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コメの新規アスパラギン酸プロテアーゼに関する

食品加工学的研究

阿 部 啓 子(東 京大学大学院農学生命科学研究科教授)

緒 言

アスパラギン酸プロテイナーゼ(AP)は 動物,

植物,微 生物の細胞内外に広 く分布してお り,消

化酵素ペプシン,キ モシン,血 圧調節をするレニ

ン,細 胞内プロテオリシスを担うカテプシンD

等重要なものが多く存在 している。

植物に存在するAPは オオムギ1),コ ムギ2),

ソバ3),コ メ4)等 の食糧種実をはじめとして数種

の植物か らタンパク質が精製され,ま たcDNA

クローニングにより一次構造が明らかにされてい

るものもある。

筆者 らはコメ種実 よりAP(オ リザ シンと命

名)を クローニングし詳細な研究5)を行い,オ リ

ザシンは登熟期に発現量が著しく多いこと,各 種

の植物ホルモンの影響を受けない等の性質を有 し

ていることを明らかにした。オリザシンが種子登

熟期に発現量が増大することから,種 子の貯蔵タ

ンパク質のプロセシングに関わ りを持ち,ま た,

発芽初期においては成長のための貯蔵タンパク質

の分解をも担っているものと考えられる。

本研究ではオリザシンの食品加工への応用面を

視野に入れ,そ のための基礎研究を行った。すな

わち,コ メ種子よりオ リザシンを精製 しその性質

を明らかにすると同時に本酵素の食品への応用の

一つとして
,凝 乳酵素 としての可能性を検討した。

実験方法

1.材 料および試薬

コメは東大田無農場で収穫された日本晴完熟種

子 を用いた。 ウ シヘモ グロ ビン(Sigma),DE52

(Whatman),SephadexG-100(Pharmacia

LKBBiochemistry),MonoQ(HR5/5)

(PharmaciaLKBBiochemistry),ペ プス タチ

ンA(ペ プ チ ド研 究会),ロ イ ペ プチ ン(ペ プチ

ド研 究 会),PMSF(ナ カ ラ イ テ ス ク)E-64

(Sigma),マ セ ロザ イムR-10(生 化学工 業),

EAH-Sepharose4B(PharmaciaLKBBio-

chemistry)を 使 用 した。

ス キム ミル ク(DIFCO)は2× ス キ ム ミル ク

溶 液(6%ス キ ム ミル ク,40mMCaCl2,50mM

リン酸 緩衝 液(pH6.3))を 調整 し,凝 乳 活性 測

定 に用 いた。

キ モ シ ン,ペ プ シ ン(Sigma)な ら び にx一 カ

ゼイ ン(Sigma)を 使 用 した。x一カゼイ ン水解 用

試薬 は100mMリ ン酸緩衝 液(pH6.3),100mM

グ リシン ーHCI緩 衝液(pH2.0),あ るい は100

mM酢 酸 緩 衝液(pH3.0)に1%に な る よ うに

調整 した。

その他,試 薬類 はすべ て特級 を使 用 した。

2.方 法

1)オ リザ シンの精製

酵 素活性 の測定

酸 変性 ヘモ グロ ビンを基質 とし,最 終濃度 が1

%に な る よ うに酢 酸緩 衝液0.1M(pH3.3)で 希

釈 し,酵 素 液 を10～50μ1加 えて100,ulと した。

37℃ で60分 間 反応 させ たの ち等 量 の0.4MTCA

を反応液 に加 えた。氷 中に5分 間放置 した のち,

8,000×9で10分 間遠 心 分離 を し,上 澄 の280nm

の吸 光値 を測 定 した。1unit(U)は 上記 の 条 件 で
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280nmのODが0.01増 加するものとする。

タンパク質量の測定

BCAKit(BCAProteinAssayReagent

PIERCE)を 用 い,30μg/ml～1,000,ug/mlの

BSA(bovineserumalbumin)を スタンダー ドと

して求めた。

SDS-PAGE

Laemmliの 方法6)に従った。

精 製 方 法

① 粗抽出液:2009の 乾燥完熟種子を粉砕し,

25mMリ ン酸ナ トリウム緩衝液(pH7.0)/0.15

MNaCl400mlを 加え氷中で冷や しながらホモ

ゲナイザーで10分 問抽出を した。粗抽 出液は

2000×9,15分 遠心分離をし固形物を除き,さ ら

に10,000×9,20分 遠心分離をし澱粉等を除去

した。 この上澄液を綿布でろ過し粗抽出液を得た。

② 硫安沈殿:① で調製 した粗抽出液に30%飽

和になるように硫安を加え,1時 聞以上放置した

のち10,000×9,20分 遠心分離をし沈殿画分を除

去 した。上澄液に60%飽 和 となるように硫安を加

えた。これを10,000×9,20分 遠心分離をし沈殿

を集め次の精製を行った。

③DEAE陰 イオン交換クロマトグラフィー:

DE52(Whatman)を25mMリ ン酸緩 衝液(pH

7.4)で 平衡化し,カ ラム(φ1.6cm×15cm)を 作

製した。②で得た硫安30～60%沈 殿画分をあらか

じめ25mMリ ン酸緩衝液(pH7.4)で 透析し,カ

ラムにチャージした後,カ ラムボリュームの5倍

量の25mMリ ン酸 ナトリウム緩衝液(pH7.4)

で非吸着画分を溶出 した。その後25mMリ ン酸

ナ トリウム緩衝液(pH7.4)/0.3MNaClで 溶出

した画分を集めた。溶出画分はPM10(Amicon)

を用いて限外ロ過を行いlml以 下に濃縮した。

④ ゲ ルろ過:SephadexG・100(Φ1.8×85

cm)を25mMリ ン酸 ナ トリウム緩衝 液(pH

7.35)/0.15MNaClで 平衡化した後③ で濃縮 し

た 活性 画分 を カ ラム にチ ャー ジ し,4mlず っ溶

出液 を分取 した。

⑤MonoQ(FPLC)ク ロ マ トグ ラ フ ィー:④

の活性 画分 をMonoQ(HR5/5)カ ラム を用 いて精

製 を進 め た。LCC500system(Pharmacia)を 使

用 した。 カラム を20mMTris-HC1(pH8.0)/0.1

M-NaCIで 平衡 化 させ④ の活性 画 分 をチ ャー ジ

し た。NaC1濃 度 を0.15MNaCl,0.2M,0.3M

と段 階 的 に上 昇 させ 溶 出 した。流 速 は0.5ml/

minと した。

⑥ ペプ スタチ ンア フィニテ ィー クロマ トグ ラ

フ ィー:ペ プスタチ ンア フィニテ ィーカ ラムは,

EAH-Sepharose4B(PharmaciaLKBBiochem-

istry)に ペ プス タチンA(ペ プチ ド研 究会)を カ

ップ リングす る ことによって 調製 した。ペ プス タ

チ ンAを12mMに なる よ うに75%メ タノ ール に

溶 解 した。溶液 の中 にア ミノ酸,カ ルボキ シル基,

リ ン酸基 が混入 しな い様 イオ ン交換,MiIiQ水 を

用 いた。EAH-Sepharose4Bは あ らか じ め75%

メ タノー ル に懸濁 した12mMペ プ ス タチ ン溶 液

をEAH-Sepharose4Bに 加 え,最 終 濃度 が0.1M

とな るよ うEDC(N-etyl・N'(-3-dimetylamino-

propyl)carbodiimidehydrochlorideを 加 え

(pHを4.5～6.0の 間 に調 整 しなが ら)室 温 で ゆ

っ くりと上 下 に回転 させ24時 間反 応終 了後,未 反

応 のペ プ スタ チ ンを75%MeOHで 洗 浄 し た。 次

に,得 られ た ペ プ ス タチ ンセ ファ ロ ース4B(5

ml)を カ ラ ム に 詰 め,0.4M酢 酸 緩 衝 液(pH

4.0/1MNaC1/0.5%Brij(吸 着用 バ ッフ ァー))

で平 衡化 させた。⑤ のMonoQク ロマ トグ ラフィ

ー の活 性 画分P2は ,最 終 濃 度 が0.1M酢 酸 緩 衝

液(pH4.0)/1M-NaCl/0。5%Brijに な る様 に 調

整 した後,ペ プス タチ ンセ ファ ロー ス4Bに 吸 着

させ た。吸着 後同バ ッファーで溶 出 したフ ラクシ

ョンの280nmの 吸光 値 がべ 一 ス ライ ンに落 ち る

まで 充 分 に洗 い,0.1MTris-HC1(pH8.2)/1M
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NaCl/0.1%Brijで 溶出し,lmlず つフラクショ

ンを集め,タ ンパク質量と活性を測定した。活性

画分はDE52を 用いて界面活性剤を除き,限 界ロ

過にて脱塩,濃 縮を行 った。

各種阻害剤の効果

精製オリザシン5unitを1%ヘ モグロビン/0.1

M酢 酸緩衝液(pH3.3)に 溶解 し,各 々の阻害

剤を表2に 示す濃度で加え,37℃,1時 間反応後

の活性を測定 した。

2)食 品加工への基礎実験方法

凝 乳 活 性

スキムミルク溶液に酵素液を加え,37°C,120

分インキュベー トした。テストチューブは傾けた

状態で静置 し,凝 乳活性はテストチューブを水平

に倒 したゲル化の状態により観察した。

x一カゼインの水解

X一カゼイン溶液(1%)16μ1に オリザシン0.6

μg,キ モシン1.6μgあ るいはペプシン1.6,ugを

加 え37°C,60分反応させた。反応液はLaemmli

の方法でSDS-PAGEを 行いCBB染 色をした。

結 果

1.コ メ種子のオリザシンの精製

オリザシンの精製は表1に 示すように6ス テッ

プで行った。コメのホモジネートは澱粉含量が多

く,こ れを除 くために硫安分画を行った。硫安画

分のタンパク質は17%に 減少し,プ ロテアーゼ活

性は27%と なりかなりの活性が消失したが,粗 抽

出液に含まれる微粒子の白濁爽雑物はほぼ完全に

除去された。ついで,陰 イオン交換クロマ トグラ

フィー(DEAE一 セルロース)を 行い,NaCl濃 度

0～0.3Mで 溶出される画分を集めた。 このステ

ップでは,4%の 活性が失われただけで総タンパ

ク質量は半分となり,比 活性は1.7倍 に上昇した。

ゲルロ過による精製ステップでは,タ ンパク質の

溶出パターンは1つ の小さなピークと1つ の大き

なピークとして現われ,プ ロテアーゼ活性は低分

子量の大きなピークとオーバーラップし,単 一ピ

ークとして現われた(図1)。MonoQ分 画では塩

濃度0.15M,0.2M,0.3Mで 溶出 した画分すべ

てにプロテアーゼ活性が認め られた(図2)。 各

フラクションのプロテアーゼ活性を測定 したとこ

ろ,P1は 総タンパク質量2.2mg,総 活性503U,

比 活性229U/mg,P2は 各々,2.8mg,877U,

313U/mg,P3は6.4mg,1195U,187U/mgと な

った。P1～P3ま でのすべてのプロテアーゼ活性

及びタンパク質量 を合計すると11.4mg,2575U

となり,前 段階の精製ステップの31.2%の 収量と

図1ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ ム(Sephadex-GlOO)

一 一ロー一 タ ンパ ク質 量

一 ◇一 一 ヘ モ グ ロ ビン を 基 質 と し た酵 素 活 性

表1オ リザシンの精製段階における比活性および収率
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図2MonoQク ロ マ トグ ラ ム

タ ン パ ク 質量
… ●… ヘ モ グ ロ ビン を 基 質 とし た酵 素 活 性

一… 一一NaCl濃 度

P1,P2,P3は 分 取 し た サ ン ブル を表 す 。

なった。P1～P3の 中で最 も比活性の高いものは

P2で あった。cDNAの 研究か らコメ中のオリザ

シンがマルチジーンを形成していることがすでに

明らかであるが,今 回のタンパク質レベルでの研

究からも複数のアイソザイムが存在している可能

性が示唆された。

っぎに,P2画 分をペプスタチンアフィニティ

ーカラムにて精製を行 った(図3) 。一般的にア

フィニティー精製は精製の早い段階で利用される

例が多いが,コ メの場合,早 い精製段階でのペプ

スタチンアフィニティー精製は成功しなかった。

原因 として,オ リザシンがコメ中の他成分と結合

してアフィニティカラムに吸着し難い状態になっ

ている等が挙げられる。ペプスタチンアフィニテ

ィー精製により,比 活性は前精製段階の10倍,粗

抽出液に対 しては約50倍になった。(表1)

2.オ リザシンのSDS・PAGE

精製オ リザシンをSDS-PAGEに 供したところ,

57kDa,53kDa,35kDa,25kDaの4本 のバ ン

ドが検出された。これに対 してオリザシン1のC

末端側抗体を用いてウエスタン分析をしたところ,

57kDaの バンドに強いシグナルが,53kDaに は

弱いシグナルが現われ,低 分子の2つ のバンドに

もごく弱いシグナルが現われた(図4)。

図3ベ ブスタチンアフィニティークロマトグラム

図 ヘモグロビンを基質とした酵素活性

タンパク質量

▼ 溶出緩衝液への交換点を示す

図4精 製オリザシンのSDS・PAGEお よびウエスタン分析
A.SDS-PAGE

B.オ リザシン1に対する抗血清を用いたウエスタン分析
M:サ イズマーカー

3.各 種阻害剤の効果

精製 したオ リザシンに対して,各 種のプロテア

ーゼ阻害剤の効果を調べたところ,ペ プスタチン
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では100%活 性が阻害されたが,EDTA,E-64,

PMSF,ロ イペプチン等,他 のプロテアーゼイン

ヒビターによる影響は全く受けなかった(表2)。

4.オ リザシンの食品加工への応用のための基

礎的解析

種子中にはAPを はじめシステインプロテアー

ゼのオリザイン等タイプの異なるプロテアーゼが

存在する。そこでコメの粗酵素液(硫 安30-60%

飽和画分)に ついてスキムミルクを用いた凝乳活

性の測定を行った(図5)。CaCl2存 在下,3%ス

キムミルク溶液(pH6.3)に 粗酵素液を加えて,

37℃でインキュベー トすると試験管を水平に倒し

ても形が崩れないゲル状に凝固した(レ ーン2)。

コントロールとして酵素液のかわ りに25mMリ

ン酸緩衝液(pH7.35)を 加えたものは凝固せず,

水平に倒した試験管内で液状のままである(レ ー

表2オ リザシンに対する各種プロテアーゼインヒビターの効果

反応は酸変性ヘモグロビンを基質として,0.1¥1酢 酸緩衝液

(pH3.3)で37℃,60分 間の条件て行った。

図5コ メ抽出粗酵素液のスキムミルクに対する凝固活性

試験菅のスキムミルク溶液に粗酵素液を加え,試験管を斜めに

傾けてpH6.3,37℃,120分 間放置した。その後,試験管を水平
に倒し,凝固の有無を観察した。

1:ス キ ム ミ ル ク溶 液(コ ン トロ ー ル)

2ス キムミルク溶液一粗抽出液

3ス キムミルク溶液†粗抽出液†0.lmMベ ブスタチン

4ス キムミルク溶液一粗抽出液+1mMEDTA
5:ス キ ム ミ ル ク溶 液 一 粗 抽 出 液+0.01mMロ イ ベ フ チ ン

6ス キムミルク溶液†粗抽出液+o.5mMPMSF

ン1)。 粗酵素液 を加 えた反応系に0.1mMペ プ

スタチ ン(レ ー ン3),1mMEDTA(レ ー ン

4),0.OlmMロ イペ プチン(レ ーン5),0.5

mMPMSF(レ ーン6)を 各々加 え,凝 乳する

か否かを調べたところ,ペ プスタチンを加えたも

のはコントロールと同様 に全 くゲル化せず,ミ ル

クは液状のままであったが,他 のインヒビターを

加えたものではインヒビターを加えないレーン2

と同様ゲル化をした。以上のことから,コ メ中に

存在するプロテアーゼのうちAPが 有意にスキム

ミルクを凝固させることを見い出した。

オ リザシンに凝乳活性が存在することが確認で

きたので,他 の凝乳酵素との作用機作の比較とし

て,凝 乳に最 も関係の深いx一カゼインを精製オ

リザシンで消化させた(図6)。x一 カゼインはカ

ゼインミセルの表層を取 り巻き,牛 乳中で疎水性

の αs一カゼインや β一カゼインをミセル内に安定

化 させ る働きをもつ。凝乳酵素は,κ 一カゼイン

の105Phe-106Metを 限定分解することで ミセル

の安定化を崩 し,凝 乳させる。凝乳はCa2+存 在

下,弱 酸性で行われる。x一カゼインは付加す る

糖鎖の大きさによって数種のバ リアントが存在す

るが,主 なものは分子量28kDaで ある(図6レ

図6各 種酸性プロテアーゼによるX一カゼインの水解
1:0.6uuオ リザ シ ン(pH3.0)2:0.6ugオ リ ザ シ ン(pH6.3)

3未 処理 のX・ カ ゼ イ ン 41.6μgペ プ シ ン(pH6.3)

511.6μgベ ブ シ ン(pH2.0) 6:1.6μgキ モ シ ン'(pH6.3)

7:1.6μ 貸 キモ シ ン(pH3.0)

Mレ ー ン1お よ び2の 分 子 量 マ ー カー は左 端 に,レ ー ン3～7

は右端に示す。
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一ン3) 。pH3.0で はオリザシンはx一カゼインを

ランダムに水解 した(レ ーン1)が,pH6.3で は

12kDaの バンドが生成 し低分子のバンドは認め

られなかった(レ ー ン2)。 また,ペ プシンも

pH2.0で 反応させるとx一カゼインはランダムに

低分子化した(レ ーン4)が,pH6.3で は,限 定

的な分解のみが生じていた(レ ーン5)。 キモシ

ンの場合も同様で,pH3.0で はレーン7に 示すよ

うに低分子化するのに対 しpH6.3で は限定分解

が生じて低分子化は起こらなかった(レ ーン6)。

考 察

精製したオリザシンは,AP特 異的阻害剤であ

るペプスタチンで完全に阻害 されたが,他 のプロ

テアーゼインヒビターでは全く阻害を受けず,

pepstatin-sensitiveasparticproteaSeで あるこ

とが確認 された。

MonoQで 分画 した際に複数のAP活 性 をもつ

ピークが出現したが,こ のことはコメ中に異なる

分子のAPが 複数種存在することを示唆している。

筆者らは,APを コー ドするcDNAが 複数存在

しこれらのクローンは互いに58～82%の 相同性 を

有していることを明らかにしたが,タ ンパク質レ

ベルでも同様の結果となった。ウエスタン分析で

は,オ リザシン1の 抗体 と反応をしたことから,

精製オ リザシンはcDNAか ら解析されたオリザ

シン1と 近似の構造をもつことが確認された。

精製オ リザシンの分子量はSDS-PAGEで は

57kDaで,オ リザシン1cDNAか ら推定 される

分子量は,プ ロ型では52kDa,成 熟型では48kDa

であった。土井らの報告ηではコメ中に存在する

APの 分子量はゲルろ過法により60～65kDaと さ

れている。本研究では精製オリザシンの分子量は,

cDNAか ら推定されるものより数kDa大 きかっ

た。その理由として,オ リザシン1cDNAに は2

ヵ所の糖鎖付加部位が(252NHT,400NKT)が

存在し実際に糖鎖が付加している可能性が考えら

れる。糖鎖に関してはサイプロシンが糖タンパク

質であることの報告8)があるが,オ リザシン1の

糖鎖付加部位である400NKTは サイプロシンに

も同様な配列がある。

ペプシン,キ モシンといった凝乳酵素は,胃 底

腺から胃腔に分泌される消化酵素で酸性条件下に

おいて活性化し,カ ゼインを消化する。 しかし,

凝乳酵素はプロテオリシスの最大を示すpHと は

異なる弱酸性下において凝乳反応の引き金を引 く。

本研究で精製したオリザシンのコメでの局在は,

種子のみではなく,葉 や根にも発現していること

が既に確認 されているが,そ の植物体内における

機能については未知である。しかしながらオリザ

シンはペプシン,キ モシンのような凝乳酵素とし

て利用できることを示す基礎データが得られた。

す なわ ち至 適pHは3.0で あるが,弱 酸 性 下

(pH6.3)で は,プ ロテアーゼ活性は非常に低 く

限定分解をした。微生物由来の凝乳活性を有する

酵素ムコールレンニン,エ ン ドシアペプシン,リ

ゾプスペプシン等も凝乳活性が高 くプロテアーゼ

活1生は低い。植物の凝乳酵素として最もよく研究

されているのは,カ ルドンの花に存在するアスパ

ラギン酸プロテアーゼ,サ イプロシンである。サ

イプロシンは,X一カゼ インの105Phe-106Met結

合を切断することが報告9)されている。また,す

でにサイプロシンを用いた羊の乳からのチーズが

市販されている。オ リザシンも同様の作用を有す

ることから将来食品加工に利用し得ると考えられ

る。また,オ リザシンはコメ由来であり安全性に

不安がない点や完熟種子中に存在することから安

価でしかも安定した供給が確保される点か らも食

品加工に利用する上で有益であると思われる。

ま と め

コメ種子のアスパラギン酸プロテイナーゼ(オ
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リザシン)を 硫安分画,DEAEセ ルロース交換

カラム,セ ファデックスG-100ゲ ルロ過カラム,

モノQ陰 イオン交換 カラムおよび,ペ プスタチ

ンアフィニティカラムクロマ トグラフィーにより

精製した。

アフィニティ精製後のオリザシンはペプスタチ

ンにより酵素活性 を阻害 されたが,EDTA,ロ

イペプチン,PMSF,E-64と いった他のタンパク

分解酵素の阻害剤では影響を受けなかった。凝乳

活性は30～60%硫 安分画した粗オ リザシンを用い

て行 った。その結果pH6.3で スキム ミルク液を

固めることがで き,そ のさいのx一カゼインの分

解パターンは,キ モシンやペプシンを用いて行っ

たときに見られる分解バンドである12KDaが 生

成し,凝 乳酵素として可能性が示唆された。

本研究を遂行するにあたり,研 究助成金を賜 り

ました浦上食品 ・食文化振興財団に深 く感謝いた

します。また,本 研究に協力を頂きました跡見学

園女子大学短期大学部助教授 朝倉富子博士に謝

意を表 します。
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Anasparticproteinaseinriceseeds(oryzasin)waspurifiedby(NH4)ZSO4fractiona-

tion,DEAE-celluoseanionexchangechromatography,SephadexG-100gelfiltration,Mono

Qanionexchangechromatography,andpepstatin-affinitychromatography.SDS-PAGE

showedtheaffinity-purifiedenzymetohavetwomolecularforms,57and53kDa,together

withtheirprobableautolysatesappearingastwosmallbandsat35and25kDa .The

affinity-purifiedoryzasiniscompletelyinhibitedbypepstatinbutnotaffectedbyother

proteinaseinhibitorssuchasEDTA,leupeptin,PMSF,andE-64.Themilk-clotting

activityoforyzasinwasinvestigatedusingthecrudeenzymeobtainedbyprecipitationat

30%and60%(NH4)ZSO4saturation.TheenzymeclottedaskimmilksolutionatpH6 .3,

yieldingthesamex-caseindigestpatternasthoseofchymosinandpepsinproducinga

12kDaband.


