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学位論文内容の要約 

 
博士の専攻分野名称 博士（農学） 氏 名 Janjira Maneesan  

 

学位論文題名 

Reaction mechanism of glycosidases by studying 1,5-anhydro-D-fructose production 

（1,5-アンヒドロ-D-フラクトース生成によるグリコシダーゼの反応機構の究明) 

 

２つの反応機構モデルが糖質酵素に提案されている。すなわち、二重（あるいは一重）

求核置換反応機構およびオキソカルベニウムイオン中間体反応機構である。現在は、前者

が広く信じられている。一方、糖質酵素の触媒反応は両機構から説明できるため、その推

定には明白な実験事実が重要である。 

幾つかの糖質酵素が glycoside hydrolase family（GH）31 に分類され、α-1,4-glucan lyase 

（GLase）とα-glucosidase（AGase）は本グループの構成員である。従って、AGaseと GLase

のアミノ酸一次配列は 23~28%の類似を示し、触媒アミノ酸も一致する。阻害剤特異性や

基質特異性にも共通性が見られる。しかしながら、AGaseと GLaseが示す酵素反応は異な

り、前者は加水分解反応を触媒し glucose を遊離するのに対し、後者は脱離反応を触媒し

1,5-anhydro-D-fructose（AF）を生成する。これらの知見は、GH31型の AGaseが脱離反応を

行い、AFを産することを示唆している。本研究の目的は GH31 AGaseが触媒する反応にお

ける AF生産の究明である。 

（１）AF生産の解析 

AGase は主に加水分解反応を触媒するので、脱離反応の頻度は少ないと考えられた。従

って、生成する AF は微量と予想されたため、LC-MS-MS を利用した分析を行った。本手

法には内部標準である[U-13C]AFが必要であり、[13C]starchにGLaseを作用させて調製した。

[13C]AFはゲル濾過および HPLCで精製した。AFは互変異性化を生じかつ不安定なため、

オキシム誘導体（[13C]AF-OX）に導き、LC-MS-MS で分析した。GH31 型の AGase は、

Aspergillus niger由来の野生型酵素（ANGase）を用いた。 

（２）ANGaseが示す AFの生成 

ANGaseを基質であるマルトオリゴ糖（マルトース~マルトヘキサオース）に反応させ、

オキシム誘導体化の処理を行い経時的に AF の生成量（[12C]AFOX の量）を調べた。用い



たいずれの基質においても glucose 生産と比べ微量ではあるが明白な AF 産生が認められ、

経時的に増加した。従って、ANGase（GH31型の AGase）が脱離反応を触媒し、AFを生成

することが初めて明らかにされた。また、細菌由来の AGaseも同様に AFを産することが

判明した。 

AFの生成は反応機構に深く関係していると考えられる。冒頭でも述べたが、糖質酵素に

は求核置換反応機構（共有結合形成で反応が進行）およびオキソカルベニウムイオン中間

体反応機構（イオン結合形成で反応が進行）が提唱されている。ANGase が後者の機構に

従い反応を触媒するならば、オキソカルベニウムイオンの酸素原子が正に荷電した際に、

２位水素が引き抜かれ、容易に AF が生成される（２位水素の摘出は、触媒アミノ酸の酸

性残基あるいは水分子からの水酸イオンによると予想）。しかしながら、求核置換反応機構

ではこのような２位水素の引き抜きは困難である。従って、ANGase はオキソカルベニウ

ムイオン中間体反応機構により進行すると推察された。 

 


