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　 菜 葉 利用 サ ツ マ イ モ 品種 「す い お う」 は機 能 性 成 分 で あ

る カ フ ェ オ イ ル キ ナ 酸誘導体類を 含 み，且型 糖尿病の モ デ

ル 動 物 で あ る KK −Ay マ ウス を 用 い た糖 尿 病 改 善 作 用 （新

弁 ら 2007 ） に つ い て 報 告 さ れ て い る．ま た 、カ フ ェ オ イ

ル キナ 酸誘導体類に つ い て は ，α
一
ア ミラ

ーゼ 阻害活 性に つ

い て も報 告 され て お り （紙 谷 ら 2009 ），そ こ で用 い られ た

カ フ ェ オ イ ル キ ナ 酸誘導体類 は す い お う茎 葉 に も含ま れ る．

そ の た め，す い お う茎 葉 に もそ れ らの 抑 制 作用 が あ る こ と

が 期 待 され る．また，ポ リフ ェ ノ
ール 類 に は脂 質 酸化 抑 制

作用が あ り （Chedea ら 2010 ），す い お う茎 葉に 含 ま れ る

カ フ ェ オイ ル キナ 酸 誘導体 類 に も脂 質 酸化 抑 制 作用 が あ る

こ と が 期 待 さ れ る．

　機能性研 究 で は，実際に 機能が あ る こ とが実証 され な け

れ ばな らな い ．し か るに ，試 験 管 レ ベ ル で の 効 果 と動 物 実

験 レ ベ ル の そ れ と の 間 に は 大 き な ギ ャ ッ プ が あ る．表 面 プ

ラ ズ モ ン 共鳴 （SPR ）バ イオ セ ン サーは，生 体高 分 子 （酵 素）

と生 理 活性 成分 （基 質 ）と の 相 互 作 用 を よ り微 量 の サ ン プ ル

で 直 接的 に リア ル タイ ム な測定 が で き る．こ の 手 法 を 用い

て 酵 素 （ア ミ ラ
ーゼ お よ び リポ キ シ ゲナ

ー
ゼ ） と小 分 子 阻

害剤 の 結合を 反 応 速度論的 に解析 し た 結果 新薬発 見 の 過

程 で 役 に 立 つ こ とが 示 唆 され て い る （Nordin ら 2005 ）．

実際 に酵 素 へ の 作 用 が 解析 され るた め ，試 験 管 レ ベ ル で の

機 能性 発 現 よ り も よ り生体 レ ベ ル に 近 い も の で あ り動 物 実

験 実施 へ の 橋渡 し が 期待 され る．本研 究 で は，ア ミ ラーゼ

お よ び リボ キ シ ゲナ
ーゼ とカ フェオ イ ル キ ナ 酸誘導体の 相

互 作 用 を定 量 す る．前者 は血 糖値 上 昇 抑制，後者 は脂 質 劣

化抑制を想定 し，機能性 物質 を有す る 作物 の 効率的選 抜の

一
助 とな る こ とが期 待 され る．

材料 と 方 法

1　 試料

本研 究 で 分 析 し た 6 種 の カ フ ェ オ イ ル キ ナ 酸 （CQA ）誘

導体 は，カ フ ェ 酸 （CA），ク ロ ロ ゲ ン 酸 （chlorogenic 　acid ，

5−0 −CQA ），3−0 ，4−0 −diCQA （3，4−diCQA ），3−0 ，5−O −

diCQA （3，5−diCQA ），4−0 ，5−O −diCQA （4，5−diCQA ） お

よび 3−O ，4−O ，5−0 −triCQA （3，4．5−triCQA ）で あ る．カ フ ェ

酸は ，和光純薬 ］業 株式 会社製 （人 阪） を，ク ロ ロ ゲ ン 酸

は Sigma−Aldrich社二製 （Missouri，　 US ）を，3，4
−diCQA，

3，5−diCQA ，4，5−diCQA お よび 3A5 −triCQA は サ ツ マ イ モ

茎 葉か ら精 製 後 ，供 試 した （石 黒 ら 2007）．そ の 他，SPR

分 析 用 試 薬 と して ，ア ミ ン カ ッ ブ リ ン グ キ ッ トは GE

Hcalthcare社二製 （Buckinghamshire 　UK ）を用 い た，

2 ．測 定機 器

　SPR バ イオセ ンサー
は ，　 Biacore　T100 （GE 　I’lealthcare

社 製 ） を 使 用 し，固 定 化 ・相 互 作 用 測 定 の 条 件 設 定

は ，機 器 付 属 の Biacore　 T −100　 Control　S 〔〕ftware （GE

Healthcare 社 2007 ）を使 用 した ．ま た，実 験 の 開始 前 後

にBiacore　 T1001nstrument 　 IIandbook　 Ver 　AA に従 い ，

メ ン テナ ン ス キ ッ ト （GE 　Healthcare社製）を用い て ，ラ

イ ン 洗 浄 （Desc ）rb ）を行 っ た．

＊ 連 絡 賁 任者 ：kouzan＠ affrc 、go ．jp

3 ．酵素 の 固 定化

　ア ミ ラ
ー

ゼ 　（SIGMA α
一Amylase　 froln　 human ，　 EC

3．2，1．1），リ ポ キ シ ゲナ
ーゼ （SIGMA 　Lipoxidase　from

soybean ，　 EC 　 1．S3．1L12 ） は ，機 器 に 装 備 され た コ ン ト

ロ
ー

ル ソ フ トウェ ア （Biacore　TlOO　 Corltrol　 Software）

を用 い ，ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ法 で ，セ ン サーチ ッ プ Cl

（GE 　Healthcare社製）に 以 下 の ス テ ッ プ を経て ，それ ぞ れ

別 の 流 駱 に 固定 化 し た ： 表 面 の カ ル ボ キ シル 垈 を賦活 化 さ

せ る た め に ，0．2M 　 l−ethyl −3−（3−dimethylaminopropyl）

carbodiimide 　　 hydrochloride　　 （EDC ）　 と　 501ηM

N −hydroxysuccinimide （NI−IS）の 混 合 溶 液 を 流 速 10μ1／

min で 7 分 間注 入 した．

　 酵 素 溶 液 と し て ア ミ ラ
ーゼ お よ び リポ キ シ ゲナ

ーゼ そ れ

キ
ー

ワ
ー

ド ： ア ミラ
ーゼ ，カ ブ ＝ オ イ ル キ ナ 酸 誘 導 体 ，す い

　 　 　 　 　 お う，表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴（SPR ）バ イ オ セ ン サ X

　 　 　 　 　 　リポ キ シ ゲナーゼ
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それ 0．エU を20μ1の Milli−Q水 に 溶か し，さら に 10mM 酢 酸

緩衝 液 （p115，0）80μ1を加 え，セ ン サー
チ ッ プ に 流 速 10PtV

min で 7 分 間注人 し て ，タ ン パ ク 質 表 面の ア ミ ノ 基 と セ ン

サーチ ッ プ表 面 に あ る賦活化 し たカ ル ボル シ ル 基 と を結合

させ た．

　賦 活 化 され て い るが タ ン パ ク質 と結 合 し なか っ た表 面の

カ ル ボ ル シ ル 基 を ブ ロ ッ キ ン グ す る た め ， IM −

ethanolamine 寸HCIを流 速 ユOμ1／min で 7 分 閙 注 入 した．セ

ン サ
ー

チ ッ プClを選 択 し た 理 由は，一
般的な セ ン サ

ー
チ ッ

プで あ るCM5 に は，チ ッ ブ
．
内 に デ キ ス トラ ン が 装 着 され ，

デ キス トラ ン と カ フ ェ オ イル キ ナ酸 誘 導 体 類 との 相 互 作 用

の 口∫能性 が あ る た め ，デ キ ス トラ ン を 持た ない C1 を 選 定

す る こ とで ，こ れ を排 除す るため で あ る （Biacore　 Sensor

Surface　 Handbook ）．ま た ，タ ン パ ク 質 の 固 定化 量 を 少

な く し，ア ナ ラ イ ト （分 析 対象 ，こ こ で は カ フ ェオ イ ル キ

ナ 酸誘 導体 類 ） と リガ ン ド （こ こ で は酵 素 ） の 相 互 作 用 の

速 さ よ り も，ア ナ ラ イ トの 供給の 速 さが遅 く，そ の た め ア

ナ ラ イ トと リ ガ ン ドの 相 互 作 用 で は な く，ア ナ ラ イ トの 供

給 の 速 さ を 測 定 して し ま うこ と （マ ス トラ ン ス ポー ト リ ミ

テ
ーシ ョ ン ） を避 け る た めで あ る ，

4 ．ラ ン ニ ン グバ ッ フ ァ
ー

と サ ン プル 溶 液の 作 製

　ラ ン ニ ン グバ ッ フ ァ
ーと して ，1．IBS−EP ＋ 10X （GE ヘ ル

ス ケ ア 社 製 ）に ジ メ チ ル ス ル ホ キ サ イ ド （DMSO ）が 最

終濃度 で o、6％ とな る よ うに 加 え，Milti−Q 水で 希 釈 し た

溶 液 を 用 い た ．そ の 成 分 内 容 は，O，1　M 　HEPES （4
−
（2
−

hydroxyethyl）
−1−piperazineethanesulfollic 　acid ）），1．5

MNaCl ，30mM 　EDTA ，0，5％ v／v 　Surfactant　P20，0．6％

vfv 　DMSO で あ る．

　サ ン プ ル 溶液 と して ，あ ら か じ め 20mM 濃度 に DMSO で

希 釈 して お い た カ フ ェ オ イル キナ 酸誘 導体類 を，0，2．5，5，

］e，15，20，25，30，35，40，45，5〔  M の 濃 度 とな る よ うに

ラ ン ニ ン グバ ッ フ ァ
ー

で 希釈 した．

5 ．酵素とカ フ ェ オイルキナ 酸誘 導体類との 相互 作用 測 定法

　サ ン プ ル 溶 液 を添加 時 間 6Q秒，流 速 30μi／min で 注 入 し，

反 応 を 計 測 した 、サ ン プ ル 溶液 注 人 終了 か ら 140秒 後 に ，

更新 溶 液 と して 20mM −NaOH を添加 時 間60秒，流 速 30μ1／

min で 注入 し，セ ン サ
ー

チ ッ プ 内 に 残 っ た カ フ ェ オ イ ル キ

ナ酸誘導体類 を除 去 し た．最初に サ ン プ ル 溶液の 代 わ りに

サ ン プ ル バ ッ フ ァ
ー

で 10回 同様 の 操 作 を行 っ た 後，そ れ ぞ

れ の カ フ ェ オイ ル キナ 酸誘 導体類 の 各 濃 度 にっ い て 3 回 試

験 を行 っ た，なお ，濃度 と反 応 時 問 を決 定す る に 当た り，

予 備 実 験 で 適 切 な 濃 度範 囲 を 予 測 し，60秒 の 反 応 時 聞 で 平

衡 に 達 す る 事 を 確 認 し た ．こ れ ら の 結 果 の 解析 に は ，機 器

付 属 の 解 析 ソ フ トウ ェ ア で あ る Biacore　 TlOO　Evaluation

Software　 Ver ［．1．1を用 い た．

　 サ ン プル 溶液 等 を注入 し て い な い 問 は，ラ ン ニ ン グバ ッ

フ ァ
ーを 流速10μA／皿 inで 注 入 し 続け た ． 1 種類の カ フ ェ ．

オ イ ル キ ナ 酸誘 導 体 類 の 濃 度 シ リ
ー

ズ の 測 定 の 前 後 に ，O，

o．2，0．4，0．6，0．8，1．o，1．2，　 M ％ 濃 度 の Milli−Q水 で 希 釈

した DMSO を流 し溶媒補 正 が行 え る よ うに した ．

結 果 と 考察

　酵 素 の 固定 化 に よ るセ ン サ
ー

チ ソ プ C ユへ の 固 定 化 量 は

ア ミ ラ
ーゼ 489．4RU ，リポ キ シ ゲナ

ーゼ 545．6RU で あ る ．

同様 の 操 作 をセ ン サ ーチ ッ プ CM5 で 行 い 得 られ た 固 定 化

量 が，ア ミ ラ
ーゼ2762RU ，リポ キ シ ゲナ

ーゼ 9640 ．1RU で

あ り，CM5 を 用 い た 場 合 よ り も 固 定化 最 が少 な い ．こ の こ

とは，上 述 の マ ス トラ ン ス ポ ートリミテーシ ョ ン が 起 こ り

に くい こ と を 示 して い る．

　それ ぞ れ の カ フ ェ オイ ル キナ 酸誘 導体 類 の 濃度 シ リーズ

に 対 す る 平衡 値 の プ ロ ッ トか ら解 離 定 数 （K 。） の 算 出 を

行 うこ と と した ．結 果 を 解析 し，カ フェオ イ ル キ ナ 酸誘 導

体 類 と酵 素類 との 結 合 の 強 さを 求 め るた めの ア フ ィ ニ テ ィ

解析 を以下 の 手順で 行っ た ：酵素固定化 フ U 一
セ ル の 値 か

ら リ フ ァ レ ン ス セ ル フ ロ
ーセ ル の 値 を 差 し引 い て ，酵 素 と

カ フ ェ オ イ ル キ ナ 酸 誘 導体 類 の 反応 を求 め た．第 1 図 は ，

3，5−diCQA の 場合で ，ア ミ ラ
ーゼ を 固定化 させ た フ ロ

ー
セ

ル お よび リフ ァ レ ン ス フ ロ
ーセ ル の セ ン サーグ ラ ム の 差 を

示 し た もの で あ り，実 験 し た す べ て の 濃 度 系列 お よびす べ

て の 繰 り返 した もの を示 し た．サ ン プル 注入 を して 平衡 に

達 した時 の 値 を読 み取 るた め に，サ ン プル 注入 終 了 直 前 の

レ ス ポ ン ス を レ ．ス ポ ン ス 値 （RU ） と し て 測 定 し た．同様

に し て，試験 したす べ て の カ フ ェ オ イ ル キ ナ酸 誘導 体類 に

つ い て ，平衡 状 態 で の 酵 素 が 結 合 し た フ ロ ーセ ル の 測 定値

か ら，リフ ァ レ ン ス フ ロ
ーセ ル の 測定値 を差 し 引い て レ ス

ポ ン ス 値 （RU ） を求 めた．ま た，リポ キ シ ゲ ナーゼ にっ

い て は ，リフ ァ レ ン ス フ ロ
ー

セ ル の レ ス ポ ン ス 値 の 方 が リ

ポキ シ ゲナーゼ を固 定 した フ ロ
ーセ ル よ り も大 き か っ た た

め，溶媒 補．IEを行 っ た，

　 K 。値 の 決定は ，第 2 図の よ うに，基質濃度 をX軸に，レ

ス ポ ン ス 値 をY 軸 に プ ロ ッ ト した．次 い で ，K 。値 は ，レ ス

ポ ン ス 値 が Rmax （反 応が 平衡 に達 して それ 以 上 に な らな

い レ ス ポ ン ス 値 ，す な わ ちセ ン サー
表面 に あ る酵素が すべ

て カ フ ェ オ イ ル キナ 酸 誘 導 体 類 と結 合 した 時 の 値 ） の ］／2

奮i。

通
K　OAK

−Io

　
−20

　 　 　0　　　　　　　　20　　　　　　　40　　　　　　　 60　　　　　　　80
　　　　　　　　　　 軽過 時 間 （秒 ）

第 歪図　ア ミラ
ーゼ を固定化 したフ ローセル の レスポンス 値か ら

　 　 　 リフ ァ レ ン ス の フ ロ ー
セ ル の それ を差し引 い て得 られる

　　　 セ ン サ
ーグラム （各種 濃度の 3．5−diCQA 溶液を注入 ），

　 　 　 図中で 大 き く極 大極 小 と な る の は ，サ ンプ ル 溶 液 注 入 開 始

　 　 　 　（10S ）お よ び サ ン プ ル 溶液 注入終 了 〔70S）．
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第 2 図
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ア ミラ
ーゼ に 対す る3，5−diCQA の 各種濃度で の レス ポン

ス 値 とアフ ィ＝ テ ィ解 析 （平 衡値 解析 ）の 結 果 （基質

濃 度をX軸 に，その レスポンス値 をY軸 にプロ ッ ト）．
K ［：値 は ，レ ス ポ ン ス 値 が Rmax （反応 が 平 衡に 達し て そ れ

以 上 に な らな い レ ス ポ ン ス 値 ）の 112と な る 時 の サ ン プ ル 濃

度 （図 中の 垂 直線 が 示 す濃 度）と し て 機器 付属 の 解析 ソ フ

トソフ ト ウェア を用 い て 算出．

摘　 　要

　表 面 プ ラ ズ モ ン 共鳴 （SPR ）バ イ オ セ ン サーを用 い ，サ ツ

マ イ モ の 茎 葉 に 含有さ れ る機 能 性 成分 ： カ フ ェ オ イ ル キ ナ

酸 （CQA ）類 と，ア ミラ
ーゼ お よび リポ キ シ ゲ ナーゼ との

相互 作用 を解析 した．ア フ ィ ニ テ ィ 解析 （平衡値解析）を

行っ た結果，両 方の 酵素で 3，4，5−triCQA の KDが最も小 さか っ

た （相 互 作 用 が 強 か っ た）．リボ キ シ ゲ ナーゼ で は ，3，5−

diCQA ，3，4−diCQA ，ク 卩 ロ ゲ ン 酸，4，5−diCQA ，カ フ ェ

酸の 順 に 大 き くな り，カ フ ェ オ イ ル 基 の 結 合 して い る 数 と

位置 に よ りK 。が決 定 され る 傾 向 が見 られ た． 試 験 管 レ ベ

ル で の 機能 性 ス ク リ
ー

ニ ン グ を 越 え て 効 果的 と期 待 され る．

第 1 表 SPR を用い て 得られ た酵素 とカフ ェ オ イル キ ナ酸誘導

体類との KD値 （μM ）

Lipoxidase 　 　 Amylase

引用文献

3一θ ，4−0 ，5−0 −triCQA
3−0 ，4−0 −diCQA
3−0 ，5−O −diCQA
4−0 ，5−0 −diCQA

カ フ ェ 酸

ク ロ ロ ゲ ン 酸 （5−0 −CQA ）

0．509

．555

．1515

．3135

．5011

．29

1．（，03

，584

．791

，627

，621

．70

とな る時の ア ナ ラ イ ト濃度 （第 2 図の 重直線が示 す濃度）

と して 機 器付 属 の 解析 ソ フ ト ソ フ トウ ェ ア を用 い て 算 出 し

た．

　そ の よ うに して 得 られ た，カ フ ェ オ イル キ ナ 酸誘導体類

とア ミ ラ
ーゼ お よ び リポ キ シ ゲ ナ

ーゼ と の 相 互 作 用 の K 、，

値 を第 至 表 に示 す ．い ず れ の 酵 素 で も3，4．5−triCQA の K 。が

最 も小 さか っ た （相 互 作用が 強か っ た ）．リポ キ シ ゲナ
ー

ゼ で は，3，5
−diCQA く 3，4−diCQA＜ ク ロ ロ ゲ ン 酸 く 4，5−

diCQA 〈 カ フ ェ 酸の 順 に 人 き くな っ た （相互 作 用 は 弱 く

な っ た）．一
方，ア ミ ラ

ーゼ で は ，4，5−diCQA ＜ ク 卩 ロ ゲ

ン 酸 く 3，4
−diCQA ＜ 3，5

−diCQA ＜ ＜ カ フ ェ 酸 の 順 に 大 き く

な っ た （相 互作用 は 弱 くな っ た ）．カ フ ェ オ イ ル 基 の 結合

し て い る 数 と位 置 に よ りK ，，が決 定 され る傾 向が 見 られ た．

石 黒 ら （2007 ）は サ ツ マ イ モ 茎 葉 の 血 圧 降
．
F作 用 を調 べ て ，

カ フ ェ オ イ ル キ ナ 酸誘導体類 の ア ン ギ オ テ ン シ ン 1変換酵

素 阻 害 活 性 で 3，4，5−triCQA の 括 性 が 最 も 高 く，3，4−

diCQA ＞4，5−diCQA ＞ ク ロ ロ ゲ ン 酸 〉 ，5−diCQA ＞ カ フ ェ

酸 の 活性 の 強 さ の が得 られ た と して い る ．い ず れ も3A ，5−

triCQA の 作用 が 強 く，カ フ ェ酸 の 作 用 が 弱 か っ た ．酵 素

に よ っ て，カ フ ＝ オ イル 基 の 結合 して い る数 と位 置 が，活

性に 影響す るこ とが認 め られ た．酵素に よ り若干 異な る が，

置換 基 の 機 作 の 重 要 性 が 認 識 され た．今 回 は標 品 で の 酵 素

との 相 互 作 用解 析 で あ っ た が，葉 か ら の 抽 出 物 で 相 互 作 用

解析 が で き れ ば，試 験 管 レ ベ ル で の 機 能 性 研 究 を越 え た 機

能 性 作 物 の よ り効 果 的 ・効 率 的 な選 抜 の 　助 とな る こ とが

期待 され る ．
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