
〔農化第 52巻，第 2号， p. 61 "-'67， 1978J 
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Tokyo University 01 Education， Meguro-ku， Tokyo 

The addition of concanavalin A (ConA) to lysosomal enzyme solution， obtained from pig liver， 
led to the formation of an insoluble Enzyme-ConA complex. Acid phosphatase (AcPase) and s-D-
glucuronidase (s-GlcUAase) were maximally precipitated at pH 5.0 and esterase at pH 7. O. On 

the other hand， AcPase and esterase couldn't be precipitated with wheat germ agglutinin (WGA). 
The precipitates of Enzyme-ConA complexes were collected and dissociated with Me-α-D-

mannoside (α-MM). However， recoveries of dissociated enzymes were very low. 1n contrast， the 
formation of an insoluble Enzyme-ConA complex was strongly inhibited with α-MM. The pH 

optima of the dissociation were at pH 5.0， particulary for AcPase and s-GlcUAase. Their iso-

enzymic patterns on disc electrophoresis varied markedly according to their dissociation conditions. 

Wide over-lapping bands of enzyme activities appeared. 

Pig liver mIcrosomal esterase couldn't form the precipitates but interact with ConA， judging 
from the resu1ts of disc electrophoresis in which wide over-lapping bands appeared. The reaction 

mixture containing ConA and microsomal enzymes was applied to a Sephadex G-200 column and 

esterase activity was assayed. As a newly-appeard peak 1 which was eluted faster than the 

peak of native enzyme showed wide over-lapping bands of esterase activity on disc e1ectropho. 

resis， it was suggested that the' peak 1 might be a high molecular complex between ConA and 

esterase. (Received August 26， 1977) 

* Present address: Department of Nutrition， Tokyo Kasei University， Itabashi-ku， Tokyo 

緒 冨

コンカナパリン A(ConA)は，赤血球やリンパ球の細

胞表層の解析に大きな役割を果たした(1-3). また，糖結

合蛋白質として，糖蛋白質の分離精製(4，5)や糖分析(6.7)に

利用されており，さらに糖蛋白質化学的にも糖結合にお

ける蛋白質構造と機能の相関性について多くの研究が行

なわれている(8.9). しかしながら，活性を持つ糖蛋白質

酵素との反応の詳細については未だ充分とは言えない.

われわれの研究室では，豚肝より得られるライソソ一

本現在，東京家政大学栄養科.

ム画分に含まれる酵素について報告してきた(l仏11). 近

年種々のライソソーム酵素が糖蛋白質であると報告さ

れ(12)， ConA-Sepharoseによる affinitychromatogra-

phyも試みられている(13). 豚肝ライソソーム画分の酵素

も糖蛋白質であることが予測され，またその糖蛋白質的

性状を調べるのに ConAを用いることは有効であると思

われる.本報では， ConAとの結合，解離反応を感度の

高い酵素活性測定により追跡し，さらにそれぞれをディ

スク電気泳動により詳細に検討することより，酵素の糖

蛋白質的性状，ならびにConAと酵素との聞の蛋白質化

学的相関性について明らかにしようと試み，若干の知見
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を得たので報告する.

実験方法および材料

1. 実験材料 ConAは， AgrawaIlら(14)の方法に

よって調製した・小麦匹芽凝集素(WGA)は， Blochら(15)

の方法に従って調製した.ライソソーム画分は，品川の

食肉市場より，と殺直後の豚より肝臓を取り出し 1時

間以内に細片とし，その 50gを. 0.25Mシュクロース

を含む， pH 7.2の O.OlM トリスー塩酸緩衝液中で， 25 

秒間ミキサー中で粉粋し， 3枚のガーゼで炉過を行なし、，

これを肝ホモジネートと Lた.次に，この肝ホモジネー

トの分画遠心を行なった. 700x g， 10分の遠心分離によ

って除核， 1400x g， 10分の遠心分離によって重いミト

コンドリア画分， 15， OOOx g， 10分の遠心分離によって

ライソソームに富む画分，さらに 103，000x g， 60分の

遠心分離によってミクロゾーム画分をそれぞれ得た.さ

らにおのおのの画分をシュクロースを含まない援街液中

で TeflonPestlerを用いてホモジナイズを行ない，

100， OOOx g， 30分の遠心分離によって得られた上澄液

を同様の緩衝液に対して透析を行ない酵素抽出液とし

Tこ・

2. 酵素活性測定法 酸性ホスファターゼ(AcPase)

は， Allenら(16)の方法によって行なった.エステラーぜ

は， Nachlasら(11)の方法によって測定した.β-Dーグルク

ロニダーゼ (β-G1cUAase)は， Fishman(18)の方法によ

って行なった.ディスグ電気泳動は， Ornsteinら(19)の

方法によって行なった. AcPase活性は， pH 4.3ヂルで、

泳動後 Barkaら(20)の方法，エステラーゼは， pH 8.9ヂ

ノレで泳動後 Gomori(21)の方法， β-GlcUAaseは， pH 4. 3 

グルでL泳動後 Hayashi(22)の方法によって，それぞれ染

色した.

3. 蛋白質の定量 Lowry法(28)によって行なった.

4. ConAと酵素との沈殿反応 酵素抽出液 1m}，

ConA溶液 1ml，0.5Mの塩化ナトリウム， 1mMの塩

化カルシウムと塩化マグネシウムを含む pH7.2の 0.05

M トリスー塩酸緩衝液 1m}の計 3m}の反応混液を， 1 

時間 250Cでインキュベーションを行なった.反応後，

3000x gで 30分間遠心分離を行ない上澄に残存する酵

素活性を測定した. ConAの代わりに蒸溜水を用いた反

応液を同様に行な¥".この場合の酵素活性を 100とし

た.種々の pH域においての反応はトリスー酢酸緩衝液

を用いた.

5. Enzyme-ConA complexの解離 不溶性の

Enzyme-ConA complexを上記の方法で得， これを解

離した.一定量の不溶性 Enzyme-ConAcomplexを種

種濃度の Me-α-Dーマンノシド (α-MM)を含む pH4"'-'9 

の 0.05M トリスー酢酸緩衝液に般濁し， 250C， 1時間解

離反応を行なった.反応、後， 3000xg， 30分間遠心分離

を行ない上澄に解離してくる酵素活性を測定した.解離

の%は次の式によって求めた・(上澄の酵素活性)+(沈

股部の酵素活性+上澄の酵素活性)=解離した酵素(%).

結 果

1. ConAと酵素の沈殿反応

豚肝ライソソーム画分から得られた酵素抽出液に Con

Aを加え沈殿反応を行なった. ConAの濃度は， 0.-...，150 

γの範聞で行なった. ConAを含まない反応液を 100と

して上澄に残存する酵素活性を測定Lた結果が Fig.1で

ある. AcPaseおよび s-GlcUAaseの 95%，ユステラ

ーゼの 87%の活性が沈殿へ移行した. これらは，いず

れも ConA結合性の糖蛋白質酵素であると考えられる.

さらに結果には示さなかったが， DEAEーセファデックス

A-50で部分精製した AcPase画分とエステラーぜ画分

を，同様に ConAと反応させたところ，沈駿部の形成は

認められなかった.しかしそのディスク電気泳動を調べ

明aコ. 
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Fig. 1. Effect of ConA Concentration on the 

Formation of the Insoluble Enzyme-ConA Com-

plex. Reaction mixture (1 mI of enzyme solu-

tion， 1 ml of ConA soln.， 1 ml of Tris-HCl buf-

fer， pH 7.2) was incubated for 1 hr at 30oC. 

The enzyme activities in the supernatant in 

the absence of ConA were taken as 100. 0-0， 

AcPase;ムーーム， s-GlcUAase;・-・， esterase. 
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合はしているものと推測できる.

2. 酵素と ConAとの沈殿反応に及lます pHの影響

pH 4......，9の範囲において形成される Enzyme-ConA

complexの%を調べたのが Fig.2である. AcPaseお

よび β-GlcUAaseは.pH 5において最も多く沈股し

た.エステラーゼの場合， ConAの濃度によってかなり

バラツキがあるが， pH 7が適当であると思われる，多

糖類との反応では， pH 6，，-，7という報告がある(24).

3. 小麦旺芽隷集素 (Wheatgerm agglutinin， W 

GA)との反応

小麦匪芽より得られた WGAを同様に反応させたが，

Fig. 3に示されたように， AcPaseおよび、エステラーゼ

456789 456789456789 共に沈殿を形成しなかった.また (a)は AcPase，(b) 

ると，エ九テラーゼの場合，移動度(Rm.)0から始まる

幅広いオーバーラップした活性パンド， AcPase活性の

場合，濃縮ヂルの先端に移動せずに活性パンドが検出さ

れた.このことは，酵素が部分精製された状態にある反

応液中では沈駿を形成するには至らないが， ConAと結
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Fig. 2. The pH Optima fOT the Precipitation 

of Enzymes with ConA. The reaction mixture 

and the incubation systems were the same as 

described in Fig.1， except O.lM Tris-Acetate 

buffers， pH 4'"'-'9 were used. 0-0， 60μg ConA 
added;・一一・， 40μg ConA added;ムー-D，.， 20 

μg ConA added. 
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Fig. 3. Quantitative Precipitation Curves of 

Enzymes with WGA. Reaction was carried out 

in 0.05 M Tris-HCl buffer， pH 7.2. containing 

100μg of enzyme protein in a total volume of 

2 ml， and then， incubated for 1 hr at 300C and 

centrifuged. The enzyme activity in the super-

natant was measured. 0-0. AcPase;・一一・，

esterase activity. Disc e1ectrophoretic patterns 

of enzyme activities on the precipitation studies; 

AcPase activity (a) and esterase activity (b) 

on the precipitation with 1000μg of WGA. 

。。 1000 

はエステラーゼのディスク電気泳動パターンである.そ

れぞれ nativeな活性パターンと全く同じで WGAの影

響は全く認められなかった.このことより小麦匪芽より

の WGAとの結合活性はないものと判断した.

4. Enzyme-ConA complexの解離

形成された Enzyme-ConAcomplexの沈搬を α-MM

により解離させた.一定量の Enzyme-ConAcomplex 

tこα-MMを加え， 1時間， 250Cで解離反応を行なった.

反応終了後，遠心分離を行ない沈民生と，上澄に解離して

100 

宅=。a苦闘師ロ. 5 0 

‘判。
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Me-a-D-mannoside (m M) 
F 

Fig. 4. Dissocia tion of the Enzyme-ConA Com-

plex by Di宜erentConcentration ofα-MM. The 

insoluble complex was formed as described be-

fore. The fixed amount of Enzyme-ConA com-

plex was incubated with O.lM Tris-HCl buffer. 

pH 7.2， containing di百erentconcentrations of 

α-MM， for 1 hr at 30oC， and then， centrifuged. 

Percentage is expressed as in the methods. 

0-0， AcPase;ムー-l'!，.， β-GlcUAase;・一一・，

esterase. 
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α-Dーマンノシド(α-MM)によって Enzyme-ConAcom .. 

plexを解離させた場合，エステラ}ゼは， pH7におい

て 100，，-，1000μgの M←α-Dーマンノシドによって Enz-

yme-ConA complexを解離させた場合，それぞれ解離

してくる酵素のディスク電気泳動の結果はシャープな活

性パンドとして得られた. これは ConAとの反応前の

nativeなバンドと同じである. Fig.6の中でシャープな

バンドのあらわれていない所は， その pH域， あるい

は，その濃度の α一MMによる解離では条件として適当

ではないと考えられる e 一度 complexを形成Lたもの

を解離させる場合，単に α-MMの濃度を多くすればよ

いといった単純なものではなく，一部 Enzyme-ConA

complexが可溶化したり，解離に際L酵素の変性また会

合などが生じて，全く nativeな酵素が回収されるには

いろいろと酵素個々の条件の選定が必要である.単に解

離量を酵素活性として知るだけではなく，さらにディス

ク電気泳動パターンを比較検討することによりその結合

一→解離における酵素の変化を追跡することができた.

第 52巻， 1978年〔農化木元幸ー，小笠原八十吉，草間正夫

くる酵素活性を測定し，解離の%として表わしたのが

Fig.4である.いずれも α-MMの量に比例して，酵素の

解離が増加することが観察された.しかし， s-GlcUAase 

は 20%しか解離しなかった.

64 

k U¥oo ，K o O  

5. 解離反応に及Iます pHの影響

pH 4........9の範囲で解離してくる酵素活性を測定したの

が Fig.5である. AcPaseは， pH 5において最も多く

解離した.エステラーゼは，率としては， pH 4におい

て最大のようであるが，インキュベーション中にエステ

ラーゼ活性自体が減少するので適当な条件とは言えな

い. 他の pH5~9 の範囲においてはそれほど大きな差

はなかった.β-GlcUAaseも pH4でのインキュベーシ

ョン中に失活してしまった.また解離してくる蛋白量と

しては， Lowry法の測定範囲では非常に小さな差しか

見出すことができなかった.このことからも鋭敏な酵素

活性を測定することは，反応の徴妙な傾向を見るのに都

合がよいと言える.

6. 解離してくる酵素のディスク電気泳動

解離反応後，反応液を遠心分離し，その上澄をディス

ク電気泳動にかけると，解離した酵素の活性パンドが観

察された. AcPaseは， pH 5において 100μgの Me-
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Fig. 6. Electrophoretic Patterns of Enzyme 

Activities in the Supernatant of the Dissocia-

tion Mixture. Dissociation systems were con-

ducted as before. AcPase was dissociated at pH 

5.0(a) and pH 7. O(b) ; Esterase was dissociated 

at pH 5. O(c) and pH 7.0(d). The numbers (20， 
100，1000) in the figures indicate the amount of 
α一MM(μg/ml) in the dissociation systems. 

( 16 ) 

456789 



た活性パンドがあらわれる.そこでこのミクロゾーム画

分からの酵素抽出液と ConAとの反応液を遠心分離後そ

の上澄をセブァデックス G-200によりエステラーゼ活

性を分離したのが Fig.7である.未処理のミクロゾーム

酵素抽出液には見出されなかった((a)図)G-lのピー

クが ConA処理ミクロゾーム酵素抽出液の場合((b)図)

見出された. G-2， G-3，よりも速い位置に溶出している

ことから分子量の大きくなった形のものと考えられる.

(b)図の右肩に示したそれぞれのピーグのディスク電気

泳動の結果においても G-lのピークは Rm.=Oから

の幅広い活性パンドを示した.沈殿を形成するにはいた

らないが，明らかに ConAと結合しているエλ テラーぜ

であることが示唆された.

8. α-MMによる Enzyme-ConAcomplexの形成

の阻害

まず， ConAと α-MMをプレインキュベーション後

酵素液を加えて沈殿の形成を調べた. Fig.8のように，

α-MMの充分量においては， Enzyme-ConA complex 

形成は観察されなかった.また Fig.9のディスク電気泳

動によるおのおのの活性パンドパターンもほぼ native

なものと同じであった. このことは， ConAが α-MM

65 

Fig. 8. Effect of the Concentration ofα一M M

on the Inhibition of the Formation of Enzyme-

ConA complex. ConA solution was preincubated 

with α-MM for 30min at 250C and then， enzyme 
solution was added. The reaction mixture was 

incubatεd for 1 hr at 250C， and then， centrlfu-
ged. Enzyme activities in the supernatant were 

measured. The reaction mixture without ConA 

was taken as 100. 0-0， AcPase; d.-d.， β-

GlcUAase;・-・I esterase. 
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Enzyme-ConA cmnplexの分離

今までの実験の中であらわれた移動度 Oからの幅広い

活性パンドが何であるかを確かめるために， ミクロゾー

ム画分から得られた酵素抽出液を用いて ConAとの反

応を試みたa ミクロゾーム画分から得られる酵素抽出液

は， ConAと反応後遠心分離を行なってもエステラーゼ

活性は沈敏部へ移行しない.しかしそのディスク電気泳

動には，替動度(Rm.)0からの幅広いオーパーラップし

50 100 150 200 

Fraction number (3 ml each) 

Fig. 7. Column Chromatography of Esterase 

on Sephadex G-200. (a ). The microsomal en-

zyme soln. was app1iεd on a co]umn of Sepha-

dex G-200 (2.5X90cm) equi1ibrated with O.05M 
Tris-HCl buffer， pH 7.2， and eluted with the 
same buffer. Three ml fractions were collected 

and esterase activity was measured. (b). The 

reaction mixture of microsomal enzyme soln. 

wi th ConA was also applied on a column of 
Sephadex G-200 aS described above. Moreove:r， 
each peak of esterase activity was subjected 

to the disc electrophoresis. The electrophoretic 

patterns of esterase activity were shown in the 

Same figure. 
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Fig. 9. Disc Electrophoretic Patterns of En圃

zymic Activities on the Inhibition Studies. En-

zyme activities in the supernatant of the reac-

tion mixture were detected on polyacrylamide 

gels. The numbers in the白guresindicate the 

amount of α一MM (μg/ml) on the inhibition 

systems. 

違いがあらわれ， β-GlcUAaseは 20%にとどまった.

さらに解離によって酵素を回収するということを考え，

解離後の酵素のディスグ電気泳動バターンを検討した結

果，解離反応における pHおよび α-MMの濃度により

解離して〈る酵素の状態に変化が見られた.結合したま

ま可溶化される.あるいは，結合-解離の過程におい

ての変性が推測された.

豚肝より得られるミグロゾーム画分からの酵素抽出液

を ConA との反応に用いた場合，エステラーゼ活性は

沈離部へ移行しないが，ディスク電気泳動では明らかに

ConAによる影響を示す幅広いオーパーラップした活性

バンドが観察されたa この反応液のセブァデヅグス G-

200カラムによるエステラーぜ活性の分画により分子量

の大きくなった新たな活性ピークを分離した.多分Con

Aと結合しているエステラーゼであると推測される.こ

のことは，ライソソームエステラーゼとミクログームエ

ステラ}ぜの違いを示唆するものであるか興味深いとこ

ろである.しかしながら，ライソソームz ステラーぜを

部分精製した場合も，やはり沈殿を形成し得ないという

結果も得られていることから，沈搬を形成する，しない

と結合したことにより，ライソソーム酵素に何の影響も は，必ずしも決定的な両酵素独自の差異であるとは言い

示さなかったと考えられる. ConAと酵素は. ConAが 難いとも考えられる.

α-MMと結合する部位と同じ位置で結合することを示 ConAを α一MMとプレインキュベーションすると，

している.

考 察

豚肝ライソソーム画分から得られる酵素抽出液を用い

てその中に含まれる酵素と ConAとの反応性を検討し

た. AcPase， s-GlcU Aaseおよび、エステラーゼは共に

ConAと結合し沈殿を形成した.しかし部分精製した

AcPaseおよびエステラーゼ各分画を用いて ConAとの

反応を試みたところ沈搬は形成されなかったが，ディス

ク電気泳動による活性パンドの検出において明らかに

ConAの影響とみられる移動度 0，あるいは幅広くオー

バーラップした活性パンずが出現した.小麦旺芽凝集素

(WGA) との反応、ではこれらは全く観察されず，これら

3つの酵素は， ConA結合性の糖蛋白であることが示唆

された. ConAと多糖類との反応においては. pH 6.......7 

の範囲で条件の選択が行なわれているが(24)， AcPase 

およびかGlcUAaseは， pH 5において最も多く沈殿を

形成した.形成された Enzyme-ConAcomplexは，

α-MM により解離された.酵素によって解離の程度に

Enzyme-ConA complexの形成は見出せなかったこと

から， これらの酵素は α-MMと同じ型で ConAと結

合しているようである.しかしこの事実に基づくなら

ば，形成された Enzyme-ConAcomplexの解離を行な

い，酵素を nativeな形で回収する場合， α-MMによっ

て容易にできそうであるが，解離の収量は，阻害の結果

から得られる期待値よりも，特にかGlcUAaseは悪し

また AcPaseおよびエステラーゼ活性のディスク電気詠

動パタ}ンは，解離反応の pHおよび α一MMの濃度に

よってなかなか nativeな活性パンドが得られにくいこ

とを示しており，結合...:---'>-解離における酵素と ConAの

挙動はなお興味深いことである.

数種の酵素が糖蛋白質であることが報告されてお

り(12)，また，細胞内酵素の糖鎖の示す役割がいろいろな

方面から指摘されている折，糖結合性を有するそれぞれ

特異性のあるレクチンがこれらの研究に有効な手段とし

て利用できる可能性について若干の知見が得られたが，

今後，多種のレクチンに対して酵素の種類を多くしてさ

らに検討を加えてき行たいと思う.

( 18 ) 
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要 約

1. 豚肝ライソソーム画分から得られる酵素抽出液と

ConAを反応させたところ， AcPase，β-GlcUAaseお

よびエステラーゼ活性は，沈毅部へ移行した.沈殿の形

成は. pH 5において最も多くみられた.部分精製した

AcPaseおよびエステラーゼは沈殿を形成しなかったが，

ディスグ電気泳動の結果から ConAと結合していること

が観察された.

2. ライソソーム画分からの酵素抽出披は，小麦匹芽

凝集素とは沈酸を形成せず，結合も観察されなかった.

3. 形成された Enzyme-ConAcomplexは， α-MM

によって解離されたが回収率は悪かった. 一方， ConA 

を α-MMとプレインキュベーションすることにより，

ConA-Enzyme complexの形成はほぼ 100%近く阻害

された.解離反応において，ディスク電気泳動の結果よ

り， AcPaseは pH4~5，エステラーゼは， pH 7の適

当な濃度の α一MMによる解離が好ましいと判断された.

4. ミクロゾーム画分からの酵素抽出液と ConAとの

反応ではエステラーゼ活性は沈殿部へ移行しないが，こ

の反応液をセファデックス G-200カラムにより，エス

テラーゼ活性を分離すると，ディスク電気泳動的には，

幅広くオーバーラップした活性パンドを示す nativeな

エステラーゼより分子量の大きくなった ConA結合エス

テラーゼと思われるピークが得られた.

終りに，実験において多大な劫力をしてくださった加

藤和己，諸星正義両氏に深謝いたします.

本研究の一部は，昭和51年度日本農芸化学会大会(京

都)で報告した.
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