
第2章 Pholobacfel'rumdCu77Se/a･JTO160株の生産するβ-ガラク トシドα2,6-シアル

酸転移酵素の精製及び性質

2.1. 緒論

近年複合糖質糖鎖の有する生物学的機能が医学 ･薬学 ･農学 といった多くの

分野で注目されるようになり､その機能を解析､応用するために複合糖質糖鎖

の化学合成法の研究が活発に行われ､従来のグリコシル化反応 に比べて著しい

反応効率の改善がなされている[76-78]｡しかし､依然としてある種のグリコシ

ル結合､例えば α-シアリル化､β-マンノシル化等の構築は化学合成では非常に

困難である[60,79]｡

これらの問題点を解決しうる方法として､糖転移酵素を用いる化学 ･酵素法

が考えられる[80〕｡化学 ･酵素法とは､化学合成法と酵素法を用いる糖鎖の合成

法である｡この方法でシアル酸転移酵素は､α-シアリル化が化学的手法では困

難なグリコシル化反応の一つであること､また､通常シアル酸は複合糖質糖鎖

の非還元末端に存在することが多いことから､始めにシアル酸以外の糖鎖部分

を化学合成法を用いて合成し､最後にシアル酸転移酵素で糖鎖にシアル酸を転

移させるという比較的単純な戦略がたてられる等の点から､この化学 ･酵素法

を用いる糖鎖合成への有効利用が最も現実的と考えられているものの一つであ

る〔62]｡

しかし､この方法をf肌 ＼て糖鎖を合成する場合､酵素の大量供給や酵素の持
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つ基質特異性等解決しなければならない問題点がある[81〕｡これまでに多くの動

物由来シアル酸転移酵素遺伝子がクローニングされているものの､同酵素の安

定的な供給は未だ困難である｡また､シアル酸転移酵素の糖受容体基質特異性

が非常に厳密であることから､これまで知られている酵素が大量に供給可能と

なっても合成可能な糖鎖の種類は限定されてしまう〔81,82]｡

一般に細菌由来の酵素は大量に供給することが可能であり､また同様な機能

を有する酵素でもその起源が全く異なることから､動物由来の酵素の基質特異

性とは異なることが期待される.そこで上記の問題点を解決する方法の一つと

して細菌由来の酵素の探索を行い､前章に記したようにシアル酸転移活性を示

す新規海洋性細菌を単離した｡本章では､このシアル酸転移酵素を使用してシ

アリルオリゴ糖を生産する場合に､本酵素の酵素化学的性質を明らかにする必

要があることから､P.damse/(/JTO160株の生産するシアル酸転移酵素を精製し､

本酵素の酵素化学的な諸性質及び各種の糖に対する糖受容体基質特異性につい

て調べた｡
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2,2 実験材料及び方法

2.2.1.材料

メチル廿 D-〟-アセチルガラク トサミニ ド､メチルーβ-D-〟-アセチルラク トサミ

ニドは､Sal･kerandKabaLの方法[83]､及び Kajihal･aらの方法[84]でそれぞれ合成

した｡アシアロフェツイン､アシアロムチン､α-1酸性糖蛋白質は､シグマ社 (セ

ントルイス､米国)より購入した｡アシアロα-1酸性糖蛋白質は､α-1酸性糖蛋

白質を0.1M硫酸を用いて酸加水分解を行い調製した[70]｡その他の試薬は全て

市販の特級試薬を用いた｡

2.2.2.酵素活性測定法

シアル酸転移酵素活性は､シアル酸部分を放射性同位元素 (14C) ラベルした

CMP-シアル酸 tcMp-[4,5,6,7,8,9-14C十シアル酸はNENデュポン社 (ボス トン､

米国)､CMP-シアル酸はシグマ社 (セントルイス､米国))を糖供与体基質と

して用いて酵素反応を行い､糖受容体基質として用いたラク トース (関東化学､

東京､日本)に転移したシアル酸量を定量した｡具体的には､以下の手順で行

った｡0.()2% (V/V)のTl･iL011X-10()を含む201mMカコジレー ト緩衝液 (pH5.0)

25Lll中に､7011mOlのCMP-シアル酸 (642cpl血 11101)､i.25トImOlのラク トース

及び酵素 (0.02U以下)を混合し､3()■Cで3分間シアル酸転移反応を行った｡

このシアル酸転移反応終了後､反応溶液を51mM リン酸緩衝液 (pH6.8)で 21111

となるように希釈し､この希釈溶液をD()WじXIx8(フォスフェー ト型､ダウケミ

カル社,ミシガン､米国)のカラム (().5x2clll)に供した｡このカラムの溶出
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演 (2ml､流速 Iml/min)を直接､シンチレーションバイアルに分取して､液体

シンチレーションカウンター (パッカー ド社 モデル TR190O､コネチカット､

米圧D で放射活性を測定し､転移したシアル酸量を定量した｡上記の条件で､i

分間に ILlmOlのシアル酸をラクトースに転移させる酵素量を l単位 (U)とした｡

2.2.3.糖蛋白質を糖受容体基質とした酵素活性測定法

糖蛋白質を糖受容体基質とした場合､酵素活性はシアル酸部分を放射性同位

元素 (14C)でラベルしたcMp-シアル酸 (NENデュポン社､ボス トン､米国)

を糖供与体基質として用い､糖受容体基質として用いた各種糖蛋白質に転移 し

たシアル酸量を定量することで求めた｡具体的には､以下の手順で行った｡

().()2% (V/V)TriLOnX-100を含む 20mMカコジレー ト緩衝液 (pH5.0)100ト11

中に､701111101のCMP-シアル酸 (642cpITJllmOl)､2mgの糖蛋白質及び酵素 (0.i

U)を混合し､30℃で酵素反応を行った｡酵素反応を一定時間行った後に､反応

溶液を100℃で1分間加熱することで酵素反応を停止した｡その後､反応溶液を

O･lM塩化ナ トリウムで平衡化したセファデックス G-50(supcl･fille,O.8x14cm､

フアルマシア社､ウフサラ､スウェーデン)に供し､(H M塩化ナ トリウムで反

応生成物を溶出した (流速 ().51T〟1血1)｡この条件で､2-41111の画分に溶出す

る糖蛋白質を集め､放射活性を測定して転移したシアル酸量を定量した｡

2.2.4.糖脂質を糖受容体基質とした酵素活性測 定法
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拙川旨質を糖受容体基質とした場合の酵素活性測定も､糖蛋白質の場合と同様

にシアル酸部分を放射性同位元素 (lJc)でラベルした cMp-シアル酸を糖供与

体基質として用 い､糖脂質に転移 したシアル酸量を定量することで行った｡具

体的には､以下の手順で行った｡

().3% (VN)TljLOllX-100を含む 20mM カコジレ- ト緩衝液 (pH5.0)6叫l中

に､7()1111101のCMP-シアル酸 (642cpm/111m)1)､().21nM の糖脂質及び酵素 (0.i

U)を添加 し､30℃で反応を行った｡酵素反応を一定時間行った後に､反応溶液

を 100℃で 1分間加熱することで酵素反応を停止し､反応溶液を蒸留水で 1ml

に希釈 して､セップパック C18 (ウォータズ社､マサチューセッツ､米国)に供

した.その後､セップパック CISを24mlの蒸留水で洗浄し､10mi のメタノール

で糖脂質を溶tL土J,させてこの画分の放射活性を測定 し､転移 した シアル酸量を定

量した｡

2.2.5.j'.dlIn7J,e/(lJTO160株の培養

マリンブロス 2216培地 (pH7.6)を調製 して l()111月ごっ試験管に分注 し､滅

菌した｡ こjMこマ リンブロス 22161寒天プレー トで継代培養 した p.dc〝77J･ek/.

JT016O株のコロニーから l白金耳の菌体を採取 し､接種 したoこjlを､30℃､

1501-pmで 銅寺間､振とう培養 して種培養液とした.種培養液を､500mi のマリ

ンブロス 2216液体培地 (pH7.6)に l% (VN)添加し､3OLC ､15Ol-Pnlで 16時

間培養 した.培養終了後､培養液を遠心分離 ((',()()0xg､2()分) して菌体を回

収し､湿菌体 3gを得た.
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2.2.6. シアル酸転移酵素の精製

(1)菌体からの粗酵素液の調製

2･2･5･の方法で得られた湿菌体を滅菌海水で洗浄後､湿菌体 3gに対 し60血

の抽出緩衝液(().2%(VN)Tl･iLOllX-100及び IM塩化ナ トリウムを含む 20mM カ

コジレー ト緩衝液 (pH6.0)Jを加えて菌体を懸濁した｡なお､抽出緩衝液のイ

オン強度を増加させるために､1M塩化ナ トリウムを加えた｡菌体懸濁液を氷冷

下､超音波処理 (ブランソンソニファイヤーモデル 450､パルスデューティサイ

クル 50%､出力レベル 2､ブランソン社､ダンパリー､米国)した｡菌体の破

砕は､懸濁液の 66011mの吸光度が破砕前の値の30%以下になるまで行った｡得

られた菌体破砕液を直ちに4℃､loo,50Uxgで一時間遠心分離して上清を集めた｡

得られた上清を().2% (VN)Tl-itonX-1UOを含む 20mM カコジレー ト緩衝液 (pH

6･0)に対 して 12時間透析 した｡透析終了後､4℃､100,500xgで一時間遠心分

離して上清を集め､これを粗酵素液とした｡

(2)Q-セファロース HR26/10カラムクロマ トグラフィー

得られた粗酵素液 80mlを().2% (V/V)Tl･ilonX-1OOを含む 2OmMカコジレー

ト緩衝液 (pH6.())で平衡化 した Q-セフアロ-ス HR26/lOカラム (フアルマシ

ア社､ウプサラ､スウェー-デン)に供 した｡カラムをカラム体積の 3倍容の同

緩衝液で洗浄後､()から 1M塩化ナ トリウムの直線濃度勾配で溶出した (流速 (l

mUmin､全溶出品 目)6Oml)｡この間､溶出液を iOmlずつ分取し､各画分の酵

素活性を測定し､活性画分を集めた｡得られた活性画分を､0.2% (V/V)T血on
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x-1O()を含む20mMカコジレー ト緩衝液 (pH6.0)に対して 12時間透析 した｡

(3)ハイ ドロキシアパタイ トカラムクロマ トグラフィ-

2.2.6.(2)で得られた活性画分 2Ulnlを､().20苑,(VN)Tl-iLOllX-lUOを含む 2()mM

カコジレー ト緩衝液 (pH6.())で平衡化したハイ ドロキシアパタイ トカラム (2x

lOcm､高 研､東京､日本)に供した｡カラムをカラム体積の 3倍容の同緩衝液

で洗浄後､同緩衝液から0.2% (V/V)Tl･iLOnX-100を含む 3501TIM リン酸緩衝液

(pH6.0)への直線濃度勾配で溶出した (流速 31棚 血 ､全溶出量 620血)｡こ

の間､溶出液を51111ずつ分取し､各画分の酵素活性を測定し､活性画分を集め

た｡得られた活性画分を､限外ろ過膜 (モルカットL､日本ミリポア社､東京､

日本)で､3.2倍に濃縮した｡

(4)セファクリルS-200カラムクロマ トグラフィー

2.2.6.(3)で得られた活性画分 10mi を0.20'j',(VN)TliLOllX-10()､0.1M塩化

ナトリウムを含む 20mM カコジレー ト緩衝液 (pH 6.())で平衡化 したセフアク

リルS-2(〕O(2.6x60cm､フアルマシア社､ウプサラ､スウェーデン)に供 し､

同緩衝液で溶出した (流速 2111Umin､全溶出量 350ml)o溶出液を 10血 ずつ分

取して､各画分の酵素活性を測定し､活性画分を集めた｡得られた活性画分を､

0･2% のTl血11X-100を含む 2()lmMカコジレー ト緩衝液 (pH6.0)に対して 12時

間透析した後に､限外ろ過膜で 5.3倍に濃縮した｡
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(5)CDp-ヘキサノールアミンアガロースカラムクロマ トグラフィー

2.2.().(4)で得られた活性画分 2mlを().2% (V/V)Tl･iLonX-100､(H M塩化

ナトリウムを含む 2()lnM カコジレー ト緩衝液 (pH6.0)で平衡化 したCDp-ヘキ

サノールアミンアガロースカラム (1x3clll､ゲンザイム社､マサチューセッツ､

米国)に供し､カラムをカラム体積の6倍容の同緩衝液で洗浄後､糾吾容の2M

塩化ナ トリウムと().2%(VN)Tl･iLOnX-1()()を含む20mM カコジレ- 卜緩衝液(pH

6.0)で溶出した (流速 0.5ml/min)｡ 溶出液は2血 ずつ分取した｡

2.2.7.分子量測定

精製した酵素の分子量は､LaelTlmliの SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

法(以下､SDS-PAGEとする｡)[85]､及びゲル淀過法によって求めた｡SDS-PAGE

のゲルには､12.5%ゲルを用いた｡分子量マーカーには分子量L)7kDaのホスホリ

ラーゼ､66kDaの牛血清アルブミン､42kDaのアル ドラーゼ､30kDaのカルボニ

ックアンハイ ドラ-ゼを用い､精製酵素標品の移動度より分子量を求めた｡ま

た､ゲルろ過法を用いた場合､マ トリックスとしてアサヒパックGS-510(旭化

成､東京､F_1本)を用い､分子量マーカー (分子量 L)7kDaのホスホリラーゼ､

66kDaの牛血清アルブミン､42kDとlのアル ドラーゼ､3OkDaのカルボニックアン

ハイ ドラ-ゼ)の溶出時間との比校から分子量を求めた｡

2.2甘 蛋白質量の測定

蛋白質墨は午血清アルブミン (BSA)をスタンダー ドとして､LL'､Vl･y法LH6｣で
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測定した｡

2.2.9. シアル酸転移酵素の N末端アミノ酸配列の決定

シアル酸転移酵素の N末端アミノ酸配列は､MaLSudail･aの方法[87]に従い､以

下のように決定した｡精製 したシアル酸転移酵素標品を Laellllllljの方法で SDS-

pAGEを行った.泳動終了後､ゲル中の酵素蛋白質を PVDF膜に転写 し､O.2%

(W/V)クマジブリリアン トブルーR-250で染色した｡その後､シアル酸転移酵

素標品が転写された膜部分を切り出し､自動プロテインシークエンサー (パー

キンエルマー社 モデル 476A､カリフォルニア､米国)を用いて､精製酵素標品

のN末端アミノ酸配列を決定 した｡

2.2.10. 等電点測定

フアス トゲル IEF4.0-6.5ゲル (フアルマシア社､ウプサラ､スウェーデン)

を用いてフアス トシステム (フアルマシア社)で等電点電気泳動を行い､等電

点電気泳動用マ-カー蛋白質 (大豆 トリプシンインヒビター (pI4.55)､β-ラク

トグロブリンA (pI5.2〔))､ウシカルボニックアンヒドラーゼ b(pI5.85日 の

移動度から精製酵素標品の等電点を測定した｡

2･2.ll. 単糖に対する糖受容体基質特異性

メチ)レα-D-ガラク トビラノシド､メチル甘 D-ガラク トビラノシ ド､メチルー

α-D-マンノビラノシ ド､メチル甘Dマ ンノビラノシド､メチルーα-D-グルコビラ

38



ノシド､メチルーβ-D-グルコビラノシド､メチル-α-D-〟-アセチルグルコサミニ ド､

メチルーβ-DIN-アセチルグルコサミニ ド (以上シグマ社､セントルイス､米国)､

メチルーα-D-〟-アセチルガラク トサミニ ドを糖受容体基質として用い､シアル酸

転移酵素の単糖に対する糖受容体基質特異性を解析した｡酵素反応は 2.2.2.に記

した方法で行った｡

2.2.12. オリゴ糖に対する糖受容体基質特異性

ピリジルアミノ化糖鎖を用いて､シアル酸転移酵素のオリゴ糖に対する糖受容

体基質特異性の検討を行った｡ ピリジルアミノ化糖鎖は全て､宝酒造 (京都､

日本)より購入した｡具体的には､以下に示す方法で行った｡

(1)酵素反応

酵素反応溶液 (25両)は､糖受容体基質 (ピリジルアミノ化糖鎖)50pmol､糖

供与体基質 CMP-シアル酸 143pImUl､精製酵素 31mU及び0.02%(VⅣ)T血 11X-100

を含む 20mMカコジレー ト緩衝液 (pH 5.0)からなり､酵素反応は 30℃で 4.5

から20時間行った｡反応溶液を 100℃で､2分間処理することにより反応を停

止して､反応生成物の分析を行った｡

(2)反応生成物の分析

HPLCシステムとしてシマズLC-1し)(島挫製作所､京都､日本)､分析用カラ

ムとしてタカラパルパックタイプR (宝酒造､京都､日本)を用いた｡ (1)の

方法で調製した反応溶液を､溶液 A t0.15% (V〃)ll-ブタノールを含む 100111M
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酢酸-トリエチルアミン緩衝液､pH 5.2)で平衡化 した分析用カラムに注入 し､

その後､溶液 A及び溶液 B t0.5% (V〃)ll-ブタノールを含む 100mM 酢酸-トリ

エチルアミン､pH 5.21を用いて､溶液 Aに対 して溶液 Bの濃度が 30-100% の

直線濃度勾配 (0-35分)､次いで 100% 溶液 B (35-50分)により､ピリジルアミ

ノ化糖の溶出を行った｡流速は 1mlノ血11､カラム温度は40ccとした｡ピリジルア

ミノ化糖鎖は蛍光 (Ex二320nlll､Elm二400111m)で検出した[88]｡

2.2.13. メチル-p-D-N-アセチルラク トサミニ ドを糖受容体基質とした時の反応

生成物の同定

精製酵素 200mU､200umolのメチルーβ-D-N-アセチルラク トサミニ ド､16LLmOl

のCMP一シアル酸を 1mi の 2UmM カコジレー ト緩衝液 (pH6.0)に溶解 し､3O'‥lC

で 1時間､シアル酸転移反応を行った｡なお､この反応条件は糖供与体基質と

して 14Cでラベル したシアル酸を含むCMP-シアル酸を用いた反応の結果から設

定した｡

反応生成物の精製は､Sahesa11らの方法[89〕の変法で行った｡シアル酸転移反

応終了後､反応溶液 11T11を蒸留水で 1()倍希釈 した｡この溶液を､Dowexlx2(フ

ォスフェー ト型､ダウケミカル社､ミシガン､米国)のカラム (i.5cmx9cm)

に供した｡このカラムを90mlの蒸留水で洗浄後､6Omlの 5mM リン酸緩衝液

(pH6.8)で反応生成物を溶出させ (流速 Iml/min)､51111づつ分取 した｡各

画分中の反応生成物は､過ヨウ素酸-レゾルシノール法で確認 したし9O]｡反応生

成物を含む画分 を回収 し､ロータリーエバホレ-タ-で濃紬 し､活性炭カラム
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(1.5clmX6.8cm)に供した.その後､カラム体積の3倍容の蒸留水で洗浄し､

2倍容の 10%､20%､50%､100% のエタノールでそれぞれ溶出し(流速 hTll/血11)､

分取した｡反応生成物を含む画分を集めて､ロータリーエバポ レーターで濃縮

し､精製反応生成物とした｡反応生成物の構造解析は､FAB-MS､IH-NMR及び

13C-NMRを用いて行った｡
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2.3.結果

2.3.1. 培養及びシアル酸転移酵素の精製

j'.dllJ77.～le/llJTO160株を､マリンブロス 2216液体培地を用いて 3O℃､16時間フ

ラスコ培養した｡この培養条件での酵素活性と菌体の増殖の経時変化をFig.2-1

に示す｡培養後､培養液を遠心分離して菌体を集め､培養液 10htel･から湿重で

30gの菌体を得た｡粗酵素液は2.2.6.(1)で示した方法で調製した｡菌体破砕

液と粗酵素液の酵素活性及び酵素抽出における界面活性剤の添加効果を Table

2-1に示す｡

粗酵素液からシアル酸転移酵素を Q-セファロース HR26/10､ハイ ドロキシア

パタイ ト､セファデックス S-200､CDp-ヘキサノールアミンアガロースカラムを

用いた各種カラムクロマ トグラフィーを順次行い､SDS-PAGEで単一バンドを

示すまで精製した｡粗酵素液からの精製倍率は 687倍､収率は 19%であった

(Table∑-2)0

精製酵素のSDS-PAGE結果をFig.2-2に示す｡この精製酵素は､6上000Daの

分子マスを示した｡また､ゲルろ過法を用いた分子マスの測定から､精製酵素

の分子マスは 64,000Daと推定された｡精製酵素標品のN末端アミノ酸配列は､

N-末端側からNH了XNSDNTSLKETVSSXXAXV (Xは､末同定のアミノ酸残基)

であった｡また､精製酵素標品の等電点電気泳動の結果 (Fig.2-3)､pl=4.6の

単一バンドとして検出された｡これらの結果より､本酵素はシングルポリペプ

チドと結論された｡以下､他のシアル酸転移酵素との混同を適けるため､本酵

素をsTaseO160と称すこととした.
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Fig.2-1P.damse/aJTO160株培養時の菌体増殖 と
シアル酸転移活性の経時変化

マ
養
化

し

リンフロス2216培地で P.damse/aJTO160株 を培
した際の､菌体増殖 とシアル酸転移活性の経時変

を示す｡菌体量は660nmの吸光度 (OD)で測定
た｡ 酵素活性は､2.2.2.に示 した方法で測定 した｡
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Table2-1 菌体からの酵素抽出におけるTritonX-100の譲加効果

シアル酸転移活性 (∪/L)

TritonX-100涜加 TritonX-100無譲カロ

菌体破砕液 23 19

粗酵素液 2.1 N.D

菌体破砕液及び粗酵素液の酵素活性は､培養液 (1llter)当たりの酵素量で示 しているo

N.D∴ 検出不能
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Table2-2 相酵素液からのシアル酸転移酵素の精製表

PL｢1n)U.11
1･l･11C:∨ T()tillpr()Lcin ToLとIlacLivlLy SpecillCaCLivlty yield PurillcilLi()n

(111g) (U) (U/111g) (%) (rol(I)

CrudccxLracL

Q-Sepharose
Hydr()xyapa山e
ScphacrylS-200
CDP-hcxanolanline-2IgarOSe
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Fig.2-2 精製酵素標品のSDS-PAGE

12.5% ポリアクリルアミドゲルを用いて,電気泳動 を行った｡

蛋白質の染色は銀染色法を用いた｡

1, 分子量マーカー ‡ホスホリラーゼ (97kDa)､牛血清アル

ブミン (66kDa)､アル ドラーゼ (42kDa)､カルボニックア

ンハイ ドラーゼ (30kDa日 ､2,シアル酸転移酵素精製標品
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Fig.2-3 精製酵素標品の等電点電気泳動

JEF4-6.5 ゲルを用いて､電気泳動 を行った｡ 蛋白質の染色は

銀染色法を用いた｡

1,等電点マーカー ‡大豆 トリプシンインヒビター (4.55)､

β-ラク トグロブリンA (5.20)､ウシカルボニックアンハイ ド

ラ-ゼ b (5.85日 ､ 2,シアル酸転移酵素精製標品
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2.3.2.P.dllmse/CIJTO16O由来シアル酸転移酵素 (sTaseO160)の性質

(1)反応至適温度と熱安定性

STaseO16()の反応至適温度は 3Ol‥Cであった (Fig.214).本酵素を､20111M カ

コジレー ト緩衝液中 (pH5.し))で 4O亡C ､5分間処理 した後に､通常の反応を行っ

た場合､無処理の場合と比校 して､酵素活性は 85%に低下 した｡さらに､55℃

で 5分間処理 した場合には､酵素活性は 5%に低下 した (Fig.2-5)｡これ らの結

果から､STaseO16()は動物由来の酵素と比較 して熱には不安定な酵素であると考

えらjlた｡本酵素をISO'-Cで保存 した場合､20mM カコジレー ト緩衝液中 (pH

5.0)で少なくとも3カ月問､活性の低下は認められなかった｡

(2)反応至適 pHとpH安定性

各 pHにおける STaseO160の酵素活性の相対比を Fig.2-6に示す｡この結果か

ら本酵素の反応至適 pHは､5.()であった｡また､異なるpHで同酵素を 30℃で

1時間放起し､初期反応量の 80%以上の活性を保持する pH領域を本酵素の安定

pH領域として求めたところ､4,5-6.し)であった (Fig.2-7)0

(3)単糖に対する糖受容体基質特異性

単糖を糖受容体基J質として酵素反応を行った結果 (Tablc2-3)､STase0160は

今回用いた単糖の中では､メチル-β-D-ガ ラク トビラノシ ドに最も多くのシアル

酸を転移 した｡また､メチル-D-ガラク トビラノシ ドを糖受容体基質とした場合

には､sTaseO16()はアノマー選択性を示し､β-7ノマ一に対 して α-7ノマ-の
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Fig.2-4 シアル酸転移酵素の反応至適温度

20℃､25℃､30℃､35oC､40oC､45℃､50cc
にて､2.2.2.に記 した方法で酵素反応を行い､各
温度における酵素活性を比較した｡
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Fig.2-5 シアル酸転移酵素の熱安定性

精製酵素溶液を25oCか ら60oCの水浴中で､5分間加熱 した後
酵素活性 を2.2.2.の方法で測定 した｡ なお､非加熱時の酵素
活性 を100%として活性 を比較 した｡

50



3 4 5 6 7 8 9

p H

Fig.2-6 シアル酸転移酵素のpH一活性曲線

pH4.0から5.0(酢酸緩衝液)､pH5.0から7.3(カコジル
酸緩衝液)､pH7.3から8.0(リン酸緩衝液)を用いて､
各pHにおける酵素活性 を2.2.2.に記 した方法で測定 した｡
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Fig.2-7 シアル酸転移酵素のpH安定性

pH3.7か ら5.0 (酢酸緩衝液)､pH5･0か ら7･3 (カコジル
酸緩衝液)､pH7.3か ら8.0 (リン酸緩衝液)を用いて､
精製酵素溶液 を調製 し､30℃で1時間放置 した後に､酵素

活性 を2.2.2.に記 した方法で測定 した｡ なお､最大活性を

示 したpHでの酵素活性 を100%として活性 を比較 した｡
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Tab卜e2-3単糖に対するシアル酸の転移

糖受容体 転移 したシアル酸量

(単糖) (pmole/m両

メチルーα-D-ガラク トビラノシ ド

メチルーELD-ガラク トビラノシ ド
メチル-α-D-ケルコビラノシ ド

メチルーβ-D-クルコビラノシ ド
メチル-α-D-マンノビラノシ ド

メチル-β-D-マンノビラノシ ド
メチルーα-D-∧Lアセチルガラク トサミニ ド

メチルーα-D-∧Lアセチルグルコサミニ ド

メチルサ D-ルアセチルブルコサミニ ド

1

3

0

0

0

8

2

8
0

6

9

2

5

2

3

2

2

1

1

1

3

0

1

1

3

4

0

8
1

6

8

2

5

5



3倍近く高い基質選択性を示した (Table2-3).しかし､メチル-D-ガラク トビ

ラノシド以外の単糖については､明確なアノマー選択性は見られなかった｡

(4)オリゴ糖に対する糖受容体基質特異性

各種ピリジルアミノ化糖鎖を用いて､オリゴ糖に対する基質特異性を検討 し

た｡用いたピリジルアミノ化糖鎖の構造及びシアル酸転移の有無を Table2-4に

示す｡ STaseO160は､PAlからPA5に示した糖鎖構造を持つオリゴ糖にシアル

酸を転移した｡しかし､酵素反応時間を4.5時間から2し)時間に延ばした場合で

もPA6からPAl()に示した糖鎖構造を持つオリゴ糖にシアル酸の転移は認めら

れなかった｡これらの結果から､STaSCO160は糖鎖構造中の (1)Galβト4GIcも

しくは Galβト4GIcNAc構造を認識してシアル酸の転移を行っていること､ (2)

Galβト4GIcもしくは Galβト4GIcNAc構造のガラク トース残基の 3位に二糖まで

の置換がある場合､あるいは 2位に-糖までの置換がある場合においても糖受

容体基質としうることが明らかとなった｡

(5)糖供与体基質及び糖受容体基質に対する反応速度定数

本酵素の糖供与体基賞､粧受容体基質に対する反応速度定数をTab上e2-5に示

すosTLISe0160の糖供与体基JBi'であるCMP-シアル酸に対するK/77値は､32()甘M

であった｡このK/)7他はラット)田臓由来の酵素のそれと比較すると20倍高い値

であった[91]｡
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TabJe2-4 ピリジルアミノ化糖鎖の構造とシアル酸転移の有無

略称 ピリジルアミノ化糖鎖の構造# シアル酸の転移◆

PAI

PA2

PA∃

PA4

PA5

PA6

PAプ

PA8

PA9

PAID

Gulβ1,4GIc-PA

NeuAcα2,3Galβ1.4GI〔-PA

NeuAcα2,8NeuAcα2,3Galβ1,4GI〔-PA

Fucα1,2Galβ1,4GIc-PA

Gこ11β1,4GjcNAcβ1,3Galβ1,4GIL-PA

Galβ上4(Fuccy.1,3)GIcNAcβ1,3Galβ上4GIc-PA
Galβ1,3GalNAcβ1,4(NeuAcα2,3)Galβ1,4GIcIPA

NeuAcα2,3Galβ1,3GalNAcβ1,4(NeuAcα2,3)Galβ1,4GIc-PA

Galβ1,3(FuccLl,4)GIcNAcβ1,3Galβ1,4GIc-PA

Galβ1,3GalNAcβ上4(NeuAcα2,8NeLIAccy.2,3)Gこ11β1,4GIc-PA

+
+
+
+
十
一
l

* +;シアル酸の転移あり,-;シアル酸の転移なし

# ピリジルアミノ化糖の構造

CH2-HN



Tab卜e2-5糖供与体基質､糖受容体基質に対する
反応動力学的定数

基質 Km Vmax Vmax/Km

(mM) (units/mg)

糖供与体基質

CMP-シァル解

糖受容体基質

ラク トース

伸アセチルラク トサミニ ド

2--ブコシルラク トース
3'-シア リルラク トース

0.32

6.82

8.95
13.60
8.14

メチルサ D-ガラク トビラノシ ド 174

4
7

6
0
4

6
9

8
9
6

24.0

0.93
十08
0.63
1.10
0.04
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また､今回用いた各種糖受容体基質に対するKm値は､メチルーβ-D-ガラク ト

ビラノシドに対して 1741nMであったが､ラク トース､N-アセチルラクトサミニ

ド､2'-ブコシルラク トース､3'-シアリルラク ト-スに対 してはいずれも1()lTIM

前後であり､さらにこれらの糖受容体基質に対するVITlaX値はいずれの場合にも､

ほぼ同様の値であった (Table2-5)0

(6)糖蛋白質 ･糖脂質に対する糖受容体基質特異性

糖受容体基質として〃-リンク型糖蛋白賀糖鎖のみを持つアシアロα-1酸性糖

蛋白質､0-リンク型糖蛋白質糖鎖のみを持つアシアロムチン及び､N-リンク型

と O-リンク型糖蛋白質糖鎖を持つアシアロフェツインを用いて酵素反応を行っ

た結果､いずれの糖蛋白質にもシアル酸の転移が認められた (Table2-6)｡しか

し､ピリジルアミノ化糖鎖を用いて糖受容体基質の検討を行った際 (Table2-4)

にシアル酸の転移が認められた糖鎖構造を有する､ラク トシルセラミド及び

GM3の糖脂質にはシアル酸の転移は認められなかった (Table2-6).

(7)酵素反応生成物の同定

メチルーβ-D-N-アセチルラクトサミニ ドを糖受容体基'L-r-3'として酵素反応を行い､

反応生成物を精製後､その構造解析を行った｡

まず､lJcでシアル酸をラベルした糖供与体基質を用いた予備実験から､CMP-

シアル酸のシアル酸が全て､糖受容体基虞として用いたメチル甘 D-〟-アセチル

ラクトサミニ ドに転移される反応系 (方法は､2.2,13.に述べた｡)を構築した｡
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Tab卜e2-6 糖蛋白質､糖脂質に対するシアル酸転移活性

転移 したシアル酸量 (nmol)
糖受容体基質 反応時間

5min 60min

アシアロフェツイン

アシアローC(.1酸性糖蛋白質

アシアロムチン

ラク トシルセラミ ド

GM3

N.D∴ 積出不能
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次に 2･2･13･の方法で精製した反応生成物を FAB-MS､lH-NMR及び 13C_NMR

を用いて分析したoFAB-MSの結果､分子量689の (M+冒)十と考えられるイオン

ピークが､さらに (M.Na)+と考えられるイオンピークが検出された (Fig.218).

この結果から､反応生成物はシアル酸とメチル-β甘N-アセチルラク トサミニ ド

がグリコシド結合した化合物であると考えられたoまた､lH-NMRの結果 (Fig.

21'))は､報告されている α2,6-シアリルメチルーβ-D-N-アセチルラク トサミニ ド

の文献値と一致した[89]oさらに､I:,cINMR のケミカルシフト値も､α2,6-シア

リルメチルーβ-D-N-7セテルラクトサミニ ドのそれと合致した (Table2_7)Oこ

れらの結果から､反応生成物はα2,6-シアリルメチル-p-D-N-アセチルラク トサミ

ニドであることが明らかになり､STaseO16()をβ-ガラクトシドα2,6-シアル酸転

移酵素と同定した｡
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Tab厄2-7シアリルメチル甘 D-N-アセチルラク トサミニ ドと

反応生成物の13C-NMRのケミカルシフ ト値

sugarunit carbonatom reactionproduct NeuAccL2,6-LacNAc-OMe

β-D-GIcNAc

aGDβ

α-D-NeuAc(2-6)

-

つJ
3
4

5

6

102.12

55.13

72.84

81.15

74.89

60.77

N-C=0 175.06

CH3 22,69

1

2

3

4
5

6

1

2

3

4

5

6
7

8
9

103.87

71.13

72.96

68.80

74.08

63.74

173.90

100.57

40.46

68.59

52,31

72.96

68.59

72.10

63.07

N-C=0 175･35

cH3 22.43

102.08

55.12

72.83

81.19

74.88

60.79

175.30

22.69

103,86

71.12

72.95

68.77

74.08

63.72

173.80

loo.54

40.49

68.59

52.30

72.95

68.59

72,09

63.06

175.61

22.42
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2.4.考察

現在までに細菌由来のシアル酸関連の酵素として､大腸菌由来のα2,8-シァル

酎 転移酵素[33]､CMP-シアル酸合成酵素[92]､ポリシアル酸合成酵素複合体[93]

及びNel'sse/･/'(/m(m/.77g[･.FI'dl･SとNel･sLkYrl･(Igun("･I･h･()el/eの α2,3-シァル酎 転移酵素[34]

の遺伝子がクローニングされている｡しかし､これまでに細菌由来のシアル酸

転移酵素の精製に関する報告はなく､今臥 P･dCImSe/(,JTO160株から精製された

STaSeO160が細菌由来のシアル酸転移酵素の精製に関する初めての報告である｡

また､酵素反応生成物の解析結果から､本酵素が糖鎖構造中のガラク トースの 6

位にシアル酸を α2,6結合で転移させる事を明 らかにした (Fig･2-8,Fig.2-9,

Table2-7)oこのタイプの結合は動物由来の複合糖質糖鎖や GroupBsl,･elMococttus

の爽膜多糖中などに広く見受けられることから[68]､本酵素も細胞内でシアル酸

をα2,6結合で結合している糖鎖の生合成に関与しているものと考えられる｡現

在のところ､STaseO160の存在部位は不明であるが､p･dlI),7j･e/,,JT｡160株の糖鎖

生合成を知 る｣二でも､本酵素の細胞内局在性の検討が重安であると思わjlる｡

STa5eO160の反応至適温度は3°●-Cであり (Fig.2-4)､この値は動物由来のシ

アル酸転移酵素の反応至適温度と比較すると 7℃低い[94]｡これは､p.dam.sea,.

JTO160妹が海洋性細菌であり､その生育至適温度が3()･二Cであることに起因する

と考えらjlる｡

STasc｡16し)を細胞より抽出する際に､界面活性材 (TliLOl-X-100)の添加が必

要であったことから (Tablc2-1)､動物由来の酵素と同様に本酵素も膜結合型酵
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素と推定された[')5-97]o動物由来の糖転移酵素間には､その種類､起源を問わ

ず､酵素蛋白質分子の膜結合部位の様式及び､その構造､また酵素蛋白質分子

の一次構造上における触媒部位の位置等､非常に多くの矧 以性が認められる[58].

本酵素とこれまでに知られている糖転移酵素の分子 レベルでの比較 ･検討を行

うことにより､糖転移酵素分子群の進化に関する知見が得られる可能性があり､

本酵素の分子レベルでの解析に興味が持たれる｡また､本酵素の N末端アミノ

酸配列を決定したが､そのN末端のアミノ酸残基は解析不能であったことから､

この残基が修飾を受けているか､もしくはシステイン残基である可能性が考え

られたoこの点を明らかにするためにも､本酵素をコー ドする遺伝子のクロー

ニングが重要である (第4章参照)0

本酵素の反応速度論的な解析結果から､糖供与体基質であるCMP-シアル酸に

対する〟′77値は32叫 Mであった (Table2-5)｡この値は動物由来の酵素､例え

ば､ラット肝臓由来のβ-ガラク トシドα2,6-シァル酎 転移酵素の 16U.Mと比校す

ると20倍であり[91]､STaseO160のCMP-シアル酸に対する親和性はラット肝臓

由来のシアル酸転移酵素と比校して低いことが明らかとなった｡しかしながら､

STa5eO16()が糖供与体基質としてこれまでに知られている動物由来のシアル酸

転移酵素と同じcMp-シアル酸を用いていることから (Table2-5)､STaseO160

の活性中心付近に存在する糖供与体基質結合部位と動物由来のシアル酸転移酵

素の糖供与体基質結合部位の問には相同性があるものと推定される｡さらに本

酵素の糖受容体基質特異性は､ラット肝臓由来のβ-ガラク トシドα2,6-シアル酸
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転移酵素のそれと以下の点で類似性が認められた[91].すなわち､sTas｡0160は

粧受容体基JL-rii-として用いた単糖の中で､メチルーβ-D-ガラク トビラノシドに対 し

て最も多くのシアル酸を転移 した (Table2-3)｡また､メチルID-ガラク トビラ

ノシドを糖受容体基質とした場合には､アノマー選択性が見られた｡すなわち､

STaseO160はメチル甘 D-ガラク トビラノシドに､メチ)レ α-D-ガラク トビラノシ

ドに転移されたシアル酸量の約 3倍のシアル酸を転移した｡この結果から､STas｡

016()はシアル酸を転移するガラク トース残基ばかりではなく､その結合様式も

認識してシアル酸の転移を行っていると考えられる｡

さらに､ラク トース､N-7セテルラクトサ ミニ ドなどの二糖に対する STase

O160のKm値はそれぞれ､6･82mM､8.95mM とメチルーβ-D-ガラク トビラノシ

ドの〟〃日直 (1741¶M)よりも一桁低い値であり､･STaseO160は単糖よりも二糖

に対して高い親和性を示した (Table2-5)｡また､ピリジルアミノ化糖鎖を用い

た糖受容体基質特異性の解析結果か ら､非還元末端に GalP1-4GIcもしくは

Galβ1-4GIcNAc構造を有する糖鎖にはシアル酸の転移が認められたものの､

Galβト3C1cNAc､Galβト3GaJNAc構造などの構造を有する糖鎖にはシアル酸の転

移が認められなかったことからも (Table2-4)､本酵素が糖鎖の非還元末端に存

在するガラク トースばかりではなく､ガラク トースが結合している還元末端側

の糖とその結合様式を認識してシアル酸の転移を行っていることが明らかとな

った｡現在までに知られているシアル酸転移酵素も糖受容体基質に対する反応

速度論的な解析や糖受容体基JBi'特損性の解析などから､非還元末端に存在する
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糖ばかりではなく､糖鎖構造をも認識してシアル酸を転移 していることが知 ら

れていることから〔91]､本酵素も一般的なガラク トース認識機構を有している可

能性がある｡

しかしながら､STaseO160の糖受容体基質の認識はラット肝臓由来の酵素のそ

れと比較した場合､あまり厳密ではないと考えられる｡ラット肝臓由来のシア

ル酸転移酵素のN-アセチルラクトサミニ ドに対するKn7値は 1.62mMであるの

に対し､ラク トースに対するKm値は 1291nM と報告されており[95〕､ラット肝

臓由来のシアル酸転移酵素が非常に厳密な糖受容体基質特異性を有しているこ

とが明らかにされているO-方､STaseO16Oのラク トース､N-アセチルラク ト

サミニ ド､2'-フコシルラク トース､3'-シアリルラク トースに対するKm値はほ

ぼ同じ値であった (Table2-5).この結果から､sTaseO160が (1)Nア セチル

ラクトサミニ ドの2-7セ トアミド基を認識していない､ (2)糖鎖の非還元末端

に存在するガラク トースの2位､3位に置換がある場合でも糖受容体基質としう

るなどの性質を持つことを明らかにした｡

現在シアル酸を含む糖鎖を合成する場合､シアル酸は通常､糖鎖の非還元末

端に存在することから､化学合成法を用いてシアル酸以外の糖鎖部分を合成 し､

最後にシアル酸転移酵素を用いてシアル酸を糖鎖に結合させる方法が考えられ

ている｡しかし､シアル酸転移酵素の糖受容体基質特異性が､シアル酸を含む

糖鎖の合成法として幅広く応用されるLで大きな障害となっていた｡動物由来

の酵素は非常に厳密な糖受容体基質特異性を有するため､この方法で合成しう

る糖鎖の種類は限られてくる｡ しかし､STaseO160は動物由来の酵素と比校 して
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広い糖受容体基質特異性を持つことから､本酵素を用いることにより､これま

でのシアル酸転移酵素ではその合成が困難であったシアリルオ リゴ糖の合成が

可能になるものと考えられる｡

糖蛋白質を糖受容体基質とした場合の酵素反応の解析結果から､sTase()160

が糖蛋白質中 に存在するN-リンク型及び O-リンク型糖蛋白質糖鎖､いずれの糖

鎖にもシアル酸を転移することが明らかになった (Table∑-6)｡この結果は､本

酵素を用いることによりN-リンク型及びO-リンク型糖蛋白質糖鎖を持つ糖蛋白

質の修飾が可能であること､すなわちシアル酸が結合していない糖蛋白質にシ

アル酸を転移させてその機能を改変できる可能性を示している｡現在までに､3

種類の N-アセチルガラク トサミニ ド α2,6-シアル酸転移酵素の遺伝子がクロー

ニングされている[49-51〕ものの､いずれも大量発現には成功 していない｡

GalNAccL2,6-Ser/Thr構造を基本骨格とするムチン型糖鎖 (0-リンク型糖蛋白質糖

鎖)の機能は未だ十分に解明されておらずL9町 これらの機能解析のためにも糖

蛋白JBiJ及びそのアナログを調製することは非′削 こ重要であり､0-リンク型糖蛋

白質糖鎖の機能解明にも本酵素は有用であると思われる｡しか し､ピリジルア

ミノ化糖鎖を用いた場合にシアル酸の転移が認められた糖鎖構造を有する糖脂

質のラク トシルセラミドや GM吊こは､今回の反応条件ではシアル酸の転移は認

められなかった (Tablc2-6)0 STaseO16()を用いた捌 旨貫へのシアル酸の転移条

件を構築することができれば､非御 こ多くの生理活性が明らかにされているシ

アル酸含有糖脂質を合成可能となり､本酵素の応用沌園がさらに広がると期待
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されるoこのことからも､今後糖脂質を糖受容体基質とした場合の反応条件に

ついて､詳細な検討を行う必要がある｡

今回用いた培養条件では､培養液 1hterあたり約 20Uの酵素が生産されたが

(Fig･2-1)､酵素生産量は産業上の利用を考えた場合には十分なものではない｡

また､菌体からの抽出効率が約 10a/,,と低く (Tablc2-1)､今後､大量培養後の酵

素抽出法に関するさらなる検討が必要である｡酵素の精製については､イオン

交換､アフィニティークロマ トグラフイー等を組合わせた比較的簡便な精製方

法を用いて､抽出液から精製倍率 687倍､収率 19%と良好な結果を得ることが

できた｡酵素生産のための培養条件の検討及び効率的な酵素の抽出条件の検討

を行うことにより､本酵素を大量に供給することが可能になるものと期待され

たので､次章において詳細な検討を試みた (第 3章参照)0
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