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者系 言

　大豆は古来から日本人の食生活に欠かせない重要な蛋

白質の給源として利用されて来た．近年，その重要性は

食品加工技術の急速な進歩と相まって一層増大する傾向

にある．とりわけ，種々の食品素材から適当な食品加工

特性functional　propertyをもつ成分のみを取り出し，

混合することで，栄養的にもバランスがとれ，しかも加

工特性の面でも優れた性質を持つ素材を開発しようとす

る．いわゆる組立食品Fabricated　foodの概念が導入さ

れるに及んで，良質な蛋白質を多く含む大豆への期待に

は著しいものがある。本論文では，このような観点に立

って，大豆7S蛋白質（β一およびγ一コングリシニソ）

の分離精製法について検討したので報告する．

実験方法

　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アセ

トン中で冷却しながら粉砕し，次いでn一ヘキサソで脱

脂後，風乾し出発材料とした．

　2．酸分別沈澱法による粗7S一蛋白質画分の分離：

　前報1～2）にしたがって酸分別沈殿を行ない画分FDを

主として用いたが比較のためWIS，　FA　FB，　FC，　FEお

よびFF画分も用いた．

　3．ゲル炉過法：前報2～3）の通り行なった

　4．　コンカナバリンA一セファロース4Bによるアフ

ィニティクロマトゲラフィーでの分画：上記2．の酸分別

沈殿法によって得た各画分をコソカナバリンA一セファ

Pt　一ス4B（カラムサイズ8×150　mm），流速1mZ／10

min．2mZずつ集め280　nmで吸光度を測定した．1．O

M一食塩および10mM－2一メルカプトェタノールを含む

0．01M一バルビタール緩衝液（pH　8．0，20℃）で完全に吸

着させた．吸着した糖蛋白質の溶出はO．　1　M一α一methyl－

D－mannosideを含む上記バルビタール緩衝液でおこな

った．

　5．グラジエントスラブゲル電気泳動2）：用いたゲル

は解析感度を高めるために4～30％のポリアクリルアミ

ドの濃度勾配ゲルである．
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実験結果および考察

　大豆グロブリソの90％近くを占めるグリシニン，β一お

よびγ一コングリシニソの三成分を一連の分離操作の過

程で，高純度にしかも容易にかつ，収率よく精製する方

法の確立はこれまでほとんどおこなわれていない．この

原因の1つに，これらのグロブリソ成分がイオソ強度お

よびpHの変化に伴い複雑に解離会合する性質をもつこ

とが挙げられる4）．また，主要成分であるグリシニンが，

いわゆる低温沈殿蛋白質cryoproteinとしての性質をも

つため，収率はともかく，他の2成分の精製に較べて容

易であったことにも基因している。このいわゆる冷沈蛋

白質画分Cold　Insoluble　Fraction，　CIFと略記す）に回

収されるグリシニソ量は，Ca塩の添加（1～10　mM）に

よってCIFの沈殿を充分におこなった場合でも，全グ

リシニソ量の約60％であり5・）6），残りはなお可溶化状態

で定量的には沈殿しないことを筆者ら2）により明らかに

した．このため，グリシニソ精製の有効な出発材料の1

つであるCIFを充分沈殿除去した上澄液を7S成分精

製のための出発材料として用いても，かなりの量のグリ

シニンが混入しているため，更に何段階かの精製操作が

必要であった．とりわけ，γ一コソグリシニソ量はβ一コ
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　　　Samples（85　mg－162　mq　dissoived　in　5　m1》　were
apPlied　to　a　colurm　of　Con　A－Sepharose　4B　（colu㎜
size：8xユ50㎜）and　eluted　with　a　flow・－rate　of
l　ml　per　10　min　in　O．01M　barbital　buffer（pH　8．0》
containing　1。OM　NaCi　and　工0　】虹M　2　－me　rc　ap　toe　thano工

at　200C．　　　　　　　　　Afセer　eiuted　with　the　buffer　system　des－
cribed　above，　adsorbed　fractions　to　the　coユumns
were　eluted　with　the　buffer　containing　O．iMα一
貢hethy1－D－rnannoside．　（A》2　fraction　3　0f　FA　7　（B》：

fraction　30f　FB；　（C）：　frac幽ヒion　l　of　FC．
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Slab－Gel　Electrophore’ヒic　Patterns
of　Adsorbed　Fractions　to　Con　A－
Sepharose　4B

　　　The　slab－qel　elec’ヒrophoresis　was
carried’out　for　l6　hrs　at　125v　on　4
－30宅　gradient　gel　with　O．IM　Tris－
borate　buffer　containing　2　rnM－Na2。
EDTA．（　pH　7．2　）．　slot　l：　adsorbed

fraction　in　fraction　l　of　FC　7　slot
2：　adsorbed　fraction　in　fraction　3
0f　FB；　slot　3：　a（ヲsorbed　fraction　in
fraction　3　0f　FA；　slot　4：　glycinin　7
slot　5：　adsorbed　fraction　in　frac－
tion　2　cf　WIS7　slot　6：　adsorbed　frac－
tion　in　fraction　l　of　W工S．
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Slab－Gel　Electrophoretic　Patterns
of　Adsorbed　Fractions　to　Con　A－
Sepharose　4B

　　　The　slab－gel　electrophoresis　was
carried　out　for　16　hrs　at　125▽on　4
・－ R0暑　gradient　gel　with　O．1M　Tris－
b・rate　buffer　c。ntaining　2　mM　Na2－
EDTA（pH　7．2）．　　　　　　　　　　　　　　slot　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　adsorbed　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　frac－

tion　in　fraction　3　0f　FE；　slot　2：
adsorbed　fraction　in　fraction　l　of
FE　7　slot　3：　adsorbed　fraction　in
fraction　2　0f　FD；　slot　4：　β一congly－
cinin；　slot　5：　γ一conglycinin7　slot
6：　91ycinin．
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ングリシニン量の約半分（この量的関係は免疫化学的手

法を用いて筆者らにより初めて定量した2））であること

から，多段階の精製躁作を用いることは著しい収率の低

下をもたらすことになる．これらのことから，大豆グロ

ブリソ主要成分の有効な連続的分離製法の開発が進まな

かったものと思われる．そこで筆者は，これらの従来法

にとらわれない新しい立場からβ一およびγ一コソグリシ

ニソ各成分の効率的な分離精製法を試みた．その結果，

酸分別沈殿法を精製操作の第1段階に用い，次いでゲル

炉過法およびコンカナバリソAによるアフィニティーク

ロマトグラフィーを用いた．すなわち，グリシニンは糖

蛋白質ではないが，β一およびγ一コングリシニソはマ

ンノース，グルコサミソ等を側鎖に含む糖蛋白質である

ので，コンカナバリソAを結合したセファロース4Bを

用いて，これら7S蛋白質と11S蛋白質との分離精製

は可能となる．その結果がFig．1～Fig．3の通りである．

この酸分別沈殿法で得た7画分においてはFC画分を境

いにしてグリシニソ，β一およびγ一コングリシニソと

が完全に分離されている（Fig．4およびFig．5）．すな

わちβ一コソグリシニソの精製はFD，　FE画分を出発材

料とするとよい．γ一コソグリシニン精製の場合はWIS，

FA，　FB画分を出発材料とし，次にBio－gel　A－1．5mで

ゲル炉過し，WIS－1～3，　FA－1～3およびFB－1～3を

回収し，これをコソカナバリソA・セファP一ス4B

（pharmacia社製）を用いたアフィニティークロマトグ

ラフィーをおこない，その吸着区分を回収するとよい．

この方法はγ一コソグリシニンの含量が他の主要グロブ

リソ成分のそれと較べて少ないことを考えるとき，本精

製法の優れた特微のつに挙げられるだろう．

要 約

　1．β一コングリシニンの精製はFD，　FE画分を出発

材料とするとよい．

　2・γ一コソグリシニンの精製はWIS，　FAおよびFB

画分を出発材料とし，Bio－gel　A－1．5mでゲル炉過し，

WIS－1～3，　FA－1～3およびFB－1～3を回収し，これ

をコソカナパリソA一セファロース4Bアフィニティー

クロマトグラフィーをおこない，その吸着区分を回収す

るとよい．
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