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諸　言

　プロテアーゼは動植物界に広く分布し，古来より食品

加工や医療用として製品化され利用されてきた．それぞ

れのプロテアーゼは，作用pH範囲，熱安定性，基質特

異性などに大きな差があり，その特色に応じて幅広く用

いられている．

　欧米において最も急激に発展した分野に肉質軟化剤と

してのプロテアーゼの利用がある．この目的には，パパ

イヤのパパイン［EC　3．4．22．2］，イチジクのフィシン

［EC　3．4．22．　3］，パインアップルのプロメライン［EC　3．

4．22．4］といった植物プロテアーゼが用いられている．

さらに，近年キウイフルーッのアクチニダイン［EC　3．　4．

22．14］にも同様の食肉軟化作用のあることが報告され

ている1）2）．また，トロンビン［EC　3．4．21．5］は毛細

管性出血の局所的止血剤として，キモトリプシン［EC　3．

4．21．1］は外傷に合併した炎症及び浮腫の治療に利用さ

れ，医学的にも重要な役割を果たしている．

　ペプチド結合を加水分解する酵素をプロテアーゼと称

するが，その基質への作用様式によりエキソペプチダー

ゼとエンドペプチダーゼに区別される．エキソペプチダー

ゼには，アミノペプチダーゼとカルボキシペプチダーゼ，

ジペプチダーゼ，トリペプチダーゼなどがある．また，

特殊なタンパク質に作用するプロテアーゼとして，コラ

ゲナーゼ［EC　3．4．24．3］，エラスターゼ［EC　3．4．21．

11］，ケラチナーゼ［EC　3．4．99．11］などがある．

　ハヤトウリ（Chayote，　Sechiurn　edule　Sω．）は，熱

帯アメリカ原産のウリ科の蔓性多年草で，日本には1917

年北アメリカから導入されたのが始まりである．しかし，

その食用効果及び機能性に関する報告は少ない3）～5　）．

さらに，プロテアーゼに関する詳細な報告は未だない．

今回ハヤトウリ中に数種のプロテアーゼを見出したので

報告する．
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実験方法

1．実験材料及び試薬

　ハヤトウリは埼玉県桶川市で栽培されたものを使用し

た．

　基質として用いたNα　－Benzoyl－DL－Arginine一ρ一

Nitroanilide（BAPA）はアルドリッチ社より，カゼイ

ンはメルク社より，そしてAzocoll，　Fast　Garnet

GBCはシグマ社より購入した．

2．ハヤトウリより粗酵素液の抽出

　ハヤトウリ実に同量の蒸留水を加え，電気ミキサー

（東芝MX－K10GR）で粉砕し，9，000　rpm，60分の遠

心分離により得た上澄液を粗酵素液とした．これらの抽

出操作は，氷中または4℃下で行った．

3。酵素活性の測定

　基質として，0，1Mトリス緩衝液（pH7．5）に溶解した

1mM　BAPA，そして0．1Mリン酸緩衝液（pH7．0）

に溶解した1％カゼイン及びアゾコールを使用した．基

質溶液1mLに粗酵素液0．1mLを加え，37℃で一定時

間反応の後，カゼインにっいては10％トリクロロ酢酸

1mLを添加してタンパク質を沈殿させ，その上澄液を

濾過により得，280nmの吸光度を測定した．　BAPAに

っいては30％酢酸0．3mLを加えて反応を停止させ，遊

離したρ一ニトロアニリンを410nmの吸光度で測定した．

さらにアゾコールにっいては，氷中で反応を停止させ，
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上清を580nmで測定した．

　カゼイン及びアゾコール分解活性にっいては，1分間

に吸光度を1．0増加させるために必要な酵素量を，BA

PA分解活性は，1分間に1μmo1のρ一ニトロアニリン

を遊離させる酵素量を1unitとした．

4．タンパク質量の測定

　Bio－Rad　protein　assay法により595　nmで測定し，

牛血清アルブミン（BSA）を標準として検量線より求め

た．

5．酵素活性に及ぼす阻害剤の影響

　酵素液に10分の1量の阻害剤を加えて酵素反応を行

い，残存活性を測定した．

6．ディスク電気泳動

　ディスク電気泳動は，Davis　6）の方法に準じて7％

アクリルアミドゲルにより行った．泳動後の活性染色は，

0．1Mトリス緩衝液（pH7．5）で溶解した各基質溶液に

Fast　Garnet　GBCを加え，37℃，60～120分インキュ

ベートすることにより行った（ジアゾカップリング染色）．

アクチニダインと同様の食肉軟化作用を有する酵素が存

在する可能性が示唆された．

2．キウイフルーツとの比較

Table　2 Ratio　of　activity　several　substrates　of

Sechium　edule　and　Kiwifruit．

Substrate 5echium　edu／e：Kiwifruit

Casein

BAPA

Azocoll

1

1

1

5

1

75

結果及び考察

1．プロテアーゼ活性の測定

　3種の基質を用いてハヤトウリ粗抽出液のプロテアー

ゼ活性を測定した（Table　1）．基質としてpH　7．0のカ

ゼイン，BAPAそしてアゾコールを用いた．いずれの

基質においても分解活性が示されたが，BAPA分解活

性が最も高かった．

　また，アゾコール分解活性が示されたことより，ハヤ

トウリ中に食肉の結合組織繊維成分であるコラーゲンを

分解する，すなわちパパイン，フィシン，プロメラィン，

Table　l　Specific　activity　for　several　substrates　on

　　　　Sechium　edule　extract．

Substrate Spec而c　activity（U／mg　protein）

Casein

BAPA

Azoc◎ll

0．467

1．012

0．636

　ハヤトウリに含まれるプロテアーゼの各基質に対する

分解活性の強さを，高いプロテアーゼ活性を有すること

が報告されている1）キウイフルーツと比較した．ハヤ

トウリ中プロテアーゼ活性を1とした時のキウイフルー

ツの活性割合をTable　2に示した．　BAPA分解活性は，

キウイフルーツと同程度に高く，アゾコール分解活性に

っいてはキウイフルーツの1／75と低いことが示された．

3．阻害剤による影響

　Table　3にハヤトウリ中の各種プロテアーゼ活性の

阻害剤による影響を示した．カゼイン分解活性は，

Leu－peptinのみで強く阻害された．　BAPA分解活性は，

TL（）K，　Leupeptin，　Antipainで阻害されたことよ

り，チオールタイプのBAPA分解酵素と推定された．

ハヤトウリ中のBAPA分解酵素における阻害剤に対す
る性質にっいては，四十九院ら7）が報告した黒緑豆中

のBAPAaseと類似していた．また，アゾコール分解

活性は，EDTAで阻害されたことより，メタルプロテ

アーゼであることが確認された，

4．アミノペプチダーゼの電気泳動

　果物や野菜の味などは，アミノペプチダーゼによって

生成するアミノ酸によっても影響されると考えられるの

で，ディスク電気泳動により活性バンドの検出を試みた．

基質として種々のアミノ酸のβ一ナフチルアミド誘導体

を用い，ジアゾカップリング染色により酵素のバンドを

検出した（Fig．1）．その結果，アルギニンーβ一ナフチル

アミドの他にアラニン，ロイシン，フェニルアラニンの
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Table　3　Effect　of　inhibitors．

Remaining　activity（％）

Concentration
Casein BAPA Azocoll

PMSF

TPCK

TLCK

Leupeptin

Antipain

Pepstatin

Chymostatin

Phosphotamidon

Monoiodoacetate

Dithiothreitol

PCMB

EDTA

STI

1mM

1mM

1mM

0．1mM

0．1mM

0．1mM

0．1mM

0．1mM

1mM

1mM

1mM

20mM

2mg／ml

100

100

94

38

96

88

100

100

100

89

88

100

89

100

74

18

22

20

100

100

100

100

100

100

100

100

75

50

42

100

32

100

7

蜜

　ぐi”）　（2）　（3）　（4）　（5）　（6）　（7）　〈8）

Fig．　l　Disk　electrophoresis　by　various　substrates．

　　　（1＞L－Arg一βNA　as　substrate．

　　　（2）DL－Ala一βNA　as　substrate．

　　　（3）HC1－L－LeuβNA．

　　　（4）LPhe一βNA　as　substrate．

　　　（5）L－Pro一ρNA　as　substrate．

　　　（6）L－Asp一βNA　as　substrate．

　　　｛7）L－Glu一βNA　as　substrate．

　　　〔8）Nα一Bz－DL－ArgβNA　as　substrate．

各々ナフチルアミド誘導体の結合を分解する酵素の活性

バンドが検出された．ロイシン，フェニルアラニン，ア

ラニン，アルギニンの順で陰極からの移動度が低く，そ

のうちアラニンとフェニルアラニンのナフチルアミド誘

導体の結合を分解する酵素の活性バンドは，極めて近い

位置に検出されたことより，同一の酵素が作用している

可能性が考えられた．また，基質としてBz一アルギニン

のナフチルアミド誘導体を用いてみたが，アルギニンの

ナフチルアミド誘導体で検出されたバンドと移動度が異

なっていた．さらに，プロリンにっいてはプロリンーρ一

ニトロアニリドによる発色により，2本の活性バンドが

確認されたが，プロリンーβ一ナフチルアミドによる発色

では検出されなかった．このことにっいての原因は不明

である．さらに，アスパラギン酸，グルタミン酸の各々

ナフチルアミド誘導体の結合を分解する酵素の活性バン

ドは検出されなかったことより，酸性アミノ酸に特異性

を示す酵素の存在は確認されなかった．これらのことよ
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り，ハヤトウリ果実抽出液中に数種のアミノペプチダー

ゼが存在することが確認された．

　今後は精製を行い，各プロテアーゼの酵素的性質を明

らかにする予定である．

要約

1．ハヤトウリ果実中に異なる数種のプロテアーゼが存

在することが確認された．

2．そのうち，BAPA分解酵素がキウイフルーッと同

程度に高いことが示された．

3．電気泳動後の活性染色により，アミノペプチダーゼ

の存在を確認したところ，アラニン，フェニルァラニン，

アルギニン，ロイシンの各アミノペプチダーゼ，そして

プロリンイミノペプチダーゼの活性が検出された．
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