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研究成果の概要（和文）：プロテアーゼ消化による二枚貝類コラーゲンの分解挙動の機構を解

明すべく、プロテアーゼ消化前のホタテガイ外套膜コラーゲンを構成する主要α鎖２種（ａ鎖

およびｂ鎖と命名）を単離し、それらの性状解析を行った。さらに、ペプシン消化後得られた

可溶化コラーゲンが弱塩基性 pHにて溶解しやすいという特異な pH溶解特性を見出し、それに

基づいて主要コラーゲン分子種を未変性条件下で精製することに成功した。今後、プロテアー

ゼ消化時の各主要α鎖の挙動を追跡して、特異分解挙動の主体となるα鎖を同定する。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of an unique degrading behavior of 
bivalve molluscan collagen by protease digestion, the major two α chains, named a and b 
chains, were isolated from the intact collagen preparation, prior to protease digestion, from 
scallop mantle, and their biochemical properties were investigated.   Moreover, 
pepsin-solubilized collagen was found to have unusual solubility for collagens, showing 
high solubility around weak-basic pH.   Based on this solubility, the major molecular 
species of collagen was successfully purified from pepsin-solubilized collagen preparation.   
It is necessary to identify the critical α component for the unique degrading behavior by 
chasing the behavior of each major α component on protease digestion. 
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１．研究開始当初の背景 
コラーゲンは、主に骨や皮膚など「結合組

織」といわれる部位に分布する構造タンパク

質の一種である。従来、ウシやブタなど哺乳

類に由来するコラーゲンが食品、化粧品や医

薬品などの原料として利用されてきたが、国

内における狂牛病の発生以来、コラーゲンの

起源として水産動物が注目され、既に多くの
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水産動物由来のコラーゲンが製品化されて

いる。魚類のコラーゲンは一般に溶けやすい

ため容易に抽出されるが、無脊椎動物のコラ

ーゲンは魚類のそれに比べ溶けにくい。従っ

てコラーゲンを抽出するためにはペプシン

などのプロテアーゼを用いて限定的な分解

を行う必要があるが、二枚貝類のコラーゲン

をペプシン消化した際に、動物種により程度

の差が見られるものの他のグループとは著

しく異なる分解挙動を示すことから本研究

を着想した。コラーゲン分子は、３つのドメ

イン（N-テロペプチド、三重らせん領域、お

よび C-テロペプチド）から成る。プロテアー

ゼ消化では基本的には上記２つのテロペプ

チドが分解を受けるが、三重らせん領域は一

般にプロテアーゼに対する抵抗性を持つた

め分解されない。N-テロペプチド中にはコラ

ーゲンの不溶性の原因となる分子間架橋結

合が存在し、N-テロペプチドの分解と同時に

それらの分子間架橋結合も遊離されるため

コラーゲンの溶解が起こる。ところが、二枚

貝類のコラーゲンをペプシン消化すると、電

気泳動上で特定のα鎖バンドの相対量が特

異的に減少すること（以下、「特異的減少」

とする）が観察される。この「特異的減少」

は、当該α鎖の三重らせん領域が分解されて

いるために起きるものと予想される。「特異

的減少」によりコラーゲン本来の性質が変化

している可能性があるため、現在二枚貝類の

コラーゲン抽出の障害の一つとなっている

と同時に極めて興味深い現象でもある。 
この「特異的減少」に関連するこれまでの

研究において、マガキ外套膜のコラーゲンで

「特異的減少」の程度が比較的小さいことを

突き止め、マガキ外套膜より調製したペプシ

ン可溶化コラーゲン（以下、PSC とする）よ

り三重らせん構造を保持した 2種のサブユニ

ット（α1 鎖およびα2 鎖と命名）を単離し、

主要コラーゲンのサブユニット組成を決定

することに成功した。塩酸グアニジンを含む

中性緩衝液で抽出することにより、塩酸グア

ニジン可溶性コラーゲン（以下、GSC とする）

つまり、ペプシン消化を受けていない生来の

一次構造を保持したコラーゲンが得られる

が、ホタテガイ外套膜について「解繊」（2-
メルカプトエタノール、EDTA および NaCl
を含む中性緩衝液による処理）によって GSC
の収率を上昇させることに成功した。また、

二枚貝類コラーゲンα鎖の N 末端が他種動

物のコラーゲンに多く見られる pGlu-（ピロ

グルタミン酸）ではなく、Asp-Glu-という特

異な配列をとっている場合が多いことなど、

極めて興味深い諸事実を発見した。さらに、

ホタテガイ外套膜については、その GSC が

電気泳動上で少なくとも４種類のα鎖バン

ドを示すが、観察される各バンド上に移動度

の等しい 2つ以上の成分が重なっている可能

性があるため、「特異的減少」がどの成分の

減少によるのか明確でない。このように、二

枚貝類コラーゲンの特性に関してはやや状

況が複雑化しつつも、極めて興味深い展開を

見せている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述した「特異的減少」の程

度が比較的小さいホタテガイやその程度が

大きいアコヤガイなどを実験材料とし、【1】
GSC を構成するα鎖をクロマトグラフィー

を主体とする生化学的手法により単離し、【2】
ペプチドマッピングやアミノ酸分析などの

生化学的分析手法を用いてこれらの性状の

違いを明らかにする。さらに、【3】二枚貝類

のペプシン可溶化コラーゲン（以下、PSC と

する）より未変性の各コラーゲン分子種を単

離し、各α鎖がいかなる組み合わせでコラー

ゲン分子を構成しているのかを解明する。上

記の【1】～【3】の結果を総合し、具体的に

どのα鎖の三重らせん領域がペプシンによ

る分解を受けるのかを明らかにすることを

目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）実験材料 

 ホタテガイを生きた状態で購入し、直ちに

外套膜を採取した。採取した試料はミンサー

を用いて破砕し、-30℃で凍結保存した。必

要に応じて氷上で解凍し、実験に用いた。 

（２）各種コラーゲンの調製 

①アルカリ抽出 

 外套膜約 200ｇに約 2 倍量の 0.1M 水酸化

ナトリウム水溶液を加えてホモジナイズし

た。懸濁液を 10,000×g、20 分間遠心分離に

かけ、沈殿を回収した。この操作を 2回繰り

返した。得られた沈殿に蒸留水を加え、撹拌

し、懸濁液を 10,000×g、20 分間遠心分離を

行い、沈殿を回収した。この操作を 3回繰り

返した。最終的に得られた沈殿画分をアルカ

リ抽出残渣（RS-AL）とした。 

②塩酸グアニジン可溶性コラーゲン 

得られた RS-AL を 4 M 塩酸グアニジンを

含む 0.05 M Tris-HCl 緩衝液（pH7.5）で一

昼夜撹拌抽出した後、10,000×g、20 分間遠

心分離した。得られた上清を回収し、蒸留水

で透析した後、2 M 塩化ナトリウムを含む 0.5 

M 酢酸により塩析した。その後、10,000×g、

20 分間の遠心分離により沈殿を回収した。こ



れを蒸留水で透析後、GSC とした。 

③ペプシン可溶化コラーゲン 

 上記①で得られた RS-ALを 0.5 M 酢酸溶液

に懸濁し、その懸濁物をコラーゲン重量に対

して 1/20量のペプシンとともに 48時間撹拌

した。10,000×g、20 分間の遠心分離により

得られた上清を 0.02 M リン酸水素二ナトリ

ウムに対して一昼夜透析した。これを蒸留水

で透析後、凍結乾燥して PSC とした。 

 

（３）変性条件下における GSC のクロマト

グラフィー 

調製した GSC 約 50 mg を 4 M 尿素を含む

0.02 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.8）、ま

たは 0.02 M リン酸ナトリウム緩衝液（pH6.8）

にそれぞれ懸濁した。その後、60℃で 10 分

間加熱し、変性させ、10,000×g、20 分間遠

心分離を行った。得られた上清を回収し、試

料とした。 

前処理・洗浄を行ったホスホセルロースを

カラムに充填した。カラムサイズは直径 1.6 

cm×高さ 10 cmとし、温度は 42℃に保持した。

樹脂は開始緩衝液（0.02 M 酢酸ナトリウム

緩衝液（pH4.8）または 0.02 M リン酸ナトリ

ウム緩衝液（pH6.8）を流速 1.0 ml/min で 1

時間流すことにより平衡化した。試料の添加

後、開始緩衝液で非吸着物質を洗浄し、NaCl

の直線グラジェント（0－0.6Ｍ）により吸着

物質を溶出し、紫外可視検出器（UV-9000、

東京理化）を用い、波長 230 nm で吸光値を

測定した。溶出液は 1 画分あたり 3 ml ずつ

回収した。直線グラジェント終了後は NaCl

の濃度を 1.0 Mに上げた。非吸着ピーク画分、

吸着ピーク画分およびピーク周辺画分を

SDS-PAGE に供した。 

（４）未変性 PSC の溶解条件の検討 

①尿素非存在下における溶解性 

 様々な pHにおける PSC の溶解性の差異を

検討するためにホタテガイ外套膜 PSC 溶液

ならびに比較対象としてソデイカ皮 PSC の

溶液（どちらも濃度 1mg/ml）を用いて実験

を行った。試料を 5 mM 酢酸に透析した後、

それぞれの pH の緩衝液 [塩化カリウム塩酸

緩衝液（pH2.0）、塩化カリウムナトリウム緩

衝液（pH13.0）、クエン酸ナトリウム緩衝液

（pH3.0）、酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.5、

5.0）、リン酸ナトリウム緩衝液（pH6.8、7.4、

12.0）、トリス塩酸緩衝液（pH8.8）、ホウ酸

ナトリウム緩衝（pH10.0）] と 1:1 で混合し、

2 時間静置した。これを 10,000 g で 20 分間

遠心分離した。上清について pH 測定し、そ

の値を到達 pH（緩衝液と試料を混合した結

果到達した pH）とした。さらに上清の一部

をコラーゲン濃度の測定に供した。また上清

と沈殿について SDS-PAGE を行った。 

②尿素存在下における溶解性 

尿素存在下における溶解性を検討するた

めに、ホタテガイ PSC を 2 M 尿素を含む、

0.05 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.8）、0.05 

M リン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.8）または

0.05 M Tris-HCl緩衝液（pH 8.8）にそれぞ

れ一昼夜透析した。その後、透析物を 10,000

×g、20 分間遠心分離した。得られた上清お

よび沈殿をそれぞれ回収し、SDS-PAGE に供

した。 

（５）未変性条件下における PSC のクロマ

トグラフィー 

 PSC を 2 M 尿素を含む 0.05 M リン酸ナト

リウム緩衝液（pH6.8）、0.05 M ビストリス

塩酸緩衝液（pH6.8）または 0.05 M トリス

塩酸緩衝液（pH8.8）にそれぞれ数日間透析

した。その後、透析物を 10,000×g で 20 分

間遠心分離した。得られた上清を回収し、試

料とした。 
 洗浄を行ったジエチルアミノエチル

（DEAE）セルロース（Whatman DE52）を

カラムに充填した。カラムサイズは直径 2.5 
cm、高さ 5 cm とし、温度は 4℃に保持した。

開始緩衝液 [0.05 M リン酸ナトリウム緩衝

液（pH6.8）または 0.05 M トリス塩酸緩衝

液（pH8.8）] を流速 1.0 ml/min で 1 時間流

すことで樹脂を平衡化した。試料は流速 1.0 
ml/min にてカラムに供した。開始緩衝液に

て非吸着物質を洗浄後、塩化ナトリウムの直

線グラジェント（0－0.6Ｍ）により吸着物質

を溶出し、US-VIS detector UV-900（東京理

化）を用い、波長 230 nm で吸光値を測定し

た。溶出液は 1 画分あたり 3 ml ずつ回収し

た。直線グラジェント終了後は塩化ナトリウ

ムの濃度を 1.0M に上げた。非吸着ピーク画

分、吸着ピーク周辺画分を SDS-PAGE に供

した。またピーク周辺の画分を回収し、蒸留

水に対して透析した後、2 M 塩化ナトリウム

を含む 0.5 M 酢酸により塩析した。その後、

10,000×g で 20 分間遠心分離を行い、沈殿

を回収し、蒸留水で透析し、凍結乾燥した。 
 
４．研究成果 
（１）GSC を構成するα鎖の特性 
①各構成α鎖の単離 

 GSC を pH4.8、6.8 および 8.8 の条件下で

ホスホセルロースクロマトグラフィーに供

した結果を図１～３に示す。変性条件下での

クロマトグラフィーによって GSC を構成す

るα鎖（SDS-PAGE での移動度が小さいほう

から a、b、c および d 鎖）の分離を試みたと



ころ、pH4.8 においては、吸着画分の第 1 ピ

ークにて a 鎖が溶出し、第２ピークの前半部

分に c およびｄ鎖が、後半部分にｂ鎖および

β成分が溶出した（図１）。本クロマトグラ

フィーにより a鎖をほぼ単離できたと判断し

た。pH6.8 においては非吸着画分に a、ｃお

よびｄ鎖ならびにβ成分が回収され、ｂ鎖の

みが吸着画分として単離された（図２）。た

だし、c および d 鎖については、クロマトグ

ラフィーにおける溶出挙動が類似していた

ため、相互分離には至らなかった。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②各構成α鎖のアミノ酸組成 

GSC および単離されたα鎖のアミノ酸組

成を表１に示す（ただし、主要な 10 種のア

ミノ酸に限定した）。いずれもグリシンが全

体の約３割を占め、ヒドロキシプロリンおよ

びヒドロキシリジンが含まれるなどコラー

ゲンの特徴を示していた。また、脊椎動物Ⅰ

型コラーゲンに比べ、アラニンに乏しく（50
残基程度）ヒドロキシリジンに富む（12 残基

程度）など脊椎動物Ⅴ型コラーゲンの組成と

類似していた。GSC を構成するα鎖の一つで

あるｂ鎖においてはその傾向がより強く表

れていた（アラニン: 46.67 残基、ヒドロキシ

リジン: 28.06）。また、a 鎖、c および d鎖（混

合物）についても類似した傾向が見られたこ

とから、いずれもコラーゲン性であることが

確認された。 

 

 

 

 
 
 
（２）PSC の pH 溶解特性 

①尿素非存在下における溶解特性 

未変性条件下においてコラーゲンをクロ

マトグラフィー的に精製する場合には、通常

溶解性を向上させる目的で移動相に 2～4Ｍ
程度の濃度となるように尿素を添加するが、

ここではまず尿素非存在下における本来の

コラーゲンの溶解性について調べた。表２は

ホタテガイおよびソデイカそれぞれの場合

について各実験区（1～10）の到達 pH を示

し、図３は各実験区における到達 pH と溶解

度の関係を示す。ソデイカ皮膚 PSC、ホタテ

ガイ外套膜 PSC 共に pH2 付近において最も

高い溶解性（それぞれ 97%、47％）を示した。

また、ホタテガイ外套膜 PSC においては、

pH8 付近で再び 30％以上の高い溶解性を示

した。また、図４に示す電気泳動の結果はこ

れらの特性をよく反映するものであった。実

図 1 変性条件下における GSC のホスホセル

ロースカラムクロマトグラフィー（pH4.8） 

図２ 変性条件下における GSC のホスホセル

ロースカラムクロマトグラフィー（pH6.8） 

表 1 GSC およびその構成α鎖のアミノ酸

組成（残基／1,000 残基） 

表２ 各実験区における到達 pH 



験区 7（緩衝液の pH が 8.8）から塩基性の

pH における電気泳動像を見ると、ホタテガ

イ PSC においては不溶性画分だけでなく可

溶性画分にもバンドが観察される。実験区 10
（緩衝液の pH が 13）においては、ホタテガ

イ可溶性画分はバンド示さなかった。これは

強アルカリ条件によるコラーゲンの加水分

解が起こったためと推定される。以上の結果

から、ホタテガイ PSC は酸性領域だけでな

く弱塩基性～塩基性領域においても高い溶

解性を示すことが判明した。 
 

 

 

 

②尿素存在下における溶解特性 

PSC を pH4.8、6.8 および 8.8 に調整した

3 種類の緩衝液に透析し、得られた可溶性画

分 、 不 溶 性 画 分 お よ び 元 の PSC を

SDS-PAGE に供した結果を図５に示す。

pH4.8 の条件では可溶性画分にはほとんど

コラーゲン性のバンドは示されなかった。し

かし pH6.8および 8.8の条件ではα1および

α2 鎖の位置に顕著なバンドが見られた。ま

た pH4.8 の条件では多くの沈殿が回収され

たが、pH の上昇に伴って沈殿の量的割合の

減少が観察された。これら結果より尿素存在

下においてホタテガイ PSC は中性から弱塩

基性の pH 領域で高い溶解性を示すことが分

かった。 

2M 尿素存在下におけるホタテガイ PSC の

pH 溶解特性をさらに精査した結果、尿素は酸

性や塩基性領域ではほとんど溶解促進効果

を示さなかったが、弱塩基性領域（pH8～10）

においては尿素非存在下に比べ高い溶解度

を示した。このように尿素による溶解促進効

果は対象となるコラーゲンによっては限定

された pH 領域で顕著に現れることが示唆さ

れた（データ示さず）。 

（３）PSC に含まれる主要コラーゲンの精製
と性状 

 PSC をトリス塩酸緩衝液（pH8.8）に透析

し、未変性条件下における DEAE セルロース

クロマトグラフィーにより主要コラーゲン

の精製を試みた（図６）。非吸着画分におけ

図６ 未変性条件下における PSC の

DEAE セルロースカラムクロマトグラフ

ィー（pH8.8） 

図３ コラーゲンの溶解性に及ぼす pHの影響 

図４ 各 pHにおける可溶性および不溶性画分

の SDS-PAGE 像．M：分子量マーカー、1, 2：
ホタテガイ、3, 4：ソデイカ、1, 3：可溶性画

分、2, 4：不溶性画分． 

図５ 尿素存在下における可溶性画分と

不溶性画分の SDS-PAGE 像．M：分子量

マーカー、P：PSC、1：pH4.8、2：pH6.8、
3：pH8.8． 



る 1 本のピークと吸着画分における 1 本のピ

ークとして溶出した。吸着画分におけるいく

つかの画分を SDS-PAGE にかけたところ、

それらのパターンは互いに類似し、β鎖、α１
およびα２鎖のバンドが確認された。また、

これらはほぼ PSC のパターンにも一致した。

本条件（Tris-HCl, pH8.8）の他、pH6.8（リ

ン酸ナトリウム）においても DEAE セルロー

スクロマトグラフィーを行ったが、類似した

結果を得ている（データ示さず）。さらに、

上記２条件における吸着ピーク画分をアミ

ノ酸分析に供したところ、それらはいずれも

1,000 残基あたりグリシンを約 330 残基、ハ

イドロキシプロリンを約 80 残基含むなどコ

ラーゲンに特徴的な組成を示し、さらにそれ

らの組成は互いにほぼ一致していた。 
 
（４）考察および今後の展望 
本研究では、ホタテガイ外套膜より人為的

なプロテアーゼ処理を受けていないインタ
クトなコラーゲン（塩酸グアニジン可溶性コ
ラーゲン、GSC）を調製し、それを構成する
α鎖 2種（ａ鎖およびｂ鎖と命名）の単離に
成功した。さらに、ペプシン可溶化コラーゲ
ン（PSC）に関しては、弱塩基性 pH 領域に
おいて高い溶解性をもつという、コラーゲン
としては極めて特異な溶解特性を見出し、こ
れを利用してペプシン可溶化コラーゲンに
含まれる主要コラーゲン分子種の精製に成
功した。通常コラーゲンは中性～弱塩基性
pH 領域に等電点を有するものが多いため本
領域ではほとんど溶解性を持たない。また、
この溶解特性がプロテアーゼ消化によって
新たに生み出されたものであるという可能
性も否定できない。従って今回ホタテガイ
PSC において見いだされた溶解特性は比較
生化学的に興味深い性質といえるだろう。本
研究ではプロテアーゼ消化による「特異的減
少」が、どのα鎖の分解によって引き起こさ
れるのかを明らかにするには至っていない
が、電気泳動上の易動度から判断すると、泳
動位置が非常に接近しているａ鎖またはｂ
鎖のどちらかの分解によるものと推察され
る。従って、今回ａ鎖およびｂ鎖の精製条件
が確立されたことにより、これらの分解挙動
を明らかにするための基盤が整ったことと
なる。今後は主に免疫化学的手法を用いて、
これらのα鎖の分解挙動を追跡することに
よって「特異的減少」の機構解明を行うとと
もに、ホタテガイ PSC で見られた特異な溶
解特性が二枚貝類全般において普遍的であ
るか否か、さらにはどのような機構でこの性
質が発現するのかについてもプロテアーゼ
消化との関連をも考慮に入れながら検討し
ていきたい。 
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