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筋肉タンパク質と大豆タンパク質との相互作用
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序論

大豆は日本あるいは中国で、は古くから食用に供されて

きたが，世界的に見ると食用として利用されてきた地域

は限られていた。近年，製油を目的として米国を中心に

して生産量が大幅に増加し，油を取った残りである脱脂

大豆は主に家畜用飼料として利用されていた。しかしな

がら，人口の増加に伴って生じつつあるタンパク質資源

の不足を解消すベく，タンパク質資源をより有効に利用

しようとする考えから，優れた栄養価をもっ大豆タンパ

ク質を食用化しようとする動きが生じてきた。

大豆タンパク質の新しい利用法は，従来の食品に添加

剤あるいは増量剤として用いる方向と，大豆タンパク質

自体から新しい食品を作り出すとし、う方向の二つに大別

される。大豆タンパク質の肉製品への利用は，米国にお

いてソーセージの離水や脂肪分離を防止するという品質

改良剤的性格をもって用いられ始め，その後増量剤とし

ての役割も大きくなりつつある。初期の頃はもっぱら脱

脂大豆粉が用いられたが，最近ではあらかじめ大豆タン

パク質に変性を起こさせ，一定の型に成型して利用され

始め，このような場合ソーセージへの添加量を粉末状の

ものに比べて増すことができるようになった。

l勾製品に大豆タンパク質を添加する場合，肉製品が本

来もつ保水性，結着性あるいはテクスチャー等をそこな

うことなく用いられることが好ましL、。これまでの研究

から肉製品におけるこれらの諮性質は筋肉タンパク質仁1:1
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のミオシン Aあるいはミオシン Bに由来し， ミオシン

Aあるいはミオシン Bが加熱処理を受けることにより，

凝集体を形成し，その際に水や脂肪をとり込んで保水性

や結着性とL、う性質を示すと考えられている。一方，大

豆タンパク質自体も保水性，結着性あるいはゲノレ形成能

といった諸性質をもち，また，低温処理によって海綿状

組織を形成することが知られている。

これまで筋肉タンパク質，大豆タンパク質について個

別にはかなり研究が進められてきた。今後，肉製品への

大豆タンパク質の利用は大いに高まるであろうが，その

際，両タンパク質のもつ性質を知ることは勿論のこと，

両タンパク質問で、起る反応性を知ることは極めて重要な

ことである。

そこで今回，これら筋肉および大豆タンパク質問の相

互作用機作についての実験を行な¥"，若干の知見が得ら

れたのでここに報告する。

本実験を遂行するにあたり，終始有意義な助言あるい

は助力をいただいた高橋興威助手，森田潤一郎助手に謝

意、を表する。

材料と方法

大豆タンパク質の調製

1) 酸沈澱タンパク質

酸沈i殿タンパク質は，橋詰らの方法1)によって調製

した。

脱脂大豆粉に 10倍量の水を加え，室温で30分間撹持
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L，遠心分離(lO，OOOrpm， 20 min)で残溢を除く。得ら

れた抽出液にlO%塩酸を滴下撹持しながら pH4.5に合

せ，遠心分離(5，000rpm， lO min)でタンパク質を沈澱さ

せる。沈i殺を水に懸渇し洗う。水洗を 2度くり返し，沈

澱を標準溶液 (0.4M NaCl， 0.0325 M KzHP04， 0.0026 M 

KHzP04 pH 7.6)に溶解して酸沈澱タンパク質とした。

2) 118成分

大豆タンパク質中の 115成分の調製は， WOLFら2)と

5AIOらめの方法を参考にした。

脱脂大豆粉に 10倍量の水を加え，室温で30分間撹伴

し，遠心分離 (10，000rpm， 30 min)で残i澄を除く。抽

出液を ice-bath中に一晩放置した後，遠心分離 (10，∞o
rpm， 30 min)により Coldlnsoluble Fraction (CIF) 

を得る。 CIFを水に溶解し，ろ過によって不溶物を除い

た後，カルシウムを 2mMとなるように加える。遠心分

離 (5，000rpm， 15 min)によりカノレシウムi土澱タンパク

質を得る。これを標準溶液に溶解し，遠心分離 (5，000

rpm， lO min)により不溶物を除去する。等量の水を加

えて希釈してからlO%塩酸を滴下撹狩しながら pH4.5

に合せ，遠心分離 (5，000rpm， 10 min)する。沈澱を水

洗し，標準溶液 (0.01M sメカJレカプトエタノーノレを含

む)に溶解する。遠心分離(17，000rpm， 1 h)により不溶

部分を除く。使用に際しては透析により目メノレカプト

エタ /-jレを除去して用いた。

筋肉タンパク質の調製

1) ミオシン A

ミオシン Aはウサギ骨絡筋より PERRYの方法のに

よって調製し，最終的にO.4MNaClに溶解した。

2) ミオシンB

ミオシン Bはウサギ骨格筋より WEBER-EDSALL溶

液 (0.6MKC1， O.OlM NaZC03， 0.04M NaHC03)で 24

時間抽出し， 0.6M KClと0.2MKClの聞でイオン強度

を上下させることにより精製し5)，最終的にO.4MNaCl 

に溶解した。

凍結乾燥

タンパク質濃度を 115成分とミオシン Aは 5.0mgj

me，混合物は各々 5.0mgjmeずつ含むよう調整し，各々

10meずつボトノレに分注し，アセトン・ドライアイス混合

物で急冷する。ボトノレを真空ポンプに接続して脱気し，

氷が完全に昇華し終った後ディープフリーザー(ー25
0
C)

中に保存する。使用に際してlOmeの脱イオン水を加
え，良く撹持しj脊解させた。

溶解性

凍結あるいは加熱処理後のタンパク質溶液を遠心分離

(15，000 rpm， 30 min)し，上清部に残存するタンパク質

量を測定し，全タンパク質量に対するノマ一セントで、表わ

し7ニ。

ATPase活性

ATPase活性の測定は 250Cの恒温槽中で0.5MKC1， 

5mM CaCl2‘
20 m M Tris-maleate bu妊erpH 7.0， 1 

mM  ATPの存在下で行なった。一定時間反応させた

反応混液に 10%トリクローノレ酢酸を加えて反応を停止

させ，遊離した無機リン量を FISI王E-5uBBAROW法的に

より測定した。

粘度

粘度は OSTWALD型粘度計を用いて測定し，測定結

果は比粘度(甲8p)で、表わした。

SH含量

SH基の測定は ELLMANの方法7)で行なった。タン

パク質溶液2meに0.2M Tris-HCl bu任er(pH 8.1)を

0.5meとlOm M Phosphate buffer (pH 8.1)に溶かし

た 2m M Dithionitrobenzoic acid (以下 DTNBと略

す)溶液0.5meを加え撹枠し， 20分後に412nmの波長

を用いて測定した。なお， DTNB溶液は使用時に調製

し，分子吸光係数は 11，4008)を用いた。

超遠心分析

超遠心沈降分析は日立の UCA-1A型を用い， 55，430 

rpmまたは60，000rpm， 200Cで行なった。

加熱操作

所定の濃度に調整したタンパク質溶液を5meずつ共

栓付試験管に分注し，恒福槽中で 15分間所定の組度に

保った後 ice司bathに浸して冷却した。

濁度

加熱処理後氷冷した試料を室温に戻し， 660nmの吸

光度を測定し濁度とした。タンパク質溶液により加熱処

理以前の状態で濁度をもっ場合があるが，このような場

合，加熱試料の濁度から差しヨ|し、て補正した。

電子顕微鏡

加熱処理後の試料を遠心分離(40，000rpm， 1 h)し，沈

澱を標準溶液に懸濁する。タンパク質濃度を0.2mgjme

とし， HUXLEYの方法的により 1%ウラニノレ酢酸を用

いてネガティヴ染色し， 目立 11-B型電子顕微鏡を用い

加速電圧75kVで観察した。

結

1. 低温下での相互作用

1) 凍結乾燥

果

表 1は，ミオシン Aと大豆タンバク質 11S成分を各々
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単独で凍結乾燥した場合と，電1(4:1ヒ 1‘1o)'jiiiJ1守でiN合し

たタンパク質溶液てど凍結乾燥した場合における融解後の

溶解ドiと残存 ATPase活uを;lJS1べたものである。 J紛争1(0
1 / 1:を見るとミオシン A(主約 25% ヵ~ ìJ，1~結乾燥によって不

治化されるが， l1S I}Zj}1主殆んと、その影響を受けなかっ

た。混合物の沼地1(01/1二の変化はミオシン A;こ近かった。

可浴n:g分のミオシン A ATPase活性を見ると， 処理

以前の活性の約半分となり可iずHil¥分においても変1'1が

!包っていることてど示している。l1S1;見分をi長1)11してもミ

オシン Aの ATPaseiriil+l'に影響を及ぼさなかった。

凍結乾燥後の混合物の;'J溶剤1分を分析府

表 1 ミオシン Aとl1S成分の凍結乾燥処理後に

ぉ:十る溶解性と111溶部分の ATPase活性

Myosin A 

11S 

Mixture 

Solubility AI、Paseactivity 

(%l l，umoles Pijmin/mg:' 

76.4 

97.8 

80.。
0.25 

0.24 

Native 

0.49 

0.48 

溶媒はO.5MKCl。ミオシン Aとl1S成分;土5.0mgi

me，混合物は 10.0mg/me (1 : w/w:とL，10 meず

つ凍結乾燥した。 2週間 -250Cで保符後，10meの

水を力11えて溶解させ，遠心分離は5，000rpm， 30 min.' 

iこより不溶部分を除去し， .J:rjli!;sのタンハクロ淡!立

とATPasei，Ti'li!を測定した。

第 1図 ミオシン A とl1S成分の凍結乾燥処JTl!後

における iiTi容部分の超遠心沈降ノミターン

0.5 M KC1， 60，000 rpmに達して 45分

l二fJm: ミオシン A 15.0 mg/mC) 
ドfJlI!・ ミオゾン A+11S成分 :1:1 w九N)

(10.0 mgjme) 

けて ï'tl;lトパターン合見ると5l~)' 1図のようになり， ミオシ

ンA とl1S成分のピークは別 flltlに行動し，前述した

A TPase i，Til/loの測定結果を考え合わせると，凍結乾燥と

いう条刊ではミオシン A とl1S成分は一見反応Lない

と考えても良いようである。しかし浴ifJ!(olitに関する限

り，混合物のそれはミオシン Aと良く似ているという点

i士、興味深いっ

2) -250Cで凍結し -50Cで熟成

jif，jタンパク伎の波度を 5.0mgfme，混合物では各々

5.0 mgfmeずつ含むように調径し， -250Cで 2¥時間凍結

した後 50Cて、5日間熟成させ，室混で解凍し遠心分離

f:itf';}られた上清の溶解[11:， 粘度， SH合量が表2にえjミし

である。

表 2 ミオシン A とl1S成分の 250C凍結，

-50C保存処理後における溶解性，おli

度， SH誕の変化

Solubility 

(9も)
Viscosity SH Groups 

，YJ8P) (molesf105 g) 
Native Native 

Myosin A 90.0 0.56 0.53 

11 S 75.0 0.02 0.01 0.6 1.1 

Mixture 90.0 0.55 0.54 

i特Y!i::: 0.4 M NaCl， :35 m M リン回全緩衝液 pH7.6
タンノミク'I't濃度・ ミオシンAとl1S成分:土 5.0mgj

m札混合物は 10.0mg/me (1: 1 w/w¥ -250Cで 2

時間凍結L， -50Cで 5日間保有今後，?:'n同で解凍，
遠心分離 15，000 rpm， 30 min¥ で不溶部分を除去

し， J二?i'ilil¥をとり測定iこ{jhした。

11S成分の溶解↑ノ1，は HASHIZUMEらの和'1'10)に比べて

，'，':，1，、が， これは熟成n!jのrM¥.度条1'1ーが!絞宿でなかったため
かもし;hない。 HASHlZUMEらによってl1S!広う士の(民

刊誌での不液化は S-S結合の形成によるものとされてい

るが， "J溶;'1'I~分でも SH 長の減少が見られ，不溶化に吾Ij

らないまでも S…S結合形!五z;o;行ーなわれていると忠、われ
る。ミオシン Aの溶解1'1は 90%で、凍結乾燥に比べてI高

L イj'J:'を示し，混合物のl和解性もミオシン Aと同様の値を

示した。l1S成分の粘度変化は，測定時のタンパク質濃

度が 2.0mgJmeと希簿なためl周維ではないが，増加して

いるものと思われる。これは S-S結合形成による分子

構造の変化に111米ずるものであろう。ミオシン Aとl1S

成分の混合物では，府内午性および粘度はともにミオシン

A 単独のものと傾似し， 相互「ド用はないものと J~，、われ

る。また，超遠心の沈降パターンで見てみると第2図の

ようになり， これからも相7J.:fノド用 i主ないと}~、われる。し



1I1本・深沢・安井・ 筋肉タソパク TIと犬豆タンパグ質との相互作用 119 

第 2図 ミオシンAと11S成分の -250C凍結 -50C

保存処理後における超遠心沈降ノζターン

O.4M NaC¥， 35 m M リン民主緩衝液 pH7.6
55，430 rpm iこ達してからお分

上担IJ: ミオシン A+11S成分(1: 2 w/v-.7) 

5.0 mgJme 

下机Jj: ミオシン人十11S成分 (1:1 w/w) 

5.0 mg/mC 

かし，この場合にも混合物の溶解1tはミオシン Aのそれ

に類似するということは注目に値する。

Il.高温下での相互作用

1) 大豆タンパク質の熱変性

(i1酸沈澱タンパク質

凝集体形成の度合を刀、す指僚として濁度を沼い，目安沈

澱タンパク質の加熱源度による濁皮の変化を第3悶に示

~ 0.2 
E 
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V 
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第 3図 大豆酸沈i段タンパク質の加熱による濁度変化

0.4 M NaCl， 35 m M リン自主緩衝液 pH7.6
タンバク質濃度 2.0mgjme，各i品度で 15分間保持

Q: コン i戸ーノレ

X: O.OlM ，9-メノレカプ lエタノーノレ添加

ム・ 2mMNEM添加

した。般沈澱タンパク質は 50
0

Cよりi徐々に渇度を惜し，

80~1000C にかけて跡、1片ls:.変化が認められた。凝集体形
成に際して， SH1jl;の関与をi澗べるためぜこi3メノレカプト

エタノ-)レと N同ethylmaleimide(以下 NEMと略す)を

おiえてみ、ると， (8-メノレカプトエタノーノレは凝集休形成金

促道し， 1000Cでは肉|眼的に認めらる程の大きな凝集外;

を形成したが，一方， NEMを加えたものは凝集体形成

がtrrJi1討され， 90~100oC にかけてその:frrli1ìlWr用が顕著で

斗三 "" 
叱〉つ， ~O

(ii¥ l1S成分

11S成分の濁度変化は第4図で示されるように， 70
0
C 

を越えると凝集体形成が始まり， 80
0C以上でその変化は

急激であった。 90~1000C では肉眼Í:I<](こ認めうる大きな

凝集体が観察された。?可愛沈澱タンパク質の場合と同様に

SH基の関与を調べるために，点メノレカプトエタノーノレ

(第 5図)と NEM(第6図)を用いると， 18メノレカプトヱ

タノーノレ添加のものは凝集体形成が促進され，70
0Cを越

E 0.2 
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第4図 ミオツン A とl1S成分の加熱による濁度変化

タンバク質濃度: ミオシン A とl1S成分は各々

2.0 mg/mC，混合物l工4.0mg/mC (1: 1 wJw) 

。:11S成分 ム:ミオシン A X:混合物

~ 0.2 
E 
S二

o 

"' '" 
〉、
戸

田 0.1
C 

'" 口
U 
U 

H 

a 
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O 

j i/ 
/¥ lL一-d..一一-d.
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Heating Temperature ('C ) 

第5国 0.01 M ，8ーメノレカプトエタノ ノレ添加!日寺の

ミオシン Aとl1S成分の加熱による濁度変化

条件， シンボノレi土第4図と同僚
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えると急激な濁度変化が認められた。一方， NEM添加

のものは凝集体形成が抑制され， 1000Cでも NEM無添

~ 0.2 
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第6図 2mM NEM添加時のミオシン Aと

11S成分の加熱による濁度変化

条件， シンボノレは第4図と同様

~LO 
m 
o 

¥
 

¥
 

ω 
'" } O 
E 
d 

ω0.5 
且
コ。
』

l!l 

I 
<.f) 

。
50 60 70 80 90 100 
Heating Temperature (・C)

第7図 11S成分の加熱による SH量の変化

タンバタ質濃度を 5.0mg/msとして各温度で 15分

間保持し，遠心分離 (15，000rpm， 30 min)によって

符られた上清部を測定に供した。
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第8図 11S成分の溶解性の変化

100
0Cで所定の時間加熱し，遠心分離 (15，000rpm， 
30min)によって得られた上清部のタンパク質量を

測定して未加熱時のタンパク質量 (5.0mgjms)に対

するパーセントで示した。

加の場合に見られたような，大きな凝集体は形成されな

カミった。

第7図は加熱温度による SH畳の変化を示している。

60
0C以上で SHlll:の減少が始まり， 90-100oCでは約

509もにまで減少する。可溶部分の SHj'註の変化が直接

に不裕性凝集体形成に関係するかどうかは分らないが，

11S分子の構造が加熱によって looseになり Freeの

SH基が S-S結合を形成するのであろう。

第8図は， 100
0Cで加熱した時の溶解性の変化を経時

的に示している。加熱後2分で溶解性は50%となり，

それ以上加熱しでも変化しなかった。

2) 筋肉タンパク質の熱変性

(i) ミオシン A

第4図で示されるように， ミオシン Aは50
0
Cより凝

集体形成が始まり， 60
0Cで最高となり， 600Cを越える

と減少する傾向を示した。

(ii) ミオシン B

第 12，13図で示されるように， ミオシン Aの場合と

同様に600Cで凝集体形成が最高となった。

3) 大豆タンパク質と筋肉タンパク質とが共存する

場合の熱変性

(i) ミオシン A-llS成分

ミオシン A と11S成分を重量比で 1:1， タンパク質

濃度は各々 2.0mgjmeずつ含むように調整した。凝集

休形成の最適温度は，ミオシン Aの場合は600Cであり，

一方， 11S成分は90-100oCと両者で差があるが，混合

物の濁度変化を見ると第4図に示される通り， 50-80oC 

ではミオシン A単独の場合と類似し， 80-100oCではミ
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第9図 ミオシン A と11S成分の SH基を個別に
B10ckした場合の混合物の加熱による濁度変化

2mM NEMで SH基を Blockした後， 透析によ
り過剰の NEMを除き，各々 Nativeのタンパク質

と混合して加熱した。加熱条件は第3図と同様。 F

ンパク質濃度は 4.0mgjms (1 : 1 w/w) 

0: 11S成分+SHBlockedミオシン A
X : SH Blocked 11S成分十ミオシン A
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第 10図 ミオシン Aと11S成分の加熱処浬後の凝集体の電子顕微鏡写真

ミオシン A と11S成分l土2.0mgfme，混合物は 4.0mgjme (1: 1 wjw)とし， 1000Cで15分間

加熱した後，逮心分離 (40，000rpm， 1 h)で凝集体を沈澱きせ，沈澱を標準溶液に懸潟し，ホモ

ジナイズしてからタソパク筑波度を 0.2mgfmeとし，ネガティヴ染色法によって観察した。

(a)， (b): 11S成分， (c): ミオシγA，(c1):混合物，倍率はいずれも X39，500 

121 
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オシン Aよりも大きな濁度変化を示したが， l1S成分で

見られたような肉眼的に認めうる大きな凝集休は形成さ

れず，全般的にミオシン Aの濁度変化と類似していた。

ミオシン A-llS成分混合物での凝集体形成に SH基

が関与するかどうか調べるため，戸ーメノレカプトエタノー

ノレを加えてみると， 11S成分の凝集体形成は促進され，

70
0
Cを越えると急激な濁度の上昇が認められたが，ミオ

シン Aでは無添加のものと大差がなかった。混合物は，

5O-800Cの温度範囲ではミオシン A単独の濁度変化と

同様であり， 80-100
oCでは11S成分で見られたような

急激な渇度上昇は見られず，また，大きな凝集体も形成

されずミオシン Aの渇度変化に近いものとなっていた。

SH Block試薬である NEMをr加えると， 11S成分の

凝集体形成は抑制され，無添加の場合に見られるような

大きな凝集体は形成されなかった。一方，ミオシン Aの

凝集体形成はNEMによって影響を受けず，混合物の濁

度変化も無添加のものと同じで‘あった。

ミオシンAとl1S成分とを個別にNEMを用いてSH

基をBlockしておいてから過剰のNEMを透析によっ

て除去し，各々 NEM処理をしていないl1S成分，ミオ

シン Aと反応させてみた。第9図に示されるように，こ

の場合も90-100oCにおし、てわずかの差が見られるとは

いえ， NEM処理をしていない場合と差はなく， ミオシ

ンA-11S成分混合物の 80-100oCにおける相互作用へ

のSH基の関与については否定的結果が得られた。

第 10図はミオシン Aとl1S成分および両者の混合物

の加熱処理によって形成された凝集体を電子顕微鏡で観

察したものである。混合物の凝集体の形はミオシン A

単独のものに近い形を示していた。

(ii) ミオシンA一酸沈澱タンパク質

ミオシン Aと酸沈澱タンパク質の濃度を 2.0mg/me，

混合物の場合は各々 2.0mg/Ineずつ含むように調整し，
加熱実験に用いた。第11図に示されるように50-80oC

において混合物の濁度変化はミオシン A単独の場合を

下回り，酸沈澱タンパク質はミオシン Aの凝集体形成に

抑制的に作用していると考えられる。 90-100oCにかけ

ては混合物の濁度変化はミオシン A単独のものと類似

し， ミオシン A-llS成分の場合と同様にミオシン Aが

酸沈澱タンパク質の凝集体形成に抑制的に作用している

と思われる。

(iii) ミオシンB-llS成分

第 12図で示される通り， ミオシン A-llS成分の場合

と同じように50-80
oCにおいては，混合物の濁度変化は

ミオシン B単独のものと同様であり， 80-100oCにおい
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第11図 ミオシン Aと大豆酸沈澱タンパタ質の加
熱による濁度変化

タンパク質濃度はミオシン Aと酸沈澱タンパク質

は2.0mg/me，混合物は 4.0mg/me (1 : 1 w/w)。溶
媒，加熱時聞は第 9図と同様。

0:酸沈澱タンパク質ム:ミオシンA X:混合物
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第12図 ミオシン Bとl1S成分の加熱による濁度変化

加熱時の条件は第9図と同様。
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第13図 ミオシン Bと酸沈澱タンパク質の加熱に
よる濁度変化

タンパク質濃度: ミオシン Bと酸沈澱タンパタ質

は1.0mg/me，混合物は 2.0mg/me (1: 1 w/w)。各

温度で 15分間保持。 0.4M NaCl， 35 m M リン酸緩
衝液 pH7.6。
0:酸沈澱タンバF質ム:ミオシソB X:混合物
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てミオシン Bは11S成分の凝集体形成を抑制する作用

をもっと思われる。

(iv) ミ=すシンB酸沈澱タンパク質

第 13図で示される通り， 40-80oCにおいて混合物の

渇度変化は個々のタンパク質の濁度の中間的な値を示

し，酸沈澱タンパク質が，ミオシン Aの場合と同様にミ

オシン Bの凝集体形成に抑制的に作用していた。 80-

100
0Cにおける混合物の濁度変化は， ミ太シン B単独の

場合と類以し，酸沈澱タンパク質の凝集体形成が抑制さ

れていると考えられる。

考察

大豆タンパク質をー200Cで凍結し， _50Cで保存す

ると大部分のタンパク質が不溶化し，海綿状の組織が形

成される10)。凍結温度を -80oCに下げると不溶部分が

減少し，またー50Cでの保存が海綿状組織の形成に不可

欠であり， この不溶化の本態が SH基の酸化による

S-S結合形成によるものであることが明らかになってき

た10)。表2で示された11S成分の溶解性がHASHIZUME

らの値よりも高いのは，保存時の温度コントローノレが厳

密でなかったためと思われる。表2での粘度やSH含量

は沈殿を除去したあとの可務部分のそれを示しており，

不溶部分の形成を直接に示すデータとはいえないが，可

溶部分の SH含量の低下はS-S結合の形成を意味し，不

溶化につながるものと考えて良いだろう。粘度の増加は

S-S結合の形成による 11S分子の会合によるものと思わ

れる。この点に関して HASHIZUMEらは，超遠心的に

15Sのピ{クの出現を認めている10)。花房によると，

オシン Aやミオシン Bを凍結融解させると ATPase活

性の低下がおこるが，この時，分子の解離・会合は起ら

ず，またSH基の変動もなく，分子内の2次・3次構造

の破壊が生じたものと考えている11)。ミオシンAと11S

成分とを共存させて低温処理した場合，ミオシンAと11S

成分とが互いに反応して不溶化が促進されるといった現

象は見られなかったが，これは結局， 11S成分の方は，

-20oCで凍結し， -50Cで保存するとL、う条件で分子間

の相互作用を生ずるのであるが，一方ミ才シン Aは分子

内の構造変化にとどまって分子聞の相互作用を生じない

という両タンパタ質の低温下での行動の差異によるもの

であろう。

凍結乾燥の場合， 凍結温度がー750C (ドライアイス・

アセトン)とL、う低温であることと， 脱水状態となると

いう点で上記の条件は異なっている。タンパク質の精製

や保存の目的で凍結乾燥は広く用いられているが，この

時，変性をおこすタンパク質もあり，ミオシン Aやミオ

シン Bはその代表的な例であり，表1で示される通り，

ミオシン Aの溶解性は76%，ATPase活性は約1/2に

減少する。一方， 11S成分は凍結乾燥によっても溶解性

は 1∞%に近L、。

凍結乾燥によるタンパク質の変性は，脱水白体がその

原因と考えられている。すなわち，タンパク質分子の疎

水結合近傍の非水化による疎水結合の破壊や水和水の除

去による分子内水素結合の撹乱が生じ，その結果タンパ

ク質の変性がおこると考えられている11)。

凍結乾燥とー250C凍結の場合の溶解性を見てみると，

ミオシン A と11S成分では全く逆の傾向を示し，この

両タンパク質の低温下における行動に差のあることが分

かる。低温下において， ミオシン Aと11S成分との相

互作用が見られなかったのは，結局タンパク質問の低温

下での性質の差異に由来するものと考えられる。すなわ

ち，荷タンパク質は上記の環境下でそれぞれ独自の挙動

を示し，両タンパク質分子の相互聞の作用は生じないも

のと思われる。しかし，これらの考察は，不溶部分を遠

心分離した上清液について得られた結果からの推論であ

り，この画分については正当性をもつかもしれないが，

表lおよび2から分るように， ミオシン A と115成分

の混合物の溶解性は常にミオシン単独の場合のそれと類

似するとL、う事実は重視しなければならないであろう。

このことは， 11S成分の溶解性はミオシン Aとの共存下

で，ミオシン Aのそれに左右されることを意味するから

である。もし，溶解性のデ{タが正しいとすれば，両タ

ンパク質問に何らかの相互作用があるということになる

のであるが，ここで用いられているタンパク質定量法の

精度(可溶部分のタンパク質をミオシン Aとl1S成分と

が等量務け合っていると仮定し，ビウレット法によるタ

ンパク質濃度 1mg/meあたりの吸光度を，両者の平均値

をとり，混合物で得られた吸光度を割りつけてタンパク

質量とした)から考えると， この問題については今後さ

らに検討を要する問題であろら。

大豆タンパク質の熱変性に関しては，これまで多くの

報告がある。

大豆の水抽出タンパク質溶液を加熱して，超遠心沈降

ノマターンを見てみると12)，700C附近より分子の会合が生

じ， 80
0

Cではすみやかに沈降する会合成分が現われ，定

速 (56，000rpm)到達時にはおと 7Sの2成分になる。

また，斎尾らは13)，水抽出タンパク質，酸沈澱タンパク

質，カ Jレシウム沈澱タンパク質を加熱した時の成分変化

をセ 77デックスによるゲノレろ過によって調べ，いずれ
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の場合も 700C以上で分子の会合を認め，前述の超遠心

の結果と符合するものと考えている。

WOLFらは 115成分の加熱変四二のメカニズムを次の

ように考えている14)。

115-→A subunit+B subunit 

soluble aggregate (80-1005) 

insoluble aggregate 

すなわち， 115成分は 3-45の Aサプユニットと Bサ

ブユニットに分かれ， Bサブユニットのみが不滑化す

る。第8図で示されるように， 115を1000Cで加熱する

と， 2分後には50%が不溶化し，それ以上加熱時聞を長

くしても溶解性に変化は見られない。この可溶部分が

WOLFの言う Aサブユニットに相当ずるものである。

5AIOらは精製した 115成分を用いて 50，干0，_̂100
0
Cで

加熱した時の加熱時間による 5H量の変化を調べてい

る15)。それによると 500C加熱では 5H量に変化は見ら

れないが， 70
0
C加熱では加熱後約3分， 100

0
C加熱では

約30秒後に 5H最が最高値に達する。 5AIOらの 100
0

C

加熱での5H量変化の結果と第8図に示した溶解性の低

下が 5H量の増加点からわずかの時間遅れておこり，こ

の事から不溶化の原因のーっとして 5-5結合の形成が

示唆される。さらに，凝集体形成への 5H基の関与を調

べるために Pメノレカプトエタノーノレと NEMを用いて

みると，sーメノレカプトエタノーノレは凝集体形成を促進し，

一方 NEMは凝集休形成を抑制した。 sメノレカプトエ
タノーノレは還元によって 5-5結合を切断し， NEMは

5H基を Blockすることにより，両者とも 5-5結合の

形成を妨げるとLヴ作用を持ち，両者のi'F用が対称的に

表われるのは一見矛盾するようであるが，この原因は，

Pーメノレカプトエタノーノレを加えると分子内 5-5結合が

切断され，そのため分子構造が looseになり， 5-5結合

以外の結合が形成され易くなるためである。ープjNEM

を加えた場合は， NEMは Freeの 5H主主のみと反応す

ると考えられるから， 115成分自体の分子構造は戸ーメノレ

カプトエタノーノレを加えた場合よりも Nativeな状態、に

近く，そのため 5-5結合以外の結合ができにくいのであ

ろう。 CATSIMPOOLASらは， 0.014-0.059%という希

薄な 115成分溶液の熱変性を調べ，低イオン強度，sーメ

ノレカプトエタノーノレ， pH4-6というような各種の条件

下で凝集体形成が促進されることを観察し，その原因は

イオン結合や疎水結合の形成によるものと推測してい

る16)0 11S成分の凝集体形成に関して S-S結合のみで

考えることは困難であり，イオン結合や疎水結合などの

結合が共に関与していると考えた方が良いであろう。結

局， 11S成分の加熱による凝集体形成は 2つの段階から

成ると考えられる。すなわち，① 11S分子の loosening

とそれにともなう FreeSH 主主の 'h，~UJ ，② S-S 結合およ

びその他の1ド共有結合の)1ヲjj比，である。ここで，s-メJレ
カプトエタノーノレは①の段階を促進するので， 11S分

子は Controlの場合よりも不安定化して凝集休形!制限

度はより低温側にずれる。一方， NEMは FreeSH去

をBlockするので①および②の段階で FreeSH 基の

宝石出とそれにつづく S-S結合形成を妨げ，分子はより安

定化され，熱による構造変化と非共有結合の形成に由来

する凝集体形成メカニズムだけが働くので，凝集体形成

温度はより高温側にずれると考えると良く説明できるで

あろう。

ミオクン Aとミオシン Bの濁度変化は， 木実験条件

下では60
0Cを最高点とし，その傾向は同じであるが，大

豆タンパク質の場合， 11S成分と酸沈澱タンパク質とで

は若干その傾向が異なっている。すなわち， 11S成分は

80
0
C以上で凝集体形成が急、であるが，酸沈澱タンパク質

は凝集休形成が50
0

C附近より徐々におこり， 90-1000C

においても 11S成分で見られるような急激な変化は見ら

れなし、。このような大豆タンパク質側の性質の差によ

り，筋肉タンパク質と大豆タンパク質とを共存させて加

熱した場合の潟度の変化は，筋肉タンパク質一115成分

系と筋肉タンパク質酸沈澱タンパク質系の 2種類に分

けられる。第4，12図に示されるように，筋肉タンパク

質l1S成分において， 50-800Cでは混合物の濁度変化

はミオシン Aあるいはミオシン B単独の場合の渇度変

化と殆んど等しく， 90-1000Cでは混合物の濁度はミオ

シン Aあるいはミオシン Bに近く， 11S成分単独で見

られるような大きな凝集体の形成が見られなくなる。一

方，筋肉タンパク質一酸j光澱タンパク質におし、ては，第11，

13図に示されるように， 50-700Cでは混合物の濁度変

化はミオシン Aあるいはミオシン B単独のものを下回

り，酸沈澱タンパク質がミオシン Aあるいはミオシン B

の凝集体形成に際して抑制的に作用していると考えられ

る。 90-1000Cでの混合物の濁度変化は，ミオシン Aあ

るいはミオシンBに非常に近いものになっている。この

両者の差を考えてみると，酸沈j殿タンパク質は 115成分

の他にほほ等量の 7S成分と少量の 2S，155成分を含み，

結局l1S成分以外の成分，おそらく 75成分がミオシン

Aあるいはミオシン Bと何らかの反応をして，凝集体

形成が抑制されると考えられる。酸沈澱タンパク質自体

の濁度変化も 7S成分が存在するために 11S成分とは異



山本・深沢・安井: 筋肉タンパク質と大豆タンパク質との相互作用 125 

なった渇度変化を示すので‘あろう o るようになることが認められた。

もし，筋肉タンパク質と大豆タンパク質とが何らの反 2) 大豆酸沈澱タンパク質はl1S成分に比べて凝集体

応もしないとするなら，混合物の滴度は両者の和となっ 形成開始の渦度が{尽く，高温域でもl1S成分に見られる

て表われるであろう。相互作用があるのなら両者の和か ような大きな凝集体を形成しない。

らはずれが生ずるであろう。このように考えると，筋肉 3) ミオシン A， ミオシン Bはl1S成分と酸沈澱タ

タンパク質-l1S成分では80-1ω℃において，また，筋 ンパク質の凝集体形成を抑制する。

肉タンパク質一酸沈澱タンパク質では50-1000Cにおい 4) 大豆酸沈澱タンパク質はミオシン Aとミオシン

て相互作用が起っていると考えられる。この相互作用が Bの凝集体形成を拘l制する。

どのような結合様式によるものなのか，ミオシン A-l1S 5) 大豆タンパク質の凝集体形成には S-S結合が寄

成分で戸ーメノレカプトエタノーノレや NEMを添加して渇 与するが， ミオシン Aやミオシン Bという筋肉タンパ

度変化を見てみると第5，6図に示されるように，いずれ ク質では S-S結合の寄与は見られず，大豆タンパク質・

の試薬も混合物の、渇度変化には影響を及ぼさなかった。 筋肉タンパク質の相互作用も S-S結合によらない。

筋肉タンパク質と大豆タンパク質問の相互作用が S-S

結合の形成によるものと仮定すると，これらの試薬0:.添
加は混合物の濁度上昇をもたらすと考えられるが，その

ような渇度 t昇は見られなかった。また第9図で示した

ように，ミオシン Aとl1S成分を個別に SH基をBlock

し，透析によって過剰の NEMを除いた後， Nativeのタ

ンパク質と混ぜ、て加熱しても同様の結果が得られた。こ

のようなことから，筋肉タンパク質と大豆タンパク質と

の相互作用へのS-S結合の寄与は否定的である。

ミオシン A-llS成分混合物の 10uOC加熱時の電子顕

微鏡写真を見てみると，混合物の形はミオシン A単独の

場合の凝集体に似ている。これはミオシン Aを核とし

てその周囲にl1S成分が結合しているためと思われる。

WOLFらの説14)に従い， l1S成分が加熱によって Aサ

ブユニットと Bサブユニットにう子かれるとすると，ミオ

シン Aのl1S成分への凝集体形成抑制作用は，ミオシン

AとBサプユニットとの反応と考えられる。すなわち，

ミオシン Aとl1S成分の混合物を加熱すると 11Sはサ

プユニットに分れるが， ミオシン Aが存在するため， B

サフーユニット同志の会合が起らず， Bサプユニットがミ

オシン A分子の周囲に結合するのであろう。しかも，ミ

オシン A分子への Bサプユニットの会合点が Bサプユ

ニット同志の会合点と同じであるために，ミオシン A

周囲の Bサプユニット聞での結合が起らず， そのため

に大きな凝集体の形成が見られなくなるのではないだろ

うか。

要 約

1) ミオシン Aと大豆タンパク質l1S成分を共存さ

せて，凍結乾燥ぞー25
0
C凍結とL、う低温処理をしても

相互作用は見られないような結果が得られたが，雨タン

パク質の混合物の浴解性は，ミオシン Aのそれと類似す
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3) Myosin A and myosin B inhibited the aggrega-

Summary tion of the soybean l1S component and the acid 

1) The mixture of myosin A and soybean l1S precipitated protein. 

component was treated under low temperature， i. e.， 4) The soy bean acid precipitatecl protein inhibitecl 

freeze-drying and freezing at -250C. It seemed the aggre耳ationof myosin A ancl myosin B. 

that there was no interaction between myosin A 5) From the experimental results obtained by 

and l1S component. However， it was recognizecl using-SH blocking reagents such as N・ethylmalei・

that the solubility of mixture after the treatment mide and s-mercaptoethanol， it has been thought 

was similar to that of myosin A treated under the that the aggregation of soybean proteins was at-

same conditions. tributed to the formation of disul五debond(s) among 

2) Judging from terbidimetric measurements， at molecules， that the aggregation of muscle myoι 
higher temperatures above OOC soybean acid precipi- briller proteins such as myosin A and B had nothing 

tated protein started aggregating from 5OoC， while to do with oxidation or exchange of thiol groups， 

l1S component aggregated above 8OoC. At tem- and that the interaction observed between the soy-

peratures from 90-100oC l1S component formed bean proteins and the muscle proteins occurred 

visible coagulants， but that was not the case with through the reaction other than the formation of 
the acid precipitated protein. disul五debonding among protein molecules. 


