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研究成果の概要（和文）：X線小角散乱および中性子小角散乱を用いて、植物性食品タンパク質のナノスケール
における凝集構造の解析を行った。小麦タンパク質グリアジンの凝集体は、塩化ナトリウムの添加が大きさの異
なる階層的な疎密構造を誘起することを明らかにした。また、グリアジンの脱アミド改質によって凝集体構造に
及ぼす塩化ナトリウムの作用が大きく異なることを解明した。さらに塩化ナトリウム以外の塩の添加によって、
ナノ構造には大きな差が見られないにもかかわらず凝集体の物性が大きく変化することを見出した。大豆タンパ
ク質については、緩衝溶液の存在やイオン強度の増大によって熱変性の温度が上昇し、熱安定性の向上につなが
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Nanostructure of plant food protein assemblies were investigated by 
small-angle X-ray and neutron scattering. For wheat protein gliadin hydrates, it was found that the 
addition of sodium chloride induces hierarchical inhomogeneous structure with different sizes. It 
was also found that the deamidation of gliadin greatly influences the effect of sodium chloride on 
the aggregate structure. Furthermore, it was demonstrated that the addition of salts other than 
sodium chloride significantly changes the physical properties of the gliadin aggregates, even though
 there was no significant difference in the nanostructure revealed by SAXS. For soybean protein, it 
was found that the presence of buffer solutions and increase in ionic strength raise the temperature
 at which thermal denaturation occurs, leading to improved thermal stability of associated structure
 of soy proteins.

研究分野： 食品構造学、ナノ生体構造学

キーワード： X線小角散乱　中性子小角散乱　食品構造　食品物性　小麦タンパク質　大豆タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
凝集状態の食品タンパク質についてこれまで未解明だった、内部構造、すなわち構成タンパク質の存在状態や凝
集体内での構造の揺らぎ、他の構成成分との相関構造についてSAXSやSANSを用いて解析する一方、物性や構造の
変化をもたらす種々の条件（脱アミド化や異なる種類の添加塩、イオン強度等）を明らかにすることによって、
高品質の食品や高機能の食品素材を製造するための知見を提供するとともに、ナノメートルからマイクロメート
ルの領域における食品タンパク質の階層構造を統一的に理解し、食品構造化学の新しい展開をもたらすことがで
きた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
小麦や大豆は種子にタンパク質を多く含む植物として知られており、それらを加工して麩や

豆腐などのタンパク質を多く含んだ食品が古くより生産・消費されてきた。近年は、これらのタ
ンパク質を抽出し、粉末などの形状で他の食品に添加するための素材として利用されるケース
も多い。これらのタンパク質は、アミノ酸の供給源として栄養学的な観点から利用されるばかり
でなく、加工食品の食感の向上や結着性や粘弾性、保水性などの物性改善効果の目的においても
利用されている。このような食品物性はタンパク質の高次構造や集合状態と密接に関連してい
る。たとえば、小麦粉食品の特徴的な物性である伸長性や抗張力、粘弾性などは、モノマーが分
子間ジスルフィド結合によってネットワーク状に連なったグルテニンの弾性とモノマーのタン
パク質が非共有結合的な分子間相互作用で凝集したグリアジンの粘性のバランスによって実現
している。食品は水分を多く含んだ状態で食品として供されるため、水中で凝集したタンパク質
のナノ構造を解明することが、食品物性の向上や新たな機能性を持ったタンパク質含有食品の
開発には不可欠である。また、食品はしばしば変性したタンパク質がゲルとなった状態で利用さ
れる。変性やゲル化は、温度や pH、濃度などのパラメーターに影響を受け、得られたゲルの物
性変化を通じて食品の品質や加工性に影響を及ぼすことから、外的条件の変化に伴う食品ゲル
の構造変化を詳細に解析することは、食品の品質向上や食品加工技術の新たな展開を目指す上
で重要である。 
食品中のタンパク質のような不透明な固体や濃厚な凝集体のナノ構造を解析する上で、X 線

小角散乱法（SAXS）や中性子小角散乱法（SANS）はきわめて有効な手法である。本研究に先
行する研究[1]では、新たに見出だされた純水中への抽出法により得られた小麦タンパク質グリ
アジンについて、0.025–70 wt%という広範囲の濃度領域にわたって水溶液および水和凝集体の
SAXS による構造解析を行い、希薄水溶液中でほぼモノマー状態で存在するグリアジンが濃度増
加とともにドメイン間干渉を持つ凝集体を形成しながら不溶化し、さらなる濃度増加によって
凝集体の成長と内部密度ゆらぎの出現・消失の過程を経ることを明らかにした。これにより、透
明で流動性の高い希薄溶液から不透明で固体状態に近い水和凝集体まで、一貫した原理に基づ
く構造解析を行うことのできる SAXS の優位性を実証した。一方、食品のような多成分混合系
においては、複合体中において個々の分子が形成する構造や成分間の相互作用が全体の物性に
影響を及ぼすにもかかわらず、それらに関する詳細な検討がこれまで行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、先行研究を発展させ、より多種の植物性食品タンパク質について、多様な条件下に

おけるタンパク質凝集体の小角散乱法による構造解析を行い、ナノスケールの食品構造の解析
手法としての小角散乱法の有効性を実証した。小麦タンパク質グリアジンおよびグルテニンに
ついて、食塩濃度、温度等が異なる条件下での各々のナノ構造の相違と、物性との関連を解明す
る一方、大豆タンパク質であるグリシニンおよび β-コングリシニンについても、同様に種々の
条件下における各々のナノ構造の相違を明らかにした。また、実際の食品中に存在するような複
合体における一方のみの成分の構造を明らかにするために、コントラスト変調 SANS による構
造解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
【試料】小麦タンパク質は Ukai らの手法[2]により得た。小麦粉（日清製粉 SuperKing）に 0.5 M 
NaCl 水溶液を加えて混捏した後、この生地を蒸留水中で揉み洗い、回収した洗液に NaCl を添加
して得られた沈殿物を、純水中で透析することによってグリアジンを得た。また、グリアジンを
抽出した残存物からグルテニンを得た。脱アミド化したグリアジンは、グリアジンを脱アミド酵
素プロテイングルタミナーゼで 50°C で 24 時間反応させることによって得た。脱離したアンモ
ニア量を定量することで算出した脱アミド化率は 13%であった。大豆タンパク質グリシニン（11S）
および β-コングリシニン（7S）は以下のように調製した。乾燥大豆（エンレイ）粉末を 40°C で
ヘキサン脱脂し、膜タンパク質除去のために 70°C で 30 分間加熱処理した後、水に分散させ可
溶性のタンパク質を抽出した。抽出液を pH 5.8 に調節して 11S を沈殿させ回収した。この上清
をさらに pH 4.5 に調節し 7S を分離回収した。 
【SAXS】SAXS 測定は、高エネルギー加速器研究機構 Photon Factory の SAXS ビームライン BL-
10C（波長 1.49 Å、カメラ長 2 m）、SPring-8 のビームライン BL19B2 の極小角 X 線散乱装置
（USAXS; 波長 0.689 Å、カメラ長 42 m）、および京都大学複合原子力科学研究所に設置された
実験室系 SAXS 装置（リガク NANOPIX; 波長 1.54 Å、カメラ長 1.3 m）を用いて行った。測定試
料はポリイミドまたはポリエーテルイミドフィルムを窓材とする光路長 1 mm のアルミニウム
製測定セルに入れ、測定された 2 次元散乱パターンについて円環平均による 1 次元化処理を行
って得られた散乱プロファイルをもとに解析を行った。 
【SANS】SANS 測定は、豪州原子力科学技術機構 Quokka ビームライン（波長 5 Å、カメラ長 20 



m, 12 m, 1.3 m）および仏ラウエ・ランジュバン研究所
の D22 ビームライン（波長 6 Å、カメラ長 2.8 m）を
用いて行った。試料は厚さ 1 mm または 0.5 mm の石
英製サンドイッチセルに入れて測定を行った。 
【力学測定】グリアジン水和凝集体の圧縮弾性率測定
は、小型卓上試験機（島津製作所、EZ-SX）を利用し
て行った。 
 
４．研究成果 
(1) グリアジン水和凝集体の階層構造形成 
グリアジン濃度 50%の水和凝集体について、種々

の濃度の NaCl を加えたときの散乱プロファイルの変
化を図 1 に示す。散乱ベクトル q < 0.1 nm-1 において
は、I∝q−4 の Porod 則に従う鋭い立ち上がりがみられ
ることから、明瞭な界面を持つ大きな凝集構造が形成
されることがわかる。一方 q = 0.5–1.0 nm-1 の領域に
はブロードなピークが観察され、グリアジン凝集体中
に密度揺らぎ（疎密構造）が形成されることを示して
いる。このピークは、NaCl 濃度の増加とともに次第
に小さくなっており、NaCl の添加によって疎密構造
の割合が減少し、より凝縮した構造へと変化していく
ことを表している。一方、低角側を観察すると、NaCl
濃度が 0 においては、散乱曲線はほぼ直線的な立ち
上がりを示すが、NaCl の添加によって 0.02 nm-1付近
にブロードなピークが出現し、濃度の増加とともにピ
ークが高角側へシフトしつつ、最終的には消失してい
く様子がわかる。このことは、NaCl の添加によって、
高角領域に観察される小さな疎密構造とは別に、さら
に大きい相関距離を持った疎密構造が新たに誘起さ
れ、NaCl 濃度の増加によって相関距離が次第に小さ
くなるとともに消失していくことを示している。この
ように、NaCl の添加によって、相関距離の異なる階
層的な疎密構造が誘起されること、ならびに、NaCl の
添加がグリアジン分子間の相互作用を強化し、より緻
密な凝集体を形成する作用、すなわち凝縮効果がある
ことが明らかとなった。 
一方、同じ q 範囲において異なる温度で SANS 測

定を行ったところ、高角側のピークは温度の影響が小
さいのに対し、低角側のピークは昇温とともに消失し
直線的な立ち上がりへと戻ることがわかった。このこ
とから、小さい相関距離の疎密構造と大きい相関距離
の疎密構造とでは、その形成の原因となる相互作用が
異なる可能性が示唆された。 
この成果は、無秩序だと考えられていたタンパク質

凝集体の内部に、NaCl の添加によって階層構造が形
成されることを解明したものであり、食塩を添加して
小麦粉生地の物性を改善する過程において、どのよう
な凝集構造の変化が物性の変化をもたらすかを繙く
一端になるものである。 

 
(2) 脱アミド化によるグリアジン凝集構造の変化 
グリアジンはグルタミン残基を豊富に含んでいる

ことから、グリアジンの凝集にはグルタミン間の相互
作用の寄与が大きいと想定される。そこで、脱アミド
化反応により、グルタミンをグルタミン酸に変換した
際の凝集構造の変化を SAXS で調べた。図 2 にその
結果を示す。図 2a に見られるように、NaCl を添加し
ていない場合は、脱アミド化しても、わずかにピーク
強度が大きくなる程度で大きな差異は認められない。
一方、図 2b に示すように、NaCl を添加した場合は脱
アミド化処理の前後で散乱曲線が大きく異なり、処理
前には NaCl の添加によって消失していた 0.5 nm−1付
近のピークが、脱アミド化した場合は、NaCl 未添加

 
図 1 種々の NaCl 濃度におけるグリア
ジン水和凝集体の SAXS 曲線。比較のた
め各散乱曲線を縦方向にシフトしてい
る。異なる施設で測定した同一試料の測
定結果（実線 Spring-8, 破線 Photon
Factory）を連結表示している。点線は I∝
q−4 の Porod 則に従う直線。 
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図 2 脱アミド化した 40%グリアジン水
和凝集体の SAXS 曲線。(a) NaCl 0 M, 
(b) NaCl 2 M。 
 



の場合とほぼ同じプロファイルに戻ることがわかっ
た。このことは、脱アミド化することによって、NaCl
の凝縮効果が低減されることを示している。その理
由の 1 つとして、グルタミンからグルタミン酸への
変化によって電荷が増加したことが考えられる。未
処理のグリアジンにおいては、NaCl の添加により増
加したイオンによってグリアジンの水和水が奪わる
が、処理後はグリアジン自身の電荷が増えることに
よって水和水が奪われにくくなるため、NaCl による
凝縮効果が抑制されるものと考えられる。 
この成果は、食塩添加によって小麦粉生地の改質

を行う際に、分子論的に見てどのような相互作用が
寄与しているのかを明らかにするための一助となる
ものである。 

 
(3) 種々の塩を添加した場合のグリアジンの物性お
よび凝集構造の変化 
図 3 に NaCl、KCl、NaI をそれぞれ添加した際の

40%グリアジン水和凝集体の圧縮弾性率および
SAXS 曲線を示した。図 3a からわかるように、加え
る塩の種類によって凝集体の固さが異なる。NaCl を
加えると塩を添加しない場合と比べて圧縮により抵
抗力を示す固い凝集体が形成されるが、陽イオンの
みが異なる KCl の場合はさらに固くなる。これに対
し、陰イオンのみが異なる NaI の場合は、圧縮弾性
率は塩を添加しない場合とほとんど変わらず、柔ら
かい状態を保つ。一方、SAXS の結果は必ずしも力学
測定の結果とは対応しておらず、圧縮弾性率に大き
な差異のある NaCl と KCl において、SAXS 曲線に大
きな違いは見られない。わずかに q=0.8 nm−1 付近の
ピーク強度が KCl の方が小さくなっており、このわ
ずかな差が圧縮弾性率には大きく寄与している可能
性が示唆される。これに対して、NaI については、低
角領域の立ち上がりが NaCl と比較して緩くなって
おり、大きな凝集構造の形成の程度が弱いことが NaI
の圧縮弾性率の小ささと関連している可能性がある。今後、さらに多くの塩について同様の測定
を行うことによって、陽イオンや陰イオンが物性とナノ構造に及ぼす影響ならびに現時点では
不明の構造と物性の相関について明らかにする必要がある。 

 
(4) グリアジン/グルテニン複合体の構造解析 
小麦粉食品の物性は、生地の混捏によって形成されるグルテンの影響を強く受けることが知

られているが、グルテンはグリアジンとグルテニンの 2 種のタンパク質の複合体である。そこ
で、グリアジンとグルテニンを混合したグルテンのモデル系について SAXS 測定を行い、グリア
ジンおよびグルテニン単独の場合の相違を比較し
た。図 4 に示すように、グリアジンが凝集体内部の
疎密構造に由来するピークを持つなだらかな曲線を
示すのに対し、グルテニンは特徴の少ない全体的に
単調に増加する急な曲線となっている。これは、単
量体が分子間相互作用によって凝集するグリアジン
とは異なり、グルテニンが分子間ジスルフィド結合
に由来する高分子量ネットワーク上のタンパク質で
あることを反映している。一方、グリアジンとグル
テニンの 1 対 1 混合物は、グルテニンの散乱曲線に
類似したプロファイルを示す。この結果は、分子量
の大きいグルテニンの構造が散乱曲線には強く反映
し、グリアジンの構造に由来する散乱が埋没してし
まうためである。このように、通常の SAXS ではグ
ルテン中の個々のタンパク質の構造を解析すること
は難しい。そこで、グリアジンのみを重水素でラベ
ルすることによって、重水素ラベルしていないグル
テニンとの間で散乱コントラストをつける、コント
ラスト変調 SANSの手法でグリアジン/グルテニン混
合系中におけるグリアジンの構造のみを観測するこ

a 

 
b 

 
 

図 3 40%グリアジンに異なる塩を添加
し た 場 合 の  (a) 圧 縮 弾 性 率 お よ び
(b)SAXS 曲線の変化。SAXS 曲線は比較
のため縦にシフトしている。 
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図 4 全体濃度が 40%になるように混合
したグリアジンとグルテニンの混合物に
対する SAXS 測定の結果。 
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とを試みた。予備実験として、重水素ラベルしていないグルテニンを種々の組成の重水/軽水混
合溶媒によって水和させたのちに SANS 測定を行
い、グルテニンの中性子散乱が見かけ上消失するマ
ッチングポイントを見積もったところ、重水比率
27%の溶媒中でグルテニンの散乱が極小となるもの
の、完全にグルテニンの散乱が消失するわけではな
いことが明らかになった。一方、十分な量の重水素
化グリアジンの調製には成功しておらず、今後の研
究の中で達成していく計画である。 

 
(5) 大豆タンパク質グリシニンおよびβ-コングリシ
ニンの構造解析 
大豆タンパク質グリシニン（11S）および β-コング

リシニン（7S）について、加熱に伴う変性の過程を
SAXS を用いて追跡した。SAXS 測定においては、
7S、11S ともに、3 つのサブユニットが会合して形成
する 3 量体環状構造に由来するピークが q = 1 nm−1

付近に観測される。濃度 3%の 7S および 11S の水溶
液および種々の濃度の NaCl を添加した KPi 緩衝溶
液について、一定温度で 5 分間熱処理した後の構造
変化を調べたところ、純水中では 60℃付近で、1 nm−1

付近のピークが徐々に消失した。これは、熱変性に
よる環状構造の消失によるものである。一方、KPi 緩
衝溶液中では、純水中と比べて構造が安定化し、70℃まで環状構造が維持された。系に NaCl を
加え全体のイオン強度を増大させると、この傾向はより顕著になった。KPi 緩衝溶液に NaCl を
0.4 M 加えると図 4a に示すように、80℃近辺まで環状構造が保持され、熱安定性が向上するこ
とが明らかとなった。また、11S は 7S よりさらに高い安定性を有しており、0.4 M の NaCl を加
えた KPi 溶液中では、90℃まで環状構造を安定に維持することがわかった。このことから、大豆
タンパク質の会合構造の安定化には系中のイオン強度が大きく影響することが明らかとなった。 
他の食品の物性改善を目的として添加される分離大豆たんぱくのような食品素材においては、

熱変性温度の制御は、多様な機能をもった素材の開発につながる。この成果は、そのための知見
を提供するものである。 
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図 4 0.4 M NaCl を含む KPi 緩衝溶液中
での加熱処理に伴う構造変化。(a) 7S、
(b) 11S 
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