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略 語 表  

 

CAPS    N -cy cl ohe xyl -3 -am inop ro pan e su lf oni c ac id  

DP    degr ee  of  po ly mer izat io n  

DS    diss ol ved  su bs tra te  

GH    glyc os ide  hy dr ola se  

HPLC    high  p erf orm an ce liqu id  ch rom at ogr aphy  

HSQC    hete ro nuc lea r sin gle qu ant um co rre lati on  

L C/M S    liqu id  ch rom at ogr aphy -m ass  sp ec tro metr y  

MALD I - TOF  MS  matr ix -as sis te d  lase r de sorp ti on/ ion iz ati on  

time -o f-f lig ht  ma ss s pe ctr ome tr y  

MES    2 -mo rp hol ino et han esul fo nic  ac id  mo nohy dr ate  

MOPS    3 -mo rp hol ino pr opa nesu lf oni c a ci d  

NMR    nucl ea r m agn et ic reso na nce  

NQAD    n ano  q uan tit y ana lyte  d ete cto r  

PCR    poly me ras e c ha in re ac ti on  

RT-P CR    reve rs e  tra ns cri ptio n pol yme ra se chai n rea cti on  
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要 旨  

 

 糖 質 は 、 食 品 に お い て 栄 養 素 、 甘 味 等 に よ る 嗜 好 性 、 健 康 機 能 ・ 生 体 調 整 の

機 能 を 持 ち 、 食 生 活 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 澱 粉 液 化 液 に 各 種 の

糖 質 関 連 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と で 、 ぶ ど う 糖 、 異 性 化 糖 、 オ リ ゴ 糖 、 水 あ め と

い っ た 各 種 糖 質 製 品 が 生 産 さ れ て い る 。糖 質 関 連 酵 素 の １ つ で あ る α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ は 、基 質 の 非 還 元 末 端 の α -グ ル コ シ ド 結 合 を 加 水 分 解 し α -グ ル コ ー ス

を 遊 離 す る 酵 素 で あ る 。糖 質 加 水 分 解 酵 素（ Gl yc osi de  Hy drol as e）フ ァ ミ リ ー

31 に 分 類 さ れ る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 高 い 基 質 特 異 性 を 示

し 、加 水 分 解 活 性 と と も に 糖 転 移 活 性 を 併 せ 持 つ も の が 多 い 。糖 転 移 反 応 で は 、

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 種 類 に よ っ て は α -1 ,2 -、 α - 1, 3-、 α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結

合 と い っ た 、 澱 粉 に 多 く 含 ま れ る α - 1,4-グ ル コ シ ド 結 合 と は 異 な る 結 合 様 式

を 含 む 糖 質 が 生 成 し 、 そ れ ら の 糖 質 に は 生 理 機 能 や 味 質 ・ 物 性 改 良 機 能 が 期 待

さ れ る 。 そ の た め 、 転 移 特 性 の 異 な る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 発 見 す る こ と は 、

糖 質 素 材 の 多 様 化 に つ な が る 。  

Aspe rg ill us 属 の 多 く の 菌 は 、 各 種 有 用 酵 素 を 分 泌 し 酵 素 の 生 産 性 も 高 い た

め 、 古 く か ら 醤 油 、 味 噌 、 日 本 酒 な ど の 発 酵 食 品 の 製 造 に 利 用 さ れ て お り 、 ま

た 産 業 用 の 酵 素 製 剤 の 製 造 に お い て も 多 く 利 用 さ れ る 重 要 な 微 生 物 で あ る 。 現

在 A spe rgi ll us 属 の 菌 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ と し て は A spe rgi ll us nig er

由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A.  n ige r  Ag dA） が α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む

イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 を 製 造 す る 酵 素 製 剤 用 に 産 業 レ ベ ル で 使 用 さ れ 、 様 々 な 面

か ら 研 究 も さ れ て い る 。一 方 そ れ 以 外 の As per gil lus 属 に 由 来 す る α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ の 転 移 特 性 に つ い て の 知 見 は 少 な く 、 新 た な 糖 質 素 材 の 開 発 に つ な が る

特 徴 的 な 転 移 特 性 を 持 つ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 存 在 す る か を 検 討 さ れ る こ と は

少 な か っ た 。  

そ こ で 本 研 究 で は 、 複 数 の Asp er gil l u s 属 の 菌 に 由 来 す る GH31α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ を 全 ゲ ノ ム 情 報 か ら 探 索 、 ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 発 現 さ せ 、 糖 転 移 反 応

に よ る 生 成 物 を 詳 細 に 解 析 し た 。 そ し て 特 徴 的 な 転 移 特 性 を 持 つ α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ を 見 出 す こ と 、遺 伝 子 配 列 と の 関 係 性 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。 

第 2 章 で は 、 A.  s oj ae 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ As oj Agd L） を A.  n id ula ns

を 宿 主 と し た 発 現 系 で 発 現 さ せ て 精 製 し 、 酵 素 の 基 本 特 性 お よ び 転 移 特 性 を 解

析 し た 。そ し て マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、α -1,6 -グ ル コ シ ド 結 合

を 含 む 各 種 糖 質 が 生 成 し 、 反 応 が 進 む と 転 移 生 成 物 の 結 合 様 式 の 大 部 分 は α

- 1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 に 集 約 し て い く こ と を 確 認 し 、 そ の 反 応 経 路 を 推 察 し た 。

ま た マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、A.  ni ge r   Agd A で は ほ と

ん ど 生 成 し な い 、連 続 し た α - 1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 を 生 成 す る 特 徴 的

な 転 移 特 性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た 。  

第 3 章 で は 、A.  n ige r 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ（ A.  n ige r  AgdB）を A . ni dul ans

を 宿 主 と し た 発 現 系 で 発 現 さ せ て 精 製 し 、 酵 素 の 基 本 特 性 を 解 析 し た 。 ま た 、

多 様 な α -グ ル コ シ ド 結 合 で 構 成 さ れ る 糖 質 を 評 価 す る た め に 、NMR を 用 い た 評
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価 系 を 構 築 し た 上 で 、 A.  ni ger  A gd B の 転 移 生 成 物 を 解 析 し 、 α -1 ,2・ 1 ,3-グ

ル コ シ ド 結 合 と 少 量 の α -1, 1-β -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 を 生 産 す る 転 移 特

性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た 。  

第 4 章 で は 、第 2 章 で 評 価 し た As ojA gd L と 遺 伝 子 配 列 の 同 一 性 が 極 め て 高 い

が 転 移 特 性 が 異 な る こ と が 示 唆 さ れ て い た A.  o ry za e 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ

（ Ao ryA gdS） と そ の 変 異 体 （ Ao ryA gd S_H4 50R） 、 お よ び A soj Agd L の 変 異 体

（ As oj Agd L_R 45 0H） を A. nid ul ans を 宿 主 と し た 発 現 系 で 発 現 さ せ 、 各 酵 素 の

転 移 特 性 を 解 析 し た 。 そ し て マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、 Aor yAgd S

は α -1 ,3・1, 4-グ ル コ シ ド 結 合 を 多 く 生 成 す る 一 方 、Aor y Ag dS _H 450R は α - 1, 6-

グ ル コ シ ド 結 合 を 多 く 生 成 す る こ と 、 As oj Agd L_R 45 0H は A soj Ag dL と 比 較 し て

α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 の 生 成 量 が 減 り 、α -1 ,3・1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合 を 多 く 生

成 す る こ と が 分 か っ た 。 ま た マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、

Aory Ag dS_ H45 0 R が 変 異 導 入 に よ っ て 連 続 し た α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖

質 の 生 成 能 を 獲 得 し た 一 方 、 As oj Agd L_R4 50 H で は 逆 に 連 続 α -1, 6-グ ル コ シ ド

結 合 を 生 成 し な く な っ た 。 こ れ ら の 転 移 反 応 の 結 果 よ り A ory Ag dS と Aso jAgd L

が  45 0 番 目 の ア ミ ノ 酸 の 種 類 に よ っ て 転 移 特 性 が 大 き く 変 化 す る こ と を 明 ら

か に し た 。  

以 上 よ り 、 As pe rgi llu s 属 由 来 の G H3 1 に 属 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に 関 す る

新 た な 知 見 が 得 ら れ た 。As per gi llus 属 由 来 の GH 31 酵 素 で 構 築 し た 遺 伝 子 系 統

樹 で は 、α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の グ ル ー プ は ３ つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 け ら れ 、 1 つ

は A. nig er  A gd A、 １ つ は 第 3 章 の A . nige r  A gdB、 そ し て も う １ つ は 第 2 章 の

A soj Ag dL と 第 4 章 の Aor yAg d S を 含 む 。 各 サ ブ グ ル ー プ に は 転 移 特 性 の 上 で も

大 き く 異 な る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 属 す る こ と 、3 番 目 の サ ブ グ ル ー プ に は 配 列

上 の 1 か 所 の ア ミ ノ 酸 の 種 類 の 違 い に よ っ て 2 種 の 転 移 特 性 の α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ が 属 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。  

従 来 は A . ni ger  A gd A の よ う に 、 短 い α -1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 か ら 成 る イ ソ マ

ル ト オ リ ゴ 糖 を 生 産 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の み が 知 ら れ て い た が 、そ れ 以 外 の

様 々 な 結 合 様 式 を 含 む 糖 質 を 生 産 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 複 数 種 存 在 し 、

Aspe rg ill us 属 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 転 移 特 性 の 面 で 多 様 で あ る こ と を

明 ら か に し た 。
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第 １ 章  緒 論  

 

 糖 質 は 、 食 品 に お い て 栄 養 素 、 甘 味 等 に よ る 嗜 好 性 、 健 康 機 能 ・ 生 体 調 整 の

機 能 を 持 ち 、 食 生 活 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 グ ル コ ー ス で 構 成 さ

れ る 澱 粉 由 来 の 糖 質 は 、 そ の 資 源 と し て の 量 か ら 特 に 重 要 で あ る 。 澱 粉 を 液 化

し て さ ら に 加 水 分 解 や 異 性 化 等 を す る こ と で 、ぶ ど う 糖 、異 性 化 糖 、オ リ ゴ 糖 、

水 あ め と い っ た 性 質 の 異 な る 各 種 糖 質 に 変 換 さ れ 、 幅 広 い 食 品 に 利 用 さ れ て い

る 。 澱 粉 液 化 後 の 処 理 方 法 に よ っ て 様 々 な 糖 質 が 生 産 可 能 で あ る が 、 糖 質 関 連

酵 素 に よ る 加 水 分 解 反 応 、 糖 転 移 反 応 は 特 に 重 要 で あ る 。 主 要 な 澱 粉 糖 質 関 連

酵 素 と し て は α -ア ミ ラ ー ゼ 、 β -ア ミ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 プ ル ラ ナ ー

ゼ 、 イ ソ ア ミ ラ ー ゼ 、 そ し て α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が あ り [ 1]、 酵 素 に よ っ て 加 水

分 解 す る 位 置 や 結 合 の 種 類 、 分 解 産 物 が 異 な る （ Fi g. 1-1） 。  

 

α-アミラーゼ

イソアミラーゼ・プルラナーゼ

α-グルコシダーゼ

還元末端

グルコアミラーゼ

還元末端

β-アミラーゼ

マルトース

β-グルコース

α-グルコース

α1,4結合

α1,6結合

グルコース

Fig. 1-1.澱粉関連酵素の種類と酵素反応の例
 

 

【 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ お よ び GH 31 に 属 す る 酵 素 に つ い て 】  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ EC  3 .2. 1. 2 0） は 、 基 質 の 非 還 元 末 端 の α -グ ル コ シ ド

結 合 を 加 水 分 解 し α -グ ル コ ー ス を 遊 離 す る 酵 素 で あ る 。 糖 質 に 作 用 す る 酵 素

は 、糖 質 に 作 用 す る 酵 素 の デ ー タ ベ ー ス で あ る CA Zy（  htt p:// ww w.c azy .o rg/  ）

に よ っ て 、 一 次 構 造 の 相 同 性 を 元 に 170 種 類 の 糖 質 加 水 分 解 酵 素 （ Gl yco side  

Hydr ol ase）フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ て お り [2 ]、主 要 な α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は G H13

ま た は 31 に 属 し て い る 。 GH3 1 は α -キ シ ロ シ ダ ー ゼ 、 α -グ ル カ ン リ ア ー ゼ な

ど 多 様 な 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 が 含 ま れ る 酵 素 群 で あ る が 、 植 物 、 哺 乳 動 物 、 微

生 物 と い っ た 様 々 な 生 物 に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ も GH 31 の 中 に 多 く 含 ま

れ て い る [ 3,4 ]。2 02 1 年 末 に お い て GH3 1 に は 2 万 ほ ど の 酵 素 が 分 類 さ れ て い る

が 、 酵 素 の 活 性 が 調 べ ら れ て い る も の は 100 ほ ど 、 立 体 構 造 が 判 明 し て い る の
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は 30 ほ ど と な っ て い る [2 ]。G H31 の 構 造 は 酵 素 に よ っ て 差 異 が あ る も の の 、典

型 的 な 構 造 は N 末 端 側 の β -シ ー ト か ら 成 る ド メ イ ン 、 (β /α ) 8 バ レ ル か ら 成

る 触 媒 ド メ イ ン 、C 末 端 側 の β -シ ー ト か ら 成 る ド メ イ ン が 2 つ と い う 4 つ の ド

メ イ ン よ り 構 成 さ れ て い る （ Fi g.  1 -2） 。 GH 31 の 多 く は 900 ア ミ ノ 酸 残 基 前 後

か ら 成 る 。こ れ は 、澱 粉 分 解 酵 素 と し て 最 も よ く 研 究 さ れ て い る GH 13 酵 素 で あ

る 麹 菌 A spe rg ill us  or yz ae 由 来 の α -ア ミ ラ ー ゼ （ タ カ ア ミ ラ ー ゼ A、 Ge nB ank  

（ ht tp s:/ /ww w. ncb i.nl m. nih .go v/ Gen Bank /） ac ces si on n o. 0 901 305 A） が 4 7 8

ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る の と 比 較 し 、糖 質 加 水 分 解 酵 素 と し て は か な り 大 き い 。GH31

の 触 媒 機 構 は ア ノ マ ー 保 持 型 で あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ の 機 構 で は 、 水 の

代 わ り に ア ク セ プ タ ー と し て 糖 が 反 応 に 関 与 す れ ば 、 後 述 す る 糖 転 移 反 応 と な

る [5 ]。  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に は フ ェ ニ ル -α -グ ル コ シ ド や ス ク ロ ー ス と い っ た ヘ テ

ロ 多 糖 に 対 す る 特 異 性 が 高 い も の 、 ホ モ 多 糖 に 対 す る 特 異 性 が 高 い も の が あ る

こ と が 知 ら れ て い る が [6 ]、 多 く の G H 31 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 グ ル コ ー ス

が 重 合 し た ホ モ 多 糖 で あ る マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 高 い 基 質 特 異 性 を 示 す [7 ]。 α -グ

ル コ シ ダ ー ゼ は 加 水 分 解 と と も に 糖 転 移 も 触 媒 し 、 転 移 反 応 で 生 成 す る 糖 質 の

結 合 様 式 は α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 種 類 に よ っ て 異 な る [5]（ 加 水 分 解 活 性 だ け で

な く 、糖 転 移 活 性 が 高 い 酵 素 を 含 め こ の 論 文 中 で は α -グ ル コ シ ダ ー ゼ と 記 述 す

る ） 。 澱 粉 を 加 水 分 解 し て 得 ら れ る 糖 質 は ほ と ん ど が α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合

で 構 成 さ れ て い る が 、 こ う い っ た 澱 粉 由 来 の α -グ ル カ ン を 基 質 に α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ を 作 用 さ せ 、転 移 反 応 を 起 こ す こ と に よ っ て 、α - 1 ,2-、α -1 ,3-、α - 1, 6-

グ ル コ シ ド 結 合 な ど 、α - 1,4 -グ ル コ シ ド 結 合 以 外 の 様 々 な 結 合 様 式 を 含 む 糖 質

を 生 産 す る こ と が で き る [5, 8,9 ,1 0,1 1 ]。ま た 、そ れ ら の 特 殊 な 結 合 様 式 を 含 む

糖 質 は 、難 消 化 性 [1 2]、抗 う 蝕 性 [13 ]、免 疫 賦 活 [ 14, 15 ]、プ レ バ イ オ テ ィ ク ス

[ 16]と い っ た 機 能 を 持 つ こ と が 知 ら れ て い る 。α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 反 応 に

よ っ て 生 成 す る 糖 質 は 産 業 レ ベ ル で も 生 産 さ れ て い て 、 イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖  

(α - 1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む オ リ ゴ 糖 )や ニ ゲ ロ オ リ ゴ 糖  (α - 1,3 -グ ル コ シ

ド 結 合 を 含 む オ リ ゴ 糖 )は 味 質 調 製 や 整 腸 作 用 と い っ た 、 α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結

合 を 主 体 と す る 澱 粉 分 解 物 と は 異 な る 特 徴 や 機 能 を 持 つ た め 、 食 品 産 業 等 で 広

く 利 用 さ れ て い る [ 17 ,1 8, 19]。 し た が っ て 、 転 移 特 性 の 異 な る 新 規 の α -グ ル

コ シ ダ ー ゼ を 発 見 す る こ と は 、 糖 質 素 材 の 多 様 化 に つ な が る 。  
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Fig. 1-2. 細菌Cellvibrio japonicus α-グルコシダーゼ CjAgd31Bの立体構造

青, N末端側ドメイン; 水色, 触媒ドメイン; 緑, Proxymal C末端側ドメイン; 

赤, Distal C末端側ドメイン 図はProtein Data Bank 4B9Yをもとに作製した。  

 

【 As pe rgi llu s 属 が 生 産 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に つ い て 】  

Aspe rg ill us 属 の 多 く の 菌 は 、 各 種 有 用 酵 素 を 分 泌 し 、 酵 素 の 生 産 性 も 高 い

た め 、 古 く か ら 醤 油 、 味 噌 、 日 本 酒 な ど の 発 酵 食 品 の 製 造 に 利 用 さ れ て お り 、

ま た 産 業 用 の 酵 素 製 剤 の 製 造 に お い て も 多 く 利 用 さ れ る 重 要 な 微 生 物 で あ る 。

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に 関 し て も 、 A.  n ig er 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A.  n ig er  

AgdA） が イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 を 製 造 す る 酵 素 製 剤 用 に 産 業 レ ベ ル で 使 用 さ れ て

い る 。 そ し て A. ni ger  Ag dA は 様 々 な 面 か ら 研 究 が な さ れ て き て お り 、 遺 伝 子

配 列 の 解 析 [2 0]か ら GH 31 に 属 す る こ と が 分 か っ て お り 、転 移 特 性 に つ い て の 詳

細 な 解 析 も さ れ て い る [2 1]。  

一 方 、 A. n ig er A gd A 以 外 の A spe rg ill us 属 に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に

関 し て は 、 研 究 例 が 少 な く 、 特 に 転 移 特 性 に つ い て は 詳 細 な 解 析 が さ れ て こ な

か っ た 。 A . or yzae 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A . or yza e  AgdA） や A.  n id ula ns

由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A . n idu la ns  A gd B） は 、 遺 伝 子 配 列 が 解 析 さ れ て

GH3 1 に 属 す る こ と が 分 か っ て お り 、 ま た 転 移 反 応 で α - 1,6-グ ル コ シ ド 結 合 を

含 む 糖 質 を 生 成 す る こ と も 報 告 さ れ て い る [22 ,23 ,2 4 ]。 A.  n idu lan s に お い て

は 、2 つ の GH3 1α -グ ル コ シ ダ ー ゼ A gd A お よ び A gdB の 両 方 の 遺 伝 子 を 破 壊 し た

株 で は 、 マ ル ト ー ス に よ る ア ミ ラ ー ゼ 産 生 の 誘 導 が 1 / 2 ほ ど に な る こ と か ら 、

澱 粉 分 解 酵 素 の 発 現 調 節 に 関 与 す る こ と が 判 明 し て お り [2 5]、 遺 伝 子 レ ベ ル で

の 研 究 が 多 数 報 告 さ れ て い る 。 し か し 酵 素 化 学 的 な 研 究 は 本 論 文 の 研 究 の 開 始

時 に は あ ま り 進 ん で お ら ず 、転 移 反 応 の 試 験 で 同 定 さ れ た の は イ ソ マ ル ト ー ス 、

パ ノ ー ス 、イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス な ど 短 い α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 で 構 成 さ れ る

糖 質 に 限 ら れ 、 A. nig e r Agd A で 製 造 可 能 な こ れ ら の 糖 質 以 外 を 生 成 す る 特 徴

的 な 転 移 特 性 を 持 つ A sp erg ill u s 属 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 存 在 す る か に

つ い て は 分 か っ て い な か っ た 。  

そ し て 近 年 は 様 々 な 生 物 で 全 ゲ ノ ム 情 報 の 解 読 が な さ れ 、 ゲ ノ ム 情 報 か ら ア

プ ロ ー チ す る ポ ス ト ゲ ノ ム 研 究 が 可 能 と な っ て き て い る 。 As per gil lu s 属 の い
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く つ か の 菌 種 で も 全 ゲ ノ ム 情 報 の 解 読 が 完 了 し 、機 能 未 知 の GH31 酵 素 と 推 測 さ

れ る 遺 伝 子 配 列 も 多 く 見 出 さ れ て い る 。 全 ゲ ノ ム 情 報 か ら GH31 の α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ と 推 測 さ れ る 遺 伝 子 配 列 を 探 索 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 評 価 す る と い う 、 従

来 技 術 と は 異 な る ア プ ロ ー チ 法 が 可 能 と な り 、 新 た な 転 移 特 性 を も つ

A spe rg ill us 属 由 来 の G H3 1 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 見 出 せ る 可 能 性 が 高 ま っ て

い た 。  

Aspe rg ill us 属 に 由 来 す る 転 移 特 性 の 異 な る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、新 た な 糖

質 素 材 の 開 発 の 可 能 性 を 広 げ る の に と ど ま ら ず 、 発 酵 食 品 の 改 質 に も つ な が る

可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 A. o ry zae や A. s ojae を 使 用 し て 製 造 さ れ る 代 表 的 な

発 酵 食 品 で あ る 味 噌 と 醤 油 に は 、 オ リ ゴ 糖 が 含 ま れ て い る と 報 告 さ れ て い る

[ 26, 27 ]。グ ル コ オ リ ゴ 糖 は 、味 噌 [ 28 ]や 酒 [2 9]な ど 、食 品 の 品 質 に 良 い 影 響 を

与 え る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 の 高 い A. ory zae

が 生 産 す る イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 含 有 量 の 高 い 味 噌 の 風 味 が 良 く な る こ と が 報 告

さ れ て い る [2 8]。 A sper gi llu s 属 が 持 つ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 活 用 す る こ と で 、

品 質 が 向 上 し た 発 酵 食 品 が 生 産 可 能 に な る こ と も 考 え ら れ た 。 さ ら に は 、 A. 

nidu la ns の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 反 応 に よ っ て 生 成 し た イ ソ マ ル ト ー ス は

澱 粉 分 解 酵 素 の 転 写 制 御 に 関 わ っ て い る こ と が 知 ら れ て お り [ 25 ]、A sp erg illu s

属 由 来 の GH 31 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 特 性 を 解 析 す る こ と は 、Asp er gil lus

属 の 菌 自 身 が 澱 粉 糖 を 資 化 す る メ カ ニ ズ ム の 解 明 に も つ な が る と 考 え ら れ た 。  

 

【 本 論 文 に つ い て 】  

 本 論 文 は 、緒 言 の 第 1 章 を 含 め 5 章 か ら 構 成 さ せ る 。本 研 究 で は 、Asp er gil lu s

属 の 菌 に 由 来 す る 特 徴 的 な 転 移 特 性 を 持 つ GH31α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 探 索 、 解

析 す る こ と を 目 的 と し た 。 そ し て 、 複 数 の A spe rg ill u s 属 の 菌 の 全 ゲ ノ ム 情 報

か ら 、特 徴 的 な 転 移 特 性 を 持 つ 可 能 性 の あ る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を ク ロ ー

ニ ン グ し 、発 現 さ せ て 精 製 し 、転 移 特 性 を 解 析 し た 。ま た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の

転 移 特 性 の 違 い を も た ら す タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 に つ い

て も 検 討 し た 。 第 2 章 で は 、 A . soj a e 由 来 の 連 続 α -1 , 6 転 移 能 を 持 つ α -グ ル

コ シ ダ ー ゼ （ As ojA gdL） の 解 析 、 第 3 章 で は 、 A . n ig er 由 来 の α - 1,2・ 1,3 転

移 能 を 持 つ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A.  ni ger  Ag dB） の 解 析 に つ い て 述 べ る 。 第 4

章 で は 、 A . o ry za e 由 来 で As ojA gd L と 配 列 の 同 一 性 が 極 め て 高 い α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ （ A ory Ag dS） と Aso jAg dL に 関 し 、 野 生 型 と 点 変 異 を 導 入 し た 変 異 型 α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 特 性 を 比 較 し 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 転 移 特 性 に 影 響 を 与 え

て い る こ と を 示 し た こ と に つ い て 述 べ る 。第 5 章 で は 、こ れ ま で の 章 の 総 括 を 、

A spe rg ill us 属 の 菌 の GH 31 酵 素 の 系 統 解 析 の 観 点 か ら 述 べ る 。  
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第 ２ 章 Aspergillus sojae 由 来 の 連 続 α -1,6 転 移 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ

の 解 析  

 

2 -1.  序 論  

本 章 で は 、 新 た に 発 見 し た A.  soj ae 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 A soj Ag dL の

基 本 特 性 お よ び 転 移 特 性 の 解 析 に つ い て 述 べ る 。 A.  s oj ae は 醤 油 や 味 噌 と い っ

た 発 酵 食 品 の 製 造 に 利 用 さ れ て き た 菌 で あ り 、 発 酵 の 過 程 で 様 々 な 酵 素 を 分 泌

す る が 、 A . s oj ae に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に つ い て は 、 こ れ ま で に 詳 細

な 解 析 が な さ れ た こ と が な か っ た 。 近 縁 種 で あ る A.  or yz ae は α -1 ,6 転 移 活 性

を 持 つ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ [23 ,24 ]を 始 め GH 31 に 属 す る タ ン パ ク 質 は 10 種 あ り

[ 2]、 A . soj ae に も 未 知 の 転 移 特 性 を 持 つ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 存 在 す る 可 能 性

が あ っ た 。 そ こ で 近 年 解 読 が な さ れ た A.  so jae の 全 ゲ ノ ム 配 列 [ 30]か ら 、 α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ と 推 定 さ れ る 遺 伝 子 配 列 を 探 索 、ク ロ ー ニ ン グ し た 。さ ら に A.  

nidu l a ns を 宿 主 に 発 現 さ せ 、精 製 酵 素 を 取 得 し 、基 本 特 性 お よ び 転 移 特 性 を 解

析 し た 。  
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2 -2.  材 料 と 方 法  

 

2 -2- 1.  実 験 材 料 と 試 薬  

 試 薬 類 は 後 述 の も の を 除 い て 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 製 の も の を 用 い た 。 イ ソ

マ ル ト テ ト ラ オ ー ス 、 イ ソ マ ル ト ペ ン タ オ ー ス と イ ソ マ ル ト ヘ キ サ オ ー ス は 生

化 学 工 業 製 の も の を 用 い た 。 ニ ゲ ロ ー ス は コ ス モ バ イ オ 製 の も の を 用 い た 。 イ

ソ マ ル ト ト リ オ ー ス は シ グ マ ア ル ド リ ッ チ 製 の も の を 用 い た 。

3 2- O-α - D -gl uc osy l -mal to se と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス は 既 報 の 手 法

[ 31, 32 ]に 従 っ て 調 製 し た 。  

 

2 -2- 2.  使 用 し た 微 生 物 株  

A. s oj ae  NBR C4 239 お よ び A . n ig er  NB RC40 66 は 、 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ

イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー か ら 入 手 し た 。  A. or yza e  R IB40 は 、 酒 類 総 合 研 究

所 か ら 入 手 し た 。 A . n id ula ns  AT CC 381 63 は 、Am eri ca n Typ e C ul tur e Col le cti on

か ら 入 手 し た 。  

 

2 -2- 3.  ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 と 形 質 転 換  

A. so jae  N BRC 42 39 の 全 ゲ ノ ム 配 列 （ G enBa nk  a cce ss ion  n o. BA CA0 000 00 00）

か ら A. ory zae 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ 以 下 、 Ao ryA gdS） の 遺 伝 子 配 列

（ Ge nB ank  ac ce ssi on n o.  XP _00 18 253 90） と 同 一 性 の 高 い （ 98％ ） 配 列 を 抽 出

し 、A soj AgdL の 遺 伝 子 配 列 と し た 。ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応（ P CR）に は 、Ph us ion  

Hot Sta rtⅡ D NA p ol ymer as e（ The rm o Fi sher  Sc ien ti fic） を 用 い た 。 使 用 し た

PCR プ ラ イ マ ー の 一 覧 を Tab le  2- 1 に 示 し た 。 A.  or yz ae  te f1 遺 伝 子（ G en Ban k  

acce ss ion  n o.  Q 9Y7 13） プ ロ モ ー タ ー [ 33]の 制 御 下 で As oj AgdL 遺 伝 子 を 発 現 さ

せ る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー を 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 t ef1 遺 伝 子 の プ ロ モ ー

タ ー 領 域 を 含 む 0 .8  kb p の DNA 断 片 は 、 pr om ote r  1 /p rom oter  2 の プ ラ イ マ ー

を 使 用 し 、 A.  o ryz ae  R IB 40 の ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 に 増 幅 し た 。 終 止 コ ド ン の な

い As ojA gdL 遺 伝 子 は 、 Ag dSL 1 /  A gd S L2 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 A . s oj ae  

NBRC 42 3 9 の ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 に 増 幅 し た 。  1 0×Hi s タ グ と 終 止 コ ド ン を 含 む

A soj Ag dL の タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 0.3  k b p の D NA 断 片 を 、 t ermi na tor SL1  /  

term in ato r SL 2 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 A.  s oja e  N BR C 4 239 の ゲ ノ ム DNA を 鋳

型 に 増 幅 し た 。 In- Fusi on  HD  Cl on ing  Kit（ タ カ ラ バ イ オ ） を 使 用 し て 、 3 つ

の PCR 産 物 と Hin dI II /K pnI で 処 理 し た pP TR I I（ タ カ ラ バ イ オ ） を 結 合 し 発 現

ベ ク タ ー と し た 。 A . n ig er 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ（ A.  ni g e r Agd A ,  G enB an k  

acce ss ion  no .  CAK 4469 2） の 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 は 、 Agd SL1 / Agd SL2 の 代 わ

り に Agd NA1  /  Ag dN A2、 te rmi nat or SL1  / t er min ato r S L2 の 代 わ り に

term in ato r NA 1 / t emin at or N A2 を プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 A.  n ige r  N BR C40 66

の ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 に 増 幅 し た こ と を 除 い て 、 As ojA gd L と 同 様 に 実 施 し た 。得

ら れ た A soj Ag dL、A . n ig er  Ag dA の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、Go mi  et  a l  [34 ]に よ っ

て 報 告 さ れ た 方 法 で A.  ni dul an s  A TC C381 63 を 形 質 転 換 し た 。  



- 10 - 

 

 As oj AgdL の c DNA は 、 Re ver se Tr ans crip ti on Pol ym era se C ha in Rea ct ion  

(RT- PC R)で 取 得 し た 。 A soj Agd L の 形 質 転 換 体 の RN A は 、RNea zy  P lan t Mi ni  K it

（ QI AG EN） を 使 用 し て 抽 出 、 精 製 し た 。 Fi rst -st ra nd cDNA は オ リ ゴ （ d T） プ

ラ イ マ ー を 使 用 し て 合 成 し 、 プ ラ イ マ ー Ag d SL 3 /  A gdS L2 を 使 用 し て P CR 増 幅

し た 。  PCR 産 物 を PCR2 .1  TO PO（ I nvi trog en） に ク ロ ー ン ニ ン グ 後 、 配 列 解 析

を 実 施 し 、 As oj Agd L の ア ミ ノ 酸 配 列 を 確 認 し た （ Ge nB ank  acc es sio n n o.  

DM84 93 90） 。  

 

Primer Sequence

promoter1 5‘-TGATTACGCCAAGCTTGATTTTCACTGTGGACCAGACA-3’

promoter2 5‘-TTTGAAGGTGGTGCGAACT-3’

AgdSL1 5‘-CGCACCACCTTCAAAATGTATCTTAAGAAGCTGCTCACTTC-3’

AgdSL2 5‘-CAGAATCGTAATCTCATTCTCGC-3’

terminatorSL1 5‘-GAGATTACGATTCTGCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTGAATGATTTGGTTGGTGAGATAG-3’

terminatorSL2 5‘-GTGAATTCGAGCTCGGTACCAGGTGATGAACGGAGCTTTAA-3’

AgdSL3 5‘-ATGTATCTTAAGAAGCTGCTCAC-3’

AgdNA1 5‘-CGCACCACCTTCAAAATGGTGAAGTTGACGCATCTC-3’

AgdNA2 5‘-CCATTCCAATACCCAGTTTTC-3’

terminatorNA1 5‘-TGGGTATTGGAATGGCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAGTGTCAGCCACAAGCCAGGTG-3’

terminatorNA2 5‘-GTGAATTCGAGCTCGGTACCGGCGGGTGTGTTCGACTG-3’

Table 2-1. AsojAgdL、A. niger  AgdAのクローニングに用いたPCRプライマー

 

 

 

2 -2- 4.  酵 素 の 精 製  

発 現 し た A s o j A g d L の 精 製 酵 素 を 得 る た め に 、 形 質 転 換 し た A .  n i d u l a n s を 、

2  L の 三 角 フ ラ ス コ 、18 0 rpm の 回 転 速 度 で 37℃ 、4 d、好 気 的 に 振 盪 培 養 し た 。

培 地 は 0.1 μ g /  m L の ピ リ チ ア ミ ン を 含 む 1 L の Cz ape k - Dox 培 地 を 用 い た 。

菌 体 は 、 ミ ラ ク ロ ス （ Me rck） を 通 し て 培 養 液 と 分 離 し 回 収 し た 。 10 0  g の 菌 体

を 20 mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 1 L の T ri s -HC l 緩 衝 液 （ pH  7 .4） に 懸 濁 し 、 ヒ ス

コ ト ロ ン （ ニ チ オ ン ） で 破 砕 し 、 遠 心 分 離 （ 1 5,7 00× G、 20 mi n） に よ り 得 ら れ

た 上 清 を 細 胞 抽 出 液 と し た 。細 胞 抽 出 物 を His -Tr ap  HP カ ラ ム（ GE ヘ ル ス ケ ア ）

に ア プ ラ イ し 、 0.5  M  Na Cl と 500  mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 20  m M Tri s -H Cl 緩 衝

液 （ pH  7. 4） で 溶 出 し た 。 溶 出 液 を H iloa d 16/ 60 Su per dex 20 0 P rep gr ade カ

ラ ム（ GE  ヘ ル ス ケ ア ）に ア プ ラ イ し 、 20 mM  2 -mo rph ol ino etha ne sul fon ic  a ci d 

mono hy dra te（ M ES） - N aOH 緩 衝 液 （ pH  6.0） で 溶 出 し た 。 活 性 画 分 を 集 め 、 精

製 酵 素 と し た 。  A.  nig er  Ag dA の 精 製 は 、 Hi s-T rap  HP カ ラ ム へ の ア プ ラ イ 、

溶 出 ま で を As ojA gd L と 同 じ 手 順 で 実 施 し 、溶 出 液 の 緩 衝 液 を 、限 外 ろ 過 膜 を 用

い て 20 mM MES -Na O H 緩 衝 液 （ p H 6 .0） に 置 換 し 、 得 ら れ た 溶 液 を 精 製 酵 素 と し

た 。  
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2 -2- 5． 酵 素 活 性 の 測 定  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 2 0 m M MES -NaO H 緩 衝 液 （ pH  6 .0） 中 の 20  mM マ

ル ト ー ス と 酵 素 液 を 40℃ 、30  m in イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 測 定 し た 。反 応 は

10％ （ w / v） シ ュ ウ 酸 を 1％ （ w  /  w） 加 え て 10  m in 煮 沸 し て 停 止 し た 。 遊 離

し た グ ル コ ー ス は 、 グ ル コ ー ス CII テ ス ト ワ コ ー （ 富 士 フ ィ ル ム 和 光 純 薬 ） を

用 い て 測 定 し た 。  α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 の 1  U は 、 上 記 条 件 下 で 1 min あ た

り 1μ mol の マ ル ト ー ス の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 酵 素 の 量 と し て 定 義 し た 。 α -グ

ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 に 対 す る 温 度 の 影 響 は 、反 応 温 度 を 4 0〜 7 0℃ の 各 温 度 に 設 定

し た 以 外 は α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 測 定 と 同 じ 条 件 で 測 定 し た 。 α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ 活 性 に 対 す る pH の 影 響 は 、 pH の 調 整 で フ タ ル 酸 - HCl（ p H 2 .0 - 3. 0） 、

フ タ ル 酸 - NaO H（ pH  4.0～ 5.5） 、 M ES- NaOH（ pH 5.5～ 7.0） 、

3 -mo rp hol ino pr opa nesu lf oni c a ci d  ( MOPS ) - NaO H（ pH  7. 0～ 8 .5） 、

N -cy cl ohe xyl -3 -am inop ro pa n esu lf oni c ac id  (C APS ) - NaO H（ p H 9.0～ 1 1. 0） の

各 緩 衝 液 を 用 い た 以 外 は α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 測 定 と 同 じ 条 件 で 分 析 し た 。温

度 お よ び pH 安 定 性 は 、 各 温 度 （ 40〜 7 0℃ ） で 1 h r、 ま た は 各 pH（ 2. 0〜 12 .0）

で 4℃ 、 24 h r イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 残 存 し た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 を 分 析

す る こ と で 決 定 し た 。 pH の 調 整 に は 、 pH  2.0〜 3 .5 は フ タ ル 酸 -HCl 緩 衝 液 、 pH  

4.0〜 5 .5 は フ タ ル 酸 - N aOH 緩 衝 液 、 pH  5.5〜 7 .0 は MES -Na OH 緩 衝 液 、 pH 7.0〜

9 .0 は MOP S-N aOH 緩 衝 液  、pH  9. 0〜 12 . 0 は CA PS- NaO H 緩 衝 液 を 使 用 し た 。反 応

速 度 論 的 解 析 で は 、 As oj AgdL で は 20  mM  ME S-N aOH 緩 衝 液 （ pH  6.0） 、 A .  ni g er  

AgdA で は 20 mM 酢 酸 緩 衝 液 （ pH  4 .0） 中 で 、 各 基 質 と 4 0℃ 、 6 0 m in イ ン キ ュ

ベ ー シ ョ ン し 、 反 応 は 10％ （ w / v） シ ュ ウ 酸 を 1％ （ w / w） 加 え て 1 0 m in

煮 沸 し て 停 止 し 、遊 離 し た グ ル コ ー ス を グ ル コ ー ス CII テ ス ト ワ コ ー で 分 析 し 、

反 応 速 度 を 求 め た 。 そ し て Ka le ida Gr aph ve r.  4.5 .3（ S yner gy  So ftw ar e） を

用 い 非 線 形 回 帰 分 析 に て 反 応 速 度 論 パ ラ メ ー タ ー （ k c a t、 K m、 k c a t  / K m） を 求 め

た 。基 質 阻 害 に つ い て は 、次 の 式 を 使 用 し て K i 値 を 算 出 す る こ と で 求 め た： v  =  

V m a x  [ S] /（ K m +  [S ] + [S ] 2  / K i） [35 ]。  

 

2 -2- 6.  タ ン パ ク 質 分 析  

タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Qu ic k St ar t Br ad ford  Pr ote in Ass ay（ Bi o- Rad） を 用 い

て 測 定 し た 。 SD S-P AGE は 、 Lae mm li に よ っ て 報 告 さ れ た 手 法 [ 3 6]に 従 い 、 1 0〜

15％ の 勾 配 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 実 施 し た 。 Be nch mar k Lad der

（ In vi tro gen）を マ ー カ ー と し て 使 用 し た 。N at ive -PA GE は 、Dav is に よ っ て 報

告 さ れ た 手 法 [3 7]に 従 い 、8〜 25％ グ ラ ジ エ ン ト ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用

し て 行 っ た 。 HM W Ma rker  Kit  ( GE ヘ ル ス ケ ア )を マ ー カ ー と し て 使 用 し た 。 マ ー

カ ー に 含 ま れ る t hy rogl ob uli n（ 66 9 k Da） 、 fer rit in（ 4 40 k Da） 、 ca ta las e

（ 23 2 k Da） 、 la ct ate d eh yd rog ena se（ 14 0 k Da） 、 al bu min（ 6 6 k Da） の 各 pI

値 は 、 4. 5、 4 .5、 5. 4、 5. 0、 4 .9 で あ る 。 pI は 、 Ph ast sys t em（ GE ヘ ル ス ケ ア ）

で Ph ast gel  I EF  3 - 9 を 使 用 し 、 等 電 点 電 気 泳 動 す る こ と で 分 析 し た 。 各 試 験 に

お け る タ ン パ ク 質 染 色 は R api d CBB  K ANTO（ 関 東 化 学 ） を 使 用 し た 。  
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2 -2- 7.  転 移 生 成 物 の 調 製   

Asoj Ag dL の 転 移 生 成 物 は 、精 製 酵 素 を 使 用 し て 調 製 し た 。マ ル ト ー ス を 基 質

と し て 使 用 し た 場 合 は 、 30％ （ w / w） の マ ル ト ー ス 、 0 .6 U  /  g の 酵 素 （ 1  g

の 基 質 固 形 分 あ た り 2 U の 酵 素 、 す な わ ち 2  U / g  DS  (dis so lve d s ub str ate)

の 酵 素 を 作 用 ） で 、 pH  6.0、 4 0℃ で 1、 2、 6、 1 2、 24、 4 8、 7 2  hr 反 応 し た 。 基

質 と し て マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 使 用 し た 場 合 は 、 30％ （ w  /  w） の マ ル ト ペ ン タ

オ ー ス 、 2 .4 U / g の 酵 素 （ 基 質 あ た り で は 8  U / g D S） で 、 pH 6.0、 40℃ で

72 hr 反 応 し た 。  反 応 は 1 0 mi n 煮 沸 し て 停 止 し た 。 A. n iger  Ag dA の 転 移 生 成

物 は 、市 販 酵 素 で あ る ト ラ ン ス グ ル コ シ ダ ー ゼ L「 ア マ ノ 」（ 天 野 エ ン ザ イ ム ）

を 用 い て 調 製 し た 。 30％ （ w  /  w） の マ ル ト ペ ン タ オ ー ス 、 2. 4 U / g の 酵 素 （ 基

質 あ た り で は 8 U /  g DS） で 、 pH  6. 0、 40℃ で 72  hr 反 応 し た 。 反 応 は 1 0 min

煮 沸 し て 停 止 し た 。  

 

2 -2- 8.  転 移 生 成 物 の HP LC 分 析 お よ び 分 画  

転 移 生 成 物 は 、 以 下 の 条 件 下 で 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ H PLC） を 使 用

し て 分 析 し た 。重 合 度（ d eg ree  o f po lym eriz at ion、DP）分 析 で は 、M CI  GE L CK 04S

カ ラ ム （ 三 菱 化 学 ） を 使 用 し 、 カ ラ ム 温 度 6 5℃ 、 流 速 0.35  mL  /  m in で 、 蒸 留

水 で 溶 出 し 、 屈 折 率 検 出 器 RI D- 10A（ 島 津 製 作 所 ） で 検 出 し た 。 ま た 液 体 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー 質 量 分 析 計（ L C/ MS）を 用 い て ク ロ マ ト グ ラ フ 上 の 各 ピ ー ク の 重

合 度 を 同 定 し た 。構 造 異 性 体 分 析 で は 、 Uni so n UK - Ami n o（ I mta ct）カ ラ ム を 使

用 し 、 カ ラ ム 温 度 5 0℃ 、 流 速 0 .4  mL  /  min で ア セ ト ニ ト リ ル と 水 と の グ ラ ジ

エ ン ト 溶 出 で 溶 出 し 、 エ ア ロ ゾ ル ベ ー ス 検 出 器 （ NQ AD、 旭 テ ク ネ イ オ ン ） で 検

出 し た 。 グ ラ ジ エ ン ト 溶 出 の 条 件 は 、 ア セ ト ニ ト リ ル /水 の 初 期 比 率 が 8 8％ 、

次 に 30 min か け て 81％ に 低 減 し 、 そ の 後 81％ で 3 5 min 維 持 し 、 そ の 後 6 0％

に 即 時 低 減 し 、 そ の 後 60％ で 1 0 min 維 持 し 、 8 8％ に 即 時 増 加 し た 。 転 移 生 成

物 の 分 画 は 、以 下 の 条 件 で HP LC を 用 い て 行 っ た 。  Bi o- Gel  P 2（ Bio -Ra d）カ ラ

ム を 使 用 し 、 カ ラ ム 温 度 6 0℃ 、 流 速 9 mL  /  min で 、 蒸 留 水 で 溶 出 し 、 屈 折 率

検 出 器 R I70 4P（ GL サ イ エ ン ス ） で 検 出 し フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で 分 画 し た 。 

 

2 -2- 9.  NMR 分 析  

核 磁 気 共 鳴 (n uc lea r ma gn e ti c r es ona nce、 N MR)分 析 は 、 UNIT Y INO VA 50 0

（ Va ri an） に て 5 00  MHz で 1 H-ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 サ ン プ ル は 重 水 に 溶 解

し て 30℃ で 測 定 し 、 水 の シ グ ナ ル を 基 準 と し た 。  

 

2 -2- 10 . M ALD I - TOF  MS 分 析  

Matr ix -as sis te d l aser  d eso rpt io n/i oniz at ion  ti me -of -fli gh t m ass  

spec tr ome try  (MA LD I - TO F  MS )は 、 2,5 -ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 を マ ト リ ッ ク ス と

し て 使 用 し 、 Au tof lex  S pee d  IC  TOF  /  T OF（ Br uk er  Bi oS p in） に て ス ペ ク ト ル

を 測 定 し た 。  1μ L の サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 1μ L の 2, 5-di hy dro xyb en zoi c 
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acid と TA 30（ 30 :7 0 [ v /  v]ア セ ト ニ ト リ ル ： T FA、 0 .1％ 水 溶 液 中 ）で 混 合 し 、

室 温 で 乾 燥 し て 分 析 し た 。 モ ル 質 量 は 正 の リ フ レ ク ト ロ ン モ ー ド で 分 析 し た 。  

 

2 -2- 11 . 転 移 生 成 物 の デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分 解 に よ る 評 価  

デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分 解 に よ る 転 移 生 成 物 の 評 価 は 、以 下 の 方 法 で 行 っ た 。

5％ （ w / w） の 転 移 生 成 物 に 対 し 、 1％ （ w / w） の 1 000 倍 に 希 釈 し た デ キ ス ト

ラ ナ ー ゼ L「 ア マ ノ 」（ 天 野 エ ン ザ イ ム ）、pH  6.0、50℃ で 16 hr 反 応 し 、10  m i n

煮 沸 し て 反 応 を 停 止 し た 。加 水 分 解 物 の 分 析 は 、前 記 HPL C に よ る 重 合 度 分 析 と

同 じ 方 法 で 行 っ た 。  

 

2 -2- 12 . メ チ ル 化 分 析  

転 移 生 成 物 に 含 ま れ る グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 比 率 を 決 定 す る た め に 、C ic a nu、

Kere k に よ っ て 報 告 さ れ た 手 法 [3 8]で メ チ ル 化 分 析 を 実 施 し た 。 ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ 分 析 は 、 GC 7890 A（ Ag ile nt  Te chno lo gie s） と 水 素 炎 イ オ ン 化 検 出 器 を

使 用 し て 、以 下 の 条 件 下 で 実 行 し た 。カ ラ ム： HP -5 MS フ ュ ー ズ ド シ リ カ キ ャ ピ

ラ リ ー （ I D 3 0 m×0 .25 mm ; A gil en t T echn ol ogi es） ;温 度 ： 10 0℃ で 1  mi n、

そ の 後 2 80℃ で 30 min、 1  min 放 置 。 注 入 温 度 ： 28 0℃ ;キ ャ リ ア ガ ス ： ヘ リ ウ

ム 。  
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2 -3.  結 果  

2 -3- 1.  As ojA gdL の 発 現 、 精 製 と 生 化 学 的 特 性  

 発 現 し た As ojA gd L を 、 Hi s-T rap ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と ゲ ル

ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 し た（ T abl e 2 - 2）。精 製 さ れ た A so jA gdL

は 、SD S-P AGE で 分 子 量 が 65  kDa と 7 6 kD a の 2 本 の バ ン ド と し て 得 ら れ た（ Fig .  

2-1 A） 。 等 電 点 電 気 泳 動 の 結 果 、 バ ン ド は 不 鮮 明 で あ っ た が 、 A soj Ag dL の pI

は 約 5.2 で あ り （ F ig. 2 -1 C） 、 nat iv e -PA GE の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の pI に 近

か っ た 。 こ の こ と か ら nat ive -P AGE を 行 い 、 未 変 性 酵 素 の お よ そ の 分 子 量 を 調

べ た と こ ろ 、110  k D a の 単 一 バ ン ド と し て 得 ら れ た（ Fig .  2 - 1 B）。一 方 、A.  n ig e r  

AgdA は 、H is- Tr ap ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 精 製 し た 。精

製 さ れ た A.  n ig er  A gdA は 、SD S-P AGE で 2 本 の バ ン ド と し て 得 ら れ た（ Fi g.  2 - 2  

A） 。 等 電 点 電 気 泳 動 で は 、 バ ン ド は 不 鮮 明 で あ っ た が 、 pI  5 .20 と 6. 55 の 間

で 2 本 の バ ン ド が 検 出 さ れ （ Fi g.  2 - 2 C） 、 na tiv e - PAG E の マ ー カ ー タ ン パ ク

質 の pI に 近 か っ た 。そ し て n ati ve -PA GE を 行 い 、未 変 性 酵 素 の お よ そ の 分 子 量

を 調 べ た と こ ろ 、 1 40 k Da の 単 一 バ ン ド と し て 得 ら れ た （ Fi g.  2 - 2 B） 。  

次 に 、A soj Ag dL の 活 性 と 安 定 性 に 対 す る pH と 温 度 の 影 響 を 調 べ た（ Fi g.  2- 3）。 

Asoj Ag dL の 最 適 pH は 5.5 で 、 pH  6.0～ 10.0 で 90％ 以 上 の 活 性 が 残 存 し た 。 最

適 温 度 は 55℃ で 、 5 0℃ 以 下 で は 1  hr の イ ン キ ュ ベ ー ト で 活 性 が 90％ 以 上 残 存

し 、 70℃ で は 95％ の 活 性 が 失 わ れ た 。  

 

Procedure Total protein Total activity Specific activity Yield

（mg） （U） （U/mg） （%）

Cell extract 124.1 15.6 0.13 100

His-Trap HP 13.3 12.6 0.95 81

Hiload 16/60 Superdex

 200 Prepgrade
0.4 1.9 5.38 12

Table 2-2. AsojAgdLの精製過程
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Fig. 2-1. AsojAgdLの分子量と等電点

（A）SDS-PAGE。レーン1, Bench mark Ladder; レーン2, AsojAgdL。

（B）native-PAGE。レーン1; HMW marker kit; レーン2, AsojAgdL。

（C）等電点電気泳動。レーン1, Broad pI kit; レーン2, AsojAgdL。
 

Fig. 2-2. A. niger AgdAの分子量と等電点

（A）SDS-PAGE。レーン1, Bench mark Ladder; レーン2, A. niger AgdA。

（B）native-PAGE。レーン1; HMW marker kit; レーン2, A. niger AgdA。

（C）等電点電気泳動。レーン1, Broad pI kit; レーン2, A. niger AgdA。
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Fig. 2-3.  pH、温度がAsojAgdLのα-グルコシダーゼ活性に与える影響。

（A）各pHにおける活性（○）とpH安定性（●）。 （B）各温度におけ

る活性（○）と温度安定性（●）。

A B
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2 -3- 2.  As ojA gdL の 反 応 速 度 論 的 解 析  

Asoj Ag dL の 基 質 特 異 性 を 評 価 す る た め 、様 々 な 糖 質 に 対 す る 反 応 速 度 論 パ ラ

メ ー タ ー を 決 定 し 、 A.  n ige r  A gdA と 比 較 し た 。 ト レ ハ ロ ー ス の 加 水 分 解 活 性

は As ojA gdL、 A. ni ger  Ag dA と も に 検 出 さ れ な か っ た 。 マ ル ト オ リ ゴ 糖 、 イ ソ

マ ル ト オ リ ゴ 糖 、 コ ー ジ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス 、 可 溶 性 澱 粉 、 お よ び デ キ ス ト

ラ ン を 基 質 と し た 反 応 速 度 論 パ ラ メ ー タ ー を Ta bl e 2 - 3 に 示 し た 。  

マ ル ト オ リ ゴ 糖 を 基 質 と し た 場 合 、 A sojA gdL と A.  n ige r  Ag dA の 加 水 分 解 活

性 は 、高 基 質 濃 度（ 約 2 mM 以 上 ）下 で 阻 害 さ れ た 。基 質 濃 度 が 低 い 場 合 、酵 素

反 応 は ミ カ エ リ ス -メ ン テ ン 速 度 論 モ デ ル に よ く 適 合 し た が （ Fig . 2- 4 A） 、 基

質 濃 度 が 高 い 範 囲 ま で 含 め る と 、基 質 阻 害 の 速 度 論 に 従 っ た 曲 線 と な っ た（ Fig.  

2-4 B） 。 そ こ で k c a t と K m の 値 は 低 基 質 濃 度 の 範 囲 で 決 定 し 、 K i 値 を 測 定 し た

基 質 濃 度 の 範 囲 全 体 か ら 計 算 し た （ T able  2 -4） 。 一 方 、 イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 、

コ ー ジ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス に 関 し て は 、 Aso jAg dL と A. n ige r  Ag dA の い ず れ

も 基 質 阻 害 は 観 察 さ れ な か っ た （ Fig . 2 - 4 C） 。  

Asoj Ag dL、 A.  n ige r  Ag dA と も に 幅 広 い 糖 質 基 質 に 対 し て 作 用 し た が 、 基 質

特 異 性 は 異 な っ た 。 Asoj Ag dL は マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 す る 作 用 性 が 高 く 、マ ル ト

ト リ オ ー ス か ら マ ル ト ヘ キ サ オ ー ス の マ ル ト オ リ ゴ 糖 の k c a t / K m 値 は 11 .0〜

17.7  m M - 1s - 1 で あ っ た 。 そ し て イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 し て も 重 合 度 に 関 わ ら

ず 作 用 し 、 イ ソ マ ル ト ー ス か ら イ ソ マ ル ト ヘ キ サ オ ー ス の k c a t  / K m 値 は い ず れ

も 3 mM - 1s - 1 程 度 で あ っ た 。 一 方 、 A.  nige r  Ag dA は マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 す る 作

用 性 が 非 常 に 高 く 、 マ ル ト ト リ オ ー ス か ら マ ル ト ヘ キ サ オ ー ス の マ ル ト オ リ ゴ

糖 の k c a t / K m 値 は 約 30 mM - 1 s - 1 だ っ た 。 し か し 、 イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 し て

は 低 い 活 性 を 示 し 、 重 合 度 の 大 き い イ ソ マ ル ト ペ ン タ オ ー ス お よ び イ ソ マ ル ト

ヘ キ サ オ ー ス は 0 .6  mM - 1 s - 1、 0 .5 m M - 1 s - 1 と 特 に 低 い 作 用 性 で あ っ た 。 マ ル ト オ

リ ゴ 糖 を 基 質 と し た 場 合 、 A soj Ag dL と A. nig er  A gdA の 両 方 で 基 質 阻 害 が 観 察

さ れ た が 、 As oj Agd L は 阻 害 の な か っ た マ ル ト ー ス を 除 い て A. nig er  A gdA よ り

も K i が 明 ら か に 低 か っ た 。  Aso jA gdL と A.  ni ge r  A gdA の 両 方 が 可 溶 性 澱 粉 に

作 用 し た 。 一 方 、 A sojA gdL は デ キ ス ト ラ ン に 作 用 し た が 、 A.  n ige r  A gdA は ほ

ぼ 作 用 し な か っ た 。  
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k cat /K m k cat /K m

(mM
-1

s
-1

) (mM
-1

s
-1

)

Maltose 2.2 ± 0.3 8.5 ± 0.4 3.9 3.2 ± 0.8 52.3 ± 6.1 16.5

Kojibiose 2.1 ± 0.3 2.9 ± 0.1 1.4 5.2 ± 0.1 16.8 ± 0.1 3.2

Nigerose 2.5 ± 0.4 5.1 ± 0.2 2.1 13.0 ± 0.3 34.0 ± 0.4 2.6

Isomaltose 2.0 ± 0.3 4.9 ± 0.3 2.4 5.0 ± 0.1 20.6 ± 0.2 4.1

Maltotriose 2.0 ± 0.0 22.1 ± 0.3 11.0 2.0 ± 0.4 62.8 ± 5.8 31.7

Maltotetraose 1.6 ± 0.1 22.1 ± 1.3 14.1 1.2 ± 0.2 47.4 ± 3.3 39.4

Maltopentaose 0.9 ± 0.1 15.3 ± 1.5 17.0 1.1 ± 0.1 40.4 ± 1.3 36.3

Maltohexaose 0.9 ± 0.1 15.9 ± 1.1 17.7 1.1 ± 0.1 43.1 ± 2.0 38.7

Soluble starch
c 0.4 ± 0.1 9.3 ± 1.1 24.4 3.0 ± 0.5 184.3 ± 16.5 62.0

Isomaltotriose 0.5 ± 0.1 3.6 ± 0.1 7.0 11.2 ± 0.4 38.3 ± 0.7 3.4

Isomaltotetraose 2.4 ± 0.8 5.9 ± 0.6 2.4 32.8 ± 3.5 43.2 ± 3.0 1.3

Isomaltopentaose 0.9 ± 0.1 3.6 ± 0.1 4.1 0.6
b

Isomaltohexaose 1.1 ± 0.2 3.5 ± 0.1 3.1 0.5
b

Dextran
c 0.9 ± 0.2 2.7 ± 0.2 3.1 0.4

b

(mM) (s
-1

)

Table 2-3. AsojAgdL、A. niger  AgdAの反応速度論的解析

subustrates

AsojAgdL A. niger  AgdA

K  m k  cat K  m k cat

(mM) (s
-1

)

ND
a

ND
a

ND
a

ND
a

ND
a

ND
a

determined by gel permeation chromatography.

K m and k cat values are shown with standard errors.

a
 Not determined because the enzyme was not saturated with the substrate.

b
 The k cat/K m value was determined from initial velocities (v ) at sufficiently low substrate

 ([S]) based on  the relationship k cat/K m=v /([S][E])

c
 Weight average molecular weight of soluble starch and dextran were 8800 and 11000, respectively,

 

 

Fig. 2-4. AsojAgdLの反応速度論的解析の例

（A）マルトトリオース（0-1.6 mM）に対する反応速度と基質濃度のプロット。

（B）マルトトリオース（0-25mM）に対する反応速度と基質濃度のプロット。

（C）イソマルトヘキサオース（0-25mM）に対する反応速度と基質濃度のプロット。
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Maltose -
a 12.0 ± 3.6

Maltotriose 0.0083 ± 0.59 3.8 ± 0.7

Maltotetraose 0.0029 ± 0.34 7.2 ± 5.0

Maltopentaose 0.29 ± 0.37 19.6 ± 2.2

Maltohexaose 0.14 ± 0.29 30.8 ± 7.0

a
 Not determined because the activity was not inhibited.

Table 2-4. AsojAgdL、A. niger  AgdAの阻害定数

subustrates
K  i

 
(mM)

AsojAgdL A. niger  AgdA

Values are shown with standard errors (SE).

 

 

2 -3- 3.  マ ル ト ー ス を 基 質 と し た Aso jA gdL の 転 移 反 応  

マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 場 合 の A soj A gd L の 転 移 生 成 物 を HPL C で 分 析 し（ Fig . 

2-5） 、 主 要 な イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 の 組 成 の 経 時 変 化 を F ig. 2 -6 に 示 し た 。 3

糖 の パ ノ ー ス （ Glc -α - 1, 6-G lc-α -1, 4-Gl c） が ま ず 生 成 し 、 6 hr で 全 糖 質 中

の 割 合 が 22 .5％ に ま で 増 加 し た 。 次 に 、 4 糖 の イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー

ス（ Gl c-α - 1,6 -G lc -α - 1, 6-G lc-α -1, 4-Gl c）が 増 加 し 、12  hr で 最 大 量 の 8 .7％

に 達 し た 。 そ の 後 、 パ ノ ー ス と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス の い ず れ も 減

少 に 転 じ た 。  α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 ま な い イ ソ マ ル ト ー ス 、 イ ソ マ ル ト

ト リ オ ー ス 、 お よ び イ ソ マ ル ト テ ト ラ オ ー ス は こ の 順 に 増 加 し 、 24  hr 後 に 平

衡 に 達 し た 。 72  hr 後 の 含 有 比 率 は そ れ ぞ れ 1 7.8％ 、 1 0. 8％ 、 3 .7％ で あ っ た 。 

Asoj Ag dL の 転 移 生 成 物 全 体 の 組 成 の 経 時 変 化 を Ta ble  2 -5 に ま と め た 。 前 述

の 通 り イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 が 主 要 な 生 成 物 だ っ た が 、 他 の 糖 質 も 生 成 し た 。 3

糖 の 3 2 -O-α -D-グ ル コ シ ル -マ ル ト ー ス が 反 応 初 期 に 最 大 5. 4％ 、ニ ゲ ロ ー ス が

反 応 後 期 に 最 大 2 .3％ 生 成 し た 。 反 応 の 後 期 に は 最 大 2 .4 %の コ ー ジ ビ オ ー ス が

生 成 し 、 マ ル ト ト リ オ ー ス は 反 応 2  h r で 5. 6％ ま で 増 加 し た が 、 そ の 後 減 少 し

た 。 マ ル ト テ ト ラ オ ー ス は 、 最 大 0 .6％ と 反 応 時 間 全 体 を 通 し て 少 な か っ た 。  

ま た 異 性 体 組 成 分 析 で は 成 分 の 同 定 が 困 難 で あ る 5 糖 類 に 含 ま れ る 糖 質 の 結

合 様 式 を 分 析 す る た め に 、72  hr 反 応 後 の 転 移 生 成 物 中 の 5 糖 類 を 分 画 し 1 H-NM R

で 分 析 し た と こ ろ 、 α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 の 比 率 が 8 1％ で あ っ た 。  
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Fig. 2-5. AsojAgdLのマルトースを基質とした転移生成物のHPLCクロマトグラム

（A）反応12 hr。（B）反応72 hr。 G, グルコース; N2, ニゲロース; M2, マルトース; K2, コジビ

オース; IM2, イソマルトース; NG2, 32-O-α-D-グルコシル-マルトース; M3, マルトトリオース; 

P, パノース; IM3, イソマルトトリオース; M4, マルトテトラオース; IM3G, イソマルトトリオシル

グルコース; IM4, イソマルトテトラオース。
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Fig. 2-6. AsojAgdLのマルトースを基質とした転移生成物中のイソマルトオリゴ糖組成の経時変化

●, イソマルトース; ■, パノース;▲, イソマルトトリオース; ○, イソマルトトリオシルグルコース; 

□, イソマルトテトラオース。
 



- 20 - 

 

1 2 6 12 24 48 72

Composition (%)

DP1 Glucose 5.3 8.3 18.3 23.4 25.4 26.7 27.9

DP2 Nigerose 0.0 0.0 0.6 1.5 2.1 2.2 2.3

Maltose 76.8 65.4 25.2 7.6 3.7 3.0 2.7

Kojibiose 0.0 0.0 0.0 1.1 1.9 2.2 2.4

Isomaltose 1.0 1.9 7.9 15.1 18.0 18.2 17.8

Others 1.1 0.9 0.7 0.3 0.0 0.0 0.4

DP3 3
2
-O -α-D-glucosyl-maltose 2.1 3.3 5.4 1.8 0.3 0.0 0.0

Maltotriose 4.4 5.6 5.0 1.4 1.1 1.5 1.9

Panose 8.1 12.3 22.5 12.8 4.5 2.9 2.7

Isomaltotriose 0.0 0.0 1.4 6.4 10.3 11.3 10.8

Others 0.6 0.9 1.8 2.2 2.8 3.0 3.0

DP4 Maltotetraose 0.2 0.4 0.6 0.4 0.4 0.4 0.0

Isomaltotriosyl-glucose 0.3 0.9 4.6 8.7 5.2 1.9 1.0

Isomaltotetraose 0.0 0.0 0.0 2.2 7.2 7.8 7.8

Others 0.0 0.0 4.2 5.4 2.2 3.2 3.7

DP5+ 0.0 0.0 1.8 9.7 14.9 15.7 15.5

Table 2-5. AsojAgdLのマルトースを基質とした転移生成物の糖組成の経時変化

Time course (hr)

 

 

2 -3- 4.  マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た Aso jAg dL に よ る 転 移 反 応  

マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 場 合 の Aso jAg dL の 転 移 生 成 物 の 重 合 度 分

析 で は 、 基 質 よ り も 重 合 度 の 大 き い 糖 質 が 検 出 さ れ た 。 72  hr 反 応 後 の H PLC

チ ャ ー ト を Fi g. 2 - 7 A に 示 す 。 各 ピ ー ク の 重 合 度 を 同 定 す る た め に 、 LC /MS 分

析 を 行 っ た 。 保 持 時 間 29、 24、 21、 1 9、 1 7、 15 分 の ピ ー ク は 、 DP  1、 D P 2、 DP  

3、 D P 4、 DP 5、 DP 6 に そ れ ぞ れ 対 応 し た 。 一 方 DP  6 以 上 は ピ ー ク が 重 複 す る

た め 、同 定 が 困 難 で あ っ た 。転 移 生 成 物 の 内 50％ は D P  6 以 上 の 糖 質 で あ っ た 。

MALD I - TOF  MS 分 析 で は 最 大 で DP 18 の 糖 質 が 検 出 さ れ た （ Fi g.  2 - 8） 。 転 移 生

成 物 は デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ に よ る 加 水 分 解 を 受 け 、 DP6 以 上 の 糖 質 は 50％ か ら

37％ に 減 少 し た （ F ig. 2 - 7 B） 。  

転 移 生 成 物 中 の D P 6 以 上 の 成 分 を 分 画 し 、メ チ ル 化 分 析 に 供 し た 。そ の 結 果 、

転 移 生 成 物 を 構 成 す る グ ル コ ー ス の 内 51 .8％（ 複 数 の 結 合 様 式 を 持 つ も の も 含

む ） と 半 分 以 上 が α - 1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 ん で お り 、 α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結

合 を 含 む グ ル コ ー ス が 30. 2％ と 次 に 多 か っ た 。α - 1,2 -お よ び α - 1,3 -グ ル コ シ

ド 結 合 を 含 む グ ル コ ー ス は そ れ ぞ れ 2 .3％ と 9 .2％ で あ っ た （ Ta ble  2 - 6） 。  

主 要 な 活 性 が A.  n ig er  Ag dA に 由 来 す る [ 20,3 9]ト ラ ン ス グ ル コ シ ダ ー ゼ L「 ア

マ ノ 」に 関 し て も 同 様 に マ ル ト ペ ン タ オ ー ス に 作 用 し 、転 移 反 応 物 を 分 析 し た 。  

DP6 以 上 の 転 移 生 成 物 の 割 合 は 、7 2 hr の 反 応 後 は 16％ で あ り 、デ キ ス ト ラ ナ ー

ゼ 加 水 分 解 後 は 1 2％ に 減 少 し た （ Fig . 2 - 7 C,D） 。 減 少 幅 は 4％ で 、 A soj Ag dL

の 減 少 幅 の 3 分 の 1 程 度 で あ っ た 。  
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Fig. 2-7. AsojAgdLとトランスグルコシダーゼLのマルトペンタオースを基質とした

転移生成物およびそのデキストラナーゼ加水分解物のHPLCクロマトグラム

（A）AsojAgdLの転移生成物。（B）Aのデキストラナーゼ加水分解物。（C）トラン

スグルコシダーゼLの転移生成物。 （D）Cのデキストラナーゼ加水分解物。
 

Fig. 2-8. AsojAgdLのマルトペンタオースを基質とした転移生成物のMALDI-TOF MS分析

（A）m /z : 0-3,000 Da、（B）m /z : 2,000-3,000 Da。
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Type of glucosidic linkage Composition (%)

terminal 16.1

1-3 4.8

1-4 25.0

1-6 44.5

1-2, 1-4 2.3

1-4, 1-6 2.9

1-3, 1-6 4.4

others -

Table 2-6. AsojAgdLのマルトペンタオースを基質とした

転移生成物の6糖以上の成分のメチル化分析結果
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2 -4.  考 察  

A. ni dul an s を 宿 主 と し た 発 現 、H is -Tr ap ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

と ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 精 製 で 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、α -グ ル

コ シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 nat ive -P AG E で 1 本 の バ ン ド と な っ た こ と か ら （ F ig.  

2-1 B） 、 活 性 の あ る As ojA gdL の 精 製 酵 素 が 得 ら れ た と 考 え ら れ た 。 SD S-P AGE

で は 2 本 の バ ン ド が 観 察 さ れ た こ と か ら （ Fig . 2 -1 A） 、 As oj AgdL は ヘ テ ロ ダ

イ マ ー で あ り 、 A. nidu la ns に お け る 異 種 発 現 に お い て も ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 分

解 を 受 け 、 2 分 割 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 上 に 分 泌 シ グ ナ ル と

推 測 さ れ る 配 列 を 有 し て い る こ と も 併 せ て 考 え る と 、As ojAg dL は プ ロ セ シ ン グ

を 受 け て 菌 体 外 に 分 泌 さ れ る 酵 素 で あ る こ と が 推 測 さ れ た 。比 較 対 象 と し た A.  

nige r  AgdA に 関 し て も 、 nat ive -P AGE で 1 本 の バ ン ド と な り （ Fig . 2 -2  B） 、

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ 精 製 酵 素 が 得 ら れ た 。 A. n iger  Ag dA も ま た ヘ テ

ロ ダ イ マ ー で あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 SD S デ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動 で は 分 離 で

き な い と い う 報 告 も あ っ た が [3 9]、本 研 究 に お い て は S DS -PAG E で 2 本 の ポ リ ペ

プ チ ド 鎖 に 分 離 し た （ Fi g. 2 -2  A） 。  

各 種 糖 質 基 質 に 対 す る 反 応 速 度 論 的 解 析 の 結 果（ Ta ble  2 -3,  2 -4）、As oj Agd L

は 高 濃 度 で は 基 質 阻 害 が 働 く も の の マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 す る 高 い 作 用 性 が あ り 、

イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 し て は 重 合 度 に 関 わ ら ず 作 用 し 、 さ ら に 高 分 子 の α

- 1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 糖 質 で あ る デ キ ス ト ラ ン に も 作 用 し た 。比 較 し た A.  n iger  

AgdA は 、 As oj AgdL と 同 様 に マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 高 い 作 用 性 が あ る が 基 質 阻 害 は

A soj Ag dL ほ ど 強 く な く 、重 合 度 の 大 き い イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 や デ キ ス ト ラ ン に

は ほ と ん ど 作 用 せ ず 、明 ら か に 異 な る 基 質 特 異 性 を 示 し た 。Aso jAg dL と 今 回 比

較 し た A.  n ige r  Agd A の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 3 1%で あ る が 、A .  ni dul an s  Agd B

に 対 す る 同 一 性 は 8 2％ と よ り 高 い 。 A.  nidu la ns  A gdB の 基 質 特 異 性 は Ka to  et  

al に よ っ て 反 応 速 度 論 的 解 析 が な さ れ て お り 、最 も 特 異 性 が 高 い 基 質 は マ ル ト

ト リ オ ー ス で 、マ ル ト テ ト ラ オ ー ス と マ ル ト ペ ン タ オ ー ス の k c a t/K m 値 は こ の 順

に 減 少 し 、可 溶 性 澱 粉 が 最 も 特 異 性 が 低 か っ た と 報 告 さ れ た [2 2]。As ojA gd L の

場 合 、 よ り 重 合 度 の 大 き い マ ル ト オ リ ゴ 糖 が 優 先 さ れ 、 可 溶 性 澱 粉 に も 作 用 し

た 。 し た が っ て 、 A sojA gdL と A.  n idu lans  A gdB は 基 質 特 異 性 の 点 で は 性 質 の

異 な る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ で あ る と 考 え ら れ た 。  

マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 生 成 物 の 分 析 結 果 か ら 、 A sojA gdL は α - 1,6 -グ

ル コ シ ド 結 合 を 含 む イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 を 多 く 生 成 す る こ と が 分 か っ た （ Fi g.  

2-6）。各 種 イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 生 成 量 の 経 時 変 化 か ら 、そ れ ぞ れ の イ ソ マ ル ト

オ リ ゴ 糖 が 生 成 す る 推 測 さ れ た 経 路 を Fi g.  2 -9 に 示 し た 。A so jAg dL は マ ル ト ー

ス に 作 用 し て 、 糖 転 移 と 加 水 分 解 の 両 方 を 触 媒 し 、 パ ノ ー ス と グ ル コ ー ス を 生

成 す る 。反 応 の 初 期 段 階 で は 、主 に ル ー ト A を 介 し て 糖 の 生 産 が 行 わ れ 、パ ノ ー

ス と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス が 蓄 積 す る 。 や が て マ ル ト ー ス が 完 全 に

消 費 さ れ る と 、 パ ノ ー ス と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス は 生 産 さ れ る 以 上

に 加 水 分 解 を 受 け て 減 少 し 、 ル ー ト B が 主 要 な 糖 生 産 経 路 に な る 。 あ ら ゆ る 糖

質 の 加 水 分 解 生 成 物 で あ る グ ル コ ー ス の 量 は 反 応 後 期 に 高 レ ベ ル に 達 し 、 主 に
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イ ソ マ ル ト ー ス 、 イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス 、 イ ソ マ ル ト テ ト ラ オ ー ス を 含 む 全 体

の 糖 組 成 が ほ ぼ 平 衡 状 態 に 達 す る 。 反 応 72 hr 後 に は 、 1H- NMR に よ る 分 析 結 果

よ り 5 糖 類 の 81%が α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 で 、4 糖 以 下 も HPLC 分 析 結 果 よ り 多

く が α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 で 構 成 さ れ て い た こ と を 考 え る と 、マ ル ト ー ス か ら

の 転 移 生 成 物 の 結 合 様 式 の 大 部 分 は 最 終 的 に α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 に 集 約 し

て い く と 考 え ら れ た 。  

Asoj Ag dL は α -1, 2-、α -1, 3-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 も 生 成 し た が 、イ ソ

マ ル ト オ リ ゴ 糖 と 比 較 す る と 少 量 で あ っ た（ Ta ble  2 -5）。ま た マ ル ト ト リ オ ー

ス や マ ル ト テ ト ラ オ ー ス も 生 成 し た た め 、 α - 1,4 -転 移 も す る と 考 え ら れ た が 、

生 成 し た α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 は や が て 転 移 反 応 の ド ナ ー と し て

使 用 さ れ 、 転 移 生 成 物 中 か ら は 最 終 的 に ほ ぼ な く な る と 考 え ら れ た 。  

マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 反 応 で は 、 マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 推 定 イ

ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 生 成 経 路 を 考 慮 す る と 、 転 移 生 成 物 は 還 元 末 端 側 が α - 1,4-

グ ル コ シ ド 結 合 、非 還 元 末 端 側 が α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 か ら な る こ と が 推 測 さ

れ た 。得 ら れ た 転 移 生 成 物 は デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ に よ る 分 解 を 受 け た（ Fi g 2- 7）。

本 研 究 で 使 用 し た 糸 状 菌 由 来 の デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ（ EC  3 .2.1 .1 1）は 、イ ソ マ ル

ト ト リ オ ー ス よ り も 長 い α - 1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 を 持 つ デ キ ス ト ラ ン と イ ソ マ

ル ト オ リ ゴ 糖 を 加 水 分 解 し 、 主 に イ ソ マ ル ト ー ス 、 イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス 、 お

よ び 少 量 の グ ル コ ー ス を 生 成 す る こ と が 知 ら れ て い る [ 40,4 1, 42 ]。し た が っ て 、

Asoj Ag dL は 3 つ 以 上 の 連 続 し た α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 を 生 成 す る と 考 え ら れ

た 。 A.  n ige r  Ag dA が 主 活 性 で あ る ト ラ ン ス グ ル コ シ ダ ー ゼ L「 ア マ ノ 」 を 用 い

る と 、 6 糖 以 上 の 糖 質 の 生 成 量 が 少 な く 、 か つ デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ に よ る 分 解 も

ほ と ん ど 受 け な か っ た 。 同 じ α -1 ,6 転 移 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ で あ っ て も 、

A soj Ag dL は 重 合 度 が 大 き く 、 連 続 し た α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 を 生

成 す る と い う 点 で 、 A.  n ige r  A gdA と は 明 ら か に 異 な る 転 移 特 性 を 持 つ 酵 素 で

あ る と 考 え ら れ た 。  

A. n ig er、 A.  n idu lans、 A. ory zae の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 イ ソ マ ル ト ー

ス 、イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス 、パ ノ ー ス な ど の α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 の 短 い 鎖 を

持 つ イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る こ と が 報 告 さ れ て い た [2 2 ,2 4,4 3]が 、 連 続

し た α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 を 多 く 生 成 す る A spe rg ill u s 属 由 来 の α -グ ル コ シ

ダ ー ゼ は 未 だ 報 告 さ れ て い な い 。 イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 は ヒ ト の 腸 内 ビ フ ィ ズ ス

菌 数 を 増 加 さ せ る 働 き が あ る こ と 、 3 糖 の イ ソ マ ル ト オ リ ゴ 糖 は 2 糖 の イ ソ マ

ル ト オ リ ゴ 糖 よ り も ヒ ト の 腸 内 ビ フ ィ ズ ス 菌 を よ り 増 殖 さ せ る こ と が 報 告 さ れ

て い る [44 ]。Aso jAg dL を 利 用 す る こ と で 、高 い プ レ バ イ オ テ ィ ク ス 効 果 を 持 つ

新 し い 糖 質 素 材 の 開 発 に つ な が る こ と が 期 待 さ れ る 。  

ま た 、 Aso jAg dL の オ ル ソ ロ グ で あ る A . ni du lan s  A gdB は 、 イ ソ マ ル ト ー ス

に 誘 導 さ れ る AmyR に よ っ て 遺 伝 子 発 現 を 促 進 さ れ る 、 α -ア ミ ラ ー ゼ を は じ め

と し た 澱 粉 分 解 系 の 酵 素 の 内 の 1 つ で あ る こ と が 分 か っ て お り [ 45]、 Aso jAgd L

も α -ア ミ ラ ー ゼ な ど と 連 携 し て 澱 粉 質 を 分 解・資 化 す る 役 割 を 持 っ て い る と 推
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測 さ れ る 。A so jAg d L の 澱 粉 の 資 化 に お い て 果 た す 役 割 に つ い て も 解 明 が 望 ま れ

る 。  

 

 

Fig. 2-9. AsojAgdLの転移反応によるイソマルトオリゴ糖生成の予測経路

図中の記号：○, グルコース; ‒, α-1,4-グルコシド結合; ↓, α-1,6-グルコシド結合; 太矢印

（灰色）, 加水分解の位置。糖質の略称： IM2, イソマルトース; IM3, イソマルトトリオース; 

IM3G, イソマルトトリオシルグルコース; IM4, イソマルトテトラオース; IM4G, イソマルト

テトラオシルグルコース; IM5, イソマルトペンタオース。
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第 3 章 Aspergillus niger 由 来 の α -1,2・ 1,3 転 移 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ

の 解 析  

 

3 -1.  序 論  

 本 章 で は 近 年 発 見 さ れ た A.  ni ger 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 A . n ige r  A gdB

の 基 本 特 性 お よ び N MR を 用 い た 転 移 特 性 の 詳 細 な 解 析 に つ い て 述 べ る 。A . ni ger

由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 α -1 ,6 転 移 活 性 を 持 つ も の （ A.  n ige r  Ag dA） が

古 く か ら 知 ら れ て い た [4 3,4 6]。 近 年 、 そ れ と は 別 に α - 1,2-グ ル コ シ ド 結 合 を

含 む コ ー ジ ビ オ ー ス や α -1, 3-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む ニ ゲ ロ ー ス を 転 移 反 応 に

よ っ て 生 産 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A . ni ge r  A gdB） が 報 告 さ れ た が [4 7,4 8]、

そ の 転 移 生 成 物 の 構 成 が 複 雑 で あ り 、 生 成 物 全 体 に お け る 詳 細 な 解 析 は な さ れ

て い な か っ た 。  

NMR 分 析 は 、タ ン パ ク 質 、核 酸 や 糖 質 の 構 造 の 解 析 に 利 用 さ れ る 。  糖 質 の 分

析 に 関 し て は 、 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 し た 糖 質 混 合 物 中 の グ ル コ シ ド 結 合 組 成

の 定 量 に も NMR が 使 用 可 能 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [2 1]。 し か し 、 そ の 分

析 は α -1, 4-、 α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 の 定 量 に 限 定 さ れ て い た 。 し た が っ て 、

NMR を 用 い て α -1 ,1 -α 、 α -1 ,1-β 、 α -1 ,2、 α -1 ,3 な ど 様 々 な グ ル コ シ ド 結

合 様 式 を 含 む 糖 質 混 合 物 を 分 析 す る 方 法 は 未 だ 確 立 さ れ て い な か っ た 。  

そ こ で 、A . nig er の ゲ ノ ム 配 列 か ら A . nige r  Ag dB 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、

A. n id ula ns を 宿 主 に 発 現 さ せ 、 精 製 し 、 基 本 特 性 を 分 析 す る と と も に 、 N MR

を 用 い た 多 様 な 結 合 様 式 の 分 析 法 を 確 立 し 、 A . n ig er  AgdB に よ る 転 移 生 成 物

の 詳 細 な 解 析 を 実 施 し た 。  
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3 -2.  材 料 と 方 法  

 

3 -2- 1.  実 験 材 料 と 試 薬  

試 薬 類 は 後 述 の も の を 除 い て 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 製 の も の を 用 い た 。 ニ ゲ

ロ ー ス は コ ス モ バ イ オ 製 の も の を 用 い た 。 イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス お よ び ネ オ ト

レ ハ ロ ー ス は シ グ マ ア ル ド リ ッ チ 製 の も の を 用 い た 。

3 2- O-α - D -gl uc osy l -mal to se と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス は 既 報 の 手 法

[ 31, 32 ]に 従 っ て 調 製 し た 。  

 

3 -2- 2.  使 用 し た 微 生 物 株  

A. n ig er  NBR C4 066 は 、 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー

か ら 入 手 し た 。A . or yzae  RIB 40 は 、酒 類 総 合 研 究 所 か ら 入 手 し た 。 A .  ni dul an s  

ATCC 38 163 は 、 Am er ican  T ype  Cu lt ure  Col le cti on か ら 入 手 し た 。  

 

3 -2- 3.  ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 と 形 質 転 換  

A. ni ger  A gdB 遺 伝 子（ Gen Ban k  ac ces si on no . LX0 638 02）は 、A .  n ige r  NB RC4 066

か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に 使 用 し た 。 PC R に は 、 P hus on  Hot  

Star t I I DN A  po lym eras e（ Th erm o F ish er Sc ie nti fic） を 使 用 し た 。 使 用 し た

P CR プ ラ イ マ ー を T able 3-1 に 示 し た 。  A. or yza e  t ef1 遺 伝 子 （ Gen Ban k  

a cce ss ion  no . Q9Y 713） プ ロ モ ー タ ー [33]の 制 御 下 で A . nige r AgdB を 発 現 さ

せ る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー を 以 下 の よ う に 構 築 し た 。  tef1 遺 伝 子 の プ ロ モ ー

タ ー 領 域 を 含 む 0 .8  kbp  の DNA 断 片 は 、 プ ラ イ マ ー pr omo ter 1  /  pr omo te r 2 を

使 用 し て A.  o ryz ae  RIB 40 の ゲ ノ ム DN A か ら 増 幅 し た 。 終 止 コ ド ン の な い A . 

nige r  Ag dB 遺 伝 子 は 、 A.  n ige r  NB RC4 066 の ゲ ノ ム DNA か ら プ ラ イ マ ー Ag dNB 1 /  

AgdN B2 を 用 い て 増 幅 し た 。1 0×H is タ グ お よ び 終 止 コ ド ン を 含 む A.  n ig er  A gdB

の タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 の 0 .3 kbp の D NA 断 片 を 、 プ ラ イ マ ー te rmi nat or NB1  / 

term in ato r NB 2 を 使 用 し て A . n ig er  NB RC40 66 の ゲ ノ ム DN A か ら 増 幅 し た 。  3

つ の PC R 産 物 と Hi n dIII  / Kpn I で 処 理 し た pP TRI I（ タ カ ラ バ イ オ ）を 、In -F usi on  

HD C lo nin g K it（ タ カ ラ バ イ オ ） を 使 用 し て 結 合 し 発 現 ベ ク タ ー と し た 。 そ し

て 得 ら れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 Gom i  e t al に 報 告 さ れ た 方 法 [34 ]に 従 っ て A.  

nidu la ns  ATC C3 816 3 を 形 質 転 換 し た 。  

 

Table 3-1. A. niger  AgdBのクローニングに用いたPCRプライマー

Primer name

promoter1 5‘-TGATTACGCCAAGCTTGATTTTCACTGTGGACCAGACA-3’

promoter2 5‘-TTTGAAGGTGGTGCGAACT-3’

AgdNB1 5‘-CGCACCACCTTCAAAATGTTGGGGTCTTTGCTTTTACT-3‘

AgdNB2 5‘-CTTCAGCTTAAAGTTCACCGG-3‘

terminatorNB1 5‘-AACTTTAAGCTGAAGCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAGTTGGCATATCGAGTTGGAGT-3‘

terminatorNB2 5‘-GTGAATTCGAGCTCGGTACCATGCGTATTATGCGGTCATTTC-3‘

Sequence
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3 -2- 4.  酵 素 の 精 製  

発 現 し た A.  n ige r  AgdB の 精 製 酵 素 は 、 第 2 章 の A.  ni ge r  Ag dA と 同 様 の 手

法 で 取 得 し た 。  

 

3 -2- 5.  酵 素 活 性 の 測 定  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 第 2 章 と 同 じ 方 法 で 分 析 し た 。 α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ 活 性 に 対 す る 温 度 の 影 響 は 、反 応 温 度 を 40～ 80℃ と し た 以 外 は 同 じ 条 件 で 分

析 し た 。α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 に 対 す る pH の 影 響 は 、p H の 調 整 で フ タ ル 酸 -HCl

（ pH  3.5）、フ タ ル 酸 - N aO H（ p H  4. 0～ 5 .5）、ME S- NaO H（ pH  6 .0～ 7. 0）、MO PS - Na OH

（ pH  7 .5～ 10 .0） 、 CA PS -Na OH（ p H 1 1.0～ 1 2.0） の 各 緩 衝 液 を 用 い た 以 外 は 同

じ 条 件 で 分 析 し た 。 温 度 お よ び pH 安 定 性 は 、 各 温 度 （ 4 0〜 8 0℃ ） で 1  hr、 ま

た は 各 p H（ 3. 5〜 12 .0） で 4℃ 、 2 4 hr イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 残 存 し た α -グ

ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 を 分 析 す る こ と で 評 価 し た 。 pH の 調 整 に は 、 p H 4 .0〜 5 .5 は

フ タ ル 酸 - NaO H 緩 衝 液 、 pH  6. 1〜 7.1 は ME S -N aOH 緩 衝 液 、 pH  7 .6〜 10 .1 は

MOPS -N aOH 緩 衝 液 を 使 用 し た 。 反 応 速 度 論 的 解 析 で は 、 A . nig er  A gdB を 20  mM  

MES- Na OH 緩 衝 液（ p H 6 .0）中 で 各 基 質 と 40℃ 、 60  m in イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 1 0％

（ w  /  v） シ ュ ウ 酸 を 1％ （ w / w） 添 加 後 10  min 煮 沸 し て 反 応 を 停 止 し 、 遊 離

し た グ ル コ ー ス を グ ル コ ー ス CII テ ス ト ワ コ ー で 分 析 し 、 反 応 速 度 を 求 め た 。

そ し て K ale id aGr ap h  ve r.  4. 5.3（ Syn ergy  S oft war e） を 用 い た 非 線 形 回 帰 分

析 に て 反 応 速 度 論 パ ラ メ ー タ ー （ k c a t、 K m、 お よ び k c a t /  K m） を 求 め た 。   

 

3 -2- 6.  タ ン パ ク 質 分 析  

タ ン パ ク 質 濃 度 の 分 析 、 SDS -PA GE、 n ativ e - PAG E、 等 電 点 電 気 泳 動 は 、 第 2

章 記 載 の 方 法 で 行 っ た 。  

 

3 -2- 7.  転 移 生 成 物 の 調 製  

A. n ig er  Agd B の 転 移 生 成 物 は 、 精 製 酵 素 を 使 用 し て 調 製 し た 。 マ ル ト ー ス

を 基 質 と し て 使 用 し た 場 合 は 、 30％ （ w  /  w） の マ ル ト ー ス 、 0.3  U  /  g の 酵 素

（ 基 質 あ た り で は 1  U  /  g  DS の 酵 素 を 作 用 ） で 、 p H 6. 0、 60℃ で 1、 3、 6、 10、

15、 24  、 48 hr 反 応 し た 。 マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し て 使 用 し た 場 合 は 、

30％ （ w / w） の マ ル ト ペ ン タ オ ー ス 、 2. 4 U / g の 酵 素 （ 基 質 あ た り で は 8  U / 

g DS の 酵 素 を 作 用 ） で 、 pH 6.0、 50℃ で 24 hr 反 応 し た 。 反 応 は 10  min 煮 沸

す る こ と に よ っ て 停 止 し た 。  

 

3 -2- 8.  転 移 生 成 物 の HP LC 分 析 お よ び 分 画  

転 移 生 成 物 の 重 合 度 、 構 造 異 性 体 の 分 析 お よ び 転 移 生 成 物 の 分 画 は 、 第 2 章

に 記 載 の 方 法 で 実 施 し た 。  
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3 -2- 9.  NMR 分 析  

転 移 生 成 物 に 含 ま れ る グ ル コ シ ド 結 合 様 式 を 1 H- 1 3C Het eron uc lea r S in gle  

Quan tu m Coh er enc e（ HS QC） で 分 析 し た 。 各 サ ン プ ル を 重 水 に 溶 解 し 、 4℃ で 48  

hr 以 上 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、糖 質 の 還 元 末 端 の α ア ノ マ ー と β ア ノ マ ー を 平 衡 化

し た 。 NMR 分 析 は 、Br uke r Adv an ce  II I（ B ruk er  Bi oS pin）を 使 用 し て 行 っ た 。

HSQC は 、 40 0 MHz、 25℃ で 1H- 1 3C ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 ス タ ン ダ ー ド と し て

ト リ メ チ ル シ リ ル プ ロ パ ン 酸 を 用 い た 。 To psp in ve r. 3.2 （ Bru ker  B ioS pin）

を 使 用 し て デ ー タ の 解 析 を 実 施 し た 。  

 

3 -2- 10 . M ALD I - TOF  MS 分 析  

MALD I - TOF  MS 分 析 は 第 2 章 に 記 載 の 方 法 で 実 施 し た 。  
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3 -3.  結 果  

3 -3- 1.  A.  ni ge r  A gdB の 発 現 、 精 製 と 生 化 学 的 特 性  

A. n ig er  CBS 51 3.8 8 由 来 の タ ン パ ク 質 （ Ge nB ank  ac ce ssi on n o.  CA K37 27 3）

の 遺 伝 子 に 相 当 す る 配 列 を A.  n ige r  NBRC 40 66 の ゲ ノ ム DNA か ら ク ロ ー ニ ン グ

し た と こ ろ 、 23 ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ Si gn al - 5.0

（ ht tp :// www .c bs. dtu. dk /se rvi ce s/S igna lP /） を 使 用 し て 推 測 ） を 持 つ 8 65

ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 で あ っ た 。CA K3 7273 の タ ン パ ク 質 と 比 較 す る と 1 ア ミ ノ

酸 が 異 な っ た （ Thr 676→ S er6 76） 。 一 方 、 rA gdB  (A.  n ig e r  K1 か ら ク ロ ー ニ ン

グ し た A.  n ige r  Ag d B を Pi chi a  pa sto ri s を 宿 主 に 発 現 )と 1 00％ 同 一 で あ り [47 ]、

A. n ig er  Agd A と 3 5％ の 同 一 性 を 示 し た 。  

発 現 し た A.  ni ger  AgdB を 、 Hi s- Trap ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を

使 用 し て 精 製 し た 。  S DS -PA GE で は 、 分 子 量 が 64  k Da と 77 k Da の 2 本 の バ ン

ド と し て 得 ら れ た（ Fig.  3 -1  A）。等 電 点 電 気 泳 動 中 で は 、バ ン ド の 幅 は 広 か っ

た が 、 A.  ni ge r  Agd B の pI は 約 5 .2 で あ り （ Fig . 3 - 1 C） 、 na ti ve - PAG E の マ ー

カ ー タ ン パ ク 質 の p I に 近 か っ た 。こ の こ と か ら na ti ve - PA GE を 行 い 、未 変 性 酵

素 の お よ そ の 分 子 量 を 調 べ た と こ ろ 1 24 k Da の 単 一 の バ ン ド と し て 得 ら れ た

（ Fi g.  3 - 1 B） 。  

次 に 、A.  ni ge r  AgdB の 活 性 と 安 定 性 に 対 す る pH と 温 度 の 影 響 を 調 べ た（ Fig .  

3-2） 。 A.  nig er  A g dB の 最 適 pH は 6.0〜 7. 0 で 、 p H  6. 5～ 7.5 の 間 で 80％ 以 上

の 活 性 が 残 存 し た 。 最 適 温 度 は 65℃ で 、 60℃ 以 下 で は 1  hr の イ ン キ ュ ベ ー ト

で 活 性 が 80％ 以 上 残 存 し 、 7 5℃ で 1  h r イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 活 性 が 95％ 失 わ

れ た 。  
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Fig. 3-1. A. niger AgdBの分子量と等電点

（A）SDS-PAGE。レーン1, Bench mark Ladder; レーン2, A. niger AgdB。

（B）native-PAGE。レーン1; HMW marker kit; レーン2, A. niger AgdB。

（C）等電点電気泳動。レーン1, Broad pI kit; レーン2, A. niger AgdB。
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Fig. 3-2.  pH、温度がA. niger AgdBのα-グルコシダーゼ活性に与える影響

（A）各pHにおける活性（○）とpH安定性（●）。 （B）各温度における活性（○）

と温度安定性（●）。  

 

3 -3- 2.  A.  ni ge r  A gdB の 反 応 速 度 論 的 解 析  

A. n ig er  Agd B の 基 質 特 異 性 を 評 価 す る た め 、 様 々 な 糖 質 に 対 す る 反 応 速 度

論 パ ラ メ ー タ ー を 決 定 し 、 A . n ig er  AgdA と 比 較 し た 。 ト レ ハ ロ ー ス 加 水 分 解

活 性 は い ず れ の 酵 素 で も 検 出 さ れ な か っ た 。マ ル ト オ リ ゴ 糖 、コ ー ジ ビ オ ー ス 、

ニ ゲ ロ ー ス 、イ ソ マ ル ト ー ス 、お よ び 可 溶 性 澱 粉 の 酵 素 活 性 を Tab le 3 -2 に 示 す 。

試 験 し た 基 質 濃 度 で は 、 酵 素 反 応 は ミ カ エ リ ス -メ ン テ ン 速 度 論 モ デ ル に し た

が っ た （ F ig.  3 -3） 。  

A. n ig er  Agd B と A . ni ge r  A gdA の い ず れ も 各 種 糖 質 に 対 し て 幅 広 く 分 解 活

性 を 示 し た が 、基 質 特 異 性 は 異 な っ た 。 A.  n ige r AgdB で は 、マ ル ト ー ス 、コ ー

ジ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス の k c a t / K m 値 は 、 約 10 mM - 1s - 1 で あ っ た 。 一 方 イ ソ マ

ル ト ー ス は k c a t /  K m 値 が 1.3  mM - 1s - 1 で あ っ た 。 A . n ige r  A gdA で は 、 マ ル ト ー

ス の k c a t / K m 値 が 1 6.5  m M - 1s - 1 で あ っ た 一 方 で 、コ ー ジ ビ オ ー ス 、ニ ゲ ロ ー ス 、

イ ソ マ ル ト ー ス は k c a t  /  K m 値 が 3 mM - 1s - 1 程 度 と 低 い 酵 素 活 性 を 示 し た 。A .  ni ge r  

AgdB と A. ni ger Ag dA は い ず れ も マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 す る 作 用 性 が 高 く 、 マ ル

ト ト リ オ ー ス か ら マ ル ト ヘ キ サ オ ー ス の 各 マ ル ト オ リ ゴ 糖 の k c a t  /  K m 値 は 約

30 m M - 1 s - 1 で あ っ た 。 A.  n ige r  A gd A、 A. n ig er  Agd B と も に 可 溶 性 澱 粉 に も 作

用 し た 。  
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k cat /K m k cat /K m

(mM
-1

s
-1

) (mM
-1

s
-1

)

Maltose 4.3 ± 1.0 46.5 ± 5.9 10.8 3.2 ± 0.8 52.3 ± 6.1 16.5

Kojibiose 3.7 ± 0.5 34.7 ± 1.9 9.3 5.2 ± 0.1 16.8 ± 0.1 3.2

Nigerose 4.6 ± 0.6 45.6 ± 2.0 9.9 13.0 ± 0.3 34.0 ± 0.4 2.6

Isomaltose 2.1 ± 0.9 2.7 ± 0.3 1.3 5.0 ± 0.1 20.6 ± 0.2 4.1

Maltotriose 4.0 ± 0.8 98.5 ± 12.1 24.4 2.0 ± 0.4 62.8 ± 5.8 31.7

Maltotetraose 2.5 ± 0.6 85.9 ± 11.9 34.7 1.2 ± 0.2 47.4 ± 3.3 39.4

Maltopentaose 2.5 ± 0.5 96.1 ± 12.9 38.4 1.1 ± 0.1 40.4 ± 1.3 36.3

Maltohexaose 1.5 ± 0.3 71.3 ± 8.8 47.3 1.1 ± 0.1 43.1 ± 2.0 38.7

Soluble starch
b 0.7 ± 0.1 47.4 ± 3.1 67.7 3.0 ± 0.5 184.3 ± 16.5 62.0

K m and k cat values are shown with standard errors.

a
 Kinetic parameter of A. niger  AgdA are sited from chapter 2.

b
 Weight average molecular weight of soluble starch was 8800, determind by gel permeation chromatography.

Table 3-2. A. niger  AgdB、A. niger  AgdAの反応速度論的解析

subustrates

A. niger  AgdB A. niger  AgdA
a

K  m k  cat K  m k cat

(mM) (s
-1

) (mM) (s
-1

)
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Fig. 3-3. A. niger AgdBの反応速度論的解析の例

ニゲロースに対する反応速度と基質濃度のプロット。

 
 

3 -3- 3.  NMR に よ る グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 検 出  

A. n ig er  Agd B の 転 移 生 成 物 は 、 α -1, 1 -、 α -1, 2-、 α -1 ,3 -、 α -1 ,4-、 α

- 1,6 -と い っ た 多 様 な 結 合 様 式 の グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 可 能 性 が あ り 、 HPL C 等

で は 転 移 生 成 物 の 糖 質 の 構 造 を 同 定 で き な い 可 能 性 が あ っ た 。 そ こ で 、 ま ず 2

次 元 NMR を 用 い た グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 解 析 方 法 を 確 立 し 、 そ れ を 活 用 す る こ

と で 転 移 生 成 物 を 評 価 し た 。 は じ め に 、 転 移 生 成 物 に 存 在 す る と 予 想 さ れ る ア

ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン お よ び カ ー ボ ン の 化 学 シ フ ト の 理 論 値 を ま と め た 。 ア ノ マ

メ リ ッ ク プ ロ ト ン と カ ー ボ ン の 化 学 シ フ ト は 、 自 身 お よ び 隣 接 す る グ ル コ ー ス

の ア ノ マ ー の 種 別 と グ ル コ シ ド 結 合 の 種 類 に 大 き く 依 存 し て い る 。 こ こ で は 、

ア ノ マ ー と グ ル コ シ ド 結 合 の 組 み 合 わ せ の 構 造 を「 sug a r u ni t」と 称 す る [21 ]。
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S uga r  un it の 具 体 例 を Fig . 3 -4 に 示 す 。 54 種 の s ug ar  u nit（ g 1～ 54） の ア ノ

メ リ ッ ク プ ロ ト ン と カ ー ボ ン の 化 学 シ フ ト の 理 論 値 は 、 CA SP ER デ ー タ ベ ー ス

（ ht tp :// www .c asp er.o rg an. su .se / casp er /） 、 一 部 デ ー タ ベ ー ス 未 記 載 の

s uga r unit に 関 し て は Ros lun d  et a l に よ り 報 告 さ れ た 値 [4 9 ]を 参 照 し た

（ Ta bl e3 - 3） 。 化 学 シ フ ト （ 1H- 1 3C  H S QC シ グ ナ ル の 位 置 ） の 理 論 値 を プ ロ ッ ト

し た と こ ろ （ Fi g. 3- 5 A） 、 1H-シ グ ナ ル が 4.4 –5. 6 pp m、 1 3 C-シ グ ナ ル が 85〜

110 ppm の 範 囲 に 分 布 し た 。 1H- 1 3C シ グ ナ ル は 主 に 12 の 領 域 （ S1〜 S 12） に 集

合 し た 。 結 合 様 式 が 同 じ で あ っ た り 、 還 元 末 端 の ア ノ マ ー が 同 じ で あ っ た り す

る su gar  un it は 同 じ 領 域 に 集 合 す る 傾 向 が あ っ た 。 Sug ar u ni t  g 1〜 g54 と 領

域 S1〜 S 12 の 関 係 を Ta ble  3 -3 に 示 す 。S uga r uni t の g 4、g23、g 24、g 25、g 26、

g27、 g 28、 g2 9、 g3 0 の シ グ ナ ル は 、 S1〜 S1 2 の 領 域 内 に 含 ま れ な か っ た が 、 こ

れ ら の s uga r u nit の 1 H- 1 3C シ グ ナ ル は 、 後 述 の 10 種 の 標 準 糖 質 ま た は 転 移 生

成 物 の N MR ス ペ ク ト ル で は 検 出 さ れ な か っ た 。  
1H- 1 3C  H SQ C シ グ ナ ル の 実 験 値 が 前 述 の 化 学 シ フ ト の 理 論 値 と 同 じ 位 置 で 検 出

さ れ る か を 確 認 す る た め に 、 グ ル コ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 ネ オ ト レ ハ ロ ー ス 、

コ ー ジ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 イ ソ マ ル ト ー ス 、 マ ル ト ト リ オ ー

ス 、 イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス 、 パ ノ ー ス の 1H - 1 3C  H SQC ス ペ ク ト ル を 分 析 し た 。

各 糖 質 の 分 析 で 検 出 さ れ た シ グ ナ ル の 位 置（ Ta bl e  3-4）を 全 て プ ロ ッ ト し た と

こ ろ （ Fig . 3 -5 B） 、 S9 を 除 い て 、 検 出 さ れ た 実 験 値 は 理 論 値 と ほ ぼ 同 じ だ っ

た 。  S9 に 関 し て は 、 1 H-シ グ ナ ル が 理 論 値 か ら 約 0. 1 p p m ず れ て い た 。  

 

A B C D

E F G

Fig. 3-4. Sugar unitの例

Sugar unit上のアノメリックカーボンの位置は矢印で示した。 （A）αGlcp、（B）βGlcp、

（C）αGlcp-（1,4）-αGlcp、（D）αGlcp-（1,4）-βGlcp、（E）αGlcp-（1,4）-αGlcp、

（ F）αGlcp-（1,4）-βGlcp、（G）αGlcp-（1,4）-αGlcp-（1,4）-αGlcp。 下線は、着目

するアノメリックカーボンを持つグルコースを示す。
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Table 3-3. 各sugar unitのアノメリックカーボン、プロトンの化学シフトの理論値

Abbreviation Sugar unit 1
H

13
C Group

g1 αGlcp 5.23 93.0 S1

g2 βGlcp 4.64 96.8 S2

g3 αGlcp-(1-1)-αGlcp 5.18
a

93.9
a S3

g4 βGlcp-(1-1)-βGlcp 4.81
a

99.9
a -

g5 βGlcp-(1-1)-αGlcp 5.22
a

100.9
a S4

g6 αGlcp-(1-1)-βGlcp 4.63
a

103.6
a S5

g7 αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.43 90.2 S6

g8 αGlcp-(1-2)-βGlcp 4.78 97.4 S7

g9 αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.24 93.1 S1

g10 αGlcp-(1-3)-βGlcp 4.67 96.9 S2

g11 αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.24 92.8 S1

g12 αGlcp-(1-4)-βGlcp 4.65 96.7 S2

g13 αGlcp-(1-6)-αGlcp 5.24 93.0 S1

g14 αGlcp-(1-6)-βGlcp 4.66 96.9 S2

g15 αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.07 97.6 S8

g16 αGlcp-(1-2)-βGlcp 5.28 98.6 S9

g17 αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.32 100.0 S10

g18 αGlcp-(1-3)-βGlcp 5.32 99.9 S10

g19 αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.35 100.7 S11

g20 αGlcp-(1-4)-βGlcp 5.35 100.6 S11

g21 αGlcp-(1-6)-αGlcp 4.96 98.9 S12

g22 αGlcp-(1-6)-βGlcp 4.96 98.8 S12

g23 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.27 94.8 -

g24 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-2)-βGlcp 5.48 95.9 -

g25 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.51 97.3 -

g26 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-3)-βGlcp 5.51 97.2 -

g27 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.55 97.9 -

g28 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-4)-βGlcp 5.55 97.8 -

g29 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-6)-αGlcp 5.16 96.1 -

g30 αGlcp-(1-2)-αGlcp-(1-6)-βGlcp 5.16 96.1 -

g31 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.08 97.7 S8

g32 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-2)-βGlcp 5.29 98.8 S9

g33 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.33 100.1 S10

g34 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-3)-βGlcp 5.33 100.1 S10

g35 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.36 100.8 S11

g36 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-4)-βGlcp 5.36 100.7 S11

g37 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-6)-αGlcp 4.97 99.0 S12

g38 αGlcp-(1-3)-αGlcp-(1-6)-βGlcp 4.97 99.0 S12

g39 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.08 97.4 S8

g40 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-2)-βGlcp 5.29 98.4 S9

g41 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.33 99.8 S10

g42 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-3)-βGlcp 5.33 99.7 S10

g43 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.36 100.5 S11

g44 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-4)-βGlcp 5.36 100.4 S11

g45 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-6)-αGlcp 4.97 98.7 S12

g46 αGlcp-(1-4)-αGlcp-(1-6)-βGlcp 4.97 98.6 S12

g47 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-2)-αGlcp 5.08 97.6 S8

g48 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-2)-βGlcp 5.29 98.7 S9

g49 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-3)-αGlcp 5.33 100.0 S10

g50 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-3)-βGlcp 5.33 100.0 S10

g51 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-4)-αGlcp 5.36 100.7 S11

g52 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-4)-βGlcp 5.36 100.6 S11

g53 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-6)-αGlcp 4.97 98.9 S12

g54 αGlcp-(1-6)-αGlcp-(1-6)-βGlcp 4.97 98.9 S12

The glucopyranoside of which the signal assignment is derived from its anomeric proton and carbon is shown underlined.

a
 Values are cited from report

49)
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Fig. 3-5. 各sugar unitの化学シフトの理論値、実験値のプロット

（A）sugar unitの1H-13C HSQCでの化学シフトの理論値のプロット。●, 本試験で検出され、

グルコシド結合組成の計算に使用したsugar unit; ○, 本試験では検出されなかったsugar unit

（B）標準糖質の1H-13C HSQCでの化学シフトの実験値のプロット。
 

Table 3-4. 各標準糖質のアノメリックカーボン、プロトンの化学シフトの実験値

Standard substance Signal no. 1
H

13
C Group

1 5.21 92.8 S1

2 4.63 96.6 S2

Trehalose 1 5.18 93.9 S3

1 5.22 101.0 S4

2 4.63 103.6 S5

1 5.43 90.0 S6

2 4.78 97.0 S7

3 5.08 97.0 S8

4 5.38 98.4 S9

1 5.25 92.2 S1

2 4.68 95.9 S2

3 5.35 99.7 S10

1 5.24 91.9 S1

2 4.67 95.9 S2

3 5.39 100.4 S11

1 5.23 92.2 S1

2 4.66 96.1 S2

3 4.91 98.6 S12

1 5.25 91.9 S1

2 4.67 95.7 S2

3 5.38 100.4 S11

1 5.28 92.2 S1

2 4.71 96.2 S2

3 4.95 98.6 S12

1 5.25 91.8 S1

2 4.68 95.0 S2

3 5.39 100.4 S11

4 4.95 98.8 S12

Maltotriose

Isomaltotriose

Panose

Glucose

Neotrehalose

Kojibiose

Nigerose

Maltose

Isomaltose
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3 -3- 4.  NMR 分 析 に よ る グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 比 率 の 算 出 法 の 確 立  

次 に NMR ス ペ ク ト ル の シ グ ナ ル 強 度 を 元 に グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 比 率 を 算 出

す る た め に 、標 準 糖 質 の 1H - 1 3C ス ペ ク ト ル で 検 出 さ れ る 各 ピ ー ク 領 域（ S 1～ 12）

に お け る シ グ ナ ル 強 度 を 分 析 し た 。 こ こ で 各 ピ ー ク 領 域 の シ グ ナ ル と 各 s ugar  

uni t に 由 来 す る シ グ ナ ル は 数 式 3- 1 に 記 載 し た 対 応 に な っ て い る と 推 定 さ れ る 。

標 準 糖 質 と し て 、グ ル コ ー ス 、ト レ ハ ロ ー ス 、ネ オ ト レ ハ ロ ー ス 、コ ー ジ ビ オ ー

ス 、 ニ ゲ ロ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 イ ソ マ ル ト ー ス 、 マ ル ト ト リ オ ー ス 、 イ ソ マ ル

ト ト リ オ ー ス 、3 2 -O -α -D -グ ル コ シ ル -マ ル ト ー ス 、パ ノ ー ス 、マ ル ト テ ト ラ オ ー

ス 、イ ソ マ ル ト テ ト ラ オ ー ス 、イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル -グ ル コ ー ス の 1 H- 1 3C  HS Q C

ス ペ ク ト ル を 分 析 し て 得 ら れ た sug ar  uni t（ ピ ー ク 領 域 ） の 組 成 比 を Tab le  

3-5, 6 に 記 載 し た 。 分 析 か ら 得 ら れ た 組 成 比 は 、 各 糖 質 の 構 造 か ら 推 定 さ れ る

実 際 の 組 成 比 と お お よ そ 一 致 し た 。 例 え ば パ ノ ー ス （ G lcp -α -1, 6-G lc p -α

- 1,4 -G lcp） に は 、 1 つ の α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 、 1 つ の α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結

合 、お よ び 1 つ の 還 元 末 端 が 含 ま れ て い る 。α ア ノ マ ー と β ア ノ マ ー の 比 率 は 、

25℃ で 0 .36： 0.64 で あ る [50 ]。 し た が っ て 、 S 1： S2： S 11： S12 の 実 際 の 組 成

比 は 0.3 6： 0. 64： 1： 1 と な る 。 そ し て 1 H- 1 3 C HS QC 分 析 か ら 算 出 さ れ た 組 成 比

は 0. 12：0. 22：0 .31：0. 36 で 、誤 差 は あ る も の の 予 想 比 率 と ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。

実 験 か ら 算 出 さ れ た 組 成 比 と 実 際 の 組 成 比 は 、 試 験 し た す べ て の 糖 質 で ほ ぼ 一

致 し た（ T abl e  3-5 , 6）。し た が っ て 、グ ル コ シ ド 結 合 の 比 率 は N MR 分 析 に よ っ

て 分 析 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 な お 、 α - 1,1 -α -グ ル コ シ ド 結 合 は 転 移 生

成 物 の 分 析 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 そ こ で 、  α - 1, 1-β -、 α -1 ,2-、 α - 1,3-、

α -1 ,4 -、 α - 1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 の 組 成 の 比 率 を 算 出 す る 式 を 作 成 し （ 数 式

3 -2） 、 転 移 生 成 物 の 分 析 に 使 用 し た 。  

 

数式 3-1.

NMRスペクトルの各ピーク領域（S1〜S13）がどのSugar unitのシグナルに由来するかを以下の数式のように推定した。

Eq.1 S1 = g1+g9+g11+g13

Eq.2 S2 = g2+g10+g12+g14

Eq.3 S3 = g3

Eq.4 S4 = g5

Eq.5 S5 = g6

Eq.6 S6 = g7

Eq.7 S7 = g8

Eq.8 S8 = g15+g31+g39+g47

Eq.9 S9 = g16+g32+g40+g48

Eq.10 S10 = g17+g18+g33+g34+g41+g42+g49+g50

Eq.11 S11 = g19+g20+g35+g36+g43+g44+g51+g52

Eq.12 S12= g21+g22+g37+g38+g45+g46+g53+g54

Eq.13 S13= [sum of unkown peaks]  
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数式 3-2.

α-1,1-β-、α-1,2-、α-1,3-、α-1,4-、α-1,6-グルコシド結合および未知の結合の組成の比率は、以下の数式で計算した。

Eq.14 [fraction of the α-1,1-β-glucosidic linkages] =  S4/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)

Eq.15 [fraction of the α-1,2-glucosidic linkages] = S8+S9/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)

Eq.16 [fraction of the α-1,3-glucosidic linkages] = S10/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)

Eq.17 [fraction of the α-1,4-glucosidic linkages] = S11/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)

Eq.18 [fraction of the α-1,6-glucosidic linkages] = S12/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)

Eq.19 [fraction of the unkown linkages] = S13/(S4+S8+S9+S10+S11+S12+S13)  

 

Table 3-5. 1H-13C HSQCスペクトルから計算された標準物質（単糖および2糖）のsugar unitの組成比

Glucose Trehalose Neotrehalose Kojibiose Nigerose Maltose Isomaltose

αGicp, αGlcp-(X)-αGicp 0.34 - - - 0.17 0.18 0.15

βGicp, αGlcp-(X)-βGicp 0.66 - - - 0.33 0.32 0.35

αGlcp-(1,2)-αGicp - - - 0.20 - - -

αGlcp-(1,2)-βGicp - - - 0.30 - - -

αGlcp-(1,1)-αGicp - 1.00 - - - - -

βGlcp-(1,1)-αGicp - - 0.47 - - -

αGlcp-(1-1)-βGicp - - 0.53 - - -

αGicp-(1,2)-αGlcp, αGlcp-(X)-αGicp-(1,2)-αGlcp - - - 0.22 - - -

αGicp-(1,2)-βGlcp, αGlcp-(X)-αGicp-(1,2)-βGlcp - - - 0.28 - - -

αGicp-(1,3)-Y, α-(X)-αGicp-(1,3)-Y - - - - 0.50 - -

αGicp-(1,4)-Y, α-(X)-αGicp-(1,4)-Y - - - - - 0.50 -

αGicp-(1,6)-Y, α-(X)-αGicp-(1,6)-Y - - - - - - 0.50

X means 1,3, 1,4, or 1,6

Y means αGlcp or βGlcp

The glucopyranoside of which the signal assignment is derived from its anomeric proton and carbon is shown underlined.

Table 3-6. 1H-13C HSQCスペクトルから計算された標準物質（3糖および4糖）のsugar unitの組成比

Maltotriose
Isomalto

triose

3
2
-O -a-D-

glucosyl-

maltose

Panose Maltotetraose
Isomalto

tetraose

Isomaltotriosyl

-glucose

αGicp, αGlcp-(X)-αGicp 0.12 0.11 0.12 0.12 0.09 0.08 0.09

βGicp, αGlcp-(X)-βGicp 0.21 0.22 0.21 0.22 0.16 0.17 0.16

αGlcp-(1,2)-αGicp - - - - - - -

αGlcp-(1,2)-βGicp - - - - - - -

αGlcp-(1,1)-αGicp - - - - - - -

βGlcp-(1,1)-αGicp - - - - - - -

αGlcp-(1-1)-βGicp - - - - - - -

αGicp-(1,2)-αGlcp, αGlcp-(X)-αGicp-(1,2)-αGlcp - - - - - - -

αGicp-(1,2)-βGlcp, αGlcp-(X)-αGicp-(1,2)-βGlcp - - - - - - -

αGicp-(1,3)-Y, α-(X)-αGicp-(1,3)-Y - - 0.34 - - - -

αGicp-(1,4)-Y, α-(X)-αGicp-(1,4)-Y 0.67 - 0.33 0.31 0.75 - 0.25

αGicp-(1,6)-Y, α-(X)-αGicp-(1,6)-Y - 0.67 - 0.36 - 0.75 0.50

X means 1,3, 1,4, or 1,6

Y means αGlcp or βGlcp

The glucopyranoside of which the signal assignment is derived from its anomeric proton and carbon is shown underlined.  

 

3 -3- 5.  マ ル ト ー ス を 基 質 と し た A. ni ger  Ag dB の 転 移 反 応  

マ ル ト ー ス を 基 質 に A.  ni ger  A gdB を 反 応 さ せ た 転 移 生 成 物 の 重 合 度 （ D P）

組 成 の 経 時 変 化 を 、 H P LC で MCI  GE L C K04S カ ラ ム （ 三 菱 化 学 ） を 使 用 し て 分 析

し た 。 反 応 初 期 （ 0〜 15  h r、 Fig . 3-6） で は 、 D P 2（ 主 に マ ル ト ー ス ） が 急 速

に 減 少 し た 。DP  3 は 反 応 初 期 で 急 速 に 増 加 し た 後 に 減 少 に 転 じ た 。DP  1、D P 4、
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DP≥5 は 反 応 が 進 む に つ れ こ の 順 に 増 加 が 始 ま っ た 。反 応 後 期（ 1 5〜 48  h r、Fi g. 

3-6） に は 、 重 合 度 組 成 は ほ ぼ 変 化 し な く な っ た 。  

転 移 生 成 物 を HPLC で DP  2 、 D P 3、 DP  4、 DP≥5 画 分 に 分 画 し た 後 、 DP  2 画

分 を HPLC で 、Un is o n U K - Ami no カ ラ ム（ Imta kt）を 用 い て 分 析 し（ F ig . 3-7）、

DP  3、 DP  4、 DP≥5 画 分 は H SQC で 分 析 し た （ Fig .  3 - 8） 。 各 DP 画 分 の グ ル コ シ

ド 結 合 の 組 成 を F ig . 3 -9 に 示 す 。グ ル コ シ ド 結 合 の 組 成 の 値 は 以 下 の 例 の よ う

に 示 さ れ る 。分 析 す る 糖 質 中 に 等 量 の ニ ゲ ロ ー ス（ D P 2、G lcp -α -1, 3-G lc p）、

マ ル ト ー ス （ DP  2、 Gl cp  -α -1 ,4 -Gl cp） 、 マ ル ト ト リ オ ー ス （ D P 3、

Glcp -α -1 ,4- Gl cp -α -1 ,4 -Gl cp） 、 パ ノ ー ス （ D P 3、 Glc p -α -1 ,6- Glc p -  α

- 1,4 -G lcp） が 含 ま れ た 場 合 、 [D P 2、 α -1 ,3 -グ ル コ シ ド 結 合 ] = 2 5％ （ DP 2

の グ ル コ シ ド 結 合 の 半 分 ） 、 [D P 2、 α -1 ,4 - グ ル コ シ ド 結 合 ] =  25％ （ D P 2

の グ ル コ シ ド 結 合 の 半 分 ） 、 [D P 3、 α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合 ]  = 3 7.5％ （ D P 3

の グ ル コ シ ド 結 合 の 3/ 4） 、 [ DP  3、 α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 ] = 1 2.5％ （ D P 3

の グ ル コ シ ド 結 合 の 1/ 4） 、 全 グ ル コ シ ド 結 合 の 合 計 は 1 00％ と な る 。  

DP 2 で は 、 α -1, 4-グ ル コ シ ド 結 合 が 反 応 時 間 を 通 じ て 減 少 し た の に 対 し 、

α -1 ,2 -、 α - 1, 3-、 α -1 ,1-β -グ ル コ シ ド 結 合 は 反 応 後 期 か ら 増 加 を 始 め た 。

DP 3 で は 、α - 1, 4-グ ル コ シ ド 結 合 は 初 期 に 増 加 し 、1 0 h r 以 後 に 減 少 に 転 じ た 。

α -1 ,3 -グ ル コ シ ド 結 合 と 、少 量 の α -1 ,2-、α -1, 1-β -グ ル コ シ ド 結 合 は 、徐 々

に 増 加 し た 。 DP  4 お よ び DP≥5 の 分 析 で は 、 反 応 後 期 に α -1 ,4 -、 α - 1, 3-グ ル

コ シ ド 結 合 と 、 少 量 の α -1, 2-、 α -1 ,1-β -グ ル コ シ ド 結 合 が 増 加 し た 。  
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Fig. 3-6. A. niger AgdBのマルトースを基質とした転移生成物の重合度組成の経時変化

●, DP 1; ○, DP 2; ▲, DP 3; △, DP 4; ■, DP≥5。  
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Fig. 3-7. A. niger AgdBのマルトースを基質とした転移生成物（反応24 hr）のDP2のHPLCクロマトグラム

N2, ニゲロース; M2, マルトース; NT, ネオトレハロース; K2, コージビオース。  
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Fig. 3-8. A. niger AgdBのマルトースを基質とした転移生成物（反応24 hr）のDP3の1H-13C-HQSCスペクトル
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Fig. 3-9. A. niger AgdBのマルトースを基質とした転移生成物のグルコシド結合組成の経時変化

●, α-1,4-グルコシド結合; ○, α-1,2-グルコシド結合; ▲, α-1,3-グルコシド結合; △, α-1,6-グルコ

シド結合; ■, α-1,1-β-グルコシド結合; □, 未知のシグナル。（A） DP2、（B） DP2（α-1,4-グル

コシド結合を除く）、（C） DP3、（D） DP4、（E） DP≥5。
 

 

3 -3- 6.  マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た A. nig er  Ag d B の 転 移 反 応  

マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 に A.  ni ge r  Ag dB を 反 応 さ せ た 転 移 生 成 物 の 重 合

度 組 成 を HP LC で 分 析 し た 結 果 、 基 質 （ DP 5） よ り も 重 合 度 の 大 き い 転 移 生 成 物

の 生 成 が 確 認 さ れ た（ Fig . 3 -1 0）。な お 、各 ピ ー ク の DP は LC  MS 分 析 の 結 果 、

保 持 時 間 29、 24、 2 1、 18、 1 6、 1 5 min の ピ ー ク は 、そ れ ぞ れ DP  1、 DP  2、 D P 3、

DP 4、 DP  5、 お よ び DP 6 の 糖 質 に 対 応 す る こ と が 分 か っ た 。 転 移 生 成 物 の 3 9％

は 分 子 量 が DP  5 よ り も 大 き い 糖 質 で あ っ た 。 M ALD I - TOF  MS 分 析 （ F ig . 3 -1 1）

で は 、 最 大 で DP17 の 転 移 生 成 物 が 検 出 さ れ た 。 転 移 生 成 物 全 体 を HS QC で 分 析

し た と こ ろ 、 14％ の α -1 ,2-グ ル コ シ ド 結 合 、 3 9％ の α - 1,3-グ ル コ シ ド 結 合 、

30％ の α - 1,4 -グ ル コ シ ド 結 合 、5％ の α -1 ,2 -グ ル コ シ ド 結 合 で 構 成 さ れ 、他 に

も 5％ の α - 1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 、5％ の α -1 ,1-β -グ ル コ シ ド 結 合 、 7％ の 未 知

の シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た （ F ig.  3 -12） 。  
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Fig. 3-10. A. niger AgdBのマルトペンタオースを基質とした転移生成物の重合度組成

 

 

Fig. 3-11. A. niger AgdBのマルトペンタオースを基質とした転移生成物のMALDI-TOF MS分析

（A） m /z : 0-3,000 Da、（B）m /z : 2,000-3,000 Da。  
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Fig. 3-12. A. niger AgdBのマルトペンタオースを基質とした転移生成物の1H-13C-HQSCスペクトル  
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3 -4.  考 察  

A. ni dul an s を 宿 主 と し た 発 現 、H is -Tr ap ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

を 用 い た 精 製 で 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 α - グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 し 、

n ati ve -PA GE で 1 本 の バ ン ド と な っ た こ と か ら （ Fi g.  3 - 1 B） 、 活 性 の あ る A.  

nige r  Ag dB の 精 製 酵 素 が 得 ら れ た と 考 え ら れ た 。S DS- PA GE で は 2 本 の バ ン ド が

観 察 さ れ た こ と か ら （ Fi g.  3- 1 A） 、 A. ni ger  A gdB は 第 2 章 で 述 べ た As ojA gdL

と 同 様 に ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 r AgdB  ( A.  nig er  K1 か ら

ク ロ ー ニ ン グ し た A . ni ge r  A gd B を P.  pas to ris を 宿 主 に 発 現 )は 、 SDS -P AGE

で は 3 本 の バ ン ド に 分 か れ た が 、 End o H 処 理 後 の SD S- P AGE で は バ ン ド が 2 本

に な る こ と が 報 告 さ れ て い る [4 7] 。 同 一 の 酵 素 で は あ る が 宿 主 で あ る A .  

nidu la ns と P.  pa s tori s の 糖 鎖 修 飾 の 違 い が SD S- PAG E で の バ ン ド 数 の 違 い の

要 因 に な る と 考 え ら れ た 。  

各 種 糖 質 基 質 に 対 す る 反 応 速 度 論 的 解 析 の 結 果（ T abl e  3 -2）、 A.  n ig er  Ag d B

は A.  n ige r  Ag dA と 同 様 、 マ ル ト オ リ ゴ 糖 に 対 す る 作 用 性 が 高 か っ た 。 一 方 、 2

糖 類 に 対 す る 作 用 性 が 異 な り 、 A.  ni g er  Ag dB は マ ル ト ー ス 、コ ー ジ ビ オ ー ス 、

ニ ゲ ロ ー ス に よ く 作 用 す る が イ ソ マ ル ト ー ス に 対 す る 作 用 性 が 低 く 、 A. nige r  

AgdA は マ ル ト ー ス に は 良 く 作 用 す る が コ ー ジ ビ オ ー ス 、ニ ゲ ロ ー ス 、イ ソ マ ル

ト ー ス に 対 す る 作 用 性 が 低 か っ た 。 A . ni ger  AgdB と 同 様 、 α -1, 3-グ ル コ シ ド

結 合 を 含 む 糖 質 を 生 成 す る こ と が 知 ら れ て い る Ac rem on ium im pli cat um の α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 ニ ゲ ロ ー ス お よ び マ ル ト ー ス と 比 較 し て 、 コ ー ジ ビ オ ー ス

の k c a t / K m 値 が 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る [32 ]。 各 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 2 糖

類 へ の 作 用 性 に 注 目 す る と 、 α -1 ,2・ 1, 3 転 移 を す る A . ni ge r  A gdB は コ ー ジ

ビ オ ー ス と ニ ゲ ロ ー ス に 作 用 し 、 α - 1,3 転 移 を す る A. impl ic atum 由 来 の α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ は ニ ゲ ロ ー ス に 作 用 し 、α - 1,2・1, 3 転 移 を し な い A.  n ig er  A gdA

は コ ー ジ ビ オ ー ス 、 ニ ゲ ロ ー ス の い ず れ に も 作 用 性 が 低 い と い う よ う に 、 転 移

活 性 の 傾 向 と 加 水 分 解 活 性 の 傾 向 に 何 ら か の 相 関 が あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 な

お 、 発 現 系 が 異 な る た め か 速 度 論 パ ラ メ ー タ ー の 数 値 に 違 い は あ っ た が 、 本 研

究 の A. n ige r  A gdB の 基 質 特 異 性 と 、 M a ら に よ っ て 報 告 さ れ た rAg dB の 基 質 特

異 性 [4 7]は 、 α -1, 2-お よ び α -1 ,3 -グ ル コ シ ド 結 合 に 対 す る 作 用 性 が 高 い と い

う 傾 向 は 一 致 し た 。  

本 研 究 で は 、 多 様 な 結 合 様 式 を 含 む と 推 測 さ れ る A. ni ger  Ag dB の 転 移 生 成

物 を 解 析 す る た め に 、 ま ず は NMR に よ る 各 種 グ ル コ シ ド 結 合 様 式 の 検 出 、 定 量

方 法 を 検 討 し た 。 そ し て 、 様 々 な 結 合 様 式 を 含 む 標 準 糖 質 を 用 い 、 ア ノ メ リ ッ

ク カ ー ボ ン 、 プ ロ ト ン に 由 来 す る シ グ ナ ル の 化 学 シ フ ト か ら 、 糖 質 に 含 ま れ る

各 グ ル コ シ ド 結 合 様 式 を 検 出 で き る こ と 、 ま た シ グ ナ ル の ピ ー ク 強 度 か ら そ の

結 合 の 組 成 比 を 小 さ い 誤 差 で 定 量 で き る こ と を 確 認 し 、 NM R を 用 い た 分 析 方 法

が 確 立 さ れ た と 判 断 し た 。  

次 に こ の 方 法 を 用 い て 実 際 に A.  ni ge r  Ag dB の 転 移 生 成 物 を 分 析 し た 。 マ ル

ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、 主 に α -1, 4-、 α -1 ,3-グ ル コ シ ド 結 合 、 少

量 の α -1, 2-グ ル コ シ ド 結 合 、 微 量 の α -1 ,1 -β -グ ル コ シ ド 結 合 が 検 出 さ れ た
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（ Fi g.  3 - 9） 。 α - 1,3 -、 α - 1,2 -、 α -1,1 -β -グ ル コ シ ド 結 合 は 基 質 に は 含 ま

れ な い 結 合 様 式 で あ る た め 、 A.  n ige r  Ag dB の 転 移 反 応 に よ っ て 生 成 し た と 考

え ら れ た 。α - 1, 4-グ ル コ シ ド 結 合 は 基 質 の マ ル ト ー ス に 含 ま れ る 結 合 様 式 で あ

り 、基 質 の α - 1,4 -グ ル コ シ ド 結 合 が 残 存 し た か 、転 移 に よ っ て 新 た に 生 成 し た

か を 直 接 判 定 す る こ と は で き な い 。し か し 、反 応 初 期 の D P 3 の 糖 質 で は 、α -1 , 4-

グ ル コ シ ド 結 合 が 他 の す べ て の 結 合 様 式 の 合 計 よ り も 多 か っ た 。 A.  nig er  Ag dB

が マ ル ト ー ス の 非 還 元 末 端 に α -1 ,4-以 外 の 結 合 様 式 の み で 転 移 を し た 場 合 、

D P3 の 糖 質 に 含 ま れ る α -1 ,4-グ ル コ シ ド 結 合 は 半 分 以 下 に な る は ず で あ り 、半

分 以 上 が α -1 ,4 -グ ル コ シ ド 結 合 で あ る と い う こ と は A . nige r  AgdB が α - 1, 4-

グ ル コ シ ド 結 合 も 生 成 す る と い う こ と を 示 す と 考 え ら れ た 。 し か し 、 α - 1,4-

グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 は 、 転 移 反 応 の グ ル コ シ ル ド ナ ー と し て 優 先 的 に 利

用 さ れ る と 考 え ら れ 、そ の 結 果 、反 応 後 期 に α - 1,4 -グ ル コ シ ド 結 合 の 比 率 が 低

下 し た 。  

マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応 で は 、 主 に α -1 ,4 -、 α - 1, 3-グ ル

コ シ ド 結 合 、 少 量 の α -1 ,2-、 α - 1,6 -グ ル コ シ ド 結 合 、 微 量 の α - 1,1 -β -グ ル

コ シ ド 結 合 が 検 出 さ れ た 。 A . n ig er  AgdB が α -1 ,2 -、 α -1,3 -、 α -1, 1-β -グ

ル コ シ ド 結 合 を 生 成 す る と い う 、 マ ル ト ー ス 基 質 で の 実 験 結 果 と 類 似 す る も の

で あ っ た 。な お 、マ ル ト ー ス 基 質 の 場 合 と 異 な り 、少 量 の α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結

合 を 生 成 し た が 、基 質 の 鎖 長 に よ っ て は α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 も 生 成 す る と 考

え ら れ た 。  

以 上 よ り 、 A.  n ige r  Ag dB は マ ル ト ー ス や マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 に 、 α

- 1,2 -、α -1, 3-、そ し て 少 量 の α -1 ,1-β 結 合 と い う 、澱 粉 分 解 物 に は 本 来 含 ま

れ な い 結 合 様 式 を 含 む 糖 質 を 生 成 す る こ と が わ か っ た 。Ma ら も 異 な る 宿 主 で 発

現 さ せ た 同 じ 酵 素 で あ る r AgdB を 、 マ ル ト ー ス を 基 質 に 作 用 し 、 転 移 生 成 物 中

に α -1 ,2-お よ び α -1,3 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 4 つ の 糖 質 、 コ ー ジ ビ オ ー ス 、

ニ ゲ ロ ー ス 、 3 2-O -α - D -グ ル コ シ ル -マ ル ト ー ス 、 セ ン ト ー ス を 検 出 し た [ 4 7 ]。

し か し 、こ れ ら の 成 分 は 転 移 反 応 に よ っ て 生 成 す る 糖 質 の 一 部 に 限 ら れ て い る 。

本 試 験 で は 、 α -1, 2-、 α -1, 3-グ ル コ シ ド 結 合 が 特 定 の 糖 質 だ け で な く 、 転 移

生 成 物 全 体 に 存 在 す る こ と を 、 マ ル ト ー ス と マ ル ト ペ ン タ オ ー ス の 複 数 の 基 質

の 転 移 生 成 物 に 関 し て 示 し た 。 ま た 、 A.  ni ger  Ag dB が 少 量 の α - 1,1 -β 結 合 を

含 む 糖 質 を 生 成 す る こ と も 新 た に 確 認 し た 。Bac il lus 属 由 来 で α -1 ,1 -β -グ ル

コ シ ド 結 合 を 生 成 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 過 去 に 報 告 さ れ た が [ 51]、真 菌 由 来

の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ で は こ れ が 初 め て の 報 告 で あ る 。  

Acre mo niu m  s pp .由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ っ て 生 産 す る オ リ ゴ 糖 は α

- 1,3 -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 み 、既 に 工 業 規 模 で 製 造 さ れ 、市 販 さ れ て い る 。し か

し 、 α -1, 2-と α -1 ,3 -グ ル コ シ ド 結 合 の 両 方 を 含 む 糖 質 は 工 業 規 模 で は 未 だ 製

造 さ れ て い な い 。 ま た 、 Asp erg il lus 属 の 菌 は 酵 素 製 剤 の 生 産 菌 と し て 重 要 で

あ る が 、 既 に 報 告 さ れ て い る A.  ni ge r、 A . soj ae、 A . n idul an s、 A. or yza e

由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 い ず れ も 生 成 す る の は 主 に α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結

合 を 含 む 糖 質 で あ る [ 2 2, 24, 4 3, 52 ]。A . n ig er  Ag dB を 利 用 す る こ と で 、α - 1,2 -
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と α -1 ,3-結 合 を 両 方 含 む 新 た な 糖 質 素 材 を 、工 業 規 模 で 生 産 す る 可 能 性 が 広 が

る 。  
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第 4 章  Aspergillus  oryzae お よ び Aspergillus sojae に 由 来 す る α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ の 点 変 異 導 入 に よ る 性 質 の 変 化  

 

4 -1.  序 論  

本 章 で は 、 A.  ory za e に 由 来 し 、 第 2 章 で 解 析 し た As ojA gd L と 配 列 の 同 一 性

が 極 め て 高 い α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ Aor yAgd S） と A so jAg d L に 関 し 、 野 生 型 と 点

変 異 を 導 入 し た 変 異 型 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 酵 素 の 特 性 の 違 い に つ い て 述 べ る 。

第 2 章 で は 、 A.  so jae か ら 新 た に 見 出 し た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ Aso jAg dL） が

α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 が 連 続 し た 糖 質 を 生 成 す る に こ と に つ い て 述 べ た 。ま た 、

Asoj Ag dL の オ ル ソ ロ グ で あ る A . n id u lan s に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A . 

nidu la ns  Agd B； 配 列 同 一 性 82%） も 強 い α -1, 6-転 移 活 性 を 持 つ こ と が 報 告 さ

れ て い る [ 22]。し か し 、同 様 に Aso jA gd L の オ ル ソ ロ グ で あ り 、か つ 極 め て 高 い

同 一 性 を 持 つ A.  or yzae に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ（ Ao ryAg d S；配 列 同 一 性

98%）は 、20％ の マ ル ト ー ス 基 質 か ら α -1 ,6 -転 移 生 成 物 と し て 2 .2%の イ ソ マ ル

ト ー ス の み が 生 成 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [ 53]。こ れ ら の 結 果 は 、A so jAg dL、

A. n id ula ns  Ag dB お よ び Ao ryA gd S が オ ル ソ ロ グ で あ り な が ら 異 な る 転 移 活 性

を 持 つ こ と を 示 唆 す る と 考 え ら れ た 。 こ れ ら 3 つ の 酵 素 遺 伝 子 は 互 い に ア ミ ノ

酸 配 列 の 同 一 性 が 高 い が 、Aso jA gdL と Ao ryA gdS と の 同 一 性 は 9 8%で 、A soj AgdL

と A.  n idu lan s  Ag d B と の 同 一 性 82 %よ り も 極 め て 高 く 、 1 3 カ 所 の ア ミ ノ 酸 が 異

な る の み で あ る 。 そ の 13 カ 所 の う ち の 4 カ 所 は As ojA gd L と A. nid ul ans  Ag dB

で 共 通 と な っ て お り （ Fi g.  4-1） 、 そ の う ち の 1 カ 所 で あ る 4 50 番 目 の ア ミ ノ

酸 は 活 性 中 心 の 近 く に 位 置 し た （ Fig . 4- 2） 。  

そ こ で 、 こ の 4 50 番 目 の ア ミ ノ 酸 が 転 移 特 性 に 影 響 を 与 え る と 推 測 し 、 A . 

nidu la ns を 宿 主 と す る 発 現 系 で 、 A ory Agd S と そ の 変 異 酵 素 で あ る

A ory Ag dS_ H45 0 R、ま た A so jAg dL の 変 異 酵 素 で あ る A so jAg d L_R4 50 H を 発 現 さ せ 、

転 移 特 性 を 比 較 し た 。  
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AoryAgdS 1 M H L K K L L T S A A A L S G S V F A Q S K D G V E D L D G P G D D L Y V K D L S G C P G Y K A T K H W Q T R S G F Y A 60

AsojAgdL 1 M Y L K K L L T S A A A L S G S V F A Q S K D G V E D L D G P G D D L Y V K D L S G C P G Y K A T K H W Q T R S G F Y A 60

AnidAgdB 1 M R F Q Q L L P W A A A L T G C V V A Q S Q A G V D P L D R P G N D L Y V K D L S N C T G Y K V T K H W K T R S G F Y A 60

*
AoryAgdS 61 D L T L A G P A C N V F G T D L P D L K L E V E Y Q T S D R L H V K I L D T N N T V Y Q V P D S V F P R P G F G E W C S 120

AsojAgdL 61 D L T L A G P A C N V F G T D L P D L K L E V E Y Q T S D R L H V K I L D T N N T V Y Q V P D S V F P R P G F G E W C S 120

AnidAgdB 61 D L A L A G P A C N V Y G I D L P K L K L E V E Y Q T D E R L H V K I L D T N N T V Y Q V P D S V F P R P G F G Q W C S 120

AoryAgdS 121 P K D S K L K F D F Q A D P F S F T V S R T D T G E V L F D T T G N K L V F E S Q Y V Y L K T H L P Q N P H L Y G L G E 180

AsojAgdL 121 P K D S K L K F D F Q A D P F S F T V S R T D T G E V L F D T T G N K L V F E S Q Y V Y L K T H L P Q N P H L Y G L G E 180

AnidAgdB 121 P K N S K L K F D F K P D P F S F T V S R T D T G E V L F D T T G T K L V F E N Q Y L Y L K T H L P Q N P H L Y G L G E 180

AoryAgdS 181 H S D A F M L N T T N Y T R T I Y T R D A Y G T P Q G E N L Y G A H P I Y F D H R Q T G T H G V F L L N S N G M D I F I 240

AsojAgdL 181 H S D A F M L N T T N Y T R T I Y T R D A Y G T P Q G E N L Y G A H P I Y F D H R Q T G T H G V F L L N S N G M D I F I 240

AnidAgdB 181 H S D S F M L N T T N Y T R T I Y T R D A Y G T P Q G Q N L Y G A H P I Y F D H R Q D G T H G V F L L N S N G M D I Y I 240

AoryAgdS 241 D N N S T Q F L E Y N I I G G V L D F Y F I A G P T P R D V A I Q Y A E I T Q T P L M T P Y W G L G Y H Q C K Y G Y Q D 300

AsojAgdL 241 D N N A T Q Y L E Y N I I G G V L D F Y F I A G P S P R D V A I Q Y A E I T Q T P L M T P Y W G L G Y H Q C K Y G Y Q D 300

AnidAgdB 241 D N E G G Q F L E Y N I I G G V F D F Y F I A G P S P Q D V A R Q Y A E I V Q P P L M V P Y W G L G F H Q C R Y G Y Q D 300

* * *
AoryAgdS 301 V Y E V A A V V A N Y S T N N I P L E T I W T D I D Y M D R R R I F T I D P E R F P A D L Y K D L V D T I H A R D Q H Y 360

AsojAgdL 301 V Y E V A A V V A N Y S T N N I P L E T I W T D I D Y M D R R R I F T I D P E R F P A N L Y K D L V D T I H A R D Q H Y 360

AnidAgdB 301 V Y E V A A V T A N Y S V H D I P L E T I W T D I D Y M D R R R I F T L D P E R F P P E L V K D L V D T L H A R D Q H Y 360

*
AoryAgdS 361 I V M V D P A V Y Y K E S N P A L D E G L K Y D I F M K E N N G S E Y Q G V V W A G P S H F P D W F H P D S Q Q Y W S E 420

AsojAgdL 361 I V M V D P A V Y Y K E S N P A L D E G L R Y D I F M K E N N G S E Y Q G V V W A G P S H F P D W F H P D S Q Q Y W S E 420

AnidAgdB 361 I V M V D P A V Y Y S E P N P A L D A G L K Y D A F M K E L N G T H Y Q G V V W A G P S Y F P D W F H P N A Q E Y W T E 420

*
AoryAgdS 421 Q F L A F F D G T N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N H P Y P G N N T T P E N F A E V D G D P P A A P A V R D G P D 480

AsojAgdL 421 Q F L A F F D G T N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N R P Y P G N N T T P E N F A E V D G D P P A A P A V R D G P D 480

AnidAgdB 421 Q F L N F F D G V N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N R P Y P G N N T T P E E F A E A N D N P P E P P A V R D G P D 480

*
AoryAgdS 481 A P I P G F P A S L Q P N W V Q G N A T E K R S T A A V V K R Q R S Q S R R N L G A G H W K S P K - - G K F D A R A G W 540

AsojAgdL 481 A P I P G F P A S L Q P N W V Q G N A T E K R S T A A V V K R Q R S Q S R R N L G A G H W K S P K - - G K V D P R A G W 540

AnidAgdB 481 A P I P G F P D S L Q P N F A S G Q T N E K R A V V T V E R R A R S Q S H R Q L G A G R W R S A V R H W P R D P K A G W 540

* *
AoryAgdS 541 Q H G K Q T G S G C G P N E C K G L P N R H L I R P P Y M I Q N G A G P T L A D S T A D T D L V Q S G G Y V Q Y D T H N 600

AsojAgdL 541 Q N G K Q T G S G C G P N E C K G L P N R H L I R P P Y M I Q N G A G P T L A D S T A D T D L V Q S G G Y V Q Y D T H N 600

AnidAgdB 541 Q H G R K S G S G C G P H E C R G L P N R E L I R P P Y M I Q N G A G P T L A D N T A D T D I V Q S G G Y V Q Y D T H S 600

*
AoryAgdS 601 L Y G A M M S S H S H N A M R A R R P D D R A L V I T R S T F A G S G K D V S H W L G D N V S G W L W Y Q L S I S Q I L 660

AsojAgdL 601 L Y G A M M S S H S H N A M R A R R P D D R A L V I T R S T F A G S G K D V S H W L G D N V S G W L W Y Q L S I S Q I L 660

AnidAgdB 601 L Y G A M M S T H S H N A M R A R R P D D R A L V I T R S T F A G S G K D V S H W L G D N I S D W L S Y R L S I S Q I L 660

AoryAgdS 661 Q F A S L Y Q I P V V G P D V C G F G G N V T E T L C A R W A T L G S F Y T F F R N H A E I Y A N S Q E F Y R W P T V A 720

AsojAgdL 661 Q F A S L Y Q I P V V G P D V C G F G G N V T E T L C A R W A T L G S F Y T F F R N H A E I Y A N P Q E F Y R W P T V A 720

AnidAgdB 661 Q F A S L Y Q I P V V G P D V C G F G G N V T E T L C A R W A T L G S F Y T F F R N H A E I F A N P Q E F Y R W P I V A 720

*
AoryAgdS 721 Q A A R N G I S I R Y Q L L D Y I Y T A I Y K Q N Q T G T P A L N P L F F N Y P N D P N T Y P I D L Q F F Y G D G I L V 780

AsojAgdL 721 Q A A R N G I S I R Y Q L L D Y I Y T A I Y K Q N Q T G T P A L N P L F F N Y P N D P N T Y P I D L Q F F Y G D G I L V 780

AnidAgdB 721 E A A R N G I A I R Y Q L L D Y I Y T A I Y K Q T Q T G T P S L N P L F F N Y P F D Q N T Y G I D L Q F F Y G P G I L V 780

AoryAgdS 781 S P V T E E N S T S V T F Y L P D D I F Y E W G T G K P V R G Q G E Y V S L D N I D Y T D I T I H Y K G G I V Y P Q R I 840

AsojAgdL 781 S P V T E E N S T S V T F Y L P D D I F Y E W G T G K P V R G Q G E Y V S L D N I D Y T D I T I H Y K G G I V Y P Q R I 840

AnidAgdB 781 S P V T E E N S T S V S Y Y L P D D I F Y E W G T G K P V R G H G E Y V S A E - V D V T H I T V H Y K G G L V Y P Q R I 839

AoryAgdS 841 E S A N T T T A L R Q K G F N I V V A P G L D G R A E G S L Y L D D G V S V V Q D T V S E I D F V Y E N G K L T M T G S 900

AsojAgdL 841 E S A N T T T A L R Q K G F N I V V A P G L D G R A E G S L Y L D D G V S V V Q D T V S E I D F V Y E N G K L T M T G S 900

AnidAgdB 841 E S A N T T T A L R Q K G F N I V I A P G L D G S A H G E L Y L D D G L S Q V Q D K V S E I D F S Y V D G V F E M K G S 899

AoryAgdS 901 F E Y E A G V G I E T I T V L G V E S K - - - P E G D - D V E Y D A E N K K L V K H V D V P L T G E D E I T I L 950

AsojAgdL 901 F E Y E A G V G I E T I T V L G V E S K - - - P E G D E D V E Y D A E N K K L V K H V D V P L T G E N E I T I L 951

AnidAgdB 900 F E Y D P G V G I E R I T I L G V G A K P E V A A E D A E V E Y D E E N Q K L V L H V D V P L T R K S S I K I A 955

* *

Fig. 4-1. AoryAgdS、AsojAgdL、およびA. nidulans AgdBのアミノ酸配列の比較

白抜きは活性中心の位置を示す。A. nidulans AgdBは図中でAnidAgdBと表記した。＊はAoryAgdSとAsojAgdLで異なる

アミノ酸残基、四角で囲ったのはAoryAgdSとAsojAgdLで異なるがAsojAgdLとA. nidulans AgdBで共通であったアミノ酸

残基を示す。
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AoryAgdS 430 N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N H P Y P G N N T T P E 460

AsojAgdL 430 N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N R P Y P G N N T T P E 460

AnidAgdB 430 N G P D I D A L W I D M N E P A N F Y N R P Y P G N N T T P E 460

AnigAgdB 408 S G V D I D A L W I D M N E A S N F C P Y P - - - - C L D P A 434

AnigAgdA 481 - K V A F D G V W Y D M S E V S S F C V G S C G T G N L T L N 510

AoryAgdA 483 - K L H Y D G V W Y D M A E V S S F C V G S C G T G N L S M N 512

Fig. 4-2. Aspergillus属に由来する各種α-グルコシダーゼの活性中心付近のアミノ酸配列の比較

白抜きは活性中心の位置を示す。図中でA. nidulans AgdBはAnidAgdB、A. niger AgdBはAnigAgdB、

A. niger AgdAはAnigAgdA、 A. oryzae AgdAはAoryAgdAと表記した。450番目のアミノ酸残基を四

角で囲った。
 

 

4 -2.  材 料 と 方 法  

4 -2- 1.  実 験 材 料 と 試 薬  

試 薬 類 は 後 述 の も の を 除 い て 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 工 業 製 の も の を 用 い た 。  

ニ ゲ ロ ー ス は コ ス モ バ イ オ 製 、 イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス は 、シ グ マ ア ル ド リ ッ チ

製 の も の を 使 用 し た 。  3 2 -O-α - D -g lu cosy l - mal tose と イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル

グ ル コ ー ス は 既 報 [ 31 ,3 2]の 手 法 に 従 っ て 調 製 し た 。  

 

4 -2- 2.  使 用 し た 微 生 物 株  

A.  or yza e  RI B40 お よ び RIB 601 は 、 酒 類 総 合 研 究 所 か ら 入 手 し た 。 A.  soj ae  

NBRC 42 39 は 、製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー か ら 入 手 し た 。

A. nid ula ns  AT CC3 8 163 は 、 Ame ri can  T ype  Cu ltu re  Co lle c tion か ら 入 手 し た 。  

 

4 -2- 3.  ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 ベ ク タ ー の 構 築  

使 用 し た PCR プ ラ イ マ ー の 一 覧 を T ab le  4- 1 に 示 し た 。 P CR に は 、 Ph us on H o t 

Star tⅡ DNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ T her mo Fis her Sci ent if ic） を 使 用 し た 。 Ao ry Agd S

と As ojA gdL（ Gen Ba nk  ac ces si on  no .  B AE64 25 7、 DM8 49 390） の 発 現 ベ ク タ ー は

以 下 の よ う に 構 築 し た 。A.  o ryz ae  t ef 1 遺 伝 子（ Gen Ba nk  a cces si on  no . Q9 Y71 3）

の プ ロ モ ー タ ー 領 域 [ 3 3]を 含 む 0.8  k bp フ ラ グ メ ン ト は A. o ry zae  RI B40 の ゲ

ノ ム D NA か ら 、 プ ラ イ マ ー p rom ot er 1  /p ro mot er 2 を 使 用 し て PC R 増 幅 し た 。

Aory Ag dS と As ojA g dL と 遺 伝 子 の 0.3  kb p 下 流 の タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を 含 む フ

ラ グ メ ン ト を 、 A. oryz ae  RI B601 と A . so jae  NB RC 4 239 の ゲ ノ ム DNA か ら 、 プ

ラ イ マ ー Ag dO S1 / AgdO S 2 お よ び A gd SL1 / A gd SL 4 を 使 用 し て 増 幅 し た 。

In-F us ion  H D  Cl on ing  K it（ タ カ ラ バ イ オ ） を 使 用 し て 、 2 つ の P CR 産 物 と

Hind II I/K pnI で 処 理 し た p PTR II（ タ カ ラ バ イ オ ）を 結 合 し 、発 現 ベ ク タ ー と し

た 。  
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Primer Sequence

promoter1 5‘-TGATTACGCCAAGCTTGATTTTCACTGTGGACCAGACA-3’

promoter2 5‘-TTTGAAGGTGGTGCGAACT-3’

AgdOS1 5‘-CGCACCACCTTCAAAATGCATCTTAAGAAGCTGCT-3’

AgdOS2 5‘-GTGAATTCGAGCTCGGTACCGTGAGAACGGAGCTTTAATAATAC-3’

AgdSL1 5‘-CGCACCACCTTCAAAATGTATCTTAAGAAGCTGCTCACTTC-3’

AgdSL4 5‘-GTGAATTCGAGCTCGGTACCAGGTGATGAACGGAGCTTTAA-3’

OS_H450R_F 5‘-GCAAACTTCTACAACCACCCATACCCAGGCAAC-3’

OS_H450R_RV 5‘-GTTGCCTGGGTATGGGTGGTTGTAGAAGTTTGC-3’

SL_R450H_F 5‘-GCAAACTTCTACAACCGCCCATACCCTGGCAAC-3’

SL_R450H_RV 5‘-GTTGCCAGGGTATGGGCGGTTGTAGAAGTTTGC-3’

Table 4-1. AoryAgdS、AsojAgdLのクローニングおよび変異導入に用いたPCRプライマー

 

 

4 -2- 4.  部 位 特 異 的 変 異 導 入 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 築  

部 位 特 異 的 変 異 導 入 は 、 A ory Ag dS、 A sojA gd L の 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し 、

Quic kC han g e sit e -d irec t m uta ge nes is kit（ A gil ent  Te chn olog ie s） を 用 い て

実 施 し た 。 Ao ry Agd S の 45 0 番 目 の ヒ ス チ ジ ン は 、 プ ラ イ マ ー OS _H4 50 R_F /  

OS_H 45 0R_ RV を 用 い て ア ル ギ ニ ン に 置 き 換 え た（ Aor yAg dS _ H45 0R）。  A soj Ag d L

の ア ミ ノ 酸 配 列 4 5 0 番 目 の ア ル ギ ニ ン は 、プ ラ イ マ ー S L_R 450H _F  /  S L_R 45 0H_ RV

を 用 い て ヒ ス チ ジ ン に 置 き 換 え た （ A sojA gd L_R 450 H） 。   

 

4 -2- 5.  形 質 転 換  

Aory Ag dS、 A soj Agd L_R4 50 H、 Ao ryA gdS _H45 0R、 p PT R II（ 遺 伝 子 未 導 入 ） の 各

発 現 ベ ク タ ー を A . nidu la ns  A TCC 38 16 3 を 宿 主 に 、 G omi  e t al  [ 34]に よ っ て 報

告 さ れ た 方 法 に 従 っ て 形 質 転 換 し た 。  

 

4 -2- 6.  組 換 え 酵 素 の 取 得  

組 換 え た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 酵 素 液 を 調 製 す る た め に 、 形 質 転 換 し た A. 

nidu la ns を 、 2 L の 三 角 フ ラ ス コ 、 180  rpm の 回 転 速 度 で 3 7℃ 、 4 d、 好 気 的 に

振 盪 培 養 し た 。培 地 は 0.1 μ g /  m L の ピ リ チ ア ミ ン を 含 み 、炭 素 源 を グ リ セ ロ ー

ル で 置 き 換 え た 5 00  mL  C za pek -Do x 培 地 を 用 い た 。菌 体 は 、ミ ラ ク ロ ス（ Mer ck）

を 通 し て 培 養 液 と 分 離 し 回 収 し た 。  100 mg の 菌 体 を 1m L の 蒸 留 水 に 懸 濁 し 、

マ ル チ ビ ー ズ シ ョ ッ カ ー（ 安 井 機 械 ）で 破 砕 し 、遠 心 分 離（ 1 0,0 00× G、10  mi n、

4℃ に よ り 得 ら れ た 上 清 を 粗 酵 素 液 と し た 。 Aso jAg dL に 関 し て は 第 2 章 の 手 法

で 得 ら れ た 精 製 酵 素 を 用 い た 。  

 

4 -2- 7.  酵 素 活 性 の 測 定  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、2 0 mM リ ン 酸 緩 衝 液（ pH  6 .0）中 の 20  mM マ ル ト ー

ス と 酵 素 を 40℃ で 30  m in イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 測 定 し た 。 反 応 は 1 0 min

煮 沸 す る こ と で 停 止 し た 。遊 離 し た グ ル コ ー ス は 、グ ル コ ー ス C II テ ス ト ワ コ ー
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（ 富 士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 ）を 使 用 し て 測 定 し た 。 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 の 1 U

は 、上 記 条 件 下 で 1  min あ た り 1μ m ol の マ ル ト ー ス の 加 水 分 解 を 触 媒 す る 酵 素

の 量 と し て 定 義 し た 。  デ キ ス ト ラ ン 加 水 分 解 活 性 は 、 2 0 mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH  

6.0） 中 の 1％ （ w  / w） デ キ ス ト ラ ン と 酵 素 を 4 0℃ で 3 0 m i n イ ン キ ュ ベ ー ト す

る こ と に よ り 測 定 し た 。反 応 は 1 0 mi n 煮 沸 す る こ と で 停 止 し た 。遊 離 し た グ ル

コ ー ス は 、 グ ル コ ー ス CII テ ス ト ワ コ ー を 用 い て 測 定 し た 。   

 

4 -2- 8.転 移 生 成 物 の 調 製  

転 移 生 成 物 は 、 Ao ry AgdS、 Ao ry Agd S_H 45 0R、 A soj Ag dL_ R45 0 H の 粗 酵 素 お よ び  

Asoj Ag dL の 精 製 酵 素 を 用 い て 調 製 し た 。各 試 験 区 の 反 応 溶 液 の 組 成 を T abl e  4-2

に 示 し た 。マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 反 応 で は 、2 3％（ w / w）の マ ル ト ー ス 、0 . 14 

U /  g の Ao ryA gd S お よ び Ao ryA gd S_H 450 R の 酵 素（ 基 質 あ た り で は 0.6  U / g DS）、

ま た は 0 .07  U / g の As ojA gdL お よ び Asoj Ag dL_ R45 0H の 酵 素 （ 基 質 あ た り で は

0.3 U / g  DS） で 、 pH  6 .0、 40℃ で 4 8 h r イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 p PTR II で は 、

粗 酵 素 液 を 反 応 液 に 加 え ら れ る 最 大 量 添 加 し 、23％（ w / w）マ ル ト ー ス と p H 6.0、

40℃ で 48  h r イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 反 応 で は 、

2 3 ％ （ w  /  w ） の マ ル ト ペ ン タ オ ー ス 、 0 .46  U  /  g の Aor yA gdS お よ び

Aory Ag dS_ H45 0R の 酵 素 （ 基 質 あ た り で は 2 U  / g DS） 、 ま た は 0. 23  U / g の

Asoj Ag dL お よ び Aso jAgd L_ R45 0H の 酵 素（ 基 質 あ た り で は 1  U /  g  DS）で 、pH  6 .0、

40℃ で 4 8 hr イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 pPT R II の 場 合 、 反 応 液 に 加 え ら れ る 最 大 量

添 加 し 、 2 3％ （ w /  w） マ ル ト ペ ン タ オ ー ス と pH 6.0、 4 0℃ で 7 2 hr イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。反 応 は 1 0  m in 煮 沸 す る こ と で 停 止 し た 。デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分

解 に よ る 転 移 生 成 物 に お け る 連 続 α - 1,6-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 の 含 有 量

の 評 価 は 、 第 2 章 に 記 載 し た 手 法 で 実 施 し た 。  

 

Table 4-2 AoryAgdS、AsojAgdLとその変異体のマルトースおよびマルトペンタオースを基質とした転移反応液の組成

Enzyme solution

(mg)

α-Glucosidase activity

(mU)

substrate

(mg)

Total amount of solution

(mg)

Reaction time

(hr)

Maltose 95 36 60 260 48

Maltopentaose 63
b 120 60 260 72

Maltose 115 36 60 260 48

Maltopentaose 76
b 120 60 260 72

Maltose 28 18 60 260 48

Maltopentaose 18
b 60 60 260 72

Maltose 5
a 18 60 260 48

Maltopentaose 17
a 60 60 260 72

Maltose 190 1.5 60 260 48

Maltopentaose 190 7.5 60 260 72

The reaction mixtures contained buffer and water in addition to the crude extract and the substrate.

a
 Purified enzyme solution, diluted 10 times, was used.

b
 The crude extract was concentrated 5 times by ultrafiltration before use.

AoryAgdS

AoryAgdS_H450R

AsojAgdL_R450H

AsojAgdL

(purified)

pPTRII (Control)
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4 -2- 9.  転 移 生 成 物 の HP LC 分 析  

 第 2 章 に 記 載 し た 手 法 で 転 移 生 成 物 の 重 合 度 （ DP） お よ び 糖 質 構 造 異 性 体 を

分 析 し た 。  

 

4 -2- 10 . タ ン パ ク 質 立 体 構 造 の 予 測  

  タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 の 予 測 は 、 Al pha F old2

（ ht tp s:/ /co la b.r esea rc h.g oog le .co m/no te boo ks/ we lco me.i py nb? hl= ja）を 用

い 、 As ojA gdL の ア ミ ノ 酸 配 列 全 長 に つ い て 行 っ た 。  
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4 -3.  結 果  

4 -3- 1.  酵 素 の 発 現  

Aory Ag dS、 A ory Ag d S_H4 50 R お よ び A s ojAg dL _R4 50H の 遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ド

pPTR II に ク ロ ー ニ ン グ し 、 A. nid ula ns を 宿 主 に 形 質 転 換 し 、 組 換 え 酵 素

A ory Ag dS、 Ao ry Agd S_H4 50 R お よ び Aso jAgd L _ R45 0H を 発 現 さ せ た 。 組 換 え 酵 素

の 発 現 を 確 認 す る た め に 、菌 体 か ら 抽 出 し た 粗 酵 素 液 に 関 し 、α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ 活 性 を 測 定 し た （ Ta bl e  4 -3） 。 な お 、 As ojA gd L は 第 2 章 に 記 載 し た 精 製 酵

素 を 用 い た 。宿 主 に 由 来 す る 野 生 型 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 は 破 壊 さ れ て お ら

ず 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 作 製 し た 遺 伝 子 を 導 入 し て い な い 空 の ベ ク タ ー の 形 質

転 換 体（ p PTR II）か ら も α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た 。コ ン ト ロ ー ル は

0.00 8  U  /  mL の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 で あ っ た 一 方 、Ao ryAg dS、Ao ryA gd S_H 450R

お よ び A soj Ag dL_ R4 50H は そ れ ぞ れ  0 .3 8、0. 31、0 .65  U / m L の α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ 活 性 が あ り 、コ ン ト ロ ー ル よ り 39～ 8 1 倍 活 性 が 高 か っ た 。こ れ ら の 結 果 よ り 、

組 換 え α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 発 現 レ ベ ル が 宿 主 に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 遺

伝 子 発 現 の 発 現 レ ベ ル よ り も は る か に 高 い こ と が 示 さ れ た 。  

 

Table 4-3. AoryAgdS、AsojAgdLとその変異体の活性

Substrate

Maltose (U/mL) 0.38 ± 0.03 0.31 ± 0.02 0.65 ± 0.00 35.71 ± 2.31 0.008 ± 0.002

Dextran (μmol/min・mL) 0.05 ± 0.01 5.97 ± 0.20

Enzyme activities are shown with standard errors (SE).

–, No analysis was performed.

a 
Not detected because of very low activity.

pPTRIIAoryAgdS
AoryAgdS

_H405R

AsojAgdL

_R450H

AsojAgdL

(purified)

ND
a

ND
a -

 

 

4 -3- 2.  マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応  

 A. nid ul ans で 発 現 し た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 特 性 を 評 価 す る た め に 、

23%（ w /w） の マ ル ト ー ス 基 質 に 作 用 さ せ 、 転 移 生 成 物 を 分 析 し た 。 各 精 製 酵 素

ま た は 粗 酵 素 を 、 T able  4- 2 に 示 し た 反 応 液 組 成 で pH 6. 0、 4 0  ℃ で 48 hr 反 応

し 、 転 移 生 成 物 を U K- Am ino カ ラ ム を 用 い た HPLC 分 析 に 供 し た 。  

粗 酵 素 を 用 い て 転 移 活 性 を 解 析 す る に あ た り 、 各 酵 素 を 評 価 す る 前 に 試 験 系

の 妥 当 性 を 確 認 し た 。 ま ず は 基 質 の マ ル ト ー ス の 反 応 後 の 残 存 量 か ら 粗 酵 素 に

含 ま れ る 夾 雑 活 性 の 程 度 を 確 認 し た 。 コ ン ト ロ ー ル （ p PTR I I） で は 、 添 加 で き

る 最 大 量 ( 190  mg )の 粗 酵 素 液 を 添 加 し た が 、α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 は 酵 素 を 発

現 さ せ た 形 質 転 換 体 の 反 応 試 験 区 よ り も 低 く （ 酵 素 発 現 試 験 区 で 36  mU ま た は

1 8 mU で あ っ た 一 方 、 コ ン ト ロ ー ル で 1 .5 m U） 、 基 質 マ ル ト ー ス の 90 .8％ が イ

ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 4 8 hr 後 に 残 存 し た 。 一 方 、 A ory Ag dS、 Ao ry Agd S_H 45 0R お よ

び A soj Ag dL_ R45 0H で は （ Aso jAg dL は 精 製 酵 素 を 使 用 ） 、 粗 酵 素 液 の 添 加 量 は

コ ン ト ロ ー ル よ り 少 な か っ た が 、 マ ル ト ー ス の 残 留 量 は は る か に 少 な か っ た

（ 17 .2％ 、 6. 2 %お よ び 4 1.4 %、 Ta ble  4 -4。 ） 。 遺 伝 子 組 換 え に よ り 発 現 さ せ
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た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は 、 宿 主 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ よ り も は る か に 発 現 量

が 多 く 、従 っ て マ ル ト ー ス の 大 部 分 は 遺 伝 子 組 換 え α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ っ て

他 の 糖 類 に 変 換 さ れ た と 考 え ら れ た 。  

次 に 、こ れ ま で の 研 究 で 既 に 糖 転 移 に 関 す る 性 質 を 明 ら か に し て い る α -グ ル

コ シ ダ ー ゼ の 粗 酵 素 を 用 い て 転 移 生 成 物 を 分 析 し 、 本 試 験 系 で 転 移 特 性 を 適 切

に 評 価 で き る か を 検 討 し た 。試 験 に は 、第 2 章 で 述 べ た 連 続 α -1 ,6-グ ル コ シ ド

結 合 を 持 つ 糖 質 を 生 成 す る As oj Agd L、第 3 章 で 述 べ た α -1,2 -、α - 1, 3-グ ル コ

シ ド 結 合 を 持 つ 糖 質 を 生 成 す る A. ni ger  Ag dB の 粗 酵 素 を 用 い た 。 反 応 後 の 溶

液 に は 、 各 種 の グ ル コ シ ド 結 合 を 持 つ 転 移 生 成 物 が 含 ま れ て い る 。 DP 3 お よ び

D P4 に 含 ま れ る α -1 ,6 -グ ル コ シ ド 結 合 を 持 つ 糖 類 の 含 有 量 、す な わ ち パ ノ ー ス 、

イ ソ マ ル ト ト リ オ ー ス 、 イ ソ マ ル ト ト リ オ シ ル グ ル コ ー ス 、 イ ソ マ ル ト テ ト ラ

オ ー ス の 含 有 量 の 合 計 は 、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の α -1 ,6-転 移 の 程 度 を 反 映 す る

と 考 え ら れ た た め 、 α -1 ,6-転 移 の 指 標 と し た （ 以 下 、 α -1 ,6 -転 移 生 成 物 ） 。

同 様 に 、 3 2 -O-α -D-グ ル コ シ ル -マ ル ト ー ス 含 有 量 は 、 α - 1,3 -転 移 の 指 標 （ 以

下 、α - 1, 3-転 移 生 成 物 ）、マ ル ト ト リ オ ー ス と マ ル ト テ ト ラ オ ー ス の 含 有 量 の

合 計 は 、α - 1,4 -転 移 の 指 標 と し た（ 以 下 、 α -1, 4-転 移 生 成 物 ）。 Aso jA gd L お

よ び  A . ni ge r  Ag d B の 転 移 生 成 物 を 分 析 し た 結 果 、 粗 酵 素 の 転 移 特 性 は 精 製 酵

素 の 特 性 を 反 映 し て お り 、 両 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 間 の 転 移 特 性 の 違 い も 明 ら か

だ っ た （ T abl e 4 -5） 。 以 上 よ り 、 本 試 験 系 で 粗 酵 素 を 用 い て α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ の 転 移 特 性 を 適 切 に 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え 、各 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ

の 転 移 生 成 物 の 解 析 を 実 施 し た 。  

Aory Ag dS_ H45 0 R の マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 生 成 物 （ Fi g.  4- 3 B） で は 、

α -1 ,6 -転 移 生 成 物 （ 32 .0％ ） は 、 α - 1,3-転 移 生 成 物 （ 0 .9％ ） や α -1 ,4 -転 移

生 成 物 （ 4 .0％ ） よ り も 明 ら か に 多 か っ た （ Tab le 4 - 4） 。 転 移 生 成 物 は 第 2 章

で 解 析 し た As ojA gd L 精 製 酵 素 の 2 U/g  DS で 12～ 24  hr 反 応 し た 転 移 生 成 物 と

類 似 し た 。作 用 さ せ た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 活 性 と 反 応 時 間（ 0. 6 U/g  D S で 4 8 hr

反 応 ） を 考 え る と 、 Ao ry Agd S_H 45 0R と A soj Ag dL の 転 移 特 性 は 類 似 し て い る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 Aor yAg d S の 転 移 生 成 物 （ Fi g. 4-3 A） で は 、 α -1 ,6-

転 移 生 成 物 （ 8. 5％ ） は 、 α - 1,3 -転 移 生 成 物 （ 9 .1％ ） ま た は α -1, 4-転 移 生 成

物（ 12. 9％ ）よ り も 少 な か っ た 。さ ら に 、第 2 章 で 経 時 的 に 解 析 し た Aso jA gdL

精 製 酵 素 の 転 移 生 成 物 と 比 較 す る と 、 い ず れ の 反 応 時 間 の 転 移 生 成 物 と も 類 似

し て い な か っ た 。 し た が っ て 、 Ao ryA gdS の 転 移 特 性 は A ory Ag dS_ H45 0 R と

Asoj Ag dL の い ず れ と も 異 な る と 考 え ら れ た  

次 に Aso jAg dL に お い て 同 じ 4 50 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 変 異 を 導 入 し た 変 異 体

（ As oj Agd L_R 45 0H）に つ い て 、マ ル ト ー ス を 基 質 と し た 転 移 生 成 物 を 解 析 し た 。

Asoj Ag dL_ R45 0H（ F i g. 4- 3 D）は α - 1,6 -転 移 生 成 物 が 少 な く（ 3. 7％ ）、α - 1,3 -

転 移 生 成 物（ 10 .0％ ）や α -1, 4-転 移 生 成 物（ 15. 9％ ）の 方 が 多 く 含 ま れ た（ T a ble  

4-4） 。 こ の 糖 組 成 は 同 じ α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 、 同 じ 反 応 時 間 で 反 応 さ せ た

A soj Ag dL 粗 酵 素 の 転 移 生 成 物 （ Fi g. 4 -3 C） と は 異 な り 、 ま た 第 2 章 で 経 時 的

に 解 析 し た A so jAg dL 精 製 酵 素 の い ず れ の 反 応 時 間 の 転 移 生 成 物 と も 類 似 し て
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い な か っ た 。こ の こ と か ら 、Aso jA gdL _R 450H は 変 異 を 導 入 す る こ と で As ojA gd L

か ら 転 移 特 性 が 変 化 し た と 考 え ら れ た 。  

 

Table 4-4.AoryAgdS、AsojAgdLとその変異酵素のマルトースを基質とした転移生成物の糖組成

AoryAgdS
AoryAgdS

_H450R

AsojAgdL

_R450H

AsojAgdL

(purified)
pPTRⅡ

Composition (%)

DP1 Glucose 25.4 24.8 15.9 24.4 3.0

Nigerose 4.0 1.6 0.8 1.7 0.0

Maltose 17.2 6.2 41.4 4.1 90.8

Kojibiose 0.0 0.0 0.6 1.5 0.0

Isomaltose 4.6 18.4 0.9 18.4 0.0

Others 0.0 0.0 0.0 0.0 1.1

3
2
-O -α-D-glucosyl-maltose 9.1 0.9 10.0 0.6 0.0

Maltotriose 9.7 1.6 12.0 1.2 0.8

Panose 7.6 9.8 3.7 7.1 4.3

Isomaltotriose 0.9 8.6 0.0 10.0 0.0

Others 1.1 0.9 3.6 2.9 0.0

Maltotetraose 3.2 2.4 3.9 2.4 0.0

Isomaltotrosyl-glucose 0.0 10.3 0.0 4.6 0.0

Isomaltotetraose 0.0 3.3 0.0 1.8 0.0

Others 10.7 0.0 5.7 7.0 0.0

DP5+ 6.5 11.2 1.5 12.3 0.0

α-1,6-transglucosylon products
a 8.5 32.0 3.7 23.5 4.3

α-1,3-transglucosylon products
b 9.1 0.9 10.0 0.6 0.0

α-1,4-transglucosylon products
c 12.9 4.0 15.9 3.6 0.8

a
 Sum of the products for panose, isomaltotriose, isomaltotriosyl-glucose, and isomaltotetraose.

b
 Composition of the products for and 3

2
-O -α-D-glucosyl-maltose.

c
 Sum of the products for maltotriose and maltotetraose.

DP2

DP3

DP4
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Table 4-5.粗酵素のマルトースを基質とした転移生成物の糖組成の分析例

AsojAgdL A. niger  AgdB

α-Glucosidase activity (U / mL) 0.5 0.5

Reaction time (hr) 24 24

Composition (%)

DP1 Glucose 15.7 15.9

Nigerose 0.0 3.8

Maltose 35.4 37.5

Kojibiose 0.0 2.4

Isomaltose 5.4 0.0

Others 0.6 0.0

3
2
-O -α-D-glucosyl-maltose 5.4 16.0

Maltotriose 5.1 9.8

Panose 23.1 0.0

Isomaltotriose 0.7 0.0

Others 1.0 3.6

Maltotetraose 0.7 1.8

Isomaltotrosyl-glucose 3.2 0.0

Isomaltotetraose 0.0 0.0

Others 2.8 7.7

DP5+ 0.9 1.5

α-1,6-ransglucosylon products
a 27.0 0.0

α-1,3-ransglucosylon products
b 5.4 16.0

α-1,4-ransglucosylon products
c 5.8 11.6

a
 Sum of panose, isomaltotriose, isomaltosyl-glucose, and isomaltotetraose.

b
 Composition of 3

2
-O -α-D-glucosyl-maltose.

c
 Sum of maototriose and maltotetraose.

DP2

DP3

DP4

 

Fig. 4-3. AoryAgdS、AsojAgdLとその変異体のマルトースを基質とした転移生成物のHPLCクロマトグラム

（A）AoryAgdS（B）AoryAgdS_H450R（C）AsojAgdL（D）AsojAgdL_R450H（E）pPTRⅡ。記号：G, グル

コース; M2, マルトース; IM2, イソマルトース; NG2, 32-O-α-D-グルコシル-マルトース; M3, マルトトリオース; 

P, パノース; IM3, イソマルトトリオース; IM3G, イソマルトトリオシルグルコース。
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4 -3- 3.  マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し た 転 移 反 応  

α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 特 性 を 別 の 面 か ら 評 価 す る た め に 、今 度 は 2 3％（ w  

/ w）の マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 基 質 と し 、Ao ry Agd S、Ao ryA gdS_ H4 50R、Aso jAg d L、

Asoj Ag dL_ R45 0 H の 転 移 生 成 物 お よ び そ の デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分 解 物 に つ い

て 、 CK -0 4S カ ラ ム を 利 用 し H PL C 分 析 に 供 し た （ Fig . 4 -4） 。 コ ン ト ロ ー ル

（ pP TR II） の 液 を 最 大 量 添 加 し 、 マ ル ト ペ ン タ オ ー ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト

し た と こ ろ 、基 質 で あ る マ ル ト ペ ン タ オ ー ス を 含 む DP  5 の 成 分 は ほ ぼ 変 化 せ ず

に 残 存 し た （ Fi g. 4- 4 E） 。 マ ル ト ー ス 基 質 の 場 合 と 同 様 、 宿 主 に 由 来 す る 酵

素 活 性 の 影 響 は 少 な い と 考 え ら れ た 。 Ao ry Agd S_H 45 0R お よ び As ojA gd L の 転 移

生 成 物 の デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分 解 に よ る 評 価 で は 、 D P 4 以 上 の 成 分 が 加 水 分

解 を 受 け て DP  2、D P  3 の 含 有 量 が 増 加 す る こ と が 確 認 さ れ た（ F ig . 4-4  B ,C）。

こ れ は 転 移 反 応 に よ っ て α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 が 連 続 し た 糖 質 が 生 成 し た こ

と を 示 し た 。一 方 、 Aory Ag dS お よ び As ojAg dL _R4 50H は 連 続 α -1 ,6-グ ル コ シ ド

結 合 を 生 成 し な か っ た （ Fig . 4 -4  A, D） 。  

Fig. 4-4. AoryAgdS、AsojAgdLとその変異体のマルトペンタオースを基質とした転移生成物とその

デキストラナーゼ加水分解物のHPLCクロマトグラム

（A）AoryAgdS（B）AoryAgdS_H450R（C）AsojAgdL（D）AsojAgdL_R450H（E）pPTRⅡ。実線

は転移生成物、破線は転移生成物のデキストラナーゼによる加水分解物。
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4 -3- 4.  デ キ ス ト ラ ン 加 水 分 解 活 性  

デ キ ス ト ラ ン に 対 す る 作 用 性 が α -グ ル コ シ ダ ー ゼ に よ っ て 異 な る か を 評 価

す る た め 、 デ キ ス ト ラ ン を 基 質 と し た 加 水 分 解 活 性 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、

Aory Ag dS_ H45 0R お よ び As oj Agd L は デ キ ス ト ラ ン を 加 水 分 解 し た が 、 Ao ryA gdS

お よ び As ojA gdL _R 450H は デ キ ス ト ラ ン 分 解 活 性 が 検 出 さ れ な か っ た （ Tab l e  

4-3） 。  
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4 -4.  考 察  

各 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 変 異 体 の 特 性 を 分 析 し 、 野 生 型 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ と

比 較 し た と こ ろ 、 A oryA gd S と A soj Agd L の 転 移 特 性 と デ キ ス ト ラ ナ ー ゼ 加 水 分

解 活 性 が 、 45 0 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 変 化 す る こ と が

分 か っ た 。  A or yAg dS_H 45 0R の 転 移 特 性 は 、 元 の A ory Ag d S か ら 特 性 が 変 化 し 、

連 続 α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 を 生 成 す る As ojA gdL と 類 似 し た 酵 素 に な っ た 。 一

方 As ojA gdL _R 450H は 、 多 く の α -1 ,3-、 α -1 ,4-転 移 生 成 物 を 生 成 し 、 α -1, 6-

転 移 生 成 物 が 少 な い と い う 、第 2 章 で 評 価 し た As oj AgdL と は 異 な る 転 移 特 性 を

示 し た 。 ま た デ キ ス ト ラ ン に 対 す る 作 用 性 も 450 番 目 の ア ミ ノ 酸 の 種 類 に 応 じ

て 変 化 し た 。 本 研 究 だ け で 結 論 を 出 す に は デ ー タ が 不 十 分 で あ る が 、 45 0 番 目

の ア ミ ノ 酸 に 変 異 を 導 入 す る と 、 Aor yAgd S と A so jAg dL の 転 移 特 性 を 含 め た 酵

素 の 性 質 が 入 れ 替 わ る こ と が 示 唆 さ れ た 。以 上 よ り 、 45 0 番 目 の ア ミ ノ 酸 が α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ の 活 性 に と っ て 重 要 で あ る こ と が 分 か っ た 。 A . ory za e の 他 の

菌 株 に 関 し 、 C AoG D デ ー タ ベ ー ス（ ht tp s:// nr ibf 21. nr ib. go.j p/ CAo GD/）で 配

列 を 確 認 す る と 、 1 0 株 の う ち 3 株 （ RIB9 15、 R IB3 33、 R IB94 9） は 、 A so jAg dL

の よ う に 450 番 目 が ア ル ギ ニ ン 、他 の 7 株（ RIB OIS 01  、R IB 128、RI B30 2、R IB 331、

RIB5 37、 R IB6 32、 RI B642）は 、 Ao ryA gd S の よ う に 45 0 番 目 が ヒ ス チ ジ ン で あ っ

た 。 し た が っ て 、 4 50 番 目 の ア ミ ノ 酸 は ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン の 2 種 類 の タ

イ プ が 広 く 存 在 す る と 考 え ら れ 、 そ れ ぞ れ 異 な る 転 移 特 性 を 持 つ こ と が 推 測 さ

れ た 。  

点 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 酵 素 の 特 性 を 変 更 す る 試 み は す で に 行 わ れ て

お り [5 4,5 5]、 糖 転 移 特 性 が 変 化 し た 例 も 報 告 さ れ て い る  [ 56 ]。 し か し 、 1 つ

の ア ミ ノ 酸 の 違 い に よ り 、 ほ ぼ 同 じ 配 列 を 持 つ 2 つ の 野 生 型 酵 素 の 転 移 特 性 が

大 き く 異 な る の は 驚 く べ き こ と で あ る 。 今 回 明 ら か に な っ た A.  or yz ae と A .  

soja e 由 来 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 転 移 特 性 の 違 い を 新 た な 糖 質 素 材 や 高 付 加

価 値 の 発 酵 食 品 の 開 発 に 活 か す こ と や 、 点 変 異 導 入 に よ っ て 酵 素 の 性 質 を 改 変

し 、 新 た な 酵 素 の 開 発 に つ な げ る こ と が 期 待 さ れ る 。 本 研 究 に お い て 、 各 α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ お よ び そ の 変 異 体 の 活 性 は 粗 酵 素 を 用 い 、 特 定 の 反 応 時 間 に お

い て 実 施 し て い る 。 将 来 的 に は 精 製 酵 素 を 取 得 し 、 よ り 詳 細 な 転 移 特 性 の 確 認

を 実 施 す る こ と が 望 ま れ る 。 ま た 、 今 回 検 討 し た 450 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 関 し 、

Asoj Ag dL の 立 体 構 造 の 予 測 モ デ ル を 構 築 し 、 位 置 を 確 認 す る と ( Fig .  4 - 5)、 活

性 中 心 の 近 く 、 基 質 ポ ケ ッ ト の 入 口 付 近 に 位 置 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 4 50 番

目 の ア ミ ノ 酸 が 基 質 の 認 識 や 結 合 に 影 響 し 、 転 移 特 性 を 決 定 し て い る 可 能 性 が

考 え ら れ た 。 将 来 的 に は 酵 素 の 立 体 構 造 を 解 析 し 、 転 移 特 性 が 変 わ る メ カ ニ ズ

ム を 解 明 す る こ と も 望 ま れ る 。  
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Fig. 4-5. AsojAgdLの立体構造の予測モデル

450番目のアミノ酸残基（アルギニン）を黄色、440番目の活性中心のアミノ酸残基（アスパラギン酸）を青で示した。

ARG 450

ASP 440
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第 ５ 章  総 括  

 

本 研 究 は 、 古 く か ら 発 酵 食 品 の 製 造 に 利 用 さ れ 、 ま た 産 業 用 の 酵 素 製 剤 の 製

造 に お い て も 多 く 利 用 さ れ る 重 要 な 微 生 物 で あ る Asp er gill us 属 か ら 転 移 特 性

に 特 徴 を 持 つ 新 た な α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 探 索 す る こ と を 目 的 に 実 施 し た 。そ し

て 、 こ れ ま で は 短 い α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 を 生 成 す る A . n ig er  Ag dA 以 外 の α

-グ ル コ シ ダ ー ゼ の 知 見 が 少 な か っ た 中 で 、複 数 種 の A spe rgil lu s 属 由 来 の G H 31

の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 特 徴 的 な 転 移 特 性 を 持 つ こ と を 見 出 し た 。 第 2 章 で は 、

A . so jae に 由 来 す る A s ojA gdL が 連 続 し た α -1, 6-グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質 を

生 産 す る 転 移 特 性 を 持 つ こ と 、第 3 章 で は 、A . nig er に 由 来 す る A . nig er  A gd B

が α -1 ,2・ 1, 3-グ ル コ シ ド 結 合 と 少 量 の α -1, 1-β -グ ル コ シ ド 結 合 を 含 む 糖 質

を 生 産 す る 転 移 特 性 を 持 つ こ と を 示 し た 。第 4 章 で は 、 Asoj Ag dL と ア ミ ノ 酸 配

列 の 同 一 性 が 98％ と 極 め て 高 い A. or yzae 由 来 の A or yAg dS が 、 α -1 ,6 転 移 よ

り も α -1, 3・α -1 , 4 転 移 生 成 物 の 方 が 多 く 生 成 す る と い う 、A soj AgdL と 全 く 異

な る 転 移 特 性 を 持 つ こ と 、 ま た そ の 転 移 特 性 の 違 い が ア ミ ノ 酸 配 列 上 の 1 ア ミ

ノ 酸 の 違 い に 起 因 す る こ と も 明 ら か に し た 。  

Yuan  e t al は 、 A . nige r の G H31 酵 素 に 関 し て 系 統 樹 を 作 成 し 、 こ れ ら の 酵

素 が α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ II、 α -キ シ ロ シ ダ ー ゼ 、 お よ び

未 知 の 酵 素 の グ ル ー プ に 分 類 さ れ る こ と を 示 し た [4]。 我 々 も A . n ig er、 A. 

oryz ae、 A . n id ula ns、 A.  so ja e の GH 31 酵 素 に 関 し て 系 統 樹 を 作 成 し た 結 果 、

同 様 の グ ル ー プ に 分 類 さ れ た（ Fi g.  5 -1）。そ し て 、α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の グ ル ー

プ に は 多 く の 酵 素 遺 伝 子 が 含 ま れ る が 、系 統 的 な 距 離 と 本 研 究 に よ る 複 数 の α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ の 解 析 結 果 と を 考 慮 す る と 、α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の グ ル ー プ は さ

ら に su bg rou p A、 B、 C の 3 つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 類 さ れ る と 考 え ら れ た 。

Subg ro up A は 、 第 3 章 で 解 析 し た A.  nige r 由 来 の α -1, 2 -お よ び α -1, 3-グ ル

コ シ ド 結 合 を 持 つ 糖 質 を 生 成 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ （ A . ni ge r  A gdB） が 含 ま

れ [4 7, 48, 57]、 sub grou p C は 、 A. ni g er（ A.  ni ger  A gdA） と A.  o ryz ae 由 来

の α -1 ,6-グ ル コ シ ド 結 合 を 持 つ 糖 質 を 生 成 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 含 ま れ た  

[20, 23 ]。 ま た su bg roup  B に は 、 第 2 章 お よ び 第 4 章 で 解 析 し た A . s oja e と

A. or yzae に 由 来 す る α -グ ル コ シ ダ ー ゼ（ Aso jAg dL、Ao ry A gd S）が 含 ま れ た が 、

第 4 章 で の 解 析 結 果 よ り 転 移 特 性 は 4 50 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 依 存 し て 連 続 α - 1,6

転 移 か α - 1,3・α -1 ,4 転 移 か の 2 種 類 の 転 移 特 性 に 分 か れ る と 考 え ら れ た 。こ

の よ う に 、 As pe rgi llu s 属 由 来 の G H3 1 の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ が 酵 素 の 転 移 特 性

の 面 で 多 様 で あ る こ と が 本 研 究 に よ っ て 明 ら か に さ れ た 。A .  or yza e、A.  so jae、

お よ び A . ni du lans は 、 su bgr oup  A、 B、 C 全 て の グ ル ー プ の 酵 素 を 持 つ が 、 A .  

nige r は s ubg ro up  B に 属 す る 酵 素 が な い 、と い っ た 菌 種 に よ る α -グ ル コ シ ダ ー

ゼ の 種 類 の 違 い も 存 在 し 、As pe rgi llu s 属 の 各 菌 種 が 分 化 し て い く 過 程 で 、α -

グ ル コ シ ダ ー ゼ の 遺 伝 子 が 複 数 に 分 か れ 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 転 移 特 性 を 持 つ よ

う に な っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。  

今 回 検 討 し た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ は い ず れ も 異 な る 種 類 の 糖 質 を 生 成 す る た
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め 、こ れ ら の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ を 活 用 す る こ と で 、新 た な 糖 質 素 材 の 開 発 が 期

待 さ れ る 。ま た 1 ア ミ ノ 酸 の 違 い で 全 く 異 な る 糖 質 が 生 産 さ れ る と い う こ と で 、

酵 素 遺 伝 子 に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ っ て も 可 能 性 が さ ら に 広 が る と 考 え ら れ

る 。 ま た 発 酵 食 品 の 製 造 に お い て も A . so ja e、 A. ni ger、 A.  o ryz ae は 広 く 利

用 さ れ て お り 、本 研 究 で 明 ら か に さ れ た α -グ ル コ シ ダ ー ゼ の 多 様 性 が 発 酵 食 品

の 特 徴 の 違 い に つ な が り 、 新 た な 価 値 の 付 加 に つ な が る 可 能 性 が あ る 。  

今 後 は こ れ ら の 酵 素 の 立 体 構 造 解 析 を 通 じ て 転 移 反 応 の メ カ ニ ズ ム 解 析 を 進

め る 。 ま た 、 得 ら れ た 糖 質 や 転 移 反 応 の 特 徴 を 、 食 品 な ど に 活 用 す る 方 法 に つ

い て 検 討 し て い く 必 要 が あ る 。  

α-glucosidase 

Subgroup A

Subgroup B

Subgroup C

A. niger CAK37273 (A. niger AgdB)

A. nidulans ABF50883

A. oryzae BAE64257 (AoryAgdS)

A. sojae DM849390 (AsojAgdL)

A. niger BAM72725 (A. niger AgdA)

A. oryzae BAA08125 (A. oryzae AgdA)

A. sojae GH31-2

A. nidulans EAA58873

A. niger ACF60497 (glucosidase II α-subunit)

A. oryzae BAE58852

A. niger CAK97480

A. oryzae BAE57147

A. niger DAA35002 (alpha-xylosidase)

A. nidulans EAA61325

A. niger CAK37022

A. nidulans EAA66153

A. oryzae BAE55790+55791

A. niger CAK39259

A. oryzae BAE62256

A. nidulans EAA61743

A. oryzae BAE59606

A. nidulans EAA59065

glucosidase II

Fig. 5-1. A. oryzae、A. niger、A. nidulans、A. sojaeのGH31タンパク質の系統樹

アミノ酸配列をCLUSTAL Wプログラム[58]を用いてアライメントし、近隣結合法[59]によって系統関係

を計算し、MEGA X（バージョン10. 0、5、https：/ /www.megasoftware.net/）を用いて系統樹を作成

した。各酵素の菌種名およびGenBank accession number（ない場合は整理番号）を記載した。カッコ

内は本論文での慣用名またはキャラクタライズされた酵素の名称を記載した。SignalP-5.0

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）によって予測した推定シグナルペプチドを有するタンパ

ク質に下線を引いた。

A. oryzae BAE61578 (glucosidase II α-subunit)

A. nidulans EAA62085

A. oryzae BAE62323
α-xylosidase 

A. oryzae BAE56058

A. sojae GH31-1

A. nidulans BAB39856 (AnidAgdL)

A. nidulans ABF50846

A. nidulans EAA64849
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