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αGalactosidase is a usefulεnzymεnot only in the structural studiεs of carbohydrates， but 

in the beet sugar industry. Recently， oligosaccharides having α-gal呂ctosidicIinkages， such as 

raffinose and stachyose， are found to promote the growth of bifidobacteria. Galactooligosaccha-

ridξs synthesized by transgalactosylation action or by condensation呂ctionof α-g丘lactosidas告are

εxpεcted to bεutilized as growth factor for bifidobactεria. The presεnt study deals with thε 

purification and enzymatic properties of αgalactosidase from Pycnoporus cinnabarinus， and its 

application to the enzymatic synthesεs of galactooligosaccharid芭sand to th巴 hydrolysisof 

raffinos日inbεεt sugar molasses. 

α-galactosidasεfrom P. cinnabarimぉ waspurifi芭dby ammonium sulfate fractionation， hεat 

tr日atment，DEAE -Sephadex A -50 chromatography and Sephadex G -150 gel filtration. The 

purified enzyme was homogeneous by polyacrylamide gel electrophor巴sisand ultrac巴ntrifu-

gal analysis. The isoεl巴ctricpoint was 3.4 and the molecular w日ightw丘sestimated to be about 

210，000 by gel filtration on Sephacryl S-200 and about 52，000 by sodiumn dod日cylsulfate gel 

el日ctrophoresis，suggesting that the巴nzymeis a homotetrameric protein. The enzyme was 

glycoprotein containing 14% carbohydrate. Crystals in rhombic pl日teform wεre observed when 

solid ammonium sulfate was added into the purified enzymεsolution. The enzyme exhibited th官

optimum pH at 5.0 and was stable between pH 3 and 9. The optimum tempεraturεof the enzyme 

was 750C. Th日εnzymewas thermostablεat pH 5.0 and complet巴lylost its activity after heating 

at 90"C for 15 min. Endoβ-N -acetylglucosaminidase from Fravobacterium sp. could Iiberate 

about 50% of the sugar chains from the α-galactosid呂S巴. すh巴 carbohydr乱伐 deplet吋 α 

galactosidase was less stable than the nativεenzyme below pH 4.0. Aftεr 20 frεeze-thawings， thε 

native and carbohydrate-depletedαgalactosidase showed 50% and 23% of the original activァities，

respectively. These results suggest that thεsugar chains of the a-galactosidase contribute to the 

stability of the enzyme. 

The αgalactosidase catalyzed the galactosyltransf日rreaction in the hydrolysis of raffinose 

and produced sevεral kinds of transfer products. The structurεS of the main transfer proclucts 
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were investigated by acid and enzymatic hydrolysis， and m告thylationanalysis. 1n addition to 

raffinosを familyoligosaccharides， stachyose， vεrbascose and ajugos告， novξ1 oligosaccharides 

having a-l，3-galactosidic linkag日sw芭reidentified. On the othεr hand， thrεe kinds of trisaccha-

rides wεTεsynthesized using condensation action of the αgalactosidasε011 the mixture of 

galactosεand sucrose. The thre日trisaccharidesisolated w巴rεidentifiedas raffinose， pl呂nteose，

and 3G_a…galactosylsucrose. Conditions for synthesis of the trisaccharides by condens呂tion昌ction

of the α-galactosidase wεre studied. Thεyield of thεtrisaccharides was呂pproxlm旦tely15% 

based on thεamount of galactose usεd， whεn a-galactosidase (40 units/m!) w呂sincubat邑dwith 

10% (w/v) galactose呂nd60% (w /v) sucrose for 48hr at 5.0 and 60oC. 

1、hethermostableαgalactosidasεwas wε11 immobilizεd on colloidal chitin with glut註ralde-

hyde. The enzymatic properti告sof the a-galactosidase immobilizεd 011 colloidal chitin w色re

similar to those of n呂tivεel1zyme. However， this immobilizεd enzyl11e was tightly packed il1 a 

colul1111， and inconvenient for pr呂cticalusε τhe thermostable a-galactosidase w在日 also iml110bi匂

lized on chitosan be旦ds，BCW 1000， and crosslinked chitosan beads， BCW 3000 and 3500， which 

wer己untrεatedor prεtreat吋 withglut呂raldehyde.Th巴activityyields of the immobilized enzyl11εs 

werε25~45% ， except for glutaraldehyde-untre呂tedBCW 1000. Leakagεof the enzymεwith 

increasing ionic strength was obsεrvεd in glutaraldεhyd世間treatedBCW 1000 and 3000. The a-

g呂lactosidaseIl111110bilized O!1 glut品raldehyde-tre呂tedBCW 3000 and 3500 wer日呂ctiveat pH 

3~6 and at 70~80oC ， and stable between 3 and 9， and below 70oC. Th巴 il11mobilized

α-galactosidasεwas continuously us吋 for30 days to hydrolyze raffinose in b配 tsugar molasses. 

Key words :αgalactosidase， transglycosylation， codensation reactiol1， immobilized e!1zyme， 

め'cnotor加 ci仰 abarinus
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j事 論

近年，めざましい進展そ遂げつつあるバイオテクノ口ジーの中にあって酵素の果たす役割は

極めて重大で、あり，その高度利用法の開発は食品，医薬などさまざまな分野において

題となっている.α ガラクトシダーゼ (EC3.2. L 22)はガラクトース含有糖質の非還元末端

の αーガラクトシド結合を選択的に切断するエキソ型酵素であり，動植物をはじめ微生物にい

たるまで広く分布する 1-32}この酵素の有する基質特異性と効率よい触媒能に着眼した

における研究は1960年代より着子され，食品工業界にあっては最初]，甜菜糖製造におけるラフィ

ノースの除去を目的としてこの酵素が利用されるようになった.甜菜には約 15%のスクロース

のほかに約0.1%のラブイノース まれており，これがスクロースの結晶化を著しく阻害し，

スクロースの収率低下の原因となっている.Suzukiらは αガラクトシ夕、ーゼを含む Morlier何

ella vinaceaのペレット状菌体を用いてラフィノースを分解することによりヲスクロースの収

を向上させることに成功し 93336)この方法は現在，ステフェン法による甜菜糖製造において

応用されている.

αーガラクトシダーゼ、の主義質となるラフィノースラスタキオース，ベノレパスコースなどの α ガ

ラクトシド結合を有するオリゴ糖は植物界に広く分布し，貯蔵物質として穏子，菜，根などに

含まれているが937，38)大豆などの立類に含まれるラフィノース系列のオリゴ糖は腸内細蔚によ

り分解され腸内ガスの発生の原因となり，膨満因子として問題になっている :39.叫)この問題を解
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決するために SugimotoとBurenはASlうergillussaitoiの生産する aーガラクトシダーゼを部

分精製し，豆乳に添加することによりラフィノース系列のオリゴ糖を分解した 41)その後，M. 

vinacea，42) A.αωtL叩y幻αmorη1

カガ命ラクトシダ一ゼゼ:の α一ガガ、ラクトオリゴ糖分解への!芯;芯芯用へ向けての渓開がJは土かられてきたがヲ

議近'ラフィノースやスタキオースはどブイズス繭による選択的利用性が高い糖類であり J6，47)

より抽出されたラブィノース系列のオ 1)ゴ糖はヒト腸内どブイズス菌の増殖を強く促進さ

せるとともに，腸内の βーグJレクロニダーゼ活性を抵下させる効果を有することが明かとな

れ 48)ラフィノース系列のオリゴ糖は膨構図子としてよりも，むしろビフィズス菌増殖国子とし

て重要視されるようになった.このように，機能性食品としてのガラクトオリゴ糖の評価が高

まるにつれJ9，50}α ガラクトシダーゼの糖転移反応や縮合反応を利用した機能を有する新規な

オリゴ糖の創製が試みられるようになった 51，52) 

これまでに，動構物をはじめ微生物など起源を異にする αーガラクトシダーゼがいくつか見

出されているが，なかでも，植物起源の αーガラクトシダーゼ、に関しては研究例も多く，ソラマ

メ7，8)をはじめ，アルフアルフア911)チョロギヲ 12) サトウキピ， 13)レンズマメ， 14)およびスイカ 15)

から均一な酵素標品として単離され，酵素化学的性質が明らかにされている.しかし，これら

植物起源のα ガラクトシダーゼはpHや熱に対する安定性は低く，食品工業への利用という

点、では必ずしも満足すべきものとはいえない.これに対して，微生物起源のαーガラクトシダー

ゼ、に関しては純化された例はきわめて少なしわずかにM.vinaceaの菌糸体から硫安分画，

DEAE-Sephadex A -50カラムクロマトグラフィーヲ Bio-GelP-200によるゲルろ過により αー

ガラクトシダーゼが精製され，結晶化されているにすぎない e また，酵素化学的な聞に関して

もあまり詳細な研究は行われておらず，M. vinaceaαーガラクトシ夕、}ゼはメリピオースララ

フィノースおよびクニトロフェニルーαーかガラクトピラノシド (NPGal)を分解するが，グア

ガムやB型血液型物質に作用しないこと，および'，pH6以下で、は著しく不安定で、あることが報告

されているにすぎない 29)一般に，食品工業への酵素の利用をはかる上においては，安定で高い

をもっ酵素の供給が要求される.このような観点に立脚して，著者は微生物界に安定なα…

ガラクトシダーゼを求め，担子菌丹cηoρor附 cinnabarinusIFO 6139株が培養液中に

移活性を有する酎熱性 α ガラクトシダーゼを多量に生産することを見出した.このことはラ固

定化酵素の調製という点で有利なばかりでなく，高温での欝素反誌が可能であるため雑障の汚

染を防ぐことができるなど，酵素の工業的利用において種々の利点を有すると考えられる.耐

α ガラクトシダーゼに関する報告例は皆無で、あり，本酵素の騨素化学的性質を明かにし，

食品工業への応用を研究することは極め あると考えられる.

本研究では，まず第2主主においてヲ P.cinnabarin附の生産する g ガラクトシダーゼ、を収率

良く精製する方法を確立し，さらにその結晶化を行った.つぎに，精製酵素のタンパク化学的

性質および酵素化学的性質について検討し，本酵素は熱のみでなく，界面活性剤SDS(ドデシ

/レ硫駿ナトリウム)やプロテアーゼ、に対して撞めて安定であることを見出した.また，本酵素

は約14%の糖を含む糖タンパク質であることを示し，これら結合糖鎖と本酵素の安定性との関

を加えた.

，高濃震のラフィノースを基質として本酵素の糖転移反応により生成し

生成物を単離@同定した.その結果，糖転移生成物としてスタキオース，ベルパスコース，ア

ジュゴースなどのラフィノース系列のオリゴ糖，およびスクロース，ラフィノース，スタキオー

スの非還元末端にガラクトースが α1，3結合した新規なガラクトオリゴ糖が生成することを

明らかにした.また，糖転移反応の最適条件および糖転移反応;における受容体特異性について
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検討した。さらに，

スから αーガラクトオリ

を平IJF脅してラガラクトースとスクロ

によって得られる αーガラクトオリ

3Gα ガラクトシノレスクロース，プランテオースおよびラブィノースであることを明らか

にするとともに，これらオリゴ糖生成における最適の条件を設定した@

αーガラクトシダーゼの工業的利用を自的として 9

はコロイド状キチンに高い活性収率で閤定化されること，およ

α-ifラ

み、

に臨定化された αーガラクトシダーゼは，遊離の欝素:と

した.また，ヱド髄定化酵素を苦言菜糖蜜中のラフィノース

クトシダーゼのバイオリアクターとしての有用性を示した 6

はち P.cirmabari汎usの生産する

をまとめたものである，

ゼに関して得ら;fLた以上

2 Pycnoporus cinnabarinus る αーガラタトシダー と

1範緒 霊童

今日まで，多くの αーガラクトシダーゼが動物，植物，微生物から

が明らかにされている.しかし，動物や植物起源の α ガラクトシ夕、

の αーガラクトシダーゼに関しては精製された例は少なし

純化された酵素標品が得られているにすぎない 29)

を目的としてラ

しつつ P.cinnabarinusの

ら，a…ガラクトシ夕、、ーゼ

いて検討した.

し，そのタンパク化学的およ につ

2節 よ

P. cinnabarinus IFO 6139株は(財)発欝研究所より入手した. NPGalおよび他の戸ーニト

ロブヱニルグリコシド類は Koch-Light社製のものを用いた φ メリビオースおよびラフィノ

スは，それぞれDifco社製および和光純薬工業社製のものを使用した@スタキオース，ローカ

ストどーンガムラ ガムおよびトラガカントガムは Sigma社製である@

Flavobacterium sp.由来のエンドーβ-N-アセチノレグルコサミニダーゼ、は京都大学農学部山

より恵与されたものを用いた。プロナーゼE，ズブチリシン，およびトリプシンは

より，また，カノレボキシペプチダーゼYはオリエンタル酵母社より求めた⑮

2 

aーカゃラクトシ夕、-

ml，。隣2M

3TCで10分間反略させ

戸ーニトロブェノーノレを420nmにおける

ニトロフェノールを遊離させる酵素設を l

ー

を

る

る水解活性の測定は次のように行った@
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すなわち， O.lM基質溶液0.2ml，0.2M Na2HPO.-0.IMクヱン酸緩衝液 (pH5.0)0.2ml，酵

素溶液O.lmlを含む反応液を3TCで10分間反むさせ， 4分間煮沸することにより反応を停止さ

せた.メリピオースを基費にしたときはラ生成するグルコース量を和光純薬工業社製のグルコー

ス-C テスト(ムタロターゼ@グルコースオキシダーゼ法)をFおいて，また，ラフィノース

およびスタキオースを基質にした場合には，生成するガラクトース量を Somogyi-N elson 

により定量した，ガラクトース含有多糖に対する活性は，多糖10mgを含む0.2M .1 

(pH5.0) 1.8mlに酵素溶液o.2ml (20静素単位)を加え， 370Cで24時間反応
を行しり遊離するガラクトース量を Somogyi-N elson 法53)により定量することにより求めた。

築 3:rl褒タンパク

タンパク繋は牛血清アルブミンを標怒タンパク費として Hartree により した e

4 

P. cinnabarinus IFO 6139株はポテトグルコース培地で， 250C， 7日

した.斜面培地より菌糸約25耐をとり，スクロース 2%，ペプトン 3%予

2304 1 %， KH2P04 0.5%， • 7H20 0.05%からなる培地50ml

む250ml容三角フラスコ した.この培養液20mlを 1 Qを

む5C 

lこより

し， 30
0

Cで6日

し， 300Cで10日 (8，000rpm x 15 

を粗酵素液として以下の

5 

欝素の精製は 40Cで行った.粗酵素液10Qに70%飽和となるよう

添加した。 40Cで2日静援した後，遠心分離 (8，OOOrpm x 15min)し，

0.05Mリン離緩衝液 .0)で王子衡化した SephadexGす5カラム (5.0

x 79crn)に供した.素通り麗分 (690ml)を0.05MiJン酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化したDEAE-

Sephadex A-50カラム (5.0x 68crn)に添加し，同緩衝液で未吸着部分割容出後， NaCl 

をOから0.4Mまで直線的に増加させることにより，吸着画分を溶Jちした.各溶出面分について

280nm における吸光度および醇素活性を瀦定した.ot ガラクトシダーゼ活性を有する

め， 1M酢駿でpH5.0に調整した後， 75
0

Cで30分間処理した.生じた沈澱を遠心分離 (10，000

rpm x 15min)により除去し，上波液をアミコン社製の限外ろ過膜PM-10(分画分子量10，000)

で30mBこ濃縮後， 0.05M酢酸緩衝液 .0)に対して24時間透析した。透析内液 (36m!)を

0.05M酢駿緩衝液 (pH4.0)により平衡化した _"onh"rlcvA -50カラム (2島6x 55crn) 

に供した.溶I:Hはo-0.18Mの NaCl濃度を直線的に上昇することにより行った.活性画分を
め，限外ろ過により約 5mlに濃縮した.濃縮液をO凶05M酢酸緩衝液 .0)で平衡化した

Sephadex G--150カラム (2.6x 95crn)に供し 9 同緩衝液を用いて溶出した。

5項

Sephadex G-150によるゲルろ過で得られた活性蕗分を限外ろ過膜でタンパク

mg/mlになるように濃縮後，これに粉末硫安吾少しずつ微白濁を呈するようになるまで加え，

40Cで2日
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7 

ポリアクリルアミドゲ はDavisの方法55)に従って行った.泳動は7.5%ポリアク

リノレアミドゲルを用い， pH9.5で行った@タンパク質はクマージブリリアントブルーR-250で染

色した.また，糖の染色には過ヨウ素酸ーブクシン法56)を用いた e

8 

上記の SephadexG-150によるゲルろ過で得た精製酵素を0.2M酢酸緩衝液 (pH4.7)に溶解

後，同緩衝液に対して充分に透析した後，超遠心による分析を行った。タンパク質濃度は3.0m邑/

mlとした.分析は日立分析用超遠心機 (828型)を用い， 200Cで60，000回転に達した後， 6分間

毎に写真撮影を行った@各時間における自転軸からの距離を測定し，沈降係数

盟主翼分子

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動による分子量の測定は WebberとOsborn57)の方法

に従った倉。‘l%SDSを含む7.5%ポリアク 1)lレアミドゲノレを用い，カラム当り 8mA，約5時間

泳動を行った.泳動後9 タンパク質をクマージブリリアントブキノレ-R-250で、染色した，

パク質には BDH社製の分子量マーカーL (リゾチームを化学的に重合化して調製された

体から 6重体までの混合物)を使用した。

また，ゲルろ:I!富士去による分子量の測定は Andrews58)の方法に準じて行った.酵素タンパク

および標準タンパク質のゲルろ過はO.lMNaClを含む0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.5)で

した SephacrylS-200カラム (2.6x 95cm) を用いて， 20ml/hrの流速で行った@

タンパク質としてはオボアルブミン(分子量45，000)，4二血清アルブミン(間68，000)，アルド
ラーゼ(問158，000)，カタラーゼ{同240，000)およびフェリチン(同450，000) を使用した.

第1

αーガラクトシダーゼ、の等竜点は焦点電気泳動法5刊こより求めた.両性担体 (Ampholine

(pH2.5~4) : (pH3.5~10) ニ 4 1，平均終濃度 1%)を用い，スクロースで密度勾配を作製

した，本酵素を 1%グリシンで平衡化後， LKB等電点、分画用カラム (110m!) に添加し， 20C， 

500Vで48時間通電後， 2.5m!ずつ分画した.pHの、測定は氷水冷却下で、行った.

1頃吸光係

i精製酵素襟品はO.lMKClで2日間透析後，蒸留水で3日間透析した。酵素溶液の吸収スベ

クトルは自記分光光度計(目立製作所557型)により測定した.また， I司時に酵素溶液の

を秤量ビンにとり 700C，減圧下で乾2燥した後，さらに1050C-で乾燥し，真空デシケーター中で放

冷した.一定の重量になるまでこの操作を繰り返し，醇素の乾燥重量を求めた 60)測定結果より

本醇素の280nmにおける吸光係数を算出した.

第12工員 アミ/酸組成

酵素標品を滅ぽ封管した試験管中で6N塩酸により， 1l0oCラ 24，48， 72時間加水分解した.

j威圧乾間後， pH2.2の0.2Mクエン酸ナトリウム一塩酸緩衝液に溶解し，アミノ酸自動分析機

(日本電子]LC-300lを用いて定量した@セリンとスレオニンは零時間に補外して求めた.パ

リンとイソロイシンの量は72時間の値を用いた.システインは過ギ酸酸化した試料を酸加水分

解し，システイン般として求めた.また，トリプトファンは Edelhoch61)の方法に従って，分光
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的学 した.ずなわち，試料を 6Mグアニジン塩酸塩溶液(0.02M リ

にj容解し， 288nmの吸光度そ測定した a

pH6.5 

を酸加水分解後，ガスクロマトグラフィーで定量した@ガスクロマト

グラブイーには水素炎イオン化検出器付G-180ガスクロマトグラフ(柳本製作所)を用いて行っ

た。すなわち予試料に2Nトリプルオロ酢酸を加え封管し， 100oC， 8時間加水分解後，

留し，水に溶解して， Dowex 50 (日+)(200~400mesh， 8阻 x 5 cm) カラムに添加した.来

吸着画分を中性糖画分ヲ 2N塩酸でi容出される離分をアミノ糖画分として集め，そ

関した.中性糖画分は 1mlの水に溶解後ラ水素化ホウ素ナトリウムlOmgを加え， 4
0
Cで一晩翠

元した.酢酸を加えて過剰の水素化ホウ素ナトリウムを分解した後， Dowex 50 

に{供した.米吸着i割分を濃縮乾屈し，さらにメタノールを加えて濃縮乾隠する操作を3間繰り返

した後，ピリジンー然水酢酸 (1: 1) 100μ1を加え， 1000Cで30分間加熱してアセチ/レ化した.

られたアルジトール@アセテート誘導体はガスクロマトグラブィーにより分析した@クロマ

トグラブィーは GasChrom Qカラム(液相 3% ECNSS-M， 100-120mesh， 0.3 x 75cm) 

を使用し， 1800Cで行った.内部標準物質としてキシロースを用い，上記と同様に還元後，アセ

チル化した.

アミノ糖は水素化ホウ

し，減j王乾回した。

トリウムで還元後，酢酸で過剰の水素化ホウ トリウムを

にメタノー/レを加 り返し と同様にアセチル

化した。ガスクロマトグラブィーは GasChrom Qカラム(液相 :3弘 Poly-A103， 100-120 

mesh， 0.3 x 200cm) を用~)， 2200Cでイ子った.内部標準物質としてはガラクトサミンを用い，

上記と同様に還元後，アセチル化した.

ヱン コサミニダーゼによる

α…ガ?クトシダーゼ10mgを0.05M酢酸緩衝液(pH6.0)1.61111に溶解し，これにエンドーβ-N-

アセチルグノレコサミニダーゼ0.011111(1酵素単位)を加え，3rcで24時間反応させた。
をO.lMNaClを含むO.05Mトリスー塩酸緩衝液 .4)で、平衡化した S叩 hacrylS-200カラ

ム (2.6x 95cm) に添加し，同緩衝液を用いてi容出した.糖合議:はマンノースを標準物質とし
b
〆
'

エフて により測定した.

3節

1工費 0:'ーガラクトシダ

(1) 

ろj夜の70%飽和硫安沈澱物を SephadexG-25で脱塩後ヲ 0.05Mリン酸緩衝液 (pH6.0)

に平衡化した酵素液について DEAE-SephadexA -50カラムクロマトグラフィーを行った.そ

の結果， Fig.lに示すように， 3つの画分を得た.αーガラクトシダーゼ活性はi函分IIに認めら

れたが， このi商蔚分;にこは β N アセチ/ルレググJルレコサミニ夕ダダ、ホ、一ゼ， β カガ心ラクトシシJ夕ダや一ゼおよひび、β クグや/ルレ

コシ夕ダ守一ゼ

」 υりノ閉1刀Jを，さらに pH5.0，75
0
Cで30分間処理したところ，0:'ガラクトシダーゼの活性は低

しなかったが， β ガラクトシダーゼ¥β-Nアセチ/レグノレコサミニダーゼおよびβ グルコシ

ダーゼ活性は完全に消失した.

熱処理後， pHを4.0に調整し，再びDEAE-SεphadexA-50によるイオン交換クロマトグラ
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フィーを行った (Fig.2). この操作により本

酵素の比活性は41倍に上昇した.

さらに，活性画分を集め SephadexG-150 

カラム (2.6x 95cm)によるゲルろ過に供し，

Fig.3に示すような結果を得た.αーガラクト

シダーゼのピークと280nmの吸収のピーク

は完全に一致した.

精製過程の各段階における酵素活性，タン

パク質量を部定し， Table 1にまとめた.本酵

素は硫安塩析物から59.4%の収率で約44倍に

精製された.精製酵素標品はO.05Mリン酸緩

衝液(pH6.5)中， rcで少なくとも 6カ月間

光富:Pyc持otorusCI抑制bari持usの生産する耐熱性 a ガラクトシダーゼに関する研究
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Fig. 5 Polyacrylamide Disc Gel Electropho鈴
resis of Purified a-Galactosidase. 
Polyacrylamide gel electrophoresis was 
carried out in 7.5% polyacrylamide gel 
at pH 9.5 in a cold room. The purified 
enzyme (60μg) was applied. 
Left; stain巴dwith Coomassie brilliant 
blue R-250， 
Right; stained with periodic acidイuch-
sm. 

FractIon number ( 5何時Ilubt') 

Fig. 3 Gel Filtration of a-Galactosidase on 
Sephadex G叩150.
The enzym邑solutionobtained from Fig. 2 
was concentrated and 5 ml of the solution 
was applied to a Sephadex G-150 column 
(2.6 x 95cmλThe column was developed 
with 0.05M sodium acetate buffer (pH 4.0) 
at a flow rate of 18ml per hr. 
411T， absorbance at 280nm; 
0， a-galactosidase activity 

Fig. 4 Crystals of a-Galactosidase from P. cin-
加 barinus.Scale indicates 10jLm 

Purification of a-Galactosidase from Pyc仰戸oruscin加 bari側 S.Table 1 

purification Specific 
activity 
(units/mg) 

Yield Activity Protein 

(fold) (%) (units) (mg) 
Step 

1 

8.6 

9‘6 

40.9 

44.2 

6.50 

55.6 

62.2 

266 

287 

100 

69.2 

65.0 

65.0 

59.4 

26，600 

18.400 

17，300 

17，300 

15，800 

4，090 

331 

278 

65 

55 

Ammonium sulfate 

precipitation 

1st DEAE-Sephadex A-50 

Heat treatment 

2nd DEAE-Sephadex A-50 

Sephadex G-150 
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18min 12min 6min 

36min 30min 24min 

Fig. 6 U1tracentrifugal Patterns of the Purified cr 
Galactosidasε. Dir邑ctionof sedimentation was from 
right to left. 

Fig.7 SDS吟Polyacrylamide
Gel Electrophoresis of 
Purified a-Galacto. 
sidase. 
Purified enzyme (15μg 
protein) was applied to a 
7.5% SDS -polyacryl. 

安定であった.また，凍結乾燥標品は-200Cで3年間安定であった.

amide gel in the presence 
Oeft) or absence (right) 
ofβ-mercaptoethanol. 

(2) 酵素の緩議化

精製酵素を用いて酵素の結晶化を試みた.Sephadex G-150カラムクロマトグラフィーによ

り得た麗分に粉末硫安を添加することにより， Fig.4に示すような菱形板状結品を得た.

(3) 酵素の均一性

Fig.5には精製酵素標品のポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果を示した.左側がタンパ

ク質の染色，右側が糖の染色を示している.本標品は南染色法において単一バンドを示し，そ

の泳動位置が完全に一致しており，このことから本酵素が糖タンパク鷺であることが明かと

なった.

Fig.6に本酵素のj超遠心による沈降図形を示した.このように左右対称で鋭い単一のピーク

を示し，本酵素標品は超遠心的にも均一であることが判明した.また，沈蜂係数(S20，w)は9.75

と算出された.

第2項 α叩ガラクトシダーゼのタンパク化学的性質

(1)分子量

本酵素を 1% SDS( 2 %βーメルカプトヱタノール含有)存在下で1000C，5分間加熱後， SDS… 
ポリアクリルアミドゲ、ル電気泳動を行い，結果を Fig.7に示した.本酵素は SDS-ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動においても単一のバンドを示した.また， β メJレカプトエタノーノレ非存

在下で同様に加熱後，泳動した場合と泳動距離は同じであった.このことより，サブユニット

間のジスルブイド結合は存在しないことが示唆された.

SDSーポリアクリルアミドゲ、ル電気泳動法により分子量を測定した結果.Fig. 8-Aに示すよ
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うに本静索の分子量は約52，000と算出された.

一方， Sephacryl S-200を用いたゲルろ過法

によって推定された分子量は約210，000で

あった (Fig.8-B).これらの結果から，本酵

は分子量52，000の同一サブユニットから

成される 4主重体であることが示唆された@

等電点

。
40 

Fraction number( 2.5 m!l tUDe) 

Fig.8 Estimation of Molecular Weight of a-Galactosidase by SDS-Poly. 
acrylamide Gel Electrophoresis (A) and Gel Filtration on Sεph呂crylS 
200 (B). 
marker proteins; (A)， 1 to 6; monomer to hexamer of lysozyme 

(MW 14，300 to 85，800)， (B)， 1; ovalbumin， 2; bovinεserum albumin， 3; 
aldolase， 4; catalase， 5; ferritin， 重量、 a -Galactosidase. 

30 20 10 。

示した.この

pH3.4と求められ，

とが示唆された.

吸収スベクトル

紫外部吸収スペクトルを Fig.10 

に示した.留から明かなように280nmに

の結果を Fig.9に

の等雷:I.~ は

Fig.9 I80巴i日ctric
Galactosidase. 
The purified enzyme was subjectεd to 
isoelectric focusing in a 110 ml LKB 
column containing 1% Ampholine solu. 
tion， a 4:1 mixture of Ampholine pH 2.5 
~4 and pH 3.5~ 10 with a stepwise su. 
crose gradient. Electrophoresis was car. 
ried out at 2'C for 48 hr with 500V 
畿 pH:仁)， a--Galactosidase activity. 

出of Focusing 

し， 290nm'こ肩そ有する吸収スペクトル

が得られた.また，本酵素の 1%溶液の280nm

における吸光度 (E~~~)は 20 ‘ 7 と求められた@

(4) アミノ離およ

るアミノ

をff-コた.Table 2に示すように，

成するアミノ酸残基のうち酸性アミノ酸が比

較的多く含まれていた，アミノ酸分析の結果

0.2 

... 
2 
2 
~ 0.1 
.CJ 
4 

。
よ

350 

Fig.l0 UV -absorption 
Galactosidase. 
The spectrum was recorded in deionized 
water. 

且一of 

250 3∞ 
Wave !en宮th(nm) 

Spectrum 
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Table 2 Amino acid and Carbohydrate Com. 
positions of a-Galactosidas在。

component Residues per subunit") 

[amino acid] 

Aspartic acid 59.9 

Threonine 25‘1 

Serinε 34.0 

Glutamic acid 26.2 

Proline 20.0 

Glycine 37.7 

Alanine 27.9 

Half-cystineb) 7.4 

Valine 20.3 

Methionine 8.1 

Isol記ucine 17.9 

Leucine 24.6 

Tyrosine 13.5 

Ph在nylalanine 13.7 

Histidine 13‘1 
Lysine 7.6 

Argininε 10.9 

TryptophanC) 15.3 

[ CarbohydrateJ 

Mannosε 32.9 

Glucose 2.2 

G!ucos在mme 4.8 

a) The valu日sare express配don thεbasis of a 
subunit molecular wアeightof 52，000骨
b) Determinεd as cysteic丘cidaftεr performic 
acid oxidation 

C) Determined spectrophotomεtrically 

から明かのように本酵素にはシステインが含

ま:hているカ七 5，5'ージチオピス(2 -ニトロ

(DTNB)と反応しないことから遊離

のシステインは存在しないことが示唆された.

している糖はマンノー

ス，クもルコース，グJレコサミンであり，マン

ノース含量に富んでいた. また，ガラクトサ

ミンは検出されなかった.これらの結果より 9

本酵素は約14.2克の糖を含む糖タン

パク震であることがわかった.

3項 αーガラクトシダ

的性質

100 

80 

~ @ @ 
60 

予、
間

〉

芸品。

嘩3
〉

噌5 20 
主&主

。
2 ι 8 8 

Fig.11 Effect of pH on a-Ga!actosidase 
Activity 
The enzym己丘ctivitieswere measured at 
3TC and various pHs. NPGal w丘susεd 
as呂 substr註te.

100 

O.1M sodium citrat巴 O.IN HCl 
buff日r;
縁、 O.2MNa2HPO，-().lM citric acid 
buff巴r

~ 80 
e~ ， @ 
} 

?: 60 
〉

~ 
明a40 
コ

て3320 

。
2 ι 5 8 10 

pH 

Fig.12 Effect of pH on the Stabi!ity of a-
Gal昌ctosidase.
The巴nzymewεre k邑ptfor 2 hr at 3TC in 
various buffers of pH 2.0 to 10.5， and the 
enzvme activities wεrem記asur巴dat 3TC 
and pH 5.0. NPGal was used as a sub 
strat巴 pH2.0~2.5 ， O.IM sodium citrate 
O.lN HCl buff日r;pH 3.0 ~ 8.0， 0.2M 
Na2HPO，' O.IM citric acid buff日r;pH 
9β~ 10.5， O.2M boric acid plus 0.2M KCl-
0.2M N a2C03 buffer 
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Fig. 13 Effect of 'I、emperature on 官一
Galactosidase Activity 
The enzymεactivities were measured at 
pH 5.0 and呂tvarious tem抑 ratures

(1) 議選 pH

α ガラクトシダ

をFig.llに示した.

ス，スタキオースを基賞、とした場合においても

(2) pH 

を pH2.0~lO.5の緩積液と

性を測定した@その結果ラ Fig.12に示すように?

とが判明し

Fig. 14 Effect of Tεmperatur日onthe Sta bility 
昭一Galactosidase.
The enzyme solution (pH 5.0) was kεpt 
呂tvarious temp巴raturesfor 15 min， and 
the enzyme activities w在rem出 sur吋 at
pH 5.0 and at 37

0

C. 

た. NPG討を基質に用いたとき

は5.0付近にあった@メリビオースララフィノ

はoH5.0付近で最大活性を示した，

を5.0とし，残存活

日〉、

;f'. 80 ¥ 
75 'C 

; 60 

〉、

日O ιJ 

玉 60

0 40 

ザg 、ご
てココ

40 

明 20
てヨ3 

EぴaE、J 。
La5J 20 

。
α= 

10 

90T 

20 30 
。

TimE' (minl 

。 10 20 
TimE' (min) 

30 

i麗j還

と活性の関係を Fig.13に示した e こ

A 

より

お

は750Cと求めら

Fig.15 Effects of Temperature and pH on the Stability of a -Galactosidas日.
Th日日nzymeswer日 keptat 75'C and at indicat日dpHs (A)， or at indic呂ted
tempεratUl芭sand at pH 5.0 (B) 
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Substrat巴
Km Vmax 

Polysaccharide 
Ga!actos巴produced

(mM) (μmoles/min/mg) (μg/24hr) 

NPGal 0.31 630 Locust bean gum 115 

Melibiose 0.80 87 Guar b巴angum 62 

Raffinose 2.16 106 Tragacanth gum 。
Stachyose 1.15 123 Gum arabic 。

れた，

(4) 熱安

酵素液を pH5.0， 30~90oCの各温度で15分間

処理し，残存する酵素活性を測定した.Fig.14 

に示すように本酵素は750Cまでは安定であり 9

活性の低下はみられなかったが， 850Cでは活性

は75%にまで低下しヲ 900C，15分間の加熱で完

全に失活した@ついで，精製酵素を pH3.5~7.0

の緩衝液で希釈後， 750C， 30分間保温し残存活

性を測定し， Fig. 15-Aに示すような結果を得

た@本酵素は pH5.0では75'C，30分間の熱処理

では活性の低下はみられなかったがヲ pH7.0で

は750C，30分間の熱処理で60%にまで低下し，

pH3.5では活性は急激に低下して， 30分後には

失活した.またヲ pH5.0では， 750Cで5時

間処理しでも活性の低下は認められず，8時間後

においても活性は70%以上保持された@しかし9

pH5.0においては90'Cの熱処理により急激に活

性が低下し， 15分後には完全に失活した (Fig.

15-B). これらの結果から，本酵素は pH5.0で

は，耐熱性がきわめて高いこと，および，その

熱安定性は pHに依存することが明らかとなっ

Tこ-・

(5) 基質特異性

NPGal，メリビオースララフィノースラスタ

キオースを基質としてF脅しり基質濃度と反応速
度の関係を Lineweaver-Burkの方法に従って

作関し，それぞれの基費に対する速度ノfラメー

ターを求めた.Fig. 16 ~こ示すようなプロットよ

り，各基質に対する Km{1底 Vmax値を求め

Table 3にまとめた.これらの結果から， Km憶

はNPGalに対して最も小さく，メリビオース，

スタキオース，ラフィノースの隔に大きくなっ

τ、able3 Kinetic Paramet巴rsfor P. cinnabar-
inus a-Galactosidase-catalyzed 
Reactions 
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C

一ε
3
3
5
3〉
~

6トX10.3 

4 
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Fig.16 Lineweaver-Burk Plots for the a-
Galactosidase--catalyzεd Hydrolysis of 
NPGal， Melibiose， Raffinose， and Sta-
chyose. 
Th官官nzymeactivities were measured at 
substrate concentr呂tionsof 0，12 ~ 1.6 
mM  pNPGal， 0.16 -~ l.OmM melibiose， 
1.6~10mM raffinose， and O ，80~lOmM 

stachyosε， under the standard condition 

つf呂ble4 Hydrolysis of Polysaccharidεs 
Containing Ga!actos巴 by P. cin 
nabaη~nus a' --Ga!actosidase 
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た. Vmax績は NPGalで最も大きくスタキ

オースララブィノースヲメリピオースのl簡に

小さくなった a なお， NPGalの場合には

による

次に，ガラクトース含有多糖に対する

について検討した闘その結果， Table 

は主鎖、にガラクトー

スそ含み分i妓構造をもっトラガカントガムや

アラビアガムには用しないカち{長崎員にαー

ガ、ラクトシド結合をもっガラクトマンナンで

あるローカストピーンガムおよびグアガムを

ることが明かとなった.また 9 こ

グアガムよりローカストビーンガムの方が

みでな

NPGal 

して

Table 5 Effεct of Dεnaturants on a 
Galactosidas告 Activity

Denaturant 

None 

1 % SDS 

20% Ethanol 

6M Urea 

6M Guanidine-HCl 

Activity (%γ 

100 

98 

85 

42 

8 

* measur担dusing NPGal as a substrat巴.
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む
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Fig. 17 a-Galactosidase Activity after Tr日at-
mをntwith Various Conc日ntrationsof 
SDS. 
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Fig.18 Sephacryl S-200 Chromatography of the Endoβ N -Acetylglucosaminidase 
Digest of a時Galactosidase
Th巴endo-β-N -Acetylglucosaminid呂sedigest of a日gal註ctosidasewas applied 
to a Sεphacryl S-200 column (2.6 x 95cm). Gel filtration was p邑rform邑dwith 
0.05 M Tris-HCI bufI日r(pH 7.4) containing O.lM NaCl at a flow rate of 20ml 
P巴rhr. NPGal was used as a substrate. 
感.absorbance at 280 nm; a -Galactosidase activity; 
ム absorbanceat 490 nm 
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Fig.19 Effect of pH on the Stability of 0:-
Galactosidase. 
NPGal was us日das a substrate 
O. native 0: -galactosidase; 毒殺 carbo. 
hydrate-deplet日d0:-galactosidase 
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Fig.20 Effects of Temp巴ratureand pH on the 
Stability of o:-Galactosidasε 
NPGaJ was used as a substrate. 
署警.pH4.0;ム A， pH5.0; 鰻，pH6.0;
ム己， native 0: ""galactosidase;畿&鶴
carbohydra te-depleted 0: -galactosidase. 

酸により完全に失活した.ついて，本酵素を各濃度の SDSを含むO.OlMリン酸緩衝液(pH7.0)

中に40
0C，24時間保湛後，残存活性を測定したところ， 17に示すように 5%SDS存在下，

40
0

C， 24時間保溢しでも活性の低下はみられ

なかった φ

纏鎮の除去による

は糖を約14%合主f糖

タンパク質である.本酵素の糖鎖と安定性と

の関係を検討するために，エンドーβ-N-アセ

チ/レグルコサミニダーゼによる糖鎖の姶去を

試みた.(J(ーガラクトシ夕、ーゼにエンドーβ-N-

アセチルグノレコサミニダーゼを作用させた

反応液を SephacrylS-200カラム (2.6x 95 

cm)に供した (Fig.18).酵素活性を有する画

分 Iを集め，エンドーβNアセチノレグルコサ

ミニダーゼを作用させてもさらに分解は認め

られなかった会ブェノー/レ硫酸法62)により

を測定した結果，この操作によって糖鎖

の約50%が除去されでもヲ酵素活性の低ドは

られないことが判明した.次にエンド β-

N-アセチルグルコサミニダーゼによっ

鎖を除去した αーガラクトシダーゼを用いて，

安定性，熱安定性，プロテアーゼに対する

被分解性およ

100 

もo~ (A) (8) 

車日

tもむ』
;;-

20 
制〉、

〉
。
ェ100

E 郡 色。
(D) 

さ 60。
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Fig. 21 Enzyme Activities of N ative and 
Carbohydr昌te depleted 臣-
Galactosidases after Treatment with 
Pron呂S巴E(A)， Subtilisin (B). Trypsin 
(C) and Carboxypeptid呂$邑 Y(E) 
NPGal was used 品sa substratε 
native a-Galactosidase; 
機 carbohydrate-d巴pleted a-
Ga!actosidase 
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べた.各 pHに3TC，2時間保混した後，残存

活性を測定したところ， Fig.19に示すように

未修飾酵素は pH3.0から pH9.0の範囲で安

定であるのに対し，糠鎖除去酵素では pH3.5

しい活性の部下がみられた.

を各で75
0

Cで処理し，残存活

Fig. 20に示すように，

pH5.0においては糖鎖除去酵素および未修飾

はともに安定であったが， pH4では糖鎖

隷去酵素の方が米修飾酵素に比べ活性の低下

が顕著であった@

ついで，南酵素に0.05Mトリス塩酸緩衝

液 (pH7.5)中で1001音量(w/w)のプロテアー

ゼ(プロナーゼE，ズブチリシンラ トリプシ

ン，カルボキシペプチダーゼy)により，3TC

で処理しラ酵素活性を測定した(Fig.21). そ

の結果，未修飾酵素，糖鎖除去酵素いずれの

にもプロテアーゼ処理による活性の低下

。~ e 

100 

告。

>. 60 
V 

〉

1.) 

6 

0 
コ
"0 

520 

。 20 40 

Numb普rof fr号普Z密情thaws

Fig. 22 Effects of Fre邑zing-Thawingon th巴
Enzym巴Activitiesof N ative and Carbo-
hydrate-deplεtεd a-Galactosidase. 
NPGal was used as a substrat邑Q，
native a --Galactosidase; 穆 carbo-
hydrate-depleted a-Galactosidase. 

は認められなかった.ま

は認められないことから，

SDSーポリアクリルアミドゲノレ電気泳動法においても分子量の低下

これらのプロテアーゼに対して強い抵抗性を有すること，

および結合糖鎖はプロテアーゼ、抵抗性には関与していないことが示唆された.

一方，本騨素の凍結融解に対する安定性に及ぽす糖鎖の寄与を調べることを目的として 9

素溶液を，いったんアセトンードライアイス浴を用いて凍結後，再び37
0

Cで融解する操作を繰

り返し，その都度，残存活性を溺定した.その結果， Fig.22に示すように凍結融解を繰り返す

ごとに酵素活性は抵ドした.また，このような活性の低下は糖鎖除去酵素における方が顕著で、

あった。

第ヰ節

これまでに，P. cinnabarinusの培養ろ液から続安分画， DEAE-Sephadex A-50， Sephadex 

G-100， SP-Sephadex C-50などによるカラムクロマトグラブィーおよび焦点電気泳動の 6段

階の精製接作を経て， α…ガラクトシターゼを得ていたが，その収率は櫨めて低かった 64)本章で

はこの点を改良すべく検討し，熱処壊を加えることにより，精製過程を鰐略化し，均一酵素標

品を60%の高収率で得ることに成功した(Table1).微生物起源の α ガラクトシ夕、ーゼとして

は，M. vinaceaが生産する酵素が最もよく研究されているが，P. cinnabarinusの酔素は M.

vinacea出来の醇素に比べ比活性も高く，熱に対して安定である.

一方，麓々の植物種子の αーガラクトシダーゼは分子量的に多様性を示すことが報告されて

おりJ)例えばレンズマメのαーガラクトシダーゼはSephadexG-100によるゲルろ過により，αーガ

ラクトシダーゼ I (分子量160，000) とα ガラクトシダーゼII (分子量40，000)に分離されて

いる 14)これに対して，P. cinnabarinusαーガラクトシ夕、ーゼにはこのような多様性は認められ

ず¥ゲルろ過法によって推定された分子量は約210，000であり，また， SDSポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動では βーメルカプトエタノールの有無にかかわらず!司一挙動(分子量52，000)を

示す (Fig.7) ことから，本酵素は陪ーサブユニット(分子量 52，000) 4個からなるオリゴマ
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り9 その会合体形成にはジスルブィド結合は関与していないと考えられる.こ

は，オリゴマー酵素である Bac抑制 stearothermothilusl8)が産生する αーガラクトシ

夕、、ーゼ I(分子輩出0，000)やαーガラクトシダーゼII(分子量325，000)とよくねている e

の分子量は Bacteroides ovatus21)の酵素の分子量 (250，000)および Cethalosρorium

，000)に近似しており興味深い.

P. cinnabarinusの 0'-ガラクトシダーゼ、は等電点を3.4にもつ駿性タンパク質であり (Fig.

9)ラこの点 Saccharomycescarlsbergensis65)の酵素(等霊点3.6) と似ている。これは構成アミ

ノ酸の中で酸性アミノ酸含量が高いことによっても裏付けられる (Table2). またラ

サブユニット当り 7i腐のシステイン残基を含むが，このうち 6個は分子内ジス/レフィド

成に関与し，残りの l悟は分子内部に堤もれているか，またはサブユニット間に存:在するため

る反応性を欠くものと推定した合

ンパク質における糠鎖の重要性を示唆する研究成果が蓄積され，微生物が産生す

についても糖鎖が酵素の耐熱性やプロテアーゼに対する抵抗性を高める上で

をしていることが示唆されている 66-69)本欝素は約14%の糖を含む轄タンパク

あり， S. carlsbergensisの α ガラクトシダーゼと似ている 65JLazoらは S;carlsbergeηsis a-ガ

ラクトシダーゼがマンノースヲグルコースヲグルコサミンからなる糖鎖 (54%)を有し，これ

らが，この酵素の安定性や熱安定性を高めるピご重要であると推定している.P. cinnabar-

znusαーガラクトシダーゼについても安定性と結合糖鎖の関連を明らかにするために，

による糖鎖の除去を試みた。ここで使用した Flavobacteriumsp.由来のエンドーβ-Nーアセチノレ

クソレコサミニ夕、ーゼは高マンノース型のアスパラギン結合糖鎖に作用しラ糖タンパク質から

鎖を切断遊離させる酵素である 7仏 71)この静素を用いて約50%の糖鎖を除去した酵素と来修飾

ると， .0での熱安定性には変化はみられなかったが，税糖鎖により酸性倒にお

ける酵素の安定性がfi&下することから (Fig.19， 20)，結合糖鎖は離性pH領域における αーガ

ラクトシダーゼの安定牲に寄与していることが示唆された.同様な現象は Rizotusniveusのグ

ノレコアミラーゼ69)においても観察されている@ 一方，酵母カルボキシペプチダ…ゼ966}酵母イン

ベルターゼラ 68)R. niveusグノレコアミラーゼ69)はいず、れも脱糖鎖することにより，プロテアーゼ

まる酵素であるのに対してラ本醇三者の場合には糖鎖を除去しでもプロテ

アーゼに対する感受性は変化せず酵素活性も部下しないことから (Fig.21)舎

はプロテアーゼ、抵抗性とはi直接関係がないものと推定される.また 9

返すことにより失活するがラこの場合，糖鎖除去酵素の方が凍結融解による活性の抵下が著し

いことから (Fig.22)，締含糖鎖は本酵素の凍結変性に対して抵抗性 となっているこ

とが考えられる.

細菌起源の α-j:f、ラクトシダーゼの最適は6.0から7.5の範囲にあるのに対し91619，21)糸

よび、酵母起源の酵素では酸性側 (pH3.5-5.0)に最適p狂をもつものが多い。 25-31)本菌の

αーガラクトシダーゼの NPGalに対する最適 pHは5.0であり，この点で本酵素はチョロギ 12)

サトウキビ¥13)SUψtomyαssp・.24) M. vinacea29)の αーガラクトシダーゼに似ている.また，M. 
vinacea29)の酵素が pH6以下で不安定であるのに対し，本酵素は pH3.0から9.0の広範囲の pH

る(Fig.12). さらに注目すべき点は本酵素の熱安定性である.すなわち，本酵素の

活性発現の至適溢度は750Cであり，これまでに報告されているいず、れの αーガラクトシダーゼ

よりも高し耐熱性という点においても， 750C， 40分間処理で84%の活性を保持するソラマメ

由来の a-ガラクトシダーゼよりも慣れているといえる.

一椴に， αーガラクトシダーゼの活性はガラクトピラノース残基の還元末端に a-グリコシド
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したアグリコンの種類によって左右される。こ

糖鎖構造の解析など本醇素の応用を考える上でも

を明らかにすることは?

といえる.本実験結架から明らか

なように，P. cinnαbarinusの α…ガラクトシダーゼのラフィノースに弁すする Kml，療は M.

vinaceaZ9)の α ガラクトシダーゼのそれとほぼ同じであるが，植物J1114)縮菌， 17 凡

などの酵素の Km億に比べると低い@このことは，本欝索をラブィノースの分解，除去のため

に利用する場合に大きな利点となることを示している.また，

するガラクトマンナンにも作用し，マンノースの β…1，4結合からなる

ラクトースの側鎖をもっグアガムやローカストビーンガムを分解して，

せる (Table4). A. nigerZ7)や植物10.ωの酵素はグアガムやローカストビーンガムを分解する

が，M. vinac印刷の酵素はこれらを分解しない.また，M. vinacea2引の酵素は α1，6結合およ

び α-1，4結合にしか作用しないのに対して，本静素は α-1，3結合をも分解する(第3

30) . このように本一菌の aーガラクトシダーゼは広い基質特異性を有しており，ガラクトマンナ

ンの物性の改良あるいは糖鎖構造の解析のための有効な手段となるものと期待される.

P. cinnabarinusは頚質担子菌類の一種であれ本菌の発育適温は400Cである e 特に高温を妻子

む菌ではない本担子麓が樹熱性 αーガラクトシダーゼを

般に好熱菌の耐熱性酵素について示されているよう

各種の変性剤に対して抵抗性を示す (Table5， 

ることはきわめて興味深い@一

対して安定なばかりでなく

した糖鎖がこのような

している と考えられるが，安定化の分子機構については，より詳細な検討

5節小指

P. cinηabariηusの生産する aーガラクトシダーゼを精製し，その諸性質を明らかにした.本

酵紫の沈降係数(S2仏 w)は9.75であった.本欝素の分子量はゲルろ過法により約210，000，SDSー
により約52，000と推定され，本酵素は同一サブユニットか

は3.4で，約14%の糖を含む糖タンパク貿であっ

た.本酵素の280nmにおける吸光係数 (E法)は20.7であった@

することにより本酵素は菱形板状の結晶として得られた@

pH は 5.0にあり，最適温度は750Cであった.本酵素は .0~9.0の範囲で安

あり， pH5. 0， 750C， 15分間の加熱で活性のf1S下は認められなかった.本酵素は熱に対して
櫨めて安定でありヲその熱安定性はに放存した.

ノースヲスタキオースに対する Kmf農はそれぞれ0.31mM，0.80m班，2. 1. 15mMであっ

た@またヲ本酵素はガラクトマンナンにも作用した.

は熱のみでなく SDSに対しても安定であり 9 また，プロテアーゼに対し高い抵抗性を
示した@エンドーβ-N-アセチノレグ/レコサミニダーゼを作用させると結合糖鎮の約50%が切断怠

によりプロテアーゼに対する感受性は変化しないが，酸性{則における

る安定性は低下し，このことより結合糖鎖は本酵素の安定化に関与してい

ることが明かとなった，

αーガラクトシダ よる αーガラタトオザ

1節緒言

，グリコシダーゼ類は加水分解反応のみでなく糖転移反応も ヲ
O;;J. このよ
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うなグリコシダーゼの糖転移作用を利用して低カロリーラ {gう蝕性あるいはビフィズス昌子活

性を有するオリゴ糖など新規な機能性食品を開発しようとする試みが活発に行われている 72)

，ラフィノースやスタキオースなどの αーカラクトオリゴ糖はどフィズス菌による選択的

利用性が高い糖類であることもあってJ6，47)大豆や樹菜より抽出されたラフィノース系列のオ

リゴ糖はビフィズスi君子活性を有する機能性食品として控目されるようになった.州問このよ

うに， αーガラクトシダーゼの糖転移反応を利用した αーガラクトオリゴ糖の合成は基礎的な分

野ばかりでなく応用的な詣からも興味が持たれている@

本主きでは，第2章で精製した αーガラクトシ夕、ーゼの糖転移反誌について明らかにすること

を目的として9 まず¥ラフィノースを基繋としたときに得られる糖転移反応、生成物について化

を明らかにするとともにラさらに，糖転移反応生成物を高収率で得るための諸条件につ

いて検討した.

2節 およ

αーガラクトシダーゼは前章第2節に述べた方法で精製し，電気泳動的に均一な標品を用い

た.β フルクトフラノシターゼおよびラミナリトリオースは生化学工業社製のものを用いた.

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)用の試薬は和光純薬工業社製の高速液体クロマトグラフ

用試薬を，ヘキサメチルジシラザンおよびトリメチルクロロシランはガスクロ工業社製のもを

用いた.

2l.寮 HPしCによる

糖転移反応生成物および酵素分解物の分離および検出には羽Taters社製の6000A型ポン

U6K型ユニパーサルインジェクターラ Z型加圧モジューノレおよびR-401型示差屈折計を用い

た.糖の分離には Radial-PAKμBondapakNH2カラム (8x 100醐)を使用し，アセトニト

リル水系(流速2.0ml/min)を移動相として用いた@轄転移反応生成物の定量には臼本分光工

業800シリーズ高速液体クロマトグラブ装震を用いた.糖の検出には示差屈折計(日本分光工業

830-RI型)を用い， ρ…ニトロフェニノレ化合物は UV検出器(日本分光工業875-UV型)により

検出した e データ処理は D-2500Chromato-Integrator (日立製作所製)により行ーった.

31翼轄のペーパークロマトグラフィーによる

調製用ぺ一パ一クロマトグラブイ一には予東夜洋溶

ポツトしヲ幻ーブタノーノレーピリジンー水 (6:4 : 3， v/v/v)で上昇法により 3回展開した.両

端を切り硝酸銀試薬川で発色させ，各糖の位援を確認後，未発色のろ紙を両端の糖の位置に対応

ずるように切取り，水で抽出した.分析用ペーパークロマトグラブィーには東洋瀦紙 NO.50を用

い，上記と同じ溶媒を用いて渓関した@

ヰ項 舗のカラムタロマトグラフィーによる

糖転移生成物は活性炭カラム(クロマトグラフィー用活性炭，和光純薬工業社製)および'Bio-

Gel P-2 (200…400mesh， Bio-Rad Laboratories社製)カラム (2.6x 180cm)を用いて分離し

た.各溶出液中の糖含量はフェノールー硫酸法制iこより求めた.
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5 

オリゴ糖 (2-3rng) に0.5N硫酸0.5mlを加え，窒素封管後1000Cで4時間，加水分解した@

分解液を炭酸ノfリウムで中和後ヲ沈澱物をろ過により捻き，減圧下で濃縮乾留した@乾盟物に

ピリジン0.2ml，ヘキサメチルジシラザンO. トリメチルクロロシランO“05mlを力日えトリメ

チルシリノレ化74)し，得られた誘導体をガスクロマトグラフィーに供した.内部標準物質としてメ

チル α マンノシドを用いた. 3%SE…52をコーテイングした ChromosorbW 

を充填したガラスカラム (0.3x 200cm)を使用しヲカラム温度を130
0
Cから160

0
C

まで毎分OSCずつ!こ界させた.フルクトースの定量にあたっては，オリゴ糖に0.02N硫酸0.5

1討を加え， 1000Cで15分間加水分解後9 上記の方法によりガスクロマグラフィーで分析した事

5 

オリ メチル化は Hakomorj75)の方法に従った.すなわち 9メチル化糖に lN硫酸2

1000Cで3時間加水分解しラ中華日後，水素化ホウ索ナトリウムで還元した

無水酢酸によりアセチルイ七して，得られたアルジトー/レ・アセテート誘導体をガスクロマ

トグラフィーに供した a ガスクロマトグラフィーは，カラムに Gas Chrom Q (液相:3% 

100-120mesh， 0.3 x 200cm)を用い，カラム温E度室18剖OoCで

リ一O一メチル一D ググJルレコ一スおよび2，4，6ふ一トリ一O…メチル一D…グJルレコ一スのアルジト一/ルレ@アセ

テ一ト誘i導等体の向定には Sl悩1泣ima討li託teW(液棺:0.3% OV 275-0.4 % GEXF 1150， 80-100mesh) 

を用いた 77)スタキオースとラミナリトリオースから調製した部分メチル化糖のアルジトー

ル。アセテート誘導体の相対保持時間との比較により各メチル化糖を[司定した.

第7J.翼

オリゴ糖3rr払 α ガラクトシダーゼ(1酵素単{立)および0.02M酔離緩衝液 (pH5.6)から

なる反応液 1mlを3TCご24時間保温した.β ブノレクトフラノシダーゼによる分解は，オリゴ糖

2 mg，βーブルクトフラノシダーゼ (Candidautiliふ生化学工業社製， 1酵素単位)および0.02

M 酸緩衝液 (pH5.0)からなる反応;液 1mlを3TCで24時間保温した。 5分間の煮沸により反

応停止後，反応液を Dowex50 カラムに通し，米吸着麗分を集めて濃縮乾屈した@乾因

物を200，ulの水に溶解後，ミリポアフィルター (0.45，um)でろ過し，ろ液25討を HPLCに供

した.

めるために，次のような反応系により解析した.0.5M

ラフィノース0.4mlヲ0.05Mリン酸緩衝液 (pH7.0) 0.4ml，α ガラクトシダーゼ(5 

ml) 0.2mlからなる反応液を400Cで‘定時間反応させた e 沸騰水路中で、5分間加熱して反応

ょとした後，ブイルター (0.45，um) によりろ過後，糖転移生成物を HPLCにより解析した.

書Z翼 NPGal

0.02M NPGalヲ0.25M各種糖類， 0.05関リン酸緩衝液 .0)，およびαーガラクトシダー

ゼ(1酵素単位1m!)からなる反!忘液0.4mlを400Cご、8時間反!iGさせ， HPLCで糖転移反応の有

無を調べた@受容体として，キシロース，アラどノース， リボースラグルコース，ガラクトー

スヲマンノース 9 ブルクトース，ラムノース，グルコサミン，N-アセデルグノレコサミンララク

トースラスクロースラマノレトースを用いた@また， NPGalを受容体として生成する ρニトロブエ
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ニル化合物は225nmの により棋定し

?こ.

3 

0.5 M ラフィノース 160ml， 

.1Mクエン

160mlにα ガラクトシダーゼ脱出

単位)を加えラ 60
0

Cで6時間反させた。 5

して させ

より分析した結泉，二 23のよう

を得た@ラフィノースの場合には α-:Jf、ラク

トシダーゼによる分解生成物であるガラク

トースとスクロースのほかにヲ

反生成物を与えた.また，ガラクトースの

スクロース

イ尽くかった. このf祭，ラフィノース

mMとした場合には加水分解反応のみ

められた。メリピオースやスタキオースを

とした場合も同様に，加水分解生成物以外

の糖転移生成物が検出された，このように本

酵素は飽の多くのグリコシダーゼと同様に加

水分解反誌のみならず糖転移反応を触媒する

ことが明かになったので，糖転移生成物の分

200 

3150 
E 

~ 100 
8 
♂ 50 

。

20 

200 400 600 800 

Fraction number (20mll tube) 

Fig.24 Charcoal Column Chrom註tographyof 
the Transfer Products from Raffinosι 
Th百reactionmixture (398 ml) was put 
011 a charcoal co!umn (5 x 75cm) and 
sugars w日reeluted successively with 
dεiOl1ized wat己r(ι2 Q)， 5% 巴th在住01
(2.6 f)， 10%台thanol(4.8 k)， 15%芭tll
ano] (2.9 e)， and 20% ethano! (l e) at 
a flow rate of 110 ml per h仁

Suc 

役o.f

C 

F 

。 10 20 30 

Time (min) 

Fig.23 HPLC of the a-Gal呂ctosidaseDigestt 
。fRaffinose. 
Two m! of the r日actionmixture was 
treated with Dowεx 50 (H+) and Amber. 
lite CG4B (CH3COO-) and evaporat巴dto 
dryness， and tll記residuew且sdissolved in 
2 ml of water. The mixture was filtered 
through a 0.45μm MillipOf巴 filterand 
20μI of the mixtur巴 wasiniected. Gal， 
galactose; Suc， sucrosεRaf， raffinose; 
A，oligos品cchaτideA; B， oligos品ccharide
B; C， oligosaccharid日C;D， oligosacchar-
ide D; E， oligos呂ccharideE; F， oligosac句
charide F 

よぴ同定を行った.上記酵素皮!芯液

を活性炭カラム (5x 75cm)に添加し，

税イオン水 (4.2R )で洗浄後ラ吸着した画分

を5%エタノーlレ (2.6R)， 10%エタノール

(4.8 Q )ラ 15%エタノール (2.9e)， 20先エ

(llOml/hr) 

し， 24 

まオしる

オン水でj容出さ 1-No. に

はガラクトースとスクロースカらまた， 5% 

エタノール滞出画分 210-No.339)には

ラフィノ…スと

められた.またち 10%エタノール溶出題分

340-No.579)は主としてラフィノース
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Fig. 25 Gel Filtr呂tionof the 10% Ethanol 
Fraction Obtained in Fig. 24 on Bio 
Gel P-2. 
Th日sugarsolution was appli吉dto a 
Bio-G君1P-2 column (2.6 x 180 cm). 
The column was d記velop己dwith 
water. Raf， raffinos在 C，oligosac 
charide C. 

とオリゴ糖Cであった。

画分 580-No.

った. 20%エタノーJレによっ

B， D， Fおよび未知の糖が含まれていた，

はロータリーエパポレーターで濃縮後， Bio-Gel p.. 2カラムに供

し9 蒸留水で展開したところ， 25に示すようにオリ

りも早く溶出されたので，この麗分を集め，濃縮後宅凍結乾燥した

mwE 
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Fig.27 G在1Filtration of the Fr品ction I 
Obtainεd in Fig. 26 on Bio-Gel P-2. 
Gel filtration was don告 underth巴sam芭
condition註sin Fig. 25. A， oligosacむhar.
ide A; C， oligosaccharide C; E， oligosac-
charide E 
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Fig. 26 Rechrom呂tographyof the 15% Ethanol 
Fraction (Fig， 24) 
Th日sugarsolutiun was put un a ch註rcoal
column (5 x 42 cm)設ndsug呂rswere吉luted
successively with deionized w昌ter(2 e) 
お1d5% ethanol (2 e)， 10% ethanol (6 e)， 
and 12.5% ethanol (5.3 e) at a flow rate of 
11 0 ml per hr. 

オン水 (2nおよび5%エタノ
10完工タノールおよび12，ヱタノーノレ

30 在

害20

10 

Fraむtionnumb校時 ml)

Fig.28 Gel Filtratiun of the Fraction II 
Obtained in Fig. 26 on Bio-Gel P-2‘ 
Gel filtratioll was done undεr th記 same
むonditionas in Fig. 25. B， oligosacchar-
ide B;丘、 oligosaccharideE 



したオリゴ糖を溶出した 26)• 

には，おもにオリゴ糖AとE

ま才Lていたのでヲさらに Bio-GelP-2によ

るゲルろ過を行い，オリゴ糖A(243mg)とオリ

E を分離した (Fig.27)。画分II

569--N o. 635)からはさらにBio-GelP-

2によるゲルろ過により，オリゴ糖B (157mg) 

を分離した圏分m 636-No.700) 

にはオリゴ糖B，DおよびFが含まれていた.Bio-
Gel P-2によるゲルろ過をf子い (Fig.29)争オ

リゴ糖Dを含む{頭分を集め 9さらに HPLCを用

し，オリゴ糖Dを得た(収量 30mg)。

1由自の活性炭カラムグロマトグラフィーに

よって得られたエタノー/レ溶出謝分につい

ては，さらに調製用ペーパークロマトグラ

フィーによりヲオリゴ糖F (33mg) を分離した e

られたオリゴ糖はペーパークロマトグラ

フィーおよびHPLCにより均一な様品であること
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Table 6 

Molar ratio of sugars 

Fructosε 

1.2 

2.1 

2.2 

3.0 

2.9 

4.1 

a) Rf valu日 ofthe oligosaccharide relativεto glucosεon toyo 
N o. 50 filter paper. Solv巴nt;n-butanol-pyridinεwater (6:4: 
3)。

Glucose 

A

B

C

D

E

F
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X
U
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w
u
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u
d
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w
d
ハ
H
V

1
2
A
A
H
V
A
H
υ
A
H
v
n
H
V
1
1ム

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

Ga!actose 
R，:nra) g!c 

0.66 

0.37 

0.26 

0.17 

0.12 

0.06 

Oligosaccharid日S

Molar Ratios of Alditol Acetates D巴rivedfrom PεrmetyJated Transfer Products. 

Oligosac-
charide 

2.3.4-Tri-
O-Me-])-Glc 
(T=2.50) 

1

1

2

3

 

2，3.4-Tri 
O-Me-[)-Gal 
(T=3.46) 

2.4.6-Tri 。-Me-D-Gal
(T=2町25)

2，4，6-Tri 
O-Me-[)-Glc 
(T=1.94) 

1，3.4，6-Tetr品 2，3.4，6-Tetra 
O-.Me-D-Fru ()-Me-IJ-'Gal 
(T=O.72) (T=1.24) 

A 1 

B 1 

C 1 

D 1 

E 1 

F 1 

T呂ble7 

Retention time of the corresponding alditol acetate relative to 1，5一di-O-acetyl-2ふ4β→tetra-O-methyl'-[)
glucito1. Column， 3% ECNSS-M on Gas Chrom Q 
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2項糖転移反花、生成物的構造

前節で単離したオリゴ糖A，B， C， D， EおよびFの構造を酸加水分解，酵素分解および
メチルイ七分析により決定した。

(1) オリゴ轄A

オリゴ糖Aを酸加水分解後，ガスクロマトグラフィーにより構成精を調べた.Table 6に

ようにオリゴ糖Aは等モルのガラクトース，グルコースおよびフルクトースから構成されてい

ることが判明した.Table 7にメチルイ七分析の結果を示した.メチル化分析ではし 3，4， 6…テ

トラ-0-メチルーDーフルクトースラ 2，3，4，6-テトラ-0-メチルーD-ガラクトースおよび2，

4， 6-トリ-0メチルーD グルコース(モJレ上ヒ， 1: 1 : 1)が得られ，ガラクトースがグルコー

スの3{立に結合していることが判明した.オリゴ糖の αーガラクトシダーゼおよびβ…ブノレクト

フラノシダーゼによる酵素分解物の HPLCにおける分離ノTターンをそれぞれFig. 30および

Fig. 31に示した.オリゴ糖Aは α ガラクトシダーゼにより等モルのガラクトースとスクロー

スに分解された.このことからスクロースのグルコース残基にα-Dーガラクトシル基が1，3結合

していることが示唆された，また，オリゴ糖Aはβ…フルクトフラノシダーゼによっても分解さ

れ，フルクトースが遊離することよりフルクトースは還元末端に βーブノレクトフラノシド結合し

ているものと考えた.これらの結果から，オリゴ糖Aの構造を0-α-Dーガラクトピラノシルー

(1-3) -0αーかグルコピラノシノレーはす)…β-Dフルクトフラノシドと推定した.

Suc 

Gol 

ALJ 

BU  

cυ 

1 

EU 正土一一

F LJU' f 

。 10 20 30 

Time (min) 

Fig. 30 HPLC of the庄一Ga!actosidas色Digests
of Oligosaccharides. 
Fifteen microliters of the sampl巴 solu悶
tion was inj巴cted. Sugars w巴reεluted
with acetonitrile-water (72:28). Gal， 
galactose; Suc， sucrose. Arrows， A~F， 

indicat日theposition of oligosaccharidεs 
A~F 

AU 

BU 

cU 

F 

。 10 20 30 

Time (min) 

Fig.31 HPLC of theβFructofur呂nosidase
Digests of O!igosaccharides. 
Fru. fructose; A ~ F， o!igosaccharides 
shown in Fig. 23 
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オリゴ繍B

完全加水分解物の分析結果より，オリゴ糖Bの構成糖はガラクトースラグノレコ}スおよびフ

ルクトースであり，そのモノレ比は 2 1 1であることが明かとなった (Table6). メチル化

分析では， 1， 3， 4， 6ーテトラ -0ーメチルーD…ブノレクトースラ 2，3.4.6-テトラーと 2，4， 6-

トリ O メチル-Dーガラクトース，および 2，3， 4 -トリー0-メチル-Dーグルコースが等モル

られた (Table7). したがって，結合様式はO-D-jiラクトピラノシルー(1-3)-O-D-ガラク

トピラノシル (1-6)-0-Dークソレコピラノシノレベト2)-D-フルクトフラノシドと推定された。オ

リゴ糖Bは αーガラクトシダーゼによりガラクトースとスクロース(モル比， 2: 1)に完全に分

解される (Fig.30) ことから，ガラクトースは α型の結合でスクロースに結合していること 9

および， β フルクトフラノシダーゼにより分解されることからブルクトースは末端に β型で結

していることが明かとなった@以上の結果から，オリコゃ糖Bの構造は0-αDーガラクトピラ

ノシノレー(1-3)-O-a-D-ガラクトピラノシルー(1-6)…O…α-D-グノレコピラノシ/レ…(1-2)β-D-

ブノレクトフラノシドと推定した。

オリゴ糠C，区およびF

Table 6 ~こ示すように，オリゴ糖C，オリ Eおよびオリゴ糖Fの構成糖はガラクトース，

グルコースおよびフルクトースであり，そのそ/レ比はそれぞれ 2: 1 :し 3 : 1 : 1および

4 : 1 1であった. Bio-Gel P-2によるゲルろ過の結果よりラオリゴ糖C，オリゴ糖Eおよ
びオリゴ糖Fの重合度はそれぞれム 5および6と考えた.これら 3種類のオリゴ糖のメチル

化分析では，スタキオースと向様にし 3，4， 6 テトラ O メチル D ブルクトース， 2， 3， 

4， 6 テトラと 2，3， 4ートリー0-メチルーD…ガラクトース，および 2，3， 4-トリー0-メチル-

D グルコースが検出された (Table7). Fig. 30および、Fig.31に示すように，オリゴ糖C，

オリコゃ糖Eおよびオリゴ糖Fは αーガラクトシ夕、ーゼによりガラクトースとスクロースに

に分解され，また， βーブノレクトフラノシダーゼによっても分解され，フルクトースが生成し

たe 以上の結巣より，オリゴ糖CはO…α-D-ガラクトピラノシルー(1-6)-0αD-ガラクトピラ

ノシノレ (1-6)-0-α-DーグJレコピラノシルー(1-2)β-D-ブノレクトフラノシド(スタキオース)， 

オリゴ糖EはO-a-Dガラクトピラノシ/レ時(1…6)-O-a-Dガラクトピラノシルー(1-6)…Oα

Gat 

。

τim睦 (min)

Fig‘32 HPLC of th丘 a-GalactosidaseDigest 
of Oligos呂ccharid邑D.
One ml of the reaction mixture contain. 
ing 3 mg of oligosaccharide D and 1 unit 
of o!日 Ga!actosidasein O.02M acetate 
buffer (pH 5.6) was incubated for 5 hr at 
37"C. Gal， galactose; Suc， sucrose; Raf， 
raffinose; Sta， stachyose; D， oligosac匂
charide D 

D-ガラクトピラノシルー (1-6)-0 a -D-グ

ルコピラノシ/レ(1-2)一β-D-フノレクトフラ

ノシド(ベルパスコース)，オリゴ糖Fは0-α-

D-ガラクトピラノシルー(1-6) O-a-Dーガ

ラクトピラノシノレー(1-6) 0-α-D-ガラクト

ピラノシノレーは-6)-0-α-Dーガラクトピラノ

シノレ (1-6)-0αD グノレコピラノシル

ー(1-2)一β-Dーフルクトフラノシド(アジュ

ゴース)であることが推定された曾

(4) オリゴ糖ひ

オリゴ糖Dはガラクトース 3分子，グル

コース 1分子およびフルクトース l分子から

なる五糖類であった (Table6). メチル化分

析では， 2， 3， 4ートリーと 2，ム 6-トリー0-

メチルーD…ガラクトースが検出されること

から (Table7)， 1 {立と 6{立およびl{立と 3
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Fig噌33 Structures of the Transfer Products， 

イ立の炭素が結合に関与しているガラクトースが存在していることが明かとなった.さらに，オ

リゴ鰭Dは α ガラクトシダーゼにより 3モルのガラクトースと 1モルのスクロースに完全に

分解され (Fig.30)，また， βーフルクトフラノシダーゼによっても分解された (Fig.31). これ

らの結果からオリゴ糖Dの構造は0-α トフゲラクトピラノシルー(1-6)0-α-D-ガラクトピラ

ノシルー(1-3)-0-α…D一一ガラクトピラノシノレー(1-6)-O-a-Dグルコピラノシルー(1-2)β-D-

ブjレクトフラノシドあるいはO…α-D-7J、ラクトピラノシルー(1-3)-0-α-Dーガラクトピラノ

シルー(1-6)-0-α-Dガラクトピラノシ/レ(1-6)0-α-D-グルコピラノシノレー(1-2)β-D-フ

ルクトフラノシドであると考えた.さらに，非還元末端のガラクトースの結合諜式を明らかに

するために，オリゴ糖Dにαーガラクトシダーゼを作用させ，得られた分解生成物を HPLCによ

り分離した(Fig.32).部分水解生成物としてガラクトースラスクロース，ラブイノースおよび

スタキオースが検出されたことからヲオリゴ糖Dはスタキオースの非還元末端に位寵するガラ

クトース 3位にyゲラクトースが結合した0-α-Dーガラクトピラノシノレー(1-3)-0α 

D-ガラクトピラノシルー(1-6)-O-a-D-ガラクトピラノシルー(1-6)-0-α-D-グノレコピラノ

シルー(1-2)…β-Dブルクトフラノシドの構造を有する五糖類であることが示唆された.以 i二転

移生成物として得られたオリゴ糖の構造式を Fig.33にまとめた。
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3項轄転移反応、生成物の生漆条件

前項において P.c仇nabariηUS12'-ガラクト

シ夕、ーゼはラフィノースを基質にしたとき，

転移生成物としてスタキオース，ベルパス

コース，アジュゴースなどのラフィノース系

列のオリゴ糖と，非還元末端のガラクトース

がα1，3結合したO-a-D-ガラクトピラ

ノシ/レー(1-3)-0α-Dーグルコピラノシノレー

(1-2トβDフルクトフラノシド(オ I)ゴ糖

A)， O-a-Dーガラクトピラノシルー(1-3)-0-

a-Dーガラクトピラノシル (1-6)-O-a-D 

グルコピラノシノレー(1-2)一β-Dーブ/レクトフ

ラノシド(オリゴ糖B)，および、O-a-Dガラ

クトピラノシルー(1-3)…0-α-Dーガラクトピ

ラノシノレー(1-6)-0-α吋 D…ガラクトピラノシ

/レ…(1-6)-0-α-Dーグノレコピラノシ/レ (1-2)

βーかフルクトフラノシド(オリゴ糖D)の各

オリゴ糖を生成することを示した.本項ではさらに，

反応に及ぼす諸問予の影響について検討した.

(1) pHの影響

Fig. 34に各 pHにおける転移生成物の総量とスタキオースの生成量の経時的変化を示した"

転移生成物の総量は， pH7.0から pH7.5付近で最大となった。転移生成物のうち最も

多いスタキオースの量は 6時間で最大となり，反応時間が長くなるに従って減少した.Fig.35 
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Fig.35 Effect of pH on the Formation of 
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A， pH 7.5;口， pH 8.0. 

40 

認 30

E 
α3 
ω 
叱3
・ロ 20 
Cて3
ぷコ
にJ
U 
ro 
ω 。
国

O 10 

。 6 12 18 24 
Time (hrう

Fig.36 Effect of Temperatur巴 onthe a 
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ラフィノース とした場合の糖転移
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Rat告S of th在日ydrolysis of 
Galactooligosaccharides by P. cin. 
昨日barinusa-Galactosidase. 

Relativ邑
rate 

Tabl日8

Substrat巴
(10 mM) 

49.3 

48.1 

100 

9.8 

Raffinose (Gal1"6Glcl-2Frul 

A (Gal1-3Glcl-2Frul 

Stachyose (Gall-6Gall-6Glc1-2Frul 

B (Gall-3Gall一品Glcl-2Frul

Accεptor Sp丘cificity of a 
Galactosidasξin Transg且lactosyla.
tion Reaction. 

Acc巴ptor

32 24 16 8 9 48 40 32 24 16 8 。

Table 9 

に非還元末端のガラクトースが αーし 3結

合したオリゴ糖(オリゴ糖A，BおよびD)

の総生成量の経時的変化を示したeαーし 3

結合を千ぎするオリゴ糖は，酸性側での生成速

度が大きし 24時間後まで増加し続けた@

(2) 

300Cから600Cにおける転移生成物の総量お

よびスタキオースの生成量;を比較した a その

Fig.36のように反応初期での生成速度

は反応温度に比例して大きくなったがラ生成

は400Cで、最大となった.また，長時間の反

応では温度が高くなるに従ってスタキオース

した.
Xyloぽ

Arabinosε 

Ribose 

Glucos巴

Galactosε 

Mannose 

Fructos邑

Rhamnos合

Glucosamine 

N -Acetylglucosamine 

Lactos官

Sucrose 

blaltose 

ート，transfer products formation; ヲ ロotransfer 
products formation 

を変えて転移生成物の量を経時的

lこ測定し， Fig.37-Aのような結果を得た.醇

は， 2時間で

スタキオースの生成主設は最大となりその後減

少したがヲ醇素濃度がl酵素単{立/mlの場合に

は，生成量は24日寺間後に最大となり，その後

次第に減少した。これらの結果より，

くなるほど生成速度は大きく，また，

最大生成量に達した後の減少速度も大きいこ

とが判明した.

一方， Fig. 37-B ~こ示すように，

で24日ぎ間反応したとき，非還元

Products 

r 
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に ot-1， 3ガラクトシド結合をもっオリゴ糖の生成量は最大となりラその

た，このように α1ラ3ガラクトシド

の増加に伴ってと主成速度およ

オリゴ糖B)のP.cinnabαriηusα 

した。 25mMオリゴ糖O.2ml脅 O.2M

および、αーガラクトシダ

したガラクトースを

Table 8からも明かなようにラオリゴ糖Aおよびオリ

オースの48おおよび9. であり， ot-l，:3ガラクトシド結合を有するオ 1)ゴ糖は本酵素により

加水分解されにくいことが示唆された e

における受容体特異性についておPG討をガラクトシル

をTable舎にまとめた也ここでは，転移糖が生成されたものを十，生成され

なかったものを

ス，グlレコサミンカfよし

サミンはさほどよ

ス

品節

これまで

2によるゲノレ

とができた e

に供した単糖のrt1ではラグルコースラガラクトースラマンノー
となったが，アラピノースヲブルクトース，N アセチルグノレコ

ないことが判明した事また，キシロース 9 リボース，ラムノ

ラクトース 9 スクロース，

においては，

したにとどまるものが多く，そ

く甘味度の高い協カロ

による Jレブぉソシド

したように，P. cinnabarinz将 αーガラクトシダーゼを

をHPLCを用いて調べた結果，加水分解生成物で

として 6種類のオリゴ糖のピークが確認さ

は活性炭カラムクロマトグラフィーヲ Bio-GelP 

それぞれ単離するこ

一般に，otガラクトシダーゼ によっ じるガラクトシ ア

ルコー

ること

80)アーモンド 81)の αーガラクトシ夕、

としてスタキオースが生成す

したように，P. cinnabannusαーガラクトシ夕、、ーゼ、による

した糖転移生成物の構造を酸分解，酵素分解およびメチル化

主にスタキオースラベルノfスコースラアジュゴースといったラフィ

していることがわかった e さらに，ラフィノース系列のオリ

以外に α1，:3ガラクトシド結合をもっオリゴ糠も生成することが明かとなった。すなわち，

;オワゴ糖Aはガラクト〕スがスクロースのグソレコース残基の C-3 {立の水酸基に結合したコ



光寓 :Pycnoporusα持nabarinusの生産する耐熱性。ガラクトシ夕、ーゼ?に関する研究 33 

オリゴ糖Bはガラクトースがうブイノースの米端のガラクトース

ヌfリゴ糖Dはガラクトースがスタキオースの末端のガラクトース残基に a-1，3結合した

であった.これに関連して， Petekと コーヒー査の αーガラクトシ夕、ーゼ、が

フェニノレ α ガラクトピラノシドを王子角卒して，ガラクトースをセロピオースのグルコース

のc-6位あるいは c-3位の水酸墓に転移させることを報告している.D.戸別抑制nzaea ガラ
ラフィノース系列のオリゴ糖とともにガラクトビオースやカ、ラクトトり

されている， l)またヲチョロギ83)の αーガラクトシダーゼの糖転移民応により

α-1， 4結合をもっオリゴ糖の生成が縫認されているがち本実験では a-1， 4 

ァワ、、ラクトビオースやガラクトトリオースは分離さ

シダーゼとは異なることが示唆された.

P. cinnabarinus a ガ、ラクトシダー したうブィノース系列のオリ

lま 中ではオリゴ糖Aは

られている a叫しかし，オリゴ糖Bおよびオ

ラブィノースやスタキオースはどフィズス

をもっ g ガラクトオリゴ糖については

ら47)はどブイズス菌iに選択的に利用され

ラフィノースヲスタキオース 9 イヌリン

しておりラまた

したがって，本章で糖転移民応によって合成された αーガラクトオリ

としての利用が期待される咽

しやすい

もど

およ

8)，これらのことより

るスタキオースが

した， NPG討をガラクトシ/レ
.0， 400Cで反応を行った結果ヲガラクトースはク、yレコースラガラクトースラ

マンノースラグルコサミン，ラクトースースクロースヲマノレトースに比較的よく転移し，アラ

どノースラブルクトース，N-アセチルグノレコサミンへの転移はわずかで《あった e しかし，キシ

ロースラリボース，ラムノースへの7アラクトースの転移は言まめられなかった(Table9)， .5 

したカすって，マンノースのc-6 
なりにくいと
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5筋小

P. cinnabarinusの α ガラクトシ夕、、ーゼの糖転移反応を明かにするため，

ノースを基質に用いたとき糖転移反応によって生成したオリゴ糖を単離しラそれら

べた@単離した 6種類の糖転移反応生成物はラ酸分解，酵素分解およびメチル化分析の結果か

らそれぞれOα-D-ガラクトピラノシルーは-3)-0-α-D-グルコピラノシル…(1-2)一β-Dーブ

/レクトフラノシドラ 0-α-Dーガラクトピラノシルー(1-3)-0αD…ァヴラクトピラノシ/レ (1-6)-

0-α-D-グルコピラノシルー(1-2)一β-D-ブルクトフラノシドラスタキオース， 0-α-D-ガラク

トピラノシル(1-3)-0αD-ガラクトピラノシル (1-6)-O-a…Dーガラクトピラノシルー

(1-6)-0-α-D…クうレコピラノシ/レ (1-2)βDフルクトフラノシド，ベルパスコースヲアジュ

ブースと同定した.。 αD…ガラクトピラノシル (1-3)-0-a-Dーガラクトピラノシノレー(1-6)-

0-α…D-グルコピラノシノレー(1-2)βD ブルクトフラノシドおよび0-α-D ガラクトピラ

ノシルー(1叩3)-0-αD-ガラクトピラノシルー(1…6)♂ 0-α-D-ガラクトピラノシルー(1-6)…O…α-

Dーグルコピラノシ/レーはす)一β-D-フルクトフラノシドは文献未記載の新規なオリゴ糖であった笹

糖転移民!芯生成物の生成量は pH7.0，40
0

Cで最大となった.また，本酵素は NPGalに作用

し，アラピノースラグルコースヲガラクトース，マンノース，フルクト…ス，グルコサミン9

N アセチノレグ、ノレコサミンララクトース，スクロースおよびマルトースにガラクトースを転移す

ることが明かとなった.

第 4叢 耐熱性 αーガラタトシダーゼの総合痕litによる α叩ガラクトオ 1)

1節緒 言言

グリコシダーゼを用いてオリゴ糖を酵素的に合成する方法として，前述の糖転移反応を利用

する方法のほかに縮合反誌を利用する方法がある.しかし，グリコシダーゼ、では反の平衡が

撞端に加水分解側に悔いているため，縮会反応によるオリゴ糖合成に関する報告は極めて少な

く， ClancyとWhelan85)による酵母 αーガラクトシ夕、ーゼを用いたガラクトースからガラクト

ピオースの合成や，M. vinaceaの αーガラクトシダーゼ?を用いたガラクトースとスクロースの

縮合反応によるラフィノースとプランテオースの合成86)が報告されているにすぎない@

P. cin仰向rinusの生産する α ガラクトシダーゼは前議で示したように高い糖転移活性を

もっている.しかし，ラフィノースやスタキオースなどの αーガラクトオリゴ糖を糖転移反r，芯に

より合成する場合，安舗で大震に入手可能な αーガラクトシル供与体は無い.そこで，

ガラクトースとスクロースを慕賓として，本酵素の触媒する縮合反応による α ガラクトオリ

ゴ糖の酵素的合成合試みた.

2節実験材料およ

ガラクトース，スクロース，ラブィノースは和光純薬工業製のものを用いた@。 αDガラ

クトピラノシルー(1-3)…O-a-D-ク、yレコピラノシノレー(1…2)一β-Dーフルクトフラノシド(3 G-aー

ガラクトシルスクロース)は前芸誌に述べた方法により調製した.プランテオースは

野良光教授より恵与されたものを使用した@αーガラクトシダーゼは第2

精製した擦品を用いた e
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第2I翼線合反応、生成物の分離

縮合反応生成物の分離には第3章第2節と同様に活性炭カラムおよびBio-GelP-2カラム

を用いた.溶出液中の糖の定量はフェノー/レー硫酸法62)によった.HPLCによる糖の

は第3章第2節と同様に行った.

第 3I寅 縮会良5宮、生成物の構成糖め定重量

オリゴ糖(2mg)に0.25N硫酸1.0mJを加え，窒素封管後加水分解した@分解時聞はガラクトー

スとグルコースの定量を目的とするずる場合には4時間9フルクトースの定量を自的とする場合

には 2時間とした.構成単糖の定量は第 3章第2節と同様にしてガスクロマトグラブイーによ

り行った.

第 4項 メチルイヒ分析

第3章第2節と同嫌にしてメチル化分析を行った.ラフィノース，プランテオース， 3 G_α~ガ

ラクトシノレスクロースから課製した部分メチノレ化糖のアルジトール@アセテート誘導体のガス

クロマトグラブィーでの保持時間と縮合生成物から得られた誘導体の保持時間を比較した，

第 51震繍合毘JiI5生成物の酵素分解

縮合反応生成物2.5mg，5 mMリン酸緩衝液 (pH5.8)， P. cin倒的rinusa←ガラクトシダー

ゼ (1.25酵素単位)あるいはC.utilisβ フルク

トフラノシダーゼ(1.25醇素単位)からなる反

応液0.25mlを3TCで24時間保温した. 5分間の

煮沸により反応、を停止した後，反応液を HPLC

に供した@

6!員旋光度の測定

オリゴ糖の旋光度は DIP-370型ディジタル

旋光計(日本分光工業)を用いて.20
u

Cで灘定

した.溶媒には日20を{使用した.

第 7工員 織合反JiI5生成物的建議

10% (w/v)ガラクトースラ 60%(w/v)スク

ロース， 0.05M酢酸緩衝液 (pH5.0)およびαー

ガラクトシダーゼ (20酵素単位/ml)からなる反

応液2.2m!を一定温度で一定時間反応させた.沸

騰水浴中で5分間加熱して反応を停止後，縮合

反JIC;生成物を第 3-章第2節と同嫌に HPLC~こ

より した‘

第 3節実験結泉

1 I質 ガラクトースとスクロースの轍合反

応による三轄の合成と分離

10% (w/v)ガラクトース， 60% (w/v)スク

Gal Suc 

RP 

。 5 10 1ら

Ti me (min) 

Fig.38 HPLC of the Reaction Products For-
med by the a-Galactosidase-catalyzed 
Condensation of Ga!actosεand Sucrose. 
Thεreaction mixture was filtered and 10 
μ1 of the s<;lmpl邑 wasinjected. Sugars 
were elut邑dwith acetonitrile-wat巴r(74: 
26). Gal. galactose; Suc， sucrose; G， 
oligosaccharid巴G;P， oligo-saccharide P; 
R，oligos昌ccharideR. 
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ロースラ 0.02M酢酸緩衝液 .0)お

よび α-7ゲラクトシ夕、ーゼ (732静

位)からなる反応液 (18.3ml) を60
0

Cで

48時間反j芯させた後今 5分間煮沸して反

を停止し，反応生成物を HPLCに併し

た.Fig.38に示すようにラ

ラクトースとスクロース以外に 3

反応生成物が検出された。これら反応生

成物は溶出願にオリゴ糖G，オリゴ糖R，

オリゴ糖Pとした.オリゴ糖G，Rおよ
びPのHPLCにおける溶出位置はそれぞ

れ 3G…αーガラクトシ/レスクロース，ラ

フィノースおよびプランテオースの溶出

と一致した@

っし〉で， を蒸留水で37mlに

希釈し，活性炭カラム (5x 28ω) に供

した.脱イオン水 (6.17e )で洗浄後，
した糖を 6%エタノール (2.74-e)ヲ

9%エタノーノレ (0.45e )および12克ヱ
タノーノレ(1.75Q)で)1蹟次搭出 (91ml/

min) し 9 額分 I~V を得 (Fig.39) ヲ

画分に含まれる糖質の分析結楽を Table

10にまとめた@

商分 Iにはガラクトースとスクロース

が9 画分Ilにはスクロースと少量のオリ

とPが含まれていた@画分mには
にオリゴ糖?と少量のスクロースおよ

びオリゴ糖Gが， i頭分IVには主にオリゴ

Rが含まれていたが， 1頭分Vにはオリ

のみが含まれていた.画分IIIヰiに

5 Ethanol ("10) 
069  12 

4 

内
噌
iu一ε~向山
ε 2 

。 200 400 600 

τube numb普r(19 m!l tube) 

Fig.39 Charcoa! Column Chromatography of 
the Reaction Products Formed by a 
galactosidase-catalyz邑dCond巴nsationof 
Ga!actose and Sucrose. 
Th日rεactionmixtur邑 W註sput on a char. 
coal column (5 x 28 cm) and sugars were 
巴lutedsuccessively with deionized water 
(6.17 n，6%ethanol (2.74 n，9%ethanol 
(0.45 e) and 12%巴thanol(1.75 Q) at a 
flow rate of 91 ml pεr hr 

Table 10 R色actionProducts Obtained by th巴出
Galactosid呂S在 CatalyzedCond告nsation
Reaction. 

Fraction 
Concentration Sug昌r
of ethanol 
(%) (mg) 

Identification 
by HPLC 

I ( 10-100) 。 百，787 Suc、Gal

II (353日370) 6 381 Suc， P， G 

1Il (371-440) 8 346 P， Suc， G 

IV(490-550) 百 324 R， G 

V (670-720) 12 25 G 

Gal， galactosε; Suc， sucrose; G， oligos昌αcharideG; 
P， oligosaccharide P; R， oligosaccharide R 

まれるスクロースは Bio-GelP-2に

よるゲルろ過によりオリゴ糖と分離した.三糖画分にはオリ ?と オリゴ糖Gが含ま

れていたので，この両分を集め，さらに活性炭カラム(1.8 x 23cm)クロマトグラフィーを行っ

オリゴ糖Pは6%エタノールで溶離されたがオ 1)二f糖Gとは完全に分離されなかったため，

再度活性炭カラムクロマトグラブィーを行い，オリゴ糖?を含む踊分を集め，凍結乾燥した(収

量173mg). 語j分間については，画分IIIと同様にラ Bio-GelP-2によるゲ/レろ過および活性炭カ

ラムクロマトグラブイーによりラオリゴ糖Rを単離した(収量173mg).画分Vにはオリ

のみが含まれていたので，濃縮後，凍結乾燥した(収量25mg).得られたオリゴ糖はいずれも

HPLCにより均一成分であることが確認された.

を酸加水分解9 比旋光度の澱定お
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よびメチルイヒ分析により決定した.

オリゴ糖G，PおよびRの加水分解物につ

いて 9 ガスクロマトグラフィーにより分析し

た結果ラこれらの糖質はいずれも等モルのガ

ラクトース，グルコースおよびブルクトース

から構成されていることが判明した@また，

Bio-Gel P-2によるゲ/レろ過の溶出位置よ

りこれら 3種類のオリゴ織はいずれも

であると判断した@

縮合反応生成物を α…ガラクトシダーゼお

よびβーフルクトフラノシダーゼにより

分解し， HPLCで分解生成物を分析し， Fig. 

40-aに示すような結果を得た.オリ お

よびRをαーガラクトシダーゼにより分解す

ると，等モルのガラクトースとスクロースが

られた@また， GとRはβーフルクトフラノ

シダーゼによっても完全に分解された (Fig.

40-bl.これら酵素分解の結果より，オリ

GとRはヲいづれもガラクトースがスクロー

スに αーガラクトシド し，ブ/レクトース

51.に
Fru 

G G 

Q F司

p や

o 5 10 15 15 

Tiη1聖子

Fig.40 HPLC of the Enzymatic Digests of the 
Oligosaccharides 
(a)， P. cinnabarinus a-Galactosidase; 
(b) ， C. utilisβFructofuranosidase 
Sugars w世間在lut巴dwith acetonitrile 
water (76:24). Gal， gal昌ctose;Suむ， su-
crose; G， oligosacch呂rideG; P， oligo 
saccharidεP; R， oligosaccharide R. 

が末端に βーフノレクトフラノシド結合していることがわかった.一方，オリゴ糖Pは α…ガラクト

シダーゼ消化により等モルのガラクトースとスクロースを生じたが9βーブ/レクトフラノシダ

ゼによっては全く分解されなかった.このことより，オリゴ糖Pは末端に αーガラクトシド

を手ぎするがヲフルクトースがオリゴ糖Pの末端には結合していないという点でオリゴ糖GやR

とは異なることが明かとなった.

オリゴ糖のメチノレ化分析の結果をTable11に示した省オリ からは 1，3， 4， 6テトラ…

。ーメチル-Dーブ/レクトース， 2，3，4，6-テトラ O メチル-D-ガラクトースおよび2，4， 

6 トl)-0-メチルーD-グルコースが検出され，フノレクトースのC…2{立，:IJラクトースのC-1

位，およびグルコースの C-1位と C-3 {立がそれぞれ結合に関与していることがわかった e

オリゴ糖Pから得られた三種類のメチノレ化糖はし 3，し 6-テトラ-0-メチノレーDーグルコ

スラ 2， 3， 4ラ6…テトラー0-メチル-Dーガラクトースおよび1， 3， 4 トリー0-メチル D ブル

Table 11 Molar Ratios of Alditol Acetates Derivεd from Permetylated Transfer Products 

1，3，4，6 2，3，4，6 2，3，4，6- 1. 3，4- 2，4，6 2曾3，4-
Oligosacch呂ride Tetra-O Tetra-O- Tetra-O Tri-O Tri-O- Tri-O-

Me-D-Fru Me--D-Glc Mε--D--Gal Mε!)-Fru Me-[)-Glc Me-[)-Glc 

Oligosaccharide G 0.8 1.0 1.2 

Oligosaccharide P 1.2 1.0 。7
OligosaccharidεR 。.8 1.む 1.1 
一“ーー・喧喧国司司間同曹司 h曹、ー陶暢ゆ喧幽晶 M四回-------・・‘・--・ 4峰崎_--，許晶 a岨・ 4晶副晶幽. 唱'司干，同副崎-_--凶晶晶守『開--崎

3G-a-galactosylsucrosε 0.8 1.0 1.1 

Planteose 1.2 1.0 0.8 

Raffinose 0.8 1.0 1.0 



Oligosaccharide G 

Oligosaccharide R 

この値:は 3G-a-ガラクトシ/レスクロ

第3I翼線合&!iI5、生成物(J)生産条件

前項で， αーガラクトシダーゼ、の触媒する縮

合反誌によりガラクトースとシュクロースか

ら三器類の三糖(3 G_αーガラクトシルスク

ロース，プランテオースヲラフィノース)が

生成することを示した.ヱド項では，縮合反応

によるこれらガラクトオリゴ糖の合成条件に

ついて検討した.

(1) pH的影響

Fig.42に各pHにおける縮合反応生成物

の経時変化を示した.なお，生成量は三糖(3 G 

αガラクトシルスクロース，プランテオー

スララフィノース)の総量で示した.三糖の

生成速度は pHが低くなるにしたがい増加し，

pH4で最大となったが，これより酸性領域で

第74号 (1993)

クトースであり，ガラクトースはスクロース

分子中のフルクトース残基のc-6 {立に結合
していることが判明した.オリゴ糖Eえでは 1，

3， 4， 6…テトラ 0-メチルーD ブノレクトー

ス， 2， 3， 4， 6テトラ-0-メチ/レ日D…ガラ

クトースおよび2，3， 4 トリー0-メチル D

グルコースが検出され，グルコースのc-1 
f立とc-6 {立が結合に関与していることが判
明した.このようにラオリゴ糖G，P， Rか

ら得られた部分メチルイ七糖はそれぞれ3G_αー

ガラクトシルスクロース，プランテオース，

ラフィノースの部分メチル化糖と一致した.

オリゴ糖Rおよびオリゴ糖Pの比旋光度は

それぞれ[α]伊十1240 (c=l.O， H20)， [αJ~) 

十1300 (c=l.O， H20)であり，これらの値

はそれぞれラフィノースおよびプランテオー

スの文献領87)とよく一致した.オリゴGの比

旋光震は [αJ50十14r 0.2， H20)であり，

献値附とよく一致していた。

以上の結果より，オリゴ糖Gは0-α-Dーガラクトピラノシル (1-3)-0-α-D-グノレコピラノ

シル (1-2)一βーかフルクトフラノシド(3 G_α ガラクトシルスクロース)，オリゴ糖Pは0-α-

D ガラクトピラノシ/レー(1-6)-0-β-Dーフルクトフラノシノレー(2-1)一α-D-グルコピラノシド

(プランテオース)ラオリゴ糖RはOα-Dーガラクトピラノシノレー(1-6)…O…a-Dグルコピラノ

シノレー(1-2)…β-Dーフルクトフラノシド(ラ

ブイノース)であると推定した.得られた縮

合反応生成物の構造式を Fig.41に示す，

Structures of thεCond告nsationProducts 
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01 igosacchar i<1e P 

叩，0絞鋪，0沼

L.__ L_" 1悶CII，
詑同開oο011 し J 即¥， 白 ! "'_"""'Q 、』
トG思 11 _ 恥/し_I久¥ ，毘f悶。A

''¥L_y-v"尚一rv' 'l--r叫，011
ιOH  OH OH 

;"20H 

J--O 

"-OH )i 

110 .も回園協g

0則

;1I20H ? 
間一矢ー叩， /0、|
~Ofl 11/ K HOJl 

"'--' 恥醐イ叩，011

011 on 

~a20H ，oyIl， 
し一 / L一二、 HOCH .. 
HOJj υ/ぃ/マ、 I ./〆0、

'0符 AI ~~崎 しハム 即パ
し V IiO'L...-Y 専一瞬-rCH20H 
O 穏健 O“

Fig.41 

佐袈大学農学部重量報38 

24 

Fig.42 Effect of pH on the Formation of the 
1、risaccharidesby Condensation Action 
of a-Ga!actosidase 
The mixture of 10% (w/v) galactose 
and 60% (w/v) sucros巴 wasincubat邑d
with a-Galactosidase (20 units/mll in 
V呂riousbuff巴rsof pH 4.0 to 7.0 at 600C 
Buffers: pH 4，0 (0) and 5.0 (⑨)， 20mM 
acetate buffer; pH 6.0 (ム)and 7.0 (A)， 
20mM sodium phosphate buffer 
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Fig.44 Effεct of SucrosεConc芭ntration011 thε 
Formation of the Trisaccharides by Con-
densatiol1 Action of a-Galactosidase 
The mixture of 10% (w/v) galactos邑
and 10-60% (w/v) sucrose was incubat阿
世dwith a-Ga!actosidase (100 units/mll 
in 20mM acetate buff釘 (pH5，0) for 24 
hr at 60'C. 
ム，3G-a--galactosylsucrose; planteose; 
普段 raffinose 
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はフルクトース

をもとにヲ

とにした.

反応過度を40
0
Cから80

0
Cまで変え

を経時的に比較した (Fig，43).生成速

度は反応温度に比例して増大しラ;三糖の最大

生成量は600C~800Cの間でほぼ等しし約37

mg/mlであった 3G-a-ガラクトシノレスク

ロース 9 ラフィノース，プランテオースの生

成比は約 1: 4 5で，この生成比率は温度

によってほとんど変化しなかった.

縮合反誌に

るため，a-ガラクトシダーゼ (100酵素単位/

ml)存在下で， 10% (w/v)ガラクトースと

10~60% (w/v)スクロースを，0，60
0
C 

で24時間反芯させた.なおラガラクトース

の縮合を抑えるためにガラクトース

10% (w/v) とした.Fig，44に示すように 9

した@また，プランテオースとラフィノースはほ

ロースの牛成量はわずかであった.

Reactioll time (hr) 

Fig. 45 Effect of Enzyme Conc日ntrationon th告
Formation of thεTrisaccharid邑sby Con-
d巴nsationAction of a-Ga!actosidas邑
Th芭 mixtureof 10% (w/v) gal呂ctose
and 60% (w/v) sucrose was incubated 
with a-Galactosidas邑 (5-80units/mll in 
20mM acetate buffer (pH 5，0) at 600C. 
く)， 5 units/ml; 警暴， 10 units/ml; ム， 20 
units/ml; A， 40 units/ml，口，80units/ml. 

Reaction time (hrl 

Fig. 43 Effect of Temperature on th記 Forma-
tion of thεTrisaccharides by Cond告nsa-
tion Action of a-G且!actosidas巴，
The mixture of 10% (w/v) ga!actose 
and ω%  (w/v) sucros官 wasincubated 
with a-Ga!actosidasε(20 units/mll in 
20mM acetate buffer (pH 5，0) at various 
tεmp日raturesfrom 40 to 80T 
。， 40'C;傘 500C;ム， 60T;ム 700C;口，
800C. 

ス濃度に比例して増加

3 G_αーガラクトシノレスク

はスクロ

したが，

lま



'10 佐賀大学農学部委設報 第 74号(1993)

として変えて，一

うな結巣を得たー酵素濃度に比例して

となった.αーガラクトシダーゼ

v)スクロースからなる反応液を

ラクトースの約であった@

していた

びBio-Gelp-2によるゲルろ

も三糖であった@これらのオリ

によるオリ

メチル化分析，

っTこ

スクロ

オ

より， 3 G_α…ァゲラクトシノレスクロース，プランテオースララフィノースと同定された.す

なわち，本:縮合反応ではラスクロース分子中のグルコース残基の C-6 とC…3{:立の水酸基およ

ガラクトシルスクロース

はα1，6結合をもっオリ

も述べたようにヲ

したオリ

スクロースあるいはラフィノースのフルク

ガラクトースの転移は見られないことから，

方向性があるように推測される.これに対しヲ

自由度が大きく方向性が一定していないこと

ている.これに関連して，とはガラクトースと (w/v)

スクロースに M岨 vinae閣の α ガラクトシダーゼ、をパッチ式で作用させると縮合反応によりラ

フィノースとプランテオースが生成し，回定化 αーガラクトシダーゼ!と

わせたカラム循環万式で反応させるとラフィノースのみが生成すること

も3G-a ガラクトシノレスクロース

ガラクトシダーゼを用いて縮合反応により夜し 2，αー

し 3，αーしし α1，5，α 1， 6ガラクトシド結合をもっガラクトビオースを合成し，そ

れら生成物の約60%がα-1 ， 6ガラクトピオースであると報告している， P. ciηηabarinus a 

ガラクトシダーゼ、もガラクトースとスクロースの縮合反応:の外にヲガラクトースとガラクト

ス，グルコースラブルクトース，グノレコサミン，ラクトースなどとの縮合反応も触媒ずる.こ

れら縮合反応によって合成される政一ガラクトオリ

いは鱗転移!支fit.における新たなガラクトシル供与体として利用されるものと期待される.

ついて検討した結果，問先ガラクトース，

v)スクロースおよび α ガラクトシダーゼ (40酵素単位/m])からなる反応;液を .0ラ600Cで

させたときラ縮、合生成物の収率は約(対ガラクトース)であった@縮合は単に

加水分解の逆反応にすぎない.したがって，グリコシダーゼの触媒ずる縮合反応によってオリ

よく合成するためには 1)基質濃度を高くするラ 2 )生成物を反応系外に取り出

3 )水の濃度をf尽くすることが有効な手段として考えられる， 1)の例としては，タチナタマ
メαーマンノシダーゼによるマンノオリゴ糖の合成17Uがあげられる.Johanssonら89)は
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を行しりマンノース を (w/v)までj二界させることによりの収率でマンノピオー

スを得ているら90)は90% グルコースにアーモンドの β グルコシダーゼ

用させることによりグルコオリゴ糖の収率が以上ーになると報告している@基質濃度を高く

することは同時に水の濃度を部下させることになり，本実験においてもスクロース濃度を高く

することにより縮合生成物の収量を増加させることができた~-方， 2) に関して

ゼと活性炭カラムを連結することにより生成物を反応系外に徐

この点に関し る必

P cinnabarinusαーガラクトシ夕、、ーゼ、は第2

る.したがって，反応温度を高くすることにより

あり，縮合反応によるオリ

えた.

第 5鏑小

P. cinnabarinusのα ガラクトシダーぜの 反応による gーガラクトオリ を

し

し
を10%(w/v)ガラクトースおよび (w/v)スクロースにf乍用させて

しヲそれらの構造を駿分解，酵素分解およびメチルイ七分析により

Tこ. それぞれO-a-Dガラクトピラノシル (1-3)O-a-Dグルコピラノシルー

ブルクトフラノシド(3 G…a-;Jjラクトシルスクロース)， O-a-D-ガラクトピラノ

シル(1-6)-0β ひブlvクトフラノシルー -a-Dーグルコピラノシド(プランテオース)予

O-a-D-ガラクトピラノシノレ -0αD-グルコピラノシル

さjした，

ブノレクトフラノシ

に比例して増加した.

a-ガラクトシダーゼ

スからなる反応液を

ス)で得た.

γ)ガラクト

.0ヲ600Cで48時間反応させ，

スおよびスクロー

を約の~文塁手(対ガラクトー

5 αーガラク争シ と

1節緒雲

αーガラクトシダーゼは甜菜糖製造工穏にお付る糖蜜中のラブィノース

中のラフィノースやスタキオースの分解41ー叫に利用されている@このように α一えラクトシ

ダーゼ、を工業面に応用する場合iこは，遊離の酵素を用いるよりは不溶性担体に酵素を結合させ

として使用するのが経済的といえる，このよう

シダーゼの固定化がいくつか試みられている 92，93)第2章で述べたように P明 C1ηnabarin加の

α ガラクトシダーゼは熱安定性に寵れ，高純度の酵素諜品を高校率で得ることができるという

している.P宥 cinnabarinusa ガラクトシダーゼの不搭性担体への

る後れた特牲を応用面においてより有効に活用するうえにおいても

をi担定イとするためのt母体について検討するとともにラ

Tこ.
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よ

A-50とDEAE-CelluloseDE-23は，それぞれ Pharmacia社と Whatman

粉末キチンは Hackman94)の方法によりカニ殻から調製した耐この方法は

るため，調製されたキチンは10%程度脱アセチルイ七されている 95)コロイド状キチンは上

記の粉末キチンを用いて Jeuniaux96)の方法により調製した a粉末キトサンは共和j樹脂社製のも

のを用いた.コロイド状キトサンは PriceとStorck97)の方法により調製した。多孔性キトサン

ビーズ*(Chitopearl BCW 1000， BCW 3000， Chitopearl BCW 3500) 

績社製のものを使用した.

閤定化に用い じて した@

としては日本絹菜糖株式会社より供与された，スクロース43.6%，ラフィノース

11.3%ラグルコース2. フルクトース2.5%，ガラクチノール1.9%およびベタイン14.2%を

含む甜菜蕗糖蜜を慎用した@

2項

手ン

0.2 gの酉定化担体を0.05M酢駿緩衝液(pH5.0)30mlに分散させ，これに25%グルタルアル

デ、ヒド溶液3.3mlを加え，250Cで1時間振護ました.担体はろ過してろ紙(東洋滅紙ヲ No.2)上

に集め，水で充分に洗浄して過輔のグノレタルアルデヒドを除去した.得られたグ、ルタノレアルデ

ヒド処理担体に0.05M酢酸緩衝液 .0)10mlに溶解した αーガラクトシダーゼ

を加え， 250Cで1時間振還した@固定化αガラクトシダーゼはろ過してろ紙上に集め，蒸留水

で充分に洗浄した後，水lこ懸濁して 4
0

Cに保存した@

トサンビー

1) Chitopearl BCW 3000 5 g 

ラクトシダーゼ溶液(50酵素単位)5 mlを加え， 300Cで l

上に固定化酵素を集め?脱イオン水で充分洗浄した.

(pH5.0) 5 rr込 α ガ

ろ紙(東洋滅紙 No.2)

(方法2)Chitopearl BCW 3000 5 g (湿重量)に0.05M酢酸緩衝液 (pH5.0) 5ml， 5% 

グJレタルアルデヒド 5mlを加え， 30
0

Cで 1時間接遺した.Chitopearlをろ紙仁に集め，脱イオ

ン水で洗浄し，過剰のグルタルアノレデヒドを験去した後， 0.05M酢駿緩衝液 (pH5.0) 5 ml， 

α ガラクトシダーゼ、溶液酵素単位) 5mlを加え， 300Cで1時間振盛して

た@固定化 αーガラクトシダーゼはろ紙ヒに集め，脱イオン水で、充分に

BCW 3000の代わりに ChitopearlBCW 1000を用いた場合にも上記の操作

を行つ

した.Chitopearl 

じて間定化酵素

を諮製した.この場合ChitopearlBCW 1000はpH5.0では

の溶媒としては0.05M酢酸緩衝液 (pH6.0) そ用いた.

るので，国定化反応

3 

盟定化酵素の αーガラクトシダーゼ、活性は次のように測定した.すなわち， 4 mM  NPGal 0.4 

mlと0.2M .1Mクヱン駿緩衝液 (pH5.0)0.4mlをi混合した後，国定化酵素懸濁液

* Chitopearl BCW 1000はキトサン酢酸溶液を塩基性凝広!浴に放出することによりビーズ状に成形されたも
のである.また， BCW 3000はヘキサメチレンジイソシアネートで架橋されたどーズであり， BCW 3500は
4，4'-ジフェニルメタンジイソシアネートで架橋された製品である 98)
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Table 12 Immobilization of a-Galactosidase on Several Adsorb告nts.

Unbound lmmobilized Activity 

Compound 
enzy口le enzy口1巴 yield 
activity activity 
(units) (units) (%) 

Chitin 0.55 2.74 27.5 

Colloidal chitin 1.32 7.20 72.1 

Chitosan 。 2.34 23.4 

Colloidal chitosan 。 4.49 45.0 

DEAE-Sephadex A-50 。 3.91 39.2 

DEAE-Cellu!ose DE-23 9 4.22 42.3 

a -Ga!actosidase (9.98 units) was mix巴dwith 0.2 g of each adsorbent 
treat告dwith glutaraldehyde and the mixture was shaken for 1 hr at 25T 
and at pH 5.0. After the mixtu陀 wasfilter芭d，unbound and immobilized 
巴nzymeactivities w巴陀 measuredby assessing a-galactosidas己activity
of the filtrate and precipitat記， r巴spectively，undεr the condition describ巴d
in the text. 1、hεactivityyield was expr日ssedas the percentage of 
immobilized enzyme activity to added enzyme activity. 

0.2r討を加えて3TCで10分間振還した.0.2M炭酸ナトリウム 4mlを加えて反応を停止後，遠心

分離してヲ上讃液中に遊離する ρーニトロフェノールを420nmにおける吸光度を測定して求め

た.一方，ラフィノースを基質にした場合の閤定化醇素の活性は0.04Mラフィノース 1ml， 0.05 

M 酢酸緩衝液 (pH5.0) 1 mlおよび固定化酵素 (30~100mふ湿重量)を含む反応液を3TCで10

分間振量反応させた.反誌上澄液を0.2mlから0.5mlとり， 1mlの鏑試薬に添加ヲ混合すること

により反応を停止させヲ生成したガラクトース量を Somogyi-N elson法58)により定量した.

4磯村PしCによる

HPLCによる糖の定量は第3 2節と同様に行った.

第5項 去を葦霊童予覇微鏡観察

臨界点乾燥あるいは凍結乾燥したキトサンビーズ

(JSM-F15型，日本電子)を用いて観察した.

5 ラフィノース(J)連続分解

し，その表簡を走査型電子顕微鏡

オ…トクレーブで殺諒した粒径 1翻の chitopearlBCW 3000 (15.6 g，湿重量)に αーガラク

トシダーゼ (150欝素単位)を方法 2 (本節第 2項)により国定化した。固定化 αーガラクトシ

ダーゼ (52酵素単位， 15.4 g)をガラスジャケット付カラム (16x 130醐)に充填し500Cに保っ

た.一方， 200 gの甜菜糖蜜を 1~の説イオン水に溶解し，オートクレーブを用いて殺菌してか

ら， O.lN 硫酸で pH を 5.2~こ調整した後，少量のトルエンを添加した，この機にして調製した

糖蜜液(ラフィノース濃度2.4%)を聞定化カラムに7.2ml/討の流速で連続的に供し， i容出液中

のラブィノース量を HPLCにより定量した.試料は SEP-PAKC18カートリッジでろ過し，次

にミリポアフィルター (0.45μm)でろ過した後， HPLCに供した@
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Fig.47 Effect of Incubation Time on the 1m. 
mobiIization of a-Ga!actosidasεto the 
G!utara!dehyde Treated Colloidal 
Chitin. 
unbound enzym日activity;
畿， immobiIized enzymεactivity. 

Tim号

Fig.46 Effect of pH on th記lmmobi!izationof 
日一Galactosidasεtothe Glutaraldehyde 
Trεat巴dColloida! Chitin. pH 3.5~6.0 ， 0.2 
M Na2HPO，-O.1 M citric acid buffer; pH 
7.0， 0.2 M phsphate buffer. unbound 
巴nzymeactivity;畿，immobilized enzyme 
activity. 

3節

(1) 

6覆類の担体を用いて，クもルタノレアルデヒドによる αーガラクトシダーゼの酉定化率と活性

殺率について検討した.その結果， Table 12に示すように，キトサン，コロイド状キトサン，

DEAE-Sephadex A-50， DEAE-Cel!ulose DE-23への盟定化率は100%であったが争活性収率

は 20~45% と低かった@これに対し，コロイド状キチンを囲定化担体としたときの固定化率は

87%と高しまた，活性収率も72.1%であった.

コロイド状キチン

(1)の結果をもとにして，本酵素のコロイド状

キチンへの固定化の最適条件についてさらに

しく検討した a なお，酵素活性は NPGal

に用いて測定した。

a) pH 

グルタ/レアルデヒド処理したコロイド状キチ

ン (0.2g) にα ガラクトシダーゼ、 (50酵素単

位)を加え 9 各で， 25
0C， 1時間反応させた

後9 反応上澄液中の酵素活性および国定化酵素

の活性を測定した@その結果， Fig. 47からも明

かなように，本書孝素は pH3.5~5.0の酸性側で

は閤定化率は高いが， pH7.0ではほとんど閲定

化されないことが判明した. pH5.0における国

定化率は95%，活性収率は約85%と高いこと，

αーガラタトシ

Tab!e 13 Effects of Enzym在 Amounton 1m母
mobi!ization of a-Ga!actosidase to 
thεGlutaraldehyde Treated Colloi. 
dal Chitin. 

Activity 
yield 

Immobilized 
enzym号
activity 
(units) 

Unbound 
enzyme 
activlty 
(units) 
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3.1 
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28.5 

58.5 

70.0 

79.2 

85噌2

56.1 

45.7 

7.0 

19.8 

42.6 

56.1 

68.5 

10 

25 

50 

100 

150 

a-Galactosidase (10-150 units) was incubated 
with O.2g of colloida! chitin treated with glutar令
aldehyde for 1 hr at 25'C in 0.05M acet抗告
buffer， pH5.0. 
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Fig‘48 Eff日ct of pH on a-Ga!actosidase 
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Enzyme 
native enzyme; 
⑫， immobilized enzyme. 

および本酵素は第2章第3節で示したように

.0付近で最も安定であることを考麗して，

以後の顕定化の実験は pH5.0で行うことと

した.

b) 

α ガラクトシダーゼ (50酵素単故)および

グルタルアルデヒド処理したコロイド状キチ

ン (0‘2引を0.05M酔酸緩衝液 (pH5.0)

中， 25
0

C， O. 5~24時間反応させた.その結

果， Fig. 47 に示すように，活性~又率は1時間

後に最高となり，その後次第に低下した。

c) 

酵素添加量の活性収率におよ を検

るために，グルタルアルデヒド処理した

コロイド状キチン (0.2g)に対して，種々の

の αーガラクトシダーゼを力口え， 0.05M 

酢酸緩衝液(pH5.0)中で25'C， 1時間反応さ

せた.Table 13に示すように，

が，活性収率
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Fig.49 Eff日ctof pH on the Stability of N呂tive
and Immobiliz邑dEnzyme. 
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務， immobiliz吋四zym巴.
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Fig.50 Effect of Temperaturεon a-
Galactosidase Activities of N ative and 
Immobilized Enzyme 
native enzy狂1e;
命 immobilizedenzyme 

るに従って国定化酵素の活性は増加した

(85.2%) となりラそれ以上酵素:誌を増

すとむしろ活性収率が低下した.上記の a)，b)， c)の実験結果をもとにして，国定化 σーガ

ラクトシダーゼ、の謂製のための最適条件として，グルタルアルデヒド処理コロイド状キチン0.2

gに対する静素量は50酵素単位，反応は pH5.0，250C， 1時間と設定した@

(3) 

a) pH 

Fig.48に示すように閤定化酵素の pH依存性曲綿は遊離の酵素のそれと類似しており，
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100 i可ーす xl02 

pH は4.5~5.0付近であった.また，第 2 章第 2 節と同様にして pH 安定性を調べた結果，国定

化欝素は遊離の酵素の場合と!可様に pH3.0~9.0の範囲で安定であった (Fig.49) ，

b)議農の影響

酵素活性に対する反応温度の影響について検討した結果ヲ Fig.50に示すように，固定化酵素

の最適溢度は遊離の酵素両様に75
0

Cであり，また，熱安定性も遊離の酵素とほぼ等しかった

(Fig. 51)， 

c) 

NPGalを基質に用いたときの基質濃度と反応速度の関係を Lineweaver--Burkの方法に

従って解析した.その結果， Fig. 52より求めた見かけのKm髄は0.32mM，Vmax植は603

μmoles/min/mg proteinと求められ，これら

の値は遊離の α…ガラクトシダーゼ、について

得られた結果とよく一致したが，この場合に

も遊離の酵素を用いた持と同様な基質阻害効

果が見られた(第 2意， Fig.16)，以上の結果

より，本酵素の諸性質はコロイド状キチンへ

の固定化後も保持されていることが明かと
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Fig.51 Effect of Temperature on thεStability 
of Native and Immobilized Enzyme. 
nativ在日nzyme;
普段 immobilized enzyme. 

なった.

凶器定化欝素的庇護使用 る安定性

50mMラフィノース水溶液 8ml， -0.2M 

Na2HPO.-0.IMクエン駿緩衝液 (pH5.0)

5mlをコロイド状キチンに国定化した αーガ

ラクトシダーゼ (3.8酵素単位)懸濁液 7mlと

混合し， 3アC， 1時間振麗して反応させた.

反応終了後，顕定化 α…ガラクトシダーゼを

遠心分離 (3，000rpm x 5 min) により集め 9
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Fig.52 Lineweaver-Burk Plots for the 
Hydrolysis of NPGal Catalyzed by the 
immobiliz巴da-Galactosidase. 
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Tablε14 Immobilization of a-Galactosidasεon Various 1、ypesof Chitosan Beads. 

Added Unbound Immobilized Activity 

Chitosan beads 
enzyme enzy立le enzym巴 yl日ld
activity activity activity 
(units) (units) (units) (%) 

BCW 1000 47.0 0.20 3 8 8.1 

BCW 1000十glutaraldehyde 47，0 。.21 16.4 34.9 

BCW 3000 45.2 0.24 13.5 30.0 

BCW 3000トglutarald巴hyd日 45.2 。.28 14.8 32.7 

BCW 3500 45.2 0.40 12.6 27.9 

BCW 3500 + glutaraldehyde 45.2 0.38 11.9 26.3 

日 Galactosidasewas mix吋 with5 g of chitosan beads (1.0 mm diameter) 
pretr色atedwith or without glutaτaldehyde and the mixture was sh品kenfor 1 
hr at 3tYC. After the mixture was filtεred， unbound and immobilized enzyme 
activities were measured by ass在日singa -galactosidase activity of the filtrate 
and beads， respectively. Thεactivity yield was expressed as the percentag巴
of immobilized enzym巴activityto乱ddεdεnzymεactivity.

Tabl邑 15 Effects of Enzyme Amount on Immobilization of a 
Galactosidase to Chitosan Beads 

Added Unbound Immobilized Activity 

Chitosan beads 
enzv百l日 enzy立le 日nzymε yield 
activitv activity activity 
(units) (units) (units) (%) 

BCW 3000 10 。 4.5 45.0 

20 0.3 8.3 41.5 

50 0.3 16.3 32.6 

100 。 34.0 34.0 

200 0.1 66.5 33.3 

BCW 3500 10 。 3.0 30.0 

20 0.2 9.1 45 .. 5 

50 0.2 17.1 34.2 

100 。 33.5 33.5 

200 0.4 64.7 32.4 

a -Ga!actosidas巴(10-200units) was incubat己dwith 5 g of chitosan 
beads (1.0 mm diameter) treated with glutarald巴hyde，und紅白色
sam巴conditionsas in Table 14. 

水で充分洗浄した後，緩衝液および基質を加え再度反応させた，この操作を20回繰り返し，

を測定した@その結果， 53に示すように，ノ本間定化酵素は20間使用後も活性は

ほとんど部下せず¥最初の活性の約90%を保持していることが判明した a

2項 αーガラクトシダーゼ的キトサンピー

，耐熱性 α ガラクトシダーゼがコロイド状キチンに収率よく閲定化され，回定化酵

素も遊離の酵素とi司様に安定性が高いことを示した。しかし，コロイド状キチンは微f悩首で，脆

弱なためカラムに充填して使用することは困難でありラ工業的な利用には適していないと考え

られる.この点を改良することを目的として，コロイド状キチンの代わりにどーズ状の多孔性

キトサンへの本酵素の国定化を試みヲ国定化の諸条件について検討するとともに，この方法に
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Added 

Table 16 Eff日ctsof thεSize of Chitos旦nBeads on lmmobilization of cr 
Ga!actosidase 

Diamet日r enzvme 
Chitosan b日ads

ロ1
 
1
 

Unbol1nd Immobilized Activity 
enzyme enzymεyield 

activity 
(unitsl ('!"，，) 

0.3 50.0 0.1 20.8 41φ6 

I 49.7 。 17.1 34.3 

3 52.2 0.1 17.5 33.4 

0.3 52.2 。1 20.7 39.6 

49.9 0.2 17.1 34.2 

3 52.0 。 12.8 24.6 

BCW 3柱。。

BCW 3500 

αGa!呂ctosidasewas incubated with 5 g of differεnt sizεS of chitosan beads 
trε呂t巴dwith glutaraldεhyd巴ωEachimmobilizatio!l was done under the same 
conditions as in Tablε14 

より得られた ?こ.なお、

BCW 1000， 3000および3500に

ビーズに対しでも

BCW 3000および3500ではグルタルアルデヒド

BCW 1000を用いた場合にはグルタルアルデ

に低下した e

.3， 1， 3 m慌の ChitopearlBCW 30()O 

および BCW3500に方法 2 (第2節第2

により αーガラクトシダーゼを!認定化し，

性収率を比較した. Table 16に示すように 9

は粒窪が大きくなるに

3m烈

しい活性ののどーズを{吏泊した場合でも，

f底下は認められなかった.
(ヰ)

トJaCl

}
6
3
裕
一
出
動
向
協

ト!aCI(M) 

Fig. 54 Effect of N丘C!on the Re!ease of a 
Ga!actosidase from the Adsorbents 
Chitosan b巴ads:1.0 mm diamεter 
BCW 1000;鯵， BCW 1000十glutaral時

台hhyde;ム， BCW 3000; ..， BCW 3000十
glutaraldehhyde; BCW 3500;額.BCW
3500 +glut呂T呂!dehhyde.
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Fig. 55 Effect of pH on the Stabilities of 
N ative and Immobilized Enzyme. 
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A， BCW 3000 + glutaraldehhyde; 
口， BCW 3500;臨， BCW 3500+glutaral. 
dehhyde. 

100 

"":' 80 
~ 

.~ 60 
Z 8 〉

~ 40 

gち~ 20 

。
2 3 4 

pH 

Fig.56 Effect of pH on a-Galactosidase 
Activities of N ative and Immobilized 
Enzyme. 
⑨， native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000十glutaraldehhyde;
ロ， BCW 3500;思， BCW 3500十glutaral.
dehhyde. 

影響について検討した.各麗定化欝素をo~2.0M NaClを含む0.05M酢酸緩衝液 (pH5.0，
BCW 1000の場合は pH6.0)中に37

0

Cで15分間保温した後，間定化酵素をろ別して，税イオン

水で洗浄し，残存活性を鵠定した.Fig.54に示すように，ちCW3500はグルタルアルデヒド処

理の有無にかかわらず.2.0M NaClを添加しでも90%以上の活性が保持されていた.一方，

BCW 1000および BCW3000の場合には，グルタノレアルデヒド処理したビーズでは塩濃度を上

げても活性の著しい慢下はみられなかったが，グルグノレアルデヒド米処理のビーズでは0.2M

NaCl の添加で20~30%にまで抵下した.この場合，洗浄液中に αーガラクトシダーゼ活性が確

認されたことから，このような活性の抵下は酵素の担体からの脱離によることが判明した.

また，本固定化酵素を各p狂の緩欝液中に3TCで2時間保溢した後，ろ到し， 0.2MNazHP04-

O.lMクエン酸緩衝液 (pH5.0)で洗浄し，残存活性を測定した.その結果， Fig. 55に示すよ

うに，グ/レタルアルデヒド処理したビーズに閤定化した酵素は pH3から 9の範囲で安定で

あった.グルタ1レアノレデヒド未処理の ChitopearIBCW 3000に国定化した酵素では pH3.5以下

およびpH6以上で急激な活性の低下がみられた.グルタルアルデヒド未処理の BCW3000に

固定化した酵素を各 pHの緩欝液中に放霞後，上澄液中の活性を測定したところ，pH3.5以下お

よびpH6以上ではよ澄液中に α…ガラクトシダーゼ活性が認められ，この pH領域では担体か

ら酵素が脱離することが判明した.

(5) 翻定化酵素の活性に.&!ます諸顕子

架橋タイプのキトサンビーズ(粒径1鵬)， Chitopearl BCW 3000および BCW3500に第2

節第2項の方法 1あるいは方法2を用いて固定化した αーガラクトシダーゼ、の酵素的諸性質を

調べた.

a) pHの影響

Fig. 56にαーガラクトシダーゼ活性に及ぼす pHの影響を示した.BCW 3000および BCW

3500に固定化された静素の pH一活性曲線は遊離酵素の pH一活性治鰻とほぼ一致しており，

pH 3から 6の間で高い活性を示した.
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Fig.58 Effect of Temperature on the Stabil巴
ities of Native and Immobilized 
Enzymes. 
⑨， native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000十glutaraldehhyde;
口， BCW 3500; II1II， BCW 3500十glutaral-
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BCW 3500 

Fig. 59 Scanning Electoron Micrographs of the Surface of Chitosan Beads. 
A， critical-point dried bead; B， lyophilized bead. Scale indicatω10μm. 

b)過度の影響

固定化静素の活性に及ぼす温度の影響について諦べたところ，グノレタルアノレデヒド処理およ

び未処理の BCW3000に毘定化した酵素の最適温度は遊離酵素と同様に80
0

Cであった (Fig.

57).これに対して，グルタルアルデヒド処理 BCW3500およびグノレタルアルデヒド未処理 BCW
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を示した.臨界点乾燥したビーズの

Fig.60 Hydrolysis of Raffinose in Beet Sugar Molas-
ses in thεColumn Pack日dwith Immobilized oi 
Galactosidas色

表面には約O.l~ 3μmの細孔

的均一に分布しているのに対して， ではキトサンビーズの網目状の組織が破壊さ

れ，粧孔が減少していることが判明した φ

に才'3P

といえる@

いられている αーガラクトシダ

ルアルデヒド処理後の した αーガラクトシダーゼを用い

のラフィノース 60に示すように，糖盤中のラフィ

ノースの分解率は約85%であり，この分解率は30E3 

している@

4筋

αーカラクトシダーゼはバイオリアクターとして

においてラブィノースの

されているた

まれている.

も変化しなかった.このこと

あること

に利用されている.現

とな

る耐熱性 αーカ、、ラクトシダーゼは酸性タンパク

することからキチン

の固定化法により多く

の αーガラクトシダーゼを各種体に，グルグ/レアルデヒド

にグルタノレアルデヒドおよび担体を同時に添加し，

が，これはグ/レタノレアノレデヒドにより

てラ本実験で示したように，

後，過剰のグルタルアルデヒドを除い
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る.

キチン，キトサン，コロイド4犬キトサンラ DEAE-SephadexA-50， DEAE-Cellulose 
DE-23によく固定化されたが，活性収率は20~45% と抵い.これに対し，コロイド状キチンに間

定化した場合，活性収率が最も高く 72.1%となる (Table12)，これは，コロイド状キチンの粒

子が非常に微細で表面積が大きいことによると考えられる@一方ラ最適pH，pH安定性，最適

温疫，熱安定性， NPGalに対する Km{1直などコロイド状キチンに間定化した αーガラクトシ

ダーゼの酵素的特性はすべての点で遊離の酵素と類似しており (Fig.48-52λ このこと

素の触媒部位が固定化によって変化していないことを意味している@

毘定化醇素が耐熱性を有することは工業的利用にとってきわめ

反応温度を上げることにより基質の拡散速度を速めることができ，また，雑菌の汚染を防ぐこ

とができる.他起源の αーガラクトシダーゼ112，113)においてもラ固定化により熱安定性が向上す

ることが報告されている.本実験で調製したコロイド状キチン固定化 αーガラクトシダーゼは，

これまでに報告されているいずれの国定化 αーガラクトシダーゼ、よりも 9 熱に対して安定であ

り， 800Cまで活性の低下はみられない(Fig，51). また，本固定化酵素は反復使用に対しでも安

定であり， 20回使用後も最初の活性の約90%が保持されており (Fig.53)，工業的利用という点

で優れた国定化酵素標品であるといえる.

コロイド状キチンに固定化した酵素は高い活性を示したが，カラムiこ充填して使用すること

は割難である。これに対して，ビーズ状に成形された多孔性キトサンを用いた場合には，グル

タルアルデヒド処理の有無にかかわらず¥添加した αガラクトシダーゼの99%以上が3

のキトサンビーズに閤定化された(Table14)，このように，多孔性キトサンビーズ

よく閤定化するという点で穣れているが，ここで用いた3種のキトサンビーズはそ

なり，とくに分子内架橋をもたない ChitopearlBCW1000においては pH5以下で溶解する

ために固定化担体として用いるのには問題がある，一方，国定化酵素の調製に際しでは，

粒子の粒密を考躍すべきである.本実験に供したキトサンビーズはいずれも 0.1~3μmの細

孔をもっ多孔質ど}ズであり，比表面積が大きいために， 0.3~3.0闘の範閉では粒径はさほど

問題とならないと考えられラこのことは粒径を変えても活性収率に大きな影響をもたらさない

けられた.

クやルタノレアルデヒドで酵素 キトサンビーズ問を架橋した溜定化酵素は NaClを添加しても，

担体からの酵素の脱離は認められないが，クりレタルアルデヒド組理をしないで間定化した場合

には，キトサンビーズの種類によって担体からの酵素の脱離は異なり， BCW 1000やBCW3000 

では0.2MNaClの添加で醇素は容易に脱離するのに対して， BCW 3500の場合には脱離しな

い， BCW 1000は分子内架橋ーをもたず， また， BCW 3000は脂肪族系化合物によって架橋され

たキトサンビーズである.したがって，これら 2::t援のキトサンビーズへの αーガラクトシダーゼ

の間定化は主としてイオン結合によるものであり， NaClの添加により酵素タンパク質が脱離

するものと考えられる。このような酵素 キトサンビーズ聞のイオン結合は BCW3000に結合

した酵素が中性の pHでは脱離しないが，酸性やアルカリ pH領域で脱離するという結果から

も支持できる.P. cinηabarinusαーガラクトシ夕、ーゼの等電点は 3，4であり (Fig.9)，キ

トサンの pKaは6.3である 114)したがって， pH3.5以下の酸性領域では αガラクトシダーゼお

よびキトサンは正に荷電しており，イオン結合を形成しにくい.また 9 アルカリ領域ではキ

を失い， αーガラクトシダーゼ分子は負荷電を帯びるようにな

しやすくなると考えられる. 牟方， BCW 3500は芳香族系

化合物により されたキトサンビーズであり，したがって，これを担体とし は，キ
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トサン分子のアミノ墓を介したイオン結合だけでなく芳香族系の架橋領域と酵素タンパク

子の疎水性領域との間に疎水性相互作用が形成される可能性がある.中性塩の添加によりイオ

ン結合は弱められるが，疎水性相互作用は影響を受けないと考えれば BCW3500から αーガラ

クトシ夕、ーゼ?が脱離しにくいという現象は無理なく説明できる会

キトサンビーズに酉定化した酵素の性質は遊離の酵素と同様に，高い熱安定性を有し，長期

る*このように 9 キトサンビーズは本酵素の画定化沼担体として有用でもあることが

証明できたがラただひとつの難点は，本国定化酵素は混潤状態では安定であるが9 乾燥すると

失活するということである.走査電子顕微鏡による観察結果からも明らかなようにラ凍結乾燥

による活性の低下は細孔表面に国定化されていた酵素が，ゲノレ組織の破壊によりキトサンビ

ズ内に関じ込められることが原因であると考えた.

上で述べたような固定化静素の特徴を利用して，次に，甜菜糖蜜中のラフィノースの連続分

解を試みた，グルタルアルテ、ヒドでChitopearlBCW 3000に画定化した αーガラクトシダーゼ

しでも活性の低下は認められないという実験結果 (Fig.60)からも明らかな

ように，本;固定化酵素は安定性に擾れラバイオリアクター用画定化酵素として極めて有用であ

ると考えられる，また，本実験条件下では転移反応生成物は認められないがラ高濃度のラフィ

ノースに作用させると遊離の酵素の場合と同棟に糖転移反応が起こることから，本国定化酵素

はオリゴ糖の酵素的合成のためのバイオリアクターとしても しうるものと期待される@

5節小

P.ci刀幻abarinU5α ガラクトシダーゼの工業的利用を目的として本酵素の回定化を試みた.

をグルタノレアノレデヒドを架橋剤として用いコロイド状キチンに国定化したとき，最も

られた.本国定化酵素の酵素化学的性質は未修飾酵素と極めて類似しており 9

閤定化後も熱に対する安定性には変化は認められなかった.また，反復使用に対しでも安定で

あり， 20回繰り返し住帰した後も最初の活性の約90%を保持していたa

次に本酵素の甜菜糖蜜中のラフィノースの連続分解への用を白的としてヲキトサンビーズ

った.αーガラクトシ夕、ーゼを ChitopearlBCW 1000， BC玖T3000， BCW 3500 

に直接あるいはグルタルアルデヒドを用いて盟定化した.本欝素はク勺レタノレア/レデヒド未処理

のBCW1000を除く Chitopearlによく屈定化され，活性収率はであった.BCW 1000 

および BCれT3000に間定化された酵素では，イオン強度の増加あるいは p況の変化により，担

体から酵素の脱離がみられた.Chitopearlに固定化した酵素の酵素化学的性質も米修飾酵素の

と類似していた.Chitopearl BCW 3000に宙定化した αーガラクトシダーゼ、をカラムに充;慢

し， pH5.2， 50'Cで吉村菜糖3在中のラブイノースの連続分解を行った結果， 30日間活性の低下

められなかった@

第 52震総

αーガラクトシダーゼは糖鎖構造解析に利用されるばかりでなく，甜菜糖製造における

中のラブィノースの分解や豆乳中のラブイノースおよびスタキオースの分解に利用される有用

る争また，最近ではヲ本酵素の糖転移反応あるいは縮合反応を利用した機能性オリ

られるようになった.本論文は，担子菌P.cinnabari幻145の培養上清よりi耐熱

性 αーガラクトシダーゼを単離し，そのタンパク化学的なら

るとともに本酵素による機能性オリゴ糖の酵素的合成，および甜菜糖蜜からショ
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ての利fflを目的として行っ

り，

依存していた@

ス9 スタキオ

を用

は

ラまた，そ

し， NPGalとともにメリどオースララブイノー

みならずロ)カストビーンガムやグアガムのようなガラク

について示されているように，

なく各種の変性斉Ijおよびプロテアーゼに対し抵抗性を示した.

して安定であるばかりで

セチノレグルコサミニダーゼにより

よぴ凍結融解に対する安定性が11&下することから，

していることを示唆した e

を明らかにするためヲ本酵素を高濃度のラフィノースと反応

させて得られるオリゴ糖を単離し，それらの構造を駿分解ラ酵素分解およびメチル化分析によ

り決定した.糖転移民応生成物は活性炭クロマトグラブィー， Bio-Gel P-2によるゲルろ過ラ

および調製用ペーパークロマトグラブィ一歩 HPLCを用いて分離調製した@単離した 6

(オリコ守糖 B，C， EおよびF)は，それぞれO-a-D-ガラクトピラノ
シルー O-a-D-クVレコピラノシ/レー(1-2)一β-D-ブノレクトフラノシドラ O-a-Dーガラクト

ピラノシノレー 0-αDーガラクトピラノシル (1-6)-0-α-D-グノレコピラノシル…(1-2)

D-ブ/レクトブラ/シドラスタキオース， 0α-Dーガラクトピラノシル (1-3)-0-a-Dガラク

トピラノシルー(1-6)-0-α-Dーガラクトピラノシルー(1-6)-0-α…Dーグルコピラノシルー(1-2)

βD-ブノレクトフラノシド，ベルパスコースラアジュゴースと同定した‘これらの生成物の中で

オリゴ糖ちおよびオリゴ糖Dは文献未記載の新規なオリゴ糖であった.このように，ラブィノー

ガラクトース残慕の C-6位およ

にガラクトースを転移させることが明かとなった.

い受容体特奥性を示し，アラビノース 9 グルコース 9 ガラクトースヲマン

ブルクトース，グノレコサミン，N アセチルグ/レコサミンヲラクトース，スクロース，

となることが判明した@

件についても ったとき

とを明かにした@

4主主では本酵素の触媒ずる縮合反誌を用いてα ガラクトオリゴ糖の合成安行切った。 α ガ

ラクトシ夕、、ーゼ、を10見(w/v)ガラクトースおよび60%(w/v)スクロースに待用させたところ 3

した.各オリゴ糖は活性炭カラムクロマトグラブィーおよびBio-GelP一2に

よるゲ/レろ過を用いて単離した. 3慈のオリゴ糖は酸分解，酵素分解およびメチル化分析によ
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り3G_αーガラクトシノレスクロースヲラフィノースラおよびプランテオースと同定した. 3 G_αー

ガラクトシルスクロースの生成量は他のオリゴ糖の生成量に比べきわめて少なし本縮合反応

では a-1，6ガラクトシド結合の形成が主反応であることが明かとなった a さらに，縮合反応に

よると記三糖の合成条件について検討し，10%(w/v)ガラクトースヲスクロースおよ

びαーガラクトシダーゼ (40酵素単位1m!)からなる反応液を pH5.0，600Cで48時間反応;させた

とき，縮合生成物の収率は15%(対ガラクト…ス)となることが明かとなった.

5主きでは甜菜糖蜜中のラフィノースの分解への応用を自的として α ガラクトシダーゼの

閤定化について検討した@積々の担体に本酵素の国定化を試みたところ 9 部分的に脱アセチル

したとき最も高い活性収率が得られた.コロイド状キチンに

は米修飾酵素ときわめて似ておりヲ本酵素の諸性質はコロイ

イヒしたコロイド状キチンに

固定化し

ド状キチンへの国定化後も保持されていることが明かとなった， また，

最初の活性の約90%を保持していた.しかし，コロイド状キチンに間定化した酵素はカラムに

して使用することは困難であったため，ビーズ状の多孔性キトサンを間定化用担体として

用いて検討した@そ

3500に直接あるいはグルタルアルデヒドを用いて

ことが判明した.また， BCW 1000およびBCW3000に藍接盟定化し

るいは pHの変化で9担体から脱離することを見出し，このことより，本酵素のグルタルアルデ

ヒド処理していないキトサンビーズへの結合はイオン結合によるものと考えた. 一方，グlレタ

ノレアノレデヒドによる架橋反応を利用してキトサンビーズに間定化した αーガラクトシダーゼの

は米修飾酵素と類制しており，酵素 担体聞の架橋形成は酵素活性部位に大き

を与えないことが示唆された.粒径 l盤強の ChitopearlBCW 3000に固定化した α ガラ

クトシダーゼをカラムに充填し，pH5. 2， 50'Cで甜菜糖蜜中のラフィノースの連続分解を行った

30司間活性のイ低下は認められず，本間定化 aーガラクトシ夕、ーゼがバイオ 1)アクタ)とし

て連続{即時が可能であることが示唆された.

以上述べたように，

解反応のみでなく，

今後，

れる.

aーガラクトシダーゼは加水分

よく触探する能力を有しており，

されるものと期待さ

をまとめるにあたり，御指導，

を表します.

を行うにあたり，終始僻懇篤なる

なる謝意を表します.

賜りました

と 宝大

本論文の著述に擦し， を賜った

A助教授に深謝の意を表します@

本研究中，終始有益なる街!助言，御激励を賜りまし

中川浩毅教授に

内 らび、に

をしていたf三きました 同智教授に深く

またラ エンド β-N-アセチルグルコサミニダーゼを傍[J恵与下さるとともに，有益
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