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序

1.まえがき

高等植物には貯蔵炭水化物としてフラグトースのオリ

ゴマーおよびポリマーを含むものが存在し，これらの炭

水化物の合成・分解には種々の hydrolasesおよび fruc・

tosyltransferasesが関与するであろうことは容易に推

測される。

これに関連する研究としては，キクイモ塊茎について

イヌリン系列のプラクトース重合体の合成・分解が最も

早期に，また最も良く調べられ，その結果，それに関与

する酵素が明らかにされ，同時に合成・分解のスキーム

も提示されている。これに類する研究はチコリー，タマ

ネギ， レタスおよびリュウゼツランでも行われているも

のの，一般には使用した酵素標品の純度が極めて悪く，

従って得られた結果も不明確な場合が多い。

一方，食用作物として重要なアスパラガスの炭水化物

については重合度約 10のフラグトース重合体に関する

古い報告があるのみで，その後はこの植物についての炭

水化物化学的および酵素化学的研究は全くないに等しい

と言ってよい。著者の予備検索によればアスノミラガスの

主要な炭水化物蓄積部位である根部にはキクイモ塊茎の

場合とは異なる結合をもっ一連のフラクト・オリコ糖が

存在することが確められ，この根がフラグトース重合体

の化学構造および酵素合成の研究にとって最適の材料の

一つであることがわかった。

そこでこの研究ではその主要部分として，先ずアスパ

ラガス根に含まれるフラグト・オリゴ糖の化学構造を明

らかにするとともに，こうして同定された9種のフラグ

ト・オリゴ糖がどのような酵素の関与の下に合成される

かを推定するための invitro合成実験を行い，次いで

推定された酵素の高度精製を試み，このようにして純粋

に単離で、きた 3種の fructosyltransferases[sucrose: 

sucrose 1・fructosyltransferase(SST)， 6Gイructosyl-

transferase (6G-FT)および 1F -fructosyl transferase 

(1F-FT))の性質， とくに基質特異性， を詳しく調べ，

最後にこれらの結果に基づいてアスパラガス根における

フラクト・オリゴ糖の生合成機構を提示できたことにつ

いて，以下に詳しく述べることにする。

2. 既往の研究の概説

高等植物中には貯蔵炭水化物として澱粉を貯蔵するも

のが極めて多いが，フラグトースの重合体であるフラク

タンを蓄積するものもまた多い。これらの貯蔵炭水化物

は発芽期のように特にエネルギーを必要とする時には急

速に分解され低分子の糖となり利用されることが良く知

られている。

フラグタンは構造上次の三つの型に 3大別される。

イヌリン型 s(2→ 1)結合した Dーフラグトース残基

からなるもので， F(l・，9-fructofuranosyl)nsucrose 

(n==l~約 35) の構造を有し，換言すれば 1-kestose (構造

式で n==l)の誘導体である。またこの型はさらに拡張し

て1F(1-sイructofuranosyl)皿-6G(l-s-fructofuranosyl)n-

sucrose，即ち neokestose(構造式で m=O，n==l)の誘

導体，も入れることが可能である。

レバン型 s(2→ 6)結合した D フラクトース残基か

らなるもの。

トリチシン型: 戸(2→ 1)結合と s(2→ 6)結合の両

Dーフラクトース残基からなるもの。

これらのうちイヌリン型フラグタンは従来から比較的

よく研究されているもので，キクイモ，ダーリアおよび

タンポポ等77)のキク科植物の地下部貯蔵組織に蓄積し

ていることが知られ， またユリ科 (Liliaceae)やアヤメ

科 (Iridaceae)の植物118)でも存在が知られている。

高分子フラグタンについては古くから研究が集中して

行われてきたが，低分子フラグタンあるいはフラグト・

オリゴ糖についてはキクイモの場合を例外として十分な

研究はなかったようである。しかし最近になりようやく

種々の植物についてこの種の低分子フラグタンの研究が

盛んになりつつあり，著者もまたュリ科植物タマネギの

フラグト・オリゴ糖に関する研究を行し、100)， 2種の三

糖を単離し， その構造を調べ， それらが l-kestoseと

neokestoseであることを明らかにした95，101)。

今日までに高等植物の根，塊根，塊茎，鱗茎，茎，柔

かい木部，内lfE葉，種子あるいは樹液中に天然、に存在す

ることが確かめられている三糖としてのフラク卜・オリ

ゴ糖には 1-kestose(1F-，B四fructofuranosylsucrose)，

neokestose (6Gーかfructof uranosy Is ucrose) およびふ

kestose (6F -s-fructofuranosylsucrose)がある (Table

1)。 これら 3種の三糖は単独あるいは共存して存在する

が， 6-kestoseの存在しないユリ科植物で、見られるよう

に，ある程度種特異的に存在するようである。

より高重合のフラクト・オリゴ糖あるいはフラグタン

として 1.・kestoseの誘導体である1F(1ーかfructofura-

nosyl)4 sucroseがイネ科オオカニツリの塊根に82)，1F_ 

(1-s-fructofuranosyl)6 sucrose (lycorisin)がヒガンノ〈

ナ科ヒガンバナの鱗茎に69)，一つの 1-kestoseの誘導体

が同じくヒカザンパナ科ノ、ルユキノハナおよびナツユキノ

ハナの鱗茎58)に見出されている。
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Table 1. Occurrence of Trisaccharides in Higher Plants 

Plant 1-kestose Neokestose 6-Kestose Literature 

Compositae (キク科)

Helianthus tuberosω キクイモ + 2， 14， 37 

Gramineae (イ不科)

Lolium 'multiヌorum ネスミムギ + + 土 11 

Arrhenatherum elatius オオカユツリ 十 十 十 11 

!-lordeum sativlllll ハタカムギ + 92 

A vena sativa オー lムギ 十 十 87 

Campanulaceae (キキョウ科)

Ca!llρanllla rapunclllus ヨ ロッパ・ベノレフラワー 十 10 

Amaryllidaceae (ヒガンハナ科)

Lellcojum vernllm ハ/レユキノハナ + + 56 

LeucojulIl aesti-むum ナツユキノハナ 十 十 56 

Galanthus Elwessi オオユキノハナ + 十 56 

Liliaceae (ユリ科)

A、;paraguscochinchinensis クサスギカスラ 十 113 

Allium Cepa タマ不ギ + + 11，95，101，111 

Alliu!Il PorrulIl ニラネギ + + 11 

Allium victorialis キーョウゾヤニンニク 十 + 111 

Allium s，αtwwn ニンニク 111 

Allium tuberosulll フ + + 111 

Alliulll fistulosulll ネ ::r' + + 111 

Tuliρa silvestris 十 trace 57 

Tlllipa Clusiana レディ・チューリップ + 57 

Ornitlwgalulll nutans 十 + 57 

Salicaceae (ヤナギ科)

POPlllllS tremuloides アメリカ・アスベン + 78 

POPlllus grandidcntata オオバキントロ + 78 

Aceraceae (カエデ科)

il.cer Saccharulll ギンヨウカエデ 土 十 土 59 

Hippocastanaceae (トチノキ科)

"4escullls hippocastanul/l ウマグリ trace + 64 

また， neokestos巴誘導体としては4種の11"(1ーか いる。

fructofuranosyl)皿 _6G (l-s-fructofuranosyl)n sucrose このように，イヌリン型フラクタンは少くともユリ科

(川+n=9，17， 25，および 28)がユリ科 Polygonatum とヒガンパナ科で恐らく 2群，即ち 1-kestose誘導体と

odoratu叫 DRUCEvar. japoniculIl HARAの根茎に114)， neokestose誘導体とに分類できるものと思われ， また

7種の 6G(1ーかfructofuranosyl)nsucrose (n二 1，2，3，4， 両群のフラクタンはこれらの植物の種に応じて特異的に

6， 7および 8)がユリ科 Aψaragllscochinchinensis 存在するようである。

MERR.の塊根に113)，また一つあるいは二つの neokes- 以上述べた構造の糖の他に別構造のフラグト・オリコ

toseの誘導体がヒカンパナ科ハルユキノハナおよびナ 糖が存在することもまた知られている。即ち，s(2→ 1) 

ツユキノハナの鱗茎中58)に存在することが報告されて および s(2→ 6)両結合で Dーフラクトースが結合した糖



246 北海道大学農学部邦文紀要第 13巻第3号

として1F(l-s-fructofuranosyl)皿・6F-s-fructofurano-

sylsucrose [n = 1 (bifurcose)および 2Jがイネ科ライ

ムギの茎に89)，同じく両結合を有する未確認構造の五糖

類がハダカムギの目玉乳に92)，さらにまた 20，60-diーか

fructofuranosylsucroseがオートムギに87)見出されて

いる。

今回研究対象として取上げたアスパラガス植物の炭水

化物についての現在までの研究を述べる前にその植物学

的性状86)について簡単に述べる。

アスパラガス (Aやaragusofficinalis L.)はマツパウ

ド，オランダキジカクシとも言い， ユリ科 (Liliaceae)

に属する雌雄異株の宿根性植物であって，地上部の茎葉

は秋に枯死するが，地下部はそのまま生存して翌年春に

根株から食用とされる若茎を生ずる。地下部は地下茎と

根に分けられる。地下茎は一般にしづ地下茎とは若干異

なっており，その側面部，腹面部，ともに全面カワラ状

に重った鱗片葉で覆われ，その最先端部には将来幼茎に

生長する鱗芽群がついている構造の茎である。根は地下

茎から多数発生している肉質の太いもので貯蔵根といわ

れ，これに繊細な吸収根を伴っている。根は土壌中の水

分，養分の吸収と，鱗芽が発芽生長する際の養分の補給

あるいは茎葉から輸送されてくる同化物質の貯蔵等を行

うことができる。

アスパラカス若茎はホワイトアスパラガスあるいは

グリーン・アスパラガスとして生食および缶詰食品とし

て賞用され，その有用性の故に食用部分の一般化学成分

については食品および栄養化学的研究が大いになされた

が，炭水化物についての植物体各部における存在，分

布，あるいはその化学構造に関する研究は文献中にほと

んど見出すことはできない。

唯，その根に存する低分子糖がほとんどシュークロー

ス(全糖の約 77%)と還元糖(全糖の約20%)であると

いう知見86)があり，また高分子糖については， TANRET 

カ，112)“asparagose"と命名し，後に SCHLUBACHら88)

が“asparagosin"と改名した非還元性フラグト・多糖の

研究がある。 TANRETはこの糖 [(C6HlOOS)叫がイヌリ

ンの約 1/3の分子サイズをもち， フラグトースとグルコ

ースを 93:7の比で含み， 閉還構造をもっと考えたが，

SCHLUBACHら88)は分子中にアルドースを含むかどう

かについては何も述べていない。従ってこの糖の正しい

構造は未確定のままである。

前述のフラクタンやフラクト・オリゴ糖はフラクトシ

ル転移を触媒する酵素によって生合成されるが，まず微

生物起源のインベルターゼの転移活性の研究について述

ベる。

1950年十こ BACONと EDELMANI3)および BLAN-

CHARDと Albon30)は，酵母インベルターゼがシュー

クロースを加水分解する際に同時にオリゴ糖を生成する

ことを初めて見出し，この酵素が加水分解活性の外に転

移活性をも有することを明らかにした。それ以来種々の

微生物，日11ち

yeast1，4，9，23，24，42，54)。

Aそtel・gillusfiavus23) 

Aφelgillus nigerI6-19，23) 

Aspergillus oryzaeI2，23，42，65，66，76) 

Pen icillium chrysogenum23) 

Penicillium、:pinu1osum23，42)

Verticillium albo-atrum68) 

Claviceps purpurea39) 

など，についてインベノレターゼによるフラグトシル転移

と生成糖の研究がなされるようになった。その主なもの

を挙げると次のようである。

酵母インベルターゼの場合では，高濃度のシュークロ

ース・グノレコース混合物との反応で二糖 6-0-s-D-fruc-

tofuranosylglucose (確認)， 1-0ーかD-fructofuranosyl-

D-fructose (推定)および 6-0-s-D-fructofuranosyl-D-

fructose (推定)が生成し (BELLと EDELMAN24))，高

濃度シュークロースとの反応ではこれらの糖類の他に

3種の三糖 1・kestose，neokestoseおよび 6-kestoseが

生じ (BACON9))， さらに GROSS54)らは 1-kestoseと

neokestose， ALBONら1)は 6-kestose(当時の名称で

kestose)が生じたと報じている。

また Aspergillus01ツze菌体抽出酵素とシュークロー

スとの反応の場合は 1-kestose(BACONら12))(KURA司

SAWAら65)も同一糖を単離し isokestoseと名付けて

いる)と nystose(KURASA W Aら臼)の fungitetraose)

が生ずることが確められた。

最近 DrCKERSON39)は麦角菌 (Clavicepspurpu町 a)

の部分精製インベノレターゼ (s-fructofuranosidase)と

シュークロースとの反応で生じたオリゴ糖のメチル化物

および TMS化物の質量スベクトル分析を行い 1-kes-

tose， neokestoseの外に 6-s-fructofuranosylglucose， 

6 (1-j3-fructofuranosyl)z glucoseおよび 60(l-s-fructo-

furanosyl)z sucroseが生じたことを縫認している。

一方，高等植物のインベノレターゼによるフラクトシル

転移作用については，シュガービートのインベルターゼ

がシュークロースから二つのフラク卜・オリゴ糖， 1-kes-

toseと neokestose，を生成したとしづ報告があるZ)。
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インヘルターゼとシュークロース間のオリゴ糖生成反

応の機構およびそれに関連する事項についてはいくつか

の研究があるがり，31，32，41，80)，それらについてはまだ明

解な結論は得られていないようである。

一方，高等植物については加水分解活性をもたない

fructosyl transferases に関する研究が大いに進展した。

1950年と 1951年に EDELMANとBACON44，45)はキ

クイモ (Helianthustuberosus L.)の塊茎から調製した

一酵素は加水分解活性がなく，イヌリンおよびその関連

多糖からシュークロースへのフラグトシル転移を触媒

し三糖 1-kestoseおよびその同族フラクト・オリゴ糖

を生成することを初めて報告した。

同じ頃 (1952年)， DEDONDERは四)キクイモ塊茎中

にシュークロースからフラク卜・オリゴ糖を生成する酵

素を見出しこれがみかけ上 HESTRINら61)のバクテ

リアから分離した levansucrase と類似の作用を持つ

ことから inulosucraseと名付けたが，詳しい報告は

ない。

その後，この型の fructosY 1 transferasesが種々の植

物，即ち

キクイモ (Helianthustuberosus L.)の塊茎38，46，47，

91) :および茎招)Polianthus tuberosaの塊茎ぬ)

チコリー (Chicoriu川 intybusL.)の根1田，107)

タマネギ (AlliumCψa L.)の鱗茎90，91)

レタス (Lactuca sativa L.)の leafmidvein-petiol 

の組織33)およびリュウゼツラン(Agavevera cruz 

MILL)の茎27，犯，40，83-85)

について EDELMANと彼の協同研究者，インドの研究

グループ，および他の人々によって研究された。

EDELMANと]EFFORDは49)，彼らのキクイモ44-47，

90，91) :およびタマネギ90，91)に関する研究に基づいて， イ

ヌリン系列のオリゴ糖および多糖の生合成系路について

総説しこの総説の中で彼らはキクイモの抽出液から部

分精製した二つの酵素，即ち sucrose:sucrose 1-fruc-

tosyltransferases (SST)とs(2→ 1')fructan: ，3 (2→ 1') 

fructan 1-fructosyltransferase (FFT)，がこの生合成

に関与すると L、う説を提示した。

それによると SSTはシュークロースからの 1-kestose

の合成を特異的旦不可逆的に触媒し，生ずる 1-kestose

はその後の代謝における重要な中間物となる。しかし

この酵素はより高次のフラクト・オリゴ糖やポリフラグ

タンを合成することはできなし、。

一方， FFTは一般に下記の反応を角虫媒しより高次の

イヌリン系列の糖を生成する外，三つの同一糖 (111=Jl = 

1~7) 聞の“自己転移"を触媒しでもとの基質の重合度

よりもより大およびより小の範囲にわたる一連のポリマ

ーを合成する。

1F (l-s-fructofuranosyl)田 sucrose十1F(l-s-

fructofuranosyl)n sucrose="lF (1ーかfructo-

furanosyl)m-1 sucrose + 1 F (l-s-fructofura-

nosyl)n十1sucrose 

(1Il =1~約 35， 1l =0~約 35，叫キ ll)

即ち， キクイモの塊茎では，先ず SSTによりシュー

クロースから 1-kestoseが生成され，次いで FFT~こよ

りこの 1-kestoseのフラグトシノレ基が受容体糖シューク

ロースあるいは1F(l-s-fructofuranosyl)n sucroseへ

転移され，順次重合度が増加して行き，ついには種々の

より高次のフラクタンが合成されるという説である。

これとは別に彼ら49，90)はタマネギ鱗茎にも基本性質

でキクイモ SSTとFFTに類似する酵素が存在するが，

タマネギ FFTはキクイモのそれとは異なり重合度の高

いフラグタンを生成せず，別の性質として 1-kestoseを

neokestoseに変換する触媒機能をもつらしいと述べて

いる。

SST活性をもっ酵素はチコリー107)， レタス33)，およ

びリュウゼツランで28，83)， また， FFT活性を示す酵素

はリュウゼツラン84，85)でも報告されている。

最近インドの研究者達40，83-85)はリュウゼツラン茎の

抽出液から硫安処理，次いで DEAEーセルロース・カラ

ムクロマトグラフィーにより部分精製して得た加水分解

活性のない一つの“transferase"画分を用いてフラク

ト・オリゴ糖とフラクタンの生合成を研究し，この画分

が 1-kestose，neokestose，さらに分校および 6-kestose

系列の糖を生ずるらしいと報じた。

しかし上記の各研究者が調製して使用した全ての

SSTおよび FFTの純度には問題が残されており，例え

ばごく最近 (1976年)行われた SATYANARAYANAの

研究85)でさえも，彼自身が述べているように彼の得た

transfructosylase画分には分離不能の少くとも 3種の

fructosyl transferasesが存在していたと言う。従って

種々の fructosyltransferasesの作用を明確にするため

にはまず酵素の高度精製が先決問題であるようである。

最後に多糖類合成における糖ヌクレオチドの関与の問

題があり，一般に多糖類は，レパンおよびデキストラン

の場合41)を除いて，糖ヌクレオチドを経由して合成さ

れることが知られているが，この点については僅かに

GONZALEZら53)および梅村ら116)がそれぞれダーリア

あるいはキクイモの抽出液から UDP-fructoseを検出
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したと言う報告がある程度で，糖ヌクレオチドのプラグ

タン生合成への関与は現在のところ何も明らかにされて

いない。

第1章 フラクト・オリゴ糖含量の季節的変化

プラクタンを蓄積する植物が発芽，生育する際に，貯

蔵組織で、はフラクトース重合体の含量変化が起きる。こ

れについてはタマネギ鱗茎100)， キクイモ塊茎15，63);およ

びチコリー25)の根等で調べられているが，アスパラガ

スではその例はない。

従って，ここではアスパラガスの根について個々のフ

ラグト・オリゴ糖がどのような季節的な量的変動を示す

かを明らかにするための実験を行った。

1. 材料と方法

材料: 前年4 月下旬~6 月下旬まで若茎を収穫し，そ

の後収穫を休止して圃場に残してあったアスパラガス植

物の根を北海道大学農学部附属農場で 1979年4月 17

日， 5月 10日， 6月 12日， 6月 30日， 7月 12日， 8月

2日， 8月 21日， 9月 12日および 10月 15日の計9回に

亘り採取し直ちに熱アルコール抽出した。

定量分析: 全へキソース量はアンスロン法70)により

定量した。

ペーパークロマトグラフィー (PC): 東洋櫨紙 No.50

を用い，溶媒系は (1)1-プロパノールー酢酸エチノレー水

(7: 1: 2)と(II)1-プロパノールー酢酸エチルー水 (6:1: 

3)を用いた。 糖の検出にはアニシジンリン酸71)および

アルカリ性硝酸銀試薬115)を用いた。

糖の抽出: 各時期に採取したアスパラガス根各々約

100gを細かく切り，その 10gを少量の炭酸カルジウム

を含む 70% エタノール (60mß) 中で，還流冷却下 20~

30分間煮沸した。これを瀦過し，残澄は乳鉢で磨砕し，

70%エタノール中で・再度煮沸抽出した。 この操作を漉

液がアンスロン量色を示さなくなるまで繰返した。液液

を合せ(約 1t)， 30~350C で減圧濃縮(約 50mß) し， 30%

酢酸鉛液 (2mめを添加し， 生じた蛋白沈澱をト分に洗

糠しながら瀦去し上澄液に 3%シュウ酸ナトリウム液

(2miりを加え，沈澱を十分に洗いながら瀦去し溶液に

ついて，アンスロン法により全ヘキソース量を測定し

た。残りの糖液は，減圧濃縮後，マス PCを行い，単，

二，三，四，五，六，七糖および八糖以上の糖をペーパ

ーから水抽出し全ヘキソース量を測定した。

2. 結果と考察

10月 15日採取アスパラガス根からの熱アルコール抽

出糖について PCを行ったところ Fig.1に示すように

一連のフラグト・オリゴ糖が観察された。 標準糖の移動

度との比較から，各スポットの糖は上から順にフラグト

ースとグルコースの混合物，シュークロース，三，四，

五，六，七，…・高重合度と推定された。これらの

中，単糖フラタトースおよびグルコース以外に，最低重

合度糖としてシュークロースが存在していた。また最高

分子の糖は PC図から推定すると重合度約 15の糖であ

り，その量はかなり少ないようであった。このことは重

合度 22~38 のイヌリンを高割合で含むキクイモの場

合49)とはかなりに炭水化物組成が異なることを示して

L 、Tこ。

次に，全へキソース量およびマス PCにより単離した

各重合度糖の定量を行い，それらの季節的消長を調べそ

の結果を Table2および Fig.2に示した。

S F 工

Fig. 1. Paper Chromatography of Fructo・oligosac-

charides in Asparagus Roots Harvested in 

October. 

F: Asparagus fructo司 oligosaccharides;S: sucrose; 

1: inulin. 

Solvent: (II) 1-propanol-ethylacetate-water (6: 1 : 3). 

Development: quintuple. 

Spray reagents for sugar detection: silver nitrate 

after spraying with yeast ，3-fructofuranosidase. 
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Table 2. Seasonal Changes of Carbohydrates in Asparagus Roots 

Saccharide 
Carbohydrate content (g as hexoseJ100 g of fresh wt.) in the roots harvested in 

Apr. May June (Ji une 
(early) ate) 

Mono・ 0.80 0.21 0.31 0.51 

Di- 1.21 0.79 1.02 0.88 

Tri・ 0.89 0.66 0.78 0.68 

Tetra、 1.13 0.85 0.96 0.68 

Penta- 1.02 0.90 1.05 0.82 

Hexa- 1.31 1.46 1.00 0.79 

Hepta- 1.35 1.53 1.08 1.07 

Higher- 2.50 2.48 2.27 2.41 

Total 10.21 8.88 8.47 7.84 

Details of the experiments are given in the text. 

1'13y I .Jun~ June July Aug. Aug. Sept. Oct 
(ear1y) (luヒe) (eaUY) (lue) 

Fig. 2. Seasonal Changes of Carbohydrates in 

Asparagus Roots. 

先ずこれらの結果は先の PC検索で示したことと同じ

ように，高い重合度糖の含量は少なく，オリコ糖が多い

ことを明らかにした。即ち 4月期の根でみると，全糖に

対する八糖以上の糖の割合は約 25%しかなく，四~七

糖で約 47%，一~三糖で約28%であった。このことは，

アスパラガス根抽出液とキクイモ塊茎からの抽出液につ

July Augly . 
(early) 

Aug. 
(late) Sept. Oct. 

0.64 0.85 0.48 0.55 0.30 

0.72 0.61 1.69 1.63 1.37 

0.53 0.37 1.28 1.46 0.93 

0.58 0.34 0.89 1.24 1.08 

0.54 0.34 0.59 1.05 1.07 

0.56 0.32 0.40 0.93 1.05 

0.73 0.32 0.43 0.78 0.91 

2.21 1.09 1.44 1.59 2.31 
".・・・・・・・・一一一一・・・・・・・・』喝圃』・・・

6.51 4.24 7.20 9.23 9.02 

いて官能的に調べてみると，明らかに前者の方が糖臭が

高く，さらさらした感覚を与えることからもうなづか

れる。

次に各糖の変動を季節的にみてみると，最も著しい現

象は全糖が4月から急減し始め 8月上旬に最低含量

(4月値の約42%)に達し，以後急増して 4月値に近い含

量に回復することであった。これと同様の傾向は5月に

おける急減はあるものの単糖を除く他の全ての糖におい

ても観察された。

唯一の例外である単糖では 5月に一旦低下し，その後

漸増して 8月上旬の最高含量に達した後，漸減した。

二糖(シュークロース)と三糖では，同様五月の急低

下はあるが総体的には4月から漸減し始め 8月上旬に

最低値となり，その後急増して 8月下旬に最高値に達し

た後 9月ままでほぼ同一水準を維持した。

四糖以上の糖での 8月上旬の最低値へ向けての減少は

二，三糖のそれよりも大であった。

以上のことは次のように解釈される。 4 月下旬~6 月

下旬の収穫期即ち若茎形成期には根の貯蔵フラグトース

重合体を分解し地上部に輸送する必要があり，そのため

に根中の糖含量が 5 月に急減するほか， 7~8 月の茎葉形

成期にかけても漸減し，遂には 8月上旬の最低値にまで

至る。また 9~1O月の茎葉繁茂時期には根中へのフラク

トース重合体の貯蔵期となるため，根中の糖含量は漸増

する。

単糖含量における 5月の急減は二糖以上の糖の加水分

解を上廻るこの糖の輸送を示し，その後の漸増と 8月上

旬の最高値は加水分解が漸次卓越し，それに伴って二糖

以上の糖の漸減が起るものと考えられる。
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3. 要約

アスパラガス根を 4月から 10月迄の間9回採取し，

全糖および各重合度のフラグト・オリゴ糖の含量を測定

することにより各糖の季節的変動を調べ，次のことを明

らかUこした。

アスパラガス根はキクイモ塊茎に比しオリゴ糖含量の

多い糖組成をもつものであり，根中の貯蔵糖(単糖を除

く各重合度および全糖)含量は， 若茎形成期の 5月に急

減し茎葉形成期の 7~8月にかけてさらに漸減を続け

て 8 月上旬に最低含量となるが，茎葉繁茂期の 9~1O月

には漸増して，糖の貯蔵期に入る。また単糖は 5月に急

減の後，緩徐に増加して 8月上旬に最高含量となり，そ

の後漸減する。

第2章 フラク卜・オリゴ糖の単離と同定

前章で述べたように，アスパラガス根にはグノレコー

ス，フラグトースおよびシュークロースの他に種々の重

合度のフラクトオリゴ糖が存在することを明らかにし

た。また前章には記してないが貯蔵根，地下茎および食

用に供される幼茎について全糖および種々の重合度のフ

ラグト・オリゴ糖の予備的定量を行ったところ，全糖含

量は貯蔵根に最も多く，次いで地下茎，幼茎の!阪であ

り，またフラグト・オリゴ糖は貯蔵根に最も多く存在し，

地下茎にも存するが，幼茎には微量にしか存在しないこ

とがわかった。従ってアスパラカスの貯蔵炭水化物の合

成・分解を研究するためには貯蔵根が最も適した材料と

考えられたので，この章に述べる研究ではこれを材料と

してまず低分子フラグト・オリゴ糖についてキク科植物

のそれと対比しつつ予備検索を試みた後，主研究で各重

合度糖の単離・同定研究を行った1田，1倒)。

1. 材料と方法

材料: アスパラカス根は， 1971年5月上旬，北海道

農業試験場農場(岩内所在)で収穫し凍結保存してお

いたものを用いた。

定量分析.全へキソース，ケトースおよび還元糖

は，各々アンスロン法70)，ROE法81)および SOMOGYI-

NELSON法72，108，109) により定量した。 グルコースは市

販品の Glucostat試薬で定量した。

ベーパーおよび薄層クロマトグラフィー (PCおよび

TLC)・ PCには，東洋i慮紙 No.50と溶媒として (1)

1プロパノールー酢敗エチルー水 (7・1: 2)， (II) 1プロ

パノール酢酸エチルー水 (6:1・3)と (III)ブタノー

ノレー酢酸一水 (4:1: 2)を用いた。

TLC には，シリカゲル (Kieselgel-G，Typ 60)と溶

媒として (IV)ブタノールーイソプロパノールー水 (10: 

5・4)を用いた。

糖の検出には，アニリンフタレート 75)，アニシジンリ

ン酸71)およびアルカリ性梢酸銀試薬115)を用いた。

メチル化とメタノール分解: 分離したフラグト・オリ

ゴ糖のメチル化は箱守法55)によって行った。 糖 20~

50mgを dimethylsulfoxide (DMSO) 2 mi!に溶解し，

窒素気流下で悦詳しておき， これに carbanion溶液

(sodium hydride 500 rngを DMSO5mi!に加え， 窒

素気流下， 500Cで1時関税伴して調製したもの)1.5 mi! 

を加え， 200C で 3~5 時間説伴した後，沃化メチル 1 mi! 

を添加し さらに 15時間悦伴した。次いで反応液を水

で稀釈し，クロロホルムで抽出した。抽出液は水洗後減

圧濃縮しメチル化物をシラップ状物として得た。この

メチル化糖は1.5%メタノール塩酸中で 920C， 5分間

加熱することによりメタノール分解した。反応混液を

Amberlite IR-120とIRA-410で処理して塩酸を除き，

減圧濃縮し，乾固させた。

メタノール分解物のガスクロマトグラフィー (GC):

メタノール分解物は少量のメタノールに溶解し，目立

063型ガスクロマトグラフで，酸洗セライトと 15%

butane-1，4-diol succinate polyesterを充填したステン

レスカラム (3mmx1m)を用い，窒素ガス流速 40mi!/

mmで GC分析した。

加水分解 (1)部分加水分解，フラグト・オリゴ糖 30

~50mg を 0.05 Nシュウ酸溶液 5mi!に溶解し， 600C 

で15分間加熱した。 (2)完全加水分解;フラグト・オリ

ゴ糖 3~5mg を 0.1 N塩酸溶液 0.5mi! に溶解し， 1000C 

で30分間加熱した。 (3)酵素による加水分解，フラグ

ト・オリゴ糖を 3mgを yeasts-fructofuranosidase， 

Sigma VI， 2 mgを McIlvaine緩衝液 (pH5.5) 1 mi! 

に溶かして調製した酵素溶液 0.2mi!中て、30oC，15時間

インキュベーションして加水分解した。

2. 結 果

(1) キク科およびユリ科植物のオリゴ糖

先ずキク科およびュリ科植物各々数種について含有す

る低分子フラグト・オリコー糖の定性的予備検索を行った。

供試植物としてキク科植物のキクイモ (Heliωzthus

tllheroslIs L.)の塊茎，ダーリア (DahliatillJlata CA v.) 

の塊根，タンポポ (TaraxaC/lIIIofficillale W'EBER)の

根，およびゴボウ (Arctiu1IILajψa L.)の根，そしてユ
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Plant 

Table 3. Oligo-and Poly-saccharides in Compositae and Liliaceae Plants 

Inulin-like Neokes-6G (1-，8-Fructo- 1F， 6G-Di-s-fructo-
1-kestose Nystose polysaccharide tose fruanosyl)2sucrose furanosylsucrose 

+ + 
+ + 

+ + 

+ 十

+ + + + 

+ + 十 + 

+ + + + 

+ + + + 

I-lelianthus tuberosus L. 

Dahlia pinnata CAB. 

Taraxacum o.fflcinale 
Weber 

Arctium LaPlうαL.

Asρaragus 0 fficinalis L. 

+

十

+

十

+
As少araguscochinchinensis 
MERR. T 

A宅taragusρ'ygmaeus
MAKINO 

AlliulJt C巳paL. 

十

+ 

リ科植物のアスパラガス (Aやaragusofficinalis L.)の

根， クサスギカズラ (Aゆaragus cochinchinensis 

MERR.) の根茎， タチテンモンドウ (Aやaragus1う'yg-

川 aeusMAKINO)の根茎，およびタマネギ (Allium

Cepa L.)の鱗茎を用いた。

次の節で詳しく述べる方法と同様の方法で糖を抽出

し，三糖および四糖画分を分離しそれらについて TLC

および活性炭ーセライト・カラムクロマトグラフィ一分

析した。高重合度糖は PC[溶媒(II)J分析した。

分析の結果 (Table3)から，キク科植物は三糖 1・kes-

tose，四糖 nystose，およびイヌリン様多糖を含み，ユ

リ科植物はこれらの三糖および四糖の外に異なる構造を

もっ三糖， neokestose，および凹糖， 1F， 6G-di駒井fructo司

furanosylsucroseと6G(1-s-fructofuranosyl)2sucrose， 

を含むことがわかった。

この分析では五糖以上の高次糖については検索を行わ

なかったが，ユリ科植物には一連の 1F (l-s-fructofura-

nosyl)m-6G (l-s-frctofuranosyl)n sucrose系列のオリ

ゴ糖の存在が推定され，キク科植物の場合とは異なるこ

とがわかった。

(2) オリゴ糖の単離と性質

1) 単離

アスパラガス根 (4kg)をよく洗機後，調IJかく切り，

これを少量の炭酸カルシウムを含む 70%エタノール中

(10 O)で還流冷却下煮沸抽出した。これを鴻過し，残i澄

を乳針で磨砕し 70%エタノールで再度煮沸抽出し，こ

の操作を合計4回繰返した。得られた抽出液を合せ， 30 

~350C で2Øまで減圧濃縮し，これに境基性酢酸鉛を添

加後一夜放置した。沈澱を瀦去した後，溶液に硫化水素

ガスを吹込み，生じた沈澱を~吉去した。 i慮液は 0.5N 苛

性ソーダで中和後，減圧濃縮したところ糖液が得られ

た。この濃縮糖液の全へキソース含量は 162gであった。

この糖液について活性炭ーセライト (1:1，塩酸中で

加熱し，十分に水洗したもの)カラム (7.5x72cm)にか

け，水 (15/J)， 10%エタノール (15.7/J)， 20%エタノー

ノレ (6.2ff)， および 30%エグノール (10O)で順次溶出

した。溶出した糖の乾物収量は，水溶出区分 (Fr.I)は

54.2g， 10%エタノール溶出区分は溶出JI煩に22.7g(Fr. II)， 

23.2 g (Fr. III)，および 15.2g (Fr. IV)， 20%エタノール

溶出区分 (Fr.V)は45.8g，また 30%エタノール溶出区

分 (Fr.VI)は0.1gであった。

Fr. IIIは TLCにより三~七糖を多く含むことがわ

かったので，この画分を同様の活性炭ーセライトカラム

(5.2x 80 cm)に供し，水洗後 10%エタノールで、溶出し

12のフラクション (Fr.1~12) に分けた。糖の収量およ

び PCおよび TLCで検出されたオリゴ糖を Table4 

に示した。

Fr.2および4はPCおよび TLCで単一スポットを

示したので、各々を 3aおよび4a糖と名付けた。両糖は

調製用 PC(溶媒系 1)を繰返し行うことにより精製し，

3a， 500 mg，と 4a， 250 mgを得た。

Fr.5， 8および 12は活性炭ーセライト・カラムクロマ

トグラフィー (4.5x70cmカラム， 10%， 13%および

18%エタノーノレ溶出)と反復調製 PC(溶媒1)を行うこ

とにより精製し Fr.5の10%エタノーノレ溶出区分から

は，一つの三糖 (3b， 400 mg)， Fr. 8の10%エタノー

ル溶出区分からは一つの五糖 (5a，80 mg)，そして Fr.

12 の 13~18% エタノール溶出区分からは二つの五糖

(5 c， 50 mgと5d， 80 mg)を単離した。

Fr.7，9および 11からは反復調製 PC(溶媒系 1)によ

り各々四糖 4b， 150 mg，五糖 5b， 300mgと四糖 4c， 

140 mg，を得た。
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Table 4. Re-chromatography of Fraction III on a Carbon-Celite 
Column by Elution with 10σ% Ethanol 

Fraction Elution vol. Yielda 
Oligosaccharides detected in eluatesb 

No. (lit.) (g) 

1 3.0 1.82 [Glucose， fructose]， sucrose 

2 1.7 0.50 Trisaccharide (Saccharide 3 a) 

3 0.5 0.05 Tri-， and tetra-saccharides 

4 0.5 0.25 Tetrasaccharide (4 a) 

5 1.1 1.13 Tri司 (3b)， and tetra-saccharides 

6 3.7 2.87 Tri-， and tetra-saccharides 

7 0.6 0.20 Tetrasaccharide (4 b) 

8 2.6 0.66 Tetrasaccharide; pentasaccharide (5 a) 

9 3.8 1.10 Pentasaccharide (5 b) 

10 4.6 0.84 Penta、andhexa-saccharides 

11 3.8 0.93 Tetra司 (4c)， and hexa-saccharides 

12c 3.0 7.06 Tetrasaccharide; penta司 (5c and 5 d)， hexa-， 
hepta-， and octa-saccharides 

a On dry basis. 

b Estimated by paper-and thin司 layerchromatography. 

c Eluted with 30% ethanol. 

S 3a 3b 4a 4b 4c 5a 5b 5c 5d 

Fig. 3. Thin-layer Chromatogram of Fructo・

oligosaccharides Isolated from Aspar司

agus Roots. 

Conditions: solvent (IV)， triple development. 
S; standard sugar， sucrose. 

2) 性質

単離した各重合度のオリゴ糖は Fig.3に示すように

各々 TLCにより均一であることが確められた。これら

の糖類の若干の性質を Table5に示した。

各々の糖は還元力を示さず，酸あるいは酵母のかfruc-

tofuranosidas巴により加水分解され，生成物は PC分析

によりグルコースとフラタトースであることがわかった。

各々の糖の重合度は各糖の酸加水分解生成物中のグル

コースあるいはケトースに対する還元糖の比， PCにお

ける移動度，およびFDマススベクトロメトリーによっ

て決定した。

以上により 3aと3b糖はグルコピラノース lモルと

かフラグトフラノース 2モルからなる三糖， 4a， 4 bお

よび4c糖はグルコピラノース lモノレとかフラグトフラ

ノース 3モルからなる四糖，さらに 5a， 5 b， 5 cおよび

5d糖はグノレコピラノース 1モルと(3-フラグトフラノー

ス4モルとからなる五糖であることがわかった。

次に各糖の構造を調べるために各糖を完全メチル化

し，それらの加メタノール分解物の分析を試みた。各糖

のメチル化物は次のような元素分析値を示し，それぞれ

理論値とよく一致した。

C~も Hヲも

糖 3a 53.24 8.41 

糖 3b 53.17 8.39 

完全メチル化三糖 C29H54016(理論値) 52.88 8.26 
凶 糖 4a 53.31 8.27 

四 糖 4b 52.96 8.23 
凶 糖 4c 53.08 8.11 

完全メチノレ化問糖 C3SH70021(理論値) 52.89 8.18 
五 糖 5a 53.04 8.24 

五 糖 5b 53.51 8.22 

五 糖 5c 53.02 8.22 

五 糠 5d 53.09 8.14 

完全メ千ノレ化五糖 C47Hs6026(理論値) 52.90 8.12 

.次いで、完全メチル化糖のメタノール分解物について

GC分析を行い (Fig.71，各メチルグリコシドのピーク
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Table 5. Several Properties of Fructo・oligosaccharidesIsolated 

from Asparagus Roots 

[a]哲 Rs- Reducing Molar ratio in hydrolyzateb FD-MSc 
Saccharide [M+Na)+] 

valuea power Reducing sugar Reducing sugar 
( 0 ) !Glucose !Ketose (川!z)

3a 十30.4 0.61 Nil 2.98 1.48 527 

3b 十20.5 0.64 Nil 3.03 1.51 527 

4a 十7.9 0.42 Nil 4.12 1.33 689 

4b 十2.4 0.42 Nil 4.16 1.30 689 

4 c 十4.5 0.40 Nil 4.05 1.33 689 

5a -4.9 0.25 Nil 5.06 1.20 851 

5b -7.8 0.25 Nil 5.10 1.26 851 

5c -5.2 0.25 Nil 5.03 1.25 851 

5d -6.6 0.25 Nil 4.95 1.23 851 

a Relative Rr-values (Rrニ valueof sucrose = 1， solvent system 1， double development). 
b Products obtained by the complete acid hydrolysis. 

c FD-mass spectra are shown in Fig. 4-6. 

d Degree of polymerization 
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D.P.d 

3 

3 

4 

4 

4 

5 

5 

5 

5 

の相対保持時間を Tab16に示した。これらのデータの 4，6-tri-O・methylfructoside (T， 2.67， 3.96~3.97) に相

検討には著者95)および ASPINALL6)の研究をも参考に 当するこつのピークが検出され，なおこの場合 T，2.67

した。 のピークには methyl-2，3， 4-tri・O-methylglucoside 

(3) 単離オリゴ糖の同定 に相当する肩ピーク (T.2.50)を伴うことがわかった。

1) 1・K白，to配， nystoseおよび1F(I-s・fructo司 従ってこれらの五つの糖は全て neokestoseの誘導体と

furanosylh sucroseの同定 推定された。

3a，4aおよび 5a糖メチル化物のメタノール分解物 そこで，これらの糖の構造を明らかにするために，各

のすべてからは methyl-2，3， 4， 6-tetra-O司 methylglu- 糖を 0.05Nシュウ酸中， 60
o
C， 15分間加熱し，部分加水

coside (T:相対保持時間， 1.03， 1.44)， methyl-3， 4， 6- 分解した。この時比較のために， l-kestose， neokestose， 

tri-O-methylfructoside (T， 2.69， 3.98)および methyl- そして先に構造確認した 5a糖もまた同一条件下で加水

1，3，4，6・tetra-O-methylfructoside (T， 1.03， 1.26)に 分解した。これらの部分加水分解生成物について展開溶

相当するピークが検出された。従って 3a糖は1F-s- 媒 IIIを用いて PC分析したところ，グルコース，フラ

fructofuranosylsucrose (l-kestose)， 4 a糖は1F(1・s- IJトースおよび還元性オリゴ糖は硝酸銀試薬で濃色呈色

fructofuranosyllz sucrose (nystose)さらに 5a糖は し，シュークロースや非還元性と推定されるオリゴ糖は

1F (I-s司 fructofuranosyl)3sucroseであることが確認 僅かに呈色した。また供試した糖の加水分解生成物は全

された。 て No.1，2および 3の三つのスポットを与えたが， こ

2) Neokestoseの同定 れらはそれぞれフラクトース，グルコースおよびシュー

3b糖の場合には， methyl之， 3， 4-tri-O・methylglu- クロースに相当するものであった (Fig.8)。

coside (T， 2.50， 3.53)と methyl-l，3， 4， 6-tetra-O・me- No.l~3 以外の No.4 から No.9 のスポットはぺー

thyl fructoside (T， 1.04， 1.26)に帰せられる四つのピ パーから切りとり，水で抽出後，各抽出糖について還元

ーグが観察されたことから，この糖は 6G-s-fructofura- 力，グルコースおよびケトース分析を行った (Table7)。

nosyl sucrose (neokestose)であることが確認された。 Fig.8および Table7により検討すると， 4 b， 4 c， 

3) lF(l-s・Fructofuran由 yl)m・6G(l-s-fructofura- 5 b， 5 cおよび 5d糖から生じた No.4の還元性糖は，

nosyl)n sucrose系列糖5種の同定 標準糖 neokestoseから生じた No.4スポットが明ら

オリゴ糖4b， 4 c， 5 b， 5 cおよび 5dの場合には，各 かに 6-sイructofuranosylglucoseであることから，

々3b糖で検出された四つのピークの他に， methyl-3， 6-s・fructofuranosylglucoseであることが確められ，
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Gas-liquid Chromatographic Analysis of Methanolyzates 

of Permethylated Fructo-oligosaccharides 
Table 6. 

Relative retention timea 

Saccharides 3 a， 4 a and 5 a 

Saccharide 3 b 

Saccharides 4 b， 4 c， 5 b and 5 c 

Saccharide 5 d 

Sucroseb 

1・Kestoseb

Neokestoseb 

Methyl-2， 3， 4， 6・tetra-O-methyl-s-D-
glucosidec 

Methyl-2， 3， 4， 6・tetra-O-methyl-酌 D-
glucosidec 

3.96 

3.97 

3.96 

3.98 

3.53 

3.52 

3.56 

3.53 

2.67 

2.67 

2.69 

2.65 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

1.44 

1.43 

1.44 

1.26 

1.26 

1.26 

1.26 

1.26 

1.26 

1.26 

1.03 

1.04 

1.05 

1.05 

1.03 

1.03 

1.04 

1.00 

MethanoJyzate from 

1.42 

c 

Retention time of methyl-2， 3， 4， 6-tetra-O・methyl-s-D-glucoside= 1. 

1-Kestose and neokestose were previously isolated from onion bulbs(95). 

Two reference methylated sugars were prepared from s-and 日- methyl glucosides， 
respectively. 

a 

b 

No.'①e....... 
2①. .... .. . 
3① 

Paper Chromatogram of Partial Acid 

Hydrolyzates of Oligosaccharides Iso-

lated. 

Conditions: solvent (III)， development， triple and 
ascending. 

AS: standard sugars -F， fructose; G， glucose; 
and S， sucrose. 
4 b， 4 c， 5 b， 5 c and 5d: hrdrolyzates of each of 

the isolated sugars. 1・k，N-k and 5 a: hydrolyzates 

of 1-1王estose，neokestose and saccharide 5 a. 

Black circles， highly reducing spots; white circles， 
faintly reducing spots. 
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yzates of Permethylated Fructo・oligosac-
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Conditions: see text. 
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20 

またこのことはケトース・グルコースのモル比(約 1:1) 

およびケトース.還元糖のそル比(約 1・1)によっても

支持された。

4bおよび 5b糖から生ずる No.5スポットは，標準

糖 neokestoseからの No.5スポット(未反応の neo・

kestose)の Rs値に一致することとケトース:グルコー

スのモノレ比(約2:1)を与えることから neokestoseと
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Table 7. Properties of Partial Acid Hydrolyzates of 
Oligosaccharides 

Molar ratio 

ComNp0o. und Rs-valuea KetosejGlucoseb KetosejReducing sugarb 

4b 4c 5b 5c 5d 4b 4c 5b 5c 5cl 

4 0.87 1.09 1.05 1.07 1.07 0.96 1.10 1.08 1.08 1.09 1.12 

5 0.75 1.98 1.97 2.00 2.03 1.88 

6 0.66 1.99 2.10 / 1.95 1.90 / 1.85 / 2.08 

7 0.56 3.10 3.05 3.04 2.96 2.90 

8 0.52 / / 3.13 / / / / 2.75 / / 

9 0.45 / / 4.05 4.16 3.91 / 

a Relative Rf-values (Rf-value of sucrose = 1， solvent system III， triple development). 
b Kestose and glucose were analyzed after hydrolysis of each of the compounds， whereas 

reducing sugars were measured without hydrolysis. 

(ー): Almostly non-reducing. 

同定された。次に 4c， 5 cおよび 5d糖から生ずる No.5

のスポットはケトース:グルコースのモル比(約 2:1) 

を与えたが 1-kestoseとneokestoseにまたがる Rs値

を与えたので，さらにこれを PCおよび TLCで精査し

たところ，これは neokestoseと 1-kestoseの混合物

であることが確められた。

4 b， 5 bおよび 5d糖からの No.6スポットはそノレ比

で約2ケストース:1グルコースからなり， これを部分

水解すると PCで No.4と同ーの RS{J直を与える糖を生

じた。従って No.6糖は 6(l-s・fructofuranosyl)2glu-

coseであることが証明された。

5 b， 5cおよび 5d糖からの No.7スポットの非還元

性糖は，未分解の 4bあるし、は 4c糖の Rsfi直とほとんど

同ーの Rs値を示したので，活性炭ーセライト (1:1)カ

ラム(1.5x57 cm)を用いるクロマトグラフィーを行っ

た。 Fig.9に示す溶出パターンからわかるように 5b糖

fド--10'!.E削一一→ト-13'1，EIOHー→

30 

20 

go  
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からの No・7糖は 4b糖に相当し 5c糖からの No.7 Fig. 9. Carbon-Celite Column Chromatograms of 

糖は nystoseと4c糖の混合物であり， 5d糖からのそ Tetrasaccharides Obtained by Partial 

れは 4b糖と 4c糖の混合物であることが確められた。 Hydrolysisof Saccharicles 5 b， 5 c and 5 d 

5b糖からの No.8スポットは， クールコース 1モル，

ケトース 3モルからなる還元性四糖であり，これをさら

に部分分解すると 6-s-fructofuranosylglucoseと6(1司

かfructofuranosyl)2glucoseが生じたことから， 6(1ーか

fructofuranosylh glucoseであることが確められた。

5 b， 5 cおよび 5d糖からの No・9スポットはそれぞ

れ未分解の 5b， 5 cおよび 5d糖そのものであった。

以上の結果を取りまとめ，各単離糖4b， 4 c， 5 b， 5 c 

および 5clの部分加水分解物中に同定した糖を Table8 

1， II and III: tetrasaccharide fraction paper-chro-

matographically separatecl from the partial hyclrol-

yzates of saccharicles 5 b， 5 c and 5 d， respectively. 
Carbon-Celite (1: 1) column chromatography: 1.5 

X 57 cm， successive elution with water (500 ms)， 
10% (840 ms) and 13% ethanol (600 ms) 

Elution range of the reference sugars: (A) nystose， 
(B) 6G (1-s-fructofuranosyl)2 sucros巴 ancl(c) 1F， 6G-

cli -s-f ruc tof u ranosy Is ucrose. 
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Table 8. Sugars Identi五edin Partial Acicl Hydrolyzates of 

Oligosaccharides 

Sugars identified in partial acid hydrolyzates of 

4b 4c 5b 5c 5c1 

F F F F 
Monosaccharicle 

G G G G 

S S S S 
Disaccharicle 

6-F-g 6-F-g 6-F-g 6-F-g 

(Nk g 
N-k N-k N-k N-k 

1-k Trisaccharide 
1-k 6-(F)2-g 1-k 6-(F)z-g 

6ベFh-g Ny 4b 
Tetrasaccharide 

4b 4c 4c 

Remarks: F， fructose; G， glucose; S， sucrose; 1-k， 1-kestose; N-k， neokestose; Ny， 

nystose; 6-F-g， 6-s-fructofuranosylglucose; 6-(Flz-g， 6 (1ーかfructofuranosyl)2-

glucose; 6-(Fh-g， 6 (l-s-fructofuranosylh glucose. 
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に示した。 三糖として neokestose，1・kestoseおよび 6-(F)z-gを生

これに基づいて各単離糖の構造を検討してみると次の ずることから，明らかにこの糖は 1F -s-fructofuranosyl-

ようになる。 6G(l-s-fructofuranosyllz sucroseと確認できた。

1) 4 b糖 6イF)2-gは 4b糖のシュークロース部の 最後に，前述した 3a， 3 b， 4 aおよび 5a糖をも含め

フラグトースが脱離したもの， neokestoseは他の末端フ てアスパラガス根から単離された九つのプラクト・オリ

ラクトースがとれたもの， 6-F-gはシュークロース部の ゴ糖の構造を Fig.10に一括して示した。このうち二つ

フラグトースと他の末端フラクトース両者が脱離して生 の五糖， IF (l-s・fructofuranosyl)z・60・s-fructofurano・

じたもの， またシュークロースはシュークロース部の syl sucrose と 1F -s-fructofuranosyl・60(1-s・fructo・

G-6位結合フラグトース 2分子が取れたものと解するこ furanosyl)2 sucrose，は現在までに報告されていない糠

とが出来，従って 4b糖は 6G(1-，3-fructofuranosylh・ である。

sucroseであることが確められた。

2) 4 c糖: この糠の場合は， 4b糖の場合の 6ー(Flz-g 3. 考 察

が生ぜず 1・kestoseが生ずることから，その構造は 1F， 上に述べた単離・同定によって，アスパラガス根には

6G-diーかfructofuranosylsucroseであることが確めら 三糖として 1・kestoseと neokestoseとを同定すること

れた。 ができたが，精査にもかかわらず 6・kestoseは検出もで

3) 5 b糖:三糖までは 4b糖の場合と同ーの糖が生 きなかった。従って 6・kestoseはアスパラガス根には存

じさらに四糖として 4b糖とシュークロース部のフラ 在しないものと考えられる。 このことは著者95，101)がタ

クトースが脱離して生じたと考えられるふ(Fh-gが同定 マネギで見出したことと一致し，また他の研究者が三糖

されたことから，この構造は 6G(1-s-fructofuranosyl)3・ について各種のユリ科植物〔クサスギカズラ113)，タマ

sucroseと確認された。 ネギ11，111)， ニラネギ11)，ギョウジヤニンニグ111)， ニン

4) 5 c糖:三糖までは 4c糖の場合と同ーの糖が生 ニク111)， ニラ111)，ネギ111)， レディ・チューリップ57)，

じ，さらに四糖として 4c糖とシュークロース部の G-6 Tulipa silvestris57)， Ornithogalum nutans57)Jで見出

位に結合したフラクトースが取れて生じたと考えられる した結果とも一致した。

nystoseが確められたことから，この構造は IF(l-s- また 1・kestose関連糖として四糖 nystoseと五糖 1F司

fructofuranosylh・6G・s-fructofuranosy1 sucroseであ (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose， neokestose関連糖と

ることを確認した。 して四糖 6G(1-s-fructofuranosyl)2 sucroseとIF，6G_ 

5) 5d糖:四穏として 4b糖と 4c糖が生じ，また di-s・fructofuranosyl sucros巴および五糖 6G(1・s-
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Fig. 10. Structures of Asparagus Fructo-oligosaccharides. 
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fructofuranosyl)3 sucrose， 1 F (1-p-fructofuranosyl)2・

6G-s-fructofuranosyl sucrose と1F-s-fructofurano-

syl・6G(1-sイructofuranosyl)2sucroseの存在を確めた

が，ここでも 6-kestose関連糖は見出すことはできなか

った。

従ってアスパラガスを含めたユリ科植物ではこのよう

なオリゴ糖組成を共通的な特徴として持っているものと

考えられる。

一方，単離した糖の中で， 1"'， 6G-di-s-fructofurano・

syl sucroseは既にノ、ルユキノハナ，ナツユキノハナ鱗

茎中58)の存在が推定されていたものであるがその単離

は今回初めてである。また， 1F (1-p-fructofuranosyI)2-

6G・p-fructofuranosylsucros巴と1F-s-fructofurano-

syl-6G (l-p-fructofuranosylh sucroseは今迄に報告の

ない糖であった。

六糖以上の重合度の糖については卜分な分析はできな

かったが，恐らくアスパラガス根には 1-kestoseおよび

neokestose関連の各種のオリコ糖が存在しその重合

度は1O~15 どまりであり，キクイモ塊茎の場合のよう

な高重合度糖は存在しないもののようであった。

4. 要 約

アスパラガス根のエタノーノレ抽出物から活性炭ーセラ

イト・カラムクロマトグラフィーおよび調製ペーパーク

ロマトグラフィーにより 9種のフラグト・オリコ糖を単

離し， FD-mass，構成糖，メチル化誘導体のガスクロ

マトグラフィ一分析および酸およびかfructofuranosi-

daseによる加水分解生成物の分析によって，これらの

糖はそれぞれ P'(l-p-fructofuranosyl)n sucrose (n = 1 

(l-kestose)， 2 (nystose)および 3J，6G (l-p-fructofura-

nosyl)n sucrose (n=l (neokestose)， 2および 3J，1F， 

6G-di聞かfructofuranosylsucrose，および2種の新五糖

1F (1勺3・fructofuranosylk6G-p-fructofuranosyl suc-

roseと1F -s-fructofuranosy 1-6G (l-p-fructofuranosyll2-
sucrose，であることを確認した。

第3章 フラクト・オリゴ糖の酵素的合成

高等植物におけるフラグトオリコ糖の生合成系につ

いては，例えば EDELMANら49)がキクイモの1F(l-s-

fructofuranosyl)n sucrose系列の糖の生合成系につし、

て解明を行っているが，他の系列のフラクトオリゴ糖の

それについては高等植物界は勿論微生物界でもほとんど

明らかにされていなし、。

前章で述べたように， アスパラガス根中には 1F(l-s-

fructofuranosyl)n sucrose (n=l， 2および司103)系列糖

の外に， 6G (l-s・fructofuranosyl)nsucrose103) (n = 1， 2 

および 3) および 1F(1-s-fructofuranosyl)m-6G (l-s-

fructofuranosyl)n sucrose (m~l ， n=1l03); m=2，π= 

1103)および叫=1，持=2104))系列の糖もまた存在するこ

とが明らかとなったので，これらの糖の生合成系を解明

することは意義あるものと考え，初段階の研究として次

の実験を行った。まず第 1vC，アスパラヵース根から硫安

分画沈澱によって調製した酵素の活性について調べ，第

2にこの酵素標品を用いて上述のフラグトオリゴ糖が

シューグロース， 1-kestoseおよび nystoseから実際に

合成されるか否かを合成糖の単離，確認によって確め，

第 3にさらに合成の経時変化を調べることによりどのよ

うなトランスフエラーゼが関与するかを確めようとし

tc.o この主主で、はこれらの実験の経過と結果とについて述

べることにする105)。

1. 材料と方法

材料: アスパラガスの根は札幌近郊の実験圃場で，

1974年 10月に採取し，直ちに凍結保存したものを使用

し7こ。

[U-14C]シュークロース (>350mCijmmol)は the

Radio Chemical Centre， Amershamから購入し， [U 

14C] 1-kestose (約 0.1μCijmg:80 mg)と[U_14C]nys-

tose (約 0.1μCijmg:10 mg)はアスパラガス酵素標品

を用いて [U_14C]シュークロース (0.1ρCijmg:1 g)か

ら酵素的に合成した。放射性糖の PCおよび活性炭ーセ

ライトカラムクロマトグラブィ一分析の際にはキャリア

糖としてグルコース，プラグトース，シュークロースお

よび先にアスパラガス根から単離103，104)した 1・kestose，

neokestose， nystose，および4b， 4 c， 5 a， 5 b， 5 c， 5 d 

糖を用いた。

糖の定量分析: 全糖，還元糖およびグルコース量は

前章で記載した方法に従った。

オリゴ糖の分析: 単離したオリゴ糖のメチル化，メ

チル化糖のメタノーノレ分解およびメタノール分解物の

GC分析，オリゴ糖の酸による部分加水分解，酸および

インベノレターゼによる完全加水分解，そして分解物の PC

および TLC分析は全て前章に記した方法を用いた。

活性炭ーセライト・カラムグロマトグラフィー. 酵素

により合成した糖の分離と分析のためには同一重合度を

もっアイソマー糖の分離に有効であった活性炭ーセライ

ト・カラムクロマトグラフィーを用いた。即ち， 予め酸

洗，次いで水洗した活性炭ーセライト (1:1)混合物をカ
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ラム(1.5x54cm)に充填し， これに糖溶液を流し， 水

洗後， 10%， 13%および20%エタノールで連続的に溶

出し，溶出液は 6mtずつ分取した。また放射性糖の場

合には適量のキャリア糖を糖裕液に添加した後クロマト

グラフィーを行った。

放射能の測定:放射性糖の水溶液 (0.5~1.0 mめは 2，

5-diphenyloxazole (0.3%， wjv)， 1， 4・bis[2-(5-phenyl-

oxazolyl] benzene (0.0023%， wjv)および Triton-X100

(25%， v/v)を含むトルエン溶液73)(10 mt)に溶かし，

Aloka液体シンチレーション・スペクトロメーター(モ

デル LSC502)によって放射能を測定した。

酵素溶液の調製: アスノミラガス根 (200gずつ，全量

1 kg)を予め水洗し，細断後，冷却した 0.05Mリ白ン酸緩

衝液， pH 7.0 (1 t)を加えミキサー中でホモジナイズし

た。ホモジネートを布で漉過し溶液を遠心分離した

(10，000 X g， 15分;特記しない限り以後もこの条件を用

いた)。上澄は硫安飽和し， 50Cで静置して生ずる沈澱を

遠心分離により集め， 0.05Mリン酸緩衝液， pH 7ムに

溶かし， 0.01 M リン酸緩衝液， pH 7.0，で5日間透析し

た。透析内液を遠心分離し，上澄液を“全飽和画分"と

名付けた。

この画分中の酵素はさらに硫安を用いて， “O~O.3"， 

“0.3~0.5"，“0.5~0.7"および“0.7~0.9 飽和画分"に分

別沈澱させた。各画分を少量の 0.005M リン酸緩衝液，

pH 7.0，に溶解後，同一緩衝液で透析した。透析内液

を遠心分離後，各上澄液について 3種の fructosyltrans-

feraseの活性を測定した。

また， “0.3~0.5 飽和画分"はリン酸カルシウム・ケ府ル

処理によりさらに精製した。即ちリン酸カルシウム・ゲ

ル (10g/蛋白 1g)をこの画分に加え充分懸濁し， 50Cで

30 分間放置した。これを遠心分離後，上澄液〔“0.3~0.5

飽和画分(リン酸カルシウム)"Jについて， 3種の fruc-

tosyltransferase活性を測定した。

1-Kestoseあるいは nystoseからのオリゴ糖の生成

実験では上述の“0.3~0.5 飽和画分"を用いたが， シュ

ークロースからのオリコ糖の生成実験では別個にアスパ

ラガス根 (2kg)から“全飽和画分"を調製しこれを

Amicon限外鴻過器 (PM-30日ter)で50mtに濃縮し

たもの(“濃縮全飽和画分")を用いた。

酵素活性の測定:

SST活性 SST活性の 1単位は下述の条件下で 1時

間にシュークロースからシュークロースへのフラクトシ

ル転移を触媒し 1μ モルの 1-kestoseを生ずる酵素量と

定義した。

酵素活性の測定は次のようにして行った。酵素 (20μt)

と McIlvaine緩衝液， pH 5.5，中 0.2M [U_14C]シュ

ークロース (0.1μCi，20μめからなる混液(混液 A)を

30
0
Cで1時間インキュベートし，反応を 0.1M昇求 (10

pめの添加により止め，キャリア糖(グルコース， フラ

グトース， 1-kestoseおよび nystose，各々 1mg)を反

応混液に加え，これをi慮紙にパンド状にぬりつけ 3重展

開(溶媒 1)した。単糖，シュークロース， 1-kestoseお

よび四糖以上の高次糖に相当するバンドを抽出して減圧

下で蒸発乾固させた。生じた残澄は水 (1mt)に溶かし

た後，その一部 (0.5mt)について放射能を測定した。

SST活性は 1・kestoseの放射能と回収した全放射能と

から計算した。

1F-FT活性1F-FT活性の 1単位は下述の条件下で

1時間に 1-kestoseからもう一つの l-kestoseへのフラ

グト、ンル転移を触媒し 1μ モルの nystoseを生成する醇

素量，あるいは 1・kestoseからシュークロースへのフラ

グトシル転移を触媒し 1μ モノレの別の 1-kestoseを生

成する酵素量として定義した。

酵素活性の測定には次の二つの反応混液を用いた。混

液B: McIlvaine緩衝液， pH 5.5，中 0.2M [U-14C]1-

kestose (0.046μCi， 20μf!)と酵素 (20μめからなる液;

混液 C: McIlvaine緩衝液， pH 5.5，中 0.2M 1・kestose

と0.2M [U-14C]シュークロース (0.1pCi， 20μt)と酵素

(20μめからなる液。

混液 Bおよび Cを 300C，1時間インキュベート後，

0.1 M昇宋 (10μt)を加えて反応を止め，混液 Bではキャ

リア糖としてフラグトース， シュークロース， neokes-

tose， nystose，および1F， 6G-di-s-fructofuranosyl 

sucroseの各々 1mgを加え，混液 Cでは同様にシュー

クロースを除く全ての糖，各々 1mgを加えた後，活性

炭ーセライトカラムクロマトグラフィ一次いで PCにか

け，混液 Bからは nystose，混液 Cからは 1・kestose

を単離した。1F-FT活性はこれらの単離糖の放射能と回

収された全放射能とから計算した。

6G-FT活性 6G-FT活性の 1単位は， 1-kestoseか

ら他の 1-kestoseへのフラグト、ンル転移を触媒し 1時間

に1μ モルの1F， 6G-diーかfructofuranosylsucroseを

生ずる酵素量，あるいは 1-kestoseからシュークロース

へのフラクト、ンル転移を触媒し 1μ モルの neokestose

を生ずる酵素量と定義した。

上述の混液BおよびCを30
0

C，1時間反応させた後，

上述と同様の方法で，混液 Bからは1F， 6G-diーかfructo-

furanosyl sucrose，混液 Cからは neokestoseを単離
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Table 9. Activities of SST， 1F-FT and 6G-FI、inFractions Obtained 

by Precipitation with Ammonium Sulfate 

Activity 

Fraction Aa Ba Ca Vol. Total 
proteinb 

SST 1F-FT 6G-FT 1F-FTj6G--FT 1F-FT 6G-FT 1F-FTj6G-FT 
(U) (U) (U) (ratio) (U) (U) (ratio) (ms) 

0.0-1.00 202 2485 426 5.8 805 130 6.2 270 5670 

0.0-0.3 11 156 37 4.2 63 12 5.3 38 543 

0.3-0.5 141 1500 314 4.8 443 89 5.0 80 2130 

0.3-0.5 (Ca-
46 428 160 2.7 117 39 3.0 100 418 phosphate)d 

0.5-0.7 4.1 201.0 10.8 18.6 74.3 3.5 21.2 50 672 

0.7-0.9 0.3 18.0 0.5 36.0 一一_e e 一一_e 29 112 

a Substrates employed: (A) [U-14C] sucrose; (B) [U-14C] 1-kestose; and (C) [U-14C] sucrose and 

1-kestose. 

b As absorbance at 280 nm. 

c Degrees of saturation with ammonium sulfate. 

d “0.3-0.5 saturated fraction" treated with calcium phosphate gel. 
e Unmeasurable. 

して，それらの放射能を測定することにより酵素活性を

算出した。

2. 結 果

(1) 硫安飽和画分の酵素活性

アスパラガス根 (1kg)抽出液から硫安分別沈澱で得

た六つの画分の各々について SST，1F-FTおよび 6G

FT活性を測定した。その結果を Table9に示した。

1F-FT活性と 6G-FT活性は，ほとんど全ての画分で

SST活性よりも高かったが， lF-FTの6G-FTに対する

活性比は同一でなく，画分ごとに異なっていた。このこ

とは，雨活性が同一酵素蛋白に由来するものではなく，

それぞれが異なる酵素蛋白に由来していることを示唆し

ていた。 また， このことはリン酸カルシウム・ゲル処理

前後の“0.3~0.5 飽和画分"における lLFTj6G-FT 値

の変化によっても支持される，即ち混液 Bでは 4.8から

2.7へ，混液 Cでは 5.0から 3.0へと変化減少しゲソレ処

理により1F-FT蛋白がより多く除去されることを示し

ている。

(2) シュークロースからの合成糖の単離と同定

1) 単離

フラグト・オリゴ糖の酵素的合成実験は次の方法で行

った。

McIlvaine緩衝液， pH 5.5，中 0.8Mシュークロース

溶液 (50ms)と Amicon限外鴻過器で濃縮した“全飽

和画分"(50mめからなる混液を少量のトルエン存在下

で 300Cで24時間インキュベートし，反応を沸騰水中

5分間加熱により止め，常法により塩基性酢酸鉛処理し

た後， i慮過した。 i慮液は脱気L-， 0.5 N水酸化ナトリウ

ムで中和し，減圧下で濃縮して糖液を得た。

この糖液をカラムクロマトグラフィー〔活性炭ーセラ

イト (1・1)混合物 5.5x85cmカラム〕にかけ， カラム

を充分蒸溜水で洗った後， 10%エタノールと 20%ェタ

ノーノレ(各 5s)で順に溶出を行い合成オリゴ糖の単離を

行った。

10%エタノーノレで 3.6ß~4.5 s，次いで20%エタノー

ルで、 0~5ß部分に務出される液をそれぞれ Amberlite

IR-120および IRA-410イオン交換樹脂で脱塩した後，

減圧下で濃縮し凍結乾燥した。

10%エタノール溶出液からは PCおよび TLCで単一

スポットを与える白色粉末(1.08g)が得られたので，こ

れを 3A糖と名付けた。

20%エタノール溶出液からは白色粉末(1.6g)が得ら

れたが，これは三，四，五，六および七糖の混合物であ

ることがわかったので‘個々の糖を分離するために，調製

PC (溶媒 1)を行った。 まず PCおよび TLC的に単ー

である三糖が白色粉末 (428mg) として得られたので，

これを 3B糖とした。

さらに凶，五および六(あるいは七)糖がそれぞれ白

色粉末として 651，154および 107mg 得られた。

そこでまず四糖粉末について四糖のアイソマーを単離

するために， その一部 (325mg)を上述と同様の方法で
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活性炭ーセライトカラムクロマトグラブィー(カラム

5.5x81 cm)にかけ，水洗後 10%エタノーノレ (18O)で溶

出し， 9.4~10.6 ø および 13.4~15.6o部分の溶出液を採

取し，次いで 13% エタノール溶出を続け 4.0~5.2 C部分

の溶出淡を集め，それぞれを減圧濃縮後凍結乾燥した。

10%エタノール溶出液からは， 4A (112 mg)および4B

(78mg)糖と名付けた2種の糖が白色粉末として得られ

た。また 13%エタノール溶出液からは白色粉末 (96mg)

が得られたので，これを 4C糖とした。 これらの 4A，

4Bおよび 4C糖は全て PCおよび TLCで均ーである

ことが確認された。

なお，先に述べた五糖粉末 (154mg， 5Xと名付ける)

の精製については後述する。

2) 同 定

単離した 3A， 3 B， 4 A， 4 Bおよび4Cさらに未精製

糖の 5X糖は， Table 10に示した分析データから，全

てグルコースとフラグトースからなる非還元性糖である

こと，また 3Aと3B糖は三糖， 4A， 4Bおよび4C

糖は四糖，そして五X糠は五糖であることが証明さ

れた。

さらに，これら糖のメチル誘導体のメタノール分解物

のGC分析 (Table10)によって，三糖 3Aは 1-kestose，

三糖3Bは neokestose，四糖4Aは nystoseであるこ

とが確められ，一方四糖 4Bおよび 4Cはともに neo-

kestoseの誘導体であることが推定された。

そこで， 4Bおよび 4C糖を酸で部分加水分解し，分

解産物を PCおよび TLC分析した。 Table11に示す

ように，両糖分解物中にはクゃルコース，フラクトース，

シュークロース， neokestoseおよび 6-s-fructofurano-

syl glucoseの五つの糖の外に， 4B糖の分解物からは

6 (l-s-fructofuranosyl)z glucose， 4 C糖のそれからは

1-kestoseが見出された。このことは， 4Bおよび 4C

Table 10. Analyses of Enzymatically Synthesized Oligosaccharides 

乱1ethylhexosideb 

Reducing 

osauczcon - R  l a Reducing 

恥11teextohsyidle 
Ratio of peak area 

sghulyugdcaroro/s1e 3 D.P.d aride Ks-valUea 
power III 

Found Theoret. 
yzateC 

1.2 1.0 
3A 0.69 Nil ，3，4，6- 1.0 1.0 2.97 3 

3，4，6-fru 1.0 1.0 

3B 0.71 Nil (l，3，山ru 1.8 2.0 2.96 3 
2，3，4・glu 1.0 1.0 

1.1 1.0 
4A 0.48 Nil ，3，44，， 

6. 1.0 1.0 4.07 4 
3，4，6・fru 1.9 2.0 

2.3 2.0 
4B 0.47 Nil 2，3，4・

gfrlu
u 1.0 1.0 3.89 4 

3，4，6- 0.9 1.0 

2.0 2.0 
4C 0.45 Nil 2，3，4-gfr lu 1.0 1.0 3.95 4 

3，4，6-fru 1.1 1.0 

(213466.
山
fru 

2.3 
5X 0.34 Nil ，3，4， 5.12 5 2，3，46・-gfr

lU 1.0 
3， 4， 6-fru 2.2 

a Relative Rf-values [Rf of sucrose=l; solvent system 1 for PC; quintuple development]. 

Rs-values of the reference sugars previously isolated from asparagus roots: 1-kestose 

0.69， neokestose 0.71， nystose 0.48 1F (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose 0.34. 

b Methyl hexosides found in the methanolyzates from permethylates of oligosaccharides. 

Key: 2， 3， 4， 6・glu: Methyl-2， 3， 4， 6・tetra・O-methy-O-glucoside，

1， 3， 4， 6-fru: Methyl-1， 3， 4， 6・tetra司 O幽 methyl-o-fructoside，

3， 4， 6-fru: Methyl-3; 4， 6-tri-O-methyl-D-fructoside， 

2， 3， 4-g1u: Methyl-2， 3， 4-trト0・methyl司D-glucoside.

c Glucose and fructose ，were detected in the hydrolyzates obtained by acid or yeast s-
fructofuranosidase. 

d Degrees of polymerization. 
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Paper-and Thin-layer-chromatographic Analyses of Partial Acid司

hydrolyzates from Enzymatical1y Synthesized Saccharides 

Table 11. 

Hydrolyzate of Rs-valuea 

PC TLC 
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Fructose 

Glucose 

Sucrose 

Neokestoseb 

1-Kestoseb 

6-s・Fructofuranosylglucosec 

6 (l-s-Fructofuranosylh glucosec 

6 (1・s-Fructofuranosyl)3glucosec 

Relative Rf-values (Rf of sucrose "= 1) of the reference sugars. 

PC: solvent III， quadruple development 
TLC: solvent IV， triple development. 

Isolated from asparagus roots. 

Prepared from partial acid-hydrolyzate of 6G (l-s-fructofuranosylh sucrose. 

A spot (or spots) was also detected at Rs 0.52-0.54 (PC). 

a 

'
D
C
z日

Carbon-Celite Column Chrornatography of Oligosaccharides 

4B and 4 C 
Table 12. 

五lutionvolume (mC) 
o ligosaccharide 

Nystoseb 

4B 

6G (1-s-Fructofuranosyl)2 sucroseb 

4C 

1F， 6G-Di-s-fructofuranosyl sucroseb 

13% Ethanola 10% Ethanola 

390-510 

575-810 

570-780 

150-300 

150-300 

The oligosaccharides 4 B and 4 C (2 mg each) were chromatographed on a carbon-Celite 

column (1・1;1かく54cm) by successive elution with water (500 mC)， 10% ethanol (840 mC) 

and 155"0 ethanol (500 mC). 

Reference sugars were isolated from asparagus roots. 

a 

他に neokestoseに由来する methyl-2，3， 4・tri-O-

methylglucosideが見出されたからである (Table10)。

そこで 5X糖を活性炭 セライトカラムグロマトグラ

フィーにかけたところ四つの糖 5A，5B， 5Cおよび 5D

に分離することができ，これらの糖の溶出位置と標準糖

のそれと比較することにより 5A糖は1F(l-s-fructo-

furanosyl)3 sucrose， 5 B糖は6G(1-s-fructofuranosyl)3-

sucrose， 5 C糖は 1F(1-s-fructofuranosyl}z-6G司 s-fruc-

tofuranosyl sucrose であることが確認できた (Fig.

11)。また，このことは， 5A， 5Bおよび 5C糖の部分酸

加水分解により遊離される糖を PCおよび TLCで調べ

b 

糖がそれぞれ 6G(l-s-fructofuranosyl)z sucroseおよ

びt}'， 6G-diーかfructofuranosylsucroseであることを

示唆したので， 4Bおよび 4C糖を活性炭ーセライトカ

ラムグロマトグラフィーにかけ標準糖との溶出パター

ンを比較した結果 (Table12)確かに 4B糖が 6G(1ーか

fructofuranosyl)2 sucrose， 4 C糖が 1F，6G-di-s-fructo‘

furanosy 1 sucroseであることを最終確認した。

一方， 5X糖はそのメタノール分解物の GC分析によ

り1-kestoseと neokestose両者の誘導体の混合物であ

ることが推定された。何故ならメタノール分解物中に

1-kestoseから誘導される三つの methylhexosideの
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Fig. 11. Carbon-Celite Column Chromatogram of Pentasaccharide Powder 5 X. 

The pentasaccharide powder， 5 X (10 mg)， was chromatographed on a carbon-Celite 

column (1: 1; 1.5x 54 cm) by successive elution with water (500 m/f)， 10% (1380 ms) 

and 13% ethanol (900 m/f) 

A， B and C designate the ranges of elution positions of the reference sugars， 
(A) P'(1-，8イructofuranosylhsucrose， (B) 6G (1-s-fructofuranosyI)3 sucrose and (C) 

1 F (1-s-fructofuranosy 1)2-6G-s-fructofuranosy 1 sucrose. 
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Carbon-Celite Column Chromatogram of 

Tetrasaccharides Obtained by Partial 

Hydrolysis of Pentasaccharide 5 D. 

A sirupy tetrasaccharide fraction (4.1 mg)， paper-

chromatographically separated from the partial 

hydrolyzate of 5 D， was chromatographed on a 

carbon-Celite column (1: 1; 1.5 X 54 cm) by succes-

sive elution with water (500 m&)， 10% (840 m&) and 

135'0 ethanol停OOm&).

4 A， 4 B and 4 C sho¥V the ranges of eluting posi-

tions of the reference sugars: (4 A) nystose， (4 B) 

6G (1-s-fructofuranosylh sucrose and (4C) 1F， 6G-di-

s-fructofuranosyl sucrose. 

Fig. 12. 

ることによっても支持された (Table11)。

しかし 5D糖の構造決定のためには，より大量の糖

を必要としたので， 5X糖を活性炭ーセライトカラムク

ロマトグラフィー(カラム， 5.2x80 cm)にかけ， 10%エ

タノール (25&)で溶出後， 13%エタノール 4&~5.2 &部

分に溶出する糖画分を集め，i威圧濃縮して凍結乾燥し

PCおよび TLC的に均一である 5D糖を白色粉末とし

て30mg得ることができた。

この 5D糖 20mg，を部分加水分解し，加水分解物

の一部を PCおよび TLC分析したところ (Table11)， 

八つの糖と一つの未同定四糖画分 (PC，Rs 0.53)が検出

されたので，部分水解物の残部について PCを行い，四

糖ゾーン (Rs0.53)を水抽出し，減圧濃縮してシラップ

状物(約4.1mg)を得た。 このシラップ状物を活性炭ー

セライトカラムクロマトグラフィーにより分析したとこ

ろ (Fig.12)， この凹糖画分は単一なものではなく 6G(1-

Pイructofuranosyl)2 sucrose と1F， 6G-di-s-fructo-

furanosyl sucroseからなることがわかった。従って，

5D糖は 1F -s-fructofuranosyl-6G (1-，8-f ructofurano-

syl)2 sucroseであることが証明された。

本実験で同定されたプラクトオリゴ糖のクロマト

グラブィー的性質をまとめて表示したものが Fig.13

である。
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Fig. 13. Chromatographic Behaviour of Fructo-

oligosaccharides Produced from Sucros巴

by Asparagus Fructosyltransferases. 

Paper chromatography was carried out in the use 

of Toyo No. 50五lterpaper and solvent (1) 

Rs-values: relative Rf-values (Rf of sucrose = 1). 

For column chromatography， sucrose (S) and the 

oligosaccharides (3 A， 3 B， 4 A， 4 B， 4 C， 5 A， 5 B， 

5 C and 5 D) (2 to 3 mg， each) were applied to a 

carbon-Celite column (1: 1; L5x54 cm). 
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Fig. 14. Thin-Iayer Chromatogram of Reaction 

Products from Sucrose by Asparagus 

Fructosy 1 transferases 

Enzymatic reaction: A mixture of enzyme (“con-

centrated wholly saturated fraction") (0.25 mC)， 0.8 M 

sucrose in McIlvaine bu任er，pH 5.5， (0.25 mO) and 

toluene (a minimum amount) was incubated at 30oC. 

Thin-layer chromatography: triple developm巴nt

with solvent (lV) on a Kieselgel G (Typ 60) layer 
Sprayed with anisidine phosphate solution. 

Standard sugars (AS): S， sucrose; N， neokestose; 

and K， 1-kestose; Ny， nystose. 

東洋漏紙 No.50にパンド状にぬり溶媒 (1)で5重展開

し分離した単，二，三，四，五および、六糖以上の高次

糖をペーパーから水抽出し， i成庄濃縮した。各々の残澄

をそれぞれ水1.5mCに溶解し，その 1mCを採り放射

能を測定した。各々のオリゴ糖の合成量を計算する際に

は，放射能の PC収量をも考慮した。

三，四および五糖それぞれのアイソマーの分離・定量

には，各時間の反応液の 200μ を採り，上述と同様にし

てまず PCにより三，四および五糖を分離・抽出し，次

いで、抽出糖の各々について活性炭ーセライトカラムダロ

マトグラフィーを行ってアイソマーの単離を行い，単離

したアイソマーについて放射能を測定した。

実験の結果を各重合度ごとの糖について見る時 (Fig.

15)，三糖はシュークロースの消費に伴って極めて急速に

合成されるのに対し，四，五および六糖は非常に緩慢に

しか生成されないことがわかった。またこれらの糖の生

成と同時にグルコースとフラクトースの遊離も起きるこ

(3) シュークロースからの糖合成の経時変化

1) 定性

まず，シュークロースからのオリゴ糖の酵素的合成の

経時変化を 1、LCにより定性的に調べた。その結果， Fig. 

14に示しであるように， 1時間の反応では 1-kestoseに

相当するスポットが検出され， 3時間目には neokestose

と nystoseに相当するこつのスポットが現われはじめ，

24時間では五糖あるいはより高次の糖が検出されるよ

うになり，さらに 48時間では 1-kestose，neokestose 

および nystoseの三つのスポットは大きさがほぼ同ー

となることがわかった。

m定量

フラグト・オリコ糖の生成を“濃縮全飽和画分"と 14C

シューグロースを用いて，定量的に調べた。

1.6 M [U-14C]ジュークロース溶液 (1.25f1Ci， 0.25 mC)， 

McIlvaine緩衝液， pH 5ム (0.25mめおよび酵素溶液

(“濃縮全飽和画分ぺ 0.5mC)からなる混液を少量のトル

エンの存在下で各々 1，3， 5， 10， 24および48時間イン

キュベーションし，沸騰水中 3分間加熱により反応を止

めた後，反応液をi慮過し沈澱は放射能が残存しなくな

るまで水洗した。漏液と洗液を合せ， i成庄下 30o~350C

で蒸発乾闘し残澄を水 1mC Vこ溶解し，キャリア糖の

混合物〔フラクトース， グノレコースおよびシュークロー

ス(各々 1mg);アスパラガス根から単離した 1-kestose，

neokestose， nystoseおよび 4b， 4 c， 5 a， 5 b， 5 cおよ

び 5d糖(各々 1mg)Jを加えた。この溶液の 50pCを



Fig. 16. Time Course of Formation of Fructo・

oligosaccharide Isomers from Sucrose 

by Asparagus Fructosyltransferases. 

(A) : Saccharides 3 A (1・kestose)(0) and 3 B (neo-

kestose) (・)

(B) : Saccharides 4 A (nystose) (0)， 4 B (ム)and 

4C (・)

(C): Saccharides 5 A (0)， 5 B (ム)， 5C (・)and 

5D(畠)

~ 

sucrose)が生じ，次いでこれから1F(l-p-fructofura-

nosyl)n sucrose [nystose (11 =2) と5A糖 (n=3)J，

6G (1-，8-fructofuranosyl)n sucrose [neokestose (刀=

1)， 4 B糖 (n=2)および 5B糖 (n= 3)Jおよび1"(l-p-

ー也ー

、t
x 

ミ、

25 

25 

25 

10 15 20 
Reaction ti me (h r ) 

20 

20 

15 

15 10 

10 

第 3号

5 

5 

5 

第 13巻

(B) 

(C) 

(A) 

60 

ハυ
n

u

n

υ

P

U

ハ
ν

内

U

E

3

n

u

今

，

‘

唱

目

今

4

・

』

旬

h

(
@
』
コ
宇
さ
E
£
。
一
-
u
o
E
一
E
h
ι
w
m
Q
Xゐ
P
4

凶
@
一
。
E
主

}

司

@
E
』
O』

E
。
E
0
2
@百
三
口
広

u
u
p
m
O
町
二
O

40 

8 

4 

0.5 

北海道大学農学部邦文紀要

~T 

三4
8曲面【

" E 寸叫jj
ι∞EE 

E竺

¥|ii 
200 ~ :: 

o E 
=二者=1 ~o. 
~ー-1 ~--

10 15 20 
RI!'Qction time-(hr) 

Fig. 15. Time Course of Fructo-oligosaccharide 

Formation from Sucrose by Asparagus 

Fructosyl transferases. 

A…A.. Sucrose;・...・ glucoseand fructose; 0 -

o trisaccharides;ムーム tetrasaccharides; X -X 

pentasaccharides;口一口 highersaccharides. 

とが認められたが，フラクトースの遊離は多分酵素液中

に混在する加水分解酵素の作用によるものと思われる。

何故ならリン酸カノレシウム・ゲル処理により加水分解酵

素をほとんど除いた酵素液を用いた時にはフラクトース

の遊離が認められなかったからである。

次に三，四および五糖アイソマーの各々について生成

の経時変化を調べたところ (Fig.16)，三糖では 1・kestose

が neokestos巴よりも 10時間まで"fi極めて急速に増加

し，その後漸減することがわかった。しかし四および

五糖系列のアイソマーは反応初期から生成するが，それ

らの増加は小であることがわかった。

個々のアイソマーの生成量を 10時間反応時で比較す

ると次のようである (Fig.16): (A) 1-kestoseは neo-

kestoseより 5倍多い‘ (B)nystoseと4C糖 (lF，6G_ 

di-s-fructofuranosyl sucrose)は 4B糖 [6G(1-p-fruc-

tofuranosyl)2 sucroseよりも多い;(C)・5A糖 [lF(1・

p-fructofuranosyl)3 sucroseJ と5C糖[1F(l-s-fruc-

tofuranosyl)2-6G司s-fructofuranosy Is ucrose Jは 5B糖

[6G (1-s-fructofuranosyI)3 sucroseJ と 5D糖 [1"ーか

fructofuranosyl-6G (l-s-fructofuranosylh sucroseよ

りも僅かに多い。しかし 48時間反応時ではこれらの糖

量は全て各々一定のレベル(三糖系列糖， 20.6μmoles 

hexose/反応混液 ms;凶糖， 9.2;および五糖， 2.1)に

達することがわかった。

以上の知見をまとめると，アスパラガスの fructosyl・

transferasesによるシュークロースからのオリコ糖の合

成では， まず最初に 1-kestose(lF_，3イructofuranosyl-

25 

10。

268 
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fructofuranosy 1)m-6G (1-s-fructofuranosyl)n sucrose 糖 4Aおよび4Cはテストした全ての pHで生成した

[4 C糖 (/11=1，n=1)， 5C糖 (m=2，n=1)および 5D が，量比 4A:4Cは反応 pHごとに異なっており， pH 

糖 (m=1，n=2))が合成されることが確められた。 4.0で10.9:1， 5.6で4.3:1， 7.0で1.6:1であった。 こ

(4) 1・Kestoseからの四糖合成 のことは 4Aと4C糖の生成反応にはそれぞれ異なる

アスパラガス fructosyltransferasesによる 1-kestose 最適 pHが存在し，両糖の生成がそれぞれ異なる酵素蛋

からの四糖の生成について pH効果に重点を置きつつ調 自によって触媒されていることを示唆している。即ち

ベた。 4A糖は著者が暫定的に 1LFTと名付けた酵素の触媒

McIlvaine緩衝液， pH 5ム中 0.2M [U_14C] 1-kes- により 1-kestose分子におけるフラクトース C-1(OH) 

tose (0.068μCi) 溶液 (25μß)と酵素液 (8 倍稀釈“0.3~ 位へのフラグトシル転移によって，また4C糖は同じく

0.5飽和画分")(25μめからなる混液を少量のトルエンの 6G-FTと名付けた酵素により 1-kestoseにおけるグノレ

存在下で種々の pH(pH 4ム 5.6および 7.0)で 30
0

C， コースの C-6(OH)位へのフラグトシル転移によって合

10時間インキュベーションした。反応を沸騰水中 3分 成されることが推測された。

間加熱で止め，反応液にキャリア糖混合物〔プラグトー (5) Nystoseからの五糖合成

ス，ク。ルコースおよびシュークロース，各々 100μg;ア Nystoseからの五糖の合成を， 0.2 M [U_14C] nystose 

スパラガスのフラクトオリゴ糖9種(“材料"の項参照)， (0.1ρCi)溶液 (25μC)と McIlvaine緩衝液， pH 5.6， 

各々 100μg;計1.2mgJを加え， これを PCにかけた。 中酵素液 (8 倍稀釈“0.3~0.5 飽和函分 25μめからな

分離した四糖ノくンドを抽出し，次に抽出液を活性炭ーセ る混液の 300C，10時間インキュベーション，次いで生

ライトカラムクロマトグラフィーした。溶出液は 6mC 成する二つの五糖アイソマー， 5A糖と 5C糖，の活性

ずつ採取し，各溶出液を濃縮乾固後，水 1mCに溶解し， 炭ーセライトカラムクロマトグラブィ一分析によって調

放射能を測定した。 ベた。

得られた結果 (Fig.17)から次のことがわかった。四 その結果， Fig.18に示すように， nystoseから二つ

2000 
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の五糖， 5Aと5C，が量比 2.4:1で生成することが確

められた。そうして 5A糖は1F-FTの作用により nys-

toseのフラグトース部 C-l(OH)位へのフラグト、ンル転

移により，また 5C糖は 6G-FT作用により nystoseの

グルコース部 C-6(OH)位へのフラクトシノレ転移により

合成されるものと推測された。

3. 考察

このフラグト・オリゴ糖の invitro合成実験でアスパ

ラガス根抽出液の“硫安全飽和画分"酵素液，即ち粗酵

素液，を用いたことは出来るだけ invitro合成の条件

に近い条件下で実験を行う意図があったからである。こ

<0 60 の“全飽和l画分"からの五つの細分画画分についてトラ

Fraction No. (6-ml fraction) 

Fig. 17. Effects of pH's on Production of Tetra-

saccharides from 1-Kestose by Asparagus 

Fructosy 1 transferases. 

A mixture of enzyme (8-fold diluted “0.3-0.5 satu-
rated fraction勺and[U-14C}1-kestose was incubated 

for 10 hr at pH 4.0 (・)， 5.6(0)， or 7.0 (口)

The tetrasaccharide fraction paper-chromatogra-

phical1y separated from the reaction mixture was 

chromatographed together with carrier sugars 

(saccharides 4 A， 4 B and 4 C) on a carbon-Celite 

column. 

ンスフエラーゼ活性を精査してみると， これには SST，

6G-FTおよび 1F-FTの活性が存在し，各々の活性はそ

れぞれ異なる酵素蛋白に由来することがまず推定された。

次に，この合成実験で単離・同定されたシュークロー

スからの合成オリゴ糖は全てアスパラヵース根中に天然に

存在するもの103，1倒)と同一であったが，そのうち 3種の

1F (1-s-fructofuranosyl)m-6G (1-s-fructofuranosy l)n-

sucrose系列オリゴ糖 (m==O，百 =3; 叫 =1，η=1およ

びm=1，n=2)は今回初めて酵素合成によって得られた

ものであった。また合成糖は全て 1-kestoseおよび/あ
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Fig. 18. Carbon-Celite Column Chromatogram of Pentasaccharides Produced 

from Nystose by Asparagus Fructosyltransferases. 

A mixture of enzyme (8-fold diluted “0.3~0.5 saturated fraction") and [U_14C] 

nystose was incubated for 10 hr at pH 5.6 and 30oC. The pentasaccharide frac-

tion paper-chromatographical1y separated from the reaction mixture was chro-

matographed together with carrier sugars (saccharides 5 A， 5 B， 5 C and 5 D) on 

a carbon-Celite column 

るいは neokestoseに関連する糖であり，分子中に 6-

kestose残基を含む糖は得られなかった。このことは天

然に見出された糖の場合と全く同じであった。

さらにシュークロース， 1-kestoseあるいは nystose

からのオリゴ糖合成の経時変化を追跡した結果からこれ

らの合成には三つのタイプの fructosyltransferasesが

関与しているらしいことがわかった。第 1の酵素は

EDELMANと JEFFORD49)のキクイモ SSTに類似す

るもので，主作用としてシュークロースからの 1-kestose

を合成する。第2の酵素は未知酵素であるため，これを

暫定的に 6G・fructosyltransferase (6G-FT)と名付けた

もので，これは 1-kestoseからの 1F，6G帽 di-s-fructo-

furanosyl sucroseの合成，および 1-kestos巴存在下で

のシュークロースからの neokestoseの合成に関与して

いるらしい。第 3の酵素はキクイモの FFT49)の作用に

類似するがここでは便宜上1F-FTと名付けたものでフ

ラクトシル転移によるオリコ糖の鎖の伸長を触媒すると

考えられるものである。

4. 要 約

アスパラガス根から硫安分回沈澱により調製したー酵

素標品によるシュークロースからのフラクト・オリゴ糖

の invitro合成を調べ， この合成物から単離した 9種

の糖が 1F(1-pイructofuranosyl)nsucrose (n = 1 (1-

kestose)， 2 (nystose)， および 3J，6G (1-，3-fructofura-

nosyJ)n sucrose (n=l (neokestose)， 2，および 3Jおよ

びF(1-s-fructofuranosyl)m-6G (l-p-fructofuranosylln-

sucrose (川=1，刀=1;川=2，n=l;および川=1，!l 

=2Jであることを確認した。これら全ての糖はアスパ

ラガス根中に存在するものと同一であったが， F，6G-di-

p-fructofuranosyl sucrose， 6G (1-s-fructofuranosyll3-

sucroseおよび 1F -s-fructofuranosy 1・60(l-p-fructo-

furanosyJk sucroseの3種のみは今回初めて酵素合成

によって得られたものである。

また，この酵素標品には 3種のトランスブエラーゼ，

sucrose: sucrose l-fructosyltransferase (SST)およ

び著者が暫定的に 60イructosy1 tran sferas巴(6G-FT)お

よび1F-fructosy ltransferase (1F-FT)と名付けた酵素，

の活性が確かめられ，さらにシュークロース， l-kestose 

あるいは nystoseを用いるフラグト・オリゴ糖の合成実

験からこれらの酵素がオリゴ糖の川町山合成に関与

していることが示唆された。

第4章アスパラガス根の Sucrose:sucrose 

l-fructosytransferaseの精製と性質

前章でアスパラガス根のフラグト・オリゴ糖の生合成

には少くとも 3種の fructosy1 transferases，即ち SST，

60-FT，および F-FT，が関与していることを述べた。

そこでこれらの転移酵素のオリゴ糖合成における役割を

究明するためには各々の酵素を精製しその性質を調べ
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る必要がある。

この章ではまず最初に SSTの精製とその性質に関す

る実験を行ったのでそれについて述べることにする問。

1. 材料と方法

材料: アスパラヵースの根は 1974年 10月に札幌近郊

の実験農場で収穫し凍結保存したものを用いた。

[U-14C]シュークロースと [U_14]グルコースは the

Radio Chemical Centre， Amershamから購入した。

[U_14C]1-Kestose， [U_14C] neokestoseおよび [U_14C]

nystoseはアスパラガス酵素を用いて [U_14C]シューク

ロースから酵素的に調製した105)。

無標識の 1-kestose，neokestose， 6G (l-s-fructofura-

nosyl)n sucrose (n=2および 3)および1F(l-s-fructo-

furanosyl)田・6G(l-s-fructofuranosyl)n sucrose (川=1，

n=1 ;叫 =1，n=2;および川=2，11=1)はアスノミラガス

根から得k103-1田)0 1F (1・3・Fructofuranosyl)nsucrose 

(11=2，3，4および5はキクイモ塊茎から EDELMANと

DICKERSONの方法47)を僅かに改変した方法により調

製した。

酵素活性の測定 McIlvaine緩衝液， pH 5.0，中

0.8Mシュークロース (O.5ms) と酵素 (0.5ms) とから

なる混液を 300Cで1時間インキュベーションした後，

SOMOGYI-NELSON試薬 (1ms)の添加により反応を止

め，次いでこの反応液中に遊離された還元糖を測定し

た。酵素液に mvertase活性が存在しない時は，転移さ

れたフラグトース量は還元力測定値から直接得た。しか

し invertase活性が存在する時には，転移フラクトー

ス量は， グルコース量 (Glucostat法)を 2倍した値か

ら還元糖量値を減じて計算した。

酵素活性の 1単位 (U)は0.4M シュークロース溶液中

で300C，1時間に 1p.モルのフラグトースをシュークロ

ースに転移できる酵素量として定義した。

糖と蛋白の定量・糖は前章と同様にして測定した。

蛋白は aldolase のEi~m=9.38 を基準値として 280nm

の吸収7)を測定することにより定量した。

ペーパーおよび薄層クロマトグラフィー (PCおよび

TLC): 前章と同様の方法で行った。

ディスク電気泳動 ORNSTEIN-DAVISの方法36，74)

に従い， 7.5% polyacrylamideゲル (pH8.0)を用い，

室温， 2 mA/tubeで3時間泳動を行った。蛋白バン

ドの検出は，泳動後のケ、ノレを 7%酢酸中 1%Amido 

Schwarz 10 B溶液につけ，次いで 7%酢酸で洗i燦して

行った。

Sucrose-Sepharose 6 B の調製 Epoxy-活性化

Sepharose 6 Bを水に懸濁 (2g/12 ms)しこれをグラ

スフィノレター上で連続的に水 (200ms)と0.1M炭酸緩

衝液 (pH9ム 50ms)で洗糠した。この洗糠担体をシュ

ークロース溶液(シュークロース 150mg/0.1 M炭酸緩衝

液， pH 9ム 6ms)に加え， 400Cで2時間振童ました。懸

濁物をグラスフィルター上で水 (50mf!)で洗った後，

1Mエタノールアミンに懸濁し，室温で4時開放置した。

懸渇物は同様にして水， 0.1 M棚酸緩衝液中 0.5M塩化

ナトリウム (pH8.0)， 0.1 M酢酸緩衝液中 0.5M塩化ナ

トリウム (pH4.0)そして水(各々 50mf!)で連続的に洗

擬して sucrose-coupledSepharose 6 B を得た。

分子量の狽IJ定: 酵素の分子量は SephadexG-200ゲ

ル纏過(上昇法)により測定した。標準蛋白質としては

Boehringer Mannheim GmbHから購入した cyto-

chrome c (分子量 12，400)， chymotrypsinogen A 

(25，000)， hen-egg albumin (45，000)， bovine serum aト

bumin (67，000)および aldolase(147，000)を用い，予め

0.25M塩化ナトリウムを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH

6.5)で平衡させておいた SephadexG-200カラム (2.64

x 100 cm)上で同一緩衝液を用いて流速 8ml!fhrのゲノレ

j慮過を行った。

2. 結 果

(1) 酵素の精製

全ての酵素精製操作は 5~80C で行い，遠心分離は

10，000x gで 15分間行った。酵素を濃縮する際には

Amicon限外鴻過器 (DiafloPM-lO引ter)を使用した。

1) 硫 安 分 画

予め水洗し細かく切ったアスノミラガス根 (200gずつ，

全量 12kg)を 0.05Mリン酸緩衝液， pH 7.0 (1 s)中で

ホモジナイズした。このホモジネートを布で瀦し，遠心

分離を行い，上澄液を硫安で全飽和として冷室内に一夜

静置した。 この溶液を遠心分離後，得られた沈澱(根

12kgからの)を 0.05Mリン酸緩衝液， pH 7.0，にとか

し5日間 O血 M リン酸緩衝液， pH 7.0， iこ対して透析し

た。透析内液を遠心分離し，上澄液を得た〔“硫安， 0.0 

~1.0 飽和"画分， 4OJ。

この圏分は上述と同様の方法でさらに図形硫安で処理

し 0.3~0.8 飽和で生ずる沈波を得た〔“硫安， 0.3~0.8 飽

和"画分， 1.26 sJ。

Invertase活性のない酵素標品を得るために，上述の

画分にリン酸カルシウム・ケツレを懸濁し〔ゲル 4.5g(水

分含量 92%)/蛋白 g)J，これを 30分間放置後遠心分離し，



272 北海道大学長学部邦文紀要第 13巻第3号

上澄液を得た〔“リン酸カルシウム・ゲ、ノレ"国分， 1.32 oJ。

2) DEAE-セルロース・カラムクロマ卜グラフィー

この実験では特に断らない|浪りリン酸緩衝液， pH7.0， 

を用いた。“リン酸カルシウム・ゲノレ"回分は 150mOに

濃縮し， 0.005 M緩衝液に対して 12時間透析した。透析

内液を予め 0.005M緩衝液で、平衡化させた DEAEセル

ロース・カラム (5x17cm)に供し， 0.005 M， 0.025 Mお

よび0β7M緩衝液(各々 2，1および1O)で連続溶出し，

15mOずつ分耳元した。 0.07M緩衝液で溶出する画分を集

め，60mOに濃縮し， 0.005 M緩衝液で一夜透析した

〔“DEAEセルロース， 1st"画分， 60 moJ。

透析内液は，再度 DEAE-セルロース・カラム (3.2x

30cm)に通し， 0.01， 0.02， 0.03， 0.04， 0.05， 0.06， 0.07お

よび 0.08M緩衝液(それぞれ 750mO)で溶出を行い，

15mOずつ分取した。酵素活性は0.05，0.06および0.07M

緩衝液による溶出液に存在していた。J.lpち最初の溶出液

には 6G-FTI05)，第 2の溶出液には1F-FTl田)および

SSTI05)，最後のものには SSTが存在していた。そこで

0.06Mおよび 0.07M溶出液を合せ， 20 mO vこ濃縮し，

次いで 0.005M酢酸緩衝液， pH 4.5，で一夜透析した

〔“DEAEーセルロース， 2nd."画分， 20mの。

3) CMセルロース・力ラムクロマトグラフィー

“DEAEセルロース， 2ndη 画分を O目005M酢酸緩衝

液， pH 4.5， で平衡化させた CMセルロース・カラム

(2x 14 cm)にかけ， 0.005 Mおよび 0.05M酢酸緩衝液

(300および 258mO)，次いで 0.1M酢酸緩衝液中 0.1M 

および 0.3M塩化ナトリウム (270mOと300mO)で順次

溶出し，6mOずつを分取した (Fig.19)。酵素は 0.05M

酢酸緩衝液で溶出されたので， Fr. No. 69~84 を合せ

0.25M塩化ナトリウムを含む0.01M リン酸緩衝液， pH 

6.5，で一夜透析した〔“CMーセルロース"画分， 96 moJ。

4) Sephadex G-200.および sucrose-coupled

Sepharose 6 B・カラムク口マトグラフィー

“CMセルロース"画分を 3mOに濃縮し， これを

0.25M塩化ナトリウム含有 0.01M リン酸緩衝液， pH 

6ムで予平衡させた SephadexG-200カラム (2.64x

100 cm)にかけ同一緩衝液で溶出し，6mOずつを分取し

た (Fig.20)。酵素活性の存する画分 No.50~57 を合せ

て濃縮し， 0.01 M酢酸緩衝液， pH 5ムで一夜透析して

透析内液を得た〔“SephadexG-200"画分， 42 mO]。

この画分を 0.01M酢酸緩衝液， pH5.6，で予め平衡化

させた sucrose-coupledSepharose 6 B .カラム (1x 

2.5cm)にかけ同一緩衝液で溶出した。 SST以外の

fructosy 1 transferasesはカラム中の担体に吸着された
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Fig. 19. CM-cellulose Column Chromatography 

。fAsparagus Sucrose: sucrose 1-fructo-

syltransferase (SST). 

Elution was carried out stepwise with the follow-

ing buffers: pH 4.5; (A) 0.005 M acetate， (B) 0.05 M 

acetate， (C) 0.1 M acetate containing 0.1 M NaCl， (D) 
0.1 M acetate containing 0.3 M NaCI. Six-mO frac-

tions were collected. 

ー

A 信 8. 
ε ~ 

E 
0.1 正凹2 

凶 4 4 

0.0 

Fraction No. 

Fig. 20. Sephadex G-200 Column Chromatogra-

phy of Asparagus SST. 

Elution was conducted with 0.01 M phosphate buffer 

(pH 6.5) containing 0.25 M NaCI. Six-mO fractions 

were collected. 

ので，溶出液を集めて濃縮し， 0.005 M リン酸緩衝液，

pH 6ムで一夜透析した。この透析内液を最終精製酵素

とした〔“Sepharose6 B"画分， 10 moJ。

SSTの精製過程はまとめて Table13に示しである

が，この精製により比活性 (U/蛋白 mg)178のSSTが

全活性で収量 5.6%(“硫安， 0.3~O.8 飽和"回分に対し

て)で得られた。
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Table 13. Puri五cationProcess of Asparagus SST 

Total 
Step actJVlty 

(U) 

(NH4)zS04， 0.0-1.0 satn. 

(NHぬS04，0.3-0.8 satn. 5560 

Calcium phosphate gel 4300 

DEAE-cellulose， 1st. 2516 

DEAE-cel1ulose， 2nd. 1079 

CM・cellulose 454 

Sephadex G-200 351 

Sepharose 6 B 314 

(2) 酵素の一般的性質

1) Polyacrylamideゲル・ディスク電気泳動

精製酵素の一部(蛋白として約 50μg)を polyacryl・

amideゲル， pH 8.0，で電気泳動した。 Fig.21の泳動

図に示すように，この酵素は単ーバンドを示しこのパ

ンドは SST活性を呈した。

+ 
Fig. 21. Disc Electrophoresis of Asparagus SST 

on Polyacrylamide Gel. 

Puri五巴dSST [concentrated “Sepharose 6 B" frac-
tion (50μg as protein)] was run on 7.5% polyacryl-

amide gel， pH 8.0， under the conditions of 2 mAj 

tube， room temperature and 3hr. The gel was 

stained with 1~も Amido Schwarz 10 B in 7% acetic 

acid. 

2) 分子量

この酵素の分子量は SephadexG-200ゲル漉過法に

よって約65，000と推定された (Fig.22)。

3) 至適 pH

酵素活性に及ぼす pH効果は Fig.23に示しである。

シュークロースを基質とした時の至適 pHは約5.0であ

った。

4) pH-安定性

種々の pHの酵素溶液を 30分間， 300Cあるいは450C

にプレインキュベート後， OOCに冷却， pH 5.0にpH調

盤して SST活性を測定した。その結果を Fig.24に示

してある。

Total 
Volume Speci五cactivity 

protem 

(mg) (ms) (Ujmg protein) 

53602 4000 

25530 1260 0.22 

19400 1320 0.22 

468 60 5.38 

54.10 20 19.9 

4.70 96 96.6 

2.48 42 141.5 

1.76 10 178.4 

3.0 

2.0 
〉。
『

〉ω (F) 

'.0 

。
4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 

109 Mw 

Fig. 22. Estimation of Molecular Weight of As-

paragus SST by Sephadex G-200 Gel 
Filtration. 

Details of the experiments are described in the 
text. 

Standard proteins: (A) cytochrome c (mol. wt. 

12，400)， (B) chymotrypsinogen A (25，000)， (C) hen-

egg albumin (45，000)， (E) bovine serum albumin 
(67，000)， (F) aldolase (147，000). 

Sample protein: (D) asparagus SST. 

30
0Cのプレインキュベーションでは，調べた pHで

初めの活性の約95%が残存した。 450Cの場合には， pH 

5.0~6.5 で活性の約 50% が残存したが， pH>8.0および

pH<4.0では 10%以下の活性が検出されるに過ぎなか

った。

5) 熱安定性

精製酵素を種々の温度 (300，370， 450， 500 および600C)

で10分間加熱した後， 残存酵素活性を測定した。 Fig.

25に示すように 300，370
および450C加熱では初めの

活性の 94%以上が残った。しかし500Cあるいはそれ以

上では，活性は急激に減少した。 600Cでの残存活性は
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Fig. 25. E妊ectsof Temperatures on 

Asparagus SST. 

60 

0.0 

8.0 5.0 6.0 

pH 

E任ectsof pH's on Activity of 

Asparagus SST. 

7.0 4.0 

Table 14. Effects of Inhibitors on Asparagus 

SST 

Details of the experiments are given in the 

text. 

Fig. 23. 

Relative activity Concentration 

100.0 

19.4 

78.2 

25、0

28、8

87.5 

88.1 

97.5 

97.5 

100.6 

100.6 

102.5 

106.9 

Inhibitor 

Control 

HgClz 

p・CMB

MnS04 

AgN03 

Co(N03)z 

LiS04 

CaC12 

CUS04 

ZnS04 

MgClz 

BaClz 

AICI3 

1.0x 10-4 M 

1.2x 10-4 M 

1.0xlO-3 M 

1.0X10-3 M 

1.0X10-3 M 

1.0X10-3 M 

1.0xlO-3M 

1.0x 10-3 M 

1.0x 10-3 M 

1.0x 10-3 M 

1.0x10-3M 

1.0xlO-3 M 

。
。
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て調べた。酵素 (0.5U， 0.25 ml!)とMcIlvaine緩衝液，

pH 5.0，中 0.8Mシュークロース (0.5ml!)からなる混液

を水あるいは試薬溶液 (0.25ml!)の存在下で 30
0C1時間

インキュベートし，残存活性を測定した。

Table 14に示すように，昇禾 (1X 10-4 M)，硫酸マン

カン (1x10-3 M)，硝酸銀 (1X 10-3 M)およびρ-chloro-

mercuribenzoate (1.2 X 10-4 M)はこの酵素を各々約

6.0 

pH 

Fig.24. E任ectsof pH's on Stability of Asparagus 

SST. 

After the pre-incubation at 300C (0 - 0) or 450C 

(・-・)for 30 min under various pH's， the enzyme 
solutions were cooled to OOC， adjusted to pH 5.0， 
and then assayed for SST activity. 

8.0 7.0 5.0 4.0 
o 

18%であった。

6) 阻害剤の効果

種々の試薬のこの酵素に及ぼす影響を次の方法によっ
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Fig. 26. Time-cours巴 ofEnzymatic Reaction with Sucrose by Asparagus SST. 

After mixtures composed of enzyme (1.1 U， 0.5 mt) and 0.8 M sucrose in McIlvaine 
buffer， pH 5.0， (0.5 mt) were incubated at 300C for di妊erentperiods， reducing 

sugars and glucose were measured. 

ムーム， Reducing sugars measured by the method of SOMOGYI-NELSON;・・，

glucose measured by Glucostat method. 

81， 75， 71および 22%阻害し，硝酸コパノレトと硫酸リチ

ウムでは僅かの阻害を受けた。しかし他の 6種の試薬は

阻害効果を示さなかった。

7) 醇素反応の経時変化

.この酵素のシュークロースに対する反応の経時変化

を還元糖とグルコースの遊離を測定することにより調

べた。

Fig.26に示すように，還元糖とクソレコースは反応48

時間まで反応時間とともに直線的に遊離された。また遊

離された還元糖が全てグルコースであること，さらにフ

ラクトースは遊離されないこともこの図から明らかであ

る。従って，この精製酵素はシュークロースの加水分解

を触媒せずシュークロースからもう一方のシュークロー

スへのブラクトシノレ転移を触媒する酵素であることが明

らかとなっ7こ。

8) 酵素反応に及ぼす基質濃度の効果

フラクトシル転移に及ぼすシュークロース濃度の効果

を実験し，得られたデータを LINEWEAVER-BuRKプ

ロットして調べたところ Km値として 0.11Mが得られ

た (Fig.27)。

(3) 酵素の基質特異性

1) フラクトシル基の“自己転移"

ここで“自己転移"とは二つの同一糖の間での酵素に

よるフラクトシノレ基転移を意味49)する。

次の [U_14C]基質の一つ(0.4M; 20μt)と酵素 (20μめ

からなる混液を少量のトルエン存在下で 30oC，10時間

インキュベートし，反応、を 0.1M昇禾 (10μs)の添加に

より止め，次いで下記のキャリア糖を添加した後，反応

液について調製周 PCを行った。

[U_14C]一基質. シュークロース (0.065μCi)，1・kestose

(0.071μCi)， neokestose (0.050μCi)あるいは nystose

(0.048μCi)。

キャリアー糖: フラクトース，グルコース，シューク

ロースおよび 1・kestose，各々 200μgと1F(l-s・fructo司

furanosyl)n sucrose n=2および 3，各々 100μg。

PCで5重展開の後，単，二，三，四，五，六，七お

よび高次糖に相当するゾーンを拙水出し， i成圧下で蒸発

乾周した。得られた残溢を各々水 (2mt)に溶かし，こ

の溶液の一部 (0.5mめを Aloka液体シンチレーション

スベクトロメーター (Model502)を用いて放射能を測

定した。放射性糖の量は放射能測定値から計算した。ま

た“自己転移"したフラグトースの量は各々生成した三，

四あるいは五糖の量から計算した。

その結果は Table15に示してある。シュークロース

を基質とした時のフラグトースの転移量 (8.10μ モノレ/

mt)は 1・kestose，neokestoseあるいは nystoseの場
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E任ectsof Substrate Concentrations on Reaction Rate in SST-catalyzed 

Reaction. 

After mixtures composed of enzyme (2 U， 0.5 ms) and sucrose of di任er巴ntconcen-

trations in McIlvaine buffer， pH 5.0， (0.5 ml!) were incubated， reducing sugars 

and glucose were measured 

SST activity: ムーム， measured by the SOMOGYI-NELSON method;・-・， meas-

ured by Glucostat method. 

Fig. 27. 

成物も検出できず，従ってこれらの糖では“自己転移"

が起きないことがわかった。

2) グルコースへのフラクトシル転移

数種のフラグト・オリゴ糖からのグルコースへのフラ

グトシル転移を調べた。使用した供与体糖は 0.4M [U-

14C]シュークロース(コントロールとして)， 0.4 M未標

識 1-kestose，0.4 M neokestose， 0.4 M nystoseおよび

0.2 M 1F (l-s-fructofuranosylh sucrose であった。

McIlvaine緩衝液， pH5.0，中の供与体糖の一つ (10μI!)，

同一緩衝液中の 0.4M [U_14C]グルコース (10μI!， 0.069 

f1Ci)および酵素 (20f1g)からなる混液をトルエンの存在

下で 30
0

C，5時間あるいは 10時間インキュベートした

後，反応を 0.1M昇宋 (10pf)添加により止めた。これ

以後の実験操作は前述と同様に行い，転移したフラクト

ースの量は各フラグト・オリゴ糖からグルコースへのフ

ラグトシル転移により生成したシュークロースから計算

した。

Table 16にあげた結果はこの精製酵素が 1・kestose

からのグルコースへのフラクトシル転移を触媒すること

を示した。またこのことは酵素がシュークロース 2分子

聞の“自己転移"反応に対する逆反応を触媒することを

意味している。

Nystoseやテストした他のフラクト・オリゴ糖は供

与体としてほとんどあるいは全く作用しないことがわ

Self-transfer of Fructose Residues by 

Asparagus SST 

A mixture of one of the 0.4 M [U_14C]-substrates 

(20μs) and enzyme (20μめwasincubated at 300C 

for 10 hr. Amounts of the self-transferred fructose 

were calculated from radioactivities incorporated 

into the saccharides produced. Details were given 

in the text 

Table 15. 

Fructose self-transferred 
(pmoles/ml! reaction mixture) 

8.10 

0.06 

0.04 

Nil 

[U_14C]・Substrate

Sucrose 

1-Kestose 

Neokestose 

Nystose 

合の転移量 (O.06~Oμ モノl.-/mg) より圧倒的に大であっ

た。 またシュークロースからの反応生成物を TLC分析

してみると 1占estose， グルコースおよびシュークロー

スのスポットのみが検出され，放射能はこれら三つのス

ポットにのみ存在することが確められた。

次いで，この酵素の ra伍noseおよび melezitoseに

対する作用を調べた。 McIlvaine緩衝液， pH 5.0，中の

これらの基質の一つ (0.2M;20μI!)と酵素 (20μめか

らなる混液を 30
o
C，10時間インキュベートし，反応生

成物を TLCで、調べたところ，両糖からは何んの反応生
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Table 16. Fructosyl Transfer from Several Fructo-oligosacchari仇 sto 

Glucose by Asparagus SST 

Details of the experiments are described in the text. 

Donor Acceptor 

Fructose transferred 
(μmoles/ms reaction mixture) 

lncubation time (hr) 

5 10 

[U_14C] Sucroseb 

Unlabeled 1-kestoseb 

Unlabeled nystoseb 

Unlabeled 1F (l-s-fructo-
furanosyl)3 sucrosec 

Nonea 

[U_14CJ Glucose 

6.72 

2.17 

12.10 

4.18 

0.08 0.20 

Nil 0.04 

Unlabeled neokestoseb Nil Nil 

a) Control; b) 0.4 M and c) 0.2 M solutions were employed 

かった。

3) Neokestoseおよびその同族体へのフラクトシル

転移

受容体糖として種々のフラグト・オリゴ糖，即ち 1-

kestose， neokestose， nystose， 6G (l-s-fructofurano-

syl)z sucrose， 1F， 60-di-s-fructofuranosyl sucrose (j.:J 

上 O.4M濃度)および1F(1-s-fructofuranosyl)3 sucrose， 

6G (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose， 1F (l-s-fructofur-

anosyl)z・6G-s-fructofuranosylsucrose (以上 0.2M濃

度)を用いてシュークロースからのフラクトシル転移を

調べた。

McIlvaine緩衝液， pH 5.0，中 0.4M [U_14C]シュー

クロース (10凶，仏03μCi)，同一緩衝液中の受容体糖の

一つ (10μs)および酵素 (20f1O)からなる反応混液をト

ルエン存在下で、30'Cで5あるいは 10時間インキューベ

ートした。反応は 0.1M昇宋の (10μs)添加により止め，

その後は前述と同様の方法によって操作し，転移したフ

ラグトース量は受容体の重合度より 1フラクトース単位

だけ高い重合度をもっ生成糖の量から計算した。

Table 17に示したように，精製 SSTはシュークロー

スからの neokestoseおよびその同族体 6G(l-s-fructo-

furanosyl)n sucrose (n=2および 3)へのフラグトシノレ

転移を触媒できることが確められたが， 1F(1-s・fructo・

furanosyl)n sucrose系列糖 Cn=l(l・kestose，2(nystose) 

および3)へのフラクトシル転移は無視しうる程度かあ

るいはまったく生じないことが確められた。さらに 1F_

(1-s-fructofuranosyl)m-6G (l-s-fructofuranosyl)n suc-

rose系列の糖 (m=l，n=l;および m=2，n=l)もま

た受容体として無効であることがわかった。

次に，シュークロースからの 6G(l-s-fructofurano・

syl)n sucroseへのフラクトシル転移部位を決定するた

め， neokestoseと 6G(1-s-fructofuranosyl)2 sucrose 

を例にとってフラクト、ンル転移生成物を調べた。

McIlvaine緩衝液， pH5.0，中 0.4M [U_14CJシュー

クロース (0.03μCi，10 f1s)，同一緩衝液中 0.4M neo・

kestose あるいは 6G(1-s-fructofuranosyl)2 sucrose 

(10μs)および酵素 (20μめからなる混液を 30
0
C，24時

間インキュベートした。反応を止めるために 0.1M昇宋

(10μめを添加した後，混液にキャリア糖を加え，活性

炭 セライト・カラムクロマトグラフィー (1:1;カラム

1.5x54 cm)を行って 10%次いで 13%エタノーノレで‘溶

出した。この操作により即日kestos巴反応液からは二つ

の四糖， 60 (l-s-fructofuranosyl)z sucrose反応液から

は二つの五糖が単離されたので，これらの糖に取込まれ

た放射能を測定して，その結果を Table18に示しで

ある。

これによると，受容体として neokestoseを用いた時

これへの放射能取込みがあり放射性1F， 6G-di-s・fructo・

furanosyl sucroseが生ずることが明らかであったが，

60 (l-s-fructofuranosyl)z sucroseには無視し得る程度

の放射能しかなしこの糖はほとんど生じないことがわ

かった。 また同じく放射能取込みの有無から， 6G(1・s-

fructofuranosy lh sucroseを用いた時には 1F-s司fructo・

furanosyl・6G(l-s-fructofuranosyll2 sucroseは生ずる

が 60(l-s-fructofuranosylh sucroseは生じないこと

がわかった。

以上の結果から， SSTによるシュークロースからの

6G (l-s-fructofuranosyl)n sucroseへのフラグト、ンル転
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Donor 

Table 17. Fructosyl Transfer from Sucrose to Several Fructo-

oligosaccharides by Asparagus SST 

Details of the experiments are given in the text 

Fructose transferred 
(μmoles/m& reaction mixture) 

lncubation time (hr) 
Acceptor 

(Unlabeled) 
5 10 

[U_14C] Sucrose Nonea 8.06 14.80 

1-Kestoseb 

Nystoseb 

1F (1-s-Fructofuranosyl)3 sucroseC 

Neokestoseb 

6G(1・s-Fructofuranosyl)2sucros巴b

6G(1・s-Fructofuranosyl)3sucroseC 

1F， 6札 Di-s-fructofuranosylsucroseb 

1F(1・s-Fructofuranosylh-
6G-s-fructofuranosyl -sucrosec 

Nil 

Nil 

Nil 

2.26 

1.74 

0.97 

Nil 

Nil 

0.13 

Nil 

Nil 

4.92 

3.24 

1.83 

Nil 

Nil 

a) Control; b) 0.4 M and c) 0.2 M solutions were used. 

Table 18. Fructosyl Transfer from Sucrose to Neokestose or 

60 (l-s-Fructofuranosyllz sucrose by Asparagus SST 

Details of the experiments are given in the text. 

Donor 
([U-14C17 
labeled ) 

Acceptor 
(Unlaheled) Radioactivity incorporated (cpm) into 

60(1・s-Fructofuranosylル1F， 60-Di-s-fructofuranosyl-
sucrose sucrose 

Sucrose Neokestose 108 3300 

60 (1-s-Fructofuranosy1)3- 1 F -s-Fructofuranosy 1-6G(1-s-
fructofuranosylh sucrose 

Sucrose 6G (l-s-Fructofurano・
syl)2 sucrose 

sucrose 

移は受容体糖のシュークロース部の C-1(OH)位に生ず

るもので分子中のもう一つの末端フラクトースには生ず

るものではないことが結論できた。

3. 考 察

アスパラガス根の fructosyltransferase一つを比活

性で硫安 0.3~0.8 飽和沈澱画分に対して 811 倍に高度に

精製するととができたが，この精製で最も大きな成果は

他の二つの fructosy1 transferasesを除去することがで

きたことであるσ この除去に最も効果的であったのは

sucrose-coupled Sepharose 6 B ・カラムクロマトグラ

フィーを用いたことであった。

85 2180 

現在までにし、くつかの高等植物について fructosyl・

transferaseが部分精製されたことが報告されているが，

その大部分は，加水分解活性をもたないとはいうもの

の，その純度は必ずしも高くはない。そのため従来の

fructosyltransferaseに関する研究では止むなく他の

fructosyltransferasesを爽雑する標品をそのまま用い

て性質が調べられている場合が多い。従って次に述べる

酵素の性質比較はこのような部分精製酵素との比較で

ある。

今回高度精製したアスパラガス酵素の至適 pH(基質

シュークロース)は約5.0であり，これはキクイモ塊茎

およびタマネギ鱗茎の部分精製 SST(加水分解酵素と
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FFT活性のないもの)の pH5.0~5.291)，チコリー根の

14倍精製 transfructosylase(恐らくは二つの異なる活

性を有するもの)の pH5.6106.107)， そしてリュウゼツラ

ン茎の 40倍精製 transfructosylase(加水分解活性はな

いが，三つの他の酵素活性を示すもの)の pH5.5回)と

ほとんど同一であった。

アスパラガス酵素のシューグ戸ースに対する K制値

は0.11M であるのに対して，キクイモ91)，タマネギ91)

およびリュウゼツラン回)の広川値は各々 0.13，0.098お

よび 0.18M であり大差なく，またチコリー106)のそれは

0.285 M でありいく分高かった。

この酵素の分子量 (SephadexG-200ゲル溜過)は約

65，000と推定されたが，この値はリュウゼツラン酵素で

報ぜられた 62，000に類似するが， レタス葉の部分精製

SST33)の100，000よりは小であった。

特異性について比較すると，アスパラカ、ス酵素は、ンュ

ークロース分子関の“自己転移"を高度に且特異的に触

媒してグノレコースを放出しつつ 1-kestoseを生ずる，し

かしこの酵素は 1-kestose，町stose，neokestose， ra伍句

noseあるいは， melezi toseの“自己転移"を触媒しな

かった。このような特異性はキクイモ SST49)，チコリー

107)の transfructosylase，およびリュウゼツラン83)の

transfructosylaseのそれとほとんど同じである。 また

アスパラガス酵素は 1-kestoseからのグルコースへのプ

ラク卜、ンノレ転移を反応性は幾分低いが触媒して 2分子の

シュークロースを生じた。これは上述の反応の逆反応が

進行できることを示している(1F (l-s-fructofuranosy l)n-

sucrose [n =2 (nystose)および 3) と neokestoseは

このような型の反応における供与体とはならなかった)。

これと同ーの逆反応がリュウゼツランの transfructo-

sylase83)では起るが，キクイモ49)やチコリー107)の酵素

では起らないと報告されている。

アスパラガス酵素の特徴的な性質はシュークロースか

ら neokestose同族体へのフラグトシル転移を触媒し，

このときフラクトシル基はこれらの糖のシュークロース

部フラクトース C-1(OH)位に転移されることである。

しかしこの酵素t工、ンュークロースからの1F(l-s-fructo司

furanosy1)n sucroseや1F(1-s-fructofuranosyl)m-6G-

(l-s-fructofuranosyl)n sucrose (川キ0)系列オリコ糖へ

のフラクトシノレ転移を触媒しなかった。 このような特

徴的な特異性はキクイモの SST49)やチコリー107)の

transfructosy laseでは報告されていないものである。

上述のことから，アスパラガス根から単離した酵素は

キクイモの SSTに類似はするが， 必ずしもそれと同一

の性質を持つ fructosyltransferaseではないことが確

認された。従ってこのような特異性をもっ SSTが 1-

kestoseおよび neokestose両系列の糖を含む他の高等

植物でも将来見出されることが予想される。

4 要約

アスパラガス根抽出液から硫安分画， DEAE-セルロ

ース， CMーセルロース， Sephadex G-200および suc-

rose-coupled Sepharose 6 B .カラムグロマトグラフィ

ーを行うことにより sucrose:sucrose 1・fructosyl-

transferase (SST) を比活性で硫安 0.3~0.8 飽和画分に

対し 811倍に高度精製した。この精製酵素はディスク電

気泳動的に均一であり， かfructofuranosidaseや他の

fructosyl transferase活性を含まず，推定分子量 (Se-

phadex G-200ケソレ漉過法)は約65，000であった。

この酵素はまた至適 pH約 5.0，Km{i直(シュークロー

ス)0.11 M， 300C (pH 4.0~8.0l 加熱で安定， 45
0

C (pH 

5.0~6.5) 加熱で不安定，および ρ-chloromercuriben

zoate， Hg2+， Mn2+および Ag+により活性阻害される

等の性質を示した。

この酵素の触媒する主反応は次のようなものであ

った。

1) シュークロース分子問のフラグトシノレ転移“自己

転移"を高度に且特異的に触媒して 1・kestoseとグルコ

ースを可逆的に生じたが， 1-kestose， nystose，あるL、

は neokestoseそれぞれの分子聞での“自己転移"は極

めて小であった。

sucrose+sucrose字三三1・kestose+ glucose 

2) Neokestoseおよびその同族オリゴ糖 6G(1・s-

fructofuranosyl)n sucroseのジュークロース部フラグ

トースへのシュークロースからのフラグトシル転移を触

媒した。 この特異性はアスパラガス SSTに特徴的なも

のでキクイモ SSTでは報告されていない性質で、あった。

6G (l-s-fructofuranosyl)n sucrose + sucrose→ 

lF司s-fructofuranosy1-6G (1・s-fructofuranosyl)n-

sucrose + glucose 

3) この酵素は1F(l-s-fructofuranosylln sucrose 

および1F(1-s-fructofuranosyl)m-6G (l-s・fructofura-

nosyl)n sucrose系列オリゴ糖 (mキ0)へのフラグトシ

ノレ転移は触媒しなかった。

以上により，アスラパガス SSTはキクイモ SSTに

類似はするが，全くは同一で、ないことがわかった。
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第5章 アスパラガス根の 6G-Fructosyl・

transferaseの精製と性質

この章では， もう一つのアスノミラガス酵素である 6G_

fructosy1transferase (6G-FT)を精製し，その性質を解

明することができたので，それについて述べることにす

る96，98)。

1. 材料と方法

材料: アスパラガスの根は 1976年 9月札幌近郊の一

実験園場で採集し，凍結保存したものを使用した。

放射性糖， [U_14C]シュークロースと [6，6U H]シュ

ークロースは theRadio Chemica1 Centre， Amer-

shamから購入し， [Uー14C]1-kestose， [U_14C] neo-

kestose， [U_14C] nystoseはアスノfラガス根の fructo・

syltransferaseのー標品105)を用いて [U_14C]シューク

ロースから調製Lた。

無標識の 1・kestose，neokestose， nystose， 6G (1-，8-

fructofuranosy1)n sucrose (n =2と3)および1F(1ーか

fructofuranosy 1)皿司6G(1-s-fructofuranosy1)n sucrose 

(m=l，π=1;川 =1，n=2; m=2， n=l)はアスパラガ

ス根から分離し， 1F (l-s-fructofuranosyl)n sucrose 

(n=3，4と5)はキクイモ塊茎から得た飢103-105)。

糖と蛋白の定量: 前章と同様の方法で、行った。

ペーパーおよび薄層クロマトグラフィー (PCおよび

TLC): 前章と同様の方法で行った。

活性炭ーセライトカラムグロマトグラフィー: 前章

と同様の方法で行った。

酵素活性の測定 6G・Fructosyltransferaseの活性

は 1-kestose からの 1F， 6G-di-s-fructofuranosyト

sucrose (4 C糖と表示103))の合成を触媒する活性として

定義し，この活性の 1単位は下述の条件下で 1時間に

1μモルのフラグト、ンル基を転移する酵素量と定義した。

酵素 (20μs)と McIlvaine緩衝液， pH 5.5， (20 f1ff) 

中 0.4M [U_14C] 1・kestose(0.045μCi)からなる混液を

30
0

Cで1時間インキューベートし酵素反応を 0.1M昇

宋 (10μff)を加えることにより止めた後，混液にキャリ

ア糖として 4C糖 (1mg)を添加し，これを活性炭ーカ

ラムー，次いでペーパー・クロマトグラフィー〔溶媒 (I)J

して放射性 4C糖を単離した。フラクトースの転移量

は，前章と同様にして測定した 4C糖の放射能から計算

し，この計算の際，両クロマトグラブィーの全回収放射

能も計算に入れた。

ディスク電気泳動 ORNTEIN-DAVIS36，74)の方法に

より， 7.5% polyacrylamideゲル (pH8目0)にて，室温，

2 mA/tubeで2時間行った。ゲル上の蛋白パンドは7%

酢酸中 1%Amido Schwarz 10 B溶液で染色した。

分子量の測定: 酵素の分子量は SephadexG-200カ

ラムを用いるケ、ル鴻過(上昇法)により測定した。 0.25M

塩化ナトリウムを含む 0.01M リン酸緩衝液 (pH6.5)で

平衡化した SephadexG-200カラム (2.64x 98 cm)を

用い， 同一緩衝液で 6mOjhrの流速で溶出を行った。

標準蛋白質 (BoehringerMannheim GmbHから購

入したもの)として chymotrypsinogenA (分子量，

25，000)， egg-albumin (45，000)， bovine serum a1bumin 

(67，000)および aldolase(147，000)を用いた。

Ra伍nose-coupledSepharose 6 Bの調製:前章で

記載した方法と同様の方法で ra伍noseを epoxyacti-

vated Sepharose 6 B v;こカップリンク、させて調製した。

(1) 酵素の精製

1) 硫安分画

2. 結 果

予め水洗し細かく切ったアスパラガスの根(各々200g;

全量 18kg)を 0.05Mリン酸緩衝液， pH 6.5， (1 s)中で

ホモジナイズした。ホモジネートを布で鴻過し，遠心分

離し (10，000x g， 15分，後述の全ての遠心分離はこの条

件で、行った)，得られた上澄液に図形硫安を加え全飽和と

し，冷室中に一夜放置した。生成した沈澱を遠心分離に

より集め，これを 0.05M リン酸緩衝液， pH 6.5，に溶解

し，次いで同一緩衝液に対して 5日間透析した。透析内

液を遠心分離してと澄液を得た〔“硫安， 0~1 飽和"画

分， 5.7 sJ。

この画分をさらに図形硫安で処理し， 0.3~0.5 飽和の

沈澱函分を得，これを 0.01M リン酸緩衝液， pH 6ムに

対し4日間透析した〔“硫安， 0.3~0.5 飽和"画分， 800 

msJ。

2) リン酸カルシウム・ゲル処理

上述の画分にリン酸カルシウム・ケ、ルを加え (800ms，

ゲノレ 6.5g/蛋白 1g)十分に懸濁し 50Cで30分放置した

後，遠心分離した。上澄液は Amicon限外瀦過器(Diaflo

PM-lO五lter)で濃縮し， 0.01 M リン酸緩衝液， pH 6.5， 

で透析した。このゲル処理により殆んどの加水分解活性

を除去することが出来た〔“リン酸カノレシウム・ケツレ"回

分， 1，050 msJ。

3) Octyl-Sepharose・カラムクロマトグラフィー

上述の画分を硫安で35%飽和とし，一夜冷所に放置

し生ずる沈澱は遠心分離によって除いた後，予め硫安
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で35%飽和とした 0.01M リン酸緩衝液， pH6.5，で平

衡化させた octyl-SepharoseCL-4 Bカラム (5.5x 30 

cm)にかけた。溶出は四つの異なる硫安飽和度の 0.01M 

リン酸緩衝液， pH 6ム(35%，30%， 20%および 10%

飽和，各々1.5O)，次いで硫安を含まぬ同一緩衝液 (2s) 

で連続的に行った。 6G-Fructosyltransferase(6G-FT) 

は硫安 20%飽和の緩衝液で溶出され 1F-fructosyl-

transferase (1F-FT)はO目O1M リン酸緩衝液で溶出され

たので， この 6G-FTの議出液を限外濃過器 (Amicon;

Diaflo PM-lO引ter)で約 500msに濃縮した。 この溶

液に 0.01M リン酸緩衝液(約 500mO)を添加し，再度上

述と同様の方法で濃縮した。この処理をもう一度繰返し

て殆んど硫安のない酵素液を得て， とれを 0.01M リン

酸緩衝液， pH 7.0，で2日間透析した〔“octyl-Sephar-

ose"画分， 1，000 ms]。

4) DEAEーセルロース・カラムクロマ卜グラフィー

上述の酵素溶液は 0.01M リン酸緩衝液， pH 7.0，で平

衡化させた DEAEーセルロース・カラム (5x12 cm)に通

し，次いで‘ 0.01，0目02および 0.07M リン酸緩衝液， pH 

7.0 (各々It)で連続溶出した。 6G-FTは0.07M緩衝液

で溶出されたので，この溶出液を濃縮し， 0.01 M リン酸

緩衝液に対して透析した〔“DEAEーセルロース， 1st"

画分， 65 ms]。

この透析内液について DEAEーセルロースカラム (2.8

x10cm)でさらにクロマトグラフィーを行い，0.01，0.02， 

0.03， 0.04， 0.05， 0.06および 0.07Mリン酸緩衝液， pH 

7.0， (各々 300ms)を用いて溶出した。 6G-FTは0.05と

0.06Mの緩衝液で溶出されたので両溶出液を合せ，限外

u蓄過器で濃縮し， 0.01M リン酸緩衝液， pH 6.5，中 0.25M

塩化ナトリウム液で一夜透析した〔“DEAE-セルロース，

2nd"画分， 50 ms]。

5) Sephadex G-200・カラムクロマトグラフィー

透析酵素は限外鴻過器で 3msに濃縮し， 0.01 M リン

酸緩衝液， pH 6.5，中 0.25M塩化ナトリウムで平衡化さ

せた SephadexG-.200カラム (2.64x 98 cm)にかけ，

同じ緩衝液で溶出を行い (Fig.28)，活性画分 No.55~67 

を合せて濃縮した〔“SephadexG-200"画分， 10 ms]。

6) Ra伍nose-coupledSepharose 6 B ・カラム

クロマトグラフィー

上述の濃縮酵素液は O.01M酢酸緩衝液， pH 5.6，に対

して一夜透析した後， ra伍nose-coupledSepharose 6 B. 

カラム (lx8cm)に供し， 0.01 M酢酸緩衝液， pH 5.6， 

(100 ms)溶出で，微量の sucrose:sucrose 1-fructosyl-

transferase (SST)を除去し， 次いで吸着している 6G-

FTを 0.01M リン酸緩衝液， pH 6目0，(100 mO)で溶出さ

せることができた。 この画分を濃縮し， 0.005 M リン酸
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Fig. 28. Sephadex G-200 Column Chromatogra-

phy of Asparagus 6G-Fructosyltransfera-

se (6G-FT). 

Elution was conducted with 0.01 M phosphate buffer 

containing 0.25 M NaCl. Five-ms fractions were 

collected. 

Tahle 19. Purification Process of Asparagus 6G-FT 

Step 
Total activity Total protein Volume Speci五cactivity 

(U) (mg) (mO) (Ujmg protein) 

(NH4)2S04， 0-1 satn 12600 70380 5700 0.18 

(NH4lzS04， 0.3-0.5 satn. 9580 24520 800 0.39 

Calcium phosphate gel 7172 6410 1050 1.12 

Octyl-Sepharose 5710 715 1000 7.99 

DEAE-cellulose， 1st. 3098 104 65 29.8 

DEAE-cellulose， 2nd. 1785 42.8 50 41.7 

Sephadex G-200 931 8.01 10 116.2 

Sepharose 6 B 684 5.00 10 136.8 
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緩衝液， pH 6.5，で透析したものを最終精製酵素榛品と

した〔“Sepharose6 B"圏分， 10 ms]。

このようにして， Table 19に示すようにこの醇素は

硫安全飽和沈澱に対して比活性で760倍， 5.4%の収量で

精製することができ，その比活性は 136.8Uj蛋白 mgであ

った。また，この酵素標品は，シュークロース， 1・kestose，

2.5 A 

B 

neokestoseおよび 1F(l-sイructofuranosyl)nsucrose -t. 
2.0 

i6"-FT 

C 
句、、

(n=2， 3， 4および 5)を加水分解しなかったことから 5- 泣

fructofuranosidaseを含まず，シュークロースからの

1-kestoseの生成を触媒しなかったことから SSTを含ま

ず，また 1-kestoseから nystoseを合成しなかったこ

とから1F-FTを含まないことが確認された。

(2) 酵素の一般的性質

1) ディスク電気泳動

精製酵素を 2本の polyacrylamideゲル上で、同一条件

下で電気泳動させた。ゲノレの 1本は AmidoSchwarz 

10Bで染色させ (Fig.29)，もう 1本は 2-mm厚のディ

スクに切断し McIlvaine緩衝液， pH 5.5， (0.2 ms)で

ホモジナイス、した。このホモジネートに 0.2M 1-kestose 

(0.2ms)を加え 300Cで15時間インキュベートした後，

6G-FT活性について TLCにより分析した。この酵素標

品はゲル上で単一パンドを示し，このパンド部分に 6G

FT活性が存在することがわかった。

Fig. 29. Disc Electrophoresis of Asparagus 6Gー

FT on Polyacrylamide Gel. 

Details of the electrophoresis are described in the 
text. 

2) 分子量

この酵素の分子量は SephadexG-200ゲノレ漉過により

標準蛋白との比較から約 69，000と推定された (Fig.30)。

3) 至適 pH

1-Kestoseを基質とした時の pH3.5， 4.0， 4.5， 5.0， 5ム

6.0，6.5および7.0における反応を測定し， Fig.31に示

した。この酵素の至適 pHは約 5.5であった。

4) pH-安定性

pH 4.0， 4.5， 5.0， 5.5， 6.0， 6.5および7.0の酵素溶液を

450Cで20分間プレインキコベートした後， OOCに冷却，

D 
1.5 

4.0 4.5 5.0 
109 mol. wt. 

Fig. 30. Estimation of Molecular Weight of As-

paragus 6G-FT by Gel-五ltration.

Ve， elution volume; Vo， void volume. 
Reference proteins (Boehringer Mannheim GmbH): 

A， chymotrypsinogen A， mol. wt. 25，000; B， hen-

egg albumin， 45，000; C， bovine serum albumin， 

67，000; D， aldolase， 147，000. 

Details of the gel-五ltrationare described in the 

text. 
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Fig. 31. Effects of pH's on Activity of Asparagus 

6G-FT. 

Enzyme was used in an amount of 13.9 U/ms， 

Details of the experiments are described in the 

text. 

pH 5.5に調整し，次いでその残存活性を測定した (Fig.

32)0 pH 5.0~6.0 では最初の活性の 80% あるいはそれ以

上が存在していたが， pH 4と7では活性の約 87%が失
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6) 阻害剤の効果

60← FTに対する種々の化合物の影響を調べた。酵素

(9.5 Ujmf!， 20μf!)とMcIlvaine緩衝液， pH 5.5， (10μf!) 

中 0.4M [U-14C] 1-kestoseの混液を水あるいは化合物

の一つ (10μf!)の存在下で 300Cでインキューベー卜し

た。 0.1M 昇禾 (10μめを添加して反応を止めた後，反

応、液について PCを行い，単，二，三，四およびより高

次の糖の画分に分離し，各々の糖画分について放射能を

測定した。酵素の残存活性は四糖画分に取込まれた放射

能から計算し，相対比で表わした。

Table 20に示すように昇宋 (1X 10-4 M)， p-chloro-

mercuribenzoateと硝酸銀 (1X 10-3 M)は各々酵素を

約 92，83および 30%阻害するが，塩化マグネシウムと

塩化アノレミニウムは各々活性を約 6および 8%促進し，

Fig. 32. Effects of pH's on Stability of Asparagus 硫酸カノレシウム，塩化パリウム，塩化カルシウムと硫酸

6G-FT・ 亜鉛は何らの効果も示さなかった。

Enzyme was used in an amount of 24 Ujmf!. 

Details of the experiments are described in the 

text. 
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Fig. 33. E妊ectsof Temperatures on Asparagus 

6G-FT. 

Enzyme was used in an amount of 18 Ujmf!目

Details of the experiments are described in the 

text. 

Table 20. Effects of Various Compounds on 

Asparagus 60-FT 

Compound Concen tra tion Relative activity 

Control 100.0 

HgCh 1.0xlO-4 M 8.4 

p-CMB 1.2x10-4 M 17.5 

AgN03 1.0X10-3 M 63.8 

CUS04 1.0XlO-3M 96.0 

BaCl2 1.0xlO-3 M 98.3 

CaCl2 1.0x 10-3 M 101.4 

ZnS04 1.0xlO-3 M 102.6 

MgCl2 1.0x 10-3 M 105.8 

A1Ch 1.0x 10-3 M 108.3 

Details of the experiments are described in 

the text. 

(3) 基質特異性

1) フラクトシル基の“自己転移"

精製 60-FTを用いて同一種の糖の間でのフラクトシ

ル基の“自己転移"を調べた。

i) 1-Kestose分子聞の転移

われた。 まず， [lP4C] 1-kestoseを 60-FT標品と反応させ，

5) 熱安定性 四糖生成の経時変化を追跡した。0.4M [U-14C]l-kestose 

この酵素溶液を 30
0
，37

0
， 45

0
， 50

0
あるいは 60

0
Cで10 (0.045μCi， 10μf!)， McIlvaine緩衝液， pH 5.5， (10 f1f!) 

分間加熱した後 (20
0
Cはコントローノレ)その残存活性を と酵素 (4.7Ujmf!， 20μめからなる混液を少量のトノレエ

測定した。 Fig.33 に示すように 20~370C では安定で ンの存在下で 300Cでインキュベートした。反応を 0.1M 

あるが 60
0
Cではうた活した。 昇宋 (10μf!)を加えて止めた後，反応混液にキャリア糖



その結果によると，約 10時間反応までは 1F，6G-di-p-

fructofuranosyl sucroseのみが生成されるが，長時間

の反応では 6G(1-s-fructofuranosylJ2 sucroseと nys-

toseの痕跡量も出現することがわかった。

第3に，上述した 1-kestose分子聞の“自己転移"反

応に対する逆反応が起るか否かを 1F，6G・di-s-fructo-

furanosyl sucroseと[U1LC]シュークロースとを用い

て実験した。

6G-FT (20μC)とMcllvaine緩衝液， pH 5.5， (20 p.C) 

中 0.2M [U-14C]シュークロース (0.1(lCi)および 0.2M 

1F， 6G-di-s-fructofuranosyl sucrose の混液 (A)を

30
0

Cで3，5および 10時間インキュベー卜した。また同

一緩衝液 (20μff)中 0.2M[Uー14C]1・kestose(0目045μCi)

と6G-FT(20μff)の混液 (B)も同一条件下でインキュ

ベートした。反応は 0.1M 昇末の添加で止めた後，混液

を前述したと同様にして PC，次いで活性炭 セライ

トカラムグロマトグラフィーし混液 (A)から単離さ

れた 1・kestoseと混液 (B)からの11'， 6G-di-s-fructo-

furanosyl sucroseについて放射能を測定し，それらの

値と全回収放射能の値から，各々のフラクトシル転移量

を算出した。

Table 21に示した実験結果から切らかなように 1F，

6G-diーかfructofuranosylsucroseと [U-14C]シューク

ロースとの反応により放射性 1・kestoseが生成されるこ

とが確められ，このことは本酵素が 1-kestose分子聞の

反応の逆反応をも触媒できることを示した。しかし逆

反応 (A)の速度は正反応 (B)の速度よりもかなり小で

あることもわかった。

ii) Nystose分子悶の転移

6G-FTによる nystoseからの五糖生成の経時変化を

前述と同様の実験方法で 0.4M [U_14C] nystose (0.03 

μCi， 10μC)を用いて行い，五糖に取込まれた放射能を

測定し調べた。さらに分離した五糖画分からの五糖異性

第 3号

〔フラグトース，グルコース，シュークロースおよび1F-

(l-s-fructofuranosyl)n sucrose (n=2， 3， 4および 5)，

各々 100μgJを加え溶媒 (1)を用いる PCにかけ 5重展

開して単~七糖および高次の糖画分に分離した。それぞ

れの糖に相当する八つのゾーンをそれぞれ水抽出し， i威

圧下蒸発乾回して， 得られた残透を水 (2mC)に溶かし

放射能を測定した。四糖の生成量はその放射能と回収し

た全放射能とから計算した。

Fig.34に示した実験結果からわかるように四糖の生

成は約 3時間まで、は反応時間に比例して増加し，次いで

その増加の程度は漸減した。なお，四糖生成と同時にシ

ュークロースが遊離することも確められた。

第 2iこ，先に分離した四糖画分についての異性体の分

析を行った。且Ilち，この画分 (2mC)の 1mCにキャリ

ア糖 Cnystose，11'， 6G寸i-p-fructofuranosylsucrose 

と 6G(l-pイructofuranosyl)2sucrose，各々 1mgJを

加えて，活性炭セライトカラムクロマトグラフィー

を行い，単離した異性体の放射能を測定した。
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Reaction time ( h r) 
5 

Fig.34. 

Fructosyl Transfer from 1F， 6G-Di-19・fructofuranosylsucrose 

to Sucrose by Asparagus 6G-FT 

Table 21. 

Fructose transferred (μmol/mC reaction mixture) 

)
 

V
且'

h
 

(
 

Incubation time Reaction between 

10 5 3 

3.27 1.54 0.87 A. 1F， 6G-Di-，8-fructofuranosylsucrose 
and [U-14C] sucrose 

[U-14C] 1-Kestose alone 16.88 

Details of the experiments described in the text. 

9.45 6.26 B. 
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ことが認められ，この凶糖の生成にはシュークロース濃

度が大きい影響を持つことが推測されたので第2の実験

としてはこれを調べた。

酵素 (20μO)， McIlvaine緩衝液， pH 5.5， (20μ&)中

0.2 M [lJ-14C] 1-kestose (0.045μCi) および 0.02~1 M 

(3H]シュークロース (0.1f1Ci)からなる混液を 300Cで

2時間インキュベートし，反応を止めるために， 0.1 M昇

末 (10f1&)を添加後， キャリア糖を加え溶媒(1)を用い

る5重展開 PCを行い単~四糖およびより高次の糖画分

を分離した。次いで活性炭ーセライト・カラムクロマト

グラフィーにより三糖回分から neokestose，凹糖画分

から1F， 6G-diーかfructofuranosylsucroseを単離し，

それぞれの放射能を測定しそれらの放射能と全回収放

射能とから両糖の量を計算した。

Table 22の実験結果に示すようにシュークロースの

濃度が高い程 neokestoseの生成は漸増し， 1F， 6G-diーか

fructofuranosyl sucroseの生成は反対に漸減し約

0.15Mより高いシュークロース濃度の場合に前者の糖

が後者の糖より多く生ずることがわかった。

第 3の実験として前に述べた反応の逆反応，即ち neo-

kestoseとシュークロースからの 1・kestoseの生成反

応，が起るかどうかを調べる実験を行った。

6G-FT (3.7 Ujm&， 20 f1&)と McIlvaine緩衝液， pH 

5目5，(20μ&)中 0.2M [U_14C]シュークロース (0.1μCi)

および 0.2M neokestoseとからなる混液 (A)を 300C，

3，5および 10時間インキュベートした。また 6G-FT

(3.7 Ujm&， 20 f1&)と前と同ーの緩衝液 (20μ&)中 0.2M

[U_14C]シュークロース (0.1j1Ci)および 0.2M 1-kestsoe 

溶液とからなる混液 (B)も同一条件下でインキュベー卜

した。反応は 0.1M 昇末(10f1&)を加えて止めた後，混液

にキャリア糖〔混液体)では 1-kestose，混液 (B)では

neokestose，各々 100μg)を加えて PCにかけ三糖画分

Table 22. Effect of Sucrose Concentration on Synthesis of Neo】，estose

and 1F， 6G-Di-s-fructofuranosyl sucrose from 1-Kestose by 

Asparagus 6G-FT 

Reaction mixture Saccharide produced (μmolesjreaction mixture) 

[U_14C] 1-Kestose [3H] Sucrose Neokestoseb P'， 6G-Di-s-fructofurano-
M)a (M)a syl sucroseC 

0.1 O 10.00 

0.1 0.010 1.24 9.05 

0.1 0.025 2.50 8.41 

0.1 0.050 3.89 8.27 

0.1 0.1 3.90 5.21 

0.1 0.2 4目01 2.25 

0.1 0.4 5.45 1.88 

0.1 0.5 5.53 1.97 

Details of the experiments are given in the text. 

a. Concentration in the reaction mixture. 

b. Calculated from [3H]-radioactivity incorporated. 

c. Calculated from [14C]-radioactivity incorporated. 

Table 23. 1-Kestose Synthesis by Fructosyl Transfer from Neokestose 

to Sucrose with Asparagus 6G-FT 

Fructose transferred (f1moljm& reaction mixture) 

Reaction between 

A. Neokestose and [U_14C] sucrose 

B. 1-Kestose and [U_14C] sucrose 

3 

0.61 

1.15 

Details of the experiments are described in the text 

Incubation time (hr) 

5 

1.26 

2.13 

10 

2.47 

4.10 
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を分離した。分離した画分を活性炭ーセライトカラム

クロマトグラフィーし，混液 (A)からは 1-kestose，混

液 (B)からは neokestoseを単離し放射能を測定し

て，その放射能から両糖の生成量を計算した。

Table 23に示す実験の結果からわかるように， 問題

の逆反応は生起可能で neokestoseと[U_14C]シューク

ロースから放射性 1-kestoseが生成することが確めら

れ， またこの逆反応 (A)の速度は正反応 (B)のそれの

約 1/2であることも確められた。

ii) 1・Kestoseから1F(l-s-fructofuranosy 1 )n-

sucroseあるいはイヌリンへの転移

6G-FTの 1-kestoseからの1F(l-s-fructofurano-

syl)n sucrose [η=2 (nystose)， 3， 4あるいは 5Jあるい

はイヌリンへのフラグトシノレ転移について調べた。

酵素 (20μO)，McIlvaine緩衝液， pH 5.5， (10μO)中

0.2 M [U_14C] 1-kestose (0.1μCi)，および同一緩衝液

中の受容体の一つ [0.4M 1F (l-s-fructofuranosyl)n-

sucrose (11 =2， 3， 4あるいは 5)あるいは 5%イヌリン〕

(10μめからなる混液を 300Cで3時間インキュベートし

た。反応を止めるため 0.1M昇禾 (10μO)を添加の後，

混液をキャリア糖とともに PC[溶媒 (II)Jにかけ 3重

展開した。単~八糖およびより高次のオリゴ糖に相当す

るゾーンを水抽出し， i威圧下で蒸発乾回した。得られた

残i盗を各々水 (2mO)にとかしその放射能を測定した。

転移したフラクトース量はインキュへー卜した受容体の

重合度より 1フラグトース単位だけ高い重合度をもっ生

成糖の放射能から計算した。

Table 24に示した実験結果からわかるように 1-kes-

toseからのこれらの供試オリゴ糖へのフラクトシル転

移は重合度の低い糖程より多く生じ，高重合度のイヌリ

ンはこの転移の受容体としては働かなかった。

次に，この転移がどの位置に起るかを決定するため

に， [U_14C] 1-kestoseと nystose間の反応で生ずる五

糖類画分について異性体分析をすることにより調べた。

即ち，前の実験で得た五糖回分にキャリア糖[1F(1ーか

fructofuranosylh sucrose， 6G (1-s-fructofuranosyl)3・

sucrose， 1 F (1・pイructofuranosylh-6G-p-fructofurano司

syl sucrose と 1Lp-fructofuranosyl-6G (l-p-fructo-

furansyl)2 sucrose，各々 1mgJを加え，活性炭ーセラ

イトカラムグロマトグラブィーに供し， 1F (l-p-fructo-

furanosyl)3 sucrose と1F(1-s-fructofuranosylh-6Gー

かfructofuranosylsucroseを単離して各々に取込まれ

た放射能を測定した。

その結果，放射能取込みは前者の糖へは 42cpm，後

者の糖へは 804cpmであり，このことは 1-kestoseか

ら nystoseへのフラクトシル転移は nystoseのグルコ

ース部 C-6(OH)位に圧倒的に生じ末端フラグトシノレ基

には全く無視できうる程度にしか起らないことを示し

た。また， このことは l-kestoseからの1F(1ーかfructo-

furanosyl)3-5 sucroseへのフラクトシノレ転移におい

ても同一様式の反応が起ることを示唆しているようで

ある。

3) Neokestoseおよびその誘導体糖における

フラクトシル基の“自己転移"

前に述べた実験により 6G-FTが 1-kestose相互間の

“自己転移"反応に対する逆反応，即ち 1F，6G-di-s-

fructofuranosyl sucroseから sucroseへのフラグト

シル転移による 1・kestoseの生成反応，および1・kestose

とシュークロース問のフラグトシル転移反応に対する逆

反応，即ち neokestoseからのシュークロースへのフラ

クトシル転移による 1-kestoseとsucroseの生成反応，

を触媒できることは，既に明らかにしてある。これを言

Table 24. Fructosyl Transfer from 1-Kestose to Several 1F (1ーか
Fructofuranosyl)n sucrose by Asparagus 6G-FT 

Donor Acceptor (Unlabeled) 

[U_14C] l-Kestose None (Control) 

Nystose 

IF (1-s-Fructofuranosyl)3 sucrose 

IF (1-s-Fructofuranosyl)4 sucrose 

IF (1-s-Fructofuranosyl)5 sucrose 

lnulin 

Details of the experiments are given in the text. 

Fructose transferred 
(μmoles/mO reaction mixture) 

5.00 

1.42 

0.87 

0.69 

0.48 

Nil 
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い換えると 1F，6G-diーかfructofuranosylsucroseある

いは neokestose分子のグルコース部 C-6位に結合し

た一つのフラクトシル基をシュークロースに転移する能

力をこの酵素が持っていることを意味している。そこ

で，糖分子のシュークロース部のグルコース C-6位に

既にフラグトース基が結合している糖を基質として用い

た場合，この酵素がどのような転移作用を示すか興味あ

る問題である。

実験では，まず C-6結合フラグトース基 1個の糖で

ある neokestoseを用いて“自己転移"によるフラグト

シル転移を調べた。

酵素 (3.7U/ms， 20 (1s)とMcIlvaine緩衝液， pH5.5 

(20 plJ)中，0.2 M [U_14C] neokestose (0.04μCi)とから

なる混液を少量のトルエンの存在下で 300Cでインキュ

ベー卜した。反応は 0.1M昇末 (10(1s)を加えて止め，

反応液にキャリア糖〔シュークロース， nystose， 6G (1・

s-fructofuranosyl)2 sucroseおよび1F， 6G-diーかfructo-

furanosyl sucrose，各 1mgJを加え，溶媒 (1)を用い

るPCにより二，三，四および高次糖を分離した。糖画

分の各々をj威圧下で濃縮し，得られた残澄を 2msの水

に溶かし各々について放射能を測定した。次いで分離し

た四糖画分からは， 6G (l-P・fructofuranosyl)zsucrose 

と1F， 6G-diーかfructofuranosylsucroseを活性炭ーセ

ライトカラムクロマトグラフィーにより単離しそれ

らの放射能を測定しその放射能値から両糖の生成量を

計算した。

実験の結果 (Fig.37)は neokestoseの“自己転移"

( 
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Tetrasaccharide Synthesis by Asparagus 

6G-FT Catalzed“Self-transfer" of Fru-

ctosy! Residue between Neokestose Mol-

ecules. 

Details of the experiments are described in the 

text. 

0-0: 1F， 6G-Di十 fructofuranosylsucrose.・・ 60(l-s-Fructofuranosyl)z sucrose. 

で2穫の凶糖， 1F， 60-diーかfructofuranosylsucroseと

60 (1-s-fructofuranosyl)2 sucrose，が反応の初期で約

5: 1，後期で約 3:1の生成比で生成することを示しま

た別に行った PCおよび TLC検宣伝で同時に生成するこ

糖はシュークロースであることが確められた。シューク

ロースのみが生成し 6-s-fructofuranosylglucoseが

生成しなかったことと1F， 6G-di-s-fructofuranosyl-

sucroseが 6G(1-s-fructofuranosyl)2 sucrose よりも

3~5 倍多く生じたことは， neokestoseのグルコース部

C-6結合フラクトシル基が脱離し，それが別の neokes-

tose分子のシュークロース部フラクト、ンル基に転移し

やすいことを示唆した。

同様の“自己転移"実験をグルコース C-6位に唯一つ

のフラクトシノレ基を持つ四糖 V'，6G-di・s-fructofurano・

syl sucrose (無標識糖)を用いて 24時間反応で行い，反

応生成物を TLC分析したところ，五糖[1F(l-s・fructo-

furanosy 1)z-6G-s-fructofuranosy 1 sucroseあるいは1F-

s-fructofuranosyl・6G(1・s-fructofuranosyl)z sucrose 

と推定〕と 1-kestoseの生成が認められた。しかし

2 f闘のフラクトシノレ基が結合している四糖である 6G(1ー

かfructofuranosyl)2sucrose (無標識糖)を用いた場合

には生成物は全く認められなかった。これらの結果は，

グルコース部 C-6位に 1個だけ結合したフラグトシル

基は脱離して転移しやすいが 2個以上結合の場合はそ

の2伺あるいはその末端の 1倒とも転移しにくし、かまた

は転移しないものと考えられる。

3. 考 察

この酵素の精製過程において最も効果的であった操作

はリン酸カルシウム・ゲール処理によるかfructofurano-

sidase活性の除去， octyl・Sepharose・カラムクロマト

グラフィーによる 1F -fructosy 1 transferase (1 F_ FT)活

性の除去， および ra伍nose-coupledSepharose 6 B ・

カラムクロマトグラフィーによる SST活性の除去であ

った。これらによりかfructofuranosidaseおよび他の

fructosy!transferaseを全く含まない 6G-FTを単離す

ることヵ:で?きtc.o

(1) この酵素は1F(l-s-fructofuranosyl)n sucrose 

系列オリコ、糖それぞれの“自己転移"反応において次の

反応を触媒した。

1-Kestoseの場合は nystoseを生ぜず， 1F， 6G-di-

介fructofuranosy1 sucroseを生じ同時にシュークロー

スを遊離した。この反応、は極めて良く進行し，逆反応も

低速度で、はあったが進行した。
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Nystoseの場合は， 1F (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose 

を生ぜず， 1F (1-，8-fructofuranosyil2・60・s-fructofura-

nosy 1 sucroseを生じ同時に 1-kestoseを放出した。

また1F(l-s・fructofuranosyl)3sucroseの場合は1F四

(1・p占 uctofuranosy1)土6G-s占 uctofuranosyl sucrose， 

1F (1-s-fructofuranosyl)4 surcose の場合は 1F(l-s-

fructofuranosyl)4-6G-s-fructofuranosyl sucroseをそ

れぞれ少量生じた。

これらのことはこの酵素が反応 (I)を触媒し，基質の

フラクト・ンル基数が小である程良く触媒することを示

した。

2 X 1F (1ーかfructofuranosyl)nsucrose (n>O)r己

1F (l-sイructofuranosy1)1l-6G-s-fruc tof uranosy 1司

sucrose十1F(l-s-fructofuranosyl)n-l sucrose 

(I) 

(2) 1-Kestoseからのシュークロ一九あるいは1F(1ー

かfructofuranosyl)nsucrose系列オリコ糖へのフラグ

トシル転移においては次の反応、を触媒した。

1-Kestoseからシュークロースへの場合には neokes-

toseが圧倒的に多く，少量の1F， 6G寸i-s-fructofurano・

syl sucroseもまた生じた。この反応の逆反応も低い速

度で可能であった。

同様に nystoseへの転移では，生成糖はほとんどが

1F (l-s-fructofuranosy Ih-6G-，9-fructofuranosyl suc担

roseであったo より高次のオリコf糖の場合にはフラグ

トシル基数が大になる程小さい反応性を以て同様の転移

が起きたが，イヌリンの場合は転移は起らなかった。

これらのことはこの酵素が反応 (II)を触媒すること

を示した。

1・kestose十1F(l-s-fructofuranosyi)n sucrose 

(n孟0)τ三 sucrose+1F(l-s司 fructofuranosyI)n-

6G-s-fructofuranosyl sucrose (1I) 

以上のことをとりまとめ，この酵素が触媒する反応を

一般式 (III)で記すと次のようになる。

1F (l-s-fructofuranosy I)m sucrose+ 1F (l-s-fructo-

furanosyl)n sucrose戸三1F (l-s-fructofuranosyl)-

m-l sucrose + 1F (1-s-fructofuranosyl)n-6G-s-

fuctofuranosyl sucrose (III) 

(3) また， この酵素は neokestose[6G-s-fructofura-

nosyl sucroselおよびその同族オリゴ糖それぞれの“自

己転移"において次の反応を触媒した。

Neokestoseの場合は，6-sイructofuranosylgiucose 

を遊離せずシュークロースのみを遊離して， 1F， 6G-di-s-

fructofuranosyl sucroseと 6G(1-s-fructofuranosyl)2-

sucrose を生成比 3~5: 1で生じ，反応 (IV)が触媒さ

れることを示した。

2 x neokestose--->1F， 6G-di-s-fructofuranosyl-

sucrose + 6G (l-s-fructofuranosy 1)2 sucrose 

+ sucrose (IV) 

またさらtこ， 1F， 6G-di-s-fructofuranosyl sucroseの

場合は 1・kestoseを遊離して 1F(l-s・fructofuranosy1)2司

6G司 s-fructofuranosylsucrose と1F(l-s-fructofura-

nosyl-6G (l-sイructofuranosyl)2sucroseを生じた。 し

かし 6G(1-s・fructofuranosyl)2sucroseの場合は何ら

の生成物をも得られなかった。

現在までに比較的よく研究された高等植物の fructo司

syltransferasesは受容体の末端フラグトース部 C-1

(OH)位へのフラグトシル転移を触媒するものであり，

それらは前章で述べた SSTあるいは s(2→ 1')fructan: 

s(2→ 1') fructan 1・fructosyltransferase (FFT)49)のい

ずれかに属するものである。しかし，主作用としてlF-

(l-s-fructofuranosyl)n sucrose系列オリゴ糖のグルコ

ース部 C-6(OH)位へのフラクトシル転移を触媒する酵

素が高度精製された例は今まで報告されていない。この

ことと関連し SCOTT90)と EDELMAN49)らがタマネ

ギ鱗茎から調製した SST，FFTおよび hydrolase活性

を含むー酵素標品がその FFT作用により 1・kestoseか

らシュークロースのグルコース C-6位へフラクトシノレ

転移して neokestoseを生成すると言う推定，および

SATYANARAYANA84)が Agavevera cruzから精製

した transfructosylase活性を示す酵素画分(画分 II，

hydrolase活性がなく三つの酵素活性を含む)がnystose

の“自己転移"を触媒して分子中に 1・kestoseと neo-

kestose構造を含む五糖を生じたという報告があるに過

ぎなし、。

これらのことから以上のように今回高度精製・単離す

ることができた酵素は特異な活性を有する新しいトラン

スフエラーゼであることがわかったので，この酵素の

系統名を1F(l-s司fructofuranosyl)msucrose: 1F (l-s-

fructofuranosyl)n sucrose 6G・fructosy1 transferase 

(m>O， n~O)， 常用名を 6G-fructosyltransferase (6G-

FT)とすることを提案したい。

4. 要約

アスパラガス根抽出液から硫安分画， リン酸カルシウ

ム・ゲル処理， 次いで、 octyl-Sepharose，DEAEーセノレ

ロース SephadexG-200および raffinose-coupled
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Sepharose 6 Bを用いる連続カラムクロマトグラフィー

により暫定的に 6G-fructosyltransferase(6G-FT) と

名付けた酵素を比活性で硫安全飽和画分に対して 760倍

に高度精製した。精製酵素はディスク電気泳-動的にlliー

で， s-fructofuranosidaseおよび他の fructosyltrans-

ferase活性を示さず，推定分子量 (SephadexG-200 

ゲノレ漉過法)約 69，000を有していた。

この酵素は 1-kestoseを基質として用いる反応で最適

pH約 5.5を示し， pH 5.0~6.0 で安定， 20~3TC 加熱

で安定， 600C加熱で失活， p-chloromercuribenzoate， 

Hg2+および Ag+により活性阻害を受ける等の性質を

示した。

また，このトランスフエラーゼは次のような基質特異

性を示した。

1) 1F (l-s-Fructofuranosyl)n sucrose系列オリゴ

糖のそれぞれの酵素触媒“自己転移"においてシューク

ロース部グルコース C-6(OH)位へのフラクトシノレ転移

を触媒し，基質より 1フラグト、ンル単位だけ重合度の高

い糖を生成した。この時結合フラクトシノレ基数が小さい

程反応、性は大であった。

2 x 1F (l-s-fructofuranosyl)n sucrose (n>O)~ 

1 F (1-s-fructofuranosy 1)n-6G-s-fructofuranosy 1-

sucrose + 1F (l-s-fructofuranosy l)nー1sucrose 

2) 1-Kestoseからのシュークロース，ある L、は1F(1-

s-fructofuranosyl)n sucrose系列オリコ糖 G-6位への

フラクトシル転移を触媒し，受容体糖より 1プラグトシ

ノレ単位だけ高い糖を生成した。

1・kestose十1F(l-s-fructofuranosyl)n sucrose 

(nミ0)戸三sucrose+ 1F (l-s-fructofuranosyl)n-

6G-s-fructofuranosyl sucrose 

3) Neokestoseの酵素触媒“自己転移"をも触媒

した。

2 x neokestoseー→1F，6G-di-s-fructofuranosyl-

sucrose +6G (1-s-fructofuranosyl)2 sucrose 

十sucrose

このような従来未報告の特異性をもっ新しい酵素が加

水分解酵素および他のトランスフエラーゼを含まぬ状態

にまで高度精製されたことから，このトランスフエラー

ゼに対して系統名1F(l-sイructofuranosyl)msucrose: 

1F(1・s-fructofuranosyl)nsucrose 6G-fructosyltrans司

ferase (m>O， n;;;;O)，常用名 6G-fructosyltransferase 

(6G-FT)の名称を与えることを提案した。

第6章 アスパラガス根の IF・Fructosyltransferase

の精製と性質

この章では 3種のアスパラガス・トランスフエラーゼ

のうち最後の一つ， 1F-fructosyltransferase (1F-FT)， 

の精製と性質について行った実験とその結果について述

べる97)。

1 材料と方法

材料: アスパラガスの根は 1977年 9月に北海道大学

農学部附属農場で採集した。これを凍結保存しておき使

用した。

放射性糖の [U_14C)シュークロースと [6，6'-3H)シュ

ークロースは theRadio Chemical Centre， Amer-

sham，から購入した。 [U-14)1・kestoseと[U_14C]nys-

toseはアスパラガスの fructosyItransferase標品を用

いて (U_14C]シュークロースから調製105) し， (3H) 1-

kestoseは同ーの方法により (6，6U H]シュークロース

から調製した。

無標識 1-kestose， nystose， neokestose， 6G (1ーか

fructofuranosyl)n sucrose (n =2および 3)と1F(1-，8-

fructofuranosyl)m-6G (1-，8-fructofuranosyl)n sucrose 

(叫=1，n=l;川 =1，n=2;川 =2，刀=1)はアスパラカ

ス根から得た。また1F(l-s-fructofuranosyl)n sucrose 

(n=3，4および 5)はキクイモの塊茎から調製した99，103-

。
)
 

5
 

A
U
 

1
 

糖と蛋白の定量 iiiI章と同様の方法で定量した。

ペーパーおよび薄層クロマトグラフィー (PCおよび

TLC): 前章と同様の方法によって行った。

活性炭ーセライトカラムクロマトグラフィー・前章

と同様の方法によって行った。

酵素活性の測定1F-Fructosyltransferase(1F-FT) 

の1単位は下述の条件下で 1時間に 1去estoseからもう

一方の 1・kestoseにフラクトシル基を転移して 1μ モノレ

の nystoseを生ずる酵素量として定義した。

McIlvaine緩衝液， pH 5.0， (20μt)中 0.4M (U_14C] 

1・kestose(0.045μCi)と酵素 (20μめからなる混液を

30
0
C 1時間インキュベートした。酵素反応を 0.1M昇禾

(10 (ls)の添加により止めた後，キャリア糖(フラクトー

ス，グルコース，シュークロースおよび nystoseの各々

100μg)を添加し， PC (溶媒 (I)) して単，二，三，凹

およびさらに高次のオリコ糖に分離した。分離した各糖

は水抽出し，減圧下で蒸発乾回した。得られた残澄は水

(1 ms)に溶かし， その一部 (0.5ms)について先に記し
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一緩衝液で予め平衡化させた DEAEーセルロースカラム

(4.8x 23 cm)を用いてグロマトグラフィーを行った。溶

出は 0.01M (3 C)， 0.02 M (1.5 C)および 0.07Mリン酸緩

衝液 (3C)で連続的に行L、0.07M緩衝液での溶出液を

濃縮後， 0.01 M リン酸緩衝液で一夜透析し透析内液を

得た[“DEAEセルロース， 1st"画分， 350 mC]。

4) Octyl-Sepharose・カラムクロマトグラフィー

上述の画分 (350mC)を図形硫安で 35%飽和にし一夜

放置し，生ずる沈澱を遠心分離で除いた後，上澄液を

octyl-Sepharose CL-4 B ・カラム (2.6x20cm)にか

け，各々硫安で 35，30，20，10および 0%飽和した 0.01M 

リン酸緩衝液 (500mCずつ)を用い連続的に溶出した。

1F-FT活性は硫安を含まない 0.01M緩衝液にのみ溶出

され， SSTと6G-FT活性はこのグロマトグラフィー操

作により完全に除くことができた。

lF-FT活性画分は濃縮 (Amicon，PM-30五lter)後，

0.01 M リン酸緩衝液， pH 6.5，に対し2日間透析して透

析内液を得た[“octyl-Sepharose"，画分， 57 mC]。

5) DEAEーセルロース・カラムク口マトグラフィー

(第 2回)

上述の画分 (57mC)を 20mCに濃縮し， DEAEーセル

ロース・カラム (2x19 cm)でクロマトグラフィーにかけ

た。溶出は 0.01M， 0.02 M リン酸緩衝液(各々 500mC)，

次いで 0.02~0β7 M (Iinear gradient) リン酸緩衝液

(500 mC)で行った (Fig.38)。活性問分 No.47~73 を合

せて濃縮 (Amicon，PM-10五lter)し， 0.01 M酢酸緩衝

液， pH 5ふに対して一夜透析した[“DEAEセルロー

ス， 2nd"画分， 30 mc]o 

。.刷。。
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Fig. 38. DEAE-cellulose Column Chromatogra-

phy， 2nd.， of Asparagus 1F-Fructosyl-
transferases (lF-FT). 

Elution was conducted with a linear gradient of 

0.02M→ 0.07 M phosphate buffer. Five司 mCfractions 

were col1ected. 

0.0 
100 10 

た方法と同様105)にして AlokaLiquid Scintillation 

Spectrometer， Model LSC 502とLSC651，によっ

て放射能を測定した。1F-FTの活性は nystoseの放射

能と回収された全放射能とから計算した。

ディスク電気泳動 ORNSTAIN-DAVISの方法36，74)

により， 7.5% polyacrylamideゲノレ (pH8.0)を用L、，

室温， 1. 5~2 mA/tubeで2時間行った。 ゲル上の蛋白

ノミンドは AmidoSchwarz 10 Bで染色した。

分子量の測定: 前章の方法と同様にして行った。

Ra伍nose-coupledSepharose 6 Bの調製:前章の

方法と同様の方法で，シュークロースの代りに ra伍nose

を epoxy-activatedSepharose 6 Bにカップリングさ

せることにより調製した。

(1) 酵素の精製

1) 硫安分画

予め水洗し細切したアスパラガス根 (200gずつ: 全

量 25kg)を 0.05Mの冷却したリン酸緩衝液， pH 6ム
(1 C)中でホモジナイズした。ホモジネートは布で櫨過

し，遠心分離 (10，000x g， 15分，この条件は以後の実験

にも用いた)した後，上澄液は図形硫安で全飽和とし

冷室内で一夜放置した。生じた沈澱は遠心分離によって

集めた。このようにして得られた沈波を 0.05Mリン酸

緩衝液， pH 6.5，に溶かし，次いで同一緩衝液に対し

5日間透析した。透析内液を遠心分離して上澄液を得た

[“(NH4lzS04， O~ 1飽和"画分， 6.42 C]o 

この画分は固形硫安で0.3飽和になるように処理し，

冷室内で一夜放置し，遠心分離の後，上澄に図形硫安を

加え O目8飽和とした。生ずる沈澱は O.01Mリン酸緩衝液

に溶かし，同一緩衝液で4日間透析し透析内液を遠心

分離して上澄液を得た[“(NH4)2S04 0目3~0.8 飽和"画

分， 2刀 C]o

2) りン酸カルシウム・ゲル処理

上述の因分 (2.77C)にリン酸カルシウム・ケ、ルを懸濁

させ(ケ‘ル 7g/蛋白 1g)，冷室に 30分放置した後，遠心

分離して上澄液を得た[“リン酸カルシウム・ゲノレ"画分，

3目09C]。殆んど全ての加水分解活性はこのゲル処理によ

り除くことができた。

3) DEAE-セルロース・カラムクロマトグラフィー

(第 1回)

上述の画分 (3.09E)は Amicon限外瀦過器 (Diafto

PM-30五lter)を用いて 500mCに濃縮し， 0.01 M リン

酸緩衝液， pH 6.5，に対して一夜透析後，透析内液は同

果

塩見:

結2目
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Fig. 39. Sephadex G-200 Column Chromatography， 1st.， of Asparagus 1F-FT. 

Elution was conducted with 0.01 M phosphate buffer containing 0.25 M NaCl. 
Fractions of 7.5 ms were collected. 

6) Raffinose-coupled Sepharose 6 B .カラム

クロマトグラフィー

上述の酵素画分 (30ms)をさらに濃縮 (Amicon，PM 

10五lter)し， 0.01 M酢酸緩衝液， pH 5.6，で平衡化し

たra伍nose-coupledSepharose 6 B ・カラム (1x lOcm) 

を用いクロマトグラフィーした。 上と同ーの緩衝液

(100 ms)を流した後， 0.01 M リン酸緩衝液， pH 6.0 

(100 ms)で1F-FTを溶出した[“Sepharose6 B"画分，

100 ms]。

7) Sephadex G-200・カラムクロマトグラフィー

“Sepharose 6 B" 画分 (100ms) は 3msに濃縮

(Amicon， PM-10五lter)し， 0.25M NaClを含む0.01M 

リン酸緩衝液， pH 6.5，で透析した後，透析内液を Se-

phadex G-200・カラム (2.64x 98 cm) クロマトグラフ

ィーにかけ同一緩衝液を用いて溶出し，画分 No.41~51 

を集めた (Fig.39) [“Sephadex G-2∞， 1st"画分， 92 

ms]。

この 1F-FT活性画分(92ms)は3msに濃縮(Amicon，

PM-lO filter)し上述と同様の方法により再クロマト

グラフィーして (Fig.40)，画分 No.43~59 を合せ，

0.05Mリン酸緩衝液， pH6ムに対して透析しその内

液を精製 1F-FT標品とした[“SephadexG-200， 2nd" 

画分，12ms]。

酵素の精製過程は Table25に示した。精製酵素は硫

{ 
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Fig. 40. Sephadex G-200 Column Chromatogra-

phy， 2nd.， of Asparagus 1F-FT. 

Elution was conducted with 0.01 M phosphate bu-
ffer containing 0.25 M NaCl. 
Fractions of 6.6 ms were collected. 

安全飽和沈澱画分に対し比活性で 298倍(約 185Ujmg 

蛋白)，に1.7%の活性収量で精製することができた。ま

た，この精製酵素はシュークロース， 1-kestose， neokes-

toseおよび1F(l-s・fructofuranosyl)n sucrose (n = 2， 

3， 4および5)を加水分解しなかったことからかfructo-

f uranosidaseを含まず，シュークロース分子間でのフ

ラクト、ンル基の“自己転移"を触媒しなかったことから

SSTを含まず，また neokestoseと1F， 6G-diーかfructo-
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Table 25. Puri五cationProcess of Asparagus 1LFT 

Step Activity Protein Volume Specific activity 

(U) (mg) (mfi) (U/mg protein) 

(NH4hS04， O~ 1 satn. 93188 149226 6420 0.62 

(NH4)2S04， 0.3~0.8 satn. 54760 60940 2770 0.90 

Calcium phosphate gel 38970 17216 3090 2.26 

DEAE-cellulose， 1st. 20507 2499 350 8.21 

Octy l-Sepharose 12998 182.40 57 71.3 

DEAE-cellulose， 2nd. 6735 68.19 30 98.8 

Sepharose 6 B 4145 28.03 100 147.9 

Sephadex G-200， 1st. 2789 17.09 92 163.2 

Sephadex G-200， 2nd 1590 8.60 12 184.9 

furanosyl sucroseを 1セestoseから合成しなかったこ

とから 6G-FTを爽雑していないことが確められ，この

ことは酵素が高度に精製されたことを示唆した。

(2) 醇素の一般的性質

1) ディスク電気泳動

精製!F-FT標品(蛋白として約80μg)について同一

2) 分子量

この酵素の分子量は SephadexG-200ゲル纏過によ

って markerproteinの分子量と比較することにより

約 64，000と推定された (Fig.42)。

@ 

条件下の 2本の polyacrylamideケ‘ルでそれぞれ電気泳 I A 

動を行った。ゲルの 1木は AmidoSchwarz 10 Bで染

色し (Fig.41)， もう 1本のゲルは 2mm厚のディスク

に細切し各々の切片を McIlvaine緩衝液， pH 5.0 (0.2 

mfi)でホモジナイズした。このホモジネートに 0.2M 1-

kestose (0.2 mfi)を混和し， 300Cで15時間インキュベ

ー卜した後，混液について TLCにより nystoseの生成

を調べた。ゲル上には唯一本のパンドのみが存在するこ

とからこの酵素標品は均一で、あることが証明され，また

このパンドのみに1F-FT活性が存在することも確めら

れた。

ート

Fig. 41- Disc Electrophoresis of Asparagus !F【
FT. 

Electrophoresis was performed on 7.5% polyacryl・

amid巴 gel，pH 8.0， for 2 hr at room temperature 

and at 2 mA/tube. The gel was stained with 1% 
Amido Schwarz 10 B in 7% acetic acid. 

2.5 
B 

ω〉
¥ω
〉
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109 mol.wt. 

Fig. 42. Estimation of Molecular Weight of As-

paragus !F-FT by Gel-filtration. 

Gel-五ltrationwas carried out by ascending method 

on a Sephadex G-200 col umn (2.64 X 98 cm) equili司

brated with 0.01 M phosphate bu妊er containing 

0.25 M r、~aCl， pH 6.5， by elution with the same bu-
ffer at a flow rate of 6 mfi/hr. 

Ve， elution volume; Vo， void volume. 
Marker proteins (Boehringer Mannheim GmbH); 

A， cytochrome c， mol. wt. 12，400; B， chymotrypsi-

nogen A， 25，000; C， hen-egg albumin， 45，000; D， 

bovine serum albumin， 67，000; E， aldolase， 147，000. 



294 北海道大学農学部邦文紀要第 13巻第3号

3) 至 適 pH

Fig.43に示すように，この酵素の至適 pHは 1-kes-

toseを基質とした時，約 5.0で可あった。
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Fig. 43. Effects of pH's on Activity of Asparagus 

1F-FT. 

Enzyme was used in an amount of 12 UjmlJ. 

4) pH一安定性

pH 4.0， 4.5， 5ム5.5，6.0あるいは 7.0の酵素溶液を

450Cで20分間プレインキュベートし， OOCに冷却し

pH 5.0に調整後，残存酵素活性を測定した。 Fig.44に
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Fig.44. E妊ectsof pH's on Stability of Asparagus 

1F-FT. 

Enzyme was used in an amount of 15.8 UjmlJ. 

Details of the Experiments are described in the 

text. 

示すように残存活性は次のようである:pH5.0と5.5で

は約 90%，pH 4.5と6.0では約 70%，pH 4.0では約

50%，そして pH7.0では約 10%であった。

5) 熱安定性

酵素溶液を 200，300， 400， 450， 500あるいは 600Cに10

分間加熱した後，その残存 F-FT活性を測定した (Fig.

45)。この酵素は 30~450C の加熱では安定であるが 600C

では失汚した。

100 

。~。)、
2
一
〉

nu 
p
b
 

vu国

ω〉
阿
国
一
由
巳

O 203O  405060  

Temperature (OC ) 

Fig. 45. Effects of Temperatures on Asparagus 

1F-FT 

Enzyme was used in an amount of 17.8 U;mlJ. 

Details of the experiments are described in the 

text. 

6) 阻害剤の効果

この酵素に対するいくつかの試薬の影響について調べ

た。酵素 (20μff)とMcIlvaine緩衝液， pH5.0，中 0.4M 

[U_14C]1・kestose(10μめからなる混液を水あるいは試

薬溶液 (10μ13)の存在下で 300Cで1時間インキュベー

ションした。反応は 0.1M昇禾 (10，l1ff)の添加によって

止めた後，混液について PC(溶媒(I)Jを行い単~五糖

および高次糖に分離しオリコ糖画分の各々についてそ

れらの放射能を測定した。酵素の残存活性は四糖画分中

の放射能から計算した。

Table 26に示すように，昇末(1.0X 10-4 M)，ρ-chlo-

romercuribenzoate (1.2 X 10-4 M)，硝酸銀 (1x 10 -3 M) 

および硫酸銅(1.0X 10-3 M)は各々約 95，88， 24および

13%阻害した。一方硫酸亜鉛および硫酸マンカン(各々

1.0x 10-3 M)は酵素活性を各々約 19および 26%促進

した。
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Table 26. 

Inhibitor 

HgCl2 

p・CMB

AgN03 

CUS04 

MgCl2 

LiS04 

BaCIz 
ZnS04 

MnS04 

Control 

E妊ectsof 1nhibitors on Asparagus 

!F-FT 

Concentration Relative activity 

1.0 X 10-4 M 5.3 

1.2 X 10-4 M 12.3 

1.0 X 10-3 M 75.9 

86.8 

101.2 

101.5 

103.0 

119.2 

125.9 

100.0 

Details of the experiments are described in 

the text. 

(3) 基質特異性

1) フラクトシルの“自己転移"

まず，精製!F-FTによる同一種の糖の闘のフラグト

シル転移，即ち“自己転移"をシュークロースおよび

6種のプラタト・オリゴ糖について生成物を TLC検索す

ることによって調べた。

実験は次のようにして行った。酵素 (10Ujmg， 20 pg) 

と McIlvaine緩衝液 (pH5.0，20μg)中の 0.1M 供試

糖の混液を 300Cで5時間インキュベーションした後，

それぞれの生成物を TLCにかけた (Fig.46)。

Fig.46に示されるように，この酵素はシュークロー

スと neokestoseの場合には“自己転移"を触媒せず，

何んの生成物も生じなかった。しかし 1-kestoseの場合

はジュークロースを遊離して四糖， nystoseの場合には

1-kestoseを遊離して五糖を生成し 4bおよび4c糖の

“自己転移"では neokestoseを遊離して五糖， 5 a糖は

四糖を遊離して六糖を生ずることがわかった。

i) 1.・Kestose分子闘の転移

次に 1-kestose分子聞の“自己転移"を [U-14C]1-

kestoseを用いて次の実験によりより詳しく調べた。

0.4 M [U_14C]1-kestose (0.045μCi，10μg)， McIlvaine 

緩衝液， pH 5.0， (10 pg)と酵素 (20Ujmg， 20 "g)から

なる混液を少量のトノレエンの存在下で、 300Cでインキュ

ベーションした。反応を 0.1M 昇宋 (10μg)を加えて止

めた後，反応液にキャリア糖としてシュークロース，

nystoseおよび!F(1-;3イructofuranosylhsucroseを

各々 100μg加え溶媒 (1)で PCを行い， 5重展開した。

s 

n 

k 

ny 

AS S K N Ny 4B 4C 5A 

Fig.46. “Self-transfer" of Fructosyl Residue be-

tween lndividual O¥igosaccharides by 

Asparagus 1F-FT. 

Incubation: see the text. 

Chromatography: Kiesel gel G (Typ 60) layer; 

triple development with solvent (IV); spray rea-

gent， anisidine phosphate. 
Authentic sugars (AS): s， sucrose; n， neokestose; 
k， 1-kestose; ny， nystose. 
Sugars tested: S， sucrose; K， 1-kestose; Ny nys司

tose; 4 B， 6G (1・3・fructofuranosyl)zsucrose; 4C， !F， 

6G-di-s-fructofuranosylsucrose; 5 A， !F (1-s-fructo-
furanosylh sucrose. 
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Reaction time(hrl 

Synthesis of Nystose from 1-Kesotse by 

Asparagus 1F-FT. 

Details of the experim巴ntsare described in the 

text. 

二，三，四，五糖および六糖以上の糖をそれぞれ抽出分

離し，減圧下で濃縮して残査を得た。これらを各々水

(1 mg)に溶かし，その 0.5mgをとり放射能を測定した。

Nystoseと推定される凹糖の生成量は四糖画分にとりこ

まれた放射能から算出した。

実験の結果は， Fig.47に示したように， 1-kestoseか
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らの四糖の生成は反応時間2時間までは反応時間に比例

して増加しそれ以後，その増加の程度は減少すること

を示した。またこの四糖の生成と同時にシュークロース

も放出されることもわかった。

次に，生成する四糖が nystoseであるか，あるいは他

の四糖異性体であるかを確めるために前の実験と全く同

様にして得た5および 10時間の反応液から分離した凹

糖画分について活性炭 セライト・カラムクロマトグラ

ブィーが析を行った。この時キャリア糖として nystose，

60 (l-s・fructofuranosylhsucroseおよび1F， 6G-di-か

fructofuranosyl sucrose各々 1mgを用いた。

実験の結果は，放射能が雨反応時間ともに nystoseの

みに存在し， 6G (1.・P・fructofuranosylhsucroseや 1F，

60-diーかfructofuranosylsucroseには存在しないこと

を示したので，このことは本酵素が 1-kestose分子聞の

“自己転移"において四糖として nystoseのみを生ずる

ことを確認させた。

ii) Nystose分子聞の転移

Nystoseからの五糖生成の経時変化を [U_14C]nys-

tose (0.03μCi，10μO)を用いて上述の方法と同様の方法

で実験し，五糖の生成量をこの糖に取込まれた放射能か

ら求めた (Fig.48)。

なお5および 10時間反応からの生成物から分離した

五糖画分は，活性炭ーセライトカラムクロマトグラフ

ィーにかけ，この時キャリア糖として四つの 1F(1ーか

fructofuranosyl)m・60(l-s-fructofuranosyl)n sucrose 

(m=O， n=3; m=l， n=2; m=2，河=1;m=3，河=0，

各々 1mg:Jを用いて分析した。

実験の結果は Fig.48に示してあるように， nystose 

分子聞での“自己転移"における 1・kestoseの遊離を伴

う五糖の生成は反応時間2時間までは直線的であること

{ 。
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Fig. 48. Synthesis of Pentasaccharide from Nys-

tose by Asparagus 1L FT. 

Details of the experiments are described in the 

text. 

がわかった。また活性炭ーセライトカラムクロマトグ

ラフィーの結果から合成された五糖は1F(l-s-fructo・

furanosylb sucroseであることが確められた。

以上の“自己転移"についての実験結果を総括して検

討してみると次のようである。

第 1に， 1・kestoseからは nystose，nystoseからは

1F (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose (5 a糖)， また 5a糖

からは1F(1-s-fructofuranosyl)4 sucroseと推定され

る六糖が生成したことから， 1F-FTは 1F(1・3・frucl:o-

furanosyl)n sucrose系列糖における s(2→ 1)結合末端

フラクト・ンル基へのフラグトシル基の“自己転移"を触

媒できる酵素と結論できる。

第 2に， 4 b糖 [6G(1-s-furctofuranosyl)2 sucrose] 

から生じた五糖は 5d糖 [lF-s-fructofuranosyl-6G(1ー

かfructofuranosylhsucrose]あるいは 5b糖 [6G(1ーか

fructofuranosyl)3 sucrose]と推定され， 4 c糖[1F， 6G-

di-s-fructofuranosyl sucrose]から生じた五糖は 5c

糖 [1F (1-ß-fructofuranosyl)2-6G司かfructof司~ranosyl

sucrose]あるいは 5d糖と推定される，従ってこの酵

素はまた 1F (l-s-fructofuranosyl)m・6G-(1ーかfructo-

furanosyDn sucrose系列糖(シュークロースそのもの

および neokestoseは除く)においてシュークロース部

のフラクトース基あるいはそれに s(2→ 1)結合した末端

フラクトシル基およびシュークロース部のク事ルコース基

C-6位に結合したプラクトース基あるいはそれに s(2→

1)結合した末端フラクト、ンル基へのフラクト、ンル基の

“自己転移"をも触媒できるものと考えられる。

2) 1・Kestoseからのシュークロースへの

フラクトシル転移

このフラクト、ンル転移の経時変化を [U_14C]シューク

ロースを用いて実験した。

酵素 (20Ujm&，20μ&)および McIlvaine緩衝液，

pH 5.0， (20μ&)中0.2M 1-kestoseと0.2M [U_14C]シ

ュークロース (0.1μCi)を含む混液を 200Cでインキュベ

ーションした。反応を 0.1M昇禾 (10μ&)の添加により

止めた後，混液を PC[溶媒 (1)]して，三，三および凶

糖以上の糖を分離した。分離した糖画分の各々について

放射能測定し，三糖画分に取込まれた放射能から [14C]

1-kestoseの生成量を算出した。なお生成した三糖が

1・kestoseのみであることは反応液の TLC分析により

予め確められた。

実験の結果 (Fig.49)から 1-kestoseからの [U_14C]

シュークロースへのフラクト、ンノレ転移による [14C]1-

kestoseの生成は反応時間5時間までは反応時間に比例
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Fig. 49. Fructosy1 Transfer from 1-Kestose 

to Sucrose by Asparagus 1F-FT. 

Details of the experiments are described in 

the text. 

して増加するが，それ以降は増加が小となることがわか

った。

3) 1・Kestoseからのフラク卜・オリコ.糖あるいは

イヌリンへのフラクトシ)1，.転移

先ず第 1の実験として [U_14C]1・kestoseを用いて

1-kestoseからの数種のフラグト・オリゴ糖およびイヌ

リンへのプラグトシノレ基の転移について比較した。

酵素 (20I1C)，McIlvaine緩衝液， pH 5.0， (20μff)中

0.2 M [U-14C] l-kestose (0.045μCi)，および受容体糖

の一つ (0.2M 1F (1-p-fructofuranosy1)n sucrose (n =2 

または 3)，0.2 M lF (1-p-fructofuranosy1)m-6G (1ーか

fructofuranosyl)n sucrose (川=0，百=1;111=0， n=2; 

川 =0，n=3; m=l， n=l;刀t=l，11=2;または m=2，

n=l)，あるいは 5%イヌリン〕とからなる混液を 300C

で3時間インキュベー卜した。(なおコントローノレ実験

1-kestoseの場合は 0.2M [U-14C]l-kestoseのみを用い

受容体として無標識 1・kestoseは用いなかった。)0.1 M 

昇末 (10μff)添加によって反応を止めた後，反応混液を

キャリア糖と共に 5重展開により PCし，単~六糖の各

々およびそれより高次の糖に相当するバンドを水抽出し

て蒸発乾回したところ残澄を与えた。各残溢を水 (lmC)

に溶かし放射能を測定して，受容体糖よりも 1フラクト

ース単位だけ高次の生成糖の放射能から転移フラクトー

ス量を算出した。 また 1-kestoseから 1-kestoseへの

フラグトシノレ基の“自己転移"の場合の転移量を1.00と

した時の各々の場合の比較値を算出した。

実験の結果 (Tab1e27)からわかるように， neokestose 

への転移量が最も大で 1・kestoseの“自己転移"の場合

と同じかあるいはいく分大であった。またその系列糖で

ある 4bおよび 5b糖では結合フラグトシル基数が多く

なるに従い転移は漸減した。 1F (l-s-fructofuranosy l)m-

6G (l-s・fructofuranosy1)nsucrose系列糖では 4c糖で

かなりの転移がみられ，この場合も 5cおよび 5d糖に

みるように結合フラクトシル基数が増すと転移の減少が

あった。 1F(1-s-fructofuranosy1)n sucroseの場合は

1-kestoseを例外として 4aおよび 5a糖にみるように

転移は極めて小であった。高重合度ポリマーのイヌリン

では転移が認められなかった。

これらのことから1F-FTは 1・kestoseからのフラク

トシル転移において 1F (1-p-fructofuranosy 1)m-6G (1・p-

fructofuranosy1)n sucrose (叫ミ0，n>O)系列のオリコ

糖，特に neokestoseを受容体としてよく利用するが，

lF (1-p-fructofuranosy1)n sucrose系列のオリゴ糖の

Table 27. Fructosy1 Transfer from 1・Kestoseto Severa1 Fructo-o1igosaccharides 

by Asparagus 1F-FT 

Acceptor 

(3 a) 1F.p-Fructofuranosy1sucrose (1・kestose)(control) 

(4 a) 1F (1-p-Fructofuranosy1)z sucrose (nystose) 

(5 a) 1F (1-p-Fructofuranosyl)3 sucrose 

(3 b) 6G-p-Fructofuranosy1sucrose (neokestose) 

(4 b) 6G (1-p-Fructofuranosy1)2 sucrose 

(5 b) 6G (1-p-Fructofuranosy1)3 sucrose 

(4 c) 1F， 6G-Di-p-fructofuranosylsucrose 

(5 c) 1F (1-p-Fructofuranosyl)2・6G-p-fructofuranosylsucrose

(5 d) 1F-p-Fructofuranosyl・60(l-s-fructofuranosyl12 sucrose 

lnulin 

Fructose transferred 

mo1es/mC reaction 
mlxture 

7.50 

1.05 

0.73 

8.00 

4.76 

3.49 

5.26 

3.78 

2.85 

Nil 

ratlO 

1.00 

0.14 

0.10 

1.07 

0.63 

0.47 

0.70 

0.50 

0.38 



298 北海道大学農学部邦文紀要第 13巻第3号

利用度はかなり劣っていることが示唆された。

第 2に，前の実験で効果的な受容体であった三糖の

neokestose (3 b糖)，四糖の 4b糖 [60(1-s-fructofura-

nosy 1)2 sucrose]あるいは 4c糖[P'， 60-di-s-fructo-

f uranosy!s ucrose]を用いて， 1-kestoseからのフラク

トシル転移がこれらの糖の二つの末端フラグト、ンノレ基の

うちどちらに多く起るかについてより詳しく調べた。

酵素 (20μO)，McIlvaine緩衝液， pH 5.0， (20μO)中

0.2 M [U_14C] 1-kestose (0.045μCi)および受容体糖

(neokestose， 4 bあるいは 4c糖)のうちの一つを含む

混液を 300Cで3時間インキュベー卜した。 0.1M 昇禾

(10μt)添加で酵素活性を止めた後，反応、液はキャリア

糖を加え PCした。単糖から五糖までの各糖とより高次

の糖を水で抽出し，各々を減圧下で乾回した。得られた

残澄は 2mOの水に溶かしその一部 (0.5ms)を放射能

測定した。また分離した凶糖または五糖画分 (1mO)は，

キャリア糖 (4a，4 bおよび4c糖，あるいは 5a，5 b， 5 c 

および 5d糖，各々 1mg)を加え活性炭ーセライトカラ

ム(1.5x54cm)を用いてクロマトグラフィーし，単離

した糖， 1iIJち四糖画分からの 4a，4 bおよび 4c糖，五

糖i泊分からの 5a，5 b， 5 cおよび 5d糖についてそれぞ

れ放射能の測定を行った。生成糖量はそれらの放射能か

ら算出した。

実験の結果は Table28に示しである。

i) 先ず受容体として三糖 neokestoseを用いた場合

についてみると 1-kestoseからの neokestoseへのフ

ラクトシル基転移によって二つの凹糖 4b糖および 4c

糖が生成量比1.0:1.2で生ずることがわかった。このこ

とは neokestoseのシュークロース部のフラクトース残

基 C-1(OH)位へのフラグト・ンル転移の方がシュークロ

ース部のクールコース C-6位結合のフラグトース残基の

C← 1 (OH)位への転移よりも幾分起り易い(約 20%)傾

向があることを示している。

またこの転移反応で nystose(4 a糖)が微量にしか生

成しなかったことは，この場合 1-kestoseからの neo-

kestoseへのフラグトシル転移の方が 1・kestose分子問

の“自己転移"よりも圧倒的に多く起きることを示して

いる。

ii) 受容体として凶糖の 4b糖を用いた場合をみると

(Tab!e 28)， 5 b糖 [60(1・，8-fructofuranosyl)3sucrose] 

と5d糖 [1~--ß-fructofuranosy 1・60(1・s-fructofurano-

SY!)2 sucrose]が生成比1.0:2.6で生成し， また微量の

5a糖も生ずることがわかった。 5d糖が 5b糖の約 2.6

倍生ずることは 4b糖のシュークロース部のフラグトシ

ノレ残基 C-1(OH)位の方がもう一方の末端フラクトシノレ

残基よりも受容基としての作用を受け易いことを示して

いる。

iii) 4 c糖を受容体とした場合は (Table28)， 5 d糖

Table 28. Fructosyl Transfer from 1-Kestose to Neokestose or Its 

Re!ated Isomers by Asparagus 1F-FT 

Details of the experiments are given in the text. 

Remarks: 4 a， nystose 

4 b， 60 (1-sイructofuranosyl)2sucrose 

4 c， 1F， 60-di-13・fructofuranosyls ucrose 

5 a， 1F (1-s-fructofuranosylh sucrose 
5 b， 60 (1-s-fructofuranosyl)3 sucrose 

5 c， 1F (1-s-fructofuranosyl)2-60-，8-fructofuranosylsucrose 

5 d， 1F-s-fructofuranosyl-60 (1-，8-fructofuranosyl)2 sucrose 

Donor Acceptor Saccharide pt H roduced 
(μmoles/mlJ reaction mixture) 

4 a 4b 4 c 

[I4C] 1・Kestose(control) 9.80 Nil Nil 

Neokestose 0.31 4.78 5.08 

5 a 5b 5 c 

[14C] 1-Kestose (control) 1.14 Nil Nil 

4b 0.31 1.87 Nil 

4 c 0.38 Nil 2.35 

5d 

Nil 

4.84 

4.67 



塩見: アスパラガス恨の Fructosyl transferasesに関する研究 299 

が 5c糖[lF(1-s・fructofuranosy1)2-6G-s-fructofura- nys tose相互間のフラグトシル基の“自己転移"の 6.0

nosyl sucrose]よりも 2倍多く生成することがわかっ 倍， 8時間反応で 5.5倍であった。

た。この場合は 4c糖のシュークロース部グルコース残 以上の結果から，この条件下の1F(1-s-fructofurano-

基 C-6位に結合したプラグト・ンノレ基への転移がもう sy1)3sucroseの生成反応では 1-kestoseからの nystose

つの末端フラグトシル基のそれよりも生じ易いことを示 へのフラグトシル転移の方が nystoseの“自己転移"ょ

している。 りも優先することが明らかとなった。

第 3の実験として， 1F← FTが 1-kestoseからの nys-

toseへのフラクトシル転移と nystose分子相互間の

“自己転移"によるフラグトシル転移のどちらを優先的

に触媒するかを知るため(3H]1-kestoseと [U-14C]

nystose両者の存在する反応淡をインキュベーショート

し生成する放射性五糖を調べる実験を行った。

酵素 (5U/ms， 20 f1s)， McIlvaine緩衝液， pH 5.0， 

(20 f1s)中 0.2M (3H] 1-kestoseと0.2あるいは 0.4M 

[U_14C] nystose (0.03μCi)，とからなる混液を 300Cで

インキュベートし 0.1M昇末 (10μs)を添加して反応

を止めた後， 反応液をキャリア糖と共に PC[溶媒 (I)J

した。単糖~五糖の各糖とそれ以上の重合度糖に相当す

るゾーンを水抽出し，各々をi威圧下で蒸発乾因して残溢

を得た。各残査を水 (1ms)に溶解;し， A10ka Liquid 

Scintillation Spectrometer， Model LSC 651を用い

放射能を測定した。五糖[1F(l-p-fructofuranosylk 

sucrose]の生成量は次の方法によ吹算出した。

1-Kestoseから nystoseへのフラグトシル転移によ

り生ずる [3H，14C]-5 a糖はその Ĥァ放射能を測定する

ことにより算出し， nystoseの“自己転移"により生成

する [U-14C]-5a糖はその l!C 放射能から計算した糖

量から先に算出した(3H，14C]-5 a糖量を差ヲ!'、て求

めた。

実験の結果 (Table29)からわかるように， 1・kestose

から nystoseへのフラクトシル転移は 4時間反応で

3. 考察

酵素の精製過程において， p-fructofuranosidaseは

リン酸カノレシウム・ゲル処理により， また SSTおよび

6G-FT活性は octyl-SepharoseCL-4 B ・カラムクロ

マトグラフィーにより完全に除くことができ，こうして

電気泳動的に均一な 1F-FTを得ることができた。 この

精製 P-FTを先に精製した 6G-FTとともにディスク

電気泳動にかけてみると (Fig.50)，両者は明らかに異な

る酵素蛋白であることが確められた。しかし写真に示し

てないが1F-FTは SSTとはほぼ同ーの移動距離を示

し今回の条件下の電気泳動のみでは両者が異種蛋白で

あるとの証明は得られなかった。しかし次に示すような

1F-FTの基質特異性は SSTおよび 6G-FTのそれとは

全く異なるものであった。

(1) 1F-FTは1F(1-p-fructofuranosy1)n sucrose系

列のオリゴ糖それぞれにおける次の酵素触媒“自己転

移"反応を触媒した。

1-Kestoseの場合はシュークロースを放出して四糖

nystose のみを生じ lF，6G寸iーかfructofuranosyl-

sucroseや 6G(1-p-fructofuran田 yl)2sucroseを生じ

なかったυNystoseの場合は 1-kestoseを放出して五

糖1F(1ーかfructofuranosy1)3sucroseのみを生じ， lF. 

(1-s-f ructof uranosy 1)2-6G -s-f ruc tof uranosy 1 s ucrose 

を生じなかった。また1F(l-s・fructofuranosylhsucr-

Table 29. Fructosyl Transfer from 1-Kestose to Nystose and between 

Tw口 NystoseMo1ecu1es by Asparagus 1F-FT 

Reaction mixture 

(A)t!日早]語訳立fa+

(B)O 1Ml3H]LKestosEa十
0.2 M [14C] Nystose" 

Pentasaccharide (μmoles/ms of reaction mixture) 
synthesized by 

self-transfer between nystose transfer from 1・kestoseto 
molecules nystose 

Reaction time， hr Reaction time， hr 
4 8 4 8 

0.24 0.54 1.44 2.97 

0.48 0.85 1.27 3.05 

a Concentration in the reaction mixture. 

Detai1s of the experiments are described in the text. 
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(工工〉 ω 

(ill) 

Fig. 50. Disc Electrophoresis of 1F-and 6G-FT 

Obtained from Asparagus Roots. 

After the enzyme proteins were electrophoretically 

run on 7.5% polyacrylamide gel， pH 8.0， at 1.5 mAj 

tube for 2 hr， respectively， the gel was stained 

with 1% Amido Schwarz 10 B in 7% acetic acid. 

(1) 1F-FT， (II) 1F-FT+6GFT and (III) 6G-FT. 

oseの場合 nystoseはと推定される四糖を放出して1F-

(1-13・fructofuranosyl)4sucroseと推定される六糖を生

じた。

これらのことはこの酵素が供与体の，5(2→ 1)結合末端

フラグトシル基が受容体糖の末端フラクトシノレ基 C-1

(OH)位に転移し 1フラグトース単位だけ高い重合度糖

を生ずることを示している。しかし

一クロ一スの場合には起きなかつfた4。このことから上記

糖における nは刀>1でなければならない。

(2) この酵素は伊 (1-(3-fructofuranosyl)zsucrose， 

あるいは 1F，6札 di-，3イructofuranosylsucroseに作用

していずれも neokestoseを遊離して五糖を生じた。こ

のことはこの酵素が1F(1・，3-fructofuranosyl)m-6G (1ーか

fructofuranosyl)n sucrose系列のオリゴ糖の“自己転

移"をも触媒できることを示唆しているようである。し

かし例外として neokestose(6G・p-fructofuranosy1-

sucrose)の場合は“自己転移"が起らず何らの生成物も

生じなかった。従ってこの酵素はグルコース C-6位に

結合したフラグトシル基を脱離して他に転移する能力は

ないものと考えられる。このことは， 1F， 6G-di-s-fructo・

furanosyl sucroseあるL、は 6G(1-sイructofuranosy1)2・

sucroseの“自己転移"において，グルコース C-6位

結合フラグトシル基の脱離していない構造の糖である

neoksetoseがそのまま遊離されたことからも支持さ

れる。

(3) この酵素はまた 1・kestoseからのシュークロー

ス， 1F (1-sイructofuranosyl)nsucroseおよび1F(1-5-

fructofuranosy 1)皿-6G(1・，3-fructofuranosyl)n sucrose 

系列のオリゴ糖へのフラグトシル転移を触媒した。

このフラクトシル転移においては，一般に neokestose

(6G-，3-fructofuranosyl sucrose)を初めとする後者の系

列のオリゴ糖の方が 1-kestose(1F-，5-fructofuranosyl-

sucrose)を初めとする前者の系列の糖よりも転移が起

きやすく，また両系列糖における結合フラクトシノレ基数

が小である程起きやすい傾向を示し，高重合度イヌリン

では転移が起きなかった。さらに末端フラタトースを

2個有している 1F (1-(3-fructofuranosy l)m・6G(1-s-fruc司

tofuranosyl)n sucrose系列のオリゴ糖を受容体とした

時， 1-kestoseからのフラグトシル転移は短鎖の末端フ

ラクトース基の方により生じやすいことがわかった。

このアスパラガス酵素のように s(2→ 1)結合の末端

フラグトシル基を受容体糖の末端フラグトシル基 C-1

(OH)基に転移することを主作用とする類似酵素， (3(2→ 

1') fructan: s (2→1') fructan 1・fructosyltransferase 

(FFT)，の報告がいくつかある。

EDELMAN等は彼等の一連の研究44-47，91)により，キ

クイモ塊茎の FFTが次のプラグトシル転移反応におい

て“自己転移"の場合 (m=n，m=3~9) 

1F(1・3・fructofuranosy1)皿 sucrose+ 1F (1-13司

fructofuranosyl)n sucrose (川 =1~ca. 35， n=O~ 

ca.35)ー→1F(1-s-fructofuranosyl)皿ー1sucrose+ 

1F(1・s-fructofuranosyl)n+1sucrose 

には重合度 16までの糖を生じ，異なる糖分子聞の転移

の場合 (mキll，ln=l，.......，約 35，n=O~約 35) には少くと

も重合度約 35までの糖を生ずることを明らかにしてい

る。しかし彼等の用いた FFTは DEAE-セルロース・

カラムクロマトグラフィーにより部分精製したフラクタ

ンおよび hydrolaseを含まぬ“bufferedtansferase" 

と称するものであった。また，タマネギ FFTについて

の SCOTT90)の研究で、は，この酵素がフラクトシル転移

の受容体として重合度20以上のポリマーを利用できな

いこと， さらに，キクイモ FFTのの場合とは異なり，

1-kestoseを neokestoseに変換する作用をもつらしし、

ことが報せ'られている。しかしこの FFTも卜分に精製

されたものではない。

最近 SATYANARA Y ANA83-85)はリュウゼツランの

1種 .4.ga'Vezoera cruzの茎から DEAEーセノレロース・

カラムクロマトグラフィーによって得た炭水化物を含ま

ず，加水分解活性のない transfructosylase画分を用い

て一連の研究を行っているが，酵素の純度には問題があ

るようである。

このように従来の研究成果はいずれも高度精製された
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酵素で得られたものではなく， また今回のアスパラガ

ス酵素が 1F (1-s-fructofuanosylJm-6G (l-s-furctofura-

nosy l)n sucroseにも作用し，高次重合度糖には作用し

ないなどの点でキクイモ FFTとはかなりに性質が異な

っている。それ故，著者はこのアスパラカ長ス酵素に1F-

fructosyltransferase (1F-FT)の名称を与えることに

する。

4. 要 約

アスパラガス根抽出液から硫安分画， リン酸カルシウ

ム・ゲル処理，次いで、 DEAE-セノレロース， octyl-Sephar-

ose， DEAEセノレロース， raffinose-coupled Sepharose 

6Bおよび SephadexG-200を用いる連続カラムクロマ

トグラフィーにより暫定的に 1F -fructosyltransferase 

(1F-FT)と名付けた酵素を比活性で硫安全飽和画分に対

して 298倍に高度精製した。テ酔ィスク電気泳動的に均ー

であるこの精製酵素は推定分子量 (SephadexG-200・

ゲ、ル鴻過法)約 64，000をもち， s-fructofuranosidase， 

SSTおよび 6G-FTを含まず， 1-kestoseを基質とした

時の反応至適 pHは約 5.0，450C， 20分間加熱に対し pH

5.0~5.5 で安定， 30~450C， 10分間加熱で安定， 600C 

加熱で失活， p-chloromercuribenzoate， Hg2+， Ag + 

および Cu2+により活性阻害される等の性質を持って

し、ko

またこの酵素は次のような基質特異性を示した。

(1) 1F(1-s・Fructofuranosyl)n sucrose系列のオリ

ゴ糖のそれぞれにおける酵素触媒“自己転移"反応にお

いて，この酵素は供与体糖の s(2→ 1)結合の末端フラク

トシル基が脱離し受容体糖の末端フラクトシル基 C-1

(OH)位に転移し， 1フラグトース単位だけ高い重合度

の同一系列の糖を生じた。しかしシュークロースの場合

はこの転移が起きなかった。

(2) 1F(l-s-Fructofuranosyl)m咽6G(1-s-f ructof urano-

syl)n sucrose系列のオリゴ糖での“自己転移"におい

ても，この酵素は同様にフラグトシル転移を触媒し 1フ

ラクトース単位だけ高い重合度の同系列糖を生じた。し

かし neokestoseの場合は転移が起きなかった，従って

この酵素はグルコース部 C-6位に直接結合したフラグ

トシル基を脱離して転移することはしないようである。

(3) また，この酵素は 1-kestoseからのシュークロー

スを含む 1F(1-s-fructofuranosyl)n sucrose系列オリ

ゴ糖および1F(1-s-fructofuranosyl)m-6G (l-s-fructo・

furanosyァl)nsucrose系列オリゴ糖へのフラグトシノレ転

移を触媒した。受容体としての反応性は一般には後者の

糖の方が前者よりも良く，結合フラクトシル基数が少な

い糖程良く，フラクトース鎖が2本ある糖では転移が短

鎖、の末端基の方により良く起きる傾向にあった。高重合

度糖イヌリンは受容体とはならなかった。

6G-Fructosyltransferase (6G-FT)との名称上のアナ

ロシーからこの酵素に対して 1F -fructosy 1 transferase 

(1F-FT)と吹ぶことにしたο

第 7章総合考察

アスパラガス根から単離・同定した 9種の三~五糖は

いずれも in1Jitroの酵素合成に主って合成可能である

ことを証明したが，ここではこれらのフラグト・オリゴ

糖合成への単離した 3種の fructosyltransferasesの関

与について考察する (Fig.51および Fig.52参照)。

1) !F (1官-Fructof uranosy l)n sucrose系列糖

(3 a， 4 a， 5 a糖)

これらはシュークロースのフラグトース部にフラクト

ースが点 (2→ 1)結合で直鎖状に次々に結合した構造をも

ち l-kestose(n = 1， 3 a糖)の誘導体糖と考えることが

できるもので，キクイモ塊茎の場合には n=約 35位ま

での重合度糠が存在し主要貯蔵炭水化物を構成してい

る。その中三糖 1-kestoseはキクイモ炭水化物の代謝で

重要な位置を占めるもので，こJ川工シュークロースから

SSTの作用によって生じ， l-kestoseは次いで FFTの

作用によりフラクトシル転移を受けて四糖(nystose11 = 

2，4 a糖)を初めとする種々の重合度のフラクト・オリゴ

マーさらにはイヌリン様ポリマーへと順次合成されて行

くといわれている49)。

アスパラガス根の場合も同様の方法で合成が行われる

ことを今回証明した。即ち 1-kestoseは2分子のシュー

クロースの SST触媒“自己転移"により 1分子のグ、ル

コースを放出して生成され， nystoseは2分子の 1・kes-

toseの1F-FT触媒“自己転移"により 1分子のシュー

グロースを遊離して合成され， 1F (1-s-fructofuranosylJ3司

sucrose (5 a糖)は2分子の nystoseの同様な1F-FT

作用により 1-kestose分子を放出して合成される。

しかしまた本実験によれば 1-kestoseは別の 1・kes-

tose分子からのシュークロースへのフラクトシル転移

により， また1F(1・3イructofuranosyl)3sucrose は 1-

ke3toseからの nystoseへのフラ夕、ノル転移によって

も生ずる。これらの反応には1F-FTが関与する。

2) 6G-Fructofuranosyl sucrose (neokestose， 

3b糖)

この糖はシュークロースのグルコース部に s(2→ 6G)
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結合でフラクトースが 1個結合したもので，ヒガンパナ

科，ユリ科，イネ科などの植物のいくつかに存在するも

のである (Table1参照)。これは今回高度精製し新しい

酵素として提示した 6G-FTの触媒により 1・kestoseか

らのシュークロースのグルコース C-6(OH)位へのフラ

クト、ンル転移によって生成する。この時 1・kestoseから

はシュークロースが遊離する。 Neokestoseはアスパラ

ガス炭水化物の代謝において 1-kestoseと同様に重要な

位置を占める糖である。

3) 6G(1-s・Fructofuranosyl)nsucrose系列糖

(4b糖， 5b糖)

これらの糖は neokestoseの誘導体糖と考えることが

できるもので， 1F-FTの作用で生ずる。 即ち， 6G(1ーか

fructofuranosyl)2 sucrose (4 b糖)は 1・kestoseからの

neokestoseのグルコース部 C-6位結合フラクトースへ

のフラグトシル転移(同時にシュークロースを遊離)に

より，また 6G(l-s-fructofuranosylh sucrose (5 b糖)

は同様 1・kestoseからの 4b糖のグノレコース部結合のフ

ラクトース鎖末端へのフラクトシル転移(同時にシュー

クロース放出)により生ずる。

4b糖はまた 6eLFT触媒の neokestose2分子聞の

“自己転移"によってもシュークロースを放出して生成

される。

4) }F (l-s・Fructofuranωylln-6G・β-fructo-

furanosyl sucro配系列糖 (4c糖， 5c糖)

これらの糖も同じく neokestoseの誘導体と考えられ，

neokestoseのシュークロース部フラグトース側に s(2

→ 1)結合フラクトースが何個か結合して鎖をつくって

いる構造の糖である。これらの糖の合成には主反応とし

て1F-FTが関与し 1-kestoseからのフラグトシル転移

により生成する。即ち1F， 6G-di-s-fructofuranosy 1-

sucrose (4 c糖)は 1・kestoseからの neokestoseのシ

ュークロース部フラクトースへの転移(同時にシューク

ロースを放出)により， 1F (1-s-fructofuranosyl)2-6Gーか

fructofuranosyl sucrose (5 c糖)は同様な 1・kestose

からの 4c糖への転移により生ずる。

また副反応として 6G-FTが関与する反応もあり 4c

糖は 1-kestoseあるいは neokestoseそれぞれの 2分子

聞の“自己転移"により， 5 c糖は nystoseあるいは

4c糖2分子聞のそれにより生成する。

5) }F(1-β-Fructofuranosyl)m・6G(1-β-fructo・

furanosyl)n sucrose系列糖 (5d糖)

同様に neokestose誘導体糖ではあるが， neokestose 

のグルコース部およびフラグトース部両者に s(2→ 1)結

合フラクトシル鎖が伸長している構造の糖である。そ

の合成は1F-FT関与反応が主反応と考えられ，1F-s-

fructofuranosyl司6G(1・p-fructofuranosylh sucrose (5 d 

糖)は 1-kestoseからの 4b糖シュークロース部フラク

トースへのフラクト、ンル転移(同時にシュークロースを

遊離)あるいは 4c糖シュークロース部グルコースに結

合したフラグトースへの転移(シュークロースを放出)

により生ずる。

また，実験をしなかったので、あくまで推定ではある

が， 1F-FT関与の 4b糖2分子間あるいは 4c糖2分子

聞の neokestose遊離の“自己転移ヘ さらにあるいは

6G-FT関与の 4c糖2分子の 1-kestose遊離の“自己

転移"による合成も考えることが出来る。

以上考察したことはシュークロースから五糖までのフ

ラグト・オリゴ糖の合成に関するものであるが，六糖か

ら重合度約 10の“asparagosin"に至るまで多くのフラ

クトース重合体の invivoでの合成も恐らくはこれら

三つの酵素の関与の下に進行するものであろうo

総 括 的 要 約

今までに炭水化物およびその生合成についてほとんど

研究の行われなかったアスパラガス (.1ψω-agllSoffici-

nalis L.)の根についてフラクトオリコ糖の単離・同

定を行うとともに，それらの生合成に関与する 3種の

fructosyltransferasesを高度精製して，各々の基質特

異性を詳しく調べた。これによりキクイモ (Helianthlls

tuberosus L.)塊茎とは異なる糖組成をもっアスパラガ

ス根のフラグトオリコ糖の生合成機構を明らかにし

得た。

(1) アスパラカス根中の全糖および各重合度のフラグ

ト・オリゴ糖含量の季節的変動を 4月から 10月にかけて

追跡した。

アスパラカス根はキクイモ塊茎に比し一般に高いオリ

ゴ糖含量の糖組成をもつものであった。

根中の貯蔵糖(全糖，および単糖以外の各重合度糖)

の含量は 5月(若茎形成期)に急減し， 7~8 月(茎葉形

成期)にかけてさらに漸減を続け 8月上旬に最低含量

となり， 9~10 月(茎葉繁茂期)には漸減して高い重合度

の糖の貯蔵期に入る。一方，単糖は 5月に急減して後

8月上旬の最高含量まで漸増しその後は漸減する。従

ってアスパラガス根て、は高分子糖の分解から貯蔵への生

理的変換が 7~8 月を境にして急激に起るものと推測さ

れる。

(2) アスパラガス根のエタノール抽出物から活性炭一
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セライト・カラムクロマトグラフィーおよび調製ベーパ

ークロマトグラフィーにより 9種のフラグト・オリゴ糖

を単離し， FD-mass，構成糖，メチル化誘導体のヵースク

ロマトグラフィー分析および酸およびかfructofurano・

sidaseによる加水分解生成物の分析によってこれらの

糖の構造を次のように同定・確認した， しかし 60ーか

fructofuranosyl sucrose (6-kestose)およびその系列

糖は精査にも拘らず見出すことはできなかった。

1F-s-Fructofuranosyl sucrose (l-kestose) 

1F(1同点-Fructofuranosyl)zsucrose (nystose) 

1F (l-s-Fructofuranosylh sucrose 

60-s-Fructofuranosylsucrose (neokestose) 

60 (1-s-Fructofuranosyl)2 sucrose 

60 (1ーかFructofuranosy1)3 sucrose 

1F， 60-Di-s-fructofuranosyl sucrose 

1F(1・3司Fructofuranosyl)z-60-s-fructofuranosyl-

sucrose* 

1F-s-Fructofuranosyl-60 (1・s-fructof uranosy 1 )2-

sucrose* 

*) 文献未記載の新糖

(3) アスパラガス根から硫安分画沈澱により調製した

一酵素襟品によるシュークロースからのフラクトオリ

コ糖の t1lvltro合成を調べ，合成物中から単離・同定で

きた9種の糖の全ては前の実験で天然、にアスパラガス根

に存在することが確かめられた糖と同一であった。これ

らの中 1F，60-di-s-fructofuranosyl sucrose， 60 (l-s-

fructofuranosyl)2 sucroseおよび 1F-s-fructofurano・

syl-60 (l-s・fructofuranosyl)zsucroseの3種は初めて

酵素合成によって得られたものである。

また，この酵素標品には 3種のトランスフエラーゼ，

sucrose sucrose 1・fructosyltransferase(SST)およ

び、著者が暫定的に 60-fructosyltransferase(60-FT)お

よび 1F-fructosyltransferase(1F-FT)と名付けた酵素，

の活性が確められ，さらにシュークロース， 1-kestose 

あるいは nystoseを用いるフラクト・オリゴ糖の酵素合

成実験からこれらの酵素がオリゴ糖のがりitro合成に

関与しているらしいことが示唆された。

(4) Sucrose: sucrose 1-fructosyltransferase (SST) 

をアスパラガス根抽出液から硫安分画， DEAEーセルロ

ース， CMセルロース， Sephadex G-200および su-

crose-coupled Sepharose 6 B ・カラムクロマトグラフ

ィーを行うことにより比活性で硫安 0.3~0.8 飽和画分に

対し 811倍に高度精製した。この精製酵素はディスク電

気泳動的に均ーであり， s-fructof uranosidaseや他の

f r uctosy 1 trans ferase 活性を含まず，推定分子量 (Se~

phadex G-200ゲル濡過法)は約 65，000で，また至適

pH約 5.0，Km値(シュークロース)0.11 M， 300C (pH 

4.0~8.0) 加熱で安定， 450C (pH 5.0~5.5) 加熱で不安

定，およびp・chloromercuribenzoate，Hg2+， Mn2+お

よび Ag+により活性阻害されるなどの性質を示した。

この酵素の触媒する主反応は，次のようなものであ

った。

1) シュークロース分子聞のフラクトシル転移“自己

転移"を高度に且特異的に触媒して 1・kestoseとグルコ

ースを可逆的に生じたが， 1-kestose， nystose，あるい

は neokestoseそれぞれの分子関での“自己転移"は極

めて小であった。

sucrose十sucroseτ=三1・kestose+ glucose 

2) Neokestoseおよびその同族オリゴ糠 60(1・s-

fructofuranosyl)n sucroseのシュークロース部フラク

トースへのシュークロースからのフラクトシル転移を触

媒した。 この特異性はアスパラガス SSTに特徴的なも

のでキクイモ SSTで・は報告されていない性質で、あった。

60 (1・s-fructofuranosyl)n sucrose + sucrose-→ 

1 F -s-fructofuranosyl・60(l-s・fructofuranosyl)n-

sucrose十glucose

3) 1F (l-s-Fructofuranosyl)n sucroseおよび 1F(1-

s-fructofuranosy 1)血・60(1-s-fructofuranosyl)nsucrose 

系列オリゴ糖 (mキ0)へのフラクト・ンル転移は触媒しな

かった。

以上により，アスパラガス SSTはキクイモ SSTに

類似はするが，全くは同一でないことがわかった。

(5) 暫定的に 60-fructosyltransferase(60-FT)と名

付けた酵素をアスパラガス根抽出液から硫安分画， リン

酸カルシウム・ゲル処理，次いで octyl-Sepharose， 

DEAEーセルロース， Sephadex G-200および ra伍nose-

coupled Sepharose 6 Bを用いる連続カラムクロマト

グラフィーにより比活性で硫安全飽和画分に対して 760

倍に高度精製した。精製酵素はディスグ電気泳動的に

単一で，かfructofuranosidaseおよび他の fructosyl・

transferase活性を示さず，推定分子量 (SephadexG-

200ゲル減過法)約 69，000を有し， 1・kestoseを基質と

して用いる反応で最適 pH約 5.5を示し， pH5.0~6.0 で

安定， 20~370C 加熱で安定， 600C加熱で失活， ρ-chlo・

romercuribenzoate， Hg2+，および Ag+により活性阻

害を受ける等の性質を示した。

また，このトランスプエラーゼは次のような基質特異
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性を示した」

1) 1F (l-s・Fructofuranosyl)nsucrose系列オリゴ

糖のそれぞれの酵素触媒“自己転移"においてシューク

ロース部グルコース C-6(OH)位へのフラクト‘ンル転移

を触媒し，基質より 1フラクトシノレ単位だけ重合度の高

い糖を生成しt.:.o この時結合フラクトシル基数が小さい

程反応性は大であった。

2x1F(1-s占 uctofuranosyl)nsucrose (n>O) 

つ三1F (1-s-fructofuranosyl)n-6G-s-fructo-

furanosy 1 sucrose + 1 F (1-s-fructofuranosy l)n-1・

sucrose 

2) 1-Kestoseからのシュークロース，あるいは 1F-

(1ーかfructofuranosyl)nsucrose系列オリゴ糖 G-6位

へのアラFグトシル転移を触媒し，受容体糖より 1フラグ

トシル単位だけ高い糖を生成した。
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3) Neokestoseの酵素触媒“自己転移"をも触媒

した。

2 x neokestoseー→1F， 60 -di-s-fructofuranosy 1-

sucrose+6G (l-s-fructofuranosyl)z sucrose 

+sucrose 

このトランスフヱラーゼは文献未記載の酵素であるこ

とから，これに対し系統名1F(l-s-fructofuranosyl)m-

sucrose: 1F (l-s-fructofuranosyl)n sucrose 60、fructo・

syltransferase (川 >0，川 ~O)，常用名 6G-fructosyl

transferase (6G-FT)の名称を与えることを提案する。

(6) 暫定的に1F-fructosyltransferase (1F-FT)と名

付けた酵素をアスパラカス根抽出液から硫安分画， リン

酸カルシウム・ケ、ル処理，次いで DEAEーセルロース，

octyFSepharose， DEAEーセルロース ra伍nose-cou-

pled Sepharose 6 Bおよび SephadexG-200を用い

る連続カラムクロマトグラフィーにより比活性で、硫安全

飽和画分に対して 298倍に高度精製した。ディスク電

気泳動的に均一であるこの精製酵素は推定分子量 (Se-

phadex G-200ゲル鴻過法)約 64，000をもち，かfructo町

furanosidase， SSTおよび 6G-FTを含まず， 1-kestose 

を基質とした時の反応至適 pHは約5札 45
0
C，20分間

加熱に対し pH5.0~5.5 で安定， 30~450C， 10分間加熱

で安定， 600C加熱で失活， p-chloromercuribenzoate， 

Hg2+， Ag+および Cu2+により活性阻害される等の性

質を持っていた。

また，この酵素は次のような基質特呉性を示した。

1) 1F (l-s-Fructofuranosyl)n sucrose系列のオリ

ゴ糖のそれぞれにおける酵素触媒“自己転移"反応にお

いて，この酵素は供与体糖の戸 (2→ 1)結合の末端フラグ

トシノレ基が脱離し受容体糖の末端フラクトシノレ基 C-1

(OH)位に転移し， 1フラクトース単位だけ高い重合度

の同一系列の糖を生じた。しかしシュークロースの場合

はこの転移が起きなかった。

2) 1F(1・s-F ructofuranos y l)m _6G (1-s-f ructofurano-

syl)n sucrose系列のオリコ糖での“自己転移"におい

ても，この酵素は同様にフラクトシル転移を触媒し 1フ

ラクトース単位だけ高い重合度の同系列糖を生じた。し

かし neokestoseの場合は転移が起きなかった，従って

この酵素はグルコース部 C-6位に直接結合したフラク

トシノレ基を脱離して転移することはしないようである。

3) 1-Kestoseからのシュークロースを含む 1F (1-19-

fructofuranosyl)n sucrose系列オリゴ糖および1F(l-s-

fructofuranosyl)m-6G (l-s・fructofuranosyl)n sucrose 

系列オリゴ糖へのフラグトシル転移を触媒した。受容体

としての反応性は一般には後者の糖の方が前者よりも良

く，結合フラグトシノレ基数が少ない糖程良心フラグト

ース鎖が2本ある糖では転移が短鎖、の末端基の方により

良く起きる傾向にあった。高重合度イヌリンは受容体と

はならなかった。

60-Fructosyltransferase (6G-FT)との名称上のアナ

ロジーからこの酵素に対して 1F-fructosyltransferase 

(P'-FT)と呼ぶことにした。

(7) アスパラガス根におけるフラグト・オリゴ糖の生

合成機構を上述の υ1vitro実験における SST，6G-FT， 

および1F-FTの種々の基質に対する特異性から考察し

て次の結論を得た。

アスパラガス根におけるフラクトオリゴ糖の生合成

において重要な位置を占める糖は二糖シユ}クロース，

三糖 1-kestose，および三糖 neokestoseの3種であ

り，同じく重要な役割をする酵素は 3種の fructosyl-

transferases (SST， 60-FT，および1F-FT)である。

これらの酵素はそれぞれ生合成において主触媒反応と副

触媒反応を呈するが，ここでは主反応を以て論ずること

にする。

1) p' (l-s-Fructofuranosyl)n sucrose系列糖にお

いては，まず 1・kestose(lF-p-fructofuranosyl sucrose) 

は SSTの作用によりシュークロースから生じ， 次いでー

いずれも P'-FTの作用により l-kestoseから nystose

[P' (l-s-fructofuranosyl)z sucrose]， nystoseから1F-
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(1-s-fructofuranosyl)3 sucrose，さらに同様の作用によ

り次々とより高次の糖が生ずる。また1・kestoseはIF-FT

の関与により別の 1-kestoseからのシュークロースへの

フラクトシル転移により，同じく IF(l-s-fructofurano-

sylh sucroseは 1-kestoseからの nystoseへの転移

によっても生ずる。

2) Neokestose (6G-s-fructofuranosyl sucrose)の

合成は 6G-FTによる 1-kestoseからのシュークロース

へのフラクトシル転移によって生ずる。

3) 6G (l-s-Fructofuranosyl)n sucrose系列糖の合

成では， いずれも IF-FTの作用により 6G(l-s-fructo-

furanosyl)2 sucros巴は 1・kestoseからの neokestose

へのフラグトシル転移により，また 6G(l-s-fructofura-

nosyl)3 sucroseは 1・kestoseからの前者の糖への転移

によって生ずる。

4) IF (1-s-Fructofuranosyl)n-6G町 s-fructofuranosyl・

sucrose系列糖の合成では，ここでも IF-FTが関与し，

IF， 6G-di-s-fructofuranosyl sucrose f土 1-kestoseカミ

らの neokestoseへのフラクトシノレ転移により， IF (1-

s-fructofuranosy 1)2-6G-s-fructofuranosy 1 sucrose は

1・kestoseからの前者の糖への転移によって生ずる。

5) IF(1‘s-Fructofuranosyl)m-6G (1-1ヨーfructofurano-

syl)n sucrose系列糖は同様 IF-FTの関与により生じ，

例えば1F -s-fructofuranosyl-6G (1-19-fructofuranosylh・

sucroseは 1-kestoseからの 6G(1ーかfructofuranosyl)2-

sucroseへのフラグトシノレ転移により生ずる。より高次

のこの系列糖は同様の作用により次々と生ずるものと推

測される。
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Summary 

Up to the present， the chemical structure and 

biosynthesis of fructo・oligosaccharidesin the roots 

of asparagus (A学aragusofficinalis L.) have been 

studied scarcely. In this study， therefore， the 

author attempted to isolate and identify the 

fructo・oligosaccharidesin the asparagus roots and 

to investigate synthesis of these saccharides by an 

enzyme preparation obta:ined from the asparagus 
roots. The asparagus saccharides were found to 

be structurally different from those of Jerusalem 

artichoke (Helianthus tuberosus L.) tubers and three 

different types of fructosyltransferases were as-

sumed to be involved in the synthesis of the as-

paragus saccharides. These fructosyltransferases 

were highly puri五edand their substrate speci五ci-

ties were investigated in detail. Thus， a mecha-

nism of the enzymatic synthesis of the fructo・

oligosaccharides in asparagus roots could be re-

vealed. 

(1) Changes in the total sugar content and the 

composition of fructo・oligosaccharideswere inves-

tigated by use of the asparagus roots harvested 

from April to October. Ratio of the fructo・

oligosaccharides to higher-saccharides in the as-

paragus roots was larger than that of Jerusalem 

artichoke tubers. The fructo-oligosaccharides were 

consumed rapidly in May and decreased continu-

ously from July to August. Contents of the total 

sugar and fructo-oligosaccharides were ihe lowest 

early in August， thereafter they increased gradu-
ally until the highest level was reached in Octo-

ber. During this period， higher fructo・oligosac司

charides also accumulated in the roots. On the 

other hand， contents of monosaccharides decreased 

rapidly in May and afterward incrersed until the 

maximum level was attained in August. However， 

呂 declinein the monosaccharide contents observed 

in October. These五ndingsindicate that a meta-

bolic conversion from decomposition (consumption) 

to synthesis (accumulation) of the fructo-oligosac-

charides occurs in the asparagus roots between 

July and August. 

(2) Nine fructo-oligosaccharides were isolated 

from an ethanol extract of the roots of asparagus 

by carbon-Celite column-and preparative paper-

chromatographies. They were identified as de-

scribed below bv examination of the constituent 

sugars， FD-mass spectrometric analysis of the 

oligosaccharides， gas liquid-chromatographic analy-
sis of methyl derivatives， and investigation of the 

hydrolyzates obtained by partial acid hydrolysis 

and by s-fructofuianosidase action. 

1 F_s-D-Fructofuranosy lsucrose (1・kestose)

1F (l-s-D-Fructofuranosyl)2 sucrose (nystose) 

1F (l-s・D・.Fructofuranosyl)3sucrose 

6G-s-D-Fructofuranosy lsucrose (neokestose) 
6G(1・P・D-Fructofuranosyl)zsucrose 

6G(1-s心司Fructofuranosyl)3sucrose 

1F， 6G-Di-s-D-fructofuranosyl sucrose 

1F (1-s-D-Fructofuranosyl)2・6G-s-D-fructo・

furanosyl sucrose* 

1F-s・D-Fructofuranosyl・6G(1-s・D-fructo-

furanosy 1)2 sucrose* 

* New saccharides hitherto unknown in nature. 

In spite of a detai!ed investigation， 6F-s・D-fructo-
furanosyl sucrose (6-kestose) and its related sac-

charides were not detected. 

(3) Nine fructo-oligosaccharides were synthesi司

zed in vitro from sucrose by an enzyme prepara-

tion obtained from the asparagus roots. They 

were isolated and elucidated to be the same sac-

charides as those previously proved to occur na-

turally in the asparagus roots‘ Three among these 

oligosaccharides， i. e.， 6G (l-s司 D-fructofuranosy1)3-

sucrose and 1F (1-s-D-fructofuranosyl)m-6G (1・P・D-
fructofuranosy l)n sucrose (η==1 and 2 in m=l)， 

were those first synthesized enzymatically in Vitl・o.

Further investigation on the fructo・oligosaccharides

obtained by the enzymatic synthesis in use of suc-

rose， 1-kestose or nystose suggested that three 

types of fructosyltransferases， i. e.， sucrose suc-
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rose l-fructosyltransferase (SST)， 6G-fructosyltrans-

ferase (6G-FT) and 1F-fructosyltransferase (1F-FT) 

the latter two are tentatively named， might be 

involved in the biosynthesis of these oligosaccha司

rides in the asparagus roots 

(4) A sucrose sucrose 1イructosyltransferase

was puri五ed(811-fold) from an extract of the as-

paragus roots by successive fractionation with 

ammonium sulfate and then chromatography on 

DEAE-， CM-ceIlulose， Sephadex G-200 and sucrose-

coupled Sepharose 6 B columns. The puri五eden-

zyme was homogeneous disc-electrophoretical1y 

and was free from the activity of s-fructofurano・

sidase and other fructosyltransferases. Properties 

of the enzyme are as foIlowes : mol. wt.， ca・65，000;

opt. pH， ca. 5.0; K川 forsucrose， 0.11 M; stable on 

heating at 30oC， pH 4.0-8.0; !abile (ca. 50% 10ss) on 

heating at 450C， pH 5.0-6.5; inhibited by Hg2+， 1う-

chloromercuribenzoate， Mn2+ and Ag十

The fructosy1 transfer reactions cata1zed by this 

enzyme are summarized below 

1) The enzyme cata1yzes the fructosy1 transfer 

(“seIf-transfer") from sucrose to sucrose highly 

and specifically producing 1-kestose and glucose 

without any fructose liberation. However，“self岬

transfer" of 1-kestose， nystose or neokestose pro-

ceeds only scarcely. The transfer reaction is 

reversible 

s ucrose + sucrose芋~1-kestose 十 glucose

2) The enzyme catalyzes the fructosyl transfer 

from sucrose to neokestose or its related saccha-

rides， 6G (1-i9-D-fructofuranosyl)n sucrose. The fruc-

tosyl residue is transferred to C-1 (OH) position 

of the fructose in sucrose moiety of these saccha-

rides. The specificity for neokestose homologs 

seems to be characteristic of the asparagus SST 

and such a speci五cityhas not been reported for 

Jerusalem artichoke SST. 

6G(1・3・D-fructofuranosyl)nsucrose+sucrose-→

1F-s-D-f ructofuranosy 1-6G (1-s-D-fr ucto-
furanosy1)n sucrose十glucose

3) The enzyme does not catalyze the fructosyl 

transfer from sucrose to 1F (1-s-D-fructofuranosyl)n-

sucrose and 1F (1-s-D-fructofuranosyl)m-6G (1・F・D・

fructofuranosy I)n sucrose (削キ0)

From the五ndingsdescribed above， the asparagus 

SST was con五rmedto be similar to but not neces-

sarily identical with Jerusalem artichoke SST. 

(5) A fructosyltransferase tentatively termed 

6G-fructosyltransferase was puri岳ed(760-fold) from 

an extract of the asparagus roots by successive 

fractionation with ammonium sulfate， treatment 

with calcium phosphate gel， and then chromato・

graphy on octyl-Sepharose， DEAE-ceIlulose， Se-

phadex G-200 and raffinose-coupled Sepharose 6 B 

columns. The puri五巴denzyme was homogeneous 

disc-e1ectrophoreticaIly and was free from the ac-

tivity of s-fructofuranosidase and other fructosyl・

transferases. Properties of the enzyme are as fol-

1ows: mol. wt.， ca. 69，000; opt. pH， ca. 5.5; pH-

stability on heating at 450C， stable at pH 5.0-6.0; 

thermal stability on heating for 10 min.， stable at 

20-370C; inhibited by Hg2+， 1り-chloromercuriben-

zoate and Ag+. 

Substrate specificity of the enzyme is summari-

zed as foIlows. 

1) The enzyme catalyzes the fructosy1 transfer 

(“seIf-transfer") between two mo1ecules of 1F (l-s-

D-fructofuranosyl)n sucrose. This transfer occurs 

at the C-6 (OH) position of glucose moiety to 

produce an oligosaccharidc having an additional 

one unit of fructose. When the lower member 

saccharides of this series are employed， the trans-

fer proceeds more rapidly. Sucrose， however， does 

not serve as a substrate. 

2 x 1 F (l-s-D-fructofuranosyl)n sucrose手当lF(1-

s-D-fructofuranosyl)n-6G-i9-D-fructofuranosyl-

sucrose+1F (1-19・D-fructofuranosyl)n_lsucrose 

n>O 

2) The enzyme catalyzes the transfer of the 

terminal fructosyl residue of l-kestose to the C-6 

(OB) position of glucose moiety in 1F (1ーかD-fructo-

furanosyl)n sucrose. The transfer procceds most 

rapidly when河ニ1. In ulin does not serve as ac-

ceptor. 

1-kestose +}F (l-s-D-fructofuranosyl)n sucrose 

ご==}F(1-s-D-fructofuranosylln-60ーかD-fructo-

furanosyl sucrose十sucrose11 ミ0

3) The enzyme a1so catalyzes the “seIf-transfer" 

between two molecules of neokestose. 

2 X neokes tose--1 F， 60 -di-s-D-fructofuranosy 1-
sucrose +6G (1-s-D-fructofuranosy1)2 sucrose+ 

sucrose 

The enzymological properties as m巴ntionedabove 
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indicate that this asparagus enzyme is one of the more favourable than the formers. In general， 

new type of fructosyltransferases. Thus， the nam巴 thefructosyl transfer tends to occur favourably 

1F(1-s・D占 uctofuranosyl)msucrose: 1F (l-s-D占 ucto・ inthe acceptor saccharides comprised of a small 

furanosyl)n sucrose 6G-fructosyltransferase (trivial numbers of fructosyl residues. 1n neokestose-

name， 6G-fructosyltransferase; abbreviated name， series saccharides， the fructosyl transfer tend to 

6G-FT) is proposed for this enzyme. occur preferentially at a terminal fructose residue 

(6) A fructosyltransferase tentatively termed situated in the shorter fructosyl chain than in the 

1F-fructosyltransferse was purified (298・fold)from longer one. lnulin does not accept fructosyl resi-

an extract of the asparagus roots by successive dues from 1-kestose. 

fractionation with ammoninum sulfate， treatment From the analogy to 6G-fructosyltransferase， the 

with calcium phosphate gel， and then chromato- fructosyltransferase described above is termed 1F-

graphy on DEAE司 cellulose，octyl-Sepharose， Sepha- fructosyltransferase (1F-FT). 

dex G-200 and ra伍nose-coupled Sepharose 6 B (7) From th巴 studieson the substrate specifici-

columns. The disc-electrophoretically homogene- ties of SST， 6G-FT and 1F-FT， a biosynthetic me-

ous enzyme， free from the activity of sイructo- chanism of the fructo-o!igosaccharides in asparagus 

furanosidase， SST and 6G-FT， showed a mol. wt. roots could be proposed as shown in Fig. 53目

of ca. 64，000 and an opt. pH of ca. 5.0. 1t was Sucrose (disaccharide)， 1-kestose and neokestose 

stable at pH 5.0-6.0 on heating at 450C for 20 min. (trisaccharides) are key metabolites in the enzy-

and for 10 min. at 30-450C， but it was inhibited matic synthesis of the asparagus oligosaccharides. 

by Hg2勺 p-chloromercuribenzoate，Ag + and Cu2+. SST， 6G-FT and 1F-FT are the most important 

Substrate speci五city of the enzyme is given enzymes involved in the main pathway of the 

below. biosynthetic system， although they also catalyze 
1) The enzyme catalyzes the fructosyl transfer several fructosyl transfer associated with the side 

(“self-transfer") between two identical oligosac- reactions. 

charides [1F (l-s町D-fructofuranosyl)n sucrose] to 1) 1F (l-s-D-Fructofuranosyl)n sucros巴

yield an oligosaccharide bonded with an additional First， l-kestose (1F-s-D-fructofuranosyl sucrose) 

one unit of fructose. In this case， the transfer of is produced from sucrose by the action of SST. 

a single terminal fructose in a donor saccharide Next， nystose l1F (l-s-D-fructofuranosyl)z sucrose] 

to an acceptor saccharide occurs at the C-1 (OH) is formed from 1-kestose by 1F-FT， and then nys-

position of fructosyl moiety in the latter saccha- tose is converted to 1F (1ーかD-fructofuranosy1)3・

rides. Sucrose is inadequate for a substrate of sucrose. The higher fructo-oligosaccharides of 

the “self-transfer". this series are synthesized successively in a similar 

2) The enzyme catalyzes also the “self-transfer" fashion. On the other hand， 1-kestose can be also 

between two identical neokestos~-series saccharides formed by the fructosyl transfer from a donor 1-

[1F (1-s-D-fructofuranosyl)m-6G (l-s-D-fructofurano- kestose to an acceptor sucrose by 1F-FT. 

syl) 
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by the fructosyl transfer from 1-kestose to neo- For instance， }F・P・n-fructofuranosyl・6G(l-p・n-

kestose with 1F-FT. Also， 1F (l-p-D-fructofurano- fructofuranosyl)z sucrose is synthesized by the 

syll2-6G・s-n-fructofuranosylsucroseis produced si- fructosyl transfer from 1・kestoseto 6G (1・かD-fruc-

milarly by the fructosy 1 transfer from 1主estose tofuranosyl)2 sucrose with }F-FT. Higher oligosac岨

to }F， 6G-di-p-n-fructofuranosyl sucrose. charides of this series are presumed to be pro-

5) 1 F (1-s-D-Fructofuranosyl)m-6G (1‘P・D-fructか ducedstepwise by the successive fructosyl trans-

furanosyl)n sucrose fer. 
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Fig. 53. Pathway of Enzymatic Synthesis of Fructo-oligosaccharides 

in Asparagus Roots 


