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1 は じ め に

 植 物 性 食 品 の 中 に は,多 くの哺 乳 動 物 の タ ンパ ク分

解 酵素(Protease)を 阻 害 す る物 質(Protease Inhibi・

tor)が,広 く分 布 して い る。

 一 般 に は,1種 類 の植 物 性 食 品 か ら数 種 類 のInhi・

bitorsが 見 い 出 さ れ て い る。 た とえ ば,大 豆Dか らは

7種 類 あ る い は そ れ 以 上 のInhibitorsが 分 離 さ れ,そ

の 各 々 はProteaseに 対 して 固 有 の 特 異 性 を 示 す もの で

あ った り,ま た は特 異 性 や 分 子 量 が ほ ぼ 同0で あ りな

が らタ ンパ ク質 構 造 が 異 な る と い う報 告2)が され て い

る。 さ ら に,リ マ 豆3).じ ゃが い も4),大 麦5),小 麦 胚

芽6),な す の 果 皮7)に つ い て も報 告 が され て い る 。 こ

れ らのProtease Inhibitorsの 存 在 や そ の性 質 を 明 らか

にす る こ と は.食 品 を評 価 す る上 で 非 常 に有 要 な デ ー

タ に な る。 ま た,な ぜ この よ うなInhibitorが 存 在 す

るか,し か も数 多 く存 在 す るか.そ の意 義 につ い て も

討 議 さ れ て い るが 推 測 の域 を 出て い な い。 これ らにつ

いて 検 討 す る こ と も極 あ て 興 味 深 い研 究 課 題 で あ る 。

小 麦 胚 乳 につ い て もす で に1種 類 のProtease Inhibi-

torが 単 離 さ れ,そ の 性 質 に つ いて 報 告8)さ れ て い る

が,こ れ 以 外 に も阻 害 活 性 成 分 が 認 め られ て い る。

 そ こで 本 研 究 で は.こ れ らの成 分 の 分 離 ・精 製 法 を

検 討 す る と と もに.得 られ たMinor Protease Inhibi・

torsに つ いて 性 質 を 明 らか に す る こ と を 目 的 と した 。

豆 実 験 方 法

 1.材 料:試 料として.1979年 カナダ産 カナダウェ

スタン種硬質小麦 の胚乳を 日清製粉株式会社 より入手
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した。Sephadex G-75(fine, super fine), SP-Sepha-

dex C-25はPharmacia Fine Chemicals Co.製 品 を,

Trypsin(2 X cryst, from bovin pancreas), a-Chy-

motrypsin(3×cryst. from bovin pancreas)はSigma

Chemical Co.製 品 を,α 一N-Benzoyl-D.L.-Arginine-

p--Nitroanilide・HCI(BANA)は 財 団 法 人 蛋 白質 研

究 奨 励 会 の 製 品 を,N-Acetyl--L-Tyrosine Ethyl Ester

Monohydrate(ATEE)は 半 井 化 学 薬 品 株 式 会 社 の 製

品 を そ れ ぞ れ 使 用 した 。 ま た.そ の 他 の 試 薬 は市 販 特

級 試 薬 を用 い た 。

 2.小 麦 胚 乳 のMinor Protease Inhibitorsの 分 離 ・

精 製:小 麦 胚 乳 に10倍 量 の0.1M塩 化 ナ ト リウム 溶 液

を 加 え 活 性 成 分 を 抽 出後.こ の 抽 出 液 を60℃,10分 間

加 熱 処 理 し,遠 心 分 離 後,上 清 を 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム で 塩

析 した(0.8飽 和)。 沈 殿 物 を少 量 の 水 に 溶 か した 後,

水 に対 して 透 析 し,得 られ た 透 析 液 を 粗 製Protease

Inhibitorと し た。 この 粗 製Protease InhibitorはCM-

Sephadex C-25を 用 い る イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー で
,活 性 画分1,皿,皿,IVに 分 離 さ れ た 。 画分N

につ いて は,す で に 報 告8)し て い る ご と く 。 さ らに精

製 を行 い,電 気 泳 動 的 に単 一 物 を 得 た(WETI-1)。

こ こで は 画分 皿,皿 に つ い てSephadex G-75, SP-

Sephadex C-25を 用 い る ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 い 精

製 法 を検 討 した 。

 3.タ ンパ ク質 の定 量 法:タ ン パ ク 質 の 定 量 は

Lowry-Folin法9)を 用 い た 。

 4.糖 の定 量 法:糖 の定 量 は フ ェ ノ ー ル ー硫 酸 法10)

を用 い た 。

 5.純 度 の 確 認 お よ び 分 子 量 の 測 定:純 度 の確 認 に

は ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 法11),分 子 量 の 測

定 に はSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 法12)を
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得られた。これらは WETI-Iと比較すると微量であ

るので，各々を MinorProteasεInhibitor IIa， IIb， 

][a-1， llia-z， ][b (MPI-IIa， IIb， TIla-1， ][a-2， 

lli b) とした。

2. Minor Protease Inhibitorsの純度および分子量

の測定:ポリアクリルアミドケ勺レ電気泳動法で、純度の

確認を行った結果， MPI -II a ， II bは主なバンドのほ

かに僅かに 2本のバンドが認められた。また， MPI-

- 36-

用いた。

等電点の測定13):等電点は Ampholineにより

pH3. 6-9. Gの勾配をむするポリアクリルアミドゲ、jレを

刑い， LKB Co.製 Multiphor薄層ゲ‘ル等電点分離装

置により行った。

7. 阻害活性の測定:Trypsinに対する回害活性は

BANAを基質とするBANA法14)を， α-Chymotrypsin

に対する阻害活性は ATEEを基質とする pIIstat法15)

を用いた。
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結果および考察

1. Minor Protease Inhibitorsの分離・精製 :CM-

Sephadex C-25カラムlとより得られた|削分}[， ][をそ

れぞれ Sephade.xG-75 (fineまたは superfine)カラ

ムによるゲノレ櫨過を行い，その結果llltl分Eは1つの，

両分Eは2つの活性同j分 (llia，llib) 1ζ分離された。

クロマトグラムは Fig.1， Fig. 2 Iζ示す。つぎにi割

分ll，][aはSP-SephadexC-25カラムによるイオン

交接クロマトグラフィーを行い精製した。この結果は，

Fig. 3， Fig. 4に示すように， 1酉分ll，][aは各々 2

つの活性画分 (IIa，llbおよび ][a-1 lliaク に分離

E 

。
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できた。

以上のようにしてl削分ll，

no 

Sephadex G-75 (super fine)カラム(1.8x 

98cm)による画分Eの分画。

画分][140mgをO.lMTris-HCl緩衝液 (pH8.0)

7 mlに溶かし， カラムに加えて溶出させ， 1画分

3 gで分画した。
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Fig. 2 

Eから 5つの活性両分が
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SP-Sephadex C-25カラム

よる両分Eの分画。

画i分II100mgを O.lM酢酸緩衝液 (pH4.7) 7 ml 

に溶かL，0.1 M酢|酸緩衝液(pH4.7)一→0.5M酢|酸

ナトリウム溶液(凶8.0)の pHグラジェントで溶出

し， 1 ji1!j分 2gで分回したc 長政線はpH勾配を示す。

120 

(1.6 X 25cm) 
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Fig. 3 

70 

Tube no 

Sephadex G-75 (fine)カラム(1.8x 98cm) 

による画分Eの分画O

両分ll140mgを O.lMTris-HCl緩衝液 (pH8.0)

7 mlに溶かし， カラムに加えて溶出さぜ，1ll酎分

3gで分自jした。実線は 280nmの吸光度を，ィ波線は

ド阻害活性を示す。

50 30 

Fig. 1 
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α-Chymotrypsinに対する阻害活生刀注さは Fig.5， 

Fig. 6 I乙示す。 Fig.5において，阻害曲線の50箔の

点から接線をおろし，横軸と交わった点を Trypsin

lμgを100%阻害する Inhibitorの重量比とした。その

結果.Trypsin に対しては MPI-lIaが 1: 2.3， MPI-

lIbが 1:1.3， MPI-J[a-lが 1: 1. 4， MPI-][a-2が

1 : 3.5， MPI-][bが 1: 5.9の比で 100労阻害を示し
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MPI-][a-lの Trypsinに対する阻害活性の

強さ。
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SP-Sephadex C-25カラム

よる商分J[aの分画。

両分][a100mgをO.lM酢酸緩衝液(pH4.7) 7 ml 

に溶かし， O.lM問:階緩衝液(pH4.7)一→0.5M阿:

酸ナトリウム溶液(世18.0)の凶グラジェントで俗

出し， 1画分2gで‘分画した。

(1. 6 x 25cm) 
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Fig.4 
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][a-l， J[a-2は主なバンドのほかに 3本のバンドが認

められた。各々は電気泳動的に均一でなく僅かに不純

物を含む部分精製物であった。また， MPI-J[bはポリ

アクリノレアミドゲル電気泳動法では 3本の等間隔のバ

ンドを示し， SOSーポリアクリ lレアミドゲlレ電気泳動

法では単一のバンドを示した。このことより. MPI-

][bは解離会合系の単一なタンパク質か，あるいは分

子量が同ーまたはほぼ等しい異種のタンパク質の混合

物であると推測される。つぎに SOSーポリアクリルア

ミドゲ、Jレ電気泳動法により分子量の推定を行った結果，

MPI-lIaは 16，000-19，000，MPI-lI bは 19，500-

21. 500の聞に.MPI-][a-lは約 15，0C>0と約 41.000 

の混合物， MPI-J[a-2は約 42，000，MPI-][bは約

11. 500の分子量をもつものであった。

3. 糖質の有無:各々の伊1)分をフェノールー硫酸法

により糖の定量を行った結果， 51画分とも糖質の存在

は認められず，これらはいずれもポリペプチドのみか

らなる Inhibitorsであった。

等電点の測定:各Inhibitorsの等電点は， MPI-

1I a 8.2-9.4， MPI-lI b 8.0-9.0， MPI-][a-l 9.0-

9.5， MPI-][a-2 8.0以上， MPI-J[b 7.5-9.4の間に

あった。各々の等電点の範囲から考えて. これらの

Inhibitorsは塩基性のタンパク質であろうと考えられ

る。 MPI-][b については，等電J}\~電気泳動法で 3 阿分

Ir分画されたことと，ポリアクリノレアミドゲ、ル電気泳

動法の結果より，乙れは分子量がほぼ等しい異種のタ

ンパク質の出合物であることがぷ唆された。

4. 

MPI-]hの

活性の強さ。

Fig. 6 

Protease に対する日lL'!i-活性の測定:Trypsin， ;). 
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fこ。同様に α-Chymotrypsin に対してはJ[b}>II b二三

IIa> J[a-1> J[a-2の順に阻害活性の強さを示した。

MPI-J[bはMPI-J[a-2の約10浩の阻害活性の強さを

示したが，各両分とも TrypsinK対するほど強い阻

害活性は示さなかった。 MPI-J[bについては，他の 4

種類の画分に比べて， Trypsinに対しては阻害活性が

弱く， α-Chymotrypsin に対しては最も強い阻害活性

を示したことから，これは Trypsin以外の Proteaseに

対する Inhibitorとして存在するのではないかと予測

される。

以上の結果より， CM-Sephadex C-25， Sephadex 

G-75， SP-Sephadex C-25カラムを用いる分離精製法

では， Minor Protease Inhibitorsは僅かな不純物を含

む部分精製物であり.単一物を得ることはできなかっ

た。量的にみると， Minor Protease Inhi bi torsは，総

阻害活性の約40第を占めているが，種類が多く最終部

分精製物としては.小麦匹乳 1同より凍結乾燥物とし

て， MPI-IIaが 4.4mg，MPI-IIbは 0.5mg，MPI-

J[a-1は 6.8mg，MPI-J[a-2は1.6mgしか得ることが

できなかった。 MPI-J[bについては 1kgから60mgと量

的には多いが， SDSーポリアクリ 1レアミドゲル電気泳

動の結果からも明らかなように，分子量のほぼ等しい

異種のタンパク質の混合物であった。これら 5種類の

Inhibitorsの分離精製は，分子量あるいは電気的性質

の差を利用した従来の方法では難しいと考えられる。

そこでこの点については，最近開発された等電点の差

による分離方法である Chromatofocusingを利用して

の分離精製について検討中である。

小麦匹乳lζは， α-Chymotrypsinに対しても強い阻

害活性を示すという報告16)があるが，これらの 5種類

のInhibitorsの画分は， α-Chymotrypsinに対する阻害

活性は非常に弱いことから， Trypsinまたは他の Pro-

tease !こ対して阻害する Inhibitorsであるが.α-Chy-

motrypsin Inhibitorsではないといえる。 αChymo-

trypsin !C対する阻害活性については.阻害活性成分

の抽出過程の60
0

C，10分間の熱処理の際に失活したの

ではなし、かと予想される。

最後に，等電点の範囲から， 5種類の Inhibitorsは

pI 7.0以上の塩基性 Inhibitorsであると考えられる。

一般に，大豆を中心に植物性食品に存在するInhibitor

の等電点は 7.0以下のものが多く米ぬか17)などの一部

に塩基性の Inhibitorが認められているにすぎなし、。

これに反し，これら 5種類すべてが塩基性 Inhibitors

であることは極めて興味深く，この MinorProtease 

Inhibitors についてはさらに詳しく検討する予定であ
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る。

町要 約

1. CM-Sephadex C-25カラムにより得られた両

分II，J[を SephadexG-75， SP-Sephadex C-25カラ

ムにより分離精製を行った結果， 5種類の Minor

Protease Inhibitorsの存在を認めた。

2. これらは，僅かに不純物を含む部分精製物であ

り，分子量が 11， 500-42， 000の聞にあり，等電点が

7.0以上の塩基性の糖を含まないポリペプチドであっ

fこ。

3. Trypsin に対しては重量比で MPI-IIaが 1: 

2.3， MPI-IIbが 1: 1. 3， MPI-J[a-1が 1: 1. 4， 

MPI-J[a-2が 1:3.5， MPI-J[bが 1: 5.9の割合で

阻害活性を示したが.α-Chymotrypsin に対しては非

常に弱い阻害活性しか示さなかった。
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