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    学位論文題名

Studies on  ― fructofuranosidase from

  Arthrobacた ダ globifo黼 お IF0 3062

  ほrthrobacter globiformis IF0 3062の生産する

    p―フルクトフラノシダーゼに関する研究）

学位論文内容の要旨

  フルクトースを含むオリゴ糖（フルクトオリゴ糖，FOS)は難消化性糖質であり，天

然には，アスパラガスやキクイモなどの根に蓄積していることが知られている．FOSは，
整腸作用，ミネラル吸収促進，血中脂質低減などの機能を有することが報告されており，

近年，腸内環境を整えるプレバイオティクスとしても注目されている，工業的には，ス

クロースにフルクトースを転移する酵素（フルクトシルトランスフェラーゼ；EC 2.4.1.9
and 2.4.1.10; FTase)を作用させて製造している，この場合，FTase反応の受容体はフル

クトースを含む糖に限られる．そこで本研究では，様々な糖を受容体として利用できる
可能性をもつフルクトース転移酵素として，p・フルクトフラノシダーゼ(EC 3.2.1.26;

FFase)に着目した．本酵素はスクロースのQ．（1→2）．グルコシド結合に作用し，Q‐グル

コースおよびp．フルクトースを反応産物として与えるアノマー保持型の加水分解反応
を触媒するが，高濃度の受容体となる糖の存在下ではフルクトース転移反応も触媒する，

これまでに種カの原核生物および真核生物からFFaseが精製され，その酵素化学的性
質が調べられてきた．しかしながら，FFaseの触媒活性に関わる活性残基やフルクトー

ス転移反応のメカニズムは明らかにされていない，  Arthrobacter gtobiformis IF0 3062は

グラム陽性細菌であり，菌体外にFFaseを生産することが知られている．本研究では，
A globiformis IF0 3062のFFaseを精製し，その酵素化学的特性を検討した．また，FFase

コードする遺伝子をクローニングし，大腸菌を用いた大量発現系を確立した．さらに部
位特異的変異法を用い，活性の保持に重要な3つのアミノ酸残基を同定するとともに，

フルクトース転移反応に大きく影響するアミノ酸を見出した．

  イ、 globiformis IF0 3062由来FFase (AgFF)は，DEAE-Toyopearl 650Mを用いた一段
階の精製により行ない，3Lの菌体培養上清から53.6 mgの精製酵素を得た．本酵素の

比活性は113 U/mg，精製倍率は約100倍であった，SDS-PAGE的に単一にまで精製さ
れ，その分子量は約60 kDaであった．pH安定域は5.5～9.5，韜よび温度安定性は

400C以下で80％以上の活性を保持した．

  タンパク質の構造と機能の関係を理解するためには，そのタンパク質をコードする
遺伝子のクローニングと異種宿主を用いた大量発現系の確立は不可欠である．本研究に

おいても，活性残基の同定を目的としたクローニングおよぴ大腸菌発現系の構築を行な
った．AgFFをコードする遺伝子(agめのクローニングはPCRを用いて行なった．

C」6め（carbohydratc‐acncenZymeS冫では，生物界に広く存在する糖質関連酵素をアミノ

ー 159―



酸 配 列 の 相 同性 に 基 づい て 4っ のフ ァ ミ リー に 分類 し て いる ． FFaseは その 中 の

glycoSidehydrolase（Gめ血曲 y68に属して いる．PCRに 用いたPrinlerは GH向mly68

に属する複数の酵素のアミノ酸配列を比較し，高度に保存された領域から設計した，A

如 6め Mお IF03062か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAを 鋳 型と し ，PCRを 行 なっ た ．得 ら れ

た昭ゲ遺伝子の部分配列をもとに新たにpnmerを合成し，血・ectSequenceをすること

で全塩基 配列の情 報を得た ．クロー ニングされ たDNA断片は，548アミノ酸残基をコ

ードする1647bpのopenread血g丘ameを含んでいた．このアミノ酸配列は，イ′功′D6ロc紹′

甲．KIl由来FF譌cと66％の同一性，74％の相同性，B．ざ“6釘加由来lev孤sucr鵠eと

24％の同一 性，39％の 相同性を 示した， A〆めめMむIF03062の 培養上清 から精製 さ

れ た FFaseのN末端 ア ミ ノ酸 配 列が 確 認 され た こ とか ら も本 遺 伝 子が AgFFを コー

ドするものと判断した．大腸菌発現系は，pETシステムを用いHis一Tag融合タンパク質

として発現し，組換え酵素（rAgFF）の精製はニッケルアフイニティクロマトグラフイ

ーによっ て行なっ た．単一に精製されたrAgFFの酵素化学的性質は，菌体より精製さ

れた酵素と全く同じ性質を示したことから，ms・1砲による構造への影響は限定的なも

の で あ り ， そ の 後 の 部 位 特 異 的 変 異 等 の 評 価 に は 影 響 し な い と 判 断 し た ．

  AgFFの触媒残基を同定するために部位特異的変異酵素の解析を行なった．これまで

にBsめ釘ぬ由来lev組Sucr譌cにおいて立体構造解析が行なわれており，触媒残基およ

び活性保持に重要なアミノ酸残基（stabihZer）の同定がなされている，AgFFと複数の

leV孤sucr認eの相同配列の比較から，lev孤Sucr誌eにおける活性に重要な残基D86，D247，

およ び E342（ この う ち触 媒 残基は D86およびE342， stabihzerはD247）に相当 する

アミ ノ 酸 D130，D306お よ びE392が 見 出さ れ た ．こ れ ら 3つのア ミノ酸を アラニン

に置 換 し たD130A， D306Aお よ び E392A変異 酵 素 を作 製 し た．発現 酵素の解 析から

D130AおよびE392Aの 活性は完 全に失わ れ，lev孤sucr謎eと同様に，これらのアミノ

酸残基が AgFFにおいて 触媒を担 うものと 判断された ．しかし ながら， D306Aにおい

ては，野 生型酵素 の約50％の 活性を保 持していた ．このことはlcv孤sucr譌eのD247

に相当する別のアミノ酸が存在することを示唆していた，近年，Ǵ 釘cD門ロcPめみロc胞r

めaZD飢ワヵ｜cw由来1eVansucr．aseの立体構造が新たに解析された．この構造をテンプレ

ートにモデル構造解析を行なった結果，触媒残基近傍に新たにD300を見出した．さら

にこのア ミノ酸は 既知のFFaseおよび1eV孤Sucraseに完全に保存されていた，アラニ

ン置換体 であるD300Aの 解析から，本変異酵素は完全に活性を失うことが明らかとな

り ， AgFFに お い て は D300が stabi1位 erと し て 機 能 す る こ と が 示 唆 さ れ た ．

  また，Ch卿bertとPe血．Glalronは，B．ぷめ灯ぬ由来levanSucr弧cにおいて331番目

のアルギニン残基にりジン，ロイシン，セリン等の変異を導入することで，フルクトー

ス－酵素複合体形成の効率が低下することを示している．アミノ酸配列の比較からAgFF

において は，410番目 のヒスチジンがR331に相当したことから，当該アミノ酸残基を

アルギニンおよぴりジンに置換した変異酵素を作製した．両変異酵素はともに，スクロ

ースに対 する親和 性が野生型酵素と比較し，約100倍と大幅な低下を示した．このこ

とは，且 ぷめ灯ぬ 由来levanSucraSeと同 様にAgFFのH410はフルクトース‐酵素複合

体形成に 重要なア ミノ酸残基であると考えられる．さらにTLCによるこれら変異酵素

の反応産物の解析から，セロビオースを糖受容体として添加した場合，野生型酵素ある

いは他の変異酵素には見られない新たな反応産物が確認された，既に，AgFFが生産す

るセロビオースを糖受容体する新規オリゴ糖として〇―p－D―glucopyr組oSyl－（1→4）‐Q－D．

glucopリ孤oづ1‐（1→2）．呱p．D－丘11ct0んranosideを同定しているが，本変異酵素における反

応産物はこれとは明らかに異なる移動度を示す結果となった．この化合物については現
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在解析中であり同定には至っていないが，新規オリゴ糖が生成されたものと期待される．
さらにこの結果は，H410はフルクトース転移反応様式において鍵となる重要なアミノ
酸残基であることを示している．

－ 161－



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Studies on  ― fructofuranOSidaSefrom

  4ガ カ 朋 ろ ロ cた 〆 冨 励 班 向 黼 ぬ IF03062

  はガカ〆〇施cたr〆〇みえ形黼ゐIF03062の生産する

    p－ フ ルク ト フ ラ ノ シ ダ ー ゼ に 関 す る研 究 ）

  本論文は、図24、表7、引用文献85を含み、6章からなる総べージ86の英文論

文である。別に参考論文2編が添えられている。

  フルクトオリゴ糖は難消化性糖質であり、整腸作用、ミネラル吸収促進、血中脂質

低減などの機能を有することが報告されており、近年、腸内環境を整えるプレバイオ

ティクスとしても注目されている。工業的には、スクロースにフルクトースを転移す

る酵素（フルクトシルトランスフェラーゼ；EC 2.4.1.9 and 2.4.1.10)を作用させて製造

しているが、受容体はフルクトースを含む糖に限られる。そこで本研究では、様々な

糖を受容体として利用できる可能性をもつフルクトース転移酵素として、B‐フルクト

フラノシダーゼ(EC 3.2.1.26; FFase)に着目した。これまでに種々の原核および真核生

物からFFaseが精製され、その酵素化学的性質が調べられてきた。しかしながら、FFase

の触媒活性に関わる活性残基やフルクトース転移反応のメカニズムは明らかにされて

いない。本研究では、Arthrobacter globiformis IF0 3062由来のFFaseを精製し、その

酵素化学的性質を検討した。また、FFaseをコードする遺伝子をクローニングし、活

性の保持に重要なアミノ酸残基を見いだした。

  A g．obiformis IF0 3062由来FFase (AgFF）の精製は、DD壥・Tayopcar1650Mを用い

た一段階のカラムクロマトグラフイーにより行い、3Lの菌体培養上清から53．6｜ng

の精製酵素を得た。精製酵素の比活性は113U／hlg、精製倍率は約100倍であった。

SDS‐PAGE的に均一な標品として精製され、その分子質量は約62kDaであった。pH

安定域は5．5‐9．5であり、また、40℃以下の温度で15分間保持した後も80％以上

の活性を示した。さらに、スクロース加水分解反応における島および臨″値は、5．2

mMならびに256叫nol/Imn／ndであった。

  これまでに明らかにされたFFaseの一次構造から、本酵素はglycosidchydr01譌e

価噛68（くm68）に属することが明らかにされている。AgFFをコードする遺伝子を単
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離する目的で、GH68の複数の酵素の一次構造を比較し、高度に保存された領域から

primerを設計した。これを用いてAglobiformis IF0 3062のゲノムDNAを鋳型とし

たPCRを行った。クローニングしたDNA断片は、548アミノ酸残基をコードする

1647 bpのopen reading frameを含んでいた。この推定アミノ酸配列は、Arthrobacter sp.

K-l由来FFaseと66％の同一性、74％の類似性を、Bacillus subtilis由来levansucrase

(BsLS)と24％の同一性、39％の類似性を示した。Aglobiformis IF0 3062より精製

したAgFFのN末端アミノ酸配列が推定アミノ酸配列に含まれていたことからも、

単離した遺伝子断片がAgFFをコードするものと判断した。組換え酵素(rAgFF)は、

pETシステムを用いたHis-tag融合タンパク質として大腸菌で発現し、ニッケルアフ

イニティクロマトグラフイーにより精製した。精製されたrAgFFは、AgFFと全く同

じ酵素特性を示したことから、ms‐tag付加によるタンパク質構造への影響は限定的な

ものであり、その後の部位特異的変異などの評価には影響しないと判断した。

  AgFFの触媒残基を同定するために部位特異的変異酵素の解析を行った。AgFFと

複数のlcv組sucr謎eの一次構造の比較、をらびにBSLSの立体構造を鋳型とした

A名FFの構造モデルから、BSLSの触媒活性に重要な3つの残基、D86、D247および

E342くD86とE342は触媒残基、D247はstabd泣er）がAgFFのD130、D306および

E392に相当することが明らかとなった。これらのアミノ酸をアラニンに置換した

D130A、D306AおよびE392A変異酵素を作製したところ、D130AおよぴE392Aは

活性は完全に失われ、BsLSと同様にこれらのアミノ酸がAgFFの触媒を担うと考え

られた。しかしながら、D306Aは野生型酵素の約50％の活性を示したため、BsLSの

D247に相当する別のアミノ酸残基の存在が示唆された。ごく最近、Ǵ 甜cD門卯PfD6甜紹′

め餾0觚￥蛎む船由来lev組sucr豁eの立体構造が新たに解析された。この構造を鋳型とし

たAgFFの構造モデルを作製したところ、BsLSのD247に相当すると考えられる

D300が新たに見いだされた。アラニン置換体であるD300Aの解析から、この変異酵

素は完全に活性を失うことが明らかとなり、AgFFにおいてD300はstabi地erとし

て機能することが示唆された。

  BsLSでは、331番目のアルギニン残基がフルクトース‐酵素複合体形成に関与する

ことが知られている。アミノ酸配列の比較および構造モデルから、BsLSのR331は

AgFFの410番目のヒスチジン残基に相当したため、当該アミノ酸残基をアルギニン

およびりジンに置換した変異酵素を作製した。両変異酵素ともに、スクロースに対す

る親和性が野生型酵素の約100分の1に低下した。このことから、AgFFのH410は

BsLSR331と同様の機能をもっと推定された。さらに、両変異酵素の反応産物の解析

から、セロビオースを糖受容体として添加した場合、野生型酵素や他の変異酵素では

見られなぃ新たな反応産物の生成が認められた。これらのことは、AgFFのH410が

フルクトース転移反応において鍵となるアミノ酸残基であることを示している。

  本研究では、A如ろ加朋おIF03062よりFFaSeを精製し、本酵素をコードする遺

伝子の単離、異種宿主大量発現に成功した。また、部位特異的変異酵素の解析から、FFase

における活性残基の同定に初めて成功した。さらに、立体構造モデルの作製と変異酵

素の解析から、Stabdセcrとして機能するアミノ酸残基を推定し、実証した。加えて、

AgFFのフルクトース転移に重要なアミノ酸残基を同定した。これらの知見は学術的

のみならず、本酵素を用いた新規オリゴ糖創製などの応用面においても大いに貢献す

るものと判断した。

  よって、審査員一同は、YuyusK．us船mが博士（農学）の学位を受けるのに十分な

資格を有するものと認めた。  ―163―


