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北大水産実報
56(3)， 67-74， 2∞5. 

ホタテガイ外套膜コラーゲンの α鎖の分離

申 鉱日1)・栗原秀幸1)・高橋是太郎1)

(2∞5年8月31日受付， 2∞5年9月21日受理)

Separation of the αChains of ScaUop Mantle Collagen 

Xuan Ri SHEN
j
)， Hideyuki KURIHARAj) and Koretaro TAKAHAS問。

Ab喝tract

Collagen was extracted from scallop mantle through pepsin-mediated partial degradation， and subjected to 

subunit characterization. Two a-chains were separated through anion exchange， and gel filteration chromatogra-
phies. In contrast， it was impossib1e to separate those two α-chains with the conventiona1 cation exchange 

chromatography. To probe out tlJe reason， isoelectric point chromatography was carri巴dout after heat denatura-

tion of the scal10p mantle ∞llagen at 4OOC. The result showed that isoelectric point of the scallop mantle collagen 
(pI 4.14) is 10wer than the ones of major vertebrate collagens. 

Key words: Scallop mantle collagen，αchain， Anion exchange chromatography， Isoelectric point 

はじめに

コラーゲンは生体内結合組織の重要なタンパク質とし

て，骨，臆，皮膚などの組織に幅広く分布しており，生体

の支持と器官の保護などの作用をする他に，細胞外マトリ

クスの主要成分として細胞の接着，増殖，分化，転移など

に大きな影響を与えている (Kar1et al.， 1996)。コラーゲン

には遺伝的に異なる 19種類以上の分子種がこれまでに知

られている。そのうち， 1型コラーゲンはせき椎動物の生体

に広く分布し，主要な分子種として盛んに研究されてい

る。 I型コラーゲン分子は，アミノ酸 l政治個が左巻きのポ

リペプチド鎖(サプユニット)を成し，それら 3本が右巻

きになった棒状構造をとっている (Mizunoet al.， 2∞1)0 1 

型コラーゲンの分子には[αj(1)J2偽(1)及びα'j(l)偽(1)偽(1)

の2種類の分子形が存在する。その中で，偽(1)鎖は硬骨魚

類以外のせき椎動物には存在しない極めてユニークな α

鎖である(水田， 2∞5)。しかし，晴乳動物V型コラーゲン
には[α'j(V)J2偽(V)以外に α'j(V)偽(V)偽(V)の分子形も

存在する。コラーゲン分子形の違いと機能の関係の例とし

て [α'j(V)J2偽(V)分子形が αj(V)偽(V)偽(V)分子形よ

りもヒト血管内皮細胞に対する増加且害作用が強いと報告

されている (Satoet al.， 1995)。一方，イカ (Sepiaofficinalis) 

などの主要なコラーゲンはせき椎動物コラーゲンの主要な

コラーゲンである I型コラーゲンとは異なり， V型コラー

ゲンに近い特性を持っている (Sivakurnar et al.， 2αlO; 
Sivakurnar et al.， 2∞3)。このように，動物コラーゲンは進

。北海道大学大学院水産科学研究院生物資源利用分野

化の過程と生存環境に応じて多様な分子構造と機能を示し

ている。そこで，本研究ではホタテガイ外套膜コラーゲン

のサプユニットの分離方法を検討し，分離した α鎖の化学

的特徴を I型コラーゲン及びV型コラーゲンの α鎖と比

較した。

実験方法

材料

ホタテガイは2∞4年5月に紋別で採集し，直ちに
-20Tの冷凍庫に凍結して保存したものを用いた。

ホタテガイ外套膜コラーゲンの抽出

ペプシンで可溶化したホタテガイ外套膜コラーゲン

(SMPC)の抽出はペプシン限定分解抽出法(吉中・佐藤，

1989)で行った。すなわち，水洗したホタテガイ外套膜 l∞
gを細切後，蒸留水5∞rn1を加えてホモジナイズし，
10，側Xgで 10min遠心分離した。次いで沈殿に 0.1M水

酸化ナトリウム溶液2，αlOrn1を加えて一晩抽出し，
10，側Xgで 10min遠心分離を行い，アルカリ可溶タンパ

ク質を除いた。このアルカリ抽出操作をさらに 2回繰り返

し，得られた沈殿 (RS-AL)に0.5M酢酸溶液 1，鵬m1と

ペプシン(豚由来EC3.4.23.1;シグマ)を基質に対して 2%

(WjW)になるよう加え，撹枠しながら 24h抽出を行っ

た。その後， 10，αlOXgで 10min遠心分離し，上清に塩化ナ
トリウムを終濃度2.0Mになるように撹枠しながら添加し

(Laboratory of Marine Products and Food sc.たnce，Graduate Schωlof Fiおhel前 Sciences，Hokkaido University) 
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てコラーゲンを沈殿させた。沈殿したコラーゲンを再び

0.5Mの酢酸に溶解させた後，蒸留水に対して 3日間透析

を行った。内液を凍結乾燥(東京理科器械， FD-5N型)し

て， SMPCを479mg得た。供試するときは，凍結乾燥物を

再びO.5M酢酸に溶解した後に， 30，側Xgで30min遠心

分離した上清を用いた。なお，コラーゲンの抽出と精製は

4'C下で行った。

アミノ酸分析

SMPCを6N塩酸に溶かして減圧下で封管し， 11O'Cで

24h加水分解した。アミノ酸分析は分解液 l∞μlを用い

て，全自動アミノ酸分析機JLC-5∞/V(日本電子)で行っ

た。

SDS-PAGE分析

SMPC溶液(濃度2mg/ml)をドデシル硫酸ナトリウム

(SDS終濃度2%)含有O.06Mトリス塩酸緩衝液 (pH6.8) 

に溶解し，沸騰水で3min変性させた後，高木の方法(高

木俊夫， 19卯)に準じて電気泳動を行った。タンパク質の検

出はクマシーブリリアントブルー250R染色で行った。ク

ロマトグラフィーで分画したフラクションを蒸留水に対し

て透析した後凍結乾燥を行い，凍結乾燥品を蒸留水に溶解

させて電気泳動分析に供した。

陽イオン交換クロマトグラフィー

SMPC 50mgを0.02M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.0)， 

10mlに溶解させ， 4O'C， 30 min変性させた後，同じ緩衝液

で平衡させた陽イオン交換セルロース CM52(ワットマ

ン， 1.5φX 1Ocm)に供した。溶出には NaClの濃度がO

0.12 Mのリニアグラジエント法を用いて， 3Oml/h速度で

分離を行った。

陰イオン交換クロマトグラフィー

SMPC 50mgを0.02Mトリス緩衝液 (pH8の10mlに
溶解し， 4O'C， 30 min変性させた後，同じ緩衝液で平衡させ

たDEAEセルロースカラム(和光純薬工業， 1.5x 1Ocm) 

に供した。溶出にはNaClの濃度が0-0.13Mのリニアグラ

ジエント法を用いて， 30ml/h速度で分離を行った。

等電点クロマトグラフィー

SMPC 25mgを5mlの0.025Mイミダゾール塩酸緩

衝液 (pH7.4)に溶解させて， 4O'C， 30 min変性させた後，

PBE94担体(アマシャムバイオサイエンス)に供した。溶

出は pH4.0のポリバッファー 74緩衝液で担体に pH勾配

を形成させることによって行った。

ゲルろ過クロマトグラフィー

陰イオン交換クロマトグラフィーのフラクション 9mg

を0.02Mトリス塩酸緩衝液 (pH8.0)に溶解させ，セフア

ロース CL4Bカラム(アマシャムノfイオサイエンス， 1.5x 

90cm)に供して， 20ml/hの速度で分離を行った。

結果及び考察

コラーゲンのSDS-PAGE

SMPCをドデシル硫酸ナトリウム ポリアクリ 1レアミ

ド電気泳動 (SDS-PAGE)分析した結果， Fig.lに示した

ように，抽出した SMPCにα鎖のバンドが2本検出され，

非コラーゲン性タンパク質のバンドは認められなかった。2

本の α鎖は 153KDaと133KDaの位置に現れ，両者とも

にせき椎動物I型コラーゲンの α鎖とは異なり，せき椎動

物V型コラーゲンと類似していた。薄いバンドではあるが

β鎖のバンドも観察された。 SMPCのアミノ酸組成分析

(Table 1)の結果から， SMPCには Glyが 1，αm残基あた
り331残基含まれており，全アミノ酸中の約 1/3を占めて

いることから，抽出したコラーゲンの純度が高いことを認

めた。 SMPCのアミノ醗且成は脊椎動物I型コラーゲンよ

りV型コラーゲンのアミノ酸組成に類似していた(申ら，

2∞5)。
コラーゲン α鎖の分離

ほ乳動物I型コラーゲンと魚類I型コラーゲンの α鎖

の分離には陽イオン交換クロマトグラフィーを用いた方法

が報告されている(Nomuraet al.， 1995; Omura et al.， 

1996)。それに従いpH4.8の酢酸ナトリウム緩衝液を用い

てホタテガイ外套膜コラーゲンを変性させ，陽イオン交換

クロマトグラフィー (CM52セルロース)を行った。しか

し，変性させた SMPCは陽イオン交換体に吸着しなかっ

た。陽イオン交換クロマトグラフィーによるタンパク質の

分離では，タンパク質の等電点よりも低いpHでタンパク

質をプラスに荷電させ，担体に吸着させる。陽イオン交換

クロマトグラフィーに SMPCが吸着しなかった原因とし

て， SMPCの等電点が溶出液である酢酸ナトリウム緩衝液

(pH 4.8)よりも低いことが予想される。そこで， SMPCを

等電点クロマトグラフィーに供した。 Fig.2に示すように

変性させた SMPC溶液の溶出ノfターンは pH4.14に極大

ピークを示した。ほ乳動物I型コラーグンの場合，酸性条件

下及びアルカリ条件下で変性させた場合，等電点がそれぞ

れpI5とpI6-9になる(古川， 2∞3)。よって晴乳動物の

I型コラーゲンでは溶出液の pHが4.8であっても吸着と

分離が出来たと推定される。しかし，本研究のホタテガイ

外套膜コラーゲンの場合は等電点がpH4.8以下であるた

め，カラムに吸着しなかったと考えられる。これは SMPC

中の酸性アミノ酸含量が牛皮I型コラーゲン及び魚皮I型

コラーゲンよりも多いこと (Table1)からも説明すること

ができる。コラーゲンを溶解する緩衝液のpHを4.0に下

げ，塩化ナトリウムのリニアグラジエント法を用いて分離

を再度行った結果 (Fig.3)，分離は出来たがα鎖が分解し

た状態で分離された。酸性溶液中でSMPCを変性させた場

合，共存酵素の作用でα鎖が分解される可能性がある。そ
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Fig. 1. SDS-PAGE (5% gel) patterns of the pepsin-solubilized collagen with respect to αchain comparison 
A， Molecular weight standards; B， Scallop mantle pepsin-solubilized collagen (SMPC); C， Bovine placental type 
V collagen; 0， Bovine skin type 1 collagen 

こで，コラーゲンタンパク質の変性を促すことと酵素活性

を阻害するために，pH 4.0酢酸ナトリウム緩衝液に 6M尿

素を加えて SMPCを400C，30 min変性させた。 6M尿素を

含んだ緩衝液を用いて CM52セルロースカラムを平衡さ

せた後，塩化ナトリウムのリニアグラジ、エント溶離を行っ

た。その結果 (Fig.4)，lX"鎖の分解を防ぐことはできなかっ

たが，フラクション 5に2本の配鎖と類似したバンドが検

出された。この 2本のバンドのうち一つは泳動距離が偽

の位置とほぼ等しく，もう一方のバンドは向のやや下の

位置に出現した。このことは lX"1鎖が偽鎖よりも切断され

やすいことが原因で，lX"1鎖が切断されて lX"，鎖よりも短く

なったことが理由として考えられる。これは水田ら

(Mizuta et al.， 2∞2; Mizuta et al.， 2∞4)のカキ外套膜コ
ラーゲン中 lX"1鎖ドメインにペプシン感受性が高い区域が

ある結果とも一致した。なお，酸性条件下でSMPCのa鎖

を分解する酵素について検討するため，ペプシン阻害剤で

あるぺプスタチン A(和光純薬工業)とコラゲナーゼの阻

害剤である EDTA(和光純薬工業)をそれぞれ0.5%， 150 

mMになるように SMPC溶液に入れ，40Tで30min変性

させた後電気泳動を行った。しかし，両方とも a鎖の分解

を防ぐことはできなかった (結果未掲載)。このことから α

鎖を分解する共存酵素はペプシンおよびコラゲナーゼ以外

の酵素であることが分かつた。しかし，酸性条件下で

SMPCを分解する原因となる酵素を特定するまでには至

らなかった。

分解を抑えながら SMPCの a鎖を分離するために

DEAE陰イオン交換クロマトグラフィーを行うことにし

た。陰イオン交換クロマトグラフィーでは同鎖と 向鎖を

分離することが出来た (Fig.5)。溶出パターンを見ると，陽

イオン交換クロマトグラフィ ーの結果 (Omura，1996)と

は異なり，最初に分子量の小さい 日2鎖が溶出し，次に lX"1

鎖が溶出した。これまでの報告ではせき椎動物と無存椎動

物にかかわらず，酸性アミノ酸含量の少ないコラーゲンの

場合には陽イオン交換クロマトグラフィ ーを用いて ι鎖

を分離できたことが報告されている (Mizutaet al.， 1994; 

Omura， 1996)。酸性アミノ酸含量の多いカキ外套膜主要コ

ラーゲンの α鎖分離に Pll陽イオン交換クロマトグラ

フィーを用いた報告 (Mizuta，2ω5)もあるが，分離パター

ンを見ると，分離が不明瞭な単一ピークしか出現していな

かった。分離が良くない原因として，カキ外套膜主要コ

ラーゲンの等電点がI型コラーゲンと比べて低いことが考

えられる。酸性アミノ酸の多い V型コラーゲンの a鎖を

分離する際に，陰イオン交換カラム HPLCを用いて分離し

た例がある (Satoet al.， 2∞3)。以上の知見はクロマトグラ
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Amino acid Bsca) 

フィーでコラーゲンの α鎖を分離するときにコラーゲン

の等電点を考慮しなければならないことを意味している。

陰イオン交換クロマトグラフィーを行って分離した α1

鎖フラクションに β鎖が混入していたことから，次にβ鎖

を取り除くためにフラクション 5-7(Fig.5)を用いて

CL-4Bゲルろ過クロマトグラフィーを行った。その結果，

Fig.6に示したようにフラクション4にβ鎖と分離された

α鎖サプユニットのみの画分を得ることができた。分離し

たα1と偽鎖の電気泳動を Fig.7に，それらのアミノ酸組

成を Table2に示す。I型コラーゲンの α1と偽鎖のアミノ

酸組成を比べてみると， HyPro， Pro， Val， Iso， Lysなどのア

ミノ酸含量に大きな差異がある (Omuraet al.， 1996)。一方，

豚由来V型 コラーゲンのぬ及び偽鎖と比較した場合は

Ala， Glu， HyLys， Hypro， Proなどのアミノ酸組成に大きな

相違がある。以上の結果から， SMPCは脊椎動物V型コ

ラーゲンと分子量，アミノ酸組成，繊維の太さなどの点で

は類似性(申ら， 2∞5)を示すが， α鎖ごとのアミノ酸組成
においては大きな違いがあることが明らかになった。

Tab1e 1 Amino acid composition* of scallop mantle pep-
sin-so1ubi1ized collagen 
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Fig. 2. Isoe1ectric point chromatography of denatured scallop mantle collagen. 
Scallop mantle collagen of25 mg was diss01ved in 5 m1 0.025 M imidaz01e-HC1 bu民r(pH 7.4)， and heated at 4Q'C 
for 30 min， then app1ied to a PBE 94 chromatography. chromatography was operated at a flow rate of 45 ml/h， and 
e1ution was achieved at 2TC with p01ybuffer 74-HCl. pH gradient e1ution was ∞nduct吋.
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Fig. 3. Elution profile of denatured scallop mantle collagen on C肘152cellulose column chromatography， along with 

the SDS-PAGE pattens of the fractions medicated by fraction numbers 

Heat-denatured scallop mantle collagen (50 mg) was loaded on a CM52 cellulose column (I5<t X 1∞mm) and 
eluted at a ftow rate of 30 ml/h with 0.02 M sodium acetate， pH 4.0， and NaCllinear gradient from 0 to 0.12 M 
The appropriate fractions were collected and analyzed by SDS-5% PAGE 
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Fig.4. Elution profile of heat and 6 M urea-denatured scallop mantle collagen on CM52 cellulose column chromato-

graphy， along with the SDS-PAGE pattens of the fractions medicated by fraction numbers 

Heat denatured scallop mantle collagen (50 mg) was loaded on a CM52 cellulose column (I5<t X 1∞mm) and 
eluted at a ftow rate of 30 ml/h with 0.02 M sodium acetate， pH 4.0， and NaCI linear gradient仕om0 to 0.12 M 

The appropriate fractions were collected and analyzed by SDS-5% PAGE 
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Fig.5. Elution profile of scallop mantle collagen on OEAE cellulose column chromatography 

Heat denatured scallop mantle collagen (50 mg) was loaded on a OEAE cellulose column (151) X 1∞mm)， then 
eluted at a日owrate of 30 ml/h with 0.02 M Tris bu宵'er(pH 8.3)， and a NaCl linear gradient from 0 to 0.13 M 
The appropriate fractions were collected and analyzed by SOS-5% PAGE 
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Fig. 6. Elution pro日leof the fractions 5-7 shown in Fig.5 on sepharose CL4B column chromatography 

Nine mg sample was dissolved in 0.02 M 丁目s-H CI， (pH 8.0) bu町'erand chromato-graphed at 2アCon a Sepharose 
CL4B column (1.51> X 90 cm) at a flow rate of 20 ml/h. Fractions indicated by numbers were applied on SOS -
5% PAGE 
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Fig.7 SDS-5% PAGE of isolated αchains from scallop mantle collagen. 

A: Scallop mantle collagen， B 同 chainof scallop mantle collagen， C: "2 chain of scallop mantle collagen 

Table 2 Amino acid composition of "1 and α.， chains of various collagens 

Amino α1 α2 

acid 丘 mantた A. ijimai' Porcine(か Porcine(りc 丘 manlle A. ijimaia Porcine(l)b porcine(りc

Asp 55 60 46 40 63 62 45 42 

Thr 33 39 17 21 25 45 21 27 

Ser 55 60 34 27 49 48 30 36 

Glu 116 95 72 131 114 89 72 109 

Gly 338 324 337 353 334 326 340 354 

Ala 62 87 114 31 52 62 112 39 

Val 16 15 20 15 19 37 30 23 

Met 24 9 6 8 23 14 7 13 

lIe 15 6 7 15 18 20 9 9 

Leu 29 24 21 27 28 36 31 25 

Tyr 6 3 2 2 7 6 2 2 

Phe 10 3 13 10 9 3 11 9 

HyLys 11 10 8 29 15 8 13 17 

Lys 5 4 26 8 7 9 20 8 

His 3 5 4 5 5 7 7 9 

Arg 44 54 44 40 57 66 41 52 

Hypro 86 96 99 ¥03 80 74 91 107 

Pro 92 106 130 136 95 88 118 121 

a: Omura， Y. et al.， 1996. b: Yahya， A. et al.， 1997. c: Kenji， S. et al.， 2∞3 
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