
α一Amylaseに よ る各 種 デ ンプ ン分 解物 の協 同性 の検 討

井 上 節 子

緒 言

先 に 各 種 デ ン プ ン に つ い て,α 一Amylase

を用 い た加 水 分 解 時 に お け る分 子 量 の低 下 に伴

う物 性 の 変 化1),生 成 し た グ ル コ ー ス(G1),

マ ル トー ス(G2),マ ル ト トリ オー ス(G3)

の 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(HPLC)に

よ る分 離 お よ び そ の反 応 速 度 を測 定 し2)3),ま

た β一Amylaseを 用 い た加 水 分 解 に お け る酵

素 の ア ロ ス テ リ ックな現 象 お よ び生成 マ ル トー

ス量 を調 べ,こ れ らの結 果 か ら,各 種 デ ンプ ン

の構 造 的特 性 の追 跡 を して き た 。

一般 的 に大 多 数 の 酵 素反 応 は
,初 速度(V)

と 基 質 濃 度(S)と の 関 係 が,Michaelis‐-

Menten式 に従 っ て,双 曲線 型 の飽 和 曲線,基

質 濃 度依 存 性 を示 す 。 しか し,ア ロ ス テ リ ッ ク

酵 素 と呼 ばれ る も の は,V～Sプ ロ ッ トがS字

型 を示 す 。 このS字 型 の 挙 動 は,正 の協 同性 と

呼 ばれ,ア ミラー ゼの 中 に も この特 徴 を示 す も

の が 見 出 され て い る。 そ こで,同 一 ア ミラ ーゼ

を用 いて 各種 デ ンプ ンご と に協 同性 の現 われ か

た を調 べ る こ とは,デ ン プ ンの構 造 的特 性 を さ

ら に くわ し く知 る手 がか りにな ると思 わ れ る。

本 実 験 で は,各 種 デ ンプ ン(サ ツ マ イ モ デ ン プ

ン,ジ ャ ガ イモ デ ンプ ン,ト ウモ ロ コ シデ ン プ

ン)に,同 一 の細 菌 液 化 型 の α一Amylaseを

作 用 させ,こ の過 程 で生 成 す るG1,G2,G3

のV～Sフ ロ゚ ッ ト(Vは 反 応 速 度,Sは 基 質 濃

度)を 求 め,協 同性 の比 較 を行 う こ と に した 。

さ ら に,こ のG1,G2,G3の 協 同性 とG4(マ

ル トテ トラ オ ー ス),G5(マ ル トペ ン タ オ ー

ス),G6(マ ル トヘ キ サ オ ー ス)の 生 成 量 と が

相 互 に関係 が あ るか ど うか も調 べ て み る こと に

した。

実験材料,試 薬および測定機器

① 試料

サツマイモデンプン,ジ ャガイモデンプン,

トウモロコシデンプン:和 光純薬工業(株)

(以下和光と略記)製 のもの。

② 酵 素 お よ び試 薬 類

α一Amylase:液 化 型,Bacillussubtilis,

3×Cryst,675units/mgprotein,生 化 学 工

業(株),グ ル コー ス(G1):和 光,特 級,マ

ル トー ス(G2):和 光,特 級,マ ル ト ト リ

オー ス(G3):和 光,一 級,リ ン酸 水 素 ニ ナ

トリウ ム:和 光,特 級,ク エ ン酸:和 光,特 級,

塩 化 ナ トリウ ム:和 光,特 級,オ リ ゴ糖(G1

～Glo):セ ン シ ュー 科 学 ,ア セ トニ トリル:

和 光,液 体 ク ロマ トグ ラ フ用

③ 測 定 機 器

高 圧 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ 装 置,高 圧 定 量 ポ ン

プ はALTEXを 使 用 。DetecterはShodexR.

1.,InjecterはRheodyne-7120型,Recorder

はU-125M.N.(島 津 製),カ ラ ム は φ4.6mm

×250mmにLicrosorbNHZを 充 填 し て 使 用 し た 。

実験方法

① 酵素による分解
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サ ツ マ イモ デ ン プ ンの 水 分含 量 は16%,ジ ャ

ガ イ モ デ ンプ ンは17%,ト ウモ ロ コ シ デ ン プ ン

(コ ー ンス タ ーチ)は15%あ る の で,そ の量 を

考 慮 し て,19/4,3g/4,59/4,

89/4,109/乏,159/4,209/4,

25g/乏,30g/乏 の割 合 にな る よ う秤 量 した。

は じめ に,所 定 の デ ンプ ン量 に対 して そ の90%

の 水 を加 え,攪 拌 しな が ら沸 騰 湯 浴 中 で の リ化

させ,の り化 終 了後 ひ きつ づ き5分 間加 熱 した

の ち静 置 し,37℃ に冷 え た と こ ろで,水 を追 加

して 予 定 の濃 度 の デ ンプ ン溶 液 を作 った 。 そ の

う ち200㎡ を と り,そ の 中 に緩 衝液(0.025モ ル

ー リン酸 水 素 ニ ナ トリ ウム と
,0.0125モ ルー ク

エ ン 酸 でPH6.8に 調 整 して 作 成)25mQと,

1%一 塩 化 ナ トリ ウ ム10m4,水5祕 を加 え て

37℃ の 恒 温 槽 に 入 れ,0.05%α 一Amylase

lOmQ,ま た は,0.005%α 一Amylase10m8を 加

え て,各 反 応 時 間(1,3,5,8,10,20,

30,45,60,120,180分)反 応 させ る。 各 反 応

時 間 ごと に25祕 採 取 し,そ れ を三 角 フ ラス コ に

入 れ,た だ ち に約3分 間 加 熱 す る。 そ し て α

一Amylaseの 酵 素 活 性 を失 活 させ 試料 と す る。

②HPLC用 試料 の作 成

α一Amylaseに よ っ て 分 解 さ れ た 試 料 を,

50～60℃ で,エ バ ボ レー タ ー を使用 し蒸 発 乾 固

す る。 乾 固 した試 料 を一 定 量 の アセ トニ トリル

:水(60:40)で と か す。 サ ツマ イモ デ ンプ ン

は19,3g,59の 試 料 に つ い て は5祕,

89,109.は10m8,209,259は20m8,309Lま

25mQの メ ス フ ラス コに そ れ ぞ れ入 れ る。 ジ ャガ

イ モ デ ン プ ン は59の 試 料 に つ い て は5㎡,

10g,159GまIOmP,209,259`ま20mP,309`ま

25m8の メ ス フ ラス コに そ れ ぞ れ入 れ る。 ま た ト

ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン は,19,39,59は

5mP,89,10g,15gは10m8,209,259は

20m8,30gは25mPの メス フ ラス コ に それ ぞ れ入

れ る 。溶 液 が2層 に分 離 した もの につ いて は,

0.025モ ルー リン酸 水 素 ニ ナ トリウ ム を様 子 を

見 な が ら数 滴,滴 下 して,PHを アル カ リ側 に

よせ,2層 に分 離 して い る溶 液 を均 一 な溶液 と

す る。 沈 殿 物 が で き る の で,ろ 過 して これ を

且PLC用 試料 と す る。

③ 展 開

溶 媒 は ア セ トニ トリル:水(60:40)を 使 用

し,試 料20,uQを ル ー プ に よっ て注 入 し た。 流

速 は1㎡/min,用 紙 の送 り速 度 は5mm/min,

カ ラム温 度 は室 温,ア テ ネ ー ター は ×8,圧 力

は1000psiで 行 っ た。

④ 標 準物 質

G1,G2,G3を ア セ トリ トリル:水(60:

40)に 溶 解 し て,1.11/4,1.25mg/4,

2.50mg/4,5.11,./4,7.50mg/4,

10.11/4を 用 意 して,試 料 と 同様 に20μ4

ル ー プ に よ って注 入 し,検 量 線 を作 成 した 。 オ

リ ゴ糖(G1～Glo)は 適 当 量 を 秤 量 し,ア セ

トニ トリ ル:水(60:40)で 溶 解 し,20μ4

ル ー プ に よ って注 入 した。 分 子 屈 折 に は近似 的

に加 成 性 が 成 り立 っ て い る の で,こ れ を利 用 し

てG4,G5,G6を 定 量 し た 。 同 時 に添 加 法 に

よる試 料 の定 量 も行 っ た 。

実験結果

前 回 ま で の実験 に よ って トウ モ ロ コシ デ ン プ

ンは他 の デ ン プ ン に く らべ て協 同性 が顕 著 に現

わ れ る こと が わか った の で,は じめ に トウモ ロ

コ シデ ン プ ンの 各 反 応 時 間 に お け るG1,G2,

G3の 生 成 量 をHPLCに よ り分 離,定 量 し,各

反応 試料 濃 度(S)に お け る初 速 度 を求 め た。

その 結 果 をFig.1に 示 す 。

次 に,サ ツマ イモ デ ン プ ン,ジ ャガ イ モ デ ン

プ ン,ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ンの各 反 応 時 間 と各

反 応 試 料 濃 度(S)に よ る オ リ ゴ糖(G1～G

6)の 生 成 量 を 求 め た 。 そ の 結 果 を そ れ ぞ れ

Fig.2,3,4に 示 し た 。 この ほ か 特 に トウ
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Fig,1 トウモ ロコ シデ ン プ ンのG,,G2,G3

の生 成 初 速 度 と基質 濃 度 と の関 係

G=:OG=:oG3:x

モ ロ コ シデ ン プ ンにつ いて は,基 質 濃 度 を増 し

て もG4,G5,G6の 生 成 量 が ふ え な い と い う

特 異 性 が 見 出 され たの でFig.4で 用 い た酵 素

の1/10濃 度 に当 る0。005%a‐Amylaseを 用

い て,同 様 の 測 定 を 行 っ た 。 そ の結 果 をFig.

5に 示 す 。

考察

先 に報 告 した よ う に トウ モ ロ コ シデ ン プ ンで

は,顕 著 に協 同 性 が 認 め られ た もの の,低 い基

質 濃 度 域 で の確 認 が で き て い なか った 。 この こ

と を 明 ら か に す る た め今 回 はFig.1で 示 した

よ う に,基 質 濃 度Oa/4か ら30g/4の 範 囲

でG1,G2,G3の 生 成 量 を 求 め た。 高 い 基 質

濃 度 域 で は,速 度 式 はMichaelis-Menten型

に な る。 従 ってS/V～Sプ ロ ッ トは 直線 と な

る はず で あ る。 この確 認 の ため に トウモ ロ コ シ

デ ンプ ンのG1,G2,G3生 成 反 応 のS/VG～

sプ ロ ッ トを作 成 した と こ ろ,Fig.6に 示 す

よ うにIOg/4以 上 で ほ ぼ直線 が得 られ た。 し

か し,10g/乏 未 満 の低 濃 度域 に お い て は,非

直線 的 に な る。 こ の場 合 はFig.7の よ うにs2

/ηG～Sプ ロ ッ トを求 め る と直線 が得 られ る。

この場合の協同性は,酵 素の基質による活性

化というモデルによって一応説明できる。これ

は,細 菌糖化型 α一Amylaseに よるフェニル

mマ ル トシ ドの加水分解反応の例4)と非常に

よく似ている結果である。

この協同性 の程度を表わすのにHillプ ロッ
ηG

トと 呼 ば れ るパ ラ メー ター(log)を 用
V-vG

い た 。 これ は トウモ ロ コ シ デ ン プ ン のG1,G2,

G3生 成 反 応 に つ い て の こ の 値 を,基 質 濃 度

(S)に 対 して プ ロ ッ トす る も の で あ る。 そ の

結 果 をFig.8,Fig.9,Fig.10に 示 した 。

Fig.8,9,10に 示 され た通 りG1,G2,G

3と も に ほ ぼ 直線 が 得 られ た 。 この プ ロ ッ トの

傾 斜 の値 をHill係 数 と名 づ け てnで 表 わ す 。

nはV～Sプ ロ ッ トの 協 同性 の大 き さ を表 わ し,

Michaelis-Menten機 構 で はn=1(協 同 性

が な い場 合)で あ る。Fig.1のG1,G2,G3

の 協 同 性 の 大 き さ は,nG1=2.15,nG2=1.70,

nG
、=1.81で,nG、 とnG、 は ほ ぼ同 じ値 で あ っ

た 。

前 報3)と 今 回 の 実 験 に よ り,ト ウモ ロ コ シデ

ン プ ンのG1,G2,G3に は 協 同性 が あ る こ と

が確 認 され た。 低 重 合 度 の基 質(G1～G3)に

み られ る この よ う な 協 同 性 は,廣 海5)6)ら に よ

る と,細 菌 糖 化 型 α一Amylaseの 場 合,低 重

合 度 の基 質 は加 水 分 解 され に くい が,こ れ らの

基 質 が転 移 や縮 合 に よ り,高 重 合 度 の オ リゴ糖

に な り,こ れ が加 水 分 解 や転 移 反 応 を す み や か

に受 け る た め,あ たか も触媒 の よ うに働 い て,

反 応 が加 速 度 的 に進 行 して,大 き い正 の協 同 性

を示 す と い う こ と を,酵 素 の立 体 構 造 を考 えず

に説 明 して い る。 ま た,酵 素 は単 独 に活 性 化 す

る の で は な く基 質 が 酵 素 に結 合 して は じめて 活

性 化 し反 応 が お き る,と い う基 質 に よ る活 性 化

と い う協 同 性 が あ る。 この二 つ が協 同 性 の 原 因

と考 え られ る。

Fig.4に つ い て は,20g/4,25g/4,

30g/4の 高 い 基 質 濃 度 で生 成 量 の 増 加 が 認 め

られ な い。 この こ と は トウ モ ロ コ シ デ ン プ ンの
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Fig.2サ ツマイモデ ンプンの反応時 間と反応 試料濃度 によるオリゴ糖の生成量(a‐Amylase:0.05%)

Fig.3 ジッガイモ デンプンの反応時 間 と反 応試料濃度 によるオリゴ糖の生成量(a‐Amylase:0.05%)

Fig.4ト ウモロコ シデ ンプ ンの反応時間 と反応 試料濃度によ るオ リゴ糖の生成量(α 一Amylase:0.05%)

Fig.5希 瓣 黐 液1こおける トウモ ・コシデンプンの反麟 間 と反応試料灘1こ よるオ1丿ゴ糖 の生成f

(a‐Amylase:0.005%)
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Fig.6ト ウ モ ロ コ シデ ンプ ンのG1 ,G2,G3

生 成反 応 のS/vG～Sプ ロ ッ ト

G=:oG=:oG3:x

Fig・7ト ウモ ロ コ シデ ン プ ンのG,
,G2,G3

生 成反 応 のS2/v～Sプ ロ ッ ト

G1:0G、:△G、:×G、:○

Fig.8ト ウモ ロ コ シデ ン プ ン

のG1生 成 反 応 のHill

プ ロ ッ ト

Fig.9ト ウ モ ロコ シ デ ンプ ン

のG・ 生 成反 応 のH川

プ ロ ツ ト 、

ロロぐりレ

Fig,10ト ウモ ロ コ シデ ンプ ン

のG3生 成 反 応 のHill

プ ロ ッ ト
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場 合 は他 の デ ン プ ン の場 合 に比 べ てG4,G5,

G6の 生 成 反 応 に か か わ る 平 衡 状 態 の 形 成 に何

か の 差 異 が あ る こ と を予 想 させ る 。 ま た,α

一Amylaseの 濃 度 を う す く して 同 様 な 実 験 を

した の がFig.5で あ る。 基 質 濃 度 がIOg/乏

以 上 に な る と,基 質 濃 度 の 増 加 と と も にG4,

G5,G6の 生 成 量 が低 く な って き て い る 。 これ

ら は協 同性 で は説 明 で き ない 。 トウモ ロ コ シデ

ン プ ン は,他 の2種 の デ ン プ ン と比 較 して,粒

径,吸 湿 性 と も に小 さ く,の り化 温 度 も高 い。

こ の よ う に デ ン プ ン 自身 の構 造 と関 係 して い る

と考 え られ る 。 ま た,反 応 時 の分 子 量 分 布 につ

い て も 関係 が あ る と思 わ れ る。

まとめ

① ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン を 細 菌 液 化 型 α

一Amylaseに よ っ て加 水 分 解 す る とG1,G2,

G3の 生 成 量 と基 質 濃 度 の 関係 に,協 同性 が表

わ れ る 。 この協 同性 は酵 素 の,基 質 に よ る活 性

化 が 一 つ の 原 因 と して考 え られ る 。

② トウ モ ロ コ シ デ ン プ ン のG1,G2,G3の

協 同性 の大 き さはnG、=2.15,nG,=1.70,n

G,=1.8で,G1の 協 同性 が 大 き く,G2とG3の

協 同性 は ほ ぼ等 しい。 こ の こ と か らG2とG3の

生成 反 応 機 構 は似 て い る と思 わ れ る。
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