
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年６月１７日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）： 

卵白から高純度のオボアルブミンを大量に精製する方法を開発した。得られたアルブミン（N

型）を S 型アルブミンと I 型アルブミンに誘導した。これらを魚肉に添加してゲルを調製した

ところ，I 型アルブミンを添加したゲルが最も高い破断強度を示した。また，カゼインを基質

としてトリプシンに対するこれら 3 種アルブミンの阻害効果を調べたところ，I 型アルブミン

のみならず，N型および S型アルブミンもトリプシンの活性阻害効果があることが明らかにな

った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The purification method for large scale production of ovalbumin from egg white was developed. 

The obtained ovalbumin (N-type) was derivatized to S-type ovalbumin and I-type ovalbumin, 

respectively. The heat-induced fish meat gel containing I-type ovalbumin showed the high breaking 

strength compared with those containing the other two types. Evaluation of trypsin-inhibitory 

activity by using casein as a substrate showed that all three types of ovalbumin had the inhibitory 

activity. 
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１．研究開始当初の背景 

従来から、プロテアーゼによる食品の劣化は
食品産業上大きな問題であり、魚肉中のプロ
テアーゼに関する研究は国内・外で広く行わ
れている。中性及びアルカリ性下で活性のあ
る筋肉プロテアーゼには、大きくセリン型プ
ロテアーゼ、システイン型プロテアーゼおよ

びメタロ型プロテアーゼが含まれる。また、
酸性下で活性が高いアスパラギン酸プロテ
アーゼを主とする酸性プロテアーゼと言わ
れるものも存在する。これら酵素は魚の死後
分解に寄与し、魚の部位、生育度、活性化剤
や阻害剤、pH、温度に依存することが知られ
ている。 

機関番号：１２６１４ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２ ２ ５ ８ ０ ２ ２ ０ 

研究課題名（和文） オボアルブミンのプロテアーゼインヒビター効果に関する研究 

                     

研究課題名（英文） The study on the ovalbumin as a protease inhibitor 

 

研究代表者 大迫 一史   （   ） 

東京海洋大学大学院・海洋科学技術研究科・准教授 

 研究者番号：０ ０ ４ ５ ２ ０ ４ ５ 

 

 



 プロテアーゼはとくに魚肉を原料とする
加工食品の製造において大きな問題となっ
ている。具体的には、水産ねり製品製造にお
いての「戻り」の問題である。一般に水産ね
り製品は塩ずり肉を加熱して製造されるが、
加熱の段階で 60℃付近においてタンパク質
がプロテアーゼにより激しい分解を受け、か
まぼこ等、水産ねり製品の独特の食感が失わ
れてしまう。また、ねり製品に関わらず加熱
時の魚肉のプロテアーゼによる分解は国内
外での大きな問題である。逆にこの問題が解
決された場合、これまでプロテアーゼ活性が
高く原料とならなかった魚肉も原料とする
ことが可能となり、食糧難問題における解決
策の一つにもなり得る。 

 これら、魚類筋肉が有するプロテアーゼを
不活化する方策として、従来から天然由来の
インヒビターを使用することが行われて来
た。食品に添加可能な天然由来のインヒビタ
ーとして、とくに、プロテアーゼの問題が大
きい水産加工業界においては、卵白が用いら
れている。卵白が有するプロテアーゼインヒ
ビター効果に関する研究は多く、Benjakul ら
は、エソすり身（2004）およびバナメイエビ
すり身（2008）に卵白を添加し、これが最も
プロテアーゼが活性化する条件において強
いインヒビター効果を示すことを明らかに
している。また、山下らは（1995）スケトウ
ダラすり身に卵白を添加したところ物性の
向上が見られたことについて述べている。こ
れのことは、卵白がプロテアーゼインヒビタ
ーを含有し、水産物由来のプロテアーゼを効
果的に抑制することを示唆している。 

卵白に含まれる既知のプロテアーゼインヒ
ビターとして、オボムコイド、オボインヒビ
ター、オボマクログロブリン、シスタチンが
挙げられる。これらはそれぞれ、ターゲット
となるプロテアーゼが異なり、オボムコイド
およびオボインヒビターは、セリンプロテア
ーゼを、オボマクログロブリンは自らの分子
内に取り込むようにして多くのプロテアー
ゼを、シスタチンはシステインプロテアーゼ
を阻害する。一方で、卵白の主成分であるオ
ボアルブミンは構造的にはセルピン（セリン
プロテアーゼ）に非常に類似しているが、プ
ロテアーゼとしての効果は無いものとされ
ている。 

 これまでの申請者の研究からも、先述の研
究と同様に卵白がエビ加熱ゲル（雨宮ら、
2009）やスケトウダラ酢じめゲル（阿部ら、
2009）を調製する場合、各種プロテアーゼを
効果的に抑制することが明らかになってい
る。申請者は、既存の研究から、卵白が有す
るインヒビター効果は、先述のオボムコイド、
オボインヒビター、オボマクログロブリン、
シスタチンであると考えていた。           

ところが研究を進めていくに従い、これまで

プロテアーゼインヒビターとして効果が無
いとされてきたオボアルブミンにプロテア
ーゼインヒビターとしての効果があること
がわかってきた。すなわち一般にプロテアー
ゼ活性が非常に高いとされるエビ（ホッコク
アカエビ）肉において、システイン型、セリ
ン型プロテアーゼ活性が最も高かった 60℃
で標品のオボアルブミンを添加したところ、
これらのプロテアーゼ活性が効果的に抑制
された。加えて、酢酸酸性下（pH3）におい
て活性が高い、スケトウダラ肉中に含まれる
酸性プロテアーゼも市販のオボアルブミン
により抑制された。 

  

ホッコクアカエビのプロテアーゼに対する
市販アルブミンの活性阻害率 

 

先に述べたようにオボアルブミンはプロテ
アーゼとしての効果が無いとされている。一
方で、オボアルブミンはそもそもセリンプロ
テアーゼインヒビターと構造が非常に近い
セルピン類とされている。セルピン類のプロ
テアーゼインヒビターとしての発現メカニ
ズムは、ターゲットのプロテアーゼによって、
切断されるC末端の reactive center loop (RCL)

がプロテアーゼ内に挿入され、強固な複合体
を形成するため、プロテアーゼがその働きを
失うことにあるとされている。オボアルブミ
ンが構造的にはセルピン類でありながら、イ
ンヒビターとしての活性を示さないのは、切
断されたC末端がプロテアーゼとの複合体を
形成しないからだとされている。 

 一方、杉元ら（2001）は、N型（ネイティ
ブなアルブミン）、S 型（貯蔵中に N 型から
変化したもの）および HS 型オボアルブミン
（胚発生中に作り出されるもの）のうち、HS

型オボアルブミンを 80℃で加熱するとトリ
プシンやキモトリプシンに対して阻害活性
を示すようになることを明らかにしている。
HS 型オボアルブミンは、その大部分の構造
は他のN型および S型のオボアルブミンと大
差無いが、RCLの部位のみ他のアルブミンと
異なる。これらのことは、N型オボアルブミ
ンに物理的、あるいは化学的な影響を与えた
場合その構造が変化し、プロテアーゼ活性を
有する可能性を示唆しているものと考えて
いる。 

  

２．研究の目的 
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本研究においては、卵白中の主成分であるオ
ボアルブミンのインヒビターとしての効果
を確認し、発現機作の一端を明らかにしよう
とするものである。国内外において、卵白に
関する研究は多く存在するものの、オボアル
ブミンについてはこれまでインヒビターと
しての効果が無いとされて来ており、水産食
品への利用面からのアプローチは皆無であ
る。加えて、食品製造過程（加熱や pH の変
化など）におけるプロテアーゼインヒビター
の発現についての研究は皆無であり、これが
明らかになれば、プロテアーゼおよびこれの
インヒビターの研究が盛んな水産化学分野
を含む食品産業に関する研究の進展におい
て大きな貢献となる。また、オボアルブミン
は液卵製造過程において、卵黄との需要のア
ンバランスから生産過多のため産業界から
利用法の開発が求められているが、本研究の
結果如何ではこれへの対応策となり得る。 

 

３．研究の方法 

オボアルブミンは，様々なグレードの市販品
が多数存在する．本研究では，試料として大
量のオボアルブミンが必要であるが，精製度
の高いオボアルブミンは非常に高価である．
そのため，精製度の高いオボアルブミンを大
量に精製する必要があった．そこで，硫安分
画，イオン交換クロマトグラフィーを組み合
わせた方法によって，オボアルブミンの精製
を行った． 

 得られたオボアルブミン（N型）を強アル
カリ下で加温して S型アルブミンを得た。さ
らにこれを加熱して I型アルブミンを得た。
また、誘導体化が行われているかの確認のた
めに、示差走査熱量計を用いて変性温度を測
定した。 

 得られた 3種のオボアルブミンを魚肉に添
加して，加熱ゲルを調製し，物性測定を行っ
た。また，トリプシンを用いて，これら 3種
のアルブミンにプロテアーゼインヒビター
効果があるかをインビトロで確認した。 

 

４．研究成果 

（１）オボアルブミンの新規精製法の開発 

既存の研究では、卵白からのオボアルブミン 

図 1．市販オボアルブミンと新規方法で調製したアルブ

ミンの比較。左は蛍光染色、右は通常の SDS=PAGE 

 

の精製は、硫安分画ののち陽イオン交換カラ
ムおよび陰イオン交換カラムの両者を用い
て行うが、陰イオン交換カラムのみを用いて
大量に精製する方法を開発した。得られたオ
ボアルブミンの純度を SDS-PAGE，またこれ
を蛍光染色処理したもの，および抗原抗体染
色を行い確認したところ，市販のオボアルブ
ミン（シグマ社 グレードⅦ）よりも高かっ
た。 

 

（２）オボアルブミンが魚肉の加熱ゲル形成
に与える影響 

 

図 2．3 種オボアルブミンが魚肉ゲルの破断強度に与え

る影響 

 

図 2に見られるように，40℃では，N型およ
び S 型のアルブミンを添加した魚肉ゲルは，
対照に比較してむしろ低い値を示し，魚魚肉

ゲル形成を阻害していることが推定された。
一方，60℃での加熱においては，I型 のアル
ブミンを添加した魚肉ゲルは他のゲルに比
較して有意に高い値を示し，一般に 60℃にお
いて生じる戻りを抑制していることが想定
された。60℃での戻りは，魚肉に含まれる内
在性のプロテアーゼが関与することが知ら
れており，I 型のアルブミンはこれを抑制し
ていることが示唆された。90℃においては，
破断強度において，60℃で見られるような大
きな違いは無いものの，N 型と I 型のアルブ
ミンを添加して魚肉ゲルは他に比較して高
い値を示した。 

 

（３）オボアルブミンがトリプシンの活性に
与える影響 

図 3に，トリプシンとカゼインを溶解した水
溶液に 3種オボアルブミンを溶解し，一定時
間経過後の上澄みペプチド量を示した。値が
高いほどトリプシンの活性が高いことを示
している。コントロールに比較して，いずれ
のオボアルブミンもトリプシンに対して阻
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害活性を示した。I 型のアルブミンは既存の
知見においてトリプシンを抑制することが
知られていたが，今回の研究では N型も S型
も同様に阻害活性を示すことが示唆された。 

 

 

図 3．3 種オボアルブミンがトリプシンの活性に与える

影響 

 

また，実際にトリプシンによるカゼインの分
解が，オボアルブミンにより阻害されている
のかを確認するために，SDS-PAGE により確
認した。（図 4） 

 

図 3．3 種オボアルブミンがトリプシンの活性に与える

影響 

 

その結果，カゼインの分解は確かにオボアル
ブミンにより抑制され，中でも S 型と I 型の
アルブミンがこの効果が高いことが確認で
きた。 
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図 2.トリプシンと反応させたカゼインの SDS-PAGE 

 

A：0分加熱 B：10分加熱 C：30分加熱 

1：カゼインのみ（トリプシン無添加） 2：Control 3：市販N-OVA 4：N-OVA  

5：S-OVA 6：I-OVA 


