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論 文 内 容 要 旨

、大豆蛋 白質 は,加 熱 ・塩凝 固 ・凍結 ・尿素等 の変性 によってゲルを形成す ること

が知 られて いる。 また,こ の よ うな大豆蛋 白質 のゲル形成能 を活 か して,食 品 にテ

クスチ ャー改善,増 量,増 粘,水 分調整 を目的 と しで混入,利 用 されて きた。特 に

最近の傾向 と して,テ クスチ ャー改善剤 としての用途 が多 く,加 熱 によるゲル化 は

重要 な研究 課題 であ る。

しか し,大 豆蛋 白質は化学的 に非常 に複雑 な分子 であ り,ゲ ル形成の メカニズ ム

は未 だ十分 に解 明 されてい ない。生成 したゲル につ いて も,レ オロ ジー解析 を行 な

った報告 は稀 で,単 にあ るず り速度 の粘度 を測定 した にす ぎない。 これは大豆 蛋白

質 の挙動 が鋭敏 なため,取 り扱 いゐ難 しく,ゲ ル化現象 を経時的 に捕 える測定法 が

確立 していないため と考 えられ る。

従 がって,本 研究 で は大豆蛋 白質ゲル化 の機構 の解 明 を目的 としで,ゲ ル化現 象

を経 時的 に検討 した。 この 目的 を達す るために次の諸点 につ いて も検討 を加 えた。

○ゲル構造生成過程 の測定法。

○ゲル構造生成 の瞬 間を捕 える測定法。

○以上 を測定で きる測定機の作成。

これ らによって,蛋 白質 ゲル化の メカニズ ム,ゲ ル構造 を支 えてい る結 合,ゲ ル

の性 質の表現 が可能 とな り,大 豆 蛋白質の性 質の コン トロールへ の知見 が得 られ,

食品への利用の道 が拓 ける。

試料 と して は,酸 沈殿 蛋白質(APP*),グ リシニ ン(11Sグ ロ ブリン),β 一コ ング

リシニ ン(7Sグ ロブ リジ)の 各大豆蛋 白質 を主 に用いた。

第1章 大豆蛋白質一水分散系硬軟化特性測定装置 ・

測定プログラム

大豆 蛋 白質 の加熱 ゲル生成の測定のため に,レ オ ロジー を手段 と して検討 した。

ゲル化の濃 度依存性 を検討 した結果,10%以 上 の濃度 で通 常ゲル化 す ることが認 め.

られた。静置時 間,ず り速度勾配 ・範 囲,加 熱温度勾配 につ いて も検討 を加 え,モ

デル ・プログ ラムを作成 した。 この プログラム を基本 として,以 降 の各 プログ ラム

を作成 した。(Fig.1)

本 プログラム及 び応用 プログラムの実行のため に,粘 度 計本体 に改造 を加 え,試
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料 の少量化,測 定 の高感度化 と併せて,コ ンピューターによる連 続測 定装置 を作成

し接続 した。(Fig.2)

本測定法 によ る結果 と従来法 との関連 を調べ るために,本 測定資料,各 種市販 大

豆蛋 白質及 び各種蛋 白質 につ いて測定 を行 なった。 この結果本測 定法 による結果 と

従来法 の結 果は良 く説明 がつ き,本 測 定法 による結果の方 がゲル生成過程 に関 して

よ り多 くの情報:量を持つ こ とがわかった。

第2章 ゲル化の蛋白質濃度依存性

測 定 にあたって,大 豆 蛋 白質分散 系及 び加熱 ゲルの流動 特性 を測 定,分 散形態 及

び加熱 ゲルの準構 造 を検 討 した。分散系 はニ ュー トンを示 す濃 度,非 ニ ュー トンに

移 る濃度,非 ニ ュー トンを示 す濃 度 に分類 され,分 散形態 に差 が見 られた。生成 し

たゲルは,7Sグ ロブ リンは粘度の高 い比較 的透 明 なゲルで あ り,一 一方11Sグ ロブ リ

ンは り歴 の大 きい,白 濁 したゲ ルで あった。定常ず り試験 の結果 よ り,ゲ ルは三次

元 ネ ッ トワーク構 造 を持 ち時間依存性 の流 動特性 を示 す ことが知 られた。(Fig.3,4)

第3章7Sグ ロブリン ・llSグ ロブリンの

加熱ゲル生成挙動の相違について

7S,11Sグ ロブ リンの性状 の違 いが何 に起因 す るか を検討す るために,イ オ ン強

度 を変 えて測定 した。高 イオ ン強度で7Sグ ロブ リンが最も大 きい硬化 を示 し,11S

グロブ リンは粘度 増加 を示 さず 熱可逆 なカー ブを示 した。(Fig.5)蛋 白質 分散系 の

分散状態 はイオ ン強度 に関連 し,特 に11Sグ ロブ リンは大 きな り歴 を示 した。 生成

したゲルは,強 固 なゲル程大 きな り歴 を示 した。ゲ ル化 のためには11Sグ ロブリン

が7Sグ ロブ リンよ り大 きな凝集体 を形成す る必要 があ り,撹 絆 により凝集 が阻害 さ

れた。

第4章 アルカ リ塩のゲル化に及ぼす影響

塩 の存在 がゲル化 に大 きな影響 を与 えることが知 られたので,塩 の種類 を変 えて
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測 定 を行 なった。加熱 ゲ!レはHo伽eister順 列 に一致 した硬化 を示 し,各 ゲル に流動

特性 の差 は見 られず,同 一傾向 のゲル を生成 した。'(Fig.6)ア ニオ ンは硬化 に大 き

な影響 を与 え,カ チオ ンはそれに比べ て小 さな差 を示 ・した。 この結 果,加 熱 ゲル生

成 には疎水相互作用,イ オ ン性結合 の寄与 が大 で あることが知 られた。

第5章 アセチル化のゲル化に及ぼす影響

分子構 造 とゲ ル化の関係 を知 るために,ア セ チル化 によって分子 全体 のチ ャージ

を変 えて,分 子構 造変化 を起 ご した蛋 白質 につ いて測定 を行 なった。加熱 ゲルはア

セチ ル化 の程度 に従 がって硬 化 を示 した。高 アセチル化蛋 白質は高い粘性 と大 きな

り歴 を示 し,ほ とん どゲ ル形 成の見 られなかった11Sグ ロブ リンもアセチル化 によ

り高 いゲル化能 を示 した。(Fig.7)ア セチ ル化 によ るチ ャー ジの変化 によ り,蛋 白

質の凝集,架 橋 能 が高 くなった もの と考 え られ る。

第6章 還元剤のゲル化に及ぼす影響

アセチ ル化 によ るチ ャー ジの変化 により,蛋 白質の構 造 をほ ぐす ことでゲル化能

に改善 が見 られたので,蛋 臼質構造 を安定化 させて いるも う一 つの要因で あるS.S

結 合の寄与 につ いて検討 を加 えた。還元剤 と して2.Mercaptoethanol,Cysを 用いて

測定 を行 なった。

ゲ ル化 は分子 間S-S結 合 を還元 す る濃度 まで は低下 を し,分 子内S.S結 合 を還元

す る濃度 に達 す ると著 しい上昇 を示 した。(Fig.8)こ の ことより分子 内S.S結 合は

他の結合 と共 に分子 を安定化 させ てい る要 因で あることが知 られた。

第7章RCAM化 のゲル化 に及 ぼす影響

S.S結 合のゲ ル構 造への寄与 が確認 されたので,RCAM化**に よ りS.S結 合 を開

裂ブ ロック した蛋 白質 につ いて測定 を行 なった。

11Sグ ロブ リンで は低RCAM化 蛋 白質 が高い粘 度 を示 した。一方,7Sグ ロブリン

は高RCAM化 蛋 白質が高い値 を示 した。全 体 と して7Sグ ロブ リンが高 い値 を示 し
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た(Fig.9)の に対 して11Sグ ロブ リンが低 い値 を示 した。S-S結 合の分子構 造 を安

定化 させ る働 きにっ いて は次の よ うに要約で きる。S-S結 合の役割 は分子構 造 を安

定化 させ る点 にある。S.S結 合 を切 るこ とによ り,蛋 白質分子 の構 造 がルーズ にな

るが,こ の場合他 の結合,相 互作用 によ り,か な りの割合で構 造 は残 っている。こ

の結果 ゲル化能 は高 め られ る。一方,S.S結 合 を切 った後加熱 ・冷 却処理 を経 ると,

蛋 白質分子 の構造 が過度 にフ レキシブルにな り,凝 集体形 成能 が劣 る。 この結果 ゲ

ル化能 は低下す る。

第8章 加熱 ・冷却過程の各温度における流動曲線解析

ゲ ル性状 には蛋 白質の凝集 力,架 橋 能 が寄与 して お り,こ れら には疎 水相互作用,

イオン性結 合,S.S結 合の寄与 が大で あった。 そこで,こ れが加熱 ・冷却 によ って

どの よ うに関連 して ゲル化 が起 こるの かを検討 した。各温 度 にお ける流動特性 を測

定で きるよ う、に粘度計 を改良 して測 定 した。ゲル化 が顕著 なAPP,7Sグ ロブ リンは

加熱過程70,80℃ で レオペキ シーを示 し,こ れはゲ ル生成 中の挙動 を捕 えた点 で,

重要 な流 動特性 で ある。 これ を境 に,分 散系 の流 動 が三次元 ネー トワー クの存在 を

示す流動 となる。(Fig.9)

　　　

第9章 ・加熱 ・冷却過程の各温度におけるCDに よる

蛋白質の構造解析

蛋 白質のゲ ル化 の過程 で70,80℃ が重要 な温 度で あることが知 られたが,こ の温

度 における蛋 白質挙動 を検討 す るため に,各 温 度 においてCDを 測 定 した。7Sグ ロ

プ リンは冷 却 に伴 って不規則構 造 が減 少 した。一方11Sグ ロブリンは加熱 に伴 って

不規則 構造 が増加 した。側鎖 の強度 は7Sグ ロブ リンでは冷却 中に低下 した。

(Fig.10,11)

第10章 総 括

大豆蛋 白質分散系 は加熱 ・冷却 に伴 って,凝 集 ・架橋 ・補 強の順 でゲル化 した。
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従来言 われて きた よ うに,ゲ ル構造 の安定化 にはS.S結 合の寄与 が大で あった。 し

かし,S.S結 合の寄与の形態 は複雑で,「S-S架 橋 によ りゲル化す る」 とい う従 来 の

表現 では この寄 与の形態 を十分 に表現で きない,正 負の 二極性 があった。

また,ゲ ル構 造が冷却過程 で急激 に補強 され ることにより,イオ ン性結合め寄与 が

大 と考 えられ る。特 に,ゲ ル化 がイオ ンに対 して鋭敏で,ア ニ オ ン ・カチオ ン種,

あるいはイオ ン強度 に関 してゲル化能 が著 しく異 なった。ゲル化 に際 してHofmeister

系列 が重要 な意味 を持 ってい るこ とか らも,ゲ ル化 には蛋 白質の水和現 象,換 言 す

る と疎 水性相互作用,イ オ ン性結合の寄与 が大で あるこ とがわかった。

ゲルの生成開始時の流動 が レオペ キシー として,過 熱過程70～80℃ で観測 された。

レオペキ シーは,ゆ るい掩拝 によって構 造 が生成す るアクテ ィブな系 の特性 を反 映

した挙動で ある。食品系で レオペキ シーをi捕えた例 は他 になく,重 要 な知見 であっ

た。

11Sグ ロブリンはゲル化 を示 さず,7Sグ ロブ リンはゲル化 を示 した。CDに よ る

構 造解析 で は,加 熱 ・冷'却処理の経歴 を示 さないが,7Sグ ロブ リンは処理 によって

規則構 造 が増加 した。

*APP:acidprecipitatedprotein

**RCAM:reducedS -carboxyamidemethylated(protein)

***CD:circulardichroism
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審 査 結 果 の 要 旨

木豆蛋白質の加熱ゲル化にっいての研究は,こ れまでは加熱後冷却 したゲルについての性質の

研究が主であったが,著 者は加熱および冷却の過程における粘度変化を測定できる方 法を開発 し

た。これは回転二重円筒粘度計および勇断力(回 転力)の 制御および記録 システムを自作 したも

ので,こ れによって大豆蛋白質ゲル形成機構の解明と,ゲ ル性状のコントロールへの応用にっい

ての途をひ らくことを目的とした。S-S結 合含有量の多い大豆11Sグ ロブリンはその強固な構

造のためにゲル化しに くく,S-S結 合含有量の少ない大豆7Sグ ロブリンはそのルーズな構造

のために凝集,架 橋能が高 く,ゲ ル化 した。分子構造をアセチル化によりルーズにすると11Sプ

ロブリンも高いゲル化能を示 した。S-S結 合を開裂すると,一 般にゲル化能を向上するが,過

度にフレキ ンブルになるとゲル化能が低下すると推定された。加熱 ・冷却過程の蛋白質分子の二

次構造をCDに より測定する方法を新 らたに開発し,7Sグ ロブリンについて測定すると加熱過

程後半より不規則構造が減少 したが,11Sグ ロブリンの不規則構造は加熱に伴 って増加 し,冷 却

に伴って加熱前の割合に復元す ることが明らかになった。以上のように,蛋 白質分子は加熱過程

後半に分子のunfQldingが 起 こり,凝 集体を生成 した。この凝集体が架橋 してゲルの三次元ネッ

トワーク構造を生成する。そして冷却過程でこの構造が補強されて強固なゲル構造となることが

示された。加熱過程の70～80℃ でゲル生成の瞬間を捕えた流動 として レオペキシーがあらゆる蛋

白質では じめて証明された。これは活性化した,つ まり機械的撹伴によってゲル構造生成が促進

され る状態の系を反映 した流動である。

以上のようにゲル形成過程とコンピューターによる粘度の精密な測定法を開発したことによっ

てゲル生成機構に新 らたな知見を見出した。特にレオペキシーの証明はゲル生成の瞬間とみ られ,

レオロジー的にも貴重な発見である。この機構の解明によって温度の撹伴速度を選ぶことによっ

て目的とする任意のゲル性状の制御が可能 となる途を拓いたことは,食 品工業的にも大きな意義

があり,農 学博士の学位 を授与するに充分な価値があるものと判定する。
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