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植物試料中の糖類の分離・精製法について
　0523035番　岩永　朋子
1. 背景および目的
植物には多様な糖類が含まれている。光合成により最も基本的な単糖であるグルコースやフルクトース、ガラクトースなどが合成される。(図. 1 参照)これらの単糖類は互いに構造異性体の関係にあり、細胞内で必要に応じて酵素反応によって変換されたり、脱水縮合したりして、二糖類であるマルトースやスクロース、更に重合度が進むとデンプンやセルロースが合成される。これらは植物自身を形作る細胞壁を形成したり、細胞内のエネルギー源として利用されたり、次世代の栄養源として種子中に蓄えられたりしている。
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図. 1. 代表的単糖類の構造

　植物中に含まれる糖類は主にデンプンとして取り出され、発酵や酸による加水分解により重合度を下げ、加熱濃縮後結晶核を添加して晶析して精製され、使用されてきた。また、特殊な機能を持つ糖類(トレハロースやオリゴ糖など)については、精製に逆浸透膜やイオン交換などの分離方法が用いられてきた。
一般的な糖類の分析には誘導体化 HPLC や電気化学検出 HPLC、イオン交換クロマトグラフィー (IC) などが用いられる1)が、植物中でも濃度の低い、特殊な糖類については十分な感度で分析を行うことは困難である。現在最も高感度な分析方法としては誘導体化 GC-MS が挙げられるが、分離・精製に使用することは困難である。また、近年の開発されている医薬品の中には薬効のある化学物質をより効率よく生体内に吸収させるため糖鎖を連結させる配糖化処理が行われているものがあり、こうした成分の分離・精製技術も求められている。
そこで本研究では、従来の分析用に用いられてきた分離手法を応用して、種々の植物試料からいくつかの単糖類を精製することを目的とした分離手法の開発を目的とする。

２．　実験方法
２、１　試薬および装置
今回は分離・精製の対象物質として、単糖類であるグルコース、ガラクトース、フルクトースを選択した。これらの単糖類の分離・精製が可能な分解能があれば、より大きな構造を持つ二糖類や多糖類の分離も可能であると考えたからである。植物試料中に共存する他の成分は溶媒抽出やイオン交換法等で除去し、糖類同士の分離精製には、順相カラムクロマトグラフィーを用いる。
２、２　実験方法
植物試料を採取、精秤後、乾燥させる。乾燥重量を測定し、乳鉢ですりつぶす。このうち一定量を遠心分離沈降管中で溶出水溶液中に分散させ、ホモジェナイザーを用いて均一化させる。この懸濁液を遠心分離機にかけ、残渣と上澄み液に分離する。上澄み液は回収し、残渣は再度溶出を行う。数回溶出操作を行い、回収された水層を中性–塩基性–酸性のそれぞれの液性で n-ヘキサン抽出を行い、夾雑物を除去する。残った水溶液を陽イオン交換樹脂、および陰イオン交換樹脂を通すことでイオンを除去し、糖類試料溶液とする。
薄層クロマトグラフィー(TLC 法)によりスクリーニングを行い、スポット位置から主要な成分を簡易分析した上で、この分析条件を元に順相カラムクロマトグラフィーを用いて実際に糖類試料溶液からの単糖類の分離・精製を行う。
３．　結果
　スクリーニングのため、TLC 法でのグルコース、ガラクトース、フルクトースの分離条件について検討する。この方法では、これらの化合物を薄層上で分離後、硫酸処理をして炭化呈色させて検出することを予定している。またHPLC での単糖類の定量方法についても検討する。
４.　今後の方針

　TLCでのスクリーニング条件の確立

　HPLC での定量方法の確立

　前処理方法の最適化

　順相カラムクロマトグラフィーでの分離条件および検出方法の検討
　分離精製方法の検討
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