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3P−1041　　 Mesorhixobi ” m 　totiの 生 産 す る L 一ラ ム ノ
ー

ス

　　　　　　　イ ソ メ ラ
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ゼ の 基質特異性 と触媒効率
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【目 的】

L 一ラ ム ノース イ ソ メ ラーゼ は 、ケ トー一ス
ー
ア ル ドース 問 の 可逆 的異 性化 反

応 を 触 媒 す る酵 素 で 、さ ま ざ ま な希 少 糖 の生 産 に応 用 で き る最 重 要 の 酵 素

の
．
つ で あ る。本 研 究 は 、希 少糖 の 生 産 性 の 向 上 を 目的 と して 、Mtotiri1

来の L 一ラ ム ノ
ー

ス イ ソ メ ラ
ー

ゼ 遺伝子 を 大腸 菌で 活 性発現 さ せ て 得 られ

る 組換え 酵素の 諸性質、とくに某質特 異性 と触媒 効率 に っ いて 明 らか に し

た．
【方法およ び結果】

発現 ベ ク タ
ーは pQE60 と pCold 　l 、宿主 に は大腸 菌JMIO9を 用い 、　 L 一ラ ム

ノース イ ソ メ ラ ーゼ 遺伝子を 発現 ベ ク ダ ーに 連結 さ せ て 大 腸 菌で 活 性発

現 させ た。組 換え 酵素 の精製 を行ったと こ ろ 比 活性 は72、3U ／ml 、収 率は

46、5％ に精製 され、SDS −PAGE に より単
一

の パ ン ドを得る こ とがで きた。
某質特異性を調べ た とこ ろ廴

一
ラ ム ノ

ー
ス に対す る活性 が最 も高 く、以 下、

L一リキソ
ー

ス 、D一リボ
ー

ス 、　 D一ア ロ
ー一

ス 、　 L一マ ン ノ
ー

ス に 対 して 高い 活

性を示 した 。L一ラ ム ノ
ー

ス を 基質 と した ときの ffm は 4．94 　mM 、　 A・cat ，’ft’nai
6．14x10S 　M

．1min ．L、　 L一リキ ソ
ー

ス を 某 質 と した と きの ffnは 23．5mM 、　 kcatf

ffinは 1．89 × IOi　M
．imin ．1、　 D一リボ ー

ス を 基 質 と した と きの ffmC・S6．18　 mM 、
んcutiffm は 4、60 × le4　M

．1min ．1、　 L一マ ン ノー一ス を基 質 と した と き の 五h1は 23．’t
mM 、　kcaVA’m は 2．56x10ny　M

．
】
min

．1、　D一ア ロ ース を基 質 と した と き の 」91nは
7．11mM 、　heaVMn は 1．12xlO4　M

．imin ．1
で あ った 。
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ー

ゼ 遺 伝 子 の 大量 発現 系 の 構 築

　　　　　　　と組 換 え酵 素 を用 い た希少糖 の 生産
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【目 的 】

希少 塘と は 、自然 界に 微量 も し くは 全 く存在 しない 単糖 また はそ の誘導

体 と定 義 され て い る。希少 糖の 生 産 にお ける某 盤酵素 の
一

っ で ある L一ア ラ

ビ ノース イ ソ メ ラーゼ は 、L一ア ラ ビ ノ ー
ス とL一リブ ロ ース 間、　 D一ガ ラ ク

ト
ー

ス とD一タ ガ ト
ー

ス 間 の 異 性化 反 応 を 触媒 す る こ と が 分か って い る。
本研究 で は、レ ア ラ ビノ

ー
ス イ ソ メ ラーゼ を 用 い た希 少 糖 の 大量 生 産 方法

の 確 立を 目的 と し、E．　aerogene ．r　lK7由来の L一ア ラ ビノ
ー

ス イ ソ メ ラ ーゼ遺

伝子 の大 量発現系を構 築 し、組換え酵素を用 いた希少糖 の生産 を試 み たu
【方法 お よ び結果】

既 知 の L一ア ラ ビ ノ
ー

ス イ ソ メ ラ
ーゼ の ア ミ ノ 酸配列か らブ ラ イマ

ー
を作

製 し、PCR に よ ってE．　 aerogenc・s　IK7由来の L一ア ラ ビノ
ー

ス イ ソ メ ラ
ーゼ 遺伝

子を増幅させ た。増幅断片の シ
ーク エ ン ス 解析の 結果、L一ア ラ ビ ノ ース

でソ メ ラ ーゼ 遺伝子 のORF は、1，500　bpか らな り、500ア ミ ノ酸 を コ ード

し、推定 分 子量は 55，791 で あった．次 に 、L一ア ラ ビ ノース イ ソ メ ラ ーゼ遺

伝子 をpQE60 ベ ク タ ーと連結 し、発現ベ ク ターを購築 した。組膜え 酵素を

部分精製 した 結果、熱安定性は親株 由来 の L一ア ラ ビ ノ ー
ス イ ソ メ ラ ー一ゼ よ

り も優れ て お り、55℃ まで で あった 。固定化酵素 を作成 し、バ ッチ法 で反

応 させ た 結果、反応 温度45 ℃ お よび 50 ℃で は 24 時間、40 ℃で は 33 時 間で

1 ％ L一プ シ コース を基 質 と した と きの 16 ％ が L一ア ル ト ロ
ー一

ス に 転喚 され

た e
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【H的】植物 糖 タ ン パ ク 質で あ るナ ス科 レ クチ ン や エ クス テ ン シ ン の β
一

ア ラ ビノ オ リゴ糖 鎖を切断 する 酵素群の Bifdobacterium　longumか らの ク ロ
ー

ニ

ン グ とその機 能解析 を 目的 と した。
【方 法 】B．iort．gum 　jCMI217 の ゲ ノ ム 上 で ク ラ ス タ

ーを 形 成 して い

る GH −43ホ モ ロ グ（HypAA ）と 、機能未 知 タ ン パ ク質（IlypBAl 及

び｝1ypBA2 ）を大 腸 菌 で 発現 させ 、　 His −tag を 利用 し て 精 製 し た 。
β
一
ア ラ ビノ オ リゴ 糖鎖 で あ るAr4 ／ぴ 1βAr “／β1，2Ar げ β1，2Arqf β

一
Hyp （Ara ．f4−Hyp ）、　 Ara ／β1，2Araf β 1，2Araf β

一Hyp （Ara ノゴ

Hyp ）を 基 質 と して 酵 素 反 応 を 行 い 遊 離 糖 の 解 析 を 行 った 。
【結果】Hyp 八A は Ar瓠

一Hyl〕を AraとAr毓
一Hyp に 分解す るα

一L一ア ラ ビ ノフ

ラ ノシ ダーゼ で あった。HypBA2 は Ar瓠一Hyp に 作用 しArqfβ　1　，2・Xr4KArqf，）
とAra．f−Hyp に 分解する β

一L一ア ラ ビノ ビオ シ ダ ーゼ で あ り、　 HypBAI は 遊

離 したAr筋 をAraに 分 解す る θ
一L一ア ラ ビノフ ラ ノ シダーゼ と して 機能する

こ と を明 らか に したeHypAAと llypBA2 は細 胞壁 結合領域 を持 っ 菌体外酵

素、HypBA1 は菌体 内酵素 として β
一
ア ラ ビノ オ リゴ糖 鎖をア ラ ビ ノ ース に

まで 分解 し、B．　 iongtt”z の ア ラ ビ ノ
ー

ス 代謝系 に よ り資化される と考 え られ

る。
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【目的】本研 究は 、糖 転移 酵素の 触媒 作用 を 利 月 し て様 々 な受 容 体 に糖

鎖 を付加 した配糖 体合成 を 目 的と して い る。Fructosyltransferase〔EC
2．4、1．10 ） はGH68 フ ァ ミ リ

ー
に 分類さ れ、ス ク ロ

ー
ス 分 子 内の フ ル ク ト

シ ド結合 を切 断 し、その フ ル ク トシ ル 基を受 容体 と な る ス ク ロ
ー

ス に転

移 し、高重合度 の フ ル ク タ ン を生成す る．これ まで に、う况・脚嗣 脚 麟 ∫や

BaciUus　subtili3が細胞外に分泌す るFTaseとは異 な る直鎖状 フ ル ク タ ン 合成 を

触媒する 5爾 伽 属由来FTase （SeFTase ） 遺伝 子 をク ロ
ー

ン化 して 、一次

構造か ら立体構造 を予測 する こと に よ り、機能 ドメ イ ン と触媒 ア ．ミ ノ 酸残

基を推定 して い る。今回 は 、SeFTase の 触媒 ア ミノ酸残 基 を 明ら か にす る

ため に、推定 した ア ．ミノ 酸残基 へ の ア ミ ノ酸置換 を導入 し、そ の 変異 酵素
の 酵素化学的性質を解析 した。
【方法 と 結果】 SeFTase 遺 伝于は1278　bp で425 乱 a．残基か らな り、分子

量 43，722 の 酵素 で あ る。既報 の微 生物 由来FTase との
．・
次構造 の ア ラ イ

メ ン トと 立 体構造予測 か ら 、触媒 ア ミ ノ 酸残基 と してAsp46 、　 Asp201 、
Glu285の 3っ の ア ミノ酸残基 が ス ク ロ ース 分子 内の フ ル ク トシ ド結合 に関

与す る と予測 したn そ こで 、そ の 中で もサ ブ サ イ トー1に 位置す るAsp46 へ

の ア ミノ 酸置換 （Asp46Glu 、　 Asp46Asn、　 Asp46Lys、　 Asp46Ala） を導入

した。ア ミノ 酸置換酵 素は pColdlft 現ベ ク タ ーを 利用 して 大腸菌 内で 発現

させた 。い ずれの ア ミノ 酸 置換酵 素に お い て も活 性が 著し く低下 した こ と

か ら、Asp46 はス ク ロ
ー

ス 分
．f内 フル ク トシ ル慕 の 2位の 炭素へ の 求核攻

撃に 関与 して いる と考察 した 。
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