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  食生活が多様化した現代社会では、食品や食品素材の高機能化が求められている。食品

の高機能化には、栄養学的機能（一次機能）のほか、物理化学的機能（二次機能）の改善

と有用な生体調節機能（三次機能）を兼ね備えた食品素材を開発する必要がある。

  ニゲロシル．オリゴ糖は、グルコースを構成糖としa-l，3‐グルコシド結合を有する少糖類

である。2糖のニゲロースは、1953年にAsperg鮒Hぷ門培P′由来の微生物多糖であるニゲラン

の酸加水分解物や清酒中から単離され、発酵食品など飲食物の芳醇なコク味を形成する重

要な糖質として古くから知られている。近年になルニゲロシル‐オリゴ糖は、味質改善効果

やアントシアニン系色素の退色抑制効果（二次機能）、そして抗う蝕性や免疫賦活・調節作

用（三次機能）をもつ優れた食品素材であることが明らかとなってきた。しかしながら、ニ

ゲロ シ ル． オリゴ糖 の効率的 な工業的 生産方法の 確立はな されてい なかった 。

  最近、イc朋所D門f“mに属すQ‐グルコシダーゼに本オリゴ糖の高い生成能を見出した。本研

究ではイc胞所D門fH朋カルガcロ鰤Q‐グルコシダ亠ゼ（以下んGと略称）の構造と機能を明ら

かに し 、 ニゲ ロ シ ル‐ オ リゴ 糖 の 効率 的 な生 産 法 とそ の 応用 を 目 的とする 。

(1)AimplicatumQ‐グルコシダーゼの性質

  澱粉分解物を炭素源に培養したA implicatumの培養上清から、ニゲロシル．オリゴ糖生成

能を有するa-グルコシダーゼを電気泳動的に単一に精製した。精製酵素は、分子量60．000

と51，000の2つのポりペプチド鎖をモノマーとし、総計の分子量440．000を有する4量体

であると考えられた。本酵素の至適pHは7.0、至適温度は50 aC付近であり、pHと温度

安定性はそれぞれpH 6.0-10.0、40℃以下であった。AiGの基質特異性を調べた。a-l，3‐グ

ルコシド結合を有するニゲロースをa-グルコ2糖類の中で最も効率よく加水分解し、コー

ジビオース（Q‐1，2‐グルコシド結合）、イソマルトース（a‐1，6‐グルコシド結合）、そしてト

レハロース（a‐1，1‐グルコシド結合）に対して、活性が低いかもしくはほとんど活性が見

られなかった。マルト．トリオースや‐テトラオースに対し通常のa-グルコシダーゼの約1/10

～ 1/100の島値を示した。AiGがこれらの2基質に対し高い親和カを有し、通常のa-グル

コシダーゼが加水分解を行う濃度で基質阻害の現象を与えた。高分子基質（可溶性デンプ

ン）にも高い活性を示した。一方、ショ糖や合成配糖体などのへテロ基質を加水分解する

ことができなかった。これまで、このようなa．1，3‐グルコシド結合に対して特異性の高い

a-グルコシダーゼは知られておらず、新規な酵素であった。AiGは、その基質特異性から
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a-グルコシダーゼタイプm（活性部位のサブサイト十1にa-グルコシル基を要求し、高

分子基質に作用できる）に分類され、結合様式に対する選択性が高い特異的なa-グルコシ

ダーゼであると考えられた。

(2)Aimplicatum伽グルコシダーゼの一次構造解析

  AiGのcDNAをRT．PCRおよぴRACE法によルクローニングした。cDNAは全長2，959bp

であり、開始コドンATGより2，751bpのORFがひとつ存在し、916アミノ酸残基をコー

ドしていた。このアミノ酸配列から予想される分子量は、102958．4であった。翻訳領域の

上流には103塩基の5’‐UTRが、下流には105塩基の3’一UTRが存在した。予想されたアミ

ノ酸配列には、分子量60，000と51，000の2つのポりペプチドのN末端配列が認められた。

んGは、25アミノ酸残基のシグナル配列をもち、1本のポりペプチド鎖として翻訳された

後、プロテアーゼなどによる翻訳後修飾を受けていると考えられた。また、a‐グルコシダ

ーゼファミリーnに分類される酵素と有意な相同性を示し、イ叩P嚠〃鯲門洫′ロ腦a・グルコ

シダーゼBと最も高い保存性（49．8％）を示した。この他、グルコシドハイドラーゼ（Gめフ

ァミリー31に分類されるa‐キシロシダーゼとも相同性を示した。したがってAiGは、一

次構造からa・グルコシダーゼファミリーHに分類されると考えられた。（mファミリ

ー31に属す真核生物冊グルコシダーゼは、進化系統樹において真菌類、植物そして哺

乳類起源の3つのクラスターに大別された。他のクラスターより広い分布を示す真菌

類aIグルコシダーゼは、進化系統樹より3つのグループ（分泌型酵素、一次配列上で

同じ位置に切断を受ける分泌型酵素、非分泌型酵素）に分類されると考えられた。AiG

は、第2グループに属していた。

(3)糖転移産物の構造解析

  AiGの糖転移反応を解析した。10％マルトースを基質とした場合、経時的にグルコース

の蓄積にともないニゲロースと3糖類を、3糖類の蓄積にともない4糖類を順次生成した。

糖転移産物の精製を4糖類まで行い、8種の構造をNMR、FAB-MS、メチル化分析、そし

て部分分解解析で決定した。いずれもa-l，3‐およびa-l，4‐グルコシド結合からなるオリゴ糖

であり、32_O_or._ニゲロシル‐マルトースおよび32．〇峨－マルトシル‐マルトースは、新規な構

造をもっオリゴ糖であった。AiGは、a-l，1．、a-l，2．およびa-l，6．グルコシド結合を有する

糖転移産物を生成しなかった。cc-l，3‐グルコシド結合の生産能がa-l，4‐グルコシド結合の2

～3倍大きく、a-l，3・グルコシド結合に対して高い位置選択性と糖転移活性を示すユニー

クな酵素であった。これらの結果から、特徴的な構造のニゲロシル‐オリゴ糖が、AiGを利

用 す る こ と に よ り 、 澱 粉 か ら 効 率 的 に 生 産 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

(4)ニ ゲ ロ シ ル ‐ オ リ ゴ 糖 含 有 シ ロ ッ プ の 工 業 的 生 産 と そ の 諸 性 質

  ハイマルトースシロップを原料に、40％以上のニグロシル‐オリゴ糖含有シロップの工業

的生産方法をAiGより酵素生産性に優れるAcremoniumの酵素製剤（本酵素製剤は、AiG

と同じ糖転移生成物を与える）を用いて確立した。そのシロップは、甘味の立ち上がりが

緩慢で、芳醇な深み、コク昧を有する優れた昧質を有していた。砂糖に対して、粘度、水

分活性などは類似しており、吸・保湿性や過熱安定性は優れていたため、ニゲロシルーオリ

ゴ糖含有シロップは、食品加工に幅広く利用可能な食品素材であることが示唆された。ま

た、ラット小腸刷子縁膜により、ほば完全にグルコースまで分解されため、そのエネルギ

ー値は、砂糖や乳糖と同様に4 kcal/gであると考えられた。現在、このシロップは市販さ

れ、飲料などの食品ヘ幅広く利用されている。
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    学位論文題名

Nigerosyl-oligosaccharide生産型Acre7n07zi形ケ兜属

Q -Glucosidaseの構造と機能ならびに

工業的利用に関する研究

  本論文は、和文141頁、図40、表15、6章からなり、参考論文9編が添えられている。

  食生活が多様化した現代社会では、食品や食品素材の高機能化が求められている。食品の高機

能化には、栄養学的機能（一次機能）のほか、物理化学的機能（二次機能）の改善と有用な生体

調節機能（三次機能）を兼ね備えた食品素材を開発する必要がある。ニゲロシル＾オリゴ糖は、グ

ルコースを構成糖としa-l，3‐グルコシド結合を有する少糖類である。本オリゴ糖は、味質改善効果

やアントシアニン系色素の退色抑制効果（二次機能）や抗う蝕性や免疫賦活・調節作用（三次機能）を

もつ優れた食品素材であることが明らかとなった。しかしながら、ニゲロシル‐オリゴ糖の効率的

な工業的生産法は確立されていなぃ。最近、Acremoniumに属すa‐グルコシダーゼに本オリゴ糖の

高い生成能を見出した。本研究はAcremonium implicatumQ‐グルコシダーゼ（以下AiGと略）の構

造と機能の解明、・ニゲロシル‐オリゴ糖の効率的な生産法とその応用を目的とする。

(1)イ，implicatummグルコシダーゼの性質

  イ． implicatumの培養上清から、AiGを電気泳動的に単一に精製した。AiGは、分子量60,000と

51，000の2つのポりペプチド鎖をモノマーとする4量体であった。至適pHは7.0、至適温度は

50°C付近であり、pHと温度安定性はそれぞれpH 6.0-10.0、40°C以下であった。ニゲロースをa－

グルコ2糖類の中で最も高効率に加水分解し、コージビオース、イソマルトースやトレハロース

に殆ど作用しなかった。マルト‐トリオースや‐テトラオースに対し通常のa-グルコシダーゼの約

1/10～1/100の島値を示した。AiGがこの2基質に対し高い親和カを有し、通常のa-グルコシダ
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ーゼが分解を行う濃度で基質阻害の現象を与えた。ショ糖などのへテロ基質に作用せず、高分子

基質に活性を示した。このようなa-l，3．グルコシド結合に対して特異性の高いQ‐グルコシダーゼは

知られておらず、新規な酵素であった。基質認識からQ｜グルコシダーゼタイプmに分類された。

(2)イ，implicatumQ．グルコシダーゼのー次構造解析

  AiGの cDNAをPCR法によ ルクロー ニングし た。cDNAは全 長2，959 bpであり、2，751 bpの

ORFは916アミノ酸残基をコードしていた。予想されたアミノ酸配列（分子量：102958.4)に、

分子量60，000と51，000の2つのポりペプチドのN末端配列が認められた。従って、1本のポりペ

プチド鎖として翻訳された後、プロテアーゼなどによる翻訳後修飾を受けると考えられた。一次

構造の相同性からQ‐グルコシダーゼファミリーIIに分類された。本ファミリーに属す真核生物の

酵素は、進化系統樹において真菌類、植物と哺乳類起源の3つのクラスターに大別された。真菌

類のクラスターは、さらに3つのグループ（分泌型酵素、切断を受ける分泌型酵素、非分泌型酵

素）に分類され、AiGは第2グループに属す。

(3)糖転移産物の構造解析

  マルトースを基質とし、AiGの糖転移反応を行った。生成物の精製を4糖類まで行い、8種の構

造を決定した。いずれもa-l，3．やa-l，4．グルコシド結合からなり、32_O_a_ニゲロシル‐マルトースと

32_O_a_マルトシル‐マルトースは、新規なオリゴ糖であった。a-l，1‐、a-l，2－、a-l，6．グルコシド転

移能がなかった。a-l，3‐グルコシド結合の生産能がa-l，4．グルコシド結合より大きく、or-l，3ーグルコ

シ ド 結 合 に 対 し て 高 い 選 択 的 形 成 能 と 糖 転 移 活 性 を 示 す ユ ニ ー ク な 酵 素 で あ った 。

(4)ニゲロシル‐オリゴ糖含有シロップの工業的生産とその諸性質

  40％以上のニゲロシル‐オリゴ糖を含有する糖液の工業的生産方法を確立した。本糖液は、甘味

の立ち上がりが緩慢で、芳醇な深み、コク味を有する優れた味質を有していた。砂糖に対して、

粘度、水分活性などは類似しており、吸・保湿性や過熱安定性は優れていたため、食品加工に幅広

く利用可能な食品素材であることが示唆された。エネルギー値は、4 kcal/gであると考えられた。

現在、本糖液は市販され飲料などの食品へ幅広く利用されている。

  以上のように本研究は、これまで例がないユニークな基質認識と糖転移能を示す僻グルコシダ

ーゼの単離、性質およぴ構造の解析を行ったものである。本酵素が示す新規な基質特異性の解明、

遺伝子構造から得られたアミノ酸一次配列をもとに翻訳後修飾や真核生物僻グルコシダーゼの分

子進化の究明、特に、糖転移反応については新規なオリゴ糖の取得に成功した上でニゲロシル‐オ

リゴ糖含有糖液の工業的生産を初めて実用化させたことなど、a‐グルコシダーゼに関して学術的
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に重要な基礎的知見を提供し、かつ産業利用を確立させた。

  よって審査員一同゛は、山本健が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認

めた。
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