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研究背景・目的

かび由来アスパルティックプロテアーゼを用いた
色素タンパク質の脱色 研究期間：2012年～現在に至る

実験概要

結果と考察

【研究背景】
日本の伝統食品であるかつお節には、大きく分け

て荒節と枯節という2種類の製品が存在します。原
料のかつおをおろし、熱水で煮たかつお肉を煙で燻
した（焙乾）だけのものを荒節と呼び、荒節をアス
ペルギルス属のかつお節かびを使って発酵させたも
のを枯節と呼びます。かび付けの技法は、冷蔵や冷
凍技術がなかった江戸時代に確立された保存法です
が、輸送技術が進歩した今でも続けられています。
それはかび付けの効用であり、①水分含量の低下
（雑菌が生えにくい）、②脂質の分解（あぶら焼け
の防止）、③旨味の向上、④まろやかな香味、⑤色
相の変化などが挙げられます。

【目的】
本研究では、色相の変化に関わるアスパルティッ
クプロテアーゼの働きを調べるとともにこの酵素を
他分野でも利用するためにその能力を評価していま
す。
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色素タンパク質の分解・脱色が
アスパルティックプロテアーゼ
（PepA）によるものであり、
脱色活性を追いかけました。

【脱色因子の検索】

【PepAの精製・特性解析】

精製

【PepAの大量調製】
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【PepAによる限定分解】
MGLSDGEWQQVLNVWGKVEADIAGHGQEVLIRLFTGHP

ETLEKFDKFKHLKTEAEMKASEDLKKHGTVVLTALGGIL

KKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIPIKYLEFISDAIIHVLHS

KHPGDFGADAQGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFQG 

ヘムタンパク質は、PepAによ
り限定分解を受けて、ヘム（赤
色）が遊離する。その後、酸化還
元酵素系によって，ヘム⇒ビリベ
ルジン⇒ビリルビン（黄色）へと
代謝される。⇒脱色につながる。

【PepAの性質】

PepAは、中性領域まで安定で、
室温でも約一か月活性を維持し
ました。また、界面活性剤や漂
白剤に対しても安定でした。
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【鰹肉の脱色】

PepAを用いてミオグロビン溶
液と鰹節片が脱色されるか調べ
ると、確かに脱色が見られた。
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【PepAの活用】
Blood from

chicken   
+Recombinant

protease Control (-Enz.)

血液を滴下した布（左）は、
洗濯洗剤のみではシミが残って
しまうが（中央）、PepAと組み
合わせると洗い上がりがよくな
ります（右）。

培養条件の検討
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研究背景・目的

微生物酵素を用いた卵殻膜の加水分解と可溶性
ペプチド・タンパク質の抽出研究期間：2008～現在に至る

実験概要

結果と考察

【研究背景】
鶏卵は、栄養価の高い機能性食品で、年間約260

万トン消費されています。よって、加工工程で生じ
る非可食部である卵殻部の有効活用も求められてい
ます。卵殻部の構成成分である卵殻膜は、古来より
生理活性があることはわかっていましたが、いまだ
に焼却廃棄されています。食品・化粧品・サプリメ
ントなどの分野での活用を考えれば前処理（可溶
化）が必要となりますが、化学的処理よりも温和な
条件で行うことが環境にも優しいと言えます。

【目的】
本研究では、卵殻膜を効率よく分解できる微生物

由来エラスターゼを検索し、卵殻膜分解条件の最適

化を図りながら、可溶性ペプチドやタンパク質の生
理活性とその構造の解明に取り組んでいます。

M. Baláž, Acta Biomaterialia, 10: 3827-
3843 (2014)より

卵殻膜はタマ
ゴの殻の内側に
ある薄い生体膜
であり、その主
成分はタンパク
質で、二層の網
目状構造をして
います。微生物
が卵内部への侵
入・汚染を防ぐ
役割を果たして
いるため難分解
性です。

卵殻膜部分

【卵殻膜分解微生物の検索】

自然界または
データベース
から検索

分解活性評価

【卵殻膜分解酵素の特性解析】 【卵殻膜の分解と分画】

LasB_ME4        AYWDGTAMLFGDGATMFYPLVSLDVAAHEVSHGFTEQNSGLIYRGQSGGMNEAFSDMAGE 172 
LasB_PST01      AYWDGTAMLFGDGATMFYPLVSLDVAAHEVSHGFTEQNSGLIYRGQSGGMNEAFSDMAGE 172 
LasB_indica     AFWDGESMTFGDGARTFYPLVALDVVAHEVSHGFTEQNSNLQYYGQSGGMNEAFSDMAGE 172 
AVP_AeG1        AFWDGSQMTFGDGATTFHPLVSLDVAAHEVSHGFTEQNSGLIYSGQSGGINEAFSDMAGE 170 
AhpB_AG2        AFWDGSQIDFGDGATTFYPLVSLDVAAHEVSHGFTEQNSGLVYSGQSGGINEAFSDMAGE 170 
Hap_3083        AFWDGRAMTFGDGYTRFYPLVDINVSAHEVSHGFTEQNSGLVYRDMSGGINEAFSDIAGE 178 
                *:***  : ****   *:*** ::* *************.* * . ***:******:*** 
 
LasB_ME4        AAEFYMRGKNDFLIGYDIKKGSGALRYMDQPSRDGRSIDNASQYYNGIDVHHSSGVYNRA 232 
LasB_PST01      AAEFYMRGKNDFLIGYDIKKGSGALRYMDQPSRDGRSIDNASQYYNGIDVHHSSGVYNRA 232 
LasB_indica     TAEYYMKGHNDWKVGFDITKGTGALRYMDDPTKDGRSIGHAADYRSGMNVHYSSGVYNKA 232 
AVP_AeG1        AAEFYMKGSNDWLVGAQIFKGNGSLRYFEDPTRDGRSIGHAADYREGMDVHHSSGVYNRA 230 
AhpB_AG2        AAENYMKGSNDWLVGAQIFKGNEPLRYFEDPTRDGSSIGHASDYYDGIDVHHSSGVYNRA 230 
Hap_3083        AAEYFMRGNVDWIVGADIFKSSGGLRYFDQPSRDGRSIDHASQYYSGIDVHHSSGVFNRA 238 
                :** :*:*  *: :* :* *..  ***:::*::** **.:*::* .*::**:****:*:* 
 
LasB_ME4        FYLLANSPGWDTRKAFEVFVDANRYYWTATSNYNSGACGVIRSAQNRNYSAADVTRAFST 292 
LasB_PST01      FYLLANSPGWDTRKAFEVFVDANRYYWTATSNYNSGACGVIRSAQNRNYSAADVTRAFST 292 
LasB_indica     FYLLANTAGWDTRKAFEVFLDANRFYWTETSSFDRGACGVIQSSQNRGYGTSAVVQAFRQ 292 
AVP_AeG1        FYLLATSSGWNTRKAFEVFLLANRLYWGANTNYQQGACGVSRATADLGYNQADVARAFQT 290 
AhpB_AG2        FYLLANTSGWNTRKAFEVFVLANRLYWGANTTYDQGACGWTKAATDLGYSLTDVAAAFTT 290 
Hap_3083        FYLLANKSGWNVRKGFEVFAVANQLYWTPNSTFDQGGCGVVKAAQDLNYNTADVVAAFNT 298 
                *****...**:.**.****  **: **  .:.:: *.**  ::: : .*. : *. **   
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【卵殻膜分解の最適化】
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【分画した生理活性ペプチドの生理活性試験】
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卵殻膜を分解できる研究室オリ
ジナルの酵素を用い、最適化条件
では、コントロールと比較して10

倍以上の可溶性ペプチド・タンパ
ク質を抽出できるようになりまし
た。また、分画サンプルは美白効
果につながると期待されるチロシ
ナーゼ阻害活性やラジカル物質消
去作用が見られました。
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研究背景・目的

環境・発酵食品中の微生物菌叢解析
研究期間：2010～現在に至る

実験概要

結果と考察

【研究背景】
環境や発酵食品中の微生物菌叢の変遷について理

解するためには、単離培養できる微生物とできない
ものすべてを含めて解析する必要があります。近年
の遺伝子解析技術の進歩によりrRNA遺伝子やITS領
域をターゲットとして「RFLP 法、SSCP 法、DGGE 

法等」や「全ゲノム解析」による菌叢解析が行われ
ています。

【目的】
農薬を分解する微生物群集および伝統発酵食品の
発酵熟成に関わる糸状菌の変遷について明らかにす
ることを目的としました。

培養できない
微生物が多い！
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も一斉に解析が
できる。

【研究例１】
4-アミノピリジンは鳥類に対する忌避剤として利

用されています。環境中における微生物分解は複数
の微生物が関わって無機化されていることがわかり
ましたが、keyとなる微生物は単離培養できません
でした。⇒菌叢解析で明らかにすることにしました。

菌叢解析から単離培養できなかった
Hyphomicrobium属細菌を検出できました。この菌
は、4-アミノピリジンが存在すると徐々に存在比が
増大し、代謝分解の初発ステップで働いていること
がわかりました。
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【研究例２】
だしの素のひとつであるかつお節は「かび付け」

と呼ばれる発酵・熟成工程を経て製造される。

複数の近縁種の鰹節かびが、リパーゼ、プロテ
アーゼ、O-メチル化酵素などを生産することでうま
味や香味の付与に寄与していると言われているが、
どのようなかびかはあまりわかっていませんでした。
⇒鰹節かびの変遷を明らかにする。
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水分 17.5％ 19.6％ 18.0％ 16.2％

粗脂肪 4.1％ 2.6％ 5.8％ 5.7％

鰹節の発酵には、かび付けを繰り
返す毎に、好乾性のAspergillus属糸
状菌（5種）が構成比を変えながら
働いていることがわかりました。
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竹中 慎治 連絡先：stakenaka@people.kobe-u.ac.jp

研究背景・目的

微生物酵素の耐塩性機構の解明
研究期間：2003～現在に至る

実験概要

結果と考察

【研究背景】
タンパク質や糖質を多く含む食品の加工において、

もとめる風味やうま味を付与することや、腐敗や食
物汚染を防ぐために、塩を加えることがあります。
しかし、加工に関わる既存の酵素の中には塩に対し
て不安定なものもあり、幅広い塩濃度で安定で高活
性な耐塩性タイプの酵素の取得が求められています。
また、近年取り組まれているバイオマスの分解にも
耐塩性タイプの加水分解酵素は、コストの面で有利
です。

【目的】
本研究では、酵素タンパク質の配列データを収集
しながら、配列比較により耐塩性に関わるアミノ酸
残基を推定し、酵素の機能改変（耐塩性化）を目指

します。また、オリジナルの酵素と変異酵素との耐
塩性を比較することで普遍的なメカニズムの考察を
目的としています。

塩に対して
不安定な酵素

機能改変して
能力アップを
図る

好塩性酵素

塩依存型
であり、塩が
ないと不安定

耐塩性酵素

塩蔵発酵食品からの検索

酵素精製
耐塩性評価

配列比較
耐塩性に関わる
アミノ酸残基の推定

データベースからの検索

Apr_No_16          AQSVPYGISQIKAPALHSQGYTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLNVRGGASFVPSETNPYQD 60
Apr_FP133          AQSVPYGVSQIKAPALHSQGFTGSNVKVAVIDSGIDSSHPDLKVAGGASMVPSETNPFQD 60
Carlsberg AQTVPYGIPLIKADKVQAQGFKGANVKVAVLDTGIQASHPDLNVVGGASFVAGE-AYNTD 59
Subtilisin_DY AQTVPYGIPLIKADKVQAQGYKGANVKVGIIDTGIAASHTDLKVVGGASFVSGE-SYNTD 59

** ****   ***     **  * ****   © **  ** ** * **** *  *     *

Apr_No_16          GSSHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSASLYAVKVLDSTGSGQYSWIINGIEWAISNNMD 120
Apr_FP133          NNSHGTHVAGTVAALNNSVGVLGVAPSASLYAVKVLGADGSGQYSWIINGIEWAIANNMD 120
Carlsberg GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPSVSLYAVKVLNSSGSGTYSGIVSGIEWATTNGMD 119
Subtilisin_DY GNGHGTHVAGTVAALDNTTGVLGVAPNVSLYAIKVLNSSGSGTYSAIVSGIEWATQNGLD 119

©******* *** *   *** **  **** ***   *** ** *  *****  *  *

Apr_No_16          VINMSLGGPSGSTALKTVVDKAVSSGIVVAAAAGNEGSSGSSSTVGYPAKYPSTIAVGAV 180
Apr_FP133          VINMSLGGPSGSAALKAAVDKAVASGVVVVAAAGNEGTSGGSSTVGYPGKYPSVIAVGAV 180

Carlsberg VINMSLGGPSGSTAMKQAVDNAYARGVVVVAAAGNSGSSGNTNTIGYPAKYDSVIAVGAV 179
Subtilisin_DY VINMSLGGPSGSTALKQAVDKAYASGIVVVAAAGNSGSSGSQNTIGYPAKYDSVIAVGAV 179

********* ** * *  ** *   * ** ***** * **   * *** ** * ******

Apr_No_16          NSSNQRASFSSAGSELDVMAPGVSIQSTLPGGTYGAYNGTSMATPHVAGAAALILSKHPT 240
Apr_FP133          NSSNQRASFSSVGSELDVMAPGVSIQSTLPGNKYGAYNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN 240

Carlsberg DSNSNRASFSSVGAELEVMAPGAGVYSTYPTSTYATLNGTSMASPHVAGAAALILSKHPN 239
Subtilisin_DY DSNKNRASFSSVGAELEVMAPGVSVYSTYPSNTYTSLNGTSMASPHVAGAAALILSKYPT 239

*   ****** * ** *****    ** *   *   ***©** ************* * 

Apr_No_16          WTNAQVRDRLESTATYLGSSFYYGKGLINVQAAAQ 275
Apr_FP133          WTNTQVRSSLENTTTKLGDAFYYGKGLINVQAAAQ 275
Carlsberg LSASQVRNRLSSTATYLGSSFYYGKGLINVEAAAQ 274
Subtilisin_DY LSASQVRNRLSSTATNLGDSFYYGKGLINVEAAAQ 274

***  *  * * **  ********** ****

推定高次構造モデル
での機能推定

アミノ酸置換による
多重変異酵素の作製

・変異酵素発現株の取得
・酵素の機能（耐塩性）
の評価

実験例: 麹菌由来γ-グルタミルトランスペプチダーゼの耐塩性化

醤油・味噌醸造では、麹菌由来の加水分解酵素群が大豆タンパ
ク質に作用し、遊離アミノ酸がこれら調味食品のうま味やこくを
高める。グルタミナーゼは、グルタミンを加水分解してうま味を
呈するグルタミン酸へと変換することから、同醸造における鍵酵
素であるが、高塩濃度下では活性が極端に低下する。本研究では、
我々オリジナルの糸状菌由来グルタミナーゼと配列比較し、作製
したキメラ酵素が、耐塩性に優れることを明らかにした。
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研究背景・目的

好乾性糸状菌による鰹節だしがらの発酵
研究期間：2021～現在に至る

実験概要

結果と考察

【研究背景】
2013年に「和食とその文化」がユネスコの無形文

化遺産に登録され、和食の基本である“だし”も世界
的に知られるようになった。これに伴い、鰹節等調
整品は、国内消費・輸出量も増加傾向にある(農林水
産省 輸出・国際関連情報より)。鰹節からだしを
とった後に生じる食品残渣“だしがら”のリサイクル
として、堆肥や家畜飼料への転換が挙げられるが、
競合する食品廃棄物は多い。よって、SDGsの達成に
寄与できる新たな高度利用法の開発も望まれている。

【目的】
“だしがら”は、タンパク質を主成分とする残渣で

あることから、本研究ではプロテアーゼ高生産なっ
好乾性糸状菌Aspergillus sydowii MA0196を用いた

微生物発酵による加水分解処理を検討し、加水分解
に関わるペプチダーゼの同定と発酵物の生理活性評
価を行うこととした。

食品加工残渣
“だしがら”
は、タンパク質
が主成分

堆肥

飼料

削り節

破砕鰹節等調整品
つゆ、だし、
たれ…

＜高度利用＞
遊離アミノ酸/ペプ
チドを含有する発酵
物の調製

ファインケミカル化
タンパク質源

鰹節だしがら

A. sydowii MA0196

ペプチダーゼの精製
（酸性/中性条件）

・タンパク質同定
LC-MS/MS-Mascot解析

・鰹節由来可溶性タンパク質
加水分解

・アミノ酸組成分析
・味覚評価
・生理活性評価
・物理化学的性質

ゲルろ過クロマトグラフィー

粗酵素液 可溶性画分

鰹節/削り節
かつお
だし

だしがら

鰹節カビ
の移植

だしがら発酵物

加水分解酵素/旨味アミノ酸
/生理活性ペプチド含有

NH2-NH2-
-COOH

ミオシン重鎖尾部の
加水分解に特化した
セリンプロテアーゼ

エキソ型ペプチダーゼ
群による分解

アミノ酸および生
ペプチドの遊離

だしがらに含まれるミオシンタンパク質に対し、エンド型およびエキソ型ペプチダーゼが協働して作用し、
発酵物には遊離アミノ酸およびペプチドが含まれていた。発酵物の可溶性画分に呈味性の向上を確認すると
ともに、フリーラジカル消去活性、抗酸化活性、アンジオテンシン変換酵素阻害活性だけでなく、乳酸菌の
増殖促進効果を見出した。発酵物は、醸造調味料や健康食品用タンパク質素材としての展開が期待できます。

MA0196株を鰹節だしがら固体
培地で培養後、緩衝液にて培養物
から菌体外酵素を抽出後、緩衝液
(pH 5.0および7.5)にて透析し、粗
酵素液とした。また、可溶性画分
の抽出は、かつおだしの調製法に
ならい、蒸留水にて熱水抽出した。
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