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(第1報)Taka-α-Amylaseに関する研究

結晶化に関する因子について

〈食飼化学講座)日目田中吉村貞彦，

Studies on the Taka-α-Amylase (Part. 1) 

Factors influ巴ncingon its crystallization. 

SadahikoYo日IIIMURAand Aldr01 TANAKA. 

常法通り三塩化酷西空沈澱物につき， Micro-Kjeld01hl 

法で蛋白態窒素を測定した.

〔実験 1] 結品化に及ぼすpHの髭響

a) 実験方法

再結した T01ka-~-AmylO1se(以下 AmylO1se と略記する)

の結品を，34ωC)2pH 6.0に溶解しp酵素液(Prot・
370 

Njcc=5.0 mg， D30，で 12.500) として用いた.酵素液
1 ccに種々の pHのJZACEt山 buffer1 ccづつを加

え，所期pHにO1djustしたものを，常法適り Acetoneで

Fig. 1 Inf1l1ence of pH on the 

Crystallization of T01k01-o:-Amylase 

12 

官
官
と

υ
刷
。
吉
ロ

D
g〈

P Il 

AA'; Sh01ked at 200C， mother cryst. not O1dded. 
B; Stood O1t 3~40C， mother cryst. O1dded. 

CC'; Stood O1t 200C， mother cfyst. not O1dded. 
D; Stood O1t 3~40C， mother cryst. not added. 

結晶化せしめた. 12時間後の結品生成量を比濁的に測定

した結果を次に示す (Fig.I)ー

b) 実験結果

この条件下では何れも活度の損失は大して認められな

かった十.pH発が同一でも温度により結晶化の状況は具

る.又，温度により結晶化可能のpH範囲にも著しい差

が認められた.すなわち， 3~40C 附近の低温では pH 5.6 

目、，

絡 言

従来，酵素の結晶化は温度， pH，沈澱剤濃度等包子

件が極めて適当な時のみ可能であると考えられて来た.

しかし，これらの条件にはどの程度の許容範囲がある

かという事についての研究はあまり見当らない.例え

ば， pH6.0で最もよく結品イじする酵素}おそれより酸性

及びアルカリ性に移動するに従って結晶化は困難となる

であろうが，それでは一般にどの程度の範囲内ならば結

品化は可能なものであろうか.酵素の結品化R01ngeの検

討は，その精製上の意義は兎も角としても，酵素が pH

の変化と共に，どういうような行動をとるかという事を

推定する上に役立つものと考えられる.例えば，蛋白質

の結晶格子形成には分子中に存在する電気的分極が重大

な役割を有する事が知られている.そうすると，分極の

変化を結品化に還元し得る事となり，結品化の状態図よ

り分極の程度を窺い得る. しかし，このような点に関し

ては今後幾多の詳細し研究に依たねばならない.

叉，性質のよく分った酵素につき，その性質と結晶イじ

のR01ngeの聞の相関関係を明らかにして置けば，将来，

未知の酵素の結晶化を試みる際，その結晶化許容範囲を

推定する上に非常に役立つ.筆者等は以上のやうな観点

に基き p 比較的性質の明かな T01ke-~-AmylO1s巴につき結

晶化の条件を調べ，その他学的性質との関連性について

検討した.

部

1) 結晶性 Talm-~-Arnylase の抽出

市販タカジアスターゼより赤堀の方法に準じて結晶状

に抽出した.

2) 活度の測定 ω 
荻原の澱粉沃度反応を用うる方法によった.但し識別

点は全く沃度反応の陰性となる点を採用した.

3) 窒素の測定

の験実

200 C， pH 4.0以下では若干の泊度のm[少があった.
pHは使用したBl1fferのpHを示す。以下本論文中結晶化の pHはすべて加えたBufferのpHとする.
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-6.2の聞にのみ結晶化が認められたが， 200Cでは pH

5.0-6.4迄の範囲内であると結晶化は可能である.低温

で結品化の Rangeがせまいのは，蛋白分子の拡散速度

が小さい為，結品核が生成し難い故と考えられ，微量の

種結晶の添加により著しく結晶化の Rangeの拡大を示

した.更に結晶化の Rang巴は 200Cでは低温の時に比べ

主として酸性側に，低温で結品種を添加した場合には無

添加の時に比べ主としてアルカリ側に拡がるようであ

る.更に興味のある事実は， 200C附近で結品化を行う

じ低温では見られなかったpH4.4以下に新しい結晶佑

の曲線がみられる事である・ Amyl蹴は明湖付近に等

電点をもっ酸性蛋白と考えられているから， pH3 

では等電蛋白として存在しL，それよりアルカリ側に移勤

するに従つて塩の形として存在する部分が多くなると考

えられる.従ってpH4.6附近に底を有するこつの曲線

は， Amylaseがそれぞれ等電蛋白及び塩の形とぽ給品

化したものと考えられ，実際、 Caを定量した結果はこの

推論に一致する.以上で明らかなように，少くとも該ア

ミラーゼに関しては，結晶化のpH-Rangeは従来云われ

たま口き範囲のせまいものではなしかなりの範囲を有す

るものである事が明らかにされた.

，なお， 200Cに於て Shakerで振盛しながら結晶化せし

むると，結品化の Rangeは夏に拡大するが， これにつ

いては又後章で述べる.

〔実験1I) 給品化に及lます温度の膨響

一般に蛋白質を結品として得る場合，これを結品佑温

度という点から分類すれば，三種類に大別される.

1) 温時溶解後放冷乃至除々に冷却

2) 混時結晶化 3) 低温結品化

第一の方法は温時溶解度が大で，且P 安定な蛋白質又

は酵素一一エデスチン，ペプシン等ーーの結晶化に用い

られる.第二の方法は，冷時よりも温時溶解度が低い例

外的な蛋白質の結晶化に見られ，血清アルブミン又は

bushy-stunt-virnsの結晶化がその例である.第三の方法

は，その他大多数の蛋白質又は酵素の如き，混時変性の

危険が感ぜられる時に用可もれる・ Amyl出も従事手三

の場合に属するとして，氷室内で結晶イじされて来た.で

はAmylaseの如く低温で結晶化が行われてきたものは，

比較的温度が高い場合には全く結品化じないものであろ

うか.又酵素の変性の起る温度と，結晶化が不可能にな

る温度との関係はどうであろうか.筆者等はこのような

点を明かにする為本実験を試みたのである.

a) 実験方法

再給した Ca塩結晶を -M-Ca(AC〉認に溶解し(pII6ん
50 

Prot. N/cc =7.15mg)アセトン存在下， 1夜OOCから300C

に至る種々の温度に保ち，結晶化の状況を観察した.
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b) 実験結果

結晶化はOOCより270C迄は可能である.200C以上にな

ると一部分の蛋白が変性を起す為か，不溶性無定形i:t澱

を分離する.この傾向は温度の上昇と共に著しくなり，

300Cになれば最早結晶は析出しない.しかし，この状態に

於ても顕著な活度の減少はない. この変性蛋白が Arny-

laseに帰因するものか，不純物乃至はAmylase分子内の

不要性部分によるものかは明かでない.結晶化はOOC附

近の如き低温では起り難く， 200C附近迄は温度の上昇と

共に容易になるようである.250C附近からは不溶性出殿

分離が顕著となり，結品の生成も再び困難となる.結晶

は温度が高い程大きいものが得られる.又，温度が高い

程結品化可能pHRang芭が拡大する事，及び等電蛋白と

しても結品化が可能となる事は既に示した.以上示した

如く，少くとも Amylasefこ関しては，結晶化可能の温度

範聞も極めて広いものであり，失活が起らぬ程度の温度

ならば結品化は可能と考えられた.

〔実験IIl) 結品化|こ及ぼす罷素濃度の影響

(又は沈i段斉L濃度の野響)

一般に酵素溶液に沈澱剤を添加して結品化を行う際，

結品化に最も適した沈澱剤濃度があると考えられる.酵

素溶液に沈澱剤を添加してP かすかに混濁の生ずる時，

その沈澱剤濃度が丁度この Opt.に一致するならば，最

もよく結品化が起る.その際，酵素溶液は無定形沈澱に

対しては丁度飽和した状態になっているが，結晶に対し

てはなお過飽和であると考えられるから，その差だけが

結晶として析出される.今，酵素溶液を稀釈して結晶化

を試みる場合，白濁点迄沈澱剤lを加えるには稀釈前より

も同一容量に対して多量の沈澱剤が必要なわけで，その

分だけ沈澱剤濃度はOptより高くなり，結晶化は起り難

くなる.ではどの程度迄の稀釈液からは結品化が可能で

あろうか.筆者等はこのような観点に立って実験を試み

た結果を次に示した.

a) 実験方法
M 

再結した Amylaseの結晶を Ca(AC)z pH6.0に
50 

溶解，同液に対して充分透析しアセトンを完全に除いた
370 

酵素液 (Prot.N/cc=3.340mg.D3O' =9.018 pH=6.0) 
をSamp1巴とした.

M この酵素液を1ccから0.1cc迄種々の畳だけとり，一一
50 

Ca (AC)2を加えて全体を1ccとし，稀釈酵素液とした.

上記稀釈液を常法通り氷室内でアセトンにより結晶化せ

しめ，結晶生成可能の限界を調べた結果を次に示した.

b)ラ実験結果

第一表に依ると Prot.N/cc 1.34rngすなわち夜白濃度

として0.9%程度では結品化は可能であるが， Prot. N/cc 

=0.67mg，蛋白濃度として0.44%となれば，もはや結晶
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Tabl巴1. Relation between the Concentration of Taka.:x・Amylase に用うる試薬類による

変性蛋白や，分解産物

等を合むからである.

and its Crysta11ization. 

g H g 
Amylase solution， cc 1.00 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 

Water added， cc 。 0.2 0.4 0.6 0.8 0.9 

Prot.-N/cc 3.34 2.67 2.00 1.34 0.67 0.33 

EaE 巴EJ d Amylase， % 2.23 1.78 1.33 0.89 0.44 0.22 

Acetone， % 35.8 36.0 37.5 41.0 42.5 45.6 

Amount of crystal 
formed， 土[亘ム:)I~(甘ん)I二|二l二

筆者等はこれら蛋白質

や，その分解産物等が，

酵素の結晶化に及ぼす

膨書を調べる為，蛋白

質の代表として casein

を選ぴ，それを硫酸で.

各種段階に分解したも

ののAmylaseの給品イじ

に及ぼす阻害作用を調

べた.

after 
) : trace of 
mother crystal 
addt'd 

4.0hrs'ld+)|(::)l hln|(tんい
山 rs.1(::::)|(:::〉|(::〉 l(:)|(trm)作)

しない.結品種を添加した場合には菱自濃度として0.22

%程度でもなおわずか結晶の増殖を認め得る.その際

のAc

用いた濃度と一致ずる.又， Amylase は 5~10%程度の

濃厚溶液からでも容易に結晶化するから結品化可能な

酵素浪度も亦かなり広い事が明らかとなった.

〔実験 IV) 結品化に対する不拙物の量生響

A) 無機塩類の膨響

蒸溜水に難溶で，塩類溶液に溶解し易い酵素の結晶，

例えば牛肝カタラーゼ;Hh豆菌プロテア-dt比較的塩
類濃度が稀薄な際，結晶イ乙し易い事は容易に首肯し得る.

それでは，アミラーゼのま口<，塩類溶液のみならず，蒸

溜水に対してもよく溶解するものはどうであろうか.

筆者等が実験した所によると，活性を害せず且アセト

ンにより説諏を生じないような無機塩類は結晶化を妨害

しないようである・ 例えMば凶与子Acet白凶t附a凶山t白e吋山山bl加帥11

Amy以la瓜seは容易に結品イ佑じする.又，後述の如く，蛋白質

の如き複雑な有機物ですら，或程度以上分解されると殆

ど阻害現象を呈さない事実からも一層明らかとなる.但

しAmylaseと共存する無機塩類により結晶化税調剤濃度

に変化を起し，且その無機イ::tンの塩類となって結品化

する事はあり得る.例えば， AmylaseをCa(AC)z中で

pH6.0で結品化すると針状のCa塩となるが， Ca"不充

分の状態でNa・の濃度を増加して行くと盤状結晶(恐ら

くNa塩であろう)になり易い.Ca合量定量の結果もこ

の推紘一致すz:Amylase濃度約2%の時， -Ca
M 
50 

(AC)zl:ArJ半NaAC中に於ける結晶析出アセトン濃度
ιι  

はそれぞれ35%及ぴ45%である.

B) 資自質及びその分解産物の影響

結晶の1]1離操作上に於て.実際上最も問題となるのは，

蛋白質であろうと考えられるが，精製酵素中に不純物と

して合まれる蛋白質は必ずしも原材料中の形態そのま与

とは考えられない.それは混在するProtea:切や，操作上

13 

a) 実験方法

casein .hY4rolysateの調整:市販カゼインを H2SO，で

煮沸分解し， Ba(OH)zで中和したものをTotalN/cc= 

5.0mgに調整し casein-hydrolysateとした.なお以下

F.N/T.NはFormolN/Total Nを表わす.

酵素液:二回再結した Amylaseの結品(Ca塩〕を旦ι
50 

Ca(AC)z (pH 6.0)に溶解，酵素液(Prot.，N/cc = 5 mg， 

DZ:=山 00)とした・酵素液0.5ccに対し， c凶n.hy-
drolysateをそれぞれ第二表に示した如く加え，竺-Ca 

50 
(Ac)zにて全体をlccとし，然る後，これらの混合液を

3-40Cに於て， shakerで振還しながらアセトンで結品化

せしめた.振握結晶化に関しては後に詳しく記すが，こ

の方法により与えられた条件に正確に responseせしめ

た. (実験V参照)なお振還数は一分間150聞とした.

b) 実験結果

蛋白質は分解度が進むにつれて急速に給品化妨害作用

を減少するようであった.例えば，未分解のcesein(F.N

IT.N=0.030) は窒素として 2~4%(Amylase-Nに対し)

程度で著しい阻害作用を示した (Table.2-a)が"25% 

日必0，で 10分間分解したもの (F.N/T.N=0.146)は約

40%， 2お5%五HzSO，で9卯0分問分解したもの

0.3鈎99の)は約8ω0%五としなければ同程度の阻害現象を示さな

い.頁に35% HZS04で45時間話解したもの (F.N/T.N=

0.592)では同量加えても全く結晶化を妨げる事はなかっ

た.実際問題として， F，N/T.N=0.399程度分解された

ものは硫安によっても全く塩析されないから，除去は容

易であり，大して問題とならない. F.N/T.N=0.300以

下となると acetoneは勿論，硫安によっても塩析される

ようになるから，結晶化の母液中に挟雑してくる可能性

があり，酵素の結晶化を阻害する事はTab.2.・bに示す'

通りである.

然し， ca:seinの結品化妨害作用は，その分解度の増加

と共に著しく減じ， F.N/T.N=0.146のもの (casein1分
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Table 2・a.Inhibitory Action of admixed C冶seinon the Crystal1i-

zation of Taka-IX-amylase. 

(Th岱eexperiments were carried out by mixing the varying quanti-
'ties of the casein or of casein-hydrolysate listed in the tables with 

0・5cc amylase 501日伽 (Prot.N/cc=5略 DZ=郎防 and

made l1p the respective mixtl1re to 1 cc with water; pH三6.0)

第2巻第1号

がある事を見出した.この際，少量の結

品種を添加して置くか， Shakerで振重量

を行うじ結晶化は迅速になるのみなら

、ず，更に確実に純度に比例するような結

果を得た.この事は，酵素の結晶化，特

に給品核の生成に於て，物理的な刺戟が
Crystalliza tion 
after， 
hrs. 

Casein 50111tion (N 5 n1g/cc)， cc 
「 重大な影響を及ぼす事を意味する.以上

0051 0.04 1 ~03 1 . 0.02 1 0.01 1 o のような事実より，結晶析出に及ぼす扱

1= 1 = 1 : 1ι1/:¥ 1 …::…は明ら;ò'1:;Ji;，~;ò; 振蹴品{~-: + ++ ++ 法を実際問題としてとり入れる際，その

影響を一層具体的に知って置く事は有意

。dに
d
A
U

唱

A
P
D

Table 2-b. Inhibitory Action of admixed Cascin-hydrolysate on CrY5tallization of 
Taka・IX-amylase.

EI}drolysis-condition I Crystalli -I 
zation 

HZS04IDurationIF.N./T.N.1 after， hrs， I 0.5 

C:asein.hydrolysate (N 5 mg/cc)， cc 

0.4 I 0.3 I 0.2 . I 0.1 。
35% 45 hrs. 0.592 3 ++ ++ ++ ++ 

15 ++++ ++++ ++十+ ++++ ++++ 1 ++++ 
50 +++++ +++++ +++++ +++++ +++++ 1 +++++ 

3 

1 +:! 1 

ー trace 
15 ー ++ +++ ++++ 1 ++++ 
50 ー +++ ++++ +++++1+++++ 

25% 0.146 3 ー ー ー ー ++ 
15 trace +++ ++++ 
50 trace ++ ++++ +++++ 

Control， unhy- 3 ー ー
drolyzed 0.030 15 ー ー ++++ 

50 ー ー +++++ 

子が4-5個に分解したものと考えられるですら，その阻

害カは一一~一一一程度である.従って，実際の結品単離
1020 

操作に於ける蛋白質分解物の影響tおそれがあまり多く

ない限り'.，原蛋白質に比べて無視し得るのではないかと

考えられた.

[実験 VJ 結晶化に及ぼす振置の影響

物理的な刺執が結品イじを促進するという事は古くより

知られ，結品化が困難な際，一般にガラス絡で告書壁を摩擦

するか，或は撹持する操作はよく用いられる処である.

筆者等の実験によると，酵素の結晶化の場合，器壁の摩

擦程度の刺戟では大して効果がない場合が多かった.連

続的な撹持は効果的であったが，多量の酵素液を必要

とする紋点があ~. NaをNatrium-Magnesium-Uranyl-

Acetateの結晶として分麓定量する際，反応液を 5haker

で振混ずれば静置する場合に比SFより迅速s確実に定
量値に速する事が報告されている.この扱盛結晶化法を

酵素の結晶化に応用し得るかを纏めた.即ち， Amylase 

をpH，温度，濃度等の条件を一定にし，不純物含量の

みを少しづっ変化さ幽せた状態で結晶化せしめた処，純度

が高い揚合でも，必ずしも早く結晶化が始まらない場合

義と考えられたので，これに関し行った実験結果を次に

示す.

i) 結品化可能pHRangeとの関係

Amylase溶液を 3-40Cで静置して結晶化せしめる場

合，そのCa塩としての結晶化可能範聞はpH5.6-6.2で

あり， 200CではpH5.0-6.4とRangeを拡大する事は既

に示した. (実験I参照)これに対し， 200Cで振盗を行
うと pH.Rangeは一層広大し， Ca塩としてpH4.8-7.4

迄は結晶化可能となった.一方， Amylascを等電蛋白と

して結晶化させ石時には， t辰盗により pH3.6-4.4なる

Rangeは変らないが，結品化は速くなる事が知られた.

(実験I参照)

ii) 結晶化開始までの時間との関係

AmylaseをCa塩及び Na塩として事品晶化する際，最

適条件下では30分以内に結晶化が始まる.このように，

結晶化が容易な揚合にはこれを更に振盛じでもあまり効

果が認められなかった.しか1し，条件が不適当で結晶化

が困難な際には著しい効果を示した.第三表は温度が高

(，結晶化が困難な際でも，扱滋すれば容易に結晶化する

事を示す. 又， Ril'anol-Amylase complexの無定形沈
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Table 3: IIlf1日ence"ofShaking on the "Crystallization of 

Taka-x-Amylase. (2ア'C)

澱(恐らく等電滋調)を生民約1.5

時間後に結晶化が始まり，更に護士時

間振還を続けると Amylas巴の無定

形沈澱は全部結晶に変る.この間活

度の減少は殆ど認められない.すな

わち'":Amylaseは本操作中殆どす.

ぺて波誠の状態で存在するから，こ

のような変性し易い条件下でも比較

的安定に在在し得ると考えられた.

総Mijil ETUi21訟も
5四 I371:民|vlf::|二|:li:定
35|:11221:|:|:τ 
3712:z|:::|:::::|二|二|:: 以上，酵素の給品化に際し振混法

の有利であると考えられる諸点につ

いて述べたが，この方法により得ら

れる給品は極めて微細で遠心沈澱法

で分離し得ない揚合もあった.従つ

時 '-351二|+:|:::+|二 |:122:
33 I := 1 := I := I 二 1 = I 

て酵素の結晶性純品をrn:接得るため

にこの方法は望ましくなし結晶化の困難な際，その

mother crystalを符る目的，或は結品化の条件を決定す

る場合等に有効な手段であると考えられた.

澱は，これを少量の与 Acetatebuffり H6.0にとか

し，濃厚溶液として，室温又は氷室内に放置するだけで

も 1-2日後には結晶状に析出する事もあったが，確実

とは言えない.この様な場合この溶液に振還結品化法を

採用した処， 2-3時間以内で確実に結晶化せしめ得るこ

とを明らかにし得た.

以上の二実験結果は Amylaseの結晶化に於て， その

溶液を振還する事は宮にその結晶化速度を増大するだけ

でなく，更にその溶液の結晶佑可能pHRangeを拡大し

得る事を示し，かもる事実がAmylase以外の酵素の結

品化にも適用し得るとすれば，意義深いものと考えられ

fこ.

一般に酵素は溶液の状態よりも沈澱の方が安定とされ

ている.従って，酵素の結晶化を比較的不安定な状態で

試みなければならない場合でも，大部分の酵素が説澱と

して存在し，結晶化の進行と共に沈澱が結晶に変るとい

う形式をとる事が出来れば比較的安全である.然るに，

このような方法は従来行われているように静置して結品

イじするような場合には，説識から結晶への移行速度は小

さし無定形税調のまま残留する可能性が多い故そのま

h用いる事は出来ない.然し，微量の結品種を混ずる

Amylaseの無定形沈澱は，振還により容易に結品に変化

するから，振渥結晶化法を用いる際には，酵素を母液中

に一時沈澱として貯えるという事も可能となり，酵素を

操作中に於ける破壊から相当に保護し得る事が考えられ

る.

Amylaseを等電蛋白として結品イじさせる場合，前述し

たよう問。Cに於て， ~ Acetate buffer pH 4.0附近で
行うが，このような条件は， Amylaseにとっては殆ど変

性の限界点に近いものと考えられる.今，アセトン濃度

を約459百とし扱還を行うじ数分後には多量の無定形沈
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総 千舌

従来，酵素の結晶化に対する温度， pH，沈澱弗j濃度

等の許容範囲は極めて小さいものと考えられて来たが，

筆者等が Taka.>:.Amylase'についてこれらの条件を調

べた結果は予想に反し結晶化は何れもかなり広汎な範囲

に亘り可能である事を見出した.又，酵素の結晶化に対

する振還の影響を検討した処，結晶化の速度を増大する

のみならず，これら上記諸因子の制約は静置法に較べ，

更に軽減せしめられる事を見出し，振重量結晶化法が酵素

の研究に対し:有力な手段となり得る事を指摘した.又，

casein及びその硫酸加水分解物が， AmyIaseの結晶化

に及ぼす影響から共存する蛋白質分解物が酵素の結晶

化に及ぼす影:書を推定した.

最後に，本研究に際し，終始御懇篤な御指導を賜った

三宅捷先生，多大の御援助を賜った橋谷義人君に対L，
心から感謝の意を表する(昭30.8. 3i受領)
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Summary 

Factors affecting the crystal1ization of Taka-.x-
Amylase-pH， temperature， enzyme concentration， 
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impurit泊， and physicaI stimulations-were studied. 
The crystal1izable pH ranges of Take ・g・Amylase
as 5alt form were pH 5.6-6.2 at 3-40C. pH 5.0-6.4 :1t 

200C， and pH 4.8-7.4 by 5haking at 20oC. 
Crysta11ization in acetate buffer of pH 3.6-4.4 at 200C 
resulted in a formation of new type of cry~tal. 

It was probably assumed to be isoelectric precipitate. 
Ash analysis also supported this assumption. 

Casein， hydrolysed to FormolN/TotalN=0.146. had 
a inhibitory action of only 1/20-1/10 of orignial 
casein (Formol N/Total N= 0.03) against crystal for-

mation ofTaka-o:・.Amylase.

This action of casein hydrolysat巴(FormolN/Total 
N = 0.592) was below 1/50 of the original casein. 




