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第 3章 ･pholobacleI-['LLmd(ImSe/ClJTO16O株由来 β-ガラク トシ ドα2,6-シアル酸転移

酵素の大量生産

3.1. 緒論

1980年代後半までは､シアル酸転移酵素の共通の糖供与体基質である CMP-

シアル酸の大量供給がコス ト上困難であり､シアル酸転移酵素を用いた糖鎖合

成を大規模に行 うことは難か しいと指摘されていた｡しか しこの問題について

は､1991年に､Ichikawa､Wong等により報告されたマルチエンザイムの系を用

いて CMP-シアル酸をリサイクルさせるという､極めて画期的な方法によって解

決されたと考えられている[99,100〕Oこの方法では CMP-シアル酸供給のコス ト

面での改善を行ったばか りでなく､シアル酸転移酵素の阻害剤となる CMP (坐

成物)が反応系内に蓄積されないために反応が阻害されず､高 い収率で反応坐

成物が得 られ､さらに水溶液中での CMP-シアル酸の不安定性も回避できるlこ99,

10()〕｡このような方法を導入することにより､シアル酸転移酵素の反応を大規模

レベルで用いることが現実的に可能なのものとなってきている｡

1997年には､Nel'sse/A/'(Imen/'ngiTl-d/'Sの生産するα2,3-シアル酸転移酵素の高発現

系が構築され[101〕､この酵素の大量供給が現実のものとな りつつある｡一方､

α2,6-シアル酸転移酵素の高発現系は未だ構築されておらず､同酵素の大量生産

系の構築が望まれている｡第 2章で示したとお り､STascO16Oを粗酵素液か ら高

収率で精製することに成功 し､またこの精製酵素がユニークな糖受容体基質特
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異性を有することから､STascO160の大量生産系を構築することができれば､精

製した α2,6-シアル酸転移酵素の大量供給が､さらには動物由来の α2,6-シアル

酸転移酵素では合成が困難であったシアリルオ リゴ糖の大量生産が可能になる

と期待される｡

細菌由来の酵素は､その生産菌の培養条件 ･培地組成を最適化することによ

り､酵素生産性を大幅に増加させることが可能である｡第 2章では､マリンブ

ロス2216培地を用いて P.da77Se/aJTO160株の培養を行い､培養液 11itel･あたり

約 20Uの STaseO160が生産されていることを明らかにした｡しかし､本酵素の

産業的な利用を考えた場合､その大量供給が必須であることか ら､酵素生産性

を向上させる必要がある｡これらの諸問題について､本章では､ (1)STaseO16()

を大量に生産するための培地組成と培養条件について､ (2)簡便なシアリルオ

リゴ糖の合成等について検討したので報告する｡
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3.2. 実験材料及び方法

3.2.1. 材料

培地組成の検討に用いた培地素材は､全て市販品を用いた｡ また､酵素合成

に用いた糖受容体基質は､全て市販の特級試薬を用いた｡

3.2.2. 培養及び培地中の糖､酢酸の測定

P.damselC/JTO160株のグリセロール保存液 (0.5ml)を 100mlのマリンブロス

2216培地 (ディフコ社､デ トロイ ト､米国)を含む 500-m1容の三角フラスコに

添加 し､30℃､8時間､150rpmで振とう培養 した｡この種培養液を 1htel･の培地

を含む 3-1容三角フラスコ､または 31iterの培地を含む 5-1容ジャーフアメンター

に培地の 1% (V/V)量を添加 して本培養を行った｡特に記さない限 り､培養温

度は 30℃で､培養時間は 8時間とした｡フラスコ培養の場合は 1501･Plmで振と

う培養 した.ジャープアメンター培養の場合､通気撹搾条件は､フラスコ培養

時の酸素移動容量係数となるように設定 (60()1･Plm､0.5vvlm) した｡また､培養

時の菌体浪度は 660nmの吸光度を測定 し､これを指標とした｡

培地中の糖と酢酸は､培養中の培養液を少量サンプリングして､これを 15,000

1･Plm､10分間遠心分離 し､その上晴を陽イオン交換カラムを用いて HPLCで定量

した｡カラムにはウル トロンPS-8DH (4.4x25011m ､新和化工社､東京､日本)､

移動相には 3111M の過塩素酸水溶液を使用 した｡カラム温度は 5し)●C､流速

11T〟111i11で溶出時間 は 20分とした｡糖及び酢酸の検出は示差屈折計で行い､糖

及び酢酸墨はそれぞれのピーク面積から算出した｡
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3.2.3.酵素活性測定法

酵素活性の測定は､2･2･2･揖 己した方法を用いて測定 したO活性は､1分間に 1

岬 ()1のシアル酸をラク トース (関東化学､東京)に転移させる酵素量を l単位

(U) とした｡

3･2･4･菌体破砕液､粗酵素液の調製及び酵素の精製

菌体破砕及び粗酵素液の調製は基本的に 2･2･6･(1)に記載した方法を用いて

行ったoただし､粗酵素液の調製は､菌体破砕液を4LIcで 8時間撹拝 した後に行

ったoまた､酵素の精製は基本的には 2･2･6･に記載 した方法で行った｡

3･2.5. シアリダーゼ活性の測定

粗酵素液のシアリダーゼ活性はコロミン酸 (ナカライテスク社､東京､日本)､

及び 67-シアリルラク ト-ス (オックスフォー ドグライコシステムズ社､ロンド

ン､英国)をそれぞれ基質として hagakiらの方法で測定 したLIO2]｡シアリダー

ゼによりコロミン酸､または 6,-シアリルラク ト スから切断されたシアル酸は

チオパルビツール法を用いて測定 した[103]｡

3･2･6･粗酵素液を用いたシアリルオリゴ糖の合成

N-7セテルガラク トサミン (ナカライテスク社､東京､日本)､メチルーβ-D-

ガラク トビラノシド (シグマ社､セン トルイス､米国)及びラク ト ス (関東

化学､東京､鋤 く)を糖受容体基貴として酵素合成を行った.酵素反応溶液 (().5
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mi)は､それぞれの糖受容体基質 (30匹mOl)､糖供与体基質 CMP-シアル酸 (16

日.mOl､9.6mg)､粗酵素 (0.1U)及び 0.02% (VN)TritonX-1OOを含む 2OmM

カコジレー ト緩衝液 (pH 5.O)からなり､酵素反応は 3OCcで 4時間行った.皮

応終了後､反応溶液に蒸留水を 10mi 添加 して希釈 した｡この溶液を､Dowexlx8

(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 (1.5x9cm)

に供した｡このカラムを50lnlの蒸留水で洗浄後､5血M リン酸緩衝液 (pH6.8)

で反応生成物を溶出させて分画 した (流速 1rnl/mill)｡各画分中の反応生成物は

過ヨウ素酸｣/ゾルシノール法で確認 した[90]｡反応生成物を含む画分を回収し､

ロータリーエバポレーターで浪紬後､51111の溶媒 A(酢酸エチル:メタノール:水

=3:2:1)に溶解 し､シリカゲルカラム (1.5x6.8cm)に供 した｡生成物は溶媒

Aで溶出した (流速 11T〟1血1)｡反応生成物を含む画分を回収し､ロータリーエ

バポレーターで濃縮後､精製 した反応生成物を 1Ⅰ圭NMRで分析 したO
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3.3.結果

3.3.1.菌体量と酵素生産量の関係

第2章で示したように (Fig.2-1)､マリンブロス 2216培地によるフラスコ培

養ではp.dcu77Sek/JTO160株の増殖は培養開始後 6-7時間後に最高濃度に達し､

その時点での 660nmの吸光度は 1.5-1.8であった｡また､sTaseO160の生産は

増殖連動型であり (Fig.2-1)､最大菌体濃度に達した時点でのシアル酸転移活

性は培養液 1hLel･あたり約 20Uであった｡

STaseO160の生産が､培地の種類に関わらず増殖連動型であることを確かめる

目的で､ニュー トリエントブロス培地 (オキソイ ド社､シェフイール ド､英国)

を用いてフラスコ培養を行い､経時的に菌体量 と酵素活性を測定した｡なお､

この培地には､塩濃度を海水と同等にするために 1.5%の塩化ナ トリウムを添加

した｡マリンブロス 2216培地とニュー トリ工ントブロス培地を用いた培養時の

菌体濃度と酵素活性の関係をFig.3-1に示す｡酵素活性は両培地において菌体濃

度に比例し､培地の種類に関わらず菌体濃度 1α)66,,n｡､あたり約 1OU/Lの酵素生

産が認められた｡この結果は､単位培養液あたりの菌体量を増加させることが､

シアル酸転移酵素の生産性を上昇させることを示している｡また､ニュー トリ

エン トブロス培地での菌体濃度はマリンブロス 2216培地でのそれより高いこと

から､ニュー トリエントブロス培地に含まれる肉エキスにP.dCln7J･e/llJTO160株の

増殖効果があるものと考えられた｡
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Fig.3-1 P.damse/aJTO160桟の菌体量 と酵素活性の関係

マ リンブロス2216培地及びニュー トリエン トブロス培地 を用いて

p.damse/aJTO160株 を培養 した際の､菌体量 とシアル酸転移活性
の関係 を示す｡菌体量は660nmの吸光度 (OD)で測定 した｡

酵素活性は､3.2.3.に示 した方法で測定 し､培養液1吊er当たりの
酵素活性 を示 している｡
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3.3.2. 至適培養条件の検討

(1) 増殖至適温度

1･5% (W/V)の塩化ナ トリウムを含むニュー トリエントブロス培地を L字型

試験管に 9m1分注し､15-40●=Cの範閲で約 1℃毎に温度変化を与えた｡それぞ

れのL字型試験管に､前培養液を0.04% (V〃)接種して振とう培養した｡培養

6時間後に菌体濃度を測定してP.dClmSelClJTO160株の増殖における培養温度の影

響を検討した｡結果をFig.3-2に示す｡培養 6時間においては 29-32℃の温度

範囲で高い菌体濃度を示した｡また､本菌株は37℃以上の温度では 24時間後で

も全く増殖 しなかった｡この結果から､本菌株の増殖至適温度を30.℃と判断し､

以降の実験における培養温度は 30℃とした｡

(2)増殖至適 pH

(1)の場合と同 じ培地成分で pH を変化させた培地を調製し､前培養液を

0･04% (VN)接種して 3O■‥Cで振とう培養した｡培養 6時間後に菌体演度を測定

して本菌株の増殖における培養 pHの影響を検討した｡結果をFig.3-3に示す｡

P.d,m7SeL(,JTO160株はpH5･0から9以上の広いpH範囲で増殖が可能であったが､

pH4･5以下では全く増殖しなかったop･dCImJ･e/CIJTO16O株の培地の至適 pHは8.0

であった｡

3,3.3. 培地成分の検討

(1) 窒素源の効果
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Fig.3-2 培養温度 と菌体増殖量 との関係

ニュー トリエン トブロス培地 を用い､培養温度 を変化 させて
P.damse/aJTO160桟 を培養 した際の､菌体増殖量の関係 を
示す｡ 菌体量は660nm の吸光度 (OD)で測定 した｡
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Fig.3-3 培地のpHと菌体増殖量 との関係

ニュー トリエントブロス培地 を用い､培地のpHを変化 させて
p.damse/aJTO160桟 を培養 した際の､菌体増殖量の関係 を示

す ｡ 菌体量は660nmの吸光度 (OD )で測定 した｡
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各種のペプ トンを用いて P.dl〝77Se/(lJT()16()株の増殖に対する効果を検討した｡

培地は､0･5% (W〃)の各種ペプ トン､0･1% (W〃)のパク ト酵母エキス (デ

イフコ社､デ トロイ ト､米国)及び人=海水 (pH8･O)からなり､これらを用い

て 3･2･2･の方法で培養 したoなお､培地へのパク ト酵母エキスの添加は､マリン

ブロス 2216培地に()･1% (W/V)のパク ト酵母エキスが含まれることからペフ･ト

ンとの比較を行うために加えた｡

結果をTable3引 こ示すo各数値はマリンブロス 2216培地での最大菌体濃度を

1とした菌体濃度比で示しているoこの比率は､前述の通 り酵素生産量に比例 し

ているoマリンブロス 2216培地に含まれるペプ トンはカゼインペプ トンとプロ

テオースペプ トンの混合ペプ トンであるが､今回用いたいずれのペプ トンの場

合でもマリンブロス 2216培地よりも高い菌体濃度を示した｡これらペプ トンの

中で最も高い菌体濃度が得られたのはポリペプ トンY(日本製薬社､東京､日本)

とカサミノ酸 (ディフコ社､デ トロイ ト､米国)であり､これら 2種類のペプ

トンを用いた培養では､コントロ-ルの約 2･5倍の菌体濃度を示した｡この 2

種類のペプ トンは､蛋白質がアミノ酸単位にまで分解されていること､ビタミ

ンなどの生育因子を多く含むことから高い菌体増殖を示したものと考えられる｡

(2)肉エキスの効果

()･5% (W/V)のカサミノ酸またはホリペプ トンY､()･:,% (W/V)の肉エキス (デ

イフコ社､デ トロイ ト､米l副 ､().1% (W′∨)のパク ト酪EJ:エキスを含む人工
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Table3-1 P.damse/aJTO160株の生育に対する各種ペプ トン

及び肉エキスの影響

涜加 した培地素材 最大菌体濃度比

Marinebroth2216

PolypeptoneY

P｢oteosepeptone

(control)

Soytone

Casaminoacids

T｢yptone

PolypeptoneY +Beefext｢act

1.00

2.16

1.15

十23

2.55

1.60

3.55

Casaminoacids +Beefext｢act 3.51

基本培地は0.1% (W/V)パク ト酵母エキスを含 む人工海水からなり､

それぞれの培地素材 を禿如 した場合の､P･daでSe/aJTO160株の増殖に
対する影響 を示す.最大菌体濃度比はマリンブロス2216での菌体濃度 を1

とした場合の､相対値で示 した｡なお､各種のペプ トンは0.5% (W/V)で､

肉エキスは0.3% (W/V)濃度になるように涛加 した｡マリンブロス2216､

プロテオースペプ トン､ソイ トーン､カサミノ酸､ トリブ トン､肉エキス

は､ディフコ祖から､ポ リペプ トンYは日本製菓ネ土から弼入 した｡
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海水からなる培地を調製 し､p.damse/llJTO16O株の培養を行った｡3.3.3.(i)で

高い最大菌体濃度を示したカサミノ酸およびポリペプ トン Yにさらに肉エキス

を添加 した結果､最大菌体濃度比はマリンブロス 2216培地の約 3.5倍となった

(TとIblc3-1)o肉エキスを添加 した際の最大菌体濃度比はカサミノ酸､ホリペフ

トン Yで同程度であったが､カザミノ酸には大量の塩が含まれ､培養液に多く

の沈殿を生成させたことから､以後の実験では後の精製操作が容易と考えられ

たポリペプ トンYを用いることとした｡

(3)酵母エキスの効果

0･5% (WN)のポリペプ トンY､0.3% (WN)の肉エキス､0.1% (WrV)の 4

種類の酵母エキス ((パク ト酵母エキス､ディフコ社)､ (ドライ ド酵母エキ

ス S､日本製薬)､ (粉末酵母エキス､極東)､ (酵母エキス､オリエンタル酵

母))を含む人工海水からなる培地を調製 し､I,.d'/mJ･e/'IJT肌6°裸の培養を行っ

たoその結果､今回用いた 4種類のいずれの酵母エキスの添加においても､同

程度の比増殖速度の向上が見 られた (データは示さない｡)｡ このことから､

以後の培地にはパク ト酵母エキスを添加することとした｡

(4)炭素源の効果

P･dC〝77Se/(IJT()16()株の歯学的性質を検討した際に資化性を/示した単糖 (TとIblc

ト3)を中 心に､それ らを培地に添加 した際の増殖に対する効果を検討 した｡

結果を Figl314に示す｡巌も高い最大菌体濃度を与えた糖は D-ガラク ト-ス
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MarineBroth2216

+glycero12%

+mannose1%

+laclose1%

+9山cose1%

+galactose1%

+sorbito11%

+行uclose1%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

最大菌体濃度比

Fig.3-4 菌体増殖に対する各種糖類の効果

各種の糖類 をマリンブロス2216培地に涜加 し､その菌体増殖に
対する効果 を示す｡菌体量は660nm の吸光度 (OD)で測定
した｡
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であり､マリンブロス 2216培地の 8.5倍の最大菌体浪度が得 られた.

3.3.4. 最適培地組成の検討

3.3.3.で得 られた結果から人工海水をベースに､ポリペプ トンY､パク ト酵母

エキス､肉エキス､D-ガラク トースをそれぞれ 0.5%､0.1%､0.3%､1% 含む培

地を基本培地組成 (pYBG培地)とした｡これらの培地の添加比率を変化させ酵

素生産性を検討した｡

結果を､Table3-2に示す｡まず､pYBG培地のD-ガラク トース量を検討 した

結果､D一ガラク トース 1%まではその濃度に比例 して活性の上昇が認められ､1%

処理区で培養液 11itel･あたり200UのSTascO160が生産された｡しか し､2% で

はその生産量は培養液 11iLel-あたり280Uとなり､D-ガラク ト-スの添加量に対

する酵素生産量が低下 した｡この結果から､pYBG培地では 1% の D-ガラク トー

ス濃度が適 していると判断した｡

次に､PYBG培地の濃度を増加させて培養を行った｡その結果､3xPYBG培地

まで､ STaseL)16()/i産墨は培地濃度に比例 して増加 した｡

3.3.5. ジャーフアメンター培養及び sTase(.)160の精製

スケ-ルアップした際のP.dlIJ77SL,/(IJTO16O株の増殖､酵素生産性についての検

討を行うため､5-1容ジャープアメンターを用いて培養を行った｡培地には､

3xPYBG培地を用いた｡通気撹揮条件はフラスコ培養時の酸素移動容量係数とな

るように設定 した｡また､培養時の培養液の pHは4M の水酸化ナ トリウムを用
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いて制御 した｡

培養結果を Fig.3-5に示 した｡今回行ったジャーフアメンター培養で､フラス

コ培養での菌数と酵素生産量を再現することができた｡8時間の培養で OD6｡｡｡｡,

は 55､酵素生産量は培養液 11正巳l･あた り550Uであった｡また､倍加時間は約

30分であった｡炭素源として加えた D-ガラク トースは､菌体濃度の上昇に従っ

て糞化された｡代謝産物 として低波度ではあるが培地中に酢酸が蓄積 した｡

次に､得 られた培養液 (21iter)か ら菌体を集め､3_2.4.の方法で粗酵素液の調

製を行った結果､約 70%の効率で菌体破砕液か ら酵素が抽出された (Tables-3)0

また､STa5eO160の精製を行った結果､収率 18%で電気泳動的に単一なバ ン ド

として 20OU の STase()16()が得 られた (Fig.3-6)0

3.3.6. 粗酵素液を用いたシアリルオリゴ糖の合成

粗酵素液中のシアリダーゼ活性を測定 したが､その活性は認められなかった

(データは示さない｡)｡そこで粗酵素液を酵素源 として､ラク トース､〟-ア

セテルガラク トサ ミン及びメチル-p-D-ガ ラク トビラノシ ドを糖受容体基質とし

て酵素合成を行い､反応生成物を精製 ･単離 して反応生成物の構造を lH-NMR

で解析 (重水中､2L)8K)した｡反応のスキームを Fig.317に示す｡

ラク トースを糖受容体基質とした場合､6.4mgの NeLIAcα2,6-Galβ1-4GIc(10.2

LlmOl､収率 63.6%)が得 られた｡反応生成物 の lH-NMR は報告 されて いる

NeL1Acα2,6-Galβ114GIcのケミカルシフ ト値と良く一致 していたLl04]｡反応生成

物の構造上､特徴的な )H-NMRのシグナルを以下に示す｡:65.21(d,O.4H,
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

培養時間 (hr)

0

Fig.3-5 3xPYBG培地による培養結果

3XPYBG培地 を用いたジャーファメンター

培養の結果 を示す｡ 菌体量は660nmの吸

光度 (OD)で測定 した｡ 軒素活性及び培
養液中のガラク トース､酢酸は3.2.2.義
び3.2.3.に示 した方法で測定 した｡
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Fig.3-6 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､クマジブリリアン トブルーR250を用いた｡

1,分子量マーカー f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

-ゼ (30kDa))､2,シアル酸転移酵素精製標品
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Fig.3-7 酵素反応スキーム

単糖､二糖 を糖受容体基質 とした酵素反応のスキームと､
反応生成物の単離収室を示す｡
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J=3.5Hz,GIcαH-i),d 4.66(d,0.6H,J-8.0Hz,GIcβH-1),d4.42(d,1冒,

J=7.8Hz,GalH-1),∂3.30(dd,0.6H,J=8.4Hz,8.4Hz,GIcβH-2), 62170(dd,i

冒,J=4.5Hz,12.35Hz,NeuAcH-3eq),♂2.02(S,3H,Ac), ♂1･73(dd,1冒,

J=12.3Hz,12.3Hz,NeLIAcH-3ax).

N-アセチルガラク トサミンを糖受容体基質とした場合､4.61哩 の NeLIAcα2,6-

GalNAc(i).0匹mOl､収率 56.2%)が得 られた｡反応生成物の lHINMRは報告され

ているNeLIAcα2,6-GalNAcのケミカルシフ ト値と良く一致 していた[105〕｡反応生

成物の構造上､特徴的な lH-NMRのシグナルを以下に示す｡:♂5.22(d,0.5H,

J=3.7Hz,GalNAcαH-1),β4.63(d,().5H,J=8.4Hz,GalNAcβH-1),♂2･74(dd,

0.5H,∫-4.6Hz,12.5Hz,NeLIAcH-3eq),♂2.73(dd,().5冒,J=4.6Hz,j2･4Hz,

NeuAcH-3eq),62.()5,2.()4(each3H,Ac),61･71(dd,O･5H,J=12･2Hz,12･2H./"

NeuAcH-3ax),a1.70(dd,0.5H,J=12.1Hz,12.1Hz,NeuAcH-Sax).

メチル-p-D-ガ ラク トビラノシ ドを糖受容体基質 とした場合､5･()里 の

NeLIAcα2,6-Gal-OMe(10.4日m()1､収率 65.()%)が得られた｡反応生成物の lH-NMR

は報告されている NeLlAcc(.2,6-Gal-OMeのケミカルシフ ト値と良く一致 していた

[89〕｡反応生成物の構造上､特徴的な lH-NMRのシグナルを以下に示す｡:♂4･31

(d,lH,J=7.94Hz,GalH-1), (33,57(S,3H,OMc),♂3.49(dd,1H,J=8.0Hz,9.9

H7J,GalH-2), ()12,73(dd,1H,J=4.(lu-I7J,12.5Hz,NcLlAcH-3eq),∂2･04(Lq,3H)

Ac),C)Ii.70(dd,1H,J=12.2冒/_,12.2H-/_,NcLlAcH-3とIX).
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3.4. 考察

従来の培養条件では､p.damse/lIJTO16O株のシアル酸転移酵素生産量は培養液

11iLel･あたり約 2UUであった｡この低い酵素生産性を改良し､工業的 レベルで

STasc()160を生産するために､培養条件の検討を行った｡その結果､酵素生産量

を従来の約 28倍､培養液 11iLel･あたり55OUの STaseO16Oを生産させることに

成功した｡今回構築 した培養条件はフラスコ培養､ジャーフアメンター培養 い

ずれの場合にも適用可能であった｡フラスコ培養での高い酵素生産性をジャー

フアメンター培養で再現できたことは､大型の培養槽を用いて P.dan,J･e/(lJTOL6()

株を培養 し､STaseO160の工業的レベルでの生産が十分可能であることを示 して

いる｡また､本酵素は細菌由来であるために短時間で大量の酵 素を生産するこ

とも可能である｡さらに､最適化された培養条件で増殖させた菌体から 6段階

の精製工程で､精製倍率 7()()倍､収率 用%で精製酵素が得 らたことも､本歯を

用いるα2,6-シアル酸転移酵素の生産が有用であることを示 している｡

第 2章で述べた粗酵素液の調製方法 (2.2.6.)では､酵素の抽出効率が約 10%

と低く (Table2-1)､これは酵素を大量に供給するために改善 しなければならな

い問題であった｡今回､菌体の破砕方法は以前と同様であるが､菌体破砕液を4℃

で 綱引l-I]撹坪することにより､約 70%の抽出効率で STase016Oが可溶化される

ことを明らかにした (Tablc3-3)｡この結果も､本酵素の大量供給を行う際の有

用な知見である｡また､この結果から､STaseO16()は菌体内において､比校的腰

と強く結合していることが示された｡
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大腸菌などの培養において､グルコースを炭素漉及びエネルギー源として使

用 した場合､クラブ トリー効果 として知られる酸性副生成物の蓄積が しばしば

観察される[1()6,107]oその中でも､酢酸の生成は菌体増殖阻害の主たる要因 と

して知 らjlている[lO8]o今回構築 した sTaseO160の高生産系 (3xPYBG培地)

においても低 レベルではあるが､酢酸の蓄積が確認されたことから本菌の増殖

が酢酸によって阻害されている可能性がある｡将来的には､培養液中から酢酸

を除去することができれば､更に高い生産系の構築も可能と考えられる｡

P･da,"elf/JTO16()株によるシアル酸転移酵素の生産はある特定の生育ステ…

ジで生産されるのではなく､菌体増殖型であったことから(Fig.3-1)､ST｡seO160

によって生産された生体内物質が本菌株の生存 に極めて重要な機能 ･役割を担

っている可能性もある｡菌体量とSTaseO160生産量に比例閑係が見 られたこと

から､本酵素の生体内での糖受容体基質量も増加 しているものと考えられる｡

生体内における本酵素の糖受容体基質の解明は､今後の課題として非常に興味

深い｡

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､STARE

O16()は糖鎖構造中の非還元末端に存在するGalβ1-4GIcもしくは G抑 -4Gl｡NA｡

構造を認識してシアル酸を転移 していると考えられることから (T｡bl｡2_4)､ガ

ラク トース転移酵素や JV-アセチルグルコサミン転移酵素などの脚 転移酵素が薗

体内に存在することが推察される｡もしこれらの糖転移酵素の存在が穐認され

れば､今別 撒 した培養条件で これ らの酵素を大量に生産 ･単離することも可

能と考えられる｡
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P.dCImJ'e/(/JTO16()株の菌体から調製 した粗酵素液中には､今回測定 した条件で

はシアリダーゼ活性が認められなかった｡そこで 0.1Uの STaseO160を含む粗

酵素液を用いてシア リルオリゴ糖の酵素合成 を行い､6･4mgの NeuAcα2,6-

Galβト4GIc､416mgの NeuAcα2,6-GalNAc､5.0mgの NeuAcct2,6-Gal-OMeが得 ら

れたoこの結果は､今回構築 した培養条件で 1uLerスケ…ルの培養を行い､それ

から簡便な方法で得 られる粗酵素液を用いてシアリルオリゴ糖 のグラムスケー

ル合成が可能であることを示唆するものである｡今後､粗酵素液を固定化 した

シアル酸転移酵素の固定化カラムを作製することで､より簡便なシアリルオ リ

ゴ糖の酵素合成も可能になるものと期待される｡

また､〟-アセチルガラク トサミンを糖受容体基質とした酵素反応生成物の構

造解析の結果から､STaseO160が β-ガラク トシ ドα2,6-シアル酸転移酵素として

のみではなく､〟-アセチルガラク トサミニ ドα2,6-シアル酸転移酵素として機能

することを明らかにした｡現在までに､動物由来の 3種類の 〃-アセチルガラク

トサミニ ドα2,6-シアル酸転移酵素が知 られている〔49-5日｡これらの酵素はい ず

れも糖蛋白質に O-リンク型で結合 している 〃-アセチルガ ラク トサミン残基に

C,･2,6結合でシアル酸を転移する｡これ らの酵素の糖受容体基質特異性はそれぞ

れ異なるが､いずれも糖受容体基質である糖蛋 白質の蛋白質部分をも認識 して

シアル酸を転移することが知 られている｡そのために､こゴ1らの酵素は単独で

存在するN-アセチルガラク トサミンを基質とすることができない｡一方､sTと､Se

016()は蛋白質と結合 していない〃-アセチルガラク トサミン単体も糖受容体基質
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として､シアル酸を転移することができる｡このように､STaseU160は広い糖受

容体基質特異性を持ち､これまでに知られているシアル酸転移酵素では合成す

ることができなかったシアリルオリゴ糖を酵素合成することが可能であると考

えられる｡

これまでに､STARE(-)16(.)の酵素化学的性質を明らかにし､さらに本酵素の大量

生産の可能性を示すことができた.しかし､本酵素の一次構造 ･高次構造に園

する知見は得られてはおらず､また､N 末端アミノ酸も不明である｡これらに

関する知見を得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必要で

ある｡また､本酵素の可溶化には界面活性剤の添加が必要であったことから､

本酵素は膜結合型酵素であると考えられる｡本酵素をコー ドす る遺伝子をクロ

…ニングして､膜結合碩域を明 らかにすることができjlば､この部分を削除 し

た組換え体 STaseO160を生産することにより､可溶性酵素を供給することが可

能になると期待されたので､次章において STaseO160をコー ドする遺伝子のク

ローニング及びその発現を行った (第4章参照)｡
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