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Abstract

納豆菌をはじめ類縁の枯草菌はショ糖を含む培地で培養すると高分子のレバンを合成する

が、その途上でまずショ糖が酵素の転移作用でフルクトースを 1つ受け取った 3糖のケス

トース（受け取ったフルクトースが結合するショ糖の部位により 3種類できる：1-kestose,6-

kestose,neo-kestose）を生成する。

それらは一般には高分子を作る酵素の性質からアクセプターとなりうる物質の分子量の大

きいものの方が親和性が高いためか、順次フルクトースを転移して鎖長を伸ばすため、多

量の高分子レバンの蓄積が認められ、オリゴ糖のケストース類の蓄積はわずかである。こ

れらオリゴ糖のケストースは腸内細菌の成長促進因子として、ビフィズス菌や乳酸菌に優

先的に利用され、腸内細菌叢の善玉菌を増やし、整腸作用や便秘改善などの働きをもつ。

そこでオリゴ糖の蓄積をコントロールする条件を探してみた。

まず 3糖のケストースを合成・分離し、ケストースとショ糖共存下での反応を行って生成

物を分析した。1－及び 6－ケストースの場合にはレバンは合成されたが、相対的には少

なく、小さい分子鎖長のオリゴ糖のシリーズの蓄積が認められた。しかし、ネオケストー

スの場合にはショ糖分子中のグルコース C6位に結合したフルクトースはそのままであった

が、ショ糖分子を構成していたフルクトースが切断され、6-O-β -D-fructosyl-D-glucoseと

なり、アクセプター分子となりにくいのかレバンの生成量は少なかった。生成したレバン

は末端にグルコースを持っているもの（6-O-β -D-fructosyl-D-glucose）とネオケストースが

末端にあるものが約 3：1であった。
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1－及び 6－ケストースを共存させた場合のレバンはショ糖から新たにケストースが作ら

れ、それがアクセプターとなるのでなく共存させたそれぞれのケストースが末端に認めら

れた。このことはレバンビオース共存下に合成されたレバンの末端がレバンビオースのみ

であったことと同様であった。

キーワード：納豆菌レバンスクラーゼ、レバン、ケストース、6-O-β-D-fructosyl-D-glucose

はじめに
納豆菌はショ糖を含む培地に生育すると粘性のある高分子のレバンを合成する。
その過程で、レバンを作る酵素、レバンスクラーゼはショ糖基質に作用し、ケストースを
合成し、それにフルクトースを順次転移して鎖長を伸ばし数百万の分子量を持つレバンを合
成する。しかし、オリゴ糖の蓄積は反応条件によるが、一般には少ない。
なので、アクセプター糖として、ケストースをはじめから共存させた場合にはどのような
生成物が得られるか 2，3検討してみた。

方法
酵素の調製　レバンスクラーゼは脱脂大豆を熱水抽出し、得られた液にショ糖、リン酸アン
モニウム、塩化カリウム、硫酸マグネシウム、酢酸カルシウムを加えた半合成培地（pH7.2）
で 16時間静置培養し、菌膜形成したものを集菌し、水道水で数回遠心洗浄し、2M NaCl溶液
に懸濁し、撹拌した後遠心分離して遊離した酵素溶液（上澄）を用いた。
ケストースの調製　熱帯の果実（図 1．Palm;Zalacca 

edulis）の果肉を乳鉢で砕き、水を加え、遠心分離して
得た溶液を DEAE-celluloseカラムに吸着させた後、1M

の食塩水で溶出し、それを用いた。
ショ糖溶液と酵素溶液を加え、一定時間反応させ、

HPLCで生成物を確認した後 Bio Gel P-2　のゲルクロマ
トグラフィーで分離した（図 2-a,b）。
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3種ケストースの相互の分離　ケストースの混合液（図 3）を高速液体クロマトを繰り返し分
離した（図 4）。

酵素反応　ショ糖とケストース（1：1）の混合液に酵素を加え 30℃で反応を行い、HPLCで
生成物を確かめ、TLCと NMRで同定した。
酵素反応による生成物の同定　a.TLC（薄層クロマトグラフィー）、シリカゲルプレートを用
い、n-ブタノール -ピリジン -水（8：1：1）の溶液で ambient temp.（室温）で 5～ 6時間展
開し、乾燥後エタノール -concH2SO4混液（9:1,v/v）に浸し、乾燥後 110℃、5－ 10分加熱発
色させた。

b.HPLC（高速液体クロマト、島津製作所製クロマトパック LC3Aに shimpack SCR101N（0.78 

X 300mm）カラムを装備したもので、分離液は純水、カラム温度 55℃、検出器は示差屈折計
で行った。

c.NMR（核磁気共鳴スペクトルメトリー）D2Oに溶かした試料を Varian-Unity plus 500の装
置で内部標準物質に DSS（sodium-4,4-dimethyl-4-sila pentane sulfonate）を用いて 40℃で測
定した。
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結果と考察
調製用の HPLCで分けた画分の同定
図 5-aに示すように画分 A，B,　C　はケストース成分はピークが重なることなく分離し、

A　は 6－ケストース、Cは 1－ケストース、Dはネオケストースと同定された。（図 5-b　
は TLCの結果を示す。）
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ショ糖と 6－ケストース共存下のレバンスクラーゼの反応
ショ糖と 6－ケストースを共存させて納豆菌レバンスクラーゼを作用させた場合の生成物
は図 6-a で、経過時間を追うと一連の転移生成物が合成され小さい方から大きい方へ生成物
の量が移っていくのが認められる。図 6-b はゲルクロマトで分離したそれぞれの大きさのも
ののプロトン NMRで、末端のショ糖ユニット中のグルコース C1位のプロトンに基づくケミ
カルシフト（3.731ppm）のみが見られる。
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ショ糖と 1－ケストース共存下のレバンスクラーゼの反応
同様にして行なった反応の結果を示す。図 7-a に生成物の経時的変化を図 7-b にプロトン

NMRを示す。この場合もショ糖から新たにケストースが合成されたものでなく、低磁場のピー
ク（5.4ppm付近）は 5.417ppmで、1－ケストース中のグルコース C1のプロトンによるケミ
カルシフトのみであった。
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ショ糖とネオケストース共存下のレバンスクラーゼの反応
この場合の転移生成物は極めて少なく、
分離はできなかった。そこでネオケストー
スのみを基質としたレバンスクラーゼの反
応をしらべてみた。
図 8に生成物の薄層クロマト図を示した
が、経時的に転移生成物のオリゴ糖シリー
ズの顕著な増加は見られず、長時間の後レ
バンの合成が認められた。

そこで、反応結果を HPLCで調べてみたものが図 9-aで、分解生成物とレバン合成が認め
られた。ゲルクロマトによる生成物の分離結果は図 9-bで、レバンと 2糖がえられた。図 9-c 

は 2糖の NMR（GHMQC）で、ネオケストース中のショ糖ユニットのフルクトースが切り離
されてできた 6－ O－β -D-fructosyl-D-glucose であることが判明した。
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レバン合成の条件（基質の違い）による生成物の比較
図 10はそれぞれの基質存在下に合成さ

れたレバンのプロトン NMRを示す。
ショ糖のみの場合は 1－および 6－ケス
トースを末端に有するレバンがほぼ 1：1

に生成し、6－ケストース共存下では末端
に 6－ケストースが認められ、それが出発
アクセプターであることが判明した。

1－ケストース共存下の場合は 1－ケス
トースが出発アクセプターとなっている。
ネオケストースのみの場合はネオケストー
ス中のショ糖ユニットのフルクトースが切
り離され、多くは 6－ O－β -D-fructosyl-

D-glucoseが遊離し、アクセプターとなりに
くい状態となっているような結果である。
しかし、合成されたレバンにはネオケス
トースを末端に有するものも量比では少な
いが、6－ O－β -D-fructosyl-D-glucoseを
末端に有するものも存在することが判明した。　ショ糖のみの場合の末端にネオケストース
が検出されるほど見当たらなかったのはこのことを反映しているものと思われる。

結果として機能性を有するオリゴ糖作成にはある種条件（基質の種類選別）設定で、反応
を行うと目的物質を多く作成することができることが判明した。
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