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高次構造が異なるポリ-γ-グルタミン酸のリン酸化誘導体の特性評価 

 

梅谷かおり＊，苔庵泰志＊ 

 

 

Characterization of Phosphorylated Poly-γ-Glutamic Acid Derivatives from  
Different 3D Structure 
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Chemical and physical properties of the two kinds of phosphorylated Poly-γ-Glutamic acid (PGA) from 

different origins were studied. One PGA was prepared from Bacillus subtilis natto (N-PGA) and the other 

was a commercial product (C-PGA). Sodium tetra poly phosphate was used as a reagent for 

phosphorylation, and the ratios of phosphorylation (Pi (mol)/Glutamic acid (mol)) for N-PGA and C-PGA 

were obtained as 0.4 and 1.4, respectively. The molecular weight distribution of C-PGA analyzed by SEC 

showed two new peaks due to phosphorylation, indicating the occurrence of fragmentation. The viscosity 

of N-PGA decreased significantly when the shear rate was increased, but that of phosphorylated N-PGA 

remained almost constant. On the other hand, the viscosity of C-PGA and phosphorylated C-PGA 

appeared to be independent of shear rate. The fluorescence intensity around 460 nm was greatly reduced 

by phosphorylation in N-PGA, however any change by phosphorylation was not observed in C-PGA. The 

analysis of the 3D structure by a circular dichroism showed that β-sheets were increased by 

phosphorylation in N-PGA. On the other hand, the proportion of β-sheets was decreased by 

phosphorylation in C-PGA, while the proportion of random coils having a flexible structure was increased. 

These results showed that the chemical and physical properties of PGAs from different origins could be 

influenced individually by phosphorylation. 
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１．  はじめに 

ポリ-γ-グルタミン酸（以下 PGA と記す）は，

納豆の製造過程で納豆菌により生産される高分子

であり，特有の粘着性を示す 1)．この PGA はさま

ざまな分野で活用され 2)，効率の良い生産方法につ

いても開発が進められている 3-6)．また，さらなる

用途の拡大を図るため，誘導体化の研究 7,8)もあり，

興味深い物質の一つである．これまでの我々の研究

において，リン酸化試薬を添加した液体培地で納豆  

 

＊ 食と医薬品研究課 

菌を培養することで，簡単に PGA リン酸化誘導体

を調製できること，および PGA リン酸化誘導体の

構造と粘度の関連性を明らかにした 9,10)．その方法

において，PGA とリン酸化試薬による PGA リン

酸化誘導体調製は，化学反応で進行していることが

明らかになっていた 10)．これは菌体が存在する条

件であったが，今回は菌体が存在しない状態で

PGA のリン酸化を試み，その特性を評価した．な

お，PGA は，工業研究所が納豆菌を液体培養する

ことで調製したものの他に市販品を用いた．それぞ

れにリン酸化試薬を反応させてPGAリン酸誘導体
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を調製し，その 2 種について，リン酸化による物性

および構造に及ぼす影響を検討した．これにより，

PGA の素材化において，簡便に粘度制御できる技

術としての有用な知見を得たので報告する． 

 

２． 実験方法 

２．１ PGA リン酸化誘導体の調製 
 納豆菌由来の PGA は，栗田らの方法 9)に従い，

培養液から調製した（以下，納豆菌由来 PGA と記

す）．市販の PGA は一丸ファルコス製バイオ PGA 

Na パウダー（以下，市販 PGA と記す）を用いた．  

 納豆菌由来 PGA および市販 PGA それぞれを 10 

mg/mLとなるよう50 mMのリン酸緩衝液(pH 6.0)

で溶解し，最終濃度 0.5 %(w/v)となるようにテトラ

ポリリン酸ナトリウムを加え，80 °C で 3 時間加熱

処理をすることでリン酸化した．これを透析により

未反応のテトラポリリン酸塩を除去した後，真空凍

結乾燥し，それぞれ納豆菌由来 PGA リン酸化誘導

体および市販 PGA リン酸化誘導体とした． 

２．２ リン酸化度の測定 
前節で得られた納豆菌由来 PGA および市販

PGA リン酸化誘導体を 6 N 塩酸で 110 °C，24 時

間加水分解し，得られた加水分解物のグルタミン酸

をポストカラム法による高速液体クロマトグラフ

（ High performance liquid chromatograph ：

HPLC，島津製作所製 Prominence LC-VP）にて定

量した 11)．リンの定量は次のとおり行った 9)．試料

を1 mg/mLとなるように25 mMリン酸緩衝液(pH 

6.0)に溶解した 0.5 mL に，10 N 硫酸 0.25 mL を

加え，110 °C で 1 時間加熱した．これに蒸留水 2.45 

mL を加えて室温に戻し，次いで，2.5 %(w/v)モリ

ブデン酸アンモニウム 0.4 mL を加え，20 mg/mL

硫酸ヒドラジン水溶液 0.4 mL と，1 N 硫酸に 20 

mg/mL となるよう溶解したアスコルビン酸 0.4 

mL を加えて混和し，1 時間保持した後，820 nm で

の吸光度を測定し，リンを定量した．これらグルタ

ミン酸濃度とリン濃度より求めたグルタミン酸あ

たりのリン分子の数をリン酸化度とした． 

２．３ サイズ排除クロマトグラフィ

（Size exclusion chromatography：SEC） 
栗田らの方法 9)に従い，試料を 1 mg/mL となる

ように 50 mM NaNO3溶液に溶解し，SEC カラム

（Shodex OHpak SB-804HQ φ8 mm×300 mm）

により分子量分布を測定した（溶出液：50 mM 

NaNO3，流速：0.5 mL/min，カラム温度：30 °C）．

分子量推定のための標準物質として，プルラン（分

子量：5.9，11.8，47.3，212，788 kDa）を用いた． 

２．４ 粘度測定 
試料を 1 %となるように 25 mM リン酸緩衝液

(pH 6.0)に溶解し，動的粘弾性測定装置（AR-G2，

TA Instruments 製）により粘度を測定した（40 

mm コーンプレート（角度 2 °），測定温度 5 °C，

せん断速度：1～100 (1/s)）． 

２．５ 分子表面疎水度の評価 

試料の 10 mg/mL 水溶液 0.5 mL に 50 mM リン

酸緩衝液 ( p H  6 . 0 )  4  m L， 5 0 0  μM  1 , 8 - 

アニリノナフタレンスルホン酸 (8-Anilino-1-

naphthalenesulfonic acid ammonium salt：ANS) 

0.5 mL を加え，25 °C で 2 時間反応させた．反応

終了後，蛍光分光度計（F-4500，日立製作所製）を

用い，励起波長 350 nm で 400-650 nm の蛍光強度

を測定した．なお，蛍光強度が高いほど分子表面疎

水度が大きいことを示す． 

２．６ 高次構造の解析 
試料を 1 mg/mL となるように 25 mM リン酸緩

衝液(pH 6.0)に溶解し，25 °C で光路長 1 mm の角

形 キ ュ ベ ッ ト で 円 二 色 分 散 計 （ Circular 

dichroism：CD，J-820，日本分光製）を用い，CD

スペクトルを測定した．この紫外部領域での CD ス

ペクトルパターンと CD 強度の違いについて，標準

となるα-ヘリックス，β-シート，β-ターン，ラン

ダムコイルのCDスペクトルとの比較により，PGA

の高次構造の分布を推定した． 

 

３． 結果および考察 

納豆菌由来 PGA および市販 PGA の各リン酸化

誘導体試料のリン酸化度を比較すると，納豆菌由来

PGA リン酸化誘導体のリン酸化度は 0.4 に対し，

市販 PGA リン酸化誘導体は 1.4 で，およそ 3 倍で

あった．市販 PGA とそのリン酸化誘導体の分子量

分布を SEC により分析した結果を図 1 に示す．市

販 PGA の分子量分布は，2 つのピークが認められ

（分子量：773 kDa，1.2 kDa，溶出時間：12 分，

23.6 分），リン酸化により 2 本の新たなピークが出

現した（分子量：12 kDa，9 kDa，溶出時間：19 分，

20 分）．これは，リン酸化により断片化が生じたこ

とによると考えられる．次に，各 PGA につき未修

飾体とリン酸化誘導体との粘度を測定した結果を
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図 2 に示す．納豆菌由来 PGA はせん断速度を上げ

ると著しく粘度が低下するものの，このリン酸化誘

導体は，せん断速度を上げても粘度の低下がほとん

ど見られなかった．一方，市販 PGA は未修飾体，

リン酸化誘導体ともに，せん断速度の違いによる粘

度の変化はほとんど見られなかったが，リン酸化誘

導体は未修飾体よりも若干粘度が低い傾向であっ

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 市販 PGA のサイズ排除クロマトグラフィ

(SEC）の分析結果 

市販 PGA：未修飾体市販 PGA  

テトラポリリン酸によるリン酸化誘導体市販

PGA 

 次に，ANS による蛍光強度を指標に，分子表面

の疎水度を測定した結果を図 3 に示す．市販 PGA

分子に比べ，納豆菌由来 PGA 分子は，リン酸化

の有無に関わらず表面疎水度が大きいが，リン酸

化により疎水度は小さくなることがわかった．一

方，市販 PGA はリン酸化の有無にかかわらず分

子表面疎水度は小さかった．各 PGA 分子につい

て，より詳細に解析するため CD スペクトルによ 

 

 
図 3 PGA および PGA リン酸化誘導体の 

表面疎水度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 PGA およびリン酸化誘導体 PGA 溶液の粘度の比較 

（エラーバーは標準誤差を表す． a)は N=2，b)は N=4） 
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図 4 PGA リン酸化誘導体の高次構造の割合 

（N.D.：検出限界以下） 

 

 

る高次構造解析を行った結果を図 4 に示す．未修

飾体の納豆菌由来 PGA はβ-シートが，市販 PGA 

はβ-シートとランダムコイルというように構造体

の比率が異なり，それぞれ，リン酸化によっても構

造体の比率が変化した．具体的には，標本数が 1 で

あるため統計的な有意差は確認できないが，納豆菌

PGA では，剛直な構造であるβ-シートの比率がリ

ン酸化により増大する一方，市販 PGA では β-シ

ートの割合が減るとともに柔軟な構造体であるラ

ンダムコイルの比率が増える傾向が認められた．以

上の結果より，納豆菌 PGA は疎水基が分子表面に

多く出ており，リン酸化により疎水度が大きく低下

し，剛直な構造体であるβ-シートの増加が生じる

ため（図 4），粘度が増加することが考えられた（図

2a）．一方，市販 PGA は元々分子表面に疎水基が

少なく（図 3），リン酸化によって柔軟な構造体で

あるランダムコイルの増加が生じるため（図 4），

粘度変化（図 2b）に与える影響は少ないことが推

察された． 

 

４． 結論 

納豆菌由来 PGA および市販 PGA にリン酸塩を

添加して PGA リン酸化誘導体を調製し，これら

リン酸化誘導体 PGA および未修飾体 PGA につい

て，リン酸化度，粘度，分子表面疎水度の測定，

そして高次分子構造の解析を行い，リン酸化の影

響を検討した．その結果，納豆菌 PGA は疎水基が

分子表面に多く出ており，リン酸化により疎水度が

大きく低下し，剛直な構造体であるβ-シートの増

加が生じるため，粘度が増加することが考えられ

た．一方，市販 PGA は元々分子表面に疎水基が少

なく，リン酸化によって柔軟な構造体であるランダ

ムコイルの増加が生じるため，粘度変化に与える影

響は少ないことが推察された．これらの結果より，

PGA の由来が異なれば，リン酸化の影響も異なる

ことを示している．今後は，納豆菌由来 PGA の分

子量分析等も実施し，さらに詳細にリン酸化の影響

を調べるとともに，菌培養で得られた PGA につい

ても検討していきたい． 
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