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要旨

順相分配クロマトグラフィーによるニワトリ I型コラーゲンの

α1鎖とα2鎖の分離精製

園井沙織 1， 森本康ーリ

25 

I型コラーゲンは動物の結合組織を構成する主なタンパク質で，細胞の物理的保持や機能発現に関与す

る.その分子構造は二本の α1鎖と一本の α2鎖の計三本のポリペプチド鎖が 3本鎖らせん構造を形成し，

直鎖状分子の長さは 300nmに達する.コラーゲンが誘導する細胞生物活性の分子機構には未だ不明な点

が多く， α1鎖とα2鎖の各々の性質を調べることが重要である.しかし，それらのアミノ酸組成は類似し，

分子量はおおよそ 11万と 10万であるため，分離することは容易で、はなかった.本研究では，カルパモイ

ル基をシリカゲ、ルに結合させた順相 HPLC(TSKgel Amide-80)を用いて， ペプシン処理したニワトリ I型

コラーゲンの二種類の構成鎖を一段階で分離精製することに成功した.アセトニトリルの濃度勾配

(80-70%) で溶出させたα1鎖とα2鎖は， 5% SDSーポリアクリルアミドゲ、ノレ電気泳動で、純度を確認した

本法により，単一のα鎖のみを分離精製して各鎖の酵素分解ペプチドを調製することが容易になった.

1 .緒論

I型コラーゲンは動物の結合組織や骨組織などに豊富に存在 し，幅広い細胞の機能を制御することが知

られている(1-3) 例えば，コラーゲンの RGD配列(4)は細胞接着に， KGHR配列(5)はへパ リンとの結合に関

与する.よって，その構造異常や代謝異常は生体の恒常性の維持に大きく影響する(6) コラーゲン分子は，

アミノ酸にして約 1，000残基のα鎖 3本がそれぞれ左巻きにコイルを形成し，さらにそれらが右巻きに 3

本鎖らせん構造(コイルドコイノレ)を形成する.最も研究されている I型コラーゲンでさえ，その構成ポ

リペプチドである二種類のα鎖の意義や 3次構造は明らかではない(7) さらに数百m にも及ぶ 3本鎖らせ

ん構造の形成機構，そしてコラーゲン分子がどのように自己会合して線維会合体を形成するかも詳細は不

明である(ふ10) コラーゲンとその分解ペプチドの生体内での機能などについても未知の部分が多い.これ

までにコラーゲンを構成するこつのα鎖をタンパク質レベルで調べるため，分離精製することが試みられ

てきた(1ト16) コラーゲンを変性させると，各α鎖はゼラチンと称する分子量 10万程度のランダムコイル状

の構造(巨大ポリペプチド)となり，その溶解度は水分子との水素結合数が飛躍的に増大してコラーゲン

より高くなる.α鎖の混合物からα1鎖とα2鎖を分離することは，分子量が大きく性質が類似しているこ

とから容易で、はなかった.

I型コラーゲンのαl鎖とα2鎖のアミノ酸配列がともに UniProtKB/Swiss-Protに登録されているのは，ヒ

ト (α1: P02452，α2 : P08123)，マウス (α1:P1l087，α2 : QOI149)，ラット (α1: P02454，α2 : P02466)， 

ウシ (α1: P02453，α2 : P02465)，イヌ (α1: Q9XSJ7， α2 : 046392)，ニワトリ (α1: P02457，α2 : P02467) 

のみである(17-21) (括弧内の番号はそれぞれの accessionnumberを示す).その他に， α1鎖あるいはα2鎖の

みのアミノ酸配列が報告されている動物も数種類登録されている(22，23) これら動物種の中で組織を容易

に入手できるものはウシとニワトリであり，本研究で、はニワトリ由来のコラーゲンを用いることとした.
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遺伝子レベノレの研究により，ニワトリ (Gallusgallus domesticus) の I型コラーゲンα1鎖と α2鎖をコー

ドする遺伝子， COLIAlとCOLIA2，は第 17染色体と第 2染色体に位置し， COLIA2遺伝子は全長 50kb 

に及び， 52個のエキソンが存在することが報告された(24，25) さらに遺伝子の解読によりアミノ酸配列が決

定され，それら構成鎖の違いが明らかとなった.例えば， αl鎖とα2鎖の各構成アミノ酸数 (α1鎖:1，054 

アミノ酸， α2鎖:1，023アミノ酸)， GlyとProの組成比 (α1鎖:32.6%と22.6%，α2鎖:32.4%と 20.7%)

などである.

これまでに報告されているコラーゲ、ンα鎖の分離法は，陽イオン交換クロマトグラフィー(1ト15) と逆相ク

ロマトグラフィー(16)である.前者は移動相中で負電荷に解離するカルボ、キシメチル基やスルホプロリル基

などが基材に結合した充填剤で，溶液中で、のα鎖のイオン的性質の違いを利用して塩濃度を増加させて分

離する.α1鎖の理論等電点は 9.36と計算され，同様にα2鎖も塩基性を示すと考えられる.よって陽イオ

ン交換充填剤が吸着担体として使われている.ただし分画した溶液には塩が含まれるため，実験によって

は精製後に脱塩が必要となる.また， α2鎖の分離画分にp鎖が混在し，単離しにくいことが知られる.

一方，後者は極性をもっアセトニトリルと水との混合比を変えることにより， α鎖の溶媒に対する双極子

親和力と水素結合の違いを利用して分離する.一般には長鎖のアルキル基結合相で、ある C8 (オクチル)

や C18 (ODS) などの充填剤で，移動相には TFAを 0.1%程度添加するが塩は含まない系が汎用される.

逆相 HPLCのペプチド分離に関しては多くの報告と成書(26)があり，また近年の LC-MS解析には必須な手

法でもある(27) その他によく知られるカラム分離法として順相 HPLCがあり， 一般には糖類などの分離手

段として重用される(28-30) しかし，ペプチド分離の応用例はほとんどなく，コラーゲ、ンα鎖の分離は報告

されていない.なぜなら，極性結合相に使われる NH2 (アミノ)基はタンパク質とシッフ塩基を形成する

ため回収率が低下することなどが考えられるからである.そこで本研究では，そのような欠点を排除した

順相系充填剤カラムを用いて，コラーゲンを構成する巨大ポリペプチド鎖の一段階分離を考えるに至った.

我々は，これまでにニワトリの皮から酸可溶性 I型コラーゲンを抽出し ブタ・ペプシンなどのプロテ

アーゼ、にて限定加水分解したコラーゲンを調製してその諸性質を明らかにしてきた(3ト39) 本研究では，そ

れら酵素限定加水分解コラーゲ、ンのαl鎖とα2鎖を順相 HPLCにより分離精製した. )1慎相分配クロマトグ

ラフィー用充填剤としてはアミノ基結合シリカゲノレが一般的だが，化学安定性が劣るなどの短所があるた

め，カルパモイル基結合シリカゲ、ノレで、ある TSKgelAmide-80 (東ソー株式会社)を用いた.移動相はアセ

トニトリルを直線濃度勾配で、80%から 70%まで減少させる単純な系を開発し， αl鎖とα2鎖をそれぞれ単

一に分離できる知見を得た.

2 材料と方法

2. 1 型コラーゲン限定加水分解物の調製

酸可溶性 I型コラーゲンは森本ら(31)の方法に従い，ニワトリの皮部から抽出した.抽出した I型コラー

ゲンはブタ・ペプシン(シグマアルドリッチ， USA) により構成鎖すべての両末端にある非 3本鎖らせん

構造のテロペプチド領域を限定加水分解し， 2.5 M の塩化ナトリウムで 2回塩析してべフ。シン処理コラー

ゲン(以後， P-Colと省略する)とした.精製した P-Colは超純水にて透析後に凍結乾燥し，純度を 5%SDS-

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)で確認した.電気泳動は非還元系の Laemmli(40)の方法に

準じ，泳動後のゲ、ルはクマジーブリリアントブルーR-250にて染色した.分子量マーカーには， ミオシン

(200 kDa) ， s-ガラクシダーゼ (116kDa) ，ウシ血清アルブミン (66kDa) ，アルドラーゼ (42kDa) ， 

カルボニックアンヒドラーゼ (30kDa) ， ミオグロビン(17kDa) が含まれるタンパク質分子量マーカー

「第一」 ・11(第一化学薬品株式会社)を使用した.また，コラーゲン以外のタンパク質が爽雑していな

いことを 280nmの吸光度を測定して確認した精製した P-Colには Cys残基がないので， 6M尿素を含む
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15 mM酢酸水溶液中で 5mg/mLになるよう溶解し，室温にて 1時間静置して変性させて実験用試料(ゼ

ラチン)とした.

2.2 11康相系クロマトグラフィーによるα1鎖とα2鎖の分離

順相系 HPLC用カラムは東ソー株式会社製 TSKgelAmide-80 (5μm， 4.7 mm I.D. x 25 cm) を用いた.

HPLCシステムは，東ソ一社製の DA・8020ポンプ， CO・8020カラムオーブン， UV-8020紫外可視検出器，

LC・8020Model-I1 (ver.3.20) ソフトウエアを使用した.カラム温度は 40
0

C，検出波長は 210nm，流速は

1.0 mL/min，注入量は 0.50mL/回，溶離条件は 0.1%TFAを含むアセトニトリル:H20=80 : 20から 70: 

30までの直線濃度勾配を 60分間で完了するように設定した.尿素変性させた P-Col溶液に，アセトニト

リルを最終 80%になるよう添加して供した.試料注入後， 39分から 48分をピーク 1，54分から 62分を

ピーク 2として分画した.

2.3 ピーク 1と2のSDS-PAGE解析

順相 HPLCで分離したピークを調べるため， 5% SDS-PAGEにて分子サイズと純度を分析した.ピーク

画分に含まれるアセトニトリルは遠心エバポレーターにて除去し，つぎに SDS-PAGE用処理液 (8M 尿

素， 2% SDS， BPB) を少量添加した.SDS-PAGEは， 2.1と同様の方法にて行った.

3. 結果と考察

ニワトリ I型コラーゲ、ンの各α鎖 (UniProtKB/Swiss-Prot，α1: P02457，α2 : P02467から計算)のアミ

ノ酸組成を表 1に示す.α1鎖とα2鎖の (Gly+Pro) はともに 53%以上を占め，それらの(Arg+Lys) と

(Asp+Glu) はそれぞれ 8.5%と7.6%，8.0%と 6.6%である. 表 1より各α鎖のアミノ酸含量相対比(%)

は類似しており，共通して CysとT中が全く含まれない.またアミノ酸配列より 3本鎖らせん構造を形

成する Gly-Pro-HyProの配列モチーフもよく保存されている.相違するアミノ酸含量は， α1鎖の Asn，His， 

IleとValの相対比が小さく， α1鎖の GlnとMetの相対比が大きい点である.両α鎖の等電点 (pI)は，と

もに塩基性アミノ酸が相対的に多いので塩基性を示す.図 lに各α鎖の疎水性を ProtScaleのhydrophobicity

at pH 7.5 by HPLC/Cowanにて計算した結果を示す.正値(+)は疎水性が高く，負値(-)は親水性が高い

ことを表している.総じて両α鎖ともに若干の親水性を示すプロファイルで，部分的にはスコアが -0.8

より負に大きい領域もある.全長にわたって疎水性あるいは親水性を示す領域が交互に存在し， α鎖問の

パターンは必ずしも同じではない.このように性質が類似した巨大なポリペプチド分子を分離精製するた

め，非常に緩やかな塩濃度勾配を用いたイオン交換クロマトグラフィーやアセトニトリル濃度勾配を用い

た逆相クロマトグラフィーの系が開発されてきた.本法では，これまでに報告のない順相分配クロマトグ

ラフィーによるα鎖の分離を試みた.試料のニワトリ・コラーゲンは溶解度を上げるためとゲル化を防ぐ

ため，常法によりペプシンでNーと C-末端のテロペプチド領域を限定加水分解した.これは，これまでに

報告されているコラーゲンの物性分析等で用いられる手法である(8-10，41)

図2にα1鎖とα2鎖の TSKgelAmide-80を用いた分離の典型的なクロマトグラムを示す.検出波長は

芳香族系のアミノ酸が少ないので 210nmとした.試料に含まれる塩などが注入後 10分までに素通りし，

α鎖は充填剤に吸着した.移動相のアセトニトリル濃度を 60分間 (5-65分)に 80%から 70%まで減少さ

せると 2つのピークが分離して溶出した.分離条件として， α鎖を分離するためには非常に緩やかなア

セトニトリル濃度勾配が適した.39分から 48分までの画分をピーク 1， 54分から 62分まで画分をピーク

2とした.ピーク 1の面積はピーク 2の面積の1/2程度であり，コラーゲンの構成鎖比率を考慮するとピ

ーク 1がα2鎖でピーク 2がα1鎖と推察された.またデータでは示さないが， α鎖は強く熱変性させると
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図 1 ニワトリ I型コラーゲ、ンのα1鎖とα2鎖の

疎水性 (ProtScaleのHydrophobicityat pH 7.5 

by HPLC/Cowanにより，各α鎖の疎水性度を

図にした.上図 :αl鎖，下図 :α2鎖)
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図2 ニワトリ I型コラーゲン(尿素変性後)の順相田LC
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カラム， TSKgelAmide-80 (4.7 mm ID x 25 cm) 

流速， 1.0 mL/m泊;検出波長， 210 mm 

溶離液，アセトニトリル直線濃度勾配 80・70%(5・65min) 



200 kDa-~ ‘ 

116 kDaー，. 

1 2 3 4 

α1 

α2 

図3 )1慎相 HPLCで分離した画分の 5%SDS-PAGE 

レーン 1，分子量マーカー

レーン 2，分離精製前の I型コラーゲン

レーン 3，TSKgel Amide-80で分離したピーク 1画分

レーン 4，TSKgel Amide-80で分離したピーク 2画分

29 

ペプチド結合が切断されて小さなペプチド群が生じるので前処理法としては不向きで、あった.尿素あるい

はグアニジン塩酸によるコラーゲンの変性剤が選択されるべきである.

ピーク 1とピーク 2を分画してアセトニトリルを除去した後， 5% SDS四 PAGEにてその移動度と純度を

分析した(図 3) .その結果，ピーク 1がα2鎖，ピーク 2がα1鎖であることが確認された.また，図 3

より，純度は 95%以上であり，レーン 3とレーン4にそれぞれ異なるα鎖の混在は認、められなかった.本

実験では，レーン4 (ピーク 2) に微量の 戸12鎖 (α1鎖とα2鎖の二量体)が認められたが，分画時間を

さらに細分することにより改善できると考えられた.これまでに報告されている ODSや CM-celluloseを用

いた分離では， α1鎖， α2鎖の順序に溶出する(3，4) 本法との違いは試料と移動相，充填剤との親和性がそ

れぞれ異なるので簡単に説明できない.しかし原理の異なる順相系充填剤である TSKgelAmide-80がα鎖

の分離に有効であり，巨大ポリペプチド分子の分離に応用できたことは新しい知見である.各鎖の分離再

現性も良好であり，実用に適した手法であった.本実験系での 1回の注入量はコラーゲンにして 0.5mgで

あり，図 2のピーク間の時間差などを考慮すると最大 1mg程度を一度に分離できる.ペプチド分析に使

われる逆相系充填剤の特徴として，疎水性の強いポリペプチドは充填剤から解離しにくい，親水性ポリペ

プチドは素通しやすいなどが挙げられる.しかし，順相 HPLCでは試料を高濃度のアセトニトリルで、調製

するため，このようなポリペプチドの分離に向いていると考えられた.ただし，アミノ基などの他の順相

系充填剤では，再現性や回収率に注意して条件を確立しなければならない.

以上の結果より，アミド基が充填剤の順相 HPLCにより I型コラーゲ、ンの各α鎖が分離精製で、きたこと

から，本法はポリペプチド分離法の選択として十分に試す価値があることが示された.今後，分離した

αl鎖とα2鎖，もしくは特定の各分解ペプチ ドを用いて I型コラーゲンの線維形成阻害能や細胞の運動機

能(接着や浸潤など)の抑制・充進を調べることにより，コラーゲンの機能発現に不可欠なペプチド配列

を考察できると期待される.
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Separation ofα1 and α2 Chains企omChicken Type 1 Col1agen 

by N ormal Phase Chromatography 

Saori Kunii 1 and Koichi Morimoto 1，2 

Type 1 collagen consists企omtwoα1 chains and one α2 chain. Physiological functions of collagen depend on 

triple-helix structure and/or fibril s仕ucture.Separation of αchains that form the triple-helix is most important to 

analyze biochemical features. In general， two basic modes of cation-exchange chromatography or reversed-phase 

chromatography have been utilized for peptide separation. However， it is not easy to separateαchains， because each 

αchain has high molecular weight (~1 05
)， similar isoelectric point and hydrophilicity. To separate the α1 and α2 

chain with high efficiency， we used normal-phase HPLC with a TSKgel Amide-80 column. The αchains were 

clear1y separated to two peaks and investigated with SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Our proced町 es

described here provide a practical method for the separation and analysis of collagen polypeptides. 
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