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　　・
・ 憲1嬲蔑

ン異齔 に よる ゜1剛 ゴキ トサ ン創製

　　　　　　　　O 眞鍋史乃，伊藤幸成

【目的】ア ミノ ピラノ シ ドの 2 位ア ミノ 基 と3 位水酸基 をカーバ メート基で 保護すると、弱い 酸性条件で β
一
グリコ シ ドが α

一グリコ シ ド
へ と異性化するこ とを見出 して い る。本異性化反応 を新規糖鎖創製へ の 応用の 端緒を拓くするこ とを目的とする。キ トサ ン テ トラ マ ーに

2，3−transカー
バ メ

ー
ト基 を導入 し、ル イス 酸処理 を行うこ とに よ り、既存の β

一
グリコ シ ド結合を変換 し、新規 01s キ トサ ンオ リゴマ

ーを創製する 。

【方法】化学合成 したキ トサ ンテ トラ マ
ー

に 准ア セ チ丿レ 2，3−　transカーバ メ
ー

ト基を導入 し、2 当量の BF3・OEt2処 理を行 っ た。
【結果】4 つ のア ノマ ー位の立体化学が一

挙に変換され、1，2−cis 結合したグル コ サミンテ トラマ
ー
が収率 83％で創製で きた。本異性

化反応によ り、複数の既 存の グリコ シ ド結合の 立体化学 を
一
挙に変換するこ とが可能となるこ とを示 した。

　　　　　　　　ボス ホ リラ
ーゼを用い た 1，2一β一グル コ オ リゴ糖 調製 と 1，2一β一グル カ ン大量合成
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【目的】ボス ホリラ
ーゼは、厳密な基質特異性と反応の可 逆性か らオ リt 糖の 合成に有用とされる。 近年、我々 は 1，2一βグルカンに作

用する新規酵素 1，2一β一オ リゴグル カ ンホ スホ リラーゼ （OGP）を発見 した。 本研究で は OGPを用 いた 1，2一β一グル コ オ リゴ糖の調製及び
1，2一β一グル カンの大 量合成 を行っ た 。

【方法、結果】高濃度の OGPを用いてグル コ
ー

ス と α
一グル コ

ー
ス
ー1一リン酸（GIP）を反応させ ると、反応初期にポ リマ

ーが生成 し、長時

間反応 ではポリマ ーが減少 して オ リゴ糖 が蓄積 した。この 反応 を利用 して、グル コ
ー

ス 0．25M 、　GIPO．5M、　OGP　O，2   ／吐 を含む 20吐

の反応液で酵素反応を 14日間行い、熱処 理、電気透析、ゲル ろ過 クロ マ トグラフ ィ
ー

に よ りオリゴ糖を精製 した。その 結 果、2糖か ら 5
糖の 1，2一β

一
グル コ オ リゴ糖をそれ ぞれ 98  、120  、100  、36   得た。1，2一β一グル カ ン は、安価 なス ク ロース とグル コ

ー
ス を出

発材料とした、スク ロ ー
ス ホス ホ リラーゼ （SP）と OGPに よるワ ンポッ ト反応に より合成 した。グル コ

ー
ス 0．5M 、スク ロ ー

ス 1．OM、リ

ン酸ナ トリウム 100醐 、SPと OGPの 濃度ヒ廨 1：4の 条件で 2L の ワ ンポッ ト反応 を 12日間行 っ たとこ ろ、1，2一β一グル カ ンはグル コ ー
ス 換算濃度で 0．8M 以上 蓄積 した 。 反応液の一

部の除タンパ ク質、酵母処理後、1，2−・β一グル カンをエ タノールによ り沈殿 させた。沈殿
物の⊇秉結乾燥によ り、167gの精製 1，2一β一グル カ ンを得た。
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【目的】〃 steria 　innocコtla 由来の Lin1840タンパク質は糖加 水分解酵素フ ァ ミ リー3（GH3＞に属する遺伝子と同
一

クラス タ
ー

内に存在す
る遺伝 子 が新規ホス ホ リラ

ーゼ、1，2一β
一
オ リゴグルカ ン ボス ホ リラ

ー
ゼ （OGP）をコ

ードす る こ とが近年明 らか に なっ た。その た め、
Lin18deタンパ ク質は β

一1，2一グル カン の代謝に関与するβ
一
グルコ シダーゼと推測 され るが、その機能と構造は未解明で ある。そこで、

Lin1840タンパ ク質の機能解析と構造解析を行っ た。
【方法 ・結果】大腸菌を用い 組み 換え Lin1840タンパ ク質 ain1840r＞を生産 した。本酵素の pNP糖に対する特異性を検討 したとこ ろ、pNFL
β
一Glcのみに活性を示 したこ とか らLin1840rはβ

一
グル コ シダ

ー
ゼで あるこ とが示 された。また、β結合を持つ グル コ 2糖に 対す る本

酵素の 活性 を調べ た とこ ろ、ソホ ロ
ー

ス とラ ミナ リビオース に対 して高い活 性を示 し、セ ロ ビオ
ー

ス とゲンチオ ビオ
ー

ス に対 しては全く

活性を示 さなか っ た 。 次に、構造機能相関を明 らかにするため に Lin1840rの X線結晶構造解析を行っ た。　Lin1840rは2量体であり、隣
の サ ブユ ニ ッ トの 活性中心へ と伸びる特徴的なループ a568−F598）を有 して い た。大麦由来 （柵 酵素とセ ロ ビオ

ー
ス 複合体構造との 比較

か ら、Lin1840rの サブサイ ト＋1を形成するR572がセ ロ ビオースの C6の立体障害となる位置に存在 して い た 。 現在、　Lin1840rとβ結合
を持つ グル コ 2糖との 複合体構造を解析中で ある。
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ーゼの 同定
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【目的】1，2一β一グル カン は一部の グラム 陰性菌が分泌する環 状糖として知 られて お り、宿主 との 共生 ・宿主免疫系からの回避などに重

要 と され る。一方、1，2一β一グル カ ン分解酵素に関 しては基質 の入手が 容易で ないた めに、い くつ かの 菌で 活性の 報告が あるのみ である 。

本研究で は 、 演者らが 大量合成 した直鎖状 1，2一β
一
グルカ ンを用い、活性既知 のグラ厶陰性細菌 thitirmaguarvensicoleか ら 1，2一β一

グル カナーゼの単 離同定を試みた。
【方法・結果 】Oarvenslcolaを 1，2一β一グル カ ン を唯

一
の 炭素源 と して培養 し、細胞抽出液を得た 。 この細胞抽出液から 1，2一β一グル

カナーゼをDEAE一セフ ァ ロ ー
ス、ハ イ ドロキシアパタイ ト、ゲル ろ過 クロ マ トグラ フ ィ

ー
に よ り精製 した。精製酵素をSDSPAGE に供 し、

ゲル 内消化 を行 い、LC僞 ！慵 に よ り分析 した。得られた 結果か ら de　novo シークエ ン シン グに より内部配列を構築し、ゲノム既知の近

縁種 thiti）xPtaga 　pinenslsに対 して BLASTに よる相同性検索を行 っ た。最上位に ヒッ トした遺伝子（鋤 は既知 の糖加水分解酵素とは

相同性の ない新規ア ミノ酸配 列をコ
ードして い た。sa を大 腸菌 BL21（DE3）を宿主 と して発現させ 、組換えタンパ ク質を調製した 。 この

タ ンパ ク質と 1，2一β一グル カン を反応させ たところ、1，2一β一・グルカ ンが分解 され 1，2一β一グル コ オリゴ糖が生成された。こ の こ とか ら、
鐙 は 1，2一β一グル カナーゼ遺伝子で あるこ とが明 らか とな っ た。
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