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（ 続紙 １ ）                             

京都大学 博士（  農 学  ） 氏名 Fang Bowen 

論文題目 

Studies on the structural modification of protein aggregate induced by freez

ing process 

（凍結プロセスにより誘起されるタンパク質凝集体の構造変化に関する研

究） 

（論文内容の要旨） 
タンパク質凝集体の形成機序や凝集体のもつ特性は、タンパク質分子がもつ化学的

特性だけでなく、pH、イオン強度、界面物性などの物理化学的要因が強く影響するこ

とが知られている。食品中のタンパク質凝集体は、食感、風味、安定性など、食品の

さまざまな特性とも関わっており、これらの制御のために凝集体の構造改変を試みる

研究が広く取り組まれてきた。凍結はタンパク質の凝集体形成に強い影響を与えるプ

ロセスであり、氷結晶界面における疎水性相互作用や、凍結濃縮相内部におけるpH、

イオン強度の劇的な変化によって、凝集体の高次構造が変化することを示唆する報告

があるものの、凍結下における凝集体の形成機序や支配因子は明確にされていない。 

本論文は、卵および乳タンパク質の凍結過程で形成されるタンパク質凝集体の特性

を分析し、異なる凍結条件のもとで誘起される凝集体形成や凝集体の構造変化に関わ

るメカニズムの解明を目指したものである。さらに、凍結によるタンパク質凝集体の

形成を乳酸菌のカプセル化技術として応用する試みについても検証されている。 

第１章では、抵抗パルスセンシング法によるタンパク質凝集体の評価法を報告して

いる。抵抗パルスセンシング法は、検体である粒子の全数分析に基づく手法であり、

懸濁液中の粒子個数濃度を計測できる新しい手法である。ここでは、凍結過程を経て

形成されたカゼインナトリウム凝集体の粒子径、粒子個数濃度、表面特性を分析し

た。NaCl濃度（0.1 Mおよび0.01 M）とpH（5.5および8.0）の異なる1.0% (w/w)カゼ

インナトリウム懸濁液を–35°Cで1時間、2日間または5日間という凍結条件を設定し、

その変化傾向を調べた。まず、平均粒子径は0.1 M NaClを含む懸濁液の方が0.01 M 

NaClを含む懸濁液よりも大幅に大きくなった。サンプルの粒子径は凍結開始直後の1

時間にて減少し、その後、2日目～5日目にかけて徐々に増加した。ほとんどのサンプ

ルの粒子個数濃度は凍結直後に増加した後、減少に転ずる傾向を示した。凍結後の凝

集体の特性は、pHやイオン強度、さらに凍結時の保持温度や凍結時間に影響を受ける

ことを明らかにし、それらの影響を定量的に示した。 

第２章では、卵白懸濁液を用いた凍結過程における凝集体形成の検討を報告してい

る。複数のpHとイオン強度に調整した卵白懸濁液を数日間凍結し、前章と同様に抵抗

パルスセンシング法によって凝集体微粒子を分析した。凍結過程を経た卵白懸濁液か

ら形成される凝集体微粒子の平均粒子径はおよそ3.5～4.5 µmであり、イオン強度の増

減に対応して凝集体微粒子の平均粒子径は増減した。しかし、凍結条件の変化に対す

る平均粒子径の変化は小さく、その代わり粒子個数濃度が5日間の凍結過程おいて減

少することを見出した。X線小角散乱実験による分析を行った結果、凍結処理によっ

て凝集体の表面特性は変化するものの、凝集体の内部構造の改変は起こっていないこ

とが示唆された。凍結された卵白懸濁液は、気泡保持力が変化することを見出してお
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り、気泡保持力を向上させる条件を適用することで、食品安定化剤としての卵白の特

性制御に応用できる可能性を示唆した。 

第３章では、全卵懸濁液を用いた凍結過程における凝集体形成の検討と、ショ糖の

添加が与える影響について検討した結果を報告している。全卵懸濁液を一定条件下で

冷解凍し、抵抗パルスセンシング法による分析と放射光X線を用いたX線小角散乱実

験から得たデータに基づいて詳細な解析を行った。凍結過程を経た溶液から形成され

る凝集体微粒子はおよそ3.2～3.5 µmの平均粒子径をもつが、前章と同様に凍結処理の

影響による平均粒子径の変化は小さく、顕著に変化するのが粒子個数濃度であること

を見出した。凝集体の個数濃度は、–35°Cで5日間という凍結処理によりおよそ6倍ま

で増加することを明らかにし、この過程で凝集体微粒子の形成が経時的に進行し、同

時に凝集体の表面特性も変化することを示した。これらの結果から、以下のようなメ

カニズムを提唱した。まず、凍結過程はタンパク質分子のアンフォールディングに関

与しており、アンフォールディングによって溶解度が低下した画分が凝集体の前駆体

となり凝集が進行する。さらに、表面特性が一定以上に変化した凝集体は分散性を失

い沈殿へと移行し、凝集体の生成速度と沈殿への移行速度のバランスによって懸濁液

中の粒子個数濃度の増減が決定される。このメカニズムは、凍結処理に伴って変化す

る可溶性タンパク質濃度の測定データ、沈殿量の測定データ、X線小角散乱実験によ

る凝集体構造の分析データから総合的に判断して支持された。 

ショ糖の添加は凍結処理に伴う凝集形成を抑制することが知られているが、これは

主に、凝集体粒子数の増加抑制と表面特性の変化抑制の双方に寄与していることを示

した。凍結処理は、凝集体の前駆体の形成量を増加させ、その後の凝集の進行を促進

するが、ショ糖の添加はこの前駆体形成を抑制し、結果的に凍結過程における凝集の

進行を抑制していると考察した。 

第４章では、凍結処理によって形成されるタンパク質凝集体の形成を乳酸菌のカプ

セル化に応用する試みを報告している。冷凍や酸に対する耐性が低い乳酸菌群を使用

し、これを卵黄懸濁液と共に凍結させることにより、乳酸菌を包埋させることが可能

か、また、冷凍耐性や酸耐性を向上させることができるかについて検証している。ま

ず、卵黄を加えて、適切な凍結条件のもとで凍結することによって乳酸菌の生存率を

2倍以上に向上させられることを見出した。凍結処理により卵黄の凝集体が増加し、

その凝集体が凍結後の乳酸菌をコーティングする構造を形成していることを電子顕微

鏡により観察した。また、乳酸菌をpH 2.5の塩酸溶液に10分間暴露する酸耐性試験を

実施し、カプセル化によって乳酸菌の死滅割合を低減させられることも見出した。こ

れらの結果は、凍結処理による卵黄の凝集を利用したカプセル化が、凍結や酸処理か

ら乳酸菌を効果的に保護できることを示しており、プロバイオティクスを利用した食

品の設計や保存に有用であることを証明している。 

 
注)論文内容の要旨と論文審査の結果の要旨は１頁を３８字×３６行で作成し、合わせ 

て、３，０００字を標準とすること。 
論文内容の要旨を英語で記入する場合は、４００～１，１００wordsで作成し 
審査結果の要旨は日本語５００～２，０００字程度で作成すること。 
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（続紙 ２ ）                            
（論文審査の結果の要旨） 

食品中におけるタンパク質凝集体は、食品のさまざまな特性と関わっているた

め、その制御に関わる知見は食品工学的価値が高い。また、食品工業で広く利用さ

れている凍結プロセスは、タンパク質の凝集体形成にも多くの影響を与えることが

知られているが、その凝集体形成の支配因子やメカニズムは明確にはされていな

い。本論文は、卵および乳タンパク質の凍結過程において誘起される凝集体形成や

構造変化のメカニズムを、粒子個数濃度を測定できる抵抗パルスセンシングという

新しい手法を主たる分析手法に据え、その他の様々な分析データと組み合わせるこ

とによって解明を目指した研究をまとめたものである。また、凍結によって形成さ

れるタンパク質凝集体を乳酸菌のカプセル化へと応用した検討結果も報告されてい

る。評価すべき主要な点は以下の三つに要約される。 
 
1. カゼインナトリウム懸濁液、卵白懸濁液、全卵懸濁液から凍結過程を経て形成

される凝集体を分析し、イオン強度、pH、凍結温度、凍結時間が凝集体の形成
に及ぼす影響を、平均粒子径、粒子個数濃度、表面性状因子、構造因子などの
観点から定量的に示した。 
 

2. 凍結過程はタンパク質分子のアンフォールディングに関与しており、凍結環境
下において、溶解度が低下した画分が凝集体の前駆体となり凝集が進行する。
ここで凝集体が生成する速度と沈殿へ移行する速度のバランスによって懸濁液
中の粒子個数濃度の増減が決定されるというメカニズムを提唱し、これを様々
な分析データを基に検証した。 
 

3. 凍結によって形成されるタンパク質の凝集体形成を、乳酸菌のカプセル化に応
用し、冷凍耐性および酸耐性付与の効果を見出し、これを実施するための至適
な凍結条件を明示した。 

 
 以上のように、本論文は、凍結条件下におけるタンパク質の凝集メカニズムを、
卵および乳タンパク質の溶液系について明確にしている。また、得られた知見を産
業利用するためのアイデアを提唱しそれを検証するに至っており、農産製造学、食
品工学、酵素化学の発展に寄与するところが大きい。 

よって、本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。 
  なお、令和３年７月８日、論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結
果、博士（農学）の学位を授与される学力が十分あるものと認めた。 
 また、本論文は、京都大学学位規程第１４条第２項に該当するものと判断し、公
表に際しては、当該論文の全文に代えてその内容を要約したものとすることを認め
る。 

 
注）論文内容の要旨、審査の結果の要旨及び学位論文は、本学学術情報リポジトリに

掲載し、公表とする。 
ただし、特許申請、雑誌掲載等の関係により、要旨を学位授与後即日公表するこ

とに支障がある場合は、以下に公表可能とする日付を記入すること。  
要旨公開可能日：令和 年  月  日以降（学位授与日から３ヶ月以内） 

 


