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It was seemed that limonin D-ring lactone hydrolase was the enzyme transfered limonoate 

A -ring lactone to limonin. 

According to the method proposed by Hasegawa， limonoate D…ring lactone hydrolase was 

isolated and refined from the seeds of Citrus natsudaidai HA YAT A， and it was caused to act 

on the crude limonoid. DEAE-cellulose column was used to refine the crude enzyme. It was 

recognized the higher activity at O.22M of graduated NaCl solution. 

Furthermore， by the Biogel column chromatography， it was detected the three peaks. One of 

them showed the highest activity， its specific activity was 346 times as compared with the 

crude enzyme. 

緒言

カンキツ果汁の搾汁後の苦味発生の原因としてりそ

ノイドの一種であるリモニンの形成があげられてお

り，菜汁加工工場及び果汁業界ではリモニンによる苦

味形成が問題とされている叫.

リモニンはカンキツ類の種子に多く存在し，新鮮な

果実にはほとんど存在しない.しかし，果肉中には無

味のリモネート A環ラクトンが存在し，酸性の果汁

中で時間の経過と共にザモユンに変化する.この変化

にはいくつかの婆因が考えられるが，その 1つにリモ

ニン D潔ラクトンハイドラ…ゼの関与による滋性下

でのリモユン生成促進があると考えられている 2)

本研究では無味のりモネート A潔ラクトンを苦味

本木研究は，王子成元年度科学研究室雪機助金一般研究C

の一部を用いて行った.

含有するリモニンへ変換させるリモニン D潔ラクト

ンハイドラーゼをアマナツ種子 (Citrusnatsudaidai 

EまAYATA)より検出し，果汁の苦味生成の抑制方法

を検討することを尽的として行った.

実験方法

1 .原材料

アマナツ種子は熊本県果実農業協同組合より 1989

年4月に入手したものを使用した.

2.程酵素の抽出 3)

種子表衝のぬめりを取るために十分水洗し， 40'C 

で温風乾燥した.これを遠心式粉砕機日-103N(日

本精機製作所)で粉砕した後，石油エーテノレを用いて

脂質迅速被上包装援 FE-4P(三悶村理研)で 40'Cで

15分間脱脂を行った.この粉米試料を 5倍震の 3070

複化ナトリウム溶液に浸演し， 5'Cで一夜放鐙し，遠

心分離 (O'C， 10 x IOlrpm， 10min.)を行った.上
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澄をイオン交換水で， 5
0

Cで 12待問透析を行い食域

分を除いた後，再び遠心分離 (O"C， 10 x 103rpm ， 

10 min.)を行って沈殿物を除いた.上滋に 2.5倍設

の 20
0Cのアセトンを加え， 5"Cで 6時間アセトン

沈殿を行った後，遠心分離 (O"C， 10 x 103rpm， 10 

min. )を行って沈殿物を集めた.アセトンを擬散さ

せた後，少量の O.OlMのリン酸カリウム緩衝液で沈

殿物を溶解し，これをザモユン D環ラクトンハイ f

ラーゼの粗酵素液とした.

3.イオン交換クロマトゲラフィーによる酵素の精製

DEAEセノレロースカラム (3.0x 45 c磁)を pH6.0の

O.OlMリン酸カリウム緩衝液で王子衡化した後，粗酵

素液な添加し，同ザン後緩衝液で爽雑ずるタンパク質

を流出した.流出液は試験管に 10mQずつ分耳元し，

280nmにおける吸光度を測定した 4) 展開は 5"Cで

行った.流出1伎の吸光度が 0.01以下に低下したこと

を確認した後，吸着された酵素タンパク質を複化ナト

リウム溶液のグラジエントにより溶出させた. pH6.0 

の O.OlMリン霊堂緩衝液を混合機とし， 0.7Mの塩化

ナトリウムを含む pH6.0のザン酸カリウム緩衝液を

補給槽としてグラジエントし，カラムに吸着された酵

素タンパタ策を漆出しt.::..

4.酵索活性の測定

基質材料は予備実験によりリモネート A潔ラタト

ン会最の高いカンキツの築を用いた.JII野ナツダイダ

イ (Citrusnatsudaidai KA WANO)の葉 2gを乳鉢で

摩砕し 5倍愛のメタノーノレを加え，鴻過した後，瀦

液に 4孤立のクロロホノレムを加えてリモノイドを抽出し

た.さらに5倍盤の水で水洗浄な 2凶繰り返した後，

クロロホノレム履安祭め， クロロホノレムを採散した後，

2倍震のメタノーノレで、溶解し， 0.45μmのメンブラン

フィノレターで綴過したものを基質リモノイドとした.

この基質リモノイド iに対して粗酵素液を 1の割合

(体穣比)で加えて 30"Cで反応させ，経詩的に高速

液体クロマトグラフィー (HPLC)によりリモニン愛

を測定した.活性の単位は務索液 0.1mQにより 30分

間に 1ppmのリモニンを生成するカ{慨を l単位とし

た.

5.ゲ)1.-減退による酵素の精製

イオン交換Pロマトグラフィーにより得られた最も

活性の高い際索闘分を試料前処理用カートリッジ

ULTRACENT -10 (東ソー)を用いて遠心分離 WC，

4 x 103rpm， 30min.) して目覚塚・濃縮し， ゲノレ液過

負荷試料とした 5)

バイオゲノレカラム (2.5x 110 cm)を pH6.0の
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O.OlMリン酸緩衝液で平衡化したのち，試料を添加

し，漆離を行った.話芸出は 5
0

Cで行い，溶出液は 5mQ 

ずつ分取し， 230 nmにおける吸光度を測定した.

6. タンパク質の定墨

タンパク質の定震はFolin-Lowry法により行った6)

7.ディスク電気泳動

各精製段階における精幾度の検定を目的としてポリ

アクリノレアミドディスク電気泳動を行った.

ゲノレ濃度 12.60/0， トリスーグザシン緩衝淡を用い，

カラム 1本当たり 2mAで90分間泳動を行った.染

色はアミドブラック染色液で行った7-10)

8. HPLCの測定条件

裟授は日本分光製， UVIDEC-100 m，ポンプ部

TWINCLEを用いた.カラムはナカライテスク製

Cosmosil 5CI8 packed column (4.6 x 150 mm )を用い

た.移動相はメタノーノレ/水=75125(v旬。)を用い，

カラム温度 35
0

C，態度 0.08AUFS，流速 0.2mQ 

/min.，波長 215nmで測定を行った.

結果および考察

イオン交換クロマトグラフィーによる溶出凶を Fig.

lに示した.プラクションナンバ… 123から 126に

ど-!JA， 137)うミら 141Vこど… !JB， 146カミら 152

にピーク Cの 3つのピークが得られた.各々のピー

クにおける食塩濃度は，ピーク A， B， Cの般に

0.22M， 0.33M， 0.38Mを示した.

各ピークの酵素活性を調べるために，ピーク A，
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Fig. 1. Ion exchange chromatogram of Limonin D 

ring lactone hydrolase on a DEAE cellulose col剛

umn 

Mixing chamber; O.OlM pottasium phosphate buf-

fer (pH6.0) Reservoir; O.OlM pottasium 

phosphate buffer (pH6.0) containing 0.7M Nacl 

Column size; 3.0x40 cm 



アマナツ種子中のリモニンD環ラクトンハイドラーゼの分離

Table 1. Limonin concentration in the crude 夕、ンョンナンバー 18から 20をピーク1， 55から 63

limonoid treated with enzyme (by ion ex- をピー夕立， 66から 71をピーク Eとした.3つのピ-

change chromatography) クについて各々粗リモノイドに作用させ， HPLCで

Peak fracktion Concentration of 
of enzyme limonin (ppm) 

control 2.24 

peak A 4.05 

peak B 3.62 

peak C 3.58 

Y/X 

0.34 

0.79 

0.63 

0.48 

りそニン震を測定することにより酵素活性を求めた結

果を Table2に示した.ピ-!J1はリモニン生成量が

ピーク IIより 52070，ピ-!7lrrより 63070高く，またリ

モネート A環ラクトンとりモニンの割合は，ピーク

Iは 1.00，ピー夕立は 0.77，ピ-!7lrrは0.57を示し

た.これよりピーク Iに高い活性が認められたため，

ピーク Iをリモニン D環ラクトンハイドラーゼと推

X: Peak area of limonoate A -ring lactone analyz- 定した.

ed with HPLC 粗酵素および各精製段階の酵素極分についてポリア

Y: Peak area of Limonin analyzed with HPLC クリノレアミドディスク電気泳動を行った結果を Fig.3

に示した.精製段階を経るに従ってバンドはより鮮明

Table 2. Limonin concentration in the crude limonoid に変化しノミイオゲノレによる精製後は 3本のバンドが

treated with enzyme (by gel filtration) 認められた.

Peak fracktion Concentration of 
Y/X 

of enzyme limonin (ppm) 

control 0.62 0.07 

peak 1 5.09 1.00 

peak II 4.26 0.77 

E 3.20 0.57 

X: Peak area of limonoate A -ring lactone analyz-

ed with HPLC 

Y: Peak area of limonin analyzed with HPLC 

B， Cを各ノ骨粗ワモノイトーに作用させ HPLCでリモ

ニンを定最し，酵素活性の測定を行った結果を Table

1 q;こ示した.

コントローノレに比べ， ピーク A， B， C共にリモ

ニンの増加が認められ， りそニン生成量はピーク B

はピーク Aに対し 14070低く，ピーク Cはど-!JA

に対し 16070低いことが認められた.またりそネート

A環ラクトンとザモニンの割合はピーク Aは 0.79，

ピーク BI主0.63，ピーク CI主0.48で、ピ-!JB， C 

に比べ，食塩濃度 0.22Mで溶出されたピーク Aの活

性が高く，これよりピーク Aではリモネート A環ラ

クトンからリモニンへの変換が顕著で・あることを認め

た.これは長谷川により食塩濃度 0.11から 0.22Mの

粗酵素および各精製段階におけるタンパク愛，活性，

比活性 11，12)を Table 3に示した.各精製段階を経る

に従い，活性の上昇が認められた. ザモニン D環ラ

クトンハイドラーゼと推定したピーク Iでは比活性と

して粗酵素飽和液より 346倍まで精製されたことを認

めたーしかしポザアグリルアミド電気泳動の結果よ

り混在するタンパク質も認められるためさらに精製を

繰り返しより活性を高める方法を検討する必要があ

ると思われる.

以上の結果より，アマナツ綾子中にはりそニン D

環ラクトンハイドラーゼが存在し，本酵素がカンキツ

の苦味の主成分であるリモユンの生成に関与している

ことを認めた.加工，調理，貯蔵などの際に，酵素が
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間で検出されたピークは活性が顕著に高いと L、う報告 Fig. 2. Gel filtration of limonin D-ring lactone 

1)と一致した.活性の高いピーク Aについてさらに

バイオケツレカラムにより精製を行った.

ゲノレ滅過による溶出図を Fig.2に示した. ゲノレ瀦過

により 3つの酵素幽分が検出された.溶出順にフラ
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hydrolase on a biogel column 

Phosphate buffer; O.OIM pottasium phosphate 

buffer (pH6.0) 

Column size: 2.5 x 110 cm 



(森下,藤井)

〓∪

Fig.
3
.
Polyacrylamidegelelectrophoresisofenzyme

extractedfromtheNatsudaidaiseeds

Lane1;crudeenzyme

Lane2;enzymerefinedwithionexchange

chromatography

lane3;enzymerefinedwithgelfiltration

Table3. Purification oflimonin D-rlng lactone

hydrolaseextractedfromNatsudaidalSeeds

Total Total Specific

protein activlty activity

(mg) (U) (U/mg)

Crudeenzyme 1383 27.6 0.02

上onexchange
17.28 1.81 0.10

Chromatography

Gelrllitration 0.645 4.47 6.93

活性化 し, リモネー トA環ラク トソに作用 し,苦味

を有するリモニソに変化させることが推定されること

より,本酵素の特性をさらに検討 し, リモニソ生成を

防く･方策を検討することが果汁の苦味を抑制するうえ

で肝要であると思われる.
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