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　 図１．ウルシオールとラッカーゼ（LAC）による反応
　 　　　Rは飽和もしくは不飽和の長鎖炭化水素。
　 　　　下付き文字のoxは酸化体，redは還元体を表す。

漆ラッカーゼの至適pHの測定
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要　　旨

　伝統的な塗料である漆は，植物由来の環境負荷の低い材料として注目されている。漆の硬化は，漆中にわずかに含ま

れるラッカーゼの酵素反応により達成される。そのためラッカーゼの酵素反応における至適条件を調べることは，漆の

硬化反応を制御するためには非常に重要である。これまで報告された漆ラッカーゼの至適pHにはばらつきがあった。

そこで，改めて漆ラッカーゼの至適pHの測定を行ったところ，グアイアコール基質においてpH 8.8，カテコール基質

においてpH 8.4であった。報告された至適pHにばらつきがあった要因の一つは，基質の非酵素的酸化反応によって生

成する過酸化水素がラッカーゼ活性を阻害するためであると推察する。

１．緒言

　東アジア地方で古くより塗料として利用されている漆

は，植物由来の環境負荷の低い材料として注目されてい

る。一般的な塗料の硬化は，溶剤の揮発，熱や光による

重合反応，または主剤と硬化剤の化学反応により起こ

る。一方，漆の硬化は，漆中にわずかに含まれるラッ

カーゼの酵素反応により達成される１）。ラッカーゼは，

植物や菌類などに広く存在する酸化還元酵素であり，図

１に示すフェノール化合物の酸化反応を触媒する機能を

有する。漆の主成分は，ウルシオールというフェノール

化合物であり，ウルシオールがラッカーゼにより酸化

され，さらに酸化体が反応することで漆の硬化が起こ

る１）。そのため，ラッカーゼの性質を調べることは，漆

の硬化反応を制御するために非常に重要である。

　酵素反応は，pHや温度などそれぞれに最適な条件が

あり，同じ種類の酵素においても由来によってその条件

は異なる。これまでの先行研究において，漆に含まれ

るラッカーゼの至適pHについて様々な報告がされてき

た２-６）。天然物であるため，ある程度のばらつきは予想

されるが，報告された至適pHの値には大幅なばらつき

（5.6-9.0）があり，正確な値は未だ不明である。これま

での我々の研究により，塩基性のウルシオールから過酸

化水素が生成し，その過酸化水素が漆ラッカーゼの活性

を阻害することを見出した７，８）。つまり，漆ラッカーゼ

の至適pHの測定において，生成される過酸化水素の影

響を考慮に入れる必要がある。そこで，本研究では改め

て漆ラッカーゼの至適pHについて検討を行い，過去の

報告の値にばらつきがあった要因について考察を行っ

た。

２．実験方法

2.1　材料

　実験に用いた試薬は，富士フィルム和光純薬社製のも

のを使用した。漆ラッカーゼは，佐藤喜代松商店より購

入した中国産の生漆より抽出したものを使用した。生漆

は，ウルシノキより採取した漆液を濾過のみ行ったもの

である。

2.2　漆ラッカーゼの活性の測定

　生漆10 gに30倍重量のアセトンを加え，濾過，乾燥

してアセトン不溶物を得た。この不溶物に５倍重量の

水を加え，沈殿物を遠心分離によって除去し，得られ

た水溶液を漆ラッカーゼ溶液とした。この溶液を所定

のpHのBritton-Robinson緩衝液で２倍に薄め，pH調

整溶液を作製した。緩衝液による希釈後の漆ラッカー

ゼの濃度は，8.4 g/Lであった。漆ラッカーゼ溶液と同
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図２．本実験に用いた基質の構造式

図５．漆ラッカーゼの至適pHが一致した基質

図４．漆ラッカーゼの相対活性

図３．フェノール化合物の非酵素的酸化反応
Rは置換基を表す。　　　　　

じ緩衝液で希釈した50 mmol/Lのグアイアコール，及び

25 mmol/Lのカテコール水溶液を漆ラッカーゼの基質溶

液として調製した。グアイアコールとカテコールの構

造式を図２に示す。基質溶液３ mLを25 ℃の恒温槽内

の容器に移し，酸素電極（YSI社製 YSI 5300A）を取付

けて撹拌し，そこにpHを調整した漆ラッカーゼ溶液を

20 µL加えて，酸素の消費速度を測定した。基質のフェ

ノール化合物は，ラッカーゼによる酸化反応だけでな

く，図３に示す非酵素的酸化反応７）により空気中の酸

素を消費することで自動的に酸化反応が進行する。そこ

で，基質の非酵素的酸化反応のみによる酸素消費の測定

を同様に行い，正確なラッカーゼの酵素活性を測定し

た。測定した酵素活性から，それぞれの基質で最も活性

が高かった値を100%として相対活性を算出した。

３．実験結果と考察

　グアイアコールとカテコールを基質に用いた漆ラッ

カーゼにおける相対活性の結果を図４に示す。この結

果，漆ラッカーゼの至適pHは，それぞれ塩基性のpH 8.8

及びpH 8.4であった。pHを更に増加させた場合，カテ

コール基質を用いた測定では，pHが9.6より高い領域に

おいて測定できなかった。これは，フェノール化合物の

非酵素的酸化反応（図３）の速度が，酸性から塩基性に

なるにしたがって増加し７），ラッカーゼによる酸化反応

を検出できなくなったためである。

　本研究では，漆ラッカーゼの酸化反応における至適

pHを見出すことを目的とする。そのために，非酵素的

酸化反応によって生成する過酸化水素（図３）がラッ

カーゼ活性を阻害することが問題であった７，８）。特に，

高いpH領域において，非酵素的酸化反応に伴う過酸化

水素の生成が増加することから，過酸化水素によるラッ

カーゼ活性の阻害が強くなり，誤差が生じやすくなる。

そのため，本実験では，基質溶液の作成から活性の測定

まで速やかに行うことで，非酵素的酸化反応による過酸

化水素の生成を可能な限り排除した。

　過去の研究において，同じカテコール基質を用いて

測定した漆ラッカーゼの至適pHは7.6と報告２）されてい

る。しかしながら，本実験での至適pHは8.4と高い値と

なった。この差は，過酸化水素が生成しやすい塩基性領

域にて，時間経過により生成した過酸化水素が，ラッ

カーゼ活性を強く阻害することを考慮に入れていないた

めと考えられる。また，フェノール性ヒドロキシ基が１

つである基質として図５に示す2,6-ジメトキシフェノー

ル，イソオイゲノール，及びコニフェリルアルコール

を用いた漆ラッカーゼの至適pHは，それぞれ8.5，8.5-

9.0，及び8.5-9.0と報告されており，今回のグアイアコー

ルの測定と良い一致を示した５，６）。この一致は，グアイ

アコールを含むこれらフェノール性のヒドロキシ基が１
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つの基質がいずれも非酵素的酸化反応を起こさず，ラッ

カーゼ活性の阻害要因となる過酸化水素が生成しないた

めと推察される。

４．結論

　今回，漆ラッカーゼの至適pHを測定したところ，グ

アイアコールでpH 8.8，カテコールでpH 8.4であった。

ヒドロキシ基が１つのグアイアコールでは，これまで報

告された同様の化合物の至適pHと良い一致を示した。

　一方，ヒドロキシ基が２つのカテコールでは，測定時

に非酵素的酸化反応が観測され，過去の報告との差が見

られた。以上の結果より，至適pHの報告にばらつきが

あった要因の一つが，基質の非酵素的酸化反応によって

生成する過酸化水素がラッカーゼ活性を阻害するためで

あると推察される。
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