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サルナシやキウイフルーツの果実に含まれるアクチニジンは，システインプロテアーゼの 1 種であり，食肉軟

化作用を持つことから，食品加工への応用が期待されている。しかし，サルナシを生食する場合，アクチニジン

は口腔刺激性の原因とされ，食味に影響する。そこで，アクチニジン含有量の少ないサルナシを育種することが

できれば生食での商品価値が向上する可能性があると考えた。県内に自生するサルナシからアクチニジン含有量

の少ない株の探索や収穫時期でアクチニジン含有量が少ないタイミングを探索するために，抗体を用いて高感度

でアクチニジンを検出する評価系を作成した。苗畑に植栽しているサルナシの果実を経時的に測定した結果，糖

度が上昇する収穫時期にアクチニジン含有量も上昇することが分かった。収穫時期でアクチニジン含有量を下げ

るには，糖度の低い時期に収穫する必要がある。

キーワード：アクチニジン，サルナシ，成熟過程，果実
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Ⅰ　は じ め に

　サルナシ Actinidia  arguta は，日本に分布する

マタタビ科マタタビ属の植物である。現在、国内で

は，近縁のキウイフルーツが流通しており，入手でき

るキウイフルーツの品種は十品種以上存在する（小

川 1997; 垣内 1991; 末沢 2000）。これらは中国から

導入された A.chinensis，ニュージーランドで品種改

良された A.deliciosa に大別される。このうち，栽

培品種として主に流通している品種は，ヘイワード種

（A.deliciosa cv.Hayward）である。以下，本文で「キ

ウイフルーツ」と表示する場合「ヘイワード」のこと

を表すこととする。

　果実の特徴としては，①独特の淡緑色～濃緑色を示す

果肉色，②極めて高いビタミン C含量，③果実表面に密

生する茶褐色の毛茸がキウイフルーツにはあり，サルナ

シには少ない。④タンパク質分解酵素のシステインプロ

テアーゼの一種であるアクチニジン（EC3.4.22.14）を

含むことなどが挙げられる（西山ら 2004）。

　このうち，アクチニジンに関しては，サルナシやキウ

イフルーツの機能性や調理・加工特性に，大きな影響を

もつことが知られている。たとえば，キウイフルーツの

果汁（鮫島ら 1991; 堤ら 1994; 西山 2000）やキウイフ

ルーツアクチニジン（西山 2000;  2001）は，食肉タン

パク質を加水分解するため，食肉軟化作用を有すること

が報告されている。また，タンパク質の消化促進効果が

あり食品加工への応用も期待されている。一方，アク

チニジンがもたらす問題点としては，ゼラチンゼリー

形成の阻害（Arcus  1959）や，キウイフルーツの主要

アレルゲンとして食物アレルギーを引き起こす可能性

（Pastrello  et.al  1998），生食時の口腔刺激性（Boyes 

.et.al  1997）などが報告されている。また，ヨーグル

トなどと混ぜ合わせた場合，乳タンパク質の加水分解に

起因すると考えられる苦味が発生することも知られて 

いる。

　以上のようにサルナシやキウイフルーツに含まれるア

クチニジンの量や活性の相違は，食品学的に重要な要素

であるにもかかわらず，ヘイワード種以外の品種におけ

るアクチニジン含量や活性についての報告は，極めて限

られているのが現状である（Boy.et.al  1997; 和辻ら 

1992）。

　西山（2004）はサルナシと 12 品種のキウイフルーツ

のアクチニジン含量ならびにプロテアーゼ活性を測定し

1 本研究の一部は，日本農芸化学会 2007 年度大会で発表した。
2 前所属　名古屋大学理学部遺伝子実験施設
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比較した。その結果サルナシのアクチニジンに関して，

キウイフルーツよりもタンパク質を分解する働きが高い

ことが示された（西山ら 2004）。この報告から生食を行

う際にアクチニジンの存在が，キウイフルーツよりもサ

ルナシで，より食味に影響しうる因子であると考えら 

れる。

　そこで，本研究では，サルナシ（A.arguta）果実中に

存在するアクチニジンタンパク質の抗体を用いた分析系

の確立とサルナシ果実中のアクチニジンの含有量の変動

に関する調査を行ったので報告する。

Ⅱ　方　法

　1．供試材料

　実験に用いたキウイフルーツ果実は市販のものを購

入した。キウイフルーツ果実（ヘイワード）のアクチ

ニジン活性は，追熟に伴い上昇することが報告されて

いる（増田ら 1987）ため，追熟後の適熟果実を供試

した。サルナシは，岐阜県森林研究所構内の苗畑に

て栽培している個体から採取した。サルナシは着果し

たまま熟すことから，果実の収穫後，追熟せずに供試 

した。

　 2．粗酵素の抽出

　サルナシとキウイフルーツ果実からアクチニジンを

含む果汁の抽出は，果実を剥皮した後，ブレンダーに

て果肉を粉砕し（5000r.p.m.× 10min），4 重のガー

ゼを用いてろ過した。このろ液を遠心分離（12000g 

× 10min）して，得られた上清を粗酵素液として以

後の活性測定，アクチニジンの精製および分析に用 

いた。

　 3．アクチニジンの精製

　アクチニジンの精製は，キウイフルーツとサルナ

シ果肉を材料として，Brocklehurst  et  al.（1981）

の方法を参考に行った。酵素の精製は全て 4℃で行っ

た。ガーゼにて搾汁ろ過した果汁を遠心分離（9000 

r.p.m. × 30min）した後，70％飽和の硫安沈殿法によ

り得た粗酵素画分を透析膜にて脱塩した。脱塩後，ダ

イアフローメンブレン（アミコン社製）で限外濃縮粗

酵素液を得た。精製中のタンパク質濃度は，牛血清ア

ルブミン（Sigma）を標準として Bradford 法により 

定量した。

　　3-1．プロテアーゼ活性の測定

　プロテアーゼ活性は，Filippova  et  al.（1984）

の 方 法 を 改 変 し て 測 定 し た。 合 成 基 質 で あ る 

L  Pyroglutamyl-L-phenylalanyl-L-leucine 

pnitroanilide（PFLNA，Sigma）を用い，ロイシン残基

のカルボキシル側の加水分解による p- ニトロアニリ

ンの遊離を波長 405nm の吸光度で測定した。試験管に

25mM  L- システインおよび 10mM エチレンジアミン四酢

酸を含む 50mM クエン酸緩衝液（pH6.0）を 0.8ml とサ

ルナシまたはキウイフルーツ果汁 0.1 ml を取り，30℃

の恒温槽内に 5分間保った。これに 0.1 ml の 5mM PFLNA

（ジメチルスルホキシド溶液） を加え混和し，30℃に 5

分間保持した後，50%トリクロル酢酸溶液を0.1 ml加え，

反応を停止した。遠心分離（10000g × 1 min） により除

タンパクした後，光学用マイクロプレート（0.33ml）中

にて 405nm の吸光度を測定した。ブランクとしては，ト

リクロル酢酸溶液を加えた後に酵素基質を加え，同様に

吸光度測定を行った。プロテアーゼ活性は，p- ニトロ

アニリンのモル吸光係数をε405= 9920 M-1・cm-1として，

1 分間に遊離される p- ニトロアニリンの量によって表

した。以下，アクチニジンの精製と果実中のプロテアー

ゼ活性はすべて本方法により測定した。

　　3-2． DEAE-SepharoseCL-6B カラムクロマトグラ

フィー

　10mM クエン酸緩衝液（pH  5.5）で透析した粗酵素液

を DEAE-Sepharose  CL-6B カラム（2.5cm × 10cm）を

用いて分画した。このカラムを10mMクエン酸緩衝液（pH 

5.5）で緩衝化した後，濃縮した酵素を添加した。吸着

したタンパク質を 1 M 硫酸アンモニウムを含む同緩衝

液を用いて，溶出速度を，1.2ml/min とし，ステップ

ワイズ法で 20ml ずつに分画した。それぞれの溶出液に

ついて 280nm の吸光度を測定してタンパク質の溶出を

確認し，プロテアーゼ活性を測定した。プロテアーゼ

活性を示す画分を回収し，ダイアフローメンブレンと

ビバスピン（アミコン社製）によって 20ml まで濃縮し

た。

　　3-3.　 HiLoad-Superdex 75pg カラム高速液体クロ

マトグラフィー

　HiLoad-Superdex  75pg カラム（1.6cm × 60cm），限

外排除分子量 70kDa を用いて分画した。このカラムを

0.1 M  硫酸アンモニウムを含む 10mM クエン酸緩衝液

（pH  5.5）により緩衝化した後，50ml に濃縮した酵素

を添加した。溶出の速度は，1 ml/min とし，タンパク

質の検出は 280nm の吸光度の測定により行った。各分

画についてプロテアーゼ活性を測定し，プロテアーゼ

活性を示す画分を回収し，ビバスピンにより濃色脱塩

した。

　　3-4.　 Mono-Q HR（5/5）カラム高速液体クロマトグ

ラフィー

　DEAE-Sepharose  CL-6B カラムによって得られた酵素

液を Mono-Q  HR（5/5）カラムを用いた高速液体クロマ

トグラフィーによる精製に供した。同カラムは 10mM ク

エン酸緩衝液（pH5.5）で緩衝化し，70 分間で硫酸アン

モニウムによるグラジェント溶出を行った。溶出速度は，

1 ml/min とし，タンパク質の検出は 280nm における吸

光度の測定により行った。
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　4.　SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）

　酵素の分子量測定は，第一化学薬品製のタンパク

質分子量マーカーを用いて行った。酵素は，SDS 保存

液  [12.5% ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）＋ 5mM エ

チレンジアミン四塩酸（EDTA）＋ 0.025M  Tris-AcOH 

Buffer] と 1 M ジチオストレイトオールを 4:1 の割合

で混合して得られた SDS 緩衝液で，100℃，3 分間加熱

処理を行い，泳動に供した。また，分子量マーカータ

ンパクも SDS 緩衝液に溶解し，同様に処理して用いた。

泳動後，ゲルを固定液 [ エタノール：酢酸：蒸留水＝

５：４：１] で 10 分間固定し，次にコマジーブリリア

ントブルー（CBB）R-250 を用いて 60℃で 10 分間染色

を行った。染色液は脱色液 [ エタノール：酢酸：蒸

留水＝ 25:8:67] で脱色しタンパク質のバンドを検出 

した。

　5.　キウイフルーツアクチニジン抗血清による検出

　上記の精製アクチニジンを抗原としてウサギに免

疫することにより，抗アクチニジン抗血清を作製し

た。抗血清の作製は，Biorad 社に委託した。上記

のとおり SDS-PAGE 法により分離したタンパク質を

セミドライブロッティング装置（アトー）により，

PVDF（polyvinylidene  difluoride） 膜（ImmobilonP，

Wattman）に 2mA/cm cm2，1 時間の条件で転写した。こ

の PVDF 膜を 0.05%  Tween  20 を含むトリス緩衝塩溶液

（pH7.5，TBS-T）で 2 回洗浄した後，5% スキムミルク

（Gibco）を含む TBS-T により，2 時間のブロッキング

を施した。次に TBS-T で希釈したウサギ抗アクチニジ

ン抗血清（1:4000）により 1時間インキュベートした後，

TBS-T により 4 回洗浄し , 非結合抗体を除去した。ア

クチニジン免疫反応性の検出は得られた抗血清の抗原

検出感度をウエスタンブロットで調べた。抗原である

精製アクチニジンとサルナシアクチニジンの量を 1 ng

から 100ng まで変えてウエスタンブロット検出を行っ

た。１次抗体として，抗キウイフルーツ抗血清と抗サ

ルナシ抗血清を比較した。アクチニジン―１次抗体複

合体はアルカリホスファターゼを連結した 2 次抗体で

発色検出した。

　6.　 栽培サルナシ株の果実におけるサルナシプロテ

アーゼ活性と糖度の経時変化

　苗畑からサルナシ果実を経時的に採取して，果肉を

ガーゼにて搾汁ろ過した粗酵素液を遠心分離（9000rpm，

× 30min）した後，プロテアーゼ活性と糖度を経時的に

測定した。プロテアーゼ活性は，収穫したサルナシ果実

を粉砕し，4 重のガーゼでろ過し，人工基質（Pyr-Phe-

Leu-pNA）を用いて，30℃で 5分間反応（pH 6.0）させ測

定した。糖度は，糖度計で Brix% を測定した。2007 年

8 月 9 日から 10 月 28 日まで（収穫日 8/9，8/16，8/23，

8/30，9/7，9/18，9/28，10/8，10/18，10/28）10 回苗

畑サルナシ果実を収穫した。その後、果実が一斉に落下

したため果実の収穫は終了とした。

　7.　 栽培サルナシ株の果実に含まれるタンパク質の

SDS-PAGE 分析とアクチニジン抗体によるウエス

タンブロット検出

　方法 6 で活性と糖度を測定した同じ粗酵素を用いて，

SDS － PAGE によるタンパク質の分析とアクチニジン抗

血清でアクチニジンバンドのウエスタンブロット検出を

行った。分析に用いた粗酵素液を標準として牛血清ア

ルブミン（Sigma）を用いた Bradford 法により定量し，

SDS-PAGE には，0.5μg，アクチニジン抗血清を用いた

分析には，0.1μg のタンパク質量を供試した。

Ⅲ　結 果 

　1.　アクチニジンの精製

　　1-1.　 DEAE-SepharoseCL-6B カラムクロマトグラ

フィー

　Brocklehurst の方法を参考にして得られた酵素液を

限外濃縮後 DEAE-SepharoseCL-6B カラムクロマトグラ

フィーに供した（図 -１a）。キウイフルーツおよびサル

ナシから抽出された粗酵素は，それぞれ１M と 0.25M の

硫酸アンモニウムでプロテアーゼ活性を有するタンパク

質が溶出された。キウイフルーツでは２つのピークとし

て溶出されたが，サルナシでは単一ピークとして溶出さ

れた（図 -２a）。その画分を回収し次のステップへと進

んだ。

　　1-2.　 HiLoad-Superdex 75pg カラム高速液体クロ

マトグラフィー

　キウイフルーツから抽出された粗酵素液は，タンパク

質量が多く，ブロードな 2つのピークに分かれ精製が困

難であることが予想されたので，HiLoad-Superdex 75pg

カラムを用いて，イオン交換では取り除くことができな

い分子量が異なる夾雑タンパク質の除去を行った。それ

より，活性を示す画分は検量線より分子量約 20kDa から

30kDa の溶出時間であった。目的とする画分の高分子側

と低分子側で，余分なタンパク質を除去することができ

た。酵素活性のある単一ピークを形成した。酵素画分は

濃色脱塩し，次の精製段階へ進んだ（図 -１b）。

　　1-3.　 Mono-QHR（5/5 カラム高速液体クロマトグラ

フィー

　得られた酵素液を Mono-QHR（5/5）カラムを用いた

HPLC による精製に供した。その結果を図 - １c，図 - ２

bに示した。キウイフルーツのプロテアーゼ溶出時間 25

分に酵素活性のある単一ピークが検出された。活性のあ

るピークを回収し最終精製とした（図 - １c）。サルナ

シ由来のプロテアーゼでは 25 分に酵素活性のある単一

ピークが検出され，プロテアーゼ溶出時間 23，25 分に

プロテアーゼ活性のある２つのピークが認められた（図

-２b）。
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　2.　SDS-PAGE 分析

　精製したキウイフルーツ由来アクチニジンとサルナシ

由来アクチニジンの SDS- ポリアクリルアミドゲル電気

泳動を行った。分子量マーカータンパク質として（分

子量 42kDa），（分子量 30kDa）,（分子量 22kDa）,（分

子量 14kDa）のタンパク質を用いた検量線より精製タ

ンパク質の分子量は共に 24kDa であると算出された 

（図 -3）。

　3.　キウイフルーツアクチニジン抗血清による検出

　　3-1.  アクチニジン抗血清による精製アクチニジン

タンパク質検出感度の確認

　1，5，10，50，100ng のキウイとサルナシ由来精製ア

クチニジンを用いて，SDS-PAGE を行い，PVDF 膜に転写

後，キウイフルーツアクチニジン抗体を用いた検出結果

を図 -3 に示した。キウイ由来のアクチニジン抗体によ

るサルナシアクチニジンの検出とサルナシ由来のアクチ
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ニジン抗体によるキウイアクチニジンの検出が共に可能で

あった。精製タンパク質添加量の増加に伴い，相当する抗

体による検出バンドの濃さが，上昇することが視覚的に観

察された。アクチニジンと１次抗体複合体は発色感度が高

いアルカリホスファターゼを連結した 2次抗体で発色検出

した。矢印で示した位置のバンドがアクチニジンである。

いずれの抗血清も両抗原を同程度の量（10ng タンパク）

まで検出できた。さらに抗原の量を少なくした所，1 ng 

タンパク質でも検出可能であった。作成した抗体は同程度

の感度で抗原を認識でき，抗キウイフルーツ抗血清と抗サ

ルナシ抗血清はアクチニジン類を高感度に分析できる抗体

であると評価した。

24kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 1 ng
2 5 ng
3 10 ng
4 50 ng
5 100 ng

24kDa

6 1 ng
7 5 ng
8 10 ng
9 50 ng

10 100 ng

SDS-PAGE Western Blot 

22

14

30

42

(kDa)
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図 -3　精製アクチニジンの SDS-PAGE 分析と抗アクチニジン抗血清による検出

図 -4　サルナシ果実のプロテアーゼ活性と糖度の経時変化
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　4.　 栽培サルナシ株の果実におけるサルナシプロテ

アーゼ活性と糖度の経時変化

　8/9 から 9/18 まで，サルナシ果実の糖度は 5.0 〜 7.0

とほぼ一定であり，人工基質（Pyr-Phe-Leu-pNA）を用い

た測定方法でプロテアーゼ活性は検出されなかった。10/8

日の収穫物から，糖度の上昇が認められ，プロテアーゼ活

性もわずかであるが検出された。この収穫から 10 日後の

10/18 には，プロテアーゼ活性は 650U/ml に急激に上昇し，

さらに 10 日後の 10/28 にも 665U/ml となった（図 -4）。

　5.　 栽培サルナシ株の果実に含まれるタンパク質の

SDS-PAGE 分析とアクチニジン抗血清によるアクチ

ニジン検出

　サルナシ果実から抽出された粗酵素液の経時的な SDS-

PAGE 分析とウエスタンブロット分析による電気泳動像を

図 -5 に示す。アクチニジンのバンドは，分子量 24kDa 付

近に認められた（図 -3）。果汁から，人工基質を用いた

測定方法でプロテアーゼ活性が検出されなかった時期に

おいても，Western  Blot により精製アクチニジンが示し

た 24kDa と同じ分子量のシグナルが検出された。人工基質

を用いた測定方法で活性は検出されなかった（図 -4）が，

Western  Blot レーン 3 の 8/23 の収穫物からレーン 7 の

9/28 の収穫物には，果実中にアクチニジンタンパク質が

存在していることが示された（図 -5）。プロテアーゼ活性

上昇時のレーン８から 10 までは薄いタンパク質のバンド

が検出され、抗体を用いた Western  Blot 分析では、強い

発色バンドが検出された。抗体を用いることで、活性測定

や SDS-PAGE によるタンパク質のバンドが検出されない時

期から高感度でアクチニジンタンパク質の挙動を検出する

ことが可能となった。

Ⅳ　考 察

　今回作成した抗体は植物由来のシステインプロテアー

ゼと交差するので，果実のみならず様々な植物組織にお

けるシステインプロテアーゼの所在と量を評価する上で

有用な評価系が確立できたと考えられる。今後はキウイ

フルーツとサルナシのアクチニジンの物性比較（酵素活

性，熱安定性，活性保持剤の効果）を行い，単離した遺

伝子の塩基配列情報と関連つけることが必要である。さ

らに遺伝子の発現調節機構の解析の情報も必要となる可

能性がある。キウイフルーツとサルナシのアクチニジン

を含む植物由来のシステインプロテアーゼの生理作用の

解明が求められる。

　サルナシアクチニジン含有量の経時的な測定から収穫

時期によって変動していることが分かった。糖度が上昇

する収穫適期にアクチニジン含有量が最大値を示した。

アクチニジン量を低下させるためには，糖度の低い時期

における果実を採取することが適切と考えられた。

　県内の果実をつけているサルナシ野生株から果実を採

集し糖度とプロテアーゼ活性，アクチニジンの抗体検出

を行ったところ，自然界で発見したサルナシ果実でも糖

度とアクチニジン含有量の上昇がパラレルな関係を示し

た（上辻未発表）ことから，自然界から低アクチニジン

サルナシ株の取得は難しいと予想される。

　さらに遺伝子配列情報と推定アミノ酸配列の情報も取

得しており（上辻未発表），人工的な改変技術による低

アクチニジンサルナシ株を作出できる可能性があると考

えられる。今後，糖度上昇時期に発現しているアクチニ

ジン遺伝子がいくつ存在するか，特に高発現しているア

クチニジン遺伝子が存在するかについても明らかにして

開発にのぞむ必要がある。

24kDa

SDS-PAGE Western Blot 

8/9 8/16 8/23 8/30 9/7 9/18 9/28 10/8 10/18 10/28

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M:

20
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40
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図 -5　サルナシ果実の経時的な SDS-PAGE 分析と抗アクチニジン抗血清によるアクチニジンタンパク質の検出
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