
緒 言

α-glucosidase（α-D-glucoside glucohydrolase
 

EC 3.2.1.20）は，α-グルコシド結合をもつ基質の

非還元末端からα-D-glucoseを遊離する典型的な

exo-typeの酵素で，微生物，植物および動物に広く

存在し，比較的低分子の基質のみに作用するものか

ら，さらには soluble starchや glycogenのような高

分子の基質にも作用するものまで，酵素の起源によ

りその基質特異性は多様である。

これらのα-glucosidaseのうち動植物起源の酵

素は，多糖類水解作用をも示し soluble starchや

glycogenのようなα-グルカンを水解することが知

られている。Millerら がウシ血液の trans-α-

glucosidaseが，maltoseのみならず soluble starch

や glycogenから直接 glucoseを生成することを報

告したのをはじめとして，哺乳動物起源のα-

glucosidaseに関する報告は多数ある。小腸のα-

glucosidaseについては，現在までのところ小腸上

皮細胞の微絨毛膜にmaltase，sucrase，isomaltase，

lactaseおよび trehalaseと呼称される５種類の二

糖類水解酵素が膜消化酵素として alkaline phos-

phatase，dipeptidase，lipase，cholesterolester水

解酵素とともに存在する ことが知られ，その

生理的役割についても明らかにされてきてい

る 。

小腸酵素のタンパク質化学的な研究は，Dahlqvist

がブタ小腸より sucrase，maltaseの可溶化 ，

maltaseと isomaltaseの可溶化 に初めて成功し

て以来飛躍的に進み，sucraseと isomaltaseが複合

体（S-I complex）を形成していることがラット

ウサギ などで報告された。またラット ，ヒ

ト の glucoamylaseやラット ，ウサギ ，

ブタ などのmaltase-glucoamylase複合体（M-

G complex）についても報告されており，これらの

酵素あるいはその複合体は消化のみならず，吸収に

も関係するのではないかと考えられている が，そ

の詳細についてはまだよくわかっていない。また，

酵素そのものの性質についても不明な点が多く，そ

の名称の妥当性についても疑問が持たれている。

本研究では，これらの疑問点を解明することを目

的として，より詳細に反応機構を解析するために活

性発現に直接関与する活性解離基について検討を

行った。

材料および方法

１．ラット小腸

ラット小腸は，北海道大学農学部食品栄養学講座

より恵与された新鮮なラット小腸を冷凍保存

（－40℃）しておいたものを解凍して使用した。

２．試薬

glucose，maltose，soluble starch（和光純薬工業

株式会社）は市販の特級試薬を用いた。なお，水分

含有率は５％とした。ATP，NADH，ジチオスレイ

トール（DTT），hexokinase，glucose-6-phosphate
 

dehydrogenase（シグマアルドリッチ株式会社）は分

析用特級試薬を用いた。その他明記しない試薬につ

いても市販の特級試薬を用いた。

Sephadex G-200，DEAE-Sepharose CL-6B（ア

マシャムファルマシアバイオテク株式会社）

Toyopearl HW-55F，Toyopearl HW-65F（東ソー

株式会社）は常法に従い膨潤，カラム充塡および所

定の緩衝液による平衡化を行って使用した。
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３．酵素活性の測定および酵素の単位

酵素活性は，基質より遊離する glucoseを，

Glucose-AR 発色剤（和光純薬工業株式会社）を用

いて酵素法 で測定した。基質としてmaltoseを用

いた時をmaltase活性とし，maltase l unitとは，

以下の標準反応条件において１分間に１μmoleの

maltoseを加水分解する酵素量と定めた。なお，比活

性の表示はタンパク質１mgあたりの unit数で表し

た。

標準反応液は，0.5％maltose200μl，酵素溶液100

μl，0.1M リン酸カリウム緩衝液（pH6.7）200μlの

500μlとし，これを37℃で５分間反応させた。反応

停止には，２M Tris-HCl緩衝液（pH7.0）１mlを

用いた。続いて所定の緩衝液（0.2％フェノール，

0.08％ 4-アミノアンチピリンを含む0.1M Tris-

HCl緩衝液（pH7.0））に0.24％になるように溶解

した Glucose-AR 発色剤200μlを加え37℃で１

時間発色させたのち505nmの吸光度を測定し，標

準曲線から遊離 glucoseを定量した。

pK 値測定の実験では，maltoseを基質とした場

合，基質終濃度168μM とし各 pHの Britton-

Robinson緩衝液（40mM リン酸，40mM 酢酸，40

mM ホウ酸－0.2M NaOH）中で５分間反応させ，

100℃で３分間煮沸し，反応を停止させた。室温に戻

したのち，1.25mM MgCl，375μM ATP，37.5μM
 

NADP，0.625mM DTTを含む62.5mM Tris-HCl

緩衝液を２ml加え，その後，５μg hexokinase，0.1

U glucose-6-phosphate dehydrogenaseを含む酵

素溶液20μlを加えてNADPH生成反応を開始し，

40分室温に放置し反応を完結させた。生成した

NADPHは，励起波長を340nmとして，460nmに

おける蛍光から測定し，標準曲線から遊離 glucose

量を測定した。

Soluble starchを基質とした場合は，迅速スミス

分解法 によって非還元末端グルコース濃度を測

定して得られた値，すなわち１％（w/v）あたり1.42

mM として基質終濃度を100μM に調整して

maltoseと同様に測定した。

４．タンパク質量の測定

各精製標品については，比吸光係数（E
1％
1cm）を15.9

として280nmの吸光度より求めた。また精製過程

では，比吸光係数を10と仮定して算出した。ただし，

Sephadex G-200カラム溶出画分については

Lowry法 により，牛血清アルブミンを標準タンパ

ク質としてタンパク質量を求めた。

５．ディスク電気泳動法

ポリアクリルアミドゲル電気泳動は Reisfeldら

の方法 に従い pH8.3のβ-アラニン-酢酸緩衝液

系で，カラム（0.5φ×７cm）１本あたり３mAの定

電流で行った。ゲル濃度は5.0％とし，試料50～100

μl（10～50μgタンパク質）をグリセロール100μlと

混合し，マーカーとして BPBを上層の泳動用緩衝

液に適宣添加した。タンパク質の染色はクマシーブ

リリアントブルーＧ-250を用いて行い，７％酢酸中

で脱色した。

６．ラット小腸α-glucosidaseの精製

凍結保存しておいたラット小腸（60匹分）から空

腸部分を切り出し，反転して粘膜を擦取した。この

粘膜（100ml）を４倍量の５mM EDTAを含む0.1

M リン酸カリウム緩衝液中でホモジナイズし，遠心

分離（15,000×g，１時間）して沈殿を回収した。得

られた沈殿を１％Triton X-100を含む200mlの同

緩衝液にけん濁して，０℃で１時間ゆるやかに撹拌

しながら可溶化を行った。この可溶化液を超遠心分

離（110,000×g，１時間）して得られた上清を crude
 

extract（1,497mg，1,016units）とした。２倍量の

冷アセトン処理によりタンパクを沈澱させたのち遠

心分離（8,000×g，20分間）を行ってタンパクを回

収し，再度0.1％Triton X-100を含む同緩衝液に溶

解した。その後，Sephadex G-200カラム，DEAE-

Sepharose CL-6Bカラム，Toyopearl HW-55Fカ

ラム，Toyopearl HW-65Fカラムの各クロマトグラ

フィーにより本酵素を精製し（Table1），ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動により単一なバンドである事

を確認した。

７．反応速度論的解析

⑴ pK の測定

pK（遊離の酵素における活性解離基の pK）の測

定は以下のようにして行った。すなわち pK 値は

V/K の pH依存性から Dixon plotによって求め

られる が，Michealis-Mentenの速度式

v＝
V･s
 

K ＋s

はK ≫sが成り立つ時

v＝
V
 
K

s

となる。従って，測定する pHでK ≫sが成立す

る一定の低基質濃度下においては，vはV/K に比

例することから vの pH依存性から pK を求める

ことができる。実際には，pK（酸性側 pK）と pK
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（アルカリ性側 pK）の差が３pH単位以上の場合，

最大活性の1/2を示す pHをそれぞれ pK および

pK とみなすことができる。

⑵ 解離熱（ΔH）の算出

遊離の酵素における活性解離基の解離熱は pK

の温度変化から van’t Hoffの式

d ln K
d(1/ )

＝
－ΔH

すなわち

ΔH＝2.3R 
d(pK )
d(1/ )

を用いて求められる。ここで は気体定数， は

絶対温度である。従って，異なる温度で pK 値を測

定し，温度に対して pK 値をプロットして得られた

直線の傾きから解離熱を算出できる。

⑶ 解離に伴う荷電の変化の型式

活性解離基の pK 値は溶媒の誘電率の影響を受

ける場合がある。すなわちカルボキシル基のように，

解離に際して新たに正負のイオンを生じる型では，

アミノ基のように荷電の符号の変化のない型に比べ

て，溶媒の誘電率の影響を受け易く，低い誘電率の

溶媒中で pK が増加する（解離が抑制される）こと

が期待される。

－COOH↔－COO ＋H (０↔±)

－NH ↔－NH ＋H (＋↔＋)

従って，適当な有機溶媒を加えて誘電率を低くし

た場合の pK 値のずれを測定することで活性解離

基の解離に伴う荷電の変化の型が推定できる。

結果および考察

１．pK値の測定

pK（遊離の酵素における活性解離基の pK）値

は，低濃度基質を用いた反応系 で pH－速度曲線

により求めた。酵素溶液0.1ml（maltoseに対して

0.054μg，soluble starchに対して0.053μg），

Buritton-Robinson緩 衝 液 0.2ml，0.42mM

 

maltoseあるいは0.25mM soluble starch 0.2ml

の計0.5mlを37℃で反応させた。その結果を Fig.1

に示す。酸性側の活性解離基１は，maltoseが基質の

場合，pK ＝4.52，soluble starchが基質の場合，

pK ＝4.58であった。アルカリ側の解離基２の pK

は，maltoseが基質の場合，pK ＝8.19，soluble
 

starchが基質の場合，pK ＝7.92であった。活性解

離基の pK は，遊離の状態と基質が結合した状態と

では異なることが知られており，基質の違いにより

基質結合下での pK（pK ）も差が生じる。しかし，

遊離の酵素の pK は基質の種類にかかわらず一定

であることが期待され，今回の結果もmaltoseと

soluble starchでほぼ同一の値となった。広範なタ

ンパク質，ペプチドの解離基について得られる標準

pK 値 （Table2）との比較から，解離基１はカル

ボキシル基（pK＝3.0～4.7）と推定された。解離基

２については，アミノ基（pK＝7.6～10.6），イミダ

ゾール基（pK＝5.6～7.0）またはスルフヒドリル基

（pK＝7.5～10.3）のいずれかと考えられた。

２．解離熱の算出

解離基１と解離基２をさらに詳細に判定するため

に，解離熱を算出した。上記と同様な方法で20℃，

25℃，30℃，40℃，45℃の各温度における pK 値を

測定し，maltoseおよび soluble starchを基質とし

て得られた pK 値の温度依存性を Fig.2に示した。

van’t Hoffの式 を用いて解離熱（ΔH）を算出し

たところ，maltoseを基質とした場合，解離基１は

ΔH＝－2.1kcal/mol，解離基２はΔH＝3.7kcal/

molであった。soluble starchを基質とした場合，解

離基１はΔH＝－2.0kcal/mol，解離基２はΔH＝

5.4kcal/molであった。各解離基の標準ΔH 値の

中には今回の結果と完全に一致するものは見いださ

れなかったが，これらの標準ΔH 値はアミノ酸単独

での値であり，タンパク質中では変化し得ることが

多くの酵素で確認されている。今回の結果について

ラット小腸α-glucosidaseの活性解離基

Table 1. Purification procedure for rat intestinalα-glucosidase.

Procedure  Total Protein

(mg)

Total activity
 

for maltose

(unit)

Specific
 

activity

(U/mg)

Purification

(-fold)

Recovery

(%)

Crude extract 1,497 1,016 0.68 1 100

Sephadex G-200 260.7 725 2.8 4.1 71.4

DEAE-Sepharose
 
CL-6B

38.8 700 18.0 26.5 68.9

Toyopearl HW-55F 15.4 563 34.8 51.2 55.4

Toyopearl HW-65F 8.2 447 54.5 80.1 44.0

a)E
1％
1cm at 280 nm was 10,b)E

1％
1cm at 280 nm was 15.9.
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も可能なものとして解離基１はカルボキシル基（標

準ΔH＝－1.5～1.5kcal/mol），解離基２はイミダ

ゾール基（標準ΔH＝6.9～7.5kcal/mol）またはス

ルフヒドリル基（標準ΔH＝6～7kcal/mol）のいず

れかと考えられる。

３．メタノール添加の影響

推定した解離基を明確にするため，メタノールを

添加し，pH－速度曲線に対する誘電率低下の影響を

調べた。反応液組成は，pK 測定の場合に準じ，終

濃度30％になるようにメタノールを加えた。

maltoseを基質とした場合，解離基１の pK 値はア

ルカリ側へ移行し，解離基２の pK 値は，メタノー

ル無添加の場合と同一であった（Fig.3）。また，sol-

uble starchでもmaltoseの場合と同様に解離基１

の pK 値は，アルカリ側へ移行し，解離基２では

まったく変化しなかった。スルフヒドリル基のよう

に解離に伴い新たに正，負の電荷を生じる場合（－

SH→－S ＋H ），誘電率の変化の影響を受けやす

いが，イミダゾール基のように解離の前後で電荷の

変化がない場合（＋→＋）には，誘電率の変化の影

響を受けにくいことから，解離基２はイミダゾール

Fig.1. Effect of pH on hydrolyses of maltose(A)and soluble starch(B)by rat intestinalα-

glucosidase.

A reaction mixture containing 0.1 ml of enzyme solution (5.4×10 μg of protein for
 

maltose,5.3×10 μg of protein for soluble starch),0.2ml of Britton Robinson buffer,

0.2ml of 0.42mM maltose or 0.25mM soluble starch was incubated at 37℃.

Table 2. pK values and heat of ionization (ΔH)of some groups present in proteins.

Group  pK(25℃) ΔH(kcal/mol)

Carboxyl α 3.0～ 3.2 ⎫
⎬
⎭
±1.5

β,γ 3.0～ 4.7

α 7.6～ 8.4
Ammonium

⎫
⎬
⎭
10～13

ε 9.4～10.6

Sulfhydryl 7.5～10.3 6～7

Phenolic hydroxyl 9.1～10.8 6

Imidazorium 5.6～ 7.0 6.9～7.5

Guanidinium 11.6～12.6 12～13
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基であることが推定された。これらの結果を Table

3にまとめて示した。

以上の結果より，maltoseあるいは soluble
 

starchのいずれを基質としても解離基１は，カルボ

キシル基，解離基２はイミダゾール基であると結論

づけた。ラット小腸α-glucosidase以外でも中性域

に至適 pHを有するα-glucosidaseにおいて同様の

活性解離基が報告 されており，本酵素も典型的

な中性α-glucosidaseの１つであることが確認さ

れた。

要 約

ラット小腸粘膜より TritonX-100による可溶化

および各種カラムクロマトグラフィー操作により

α-glucosidaseを精製し，活性発現に直接関与する

活性解離基を推定した。

pK 値（酸性側 pK およびアルカリ側 pK ）はそ

れぞれmaltoseを基質とした場合，4.52および

8.19であった。また同様に soluble starchを基質と

した場合では4.58および7.92であった。解離熱

（ΔH およびΔH ）はそれぞれmaltoseを基質とし

た場合－2.1kcal/molおよび3.7kcal/molであっ

Fig.2. Temperature dependence of pK and pK on hydrolyses of maltose(A)and soluble starch (B)by
 

rat intestinalα-glucosidase.
○,pK ;●,pK

Fig.3. Effect of methanol on hydrolyses of maltose(A)and soluble starch(B)by rat intestinalα-

glucosidase.

A reaction mixture containing 0.05 ml of enzyme solution (1.4×10 mg of protein for
 

maltose,6.7×10 mg of protein for soluble starch),0.2 ml of Britton Robinson buffer,0.1ml
 

of 0.85mM maltose or 0.5mM soluble starch and 0.15ml of methanol was incubated at 37℃.
○,methanol 0%;●,methanol 30%.
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た。また soluble starchを基質とした場合では－2.0

kcal/molおよび5.4kcal/molであった。メタノー

ル添加によりmaltoseまたは soluble starchのい

ずれを基質とした場合でも解離基１の pK 値はア

ルカリ側へシフトしたが解離基２の pK 値は変化

しなかった。以上の pK 値，解離熱，メタノール添

加の影響を総合的に判断して，解離基１はカルボキ

シル基，解離基２はイミダゾール基であると推定し

た。
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Summary
 

Essential ionizable groups of rat intestinalα-glucosidase were identified by using kinetic methods,after
 

the enzyme was purified by solubilization with Triton X-100,and by column chromatography. The pK

values for maltose or soluble starch as a substrate were as follows:4.52(pK ,acidic side)and 8.19 (pK ,

alkaline side)for maltose,and 4.58(pK )and 7.92(pK )for soluble starch,respectively. The values of heat
 

of ionization(ΔH ,kcal/mol)for maltose or soluble starch as a substrate were as follows:－2.1(ΔH ,acidic
 

side)and 3.7(ΔH ,alkaline side)for maltose,and－2.0(ΔH )and 5.4(ΔH )for soluble starch,respectively.

In either substrate used,the pK values were increased by adding methanol,although the pK values were
 

not affected. Consequently,essential ionizable groups were identified as the carboxyl group for the acidic
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side and the imidazolium group for the alkaline side.
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