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シ ョウガ根 茎 の蛋 白分解酵素 の

性質 につ いて

一 ショウガ組織の部位特異性 ならびに成熟に伴 う活性発現 一

Nature of Proteolytic Activity in Ginger Root 
— Changes in Protiolytic Activity in different root Segments 

and in Varying stages of root maturation —

市 川 芳 江

   Extract of ginger root (Zingiber  officinale) has high proteolytic activity, which tender-

izes meat. However its activity depends on several factors. 

 1) When ginger root was cut into cross sections, the center had high proteolytic activity , 

however the circunference did not.  2) During storage of fresh ginger root at room tempera-

ture, its proteolytic activity decreased time-dependently. But refrigerating the root in a 

closed vinyl bag prevented its decrease.  3) Matured ginger showed high proteolytic activity . 

But ginger root harvested prior maturation (in September and October) had no proteolytic 

activity; rather it had a low molecular weight, and heat stable protease inhibitor .

1.箱 言

ショウが根茎は特有な芳香、辛味成分 を有 し調理 に独得の風味を与えるものであるが、単に香

辛料 としての役 目だけでな く、蛋白分解酵紫、ア ミラー宅 なども含まれてお り調理に影響を与

えている。

大沢等はショウガによる肉の軟化作用は、ショウガ根茎のたん白質分解酵素作用により肉の筋
ヨラ

繊維の膨化 と筋鞘の溶解がおこることによることを明らかにした。次いで著者等は、市販ショウ

ガ根茎からカゼインを基質 とするたん白質分解酵素 を抽出 し精製 をおこないisoenzymeで ある
の

2種 類の酵素をSDS電 気泳動上単一たん白質 として結晶化に成功 した。 ところで著者はこの研

究過程 において、ショウガ汁の蛋白分解酵素活性を測定する場合、あるいは肉軟化効果を期待 し

て調理にショウガを用いる場合、必ず しも、単位重量当 りあるいは単位たん白質あた りいつ も同

じ効果が得 られ るとは限らず季節による変動があるこ とを経験 した。現在市場に出荷されている

一69一



ショウが根茎は、春にショウガ根茎 を植 え、生育後11月 中旬に堀 りだ し再び土壌中に戻 し葉柄部

分 を腐朽させなが らしばら くの間根茎を成熟させ、12月中旬に収穫 し、土室中に貯蔵 したもので、

需要に応 じて貯蔵 した ものを市場に供給 している。そこでこれらの成熟過程 ・貯蔵過程において

ショウガ根茎に含有 されている成分が変動 した り、たん白質分解酵素 についても差異があるこ と

が考 えられる。またショウガ蛋 白分解酵素が活性発現に関係するSH基 を有す る酵素であること

から、市場 に出た後の保存状態、保存期間によって空気酸化などによりたん白質分解酵素活性 に

変化が起こることも考 えられるので、成熟・貯蔵の異なる時期でのショウガたん白質分解酵素活

性の差異について今回検討 した。その結果、生育直後のショウガ根茎(い わゆる新 ショウガ根茎)

にはほ とんどたん白質分解酵素活性がないことを見い出しその原因は、蛋白質分解酵素 を阻害物

質が新ショウガにはあるためではないかということについてあわせて検討 した。

2.実 験 方 法

1)実 験 材 料

徳島県香美郡園芸農業組合連合会 香美郡土物共選所(横 田芳章氏)よ り同一地域で同時期に

採取保存された大 ショウガ根茎を1987年10月 よ り12月までは2週 間に1回 、1988年1月 か ら10月

までは1月 間に1回 、1回 約4kgの 提供を受け試料 として用いた。

2)試 料の抽出、精製法

特に断わらない限 り皮つ きショウガ40gを 秤量 し、外部 より約0.5cmの 皮部分 を除去 した後中

心部20gを 試料 として用いた。試料は市販のプラスチ ック製おろし器ですばや くす りおろ し、す

りおろされたものすべてを4μMシ ステインを含む40mMり ん酸カ リウム緩衝:液(pH7.0)20ml

を用いてWaringblenderに 移 し冷却下で3分 間撹はんする。得 られたホモジネー トはガーゼで

濾過 し濾液 を粗酵素溶液 とする。

酵素の部分精製:酵 素の精製は著者 らがすでに報告 した方怯 を一部以下のように改変 してお

こなった。 ショウが根茎の粗酵素溶液に硫酸アンモニウムを加え20%～60%(W/V)に 沈澱す

る酵素漕1生画分 を原報のDEAEセ ルロースカラムによ り分画の代わ りにファルマ シア社製

FPLCシ ステムのMonoQカ ラムを用い、 またセファデックスG-100カ ラムによる分画の代 わ

りにYMc社 製(山 村化学、京都)のHPLc用Diols-200カ ラムを用いて各々の常法により酵

素 を部分精製 した。

3)シ ョウガ根茎たん白質分解酵素活性の測定
　ラ

た ん 白質 分 解 酵 素 活 性 は カゼ イ ン を基 質 とし てAnsonの 方 法 を 一 部 改 良 した 以 下 の方 法 で 行

っ た 。20mMリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に 溶 解 した1%カ ゼ イ ン 溶 液1mlを 予 め37℃ に保 っ た の

ち 、酵 素 溶 液0,5m1を 加 え、37℃ 、20分 間 イ ン キ ュ ベ ー トを行 っ た後 、ただ ち に 氷 冷 した20%ト リ
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ク ロ ル酢 酸(TCA)0.5mlを 加 え 反 応 を停 止 す る。TCA液 を10分 間 氷 冷 後2000rpm、20分 間 の

冷 却 遠 心 を行 い沈 澱 を 除去 す る。 上 澄 液 中の 一 定 量 のTCA可 溶 性 た ん 白質 をFolin・Ciocelteau

の 変 絵 に従 い定 量 す る。 上 澄 液1mlに0.55M炭 酸 ナ トリウ ム 溶 液2.5m1を 加 え た後1/3に 希 釈

したフェノール試薬0.5mlを 加 え30℃、30分 間静置後650nmの 吸収度を測定する。酵素活性は試

料湿重量1g当 りのOD650nmの 値で表 した。

4)た ん白質量の測定

たん白質量の測定は、Lowryの 方絵に従い、牛血清アルブ ミンを標準たん白として求め る。

酵 素 活 性 を 比 活 性(S.A.)で 表 示 す る 場 合 に は 、 た 舶 質1㎎ 当 りの 酵 素 活 性 をOD650㎜ の

値 で 示 し た 。

Fig.1Asingleginglerootsegment,showinglocationA-F

WetWeight(g)ProteinActivityS,A.

(g/216.5g)(mg/gwt)(OD/gwt)(OD/mg)

(%)

A20、0(9.2)6.9300

B54.0(25.2)11.700

C59.0(27.2)13.016.51.27

D43.0(19.9)11.917.7L49

E40.0(18.5)11.115.51.40

F20、018.918.91.18

Table1.Distributionofprotiolyticactivityinvariousroottissues

(A),outersegmentcircumferenceincludingskin:(B),innersegmentcir・

cumferenceapproachingcambium:(C),cambiumzone:(D),centerexclud-

ingnucleus:(E),nucleus:(F),bud.
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3,実 験結果および考察

1)シ ョウガ根茎中のたん白質分解酵素の組細部位による差異 と季節による変動

i)シ ョウガの組織部位による差異

ショウガ根茎 を切断するとFig.1,に 示す ように、外見から外皮部分(A)、 形成層 と外皮部分

との間(B)、 形成層(C)、 内部(D、E)、 芽(F)に 大別される。約200g重 量のショウガ根

茎を用い、ABCの 各部分 を分離 し、内部(D、E)に 関しては適当に中心部側 を(E)、 外側部

分 を(D)に 分けて試料 とした。各組織部位20gを ホモゲナイズし可溶性(絞 り汁)成 分につい

てたん白質およびたん白質分解酵素活性 を測定 した結果をTab,1,に 示す。その結果、形成層よ

り外側の組織AとBに はたん白質分解酵素活性が検出されなかった。形成層より内側のC、D、

Eに おいては同 じくらいのたん白質、分解酵素活性が存在 していることが判明 した。湿重量当り

のたん白質量は外皮部分(A)の 低値 を除いてほぼ同じ位の量が存在 している。このことはショ

ウガを用いる場合外皮 をむいて除去することはたん 白質分解酵素利用の面か らはさしつかえな

いことを意味 している。また形成層にいたるまでの外皮周辺組織にたん白質分解酵素活性がない

ことは、この部位の酵素が保存中不安定になり失活したためか、この部位にたん白質分解酵素 を

阻害す る成分が含 まれているためかなどの原因が考えられる。ショウガ汁 をその まま空気中で保

存するとたん白質分解酵素活性が急減すること、また酵素活性はSH酵 化剤 によって容易に失活

しSH還 元剤 によってその失活が保護されるSH酵 素であることを考えると長期保存中に空気

酸化を受けて外周部の酸素活性が失活 したもの と考えられる。

ii)シ ョウガ根茎の部位による酵素活性の差異

試料の大 ショウはFig.2.に 示す ように平均約7～10個 の塊である。この大ショウガは通常入百

屋で適当な大きさに切断された後、あるいはス搾パー用に産地であらかじめ2～3個 の塊茎 に切

断 しラップ包装 された後市販されている。各塊茎間におけるタンパ ク質分解酵素活「生に差異があ

るのかどうかを知 る目的で12月 期 に神戸市の八百屋の店先にあった7～10個 の塊茎 をもつ大シ

ョウガをい くつか購入 して個々の塊茎の蛋 白解酵素活性を測定 した。方法は根茎から皮 を含む40

45

12

Fig.2Asinglegingerroot,showingsegmentl～9.
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N・Weし 謬e'ght鵡 黙)艦 競)(S.A,OD/
mg)

153.111.222.01.96

269,48.9915.81.76

359.19.5816.11.69

459.411.7622.31.89

542.910,120.72.06

634.010.420,21.95

735,llO.822.32.06

Table2.Distributionofproteolyticactivityinvariousgingerrootse勘

mests,N㎜bersindicategingerrootsegments.

gを 切 取 り、そ の外 周 部20gを 取 り除 い た 内 部 部 分20gを 試 料 に して そ こ に 含 まれ るた ん 白質 分

解 酵 素 活性 の 総 量 を 測 定 し た。そ の一 例 につ い てTable.2.に 示 す 。平 均 湿 質 重 量g当 り約20(OD

650nm)の 活 性 が あ り塊 茎 間 に は あ ま り大 きな 含 有 量 の差 が な い こ とが わ か った 。

iii)シ ョウ ガ の 熟成 ・貯 蔵 に よ る酵 素 活 性 の 変 動

前 記 の徳 島 県 香 美 郡 園 芸 農 業 組 合 連 合 会 香 美 郡 土 産 物 共 選 所 で は11月 末 に 畑 か ら シ ョ ウ ガ

を一 度 堀 り出 し た後 土 壌 中 に戻 し さ ら に成 熟 させ 茎 を 腐 らせ た 後 土 室 中 に移 し て貯 蔵 し需 要 に

応 じて 出荷 して い る。 そ こで こ れ らの シ ョウ ガ 生 育 ・成 熟 ・貯 蔵 過 程 に お い て根 茎 中 の 蛋 白分 解

10

5

30A・ti・itySA3

2°1

　 鴫2

・・ 、 棄 華ll'罰 忌 垂 、

瀟1轟.壽1.1.・1醍1、

1)1011121234567呂

Months

Fig・3Seasonalchangesinthecontentofprotiolyticactivityof

gingerroot,

Upperfigure:Protein(mg/gtissuewt)Lowerfigure:ProteolyticActiv-

ity口(OD650nm/wt),Speci丘cActivity團(OD650㎜/Prot .wt)
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酵素活性量に変動があるか どうかを測定 した。まだ生育中のショウガである9月 から11月末まで

の試料は2週 間ごとに、それ以降は土室に貯蔵中の ショウガを1カ 月ごとに堀 り出 してもらい翌

日にたん白質量 と酵素活性を測定 した。その結果 をFig.3に 示す。9月 ～10月 末までの生育中に

シ ョウガは湿重量当 りのたん白質量はショウガが生育するとともに経時的に増加するが、たん白

質分解酵素活性は検 出されなかった。11月初旬期に急速に酵素活性が検出され、土壌中での成熟

を行 うに伴い(12月 ～1月 期)高 値 を保つ。この酵素活性が高い時期のショウガ湿重量当 りのた

ん白質量はほぼ一定の値 を保 っていることか ら、ショウガ塊茎の乾燥 などによる見かけの増大に

よるものではないことが分かった。

iv)シ ョウガの保存方法 と保存期間による酵素活性の変動

市販 ショウガの塊茎 を家庭で保存する場合保 存方法や期 間でどのように根茎中のたん白質分

解酵素活性が変化するかを調べた。八百屋に依頼 し出荷元より入荷 された直後の大ショウガを6

月期に入手 し実験に供 した。保存方法は;① 室温保存(紙 袋 にいれ室温20～25℃ の実験室内に放

置)② 冷蔵庫保存(ビ ニール袋 に入れ口を閉 じ約5℃ の冷蔵庫に保存)の2種 類 とし、期間は0

日、8日 、13日 後 とし、測定内容は根茎の重量、たん白質量、蛋 白質分解酵素活性量とした。尚

重量変化測定は重量測定用の同 じ塊の重量の変動を測定した。蛋 白質量、蛋 白質分解酵素活性量

Storage(days)1813

Weight(%)10088.084.2

Protein(mg/gwt)outside7.176,167.28ロ
8inside6.588.276.45

蕊A・ti・ity(OD/gwt)・ut・id・5・59(・00%)1・19(21・7%)0

遍inside10.8(100%)7.80(72,2%)0,43(4.0%)

S.A.(OD/mg)outsideO.780.17-

inside1.630.940.07

Weight(%)10098,197.3

Protein(mg/gwt)outside7.618.208.15

d

日inside8.349.158.30む
碁A・ti・ity(OD/gwt)・ut・id・3・55(・00%)2・83(79・7%>0・99(27・9%)

8inside13.8(100%)11.9(86.2%)9.92(71.9%)

S,A,(OD/mg)outsideO.470.340.12

inside1.650.301,20

Table3.Changesinthecontentofploteolyticactivityofgingerrootduringstor-

age.,inapaperbagrefrigeratorstorage;5℃,inaclosedvinylbag.room

temperaturestorage;20～25℃
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を測定するときには試料40gを 切取 り、皮付きのまま外側か らす り20gを 外周部 とし、残 りを内

部 として各々を測定試料 とした。得 られた結果 をTab.3.示 す。ショウガ室温保存すると乾燥に

伴いまず外周部のたん白質分解酵素活性が急減 し8日 目で、もとの活性の約20%に な り13日 目に

は活性は全 く検出されな くなった。一方外部組織に比べて内部組織中の酵素活性の減少は遅 く8

日目で も約72%保 持されているが13日 後になると約4%に 減少 した。ビニール袋 に入れて冷蔵庫

に保存した場合 には湿重量の変化はほとん どな く外周部組織 中の酵素活性 も13日後 に約28%残

存し内部組織では72%も 残存 している結果が得 られた。この結果か らショウガ塊茎 を購入後、空

気遮断を目的としてビニール袋に封入し冷蔵庫保存することによりたん白質分解酵素活性の減

少が妨げ られることがわかった。

2)た ん白質分解酵素活性のショウガ根茎中での発現について

Fig.3.に 示 したように10月 末 までの生育中の新 ショウガにはたん白質分解酵素が検出されず、

11月以降の成熟 したシ ョウガになるとたん白質分解酵素活性が急速 に発現 して くるのはなぜか

という問題は興味のある問題である。この問題 について、1)新 ションガにはたん白質分解酵素

がなく成熟する過程のある時期に急激にたん白質分解酵素が出来る可能性 と、2)新 ショウガに

もたん白質分解酵素 は存在す るが阻害す る因子が新シ ョウガに存在 し成熟する間に阻害因子の

活性が消失することにより活性が発現するという可能性 とが考 えられる。次 にこれらの可能性に

ついて検討 した

i)ア イソザイム酵素の変化

著者等はすでにショウガ抽出液中のカゼインを基質 とするたん白質分解酵素 を精製 し、DEAE

セルローズイオン交換 クロマ トグラフィーで2種 のアイソザイム酵素 を分離 しGPI 、GPIIと
の

名 ず け報 告 した。Fig.4.は 成 熟 度 の 異 な る シ ョ ウガ か ら得 られ た粗 酵 素 標 品 中 の た ん 白分 解 酵 素

活 性 の ア イ ソザ イ ム の 変 化 をMonoQとDio1S-200カ ラム を用 い て 調 べ た もの で あ る。 試 料 の

MonoQカ ラ ム へ の 添 加 量 は た ん 白質 量OD280mu値 が2と な る よ う に調 整 し た後 、 一 定 量10

m1を20mMの リ ン酸 緩 衝 液PH6.0の 条 件 下 で 吸 着 させNaclの 濃 度 勾 配(0-0 .3M)で 溶 出 し

た 。 た ん 白質 分 解 酵 素 活 性 はOD650nmで 表 した。 ○ は5月 に 入 手 した 市 販 用 シ ョウ ガ で 、土 室

中 に保 存 さ れ て お り土 室 か ら出Lた 直 後 入 手 し、そ の 後 一80℃ で 測 定 時 まで 約3ケ 月凍 結 した も

の を試 料 と した 。 ● は11月 期 の 成 熟 直後 の シ ョ ウガ で 測 定 まで 一80℃ で 保 存 して い た 。ホ モ ジネ

ー ト中 に はGPI型 と両 方 の タ イプ の 活 性 が 存在 し
、GPI型 がGPII型 に 比べ て 多 量 に 存在

して い た。△ は9月 期 に 収 穫 前 の もの を 畑 か ら堀 りだ し測 定 まで 一80℃ で 保 存 され て い た もの で

Fig.4.に あ る よ うにGPI活 性 の み が 少 量 存 在 し、GPII活 性 は 検 出 され な い 。Diols-200カ ラ

ム で ゲ ル 濾 過 した 結 果 はFig.4.左 上 挿 入 図 に示 した よ うに9月 期 、11月 初 期 、 後 期 い ず れ の 試
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Fig.4SeparationofgingerproteaseonMonoQand

DiolS-200columns,

MonoQcolumn;FPLCsystem,DiolS-200column;HPLCsys-

tem.

(△)immaturegingerrootharvestedinSept.

(●)maturedgingerrootharvestedinNov.

(o)maturegingerrootstoreduntilMay.

料 も分 子 量 約23000の た ん 白質 分 解 酵 素 一 種 の み しか な い こ とが わ か っ た。 以 上 の 結 果9月 採 取

試 料 に なか っ たGPII活 性 は根 茎 成 熟過 程 で 現 れ て くる もの と思 わ れ る。 しか し、Fig.3.に お い

て9月 期 試 料 に 酵 素 活 性 が検 出 され な か っ た の は 量 的 に僅 少 で あ っ た た め と思 わ れ る が、ホモ ジ

ネ ー ト中 に低 分 代 性 の 酵 素 活 性 阻 害 因 子 の 存 在 を否 定 で きな い 。 そ こ で 次 の 検 討 を行 った 。

ii)新 シ ョウ ガ 中 の た ん 白質 分 解 酵 素 阻 害 因子 につ い て

た ん 白質 分 解 酵 素 活 性 の 高 い シ ョ ウガ 抽 出液 を標 準 と して 用 い 、蛋 白質 分 解 酵 素 活 性 が 検 出 さ

れ な か っ た10月22日 の新 シ ョ ウ ガ抽 出 液 中 に た ん 白質 分 解 酵 素 活 性 阻 害 因 子 が な い か ど うか に

つ い て調 べ た 。 標 準 の シ ョウ ガ 抽 出 液 を0.2mMシ ス テ イ ン含 有0.2mMPH7.0リ ン酸 緩 衝 液

201で15時 間 透 析 性 物 質 を 除去 し酵 素 溶 液 と した 。そ の一 定 量 に標 準 の 酵 素 溶 液 を透 析 した外 液

ま た は 酵素 活 性 の な い新 シ ョ ウガ を透 析 し た外 液 、お よ び各 々 の シ ョ ウガ の 抽 出 液 を透 析 した 外

液 を加 え て 活 性 を 測 定 し た。 各 々 の シ ョ ウ ガ の ホ モ ジネ ー トを1NHClで 酸 処 理 し さ ら に

100℃ 加 熱 して 酵 素 活 性 を失 活 させ た後1NNaOHで 中 和 した後 遠 心 分 離 した 澄 液 を加 えて 活

性 を測 定 した。Fig.5.に 示 さ れ る よ うに新 シ ョウ ガ の 外 液 お よび 酸 ・熱 処 理 し た シ ョウガ 抽 出 液

の 上 澄 液 を酵 素 に加 え る と酵 素 活 性 が 完 全 に 失 活 した 。しか し活1生を有 す る シ ョウ ガ 抽 出液 を同

じよ うに処 理 し た場 合 の 上 澄 液 に は 酵 素 活性 を阻 害 す る効 果 が な い。こ の こ とか ら新 シ ョウ ガ の

抽 出 液 中 に は た ん 白質 分 解 酵 素 を阻 害 す る因 子 が 含 まれ て お り、そ の 因 子 は低 分 子 の 透 析 性 で 、

熱 、 酸 処 理 に対 して安 定 性 が あ る こ とが分 か っ た 。
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Fig.5Effectofdialyzablefractionfromimmatureand

maturegingerrootextractontheproteolyticactivity,

口immaturegingerroot;harvestedonOct.22.魍matureginger

root;harvestedonJan.13,100%indicatestheoriginalprotiolytic

activity(1),control十dialyzablefractionofgingerextract(2),

contro1十acidandheattreatedgingerextract,

4.要 約

ショウガに含 まれる蛋 白質分解酵素について

含有酵素活性 に差があ り

1)シ ョウガ根茎組織の部位 によ り外皮に近い程空気酸化や乾燥により酵素活性が失活 されやす

いことがわかった。

2)シ ョンガ根茎中の蛋 白質分解酵素活性を失活 しないように保存す るためには、ビニール袋に

入れて空気を遮断し冷蔵庫に保存するとよいことがわかった。

3)シ ョウガ根茎の生育から成熟の過程において組織に含有される酵素活性に変動が見 られる。

生育中(9月 ～10月)の いわゆる新 ショウガには蛋白質分解酵素活性が全 く含まれていない。

収穫期近 くか ら酵素活性が発現 し、土壌中で成熟 したショウガ根茎には酵素活性量が充分含ま

れている。この酵素活性の発現は酵素量の増大に加 えて、新 ショウガ中に含まれている低分子

性 ・熱安定1生の蛋白質分解酵素阻害因子が成熟過程で消失するためにおこると考 えられる。以上

著者がショウガ根茎中より単離 しその酵素化学的諸性質 を明かにした蛋 白質分解酵素について、

根茎中の分布 ・安定性 ・阻害因子 との関連等 を今回明かにした。

終わ りに本実験 に試料を提供 して下 さった徳島県香美郡園芸農業組合連合会 香美郡土物協

選所 横田芳章氏に深 く感謝の意を表する。
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