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原著

小麦グルテニン・サブユニットの疎水性相互作用

団 野源一

大阪青山大学健康科学部健康栄養 学科 1)

Hydrophobic properties ofwheat glutenin subunits 

Genichi DANNO 

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

Summary Glutenin subunits of wheat flour were isolated by hydrophobic interaction chromatography using 

butyl-Toyopearl 650M colurnn. The high molecular weight (HMW) subunits were eluted with 5-25% 

2-propanol containing 0.01 M acetic acid. The low molecular weight (LMW) subunits were eluted with 

25-50% 2-propanol containing 0.01 M acetic acid. HMW subunit 3 (S3) had lower surface hydrophobicity 

than HMW subunits 1 and 2 (Sl and S2). Emulsions were performed by sonication together com oil and 

aqueous solution containing glutenin subunits. LMW subunits were absorbed tightly surface of droplet of oil 

than HMW subunits. (accepted. Oct. 25， 2008) 
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小麦粉に水を加えて混担すると， 小麦粉に含まれてい

る2種類のタンパク 質，グリアジンとクールテニンが水和

し，相互作用してグルテンを形成する。 このク ルテン形

成は，他の穀物粉には認められない小麦粉特有の性質で

あり ，製パン性や製麺性なと、小麦粉のもつ二次加工適正

の本体である 1)。

グリアジンは小麦粉の 70%エタノ ール可溶性 タンパク

質に与えられた名称で，比較的低分子量の単量体からな

る多種類のタンパク質の混合物である。クザルテニンは分

子量3万から 10万の多種類のポ リペプチ ドがジスルフィ

ド結合で連結した巨大分子である。グリアジンはグルテ

ンに粘性を与え，ク♂ルテニンはクソレテンに弾性を与えて

いる。小麦粉の製パン性の良否がタンパク質含量および

グリアジンとクザルテニンの量と質に関係のある ことが報

告されている 2，3)。なかでも小麦粉の製ノマン性の良否には

グルテニンが特に大きく関わっていることが知られてい

る4，5)。

グルテニンは多種類のポ リペプチド鎖(サブユニッ ト)

がジスルフィド結合によって結合した巨大分子タンパク

質である。 グルテニンの構成ポ リペプチドは高分子量

(HMW)サブユニッ ト， 低分子量 (LMW)サブユニッ
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トおよびアルブミン様ペプチ ドの 3種類のグループに分

類できる 6-8)0 Payneらめは， HMWサフーユニット群に属

するサブユニットの有無と小麦粉の製パン特性との聞に

高い相闘があることを報告 している。小麦粉の製パン性

など、小麦扮の加工適性の良否にグルテニンの分子量とそ

の疎水性相互作用が関与していることが知られている。

今回，ブチル トヨパール 650Mカラムを用いた疎水性ク

ロマトグラフィ ーによってク ルテニンのサブユニッ トの

分画と疎水的性質の検討を試みた結果を報告する。

実験方法

小麦粉

カナ夕、 ・ウエスタン レ ッド ・スプ リンク 小 麦

(Co1umbus)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。

酢酸，2-プロパノ ール (クロマ 卜グラフィ 一級試薬)，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。
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グルテニンの調製

脱脂小麦粉 (50g)をN-エチルマレイミド 40mg， EDTA 

350 mg，塩化ナトリウムlOgを含む 0.05Mリン酸ナトリ

ウム (pH6.8) 1000 mlに懸濁し，穏やかに 30分間撹持

した。遠心分離により水溶性成分を除去した残直に少量

の 0.1M酢酸を加え，ワーリングブレンダーで激しく撹

持することによってクザルテンを分散させた。遠心分離に

より得たグルテン分散液を 95
0

Cに2分間加熱し，含まれ

ているプロテアーゼを失活させた。グルテンの酢酸分散

液にエタノールを 70%となるように添加し， 1M水酸化

ナトリウムでpH6.5に調節しすることによりグルテニン

を沈殿として分離した。夕、、ルテニンを 0.1M酢酸に再度

分散し， 70%エタノール沈殿操作を 2回繰り返した後，

0.01 M酢酸に分散させ， 0.01 M酢酸に対して透析した。

グルテニンの還元

尿素の存在下でグルテニンのジスルフィド結合の切断

を行った。 2%グルテニン分散液 (0.01M酢酸に分散)10 

mlに尿素 9.4g， 1.5 M トリス塩酸 (pH7.5) 2 mlを加え，

水を力日えて 20mlとした。2-メルカプトエタノール 1ml 

を添加し，窒素ガスの雰囲気で 2時間 35
0

Cに2時間保ち

還元した後，氷酢酸 0.5mlを加え反応液のpHを 3.5に調

節した後 0.01M酢酸に対して透析したものを還元グ ル

テニンとして，修飾することなしに，クロマトグラフィー

に供した。

グルテニンの高分子量サブユニットの調製に用いる還

元グルテニンは 4-ビニルピリジンで修飾した。グルテニ

ンを 6M尿素を含む 0.1M トリス緩衝液 (pH8.1)に分散

し， ジチオトレイト ールを加えてジスルフィド結合を還

元した後，生じたチオール基をFrieddmanら 10)の方法に

従って 4ービニルピリジンで修飾保護した。

ブチル卜ヨパールによるクロマ卜グラフィー

ブチルトヨパール 650M(東ソー)を 0.01M酢酸で洗

浄し平衡化した後カラムに充填した(16x150 mm)。還

元クルテニン(15mg/ml) 5 mlをカラムに注入し，0.01 M 

酢酸 100mlでカラムを洗浄した後， 2プロパノール濃度

を 5%から 50%にステップワイズに上昇させてカラムか

らサフーユニットを溶出させた。各濃度のプロパノ ール酢

酸溶液は，あらかじめ超音波処理により脱気し，さらに

デガッサーを通して含まれている気体を十分に除去した

ものを溶出液として使用した。クロマトグラフィーは，

流速は 40ml/hr，室温で行 った。カラムの再生は，ゲル

をカラムからf友き出し， 60% 2-プロノfノール， 0.5 M水

酸化ナトリウム，脱塩水で順次洗浄し， 0.01 M酢酸で平

衡化したものをカラムに再充填した。

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 11)を

用いて行った。泳動ゲルは 0.04%コマジー・ブリリアン

ト・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 565

nmでスキャンして泳動パタ ーンを記録した。

還元グルテニンの油滴への吸着

還元グルテニン 3ml (90 mg) とサラダ油(コーンサ

ラダ油)4 ml， 0.2 Mリン酸緩衝液 (pH6.8) 1 m1および

2ーメルカプトエタノール0.1m1を 15m1容サンプル瓶に入

れ，径 8mmのチップをセッ卜した超音波装置で 150W，

3分間の処理を行い乳化させた。この乳化物を 50ml容ガ

ラス製遠心管に移し，水(1%メルカプトエタノール)30 

m1を加えよくかきまぜた後 3，000rpm遠心分離して水層

を分離して水抽出区分とした。同様に 0.1M酢酸， 6M尿

素を含む 0.1M酢酸， 1% SDS (pH 6.8)で順次抽出し，

油滴に吸着しているグルテニンのサブユニットの油滴へ

の吸着の強さを調べた。

実験結果

1.グルテニンのサブユニットのブチル卜ヨパール

650Mカラムクロマ卜グラフィー

還元グルテニン (0.01M酢酸に分散)を 0.01M酢酸で

平衡化させたブチルトヨパール 650Mカラム(16x 150 

mm)に注入し， 0.01 M酢酸でカラムを洗浄後， 2-プロパ

ノールの濃度を 5%から 35%までステップワイズに上昇

させてカラムに吸着 したサブユニ ットを溶出させた。ク

ロマトグラフィーの結果をFig. 1に，各ピークの

SDS-PAGEのデンシトグラムをFig.2に示す。 Fig.2にお

いて， Sはクルテニンサフユニットのスタンダードとし

て用いた還元グルテニンの泳動パターンである。 SI，S2 

およびS3はグルテニンのHMWサブユニット， S5~S8 は

LMWサブ、ユニット， S4はアルブミン様ペプチドに相当

する 6)0 Fig. 2-1 (Fig. 1のピーク 1)はカラムに吸着され

なかった画分で，アルブミン様ペプチドのほぼ全てがこ

の画分に集まった。 Fig.2-2(ピーク2)にはHMWサフーユ

ニット 3(S3)， Fig. 2-3~5 (ピーク 3~めにはHMWサ

フーユニット 1~3 (S I~S3 ) が認められた。ピーク 3 はS3

が主成分で， ピーク 4はS2が主成分， ピーク 5はSIが
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Fig. 1 Elution profile of glutenin subunits 1-6 separated by hydrophobic interaction chromatography on butyl 

Toyopearl 650M. Elution performed by increasing hydrophobicity of eluent. a~g， acetic acid (0.01 M) with 

2-propanol at 5% (a)， 10%(b)， 15% (c)， 20% (d)， 25%(e)， 30%台)，40%のand50% (g). 
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主成分であることから，HMWサフーユニ ットの疎水性は，

SIが最も大きく， S2， S3の順で小さくなることを示 し

ている。

Fig 2-6~8 (ピ ー ク 6~8) には高分子量サ ブ、ユ ニッ ト

は認められずLMWサブユニ ットが溶出された。ピーク6

はS5，S6が主成分であるが，S7， S8はほ とんど含まれ

ていなし、。S7とS8はピーク7(35%2プロパノール溶出

画分)およびピーク 8(50%2ープロパノール溶出画分)

に認められることから，LMWサフボユニッ トの中で分子量

のより小さなS7，S8の方がS5よりも疎水性が高いこと

が示された。カラムからのグルテニン・サ ブユニ ットの

回収率は約 95%で比較的良好であっ た。

S 

2 

3 

4 
グルテニン・サブユニッ卜の油滴への吸着

還元グルテニン 3ml (90 mg)にサラダ油(コーンサ

ラダ油)4 ml， 0.2 Mリン酸緩衝液 (pH6.8) 1 mlおよび

2ーメルカプ トエ タノ ール 0.1mlを加え，超音波 (150W)， 

3分間の処理を行い乳化させた。 この乳化物を水 (1%メ

ルカプ トエ タノール)，0.1 N酢酸，6M尿素を含む 0.1M 

酢酸， I%SDS (pH 6.8)で順次洗浄 し，油滴に吸着 して

いるク ルテニンのサ フーユニ ットの油滴への吸着の強さを

調べた。Fig.3に各溶媒で洗浄 したとき遊離されるサブ

ユニッ トのSDS-PAGEを示す。 乳化に用いた還元グルテ

ニンの全窒素量の約 13%が水洗浄液中にあり ，そのサブ

ユニ ット組成はSDS-PAGEの結果ア ルブミン様ペプチ ド

であっ た。アルブミン様ペプチドは油滴との親和力は弱

く，乳化にはほとんど関与 していないものと考えられる。

約 9%の窒素が 0.1M酢酸による洗浄液中に認められた。

2. 

( + ) 

Fig. 2 Densitometer tracings of sodium dodecyl 

sulfate gel electrophor巴ticpatterns from the fraction 

obtained合omFig. 1. 1 through 8 correspond to 

fractions in Fig. 1. S， reduced glutenin. 
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5 

6 

7 

8 
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SDS-PAGEの結果，グルテニンのHMWサブユニットは検

出されるが， LMWサフボユニットは検出されなかった。クー

s4 

ルテニンのLMWサブユニットはHMWサブユニットよ

りも強く油滴に吸着し，疎水性が高いことを示している。

このことはブチルトヨパールによる溶出順序と一致する

a 

結果となった。

グルテニンの高分子サブユニットの分離・調製3. 

フチルトヨパール 650Mカラムクロマトグラフィー

を応用してグルテニンの高分子サブユニットの調製を試

みた。チオール基を 4-ビニルピリジンで修飾保護した還

元グルテニンを 0.01M酢酸に分散し，エタノールを 70%

となるように加え， 1M水酸化ナトリウムでpH6.5に調

節することにより HMWサブユニットを沈殿として分離

した。この沈殿を 0.01M酢酸に分散させて， 0.01 M酢酸

に対して透析したものをブチルトヨバール 650Mカラム

(φ50 x 80 mm)に供した。クロマトグラフィーと溶

出ピークのSDS-PAGEの結果をFig4およひ:'Fig.5に示す。

HMWサブユニット 3を単一な成分として分離すること

( + ) 
Migration 

b 

c 

d 

ができた。HMWサブユニット 1はピーク 2として溶出

されたがHMWサフ守ユニット 2の混在が認められた。

Fig. 3 Densitometer tracings of sodium dodecyl 

sulfate gel electrophoretic patterns from the fraction 

extracted from emulsion prepared with com oil and 

glutenin subunits.. a， reduced glutenin; b， extract 

with water from emulsion; c， extract with O.lN 

ac巴ticacod; d， extract with 1 % sodium dodecyl 

sulfate， 

c b 
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Fig. 4 Elution profile of high molecular glutenin subunits separated by pr巴parativehydrophobic interaction 

chromatography on butyl Toyopearl650M column (50 x 100 mm). Elution performed by increasing hydrophobicity 

of eluent a ~c， acetic acid (0.01 M) withトpropanolat 15% (a)， 20%(b)， 30% (c). 
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Fig. 5 Densitometer tracings of sodium dodecyl 

sulfate gel electrophoretic pattems from the fraction 

obtained from Fig. 4. 1 through 3 correspond to 

fractions in Fig. 4. S， reduced glutenin 

4. HMWサブ。ユニット 1および 3のアミノ酸組成

HMWサフーユニット lおよび 3のアミノ酸組成をTable

lに示す。両サブユニットの疎水性アミノ酸の比率はほ

ぼ同じで差はほとんど認められなかった。他方，塩基性

アミノ酸の比率に差が認められた。 HMWサブ、ユニット 3

の塩基性アミノ酸(リジン， ヒスチジン，アルキ、ニン)

はHMWサフ守ユニット lの約 2倍であった。ブチルトヨ

ノfール 650Mクロマトグラフィーは溶媒として 0.01M 

酢酸を用いているので，高分子サブユニットは陽イオン

物質としての挙動を示している。この電荷の違い，すな

わち親水性の違いがクロマトグラフィーにおけるサブユ

ニット 3がサブユニット lよりも低濃度のアルコールで

溶出されるものと推察した。

考 察

グルテニンは，小麦粉中の 70%エタノール不溶性のタ

ンパク質画分で，多種類のポリペプチド鎖(サフーユニッ

ト)がジスルフィド結合によって高分子化した巨大タン

パク質である。製ノマン性なと、小麦粉の加工特性の良否は

クザルテニン分子の大きさと疎水性相互作用が関与してい

るとされている。ジスルフィド結合を還元して生成する

サブユニットは， SDS-PAGEおよびアミノ酸組成の結果

から， HMWサブユニット， LMWサブユニットおよびア

ルブミン様ペプチドの 3種類のグループに分類できる

6-8)0 0.01 M酢酸で緩衝化したブチルトヨパール 650Mカ

小麦グルテニン ・サブユニ ットの疎水性相互作用 27 

TabelI Amino Acid Composition* ofGlutenin Subunits 

A皿inoacid HMW subunit 1 HMW subunit 3 

Aspartic acid O. 53 1. 27 

Threonine 2. 91 3. 58 

Serine 5. 77 6. 26 

Glutamic acid 40. 8 37. 0 

Proline 13. 4 11. 2 

Glycine 17. 6 16. 4 

Alanine 2. 74 3. 82 

Halfcysine 

Valine 1. 46 2. 78 

Methionine O. 20 O. 47 

lsoleucine O. 78 1. 38 

Leucine 4. 09 4. 44 

Tyrosine 5. 78 4. 80 

PhenyJaJanine O. 89 O. 91 

Lysine O. 77 1. 50 

Histidine O. 56 1. 77 

Arginine 1. 70 2. 42 

* Number of residues per 100 total residues. 

ラムにアルブミン様ペプチドは吸着しなかった。 HMW

サブユニットは低濃度の 2-プロパノールで溶出したが，

LMWサブユニットの溶出 2 はより高濃度のアルコール

を必要とした (Fig.1， 2)。エマルションの油滴へのグ

ルテニン・サブユニットの吸着性においても同様の結果

が得られた。コーンサラダ油と還元グルテニンからなる

エマルションを水洗すると洗浄液にアルブミン様ペプチ

ドのみが認められた。クルテニンのアルブミン様ペプチ

ドの表面疎水性は小さく，グルテニンの疎水性相互作用

には関与していないことを示している。ついで 0.1 M酢

酸で洗浄するとHMWサフーユニットが洗浄液中にみられ

るが， LMWサフーユニットは強く油滴に結合している結果

となった (Fig.3)0 Danno
l2
)は，疎水領域探索試薬， TNS 

を用いた実験で，夕、、ルテニンの疎水性はグリアジンより

も大きいこと，クボルテニンの疎水性はLMWサブユニット

に依存していることを報告している。 HMWサブユニッ

トはグリシンとチロシンに富むが， LMWサブユニットは

パリン，イソロイシン，フェニルアラニンに富み両サブ

ユニットの聞にはアミノ酸組成に特徴を持っている 6)。

これらアミノ酸組成がHMWサブユニットと LMWサブ

ユニットの表面疎水性に反映しているものと推察でき

る。 HMWサフーユニットはほぼ同じアミノ酸組成をもっ

ている向。しかし，ブチル卜ヨパールを用いてクロマト

グラフィーにおいて，溶出の順序はHMWサブユニット

3，サブユニット 2，サフユニット lの順で， HMWサブ

ユニッ卜 3が最も表面疎水性が低い結果となった。HMW

J. Osaka Aoyama University， 2008. vol.l 
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サフーユニ ット3の塩基性アミノ酸の比率はHMWサフーユ

ニッ トlの約 2倍であり ，酸性pHで、はHMWサブユニ ッ

トは陽イオ ン物質 とし ての挙動を示 してい るので，

HMWサフーユニ ット3とHMWサフーユニ ットlの表面疎水

性の挙動はこの電荷の違いによるもの と推察 した。疎水

探索試薬を用いた実験で，LMWサフーユニ ットの疎水領域

付近にある陽電荷が疎水探索試薬 (TNS)との相互作用

に大きく影響する ことが報告さ れてい る 12)。グルテニ

ン・サブユニ ットの疎水領域と親水領域が近接している

ことが小麦粉の製ノfン製の複雑な挙動の原因のーっと推

察さ れる。さらに，ブチルトヨパール 650Mカラムク ロ

マ トグラフィ ーを応用 して， HMWサブユニ ッ トを精

製 ・調製する ことができ た。
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