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　　　　　　　　　　（Received　Apri128．1994）

　　Vegetab1e　proteins　of　Tm〃and5o’伽αceom∫γege広肋ie　were　ana1yzed　by　SDS＿PAGE，and

their　antigenic　crossreactivities　were　assayed　by　jmmunod雌usion　tests　using　a　rabbit　an－

tiserum　raised　against　eggPlant　protein．Whereas　proteins　of　eggPlant，tomato　and　moming

g1ory　disp1ayed　a　number　of　minor　subunits　which　were　broadly　distributed　on　areas　w舳

molecu1ar　weights　ranging　from8to　gO　kDa，those　of　white　and　sweet　potatoes　gave　a　simp1e

SDS－PAGE　profi1es　in　which　the　former　contained26and56kDa　and　the1atter40kDa　as

major　subunit　components．

　　Immunodiffusion　tests　showed　that　the　vegetable　proteins　inc1uding　tomato，mornjng

gloW，．white　and　sweet　potatoes　revealed　prec1pitin　lines　against　the　eggP1ant　protein　an－

tiserum．Converse1y，m　fine　positive　reactions　were　obsemed　for　the　proteins　o土taro，

Chinese　yam　and　e1ephant　foot．

は　じ　め　に

　イモ類のたかで，蛋白質の品質改善を目的とする分子遺伝学的レベルの研究が進められてい

るのは，サツマイモ吻ヵ。m5Cαあα刎α8）とジャガイモ（Sα王伽mm肋mo∫mm）である．一般に，
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植物の塊根や塊茎といった体細胞貯蔵器官には，他の器官にはほとんど存在しない蛋白質が多

量に含まれている．ジャガイモでは分子量40，OOO（40kDa）の蛋白質サブユニット，patatin

が全体の蛋白質の70～80％を占めており，生化学的マーカー蛋白質としてその構造と機能がよ
　　　　　　　　1－3）
く研究されている　．］方，サツマイモでは全可溶性蛋白質の約80％が分子量20kDaのスポ
　　　　　　3－4〕
ラミンである　．これらの主要蛋白質はイモからの萌芽や発根に際して分解されることたど

から，いわゆる貯蔵蛋白質の一種と考えられるが，穀物種子などの貯蔵蛋白質とは物理化学的，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－7〕
生化学的性状と機能において明らかに異なる蛋白質である　．食品学の分野で言うイモ類に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　8〕
は，サトイモやヤマノイモも含まれるが，これらの貯蔵蛋白質の生化学的性質に関する報告
　　　　　　　　　9）
は少ないようである．一方，イモ類を植物分類学的にみると，ジャガイモはナスやトマトと
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IO）
同じナス科に，サツマイモはヒルガオ科にそれぞれ属する　．穀物蛋白質の分野では，遺伝学

的近縁種間の抗原交差性の有無に関する研究は，単に免疫化学的興味ばかりではなく，良質な
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11－13）
蛋白質の創製と当該産業の活性化を目的として広く行われている

　本研究では，イモ類蛋白質の主要ポリペチドをSDS一電気泳動法（PAGE）により解析し，

各品種問の同質性と異質性を明らかにするとともに，ナス蛋白質に対するウサギ抗体を用いて，

近縁野菜類蛋白質問の免疫化学的関連性を調べた、

実験材料と方法

　1．ナス科野菜類とイモ類

　ジャガイモ，サツマイモ，サトイモ，ヤマノイモ，ナガイモ，コンニャクのイモ類およびナ

スとトマトの果実，アサガオの種子は，いずれも市販品を用いた．

　2I蛋白質の抽出

　イモ類およびナス科の果実は皮を除き，約1cm角に細切りした後，約1．5倍量の5S－PB

（5％食塩加リン酸緩衝液，pH7．2）を加えてミキサーで約10秒間磨細した．磨細物はビーカー

に採り，室温で1時間接拝後，2I，000×g一で20分間遠心して，上清と沈澱に分けた．上清に

硫酸アンモニウムを飽和に加え，一晩4℃に置いてから沈澱を集め，水に透析した．透析物は

再び遠心し，得られる上清をアルブミン，沈澱をグロブリンとし凍結乾燥した．アサガオの種

子蛋白質は，種子を乳鉢に採り，少量の5S－PBを加えて磨細し，その遠心上清を凍結乾燥した、

　3．抗血清の作成
　　　　　　14〕
　既報の方法　に準拠して行った．ナスの5S－PB抽出物を2～3mg／m皿の濃度でPBS

に加え，60℃で30分間インキュベイトして溶解後，等量のフロイントの完全アジュバントを加

えて乳化したものを，ウサギの背面十数箇所の皮内に分散して接種した．追加免疫の3週間後，

免疫ウサギを全採血し，抗血清を得た．抗血清はO．05％にアジ化ナトリウムを加えて4℃又は

一20℃に保存した．

　　　　　　　　　　14）
　4．ゲル内沈降反応

バル．ビタール緩衝液（イオン強度O，5，pH8．6）で1％寒天ゲル（Nob1e　Agar，Difco）を作

り，ガラス板（5×5cm）に流し固め，抗原穴（径2mm）と抗体穴（径4mm）をパンチ
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で抜き，湿箱にいれて，各穴に試料抗原と抗血清を加えて室温に一夜静置し，生じる沈降線を

写真撮影した．抗原試料は2～3mg／m皿の濃度でPBSに加え，60℃で30分問インキュベイ

トして可溶化し，遠心後その上清を抗原試料として用いた．

　5．　SDS＿PAGE
　　　　　　I5）
　Laemm1i　の方法に準拠して行った

I）試料の調整：　100μ1又は数mgの試料に，等量又は1mg／1Oμ1にたるように2倍濃度

の試料用緩衝液（4％SDS，1O％　2一メルカプトエタノール，125mMトリス緩衝液（pH

6．8）を加え，さらに（20％グリセロール，O．01％ブロモフェノールブルー（BPB）を同量

加え，1OO℃で5分間加熱したものを試料とした．

2）ゲル濃度：　濃縮用ゲルは5％，分離用ゲルは15％とした．泳動用緩衝液（O．1％’SDS，

2．8％グリシン，O．6％トリス）を用い，10mAで約60分，20mAで約90分間泳動後，ゲルを

染色液（10％メタノール，10％酢酸，O．1％コマシーブリリアントブルー）で1時間以上染

色後，1O％酢酸一10％メタノール混液で脱色した．

3）分子量マーカー：　小分子量マーカーキット（Pharmacia）を用いた：ホスホリラーゼb

（MW96，000）；ウシ血清アルブミン（MW67，OOO）；オボアルブミン（MW43，000）；カルボ

ニックアンヒドラーゼ（MW30，OOO）；トリプシンインヒビター（MW20，1OO）及びα一ラク

　トアルブミン（MW14，400）．

　6．ケルスキャンニング

　SDS－PAGEで泳動したゲルを，島津二波長フライングスポットスキャンニングデンシト

メーター（島津，CSgOOO）により測定した．

結果と考察

　1．ナス科近縁野菜類蛋白質のポリペプチド

　　　組成（図一1）

　ナス科近縁野菜類の可食部又は種子をミキ

サーで破砕したのち，5S－PBで抽出し，

SDS－PAGEを行った（図一1，パネルA）、ナ

スとアサガオは全体としては極めて類似性の高

いペリペプチドパターンを示した．両者ともに

ゲル泳動面全体にわたってマイナーバンドが分

散したが，みかけの分子量（MW）が30～32

kDa付近と，22～23kDaとに，一本ずつ二本

の接近した主要なポリペプチドバンドがみられ

た．サツマイモとジャガイモではナスやアサガ

オのパターンとは大きく異なり，マイナーバン

ドは少なく，少数のメジャーバンドが目立った．

即ち，前者ではみかけのMWが26kDaのス
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Fig．1．SDS＿PAGE　of5S＿PB　soluble　proteins

　　　from　So〃mα5ceom5％9物肋且Panel　A：

　　　Lanes1，eggplant；2，morning　g1o町；3，

　　　tomato；4，sweet　potato；5，white　potato．

　　　5S＿PB　is　abbreviation　of5％sa1t　in　O．05

　　　Mphosphatebuffer，pH7．2．Pane1B：
　　　1anes1and2，morning　glory＿1and＿2，

　　　respectively．Lane　M，standard　marker

　　　proteins（see　Materials　and　Methods）．
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ポラミンとその2量体（56kDa），後者ではMWが40kDaのpatatinである．図一1，パ

ネルBに品種が異なるアサガオ種子蛋白質のSDS－PAGEパターンを示した．これらのほとん

ど区別し難い極めて等質なサブユニットパターンは，関連遺伝子の保存性の高さを示唆している．

2．イモ類蛋白質のポリペプチドユニット（図一2，表一1，図一3）

イモ類蛋白質の5S－PB抽出物を水に透析してアルブミンとグロブミンに分け，凍結乾燥後

Table1Ma］or　po1ypeptlde　subumts　of　storage

　　　　prOteins　in　pOtatOes

Fractions目

Tmあeγγ A1bumin　　　Globu1in

市hite

Sweet

Taro

Yam（Var．）

E．foot

40b

56，17．26

11．23

31（31）

11，23

40

kD8

94
67
43

30

21．23　　　　　20’

11．23　　　　　　14

aThey　were　prepared　from5S＿PB　so1uble　ex－

tracts　by　dia1ysis　against　water．

bkDa　of　subunits　judged　by　SDS－PAGE．

8

Fig．2．SDS＿PAGE　of　a1bumin　and　globulin　frac－

　　　tions　extracted　fromτmあe7γをge肋わ’e∫．

　　　0dd　and　even　numbers　of　the　lanes

　　　denote　the　a1bumins　and　globulins，

　　　respectively．Lanes　1　and　2，sweet

　　　potato；3and4，white　potato；5and6，

　　　taro；7and8，yam；9and10，yam　variant

　　　（nagalmo），11and12，elephant　foot

1　　　　C

A

2

2 2

　　　94　67　43　　　30　　　　20　　　14　　KD　　　　　　　　　　　　　94　67　43　　　30　　　　20　　　14　　KD

Fig．3，Densitometergraphs　of　polypeptide　subunits　of5S－PB　so1uble　proteins　from　Soわmαceom5

　　　吻8e切〃e＆Pane1A：1，sweet　potato；2，white　potato．Panel　B＝1，e1ephant　foot；2，taro．

　　　Pane1C：1，yam；2，yam　var．（nagaimo）。
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PBSに溶解（1mg／1Oμ1）し，SDS－PAGEで展開した（図一一2）．イモ類の蛋白質サブユこ

ットはその品種により水に対する溶解度が異なり，アルブミン画分に偏るもの（サツマイモ，

ヤマノイモおよびナガイモ）と両画分に分布するもの（ジャガイモ，サトイモおよびコンニャ

クイモ）に分かれた．

　各サブユニットをkDaで示し画分別にまとめた（表一1）．表にみるように，ジャガイモの

patatin　（40kDa）はアルブミンとグルブリソの両画分に現れたが，サツマイモでは26kDaと

56kDaの二つのサブユニットはどちらもアルブミン画分に出現した．図一1で見たスポラミ

ンの23kDaがここでは17と25kDaに二分されているが，これは単なる人工産物ではたくス
　　　　　　　　　　　　　　　4）　　　　　　　　16）
ポラミ1／固有の物性によるらしい　．服部と中村　によると，非還元状態でのSDS－PAGEで，

スポラミンは22kDaと31kDaの2つのサブユニットに分かれる．したがってここに得られ

た56kDaのバンドは26kDaサブユニットの2量体と考えられる．

　サトイモとコンニャクイモの主なポリペプチドパターンの類似性は高く，みかけめ一MWが

22～24kDa付近に分布する両バンドの2層構造はほとんど区別しがたい．後者がサトイモ科

であることの証拠である。

　ヤマノイモとナガイモのサブユニットに見られる極端た等質性は，後者が前老の栽培種とし

て育成された経緯から納得がゆく．その遺伝形質は強固に保存されていると見るべきであろう．

　Patatinは，上述のよう．に40kDaの位置にジャガイモの主要な蛋白質バンドとして出現し

た．したがって，この実験で検出されたイモ類蛋白質のサブユニットは人工産物又はそれの類

似物ではなく，各品種に固有の構成サブユニットを示すものと考えてよい、そこで図一2の

SDS－PAGEパター1ノをデンシトメーターで測定し，各蛋白質パンドを半定量的に比較した（図

一3）．

　サツマイモとジャガイモ（パネル4）の異質性に比べて，サトイモとコンニャクイモ（パネ

ルB）並びにヤマノイモとナガイモ（パネルC）の同質性はそれらの遺伝形質の保守性の強固

さを示している．

　3．イモ類と近縁野菜蛋白質間の抗原交差反応（図一4，図一5）

　ナス科とヒルガオ科に属する野菜問の植物学的近縁関係を，ナスの抽出蛋白質に対するウサ

ギ抗血清を用いて，ゲル内沈降反応で調べた（図一4）．中央穴に抗体を，周囲穴に各種の野菜

抽出蛋白質を入れ，一夜室温ヒ静置後，生ずる沈降線を観察した（パネルA）．抗体作製に用

いたナス抽出蛋白質てば，近接した数本の沈降線が現れ，他の野菜蛋白質ではそれらと融合す

る弱い数本の沈降線が出現した．ジャガイモ蛋白質でもはっきりした1本の沈降線が出現し，

これはナスの数本のうちの1本と，一さらにアサガオ蛋白質の2本のうちの1本と完全に融合し

た．即ち，抗原的に相同である、野菜の植物学的分類は蛋白質の抗原性と比例するようである．

　ナスとサツマイモ（パネルB）の比較では，少なくとも互いに融合する2本の沈降線が出現

し，サツマイモの2本の沈降線のうち，抗原性の強い沈降線（抗原穴に近いもの）がナス沈降

線の抗体穴に近い線と融合し，ナス沈降線の強いものがサツマイモの弱い沈降線と結合した．

SDS＿PAGEで示された26kDaと56kDaの2つのサブユニットとこの2つの沈降線の対応は，

イムノプロットで現在解明中である．以上の知見は，ナス科の野菜類が共通抗原性を有するこ

とを明らかにした．

　次にサツマイモ蛋白質をアルブミンとグロブリンに分画し，ナス蛋白質抗体に対する抗原性
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Fig．4，Antigenic　crossreactions　among　edible

　　　proteins　from　Soわm伽eo㏄吻解物肋5．

　　　Panel　A：PeripheraI　we11s1and4，eg－
　　　gp1ant；2，tomato；3，white　potato；5，mor・

　　　ning　g1ory；6，sweet　potato．Center　we11，

　　　anti－eggP1ant　protein　semm．

　　　Pane1B：we111，eggp1ant；we112，sweet
　　　potato．Center　we11，anti－eggP1ant　pro－

　　　tein　Semm．

Tab1e2．Amino　acid　composition　of　various

　　　　　POtatO　prOteins

　　　　　　Sweet　　　White　Chinese
Amino　acid日工　potato　Taro　potato　　yam

kD8

94
67

43

10．0

3，7

10，0

22．0

2．8

3．6

6．9

1．3

4．8

1，4

3．4

5．1

2．2

4．0

4．0

2，4

11．9

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Proline

G1ycine

A1anine

Cystine

Valine

Methionine

ISOleuCine

Leucine

Tyrosine

Pheny1alanine

Lysine

Histidine

Arginine

21．3

6．1

5，9

11．4

4．0

4．5

6．1

1．4

6．1

1．6

4．4

6．6

2．2

5，9

5．0

2．3

3．6

15．1

4．6

6，3

11．3

4．2

5．5

5．5

3．3

5．9

1，4

3．7

8．8

4．6

5，5

5．5

2．6

6．3

22．1

4．1

3，5

17．0

4．1

3．5

3．5

1．8

6，4

1．8

3．5

5．8

3．5

6．4

6．4

2．3

5．8

目）From　standard　tables　of　food　composition　in

Japan（ref．8）．

Fig．5．SDS＿PAGE　of　sweet　potato　proteins　and

　　　antigenic　crossreactions　between　eg－

　　　9Plant　and　sweet　potato　proteins．Panel

　　　A：sweet　potato　aIbumin（lane1）and

　　　globulin（1ane2）fractions．Pane1B：we11s

　　　1and2，corresponding　to　the1anes1and

　　　2，respective1y．Center　we11，anti－eg－

　　　9P1ant　protein　serum．

の有無をゲル内沈降反応で調べた（図一5，パ

ネルB）．上記（表一1）に示したように，サツ

マイモ蛋白質はアルブミン分画に回収されるの

で（パネルA，1），アルブミン画分に1本の

はっきりした沈降線が出現した．グロブリン分

画にもかすかた沈降線が見られるが，これはア

ルブミンの残存（パネル，A，2）が原因と思

われる、これらの結果は，ナス抗体と反応する

サツマイモ抗原がスポラミンであることを示

す．スポラミソ遺伝子の一部はすでに構造が明
　　　　　　　　4）
らかにされている．今後のヒルガオ科植物に

おける遺伝進化学的領域の解明が期待される．

　今日の野菜類は，明治以来の近代育種の成果

として各々その頂点にあるとはいうものの，現在の我が国における食生活様式の変化と多様性

に適応しうるだけの高レベルの品質と栄養学的価値を問うときに問題なしとは言いがたい．野

菜類の本来的意義は，イモ類は別として，ビタミン，無機塩類および植物繊維の供給源にあっ

て，蛋白質のそれにあるのではたいとされてきた．しかし，野菜蛋白質の良質なことはそのア

ミノ酸組成から容易に理解できる（表一2）．主食のコメや小麦に不足しがちだ必須アミノ酸（例

えばリジン）の供給源としての意義のみでなく，現代食生活の多様性に応える役割が要求され

ているとするたら，野菜蛋白質のもつ食的内容の拡大は重要である、

　イモ類の貯蔵蛋白質については，その消化性と食味および加工特性の改善が急務である．こ

れらの課題に対する即物的応答の最たるものは，これら蛋白質の量と質に関する遺伝子資源の

収集と開発であろう．それが，自然界に蓄積されて来たであろう突然変異の探索であっても，
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遺伝子工学的作出であっても，その重要性において変わりはたい．

ま　　と　　め

　イモ類と野菜類の蛋白質をSDS－PAGEで解析し，それらの構成サブユニットの種類と特

徴を明らかにした．またジャガイモの近縁野菜であるナス蛋白質に対するウサギ抗血清を用い

て，ゲソレ内沈降反応により抗原相同性の有無を調べた．

1）蛋白質†ブユニットの解析

　　ナス，トマトおよびアサガオでは低分子量（10kDa）から高分子量（90kDa）の広い範

　囲にマイナーバンドが分布するサブユニットバターンが共通していた．しかし，イモ類蛋白

　質は品種により固有の分子量を有し，水に対する溶解性を異にする．主要たサブユニット数

　個から構成されていた．

2）抗原交差反応

　　ナス抗血清に対してトマト，アサガオ，ジャガイモ，サツマイモは沈降線を形成した．サ

　トイモ，ヤマノイモ，ナガイモおよびコンニャクでは明確な反応は観察されたかった．
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