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　〔内容抄録〕刀豆よりConcanavalin　A（Con　A）を調製し，各々をDisc電気泳動により同

定し，凝集活性を測定した。

1．　Con　Aは，収量は少ないが硫安分画により調製された。

2．Disc電気泳動の結果は，少量のcontaminatの存在を示した。

　　硫安分画しない方により多くそれが見られた。

3，赤血球に対する凝集活性は，硫安分画から得た試料の方が幾分強かった。

4．PolySaccharideに対する凝集活性は，　Blue　Dextranにより測定され，硫安分画で得た

　ConAの方が強いPHA活性を示した。
5．　硫安分画によって得たCon　Aの方が，収量は少ないが純度の高い事が示唆された。

緒 言

　刀豆より得られるConcanavalin　A（Con　A）

は，種々の興味ある性質を有する事が知られ注

目を浴びている。すでに，1936年にCon　Aは

Summerにより単離されており1）以降，糖を持

たないPhytohemogglutinin（PHA）の一種と

して多くの研究がなされてきた2）・3）・4）。Con　A

は，他のPHAが，ほとんど糖蛋白質であるの

と異なりCa＋＋やMn＋＋を含む金属蛋白質で

ある。そして赤血球凝集作用5），　リンパ球の幼

若化6），ガソ性胞の凝集化7），多糖類や糖蛋白

質の結合・沈殿作用8）などの多くの生化学的特

性を具備している。これらの作用には，ある種

の糖鎖を持つものとのInteractionが関与して

いるものと考えられている9）。Con　Aは弱酸性

の水溶液中では，分子量27，000のサブユニット

2個から成る2量体，中性溶液中では，これが

2個集まった4量体として挙動するものと考え

られている。しかし，最近のAbeらの報告1°）

でも明らかにされているように，β1（16，000）

とβ2（13，000）のサブユニットも見出された。

　著者らは，Con　Aの種々の生化学的特性を

明らかにするために，まずSephadexに対する

結合性を利用して，硫安分画による調製法，硫

安分画しないで直接Sephadexに対する結合性

を利用して得たCon　Aの凝集活性。Disc電気

泳動などの比較検討を行なった。
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試料並びに実験方法

Con　Aの調製

Scheme　1．に示した。
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Defatted　Meal

　　　　Extracted　with　O．15M　NaCl

　　　　Centr三fuged　at　l1，000　xg　for　30　mln．

　　Sup，

　　　　Dialyzed　against　water　for　48　hrs．

　　　　Centrifuged　at　11，000　xg　for　30　min、

　　Ppt．

　　　　Dissolved　i恥30％saturation　of　Ammonium　Sulfate

　　　　Cen甘ifuged　at　11，000　xg　for　30　min．

　　Sup．

　　　　Addition　of　A皿monium　Sulfate　to　70％saturation

　　　　Cen甘ifUged　at　11，000　xg　for　30面n．

　　Ppt．

　　　　Suspended　in　water

　　　　Dialyzed　against　water　for　48　hrs．　and　fina11y

　　　　against　IM　NaCI　for　2411rs．

　　　　Centrifuged　at　11，000　xg　for　30　min．

　　Sup．

　　rption　on　Sephadex　G　100

Scheme　1．　preparation　of　Concanavalin　A

2．　Sephadex　G・50によるCon　AのA伍nity

　　chromatography．　5×30　cmのカラムに

　　Sephadex　G・50をつめ1mM　の　CaCl2

　　とMgCI2を含む1M－NaCl溶液で活性化

　　した後，試料液を流す。同様の1M－NaCl

　　溶液21でCon　A以外の蛋白質を流し去

　　った後，カラムをフラクションコレクター

　　に接続した。0．1Mglucoseを含む1M

　　の食塩水でSephadex　G－50に結合した

　　Con　Aを溶出し，　10　mZずつフラクショ

　　ンコレクターで25　ml／hの速さで分取し，

　　各々のフラクションの280nmの吸収を測

　　定した。

3．Blue　dextranによるCon　A活性の測定

　　Blue　dextranは620　nmにその吸収極大

4，

5

6

7

を示すので，620nmの吸光度を測定する

事によりBlue　dextran量とした。　Fig．1

にはPhenol硫酸法による糖濃度も示した
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Fig．1．　Calibration　Curves　of　Blue　Dextran

赤血球によるCon　A活性の測定

4％人赤血球0，2ml，　ConAO．5mlで

37℃1hrのincubationを行なった。

蛋白量の測定

280nmにおける吸光度を測定した。

Disc電気泳動

OrsteinとDavisらの方法11）に従った。

SDS一電気泳動

Webberらの方法12）に従った。

結果並びに考察

　Con　Aは，　Sephadexと結合する性質により

他の物質と分離できる。そこで，Con　Aの粗

抽出液をSephadex　G・50のヵラムに通す事に

より他の物質を溶出し，カラムに残存する。

Con　Aを0．1M・glucoseにより解離溶出した。

試料にはかなりのCon　A以外の物質が存在す

ると思われるので，試料をカラムに乗せた後

21の1M－NaClで不純物を流し去り，その後，

0．1M・glucoseを含む1M－NaCl溶液でCon　A

を溶出し，10　mlずっfractionした。　Fig．2

は，不純物を流し去ったあと，　0．1M・glucose

を含む1MのNaCl溶液によって，蛋白質の
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Fig．2．　A伍nity　Chromatography　of　Con　A　on

　Sephadex　G　50．　The　extracts　with　1　M　NaCl

　was　applied　to　a　co豆umn（5×30　cm）of　Sepha－

　dex　G　50　equ三1ibrated　with　1　M　NaCl　containing

　lmM　CaCl2　and　MgCl2．　At丘rst，　the　column

　had　been　washed　with　21　0f　the　same　soln，

　and　then，　after　connected　to　a　fraction　collector，

　eluted　with　O．1Mglucose．　The　flow　rates　was

　adjusted　to　approx．25　mZ／1　hr．　and　10　mZ　frac－

　tion　were　collected．
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Fig．3．　AMnity　Chromatography　of　Con　A　Frac・

　tionated　with　Ammonium　Sulfate　on　Sephadex

　G50．　The　extracts　fractionated　with　ammo．

　nium　sulfate　was　chromatographed　with　a

　column　of　Sephadex　G　50　as　descibed　in　Fig．2．

溶出を280　nmの吸光度で示したものである。

fraction　No．25～60にかけて，0．1M・91ucose

によって解離溶出したCon　Aと思われるピー

クが得られた。このピークのフラクショソを集

めて，透析の後凍結乾燥を行なった。

　Fig．3は，硫安分画して得られたCon　A抽

出液を上記と同様にしてSephadex　G・50によ

るAfinity　chromatographyを行なったもので

ある。硫安分画によって，Con　Aのピークと

して得られた量は，Fig．2にくらべてかなり少

ないものであった。硫安分画によって，かなり

のCon　Aの損失が予測された。

　収量は，硫安分画したもの110mg，硫安分

画なしで得られたもの1．258mgであった。

　さらに，得られたCon　Aを，　Disc電気泳動

により比較検討した。

　Fig．4は，　pH　4．3ゲル，　pH　8．9ゲル，　SDS

ゲル電気泳動の結果である。

　硫安分画したもの（A），硫安分画しないもの⑧

として表わしてある。以下（A），⑧で述べる事と

する。収量に著るしい違いがあったにもかかわ

らず，Disc電気泳動の結果はほぼ同じパター

ンを示している。pH　4．3，　pH　8．9共に大きな

Bandが一本強く表われておりCon　Aを示し

ている。他の薄いバソドについては，不明であ

る。糖質の染色をしていないので，何とも言え

ないが，すでに糖と結合したCon　Aか，又は

不純物かもしれない。さらにSDS電気泳動に

より，そのサブユニット構造を調べた。何れも，

α・サブユニット（MW　27，000），β1（MW　16，

000），β2（13，000）が大きく見出された。さらに，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　γ成分が検出されている。しかし，αサフユニ

ットより分子量の大きい位置に，不純物と思わ

れるバンドが薄く見出された。しかし，con　A

はα，β1，β2のサブユニットからなり，β1とβ2

により2量体を構成しα成分となり，α成分が

2つ集まり4量体を構成しているので，SDSに

よるサブユニット構造の解離には単純には予測

できないものがある。只，（B）のゲルには少量な

がら不純物と思われるものが見出されている。

しかし，何れも収量の結果から予想されるほど

の強い差異は㈹，（B）に関する3種のDisc電気
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Fig．4．　Disc　Electrophoresis　of　Con　A　Obtained　by　Two　Types　of　Preparation　Procedures　on　Polyacry・

　1amide　Gels．

　　Electrophoreses　in　polyacrylamide　at　pH　4．3and　8．9，　and　ln　SDS　polyacrylamide　gels　were　carried

　out　with　Con　A　at　20℃，　stained　with　amido　black．（A）Con　A　obtained　by　ammonium　sulfate　frac・

　t孟onation；（B）Con　A　obtained　by　the　procedure　without　ammon三um　sulfate　fractionation．

泳動Patternからは見出されず，これらの結果

からは両調製法で得られたCon　Aの純度にさ

ほど大きな違いはないと思われる。

　次に，調製されたCon　Aの比活性ともいう

べき活性の強さの検討を行なった。　Phytohe－

magglutininに対する活性力の測定には，普通

赤血球に対する凝集能を持って表わせられる。

他に，伊藤13）らが開発したブルーデキストラン

による方法がある。まず赤血球に対する凝集能

を調べた。

　Phytohemagglutininの溶液0．5mlに，生

理食塩水0．5mlを加え，　さらにその0．5ml

を別の試験管に取り，又生理食塩水0．5mlを

加え，次々と2倍，4倍，……と希釈したPHA

液を作製し，各々に0．2mlの4％赤血球を加

え，37℃1hr反応を行ない赤血球の凝集がど

の希釈の所まで生じているか調べられた。蛋白

量1mg含量の所から数えて何倍の所まで凝集

活性を示すかをtiter／mg　proteinとして表記

すると，（A）は64titer／mg　Protein，（B）e　l　32　titer／

mg　proteinで，わずかな違いが観察された。

この結果は，（B）がより不純物を含んでいる事を

示唆している。つまり，酵素反応における比活

性のデーター一一・と同じ意味を持ち精製度の目安と

なる。

　Disc電気泳動でわずかなcontaminantの存

在が観察された結果と矛盾しない事になる。

　硫安分画によって得られたCon　Aと，硫安

分画なしで得られたCon　Aとの活性に違いが

あるかどうかを，Blue　dextranによって調べ

た。もし精製度に違いがあれば，蛋白質あたり

の活性につまり酵素で言えば比活性に違いがで

てくるはずである。

　5mg／ml濃度のBlue　dextranに種々濃度の

Con　Aを反応させ，　蛋白質に対する反応量を

求めたのがFig．5である。　A，　B共にそれほ

ど蛋白質あたりの反応量に違いはなく，比活性

はほぼ同じ程度と考えられる。

　電気泳動の結果と考えてみて，これら2つの

方法で得られたCon　Aの純度は，ほぼ同じで
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Fig．5．　Activity　Measurements　of　Con　A　with

　Blue　Dextran．

　　　Reaction　mixture（1　ml　of　Con　A，1mZ　of

　blue　dextran（5mg／ml）and　3mZ　of　O．1M
　Tris・HCI　buffer，　pH　7．2，　containing　l　mM　CaC12

　and　MgCl2，　and　l　M　NaCl）incubated　at　30℃

　for　l　hr．　The　precipitating　activity　was　meas．

　ured　by　the　colorimetric　method　at　620　nm

　（b豆ank・sample）．　　○一〇，　Con　A　fractionated

　with　ammonium　sulfate；●一●，　Con　A　extra・

　cted　with　1　M　NaCl　without　ammon五um　sulfate

　fractionation．

ある事が示唆された。よってCon　Aを迅速に，

簡便に得る方法として，硫安分画の過程を省略

し1MのNaCIで抽出・透析の後，　Sephadex

G・50によるA丘nity　chromatographyによっ

て，かなりの精製が可能であると考えられる。

又，収量の面から言っても硫安分画による10SS

を防ぐ事ができる。さらに，我々は，今回のデ

ータには示さなかったが，Con　A－Sepharoseの

カラム作製においても，良好な結果を得る事が

できた。

　Con　Aを始めとして，他の多くのPhytohe・

magglutininは，糖質との特異的な結合性を示

す事が発見されており，これらPhytohemag9・

lutininの生化学的性質は，　まだ未確i定の部分

が多いが，その糖に対する特異的性質は，多い

に利用すべきものがあり，近年，種々の糖蛋白

質酵素の糖鎖の持つ役割が各方面で注目されて

いる折，それらの解明tlC－一一助となる事が期待で

き，今後さらに種々Phytohemag91utininの持

つ性質を明らかにしていくと共に，糖蛋白質研

究への応用域を深めて行きないと思う。

SUMMARY

　Concanavalin　A，　obtained　from　jack　beans，

was　identified　bo　the　method　of　dise　electro．

phoresis　and　the　agglutinating　activity　was

measured．

　1．Concanavalin　A　was　obtained　in　low

yield　by　ammonium　sulfate　fractionation．

　2．　The　results　of　dise　electrophoresis

showed　a　little　contaminant．　The　preparation

procedure’without　ammonium　sulfate　fracti－

onation　produced　in　more　inpurity．

　3．　Agglutinating　activity　with　human

erythrocytes　was　measured．　Concanavalin　A

which　obtained　by　ammonium　sulfate　frac．

tionation　had　higher　activity　to　human　ery・

throcytes．

　4．　Precipitating　activity　with　polysaccha．

ride　was　measured　by　the　use　of　blue　dextran．

Concanavalin　A　which　obtained　by　ammo－

nium　sulfate　fractionation　formed　more　pre－

cipitates　with　blue　dextran．

　5．　These　results　shows　that　concanavalin

Awh量ch　prepared　by　the　procedure　of　am・

monium　sulfate　fractionation　was　low　yield

but　higher　puri丘ed．
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