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論 文 の 内 容 の 要 旨

植物香気前躯体であるβ･プリメベロシドニ糖配糖体は､茶や花などに存在し､β･プリ

メベロシダーゼによる糖部とアグリコン部に水解されることにより､そのアグー｣コン部

として香気を発する｡従って､植物に微量にしか存在しないこの種の酵素を微生物に求

め､大量生産することができれば､有用酵素の開発ということで応用展開が見込める｡

本研究は､微生物起原からβ-プリメベロシダーゼ様酵素を見出すとともに､その量産化

に基づいて植物香気前駆体β･プリメベロシドの合成法の開発､本酵素の諸性質の解明､

そして､大豆イソフラボン配糖体のアグリコンへの変換による食品の機能性の向上に関

する研究と､3部に要約される｡

1.植物香気前駆体プβ･リメベロシド(Ps心の酵素合成

微生物起原をスクリーニングした結果､月畑山皿皿びノ助IAM7153の培養液

からダニトロフェニル卸)β一Psdを基質として､強力に水解･転移活性を有する本

酵素を見出した｡本転移活性を触媒素子として､供与体基質を卵β-Psd､受容体基質

を各種アルコール性香気あるいはフェノール性香気として､高基質濃度下で糖転移反応

(プリメベロシル化)を行うと､直接ワンポットでプリメベロシド配糖体であるベンジ

ル､2-フェニルエチル､(カー3･へキセニル､ゲラニル､及びオイゲニルβ･Psdが高い効

率で生成されることを見出した｡中でもベンジル､2-フェニルエチル､(勿･3･へキセニ

ルβ･Psdの収率は50-71%と高い効率であった｡
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2.β-プリメベロシダーゼ様酵素(β一ジグt｣コシダーゼ)の精製と酵素学的諸性質

月皿助IAM7153の培養液を硫安分画後､順次､疎水クロマト､イオンクロマ

ト､アフィニティークロマトを行うことにより､SDS･PAGE及びゲルろ過クロマト的

に均一な酵素標品を得た｡本酵素の基質特異性を解析したところ､β･プリメベロシダー

ゼの本来の基質である植物香気前駆体β･Psd二糖配糖体を良好な基質とせず､人工基質

であるメ寸Pβ-Psdを最もよい基質とする特異な活性を有していた｡このことから､本

酵素は､植物起原β-プリメベロシダーゼというよりはむしろ､β-ジグリコシダーゼの一

種であると結論付けた｡

3.イソフラボン配糖体の特異的水解と大豆食品への応用

一連のイソフラボン配糖体にβ-ジグリコシダーゼを作用させたところ､イソフラボン

β-グルコシドのみならず､これらの誘導体である6"･αマロニルβ-グルコシドにも作用

し､糖部とアグリコン部とに遊離する活性を有することを見出した｡この水解特性を豆

乳に適用したところ､イソフラボンβ･グルコシド及びこれらの6''-αマロニルグルコシ

ド誘導体を極めて効率的に水解することが明らかになった｡処理条件として､幅広い温

度･pH範囲を有し､高い効率でアグリコンへと変換できることを示した｡さらに本酵

素は､凍り豆腐のイソフラボン配糖体のアグリコンヘの変換にも適用できることを明ら

かにした｡

以上､植物香気前駆体を加水分解する酵素であるβ･プリメベロシダーゼ様の酵素を微

生物に求め､その量産技術の開発を手始めに､本酵素をツールとした植物香気前駆体で

ある一連の有用二糖配糖体の合成法を確立し､更に本酵素を利用した豆乳中のイソブラ

ボン配糖体の特異的分解による大豆食品の機能性を向上させる方法を開発した｡

審 査 結 果 の 要 旨

茶や花などで生産されるβ-プリメベロシド(6-OD･P-Ⅹylopyranosyl

β-D･glucopyranoside,Psd)香気前駆体は､β-プリメベロシダーゼによって加水分解さ

れ､香気を発生する｡本論文では､この種のβ･プリメベロシダーゼ活性をもつ酵素を微

生物起原に求め､大量生産法を考案するとともに､本酵素を用いた有用配糖体の合成法

の確立､酵素の精製ならびに諸特性の解明､さらには本酵素の大豆食品への応用研究を

行った｡その内容は以下のように要約される｡

第1章では､本来植物で生産されるβ･プリメベロシダーゼ様酵素の探索を微生物起原

からスクリーニングしたところ､j奄血壷肪比m皿血血IAM7153株の培養液から､ダ･

ニトロフエニルbNP)βヤsdを糖部(プリメペロース)とアグリコン部bNP)とに分
解する強力な水解活性を見出した｡そこで､この培養液から調製した部分精製酵素標品

を触媒素子とし､〆ヾPβ･Psdを供与体基質､各種アルコール性香気(ベンジルアルコー

ル､2･フエニルエチルアルコール､(分骨ヘキセニルアルコール､ゲラニオール)及びフ

ェノール性香気(オイゲノール)を受容体基質として､有機一水層の二層系での糖転移反

応を行った｡この反応により､一連のβ-Psd香気二糖配糖体が効率よく生成することを
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見出した｡特に､ベンジル､2･フエニルエチル､(勿･3･へキセニルβ･Psdsの収率は高く､

50･71%であった｡

第2章では､P皿扉よお血IAM7153株の培養液からβ-Psd糖転移活性を有する㌢プ

リメベロシダーゼ様酵素の精製を行った｡培養液を硫安分画後､順次､疎水クロマト､

MonoQクロマト､β･ガラクトシルアミジンアフィニティークロマトを行うことにより､

SDS･PAGE及びゲルろ過クロマト的に均一な分子量50000でサブユニット構造を持た

ない精製酵素を得た｡次に､本酵素の基質特異性を解析したところ､二糖配糖体である

〆寸Pβ･Psdを最も良好な基質とすることを示した｡しかし､上記合成した一連のアルコ

-ル性香気前駆体である第1章で合成した4種類のβ･Psds(ベンジル､2･フエニルエチ

ル､(カー3-へキセニル､ゲラニルβ-Psds)に対する相対水解活性は､〆寸Pβ-Psdの1/1000

であることを示し､水解基質として評価できないほどの値であることを明らかにした｡

この事実は､第1章での一連のβ･Psdsの合成において､なぜ本酵素が高い収率でβ-Psd

を合成できるのかのヒントを与えるものであった｡また､β･Psd配糖体の動力学的解析

の結果､本酵素は､〆寸Pβ･Psdを最も良い基質とする特異性の狭い酵素であり､茶由来

のβ-プリメベロシダーゼとは基質特性の異なるβ･ジグリコシダーゼの一種であること

を明らかにしている｡

第3章では､第2章において諸性質を明らかにしたβ-ジグリコシダーゼを用い､イソ

フラボン配糖体のアグリコンヘの効率的変換を目的とした大豆食品への応用研究を行

った｡本酵素は､イソフラボンβザルコシドである､ダイジン､ゲニスチン､及びグリ

シテンだけでなく､これらの6',-αアセチル､6',･αマロニルグルコシド誘導体にも直接

作用し､糖部6"-αアセチルまたは6',･αマロニルグルコースとアグリコン部とに遊離

することを見出している｡本特性は､A中朝打β刀鹿町由来のβ･グルコシダーゼでは見

られない特異な基質特異性である｡そこで､イソフラボン6,,-αアセチル及び6●,-αマ

ロニルグルコシドなどのグルコシド誘導体を多く含む豆乳に本酵素を適用し､イソフラ

ボン配糖体のアグリコンヘの変換効率の向上を目的とした研究を行っている｡豆乳を本

酵素で処理すると､イソフラボン配糖体のアグリコンヘの変換効率は著しく向上するこ

とを明らかにするとともに､その条件として､幅広い反応温度･pH範囲を有し､少量

の酵素添加量で効率よく反応が進行することも示している｡さらに本酵素処理によっ

て､凍り豆腐中のイソフラボン配糖体のアグリコンヘの変換にも適用でき､より一層の

効果を確認した｡

本論文は､植物が生成するβ･Psd香気前駆体を水解する酵素､β-プリメベロシダーゼ

を微生物起原から探索し､この酵素と似たβプリメベロシダーゼ様酵素を月皿血血

から大量生産し､本酵素の強力な糖転移作用を活用し､一連の植物香気前駆体である

P･Psd配糖体の効率の高い合成法を開発している｡同時に本酵素を精製し､諸性質を明

らかにする中で､植物由来のβプリメベロシダーゼと共通の活性を有するものの､基質

特異性の異なるβ-ジグリコシダーゼであることを明らかにしてきている｡この特異な特

性を豆乳中のイソフラボン配糖体のアグt｣コンへの効率的な変換に応用し､実際の大豆

食品への利用へと展開した｡このように､有用酵素の生産を手始めに､本酵素を有用配

糖体の合成のツ∵ルとして､さらに食品の機能性向上への利用研究までを行っており､

その内容は高く評価できる｡
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以上について､審査委員会全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位

論文として十分価値あるものと認めた｡
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