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【目的】新た に±壌か ら単離 した ！垂漁 励 α伽 rg 妨 の？繍 A19 株 由来の 環状
四 糖生 成に 関与する 6一α 一glucosyltransferase　（6GD と α

一isomaltosyltrans −
ferase（IMT ）の 両酵素遺伝子 をク ロ

ーニン グ し塩基配 列 を決 定す る こ と、
【方 法 】A 且9 株 の 染色 体 DNA を鋳型 と し、6GT の 部分 ア ミ ノ酸配列に 基
づ い て 合成 した ブ ライ マ

ー
を用 い て PCR を行い 、6GT の

．．
部 を含む 0．5kb

DNA をク ロ
ーニン グ し た。コロ ニ

ー
ハ イブ リダイゼ ー

シ ョ ン を行い 、9．5kb
と6．5kb の 陽性 ク ロ

ー
ン をそれぞれ得 た．

【結果 】決定 した DNA 配列には、　SGT 遺伝子 に隣接 して 配置する IMT 遺

伝子が 含ま れて い た。6GT は 分泌 シ グナ ル 36 残基 を含む 965 ア ミ ノ酸残

基 （103，91SDa ）、　 IMT は 分泌シ グナル 49 残基を含 む 1，121 ア ミノ酸残基

（121，S85Da）で あ っ た。ア ミ ノ酸配列は ，B翻 1齠 gJθ鋤 oJ7“ Cll 株由来酵素
の 配列 D に 対 して 21、5901823aa（6GT ），17．9％1し096aa（IMT ）の 相同 性 を示

し、α
一
glu〔osidas ．e　family 　II の 2 つ の 共通配列 も存在 し、丘田nily 　IIの 触媒

残某 と考 えられる 2 つ の Asp も保 存 され て い た。　Al9 株由来 IMT 遺伝子

の 上流に は リプ レ ッ サーの ホモ ロ グが コ ード され てお LO、（：11株の c ｝
・s オ

ペ ロ ン とは 異 な る 遺伝 子構 造 が 示 唆 さ れ た。
1）Biesci．　Biotechnot．　Biecht／・m ．，66，827−8S8 （2002），

【E 的】6−Glucos｝・ltransferase（6GT ）は 環状四 糖生成 に 関わる 酵素で あ り、
グル コ

ー
ス 残基の 6 位水酸基 に α

一L6 転移 する 作用 を有す る。6GT の 転移

受容体 を検索 した とこ ろ 、L一ア ス コル ビ ン酸 （AsA）に糖転移 す る こ と が わ

か った。今回 、6GT の AsA 糖転移 を詳細に 調 べ る とともに 、　AsA 糖転移物
の 工 業的製造への 応用を検 剖 した。
【方 法】Arthrobacter　gtobrfornmls　Al9 株及 び 伽 翩 硲 g祕 柳 照 5　Gll 株 由来 の

6GT を そ れ ぞ れ培 養 上清 か ら電気泳動 的に単
一

に まで 精製 した．　AsA と マ

ル トペ ン タオ
ー

ス を基質 として 反応 させ 、得 られ た生成物 を HPL （：で分離

定量 した。
【結 果 】両株 由来 の 6GT と も AsA に α

一グル コ シル 転移 し、　AsA の 2位水

酸基への 撕転移物 （AA−2G）を 生成 した 。両者 の ん、−2G 生成率を比 較 した

と ころ 、A．globijotmts　Al9 酵 素 の 方 が 高 い 生 成率 で あ っ た 。A19 酵 素 の AA−
2G 生成反応 は 最適温度 55°G 、最適 pH5 ．5 を示 した。　AA −2G 生成反応 の

最適 pH は 、本 来 の グル コ ー一ス 残 某 への α 一1，6・グル コ シ ル 転移 の pH8 ．4 と

比 べ 、酸 性 側 に大 き くシ フ トして い た vAsA
への転移 は そ の 2位水 酸基 に

特異的 で 、5 位や 6 位 水酸 基 への 転移 生成物 は検 出され な か っ たロAl9 酵

素を用い て AA −2G 製造 を検討 した とこ ろ、澱粉部分分解物 と AsA との 混

合物か ら約 24％ の AA −2G 生成 率が得 られ た。　 Cyclomaltodextrin　glucan−
Dtrans 飴rase （EG 　2．4．1．19 ）と併用反 応 させ る こ とで 、さ らに 高い 約 34％ の

生 成率 に 選す るt とが わ か っ たe
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　Ktebsinlla　pneumonia，e　40bXX ，　a　 mutant 　tha し cons しitutively　produces　D．
arab 江nose 　isornerase〔D−AI），　was 　isolated［hmugh 　a　series 　ofrepeated 　sub −
cultures 　fr・ m 　the　purent　K・pneumeniae　40b 　on 　a　minera ！　salL 　medium 　sup ・
plemen ［ed 　wi ［h　L −xylose 　ag．　 a　sole 　carbon 　sourcc ．　D −AI ，　extracted 　fi’om 　the

mu 匸an 匸 ．s匸rain ，　 was 　immobilized　 on 　chi しopearl 　 beads 〔BGW 　25王0）、　 Thc

optimurn 　tempera しure 丘br　ac しivity　ofimmobnizcd 　enzyme 　was 　r巳 ⊂orded 　a匸

40℃ and 　the　enzyme 　was 　stable 　up 匸06D °C．　The 　enzyme 　 was 　opLimally

actlve 　 at　pH 　 10．O　and 　 was 　 stable 　in　the　pH 　 rl　11ge 　Df 　pH 　6．0−H ．0．　 The
cnzymc 　requir じd　mangancsc 　ion　fbr　maxinlum 　ac しM しy．　The 　inlnlobili∠ed

enzyme 　was 　used 　fbr　the　prepara口on 　of 　D−arabinose 　tYom　D−xylosc 　b）
・a

coupling 　reaction 　uslng 　しwo 　o しher　iTnmDbilized　cnzymcs ，　 D −xybsc
isornerase〔D−XI）and 　D−Lagatose 　3−epimcrasc 〔D．TE ）．A 亡 equilibrium ，　the
yield　of 　D−arabinose 　tl’o 【n　D −xylosc 　was 　 approximately 　4〔陥 and 行nally

2．Dg　D−arabinosc 　was 　obtained 　from　．5g　efthe 　su 且〕sしra 匸e．　After　a 　number 　DF

simple 　purifi⊂ ation 　s匸eps ，　the　crystallille 　preduct　was 　idenしMed 　by　HPLC ，
IRspecUla，　NMRs ．pec匸ra 　and 　optica ］rotaLion 　measurements ．

【凵的】Pseudomonas　stutzeri 　LL172 株の 生 産 す る L一ラム ノース イ ソ メ

ラ ーゼ は D 一プ シ コ ー
ス と D一ア U 一ス 間の 異性 化反応 を触 媒す る 。我 々 は

す で に L一ラ ム ノ
ー

ス イ ソメ ラ
ーゼ 遺伝子 の ク ロ

ーニ ン グ 、大腸菌 に よ る

大 螢発 現およ び 1−lis−tag を融 合 させ た L一ラム ノ
ー

ス イ ソ メ ラーゼ の 簡 易精

製 法の 確 立 に 成功 し て い る。本研 究で は希少糖 D・ア ロ ース を大量 に生 産

す る た め に L．ラ ム ノ
ー

ス イ ソ メ ラーゼ 固定 化法 の 検討 を行 っ た 。
【方 法 お よび 結果 】純度が 高 く高活性 の L一ラム ノ

ー
ス イ ソ メ ラーゼ を用 い

た 固定 化法 と して グル タル ア ル デ ヒ ド架橋法 を検討 し、D一ア ロ
ー・

ス 生 産 の

効 率化 を試 み た，20％ L一リ ジ ン と 12．5％ グル タ ル ア ル デ ヒ ドを 用 い て

5500U の 精製 L一ラム ノ ー
ス イ ソ メラ

ーゼ を 架橋 した とこ ろ 4500U の活性
を 持 つ 酵 素 が え られ 、効率 よ く架橋 され て いた ．架橋 した L一ラム ノース

イ ソメ ラ ーゼ の 至 適湘 度 、熱 安定性 、至適 pH 、　 pH 安 定 性 、基 質特 異性 、
反 応 速度の 解析に よ る 諸性 質の 検討 を行 っ た とこ ろ架橋前 の L一ラ ム ノ

ー
ス イ ソメ ラーゼ とほ ぼ同 じ性 質で あ っ た。3Ag の 架橋酵素と 20g の D一プ
シ コ ース を全 量 200ml の系 でバ ッ チ反 芯 させ た と こ ろ 、1〔｝時 間で 平 衡 に

達 し．1 日当 た り 10g の D一ア ロ ー一ス が 生 産 で き た 。架橋 酵 素 は 10 日以．と
安 定 を 保 っ て い た ．ま た 、この 架 橋酵 素 を カ ラ ム にっ めバ イ オ リア ク タ

ー
を構築し、D一プ シ コ ース を通 液 して 反応 させ た と こ ろ、同 様に D一ア ロ

ー
ス に 転換 され連続 反応 が 口∫能で あ っ た。
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