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単離したダイズオイノレボディの構造解析と酵素による分解

都留尊美⑧森恵1地阪光生⑧横田一成1滝波弘一

Iso1at1on　and　Structura1Ana1ys1s　of　Soybean　O11Bodies

　and閉o伽o　Enzymatic　Degradat1on　of　the　Bodies

Takam1TsURU，Megumu　M0RI，M1tsuo　JIsAKA，Kazush1ge　Y0K0TA
　　　　　　　　　　　　　and　K01ch1TAKINAMI

　　Abs虹鯛杜　P1ant　seed011s　wh1ch　are　stored1n　coty1edons　and　embryos

from　sma11d1screte1ntrace11u1ar　part1c1es　ca11ed011bod1es　An011body　has　a

matr1x　of　TAG，wh1ch1s　surromd．ed　by　a1ayer　composed　ofphospho11p1ds　and

protems　termed　o1eosms　In　order　to　mvest1gate　the　phyc1cochemca1and

b1ochem1ca1propert1es　of011bod1es，the1so1ated　and　pur1f1ed011bod1es　were

prepared　from　nat1ve　soybean　by　the　methods　of　f1otat1on　centr1fugat1on，and

then　they　were　prov1ded　for　the　fo11owmg　experments　011bod1es　were

cons1derab1y　stab1e　at　neutra1pH　and　at1ess　than1OO℃The　surface　act1ve

agents　used　here　except　sod1um　dodecy1su1fate　d1d　not　decompose　d　the011

bod1es　Thus，an011body　structure　was　md1cated　that　the　surface　of　the

membrane　was　occup1ed　by　o1eosms　beh1nd－wh1ch　there　ex1sted　phospho11p1ds

On　the　other　hand11pase　broke　the011bod1es　and　hydro1yzed　tr1acy1g1ycero1m

them　Tryps1n　hydro1yzed，part1a11y　the　surface　prote1n　of　the011body，but　the

part1c1e　from　of　the011body　was　ma1nta1ned　further　L1pase　hasbeen　reported

to　hydro1yze　the　tr1acy1g1ycero1m011bod1es　d．urmg　seed　germ1nat1on　The閉

〃oo1ipase　reaction　was　reappeared伽o伽o　in　this　investigatio皿It　seems　that

o1eosms，011body　membrane　prote1ns，wou1d　be　necessary　to　ma1ta1n　the011

body　structure　and　wou1d　p1ay　an1mportant　ro1e　m　the11pase　react1on

　　Key　words：Oi1body；o1eosin；1ipase．

　緒言　　あると報告されている。3）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダイズのオイルボデイについては，HERMAN6），L0ERら

　植物種子は多発芽や実生発育のためのエネルギー源と

して，種子中にタンパク質，脂質，糖質を蓄えている田

種子中の油脂貯蔵形態であるオイノレボディについては，

1980年代より世界的に研究が進められている、1～8）その構

造は茅Tzenら3・4）によって，舳伽（トウモロコシ）のオ

イルボディについては以下のように明らかにされてい

る。榊伽のオイルボディは平均直径O．5～2μm範囲の

微粒子であり，低分子量タンパク質を埋め込んだリン脂

質単一層膜が，中性脂質マトリックスを取り囲んだ形態

をしている、他方，オイルボディの組成については，ダイ

ズを除く種子植物で明らかになっており，平均値として

中性脂質95％，タンパク質3％ヲリン脂質2％で構成さ

れ，植物種間の差は3～5％とわずかである邊5）このオイ

ルボディタンパク質は，オイルボディ特有の膜タンパク

質であり事“オレオシン’’と呼はれ，分子量は15～26kDで

と7）HERM州ら8）はダイズ子葉のオイルボディを電子顕

微鏡により観察し，細胞免疫化学的手段を用いてオイノレ

ボディ膜タンパク質の研究を行っている、その結果，超

遠心浮上法で単離したダイズオイルボディのオレオシン

は，分子量17ヲ18，24，34kDの4つのタンパク質から構

成されると報告している田しかし，この中には膜構成では

ないタンパク質も含まれているので，Herman8）らは，膜

結合タンパク質を取り除くためにFujikiら9）のNa．CO。

洗浄法を改良して用いていた。この方法によりオイルボ

ディ膜から34kDは除かれたので，ダイズオイルボディ膜

タンパク質（ダイズオレオシン）は，18および24kDタン

パク質であると述べている、さらに，この24kDのアミノ

酸配列等の研究も行われているが，10）他の種子植物と同

様に，ダイズオイルボディ膜タンパク質の生化学的特性

を特徴づけるほどには解明されていない。
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　本研究では，このダイズオイルボディの構造的，生化

学的特性を解明することを目的とした。まず，L0ERら7）

の超遠心浮上法とFujikiら9）のNa．CO。洗浄を組み合わ

せた改良法によって，イズ種子よりオイノレボディを単離

精製し、その構成成分の分析を行った。ついで、単離オ

イノレボディに対して界面活性剤による可溶化を行い茅オ

イノレボディの構造的特性を調べた画

　オイルボディの基礎的な構造特性を把握してから茅そ

の次に，酵素がオイノレボティに対してどのように作用す

るのかを調べた、種子発芽期に加伽oリパーゼがオイル

ボディ内のトリアシルグリセロールを加水分解すること

は明らかにされているが、干1～14）単離オイルボディに対し

て加o伽oの酵素（リパーゼ、トリプシン）反応を行い，

閉舳oの酵素分解活性の肋〃加oでの再現を試みた、そ

の結果，オイルボディはいずれの酵素の作用も受けやす

く、この分解活性にもオイルボディタンパク質が大きく

影響していることが明らかとなった、

実験材料と方法

材料

　1993年秋収穫のアメリカ産ダイズを東洋製油（株）より

分譲してもらい雪窒素充填して4℃で保存した、リパー

ゼ（R肋o伽8〃θ㈱プ，600un1ts／mg）とトリプシン（膵

臓，4700un1ts／mg）は生化学工業（株），和光純薬工業

（株）からそれぞれ購入して用いた固

オイルポディの単離

　ダイズ種子からオイルボディを単離するためには，

Loerらの単離法7）に従い多オイルボデイ精製には，Fujiki

ら9）のNa．CO。洗浄法を応用して行った、ダイズ種子30g

に24時間水を吸収させ，3mM　MgC1。一〇．1M　Tris－HC1

（pH8．6）でホモジェナイズし，オイルボディを単離した、

ホモジェネートを3層のチーズクロスで濾過し多Beck－

manSW－28rotorで20，OOOrpm争20分間遠心したせ浮上

したオイルパッドをホモジェネーション㊧バッファーに

再懸濁し，同様に遠心した。再度O．5MNaC1を含むホモ

ジェネーション⑧バッファーに懸濁し，遠心した。浮上オ

イノレパッド（粗オイルボディ）をO．1MNa．CO。に懸濁し多

膜に組み込まれていないタンパク質を除くために氷上で

30分間インキュベートし，超遠心浮上させた邑この洗浄

操作を3回行いヲ最終的に得られたオイルパッド（精製オ

イルボディ）を以降の実験に用いた、

オイルポディ構威威分の分析

　単離オイルボディから中性脂質をジエチルエーテノレで

抽出し、その残漬をクロロホルムーメタノール（2：1）で

抽出分画し，クロロホルム画分にリン脂質を得た、メタ

ノーノレー水層とクロロホノレム層との界面にある中間物質

を集め、アセトンで数回洗浄後多1m1の2．4％SDS

（sodium　dodecy1su1fate）に溶解した画それぞれの画分

について，脂質成分を薄層クロマトグラフィJ5）で分

離，確認し、ガスクロマト分析15）と乾燥重量法により中

性脂質茅リン脂質量を求めた。中間物質溶液中のタンパ

ク質を、Lowry法16）で定量し雪SDS－PAGE17）で分析し

た、

オイル球ディに対する物理化学的処理

　単離オイルボディをO．5～2％の界面活性剤を含む

Tris－HC1（pH7．5）中で氷上多1時問インキュベートし

た邊また，O～120◎Cの加熱を30分間行った田さらに，色々

なpHのバッファー中で，37℃ヲ3時間振豊インキュベー

トした厨各々ヲ処理したオイルボディ懸濁液を，20，000

rpm，20分遠心した纈浮上してくるオイノレボディを回収

し，アセトンで数回脂質を抽出除去した臼最終的に1m1

の24％SDSに溶解し亨タンパク質定量とSDS－PAGE分

析を行った、

NatiVeな才イルポディセ加熱したオイルポディに対す

るトリプシンの作用

　各温度で加熱した単離オイルボディをO．05Mリン酸

バッファー（pH8．O）に懸濁し争トリプシン溶液を添加し

て，それぞれ37℃で2時間酵素反応を行った、反応終了

後、クロロホルムーメタノールー水（1：2：O．8）を加えて

撹幹し，分液した、3層に分かれた中間の界面層（中間

物質）を回収し雪アセトンで洗浄後茅1m1の2．4％SDSに

溶解して，タンパク質の定量とSDS－PAGEの分析を行っ
た曲

才イル求ディに対するリパーゼ作用

　単離オイルボディをO．05Mリン酸バツファー（PH5．7）

に懸濁し、リパーゼ溶液を添加して40℃で酵素反応を

行った、反応終了後予クロロホルムーメタノールー水（1：

2：O．8）を加えて撹拝し多分液した、下層のクロロホル

ム溶液の遊離脂肪酸を定量18）した曲

　同様に各温度で加熱したオイルボディに対してリパー

ゼを2時間作用させ，オイルボディヘの作用を調べた苗
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結果と考察

オイルボディの単離

　一般にオイルボディは約95％の脂質とわずかなタンパ

ク質から成る低密度の構造物（d＝O．93）であるため，ダ

イズ粉砕溶液を超遠心で分離するとオイルパッドとして

浮上してくる．別に行ったTzenら5）のスクロース密度勾

配遠心法と比較して，超遠心浮上法はオイルボディ単離

に優れた方法であることを確認した．Na．CO。洗浄効果

は，図1に示すように，洗浄なしではダイズ分離タンパ

ク質（SPI）と同様な複数のダイズタンパク質が混じった

　　　胴a　　　．、　　．　　　畑a

　　　9714
　　　㈱榊　霧
　　　450榊　．欝
　　　　　　　　欝機灘繊　冬34
　　　29．0榊鱒
　　　　　　　　　　　鰯騨鎧鱗畿鵯鱗冬24
　　　　　　　　増襲襲鰺1

　　　旭5鯵　　　　　　凧17

　　　　　閉CytεSP1　　　　1　　2　　3　　4

　　図1　Na．CO。洗浄による単離オイルボディの精製

　　　　　　　レーン1：Na．CO。洗浄，無し

　　　　　　　レーン2：　　〃　，1回

　　　　　　　レーン3：　　〃　，2回

　　　　　　　レーン4：　　〃　　，3回

泳動パターンを示したが．一般にダイズオイルボディタ

ンパク質といわれる分子量17，18，24，34kDaのタンパク

質を確認した．洗浄を3回繰り返すことによってオイノレ

ボデイ膜結合タンパク質である34kDaは，ほぼ除かれた．

　この単離・精製したダイズオイノレボディの各成分は，

表1に示すように中性脂質92．7％，リン脂質2．1％，タン

パク質52％で，この値は，Tzenら4）が他の種子植物で報

告した値とほぼ一致している．また，植物種により固有

のオレオシンをもつことから，ダイズオレオシンは18と

24kDaである．
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図2　オイルボディに対する界面活性剤の影響

表1　単離・精製オイルボディの構成成分

重量（mg）　　　　　　構成比（％）

オイルボデイ（wetpad）

中性脂質

リン脂質

タンパク質（オレオシン）

三成分の合計

300．00

137．42　　　　　　　　　　　　　　　92．7

　3，09　　　　　　　　　　　2．1

　7，71　　　　　　　　　　　5．2

148．22　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100．0

＊　水分量は含まない

界画活性剤によるオイルボディの可溶化

　単離オイルボディに対して4種類の界面活性剤処理を

行った結果，図2に示すように，DOC，Tween20，Tr1ton

X－100には変化は認められず，約95％のオイルボディが

回収された．これらの膜可溶化の性質をもつ界面活性剤

で変化しないことから，オイノレボディは般に考えられ

る膜構造とは異なるものと思われる．

　一方，SDS処理ではオイルボデイは低濃度でさえ影響

を受け，2％SDSで約7％にまで分解，減少した．この

ように，タンパク質変性作用のあるSDSだけが影響を及

ぼしたことから，オイノレボディ膜の外側をタンパク質が

覆っていることが推定される．そして，このタンパク質

がオイルボディ構造維持の役割を担うことと思われる．

オイルボディに対するpHの影響

　これらのオイノレボディの構造的性質が生化学的にどの
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ような特性を示すものか，酵素作用によって検討した．

まず，オイルボティに対して酵素反応を行うための基礎

的性質を解明するため，pHと加熱の影響を調べた．

　pHの影響については，中性付近のPH5．7－8．Oの範囲で

オイノレボディは安定していた（図3）．しかし，より酸性，

よりアルカリ性のバッファー中では約75％前後の減少が

見られ，浮上オイルボディを回収した後の溶液も白濁し

ていた．SDS－PAGEによるタンパク質の分析ではいずれ

も24と18kDaが見られ，変化は認められなかった．従っ

て，この減少はタンパク質の溶出あるいはpHによるパッ

ド形成の阻害に起因することと思われる．リパーゼ，ト

リプシン反応は，オイルボディが安定しているpH5．7－8．

○の範囲で行った．

オイルボディに対する加熱の影響

　加熱処理では，O～120oCの範囲で温度の上昇とともに

若干のオイルボティの減少が見られた（図4）．O～70℃

付近までは約90％のオイルボディが存在し，120℃では

約72％に減少した．データは示していないが，SDS

－PAGEの結果では，タンパク質自体の変化は見られな

かった．これらより，オイノレボディ膜は100℃以下の温度

では安定していると考えられる．

トリプシンの作用

　オイルボディに対して加o伽oでの酵素（トリプシン，

リパーゼ）反応を行った．

　まず，トリプシンについてみると，クロロホルム／メタ

ノーノレ抽出の界面に得られるタンパク質をSDS－PAGE

で分析すると，37℃，2時間の反応では，トリプシン無

添加に比べ，オレオシンの低分子化が見られる（図5）．

さらに，各温度で加熱したオイノレボディにトリプシンを

作用させると，37℃処理に比べ，加熱温度の上昇で24kD

は完全に低分子化した．加熱することでトリプシンの作

用を受けやすくなることから，加熱により若干のオレオ

シンの変化が伺われるが，SDS－PAGE上ではその差異は

認められなかった．なお，TLC分析の結果を示してない

が，トリプシン反応では脂質への影響はなかった．
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図5　トリプシンによるオイノレボディの分解

C／M抽出の界面画分中に含まれるタンパク質のSDS－PAGE

左レーン：トリプシン無添加，他：トリプシン添加
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図4　オイルボディに対する加熱の影響

単離オイルボディに対するリパーゼの作用

　リパーゼ反応では，遊離された脂肪酸量から明らかな

ように，オイノレボディはリパーゼによる作用を受け，オ

イノレボディ内の中性脂質が加水分解されている（図6）．

トリプシンの場合と同様に，加熱したオイルボディに対

してリパーゼを作用させたところ，加熱温度の上昇に伴

い，遊離した脂肪酸量が減り，リパーゼが作用しにくく

なっていた（図7）．これはオイノレボディを覆うオレオシ

ンの変性のため，リパーゼが内部のトリアシルグリセ

ローノレに作用でき難くなったと思われる．また，リパー

ゼ作用後のオイノレボデイタンパク質をSDS－PAGEで分

析すると，natiVeなオイルボディも加熱したものに対し

てもタンパク質への影響は見られなかった（データは示

してレ）ない）．
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れる．
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リパーゼによる加熱したオイルボディの分解

　　　　　　　　　　　まとめ

　これまでの結果から，オイノレボディは構造的には強固

であるが，酵素分解は受け易いといえる。植物種子にお

いて，代謝活性期に，貯蔵トリアシノレグリセロールの減

少に付随してリパーゼ活性が発現すると報告されてい

る画12）これは，加o加oのオイルボディがリパーゼの脂質

分解作用を受けることを示し，オレオシンがそのリパー

ゼ作用を介することが示唆されている何今回，加oク肋で

もオイノレボディは同様にリパーゼの脂質分解作用を受け

ることが明らかとなった。従って，オイノレボディ膜を形

成しているタンパク質，いわゆるオレオシンは争オイノレ

ボディ外にあるリパーゼが、オイルボディ内部のトリア

シルグリセロールに作用しやすいような働きをしている

ものと思われる。オレオシンは，種子成熟時にはトリア

シルグリセロールの貯蔵庫としてのオイノレボディを安定

化させ，種子発芽の際には，この貯蔵トリアシルグリセ

ロールを素早くかつ確実にエネルギーに変換するため，
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