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論文内容の要旨

本論文は、デンプンから環状四糖 (cyclo {→6)・ α ・ D-Glcp -(1→3)・ α ・ D-Glcp-(1→6)・ α ・n-Glcp -(1→3)・ α ・n-Glcp-(1

•} )を生成する微生物の単離、環状四糖生成に関与する 2種の新規酵素の発見、酵素の精製と性質調査、環状四糖生

成機構の解明、酵素遺伝子のクローニング、工業的に有用な耐熱性酵素の取得、デンプンからの工業的製造法の確立

と実証、さらに応用の一例として分岐環状四糖の合成についてまとめたものである。

緒論では、本研究の背景をなす知見を概説し、本論文の目的と意義について述べている。

第 1 章では、土壌中の微生物を検索し、培養液中に環状四糖を産生する Bacillus globisuporus C 11 株を取得して

いる。 C11 株の培養上清から環状四糖の生成に関与する 2 種の新規酵素、 6-α ・グ、ルコシルトランスフエラーゼ (6GT)

と 3・ α ・イソマルトシルトランスフエラーゼ(lMT) を発見している。 6GT の分子間 α-1 ，6 グ、ルコシル転移反応、 IMT

の分子間 α-1 ，3 イソマルトシル転移反応、 IMT の分子内環状化反応の 3段階の反応で環状四糖が生成することを明ら

かにしている。

第 2 章では、 B. globisuporus C11 株の 6GT 遺伝子及び IMT 遺伝子のクローニング、を行っている。両酵素のアミ

ノ酸配列には、シグナルペフ。チド様配列が存在し、糖加水分解酵素ファミリー31 に属する α ーグルコシダーゼに共通

する保存領域と推定触媒残基の 2 つのアスパラギン酸が保存されていることを明らかにしている。両酵素遺伝子は、

染色体上で隣接して存在し、さらに環状四糖の菌体内への取込に関与すると推定される蛋白質遺伝子などと遺伝子ク

ラスターを形成していることを見出している。

第 3 章では、環状四糖の工業的製造のために、液化デンプンを原料とする糖化反応に使用可能な、 C11 株酵素より

耐熱性の高い酵素生産菌を土壌より検索し、 B. globisuporus N75 株を単離している。粗酵素による環状四糖生成試

験では C11 株酵素と比べて 10
0

C高い温度での反応が可能であることを明らかにしている。本菌株の 6GT と IMT に

ついて酵素の精製と性質調査、酵素遺伝子のクローニングと塩基配列決定を行っている。両酵素のアミノ酸配列は、

N75 株と C11 株で高度に保存されており、両酵素遺伝子のゲノム上での配置も似ていることを明らかにしている。

第 4 章では、デンプンからの環状四糖の製造法の検討を行っている。デンプン部分分解物からの環状四糖生成牢は

62%に達することを示している。高濃度基質での反応では、シクロデキストリン合成酵素との併用で環状四糖生成率

を高めることができている。液化デンプンを原料にトンスケールで環状四糖 5含水結晶を製造している。

第 5 章では、環状四糖の利用や、環状四糖への機能性付加を目的に、リゾチームによる新規分岐環状四糖の合成を
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行っている。新規ヘテロ分岐環状四糖が反応収率 9%で合成できている。

総括では、本研究で得られた成果をまとめて述べている。

論文審査の結果の要旨

様々な分野で、新しい機能性を持った素材の開発が望まれている。本論文は、デンプンを原料とした糖質の新しい

製造法を目指して、自然界から環状四糖 (cycJo{→6)幽 α ・ D-Glcp-(1→3)・ α ・ D-Glcp-(l→6)・ αサGlcp-(1→3)・ α ・D-Glcp

(1•} )を生成する微生物を単離し、環状四糖生成に関与する 2種の新規酵素を発見している。これら酵素の精製と性

質調査、環状四糖生成機構の解明、両酵素遺伝子のクローニング、工業的に有用な耐熱性酵素の取得を行い、デンプ

ンからの環状四糖の工業的製造法の確立と実証を行っている。さらに環状四糖の応用の一例として分岐環状四糖の合

成を試みている。

これらの成果を要約すると以下のとおりである。

(1) 土壌から培養液中に環状四糖を産生する BaciJJus gJobisuporus Cll 株を取得し、 Cll 株の培養上清から環状四

糖の生成に関与する 2種の新規酵素、 6・ α ・グ、ルコシルトランスフエラーゼ (6GT) と 3-α ・イソマルトシルトラン

スフエラーゼ (IMT) を発見している。 6GT と IMT が触媒する 3 段階の反応でマルトオリゴ糖から環状四糖が生

成することを明らかにしている。

(2) C11 株の 6GT 遺伝子及び IMT 遺伝子をクローニングしてその塩基配列を決定し、糖加水分解酵素ファミリー31

に属する α ・グ、ルコシダーゼと共通する保存領域と推定触媒残基を見出している。両酵素遺伝子が染色体上で隣接し

て存在し、さらに環状四糖の菌体内への取込に関与すると推定される蛋白質遺伝子などと遺伝子クラスターを形成
していることを見出している。

(3) C11 株酵素と比べて 100C高い温度での反応が可能である、工業的な利用価値が高い耐熱性酵素を生産する B.

gJobisuporus N75 株を土壌より単離している。

性) デ、ンプンからの環状四糖の製造法の検討を行い、液化デ、ンプンを原料にトンスケールで環状四糖 5 含水結晶を製

造している。

(5) 環状四糖への機能性付加を目的に、リゾチームにより新規分岐環状四糖を合成し、その構造を明らかにしている。

以上のように、本論文は、 2種の新規酵素の発見によって、様々な分野での利用が期待される環状四糖の大量・安

価な製造法を確立しており、酵素工学ならびに応用生物工学の発展に寄与するところが大きい。

よって本論文は博士論文として価値があるものと認める。
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