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ス キ ム ミル ク な どを助 剤 とす る植 物 体 か らの酵 素 タ ンパ ク質 の抽 出法 の 開発

EleocharisviviparaのPEPCの 抽 出 を例 と して

永 松 裕 章1,阪 上 綾1,山 崎 恭 央1,吉 村 一 恵1,関 井 愛1,秋 田 求1・2,泉 井 桂1・2

要 旨

われ われ は陸生型EleocharisviviparaのC4光 合成型 ホスホエ ノール ピル ビン酸 カル ボキ シラーゼ(PEPC)

の環境応答や酵 素の活性調節 な どの研 究の過程 で、 このPEPCが 従来か ら広 く植 物材料 に対 して用い られ

てきた、不溶性 のポ リビニル ポ リピロ リ ドン(PVPP)を 助剤 とす る抽 出法で はほ とん ど抽 出 され ない とい

う困難 に遭遇 した。本研 究では この問題 を解 決す るた め、抽 出方法の検討 を行 った。その結果、 スキム ミ

ル ク(Skimmilk)が 助剤 と して非常 に有効で あるこ とを見 出 し、PEPCの 抽 出効率 を飛躍的 に高 めるこ と

に成功 した。詳細 な解析 の結果 、Skimmilkの 主成分で あるカゼイ ン(Casein)がPEPC抽 出に有効 である

ことを示 し、 さらにCaseinよ りも溶解性の高いCaseinの ナ トリウム塩(Caseinsodiumsalt)の 方が高い効

果 を示す ことを見出 した。Caseinの 主要構成成分で あるα一、β一、及 びK-caseinは いずれ も同程度 に有効 であ

った。 通常 は、PVPPを 助 剤 として用 い る場合 には可溶性 の ポ リビニル ピロ リ ドン(Polyvinylpyrrolidone,

PVP)を さらに加 えるこ とはないが、われ われ は偶然 、PVPをPVPPと 併せて用いてみた ところ、抽 出効

率 が非 常に良 くな ることを観 察 し、PVPに はPVPPに はない抽出能力が あるこ とを見 出 した。平均分子量

を異 にす るPVPに ついて検討 した結果 、平均分子量 が約10,000と 小 さい ものが最 も有効 であった。 さら

に、本抽 出法の応用性及 び新 たな可能性 について論 じた。

1.緒 論

Eleocharisviyipara(図1)は 北米南東部 に 自生す るカヤ ツ リグサ科ハ リイ属 の水 陸両生 の植物 で、雨期 と

乾期 で光合成 の様 式を変化 させ る。 乾期 には陸生 しC4光 合成(NAD一 リンゴ酸酵 素型)を 行い 、形態 的に

もいわゆ るク ランツ構 造を とる。雨期 には沈水 してC3光 合成 を行 い、クランツ構造 を とらない。同一種 内

でC3光 合成 とC4光 合成 の可逆的転換 を行 うことか ら、C4光 合成 の成 立に必要 な遺伝子や タンパ ク質 の探

索を行 うのに格好 の材料 であ ると考 えられ る(1)。われ われ は、C4光 合成の初期炭酸 固定酵素で あるホスホ

エ ノール ピル ビン酸 カル ボキシ ラーゼ(Phosphoenolpymvatecarboxylase ,PEPC)(EC4.1.1.31)が 、本植物 に

おいて どの よ うな環境応答や活性制御 を示すか を明 らかにす ることを 目指 して研究 を行 って きたが 、研究

の初期段 階で本植物 のC4型PEPCの 抽 出率が、トウモ ロコシな どに有効な従来法で は著 しく低 いこ とが明

らかになった。水 生型 の柔 らかい葉 の状態ではPEPCは 従来法で抽 出で きた こ とか ら、陸生型E.vivipara

の葉 が堅 く繊維 質に富む構 造特性 を持 ってい ることが酵素抽 出の妨げ にな ってい る と考 え られた。つ ま り、

維管束 の リグニ ンや タ ンニ ンその他 のポ リフェノール類 を含 む繊維 質が疎水的 な力や強力 な水素結合 を介

してPEPCを 吸着す るためではないか と考 えた。本研 究では、 この よ うな吸着 を妨 げるこ とで 、PEPC抽

出が効果 的に行 われ ることを期待 し、スキム ミル ク(脱 脂乳 、Skimmilk、Nonfatdrymilk)を トウモ ロコ

シ用 の酵素抽 出液 に添加す ることに よ り、PEPCの 抽 出率 が約60-100倍 と飛躍的 に改善 され るこ とを見 出

したので報告す る。Skimmilkは イ ムノブ ロ ッテ ィングの際の メンブ レンのブロ ッキング剤 に用 い られ 、タ

ンパ ク質のメ ンブ レンへの吸着を防 ぐ効果があ るとされてお り(2)、この性質 に よ り抽 出率が向上 した と思
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図1Eteocharisvivipara

われ る。われ われ は、さ らに、Skimmilk中 の有効成

分 について詳細 に検討 し、酵素抽 出液 の最適組成 の

検討 を行 った。他方、可溶性 のポ リビニル ピロ リ ド

ン(Polyvinylpyrrolidone,PVP)に もSkimmilkと 同様

に酵素の抽 出能力が あるこ とを見 出 し、 これ は不溶

性 の ポ リ ビ ニ ル ポ リ ピ ロ リ ド ン

(Polyvinylpolypyrrolidone,PVPP)に は見 られ ない性

質で あるこ とがわか った ので これ につい ても報告す

る。Skimmilk添 加法 は、他の植 物 で酵素抽 出が難 し

い とされ るものについて も有効で あ り、本手法 の一

般 的な有用性 が示唆 された。

2.材 料 と 方 法

2.1試 薬 類

特 に 断 りが な い 場 合 は 、NacalaiTesque(Kyoto,Japan)、Sigma(SaintLouis,USA)及 びSigma-AldrichJapan

(Tokyo,Japan)の 試 薬 を 使 用 し た 。 そ の 他 の 特 殊 試 薬 、 機 材 に 関 して は そ の 都 度 述 べ る 。

2.2Eteocharisviviparaの 栽培

Eleocharisviviparaは 、九州 大学大学院農 学研 究科の上野修教授 よ り供与 していただいた。陸生型 のもの

は通常のガ ラス温室(冬 期 は16℃)で 、 自動散水・器で毎 日1回1分 間散水 し、 自然光下 で栽培 した。

2.3E.viviparaか らのPEPCの 抽 出

葉 の 部 分 を は さ み で 切 り取 り、 冷 水 に ひ た し て 軽 く 洗 っ た 。 水 を き っ て お よ そ0.2gを 量 り と り、 液 体

窒 素 で 凍 結 後 、 ミキ サ ー ミルMM301(Retsch,Haan,Ge㎜any)に よ り凍 結 破 砕 した(振 盤 速 度30往 復/分 、

振 盗 時 間1分 、30秒 ご と に 液 体 窒 素 で 冷 却)。 粉 末 状 に な っ たE.viviparaの 入 っ た2mlチ ュ ー ブ の 中 に 、

葉 の 重 さ の5倍 量 の 氷 冷 し た 酵 素 抽 出 用 緩 衝 液(50mMTris-HCI(pH7.6),14mM2-mercaptoethanol,5mM

MgCl2,2mMEthylenediaminetetraaceticacid(EDTA),5%(v/v)Glycerol,1錠/50mlProteaseInhibitorCocktail

tablets(Roche,Basel,Swiss),添 加 物)を 加 え て 懸 濁 し 、PVPPを 葉 の 重 さ の1/10量 加 え て 抽 出 を 行 っ た 。

得 られ た 破 砕 液 中 の 未 破 砕 組 織 断 片 な ど を ミ ラ ク ロ ス で 除 去 し、20,000×g、4℃ で30分 間 、 遠 心 分 離 を 行

っ た 。 上 清 を 注 意 深 く と り、 こ れ を 酵 素 抽 出 液 と し た 。 添 加 物 に は 、Skimmilk(Difco,Ref.No.232100)、

Casein(Sigma,ProductNo.C7078)、Caseinsodiumsalt(Sigma,ProductNo.C8654)、 α一casein(Sigma,ProductNo.

C6780)、 β一casein(Sigma,ProductNo.C6905)、K-casein(Sigma,ProductNo.CO406)、Lactalbumin(MP

Biomedicals,Fr.,CatNo.102128)、PVP(MW:10,000、24,500、40,000)、 を 用 い た 。

2.4E.viviparaの ク ロ ロ フ ィ ル 含 量 の 測 定

液 体 窒 素 で 凍 らせ たE.viviparaの 葉o.29を ミ キ サ ー ミル で 破 砕 し た 後 、 水(MlliQ(Milipore,Billerica,

USA))400μ1、Acetone1600plを 添 加 しボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 概 拝 後 、1,500×g,室 温 で15分 間 遠 心 分 離

を 行 っ た 。 上 清 を 注 意 深 く と り、 そ れ ら の663.6nm、646.6nmの 吸 光 度 をUV-2500PC(SHIMADZU,Kyoto,

Japan)で 測 定 した 。 ク ロ ロ フ ィ ル 含 量 はPorraの 式(Porraら(3)、1989)を 用 い て 算 出 し た 。

Chla=12.25×A663 .6-2.55×A646.6,Chlb=20.31×A646.6-4.91×A663.6,Chla+b=17.76×A646.6+7.34×A663.6
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2.5PEPCの 活 性 測 定

PEPCの 活 性 測 定 は 、0.1mMNADH(Roche,Basel,Swiss)お よ び1.51UMalatedehydrogenase(MDH)

(Roche,Basel,Swiss)を 含 む 反 応 混 液(100mMHEPES-KOH(pH8.0),10mMKHCO3,10mMMgSO4)に 、

酵 素 抽 出 液20μ1と 終 濃 度2mMに な る よ う にPEPtricyclohexylammoniumsaltを 添 加 す る こ と で 反 応 を 開 始

し 、340nmの 吸 光 度 の 減 少 を 追 跡 す る こ と で 測 定 した(Teradaら(4)、1991)。

活 性 測 定 は 、 光 路 長10㎜,光 路 幅5mmの 吸 光 度 測 定 用 セ ル を 用 い て 行 い 、 反 応 混 液 の 量 は1.Omlと

し た 。 活 性 測 定 は 全 て30℃ に て 行 い 、 分 光 光 度 計 はUV-2500PCを 使 用 して 、UVPC用 カ イ ネ テ ィ ッ ク ソ

フ ト ウ ェ ア で 反 応 を 追 跡 し 、活 性 値 や 半 飽 和 基 質 濃 度 な ど の デ ー タ 処 理 を 行 っ た 。こ の 時 の 活 性 は 、NADH

の340nmで の 吸 光 係 数 を ε340-6,220M-1.cm'1、1分 間 に1μmolのNADHを 酸 化 す る 活 性 を1単 位(unit)と

し て 算 出 し た 。 本 研 究 で は 、 ク ロ ロ フ ィ ル 量 あ た り と 酵 素 液 量 あ た りの2種 類 の 単 位 で 比 活 性 を 算 出 して

い る 。 単 位 換 算 は 、1×10-1(Units/μgChl)-1.27(Units/ml)と な る 。 本 報 で 示 した デ ー タ は 多 く の デ ー タ の 中

の 代 表 的 な も の を 示 し た 。

3.結 果

3.1助 剤の検討

トウモ ロコシな どについて用 い られ る従来の酵素抽

出法 では、陸生型E.viviparaのPEPCの 抽 出率が著 し

く低 い(ト ウモ ロコシの1/60程 度)こ とが明 らか にな

った。抽 出効率 を改善す るため、従 来報告 されてい る

方法 も含めて種 々の助剤 の検討 を行 うことに した。 本

研 究で は、牛 血清 アル ブ ミン(Bovineserumalbumin,

BSA)、 エ チ レン グ リ コー ル(Ethyleneglycol)、

BlockingAgent(GEHealthcare,LittleChalfont,England)、

Skimmilkな どの物質 について検討 した。PEPCと 陸生

型E.viviparaの 発 達 した維 管束系の物質 との相 互作用

を弱 める ことを企図 して、BSAを 用い る方法は上野 ら

(5)によって報告 され たものである
。BlockingAgentと は

イム ノブ ロッテ ィングの際に用 い るブ ロッキ ング剤 の

一種 であ り
、その組成 は公表 されていない。

これ らを用 いて酵 素抽 出を行 いPEPCの 酵素活性 値

の比較 を行 った結果 、SkimmilkやBlockingAgentの 添

加 は劇 的 に酵素抽 出率 を改善す る こ とが見 出 され た

(図2A)。

Skimmilkに 関 して は最適濃度 を検討 し、5%(w/v)以

上の濃度 で最 大の抽 出率を与 え、それ以上の濃 度では抽

出率 は飽和す る傾 向が示 された(図2B)。

3.2Skimmilk中 の有効成分の探索

Skimmilkを 助剤 として用 い ることで陸生型E.vivipara

か らのPEPCの 抽 出率 が大幅に増加す ることを見出 した

ので、Skimmilk中 の有効成分 につい て検討 した。Skim
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図2酵 素 抽 出 に 用 い る 助 剤 の 検 討

A:助 剤 の 酵 素 抽 出 率 の 比 較 、B:Skimmilkの

最 適 添 加 濃 度 の 検 討

(A)None:助 剤 な し 、BO.7%:0.7%(w/v)BSA、

EG15%:15%(w/v)Ethyleneglyco1、BA10%:10%

(w/v)Blockingagent、SlO%:10%(w/v)Skimmilk

(B)20%(w/v)ま で の 添 加 濃 度 の 検 討 を 行 っ た 。
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milkは 可溶性画分 と不溶性画分 か ら成 ることか ら、まず各画分 の抽 出率 の違 いを検討 した。酵素抽 出用緩

衝液 に、5%(w/v)に なるよ うにSkimmilkを 添加 したの ち懸濁 し、20,000×g、4℃ にて15分 間遠心分離 し、

更に中間層 を20,000×g、4℃ にて15分 間遠 心分離 し、可溶性画分 、不溶 性画分 、コロイ ド性の 中間層 に分

離 した。 それ ぞれ の画分を元の体積 に戻 し、抽 出率の比較 を行った。その結果、 中間層の抽 出率が高 く、

次いで不溶性画 分の抽 出率が高い ことが明 らかになった。可溶性画分 に関 して はあま り抽 出効果 のないこ

とが確認 され た(図3)。 中間層 と不溶 性画分 につ いて酵 素抽 出に対す る有効性 が認 め られた ことか ら、

カゼ イン(Casein)の 存在 が考 え られた。Caseinは 乳 固形分の一種でSkimmilkの 主要成分 である。Brunner(6)

に よ り、CaseinはSkimmilk内 に約80-95%含

まれ 、Caseinmicelleと い う微粒 子の状態で存

在 してい ると報告 されてい る。 これ らの こと

か ら、遠 心分離 に よ り得 られた不溶性 画分 も

ミセル として十 分分 散 され なかったCaseinで

あろ うと推測 され た。実際、Skimmilkの10%

懸濁液 をEGTAの 存在 下、pH4.5に 調整 して

Caseinを 沈澱 させ 、沈殿物 と上清 をも とのpH

にNaOHに よって戻 し、5%の 濃 度 に再調整 し

た ものにつ いて、それ らの抽 出効果 を調 べた

ところ、抽 出効果 はCaseinの 画分 にみ とめ ら

れ 、ラク トアル ブ ミン(Lactalbumin)お よび乳

糖 な どの低 分子化合物 を含 む可溶性 画分には

み とめ られ なかった(デ ータ表 記略)。

8.00

9

忍6
.00

冒≧

54.00三

遷2.oo

超

0.00

NoneSkimmilkSolub畳eihtermediatehlsoluble

fractionfractionfraction

図3Skimmilkの 可溶性 、不溶性 、中間層画分 の酵素抽

出率 の比較

Caseinは 水 に対 して比較 的難溶 であ るが、Caseinの ナ トリウム塩(sodiumsalt)は 水溶性が高 く取 り扱 いが

簡 単であ る。 これ はSkimmilkか らCaseinを 酸性条件下で沈殿 させて、Ca2+や リン酸 カル シウムを除去 し

たのち、NaOHで 中和 して調製 した ものである。 これ らの助剤 について酵 素抽 出率の添加 濃度依 存性 を調

べ た結果 、共にSkimmilk(5%)を 添加 した時 よ りも酵素抽出率が高 く、Caseinsodiumsaltに 関 しては最大

3倍 程度抽 出率 が上昇す るこ とが明 らかになった。そ して、Caseinで は3%(w/v)、Caseinsodiumsaltで は5%

(w/v)が 最適添加濃度 であるこ とが確認 され た(表1)。10%Caseinの 添加で は抽 出率 の低下す る傾 向がみ

られ た。 これ らの ことか らSkimmilk中 の主 としてCaseinが 酵素抽 出に関わ ってい るこ とが示唆 され た。

なお、Lactalbumin自 身には抽 出効果はなかった(デ ー タ表記略)。

表1Casein、Caseinsodiumsaltの 添 加 濃 度 別 のPEPCの 酵 素 活 性

5%(w/v)Skimmilk添 加 し た 時 の 比 活 性 は3.62×10'2(Units/pgChl)で あ っ た 。

Concentration 0%

Activity(Units/勲gChl),×100

1%3%5% 10%

Casein

Caseinsodiumsalt

0.03

0.03

5.33

8.55

8.36

8.04

6.333.97

11.3010.10
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3.3α 一、β一、K-caseinの 酵素抽出率の比較

先 に も述 べた よ うに、CaseinはSkimmilk中 で ミセル として存在 してい る。 粉末状のCaseinを 抽 出用水

溶液 に完全 に分散 させ ることはなかなか困難 であ り、極 く一部が十分分散 され るにす ぎない。 しか し、 こ

の部分(図3のIntermediatefraction)1こ 強 い抽 出効果 がみ られ た ことは、 ミセル の有効性 を示唆す るもの

であった。Caseinミ セルは主 にα一、β一、K-caseinで 構成 されてい る(7)。α一、β一caseinは疎水的 な性質 を持 ち

単独 では溶解性 が低いが、親水 的及 び疎 水的な ドメイ ンを両方持っK-caseinと それ ぞれ複合体 を形成 し、

安 定 したサブ ミセル(sub-micelle)を 形成す る(8)。それ らが集合体 を作 り、Caseinミ セルを形成す るとさ

れ ている。 われ われ は、 この ミセル 中の どの成 分が抽出効率の増大 に寄与 してい るのか を明 らか にす るた

めに、α一、β一、K-caseinそ れぞれ につ いて添加濃度 を変 えなが ら抽 出効率 を検討 した。そ の結果 、1%(w/v)

添加以 上ではそれ ぞれSkimmilkと 同等 も しくはそれ以上の酵素抽出能力 を示 した ものの、各分子種 問で

は抽 出率 に大きな差はない ことが示 された(表2)。 しか し、それ ぞれ の酵 素抽 出後の溶 液の色 には明 ら

かな差 が見 られ た ことか ら(デ ー タ省略)、 色素や微 量成分 な ど酵 素以外 の物 質に関 しては抽 出 され る成

分 に違 いがあ ることが示 唆 され た。われわれはCaseinミ セル の形成 に重要な役割 を果たすK-caseinが 抽 出

率 の向上に最 も大き く寄与す るのではないか と予想 したが、そ うではなか った。表1のCaseinsodiumsalt

では1%で も大きな抽 出効果 を示 した ことか ら、 これ らの分子種が よ り有効な ミセル を形成 して相乗的 に

作用 してい る可能性 も考 えられ た。

表2α 一、 β一、K-caseinの 酵 素 抽 出 能 の 比 較

Skimmilk、Casein、Caseinsodiumsalt添 加 時 の 比 活 性 は そ れ ぞ れ 、5%(w/v)Skimmilk-3.62×10-2

(Units/pgChl)、3%(w/v)Casein=8.36×10-2(Units/pgChl)、5%(w/v)Caseinsodiumsalt=ll.3×10-2

(Units/μgChl)で あ っ た 。

concentrati〔0%0.5%

Activity(Units/pgChl),×100

1%2% 3%

α一caseln

P-casein

1《-caseln

0.030.1706.28

0.031.454.24

0.031.263.74

8.23

5.50

5.29

6.14

7.16

6.59

3.4PVPの 酵素 抽出に与 える影響

PVPPはPVPを 架橋す るこ とに よって調

製 され る。PVPは 水溶性 であ るので これ を

不溶性 に した ものがPVPPで あ る。PVPP

は不溶性 で容易 に回収 が可能 であ るた め、

植物 由来のポ リフェ ノール類 を吸着 除去す

るために広 く工業的に利用 され てい る。植

物材料 か ら酵素 タ ンパク質 を抽 出す る場合

に も、PVPPを 助剤 として使用す るこ とは

いまや 常識 的に行 われてい る(9)。これ に対

して、PVPはPVPPと 同様 の化学 的性 質を

もちなが ら水溶性 であ るため、PVPPほ ど

には よく使用 され ていない。 われわれ も常

5.00

9
×
"4 .00

タ

ヨ
93.00'目

⇒)2
.00

倉芒

1.00考

0.00

None Skimmilk(5%)PVPK-30(5%)

Additives

図4PVPK-30とSkimmilkの 酵 素 抽 出 率 の 比 較

PVPK-30は 分 子 量40,000のPVPで あ る 。

にPVPPを 抽 出液 の基本助剤 として加 えていたので、改めて同 じ化 学的性 質のPVPを 助剤 として用 いるこ
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とは考 えていなかった。 しか し、ある偶然 か ら、PVPをPVPPと 併用す る こととな り、PVPに は著 しく抽

出効率 を高め る働 きのあ ることを見出 した。その効果はSkimmilk以 上に強か った(図4)。PVPはSkimmilk

やBSAと 同様 にイ ムノブ ロ ッテ ィングのブロ ッキング剤 として用 い られ ている化合物 であ り、工業 的にも

溶解補助剤や フ ィル ムや コー ト紙 の コーテ ィング剤 と して一般的 に用い られてい るもの であ り、Skimmilk

と同 じよ うな効果 を抽 出に もた ら した と考 えられ る。

タ ンパク質 由来以外の物 質で効率的 に酵素抽 出 を行 うこ

とができた ことか ら、さ らにPVPに つい て検討 した。PVP

は平均 分子 量の違 うものがい くつか製 品化 されてい るので、

分子量10,000のPVP10、 分子量24,500のPVP25、 分子量

30,000のPVPK-30を 用いてそれぞれの酵素抽 出率 を比較 し

た。その結果、PVPlOの 酵 素抽 出率が一番高い ことが明 らか

にな り、分子 量が小 さいほ ど酵 素抽 出率が高 くな ることが観

察 され た(表3A)。PVP10の 酵素抽 出率が高い ことか ら、

この物質 の最適 添加濃度 について も調 べた ところ、5%(w/v)

添加 が最適 であった(表3B)。

これ までの結果 を含 め総合 的に考察す ると、PVPも 非常 に

有効 な助剤 で、Caseinsodiumsaltと 同等程度の効果が あるこ

とが明 らかになった(図5A)。 図5Bは 各抽 出液について

イム ノブ ロッテ ィング解析 を した結 果 を示 し、全ての助 剤で

PEPCの 抽出が確認 された。

表3種 々のPVPの 酵素抽 出効 率の比較

A:分 子量の違 うPVP問 で の酵素抽 出率 の

違 い、B:PVP10の 最適添加濃度 の検討

A
Activity

(Units/ml),×10

None

PVP10(5%)

PVP25(5%)

PVPK-30(5%)

弓j

Q
O

O

O

O

/0

5

4

B Conc.
Activity

(Units/ml),×10

%

%

%

%

艦

腸

0

1

3

5

1

1
1

0.06

5.3

9.3

10.5

9.1

8.7

A

1.40

:
×1 .20

=1.00

り
切0.80

ミ

着0.60
ロ

巳0.40

き

葦O,20

二 〇・oo

B

NPSCSCα βK

NoneP5%S5%C3%CS5%〔z20/oS30/,K30/o

Additives

図5そ れ ぞ れ の 助 剤 の 最 適 濃 度 で の 酵 素 抽 出 率 の 比 較(A)と イ ム ノ ブ ロ ッテ ィ ン グ 解 析(B)

そ れ ぞ れ の 助 剤 で 一 番 酵 素 抽 出 率 の 高 か っ た 添 加 濃 度 で の 酵 素 活 性 値 を 比 較 し、 そ れ ら に つ い て トウ モ

ロ コ シPEPCに 対 す る ウ サ ギ 抗 体(10)を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。None:助 剤 な し 、P5%:

5%(w/v)PVPlO、S5%:5%(w/v)Skimmilk、C3%:3%(w/v)Casein、CS5%:5%(w/v)Caseinsodiumsalt、

ct20/o:2%(w/v)α 一casein、 β3%:3%(w/v)β 一casein、1く3%:3%(w/v)K-casein.

4.考 察

本研 究では、陸生型E.viviparaか らのPEPC抽 出効率 を高 めるこ とを 目的 として実験 を行 った。 その結

果 、Uenoら(5)のBSAを 助剤 とす る方法で は、499μmol/mgChl/hr、 す なわちわれわれの用いた単位 に換算
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して0.0083Unit/μgChl、 で あった のに対 してSkimmilkを 用い る方法 ではこれ よ り9倍 ほ ど高い比活性 が

得 られ た(表2の レジェン ド参照)。 本研究 によって、水生型か ら陸生型へ の移行過程 にお けるPEPCの 発

現 の時間経過 な ど環境応答 の生理 学的研 究に役 立っ抽出法が確立で きた。Skimmilk中 の有効成分 について 、

さらに詳細 な解析 を行 い、Skimmilk中 のCasein及 びCaseinミ セル を構成す るα一、β一、K-caseinそ れ ぞれ

は同程度 の抽 出効 率を もつ ことを示 した。今 回 これ らの助剤 の抽 出メカニズ ムについて は明 らか にす るに

は到 っていないが、有効成分 を明 らかに した ことは意義深 い もの と思われ る。Skimmilkの よ うな多 くの不

特 定多数 のタ ンパ ク質を含 む物 質 を抽 出液 に加 えるのは、酵素 タンパ ク質 を精製す る場合 には却 って純度

を下げる ことにな るので、比較的純度 が高 く経済的 なCaseinsodiumsaltや 不純物の混入 を厳密 に避 けるに

はCasein分 子種の精製標 品 を用い るこ とが有効で あろ う。

す でにPVPPを 含 む酵 素抽 出液 に、PVPを さらに加 え ることで抽 出効 率が飛躍 的に増 大 した こ とは予想

外 の ことであ り、PVPに はPVPPに ない抽 出能力 のあ ることが示 された。 この ことについて過去の論文 を

検 索 した ところ、 われ われ と同様 に、 ヨー ロ ッパ アカマ ツか らMonoterpenecyclaseを 抽 出す る場合 には、

PVPPは 無効で あるが、PVPは 有効で あるこ とが報告 されていた(11)。また、PVPPとPVPを 同時に助剤 と

して加 えてい る報告 もあった(12)。両者 の効率 の違 いの作用機 作は現在 も不明で ある。

SkimmilkやPVPに ついて はイ ムノブ ロッテ ィングのブ ロッキ ング剤 のよ うに作用 した と考 え られ る。

す なわち、酵 素抽 出時には陸生型E.viviparaの 発 達 した維管束 を持つ堅い桿状 の葉 を粉砕す るこ とで維管

束 の断片がた くさん生 じ、それ らが抽 出液 に懸濁 された際 に疎水的な作用 また は強い水素結合 を介 して

PEPCを 吸着す る と考 え られ、助剤 が維 管束の表面 を覆 うことで、PEPCが 吸着 されず に酵素抽 出液 に溶解

して くる と考え られ る(図6)。

A

/
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Q

B

o

Q

Q

㊥
覧
謬

Q

Q
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⑭

Q

知

Q
⑭

♂
'

QQ

㊥一一Enzyme

Q＼ 。

BlockingB
undleAdditi

ves

(SkimmilkorPVP)

図6助 剤が酵素抽出に与える効果のメカニズムモデル

(A)助 剤なし、(B)助 剤あ り

維管束を助剤がコー トす ることにより酵素の吸着が抑えられていると考えている。

酵素抽 出は酵 素研 究において最初 の重要な過 程であ り、本手法 によ りこれまで酵素抽 出が 困難 とされて

きた ものに関 して応 用す ることで、研 究の範囲が広が ることが期待で きる。他 の植 物への応用 に関 して は

本報 で詳 しく論 じていないが、植物 片や細胞 片な どの不溶物質への吸着が見 られ る場合で あれ ば適用で き

る と考 えてい る。われ われ もク ロマツ(Pinusthunbergii)に 関 して本酵素抽 出法 を実験的 に応用 してみた と

ころ、Caseinsodiumsaltを 助剤 と して用い るこ とで、既 報 の抽 出法(13)よりも3倍 程度PEPCの 抽 出率が 向

上す ることが確認 された(デ ー タ省略)。 マツ も陸生型E.viviparaと 同様 に破砕時 に維管束系 の植物片 が

生 じるが、その他 に も油や ヤニの よ うな物質 も多 く葉 に含まれてお り、それ らが複合的 に酵素抽 出を妨 げ
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てい るのではないか と考 えてい る。 詳 しいメカニズム については明 らかで はないが、本方法 は他 の植 物 に

も十分適応 で きることを示 した。PEPCは 酵素分子 の表 面に比較 的広 い疎水領 域 をもってお り、大腸菌 の

PEPCの 場合 には長鎖脂肪酸やそ のCoA誘 導体、お よびDioxaneな どの有機溶媒 によって活性化 され(14)、

シ ロイヌナズナのPEPCの 場 合 には酸性脂 質 と結合 しやすい こ と(15)などが知 られてい る。筆者 らが以前報

告 したプ ラスチ ック容器 か らの微 量の溶 出物 に よる大腸 菌PEPCの 活性化 もこのよ うな性質 に起因す るも

の と考 え られ る(16)。

本研 究では植物 か らのタ ンパ ク質の抽 出にお ける助剤 と してSkimmilkが 有効で あるこ とを明 らかに し

たが、最後 にそ の応 用について述べ る。Skimmilkは 食品 由来で ある事か ら食 品への適用が非常 に有効 であ

る と思 われ る。本 手法を用 い ることに よ り、今 まで抽出ので きなかった新規の タンパ ク質や物質 を抽 出す

る ことが可能 にな ることが期待 され る。 医療 においては、植 物 を宿主 とす る組換 え体 ワクチ ン(経 ロワク

チン)の 効率の よい抽 出法 として役 立つか も しれない(17)。α一、β一、K-caseinを 助剤 と して用い る とそれぞ

れ抽 出液 の色 が大き く異な ることか らも、抽 出で きる物質がそれぞれ違 うこ とが示唆 され る。種子 な どの

堅い殻 を持 つ材料や維 管束の多い植 物な ど、物 質の抽出が難 しい材 料 において は非常 に有効 な方法 である

と期待 され る。他 に も緑茶や紅茶 な どの茶類 の抽 出に適 応す ることで、水抽 出で は得 られ ない新規 の有効

成 分探 索に も利用 し うると考 えてい る。抹茶 ミルク、イ ン ドの ミル クで煮 出す紅茶(チ ャイ)、 ミル クを加

えて調理す る種 々の料理や松葉 ジ ュースな ど、 ミル クを用い ることによって どのよ うな有用 な物質 が抽 出

され て くるか検討す ることも意 味があ るのではないか と思われ る。湯で滝れた紅茶の生理作用 に及 ぼす ミ

ル ク添加 の影響 を調 べた研 究(18)や、ポ リフェ ノール とCaseinと の反応 を調べた研究(19)なども最近行 われて

いる よ うであ り興味深 い。
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英文抄録

Developmentofahighlyefficientmethodforextractionofenzymeproteinsfromplantmaterials

bytheuseofskimmilkasanassistingagent:AcasestudyofextractionofPEPCfromEleocharis

Vlvrpara

HiroakiNagamatsu,lAyaSakagami,lYasuhiroYamazaki,iKazueYoshimura,lAiSekii,lMotomuAkita,1'2

andKatsuraIzuil・2

Eleocharisviyiparaisanamphibioussedgeplant,ahabitatinsouthernpartofNorthAmerica.Theplanttakesa

terrestrialfoflnwithslightlystiffenedculmsandperfoimsC4photosynthesisindryseason,whileitchangestoa

submergedformwithsoftculmsandperfoflnsC3photosynthesisinrainyseason.Duringthecourseofourstudyon

phosphoenolpyruvatecarboxylase(PEPC,EC4.1.1.31)involvedinC4photosynthesis,wefbundthatthepreviously

reportedmethodfortheenzymeextractionfromtheculmofterrestrialformdidnotworkorwasnotefficientenough,

andhenceanimprovementofextractionmethodwasrequired.Herewereportthattheinclusionofskimmilk

(defatteddrymilk)intheusualextractionmediumwhichcontainsinsolublePolyvinylpolypyrrolidone(PVPP)asan

absorbentofpolyphenols,bringsaboutaremarkablyhighyieldofPEPC.Moredetailedstudyrevealedthe

fbllowings:1)AnopalescentfractionobtainedbycentrifUgationoftheextractionmediumcontainingskimmilk

showedthehighestextractionactivity,suggestingtheinvolvementofcaseinmicellesintheextraction.2)Bothnative

caseinandcaseinsodiumsaltwhichhadbeenpreparedbytheremovalofcalciumandcalciumphosphate,were

almostequallyeffectivefbrtheextraction.3)Individualcaseinmicelleconstituents,α 一,β 一and1く 一casein,were

almostequallyeffective,thoughphysicochemicalpropertiesofα 一andβ 一caseinareknowntobedifferentfrom

K-casein.AlthoughtheusualextractionmediumcontainedPVPP,fUrtheradditionofsolublepolyvinylpyrrolidone

(PVP)strikinglyimprovedtheextractionef且ciencyoftheenzymeprotein.Thisindicatedthatthemodeofactionof

PVPPisnotalwaysthesamewithPVP.AmongthethreeclassesofPVPtested,PVPlOwiththesmallestaverage

molecularweight(ca.10,000Da)wasthemosteffectivef()rtheextraction.Thusaninexpensivewaytobetestedfbr

highlyefficientextractionofenzymeproteinsfromunusualplantmaterialsmaybetheuseofskimmilkorPVPasan

assistingagent.Whentheextractionisrequiredtobecarriedoutwiththemediumofde且nedcomposition,skimmilk

canbereplacedbyoneofthepurifiedcaseinproteins.PossibleusefUlnessoftheuseofskimmilkfbrextractionof

nutritiouscompoundsfromfoodstuffswasalsodiscussed.
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