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米糠に含まれるグループ2LEAタンパク質（デハイドリン）の
二次元電気泳動解析と乳酸脱水素酵素に対する凍結変性保護活性

門間美千子

Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis and cryoprotective activity on 

lactate dehydrogenase of rice dehydrin 

Michiko MOMMA 

Abstract 

Dehydrin, a group2 LEA protein, in nee bran, was analyzed by 1mmunoblotting of two-dimensional electrophoresis gel 

usmg antibody raised against a conserved lysine-nch motif sequence of dehydrin. In the water-soluble fraction of nee 

bran, 10 spots for 44kDa and 23.kDa dehydrin-like polypeptides were detected on the 1mmunoblotted membrane. Isoelec-

tric points for the polypepttdes were estimated to be 6.6-7 .4. A 23kDa dehydrin polypeptide was punfied, and its cryopro-

tective activity on freeze/thaw mactivation of lactate dehydrogenase was examined. Its CPso value, protein amount neces-

S叩 tokeep 50% of enzyme act:tv1ty, was 0.78μM (15.6μg/ml), which indicated nee dehydrin had slightly lower activity 

than 26kDa soybean dehydrin. 

緒言

登熟後期の種子や乾燥条件下あるいは塩ストレス下

にある植物組織ではLEA(lateembryogenes1s abundant)タ

ンパク質と呼ばれる熱可溶性タンパク質が蓄積される．

LEAタンパク質は，細胞の脱水耐性に関与すると推定

されている一次構造上の特徴により、いくつかのグル

ープに分けられる1). デハイドリンはそのうちのグルー

プ2に分類され2), N末端近くのDEYGNP配列，ポリセ

リン，分子中央部分のグリシンを多く含む親水性領域

といったモチーフ構造をもつが，特にC末端近くのリジ

ンに富む配列(KIKEKLPG)は保存性が高く，デハイドリ

ン固有の配列であると知られている．デハイドリンは

非常に親水性が高く，乾燥や低温等脱水ストレス条件
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下の植物組織で，タンパク質や膜を保護する機能をも

っと推定されている．一方，近年きのこに含まれる不

凍タンパク質等の，凍結に対する組織保護作用を食品

の劣化防止等に利用する研究が報告されている3)。デハ

イドリン等LEAタンパク質は，通常，種子の水溶性タ

ンパク質画分の1~数％程度含まれており，食品加工利

用分野での応用の可能性が考えられる．そこで本研究

ではイネ種子デハイドリンの特性と機能を明らかにす

るために，まず米糠層に含まれるデハイドリンを二次元

電気泳動およびデハイドリン保存配列に対する抗体を

用いて解析した．さらにデハイドリンを精製し， LEA

タンパク質の機能の指標とされる，酵素の凍結変性に

対する保護作用について検討した．
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実験方法

1. 実験材料

玄米（平成11年度産コシヒカリ） 1kgを90%精白し糠

層を回収した．この米糠50gを10倍量(v/w)のヘキサンで

3回洗浄した．脱脂した米糠から水流ポンプで過剰のヘ

キサンを除くとともに脱気し，使用時まで一20℃で保

存した．脱脂米糠20gに緩衝液 (20mMHEPES-NaOH, 

pH7.0)を加えヒスコトロン (NS-50, 日音）で3分間ホ

モジナイズした後， 8000Xg,20分間遠心分離し，上清

を回収した．さらに上清を10,000Xgで20分間遠心分離し，

得られた上清を水溶性画分とした．その一部を沸騰水

中で10分間加熱し12,000Xgで20分間遠心分離した上清

を米糠熱可溶性画分とした．

2. SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SOS-PAGE}および二次元電気泳動

SOS-PAGEは，前報4)と同様に， Laemmliの方法5)に従い

5-20%グラジェントゲル(PAGEL5200; ATTO)を用いて

行った．二次元電気泳動はMultiphoreII System(アマシャ

ムファルマシアバイオテク社）を用い，機器添付説明書

に準じて行った．すなわち，上記の米糠抽出液および

米糠熱可溶性画分溶液200μIに等量の膨潤用溶液 (SM

尿素， 2%CHAPS,痕跡呈のブロモフェノールブルーを

含む保存溶液に7mg/2.5mlDTTと50μI/2.SmlのIPG(I-

mmobilized pH Gradient)緩衝液(3-10NL: non linear)を加

えたもの）を混合し試料液とした．膨潤トレイに試料

液125μ1を滴下し， IPGストリップ(pH3-10NL,7cm)を一

晩膨潤させた．膨潤後のIPGストリップを蒸留水で軽く

水洗した後， MultiphoreII水平型電気泳動装置に装着し，

200-3500Vで90分間， 3500Vで65分間泳動した.i永動

後IPGストリップをSDS平衡化緩衝液 (50mMTris-HCI, 

pH8.8, 6M尿素， 30%(w/v)グリセロール， 2%SDS,痕

跡量のブロモフェノールブルー， lOmg/mlDTT)中で15

分間振とうし，封入用アガロース溶液 (0.5%アガロース，

痕跡量のブロモフェノールブルーを含むSDS泳動緩衝液

を加熱溶解したもの）で5-20%グラジエントゲル(PA-

GEL NPG-D520L, ATTO)に固定し，縦型電気泳動装置

(AE6450/6440, ATTO)を用いて泳動しCBBR250で

染色した．

3. イムノブロッティング

電気泳動後のゲルをブロッティング緩衝液 (25mMト

リス塩酸緩衝液 pH9.5,40mM e: ーアミノカプロン酸，

20%メタノール， 0.05%SDS)中で20分間振とうした後，

セミドライブロッティング装置 (SartoblotII !-S, ザルト

リウス社）を用い， PVDFメンブレン（Immun-Blot 

PVDF membrane, Biorad)に2.5mA/cm2で30分間ブロッ

ティングしたこのPVDFメンブレンを， 3%牛血清アル

ブミン (BSA)を含む20mMトリス塩酸緩衝液 pH7.5,

500mM NaCl (TBS)中で4℃，一晩ブロッキング処理

した。デハイドリンの検出には， C末端側の保存リジン

モチーフ配列を含む20残基 (DQNEKK@IMDKIK

EKLPGGH) を合成し，これに卵白アルブミシを結合さ

せたものを抗原として作成したウサギポリクローナル

抗体を使用した．一次抗体 (1/200ウサギ坑血清及び

1%BSAを含むTBS)中でゲルを60分間振とうし， TBS-t

(0.05% tween20を含むTBS)中で20分間3回， TBSで1

回洗浄した．これを，二次抗体 (1/2000パーオキシダ

ーゼ結合坑ウサギヤギ抗体及び1%BSAを含むTBS)で

1時間処理し， TBS-tで3回， TBSで1回洗浄し，パー

オキシダーゼ発色キット（イムノステインHRPlOOO,

Komca)を用いて検出した．

4. 米糠に含まれるデハイドリンの単離と乳酸脱水

素酵素の凍結融解による失活に対する保護活性

米糠からのデハイドリンの単離は，ダイズデハイド

リンの精製方法6)に準じて行った．脱脂米糠50gから10

......,50%飽和硫酸アンモニウム画分を調製し， SSepharose 

Fast Flow樹脂 (Amerc1amBioscience)を用いたイオン交

換クロマトグラフィーを行った.7mlずつ分画した各フ

ラクションを上に述べたSDS-PAGEおよびイムノブロッ

ティングで分析し，デハイドリン画分を分取した．米

糠の水溶性画分，熱可溶性画分と，この精製デハイド

リンを蒸留水で透析，凍結乾燥し試料タンパク質とした．

乳酸脱水素酵素の凍結融解による失活に対する保護

活性は，前報4)と同様にLinらの方法7)に従って測定した．

試料タンパク質をlOmMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.5)

で2X10・4......,20mg/mlに希釈し，この試料溶液100μ1を，

等量のウサギ筋由来乳酸脱水素酵素溶液 (typeV-S,

Sigma, 2.5μg/ml同緩衝液）と混合した．これを-20℃

で凍結し20時間保存した後の酵素活性を，乳酸脱水素

酵素測定キット (DG1340K,Sigma)を用いて測定し，

混合直後に測定したコントロール値に対する百分率で

残存活性を表示した．
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実験結果および考察

1 • 米糠層に含まれるデハイドリン

図1に示すように，米糠水溶性画分および熱可溶性

画分には44kDaおよび23kDaにデハイドリン合成ペプチ

ド抗体に交差反応を示すバンドが検出された.Stillら8)

は本実験と同様のデハイドリンの保存モチーフ配列に

対する抗体を用いて，登熟期のイネ種子でのデハイド

リンの集積と種子の乾燥との関連を調べた．開花後15

--.... 39日の登熟期のイネ種子には21kDaと38kDaのデハイ

ドリン様タンパク質が検出され，そのうち21kDaタンパ

ク質が主成分となっていた．乾燥ストレス条件下のイ

ネ芽生えでは，組織の乾燥にともない21kDaのデハイド

リンが集積することが示されており 9), その他の諸性質

からStillらは21kDaポリペプチドをデハイドリンと結論

付けている．また，高分子量のデハイドリン様タンパ

ク質については上記の登熟期種子の38kDaポリペプチド

のほかに， Jayaprakashら10)が乾燥ストレス条件下の芽生

えで，微呈の60kDaおよび45kDaポリペプチドを検出し

A
 

66.2-

45-

31-

21.5-

14.4-

kDa 

＊＊ 

B
 

図1• 米糠タンパク質の電気泳動と
イムノブロッティング

A, SOS-PAGE; B, デハイドリン保存配列抗体に

対するイムノブロッティング

レーン左，水溶性画分；右，熱可溶性画分

*, 44kDa; * *, 23kDa 

ている．また，エンドウやコムギ等にも主要デハイド

リン成分のほかに同様のタンパク質が見出され， N末

端側のモチーフ配列DEYGNPを持たないデハイドリン

様タンパク質であることが明らかになiっている11,12). こ

れらのことから，図1で検出された2つのバンドのうち，

低分子側のポリペプチドが，未熟種子や芽生えで見出さ

れている21kDaのイネデハイドリンに相当するものと推

定した．また，高分子側の44kDaポリバプチドは，上に

述べた高分子量デハイドリン様タンパク質と同様のデ

ハイドリン類縁タンパク質である可能性が考えられる．

Stillらの報告8)ではイネ種子で高分子量デハイドリン様

タンパク質の含量は微量であったが，！今回，完熟種子

のアリューロン層に由来する米糠では， 44kDaおよび

23kDaのデハイドリン様タンパク質はほぼ同程度の呈が

見出された。

米糠抽出液画分および米糠熱可溶性画分を二次元

電気泳動で解析した結果を囮2に示した'.SOS-PAGEでは，

加熱によるタンパク質組成の違いは明確でなかったが，

二次元電気泳動像では米糠抽出画分と熱可溶性画分の

パターンはかなり異なっていた（図2A, C). 加熱処理

により，総体的にスポット数は減少したが，酸性側に

含量が増加したスポット（図2C矢印）がいくつか見られた．

上記SOS-PAGEと同様にデハイドリンのリジンモチーフ

配列に対する抗体を用いてイムノブロッティングを行

ったところ，水溶性画分では分子量44kDaに等電点約

6.8の2つのスポットが検出され，その他に等電点7.3に

微弱なスポソトが検出された．また，分子量23kDaに相

当するスポットは等電点6.6付近に5個，また等電点7.4

に1個検出された（図2B). これらのデハイドリン保存配

列抗体と反応するスポットは図2Aでは0で囲ったスポ

ットに対応する．これらは熱可溶性画分では図2CのO

で囲った部分に相当し，等電点の移動が見られた．また，

熱可溶性画分ではスポット間の分離が困難になり，加

熱により他の成分との相互作用が影響しているものと

考えられた．二次元電気泳動ゲル上のタンパク質を

PVDF膜に転写し，デハイドリンポリペプチドに相当す

るスポットを切り出し，ペプチドシークエンサーによ

るアミノ酸配列分析を試みたが，いずれもN末端がブロ

ソクされているものと推定されアミノ酸配列は解読で

きなか0た.Tsug1taらはイネの様々な成長段階および

部位に含まれるタンパク質の二次元電気泳動を行い，

米糠では約577--785個のスポットを検出している 13).

そのうち6個のスボットについて部分アミノ酸配列を解

読しているがデハイドリン由来と考えられるものは含

まれていなかった．
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2 . デハイドリンの単離と乳酸脱水素酵素の凍結

融解による失活に対する保護活性

Linらが， m vitro転写揺訳したシロイヌナズナCOR15

を用い乳酸脱水素酵素の凍結融解による失活に対する保

護活性を有することを報告したのが， LEA関連タンパク

質に機能があることを示した最初の例である7)' 同様の

活性は，クロレラのグループ3LEAタンバク質である

HIC614)や，氷核細菌タンパク質15)等でも認められ，低温

や乾燥条件下で誘導されるタンパク質の機能の指標とさ

れている．図3にLinらの方法に従って米糠水溶性画分，

熱可溶性画分，単離デハイドリンの乳酸脱水素酵素の凍

結融解による失活に対する保護活性を検討した結果を示

した．乳酸脱水素酵素の凍結融解後における残存活性を

50%まで高めるのに必要な濃度 (CPso値）は，水溶性画

分では43μg/ml,熱可溶性画分では29μg/ml,23kDaデ

ハイドリンでは15.6μg/ml(0.78μM)で，前報4)で計測した，

卵白アルブミンやラクトアルブミンなどのアルブミン類

とほぼ同程度の活性を示した．前報で報告した精製ダイ

ズデハイドリンのCPso値は5.2μg/ml(0.2μM)であった．

したがって，米糠から単離した23kDaデハイドリンの酵

素保護活性は タ゚イズのデハイドリンに比べるとやや低

いといえる．乾燥や低温等の脱水ストレス条件下にある

植物組織では，親水性の高いLEAタンパク質がタンパク

質や膜組織を保護する作用をもつと考えられている．イ

ネデハイドリンも親水性アミノ酸含量が高く，また，分

子中央部分にグリシンに富んだ親水領域があり，タンパ

ク質の凍結変性を防ぐ機能があるものと推定される．

要

謝

約

デハイドリン保存配列に対する抗体を用いたイムノブ

ロッティングにより，米糠の水溶性画分ならびに耐熱性

タンパク質画分に44kDaおよび23kDaのデハイドリン様

タンパク質が検出された．このうち， :23kDaタンパク質

がイネ種子主要デハイドリンとみられ，二次元電気泳動

上，等電点6.6-7.4の間に6個のスポットが検出された．

44kDaタンパク質については等電点6.8-7.3の間に4個の

スボットが検出された．硫酸アンモニウム分画とクロマ

トグラフィーにより， 23kDaデハイドリンを部分精製し，

乳酸脱水素酵素の凍結変性に対する保護活性を測定した．

イネデハイドリンは，乳酸脱水素酵素の凍結融解による

失活に対する保談活性を示し，そのCPso値は15.6μ

g/ml(0.78μM)で，これまでに報告したダイズデハイド

リンに比べてやや活性は低かった．
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図3.米糠熱可溶性画分ならびにデハイドリンの乳酸脱水素酵素活性保護作用
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