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多糖ゲルによる糖質加水分解酵素の

アフィニティークロマトグラフィー
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Affinity chromatography of carbohydrate hydrolases by using polysaccharide gels 
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　Soluble starch, pectic acid and alginic acid were cross-linked by polyacrylamide.　Several 
enzymes, including commercially available specimen and food material sources, were examined for 
their specif icities to the polysaccharide gels. α-Amylase showed high aff inity for the starch-gel in 
the presence of 3M ammonium sulfate and eluted with the buffer solution containing no ammonium 
sulfate.　Pectinase and alginate-lyase bound to the pectin-gel and the alginate-gel, respectively.　On 
the other hand, galactanase from the common bean (Phaseolus vulgaris L) bound to the starch-gel；
however, trehalase did not bound to this gel.　Highly purif ied alginate-lyase was obtained by the 
current aff inity chromatography method.　Based on these results, relationship between the chemical 
structure of the polysaccharide-gels and the substrate specif icity of the enzymes was discussed. 
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１．緒言

　酵素の精製には各種のクロマトグラフィー法が用い

られるが、中でも精製効率が高いのはアフィニティー

クロマトグラフィーである。糖質の生合成や分解に関

わる酵素では、基質となるオリゴ糖や多糖と酵素との

親和性を利用して酵素と基質の複合体を分離し、精製

度を高めた例が多くある。アミラーゼ類のデンプンや

グリコーゲンへの吸脱着法は古くから用いられている

古典的な酵素精製の手法である 1）。アミラーゼ以外の

糖質加水分解酵素に関するアフィニティークロマトグ

ラフィーによる酵素の精製としては、α-１,３-グル

カナーゼ 2)、デキストランα -１,２分岐除去酵素 3) な

どの実施例が報告されている。これらの例では一般に

既製品の多糖ゲルがマトリックスとして使用されてい

るために、基質となる糖の構造に応じて任意のマトリ

ックスを選択することには制限がある。

　アフィニティークロマトの成否は酵素と多糖ゲルの

親和性の強さに依存する。可溶性デンプンをエピクロ

ルヒドリンで架橋したゲルをアフィニティーゲル担体

として、タカアミラーゼ A（TAA）の親和性を評価し

たモデル実験では、酵素の結合量がカラムの平衡化に

用いる緩衝液中に加えた硫安の濃度に依存することが

分かった。吸着された TAA は硫安濃度を下げること

で溶離が可能であった 4)。本論文では、任意のゲル担

体の選択性の幅を広げるために、エピクロルヒドリン

よりも調製が容易なポリアクリルアミドゲルを多糖ゲ

ルの架橋剤として使用し、ゲルの種類と供試酵素の吸

着性、基質特異性について検討した結果を報告する。

２．実験方法

１）ゲルの調製

　アフィニティークロマトグラフィーに用いたゲル
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図１　α－アミラーゼのデンプンゲルによるアフィニティークロマトグラフィー
a、酵素活性（A500）；b、タンパク質量（A280）；c、全糖量（A490）。○、SST-EP ゲル（エピクロルヒドリン架
橋のデンプンゲル）；●、SST-PA ゲル（ポリアクリルアミド架橋のデンプンゲル）。画分 No.１～５は３M 硫安（AmS
と表示）で溶出、No. ６～ 10 は３M 硫安＋ 0.1% デキストリンで溶出、No.11 ～ 14 は 40mM 酢酸緩衝液（pH5.2）
で溶出。図中の矢印は溶媒の切換え点を表す。
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は、多糖をエピクロルヒドリン 4) または、ポリアクリ

ルアミドで架橋して調製した 5)。ゲルを作成した多糖

は、可溶性デンプン、アルギン酸、ペクチン酸で、和

光純薬（株）の製品を用いた。アクリルアミドは終濃度

を 30％、多糖は終濃度を５％として調製した。作成

した多糖ゲルは乳鉢で磨砕し、水で十分洗浄後に使用

した。

２）酵素および基質

　ペクチナーゼ、α－アミラーゼおよび、CGTase

（サイクロデキストリン合成酵素；コンチザイム）は

アマノエンザイム（株）の製品、アルギン酸リアーゼ

（Pseudoalteromonas sp. strain No.1786 株のアルギン酸

リアーゼ）はマルハ（株）で調製されたもの 6) を用い

た。又、エリンギのトレハラーゼといんげん豆のガラ

クタナーゼは、当研究室において、それぞれ市販品の

食材から、先に述べた方法 7) により調製した粗酵素標

品を用いた。酵素活性の測定には、レモンのペクチン、

可溶性デンプン、アルギン酸ナトリウム、ガラクタン

を、終濃度 0.25% として各酵素液と反応させ、遊離

した還元糖を測定した。アルギン酸リアーゼの活性は

230nm の吸光度 8) あるいは、生成還元糖量を測定した。

３）分画の方法

　アフィニティークロマトグラフィーによる分画の実

験では、各種糖質ゲル３g に、３M 硫酸アンモニウム

（硫安）と酵素液を混合し、マグネチックスターラー

を用いて４℃で静かに 24 時間撹拌し、ゲルおよび酵

素を 10ml 容の注射器に充填したものを簡易カラムと

して分画に供した。画分 No．１～６は３M 硫安を含

む緩衝液で、No. ７～ 12 は硫安を含まない緩衝液を

用い、５ml/tube でそれぞれ溶出した。アルギン酸リ

アーゼの分画では、この方法の他に、フラクションコ

レクターを用いたグラジエント溶出を行った。

４）分析法

　タンパク質は 280nm の吸光度（A280）で測定し

た。還元糖および全糖量の測定は、ソモギー・ネルソ

ン法 9) とフェノール硫酸法 10) により行った。アルギ

ン酸リアーゼの実験では、活性測定法として、230nm

による吸光度測定（A230）も併用した。又、SDS ゲ

ル電気泳動は、マルチゲルⅡミニ 10（13W）（第一化

学薬品）を用い、Laemmli 法で分析した。泳動用緩衝

液は 0.025M トリス、0.192M グリシン、0.1％ SDS、

pH8.4（同社）とし、分子量マーカー「第一」（同社）

を用いて分子量を測定した。

３．実験結果

１）多糖ゲルの種類と酵素の親和性

　はじめに、α－アミラーゼを用いて、多糖ゲルの架

橋法による差異の有無について検討した。エピクロル

ヒドリン（EP ゲル）とポリアクリルアミド（PA ゲル）

で架橋した可溶性デンプン（SST と略記）をカラムに

充填し、α -アミラーゼを分画してパターンを比較し

た（図１）。この結果、酵素タンパクと活性はゲルに

高い親和性を示して強く吸着され、硫安を含まない緩

衝液で溶出された。ゲルの調製法による差は認められ

ず、アクリルアミド架橋による簡便な方法でも目的に



Emzyme Pectin-gel Alginate-gel Starch-gel
Pectinase 18.5 / 81.5 24.8 / 75.2 14.2 / 85.8
Alginate-lyase 27.6 / 72.4 50.8 / 49.2 47.9 / 52.1

-Amylase 43.1 / 56.9   9.7 / 90.3 11.2 / 88.8
CGTase   9.6 / 90.4

Gel

Pectin-gel    Alginate-gel
3.0 M       1.5 M 3.0 M       1.5 M 

Pectinase 18.5 / 81.5    55.7/44.3 24.8 / 75.2    95.6/4.4

Alginate-lyase 27.6 / 72.4    88.4/11.6  50.8 / 49.2    98.3/1.7 

Enzyme

Gel (AmS M)
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かなうゲルが得られることが分かった。

　次にゲルの種類と酵素の種類を組み合わせて親和性

の強さを比較した（表１）。α - アミラーゼはデンプ

ンゲルに高い吸着性を示し、アルギン酸ゲルにも強く

吸着された。CGTase もデンプンを基質とする酵素で

デンプンゲルに吸着される 4) が、α -アミラーゼと同

様にアルギン酸ゲルにも親和性を示した。ペクチナー

ゼは３種類のゲルに 80% 前後の吸着性を示し、アル

ギン酸リアーゼも基質となるアルギン酸よりもペクチ

ンに強く吸着された。

２）硫安の添加効果

　ペクチナーゼとアルギン酸リアーゼについて、多糖

ゲルへの親和性と硫安の添加効果について検討した。

両酵素の基質に対する親和性は硫安（AmS と表示）

の非存在下では極めて小さく、酵素活性の吸着はほと

んど認められなかったが、３M 硫安の存在下では親

和性が増強された（図２）。硫安添加の場合の濃度と、

多糖ゲルへの親和性の強さを比較したところ、硫安濃

度が 1.5M では親和性の増強効果は小さいことが分か

った（表２）。ペクチナーゼはアルギン酸ゲルよりも

ペクチンゲルへの親和性が強いのに対して、アルギン

酸リアーゼは基質のアルギン酸よりもペクチンゲルへ

の親和性が強い傾向が得られ、多糖の構造と基質特異

性の関係を考える上で、興味深い結果となった。

（図３c，d）。一方、いんげん豆のトレハラーゼはほと

んど吸着されず、エリンギの酵素との差が見られた。

４）アルギン酸リアーゼの精製

　アルギン酸は海藻由来の多糖として、ゲル化特性に

優れ、食品加工などに広く用いられている。アルギン

酸リアーゼはアルギン酸分解酵素としてゲルの性状の

改変に用いられる他、分解生成物のオリゴ糖の血圧低

下作用が注目されている 6)。本酵素の精製法はすでに

茶木らによって報告されている 8) が、ここでは、簡易

精製法の確立をめざして検討した。図４a，b に示し

たように、アルギン酸リアーゼの分画は硫安の濃度勾

配を３M から０M まで低下させるグラジエント法（a）

とステップワイズ法（b）で比較した。a の結果では、

３）食材中の酵素とゲルとの親和性

　アフィニティークロマトグラフィーによる酵素精製

の有効性をより広く調べるために、食材中の酵素とし

て、エリンギのトレハラーゼ（図３a，b）と、いんげ

ん豆のトレハラーゼ、ガラクタナーゼについて測定し

た（図３c，d）。この実験では可溶性デンプンのゲル

を用い、硫安濃度０および３M の２つの条件で比較

した。エリンギのトレハラーゼは３M 硫安系ではタ

ンパク質の吸着が強められたが、トレハラーゼ活性の

吸着量には差がなかった。いんげん豆の酵素に関して

は、３M 硫安の存在下で２種類の可溶性デンプンゲ

ルを用いて測定した。先に述べた結果と同様に、ゲル

の架橋法による差異は見られず、ガラクタナーゼは両

ゲルへの親和性が強く、吸着量が多いことが分かった
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図２　ペクチナーゼおよびアルギン酸リアーゼのアフィ
ニティークロマトグラフィー
a、ペクチナーゼの酵素活性（A500，縦軸はグル
コース換算した糖量（μg ／ ml）で記載）；b、ペ
クチナーゼのタンパク質量（A280）；●、０M 硫安
の存在下（40mM 酢酸緩衝液、pH5.2）で分画；○、
３M 硫安の存在下で分画；c、アルギン酸リアーゼ
を０M 硫安の存在下で分画；d、アルギン酸リアー
ゼを３M 硫安の存在下で分画；酵素活性（A230）、■；
タンパク質量 (A280)、□。図中の矢印は３M 硫安
から０M 硫安へ溶媒の切り替え点を表す。

図３　トレハラーゼおよびガラクタナーゼのアフィニ
ティークロマトグラフィー
a、エリンギのトレハラーゼの酵素活性（A500）。
b、エリンギのトレハラーゼのタンパク質量（A280）。
a、b は SST-PA ゲル（ポリアクリルアミド架橋の
デンプンゲル）で分画したもの。●、０M 硫安の
存在下（40mM 酢酸緩衝液、pH5.2）で分画；○、
３M 硫安の存在下で分画。c、いんげん豆の酵素を
SST-PA ゲルで分画したもの。d、いんげん豆の酵
素を SST-EP ゲル（エピクロルヒドリン架橋のデン
プンゲル）で分画したもの。■、トレハラーゼ活
性（A500）；□、ガラクタナーゼ活性（A500）。図
中の矢印は３M 硫安から０M 硫安へ溶媒の切り替
え点を表す。
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図４　アルギン酸リアーゼのアフィニティークロマトグラフィー
a、グラジエント溶出法で分画；b、ステップワイズ溶出法で分画；●、酵素活性（A230）；○、タンパク質量（A280）。c、
活性ピーク画分の測定値のまとめ。■、A280；□、A230；■、A500（酵素活性、還元糖量）；■ A490（全糖量）。

Gradient A 1 3.3 0.46 7.2
A 2 8.6 0.71 12.1
A 3 4.2 0.47 8.8
A 4 4.8 0.56 8.5
A 5 4.5 0.49 9.3
A 6 5.8 0.40 14.6

Step-wise B 1 4.8 0.38 12.5
B 2 5.9 0.20 30.4

Total activity
(Units)*

Total protein
(mg)

Specific activity
(Units/mg)
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酵素活性とタンパク質の分離パターンには対応が見ら

れ、画分 No.50 以降で溶出された活性では高い比活性

が得られた。b の結果では、画分 No. ７以降に高い比

活性をもつ酵素が溶出された。表３に両カラムで得ら

れた全活性、全タンパク質量、比活性をまとめた。最

も高い比活性が得られたのは b の吸着画分で供試酵素

の５倍程度に精製されることが分かった。

　SDS ゲル電気泳動分析の結果、得られたピーク

のうち A２～ A６および B１では分子量 30.9kDa

と 30.2kDa の２本のバンドが検出された（data not 

shown）。ピーク A２～ A４ではこれらのバンドよりも

分子量が大きい複数のバンドも見られた。この酵素の

精製品では分子量が 32.0kDa と報告 8) されており、本

実験で得られたピークでは精製操作の過程でプロテア

ーゼによる限定分解を受けた可能性が考えられる。又、

図４c の結果から、アフィニティーカラムの吸着成分

ではアルギン酸リアーゼ活性のうち、A230 で測定し

たいわゆるリアーゼ活性（加水分解後に二重結合を生

成する反応）よりも、A500 で測定した還元糖生成の

活性が高くなる傾向があった。従って、粗酵素標品中

に共存する酵素でアルギン酸リアーゼとは異なる作用

をもつ酵素が存在する可能性が示唆された。
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４．考察

　先に報告したように、酵素と基質の親和性を強める

ためには硫安存在下でのアフィニティークロマトグラ

フィーが有効である 4) が、本研究ではさらにこの詳細

を検討し、ゲル化させた多糖の化学構造と酵素の基質

特異性に関して新たな事実が示された。３M 硫安添

加の系では図２、図３に示したように酵素の多糖ゲル

への吸着性が高くなることが確認されたが、硫安濃度

が 1.5M の場合には効果が小さかった（表２）。硫安

は塩析効果が高く、タンパク質は親水性が減少して溶

解度が低下し、不溶性に変化して沈殿する。一方、疎

水性基をもつゲル（担体）を充填したカラムにタンパ

ク質溶液を添加し、親水性の移動相（溶出液）で溶出

すると、タンパク質の分子表面の疎水性部分と担体上

の疎水性基間の結合力の弱いものから順番に溶出され

る。この方法は、疎水性クロマトグラフィーとよばれ

ている 11) が、本研究におけるアフィニティークロマ

トグラフィーの結果には、基質多糖への親和性と硫安

添加による疎水性の改変の２つの原理が機能している

可能性が推測された。３M 濃度の硫安は硫安塩析で

は約 61% 飽和の濃度に相当し、試料タンパク質の溶

解度がかなり低下する条件であり、疎水度も大幅に増

大するものと考えられる。

　供試酵素とその基質特異性に鑑み、アフィニティー

クロマトグラフィーの担体とした多糖ゲルの化学構造

との関係についても興味深い知見が得られた。すなわ

ち、表２と表３で得られた酵素種と多糖ゲルの相関を

見ると、例えば、α - アミラーゼやアルギン酸リアー

ゼがペクチンゲルに親和性を示し、α - アミラーゼが

アルギン酸ゲルに親和性を示すなどの結果が得られ

た。これらのデータは一見、酵素の基質特異性と矛盾

し、アフィニティークロマトグラフィーが機能してい

ないようにも解釈される。しかし、上述したように硫

安添加のクロマト条件が酵素タンパク質に疎水的な構

造の変化をもたらし、疎水性クロマトグラフィー的な

作用とアフィニティークロマトグラフィー的な作用と

が相俟って酵素が分離された可能性も考えられる。

　そこで、アフィニティークロマト剤として用いた多

糖ゲルの化学構造を供試酵素の基質特異性と対比させ

て、酵素の多糖ゲルへの親和性について新たな考察を

加えてみた。グルコースとガラクトースはエピマーの

関係で C４位の OH 基が逆向きであるが、C２、C３、

C６位の配向性は同じである。デンプンとペクチンは

共に１,４結合のポリマーであり、直鎖部分の構造は

類似性が高い可能性がある。アルギン酸とガラクタン

の化学構造上の共通点は、単糖の結合様式がβ-１,４

結合であることと、C６位に酸性基 COOH を有するこ

とである。又、ペクチン酸とガラクタンとは構成単糖

がガラクツロン酸とガラクトースである点と結合様式

のアノマー型がα - 型とβ - 型である点で異なるが、

１,４結合の直鎖構造をとる点が共通している 12､13)。

このような化学構造上の類似点を踏まえて、図２、図

３、表１、表２の結果を見ると、測定した４種類の酵

素の挙動がある程度の説明できるように思われる。

　本研究の目的の一つは、食材中の各種酵素を精製し

てその性質を明らかにすることである。そのためには

酵素の精製法ができるだけ簡便で、容易であることが

望ましく、アフィニティークロマトグラフィーに大き

な期待をかけて検討を始めた。狙いの一部はアルギン

酸リアーゼの精製（図４、表３）で証明され、いんげ

ん豆のガラクタナーゼの精製（図３）でもこの手法が

有効で、次の実験に進むことができた。上で延べたよ

うに最近では、酵素の精製法として疎水性クロマトグ

ラフィーの有用性が注目されているが、タンパク質を

扱う上で疎水的な性質の変化は等電点の変化などと同

様に、異種タンパク質分子の分離に利用できるため、

今後はこの点に着目した研究に興味が持たれる。
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