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希少糖生産の新たな展開

森本　兼司

　我 々 の 研究室では，天然 に微量 に しか存在しない 単糖

お よび その 誘導糖を ［希少糖」 と定義し，天然 に 多く存

在す る単糖，D 一グル コ
ース ・D 一フ ラ ク ト

ースなどか ら微

生物反応，あ る い は微生物が 産出す る酵素を利用 して 希

少糖を生産する技術を確立して きた ．希少糖は量こ そ微

量 で はある が，その種類は多く，核とな る単糖だけで も

50 種以上 に も及ぶ ．近年注目を浴び て い る キ シ リトール

もその 範疇に 入 る．我 々 は，希少糖に関する研究を長年

積み 重ね，それ らの うち炭素数 4，5，6 で 修飾基 の な い

単糖の 体系化に成功し，自然界に大量 に存在する天然型

学糖 を希少糖 に 変換す る 新規酵素 の発見か ら，上記 の単

糖 （ア ル ド
ー

ス，ケ ト
ー

ス お よび糖 アル コ ール ） の 生産

戦略 lzunloringを構築した （図1）1〕、なお 図 1は炭素数6

の ヘ キソ
ース を示 して い る，それ を設計図 と して，各種

の 希少糖 の 大量生産技術 の 開発が 進 ん で い る，特 に ヘ キ

ソー
ス はすべ て の生産が進ん で お り、そ れ らの うち，　

・

部は，食品，医薬 品，植物の 分野 に お い て さ まざ ま な生

理活性機能がある こ とが明らか に なっ て きて い る．（詳細

は本特集の他の 記事を参照された い ．）本稿で は希少糖生

産に お ける 基幹酵素D 一タ ガ ト
ー

ス B一エ ピ メ ラーゼ （D
「
11E）

の X 線構造解析の結果 　また同酵素を利用 した新規希少

糖生産 の 展開 に つ い て解説す る．

基幹酵素DTE

　全希少 ヘ キソース の 生産が可能 にな っ た の は，基幹酵

素Pseudomonas 　cichorii 　STニ24株由来 の DTE の 発見とその

基質特異性 の低さ （広 さ）に 負うと こ ろが大き い
2，・a）．こ

の 酵素 は名称が示 すように D 一タ ガ ト
ー

ス に 対 して 最 も高

い親和性を示 し，D 一ソ ル ボース に変換する，平衡は D ・タ

ガ トース ：D 一ソ ル ボース ； 3 ：7で あ り，ま た 幸い に して

本酵素は D 一フ ラ ク トース ：D 一プ シ コ ース 間，レ タガ トー

ス lL 一ソ ル ボース 間，　 Ir フ ラク トース ：L一プ シ コ ース間

に も作用す る こ とがわか っ た S〕，本酵素 と化学 的水素添

加，酢酸菌 に よ る微生物還元 に よ っ て安価な D 一フ ラク

ト
ー

ス か らす べ て の ケ トヘ キソ
ー

ス ，ヘ キ シ ト
ー

ル の 生

産が可能 とな っ た．そしてケ トヘ キソ
ー

ス か ら各種 イソ

メ ラ
ーゼ に よ っ て すべ て の ア ル ドヘ キ

ー
ス の 生産 が 可能

とな っ た 1｝．

　最近，我 々 は DTE の X 線結晶構造解析 に 成功 し，その

反応機構 と基質特異性の低さ を明 らかに した 4〕．1）TE ，

お よ び D ・タ ガ トース，ま た は D 一フ ル ク ト
ー

ス との 酵素一

基質複合体の結晶構造をそれ ぞれ 1．79，2．28，2．06A 分

解能 に て 決定 した．DTE は llの α
一ヘ リッ ク ス と8 つ の β一

ス トラン ドか らな り，サブ ユ ニ ッ トは （β1α ）liバ レ ル構

造 を取 り，その 活性部位 に は Mn2 ＋
イ オ ン （図 2青丸）が

見 られ，DTE は安定 した二 量体を形成 して い る こ とを明

らか に した．図2に D ・タガ トース お よび D一フ ル ク ト
ー

ス

をそれぞれ基質として ソ
ー

キ ン グした構造 を示 した，D 一

タガ ト
ー

ス，D一フ ラク ト
ー

ス ともに 02 ，03 は適切な共

通 の ア ミノ酸とそれ ぞれ水素結合しホ ール ドされて い る

（図 2破線）．01 は D ・タ ガ ト
ース の場合，D 一フ ラ ク ト

ース

の場合とは異な る ア ミノ酸 と水素結合して い る．一方で，

04，05，06 と DTE の 間に は水素結合がな く，　 Phe7，

Trpl5 ，1Tpl13 ，　 Phe248 に よ っ て疎水的なポ ケ ッ トが

形成 され，その結果G4 位，　 G5 位，　 C6 位が非常に 自由度

の高い 構造を取 り得る こ とが わ か っ た．すなわ ち DTE の

基質とな りうる単糖は，図 3 に 示 した ように C4 位，　 C5

位，G6 位は水素基，水酸基 の 向 きは関係 な く C1 位 が

CH20H 基，　 C2 位がケ ト基，　C3 位が水素基 および水酸基

か ら構成 され て い る こ とが重要 で あ る とい うこ とが推測

された，DTE の 反応機構は，基質の C3 −03 が 2 つ の グル

タ ミン 酸 （Glul52 お よび Glu246）のカ ル ボニ ル 基の問

に 位置し，G3 位で の 脱プ ロ トン 化1プ ロ トン 化機構で あ

る こ とが示 された
4〕，

　また DTE の 五炭糖に対す る基質特異性を検討した結

果，DTE は D 一キ シ ル ロ
ー

ス ：D 一リブ ロ
ース間，お よび L・

キ シ ル ロ
ー

ス ： L一リブ ロ ー
ス 間 も触媒す る こ とが明 ら か

とな っ た 3）．この こ とも含め て考察する と DTE は C6 位

の存在に 関係な く触媒が 可能で あ りC1 位，　 G2 位，　 G3 位

の ホール ドが活性に 重要で あ る こ とがわか っ た．

希少糖誘導体 に対する DTE の 反応性

　DTE は，非常 に幅広 い 基質特異性 を有 して い る こ とか

らさまざ まな希少糖誘導体に作用 す るか どうか検討 し

た．

　4・C・メ チ ル化糖の エ ビ化　　天然 に は存在 しない 有機

合成法で得 られた C4 位が メ チ ル 化 された五炭糖で あ る，

4−C一メチル ーD一リブロ ース ：4−c一メチ ル ・D一キシ ル ロ ース

著者紹介　香川大学希少糖研究 セ ン ター （助教）　E−mai 旦；rnoTimoto ＠ ag ．kagawa−u 、ac ．jp

428 生物 工 学　第86巻

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

希少糖研究へ の挑戦と期待
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図 1．希少糖 牛席戦 略地 図　 イズ モ リン グ

図 2．DTE 一基 質複 合体モ デ ル ．　 A ） D一タガ トース ．　 B｝ b一フ ラク トース ．赤丸，水分子 ；青丸．　 MIIL，＋ イオ ン．

間，お よび 4−C一メ チル ーL一リプ ロ ース ：4−C一メ チル ーL一キ

シ ル ロ ース 問 に お い て DTE が反応 す る こ とが 確認 さ れ

（図4），それ ぞれの 平衡比 は，D 体，1、体 ともに 4−c一メ チ

ル ーリブ ロ ース ：4−C 一メ チ ル ーキ シ ル ロ ー
ス 問は お よそ

30 ：70であ っ た
s｝．こ の 平衡比 は未修飾の ベ ン ト

ー
ス の

もの と
一

致 して い る こ とか ら，C4 位が メ チル 基 に 置換 さ

れ て い る もの で も DTE は影響さ れ る こ と な く触媒する

こ とが可能 で あ る こ とが わ か っ た．

　6一デオキシ
ー
ケ トヘ キ ソ

ー
ス の エ ビ化　　6 位 が デオ

キシ 化 されたヘ キ ソー
ス の うち 最 も天然 に 豊富 に 存在す

るL一ラム ノース か ら L一ラ ム ノ
ース イ ソ メ ラ

ーゼ に よりL一

ラム ニ ュ ロ ース を，さ ら に これ を基質に DTE を作用 させ
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，111／／1／：≧轟蕩 鍔 ．i≡／／／　　　　 t／ttttt、t／／
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図 4．4−C一メ チル 化 糖 の エ ビ化
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図 5，1一デ オキ シ ーL一ブ シ コ
ー

ス、6一デオ キ シ ーL一プ シ コ
ー

ス の 合

成，L −Rhl ，　 L一ラム ノ
ース イ ソメ ラーゼ ；CR ，　 cheinic ：al　rcducti （m ；

DTE ，　 D一タ ガ ト
ー

ス 3一エ ピ メ ラ
ー

ゼ ；MR ，　 mi ⊂ robia ］　redUction ．

る こ とに より 6一デオキシ ーL 一プ シ コ ース を得る こ とに成

功した
6〕．その 平衡比は L一ラム ニ ュ ロ

ー
ス ：6一デオキ シ ー

L一プシ コ ー
ス が 80 ：20 であ り L一フ ラク ト

ー
ス ：L一プ シ

コ
ー

ス 間の それ と
一致して い た （図 5），また L一ラ ム ノ

ー

ス に 続 い て 多く存在す る レ フ コ ー
ス か らも D一アラ ビ ノ

ー

ス イ ソ メ ラーゼ に よ り 6一デオキ シ ーL一タ ガ ト
ー

ス を経て

DTE に よ り 6一デ オ キ シ ーL一ソ ル ボース を得る こ と に も

成功 しt：　71．以 Eの こ とか ら他の 6一デ オ キ シ
ー
ケ トヘ キ

ソース へ の 応用 も 冂∫能で ある と考えられ る．

，ttt、い、tt曽  、t／t．tttt　ミ’ミ…瞬：乙：

　1・デオキシ
ー
ケ トヘ キ ソ

ー
ス の エ ビ化　　L一ラ ム ノ

ー

ス を水素添加法によ り化学的 に還元 して L一ラム ニ ト
ール

を得て ，さ ら に Enterobacter　aerogenes 　IK7 株に よ り微生物

酸化に よ っ て 1一デオ キ シ ーL一フ ラ ク ト
ース を得る こ とに

成功 し，さ ら に DTE を作用 させ る こ とに よ っ て 1一デオ キ

シ ーL一プ シ コ ース を得る こ とに も成功 した （図 5） 8｝．こ

の こ と は DTE の 結晶構造解析の結果か ら は 予想で き な

か っ た結果で あり，DTE は，1位が メチル基で あっ て も

認識 触媒が可能で ある こ とに我 々 は非常に驚い た．先

に述べ た よ うに DTE は D 一フ ラ ク ト
ース と D ・タ ガ ト

ース

の 場合とで は，基質の Ol とDTE との 水素結合 の形態が

違 っ て い る こ とか ら，Ol の 構造 は必須 でな く，　 C2 位 と

C3 位 の構造が非常に 重要であ る こ とが考え られた．

今後 の 展開

　希少糖生産に お け る基幹酵素 DTE はケ トヘ キ ソー
ス

の G3 位をエ ビ化す る酵素 として見い だされたが，さまざ

ま な ケ トース に も反応す る こ とが これ ま で の 研究 で 明 ら

か にな っ て きた，G6 位が メチル化された ケ ト
ース や C4

位に メ チ ル 基が 修飾さ れ て い る ケ トース に も作用す る こ

とか ら，先に述べ た よ うに DTE の活性中心 内の疎水性ボ

ケ ッ トに 某質が影響する こ とな く入 り込 む こ と が 可能な

構造であればどの ような基 質で も反応する こ とが で き る

と推測 して い る．こ の こ とは，DTE に よ っ て さまざまな

ケ ト
ー

ス の G3 位 の エ ビ化が ほぼ自由にできる こ とを意

味する．4−C 一メチ ル 化糖 の ように 有機 合成 した単糖を酵

素的に エ ビ化す る こ と，すなわち有機化学的手法 と酵素

化学的手法 との 融合 に よ っ て次 々 と新規 の 単糖を産み出

すこ とが で き，それら が どの ような生理活性作用を有し

て い る か を明らか にする こ とに よっ て ，今後新たな糖生

命科学 （ラ イ フ サ イエ ン ス）の創出が期待さ れ る．

　上記研究 は．オ ッ ク ス フ ォ
ー

ド大学の ジ ョ
ー

ジ ・フ リ
ー

ト教 授

との 共 同研究 お よび 文部 科学省 「知 的ク ラス タ
ー
創成 事業 …、農

林水産 省生 物系 特定 産業技 術 研究 攴援 セ ン ター「新 技術 ・新分野

創 出の ため の 基礎 研 究推 進事業 1 の サ ポートに よ り実施 され た．
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