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　　Optimal　condition8 ‘or 　the　enz γmatic 　8yn 出 esi80f 　hydroquinone一α一glycoside　using 　cyclOdextrin

glucanotran8fヒra8e （CGTase ）or 　glucoside　 synthetase （GSase ）we 麗 investigated，　 Glyco3皿ation 　 of

hydroquinonc　by　GSase 　was 皿 ore 　e伍cient 　than 　that　by （】GTase ．　 The 　optima 蓋pH 董br　the　synthesis

was 　pH 　7．　 Periodic　addition 　ofdext 血 Sto　the　reaction 　mb 【ture　improved　the　ef五c量ency 　ofgluco8ide

8y ロ出 esis 　and 　was 　also¢ ffective　in　preventing　decDmposition　of 　the　product．　 The 　amount 　of 呂
1ycoside

reached 　 a　 maximum 　48　h　 a丘er　the　8tart 　of 　the　 reaction ．　 Re3idual 上ydroqu 洫 o 騎 e　 was 　 almo8t 　all

removed 　from　the　produCt　by　T 。yopearl　HW40EC 　colu 皿 n 　chromatography ．1［he　glycoside　yield
wa836 ％ ，

　a8　moiar ％，　ofhydroquinone ，

紅Key 　word 鼻冨　polyphenoレglycoside，91ucoside　syntheta8e ，　hydroquinone一α一glycoside ］

　天然 に 豊富に 存在す る ボ リフ ェ ノ ール お よび それ ら

配糖体は多彩な生理 作用 を有して い る．た とえ ばお茶

の ポ リ フ ェ ノ ール が癌を予防した り転移を防止 した り

する効果がある こ とが最近見い だ され て い る．t）また ，

ポ リ フ ェ ノ ール 配糖体の
一
種で ある ア ル ブ チ ソ は美白

効果 が あ り，化粧 品 に 応用 され す で に 大 きな市 場 を形

成 して い る．2）

　ポ リ フ ニ ノ
ー

ル を配糖化す る こ とに よ り新 しい 機能

の 付与，毒性 の 低下，ボ リ フ ＝ノ
ー

ル の 安定化，水溶

性 の 増大な どが 可能 と な り，さらに 酵素的 に 配糖化 で

きれば常温常圧 で の 反応 が 可能で ある．また化学合成

法に 比べ 基質お よび 反応部位 に 対す る 特異性 が高く，

不 斉合成 な どを 容 易 に 行 え る な ど の 多 くの メ リ ッ トが

あ る．

　配糖体を製造す る従来 の
一

般的な方法 に よれば ， た

とえば ハ イ ド ロ キ ノ ン ーグ ル コ シ ドは α
一異性体と β

一

＊
連絡先，Corresponding　author ．

異性体 と の 混合物 と して 得 られ ， どちらか
一

方 の 異性

体の み を高選択率で調製す る こ と は 困難 で あ る．すな

わ ち，グ ル コ ース と ハ イ ド卩 キ ノ ン を DMSO 中，　 p一

トル エ ソ ス ル ホ ン 酸などの 酸触媒の 存在下 に お い て反

応 させ る方法で は α
一異性体 と β一異性体 と は 75：25の

割 合 で 合 成 さ れ ，収 率が そ れ ぞれ 11％ ， 4 ％ と な

る．s＞

　
一

方，筆者らが示 した酵素的に カ テ キ ン を配糖化す

る 方法り で は
一

段階 で 反応が終 了 し，しか も α
一異 性

体 の み が 選択的に 合成 で きる．しか し，こ の 技術 を応

用 し， シ ク ロ デキ ス b リ ソ グル カ ノ トラ ソ ス フ ＝ ラ
ー

ゼ （以後 CGT ア
ーゼ と呼 ぶ ）を用 い て 数種 の ポ リ フ

ェ ノ ール 配 糖 体 を 合 成 す る とそ の 収率は 比 較的良か っ

た ハイ ドロ キ ノ ソ ー
α
一グル コ シ ドで もわずか に 2％で

あ っ た ．そ こ で 我 々 は 配糖体合成効率の 良い 酵素を ス

ク リ
ー

ニ ソ グ し，配糖体合成酵素 （以後 GS ア ーゼ と

呼 ぶ）を見 い だ しす で に 報告 した ．S｝

　今回 ， GS ア ーゼ を 用 い た ポ リフ ＝ ノ
ール 配糖体の
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製造 法 を 確立 す る た め に ハ イ ド ロ キ ノ ソ ー
α
一グル コ シ

ドを モ デ ル と して製造条件 を 検討 した ，

　酵素は ，既報
5）に 従 っ て 調製 した GS ア

ーゼ ある い

は 天野製薬   か ら 購 入 し た　Bacillus　uaerattS 起 源 の

CGT アーU ，基質に 日澱化学  製デ キ ス ト リ ン S を

用 い ，ハ イ ド ロ キ ノ ン 配糖体 の 合成効率に 与 え る pH

の 影響を 調 べ た ．配糖体の 定量 は HPLC に て 行 っ た ．

すな わ ち，カ ラ ム に 東 ソ
ー
  製 TSK −GEI ．　ODS ・120T

（4 ．6 × 250mm ）お よ び 移動相 に メ タ ノ ール ： O．1％ トリ

フ ル オ ロ 酢酸 （15：85）を 用 い ，流速 LOm1 ／分 で流出

す る 溶離液 の 283　nm の 吸光度を モ ニ タ ーした ．標準

に既報
6）の 方法 で 単離 した ハ イ ド P キ ノ ン ー

a
一グ ル コ

シ ドを 用 い た ．GS ア
ーゼ を 用 い た 場合 の 結果を Fig．

1に 示す．ど ち ら の 酵素を用い て も pH 　7
， 反応時間約

40時間 で 合成効率は 最大とな りそれぞれ 11％，0．6％

で あ っ た ．

　な お ， pH　7 で 酵素濃度が 10
，
50

，
100　u ／ml の 時 の 合

成効率を 調べ た とこ ろ ，GS ア
ーゼ 濃度 が 100　ulml ，

反応時間約 20時 間 で 合成 効率 が 約 14％ に 達 した ．

50ulml で も約 ee時間 で ほ ぼ 同様 の 合成効率に 達した ．

CGT ア
ーゼ を用 い た と きは い ずれ の 濃度で も合成効

率は 2 ％と頭打ちで あ っ た ．

　配糖体の 合成効率 に 与 え る基質濃度の 影響 を 調ぺ た

結果を Fig，2 に 示 す．基質 の 濃度が39％ の 時反応時間

約90時間 で合成効率が26％ に 達 し，それ以上 の 濃度 で

は 合 成 効率の 向上は 見 られ な か っ た．

　 デ キ ス ト リ vS の 濃度 を 30％ と し，　 GS ア ー・li濃度

を さらに高め 合成効率を調べ た 結果 （Fig．3），い ずれ の

§
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Fig．1．　Effect　of 　pH 　 on 　glycosilatien　of 　hydrequinone

　　by　 GSase．　 Hydroquinone （666　mM ），
　 dextrin　 S

　　（13％），apd　GSase （10u／ml）were 　incubated　 at

　　40 °C ．Symbols ： ○ ，pH 　5 （50　mM 　 acetate 　buffer）；

　　 O ，pH 　7 （50　mM 　 phosphate　 buffer）； ロ
，　 pH 　9

　　（50　mM 　NaHCOs −NaOH 　buffer）．

＠ 30

喜、，

尋、。

暑・5

耄
1°

喜：
0　　　　　20　　　　  　　　　　60　　　　80　　　　100

　　　　　 ReaOdon 　time （h）

Fig．2．　 E旺bct　of 　dextrin　S　concentration 　on 　glycosila卩

　　tion　of 　hydroqu洫 one 　by　GSa8e．　 The　I℃ action 　miX
・

　　ture　（58　ml ，　pH 　7）　 contai 皿ing　hydrQquinone

　　（666mM ），　 dext血 S，　 and 　GSase （50　u ／m1 ）was

　　  cubated 　at　40 °C ．　 Symbols： ■ ，13％ ； ロ ，26％；● ，

　　39％；（），52％．

濃 度 に お い て も合 成 効率 は 25−27％ に 達 した 後減少 し

た ．合成効率が最大に 達する時間は酵素濃度 が高 い ほ

ど短 か っ た．最短時間 は 400u ／ml の 場合 の 約 20時間

で あ っ た．

　反応途中 で 基質を追加す る 多段仕込み の 効果 を 調べ

た 結果を Fig，4 に 示す．反応開始後約re時間 で合成効

率 が 約 38％に 達 し，そ の 後横ばい とな っ た ．一
段仕込

で 反応 させ た と きの よ うな配糖体の 減少は観察され な

か っ た．

　次に ，ハ イ ドロ キ ノ ン 配糖体を精製す る た め 予備実

験 で 7 種類 の 担体を検討 した．担体 は ，東 ソ ー  製 ト

ヨ バ ール HW40EC ，フ ェ
ニ ル トヨ パ ール 650C ，ブ チ

ル ト ヨ ・ ｛ 一ル 650C ，和光純薬 工 業  製活性炭素 ， 三

萼・・

量・5

置
2°

耄1：
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Fig．3．　Effect　 of 　GSa5e 　concentration 　on 　glycosilation

　　of 　hydroquinone．　The 　 reaction 　 mixture （58　m1 ，

　　pH 　7）containing 　hydroqu藍nonc （666　mM ），　dextrin

　　S （30％），and 　GSa8e 　was 洫 cubated 　at　40 °C ．　 Sym ・

　　bols： ■ ，50　utm 　1； ロ ，1．00　u ／ml ； ● ，200　u ／m1 ； O ，
　 　 4eo　u ！ml ．
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Fig．4．　Effect　 of　feeding　of 　dextrin　S　on 　glycosilation
　　 of 　hydroquinone．　 The 　 reaction 　 miXture （100　m1

，

　　pH 　7）cDntaining 　hydroquinone（666　mM ），　dex面 n

　　S （30％）， and 　GSase （IOO　u 〆ml）was 　incubated　at

　　4G°C ．　 Dextrin　S （15g）was 　added 　to　the　reaction

　　mixture　4
，
8，24，　and 　48　h　after　the　start 　of 　the　reac −

　 　 tion．

50

目40

奬、。

蠶・・

鏖・・

0

peak　1

peak　2

菱 化 成 工 業   製 ダ イ ヤ イ オ ン HP21
，

セ パ ビ ーズ

SP207
，
ダ イ ヤ イ オ ン SAIIA を使用 した．それぞれ の

担体をつ め た カ ラ ム （1．5 × 6cm ）を水 で 平衡化 した 後，

反 応液 1m1 を 流 し 水 で 洗浄 お よ び 溶出 し た ．流速 は

2　ml1分 ， 溶出液を 10ml ずつ 分画 し ， 各 フ ラ ク シ
ョ

ソ

を TLC で分析 した ．簿層は メ ル ク社の シ リカ ゲ ル 60

ア ル ミ ブ レ ー トを 用 い ，酢 酸 エ チ ル
ー

酢 酸
一

水 （3 ：1 ：1）

で 展開し，硫酸
一

メ タ ノ ール （1：2）を ス プ レ ーした後

120−150°C に 加熱 し ス ボ ヅ トを発色 させ た ．その 結果，

ト ヨ パ ー
ル HW40EC を用 い た 場合 が も っ とも良好

で ，まず ハ イ ドロ キ ノ ソ 配糖体 とオ リ ゴ 糖 が 同時 に 水

で 溶出 され た 後ハイ ドロ キ ノ ン が 溶出され た ．活性炭

素お よ び ダ イ ヤ イ オ ン SAl1A に は ハ イ ドロ キ ノ ン ，
ハ イ ド ロ キ ノ ン 配糖体そ して オ リ ゴ 糖 い ず れ も強 く吸

着した．酸や ア ル カ リで どち ら の 担体か らも上 記成分

は 溶出され た が選択的に 分離され な か っ た．そ の 他の

担体で は ほ とん ど の 成 分が素通 り した ．

　 ハ イ ド ロ キ ノ ソ が 遅れ て 溶出 さ れ た ト ヨ パ ール

HW40EC カ ラ ム を用 い 配糖体 の 部分精製を試 み た ．

あらか じめ 水 で 平衡化 した ト ヨ バ ール HW40EC カ ラ

ム （5．2 × 25　cm ）に 多段仕込 で 調製 した反応液 50　m1 を

流 した ．水 で 溶出 し各 フ ラ ク シ
ョ

ソ の 283nm の 吸光

度 を 測定す る と共 に TLC で 分析 した ．ク ロ マ ト グ ラ

ム を Fig．5 に 示す．ピ ーク 1 を集め凍結乾燥した結果 ，

35．5g の 淡褐色 の 粉末が得られ た．　 HPLC の 分析 で 同

粉末に は 2．47g の ハイ ド ロ キ ノ ン 配糖体 お よ び O．2i　g

の ハ イ ドロ キ ノ ン が 含 まれて い た ．ハ イ ドロ キ ノ ン を

基準と した 同配糖体の 回収率は 36．0％ で あ っ た．

0 10 20

Fraction　number （】00　ml＿each ）

30

Fig．5・　Chromatography 　of 　hydroquinone −91ycQs玉de
　　 on 　Toyopearl　HW40EC ．　 The 　glycoside　was 　eluted

　 　 with 　water 　at　a　flow　rate 　of 　1500　m レh，

　多彩な 生理 機能が期待で きる ポ リフ ェ ノ ール 配糖体

の 製造法を確立す る 目的で ハイ ド ロ キ ノ ソ 配糖体を モ

デ ル に 合成法 お よ び 精製法を検討 した ，その 結果，オ

リ ゴ 糖を含むハイ ド ロ キ ノ ン 配糖体を 回収率36．0％で

得 る こ とが で きた．

　多段仕込 で は 長時間反応させ て も合成 された 配糖体

の 分解 が 見 か け上 観察 さ れなか っ た ．こ れ は GS ア ー

ゼ に よ る配糖体 の 合成 ・分解反応 の 平衡 が 高濃度 の 基

質tuよ りほ とん ど合成反応ヘ シ フ トして い るた め か，

あ る い は 高濃度 の オ リゴ 糖 に よ り配糖体 の 分解 が拮抗

的に抑え られ て い る もの と考え る．

　最終的 に 回 収 した 配糖体は グル コ シ ドとマ ル トシ ド

との 混合物 で あ るが ，こ れは 疎水結合性担体を 用 い て

配糖体を オ リ ゴ 糖か ら分離 した 後，グ ル ＝ ア ミ ラ ーゼ

で 容易 に マ ル ト シ ドを グル コ シ ドへ 変換す る こ とがで

きる．今後 ，配糖体を効率 よ く吸着 し，しか もハ イ ド

ロ キ ノ ン と分離 で きる 担体の 選定 が 課題 で あ る．

要 約

　配糖体合成酵素 を用 い ポ リ フ ェノ
ール 配糖体 の 製造

法を確立 す る た め に ハ イ ド ロ キ ノ ソ ー
α
一グル コ シ ドを

モ デ ル と し て 合成条件 お よび部分精製条件 を検討 し

た ．配糖体合成酵素 GS ア ーゼ は βαα

1
’伽   邸砌 5 起源

の CGT ア ーゼ よ り効率よ く配糖体を合成 した、酵素

濃度 ， pH お よ び 基質濃度 を検討 した 結果，　 GS ア
ー

ゼ 100　ulml ，　pH 　7 の 条件 で デ キ ス ト リ ン S を 多段仕込

み した 場合が もっ と も合成効率が高く， 反応開始後48

時間 で配糖体量 は最高とな っ た ．一方， 配糖体の 部分

精製条件を検討 した 結果， ト ヨ バ ール HW40EC を 担

体 と し水 で 溶出す る カ ラ ム ク ロ V トグ ラ フ ィ
ーで 大部

分の 未反応 の ハイ ドロ キ ノ ソ を除去で きた．配糖体 の

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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対 ハ イ ド ロ キ ノ ン 収率 は 36％ で あ っ た ，

　 本研 究 を 遂行 す るに あ た り，GS ア
ーゼ の ス ク リー＝ソ グ な ど

に お い て ご指導 い ただ い た 熊本工 業大学応用微生 物工 学科村尾澤

夫 教授お よび新　隆志教授 に深謝 い た します．
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