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[英文抄録]
Alpha-mannosidase is widely distributed in plant seeds and microorganisms. The purifi­

cation of the enzyme recently received increasing attention because the enzyme was used to 

determined the carbonhydrate structures of oligo-mannoproteins，  which has specific biological 

activities . An a -mannosidase was purified over 1 0 0-fold from Wata callus by successive 

chromatography with overall yield of 8 % . The purified enzyme had a molecular mass of 

250 kDa. This enzyme had the same optimum pH at 4 . 5  and optimilm temperature at 5 0 "C  

a s  one from jack bean . This enzyme appe町ed t o  b e  metal enzyme containing Z n  2 + . The 

enzyme hydrolyzed p-nitrophenyl- a -mannoside， methyl- a -D-mannopyranoside， benzyl- a -D­

mannopyranoside， a ( 1→2 ) -mannobiose， a ( l→3 ) -mannobiose， and a ( l→6 ) -mannobiose， with 

Km of 0 . 527mM ， 0 . 182mM ， 0 . 1 90mM ， 1 . 06mM ， 0 .696mM ， 5 . 10mM， respectively The hydroly­

sis of various a -linked mannobiose indicated that the enzyme hydrolysizes the a -mannobiose 

in the order of a ( 1→6 ) > a ( 1→3 ) > α ( 1→2 ) ， unlike the conventional a -mannosidae . 

Key Words : Plant tissue culture， α 占Ifannosidase， Oligo-mannoprotein， 

Carbonhydrate structures， Gossypium indicum Lam. 

1 . 緒 言
近年， 生体細胞の細胞表面 あ る い は酵素表面 に 結合 し た糖鎖が， 細胞の生理活性あ る い は酵素活性

に 多大 な 影響 を 示す こ と が報告 さ れて い る 。 例 え ば， maltose を 加水分解す る ヒ ト の腸 間 酵素 は 重 量

に対 し て 30 - 40 % の糖 を 含 ん で い る が， papainの加水分解 に 対 し て 抵抗性 を 示す 1 )。 一方， 酵 母 の 細

胞壁 と 結合 し た mannose を 多量 に含む糖鎖 は ， 酵母 の性的 凝 集 反応 を 引 き 起 こ す こ と が知 ら れ て い

る 九 特 に ， Sαccharomyces cerevisiaeに お け る 糖鎖の構造は古 く か ら 検討 さ れて お り ， 糖 鎖 の 構 造

は ， mannoseが a ( 1 → 6  ) 結合で結合 し た oligo-mannose骨格 に ， 側鎖 と し て 2 ， 3 個 の mannose が

a ( 1 → 2  ) ， ま た は ， a ( 1 → 3  ) 結 合 し たmannobiose と mannotrioseが結 合 さ れ て い る と 報告 さ れ

て い る 3 . ヘ 近年 ， こ の糖 タ ン パ ク の生物学的役割 を 明 ら か に す る た め ， oligo-mannose型 糖 鎖 の 構

造 を 解明す る こ と が重要 と な っ て き た 。 そ こ で ， こ の糖鎖 の結合状態 を 決定す る た め に ， 特定の結合

部位 の み を 加水分解す る こ と が可 能 な a -mannosidaseが必要 と さ れて い る 。 現在 ま で ， jack bean か

ら 精製 し た a -mannosidaseが安価 で入手 し や す い こ と か ら ， oligo-mannoseの構造決定 に 使 わ れ て き
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た 。 し か し ， こ の酵素 は 加水分解速度が遅 く ， さ ら に ， 基 質 特異性 と し て α ( 1 → 2  ) ，  α (  1 → 3  ) ，  
a ( 1 → 6  ) 結合 の 順 に 切 断す る た め ， mannose含量 を 決定す る た め に 利 用 で き る が， 明 確 な 構 造 決 定
に 利 用 で き な か っ た 5 ) 。 ま た ， 近年， 発見 さ れ た 微生物 由 来 の α 島mannosidaseは ， 主 に α ( 1 → 2  ) ，  
α ( 1 → 3 ) 結 合 を 特異 的 に 加水分解す る と 報告 さ れて い る 6 . 7 ) 。 従 っ て ， oligo-mannose型 糖 質 の 構
造決定 を 行 う た め に新 し い 切 断特性 を 有す る α mannosidaseの 検索 と そ の 性 質 を 決定 す る こ と が急
務 と な っ て き て い る 。 そ こ で 我 々 の研究室 で は 新 し い 起 源 か ら α -mannosidase を 生 産 回 収す る
こ と を 目 的 と し て 担子菌 植物 な ど を 用 い て 検索 し た 結 果 ， 綿 カ ル ス の 細 胞 内 に α -mannosidase を
高濃度 に 蓄 積す る こ と を 発見 し た 8 ) 。

本研究 で は ， こ の綿 カ ル ス か ら α -mannosidase を 高純度 に 精製す る こ と を 検討 し た 。 さ ら に ， 精
製 し た酵 素 の至適pH， 反応速度パ ラ メ ー タ ー ， 基質特異性等 の 特性 を ， 従来報告 さ れて い る a -man­
nosidase と 比較検討 し た 。

2 . 実 験材料 お よ び方法

2 .  1 植物細胞 と 培地

本研究で は ， α mannosidaseの起源 と し て 綿 ( Gossypium indicum Lam . ) を 使用 し た 。 綿 増 殖
細胞 は ， 3 年前 に幼苗の組織片 か ら カ ル ス を 誘導 し ， そ の後， 一 ヶ 月 毎 に 継代培養 し た も の を 使用 し
た 。 培 地 は ， 植物 の培養 に よ く 用 い ら れ る Murashige-Skoog寒天培地 9 ) を使用 し た 。 炭素源 と し て シ ヨ
糖 を 用 い ， 培 地 に30 g / e と な る よ う に 添 加 し た 。 さ ら に ， 植物 ホ ル モ ン と し て 2 ，4- ジ ク ロ ロ フ エ ノ
キ シ 酢酸 と カ イ ネ チ ン を 用 い ， そ れぞれ0 . 5 μ M と な る よ う に 添 加 し た 。 培地のpH は ， 滅菌前 にO . lN
NaOH を 用 い てpH 5 .6 士 0 . 1 に調節 し た 。 培養器 と し て 植物 用 試験管 ( lOOmm X cp 40mm ) を 用 い ， 培 地 の
入 っ た培養器の殺菌 は オ ー ト ク レ ー ブ に よ り 12 1 ''C ， 15分 間 の 条件で行 っ た 。 培養はバイ オ フ ォ ト チ ャ
ン パ ー ( Lx-3000 ， TAITEC Co . ，  Tokyo ) 内 で ， 28"C ，  6 ， 000Luxの 連続照射条件 下 で、行 っ た 。

2 .  2 綿 の植物体 か ら の カ ル ス の誘導

綿植物体か ら カ ル ス を 誘導す る 方法 を 以下 に示 す 。 無菌状態の も と で 幼苗新芽 内 の 成長点 を メ ス
で切 り 出 し ， そ れ を 1 % 次亜塩素酸ナ ト リ ウ ム 水溶液で十分洗浄 し た後 ， 滅菌水で 2 回 濯 い だ 。 そ の
後， こ の細胞片 を 上記 に示 し たMS寒天培地上 に 植 え ， 暗所静置培養 に て 約 1 週 間培養 し た 。 そ の後，
カ ル ス 化 し た細胞 を メ ス を 用 い 1 mni程度 に 細 分化 し ， 新鮮 な MS寒天培地 に 植 え 継 い だ 。 そ の 後 1 ヶ
月 ご と に 固体培地で継代培養 を 行 っ た 。

2 .  3 α イnan nos idaseの精製

綿増殖細胞 よ り a -mannosidase を 精製す る た め の手順 を 以下 に示す 。 本 精 製 は 酵 素 を 失 活 さ せ な
い た め すべて 4 "C の 条件下 で、行 っ た 。

2 .  3 .  1 綿 カ ル ス か ら の粗酵素 の 抽 出 MS寒天培地上で 3 週 間培養 し た 綿 カ ル ス 242g-wet
を ， O . O lM リ ン 酸緩衝液 ( pH7 . 0 ) 200叫 に 懸濁 さ せ た 後 ， こ の懸 濁 液 を ミ キ サ ー 内 に 入 れ， 10分間破
砕す る こ と に よ り カ ル ス を 破砕 し た 。 そ の後 ， 破砕液 内 の 沈殿 を 除去す る た め に 漉紙 ( No . 1 3 1 ， AD 
VANTEC Co . ，  Tokyo ) を 用 い て 吸引 液過 を 行 っ た 。 湾、液 と し て 437 1叫 の 粗 酵 素 抽 出 液 を 得 た 。 こ の
抽 出 液 は 次 の 精製 に 使用 す る ま で冷蔵庫 内 で保存 し た 。

2 .  3 .  2 硫安沈殿 酵素抽 出 液 中 に含 ま れ る ， 低分子 タ ン パ ク 質 ， フ ラ ボ ノ イ ド等 を 除去す
る た め に ， 抽 出 液 に30% 飽和 と な る よ う に硫酸ア ン モ ニ ウ ム ( 硫安 ) を 添加 し た 。 24時 間 放 置 し た 後，
遠心分離 ( 12 ， 000rpm ， 1 0min ) を 行 い ， α mannosidase を 含 む 上静 を 回 収 し た 。 さ ら に ， こ の 上 静
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に80% 飽和 と な る よ う に 硫安 を 添加 し遠心分離 (l 2 ， 000rpm， 10min ) を 行 う こ と に よ り a -mannosid 

ase を 含 む 沈殿 を 回収 し た 。 こ の 沈殿 を 0.01 M リ ン 酸緩衝液 ( pH7 . 0 ) で再溶解 さ せ， セ ル ロ ー ス チ ュ ー

プ ( Size 24， Viskase Sales Co . ，  Ill ， USA ) を 用 い て ， 24時間 透析 し た 。 そ の 後 ， セ ル ロ ー ス チ ュ ー

プ 内 の 溶液 を ， 限外漉過膜 ( 分子量分画 : 2 0  kDa， ADV ANTEC Co . ) を 用 い 濃縮 し た 。 最 終 的 に

2 .80ml の粗酵素液 を 得 た 。

2 .  3 .  3 陰 イ オ ン交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 弱 陰 イ オ ン 交換体で あ る DEAE-Toyopearl 650  

M ( Tosoh Co . ， Tokyo ) を ， カ ラ ム ( 25011UD x ø 1511UD ) に 詰め て ， 0 . 01M リ ン 酸緩衝液 ( pH7 . 0 ) を 供 給

す る こ と に よ り カ ラ ム を 平衡化 し た 。 限外i慮過 に よ り 濃縮 し た粗酵素液2 .0me ( 14 . 7  mg-protein ) を カ

ラ ム に負荷 し ， 樹脂 に酵素 を 吸着 さ せ た 後 ， 供給緩衝液のNaCl濃度 を 0か ら 0 . 5N ま で直線的 に増加 さ

せ る こ と に よ り 吸着 し て い た酵 素 を 溶 出 さ せ た 。 キ ャ リ ヤ 一 流速 は ， 0 . 8 5 ml / min ， 分画体積 は ，

3 .00ml/tubeで行 っ た 。 フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー ( SF-5250 ， ADVANTEC Co . ) を 用 い て 回 収 し た サ

ン プル 内 の a -mannosidase活性 を 測定 し ， 活性の あ る 分画 を 集 め ， 上 記 に 示 し た 限外漉過 に よ り 濃

縮 し ， 4 .96ml の粗酵素液 を 得 た 。

2 .  3 .  4 疎水性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ - BUTYL-Toyopearl 650M ( Tosoh Co . ) を ， カ ラ ム

( 25011UD x ø 1511UD ) に 詰め て ， 20 % 飽和 と な る よ う に硫安 を 加 え た0.01M リ ン 酸緩衝液 ( pH7 . 0 ) で 平衡

化 さ せ た 。 DEAE-Toyopearl に よ り 精製 し た粗酵素液3.5ml ( 1 . 08mg-protein ) に 2 0 % 飽和 と な る よ

う に 硫安 を 加 え た 後， カ ラ ム に 負 荷 し た 。 供給す る 緩衝液の硫安濃度 を 20% か ら 0 % ま で直線的 に濃

度勾 配 を か け る こ と に よ り 吸着 し て い た 酵素 を 溶 出 さ せ た 。 キ ャ リ ヤ 一 流速 は ， 0 .85 ml / min ， 分画

体積 は3.00ml/tubeで行 っ た 。 a -mannosidase活性の あ る 分画 を 集 め ， 限外滞、過 に よ り 濃縮 し 最 終

酵素溶液 ( 5 .43ml ) と し た 。

2 ・ 4 分析方法

2 .  4 .  1 α -mannos idase の活性測定 カ ル ス 抽 出 液お よ び各 精 製 段 階 に お け る 粗酵 素 液 内

の a -mannosidaseの活性測 定 は ， Ohtani ら の 方 法 1 0 ) Iこ 従 っ てp-nitrophenyl- a -D-mannopyranoside 

( 以下 p-NPM， Sigma Co. MO， USA ) を 基質 と し て 測定 し た 。 活性測定の手順 を 以下 に示す。 試験

管 に0 . 1 M酢酸緩衝液 (pH4 . 5 ) 1 me と 2 mM p-NPM 0 .5ml を 入 れ た 後 ， 粗酵素 液 0 . 1 ml を 加 え ， 30  

℃ で20分 間 反応 さ せ た 。 反応 の停止 は ， 0 .55M Na 2 C0 3 溶液 1 ml を 試験管 内 に 加 え る こ と に よ り 行っ

た 。 a -mannosidase活性は ， 420nm に お け る 吸収の増加 を 分光光度 計 で 測 定 し ， 酵 素 反 応 に よ り 切

断 さ れ たp-nitrophenolの量 を ， そ の分子吸光係数4， 200Abs./M ・ 咽 を 用 い て 算 出 し た 。 a -mannOSl­

dase活性 1 U は ， 1 分間 に 1 μ molの'p-nitrophenol を 生産す る 酵素量 と 定義 し た 。 ま た ， 精製 し た a ­

mannosidaseの至適pHお よ び、pH安定性 の 測 定 に は ， 緩衝液 と し て 0 . 1 M マ ッ ク ル パ イ ン 緩衝 液 ( pH

2 . 5 - 8 . 0 ) を 使用 し た 。 さ ら に ， 至適温度 お よ び温度安定性の測定で は ， 0 . 0 1 M酢 酸 緩 衝 液 ( pH4 . 5 ) 

中 で反応温度 を 10'C か ら 70'C に 変 え て 行 っ た 。

2 .  4 .  2 そ の他の 分析方法 精製 し た a -mannosidaseの糖鎖切 断パ タ ー ン を 調べ る た め に ，

methyl- a -D-mannopyranoside (Aldorich Chemical Co. ， WI， USA) ，  benzy 1- a -D-mannopyranoside 

( Sigma Co . ) ，  1 - a -6-D-mannobiose ( Funakoshi Co . ， Tokyo ) ，  1 - a - 3 -D-mannobiose ( Funa­

koshi Co . ) ， お よ びf2-o・ ( a "D-mannopyranosyl ) -D-mannopyranose ( Funakoshi Co. ) を 基質 と し て ，

p-NPM を 用 い た 活性測定 と 同様条件で測 定 し た 。 ま た ， こ れ ら 基質 はp-nitrophenyl を 有 し て い な い

た め単位時間 内 に 生成す る mannose量 か ら 酵素活性 を 計算 し た 。 生成 し たmannoseの定量は， mannose

を 標準 と し た Somogyi働Nelson;法 1 1 ) に よ り 行 っ た 。 ま た ， 酵素精製段階 に お け る 蛋 白 質量 は ， BSA を

標準 と し たLowry法 1 2 ) に よ り 定量 し た 。

2 .  4 .  3 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル電気泳動 精製 し た a -mannosidase の 分子 量 お よ び酵 素
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の純度 を 調 べ る た め に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動 を 行 っ た 。 分離ゲル と し て 10 % ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル ， 標準蛋 白 質 と し て 分子量マ ー カ ー キ ッ ト MW-ND-500 ( Sigma Co . ) を 使用 し た 。 ま た ，
泳動後の タ ン パ ク 質 の 染色 は銀染色 キ ッ ト ( Wako Pure Chemical lndustries Ltd， Kyoto ) を 用 い
て 行 っ た 。
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3 ・ 1 tx -mannos idaseの精製

我 々 は 先 の研究 に お い て ， 綿 カ ル ス を 明所 で培養 し た 時， 細 胞 内 に glucosidase ， galactosidase等
の加水分解酵素 を 多 量 に 蓄積す る こ と を 報告 し た 8 ) 。 特 に ， こ の 十mannosidase の 蓄積 量 は ， 多 量
に 含 む と い わ れて い る ア ー モ ン ド ， お よ び タ チ ナ タ マ メ に 匹敵 し た 。 そ こ で ， こ の綿 カ ル ス が生産す
る a -mannosidaseの 性質 を 検討す る た め に ， カ ルス 破砕液か ら 酵素 を高純度 に精製す る こ と を検討 し た 。

ま ず， 先の研究 に よ り 培養21 日 目 に お い て カ ル ス 内 の a -mannosidase含量が最大 と な る こ と よ り ，
カ ル ス を 21 日 間 MS寒天培地上で静置培養 を 行 っ た 。 そ の結果， 得 ら れた 綿 カ ルス 242g-wet を ミ キ サ ー
を 用 い て 破砕 し た 。 こ の 時得 ら れた 全 タ ン パ ク 質量 は ， 321mg で あ り ， カ ルス の タ ンパ ク 質含量は1お
mg-protein/ g-callusで あ る こ と がわ か っ た 。 ま た ， こ の酵素抽 出 液 中 に 含 ま れ る a -mannosidase の
全活性 は 1 7 .6Uで あ っ た 。 次 に ， 得 ら れた粗酵素溶液か ら タ ン パ ク 質 を 回収す る た め に 硫安 沈殿 に よ
る 処理 を 行 っ た後， 弱 陰 イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー に よ り a -mannosidase を 単 離 精 製 す る こ と
を 検討 し た 。 図 1 は ， DEAE-Toyopearl を 用 い て イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー を 行 っ た結果であ る 。
タ ン パ ク 質 は 280nm の紫外吸収 を 測定す る こ と に よ り 調べ た 。 NaCl濃度 O M の 条 件 時 ( 分画数 2 � 8 ) 

に樹脂 に 吸 着 し な か っ た タ ン パ ク 質 を 多量 に
排 出 し た 。 こ の 分画 に は α -mannosidase活
性が認め ら れな か っ た。 そ の後， 塩濃度 を徐々
に 増加 さ せ る こ と に よ り 吸着 し た タ ン パ ク 質
を 樹脂 か ら 脱離 さ せ た 。 そ の 結 果 ， 分画数68
か ら 97 に お い て α -mannosidase の 活性が認
め ら れた た め ， こ の フ ラ ク シ ョ ン を 回収 し 濃
縮 し た 。 得 ら れた粗酵素溶液の比活性 は 1 . 23
U/mg-proteinで あ り ， 最初 の カ ル ス か ら 調
製 し た酵素抽 出 液 の22 . 5倍 に 精製す る こ と が
で き た 。 し か し ， 精製 し た酵素溶液の純度 を
調 べ る た め に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル 電気泳
動 を 行 っ た 結 果 ， 残念 な が ら 複数のバ ン ドが
確認 さ れた 。 こ の た め ， さ ら に 精製 を 行 う 必

要があ る こ と がわ か っ た 。
図 2 は 陰 イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー に

よ り 精製 し た 酵 素 溶 液 を BUTYL-Toyopearl 

650M を 用 い た 疎水性 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー に
共 し た結 果 で あ る 。 すべて の 分画 に 280nm の
吸収が認 め ら れ た が ， a -mannosidase活↑生
は 硫安濃度が1 1 % か ら 8 % の 間 ， す な わ ち 分
画数59か ら 73 に存在す る こ と がわ か っ た 。 ま

3 . 結果お よ び考察
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図 1 . DEAE-Toyopearl に よ る α -mannosidaseの分離
0.01  M リ ン 酸緩衝液 ( p H7 . 0 ) で 平 衡 化 さ せ た DE
AE-Toyopearl に 、 硫安沈殿 に よ り 濃縮 し た 粗酵
素液2 . 0ml ( 1 4 .  7 mg-protein ) を 負 荷 し 、 0 . 5M の

NaCl濃度勾 配 に よ り 溶 出 さ せた 。 280nm に お け る

蛋 白 質 の 吸収 は 実線 で 、 NaClの濃度変化 は 点 線 で、

示 し た 。 ま た 、 a -mannosidase活性は.で示 し た 。
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た ， こ の硫安濃度 に お け る 紫外吸収量が小 さ い

に も かか わ ら ず高 い 活性が得 ら れ た こ と よ り ，

α -mannosidase を 極 め て 高 純度 に 精 製 で き た

と 考 え ら れ る 。

表 l は α -mannosidase を 精製 し た 各段 階 に

お け る 全 タ ン パ ク 量， 全 a -mannosidase活性 ，

比活性， 活性の収率， お よ び， 精製倍率を示す。

こ の 表 よ り ， 十mannosidase の 活性収率 は 精

製の段階 を 重 ね る こ と に よ り 低下 し ， 最終段階

で は 8 % に ま で低下 し た 。 し か し ， 比活性は徐々

に増加 し ， 最 終 的 に 5 . 47 U/ mg-protein に ま

で 向 上 し た 。 こ の 値 は 酵素 抽 出 液 の 比 活 性 の

100倍 に 匹敵す る 。 従 っ て ， イ オ ン 交換 ， お よ

び， 疎水性の 2 段階 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行

う こ と に よ り 極 め て 容易 に α -mannosidase を

綿 カ ル ス か ら 高純度 に精製で き る こ と がわ か っ

た 。

次 に ， 最 終 的 に 得 ら れ た α -mannosidase の

純度お よ び分子量 を 調べ る た め に ， ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ゲ、ル電気泳動 を 行 っ た 。 図 3 は ， 高分

子量 を 有す る タ ン パ ク 質 を 測定す る た め の分子

量 マ ー カ ー を 比較 に 用 い た 電気泳動の結果であ

り ， 図 中 の レ ー ン I は分子量マ ー カ ー を ， ま た ，

レ ー ン E は精製 し た a -mannosidase を 示 す 。 こ の 図 か ら ， α -mannosidaseの バ ン ドが単一で、あ り ， 極

め て 高純度 に精製で き た こ と が確認で き た 。 さ ら に ， 分子量マ ー カ ー と の比較 に よ り a -mannosidase 

の 分子量 は約250kDaで、 あ る こ と がわ か っ た 。 こ の値 は ， 先 に 報告 さ れて い る jack bean ( 1 90kDa) 5 ) ，  

Phαseolus uulgaris ( 190kDa ) 1 3 ) ， papaya seed ( 160kDa) 1 0 に お よ びsoy bean ( 170-180kDa ) 1 4 ) 由

来 の α 叩mannosidase よ り 若干大 き い 分子量 を 有 し て い る こ と がわ か っ た 。 し た が っ て ， 綿 カ ル ス よ

り 精製 し た a -mannosidase は そ れ ら 酵素 と は 異 な る 性質 を 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た ， 綿 カ ル

nu

nu

《u

eo

'句

今，‘

[一
E\コ]

岩
山山
富
号

一SE
El
国 三一一・。

0 03 E 
長
N 0.02 
制
* 0.01 
g 

。。 50 1∞ 
分 画 数 日

図 2 . Butyl-Toyopearl に よ る α -mannosidase の
分離
O . OlM リ ン 酸緩衝液( pH7 . 0 ) で 平 衡化 さ せ た
Butyl-Toyopearl に 、 DEAE-Toyopearl に
よ り 精製 し た粗酵素 液 3 . 5ml ( 1 .  08 mg-pro­
tein ) を 負荷 し 、 20% 飽和 の 硫安濃度 を O ま で
濃度勾 配 を かけ る こ と に よ り 溶出 さ せた 。 280
nm に お け る 蛋 白 質 の吸収は 実線で、 ( NH ， ) 2 
80 ， の 濃 度 変 化 は 点 線 で 示 し た 。 ま た 、 α ­
mannosidase活性 は . で示 し た 。

表 1 十mannosidaseの精製

精 製 段 階 タンパク量 全活性 比活性 収率 精製倍率(mg) (U) (U/mg) (%) (-) 
カルス破砕 a) 32 1 1 7 .6  0.0547 1 00 b) 1 c) 

硫酸アンモニウム 26.3 1 1 .0 0.41 8 62.5 7 .64 

DEAE・Toyopearl 1 .45 1 . 78 1 .23 1 0. 1  22.5 

BUTYL-Toyopearl 0.258 1 .4 1  5.47 8.01 1 00 

a) カルス242g-wetを破砕した結果.
b) 却しス破砕後を1 とした全活性に対する収率
c) 却しス被砕後を1 00とした比活性に対する棺 対値.
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545 ゆa →
272 凶a →

1 32 kDa → 
邸 ゆa →
45 凶a →
29 凶a →
1 4. 2 ゆa →

1 n 

← α- mannos i dase 
250 kDa 

図 3 . ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル電気泳動
精製 し た α -mannosidase は 、 10% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル を 用 い た 電気泳動 を 行 っ た 。 電気泳動後、 ゲル は銀 染 色
に よ り 染色 し た 。 I は分子量マ ー カ ー 、 E は 精 製 し た α ­
mannosidase を 示す 。 分子量マ ー カ ー の 各バ ン ド は 、 α ­
Lactalbumin from Bovine Milk ( 14 . 2  kDa ) ，  Caru­
bonic Anhydorase from Bovine Erythrocytes ( 2 9 
kDa) ， Albumin from Chicken Egg ( 45 kDa ) ， Al­
bumin from Bovine Serum ( 66 kDa monomer， 132 
kDa dimer ) ， お よ びUrease from Jack Bean ( 272  
kDa trimer ， 545 kDa hexamer) で あ る 。

rL諒--一--」3 rL訳---目1J 

主目 主目
\fil \fil 
1支 1実
思 思

]よ
2 ム 6 8 

pH [-J 

ス 由 来 の a -mannosidase の SDS- ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動 を 行 っ た
結果. 1 0kDa以下 の バ ン ド が 2 本現 れ
た こ と よ り 本 a -mannosidase の 構 造
は 分子量 の 異 な る タ ン パ ク 質 の サ ブユ
ニ ッ ト 構 造 で あ る と 考 え ら れる 。 今後，
こ の 点 を 詳細 に 検討す る 必要があ る と
考 え ら れ る 。

3 ・ 2 α -mannos idaseの性質

3 .  2 .  1 ()( -mannos idase の 至

適pH と 至適温度

図 4 は ， 精 製 し た a -mannosidase 
の至適pH をp-NPM を 用 い て 調 べ た 結
果 で あ る 。 こ の 図 よ り ， 至 適 pH は 4 . 5
で あ る こ と が わ か る 。 他 の 起 源 の α 『
mannosidaseの 至適pH と 比較 す る と ，
jack bean は pH 4. 5 5 ) で あ り ， 豆科 の
種子 中 に 含 ま れ る a -mannosidase と
同 じ で あ る こ と がわ か っ た 。 図 5 は ，
精 製 し た α -mannosidase の 至 適 温 度
を 調べ た 結 果で あ る 。 こ れ よ り ， 至適

100 

50 

。 | • 
。 20 40 60 BO 

，ごE日E 度 [OCJ 
図 4 . a -mannosidaseの至適pH 図 5 . a -mannosidaseの至適温度

酵素反応 は 、 p-NPM を 用 い て 30 "(; で 行 っ た 。 使 酵素反応 は 、 p-NPM を 用 い てO . O l M 酢 酸
用 し た緩衝液 は マ ッ ク ルパ イ ン 緩衝液 を 使用 し た 。 緩衝液 (pH 4 . 5 ) 内 で行 っ た 。
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温度 は50"C で あ っ た 。 ま た ， こ の 時の比活性 は 10 . 7U/mg-proteinで あ り ， 30"C で酵素反応 を 行 っ た

場合の 1 .7倍で あ っ た 。 至適pH と 同 様 に 他の起源 と 比較す る と ， carica papaya 1 0 ) は 6 0 "C ， Cellulo­

monαs Sp . l  5 ) は50"C で あ り ， 温度安定性 に お い て も 他の起源 と 類似 し て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら

に ， こ こ で は デー タ は掲載 し な か っ た が， 本酵素 は ， pH 4 .5か ら 7 .0緩衝液 中 に 1 時間放置 し で も 活性

は 失 わ れず， 極 め て 安定であ っ た 。 こ のpH安 定性 の 範 囲 は jack bean 由 来 の α -mannosidase の 性 質

に 近 い こ と がわ か っ た 。 し か し ， 本酵素の温度安定性 は30"C 以下であ り ， 50"C 以下で安定で あ る jack

beanや微生物 由 来 の α -mannosidase よ り か な り 低 く ， 温度 に対 し て不安定 な 酵素であ る こ と がわかっ

た 。 こ れ は ， 綿 カ ル ス の最適増殖条件が28"C で あ る こ と に 関係 し て い る も の と 考 え ら れ る 。

3 .  2 .  2 α -mannos idase活性に対す る 各試薬の影 響 一 般 に ， α -mannosidase は 金属 タ ン

パ ク 質 で あ る と 報告 さ れて い る 。 そ の う ち ， jack bean 5 ) ，  carica papaya 1 0 ) ，  Phaseolus vulgaris 1 3 ) ， 

と kaya seed 1 6 ) 由 来 の酵素 はZn 2 + を 含有 ， ま た ， Japanese quail oviduct 由 来 の 酵 素 1 7 ) は Co 2 + を

含有 し て い る と 報告 さ れ て い る 。 そ こ で ， 本研究で精製 し た α -mannosidase が金属 含 有 酵 素 で、 あ る

か， お よ び酵素活性 を 阻害す る 物 質 を 調べ る た め に ， 活性 の 測 定 時 に そ れ ぞ れ の 試薬 を 反 応 溶 液 に

1 mM と な る よ う に添加 し て 酵素活性 を 測定 し た 。 表 2 は ， 各種試薬 を 添加 し 酵素活性 を 測 定 し た 結

果であ る 。 試薬 を 添加 し な い と き の酵素活性 を 100 と し て そ れぞれの酵素活性 を 相 対 値 で 示 し た 。 各

種塩 を 添加 し た 結果， MgS0 4 ，  COS0 4 ， MnC1 2 に お い て 酵素活性 の 向 上 が認 め ら れ た 。 特 に ， Zn 2 + の

添加 に よ り 酵素活性 を 14% も 向上 さ せ る こ と が で き た こ と か ら Zn 2 + 含 有 酵 素 で あ る と 推 察 さ れ た 。

ま た ， Co 2 + を 含有 し て い る 可 能性 も 考 え ら れ る が，

現在の 時点 で は不 明 で あ る 。 こ の 点 を 今後検討 し な

け れ ば な ら な い と 考 え ら れ る 。 ま た ， Hg 2 + ，  Cu 2 + ， 

Fe 3 + ， お よ びiBa 2 + を 反応 液 に 添加 し た 時 ， 酵 素 活

性が92以下 に低下 し た こ と か ら ， こ れ ら 金属 イ オ ン

は本酵素の金属 阻害剤 で あ る こ と がわ か っ た 。 さ ら

に ， チ オ ー ル 物 質 ， 界面活性剤 ， 電子伝達抑制物質，

お よ び金属 キ レ ー ト 剤 の添加 を 検討 し た が， SDS と

p-chlòromercribenzenoic acid を 除 い て 活 性 の 低下

は 認め ら れ な か っ た 。 以 上 の 結 果 よ り ， 本酵素 は

Zn 2 +含有酵素で あ り ， 先 に 示 し た 試 薬 以外活性 を

阻害す る こ と がで き な い ， 極め て 安定 な 酵素 で あ る

表 2 . 酵素活性に対す る 各試薬の影響

誌 薬 相対比活性
(lmM) (%) 

None 1 00 
ZnClz 1 1 4 
COSÜ4 1 08 
MnClz 1 04 
MgS04 1 0 1 
BaCh 1 00 
KClz 1 00 
PbCh 1 00 
CaClz 97  
Sr(NOJ)2 96 
HgCI2 92 
CUS04 90 
FeCIJ 80 
BaCI2 1 7  
Glutathion 1 09 
Toriton X- I OO 1 07 
NaNJ 1 04 
Urea 1 02 
Iodoacetic acide 9 7  
2・Mercopte白anol 97  
N -Ethylmaleimide 94 
L -(ごystein 92 
EDTA 9 1  
SDS 65 
p -Chlormerucribenzenoic acid 33 
測定は、 pH4.5， 300Cの条件で行った。

こ と がわ か っ た 。

3 .  2 .  3 α ィnannos idaseの基質特異性

表 3 は ， 精 製 し た α -mannosidase の 基 質 特異性

を 各種基質 を 用 い て 酵素活性を測定 し， Lineweaver­

Burk plot に よ り ミ カ エ リ ス 定数Km と 最 大 反 応 速

度 Vmax を 調べた 結 果 で あ る 。 mannoseが α (1 →

4 ) 結 合 し て い る p-NPM ， methyl- a -D-manno­

pyranoside ， お よ び、benzyl- α -D-mannopyranoside

を 基質 と し た 時， Km値 は ， そ れ ぞれ0 . 53 ， 0 . 1 8 ， 

お よ び， 0 . 1 9  mM と な り ， 同様の実験 を 行 っ たjack

beanの a -mannosidaseのKm値 5 に そ れぞれ， 2 . 5 ，  

3 1 ， お よ び1 2 mM よ り も 小 さ い こ と が わ か っ た 。

こ れは ， 本酵素 の基質への吸着性が高 い こ と を 示 し

n，t

 

ヮ“4Ei

 



富 山 大学工学部紀要第48巻 1996 

表 3 . ll' -ma n nos i d aseの反応速度定数

基 質 糖の結合タイプ K m  V max 

(mM) (U/mg-pro. ) 

p ィlÏtrophenyl α ーD-mannopyranoside α ( 1 →4) 0 .527 1 0 . 8  

α ーmethyl-D-mannopyranoside α ( 1 →4) 0 . 1 82 1 . 84 

α 一カbe叩nz勾yl-D-manno叩py戸ra加no凶side α ( 1 →4) 0 . 1 90 0 . 1 1 7 

ト α る-D-mannobiose α (  1 →6) 1 .06 44.9 

1 - α J・D-mannobiose α ( 1 ー→3 ) 0.696 22.0 

2回日 ・( α ・D-mannopyranosyl)ーD-mannopyranos巴 α ( 1 →2) 5 . 1 0 6 .2 1 

速度定数のi!t'1定は、 pH4. 5 、 300Cの条件で、行った。

て い る 。 ま た ， 各種の α 結合 を 有す る mannobiose を 基質 に 用 い た場合， Km値 は α ( 1 → 3  ) ，  α ( 1 

→ 6  ) ， α ( 1 → 2  ) 結合 の順 に 大 き く な り ， Vmax値 は α ( 1 → 2  ) ， α (  1 → 3 ) ， α ( 1 → 6 ) 結 合 の 順
に 大 き く な る こ と がわ か っ た 。 以 上 の 結果 よ り ， 本酵素 は い ずれの基質 に 対 し で も 吸 着 性が高 く ， α
( 1 → 6  ) 結合 と α ( 1 → 3  ) 結合 し て い る mannose を 特異 的 に 加水分解す る 酵素で あ る こ と が判 明 し た 。
現在報告 さ れて い る 十mannosidaseの基質特異性 は ， jack beanの場合， α ( 1 → 4  ) 結 合 を ほ と ん ど

切 断せず， α ( 1 → 2  ) ， α ( 1 → 3  ) ， α (  1 → 6 ) の順 で 加 水 分 解 し ， ま た ， 微 生物 の 場 合 6 7 ) ， α 

( 1 → 2  ) ，  α (  1 → 3  ) を 特異 的 に 切 断す る こ と が知 ら れて い る 。 本研究で精製 し た 綿 カ ル ス 由来の r
mannosidase は ， 今 ま で報告 さ れて い な い α ( 1 → 6  ) 結 合 を 特 異 的 に 加 水分解 で き る 酵 素 で あ る o
oligo-mannose型糖質 の構造決定に 際 し て ， こ の酵素 を 利 用 す る こ と に よ り ， 厳密 な 分析が達 成 で き
る と 期待 さ れ る 。

4 . 結 自

綿 カ ル ス の細胞破砕i夜 か ら ， DEAE-Toyopearlお よ びBUTYL-Toyopear 1 を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ イ ー に よ り α -mannosidase を 1 00倍 に精製 し た 。 精製 し た α mannosidaseの 分子量 は ， 約 25 0
kDaで あ っ た 。 ま た ， 本酵素 の至適pH は 4 . 5 ， 至適温度 は50'C で あ り ， Zn 2 +含有酵素で、 あ る こ と か ら ，
jack bean 由 来 の α mannosidase に 極 め て 近 い 性質 を 有 し て い る こ と がわ か っ た 。 し か し ， 本酵素 の
と る 切 断様式はjack bean 由 来 の酵素 と 異 な り ， α ( 1→6 ) と α ( 1→3 ) 結 合 し て い る mannose を 特異 的
に 加水分解す る 新規 α -mannosidaseで、 あ る こ と がわ か っ た 。
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