
豆腐ゲル形成性は大豆の重要な品質要因のひとつで

あり，ゲル強度から求めた豆腐破断応力がゲル形成性

の指標となっている．大豆蛋白質のゲル形成について

は数多くの研究が行われ
1,2,3）

，そのメカニズムとして，

蛋白質が加熱変性し，疎水結合を主力として線状会合

体を形成し，続いてジスルフィド結合による分岐状会

合体からネットワーク構造をつくることが明らかにな

っている
4）
．11Sグロブリン（グリシニン）は多量のジ

スルフィド結合をもち、豆腐ゲル形成における重要性

が初期の精製蛋白質を用いた研究からも指摘されてい

る
5）
．我々はこれまでに，SH基に特異的な蛍光色素モ

ノブロモバイメイン(mBBr)6）7）を用い，11Sグロブリン

由来ジスルフィド結合の蛍光標識強度と，グルコノデ

ルタラクトン凝固充填豆腐の破断応力の間に正の相関

関係があることを見出した
8）
．本研究では，豆腐加工適

性試験や食品加工の現場で広く使用されている，塩化

マグネシウムおよびにがりを凝固剤として豆腐を調製

し，これらの豆腐で11Sグロブリン各ポリペプチドのジ

スルフィド結合標識強度が豆腐加工適性評価の指標と

なりうるか検討した．

実験方法

１．実験材料

作物研究所（茨城県つくば市）の圃場で平成14年に

栽培した大豆11品種（シロセンナリ，タチユタカ，タ
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チナガハ，エンレイ，ゆめみのり，納豆小粒，Harosoy，

タマホマレ，サチユタカ，フクユタカ，すずおとめ）

を供試材料とした。大豆豆腐加工適性試験におけるコ

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500mgを10mlの100mM HEPES-

NaOH (pH7.0)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．Laemmliの方法9）に従い，5-

20%グラジエントゲル(PAGEL NPG-520L, アトー)を用

いて20mA定電流で90分間泳動した．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100gに３倍量の水を加え，室温で15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

ゼで豆乳を絞りとり，湯煎で10分間加熱後氷冷した．

豆乳60mlを100ml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六水和物（0.18g/0.6ml），

または市販のにがり（井藤漢方製薬“天然にがり”Mg

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

100ml）3.6mlを加え混合し，70℃で60分加熱凝固した．

各品種の豆乳からそれぞれの凝固剤で三点ずつの豆腐

を調製した．豆腐のゲル強度を卓上型物性測定器(山電

TPU-2S)により測定した．ビーカー壁面へのゲル付着の

影響をさせるため、充填豆腐の中央部分の２箇所に約

２cmの間隔を空けて直径８mmのプランジャーを毎秒

2.5mmの速度で17mm貫入して破断強度を測定し，その

平均値から破断応力を求めた．

４．蛍光色素標識によるジスルフィド結合の検出

粉末試料500mgを抽出用緩衝液（１mM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, 30mMトリス緩衝液，pH7.9）10ml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， 1 0 , 0 0 0× gで 2 0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．試料溶液10μlを，0.5mMジチオスレイトール

(DTT)を含む緩衝液（30mMTris-HCl, 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，

20mMmBBrを５μl加え，室温で15分間おき，100ｍM

β-メルカプトエタノールを10μl，20%SDSを5μl加え

反応を停止し，0.005%ブロモフェノールを含む80%グ

リセロールを添加した．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，5‐20％ポリアクリルアミドゲル（アトー

パジェル520L）を用いて，90分間20mA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，

365nmのトランスイルミネータ上で標識蛋白質を検出

し，バンドの蛍光強度を画像解析装置（バイオラッド

モレキュラーイメージャー，ゲルドック1000）により

計測した．蛍光標識実験は３回行い平均値をとった．

実験結果および考察

１．にがりおよび塩化マグネシウム凝固豆腐の破

断応力

試料大豆11品種から，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１）．

再現性を確認するために市販の白目大豆をコントロー

ルに使用した．シロセンナリ，エンレイ，フクユタカ，

すずおとめの豆腐は，いずれの凝固剤でも安定した凝

固性を示した．エンレイのにがり凝固豆腐の破断応力

が非常に高く，7Sグロブリンのαおよびα’サブユニッ

トを欠失した品種ゆめみのりの豆腐破断応力が低かっ

た．８品種でにがり豆腐の破断応力が高く，サチユタ

カ（にがり凝固で塩化マグネシウム凝固の2.54倍），タ

マホマレ（同1.72倍），エンレイ（同1.59倍）で差が大

きかった．タチナガハ（1.37倍）やHarosoy（1.41倍）

でもやや差が大きかった．サチユタカ等の品種では，

豆腐破断応力が最大値を示す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が報告されている
10）
．

今回の実験で，にがり凝固の場合に添加した塩化マグ

ネシウム量は、六水和物換算で0.46gと塩化マグネシウ

ム単品よりかなり高かったことが原因と考えられる．

実験に使用した11品種の大豆の蛋白質組成を図２に

示した．レーン１から12が豆腐の調製に用いた大豆で，

レーン13から16が，11Sグロブリン変異大豆系統である．

大豆11Sグロブリンは酸性および塩基性ポリペプチドか

ら構成され，グループⅠ（A1aB1b, A2B1a, A1bB2）とグル
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ープⅡa, b（A5 A4B3, A3B4）の５種類のサブユニットが

同定されている
11）
．グループⅡサブユニットは，グル

ープⅠサブユニットに比べて，等電点が酸性側にある

ことや，熱安定性が高いことが明らかにされている
12）

13）
．豆腐破断応力に顕著な差が見出された５品種のう

ち，タチナガハ，エンレイ，タマホマレ，サチユタカ

の４品種において，11Sグロブリン酸性ポリペプチドの

うち，Ⅱa成分由来のバンドが欠失していた．前報で

11Sグロブリン変異大豆系統で同様の実験を行ったとこ

ろ，11SサブユニットⅠあるいはⅡのどちらかが欠失し

ている系統で，豆腐破断応力の差が大きかった
14）
．本

研究においても，11Sグロブリンが，サブユニットⅠ，

ⅡaおよびⅡb成分からなるときは，豆腐破断応力の差

は小さいが，サチユタカ等，サブユニットが一部欠失

し，蛋白質成分が多様性に欠けると，破断応力の差が

大きくなるという傾向があった．豆腐ゲル形成におい

て変性温度や等電点の性質の異なる11Sグロブリン成分

が混在することで，安定した物性の豆腐が形成される

のではないかと考えられた．ゆめみのりはアレルゲン

性を低減するために,7Sグロブリンのαおよびα’サブ

ユニットを欠失させた品種である．豆腐ゲルの形成に

は11Sグロブリンの寄与が大きいことから，ゆめみのり

の豆腐破断応力はさほど影響を受けないものと予想さ

れた．しかし，図１に示したように，ゆめみのりでの

豆腐ゲル破断応力は他の品種に比べて著しく低く，変

性温度の低い7Sグロブリンの存在が安定した豆腐破断

応力を確保するために必要と考えられた．

２．蛍光色素標識によるジスルフィド結合の検出

これまでに，グルコノデルタラクトン凝固充填豆腐

において，11Sグロブリンのジスルフィド結合特異的な

蛍光色素mBBrによる標識強度と豆腐破断応力の間に相

関関係があることを示した
8）
．グルコノデルタラクトン

凝固は再現性がよく実験が容易であるが，豆腐の食味

は，塩化マグネシウムやにがり凝固の方が優れている．

そこで，塩化マグネシウムおよび市販にがり液を凝固

剤として豆腐を調製し，ジスルフィド結合蛍光標識強

度と豆腐物性の関係を検討した．１．で使用した大豆

について11Sグロブリン成分の相対的標識強度と豆腐の

破断応力をプロットしたが顕著な相関関係は認められ

なかった．次に，一般的に豆腐加工に利用される成分

組成，形態の大豆として，ゆめみのりおよび納豆小粒

以外の９品種について再検討した．その結果，にがり

凝固豆腐において，11Sグロブリン酸性ポリペプチドの

ジスルフィド結合蛍光標識強度と豆腐の破断応力に正

の相関関係（r=0.89，p<0.005）が見られた（図３）．7S

成分の一部を欠失するゆめみのりと，極小粒の納豆小

粒では，ジスルフィド標識強度が５以上の高い値を示

したが，豆腐破断応力は中程度であった．以上のこと

から，塩化マグネシウムによる凝固の場合，グルコノ

デルタラクトンに比べると，11Sグロブリンジスルフィ

ド結合の蛍光標識強度から物性の予測をすることは困

難であるが，凝固条件によっては可能性があるものと

考えられた．

前報で11Sグロブリン変異大豆の，11Sグロブリンの
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図１　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
１シロセンナリ；２タチユタカ；３タチナガハ；４エンレイ；
５ゆめみのり；６納豆小粒；７Harosoy ；８タマホマレ；９サ
チユタカ；10 フクユタカ；11 すずおとめ；12 市販白目大豆（コ
ントロール）
豆腐破断応力の標準偏差をバーで示した

図２　大豆11品種の蛋白質組成

１ シロセンナリ；２ タチユタカ；３ タチナガハ；４ エンレ
イ；５ ゆめみのり；６ 納豆小粒；７ Harosoy；８ タマホマ
レ；９ サチユタカ；10 フクユタカ；11 すずおとめ；12 市販
白目大豆（コントロール）；13 11S変異大豆100（Ⅱa,bを欠
失）；14 11S変異大豆010（Ⅰ，Ⅱbを欠失）；15 11S変異大豆001
（Ⅰ，Ⅱaを欠失）；16 東山205号(11S全欠失) 
← 11SグロブリンⅡaサブユニット



ジスルフィド結合標識強度と豆腐破断応力に関係を検

討し，正の相関関係があることを示した
14）
．変異大豆

においても，11Sグロブリンサブユニット成分のバラン

スが，凝固性に関与していることが示唆された．サチ

ユタカ，エンレイ，タマホマレは豆腐加工適性で評価

が分かれることの多かった品種である
10）15）

．今後，豆

腐物性予測による加工適性評価法を開発している上で，

蛋白質サブユニット成分組成の影響を考慮していく必

要がある．

要　　約

豆腐ゲル形成特性は大豆の重要な品質要因のひとつ

である．11品種の大豆から，塩化マグネシウムおよび

にがりを用いて豆腐を調製し，ジスルフィド結合蛍光

標識強度と豆腐破断応力の関係を検討した．８品種の

大豆で，塩化マグネシウム濃度の高いにがり豆腐で，

高い破断応力を示し，特にサチユタカ，タマホマレで

それぞれ2.54倍，1.72倍の違いがあった．これらの破断

応力の差の大きい４品種の大豆で11SグロブリンのⅡa

成分が欠失していた．にがり凝固豆腐では，11Sグロブ

リン酸性ポリペプチドのジスルフィド蛍光標識強度と

豆腐破断応力の間に正の相関関係があり，ジスルフィ

ド蛍光標識による豆腐物性予測の可能性が示唆された．
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