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昆 虫 体 液 の 蛋 白 質 に 関 す る 研 究(第7報)*

家蚕体液蛋 白質 に及ぼす加熱 の効果

小 田 純 子(九 州大学農学部農芸化学教室)

昭 和34年4月7日 受 理

緒 言
一般に蛋白質の変性現象は非常に古 くか ら認められ ,こ の問題に関する研究は極めて多い.し か しなが ら特に

この変性現象が重要視 されるよ うになったのは比較的新 しく,蛋 白質の構造 と機能 との関連性について多方面か

ら注 目され,興 味が持たれるよ うにな り,一 方 これに伴い蛋白質の構造を解明するための重要な実験的手段が確

立 されてき たことに由る.さ らに変性の機構を知るために動力学的な らびに熱力学的研究方法 も適用され,蛋 白

質の変性 の反応様式あるいは変性に際 して生ずる構造変化などについて重要な知見が得 られるようになった.か

くして変性現象を追究することは,蛋 白質の特異的な構造を知るための一つの手がか りを与えるものである.

家 蚕体液蛋白質は,す でに報告 してきたように種々の特徴的な性質を持 ってい る.殊 に蛋 白質分子の解離-会

合および蛋白質間 の相互作用の強さなどはその顕著なものである(1,2).蛋 白質の変性現象として最 も古 くか ら知

られ ている熱凝固は,加 熱温度,溶 液のpH,イ オ ン強度,蛋 白質濃度などの関数であ り(3～5),ま た蛋白質以外

の混在物に よっても影響を蒙む り,蛋 白質により特徴的な挙動を示すものである(6～12).そこで本実験では加熱に

より蚕体液蛋白質が示す挙動を溶解度に より検討し,さ らに超遠心な らびに電気 泳 動的性質 を追究 した,ま た

100° に加熱 しても凝固 しない蛋白質を分離 し,こ れが低分子量であることを確かめた.

実 験 方 法

1)  試料 体液 既報(13)に従 って5令5～6日目 の家蚕 より体液を採取 し,遠 心分離 した透明液を試料体液と

した.チロ シナーゼ阻害剤 として青酸カ リを用いた.

2) 加 熱処理 試料体液をpHな らびにイオン強度を異にする炭 酸塩,リ ン酸塩お よび リン酸ナ トリウムー

クエ ン酸緩衝液に2昼 夜透析 した.透 析中に少量の沈殿を生 じたものは遠心分離 して透明溶液 とした.か くして

得 られた蛋白溶液は,緩 衝液で所定の濃度に希釈 した.加 熱処理は温度および時間 を変えて試験管内で行い,後

速やかに冷却 した.溶 液中に残存する蛋白量は,一 夜放置後遠心分離 して加熱により生 じた凝固 物を除去 し,上
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澄 液を適当に希釈 して,ベッ クマンDU分 光 光度計を用い278mμ に おける吸光度を測定 した.

3) 塩析 すべて前報に準 じて行 った(13).

4) 超遠 心ならびに電気泳動 沈 降分析は スピンコE型 超遠心機を用いて行い,電 気泳動 は日立 製HT-B

型チセ リウス装置によ り測定を行った.

実 験 結 果 な らび に 考 察1) 

熱凝固に 及ぼす加熱温度 の影響 種々のpHお よびイオン強度 におい て,加 熱温度 を50° か ら100° 迄

変化 させた時の熱凝固の模様を観察 した.

p H9以 上 の溶液100° まで加熱 しても外観 的に全 く変化が認め られなかった.た だ蛋白濃度 が3%以 上に高

くなると,1昼 夜以上放置する時肉眼的に若干の粘度の増大が見 られた.

pH4～7間 では50° で は蛋白分子が会合 して大粒子 となるが沈殿を生ずるに至 らず,60° 以 上になって巨視的

な凝 固物 となって落ちる.

pH3に お いて60° 以下では溶液はわずかに溷 濁するが,5,000r.p.m.程 度 では沈降 しない.さ らに温度が高

第1図 種 々の温度におけ る熱凝固

第2図 加熱時間による熱凝 固の変化

第3図 熱凝固におよぼす蛋白 濃度の影 響(そ の1) 第4図 熱凝固にお よぼす蛋白 濃度の影響(そ の2)
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第5図 加熱溶液の超遠心沈降図

くなると粘性が増 し放置す るとゲル状の凝固物を生ずる.蛋 白濃

度3%で は80° で数秒内に急激に透明なゲルになる.

第1図 は蛋白質濃度0.5%に おいて,全 蛋白量に対する溶液中

に残存する蛋白量の比を加熱温度に対 してプ ロットしたものであ

る.図 か ら明らかなようにpH4及 び7で は同じ傾向を有 し,70°

以 下な らびに80° 以上では,変 性現象の特徴である所の温度上昇

に よる反応速度恒数の増大が顕著であるが,70～80° では反応速

度恒数の温度変化が僅少である.た だpH7で イ オン強度が0.1

の場 合は0.01お よび1.0の 場 合 と異な り,"水 平 領域"が 明瞭

に現われなか った.な おpH3で は70° まで急激に進み,こ れ

以上の温度でもほぼ同 じ溶解度を示 した.

第6図 加 熱溶液の電気泳動図

2) 加熱時間の影響 80° に おける熱凝固に及ぼす加熱時間の影響を第2図 に示 した.pHな らびにイオン

強度に より溶解度の絶対値は異なるが,加 熱時間 と溶液中に残存する蛋白量の関係は何れも1本 の直線ではな く

,初期において沈澱量の増加が著るしい.特 に リン酸塩,pH7を 溶媒 とする時顕著であった.

3) 蛋 白濃度の影響 第3お よび4図 に示 したよ うにすべて類似の傾向を持ち,初 蛋白質濃度が高い程溶液

中 の残存率は減少する.即 ち加熱により凝集 し易い.

4) 超遠 心な らびに電気泳動 リン酸塩緩衝液(pH7,イ オ ン強度0.15)中 でそれぞれ70° 及 び80° に5

分 加熱し,生 じた沈澱を除去 した上澄溶液の沈降図を第5図 に示 した.両 温 度で沈降 図 は 等 しく,2個 の界面

(2.5S,15S)の み が認め られ,中 間の成分は存在 しない.そ して2成 分の沈降恒数および界面 の拡が りは無処

理の蛋 白質に等 しく,沈 降恒数 の分布に 変化は起っていない と考えられる.こ の沈 降 図形か ら無処 理体液中の

7S蛋 白(Comp.2)は 熱 に対 して最 も不安定で容易に凝集 して不溶性 になることがわかる.他 方2.5Sお よび

15S蛋 白は,少 くとも80° までは比較的安定であ る,

さ らにこの加熱溶液をpH9以 上 にすると解離が認め

られた.従 って15S蛋 白の解離能力は,加 熱によっ

て失われない ものである.

次に70° に 加熱 した溶液の電気泳動像を第6図 に示

したが,80° においても全 く同 じ像 が得 られた.中 性

およびアル カリ性 のpHで は何れ も主界面のほかに小

さい副界面が現れる.他 方酸性側では主界面 とその裾

に拡がった遅い界面が 出現 し,無 処理 体液 に類 似 す

る.中 性以上のpHで 超 遠心で明瞭に2界面 が観察さ

れるが,電 気泳動で分離 しないのは加熱 しない蛋白質

についてもすでに認めた ことで2.5Sと15S蛋 白が

近似する移動度を有するため と考え られ る.

第7図 加 熱 溶 液(70°,10分,燐 酸 塩, pH7,

イ オ ン強 度0.1)の 塩 析 曲線
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第8図 熱凝固 しない蛋白の超遠心沈降お よび電気泳動図

以上の測定結果か ら,2.5Sお よび15S

蛋白の中加熱 してもなお溶液中に留 ってい

るものは,少 くとも分子の大きさおよび電

荷に変化を うけていない と推察 される.

5) 加熱溶液の塩析曲線 リン酸塩緩

衝液(pH7.0,イ オ ン強度0.1)に 透 析 し

た2%蛋 白溶液を70°,10分 加 熱 し,生 じ

た凝固物を除去 した透明溶液について硫安

を用いて塩析を行った(第7図).塩 析 曲線

の傾向は7S蛋 白が存在 しないにも拘わ ら

ず,無 処理体液に類似す る.本 結果の意味

については まだ充分明 らかでな く,こ こで

は実験結果を記載す るにとどめた.

6) 熱凝 固 しない蛋白質の分離 試 料

体液を約1%ま で希釈 し,100° で15分 間

加熱 し,生 じた凝固物を除去 し,上 澄液にエタノールを90%ま で添加す ると沈殿を生ず(総 蛋 白質 の数%程 度

の量).こ れ を少量の蒸溜水に溶解 し,再 び100° に15分 間加熱して生ず る極少量の沈殿を除去 し,こ の操作を

反 覆し最後に蒸溜水に透析し熱凝固 しない分画 とした.こ のものは ビュー レット反応その他の蛋 白反応を示 し

,純 水によく溶解する.緩 衝液に透析 し沈降分析を行 った結果第8図 の如き像が得 られた。 即ち1個 の 界面 のみ

で,他 の主蛋白成分は全 く混在 しない.沈 降恒数S20は 約0.95×10-13で 他 の主成分に 比 し極めて小 さい.一 方

電気泳動像は数個の界面か ら成 り均一でない.こ の低分子量の蛋 白質が無処理体液中に本来存在するものか,あ

るいは加熱に よって2次 的に生 じた ものかは確言できない.し かしなが ら高等動物の血清中の糖蛋白質は加熱に

よ り凝固せず,糖 蛋白質を分離精製する手段の1つ として血清中の他の蛋白質を加熱凝固 せ しめ る方法も用い ら

れている(14).蚕 体液中のこの微量蛋白質も糖反応陽性であ り,今 後定量的に検討 したい.

要 約

(1) 家蚕体液の蛋白 質の熱凝固現象を加熱温度,加 熱時間,pH,イ オ ン強度な らびに蛋 白質濃度の関数 とし

て追究 した.pHに よ り熱凝固速度が異な り,pH9で は全 く凝固しない.初 蛋白濃度 が増す と溶液中に残存す

る蛋白質の初蛋白量に対する比は減少する.加 熱時間を長 くして も同様である.

(2) リン酸塩(pH7,μ=0.15)中 で70° な らびに80° に加熱 した溶液を,超 遠 心な らびに電気泳動 によ

り分析 した結果,2.5S(Comp-1)お よび15S蛋 白(Comp-3)の みか ら成 り,7S蛋 白(Comp-2)は 全 く存

在 しなかった.即 ち7S蛋 白が熱に対 して最も不安定である.

(3) 熱凝 固 しない蛋 白を分離 し,超 遠心的に均一であることを確 かめた.こ のものの沈 降恒数の値は,概 略

0.95×10-13で あ った.

終 りに貴重なる御助言 と御鞭撻 を戴いた九州大学農学部船津 勝 教授に厚 く御礼申 し上げ ます.
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