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研究成果の概要（和文）：ホエイと卵白の連続加熱工程における機器表面へのタンパク質の付着挙動解明を目的として
、構成タンパク質の凝集とステンレス鋼表面への付着との関係を中心として、速度論的な観点も含めた解析を行った。
ホエイを対象とした研究では、液中での加熱凝集体形成と競合して付着が進行することを明らかにした。卵白タンパク
質を対象とした研究では、共存する小さな多価イオンがステンレス表面に吸着してタンパク質の付着に大きな影響を与
えることを明らかにした。以上、付着機構解明と速度論的解析をさらに進め、付着抑制策を確立するための有用な知見
を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Adhesion of proteins to stainless steel heat exchange surfaces during continuous h
eat processing of whey and egg white was studied, especially focusing on the relationship between the exte
nt of thermal aggregation and the adhesion ability of the aggregates. The results obtained for whey protei
ns indicated that the adhesion to stainless steel surface proceeded competitively with the thermal aggrega
tion in liquid medium. The results obtained for egg white indicated that small multivalent anions adsorbed
 onto the stainless steel surface affected the adhesion of egg white proteins. These results will be usefu
l for further analysis of both mechanism and kinetics of protein adhesion as well as for effective prevent
ion of protein adhesion.
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質を多量に含む液状食品を連
続加熱殺菌すると、タンパク質が熱凝集によ
り熱交換器内壁に付着して次第に流路が狭
窄し、送液圧力が増大する。このため、製造
現場では操業をある一定の時間で停止して
は熱交換器を洗浄する必要に迫られており、
生産効率向上に対する大きな障害となって
いる。速度論的な観点も含めて熱交換器表面
における付着物の形成過程を把握すること
が基礎として必要とされている。 
 
(2) 牛乳を連続加熱処理した場合の熱交換
器表面での付着物形成に関する研究はこれ
までに少なくない。一般に連続加熱殺菌装置
の低温部ではタンパク質主体の付着物が生
じ、その付着の過程にはタンパク質（特にホ
エイタンパク質）の熱変性と SH/SS 交換反応
に基づく分子間架橋の形成が寄与すること
が既に知られている。ただし、表面に付着す
るのが液中で凝集したタンパク質の分子塊
なのか、変性はしているが未凝集の単一分子
なのかという点や、変性－凝集－物質移動－
付着のいずれの段階が律速因子となるのか
という点など、未解明の点も少なくない。ま
た、牛乳とホエイタンパク質濃縮物（WPC）
とでは、連続加熱殺菌時の熱交換器内での付
着物形成挙動に差異のあることが知られて
おり、組成の差異および成分タンパク質間の
相互作用の影響が示唆されている。 
 
(3) 卵白や液卵を連続加熱する際の付着物
形成に関する研究例は極めて少ない。 
 
２．研究の目的 
(1) ホエイおよびホエイタンパク質につい
て、熱凝集の進行がステンレス鋼表面への付
着に及ぼす影響を明らかにするとともに、試
作した小型連続加熱実験装置を用いた連続
加熱実験を行い、特に速度論的観点から付着
現象の解析を行う。 
 
(2) 卵白タンパク質についても、各種条件下
でステンレス鋼表面への付着挙動の解析を
行い、これらを総合して付着機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) ホエイタンパク質溶液 
ホエイ粉末を水に溶解してホエイ溶液とし
た。ホエイ構成タンパク質成分は市販試薬を
用い、25 mM bis-tris 緩衝液（pH 6.85）に
溶解した。これらの試料溶液を指定の温度に
て適当な時間（通常は120分）予備加熱した。
非還元状態でSDSポリアクリルアミド電気泳
動（SDS-PAGE）を行い、予備加熱によって生
成したタンパク質凝集体の凝集度合いを調
べた。また、変性剤存在下でエルマン試薬と
反応させる方法により凝集体に存在する SH
基を定量した。 
 

(2) 卵白タンパク質溶液 
卵白タンパク質の主要成分である卵白アル
ブミンとリゾチームについては市販試薬を
用いた。オボムコイドについては、卵白から
精製した標品を用いた。各々を 50 mM HEPES
緩衝液（pH 7.4）に溶解して実験に供した。 
 
(3) ステンレス鋼表面に対する付着 
ステンレス鋼微粉末とタンパク質溶液を共
存させ、指定の温度にて 60 分間振盪した。
振盪前後の溶液中のタンパク質濃度をBCA法
により測定し、その減少からステンレス鋼表
面に対する付着量を算出した。 
 
(4) 連続加熱実験 
HPLC ポンプと HPLC 用ステンレス管を用いて
図 1に示す装置を試作した。試料液は常に一
定流速で送液され、加熱槽で加熱される。加
熱管壁面に試料成分が付着すると、加熱部前
後の圧力損失が増加する。そこで、加熱部前
後の圧力を経時的に測定し、圧力損失の変動
を調べた。なお確認のため、実験終了後に加
熱管を切断し、内部付着物の量や様子を目視
で観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) β-ラクトグロブリンの熱凝集と付着 
ホエイの主要タンパク質であるβ-ラクトグ
ロブリンをモデルとして、加熱凝集状態と付
着性との関係を調べた。加熱温度を変化させ
たβ-ラクトグロブリン試料を調製し、75℃
でステンレス鋼表面に対する付着実験を行
った結果、図２に示すように、加熱温度が
70℃を越えるとβ-ラクトグロブリンが有意
に付着し難くなることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ポンプ
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図１ 小型連続加熱装置 
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図２ 予備加熱したβ-ラクトグロブリン 
の 75℃での付着量の比較 



また、β-ラクトグロブリンの総 SH 基量には
加熱後も大きな変化が見られなかったこと
から、凝集に起因する立体障害が付着量の減
少をもたらす可能性が示された。 
 
(2) ホエイタンパク質複合系の付着 
共存タンパク質の影響を調べるため、第二成
分であるα-ラクトアルブミン（α-La）に着
目し、β-ラクトグロブリン（β-Lg）との混
合系について、予備加熱した試料の凝集体生
成状況を調べるとともに、ステンレス鋼表面
に対する付着特性の解析を行なった。α-La
／β-Lg混合試料を75℃以上で予備加熱する
と、遊離 SH基を持たないα-La の凝集体形成
に対する寄与率が大きくなること、75℃にお
けるタンパク質付着量が減少することが示
された。さらに、凝集体が未形成の試料から
付着する成分はほとんどがβ-Lg であるのに
対し、予め凝集体が形成された試料ではα
-La の付着に寄与する割合が高くなることが
示された。以上の結果は、高温においては液
中で形成された凝集体がステンレス鋼表面
への付着に寄与することを示唆するものと
考えられるが、詳細についてはさらに検討が
必要である。 
 
(3) ホエイの熱凝集特性と連続加熱実験 
ホエイ溶液とホエイタンパク質濃縮物（WPC）
溶液についても上記と同様に熱凝集性の検
討を行った。同じ固形分濃度で比較すると、
タンパク質含量の多いWPC溶液の方が凝集体
形成は速いことが示された。また、各々の試
料を小型連続加熱実験装置によって一定流
速条件下で連続加熱処理を行い、加熱管内付
着量の増加過程を評価した。その結果、WPC
を試料とした場合の方が明らかに付着速度
は低かった。以上の結果を併せて考察すると、
付着と液中の凝集体形成とは競合しており、
液中の凝集体形成が起こりやすい条件では
付着量が少なくなると考えられる。以上の知
見を基に、小型連続加熱装置による連続加熱
実験における加熱管内壁への付着経過を記
述可能な速度論モデルの構築を行った。試料
中のタンパク質のうち加熱時にステンレス
鋼表面に付着可能な画分の濃度 Cは、試料の
熱凝集が進むと低下する。よって、連続加熱
管内流れ方向の定常温度分布のみを考慮す
ると、濃度 Cは加熱管内の位置の関数と考え
られる。そこで、付着速度が濃度 Cの一次反
応で記述でき、アレニウス型の温度依存性を
もつと仮定して、ホエイを試料とした連続加
熱実験のモデル計算を行った結果、加熱管内
圧力損失ならびに付着量を推算できる可能
性が示された。 
 
(4) 卵白タンパク質の付着機構 
卵白タンパク質については、その主要成分で
ある卵白アルブミン（OVA）、オボムコイド
（OVM）、リゾチーム（LYZ）のステンレス鋼
表面に対する付着量を各種条件下で比較検

討した。その結果、クエン酸等の多価陰イオ
ンの共存下で酸性タンパク質である OVA と
OVM の付着量が低減、塩基性タンパク質であ
る LYZ の付着量が増加することが示された。
これらの結果は、多価陰イオンがタンパク質
に先んじてステンレス鋼表面に吸着し、静電
的相互作用によってタンパク質の付着に影
響を及ぼすという仮説によって説明できる。
そこで、多価陰イオンを含む水溶液でステン
レス鋼表面を予め洗浄した後に 30～80℃の
温度条件下で付着実験を行ったところ、付着
温度によって程度に差はあるものの、OVA と
OVM の付着が抑制された。図３にクエン酸で
予備洗浄した場合のOVA付着量の付着温度依
存性を例として示す。この結果は上述の仮説
の妥当性を支持するとともに、多価陰イオン
による予備洗浄が加熱条件下も含めたタン
パク質付着抑制法として有望であることを
示すものである。 
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図３ クエン酸(CA)処理による卵白アルブ 
ミン(OVA)付着抑制効果 
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