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原著

クロロホルムーメタノール混合溶媒に溶解する小麦グリアジンの性質
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Properties of gliadin in chloroform-methanol extracts ofwheat flour 

Genichi DANNO 
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Summary Proteins合omwheat tlour were extracted with a chloroform-methanol mixture， 70% ethanol， 1 % sodium 

dodecy1 su1fate (SDS) and 1 % SDS containing mercaptoethano1 sequential1y.. About 29% of the tota1 amount of tlour 

protein was巴xtractedwith the ch1oroform-methano1 (2: 1 ).mixture. The proteins in the extract were confirmed to be 

main1y gliadin by SDS-po1yacry1amide gel electrophoresis. When 合巴eze-driedgliadin was suspended in the 

ch1oroform-methano1 mixture， about 63% of the gliadin was disso1ved in this solv巴nt.High hydrophobicity of gliadin 

suggests that this property may contribute to the bread-making properties oftlour. 
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クロロホルム メタノール混液は動物組織の脂質抽出

剤として用いられる溶媒である。小麦粉中にクロロホル

ム メタノール (2: 1)に溶解する疎水性の高いタンバ

ク質が存在することが報告されている。小麦粉タンパク

質の約 1%に相当する低分子のタンパク質でプロテオリ

ピドであるとされてきた。その後、これらのタンパク質

は CM タンバク質という名称で呼ばれ、 CM-l、 CM-2~

CM-3の性質について報告されている 1-3)0N-末端部のア

ミノ酸配列の結果から、 CM-1、CM-2と卜リプシン/α

アミラ ーゼ・インヒビターとの聞にホモロジーのあるこ

とが報告されているの。デュラム小麦のグルテニン画分

から分離された DSG-l、DSG-2(durum wheat sulfur-rich 

glutenin)は、分子量、アミノ酸組成、 cDNAクローン

において CMタンパク質 (CM-l、CM-2)との類似性が

報告されている 5-7)0 CMタンパク質、 DSGはいずれも

アルブミン様のアミノ酸組成を持ち分子量 11，000から

17，000の低分子タンパク質である。今回、 小麦粉の主要

タンパク質であるグリアジンが、クロロホルム メタ

ノール (2: 1)混合溶媒に溶解することを見出したので

報告する。
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実験方法

1.小麦粉

カナダ・ウエスタンレッド・スプリング小麦

(Columbus)のテストミル粉 (60%extraction)をn-ブタ

ノールで数回抽出、続いて n-ヘキサンで洗浄した後風乾

して調製したものを脱脂小麦粉として本実験に用いた。

クロロホルム(特級試薬)、メタノール (特級試薬)、ラ

ウリル硫酸ナトリウム (SDS、99%)は、ナカライテス

ク(株)より購入した。

2.タンパク質の抽出

共栓ガラス製遠心管 (50ml容)を用いて、クロロホル

ムーメタノール混液 (2: 1、v/v)30 mlに脱脂小麦粉 Ig

を懸濁し、室温で時々振とうして 2時間タンパク質を抽

出した。3000rpmで、遠心分離し、上澄液をスポイトで集

めた。残誼にクロロホルム メタノール混液を加え同様

に処理して上澄液を得た。上澄液をまとめ、ろ紙(東洋

ろ紙5C)でろ過したものをクロロホルムーメタノール可

溶性画分 (FractionA)とした。(Fig.lは遠心管2本をま

とめたものとして記載している)。抽出残漬から、70%エ

タノ ール、 1%ドデシル硫酸ナト リウム (SDS)、ついで
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1%メルカプ トエ タノ ールを含む I%SDSを用いて同様 でスキャン して泳動パタ ーンを記録した。

の操作で順次タンパク質を抽出した。

3. グリアジンの調製

脱脂小麦粉から、Jonesらの方法 8)に従ってグルテン

を分離した。グリアジンをグルテンから 70%エタノール

(v/v)で抽出した。抽出液の pHを6.5に調整し、 冷蔵庫

lこ一夜保つことにより、共雑物を沈殿除去した。上澄み液

を0.01M酢酸に対して透析し、 パーパポ レー ション法 9)

により濃縮した後、凍結乾燥した。

4.たんぱく質の定量

たんぱく 質は， ミク ロケルダール法で定量した (NX

5.7)。

5. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

SDS-PAGEは、10%ポリアク リルアミ ドゲル (0.75mm

厚スラブ)を使用 し、 Laemmliの不連続緩衝液系 10)を用

いてfrった。ゲルは、0.04%コマジー・ ブリリ アン 卜・
ブルーR250(10%三塩化酢酸に溶解)に、35

0

C 20時間

浸漬して染色した。7%酢酸で脱染色したゲルを 565nm

Defa仕edwheat flour (2 g) 

実験結果及び考察

1. クロロホルムーメタノール混液による小麦粉タンパ

ク質の抽出

Fig.l及び Table1に小麦粉からタンパク質の溶媒によ

る分別抽出の結果を、Fig.2に抽出タンパク質の SDSポ

リアク リルアミ ドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)の泳動結

果を示している。小麦粉タンパク質の29%がク ロロ ホル

ム メタノ ール(2;1)によって抽出された(Fig.1 Fraction 

A)。次の 70%エタノ ールによる抽出で 22%のタンパク

質が抽出された (Fraction8)0 70%エタノ ールに可溶な

タンパク質はグリアジンと分類されているので、Fraction

Bはグ リアジンと見なすことができる。Fig.2 a及びbの

泳動結果の示すように、FractionA の泳動パタ ーンは

Fraction 8と類似している。このことから、クロロホルム

メタノ ールにより抽出されたタ ンパク質はグ リアジン

であることを示唆している。I%SDS抽出画分 (Fraction

C)は、泳動パタ ーンからアルブミン、グロプリン及び

可溶性のグルテニンと推察され、グリアジンはほとんど

Oisperse in 60 ml of chloroform-methanol (2:1， vlv) 

by gentle stirring for 2 hr at 250C 

Centrl仇Jgefor 10 min at 3000 rpm 

Super"ata nt Residue 

Filter凶 thrωgh

a filter pa問 rσoyoNo.5C) 

Oisperse in 40 ml of 70% ethanol 

Centrifuge at 12，000巾m

Fraction A 

Supernatant 

(Fraction B) 

Supernatant 

(Fraction C) 

Residue 

Oisperse in 20 ml of 1 % SoS 

Centr胤Jgeat 12，000 rpm 

Residue 

Oisper冨ein 20 ml of 1% SOS 

Supernatant 

(Fraction 0) 

Residue 

Fig. 1 Summary of extraction procedure合omwheat f1our. 
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含まれていないことが示された。1%メルカプ トエ タノ ー

ルを含む I%SDS抽出画分 (FractionD)の泳動パターン

(Fig. 2 d)はグルテニンのサブユニットパタ ーン 11)と一

致 し、クルテニンを含む画分であるこ とを示している。

Table 1 Percentage of nitrogen fractionated from wheat flour 

Fraction Yield (%) 

Wheatflour (100) 

Fraction A 28.9 

Fraction B 23.6 

Fraction C 25.9 

Fraction D 21.8 

Fraction A， B. C and D correspond to合actionin Fig. 1 
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Fig.2 SDS-PAGE pa仕emsofthe extracted proteins. 

a: Fraction A， b: Fraction B， c: Fraction C， d: Fraction D 

2. クロロホルムーメタノール可溶タンパク質の溶解性

クロロホルムーメタ ノール抽出液に、等量の水を加え

振とう して後遠心分離した。水層とク ロロホルム層の界

面に凝集したタンパク質の層が認められた。 界面に凝集

したタンパク質は、クロ ロホルムーメタノ ール (2: 1) 

を加える と速やかに溶解し、透明な溶液 となった

(Fraction F)。水層 (FractionE)に31%、クロロホルム

層 (FractionG)に 12%、界面の凝縮物に 54%のタンパ

ク質が分配さ れた (Fig.3， Table 2)。これら画分の

SDS-PAGE泳動パタ ーンを Fig.4に示す。クロロホルム

層(FractionG)とFractionFはまったく同ーの泳動パタ ー

ンを示したので、両面分のタンパク質はほぼ同じで、 ク

ロロ ホルムに対する溶解度があまり高くないため界面に

沈殿したものと考えられる。また、両タンパク質の泳動

パタ ーンはク ロロホルムーメタノ ール抽出液の泳動バ

ターン (Fig.4 a)と類似している。他方、水層タンパク

質の泳動パタ ーン (Fig.4 c)は、FractionAの泳動パター

ン (Fig.4 a) と異なるこ とが認められた。

Chloroform-methanol (2: 1 ，v/v) extract (15 ml) 

Wash with 20 ml of water 
Centrifuge 10 min at 3000 rpm 

Water layer Sedimenls in interface Chloroform layer 
(Fraction E) I (Fraction G) 

Dissolve in CM (2:1) 

Fraclion F 

Fig. 3 Surnrnary of企actionationof chloroform-methanol 

(2: 1) soluble proteins合omwheat flour. 

Table 2 Percentage of nitrogen合actionatedfrom 

chloroform-methanol extract 

Fraction Yield (%) 

(100) Chloroform-methanol ex1ract 

Fraction E 31 

Fraction F 

Fraction G 

54 

12 

Fraction E， F and G correspond to合actionsin Fig. 3. 
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Fig.4 SDS-PAGE pattems ofthe合actionsfrom the 

chlorofonn-methanol (2: 1) soluble proteins. 

a: Fraction A， b: Fraction F or G， c: Fraction E 

3.クロロホルムーメタノール混液によるグリアジンの

溶解性

凍結乾燥したグリアジン標品を、比率を異にしたクロ

ロホルム メタノ ール混液に懸濁してグリアジンの溶解

性を調べた。 Table3に示すように、クロロ ホルム・メタ

ノール比 1: 2では 25%が溶解するに過ぎないが、1:1 

では 66%、2: 1では 63%が溶解した。ク ロロホルムー

メタノ ール (2: 1)混液に可溶及び不溶グルテニンの泳

動パタ ーンを Fig.5に示す。クロロホルム メタノ ール

(2: 1)に溶解する画分の泳動パタ ーンはグ リアジンン標

品の泳動パタ ーンと一致し、グリアジン標品に認められ

るすべてのピークが含まれている。他方、この溶媒に不

溶な画分には ピーク2、ピーク4及びピーク5の消失が

認められた。

グリアジンは、小麦粉タンパク質の約 50%を占める主要

タンパク質で、グルテニンと共にグルテン形成の本体と

なり、小麦粉の製ノfン製等の加工適性と関わりが深い。

一方、CMタンパク質は、アミノ酸組成から分子量 11，000

から 17，000のアルブミンに分類されている。 小麦粉の主

要タンパク質であるグリアジンは、70%エタノ ールに溶

解する疎水性の高いタンパク質であるが、グリアジンの

一部がク ロロホルム メタノ ールに可溶である というよ

り5郎 、疎水性を示した。グ リアジンの強い疎水性が小麦

粉タンパク質の特性特にグルテン形成能に関わっている

ものと推察される。

Table 3 Solubility of gliadin in chloroformlmethanol 

a 

b 

C 

日llxture.

Chloroform : methanol 

1 2 

1 1 

2・1

Soluble fraction 

25% 

66 

63 

Gliadin (50 mg) was suspended in 30 ml of 

chlorofonn-methanol mixture at 20
0

C for 1 hour， 

and centrifuged目

2 3 4 

Migration 
( + ) 

Fig.5 SDS-PAGE pattems ofthe soluble and insoluble 

gliadin in chlorofonn-methanol (2: 1) mixture. 

a: gliadin， b: chloroform-methanol (2: 1) soluble gliadin， 

c: chlorofonn-methanol (2: 1) insoluble gliadin 
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