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牛乳脂肪球に含まれるりパーゼの分離精製とその性質

学位論文内容の要旨

  牛乳中には，脂肪を加水分解して，遊離脂肪酸（FFA)を生産するのに十分なりパーゼが含

まれているが，通常はその作用はごく僅かである。乳脂肪がりパーゼによって分解され（リポリ

シス），遊離した脂肪酸がある濃度以上に達した場合は，牛乳にランシッドと呼ばれる不快な異

常風味を与える。このため，リポリシスの原因となるりパーゼに関して多くの研究が行われてき

た。牛乳中のりパーゼの大部分は脱脂乳中に存在しており，少量が脂肪球膜に結合している。牛

乳を冷却すると一部のりパーゼが脂肪球に結合し，リポリシスを引き起こす（自然発生リポリシ

ス）といわれている。この自然発生リポリシスは，脂肪球膜に含まれるIJパーゼあるいは，冷却

により脂肪球に吸着したりパーゼによると考えられている。

  今日，脂肪球膜に結合しているりパーゼは，脂肪乳中に含まれているりパーゼと同じものと推

定されている。しかし，牛乳のりポリシスに関する研究では脱脂乳中のぬゼインミセルに結合し

ているりパーゼの性質にっいてはよく知られているが，脂肪球から精製したりパーゼを用いた研

究は，ほとんど報告されていない。従って，脂肪球に結合しているりパーゼを精製し，その性質

を調べる必要があり，それは自然発生リポリシスの原因や機構を理解するのに最も重要なことで

ある。

  本研究では，脂肪球からりパーゼの分離精製を試み，得られたりパーゼの性質にっいて調べた。

脂肪球から精製したりパーゼのいくっかの性質にっいてはカゼインミセルに結合しているりパー

ゼの性質と比較するために脱脂乳からもりパニゼを分離精製し，同じ条件で実験を行なった。そ

れにより，自然発生リポルシスと脂肪球に結合レているりパーゼとの関係を考察した。また，脂

肪球に結合しているりパーゼは，カゼインミセルに結合しているりパーゼと同じものであるかど

うかにっいても検討をした。

  脂肪球に結合しているりパ―ゼの性質を調べるために，ヘパリン・セファ口ースを用いたア

フィニティク口マトグラフィーによってりパーゼを精製した。その分子量は58，000であった。精

製リパーゼの純化度は，クリームに対し約3，100倍で，その回収率は3％であった。洗浄クリ－
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ムに対して純化度は1，182倍で，回収率は8％であった。

  クリームの洗浄は，ショ糖を溶かしたクリームの上にO．05M NaCI溶液を重層してクル一厶

を洗浄するのが効果的であった。洗浄脂肪球をチャーニングするとき窒素ガスを吹き込むことに

より， 活性をほ とんど 失うこと なくバ ターミル ク部分に 回収することができた。

  これまでの研究においてりパ―ゼとりポタンパク質ルパーゼ（LPL)を区別するために用い

られた添加物が脂肪球に結合しているりパーゼの活性に及ぼす影響を調査した。すなわち，

LPLの典型的な阻害剤として用いられてきたNaCIと硫酸プ口タミン，活性剤として用いられ

てきた血清タンパク質，LPLと関係の深い牛血清アルブミン（BSA)とヘパリンを用いて基質

の違い，反応温度の影響にっいて検討した。BSAの添加による影響は反応温度に関係なく，基

質がヤシ油では活性が増加したが，殺菌均質化乳中の乳脂肪を基質とした場合は低下した。ヘパ

ザンを加えると，反応温度が37℃の場合，ヤシ油における活性は増加したが，乳脂肪では活性が

低下した。反応温度がO℃の場合は，基質に関係ナょく活性が増加した。脱脂乳から精製したりパー

ゼと脂肪球から精製したりパーゼの活性に及ぼすへパリンの影響は乳脂肪を基質とした場合，異

なる結果が得られた。リパーゼの活性化因子として知られている血清夕ンパク質中のアポリポタ

ンパク質C―IIの影響を調べた結果，ヤシ油の場合は，反応温度に関係なく，アポリポタンパク

質C -IIとBSAをともに添加した方が，それぞれ単独に添加した場合より活性が増加した。乳

脂肪を基質とした場合は，アポリポタンパク質C，IIを単独に添加した方がアポルポタンパク質

C、IIとBSAをともに添加した場合より活性の増加が高かった。酵素液に硫酸プ口タミンを加

えて4℃に保持した場合，活性が低下した。硫酸プ口夕ミンを基質液に添加した場合，反応温度

37℃で乳脂肪を基質とした場合以外は活性が増加した。1． 3M NaCIの添加によってtま，基質と

反応温度に関係なく活性が阻害された。このように添加物がりパーゼの活性に及ぼす影響は，用

いる基質および反応温度によって異なった。リパーゼの基質として一般的によく使われるヤシ油

を基質とした場合の添加物の影響は，均質化牛乳中の乳脂肪のように他の乳成分が共存している

基質を用いた場合の結果と異なった。従って，ヤシ油を用いた単純系におけるりパーゼの性質を

実際の牛乳におけるIJポリシスとりパーゼとの関係を考える場合に直ちに当てはめることは出来

ナよい。

  脂肪球に結合しているりパーゼの最適pHは，基質として乳脂肪を用いた場合，反応温度37℃

でpH9.0であったが，0℃の場合は最大活性を示さずpHの増加とともに活性が増加した。

BSAを添加したヤシ油を基質にした場合は，37℃と0℃ともpH9．5に最大活性かあった。精製

リパーゼは非常に不安定であり，38℃で保存すると活性が著しく低下し，pH9．5以上では不可
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逆的に失活した。

  リパ―ゼの大部分が結合しているカゼインが脂肪球に結合しているりパーゼの活性に及ぼす影

響にっいて調査した。ヤシ油を基質にした場合，酵素と基質のみの単純な系では，カゼインの添

加によって活性が増加したが，基質に1％のBSAを添加すると活性の増加は見られなかった。

添加したカゼインの濃度と同じ濃度のBSAを添加した場合は，再び活性が増加した。反応温度

O℃では，dゴ・カゼインの添加によって脂肪球から精製したりパーゼの場合は活性が増加したが，

脱脂乳から精製したりパーゼの場合は活性が低下した。このことはこのニっのりパーゼの性質が

異なる可能性を示唆している。

  精製リパ―ゼは，反応温度37℃の場合よりO℃で全遊離脂肪酸の中の低級脂肪酸を多く生成し

た。反応温度O℃では，脂肪球から精製したルパーゼが脱脂乳から精製したルパーゼより低級脂

肪酸，特に酪酸を多く生成した。この結果から，このニっのりパーゼの牛乳風味に関する役割tま，

異なる可能性が考えられる。

  以上の結果で明らかになったように脂肪球から分離精製したりパーゼは，用いる基質によって

異なる性質を示した。また，反応温度37℃とO℃において示す性質も異なった。この結果から，

いままでの研究のようにりパーゼの最適条件で行われた結果に基づいて，牛乳の冷蔵中に見られ

る自然発生ルポリシスとルパーゼの関f系を推定することは不適当であると思われる。したがって，

低温における牛乳中のりパーゼの性質にっいて，さらに検討が必要である．と考えられる。また，

脂肪球に結合しているりパーゼは，脱脂肪乳中のりパーゼと異なる性質を示す場合も見られたの

で，同じcaI亅定条件を用いて，このニっのりパーゼの性質にっいてさらに比較検討することが必要

である。本研究の結果は，牛乳の脂肪分解，特に自然発生リポリシスの機構を解明する上で基礎

的ナょ資料になると思われる。

学位論文審査の要旨

本論文は総頁数130で，図32，表16，引用文献135を含む和文論文である。別に参考論文4編が
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そえられている。

  牛乳にはりパ―ゼが含まれ，その作用により冷蔵中に若干の脂肪が分解し遊離脂肪酸が生成す

る。その多少は牛個体により大きく異なり，著しい場合は風味異常となり乳質上の欠陥とされる。

リパーゼの大部分は脱脂乳部分に含まれ，よく研究されているが，クリーム部分中で脂肪球に結

合しているりパーゼにっいてはほとんど知られていない。本研究は，クリームから脂肪球を分離

し，それよルリパーゼを精製してその性質を調べ，脱脂乳中のカゼインミセルから精製したりパー

ゼと比較し，さらに至適温度と牛乳冷蔵温度tごおいて示す性質の差を明らかにし，牛乳の風味と

の関係を検討したものである。

  緒論では，従来の研究をまとめ，牛乳の分野でりパーゼあるいはりポタンパク質リパーゼと別々

に呼ばれていたものが同一のものと認められるにいたった経緯を示し，基質の種類ナょど活性測定

条件の違いによる混乱があったことを指摘し，さらに本研究の背景と目的を示している。

  第1章では，リパーゼの分離精製にっいて述べている。クリームセパレ一夕ーで分離したクリー

ムにショ糖を加えて比重を高め，その上にO． 05M食塩水を重層し遠心分離をした。食塩水の層を

通って上部に集まった脂肪球を人工乳清液に分散させ，遠心分離，再分散により洗浄脂肪球を得

た。これを窒素ガス置換をした容器中で攪動してバタ一粒と，バターミルクに相当する部分に分

けた。バターミルク部分からへパリンセファ口ースを用いたアフアニティカラムクロマ卜グラ

フィーによルリパーゼを精製した。平均するとりパーゼの回収率はクリームに対し3％，洗浄ク

リ―ムに対し8％であり，純化度はそれぞれ3，100倍，1，200倍であった。電気泳動的にほぼ単一

の成分で分子量は58，000であった。なお，脱脂乳からもアフィニティカラムク口マトグラフィー

によルリパーゼを精製している。

  第2章は脂肪球から精製したりパーゼの性質を示したものである。アラビアゴム溶液中で乳化

したヤシ油と殺菌均質化乳の乳脂肪を基質とし，リポタンパク質リパ―ゼに対する阻害剤や賦活

剤を添加した場合の影響を調査した。いずれの基質にっいても，リポタンパク質リパーゼの特徴

を示すこともあり，示さないこともあった。したがって，脱脂乳のりパーゼにっいて言われてい

るように，脂肪球から分離したりパーゼもルポタンパク質リパーゼと区別が明確ではなかった。

ヤシ油を基質とした場合は，O℃においても添加物の影響は同様であったが，乳脂肪を基質にす

ると，反応温度による差がみられることが多かった。従来，多くの論文にみられるように，ヤシ

油を基質として得られたりパーゼの性質をもとにして原料乳の冷蔵中における脂肪分解を説明す

ることは混乱をまねき，妥当ではないことを明らかにした。

  脱脂乳から精製したりパーゼと比較したところ，乳脂肪を基質にすると，ヘパリンあるいは
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a，．カゼインを添加した場合の影響が異なり，性質がやや異なることが判明した。

  本リパーゼの最適pHは，乳脂肪を基質とした場合，37℃ではpH9．Oであったが，0℃では

pH9．5までpHの増加と共に活性が増加し，このことは，低温で安定性が著しく増大し，pH 10

に1時間保持しても活性が変わらないためであった。一方，ヤシ油を基質とした場合は，37℃，

0℃共にpH9．5に最大の活性を示した。

  第3章では，リパーゼの作用により乳脂肪から遊離した各脂肪酸の割合をキャピラリーガスク

口マトグラフィーにより測定している。O℃で遊離する全遊離脂肪酸中に占める酪酸，オイレン

酸の割合が高かった。酪酸は，異常風味の原因となるものであるから，原料乳の冷蔵中における

脂 肪由 来の 異常 風味 にお ける 脂肪 球リ パー ゼ の重 要性 を示 唆するも のである。

  第4章は以上の結果をもとにして，リパーゼの精製における失活とその防止，リポタンパク質

ルパーゼとの関係，脱脂乳中のりパーゼとの差および脂肪球に含まれるりパーゼが牛乳の冷蔵中

における異常風味の発生に果たす役割にっいて論じている。

  以上のように，本論文は，脂肪球に含まれるりパーゼを初めて分離精製し，基質，反応温度の

差により示される性質の違いを明確にすることにより，牛乳のりパーゼシステムの中で，未知の

部分にっいて重要な新知見を提示した。本研究は，原料乳の冷蔵中における風味劣化の原因を解

明するための資料となるばかりでなく，乳製品製造の面からも示唆に富むものである。

  よって審査員一同は，最終試験の結果とあわせて，本論文の提出者金．居猷は博士（農学）

の学位を受けるのに十分な資格があるものと認定した。
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