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第 1iif..序論

1 -1.はじめに

近年、糖質の重要性がとみに注目されている。絡質関連酵素はこれら糖質の合

成.変換，分解などに関わり、糖質の研究あるいは生産など基礎的および応用的

に重要な役割を果たしている。ゲリコシル結合の消長に関する酵素は糖質関連酵

素の中でも重要な位鐙を占めるものである。これらの酵素の中で、最も重要なも

のとして加水分解酵素が挙げられる。加水分解酵素は、アミラーゼによる澱粉事者

化などを中心にして工業的に広く応用されている!)それにともない加水分解隣

素に対して多くの基礎的および応用的研究がなされてきた 1 目。 加水分解酵素と

同じ随鴎の酵素として加リン重量分解酵素がある.加リン西空分解酵素は加水分解鮮

素と比較して 1-2に述パるように酵素反応解析に当たって有毒IJな性質があると

考えられる.しかしながら、加リン駿分解醇索の中にもホスホリラーゼのように

多くの基礎的研究が行われている自孝索もあるが、 1)11水分解隣素と比較するとその

liJF究例は少ない。

最近、オリゴ糖の生理機能が注目されるようになり、数組のオリゴ糖が工業的

に製造されるようになった 3> オリゴ戦の製造にはグリコシル結合の消長に関与

する商事素の利用が霊裂であり、これらの酵素の新たな応用面として注目されてい

る。現在工業的に生産されているオリゴ糖は加水分解酵素あるいは転移醇索を用

いて製造されている。加リン酸分解隣素は 1- 4で述パるようにオリコ糖合成に

有用な酵素であると考えられるが、現状では工業的には使用されているものはな

も、。

以上のような状況の中でニ糖類加リン倣分解鮮京に|主lする本研究に若手した。

ニ臓類加lリン徴分解解当者は加リン敵分解酵請書のうち 二糖類を基質とする酔索f.:tで

ある.以下に 二勝知加リン西空分解百字表のtJ，質，研究伊!などについて詳しく述パる

とともに、本研究の目的について記述する。

-1 -



ニ糖類加リン酸分解酵素について1 - 2. 

糖類のゲリコシル結合を加リン酸分解する酵素は、 Table[-1に示したように日

稜類が知られている 引。 これらの酵素は国際生化学迷合酵素委員会報告引によリ

これら六炭糖を転移する酵素に分類され、 EC2.4.1.台の番号が与えられている。

の 9つの酵素はすべて切断される糖の非還元末端のグルコシル結合のみを切断す

これらの酵素は、すなわち基質の非還元末端残基はすパてグルコースである。る。

以下に示すように切断される糖穎の非遼元末端のゲルコシル結合を加リン酸分解

して αーあるいは s-W_のグルコース ー iー リン酸とアクセプタ一分子に分解す

る可逆反応を触媒する.

(1-1) glucose-l-phosphate + acceptor glucosyl-acceptor + Pi = 

Phosphorolytic enzymes. Table 1-1. 

substrate 

2.4.1. ! 

2.4.1.7 

2.4.1.8 

2.4.1.20 

2.4.1.30 

2.4.1.31 

2.4.1.49 

2.4.1.64 

2.4.1.97 

poly 

d i 

di 

d i 
。1igo 
di 

01 i go 

di 

poly 

glucose-!-phosphate 

α
α
a
μ
α
α
α
α
A
M「

α

phosphorylase 

sucrose phosphorylase 

maltose phosphorylase 

cellobiose phosphorylas日

日-1.3-01igoglucanphosphorylase 

laminaribiose phosphorylase 

cellodextrin phosphoryLase 

trehalose phosphorylase 

日-1.3-g1ucanphosphorylase 

Name EC. No. 

po 1 y， po I ysaccharide. o 1 igo. 01 igosacchar ide; di. disaccha【ide;

ゲリコシル結合を切断する百孝素としては加水分解酵素がよく知られている。力日

さまざまな水分解酸素はEC3.2.1.台の番号が与えられている酵素税 4.S)であり、

グリコシル結合に作用するものが知られている。加水分解隊索では力日リン盟主分解

この理由を説明する百孝君主と異なり反応は見かけ上ほとんど不可逆的に進行する。

ためにスクロース分解酵素である αー ゲルコシダーゼとスクロースホスホリラー

それぞれの酵素の反応式はそれぞれ(1-2).(1-3)のよう

n，du 

ゼについて比較を行う 。



に表現される.

sucrose + H20→ glucose + fructos白

sucrose + Pi "" g!ucose-l-phosphat巴 t [rucもose

(1-2) 

(1-3) 

酵素反応は通常水溶液中で行われるので、反応が通常の条件で行われるならば、

反応液中のIhO・浪度は55M程度となる。糖質分解反応の場合基質i涜皮は高くても

2 M程度以下であるので、加水分解酵素の反応においても 1120¥農度は反応前後でほ

とんど変化しない。そのため(1-2)式は常に左辺のH20水が過剰に存在する条件で

あるので、平衡はほとんど右に片寄るものと考えられる。加リン酸分解鮮素の場

合は(1-3)式の両辺ともにH20を含まないため、加水分解酵素のような見かけ上の

不可逆性は起こらない。反応の可逆性は逆反応をキIJ閉したグルコシドの合成の可

能性を示唆する。さらに、加水分解酵素は本質的には二基質反応能索ではあるが、

左辺の H20濃度を iM御することが不可能であるために一基質反応としてしかとらえ

ることができ伝い。加リン酸分解反応においてはリン徴波J主は自由に制御するこ

とが可能であるのでニ基質反応としてとらえることが可能である。このことによ

り加リン殴分解鮮京はCleland6)の疑喝した反応機構(Fi g.ト 1)を容易に調べるこ

とができる。

現在まで1;11られている加リン殻分解苦手素による反応はすべて可逆的であるが、

これらの酵素のほとんどが生体内では分解反応に寄与しているものと考えられる。

最初に発見された α1.~ - グルカンの加リン俊分解酵索引はホスホリラーゼと命名

された。以降に発見された加リン酸分解隊素は伊J;lばスクロースホスホリラーゼ

のように主主質名の後にホスホリラーゼをつけて命名されている。

加リン酸分解鮮素のうち、スクロースホスホリラーゼ，マルトースホスホリラ

ーゼ セロピオースホスホリラーゼ，ラミナリピオースホスホリラーゼ， トレハ

ロースホスホリラーゼの b稀の酵素が 二郎知を加リン酸分解する.そのほかの 4

つの僻素は多純あるいはオリゴ ~Ii を分解する.多糖あるいはオリコ踏を加リン酸

分解する両手来、においては反応生成物も分解反応の基質となる。すなわち(1-1)式に

おける accepLorはなおglucosyl-accePLorで有り得る。そのために反応解析を行う

に当たって結来の解釈が難しいことがある。それと比絞して 二府知加リン酸分解

醇紫の場合には通常反応生成物は分解反応の;1i~質とはならないのでその問題点は

少ない。 二SST類加lリン酸分解静ぷは五E反応においてアクセプターの器質特異性が

-3 
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必ずしも厳密ではないことが知られている。本酵素の応用函としてこの性質を利

用したヘテロ二糖の合成が考えられている。詳しい内容については 1-2に記述

する。

1 - 3 ニ糖惣加リン椴分解酵素の性質に関するこれまでの研究

二糖m加リン酸分解酵素にはTable1-2に示した 5穫のものが知られている.

rable 1-2. Disaccharide pbosphorylases 

name configuration acceptor exchange.) 

sucrose phosphorylase ret巴nt 10日 (α →α) yes 
malLose phosphorylase 1口version(α →目) no 
cellobiose phosphorylase inversion (s→ α) unknown 
laminaribiose phosphorylase inversion (日→α) no 
Lrehalose phosphorylase inversion (α → s) unknown 

.1 in Lhe absence of Pi. 

スクロースホスホリラーゼ [EC2.4.1.7]はこれら 5様車自のニ総類加リン酸分解

鮮索のうち最もよく研究されている酵素である。本自手索は(1-4)式に示したスクロ

ースを可逆的に}JIJリン駿分解して、 αーゲルコース - l リン酸とフルクトース

を生じる可逆反応を紗、媒する。他のニ総額加リン酸分解併素はすべてグルコース

二分下からなる 二粧の分解隣素であるが、スクロースホスホリラーゼのみへテロ

ニ絡を分解する苦手3きである。

sucrose ト Pi :;::α-glucose-l-phosphaL巴 j. fructose (1-4) 

現住先1られているスクロースホスホリラーゼは主に単細胞微生物の菌体内隊素

である.木西事務は最初に Leuconostocmosenteroidesにその活性が見いだされ.，

Pseudomonas 58cch畠rophila9. 10) P. put.reraciens"1などに存在が発見された。

1イeillbergらは 3極のスクロースホスホリラーゼの性質の比較を行った 121. Doudo司

roCfらは本修*のj主反応をmいたスクロースの合成を報告した引.この報告はス

に
d



クロースの invitroでの合成に関する最初のものである。スクロースホスホリラ

ーゼはグルコース - 1ーリン君主と [32pJリン酸との交換反応 13・14)およびリン酸の

非存在下でのスクロースと [lj_14cJフルクトースの交換反応を行うことが報告され

た 14)0 またリン散の非存在下においてものアクセプ ?lーの交換反応を示し、いわ

ゆるゲルコシルトランスフエラーゼのような作用をすることが示された 1引。スク

ロースホスホリラーゼの逆反応において基質特異性は必ずしも厳密でなく、数種

類の二糖の合成が可能であることが報告された 15・16) 醇索精製の報告は最初に

Silv巴rsle i n らにより~ saccharophila由来の酵素について行われた 1的。ゲルi慮

過による分子量80.000であり、遠心沈降法の結果から二量体機造を持つことが推

定された，また醇素反応機構の研究も同時に行わ れ、 plng pong機構により反応が

進行していることが確認された。同報告中 14)でアクセプタ一分子の基質特異性が

決定された. Kmはスクロースに対して 2.5mtl，.リン般に対して1.8 m~と計:øされ

た。 Voetらは~ saccharophila由来の精製醇素を用いて酵素の断片と目結合した

グルコースを単離し、反応が自 グルコシル ー酵素復合体を反応中間体として形

成して進行することを示した17υ 円ieyalらは P.saccharoph i 1昌酵素のアクセプ ?l
ー特異性を系統的に調パた 18). Go ldらは α グルコシルフロリドが αー グルコー

スー 1 リン酸の変わりにゲルコシルドナーとして作用することを報告した 19)。

1988年に FerrettJらにより Streptococcusmutans由来のゲルコシルトランスフエ

ラーゼと考えられてクローニングされた泣伝子gtf/J20，21)産物のタンパクは、実

際はゲルコシルトランスフエラーゼではなくスクロースホスホリラーゼであった

ことがRussellらにより報告された 22)。このS.IIIU tans由来の際緊がスクロースホ

スホリラーゼill伝子の最初jにクローニンゲされた例である。組換スクロースホス

ホリラーゼの分子量は泡基配ヂ11から 55，665と決定された。 ttl換鮮索を新製して分

子h1を制パた結来モノマ-fI~迭であることが示され、 P. saccha{'ophi la由来の砂

素とは異なっていた。 L.mesenteroides由来の鮮*の精製は Kogaらにより 1990年

に報告されたね~本鮮素は分子盆約 5万のモノマーであると決定された。 Ki tao 

らによりクローニンゲが行われ、応接況列から分子量は55.749と計算された 2UO

同報告によると S， mutans gtf/Jと68%のホモロジーを示したが、 (ス担ーチ)ホス

ホリラーゼとのホモロジーは見いだされなかった 2.，.L. mesenteroides醗来のア

クセブ担ーの」志賀特異性はKitaoらにより検討され、辞表濃度が高い条件において

内
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は各種の化合物をアクセプ'1-ー とすることが報告されだ 2引町著者らは L. mesen-

teroides部分精製酵素を用いて、同酵素の反応機惨を決定するとともに、速度パ

ラメ-'1-の計算を行った 26)(1 その結果、反応機機は P. saccharophi la由来の酵示

と同じ ping pong機構であった。 しは、スクロースに対して 39 m~ . リン酸に対し

て6.2mMと計算された. この値は P. s丘ccharophi 1 a由来の酵素の値とは大きく異

なっていた.スクロース;tスホリラーゼに関しては、数編の総説が提出されてい

る27-29>。

マルトースホスホリラーゼ [EC2.4.し 8]は、(1-5)式に示したようにグルコース

二分子が α-1，4結合した 二糖であるマルトースを加リン酸分解して日 ー グルコー

ス lーリン酸とグルコースを生じる可逆反応を触媒する酵素である。

maltose + Pi :=: (3 -glucose-1-phosphaLe + glucose (1-5) 

現在知lられているマルトースホスホリラーゼはすパて単細胞微生物の箇体内隊

素である。その存在は最初に FitLingらによって Neisseriameningitidis菌体制出

液に発見された 3的。 また、 日ーグルコース ー iー リン駿は 2伝説索の生成物からは

じめて同定された化合物である。本語革案はゲルコース ー1-リン殺と [32P]リ二ノ酸あ

るいはりン|般の非存在下にマルトースと [U_HC]グルコース rUIの交換反応を示さな

いことからスクロース出スホリラーゼとの反応機微の違いが考察された 26 30>。

本酵素のアクセプターの特異性は Seli. nger らにより報告され、 3 者fi~i のマルトー

スアナログが合成された 28) 0 マルトースホスホリラーゼの場合にはアケセプター

の交換反応はリン駿の存在下でのみ起こることが報告された 30・31>. \~ood らはあ

る極のビール乳酸菌に酵素活性が存在することを報告した ヨ2!.Karnogawaらは Lac

Lobacillus brevis由来の静亥を電気泳動的に均一 に紡製した 3幻 ，分子i江はゲル

i地過で 150.000.SDS - PAGE で 80 . 000 と決定され 二 量体 tl~ 造が示唆された 33>. 1'su-

mur在yaらは、 L.brevis由来の俳33が逆反応において Bー グルコース ー lー リン般

のほかに日 ーゲルコシルフロリドをもゲルコシルドナーとして用いることが可能

であることを示した 14) 同じ報告中で反応機 防の決定も行われ、 sequential機防

により反応が進行していることが示された 3川町マルトースホスホリラーゼの lli伝

子のクローニングはまだ報告されていない。

セロピオースホスホリラーゼ[sC2.4..1. 20]は、(1-6)式に示したようにグルコ

ース二分子が(3-[， 4総合した 二備であるセロビオースを加リン酸分解して αー グ
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ルコースー lー リン酸とグルコースを生じる反応を触媒する酵素である。

cellobiose + Pi =α -glucose-l-phosphate 十 glucose (1-6) 

本酵素は、 8ihらによリ最初に Clostridiumthermocellumから発見された 35)

8ihらは木酵素を含む C. chermocell umの菌休地出液を利用したセロビオースの合

成について報告した 3O 1 セロピオースホスホリラーゼの存在は他に Ruminococcu

s flavefaciens37・38) Cel1vibrio gilνUS39). Cellulomonas40-4 2)， Fomes an-

nos43). Erwinia Sp.4引などに見いだされている。セロビオースホスホリラーゼ

はすべて単細胞微生物の芭i体内酵素として存在している.セロピオースホスホリ

ラーゼを生産する微生物の多くはセロビオースを主生成物として生じるセルラー

ゼ系を持つ特徴がある 45・4，6} 0 本酵素はセロピオースの菌体ハの取り込みあるい

は取り込まれたセロピオースの代謝に関与しているものと考えられる. C. ther-

PlocelluInはセロピオースホスホリラーゼの他にセロデキストリンホスホリラーゼ

を持っている 47.48)0 前者はセロピオースのみを加リン駿分解しセロトリオース

には全く作用しないが、後者はセロトリオース以上の重合皮のオリゴ糖を加Iリン

酸分解するがセロピオースには全く作用しないと報告されている. AlexanderはC.

thermoce 11 umの菌体抽出液よリセロピオースホスホリラーゼを部分精製し、その

基質特異性などを明らかにした 49.50勺 さらに Alexanderはその部分精製酵素を用

いた数緩恕iのヘテロオリコ糖の合成について報告した 5t ) 0 酵素の所在は Schimzら

により Cellulomofla.sSpについて謝パられ、 cytosoli函分に存在すると報告された

うU 。セロピオースホスホリラーゼの均一担ンパクまでの精製は 8asakiらにより C.

gilVl/s，3.54>由来の酵茶について行われた。分子設はゲルi組過法により 280，000.
8DS-PAGEにより 72，000と決定され阻抗体防造が示唆された 53)。回中らは Erwinia

sp. 44.55)および C. ~hermocellum5 6 ) のセロピオースホスホリラーゼの精製につい

て報告し、何群茨とも分子誌はゲルilo.過で約 160，000，SDS-PAGEで約80.000と決定

し二f立体階造を示唆した. ð孝素自H裂に ~I する報告は以上の 三 伊|があるが、セロピ

オースホスホリラーゼの作用機併に関する報告は現在まで行われていない。また

泣伝子のクローニンゲに関しても報告されていない.

ラミナリピオースホスホリラーゼ [EC2.4.1.3IJは、(1-7)式に示したようにグ

ルコース 二分子が s-1，3結合した 二憾であるラミナリピオースを加リン酸分解し

てαーゲルコース ー lー リン散とゲルコースを生じる可道反応を触媒する酵素で
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-
ある。

laminaribiose + Pi 0;: αglucose-l-ptlOsphate + glucose (1-7) 

本鯵索はラミナリトリオースにも弱いながら作用し αーゲルコースー iーリン

酸とラミナリピオースを生じる 57> 三糠以上のオリゴ糖にも作用し得る二糖類加

リン駿分解酵素は本修索のみである。ラミナリビオースホスホリラーゼは最初に

Goldembergらにより EuglenagraciJisの菌体内から発見された 57'. Mannersらは

Astacia oceJJata菌体内に同酸素を発見した 58)。ラミナ リピオ ースホスホリラー

ゼは Euglenida族の原生動物あるいは微締藻類などの、菌I体内に貯蔵多糖としてパ

ラミロン (s-l，3ーゲルカン)を持つ単純胞微生物に存在が知られる 4・59)。最初

の報告において Goldembergらはラミナリピオースホスホリラーゼがリン酸の非存

在下にラミナリピオースと [u-¥. CJグルコースとの交換反応を触煤しないことを示

した日¥本酵素の部分精製は、 E.graci J is由来の務・蒸に限jして報告され 57，60， 

6 ¥ >基質特異性の違いから日一1.3ーオリゴゲル力ンホスホリラーゼ [EC2.4.1.30J 

60 -o 2}と区 jjlJされた。しかしながら本隊素の吻-j'jiI=Iまでの精製は未だ報告され

ていないため、分子量などの蛋白化学的性質あるいは反応機併は未知である.

トレハロースホスホリラーゼ [EC2.1.1. 64Jは、(1-8)式に示したようにゲルコ

ース二分子が αーし αーl結合した非還元性ニ鎗であるトレハロースを加リン酸分鮪'

して日 ー ゲルコース ー 1-リン倣とゲルコースを生じる可逆反応を触媒する鮮素

である.

tr巴halose 令 Pi 0;: s glucose-l-phosphate + glucose (1-8) 

本酵素は、 E.graciJis菌体内にその存在が知られている.トlarechalらは E.

graci lisの級車III )~抽出液から本酵素を 75倍に精製した 6 .3，間報文の中で、キシロ

ースと 6-デオキシグルコースはグルコースの代わりにアクセプターになり f尋ると

報告されている 63>。 トレハロースホスホリラーゼは、 E.graci I is~自体内に番厳

される 二糖であるトレハロースの分解及び合成の阿 }jに関与していると言われて

いる。 トレハロースホスホリラーゼは研究例が少なく、均一担ンパクまでの精製

は報告されていなし¥また酔素化学的性質あるいは反応機械は l明かではない。

}mリン酸分解百年長十;の中で1'13:もよく研究されている静紫であるホスホリラーゼは

ピリドキサルリン訟を含んだら，百年素であることが知られている'打 。しかしながら

同じような加リン敵分解反応を触媒するこ術 ~iJJI1リン酸分解解禁においては、ビ
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リドキサルリン酸含んだ群素の報告は訟い 7・日 。日・ 54> この点はニ舷類加リン酸

分解酵素とホスホリラーゼとの善幸素化学的な最も大きな違いであると考えられる.

二糖類加lリン酸分解醇素は切断されるゲルコシドのアノマー型により二つのグ

ループに分かれる。すなわち αーゲルコシドを分解する酵素群(スクロース ー，

マルトース ー. トレハロースホスホリラーゼ)および同 一ゲルコシドを分解する

酵素群(セロピオース ー，ラミナリピオースホスホリラーゼ)の分類である。ま

た生成するグルコース - 1ー リン酸のアノマー型からも分綴することが可能であ

る。この場合は αーグルコース - 1 リン酸を生じる酵素群(スクロース ー，セ

ロピオース ー，ラミナリピオースホスホリラーゼ)および日 グルコース - 1ー

リン殺を生じる酵素群(マルトース ー. トレハロースホスホリラーゼ)の二 組類

に分類される巴この分類法はニ糖類11日リン西空分解鮮紫の反応を利用した糖の合成

を考えるときに有用な分類となる . そのほかに反応の前後でアノマー型が保持さ

れるか反転するかで分類することが可能である. Table 1-2に示したように、スク

ロースホスホリラーゼのみ反応の前後でアノマー型が保持されるがそのほかの 4

鮮素は反転する.この分類は、酵素の反応機備と対応していると考えられる。

スクロ スホスホリラーゼはリン散の非存在下にスクロースと CU_l4CJフルクト

ース聞の交換反応を触媒する 13)d マルトースホスホリラーゼ 30)及びラミナリビ

オースホスホリラ_57)ゼはリン駿の非存花下では 二糖と [U_l4Clグルコース聞の

交換反応を触媒しないと報告されている。 この点から保持型酵素と反転型隣諸5の

反応機備についての考祭が行われ、反応中間体の敗定が行われている 28.30.6叫。

セロピオースホスホリラーゼとトレハロースホスホリラーゼに関しては交換反応

については報告されていな.¥ .またスクロースホスホ リラーゼの反応機織は plng

pongl!也であることがすでに報告されている。マルトースホスホリラーゼに関して

はsequential型であることが1ii;近報告iされた 34)。 その他の 3績の限表ついては反

応機械は報告されていない。

1 - 4. ニ椴 ~ill日リン般分解隣家の利JlIにI>l!するこれまでの研究

二糖類加1リン酸分解隣友は、 可J型的な))11リン自主分解反応を触媒する。))[1リン酸

分解反応の基質である こ踏の結合株式特異性は非常に市iく、伊iえばセロピオース
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ホスホリラーゼはラミナリピオース.ゲンチオピオース.マルトースなどの結合

様式の異なる 二績には全く作用しない。 しかしながら逆反応にあいてはアクセプ

担ーの基質特異性は必ずしも厳密ではなく騒々のアクセプヲーから二糠を合成す

ることが可能である。この結合様式特異性は高いがアクセプ担ーの基質特異性は

必ずしも厳密ではない特徴を利用して、特定の二糠の定量あるいは二糖類の合成

などを中心にさまざまな報告がなされている。

Doudoroffらは、スクロースホスホ リラーゼの逆反応を利用してグルコース ← l

リン敵とフルクトースからスクロースの in V 1 t roの合成をはじめて報告した 引。

また、 Doudorof[らはスクロースホスホリラーゼのアゲセプ担 の基質特異性が厳

密でないことを利用してゲルコシルソルボシド ， グルコシルキシルロシド， グル

コシルアラピノースの合成について報告した 15九グルコシルアラビノースのみ還

元糖であることが確認され、その精造決定が行われた 65>. Pallero口lらはスクロ

ースホスホリラーゼを用いたゲルコシルラムニュロシドの合成及びラムニユロー

スの単語tについて報告した 16). Birnbergらはスクロースホスホリラーゼ ホスホ

ゲルコム担ーゼ， グルコース - 6ー リン徴デヒドロゲナーゼの反応を組み合わせ

ることによるスクロースの定量法を開発した ob>。同校の方法を用いた-Jl!.i機リン般

の定量法も提案されている 29). DauraL-Larroqueらは、スクロースホスホリラー

ゼとホスホリラーゼの反応とを組み合わせて澱粉を原料としたスクロースの合成

について報告した。刊 .Chassyらは、スクロースホスホリラーゼを用いて部位特異

的に!q Cによってラベルされたスクロースを合成した o8に Vandalllmeらは、スクロ

ースホスホリラーゼの性質と不IJJ引に IJfJして優れた総説を発表している 29勺

Selingerらは、マルトースホスホリラーゼを用いてリン酸の存在下にマルトー

スとアクセプ担ーとの転移反応を行い 3経郊のマルトースアナログのヘテロ ニ粧

を合成した 31). Kamogawaらは、マルトースホスホ リラーゼによる加ヒ酸分解反応

を利用したマルトースの分別定誌を報告した 6引。Muraoらはマ Jレトースホスホリ

ラーゼとトレハロースボスホリラーゼとを組み合わせた反応を行いマルトースを

原料としたトレハロースの合成を報告した 70>

Alexanderはセロビオースホスホリラーゼの逆反応を利閉した各組のへテロオリ

ゴ慌の合成及ぴ才リゴ際の桃造について報告した 51). Satoらは CeJJuJomonas

11m i由来のセロピオースホスホリラーゼのi差反応を HJいI.Cで標識したセロピオー
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スを調書品し、同菌のセロピオースの代謝についての研究を行った 40)0 Ngらは C

thermocell umのセロピオースホスホリラーゼを利用した標識セロピオースの合成

について報告した 711. Sasak iらは、セルロースの酵素分解により調製したセロピ

オースをセロピオースホスホリラーゼの反応により加リン酸分解して得たグルコ

ース ー 1ー リン酸を単離し、ホスホリラーゼの基質として使用することにより、

セルロースから澱粉を合成する方法について報告した 72)。

1 -5.本研究の展望

現在まで[-2に示したように、ニ糖類加リン酸分解酔素について多くの酵素

化学的性質が報告されている。しかしながら、スクロースホスホリラーゼ及びマ

ルトースホスホリラーゼに関してはかなり研究が進んでいるが、それ以外の苦手索

については未だに不明の点が多いといわざるを得ない。 以前からアノマー型変換

の有無と反応機構の関係についていくつかの考祭がなされていた 28，30・64υ しか

しながら二総額加リン酸分解鮮紫のうち反応槻併がわかっていたものは、 1980年

代まではスクロースホスホリラーゼ 14'のみであり、 L990年代になってもマルトー

スホスホリラーゼの反応機構 34)が報告されただけである。アノマー型の変換の有

無は加水分j韓両手当さにも見られる特徴である。伊!えば αーグルコシダーゼとグルコ

アミラーゼを比較すれば、触媒する反応は本質的に同線であるが、生成するグル

コースのアノマー型は前者では保持され後者では反転する。 αーゲルコシダーゼ

は糖転移反応を触媒するものが多く、また転移活性は一般的に強いといわれてい

る。ゲルコアミラーゼに tJ<1しては遊反応と l羽礁に区 5jllした意味での転移反応は示

さな bい・ 73，74). sーキシロシダーゼはアノマ一辺の保持されるものと反転され

るものニ通りが知られているがこの場合も同校の傾向が示されている 74，7S}。こ

のほl係はスクロースホスホリラーゼとマルトースホスホリラーセ'の反応機悌ーの関

係と通じるところがある。すなわち、リン般の非存在下にスクロースホスホリラ

ーゼは転移反応を免u草するがマルトースホスホリラーゼは転勝反応を触媒しない。

ところで)J[!水分解反応の述皮解析を行うにあたっては、1-120滋I!{を解禁の立体附造

など反応に彩符を与えずに ililjl却することは現状では不可能であるため、 Clelandの
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提唱した反応綴憾引 を調パることが難しい。このため、 二糖類加リン骸分解砕素

の反応機備を謝パることは加水分解群索の反応機構に関しでも有用な知見を与え

るものと考えられる.そこで本研究においては、来だ解析の進んでいないセロピ

ォースホスホリラーゼ及びラミナリピオースホスホリラーゼを淘ー タンパクまで

精製し、その酵素化学的性質を明らかにするとともに反応機構の解明を含めた反

応初速度解析を行うことを目的とした.

二糖類加リン酸分解民事素の利用に関しても現在まで相当数の研究が行われてい

る。 しかしながら工業的に利用可能な反応系についての提案は多くない。 二糖類

加リン滋分解醇素はその逆反応を積極的に利用すればオリゴ糖の合成に利用価値

が商いと考えられる。そこで、今回の研究では二糖類加リン費量分解酵素の新しい

利用法についての検討を行うことを第 二の目的とした。

l3 -



第nilt.二糖顛加リン酸分解酵素の精製と諸性質

rr -1. セロピオースホスホリラーゼに関する研究

rr -1-1.序

セロピオースホスホリラーゼ [EC2.4.1. 20]は、セロピオースを可逆的に加リン

酸分解し、 αー グルコースー iー リン殴CG-l-P)とグルコースを生成する反応を触

媒する酵素である 。 その存在はまず最初に Sihらにより Clostridiumtbermocelum 

に示された 3引。 その後Ruminococcusflavefaciens37， 38> Cellvibrio giJvus 

39> CelluJomonBs40-42l. Erwinia Sp.44・55)などのセルロース資化性パクテリ

アにその存在が示された。真骸生物では現在まで、 Fomesannous4 3)にのみその存

在が知られている .

酵素の精製に関する研究は、最初に 1960年代に行われた。Alexandef'は 、C.

thermocell UUl由来の酵素をゲル総過，陰イオン交換クロマトゲラフィーなどの方

法により菌体抽出液から l30tHに精製しその性質を調べた 49050~ 精製際課の比活

性は約3.3U/mgであり、電気ilk!lijJ的な均一性については確認.されていない。同報

告中に木鮮蒸は逆反応においてゲルコース以外に2-デオキシグルコース，6ーデオ

キシゲルコース，ゲルコサミン，マンノース，キシロースなどをアクセブターと

して認識する ことが示 された。逆反応においてゲルコースによる基質阻害が観i1llj

された。 Alexanderはグルコース以外の糖をアクセプ担ーとした場合に生成する こ

総の機迭を決定し反応が位置特異的(ゲルコースの 4{立に相当する位位)で起こ

っていることを縦恕した 51)。

セロピオースホスホリラーゼの電気泳動的に勾ー な蛋白までの精製は1983年に

Sasakiらにより C. gilvus白米の防諜について報告された 53.~ 4 勺隣素~臼は C

gi IvuSI:i.i体制1W illiよリヒドロキシアパタイト及び陰イオン交換クロマトグラフイ

ーなどの力法により 196(去に精製された。NaLi ve-PAGE. SDS-PAGE，ゲル総過によ

り蛋白の均一性が篠認された。分子 出はゲル泌過で280.000. SDS-PAGEで72，000と

決定され凶忌休榊逃が示唆された . ~解禁はピリドキサルリン般を台まないこと、
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およびMg"+要求性が報告された。また精製の最終段階において酵素が不安定にな

ることが報告された.

最近になり田中らは ErwiniaSp.44・55>および C. thermoce11um5'" のセロピオー

スホスホリラーゼの均一蛋白までの精製を発表した. この報告によると両者の鯵

素ともに分子量はゲル泌過で約160，000. SDS-PAGEで約80，000と決定された。また

両酵素とも反応に ~lg 2 ト要求性はないと報告された ω セロピオースホスホリラーゼ

の精製に関する報告はここに示した C. gi1vus・Erwiniasp.， C. Lhermoce11umの

三起源についてのみ行われている。

セロピオースホスホリラーゼの性質は、 C.thermoce 11 um酵素について基質特異

性を中心に調パられた報告はあるが刊-51 )反応機将軍あるいはアクセブヲー交換

反応については十分に解明されていない。また、 C.gi1vusの酵素については、基

質特異性などの十分なデー担はまだ得られていない。そこで本研究においては、

C. gilvlIsのセロピオースホスホリラーゼの静素化学的性質を調パるとともに速度

解析を行うことにした. また C.gi1vus解禁は精製の後半に不安定になる性質があ

る 日 ・ 54) ためより迅速な精製法の確立が必要になる。また 分子 Et あるいは Mg2+ ~

求性などに他鰻起源の鮮系との杭Ii主がみら れるので この点の追試が必要であると

考えられた。そこで木研究では c.g j 1 vusEl，来のセロビオースホスホリラ ゼの迅

速な精製法の検討も併せて行った。

日一12.方法

試薬

αーかグルコース - 1 リン微 CG-I-P) ニカリウム取 s-g-グルコース s-
D-セロピオースはSig川 (St. Louis. USA)より購入した。 α-D-セロビオース (5%

の Hーアノマーを含む)は、セロピオース水浴液をエ担ノール沈澱させることに

より調製した。疑似糖 (5a-carba-αーおよび s-glucopyranose)は俊応大学理工学

削教授小川誠一郎先生よリ御供与頂いた。その他の試薬は、試薬グレードの市販

品をHIいた.



--
セロピオースホスホリラーゼの精製

C. gj Jvus (ATCC 13127)の培養は51三角フラスコ中に 11の尾地を入れて 30'C.

48 hr回転娠世主権養することにより行った。 tS地組成は以下の通りである. (g/l) 

・バクトトリプトン (5)，酵母エキス (5).NaC 1 (5)， K2HP04 (2). ~セロピオ

ース (5). T者養終了後遠心により集E古し得られた菌体を蒸留水で 2度洗浄した。

1 1の培養でi露重量約10gの箇体を得た。

セロピオースホスホリラーゼは菌体内酵素であるため、菌(本より鮮素のh!J:おし

た後に精製操作を行った。菌体湿重量10gを50mlの50ml1リン駿緩衝液(pH7.0)

(緩衝液 A) に分散し超音波破砕処理を行った.処理液を遠心することにより E自

体粗嫡出液を得た。粗抽出液に統酸プロタミンを終波皮O.1 %になるまで加え沈澱

を遠心除去した.さらに上清に硫椴アンモニウムを 40%飽和濃度になるまで加え、

生じた沈澱を遠心|除去した。 f専られた溶液を 20%飽和の硫酸アンモニウムを含む緩

衝液 Aで平衡化した Butyl-Toyopearl 650S (東ソー.東京)カラム(1.5 cm 径×

10 cm)にかけ、カラムを 100mlの20%飽和濃度の銃自主アンモニウムを含んだ緩衝液

Aで洗浄後、緩衝液 Aによる硫酸アンモニウム役皮20%飽和 -10%飽和の直線A"]淡

j支勾配(200ml)により疎水性クロマトグラフィーを行った。セロピオースホスホ

リラーゼ活性画分を集め、硫酸アンモニウムを 55%飽和まで加えることにより、西孝

;~をむt隠させた。沈澱を途心により回収し、適当 f訟の緩衝液 A に溶解した。その

溶液を緩衝液 Aで平衡化した DEAE-Toyopearl 650S (東ソー)カラム(1.5 cm径×

10 cm)にかけ、カラムを O.15 ~ NaClを含んだ緩衝液 Aで洗浄後、緩衝液 Aによる

NaCl 0.15-0.25 tiの直線的検証E勾配 (200ml)によ り|没イオン交換クロマトグラフ

ィーを行った。活性函分を 50mtl トリス ね酸緩衝液(pH7.0)(緩衝液 B) に対

して透析したものを精製セロピオースホスホリラーゼ俗液として使用した。

定量法

IJ.ンパク'l'l:はウシ凶1h'i アルブI ミン (BSA) をt'，~iWとして Bradfordの方法 7o}により

測定した。 G寸 ーPは、ホスホゲルコム:$lーゼーグルコース - 6ー リン酸デヒドロゲ

ナーゼ法により測定した '1)。グルコースは、ムタロ担ーゼを併用したグルコース

オキシダーゼ法によるゲルコース Cテスト ¥1ako(和光純薬，大阪)を用いて定fま

した 7加。 i除機リン般は、 Lowryl.opeLzの方法によ り測定した 7引。
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番手索活性測定法

セロピオースホスホリラーゼによる酵素反応は5rntl自gC12・0.02%BSAを含んだ

緩衝液 B中で37"(;にて行った。 加リン酸分解反応はセロピオースとれよリ生成す

るG-I-Pあるいはゲルコースを定量することにより測定した。 また合成反応はG-l-

Pとグルコースより生成する Piを定益することにより測定した。また酵素1U は上

記条件において 10 III~ セロピオース 10 rntl Piより毎分lμmolのG-l-Pあるいは

グルコースを生じる酵素丞として定義した。

電気泳動

Nat i ve-PAGEは、 Oavisの方法 80)に従い、PAGPlate 4/15 (第 一化学薬品，東京)

を用いて行った。 タンパクはCoornasieBrilliant sいleR-250で染色した d1 l。ゲ

ル上の活性はSasakiらの方法53lに従い検出した。 SDS-PAGEは、 Laemrnliの方法 d2) 

に従い、 SOS-PAGPlate 4/20 (第一化学薬品〕を用いて行った.ゲルの染色はna

いve-PAGEと同憾の方法で行った。 IEliPAGEはPhastSysLcm(Pharmacia-LKB. Up-

psala. Sweden)を問い、 PhastGelIEF 3-9上でマニュアルに記l隊された方法に従

って行った。

ゲルi慮過

ゲルi思iaは、カラムにTSKgelSW3000SWXL (7.8 mm{王x30 cm. 東ソー， 東京)

を用いた高速液体クロマトグラフィー (IIPLC)により行った。砂.JtiJ;悶には0.3tl Na 

CIを含んだ0.1Nリン酸緩衝液 (pH7.0)を流速1ml/mi[lの条件で用いた。

[lj-1 4 cJゲルコース交換反応

セロビオースとグルコースの交換反応は、 [u-14 C)グルコースを附いて以下の条

件により行った。 100μlの緩衝液 Bltl、 10mMセロピオース. 10 rntl [U_14CJグ

ルコース(放射比活性 3.7Ci/mol)， 5 lIIi1 MgC12・0.02%日SA.0.14 U/rnl セロビ

オースホスホリラーゼになるよう反応機を調製し、可:~ tMl で 24 h r反応を行 った。な

お、セロピオースホスホリラーゼは、精製隣家を ìl~ J.立政JKi'上ヴロマトグラフイー

にかけることにより Piを完全に除去してから日J~、た。対照として 20 III~ Piを合む
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、，ー

ものおよび酵素を含まないものを同様に反応させた。反応終了後、 5μl の反応

液を ToyoNo. 50泌紙 (20cm X 20 cm)にスポットし、 rブ担ノール/ピリジン/

水(6:4:4by vol.)の溶媒系で上昇法によりペーパークロマトゲラフィーを行った。

展開終了後、 i港紙を乾燥して、 X線フィルムに重ねて 3日間露光を行いオートラ

ジオグラムを作成した。

速度パラメー担

速度パラメータの計算ョはClelandにより示されている Gauss-Newton法に基づいた

方法a3)に従い最小自采法を適用して計'tIーした。計算はそれぞれの場合により Naa

BASICを用いてプログラムを作成して行った 26)。一基質反応の場合は Program1を、

二基質反応のうち 、pingpong mechanismのものにはProgram2を、 sequential

mechanislIlのものにはProgram3を、 f占抗基，(;l阻害現象に対しては Program4を適用

した。
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Program 1.一基質反応計算用

10 '本*本*****本字***傘キ****本**牟牢本****本本*本*傘****ホ*****本*本本***ネネネ*本字本**.本..本
本20 '本

30 '本 Programfor Kinetic Para附 tersfor One Subslrat巴 Reaction キ

40 '* by the ~Iethod of Cle1and (Talor expansion) 本

オド50 '本
60 '* March 2 1989 by ~lolomitsu Kilaoka * 

オド

70 * 
80 'キキ字本*ホネ本本*本*本*本*ホホ*字本*字本********本*窓キキネ*ホ*字率*本**本****本*本本本*本本****本*

100 PRINT "Input the number of the data." 
110 INPUT N 
142 PRINT "input Km" 
144 T NPUT KO 
150 D1M V(N) :DIト!S(N): DIM X (N)・D1MY(N) 
160 FOR r ~ 1 TO N 
170 READ S(I)，V(I) 
180 NEXT 1 
190 FOR IT ~ 1 TO 10 
200 SX = O : SY = O ・ SX2~0:SY2 = O:SXY = 0:SXV = 0:SYV = 0

210 FOR [=1 TO N 
220 X(I)=S(I)/(KO+S(l)) 
230 y(l)ヱS(I)/(KOIS(I))/(KO'S(I))
240 SX2 ~ SX2+X(T) 叫(1) :SY 2=SY2~y( l) * Y(1) 
250 SXY ~ SXY ト X( I)叫 (I):SXV = SXV+X(I)*V([):SYV ~SYVjY(I)*V([)
255 NEXT 1 
260 AVAL=(SXV*SY2-SYV本SXY)/(SX2*SY2-SXY*SXY)
270 BVAL=(SYV本SX2-SXV*SXY)/(SX2ホSVZ-SXY*SXY)
280 V目AX=AVAL:KO=KO-BVAL/AVAL
290 PRINT 11司" Km=";KO;" Vmax=";VMAX 
310 NEXT [l 
320 PRINT "Continue (y/口)"
330 INPUT LL$ 
340 IF LL$="n" THEN END 
350 JF LL$="N" THEN END 
352 IF LLS="y" THEN 190 
354 IF LL$="Y" THEN 190 
360 GOTO 320 



Program 2. 二基質反応 (ping-pongbi bi)計算用

10 '事本*****本本*本***傘本本***字本本本***本**本本***氷水*本傘本*****本本本*本本本字率**本本本*本**本*本
ホ20 本

30 '本 Programfor Kinetic Parameters for Two Substrate Reaction 
40 '* by the Nelhod of Cleland (Taylor Expansion) * 

50 '* (Ping-Pong Bi Bi) ネ

本

60 ホ
70 '* April 24 1990 by Motomitsu Kitaoka 本

80 '字本
90 *本*********卒事本本*******本本**キネキ***ホキ**本本ネキ****本***本*******事**本*ネヰ*本**

100 REM v=Vmax*SI*S2/(Km2*Sl+KmlキS2+S1*S2)

110 PRINT "lnput the numb巴rof the d.ata. 

120 INPUT N 
130 PRINT" i npu t Kml， Km2" 
110 INPUT Kl0，K20 
150 DIM V(N):DIM SI(N):DIM S2(N):DJM X(N):DJ問 Y(N):DHI Z(N) 

160 FOR 1=1 1'0 N 
170 READ SI(J)，S2(I)， V(l) 

180 NEXT 1 
190 FOR 11=1 TO 10 
200 SX2=O:SY2=0:SZ2=0・SXY=O:sxz=O:SYZ=O:SXV=O:SYV=O:SZV=O

210 FOR 1=1 TO N 
220 X(J)=SI(I)*S2(I)/(K20キSI(1)+Kl0*S2(1)+SI(I)*S2(1))

230 Y(f)=X(I)/(K20本SI(I)+Kl0*S2(1)+SI(T)*S2(1))*S2(1)
240 Z(I)=X(1)/(K20*Sl (J) + KIO*S2(1) ~ Sl(I)*S2(1))*SI(I) 
250 SX2=SX2tX(T)*X(T):SY2=SY2，Y(I)*Y(J):SZ2=SZ2+Z(I)本Z(1) 
260 SXY=SXY+X(T)叫 ([):SXZ=SXZIX(l)本ZOl:SYZ=SYZ+Y(r)*Z(I) 
270 SXVユSXV+X(l)本V(I):SYV=SYV+Y(I)本V(I):SZV=SZV+Z( f)叫(1)

280 NEXT 1 
290 Al=SX2:Bl=SXY:CI=SXZ:Dl=SXV 
300 A2=SXY・B2=SY2:C2=SYZ:D2=SYV
310 A3=SXZ:s3=SYZ:C3=SZ2:D3=SZV 
320 AAl=ALキC3-A3*Cl:BB1=Bl*C3-B3*Cl:DD1=Dl*C3-D3*Cl
330 AA2=A2*C3-A3*C2:BB2=s2*C3-B3本C2:DD2=D2*C3-D3*C2
3(0 AVAL=(DDL*BB2-DD2*BBl)/(AAlキBB2-AA2キBB1)
350 BVAL=(DD1本AA2-DD2*AA1)/(BB1*AA2-BB2*AA1)
360 CVAL=(Dl-AlネAVAL-Bl*BVAL)/Cl
370 VMAXニAVAL:Kl0=Kl0-BVAL/AVAL:K20=K20-CVAL/AVAL
380 PR1NT [1;" K1II1=刊 ;KIO:" Km2=";K20;" Vmax=";VMAX 

390 NEXT 11 
400 PRTNT "conlinuc (y/n)" 

410 lNPU1' LL$ 
420 IF LL$="n" TlIllN l¥NlJ 
430 1 i' LL$二"N"THEN END 
410 IF LL$="y" TIIEN 190 
450 IF LL$="Y" TllflN 190 
460 GOTO 410 
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program 3. 二基質反応 (sequentialbi bL)計算用

10 '山……山山*村山山*村山…………本件…山山…*m:
20 '本
30 'キ Programfor Kin母ticParameter for Two Substrates ReacLion 本

40 '* by the 目ethodof Cleland (Taylor Expansion) キ

50 ・本 Sequential 8i 8i 
* 60 '* 

70 ・本 August 15 1989 by MoLomitsu Kitaoka キ

本

8日本
**本***ネ本*本******牢**ホキ**本*****本**キオド*****オド*本**キキ90 'ネ**本***本水本泳**本 本字率*本*本

100 REM v=Vmax本81本S2/(KilキKm2+S1本Km2tS2*KmltSl*S2)

110 PRINT "lnpuL the number of the data 

120 lNPUT N 
130 PRJNT "[nput Kml，Km2，Kil" 
140 lNPUT Kl0， K20， K[O 
150DlH V(N)DIHSl(N):DIE152(N):DIF11(N).D lH Y(N)DiHZ(N)-DIJ1 14(N) 

160 FOR 1 = 1 TO N 
170 READ S1(l)，SZ(1)， V(I) 

180 NEXT 1 
190 FOR 11=1 TO 10 
200 SX2=0:SY2=0:SZ2=0:SW2=0:SXY二0:8XZ=0:SXWユ0・Syz=O:SY¥v=O: SZW士0

210 SXV=O:SYV = O:SZV ~ O ・ S \V V = O
220 FOR [=1 TO N 
230 X(l)=SI([)本S2([)/(KTOホK20+S1([)*K20+S2(1)*KlO+Sl(J)*S2(1))
240 Y(I)=X(I)/(KIO*K20をS1(T)本K20十S2(1)*K10+Sl(I)*S2(1))本52(1) 
250 Z(I)=X(I)/(K10キK20IS1(I)本K20ト32(I)*KI0+S1(1)キS2(l))キ(KfO+Sl(l))
260 W(I) = X(I)/(K10バ20 +S 1( 1)キ K20~S2 (I)*KI0 tS l(l) ホ S2 (1 ))*K20
270 SX2=SX2+X([)字X( l) : S Y 2 = SY 2 + Y ( [) *Y ( l) : SZ2= SZ2 + Z (J )本Z(1) 
280 SW2=SW2+W([)ホ¥H1) : S X y = SX Y I X ( [)州(1)・SXZ=$XZ+X(I)*Z(T)
290 SXW=SX¥V1x(r)本W(l):SYZ=SYZ; Y (I)ホZ(1)・SY¥v=SYW+Y(f)*W(l)
300 SZ¥i=SZ¥HZ(I)*¥i(J) :sxv=SXVトX(1)本V(I):SYV-SYV+Y(T)*V(I)

310 SZV=SZVIZ(I)叫 (1):S¥iV=SWVバイ(1)本V(1) 

320 NEXT 1 
330 Al=SX2・B1=SXY:Cl'SXZ:Dl=SKW:El:SXV
340 A2=SXY:B2=SY2:C2'SYZ:D2=SYW:E2=SYV 
350 A3=SXZ:s3=SYZ:C3=SZ2・lJ3=SZli:E3=SZV 
360 A4二SXW:B4=SYW:C4，SZW:D4ニSW2:s4=SWV
370AAI=A i/D1-A4/D4:BB1=81/D l B4/D4.CC lzC l/Dl C4/D4EE1=El/Dl-E4/D4 
380 AA2=AZ/D2-A4!04・8B2=B2/D2-s4/04:CC2=C2/DZ-C4/D4:EE2，E2/D2-E4/D4
390 AA3=A3/D3-A4/D4咽BB3エB3/D3-B4/D4:CC3=C3/D3-C4/D4・EE3，E3/03-E4/04
100 AAAl二AAl/CCl-̂A3/CC3:BBB1'SB1/CCl-sB3/CC3:EEEl=EEl/CC1-EE3/CC3
410 AAA2=̂A2/CC2-AA3/CC3:BBB2=B82/CCZ-Bs3/CC3:KEE2=EE2!CC2-EE3/CC3 
420 AVAL=(EEEIキBsB2-EE1:Z本日BB1)!(AAAl本日日B2AAA2*BBB1) 
430 RVAL'(EEE1末 ^̂A2-EEE2刈AAJ)/(8BI31吋 AA2-BBB2*̂ Âl)
440 CVAL=(EE1-AAJ*AVAL-BB1*BVAL)/CCl 
450 DVAL=(lo:1 Al*AVAL B1 *IlVAl. Cl刊 VAL)/Dl
460V HAI=AVA L K lO=K10-RVA L/AVALK20=K20-(JVA L/JIVA L:i〈IO=K10-DVA L/itVAし
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Program 4. 二基質反応指抗基質阻害計算用

10 'キ*本**本本**本*本字本家本**本****本**本*ホ*本字本本**傘本字本キネ本キネ*本***本本**本本本*キ*本本本ホ***

20 '字 本
30 'キ Programfor Kinetic Parameter for Two Substrates Reaction * 
40 .本 by the円ethodof Cleland (Taylor Expa口si on) * 

50 '本 Ordered Bi Bi with Competed Substrate Inhibition * 

60 * 本
70 '本 August17 1989 by目otomitsuKitaoka * 

80 * 本
90 '本*字率*本本*本*本キ***本本*本*本*キキ**家本本***本*本*本**本本*ホ*ネキ本字本*本***キキ本事傘本本本***本事

100 RE目 v=V田ax*Sl*S2/(a+b*S2河本S1+S1キS2+d*S2内 2+巴ホS2"3)

110 PRINT "Input the number of the data." 

120 lNPUT 
130 PRINT "lnpuL a，b，c，d，e" 
140 INPUT AO，BO，CO， 00. EO 
150 DIM V(N): DfM S1(N): D1M S2(H): D1M X(N) :DH! Y(N): DIM Z(N): 01ト.j¥HN):DH! 
U (N) 

155 DH! T(N) 

160 FOR 1=1 TO N 
170 READ SI(I).S2(l)， V(!) 

180 NEXT 1 

190 FOR 11=1 TO 10 
200 SX2二0:SY2二0:SZ2=0:SW2=0:SXY=0:SXZ=0:SXW=0・SYZ=O:SYWO:SZW=O 

210 SXV=0:SYV=0:SZV=0:SWV=0:SU2=0・SXU=O:SYU=O:SZU=O:SWU=O:SUV=O
215 SXT=0:SYT=0:SZT=O:SWT=0:SUT=0:ST2=0:STV二O

220 FOR [=1 TO N 
225 FV竺 AO+BO*S2([)+CO*Sl([) IS1(1)キS2(l)IDOキS2(1)"2iEOホS2(1) -3 

230 X(I)=SI(I)*S2(I)/FV 
240 Y(l)=X(J)/FV 
250 7.(1)=X(I)/川*S2 (J ) 
260 W(I)=X(l)/FV本S1 (l) 

265 U(J)=X(1)/FV*S2(1)‘2 

267 T(I)=X(1)/fV*S2(1)-3 
270 SX2=SX2トX(I)*X(I):5Y2=SY2十y(l) *Y( L): SZ2=S7.21 7.( 1)キz( 1 ) 
280 S¥j2ェSW2'W(I)*W(1):SXY=SKY十X(l)*Y([):SXZ=SXZIX(l)*Z(I)

290 SXW = SX W +X(I).W(J) :SYZ = SYZ パ (1)*Z(I) : SYW = SYW~Y(I) 州(1 ) 
300 SZW=SZW+Z(I)本W([) :Sx.V=SXV1X(1)本V(I):SYV=SYV'Y(I)*V(l)
310 SZV ニ SZV+Z(J)*V(I):SWV ~ SWV+W([).V(L):SU2 ェ SU2 山 (l)*U (I)
315 SXU=SXU'X(I)本U(I):SYU-SYU十Y( 1 )ホU(l) : SZU=SZUは(1)叫(1)

316 SWU=SWUtW(l)叫(l):SUV SUV，U(l)本V([): ST2:ST2←T(l)*1'(l) 
317 SX1'=SXTJX(I)刊(l):SYT=SYTIY(I)刈 (f): SZTニSZT+Z(l)叫(1) 

318 SWT=SWT'W(l)刊(l) : S UT = SUT t U ( 1 ) *1' ( 1) : STV= S TV +T ( f)叫(1)

320 NEXT 1 
330 Al - SX2 : ßl ~ SXY:Cl = SXZ:D1 SXW:EL=SXU:PL=SXT:G1=SKV 
340 A2=SXY:B2=SY2:C2-SYZ:D2=SYW:E2=SYU:P2=SYT:G2=SYV 

350 A3二SXZ:B3=SYZ:C3 SZ2:03 = SZW : E3 ニ ~ZU : F 3 c SZT:G3 = SZV
360 A4=SXW:H4-SYW:C4 SZW:D4=SW2:K4=SWU:F4=SWT:G(=SWV 
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、--

365 A5=SXU:B5=SYU:C5=SZU:D5ェSWU:E5=SU2・F5=SUT:G5=SUV
367 A6=SXT:B6=SYT:C6ニSZT:D6ヱSWT:E6=SUT:F6=ST2:G6=STV
370 All=Al-A6*Fl/F6:Bll=BI-B6本FI/F6:CIl=Cl-C6本Fl/F6:011=01-D6傘Fl/F6:El1= 

El-E6本Fl/F6:Gll=Gl-G6*Fl/F6
372 A12=A2-A6*F2/F6:B12=B2-B6本F2/F6・CI2=C2-C6本F2/F6:D12=D2-D6*F2/F6:EI2=

E2-E6キF2/F6:G12=G2-G6*F2/F6
374 A13=A3-A6本F3/F6:BI3竺B3-B6本F3/F6・C13=C3-C6本F3/F6:D13=D3-D6本F3/F6:E13=
E3 - E6*F3/F6 : GI3 = G3 - G6 キ ~'3 / F6
376 A14.=A4-A6ネF4/F6:Bl4=B4-s6牟F4/F6:C14=C4-C6*F1/F6:D14=04-D6*F4/F6:E14=
E4-E6*F4/F6:G14=G4-G6*F4/F6 
378 AI5=A5-A6本F5/F6・BI5=B5-B6本F5/F6:CI5=C5-C6*F5/F6:DI5=D5-D6*F5/F6:EI5=

E5-E6本F5/F6:G15=G5-G6*F5/F6
380 A21=All-A15キEll/E15:B21=Bll-BI5キEll/EI5:C21=CI1-CI5傘&11/EI5:D21=Dl1-
015ホEll/EI5:G21=Gll-G15*Ell/EI5
382 A22=A12-AI5*EI2/E15:B22=BI2-B15*EI2/E15:C22=C12-C15*El2/E15:D22=012-
DI5本E12/E15:G22=GI2-G15本&12/EI5
384 A23=AI3-A15本E13/E15:B23=BL3-BI5*E13/EI5:C23=C13-CI5*E13/EI5:D23=Dl3-
015*EI3/EI5:G23=G13-G15本E13/E15
386 AZ4=AI4 -A15本E14/EI5:B24=B14-B15*E14/E15:C24=CI4-C15*E14/EI5:024=Dl4-

015本EI4/E15:G24=G14-G15*E11/E15
390 A31=A21-A24キD21/0Z4:B31=日21-B 24牟D21/D24:C31=C21-C24本日21/024・G31=G21

G24*D21/D24 
392 A32=A22 - A24キ D22 / 024:B32 = B22- B24 辛口 22/024 : C32 ~ C22 - C2~*D22/D24:G32 = G22

G24*1l22/024 
391 A33=A23-A24本D23/024:B33=日23-824キD23/D24:C33=C23-C24本日23/024:G33=G23-

G2<1*023/D24 
100 A41=A31-A33*C31/C33:B41=B31-s33キC31/C33:G41=G31-G33本C31/C33
402 A42=A32-A33*C32/C33:B42ζB32-B33キC32!C33:G42=G32-G33*C32/C33
410 AVAL=(G4.1本B42-G42ネB41)/(A41ホB42-A42*B41)
4.12 BVAL= (Gll吋 42-G42本A41)/(B41吋 42-B42*A41)
111 CVAし=(G31-A31*AVAL-B31*BVAL)/C31
416 OVAL=(G21-A21キAVAL-B21*BVAL-C21*CVAL)/D21
418 EVAL=(GII-All州 VAL-Bl1*BVAL-Cll*CVAL-Dl1本DVAL)/Ell
420 FVAL=(GI-Al*AVAL-sl*BVAL-Cl*CVAL-Ol本DVAL-El本EVAL)/Fl
430 VMAX=AVAL:AO=AO-BVAL/AVAL:BO=BO-CVAL/AVAL:CO=CO・DVAL/AVAL

432 DO=IlO-EVAL/AVAL:EO=EO-FVAL/AVAL 
440 PlllNT I1;" a=";AO;" b=";BO;" C=";CO;" d=";DO;" c=";EO;" Vmax=" 
; VMAX 
480 NEXT 11 
485 PRINT "continu巴 (y/n)"
490 1 NPUT LL$ 
500 IF LL$="n" THEN END 
510 I F LL$="N" Tlli:N END 
520 U' LL$="y" TIlIiN 19D 
530 IF' LL$="Y" TIIEN 190 
540 GOTO 490 
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日一1-3.結果

官事素精製

セロピオースホスホリラーゼの精製結果をTable2-1に示した。 E古体粗油出液か

ら22%の収事で比活性40.8日/mgまで精製できた。比活性は、 145倍上昇・した。精製

された酵素はNaいve-，SDS-PAGEで均ー な蛋白バンドを示した (Fig.2-1)。分子量

はゲJレ泌過でが'1180，OOO(Fig・ト2)、SDS-PAGEで約85，000(Fig・2-3)と測定された e

*傍素蛋白は 二五E体構造を持つものと推定される。この結果はSasakiら日.511)の

報告1位を修正するものであり、i':rw Ilu丘44，S S)およびC. thermocellum'o)由来の鮮

素の結果と一致する。 IEF-PAGEにより等篭点を求めた結果、 pl6.0と決定された。

Sasakiらによれば本酵素はt1g2+を要求すると報告されているが日・54' 今回要求

性を再検討した結栄木鮮索は目g2iを要求しないことが判明した。また Tlg?-"は醇素

反応に全く影響を与えなかった伺この点においても、 i':rwinia44.55'および C.

thermoce 11 um5創 出来の酵素の結果と 一致した。

Tablc 2ーし Summary of the purificaLion of Lhe cel lobiose 

phosphorylase 

Volume AcLlvlty ProLcin Specific Yi口ld

actlVlty 

(ml) (U) (mg) (U/mg) (%) 

Crude extracL 52 96.3 343 O. 28 100 

Protamine sulfaL口 52 86.3 328 0.26 90 

40% Sal. (NfL，) 2S0" 51 56.2 254 O. 22 58 

Ilu Ly 1-1'oyopear 1 25 45.3 6.6 7.3 1¥.7 

55% Sal-. (NII，) 2S04 25 38.3 5.5 7. 0 40 

DEAE-'J'oyopearl 2~ 2l.6 0.53 41 22 
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Fig. 2-1. NaLive PAGE of the cellobiose phosphorylase. 

Lane 1. protami.n sulfate supernatant; Lane 2， 40% saL. ammoniulII su[j'ate 
sup巴rnaLant; Lane 3， sutyl-Toyopearl eluate: Lane 4，55% sat. ammonium 
sul(aLe precipiLaLe; Lane 5， DEAE-Toyope且rleJuat巴.
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~ïg. 2-2. Calibration of Lhc rnolecular lIIass o[ the cellobiose 

phosphorylase by Lh巴 gcl filLraLion rnCLhod 

1'he following standard protcins were used: a， ferritin: b， gllltalllate 
dehydrogenasc; c. caLalase; d， sweeL poLaLe s -arnylase; e， phospho-
rylase b; r， aldolasc; g， lactat.e dcbydrogcnase; h， bovine serum 
albumin; i. cnolasc; j， ovalbllrnin; k， adenylaLe kinase; 1， chymo-

Lrypsinogen: m. soy bean trypsin inhibitor; n， cyLochrolllc c. The 

cellobiose phosphorylase is indicaLed as • 

-27 -



105 

ωωωε
」豆コ
0
2
0
2
104 

1 0.8 

Mobility 

0.6 0.4 

Fig. 2-3. Cal ibraLion of Lhc llIo1ocul在rlIIass of Lhe cel lobiose 

phosphorylase by SDS-PAGE. 

Thc [ollowing standard prOLeins wcre lJsed: o. phosphOt'ylase b; p. 

bovine serullI alblJmiu; q. ovalburnilJ; r. carbonic anhydt'olase; s. soy 

bean Lrypsin inhibitor; L. lysozyme. The cellobiose phosphorylase is 

tndicaLed as 圃
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[U-14CJグルコース交換反応

セロピオースー [lj-14 C]グルコース聞の交換反応の有無を調パたオートラジオゲ

ラムを Fig. 2-4に示した。本酵素はリン重量の非存在 Fにおいてセロピオースへの

政射能の取り込みは観測されなかった.対照実験の結果はリン酸の存在下には放

射憶の取り込みが観測された.酵素反応のメカニズムのモデルとして、ゲルコシ

ルー酵素飯合体形成の有無により以下の 2通りのものが考えられている包前者の

モデルにおいては、リン酸の非存在下にセロピオースとグルコースが存在すれば、

(2-1 ，. (2-2)両式の平衡反応が成立し結果として交換反応が起こる。後者において
は、リン酸が存在しなければ (2-5)式のみしか成立しないため交換反応が起こらな

い.また、後者のモデルにおいてリン散が存在すれば(2-5)-(2-9)式すべてが成

立することになり交換反応が観測される。なお後者のモデルの酵素基質の結合l順

序は 一例を示したものであリ、リン酸が先に酔繁に結合するモデルあるいは基質

の結合l願が決まっていないモデルも可能である.しかしながらいずれのモデルを

用いても得られる結果は同じである。セロビオースホスホリラーゼで得られた結

果は、リン西宮非存在 Fに交換反応が検出されないため、後者のメカニズムによっ

ていることを示すものである。なお、 [U-1"CJグルコース交換反応の笑数において

は、器事業と基質の結合間F't:を決定することはできない。

a)グルコシル 務系複合体を形成するモデル

E十 CG2 = E-CG2 

E-CG2 = E-Glc T Glc 
E-Glc + Pi = E-G-l-P 
E -G-[-P = F. + G -[-P 

b)グルコシル ー鮮;A1'u合体を形成しないモデル

E十 CG. = E-CG2 

E-CG. + Pi = II，-CG2Pi 
E-CGzPi = E-G寸 -PG[c 
E G四 l-PGlc= E-G-l P争 Glc
E-G-I-P = Eト G-I-P

(E:d革素 CG2・セロピオース)

ー 29-

(2-1) 

(2-2) 

(2-3) 

(2噂4.)

(2 -5) 

( 2-6) 

( 2-7) 

(2-8) 

(2-9) 



F ig. 2 -1. 

G1-

G2-

2 3 

AULOradiogram 01' the Q [D-"C]glucose excha口ge reaction. 

Lan巴 1，without Pi; Lane 2. with 20 mt1 Pi; Lane 3， without the enzyme. 
G I and G2 m白anQ-glucose and Q-cellobiose. respective1y. 
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速度解析による作用線構解明

本酸素の作用機構を調べるため、セロピオースの加リン酸分解反応においてリ

ン駿濃度を何点かに国定してセロピオース浪Iiと反応初速度の量逆数ブロットを

作成した。 Fig. 2-5に示したように第二象現上で一点、に収束する線群が得られた。

この結果は本酵素の反応が、 Cleland6)の提唱した sequentia 1 bi bi機備によって

いることを示している。この結果は、 [uーは C]グルコース交換反応で得られたもの

と一致する。さらに詳しい反応機構を調べるために、生成物 (G-j-P.ゲルコース)

の基質に対する阻害の型を調べ、結果を Fig.2-6に示した。その結果、セロピオ

ースに対するかj-Pの組合せのみが措抗型の阻害を示し、他はすべて非指抗型(混

合型)であった。この結果はセロピオースホスホリラーゼの反応機構が (2-jO)~

(2-[4)式の順序で反応が起こる orderedbi bi機併であることを示している的。

E ) ̂  :;: E-A 
E-A + s :;: E-As 

(2-10) 

(2-11) 

(2-l2) 

(2-13) 

(2-14) 

(E AB :;: E-QP) 

E-QI' :;: E Q + P 

E-Q :;: E i Q 

( E:酵素，Aセロピオース，日:P i. Pグルコース ，Q:G-1-P) 

反応速度式は以下のように現される。

。
m
 

v
b
 
A
 

j
E
 

W
A
 --ν 

Vm>x[A][B] 

t Km白[A1令 Km"lll]t [II][B] 
(2-15) 

速J交パラメー予は program Z をfIl~、て ~I 算された.計算結果は、 Vm • ， = 1. 4.3 

μmol!min'U， K.ハ ー 6.8 m~， K，刊 2.6 m~ . Kms c 0.61 m~であった。この計算

他は、jIig. 2 - 5 に不したように、実 ~lll fl(Iとよく一致していた。
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1" ig. 2-5 Thc I/，，-l/[cellobiosu] plot on Lhe phosphorolysis. 

Tho iniLial conccnLraLlons of Pi ¥Yor'C: ・，0.5 mt)，: ・.0.667 rn~; A . 
lmrl; 0.1.33rnM; 口，2 mfi. 
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l' i g. 2-6. I口hibition paLLerns of the producLs againSL the substrates. 

A， (;-l-P against ccllobiose; B. glucosc against ccl Jobiose; C. 
G-l-P againsL Pi; 0， glucose against Pi. Tlie initial concenLratlons 

of l-ho Olhcr subSLral口 WCt.cO. 5 m~ Pi (A、 B) and 5 m~ cellobiose (C 
0). Those 01' thc i.nh i bi Lors w口f'C: G - I - Iヘ ・ 口 llll~，・ 0 ， 2 m~; 
glucose，企 [';，2 m~ ， T¥l， 4 m~ ; ・ 0 ， n 0 n e. Va 1 u c s 0 r 11 v a nd 11 [ S J 
are I 吋 icaLed illμ11101 -1 '111 i n・Uand rntl，-l， respectively. 
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基質特異性

本鮮E誌の合成反応におけるアクセブ担ーの基質特異性を調パた。結果を Table

2-2に示した。グルコースの他にマンノース 2-デオキシゲルコース，ゲルコサミ

:;. 6-デオキシグルコース.キシロースがアケセプ担ーとして作用した。結果を

系統的にまとめると次のようになる。グルコースの i位. 3位. 4 f立， 5位の誘

導体は、アクセブ J;lーとして作用しなかった。それに対して、ゲルコースの 2位，

6伎の異性体の一部はアクセプターとして作用した。基質濃度が 10mJiの時はグ

ルコースが最も良いアクセブターとなった。この結栄は、本自孝素の基質認識に対

して、 l位， 3 1立， 41立 5位の熔;造が重要な役割lを果たしていることが示唆さ

れた。それと比較して 2位と 6位の構造は酵素によって認識されるものの、その

重要性は比絞的低かった。

Tab 1 e 2-2. SubstraLe specificiLy for Lhe g1uc05yl accepLor of thc 

cellobiose phosphorylasc 

SubstraLe V 

日-Glucose 1.37 
α-MeLhyl-D-glucoside 

= 
s -~lcthyl - l)_ -glucoside 

1.5 -Anhyd ro-Q-g I uc i to 1 
D-rlannose 0.054. 
= 
2-Deoxy-Q-glucose 0.034 
D-Glucosamine 0.12 
N-Ace ly 1-!l.-g 1 ucosam i n巴
D-Allose 
D-GalacLose 

I，-ldose 

6-Deoxy-D-glucose 

D-Glucuronic acid 

O-Xyloso 

0.70 

0.055 

SubsLraLe 

D-Fructose 

L-Sorbose 

!l.-Lyxose 
D-Ribose 

L-Arabinose 

D-Arabinosc 

L-Xylose 

myo-T n 0 s i lo 1 。-Glucono-o-lactone 
D-G luc i.lo I 

D-rlann i lo I 

Valucs arc indicated asμmol/min'U. Minus (-) m巴ans undcr 0.03 

それぞれの基質の見かけの速度パラメータを Tablc 2-3~こ示した。その結果グル

コースがj込も低い K"fl(iを示した。 2デオキシグルコースと 6-デオキシグルコース
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とを比較して6ーデオキシゲルコースがよリ低いKml直と高いVm."I1直を示したことか

ら2f立の水酸基が 6位の水酸基よりも強く認識されていることが示唆された。ま

た、 6ーデオキシグルコースはグルコースよりもむしろ大きい Vm，x f直を示すのに対

して、キシロースは約30%のVma x {I直を示した。また両者のKmll直は前者が後者の約

1/4であった。この結袋、 6 f立の水酸基は酵素との総合のみにしか関与しないが、

メチレ ン基は反応速度にも影響を及ぼしていることが示された a

Table 2-3. Apparent kineLic parameters Loward various substrates 

。fLhe cellobiose phosphorylas巴.
Km (mM) Vm.. (μ lIIo1/min'U) 

D-G I ucose" 

D寸Iannoseb

2-Deoxy-D-glucoseb 

D Glucosaminec 

6-Deoxy-Q-glucosed 

D-Xyloseb 

2.1 

115 
168 

L3 

24 

84 

1.7 

0.68 

0.64. 

0.26 

2.4. 
0.54. 

Values are calculaLed aL Lhe f・01lowing concenLraLlons: 

a. 2-]0 n1~; b. 5-100 m!1: c. 5-20 m~; a[¥d d. 2. 5-50 m~ 

1 f立の誘導体に関して、jiJijメチルグルコシド及び L.5-アンヒドログルシトール

(1デオキシゲルコピラノース)がアクセプ9ーにならなかったことから本静亥

がαあるいは日いずれかのアノメリッヴ lK駿恭を認識している可能性が示された。

どちらのアノマ-!i'lを?忍殺しているかを確認するために、それぞれのアノマー型

のグルコースの反応性を調べた。 実験はグルコースのみ含まない反応液を 37'Cに

保持し規定むのいずれかのアノマー却のグルコースを急速に i容解させることによ

り反応を開始することにより行った。結采を Fi g. 2-7に示した。 G子 l-P1 0 m~. グ

ルコース1mト!の反応条件において町JIっかに日アノマーが αアノマーよリよい反応

性を示した。乙の結*は本隊長が 11立のエカトリアル7K般iEを認.識していること

を示唆している. また同様に!日 LOmt!. αーあるいは H セロピオース 1 m~の条件

での初1リン敵分解反応を捌べたところ s(;ji.の Jiがj豆比、性が高かった。
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Fig. 2-7. Time course of the reactions with the substrates of boLh 
anomcric configur且tI on. 

O .α glucosc ; ・ • s glucose; 6.α-cellobiosc; .... s争 cellobios邑.
Solid and b，'okcn 1 ines indicaLe synLhcLic and phosphorolyLic rcacLions， 
respcctively. The synLhetic reacLion was carried out using 1 m!α -or 
s glucose wi Lh 10 III~ G-I-P‘and was [011 owed by measu r i ng Lhe allloun L of 
Pi liberaLcd. Thc phosphorolytic reacLion was done using 1 m~α - or 
Il-cellobiose wiLh 10 111M Pi，乱ndwasfollow巴dby measuring the amounL 01 

glucosc produccd. 



疑似糠を用いたア ノマー特異性の検討

セロピオースホスホリラーゼはアクセプタ一分子のアノマー型を認識し、 s (.本

がα体よりよく反応することが示された. しかしながら糖を急速に溶解させて行

う実験では変旋光の影響が無視できないため、 αーアノマーは少しは木鯵君主の基

質になるのか全くならないのか結論できない.そこで疑似糖を用いたアノマー特

異性の笑験を行った。疑似糠 (pseudo-sugar. 5a-carba-aldopyranos巴)はグルコピ

ラノースの環酸素原子をメチレン基に置き換えた憐造(5-hydroxymethyl-l.2. 3.4. 

cyclohexanetetrol)を持つ化合物である 84).20 m~ 5a-cal'ba-α 及び日旦ー

glucopyranose8S) (弘一(1.2.4/3.5)ー5-hydroxymethyl-cyclohexaneLetrol.且一O.

3.5/2.り-5-hydroxymethy!-cyclohexaneLetrol.Fig. 2・8)をアクセプターとして

10 mM G-I-P存在下に合成反応を行ったところ s(;本は、ゲルコースと比較して約

22%の反応速度を示したが、出イ本は全く反応性を示さなかった (0.1%以下)。この結

果はグルコースの場合も αーアノマーは事実上全く認識されないことを強く示唆

している。 5a-Carba-s -DL-g 1 ucopyranseの見かけの速度パラメータはKm=93 mli. 

V"，，， 1. 7μ 日101 /日Ii n. Uと計'fi.された (Fig.2-9). この紡*はK"fl立がグルコースの

約501奇であり Vma翫他はグルコースとほぼ同じであった (Table2-3). 50 m!のα体

は5mMの自体の反応、を全く阻害しなかった。光学活性体の58carba s -!l_-gluco-

pyranose .~b) の見かけの速度パラメータは Km 55 m!， V"，" 1.6μmol/mi.n'Uと計算

された (Fig ・ 2 -9) 。 この結果はラセミ体の約半分のL他と同じ Vm •x11立を示し、主

体のみ反応していることを示唆している。直接的に証明するため、ラセミ体より

生成する疑似二粧を単離し 1 3 C - NMRによリそのfI~造決定を行った。反応液として l

mlの200 m~1 G-I-P， 200 1Ilt1 5a-carba-s -!21-g1ucopyranose. 0.7 U/mlセロピオー

スホスホリラーゼを含む緩衝液 Bを調製し、 30"Cにおいて 6hr反応を行った。反

応液のPi濃度は67mtlにi主し、反応;液をTしC(展開7母娘 。80%アセトニトリル)で分

析したところ、 二 脳に相当する{立[註に新しいスポットが生じた。反応 ìi~ を煮 ~)r， し

隣系を失約させた後ToyopearlHW10S (点ソー .2.5 cml:笠X40 cm) カラムを用 い

たゲルi庖過(i谷自民 ;K. )によりニ草lflll1j分を tjl雌し、凍結吃燥によリ 23mgの EI色粉

末を得た. Ij守険物はSomogyi$'/)-Nclson'S) i:みにより jhl元力を示さず、疑似ニ糖で

あることが示唆された。 rjt~'ä~物のけ C NilRスペクトルを重水中ジオキサンを内 1511際、

i事として (57.4ppm)JNM GX260分光旅(口本分光， 東京)によリ illlJ定した。その結
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Hっさとト BぺどとミトOH
OH 

C Hつ三ヒトoZFグ OH

D H02宍ふー。五三 ;;OH

F ig. 2 8. SLrucLure of pseud口一sugars

.̂ 5a-carba αーoglllcopyranose; s. 5a carba-s -]l_-glucopyr丘nose; C. 
4 0-{3 -]l_-glucopy;:-anosyl-5a-carba-s - ~- gluCOPY t<lflose (pselldo-cellobiose); 
D. 4-0-s -Q-glucopyranosyl-5a-carb乱-s -g-g I ucopyranose. 
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果、 4-0-s-~-glucopyranosyl-5a-carba- s -~-glucopytanose B9) (Fig. 2-8. C)に

相当する l3個の吸収 90>が観測された (Table2-4)0 4-0-s -g-glucopyranosy 1-5a-

carba-s -!o-gluoopyranose89) (F ig. 2-8. D)に相当するシグナル 90)は観測されな

かった a 以上の結巣により旦体のみが反応に関与していることが明らかになった.

Table 2-4. Assingmen1-s of chemical shi fts on a '3C-NMR speC1-rum of 
th世 pseudo-disaccharideformed. 

5a-Carba-glucose residue G 1 ucosy I res i due 

Cl 71. 6 C l' 103.7 

C2 77.5 CZ' 74..2 

C3 76. 0 C3' 76.5 

C4. 84.0 C4' 70.2 

C5 4.0. 5 C5' 76.9 

C6 62.2 C6 ' 61. 3 

C7 32.4 

Va 1 ues are g i von i 11δppm. 

合成反応の解析

各アクセブ担 の濃度 一反応初速度プロットを作成し lig.2-10に示した。キシ

ロース.マンノース ，2-デオキシグルコースは巡常のト.1i chae 1 i s-~len Len型の rlJl線

を示したが、 ゲルコース， ゲルコサミン 6-デオキシゲルコースでは両被J長側で

223曲線とのずれが生じた。この現象は特にグルコースの場合に顕著であり、反応

速度の極大点を1:じた 。 外 G - 1 - Pi，民 j立に対してグルコース濃度 一 反応干~J 速度のプロ

ットを作成したところ (Fig・ 2-ll)、 G-l-pj農j兵力〈 高くなるにつれて極大を示すグ

ルコース濃度も高くなることが示された。

グルコース濃度を同定して G-[-Pi股j吏と反応初速度との向逆数プロットを作成す

ると、すべてのグルコース濃度に対して直線を示した (Fig. 2-[2)。この紡染は、

G [-Pはグルコースの結合サイトを 1111志していないことを示している。 G-l-Pに対

する K"appおよびV剛、"nppをグルコース濃度に対してプロットを行うと、 V"，xappは

通常の11ichaelis-Ment巴n型の曲線を示すが、 Kmappはl丘総ではなく版物線を示した

(Fig. 213)0 IIIiす;の結果は、グJレコースはG-l-Pに対して f占J1C的に~Iì.11'している
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ことを 示 し、後者は、阻害現象が グル コース濃度の 自采によることを示している 。

この限警の原因はアクセブ担ーであるゲルコースがドナーであるG-I-Pのアナロ

グとして作用するため起こる阻害現象にあると推定して、 Fig. 2-14に示すモデル

を提出した。 そうすると本群索の反応機械はorderedbi bi mechanismであること

を既に確認しているため、この随害現象は式 (2-16)~ (2-20)で表されることにな

る。なお式中では解析を容易にするために道反応に関する反応素過程は考慮しな

かった。

E + Q 
ktJ E-Q 
L， 

E-Q + P k!} 
k-2 
E-QP 

E-QP k-+-33 ・E t A + 日

E + P k~ 1 s-P 
k_ i ! 

E + PP kとP E PP 
L j 1 

以上の式から定常状態法により以 下 の式が l~l られる 。

l~ k' 3[ E - QP J 

(2-16) 

(2-17) 

(2-18) 

(2】 19)

(2-20) 

d[E-Q]/dl'kφ，[sJ[Q]-k_， iE-QJ-k.o[E-QJ[P]+k四 2[E-QP]=0 (2-21) 

d[E-QP]/d ド k.，[E-Q][P]-(k..k十、)[E-QPJ=O (2-22) 

d[s-PJ/dl=k， i' [ ~: ][ P]- k_ ， 1 -E pJ -k" 2[E-P] [P]+k i o[E-PP1=0 (2-23) 

d[E-PP]/d l=k十12[EpLp] k.，副 [Epp]=O (2-21) 

[E]o=[E]+[fi-Q] t[E Qp]， [E-P]' [E】 Pp] (2-25) 

これらの式を v.[E 1 "について解くと以下の速度式が得られる。

v- Vmax[Q][Pl 

K，ん

(V" ，x kふ，[E]"，K，叫 k，1 k. ，・K川 k，Ik"， K，.P=(k-1'k.会)1 k， .' 

K， ， 'k_ 1 ， I k t ， ，. K 1:' k ， / k， i : ) 

1.5 

(2-26) 
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-
ここで得られた速度式に Ga uss -~剖 lon 法 ，3 3}を容易に適用できるようにするため

に各係数に対して次のように盤理する，

v = v 凶..[ Q][ P ]/( aも b [P]+C[ Q~T: Q ][P2+d[P]' 守 e[P]ヨ) (2-27) 

Gauss - ~eWLon法を a ， b ， c.d.eに対して適用し、 progr乱 111 4を使用してそれぞれを

最小自乗法により以下のように計算した。

(a. b. c. d. e. Vm~‘於 )=(1 . 41. 1. 99.2.83 . 1.43X10-'. 3.90X10-3. 2.07) 

各速度パラメータは以下のように決定された.

V
ma
x=2.07μmol/min'U. K，o=0.5 mii. K，崎=2.0 m~. K"，p=2. 8 m~ ， K， t二170 [J1~. 

K'2=3.0 mtl 

合成反応のV"，.xi泣は)J1lリン酸分解反応、の li査の1.45 f古であった.ここで得られた

速度パラメー担を用いた壊論線は笑測値とよく 一致した (Fig. 2-11)句従って Fig・

2-14に提出したモデルはグルコースによる限答現象を説明するモデルとして妥当

であると結論される。

n -L -4考主主

セロビオースホスホリラーゼの反応機備は本研究の結果sequenLial機怖の一段

である ordered機憾と決定された。 これは保持型解禁であるスクロースホスホリラ

ーゼの紡架 (pingpong機械)t '1)と l明らかに異なっていた.セロピオースホスホリ

ラーゼと同じ反転砲の博ヨきであるマルトースホスホリラーセ'の反応も sequential

裂であると緒告されている 34)1) 本研究の結果はこ糠芳j}J日リン微分解両手素にI主]して

は、アノマ一反転の有線と反応機慌が対応していることを示すものである。ラミ

ナリピオースホスホリラーゼも [uーはじ]ゲルコース交換反応を行わないことが報告

されており 62>SequenLial機併であることが示唆されている.ラミナリビオースホ

ヌホリラーゼの反応機椛決定については u-2で述パる。ま t三二似好lJJIlリン間企分

解解*の反応機併に 1)¥1する詳しい与す討は日 -3で行う.

C. gj Ivusのセロピオースホスホリラーゼのアヴセプ担ーのVS'i'l特異性は水質的

にC.Lhcrmocollυmの両手ぷ 41)， 50)と[，;)tRであった。 NeisscriameningitiJisのマル

トースホスホリラーゼもよく似た特異性を示すがjQl 2 (立の誘導体に|刻して呉な

っていた。セロビ才一スホスホリラーセJ はグルコースと 2-デオキシグルコースを
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アクセプ担ーとしたときに明確な反応性の差を示すため、 2 (立*~童基の認識サイ

トを持つと考えられる。マルトースホスホリラーゼではこの差はない j0)ためこの

ような認.識サイトは持たないと考えられる.このことはセロピオースホスホリラ

ーゼに関して、ゲルコサミンが2-デオキシゲルコースよりも低い Km値を持つが、

2 f立の嵩高い置換{本 (N-アセチルゲルコサミン)は全く基質にならない点， マル

トースホスホリラーゼに関しては協商い泣換が反応に全 く影響を及ぼさない点

( N-アセチルグルコサミンとゲルコースのアクセプター活性が同じ) 3引により支

持される。

セロピオースホスホリラーゼの、アノマーを限定したゲルコースに対するアク

セブ担ーとしての反応性を調べた結果、本酵素に対して s(;本が α体よリも反応性

が高いことが示された。しかしながらこの笑験においては、変旋光の影響を見取

もることが難しいため、 αーアノマーの反応性の有無についての結論は得られな

い。ところで、セロピオースホスホリラーゼではアクセブターのアノメリツク水

絵基は辞表反応が行われる位世の反対 11111にあたる。香章一素反応、においてアノマー型

が認識がされる伊!として、ゲルコースオキシダーゼ引¥キシロースイソメラーゼ

ロJ 引， αー グルコシダーゼの逆反応 94.などが例としてあげられる。しかしなが

bこれらは直接反応を受ける苦11位のアノマー型を認識するものであり、セロピオ

ースホスホリラーゼの場合とは呉なっている。セロピオースホスホリラーゼと 似

た伊|としてはゲルコアミラーゼの逆反応 94)が報告されている。最近TsuJJ¥urayaら

は、マルトースホスホリラーゼがアクセプ担ーとしてグルコースの出 アノマー

に対して特異的に作用することを示した 3川。この報告にお いては反応を o'Cにお

いて行いアノマー却を厳;訟に mll創lすることにより、 自 アノマーはほとんど反応

性を示さないことを明らかにしている。しかしアノマー型の厳常な1M御は難しい

実験刀法を伴つ.そこでセロピオースホスホリラーゼの αーアノマーに対する反

応性を簡単品:方法で見続もるために疑似絡を問いた災験を行った。

疑似燃はピラノース環の酸素Jl;(f-をメチレン誌にta換した分子であり 89>、踏の

原状hl'i造アナログとしての可能性が期待されるものである日~疑似結は変旋光を

示さないため、これを附いて 1~} られた結果は変綻光の彩轡を全く合まないと考え

られる。セロピオースホスホリラーゼに対して疑似品!fをアクセブIy.ーとした実験

は、 5a-carba-13 - DL-g [ucopyranoscが、その α[本に比べて少~くとも 200倍以上の
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活性を示す結果が得られた。これは、本酵素は笑質的にゲルコ スの Hーアノマ

ーのみを認識していることを示唆している。本研究は疑似糖を精製醇素のアノマ

ー特異性を調べる実験に使用した最初のものであり、これらを糖の環状構造アナ

ログとして用いることの有用性を示す結果が得られた。さらに本研究は、 (精製)

鮮素が疑似糖を基質として用い反応を行うことを示した最初jの報告であゐ.

合成反応にみられる基質組審:について、 Fig.2-14に示したモデルにより、 (2-

26)式が得られた。 (2-26)から、一定のゲルコース滋度における G-)-Pの見かけの

速度パラメーヲのイ直はそれぞれ以下のように計算される.

Km且pp~ 

ドー，K
KlGKmP + (KmG + よと'mP)[PJ + 注~[円 2 t 三旦主ー [PP

k 11 .I!_. ..l K1 1 l.... _. K i 1 K I 2 

Kmp + [pJ 
(2-28) 

V...app = V...[P]/(K.p + [p]) (2-29) 

(2-28)式は分子にグルコース淡皮の 3梁項を合み 2次式になっているため、

Fig. 2-)3における [Glc]-K.appプロットが政物品目iを示すことと合致している。こ

れは、 Fig.Z )4 0) モデルによりに J}~ 象の説明ができることを示している。また

(2-29) 式は、 ~Glcl-Vn" ぉ appフロットが Nichael is-NenLen1]Qの flll線になることを

示しておリ、 Fig.2-]3に示した結果と一致する。 (2-26)式によって得られる理論

線と笑 itliJ慨はよい一致を示す (Fig.2-11)ことと併せて、 Fi g. 2 ] ~に示したモデ

ルの妥当性が強く示唆される。

そのほかに考えられる阻害機慌のモデルとして、ド ig. 2 14rr'のslep i 2を除外
したモデルが考えられる。すなわち式 (2 - 16)~ (2-20)において (2-20)を無視した

ものであり、サイト 1にG-)-Pアナログとしてグルコースが結合した後にサイト 2

にはグルコースが結合しないと考えるモデルである e この場合次のような反応初

速度;えが~.~}られる。

v = 
Vm"x[Q][p] 

K ， aK.p'(Kmn '性~HPJ'山
(2-30) 

(2-30)式から K"，appを:n-f，Iすると次のえが得られる。

K，nKmP 町、
KiG.KmP ， (K刊 }iQmv)[Plftf〔P]Z

K"，，， ; [P J 
(2-31) K.app 

(2 31)は、ゲルコース浪j立に対して l次式であるため l'i g. 2ぺ3のiJ"!l.物線を説明
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することができない。すなわち stepi-2を経る酵素とグルコース 2分子の 3分子

複合体形成がこの阻害現象に対して重要な役割lを果たしているものであると考え

られる.

セロピオースホスホリラーゼにおける基質阻答は、二基質反応における一方の

基質がもう一方の基質に対して結抗的に阻害する現象で説明できる。この現象を

諸抗基質阻害 (competitivesubstrate inhibieion)とl呼ぶことを提案する。

このような錨抗限害現象は、セロピオースホスホリラーゼの他にラミナリピオ

ースホスホリラーゼロ¥ホスホグルコム担ーゼ 9(，)において報告例;がみられる。

しかしながら速度論的な解析は十分には行わ れていなかった.本研究は桔抗基質

阻害減象を速度t命保jに厳密に解析しそれを説明するモデルを提出した最初]の報告

である.またこの{I旦筈現象はマ jレトースホスホリラーゼ， トレハロースホスホリ

ラーゼでも観測されることが予怨される。
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rr -2. ラミナリピオースホスホリラーゼに関する研究

rr -2-1.序

ラミナリビオースホスホリラーゼ[EC2.4..1. 31:は、ラミナリピオースを可逆的

に加リン駿分解し、 G-卜Pとグルコースを生成する反応を行う醇素である。本酵素

はEl1g/enagra.ci/ iS，7. ot>， Astasia ocejla，e5dJなどの Euglen.ida尽に属する原
生動物あるいは微細1I築煩にその存在が知られる。この隊索は、 これらの微生物が

箇体内に持つ貯蔵多糖であるパラミロン(ii1鎖。 -1.3グルカン)を分解する解禁

系のうち最終段階を受け持つ醇素である日》。パラミロンの分解は、エンド型及び

エキソ~の ß -1.3-グルカナーゼ. {j-l，3-オリゴゲルカンホスホリラーゼおよび

ラミナリピオースホスホリラーゼにより行われる (Fig.2-15)59'。

ラミナリピオ スホスホリラーゼの研究は、 Jb<I<7J仁/J.gracijis由来の酔素につ

いて行われた。 Goldembergらは E.gracijis Zのr:s休地出液よりリン盟主力ルシウム

ゲルおよび陰イヌ「ン交 j~ カラムクロマトゲラフィーをよft いてラミナリピオースホ

スホリラーゼを 2~0併に精製した §γ〉。この報告・の中でラミナリピオ スホスホリ

ラーゼはラミナリトリオース以上のオリゴ織に対しても i乍閉することおよびi差反

応において各径の日 ー ゲルコシドあるいはグルコシルニ粧をアクセプ担ーとして

認識することが示された。またi並反応におけるゲルコースによる基質阻宮も報告

された.Nannersらは、 ;1.ocel1aω尚j体制IlH液にラミナリビオースホスホリラー

ゼ活性を発見し E.gracijis山来の解説ミとの比絞を行った 58'. Narechalは、/J.

graci J is Z岳j体制l出液から s-[.3-オリゴグルカンホスホリラーゼ [EC2.4..1. 30J 

をラミナリピオースホスホリラーゼと分自殺、部分精製しら山、その判]~点について

報告したらGυ阿鮮ぷともラミナリピオース. ラミナリトリオ ス阿者を加Iリン微
分解ーするが、ラミナリビオースホスホリラーゼは 二献をよく加リン微分解戸し日 -1.

3オリゴゲルカンホスホリラーゼは三械をよく J川リン酸分解することにより区別

された。また、後.{'，は ilj.t't:にチオール化合物を2l!:>}とするが1m.(iは要求性がないこ

とも報告された.

しかしながらラミナリピオースホスホリラーゼに関する研究はそれ以後ほとん
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Fig. 2-15. Paramylon ulilizing enz.yrncs in Ellglena gracilis. 
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ど報告されておらず、現夜まで均一 予ンパクまでの精製は報告されていないョ そ

のため、分子量などの蛋白化学的性質はほとんど未知であるー今回の研究におい

ては、 E. graci /is由来のラミナリピオースホスホリラーゼを精製して蛋白化学的

佐賀を謝べるとともに反応速度解析を行い反応機慨を決定することを目的とした。

n-2-2.方法

試薬

ラミナリピオース，ラミナリトリオース，ラミナリテトラオース.ラミナリペ

ンタオース， ラミナリヘキサオース ，ラミナリへ プタオースは焼津水産化学工業

(待問)より購入した。その他の試薬は、試薬グレードの市販品を用 いた.

培養

三極主自の Euglena瑳i!朱 E. graci/is var. bacillaris ([MI E-2)， F:. gracl 

lis (TMl E-3)， E. gracilis 7. (lAM E-6)は東京大学応HI¥微生物研究所布用微生

物保存施設 i楽隊保存室よリ入手した.酵素源として E.gnlcilis Zを使用した。上高

義は5g/lペプトン .2 g/l酵母エキス， lOμgJ Iシアノコハラミン， 15 gllグル

コースからなる府地日)2 1を5I三角フラスコ中に人れ、 120rpmの速度で暗黒下

30"Cにおいて6円間回転燦滋することにより行った" 箇f本は述心分維によリ 築菌し

た後来臨IKで一度洗浄した.

酵素精製

務系精製の全段階は、 4"Cで行った。 まず C自体350g(lOIのm養液より袋肉)

を700m Iの10mrlトリス ー恥敗緩樹液 (p十I7. 2) (緩衝液 C) rr'に分散して日!日son 

UILrasonlcsH:(Danbury. USA)製のmodel250 sonificrをJrIいて超音波自主伴を行

った。迫心分離でrtられた七il'iに:l()%飽和濃度になるまで硫青空アンモニウムを }J[Iえ

た. さらに ill心分般を行い沈澱を l徐いたものに 30 gのセライト 5~5 (和光純楽、大

阪)を加えてガラスフィルターで焔過を行った" 脇被に Butyl-Toyopearl650M 

(東ソー)による疎水性:カラムクロマトゲラフィー (2.5cml圭X40 cm)を以下に示
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す条件で行った。使用語ijに30%飽和滋度の硫酸アンモニウムを含む緩衝液 Cで平衡

化したカラムにi慮液を通液し、さらに 500mlの30%飽和濃度の続酸アンモニウムを

含む緩衝液 C及び11の20%飽和淡度硫駿アンモニウムを含む緩衝液 Cでl順次カラ

ムを洗浄した。その後、緩衝液 Cによる硫酸アンモニウム漁度20%-0%飽和の直線

浪度勾配 (2 l)を用いて喜子ー索を i容出させた。活性のある国分を集め、得られた函分

に硫駿アンモニウムを 65%飽和濃度になるまで加えた。i'..ti殿を遠心分繰により集め

50 mlの緩衝液 Cに浴用車したものを緩衝液 Cに対して一晩透析を行った。

透析後、内被にDEAE-Toyop日ar1 650~1 (東ソー)による陰イオン交換カラムクロ

マトグラフィー (2.5cm径 x40 cm)を以下の条件で行った。緩衝液 Cで平衡化され

たカラムに透析内液を通液し、 11の緩衝液 Cで洗f-i'した。その後、酵素を 21の

緩衝液 C 中の NaClの直線検度勾配 (0~O.15 ~)により ri1 ~\させた。活性画分を集め

て、硫殴アンモニウムを 20%飽和濃度になるまで Jmえたものを、 2巨l自の疎水性ク

ロマトグラフィーに供した。

2回目の疎水性クロマトグラフィーは、 sULyト'[oyopearI 650Sを充換したカラ

ム(1.5 cm径 X10 cm)を用いて行った。カラムは20%飽A11a足度の硫倣アンモニウム
を含む緩衝液 Cで平衡化してから得られた鮮ぷ液を通液し、 100mlの20%硫酸アン

モニウムを含んだ緩衝液 Cで洗ri'後、緩衝液Cによる係自主アンモニウム汲j変20%飽

和-10%飽和の[立総濃度勾配(200 ml) により辞表を浴 /l~ した。

得られたi待出液に対して、 Toyopcar1 HW55r (東ソー)によるゲルi瑚過カラム

(2.6 cm径 x90 cm)を用いて、緩衝液 Cをお;fth.f1]として流速80ml/hr の条件で分子

サイズ分担TIをffった。

ゲJレ泌過から回収された活性画分は、以下の条件による DEAE-Toyopearl650S 

(東ソー)をmいた 2I!'!I Flの|陰イオン交換カラムクロマトグラフィー(lcm径 X3
cm) によリ、屯気泳動 (I(Jに均一担ンパクまで新製された。カラムは緩衝 lI~ Cで平衡

化したものをJTj，ヘ緩衝液Cによる 0-0.1r1あるいは0.05-0.15ト1のNaClの直線

的滋度勾自己(50m 1)によリ静ぷの裕 11¥を行った。

測定法

担ンパク~"[の定立は、 B ，.adford法76>により行った。 G-l-P の定誌は、ホスホグ

ルコム担ーゼ ーゲルコース - 6ー リン政デヒドロゲナーゼ法により行った??〉.ゲ
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ルコースの定量は、ム -$lロ担ーゼを併用したグルコースオキシダーゼ ーパーオキ

シダーゼ法 7れ によリグルコース Cテストワコーを用いて行った。 Piの定量は、

Lowry-Lopezの方法 79>により行った。 傍素反応は、 50 m~ トリス 綴君主緩衝液(pH 

7.2) (緩衝液 D) 中、 30"'Cの条件で行った。加リン酸分解反応は、 G-]-Pあるいは

グルコースの上回加を定量することにより、合成反応(辺反応)は Piの増加を定盆

することによりそれぞれ測定した。骨平素活性は合成反応における 2通りのアクセ

ブ担ーを用いて測定した。 10 1lI~!グルコース ， 10 1lI~ G-l-P のよP'1濃度からリン訟

を遊離する活性を活性 I、 10mN ラミナリビオース， 10 m~ G-l-Pからリン援を遊

離する活性を活性 Hと定義した。それぞれ上記の条件において iμmo11m i nの速度

でリン散を遊鍛する隊素足を 1Uと定義した。

glucose + G-1-P→ lalllinaribiosc + Pi (j活性[) (2-32) 

lamlnaribiose l G-l-P→ laminaritriose + Pi (j首位1I) (2-33) 

電気泳g;)J

3手'1!mのポリアクリルアミドゲル電気泳iJ'VJ(PAGli) を、 PhasLSys Lemを別いてわー
った。 Native-PI¥GEはIlavisの }j法 80>に準じて、 PhastGel 8/25 (43X 50X O. 45 

mm， Pharmacia-LKBlをHIい、 SDS-PAGEはLaemmI iの方法 62)に準じて、 PhasLGe I 

10115 (4.3X 50X O. 45 mm， Pha rmacia - LKB) を用いて、 rE~ - PAGE (等電点電気泳fリIJ)

は、 PbasLGel [1:[1 3-9 (13x 50X O. 35 mm， Pharlllacia LKB)を矧いてそれぞれ行つ

1三.

ウエス担ンプロ γティンゲ

.~気 ÏJ'kifvJ 後の PhastGelからニトロセルロース朕 (50X50 mm)へ、 PhastSystemを

用い、マニュアルに記・はされた方法に従って、 '111気的に転写を行った。 1史上のラ

ミナリピオースホスホリラーゼは、精製解素に対するポリクローナル抗体と特典

的に紡合する蛍!当バンドとして、アルカリホスフア担ーゼ紡合ヤギ抗マウス IgGを

合む ImmUll】 BlotAssay Kit (sio Rad， Ilichmond， USA)を月1いて検出した.精製隊

ぷに対するポリクローナルtiL(，j>:は、免校生物研究所(麟附)に依頼して、 50μE

の抗JJRを川いて BALs/cマウスを免疫することにより調製した。
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速度パラメ--$1

速度パラメ -IJは、 Clelandにより報告されている方法 d.3)を用いGauss-Newton

法に従い設小自乗法を直接適用して計算した。計算は[[- 1に記載したprogralll

1-4を用いてtiった。

Il -2 -3.結果

Tab le 2-5. SUllllllary of th巴 purificationof the laminaribiose 
phosphorylase 

Volume Activity Protein 
(ml) I(U) Il (U) (mg) 

Crude邑xl r ac l 890 1120 1726 7580 
1st Butyl-Toyopearl 

El 305 562 126 324 
E2 450 43.5 373 277 

1st DEAE-Toyopearl 
FO 90 33.3 4. 0 20. 5 
n 90 104. 15.3 24.2 
112 目。 124 16.2 20.3 

2nd Butyl-Toyopearl 
FO 25 23.7 2. 1 2.53 
n 25 89.3 9.0 4..15 
F2 25 96.1 8.5 3.05 

Toyopear 1 II¥j40F 
r.0 31 15. 1 1.7 0.50 
n 35 68.5 7.8 1. 58 
r'2 35 79.9 8. 5 1. 58 

2nd DEAE Toyopcarl 
FO 7 11.5 1.6 O. 25 
Fl 10 53.2 6.0 0.94 
F2 8 59. 4 5. 7 0.97 

~* "r;精製
古事J;のr，';製j位W.をTable2 5に示した。 1Ii g. 2 16に示すようにように 1@!!二!の

nhu 
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t車水性クロマトグラム上 に二つの活性ピークが現れた。先に j容出されるものを E

1.後にj容出されるものを E2と名付けた. El. E2共に活性 1， nの両方と

も持っていた. E 1 ，立i";!i性[の万が活性且よりも強く、 E2は逆に活性日の方が

強かった。 これは、 E 1がラミナリピオースホスホリラーゼ[EC2.4.1. 31Jであり、

E 2が s-1，3ーオリゴゲルカンホスホリラーゼ [EC2.4.1.30Jであることを示して

いる.両面孝奈が商i活性を持っていることは、すでに報告されている結論とー数し

ている oO.O 1勺 そこで、 日1を次のステップにかけた.Fig. 2-17に示すように i

回目の陰イオン交換クロマトグラム上に 3つの活性ピークが出現した。それぞれ

浴出順にf?0， f? 1， f? 2と名付けた。 F0の活性は、 f? 1， F 2に比べて小さ

かった。その後この 3つの活性ピークを個別に均一蛋白まで精製した。なお 2回

目の陰イオン交換クロマトグラフィーの tfaC1の濃度勾配は、 F0は0-0.1f¥を、

F 1およびf?2は0.05-0.15~の条件を悶いた。

3つの精製自孝素は、 nalive-PAGs上でそれぞれわずかに移動度の呉なる単 一の蛋

白バンドを与えた (Fig.2-18).SDS-PAGEにおいてもやはリ単一 のバンドを与えた

が、この場合はそれぞれの移動j主は全く同じであった。これらの分子況は SDS-

PAGEで120 kDa と ~'I 慌された。またこれら 3lli 自は TSKg巴 I G3000S¥HLカラム(点ソ

ー)をJlJいたゲル鴻過(i容媒. O. 1 11.硫敵ナトリウムを含んだO.1 Mリン徴緩街液

(pll 6. 7) :流速， 1 1111/111 i n) においても分千五1200kDaを示す全く!日lじ保持 11寺山|を

示した.ゲル総過の結果と SJlS-PAGliの結来は、 これらの静素が-Ei休精進をとっ

ていることを示唆している。 3者の等屯点はそれぞれ4.90(1'0).4.75 (F 1). 

4.65(1"'2) と決定された. 3者の N末端アミノ酸配91Jは自民}jアミノ綬シーケン

サーで決定することができず、 N末端に何らかのブロックがかかっていることが

示唆された，

基本的性質

3おの J丘本的性TIをTable2-6にまとめた。 50 m~\ 卜リス 一 見"円安緩衝液 (pll 6.4-

8.2) rl'での反応段逓p¥lはすパて 7.2で同じであった白 F 0および r2は40'C以下で

は'!i，・;tであったが、 F Iの安定 iln¥J立はこれらよりやや低く 35'C以下であった。合

IJ\(反応の反応初速 J史(Ji~ 杭初濃度 10 tn~グルコース 10 mtl G-[ P)は 3者とも加l

リン酸分解反応u島町初泌)J:l': LO 1Ili:¥.ラミナリピオース ，lOlntlPi)の初速度の約 4
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1 2 3 4 

Fig. 2-J8. NaLive-PAGE of Lhe purified laminaribiose phosphorylases. 

Lane L. FO; Lane 2， Fl; Lane 3. F2; Lane 4.， mixtures of li'O， n and 
rz. 

60 -



r 

傍であった.Table 2-6に示した通り、 3者とも活性 I及び Eを両方とも持ってい

た.酵素精製の後半部分で、 3者それぞれの活性 Tと活性日の比は本質的に変化

していないことから、活性日は s-1.3ーオリコグルカンホスホリラーゼが混在して

いるためではないことが示唆された。

Tab1e 2-6. Basic properties o[ tbe three purified laminaribiose 
phosphorylase 

FO F1 F2 

~Iolecular mass 
SDS-PAGE (kDa) 120 120 120 

Gel filtration (kDa) 200 200 200 

Isoe1ecLric poinL (pl) 4.90 4.75 4.65 

Specific activiLy 
ACLiviLy 1 (U/lIIg) 54 59 71 

AcL.iviLy IJ (リ!mg) 6.6 6.9 6.8 

Phospborolysis' (U!mg) 13 15 17 

Op t imum pll 7.2 7.2 7.2 

Thermal sLabililyb 
aL 35'C 101 99 99 

at 40' C 96 77 103 

al 45' C 72 20 73 

、Assayedwith Lhe following concenLraLion of Lhe subslraLcs; 
10 mM laminaribiose and 10 mN Pi. 
bPersenLagc 0[" acLivity 1 r巴lIIainingafLer incubaLing the enzymc 
for 30 min in buffer D at Lhc Lcmpcrature indicaLed 

免疫学的性'i't

F' 1. f' 2に対する抗体をマウスより作成した。 r1と[72はオクテロニー二

世拡散t:t98，において抗 r1 抗 l'2而l抗体に対して完全に椴合した沈降線を形成

した Olg.2-19. A)。また、 r 0もF'1およびf'2と抗 F1 fこ対して完全に融合

した沈降級を形成した Oig.2-19. B)。この結果は、これら 3者が免疫学的には

l正WIできないことを示している. また、 btF 1及び抗J72.f1d本の日 1.3-オリゴゲ

ルカンホスホリラーゼに対する反応性をオクテロニ一法で調べた結果、 r...t降線の

形成は 6(1[認できなかったため、ラミナリピオースホスホリラーゼと s-1. 3ーオリコ
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A 

Fl '，'-うご?、F2 

/0" 
A2 

B 

Pig， 2-19. Ouchlerlony's double dij'fusion lest on ~O ， Fl， F2. 

A， Fl and F2 againsl anli F1 and anじi-F2; B， FO， F'1 and F2 against 
anti-Fl. The gel of A was slained with Coomassie bri 11 iant blue R-250 

after drying. The gel of B was not stained， Al and A2 mean anti-Fl 

alld anli-F2， respeclively， 
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ゲルカンホスホリラーゼは免疫学的に全く異なる蛋白であることが判明した。

ほかのE.graciJisの株にラミナリピオースホスホリラーゼの多型性が見られる

かを調パるために、 E. graci/is var. baciJaris (IAM E-2lおよびE.graciJis 

(Wl E-3lを用いてウエス安ンプロッ卜アツセイを行った。 これら 3株を径18mm 

の試験管中5mlの沼地で日 -2-2に記載した条件で崎務した。 集菌した箇体を 1ml 

の緩衝液 C中で超音波破砕処理を行い、上清を電気泳!f!l)に供した.結果を Fig. 2 

20に示す。 SDS-PAGEの場合は、 3株とも移動度の同じ単一 の抗F'1と総合するバ

ンドを示した。 Nat i ve-PAGEの場合には、 E.graci J is Zのみ多型性を示し、ほか

の2株は移動度がF'0と同じである単一のバンドしか示さなかった.この結果は

Sasak iらの方法 53'に従って t'Tったゲルの活性染色によ り得られるものと 一致した。

基質特契約:

以後の笑殺は、 F0のIJ.が不ト分なためF'1， F2に対してのみ行った。重合

度2-7のラミナリオリゴ踏の加1リン青空分解反応の速度を 10m里ラミナリオリゴ

糠， 10 m1:l P iの条件で求めた。 Table2-7に示すように、 lilii者ともすべてのラミナ

リオリゴ踏を分解したが、ラミナリピオースの分解速度に比べて、 3胎以上のオ

リゴ踏の分解速度は遅かった。 [7 1， [720)各オリゴ織に対する特異性に2をはみ

られなかった。

Table 2-7. lniLial rates on phosphorolysis of 
laminarioligosaccharides 

Fl 1'2 

Lam i nar j bi ose 100 100 

Lam inぇriLriosc 12 12 
Laminaritctraosc 14 13 

Lam i nar i pcn Laose 7 8 

Laminarihexaosc 5 5 

LaminarihcPLlose 5 7 

Valucs 0[" lalllinaribiosc is Jcrincd as 100. 
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5 
司s

6 .、

B I ~ 
2. 

3 

4 

5 

6 

F i g. 2-20. \~esLern blot assay on the three strains o[ E. graci Iis. 

A， Native PAGf<:. Lane 1 and 4， E graciJis var. baciJJaris ([AM E-2)， 1 

μ1 and O. 1μ1; Lane 2 and 5， F:. graci J is (lAM E 3)， 0.1μ1 and 1μ1; 

E. g r a c i 1 i s Z (J A M E 6)， O. 1μ1 and 1μl; r8spectively. 
B， SDS-PAGE， Lane 1 and 4， E graci J is var. bilCiJ jaris (lAM E-2)， 1 

μ1 and O. 1μ1; Lane 2 and 5， E. grilcijis (IAM E-3)， 1μ1 and O. 1μl; 

E. gcaciJis Z (IAM Il-s)， 1μ1 and 0.1μ1; respecLively. 

A[ter blotting， protoins were immuno staincd with antiserum raiscd 

agalns L n 
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次に合成反応におけるグルコシルアクセブターの特異性を 10 m~ G-I-P， 10 m~ 

アクセプターの条件で調べた。

laminaribiose phosphorylase 

SubsLrate specificity for the glucosyl acceptor of the Table 2-8. 

Fl FZ 

D-Glucose 

D-Mannose 

D-A11ose 

D-GalaClose 

L-Idose 

日 -Methyl-g-glucoside

s -Methy l - ~ - gl ucos i de 

1，5-Anhydro-g-glucitol 

2-Deoxy-D-Glucos日

Q-Glucosamine 

N-Acetyl-2-g1ucosamine 

6-Deoxy-D-glucose 

5a-Carbaα -DL-glucopyranose 

5a-Carba-s -DL-glucopyranosc 
Q-Xylose 

D-Lyxose 

D-Ribose 
三

L-Arabinose 

D-FrucLose 

['-Sorbose 

D-Sophorose 

D-Laminaribiosc 

D-Cellobiose 

D-GenLiobiose 

Sucrose 

Phenyl-s -D-glucoside 

o tlitrophenyl-s -Q-glucoside 
m-tli trophen.yl-s -D-g1ucosid日
p-Nit.rophenyl-(j -!l.-glucoside 
Sa 1 ic in巴

《
H
u
w

n
H
V
 
I
 
s
 
a
 

-nu 
n
u
 

n
H
 
「nb i
 
t
 
ea
 

l
 
n
w
 

ea 
ハVρしVl
 
--σり「}

 
{
 
nw 
nυ l
 
au相
uvv
 

100 100 

1.1 1.5 

0 
0.5 0.4 

o 0 。
16 14 

40 35 

8.5 8.0 

2.3 2.0 

o 0 
o 0 
o 0 
o 0 

0‘6 o. 5 
o 0 
o 0 
o 0 
o 0 。
1.7 1.6 
11 10 

18 1 G 

1. Z 1. 2 

o 0 
7~ 85 

10 10 

35 37 

22 26 
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可.，...

Table 2-8に示すようにこの場合もE'l. F2i'aiに差はみられなかった。グルコ

ースが最も良いアクセブヲーであった。Eグルコースの C3. C4. C5のエピ

マーであるQ-アロース Q-ガラクトース，主ーイドースはアクセブターとして作用

しなかった， C 2の誘導体の中には弱いながらアクセプター活性を持つものがあ

った(]l_ーマンノース 2デオキシ-Q-グルコース D-ゲルコサミン)， C 6の誘導

体では、 2ーキシロースはわずかにアクセプ担ーとして作用したが、 6-デオキシ ーD-

ゲルコースは作用しなかった。 1.5ーアンヒドロ -D-ゲルシトールは、グルコースに

比パて35%-40%の活性を示した。このことは、アノメリック水酸基は酵栄反応に

重:裂ではないことを示してお り、 日- 1に示したセロピオースホスホリラーゼの

結巣と巣なっている， 5a-Carba-αーおよび日 『グルコピラノースは基質として作用

しなかった。この点においてもセロピオースホスホリラーゼとは異なっている。

各主主の日 ーグルコシドおよび Fーグルコ二総はアクセプターとして作用した。フ

ェニルー日ーグルコシドが肢もおい活性を示した。またすべての日 ーグルコ二糖がア

ヲセプ担ーとして作閉した. セロピオースとラミナリピオースは、ソホロースと

ゲンチオピオースに比べて約 10倍の活性を示した。興味深いことにセロピオース

は酵素の天然の法債と思われるラミナリピオースよりも高いアクセプター活性を

示した旬 αーメチルゲルコシドやスヴロースのような αーゲルコシドはアクセプ:.

ーとして作問しなかった。

反応機 構

f 1， [1 2の反応機悦は加リン倣分解反応を FHいて決定された。リン駿濃度を

何点かに悶定しラミナリピオース濃度の逆数に対して反応初j速度の逆数をプロッ

トしたところ、 l両者とも 一点で交わる線併が t~t られた0' ig. 2-21)。この結果は、

r 1， F' 2ともに反応機怖がsequenl. ia 1機 構であることを示している。

さらに詳しく解析するために、生成物による阻害パターンを調八た。 Table2-

9に示した結果は、 F1. P 2ともに以 Fに示すord日redbi bi 機tI~で反応を行っ

ていることを示している"

E ; A "'" li-A 

E A ，日:;0: E AB 

(E AB :;0: E Qi>) 
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Fig. 2-21. The l/v-l/[laminaribiose] plOL on Lhe pi1ospi1orolyLic 

rCilcLion of laminaribiosc phospi1orylasc. 

A， fl: s.ド2. The i n i L i a I concen Lra L i OIl οl' P i at'c ・.0.1 mt!.: ・-
0.15 mト1: 企， 0‘ 2 I地 ..0.3 mtl; T. 0.5 mt!，. Lines are LhcoreLical 
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lr" 

E-QP :;0: ~ - Q 喝 P

E-Q :;0: E十日

(2-37) 

(2-38) 

(A，ラミナリピ才ース;B. P i P. グルコース ;Q，G-l-P) 

Table 2司9. Inhibition pattern of the product of laminaribiose 

G-l-P 

Glucose 

phosphorylase 

Against laminaribiose 

Fl F2 

C 
NC 

C 

NC 

Against Pi 

F 1 F2 

NC 

NC 

NC 

NC 

The inhibition against laminaribiose was examl問 dwith O. 5 m~ Pi. 
ThaL againsL Pi was done with 5 ffi~ !aminaribiose. 

C and NC mean competitiv巴 and !lon conp巴titivc.respectively. 

反応初Jj息i支，-¥は以下のように示される 。

VmOX [A][B] 

v = K，.KmB ト K"
(2-39) 

述j主パラメータは、プロゲラム 3を用いて F1. F 2に対してそれぞれ次のょっ

に計tiされた。

r' 1 : V m'" 0.13μ llIol/min・U，K，̂=9. 7 m~ ， Km，，=6. 7 1Il~， KmB=O. l6 1111 

F' 2 : V ，山 花 - O . ~1 ILffiol/min'U. K'A=8.ll性， KmA8.2mt1， K "， B = 0 . 23m~ 

F i g司 221にポした通り 、 計算結果は尖nl'l仙とよく 一致した.

J吉抗必'i"i1111 '.!j 

合成反応において、~ ig. 2-22に示すようにグルコースによる必'i'l阻害現象が観

測された。 この現象は、セロビオースホスホリラーゼのぬ合と|百]じく J吉抗基質阻

')1として説明できる " この攻後は、。rdcrcdbi bi機慌の化学Jtに以下の ニ式を加

えることによって説明される。

E I P :;0: I~ P 

~: - P I P :;0: E PP 

68 
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可r

指抗基質阻害において、反応速度式は以下のように現される。

V : Vmax[Q][P]/(a吋 [P:-c[Q.+:Q][PJ'd[p]2te[p]3) (2-42) 

(P， Glc; Q， G-I-P) 

F 1， F 2について (a. b， c， d. e)はそれぞれ(1.7， 0.33， 5.0， 4. 3X 10-2， 

5.0X10-")および (2.0，0.72.5.8.4.8X10-2， 4.7XIO-4)と計算され、 Vmil.X-は

それぞれし 6. 1. 7μmol/min・Uであった。計算値より求めた曲線は、 Fig.2 22に

示したように実視11値と良い一致を示した。

(2 -4 2)式は 11- 1に示した通り (2-43)式の速度パラメ -51を簡略に表したもの

である。

vmax[Q][P] 
v= F，h r klal{mp ltma 
KiQν 

(2-43) 

ここで各速度パラメータを (a. b. c， d. e)から計算すると次のようになった。

F 1 K，Q=0.30 mtl， K，時 O.021 m~ ， K飢p:5.0 m~. KIl =5. 5 1II~ ， K， ~: 7 . 9 m~ 

F 2 ・ K'Qニ0.31[ mH， Kmu=0.56 mN， K<np=5.8 mトL K I 1 = I 2 1II ~1. K司1=100mtl. い = =" = 

n -2 4.考祭

本研究は、ラミナリピオース;t;スホリラーゼの均-51ンパクまでの精製に成功

した最初jの報告である。 E.gracilis Zの[省体制i出液から等電点のわずかに奨なる

3将のラミナリピオースホスホリラーゼが精製された.これら 3やHilの基質収'f，n

l性などの性rrはほとんどい!じであった。ラミナリピオースホスホリラーゼの多塑

性は現住まで報告されていない. Go I dcmbergらは今回mいた髭i株と同ーの株とさ
れる 6'.gracilis Zのラミナリピオースホスホリラーゼの部分桁 製に関して報告し

ているがロ¥多明性については報告していない。 しかしながらこの報告中でも形

ぷの精製に除イオン交換クロマトグラフイーが使われていることから、 Goldem

bergらが fjiV、た IfIJ1A;は多却J.nを不さないと考えられる。 今l司{也の E. gracijisJ1J;に
!日|して解ぷの多型性を新製併ぷに対するボリクローナル抗体を llJいて剥ペた結果、

他の二株は 6'.gri1ci I is Zのマイナーl可分J70 Iこ相当するただ一 つの隊蒸しか持つ
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ていないことが判明した.この結果は、今回用いた株のラミナリピオースホスホ

リラーゼの多型性が、遺伝子の相違でなく発現後の修飾による可能性のあること

を示唆している。今回の研究においては、 3株しか確認していないので、ラミナ

リピオースホスホリラーゼの多塑性が、 E. graci J is Z (lAM-E6)に特徴的な現象

であるか、それとも他の株でも比較的普遍的にみられる現象であるかは今後の研

究諜題である。

ラミナリピオースホスホリラーゼのアクセプター特異性を系統的に調べた結果、

本酵素はアクセプターのアノメリツク水酸基を余り認識していないととが示され

たe この点は日 ーアノメリック水酸基を認識するセロピオースホスホリラーゼ

( u -1 ) ， α ーアノメリツク水酸基を認識するマルトースホスホリラーゼ 34)と

は異なっていた.

ラミナリピオースホスホリラーゼの反応機備はセロピオースホスホリラーゼの

場合と同じく orderedbi bi機併であると決定された。 この結果により反転型の二

糠知加1リン関空分解酔 *4組中 3つまでがseque口いal機榊で反応が行われているこ

とが示されたことになる. 卜レハロースホスホリラーゼのみ反応機憎が決定され

ていない。

逆反応においてグルコースによる指抗基質 [S[:I.答現象が観測された。この現象は

セロピオースホスホリラーゼと同じモデル (Fj g・2-14)を用いて解釈することがで

きた. F' 1. P 2に対して速度パラメータを計算したところ K"，Q . K II・KI 2の値に

速いが生じた。 しかしながら Fig.2-22に示すように問者の v-[G 1 c]曲線にはほと

んど差が見られない"この数fi自ーの j盆いは鮮系Ilflの進いがj庶民|ではなく (2-<[2)式の

bのfll1の計第仰の誤差に起 因すると考えら れる 。 bはグルコース撚 j廷が無限小のi時

の(i-l-Pに対する Km8PPに相当するパラメ -9である。E"1， F 2ともにbの値はl

mM以下に言|算された。 しかしらJがら測定感度の問題で今回問いた方法では基質濃

度が 1m目以下の反瓜初速度を 1.1:絡に dllJ定することは縦しし¥そのため基質汲j立が

ト分に低い領械での速度解析が行えなかったため bのfI!l:にぷ廷が生じたものと考え

られる。感度。〕高い反応初速度の 3liJA!法がよリ正縦なパラメータ計算に必要であ

リ今後の~)gjである 。
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n -3.二億類加リン酸分解酵素の精製と諸性質に関する考察

本研究において、セロビオースホスホリラーゼ及びラミナリピオースホスホリ

ラーゼの反応機併が両者とも sequenL ia l型のー畿である ord e red型であることを明

らかにした。また、セロピ万一スホスホリラーゼがリン酸のJド存花下でセロピー

スと [U_14C)グルコースとの交換反応を示さないことを証明した。これにより 5種

頬知られているこ絡鼠加リン餓分解隣素の反応機情は 4種類ま で解明されたこと

になる。結栄を1able2-10にまとめた.

Table 2-10. Disaccharide phosphorylas巴S

Name of Lhe enzymc Configuration [soLope exchange Mechanism 

Sucrose phos phOfY 1 asc re Len L I on yes plng pong 

HalLosc phospl1orylasc lnverSlon no sequential 

Cellobiose phosphorylase invcrsion no‘ seque口Li a l' 
(ordered) 

Laminaribiose phosphorylase inverSlon 110 sequent ial' 
(ordered) 

Trehalosc phosphorylasc inv白fSlon unknown unknown 

'This SLudy 

保持.illの百字表は、スクロースホスホリラーゼ一つのみしられている。スクロー

スホスホリラーゼは、 Pseudomonassaccha roph i f ildJ米のもの 14・2"/)は二i立体ft'lt造

であり 、LeuconosLocmesenLaroides2引および StrepLOCOCCllSmuLans211 rti来のも

のは単位体構浩であると綴告されており、併進のj主いが示唆されている。 P

saccharophifa2]'および L. Il1csen I.ero idcs2o'白米の鮮系は、速度パラメ-';1の他

に大きな泌いがみられるが、反応険併は 1，1司呂とも pingPOIl)¥ bi biであると決定さ

れた。

反転哩1MJ告についてはマルトースホスホリラーゼがsequcllいal型の反応機慨を

とることのみ知られていた 31)本研究によりセロビオースホスホリラーゼ. ラミ

ナリピオースホスホリラーゼ I，III!iのl反応機怖が決定された。これにより 4級の反
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転型の二糖類加リン酸分解毒孝素のうち 3つまでがsequential裂の反応機械をとる

ことが示された.筏る 一 つの酵素であるトレハロースホスホリラーゼはまだ反応

援構は明らかにされていない a

ニ糖類加リン君主分解鮮素は、切断されるグルコシドのアノマー型，生成するゲ

ルコースー lー リン酸のアノマー型および反応前後のアノマー裂の保持または反

転により分類することが可能である 28' 反応機構の種類とアノマー反転の有無と

の聞には相|刻があると考えられる 。すなわち現在まで反応機構が解明された 二糖

類加リン酸分解酵素は例外なく保持型のものはplngpong機構であり、反転型のも

のは S巴quenいal機構である。

ところで加リン徴分解酵素と加水分解酵素の触媒する反応を比較すると、ゲリ

コシド切断i侍にソルポリシスの基質としてリン酸または水が使われる違いはある

が、本質的には非常に良〈似た反応を触媒する。また、IJUリン自主分解酵素，加水

分m酵素の両者とも反応の前後にアノマー型の保持されるものおよび反転される

ものが存:(fし、 この，去においても nl日百手議は ~{似している。

保持型隊素反応機械のモデルとして )JIl水分解酔点においてはFig.2-23に示す三

樋搭iの仮説が提案されているト 73・99)0 Aのモデルは 二回のお2反応によるいわゆ

る二重賞換反応と呼ばれるものである. このモデルにおいては反応中間体として

反転したアノマー型の共有結合を持った隣家 グリコシル複合体を形成する。 B

のモデルは 一回の S"1反応による方向特異的な置換反応である。この場合は求核試

薬は酵素の立体概迭により定まった方向からしか攻'壌できないために反応前後の

アノマ-w_は正確に保持される。 この機備においては反応中間体としてカルボニ

ウムイオンを絞る。 この場合は反応中間体の両手栄 一カルボニウムイオンの附lに共

有結合は生じない。 Cのモデ jレは 一回のS"2反応による frontdisplacemenLモデル

である.加水分解両宇奈と 1mリン敗分解酵素の類似性からこのような反応機緋モデ

ルは加lリン酸分解骨子衆にも迎行lできると考えられる。

スクロースホスホリラ ーゼでは階ぷの断片と日結合したゲルコースが1j1維され

ておリ、反応中川IWとして s-グルコシル ー俳213似合体の存在が示唆された 17

21) この紡*はスクロースホスホリラーゼの川1リン自主分解反応が Aのモデルに従

っていることを支侍している 。し かしながら反応中間体の直後的な検出は行われ

ていないので、 Bのモデルの I可能性も伐されている。どちらのモデルに従い反応:
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向

B 

C 

~'ig . 2 23. Proposcd mechanisms of lhc anom日rlC rclcnllon. 

，̂ Double S，，2 (doublc c1isplac8menl-); B. S，d (carboniuiI1 ion); C， Fronl 
Slde displaccmenl by S，，2. 
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D 

、二1koH寸争

F
ト」

、二1三
六+

F 

Fig. 2-24. Proposcd mcchanism of Lho anomerlC lnvcrSlon. 

D， SN2 (single displacomenL)‘ 巳，SNl (carboniulIl iOfl); 1平，Triple S，，2. 
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が進行しているかを確定さ せるためには、反応中間体を何らかの方法で直後とら

λる研究が必要になる. 心Jお Cのモデルで反応が進行している場合には反応機構

がsequenual型になる。 そのためこのモデルはスクロースホスホリラーゼの反応

モデルとは考えられない。

反転裂5革案の反応機憾について加水分解酵素においては Fig.2-24に示した 三綾

煩の仮説が提案されている し73・99)0 0のモデルは一 回の 3，.，2反応によるものであ

りいわゆる 一貫置換反応とよばれるものである。 Eのモデルは一 回の S"1反応によ

る方向特異的経換によるものである。この経路では反応中間l休としてカルボニウ

ムイオンを経る。 Fのモデルは 三回のSN2反応によるものである。

反転型の 二機要員加1リン駿分 j'lf.酵素はす べてsequential型の反応機併をとる。こ

こで、 E， F‘のモデルにおいては第二の基伎が酔 素に結合するがiに第一の生成物

が酵素から総IJ見することになり、単純に考えれば反応機構は pi ng pong型になる。

そのため E， Fがこれらの解禁のモデルになるとは考え難い。 Dのモデルは反応

機椛の sequenぃal型を説明しやすいため、反転 J型ニ糖fli1mリン微分解群索のモデ

ルとして考えやすい。

加水分解百字」さでは反応機構の解析が闘餓なため反応滋怖のモデルとしてどれが

安当であるかを検討することが困難であったが、加リン微分解百字予告においては以

tのように各モデルの妥当性を検討できた，

ところで、加水分解酔ぷにおいて、例えば αーゲルコシダーゼとゲルコアミラ

ーゼあるいは保持型と反転型の白 ーキシロシダーゼなどについて、保持型の隣33

には糖転移治性の ij!1t いものが多く報告されているが反 ~J型の併煮について明確に

逆反応と区別した鮎転移反応は確認されていない1.7う寸引 。ニ糖獄1JrJリン 自主分解

醇ぷの反応機構は保持 l担がplng pong犯であり反転倒がsequential1MJ.であることか

ら、以 Fにこの反応機構が仰木分解i'¥L?iでも同様であると仮定して反転INのjm水

分解I'i!，':~告がほとんど純転移反応を行わないことについて身者宅を行う。

まず、糖 i伝務反応は (2H)式で示される。

glycosyl R I R' ， glycosyl-Il・， R (2 - ~4) 

反応機構が P111g po ng明の初jfTのj川IK分解およびtJ，Jf転移1:1.応、の反応巣過程を以下

に示す旬

E t glycos.Y1 H :;0: E glycosyトR (2-15) 
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E-glycosy[-R := E-glycosyl 守 R (2-46) 

[-glycosyl + H，O := E-glycosy[-H20 (2-47) 

E-glycosyl-H，O := E + glycosyl-H.O (2-48) 

E-glycosyl + R' := E-g 1 ycosy I-R' (2-49) 

E-glycosyj-R・ := E + g[ycosy卜R' (2-50) 

(2-45)-(2-48)の過程で反応が起これば加水分解になる。ここで (2-47)は左辺の

H
2
0が常に大過剰に存在しているために事実上右向きの不可逆反応になる a 糖転移

反応は (2-45)→ (2-46)→ (2-49)→ (2-50)の限序で反応が行われる。そのため加水

分解反応と糖転移反応との関係は (2-47)と(2-49)との鏡争反応で説明される。

反応機構が sequenlial製の場合は以下のようになる，

E+ glycosyl-Il := E-glycosyトR

[-g!ycosy卜R + 11，0 := E-glycosy]-R-II.O 
E-gLycosy[-Il-H20 := E-glycosy!-II，O t R 
E-g!yc口syl-H20 := E， + glycosyl-II.O 

E - glycosy ト H~O I R':= [-gl ycosy l-Il' -11.0 

E-glycosy! R'ー11].0 := E-g[ycosy卜R・+11，0 
E-glycosy!-Il' := E 十 glycosyトIl'

(2-51) 

(2-52) 

(2-53) 

(2 -54) 

(2-55) 

(2-56) 

(2-57) 

この場合 (2-51)-(2-54)の過程で反応が怨これば }Jl1水分解になる。なお (2-5Z)は

左辺の H . Oが 'l;~ に大過剰に存在しているために事実上右向きの不可逆反応になる。

概転移反応が起こるためには (2-51)-(2 53)→ (2-55) -(2-57)のl順序で反応が起

こる 必要がある。ここで (2- 56) ヰ1 辺の 11 .りが大過剰に存在するために ~J~ 笑 上左向き

の不可逆反応になる。転移反応が起こるためには (2-56)が右向きに巡行する必要

があるため、この反応機併においては鮎伝移反応が起乙らないことになる.

このように二糖数知lリン放分解隣素で得られたアノマ一反転と反応機械の関係

をnn水分解反応務系に適JTJすれば、転移反応とアノマ 反松の有無との関係につ

いて説明が可能になる。このようにー有，~'tii加Iリン倣分解俳謀反応機織の解析は川l

水分解商事哀の反応機附について立義のある考祭を与えることを示した.ここに示

した考祭の信頼性をヒげるには、J、だ未知1であ るトレハロースホスホ リラーゼの

反応機構の決定を行い 二制類加リン俄分解静，!(iすべての反応機悦を決定する研究

が必要であろう。
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rr -4. J!約

Cel1vibrio gilvus菌{本柑I出液よりセロピオースホスホリラーゼを精製した.精

製酵素の比活性は14.5倍上昇して 41.8 U/mgとなった。分子長はゲル i慮過法で 180

kDa. SDS-PAGEで85 kDaと決定され、ニ丞(本十時進が示唆された。等電点はpH 6.0と

決定された。

本酵素はリン殺の非存在下においてセロピオースと [Uーは C]ゲルコース聞の交換

反応を示さなかった.また反応初速度解析により本酵素の反応機燐は ordered bi 

bi機俄であることが示された。加リン殻分解反応の速度パラメータはKmA=2.6

mM.， Krn B二 0.61 mkl_， K1A=6.8 mtj_. V"'a湾=1. 43μmol/mi日 Uと計算された。

本酵奈の逆反応においてアクセプターの特異性を検討し、グルコ ース以外にマ

ンノース，ゲルコサミン. 2デヌ「キシグルコース ，6-デオキシグルコース， キシ

ロースなどのゲルコースの 2(立および 6伎の誘導体がアクセプ担ーになり得るこ

とを見いだした.これらのうち6デオキシグルコースがグルコースに次いで反応

性が高かった。

本語字JEはアケセプ担ーとして Hーグルコースを αーグルコースよりもよく利用

した。 αー ゲルコースの反応性を調べるために疑似加をJflいた実験を行った。そ

の結果，本田主奈はアクセプ担ーとして 5a-carba-(3 -glucopyranoseを手IJ)刊するが、

5a-carba-α-glucopyranoseは全く Aflにしなかった。1.5-アンヒドロゲルシトー

ルがアクセブ担ーとならないことと併せて 、本書干」さは日 ーゲルコースのみを認識

しているものと結論した.

ゲルコース，グルコサミン .6-デオキシグルコースをアクセプターとして附い

たときに基'i"t陛l'6-現象がみられ、グルコースの場合がI訟も顕者であった。この現

象は基'1'(の一 つであるグルコースがもっ一方のぷ質である G1-Pを掠抗的に阻害寸

る拾抗必吹阻害攻~であることを lリi らかにした。この場合反応速度式は次のよう

に表される。

v= V m • ， r Q H r 1/ (a I b [P]十crQl ' r Q][ p I ' d[ l' J2 '巴[1'¥')
(P.ゲルコース; Q. G I P) 

各係数の他は次のように .11'~/.された p
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(3， b， c. d. e. Vaax)=(l. 41. 1. 99， 2.83. 1. 43X 10- 2 • 3. 90X 10-'. 2.07) 

Euglena graci I is Z菌体抽出液よりラミナリピオースホスホリラーゼとして、

Nat L ve-PAGEで移動!支のわずかに異なる三つのうZンパク、 F0， F 1. F 2を精製

した。酵素タンパクの存在量は、 F 0が少なく F1， 1" 2はほぼ同量含まれてい

た。比活性はそれぞれ54U/mg， 59 U/mg， 71 U/mgであった。これらのタンパクは、

ゲルi慮j@j，SDS-PAGEで全く区別ができなかった。分子量はそれぞれの方法で200

kDa， 120 kDaと計算され、ニ:r.l:休刊t造が示唆された.等m点はわずかに異なりそ
れぞれ4.90，4.75， 4.65であった。

f 1， F 2に対する抗体を調製して免疫的性質を調べた結果1"0， F1. F2 

1ま免疫が]に区日IJできないことが示された。 E.gracjJjsの他の菌株についてラミナ

リピオースホスホリラーゼの存在形態を捌パたところ 他の 2除ではNative-PAGEで

F 0に相当するタンパクのみ存在することを明らかにした.

F 1. f 2はID:合 j立7までのすべてのラミナリオリゴ織を加リン酸分解した。

また逆反応においてアクセプターとしてグルコース以外に各組目ーゲルコシド.

H ゲルコシルニ糖， l. 5アンヒドログルシトールなどを認識した。 F1. F 2 

聞に2H!l.特異性の迷いは見られなかった。

f 1. [i' 2の反応機構はorderedbi bL機 構であり、セロピオースホスホリラ-

i ゼと同じであった。速度パラメー担 (KmA，K叫 K;A， V…)はそれぞれ (6.7 m~ 
0.16 mtl. 9.7 mtl， 0.43μmol/mio'U). (8 . 2m~ . 0.23mt!， 8.1m!:!， 0.44. μmol 

1m i n' U)と古，.，持された。

F 1， [<' 2 は逆反応においてゲルコースによる基質阻'~が観測された。この現

象はセロピオースホスホリラーゼにおける猪抗基質問i答と問じ現象と考えられた。

速度パラメ-:.(a， b， c. d， e， Vmax)はそれぞれ (1.7. 0.33. 5.0， 4.3 X 10-
2
， 

5，OXJO-4)， (2.0.0.72，5.8. 4.8XI0-z. 4.7xl0べ)と計'fIーされた。

本研究の結梨、 5 組の二糖 ~1 加1 リン微分解鮮京のうち 4 車[ï までその反応 機構が

l別らかになった。その給米、アノマー型保持型彬索は plng p口問機械で反応が起こ

1)、反転 1¥世間半奈はsequenlial機併で反応が起こることが示唆された。
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第皿章.二鯨類加リン酸分解酵素の利用に関する研究

皿-1 .固定化セロピオースホスホリラーゼを用いたglucosyl-xyloseの合成

回一1-1.1f-

セロピオースホスホリラーゼは (3-[)式のセロピオースの可逆的1mリン駿分解を

触媒する静ヨきであるが、 その逆反応にお いてアクセプ聖一分子に対する基質特異

性はTable2-2に示したように必ずしも厳穏ではない。これは(3-2)式の方法によ

ゐヘテロ二糠の合成の可能性を示唆するものである。

G-I-P 十 Glc == Glc-Glc (cellobiose) + Pi 

G-[-P + ̂cccplor == Glc-̂cceplor + Pi 

(3-1) 

(3 -2) 

Alexanderらは Clostridiumchermocellum由来のセロピオースホスホリラーゼ部分

精製様1111を用いたさまざまなヘテロ二糖の合成を報fりしているい¥

近年各績のオリゴ肢の機能性食品としての使用が注目されている。そこで本研

究では CellvibriogiJvus由来のセロピオースホスホリラーゼをJ8いたヘテロ二結

の効率的合成を試みた。精製辞表の3志賀特異性 (Table2-2)から C. gi lvusセロピ

オースホスホリラーゼは、グルコースの 2{立あるいは 6位の誘将体をアクセプ担

ーとすることが判明した.そこで本研究では、 これらの化合物の rl"から比較的安

価に入手可能なキシロースをアクセプターとしたヘテロニ紡. ゲルコシルキシロ

ース， の合成研究を行った。反応式は次の通 りである。

(;-1-1'十 xylosc== glucosyl xylosc + Pi (3-3) 

セロピオースホスホリラーゼは必il本よりJ1htll紡'!I'lしてJlJ，、ることも可能である
が、新製門事);，の不公定性あるいは約製のf.!ll l などの I~:J :mが生じる.そこで今回の

研究では両手ぷf;;イiW体をーやEのII!I定化両手ポとして丹1I、る万法を試みた。
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rn-1-2.n法

セロピオースホスホリラーゼの酵素源として~ giJvus (ATCC 13127)を用いた。

同菌を 5g/l BacLotryptone， 5 g/l 酵母エキス， 5 gj 1 NaCl， 2 g/ j K2HPO.， 5 

g/1カルボキシメチルセルロース(置換g::O.51)の組成よリなる培地中、-18hr， 

30"Cにて回転振替詰応義を行った a 遠心分離により築盛I後、盛if本を ー10"Cにおいてア

セトン中に分散させて、 -10"C， 1 hr・1ft枠を行った。的体をガラスフィルターi胤過

によリ集めて、さらに冷アセトンにより二回洗 浄を行いさらに冷エーテルで洗浄

後室温で風乾することによりアセトン処理菌体 を得た。得られた処J単菌体は;ffl!'( 

後4"Cの 50%エタノールに分散、 30mi口俊持 した後、蒸穏ノドで 2}主洗浄した@ この

アセトン ーエタノール処理菌体を固定化セロピオースホスホリラーゼとして用い

た。

グルコシ Jレー キシロースの合J1誌は、アセトン処理菌体を:fHました後にエタノー

ル処理を fjぃ. [00刊 G-[-P，100 m~lキシロース， 5 rn~ ト'l gC12を合んだ100mttト

リス ー庖徴緩衝液 (pll7. 0) (緩衝液 E) に員長紛し、 37"Cにおいて連続的に操協す

ることにより行った。

セロビオースホスホリラーゼの活性は、セロピオースの加lリン酸分解反応にお

ける G1-1'の地加を目A'I~して調べた。 alll 定は以下の組 JílZの 1 mlの反応液に 50IIIgの

処理菌体を加え37"C，5 lIIinインキュベーションした後反応縦を煮沸し静*を失活

させて、さらに遠心により菌 {本を除去した上消の G-lP~ J交を定危することによリ

測定した。反応液おlJ或は、緩衝液 A中 1Q mt)_，セロピオース， 5 mt)_ MgC hである。

l セロピオースホスホリラーゼ1Uは上記の条件ーにおいて毎分lμmolのG-l_-Pを生じ

る百事 ~q~ として定義した 。 ホスホグルコムターゼ活性は 、 セロピオースホスホ リ

ラーゼ活性i!lIl;.E条件のセロピオースを G[ Pに変えて、生成するゲルコース - 6ー

リン椴 (G-6-P)濃度を定 iilーすることによ り測定した。ホスホグルコム担ーゼ 1Uは

上記の条例τにおいて iif.分lμrnolのG6-1':を生じる鮮ぷほとして定義した. G-I-Pは、

ホスホゲルコム1.ーゼ ーグルコース Gーリン階デヒドロゲナーゼ法によ り77)、

G 6-Pはグルコース 6 -1) ン倣デヒドロゲナーゼ法 100)により定量した.

全草月;止は、フエノール -!if，i 隊法 10 けをIll~、労=モルのグルコース . キシロース混

合液を際司f;として測定した。泣j己評iil止は、SOlllogyi 671 -Nc I son60¥ t去を HJいキシロ
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ピコtースを際準として測定した。 ペーパークロマトグラフィーは、 ToyoNo.50i彪

紙上で証言媒系にnブタノール/ピリジン/水(6:4:4by vol.)を用い上昇法により

行った。 i慮紙上の還元糖の検出は硝酸銀 ーアルカリ法， 0引によ り行った.

糖の高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による分析は、カラム， SCRI01N (島津

製作所，京都) ; i容媒， 7)¥;カラム温度.60"C;流速. 0.5 ml/minの条件で行っ

た。検出には示釜屈折率検出器を用いた。ガスクロマトグラフイー (GLC)はSE30;カ

ラム (3m) (島津製作所)を用い、カラム温度160"Cにて行った。 FAs-MASS(Fast

atom bombardment mass spectroscopy)は、 JMS-HX110(日本電子)を用いグリセ

ロールマトリックスにて測定した。t3C-NMRは、垂水中でJNM-FXIOO(日本電子)

にて内部隊準にエタノールを用い25MHzで測定した。 'H-NMRは重クロロホルム中

JNM-GX400 (日本電子)にて内部際準にテトラメチルシランを用い4.00MHzで詰¥IJ:iE 

した。

踏のメチル化はlIakomoriの方法 103)により行った.メタ ノリシスは完全メチル

化糖を lNメタノール ー庖酸中、 80"C， 1 hr反応させることにより行った。部分メ

チル化結はトリメチルクロロシラン ーヘキサメチルジシラザンを用いて卜リメチ

ルシリル誘導体に変操 104)してからGLCに供した。アセチ ル化は艇iを!lliJ)¥酢自主/ピ

リジン(1 : 5 by vo I . )中、 60"C，2 hr反応させることにより行った.

m -]-3.結果

セロピオースホスホリラーゼ含有菌体の剥製

処11[~î{本の不IJ ftJ特性を t;f，~ パるために、アセトン処理のみを行った菌体でセロピ

オースホスホリラーゼの逆反応を利用したセロビオースの合成実験を行った。 l

m Iの緩衝液日中に、 100 m~ G [-1'. lOO m~グルコース. 5 mtL MgCl2， 50 mgアセト

ン処理的体の組lぶからなる反応液を剥製し、 37"Cにおいて 21hr援協して反応を行

った。この反応被の2μlをペ ーパークロマトグラフィーによ り分析した。結果を

F i g. 3 -Iに示す。反応淡から (;-6-1'1こ相当する 1止i立に 11!]いスポットが検出されたが、

セロピオースのスポットは弱かった(レーン 3)。このM巣はアセトン処理的体

がホスホグルコム担ーゼ活性をr/fっているために起こったものであると考えられ
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2 3 4 

Fig. 3 1. Paper chrOmaLogram of Lhe producLs of the reaction. 

1'0 microl iLcr porLions of reacLion mixLure were spotted on Lhe pap巴r.

Lane 1， standard， glucose and cellobiose; Lane 2， standard， glucose-6 

phos pha Lc; l.an巴 3， reacLion mixLure of t.he aceLone treaLed ce115; Lane 

~ reaction mixLure of Lhc accLone ethanol trcaLed oe115. 
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る.すなわち (3-4.)式に示したセロピ才一スホスホリラーゼによる反応の基質G-]_-

Fが(3-5)式のホスホグルコム担ーゼによる反応により消費されるため、結果的に

セロピオースの生成量が少なくなるものと考えた。

G-I-P + glucose ;;:: cellobiose + Pi 

G-l-P ;;:: G-6-P 

(3-4) 

(3-5) 

そのため[笛体の爾酵素活性を調べた結果 (Table3-l)、ヱの歯体は強いホスホゲ

)Vコムターゼ活性を持つことが判明した.ホスホゲルコムターゼは反応にグルコ

ースー 1， 6ービスリン酸(G-I，6-P)を必要とするが 105}、菌{本を触媒とする場合

はG-l.6-Pを特に加えなくても活性は発現した。

Table 3-1. Activity of cellobiose phosphorylase and phosphogJuco-

mutase o[ the aceton巴 treal巴dcells before and after Lhe 

treatmcnl with 50% ethanol 

Treatment Cellobiose phosphorylas日 PhosphoglucomuLase

(U/g cel Is) (U/g cells) 

be[ore 2. I 6.1 

a r te r 1. 3 < O. 1 

ホスホゲルコム担ーゼのE自体からの選択的除去方法を各臨検討した紡袋、 111 1 

2に記 載したアセトン処型的体を 50%エ担ノールでさらに処 l~l する方法により選択

的除去が可能であることが判明した。l'ig. 3-1示したように(レーン 4)、アセ

トン ーエタノール処理を行った ili(本を用いて反応を行えばG6-1'に相当するスポッ

トは消失しセロピオースに相当するスポットが大きくなった。また酵系活性を 測

定した結果、セロビオースホスホリラーゼ活性は60%桟存しているが、ホスホグル

コム担ーゼ活性は検出されなくなった (Tablc3-1)。以後の:経験にはアセトン 処理

的体を ff註後にこのエ担ノール処fll[を行った。

ゲルコシル キシロース (CX) 生成の終H与変化

以後の実験は、ゲルコースとキシロースよりなるヘテロ二糠(C X )の合成に

関して行った. CX'-E1ぷの終11早変化の観測はm-1 2に記，1主しだ方法に従い、 20
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田lの反応液中1g の処理菌体を用いて行った， Fig. 3-2に示すように、キシロース

およびG-j-Pの60%が反応50hr後に GXに変換され、その後は GXの生成量に変化

l;i見られなかった。

GXのグラムスケール調製

数グラムの GXの調裂を目的として 、m-[-2に記 l恥した 方法に従い4.00m 1の反

応液中5gの処理菌休を用い72hr反応を行った。反応機を述心分離することによ

リ菌休を除去し、得られた上清をイオン交換樹脂Amhcrlile ~lß3 (オルガノ ，東京)

を用いて脱砲した。得られた溶液を活性炭カラム (2.6cllli笠x90 cm)に通液し、 踏

を吸活させた.カラムを 4Iの蒸留水で洗f(，後、 4 1の2%エ担ノール水溶液を通液

して単結箇分を治機させた。その後11の10%エタノール水溶液で GXを裕総させ、

得られた;治験液をロ-~リーエバボレー担ーで蒸発吃悶させることにより 4 . 4 gの

G X . 2水物を得た。 j京料からの収部は32%であった。

GXの構造決定

GXの全組iと還元JJのモル比は 2と決定され GXは還元判ーの二糖であることが

示さ れた。また GXはlN応酸中 100"C，2hrの処理により等モルのゲルコースとキ

シロースに完全に加水分解された。また GXはαーグルコシダーゼ(パン静ほ由

来， Si gma)では 分解されず、 自ーグルコシダーゼ(アーモンド al'*'. Sigma)に
より等モルのグルコースとキシロースに分解された (Fi g. 3-3). FAß-~ASSスペク

トルは GXの分千誌が312であることを示した (Fig.3-4)。これらの結果は GXの

機造が s-12 g i u co s y I -~ -x y 1 0 s eであることを示している。 FAs-門ASSスペクトルの

主要ピ ヲはFig. 3-4.9"に示したように、このm造からのフラグメントとして帰
属"1能であった.

Xの結合位置を決定するために、メチル化分析を行った。その結果、完全ーメ

子ル化されたグルコースと 1，2，3(立がメチル化されたキシロースが検出されたため、

キシロースの 4(立が』占合に関与し ていることが判 明した。

ñ~m 決定をf;/f，;t にするために、 GX 完全アセチル化物の '1 1 NMRを測定した。プ

ロトンシゲナルの l，i1定は 二次元CQSY('II'11 corclaled speclJ'OScoPY)を矧いて行

った。 COSYスペクトルを Fig. 3-5に、またCOSYによ りMI，否決定された各プロトン
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Table 3-2. Cllemical shifts and coupling conslants in the 'fj-NMH 

spectrum of peracetylated GX 

Chemical shift (δppm) Coupling constant (Hz) 

α-anomer s -anomer α-anomer 日-anomer

xl 6.22 5.67 JZ1・2 3.8 6.8 

X2 4.97 4.94 Jχ2. 3 10.1 8. 1 

X3 5.38 5.17 JX3. 4 9.1 7.8 

X!l 3.86 3.86 JX'I. 5 10.8 8.6 

X5 3.66 3. 50 JX4. 6 5.5 1.9 

X6 3.79 4.02 Jxs， 6 11. 1 J 2. 0 

Gl 4.55 4.57 JG1， 2 7.9 7.9 

G2 4.90 4.9J JG 2， 3 9.3 9.5 

G3 5. 17 5.17 J G 3， 4 9.6 9.5 

G4 5.08 5.07 JG4・5 9.6 9.8 

G5 3.70 3.70 JG S. 6 2.1 2.1 

G6 4. 10 4.10 J G S， 7 5.0 4.9 

G7 1.31 4.29 J G6， 7 12.1 12.4 

The αand s anomers i nd i ca Le lhe旦uomeric forms of thc 
xylopyranosyl residu巴.

Tablc 3 3. AssignlllenLs of chcmical shi fts on a tJ C - N~lR spectrum o( 

GX 

α-anomer 日-allomer α-anomer s -anomer 

G1 10 L. 3 101. 3 Xl 92.2 96.6 

G2 73.0 73.0 X2 71. 2 74.2 

G3 76. 1 76. 1 X3 71.5 74.2 

G4 69.7 69.7 X1 76.8 76.6 

G5 75.7 75.7 X5 59.0 63.2 

C6 60.9 60.9 

Valucs arc glVCIl in 15 ppm Tltcα 乱nd s allomcrs i nd icaLc Lhc 
anomcric [orms of LIt日 xylopyranosercsiduc 
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のケミカルシフトを Table3-2に示した。なお各プロトンはFig.3-6のように醤号ー

をつけた。 G1が X1に比パて高磁場 sNにシフトしていること及びX4がX2. 

X 3に比べて高磁場。:{IJにシフ卜しているごとから結合位置はゲルコースの 1{立と

キシロースの 4{立であることが示される。また結合定数 J01. 02が7.9Hzであるこ

とは、 G1. G 2が両方ともアキシャルであることを示すためグルコースのアノ

マー型は日型であることがわかる。こ れらの結巣を総合して GXの構造は、 4.-0-

s - ~- glucopyranosyl -~- xylose と決定された。 GX の 1 3 C - NMH を垂水中で測定した

結果を Table3-3に示す。 13C-NNRの結泉ーもこの精進を支砕するものであった.

m -1-4..考祭

セロピオースホスホリラーゼを1'IJJIJした、従来あまリ知られていなかったへテ

ロオリゴ備である GXの簡易な合成法を確立した。 C.gilvusアセトン処狸菌I体を

そのまま傍系源として ITJI、た場合には混在するホスホゲルコム担ーゼ活性によ リ

G-l-I'がG6 Pに変換されるためux合成の収本低ドをづ|き起こすことが予忽!され
た。実際にこの条件で ニ似合成を行うと、ヘテロ ニ械の生成はペーパークロマト

ゲラム上でほとんど観測できなかった。 しかしながらこの的体にさらにエタノー

ル処理を行うことにより簡便にホスホグルコム担ーゼ活性を除去できることを明

らかにした。この発見によりセロピオースホスホリラーゼをじ自体から州出するこ

と無しに菌体を固定化防<i1U::して伏うことが可能になった. 1百主主菌体の直接のエ

タノール乾燥処型1¥も試みたがこの処埋ではホスホグルコムターゼ活性を除けなか

った。この結果は、活性の選択除去が隊素失活に起肉するものではなく、アセト

ン処理的体からの50%エ担ノールによる隣友のJ在日;の可能性を示唆している。

G X 1.成の経H年変化の実験において、反応50hr後に約60%の変主主率に迭し以後

にGX i¥".U交に変化が観測されなくなった。この変換皐は[l- 1に記 a脱した精製セ

ロピオースホスホリラーゼをfIiいたグルコースと GトPからのセロピオースへの平

衡H与の変換本 (64%)とほぼ ・践している。 このため GX生成反応は平衡にi主してい

るものと 考えられる 。

GX の JR~ 水物はみ;研究では得られ~かった。 ...:. JI，物の融点範凶は90.5-92"Cであ
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リ、二水物を真空中90"Cで乾燥して得られる ー水物の融点範囲は108.5-110"Cであ

った. G Xは本研究においては結晶化できなかった.なお、 Alexanderはc.

Lhermocell umの部分精製セロピオースホスホリラーゼを用いた GXの合成を報告

しているがちり、この報告においても GXの結晶化には成功していな い。

GXは栴造決定の結果、セロピオースとキシロピオ スの中間的な構造を持つ

ことが示された。 GX. セロピオース，キシロピオースの性質を Table3-4にまと

めた。 GXの平衡化後の旋光度は -8・であり、セロピオースとキシロピオースとの

中間の値を示した.溶解度は25"cにおいて 21%(w/りであり、やはりセロピオース

(11%)とキシロピオース (48%)との中間 {直を示した。そのほかの性質も これらの中

倒的な値を示すことが期待される。

Tablc 3-4. ProperLi日sof GX compar日dwiLh c日llobioscand xylobiose 

1ち
[α]0 Solubility 

GX 8
0 21%(w/w) 

Cellobiose 十34' Il%(w/w) 

Xylobiose 250 48%(w/w) 

Specific opLical rotation was measured in waLcr 
Solubi lily Lo walcr was del-crmined aL 25・c.

セロピオースとキシロピオースは近年新しい食品素材として注目されつつある。

セロピオースを含むセロオリゴ加の水分活性あるいは可浴性食物繊維としてのヰ1)

問106. 10") キシロピオースのピフイズス磁土留孤因子としての作用 10 8)などが報

告されている。このような目的においてセロビオースやキシロピオース はそれぞ

れセルロースおよびキシランの鮮京による限定加水分鮪'による製造法が検討され

ている。本研究において GXはG-I-Pとキシロースから1制使に合成できることが示

された。 th!1tG1 Pは試薬レベルとしてのみ市販されている。 G-J-Pは、ホスホリ

ラーゼを用いて澱粉から 109)あるいはスク ロースホスホ リラ ーゼを問いてスクロ

ースから 29)啓易に調製することが可能である。これらの方法によ リG-I-Pの安価

な供給が可能になれば、 GXの食品JIj途八の不l)fIlも可能になると考え られ る。ま
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たGXのセロピオースとキシロピオースの中倒的な構造を利用した C.gilvusのキ

シラナーゼの反応解析については凹 5で述べる。
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目-2. スクロースのみを原料としたセロピオースの合成

目ー2-1.序

近年各径のオリコ糖が機能性食品素材として注目されている 3).ゲルコース 2

分子が日 】1，4結合しているこ糠煩であるセロピオースもピフイズス上旬猪因子や灘

消化性オリゴ糖として注目されている物質の一つである 106) セロピオ スの憐

造はセルロースの最低俗造単位として知られる.

セロピオースの調製は、通常セルロースの化学的あるいは若手来的分解により行

われる。セロピオースを通常収率よく得る方法としては、セルロースの加酢微分

解による方法が古くから知られている 1t 0) すなわちセルロースを様硫駿 -11¥¥7K 

酢駿でアセトリシスすることにより、セロピオースオク担アセテートを選択的か

っ高収率で 1~ ることができる。これを脱アセチルすることによりセロピオースを

調製する.またセルロースの散による限定加水分解により l直後セロビ才一スを調

製する方法も報告されている 1t 1 -1 1'1)。しかしながらこの方法ではセロピオース

の収率は低く、また I件糖や 1[¥合1J't3以上のオリゴ相I)tの刷生成も避けられない。そ

のためこの方法は、セロビオースよりはむしろ重合皮 3以上のセロオリゴ糖の剥

型に用いられる。セルロースのセルラーゼによる加水分解によりセロビオースを

得る方法も数多く報告されている。セロピオヒドロラーゼ [EC3.2.1.91]と11子ばれ

る一級のセルラーゼを用いてセルロースを分解すると、出収率でセロビオースが

得られることが知られている 11 1) -11 8υ また、 C. gilvus"9.12引などある種の微

生物のセルラーゼ系をそのまま用いれば、高収事でセロピオースが得られると報

告されている.

しかしながら、アセトリシスの方法は生成物を 11見アセチルする必要がありプロ

セスがやや如来性になる。また、この方法は強散を HIいるので食品素材として用い

るには安全性の|問題を考隠する必要が生じる.酸)JlI水分解の方法はセロピオース

を収率よく得ることが史Itしく、多くのml分がゲルコーユまで分PIi¥されてしまう e

またアセトリシスと問燥の安全性のnn~芭も生じる。隊禁法においては、セルロー

λ を卜分な i)!ft}立で分解するセルラーゼを十分安仰l に~;}.ることが未だできていない
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問題がある.また収率もアセトリシスに比パて高くない。セルロースは後産廃棄

物の大きな部分を占めるが、この場合、ヘミセルロース. リゲニンなどとの混合

物として存在している.そのため、災産廃棄物などのバイオマスからセルロース

を得る場合には爽雄物からの単離が必姿であリコストがかかることになる@

そのほかにセロピオースを調製する方法として、 (3-6)式のセロビオースホスホ

リラーゼの逆反応を利用して G-}-Pとグルコースからセロピオースを合成する方法

が考えられる。

G-]-P + glucose '" cellobiose .f Pi (3-6) 

しかしながらこの万法は、 G-1 -P tJ(安価でないためセロピオースを安価に生産する

ことができない。また、反応日1)生成物としてリン椴が生じる。その他セロピオー

スホスホリラーゼは、 II - 1に示したように基質グルコースにより阻害がかかる

ので反応系の基'i"r(j民度を高〈設定することが難しいという問題点が残る.

そこで、木研究においては新たなセロピオースの生産法を考案した。すなわち

3 つの静;{-~の反応を同時に行うことにより、スクロースを原料としてセロピオー

スを生産する方法である a 反応系は以 Fの通りである。

sucros日 f Pi ='G-[-P 十 frucLose (sucrosc phosphorylas巴) (3-7) 

fructose =' g 1 ucose 

G-トP ト glucose=' ccllobiose ト Pi

sucrose =' cell口biose

(xylose isomerase) 

(cellobiose phosphorylase) 

(3-8) 

(3-9) 

(catalytic amounL of Pi) (3-10) 

まず (37)式の反応により、スクロースをスクロースホスホリラーゼで川リン自主

分解して、 G 1. -Pとフラクトースを得る。 f専られたフラクトースに (3-8)式のよう

にキシロースイソメラーゼを作 J1)させることによりグルコースに異性化する 。

らに (3-9)式のように G-]-Pとグルコースをセロピオースホスホ リラ ーゼと反応さ

せることにより、セロビオースとリン散を得る.この三つの反応を合計すると、

1川辺からリン敢 フラクトース. G-[ P. ゲルコースのJfiを消去することができ、

(3-10)式が得られる。この紡*は、スクロースを触媒i止のリン般の干f((化に上記

三百争点を|百)11寺にド1二川させれば、 ゼロピオースを生じることを示している。また、
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(3-7)式に示したスクロースホスホリラーゼの反応の平衡は右寄りは口、 (3-8)式

l二示したキシロースイソメラーゼの反応は中立 122>、(3-9)式に示したセロビオー

スホスホリラーゼの反応は rr-1に示したょっに右寄りであることが知られてい

る。そのため (3-10)式の反応糸の平衡はセロビオースに得っていることが予想さ

れる。さらに、この反応系では原料はスクロースと触媒盆のリン殺のみであるた

め、安価な原料によるセロピオース生産の可能性が示されたことになる@そこで

この反応系を笑証し、セロピオースの安価な製造法を際立することを目的として

本研究を行った。

田-2-2方法

スクロースホスホリラーゼは、 Sigmaによリ市!仮されている Lellconostoc

mesen te1'o j deslII米の部分精製品をJflいた。キシロースイソメラーゼは、ゲルコー

スイソメラーゼのぞ1林で関東化学(東京)により市販されている Streptomycesの

乾燥臨休から以下の方法で州l出して用いた。] gのw休を1.0mlの50 m~! イミダゾー

ルー寝酸緩衝液 (pll7. O. 緩衝液 F)中に分散し超音波倣li争処J!I[を行った. 1抜砕

処理II液を迷心分離して菌{本を除去した。上怖に 80%飽..f11被 j主になるまで銃器量アンモ

ニウムを加え、生じた沈i織を述心分離によ り集めたものをキシロースイソメラー

ゼとして用いた。セロピオースホスホリラーゼは、 rr -1に記"主した方法で調製

した C.gjJvusの盛i体制111:1:皮に対して、 11 -1に記載した百字ぷ新製法の内 DEAE-

Toyopear l. G50Sによる陰イオン交換クロマトグラフィーのみ行ったものを伺いた。

スクロースホスホリラーゼ 1Uは、緩e!iii/liF r~' 37'Cにおいて 10 ml'1.スクロース，

10 mM P iから 1μ lIIo1/minの速度でG]-[>を生成する 酵Ji1il:として定義した。キシ

ロースイソメラーゼ 1Uは、緩衝液 F中37'Cにおいて 10 m~! フルクトースから I

μnlo!/minの速度でグルコースを生成する俳素iliとして定義し充。セロビオースホ

スホリラーゼ 1Uは、緩衝液 F'1' 37'Cにおいて 10mMセロピオース， ] 0 mtl P iから

lμmol/mi口の速度でG1 Pを生成する iW，H1l:として定議した。 G1 Pはホスホゲル

コム担ーゼ グルコース 6ーリン徴デヒドロゲナーゼ法により 7円、グルコース

は、グルコース CテストワコーをJtlいて定註した， 反応液中のセロピオースとス
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クロースは、示差屈折率計を備えたHPLCで、カラムにLiChrosorbNH2 (Cica-

Merck，東京)を周 L、、溶媒， アセトニトリル/水 65:35 (by vol.) :流速. 1 

ml/m in ;カラム混g_，室組の条件で定iました.

m-2-3.結果

2 m 1の緩衝液 F中に、 100 m~ スクロース . 10 m~ Pi. 0.26 U/mlスヴロースホ

ユホリラーゼ.0.034 U/mlキシロースイソメラーゼ目0.21U/mlセロピオースホス

ホリラーゼからなる反応液を調製し、 37"Cにおいて反応を行った。結果を]1ig. 3-

7に示す。スクロース濃度は反応初期から減少し、反応100hrにおいて 17 m~にな

った。それにともないセロビオース濃度は地加Iし、反応時flill00h rに761s!'lに迷し

た.この結果は、 76%の高反応収縮でセロピオースがスクロースから 1ステッブで

合成できたことを示している。

ゆくの実験においてセロピオースの f.j1離を試みた. 10m 1の緩衝液 pr:tに200m!'lス

ヴロース. 20 IsI1 P i ・ 0.26U/11I1スクロースホスホリラーゼ.0.034 U/mlキシロー

スイソメラーゼ. 0.21 U/mlセロピオースホスホリラーゼからなる反応液を調製し、

37"Cにおいて 100hr反応を行 った。反応終了 11寺のセロビオ ス濃度は、 1<17 mtl 

(収率 73%) であった。反応械を ι校 i~r，して隣素を失活 させてから、インベル担ーゼ

(from bakers yeast. grade V， Siglsa)処理をして伎作するスクロースを分解した。

この裕被を活性炭カラム(l.5 cm筏 X;)0 cm)に通液し燃をカラムに吸着させた。カ

ラムを水洗後2%エ担ノールで洗浄することにより!jl礼'iを浴山させてから、セロピ

オースを 25目エタノールを用いて裕出させた。セロピオース含有価分を凍結乾燥す

ることにより 360mgのセロピオースを1与た.さらに J);. ヱ担ノー ルによる紡1同化

を行い 286 I1Igの給品目セロピオピラノースを得た。段終的な収率は1)2%であった。

111 -2 4..!S'祭

ここで得られた結以は、セロビオースは 75%以上の収不でスクロースのみを原料

として合成することができることを示している。すなわち、二階ぷの組み合わせ
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反応によるセロピオース生産の可能性が実証されたことになる。スクロースは安

価でかつ入手の容易な原料であるため、この反応系は実用性の高い方法であると

考えられる.

反応系に用いた番手素のうちキシロースイソメラーゼは、工業的にはゲルコース

イソメラーゼの呼称でグルコースの異性化反応に用いられており、比較的安価に

入手できる.スクロースホスホリラーゼはリン酸の定量を目的に臨床検査試薬と

して用いられている酵素である 23) 現状では工業的に利用されていないが、最近

群素のクローニンゲと大腸菌をmいた大島発現が報告されており '4)将来安価に入
手できることが期待される。セロピオース ホスホリラーゼは、現在まで安価にか

つ大量に入手する方法は報告されていない。しかしながら ill伝子操作法などによ

りセロビオースホスホリラーゼの大最初製が可能になれば、この三つの静素の組

み合わせによるセロピオースの生必法は、笑現性の高い方法になる。

今回の笑験ではセロピオースの郎総収不は42%であった。これはスケールアップ、

あるいは単維の最適条件を検討することによりさらに向上することが可能であろ

うa またスクロースからの収率はが)75%であったが、悶定化丹章表を用いて反応をA

絞化させること，触媒として月!いるリン徴淡l交のh-:ij題化，未反応スクロースの再

利用などを考えることによリ、反応収率をさらに上界させることも可能であると

与えられる.

セロピオースをセルロースから調製する方法においては、ヘミセルロース. リ

ゲニンとの分離の問題から原料のセルロースを安側に得ることは縦しいと !/H，われ

る。生産法の問題点が原料にあった場合には、これを解決するための一般的な方

法は知られていな~¥ . そのため将来においてもセルロースの安価な供給は闘要性を

伴うことがチ怨される。今回開発したスクロースからのセロピオース合成法にお

いては、商字表を 1昇る方法にまだ fl1Jr題点が多いが、原料は通常の砂糖あるいは申:lf笠

などを問いればよいので安悩に入手できる。近年m伝子操作法の発注により、同孝
lfi生産の lif]定iの解決のためには割i微微生物を!!Jいる 1i法が一般的にmいられてい
る.このため今日開発した方法は、セロピオースの安lilIiな製泡を与える場合現状

では段も現'点的な 1ft去になると考えられる。

lOO 



~ 

Iil-3 スクロースのみを原料としたラミナリピオースの合成

田-3-1.序

近年各極オリゴ糖の機能性食品への利用が数多く報告されている封。これらの

オリゴ糠の内、 日ゲルコシル結合を持つオ リゴ紡は結合切断書孝友が消化酵素に含

まれていないため低カロリーかつビフイズス地殖因子となることがJJJJ待される.

ラミナリピオースはグルコース 2分子が、 日 1，3結合した精進の還元性二糖類で

あリこれらの機能性が期待される化合物である.

ラミナリピオースの製造法としては、 日【1，3 ゲルカンの西空あるいは鮮素的限定

分解による方法が報告されている。例えば、 日ー1，3-グルカンを無水酢殿 ー硫酸を

用いてアセトリシスしてラミナリピオースオク予アセ担テートを調製する方法が

報告されている 123) この方法は、セルロースのアセトリシスによるセロピオー

スオク担アセテートの調製 1t 0)と比較すると二踏の収部が尚くない。また、酸に

よる限定川水分解による方法も知られているが 12川 、この}1法は二糠の収率が高

くないためむしろ 三糖以上のオリゴ糖調製に向いられる方法である。酵素による

限定1)日水分解によるラミナリピオースの調製法もいくつか報告されている。

Kusamaらはがt線長I由米の s-1. 3-グルカナーゼを用いカードランをグルコースとラ

ミナリピオースに分解しゲルコースを併母に資化させて除くことにより 30%の収主将

で結晶ラミナリビ才一スを 1~:干た 1 2~J. V i 11 a らは西孝ほ KI~yveromyces ph直seolo

sporus由来の自主ポによりラミナ リンから 46%の収部でラ ミナ リピオースが得られる

こと を報告した l 2. ó> また Ku~uhara らは紛!日包壁溶解彬素として市販されているキ

タラーゼを附いて高収率でラミナリピオースを調製した '12円。

日一1，3ーゲルカンはその起源により、ラミナリン，パキマン，パラミロン，カー

ドランなど各絡のものが知1られている。こ れらのうち、微生物による発併生産に

より生産されるカードランが ]I~ も'J;;(llliであると考えられ る 1'8)。しかしながら、

カードランの伽絡は Y4000/kg終段と iC~filliである。そのためこれらの方法で安価に

ラミナリピオースを製造するためには、反応収認を高めかつ反応にかかる佐川を

低減するとともに、 。1，3-グルカンの安(lUiな製造法を IJfl96する必要がある.従つ
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てこれらの方法を実用化することは難しいと言わざるを得ない。

原料の問題点を解決するために、 日 1. 3-グルカン以外の原料からラミナリピオ

ースを製造することを考えた。二'除類加リン重量分解酵素の利用研究の一環として、

本研究において阻 - 2に記載したように、スクロースのみを原料としたセロピオ

ースを合成を実証した。この方法では、スクロースにリン君主の存在下スクロース

ホスホリラーゼ，キシロースイソメラーゼ，セロピオースホスホリラーゼを作用

させてセロピオースを合成する。ここで 3つの酵素の内セロピオースホスホリラ

ーゼをラミナリビオース*スホリラーゼに変えれば、同じ方法を用いてラミナリ

ピ才一スが合成できることが予怨される。すなわち以下の反応式によるラミナリ

ピオースの合成である。

sucrose I Pi =G-I-P i frucLosc (sucrose phosphorylase) (3-11) 

fructose =glucose (Xy]osc isomerase) (3-12) 

トトP I glucose = laminaribiose ト Pi (laminaribiosc phosphoryJase) (3-13) 

sucrose ~ laminaribiosc (catalytic amOunL oF Pi) (3-14) 

(3-11)-(3 - 1 3) よ り得られた (3 - 1~) 式からは、スクロースを原料として触妹拾

のリン椴の存.{Efにスクロースホスホリラーゼ， キシロースイソメラーゼ， ラミ

ナリピオースホスホリラーゼを作用させることによりラミナリピオースを合成で

をることを示している。しかしながら日 ー 2で示した通リ、セロピオースホスホ

リラーゼは三糖を合成する活性がないがラミナリピオースホスホリラーゼは三版

以上のオリゴ踏を合成する活性を持つ。このため、式(3-14)によるラミナリピオ

ースの合成では、!日 -2のセロピオース合成の湯合と災弘、り 三糖以上の反応用l生

成物を生じることが F怨される。そこでこの方法によるラミナリピオース合成の

可能性を探るために以下の研究を行った。
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ID -3-2.方法

スクロースホスホリラーゼは、 Sigmaにより市販されている Leuconostoc

mesenteroides由来の部分精製品を用いた。キシロースイソメラーゼは、ゲルコー

ユイソメラーゼの名称で関東化学(東京)により市販されている Streptomycesの

乾燥菌体から凹 2-2に記載した方法で州出して用いた.ラミナリピオースホスホ

リラーゼは、 rr -2-2に記載した方法のうち一回目の疎水性クロマトゲラフイーま

で行ったラミナリピオースホスホリラーゼ画分を用いた。

スクロースホスホリラーゼ， キシロースイソメラーゼの活性の定義および測定

はm-2-2に記載した方法で行った。ラミナリピオースホスホリラーゼ 1Uは緩衝液

F中37'Cにおいて 10 m~ G-I-P， 10 m~グルコースから lμmol/minの速度でPiを遊

離する酵素盆として定義した。 PiはLowry-LopeLzの方法 79)により定.litした。

反応液中のラミナリピオース，スクロース，重合度 3以上のオリゴ糖および単

僚は、示差屈折率計を備えた高速液体クロマトグラフィー (HPLC)で、カラム Li

Chrosorb NH2 ;浴煤，アセトニトリル/水 80:20 (by vol.);流速 1ml/min， 

カラム潟皮，言KiIJ，の条件で定去した。生成した糠の同定は、ラミナリオリゴ自信機

品(焼津7KiA化学)を傑準として、 HPLCを用いて上記条件およびカラム， LiChro-

sorb HP18 (Cicaト!erck) 浴媒， 水;流速， 1 ml/min ;カラムt品j丘，室慌の条件

』こてffった。

lU -3-3結果

2 m!の緩衝液 F中に 200mt1スクロース， 20 m~ Pi， 0.17 U/mlスクロースホスホ

リラーゼ， 0.072 U/mlキシロースイソメラーゼ，0.37 lJ/mlラミナリピオースホス

ホリラーゼ， 5 mt1 ~! gC12 を含んだ反応液を調製し、 37'Cにて反応を行った。反応、

の経 i時変化を ~ig. 3-8に示す。スクロースは反応経過につれて減少し、 48h【後に

は検出されなくなった。ラミナリピオースはスヴロースの減少にともない増加し

た.浪j主は48hr後に 110 m~に返した e ラミ ナ リ トリオースは反応 18 hrから鋭百III

され、段終的に22mt1になった。フルクトースとグルコースは反応経過にともない
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増加し、それぞれ46 m~ と 3l mtjになった.また48hrの時点で痕跡量のラミナリテ

トラオースも観i!¥IJされた.

本 ~n実で得られたラミナリビオース，ラミナリトリ才一スの 2 つの IIPLCカラム

における保持時間はそれぞれの標準品のものと 一致した。さらに生成ラミナリビ

ォースの機造を確定させるために 13C-NMRの測定を行った。 1m Iの反応終了液にイ

ンベルターゼ処理を行い残存するスクロースを完全に分解した後、 ToyopearlIW 

40Sカラム (2.5cm径 X4. 0 cm)によるゲルi慮過(溶媒 ;10にかけることにより二

t 糖繭分を分離し、凍結乾燥を行って25mgの白色粉末を得た。 JNM-GX400を用い ilI

l 水中でジオキサン (67.4ppm)を標準として ¥3C-NNRスペヴトルを測定した。結染は

Fig. 3-9に示した通 f) s -l， 3結合したグルコースの二糖であることを示すもので

あった.また糠準ラミナリピオースのスペクトルと完全に一致したことから、 1専

られた二糖がラミナリピオースであることが確認された。

104. 
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1ll-3-4.考察

回一 2のセロピオース合成の場合は、セロピオースはスクロースの減少に対し

11ぽ定f量的に地加するが、ラミナリピオース合成の場合は必ずしも定盈的には地

加しなかった。またラミナリピオース合成の場合主主合度 3以上のオリゴ絡の生成

を伴った。乙の原因は、 n -2に記載した通りセロビオースホスホリラーゼはセ

ロピオースを全くアクセプターとしないことに対してラミナリピオースホスホリ

ラーゼはラミナリピオースをもアクセプターとするためであると考えられる。よ

って、ラミナリトリオース及びラミナリテトラオースの生成は以下の反応式によ

る開反応が原因であると推定される。

larninaribiose + G-l-P == laminaritriose ; Pi 

(laminaritriose + G-[-P == laminariletraose + Pi) 

( 3-15) 

(3-16) 

ラミナリピオースのスクロ スからの合成収司王は 55%であった。この結果は、ラ

ミナリピオースが安価な原料であるスクロースから効本よく生産できることを示

している。 rn-2にも記岐した通り、キシロースイソメラーゼは工業的に市販さ

れている隊素であリ、スクロースホスホリラーゼの組換醇素の工業的生産 ~ ")も報

告さ れている。ラミナリピオースホスホリラーゼの量産法は際立されていないが、

この点が解決されればラミナリビオースの工業的量産法が確立されることになろ

っ.
さらにラミナリトリオースの訓生成について考察する。反応式 (3-15)を考慮す

ると Imolのラミナリトリオースは2molのスクロースから生成する a ラミナリト

リオースのモル収量22 m~は、 44 m~のスクロースを消'I!tしたことを怠昧している 。

そのため、ラミナリピオースをアクセプ担ーとしないラミナリピオースホスホリ

ラーゼを発見できれば、ラミナリピオースの収事は大きく改善できることが予怨

される。
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回一 4.ラミナリオリゴ糖の合成

回十1.序

ラミナリオリゴ糖は、グルコースが数個目 ー1.3結合した術造のオリゴ絡であり、

I sーグルカン分解酵素特に s-1， 3ーゲルカナーゼの研究に有用な物質である。近年
各種オリゴ糖を食品として利用したl時の機能性が報告されておリヨ¥ラミナリオ

リゴ糖も新たな食品素材として期待されるオリゴ磁の一つである。レンチナン，

シゾフイランなどのある極の s-1.3-ゲルカンには免疫i武活活性が報告されており

129 )、その基本骨絡であるラミナリオリゴ粉もこのような活性を持つ可能性が期

待される.また続酸化カードラン (s -1，3ーグルカン)の、 AJDS (aquired im-

muno deficiency syndrome)の原因ウイルスである HIV (human immuno-deficien 

cy virus)の感染防衛l機能が報告されており 130) ラミナリオリゴ臓の誘導体もそ

の活性が期待される。ぷ近Uryuらは、ラミナリオリゴ加の航機化アルキル誘導体

がHTV感染防御能を持つことを発見した 131)

ラミナリオリゴ踏の製造法としては、パキマンなどの日 一1，3-ゲルカンの般によ

る限定加水分解による方法が知られている 132υ しかしながらこの方法は収王将が

低〈、また得られるオリゴ絡の分子fliiWJ 1損J7'Ji草症しい欠点を持っている.この問題

点を解決するために、原料に s-1.3-グルカンを用いないラミナリオリゴ加の合成

法を検討した a

EugJena gr呂ciJ i sはl菌体内に、ラミナリビオースホスホリラーゼ[F.C2.4.1. 31] 

57 )および s-1，3ーオリゴゲルカンホスホリラーゼ [EC2.4. 1. 30]~2' を持つことが

知られている 61' これらの隣ぷはラミナリオリゴ制を }JUリン検分解して重合1立の

一つ少ないラミナリオリゴ紙とG-)-Pを生じる可逆反応を血H!Iーする傍点である。両

者は、ラミナリピオースとラミナリトリオースを分解する活性の強弱により区別

されている 60.u1)本研究では岡両手ぷの逆反応を利用したラミナリオリゴ慌の A

成についての検討を行った。すなわちグルコースとグルコース ー 1-リン般を出

発j反料として両手;r反応を行し人以下に示すように逐次ぽ合l院を j羽加lさせることに

より一段階でラミナリオリゴ加を合1&する方法である。
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Glc + G-[-P ;: LG2 .. Pi 

LG 2 ' G-[-P ;: LG 3 十 Pi 

LGn " G-1-P ;: LG，n+ll + Pi 
(LGn :重合j吏R のラミナリオリゴ糖)

(3-17) 

(3-18) 

(3-19) 

この方法を用いれば反応生成物としてラミナリオリコ糖の混合物が得られると

考えられる.ここで、原料のグルコースとグルコース ー 1ー リン酸の比を変化さ

せれば、得られるオリゴ糖の平淘重合皮が変化することが予想される。 上記の方

法を笑証するとともに、 ラミナリオリコ 糖 の合成条件を決定するために以下の実

験を行った。

111-4.-2.方法

E". graci 1 is Z (IMI E-6)の地後は u-2に記峨した ti法で行った。遠心分 離に

よ り f，I!幽された r~ï (4):の内 1 gを4mlの緩衝液 B中で趨音波磁fr'#処J!j!を行い、さらに

迷心分総をかけることにより 、 ラミナリピオースホスホ リラーゼおよび日 -1，3-オF

リゴゲルカンホスホリラーゼを含んだ箇体抽 出液を得た。 臣手2震活性のl創!J定法は、

11 -2 2に記 1絞した方法で行った。上消は L11 U/mlの活性 1 (ラミナリピオース生

成活性)と 1.66U/mlの活性日(ラミナリ トリ オ ス生成活性)を持っていた。 G

[-p加水分解活性及びホスホゲルコム担ーゼ活性は検出さ れなかった。またグルコ

ースの各事fiの二糖を加えてG-[-P (α ーグルコース ー 1ー リン徴)を生じる活性を

剥べたが、ラミナリピオース以外にG-l-Pを生じる こ燃 はなかった。 E.graci 1 is 

は卜レハロースホスホリラーゼを持つこと が知られているが1>3>、 。ーグルコース

一1 1)ン倣を生じる酔ぷであるためG-1-Pは生じない。

ラミナリオリゴ紛の定iitは示lt.J耳!折単検 出稼を Wlえた HPLCを用い、 カラム，

lIibercolumn LiChrosorb NH2;溶煤， アセ トニトリル/7K 65:35 (by vol.) ;流

速，2ml/min;カラム /IJ，J交. 3~ ifu'tの条件で行った。ラミナリオリゴ似の標準品は

焼津水産化学工業製の棋品 (0.1'.2-7)をJlJいた。 G-l-1'のi:E:1Ilはホスホグルコム担

ーゼーグルコース 日 リン酸デヒドロゲナ ーゼ法により行った 11>0 P jはLowry-
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Lopezの方法により定量した 76)。

m -4】 3.結果

ラミナリオリゴ絡の合成は緩衝液 B中に酵素液400μ 1. G-I-P 100 mtl. MgC12 

5 mM. NaN， 0.02%.グルコース 5-100mMを含んだ5mlの反応液を調製し、 37"C
にて 48 hr反応させることにより行った。反応液は 5~煩用意、し、それぞれグルコ

ース濃度は 100. 50. 25， 10， 5 m!1に調製した.反応液のG-1P濃度の経時変化を

Fig. 3-10に示した。全ての試料でG-I-Pの減少がみられた。グルコース初浪度が

高い試料の方が G- 1 - Pの消 t~ 速度が速く 、 また反応 48 hr後の最終的な G-トP消費誌

が多かった。しかしながらこのG-lP消従量は特にゲルコース初i濃度が低い反応液

では平衡に迷していないと考えられる 昏

反応18hrの反応波はAm be r 1 i t e 111 120 BおよびAmberli Le IRA93のカラムを通液

することにより脱指してHPLCによる分析に供した。結決を Tablc3-5およびFig3 

11に示した。グルコースの初濃度を変えることにより 1-9糖の混合物から 2-

14. :U，tiの混合物までが生成した。なdヨ、生成したオリコ加のうち 7相官までの IIPLC

での保持時間は標準ラミナリオリコ燃のものと完全に一致した。 それ以上のオリ

ゴ糖については楳準サンプルがないために IIPLCによる構造確認はできなかったが、

各オリゴ糖が対紘的なピーケをクロマトゲラム上に示したこと及び酵素の性質か

ら、得られるオリゴ新はすべて s-1， 3-結合のみからなるラミナリオリゴ糖である

と考えられる。 Table3-5および Fig. 3-11より明らかなように、得られるオリゴ

慌の平均ifi合 j主はグルコース初iJ，'J)度が小さいほど大きくなった. 例えばグルコー

ス初iJ，'J)交がG-l-P初淡j交と同じ 100111Mである場合には、F均丞合皮は1.8であるが、

5 mMである時には8.4であった.なお平均:ill合j史は、残ff.するグルコースも考慮に

いれて計士7ーした。数字I主j分子 II(N nと'lll，l"IL均分子JitれはそれぞれTablc3-5に示し

たように計算された。不均一段 V (M ../~l ，，)はすパての場合に1. 1-1. ~の ílむ 1!ìIであっ

た
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Table 3-5. Composition of laminariorigosaccharides formed 

lube No 

D. P 2 3 4 

46 13 1.7 。
2 21 12 3.0 0.13 O. 10 

3 9.2 7.9 3.7 0.47 0.09 

4 4.4 4.9 3.5 0.85 0.22 

5 2.2 2.9 2.9 1.3 0.35 

6 1.1 1.7 2.4 1.7 0.66 

7 0.51 0.84 1.4 1.6 0.79 

8 O. 13 0.38 0.67 1.1 0.66 

9 0.02 0.13 0.27 0.71 0.53 

10 。 。 0.06 0.51 0.55 

11 。 。 。 0.34 0.60 

12 。 。 O. 15 0.46 

13 。 。 。 0.18 

14 。 。 。 。 O. 14 

15 。 。 。 。 。
日N 316 441 677 1094 1372 

Mw 439 600 826 1207 1517 

V l.4 1.4 1.2 1.1 1. 1 

Va 111巴sarc given in m~. 

日1-44.考察

E. graci I is Z箇体持I:1¥液を平11mすることにより、ラミナリ才リゴ踏を一段で容

易に合成する1n去を開発した。主n空の初]濃度比を変化させることのみによって、
合成さ れるラ ミナリオリコ憾の平均重合皮を変化させることが可能であった.こ

れは、早~論的にはグルコースの分子数が得られるラミナリオリゴ械の分子数に相

当し 、G-l-Pの分子数が、ラミナリオリゴ備の !Tiiitに相当するためGlc/G-I-Pの小

さいものほど l分 子あたりの.'[はが大 きくなるためであると考えられる。

Glc/GートP= L/ 20の系において、数平勾分子 !止 8 . 4 を達成し、 1~ 尚 1 1¥粧までの

ラミナリオリゴ執Ifの生成が!i{li認 された。通常の多踏の分解によるオリ ゴ械の剥製
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tまでは重合度の高いオリゴ糖を得ることは重量しい. 本研究の方法は高重合度のラ

ミナリオリゴ臓の効率的生産 を可能にした点で意義が大きい。

生成したラ ミナリオリゴ憾の不均一度を計算したところ、 Glc/G-l-Pに関わらず

大きな差はみ られなか った。 この結果、 之こに示 した方法では平均重合度の異な

るラミナリオリゴ糠を 合成する ことは可能であるが、分子量分散を変化させるこ

とはできないことを示唆している。また本研究の方法により重合度一 定のラミナ

リオリゴ糖のみを合成するととはできないので、このようなものが必妥な場合に

は遜宜カラム分離を行う必婆がある。

ここに示した反応の原料基質として用いる G-I-Pは現状では試薬レベルとしての

み得ることができる 。 しかしながら G-I-Pは澱粉 を原料としてホスホリラーゼを作

用させる 109)あるいはスクロースを原Fヰとしてスクロースホスホリラーゼを作用

させる 2g)ことにより容易に調製することができる。 またG-卜P供給系との組み合

わせ反応、例えばスクロース ースクロースホスホリラーゼ系と本実験系を組み合

わせた系，すなわちスクロースとグルコースを出発原料としスクロースホスホリ

ラーゼと F:.graciJisi~fI本抽出 i伎を触媒武のリン般の存在下に作用させることによ

る合成糸， を確立すれば、ラミナリオリゴ慌のより終怖がjな合成法が確立される

と考えられる。
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百-5.ニ糖類加リン音量分解醇素生成物を利用したキシラナーゼの性質の解析

III -5-1序

CelJvibrio gilvusはHulcherらによりウシ焚、中より単離されたセルラーゼを生

産するバクテリアであり日人その生産するセルラーゼ系は、セルロースの分解産

物としてセロピオースを蓄積する特徴を有する 11 9・133、。 C.gi/vusは、グルコー

スをほとんど資化せず、セロピオースをよく資化し、また菌体内にセロピオース

ホスホリラーゼを持つことが示された 39)"そのセルラーゼ系に関しては 1950年代

に研究が行われており、アノマ一反転型のセルラ ゼの存在などが示唆されてき

た119) 

1980年代以隣Sasakiらによりこの菌の醇素系について再び研究が行われ、セロ

ピオースホスホリラーゼの事守製 53・ら川 .本菌のセルラーゼを用いたセロピオース

の調製 72・120>町セルラーゼ系隣家のクローニング 13.¥・I3 S)などが行われてきた e

また本菌はセロピオースを議指するセルラーゼ系を待つことから、この系の中に

セルロースの非逮冗末端sjIjからセロピオース単位で水解を行う酵ヨきであるセロピ

オヒドロラーゼの存在が推定された 119. t 33' 

Hagaらは C.gi/vusのセルラーゼ系からセロピオヒドロラーゼの取得を目的とし

て、 pニトロフェニル-sーセロピオシド (G1-pNP)を切断する隣素を精製した I36) 0 

しかしながら精製された静素はアピセル， 酸処理セルロ ス， カルボキシメチル

セルロース セロオリゴ糖などのセルロース系基質を全く切断しないが、キシラ

ンをし-pN Pの 6僚の速度で加水分断'することから、キシラナーゼであると結論さ

れた。この酵素の必'1'i特呉位は詳しく湖パられ、 p-ニトロフエニルセロオリゴ糖

(重合j支2~ 5) (Gn-pNP)のアゲリコン結合のみを水j砕すること、 G2-pNPをキシ

ラン;KPWの約 17%の速度で分trJ'1-すること、 G2-pNPとキシランとを併素上の同一サイ

トで切断することなどが判明した. G:，-pNp:を切断するキシラナーゼはほかにもい

くつか知られている t3'J -139) しかし必がらそれらのE手当者はすパてクローニング

されEscherichiaco/iで発現された組後キシラナーゼであり、 ml換隊長お以外では

このような酵;~は知られていなかった。しかもこれらの組換酵素の G2 -pN Pを切断
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する仕組みのモデルは提出されていない。そ こで本研究は天然、型のキシラナーゼ

のG2-pNP切断活性を検索するとともに ι -pNP切断のメカニズムを解明することを

目的とした。

班- 1において、セロビオースホスホリラーゼの逆反応を利用した、 日ーグル

コシルキシロース (GX)の合成を報告した.GXは、セロピオースとキシロピオース

の中間的な構造をした化合物である。 GXおよびキシロピオースの p-ニトロフェニ

ル日ーゲリコシドを合成し、 C.gilvusキシラナーゼの作用を調べれば、G2-pNP切

断メカニズムの推定に役立つデー告が得られることが期待される。そこで本研究

においては、これらの合成基質に対する C.giJvusキシラナーゼの作用を調パると

ともに他のキシラナーゼについても比絞のために同燥の実験を行った。

m -5-2方法

E手来

C. gi)vusのキシラナーゼ (XCEL)は、 llagaらの方法 1，ゐ'により精製した。

SLreptomycos olivaceoviridis E 86のキシラナーゼ (XSTR)は円下部らの方法 140

14 U により 、 !IspergiJ lus Japonicusのキシラナーゼ (XASP)は山間らの方法 142)に

より、 RobiJ Jarda Sp. Y 20のキシラナーゼ 1(XROs)はKoya111aらの方法川引により

精製して JlIいた.これらの酵素はす八て pNP-X&びキシロピオースをほとんど切断

せず、 キシロトリオースをわずかにしか切断しない典裂がjなエンドキシラナーゼ

として報告されている. これらのiW;;;の基本町、;I'H1をTable3 6にまとめた a

Table 3-6. 

Xylanase 

XCEL 

XSTR 

XASP 

XROs 

LisL of xylanases uscd i日 Lhis SLudy 

Or i g i n M. ¥1. pl Spccific actIvILy 

(U/mg， U5ing xylanl 

bacl.criu111 10，000 S.O 12 

aCL1110myccLCS 1¥ 0.500 7.3 21 

['ung j 26.000 9.1 1 24 

[u ng I 17.600 9.7 226 

一一
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E孝素反応は37"Cにおいて以下の緩衝液中で行った， XCEL. 10 m~ リン酸緩衝液

(pH 6.5) ; XSTR. XASP. 10 m;-1_クエン酸緩衝液 (pH 5.7) ; XROB. 10 m;l酢君主緩衝

~ (pH 5.0). 

基質

p-ニトロフエニル -s -Q-セロピオシド (G2-pNP).4-メチルウンベリフエリル-s 

Jーセロピオシド (G，-4.rIU).キシラン (oat目 spe 1 t)は、 Sigmaよリ購入した。 p-ニト

ロフエニル -s -D-セロトリオシド (G3-pNP).ーセロテトラオシド (G，，-pNP).ーセロ

ペン担オシド (Gs-pNP)は焼津水産化学製のものを用いた。キシロビオース (X2)は

東京l化成(東京)より購入した。 4-0-s -Q-Glucopyranosy]-Q-xylose(GX)は、 国

一lに記載した方法で合成した。 0-ニトロフエニルーs-)2-セロピオシド (Gz-oNP).

pーニトロフエニル-s -Q-キシロピオシド (X2-pNP)，p-ニトロフエニルー1-0-s-Q-

g]ucopyranosyl-xylopyranoside(GX-pNP)は、 アセチル化 l"川 ，臭素化 1~1 5) 

Koenigs-Knorr反応 146)脱アセチル化 147}の過程を総て合成した。

活性測定

キシラナーゼ活性は 0.5%キシランを基'l'eとしたときの還元力の WI加によリ測定

した。キシラナーゼ活性 1[jは、 Somogyi 67) -N巴1sond6>法を用いて lμmol/minの

キシロピオースに相当する還元力を生成する酵素IEとして定義した。アリルグリ

コシドに対する活性は、フェノール化合物の遊離速度として測定した。各フェノ

ール化合物は、反応液に 2f音量の 11炭駿水素ナトリウムを JJ日えたアルカリ条件

下において以下の彼長で分光光度計を用いて測定した。 p-ニトロフエノール (pNP)• 

400 nm: 0-ニ トロフエノール (oNP)，400 nrn: 1.-メチルウンベリフエロン (4トIU)• 

357 [¥rn. 速度パラメータは lfー 1に記"誕の Progralll1を用いて計 ti:した.

日I5-3結*

XCELの基質特異性

各.r，Ti の Ji~ 'l'tに対する XCELの反応速j長パラメー担をキシランに対する V，naY.を 100と
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してTable3 7にまとめた。 XCELは、 Table3-7中に示したすパてのアリルゲリコ

シドを、アグリコン結合でのみ切断した. 3つのアリルセロピオシドに対する Km

(0. 49~ O. 87 m::!)およびVmax(23~ 33)値は互いに近い値を示した.この結果は、

XCELはアリルセロピオシドのアグリコン結合だけをアリル基に関わらずに切断し

ていることを示している.

Table 3-7. Kinetic parameters of XCEL toward various subsLrat巴S

Substrate Km Vma昆 ko ko/Km 

(mM) (cl) (S-'M 1) 

Xylan 0.06土0.03% lOO土日 28 

G2-pNP 0.51土 0.06 23土2 6.4 1.3XlO" 

G2-oNP 0.87土 0.04 29土 l 8.4 8.8XI03 

Gl-4MU 0.49土O.02 33士l 8.4 2.0XI04 

G 3 -pN P 0.31土 O.01 22土 l 6.2 2.6X 10' 

G 4 -pN P 0.23::t0.Ol 21土3 5.9 1. 3 X 104 

G 5 -pN P 0.47土0.03 21土 l 5.9 1.3XIO.1 

G X -pN P 0.06:1:0.0L 100上l 28 4.7X10' 

X 2 -pN P O. 17土0.02 133:t 5 37 2.2XI05 

Vm<l双 forxylan is defined as 100. 

Gn-pNPCn 三 2~5 ) に対する速度パラメータも n には!わらずほぽ[百l じ値を示した.し

かしながら本酵素はrニトロフエニルー日-12-ゲルコシドをほとんど切断しないこ

とが報告されている。ここで得られた結栄:は、 XCELはGnpN Pをnが 2以上の場合に

は重合度に|勾わらずにそのアゲリコン1占合を切断することを示している。すなわ

ち本両手哀の基質認識において、切断(立{往のJ!'j辺元来総(J¥I!2伐去が '['1!jJ!なllt'bq!を来

たしていることが推定される@

XCE しはし pNPおよびGX'pNPも切断した。これらの法'l'1に対する速j立パラメ -?l

lまG
2
pNPと比鮫してしもは非慌に小さい (1(1であり、 VU¥l又は大きい他を示した. この

結果は、 XCELがセルロース系のAi"lよりもむしろキシラン系の基質をよく認識し

ていることを示しておリ、 XCEしがセロピオヒドロラーゼではなくキシラナーゼで

あることを依く ...1;1唆している。これらの法'l't に対する Vm，，{~自はキシランに対する

fl({んよりもむしろ大きかった。
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各喜重キシラナーゼのG2-pNPに対する作用

組換体でないキシラナーゼである XCEL，XSTR. XASP. XROBの1m~ Gz-pNPに対す

る作用をTable3-8にまとめたロ XCELはキシランに対する速度の約17%でG2 -pN Pを

切断した。 XSTRとXASPもG2-pN Pのアゲリコン結合のみを切断したが、それらのキ

シラン切断活性に対しておよそ 1%程度と微弱であった， KROBはG2-pNPを全く切出rr

しなかった。

Table 3-8. Activity toward lm~ Gz-pNP of various xylanases 

Origin Activity toward Gz pNP 

Non-recombinant 
Cellvibrio gilvus (XCEL) 17 
Streptomyces olivaceoviridis (XSTR) 0.4 
Aspergi llus japonicus (XASP) 1.1 
Robi Ilarda sp. (XllOll) 0 
Recombinant 
Pseudomonas fluoresens 
Caldocellum saccharolyt icum 
Closiridillm therflloceJlllm (XynZ) 

O. 25 
0.4 
8.1 

l¥ctiviLy for xylan of巴ach白nzymeis dcfined as 100 

3つの組換キシラナーゼがGz-pNp:を切断することがすでに報告されている. 報

告されたG2 -pN P切断迷皮をTable3-8に示した。 Pseudofllonasfluorescens 

subsp. celllllosa'3'1)および CaldocellumsaccharolyL iOllm'38l由米の隣紫はキシ

ラン分解速度のは以下であり、 ClostridiulII ihermocellum xylanase Z (XynZ) 

1 J 9)は8.7%の速皮でG2-pNPを分解する。制1j灸静索を加えても XCELが最も速い速j阜

でG2-pNPを分解した，

キシラナーゼの合成基'l!iに戸、Iする速度パラメ -9

4つの判1換体でないキシラナーゼ(XCEL.XSTR. XASP， XROll)のキシラン .Gz 

pNP. GX-pNP. X2-pNPに対する速度パラメー担を Tablc3-9にまとめた。すべての

アリルグリコシド切断においてアゲリコン結合以外の切断は観察されなかった a
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Table 3-9. Kinetic parameters of the four xylanases Loward xylan and 
the three p-nitrophenyl-glycosides 

Xylan G2-pNP GX-pNP X2-pNP 

KCE L Km O. 06 :i: O. 03% O. 51 ::!: O. 06 ml'l O. 06 ::t O. 0 1 10 t'l O. 13土0.0210[01 」一 ー一

Vrn~ x: 100土6 23土2 100士i 133士5

XSTR Km O. 05土 0.0L% 4.4::t 6 冊目 3.2rO.3 mト! 1.6:!:0.1 mrl 

Vm..x 100::t 2 18土2 200土12 360:!: 9 

XASP Km 0.13土0.07% 50:t 3 mrl 3. 1土0.2mrl 1.4土O.1 mil 

Vm3X 100:!: 18 43土 l 100主 3 155:i:4 

XRO s Km O. 09::!: 0.02% n. d. 30:t24 mト1 15土3mt1 

Vm.a x 100土6 O. 1士0.5 ~ . 7土0.5

Vm.. for xy lan of each巴nzymeis dcfined as 100 

KROB以外の 3者ではわーpNPおよびGXpNPに対する V:naxがキシランに対する V:na:-:よ

りも大きかった悶これらのし-pN P に対する VIII" X は GX-pNPに対する Vm~x よりも し 3-

1.818の{也を示した，

XCELのX?pN Pに対する KmはXSTR.Xi¥SPのKmに対してー桁小さい他を示した@

XCELのGXpNPに対する Krn(0. 06 IIIrl)はトーpNPに対するKrn(O.13 mtl)の約1/2の他を示

した。この結果はXSTR守 XASPではGX -pN Pに対す るKmがX2pNPに対する Kmの約 2(fy 

の値を示す結果と異なっていた。

XSTR(18)とXASP(13) 0) G 2-pN Pに対する Vmtlxは、 1m)1 G2-pNPの切断速度がXCELと

比較して非常に小さいにも rJ(rわらずXGEL(23)の場合と比絞的近い値に計算された。

これらのKω(44，50 mi'!lはXCEL(O.51 I\I~)と比パて二桁大きい 値 を示した。 XROBは

G2-pNPを全く切断しなかった.

1ll-5 ~ . JS 祭

本研究において新たに剥パた掛け魚体でないエンドキシラナーゼ 3似|の内 2つ

( KS'l・ll，KASP) までがG_' -pN Pを切断することが判明した。この結果はほかの多く

の棋1換体ではないキシラナーゼがG2pNPを切断することを不唆しており、 G2 pNP 
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白日衝が組換酵素特有の現象でないことを示している 。

XCELは、 1ml1の濃度のG2-pNPをほかの 2つのキシラナーゼと比較して非常に速

い速度で切断するが、そのV"'，"(，直は必ずしも大きくなかった.XASPのV"ox(i[は

XCELの値よりもむしろ大きく計算ーされた。この事実はXCELの観測される強いG2-

pNP切断活性は小さいしによるものであることを示している。 XCELのしはXSTR，

XASPの{直と比較して 2桁小さく計算された。

X 2 -pN Pに対する Km(1直を比較すると、 XCELの値はXSTR， XASPの値に上ヒパて l桁小

さい数値を示した.しかしながらこれら 3者のキシランに対するしは近似した値

(0. 06~ 0.13%)を示した。また、XCELG)X2 -pNPとGX -pN Pに対する Kmを比較すると

GX-pN Pに対する値の方が小さかった。この結果はXSTR，XASPとは異なっていた。

これらの結果はXCELの強いG2-pNP切断活性の機燐を推定するための有用な情報と

なる。そこで、これらの結果を説明するために Fig. 3-12に示したサブサイトを仮

定した.

サブサイト lは切断位置の泣元末端1mのサイトである。 XCELのサブサイト lは、

アリル去に対して強い縦府Ittを持つ。 XSTR.XASPのサブサイト lはアリル義を受

け入 れることは可能であるがXCELほどは親和性が強くない.これはキシランに対

する親和性が近いにも関わらず、 X ， - pNPに対する K..ÚI立が大きく-8~なることから推

定される。 XCELは、キシランは切断するもののセロオリゴ隙あるいはセルロース

を全く切断しないことから、 XCELのサブサイト 1 はキシロシル，J;~ を受け入れるこ

とができるがゲルコシル基を受け入れることができないことを示している。 XCEL

はキシロトリオースを非常に退くしか切断しないため、 XCELのサブサイト lのキ

シロシル基に対する鋭利性は、アリル基に対する籾，ftl性よりも小さいと考えられ

る。

サフサイト 2は切断{屯位の非泣元末端(J1IIのサイトである。 G2-pNPとGX-pNPに対

するK"，他を比絞すると、 XCEL，XSTR， XASP 3者一のガブサイト 2はキシロシル基の

1'¥わりにグルコシル1fーを受け入れることができるがお』利性は小さいことが惟定さ

れる。

サブサイト 3は切断位i泣から 一つJドi立元末端得 りのサイトである。ト-pNPとGX-

pNPに対する K，，(I((の比絞から、 XSTR. XASPのサブサイト 3はグルコシル基よりもキ

シロシル.J.~に対してよリ jくさい規約1ft を示すと与えられる。しかしながら XCRLは
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GX・pNPに対するしがK2 -pN Pに対するK"，よりも小さな値を示すため、 XCELのサブサ

イト 3の緩和性はむしろグルコシル基の方に強いことが示唆される。

ことまでの結果を総合すると、サブサイト lのアリル基に対する強い緩和性と

サブサイト 3のグルコシル基に対する強い親和性のためにXC[Lはむ-pNPに対して

小さなKmfi直を示すと考えられる。 G"-pN P分解活性測定の実験は通常 1 m~l程度の波

度で行われることが多い。XCELのG2-pNHこ対する KmはO.51 m~であり、 1 m!:[より十

分小さな値である。これがXCELがれーpNPに対して強い活性を示した理由であると

考えられる。 XSTR.XASPのKmは1mMよりもはるかに大きく、 G1-pNPの浴用車度より

もむしろ大きな数値を示した。このため、 XSTRとXASPのGγpNP切断活性は小さな

1直として観測される。

XCELの基，'el特異性は XynZに類似している。 XynZは、G2-pNPとX2 -pN Pをそれぞれ

13.t U/mg. 340 U/mgの速度で切断するが、セロオリゴ慨を切断する活性はないと

報告されている 139)(1しかしながら XynZのこれらの基質に対する Km値は報告され

ていないためXCELとの厳密な比較はできない ω 近年 CellulomonasfimI由来の E.

coliによる組換酵素CexがG2-pNPおよびXz-pNPの向者ーを切断すると報告されている

は o> 本間宇ぷはキシラナーセ'活性を j';'fった、エキソ型の s-.[，4-ゲルカナーゼとし

て最初jに報告された日引。 Cexは、 XCELと似たKmおよび触媒効率(ko/Km)を示す

(G
2
-pNP. Kmニ O.80 m~ ， ko/K" = 4.9 X l03 S 四 I~I - t; X2-pNP. K同=O. 13 m~ ， 

ko / Km二 2.4.Xl05 S-I~1 - 1)'48>. しかしながら CexはXCEL.XynZとは異なり、カル

ボキシメチルセルロースを切断する活性を持っと報告されている 1<'18， I
I

I 9) 

本研究で得られた結来はキシラナーゼにはX2-pNP，GX-pNPに対する作用性の遠

いにより二絡ま民の担イプに分煩できる可能性をff， 1唆している。すなわち 、これら

の基一質をキシランと!日l程 j史以上に分骨平するもの (XCH.XSTll. XASP)，およびあま

リ分解しないもの(XllOB)の二組郊である。首Ij:者はG2-pNPを分 断'す るが後者はしな

い。 j誌近Gi 1 kcsらは s l，4-ゲリ力ナーゼ(セルラーゼとキシラナーゼ)をそのア

ミノ隊配ダ11の疎水位クラスタ一分析 150}により 9つの族に分航した 151)その分

茸lによればほとんどのキシラナーゼは、 Fあるいは G族に分mされる t51)。この
族問の俳ぷ化学的nn の関係は ~!I床の待たれるところである。今回の研究に FIJ い

た4符iのキシラナーゼはアミノ椴両日111が匁lられていないため、今回の分類と Gi I 

kesらの分矧 1~い とを 1121妥比較することはできない。しかしながら G" pNPを切断す
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ると報告されている組換キシラナーゼは、すべて F族に属している 1.37-139.t吋 -

¥541 .， G族の酵素のX，-pNPに対してのIiliい活性あるいはG1- p~ Pの切断は現在まで

全〈報告されていない。今回の研究により発見されたキシラナーゼの基質に対す

る作用による分類はアミノ数百己911による分鎖と一致する可能性がある。この点に

関しては今後の研究が待たれる。

今回の研究において、使用したすパてのキシラナーゼがX2-pNPを切断した。ま

た現在までにX2-pNPを切断しないと報告されているキシラナーゼはない.この事

笑は、すべてのキシラナーゼ活性がX2-pNPをmいて検出可能であることを示唆し

ている。ほとんどの場合キシラナーゼ活性はキシランを器質として nlU定される a

しかしながら、異るJるキシラン様品を用いて dl1l定したキシラナーゼ活性は、キシ

ランの組成がその起源，調製法. ロットによってばらつきがあるために互いに比

較することが難しい。またキシランは不溶性ボリマーであるために反応は不法J一

系で行うことになり、また反応速度解析が非常に行い難いことになる。そのため

篠定した構造を持つ水溶性低分子のキシラナーゼ活性illllA JTi 基質の1)月発はキシラ

ナーゼ研究のために主要な立l味を持つことにも:る。 今回の研究でX2-pNPがこの目

的に合致する法'i'{であることが判明した。 i陸続する pNP 0) 1止はアルカリ条件下分光

光度号|を月1いて、簡便かつ高感度にiWI定することができる。この場合反応が均一

系で行われるため、反応速度論的解析も年半易である。本研究の結楽に基づき若者

は比較を容易かつ終実にするために、キシラナーゼ活性i1¥IJ定はキシランを基質と

して測定するとともに X1 -p~ pを器質としたときの速度パラメー担のi1¥11Y主を併せて

行うハきであることを提案する。
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m -6. 愛がJ

セロピオースホスホリラーヒを合んだが('1J¥.ii，r io g i !，'us色体をmいたゲルコシ
， キシロース((j X )の合成法{ーついて怜射した s 日常似をアセトン処喝した t2

E二エ 9 )ールr1lll¥~ h匝すことによリ‘lU己しているホスホヲルコムヲーゼh首位を泡

裂がj に f.'!".l~ することができた.アセトン ー エ担ノール処t華街{本を回定!ヒセロピオ

ースホス;t;リラーセ'としてIIIいるど、r. 1 Pとキシロースから60::;の変f注総でCiX

b'生成した.十li¥'1.1.足カラムをmいて iX を t社員住し ~dl決定を行った. (1干潟分ffl.

メチル化分析. i'J¥fHIASS. 111 X刊R. t - C ~ NMRゐ:どの方法によリr; x の 1持組を~ . ()・H

o gIIlCOI)yranosyl-D・χyloseと決定した. G X (立セロピフfース i::;¥， シロピオースの

中IUI((.) i伐材，rl'i であり、 i の ~H'('1もIILj'r.の広I.IHI的なものであった.

スクロー λ をJ!a~'・4 とレた 1: ロピオ ・ λ の(ì I~占訟を検討した.スヤロースに角"1T草

î~ のリン荷量の ú(正ドスクロース ;1: ス*リラー t. キシロースイソメラーゼ. セロ

ピ才一スlJ;ス，I'リラー'lfのそ併設;を["r0寺ん作}lJさせることによリセロピ~ースを

・役的で合成することがで占 I九七ロピ;;1'-スの反応収不1:176;であっと. i，~ I'f.I~ 

カラムをnい、てヒロピ;1ースを4'Iiして H 終的に4.2%の~j(ボで UiAhセロピ万ースを

ねた. i"1. î4のスクロ ー λ h(~1i: !ヨであり似再4がぬいこともQ!認できたたの、ぶ hU; 

li L 1.tr.Jなセロピオース'1:.j益法に tlぃ、ることが itlfj危であると J5-えられる.

スクロースをIr.¥.ftとしたうミナリピ;;1'-スの合成訟を検討した. スクロース t

触3賢治のリン併のイ!{t， r:スヲロ-'1..ホスホリラーゼ.キシロースイソメ勺 -i!.
ラミナリピコfースホスホリラー-tiの.τM然を同町干にl乍rnさせることによりヲミ寸

リピオ ~ ス長 lを f杭で ~I，'i. ~j ・ '" ~二とができた.ラミナリピオースの bt. 氏;~草木 1<1 55%

であり、 J1%のモ I~al(がてaラミナリトリオースがi.JtJ'1=. flx.した.セロピオ [ ス(ì l~川

仁はみ内れなかっ t':.-: rJI ())生成IJ:!W，~;の特別性の必いによると J5・えら Jした. '1ュJJx.

したうミナリビオ ー スモ 11lOlして tli. N月日で1符治を隊長思しI二a
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ラミナリピオースホスホリラーゼと同 一 1 .3 ~ オリ ゴゲルカンホスホリラーゼを含

んだ Euglenagracilis Z菌体抽出液を触媒として GートPとゲルコースから径々の平

淘重合皮を持ったラミナリオリゴ糖混合物を合成した。 G ~ l-Pとグルコースの布IJì震

度比を変化させることにより合成されるラミナリ才リコ糖の平淘重合皮が変化し

た. G寸 -p/ゲルコースが Lの場合僚組成は重合度 1~ 9であり平均重合度は1.8

であったが、この比が 20の場合は重合度 2-1 4であリ平均IB:合皮は8.4であっ

た。本方法によれば従来得ることの難しい 10総以Jのラミナリオリコ相官を合成

することも可能であった。

セロピオースホスホリラーゼを用いて合成した GXを利用してキシラナーゼの

反応解析を 1=rった。 C. gi Ivusのキシラナーゼはキシランの他に G2-pNPを加水分解

することが知られていた。 X2-pNPとGX-pNPを合成し、 G2-pNPとともに 4樋野Iのキ

シラナーゼに対する作用を調べた。その給袋、 C.gi lvusキシラナーゼの強いC2 

pNP切断活性は、低い Kmのために観測されることがわかった。 Kmの低い理由を切断

位置の還元末端飢I1サブサイトのアリルぷに対する税，f11性および切断位置の一つ非

還元末端よリのサブサイトのゲルコースに対する鋭利性が高いためであると推定

した。またキシラナーゼは )(2 pNP. GX pNPに対する反応性の進いから二つに分野iで

きる可能性が示された。本研究による分煩法とアミノ椴配ヂI1による分鉱l法にi刻し

ての考察を行った。
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W 結論

本研究ではニ糖類加リン自主分解酵繁について、番手2震を精製して性質を調べるこ

とにより醇素反応機構に対する考察を行うとともにその新規な利用法を開発する

ことを目{内とした。

二事書類加リン酸分解酵素の精製と性質に関しては以下のよ うな知見が得られた。

Ccllvibrio gilvusのセロピオースホスホリラーゼを精製し、 E手素化学的諸性質

を明らかにしたけ引。反応速度論的解析によりセロピオースホスホリラーゼの反

応機構を orderedbi bi機構と決定した.また逆反応におけるアクセ プターの基質

特異性を明らかにした 1'36)。アクセプ担一分子のアノマー特異性を疑似:怖を用い

ることにより m析し、 日一アノマーを特異的に認識していることを証明した1.5円。
逆反応におけるグルコースによる基質|但~:現象を解析し、 4古抗基質阻害であると

の結論を得た1.S印。

euglcna graci I is Zのllij，j， ft!1出液よリラミナリピオースホスホリラーゼを精製

し、苦手 J~ 化学的諸性質を明らかにした 15 d) 0 その結果等1'11点のわずかに異なる 3

つの静茶宣言白カ'i1{Eすることが判明した。これらの蛍白はゲル泌過. SDS-PAGEで

は全く区日11できず、抗体を用いた免疫的な方法でも区日11することができなかった。

またぷ質特典性などにもほとんど漢は見られなかった。 f也の f. gracilis伝l株のラ

ミナリビオースホスホリラーゼはこのような多型性は示さなかった。反応i幾備は

o['dered bi bi機構であると決定された。アクセプ担ーとしてグルコース以外に各

種の Bー グルコシドを利用することを!明らかにした。逆反応における搭抗基質阻

害現象がみられ、セロピオースホスホリラーゼの反応解析で丹lいたモデルを使用

することによリこのJJ!.ft.t.を説明することができた。

本研究により 5鶴瓶の二糖J¥l'i加1リン倣分解両手Jf， のうち 4純mまでその反応機怖
が解明された.反応機株と反応iiij後のアノマ一反転のイI倣に密接な関係があり、

アノマ一保持 j位の併ぷは plngpong機椛. アノマー反4岳地の解;認はsequcnLial機併

により反応が起きていることが示唆された。 二糖知加1リン酸分解隣素と JJ[1JK分解

鮮誕の反応i幾併についてのJf祭を行い、fI!Ij.，哲のアノマ一反転の有無と反応機tlltと
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の関係が似て いるこ とを指摘した。

二糖類加リン酸分解酵素の利用に関しては以下のような知見が得られた。

c. gi lvusの115養菌体から抽出すること無しにセロピオースホスホリラーゼを利

用する方法を確立し、その処理菌{本を用いたゲルコシルキシロース(G X) の合

成法を確立した 目的 a 合成された GXはセロビオースとキシロピオースとの中間

的な構造であった.

セロピオースホスホリラーゼ，キシロースイソメラーゼ，スクロースホスホリ

ラーゼの反応を組み合わせて行うことによるスクロースからの一段階のセロビオ

ース合成法を開発した 1(0)。この方法を用いればスヴロースから 75%の収率でセロ

ピオースを合成する之とができることを笑証した.

ラミナリピオースホスホリラーセ‘.キシロースイソメラーゼ句スクロースホス

ホリラーゼの反応を組み合わせて行うことによるスクロースからの 一段階のラミ

ナリビオース合成法を開発した 16I} この場合セロビオース合成の場合と異なり

隊素の特異性の問題からラミナリトリオースが刷生成した。この方法によりスク

ロースからが~ 55%の収率でラミナリ ビオースを合成することができることを実証し

た。

ラミナリピオースホスホリラーゼと日 一1.3-オリゴグルカンホスホリラーゼを

含んだ 11'.gracilis Z菌体持l出液を触媒として、ゲルコースとグルコース ー 1ー リ

ン酸からさまざまな平勾重合 j交を持ったラミナリオリゴii!i混合物を合成する ;j法

を開発した 162:)1)平均車合皮は基質のfJJwl濃度比を変化させることにより 11ii11mJで

きた。

キシロビオースおよびセロピオースホスホリラーゼを本IJl'Iiして合成した GXの

pニトロフェニル誘導体を合成し、これらをmいて c.g i I VUsの p-ニトロフエニル
セロピオシドを切断するキシラナーゼおよび他の 3絡のキシラナーゼの」長官I認識

機構の解析を行った 16.3}1) Ll純の待ぷの法'I'i認識機怖をサプサイトモデルを !IJい

て批定するとともに、 これらのグリコシドのキシラナーゼ必伐としての有!TJ11:を

証明した。

以 lニのよ うにみ;研究によリ 二縦覧ii加リン微分解両手ぷの性質および利用について
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多くの新たな知見が得られた a 本研究の成果を基にして、今後の二糖類加リン酸

分解酵素に関する研究は次のような課題が残されていると考えられる.

酵素の精製と性質に関して、唯一群素化学的性質および反応機構の解明されて

い伝いトレハロースホスホリラーゼに関する研究が必奨である.また二糖類加リ

ン霊堂分解苦手素のうち、遺伝子がクローニングされアミノ駁配列が調べられた務素

はスクロースホスホリラーゼ 1~. 22)のみである。他の酵素についての遺伝子クロ

ーニンゲを行いアミノ倣配列を調べることがニ糖類11日リン酸分解隊繁の酔素化学

的性質を調パる上で今後の重要な研究テーマとして残されている。また本研究に

おいて二糖類加リン駿分解酵素が各感のオリゴ粧の工業的合成に fltlして有用な傍:

素であることが示された。今後は酵素の大量生産についての研究(民護条件検討

あるいはilt伝子操作法)が二糖努iJmリン酸分解酵素の工業的利用を凶る上で重要

な諜題となる。

今後のニ瀦類机lリン質量分解酵素の研究の発展を期待しつつ木研究の結びとする。
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