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ノ､ダカムギの発芽種子におけるリボフラビン

からグルコシル リボフラビンの生成

鈴 木 幸 雄 ･内 円 綱

さきに著者らは,イネ, トウモロコシ,キビの各完熟笹子およびジャガイモの塊茎の各

粉砕抽出液に措l形硫酸アンモニウムを加えて得た塩析沈澱物には,マル トースとリボフラ

ビン,セロビオ-スと1)ボフラビン,メリt='ォ～スと))ボフラビン,ラク トースと1)ボフ

ラビンから,それぞれ5′-(α-グルコシル)リボフラビン,5′-(β-グルコシル)リボフラビ

ン,5′-(α-ガラク トシル) リボフラビン,5′-(β-ガラク トシル) )),I:フラヒソを生 成 す

る作用があることを兄い出し,ついでこれらの配糖体をいずれも結晶として埠離し,同定

した (鈴木 ･内田 1967b,SuzukiandUchida1969,1971).また,イネの乳熟期種子の

郎砕抽出液から調製した硫恨アンモニウム塩析沈澱物には, 1)ポフラビンと種々の二糖

肌 デキス トリンおよび可溶性澱粉から,種々の1)ポフラビン配糖体を生成する作用があ

ることを指摘した (鈴木 1968).発芽滋子に おける リボフラビン配糖体の生成に ついて

は,立花 (1959)がカボチャおよびサ トウダイコンの各発芽6日目の子兼の磨砕水抽出港

をマル トースと1)ホフラピソの混液に作用させたのち,ペ-パークロマ トグラフィ-を行

い,ペー/く-クロマ トグラム上に 5'-(α-プルコシル)I)ボフラビンと同 じ Rf値を示す
物質の生成を認めた.損告があるに過ぎない.
本研究では,-ダカムギの発芽種子磨砕液に リボフラビンを加えて温匪した時,2つの

リボフラビン配糖体が リボフラピソの主要な代謝産物として生成されることを認め,その

うちの 1つを単離,結晶化して化学梢進を検討した.また,発芽准了内に取 り込まれた リ

ボフラビンの主要な代謝産物が リボフラビン配馳体であることを認めたので,ここに経費

する.

本稿を串するに当たり,赤外線噸収スペクトルの測定に際して御灰宜を賜わった岡山大学腿米/=F_物

研究所米久勝夫教授に深誘け る.

実 験 方 法

1.実 験 材 料

･､ダカムギ(Hordeum vulgareL.var.nudTLmHook)の稀子は,昭和 52年 同日l大学

段菜生物研究所実験閉場で収控後,低温窒 (4oC)に保有 したものである,

2.酵素および試薬

Aspergillusnigerの α-ブルコシダ-ゼは既報 (鈴木ら 1973)のディスク電気泳動的
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に単一な精製傑品である.7-モソ 卜の β-ブルコシダ-ゼほ BoehringerMannheim社

の製品 (3.2M硫慨7ソそこウム溶掛 こ懸濁した傑晶,40u/mg)である. リボフラピソ

は Merck社の製品,その他の試薬はIIJ-販の特級あるいはそれに準ずる試薬である.

3.分 析 方 法

リボフラビン配糖体iの測定 既報 (SuzukiandKatagiri1963)の方法によった.

油紙電気泳動 リボフラビソおよびその配析体の各0.5%水溶涯 5FLCを東洋漉紙 No.53

(幅12cmx長さ26cm)のr卜.央 (陽睡側の端から13cm)繰TLに点状につけ,0.01M 1)

1/憶ナ トリウム緯術紋 (pH6.0)を問解液として400V.8時間室温で 通電を行った (電

植槽:5%塩化カリウム;5%塩.L化カリウムを含む 2%寒天橋を使用).

百割こよる加水分解 既報 (鈴木 ･内田 1967a)の方法に準じて行った.

グルコシダーゼによる加水分解 既報 (鈴木 ･内田 1967a)の方法に準じて行った.

グルコースの同定 既報 (三宅 ･鈴木 1971)の方法によった.

過ヨウ素百割こよる戸別ヒ 既服 (鈴木 ･内円 1967a)の方法に準じて行った.

発芽種子中のリボフラビン配糖体丑の測定 /､ダカムギ種子 240gを 10gずつ二重のガ

ーゼ袋に入れ,あらかじめ 40oCに保温した0.25% ホ-マイ液 (チウラムチオ ファネー

トメチル水和剤, 日本曹達 株式会社製の種子消毒剤)に 15分間 浸依し, さらに室温で

6時間汝跳したのち,流水で洗浄した, この種子を,滅賭した バ-ミキュライ トを深さ

約 4cmに敷いたキャビネ版 ポリノミット24枚にまき,対照区では 滅菌水を, リボ7ラビ

ソ区では滅菌した 50mg% リボフラビソ水溶液を,それぞれ 50-100mgずつ隔日に撒布
して20oC,暗f'-Jfで発二坪させた.発芽率は90%以上であった, 隔日に各区から2バットず

つの発芽磁子を取 り出し巽毅に使用 した, 発芽範子を流水で洗浄し,茶気豊中で 100oC,

20分間加熱した.ついで 乳鉢中で暦砕し,発芽種子の生鮮韮丑と等量の純水を加えて再

度 100oC,15分間加熱した.水冷後等血のエタノールを加えて遠心分離し,上澄液を減圧

濃縮した.浪締液中の リボフラビソ化合物を常法に 従って 7-ノールJrLqに 潰縮し,水に

転溶した.得られた水屑について ペーパークpマ トブラフィー 〔展開溶媒:n-ブタノー

ル ･ピリジン･水 (6:4:3,Ⅴ/v)(溶媒A), I-Jt法で 2rTn-1繰 り返し展開〕を行った. リ

ボフラビンおよびその主代謝産物である リボフラビン配桝榊 こ相当する各蛍光部位を 切

り取 り,50oC,1時間温水抽出した.抽出肢の一部に等ETT-Iの 0.2M酎-.恨ナ トリウム緩衝液

(pH 5,0)を加え,525nTnにおける,蛍光感度を 日立 自記分光光度計 EPS-3T 形の･蛍光

付属装位で測定して 両化合物丑を求めた. 検LT_線は 各種濃度の リボフラビソ水溶鞍につ

いて,同様に ベーパ-クpマ トグラフ1-を行い,抽出液の蛍光強度を測定して作成 し

た .

4.発芽種子磨砕液の調製

･＼ダカムギ種T9kgを1kgずつ二束のサラン網袋に入れ, あらかじめ40oCに保温し

た0･25%ホーマイ液に15分間 浸綻モし,さらに 室温で6時間没潰したのち流水で 洗浄し

た.これをポリバケツに渡したガラス棒に くくりつけ,20oCの帖所で発芽させた. 発芽

期間中4時間毎に威曲水を撒布した.吸水 5日後,発芽磯子に1.5倍ia:の冷却水を加え,

ミキサーで3分間水冷しながら府砕した.この磨砕液を実験に使用した.
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実験結果および考察

1.リボフラビン配糖体の単離

-ダカムギの吸水後5日目の発芽種子摩砕液 56に, リボラフビンを 60mg% 含んだ

0.2M酢酸ナ ト1)ウム緩衝液 (pH5･0)5t,および少丑の トルエソを加えた混液9個を,

ときどき携拝して30oC,2日間暗所に保持した.2日間温位後,混液を晒布袋に入れ,醍

水機で脱水して滑降を得た.波紋中のリボフラビ'/およびリボフラビン誘碍体を常法に従

ってフユノール層に濃縮した,このフェノールmの一部についてべ-パークロマ トグラフ

ィー (展開溶媒Aを用いて上昇法で2回展開)を行ったところ,クロマ トグラム上にリボ

フラピソ, グルコシルリボフラビン頬似物質 (以下 GRと呼ぶ),および僅少丑の リボフ

ラビン少糖類と思われる物質のスポットを認めた.GRに相当する部位を切 り取 り,温水

で抽出後,抽出液の吸光度 (OD4,0)から求めた GR丑は リボフラピソとして2111mgで

あった.上記のフェノール戸別こエチルエーテル ･水 (10:1,V/v)の混液を加え,激しく

携拝して水屑を集めることを数回繰り返した.得られた水屑をェ-テルで洗って,混在す

るフェノールを除去したのち,減圧濃縮した.淡締中に析出したリボフラピソの結晶を遠
心分離して除去後,得られた上野綬 (約 500rnE)を東洋波枕 No.2(30×60cm)に1枚

につき 1mEの割で,滅紙の下端から5cmの高さに帯状 (54cm幅)にスポットした.

この粟紙を溶媒Aを用いて上昇法で2回展開した.展開後クpて トグラム上の GRに相当

する分別帯を切り取 り,水で抽出した.水抽出液を減圧漉締後,浪縮液を東洋淵紙No.50

(40×40cm)上にイソアミルアルコール飽和水 (溶媒B)で 1回展開した. クロマ トグ

ラム上のGR分別帯を切り取り,水で抽出して波節した. 浪縮液を再度東洋膿紙 No.53

(40×40cm)上柾n-ブタノール ･煉簡 ･水 (4:1･･1,Ⅴ/v)(溶媒C)を用いて上昇法で

3回繰り返して展開し,混在した蛍光物質からGRを分離した.GR分別帯を水抽出,濃

縮後,濃縮液 (約 10ml)を SephadexG-15カラム (564･×750mm)にのせ,経水を

流してゲルクロマ トグラフィーを行い,GRを含む溶出区分を集めて減圧澱解した.潰縮

液の一部に Asp.nigerの α-グルコシダーゼ,アーーt･ソドの β-グルコシダーゼ,あるい

は両グルコシダーゼをそれぞれ作用したところ,α一グルコシダーゼに よりGRの89%が,

β-グルコシダーゼによりGRの6%が,而ブルコシダ-ゼによりGRの95%がそれぞれ

分解され GRからのリボフラビンの遊離が認められた.したがって,GRは α-グルコシ

ルリボフラビン板似物質 89%とβ-グルコシ/L,リボフラビン顕似物質 6%および他の蛍

光物質5%の混合物であることを知った.そこで β-グルコシルリボフラビン煩似物質を

分解するために, 濃縮液に0.1M酢慨ナ トリウム巌衝液 (pH 5.0)7.5mE.市販のアー

モンドの β-グルコシダーゼ0･15rnZ,および純水を加えて (全丑15mE)37oCで24時間

保持した.反応後反応液を沸騰水溶中に15分間浸班して反応を停止した.水冷後反応液

を再びペーパークpて トブラフィー (溶媒Bを用いて上jr=l法で展開)にかけて精製した.

α-GRの分別帯を水で抽出した液を離術後, 膿縮按を瀬紙上に溶媒Cを用いて3回展開

した.α-GR分別帯を水抽出,浪縮後.浪輸液をSephadexG-15カラム(564･×750mm)

にのせ,純水を流してゲルクpマ トブラフィーを行った.α-GRを含む溶出区分を集めて

濃縮,乾固し,エタノールで再結晶を繰り返して沃茶色針状結晶 (CGR)〔リボフラビン

として182mg,lTlp247-249oC(分解)〕を得た.
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2.標晶 CGRの性質

ここに得た標品 (以下 CGRと呼ぶ)の諸性質を,著者らがさきに LeucorLOStOCmeSen-

teroidesを用いて調製した 5l-(α-ブルコシル)リボフラビンの結晶原品のそれらと比較し

た (Table1).

TableL Propertiesofcrystalline5'-(α-glLICOSYl)l'lboRavin(CGR)isolated

fL･Om the lnCubal10n mixturecontalning homogenates of5-day-old

barleyseedlingsandriboRavln

sourceofenzyme £誓ec£7eo,sZtodCes Barley

1Vvalues

B.A.W,

P.W.

lV.isoA.

B.F.W.

Meltingpoint(oC,decomposed)

RatiosOfopticalClenslly

260nm/450nm

275llm/450nm

375nm/450nm

0.20 020

0.40 0.40

0.50 0,50

005 0.05

247-249 247-249

2.25 226

203 2.03

0.85 0,85

Positionofmaximalnabsorptionspectrum(nm)266,373,445 266,373.445

Paperchromatogramofacidhydrolysate glLICOSe.riboRavin glucose.riboRavin

MolarratioofriboFLavlntOglucose

PeriodateLIPtake

(mole/moleofcrystallJneglucosylribonavin)

HydrolysISby

α-glucosidase

β-glucosidase

PresenceofpllOSPhate

1/0,95 1/0.97

4.04/1 3.94/I

RfvalueswereobservedonToyolヾ0.50nllerpaper.usingthefo一lowingsolvenL
SyStemS.

B.A.W.:n-butanol-aceticacid-water(4:1:5,V/V).

P.W∴ Na2HPO.･12H20-water(5:100,W/V).
W.lSOA.:water.saturatedwithisoamylalcohol.

B.F.W.1.n-butanoHorrnicacid(80%)-water(77:10:13,V/V).

a) ペ-パークロマ トゲラ7ィ一 艇々の溶媒を用いたペーパークロマ トグラフィーに

おけるCGRのRf値は,5′-(α-ブルコシル) I)ボフラビンのそれとよく一致した.また,

CGRと5′-(α-グルコシル)リボフラビンを淵紙に混合スポットし.前述した3秤柿の溶

媒 A,B,Cおよび Tablelに記堀した各種の溶媒で数恒1展開を行っても,押-のスポ,
トを示した.

b) 漉紙電気泳動 CGRおよび 5'-(α-グルコシル)リボフラビt/の滴紙電気泳動を行

った結果,rLILl一者はいずれも陰慮方向に移動し.原告からの移動距離においてもよく一致し

た.
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C) スペク トル CGR および 5′-(α-ブルコシル)リボフラビンの紫外部吸収スペクト

ルを日立分光光度計139形を用いて水を溶媒として求めたところ,両者の吸収趨大および

極小の波長位置が よく一致した.CGR溶液に/､イ ドロサルフ7イ トナ トリウムを加えて

還元すると,445nmの吸収が消失した. また.両化合物の赤外線吸収スペクトルはよく

一致した (Fig.1).また,両化合物の核磁

気共鳴スべクト/L,を領水を溶媒として求め

た.Fig.2に示すように,両者のスペクト

ルはよく一致し,イソ7ロキサンソ原の6

位 および 7位の CH3進,ならびに5位お

よび8位のプロトンのいずれもが存在する

ことを示した. また,日立 自記分光光度

計 EPS-3T形の増光付属装置を用いて,

450nm で励起した場合, 両化合物の水溶

液の蛍光スペクトルには,いずれも530nm

付近に吸収極大があった.

d) 酉削こよる加水分解 CGRは その ま

までは減紙上における7ニリソ水瀬フター

ル酸による呈色が陰性であったが,N塩娘

に溶解して100DC,2.5時間 加熱すること

により分解され,グルコースとリボフラビ

ンをモル比1:1で生成した. また,加水

分解液中にリソ酸 〔アレソ法 (中村 1950)

により検討〕は検出されなかった.

e) グルコシダーゼによる加水分解

CGRに Asp.nigerの α-ブルコシター七

を作用させると,グルコースとリボフラビ

ンに分解された.遊離されたグルコースは,

グルコースオキシダーゼにより容易に酸化

され,ペーパークロマ トグラム上グルコン

酸牒品に一致した.他方 7-モンドの β-

グルコシダーセ~によっては分解されなかっ

た.

4000 300020∝)1600 1200 8α) 400
WavenLmtXr(cmIl)

Flg.1llnfra-redspectraofrlbonavin▲

5'-(a-glucosyl)riboflavin,and the
isolatedcompound(CGR)from the

incubationmixturecontainlnghomo･

genatesofbarleyseedllngSandri-
boRavin.

(i):RlboRavin.

(Ir).ICrystalline5'-(a-glucosyl)ri･
boRavinproducedby Leuco-
nosLocmesenleroLdes.

(fir).IIsolaledcompound(CGR).

f) 過ヨウ素酸による酸化 CGRを過 ヨウ頚酸 ナ トリウムを用いて低温で酸化し,過

ヨウー#酸消'rf塵を求めた.同時に対照として,リボフラビンおよび メチル α-グルコシ ド

を酸化した.その結果,メチルα一グルコシ ド,リボフラビンおよび CGRはそれぞれ 1モ

ル当たり過ヨウ索酸2モル,2モルおよび4モルを消出した.

以上の諸性質 a)～f)から,CGRは 5し(α-グルコシ′レ)リボフラピソの構造を有する

と推定した.
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(I)

10 9 8 7 6 5 4 3 2 10
ppm

( ll)

CH2-0-Glucosel
(HCOH)3
I
CHa CSH C8H

10 9 8 7 6 5 4 3 2 10
PPm

Flg.2.NMRspectraof5'-(a-gLucosyl)rlboFlavinandthelSOlatedcompound(CGR).

NMRspectr-awererecordedona Varian modelEM 390spectrometer
at90MHzinD20.

(I):Crystalline5'-(a-Bllucosyl)nboRavlnProducedbyLeuconostoc
mesenleroldes.

川):Isolatedcompound(CGR).

3.発芽種子中におけるリボフラビン配糖体の生成

-ダカムギ板子を種子消慮剤で叔菌後,/ミーミキュライ トにまき,水 (対照区)および

リボフラビン水溶液を撒布して,20oC.llEJ間暗所で芽発させた.発芽期Pt.LJ中,発芽種子
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の熱水抽出液についてペ-パークロマ

トグラフィーを行い,リボフラビソ帯

革体の生成を調べた. リボフラビン以

外に認められた主な茂色蛍光スポット

紘,その蛍光強度が リボフラピソに比

べて著しく弱かったが,そのRf値は

ブルコシルリボフラピソにタ浪似してい

た.発芽擬子中のリボフラビンおよび

グルコシルリボフラビン焼似物質 (以

下 GR′と呼ぶ)の経日変化を Fig.3

に示した.吸水初期から,魅子中に取

り込まれたリボフラビンのスポットが

諸められ,吸水後3日目には GR′の

生成が認 め られた.その後7日目ま

で,リボフラピソの取り込みの著しい

増加と ともに GR′の生成屯も増加し

た.対照区では,吸水後3日目からリ

ボフラピソの蛍光スポットがベーパー

クロマ トグラム上に掻く徴丑検出され

たが,グルコシルリボフラビンのスポ

ットは見受けられなかった.また,/:

-ミキュライ ト中のリボフラビンをペ

ーパークロマ トグラフィーで検討した

ところ,他物質-の転換は認められな

かった.

ついで,発芽種子中に認 め られた

GR′の性質について検討した.すなわ

ち,吸水後5,7,9お よび11日日の

各ペ-パー クロマ トグラム上 の GR′

区分を抽出した液 (,Bi,光強度測定後の
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Fig.3.Changesofrlbonavinandglucosylrlbo一

触vininbarleyseedllngSduringtheculti-
vationonribonavinsolution.

Barley seeds were sown on vermlCulite

placedinplasticplates.Thegerminatedseeds

weL'eculturedon50mg%riboRavinsolution.
Seedlings were harvestedevery otherday,
washed.andextractedwlthwaterfor20min

onabolllngWaterbath. Rlbonavinandits
derivativeslntheboiledextract,afterCram-

mer'S treatment.were examined by paper

chI.0111a[ography using a so【VenLsystenlOf

∩-btltallOトpyrldlne-Water(6:4:3,V/v). The
auorescentspotsofriboRavincompounds,de-

tectedunderanultravioletlamp,werecutand

extractedat500Cfor1hr. Theintensityof
the8uorescenceoftheextractswasmeasured

byaspectroRuorometerattachedtoaHitachi

modelEPS-3Trecordingspectrophotometer,

残液)を混合して膿縮後,GR′を展開

溶媒BおよびCを用いたペ-メ-クロマトグラフィーにより絹製して真空凍結乾燥した.

(1)GR′精製僚晶の,水を溶媒とした紫外都吸収スペク トルおよび蛍光スペク トルは,5し

(α-グルコシル)リボフラピソのそれらとよく一致した.(2)GR′精製原品を,展開溶媒A,

C,および n-ブタノール ･酢酸 ･水 (4:1:5,Ⅴ/V)を用いて淵紙上に3回展開した場

令, ペーパークロマ トグラム上に2つの スポットが認められ,それぞれが5′-(α-グルコ

シル)リポプラピソおよび 5′-(β-グルコシル.)リボフラビンの Rf値 とよく一致した.

(3)GR′精製原品を0.1M酢酸ナ トリウム接衝液 (pH4･8)に溶解したのち,Asp,niger

の α-グルコシダーゼ,ア-モソ1/の β-ブルコシダ-七,あるいは両群索を作用したとこ
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ち,α-グル コシダ-ゼによりGR′の約 30%が分解され,β-グルコシダーゼによりGR′の

70%が分解された.この際遊祉した リボプラピソの同定は,ペ-パークロマ トグラフィー

(展開溶媒:溶媒Aおよび 容媒C)における Rf値が市販の 1)ポフラビンのそれ とよく一

致することによった.

上記の奨険結果 より,ノ､ダカムギの発芽威子では 1)ボフラビンが麗子内に取 り込まれ,

その 一部が リボフラビン配糖体 (主 として β-ブルコシル リボフラビン)に転換されるこ

とが明らかになった.

摘 要

1) -ダカムギの光度種子凪砕液に リボソちビンを加えて温thr.した時,クルコシル .)ボ

フラビン頒似物質が リボフラビンの主要な代謝産物 として生成されることを認め,本物質

をべ-パークロマ トグラフィーおよび Sephadex G-15カラムクpマ トグラフィ-により

桁製した.枯製標品は α-ブルコシル リ,lil-7ラビン炉似物質 (89%)とβ-ブルコシル リボ

フラビン萩似物質 (6%)の拙LT物であった.

2)粁魁標.伽こβ-クルコシターゼを作用させてβ-ク､ルコシル リボフラヒソ班似物質を

分離後.ペIバ-クpマ トブラフィーおよび SephadexG-15カラムクロマ トグラフィ-

により,残存する α-ブルコシル リボフラビン焼似物質を柑製 し結晶として 単推 した. 結

晶標晶は,さきに Leuconosiocmesenieroidesを用いて調製 した 5'-(α-ブルコシル) リ,ii

フラビンの結晶標晶と旦′値,紫外部吸収スペ ク トル,赤外線吸収スペク トル,核磁気共

鳴スペクトル,酸および酵素による分解産物,過 ヨウ莱恨消空や畳などが よく一致 したこと

により,5し(α-ブル コシル) リボフラビンであると同定 した,

3) -ダカムギ種子に リボフラビン水溶液を撒布して発芽をさせた時,発芽種子中には

β-グルコシル リボフラビンが リボフラビンの主要な代謝産物 として認められた.
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FormationofG]ucosylriboflavinfromRibo爪avin

inGerminatingBarleySeeds

YukioSt7ZUKlandKelUcMDA

SutttmAry

α-Glucosyll◆iboRavin-一ike and β-glucosylribonavin-likecompoundswerefound 〔o

beformedalaratlOOf89to6.1Vhentheho1110gC11ateSOf5-day-Old barley(Hordeum

vulgareL.Uar.rzudtLm Hook)seedlings＼vel'e lnCubared with rlboRavin. The mlnOr
product.aβ-glucosylrlboRavin-likecompound,ll,aShydro】yzedbyalmondβ-glucosldase.

andtheremainingα-glucosylrlboFlavln-likecompoundwaspurlnedbypaperchromat0-

graphyandSephadexG-15columnchromatography. Thecompound thusobralned ln

itscryslalllneform.wasidentlfied as5'-(α一glucosyl)riboRavlnOn the basisOfR/
values,UV,IRandNMRspectra,electrophoreLicmobllilleSOnPaper,liberal10nOfglucose

andrlboRavin(molarratio1:1)byacld hydrolysis,hydrolysISby glucosidases,and

oxidationwLlhsodium melaperiodale.

WhenbarleyseedsweregL･rminatedandculturedonanaqueousrlbonavinsolutlOn,

theexogenouslyappliedrlbo触vinwaspr.Ovedby paperchrLOmalography to be incor-

pora【edandlransformL'dintoglucosylcompoundsofrlbonavin(β-glucosyLriboLlavlnaS

majorproductandα-glLICUSylriboRavlnaSITlinorproduct).
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