
Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios

日 本家政 学会誌　Vol ，49　 No ，15 、14 （1998）

キ ウ イフ ル ー ツ の コ ラゲナ ー ゼ の 精製 と性質

堤 ち は る
， 永 弘 悦 子 ， 田 中 初 美 ，

　　　　 中 島 史 絵，吉 中 哲 子

（青葉学園短期大学）

原稿受付平成 8 年 7 月 24 日 ；原 稿受理 平成 9 年 10 月 3 日

Purification　and 　Seme 　Properties　of 　Collagenase　in　KiWifruit

Chiharu　TsuTsuMI
，
　Etsuko　NAGAHIRo

，
　Hatsumi 　TANAKA

，

　　　 Shie　NAKAJIMA　and 　Tetsuko　YosHINAKA

Aoba ・Gakuen ／unior 　CO 〃ege
，
　Setagaya一紘 Tokyo　154

　 Protcases　ln　kiwifruit　play　an 　lmportallt　role 　in　the　softening 　of 　carnivores ．　In　this　study ，　c〔♪11agenase

重nkiWifruit 　was 　inve 巳t  ated 　as 　a　nevel 　softening 　agent ．　Collagenase 　 activity 　iIl　the　tissue　 around 　the

seed 　was 　higher　than　thaしtn　the　core ，　the　ac しivity重n 　a　crude 　eXtract 　being　optimum 　at　pH 　5．O　and 　60℃．
The　enzyme 　wag 　purified　by　a ［nmonium 　su 星fate　precipitation　and 　Q　ioll−exchange 　and 　gei−filtrぬ on

chromategraphy 、　The 　moleclllar 　mass 　of 　the　purified　enzyme 　was 　about 　52　kDa 　by　gel　filtration　and 　60

kDa　by　SDS−PAGE ，　with 　a　single　band．　Hg α 2inhibited 廿le　collagenase 　activity ，　indicatirlg　that　the　SH

group　 at 　 the　 act 重ve 　 site 　 aIld ！or 仁he 　 eonformationally 　 important　 s重te　 of 　 the　 enzyme 　 was 　 cri 缸 ca 監．　 A
bivalent　meta ！lon　rllay　not 　be　required 　because　no 　effect 　of 　EDTA 　was 　apparen し No　prol，ease 　activity

was 　detected 　in　the　purified　 enzyrne ，　Collagenεしse 　εしctivity 　was 　h互gher　in　pineapPle，　 and 　lower　in　fig，
papaya ，　ginger　and 　 mango 　than 　that　m 　k量wifruit ，　These　 results 　suggest 　that　coUagenase 　in　kiwifruit
contributes 　tQ　the　s｛）ften孟ng 　of　carnivores 　together　w 隻th　proteases．
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　 1．緒 　 論

　キ ウ イフ ル
ー

ツ （Actinidia　chinensis 　P1anch）は，ニ

ュ
ージー

ラ ン ド特産の 果実として知られ て い る が ， 近

年 で は 日本 国内で も生産 され る よ う に な り，そ の 美 し

い 緑 色 と豊富 な ビ タ ミ ン C 含有量 か ら生食の 他 に ジ

ャ ム ，ワ イ ン ，ジ ュ
ー

ス など様 々 に利用 されて い る．

キウイ フ ル
ー

ッ 果汁 に は，牛肉軟化作用 （和辻 と宮本

ユ985，128）や ゼ ラ チ ン の 低分子化作用 （松本 と河村

ユ9．　88，123） が知 ら れ て い る．こ れ ら の 作用 は プ ロ テ

ア
ーゼ に よ り，食肉の pTfi 部の 構造 を維持 して い る筋

原線維た ん ぱ く質が 分解 さ れ る 結 果 と考え られ て い る．

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ の プ ロ テ ア
ーゼ 活 性 は ，Arcus

（1959，242） に よ りア クチ ニ ジ ン と して命名され，そ

の 後 McDowall （1970 ，
2ユ4） や 他 の 研 究 グ ル

ープ

（Boland　and 　Hardman 　 l972
，
282 ；Carne　and 　Moore

l978，73＞ に よ っ て 精製 され た ．こ の 酵 素 は，パ パ イ

ン ，フ ィシ ン ，プ ロ メ ラ イ ン と同様 ，チ オ
ー

ル プ ロ テ

ア ーゼ （McDowall　1970，214）で あ り，従 来 こ の プ

ロ テ アーゼ活性は カ ゼ イ ン や合成ペ プチ ドを基質と し

て 測定 され て きた （Yarnaguchi　et　al．1982，1983；橋

永等 1986，65 ；McDowall 　 l970
，
214 ；Brocklehurst

et　al．ユ981，739 ；wilson　and 　Burns 　 1983，1101）．著

者 らも豚肉軟化作用 に つ い て 報
・
告 したが （堤等 1994，

603），そ の軟化作用 の強さか ら，現在まで に報告 され

て い る プロ テ アーゼ に よ っ て 切 断さ れ な い コ ラーゲ ン

を特異的に 切断する コ ラ ゲ ナ ーゼ の 存在する 可能性が

考え られ た．

　 コ ラ ゲ ナ
ーゼ は ，近年，がん （Liotta　et　al，1982，

277），肝硬 変 （市 田 等 1988，410），歯 肉炎 （Golub

et　al．1985
，

12）等 に 深 く関与 して い る こ と が 報告 さ

れ て い る．また，コ ラ ゲナ
ーゼ は組織を結合する コ ラ

ーゲ ン 線維に 作用 し，各種の 臓 器 か ら 組織 をほ と ん ど
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傷つ ける こ とな く遊離させ る こ とから，心筋 （津田 と

赤池 1982，126），膵臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 （谷 口等

1982
，
299＞な ど の 細胞 の 切 り出 し用酵素と し て も利

用され て い る．

　コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性 を有す る植物と し て

，
パ パ イ ヤ と

生姜が報告され て い る が （Thompson 　et　at．1973，652；

橋本等 ユ991，127），キ ウ イ フ ル
ー

ツ の コ ラ ゲナ
ーゼ

に つ い て は知ら れ て い ない 、そ こ で ，今回著者ら は キ

ウ イ フ ル ー
ツ の コ ラゲナ

ーゼ 活性 に つ い て検討 し，本

酵素が キ ウ イフ ル
ー

ツ に存在す る こ とを新た に見い だ

し
， その 生 化学 的性状 を明らか に し たの で報告する ．

　 2．実験方法

　 （1） 実験材料

　 キ ウ イ フ ル ー
ッ は ニ ュ

ージー
ラ ン ド産ヘ イ ワ

ー
ド種

を用 い た ．コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 の 比較の ため に フ ィ リピ

ン 産パ イナ ッ プル ，ア メ リ カ合衆国産パ パ イ ヤ
，

メ キ

シ コ 産 マ ン ゴ ー
，国産 い ち じくな らび に 国産 の 生 姜

（生姜根茎）を用い た、

　  　キ ウ イ フ ル ー
ッ な ら び に各種果実の 粗抽出液の

　　　調製

　 キ ウ イ フ ル
ー

ッ を剥皮 し，長軸方向に 4 等分 し
， 果

心部 （白色部分） と果肉部 （緑色部分）に分け，ク ッ

キ ン グ カ ッ タ ー一（東芝 CQM −50）で そ れ ぞれ ホ モ ジ ナ

イズ し，さ らし （綿）で ろ 過 した （キ ウイ フ ル
ー

ツ粗

抽出液），

　パ イ ナ ッ プ ル
，

パ パ イ ヤ
，

マ ン ゴ ー
，い ち じく，な

らびに生姜は 剥皮 した．その 後 パ イナ ッ プ ル は長軸方

向に 8 等分 し，果心部を除去 し果肉部 の み と した もの

を ，
パ パ イ ヤ，マ ン ゴ ーは種を除 い た もの を ， また，

い ち じく，生姜は剥皮 した もの を，キ ウイ フ ル
ー

ツ粗

抽出液を調製する の と 同様 の 方法 を用 い て それぞ れ の

粗抽出液を調製した．

　（3） 熟度判定法

　熟度 の 判定は ，は じめ に片手で キ ウ イ フ ル
ー

ッ をに

ぎ り，硬 い もの ，や や や わ らか い もの ，や わ らか い も

の に分類 した．次に それぞ れ の 果実を剥皮 し， 短軸方

向に 1cm の 厚 さ に切 り，硬度計 （ASKER 　F 型 ， 高分

子計器社）を用 い て硬 さを測定した．その 結果，硬 さ

は硬 い もの 9ユ± 2，や や 硬 い もの 83± 4
，

や わ ら か い

もの 75 ± 1で あ っ た．そ こ で 固さが こ の 範囲 に 入 る も

の をそ れ ぞれ ，米熟果，適熟果，過熟果 と分類 した．

なお，あわせ て 糖度 に つ い て も糖度計 （ATG −1，ア タ

ゴ 社）を用 い て 測定 した と こ ろ ， それぞれ未熟果 14．8

± 0．4 度，適熟果 16．0± 0．6 度，過熟果 15．8± 0．4 度

で あ っ た．

　 （4） コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性の測定法

　 Mandle 法 （Mandle 　 et　al．1953
，
1323）を改良 した

方法で 測定 した．キ ウ イ フ ル ー
ツ 粗抽 出液 25μ

1に緩

衝 液 （10mM 　sodium 　aeetate −
acetic 　acid （pH 　5，0＞，

ユ00mM 　 NaCl
，

5mM 　 CaC12）を加え O．5ml とし ， 5
mg ／ml の 牛 ア キ レ ス 腱 1 型 コ ラ ーゲ ン （Sigma 社）
を 0．5ml 加 え十 分混和 し，各温度 で

一定時間反応 さ

せ た 後 ，10％ トリ ク ロ ル 酢酸溶液 lml を加 えて 反応

を停止 させた．30分間室温に て静置後，3，000　rpm ，

15分 間冷却遠心 分離 し，得 ら れ た 上清 に ニ ン ヒ ドリ

ン 試薬を加えて 発色 させ ， 570nm に おける吸光度を

測定する方法 （Moore　 and 　 Stein　l957，907） に よ り

酸可溶性 ペ プ チ ド量 を算出 した．L一ロ イ シ ン を 標準

物質と して用 い
，

コ ラ ゲ ナ ーゼ活性は，1分間に 1μmol

の ロ イ シ ン に相当する遊離量を 1　unit と定義 し，酵素

活性 の 単位 と し た．

　（5） 硫酸ア ン モ ニ ウム （硫安）分画

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ 粗 抽 出液 を 8，　OOO　rpm ，
20分 間冷

却遠心分離 して で ん ぷ ん を除い た．得られ た 上清液に

20％飽和 になる よ う硫酸ア ン モ ニ ウ ム を加えて 氷水中

で 1 時間塩析 し，15，　OOO　rpm ，
20 分 間冷却遠心 分離

を行 い O〜20％飽和画分 を得た ．さら に，得 られた上

清液 に 同様の 操作をくり返 し 20−−40％，40〜60％ 飽

和画分 を得 た ．これ らの 画分 をそれぞれ少量 の 緩衝液

（10mM 　sodium 　acetate −
acetic 　acid （pH 　5．0），100　mM

NaCl
， 5mM 　 GaClz）に溶解後，

一
晩同上 の 緩衝液中

で 4℃ に て透析 し，こ れ ら標品の コ ラゲナ
ーゼ 活性を

測定した．なお，精製操作は すべ て 4℃以下 の 温度で

行 っ た．

　  　プ ロ テ ア ーゼ 活性 の 測定法

　プ ロ テ アー一ゼ 活性 の 測 定 は 中西等 （1994，609） の

方法に 準 じて 行 っ た．カ ゼ イ ン （和光純薬社） 1g を

0．IM リン 酸緩衝液 （pH 　7、0） 100　ml に懸濁 させ，15

分 間沸騰水中 で 湯煎に か けた もの を用 い た （1％ カ ゼ

イ ン 溶 液），精製 酵素 20091 に 1 ％ カ ゼ イ ン 溶液 200

μ 1を添加後，ただちに混和 し 30分間反応 させた後，

5 ％ トリ ク ロ ル 酢酸溶液 600μ 1 を添加 し反応 を停止

さ せ た ．30 分 間室温 に て 静置後，10，　OOO　rpm
， 3分

間遠心分離 し，得られた上清の 280nm に お け る 吸光

度を測定 した ．ポ ジテ ィ ブ コ ン トロ
ー

ル と し て 1 ％ パ

パ イ ン 溶液 （ナ カ ラ イ テ ス ク社） を用 い て 同様の操作

を行 っ た．

6 （6 ）
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　（7） イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　あ らか じめ緩 衝液 （ユOmM 　Tris−HCI （pH 　7．4），100

エnM 　NaCl ， 5 皿 M 　CaCl2） で平衡化 した Econo −Pac　Q
Ion　Exchange 　Cartridge （1。2 × 4cm

， 充填剤 Macro

Prep　 Q　 Support，　 BIO−RAD 社） に コ ラ ゲナ
ーゼ 活性

を も つ 20・一一40％ 飽和硫安画分 を 添加 し
， 吸着させ た ．

カ ラ ム の 平衡化 に用 い た緩衝液 で 洗 浄後，100mM か

ら 30e　mM 　NaCI の 直線 的濃度勾配 による イオ ン 交換

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを流速 O、5ml／皿 in，採取量 1m1

で行 っ た ，得 ら れ た 各画分 の 280nm に おけ る吸 光度

と コ ラ ゲ ナ
…ゼ 活性を測定 した ．

　（8）　 ゲ ル ろ 過 クロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　 ヒ記で 得られた コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 の 存在す る画分 を

限外 ろ 過 フ ィ ル ター （ウ ル ト ラ フ リー 20，ウ ル トラ

フ リー CL　Plus　10，　000，　 Millipore社） を用 い て 濃縮

した．次 に 10mM 　Tris−H （）1 （pH 　7．4），100　mM 　NaCl ，

5mM 　CaCl2か らな る緩衝液 で平衡化 した Sephacryl　S−

300 カ ラ ム （1．5× 50cm ，　 Pharmacia社）に添加後，

「「1様の 緩衝 液を用 い て 流 速 0．5　ml ／min で溶出 し
， 採

取量 lml で ゲ ル ろ 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 っ た．

分子量 マ
ーカー （BIO−RAD 社） に は ビ タ ミン B 且2 （分

子量 1，350）， ミ オ グ ロ ビ ン （分子量 17，000），オ ボ ア

ル ブ ミ ン （分子量 44，000｝， γ
一グ ロ ブ リ ン （分子量

158，000），チ ロ グ ロ ブ リ ン 〔分子量 670，　000）を用い

た．得 られ た各画分 の 280　nm の 吸 光度 と コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ 活性 を測定 した．コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 を示 した画分 を

プ
ー

ル し，こ れ をキ ウ イ フ ル
ー

ッ 精製酵素と した．

　（9） 電気泳動

　SDS一ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 （PAGE ）は

Laemmli （1970 ，
680）の 方法 に 準 じて 行 っ た．分離

ゲ ル は ，7．5％ ア クリ ル ア ミ ド，濃 縮ゲ ル は 2，5％ ア

ク リ ル ア ミ ドを用 い た．電気泳動は熱変性 した試料お

よ び熱非変性の 試料を用い て行 っ た．熱変性 した試料

を用 い た方法 は，試料に O．5M の 2一メ ル カ プ トエ タ

ノ
…

ル を添加 し，100℃ で 5 分間加熱 す る こ と に よ り

行 っ た ．そ の 試料 10
μ
1を．ヒ記組成 の ゲ ル に 添加 した ．

2一メ ル カ プ トエ タ ノール は ，タ ン パ ク質分子 内 の S−

S結合を切断 し，SDS と タ ン パ ク質を結合 しや す くす

る目的 で 使用 した．濃 縮 ゲ ル で は 10mA ，分離ゲ ル

で は 50mA の 定電 流 で，1．5 時 間，室 温 で 通電 した

（dellatured　SDS −PAGE ）．電気泳動後，ゲ ル は 0、25％ ，

ク
ー

マ シ
ー

ブ リ リア ン トブ ル
…R−250を用 い て

一
昼 夜

染色 し，酢酸 を用 い て 脱色 した．

　熱非変性 の 場合，2一メ ル カ プ トエ タ ノ ール を添加せ

ず ， ま た，試料は非加熱 で Shimizu 　et 　ai ．（1989， 489）

の 方 法 に 準 じ て 泳 動 し た （none −derlatured　SDS−

PAGE ）．す な わ ち泳動 に先立 ち ， 試料 に グ リセ ロ
ー

ル と SDS を最終濃度がそ れぞれ 10％ と 1 ％ に な る よ

うに加 え，振 と うしなが ら 24 時間，4 ℃ で 反応 させ

た ，こ の 試料 10μ 1 を濃縮ゲ ル に 添加後 ，
10mA の 定

電流 で 3 時聞 4 ℃ で通電 し た．電気泳動後，ゲ ル の
一

部は上記の 方法で 染色後，脱色した．残りの ゲ ル は 染

色 しな い で 5mm 幅 に切 り，それぞれ の ゲ ル を 0．5％

ウシ ア ル ブ ミ ン ［in清 を含む緩衝液中 （10　mM 　Tris−HGl

（pH 　7．4＞，100　mM 　NaCI ，5mM 　CaCl2 ）で
，

5 ℃
，
48

時間振 とうす る こ とに よ りタ ン パ ク質を抽出 した．抽

出液を 12，　OOO　rpm ，3 分間の 冷却遠心分離後，上清

中 の コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 を 測定した．また，最終濃度 1

％ の SDS は コ ラ ゲナ
ーゼ 活性測定系に 影響を及 ぼ さ

な い こ とを確認 した ，

　電気泳動の分子 量 マ ーカ ー （BIO−RAD 社） に は，

オボ ア ル ブ ミ ン （分子 量 43，000），ウ シ血 清 ア ル ブ ミ

ン （分子 量 66，000） フ ォ ス フ ォ リ ラ ーゼ b （分子量

79， 000）， β
一ガ ラ ク トシ ダ

ー
ゼ （分子量 116，000），

ミオ シ ン （分子量 200，　OOO）を用 い た．

　  　た ん ぱ く質の定量法

　たん ぱ く質の 定量は，ウ シ血清 ア ル ブ ミン を標準物

質と し て ，た ん ぱ く質測定キ ッ ト （BIO−RAD 社〉を

用 い て行 っ た．

　3．実験結果

　（1） キ ウ イ フ ル ー
ツ 中 の コ ラ ゲナ

ーゼ 活性

　1）　 コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性 の 存在

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ 果汁中に コ ラ ゲ ナ ーゼ の 存在の有無

を知るため に牛ア キ レス 腱 1型 コ ラーゲ ン を基質と し

て，キ ウ イ フ ル ー
ッ 粗抽出液を 5 分間煮沸 した標品 と

非加熱標品の コ ラ
ー

ゲ ン 分解能 の 比較 を行 っ た．そ の

結 果，非加熱標 品で は コ ラ
ー

ゲ ン 分解能が観察され た

が
， 加熱標品 に は 活性 が 認 め られ なか っ た （実験デ ー

タ 省略）．こ の こ とか らキ ウ イ フ ル
ー

ツ 粗抽出液中に

含 まれる コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性は酵素に よ る もの と考えら

れた．

　2）　 コ ラ ゲ ナ ーゼ の 果実内分布と熟度

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ コ ラ ゲ ナ ーゼ の 果実内で の 存在部位

を明 らか に す る た め に，キ ウ イ フ ル
ー

ツ果 実を果心部

と果肉部に わけ，粗抽出液 の コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 の 比較

を行 っ た．そ の 結果，果肉部 に コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性が存

在 し，果心 部 に は存在 して い なか っ た （実験 デ
ー

タ 省

（7 ）
冖
’
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F孟g．1．　Effeet　ot
’
pH　on 　the　col！agenase 　a ¢ tivity　of 　a

　 　 　 crude 　extract   f　ki輌 fru産t

Areactioll　mix 軸 re 〔lonsisting 　of 　5　mM 　CaC［2、100　mM 　NaCi
，

51ng　Qf 　bovine　achilles 　tendon 　collagen （T3｛pe　I），and 　the

erude 　 extract 　 ues 　 incubaしed 　 at　 60 ℃ for　 40　 mln 　 in

different　p日一range 　buffers（10　mM ）； glycine−HGI （pH　3、G），
sodium 　acetate （pH 　40 ，45 ，50and 　5．5），sodium 　hydrogen
mal 乱te−NaOH （pH　6，0），　PIPES （pH　7．0），　Trls−HCI （pH 　7．4，
8．0），and 　glycine−NaOH （pH 　9．0）

略）．さ ら に，熟度 に よる コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 の 変化 を

観 察 した と こ ろ，適熟果 の コ ラ ゲ ナ
ーゼ活性 を IOO％

と す る と未熟果約 68．  ％ ，過熟果約 82，6％ で 共 に 活

性 は 低 か っ た．

　 3）　 コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 の 至適測定条件の検討

　pH の 影響 を知るた め に，　 pH 　3．Oか ら 9．O の範囲で

キ ウ イ フ ル ーツ 粗抽 出液の コ ラ ゲ ナ ーゼ活性を調べ た

と こ ろ ，pH 　5．0 で 最大活性 を示 した （Fig．1）．キ ウ

イ フ ル
ー

ッ 果 汁の pH は 3．3〜3．5 の 間 に あ るの で ，

コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性 は 果実 の 状態よ りや や pH の 高 い 状

態 で 強 い 活性 を示す こ とが 明 ら か に な っ た．

　次 に 本活性 の 温度依存性 に つ い て 25℃か ら 80℃ の

範囲 で 検討した ．コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 は 40℃ か ら 60℃

に かけて 急激 に 上昇 し，70℃ で やや低下 し，80℃で ほ

と ん ど 失 わ れ た （F   ，2）．

　上 記実験 よ り明 ら か と な っ た 至 適条件 （pH 　5．0 お

よび 60℃）下 で ，コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性の経時的変化 を

観察 し た．そ の 結果 ， 反応開始後 40 分 まで 反応生 成
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Fig．2，　 Effect　of　irlcubation　temperature　on 　the

　　　　collagenase 　activity 　in　the　⊂rude 　extract 　of

　 　 　 　 kiwifruit

The 　 reaction 　 mixture 　 con しaining　 the　 10　 mM 　sodium

acetate 　bl1£fer （pH 　 5．0） was 　 ir／cubated 　for　40　min 　 at

various 　temperatures ．

物は経時的 に 増加 し
， そ の 後平衡 に 達 した ．そ こ で 以

後の コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性 の 測定は，pH 　5．　0，60℃，40

分問の 反応条件で行 うこ とに した ．

　4）　 キ ウ イ フ ル ー
ツ コ ラ ゲ ナ ーゼ に及ぼ す保存条件

　　　 の 影響

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ 粗抽出液の 保存条件に よ る コ ラ ゲ ナ

ーゼ 活性 の 変化 につ い て検討 した．調製直後の 粗抽出

液 の コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 を 100％ とする と， 5℃，24時

間で 約 95％，48 時間で 約 75％，また 一20℃，7 日間

で 約 97％ ， 1 ヵ 月間で 約 89％ の 活 性 が み られ た

（Table　1）．

　 5）　 各種果実に含まれ る コ ラ ゲナ ーゼ活性の 比較

　 キウイフ ルー
ッ 粗抽出液の コ ラ ゲ ナ ーゼ活性と，他

の 果実 の コ ラ ゲ ナ
ーゼ活性と を比較検討 した．新鮮重

量あ た りの コ ラ ゲナ
ーゼ 活性 は

， キウイ フ ル
ー

ッ の 活

性 を 100％ と する と，パ イナ ッ プ ル は 約 185％ と高 く，

い ち じ く約 66．1％，パ パ イヤ約 36．6％，生姜約 8．9

％ ，マ ン ゴー約 5．O％ で あ っ た．

　（2） キ ウ イ フ ル ー
ッ コ ラ ゲ ナ

ー
ゼ の精製

　 1）　 イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

　 コ ラ ゲ ナ
ーゼ 活性 の 存在 した 20〜40％飽和 硫安画

分 を透析 した後 ，陰 イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに

8 （8 ）
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供 し た ．そ の 結果 ，
コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 は NaCl 濃度

175　mM で溶出された （Fig，3）．

　2）　ゲル ろ 過 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

　イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーよ り得られ た コ ラ ゲ

ナ
ー

ゼ活性画分 （Fraction　No ．74〜100） を濃縮後，

Sephacryl　S−300 カ ラ ム に 供 し た ．そ の 結果 ，
た ん ぱ

く質の 溶出画分と重な る位管 に コ ラゲナ
ーゼ活性をも

つ 画分が溶出 した （fig．4）．こ の 溶 出位置か ら分子量

は約 52kDa と推定さ れ た．こ の 画分 （Fraction　No ．

70− 89） を キ ウ イ フ ル
ー

ツ精製酵素 と して 以下 の 実験

Table　1，　Stability　of 　collagenase 　activity 　in　a　crude

　　　　 ex しract 　 of 　k孟Wifruit　 stored 　under 　different
　 　 　 　 conditions

Storage　eendit ，iOns

Ternperature　　　　　　　　　　　　Relative　activity 　（％ ）
　 　 　 　 　 　 　 Period
　　l℃）

　20

　 5
　 5
．・・20
− 20

（Fresh）

24h48h7dayslrnonth

／GO95
．075
．297

．089

．3

に供 し た．

　3） SDS一ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電気泳動 （PAGE ）

　精製酵素を常法 に従 い SDS−PAGE で 泳動 した ．す

な わち，試料を 2一メ ル カ プ トエ タ ノ ー
ル と SDS の 存

在下， 5 分加熱後泳動 した ，そ の 結果，約 60kDa の

位置 に 単
一

バ ン ドが 検出 され た （Fig．5）．

　次 に加熱変性 せず に none −denaむured 　SDS −PAGE で

検討 した とこ ろ ，denatured　SDS−PAGE と同様 に，約

60kDa の 位置に 単
．一

バ ン ドが認 め られ た （Fig．6）．

また ，ゲ ル を 5mm 間隔 で 切 り出 し，活性 を調 べ た と

こ ろ約 60kDa の 単
一

バ ン ド を含む 画分 に 活性 が 存 在

した （Fig、6）．これ ら電気泳動の結果か ら，キ ウ イ フ

ル
ー

ツ コ ラ ゲナ
ー

ゼは単量体で 活性を発現する こ とが

明 ら か と な っ た．

　（3） キ ウ イフ ル
ー

ツ コ ラ ゲ ナ
ーゼ の 諸性 質

　1）　 コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 に 及 ぼ す EDTA の 影響

　EDTA が コ ラ ゲ ナ
ーゼ の 阻害剤で あ る こ とは よ く知

られ て い るため （Gallop　et　al，1957，891），キ ウ イフ

ル
ー

ツ 精製酵素を用 い て その 影響 を調べ た ．その 結果，
EDTA 非添加の コ ラ ゲ ナ

ーゼ 活性 を 100％ とす る と，

EDTA 　10mM の 添加で 約 87％，100　mM の 添加 で も約

84％ の 活性 が 残存 した ．
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Fig．3．　 Q　ioll−exchange 　column 　chromatography 　of 　kiwifruit　collagenase

Adi 乱lyzed　solutioI ［ of 　the　ammonium 　sulfate −precipitated 　preparatior し （20
−40％ ）

was 　apphed 　to　an 　Econo−Pac　Q　ion−excl／ange 　cartridge 〔1．2 φ× 4 ¢ m ），　alld 　eluted
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Asample 　 was 　bQiled　 with 　O，5　M　2−mercaptoethanol 　and 　l

mM 　SDS 　for　5　mill ，　Lane　A ，　 rnQlecular 　weight 　marker ；lane

B，purified　kiwifruit　c （）！lagenase（10μ gof 　proteirl）．

　2）　キ ウ イ フ ル
ー

ツ コ ラ ゲ ナ ーゼ 活 性 に 及 ぼ す

　　　　HgG12 の 影響

　SH 酵素で あ る パ パ イ ン は ，水銀な どの 2 価の 金属

イ オ ン の 添加 で そ の 酵素活性 が抑制 さ れ る こ と は 知 ら
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none −denatured　purified　kiwifruit　col］agenase 　（1〔｝μg　of
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lo （10）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan society of Home Economics

NII-Electronic Library Service

Japan 　sooiety 　of 　Home 　Eoonomios
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Table 　2，　Protease　and 　collagenase 　activities 　Qf 　the　purified　collagenase 　preparation

Aetivity
Origin　ofenzyme

Substrate
　　 　 Ternperature
pH
　　 　　 　（℃）

Protease

（A280，m ＞

CoUagenase

　（A570。m ）

PapainKiWifruit

Kiwifrult

KiWifruit，

Kiwifruit

CaseinCaseinG

＆selnGollagenCol

監agen

0000077

匚
」

75

000003
つ
σ

63

だ
Q

　 o．69

〈 O．Q1

〈 0，01

0．050

．77

The 　protease 　and 　collagenase 　activities 　were 　assayed 　at　30　and 　60℃ for　30　mln 　in　a　100　mM

phosphate　buffer（pH 　7．0）or 　10　mM 　sodium 　ace 鳳 te−acetic 　acid 　buffer（pH 　5．0）cont 飢ning 　5

mM 　GaCI2　 and 　10  mM 　NaCl，　The 　substrate 　for　protease　actlvity 照 s　a　1％ caseln 　solution ．　A

crude 　extraet 　Df 　papain　was 　used 　for　the　positive　contro 正of　protease　activity ，　The　sul〕strate

for　collagellase 　activiしy　was 　51ug！ml 　of　a　bov正ne 　achilles　tendon　collagen （Type　D 　solutlon ．

ん 5 じ nlu ，　absorbance 　at　280   ；A570　nm ，　absorbanceat 　570   ，

れ て い る （Kimmel　and 　Smith　1954，515）．そ こ で，

精製酵素 （20μ g）を用 い て HgC12 の 影響 を観察 した．

そ の 結 果 ，
コ ラゲ ナ

ーゼ 活性は 反 応液 に O．1　rnM の

HgC12 を添加す る と無添加 の 場合 の 約 10％に活性 は

低下 し た ．次 に 30 分 間， 4 ℃ に て 0．1mM の HgC12

と反応させ た 後に，SH 化合物で あ る シ ス テ イ ン を 1

MM 反応液に加えた と こ ろ，　 HgC12 に よ る活性 の 阻害

は 解 除 さ れ ，活性は HgC12添加前 の 約 84％ に 回復 し

た，また， 1mM シ ス テ イン の み の 処理に よ り，顕著

な活性 の 変化 は観察さ れ なか っ た．

　3）　 キ ウ イ フ ルー
ッ プ ロ テ ア

ーゼ （ア ク チ ニ ジ ン ）

　　　との比較

　従 来報告 さ れ て い る キ ウ イ フ ル
ー

ツ プ ロ テ ア ーゼ

（ア クチ ニ ジ ン ） との 異 同を知る た め に ， 精製酵素の

プ ロ テ ア
…ゼ 活性 を，カ ゼ イ ン を基質と して，中西等

（1994，609）の 方法で測定 した．そ の 結果，精製酵素

は カ ゼ イ ン を基質と し た プ ロ テ ア
ー

ゼ測定条件下 で プ

ロ テ ア
ーゼ活性を示 さず，また，コ ラ ゲ ナ ーゼ活性測

定 の 至適条件で あ る pH 　5．0，60℃ で も活性 を示 さ な

か っ た （Table　2）．コ ラ ーゲ ン を基質と した場合に は
，

粗抽出液とほぼ
・
致 した結果が得 られた．こ れ らの 結

果か ら，本精製酵素に はプ ロ テ ア
ー

ゼ活性が認め られ

ない こ とが明 らか とな っ た．

　4＞　 キ ウ イ フ ル ー一
ッ コ ラ ゲ ナ ーゼ の 精製過程 の 要約

　キ ウ イ フ ルー
ツ 中 の コ ラ ゲ ナ ーゼの精製過程をまと

め た （Table　3＞，果実 10個 （約 1．2k9） よ り，20〜

40％ 硫安分画 で 2．1倍，イオ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で 5．4 倍，ゲ ル ろ 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で 11．6 倍

と精製 され最終的に は 1．38mg の コ ラ ゲ ナ ーゼ が得

られた．単純に計算する とキ ウ イフ ル
ー

ッ 1個あた り

最低量 ユ38y9 の コ ラゲナ
ーゼ が含まれ て い る こ とに

なる．回収率 は 約 11．4％ で あ っ た．

　4．考 　 察

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ の タ ン パ ク質分解酵素と して ，プロ

テ ア ーゼ に 関す る研 究は 多い が （Arcus ユ959
，
242 ；

McDowall　 I970，2ユ4 ；Boland　and 　Hardman 　1972，
282 ；Carne　and 　Moore 　1978，73），こ れ まで に コ ラ

ゲ ナ
ーゼ に つ い て は知 られて い ない ．

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の鰻終精製酵素は，プ

ロ テ ア
ー

ゼ活性を もた な い 分 子量 52kDa な い し は 60

kDa の 既存の プ ロ テ ア ーゼ と は異なる酵素で あ る こ と

を明 ら か に した．さらに，こ の 酵素 は電気泳動を熱変

性条件と非熱変性条件で行 っ た とこ．ろ分子量 に差が 見

られなか っ た こ と （F培．5，6），お よ びゲ ル ろ過 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ーの結果 （Fig．4＞か ら，単量体で活性

を発現する と考え ら れ た．

　キ ウ イ フ ル ー
ツ の プ ロ テ ア ーゼ は こ れ まで に SDS −

PAGE に よ り31　kDa （中西等 1994，609），　 Sephadex

G−50 カ ラ ム を用 い た ゲ ル ろ 過 に よ り 12．8kDa

（McDowall 　l970，214），ア ミ ノ 酸分析に よ り 23．5kDa

（Carne 　 and 　 Moore 　1978，73）の 複数 の 分子量 の酵素

が報告 され て い る．こ れ らの プ ロ テ アーゼ の 至適 pH

は 5．0〜7．0 の 範 囲に あ り，橋 永等 （1986，65）は

pH 　3．9 と 6．5 が，曽 田 等 （1987，36＞ は pH 　4．2付 近

が至適 で あ っ た と報告 して い る．また，至 適温 度は

（11） 11
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Table 　3．　 Summary 　of 　purification　stages 　for　collagenase 　aetivity 　from 　kiWifrUit

Purification

　 stage

Totalprotein

（m9 ＞

Totalactivi

むy

（unit つ

Specificact

量vity

（unit ／m9 ）

Purification

　 （ford）

Yield

（％ 〉

Crude 　extraet ， エ40．00

20−40％ saturated 　 ammoni −
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 25．66
　 um 　 sulfate

Econo −pac　 Q　 ion−exehange

　 chromatography

Sephacryl　S−300　gel　fi且trat重on

4．08

1．38

197．4

77．5

31．0

22．6

1．41

3．02

7．59

16．40

LO

2．1

5，4

l！．6

100

39．3

15．7

11，4
＊One 　unit 　of　enz3nne 　activity 　is　that　required 　to　catalyze 　the　release 　of 正μmol 　of　leucine！min ．

40〜50℃ （橋 永等 1986
，
65）， あ る い は 20℃ （曽田

等 1987，36）で あ る と 報告 して い る．

　熟度 に よ る キ ウ イ フ ル
ー

ツ の プ ロ テ ア
ーゼ と コ ラ ゲ

ナ
ーゼ 活性 を比較す る と，プロ テ ア

ーゼ は 追熟が進 む

に従い 活性が増加した （橋永等 1986，65）．一
方，コ

ラ ゲ ナ
ーゼ は 追熟 が進む に従い 活性が低 F した こ とか

ら両酵素 は 経時的な活性の 変化が異な る酵素で ある こ

とが示 され た．

　以上 の 報告お よ び 結果か ら ，
キ ウ イ フ ル

ー
ツ の コ ラ

ゲ ナ ーゼ とプ ロ テ ア
ーゼ は

一
部類似 の 性 質をもつ もの

の ，本 コ ラ ゲ ナ
ーゼ活性に はプ ロ テ ア

ーゼ 活性が認 め

られず （Table　2）， また
， 分子 量や至適pH ，温度な

ど の 生化学的性状 や物理化学的性状が異な っ た た め ，

明 らか に こ れ まで に報告され た プ ロ テ アーゼ とは異な

る別の酵素 で ある と 考え られ た ．

　キ ウ イ フ ル
ー

ツ の プ ロ テ ア
ーゼ （橋 永等 1986，65）

と本 コ ラ ゲ ナ ーゼ は室温 よ りも高 い 温度 で 活性 を示 し

た こ とか ら （Fig，2），両酵素は食肉の 調理 に際 して 加

熱処理 の 初期 の 段階 をゆ っ くり通過する調理 操作方法

を と る こ と に よ り，
タ ン パ ク質の 分解 を助 け る こ とが

示唆 された．

　Thompson 等 は，ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン を基質 と して

精製した生姜の プ ロ テ ア
ーゼ 中 に，コ ラ ゲナ

ーゼ 活性

の存在を報告した （Thompson 　 et　al，1973，652）．こ

の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ 活性 は pH 　5．　0，50℃ の 条件 下 で 最 大

活性を示 した ．生 姜の コ ラ ゲナ
ーゼ の 分子量 は明らか

に され て い ない が
，

プ ロ テ ア
ー

ゼ活性の 有無を除 き，

キ ウ イ フ ル
ー

ッ の コ ラ ゲナ
ーゼ と よ く似 た 性状 の 酵素

で ある と 思 わ れ る．

　
一

方，パ パ イ ヤ の プ ロ テ ア ーゼ も コ ラ ゲ ナ ーゼ活性

を 有 して い る （橋本等 1991，ユ27）．こ の パ パ イ ヤ 中

の コ ラ ゲ ナ ーゼ の 分 子量 も明 ら か に さ れ て な い が
，

pH 　7．4
，
50℃ の 条件下 で パ パ イヤ 中 の コ ラゲナ

ーゼ

は 生姜よ り弱い 活性 を示 した ．キ ウ イ フ ル
ー

ツ
， 生姜 ，

パ パ イヤ は 共 に 比較 的高温 （50℃）で も活性 を示す こ

とか ら，こ れ らの 酵素は熱安定性の 高い 酵素で ある と

思わ れ る．

　金属キ レー ト剤 （EDTA ）に よ り， 従来型 の コ ラ ゲ

ナ
ーゼ の 活性 は 阻害 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る

（Gallop　 et　 al．1957
，
891）．橋本等 （1991，127） は 生

姜 コ ラゲ ナ
ーゼ に 10mM の EDTA を添加 して も本研

究 の 結果 と同様，活性 に影響はなか っ た と報告 して い

る．こ の こ とか らキ ウ イ フ ル ー
ッ コ ラ ゲ ナ

ーゼ と生姜

コ ラ ゲ ナ ーゼは従来型の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ とは異な り，2

価金属要求性が ない と推定され た．

　また
，
SH 酵素で ある パ パ イ ン は水銀な どの 2 価 の

金 属 イ オ ン を添加 す る と酵 素 活性が 抑 制 さ れ る

（Ki  el　and 　Sm 鯤 954，515）．同様の 鵬 は，生姜

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ に つ い て も観察 された （橋本等 1991，

127＞．キ ウ イフ ル
ー

ツ コ ラ ゲ ナーゼ も金属 イオ ン で活

性が 阻害 され ，活性の 回復に SH 化合物を必須と す る

こ とか ら SH 酵素で ある こ とが強 く示唆され た．

　本研究の 結果か ら，キ ウ イ フ ル
ー

ツ に は こ れ まで に

報告 され て い る プ ロ テ ア
ーゼ の 他 に，コ ラ ゲナ

ーゼ活

性 の 存在する こ とが新たに明 らかにな っ た．キウイ フ

ル
ー

ツ は コ ラ ゲ ナ
ーゼ の 存在 に よ り，種 の 保存を容易

に して い る の で は ない か と思 われる．すなわち，コ ラ

ー
ゲ ン を含有す る食物を摂取す る雑食性の動物が好ん

で キ ゥ イ フ ル ー
ッ を摂取する こ と に よ り， 種子 が 遠隔

地まで広まる と い う有利性 の ため に存在する の か も し

れ ない ．

　本研究 に 用 い た粗抽出液は，加熱 や 冷凍保 存 に 対 し
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キ ウ イ フ ル ー
ツ の コ ラ ゲ ナ

ーゼ の 精製 と性質

て も比較的安定で あ り　（Fig．2
，
　 Table ユ），新鮮重量

あ た りの 活性 が
，

い ち じ く，
パ パ イ ヤ，生姜，マ ン ゴ

ー
に比 べ て 高か っ た こ とか ら， 日常 の調理 に お い て 各

種食 品，特 に 畜 肉，魚介類，内臓 肉などに添加 した場

合は，それ らの 可食部の搆造を維持 して い る 基質たん

ぱ く質で あ る コ ラーゲ ン に作用 し，さら に 従 来の プ ロ

テ ア
ーゼ とも協調的 に 作用 して ，比較的容易 に 肉を軟

化 させ
， テ クス チ ャ

ー
に影響 を及ぼす こ とが推察され

た．また，精製酵素 を用 い て 筋原線維たんぱ く質に対

す る 特異性等の 諸性質を明ら か に す る こ とに よ り， 食

品加工貯蔵の分野 や ，消化剤等医療の 分野へ の応用 の

可能性に つ い て も今後検討 して い きた い ．

　5．要 　 約

　キ ウ イフ ル
…

ツ 果汁中の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ活性の存在を

新た に明らか に し，さ ら に そ の 精製を行 い
， その 生化

学的性質に つ い て 検討し，以下 の ような結果 を得 た ．

　（D　籾抽出 液の 活性は 果 肉部 に あ り，
至 適 pH は

5，0， 至適温度は 60℃であ っ た．こ の こ とか ら，加熱

調理 の 初期 の 段階 で 本酵素は強 く作用す る もの と思 わ

れ た．

　（Z） 粗抽出液を・−20℃で ユカ 月冷凍保存 して も安定

で あ り，調製直後 の もの の 約 89％ の 活性が保持 さ れ

て い た ，

　（IS） 粗抽 出液の コ ラ ゲ ナ …ゼ 活性 は新鮮重量 あた り，

い ち じく，パ パ イヤ ，生姜，マ ン ゴ ーよ り高 く
，

パ イ

ナ ッ プ ル より低か っ た．

　（の　ゲ ル ろ 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

の 溶出位麗か ら，

本酵素の 分子 量 は約 52kDa と推定 さ れ た、精製酵素

の SDS−PAGE で は 約 60　kDa の 位置 に コ ラ ゲナ
ーゼ 活

‘
性を有 す る 単

一
バ ン ドが 検 出 さ れ た ．

　（5） 精製酵 素の コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性は ，100　m ．Nt の

EDTA の添加 に よっ て著明な減少は認め ら れ な か っ た ．

　（6） 精製酵素の コ ラ ゲ ナ ーゼ 活性 は
，
HgC ！2 に よ り

1蝋害さ れ ，シ ス テ イ ン に よ りその 阻害 は 回復 した，こ

の こ とか ら SH 酵素で ある こ とが 考え られ た，

　（7） 精製酵素 は プ ロ テ ア
ーゼ 活性 を示さなか っ た．

　（8） キ ウ イ フ ル
ー

ツ 1個 あた り最低 量 138μ g の コ

ラ ゲ ナ
ーゼ が含 まれ て い た．

　終わ りに，本研究に際し有益な ご助誉，ご指導をい

ただ きま した東邦大学医学部分子生物学研究室の 逸見

仁道博十 に深謝い た し ます．
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　注 ：本論文投稿後 に，キ ウ イ フ ル ーッ に プ ロ テ アーゼ お

よ び コ ラ ゲ ナーゼ 活性 を 有す る 22kDa の 酵素 の 存在が，
大山等 （1997，57）に よ っ て 報告 され た．しか しなが ら，
分子量 ， 至適条件ならび に プロ テ ア
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ら，本論 文 の 酵 素 と は 異 な る酵素 で ある と 考え られ た （大

山秀夫，榎本俊樹，永山伸一郎 （1997）キ ウ イ果汁プ ロ テ
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ーゼ の 多様性 とコ ラ

ー
ゲ ン分解活性，栄食誌，50，57−
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