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緒 言

　大豆種実蛋白質としてグリシニソ（11S一蛋白質），β一

およびγ一コソグリシニソ（7S一蛋白質），15S一蛋白質，ト

リプシンイソヒビター一，β一アミラーゼ，レクチソ，リポ

キシダーゼ等が知られている．このうち，グリシニソお

よび7S蛋白質は全種実蛋白質の約70％を占めるグロブ

リン系の貯蔵蛋白質であり，その分離精製法に関する報

告は多い．例えぽ，グリシニソの精製法としては以下の

方法がこれまでに開発されている．すなわち，水抽出蛋

白質から冷所に放置することによって得られる冷沈蛋白

質（CIF）は超遠心的に60％の11S成分の純度をもつ画

分であるが，このCIFを出発材料としての精製法には

ゲル炉過法1－3），イオン交換クロマトグラフィー法4），お

よびアフィニティークロマトグラフィー法等5）がある．

また7S蛋白質の1つであるβ一コソグリシニソの精製と

して，CIF画分を除いた上澄画分のゲル炉過法6），酸処

理法7），および硫安分画法8）等がある．また，7S蛋白質

のもう1つの成分である　γ一コソグリシニンの精製法と

しては，これまでにアフィニティークロマトによる越山

等の方法9）およびCatsimpoolasのゲル炉過とイオン交

換クロマト法を組み合せた方法1°）がある．しかしながら，

これらの方法はいずれも一成分の分離精製に関するもの

であり，分離にさいしての他の成分との関係については

全く言及されていない．そこで著者らは大豆貯蔵蛋白質

各成分の連続的分離精製法について研究を進め，精製操

作のng－一段階として，酸分別沈澱法を確立した12）．本論

文ではその酸分別沈澱法によって得た各画分を塩基性お

　大豆蛋白質に関する研究（第4報）

　食品学第3研究室

よび酢酸酸性尿素ゲル電気泳動法によリサブユニットの

検定をおこなったので報告する．

研究方法

1．試料　大豆（Glycine　max　var．　Okuhara　No，1）を

凍結乾燥後，ウィリー型の磨砕機でドライアイスーアセ

トソ中で冷却しながら粉砕し，次いでn一ヘキサンで脱

脂後，風乾し，出発材料とした．

2．酸分別沈殿法による蛋白質の分画

　　前報11）の通りおこなった．

3．　ゲル炉過法　上記の酸分別沈澱法によって得た各画

分をBio・gel　A－1．5m（Bio　Rad社製）によりゲル炉

過を行なった．1M一食塩を含む0。01M一バルビタール
　　　t緩衝液（pH　8．0），カラムサイズ26×820　mm，流速

O・　5　ml／min，10　mZずつ集め，280　nmで吸光度を測定

した．

4．　アルカリ性尿素ゲル電気泳動法12）

　試料調製は試料と9M一尿素を1：3の割合で混和し，

DTTを少量加え，50℃で2時間保温後用いた．緩衝

液はトリスーグリシン系（pH　8．3）を用い，泳動条件は

2mA／a　tubeで2時間泳動し，マーカーとしてプロム

フエノールブルーを用いた．染色は1％アミドブラック

10B液を用い，7％酢酸で脱色を行なった．

　5．　酢酸酸性尿素ゲル電気泳動法12》

　試料の調製および泳動条件は上記，アルカリ性尿素ゲ

ル電気泳動法と同様である．緩衝液は0．1N一酢酸溶液

を用いた．

研究結果および考察

Fig．1およびFig．2に示したのは酸分別沈澱法によ

り得た各画分（WIS～FF）をBio・gel　A－1．5mでゲル

（21）
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Fig，1　Gel　Filtration　Patterns　of　WIS，　FA，　FB，　and　FC　on　Bio－gel　A－1．5m

Gel　Filtration　was　carried　out　with　a　Flow・rate　ofα5mZ／min．　on　Bio－gel

A－1．5m（column　size：26×820　mm）at　20℃

1戸過した溶出図である．各画分の溶出部位を図の様に区

分し，各区分に存在する蛋白成分をサブユニット構造か

ら検討することを試みた．Fig．　3に示したようにまず，

酸分別各画分のサブユニット像について検討したその結

果，WIS画分はマーカーとして用いた主要三成分のサ

ブユニット像から大部分がグリシニソ成分であり，そこ

に一部γ一コングリシニソ成分が混入していることが明

らかとなった．FA，　FB画分も同様な結果であった．一

方，FD画分はほぼβ一コソグリシニン成分のみで，　FE

画分はβ一コングリシニン成分の他にサブユニットでは

ないがβ一アミラーゼ分子のバンドも認められた．そこ

で，次に分別各画分をゲル炉過し，Fig．1およびFig．　2

に従って分画した各画分のサブユニットについて検討し

た．Fig．　4に示した電気泳動像はWIS，　FA，　FB画分

（22）
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Fig．2　Gel　Filtration　Patterns　of　FD，　FE，　and　FF　on　Bio・gel　A－1．5m

Gel　Filtration　was　carried　out　with　a　Flow・rate　of　O．5　ml／min．　on　Bio・gel

A－1．5m（column　size：26×820　mm）at　20°C

のゲル源過画分のサブユニット像であるが，マーカーの

　　　　　　　　　　　　　　　　　tバソドから推定して，WIS－1～WIS－4）の大部分を占め

るのはグリシニソ成分である．また，一部分γ・コソグリ

シニソ成分が混入している（移動度の遅い不明瞭なサブ

ユニットのバソド）一方，FA画分になるとγ一コング

リシニンのサブユニット成分の量がグリシニンの量より

増大している．同様の傾向がFB画分にも認められた．

さらにFC画分の場合（Fig．5）はFC－1～FC－5区分

まではグリシニンの存在が認められた．FD画分の場合

（Fig．6）はそのほとんどがβ一コングリシニソ成分であ

る（特にFD－1～FD－4）FEおよびFF画分につい

て示したのがFig．7である．　FE－2区分にみられるのが

β一コソグリシニン成分であるがその他の区分について

はサブユニット像からだけでは不明確である．

　次に，酸分別沈澱各画分のサブユニット解析を酢酸酸

性尿素ゲル電気泳動法により行なったのがFig．8である．

その結果はアルカリ性尿素ゲル電気泳動像（Fig・3～Fig．

7）から解析した結果とほぼ同じであった．すなわち，　WIS．

FA，　FB画分はグリシニン成分が主であり，その他に少

量のγ一コングリシニン成分が存在している．FC画分

になるとグリシニソ，β一コソグリシニソの存在が認めら

れる．FD画分になるとほとんど均一なβ一コングリシ

ニンから成る．FE画分も主にβ一コソグリシニンから成

っている．次に，これらの画分をゲル炉過して得た各区

分の蛋白組成をみた，Fig．9に示したのは，　wIS，　FA，　FB

画分から得た各区分の酢酸酸性尿素ゲル電気泳動像であ

る．WIS－1～WIS－4区分はいずれもグリシニン成分と

一一s買ﾁ一コソグリシニン成分から成っている．一方，FA

（23）
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G B r
C
l

F
噂

柵

…

馨

叢

灘
雛

灘難
　・綴・

FC
－2

難

　
　
　
　
V

　
　
　
　
み

　
　
　
葦
響
六

㌔
　
　
　
　
　
冗

麟
懸
貯

霞

9

’，♂

Cノ舜
　高蝋、

’、羅

　移誘

κ
酋

、

C
5

F
一

守
㌔

灘雛・

FC

毒

襯　　’

鱗藩，’
霧i㌔

’澱瞬

C
7

F
「

㊦

θ

Fig　5　Comparatlve　Dlsc　Alkallne－Urea　Electrophoretlc　Patterns　of　Soybean　Proteln

Fractlons　fractionated　by　Bio－gel　A－15mon　Polyacrylamlde　GeL

　G，βandγ1ndicate　Glyclnln，βconglycinln　andγ一conglycinin，　respectlvely，　as　used
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大豆蛋白質のサフユニットの解析

難

G

叢

難

灘

鑛

B r

難
難

　
七 りえま　　ノ

蕪難，

　鑓

購
難

纒欝
お　　　ノ　キ

腔藍　　　、

　　
蕪鵬’　，’

，灘

騒轟

灘｛鎌・

　　難灘

　　　羅欝

　
　
　
　
　
　
’

灘
懸
馨

r

詞
，

S湖
『

　∋♂

　ず

　　㌔
　郡
、、

　簑’
IJ’ Q　

難灘

ウ蕪灘讐

議

　
　
　
（
甲

　
　
義
’

　
’

雛
〔
、帆
”

S……

ﾂ

♂

Lt　，

難
雛
　

　
　
、

，
事
魁
’
，

、
灘
椰，
㌔’

㌔
㍗
｝
’

写
’
、

撹，’討　L　c
／ti／u

”潜t

t

7

SW
つ

　　し
　、　　ド

灘

WIS
°4

雛
購
、
冨

〆
㌔
’
V

’

羅
’

襲
’
”　

帽

㈱

　ノv　　　　　　｝罵
，　　”卜露

　　ウ舜’
綾　　・’く

　　　贈
　　’、

A

AF
『

灘

鷲

A
3

F
ゆ

、
（

綿諺

重

ノ
、

占
㌔

Ψ，

　　L　、’　　騨難　，襲　美藝難一
　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　　　1　　　　　’♂　　　　　　　　　♂　　i’n

FB　FB　FB
－1　　°2　－3

㊦

e

Flg．9　Comparative　Disc　Acetlc　Acld・Urea　Electrophoretic　Patterns　of　Soybean　Proteln　Fractlons

fractionated　by　Bio－gel　A－15mon　Polyacrylamlde　Gel．

　G，βandγ1ndicate　Glycinin，β一conglycinln　and　7　conglycinln，　respectively，　as　used　for　Markers．

G 3 r

8
b

D
一

勲

　
　
ノ灘

t　箋
群　　§

♂
　
甜
難灘

♪
　
　
’

C
l

F
一

⊃
、

J

雛
繊
　震

埴／rs

織

C
2

F
一 C
3

F
一 C
4

F
一
κ
略

’葦

〔
し
6

F
一

塾難
　難蒙　妻
　、、藷　　　睾

轟
灘

ハ
し
7

F
5
伽

㊦

e

Flg　10　Comparatlve　Dlsc　Acenc　Acld・Urea　Electrophoret且c　Patterns　of　Soybean　Proteln　Fractions

fractlonated　by　Blo－gel　A－15mon　Polyacrylamlde　GeL

　G，βandγ1ndicate　Glycinln，　i3－conglyclnm　andγ一conglyclnln，　respectlvely，　as　used　for　Markers．

（27）



G B 「

字高京子，南雲葉了

難
雛

鰯
灘
灘
難
灘
　
．
難

”
此
　
、
、
’
、
・
辮
曜
鞘
’
〃
▼
’

、

七

、
’
、
F

灘
雛
擁
懇
綴
灘
雛
雛
韓
霧
雛
灘

饗
灘
　
　
　
　
　
　
κ
♂

い
’

　
　
’

彰
ノ
冥

　
　
’
　
　
，

難
騰
㈹
・
馨

露
試
“
，

　
　
’

　
，
’

　
’
　
、
、

　
、
’
羅
，
懸
’
馨
　
　
苓

　
　
ゴ
、
ノ
暉
〃
　
　
、
’
ノ
，
’
　
♂
、

’
　
　
　
　
、
葺
く
　
、
　
　
　
　
　
　
’

”
㌔
”
…
’
構
’
亜
♂
’
摺
・
、
　
鑑

、
’
、
、
・
ノ
　
’
赫
凋
僻
、
　
、
’
廿
　
　
ー
ノ

　　

@　

ｶ
雛
・
議
難
、
．

　
、
’
　
吊
　
’
　
・
　
　
　
F
’ 魏

難
難
舜
簿
ウ
翼
乎
難
、
警
罵
雛
、
、
｛
．
卜
、
，
か

西

’

、
七

　
　
　
　
　
　
　
　
甘
’

　
　
　
翌
’
髪
》

、
、
’
碁
葺
’
霧
轟
’

　
、
　
　
　
　
　
　
、
　
　
♂

、

、
　
W
＋
’
寓
’
凸
’
｝
㍗
｝
”
　

、
㌔
電
’

へ

DF
10

　　　　　…

，！

P｛華

　繕1
’難懸難

簸灘

懸
辮難

懇
　　　　　嚢

　　　鑛

　，A羅
　　㌔　妻

・i　　難

卜

　班’舅　　　！
4’@チが

繊
　　　　　緯

鞭1
　綴舞華鷲
難鎌鎌難
　磁i灘…
　　L：ノ　　　

灘議欝
　　　　　　…
　N　　　　　　　　’　卍　　　｛

　　　　♂
　　　　　　♂
　　L’　　≧’
　　　ヂソ　　，、　　♂歴
　　ゐせ　ノ
　ノノゆジ　　　　　　　v
　・　s　　　　オ

灘騨1
置（

、
♪

，
驚

て

　霞
　　’　　　1

　梱　　　馨

D　　FD
°2　　脚3 D

4

F
°
噛

　
，
’
、、
霧舅
難
雛
・
鷲

　
　
　
’
　
　
　
　
　
，

　
ノ
、
凡

　
　
♂

塀
’
、

♂

　
　
’雛
鑛
灘
購
．
　
縫

、

　
1
　
　
　
　
　
’
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
”

難
鱗
　
雛
難
、
灘
難

簸
甥
・

’
　
，

灘　　@　
@　

c
6

　　

@　

@　

e
O

’

朝
謹
〃

　
，
筈

霧
富

　
ノ
　
　
’
冥
”
苫
　
、
　
、

　
　
≧
〆
”
　

　
　
　
’
踪
’
馨
髪
鍵

　
　
　
　
　
　
敵
〃

　
照
　
簿
・
、
彩

葺
雛
葺
難
＾

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ザ
　
　
’
　
　
て
≒

難
難
灘
騨
灘

ζ

居
　
、
㌔

跡
翫
醤
’
史
κ
剛
試
、

㌧

　
，
　
’
聡
♂
’
、

”
占
舞
・
七

’
　
　
　
　
　
凸

ハ
・
欝
葺
！
働

　
躍
（
酢
、
・

D
5

F
’
一

e

Fig．11　Comparatlve　Disc　Acetic　Acld・Urea　Electrophoretic　Patterns　of　Soybean

Proteln　Fractions　fractionated　by　Blo－gel　A－15mon　Polyacrylamide　Gel

　　G，f3・andγindlcate　Glycinin，　i3－conglycinm　and　7．conglycinln，　respectively，

as　used　for　Markers

灘

G

’難糊
　　、、V
〃
・

　
　
’

綾　
’
”馨（

」七

β　　r　D8
　　　　　　　　　　　－b

嚢

，
ゴ
ニ
ー
》
蓑

㌔
　
”

㌔
’

∴

、
　
’

馨
醸

’

・
圭
’
葦
≒
き
詞
3
　
’
5
｝
峯

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
く
、
唖
接

、
叢
5
灘
’
懲

　　

@　

@
蕪
・
　
羅

　
　
　
　
’
　
‡
　
　
　
　
　
♂
’
ζ

定
↓

＄
重
、
…
≧
　
‡
舞
、
き

ー
ー
ー
垂
》

七

’

敵〃
　
’
，

、
　
究
’
，

　
　
　
　
　
　
　
　
’
　
　
㌧
’

　
　
　
　
　
　
　
く
　
　
　
、
　
　
、

　
　
　
　
　
　
、
　
”
　
　
　
　
、

”
隷
顯
難
齢
灘
難
謙

♂㌔

、

FE

嚢

雛蕪’・

灘
懸
箋蕪　　§

FE
－4

難
懸
離
1

陀
占

ww

藩
蕪

　
～

ず
，
　
　
’

腎

講
灘
簿

　
、
、
㌔
’
（
＋
躍
　
”

　
　
　
　
㌔
、

　
　
、

F
l

F
O

編懸 ｿ響黙

懸
　　　嚢

繋w

　’難

欝
晴
’堵”

難　㌔
ノ　粥’

籍

難難
・灘

難
癒
霧雛1

序
つ

鷺

、
　
二
♪
、
、

、
、
・
ソ
蟻
．
難
灘

　
　
　
　
　
、
’
～
く

罵
嘱

、

㊦

Flg　12　　　　　　　　　　　Acehc　Acld・Urea　Electrophoretic　Patterns　of　Soybean　Protem　Fractlons

fractlonated　by　Blo－gel　A－1．5mon　Polyacrylamide　Gel

　　G，βandγindlcate　Glycmln，β一conglycinln　andγ．conglyclmn，　respechvely，　as　used　for　Markers

θ

（28）



大豆蛋白質のサブ＝ニットの解析

画分はグリシニン成分の他にγ一およびβ一コソグリシニ

ソの一部分が混在していることを示している．更にFB

画分はFA画分と同様な泳動像を示した．また，　Fig・　10

に示したのはFC－1～FG7区分であるが，　FA，　FB画

分と同様な泳動像を示した．Fig．11ではFD画分の泳動

像を示すが，そのパターソから主にβ一コソグリシニソ

の存在を示す．Fig。12では，その他の低分子蛋白質であ

るトリプシンイソヒビター（Knitz型），レクチソ（フ

ァイトヘマグルチニン），β一アミラーゼの存在を示す．

要 約

　大豆主要貯蔵蛋白質成分であるグリシニン（11S一蛋白

質），β一コソグリシニンおよびγ一コソグリシニン（7S一

蛋白質）等の大容量の連続分離精製法について，サブユ

ニット組成から検討した．用いたアルカリ性尿素ゲル，

および酢酸酸性尿素ゲル電気泳動法からグリシニソ成分

は主にWIS，　FA，　FB画分に，β一コソグリシニソ成分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1はFC，　FD，　FE画分に，γ一コソグリシニン成分はWIS，

FA，　FB，　FC画分に存在することが明らかであり，そ

の精製度も，わずか二段操作でかなり高くなっているも

のと考えられ，大豆蛋白質成分の連続的分別法として有

効であると思われる．
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