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背景と目的

サルナシ（猿梨，学名：Actinidia arguta）は，植
物学的分類上，マタタビ科マタタビ属（Actinidia）
に分類され，雌雄異株または雌雄雑居性の蔓性落葉
植物である1)。マタタビ科にはクレマトクレスラ属
（Clematoclethra），タカサゴシラタマ属（Saurauia），
マタタビ属（Actinidia）の⚓属があり，種として
300 種以上存在するとされている2)。
サルナシはわが国では，北海道から九州まで全国
にまたがって自生している。開花時期は地域，品
種・系統によっても異なるが，⚕月上旬から⚖月中
旬前後であり，果実の収穫期は⚙月下旬から 11 月
上旬である3)。花は白色で，果皮は無毛の淡緑黄色，
果肉は淡緑色で中に細かい種子を多く含み，キウイ
フルーツを無毛にして小型化したような形態であ
る1,3)。果実の味はキウイフルーツよりも香りが強
く，かすかな酸味や強い甘みがある4)。
サルナシの語源の由来は，⽛サルが好んで食べる

梨のような実⽜という説があるように，野生動物の
餌としても重要な位置にあり，ニホンザルやツキノ
ワグマ，ヒグマ，鳥類などが大量に摂食して種子散
布に貢献しているとされている5,6)。また，貝原益軒
著書の大和本草（西暦 1708 年）にも記述があり，サ
ルナシがおよそ 300 年前より食されていたことが分
かる2,7)。
サルナシは地域によって，コクワ，コクワヅル，
シラクチカズラ，シラクチヅルと呼ばれているが，
北海道では主に⽛コクワ⽜として親しまれている。
また，アイヌ語では⽛クッチプンカル⽜と呼ばれ，
生食の他，果実を乾燥させて腎臓病の薬としても古
くから使用されていた8,9)。
サルナシ果実の栄養成分の特徴は，ビタミン類が
多いとされている。特にビタミンCに関しては，キ
ウイフルーツの約 2.5 倍含まれている。西山らのマ
タタビ科の果実間のビタミン C 含量を比較した研
究があるが，その中でもサルナシのビタミンC含量
が高いことが報告されている10)。また，ビタミン E
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はキウイフルーツの 3.5 倍量含まれている11)。この
ことからも，サルナシは豊富なビタミン源であると
考えられる。
サルナシは，生食の他，果実酒，ジュース，ワイ
ン，ジャム等の加工品として流通している12)。また，
サプリメントにも使用されている。
サルナシの食品化学的機能や生理機能に関する報
告は，抗アレルギー作用，抗炎症作用13,14)，骨髄細
胞増殖促進作用15)，膵リパーゼ阻害作用16,17)，糖化
最終産物の形成阻害作用18)，ポリフェノール画分に
よる糖質消化酵素活性阻害作用7)などが明らかにさ
れている。
一方で，サルナシ果実中のタンパク質に関する研
究は殆ど報告されていない。
サルナシと同属の緑色果肉のキウイフルーツ

（Actinidia deliciosa）にはタンパク質分解酵素（プ
ロテアーゼ）である Actinidin が含まれていること
が Arcus によって発見された19)。Actinidin はパパ
インスーパーファミリーに属し，パパインとアミノ
酸配列に相同性があるシステインプロテアーゼ［EC
3.4.22］である20,21,22)。キウイフルーツの果汁や精
製 Actinidin は，タンパク質の消化促進効果も期待
されているが，Actinidin によって生じる問題点と
して，ゼラチンゼリー形成阻害や，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や，生食
時の口腔刺激性などが報告されている23,24)。
サルナシ果実中にも，キウイフルーツと同様にタ
ンパク質分解酵素の一つであるシステインプロテ
アーゼ［EC 3.4.22］が存在すると考えられる。本
研究では，サルナシ果汁中のシステインプロテアー
ゼの生化学的諸性質の解析と食物中に含まれる幾つ
かのタンパク質に対する分解能の解析を行ったので
報告する。

⚑．実験材料および実験方法

⚑）実験材料
試料：本実験では，2012～2015 年北海道札幌市南区
で生産されたサルナシを⚓日間室温に静置した後，
冷凍保存し，用時に解凍して使用した。
マタタビ（Actinidia polygama）は，2012～2013
年北海道東部網走地方で生産されたマタタビ果実を
用いた。グリーンキウイおよびゴールデンキウイは
市販品を用いた。

試薬：
Tris (hydroxymenthyl) aminomethane（Tris），
2-Mercaptoethanol（β-ME），Dimethyl sulfoxide

（DMSO），エチレンジアミン四酢酸（EDTA）等は
和光純薬㈱の製品を用いた。SDS-PAGE 用分子量
マーカー，BSA（bovine serum albumin），Cooma-
ssie G-250，Quick startTM Bradford 1x dye solu-
tion，ミニプロティアンTertra セル，Mini-protean
TGX precast gels, any kD 10-well および 12-well
などは BIO-RAD 社より購入した。合成基質として
用いた Z-Leu-Arg-MCA，Z-Phe-Arg-MCA および
AMC基質，Antipain，E-64，E-64c，Leupeptin，Z-
LLLH（aldehyde），Leuhistin，CA-074 はペプチド
研究所から購入した。
ゼラチンは和光純薬工業㈱，α-カゼインおよび
γ-カゼインはMP Biomedicals，LLC，β-カゼイン
は和光純薬工業㈱より購入し，スキムミルクは雪印
メグミルク㈱，明治ブルガリアヨーグルトは㈱明治よ
り購入した。また，Transferrin および Lactoferrin
は，それぞれヒト血漿およびヒト精漿より大久保ら
により精製されたものを用いた（未発表）。
その他の試薬としては全て特級品を用いた。

⚒）実験方法
① サルナシの処理と酵素溶液の調製
サルナシの処理と酵素溶液の調製は以下のように
行った（図⚑）。

② Bradford 法を用いたタンパク質量測定
試料中のタンパク質の定量には Bradford 法25,26)

を用いた。
標準タンパク質として，⚖種類の濃度（0.125
mg/ml～1.5 mg/ml）の BSA（bovine serum albu-
min）を用い，標準曲線を作製した。この⚖種類の
溶液をそれぞれ 20μl とり，エッペンドルフチュー
ブに入れ，ついで Coomassie G-250 を含む Quick
startTM Bradford 1x dye solution を 1 ml 加え，
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図 1 酵素溶液の調製



vortex で攪拌し，⚕分間室温に静置した。ついで，
それらの吸光度は分光光度計（日立 U-1500）を用
い，吸光度波長 595 nm で測定した。ブランクとし
て，超純水または 20 mMリン酸緩衝液，pH 6.0 を
用いた。
サルナシ，マタタビ，グリーンキウイおよびゴー
ルデンキウイ果汁中のタンパク質量の測定は，各試
料 20μl に，1 ml の Quick startTM Bradford 1x dye
solution を加え，⚕分間室温に静置した後，上記の
ように吸光度を測定し，その吸光度を上記標準曲線
に当てはめ，算出した。

③ 酵素活性測定法
基本的な酵素反応系は，本酵素溶液（10～20μl），
0.5 Mリン酸ナトリウム緩衝液，pH 7.0（100μl），
β-ME（10μl），超純水（860～840μl）の順に混合
し，酵素反応は基質 10 mM（10μl）を加えることよ
り開始し，全量を 1 ml とした。37℃で 30 分のイン
キュベート後，0.2 M 酢酸 2 ml を加えることによ
り酵素反応を停止した。酵素活性の測定は，遊離し
たAMCの相対的蛍光ユニット（RFU）を測定する
ことにより行った（励起光（Ex）360 nm：蛍光（Em）
460 nm）（表⚑）。測定機器としては，Versa Fluor
Fluorometer（BIO-RAD社製，米国カリフォルニア
州）を用いた。

④ 標準曲線の作成
酵素活性測定系の AMC 基質の量を徐々に増や
し，相対的蛍光ユニット（RFU）の測定を行った。
AMC基質 10μl（100 nmoles に相当）を用いたとき
の強度を 10,000 に設定した。従って，サルナシ果
実由来の溶液を用いた酵素活性の測定で RFU が
5,000 と表示されれば，その酵素反応系で 50
nmoles の AMC が遊離されたことを意味する（図

2-A，B）。

⑤ 基質特異性の決定
12 種類の合成基質（Arg-MCA，Z-Phe-Arg-MCA，
Z-Leu-Arg-MCA，Z-Gly-Pro-Arg-MCA，Z-Val-Val-
Arg-MCA， Z-Arg-Arg-MCA， Boc-Val-Leu-Lys-
MCA， Boc-Val-Pro-Arg-MCA， Suc-Ala-Ala-Ara-
MCA， Pro-Phe-Arg-MCA， Boc-Gln-Arg-MCA，
Ala-Ala-Phe-MCA）を用い，表⚑に示した方法で，
酵素活性の測定を行った。

⑥ 還元剤β-MEによる酵素の活性化
基質として Z-Leu-Arg-MCA を用い，酵素反応系
にβ-ME（最終濃度 10 mM）加えることにより，酵
素活性が増強するか否かを調べた。

⑦ 最適 pHの決定および pH安定性の決定
酵素反応系に用いる緩衝液の pHが酵素活性に及
ぼす影響を調べた。
最適（至適）pH 決定には，GTA 緩衝液（pH
3.5～10），クエン酸緩衝液（pH 3.0～6.0），および
リン酸緩衝液（pH 6.0～8.0）を用い，各々の pHに
おける酵素活性を調べた。
pH安定性には，GTA緩衝液（pH 3.5～10.0）を
用いた。酵素溶液 20μl に 5μl の 0.5 M GTA 緩衝
液（最終濃度 100 mM）を加え，⚔℃に 24 時間静置
した後，酵素活性の測定に用いた。
尚，GTA 緩衝液の組成と作成法は下記のとおり
である。

・3,3-dimethyl glutaric acid 16 g
・tris (hydroxymethyl) aminomethane 12.1 g
・2-amino-2-methyl-1,3-propanediol 10.5 g

蒸留水 1l 中に上記の⚓試薬を溶解させ，GTA緩
衝液とした。各 pH（3.5～12.0）への補正は，0.5
M HCl または 0.5 M NaOHを用いて行った。

⑧ 酵素反応時間依存性
酵素量を一定として酵素測定系のインキュベー
ションの時間を 0～60 分に変化させることにより
行った。

⑨ 最適温度の決定および温度安定性の決定
最適（至適）温度は，酵素反応系のインキュベー
ションの温度を 4～60℃に変えることにより決定し
た。
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表 1 酵素反応系の組成および反応系
1 酵素溶液 Enzyme Solution 10～20μl(diluted 5～10 fold）

2 緩衝液
Buffer(0.5 M Sodium phos-
phate buffer, pH 7.0）

100μl(final conc. 50 mM）

3 還元剤 β-ME(2-ME） 10μl(final conc. 10 mM）

4 超純水 dH2O 860～840 μl

5 基質 Substrate(10 mM） 10μl (final conc. 100μM →
100 nmoles）

6 → incubate for 15～20 min at 37℃

7 → terminate the reaction by adding 2 ml of 0.2 M acetate
（CH3 COOH）

8 → determine the fluorescence at Ex 360 nm and Em 460 nm



温度安定性は，酵素反応系のインキュベーション
の温度 4～60℃に変え，各々の温度に 10 分間静置し
た上で，酵素活性の測定を行い決定した。

⑩ ソディウムドデシルサルフェートポリアクリル
アミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）
Laemmli 法27)で行った。泳動装置は，ミニプロ
ティアン Tertra セル（BIO-RAD 社），電気泳動用
ゲルは，Mini-protean TGX precast gels, any kD
12-well（BIO-RAD 社），泳動電源は，Power Pac
Basic（BIO-RAD社）を用い，200 V で約 30 分間の
電気泳動を行った。泳動後のゲルは，Bio-Safe
Commassie G-250 stain を用いて 60 分間染色し，そ
の後，蒸留水による脱色を一晩行った。

⑪ 各種酵素阻害剤による本酵素活性に及ぼす影響
本酵素がシステインプロテアーゼであるかを調べ
るために，種々の酵素に対する 10 種類の阻害剤
（EDTA， AEBSF， Antipain， E-64， E-64c，
Leupeptin，Z-LLLH（aldehyde），Leuhistin，CA-
074 および Pepstain A）を用いた。

⑫ 本酵素溶液によるゼラチン，カゼイン，スキム
ミルクなどの分解能の解析
ゼラチン，カゼイン，スキムミルクなど種々のタ
ンパク質に対し，重量比で 12～70 分の⚑になるよ
うに本酵素溶液を添加し，37℃，⚑時間反応させた
後，ただちに電気泳動用色素を 3～4μl 添加し，
95℃，⚕分間熱処理をして酵素失活させた。次いで，
Laemmli 法27)による SDS-PAGE を行った。またゲ
ル板はMini-PROTEN TGX Precast Gel（Any kD，
BIO-RAD 社製）を用いた。電気泳動後のゲル板上
のタンパク質は，Bio-Safe Coomassie G-250（BIO-
RAD社製）を用いて染色した。

⚒．実 験 結 果

⚑）標準曲線の作成
① 標準曲線の作成において，直線性が得られた（図
2-A，B）。図にも示したが，RFU値が 10,000 であ
れば，100 nmoles，5,000 であれば 50 nmoles の
AMCが遊離されたことを意味する。

② Bradford 法による標準曲線
タンパク質濃度の測定の為に用いた Bradford 法
による標準曲線を示した（図⚓）。若し，595 nmで
の測定値が 1.0 である場合，その試料中には 0.45
mg/ml のタンパク質が含まれることを意味する。

⚒）酵素反応時間依存性
酵素反応の量的依存性を，本酵素を希釈せずに行
うと使用酵素溶液量が 5μl 以下において蛍光測定
範囲の上限を容易に超えてしまうため，酵素溶液を
⚕倍希釈した後，酵素反応時間経過による本酵素の
活性を調べた。その後，20 分まで直線性が得られた
（図⚔）。以後は，原則として酵素溶液を 5～10 倍希
釈し，反応時間を 15～20 分間として，本研究に使用
した。

⚓）基質特異性の決定
種々の合成基質を用いて基質特異性を調べた（図
⚕）。本実験では，⚕倍希釈したサルナシ果汁 5μl
（0.42μg）を用い，反応時間を 10 分間で行った。図
に示したように，サルナシ果汁中の酵素は，Z-Leu-
Arg-MCA＞Boc-Val-Leu-Lys-MCA＞Z-Val-Val-Arg-
MCA＞Z-Phe-Arg-MCA＞Pro-Phe-Arg-MCA の 順
に加水分解能を発揮した。また，Z-Gly-Pro-Arg-
MCA や Z-Arg-Arg-MCA などその他の合成基質に
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図 2-A 標準曲線
（RFU 0～10,000)

図 3 Bradford 法による標準曲線（mean±SEM，n＝10）

図 2-B 標準曲線
（RFU 0～2,000)



対しては極々弱い活性を示した。以後の実験では基
質として Z-Leu-Arg-MCAを使用した。

⚔）還元剤β-MEによる酵素の活性化
サルナシ由来の酵素活性に及ぼすβ-ME の効果
を，基質として Z-Arg-Arg-MCを用いて調べた。果
実の果皮を除去後，フードプロセッサーを用いて粉
砕し，10,000 g で 30 分間遠心分離し，上清を得た。
この上清についてβ-MEが存在しない場合とする場
合で酵素活性がどのように変化するのかを分析し
た。試料 5～10μl の範囲で行った酵素活性は非常
に低かった（50 RFU以下）が，β-ME（最終濃度 10
mM）を反応系に加えることにより，図⚖に示した
ように 180～200 倍まで活性化した。この結果は，
サルナシ果汁中において本酵素は活性を発現しない
状態で存在すると考えられた。また，β-MEのよう
な還元剤で酵素が活性化されるとシステインプロテ
アーゼとしているが，本酵素もその範疇に入ると推
定された28)。

⚕）サルナシ，グリーンキウイ，ゴールデンキウ
イおよびマタタビ果汁由来のシステインプロ
テアーゼの活性比較

サルナシ，グリーンキウイ，ゴールデンキウイお
よびマタタビ果実（各々～20 g）に，ほぼ等量の 20
mMTris-HCl buffer，pH 8.0 を加えた後，フードプ
ロセッサーを用いて粉砕し，さらに 10,000 g で 30
分間遠心し，各上清を得た。これらの上清中のシス
テインプロテアーゼ活性を 10 mM β-ME の存在下
で測定し，比較した（図⚗）。その結果，マタタビの
酵素活性（0.18μmoles/mg/min）を⚑とすると，グ
リーンキウイはマタタビの約⚘倍，サルナシはグ
リーンキウイの約 2.1 倍，マタタビの約 18.5 倍の
比活性を示した。サルナシ，グリーンキウイおよび
マタタビ果実中のシステインプロテアーゼの中で，
サルナシ由来の酵素が最も比活性が強かった。な
お，ゴールデンキウイ由来の酵素はサルナシの酵素
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図 4 反応時間と酵素活性

図 5 基質特異性

図 6 還元剤β-MEによる酵素の活性化

図 7 サルナシ，グリーンキウイ，ゴールデンキウイお
よびマタタビ果汁中のシステインプロテアーゼ活
性の比較



の約 400 分の⚑以下，キウイ約 200 分の⚑以下の活
性しか存在しなかった。

⚖）最適 pHの決定および pH安定性の決定
本酵素の最適 pHを，⚕倍希釈したサルナシ果汁
5μl（0.2μg）を用い，GTA緩衝液（pH 3.5～9.5），
クエン酸緩衝液（pH 3.0～6.0）およびリン酸緩衝
液（pH 6.0～8.0）を用いて，最適 pHを求めたとこ
ろ pH 6.5～7.0 に最適 pHが存在することが明らか

となった（図 8-A）。これらの結果を基に，酵素活
性測定には最終濃度 50 mM のリン酸緩衝液（pH
7.0）を用いることとした。
pH 安定性の解析において，GTA 緩衝液（pH
3.0～10.0）を使用し，⚕倍希釈した本酵素溶液 10
μl（0.84μg）に，0.5 M GTA緩衝液を加え，最終
濃度が 75 mMとなるようにし，⚔℃に 24 時間静置
した後，活性測定を行ったところ pH 5.5～9.0 の広
い範囲の pHに安定性を示した（図 8-C）。

⚗）最適温度の決定および温度安定性の決定
⚕倍希釈したサルナシ果汁 5μl（0.42μg）を用い，
温度変化による酵素活性の変化を測定した結果を図
8-D に示した。本酵素の最適温度は，45～50℃に
あった。しかし，生体内で本酵素が働く場合のこと
を考慮して以後の実際の諸実験には 37℃を用いた。
温度安定性による活性を測定した結果を図 8-E
に示した。本酵素は，55℃まではほぼ安定であるが，
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図 8-A 最適 pH

図 8-B クエン酸緩衝液(pH 3.0～6.0）およびリン酸緩
衝液（pH 6.0～8.0）使用による最適 pHの決定

図 8-C GTA緩衝液（pH 3.5～10.0）を用いた時の pH
安定性の決定

図 8-D 最適温度



60℃を超えると熱変性により失活した。

⚘）各種酵素阻害剤の本酵素活性に及ぼす影響
⚕倍希釈したサルナシ果汁 5μl（0.42μg）を用い，
本酵素活性に各種阻害剤が影響を及ぼすのか否か解
析した（図⚙）。
本酵素活性は，システインプロテアーゼの阻害剤
であるAntipain，E-64，E-64c，Leupeptin，Z-LLL-
H により強く阻害された（95％以上）。しかし，セ
リンプロテアーゼの阻害剤であるAEBSF や金属プ
ロテアーゼの阻害剤である EDTA，さらには酸性
プロテアーゼ（アスパラギン酸プロテアーゼ）の阻
害剤である Pepstatin A はほとんど阻害活性を示さ
なかった。これらの結果（図⚙）および還元剤によ
り強く活性化されることから（図⚖），本酵素がシス
テインプロテアーゼであることが強く示唆された。
そこで，本研究では本酵素をサルナシシステインプ
ロテアーゼ（以後 SCPと略）と名付けた。

⚙）SCPによる各種タンパク質の分解
① ゼラチン
ゼラチン（10μg）に SCP溶液 2μl（0.84μg）を
添加し，37℃に⚑時間反応させた後，電気泳動用色
素を加え，95℃，⚕分間熱処理した後，SDS-PAGE
を行った（図 10）。ゼラチンのみでは，分子量約
300,000 に濃いバンドおよび分子量 125,000～
37,000 にスメア状の薄いバンドが認められた。ゼ
ラチンに SCP を添加し，⚑時間反応後の SDS-
PAGE 上では，SCP と考えられる分子量 26,000 に
バンドが見られたのみであった。この結果は，SCP
がゼラチンを容易に分解する機能を有していること

が判明した。

② 精製Transferrin および精製 Lactferrin（以下，
Tf および Lf）の分解
精製 Tf 10μg および Lf 10μg に SCP 溶液 2μl

（0.84μg）を添加し，37℃に⚑時間反応させた。反
応後，電気泳動用色素を加え，95℃，⚕分間熱処理
した後，SDS-PAGEを行った（図 11）。Tf のみでは，
分子量約 70,000 にバンドが認められた。Tf に SCP
溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-PAGE上では，
分子量 80,000 および 70,000，60,000，および
20,000，16,000，10,000 のバンドが新たに認められ，
分解されたことが示された。また，Lf のみでは，分
子量 72,000 と 75,000 附近にバンドが認められた。
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図 8-E 温度安定性

図 9 種々の酵素阻害剤による酵素活性阻害

図 10 SCP によるゼラチンの分解



Lf に SCP 溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-
PAGE 上では，Tf の場合と同じように，20,000，
16,000 および 10,000 のバンドが新たに認められ，
Tf と比較して分解されやすいことが判明した。

③ カゼイン
各種カゼイン（α，β，γ：各カゼイン 20μg）に
SCP溶液 1μl（0.42μg）を添加し，37℃に⚑時間反
応させた後，SDS-PAGE を行った。α-カゼインの
みでは，分子量 30,000～25,000 の主バンドが見ら
れたが，SCP 溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-
PAGE上では，14,000～5,000 にバンドがみられた。
β-カゼインのみでは，分子量 30,000～25,000 の主
バンドが見られたが，SCPを添加し，⚑時間反応後
の SDS-PAGE 上では，分子量 15,000～5,000 以下
に，α-カゼインの場合と同様に多数のバンドが見
られた。γ-カゼインのみでは，分子量 30,000～
25,000 の主バンドが認められた。γ-カゼインに
SCP 溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-PAGE 上
では，分子量 10,000～5,000 以下にスメア状のバン
ドが認められた。この結果は，SCPが各種カゼイン
を強く分解する機能を有していることを示唆してい
た。

なお，分子量 26,000 附近のバンドは SCP 由来と
考えられる（図 12）。

④ スキムミルクおよびヒト母乳タンパク質
Tranferrin（Tf）や Lactferrin（Lf）およびα，β，
γ-カゼインが SCP により分解されることから，ス
キムミルクやヒト母乳中に含まれているこれらのタ
ンパク質が実際に分解されるのか否かを分析した
（図 13）。
SDS-PAGE 上のレーン⚑および⚒にそれぞれ
SCP溶液 1μl（0.42μg），2μl（0.84μg）添加した。
レーン⚓にはスキムミルク，レーン⚔には初乳，レー
ン⚕には成乳が添加されている。
スキムミルク 3μl（24μg）にレーン⚖および⚗に
SCP溶液を 1μl（0.42μg），2μl（0.84μg）それぞ
れ添加し，0.5 Mリン酸緩衝液 pH 7.0 を 0.45μl ま
たは 0.5μl 添加したもの，初乳 1μl（29μg）に SCP
溶液をレーン⚘および⚙に 1μl（0.42μg），2μl
（0.84μg）それぞれ添加し，0.5Mリン酸緩衝液 pH
7.0 を 0.23μl，または 0.34μl 添加したもの，成乳
1μl（27μg）に SCP溶液をレーン 10 および 11 に 1
μl（0.42μg），2μl（0.84μg）それぞれ添加し，0.5
M リン酸緩衝液 pH 7.0 を 0.23μl または 0.34μl
添加したものを，37℃，⚑時間静置した後，直ちに
電気泳動用の色素 4μl を添加し，95℃，⚕分間熱処
理をして酵素を失活させた。次いで，Laemmli 法に
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図 11 SCP に よ る 精 製 Transferrin お よ び 精 製
Lactferrin（以下，Tf および Lf）の分解

図 12 SCP によるカゼインの分解



よる SDS-PAGEを行った。
対照としてのスキムミルク 3μl（24μg）では分子
量 75,000，60,000，30,000，28,000，25,000，13,000
にバンドが見られた。スキムミルクに SCP 溶液を
1μl，2μl，それぞれ添加すると，いずれも 18,000
と 14,000 に薄いバンドが認められた。したがって，
スキムミルクのうち，カゼインが SCP によって強
く分解されることが判明した。
しかし，分子量 16,500 と 13,000 のバンドはそれ
ぞれβ-ラクトグロブリンおよびα-ラクトアルブミ
ンの分子量に相当することから，いわゆるホエータ
ンパク質のうちα-ラクトアルブミンは分解されな
いと推定された。
初乳 1μl（29μg）では，分子量は 75,000，60,000，
50,000，28,000，25,000，14,000 にバンドが見られ
た。初乳に SCP溶液を 1μl，2μl，それぞれ添加し，
反応後の SDS-PAGE 上には，分子量 75,000，
60,000，50,000，28,000，25,000，14,000 にバンド
が認められた。成乳 1μl（27μg）では，分子量
75,000，60,000，50,000，28,000，25,000，14,000
にバンドが見られた。成乳に SCP溶液を 1μl，2μl，
それぞれ添加すると，分子量は 75,000，60,000，
50,000，28,000，14,000 にバンドが認められた。こ
の結果から，スキムミルクおよび母乳（初乳・成乳）

のカゼインは SCP によって分解されることが判明
した。

⑤ ホエータンパク質
SDS-PAGE 上のレーン⚑および⚒にそれぞれ
SCP溶液 0.5μl（0.21μg），SCP溶液 1μl（0.42μg）
添加した。レーン⚓にはホエータンパク質のみ添加
した。ホエータンパク質は市販のヨーグルトの浸出
液を遠心操作して得た。
ホエータンパク質，11.9μl（10μg）は，分子量
14,000，19,000 にバンドが見られた（図 14）。
ホエータンパク質に，SCP溶液 0.5μl（0.21μg），
1.0μl（0.42μg）をそれぞれ添加し，⚑時間，37℃
に反応後の SDS-PAGE では分子量 16,500 および
13,000 にバンドが見られた。従って，SCPはホエー
タンパク質であるβ-ラクトグロブリンの一部は分
解するものの，α-ラクトアルブミンを殆ど分解し
ないことが判明した。また，分子量 300,000 附近に
認められるバンドは，ホエータンパク質の凝集体と
推測された。

⚓．考 察

食品には，第一次機能（栄養特性），第二次機能（嗜
好特性），第三次機能（生体調節特性）がある29)。本
研究では，サルナシの北海道産食材としての第三次
機能を解明することにより，ヒトの健康保持に寄与

90 宮 崎 早 花・他 91北海道産サルナシ果実中のシステインプロテアーゼに関する研究

図 13 SCP によるスキムミルクおよびヒト母乳タンパ
ク質の分解

図 14 SCP によるホエータンパク質の分解



する食材としての可能性を探ることを目的とした。
サルナシの一次機能成分については，先行研究が
幾つかあり，サルナシと同属のキウイフルーツ，ゴー
ルデンキウイフルーツ，マタタビと比較したところ，
サルナシはタンパク質，脂質，炭水化物の含有量が
多く，したがってエネルギー量も最も大きく，また
ビタミン C も豊富に含まれると報告されてい
る7,30)。
サルナシに於けるタンパク質含量は 100 g 当たり
1.5 g であったが，その中にキウイフルーツに含ま
れている Actinidin 様のタンパク質分解酵素（シス
テインプロテアーゼ）が存在するのか，存在すれば
その生化学的諸性質を明らかにすべく本研究を進め
た。
システインプロテアーゼはウイルス，細菌から哺
乳類に至るまで広く分布しているタンパク質分解酵
素であり，活性の発現に活性中心が還元状態になる
必要がある28)。
図⚖に示したようにサルナシ果汁の合成基質（Z-
Leu-Arg-MCA）に対する活性はほぼ認められなかっ
たが，還元剤であるβ-MEを添加すると 200 倍近く
酵素の活性化が起こり，サルナシ果汁中にシステイ
ンプロテアーゼの存在を認めることになり，本研究
では本酵素を，サルナシシステインプロテアーゼ
（SCP）と名付けた。
SCP の基質特異性の決定では，Z-Leu-Arg-MCA
が最も良い基質であった（図⚕）。サルナシと同科
のキウイフルーツにはシステインプロテアーゼであ
る Actinidin が含まれていることから，サルナシの
プロテアーゼはシステインプロテアーゼである可能
性が高いと考え，以後の実験で基質として使用した。
各種酵素阻害剤の本酵素活性に及ぼす影響を解析し
たところ，本酵素活性はAntipain，E-64，E-64c，
Leupeptin，Z-LLL-H により 95％以上阻害された。
しかし，セリンプロテアーゼの阻害剤である
AEBSF や金属プロテアーゼの阻害剤である
EDTA，さらには酸性プロテアーゼの阻害剤である
Pepstatin A はほとんど阻害活性を示さなかった。
この結果は，SCPがシステインプロテアーゼである
ことをさらに強く示唆した。
SCP の生理機能を検証する目的で，ヒトを含む
種々の生体内物質であるトランスフェリン
（Transferrin，Tf）お よ び ラ ク ト フ ェ リ ン
（Lactoferrin，Lf），また我々が日常的に食している
食肉，牛乳，卵などに含まれるタンパク質が如何に
分解されるのかを，ゼラチン，カゼイン（α，β，
γ）ホエータンパク質，スキムミルクおよび母乳を

例に検証した。
Tf および Lf にサルナシ果汁を添加し，37℃，⚑
時間の反応後 SDS-PAGE を行った（図 11）。Lf お
よび Tf は限定分解的に分解されていたが，やや Lf
の方が分解されやすい様に考えられた。Tf および
Lf はその⚑分子上に⚒原子の鉄イオンを含むこと
が知られており31,32)，この実験の結果は SCPが食物
として摂取された鉄供与体としての Tf や Lf から
鉄を遊離させる役割を担っており，それらの分子中
の鉄の摂取が鉄欠乏性貧血の防止に役立っているこ
とが考えられた。
ゼラチンに SCP 溶液を添加し，37℃に⚑時間反
応後の SDS-PAGEを行った（図 10）。
ゼラチンのみでは，分子量約 300,000 に濃いバン
ドおよび分子量 125,000～37,000 にスメア状の薄い
バンドが認められるのに対し，ゼラチンに本酵素を
添加し，⚑時間反応後の SDS-PAGE 上では，SCP
と考えられる分子量 25,000～26,000 にバンドのみ
が見られた。この結果は，SCPがゼラチンを容易に
分解する機能を有していることが判明した。ゼラチ
ンはコラーゲン由来のタンパク質であるが，その分
子中にはグリシン（Gly）残基が多く含まれる。SCP
がゼラチンを強く分解したことは，SCPの基質特異
性として P1 サイトに Gly が存在すれば，Gly 残基
と次のアミノ酸残基（P1ʼ サイト）の間のペプチド
結合を切断することを意味している34)。さらに
Kunii ら34)は，Actinidin によるタイプ Iコラーゲン
の切断部位の研究において，P1 サイトに Gly 以外
のアミノ酸（Ala，Phe，Glu，Asn，His，Val，Tyr
および Gln）が存在しても切断することを報告して
いる。従って，Actinidin や SCP は Arg や Lys に対
してのみ基質特異性を示すのではなく，その他⚘種
類のアミノ酸に対しても基質特異性を発揮すると理
解される。ゼラチンの凝固作用を利用した菓子等へ
の利用には，キウイ果汁の場合と同様にサルナシ果
汁がゼラチンを分解してしまうため，サルナシ果汁
を前もって加熱等の処理が必要であることが再確認
された。
各種精製カゼイン（α，β，γ）に SCP溶液を添
加し，SDS-PAGE を行った。精製カゼインのみで
は，分子量 30,000～25,000 の主バンドが見られた
が，SCP を添加し，反応後⚑時間反応後の SDS-
PAGE上では，主バンドは殆ど認められなかった。
この結果は，SCPが各種カゼインを強く分解する機
能を有し，カゼインの分子構造が壊されカルシウム
が遊離し，小腸で吸収されることを容易にすること
を示唆していた35)。さらに，SCPがゼラチンの場合
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と同様に強く精製カゼインやスキムミルクおよび母
乳中のカゼインを強く分解したことは，タイプ I コ
ラーゲンに対するActinidin の作用と同じように考
えてよいと思われた。
一方で，ホエータンパク質中は分子量 16,500 の
β-ラクトグロブリンおよび，13,000 のα-ラクトア
ルブミンが含まれるが，ホエータンパク質にそれぞ
れ添加した場合，いずれの場合も分子量 16,500 と
13,000 の両バンドが見られ，SCP はホエータンパ
ク質を分解し難いことが分かった。また，スキムミ
ルクやヒト母乳中（初乳および成乳）に含まれてい
るこれらのタンパク質が実際に分解されるのか否か
を分析したところ，ホエータンパク質以外はいずれ
も本酵素によって分解されることが分かった。従っ
て，SCPが分解するスキムミルクおよび母乳中のタ
ンパク質はカゼインが主であることが考えられる。
なお，ホエータンパク質であるβ-ラクトグロブリ
ンおよびα-ラクトアルブミン，特にα-ラクトアル
ブミンが，SCPにより分解されなかったが，両タン
パク質とも Arg や Lys を 9.4～9.1％含有してお
り36,37)，カゼインとは大きな含有量に差が認められ
なかった。しかし，カゼインが分解され，ホエータ
ンパク質が分解されなかったことは，両ホエータン
パク質の立体構造が SCP の分解作用を阻害してい
る可能性が高いと推定された。表⚒に，SCPによる
上記各種タンパク質の分解状況をまとめて示した。
近年，キウイを食した時に起こる口腔アレルギー
症候群を含むアレルギーが注目されている。このア
レルギーの原因となる抗原タンパク質はキウイ果実
中の Actinidin であると指摘されている38,39)。サル
ナシ果実中の SCPも Actinidin 同様抗原タンパク質
となる可能性がある。
現時点で，サルナシに対するアレルギーはさほど

注目されていないが，摂食に際しては，アレルギー
に対する注意が必要であることが強く示唆された。
Actinidin には，Kaur40,41)らやMontoya42,43)らに
よって，タンパク質の消化促進効果があることが既
に検証されている。また，Rush44)らはキウイフルー
ツ果実（ヘイワード種）を⚓週間継続して食べるこ
とで高齢者の排便の回数や量が増加し，腸の動きが
改善されることを報告している。また，慢性的な便
秘症の患者や過敏性腸症候群の患者でもキウイフ
ルーツの摂取によって排便が促され腸の機能が改善
することが示されている45)。極近縁種であるサルナ
シも同様に食物繊維を多く含むことから，その効果
を期待できる可能性が高い。また，サルナシの SCP
活性はキウイフルーツのActinidin よりも比活性で
約⚒倍高いため（図⚗），少ない酵素量でタンパク質
の消化促進効果が得られる可能性が高い。
このようなタンパク質分解酵素特性を活かした，
アミノ酸摂取の効率を向上させる経腸栄養剤作製へ
の応用，さらには消化機能の低下がみられる低胃酸
症や萎縮性胃炎の患者および高齢者に対して，SCP
の摂食タンパク質分解の補助作用は有益であると考
えられる。
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Abstract

Objective: Sarunashi (Actinidia arguta) is an edible small fruit producing perennial vine belonging to the
Actinidia genus in the Actinidiaceae family. Although the fruit is expected to have health benefits as a functional
food, little is known about functional proteins in the fruit. Kiwi fruit is well known to contain a cysteine protease
(actinidin). In this study, the biochemical properties and physiological functions of cysteine protease in sarunashi
fruit were determined.
Methods and Results: Frozen samples of fruit that had been harvested in 2012～2015 in the vicinity of Sapporo
City and ripened for 3 days at room temperature were used in this study. Sarunashi fruit enzyme solution obtained
by homogenization, dialysis and centrifugation was used for biochemichal haracterizations. Enzyme activity was
measured by fluorometrical determination using Z-Leu-Arg-MCA as a specific ubstrate. This enzyme was
activated to 200-fold by adding β-ME, and the activity was strongly inhibited by E-64, E-64c, antipain and
leupeptin. These data strongly indicated that the enzyme is a cysteine protease. The enzyme was tentatively
designated as sarunashi cysteine protease (SCP). The proteolytic degradation of biological materials such as
transferrin (Tf) and lactoferrin (Lf) and that of proteins contained in meat, cow and human milk were determined.
Tf and Lf were moderately degraded by SCP, and gelatin and caseins (α-, β- and γ-) were strongly degraded by
SCP.
Conclusion: SCP was biochemically confirmed to be a cysteine protease. The enzyme degraded several proteins.
The possibility of sarunashi produced in Hokkaido contributing the maintenance and improvement of health was
also discussed.

94 宮 崎 早 花・他 95北海道産サルナシ果実中のシステインプロテアーゼに関する研究




