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水産軟体動物p一1，3－グルカナーゼの酵素特性と

    一次構造に関する研究

学位論文内容の要旨

  [3-1，3－グルカナーゼ(EC 3.2.1.6)は、ラミナリンなどのグルコースがp-i，3－結合した多糖(p-i，3‐グル

カン）を加水分解する酵素である。水産軟体動物は、この酵素により褐藻類や珪藻類に含まれるラミナ

リンを分解し、ラミナリオリゴ糖やグルコースなどの炭素源を獲得している。ラミナリンは、その起源

となる褐藻の種類によって高次構造が大きく異なるが、水産軟体動物のp-i，3‐グルカナーゼの作用特性

も動物種によって多様である。この酵素の多様性は基質とするラミナリンの高次構造の多様性に対応し

ているものと予想されるが、それらの間の相関関係については詳しく調べられていない。また、一次構

造が解析された軟体動物の3-1，3‐グルカナーゼはウバガイやタマキビガイなどの数例しかなく、高次構

造と機能の関連についての理解もほとんど進んでいない。そこで本研究では、エゾァワビ、アメフラシ、

およびホタテガイの3種の水産軟体動物からp-i，3－グルカナーゼを単離し、その生化学的特性を究明す

るとともに、cDNAクローニングにより一次構造を解析し、本酵素の作用特性と構造上の特徴を明確に

することとした。さらに大腸菌発現系で作出した各種の変異体を用いて触媒活性に影響を与えるアミノ

酸残基を特定するとともに、酵素特性の改変を試みた。最後に他種生物の[3-1，3－グルカナーゼとの一次

構造の比較により分子系統樹を作成し、水産軟体動物p-i，3‾グルカナーゼと他種生物酵素との間の系統

類縁関係にっいて推察した。

  第1章では、エゾアワビの{3-1，3‐グルカナーゼHdLam33の単離および一次構造の解析を行った。

HdLam33はラミナリオリゴ糖、ラミナリン、およびりケナン([3-1，4/1，3‐グルカン）を分解することから、

エンド．1，3(4)-p-グルカナーゼ(EC 3.2.1.6)と同定された。エゾアワビのp-i，3‐グルカナーゼHdLam33は

糖転移活性を有し、この活性によって単独では分解できないラミナリビオースを分解可能であった。

  cDNA法によりHdLam33の366残基のアミノ酸配列が演繹された。そのN末端38残基は、開始コド

ン由来のMetと分泌シグナル領域と推定された。また、HdLam33成熟体329残基のアミノ酸配列は、

GHF16に属するニ枚貝や巻貝のp-i，3・グルカナーゼの配列と39-45％の相同性を示した。このことから
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HdLam33もGHF16に属すると考えられた。

  第2章では、アメフラシ(Aplysia kurodai)のp-i，3ーグルカナーゼの生化学的特性とー次構造について

検討した。アメフラシからは2種類の酵素、AkLam36およびAkLam33が得られた。AkLam36はエンド

型の酵素でラミナリンの内部領域のグリコシド結合を分解して最終的に3糖、2糖、および単糖を生じ

た。一方、AkLam33はエキソ型の酵素で、ラミナリンの還元末端のグリコシド結合を切断して直接グル

コースを遊離した。

    cDNA法によりAkLam36の450残基のプミノ酸が演繹されたが、そのN末端から130残基部分は

成熟体のN末端には見られなかった。この130残基部分は、N末端から17残基部分が開始コドンとシ

グナルベプチド、それに続く18-99残基部分がCBM様の領域、それに続く100-130残基部分がりンカ

ー領域から成ると推定された。な韜、このN末端伸長領域は、タンパク質の成熟過程あるいは精製の過

程でプロテアーゼ分解によって触媒領域から除去された可能性が考えられた。AkLam33およぴ

AkLam36の触媒領域は、それぞれ320および321アミノ酸残基からなり、両者間での配列相同性は約

65％であった。また、それらと他の水産無脊椎動物のl3-1，3‐グルカナーゼとの間の配列相同性は40-50％

であった。AkLam36およぴAkLam33は他の水産軟体動物のp-i，3－グルカナーゼと同様、GHF16に属す

ると考えられた。なお、AkLam33はGHF16に属する初めてのエキソ型p-i，3‾グルカナーゼであった。

  第3章では、ホタテガイのp-i，3”グルカナーゼについて検討した。ホタテガイの中腸腺は、養殖生産

に伴い未利用部として大量に廃棄されているので、本章では、廃棄中腸腺を出発材料として酵素を調製

した。調製したホタテガイのp-i，3‐グルカナーゼPyLam38は顕著な糖転移活性を有しており、ラミナリ

トリオースをドナーとし、様々な単糖、糖アルコール、アミノ酸、およびキシロオリゴ糖などの親水性

化合物をアクセプターとすることにより、様々なへテロオリゴ糖を作出できた。このことは、PyLam38

がラミナリオリゴ糖とアルコール性OH基をもつ様カな化合物を原料とした新規D‐グルコシドやへテロ

オリゴ糖の合成に有用であることを示している。

  第4章では、ホタテガイp-i，3‐グルカナーゼPyLam38の点変異体を用いた機能解析を行った。先ず、

ホタテガイp-i，3‐グルカナーゼPyLam38の立体構造を、〃。cロ肋印ぷむsp．stain96のp―1，3―グルカナーゼ

（PDBcode，2HYK）をテンプレートとしたホモロジーモデリングにより予測した。それによれば、

PyL珊38のサブサイト十1を構成するアミノ酸は、Q182（N末端から182番目のG1u、以下同様に略記

する）、S184、およぴW196と推定された。それらのうち、Q182がn6m6ロc絶′ぷ餅cc加Dぴ門ピsのp‐1，3‐グ

ルカナーゼとの比較により、最も大きく活性に影響を与えるアミノ酸であると推定された。そこで、こ

のQ182を他のアミノ酸に置換することで酵素特性を変換できるか検討した。すなわち、ホタテガイ
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p-i，3‐グルカナーゼPyLam38の組換え体rPyLm38を、pColdIvectorとRose仕ag珊i2を用いることで作

出し、さらに点変異体としてQ182を非極性のAlaおよびLeu、極性のSer、Asn、およびGluに置換し

た点変異体（以後WT、Q182A、Q182L、Q182S、Q182N、およびQ182Eと略記する）を作出した。そ

れらの変異体の酵素パラメーターをラミナリトリオースを基質として調べた結果、Q182AおよびQ182L

のような疎水性アミノ酸へ置換した変異体では、反応効率（s．1（mg/mり．1）がそれぞれ0138および0．76

となり、WTの2．8に比べ大きく減少していることが明らかになった。一方、Q182E茄よびQ182Nのよ

うな親水性アミノ酸への置換では、反応効率はそれぞれ3．0およぴ2．6で、ほとんど変化しないことが

明らかになった。これらの結果は、182番目の残基が親水性であることが高い触媒効率を示すために重

要であることを示している。

  次に、Q182の変異がPyLam38の糖転移活性にどのような影響を与えるかについて検討した。なお、

糖転移活性は、ラミナリトリオースをドナー、ラミナリビオースをアクセプターとして測定した。それ

によれぱ、Q182Sの糖転移活性はWTと同レベルにあるが、Q182L、Q182N、およびQ182Eの糖転移活

性は、WTに比べ約30％低下していることがわかった。なお、Q182Aの糖転移活性はほば失われていた。

これらの結果から、Q182をAlaヘ置換すると、サブサイト十1領域が疎水性となり、ラミナリビオース

をアクセプター基質として利用できなくなることが考えられた。なお、Q182Lの糖転移活性が失われて

いないのは、Alaに比べLeuの側鎖のサイズが大きく、サブサイト十1に存在するグルコピラノース環

内部の疎水領域との結合性が保存されているためと推定した。

  Q182Aについては親水性アクセプターではなく、疎水性アクセプターの取り込み効率について検討し

た。すなわち、疎水性アクセプターとしてフェノール環を有するオイゲノールを用い、その取り込みは

MALDI‐TOFMSにより分析した。その結果、WTでは全く転移反応が起こらなかったオイゲノールが、

Q182Aではラミナリトリオースとの間で転移反応を起こすことが明らかになった。このことから、Q182

をAlaに置換することにより、疎水性の化合物を糖転移反応のアクセプターとして利用可能な性質に酵

素特性を改変できることがわかった。

  本研究で決定した軟体動物B―1，3．グルカナーゼの一次構造と既報の酵素の一次構造を用いて分子系統

樹を作成した。その結果、水産軟体動物の酵素遺伝子は、原核生物と真核生物の分岐前の生物に既に存

在し、その後の生物進化に伴って褐藻類の貯蔵多糖ラミナリンを糖化するのに適する形で分子進化して

きたと推定された。

以上、本研究では水産軟体動物のpー1，3－グルカナーゼの生化学的特性と一次構造、およぴ触媒活性に影

響を与えるサブサイト十1のアミノ酸残基に関して詳細な解析を加えた。それにより、水産軟体動物の
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p-i，3‐グルカナーゼの酵素特性や生理的役割に関する理解を深めることができた。さらに本酵素の利用

に際して必要となる基質特異性や糖転移能に関する新たな知見を提示することができた。
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水産軟体動物r8―1，3―グルカナーゼの酵素特性と

    一次構造に関する研究

  ロ‐1，3‐グルカナーゼ(EC 3.2.1.6)は、ラミナリンなどのグルコースがロ．1，3．結合した多糖（ロ‐1，3‾

グルカン）を加水分解する酵素である。水産軟体動物は、この酵素により褐藻類や珪藻類に含まれるラ

ミナリンを分解し、ラミナリオリゴ糖やグルコースなどの炭素源を獲得している。ラミナリンは、その

起源となる褐藻の種類によって高次構造が大きく異なるが、水産軟体動物のロ．1，3‐グルカナーゼの作用

特性も動物種によって多様である。この酵素の多様性は基質とするラミナリンの高次構造の多様性に対

応しているものと予想されるが、それらの間の相関関係については詳しく調べられていない。また、一

次構造が解析された軟体動物のロ―1，3．グルカナーゼはウバガイやタマキビガイなどの数例しかなく、高

次構造と機能の関連についての理解もほとんど進んでいない。このような状況下で、本研究はエゾアワ

ビ、アメフラシ、およぴホタテガイの3種の水産軟体動物からロー1，3．グルカナーゼを単離し、その生化

学的特性を究明するとともに、cDNAクローニングにより一次構造を解析し、本酵素の作用特性と構造

上の特徴を明確にしたものである。さらに大腸菌発現系で作出した各種の変異体を用いて触媒活性に影

響を与えるアミノ酸残基を特定し、酵素特性の改変を試みた。得られた研究成果は以下の通りである。

1．エゾアワビの消化液から、各種のクロマトグラフイーを用いて分子量33，000のロ．1，3．グルカナー

    ゼHdLam33を単離することに成功した。同様の方法により、アメフラシの消化液から分子量33，000

    およぴ36，000の酵素AkLam33およびAkLam36を、ホタテガイの中腸腺からは分子量38，000の

    酵素PyLam38を単離することに成功した。これらの軟体動物のロ‐1，3．グルカナーゼは、褐藻の貯

    蔵多糖であるラミナリン（ロ．1，3/1，6‐グルカン）を加水分解してラミナリビオースとグルコースを

    生ずることを明らかにした。また、これらの酵素はいずれも高い糖転移活性を有していることを明

    らかにし、この活性を利用すれば様々な単糖、オリゴ糖、アルコール、アミノ酸をラミナリオリゴ

    糖に導入した新規のへテロオリゴ糖およぴ配糖体の作出が可能であることを明らかにした。なお、

    AkLam33は他の酵素とは異なルエキソ型に作用するロ．1，3‐グルカナーゼであった。これまで水産
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  無脊椎動物からエキソ型のロ．1，3．グルカナーゼが得られたという報告は無いので、AkLam33は新

  規のエキソ型のロ‾1，3‐グルカナーゼであると考えられた。

2． cDNA法によ りHdLam33，AkLam33，AkLam36，およびPyLam38の一次構造を解析した。それ

  によれば、これら水産軟体動物のロ．1，3．グルカナーゼはいずれも320～  330アミノ酸残基から成り、

    その配列の特徴からいずれもglycosylhydrolasefamily16（GHF16）に分類されることを明らか

    にした。AkLam33およぴAkLam36の間での配列相同性は約65％であるが、それらと他の水産無

  脊椎動物の酵素との間では40・50％とやや低かった。しかしながら、GHF16の活性部位を構成する

  特徴的な配列モチーフS（皿IDIMESRは上記酵素で完全に保存されていた。

3．ホタテガイロ‾1，3．グルカナーゼPyLam38の点変異体を用いた機能解析を行った。先ず、ホタテガ

    イロ．1，3‐グルカナーゼPyLam38の立体構造を、八あ餾州丘p曲sp．stain96のロ．1，3．グルカナーゼ

    （PDBcode，2HYK）をテンプレートとしたホモロジーモデリングにより予測した。それにより、

  PyLam38のサブサイト十1を構成するアミノ酸は、Gln182（N末端から182番目のGln、以下同

  様に略記する）、Ser184、および′Ib196であると推定した。次いでホタテガイPyLam38のcDNA

  を用いて大腸菌低温誘導発現系を構築し、組換え酵素を発現生産した。さらに、この発現系を利用

    してPyLam38の活性部位を構成するアミノ酸のーっであるGln182を様々なアミノ酸に置換した

  変異体を作出し、それらの酵素パラメーターおよぴ糖転移活性を調べた。その結果、Gln182をAla

  に置換することにより芳香族化合物がラミナリオリゴ糖に導入されるようになることを明らかにし

  た。この変異体を利用すれば芳香族化合物を含む新規の配糖体を合成できることを証明した。

  以上、本研究は水産軟体動物のロ‐1，3‐グルカナーゼの酵素特性と一次構造を明らかにしただけでな

く、タンパク質工学的手法で酵素特性を改変できることを示した独創的なものとして高く評価できる。

よって審査員一同は、本論文が博士（水産科学）の学位を授与される資格のあるものと判定した。
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