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全自動液体クロマトグラフによるガラクチ

ュロン酸，グルクロン酸およびオリゴガラ

クチュロン酸の分離，定量法

今野晴義・山崎良樹・吉田和美

小沢潤二郎

緒言

高等植物細胞壁に含まれるベグチシ質は，ラムノガラクチュロナン鎖にアラピノース，

ガラクトース，キシロースなどからなる側鎖のついた変化に富む複合多糖類である.

Aspinall et a1.1) は，種々の植物細胞壁のペクチン質の構造研究において単離したベク

チンの加水分解物の分析から，ベクチンは， Dーガラクチュロン酸と同様にLーラムノース，

Lーアラピノースおよび D-ガラクトースなどが共有結合でつながっていることを示した.

さらにムラサキウマゴヤシのベグチン質の研究の追試でへ アルドピオウロン酸〈ガラク

チュロン酸に結合した中性糖を含むこ糖類)を同定し，ベクチシ分子中には，酸性糖領域

と同様に中性糖領域が存在することを確立した.

細胞壁の多糖類は植物の生長，分化に重要な役割をにない，また果実の成熟や離層など

老化にも関与している.近年，ベクチY質やその他の細胞壁多糖類の化学構造の研究は，

このような植物生理学の立場からも要請されて盛んになってきた.それに伴い細胞壁の構

造のモテ'ルがし、ろいろと提唱されるようになったが， まだ解明されるまでにいたってい

ない.

ベクチシ質の化学構造研究の手段としては各種ベクチン分解酵素あるいは酸，アルカリ

などによる分解生成物を検討することがよく行われる.従って分解液中に含まれるウロン

酸およびアルドピオウロン酸などを正確に同定，定量することが必要となる.

本報では， Dーガラクチュロン酸と Dーグルクロン酸およびオリゴガラクチュロン酸を全

自動液体クロマトグラフを用いて，比較的容易にしかも正確に分離，定量できる方法を検

討したのでその結果を記述する.

実験方法

1. 分析および同定

(a) 分析機器 各種試料の分析には全自動液体クロマトグラフ(JLC・6AUH. 日本電

子〉に積分器(JLC・DK.日本電子)を付属させて使用した. ガラクチュロシ酸とグルク

ロン酸の分離には，あらかじめ 0.2Nホウ酸で平衡化した Dowex-lx 8 (100 -200メッ
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シュ)をカラム O.8x15 cmに充てんし， 500Cで塩化ナトリウムの濃度変化による溶出

を行った.溶出液は 0.2Nホウ酸と O.04M極化ナトリウムを含む 0.2Nホウ酸を使用し

各々30，360分間溶出した. オリゴガラクチュロン酸の分離には，カラム 0.8x15 cmを

使用し， 400Cで行った. 溶出液は 0.2Nホウ酸と 0.055M， O.侃5M， 0.10 M， 0.15 M， 

0.20Mの塩化ナトリウムを含む 0.2Nホウ酸を用L、40，60， 30， 60， 80， 100分間溶出

を行った.ポγプの流量はいずれも緩衝液用 0.51mlj分，オルシノール試薬用 0.42mtj 

分に設定した.

(b) オリゴガラクチュロン醸の同定 分離したピークを各々集め， アンパーライト

IR-120(W型〉にてナトリウムイオンを除去した後，400Cで減圧濃縮しペーパークロマトグ

ラフィーを行った.東洋瀦紙No.52に試料をつけ， n-プタノール:酢酸水 (4:1 : 2， 

vjv)の展開剤を使用し，室温で上昇法により 2回反復展開し風乾後，硝酸銀発色試薬11】

にて検出した.重合度については，カルパゾール法的でウロン酸含量を測り.Willstatter-

Schudel法の変法的により末端の還元性ウロン酸含量を測定して，その比から求めた.

2. 基質および酵素の鋼製法

(a) ベクチン，ベクチン酸，酸不溶性ベクチン酸の調製 レモンベクチγ(石津製

薬)2%水溶液を 80%エタノール (vjv)で800C， 2時間還流した後，沈澱物を集め，

80%， 90%エタノール， エーテルで洗浄し風乾した. この操作を2度くり返し精製ベク

チシを得た.ベクチン酸は， 畑中 ・小沢・3の方法により精製ベクチシを 0.01N水酸化ナ

トリウム， OOC.90分にて脱メチル化し， 80%エタノールにて沈澱物を得た後風乾して

調製した. 酸不溶性ベクチン酸は，精製ベクチン 2%水溶液を 2% (wjw)の塩酸にて

1∞。C，2時間加水分解し， 生成した沈澱物を遠心分離 (3，0∞xg，20分)にて集め，

ベクチン酸を調製した時と同じく脱メチルイヒを行ないナトリウム塩として，エタノールに

より沈澱させて調製した.

(b) エンドポリガラクチュロナーゼの精製 本酵素の精製は Hatanakaand Ozawa7l 

の方法を一部改良して行った.Saccharomyces fragilisを 5%グルコース， 0.2%り

ン酸水素ァγモニウム， 1%酵母エキス， 1 %硫酸マグネシウム， 0.2% lJン酸水素カリ

ウムを含む液体培地にて， 250C， 3日間，静止培養した. 培養液は遠心分離 (8，0∞xg，

20分)にて菌体を除き，培養液液を 48時間，脱イオγ水にて透析を行った後，再び0.02M

酢酸塩緩衝液 (pH5.0)にて 24時間透析した (7，500ml). 透析温度は 40Cとしたが以

下の実験もすべて 40C以下で行った.透析液を， 0.02M酢酸塩緩衝液 (pH5. 0)にて平

衡化した 1RC-50カラム (3.8x 82cm)を通過させた後， 同緩衝液でカラムを洗浄し，

吸着した酵素は， 0.5M酢酸塩緩衝液 (pH5.0)で溶出し活性画分を集めた.活性画分は

0.02M酢酸塩緩衝液 (pH5.0)にて 24時間透析した (450ml). この酵素溶液は，さら

に0.02M酢酸塩緩衝液 (pH5.0)で、平衡化した CMーセファデックス C-50(Pharmacia 

社)カラム (3.2x 20 cm)に吸着させた. 同緩衝液でセファデッ クスを洗浄した後，

0.02M酢酸塩緩衝液 (pH5.0) 450 mlと0.3M塩化ナトリウムを含む同緩衝液450ml

で，極化ナトリウム濃度匂配による溶出を行った. 活性画分を集め，これを 0.02M酢酸

塩緩衝液にて一夜透析した後，酵素標品とした(150ml). この精製において， エンドポ

リガラクチュロナーゼの比活性は約290倍に増加し，収量は20%であった.
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実験結果と考察

ウロン殴の分段と定量
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D-ガラクチュロン酸と Dーグルクロン酸の混合溶液を，実験方法に述べたように液体ク

ロマトグラフで分別すると，第1図に示したように 2つのピーク (P-I.P-II)に分離し

た.それぞれのピークに相当する画分を同定し

た結果.P-I画分は Dーガラクチュロン酸.P-I1 

画分はDーグルクロン酸であった，さらにこの両

者の精濃度の混合比を変化させ，各々のピーク
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Dーガラタチュロン酸と Dーグルクロ γ

酸の標準幽線

。D-ガラクチュロン敵・D-グノレタロン酸

第2図

湾出時間{時間)

D-ガラクチュロン酸とトグル
クロン般のクロマトグラム

P-I， Dーガラタチュロン酸 272.29μE
P-II，トグルクロン酸 236.61胤

第 1図

図に示したように両者のウロン酸含量が 200μgjmlまでは直線関係を示した. このウロ

ン酸相互の分離においては， 0.8x 15cmカラムおよび0.8x30cmカラムでは満足な結

果は得られなかった.

グルクロン酸は，種々の植物のゴムやへミセルロースの構成糖類として広く認められる

ことからベクチン画分での同物質の同定は興味深いことである.Aspinall et al.8
) は，ダ

イズさやのベクチン質画分にグルクロン酸を含んだアルドピオロン酸がごく徴量含まれて

いると指摘している.一般にウロン酸の定量にはカルパゾール法的が現在広く使用されて

いるが， この方法においてはこれらウロン酸の分離，定量は不可能である.近年. Jones 

and Albersheim的によってウロ γ酸(ガラクチュロン酸，グルクロン酸，マシニ且ロン

酸)を還元しさらにアルジトールアセテイト誘導体とした後，ガスクロマトグラフを使用

し分離，定量する方法が報告された.しかし，この方法は操作がきわめて複雑なため実験

過程で試料の損失の恐れがある.本実験においても，二種のウロン酸の濃度が極端に異な

る場合には，徴量のウロン酸の方の検出が困難になることも考えられる.しかし，少なく

とも一種のウロン酸のみが含まれている場合，あるいはガラクチュロン酸とグルクロン酸

の濃度が200μgjml以上の湯合などには，分離，定量が可能であり正確であると考えら

れる.
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オリゴガラクチュロン酸の分般と定量

ベクチン酸を精製エシドポリガラクチュロナーゼによって分解し分解生成物を分離する

と，第3図に示したように 5つのピーク CP-l，P-Il， P-IIl， P-IV， P-V)が得られた.P-l 
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第 3図

画分は，樹脂に未吸着の中性槍画分であり， P-Il画分はガラクチュロシ酸に相当してい

た.そこで残りの 3画分 CP-IIl， P-IV， P-V)をそれぞれ集めそれらオリゴガラクチュロ

ン酸の平均重合度を求め， またベーパ戸クロマトグラフィーにて同定を行った. 第 1表

液体クロマトグラフにて分離される各画分の

平均重合度と含量

第 l表

含量 (μg/ms)平均重合度分画

30.95&) 

82.57 

230.80 

665.94 

437.03 

1.83 

3.11 

3.93 

P-I 
P-II 

P-III 
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P-V 

に示したように P-III画分はジガラクチュロン酸， P-IV画分はトリガラクチュロン酸，

P-V画分はテトラガラクチュロン酸であることが明らかとなった.P-I1I画分と P-IV画

分の間および P-IV画分と P-V画分の聞にそれぞれ小さなピークが検出された.このピ

ークの物質の同定は現在のところできていないが，ガラクチュロン酸と中性糖などの結合
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したものではないかと考えられる.

これらオザゴガラクチュロン酸の分離の場合，カラムの温度を検討してみたが，ガラタ

チュロン酸とグルクロン酸の分離の栂合のように 500Cにて行うとよい結果は得られなか

った.本実験の条件(カラム温度 400C，ホウ酸溶出液)のもとでは， これらオリゴガラ

クチュロン酸はきわめて安定であった.

オリゴガラクチュロン酸の分離には， 従来陰イオシ交換体 (Dowex-l，DEAE-セルロ

ース)が用いられ，溶出液にギ酸塩や炭酸塩あるいは酢酸塩緩衝液などが使用されてい

る7，・) これらの方法に従えば植の検出反応の際に大量のガスが発生するために自動液体

クロマト グラフに使用できない.この困難は溶出液にホウ酸を使用することによって解決

できた.また Raymondand NagePO)は，オリゴガラタチュロン酸をトリメチルシリル

誘導体に変えガスクロマト グラフで分離しているが，あまり良い結果は得られていない.

本実験では， ，少ない試料の場合でも正確に分離，定量できる利点があるように考えられ

る.

このオリゴガラクチュロン醸の分離，定量法を用いて，おccharomycesfragilisの培

養浦液から精製したエンドボリガラグチュロナーゼによる反応生成物の時間的変化を調べ

た.酵素反応液組成は， 0.2%ベクチン酸および酸不溶性ベクチン酸， 0.05Mの酢酸塩

緩衝液 (pH5.0)，酵素溶液 (0.20単位)とし， 300Cで反応させた.酵素単位は， 1分間

に還元基1μmoleを遊離する酵素量を 1単位とした. 反応停止後，生成されるオリゴガ

ラクチュロン酸を全自動液体クロマトグラフにて定量した.第2表に示したように，ベク

第2表 Saccharomyces fragilisのエンドポリガラクチュロナーゼによるベクチン酸

および酸不溶性ベクチン酸の分解生成物.各欄の上部はベクチン酸を，下部

は酸不溶性ベクチン酸を基質に使用した場合に. 生成する各積の μモル数

時 間
生成物

0.5 2 4 5 16 48 

ガラクチュロ γ 0.21 0.54 0.52 0.67 0.57 3.96 
酸 0.28 0.23 0.35 0.42 1. 84 

ジガラクチュロ 0.16 0.61 0.44 0.46 0.71 0.98 1. 21 
ン酸 0.35 0.31 0.29 0.53 0.69 1.14 

トリガラクチュ 0.25 1. 39 0.85 1.08 0.96 0.82 
ロン酸 0.58 0.75 1.98 0.70 1. 04 1. 37 1.45 

テトヲガラクチ 0.09 1.15. 0.94 0.91 0.91 0.91 0.82 
ュロ γ酸 1. 19 0.86 1. 62 0.80 0.81 0.72 0.66 

ン酸および酸不溶性ベクチン酸の両者は同じような分解をし，反応時間につれてガラクチ

ュロン酸，ジガラクチュロン酸が増加する.しかし， テ トラヵ・ラクチュロン酸は，反応 1

-2時間まではすみやかに増加するが，その後逆に減少している.このことは一度生成さ

れたテトラガラタチュロン酸が再び酵素反応の基質として分解されていることを示してい

る.このように反応生成物を正確に定量して反応の時間的推移を知るとともに，単離した
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各種オリゴガラクチュロン酸を基質としてこれらに対する酵素作用を調べることによっ

て，各種ェγ ドポリガラクチュロナーゼの酵素反応型式の詳細を明らかにすることが可能

である.また，エキソポリガラクチュロナーゼによるベクチン酸の分解生成物はガラクチ

ュロン酸のみであり，オリゴガラクチ且ロン酸は検出きれない.従って多量のオリゴガラ

クチュロン酸の検出は反応液の粘度の下降/還元績の場加の測定とともに， エンドポリガ

ラクチュロナーゼの同定の一手段として充分に利用できると思われる.

摘 要

D-ガラクチュロシ酸， Dーグルクロン酸およびオりゴガラクチュロン酸を全自動液体ク

ロマトグラフ(JEOL，JLC・6AUH)により分離，定量することができた.従来使用されて

いる緩衝液による場合，検出器中にガスが発生し分析不可能となるため，0.2Nホウ酸にO

から0.2Mの濃度に塩化ナトリウムを加えたものを溶出液とした.Dowex-1 x 8 (1∞......2∞ 
メッシュ)樹脂を用い，流速0.51ml/分としウロン酸の場合， カラムの長さ 0.8x 50 

cm，カラム温度500Cとし，オリゴガラクチュロン酸の場合，カラムの長さ0.8x 15 cm. 

カラム温度400Cとした.ウロン酸の定量法として，ガスクロマトグラフによる場合のよう

に誘導体を調製することなし直接試料を分析できることが，本法の利点であると考えら

れる.
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