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　　1M1ajor　protein　fractions　from　cereal　grains　were　extracted　by　the　Osbome　method　and

compared　by　SDS＿PAGE　ana1ysis，Corre1ation　of　amino　acid　compositions　in　the　individual

a1bumin　fractions　with　the　growth　curves　of　the　grain－contaminant　bacteria　which　were

cultured　in　the　medium　containing　the　albumin　as　only　one　nitrogen　source　was　discussed．

　　Wheat，buckwheat　and　rice　proteins　disp1ayed　their　ind1vidua1major　marker　protein

submits　which　have　been　genera11y㎞own　as　the　HMW　for　wheat　g1ute1ins，the25kDa　and

32kDa　for　buckwheat　g1obulins　and　for　rice　g1utelinsl

　　In　mi11ets，however，significant1y　simi1ar　SDS＿PAGE　pattems　of　po1ypeptide　components

were　seen　among　their　individuaI士ractions，especia11y　proso　and　Ita1ian　mi11ets　contained

a1most　indentica1po1ypeptide　subunits　in　their　albumin，g1obu1in　and　prolamin　fractions，

　　Although　the　grain＿contaminant　bacteria1growth　curves　were　found　to　be　variab1e　depen－

ding　on　the　each　cerea1albumins，some　corre1ations　bestween　the　bacteria1growth　and　nutri－

tiona1quality　of　cereal　proteins　were　observed，suggesting　that　bacteria1growth　cun・es　by

means　o｛cerea1proteins　may　be　an　usefu1too1for　nutritiona1assessment　of　cerea1proteins．
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宅見賢二・三木和香子・宇高順子

は　じ　め　に

　　　　　　　　　　　　　　　　　1－2）
　穀類蛋白質は，通常，オズボーン法　　に従い，水溶性のアルブミン，希薄中性塩溶液可溶
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3〕
性のグロブリン，70％エタノールまたは50％プロパノール　可溶性のプロラミン及び希薄たア
　　　4〕　　　　　　　　4〕
ルカリ　あるいは酸　に可溶なグルテリン，の4画分に分画される．コメ，アワ，キビ，ヒエ

はいうまでもなく日本古来の穀類であり，それ故これらの食品学的，栄養学的調査研究に関す
　　　　　　　　　5－7〕
る膨大な蓄積がある　．しかしながら，上記の穀類のうちコメ以外，特にキビ，ヒエについ

ては，オズボーン分画の蛋白質画分についての報告は少なく，従って其れらのポリペプチドや
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）アミノ酸組成など蛋白質の化学的性質に関する基礎的知見も乏しいようである．この研究で

は，上記の穀類についてのオズボーン法により主要蛋白質を分画し，それらのポリペプチド組

成をSDS－PAGEにより分析比較することで，各穀類蛋白質の特徴をサブユニットのレベル

で明らかにした．

　一方，穀類の細胞汚染は，従来から食品衛生学上極めて重要な問題のひとつである．近時の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　9〕
外国米輸入については過去の黄変米事件　の再現を伴う危険性を否定できたい．したがって，

いわゆる環境汚染細菌と称される大腸菌，枯草菌，セレウス菌た・とによる穀類汚染については，

食中毒の予防範囲を越えて，ペスト，コレラだと検疫伝染病との関連において，その食品衛生

学的意義が再検討されねばならたい．穀類成分のなかで汚染細菌の増殖との関係が考えられる

オズボーンの蛋白質成分としては，水溶性アルブミンと低濃度食塩可溶性グロブリンの2種類

の蛋白質が考えられる、本研究では，水に可溶たアルブミンを各穀類から分画し，それらが穀

類汚染細菌の増殖に及ぼす影響をアミノ酸組成と菌の増殖曲線の関連から検討し，穀類アルブ

ミンの栄養評価を試みた．

　　　　　　　　　　　　　　　　実験材料と方法
　1．穀　　　　物

　小麦，大麦，ライ麦，コーン，ソバ，ウルチ米，モチ米は市販の粉末製品を用いた．アワ，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lO〕
ヒエ，キビは市販粗挽きしたものを小型製粉機で粉末にし，常法　に従いアセトン脱脂乾燥

粉末にして用いた．

　2．蛋白質の抽出

1）アルブミンとグロブリン：　ソバ脱脂粉末！0gを100m皿の5S－PB　（5％食塩加生理的

　リン酸緩衝液，pH7・2）に浮遊させ，マグネーチックスターラーで室温で2時間撹拝した後，

遠心分離（18，000×G，20分間）した．得られ上清を一晩水に透析した後，再び遠心分離し，

上清（アルブミン）と沈殿（グロブリン）に分けた．各蛋白質画分は凍結乾燥して，一20℃

又は4℃に保存した．他の穀類についても，同様た手順でアルブミンとグロブリンを分画し

　た．

2）プロラミン：　1）で得られた5S－PB不溶残溢5g　（乾燥物）を50％n一プロパノー

ル100m皿に加え，2時間撹枠した後遠心分離し，上清を水に一夜透析後，生じる沈殿物を

遠心分離して集め凍結乾燥した．

3）グルテリン：　2）で侮られたプロパノール不溶残澁3g　（乾燥物）に50m皿のO．2％

NaOHを加え，室温で2時間接杵した．遠心上清を採り，2N　HCIを加えて酸性
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　（PH4．5）にし，生じる沈殿物をグルテリンとした．グルテリンは水洗後凍結乾燥した、

　3．使用菌株と培養

　大腸菌（ふ加75c〃αco〃K＿12，wi1d　type），枯草菌（肋。mm∫∫〃m∫H，IAM1521），セレ

ウス菌（肋。mm8cmm∫No．3131）は徳島大学医学部細菌学講座（徳島市蔵本町3，770徳

島）木内武美博士より分与された．各菌株は普通寒天培地に37℃で培養した．

　4．細菌増殖曲線の作成

　各穀類から5S－PBで抽出したアルブ1ンをPBSに溶解（蛋白質量として3～4mg／m皿）

し，濾過殺菌後その1Mを，オートクレーブしたPBS　gm皿入り枚つき三角フラスコ（100m工

容量）に無菌的に加えた．普通寒天培地で一夜培養した菌を一白金耳あて，均等に浮遊（この

時660nmの吸光度，0．D．，は通常0．03～O．05の範囲）させてから30℃で露盤培養し，経時的

に660nmの吸光度を測定して増殖曲線を作成した．

　5．・SDS一ポリ7クリル7ミトゲル電気泳動（PAGE）
　　　　　　　　　　　　　H　j
　SDS－PAGEはLaemm1i　の方法に従った、試料をエッペンンドルフ遠心管に採り，1％

濃度に試料用緩衝液を加えて溶解し；100℃5分間煮沸後遠心分離し，その上清を泳動試料溶

液とした．試料を10～15μIあて！5％ポリアクリルアミトゲルの試料溝に注入し，20mAで約

1時間泳動した．蛋白質はO．1％CommsieBni1iantB1ue－10％メタノール10％酢酸混液で染色

した．脱色はメタノール酢酸混液で行った．

　6．化学分析
　固形試料の蛋白質量は，キエルダール法で得たN量に各穀物のN係数を乗じて算出した．液
　　　　　　　　　　　　12〕
体試料の場合はLowry法　により生血清アルブミンを標準蛋白質として定量した．

結果と考察

　11穀類蛋白質の構成ポリペプチド（図一1，図一2）

　各穀類（コメ，小麦，ヒエ，アワ，キビ，ソバ）からオズボー1／蛋白質を分画し，SDS－

PAGEで分離展開した結果を図一1（A～F）に示した．オズボーンの蛋白質分画の原理は，

溶媒に対する各蛋白質の溶解性の相違に基づくので，化学的性質の差による分画とは異なり各

画分問に重なり合う成分が共存するのはやむをえたい．しかし，各穀物は比較的それ独自のパ

ターンを示す傾向が強く，単子葉植物と双子葉植物では種子蛋白質の相違は明らかで，例えば，

ソバと小麦蛋白質では各画分に各々の特異性がかたり顕著である．即ち，小麦アルブミン（パ

ネルA）は，主要たポリペプチドは分子量18kDa以下のものが多いが，ソバ（パネルB）で

は，むしろ18～30kDaの範囲のものが多い．小麦グロブリンの構成ポリペプチドは低分子か

ら高分子の領域（10～50kDa）に広く分布するが，ソバでは蛋白質の主画分は食塩水可溶グ

ロブリンで，主要なポリペプチドは此の画分に集中的に現れ，分子量25kDaおよび32kDa

のペプチドバンドが顕著である．」方，小麦蛋白質の主成分であるプロラミン（全蛋白質の80
　　　　13）
％を含む　）では，主要たポリペプチドは分子量が27kDa～40kDaの領域に分布する．一方，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14〕
ソバフロラミンは前者とは逆にマイナー（全蛋白質の数％）である．小麦グルテリンの主成
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分は分子量90kDa以上のHMW（高分子量ポ　．。．■　。。。。。．。．■1。。。。。
　　　　　　　　　13j　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“
リペプチド）を含む　　　　　　　　　　　　　。・　　　　　　　　　田
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　07｝　　　　　　　　　　　　43

蛋；二責鳥終練練汽：㌶　・・
一1，パネルCにみるように，グルテリン画分　。岬

では見かけのMWが約32kDaと23kDaの2　1～繊
つのバンドが目立つ．これらはコメクルテリン

上D。　一1　2　3　4　ヒ0。■1　2　34
94　一　　　し　　　　」。。一・，

　　　　　む
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・・淺
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　　　　　　　　鰯
94・
67．

Fig．1．Comparison　with　SDS＿PAGE　pattems　of　protein｛ractions　extracted　from　various　grains．

　　　Pane1A（wheat）and　B（buckwheat）：Lanes1to6contain　tota1nour，albuminis，g1obu1ins，

　　　pro1amins，glutelins　and　the　inso1ub1e　residue　at　concentrations　of　about40to50μg　of　pro－

　　　tein，respective1y．LaneMcontains1owmolecularweightstandardproteins（seethe
　　　materia1s　and　methods〕．The　same　sha11apply　hereinafter．

　　　Pane1C（rice）and　D（sawa　mi11et）：Lanes1to4contain　a1bumins，globulins，pro1amins　and

　　　glute1ins，respective1y．

　　　Pane1E（Ita1ian　mi11et）and　F（proso　millet）：The1anes　contain　the　fractions　corresponding

　　　tothose　inthepanel　C　orD．

固有のサブユニット55kDaの亜サブユニットに相当する．他の画分で特定すべきポリペプチ

ドパンドはMWカミ16kDaで，アルブミン，グロブリンおよびプロラミンに共通している．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15－16〕
この16kDaサブユニットはコメアレルゲンと特定されており　　，現在これを含まないコメ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15－17〕
の開発が遺伝子工学的手法で進みつつある

　ヒエ（パネルD）では，みかけのMWが23kDaのバンドが全画分にそれぞれの主要サブ

ユニットとして検出された．他の穀物のそれに比して際立った特徴である．

　アワとキビ（パネルEとF）のポリペプチド構成は，グルテリン画分を除く3画分では極め

て高い類似性が見られる．アワ，キビ，ヒエ3種（いずれもイネ科キビ亜科キビ族）間相同性

は，特にアワ，キビ間にその傾向が強い．

　各蛋白質画分のデンシトメータースキャニングパターンで比較すると，蛋白質相互の相同性

または非相同性がより明確に示された（図一2，パネルA～D；比較の目的で小麦蛋白質の各

画分を並記した）．先ず，アルブミン（パネルA）では低分子量（1O　kDa）から高分子量域

（96kDa）全体に多数のマイナーなペプチドパンドが連続的に分布し，キビとアワでかなり

の類似性がみられた．グロブリン（パネルB）ではアルブミン同様にマイナーバンドが広範囲

にみられたが，11kDa付近と57kDaの近傍に出現したパンドはおおむね両蛋白質に共通で

ある（小麦以外）．プロラミン（パネルC）では他にみられたい高い相同性が示された．MW

20～23kDaの範囲に出現した主要たパンドは多少のばらつきはあるものの，コメ，小麦を除
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2．Comparison　o｛SDS－PAGE　profiles　o｛the｛ndividua1protein　fractions　fmm　cerea1grains，

　　Scanning　of　the　stained　gels　was　carried　out　by　a　dens三tometer．

　　PaneIs　A　to　D　are　to　be　correspond　to　albumins，g1obu1ins，pro1amins　and　g1ute1ins，respective－

　　1y．

　　Line　l　to5denoteuruchi－rice，proso　minet，Ita1ian　mi11et，sawa　mi11et　and　wheat，respective1y．
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くキビ，アワ，ヒエではその近傍のMWを持つバンドパターンの相同性が著しい．グルテリ

ン（パネルD）ではコメ以外の穀物では特に目立つバンドは指摘されたかった．以上の穀類蛋

白質間の構成ポリペプチドの同質性は，遺伝学的相同性つまり系統発生的起源の同一性に起因
　　　　　　　　18〕
すると言い得る

2　7ルブミン蛋白質の栄養価と穀類汚染細菌増殖曲線の相関性（表一1，表一2，図一3）

穀類またはその調理品あるいは加工食品由来細菌は，通常いわゆる穀類汚染細菌が主であ

Table1．Amino　Acid　Compositions　of　A1bumin　Fractions　from　Cerea玉Grains（mo1％）

A1bumin　fractions日from

Amino　ac量d　　　　　　Rice Barley　　Wheat　　Rye　　Corn　　P．Mi11et

Uruchib　　Mochib

Asp
The
Ser

G1u

Pro

Gly

A1a

Cys
VaI

Met
I1e

Leu
Tyr
Phe
Lys
His

Arg

10．8

4．7

5，2

12．5

6．6

6．9

8．7

2．9

8．7

2．5

4．1

7．9

3．9

3．0

4．9

2．6

8．4

819

4．3

4，5

11．0

6，3

6．1

8．0

2．2

6．3

2．8

3．0

7．5

4．8

4．0

5．7

2．2

8，0

4．8

2．8

3，2

30，0

14．0

2，9

3．2

1．2

5．0

2．9

3．7

6．7

2．6

5．4

2．8

2．0

3．9

7．8

3．9

4，6

27，2

11．4

4．9

5．4

5．7

5．8

1．9

3．8

8．5

3．9

6．0

4．7

2．3

5，2

6．8

3．3

4，1

30，5

15．3

3．8

4．1

2．7

5，2

2，2

4．2

6．7

2．2

5．2

3，4

2．1

4．6

13．0

410

4，2

13．2

8．9

6．1

6．7

3．7

3．9

1．1

2．6

3．8

2．5

2．1

6．0

2．3

7．2

4．6

4．6

4，5

21．5

4．9

6．3

6．9

2．4

5．1

1．7

3．1

6．0

3．1

3．3

6，4

2．6

9．1

aShuk1a，T．P．（2）．

b岩崎哲也　他，1975，日食工誌，22：113－118．

Table2，Essential　amino　acid　composition　of　cerea1a1bumins

Essentia1

Aminoacid　　Wheat　　Rye

　Ile

　Leu
　Lys
Cys＋Met

　Phe
　The
　Va1

3．8

8．5

4．7

7．7

6．0

3．9

5．8

4．2

6．7

3．4

4．9

5．2

3．3

5．2

　EA目　　　　　40，4　　　32．9

　TAb　　　　　112．2　　　106．4

EA／TTAc　　　　36，0　　　30．9

TypesofBGCd　　小麦型

　　　　　Proso　　　　　　　Rice

Bar1ery　　Minet　　Uruchi　　Mochi　　Com
3．7

6．7

218

4．1

5．4

2．8

5，0

3．1

6．0

6．5

4．1

3．3

4．6

5．1

4．1

7．9

4．9

5，4

3．0

4．7

8．7

30，5　　　　　　32，7　　　　　38，7

97，1　　　　　96，2　　　　　96，0

31，4　　　　　34，0　　　　　40，3

大麦型　　　　　　　コメ型

3．0

7．5

5．7

5．0

4．0

4．3

6．3

2，6

3．8

6．0

4．9

4．9

4．0

6．0

35，8　　　　　32，2

93，1　　　　　91，3

38，5　　　　　35．3

コーン型

aTota1amounts　of　essentia1amino　acids．
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Fig．3． Growth　curves　of　grain＿contaminan辻

bacteria　cultured　in　PBS　containing　in－

dividua1cereaI　a1bumins　as　a　so1e　source

of　nitrogen．The　a1bumins　are　added　in

PBS　at　concentrations　of3to4mg／m1

and　incubated　at30℃with　gent1e　shak－

ing．
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corn，respectively．

Bacteria1』trains：亙∫ゐ〃ク。肋αco〃K12
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　19）
る　、実験では代表的汚染細菌として大腸菌，枯草菌およびセレウス菌を選び，菌の増殖に穀

類アルブミンの栄養価（アミノ酸価）が如何たる影響を及ぼすかについて検討するために，あ

わせて個々の試料アルブミンのアミノ酸組成も文献より整理した（表一1）．

1）穀類アルブミンのアミノ酸組成：　穀物アルブミンのアミノ酸組成で目につくことは，ア

　スパラギソ酸，グルタミン酸およびプロリン含量が他のアミノ酸に比して高いことである．

　プロリンは大麦やライ麦に比較的高い．その他のアミノ酸では，アラニン，リジンおよびア

　ルギニンが大麦とライ麦以外では優勢なアミノ酸である．小麦などでは一般にリジン量の不

　足が言及されることが多いが，これはオズボーン法の4種類の蛋白質のたかで最も高い含有

　量を示す蛋白質画分であるプロラミンのアミノ酸組成に全体のそれが支配されるからである．

　　上記の各穀類アルブミンの栄養価は，ここでは便宜的に，表一！で得られた全アミノ酸量

　（TA）に対する全必須アミノ酸量（EA）の比率（EA／TA）で表示した（表一2）．細菌とヒ

　トの必須アミノ酸およびその適正バランスは勿論異なるであろうが，ここではヒトでの栄養

　価の表示が細菌の増殖と比例するか否かをみた．これでみると栄養価はコメ，小麦が高く，

　ライ麦と大麦が低い．このアルブミンの栄養価が穀類汚染細菌の増殖に如何たる影響を及ば

　すかを見たのが次の実験である．

2）細菌増殖曲線と栄養価：　アルブミンを唯一の栄養源として含むPBSに，小麦，ライ麦，

　大麦，キビ，コーン，ウルチ米およびモチ米のアルブミンを溶解後，660nmの0．D．が

　O．05付近になるように大腸菌，枯草菌およびセレウス菌の一夜培養菌を接種し，30℃で震鑑

　培養し，菌の増殖に比例する濁度（0，D．）の変化を測定した．増殖曲線のパターンから，7

　種の穀類は小麦型，大麦型，コメ型およびコーン型の旧型に型別された（図一3）．小麦とラ

　イ麦（パネルAとB）では，3菌種とも比較的同調的に増殖し，約5時間培養後，ぽぽ同程

　度の0．D．値（O．3～O．45）に達した．大麦とキビ（パネルCとD）ではともに大腸菌が優

　先的に増殖し，そのO．D、値はO．5を越えた．コメ型（パネルEとF）では3菌種の増殖は

　55時問後でもO．D．は0．2またはO．3の低値であった、コーン（パネルG）では約25～30時間

　後増殖曲線はいずれも自己融解を生じ下降した．以上に見るように，各菌の増殖はアルブミ

　ン由来の穀物種に依存してかなり特異的ともいえるパターンを示した、

　　栄養価と増殖曲線の相関性については，図一3（パネルCとD）や表一2に示したように，

　大麦やライ麦など相対的に低栄養アルブミンのほうが高栄養のもの（コメ，コーソ）より曲

　線の立ち上がりの角度や0．D．の値が高い（ともに細菌増殖性が高い，つまり栄養効果が高

　いことを示す）という一見矛盾した結果が得られた．もちろんアルブミンの栄養価が直接汚

　染細菌の栄養源に相当したいことはいうまでもない、しかし，アルブミンと共存するであろ

　う無機質や微量金属のみの影響とは考え難い未確認物質（例えば糖脂質だと）の影響を，図

　一3の各パネルは暗示している．動物実験の併用などによる詳細な研究が必要なようであるI

ま　　と　　め

　1）コメ，小麦，アワ，キビ，ヒエ及びソバの主要な蛋白質（アルブミン，グロブリン，プ

ロラミノ及びグルテリン）をオズボーン法で分画し，それぞれの構成ポリペプチドをSDS－

PAGEで解析した．その結果，小麦では，グルテリンの高分子領域ポリペプチドいわゆる

HMWが，ソバではアルブミンやグロブリンの25kDaおよび32kDaサブユニットが，それ
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それ主要た構成ポリペプチド成分であること，コメではグルテリンの23kDaと32kDaが主

た蛋白質サブユニット成分であること，ヒエでは23kDaが全蛋白質画分に分布すること，ア

ワとキビの構成ポリペプチドは極めて相同性が高い分布パターンを有すること，だとが明らか

にたった．またアワ，キビ及びヒエの各フロラミンポリペプチドは，ぽぽ等しい分子量

23kDaをほとんど唯一のサブユニットとして有することが示された、

　2）小麦，大麦，ウルチ米，モチ米，ライ麦，コーンの各アルブミンを唯一の窒素源として，

穀物汚染細菌として大腸菌，枯草菌およびセレウス菌を培養し，それらの増殖曲線と各アルブ

ミンの化学的栄養価（全必須アミノ酸量／全アミノ酸量x100）の比較をした．その結果，栄

養価とは直接的な関連こそみられたかったが，各穀物アルブミンと汚染菌の増殖性とのあいだ

にはそれぞれ固有な対応関係が成立する可能性が指摘された．
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