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架橋 細 胞壁 を用 い た ア フ ィニテ ィカ ラ ムへ の

     ペ クチ ナ ーゼ の吸着 性

       吉野(家 護谷)世 美子

Adsorption of Pectic Enzymes to Affinity Column with Cross Linked Cell Walls

Yomiko Kegoya—Yoshino

1.は じめ に

 ペ クチ ン質は ウロン酸を主体 とし,種 々の中性糖

類を含む複雑な多糖類であ り,そ の構造の詳細は不

明確 である。著者 らは,今 までペ クチ ン質のポ リガ

ラクツロナンに特異的に作用する種 々のペ クチン質

分解酵素を用いて酵素化学的手段によ り構造を解析

す る方法を試みてきた。構造解明に必要な種々のペ

クチ ン質分解酵素の うち,ポ リガラクツロナ ンの還

元末端に作用 し,不 飽和のジガラクツロン酸を放 出

す る酵 素(Exopolygalacturonatelyase;Exo-PGL)

はErwinia carotovora subsp. carotovora W 2か ら菌

体 内酵 素 として調製 され るが12),著 者 らは この酵

素 をペ クチ ン酸を架橋 して調 製 した ゲル(Cross

Linked Pectic Acid;CLPA)を 用いたアフィニテ ィ

クロマ トグラフ ィーに よ り精製 した2)。 しか し,

CLPAは 調製に非常 に労力を要す るので,酵 素の

最終精製段階での使用には非常に有効であるが,粗

酵素 での大量処理にはかえって労力を要す。そこで,

後に畑 中らは,こ のCLPAに かわ るアフィニィテ

ィ坦体 として柑橘類の内果皮を架橋 した架橋細胞壁

(Cross Linked Cell Wal1;CLCW)の 調製法を検討

し,そ の無水 ガラクツロン酸量(ペ クチン酸量)を

調べた結果,cLCwが 非常に有効な陽イ オン交換

体であることを示 した3)OExo型 の代表的 なペ クチ

ン質分 解酵 素 であ るExopolygalacturonase(Exo-

PG)を 西洋 ニ ンジンか ら抽出す ると他の作用形式

のペ クチナーゼをもたないので有用 な酵素起源であ

るが,抽 出液の酵素活性が非常に弱いので有効な濃

縮法 と精製法の検討が必要である。 またExo-PGL
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について も架橋ペ クチ ン酸にかわ るCLCWの 有効

性を調べてお く必要がある。そ こで,今 回は柑橘類

の他 に,起 源の異なるCLCWを 調製 し, Exo・PGL

とExo-PGを 用 いて吸着性を試験 し,さ らに大量

の酵素をカラム処理す ることに よりペ クチナーゼの

精製の一手段 としての有効性について検討 したので

報告する。

II.実 験 方 法

1.CLCWの 調 製

 温 州 み か ん,カ リフ ォル ニ ア オ レ ンジ,グ レ ー プ

フ ル ー ツの 内 果 皮,ふ す ま(小 麦 ふ す ま,日 清 製 粉

製)は 水 洗 して 余 分 な 粉 を 水 洗 除 去 後 乾 燥 した も の,

お か ら(み す ず 豆 腐 製,乾 燥 お か ら)を 通 常 の 条 件

下 で ア ル カ リケ ン化 後,架 橋 し,架 橋 細 胞 壁 を調 製

した3)0各CLCWの 膨 潤 率,遊 離 の カ ル ボ キ シ ル

基 量(無 水 ガ ラ ク ツ ロ ン酸 量 ま た は ペ クチ ン酸 量)

等 は 畑 中 ら3)に した が っ て測 定 した 。

2.酵 素 の 調 製

Exo-PGL:Erwinia carotovora subsp. carotovora W

2(IFO l3921)は 前 報1・2)と 同 組 成 の培 地31を,

450mlず つ31の 三 角 フ ラ ス コ6個 に 入 れ,あ らか

じめ 同 培 地50mlで30℃,24時 間 振 盈 培 養(往 復 振

盈;120rpm/min)し た 菌 液 を そ れ ぞ れ の フ ラ ス コ

に 接 種 し,48時 間 往 復 振 盤 培 養 後,菌 体 を 超 音 波 処

理 し,得 ら れ た 酵 素 液 か ら0.3飽 和 硫 安 塩 析 物 を 除

い た 上 澄 み を 粗 酵 素 液 と した 。

Exo-PG:セ イ ヨ ウニ ン ジ ン(Daucus cayota L.)2kg

を 細 片 と し,同 量 の1M-NaClと と もに ミキサ ー で

粉 砕 し,防 腐 剤 と して 少 量 の トル エ ンを 加 え て4℃

で 一 夜 酵 素 を 抽 出 した 。 抽 出 物 を ナ イ ロ ン ネ ッ トで

ろ 過 し,ろ 液 を 遠 心 分 離 して 沈 殿 物 を 除 去 し,上 澄
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みを0.02M酢酸緩衝液 (pH4.0)で透析し，これを

組酵素液とした。後述の吸着試験用の酵素液は限外

ろ過(アミコン PM-I0，排除限界 MW=1 X 104) 

で濃縮して用いた。

3. 酵素活性測定法

PGL活性:畑中ら4)によると不飽和ジガラクツロン

酸と不飽和トリガラクツロン酸の lμmole/ml溶液

は232nmで4.70の吸光度を示すので， 235 nmにお

ける吸光度の増加から活性を計算した。すなわち，

酸不溶性ベクチン酸5)0.2%， 350C，最適 pHで酵

素液 1mlが 1分間に分解する不飽和のガラクツロ

ン酸の μmole数をもって酵素単位 (unit/ml)とし

Tこ。

PG活性:酵素活性は還元力を改変 Somogyi-Nelson

法6)で測定した。酸不溶性ベクチン酸0.2%，35
0

C， 

最適 pHで酵素液 1mlが 1分間に分解するグリコ

シド結合の ρmole数をもって酵素単位 (unit/ml)

とした。

4. 吸着試験法

各種 CLCWへの酵素の吸着性は，プラスチック

製の 5ml容の小カラムを用いて試験した。 CLCW

の粉末を 3倍量の各 pHの0.2M緩衝液で膨潤さ

ぜ，さらに0.02M緩衝液で洗浄，緩衝化させた後

2 mlをカラムに充填した(1.3x 1. 5 cm， 2 ml)。

酵素液はあらかじめ0.005Mのリン酸緩衝液 (pH

7.0)で透析し各 pHの0.05M緩衝液で 2倍に希

釈して，各 pHの酵素液を調製した。この酵素液を

それぞれ 2mlずつ (Exo・PG:O. 3 unit/ml， Exo-

PG: O. 2 unit/ml)小カラムに流し，続いて 4mlの

0.02M緩衝液で洗浄し，さらに Exo・PGLは0.2

MNaClを含む0.05Mトリス一塩酸緩衝液 (pH8.5，

5 OC) 6 ml， Exo-PGは0.2M酢酸ナトリウム溶液

6mlで溶出した。カラム処理は 4
0

Cで流速40ml/h 

で行い，フラクションは 1mlとして酵素活性を測

定し，溶出量0"'-'6mlまでを通過区分， 7"'-'12ml

までを溶出区分として回収し，それぞれの区分の酵

素活性をカラム処理した全酵素単位に対する回収率

で表した。緩衝液は pH3はクエン酸ーリン酸二ナ

トリウム緩衝液， pH4， 5は酢酸一酢酸ナトリウム

緩衝液， pH6， 7はリン酸ーカリウム リン酸二ナ

トリウム緩衝液を用いた。

5. 酵素の精製試験

Exo・PGLは前述の培地 31から得られた組酵素

液を0.02Mリン酸緩衝液， pH6.0で緩衝化した

CLCWカラム (2x 8. 0 cm， 25 ml)で吸着させ，
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同緩衝液で洗浄後0.05Mトリス一塩酸緩衝液 (pH

7.8， 5
0

C)で洗浄し，最後に0.2Mトリス 塩酸緩

衝液 (pH8.5，5 OC)で溶出した。 Exo・PGはセイ

ヨウニンジン 2kgからの抽出酵素液を0.02M酢酸

緩衝液， pH 4で緩衝化した CLCWカラム(3 x 

11.5 cm， 80 ml)で吸着させ，同緩衝液で洗浄後，

0.2M酢酸ナトリウム溶液で溶出した。回収酵素の

タンパク量を Lowryらの方法7)で測定して単位タ

ンパク量あたりの活性を求め，精製度を比活性で比

較した。

III. 結果と考察

各種 CLCWの調製過程，および無水ガラクツロ

ン酸量(ベグチン酸量)を Table1に示した。 Ta-

ble 1の CLCWの回収率は，アルカリケン化後の

乾燥物に対する回収率を示しているが，いずれの

CLCWも架橋後の回収率は非常に高かった。ただ

し表には示していないが，柑橘類のアルカリケン

化後の乾燥物はし、ずれも生の内果皮重量の約10%の

回収率であるので必要量の約10倍の内果皮が必要で

ある。柑橘類での無水ガラクツロン酸量はグレープ

フルーツが最も高く，続いてオレンジ，温州みかん，

おからで，ふすまは他の 4種に比較して極端に低か

った。グレープフルーツ，温州みかんは前報の畑中

らの値とほぼ一致している九水分含量はいずれも

低く1.0%から3.5%の範囲であった。膨潤率は7.7

倍から9.0倍の範囲で差はなかった。水分含量，膨

潤率に大差がなかったので，無水ガラクツロン酸量

が酵素の CLCWへの吸着性に直接関係すると考え

られるので，柑橘類とふすまでは酵素の吸着性に何

らかの差があるのではなし、かと予想された。

次に小カラムを用いた Exo・PGLとグレープフ

ルーツ，おから，ふすまとの吸着試験の結果を

Fig. 1の A，B，Cに，Exo・PGとグレープフルーツ，

おから，ふすまとの吸着実験の結果を D，E，Fに示

した。図は各 pHの CLCWでそれぞれ 4回ずつカ

ラム処理を行い，各フラクションについてそれぞれ

酵素活性を測定した結果を平均値で、表している。柑

橘類ではいずれも同様の吸着パターンを示したの

で，グレープフルーツの結果を示した。 Fig.l-A

では PGL活性は溶出量 6mlまでの通過区分には

ほとんど活性のピークは認められず，それ以降の溶

出量12mlまでの溶出区分に活性が認められた。こ

のことは酵素が pH5，6，7のいずれの pHにおい

てもすべて CLCWに吸着したことを示している。

次に Fig.l-Bのおからの CLCWをみると pH5，6 



平成9年12月 (1997年) - 35-

0.5ト A D 0.5 

長。5 B 

16 4句-

。 。
0.5 C F 0.5 

。
6 120 6 12 

Fraction No.(1 ml/tube) 

Fig 1. Adsorption of Pectic Enzymes to A血nityColumn with Cross Linked Cell Walls. 
A: PGL-Grapefruit， B: PGL-Okara， C: PGL-Fusuma， 

D: PG-Grapefruit， E: PG・.Okara，F: PG-Fusuma. 
口:pH3，ム:pH4，・:pH 5， .: pH 6，圃:pH7. 
Column size is 1.3 x 1. 5 cm， 2 ml. 

では酵素活性のピークはすべて溶出区分に認めら

れ，酵素が CLCWに吸着したことを示しているが

pH7では通過区分にも活性のピークが認められ，

活性の割合は通過区分が43%，溶出区分が57%であ

り柑橘類に比較しておから CLCWへの吸着性は低

かった。ふすまではさらに吸着力は低く， pH 5で

は大部分の活性が溶出区分に認められたが， pH6 

では通過区分と溶出区分に同程度の活性のピークが

認められ，また pH7ではすべての活性が通過区分

に認められ， pHが高くなるにしたがって CLCW

への吸着性は低くなった。続いて PGと各 CLCW

との吸着性はグレープフルーツでは pH3，4では通

過区分に酵素活性のピークは認められずほとんどす

べての酵素活性が溶出区分に認められ吸着したこと

を示したが， pH 5では逆に通過区分に大部分の酵

素活性が認められ，吸着性は pHが高くなると低下

した。この傾向はおからにおいても同様で， pH3， 

4では酵素は吸着したが， pH5では吸着しなかっ

た (Fig.1・E)。ふすまではさらに吸着性は低く，

pH 3，4，5のすべての pHで通過区分に大部分の酵

素活性のピークが認められ，酵素は吸着しなかった。

以上，回収酵素の通過区分と溶出区分の酵素活性の

割合について述べたが，酵素の回収率(カラムに流

した酵素の全活性に対するカラム処理後の回収した

通過区分と溶出区分の合計)は PGLでは pHに影

響され， pHが低くなると低くなった。すなわち酵

素の回収率は，グレープフルーツでは pH5で通過

区分(溶出量 0'"'-'6 m)に処理酵素の 6%，吸着区

分(溶出量 7'"'-'12ml)に62%の合計68%，おから

では前者が12%，後者が54%の合計66%，ふすまで

は前者が10%，後者が59%の合計69%であったのに

対し pH6，7ではいずれの CLCWでも両者の合計

の回収率は90%程度を示した。これは，この酵素が

中性付近の pHで安定性が高く，酸性側の pHで急

激に低下するのということと一致しており，カラム

処理中に一部失活したものと考えられる。一方，

PGの回収率は本実験での pH3，4，5の範囲での結

果に差は認められなかった。 CLCWはベクチナー

ゼにとってはアフィニティの高分子架橋体であると

同時にガラクツロン酸のカルボキ、ンル基が交換基と
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Table 1. Some Properties of the CLCW s 

Property Grapefruit Orange Satsuma Okara Fusuma mandarin 

Yielda(%) 92.9 91. 0 88.0 90.8 95.4 

Moisture (%) 2.5 3.5 3.1 2.2 1.0 

Swelling volumeb (ml/ g) 9.0 8.5 7.7 7.9 7.9 

Free carboxylc(meq/g) 2.35 1. 98 1. 55 1.13 0.44 

Pectic acidc(%) 41. 4 34.8 27.3 19.8 7.8 

a Expressed as a percentage of the dried saponified AIS powders. 
b Measured by suspending 1.0 g of dried CLCW in water in a 20・mlmeasuring cylinder and by reading the bed 
volume after 6 hr incubation at room temperature. 

c The procedure used was essentially the same as that described by Hatanaka3l • To a dried CLCW (1.0 g)， 
previously treated with 0.6 N hydrochloric acid-70% ethanol and washed successively with ethanol， acetone， 
and ether， were added 99% ethanol (5 ml)， degassed deionized water (100 ml)， and sodium chloride (1 g)， 

and the mixture was titrated with O. 1 M sodium hydroxide solution in the usual way. A titer of 1 ml is 
equivalent to O. 1 meq of free carboxyl or 17.6 mg of anhydrogalacturonic acid (or 17.6 mg of pectic acid). 

なる弱酸性陽イオン交換体であるので，無水ガラク

ツロン酸量は CLCWの吸着能に直接影響すると考

えられる。したがってこれら 5種の CLCWとPGL

および PGとの吸着性の結果は前述の CLCWの無

水ガラクツロン酸量 (Table1 )とほぼ一致した結

果といえる。 PGLと PGの CLCWへの吸着 pH

領域が異なるのは，酵素が CLCWのイオン交換体

としての影響を強く受けているためと考えられ，

PGLの等電点が PGよりもアルカリ側にあること

と対応している。

以上のように，柑橘類の CLCW3種は他の 2種

に比べ，ベクチナーゼに対する吸着能が高く，アフ

ィニテイカラムの高分子架橋坦体として有効である

と考えられたので，グレープフルーツの CLCWを

用いて大量の酵素処理に有効か否かを試験した。

Exo・PGLは前述の培地 31から得られた粗酵素を

25mlの CLCWカラムで， Exo-PGはセイヨウニ

ンジン 2kgからの抽出酵素を80mlの CLCWカラ

ムで処理し，精製度を比活性で比較した (Table

2)0 Exo・PGLは菌体の超音波処理後の酵素液の比

活性を lにすると硫安塩析後は2.0，CLCW処理後

は43.3となった。 Exo・PGLの比活性225.13

unit/mg， x 10-1を前報の CLPA処理後の比活性

656.8 unit/mg， x 10一1と比較すると約 1/3の精製度

であるが， CLCWによる精製過程において溶出ま

での洗浄段階を増やすか，あるいはグラジェント溶

出することにより比活性は改善できるので，

CLCWは CLPAにかわる有効なアフィニティ坦体

と考えられた。また， Exo・PGは抽出酵素の比活性

を lにすると CLCW処理のみで約 9倍に精製さ

れ，同時に酵素液は30倍近く濃縮された。このこと

から， Exo・PGにおいては精製法と同時に濃縮手段

として CLCWによるカラム処理が非常に有効な手

段であることがわかった。

Table 2. Summary of Purification of Pectic Enzymes 

Step (Auncittiv/mity l) Tota(l macitt)ivity S(1pIneuciranc g，ac×t1iv0itりy Pur(ifaocldat) ion Yield o(9f 6a) ctivity 

PGL 
Cell-free extract 1. 26 143.4 5.20 1.0 100.0 

(NH4)2SU4 [30% (w/v)] 0.84 83.3 10.51 2.0 58.1 
supernatant 

CLCWeluate 1. 20 60.7 225.13 43.3 42.3 

PG 
Cell-free extract 0.02 48.4 0.67 1.0 100.0 

CLCWeluate 0.54 35. 1 6. 10 9. 1 72.6 
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以上のように， CLPAにかわるアフィニティ坦

体としての CLCWの有効性について検討した結

果， CLPAと同程度の効果が期待でき， Exo-

PGL， Exo・PGのいずれのベクチナーゼの精製にも

非常に有効な物質であることがわかった。

IV. おわりに

ベクチナーゼとして Exo・PGLと Exo・PGを用

い，温州みかん，オレンジ，グレープフルーツ，お

から，小麦ふすまの 5種から調製した CLCWに対

する吸着性を試験しさらに，これら酵素を大量処

理することによりベクチナーゼの精製の一手段とし

ての有効性について検討した。

その結果，温州、|みかん，オレンジ，グレープフルー

ツなどの柑橘類の CLCWは他の 2種に比較してい

ずれのベクチナーゼにおいても吸着力が強く，逆に

ふすまは最も吸着力が弱かった。これは調製した

CLCWのガラクツロン酸量を測定した結果，すな

わち柑橘類はガラクツロン酸量が多く，ふすまは少

ないという結果と一致し CLCWのイオン交換体

としての影響を強く受けているためと考えられた。

また， Exo・PGLとExo・PGの吸着 pH領域は PG

が酸性側にあるのに対し PGLは PGよりも高く，

両者の等電点の違いによるものと考えられた。

グレープフルーツの CLCWを用いて大量の酵素
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処理をした結果， Exo・PGLでは CLCWの精製過

程のみで前段階の約22倍に精製され， Exo・PGでは

約 9倍に精製されると同時に約30倍濃縮され，いず

れのベクチナーゼの精製にも非常に有効なアフィニ

ティ担体であることがわかった。
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