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The inhibitor of α-amylase was purified from the Tora bean (Phaseolus vulgaris) by 

heat treatment， ethanol fractionation， diethlaminoehtyl cellulose (DEAE司 C) ion exchange 

chromatography， gel filtraion on a column of Sephadex G幽 150， chromatofocusing， and 

isoelectric focusing. 

The inhibitor was found to be homogeneons by Disc polyacrylamid geJ electrophoresis， but 

the inhibitor dissociated into different subunits in the presence of sodium dodesylsulfate (SDS). 

The molecular weight of the inhibitor was 49，000 by the method of gel filtration and also 

carbohydrate content of the inhibitor was 160;0・

An α剛 amylase inhibitor of Tora bean inhibited porcine pancreatic and human salivary 

α-amylase， but not inhibited bacterial， fungal or plant α・引

緒 <=1 

る.

本研究では約 28重量の日本産・外国産の豆類について

多くの植物には Protease，Invertase， Polygalac- α-Arnylaseインヒピター活性を調べ，そのうち強い

turonase， Cellulase， Ribonuc1ease，小Arnylaseなど

の加水分解酵素作用を阻害する蛋白性の物質が存在す

ることが知られている.α-Arnylase活性を阻害する

インヒビターは，大別して非蛋自性の低分子のもの

(笈索を含んだオリゴ緩の構造を有し(1)，糖尿病の治

療剤としての関心がもたれている)と蛋白質伎のもの

とに分類される.

α-Arnylaseの蛋白質性インヒピターに関しては，

約半世紀の間に，広く織物界に存在し，殊に小麦・キ

ど類などの穀物類，豆類および微生物の生産物などに

存在することが報告(2)-(2めされた.このインヒピター

の大部分のものは，微生物および植物由来のα・Arny-

laseに対しては，不活性であるが，主主虫および動物の

a -Arnylaseに対しては，随察作用を有している.こ

の特異的な限筈は，大変に興味のあるところであり，

その阻害のメカニズムの解明を民的に研究を進めてい
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インヒピター活性を有していたトラマメについて，含

まれるα船Arnylaseインヒピターの分類，精製と若子

の性質について研究した結果について記述する.

材料と実験方法

1. 材料

商品名アラスカ丹:R，アノレゼンチン落花生，英国マ

ロハットピース，カナダトラッパーピース，カナダ

ファーパービーン，北朝鮮キドニー，タイ国赤竹小

主主，タイ国グワニマッベ，中国雲南蚕豆，中国大祭花

芸主主，中国張家口蚕豆，中国シンポ蚕:R，ニュージー

ランドマロハットピース， ビノレマバター， ビノレマボ

ケートピーン，米額ウインターピース，米国ピンク

ピーンズ，米国ベビーライマ，米関ホワトガーデン，

米霞ミシガンピーピーン，北海道小烹，北海道大福

:R，北海道手亡，北海道中長享鳥，北海道トラ豆，北



(津田，金森)

海道自花豆など 28種の主主類宅ど大主主油糧協会から入手

した Porcine Pancreatica-Amylaseは， Sigma 

Chemical Co. から，その他の試薬類はナカライテ

スク KKから購入した，

2. a -Amylase Inhibitorの抽出と活性

測定!sl宏粉砕し 60meshの飾を通して試料とし，

5倍盤の水を加えて 3時間室温で撹持抽出した後，

10000r. p. m.， 30分遠心分離し，上澄液を pH4.0，

70"C， 15分加熱して，存夜ずる日 -Amylaseを不活性

化した後，中和し，遠心分離後，上澄液について日倫

Amylaseインヒピター活性を調べた.

α-Amylase活性と阻筈活性は Bernfeld(25) の

Dinitro・salycilic acid (DNS)を用いる日 -Amylase

活性測定法に基いて行った.郊ち豆の籾抽出液 0.5ml

にα-Amylase 0.5mlを加え， 30"C， 25分加滋反応さ

せたのち 1%可溶性澱粉 1mlを加えて 30"C，3分

加温し， DNS2mlを加え 5分沸騰湯煎中で処理し，

冷却後，水20mlを加えて 540nmでの吸光度を測定し

た.

可溶性澱粉溶液から 1mgマノレトースを遊離するα

Amylase活性を l単位として単位のa-Amylase 

活性を 500/0低下させるインヒピター設をもって l阻

害単位(1.U.)とした.

3.α-Amylase Inhibitorの分離精製

豆の粉末試料に 5傍愛の水を加え，察混で3時間撹

狩抽出したのち， 10000r. p. m.で 30分遠心分離し

た.上澄液を 1NHC1で pH4.0として， 75'C， 15分

熱処理し，生ずる沈殿を遠心除去し，上澄液を 1N

NaOHでpH7.0とした.

次に -10'Cでエタノーノレによる分別沈殿を行って，

エタノーノレ 40%~80% で沈殿する闘分を得て，水に

溶解した後，透析して凍結乾燥探品を得た.

この試料を用いて DEAE-Cによるイオン交換クロ

マトグラフィーによる精製を行った 300mg試料を

5mlの 10mM McIlvaine buffer pH8.0にとかし，

問bufferで平衡化した DEAE-Cカラム (2.5x 40 cm) 

に吸着させ， NaCl 0~0.5M の直線濃度勾配で漆出

した.

また，この試料を用いて SephadexG-150によるゲ

ノレろ過を行った 100mg試料を 5mlの 5mM CaCh 

を含む 50mM酢酸buffer，pH5.0に溶解し Sephadex

G-150カラム (2.5x 90 cm)を用いてゲノレろ過した

4. 電気泳動

ディスク電気泳動は Davis(2めの方法に従って 7.5%

polyacrylamid gelを用い， SDS電気泳動は

Weber(27)らの方法により 12.5%polyacryl在midegelを

用いて行った.分子量マーカーとしてはファノレマシア

社のカザブレーションキットセ用いた.焦点電気泳動

は， Wrigley(29)の方法により polyacrylamideを支持

体とするゲノレ等霞点分隊法と Vesterberg(30)(31)らのカ

ラムを用いる密度勾配毒事'竜泉分離法を改良した著者(32)

らの方法によって行い等電点を決定した.さらに蜜自

質をその等電点で分離するカラムクロマトグラフィー

によるク戸?トブォーカシング法により等滋点を競べ

た.

5. 糖の分析

マノレトースを襟準として Dubois(33)らの方法により

ブェノーノレ硫殻法により測定した.

6. 分子盤の測定

Sephadex G附75によるゲノレろ過法で、分子量を測定

した 襟準蛋白質としては牛耳証渚アノレブミン(分子量

67 ，000) ，オボアノレブミン(分子鐙 43，000)，キモト

リプシノーゲン A(分子最 25，000)， リボヌクレアー

ゼ A(分子量 13，000)を用いた.

7. アミノ酸分析

試料を 6NHClで 110'C， 24時間および 48時間加

水分解したのち，日立 835裂 Amino Acid Analyzer 

を淘いて分析した.

実験結果および考察

1. 各稜!sl類のα-AmylaseInhibitor i首位

大豆油援協会から入手した 28種の主主について日綱

Amylaseインヒピター活性を調べた結果を， Table-1 

に示した. 28稜の!slのうち 8種に観客活性が認めら

れ， トラ主主に強い阻害活性があった.

2. トラ!slα輔Amyl註seInhibitorの精製

トラ豆粉米の水捻出液を熱処理したのち，エタノー

ノレ 40%~80% 分画を行った.この試料を DEAE・C カ

ラムにかけて 0~0.5M NaClグラジエント漆出した

結果を Figイに示した.来吸着部分にはインヒピター

活性はなく，約 0.2M NaCl濃度で溶出された frac綱

tion No.50~90 画分に活性が認められた.

次に上記エタノーノレヰO%~80% 劉分合用いて

Sephadex G-150によるゲノレろ過を行った結巣を Fig-

2に示した.鏑分 Iに大部分の阻害活性が認められ

た.更にこの回分 Iを用いてクロマトフォーカシング

及び焦点電気泳動分析を行った結果は Figω3， Fig-4 

の如くであり，倒れもピーク IIに強い阻害活性が認め

られた.この結果からトラ!Sla-Amylaseインヒピ
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に関する研究

Table 1. α-Amylase Inhibitory Activity of Sever持

al Beans 

ゼインヒピタ

α-Amylase 
Inhibitory 
Activity 
(units/ g ) 

Market Name of Bean 

Tora Bean (Hokaido) 

Pea Bean (U.S.A.) 

Daifuku Bean (Hokaido) 

Taisho Kintoki Bean (日okaido)

Otebo Bean (波okaido)

Kidney Bean (Korea) 

Shirohana Bean (Ho主aido)

Pink Bean (U.S.A.) 

White Garden Bean (U.S.A.) 

Daikoku 廷anageiBean (China) 

251.7 

200.2 

106.5 

70.8 

57.4 

53.9 

37.5 

35.8 

30.5 

16.6 

ターは， pH4.6付近に等電点を有していることが認

められた.グロマトブォーカシング，焦点電気泳動分

析により得られた純化試料について，阻害活性を調べ

たところ，比活性は約 30倍に純化されていた.この

純化試料について Disc-PAG霊堂気泳動及び SDS♂AG

電気泳動を行った結楽， Disc-PAGEではブロードな

単ーピークを示したが， SDS-PAGEでは2つの subu-

nitから成ることが認められた.還元剤の存，否に

よっても電気泳動パターンの相違はなく，また後述の

アミノ酸分析結果からシステインの存在が認められな

いことから subunit砲には+ト結合の関与は考え

られなく，水言葉結合によるものであることが推定され

る. Power(ll)らがインゲン豆について 4つの subunit

を認め糠との結合の相違を論議しているが subunit

の数，構造については今後の重姿な研究課題であり，

最近の山口 (23)の白インゲン笈についての subunit構

造についての詳細な研究は，大変示唆に寓み，興味深

いものである.
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Fig. 3. chromatofocusing pattern of Tora bean 

a -amylase inhibitor. 
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Fig. 1. Ion exchange chromatography of 40~80OJo 

ethanol fraction on a DEAE剛cellulosecolumn. 
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Fig. 4. Isoelectric focusing pattern of Tora bean 

α-amylase inhibitor. 
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(擦問，金森)

4. 各種のα-Amylaseに対する阻答

各種のα・Amylasei，こ対する阻害を調べた結果を

Table-3に示した. トラ主主日 -Amylaseインヒピターは

ブタ勝臓αωAmylase及びヒト唆液α“Amylaseを強く

阻害し，大変麦芽α欄 Amylaseである植物起源の白幽

Amylase及びバクテリア，カピなどの微生物起源の日

“Amylase活性を阻害しなかった.なお小麦，粟など

~hymotrypsinogenA 穀類の日 ωAmylaseに対する阻害作用の特呉性につい

2.01- ¥ ての報告が問(35)(36)あり，更に昆虫の日 -Amylaseに対

する組審作用に関する研究明)(10)(17)などから考察する

RibonucleaseA 

1.0 
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 Kav 

Fig. 5. Estimation of. molecular weight of Tora 

beanα-amylase inhibitor by gel filtration on 

Sephadex G-75. 

次にこの純化試料について，その分子設を測定した

結果"a:'Figδ に示した.標準物質をプロットして得ら

れた直線とインヒビターの Kav値からトラ豆日明Amy嶋

laseインヒピターの分子殺は約49，000と推定された.

またフェノーノレ硫酸法によって糖合金を測定した結

果，約 16070の糖を含有していた.インゲン豆(8)(10)(17)

と比較するとトラ豆日 -Amylaseインヒピターの分子

量はほぼ類似するが，糖合f設に差が認められる.換に

よる糠鎖構造，合致 subunitの数，構成プミノ殺の

種類と合震の差途が推定される.

3. アミノ駿組成

純化試料のアミノ酸級成を調べたところ Table-2に

示した如くであり，システインは検出されなかった.

アスパラギン駿会議は高く，セリン，ノミリン，スレオ

ニン，グノレタミン酸などの含盆も高かった.糖含量が

高いことから，糖の絡会部伎はアスパラギン酸であろ

うと推定されるが，糖鎖構造とその結合部位は検討す

べき課題である.

Table 3. lnhibition of Various a…Amylases by 

the Purified Tora Bean lnhibitor 

ongm 

Porcin p司ncreas

Human saliva 

Barley malt 

Bacillus licheniformis 

Aspergillus oryzae 

Inhibition (0J0) 

100 

100 

O 

O 

O 

と， トラ主主など豆類のα暢Amylaseインヒピターの存

在意識は，外敵に対する防御機構のためであろうと考

えられるが，そのメカユズムについては検討研究する

必要がある.

Table 2. Amino Acid Composition of日-Amylase

lnhibitors 

Amino Acid TAI 

ASP 58 

THR 36 

SER 53 

GLU 29 

PRO 14 

GLY 41 

ALA 32 

CYS 

VAL 35 

MET 3 

ILE 19 

LEU 19 

TYR 9 

PHE 16 

LYS 15 

HIS 5 

ARG 10 

Number of residues per molecule of protein 

nノ“
A
U
A
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