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学位論文題名 

Dextran dextrinaseの触媒機構および細胞局在性の解明 

 

本論文は、和文 151頁、図 66、表 10、7章からなり，参考論文 2編が添えられている． 

 dextran はα-1,6 グルコシド結合を主鎖とする多糖であり，研究分野・医薬・食品・化粧品

などの産業分野で利用がある。酢酸菌 Gluconobacter oxydans 由来 dextrin dextranase (DDase) 

は α-1,4結合からなる maltodextrinの非還元末端から順次グルコシル基を転移し dextranを形

成する反応を触媒する．DDase は立体配座の保持型酵素であるが，反転型の加水分解酵素に

類似する配列を有している．本研究では，DDase の触媒機構および細胞局在性の究明を目的

とした．  

（１）組換え菌体外 DDaseの生産と諸性質の解析 

大腸菌で生産した組換え菌体外 DDaseを用いて動的解析や生成物分析を行った．DDaseは

maltotetraose (G4) から maltotriose と maltopentaose を生成した．すなわち，反応初期にα-

(1→4)-転移のみを触媒し，既報と異なる結果が得られた．基本的性質は天然酵素に類似した．

強い遠心力で形成される DDaseの不溶体は，界面活性剤の添加で活性を維持した状態で可溶

化された． 

（２）活性ドメインの推定および触媒残基の機能解析 

 DDase は構造予測から５ドメイン（N1，N2，A，B と C）を有すると推測され，欠失実験

から前３者が酵素活性に必須であった．A ドメインには配列類似酵素（反転型酵素）の活性

部位形成残基および２つの触媒残基が認められた．触媒アミノ酸〔酸塩基触媒残基 (AB) と

求核触媒残基 (NU)〕の候補に変異を導入すると，酵素活性を失った．ABの Asn置換酵素で

は G4 に対する活性が著しく低下した（親酵素の約 10-6倍）が，触媒にプロトン化要求性の

低い α-glucosyl fluorideに対しては，親酵素の約 10-2倍となった．親酵素は β-glucosyl fluoride



を基質としなかったが，NU の候補にかさの小さな非求核性アミノ酸を導入すると，β-

glucosyl fluorideをグルコシル供与体とし isomaltotrioseへの転移反応を触媒した．以上の結果

から，前述の候補は ABや NUとして機能することが示された．従って， Aドメインは触媒

ドメインであり，反転型酵素に類似した触媒構造を利用し，保持型転移反応を行うことがわ

かった．  

（３）dextran合成機構 

 DDaseはマルトオリゴ糖を供与体や受容体として連続的な α-1,6転移により dextranを合成

する．しかし，反応初期にはマルトオリゴ糖の不均化反応が優先的に行われ，連続的な α-

1,6転移は確認されなかった．また，非還元末端に α-1,6グルコシル基を有す様々な分子種は

受容体として微弱であり，連続的な α-1,6 転移を受けなかった．従って，1 回の反応ごとに

酵素から生成物が遊離する non-processive な伸長反応ではなく，生成された受容体が酵素に

結合したまま，鎖長伸長する processive機構で dextranが生成されると判断した． 

（４）菌体外と菌体内 DDaseの同一性と培養による細胞局在性の変化 

 菌体外と菌体内に存在する DDaseは異なるとの報告があるが，両者は反応や蛋白質特性が

同じであり同一酵素と判断した．菌体内 DDaseは細胞内ではなく細胞表層に局在した．一方，

培養初期の glucose 存在下では遊離型（菌体外）のみであり，glucose が枯渇すると表層結合

型となり蓄積した．従って，培養時期により局在性が変化した．  

（５）菌体からの DDase遊離因子および菌体との結合領域 

 菌体からの DDase の遊離を調べ，生成物の dextran が直接的な遊離因子と判定した．菌体

と組換え酵素との結合実験から，C 末端に結合領域が存在した．従って， dextrin 培養で生

産される dextran が結合を阻害するため細胞表層に結合できないが，glucose 培養では dextran

合成がないため，細胞表層に結合すると結論した． 

 以上のように本研究は，DDase の初期反応や諸性質を詳細に解析した後，初めて触媒残基

の決定や機能解析に成功した。本知見から触媒機構（保持型転移）ならびに活性ドメインを

推定できた。また，dextran に至るまでの鎖長伸長が processive 機構によることを提唱した．

さらに，細胞局在性に関しては，菌体内外の酵素が同一であり，局在性の変化機構を解明し

た．表層結合型 DDase（すなわち菌体内酵素）の遊離因子および菌体との結合領域を明らか

にした．これらの点は，dextrin dextranaseに関し学術的に重要な基礎的知見を提供した． 

 よって，審査員一同は，貞廣樹里が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するも

のと認めた．  


