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卵 黄 の 乳 化 特 性

小 川 宣 子(岐阜女子大学家政学部助教授)

卵 黄を構 成 している蛋 白質 は,低 密度 リボ蛋 白

質(LDL),高 密度 リボ蛋 白質(HDL),リ ベチン,

ホス ビチンか らな り,低 密度 リボ蛋白質,高 密度

リボ蛋白質はい くつか の蛋 白質か らな っている。

その中のホス ビチンは,卵 生の脊椎動物特有 のも

ので,脳 下垂体から分泌 され るロ胞刺激ホルモン

や黄前形成ホルモンによ り,卵 巣か ら分泌 される

エス トロジェンが肝臓 に直接作用 し,肝 臓 の標 的

細胞でDNAが 活性化 され,新 しいRNAポ リメ

ラーゼ活性 が増大するこ とによ り,卵 黄成分の前

駆物質であ るリポ ビテレニン とビテロゲニンが合

成 され る。 ビテロゲニンは,リ ポビテリンとホス

ビチ ンの複合体か らできてお り,血 液の運搬によ

り卵胞 に入 るとリポビテ リン とホスビチ ンに分か

れて蓄積 され る。ホスビチンは,リ ン酸基を多 く

含んで いる1'2)ために,生 理 作用 として,体 内で

ミネラルな どを運ぶ担体 として重要 な蛋白質であ

る。 そこで,卵 黄中に含 まれる このホス ビチンを

分離,精 製 し,同 定を行った後,こ の ホス ビチ ン

を用 いて乳化性を調べた。

1)ボ スビチ ンの分離 ・同定

電気泳動法 を用いて卵黄構成 蛋白質 を分画 し,

その蛋 白質の性質を明らかにする前 に,泳 動像の

同定 を生 物学 ラベ リング とオー トラジオグラ フ

ィー で行 った。又,卵 黄か ら構成 蛋白質 を抽出 し,

抽出 した蛋 白質の化学 的性 質をイムノグラフィー,

分子量測定,ア ミノ酸組成 か ら調 べ,電 気泳動法

による画分 との確認 を行 った。

① 生物学的ラベ リング とオー トラジオ グラ フ

ィーによる同定3}

ホスビチ ンは,エ ス トロジェンの刺激 により肝

臓で合成 された後,血 漿中に入 り,卵 黄中の穎粒

部分に存在する。 ホスビチ ンは卵黄中 の80%の リ

ンを含むi>リ ン蛋白質であ るので,そ の性 質を利

用 して ラベ リングした リンを投与する ことで血液

中 と卵黄 に蓄積 され たホス ビチ ンを電気泳動 によ

り分離 し,こ の分離蛋 白質の同定を行 った。

産卵中の雌ウズラ(体 重約120g)に,担 体 な

しの32Pを850ｵCi投 与 し,投 与 翌 日に血液 を採

取後,屠 殺 して腹腔内 より卵胞 を取 り出 し,卵 胞

膜 を除去 した後,内 部の卵黄 を採取 した。 血液 は,

3,000rpmで 遠 心 分離 を行 い,血 漿を得,試 料 と

した。卵黄 は,0.9%と10%の 食塩水 で2倍 希 釈

した4)。10%高 張食塩水 によ りホスビチ ンが存在

している卵黄の穎粒部 を溶解す ることがで きた。

これ らの試料 を水 平式 ポリアク リルア ミドゲル電

気泳動法 により,泳 動 を行 った。電気泳動法は,

Gahneら5)(1977)の 原法 を改良 した水平式ポ リ

アク リルア ミド薄層ゲル電気泳動法(阿 部 ・小松,

1978)6)を 用 いた。電極槽 用緩衝液に は,0.13M

トリスー ホウ酸緩衝 液(pH9.0),ゲ ル用緩衝液 に

は,0.1875Mト リスー硫酸緩衝液(pH9.0)を 用 い

た。 泳動用支持体 としては,幅24cm,長 さ20cm,

厚 さ1.2mmの ゲル枠 に10%(分 離ゲ ル,長 さ16

cm),4%(試 料 添 加ゲル,長 さ3cm)及 び8%

(長 さ1cm)の 濃度の ポリア クリルア ミドグラ ジ

エン トゲルを作成 した。通電 は30mAの 定電 流で

約2時 間行 い,通 電開始15分 後 に濾紙片 を除去 し

た。 泳動終 了後,X線 フィルムをゲル に上 に重ね,

4日 間放置 した後,現 像 を行い,リ ン蛋白質の存

在を確認 した。

0.9%の 生理食塩 水 と穎粒部 を溶解 させ るため
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に10%の 高張食塩水の各々で2倍 希釈 したウズラ

卵黄の電気泳動像(Fig.1)よ り,lo%の 高張 食塩

水で希釈 したウズラ卵黄の泳動像 にはNo.1-No.

11の 泳動帯が存在 した。0.9%に よる卵 黄希 釈の

泳動像 の場合 も,10%に よる卵 黄希釈の泳動像の

場合 も,泳 動像 に大 きな違いはみ られなかった。

しか し,10%希 釈卵黄蛋白質の泳動像 にはNo.3

の泳動帯 が存在 し,0,9%希 釈卵黄蛋 白質には,

この泳動帯 は存在 しなか った。 この ように0.9%

食塩水 や10%食 塩水で希釈 した場 合にのみ見 られ

る泳動帯 が存在 した。卵黄中 の穎粒部 分 は0.9%

の濃度の食塩水 では溶解 しないが,10%の 食塩水

で は溶解する。 このことか らNo.3の 泳動帯 は,

卵黄中の穎 粒に含まれ る蛋 白質 と思われる。 Fig。2Horizontalpolyacrylamidegradientgel

electrophoretograms(1)anditsautora-

diograms(II)ofJapanesequail.

1.plasma2.eggyolk

Fig.1 Horizontalpolyacrylamidegradientgel
electrophoretogramsofwholequailegg

yolkproteinandpurifiedyolkphosvitin
stainedwithcoomassiebrilliantblueR.
1.quailyolk(quailyolkwasdiluted

withanequalvolumeofO.9%saline.)
2.quailyolk(quailyolkwasdiluted

withanequalvolumeof10%saline.)

32Pに よるラジオオー トグラフ をFig .2に 示 し

た。卵 黄は,No,3(Pv)の 泳動帯 に強 い反応が現

れ,No.1(Pa-4}に やや弱 い反応 を示 し,そ して

No.4-NO.10に 極 く弱い反応 が見 られた。 よって

これ らの泳動帯 は,リ ン蛋白質である と考 えられ

る。血漿は,No.9の 泳動帯に強い反応があ った

ことか ら,こ れ は卵黄成分の前駆物質の一つで あ

るリポ ビテ リン とホスビチンの複合体 であるビテ

ロゲニ ンである と推定で きた。

② ウズラ卵黄ホス ビチンの精製

①で ウズラ卵黄構成蛋白質の中で リン蛋 白質泳

動帯を確認 した。 そこで次に,卵 黄 よ りホスビチ

ンを抽出 し,そ の化学的性 質を調べ,抽 出 を行わ

ないで確認 した リン蛋白質 との比較 を行 った。

ホス ビチンの分離抽 出法 としては,Evans7),

Bemardiら8)に よる遠心 分離法,Tsutsuiら9・10)

によるDEAE一 セルロー スカラムを用いたNaClの

lineargradientに よ る溶 出 法 な どが あ る が,

Mechamら1)に よるホス ビチン抽 出 法 を用 い た
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Fig.3Preparationofphosvitinfractionfrom

eggyolk

(Fig.3)。 これ は,抽 出に時間 を要するが,安 価で

多量 の卵 黄 を処理 す るこ とが でき,比 較的多 く

の ホス ビチ ンを抽 出す る ことがで きる方法で あ

る。方法は,卵 黄 に1.2MMgSO4を 加 え塩 析 し

た 後,沈 澱 物 を0.4M(NH4)2SO4で 振 とうし,

6NH2SO4でpH4.0に 調整 し,次 に1M酢 酸緩

衝 液(pH4.0)と エチルエーテルで振 とうした。分

離したゼラチン層及び水溶液層を0.4M(NH4)2SO4,

1M酢 酸緩衝液,エ チルエーテルでさらに抽出 し

て水溶液層 を得,こ れを(NH4)2SO4飽 和 溶 液で

透 析 を行 い,沈 澱物 を採 取 した。 これ を0.25M

NaClで 溶 解 した後,0.01M酢 酸ナ トリウムで透

析 し,凍 結乾燥 により濃縮 を行い,ホ スビチ ンを

抽 出 した。卵黄か らのホス ビチン抽 出量 は0.35%

前後 であった。

抽 出試 料(沈 澱部)及 び その他の画分(上 澄

液)に ついて は,バ ナ ドモ リブデン酸法 による比

色法il)を 用いて リン含量の定量 を行った。方法は,

混酸で分解 した試料に,硝 酸液,0.25%メ タバナ

ジン酸ア ンモニウム液,5%モ リブデ ン酸液を加

え,445nmの 波長で吸光度 を測定 した結果,抽 出

試料(沈 澱部)の リン含量は26%,そ の他の画分

(上澄液)は0.5%で あった。

抽 出した試料をDEAESepharoseCL6B(直 径

2cm,長 さ20cm)を 用いて陰イオン交換 クロマ ト

グラフィーを行った。緩衝液は,0.02Mト リスー

塩酸緩衝液(pH8.0)を 用いNaC]度 を直線的に

0.6Mま で上 げて溶 出した。流速 は,0.3ml/min

で試験管1本 につき3gず つ採取 し,流 出液 は,

波長280nmで 吸光度 を測定 した。なお,こ れ らの

操作 はすべて10℃ の温度内で行った。採取 した各

試験管 ごとに電導度 を測定 し,ピ ークが出現 した

部分 についてはセロチ ューブ12,000を 用 いて透析

により塩 を除去 し,そ の後,凍 結乾燥 による濃縮

を行 い,精 製 試料 を得た。

ウズラ卵 黄よ り抽出 した試料 のクロマ トグラム

をFig.4に 示 した。これによ り,溶 出量240mZ-345

mlの 所に小 さなピーク(第1画 分)と,420ml-

486mlの 所 に大 きなピーク(第II画 分)が 現 れ,

第1画 分 の出はじめ と出おわ りの電導度 は,1975

ｵ.mho-3230μ.mho,NaCI濃 度は,0.1M-0.2

M,第II画 分 の出 はじめ と出おわ りの電導度 は,

3910ｵ.mho-4900μ.mho,NaCl濃 度 は,0.29

M-0.39Mで あった。又,主 要ピー クであ る第II画

分の吸光度 が最高値を示す時 の電導度は,4210μ.

mho,NaCI濃 度は,0.32Mで あった。この第II画

分の試料 につき,再 度,DEAEイ オン交換 クロマ

トグラフィーで 精製 を行 った結果(Fig.5),溶 出

量18m1-383mZをII-1画 分,384ml-464mlをII

-2画 分,465ml以 後 をII-3画 分 と分画す ると,

II-2画 分 には3つ のピークが存在 し,こ れをウ

ズラ卵黄精製 ホス ビチンとした。

③ 抗血清の作製

高等動物の免疫機能 は生体内に侵入 した外来の

成分 を除去 して個体 としての統一性 を維持するた

めの機能 を持 っている。 そこで,こ の機能 を利用
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Fig.4ChoromatographicPatternofyolkphosvitinofJapanesequailonDEAF-SepharoseCL-E

Fig.5ChoromatographicpatternatsecondtrialofyolkphosvitinofJapanesequailonDEAE-SepharoseCL-6B.

して抗血清 を作製 した。

Lindaら12)に よ り,カ ルモジュ リンの抗体 を作

る際に,カ ルモジュ リン投与では抗体 を作製す る

ことをで きなかったが,化 学修飾 させたカル モジ

ュリンを投与 することで,カ ルモジ ュリンの抗体

を作製するこ とができたとい う報告がある。 そこ

でホス ビチンの抗体作製 についてはい ままで報告

がな く,産 出 しに くいといわれていたが,② で精

製 して得 られたウズラ卵黄 ホスビチ ンを過 ギ酸酸

化で化学修飾 したホスビチンを抗原 として投与す

るこ とを試みた。抗血清の作製 は精製試料を過ギ

酸酸化 による化学修飾 を したもの を抗原 として用

いた。過 ギ酸酸化を行 うこ とで,蛋 白質分子中の

S-S結 合が切れて一SO3Hと な り,メ チオニ ン残

基の一SCH3が 一SO2CH3に な り,化 学 修 飾がお こ

るのではないか と推定 され る。精製試料0.02gを

ギ酸0.5m1で 溶解 し,30分 間氷水中で振 とう し,

過ギ酸 試 薬(30%過 酸化水素0.5mlに ギ酸9.5ml

を加え,室 温で30分 間振 とうした後,30分 間氷水

中で 冷却 して 作製)を1.5ml加 え150分 間氷水中
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で振 とうさせ,試 料 を過ギ酸酸化 させた。 この抗

原 とフロイ トア ジュバ ン トとエマルジ ョンを作製

し,ウ サギ(ニ ュージーラン ドホワイ ト種)へ の

1回 の投与 量を300ｵg～400ｵgと し,103日 間

で11回 投与 を行った。抗原量の11回 投与の合計 は

4000ｵgで あった。 フロイ トアジュバ ン トは1回

の投与の時 のみ完全 フロイ トアジュバ ン トを用 い,

他の場合 は,不 完全 フロイ トアジュバ ン トを用 い

た。抗原 は,ウ サギの背中 に皮下注射 を行 い,投

与 した。頸動脈か ら血 液を採 取後,1,000rpmで

20分 遠心分離 させ,血 清 を得,-80℃ で保存 した。

④ オクテル ロニー法に よる抗体産生の確認

血清中 に抗体作製が行われたかオクテル ロニー

法13)に より調 べた。0.015Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

7.4)で アガ ロース濃度1.2%の 寒天培地を 用い,

ウェルの大 きさは直径3mmで,ウ ェル とウェル

の間隔 は2mmで 行 った。 中央 に抗血清 を注入 し,

まわりに精製試料 と,こ れ を過 ギ酸酸化に よる化

学 修飾 を行 った ホス ビチ ン(化 学修飾 ホスビチ

ン)と リン酸緩衝液を各々5μ1ず つ注入 し,37

℃ の恒温器内で2時 間放置 し,沈 降線 を観察 した。

Fig.6Cross-reactionbetweenquailyoIkand

rabbitantiseraagainstquailyolkphos-

VICIn.

1:antiseraagainstquailyolkphosvitin

2:phosvitinpreparedbyMecham&

Olcott

3:chemicalmodifiedquailyolkphosvitin

13

沈降線 が形成 されていない時 は,さ らに抗血 清を

5ｵZ注 入 した 後,37℃ 一 昼夜 放 置 した結 果を

Fig.6に 示 した。 これ によりウズラ卵黄精製試料

と化学修飾 ウズラ卵黄ホスビチ ンが抗血 清 との間

に沈降線 を形成 し,抗 血 清中 には抗 原 として使用

した試料 に対す る抗体が生成 された ことが確 認で

きた。

⑤ プロッテ ィング法 による泳動 帯の 同定

ホス ビチ ン抗体が作製 されている ことを確認 し

た この抗血清 を用いて,電 気泳動法によ り分 画さ

れた蛋 白質の泳動帯のうちでホス ビチンの泳動帯

の確認 を抗原抗体反応 を利用 したプロ ッテ ィング

法によ り行 った。

プ ロッテ ィング法 は,ポ リアク リルア ミドゲ

ルか らニ トロセル ロースメ ンブランへ蛋 白質 を

SEMI-DRYTRANSFERCELL(BIO-RAD製

TRANS-BLOTSD)に よ り電気的に移 行 させ る

ウェス タンブロッティングの手法を用 いた。 ニワ

トリ卵黄抽出ホス ビチン(5ug/μZH20),10%

食塩水 により2倍 希釈 したニワ トリ卵黄,ウ ズラ

卵黄抽 出ホス ビチン(2,5μg/ｵZHzO),10%食

塩水に より2倍 希釈 した試料について水平式 ポ リ

アクリルア ミドゲル電気泳動法を行 った。 その結

果 をFig.7に 示 した。これ によ り,ウ ズラ卵黄 ホ

スビチ ンとウズラ卵黄抽出ホス ビチンは同 じ移動

度の所に泳動帯 が存在 した。泳動終 了後 は,イ ム

ノウエ スタ ンブロ ッティング法14}に よ りニ トロセ

ルロー スメ ンブランに蛋 白質のプロッテ ィングを

行 った。プロ ッティン終了後は一次抗体,二 次抗

体の非特異的に結合す るのを防 ぐために3%牛 血

清アルブ ミンでブロッキングを行 い(30mA,3

時間),一 次抗体 としては,作 製 した抗 ホス ビチ

ン抗血 清,二 次 抗 体はPODコ ンジュゲイ ト抗 ウ

サギIgG(PeroxidaseConjugatedAntiserumto

RabbitIgG)を 用い,イ ムノステイン染色キ ッ ト

(コニカイムノステインHRP)で,過 酸化水素の
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Fig.7Quailyo!kphosvitinandchickenyolkphosvitinelectrophoresedinpolyacrylamidegel(A)andWestern
blot(B).

1:chickenyolkpreparedbyMecham&Olcott
2,3chickenyolk(chickenyolkwasdilutedwithanequalvolumeof10%saline.)

:quailyolkpreparedbyMecham&Olcott
5quailyolk(quailyolkwasdilutedwithanequalvolumeof10%saline.)

作用 により酸化 され た芳香族 ア ミノ化合物 とナフ

トール誘導体 のカ ップ リング反応に よる染色 を行

った。その結果 をFig.7に 示 した。 この抗血清 は,

ウズラ卵黄ホス ビチンだけでな く,ニ ワ トリ卵黄

のPa-2に 強 く反 応 し,他 の泳動帯 にも反応 した

こ とか ら,作 製 した抗血 清はモノクロナール抗体

ではな く,ポ リクロナール抗体であ り,こ れは他

の蛋白質 とも抗 原体 反応 を示 すが,モ ノ クロナー

ル抗体に比 べて抗原体 反応 が強 く,ホ ス ビチンの

泳動帯の同定には有効 な抗血清 を作製する ことが

で きた と考え られる。

⑥ 抗ホス ビチン抗血清の抗体価 測定

作製抗ホス ビチン抗血 清の抗体価測定を酵素免

疫測定法(ELISA法Enzyme-linkedimmunosor-

bentassays)に より行 った。固相 はマイクロプレ

一 トウェ ル の内 面 と し
,抗 原 は ウ ズ ラ卵 黄 抽 出 ホ

ス ビチ ン で1ウ ェル(wel1)当 た り,100μi(1

μg/ml(リ ン酸 緩 衝 液)),一 次 抗 体 で あ る抗 血 清

(抗 ホ ス ビチ ン抗血 清)は,希 釈 列 を100倍,300倍,

900倍,2,700倍,8,100倍,24,300倍,72,900倍,

218,700倍,656,100倍,1,968,300倍,5,904,900

倍 と し,各 々300ｵ1用 い た。

PODコ ンジ ュ ゲ イ ト抗 体 溶 液(抗 ウサ ギIgG-

PODコ ン ジ ュ ゲ イ トヤ ギ 抗 体 溶 液Peroxidase

ConjugatedAntiserumtoRabbitIgG)100ｵ1/

well(3,000倍 希 釈)を 酵 素 標 識 二 次 抗 体 と し,基

質 を0一 フ ェニ レ ン ジ ア ミ ン と して,酵 素 を 呈 色

させ,マ イ ク ロ プ レー トリー ダーMPR-A4(東 洋

曹 達 株 式 会 社製)を 用 い,波 長492nmで 抗 血 清 の

各希 釈 系 列 の吸 光 度 を測 定 した。 反応 の 中止 は
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Fig.B Antibodyrabbitantiseraagainstquailyolkphosvitindilutionantibody

1NH2SO4を 用いた。最 も高い吸光度の値 を100

%と し,各 希釈系列の吸光度 の割合 を算出 し,縦

軸 にその割合 を,横 軸に希釈倍数の対数 をとり,

グラフを作製 した(Fig.8)。 これよ り50%の 吸光

度 を示す希釈倍数を抗体 価 とした所,抗 体価 は,

53,000と な り,高 い抗体 価を示 した。 この ことか

ら,抗 ホスビチ ン抗血清の中には多 くの抗 体を含

んでいると考 えられ,抗 原 として用いた ウズラ卵

黄 ホスビチ ンの精製度 も高い ものであ った と推測

できる。

⑦ 分子量

ウズラ卵黄ホス ビチンの化学的性質の分子量測

定 をスラブSDSポ リア クリルア ミド電 気 泳動 法

で行 った。

スラブ型SDSポ リアク リルア ミド電気泳動法 に

よる分子量測定方法は,標 準試料 は分子量既知 の

市販試料 カルボキシペプチダーゼ(M.W.34,600),

牛 血清アルブ ミン(M.W.68,000),ミ オ グロビン

(M.W.16,900)の 各 々1mgに 対 して蒸 留 水,

0.05%ト リスー塩 酸 緩衝 液(pH6.8),5%SDS,

5%β 一メルカプタ ノー ル,グ リセ リンの順で そ

れ ぞれ1mlず つ加 え,100℃ で2分 間沸騰 させ,

一昼夜放置 し
,-20℃ で凍結保存 して,使 用時 ご

とに解凍 し,試 料 とした。又,ウ ズラ卵 黄抽出 ホ

スビチ ン,ウ ズラ卵黄精製 ホスビチ ンは,試 料2

mgに 対 し,分 解 試 薬を各々0.5mlと した。電気

泳動法の条件は,分 離 ゲル濃度9.7%,濃 縮ゲル濃

度4。4%の ゲルで,ゲ ル用緩衝液 は,ト リス塩 酸

緩衝液(pH6.8),電 極 用緩衝液は0.02Mト リスー

0.192Mグ リシンで行い,16mAの 定電 流で2時

間通電 した。泳動終了後 は,CBBR-250で 染色を

行った。 その結果 ウズラ卵黄抽出ホスビチンは3

本の泳動帯に分離 し,こ の うち主要な2本 の泳動

帯 の分子量が相対移動度 より,34,000,31,000で

あったが,ウ ズラ卵黄抽出ホス ビチンをイオ ン交

換 クロマ トグラフィーで さらに精製 を行 った時の

第II画 分の試料 は,泳 動帯が一本 になり,他 の泳

動帯 は除去 され,残 った泳動帯 の分子量 は32,000

であった。

⑧ ア ミノ酸組成

ウズラ卵黄ホス ビチ ンの ア ミノ酸組成 を835形

日立高速ア ミノ酸分析計 を用いて明らか にした。

試料 は6NHCIを 添加 し,110℃ で24時 間加熱

し,加 水分解 を行 った。分析条件 は,内 径2.6mm,

長 さ150mmの カラムで 日立 カス タムイオン交 換

軸脂#2619を 用 い,温 度 は53℃ で行った。 ウズラ

卵黄精 製試 料のア ミノ酸 組 成の 結果をTable1

に示 した。 これよ り,セ ンリの含量 は41,9%と 高

く,そ の次に多いの はリジン,ア スパラギン酸,

グルタ ミン酸,ヒ スチ ジン,ア ルギニンの順であ

った。又,シ スチンは含有 していなかった。
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TableIAminoacidcompositionofpurifiedyolk

phosvitinofJapanesequail.

2)ボ ス ビチンの乳化性

水谷 ら15)は卵 黄LDLで 作製 したエマル シ ョン

の分散層について光学顕微鏡で分散粒子の大きさ

を測定 し,報 告 しているが,顕 微鏡下で限 られた

形の分散粒 子を選択 し,数 えることは非常 に困難

で あり,又,正 確 さに欠ける16)。そこで,本 研究

で は,パ ーソナルコンピュー タに よる画像処理 を

用い,ウ ズラ卵黄精製 ホスビチ ンで作製 したエ マ

ル ションの複雑 な分散粒子 を観察 した。

エマルシ ョンの安定性 は界面の安定性 と関連が

あ り,Kerker17}は,球 状 分散粒子 の光散 乱 は,

エマルシ ョンの濁度 と界面 と関係 があるこ とを示

している。 そこで,エ マル ションの安定性 につい

て,分 光光度計 によりエマルシ ョンの濁度 から測

定 した。

又,さ らに,エ マル ション作製時 にお ける卵の

鮮度,蛋 白質濃度 とエマルシ ョンの安定性 との関

連 についても合わせて研究を行 った。

① 卵黄試料 とその特性

岐阜 県養鶏試験場で飼育 しているホワイ トレグ

ホーン種 よ り,産 卵4時 間以 内の卵 を採取 し,こ

れを新鮮卵 とし,25℃ で7日 間保存 した(以 下 こ

れを,貯 蔵卵 とい う。)

これ ら新鮮卵 と貯 蔵卵 の卵黄 について比 重,表

面張力,水 分 を測定 した。表面張力は,試 料 温度

を25℃ に保 ち,泡 圧法18)に より測定 した。

② エマルシ ョンの調製及び乳化安定性の測定

方法

卵黄,酢,落 花生油(重 量比率1:1)を 混 合

し,食 塩濃度 は10%,蛋 白質濃度が1,2,3,

4,5%に なるように調製 し,こ れを,1,000rPln

で60秒 間ホモジナイズし,エ マルシ ョンの試料 と

した。

又,ウ ズラ卵黄 ホスビチ ン添加 がエマルシ ョン

の安定性 に及 ぼす影響について調べるためにエマ

ルシ ョンに1)で 抽出 し,同 定を行 ったウズラ卵黄

ホス ビチ ンを0.5%添 加 したエマ ルシ ョンを作製

した。

PearceとKinsellaら16)に よる濁度法 によ り,

試料をo.i%TritonX-100で500倍 に希釈 し,120

分後に500nm波 長で吸光度を測定 した。この方法

は,エ マルシ ョンの濁度が,分 散油滴の界面積に

比例す るとい うIveyら19}の 考 えをもとにした も

のである。

又,エ マル ション溶液 をスライ ドグラスに1滴

滴下 し,光 学顕微鏡(ニ コンAFX)で 分散粒子 を

観察 し,写 真影響を した もの についてパー ソナル

コンピュー タに よる画像解析 を行 った。

③ パーソナルコンピュー タによ る画像解析

画像解析の過程 をFig.9に 示 した。イメージキ

ャナー(200dpi,EPSoNGT-4000)で 光学顕微鏡

の写真 を取 り込み,ヒ ス トグラムによ りデータを

整理 し,こ れ よりしきい値 を設定 し,デ ータの2
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Fig.9 Algorithmoftheimageprocessingintheemulsion

A

B

C

D

E

F

Amicrophotographb}'thelightmicroscopy

Digitizingby'animagescanner

Binarizingbythethresholdinglevel

Labelingtheimage

Eliminatingcomponentsontheimageedge

Screeningb}・complexity

値化 を行 った。画像 の端 にかかったデータは,取

り除 き,デ ー タとして認識 した分散粒子の面積 を

画素数か ら測定 した。 又,各 々の分散粒子の周 囲

長(L)と 面積(S)か ら次 の式 より粒子の円形

度(複 雑度)を 求 めた。

円形度(複 雑度R)=L*L/2πS

すなわ ち,円 形度(複 雑度)が1に 近 い程,円 形

に近 く,0に 近 い程,円 形 とは離れた型 の粒子で

あることを示す。画像解析 を行 う際には画像 を見

なが らこの円形度(複 雑度)を 入力 し,さ らに

データとして得たい粒子 を対話的に得た。Aが エ

マルシ ョンの光学顕微鏡写真で,Bは 画像解析 を

行 った範囲であ り,Cは イメー ジスキャナで取 り

込 んだ画像で,Dで 各粒子のナ ンバ リングが行わ
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れ,Eで 画像の端にかか っているデー タが取 り除

かれ,Fは 入力 された円形度(複 雑度)に より得

られ た画像 を示す。

④ 結果 及び考察

新鮮卵 黄の 表面 張 力 は70.73dyn/cmで,貯 蔵

卵 黄では69.19dyn/cmで あ り,表 面 張 力への鮮

度の影響 はなか った。又,比 重及 び水分 は,新 鮮

卵黄で1.033,47,95%で あ り,貯 蔵卵黄では1.041,

49.79%で あ り,卵 鮮度 が悪 くな ると卵黄膜 の脆

弱化が起 こる卵 白か ら卵 黄に水分が移行す ること

で卵黄水分が多 くな り,比 重 が大 き くな った と考

えられ る。

卵の鮮度,蛋 白質濃度がエマルシ ョンの乳化安

定性(濁 度法)に 及ぼす影 響についてFig.10に

示した。蛋 白質濃度が1%の エマルションの吸光

度 は新鮮卵黄,貯 蔵卵黄いずれ も最 も小 さ く安定

したエマル ションであ ったが,蛋 白質濃度5%で

は最 も大 きくな り,蛋 白質濃度 はエマル ションの

乳化安定性(濁 度法)に 影響 を及 ぼして いた。蛋

白質濃度1%の 場合のエマルシ ョンの吸光度 は,

新鮮卵黄 によるエマ ルシ ョンの吸光度 は0.155で

あ り,貯 蔵卵黄の場合 が0.126と な り,鮮 度 の悪

い方が乳化安定性が小であった。 しか し,蛋 白質

濃度が2,3,4,5%で は,卵 の鮮度に よるエ

マルシ ョンの乳化安定性(濁 度法)に 違 いなか っ

た。又,ウ ズラ卵黄ホス ビチンをエ マルションに

添加 した時 の結果 をTable2に 示 した。これ より,

蛋白質濃度 が2～4%の エマルシ ョンの場合 は,

ホス ビチンを添加す ると吸光度 の値が大 きくなり

乳化安定性 は良 くなったが,蛋 白質濃度が5%の

エマルシ ョンの場合 は,ホ ス ビチンを添加す ると

吸光度 の値 が非常 に小 さくな り乳化安定性が悪 く

な った。

卵の鮮度,蛋 白質濃度がエマルシ ョンの分散粒

子 に及 ぼす影響について光学顕微鏡か ら観察 した

結果 をFig.11に 示 した。分散 粒 子の大 きさは1

～10ｵmで あ った。 これ を,画 像解析 し,エ マル

シ ョン分散粒子の面積 を測 定 した結 果 をTable3

に示 した。卵 の鮮度がエマル ション分散粒子 の面

積 に及ぼす影響 はな く,蛋 白質濃度 がエマルシ ョ

ン分散粒子の面積 に及 ぼす影響は,蛋 白質濃度1,

2,3,4,5%の エマル ション分散粒子 の面積

は,各 々85.6～87.6,86.2～98.4,308.4～322.8,

229.8～372.4,304.5～352.8pixelsで あ り,蛋 白

質濃度が濃 くなる とエマル ション分散粒子 は大 き

くなった。

ホスビチ ンのエマルションへの添加 の影響 につ

いて は,蛋 白質濃度3%の 場合,ホ スビチンをエ

Table2Turbidityofemulsion

Fig.10Effectsofstorageofeggandprotein

concentrationontheemulsion.

Emulsionpreparedfromthefreshegg

yolk(),andthestoredeggyolk

(・… 一).
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Fig.11LightMicrographsoftheemulsionpreparedeggyolk
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Table3Theareasofglobulesinemulsionwiththeimageprocessing

マル シ ョンに添加するこ とによ り,分 散粒子の大

きさは322.75pixelsが71.12pixelsと 小さ くな り,

蛋 自質濃度2,4%の 場合 も分散粒子がやや小 さ

くなる傾向 にあ ったが,他 の蛋 白質濃度の場合は

ホスビチ ンを添加 して もエマルシ ョンの分散粒子

は小 さ くならなか った。

これ よ り,エ マルシ ョンの安定性 を調べ るため

に,分 散粒子の大 きさと濁度法 による吸光度測定

値か ら検討 を行い,こ れ らの結果 は一致 しなか っ

たが,こ れ は,分 散粒子の大 きさ測定 の観察 は,

エマルシ ョン作製直後の値であ り,吸 光度測定 は,

エマルシ ョン作製120分 後 の値で あるため と考 え

られ,分 散粒子の分散状態 を推定 するためには,

この両者 の値 を測定す る必要がある と考 えられ る。

ウズラ精製 ホスビチン添加がエマルシ ョンの分散

粒子 の大 きさに与 える影響 については,蛋 白質濃

度5%の エマルシ ョンの場合は,ホ ス ビチンの添

加 を して も分散粒子の大 きさは無 添加 の ものと比

べて変 わ らないが,こ の粒子 は安 定な ものではな

く吸光度 の値 は非常 に小 さ くなる ことが明 らか に

なった。

ホス ビチンは従来か ら乳化性を下げる といわれ

て きていたが,本 研究 によ り,蛋 白質濃度が1～

4%の 範囲では,ホ スビチ ンのエマル ションへの

添加は,無 添加 の もの と比べてエマル ションの分

散粒子 を細か くし,分 散粒子の安定性を もよ くす

るこ とがわか った。

これ は,エ マルシ ョンの分散粒子の数や面積 の

測定方法 にパー ソナルコンピュー タに よる画像処

理 を用 いることで,エ マルションの分散粒子の状

態 をよ り正確 にとらえることがで きたか らと考え

られる。

本研究 を遂行するにあた りま して,研 究助 成を

賜 りました浦上食品 ・食文化振興財団 に心 より感

謝いた します。今後 とも,貴 財 団の益々の ご発展

を祈念致 します。
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EmulsifyingPropertyofEggYolkProtein

NOril{OOgaWa(GifuWomen'sUniversity)

i)Phosvitinisolatedfromeggyolk

Thinlayerhorizontalpolyacrylamidegradientgelelectrophoretogramsofeggyolk.

YolkphosvitinwasisolatedfromfresheggbythemethodofMechamandOlcott.

Purificationofthephosvitinfractionwasperformedbyionexchangedchromatography

onaDEAE-SepharosedCL-6Bcolumn.Bothwiththephosvitinbandineggyolksample

andwithphosvitinpreparationbandsonpolyacrylamidegel,welldefinedpurple

phosphoproteinbandsresulted.

Aminoacidcompositionofpurifiedphosvitinisobtainedthatserinecontentofthe

samplewas41.9%asresiduepercentpermolecule.

Performicoxidizedphosvitin,emulsifiedineithercompleteFreund'sadjuvantor

incompleteFreund'sadjuvant,wasusedasantigentoimmunizearabbit.Theantisera

wereassayedforspecificityagainstperformicacid-oxidizedpurifiedphosvitinby

Ouchterlonydoubleimmunodiffusionanalysisandbyenzymelinkedimmunosorbentassay.

Horizontalpolyacrylamidegradientgelelectrophoresiswasemployedtodetermine

electrophoreticpatternsofeggyolkandwereidentifiedbythreedifferentmethods.(1)

Checkingautoradiogramsofthegelofyolksampleobtainedfrom32P-injectedlaying

quail.(2)Westernblottingtodetermineofphosvitinband.Electrophoretictransferof

proteinsfrompolyacrylamidegelwasdoneontonitrocellurose.Blotwasincubatedina

solutioncontaininganti-quailphosvitinantisera.TheantibodybindingtoPhosvitinbands

wasdetectedIgGantibody.Theantigenboundtoimmobilizedantibodywasthendetected

byusingstainingkit.(3)Stainingofphosphoproteinbandsonthegelwithrhodamines

B-pohosphomolybdatecomplex.

Thepurifiedquailyolkphosvitinbandsshowedexactlythesamemobilityasthe

azP-labeledmajorphosphoproteinbands ,phosvitin.

Theimmunizedrabbitwithperformicacid-oxidizedphosvitinwasbledoneweek

followinginjection,andseraweretestedforthepresenceofantibodydirectedagainst

phosvitin.Theserumobtainedonday110clearprecipitationlineswereobservedagainst

nativephostitinandperformicacid-oxidizedphosvitinbydoublediffusiontest.Antibody

titeroftheantiphosvitinantiseraagainstpurifiedphosvitinwasaround53,000byenzyme

linkedimmunosorbentassay(ELISA).Thusantiphosvitinantibodywereelicitedbythe

injectionofperformicacidoxidizedphosvitinintheirstudy.Previouseffortstoelicitan
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antibopydirectedagainstPhosvitininrabbitswereunsucessful,sincePhosvitinappeared

tobepoorantigeninrabbits.

ii)Emulsifyingpropertiesofeggyolk

Thisexperimentwascarriedouttoelucidatetheeffectofstorageofshelleggsand

proteinconcentrationonemulsifyingpropertiesofeggyolk.

Theeggyolkstoredat25°Cfor7dayswassuspendedinvinegar-peanutoil ,and10%

NaCI.Amountofproteinconcentrateofemulsionwere1,2,3,4and5%.

Theapplicationsoftheemulsionrequirestheformofsizedistributionand

measurementsofturbidity,andtheimageprocessingwithpersonalcomputertobe

evaluateasamethodforobservingemulsifyingpropertiesofeggyolk.

Freshandstoredeggyolkgavethelowestturbidityin1%proteinconcentrate

emulsion,andhighestturbidityin50proteinconcentrateemulsion.Theeffectofthe

proteinconcentrationwasapparentinturbidityofemulsion.

Theabsobanceofloproteinconcentrateemulsionpreparedfromthefreshegg

yolkwasO.155,andthatoftheemulsionpreparedfromthestoredeggyolkwasO.126.

Thestoragedidn'tcauseddecreaseinturbidityof2,3,4and5%proteinconcentrate

emulsion.

Theturbidityat5%proteinconcentratewasmuchlarger,butthesizeofglobulars

waslarge.Theadditionofphosvitinin50proteinconcentrationemulsionwasless

effectoftheturbidityoftheemulsion,butthefoamformationwashighinthatof

phosvitinin3%proteinconcentrationemulsion.

Thesizeofglobuleswiththelightmicroscopycorrespondstothatofglobuleswith

thepersonalcomputerimageprocessing.

Theimageprocessingwithpersonalcomputerimprovedtoevaluateglobularsize.


