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食品素材の機能化による新製品の開発

（機能性パン菓子の新製品開発）
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Development of Cold Storage Dough

with the Residue of Food Manufacture

by Yasushi KOKEAN, Eiji YAMAZAKI, Osamu KURITA,

Tohru NAKABAYASHI, Kazuo TUBOUCHI and Tetsuji INOUE

We have investigated the effects on baking properties of yeasted dough by

cold storage and cold-thaw cycles with zein peptides during the storage

period. Zein, water insoluble corn prolamin, was proteolysed with pronase,

trypsin, chymotrypsin,thermolysin, and subtilisin. Pronase treated-zein

increased CO evolution by the yeast. On the other hands, the occurrence of２

rough bread crust was alleviated with pronase treated-zein. Hydrophobicity

of zein peptides maybe have influence on the decrease of rough bread crust.
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１．はじめに

近年製パン業界では新鮮でおいしいパンをどこでも

食べられるように，パン生地，特に冷凍冷蔵保存生地

の開発に力が入れられている． 例えば，冷凍パン１ ） ～ ５ ）

生地製造においては，生地改良材はモノグリセリドが

主に用いられている．また，パン酵母については，冷

凍耐性酵母が見いだされ既に実用化されている．６ ） ～

９ ）しかしながら，冷凍パン生地製造において，製造の

過程中に氷結晶の形成でグルテンが損傷を受けたり，

イーストの死滅によって生地中にグルタチオンが漏洩

し，グルテン中の蛋白質であるグルテリンのＳ－Ｓ結

合が切断され，生地が軟化する等の様々な影響が生じ

る 問題がある．１ ０ ）

一方、トウモロコシ種子からデンプン等の有用物を

抽出した残滓は，水に不溶性で栄養価に乏しいため，

＊ 生物食品グループ

飼料の他，接着剤や塗料などの工業用途に用いられ，

食品素材としての有効利用は少ない．１ １ ） １ ２ ）

このような問題に対処するために，冷蔵保存後の成

型パン生地での老化を抑え、ソフトで新鮮なパンを焼

き上げるために，トウモロコシタンパク質由来ペプチ

ドを用い，パン生地を改質することを研究の目的とし

た．

２．実験方法

２．１ ゼインの調製

トウモロコシ種子タンパク質の主な成分であるゼイ

ンは， デンプン製造のウエットミル工程ででき１ ３ ） ～ １ ５ ）

るコーングルテンミール等を原料とし，ヘキサン：エ

タノールの混合溶液（V/V＝1：1）で脱脂した後，70％

エタノール溶液で，撹拌しながら60℃で，6時間抽出し

た．

２．２ ゼインの酵素分解
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ゼイン6gを10mMトリス塩酸緩衝液（pH8.0）800mlに

懸濁させ，各試料につき酵素を100mgずつ加え，37℃で

16時間の酵素反応を行なった．酵素はプロナーゼ（Pr

onase：7U/mg），トリプシン（Trypsin:40U/mg），キ

モトリプシン（Chymotrypsin:90U/mg）（以上ベーリン

ガーマンハイム社製），サブチリシン（Subtilisin:3

2.8U/mg）（ＩＣＮバイオケミカルズ社製），サーモリ

シン（Thermolysin:44U/mg）（シグマ社製）を用いた．

反応終了後，ペプチド液は沸騰湯浴中で 5分間煮沸し

て（サーモリシンについては10分間，120℃でオートク

レーブ）酵素を失活させた．17,000×gで10分間遠心分

離し，上清にろ過助剤としてセライトを加え，ろ紙で

吸引ろ過し，凍結乾燥を行い，ゼイン由来ペプチドを

得た．

２．３ ゼイン分解酵素の検討

ペプチド添加後の生地の発酵力を測定し，ペプチド

の種類と発酵力に相関があるかどうかを検討した．ま

た，添加による発酵力の増加が大きかったペプチドに

ついては，パン生地を用いた発酵試験に用いることと

し，再度発酵試験と，生地の老化について検討を行っ

た．発酵試験には，小麦生地と等価の液体培地を用い

て行った．発酵力の測定はＡＴＴＯ（株）製のファー

モグラフで行なった．

50mlの液体培地に200mgのゼインペプチドを溶解し，

3gのパン酵母を懸濁させ，30℃で10分間予備加熱した

後，同じ温度で90分間二酸化炭素発生量を測定した．

ファーモグラフ測定用培地組成は表１に示した．

２．４ 生地でのペプチド添加後の発酵力の検討

生地の混捏には，ＳＫミキサー（株）製「ＳＫ－１

０Ｐ」および，（株）愛工舎製作所製「マイティ３

０」を用いた．

高糖パン生地および低糖パン生地の2種類の発酵モデ

ルとなるパン生地を作り ，プロナーゼ処理ゼイ１ ６ ） １ ７ ）

ンペプチドを加え，ファーモグラフを用いて発酵試験

を行なった．表２の配合に従って，材料をミキサーで

中速５分間混捏した．パン生地を50gずつ分割成型後，

5℃，相対湿度90％で冷蔵保存し，24時間後，4日後，

7日後に解冷蔵してファーモグラフでパン生地発酵力を

測定した．二酸化炭素発生量の測定は300分間とした．

２．５ パンの試作と保存試験

実際の食パン，菓子パン生地にプロナーゼ処理ゼイ

ンを添加し，冷蔵保存後の生地の発酵，焼成したパン

生地の特性について検討した．なおパン生地の発酵，

焼成には三鈴工機（株）製「ホイロ付きオーブンＤＯ

Ｅ－０２」を用い，ドウコンディショナーは同じく三

鈴工機（株）製の試作機を用いた．

２．５．１ 食パン生地の試作

最初に強力粉，イーストフード，上白砂糖，食塩，

脱脂粉乳，全卵，パン酵母（オリエンタル酵母（株）

製「オリエンタルイースト」）に水を加えてプロナー

ゼ処理ゼインを添加し，縦型ミキサーを用いて低速3分

間，中速4分間混捏した．次にショートニングを加え，

さらに低速2分間，中速3分間，高速5分間混捏して食パ

ン生地を得た．

得られた食パン生地を28℃，相対湿度75％で30分発

酵させた．フロアータイム20分間の後，生地を50gずつ

成型分割し，ドウコンディショナーに入れて5℃，相対

湿度90％で24時間冷蔵保存した．冷蔵保存終了後，20

℃，相対湿度85％で60分間，解冷蔵した．これを38℃，

相対湿度85％で，60分間2次発酵させて，200℃で10分

間焼成して食パンを得た．生地の配合は表３に示した．
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２．５．２ 食パン生地の官能試験

表３のサンプルＳ－１とＳ－２の食パンの評価をす

るために，15 名のパネラーによる官能検査を行なった．

検査項目は，ソフト感（食べたときの食感がどう変化

したか），きめの細かさ（切ったときのすの細かさと

均一性），味（食べた人がおいしいと感じたかどう

か）とした．評価は3段階評価で行った〔良い（３点），

普通，（２点），悪い（１点）〕．結果は，15 名のパ

ネラーの評価点数の平均値として示した．なお小数点

以下２桁目を四捨五入した．

２．５．３ 菓子パン生地の試作

菓子パンにおいては，食パンと違い冷凍・冷蔵障害

を受けると焼成後のパン表面には梨肌と呼ばれる斑点

ができ，著しく商品価値が下がることが知られている．

梨肌の発生は，パンの表層部分に存在している気泡膜

の厚さの違いが，焼成時に色斑として現れる現象であ

る． この解決法としては，モノグリセドをパン生地１ ８ ）

に添加することにより，生地中の疎水性タンパク質の

疎水度を下げ，親水性にすることによりある程度は抑

制できることが明らかとなっている． 今回の検討で１ ９ ）

は，生地表面での梨肌の発生に対するペプチド添加の

効果と，モノグリセリドとの比較，相乗効果について

検討した．

菓子パン生地の製造は液種法で行ない，冷蔵用パン

酵母は（協和発酵（株）製「ダイヤイーストＦＲ

Ｚ」）を用いた．また，生地の配合割合は表４に示し

た．

中種生地として，まず，強力粉，上白砂糖，液卵，

脱脂粉乳，液種，イーストフード，冷蔵用酵母および

ペプチドに水を加え，縦型ミキサーを用いて低速3分間，

中速4分間混捏して，中種生地を調製した．捏ね上げ後

30分間ベンチタイムをとり，25℃，相対湿度75％の条

件下で50分間発酵させた．

次に中種生地に，本捏配合材料として上白砂糖，食

塩およびショートニングを添加混捏して本捏生地を得

た．混捏条件は低速3分間，中速7分間，低速3分間，中

速5分間，高速2分間を順に行なった．生地の混捏での

ダメージを回復させるため，フロアータイムを15分間

とり，その後生地を50gずつ成型分割した．次に生地を

5℃，相対湿度90％で24時間冷蔵保存した．冷蔵保存終

了後，20℃，相対湿度85％で60分間，解冷蔵した．こ

れを37℃，相対湿度85％で，60分間発酵させ，210℃で

7分間焼成して菓子パンを得た．

２．５．４ 菓子パン生地の評価

各菓子パン生地サンプルの評価を，表面の梨肌の出

現割合で評価した．Ａは梨肌の発生がほとんどみられ

ない場合を，Ｂはナシ肌の発生数が約50％になった場

合を，Ｃは梨肌が発生している場合を目視によりそれ

ぞれ評価した．

２．６ ペプチドの分析

調製したペプチドは複数の異なった分子量を持つオ

リゴペプチドの混合物であるので，どのようなペプチ

ドであるかを推察するために，アマシャムファルマシ

アバイオテク（株）製タンパク質精製装置「ＦＰＬＣ

システム」，並びに島津製作所（株）製ペプチド分離

精製装置「ＬＣ－１０」，ヒューレットパッカード社

製のプロテインシーケンサー「Ｇ１００５Ａ－００

１」による解析を行った．

２．６．１ 限外濾過並びにゲル濾過

酵素処理したペプチド液を，ペリスタポンプを使っ

て限外濾過膜（ミリポア社製ＰＭ－１０）に通し，分



- 4 -

子量10000以下の画分を集めた．

得られた濾液300mlを，分離溶媒を超純水として2.0

ml/minの条件でゲル濾過カラム（Sephadex-LH20:3.2x

90cm）で分画し，分画液を10mlずつ試験管に集めた．

この操作により，脱塩および主なピークの濃縮を行っ

た．

２．６．２ ＨＰＬＣ（ＬＣ－１０）による分画

2.6.1で得られたペプチド液の溶媒を乾燥させて濃縮

後，再び超純水に溶解して試料とした．ＨＰＬＣでは，

アセトニトリル：超純水の濃度勾配による逆相カラム

クロマトを行い，さらなる精製と，分析を行った．凍

結乾燥したペプチド40mgを水1mlに溶解し，ＰＴＦＥ膜

（0.2μｍ）でろ過し，100μlを流速1.0ml/min,ＯＤＳ

の逆相カラム（信和化工（株）製「ＳＴＲ ＯＤＳ－

ＩＩ」，4.6x150mm，粒径5μm，細孔径120Å）に添加

した．分離の条件は次のとおりである．（流速：1.0m

l/min,グラジエント：超純水→アセトニトリル：10～

50min，アセトニトリル10～100％）分離したした主な

フラクションを，さらに次の条件で精製した．（流速

：1.0ml/min,グラジエント：超純水→アセトニトリル

：10～40min，アセトニトリル10～60％）

２．６．３ ペプチドの分析

2.6.2で得られたシングルピークのフラクションにつ

いて，プロテインシーケンサーで分析した．

３．結果と考察

３．１ ゼイン分解酵素の検討

プロナーゼ，サブチリシンは比較的タンパク質を小

さな断片にする特性を持ち，トリプシン，キモトリプ

シンは特定の部位を切断する傾向が強く，サーモライ

シンはその中間的な性質を持つ．図１に，ペプチド添

加による培地中からの二酸化炭素の発生量を示した．

発酵により発生する二酸化炭素の量は，ゼインをプロ

ナーゼ処理して得られたペプチドを添加した培地が最

も多かった．キモトリプシン，サブチリシン処理ペプ

チド添加では無添加より二酸化炭素発生量が減少した

が，これは，酵母に対する培地中の浸透圧等の変化が，

何らかの影響を与えたものと考えられる．

ペプチド違いによる発酵力の変化は必ずしも特定で

きなかったが，以後生地での検討には発酵力増加の最

も多かったプロナーゼ処理ゼインを用いることとした．

この結果については，推測の域を出ないが，プロナー

ゼはいくつかのエンド，エキソペプチダーゼの混合物

で基質特異性が低く，タンパク質をランダムに切断し

て小さなペプチドやアミノ酸にする傾向が強いため，

培地中で酵母の利用できる栄養素が増え，酵母の活性

が高まった等が考えられる．

３．２ 生地でのペプチド添加後の発酵力の検討

高糖生地において，図２の発酵時間前半より後半に

向けて，二酸化炭素の発生は尻上がりに進むが，４日

目以降のペプチド添加の効果は良好であった

低糖生地では，４日目冷蔵保存までは，図３の発酵

時間前半は，若干ペプチド添加の効果が表れ，発酵時

間が後半に行くに従ってその差はほとんどなくなった．

７日目保存では総二酸化炭素発生量はペプチド添加無

添加ともに減少し，冷蔵保存による生地の老化が認め

られたが，二酸化炭素発生量の減少はペプチド添加に

より抑えることができた．

発酵力に関しては，低糖生地よりも高糖生地におい

てのほうが，ペプチド添加の効果は期待できる．

3.3 プロナーゼ処理ゼイン添加パンの試作と保存試験

３．３．１ 食パン生地の官能試験

表５に結果を示した．プロナーゼ処理ゼインを添加

して調製したパンのほうが，無添加のパンよりも，全

ての項目において数値が大きくなり，官能特性の改善

が示唆された．大豆タンパクや，脱脂粉乳をパン生地

に混ぜると生地の風合いや食感を改善することが知ら

れている．本研究のペプチド添加においても，少なく
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とも官能試験上はペプチド添加によって，冷蔵保存生

地の品質が改善する効果が期待できると思われた．

３．３．２ 菓子パン生地の表面評価

結果は表６に示した．表４の配合で調製したパン生

地は，Ｋ－１はオレイン酸モノグリセリドとペプチド

との相乗効果を，Ｋ－２はペプチド単独での効果を，

Ｋ－３はペプチド，モノグリセリド無添加のときを，

Ｋ－４はモノグリセリド単独での効果についての検討

である．Ｋ－１およびＫ－２はＫ－３およびＫ－４に

比べて結果が優れており，特にＫ－１は目視での梨肌

の発生がほとんど緩和され，最も優れていた．

結果は図には示していないが，ペプチド添加後の生

地中の小麦グリアジンを分画すると，水への溶解性は

添加前と比べてほとんど変化がなかった．そこで，本

研究での梨肌の発生の抑制は，低分子化したペプチド

もしくはアミノ酸が，生地中に混在することによって，

全体として生地の表面の疎水度が緩和されたと考えら

れた．
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３．４ ペプチドの分析

３．４．１ 限外濾過並びにゲル濾過

結果は図４に示した．780ml付近のメインのピークに

ついてフラクションコレクターで画分を集め，ＨＰＬ

Ｃ分取用のサンプルとした．

３．４．２ 逆相カラムクロマトによるペプチドの分離

アセトニトリル10～100％での第１回目のクロマトグ

ラムを図５に示した．このグラフからゼインペプチド

の特性として，水には溶けるが依然として表面の疎水

性の性質が大きいことが分かった．得られた，メイン

のピークについて，再分離を行い，減圧下で濃縮して

２回目の分離を行って，夾雑ピークを除いた後，さら

に再クロマトを行い，濃縮した後，プロテインシーケ

ンサー用のサンプルとした．

酵素分解では，プロナーゼの性質上，元のタンパク

質は分子量の小さい画分に断片化されており，主とし

てどのような性質のペプチド分布になっているかを推

定した．

３．４．３ ペプチドの分析

分析の結果，本ペプチドは分子量が数千以下の短い

オリゴペプチドの混合物であることが分かった．さら

に，ＬＣ－１０で検出できた主なピークの配列は，ほ

とんどが，トリペプチド（３量体）からテトラペプチ

ド（４量体）以下の小さな重合体であることがわかっ

た．このことはプロナーゼの基質特異性からも一致す

る．

４．まとめ

本研究では，従来食品への有効利用が図られていな

かったトウモロコシタンパク質ゼインを，蛋白質分解

酵素プロナーゼを用いて分解して水溶性のペプチドと

することにより，冷蔵したパン生地の発酵力を高糖生

地においては一部改善することができた．また，この

ペプチドを配合することにより，冷蔵保存後のパン生

地の食感劣化は，官能検査の結果において，良好な結

果が得られた．また，直接目視による菓子パン生地の

表面の観察でも，梨肌の発生を緩和できることを見い

だした．ペプチドの逆相カラムクロマトでは，水溶性

のゼインペプチドの表面は依然として疎水性部分が多

く残っていることが分かった．モノグリセイリドの梨

肌改善への作用機構を考えると，このペプチドの疎水

性も何らかの作用を担っていることが示唆された．
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