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食品関連タンパク質の熱処理可溶性分子の溶液Ｘ線散乱測定による特性解析
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Abstract
　　The heat-treated water-soluble molecules of a food-related protein, bovine serum albumin, were characterized by using 
size–exclusion chromatography combined with small-angle X-ray scattering measurement. Fractal analysis of the scattering 
data revealed that the heat-treated water-soluble species have a rod-like structural character (fractal dimension is 1). The 
scattering data also showed that the radius of gyration and the molecular weight of the heat-treated water-soluble aggregates 
are 14~15 nm and 0.98~2.3 million, respectively. Characterization of food-related biopolymers using the scattering method 
will be useful for the development of food processing technologies.
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研究ノート

　タンパク質は重要な食品構成成分であるため，食品
科学および食品産業におけるタンパク質の特性解析お
よびその手法の開発は基盤的な重要な課題の一つであ
る．特に，タンパク質の熱処理後の特性解析の知見は，
熱が係わる食品加工技術の開発において役立つことが

期待される．一方，溶液Ｘ線散乱測定法は低分解能で
はあるが溶液中のタンパク質の構造情報を得られる手
法である1）2）．放射光技術の発展より比較的低濃度の
試料に対して散乱測定が可能となり3），我々は，タン
パク質のクロマトグラフィーの検出手段として溶液Ｘ
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線散乱測定を利用した研究を発展させてきた4）～ 8）．
　本研究では，食品の重要成分であるタンパク質のモ
デルとしてウシ血清アルブミンを対象とした．ウシ血
清アルブミンは583個のアミノ酸残基より成り，分子
量が66,411の１本鎖のタンパク質であり９），牛乳にも
総タンパク質の１％程度含まれる．その機能は血液中
の脂肪酸の輸送や種々の薬剤分子との結合に関連した
生理作用に関係している10）．また，熱処理による本タ
ンパク質の沈殿現象11）12），変性の可逆性13），あるいは
ゲルの構造解析14）15）の報告はあるが，熱処理後の可溶
成分の構造については報告を見出せない．本研究では，
そのタンパク質溶液の熱処理後の水可溶性分子の溶液
Ｘ線散乱クロマトグラフィーによる特性解析について
報告する．本研究は溶液散乱法によるタンパク質の構
造解析を通して食品関連生体高分子素材を含んだ食品
の加工技術の開発に資する研究手法の提示も目的とし
た．

実験方法

　ウシ血清アルブミンは千葉畜産工業（株）から購入
した．試料溶液は50 mMリン酸ナトリウム緩衝液，
pH6.8，を溶媒とし，濃度は280 nmにおける吸光係数
0.678 mg-1・mL・cm-1を利用して決定した16）．試料溶液
中のタンパク質濃度は8.3 mg/mLとし，熱処理する場
合はその溶液をキャップ付きガラス試験管に入れ，80 
℃の湯中に10分間投入し，室温に冷ましてから直ちに
解析に供した．
　分子構造，分子サイズおよび分子量は溶液Ｘ線散乱
クロマトグラフィー法により評価した4）～ 8）．本システ
ムは，200μLのサンプルループを備えた高性能ゲルク
ロマトグラフィーシステムであり，HPLCカラムと示
差屈折計（日本分光（株），RI-2031）の後流にオンラ
インで接続した溶液Ｘ線散乱測定装置で構成されてい
る．上記測定システムは室温を24 ℃に制御された放射
光実験ハッチ内に設置した．HPLCカラムは，SB-G ガー
ドカラム（50 mm×内径６mm，昭和電工（株））とSB-
806M HQ HPLC主カラム（300 mm×内径８mm，昭和
電工（株））を接続して使用した．溶出液は50 mMリ
ン酸ナトリウム緩衝液（pH6.8）を使用し，流速は0.3 
mL/minとした．
　放射光溶液Ｘ線散乱測定は，高エネルギー加速器研
究機構放射光施設ビームライン10Cに設置された小角
溶液Ｘ線散乱測定装置（酵素回折計）を使用した4）～ 8）．
検出器は一次元位置敏感比例係数装置（リガク（株））

を用い，Ｘ線の波長は0.1488 nm，試料検出器間距離は
1980 mmに設定した．試料セルはステンレス製で，厚
み１mm，縦３mm，横15 mmの穴の両面に石英板（厚
み20 μm，縦6 mm，横20 mm）を窓材として貼ったも
のを使用した．試料溶液（200μL）の添加開始から，
測定時間３分（測定間隔10秒を含む）毎の時分割測定
により溶出液のＸ線散乱データを取得した．試料セル
ホルダーを恒温水循環装置に接続することにより測定
試料セルの温度を24 ℃に保持した．得られた散乱デー
タは，試料直前のイオンチェンバーの出力により入射
Ｘ線強度の補正をした．溶質の散乱データは溶液の散
乱強度から溶媒の散乱強度を差し引いた値とした．鶏
の腱から取り出したコラーゲン繊維束を標準物質とし
て，検出器のチャンネルを散乱ベクトルq（=（4π/λ）
sinθ，λはＸ線波長，2θは散乱角）に変換した．

実験結果と考察

　本研究においては食品タンパク質のモデルタンパク
質としてウシ血清アルブミンを対象とし，その熱処
理（80 ℃，10分）後に生成される水に可溶性の成分の
分子構造についての特性を溶液Ｘ線散乱クロマトグラ
フィーにより解析した．図１に熱処理前後のウシ血清
アルブミンの室温（24 ℃）で得られたクロマトグラム
を示した．室温で溶解したウシ血清アルブミンについ
ての点線で示したクロマトグラムにおいては，35分付
近に頂点をもつシングルピークが認められた．一方，

図１　�ウシ血清アルブミンの熱処理前後のクロマトグ
ラム

熱処理前後での室温（24 ℃）の分離測定結果である．
実線は熱処理後，点線は熱処理をしていない試料の結
果である．
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同溶出条件で，熱処理後の試料を添加した実線で示し
たクロマトグラムにおいては31分付近に頂点をもつ
ピークが検出され，熱処理前のピークより広がった形
であった．さらにこのピークの後流に未変性状態単量
体分子の溶出位置にショルダーが認められた．図２に
熱処理後試料についての時分割溶液Ｘ線散乱パターン
（各溶出液の散乱ベクトルの大きさqに対する散乱強度

I（q）のプロット）を示した．明らかに図１に示された
タンパク質の溶出時間において散乱強度の顕著な増大
が認められた．
　図３にはqとI（q）の両対数プロットを示した．qの一
部の領域において，次の（１）式のようにI（q）がqの

べき乗に比例する領域が散乱測定から得られる17）．
　　　I（q）～ q-D 　（１）
ここでDはフラクタル次元である．すなわち，図３の
両対数プロットで得られる直線部分の傾きから，溶質
構造体のフラクタル次元が得られる．溶液X線散乱測
定では，ある体積中にどれくらいの物質が詰まってい
るかを表す質量フラクタル次元を評価することにより
高分子やコロイド凝集体の構造を議論する場合と，表
面の粗さを表す表面フラクタル次元を評価し分子の表
面構造を議論する場合がある．熱処理前の試料は未
変性状態のウシ血清アルブミン単量体であり，qが0.7 
nm-1から１nm-1付近の傾きは-3.8である．この領域は
データのばらつきが大きいので厳密な議論はできない
もののフラクタル次元が３以上４以下であれば表面構
造の状態を示す表面フラクタル次元DSは6-Dと表現で
きる18）．つまり，表面フラクタル次元は2.2と計算でき，
未変性状態のタンパク質分子の表面フラクタル次元は
2.1から2.4である報告17）があり，本研究の評価値はこ
の値と矛盾しなかった．
　一方，図３に示した熱処理後の試料については溶出
時間が27 ～ 30分および30 ～ 33分の双方においてqが
0.07 nm-1から0.1 nm-1の領域では傾きが-1となり，質量
フラクタル次元が１の棒状形態の散乱挙動が出現する
ため，熱処理により棒状分子の構造形態の出現が示唆
された．さらにqが大きい領域では傾きが-1.5であり，
質量フラクタル次元は1.5と評価された．ヒトトラン
スフェリンの凍結乾燥時の会合体の研究で質量フラク
タル次元が1.13から1.38と報告されているものの，こ
の値の構造形態の解釈は明確にされていない16）．さら
に，qが0.4 nm-1から0.6 nm-1の領域では傾きが-3.8とな
り，上述した表面フラクタル次元が2.2であり，未変性
状態のデータと同値であった．表面フラクタル次元が
２の場合はポロッド則19）と知られており，粒子表面が
平滑であることを意味する．表面が平滑でない場合は，
表面フラクタル次元は２と３の間に値をとる．この結
果は未変性状態と熱処理後の分子の表面状態は類似し
たなめらかさであることが推定できた．しかしながら，
本測定においてこのq領域およびそれ以上qの大きい領
域のデータ精度が十分でないためこれ以上の議論はし
ない．今後，タンパク質の熱処理特性をさらに解明す
るためにはタンパク質の２次構造などの微細構造の特
性解析が重要であり，より広角q領域の精度の高い散
乱実験ができる測定システムの構築が必要である．
　さらに，qの小さい領域の散乱データは粒子全体の
平均としての大きさを反映しており，小角散乱領域で

図３　�ウシ血清アルブミンの溶出ピーク位置における
散乱パターンの両対数プロット

各記号について処理温度とデータを収集した溶出時間
帯を図中に示した．参考のため，対応するqの範囲に
熱処理後の試料について傾き-1, -1.5, -3.8，熱処理前
の試料について-3.8の直線を記した．

図２　�ウシ血清アルブミンの熱処理後の時分割Ｘ線散
乱パターン

測定条件は図１と同じである．
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は，溶質分子の形状と関係なくI（q）は（２）式のよう
に表現できる．
　　　I（q）＝I（0）exp（（-q2・Rg）/3） 　（２）
ここで，Rgは回転半径，I（0）は角度ゼロにおける散乱
強度である．（２）式の関係からqの２乗に対するI（q）
の対数のプロット（ギニエプロット）の小角領域の直
線の傾きと切片から，RgとI（0）が評価できる1）．図４
に示した熱処理後の試料についてのギニエプロットに
おいて，q2が0.004 nm-2から0.009 nm-2の範囲の小角領
域の直線近似から，Rgは溶出の早い順に15±6 nmおよ
び14±6 nmと評価できた．さらに，各解析の切片の値
はI（0）であり，I（0）を溶出タンパク質濃度で除した値
はその溶出分子の分子量に比例する．本タンパク質の
単量体の分子量（66,411）を基準として，測定で得ら
れたI（0）を溶出タンパク質濃度で除した値から熱処理
後の可溶性分子の分子量を評価した．その結果，溶出
の早い方から約230万と約98万と評価され，それぞれ
単量体単位が約35個と約15個会合している計算となっ
た．
　ウシ血清アルブミンのゲルの構造は数珠状の細長い
構造が報告されている14）15）ので，本研究で観察された
熱処理による水に可溶性の会合体が棒状の構造特性を
持つことはゲル化初期過程の構造としては矛盾しない
結果であった．今後はさらに大きな会合体構造の特性
評価のために，試料位置と検出器間距離を大きくする
などのより小角分解能の高い測定システムの構築も重

要である．NMRは タンパク質の溶液構造を原子レベ
ルで解析できる手法である20）．しかし，タンパク質の
分子量が大きくても数万，通常は２万以下のものが主
な対象となる．分子量数十万以上のタンパク質分子会
合体の溶液構造解析は，食品分野のタンパク質の有効
利用のためには不可欠な課題である．溶液散乱の長所
は，生理的な条件ばかりでなく種々の溶媒条件での測
定が可能である点である4）～ 8）．従って，溶液散乱法は，
タンパク質の会合状態やゲル化初期過程あるいは分子
間相互作用により形成された超分子構造の解明に効果
的に利用されることが期待される．さらに，タンパク
質ばかりでなく多糖などの生体高分子についても溶液
散乱法を適用することにより，食品関連生体高分子を
含んだ食品の加工技術の開発などの食品関連分野にお
ける生体分子素材の特性解明への貢献が期待できる．
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要　約

　食品関連タンパク質であるウシ血清アルブミンの熱
処理後の水溶性分子の溶液構造特性を解明するため
に，溶液Ｘ線散乱クロマトグラフィーによる分子構造
解析を行った．その結果，溶液中の熱処理後の可溶性
分子は，棒状の構造特性を持つ分子形状であることが
示唆された．また，熱処理後の可溶性分子の回転半径
と分子量は，14 ～ 15 nmおよび98万～ 230万と評価さ
れた．これら溶液Ｘ線散乱クロマトグラフィーによる
会合タンパク質の構造解析を通して，溶液散乱法が食
品に関連するタンパク質などの生体高分子成分素材を
含む食品の加工技術の開発に役立つことが期待でき
る．
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