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マイタケ由来タンパク質分解酵素の食品加工への利用

西脇俊和*

〔キーワード)マイタケ，タンパク質分解酵素，

食品加工，苦味低減，機能性食品

1. はじめに

キノコは細菌，糸状菌，酵母などと同様に菌類の

一種(担子菌)であるが，糸状菌，酵母は既に何千

年も前から醤油等発酵食品の製造に用いられてい

る.一方，キノコは食材としては昔から大いに関心

を持たれて利用されてきたが，糸状菌，酵母のよう

に産生する酵素を利用されることはなかった.しか

しながら，担子菌由来酵素の精製や性質の解明につ

いての報告(Terashitaら 1985a，b， Nonakaら 1995，

Dohmaeら 1995，Nonakaら 1997，Nonakaら 1998，

Healyら 1999)は多く，近年になって，担子菌類(キ

ノコ)は糸状菌，酵母にはない，ユニークな酵素を

生産することが明らかとなってきている(山岸

2002) . 

マイタケ (Grifolajト.ondosa)は，サルノコシカケ

科に属する食用キノコで，ミズナラ，クリ，シイな

どの根元に発生するいわゆる木材腐朽菌の一種で

ある.マイタケは大手キノコ生産メーカー，惣菜

メーカーで生産されるようになって以来，急速に出

荷量が増加し，全国で約 43，000t生産されているが

(林野庁 2008) ，このうち約 70%を新潟県が占め

ており，県特産品となっている.現在市場に出回っ

ているマイタケは，殆どが人工栽培で，袋やピンの

中に入れた木質基材と米糠などの栄養源を混ぜた

人工の培地で栽培する，いわゆる菌床栽培法で商業

生産され，年聞を通じて流通している.しかしなが

ら，生産されたマイタケはほとんどがトレーパック

詰めで出荷されるため，包装時に全生産量の 10%程

度の切り屑が生じ，コストや環境面などから有効活

用技術の開発が大きな課題となっている.また，マ

イタケの加工品は水煮や炊き込みご飯のもとなど

の品目に限られており，新たな加工品開発も求めら

れている.

マイタケは周年流通しているため，家庭では恩l|染
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みの食材となっており，揚げ物，j?J.>め物など様々な

方法で調理されている.ところが，茶碗蒸しにマイ

タケを湯通しせずに入れて調理すると，卵が凝固し

ない現象が起こることが知られるようになった.湯

通しした後に添加すると凝固することから(木元ら

1994，大野ら 1995) ，マイタケ中に高い活性をも

っプロテアーゼの存在が示唆された.そこで，廃棄

されてきたマイタケの切り屑等の活用とマイタケ

の食材以外の利用を目的に，プロテアーゼに着目し，

マイタケの新たな利用性について筆者らが行った

研究結果を中心に概要を紹介する.

2 マイタケアミノペプチダーゼの性質と

苦味除去効果

(1)タンパク質分解物の苦味除去方法

タンパク質は，栄養的な機能の他に，増粘，乳化，

気泡剤としても優れた効果を発揮することから，食

品加工分野で広く利用されてきた.さらに，タンパ

ク質を分解すると溶解性，熱安定性，消化吸収性も

増加するため，経腸栄養食やスポーツ飲料への用途

が築かれている(食品と開発編集部 2008) .とこ

ろが，タンパク質を加水分解すると苦味ペプチドが

生成し，不快な苦味を呈することがある.タンパク

質は，疎水'性領域を内部に包み込んだ状態で存在し，

それ自体に苦味はないが，加水分解されると，アミ

ノ酸の疎水性側鎖が露出し，これが舌の苦味受容体

を刺激して苦味を呈する(井津 1999，西村 2003). 

タンパク質加水分解物の苦味除去法は，1)苦味ペ

プチドの疎水性を利用し，ブタノール抽出，疎水性

または逆相系樹脂へ吸着させ苦味を除去する方法

(選択分離法) ， 2) サイクロデキストリン，ポリ

リン酸塩，グソレタミン酸，アスパラギン酸等による

苦味のマスキング(マスキング法) ， 3)エキソ型

プロテアーゼを作用させ疎水性ペプチドを分解す

る方法(酵素利用法)に大別される(井津 1999). 

このうち，選択分離法は現実的には難しく，マスキ

ング法は効果を得るために添加量を多くする必要
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があるなど，それぞれ欠点を抱えている.一方，酵

素利用法は遊離アミノ酸や低分子ペプチドに起因

する呈味の変化が起きる可能性があるものの，苦味

に選択的に作用する酵素が利用できれば有効な方

法である.しかし，食品加工用プロテアーゼの大半

は，ベフ。シン， トリプシン，パパインなど、のエンド

型プロテアーゼであり，苦味除去に利用できるエキ

ソ型プロテアーゼは限られている.

(2)マイタケ子実体由来のアミノペプチダーゼ

そこで筆者らは，苦味除去効果を有する食品加工

酵素の探索を目的として，マイタケ子実体からエキ

ソ型プロテアーゼのスクリーニングを，ロイシンパ

ラニトロアニリド (Leu-pNA) を基質に用いて行っ

た (Nishiwakiand Hayashi 2001) .前述したように，

タンパク質加水分解物にエキソ型プロテアーゼを

作用させると，苦味を呈するペプチドから疎水性ア

ミノ酸が遊離し，苦味が減少することから(井津

1999) ，疎水性アミノ酸遊離活性が高い酵素ほど苦

味除去効果が高いと予測したためである.

はじめにマイタケ抽出液を硫安塩析し，数種のカ

ラムクロマトグラフィーにより，活性の高い画分を

精製して酵素を単離した.表 1に酵素の性質を示し

た.本酵素は，分子量約 30kDaの単量体で，至適反

応温度は 65
0

C，至適 pHは8.5であり，基質の N末

端アミノ酸残基のロイシン，フェニルアラニンなど

疎水性アミノ酸を優先的に遊離した.また，ベスタ

チンによって強く阻害され， EDTAやオノレトフェナ

ントロリンなどの金属キレートによって失活した

ことなどから，活性中心に亜鉛をもっ金属酵素と推

定された (Nishiwakiand Hayashi 2001) • 

(3) マイタケアミノペプチダーゼの苦昧除去効果

ダイズタンパク質のペプシン分解物およびカゼ

インのトリプシン分解物から苦味溶液を調製し，マ

イタケアミノベプチダーゼを作用させて，苦味除去

表 l マイタケアミノペプチダーゼの性質

分子量

至適温度

熱安定性

至適pH

30000 

65
0C 

55
0

C以下

8.5 

6.5~10.0 

Leu， Phe， Valなと号疎水性アミノ酸

能を検討した (Nishiwakiら 2002)

図 1は，マイタケアミノベプチダーゼによる苦味

溶液の官能評価と遊離アミノ酸量の経時変化を示

したものである.ダイズタンパク質分解物について

は，反応時間の経過とともに，苦味が減少し，遊離

アミノ酸量が増加した.反応 22時間後では，苦味

評価は 1(闇値)以下となった.このことから，マ

イタケアミノベプチダーゼにより苦味ペプチドか

ら疎水性アミノ酸を遊離することによって苦味が

低減することが確認された.カゼイン分解物におい

ても，苦味が反応開始7時間までは減少し苦味が低

減した.しかし，反応 7時間以降，遊離アミノ酸が

増加し，酵素反応が進行したにもかかわらず，苦味

は低減せずに残存した.

図2に，マイタケアミノベプチダーゼによって苦

味溶液から遊離したアミノ酸組成の経時変化を示

した.マイタケアミノベプチダーゼはダイズタンパ

ク質分解物とカゼイン分解物のいずれについても，

ロイシン，フェニルアラニン，パリンなど疎水性ア

ミノ酸を優先的に遊離した.苦味溶液中の平均ペプ

チド鎖長は，ダイズタンパク質分解物ではマイタケ

アミノベプチダーゼ処理前の 10.8から処理時間の

経過とともに短縮し， 22時間で 5.8にまで短縮した

(図 3).カゼイン分解物では， 11. 1から 22時間

反応後に 8.3となったが，ダイズタンパク質分解物

の鎖長に比べ長かった(図 3) .このようなダイズ

タンパク質分解物とカゼイン分解物に対するマイ

タケアミノベプチダーゼの分解性の差は，含有する

ペプチド構造の違いによるものと思われた.そこで，

カゼインのアミノ酸組成を見ると，ブpロリン残基が

多く存在し，そのためカゼイン分解物では内部にプ

ロリン残基を含むペプチドを多く含有しているこ

とがわかった.すなわち マイタケアミノベプチ

ダーゼはプロリンを遊離できず分解が完全には進

まなかったことが，苦味低減の制限された一

因であると予想された.一方，ダイズタンパ

ク質分解物に対しては，マイタケアミノベプ

チダーゼは構成アミノ酸の中で最も多いグ?ル

タミン酸およびアスパラギン酸をほとんど遊

離しないため，味に大きな変化を与えることpH安定性

基質特異性

阻害剤 EDTA，オルトフェナントロリン，ベスタチン
なく苦味を低減した.これは，マイタケアミ

ノベプチダーゼの食品加工における優位性をEDTAで失活した酵素に
有効な金属イオン

2+ '7 2+ ，..， 2+ ，...， 2+ Mn"'， Zn"T， CU"T， Co 
示唆している.
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図 l マイタケアミノペプチダーゼによる苦味溶液の遊離アミノ酸と苦味の経時変化 (Nishiwakiら 2002)

A:ダイズタンパク質分解苦味溶液， B:カゼイン分解苦味溶液
酵素:基質=1:2，500 (重量比)

苦味評価点は 5が2%(w/v) Gly-Phe相当の苦味， 1が関値を表す.官能評価は 8名のパネルで行った.
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図 3 y イタケアミノペプチダーゼによる苦味溶
液中のペプチド鎖長の経時変化 (Nishiwaki ら
2002) 
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マイタケプロテアーゼの性質と利用

(1)マイタケプロテアーゼの性質

マイタケを水に懸濁するだけで，懸濁液は高いプ

ロテアーゼ活性を示し，アミノベプチダーゼを単

離・精製する過程でも活性の高い画分が確認された.

このことは，マイタケを加熱処理せずに茶碗蒸しの

具として入れると凝固が妨げられ，事前に熱処理を

施すと凝固する事象からも容易に推測される(図 4).

抽出操作，酵素の回収が容易なことは，実用上大

きな利点となる.また，マイタケのプロテアーゼ活

3. 

252355主長主主占き君主主33a
44 ・h
司一一一一一一一 F 

低 疎水性度 高

図 2 y イタケアミノペプチダーゼによる苦味溶
液中の遊離アミノ酸 (Nishiwakiら 2002)

A ダイズタンパク質分解苦味溶液
B' .カゼイン分解苦味溶液
酵素:基質=1: 2500 (重量比)

50 

。
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図4 マイタケがJ;f.J卵タンパク質lこ及ぼす影響(jlIJ脇 2009)
J;f.}卵溶液 100mLにマイクケ 10gを入れ， 15分間静置した後，蒸し器で 20分間加熱調理した.加熱処燦区は，
事前にマイタケを 2分間潟子レンジ (500W)で加熱した

十生は，他の担子節子実体と比較して非常に高く(図

5) ，食品加工用途の酵素剤として期待される そ

}で，食品加工利用における優位性を見出すことを

目的に，マイタケの水抽出液をプロテアーゼ1也酵素

材主として，その性質について検討した(西脇 2009). 

70 

3 60 
記 50

liS 40 

30 

ト 20

II lo 
I'¥ 0 関圏圏関関圏一
行析す行三7 判 2主行~行
日計 o/r.'jJì1~~oJt 日，，~f~，)Y1 "xr~*~

ぷ勺パヤパサチ小 f 
図 5 食用相子lEうと災体(市販キノコ)のブロテ
アーゼ活性(関脇 2009)

試料凍結乾燥粉末 19/100mUJ<，0.2mL 
基質:1%カゼイン水溶液 1mL(50mM MOPS緩衝

i夜， pH 7. 0) 
反応混度:60

0
C 反応時間:30min 

1分間に l問のチロシンを遊詩19する解禁致を 1unit
とした.

マイタケ水抽出液(以下マイタケ酵素液)のプロ

テアーゼ活性はpH3. 0とpH7. 0で高い値を示した

(図的.これは，マイタケ酵素液に酸性ブ。ロテアー

ゼと中性プロテアーゼが存在することを示唆して

いる. pH安定性については， 30
0

Cで 30分間， pH 

4. 5-8. 5の範簡で 70%以上の活性が保持された.プ

ロテアーゼ活性に及ぼす温度の影響については，

55
0

Cで最大の活性を示し， 50…75
0

Cの範屈で 80%以

上の活性を示した(国7).また，活性は 60
0C以下

で安定で， 60
o
C30分インキュベー卜した時， 74.4%

の活性が残存した(罰7).さらに pH7. 0の時， 60
o
C

24時間インキュベー卜した後でもなお 61%の活性

が残存した(データ省目的.このように，マイタケ

プロテアーゼは熱に安定であり，反応温疫を高くす

ることで微生物のコンタミネーションによる腐敗

の危険性を抑えられるため，食品加工に利用する上

で非常に有利である.

(2) 分解特異性

マイタケ酵素液が基質タンパク質のどの部位に

作用するのかを明らかにするために，一次構造が既

知の 30残基のアミノ離からなるウシ酸化イン、ンュ

リン B鎖を基質に用いて， 60
0C， pH 7. 0でマイタ

ケ酵素液を作用させ，得られたペプチドを分析する

ことによって，分解位器を特定した (Nishiwaki ら

2009) . 

AlaJLLeuJ5， Tyr・J6-LeuJ7，Phe24-Phe25， pro28_Lys29 

の部位が，エンド型プロテアーゼによる分解部位で

あり， Phe
1
…Vaf， Vaf2-Asn3， LeuJ5-TyrJ6， LeuJ7-VaI18， 

VaI18-CysJ9， Phe25-Tyt'6の部位がアミノベプチダー

ゼによる分解部位であることが示された(図的.

既にマイタケ子実体からアシルリジン結合部位

(-X-Lys-) を特異的に切断する金属工ンドベプチ

ダーゼが単離されており (Nonakaら 1995) ， 

Pro28-Lys29部位の切断は，この酵素が関与している

ものと推定された.以上のように，エンド型プロテ

アーゼとアミノベプチダーゼの特異性が重複して

おり，エンド型フ。ロテアーゼの作用で生じたベプチ
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図 6 "7イタケ水抽出液のプロテアーゼ活性に及ぼすpHの影響 (Nishiwakiら 2009)

A:至適pH，300C 30分反応，使用した基質;ウシヘモグロビン (pH1. 5~6. 0) ，カゼイン (pH5. 0~1 1. 0)，使
用した緩衝液;.グリシン，企酢酸，・MES，OMES，ムMOPS，口Tris-HC1，マCHES，<)CAPS. 

B: pH安定性，酵素液を各pHの緩衝液に W C・30分曝した後， MOPS緩衝液 (pH7.0)で30
0
C・30分反応.
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図 7 マイタケ水抽出液のプロテアーゼ活性に及ぼす温度の影響 (Nishiwakiら 2009)

A:至適温度，基質;カゼイン， MOPS緩衝液 (pH7. 0)で30
0
C・30分反応.

B:温度安定性，基質;カゼイン，酵素液を各温度で 30分曝した後， MOPS緩衝液 (pH7. 0)で30
0
C 30分反応.

ドのN末端アミノ酸残基をアミノベプチダーゼが切

り取り，共同的に働いていると考えられる.これは，

他の担子菌類のプロテアーゼについても多く見ら

れている(水野ら 1992) . 

次に，ダイズタンパク質を用いてマイタケ酵素液

を反応させ，遊離するアミノ酸を測定した

(Nishiwakiら 2009) .マイタケ酵素液によりダイ

ズタンパク質からフェニルアラニン，ロイシン，パ

リン，イソロイシンなどの疎水性アミノ酸が優先的

に遊離したが，ダイズタンパク質の構成アミノ酸の

中で最も多いグノレタミン酸はほとんど遊離しな

かった(図 9) .この特性は，前項で示したアミノ

ベプチダーゼの性質によるものと思われ，水抽出に

よる粗酵素においてもその性質が大きく反映され

た.また，反応後のダイズタンパク質分解液は苦味

が感じられず，呈味に大きな変化を与えることなく

タンパク質を分解できることも示された.このこと

から，マイタケ酵素液は発酵食品の熟成促進や調味

液の調製等への適応が期待される.

(3)機能性食品素材の開発

プロテアーゼによって引き起こされるタンパク

質の主な機能性の変化として，溶解性，粘性，保水

性，界面活性，呈味性などがあるが，近年は特定保

健用食品に代表されるように，食品の三次機能とし

ての働きが注目されており，スポーツ飲料，栄養補

助食品などでも利用が進んでいる.特に高血圧は典

型的な生活習慣病であるため，食品の摂取による予

防が期待されている.近年，食品タンパク質から派

生するアミノ酸やペプチドが，生体内の血圧上昇に

関与するアンジオテンシン I変換酵素 (ACE)を阻
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図8 "7イタケプロテアーゼによるウシ酸化インシュリンB鎖の分解部位 (Nishiwakiら 2009)

ウシ酸化インシュリンB鎖溶液にマイタケ酵素液を添加し， 600
Cでインキュべートした.

5分， 10分， 3時間後に反応液を 10分間沸騰水中に置き反応を停止させた.

ピーク成分(生成ペプチド)をHPLCで分離・分取し，プロテインシーケンサーを用いて同定した.

縦細矢印はアミノベプチダーゼによる分解部位，縦太矢印はエンド、型プロテアーゼによる分解部位.

アミノ酸残基は一文字表記とした.
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図9 マイタケプロテアーゼによるダイズタンパク質分解液のアミノ酸組成 (Nishiwakiら 2009)

5% (w/v)ダイズタンパク質水溶液にマイタケ酵素液を添加し， 60
o
C24時間反応

させ，反応液の ACE阻害活性の経時変化とマイタ

ケ粉末の添加量の影響を図 10に示した.反応時聞

が6時間まで阻害活性が急激に上昇し，最大となり，

それ以降 24時間まで阻害活性の上昇はほとんどな

かった.マイタケ粉末添加量を 2または 5%として

も1%添加した場合とほとんど変わらなかった.

一方，ペプチド濃度は反応後 24時間まで経時的

に増加した(図 11).これらのことから，反応後速

やかに ACE阻害成分が生成し，タンパク質の低分

子化が進行しでも生成した ACE阻害成分はほとん

ど影響を受けないことが確認された.

害し，血圧降下作用を示すことも判明してきた(吉

川ら 2004) .また血圧が高めの方へj と表記

される特定保健用食品の有効成分のほとんどが，

2~3 残基のアミノ酸で構成されるペプチドである.

そこで，高血圧予防食品素材の開発を目的に，マイ

タケ凍結乾燥粉末を酵素剤に，マイタケプロテアー

ゼを作用させたときに苦味が少なく呈味性がよい

ダイズタンパク質を基質に用いて，生成する ACE

阻害ペプチドの単離・同定を試みた(西脇ら 2008)

5% (w/v)ダイズタンパク質水溶液にマイタケ凍

結乾燥粉末を O.1 ~5% (w/v)添加して 60
0
Cで反応
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100寸 マイタケ粉末添加量
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図 10 マイタケ粉末添加量と反応時聞が及ぼす
ACE阻害率の経時変化(西脇 2009)

試料(基質): 5% (w/v) ダイズタンパク質反応液
中の高分子成分をトリクロロ酢酸で沈殿除去し，最
終的に 10倍に希釈して測定

次に，分解物からゲルj慮過クロマトグラフィー，

逆相クロマトグラフィ一等により得た画分の ACE

阻害活性を測定し， ACE阻害活性の高いピーク成分

を精製した.その結果， Leu-Gln，Ala-Val-Glu， Thr-Ala， 

Val-Thr-Alaの4種のペプチドと既に ACE阻害能が

高いことが知られているニコチアナミンを含む画

分を得た(西脇 2009) .ところが，同定した 4種

のペプチドは，いずれも ACE阻害活性がこれまで

に報告されている ACE阻害ペプチドと比較して高

くはなかった.これは，既知の ACE阻害ペプチド

が，疎水性アミノ酸で構成されているものが多く，

マイタケプロテアーゼを用いると疎水性アミノ酸

を遊離しやすいため， ACE阻害能の高いペプチドが

得られにくいものと思われた.このことから，マイ

タケプロテアーゼによるダイズタンパク質分解物

の ACE活性阻害能は，複数のペプチドとニコチア

ナミンなどの成分が共同することで発揮されると

推定した.

4.今後の展開

以上，マイタケのタンパク質分解酵素の特性と食

品加工における応用，利点について示した.これま

でに，上市されている酵素剤は，糸状菌，細菌，放

線菌，植物由来であり，担子菌(キノコ)由来の酵

素は現在に至るまでない.また，今まで食品加工で

キノコを酵素剤として利用した例は，姫マツタケ

(Agaricus blazeO ，ヒラタケ (Pleurotusostreatus) ， 

エノキタケ (Flammulinavelutipes) を用いたワイン

20 

「一「一「一「一「寸。 5 10 15 20 25 

反応時間(時間)

図 11.マイタケプロテアーゼによるダイズタンパク
質分解液中のペプチド濃度の経時変化(西脇 2009)

1%マイタケ粉末添加時の経時変化.
ペプチド濃度はGly-Phe換算で算出.

の試醸 (Okamuraら 2001)と，マイタケを用いた

魚醤油の速醸(樋渡ら 2006) があるが，商業的な

利用には至っていない.そのため，オリジナリ

ティーの高い加工食品の開発が期待できる.一方，

マイタケの食品加工における酵素的な利点が明ら

かになったが，生産，流通面でも利点が多い.例え

ば，マイタケは，大手キノコ生産メーカーや惣菜

メーカーで工業的に生産されており，原料供給が安

定で，かつ，衛生的な管理が可能である.さらに，

残留農薬の問題もないなどの利点も兼ね揃えてい

る.農産物の安心・安全の高まりから，近年，植物

工場が脚光を浴びているが，現在ではまだ，生産性，

需要，コストとの関係で一部の葉菜類にしか適用で

きていない.マイタケの生産工場は，安全な食材の

安定的な供給という点で，先進的な農(林)産物生

産システムであり，食の安心・安全が大前提である

現在において，マイタケは最も合理的に生産できる

素材のひとつであると考えられる.マイタケ工場が，

食糧供給の面だけでなく，食品加工用酵素剤の供給

源となり，新たな産業が形成され，さらなる高付加

価値化に繋がることを期待している.
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