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Abstract
　Kiwifruit contains a cysteine protease called actinidin. It has been suggested that the actinidin 
in ̒ Hayward’ fruit, the most common commercially available cultivar, can be divided into several 
isozymes. In the present study, two types of actinidin isozyme, A1 and A2, were purified from 

ʻHayward’ fruit, and these concentrations in the fruit juice of 16 kiwifruit cultivars/selections 
were determined using ion-exchange high-performance liquid chromatography. The 
concentrations of A1 and A2 were in the ranges of 0 - 2.32 and 0 - 1.77 mg/mL, respectively. 
There was a considerable varietal difference in A1/A2 ratios, ranging from 100 : 0 to 28 : 72.

キーワード：キウイフルーツ，アクチニジン，アイソザイム組成，品種間差異
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１．諸言
　キウイフルーツ果実には、アクチニジンある
いはアクチニダインと呼ばれるシステインプロ
テアーゼが豊富に含まれている１）。このアクチ
ニジンは、食肉タンパク質であるアクチンやミ
オシンをよい基質とするため、キウイフルーツ
果汁やその加工品は食肉軟化剤として利用され
ている１）。またアクチニジンは消化管内でも活
性を保ち、食肉、乳、大豆などのタンパク質を
加水分解するため、消化促進効果を示すものと
考えられている２，３）。このように、アクチニジ

ンは食品科学的に重要な成分である一方、キウ
イフルーツアレルギーに関連する主要なアレル
ゲンであるとの報告もある４）ため、食品衛生
学的にも留意すべき成分である。
　キウイフルーツ果実に含まれるアクチニジン
には数種類のアイソザイムが存在することが、
これまでに報告されている。McDowall ５）は、
キウイフルーツ果実由来のアクチニジンが電気
泳動によって２種類の構成成分に分けられるこ
とを示唆した。また Sugiyama et al. ６，７）は、
アクチニジンが６種類の生化学的に異なる酵素
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に分離されることを示した。いずれの報告にお
いても材料としたキウイフルーツ果実の品種名
が明示されていないものの、その時代背景を考
慮すれば、いずれの研究においても、最も一般
的な商業栽培品種であるʻヘイワードʼ種果実
が供されたものと推測される。
　このように、キウイフルーツ果実に含まれる
アクチニジンのアイソザイムについては、̒ ヘ
イワードʼという単一品種に関する報告しかな
く、他の品種 / 系統の果実に関する情報はほと
んど認められない。本研究では、日本国内で入
手可能な16品種 / 系統のキウイフルーツ果実を
用いて、それぞれの果汁中のアクチニジンアイ
ソザイム組成を調査した。

２．実験方法
（１）材料
　実験に用いたキウイフルーツの品種 / 系統と
その果実特性を表１に示す。̒ ヘイワードʼと

ʻホート16Aʼ果実は、ニュージーランド産の
ものを東京都内の青果店にて購入した。̒ブルー
ノ 、̓̒ アボット 、̓̒ エルムウッドʼおよびʻ紅
心ʼ果実は、東京都澤登キウイ園より購入した。

ʻ香緑 、̓̒ 讃緑 、̓̒ ゴールデンキング 、̓̒ アッ
プルキウイ 、̓̒ さぬきゴールド 、̓̒ ACP-8ʼお
よびʻさぬきエンジェルスイートʼ果実は香川
県農業試験場府中果樹研究所の圃場で栽培され
たものを使用した。またʻレインボーレッドʼ
とʻ小林39ʼ果実は、静岡県小林農園より供与
されたものを用いた。̒ 片浦イエローʼ果実は、
農業技術センター足柄地区事務所より供与され
たものを用いた。いずれも追熟後の適熟果実を
実験に供した。

（２）アクチニジンの精製
　アクチニジンは、̒ ヘイワードʼ種果実の果
肉を材料として、Brocklehurst et al. ８）の方法
により精製した。すなわち、硫安沈殿法により

表１　用いた品種 / 系統の果実特性
品種／系統名 果肉色 毛茸の密度

Actinidia deliciosa
ヘイワード 緑 密

ブルーノ 緑 密

アボット 緑 密

エルムウッド 緑 密

香緑 濃緑 密

A. deliciosa × A. chinensis
讃緑 黄緑 疎

A. chinensis
紅心 黄（わずかに赤） 疎～無

ゴールデンキング 黄 疎～無

アップルキウイ 黄～黄緑 疎～無

さぬきゴールド 黄 疎～無

ACP-8 黄 疎～無

レインボーレッド 黄（一部に赤） 無

小林 39 黄 疎～無

ホート 16A 黄 疎～無

さぬきエンジェルスイート 黄（一部に赤） 疎～無

片浦イエロー 黄 疎～無
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粗アクチニジン画分を得た後、Thiopropyl-
Sepharose 6B（Amersham Biosciences）カラ
ムを用いたコバレントクロマトグラフィーに
よって精製アクチニジンを得た。精製アクチニ
ジン溶液のタンパク質濃度は、牛血清アルブミ
ン（Sigma-Aldrich，Fraction Ⅴ）を標準タン
パク質として、Lowry et al. ９）の方法により定
量した。

（３）電気泳動法によるアクチニジンの分析
　タンパク質成分のドデシル硫酸ナトリウム－
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）
分析は、12.5％のポリアクリルアミドゲルを
セットしたミニスラブ電気泳動装置（アトー）
を用い、Laemmli10）の方法に従って行った。泳
動後のゲルは、常法によりクマジーブリリアン
トブルー R-250による染色ならびに脱色を施し
た。
　非還元条件での Native PAGE は、Sugiyama 
et al. ６）の方法に従って行った。すなわち、
12.5％ポリアクリルアミドゲルと0.35 mol/L の
β- アラニン - 酢酸緩衝液（pH 4.5）を用いて電
気泳動を行い、上記と同様に染色、脱色を行っ
た。

（４）高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
によるアクチニジンアイソザイムの精製
　上記のように精製したアクチニジンを、陰イ
オン交換カラム TSK-GEL SUPERQ- ５PW（7.5 
mm ×75 mm、東ソー）を用いた HPLC によっ
て分析した。移動相として50 mmol/L 酢酸緩
衝液（pH 5.2）を用い、20分間で NaCl 濃度を
０から0.5 mol/L まで高めることにより、アク
チニジンアイソザイムの溶出を行った。流速は
１ mL/min とした。検出器は L-2455 PDA（日
立）を用い、検出波長は280 nm とした。
　分取した各アイソザイム画分は、60％硫安沈

殿により濃縮した後、同様の HPLC をさらに
２回繰り返して、それぞれが単一ピークとなる
まで精製した。精製 A1および A2溶液のタン
パク質濃度は、上記（２）と同様の方法により
定量した。

（５）酵素活性の測定
　アクチニジンアイソザイム精製時のプロテ
アーゼ活性の測定は、Filippova et al.11）の方法
を改変して行った。すなわち合成基質である
Pyr-Phe-Leu-pNA（ペプチド研究所）を用い、
ロイシン残基のカルボキシル末端側の加水分解
に よ る p- ニ ト ロ ア ニ リ ン の 遊 離 を、 波 長
405nm における吸光度として測定した。試験
管に25 mmol/L l-システインおよび10 mmol/L
エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 を 含 む ク エ ン 酸
-NaOH 緩 衝 液（50 mmol/L、pH 6.0）0.85 ml 
と試料液0.1 ml を取り混和し、25℃の恒温槽内
に５分間保った。これに0.05 mL の５ mmol/L 
Pyr-Phe-Leu-pNA（ジメチルスルホキシド溶液）
を加え混和し、25℃に20分間保持した後、50％
トリクロル酢酸溶液を0.1 mL 加え反応を停止
した。遠心分離（10,000 × g、１分間）により
除タンパクした後、光学用ミクロセル（１
mL）中にて405nm の吸光度を測定した。ブラ
ンクとしては、トリクロル酢酸溶液を加えた後
に酵素基質を加え、同様に吸光度測定を行った。
プロテアーゼ活性は、p- ニトロアニリンのモル
吸光係数をε405＝9,920 mol －1・cm －1として、１
分間に遊離される p- ニトロアニリンの量に
よって表した。
　各アイソザイムの基質特異性を調べる実験で
は、Pyr-Phe-Leu-pNA に 加 え て Bz-Phe-Val-
Arg-pNA（Sigma-Aldrich）、Bz-Pro-Phe-Arg-
pNA（Sigma-Aldrich）、Z-Phe-Arg-pNA

（Bachem AG）、Ac-Phe-Gly-pNA（Bachem 
AG）および Z-Asp-Glu-Val-Asp-pNA（Bachem 
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AG）の各人工基質を用いて、同様に酵素活性
を測定した。

（６）アクチニジンアイソザイム構成比率の品
種 /系統間差異
　各品種 / 系統の果実を剥皮した後、果肉を
フードプロセッサーで破砕し、２重のガーゼを
用いて搾汁した。この搾汁を遠心分離（12,000 
× g、４℃、10分間）して、得られた上清を果
汁とした。この果汁１mL を取り、60％飽和と
なるよう硫安粉末を加え、15,000rpm、４℃、
５分間の遠心分離を行い、得られた沈殿を１
mL の HPLC 移動相（50 mmol/L 酢酸緩衝液、
pH 5.2）に溶解して HPLC 分析に供した。
　A1および A2の定量は、HPLC により精製し
たそれぞれの酵素を標準物質として作成した検
量線を用いて行った。

３．実験結果と考察
（１）電気泳動法による精製アクチニジンの分
析
　コバレントクロマトグラフィーによって精製
し た ア ク チ ニ ジ ン を、 還 元 条 件 下 で SDS-
PAGE に供した結果を図１左図に示す。アク
チニジン（レーン A）は、分子量25,000付近に
単一バンドとして検出された。精製前の果汁の
プロファイル（レーン H）と比較すると、アク
チニジンはʻヘイワードʼ果汁中の最も主要な
タンパク質成分であることが示唆された。
　次にこの精製アクチニジンを非還元条件下で
Native PAGE に供したところ、近接した２本
のバンドに分離されることが示された（図１右
図）。この結果から精製アクチニジンは、少な
くとも２種類のタンパク質の混合物であること
が示された。アクチニジンには数種のアイソザ
イムが存在することが報告されている５, ６）ため、
これらのバンドは、アクチニジンの主要なアイ

ソザイムであると考えられた。次にそれぞれの
アイソザイムの HPLC による精製を試みた。

（２）アクチニジンアイソザイムの精製
　図２は、精製アクチニジンを陰イオン交換カ
ラムによるHPLCに供したときの溶出プロファ
イルを示す。精製アクチニジンは、保持時間
14.0分ならびに14.9分の主要な２つのピークに
分離されることが示された。それぞれの画分に
ついてプロテアーゼ活性を調べた結果、これら
のピークと活性のピークが一致することが確認
された（図２）。ここでは、先に溶出される酵
素を A1、遅れて溶出される酵素を A2と呼ぶ
ことにした。A1よりもわずかに速く溶出され
る小さなピークにも活性が認められたが、マイ
ナーな成分であるため、まずは主要な成分であ
る A1と A2を精製することとした。
　A1および A2の精製は、同様の実験系で再ク
ロマトグラフィーを２回繰り返すことによって
行った。精製した A1および A2の溶出プロファ
イルを図３に示す。いずれも単一ピークとして

図１　精製アクチニジンの電気泳動像
　精製アクチニジンを、還元条件下（SDS-PAGE）
あるいは非還元条件下（Native PAGE）において
ポリアクリルアミドゲル電気泳動分析に供した。M：
分子量マーカータンパク質、H：̒ ヘイワードʼ果汁、
A：精製アクチニジン。
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検出された。
　精製した A1および A2を非還元条件下での
Native PAGE で分析した結果を、図４に示す。
この結果より、精製アクチニジン（図１右図お
よび図４のレーン A）で認められた近接した
２本のバンドは、上方が主に A1、下方が主に
A2からなることが示された。以上の結果から
総合的に判断すると、本実験で得られた A1お
よび A2は、McDowall ５）の名付けた A1および
A2にそれぞれ相当し、また、Sugiyama et al. ６）

の名付けた KP4および KP6にそれぞれ相当す
るものと考えられた。

（３）A1および A2の基質特異性
　数種の人工基質を用いて、A1および A2の酵
素活性を測定した結果を、表２に示す。比活性
については、いずれの人工基質を用いた場合で
も、A2よりも A1の方が高い傾向が見られた。
どの人工基質に対して高い比活性を示すかとい
う点では、A1と A2とで顕著な差異は認められ
なかった。いずれの酵素も Bz-Phe-Val-Arg-

pNA を最も良い基質とし、次いで Z-Phe-Arg-
pNA で高い比活性が認められた。いずれの基
質も、P2サイトにバリンやフェニルアラニン
などの疎水性アミノ酸、P1サイトにアルギニ
ンが存在している。この結果は、アクチニジン
やパパインなどのシステインプロテアーゼが活
性を発揮するためには、基質の P2サイトにお
ける疎水性アミノ酸の存在が重要であるとした
Patel et al. 12）の報告と矛盾しない。
　以上のように、A1と A2とでは人工基質に対

図２　精製アクチニジンの HPLC 分析における溶
出プロファイル
　精製アクチニジンを、陰イオン交換カラムを用
いた HPLC に供した。上図は280 nm の吸光度、下
図はプロテアーゼ活性を示す。

図３　A1および A2の HPLC 分析における溶出プ
ロファイル
　精製したアクチニジンアイソザイム A1（左図）
および A2（右図）を、陰イオン交換カラムを用い
た HPLC に供した。

図４　A1および A2の Native PAGE 像
　精製したアクチニジンアイソザイム A1および
A2を、非還元条件下でNative PAGEに供した。レー
ン A は、コバレントクロマトグラフィーにより精
製したアクチニジンを示す。
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する特異性に大差がないことが示されたが、食
品タンパク質に対する基質特異性の差異につい
ては、今後の検討課題である。

（４）A1/A2構成比率の品種 /系統間差異
　種々の品種 / 系統のキウイフルーツ果実から
調製した果汁中に含まれる A1および A2の濃
度を、HPLC 法によって測定した。まず精製し
た A1、A2それぞれの標品について、その濃度
と HPLC 分析を行った時のピーク面積との関
係を確認した。その結果、いずれの場合にも少
なくとも50 - 1,000 μg/mL の濃度範囲では直線
性があることが示された（図５）。以後の実験
では、A1および A2の濃度がこの範囲に収まる

ように、果汁から調製した試料液を希釈して実
験に供した。
　それぞれの果実から調製した試料を HPLC
分析に供したところ、いずれの品種 / 系統にお
いても、夾雑物のピークに干渉されることなく、
A1と A2の定量を行うことができた。いくつか
の溶出プロファイルを図６に示す。̒ ヘイワー
ドʼやʻアボットʼでは、A1と A2のピークの
大きさがほぼ同等であったのに対し、̒ 讃緑ʼ
や̒ ゴールデンキング で̓は A1よりも A2のピー
クが大きく、一方̒ 片浦イエロー で̓は A1のピー
クのみが認められ A2は検出されなかった。
　HPLC による定量の結果を表３にまとめた。
キウイフルーツ果汁における A1と A2の構成

表２　アクチニジンアイソザイムの基質特異性

合成基質

比活性

(nmol pNA released/min･mg protein) 
[Pyr-Phe-Leu-pNA に対する相対値] 

A1 A2
Pyr-Phe-Leu-pNA 34 [1.0] 20 [1.0]

Bz-Phe-Val-Arg-pNA 720 [21.4] 716 [35.1]
Bz-Pro-Phe-Arg-pNA 85 [2.5] 50 [2.5]

Z-Phe-Arg-pNA 177 [5.3] 99 [4.9]
Ac-Phe-Gly-pNA 23 [0.7] 13 [0.6]

Z-Asp-Glu-Val-Asp-pNA 2.9 [0.1] 1.6 [0.1]
Pyr, L-pyroglutamyl;  Bz, benzoyl;  Z, carbobenzoxy;  Ac, acetyl

y = 0.6161x - 23.192
R² = 0.9952
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図５　A1および A2の検量線
　精製したアクチニジンアイソザイム A1（左図）および A2（右図）を、陰イオン交換
カラムを用いた HPLC に供したときの、濃度とピーク面積との関係をプロットした。
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比率には、大きな品種 / 系統間差異があること

が確認された。A1の比率は、̒ 片浦イエローʼ
で100％と最も大きく、次いでʻさぬきエンジェ
ルスイートʼで83％、̒ エルムウッドʼで80％
と高値を示した。一方 A2の比率は、̒ 讃緑ʼ
およびʻゴールデンキングʼの72％が最大で、
次いでʻ紅心ʼで71％、̒ 香緑ʼで61％と高い
値が認められた。この A1と A2の構成比率に
ついては、総アクチニジン濃度との相関性は認
められず、また、緑肉種である A. deliciosa 種
と黄肉種である A. chinensis 種とでどちらが高
いというような傾向も認められなかった。

　本実験では、̒ ヘイワードʼ種以外の品種 /
系統のキウイフルーツ果実において、そのアク
チニジンアイソザイムの構成を初めて明らかに
した。その結果、アクチニジンアイソザイムの
構成比率には、大きな品種 / 系統間差異がある
ことが示された。キウイフルーツの近縁種とし
て、同じマタタビ属に属するサルナシやシマサ
ルナシ、マタタビ、ミヤママタタビなどがある。
これらのうち、サルナシ1,13）やミヤママタタビ

（未発表データ）果実には、アクチニジン類似

図６　キウイフルーツ果汁の HPLC 分析
　各品種 / 系統のキウイフルーツ果汁から調製し
た試料を、陰イオン交換カラムを用いた HPLC 分
析に供し、A1および A2濃度を定量した。横軸は
時間（分）を示す。

表３　各品種 / 系統果汁の A1および A2濃度

ヘイワード 1.15 ± 0.18 1.01 ± 0.18 2.16 ± 0.35 53 ： 47
ブルーノ 0.77 ± 0.11** 0.66 ± 0.10** 1.43 ± 0.20** 54 ： 46
アボット 2.06 ± 0.15** 1.77 ± 0.10** 3.83 ± 0.25** 54 ： 46

エルムウッド 0.78 ± 0.03** 0.20 ± 0.02** 0.98 ± 0.05** 80 ： 20
香緑 0.68 ± 0.06** 1.06 ± 0.08 1.74 ± 0.14 39 ： 61
讃緑 0.37 ± 0.01** 0.96 ± 0.01 1.33 ± 0.01** 28 ： 72
紅心 0.33 ± 0.01** 0.80 ± 0.07* 1.13 ± 0.08** 29 ： 71

ゴールデンキング 0.38 ± 0.01** 0.97 ± 0.08 1.35 ± 0.08** 28 ： 72
アップルキウイ 1.44 ± 0.20* 1.11 ± 0.18 2.55 ± 0.38** 56 ： 44
さぬきゴールド 1.89 ± 0.10** 0.98 ± 0.08 2.87 ± 0.18* 66 ： 34

APC-8 1.50 ± 0.22** 0.78 ± 0.11** 2.28 ± 0.33** 66 ： 34
レインボーレッド

小林39 0.73 ± 0.02** 0.39 ± 0.01** 1.12 ± 0.02** 65 ： 35
ホート16A

さぬきエンジェルスイート 1.10 ± 0.08 0.23 ± 0.01** 1.33 ± 0.09** 83 ： 17
片浦イエロー 2.32 ± 0.34** 2.32 ± 0.34** 100 ： 0

A1 ： A2

A1およびA2の濃度は、平均値±標準偏差で示した。NDは、検出限界以下を示す。

*, **: ‛ヘイワード’種の値に対してP < 0.05およびP < 0.01で有意差あり（マン・ホイットニーのU検定）。

－

－

ND

ND ND ND

ND ND ND

品種/系統名
A1 + A2A1 A2

（mg/mL）



―　　―18

の酵素が含まれていることが知られている。今
後は、サルナシやミヤママタタビ果実に含まれ
るアクチニジン類似酵素を精製し、今回得られ
た A1や A2との比較を行う予定である。これ
により、マタタビ属果実に含まれるシステイン
プロテアーゼを系統的に理解するための一助と
したい。

４．利益相反
　利益相反に相当する事項はない。
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