

MYA672 ，　 MYA675 の 3株 は，ア ゾ カ ゼ イ ン を基質

と した とき，プロ テ ア
ーゼ 活性 を示 さなか っ た が，活

性 を 示 し た 10株 の な か の 半数 以上 は 1．0 ユ ニ ッ ト以

上 の値を示 した （Fig．3），なか で も Inleの 浸漬米 よ

り分離され た MYA644 株は 30分の 反応で 26．5 ユ ニ ッ

ト／ml とい う非常 に 高 い 活性 を 示 した．

　 さ らに，ア ゾ カ ゼ イ ン を基質 とした と きに 1 ユ ニ ッ

ト以 上 の 活性 を示 し た MYA644 ，　 MYA673 ，　 MYA

3136，MYA3142 ，　 MYA3144 ，　 MYA3204 株 の 粗酵 素

溶液を用 い ，ア ゾ コ ラ
ー

ゲ ン を基 質 と した プ ロ テ ア
ー

ゼ 活性 試験 を 行 っ た結果 を Fig．4 に 示 し た ．　 MYA

673，MYA3142 ．　 MYA3144 ，　 MYA3204 株の 活性 は

6．8・− 9．6 ユ ニ ッ ト／ml で あ りt や や強 い 活性が み ら

れ た MYA3136 で も 15．2 ユ ニ ッ ト／ml で あ っ た ． し

か し，MYA644 株は ，ア ゾ コ ラーゲ ン を基質 として

も 30分 間 の 反応で 116ユ ニ ッ ト／m1 と著 しく高 い 活

性 を示 した こ と か ら
，
MYA644 株の 産生酵素は，コ

ラ
ー

ゲ ン を基 質 と した と き，最 も高 い 活性 が 認 め ら れ ，

タ ン パ ク質の 疎水性部分 を分解する能力を有す る こ と

が確認で きた．

　MYA644 株 を分離 した lnleの シ トギは，浸 漬 凵数

を 長 くす る こ とで 米 を軟化さ せ ，機械 を使 わ ず手 で 潰

して 作 る と い う最 も古 典的 な手法を用 い て 製造 さ れ て

い た ．こ の た め ，他 の 地 域 と比 較す る と米 の 浸漬 や シ

トギ の 水切 りに 長い 時間 をか け て お り，製造の 初期段

階か ら米 タン パ ク質 へ の 微生物の 関係 も大 きい と考え

られた．

　［．411 分離微生物 の 同定

　 プ ロ テ ア
ーゼ 産生能 の 強 い 分離微生物 MYA644 株

は，タイプ カ ル チ ャ
ーで ある Bacillus　subtilis 　ATCC

6051よ り生育温度 が 高 く，
L
一
ア ラ ビ ノース ，D 一キ シ ロ

ー

ス か ら の酸生成，ク エ ン 酸の 分解 で 異なる性状 を示 し

た が ，そ の 他 の 性状 は Baciltus　subtilis と一
致 した ．

ま た ，DNA の G ＋ C 含量は 43　mo1 ％ ，主要キ ノ ン は

MK −7であ っ た，さ らに，ユ6S　rRNA の遺伝子解析に

お い て も既 知 の BaciUus　 subtitis の 全塩基 配列
1’1．

と 99

％ の 相 1司性 を得た た め ，本微生 物を Bacilt“ s　suhtilis

MYA644 株と し た ，
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Fig，5．　SDS −PAGE 　patterns　of　rice 　proteill　metabo −

　 　 　 lites　for　B αd 〃‘イ、〜 ∫‘‘わ∫’〃∫ MYA644

A ： contro1 ； B： enzvme 　 for　 Ba（
．〜Uus ∫乙‘’？t〃島 MYA644 ： M ：

nlarker 　protein．

　〔5 ：IBaciltus　 suhtilis 　 MYA644 株産生酵 素 を用 い た

　　　米抽出 タ ン パ ク質の 分解

　Ba （
・
’〃u，s　 yuhtiti．s　 MYA644 株の 粗酵素溶 液 を 米抽 出

タ ン パ ク 質 に 作用 させ 、そ の 分解能を SDS −PAGE に

よ り確 認 した 結果 を Fig．5 に 示 し た．

　米抽 出 タ ン パ ク 質 に Baci〃us 　subtiii ．s　N・IYA644 株産

生酵素を作用 させ た ときに は 20kDa 以上 の タ ン パ ク

質バ ン ドが ほ ん ど み ら れ す，米 の 主 要 ア レ ル ゲ ン と し

て検出 された 14．3kDa 付近 の バ ン ドも減少 し，代わ っ

て LL3kDa 以 卜
．
の バ ン ドが 凝 集 して 現 れ て い た ．こ

れ は，発酵米麺 の 泳動 パ タ
ー

ン と 同 じ挙動
‘

で あ り．

Baci〃us 　subtilis 　MYA644 株 が，米の タ ン パ ク質を低

分子化す る と共 に ，14−16　kDa の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク

質 を分解す る 能力 を有す る こ とを示唆 して い る と考え

た．

　Bac・iUl．tS　subtiiis は 自然界 に 広 く分布 して い る 細菌て

あ る が ，非病原性 の 細菌で あ り，タ ン パ ク質，デ ン プ

ン 分解酵素を産生す るた め 食 品工 業
陥

に も活用 さ

れ て い る．また，長野 ら は，伝統発酵食品 で あ る ラ オ

ス や ベ トナ ム の 魚醤，モ ン ゴ ル の 小麦粉発酵食品 か ら．

タ ン パ ク 質の 疎 水部 分 を分 解 す る 酵 素 を 産 生 す る

Bac・i〃tt，s　 s
’
uhtilisi

’1’i”
を分離 して お り．こ れ ら の プ ロ テ

ア ーゼ を用 い た ア レ ル ゲ ン 低減化 の 可能性 を示唆 して

い る ，また ，ア レ ル ゲ ン を低減化する と報告 され て い

る プ ロ テ ア
ーゼ N 「

は Baci〃u．s　 Sttbtiiis　l寸1来 の 酵 素 で

あ る こ と か ら．今回，分離 した Baciiiu，s’St｛btili．s　NIYA

644株 も，プ ロ テ ア
ーゼ 産 生 機構を明 ら か に し，食品

1：業へ の 応 fl］を検討す る 価値 が あ る と 考 え る．

　米ア レ ル ゲ ン ダ ン バ ク 除去 の 研究 は 数 多く報告 され

て い るが ．こ れ まで の 研究 は ，既存の 酵 素を用 い た も

の
算

や ，育種の 段階で の 突然 変異株 を利 用 した もの
“

で あ り，製造 コ ス トも高価 で あ っ た．しか し、本研究

で 明 ら か と な っ た 発 酵 に よ る 米の 主要 ア レ ル ゲ ン タ ン

パ ク質 の 除去 は新し い 知見 で あ る た め ，さ ら に 他 の ア

レ ル ゲ ン タ ン パ ク質に対 して も検討の 余地がある と考
．

え られ る ．

　こ の ように、人々 が長い 間，食し続けた自然発酵食

品 の 生活 の 知恵 を 再認識 す る と 共 に ，日 本で は まだ馴

染 み の 薄い 発酵米麺 を、ア レ ル ゲ ン 低減化食材 と して

鱈
二
及 さ せ る こ とで ，米 ア レ ル ギ

ー
患者や学校給食 に お

け る 米の 使用 に も有効 で あ り，我 が 国 に おけ る ICの 消

「
）
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発 酵 米麺 の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 と プ ロ テ ア
ー

ゼ 産 生 微生 物に つ い て

費拡大 に もつ なが る と考 え る．

　今後，既存 の 酵素 を用 い た ときの ア レル ゲ ン タ ン パ

ク 質 の 抑制率の 比較 も検討 して い き た い と考え る．

　4 ．要　　約

　 ミ ャ ン マ
ー

の 発酵米麺 の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質量 の

測定と，ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質の 分解に 関与してい る

プ ロ テ ア
ーゼ 産 生 微 生 物の検索を行 っ た，

　〔1） モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 を用 い ，原 料米 と発酵米麺

の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質量を測定 した結果，発酵米 麺

の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク質量 は 原料米 の 10．− 30％ に 減

少して い た．

　：2〕 発酵米麺製造 L程よ り採取 した試 料 か ら 124 株

の微生物 を分離 し，プ ロ テ ア
ーゼ 活性試験 を行 っ た 結

果，タ ン パ ク質分解 能 の 優 れ た Baciltus　suhtilis 　MYA

644株を見出す こ と がで きた ．

　C3） Bacitlus　subtilis 　MYA644 株 産 生酵素 を米抽出

タ ン パ ク質に 作用 させ ，SDS−PAGE で タ ン パ ク質の

挙動 を 観察 した 結 果，Bacillus　 subtilis 　MYA644 株は，

米抽出 タ ン パ ク質を低分子化 し，米の ．L要 ア レ ル ゲ ン

タ ン パ ク質も分解 して い た．

　本研究を遂行す る に あ た り，モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体

25B9 を ご 提供 い た だきま した ，名古屋大学大学院生

命農学研究科教授　松田幹先生 に感謝申 し上げます．

　　　　　　　　 引　用　文　献

1） 内村　泰，高尾哲 也，菊池孝治，新村洋
一，岡田 早苗，

　 小 原 直 弘 ，Wiwut　Daengsubaha，小崎道雄 ： タ イ国

　 発 酵米麺 （Khanom　Jeen） 中 の 乳酸菌の 同定，口 食 科

　 工 盂志，38，　465−475　1：1991）

2｝加藤み ゆ き．関　宏美，長野宏子，阿 久 澤 さゆ り，池

　 田 昌代 ，大 森止 司，荒井基夫 ： ミ ャ ン マ
ー

に お け る発

　 酵 米 麺 〔モ ヒ ン ガー） の 製造 上 の 特 色，食生 活学会誌，

　 12 ，　274−278　〔2001）

31 池 田 昌代 ，加藤み ゆ き，長野宏 r−，阿 久澤 さ ゆ り，大

　 森正 司 ： ミ ャ ン マ
ー

に お け る 発酵米麺 〔モ ヒ ン ガー〕

　 の 成 分 と微 生物 の 特 徴 ，家政 誌．54，263−269 〔2003；

4］ 長野 宏 ∫
．，安藤純子，粕 谷志 郎 、Le　Van　Nhuong ，　 To

　 Kim　Anh，1「1凵 剛司，住谷 11［頁一，荒井基 夫．庄 司 善

　 哉，飯 淵 貞明，大森正 司，加藤 み ゆ き，田 中 直 善 ：ベ

　　トナ ム に お け る米を利用 した 伝統食品，食生 活研究会，

　 22，　23−30　〔20011
5） 小 崎 道 雄 ：東南 ア ジ ア の 伝統発酵食品に 関す る 微 牛物

　 学的研究，日 食科 「誌，38，651−661Cl991）
6、 石 毛 直道 ： 「ケ ネス ・

ラ ドル ：魚 醤 とナ レ ズ シ の 研 究1，
　 岩 波 書 店，東京，11 （1｛［OL，

7）包啓安 ：中 国 の 乳 腐，醸協．82，167−174 （1987）

8） 金 鳳變 ：中 国 の 味 噌 様大豆 発酵食品 〔醤 ，乳 腐 ） に つ

　　い て ，醸 協，87，629−634 （1992）

9）角野　猛，遠藤英子，影山志 保，千 原 理 沙，山田幸 二 ：

　　腐 乳 の 詣 成分 及 び 微生 物 に つ い て ，日調 科 誌 ，36 ，

　 　157−163　（2003）

10）Shibasaki，　M ，　Suzuki，　S，，　Nemoto ，　H．，　and 　Kuroume ，　T．：

　　Allergenicity　and 　Lymphocyte −Stimulating　Property

　　of　Rice　Protein．ノ，　AUe 厂gy　Clin．’mmunot ．，64 ，　Z59 −265

　 　〔1979）
11）Usui，　Y．，　 Nakase，　 M ．，　 Hotta，　H．，　 Urisu，　A ．．　 Aoki．　 N．，

　　Kitajima，　K．，　and 　Matsuda ，　T．：A33 −kDa 　Allergen　from

　　Rice（O 厂ソza　sativa 　L．ノaponica ），ノ．　BioL　Chem ．，27．　ll376−

　 　 11381（2001）

12）Matsuda ，　T．．　Sugiyama ，　M ，．　Nakamura，　R，，　and 　Torii．　S．：

　　Purification　and 　Properties　of　an　Allergenicprotein　in

　　Rice　Grain，　Agric．　Biol．　Chem．，52．1465−1470（1988）

13） Izumi ，　H．，　Sugiyama ．　M ．，　Matsuda ，　T．．　and 　Nakamura，
　　R： Structural　Characterization〔〕f　the　16−kDa　Allergen．

　　RA17 ，　in　Rice　Seeds．　 Prediction　of　the　Secondary

　 　Structure　 and 　 Identification　 of 　 Intramolecu且ar

　　Disulfide　Bridges，　Biosci．　Biotechnol，　Biochem．．63，2059−

　　2063｛1999｝

レユ）Towbin ．　H．．　Staehelin，　T．，　and 　Gordon，　J，二Electrophore−

　　tic　Transfer　of　Proteins　from　Polyacrylamide　Gels　to

　　NitroceHulose　Sheets，　 Proc．　 Natt．　Acad ．　 Sci．　 USA ，76，

　　4350−4354 ｛1979）
15） Matsuda ，　T ．，　Watanabe ，　K．，　and 　Nakamura ，　R．：Ovom −

　　 ucoid 　and 　 Ovoinhibitor　 Isolated　 from　Chicken　 Egg

　　White　Are　Immunologically　Cross−Reactive，　Biochem．

　　Biθノ丿海y5，　Res，　COMMUtl．，110 ．75−8ユ（1983）

16：｝ 光 岡 知 足 ： 『腸内細菌の 世 界』，叢 文 社 ，東 京，53−92
　　 （ユ980）

17〕ILaemm ］i，　U ．　K ．：Cleavage　of　Structural　Protein　during

　　the　Assembly　 of　 the 　Head 　of　 Bacteriophage　T4．

　　Nature，227 ，680−685（ユ970）
18｝Kyhse −Andersen ，J．：Electrob］ott．ingof　Mulriple　Gels：A

　　Simp［e　 Apparatus　 without 　 BLlffer　Tank　 for　 Rapid

　　Transrer　 of 　Proteins　from　Polyacrylamide　 to

　　Nitrocellulose．　J．　Biochem．　Bi・ph．yy．　Methods ．　10，　203−209

　　（1984 ｝

19｝ 谷 村和八 郎 （監修 ）：『生活微 生 物基礎実験』．地 人 書

　　負官，　東京，　ll2−113　〔1988）

20）Hisano．　T ．．　Abe ．　S．，　Wakashiro ．　M ，，　 Kimura ，　 A．．　 and

　　Murata ，　 K 、： Isoiation　 and 　 Properties　 of 　Collagenase

　　 with 　Caseinnolytic　Activity　frorn　Pseudotnona．s　sp ．．丿．

　　Ferment．　Bioeng，，68，399−403 （1989）

21）Macda ，　T ．．　Takagi，　M 、，　and 　Imanaka ，　T ．： Purification

　　 and 　Characterization　of 　New 　Metal　Protease　Which

　　Hydro］yzes 　the 　Cyc｝ic　Decapepticle，　Gramicidin　S，　J．

　　 Femient ．　Bioeng ．，75 ｛3），173−／77 ｛1993 ）

22）Gordon，　R，　E．，　Haynes，　W ．　C．，　 and 　Pang，　C，　H．　N．： The

　　 Uenu ．s　 Bacillus，　Agricu］tural　HaIldbook，　No，427，　 U、　S．

　　Dept，　of　Agriculture，、Vashington．　D．　C．，1−283（1973｝
23｝ Logan，　N ，A ．，　and 　Berkeley，　R ．　C．　W ．： Ident面 cation 　of

（423〕 7

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

日本家政 学会誌　Vol．56　No．7 （2005 ）

　　 Bacillus　 Strains　 Using　 the　 API　 Systems，　 J．　 Gen．

　　 Microbiot ．，130，1871−1882 〔1984 ）

24）Claus，　D，，　and 　Berkeley，　R．　C．　W ．： Berbeys 〃 飢 孱α！of

　　 Systematic　Bacteriology，　Vol．2 （ed ．　by　Sneath，　P．　H ．　A ．，

　　 Mair，　N．　S，，　 and 　Sharp，　M ．　E．），　Williams ＆ Wilkins，
　　 Baltimore，1105−ll39（1986）
25）Komagata，　K．，　and 　Suzuki，　K ．： Lipid　 and 　Cell・Wall

　　 Analysis　in　Bacterial　Systematics，　Methods　Micrebiot．，

　　 19，161−207 （1987）
26＞Tamaoka ，　J．，　and 　Komagata ，　K ．：Deterrnination　of　DNA
　　 Base　 Cemposition　 by　 Reversed−Phase　High　 Perfor・

　　 mance 　Liquid　Chromatography，　FE ルfS　MicrobioL　Lett．，
　　 25，125−128 （1984）
27）Takagi，　H ．，　Shida．0．，　Kadowaki，　K，，　Komagata，　K．，　and
　　 Udaka，　 S．； Characterization　 of　 Bacillus　 brevis，　 with

　　 Description　of　 Bacillus　migutanus 　sp ，　 nov ．，　 Baciilus

　　 choshinensis 　sp ．　 nov ．，　Bacillus　parabrevis　sp．　 nov ，，　and

　　 Baci ”us 　galactophitus　SP．　nov ．，　Jnt．　J．　Syst．　BaCteriol．，43，

　　 221−231 （1993）
28） Shida，0．，　Talagi，　H ．，　Kadowaki ，　K ．，　and 　Komagata ，　K．：

　　 Proposal　f（）r　Two 　New 　Genera，　BrevibaciUus 　gen．　nov ．

　　 and 　Aneurinihacillzas　gen．　nov ．，　Int．　J．　Syst．　Bacten
’
ol．，46，

　　 939−946 （1996）
29） 松 野 　正，藤 田雅 史 ：ビ ル マ 稲 作 生 産性 に 関 す る 調 査

　　研究
一

第 2報 米作生 産体制 と市場 ・流通構造
一，熱

　　 帯農業，30，229−241 （1986）
30）Nagano ，　H．，　and 　To　Kim，　A．：Purification　of　Coliagenase
　　 and 　Specificity　 of 　Its　Related　Enzyme 　from　Bacillus

　　 subtilis 　FS −2，　Biosci．　BiotechnoL 　 Biochem ．，64，181一ユ83
　　（2000）
31）Tran，　L．　H ，，　and 　Nagano ．　H ．；Isolation　and 　Characteris−

　　 tics　of　 Bacitlus　 subtilis 　 CN2　and 　Its　Collagenase

　　 ProCluction，　J．　Food 　Sci．，67，1184−1187（2002）
32＞Altschul．　S．　F．，　Madden ，　T．　L．，　Schaffer，　A ，　A．，　Zhang，　J．，
　　 Zang，　Z．．　MiLler，　W ．，　and 　Lipman ，　D．　J、：Gapped　BLAST
　　 and 　PSI・BLAST ： A 　 new 　Generation　 of 　Protein

　　 Database　 Search　 Programs，　 Nucleic　 Acids　 Res．，25，

　　 3389−3402 （1997）
33）Kim ，　H ．　Y ．．　and 　Park，　K ．　H ：Characterization　of　Bacte−

　　 rial　Alpha −Amylase 　by　Determination　of　Rice　Starch

　　 Hydrolysisproduct，」．　Korean　Agri．　Chem．　Soc．，29，248−

　　 254 （1986）
34）Loey，　A ．　M ．　 van ，　 Haentjens，　 T ．　H．，　 Hendrickx，　 M ．　E．，

　　 and 　Tobback，　P．　P．：The　Development　of　an 　Enzymic
　　 Time 　 Temperature 　 Integrater　 to　 Assess　 Thermal
　　 Efficacy　 of　Sterilization　 of 　Low −Acid　Canned 　Foods，

　　 Food 　Biote‘hnotog｝’，　ll，147
−168 （1997｝

35）Fernandez −Garcia，　E．，　 Lopez−Fandino．　R．　 Alonso．　 L．，

　　 and 　Ramos．　M ．：The　Use　of　Lipolytic　 and 　Proteolytic

　　 Enzymes 　in　 the　 Manufacture　 of　 Manchego 　Type

　　 Cheese　from　Ovine　and 　Bovine　Milk，　J．　Dait），　Sci．，77，
　　 2139−2149 ｛1994）
36）Yamantshi ，　R．　Tsuji，　H．，　Emoto，　 S．，　 and 　Ogawa，　T ．：
　　 Reduction　of 　the　Allergenicity　 of 　Soybean　by

　　 Treatment　with 　Proteases，　J．　Nutr．　Sci．　 Vitaminot．，42，
　　 581−587 （1996｝
37）Watanabe，　M ．，　Miyakawa，　J．，　Ikezawa，　Y．，　Suzuki，　Y、，
　　 Hirao，　T．，　Yoshizawa，　T ．，　 and 　Arai，　S．： Production　 of

　　 Hypoallergenic　Rice　by　Enzymatic 　Decomposition　of

　　 Constituent　Proteins，丿L　Food 　Sci．，55，781−783（1990）
38）西尾　剛，飯 田 修

．一
：米 蛋 白質の 改変

一
低 グ ル テ リ

　　　ン 米 ・低 ア レ ル ゲ ン 米 の 育種
一，研究 ジ ャ

ーナ ル ，
　　 18 （1），　41−45　（1995）

8 （424）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


