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緒 言

デ ン プ ンを比 較 的 多 く含 む食 品 の消 化 性 は,含 まれ て

い るデ ンプ ンその ものの性 質,そ の 食 品 中 にお け るデ ン

プ ンの 存在 状 態,共 存 す る物 質,調 理 加 工 の方 法 な どに

よ って 変化 す る と思 わ れ る。先 に1)各 種 デ ンプ ンの 特性

や,α 一Amylase分 解 につ い て は,分 子 量 の低 下 に よ る

物性 と,1)高 速 液体 ク ロマ トグ ラフ ィー(HPLC)に よ る

分 離2)を,β 一Amylase分 解 につ い て は,酸 素 の ア ロス

テ リ ッ クな現 象 と,生 成 マ ル トース の量 を調べ る こ とで,

追 って 来 た。

今 回 の 実験 で はHPLCで オ リゴ糖 を分離 定 量 し,速

度 論 的 な考 え方 と,取 扱 い 方 をす る こと に よっ て,ど ん

なこ とがわか るか調 べてみた。そ してデ ンプ ンのa-Amylase

分 解 反応 速 度 に およ ぼす,い ろ い ろの影 響 につ い て し ら

べ る こ とで,デ ンプ ン構 造 を知 る手 が か りを得 る こ と を

目的 と した。

a-Amylaseに よ って 分解 された 試料 を再 生 したAmbe-

rliteIR-120B(IOg)に 入 れ,マ グネ テ ィ ッ クス ター ラ

ー に よ つて ,10分 間攪 拌 し,ろ 過 の 後,ろ 液 をAmberlite

IR-400(10g)中 に入 れ,同 様 に処 理 し,脱 塩 した。

この溶 液 をロ ー タ リーエ バ ボ レー ター に よ って,40～50

℃ で濃縮 し,全 量 を水 で,3～lOmQに 定 量 した 。沈 殿 を

生 じた もの は沈殿 を除 いて,HPLC用 試料 と し,20μ2を

注 入 した 。

●HPLC2)

⑤ 標 準物 質

グ ル コー ス(G夏),マ ル トー ス(G2),マ ル トリオー ス(G3)

をそ れ ぞれ水 に溶 か して,1.Qmg/㎡,1.5mg/m8,2.Omg/mB,

3.Omg/㎡,の もの を用 意 し,そ れ を試 料 と同様20μ ¢注入

し,検 量線 を作 成 した。また,試 料 に この標 準 物 質 を添 加

し,添 加 法 に よ る試料 の 定量 も行 な っ た。

実 験 結 果

実 験 材 料

① 試料

ジャガイモ デンプ ン:市 販品 ウルチ米デ ンプン:農

林29号 種 のウルチ米 から得 られたデ ンプン

② デンプンの加水分解2)

③HPLC2)

実 験 方 法

①試料の精製2)

② 酵素に よる分解2)

① 反応 の初 高速 度 の測 定

反応 中に酵 素 活 性 が低 下 す る こ と,反 応 生 成物 に よ る

阻害 が起 る こと,ま た 特 に,試 料 がデ ンプ ンで あ る ので,

基 質 の 不均 一 性 に よる解析 の不 明確 さ,そ の他 時 間経過

を複 雑 にす る要 因 が あ る。 これ らの い くつ かの要 因 につ

い て調 べ て来 た。 今 回は その最 適 条件 を用 い て,ジ ャガ

イモ デ ンプ ンと ウル チ米 デ ンプ ン を比較 し なが ら,G、,

G,,G3に つ い て のみ 反応 開 始 直後 の 生 成速 度(初 速 度)

を求 めて み ま した 。 ・

④ ジャ ガ イ モデ ンプ ンのG,・G2・G3の 反応 生 成 量 の

測 定

α一AmylaseO.05%(W/V)を 使 って,基 質濃 度5.00g

〃,10.339〃,15.33g〃,21.00g〃 の4種 に っ

い て,生 成 量 を定量 した 。結 果 は 図1,図2,図3の よ

うで あっ た

③液体 クロマ トグラフィー用試料の作成
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図1ジ ャガイモデンプンの グルコース生成量 図3ジ ャガイモデンプンのマル トトリオース生成量

図2ジ ャガイモデンプンのマル トース生成量 図4ウ ルチ米デシプンのグル コース生成量
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図5ウ ルチ米デ ンプンの マル トース生成量 図7ジ ャガイモデンプンにおけるグルコース,

マル トース.マ ル トトリオース生成初 速度

と基質濃度 との関係

図6ウ ルチ米 デンプンのマル トトリオース生成量 、図8ウ ルチ米デンプンにおけるグルコース,

マル トース,マ ル トトリオース生成初速

度 と基質濃度との関係
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⑥ ウル チ米 デ ンプ ンのG,+G2,G3の 反 応 生 成 量の 測 定

α一AmylaseO.05%(W/V)を 使 っ て,基 質濃 度4.33g

〃,12.33g〃,20.67g〃,27.67g〃 の4種 につ い て,

生 成 量 を定量 した。 結 果 は図4,図5,図6の よ うで あ

っ た。

②初速度 に対す る基質濃度の影響

④ジャガイモデンプンの生成初速度 と基質濃度 との関係

結果は図7に 示 した。横軸の基質濃度は,デ ンプ ンの

分子量が明確 になっていないのでa/4単 位 で表 わして あ

る。

③ ウルチ米 デンプンの生成初速度 と基質濃度との関係

結果は図8に 示 した。

ま と め

多 くの酸 素は初速 度 と基質濃度 との関係 がMichaelis

。Menten式 に従 って双曲線型の飽和曲線 を示 しているが
,

今回の実験 においては,特 にG1,G3に ついては図7,図

8に 示 したよ うにS字 型 を示 していた。これはα一Amylase

と各種 デ ンプ ンの加水分解反応 において,正 の協同性 を

してい るのではないか と考 えられる。 このような協同性

はいくつかのポリペプチ ド鎖 の単位(サ ブユニ ッ ト)か

らで きている酵素 に多 く見 られるといわれてい る。 この

場合の協同性 は2個 又はそれ以上のデ ンプ ン基 質が,酵

素 と結合 してはじめて起 ると考える。すなわち第二の基

質分子による活性 化を考えるのである。

まず1つ の活性部位(基 質の反応 が起 る部位)の 他 に

もう1つ の活性部位 と言 うものを考 える。前者 をS部 位,

後者 をA部 位 と名づける。基質 が両部位 に結合 したとき

のみ反応 があきる。すなわち第二の基質分子 による活性

化 を考える。また,基質 はS部 位 とA部 位 に独立に結合で

きるとすれば,反 応模式は,次 のよ うになるといわれ る。

E

+抜

+詳

ESA

ES

KNS
k+2

ESSA-一 レE十P

K〃

十S

ここでESはS部 位 に基質 が結 合 した状態 を示 し,

ESAは 基 質がA部 位 に結合 した状態 を示す。また,PはG、

またはG3を 示 す。

迅 速 平 衡 法 に よ り,基 質 の解離 定数 を次 の よ うに定義

す る。

[E][S][ESA][S]K
S-[ES][ESS

A]

[E][S][ES][S]K
A[ES

A][ESSA]

G・,G3の 生成 速 度VG=,VG、 は

琉 一k+z[ESSA]一{
1(提 慧 牆1長;)r

Michaelis-Menten型 の速 度 式 と異 な る点 は,s2項 が

入 っ て い るこ とで あ り,VGとsの プ ロ ッ トはS字 型 を示

す こ と にな る。 この こ とは今 回の 実験 結果 に も あて は ま

るので は な い か と考 え られ る。 今 回 の 結果 が あて は ま る

か ど うか を試 す た め に2つ の場 合 に分 け て考 え る。(K,

<K。 とす る)

1)s》Ksの 高 い基 質濃 度域 で は分 母 の(1/K。)sは

1よ り充 分 大 きいの で

2k
+2・eo・sV

G=K

A十s

とな りMichaelis-Menten型 に な り,s/V～sの プ ロ

ッ トは直 線 とな る。

2)s《KA低 い基 質濃 度 域 で は

(k+2/KA)・e。 ・s2V
G=K

s十s

s2KA

豆 二k。.e。(K・+・)

とな りs2/V、 ～sの プ ロ ッ トが 直線 に な る こ とが期 待

され る。

デ ンプ ンの場 合 は,低 い基 質 濃 度域 で 考 え る と図9,

図10の よ うにs2/VG～sプ ロ ッ トが直 線 にな る こ と が見

出 され た。

また,協 同性 の程 度 を表 わすの にHill係 数 と呼 ば れ る パ

ラ メー ター が用 い られ る。 これ は 次の よ うな仮 想 的 な反

応 機構 か ら導 か れ る,経 験 的 なパ ラ メ ー ター で あ る。

E+ηS匙ES・ 地E+P

Esnの 解 離定 数 をK。,Esnの 分 解速 度 定数 をk.と す れ

ば,迅 速 平 衡法 に よ り,次 式 が得 られ る。

V・snV
ekn[Esn]=

Kn-}-S
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図9ジ ャガイモデ ンプンにおけるグルコース,

マル トトリオース生成反応のSう ㌔G～S

プロ ツト

図11ジ ャガイモデンプ ンにおけるグル コース,

マル トトリオース生成反応のHillプ ロッ ト

図10ウ ルチ米デンプンにお けるグルコース,

マル トトリオース生成反応のS2/vc～S

プロ ツ ト

図12ウ ルチ米デンプンにおけるグルコース,

マル トトリオース生成反応のHillプ ロッ ト
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こ こでVは 最大 速 度(=k。 ・e。)で あ る。 この式 は

v
lOgl

y‐v=nlogs‐logKn

と書 き か え る こ とがで きる。 従 っ てlog(v/V-s)と

lOgSに つ いてプロ ッ トす る傾 斜nの 直 線 が得 られ る。 こ

れ に デ ンプ ンの 実験 結 果 をプ ロ ッ トしたの が 図11,図12

で あ る。nに つ い て求 め ると,ジ ャ ガ イモ デ ンプ ンのnGl

=1 .56,nG3=2.53,ウ ルチ 米 デ ンプ ンの7ZG、=2.71,nG3

=1 .11で あ った 。 この値 は,酵 素 に お け る基 質 の結 合部

位 の数 を表 わす とは言 え ない。 む しろ協 同性 の大 き さ を

表現 す る尺 度 と考 えた方 がよ い と言 わ れ る。 今 回の 実験

で は,デ ンプ ンの 均一 に溶解 す るの が困 難 で あ る と い う.

点 で,高 い基 質濃 度 の所 の値 を得 るこ と がで きな か った

が,G2に っ い で もこ の値 が得 られ ると,Hillプ ロ ッ トが

得 られ ると思 われる。ま たG、以 後 の オ リゴ糖 につ い て も同

様 に値 が得 られ るの で は ない か と思 わ れ る。
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