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古代米貯蔵蛋白質のポリペプチド組成

一米貯蔵蛋白質（プロラミン・グルテリン）サブユニットの精製一

　　　愛媛大教育　○宇高順子宅見賢二

　目的　米の貯蔵蛋白質については多くの先行研究がみられる。その中で、未改良品種と

して近年注目されている古代米についてはまだまだ情報が少ない。そこで古代米と現代米

のポリペプチド組成を比較するために米貯蔵蛋白質（プロラミン・グルテリン）サブユ

ニットの精製方法を検討し、簡便な精製方法を開発した。

　方法　古代米・現代米の粳種２品種について、既報溶媒抽出法によりアルブミン・グロ

ブリン・プロラミン・グルテリンの４画分に分画して得た乾燥グルテリン700mgにm尿素

/50inM 2-メルカプトエタノール/lOnAIリン酸緩衝液(pH6. 5)を加え、窒素ガス中で室温に

て６時間攬挫し溶解変性させた。同緩衝液（25niM 2-メルカプトエタノールを含む）で平

衡にしたCMセルロースカラム(30×1.8cm)で非吸着画分を除去した後、カラムに吸着し

た蛋白質を0-0.6M NaCl でグラディエント抽出した。

　結果　上記クロマトグラフィーにより、グルテリンのaおよびβサブユニットならびに

混在するブロラミンを同時に分離できた。個々のサブユニットのグラディエント抽出を再

度繰り返して古代米と現代米の貯蔵蛋白質の精製を行い、ペプチド組成を二次元電気泳動

法などで比較検討中である。
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　　［目的］キウイフルーツにはすでに知られている“アクチニジン”とよばれるプロテア

ーゼの他に、コラゲナーゼも存在することを前回の本大会において演者らは報告した。今

回は、そのコラゲナーゼの幅広い利用を可能にするために、さらに精製を加え、酵素の特
性について検討した。
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安分画を行い20～40％の画分を得た．さらにイオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過ク

ロマトグラフィーにより、コラゲナーゼの精製を行い活性画分を回収した。コラゲナーゼ

活性は、牛アキレス腱Ｉ型コラーゲンを基質にしてニンヒドリン試薬を加えて発色させ、
570niiiにおける吸光度を測定する方法により検討した。

［結果］コラゲナーゼ活性の存在する20～40％硫安分画について lOmMトリス塩酸緩衝　７こｙ｀１、･' ″二― Il-l(-I-.--'･J tJL.万j-a/1丿万v　f U／リlVり､ノj凹i'―ノV ･ い xu“|リys桓既靫圃
液（pH7. 4）にlOOmMから300inMNaClの直線的濃度勾配をつけてイオン交換クロマトグラフ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”r゛゛7 ゛=‾ミ　　丿　’゛゛’/ゝJ/-ﾀﾞ　　　’●ｚ　／〃イーを行ったところ、たんぱく質のピークの一つと重なるNaCl濃度が175mM付近にコラゲ

ナーゼ活性の大きなピークカmれた。このピニ｀ｸを濃縮し、ゲルろ過クロvトグラフィー

を行ったところ、たんぱく質のピークとほぼ重なるヽ約52kDaの位置に活性のピークが現れ

た。この部分についてSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行ったところ、約60kDaの

位置にバンドが検出された。現在、このバンドに活性が存在するか検討中である。
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