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報　文

11Sグロブリン変異大豆における豆腐加工適性とジスルフィド結合蛍光標識

門間　美千子§，矢ヶ崎　和弘* 

食品総合研究所，*長野県中信農業試験場

Quality evaluation of 11S globulin-mutant soybean for tofu preparation 

Michiko Momma and Kazuhiro Yagasaki 

National Food Research Institute, *Nagano Chushin Agricultural Experiment Station 

Abstract 
In order to estimate the involvement of disulfide proteins and composition of 11S globulins in the strength of tofu gel, tofu was 

prepared from genetic variants of 11S globulin with MgCl2 and “Nigari”, a conventional tofu-coagulant. Nigari-coagulated 

tofu showed higher rupture stress than MgCl2-coagulated ones in 6 lines of soybean among the 8 variants. In the result of fluores­

cent labeling of disulfide bonds in 11S globulin, it was found that fluorescence intensity of acidic and basic polypeptides of 11S 

globulin significantly correlated to the rupture stress of tofu coagulated by Nigari, while no significant relationship was observed 

in MgCl2 - coagulated tofu. 

大豆は良質な蛋白質を含み，さまざまな健康機能が することを示した．11S グロブリンは分子量300 ～ 

期待されることから，日本人の食生活において重要な 380kDaの６量体蛋白質で，それぞれのサブユニットは

位置を占めている．豆腐は大豆の食品用途の代表的な 酸性および塩基性ポリペプチドから構成されている．

もので，我が国で消費される食品用大豆の約半分が豆 これまでに５種類のサブユニットが同定されており，

腐加工に使用されている．豆腐に加工することにより， 相同性によってグループⅠ（A1aB1b, A2B1a, A1bB2）と

有害成分が除去され，タンパク質の消化性が改善され グループⅡ（A5 A4B3, A3B4）に分けられる
9）
．本研究で

るとともに，調理が容易になり，油あげ等の二次加工 は，11Sグロブリンのジスルフィド結合と豆腐の物性の

用途も広がる．豆腐加工において，安定なゲルの形成 関連をさらに明らかにするために，サブユニット成分

性が重要な品質要因となる．大豆蛋白質のゲル形成に の異なる変異大豆系統を用い，ジスルフィド結合の蛍

ついては数多くの研究が行われ
1, 2, 3） 

，そのメカニズム 光標識強度と豆腐の破断応力の関連を調べた．また，

として，蛋白質が加熱変性し，疎水結合を主力として 豆腐の加工適性試験や食品加工の現場で広く使用され

線状会合体を形成し，続いてジスルフィド結合による る塩化マグネシウムおよびにがり凝固剤を使用し，凝

分岐状会合体をつくり，これに水素結合が補ってネッ 固剤による豆腐物性の違いを明らかにした．

トワーク構造をつくることが明らかになっている
4, 5） 
． 

我々は前報
6）
で，蛍光色素標識法

7, 8） 
を用い，11Sグロ

ブリンのジスルフィド結合蛍光標識強度が，グルコノ

デルタラクトンで凝固した充填豆腐の破断応力と相関
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実験方法

１．実験材料

11S蛋白質変異大豆系統（表１）は長野県中信農業試

験場畑作育種部より供与された．これらはタマホマレ

を５回戻し交配した準遺伝子系統で，東山205号はすべ

ての11Sサブユニットを欠失している．豆腐加工試験に

おけるコントロールとして市販白目大豆を使用した．

２．SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)

分析用試料として大豆 1 0 g  を小型粉砕機（柴田

SCM40-A）で30秒間粉砕後，60メッシュの篩にかける

操作を４回繰り返し試料粉末とし，使用時まで－20℃ 

で保存した。粉末試料300mgを抽出用緩衝液（1 mMフ

ェニルメタンスルホニルフルオライド(PMSF), 0.02%ア

ジ化ナトリウム, 30 mMトリス緩衝液，pH 7.9）６mlと

ともにヒスコトロン（日音医理科 NS-50）で１分間ホモ

ジナイズした後，10,000×gで20分間遠心した．上清を

さらに10,000×gで20分間遠心分離し，この上清を試料

溶液とした．SDS-PAGEはLaemmliの方法
10）
に従い，

10-20%グラジエントゲル（e-T1020L, アトー）を用い

て行った．泳動後のゲルをクーマジーブリリアントブ

ルーR-250により染色した．

３．豆腐調製と破断応力の測定

大豆100 gに３倍量の水を加え，室温で16時間浸漬後，

大豆の重量を測定し，乾燥重量の６倍となるように水

を加えた．これをミキサーで１分間磨砕した後，ガー

ゼで絞った．豆乳を湯煎で10分間加熱して氷冷した．

豆乳60 mlを100 mlのガラスビーカーに入れ，これに最

終濃度0.3%の塩化マグネシウム（0.18 g/0.6 ml），また

は市販のにがり（井藤漢方製薬“天然にがり”MgCl2 

1520 mg, Ca 3.4 mg, Na 665 mg, K 331 mg, Zn 47μg）3.6 

mlを加え混合し，70℃で60分加熱後水冷した．それぞ

れの凝固剤で３点の豆腐を調製し，卓上型物性測定器

(山電TPU-2S)により，２カ所のゲル強度を測定し平均

値を得た．測定は直径８mmのプランジャーを用い，毎

秒2.5 mmの速度で17 mm貫入して破断強度を測定し破断

応力を求めた．

４．蛍光色素標識によるジスルフィド結合の検出

２．で得られた試料溶液10μlを，0.5mMジチオスレ

イトール（DTT）を含む30mMトリス緩衝液（pH7.9） 

に添加し、室温で20分おき，ジスルフィド結合を還元

した．次に，20mM モノブロモバイメイン(mBBr)を5μl 

加え，室温で15分間おき，100 mMβ-メルカプトエタノ

ールを10μl，20%SDSを5μl加え反応を停止し，さらに

80%グリセロールと0.005%ブロモフェノールを含む

SDS-PAGE試料液を添加した．コントロールとして，還

元処理をしていない試料を同様にmBBrで標識した．

mBBr標識試料を，分子量マーカー（プレシジョンプロ

テインスタンダード，バイオラッド161-0362）ととも

に， 5‐20％ポリアクリルアミドゲル（アトーPAGEL 

520L）を用いて，80分間20 mA定電流で電気泳動した．

各ゲルで毎回同一試料（品種：エンレイ）を泳動し，

ゲル間の蛍光強度の誤差を補正した．泳動後のゲルを，

脱色液（40%（v/v）メタノール，10%（v/v）酢酸）中

で２時間浸とうし，過剰なmBBrを除いた後，365 nmの

トランスイルミネータ上で標識蛋白質を検出し，バン

ドの相対的蛍光強度を画像解析装置（バイオラッド

ゲルドック1000，モレキュラーイメージャー）により

計測した．

実験結果および考察

１．11Sグロブリン変異大豆系統の豆腐破断応力

11Sグロブリン変異大豆系統のSDS-PAGEパターンを

図１に示した．今回使用した大豆は，タマホマレを戻

し交配した系統で，東山205号はすべての11Sサブユニ

ットを欠失している．このようなサブユニット成分の

図１　11Sグロブリン変異大豆のSDS-PAGEパタ
ーン
レーン１，111；レーン２，110；レーン３，101；
レーン４，011；レーン５，100；レーン６，010；
レーン７，001；レーン８，東山205号
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表１． 11Sグロブリン欠失大豆のサブユニット
構成

11S蛋白質のサブユニット構成
系統名 Ⅰ Ⅱa Ⅱb 

111 + + + 
110 + + ­
101 + - + 
100 + - -
011 - + + 
010 - + ­
001 - - + 

東山205号 - - -
+ 保有, -欠失

一部あるいはすべてを欠失した変異大豆系統は，他の

成分要因の影響が少ないため，サブユニット各成分と

加工特性の関連を検討するのに適している
9, 11）

．11Sグ

ロブリン欠失大豆のサブユニット組成は表１のように

なっている．豆腐調製の再現性を確認するために市販

の白目大豆をコントロールとし，塩化マグネシウムと

にがりで凝固させた豆腐を調製し，破断応力を測定し

た（図２）．その結果，111，110の２系統では塩化マグ

ネシウムおよびにがり凝固豆腐で破断応力に有意な差

は見られなかったが，それ以外の系統ではにがり凝固

豆腐の方が高い破断応力を示した．特に，011，010， 

100等，ⅠあるいはⅡaのいずれかが欠失しているもの

で差が大きかった．塩化マグネシウムとにがりでの破

断応力の差と11Sサブユニット成分のバランス（ⅠとⅡ

aおよびⅡb）に着目すると，100（にがり凝固で塩化マ

グネシウム凝固の1.77倍）での差は101（1.52倍）や110 

（有意差なし）より大きく，011（2.23倍）は010（1.88 

倍）や001（1.41倍）より大きかった．つまり，11Sサブ

ユニット成分Ⅰを含有している系統では，Ⅱbが欠失し

ている系統，Ⅱaが欠失している系統，Ⅱa，Ⅱbがどち

らも欠失している系統の順に凝固剤に対する反応性の

差が増大した．一方，サブユニット成分Ⅰがないとき

は，Ⅱbがある系統，Ⅱaがある系統，ⅡaおよびⅡbが

どちらも存在する系統の順に凝固剤に対する反応性の

差が増大した．これらのことから，11SサブユニットⅠ

と，サブユニットⅡaおよびⅡbの間の違いが大きいと

凝固剤に対する反応性の差が増大する傾向が認められ

た．Todaら12）はサチユタカ等の品種では至適凝固条件

に要する塩化マグネシウムの濃度が高いことを示して

いる．本実験のにがり凝固における塩化マグネシウム

終濃度は，塩化マグネシウム凝固の約３分の１である

図２　11Sグロブリン変異大豆における塩化マグ
ネシウムおよびにがり凝固豆腐の破断応力
□ ，塩化マグネシウム；　■，にがり

ことから，図２での凝固剤による豆腐破断応力の差は，

サブユニットの構成やにがりに混在する塩などによる

ものと推察される．

本研究ではタマホマレ品種から育成された系統を用

いたが，11SグロブリンⅡaサブユニットを欠失した品

種エンレイでも同様の変異大豆系統が得られている．

このエンレイ由来変異大豆系統で塩化マグネシウムを

凝固剤として豆腐物性を調べ，11Sグロブリンサブユニ

ット成分のうち，Ⅱb（A3B4）サブユニット成分の増加

に伴い豆腐ゲルの破断応力が増大すると報告されてい

る
11）
．これらの塩化マグネシウム凝固豆腐において110 

および101系統では，100系統より高い豆腐破断応力を

示し，11Sグロブリン微量成分が豆腐の物性に影響を与

えることが明らかとなっている．Moriら13）は7Sおよび

11Sサブユニット変異大豆系統を用い，11Sグロブリン

のグループⅡサブユニットの等電点はグループⅠより

酸性側にあることを示している．また，Lakemondら14） 

はグループⅡサブユニットがグループⅠより熱安定性

が高いことを明らかにしている．これまでに加工特性

評価実験によく用いられる塩化マグネシウムと，加工

の現場で使用されるにがりでの凝固特性の違いについ

てはほとんど知られていなかったが，今後これらのサ

ブユニット成分の等電点や熱安定性等の化学的性質と，

凝固剤への反応性の関連についてさらに詳細に検討し

ていく必要がある．

２． 蛍光色素標識による豆腐物性の推定

図３に11S変異大豆におけるジスルフィド結合と豆腐

の破断応力の関係を示した．塩化マグネシウム凝固豆

腐では有意な相関関係は見られなかったが，にがり凝

固豆腐では，11Sグロブリンの酸性および塩基性ポリペ
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図３　11Sグロブリン変異大豆におけるジスルフ
ィド蛍光標識強度と豆腐の破断応力の関係
塩化マグネシウム凝固豆腐　▲，11Sグロブリン
酸性ポリペプチド；△，11S塩基性ポリペプチド
にがり凝固豆腐　●，グロブリン酸性ポリペプチ
ド○，11S塩基性ポリペプチド

プチドのジスルフィド蛍光標識強度と，豆腐の破断応

力の間に正の相関関係（相関係数0.83 および0.86 ， 

P<0.01）が示された．これまでに，精製蛋白質を用いた

研究から
5）,15）

，11Sグロブリンのジスルフィド結合がゲ

ル強度に深く関与することが知られている．また，前

報において，国産大豆33品種を用い，11Sグロブリンの

酸性および塩基性ポリペプチドのジスルフィド結合蛍

光標識強度と，グルコノデルタラクトン凝固豆腐の破

断応力が，正の相関関係（相関係数0.39および0.69）に

あることを明らかにした
6）
．本研究において，食品加工

でよく用いられるにがりで凝固させた豆腐で，11Sグロ

ブリンのジスルフィド結合と豆腐ゲルの破断応力の関

係がより明確に示されたことから，ジスルフィド結合

蛍光標識法を大豆の豆腐加工適性評価の指標とする可

能性が示された．

要　　約

豆腐ゲルの形成においてタンパク質ジスルフィド結

合の解裂再会合は重要な役割を果たしている．これま

でに蛍光色素標識法を用い，11Sグロブリンのジスルフ

ィド結合とグルコノデルタラクトン凝固充填豆腐の破

断応力との相関関係を示した．本研究では，凝固剤と

して塩化マグネシウムとにがりを使用し，11Sグロブリ

ン変異大豆系統を用いて，ジスルフィド結合蛍光色素

標識による豆腐物性予測の可能性を検討した．実験に

用いた８系統の大豆のうち６系統で，にがりでの凝固

性が高い傾向が認められた．塩化マグネシウム凝固豆

腐ではジスルフィド蛍光標識強度と豆腐の破断応力に

有意な相関はなかったが，にがり凝固豆腐では11Sグロ

ブリン酸性および塩基性ポリペプチドの蛍光標識強度

と豆腐破断応力の間に，相関係数0 .83  および0 .86  

（P<0.01）の正の相関関係がみられた．これらのことか

ら，にがり凝固豆腐において11Sグロブリンのジスルフ

ィド結合を蛍光色素法で解析することにより，豆腐の

加工適性を評価する可能性が示された．
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