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ほ うれ ん草 か ら検 出 され た グル タチオ ン
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1.緒 言

 グルタチオ ンS一トランスフェラー・ゼ(GST)は 親電

子性化合物 と還元型グルタチオンとの抱合反応を触媒

し,疎 水性化合物を水溶性の増加 した物質に変換する。

GSTは 広 く生物界 に分布 しているが,哺 乳動物の肝

GSTは,食 物等を介 して摂取 される生体異物や体内

で生 じる有害な中間代謝産物の解毒に 関 る こ とが そ

の機能的役割の一端と考え られている1'2)。 とうもろ

こしなどの栽培植物か らもGSTは 分離 され て い る

が3・5),そ の生理的役割については 明らかで はない。

Mozerら5)は,と うもろこしのGSTが 農薬 に対する

植物用解毒剤により誘導されることを報告 しているが,

動物肝における解毒効果に類似 した働 きとして興味が

ある。

 GSTの もう1つ の基質であるグルタチオ ンは各種

野菜類に含有されてお り,ほ うれん草可食部 中には平

均値 として15.5mg/100 g存 在する6)。従 って,ほ う

れん草中にもGSTが 存在する可能性があるので,今

回,ほ うれん草か らGST活 性を検出することを試み

た。

2. 実 験 方 法

1. ほうれん草中のGST活 性の検出

 1)抽 出液の調製

 新鮮な市販のほうれん草を購入 し,実 験材料として

用いた。品種は特定 していない。ほうれん草を水洗し,

根部を除いて1009秤 量 した。細切 した後,冷0.1M
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リ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH 6.5)120 mlを 加 え て ミキ

サ ー に30秒 間 か け,破 砕 液 を 作 製 した 。10枚 重 ね の ガ

ー ゼ で 破 砕 液 を ろ過 し
,ろ 液 を70,000×9で60分 間

遠 心 分 離 した 。

 2)硫 酸 ア ンモ ニ ゥ ム 分 画

 分 離 した 遠 心 上 清 に氷 冷 下 で 硫 安 を 少 量 ず つ 加 え

な が ら撹 伴 溶 解 させ,30%飽 和 濃 度 と した 。 次 い で

10,000×9で10分 間 遠 心 分 離 した 。 得 られ た 上 清 に 硫

安 を 添 加 し,60%飽 和 濃 度 と した 後,10,000×9で10

分 間 遠 心 分 離 した 。 沈 殿 物 を 冷15%グ リセ リ ン ー0.1

Mリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝 液(0.5mM Ethylenediami-

netetraacetic acid(EDTA)含 有, pH 7.4)に 溶 解 した 。

 3)Sephadex G-25を 用 い た ゲ ル ろ過

 ユ5%グ リセ リ ン・0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH

7.4)で 平 衡 化 したSephadex G-25を ガ ラス カ ラム に

充 て ん し(ゲ ル 層1.5cm×30 cm),こ れ を ゲ ル ろ過

に用 い た 。 上 記 硫 安 沈 殿 の 溶 解 液 を カ ラ ム にか け,15

%グ リセ リ ンー0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH 7.4)

で 溶 出 を 行 い(0.5ml/min),2mlず つ 分 画 採取 した 。

 こ こで 得 た 溶 出 液 を 用 い てGST活 性 を 検 討 し,ま

た,8-Anilinonaphthalene-1-sulfonate(ANS)と の 結 合

につ い て も検 討 を 加 え た 。

 4)GST活 性 の測 定

 GST活 性 の 測 定 は, Boothら7)の 方 法 を 一 部 改 変 し

て 行 った 。 反 応 液 の 基 本 組 成 は,0.3M酢 酸 緩 衝 液

(pH 5.4)1. O ml,蒸 留 水1.2ml,30 mM還 元 型 グ ル チ

ォ ン溶 液0.5ml,30 mM 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene

(CDNB♪ エ タ ノー ル 溶 液0・1m1,酵 素 標 品 溶 液0.2ml

で あ り,CDNBを 添 加 す る こ と に よ り反 応 を 開 始 し

た 。30℃ で15分 間 反 応 を 行 った 後2NHCIO.5ml
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1. GST粗酵素標品の分離

ほうれん草破砕液の 70，000Xg上清を酵素標品と

して用いても GST活性はほとんど検出できなかった

が，硫安分画 (30-60%) を行ったところ沈殿物から

活性が検出できた。 との沈殿物から検出された GST

活性は O.3 nmol/mg protein/30 minであった。次に

硫安分画で得た試料について SephadexG-25カラム

クロマトグラフィーを行うと，比活性が10倍以上に増

加した画分が得られた。図1に SephadexG・25ゲノレ

ろ過により得られた GST活性の分離図を示した。

280nmでの吸光度をモニターして検出される最初

の溶出ピークからは GST活性が検出されたが， 2番

目のピークからは検出されなかった。以下の実験にお

いては，最初のピークの溶出液を合一し，粗酵素標品

として用いた。

2. GST粗酵素標品の反応性

図2には SephadexG-25ゲ、ノレろ過により得られた

粗酵素標品の反応』性について検討した結果を示した。

時間経過とともに反応生成物は増加し， 20分までほぼ

直線的な増加を示した。酵素標品を加えない場合にお

実験結果3. 
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を加えて反応を停止し， 0.1Mリン酸カリウム緩衝液

(pH 7.4)を 0.2ml加えて 5分間静置した。次いで

500Xgで遠心分離し，その上清を用いて波長 340nm

での吸光度を測定した。非酵素的反応量(空試験)は，

酵素標品の代りに15%グリセリン・0.1M リン酸緩衝

液 (pH7.4)を用い，上記と同様の操作を行って測定

した。酵素活性は HabigG8)の報告による分子吸光係

数 9.6mM-t.cm-tを用いて算出した。

2. ANS結合能の測定

ANSが蛋白質の疎水部と結合して出す鐙光 (ANS

埜光)の測定は， Kettley G 9)の方法に準じて測定した。

ANS醤光測定用反応液(1.0 ml)は， 0.lMリン酸

カリウム緩衝液 (pH7.4)， 6%グリセリン， 0.2mM

EDTA， 1 mM還元型グルタチオン， 50μMANSおよ

び試料液から成り，室温で反応させた後，目立分光鐙

光光度計 (650-10型)を用いて励起波長 405nm (ス

リット巾 5nm)，畿光波長470nm (スリット巾 5nm)

で蛍光強度を測定した。

3. 蛋白質の定量

蛋白質の定量は，牛血清アルプミンを標準品として

Lowryらiωの方法に従って行った。
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図 1 Sephadex G-25を用いたほうれん草抽出液のゲノレろ過

・-・:吸光度 (280nm)， 0-0:グノレタチオン S-トランスフエラーゼ活性
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図 2 グルタチオン S-トランスフエラーゼ活性測定条件の検討

(a) 0-0: Sephadex G-25ゲ、ノレろ過液添加，

・-・:非添加
(b) Sephadex G-25ゲノレろ過液を使用
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図 3 CDNB に対するグルタチオン S-トランスフエラーゼ活性の両逆数プロット

(還元型グノレタチオン:5mM) 
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3 

いても非酵素的に反応が起り，との場合にも20分まで

直線的に反応は進んだ(図 2(a))。 従って真の酵素

活性は，両者の差の吸光度から算出した。また，酵素

標品の添加量を変えて反応を行ったととろ，蛋白質量

として 3mgまで反応は直線的に進んだ(図 2(b))。

基質として CDNBを選び，その 0.125........1mMの

濃度範囲での酵素活性を測定し，両者に関して逆数

プロットをとった(図 3)。この場合，グノレタチオン濃

度は 5mMに固定した。概算的な Km値は 0.43mM，

Vmax値は 14.3nmol/mg protein/minとなった。ま
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S-トランスフエラーゼ活性の両

2 。
還元型グノレタチオンに対するグノレタチオン

逆数プロット (CDNB:1 mM) 
図4
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ANS鐙光に対する還元型グノレタチオンおよび CDNB添加の影響

0-0:対照，・-・:1mM還元型グルタチオン添加
0-0:対照，

ムーム:O.lmM CDNB添加，

口一口:1mM CDNB添加

ICぬ50 。100 50 。
図5

<a) 

(b) 

ANSは疎水領域鐙光プロープであり，また，動物

組織から得られた GSTの特定の分子種に高い親和性

を示すことが報告されているヘ

今回用いた GST粗酵素標品は ANS結合性を示

し， ANS濃度の上昇とともに鐙光強度は増加した。

た，CDNBを1mMIζ固定し，O.5.....__5mM還元型グル

タチオンに対する酵素活性を測定し，両逆数プロット

をとったところ，みかけの Km値は1.OmM， Vmax 

値は 14.3nmoI/mg protein/minとなった(図 4)。

3. ANS結合能の検討
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表 1 グルタチオン S-トランスフエラーゼ活性およ

び ANS壁光におよぼす各種化合物の影響

Chemicals (M) GST ANS 
activity本自uorescenceヰ

Cysteine 10-3 

10-4 

112 85 
99 

83 
108 

55 
113 

93 
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21 
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10-4 

N -Ethylmaleimide 10-3 

10-4 

101 
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10-4 
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10-4 

Bilirubin 2X10-5 

5X 10-5 

2X10寸

Crystal Violet 2X 10-5 

5X 10-6 

2 X 10-6 

Rose Bengal 2X 10-5 

5 X 10-6 

2 X 10-6 

Erythrosine 5 X 10-6 

5XlO-7 

Phloxin巴 5X 10-6 

5X 10-7 
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さらに， 反応液にグノレタチオン (1mM)を添加する

と， ANS鐙光強度はグノレタチオンの存在しない場合

にくらべて増加した(図 5(a))。また， ANS蛍光強

度は GSTの基質である CDNBを添加すると減少し，

添加した CDNBの濃度が高いほど減少効果は大きか

った(図 5(b))。

4. GST活性および ANS盤光に対する諸種化合物

の影響

表1に各種化合物添加による GST活性および ANS

蛍光への影響を検討した結果を示した。 システイン

(lmM)および、酸化型クツレタチオン (lmM)は軽度に

GST活性を抑制したが， SH試薬である N-エチノレマ

レイミド (1mM)は GST活性を約50;;ぢ低下させた。

ビリルピンは 2X10-5M で約20箔活性を抑制した。

キサンテン系合成色素であるクリスタノレバイオレット，

ローズベンガノレ，エリスロシンおよびフロキシンはい

ずれも GST活性を抑制し，特にローズベンガJレ，エ

リスロシン，フロキシンは低濃度で著しく抑制すると

とがわかった。

ANS結合による賛光はシステイン (1mM)の添加

で増加したが，ピリノレビン，クリスタルバイオレット，

ローズベンカVレ，エリスロシンおよびフロキシンはい
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ずれも低濃度で顕著に ANS賛光を減弱させることが

判明した。

4. 考 察

本実験で得た結果はほうれん草中に GSTが存在す

るととを十分に予期させる。 GST反応は親電子性化

合物と還元型グノレタチオンの 2基質を必要とする反応

であるが，一方の基質濃度を固定し，他方の基質濃度

を変えて反応を追い，動力学的解析を行った。本反応

にミカエリスーメンテンの式を適用することは反応速

度論としては適切ではないが，反応性の概要を知る手

段としては有効と考えられるヘ との様に 1基質反応

に近似させて得たみかけのミカエリス定数は，還元

型グノレタチオンに対して1.0mM，CDNB に対して

0.43mMとなった。グルタチオンのほうれん草中の存

在量はおよそ O.5mM程度でありへ基質濃度から見

る限りほうれん草で GST酵素は十分働き得る。

Sephadex G・25ゲノレろ過液中に GST酵素蛋白質

が存在する乙とは， ANS 鐙光測定からも推察するこ

とができる。 ANS盤光が還元型グノレタチオンの添加

により増大したことは，直接的には，グノレタチオンの

添加により蛋白質の疎水領域の拡大が起り ANSの結

合数が増加したことを物語るのであろうが， GST酵素

蛋白質が還元型グノレタチオンの結合により立体構造に

変化を生じた乙とをうかがわせる。また，酵素反応の

基質として用いた CDNBが ANS鐙光を減弱させた

ことは， ANS結合性をもっ蛋白質と GST酵素蛋白

質が重なり得ることを示す。ラット肝などの動物組織

から得られた GSTにはアイソザイムが存在し， 1つ

以上の酵素分子種においてリガンディン活性が認めら

れる 11)。リガンディンは疎水性化合物と非共有結合に

より結合する蛋白質を指すが山， ANS は動物組織由

来のリガンディンとを結合するととが明らかにされて

おりへ 今回ほうれん草から得た組酵素標品は，動物

組織由来の GSTと類似した性質を有する成分を含む

乙とになる。さらに，他生物産の GSTとの類似性は，

酸化型グノレタチオンや N-エチルマレイミドなどの

SH試薬により GST活性が阻害されることへ あ

るいはビリルビンやローズベンガノレなどに見られる

GST活性の阻害や ANS結合性蛋白質との結合2)にも

求めることができる。

GSTは生物界に広く分布する酵素であるが， その

特徴の 1つは，グノレタチオンに対する基質特異性はか

なり高いが，グノレタチオンと抱合する親電子性の基質

に対する特異性はそれほど厳しくないことである。そ
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の基質の多様性故に動物肝の GSTは有効な解毒酵素

に位置づけられている。基質特異性の低さに着目した

とき，ほうれん草中 GSTに期待される働きの 1つは，

GSTが組織に入り込んだ農薬や環境汚染物質等の代

謝あるいは不活化に寄与することである。ほうれん草

中での本来の生理的機能は元より，乙の様な衛生学的

役割を明らかにするためには， GSTを精製単離しその

酵素学的性質を詳細に検討する必要がある。

5. 要約

ほうれん草中から GST活性を検出することを試み，

次の結果を得た。

ほうれん草破砕液の 70，OOOXg上清を硫酸アンモ

ニウム (30"-'60%)で分画し，その沈殿物を Sepha-

dex G・25でゲ、ノレろ過すると，その蛋白質含有画分に

CDNBを基質とする GST活性が検出できた。さら

にこの粗酵素標品は ANSと結合しリガンディン様の

性質を示した。酵素活性は，酸化型グノレタチオン， N-

エチノレマレイミド， ピリノレピン， クリスタノレノイイオレ

ット，ローズベンガノレ，ヱリスロシンあるいはフロキ

シンの添加により阻害された。また， CDNB，ピリノレ

ピン，クリスタノレノfイオレット， ローズベンガノレ，エ

リスロシンおよびフロキシンは ANS壁光を著しく減

弱させた。これらの結果は，ほうれん草中に GST酵

素蛋白質が存在することを示唆する。
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