
トレハロース（α-Glc-（1�1）-α-Glc）は，微生物，昆

虫，植物，無脊椎動物など自然界に広く分布している．ト

レハロースは生物にとってエネルギー源であるだけでな

く，乾燥，凍結，浸透圧といったさまざまなストレスによ

る組織の損傷から保護する重要な機能性物質として存在し

ている．したがって，生物は環境に応じてトレハロース濃

度を調節するため，分解または合成に関与する多様な酵素

を有している．本研究では，微生物におけるトレハロース

代謝に関与する酵素を検索しトレハロースおよび有用オリ

ゴ糖の酵素合成法の確立を目的に，得られた 3種類のトレ

ハロース関連酵素について特性を調べた．

1. トレハラーゼ（EC 3.2.1.28）

トレハラーゼ（系統名：α，α-トレハロースグルコハイ
ドロラーゼ，EC 3.2.1.28）は，トレハロースを加水分解し，

グルコースを生成する酵素である．本酵素は微生物（カ

ビ1－3），酵母4），バクテリア5）），海藻類6），昆虫7），動物組

織8）から精製され諸性質が報告されている．トレハラーゼ

は生物にとって重要であるばかりでなく，その特異性から

研究分野での利用も期待できる．ブタ膵臓由来の標品が市

販されているものの，高価であることとα-グルコシダー
ゼ様の活性が混在していることから，研究用ツールとして

は適していない．そこで，容易な供給源として微生物に注

目し，土壌分離菌からトレハラーゼ生産菌のスクリーニン

グを行った．その結果，トレハラーゼ高生産株として，

Bacillus sp. T 3を取得した9）．トレハラーゼは，トレハロー

スを炭素源とする培地で培養したときに誘導的に生産され

た．培養液の遠心上清の酵素活性は溶菌とともに増加した

ことから，本酵素は菌体内酵素と考えられた．本酵素を電

気泳動的に単一にまで精製し，諸性質を調べた．SDS-

PAGEおよびゲル濾過分析の結果から，本酵素はモノマー

酵素で，分子量はトレハラーゼとしては比較的小さい

58,000と見積もられた．最適温度は 50°C，最適 pHは 7.8

付近であり，微生物由来トレハラーゼとしては最適 pHが

ややアルカリ側であった．また，Labosphaera sp．由来トレ

J. Appl. Glycosci., 53, 57―64 (2006)
�C 2006 The Japanese Society of Applied Glycoscience

Award Address: Distinguished Young Scientist Award of the 2005’s JSAG

Study of Trehalose-relating Enzymes
(Received November 4, 2005)

Tomoyuki Nishimoto＊

Amase Institute, Hayashibara Biochemical Laboratories Inc.
(7―7, Amase-minamimachi, Okayama 700―0834, Japan)

Abstract: Trehalose (α-Glcp-(1�1)-α-Glcp) is widely distributed in nature such as microorganisms, insects,
plants, and invertebrates. This sugar exists not only as an energy source but also as an important
functionality-material that protects the organization from damage by various stresses such as drying, freezing,
and osmotic pressure. Therefore, organisms have various trehalose-related enzymes that participate in degra-
dation or synthesis of trehalose to adjust the concentration in response to the environment. In this study, we
obtained trehalase, trehalose synthase or trehalose phosphorylase producing bacterium from soil or an al-
ready identified bacterium. The trehalose-related enzymes are classified from the catalyst style into three
groups named the degradation, the intramolecular transglucosylation, and the intermolecular transglucosyla-
tion. Three enzymes we screened were different from other kinds of trehalose-related enzymes. In addition, we
clarified some properties of these enzymes, and examined the synthesis of useful oligosaccharides. Trehalase,
which hydrolyzes trehalose to glucose, was purified from the Bacillus sp. T 3 cultures. Trehalose synthase,
which catalyzes the interconversion of maltose and trehalose by intramolecular transglucosylation, was puri-
fied from cell-free extracts of Pimelobacter sp. R 48 and the thermophilic bacterium Thermus aquaticus ATCC
33923. Trehalose phosphorylase, which catalyzes the reversible phosphorolytic cleavage of trehalose, was puri-
fied from a cell-free extract of thermopholic anaerobe, Thermoanaerobacter brockii ATCC 35047. Trehalose
synthase was useful for not only the synthesis of trehalose but also the production of trehalulose (1-O -α-D-
glucopyranosyl-D-fructose) from sucrose. Moreover, a non-reducing disaccharide, α-galactosyl α-glucoside,
was synthesized for the first time by trehalose phosphorylase using galactose as an acceptor.

Key words: trehalose, trehalase, trehalose synthase, trehalose phosphorylase

トレハロースに関連する新規酵素に関する研究＊＊

西本友之＊

株式会社林原生物化学研究所（700―0834 岡山市天瀬南町 7―7）

＊Tel.＋81―86―231―6731, Fax.＋81―86―231―6738, E-mail :
nishimoto@hayashibara.co.jp

＊＊平成 17年度日本応用糖質科学会奨励賞受賞講演

57



ハラーゼで観察されるグルコースの縮合反応10）は認められ

なかった．基質特異性を検討した結果，グルコースから構

成される二糖の中でトレハロースのみに作用し，ネオトレ

ハロース，コージビオース，ニゲロース，マルトース，イ

ソマルトース，セロビオースには全く作用しなかった．次

に，トレハロースの微量定量法について検討した．トレハ

ロースを 0―96 nmol含む反応液にトレハラーゼ精製標品を

0.1 units添加し，pH 7.0で 45°C，120分間作用させた後，

グルコース・オキシダーゼ法により生成したグルコース量

を測定した（Fig. 1）．70 nmol付近まで良好な直線性が得

られた．グルコース量から換算した計算上のトレハロース

回収率は 98.5%であった． 良好な直線性と高い回収率は，

5μmolマルトース共存下でも変化しなかった．以上の結

果から，本トレハラーゼは反応液中のトレハロースの微量

定量に適用可能であることがわかった．なお，本研究は

Bacillus 属細菌由来トレハラーゼの酵素的性質を明らかに

した最初の例である．

2. トレハロース生成酵素（EC 5.4.99.16）

従来，トレハロースは酵母菌体中から抽出・精製するこ

とで化粧品用や試薬用トレハロースは製造されていた．近

年になり，食品用途でのトレハロースの有用性が認識さ

れ，トレハロースを安価に工業生産するための試みが数多

く行われた．たとえば，微生物による醗酵生産11,12）はその

一例である．また，酵素法によるトレハロース合成とし

て，マルトースホスホリラーゼ（MPase, EC 2.4.1.8）とア

ノマー反転型トレハロースホスホリラーゼ（TPase, EC

2.4.1.64）によりマルトースから生成する方法13,14），スク

ロースホスホリラーゼ（EC 2.4.1.7）とアノマー保持型ト

レハロースホスホリラーゼ（EC 2.4.1.231）によりスクロー

スとグルコースから生成する方法15），トレハラーゼによる

縮合反応を利用してグルコースから生成する方法10）などが

報告された．しかしながら，酵素の供給や低収率などの問

題からトレハロースの安価な製造は困難であった．そのよ

うな状況下で，われわれはマルトオリゴシルトレハロース

生成酵素（MTSase, EC 5.4.99.15）16,17）とマルトオリゴシル

トレハローストレハロハイドロラーゼ（MTHase, EC

3.3.1.141）18,19）が共同的に作用することでマルトオリゴ糖か

ら効率的トレハロースを合成する反応系を見出した20,21）．

これら 2種の酵素を含む酵素剤にイソアミラーゼ（EC

3.2.1.68），シクロデキストリングルカノトランスフェラー

ゼ（EC 2.4.1.19），グルコアミラーゼ（EC 3.2.1.3）を組み

合わせることで高濃度の澱粉液化液から 85%以上のトレ

ハロース生成率を実現した22―25）．現在，この方法によりト

レハースの工業的製造が行われている．MTSase／MTHase

系の発見とほぼ同時期に，トレハロース生成に関わる新規

酵素としてトレハロース生成酵素（TSase, EC 5.4.99.16）

が発見された．我々は澱粉からのトレハロース製造方法と

して，前記MTSaseとMTHaseの組み合わせおよび TSase

によるマルトースからの変換方法について種々検討した

が，澱粉からのトレハロース生成率，反応の容易さから

MTSase／MTHase系を採用することにした．しかし，TSase

も酵素化学的に極めて興味深い性質を有しており，以下に

概説する．

土壌分離菌 Pimelobacter sp. R 48培養液中にマルトース

からトレハロースを生成する酵素活性を見出した26）．本酵

素は分子内糖転移反応により，マルトースとトレハロース

の相互変換を触媒する新規ムターゼであった27）．MTSase

もまたα-1,4グルコシド結合とα，α-1,1グルコシド結合の

相互変換を触媒する酵素であるが，MTSaseが重合度 3以

上のマルトオリゴ糖に作用するのに対し，TSaseはマル

トースのみに作用する点が大きく異なっている．公知菌株

からさらに検索した結果，好熱性細菌である Thermus 属

の多くの菌株もまた TSaseを生産することがわかった

（Table 1）．これらの株の中から，Thermus aquaticus ATCC

33923株を選択し，精製酵素を用いて詳細に検討した28）．

P. sp. R 48由来 TSaseの温度安定性が 30°Cまでであるの

に対し T. aquaticus ATCC 33923由来酵素の温度安定性は

80°Cであり，50°Cもの差が認められた．

本酵素の活性 1単位をマルトースから 1分間に 1μmol

のトレハロースを生成する酵素量と定義し，その測定はマ

ルトースを基質とした反応液をトレハラーゼで完全分解

後，増加するグルコース量からトレハロース量を算出する

方法で行った．この活性測定に先に見出したトレハラーゼ

が有効に利用できたことは，本研究を進める上で大いに貢

献したと思われる．さらにトレハラーゼは，トレハロース

の結合エネルギーを測定する際にも利用した．

1）反応機構に関する検討

グルコースとα-またはβ-グルコース 1-リン酸の混合物

Fig. 1. Calibration curve for trehalose determination using the tre-
halose and glucose-oxidase method.

The reaction mixture（pH 7.5）containing trehalose（0―96 nmol）
and trehalase（0.1 U）was incubated at 45°C for 120 min. The glu-
cose content in the reaction mixture was assayed by the glucose-
oxidase method. Regression equation（trehalose 0―72 nmol）: Y＝
1.97（±0.0052）X ; Y , glucose measured （nmol）; X , trehalose
（nmol）.

Table 1. TSase producing bacteria.26）

Pimelobacter sp. R 48＊ Thermus filiformis ATCC 43280

Pseudomonas putida H 262＊ Thermus ruber ATCC 35948

Thermus aquaticus ATCC 25105, 27634, 33923

Thermus sp. ATCC 43814 Thermus sp. ATCC 43814, 43815

＊from soil.
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に対し TSaseは全く作用せず，無機リン酸の有無は酵素活

性に全く影響しなかった．さらに，マルトースと放射能ラ

ベルされたグルコースを含む基質に TSaseを作用後，TLC

クロマトグラムおよびそのオートラジオグラムを調製し

た．TLCクロマトグラムにおいてマルトースはトレハ

ロースに変換されていたが，オートラジオグラムにおいて

放射活性を有する反応生成物は認められなかった．これら

の結果は，�1 TSaseはホスホリラーゼ様活性を有しない，

�2 TSaseはグルコースに対する分子間転移反応を原則的に

触媒しない，ことを示している．次に，高純度の無水結晶

マルトース（β-マルトース純度：約 80%）または 1含水

結晶マルトース（α-マルトース純度：約 98%）に TSase

を作用させ，分単位の糖組成変化を GLC分析により調べ

た（Fig. 2）．アノマーの化学的変化を差し引いて考えると，

TSaseはα-マルトースにのみ作用し，β-マルトースには作
用しないと考えられた．以上の結果から，TSaseはα-マル
トースとトレハロースの相互変換を分子内糖転移反応によ

り触媒するムターゼであると結論した（Fig. 3）．

2）基質特異性

種々の糖質を用いて TSaseの基質特異性を検討した結

果，本酵素はマルトースとトレハロース以外に弱いながら

スクロースにも作用しトレハルロース（1-O -α-D-
glucopyranosyl-D-fructose）を生成することがわかった29）．

この反応は非可逆的であり，トレハルロースからのスク

ロース生成は認められなかった．スクロース濃度 10%

w／v，40°C，100 u／g-sucrose，pH 6.5の条件で 96時間作用

させた結果，トレハルロースの生成率は 81.0%にも達し

た．Michaelis-Mentenタ イ プ の 速 度 式 を 適 用 し て

Lineweaver-Burkの逆数プロットからマルトース，トレハ

ロースおよびスクロースに対する速度パラメータを求めた

（Table 2）．TSaseがマルトースやトレハロースと比較して

スクロースに作用しにくいのは Vmaxが小さいためであるこ

とがわかった．パラチノース生成酵素（EC 5.4.99.11）は

スクロースをパラチノースとトレハルロースに変換する酵

素である．この酵素を産生する微生物の中で，Pseudo-

monas mesoacidophila MX-45630）および Agrobacterium radio-

bacter MX-23231）はスクロースを主としてトレハルロース

に変換する酵素である．TSaseもまたパラチノース生成酵

素と同じ活性を有していた．

3）トレハロース生成率に与える反応温度の影響

反応の平衡はトレハロース生成に傾いており，マルトー

スからのトレハロース生成率はおよそ 70%であった．詳

細には，マルトースとトレハロースの平衡時における比率

は反応温度に依存しており，温度が低くなるに従いトレハ

ロース生成率は高くなる．この現象の原因として反応温度

が低くなるに従い加水分解物作用（水への糖転移）が抑制

されることが挙げられる．しかしながら，温度により平衡

状態におけるマルトースとトレハロースの比率も変化して

いることから，別の要因が考えられた．マルトースのトレ

ハロースへの変換はすなわちα-1,4グルコシド結合のα，
α-1,1グルコシド結合への変換であり，結合エネルギーの

変化が生じている．よって，変換反応における熱測定およ

び平衡定数の温度依存性からマルトースのトレハロースへ

の変換に伴うエンタルピー変化（ΔH）を評価することで

先に挙げた現象が理解できるのではないかと考えた32,33）．

グルコアミラーゼを用いたマルトースの加水分解およびト

レハラーゼを用いたトレハロースの加水分解における熱測

定をMicroCal社製滴定型カロリーメーターで行った結果，

Maltose（eq）＋H2O＝2 D-glucose（eq）

ΔH＝－3.90±0.12 kJ／mol（50°C）

Trehalose＋H2O＝2 D-glucose（eq）

ΔH＝＋6.03±0.16 kJ／mol（50°C）

であった．

よって，それらの差からアノマーが平衡状態にあるマル

トースがトレハロースに変換されたときのΔH は，－9.93

±0.20 kJ／mol（50°C）と評価された．また，50°Cでマルトー

スおよびトレハロースに TSaseを作用させたときの熱測定

Fig. 3. Reaction scheme of TSase.

Fig. 2. Time course of TSase reaction withα-maltose or β-
maltose as substrates.

（a）Products fromα-maltose;（b）Products fromβ-maltose. Re-
action mixtures containing 0.1% substrate, trehalose synthase
（12,000 U／g-substrate）, and 20 mM acetate buffer（pH 6.5）were
incubated at 50°C. Samples were collected at intervals and frozen
rapidly by immersing the micro test tube in cooled methanol（－80
°C）to stop the reaction. After lyophilization, the sugar compositions
were analyzed by GLC. , with enzyme; ……, without enzyme;
●, trehalose; □,α-maltose; ■,α-maltose.

Table 2. Km and Vmax of TSase for various substrates.

Km

（mM）
Vmax

＊1

（mmol／min）
Vmax／Km

Maltose 34.5 102＊2 2.96

Trehalose 158 208＊3 1.32

Sucrose 96.5 9.51＊4 0.099

＊1At pH 7.0, 60°C. Production of trehalose,＊2 maltose,＊3 trehalu-
lose.＊4

59Study of Trehalose-relating Enzymes



と平衡時の糖組成分析を行った．各基質の加水分解物に伴

うΔH を補正した結果，相互変換におけるΔH は，

Maltose（eq）＝0.322 maltose（eq）＋0.668 trehalose

ΔH＝－6.53±0.27 kJ／mol（50°C）

Trehalose＝0.328 maltose（eq）＋0.672 trehalose

ΔH＝＋3.44±0.06 kJ／mol（50°C）

であった．よって，それらの差からアノマーが平衡状態に

あるマルトースがトレハロースに変換されたときのΔH

は，－9.97±0.28 kJ／mol（50°C）と評価された．さらに，

種々の温度におけるマルトースに対するトレハロースの比

率の経時変化から，各温度の平衡定数 K（［Trehalose］／

［Maltose］）を求めた．Vant Hoffの式（d lnK ／dT＝ΔH ／

RT 2）に基づき平衡定数 K の対数を絶対温度 T の逆数に

対してプロットして得られる一次比例関係から，アノマー

が平衡状態にあるマルトースがトレハロースに変換された

ときのΔH は，－9.86±0.28 kJ／mol（50°C）と評価された．

以上，3とおりの方法で評価されたΔH はともによく一

致しており，Fig. 4に示した反応スキームの熱力学的整合

性が立証された．この反応スキームの成立は，マルトース

とトレハロースの平衡がその変換ルートに関係なく反応温

度により決定されることを示唆している．すなわち，反応

温度が低くなるに従いトレハロース生成率が高くなる現象

が熱力学的に説明できた．単糖の異性化反応に関する熱力

学的アプローチについてはいくつか報告されているが，二

糖間の結合様式の変換に関する熱力学的アプローチは少な

い．

4）TSase遺伝子の解析34,35）

Pimelobacter sp. R 48および T. aquaticus ATCC 33923の

TSase遺伝子（TreS）をクローニングし，タンパク質一次

配列を決定した．P. sp. R 48由来 TreS 遺伝子（1719-bp）

にコードされるアミノ酸配列は 573残基で，精製酵素タン

パクは遺伝子から推定される配列の N末端側の 5残基が

欠損した形であることがわかった．一方，T. aquaticus

ATCC 33923由来 TreS 遺伝子（2892-bp）にコードされる

アミノ酸配列は 963残基であった．両タンパクには 390ア

ミノ酸残基もの相違が認められたが，N末端領域の配列は

高い相同性が認められた．また，TSaseのアミノ酸配列中

には，α-アミラーゼ（EC 3.2.1.1）や CGTase，イソアミラー

ゼ，ブランチングエンザイム（EC 2.4.1.18），MTSase,

MTHaseなどのα-アミラーゼファミリー酵素間で保存され
ている領域が存在していた（Fig. 5）．これら保存領域の中

で A領域と C領域のヒスチジンは基質との結合に関与す

る残基，B領域のアスパラギン酸，C領域のアスパラギン

酸は同ファミリーに共通する触媒残基である．これらの残

基が TSaseにも存在していることから，本酵素もα-アミ
ラーゼファミリーに属する酵素と考えられた．

T. aquaticus ATCC 33923 TreS 遺伝子の上流には 720-bp

からなる別のオープンリーディングフレーム（ORF）が存

在していた．この ORFから推定されるアミノ酸配列は，

E. coli 由来43）や Saccharomyces cerevisiae 由来44）トレハロー

ス-6-リン酸ホスファターゼ（TPPase, EC 3.1.3.12）と相同

性を有していた．TPPaseはトレハロース-6-リン酸合成酵

素（EC 2.4.1.15）とともに広く生物界においてトレハロー

ス生合成システムの一部として機能していることが知られ

ている．おそらく，このリン酸依存型トレハロース合成経

路が TreS 遺伝子近傍に存在しているものと推定される．

最近，耐塩性菌 Rhodobacter aphaeroides のゲノム解析から

先の 2経路に，MTSaseおよびMTHaseが関与するトレハ

ロース合成系を加えた 3経路に関与する遺伝子が一つのゲ

Fig. 4. Reaction scheme of the interconversion between maltose
and trehalose.

Fig. 5. Putative catalytic and substrate-binding residues in TSase and amylolytic enzymes.

The following enzymes are shown: TSase, trehalose synthases from Thermus aquaticus ATCC 33923 and Pimelobacter sp. R 48; MTSase,
maltooligosyl trehalose synthases from Arthrobacter sp Q 3636）and from Sulfolobus acidocaldarius ATCC 3390937）; MalS, maltase from Sac-
charomyces carlsbergensis38）; TAA,α-amylase（EC 3.2.1.1）from Aspergillus oryzae39）; CGTase, cyclomaltodextrin glucanotransferase（EC
2.4.1.19）from Bacillus stearothermophilus40）; Iam, isoamylase（EC 3.2.1.68）from Pseudomonas amyloderamosa 41）; BE, Branching enzyme
（EC 2.4.1.18）from Bacillus stearothermophilus.42） The putative catalytic residues are highlighted in black. The putative substrate-binding
residues are shaded.
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ノム中に見出された45）．本菌は，塩ストレス条件下で適合

溶質としてトレハロースを蓄積することが知られている．

特に，TreS 遺伝子はトレハロースの分解に関与している

らしい．Thermus 属菌の場合も，複数のトレハロース合成

系により，蓄積するトレハロース濃度を調節しているのか

もしれない．

3. トレハロースホスホリラーゼ（EC 2.4.1.64）

従来，トレハロースは 1 kg当たりおよそ 3万円と高価

であったため，食品用途の糖質を開発原料としては不適当

であった．2．で述べたように，Arthrobacter 属細菌由来

MTSaseとMTHaseを利用し澱粉を原料としたトレハロー

スの工業的製造が開始され，高純度結晶トレハロースが従

来の 100分の 1の価格で入手可能になった．このことを契

機に，トレハロースに作用する新規酵素のスクリーニング

を行った．その結果，公知菌である嫌気性古細菌 Ther-

moanaerobacter brockii の菌体中にトレハロースから非還

元性三糖セラギノース（α-Glc-（1→2）-α-Glc-（1�1）-α-Glc）

生成活性を見出した46）．本活性は，既知酵素トレハロース

ホスホリラーゼ（TPase）とコージビオースを加リン酸分

解する新規酵素コージビオースホスホリラーゼ（KPase, EC

2.4.1.230）の共同作用に由来することを明らかにした

（Fig. 6）47）．すなわち，TPaseによりトレハロースからグル

コースとβ-glucose 1-phosphate（β-G 1 P）が生成し，次い

で KPaseがβ-G 1 Pを供与体としトレハロースにグルコシ

ル転移することでセラギノースが生成する．KPaseはグル

コースとβ-G 1 Pからコージオリゴ糖を生成することか

ら，α-1,2グルコシル結合に関する新規ホスホリラーゼで

あることがわかった．

1）TPaseの酵素的性質48）

T. brockii は高い生育温度（培養温度：60°C）を有する

ことから，TPaseは高い耐熱性をもつことが期待された．

本 TPaseの酵素的性質を既知 TPaseとともに Table 3にま

とめた．本酵素の反応最適 pHは既知酵素と同様に中性付

近であったが，最適温度および熱安定性は最も高い値で

あった．安定性の面から，工業的利用に適した酵素と考え

られた．なお，最近 Inoue等が Bacillus stearothermophilus

SK-1株由来 TPaseの諸性質について報告している53）．B.

stearothermophilus 由来 TPaseの最適温度は T. brockii 由来

耐熱性 TPaseより高く，およそ 75°Cであった．

T. brockii 由来耐熱性 TPaseの作用は既知 TPaseと同様

にトレハロースに特異的で，ネオトレハロース，コージビ

オース，ニゲロース，イソマルトース，ソフォロース，ラ

ミナリビオース，セロビオース，ゲンチオビオースには作

用しなかった．また，セラギノースや 4-O -α-D-グルコシ
ルトレハロース（α-Glc-（1→4）-α-Glc-（1�1）-α-Glc）にも

作用しなかった．

2）TPaseを用いたガラクトシルグルコシドの酵素合成

T. brockii 由来耐熱性 TPaseの受容体特異性を検討し

た48）．既知 TPaseと同様，D-グルコース以外に，キシロー

ス，フコース，グルコサミンなどへの糖転移が認められ

た．グルコシルキシロシド，フコシルグルコシドなどのヘ

テロ非還元性二糖が生成していると考えられる．一方，既

知酵素では受容体にならないとされている D-ガラクトー

スが良好な受容体となり，非還元性二糖ガラクトシルグル

コシド（Gal-G,α-Gal-（1�1）-α-Glc, Fig. 7）が生成した54）．

Gal-Gの化学合成については Lee55）および Bassily56）により

報告されているが，酵素合成は本 TPaseを用いることで初

めて可能になった．さらに，Gal-G高純度結晶標品（純度

Fig. 6. The synthesis scheme of selaginose from trehalose by
TPase and KPase.

Table 3. Properties of TPase from various microbial origins.

Property
T. brockii

ATCC 35047
E. gracilis49） M. varians

No. 3950）
Plesiomonas sp.

SH-3551）
C. ferruginea

KY 203952）

Molecular mass

SDS-PAGE 88000 ND 105000 88000 98000

Gel filtration 190000 ND 570000 200000 400000

Isoelectric point 5.4 ND 4.8 4.5 4.6

Optimum pH 7.0―7.5 7.0 7.0 7.0 6.5

Optimum temp.（°C） 70 40 32 50 45

pH stability 6.0―9.0 6.0―8.0 5.5―7.5 6.0―9.0 ND

Thermal stability（°C） below 60 below 40 below 30 below 45 ND

ND, not determined.

Fig. 7. Structure of galactosyl glucoside（Gal-G）.
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98%以上）を得ることにも成功した57）．Gal-G結晶は水分

が 5.43%（w／w）であることから，1含水結晶と考えられ

た．融点は 121°Cで，25°Cにおける溶解度は 222 g／水 100

gであった．本結晶は相対湿度 75%までほとんど吸湿性

を示さず，取り扱いは容易であった．Bassilyらも Gal-G

結晶を得たと報告しているが，その融点が 165から 170°C

であることから，今回得られた結晶は Bassilyらのものと

は異なる結晶であると考えられる．Gal-Gの性質の一つと

して酵素分解を受けにくいことが挙げられる．α-ガラク
トシダーゼにより僅かに加水分解されるが，他のグリコシ

ダーゼ（α-グルコシダーゼ，β-グルコシダーゼ，β-ガラ
クトシダーゼ，トレハラーゼ）の作用は全く受けなかっ

た54）．また，最近 Gal-Gが病原性大腸菌などの生産するベ

ロ毒素を中和する活性をもつことが報告された58）．特に，

このような医薬品用途には高純度であることが要求され

る．TPaseを用いた D-ガラクトースへの糖転移，アルカリ

処理，脱塩処理，結晶化を組み合わせることで容易に高純

度 Gal-Gの調製が可能である．

最近，T. brockii 由来 TPaseが単糖だけでなくイソマル

トース，ゲンチオビオース，メリビオースなどのグルコー

ス 6位誘導体である二糖にも糖転移活性を有し，対応する

トレハロース誘導体三糖を選択的に合成することを見出し

た59）．TPaseの有用性がますます広がりつつある．

3）KPaseを用いたオリゴ糖の合成

KPaseはβ-G 1 Pを供与体としα-1,2グルコシル転移を特

異的に触媒するユニークな酵素である．本酵素を用いて

コージビオースやより重合度の高いコージトリオース，

コージテトラオースといった一連のコージオリゴ糖60），ス

クロースを受容体とし対応するヘテロオリゴ糖も合成が可

能である61）．マルトースを受容体とした場合新規三糖α-
Glc-（1→2）-α-Glc-（1→4）-α-Glcが得られるが61），β-G 1 P

の供給を考慮しマルトースにMPaseと KPaseを同時に作

用させることを試みた60）．反応条件を最適化することで，

非還元末端にα-1,2グルコシル基を有する広義でのコージ

オリゴ糖を生成率約 70%で得ることができた．in vitro 消

化性試験結果から，三糖以上のコージオリゴ糖を経口摂取

した場合，小腸ではほとんど消化吸収されず大腸に到達す

るものと推察された．ソバα-グルコ シダーゼ62）や

CGTase63）もまたα-1,2グルコシル転移を触媒することが知

られているが，KPaseのような高い特異性は有していない．

4. お わ り に

3種類のトレハロース関連酵素，トレハラーゼ，TSase,

TPaseはトレハロースというキーワードで結ばれているも

のの，それぞれ加水分解物酵素，分子内糖転移酵素，加リ

ン酸分解酵素と全く異なる糖質関連酵素である．しかしな

がら，一連の流れの中でお互いが重要なツールとなりきわ

めて円滑に研究を進めることができた．また，TSaseや

TPaseが少なからず加水分解物活性を有すること，TPase

がグルコース 6位誘導体である二糖を受容体として糖転移

を触媒することなどから，酵素の曖昧さを実感した．これ

らの事実は，研究に際し固定観念をもたないことがいかに

重要であるかを示唆している．本研究を通じて得られた教

訓とトレハロース，セラギノース，Gal-Gといった非還元

性糖質に対する興味が，その後の一連の環状四糖（環状ニ

ゲロシルニゲロース，cyclo｛→6）-α-D-Glcp-（1→3）-α-D-
Glcp-（1→6）-α-D-Glcp-（1→3）-α-D-Glcp-（1→｝64,65），環状マ

ルトシルマルトース，cyclo｛→6）-α-D-Glcp-（1→4）-α-D-
Glcp-（1→6）-α-D-Glcp-（1→4）-α-D-Glcp-（1→｝66））の発見に

繋がったように思える．環状ニゲロシルニゲロースの開発

に際しても，その生成に関与する 6-α-グルコシルトラン
スフェラーゼの酵素活性測定に前述のMPaseが適用でき

た．また，KPaseを用い分岐環状ニゲロシルニゲロースが

合成できた67）．このように，研究における「よい流れ」は

現在も続いている．よい流れとオリジナルの酵素，糖質を

さほどの制限なく使用できる環境という利点を生かし，さ

らなる新規酵素，有用オリゴ糖の開発に挑戦したい．

最後に，本研究は株式会社林原生物化学研究所天瀬研究

所においてなされたもので，本研究に関し終始一貫してご

指導・ご鞭撻いただきました辻阪好夫博士，株式会社林原

常務取締役栗本雅司博士，株式会社林原生物化学研究所取

締役福田恵温博士に深く感謝申し上げます．熱測定に際し

てご指導，ご助言をいただきました大阪府立大学高橋克忠

前教授，ならびに深田はるみ助教授に感謝申し上げます．

また，株式会社林原生物化学研究所天瀬研究所所長茶圓博

人博士をはじめとする同研究所の所員の皆様，共同研究者

の皆様にお礼申し上げます．
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