
海藻の薦糖分解酵素

田中幹子　高野克夫

　蕪糖は糖のうちでも生理的に最も重要なものの一つである。すなわち蕪糖は，植物界にあっては

光合成の初期的産物であり，また同化転流物質であり，さらには他のoligosaccharides・多糖類の生成

および相互転換に重要な役割をはたしている。また高等および下等動物にとっても薦糖は重要な栄

養物質の一つである。蕪糖の水解にあずかる酵素の自然界における分布は広く，この酵素の研究は

古くから活発に行われてきた。かって蕪糖分解酵素はブドウ糖，果糖などの単糖による阻害様式（1）

や，ラフィノース，メレチトースなど蕪糖類似構造糖の水解に関する特異性（2）からfructosaccha・

raseとglucosaccharaseとに分けられ，酵母のそれは前者に，糸状菌や動物のそれは後者に属する

と考えられてきたが，近年，水解酵素による転移反応の研究（3～8）が進むにつれて，上述のよう

な阻害様式を基盤にした分け方は当を得ないものであることが明らかになった。そうして，さきに

glucosaccharaseとされていた糸状菌（9）や高等動物（10）の蕪糖分解酵素は酵素的糖転移をしらべ

ると明らかにβ一fructofuranosidaseである。

　藤糖の構造は1－ev－glucopyranoside－－2一β一fructofuranosideであり，ブドウ糖，果糖間の酸素橋

の両側（G・Lo＝ILF）がそれぞれ別個の酵素によってきられることは確かである。その酵素は一方

はα一glucQpyranosidase群1こ属するものであり他方はβ一fructofuranosidaseである。しかしこの

どちらの酵素が働いてもふつうの水解の場合には結局遊離ブドウ糖と遊離果糖を生じるのでこの両

酵素の働きを区別することはできない。この判定は水以外の糖残基受容体R－OHを用い，転移生

成物がα一D－glucopyranosideであるか，β一D－fructofuranosideであるかをしらべることによって

可能になる。

　　　　Donor　　　　　　Acceptor
　　　　G－O　LpF＋R－OI・－Gl＋R＿0現F（β．h．f，。、t。，id。）

　　　　C差・－F＋R－・H－Fr＋R－・騒砕gl・…id・）

　筆者らはこの方法により数多くの高等・下等植物および高等・下等動物の蕪糖分解酵素の性質を

明らかにしてきた（10～13）。藤糖がβ一fructofuranosidaseによって水解される例は多いが，

α一№撃浮モ盾垂凾窒≠獅盾唐奄р≠唐?ﾉよって水解される例は，酵母のmaltase，蜂蜜のsacch3rase（14），特殊昆虫

のsaccharase（15）・などに限られている。ところで海藻の蕪糖分解酵素についてはこれまで報告が

ほとんどないようであったがDuNcANら（16）は二三の海藻で始めて蕪糖を含めて各種α一glucosides

の酵素的水解を認めた・このことで海藻にα一glucosidaseが存在することは明らかにされたが，こ

のα一glucosidaseが蕪糖水解にあずかっているのかどうかは不明である。　　　　・

　筆者らは褐藻類イワヒゲ　（MyeloPhycus　caesPitosus）およびウミトラノオ　（Sargassum

Th　anbergii）などが比較的強い蕪糖水解力を有することをみたので，ここでは主としてイワヒゲを

用い・海藻の蕪糖分解酵素がα一glucosidaseに属するかβrh－fructosidaseに属するかを糖転移反

応を用いて明らかにしょうとした。少量のメタノールの存在で海藻酵素液を蕉糖に働かせるとき
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α一№撃浮モ盾唐奄р≠唐?ｪ実際に働くとすれば蕪糖のglucosyl基が酵素的にメタノールへ転移し，　methyl

α一№撃浮モ盾唐奄р?ﾌ形成が予想され，またβ一fructofuranosidaseが働くとすれば蕪糖のfructosyl基がメ

タノールへ転移し，methylβ一fructofuranosideの形成が予想される。蕪糖濃度が高いときは・蕉糖

は一方では糖残基の供与体，他方では糖残基の受容体として働き，もしα一glucosidaseが働くとす

れば蕉糖のα一glucosylは他の薫糖に転移して（G2，F1）の組成をもつ01igosaccharideの生成が予

想され，β一fructofuranosidaseカヌ働くときには蕪糖のβ一fructosylが転移してその結果（Gl・F2）

の組成をもつoligosaccharideの生成が予想される。

　　　　　　　　Donor　　　　　Acceptor　　　　Trisaccharide

　　　　　　　C＿0並F＋G＿0＿F＿Gl＋（G1，　F2）

　　　　　　　G・Lo＿F　＋G＿O＿F＿Fr＋（G2，Fl）
　　　　　　　　α
　筆者らは海藻の酵素を蕪糖に働かせた際の転移生成物をしらべることにより・海藻薦糖分解酵素

の性質を明らかにしょうとした。

実 験

1）材　　　　　料
　　6月下旬，静岡県下田臨海実験所付近，鍋田湾で採集したイワヒゲ，ウミトラノオを真水で洗

　った後風乾し，さらにデシケーター中（塩化カルシウム使用）で充分に除湿し・粉粋機で律粉末

　とした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

2）酵素の調製
　　粉末標品300gに1500mlの水を加え，アンモニア水を滴下してpHを9・0に調整し・室温で

　12時間かくはん振とうした後布でしぼり，さらに遠心分離して得られた上澄液に5％酢酸を滴下

．してpHを4。0に下げ，生じた沈でんを游別した湧液に5％炭酸ソーダを加えて中和し・流水に

　対して3日間透析したものを粗酵素液とした。粗酵素液200mlを40°C以下で20m1にまで減圧

　濃縮し，遠心分離して得た上澄液を濃縮酵素液として使用した。イワヒゲsaccharaseは比較的

　安定で減圧濃縮処理によって失活しなかった。

3）酵素作用の測定
　　基質0．048M　2ml，酢酸塩緩衝液0．2M，　pH　5．6，2ml，酵素液4m1の混合液中（30°C）・

　時間の間隔をおいて反応液を0．5m1ずつ取り出しShaffer－Somogyi法で還元糖の生成または

　増加を測定した。またアルドースの定量はDumazert法（17）によった。

4）Methy1β一h－fructosideの調製

　　石沢ら（18）の方法により蕉糖を供与体，メタノールを受容体として酵母のβ一fructofuranosidase

　を作用させtransfructosylationにより調製した。

5）　転移生成物の検出と単離

　　　　（a）　ペーパークロマトグラフィー一東洋游紙No．50，展開剤：ブタノール・酢酸・水

　　　　　　（4：1：2）上昇法およびブタノール・ピリジン・水（10：1：2）下降法を採用した。発

　　　　　　色試薬はレゾルシン・塩酸試薬およびベンチジン・トリクロール酢酸試薬を用いた。

　　　　（b）　カラムクロマトグラフィー　　Charcoal（Shirasagi）－Celite（535）（1：1）のカラ

　　　　　　ムを用い，水でブドウ糖，果糖を流しだした後，ひきつづき水でalkyl　glycosideを・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　また3％エタノールで蕉糖を溶出した後，5％エタノールでoligosaccharideを溶出
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した。単離したalkyl　glycosideおよびoligosaccharideについては比旋光度を測定

し，また終濃0．02N塩酸で100°C，60分加熱，加水分解させ，全還元糖をShaffer－

Somogyi法で，遊離果糖をRoe（19）の比色法で測定した。

実　　験　　結　　果

　イワヒゲ粉末の抽出液は蕪糖および麦芽糖を共に水解する。表1で示したように蕪糖水解能が麦

芽糖水解能よりも高い。また図1で示したようにその至適pHはどちらも5・6付近にあり・相対的

活牲度でみると麦芽糖の水解は酸性側では蕪糖のそれより低くなっている。この結果からのみでは

Table　l　Activity　of　the　original　enzyme　solution　from

ルlyelophycus　caespitosus　toward　sucrose　and　malt・se．

Substrate

Sucrose

Maltose

Reaction　time

hs．

50

120

53

131

Hydrolysis

　％

25．　0

50．4

22．6

50．4

・…KiR・・i・・

0．042

0．042

0．035

0．038

1

083

0．048Msubstrate　2m1，0．2　M　acetate　buffer，　pH　5．4，2m1．

enzyme　．solution　4m1．　Incubated　at　30°．

＊Activity　for　sucrose　is　taken　as　1．
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Fig．　1．　Activlty　pH　curves　for　the　hydrolysis　of　sucrose　and

maltose　by　the　enzyme　solution　fromル〔yeloPlrycus　caespitost‘s．

　蕉糖，麦芽糖の水解にあずかる酵素が同じであるか異なっているかは明瞭でない。

　つぎにイワヒゲの濃縮酵素液をメタノールの存在で低濃度の蕪糖に作用させ，生ずる遊離ブドウ

糖と果糖を分けて定量すると表2に示したように遊離ブドウ糖量に比して遊離果糖の不足がみられ

た。この不足分は12～13％であるがメタノールが存在しないときは遊離ブドウ糖と遊離果糖とは

等モルである。メタノールの存在でみられる遊離果糖の不足はその分がメタノールへ転移したと考
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えられる。糖残基のメタノールへの酵素的転移をさらに確かめるため，メタノールの存在で，やや

Table　2．　Enzymatic　transfer　ofβ一fructofuranosy1　group

　　from　sucrose　to　methanol　by　the　enzyme　of　M夕eloplayci‘s

　　caespitosus．

Acceptor，

Water

Methanol

Reaction　time

正
9
1
8

1

Q
U
O
O

　
1

Aldose

mg／m1

　　0．28

　　0．　50

　0．30

　0．51

Ketose

mg／m1

0．29

0．49

0．　26

0．45

lT・an，f，・

lpe「cent

2

0
0
9
9

可
⊥
－

　　　　　　　　　　　　　　　　0．048Msubstrate　2ml，0．2　M　acetate　buffer，　pH　5．4，2ml，

　　　　　　　　　　　　　　　　10Mmethano12ml　and　enzyme　solution　4ml．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

高濃度の蕪糖に濃縮酵素液を作用させ，転移生物を上昇法A°　・一パークロマトグラフィーで検した。

図2で示したように酵素反応が進むと，ブドウ糖，果糖のスポットの上方にレゾルシンで発色する

新スポットが見られ，この位置は対照としておいたmethylβ一h－fructosideの位置　（Rf，0・39～

0・40）とほとんど同じであった。この転移生成物はmethylβ一h－fructosideであろうことは当然

予想されるが，あるいは少量のmethylα一glucosideも含まれているかを確かめるために転移生成

Me．β・fr

Me．　α・gl

Fructose

G　lucose

S　ucrose

A
ぜ
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｝Mark
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、

、

9
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、
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A
BFig．ン2．

thO　formation　Qf　alkyl　frμctoside・by　transglycos－
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Y．Yeast　saccharase　upon　sucrose（fina1）

　　　concentration　20％．

　This　incubation　served　for　the

　comparison　of　the　transfer　products．

Fig，3．　Descending　paper　chromatogram

　show重ng　the　formation　of　oligosaccharide

　by　tranSglyCOSylatiOn，

o
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物の単離を試みた。また比較的高濃度の蕪糖を用いた場合の反応液の下降法クロマトグラムにおい

ては蕪糖スポットの下方にoligosaccharideと思われる新スポットが見られた（図3）。これは藤

糖の一部が糖残基の僕与体，他の蕪糖がその受容体となり，糖転移の結果生じたものと考えられ

る。この糖がブドウ糖に富んだoligosaccharideであるか，果糖に富んだoligosaccharideである

かを確かめることは，ここに働いた酵素がα一glucosidaseであるかβ一fructofuranosidaseである

かを確iかめることになる。alkyl　glycosideおよびoligosaccharideの単離にはカラムクロマトグ

ラフィーを用いた。反応液をcarbon－Celite（1：1）カラムにかけると，ブドウ糖・果糖と蕉糖と

の間でalkyl　glycosideが水で溶出されてくる（図4）。この物質の比旋光度を測定したら次の値

が得られた。

　　　　　　　　　［α］o＝－50．7°（c＝1．375）（inH20）

　この値はmethylβ一fructofuranoslde（［α］．・・　－50．2°）（18）とよく一致する。またmethy1

α一glucosideの比旋光度は＋163°であり，これが混在すれば比旋光度は大きく変動するはずである・

したがってmethylα一91ucosideが生成していることは考えられない。またこの溶出区分を濃縮し・

酸水解を行なったとき糖成分としては果糖のみが生じ，ブドウ糖は検出されなかった。この溶出区

分に含まれる物質はmethy1β一fructofuran6side単一であり，この物質は薦糖のβ一fructofuranosyl

基が酵素的にメタノールへ転移して生じたものであると考えられる。

　3％アルコールでカラムから蕪糖を溶出した後，アルコール濃度を5％にあげるとoligosaccharide

が溶出されてくる（図4）。このoligosaccharideについて比旋光度および構成糖量を測定した。表

3で示したようにこのoligosaccharideはF2，G1の糖組成をもつtrisaccharideであり・ペーパ

ークロマトグラムの位置および比旋光度などから1－kestose（1F一β一fructosyl　sucrose）（20～22）

であると考えられる。F2，　G1の組成を有する転移生成物を生ずることはここに働いたイワヒゲの

蕪糖分解酵素が高等植物のそれと同じく　β一fructofuranosidaseであったことを示すものである。

なおイワヒゲのβ一fructofuranosidaseは表4に示したように蕪糖・methy1β一fructofuranosideの

ほかにラフィノースを水解するように思われる。

FrudOlse

　and
Gluc．ose

　　　Water－一→←3％1・Ethano1－一一一→←－5％Ethanol

Fig．4．　Separation　of　transfer　products　formed　from　sucrose

　byル1夕θZoρ勿o〃5　enzyme・
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Table　3．　Sugar　composition　and　specific　rotation　of

　　trisaccharide　formed　by　enzymatic　transfructosylation．

Fructose
　　　　　Fructose
Glucose　　－G痂6 ［αコo

　　　　・器i珊§！　2・2i＋29・・、

　Of　this　trisaccharide　the　content　of　fructose　was　estimated

by　Roe’s　method　and　that　of　glucose　was　calculated　from

the　difference，　total　reducing　sugar　minus　ketose．

Table　4．　Activity　of　the　enzyme　solution　from　Myelophycus

　　caespitosus　toward　various　substrates．

Substrate

Sucrose

Raffinose

Me．β一fr．

1　Rea・・i・n・im・IH・d・・1・・i・L・…耳一L堕一

　　　hr．　　　　　　　％

5
0
一
5
0

　
1
⊥
　
　
　
－
⊥

30

139

20．8

36．1

」
4
3

Q
V
4

1
Q
り

1
0
δ

－
l
Q
ゾ

ー
Q
e

0．338

0．324

0．313

0．　303

0．028

0．026

1

0．99

0．09

考 察

　DuNcANらa6）は二，三の海藻で各種α・glucosides（sucroseを含めて）を水解するα・glucosidaseの存在

を認めたが蕪糖の水解に働く酵素がα一glucosidaseであるかどうかについて積極的な証拠を提示し

ていない。筆者らはイワヒデ，ウミトラノオなどの褐藻が比較的強力な蕉糖水解能を有することを

見出し，海藻酵素をメタノールの存在で薦糖に働かせ，転移生成物としてmethyβ一fructofuranoside

を得たこと，および果糖・2ブドウ糖・1の組成をもつtrisaccharideを反応液から単離したことで・

これら海藻の蕪糖分解酵素はα一glucosidaseではなくβ一fructofuranosidaseであることを確認した。

すなわちイワヒゲには麦芽糖に働く比較的強力なmaltaseが存在するにもかかわらず・この酵素

は蕉糖の水解には関与していないことが明らかになった。さきに筆者らは高等植物⑬，下等植物ω・

高等動物（1D，無脊椎動物⑫の蕪糖分解酵素の性質について報告したが，筆者らがとりあつかった範

囲ではいつれもα一glucosidaseではなくβ一fructofuranosidaseであった。しかしこれらのβ一fructo－

furanosidaseは起源を異にするとそれぞれ相対的特異性を異にしている。ここでとりあつかった海

藻のβ一h－fructosidaseは糸状菌や高等植物の葉のそれと比較して蕪糖から薫糖へのfructosyl基

転移能がかなり低いという特異性をもっている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

1・海藻の蕪糖分解酵素がα一glucopyranosidaseであるかβ一fructofuranosidaseであるかを主と

　してイワヒゲ（MyeloPhycus　caespitosus）について糖転移反応を用いて検した。
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2・イワヒゲでは蕪糖の分解にあずかる酵素はβ一fructofuranosidaseであることが明らかになっ

　た。この海藻にはα一glucosidaseが存在するが，この酵素は蕪糖の水解には関与していない。

3・イワヒゲ酵素標品での　transfructosylation　において低級アルコールおよび蕪糖がβ一

　fructofuranosyl基の受容体として働く。この際受容体としての蕪糖の働きは顕著ではない。

4．海藻のβ一fructofuranosidaseは一般高等植物の葉のβ一fructofuranosidaseと相対的受容体特

　．異性をことにしている。

）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
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）
）
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4
5
6
7
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1
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