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ベクチン質の酸部分分解によって生成する

高分子多糖，酸性オリゴ糖，中性糖の分画

今野晴義 ・山崎良樹 ・小沢潤二郎

緒宵

高等植物細胞壁に含まれるベクチン質は，約 200.000の分子量を持つ，きわめて変化に

富んだ複合多糖類である.従って，その化学構造を検討するためには，ある程度分解し，

構成単糖類あるいは分解中間生成物の構造研究からもとのベクチン分子を推論することが

必要となる。前報~l において，ベクチン酸を精製エンドポリガラクチュロナーゼによって

分解し，分解液に含まれるガラクチュロン酸の重合体を自動的にしかも正確に定量する方

法を述べた。

ベクチン質の酸部分分解によって生じる分解物に関する報告は，いままで多くあるが分

画および分析方法に少々の問題があるようにみうけられOI.I.T.8l. 本報ではペクチンの酸

部分分解をより詳しく研究するために，ベクチンおよびベクチン酸の両者の酸部分分解を

行い高分子多糖画分，酸性オリゴ糖画分および中性糖画分に分画し，それら画分の分析を

行った.

実験 方法

1.ベクチンおよびベクチン酸の銅製

レモンペクチン(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.そして最後にエーテルで洗浄し風乾し

た，さらに， Loescher and Nevins5l の方法に従って αーアミラーゼ (βー1，3ーグルカンそ

の他のへミセルロース分解酵素を含む恐れのない Sigma社.pancreas， Type I-Aを使

用した)を作用させでんぷんを除去し，再びエタノール，エーテルで充分洗浄して，精製

ベクチンを得た.ベクチン酸は，畑中 ・小沢‘}の方法によりこの精製ベクチ γをO.OlN

水酸化ナトリウム.OOC. 90分にて脱メチル化を行い.80 ~詰エタノールにて沈澱物を得た

後風乾した.上記によって得られたベクチγ およびベクチン酸は1.0N硫酸にて. 80 

......90oC. 4時間，酸部分分解を行い第 l図に示したような分画を行った.

2. CPG-I0ゲル渇過

5.0mgの酸不溶性および酸可溶性多糖画分を 2.0mlの脱イオン水に溶解し.CPG-10 

によるゲル鴻過を行った.CPG-I0 (l20A， 80......120メッシュ. Electronucleonics社)は

あらかじめ希硝酸. 2%ポリエチレングリコール〈分子量20，∞0)にて前処理し.2.0x 

95cmカラムに充てんし (Vo= 105 ml).毎時 18mlの流速にて脱イオン水による溶出
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を行った. 分画は， 3.5 mlずつ行い全糖量はガラクチュロン酸を標準としたフェノール

硫酸法S)にて定量した.

3. DEAE・セファデ.. ，クスA・25カラムクロマトグラフィー

ベクチンから得られた酸不溶性および酸可溶性多糖画分を除去した画分312.3mg，ベ

クチン酸から得られた同画分 330.0riigをアγパーライト IR-120(H+型〉にてバりウム

イオンを除去し減圧濃縮したものを各々 100mlの0.02M酢酸塩緩衝液 (pH4.65)に溶

解し，同緩衝液で平衡化した DEAE-セファデックス A-25(Pharmacia社〉に吸着さ

せた.同緩衝液約 500mlでセファデックスを洗浄し，未飯着の中性糖画分を除いた後，

0.02M酢酸塩緩衝液 (pH4. 65) 210 mtと0.3M塩化ナトリウムを含む同緩衝液 210ml

で温化ナトりウム濃度勾配による溶出を行った.流速は毎時25mlとし 4.0mlずつ分画

した.全糖量は CPG-10ゲル溜過の場合と同様に求めた.

4.液体クロマトグラフィー

中性糖は全自動液体クロマトグラフ(JLC-6AUH，日本電子)で分析した.0.8x 15cm 

カラムに LCR-3A樹脂を充てんし，溶出液は 0.13M (pH 7. 5)， 0.25 M (pH 9.0)， 0.35 M 

(pH 9. 6)のホウ酸ナトリウム溶液を使用し，各々 110，90， 180分間溶出した的.ガラク

チュロン酸およびオリゴヵ・ラクチュロン酸は前報叫に記載した方法により分析した.

5.ペーパークロマトグラフィー

試料を東洋海紙 No.52につけ，酸性オリゴ績の場合は， 酢酸エチル:酢酸:ギ酸:水

(18 : 3 : 1 : 4， v/v) ，その他の糖の場合は n-プタノール:酢酸:水 (4:1 : 2， v/v)の

展開剤を使用し，室温で上昇法2反復展開し風乾後，硝酸銀発色試薬聞にて検出した.

1.高分子多積画分について

ベクチンおよびベクチン酸を1.0

N硫酸で80-900C，4時間，酸部分

分解をし第 1図に示した分画を行

い，酸不溶性多糖画分と酸可溶性多

糖画分を得た.酸部分分解によって

得られる高分子多糖画分は，一般に

きわめて大きな分子量を持つベクチ

γの中の比較的酸に弱い結合部位

が分解されて生じる.従って得ら

れた高分子多描画分の均一性や分子

量およびその構成糖の検討は，その

酸部分分解様式さらにはベクチγ分

子の化学構造を調べる上で重要であ
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実 験 結果と考察
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第 1図 ベタチンおよびベタチン酸の陵部分分解に
よって生じる高分子多積，酸性オリゴ績.
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る.そこで得られた多糖画分を CPG-10によるゲル浦過を行い，それらを検討した.ベ

クチγおよびペクチン酸から得られた酸不溶性多糖画分は，このゲル鴻過においていずれ

も対称的なひとつのピークを示し，その相対溶出液量 (VejVo)は1.13であった.しか

し，ベクチンおよびベクチン酸から得られる酸可溶性多精画分は，第2図に示したように

このゲル減過において，さらに2つのピーク (P-I，P-II)に分離された.そこで，これら

P-I， P-II画分をそれぞれ集め， CPG-10のゲル滴過をくり返し，各々の画分を得た，その

結果， P-I画分の相対溶

出液量は1.17であった.

同じカラムを用いて標準

デキ久トラ Y(T-10:分

子量9，8∞， T-40:分子

量 39，900， Pharmacia 

社〉の相対溶出液量より，

これら画分の分子量を求

めると酸不溶性多糖画分

は30，0∞-32，000，酸可

溶性多糖に含まれる P-I

画分は22，α)()-25，OOOで

あった.

次にこれら高分子画分

に含まれる構成糖および

結合様式を酸完全分解と酵素分解により検討した. 酸完全分解は， 試料を1.0N硫酸で

1200C，l時間分解し得られる分解液を水酸化パリウムで中和し，生じた不溶物を3，∞Oxg，

20分の遠心分離にて除去する.得られた上澄をア γバーライト IR-120(H+型〕のカラムを

通し，パリウムイオンを除去した後， 400Cで減圧濃縮を行い酸完全分解液を調製した.こ

のようにして得られた試料についてペーパークロマトグラフィーを行った. その結果，

ベクチγおよびベクチン酸から得られる酸不溶性多糖画分と酸可溶性多糖に含まれる

P-I画分からは，いずれも Dーガラクチュロン酸のみが検出された.また，Saccharomyces 

fragilis の培養浦液から前報~)に従って精製したエシドポリガラクチュロナーゼをこれ

ら高分子多糖画分に， 30oC， 48時間作用させた後，酵素反応を停止し， 得られる反応生

成物の液体クロマトグラフィーを行った.その結果，いずれの多糖画分にもガラクチュロ

ン酸，ジガラクチュロン酸， トリガラクチュロ γ酸，テトラガラクチュロン酸が検出され

た.これらのことから，ベクチンおよびペクチン酸から得られる酸不溶性多塘画分と酸可

溶性多糖に含まれる P-.l画分は，分子量において約 10，∞0の差はあるが， Dーガラクチュ

ロン酸が αー(1→4)結合で連鎖した高分子物であることが示唆された.

また酸可溶性多糖に含まれる P-II画分は，分子量6，000以下であり上記と同様な方法

でその構成糖を検討したところ，ベクチンおよびペクチン酸から得られるいずれの P-II

画分も大部分がガラクチュロ γ酸であり少量のラムノースと他の中性糖(現在のところ同

定できていなしうを含んでいた.しかし，その結合様式はまだ確認できていない.
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これらの結果から，各種濃度の塩酸や硫酸で酸部分分解を行い，得られる酸可溶性ペ

クチン酸は均一でないことが考えられるので酵素反応の基質として使用する場合は注意が

必要と思われる.また，第2図に示されるように，ベクチンから得られる酸可溶性多糖に

含まれる P-Iおよび P-II画分の量比が，ベクチン酸から得られたそれらと逆になってい

る.このことは，ベクチンとベクチン酸の酸部分分解機構がわずかに異なっているか，あ

るいはベクチン酸調製の際に，わずかの化学構造の変化が起きたことによるのかもしれな

し、.

2.酪性オリゴ糖函分について

上記の多桔画分を除去した画分を，第1図の方法に示したように，さらにアンバーラ

イト IR-120(W型〉カラムを通しバリウムイオYを除去した後，減圧濃縮し， 1∞mlの

0.02M酢酸塩緩衝液 (pH4.65)に溶解し， DEAE-セファデックスA-25カラムクロマト

グラフィーを行った.第 3図に示すように，ベクチγおよびベクチン酸から得られる酸
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第3図酸性オリゴ糖函分の DEAEーセファデックス A-25カラ

ムクロマトグラフィー

A) ベタチγより得られた酸性オリゴ積画分

B) ベタチン費量より得られた酸性オリゴ纏画分

性オリゴ糖はし、ずれも 2つのピーク (P-III，P-IV)に分別された (P-II1画分は 0.17M，

P-IV画分は 0.21Mの塩化ナトリウム濃度で溶出される).そこでこれらの画分を集め，

アシパーライト IR-120(W型)にてナトリウムイオγを除去し，減圧濃縮をした後，再

び DEAE-セファデックス A-25カラムクロマトグラフィーを行い P-II1， P-IV画分をそ

れぞれ集めた.ベクチンおよびベクチン酸から得られる P-I1I画分は，ペーパークロマト

グラフィーにてひとつのスポ ットとして表われ，その RaalUA値は 0.83であった.さら

にこの画分を前述したように酸完全分解をし，ペーパークロマトグラフィーを行うとガラ

クチュロシ酸とラムノースが検出され，液体クロマトグラフィーにてそれらの糖を定量し

た結果.ほぼ同量であった.

ベクチンに含まれるガラクチュロノシルラムノースは酸分解にきわめて強い構造を持っ

ており，いままでにもその単離は多く報告されている1.2.7.的. P-III画分のペーパークロマ

トグラフィーの RgalUA値が， これまで報告されているこの物質の RgalUA値とほ
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ぽ同じであり，また液体クロマトグラフィーの結果とあわせて考えると，酸性オリゴ績画

分に含まれる P-III画分はガラグチュロノシルラムノースと思われる. Aspinal1 et 01.り

はムラサキウマゴヤシの葉から調製した 15gのベタチYのアンモニウム塩の酸部分分解

液から 170mgの同物質を得ている.その収量は1.1%であった.本実験において，同物

質の収量はベクチンの1.6%，ベクチン酸の1.2%でありきわめて類似していた.また，

本法による同物質の単離はし、ままで報告されているものより比較的容易である.これまで

ベクチン分解酵素は数多く自然界より見い出されているが，このガラクチュロノシルラム

ノースを分解する酵素についてはまだ研究されていない.ベクチンからこの物質が容易に

単離できれば，酵素によるベクチγの分解機構の研究にも大いに役立つのではないかと考

えられる.

次に酸性オリゴ糖画分に含まれる P-IV画分を検討した.カラムクロマトグラフィーに

て得られた P-IV画分をア γバーライト IR-120(W型〉でナトリウムイオγを除去し減

圧濃縮したのち， O.2Nホウ酸に溶解し液体クロマトグラフィーを行った.その結果，ベ

クチンから得られた P-IV画分からは，ガラクチュロン酸とジガラクチュロン酸が検出さ

れ，その収量はそル比で 8:1であった. しかし，ベクチン酸から得られた P-IV画分か

らは，ガラクチュロン酸のみが検出された.従って，ベクチシから得られる P-IV画分と

ベクチン酸から得られるその画分にはわずかな差異が認められた.

3.中性精画分について

高分子多槍および酸性オリゴ積を除去した画分には，中性糖が含まれているのでその同

定，定量を行った.

酸性オりゴ糠の DEAEーセファデックス A-25カラムクロマトグラフィーにおいて， セ

ファデックスに未吸着画分を集め，アYパーライト IR-120(W型〉を通してナトリウム

第 l表ベタチシおよびベタチン酸の酸部分分解液に含まれる中性糖

構成 C%，w/w) 
組成

ベクチン ベクチン酸

ラム ノ ース

アラピノース

ガラクトース

キシロース

グ ル コ ース

4.070) 

14.55 

72.74 

3.88 

1. 03 

a) 全中性積量に対する重量男6.

0.32b) 

1.14 

5.70 

0.30 

0.08 

b) もとの試料(ベタチンおよびベタチγ敵〉に対するZ重量%.

6.10'】

14.43 

71. 73 

4.88 

1.∞ 

0.29b】

0.68 

3.40 

0.23 

0.05 

イオシを除去し，減圧濃縮を行し、，ペーパークロマトグラフィーにて同定，液体クロマト

グラフィーにて定量した(第 1表).

検出された糖は，アラピノース，ガラクトースが大部分でわずかのラムノース，キシロ

ース，グルコースも含まれていた.マンノースとフコースは検出きれなかったことから，

含まれているとしてもごく微量であるために検出からもれたのか，あるいはまったく存在

しないのであろう. 中性糖の収量は，ベタチンの 7.5，ベクチγ酸の 4.7%であった.ベ
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クチン酸に含まれるアラピノースとガラクトースはベクチンにくらべて約 40%減少Lて

いる.これは，ベクチン酸調製の際に β一脱離によって分解されてベクチン酸画分から消

失したためではないかと考えられる. また αーアミラーゼの処理により，ベクチンおよび

ベクチン酸からでんぷん由来のグルコースは除去しているが，ベクチンおよびベクチン酸

ともにわずかのグルコースが検出された.

以上のようにベクチンおよびベクチン酸の酸部分分解の結果， 5gのベタチンから 0.95g

の酸不溶性多稿画分， 0.66gの酸可溶性多糖画分， 80.8 mgの酸性オリゴ糠 P-III画分，

77.2 mgの酸性オリゴ積 P-IV画分， 377.0mgの中性糖画分が，また 5gのベクチン酸

から，上記の順に， 1. 52 g， 0.61 g， 61. 2 mg， 23.1 mg， 233.2 mgの各々の画分が得られ

Tこ.

摘 要

精製レモンベクチシとベクチ γ酸を1.0N硫酸， 8O-90oC， 4時間の加水分解を行い高

分子多糖画分，酸性オリゴ糖画分，中性糖画分に分画し，ベクチシの酸部分分解生成物に

ついて検討した.

1) ベクチンおよびベクチン酸から得られる酸不溶性多糖画分は，分子量 30，∞O~

32，∞0でガラクチュロン酸の αー(1→4)結合による重合体であった.一方，酸可溶性多糖

画分は， 分子量 22， OOO~25. ∞0 でガラクチュロン酸の α一(1→4) 結合による重合体と大

部分がガラクチュロン酸でありラムノースその他の中性糖を含む分子量 6，000以下の画分

より成っていた.

2) ベクチンおよびベクチ γ酸から得られる酸性オリゴ糖画分から， DEAEーセファデ

ックス A-25カラムクロマトグラフィーにより，ガラクチュロノシルラムノースを単離し

た.ベクチ γの酸性オリゴ糖画分には，ガラクチュロノシルラムノースの他にガラクチュ

ロン酸，ジガラクチュロン酸が含まれ，ベクチン酸より得られた同画分には，ガラクチュ

ロノシルラムノースの他にガラクチュロン酸が含まれていた.

3) ベクチンおよびベクチン酸の酸部分分解によって生じる中性糖は，大部分がガラク

トース，アラピノースであり，他にわずかのラムノース，キシロース，グルコースが検出

された.
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