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パイナップルに含まれるタンパク質分解酵素ブロメラインの
研究動向：生化学および抽出・精製

Research trends of Bromelain, a protease from pineapple：
biochemistry, extraction and purification

澤野頼子
Yoriko Sawano

要旨　ブロメラインはパイナップルに含まれる主要なタンパク質分解酵素（プロテア
ーゼ）である。本酵素は、そのタンパク質分解活性やそれに基づく薬理学的作用に
より、食品、化粧品、医薬品、医療分野で様々に利用されている。本総説では、ブ
ロメラインの生化学的性質を述べるとともに、産業利用および構造機能相関解析に
利用するための抽出・精製法に関する研究動向について紹介する。

Abstract　Bromelain is a major protease extracted from pineapple. It has been 
variously utilized in food, cosmetics, pharmaceuticals and clinical fields due its 
proteolytic activity and pharmacological effects. This review presents biochemical 
properties of this enzyme and research trends on its extraction and purification 
methods for industrial use and structure-function analysis.

１．はじめに

　パイナップル（Ananas comosus）は、南米、東南アジア、中国、ハワイなどの熱帯あるい
は亜熱帯地域で栽培されている、果実を食用とする植物である1, 2, 3）。独特な芳香と甘味を呈し、
糖質、タンパク質、ビタミン類、マグネシウム、マンガンなどの栄養素を含み、世界的に人気
のある果物である。食物繊維が豊富なことからダイエットサプリメントとしても利用されてい
る4）。パイナップルは、古くから東南アジア、ケニア、インド、中国において民間医療に用い
られ、薬用植物として利用されてきた3, 5）が、その薬効には「ブロメライン（bromelain）」が
大きく寄与している1, 6）。
　ブロメラインは、パイナップルの主要なタンパク質分解酵素（プロテアーゼ）である。本酵
素は、活性中心にシステインのチオール基（-SH）をもつシステインエンドプロテアーゼ（EC
番号3.4.22）に分類され、パパイヤに含まれるパパインに代表されるパパインファミリー（CA
クラン、C1ファミリー、C1Aサブファミリー）に属する7）。キウイに含まれるアクチニジン、
イチジクに含まれるフィシンなどもこのファミリーに属する。植物のプロテアーゼは、一般的
にストレス応答や種子発芽における貯蔵タンパク質の動態、防御反応の誘導、老化、細胞死な
どに重要な役割を果たしている。また、プロテアーゼ活性化受容体（protease-activated 
protease：PAR）を活性化し、薬理学的な作用に関与する8）。
　ブロメラインは、そのタンパク質分解活性やそれに基づく薬理学的作用により、食品、化粧
品、繊維などの産業分野に加え、医薬品や医療分野においても様々に利用されている1, 5, 6, 9）。食
品産業では、肉軟化、製菓・製パン工程、タンパク質加水分解物の製造、ビールの清浄化、酵
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素褐変防止などに利用され10）、化粧品産業においては、皮膚のピーリングの有効成分として使
われている5）。医薬品や医療分野においては、タンパク質分解活性に加え、抗菌活性や抗炎症
活性、抗ガン活性、抗浮腫活性、抗血小板活性、抗凝固活性、繊維素溶解活性、抗血栓活性な
どを示すことから、胃腸炎における消化促進をはじめ、創傷・火傷の治癒、外科手術後の回復、
変形性関節症、副鼻腔炎、抗生剤の吸収促進などに有効とされている3, 11, 12）。
　ブロメラインが最初に見出されたのは19世紀後半であるが、1957年にHeinickeが果実よりも
茎に、より高濃度に存在していることを発見して以降、茎を原料として商業的な生産が開始さ
れた3, 13）。茎は食用できない廃棄部分であるため、ブロメラインの抽出に適した安価な材料で
あり、茎から抽出したブロメライン（ステムブロメライン）が産業分野では主に利用されてき
た3, 5, 12）。その後、芯、葉、果皮などのその他の廃棄部分にもブロメラインが含まれていること
が分かり、近年、これらの廃棄物を利用したブロメラインの抽出・精製が環境負荷低減の観点
からも注目されている14, 15, 16）。
　本総説では、ブロメラインの生化学的性質を述べ、産業利用や構造機能相関解析に利用する
ための抽出・精製方法に関する研究動向について紹介する。

２．生化学的性質

　植物のプロテアーゼは、一般的に果実の成長の初期段階に生産され、果実が成熟するとほぼ
消失する。しかし、ブロメラインは、一般的な植物プロテアーゼとは異なり、果実の成長の初
期段階にはほとんど検出されず、果実の成熟に伴って発現量が増加する5, 13）。パイナップル植
物体では、成長や果実の成熟過程において植物病原菌等から防御する役割を担っている17）。
　ブロメラインは、パイナップル植物体の葉、茎、果実、果皮などの様々な部位に存在するが、
特に茎と果実に豊富に存在している5）。茎に存在するブロメラインはステムブロメラン（EC 
3.4.22.32）と呼ばれ、果実に存在するブロメラインはフルーツブロメライン（EC 3.4.22.33）と
呼ばれる。茎に存在する主要なプロテアーゼはステムブロメラインであるが、その他にアナナ
イン（EC 3.4.22.31）とコモサインと呼ばれるシステインプロテアーゼも少量共存している3）。
これら4種のシステインプロテアーゼは、表1に示したように生化学的あるいは物理化学的性質
が異なる点がある。特に、ステムブロメランが等電点9.5以上の塩基性タンパク質であるのに対
し、フルーツブロメラインは等電点4.6の酸性タンパク質であるのは大きく異なる点である。こ
れに関して、両者のアミノ酸配列の相同性は80％程度であるが、ステムブロメラインはフルー
ツブロメラインに比べ、塩基性アミノ酸残基数が多いのに対し、酸性アミノ酸残基数が少ない
ことが反映されている7）。このことは、最適pHにも反映され、どちらのブロメラインも最もプ
ロテアーゼ活性が高いpHは6.0付近であるが、フルーツブロメラインの方がやや酸性側領域に
おいて、ステムブロメラインの方がやや塩基性側領域において活性を示す8）。また、両者とも
アミノ酸残基数や分子量に幅があるのは、アミノ酸配列の多型、糖鎖の結合の有無、あるいは、
抽出・精製条件の違いによるものと考えられる3, 18）。アミノ酸配列の多型は、パパインやフィ
シンにも見られる遺伝子多型によるものと考えられ19, 20, 8）、相同性の高い複数の配列が報告され
ている7）。
　フルーツブロメラインとステムブロメラインのホモロジーモデリングによる立体構造予測お
よびステムブロメラインの結晶構造解析によると、両者ともに全体的な立体構造は類似してお
り、αヘリックスドメインと逆平行βシートドメインからなる7, 18）。その2つのドメインの間に、
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2つのポケット、すなわち、触媒残基であるCysとHisを含む第１ポケットと基質特異性に関わ
るS2サブサイトである第2ポケット、をもつ活性部位がある18）。
　プロテアーゼとしての基質特異性については、ステムブロメライン、フルーツブロメライン
ともに、タンパク質あるいはペプチド内部のAla、Leu、Lys、あるいはArgのC末端側のペプ
チド結合を切断しやすい。一方で、ステムブロメラインがBz-Phe-Val-Arg-pNAよりもZ-Arg-
Arg-pNAを著しく切断しやすいのに対し、フルーツブロメラインはこれらの基質に対してス
テムブロメラインほど強い活性を示さず、両基質に対する特異性が逆である、などの差異があ
る1, 7, 8, 21）。また、この2つの基質に対するアナナインの特異性は、フルーツブロメラインと同様に、
ステムブロメラインとは逆である。ステムブロメラインあるいはアナナインと基質ペプチドの
複合体モデリング解析によると、基質特異性に関わるS2サブサイトの深いポケットが、アナナ
インでは6個の疎水性残基（2個のTrp、1個のIle, 2個のAla、および1個のLeu）で構成されてい
るのに対し、ステムブロメラインではIleがGluに置換されていること、その他にAsp209が基質
のArgのリガンドとして働き、基質特異性の差に関与すると考えられる18）。
　ブロメラインのプロテアーゼ活性は、Cys、硫酸水素塩、NaCN, H2S, Na2S, 安息香酸塩によ
って活性化される1, 22）。一方、有機水銀、Hg2+、Zn2+、テトラチオン酸塩によって可逆的に阻害
され、N-エチルマレイミド、N-(4-ジメチル-3,5-ジニトロフェニル)マレイミド、モノヨード酢酸、
ヨードアセトアミドなど、触媒残基CysのSH基をアルキル化する薬剤によって不可逆的に阻害
される8, 9）。また、パパインファミリーの他の多くのシステインプロテアーゼと同様に、セリン
プロテアーゼであるトリプシンの阻害剤であるTLCK（Nα-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 
hydrochloride）、および、キモトリプシンの阻害剤であるTPCK（Nα-Tosyl-L-phenylalanine 
chloromethyl ketone）によって阻害される。パパインとTPCKとの複合体のX線結晶構造解析
やパパインファミリーに属すクロストリパインとTLCKとの解析によって、触媒残基Cysが不
可逆的にアルキル化されていることが示されており、ブロメラインでも同様なことが生じてい
ると考えられる23, 24, 8）。しかし、ブロメラインは、パパインファミリーの他の多くのシステイン
プロテアーゼとは異なり、卵白シスタチンによってほとんど阻害されず、E64（trans-
epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butane）によってゆっくりと阻害される25, 18）。後者に
ついては、ステムブロメラインとE64との複合体のX線結晶構造解析によって、E64のLeu残基
がブロメラインの活性部位の第2ポケット（S2サブサイト）の底に位置するGlu68の側鎖（パパ

表1．パイナップル由来システインプロテアーゼの生化学的および物理化学的性質3, 8）

名称 ステムブロメライン
（Stem bromelain）

フルーツブロメライン
（Fruit bromelain）

アナナイン
（Ananain）

コモサイン
（Comosain）

EC番号 EC 3.4.22.32 EC 3.4.22.33 EC 3.4.22.31
起源 パイナップル茎 パイナップル果実 パイナップル茎 パイナップル茎

分子質量（kDa） 23.8-37.0 23.0-32.5 23.4-25.0 24.4-24.5
等電点 ＞ 9.5 4.6 >10 >10

アミノ酸残基数 212, 291, 285 326, 351 216 186
最適温度（℃） 40-60 37-70 ― ―

最適pH 5.5-8 4-7 ― ―
糖鎖の有無 有 有/無 無 有
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インファミリーの他のシステインプロテアーゼでは、これに相当する位置はIleである）の立体
障害の影響で、活性部位に深く入り込めないことが原因であることが示された18）。
　また、ブロメラインは比較的高い熱安定性を示し、60℃、30分間の処理後は元の半分程度の
プロテアーゼ活性を保持し、70℃、15分間の処理後は元の活性の9 ～ 22%程度まで低下し、
100℃、10分間の処理で完全に活性を失う26）。70℃以上では、不可逆的な熱変性が起こること
が円偏光二色性（Circular Dichroism：CD）測定や示差走査熱量測定（Differential Scanning 
Calorimetry：DSC）により明らかにされた27）。また、低濃度のブロメライン溶液は室温で急速
に活性が低下するが、濃度50 mg/mL以上の溶液は室温で１週間程度、安定である3）。

３．抽出・精製方法

　パイナップル茎の破砕液から遠心やろ過の操作により繊維質や不溶物を除去することによっ
て、粗ブロメライン抽出液が得られる。粗ブロメライン抽出液には、ステムブロメライン（抽
出液全体の80%を占める）、フルーツブロメライン（同10％）、アナナイン（同5％）を含めた様々
なシステインプロテアーゼに加え、フォスファターゼ、グルコシダーゼ、ペルオキシダーゼ、
セルラーゼ、リボヌクレアーゼ、糖タンパク質、糖質、プロテアーゼインヒビター、有機的に
結合したカルシウムなどが含まれている1, 2, 4, 9）。“ステムブロメライン” と称して市販されてい
る製品の多くは、遠心後に、限外ろ過、凍結乾燥を行う「従来法」によって製造される、黄色
の粉末状のものである。これも様々なシステインプロテアーゼとそれ以外の成分を含んでい 
る5, 12, 18）。酵素の酵素学的解析および立体構造解析に基づく構造機能相関解析には高純度である
ことが不可欠である一方で、産業利用する際には、純度よりも収率やコストが重視される場合
も多いため、ブロメラインを使用する目的に応じて様々な抽出・精製法が用いられる12）。ここ
では、従来法以外の抽出・精製方法について紹介する。

（A）水性二相系（Aqueous Two-Phase System：ATPS）による抽出
　水性二相系（ATPS）は、2つの水相による相分離系である。親水性の2種の高分子（例えば、
ポリエチレングリコール（PEG）とデキストラン）、または、高分子と無機塩類（例えば、
PEGとリン酸塩）を高濃度で水に加えると、2つの水相に相分離することを利用して、目的物
質を分離することができる28, 29）。有機溶媒を使用せず、穏和な条件で使用でき、操作が迅速・
容易で、スケールアップしやすい点、さらに、相分離に使用した試薬を再利用できることから
低コストで環境低負荷である点から、タンパク質など生体物質の抽出・精製に利用されている。
相分離に使用する試薬成分や濃度を調整することにより、標的タンパク質を変性させずに、他
のタンパク質や色素、多糖などから分離することができる28, 30）。
　ブロメラインの抽出・精製においても、PEG/K2SO4, PEG/MgSO4, PEG/ポリアクリルアミド
などのATPSを適用した報告がある3）。例えば、8% PEG4000および15% 硫酸アンモニウムを用
いたATPSによって、4.0 units/mgの活性を示すステムブロメラインおよび3.6 units/mgの活性
を示すフルーツブロメラインが精製された31）。Ketnawaらは、パイナップル果皮からのブロメ
ラインの精製において、様々な分子量のPEGと様々な種類および濃度の塩とを組み合わせた二
相系を用いて検討し、18% PEG6000および17% MgSO4による二相系を用いた場合に、最も高
い精製倍率（3.44倍）と活性収率（206%）で得た32, 29）。また、Novaesらは、PEG/ポリアクリ
ルアミドの二相系を用いて、パイナップル廃棄部分から精製倍率25.78倍、活性収率335％でブ



19

ロメラインを精製した26）。これらの実験においては、ブロメラインはPEG液相に分離された。
PEGは細胞膜に作用するが、タンパク質（酵素）の活性には影響を与えず、むしろ酵素の活性
部位を保護することにより、高収率で活性型酵素を得ることが可能になると考えられる5, 28）。

（B）逆ミセル抽出（Reversed micellar extraction：RMS）
　逆ミセルは、ある種の界面活性剤を非極性溶媒中に溶解した際に、その親水基を内側に向け
て自発的に形成される会合体であり、その内部に水相を保持し、親水性物質を可溶化すること
ができる。逆ミセル抽出法（RMS）は、タンパク質などの親水性分子を含む水相と逆ミセルを
含む有機相を接触させることによって、目的物質を逆ミセル内に取り込む抽出分離法である。
目的物質は、界面活性剤によって周囲の有機相から保護され、変性の少ない状態で分離でき 
る33）。また、低コストで、特別な動力を必要としないため省エネルギーであり、スケールアッ
プがしやすい点も優れている30）。
　ブロメラインの抽出・精製においてもRMSの適用例が報告されている。Hebbarらは、陽イ
オン界面活性剤であるcetyltrimethylammonium bromide（CTAB）（濃度150 mM）および0.1 
M NaCl（pH8.0）によるRMS（10 mLの系）を用いて、パイナップル芯の抽出液から精製倍率
5.2倍、活性収率106％でブロメラインを精製した34）。この系をスケールアップし（5 Lの系）、
4.5 kgのパイナップル芯から精製倍率2.43倍、活性収率81.3％でブロメラインが精製された35）。
さらに、RMSと限外ろ過を組み合わせることで、抽出・精製効率が向上し、パイナップル芯の
抽出液から精製倍率5.9倍、活性収率95.8％でブロメラインが精製された36）。Kumarらは、親和
性に基づく逆ミセル抽出分離を適用し、ブロメラインのリガンドとなるconcanavalin A（ブロ
メラインの糖鎖に結合するレクチン）や界面活性剤の濃度、溶液のpH等を最適化し、パイナ
ップル抽出液から精製倍率12.32倍、活性収率185.6％でブロメラインを精製した37）。

（C）クロマトグラフィー
　クロマトグラフィーはパイナップルからブロメラインを精製する際に広く用いられ、イオン
交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー
などが用いられる12）。イオン交換クロマトグラフィーは、特異性が高く、スケールアップしや
すいことが利点である30）。ブロメラインの精製においては、陽イオン交換クロマトグラフィー
とアフィニティークロマトグラフィー（Sepharose-Gly-Phe-glycinaldehyde semicarbazone）を
組み合わせることで、共存する、類似性の高いアナナインと分離できた38）。さらに、これらの
２つのクロマトグラフィーにアセトンによる沈殿操作を加えることで精製度が向上した25）。
Costaらは、陽イオン交換クロマトグラフィ（CMセファロース）とゲルろ過クロマトグラフィ
ー（Sephadex G-50）を組み合わせることで、16.9倍の精製倍率で、390.75 units/mgのブロメ
ラインを精製した39）。パイナップル茎の粗抽出液を陽イオン交換クロマトグラフィーに供し、
続いて、その非吸着画分を陰イオン交換クロマトグラフィーに供することで、2種の酸性ブロ
メライン（フルーツブロメライン）が分離された40）。また、高速向流クロマトグラフィー

（High-speed Countercurrent Chromatography：HSCCC）とCTAB/イソオクタン–ヘキシルア
ルコールによる逆ミセル抽出を組み合わせることで、5.0 gの果実粗抽出物（3.3 kg分の果実に
相当）から3.0 gのフルーツブロメラインが精製された41）。市販品の“ステムブロメライン”には、
ステムブロメラインの他、フルーツブロメライン、アナナイン、およびコモサインの各々の多
型（アイソフォーム）が含まれている上に、システインプロテアーゼの触媒残基CysのSH基が
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空気中の酸素などにより不可逆的な酸化を受けやすく、活性型プロテアーゼと不活性型プロテ
アーゼが混在している。Matagneらは、メトキシポリエチレングリコール-o-ピリジンジスルフ
ィド（mPEG-OPSS）を用いて、SH基を特異的にPEG誘導体化した上で、陽イオン交換クロマ
トグラフィーと陰イオン交換クロマトグラフィーを組み合わせて、パイナップル茎に含まれる
様々な多型および活性型・不活性型のシステインプロテアーゼを分離し、8種の活性型アイソ
フォーム、すなわち、3種の塩基性ブロメライン（ステムブロメライン）、2種の酸性ブロメラ
イン（フルーツブロメライン）、2種のアナナイン、および1種のコモサイン、を精製した8）。精
製された各プロテアーゼは、詳細な酵素学的解析やＸ線結晶構造解析に供するのに十分な高純
度なものであった8, 18）。

（D）組換えタンパク質の生産
　組換えDNA技術を用いて標的タンパク質をコードする遺伝子をベクター等に組み込み、こ
れを導入した宿主で組換えタンパク質を発現させる方法も行われている。現在、組換えDNA
技術により生産される酵素は、市場全体の約90％を占めている30）。ブロメラインについても、
大腸菌BL21-AI42, 43）、BL21-CodonPlus(DE3)44）、BL21(DE3)pLysS45）、および酵母Pichia pastoris17）

による発現系が報告されている。大腸菌においてHis-tagを付加して発現された組換え型ステム
ブロメラインは、1段階の金属アフィニティークロマトグラフィーによって精製され、天然の
ブロメラインと同等のプロテアーゼ活性や抗菌活性を示した42, 45）。また、酵母Pichia pastoris

においてHis-tagを付加して発現された組換え型フルーツブロメラインは、1段階の金属アフィ
ニティークロマトグラフィーによって精製され、天然のブロメラインに匹敵するプロテアーゼ
活性を示した17）。

４．おわりに

　最近では、ブロメラインは、新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の感染阻害活性を示すこ
とが報告される4, 46, 47）など、新たな利用可能性もある。不可食部の食品廃棄物からの酵素の抽出・
精製は、環境負荷低減の観点およびコスト面で優れているが、高純度で得ようとする場合は、
特殊な化学修飾を必要としたり、複数の精製手法を組み合わせるなど条件検討が必要である。
一方、組換えタンパク質として得る方法は、単一な酵素を迅速に得るには適した方法であり、
今後、ますます発展していくと考えられるが、産業利用する場合には大量生産に適した発現系
の検討や大規模な培養装置など設備投資等が必要となる。本総説で紹介した抽出・精製法によ
って、産業用途に見合った純度、収率、コストで得られたブロメラインが、ますます活用され
ることを期待したい。合わせて、高純度のブロメラインを得ることによって、詳細な酵素学的
解析や阻害剤等との立体構造解析がさらに行われ、構造機能相関解析が進展することを期待し
たい。また、これらの抽出・精製法がその他の酵素にも適用され、産業利用や構造機能相関解
析に活用されることも期待される。
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