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プ ロ テ ア ー ゼ を用 い た呈味性オ リゴ ペ プチ ド類の 酵素合成
＊
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（日本獣医畜産大学 ・獣医畜産学部 ・畜産食 品工学科）

遊離の α
一
ア ミノ 基 を もつ ア ミ ノ酸 エ ス テ ル の み を基質と し て 、プ ロ テ ア

ーゼ を用 い て
一

段階で ア ミ ノ 酸オ

リ ゴ ペ プチ ドを合成 す る こ と が で き る。この 際、ア ス パ ラ ギ ン 酸や グ ル タ ミン 酸 の ジエ ス テ ル を基質とする

と、生成物の エ ス テ ル を除去する こ と に よ っ て 呈眛 効果 を もつ 水溶性の 酸性 ア ミ ノ 酸オ リゴ ペ プ チ ド混合物

を調製する こ と が pfee で あ る。生成物 の 重合度分布 の 経時的測定 より、ジ ペ プチ ドや トリベ プチ ドなど初期

段階の 生成物が蓄積する こ とな く反応初期か ら高重合度の 生成物 が生 じる こ と、重合反応 で はペ プ チ ド転移

反応 など可溶 性重合生成物 間 で の 結合形成が 優勢で ある こ とが推定 された 。 また、反応初期に生成 す るジペ

プチ ドエ ス テ ル が重合反応 の 駆動 因子とな る こ と が推察 され た 。

は じめ に

　ペ プチ ドは食 べ 物 の 呈味物質の つ で あり、そ れ

自身が 味 を有する ば か りで な く、「こ く」や 「まろ

や か さ」な ど風味向上 に寄与 して い る と考 え られ て

い る。この 種 の 効果 は、と くに酸性ア ミ ノ 酸を含む

ペ プ チ ドに 多く見ら れ る。呈味性を有する ペ プ チ ド

は
一

般 に低分子 で あり、グ ル タ ミ ン 酸残基をもつ 旨

味 ペ プ チ ドと して 、Glu−Asp ，　 Glu−Glu，　Glu−Ser，　Thr−

Glu，　Asp−Glu−Ser，　Glu−Asp−Glu，　Glu−Gln−Glu，　Glu−Gly−

Glu，　Glu−Gly−Ser．　Ser−G］u−Glu などの ジ ペ プ チ ド、 ト

リペ プ チ ドが 見 い 出 され て い る
u 。一

方、酸性オ リ

ゴ ペ プ チ ドに は苦味 マ ス キ ン グ効果 が あ る こ とも報

告 され て お り叺 効果の 大 き い も の に は Glu−Asp ，

（Glu）2，（Glu）3，　Glu−Gln −Glu，　Ser−Glu−Glu 、中程度 の効

果を示す もの に Glu−Ser，　G旦u−Thr，　Glu−G ］y−Ser，（Glu）4，

（Gtu）5 な ど が ある。それ 自身の 杲味強度が著 し く小

さい ペ プチ ドで も効果 を有する こ とは注 日に値する。

加熱牛肉よ り得られたほ とん ど呈味性 をもた な い 分

子量 1，000−10，000の ペ プ チ ド画分 が酸味を抑制 し、

味をまろ や か にする効果が ある こ と
：1）や 、小麦グ ル

テ ン の プ ロ テ ア
ーゼ水解物中の 脱ア ミ ド酸性 ペ プチ

ド画分 （分子量 500−1，000）が、こ く・旨味 を増強

し、呈 味向上 に 寄与する こ との などの 事例 も、比較

的高分子の 酸性ア ミ ノ 酸を構成成 分 とする オ リ ゴ ペ

プ チ ドが風味向上に 働 い て い る こ とを示す もの で あ

ると考 え られ る 。

　本報告で は、酸性ア ミ ノ 酸オ リゴ ペ プチ ドを食品

科学的研究 、食品工業素材と して供給す る こ とを目

的 として 、遊 離の α
一ア ミ ノ基を持 つ 酸性ア ミノ 酸

ジ エ ス テ ル が疎水性ア ミ ノ酸 エ ス テ ル 類似 の 性質を

持つ こ とを利用 し、ア ミ ノ酸 エ ス テ ル の み を基質 と

して プ ロ テ ア ーゼ を用 い て一段階で ア ミ ノ 酸オ リゴ

ペ プ チ ド （難水溶性）を合成 し、脱エ ス テ ル 処理 に

よ っ て水溶性 の 酸性ア ミ ノ 酸オ リ ゴ マ ーを調製 する

酵 素を利用 し た合成反応
5−8）

に つ い て 、こ の 反応の

最 適化 を図 る 立場か ら、反応 pH や温度、基質濃度

の 影響、各種酵素に よ る基質の 選択性、反応系組成

の 影響に つ い て検討 し た 結果 に つ い て述べ る ．
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材料 と方法

基質お よ び酵素

　本研究で 用 い た 基質、L一グ ル タ ミ ン 酸、　 L一ア ス

パ ラ ギン酸お よび L
一
グ ル タ ミル

ーL一グル タ ミ ン 酸 の

エ ス テ ル 塩酸塩 （Glu−di−OR ，
　Asp −di−OR ，　Glu−Glu−tri−

OR ）は 、塩 化 チ オ ニ ル を触媒 と し て脱水 ア ル コ ー

ル と 反応 させ る 方法 に よ り合成 し た。 α
一
キ モ ト リ

プ シ ン 、パ パ イ ン 、ト リプ シ ン 、ペ プ シ ン お よび サ ー

モ リ シ ン は 、 市販 の 精製結晶品 （Sigma ）を用 い た 。

酸性 ア ミノ 酸 オ リゴペ プチ ド合成反応と生成物分 析

　標 準 の 条件 で は、各基質100mM を溶解 し た500

mM リ ン 酸緩衝液 （pH　7．5）に酵素 を反応系 で 10μ

M とな るよ うに 添加 し、撹拌下25℃ で 6 時閙反応

を行 っ た。経時 的 に 反応液の 一部を採取 し、遠心

（3，000　r．p．m ．，　10’y｝）後、上清を ア ル カ リ条件 ド60

℃、15分処理 して エ ス テ ル を加水分解 した （分析試

料A ）。また、同上清 を 6N 塩酸 で 110℃、24時 間加

水分解 し た （分析試料 B ）。こ れ らの 分析試料 中 の

遊離の 基質 ア ミ ノ酸量 を ア ミノ 酸分析機によ り定量

し た 。 試料 A の 分析値よ り残存基質濃度 （全収 率 を

計算）を、また基質初濃度 か ら試料B の 分析値を減

じ る こ とによ り不溶性 生成物の 収率を求め た 。 さ ら

に 試料 B の 分析値か ら試料A の 分析値を減 じ る こ と

によ り可溶性生成物収率を求め た u 生成物の 重合度

は 、経 時的 に 反 応液の
一

部 を 10NNaOH 中に 採取

して反応 を停止 し、エ ス テ ル を加水分解後 pH を 9

に 調整 し、Protein　PAK −QA （Waters）カ ラ ム を用 い

た 陰 イ オ ン交換 HPLC で 酸性ア ミ ノ 酸 オ リゴ ペ プ

チ ドの 分析を行うこ とに より測定 し た
。

反応初期段階に お け る初速度 の算出

　 経時的に 反応液 の
一
部を 2N 　HCI 中 に 採取 し て 反

応を停止 し、TSK 　gel　ODS −80Tm （4．6× 150 皿m 、束

ソ ー）を用 い た逆相 HPLC で 基 質の 減少 お よび加

水分解生成物 を定量的 に追跡 し た。経時変化の初期

直線部分 で 最小 二 乗 法 を用 い て 傾 きを求め 、基質の

自然分解 を補正 して 基質減少に 基 づ く反応初速度 を

算出 し た。

ア シ ル 化反 応性お よ び求核 反 応性 の 測定

　 2．OM 　 L4 一
ブ タ ン ジオ

ー
ル を含む500mM リ ン酸

緩衝液 （pH　7．5）中で 、1mM の Glu−di−OEt ，　Glu−Glu−

tri−OEt に 10　t・　M の α
一
キ モ ト リプ シ ン を25℃ で作用

させ
、 経時的に 反応液 の

一
部 を 2NHCI 中に採取 し

て 反応 を停 止 し、逆相 HPLC 分析 に よ り基 質の 減

少初速度を求め て ア シ ル 化速度 を算出 した v ま た、

500mM リ ン酸緩衝液 （pH 　7．5）中で、10　mM の 1＞−

cr　
−r
ア セ チ ル ーL一チ ロ シ ン エ チ ル エ ス テ ル （ATEE 、

Sigma＞、 5　mMGlu −di−OEt 、　 Glu−Glu−tri−OEt に 0，015

μ
M の α

一キ モ ト リプ シ ン を25℃ で 作用 させ 、経時

的 に反 応液 の
．一

部 を 2NHCI 中に採取 して 反応を停

止 し、逆相 HPLC 分析 によ り、ATEE の 減少初速度、

ATEE の 加水分解物 （Ac −Tyr＞生成初速度 、求核反

応生成物 Ac −Tyr−Glu−di−OEt、　 Ac−Tyr−Glu−Glu−ni−OEL

の 生成初速度 を算出 し、ATEE の 減少初速度に対す

る求核 反応生成物 の 生成初速度の 割合 を求核反応性

と し た。

結 果

各種酵素によ るア ス パ ラギン酸および グル タ ミン酸

オ リゴペ プチ ドの合成

　 α
一
キ モ ト リプ シ ン、パ パ イ ン 、 ト リ プ シ ン 、ペ

プ シ ン お よび サ ーモ リ シ ン を用 い て 、pH 　2 − 10に

お い て Asp お よび Glu の 各種 エ ス テ ル を基質 と し

て オ リ ゴ ペ プチ ド合成反応 を行 っ たとこ ろ、pH 　7〜

8の 範囲で a
一キ モ ト リ プ シ ン とパ パ イ ン に 顕著 な

合成能が認 め られた （表 1）が、他の 酵素で は い ず

れ の pH に お い て も合成反応の 進行 は 観察 され な か っ

た。図 1お よび図 3 に 生成物の ク ロ マ トグ ラ ム を示

す。反応 に利用できる基質はそれぞれ の 酵素で 異な っ

表 1　 各種酵素に よ る ア ス パ ラ ギ ン酸 および グル タ

　　　 ミ ン酸オ リゴ ペ プチ ドの合成

反応条件

全反応収率

各基質濃度 100mM 、酵素濃度 10μ
M 、

反応 500mM リ ン 酸緩 衝液（pH　7．5）中、

25
°
C 、6 凵寺「1｛H

− ：0 〜5％ 、十 ：5 − 25％、十十 ：25〜60％、

1−1−十 ：60〜80％ 、十十十十 ：80− 100％

a −chymotrypsin 　 papain

　　　 　　 MethyI

Asp−di冒（）R　　E廿1yI

　 　 　 　 　 n幽Propyl

　　　 　　 n・Butyl

十 十

　 十 十

十 十 十 十

十 十 十

　　　 　　 Methyl

Giu＿di−OR　　Ethyl

　　　 　　 n−Propyl

　　　 　　 n−8uty1

十 十

十 十 十

十 十 十 十

　 十 十
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プ ロ テ ア
ーゼ を用い た 呈昧性オ リゴペ プチ ド類 の 酵素合成

9

一 一
0 25 50 （min ）

図 1　 ア ス パ ラ ギ ン酸オ リゴ ベ プ チ ドの重合度分布

基質 ：100mM ア ス パ ラ ギ ン 酸ジ プ ロ ピル エ ス テ ル

酵素 ：10μMa ’一
キモ ト リプ シ ン

反応 ：500　mM リン 酸緩衝液（pH 　7，5）中、25℃、1時 間

図中 の 数字は 、 ピーク の 重合度 を示 して い る 。

て お り、目的に合わせた酵素 と基質の 選択が 重要で

あ る こ と が 示 され た 。

反応初速度および重合度分布に対する基質濃度の 影響

　Glu−di−OEt に 対 する α
一キ モ ト リプ シ ン の 反応 の

S −V 曲線を図 2 に 示 し た。基質滅少速 度 は ミ カ エ

リス ーメ ン テ ン 型 の 曲線 を描くの で は な く、シ グ モ

イ ドに 近 い 曲線 を描 い た。 5mM 程度 ま で は 基質 は

す べ て 加水分解に利用 され るが、それ以上 で は 基質

濃度 が高くな る ほ ど 合成反応に利用 される割合が高

くな っ て くる こ と が わ か っ た 。加水分解反応速度 も

基質濃度 の 増加 に 伴 っ て h昇 して ゆ くが 70mM 以

⊥ で は
一

定値を示 した 。

　重 合反応 の 進行する基質濃度 20mM 以上 に お い

て 、50mM 以 下 の 低基質濃度 で は60分 の 反応で 重

合度 が 6程 度 まで し か 重合 し な い が、基質濃度 70

mM 以⊥ で は 基質濃度 が高 い ほ ど早い 段階 か ら重合

度の 高 い 生成物 が牛 じ 、 重合度 6 の ピー
ク が相対的

に 小 さい と い う共通 し た傾 向 が み られ た 。ま た どの

基質濃度に お い て も、反応初期で は ジ ペ プチ ド、 ト

リペ プチ ドな ど低重合度生成物が蓄積す る こ と なく 、

それ以上 に重合 し た 生成物 が生 じ た。

（

ε
∈

耄
ε
2
鰹
⊆

£
g
聖
6

雇一

1．5

1．O

O．5

0
　　　　 tOO

Substrate　conc ．（mM ）

図 2　グ ル タ ミ ン 酸ジ エ チ ル エ ス テ ル 減少速度の 基質濃度依存性

200

酵素 ：10μM α
一
キモ ト リプ シ ン

反応 ：500mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．5）中、25℃ で 初速度を測定
一t−一

●　　 ：各基質濃度に お け る Glu−di−OEt の 減少速度
一一

〇
一一

：各基質濃度 に お け る加水分解生成物 Glu一γ
一〇Etの 生成速度
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ジ ペ プチ ドエ ス テ ル基質の 反応性

　Glu−Glu−tri−OEt の み を基質 と し、そ の濃度 を 5 〜

100mM と し た場 合の 反応進行 に伴 う基質の 減少 は

い ずれ の場合 も速 く進行 し、30分後に は基質が ほ と

んど消 費 され た 。こ の 間、G］u −Glu−tri−OEt の ベ プ チ

ド結合 が加水分解を受け て 生ずる Glu （
一

γ
一
〇Et） −

Glu （一γ
一
〇Et）や Glu−di−OEt、　 Glu 一

γ
一
〇Et はほ と

ん ど生 成 し な か っ た 。 重合反応性 が 高 い た め、

Glu−Glu−tri−OEt を基質と した 場合 の ア シ ル 化反応性

を lmM に お い て Glu−di−OEt と 比 較 し た と こ ろ 、

Glu−di−OEt の 約5．5倍 とな っ た。　
・方、求核反応性

は、 5mM に お い て 同濃度 の Glu−di−OEt の 約3．5倍

高 い 値 を 示 し た 。ま た、10　mM 　Glu−di−OEt に Glu−

Glu−tri−OEt を2．5mM 加 えた と こ ろ、　 Glu−Glu−tri−OEt

は 速 や か に 消費 され、Glu−di−OEt の 消費速度 は約

1．5倍速 くなり、GIUrm　7
−OEt の生成景は減少 し た 。

　重 合度分布 を調べ る と、Glu−di−OEt　20　mM で は

6 分 で 重合度の 低 い 生成物が若
一
「み られただけで あ っ

Reactien
time

罰  

眈

　
　
贈

　
　
廨

　
　

 

6
　
　

　
　

4
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嘔

　
　幽
ヒ
＝
ONq

一
6
Φ
O
仁

 
Ω
」

0
の
Ω

く

30斛 h

1s　ndn

A

69 12

臨 酋

B

5t

−

8

C

60min

　 　 40min
12

一
●　　 　　 　　 　 艪

20min

10min

5min

一

〇 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 dC

図 3　グ ル タ ミ ン酸オ リゴ ペ プチ ド生成物の 重合度分布

A ：100mM 　GIu−di−OEt 、500　mM リン 酸緩衝液 （pH 　7．5）中、25℃
BIA 十 3．OMNaCl
C ：50mM 　GIu−Glu−tri−OEt 、500　mM リ ン酸緩衝液 （pH 　7．5）中、25℃

い ずれ の 場合 も酵素 は、10μM α
一
キ モ ト リ プ シ ン

図 巾の 数字は 、ピーク の 重合度 を示 し て い る。
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プ ロ テ ア
ー

ゼ を用 い た 呈 味性 オ リゴ ペ プチ ド類の 酵素合成

た が、Glu−Glu−tri−OEt　10mM で は 5 分 の 段階で 既

に重合度 14程度の ペ プチ ドが生成 し、基質濃度50，
100　mM の 場合 も 5 分 目か ら Glu−di−OEt を基質に し

た 場合 に 比 べ て 重合度の大きな ピ ーク が検 出された。

い ずれの 場合も グ ル タ ミ ン酸残基 が偶数の 生成物が

奇数 の もの よりも相対的に 多か っ た もの の 、奇数の

生 成物 も特に 重合度の 低い 部分 を中心 として 多くみ

られ た （図3C ）。

グル タ ミン 酸 エ ス テ ル 重合反応の 収率および重合度

に対する諸因子 の 影響

　 100　mM 　Glu−di−OEt を基質 と して 、電合 反応 の 収

率に 対する pH 、温度 、イ オ ン 強度 （NaCI 濃度）の

影響 を調 べ た。

　 pH 　6 〜 8 で は、　pH 　6．0で は 反 応 の 進行 は ほ と ん

どみ ら れず、pH が 高 い 方 が反応 の進行が速 く、全

収 率 も高 くな り、不溶性生成物 の 収率が増加 した 。

　温度 に関 して は 、IO〜J
「 o℃ で 全収率を比較する と

温度が 高 い 方が 反応 の 進行 は 速 い が
、 35℃ 以 ltで は

4〜6時間 で収率が最大と な り、24時 間後 に は逆 に収

率が 低 下 し た 。最大収率で比較 し て も、25℃ の 時に

60％ を越 えるが、それ よりも温度が高い ほ ど収率が

低くな っ た 。10℃ で は反応の進行 が 緩や か で 、36時

間後ま で 反応 が 進行 し、その ときの 全収率が 約 55％ 、

うち不溶性収率約 30％ とな っ た 。 こ れ は 最大収率で

比較 した場合、25℃ の と きよ り若干低 い 程度 の 値で

あり、本実験の温度範囲では25℃ に次ぐ高い 値で あ っ

た。収率の 内容を比較する と、25℃ 以 ドで は 可溶性、

不溶性生成物の 割合が ほ ぼ 111 で あ る が、そ れ よ

りも温度が高くな る に し た が い 、不溶性生成物の 割

合 が低 くな っ て い っ た e ま た 、／0℃ で は 1時間まで

は ほとん ど不溶性生成物 が な く、そ の 後急激に 生成

して い た。逆 に 35℃ で は 2 時間 までは不溶性生成物

の 割合 の 方が高 い が、 4 時間 の 段階 で 逆転が み ら れ

た。50℃で も15分 目 に は不溶性生成物が出現 し、以

降ほ と ん ど変化がみ られな か っ た 。塩濃度に関 し て

は、 0 〜 3MNaCl 添加で 、塩濃度が高い ほ ど全収

率が高くなる傾向が み ら れ、不溶性生成物が顕著に

増加す る こ と が 認 め ら れ た 。

　重合度分布に対す る影響 をみ ると、良い 反応条件

の 場合は早い 段階か ら重合度 の 高 い 生成物が み られ、

い ずれ の 場合に お い て も生成物の 重合度 分布は類似

し て い た。pH　7，5、反応温度 25℃ の 標準条件で は

（図3A ）、
囗∫溶性生成物の 部分では重合度 3の ピー

ク が 最大 で あり、不溶性生成物 の 部 分 で は重合度 6

の ピー
ク が最小と な り、最大 の ピ ー

ク は反応初期で

は重合 度 8の もの で 、次第に 重合度 9 の 方 が 大 き く

な っ て い っ た 。 10℃ の 場合は 25℃ の 場合の 変化を遅

く し た ような傾 向 が み られ た が 、温度 が高 くな る と

重合度 6以上 の不溶性生成物の ピーク が 全体的に小

さくな っ た 。塩濃度 が 高 い ほ ど不溶性部分 の ピーク

が大 きくなるが 、最小の ピーク が重合度 5、最大 の

ピー
ク が 8に それぞれ 1残基分低 い 方 に シ フ ト し て

い る こ と が 認 められた （図3B ）。

考 察

　酵素に は基質特異性があ る ため 、日的とす るオ リ

ゴ ペ プ チ ドを効果的に合成す る た め に は 、基質と 酵

素 の 最適な組み合わせ を選択する 必要が あ る。基質

の エ ス テ ル 化は 、酸性 ア ミ ノ 酸側 鎖 を非解離型に し

て疎水性を付与するばか りでな く、酵素との 親和性

を調節する効果が あ る こ と が 推察 され る 。 そ こ で 、

cr
一
キモ トリプ シ ン とグ ル タ ミ ン酸 エ ス テ ル を選び、

ア ミ ノ 酸 エ ス テ ル 重合反応の 特徴 を調 べ る こ とと

した 。

反応初速度 の基質濃度依存性

　基質減少速度が シ グ モ イ ド様の 曲線を描 くこ とに

つ い て は 、一
連 の 反応で基質が ア シ ル 酵素中間体形

成 と脱 ア シ ル 化両過程 で 2分子利用 される場合 もあ

る た め で あると考 えられ る。基質濃度の低 い と きに

基質の 減少速度と加水分解物 の 生成 速度が ほ ぼ 等 し

い 結果は 、Glu−di−OEt は Sf サブサ イ ト （求核基質

結 合部位）よ りも S1サ ブサ イ ト （ア シ ル 化基質結

合 部位）へ の 親和性が高 い こ とを示唆する。 α
一
キ

モ ト リ プ シ ン の Sl サ ブ サ イ トの 特異性に合 っ た芳

香族 ア ミノ 酸エ ス テ ル に対 して は、 α
一
ア ミノ 基が

遊離の 場合 で あ っ て も加水分解 す る こ とが報告され

て お り、そ の 反応 に お け る Km 値は 中性付 近 の pH

で は 1 〜10mM 程度と されて い る
9・lo｝。　 Glu−di−OEt

の場合 も、そ の エ ス テ ル 化 され た側鎖は 疎水性側鎖

と 認識 され 、 α 　
一’キ モ ト リ プ シ ン に と っ て 比較的良

い基質に な る こ とが推察 された 。

ジペ プチ ドエ ス テ ル 基質 の 反応性

　Glu−Glu−tri−OEt が 比較的低濃 度 の 場合で も速や か

に 酵素の 作用 を受け、し か もほ とん ど加水分解を受

けずに 効率 よく重合反応 に利用 され る こ と と同濃度

の Glu−di−OEt と比較 し て ア シ ル 化および ア ミ ノ リ

シ ス 両反応性 が大 きい こ と は、重合反応 の 初期段階

で 、Glu−di−OEt2 分 子 か ら生 成 し た Glu−Glu−tri−OEt
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が効率 よ くその後の重合反応に利用 され て い る こ と

を示 して い る。Glu−Glu−tri−OEt が あま り加水分解を

受けずに合成に利用され る こ とにつ い て は、エ ス テ

ル 化 され た 側鎖 の S1
、
　 S2 サ ブ サ イ トへ の 疎水的結

合性 の 向上 と、ペ プチ ド結合 を介 し た酵素と の水素

結合に よ る結合性 の 向上 が ア シ ル 化 に 有利 な原因と

考 え ら れ る。また、同 時 に S’

側の サ ブサ イ トへ の

親和性も同様 の 効果で増大 し た こ と が考 え られ る 。

グル タ ミ ン酸 エ ス テ ル 重合反応の 特徴

　グ ル タ ミ ン 酸 エ ス テ ル の 重合反応で は 、重合度 5

以 kと な る 生成物は ほ ぼ 不溶性 とな り、生成物が反

応液中か ら除 か れ るこ と は 生成物が．次 分解を受 け

る こ と を免れ、し か も反応 の 平衡を合成側 に シ フ ト

させ るとい うメ リッ トが あ る 。 反応初期か ら重合度

が 10以上 の 生成物も検出され る こ とか ら、1残基づ

つ ペ プ チ ド鎖が伸長し て ゆ くの で はな く、可溶性重

合生成物に よ る ア ミ ノ リ シ ス 、あるい は ペ プチ ド転

移反応 （トラ ン ス ペ ブチデ
ーシ ョ ン〉に よる可溶性

の 生成物同士 の 結合が反応 の 初期段階か ら起こ っ て

い る こ とが推定 された。反応が進行する と、可溶性

の ペ プチ ド生成物がある程度 ラ ン ダ ム に加水分解さ

れ て い る こ と も推測 され る。図 4 に示すように、ベ

ン ゼ ン などの 疎水性溶媒を用 い た微水反応系で ジ 、

トリ ペ プ チ ドなど低分子生成物の 生成 が抑制 され る

こ と
11）

は、こ れ らの 生成が加水分解反応 に起 因 し

て い る こ と を示す もの と考え ら れ る。
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図 4　 結晶パ パ イ ン （1 ％懸濁） を用 い た ベ ンゼ ン

　　　系 （0．5％ ）の グル タ ミ ン 酸オ リゴ ペ プチ ド

　　　生成物の重合度分布 （24時間反応後）

　　　図 中の 数字 は 、ピーク の 重合度 を示 して い る。

　Glu−Glu−tri−OEt の 反 応 性 が 非常 に 高 く、Glu−di−

OEt に 比 べ て Km 値もか な り低い もの と考えられ る

の で 、反応 の 初期段階で Glu−di−OEt2 分 子 か ら生成

し た Glu−Glu−tri−OEt は 、重合反応が進行 して ゆ く上

で α
一
キ モ トリプシ ン に と っ て 更に よ い 基質と して

利 用 され て い る こ と が推 定 され た。 さ ら に、

Glu−Glu−tri−OEt の 添加に よ っ て Glu −di−OEt の 利用率

も高 くな る こ と か ら、生成 し た Glu−Glu−tri−OEt が 反

応 の 駆動因子と な っ て い ると考えられる。反応進行

に 伴 っ て 生 成する ト リペ プ チ ドエ ス テ ル 、テ トラ ベ

プチ ドエ ス テ ル などの他の 可溶性生成物も この 後駆

動 因子 と して の役割を果た すで あろう。比較的 反 応

の 進行の遅 い pH 　7．0や／0℃ の 場 合、不 溶性生成物

の収率が 反応途中か ら増加す る 現象 は、可 溶性生成

物がある程度 生成するまで は反応が進行 しに くい が、

その後はそれ らを核 と して 重合が進み 、不溶性生成

物を急 激 に 生 じ た も の と解釈で き る。と こ ろ で 、

Glu−Glu一面一〇Et を基質 と し て用 い た場合 に もグ ル タ

ミ ン 酸残基数が奇数の ペ プチ ドが生成 して い る こ と

か ら、重合度 の低 い 生成物は ペ プチ ド結合の 加水分

解と トラ ン ス ペ プ チ デーシ ョ ン を繰 り返 し な が ら重

合 し、不溶性生成物 と な っ て 反応 系 か ら除 か れ、酵

素 的 な 分 解 を受けず、比較 的安定 に 蓄積 し て ゆ くも

の と考え ら れ る。

グル タミン酸 エ ス テ ル 重合反応 に対 す る諸因子の 影響

　 α
一カ ル ポキ シ ル 基 をブ ロ ッ ク し た求核基質を用

い た ペ プ チ ド合成 の 収率 あ る い は求核反応性の 至適

pH は、求核基 質の α
一
ア ミ ノ 基の 求核性に 大 きく

依存 し、求核基質の ア ミ ノ 基の 解離が抑制 され て ア

ミ ノ リ シ ス が 促進される高い pH 領域となるの で
12）、

酵素 の 安定 な範囲に お い て は pH を高 くする こ とで

収率の 向上が期待で きるが、基質および中間生成物

の エ ス テ ル 結合は ア ル カ リ条件で は非常 に不安定 で

あ り、特 に 可 溶性生成物 の 側鎖 の エ ス テ ル が分解し

た場合、こ の生成物が重合反応 の 進行 に対 して もは

や よ い 基質と な り得 な くな っ て し ま うた め中性付近

の方が最適条件 となると考 えられ る。

　 温度に関 して も、高 い ほ ど酵素、基質、牛成物そ

れぞれ の 安定性低 ドが 制限因子と な る 。 温度 が高 く

な る と、反応 開始直後は 不溶性生成物の 生成 も含め、

反応 の 進行 が 促進される一方、収率、特に 不溶性収

率が低 下す る こ と が示 された こ とは 、牛成物 の 自然

分解や酵素に よる 二次分解の 影響が大 きい た め と思

われ る。一方、
一
般的に 特異的 な 求核 基質 （ア ミ ノ
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酸誘導体）に よ っ て脱 ア シ ル 化 される場合は 、水に

より脱ア シ ル 化 され る場合よ りも特異性が 高い 分だ

け脱 ア シ ル 化に 必要 な活性化 エ ネル ギーが低 くなる

た め 反応温度 が 低 い ほど加水分解に 対して ア ミ ノ リ

シ ス が相対的に促進 さ れると考 え ら れ て い る。温度

が高い 場合に は ア ミ ノ リシ ス に対する加水分解の割

合が 高 くな る の で 、二 次分解 が 起 こ りや す くな っ て

い る こ とが考え られる 。 本実験 の 結果は、高重合度

　（反応系不溶性）生 成 物 の 比率 を高め る こ と を目的

とするの で あれば、収率を犠牲 に し た 短時間反応で 、

あ る程度温度を高 くする （35℃ ）効果は期待で きる

もの の 、普通に高収率 に合成 を行 うの で あれ ば、酵

素、基質 とも安定で 、し か もア ミノ リシ ス に有利な

低温 での ペ プチ ド合成が有利で あ る こ とを支持す る

もの で ある。なお、一
般 的に ア ミ ノ リ シ ス は低温 の

方が相対的に 促進 され る の で あ る が 、本実験 の 結果、

最大収率は 10℃ か ら25℃ で若干で は あ る が増加 し、

それ以上 の 温度で は 温度 の 上昇に伴っ て減少 し た こ

と は、疎水性の ア ミノ 酸誘導体を基質とする場合に 、

疎水性柑互作用 に よる酵素と求核基質の 結合お よび

生成物の凝集不溶化が 温度 の 上昇 に ともな っ て 促進

され る こ と を考え る と 、こ の 温度付近 に最適値が存

在する こ ともあ り得る。低温域に つ い て は、さらに

詳細に検討する 必要が ある。

　 イオ ン 強度 に関 して は、基質が電荷を持 つ 場合 に

は イオ ン 強度 の 増加に よ っ て酵素と の イオ ン 同士 の

引力 ・斥力 を弱め る こ と、塩析効果の た め 、酵素の

疎水性 ポケ ッ トで あるサ ブ サ イ トに基質が は まりや

すくなる こ とも関係す る で あ ろ う。実際、ア ミ ノ 酸

エ ス テ ル 重合反応にお い て 、塩濃度の増加 が ア シ ル

化お よび ア ミ ノ リ シ ス 両反応 の 進行を促進する こ と

が観察 されて い る
13｝。本実験 の 結果、塩濃度 （イオ

ン 強度）の 増加 に よ り、全収率に比 べ 特に 不溶性収

率の増加が顕著で 、重合反応に と っ て 好 ま しい 条件

で あ る こ と が 示 さ れ た 。し か し、NaC1 濃度3．OM

の 場合、重合度分布が 明確に 1残基分低 い 方に シ フ

トし た 。
こ の こ と は、NaCl に よる塩析 効果 の ため

沈澱 しやすくな り、反応 を合成方向 に 進め る効果 を

もた ら し不溶性収率が高くな っ た一方で 、比較 的重

合度 が低 く、NaCl を添加 し て い な い 場舎に は さら

に重 合が進行するで あろう生成物が 不溶化し て しま

う と い う、重合度 の 高 い 生成物を得る と い う 目的 に

お い て は逆の 効果 に な っ て しまう こ とも示唆 された 。

今後 の 課題

　各種の 有用 な食品 ペ プチ ド合成 へ の本反応の応用

の 可能性の 検討、所定の 重合度の 均
一

な 生成物 を得

るた めの 方策の 検討、反応進行過程 で不溶性生成物

を分離 し、可溶性分画に基質を追加 し て 効率的 に 合

成 を行 う連続反応シ ス テ ム の検討などが主要 な今後

の 課題 と考 え られ る 。
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