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分解酵素の本性について

高 野 克 夫

　蕪糖分解酵素については，酵母，糸状菌などで古くからその存在が知られ，単糖による阻害の様

式（’）や・蕪糖類似糖の水解に関する特異性（2）などからfructosaccharaseとglucosaccharaseの2

種に分けられ，酵母の蕪糖分解酵素は前者に，糸状菌のそれは後者に属すると考えられてきたが，

近年・各種水解酵素が基質を水解する働きと同時に基質の一部を他の適当な受容体に転移する働き

をも有することが明らかにされ，水解酵素による転移反応の研究（3）一（6）が進展するにつれてこの分

け方は当を得たものではないことが明らかになった。従来glucosaccharaseに属すると考えられて

いた糸状菌の蕉糖分解酵素も，fructosaccharaseに属すると考えられていた酵母の蕪糖分解酵素も

酵素的糖残基転移の研究（7）’（8）から共にβ一fructofuranosidaseであることが証明された。
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Fig．1．　Structure　of　sucrose

　蕪糖の構造は1一α一glucopyranoside－2一β一fructofu－

ranosideであるので，蕪糖はα一glucopyranosidase

あるいはβ一fructofuranosidaseによって水解される。

どちらの酵素が働いても遊me　glucoseと遊離fructose

とを生ずるのでふつうの水解ではこの両酵素の働きを

区別することはできないが，水以外の糖残基受容体

R－OHを用いれば，転移生成物がR－0－Gであるか

R－0－Fであるかを検することによってα一glucopyranosidaseとβ一fructofuranosidaseの働きを区

別することができる。筆者らはこの方法を用いて数多くの動・植物の蕪糖分解酵素の性質を明らか

にしてきた（8）“（11）が，これまでのところでは薦糖がβ一fructofuranosidaseによって水解される例が

多い。アカパンカビの薦糖分解酵素も他の糸状菌のそれと同じくβ一fructofuranosidaseである。

　蕪糖分解酵素の有する水解能と転移能とは互に異種のものではない。水解とは酵素の働きで糖残

基が水へ転移する反応であると解釈すれば，水解も転移も糖残基が共に適当な受容体に転移される

反応であると一元的に把握することができる。
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H－0－F　　・……・・…転移

このように蕪糖分解酵素は本質的には転移酵素であるので水解の性質だけで尽く転移に関する特異

性に関して特にくわしく検討されなければならない。

　本研究はアカパンカビの蕪糖分解酵素について，転移に関する特異性の一端を明らかにしようと

した。

実 験

材　料
　　アカパンカビ（1＞eurosPora　sitophyla）を麦芽糖化液で5日間，25°で生育させ・生じた菌体

　を充分水洗した後，冷アセトンで脱脂・脱水を行ない，風乾し，さらにデシケーター中（塩化カ

　ルシウム使用）で除湿し，粉砕機で微粉末とした。

酵素の調製

　　アカパンカビ粉末標品10gに200ml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5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1戸液を5％炭酸ナトリウムを用いて

　中和し，流水に対して3日間透析したものを酵素液として使用した。

酵素作用の測定

　　O．　048　M蕉糖液2m1，0．2M酢酸塩緩衝液，　pH　4．7，2ml，水（場合によっては10　M

　Methano1）2ml，酵素液4m1，反応温度30°
　　時間の間隔をおいて反応液を0．5mlずつ取り出しShaffer－Somogyi法で生成還元糖を測定し

　た。またアルドースの定量はDumazert法によった。

Methylβ一fructofuranosideの調製

　　石沢ら（12）の方法に従って調製した。

A°・一一パークロマトグラフィt・一一一

　　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・一一ル酢酸試薬を用

　いた。

カラムクロマトグラフィー

　　転移生成物の単離のためcharcoa1－celite（1：1）カラムを用いた。溶出には水および水・エタ

　ノール混液を用いた。単離したoligosaccharidesの比旋光度の測定および組成の決定は前報告

　（8）Nh（・・）と同様に行なった。

実　験　結　果

　アカパンカビの菌体抽出液は比較的高い薫糖水解能をもっている。Fig．2で示したようにその

至適pHは4．5～5．0付近にあり，それより酸性側ではなおかなりの活性を示すが，アルカリ側で

は急激に活性の低下がみられpH　6以上ではほとんど働かない。
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Table　1．　Enzymatic　transfer　ofβ一fructosyl　group　from　sucrose

　　　　to　methanol　by　Neurospora　saccharase．
　　　　、

Acceptor

Water

Methanol

Rea・・i・n・im・｝

70min
120

70
120

Aldose

0．45mg／ml
O．68

0．47

0．71

Ketose

0．46mg　／　ml

O。70

0．40

0．59

Transfer

一％

15．9

17．0

1．0
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Fig．2．　Activity　pH　curve　of　sucrose　hydrolysis

　　　by　the　enzyme　preparation　from　Neurospora．
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Fructose

Sucrose

　　　●
●●

●　●●●

　0●●●

Fig．3．　Ascending　paper　chromatogram
　　　showing　the　formation　of　alkyl
　　　fructoside　by　therenzyme　prepa．
　　　ration　from　Neec　rospora．

6％Sucrose　l　mJ，0．2Macetate　buffer，
pH　4．7，　alcohol　O．5ml　and　enzyme　solu－

tion　2　mJ．

Sprayed　with　resorcinol　reagent・

1．Reaction　mixture　containing　methanol．

2．Reaction　mixture　containing　ethanol。

3．Reactlon　mlxture　contalning　n－propa・
　nol．

　　　　　　　　　アカパンカビの酵素液を低濃度の

　　　　　　　　蕉糖に作用させ，生ずる遊離91ucose

　　　　　　　　と遊離fructose　とを分けて定量す

　　　　　　　　ると，ほぼ等量の値が得られるが，

　　　　　　　　Table　1に示したように反応液にメ

　　　　　　　　タノールが存在するときは遊離glU－

　　　　　　　　cose量にくらべて遊離fructose量

　　　　　　　　の不足がみられた。これは蘇糖の

　　　　　　　　fructosyl基がメタノールへ転移し

　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　たことを予想させる。

　　　　　　　　　さらにfructosyl基の転移を確か

　　6　　　　　　　　めるためにメタノール，エタノール，

　　　　　　　　n7プロパノールの存在のもとで，高

　　　　　　　　濃度の蕪糖液にアカパンガビ酵素液

を作用させ，転移生成物を上昇クロマトグラフィーで

検した。Fig．　3で示したように，これらの場合にはい

ずれもfructoseのスポットの上方にレゾルシンで発色

する新しいスポットがみられ，メタノール添加の場合

は対照としておいたmethy1β一fructofuranosideの位

置とほとんど同じであった。エタノール添加の場合の

新スポットの位置は対照としたmethylβ一fructoside

の位置よりやや高く，またn一プロパノール添加の場

合の新スポットの位置はさらにやや高いところに見出

された。これらはそれぞれmethyl，　ethy1，　n－propyl

β一fructosideであると予想される。これら新スポット

のcolor　intensityはかなり高いのでこれらのアルコ

ールはfructosyl基の有効な受容体として働いている

ものと思われる。

　メタノールの存在で蕪糖にアカパンカビ酵素を作用

させたときに生じた転移生成物がmethy1β一fructo－

furanosideであるかどうかを確認するためにこの生成

物の単離が試みられた。反応液をcarbon－celiteカラ

ムに吸着させ，水で単糖を溶出した後，さらに水溶出
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Fig．4．　Descending　paper　chromatogram
　　　showing　the　formation　of　oligo・

　　　saccharides　by　transglycosylation
　　　with　Neurospo　a　preparation．

Sprayed　with　resorcinol　reagent．

Y．Yeast　saccharase　upon　sucrose
　（final）concentration　20％．

Th量s　incubation　served　for　the　com－

parison　of　the　transfer　products．

を続けると蕪糖が溶出されてくる以前にalkyl　glycoside

が出てくる。この部分を集め，ここに存在する物質の比

旋光度を測定したら［αコD＝－50．3°の値が得られた。

この値はmethy1β一fructofuranosideの［α］D＝－50．5°

（13）とよく一致する。この結果は薦糖からメタノールへ

転移する糖残基はβ一fructosyl基だけでありα一glucosシ1

基の転移はないことを示す。

　高濃度の蕪糖にアカパンカビ酵素を作用させた反応液

のpaper　chromatogramについて，蕉糖のスポットの

下方にoligosaccharideと考えられる新スポットが認め

られる。このスポットのcolor　intensityはかなり強く

この部分に着目して行なった下降法のクロマトグラフィ

ーでさらにいくつかのスポットに分かれた。Fig．4に示

したようにtrisaccharidesと考えられるスポットの他

に，おそらくtetra一およびdisaccharideと思われる微

弱なスポットも観察された。酵母の蕉糖分解酵素を蕪糖

に働かせた際に生成するoligosaccharidesの量は僅か

であり，より高濃度の薦糖を用いた場合（Y）のその量

よりもアカパンカビ酵素液を用いた場合のoligosaccha－

ridesの生成量が多いことは注目に価する。アカパンカ

ビ蕪糖分解酵素はきわめて能率よく供与体としての蕪糖

から糖残基を受容体の糖に転移する特異性をもつことが明らかにされたことになる。

　酵素的糖転移の結果生じと考えられるoligosaccharidesのうちtrisaccharidesの単離が試みら

れた。59の蕪糖に，pH　4．7，0．2M酢酸・酢酸塩緩衝液4m1とアカパンカビ酵素液20mlを加

え，30°で4時間反応させた後boilして酵素反応を停止させ，沈澱を炉別し，炉液をcarbon－celite

カラム（359：359，高さ約8．5cm，直径約7．　Ocm）に吸着させ，最初は水で，続いてエタノール

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を含む水（2％→10％）で，次第にエタ

Fructose
　and
Glucose

←一一一一一Wate「『→←一（2→10％Ethanol）＿＿＿→

　　Fig．5．　Separation　of　transfer　products　formed

　　　　　from　sucrose　by　Nθu70Spora　enzyme・
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ノールの濃度を高めながら連続溶出を

行なった。この操作で異なったtrisa－

ccharide（1，皿および皿とする）をそ

れぞれ含むフラクションが得られた。

（Fig．5）この溶出区分を濃縮し再びカ

ラムクロマトグラフィーにかけること

によって他のoligosaccharideを全く

含まないで，trisaccharide　l，皿および

皿をそれぞれ純粋に含む溶出区分が得

られた。溶出順に1，皿，皿とすると生

成量の最も多いものはtrisaccharide　I

であり，paper　chromatography　lこお

けるRf値は1〈皿く皿の順になるq
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これらtrisaccharidesの組成をしらべるために0．05N塩酸を用いて100°，30分間加熱し，加水

分解させ，生ずるglucoseおよびfructoseを別々に定量すると両者の量はいずれも1：2に近い

値が得られ，これらの01igosoccharidesはglucose　1分子，　fructose　2分子からなるtrisaccharide

であることが明らかになった。また，これらtrisaccharidesの比旋光度が測定された（Table　2）。

Table　2．　Sugar　composition　and　specific　rotation　of　trisaccharides

　　　　formed　by　enzymatic　transfuranosylation．

Trisaccharide lGl・…e・F・u・…e

1
∬
駈
皿

5
F
O
F
D

Q
＞
0
0

¶
1
9
臼
9
9

噌
⊥
ー
コ
⊥

｝ ［α］D

十26°

十30°

十23°

これらの値からtrisaccharide　I，

6－K：estose，

1－Kestose，

Neokestose，

　　　　　　　正および皿はそれぞれ

0一β一D－fructofuranosy1－（2→1）－o一β一D－fructofuranosyl－（2→1）一α一D

－glucopyranoside

O一β一D－fructofuranosyl－（2→1）－o一β一D－fructofuranosyl－（2→1）一α一D

－glucopyranoside

O一β一D－fructofuranosyl－（2→6）－o一α一D－glucopyranosyl－（1→2）一β一D

－fructofuranoside

であろうと思われる。

o

考 察

　酵母や特別の糸状菌を除いて一般に蕉糖分解酵素がβ一fructofuranosidaseであるか　α一gluco－

pyranosidaseであるかについての報告は必ずしも多くはないが，本研究においては糖転移の行動か

らアカパンカビ蕪糖分解酵素の性質が研究された。

　蕉糖を供与体，糖やアルコールを受容体として酵素的糖転移をしらべると，蕪糖から転移される

糖残基はβ一fructofuronosyl基でありα一glucopyranosyl基ではないのでアカパンカビ蕪糖分解酵

素はα一glucosidaseではなくて，β一fructofuranosidaseである。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　蕪糖およびメタノール，エタノール，n一プロパノールのような低級アルコールが蕪糖のfructo－

furanosy1基の受容体として，特に蕉糖が能率よい受容体として働いた。糖への酵素的糖転移の結

果，’各種のoligosaccharidesの生成が認められたがtrisaccharidesの生成量が最も多く，以前に

知られた酵母蕪糖分解酵素の働きによるtrisaccharides生成量よりはるか多量のtrisaccharides

が生成された。これらtrisaccharidesは6－kestose，1－kestose，　neokestoseであると想像され，

6－kestoseの生成が最も多量であった。蕪糖分子が糖残基受容体として働くときは王ructosy1およ

びglucosyl部分とも第一アルコール基がacceptor　siteとして働いているように思われる。酵母

蕪糖分解酵素が働く場合と同様に，アカパンカビ酵素が働いた場合少量のdisaccharideおよび

tetrasaccharideの生成がpaper　chromatogramで認められるが・これらは少量のため単離は試み

られなかった。しかしdisaccharideは還元力があること，Rf値が蕪糖のそれよりやや小さいこと

などからglucoseの6位の第一アルコールにfructosyl基が2位で結合した形のpseudosucrose

であろうと予想できる。
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総 括

1．アカパンカビ蕪糖分解酵素の性質が糖残基転移の立場からくらべられた。

2．アカパンカビ蕪糖分解酵素は蕪糖のfructosyl基を水，アルコールまたは糖に転移させる転移

　酵素β一fructofuranosidaseである。

3．Fructosyl転移において蕪糖が能率よい受容体として働き3種の異なったtrisaccharidesが生

　成する。これらはそれぞれ6－kestose，1－kestoseおよびneokestoseである。

4．受容体特異性は酵素起源によっている。
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