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Abstract

Endo-β-1,41glucanase from Bacillus sp･2228 was found to have an endo-type

transglycosylatonactivity･Theenzymeeffectivelytransferredcellooligosaccharideresidues

to various alcohol in the presence of cellobiose as the oligosaccharide donor･

I-Pentyl-cellobiosidewassynthesizedeffectivelyat40oCfor36hoursorat50oCfor24

hoursinthereactionmixturewhichcontainedendo-Pll,4-glucanase(100U/ml)and

cellobiose(20W/V%)-1lPentanOl(1:I-4)･
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1. 緒 言

配糖体は自然界に多数存在し､薬理効果を持つもの

や天然色素として知られるのも多く､食品や医薬品等

-の応用も期待されている｡また､アルキル配糖体は

広範な物理化学的特性と生分解性を有することから､

界面活性剤や洗剤､乳化剤として極めて有望な素材で

ある｡さらに最近では､生理活性物質を配糖化するこ

とで難溶性であったものを可溶化することができる｡

最近では､その中でも効力が強く香気前駆体や液晶と

しての機能性を有する二糖配糖体が注目されている

1)-3)0

配糖化反応には化学合成法と酵素的合成法の二つが

あるO一般に化学合成法では数段階の操作を経なけれ
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ばならず､合成プロセスの簡略化､省エネルギー､省

資源化の観点からもより有効な合成法の開発が望まれ

ているO-方､微生物酵素の糖転移反応を利用した酵

素的合成法は､安価な糖供与体を利用でき､温和な条

件で位置 ･立体特異的に配糖化できるという点で優れ

ている｡

これまで一般に､微生物からの酵素での配糖化反応

では AspergilZusnigeT･由来の p-キシロシダーゼや

Trichoderma由来の β-グルコシダーゼなどエキソ型の

酵素が数多く研究されてきた4)･5)｡しかし､エキソ型の

酵素では単糖配糖体しか合成することが出来ず､二糖

配糖体は生成しない｡本研究では､エンド型の酵素を

用いてセロビオースを糖供与体し二糖配糖体の合成を

行ったので報告する｡
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2. 実 敦

2.1 使用菌株

供試菌として､宮崎県内の森林土壌より分離 した

Bacl'11us属菌2228株を使用した｡

2.2 辞素溶液の調製

菌の培養はカルボキシメチルセルロース (CMC)1

w/V%､ポリペプ トン0.5W/V%､酵母エキス0.1w/v%､

りん酸水素二カリウム0.3W/V%､硫酸マグネシウム0.1

w/V%､炭酸ナ トリウム0.5W/Y% を含む培地にて前培

秦 (30oC,24hours,110叩m)､本培養 (30oC,48hours,

110rpm)を行った｡遠心分離 (4oC,10min,10,000rpm)

により菌体を取り除いた培養上清を用いて､硫安沈殿

(80%飽和)､陰イオン交換 クロマ トグラフィー

(DEAE-Toyopea1650S)､2回のゲルろ過クロマ トグラ

フィー (TSK-gelToyopealHW155F)により酵素精製を

行った｡タンプク質の定量はLowry法により行った｡

電気泳動により単一であることを確認 したものを酵素

溶液として酵素反応に使用した｡

2.3 辞素の活性測定

1.0w/v% カルボキシメチルセルロースを含む基質

溶液 (pH7.5)0.45mlに酵素溶液 0.05mlを加え､50oC

で 15分間反応させた後､somogyi-Nelson法にて生成し

た還元糖を測定した｡なお､酵素活性の単位は生成す

る還元糖をグルコースに換算して､1分間に lpmolの

グルコースを遊離する力価を 1単位 (U)とした｡

2.4 生成物の確認

生成物の確認は､薄層クロマ トグラフィー (TLC)

にて行った｡TLCはプレー トとしてKieselge160､展開

溶媒として酢酸エチル :酢酸 :水-5:2:1を用いた｡

発色には20% 硫酸溶液を噴霧 した後､120oCで5分間

加熱した｡

2.5 各種アルコールに対する反応

各種アルカノール (ェタノール､1-プロパノール､

1-ブタノール､トペンタノール､ト-キサノール､ト-

ブタノール､1-オクタノール､1-ノナノ-ル)､もしく

はその他のアルコール (3-メチル-1-ブタノール､4-ペ

ンテン-1-オール､シクロペンタノール､p-ニ トロフェ

ノール､ベンジルアルコール､2-フェニルエタノール)

0.1mlに 20W/V% セロビオース溶液 0.025mlと 100

U/ml酵素溶液 0.025mlを加え､40oCで48時間反応を

行い､TLCにより生成物を確認した｡

2.6 トペンチルセロビオシドの合成

2.6.1 辞素濃度の影曹

1--ブタノール 0.1mlに20W/V% セロビオース溶液

0.025mlと10-100U/ml酵素溶液 0.025mlを加え､40oC

で48時間反応を行い､TLCにより生成物を確認 した｡

2.6.2 セロビオース濃度の影宇

トへブタノール 0.1mlに 1-20W/V% セロビオース

溶波 O.025血lと 100U/ml酵素溶液 0.025mlを加え､

40oCで 48時間反応を行い､TLCにより生成物を確認

した｡

2.6.3 アルコール量の影苧

トへブタノール 0.025-0.200mlに20W/V% セロビオ

ース溶液 0.025mlと100U/ml酵素溶液 0.025mlを加え､

40oCで 48時間反応を行い､TLCにより生成物を確認

した｡

2.6.4 反応時間 ･反応温度の影苧

1--ブタノール 0.1mlに20W/V% セロビオース溶液

0.025mlと100U/ml酵素溶液 0.025mlを加え､30-50oC

で 3-72時間反応を行い､TLCにより生成物を確認 し

た｡

3. 結果および考察

3.1 各種アルコールに対する反応

8種のアルカノールを糖受容体､セロビオースを糖

供与体としてBacillus属菌 2228株からのエンドーP11,4-

グルカナーゼによる配糖化反応を行った (Fig.1)｡そ

の結果､1-ブタノールから ト-ブタノールまでスポッ

トを確認することができた｡1-ブタノールが一番発色

しており 1--ブタノールが一番薄かった.炭素鎖が増

えるごとにスポットの大きさが小さくなり､収量が少

なくなっていることが分かった｡

アルカノール以外のアルコールを糖受容体として配

糖化反応を行った (Fig.2)0 3-メチルートブタノールと



Bacillus属菌2228株からのエンドーβ-1,41グルカナーゼによる配糖体の合成 29

4-ペンテンー1-オールについては､1-ペンタノールに対

して炭素数が 5つの側鎖を含むアルコール､または 2

重結合を含むアルコールを比較 したものであり､シク

ロペンタノールは鎖状と環状を比較したものである｡

〟-ニ トロフェノールとベンジルアルコール､2-フェニル

エタノールについては､ベンゼン環を持つアルコール

-の反応を確認するためのものである｡その結果､3-

メチル-1-ブタノールと4-ペンテン-1-オール､シクロペ

ンタノール､2-フェニルエタノールでスポットを確認

することができた｡この中で､4-ペンテン-1-オールが

最もよく発色していた｡また､ベンゼン環に直接ヒド

ロキシル基が付いているものより､間にアルキル基を

挿んだものの方が反応 していた｡

Fig.1.TLC analysisofreactionmixturesofendo-p-1,4-

glucanaseincubatedwithcellobioseandvarious1-alcohols･

Lanes:S,octyl車 glucoside(OG),glucose(Gl)andcellobiose

(C2);1,reactionmixtureincubatedwithethanol;2,with

1-propanol;3,with I-butanol(butanollayer);4,with

1-pentanol(pentanollayer); 5,with トhexanol(hexanol

layer);6,withトheptanol(heptanollayer);7,withi-octanol

(octanollayer);8,with1-nonanol(nonanollayer)･

Fig.2.TLCanalysisofreactionmixtures(alcohollayer)of

endo-p-1,4- glucanase incubated with cellobiose and

variousalcohols.Lanes:S,octyl-p-glucoside(OG),glucose

(GD andcellobiose(C2);I,reactionmixtureincubated

with 3-methyトトbutanol;2,with 4-penten-1-01;3,with

cyclopentanol;4,with 〟-nitrophenol;5,with benzyl

alcoholこ6,with2-Phenylethanol.

3.2 1-ペンチルセロビオシ ドの合成

1-ペンタノールを糖受容体､セロビオースを糖供与

体として Bacillus属菌 2228株からのエンドーPll,4-グル

カナーゼによる トペンチルセロビオシ ドの合成を行っ

た｡その配糖化反応において､種々の条件について検

討 した｡

酵素濃度の影響については､10U/mlではセロビオー

スのスポットしか確認することができなかった｡酵素

濃度が60-100U/mlの間では配糖体の存在が確認する

ことができ､酵素濃度が高いほど収量が多いことが分

かった｡

セロビオース濃度の影響では､I-20W/V%であれば

配糖体が合成され､セロビオースの濃度が高いほど発

色が徐々に濃くなっていることが分かった (Fig.3)0

(W/V%)

Fig.3. Effect of cellobiose concentration on

transglycosylationactivityofendo-p-1,4-glucanasewith

cellobioseandト pentanol.Lanes:S,octyl-p-glucoside

(OG),glucose(Gl)andcellobiose(G2).

アルコール量の影響では､0.025-0.200mlの間で配

糖体を確認することができた (Fig.4)｡また､アルコ

ールの量が 0.200mlのときはセロビオースのスポット

を確認することができた｡アルコールの量はセロビオ

ース溶液を含む水相に対して､同量から 3倍量までが

最適であることが分かった｡

Fig･4･Effectofalcoholvolume on transglycosylation

activityofendo-β-I,4-glucanasewithcellobioseand1-

pentanol.Lanes:S,octyトp-glucoside(OG),glucose(Gl)

andcellobiose(C2).



30 宮 崎 大 学 工 学 部 紀 要 第34号

反応温度の影響では､30oCにおいてセロビオースの

スポットが濃く発色 してお り､反応が余 り進行 してい

ないことを示 していた (Fig.5)｡
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Fig･5･Time course oftransglycosylation activity of

endo-ド-I,4-glucanasewithcellobioseandト pentanol･

Lanes:S,octyl-β-glucoside (OG) ,glucose (Gl) and

cellobiose(C2).

40oCにおいては 12時間以降､50oCにおいては 3時間

以降から配糖体のスポットが確認す ることができた｡

40oCでは 36時間以降､50oCでは 24時間以降は発色の

濃さは変化 しなかった｡反応時間としては､40oCで 36

時間､50oCで24時間が最適であることが分かった｡

4 まとめ

(1) セ ロビオースを糖供与体 として Bacillus属菌

2228株からのエン ド-p-1,4-グルカナーゼは､炭素

鎖4-8の 1-アルカノールを糖受容体として二糖配

糖体を合成することができた｡

(2) ベンゼン環に直接付いたヒ ドロキシル基につい

ては､あまり配糖化反応が起こらないことが分か

った｡

(3) 1-ペンチルセロビオシ ドの合成において､酵素濃

度 とセロビオース濃度が高く､アルコールの量は

セロビオース溶液を含む水相に対 して､同量から4

倍量までが最適であることが分かった｡

(4) 1ペ ンチルセロビオシ ドの合成において､40oC
で 36時間､50oCで 24時間が最適であることが分

かった｡
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