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【論文要旨】

植物細胞壁多糖を構成する主な中性単糖7種 とグルコ二糖類を,短時間で連続的に分離同定する方法とし

て,パルス ドアンペロメ トリー検出 (金電極)付 きのイオンクロマ トDX-300(日本ダイオネクス社)によ

る陰イオンクロマ トグラフィー (HPAEC)を用いての条件検討を行った｡

その結果,溶離液として超純水を用いることにより,目的の中性単糖7種 (L-フコース,L-アラビノース,

L-ラムノース,Dガ ラクトース,D-グルコース,D-キシロース,D-マンノース)を分離することができた｡ま

た,中性単糖分析と同様のCarboPacPAlカラムを用い,グラジェント溶出によって,a-グルコ二糖類 1a.a-

トレハロース [α-D-GIc(1-1)-α-D-GIc],コ-ジビオース [α-D-GIc(1-2)-D-GIc],ニゲロース [α-D-GIc(1

-3)-D-GIc],マル トース [a-D-GIc(1-4)-D-GIc],イソマル トース [a-DIGIc(1-6)-DIGIc]t及びβ-グルコ

二糖類 18,β-トレハロース [β-DIGIc(1-1)-β-DIGIc],ソホロース [β-D-GIc(1-2)-DIGIc],ラミナリビオー

ス [β-D-GIc(1-3)-D-GIc],セ ロビオース [β-D-GIc(1-4)-DIGIc],ゲ ンチオ ビオース [β-D-GIc(1-6)

-D-GIc]Ⅰの分離 ･同定が可能であるとわかった｡このことから,植物細胞壁多糖構成中性単糖及びグルコ二

糖の分析が,ダイオネクスのCarboPacPAlカラムにより,多糖の酸加水分解物及び部分分解物の分離同定

を迅速に行えることが示唆された｡

キーワー ド:細胞壁多糖,中性単糖,グルコ二糖類,陰イオンクロマ トグラフィー

1.緒言

植物細胞壁を構成する多糖は,一般に熱水,シュ

ウ酸アンモニウム,キレー ト剤EDTA,メタリン

酸などによって抽出されるペクチン質画分,それ

に続 く4-24%の水酸化カリウム (水酸化ナ トリ

ウム)などのアルカリで抽出されるヘミセルロー

ス画分,そして,アルカリ抽出残液,セルロース

画分に大きく分けることができる1)｡

ペクチン質画分には,ラムノガラクツロナン,

アラビナン及びアラビノガラクタンなどのガラク

タン系多糖,ヘ ミセルロース画分には,(1-3)

-β-D-グルカン,(1-3),(1-4)-β-D-グルカン,

アラビノキシランなどのキシラン系多糖及びキシ

ログルカンであ り,セルロース画分は,(1-4)

-β-D-グルカンである｡ これら細胞壁,あるいは

ペクチン質,ヘミセルロース,セルロースの各画

分から分離精製した多糖を構成している単糖組成

を知る際,それぞれを酸で加水分解 し,生成した

単糖類を種々のクロマ トグラフィーで分離同定し

ている1･2)｡

高等植物細胞壁多糖を構成している単糖類は,

ヘキソースとしてD-グルコース, D-ガラク トース

及びD-マンノース,ペントースとしてL-アラビノー

ス, D-キシロース,メチルペントースとしてL-ラ

ムノースとL-フコース,それに酸性糖 としてD-ガ
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ラクツロン酸 とD-グルクロン酸が主なものであ

る｡ これら単糖類の分離同定には,種々の方法が

知られている｡ 我々はこれまで,これら細胞壁多

糖構成単糖のなかでも,主要な中性単糖をアルジ

トール トリフルオロアセテー トにした後,GLCに

て分析を行っていた｡ 一方,HPLCによる分析方

法も用いられているが,誘導体化する必要があり

迅速的ではない｡ さらに,現在では蛍光分析

(HPLC)なども用いられている｡

HPLCでは,単糖類2分子が縮合 した二糖類な

ども分析されている｡二糖類は,同一の単糖類の

結合であっても,縮合するOH基の位置が異なれ

ば,異なる二糖類が生成する｡ 例えば,グルコー

スからなる二糖類でも,α,α-トレハロース (α1

-α1結合),コ-ジビオース (α1-2結合),ニ

ゲロース(α1-3結合),マルトース(α1-4結合),

イソマル トース (α1-6結合)があり,また,β,β-

トレハロース (β1-β1結合),ソホロース (β1

-2結合),ラミナリビオース (β1-3結合),セ

ロビオース (β1-4結合)及びゲンチオビオース

(β1-6結合)がある｡ グルコ二糖の結合位置の

違いは,物理的性質や生理的機能性の違いにも影

響することが多数報告されている｡

我々の研究室ではこれまで,糖組成分析の迅速

化及びオリゴ糖の簡便な分析法の検討を進めてき

た｡今回,植物細胞壁多糖構成中性単糖とグルコ

二糖類の分離同定について,陰イオンクロマ トを

用いて検討した結果を報告する｡

2.実験方法

1)試料

市販の標準中性単糖であるフコース (LFuc),

アラビノース (L-Ara),ラムノース (LRha),ガ

ラクトース (D-Gal),グルコース (D-GI〔),キシロー

ス (D-Ⅹyl)及びマンノース (D-Man)の7種を超

純水に溶解し,それぞれ0.1〟mol相当量を含むス

タンダー ド混合溶液1mlを試料として用いた｡ま

た,内部標準物質として2-デオキシグルコース

(2-DG)を用いた｡

また,グルコ二糖 として, α,α-トレハロース

[a-DIGIc(1-1)-a-D-GIc],コ-ジビオース [a-D-

GIc(1-2)-D-GIc],ニゲロース [a-D-GIc(1-3)-D-

GIc],マル トース [α-D-GIc(1-4)-D-GIc],イソ

マル トース [α-D-GIc(1-6)-D-GIc],β,β-トレハ

ロース [β-D-GIc(1-1)-β-D-GIc],ソホロース

[β-D-GIc(1-2)-D-GIc],ラミナリビオース[β-D-GIc

(1-3)-D-GIc],セロビオース [β-D-GIc(1-4)-D-

GIc]及びゲ ンチオビオース [β-D-GIc(1-6)-D-

GIc]を用いた｡

2)中性単糖の分析

中性単糖のスタンダード溶液を,パルスドアン

ペロメトリー検出陰イオンクロマ トグラフィー

(HPAEC分析)にて分離 ･定量を行った｡HPAEC

分析は,パルス ドアンペロメトリー検出 (金電極)

付 きのイオンクロマ トDX-300(日本ダイオネク

ス社)を用い,分離カラムはCarboPacPAl(日

本 ダイオネクス社) を, ガー ドカラムはCar-

boPacPAIGUARD(日本ダイオネクス社)を用

いた3)｡分析条件は,はじめに溶離液として16m

M水酸化ナ トリウム(糖分析標準溶離液)を用い,

グラジェントをかけるなどして最適分離条件を検

討した｡

3)グルコ二糖類の分析

グルコ二糖類の分析 も上述の2)と同様に,パ

ルス ドアンペロメトリー検出陰イオンクロマ トグ

ラフィー (HPAEC分析)を行った｡溶離液はA

液 として100mM水酸化ナ トリウム,B液 として

100mM水酸化ナ トリウム/500mM酢酸ナ トリウ

ムを用い,A液100%(開始0分)～70%(30分後),

B液0%(開始0分)～30%(30分後)の直線的グラ

ジェントで1.Oml/分の流速で行った｡

3.結果及び考察

多糖の糖組成を分析するには,多糖を酸加水分

解などで単糖類に分解し,それから種々の方法で

中性単糖類 (L-Rha,L-Fuc,LAra,D-Ⅹyl,D-GIc,

D-Gal,D-Man)の分離 ･定量を行う｡

PPC及びTLC分析は,加水分解で調製したサン

プルをそのまま漉紙及び薄層上に負荷 して多重展

開を行い,個々の単糖類を識別できる｡ しかし,

その状態からは定量することはできず,さらに定

量分析を必要とするものである｡さらに,この分

析は数時間から場合によっては半日以上の時間を

要することもあり,数多くの試料を分析する時な

どは好ましくない｡そして,当研究室で主に用い

てきたGLC分析は,加水分解で得られた単糖をア

ルジトールアセテー トなどの誘導体化する必要が

あり,この分析法によって分離 ･定量が同時に可

能となるが,分析の前処理に非常に時間を要する

ものである｡ また,HPLC分析は,GLC分析に比
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ベると誘導体化の前処理なしに直接クロマ トグラ

フィーにかけられ,PPCやTLCと同程度のサンプ

ル量で数十分のオーダーで分析が可能となり,修

飾することなく分離精製したものを分取できるこ

となど利点が多い｡しかし,HPLCの一つ,単糖

に蛍光標識をつけて高感度選択的検出をする方法

は,個々の糖を特異的に認識できないという欠点

もある｡ もう一つ,そのままクロマ トグラフィー

にかける方法もあるが,これはカラムの種類に

よって分離できるものと分離できないものがある

ため,その目的に合わせてその都度カラムを変え

なければならない｡これは,連続分析には適さな

いものと考える｡

そこで,HPAEC分析は,多糖の酸加水分解物

をすぐにクロマ トにかけられ,分析に要する時間

の短縮及び微量分析が可能で,多糖構成単糖の分

析には非常に有効な方法である｡ HPAEC分析が

最も簡便であるとし,その測定条件を検討した｡

これまで,HPAEC分析での中性単糖の分離には,

16mM NaOHを溶離液 として用いて行われてき

たが,図1のAより,7種の中性単糖のいくつかの

ピークが重なって検出された｡この条件ではすべ

てを分離できず,それぞれの糖を定量することも

できなかった｡そこで,7種の中性単糖を分離で

きるまで溶離液のアルカリ濃度を薄くしていった

結果,図1のBに示したように超純水のみを使用

することで,7種の中性単糖すべてを分離 ･定量

することが可能であるとわかった｡

一方,食品中の糖質の分析にも,各種クロマ ト

が使用されている｡ 食品中の糖質のなかでもグル

コ二糖類に注目し,含有食品と構造を表1にまと

めた2･4･5)｡ α-グルコシド結合のコ-ジビオース

[a-DIGIc(1-2)-D-GIc]やニゲロース [a-D-GIc(1
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-3)-D-GIc],イソマ ル トース [a -D-GIc(1-6)

-D-GIc]は清酒中の酷味成分として知られており,

コ-ジビオースは抗う蝕性,イソマルトースはビ

フィズス菌の増殖を促進することなども報告され

ている6)｡また, トレハロースは非還元性オリゴ

糖で,デンプンの老化防止や骨租擬症改善効果な

どが報告されている7･8)｡近年では,グルコ二糖

はインターロイキン12(IL-12)依存症の1型ヘル

パーT細胞 (Th)タイプの免疫応答の活性化を通

して免疫を賦活することが報告されるなど9･10),

生理的機能が注目されている｡ β-グルコシド結合

のゲンチオビオースは,糖類の中でも甘味ではな

く苦味を呈するグルコ二糖であり,構成糖が同じ

でも,結合位置によって様々な性質を示す｡これ

らオリゴ糖の構造解析の一手法として,部分分解

とそれに引き続くオリゴ糖分析が一般になされて

いる｡ オリゴ糖分析にはHPLCが主に用いられ

1ト13),グルコ二糖のような結合位置異性体は高感

度分析が必要となるが,迅速に行える方法は少な

図1 中性単糖のHPAECクロマトグラム

溶離液-A:16mMNaOH,B:超純水

表1 食品中のグルコ二糖類

グルコ二糖 食 品 構 造

トレハロース

コ-ジビオース

ニゲロース

マルトース

イソマルトース

ソホロース

ラミナリビオース

セロビオース

ゲンチオビオース

椎茸 ･しめじ･マッシュルーム ･酵母

清酒 ･蜂蜜

清酒 ･蜂蜜 ･みりん ･ビール

麦芽 ･蜂蜜 ･デンプン

清酒 ･蜂蜜 ･水飴

エンジュ (薬用植物)

褐藻 (コンプ,ワカメ)

野菜や果実などのセルロース

蜂蜜

α-D-GIc(1-1)-α-D-GIc

α-D-GIc(1-2)-D-GIc

α-D-GIc(1-3)-D-GIc

α-D-GIc(1-4)-D-GIc

α-D-GIc(1-6)-D-GIc

β -D-GIc(1-2)-D-GIc

P ID-GIc(I-3)-D-GIc

β-D-GIc(1-4)-D-GIc

β-D-GIc(1-6)-D-GIc
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い｡微量で定量分析が可能な4-アミノ安息香酸エ

チルエステル標識化法 (ABEE標識化法)を用い

た高感度分析14~16)やα-グルコシダーゼ分解物 (マ

ルトオリゴ糖 ･ニゲロオリゴ糖)のHPAEC分析17)

について一部報告されているが,我々は, α-及

びβ-グルコ二糖類を簡便に分離 ･同定する方法

として,HPAEC分析を試みた｡中性単糖分析と

同様のCarboPacPAlカラムを用い,前処理なし

にグラジェン下落出した結果,結合位置の異なる

各α-グルコ二糖 (図2)及びβ-グルコ二糖 (図3)

Glc
鼻 O.i .｡a,α-トレハロ-ス
-1lzOlll___∩l】ll
I.,･ヾL-/｣･･一言下し_/･.･･El ∩

■～Illhqles
図2 0-グルコシド結合グルコ二糖類のHPAECクロ

マトグラム

i
L∴ _ 二 )

1 5 18
1山■tt･t

図3 β-グルコシド結合グルコ二糖類のHPAECクロ

マトグラム

の分離 ･同定が可能であるとわかった｡

以上の結果から,HPAEC分析によって,中性

単糖とグルコ二糖類の分離 ･定量を迅速に行える

ことが示された｡我々は,細胞壁多糖の詳細構造

解析法として,キシログルカン多糖の,HPAEC

を用いた構成オリゴ糖単位での分析結果を報告し

てお り18･19),carboPacPAlカラムを用い,溶離

液や溶出グラジェントを検討することで,様々な

糖質の微量分析が可能である｡ また,糖質の生理

的機能についても注目される近年,詳細な構造解

析ができると同時に,機能性食品素材の分析も簡

便に行える方法として非常に有効であると考え

る｡
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