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綿の酵素精練の問題点として指摘されている反応時間の長さや精練効果の低さを解決するためには、高

温短時間処理に耐えうる酵素剤の開発が必要である。そこでトランスグルタミナーゼを用いて、ペクチナ

ーゼ、プロテアーゼ等の精練用酵素の安定化を図り、これらを併用して綿の一浴精練を行った。耐熱性が

向上した修飾酵素を併用することにより、高温短時間で綿の精練が可能となり、ペクチンなどが効果的に

取り除かれた。この方法で精練した綿布の吸水性能、ペクチン除去率は、アルカリ精練と同等であった。 
 

１．はじめに 
綿繊維は、原綿の内部を保護するため一次壁にセルロ

ース以外の成分（ペクチン、ワックス、たんぱく質など）

を多量に含んでいる。これらの成分は、染色工程におい

て染液の浸透を妨げ、むら染めの原因となるため精練工

程で取り除かれる。環境問題への意識の高まりから、温

和な条件で処理ができ排水負荷も低いとされる酵素精練

が注目を集めるようになり、実験室レベルのみでなく実

用化に向けた実機レベルの検討が行われるようになった

１）。これらの検討の結果、綿の酵素精練の実用化のため

には、反応時間の短縮、精練効果の向上、一浴化が達成

されなくてはならないことが確認された。酵素の耐熱性、

耐薬品性などが向上し、反応条件の幅が広がれば、複数

の酵素を使用した一浴同時処理が可能となり、工程の短

縮、エネルギー消費削減が図られ実用化に近づくと考え

られる。 
一方、酵素剤の安定性を向上させる目的で様々な酵素

の化学修飾が試みられている。例えば、治療用酵素とし

て用いられているウリカーゼ、アスパラギナーゼ、スト

レプトキナーゼなどをポリエチレングリコールで修飾し、

血中でのクリアランスや抗原性を改善する方法２）、スー

パーオキシドジスムターゼを多糖類、ポリエチレングリ

コールで修飾し、抗原性抑制や熱安定性向上を図る方法

３）などが提案されている。ポリエチレングリコールやデ

キストランといった高分子で酵素を修飾し安定化を図ろ

うとすると、活性が大幅に損なわれる場合が多い。また、

グルタルアルデヒドなどの架橋試薬の場合、高分子量化

による活性低下や、不溶化などが生じるため、期待され

た効果が発揮できない場合が多い。 
そこで昨年度、たんぱく質中のグルタミン残基とリジ

ン残基間の架橋を触媒する酵素であるトランスグルタミ

ナーゼ（TGase）を用いてプロテアーゼ等の繊維加工に
使用される酵素剤の安定化を図るべく検討した。TGase
での修飾処理においても適切な反応条件をとれば、活性

低下や不溶化などが発生せず、酵素剤の安定化が図れる

ことがわかった４）。 
本年度は熱安定性の向上した修飾酵素剤を併用する

ことにより、精練効果の向上、反応時間の短縮を目指し、

酵素精練条件の検討を行った。 
 

２．実験方法 
2.1 使用酵素剤の選定 

酵素剤としてはプロテアーゼ（H 社製 Bacillus 
subtilis 起源  900U/mg）、セルラーゼ（ H 社製

Aspergillus niger起源 4U/mg）、ペクチナーゼ（N社製
組換え Bacillus 起源 3U/mg）を選定した。また TGase
は、微生物起源（Streptoverticillium sp.）のもの（A社
製 1U/mg）を使用した。 
2.2 TGaseによる酵素修飾反応 
 選択した酵素剤を緩衝液に溶解し、恒温槽中で TGase
と反応させた。各酵素 1U と反応させる TGase の量は、
プロテアーゼの場合 20mU、セルラーゼの場合５U、ペ
クチナーゼの場合 10mU とした。反応温度は 20℃、反
応時間は 30分とした。 
2.3 酵素活性評価方法 
 プロテアーゼ活性は、ミルクカゼインを基質とし、
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30℃で 10分間反応を行った後の TCA可溶成分をフェノ
ール試薬で呈色させ、660nmの吸光度を測定することに
より評価した。 
セルラーゼ活性は、カルボキシメチルセルロースを基

質とし、初期粘度と 40℃で 5分間反応させた後の粘度を
測定し、粘度低下率を算出することにより評価した。 
ペクチナーゼ活性は、ポリガラクツロン酸を基質とし、

37℃で 20 分間反応を行った後反応を停止させ、235nm
の吸光度を測定することにより評価した。 
2.4 熱安定性評価方法 
 TGase で修飾されていない三種類の酵素と、TGase
で修飾された三種類の酵素を、60℃あるいは、70℃で所
定時間熱処理した後の残存活性を測定することにより熱

安定性を評価した。 
2.5 綿布の酵素精練処理 

のり抜きをした綿ブロードを、三種類の酵素を併用し

て 70℃で恒温処理した。酵素液のｐHは 5.0（酢酸緩衝
液）、7.0（リン酸緩衝液）、9.0（ホウ酸緩衝液）とし、
非イオン界面活性剤を 0.5ｇ/ｌ添加した。反応時間は 30
分とした。反応終了後 90℃で 10分間失活処理し、その
後綿布をよく洗浄し乾燥させた。 
2.6 綿ペクチンの測定５）

シュウ酸アンモニウム抽出－カルバゾール比色法とル

テニウムレッド呈色法で綿ペクチンの除去性を評価した。 
綿布を細かく裁断し、シュウ酸アンモニウムで 90℃、

3 時間抽出処理した後、ろ過、熱水洗浄した。ろ液を加
熱濃縮し濃塩酸と三倍容のエタノールを添加し、数時間

放置した。これをさらにろ過、酸性アルコール洗浄した

後、残渣をろ紙とともに熱水に溶解した。この溶液を濃

硫酸で 90℃、10 分間加熱処理した。冷却後 0.05％カル
バゾールエタノール溶液を添加し 90 分放置した後、
520nm における吸光度を測定した。検量線は D-ガラク
ツロン酸で作成し、これからペクチン濃度を算出した。 
ルテニウムレッド溶液（ルテニウムレッド 0.2ｇ/ｌ、
塩化アンモニウム 1.0ｇ/ｌ、アンモニア水 2.8ｇ/ｌ）中
で綿布を染色したのち（室温 10分間）綿布を取り出し、
沸騰水中で 1 分間洗浄した。乾燥後綿布を測色に供し
540nmにおける K/Sから綿ペクチン残存量を評価した。 
2.7 綿たんぱくの測定 

クマシーブリリアントブルー溶液（Bio-Rad BioSafe 
CBB G-250）中で室温で 20分間緩やかに攪拌しつつ染
色したのち綿布を取り出し、沸騰水中で 1分間洗浄した。
乾燥後綿布を測色に供し 620nm における K/S から綿た
んぱく残存量を評価した。 
2.8 染色性の評価 

C.I. Reactive Blue 221 2%o.w.f.で 60℃恒温染色法

（染料とぼう硝を投入し 30 分間吸尽処理を行ったのち
ソーダ灰を添加し 60 分間固着処理）で染色処理を行っ
た。その後湯洗い、ソーピングを行った。乾燥後綿布を

測色に供し、630nmにおける K/Sから染色性を評価した。 
2.9 吸水特性の評価 

酵素処理した綿布の吸水特性を，JIS L 1907の滴下法
とバイレック法で評価した。滴下法の吸水速度は，滴下

した水滴（100μl）を試験片が吸収し鏡面反射が消える
までの時間を測定した。バイレック法の吸水高さは，試

験片の下端を蒸留水に浸漬しそのまま５分間放置し，５

分間経過後蒸留水が布を上昇した高さを測定した。 
 

３．実験結果及び考察 

3.1 トランスグルタミナーゼ(TGase)で修飾された酵素

剤の安定性評価 
3.1.1 熱安定性、pH 安定性 
セルラーゼ、ペクチナーゼ、プロテアーゼを TGase

で修飾処理した。修飾酵素と未修飾酵素をプロテアーゼ

は 60℃、ペクチナーゼは 70℃で所定の時間処理した後
の残存活性を評価したところ、各々の酵素剤で耐熱性が

向上していることがわかった（図１）。TGase により、
たんぱく質中のリジン残基のε－アミノ基とグルタミン
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図 1 耐熱性評価結果 
A：プロテアーゼ、B：ペクチナーゼ 
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残基のγ－カルボキシアミド基との間に架橋結合が形成

されたため、安定化が図られたと考えられる。これらの

結果から、TGaseで修飾処理により 70℃30 分程度の処
理に耐えるものと考えられた。 
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図４ ペクチナーゼ反応条件の検討 
緩衝液：12.5mM リン酸緩衝液 pH8.0 

反応温度：55℃  反応時間：2 時間 

pH に対する安定性の改質効果も期待したが、修飾に

よる改質効果はほとんど見られなかった。 
3.1.2 金属イオン依存性 
本研究で選択したプロテアーゼ（金属プロティナー

ゼ）とペクチナーゼは、酵素活性の金属イオン（Ca２＋）
依存性が高く、浴中の金属イオンの濃度に影響を受けや

すい。そこで反応浴中に金属イオンを添加し、その影響

について評価した。ペクチナーゼは金属イオンの量に敏

感で、高濃度になるほど活性が低下した（図２）。金属

封鎖剤の添加により金属イオン濃度を調節して活性測定

すると、金属イオン濃度の最適範囲が存在することがわ

かった（図３）。 

一方、プロテアーゼについては金属イオンの濃度が高

くなると活性が徐々に低下した。また金属封鎖剤の添加

で活性が著しく低下した。 
3.1.3 酵素併用耐性の評価 
酵素を混合したときの、他の酵素剤の活性に対する影

響を評価した。ペクチナーゼ、セルラーゼのプロテアー

ゼ活性に対する影響はほとんどなかったが、プロテアー

ゼのペクチナーゼ活性に対する影響は大きかった（表 

１）。これはペクチナーゼ等がプロテアーゼの基質とな

り分解したことによるものと考えられた。 

表 1 併用耐性評価結果 

０３０

５６．７１０

１０００

残存活性（％）処理時間（分）

０３０

５６．７１０

１０００

残存活性（％）処理時間（分）

・ペクチナーゼ６Ｕ／プロテアーゼ 225Ｕを混合 

・37℃で所定時間処理した後にペクチナーゼ活性を測定

3.2 修飾酵素を用いた綿の精練 

3.2.1 精練処理基本条件 
モデル基質を用いた安定性評価結果を基に、基本精練

処理条件を仮決定した。プロテアーゼによる他の酵素の

分解を考慮し、プロテアーゼ処理を行った後ペクチナー

ゼ、セルラーゼ処理を行う恒温一浴二段処理とした。 
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図２ ペクチナーゼ活性に対する金属イオ

ン添加量の影響 

キレート剤の添加によりプロテアーゼを失活させた

後、ペクチナーゼとセルラーゼを添加し反応させること

とした。 
反応温度は修飾酵素の耐熱性を考慮し 70℃とした。 

3.2.2 精練条件の決定 
修飾酵素を併用した精練条件（酵素量、反応ｐH、酵

素投入方法など）を決定するため、吸水速度、ペクチン

残存量、染色濃度などを指標として精練効果を評価した。 
酵素量は吸水速度を指標として決定した。ペクチナー

ゼの場合 500U／ｇ綿（図４）、プロテアーゼの場合 20
ｋU／ｇ綿、セルラーゼの場合 200U／ｇ綿で吸水性が
著しく向上した。よってこれらを基本酵素量とした。 
反応 pHについてはペクチン残存量と吸水速度を評価
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反応 pH についてはペクチン残存量と吸水速度を評価し
た結果、pH＝7.0が適当であった（図５）。 
酵素投入方法については、一浴二段処理（プロテアー

ゼ処理→キレート剤添加→ペクチナーゼ、セルラーゼ処

理：分割と表記）と一浴一段処理（三種の酵素を同時に

投入：一括と表記）との処理効果の差は顕著でなかった

（図５）。分割投入により反応時間が短縮されたことと、

金属イオン封鎖剤の添加量の不適などが期待された処理

効果が吸水速度の差として現れなかった原因と考えられ

た。 

原綿の一次壁にはペクチン、たんぱく質、ワックスな

どの夾雑物が含まれるが、一種類の酵素剤ですべてを除

去することは不可能である。これらの夾雑物は複雑に影

響しあって存在するため、これらを除去するためには、

各々を分解可能な酵素剤を併用する必要がある。単独の

酵素剤で処理したものと,三種類の酵素剤を併用したも
のとの精練効果を比較したところ、併用処理の優位性が

確認できた（図６）。 

これらの結果を基に pH＝7.0、一浴一段処理での処理
を最適条件と決定した。 
3.2.3 修飾酵素併用法とアルカリ法（従来法）で精練さ

れた綿布の特性比較 
アルカリ法で精練した綿布（NaOH ２ｇ/ｌ、浸透剤 

１ｇ/ｌ、100℃、30分処理）との特性比較を行った（表
２）。ペクチン残量、吸水速度、染色濃度ともに遜色な

い特性を示した（表２）。 

7.84

3.70

3.64

吸水速度

（秒）

6.845.43－未精練

5.690
NaOH　2ｇ/ｌ

100℃、30分
アルカリ法

6.600.05
混合酵素

70℃、30分
修飾酵素併用法

染色濃度

（K/S）

ペクチン残量

（ｍｇ/ｇ綿）
処理条件精練方法

7.84

3.70

3.64

吸水速度

（秒）

6.845.43－未精練

5.690
NaOH　2ｇ/ｌ

100℃、30分
アルカリ法

6.600.05
混合酵素

70℃、30分
修飾酵素併用法

染色濃度

（K/S）

ペクチン残量

（ｍｇ/ｇ綿）
処理条件精練方法

表２ 修飾酵素併用法とアルカリ法との比較 

図５ 併用処理条件の検討（反応ｐHの影響）
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４.結び 
ここでは選択した酵素剤に反応させる TGase の最適

添加量、反応温度、pH 等を検討した。選択した酵素ご

とに最適条件を見いだし、調製した修飾酵素の熱安定性

が向上することを確認した。また修飾処理により活性が

大幅に失われないことも確認した。 
修飾酵素の安定性が向上したことにより、複数の酵素

を一浴で併用することや高温短時間で処理することが可

能となった。このことにより酵素精練の欠点といわれて

きた精練効果の低さや反応時間の長さを解決することが

できた。そしてアルカリ精練とのペクチン残量、吸水速

度などの精練効果の比較から、バッチ処理においてはア

ルカリ精練と同等の精練効果が得られた。 
しかし、綿の精練は連続処理で行われることが多く、

さらなる反応時間短縮が必要となると考えられる。この

ためには、綿の一次壁の不純物に対してより効果的に作

用する酵素の検索が必要となってくる。 
また、酵素精練では葉ごみが除去しきれないことと、

処理後の綿布の白度が十分でないことのため、漂白工程

が必須となることから、工程短縮のためには精練と漂白

が同時に行えることが望ましい。このためには精練用酵

素と併用可能な漂白酵素の検索が必要となってくる。 

図６ 併用処理と単独処理の精練効果比較 
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糊抜き、精練、漂白工程を酵素を用いて連続的に行う

ことができれば、綿織物の準備工程は劇的に改善され、

環境に優しい繊維加工を求める業界のニーズに応えるこ

とができると思われる。 
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