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【 緒 言 】 天 然 多 糖 の 生 化 学 的 修 飾 は 母 体 と な る 多 糖 へ の さ ら に 有 用 な 機 能 の 付 与 あ る

いは異なった機能を有する新しい多糖を導く方法のーつである。本研究は、穏和な条

件・立体特異性・短い反応時間などの利点を有する酵素反応を多糖修飾の手法として

選択した。  酢酸菌は化学合成で最も難しいとされる声，1→4結合を持っセルロ―ス（

Bacterial  Cellulose；BC)を菌体外に高純度・高収率で生産することで知られている。

酢酸菌のセルロース合成酵素をin  vivoのまま利用し、  グルコ―ス（Glc）の2位置換

体であるN-アセチルグルコサミン（GlcNAc)をBC分子鎖中に導入し直鎖状ムコ多糖を

生合成できれぱ、  キチンとセルロース両者の機能を合わせ持つ高機能性多糖と成るこ

とが期待される。  この生化学的儘飾が、最も簡単な手法である培地成分の変化だけで

達成されれぱ、BCへのGlc置換体単糖導入及び酵素的天然多糖の修飾に新しい分野を

も た ら す も の と 思 わ れ る 。

【 実 験 】 酢 酸 菌 は 、 AcetobacterXヱ linum ATCC  10245及 び NBI  1051を 用 い た 。   こ れ

ら の 曲 を 、 炭 素 源 と し て の Glcを GlcNAeに 置 換 し た 液 体 培 地 に 3日 ’ お き に 接 種 を 繰 り

返 す 、   あ る い は 、 GlcNAe寒 天 培 地 上 で 培 養 す る こ と に よ り GlcNAcへ の 馴 養 を 行 っ た 。

GlcNAc馴 養 菌 を Glcと GlcNAcを 種 々 の 比 率 で 含 む 培 地 に 接 種 後 、 4-7日 間 、   28℃ で

静 地 培 養 し て セ ル ロ ー ス の 生 産 を 行 っ た o  BCに 導 入 さ れ た GlcNAc含 量 は 、   酸 加 水 分 解

物 を ァ ミ ノ 酸 分 析 で グ ル コ サ ミ ン 塩 酸 塩 と し て 定 量 し た 。   ま た 、   比 較 の た め に グ ル コ

サ ミ ン （  GlcN)、   ガ ラ タ ト サ ミ ン (GalN)に っ い て も 同 様 の 実 験 を 行 っ た 。   得 ら れ た
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GlcNAe含 有 BCの 酵 素 受 容 性 （ セ ル ラ ― ゼ ・ リ ゾ チ ー ム ・ キ チ ナ ― ゼ ） 、   面 配 向 性 、

ヤ ン グ 率 を モ れ ぞ れ 濁 度 法 、   X線 回 折 法 、 引 張 強 度 試 験 法 に よ り 検 討 し た 。 GlcNAe含

有 BCの 対 照 と し て 通 常 の BCと 声 ― キ チ ン を 使 用 し た 。   ま た 、   酵 素 加 水 分 解 に よ り 生 じ

た水溶性オリゴマ―の分子量を高速液体クロマトグラフィ－（HPLC）、により測定し、  セ

    I

ルロ―ス鎖中のGlcNAcの分布状態にっいて考察した。

【結果・考察】酢酸菌のGlcNAeへの馴養操作（GlcNAe液体培地への接種の繰り返し、

GlcNAe固体培地での培養）によって、成長速度に遅れが生じたが、変異は起こさない

ことがコロニーの形態及び液体培地中の状態観察により示唆された。  また、GlcNAeへ

の馴養操作を行った酢酸菌に、Glc培地でのセルロース合成能及び成長速度の敏速な

再生が見られ、  酢酸薗はGlcNAeに対し比較的高い親和性を持つことも示唆された。

GlcNAc液体培地に接種を綴り返した菌株が生産するBC中のGlcNAc含量は、接種回数5

回時に約2molXの最大導入率を示した。  また、  この菌株をGlcNAe寒天培地上で培養し

再び液体培地に戻して多糖を生産さ世ると、GlcNAe含有率は約4molXに上昇した。

GlcNAe寒天培地上でコロニ―形成能を持つ薗株により生産されたBCは、  上述のGlcNAe

液体培地で培養を統けた菌株が生産したBCとほば同定度のGlcNAe含量（2mol%)を示

し、GlcNAeへの馴養を行らた菌株を使用することにより、  単に培地にGlcNAeを添加す

るという培地組成の変化だけでGlcNAeを分子中に含むBC（N－AcGBC）が生合成可能であ

るという結果を得た。  一方、． GalNを添加した培地上に生成したセルロース中にはGalN

は検出されず、GlcNのみが検出され、生化学的修飾過程でGlcNのェピ化が起こってい

ることが示唆された。  以上の結果と通常のBC分子中にも非常にわずかではあるがムコ

糖 が 検 出 さ れ た こ と か ら、 GlcNAc導 入 機 構 は 次 の よ う に 考 え ら れ る 。

    （1）酢酸菌のセルロスース合成酵素内には、Glc類似体を基質として認識す呑酵

    素が存在する、

    （2）その酵索の基質（Glc類似体）は、細胞質内の糖新生経路を通って合成される、

    （3） GlcNAeへの馴養操作は、その酵素を活性化する。

また、一度GlcNAc寒天培地上で培養を行うとGlcNAc導入H非常に活性化されるが、  そ

の後のGlcNAc液体培地への接種操作は、GlcNAc導入率の低下をもたらし、  セルロース

合成酵素が通常状態ヘ再生されることが示唆された。  このことにより、  4 mol%以上の

ムコ糖導入は、in  vivoでは現在のところ不可能と思われる。  また、  GlcNはGlcNAeの
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場 合 よ り も さ ら に O． 2― 0． 5molX多 く 含 ま れ て い る こ と が 示 さ れ 、   ア セ タ ミ ド 基 はそ の

酵 素 に 対 し て 立 体 障 害 を も た ら す 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

濁 度 法 に よ り Nー AcGBCと ロ ー キ チ ン の り ゾ チ ー ム 受 容 性 を 観 察 し た と こ ろ 、   N－ AcGBC

ま 、 短 時 間 で 顕 著 な 濁 度 減 少 を 示 し 、   ま た 、 濁 度 減 少 速 度 も り ゾ チ ― ム 濃 度 に 依 存 す

ることを見いだした。  さらに、  濁度減少値・とN―AcGBCのGlcNAC含量に比例関係が認め

られた。  これらのことは、GlcNAe残基の導入は声-i．4結合によルセルロース主鎖中ヘ

導入されたことを示している。  ー方キチンは酵素濃度を高くしても短時間内では顕著

な濁度減少は観察されず、  N―AcGBCの方がりゾチームのより高感度の基質となること

が示唆された。  リゾチーム消化により生じた水可溶部の分子量は、  N－AcGBCの場合は

反応時間を変えても変化は小さかったが、  キチンの方は、  ほとんどが2，  3糖にまで

分解されており、  N―AcGBCより生じたオリゴマ―はGlcNAc残基がプロ．’ク状にっなか

ったものではないことが予想される。  実際、  リゾチーム処理により生じたN－AcGBCの

水溶性オリゴマーをセルラーゼと反応させた場合、比較的重合度の高いフラクション

が 消 失 し 、   グ ル コ ー ス 及 び セ ロ ピ オ ー ス の ピ ← ク が 現 れ た 。   Nー AcGBCを キ チ ナ ーゼ で

処 理 し た 場 合 、 濁 度 滅 少 と 水 溶 性 オ リ ゴ マ ― の 生 成 量 は り ゾ チ ー ム 処 理 の 時 に 比 べ 、

非 常 に 小 さ な も の で あ る が 、   N― AcGBCは キ チ ナ ― ゼ 受 容 性 を も 有 す る こ と が 示 さ れ た 。

セ ル ラ ― ゼ 処 理 に よ る 濁 度 滅 少 速 度 と Glc生 成 量 の 時 間 変 化 を GPCに よ り 求 め た 結

果 、   N－ AcGBCの 場 合 は 通 常 の BCの 場 合 に 比 べ そ の 両 者 の 速 度 は 遅 く な っ て い る こ と

が 観 察 さ れ た 。   こ れ は 、 GlcNAc残 基導 入に よ るBCの結 晶 構造 の変 化 、  ある い は、   セ ル

ラ ー ゼ 活 性 に 対 す る ア セ タ ミ ド 基 の 立 体 障 害 が 原 因 と 思 わ れ る 。 以 上 の よ う に 、   導 入

さ れ た GlcNAe残 基 量 が 少 な い に も か か わ ら ず 、   リ ゾ チ ー ム 及 び キ チ ナ ー ゼ 受 容 性 を 示

し 、   セ ル ロ ー ス 分 解 酵 素 に よ っ て も 加 水 分 解 を 受 け る 新 し い バ ク テ リ ア 由 来 ム コ 多 糖

を生合成することが出来た。  さらに、  得られたN―AcGBCは通常のBCよりも高い面配向

性 と ヤ ン グ 率 を 持 っ こ と が X線 回 折 と 引 張 り 強 度 試 験 に よ り 示 ． さ れ 、   ア ミ ド 結 合 を 有

す る GlcNAcの 導 人 に よ り 膜 形 成 の 際 に 生 成 す る 水 素 結 合 が 強 ま っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。

こ の こ と は 、   偏 光 FT－ IR分 析 によ って も 観察 され た 。

【 結 諭 】 遺 伝 子 操 作 の 様 な 複 雑 な 手 法 で は な く 、   培 地 組 成 変 換 だ け で 4  molXま で

GlcNAe残 基 を バ ク テ リ ア セ ル ロ ー ス 分 子 鎖 中 ヘ 導 入 す る こ と に 成 功 し た 。   こ の 手 法 の

確立は酵素的多糖の修飾手法に新しい分野を開、くであろう。
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機 能 性多 糖と して 注 目さ 、れ 出し た甲 穀類・昆虫類由来のムコ多糖 キチンは、化学構

造 ・結 晶構 造 共に セル 口一 スと 類 似し てい るが 、  C一 2位 にあ るア セ タミ ド基 に起 因

する強固な水素結合とりゾチーム受容性が唯一セルロースと異なる点と言える。  この

キチンを医用材料などの高機能性素材として供給するためには、  キチンの結晶構造、

特にその要因となっている強い水素結合の性質を明らかにすることが求められるo-し

かし、  キチンはNーアセチルグルコサミン（GlcNAe）のロ-1，4グリカンのため結晶構造

が強固で機能解析を非常に困難にしている。

  申請者は、  ムコ多糖キチンが強い水素結合に支えられた固い結晶構造を持ち、  これ

がキテンの機能性解析の妨げとなっていることに注目した。  このため、  固い結晶構造

が他の弱い水素結合性糖類で希釈された新しいムコ多糖を合成し、  キチン分子鎖を形

成す名アミノ糖の機能を検討する目的で本研究を行った。  新しいムコ多糖を合成する

方法は、化学的重合法，セル口一ス等の化学修飾法，生物を用いた生合成が考えられる
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が 、   申 請 者 は 現 在 最 も 高 分 子 量 ・ 高 純 度 で セ ル ロ ー ス を 菌 体 外 に 作 り出 す Acetobacter

種 に よる 生 合 成 法 を採 用 し 、   そ の 合成 条件を 詳細 に検討 した。   申請 者は、   まず、   グル

コ ー ス （ Glc)と GlcNAeの 化 学 構 造 の 類 似 性 に 注 目 し 煩 雑 な 遺 伝 子 操 作 を す る 事 な く 、

培 地 の 組 成 を 変 え る だ け の 単 純 な 操 作 で ア ミ ノ 糖 を 含 む 新 し い 多 糖 が 合 成 で き る こ と

を 見 い だ し た 。   さ ら に 通 常 の 培 養 操 作 （ 静 地 培 養 ） を 変 え て 超 低 速 で 培 地 を 撹 伴す る

こ と に よ っ て 高 配 向 性 フ ア ブ リ ル 生 成 に も成 功 し て い る 。  こ の 高配 向 性 フ ィ プ ．リ ル 生

成 に よ り 結 晶 構 造 の 解 析 や ア セ タ ミ ド 基 由 来 水 素 結 合 の 特 性 解 明 が 非 常 に 容 易 に な っ

た 。   申 請 者 は さ ら に こ の ム コ 多 糖 生 合 成 の 機 構 に っ い て も 化 学 構 造 の 異 な る アミ ノ 糖

を 用 い て 研 究 し 、 Glc同 様 UDP― GlcNAeや UDPー Glcを 経 由 す る 通 常 の 代 謝 系 に よ って 合 成

さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。   申 請 者 は 得 ら れ た ム コ 多 糖 に っ い て の 物 性 及 び 酵 素

受客性にっいても調べている。  即ち、GlcNAcのバクテリァセルロ―ス中への導入に伴

うりゾテーム，  キチナーゼ及びセルラ―ゼ受容性を濁度法により詳細に研究し、  この

多 糖 懸 濁 液 を 用 い て キ チ ナ ー ゼ と り ゾ チ ー ム の 選 択 動 力 学 及 び セ ル ラ ー ゼ の 簡 単 な 測

定 法 に っ い て も 新 し い 知 見 を 得 て い る 。   モ し て こ の ム コ 多 糖 が セ ル う ー ゼ と りゾ テ ー

ム で 容 易 に 加 水 分 解 さ れ 、   キ チ ナ ー ゼ で は わ ず か に 加 水 分 解 さ れ る と い う 全 く 新し い

性 質 （ 生 分 解 性 ） を 持 つ 多 糖 で あ る こ と を 見 い だ し た 。   こ の 研 究 か ら 新 た に 導 人 さ れ

た GlcNAcま た は GlcNが セ ル ロ ― ス 主 鎖 中 に ロ ― 1． 4結 合 で 導 入 さ れ て い る こ と も 示 唆

され た 。   また 得 ら れ た フア ル ム の 弾 性率 ，   面 配向 性 に っ い ても 研 究 し 、   わずか 数％ の

GlcNAc或 は GlcNの 導 入 で 面 配 向 性 や ヤ ン グ 率 が 高 く な る 現 象 を 見 い だ し 、   こ の 面 で も

新 し い 多 糖 で あ る こ と を示 し た 。

こ の よ う に 申 請 者 は 、   こ の 新 し い 多糖 の 培 養 条 件に っ い て 詳 しく 検 討 し 、   そ の 生 合

成 機 構 を 提 案 し 、   ム コ 多 糖 類 に 関 す る 新 し い研 究 分 野 を 切り 開 い た 。   そ の 機 能 性に つ

い て も 穐 々 の 可 能 性 を 示 唆 し た 研 究 は 、   新 機 能 性 多 糖 と し て 国 際 的 に も 高 い 評 価 を 得

ている。

  よって審査員一同は、  申請者が博士（理学）の学位を受けるにふさわしい資格を持

っも の と判 断した 。
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