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原著

アルコール水溶液による小麦の未還元グルテニンの抽出

団野源 一
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Extraction of unreduced glutenin frorn wheat f10ur with aqueous alcohol 

Genichi DANNO 

Faculty ofHealth Science， Department ofHealth and Nutrition， Osaka Aoyama University 

Summary Glutenin合omwheat flour was extracted with 40% l-propanol containing 0.1 M acetic acid， 

without prior reduction of its disulfide bonds. The extraction method may be useful for preparation of native 

glutenin from wheat flour. Wheat flour was extracted with 70% ethanol. About 45% of flour nitrogen， 

gliadin， was extracted. The glutenin in the residue was extracted with 40% l-propanol containing 0.1 M acetic 

acid by ultrasonic treatment or chuming with a Waring Blendor. A part of glutenin was extracted also without 

intense chuming processing. (accepted. Oct. 25， 2008) 
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小麦粉に水を加えて混担(ドウ・ミキシング)すると，

粘弾性をもっ ドウ(dough)を生成する。ドウの粘弾性は，

ドウ・ミキシングの工程で，小麦粉たんぱく質であるグ

リアジンとグルテニンが相互作用して生成したグルテン

のネッ トワーク構造によるものであることが知られてい

る 1)。小麦粉の製パン特性は，ク

スを保持することにより生じるものである O グルテン形

成は， 小麦たんぱく質だけに備わった性質であり，他の

穀物たんぱく 質には認められない2.3)。

グリアジンは 70%エタノ ール (pH7.0)に溶解するた

んぱく 質の総称で，水和グ リアジンは強い粘性を示す。

グリアジンは分子内ジスルフィ ド結合をもっ単量体たん

ぱく質の混合物である 4)。グルテニンは 70%エタノ ール

(pH 7.0)に不溶のたんぱく 質で，水和グルテニンは強

い弾性を示す。小麦粉の製ノfン特性の良否は， 主として

この両たんぱく質の量と比率によるものであり，特にグ

ルテニンの貢献度が高いことが知られている2)。

グルテニンは，多種類のサブユニッ トがジスルフィ ド

結合で連結した巨大分子たんぱく 質であるが，その分子

量も測定方々により異なり十分な解明がなされていない

5-8)。小麦粉を水と共に混担して生じた ドウを水で洗浄
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してでんぷん等を洗い流して残った生グルテンを 0.01

M酢酸に分散させると，ほぼ完全に分散液と して回収で

きる。このグルテン分散液からグ リアジンとグルテニン

が分離調製できる。Jonesら9)は，0.01 M酢酸に分散した

クールテン溶液に 70%となるようにエタノ ールを力日え，pH

を 6.5に調節することにより粗グルテニンを沈殿として

分離した。Nielsenら 10)は，グルテンを 0.1M酢酸に分散

させたのち，0.5 M酢酸ナ トリ ウムを加えてイオ ン強度

0.05， pH 4.5に調節することによって組グルテニンを沈

殿として分離した。

クルテニン分子にグ リアジン成分の混入を避けるた

め，小麦粉から直接グルテニンを抽出することが試みら

れている。0.1M酢酸を用いて小麦粉から直接たんぱく質

を抽出すると，小麦粉全たんぱく 質の約 30%が残漬中に

残ることが知られている 11)。この不溶性のたんぱく 質

は，残溢たんぱく質 12)，酢酸不溶性たんぱく質 13)と呼

ばれている。OrthとBushulく14)は残溢タンパク質含量と製

パン性(パン容積)との聞に正の相関のある ことを報告

している。Dannoら 15)は 1% ラウ リル硫酸ナ トリ ウム

(SDS， pH 6.8)を用いて，小麦粉からたんぱく 質を抽

出したとき，でんぷんと共に残溢中に残るたんぱく質を
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SDS 不溶性たんぱく質 (SDS-inso1ub1eprotein)と名付

け，SDS-不溶性たんぱく質の構成ポ リペプチド組成がグ

ルテニンのサブユニッ ト組成と類似していることを報告

した。

ラウ リル硫酸ナト リウム (SDS，純度 99%)は，ナカラ

イテスク(株)から購入した。その他の試薬は特級試薬

を用いた。

Dannol6)は，ジスルフィド結合を還元切断することな

しにSDS-不溶性たんぱく質を可溶化させる方法を見出

し，グルテニンの調製法として報告した。しかし，SDS 

を用いて調製したたんぱく質からSDSを完全に除去する

ことは困難で， この方法により調製したグルテニンの用

途は限られる。今回，除去の困難なSDSを用いないで未

還元のグルテニンを抽出・ 調製する方法を検討し含水

アルコ ール (40% トプロパノ ール)を用いて未還元のグ

ルテニンを小麦粉から直接抽出することができたので報

2.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)。

3. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

SDS-PAGEは，Laemmliの緩衝液系 17)を用いて，スラ

フーゲ、ル (10%ゲル， lmm厚)上で行った。試料たんぱく

質を 2%SDS溶液 (4%2ーメルカプトエタノ ール，0.125 M 

卜リス塩酸，pH7.0， 20%グリセロ ール，ブロモフェノ ー

ルブルーを含む)に溶解し， 80
o
C， 30分加熱したものを

電気泳動に供した。電気泳動ゲルを 10% トリ クロル酢酸

告する。

実験方法

1.試料

NO.1カナ夕、、ウエスタン (No.1CW)のテス トミル粉を

トブタノ ールで脂質を抽出除去した後，ヘキサンで洗浄

し，風乾したものを，本実験で脱脂小麦粉として用いた。

(TCA)に数時間浸漬して泳動たんぱく質を固定した

後，0.04%コマジーブリリアン 卜フール-R250を含む 10%

TCA溶液に 20時間浸潰して泳動たんぱく質を染色した。

7%酢酸で洗浄して脱染色した後，泳動ゲルをデンシ ト

メーターでスキャンして泳動バンドの濃度を測定した。
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Fig. 1 Extraction ofproteins fr・omdefatted wheat flour 



4.未還元のグルテニンの抽出

脱脂小麦粉 (5g)を70%エタノ ール水溶液 (pH未調

整)100 mlに懸濁し， 1時間室温で、撞伴後遠心分離(10，000

X g， 20分間)して透明な上澄み (FractionA)を除いた

残誼を 70%エタノ ールで同様の操作を行った。その残誼

を0.1M酢酸を含む40%トプロパノ ール 100m1に懸濁し

て l時間撹伴したのち，遠心分離して透明な上澄み

(Fraction C)を得た。0.1M酢酸を含む 40%1-プロバ

ノール 100m1で、残撞を再度処理した。残誼を 0.1M酢酸

を含む 40%1-プロパノ ール 100mlに懸濁し，撹狩しな

がら超音波洗浄器(出力 50W)を用いて 30分間超音波

処理を行った。超音波処理液を 30分間遠心分離(15，000

X g)すると，僅かに乳濁した半透明の上澄み (Fraction

E)が得られた。同様の操作を繰り返した後，残誼を 1%

SDS (0.05 Mリン酸ナト リウムを含む)に懸濁し， 2-メ

ルカプ卜エタノールを 10m1加え， 2M水酸化ナトリウム

を添加してpHを8.0に調節し，時々撹祥しながら 2時間

30
0

Cに保った後遠心分離し，上澄み (FractionG)を得た。

これら操作の手順をFig.lに示す。

5.高速ゲルろ過クロマ卜グラフィー

未還元のグルテニンの分子量分布をTSK-Gel3000SW 

カラム (7.5X 600 mm，東ソ 一株式会社)を用いた高

速液体クロマ卜グラフィー (HPLC)で測定した。HPLC

は， 0.1% SDSを含む 0.2Mリン酸ナト リウムを展開液と

して用い，0.5 ml/minの流速で、行った。

実験結果

1.未還元グルテニンのアルコール溶液による抽出

含水アルコールを用いて脱脂小麦粉から直接たんぱく

質を抽出することを試みた。 抽出工程をFig.1に，各

アルコ ール抽出画分(FractionA~F) および残澄 (Fraction

G)のたんぱく 質回収率をTable1に示す。各抽出回分に

Table 1. Percentage ofproteins from defa抗edwheat flour 

Fractions Yield (%) 

45.0 

2.2 

13.8 

2.6 

17.2 

7.7 

11.6 

A

B

C

D

E

F

G
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b 

C 

d 

e 

migration BPB 

Fig.2 SDS-PAGE pattems ofreduced proteins. 

a: Fraction A， b: Fraction C， c: Fraction E， 

d: Fraction G， e: Standard glutenin subunits 

(SDS-inso1uble proteins， reduced)16) 

含まれるサブ、ユニット組成をSDS-PAGEにより測定した

(Fig.2)。小麦粉の全たんぱく質の 46%がFractionAとし

て抽出された。 Fraction AはSDS-PAGEのパターンから

主としてグ リアジンであることが示された。0.1M酢酸を

含む 40%1-プロパノ ール抽出面分 (FractionC)には，

グルテニンの高分子サブ、ユニットが認められ，グルテニ

ンの一部が抽出されていることが明らかとなった。グル

テニンのサブユニットパタ ーンと比較すると，中間分子

量および低分子量領域にもペプチ ドバンドが認められ，

グリアジンの一部や水溶性たんぱく質の一部がここで抽

出されたものと考えられる。 FractionCおよびDを合わせ

て， 16.4%のたんぱく質が 0.1M酢酸を含む 40%トプロ

パノ ール抽出された。

Fraction Dを抽出した残漬を 0.1M酢酸を含む 40%1-

プロパノ ールに懸濁させ，超音波洗浄器を用いて超音波

処理すると，僅かに乳濁性を帯びた抽出画分 (FractionE) 

J. Osaka Aoyama University， 2008. vol.l 
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が得られた。 SDS-PAGEの泳動パタ ーンからFractionEは

グルテニンと考えられる。 FractionEおよびFを合わせて，

小麦粉たんぱく 質の約 25%がこの操作で回収されたこ

とになる。抽出残撞のたんぱく質量を測定するため，残

撞を I%SDS(pH 8.0)に懸濁し，2-メルカプ卜エタノ ー

ルを 10ml加え， 時々撹祥しながら 2時間 30
0

Cに保ち抽

出を行い (FractionG)を得た。残澄に含まれる未抽出の

全たんぱく質がFractionGtこ抽出されていると仮定して，

Table 1の回収率を算出した。FractionGには，少量のグ

ルテニンも含まれるが，大部分は水溶性たんぱく質など

のグルテニン以外の成分と推察される。超音波処理の代

わりにワーリングブレンダーを用いて高速撹梓したとき

にも同様の結果が得られたので，この操作を大量処理に

応用することが可能である。
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Fig. 3 Molecular sieve high performance liquid 

chromatography of glutenin treated with sonication 

on TSK-Gel 3000SW column (7.5 x 600 mm) with 
0.05 M Na-phosphate bu庄町(PH 6.8) containing 

0.1 % sodium dodecyl sulfate. 

a: glutenin treated with sonication for 10 min， 
b: glutenin treated with sonicatioin for 60 min， 
c: reduced glutenin treated with 2-mercaptoethanol. 

2.音波処理によってグルテニンのss結合は切断される
か

超音波洗浄器をもちいた処理によってクボルテニンが希

酢酸可溶性になるのは，クールテニンの低分子化の結果と

考えられる。 超音波処理によってグルテニンのジスル

フィ ド結合が切断されるか否かを明らかにするため，超

音波処理したクールテニンの分子量変化をTSK-3000SWカ

ラムを用いたHPLCで分子量分布を調べた。

I%SDSを含むO仏引.1Mリン酸緩衝液 (pH6.8幻)に未還元

ク

2幻7mm)に移し，径 7mmのチップをセッ 卜した超音波ホ

モジナイザー (日本精機US-(50)を用いて 10秒，60秒

間超音波処理を行った。超音波処理グルテニンの分子量

分布を高速ゲルろ過クロマトグラフィーで分析した。

Fig.3に示すように，60秒の超音波処理によっても分子

量分布は 10秒のそれと大きくは変わらず，また低分子成

分の増加もほとんど認められなかった。グルテニンのジ

スルフィド結合の切断は，超音波処理によっては顕著に

おこらないことを示唆している。この超音波処理の条件

は，ク

べて超音波密度が大であることから，超音波処理による

クザルテニンの抽出性の増加は，単にジスルフィド結合の

切断によるものではなく ，凝集物からのクソレテニンの分

散が促進された結果であることを示唆している。

考 察

小麦粉に水を加えるとグルテンが形成され，協媒に分

散させることが困難となる。本研究で用いたアルコール

による抽出法では，グルテンの形成はなく，溶媒に対す

る分散性もよく比較的抽出操作も容易であった。また，

グルテン形成時に見られるたんぱく質問の相互反応も抑

制されているものと考察した。

70%エタノ ール分画法で、は，グリアジンとグルテニン

の比率は約 1:1と報告されている。先に報告したように，

SDS抽出法により得られたグルテニンは，小麦粉全たん

ぱく質の 20~24%で， グリアジン量の半量以下であった

16)。今回の結果は，グリアジン約46%，グルテニン約 25%

であり， SDS抽出法の結果と一致性が認められた。しか

し，一部のグルテニンが超音波処理等をすることなしに

40%1-プロパノ ールで抽出されることが見出された。

Mattemら 11)は，小麦粉中の数%のたんぱく質が 0.1M酢

酸で抽出され，約 30%のたんぱく質が不溶性として残溢

中に残ることを見出し，前者を酢酸可溶性たんぱく質，

後者を酢酸不溶性たんぱく質と名づけた。 Orthと



Bushukl4)は，バ ン容積が酢酸可溶性たんぱく質含量との

聞に負の相闘が，酢酸不溶性たんぱく質含量との聞に正

の相関のある ことを報告 している。

小麦粉を含水アルコールで抽出 したと き残誼中に残る

グルテニンは，残誼を 0.1M酢酸を含む 40%1-プロバ

ノールに懸濁させ，超音波処理すると可溶化する ことが

できた。 このときグルテニンの分子量の低下が認められ

るか否かを明らかにする ため，超音波処理 したグルテニ

ンの分子量変化を調べた。Fig.3に示すように，超音波

処理によるグルテニンの低分子化は認められなかっ た。

DannoとHosenyl8)は，1% SDS (pH 7.0)によってf由出さ

れるたんぱく質は ドウ ・ミ キシ ング (doughmixing)に

よって増加する こと， ドウ・ミキシ ングによって新たに

抽出されるたんぱく質はグルテニンであるが，可溶化さ

れたグルテニンの顕著な分子量の低下は認められない こ

とを明らかにした。超音波処理，激 しい撹枠， ドウ・ミ

キシングなどによる可溶化は，ジスルフィド結合の切断

によるもではなく凝集物からのグルテニ ンの分散の結果

である ことを示唆 している。 しか し， せん断力による不

溶性グルテニンの特定の場所のジスルフィ ド結合が切断

を受けた可能性も否定する ことはできなし、。
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