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3FIO−4 異種ホ ス ホ リラーゼ を 組み合わ せ た β 型配 糖体 の

新規合成プ ロ セ ス の 開発

O 佐竹 遼 f，森松 孝 之．倉都 頌子，桐村 光 太 郎，木野 邦 器

（早大 ・理工 ・応化）

3FIO−5Bacillus 由来配糖化酵素 を用 い た カ テ コ ール ア ミ

　ン 配糖体 の 合成

⊂〕知久 和寛，篠山 浩文，天知 誠吾 ，藤井 貴明

〔千葉 大院 ・自科）

【目的】配糖体は 自然界に広 く存在し、生理活性を 示す もの も多 い c また、
配糖化 するこ と に よ り溶解性や 構造安定 性の 向 上が 期待さ れる ．工 業的に

有用 な fi・一グル コ シ ドを効率的 に合成す るた めに 、セ ロ ビオ ース ホ ス ホ リ

ラ
ー一

ゼ 〔CPase）に 着 目した。　 GPascに fi
・一グル コ シ ド合成活性を 見出 した

が、高価なセロ ビ オ
ース を糖質原料 として 用 い る点が 課題で あ っ た t．本研

究 で は、安価な糖供 ケ体か らB一グル コ シ ドを合成 する新規な 反応プ ロ セス

の 構築を 目指 した。【方法及び結果】我 々 は既 に ス クロ
ース ホス ホ リラ ー一ゼ

（SPase＞を用 い る α
．グル コ シ ド合成 を報 告して い るが、反応機構 の異 な る

CPaseを組 み合 わせ る こ とに よ e、ス クロ
ー

ス か らβ一グル コ シ ドが合成 さ

れ る と予想 した．α
一グル コ シ ド生成 を抑制するため に配糖化活件の 低 い

SPase とし て、　Pseudornonas 　saccharoPhilia 　IANM　h368T 由来の SPase遺伝 子を

ク ロ
ーニ ン グ し、His−Tagde合 タ ンパ ク質 として大腸 菌で高発現させ た 。当

該SPase と （；Zostrildi．u・m 　themt．oceUum 　YNt4 由来の CPase 且〕の精 製酵素 を組 み合

わ せ て 、ス ク ロ
ース と脂肪族 ア ル コ

ー
ル か らβ一グル コ シ ドを

一
段 階で合成

す る反応プロ セ ス を 確立 した。反応条件 を検討 し、最適条件下 でメタノ
ー

ル か ら 供与ス ク ロ ー一ス 当た り 9．　4Cf， の モ ル 変 換効 率 で Mcthyl　O一β一D．

glucopyranosldeの 合成 に成 功 した。
1）Kitaoka ，　M ．　cta1 ，B如∫擁．　Biotechnot．　Siochem．2002，66（12＞，2578−2586、

【目的】ス ギ葉 圏よ り単離 し たBaciUus　subnlis 　KI
．
12株 は高 い カテコ

ー一
ル 配

糖化活性 を有する 糖質分解 酵 素 を 構成 的 に 産生 す る こ とを報告 した （1．一

方、カ テ コ
ール ア ミン で あ る L−DORM まパ ーキ ン ソン 病の症状 を劇 的に 改

善させ る こ とが報告 され て い る、しか し，難水 溶 性 ．大．肚 摂取 に よ る 消化

器や循環器へ の 副作用を引 き起 こす こ とが 問題 とな っ て い た、そ こで 本研

究で は水溶性の 増大，毒性低減な どが 見込め るL−DOPA 配 塘体 の 合成を試

みた．【方法 】配糖体 の 合伐 は，L 字 管に 供与 体う．oc！q 受 容 体 5．0％を 加 え

て，酢 酸塩緩衝液 （pH 　5．0〕 に溶解さ せ た 後．酵 素溶液 を加 え、　 su℃．24

時間反応 を行 っ た．反応後，それぞれ の 配糖体 の 生成 を TLG に よ っ て 確認

し、発色試薬 として ニ ン ヒ ドリン を用 い た ．【結果】L−DOPA 配 糖 体 合 成 に

つ い て検討 した とこ ろ，キ シ ラン ，デ ン プ ン を供 テ体 と
．
した それ ぞれ に お

い て，複数の L−DOPA 配糖休 の合成が示唆 された ．さ らに 活性炭や イ オ ン

交換樹 脂を用 い た 精製を試 み た とこ ろ，TLC に お い て 単
一
標品が得 られ 、

現在 構造解析を行 っ て い る．また、その 他の カテコ
ール ア ミン を受容体 と

した 配塘体合成 に つ い て も検討 を進 めて い る ．（D 知久和寛、篠 山浩文，
天知 誠吾，藤井實明，平成 17年度生物⊥ 学会大会，Pl70
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3FIl−16 一ア ミ ノ カプ ロ ン 酸環状 2 量体加水分解酵素 （EI）
の X 線結晶 構造 解 析
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3Fl1−2 超 好熱 古細 菌 Sulfolobus　tokodaii　7　由来 RNase

　HI の 結晶 構造解析
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【目的】Arthroba・cter 　sp ．　KI72株 は、3種 の 6一ア ミ ノ カプ ロ ン 酸オ リゴ マ
ー

（ナ イ ロ ン T．業 副産 物 ）分解酵素 を保持 して い る が、直鎖状 2 量体分解酵票

〔EIVEII1 ）の立 体構造 は、既 に 解 明 した。本姻
．
究で は、環状 2 量体分解酵

素 （EJ）の触 媒機構や 分子 進化 の知見 を得 るため、同酵素 の X 線結晶購造解

析 を行 っ た ．【方法 と結果】EI 酵素 を大腸菌で 高発現 させ 、精製 した 。沈

殿剤 1．OM ク エ ン 酸ナ トリウ ム 〜緩衝液 且001nM イ ミダ ゾ
ール（pH8 ．6）の 条

件 で 、六 角柱の 結晶が得 られた。SPring −8及び PhOton 　Factor｝
，の ビ ーム ラ

イ ン を 使 用 し、ネ イ テ ィ ブ結晶で は分解能 1．goA ，水銀誘導体で は 2．06A
ま で の 回 折 データ を 取得 した。単波 長異常分散法 に よ り位 相 決定 し、初 期

モ デル の 構築を 行 っ た結 果、EI の 特 徴 と して、　 i）1体 の βス 1・ラ ン ドが 少

しず つ 同 転 しなが ら連続して 並んで い る こ と、ii）こ の βシ
ートの 周

FO を α

ヘ リ ッ クス が 取 り巻 く構造 で ある こ とが明 らかに な っ た。EI と構造類似 性

を 示 す タ ン パ ク 質 を DiVLI プ ロ グ ラム で PDB か ら検索 した と こ ろ、
malonamidase 　F．2 （MAE2 ），1）cptidc ，　a   idase（Pam ）の 2例の みが、各 々 、　 Z−
score が 44．8、　 S6、8で 高か っ た 。　MAE2 に おい て は、　Ser15ti，cisSerlSl ，1．．ys6E
が 触媒 中心 を構成 して い る が 、EI で は、立体的 に 類似 した位置 に Ser174，
cisSerl50 ，　L）・s72 に存在 し、これ らが触媒機 能に 重 要で ある と推定 で き た。

リボ ヌ ク レ アーゼ　H （RNase 　H）はMg2 ＋
や Mn2

＋

など の ：価金 属イ オ ン

存 在 下 で 、RNNDNA ハ
．
イブ リ ッ ドの RNA 鎖 の み を塩垂 非特 異的 に加 水 分

解 し、51 一リン 酸基 と3
’一水酸某を生じる 酵素で ある。本酵素は 細菌か ら

ヒ トに い た るま で あ ら ゆる 生物に 存在する 。RN 艮seH は
一

次 構造 の違 い か

らT｝
・
pe　lとType　2に 分類さ れ る。しか し こ れ らの 構造に は 共 通モ チーフ が

見 られ 、特 に活性中心 付近の 構造は互い に 良 く似 て い る。超好熱古細 菌（始

原 菌）Suifolobus　tok．oda’ii　7由来RNasc 　HI （S しo・RNase 　HI ）は
’
li・pe　l　RNase 　H

で あ る。しか し、基質結合 に 重要な塩基 性突出部位が な い 、RNA 〜RNA 二

本 鎖 の RNA も分解 する、な どか ら、構造的機能的に 逆 転写 酵素の ドメ イ ン

と し て存在 する レ トロ ウィ ル ス の RNase 　H に似 て い る 。本研究 で は、　Sto−
RNase 　HI の この ような特徴 を立体構造の 観点か ら理 解する こ とを目的 と

し て、Sto−RNasc 　HI の結 晶化及び結 晶構造解析を行 っ た 。得られた結晶は、
空 間群 P4s、格 子定 数 a＝b＝s9．21，c＝91．15 で 、解像度は 1．δA で あ っ た。
ま た、Slo−RNase 至11の ScMet 置換体結 晶を用 い て X一線1til折データ を回収

し、MAD 法 に よ り位相 を決定 した。得 られた データ を もと に プロ グラ ム0

及びGNS を用 い て分 子 モ デル の構築及び構造精密化を行い 最終的に 1．6　A
で の SLo−RNHse　HIの 溝造 を決定 した（Rf，cc 　fuctor　23cto，R 　fact〔，r　l9％｝。決定

した Sしo −RNase　IIIの立体構造 と既知の RNase 　H の 構造と比較 し、そ の機能

及 び構造的 特徴に つ い て議 論する つ もりで ある 。
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