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論 文 内 容 の 要 旨

牛乳乳清タンパク質はチーズやカゼイン製造後の残液として大量に得られ,食品素材として利用されている｡ 乳清タンパ

ク質を低イオン強度下,中性 pH域で加熱すると通常の熱処理乳清タンパク質とは異なる特性を有する可溶性凝集体を形成

することが既に知られている｡ しかしゲル化能等の食品機能発現機構,すなわちタンパク質分子の加熱による分子凝集体形

成機構の詳細は未だ明らかにされていない｡そこで乳清中に最も多 く存在するタンパク質,p-ラクトグロブリン (βLG)

を用いて機構解析のための基礎的研究を行った｡βLGは分子量約18400,分子内に遊離のチオール (SH)基を1個

(cys121),ジスルフィド (S-S)結合を2個 (cys66-cys160,cyslO6-cys119) 持つ球状タンパク質である｡βLGAを用い

てCys121のSH基をⅣ-エチルマレイミド (NEM)によって修飾したβLGA (NEM-βLG A)を調製し,加熱冷却に伴う

構造変化と分子凝集体形成について未修飾βLGAとの違いを検討した結果,βLGAは濃度上昇に伴ってS-S結合を介し

た凝集体を形成したのに対 し,NEM-βLG Aは全 く凝集体を形成しなかった｡よって加熱凝集体形成には遊離のSH基が

必要であることが示された｡また加熱前後のUV差スペクトル,蛍光スペクトル,ペプシンによる消化作用の測定結果か

ら,βLGAの加熱冷却に伴う可逆的,不可逆的な変化はSH基の反応性に起因すること,加熱 NEM-βLGAは未加熱の

ものと類似 した構造をとること,NEM-βLGAは加熱後も未加熱のβLGAと同様の性質を有していることが示唆された｡

cys121以外のSH基においてもCys121のSH基と同様な役割を果たすのか否か,すなわちCysIZlのSH基以外のSH基

がβLG A分子間の SH/S-S交換反応を引き起こし,分子間S-S結合を介 した凝集体が形成されるのか否かを調べた｡

NEM-βLGAをジチオスレイトール (DTT)と共に加熱した後,SDS-PAGEによって凝集体形成の様子を調べた｡その

結果,低濃度のDTTが分子間S-S結合の組み換えを誘発 し,重合体形成に有効に働 くと考えられ,Cys121以外のCysで

あっても分子間SH/S-S交換反応を引き起こしうること,βLGAの加熱に伴う重合体形成は分子間S-S結合が生じて引き

起こされることが示された｡

タンパク質のSH基の反応性はpHに依存 し,酸性条件下では反応性は低下する｡ そこで酸性,中性各条件下でのβLG

A とNEM-βLG Aの変性状態と加熱構造変化について検討した｡示差走査熱量計 (DSC)を用いて熱分析を行った結果,

pH7.5のβLG Aでは吸熱が約 75℃ に見られ,NEM-βLGA (pH7.5)では低い吸熱反応を示した｡pH3.0のβLGAの

場合は吸熱が約 90℃ に見られ,95℃ で加熱して電気泳動を行うと僅かながらも凝集体の形成が認められた｡よってSH基

の反応性が低い酸性条件下 (pH3.0)では凝集体形成にはより高い温度が必要であることが示された｡pH7.5のβLGAと

NEM-βLG A,pH3.0のβLGAは加熱前後の構造に違いがあると考えられた｡

βLGの凝集体形成の詳細について明らかにするためには個々のアミノ酸残基の役割を明らかにすることが重要である｡

そこでアミノ酸残基を置換 したβLGを作成する前段階として,牛のβLG遺伝子を大腸菌とメタノール資化性酵母菌に組

み込み,βLGの発現系構築を試みた｡SDS-PAGE,ウェスタンブロッティングの結果,両者ともにβLGの発現が認めら

れ,分子量も標準βLGと同等の値を示した｡未変性のβLGはペプシンの作用を極めて受けにくいことから,分解される
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か否かを調べることによって,発現βLGが本来のβLGと同様の構造を有するのか否かについて検討 した｡その結果,い

ずれのβLGもペプシンによる消化を受けなかったが,標準βLG以外の分子量を示すバンドも僅かながら残 り,βLGと同

等のコンフォメーションを有しないものも僅かに発現 したと考えられた｡

論 文 審 査 の 結 果 の､要 旨

牛乳乳清タンパク質は食品素材として広 く利用されているが,ゲル化能等の食品機能発現機構,すなわちタンパク質分子

の加熱による分子凝集体形成機構の詳細は末だ明らかにされていない｡本研究では乳清タンパク質の熱変性と分子凝集体形

成機構を明らかにすることを目的として,乳清中に最も多 く含まれているタンパク質,βLGを用いて熱変性と分子凝集体

形成に関する基礎研究を行った｡成果として評価できる点は以下の通 りである｡

(1)βLGは分子内に2つのS-S結合 とCys121に1つの遊離のSH基を持っている｡βLGの加熱による凝集体形成には

cys121の遊離の SH基の関与が指摘 されているが,詳細は知 られていない｡そこで NEM で Cys121を修飾 したβLG

(NEM-βLG)を作成し,加熱冷却に伴う構造変化と分子凝集体形成について検討した｡その結果,βLGは低イオン強度下,

中性 pH域で加熱すると分子間S-S結合を介した可溶性の凝集体を形成し,NaCl添加によってさらに大きな凝集体を形成

したが,NEM-βLGは加熱を行っても凝集体を形成せず,可逆的に変化して加熱前とは僅かに異なる構造を取ることを示

した｡

(2)NEM-βLGにSH基還元試薬 DTTを添加して加熱を行うと,低濃度のDTT添加時に分子間のSH/S-S交換反応によ

る分子間S-S結合を介した凝集体を形成した｡従ってCys121のSH基でなくとも遊離のSH基が存在すれば,βLGは分子

間S-S結合を介した凝集体を形成することを示した｡

(3)βLGのpHと遊離のSH基の修飾の有無による熱変性挙動について検討した｡その結果,βLGが酸性条件下において凝

集体を形成するためには,中性条件下よりも高い温度が必要であることを示した｡

(4)分子凝集体形成における個々のアミノ酸残基の役割を明らかにするための前段階として,大腸菌とメタノール資イEJ性酵母

菌を用いてβLGの発現系構築を試み,その発現を確認した｡

以上のように本論文はβLGの加熱変性と分子凝集体形成に関し,詳細な検討を行うと共に新たな知見を見出している｡

これらの成果は食品機能調節学,食品感覚特性学,機能食糧学の分野に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成13年6月25日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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