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論 文 の 内 容 の 要 旨

サイクロデキストリン(CD)は､グルコース単位がα-1,4一グルコシド結合に

て環状に結合したマルトオリゴ糖で､グルコース残基が､6､7そして8個から

成るそれぞれα一､β一そしてγ-CDと呼ばれている3種のCDがよく知られてい

る｡これらCDは種々の有機化合物を取り込むことの出来る包接能を有するた

め､α一及びβ-CDについては食品､化学､医薬品分野をはじめ広い分野で利用

されている｡一方γ一CDはα一及びβ-CDに比べ､疎水分子を包接させるための

空洞直径が大きく水に対する溶解度も高い等の優れた性質を有しているにもか

かわらず､工業的にはその生産性が低いため応用展開には至っていない｡本研

究はγ-CDを工業的に生産するため､澱粉から優先的にγ-CD を生産するγ-

CGTase生産菌の探索から始まり､生産菌からのγ-CGTaseの特定と分離精製

と諸性質､γ一CDの生成条件､さらには本酵素の糖転移特異性を論述している｡

まず第一に澱粉からγ一CDを優先的に生成するCGTase生産菌を土壌から検

索し､励･eVゴ～ほC亡edum属に属する菌株を分離し､月redムacfedu皿Sp.No.9605

株と命名した｡本菌株の培養液からγ-CGTaseを分離するために順次Bt*yl-

Toyopear1650M､γ一CD-Sepharose､そしてToyopear1HW-55Sクロマトグラ

フィーを用いることによって､本酵素を化学的に均一にまで精製している｡本

酵素は澱粉､アミロペクチンを基質とし反応初期に目的のγ一CDを優先的に生

成するが､反応時間を長くすると次第にβ-CD生成量も増大してくることも明
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らかにしている｡

次にγ一CGTaseがγ-CD生成に及ぼす諸条件の検討を行っている｡pH7､

50℃においてγ-CD生成量は最大を示すとともに､本反応系への塩化カルシウ

ムの添加は必須であることも明らかにした｡エタノールの添加効果については

その濃度を20%まで増加させると､濃度の増大とともにγ-CD生成量は増加し､

β一CDの生成量を減少させることを見出した｡これは､γ-CD生産性を向上さ

せる上で重要な知見を得たことになる｡

最後にγ一CGTaseの分子間転移反応における単糖類及びフェノール関連化合

物に対する受容体特異性について検討を行っている｡本酵素は幅広い受容体特

異性を示し､単糖類ではD-マンノースとL-ラムノースに対し転移生成率が高く､

前者を受容体とした時の主転移生成物は､4-aα-D-glucosyl-D-mannOSeである

ことを明らかにした｡またコージ酸を受容体とした時は､2種類の転移生成物を

合成し､この主生成物はKqjicacid7-aα-D-glucosideであった｡さらにフェノ

ール関連化合物を受容体とした時､1,3-ジヒドロキシベンゼン､1,3,5-トリヒド

ロキシベンゼン､3-ヒドロキシベンジルアルコール､(+)-カテキンに対し､高い

転移生成率を示した｡

このように本研究は､澱粉からγ-CDを生産する生産菌を土壌から分離し､

本菌株からγ-CGTaseを単離精製することで､γ･CD生産機序をも併せて実証

している｡そして本CGTaseを使って､澱粉からのγ-CDの効率的生産条件を

明らかにすることによって､工業生産への可能性をも示している｡さらに本酵

素がγ-CDの生産ばかりでなく､分子間転移反応を行う際の幅広い受容体特異

性を利用し､さまざまな糖誘導体へ変換できることを明らかにした｡

審 査 結 果 の 要 旨

平成10年1月26日15時より静岡大学農学部おいて審査委員出席のもとで

約40分間の口頭による公開論文発表の後､審査員により本論文を審査した｡

本論文は､γ-サイクロデキストリン(γ-CD､グルコース単位が8個α一1,4一

グルコシド結合にて環状に結合したマルトオリゴ糖)を工業的に生産するため､

1)澱粉から俊先約にγ-CDを生成するγ-サイクロデキストリングルカノトラ

ンスフエラーゼ(γ-CGTase)生産菌の検索､そしてその生産菌からのγ-

CGTaseの分離､精製∴2)γ一CGTaseによるナーCDの効率的生産条件､3)γ

-CGTaseの受容体特異性に関する3つの成果に要約される｡
1)では､γ-CDを効率よく生産する菌を土壌より探索し､その生産菌として

β柁dムac亡ed五m属細菌である月躇dbac亡e山元msp.No.9605株を分離した｡そ

の結果として､本菌株の培養液からγ-CGTaseを分離するため疎水クロマト､
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アフィニティークロマト､ゲルロ過クロマトを駆使することで本酵素を化学的

に均一にまで精製している｡次に精製酵素を用いて､澱粉を基質にしてのγ-CD

生産に関する最適条件を求めるとともに､その生成特性について検討した｡本

酵素は､澱粉やアミロペクチン及び短鎖アミロースを良い基質とし､反応初期

に目的のγ-CDを優先的に生成するが､その時間が長くなると次第にβ-CDの

生成壷も増加して来ることも明らかにした｡

2)本酵素のγ-CD生成反応は､pH7､50℃で最大を示し､本反応系への塩化

カルシウム添加は必須であることを見出している｡また､エタノールの添加効

果は､その濃度を20%にまで増加させると､濃度の増大とともにγ一CD生成量

は増加し､それに伴う副生成物であるβ一CD生成量を減少させるというγ-CD

生産性の向上という観点からも極めて重要な知見を得た｡

3)本酵素の分子間転移反応における単糖類及びフェノール関連化合物に対す

る受容体特異性について検討を行っている｡本酵素は幅広い受容体特異性を示

し､単糖類ではD-マンノースとしラムノースを良い基質とし､前者を受容体と

したときの主転移生成物を4-αα一D一由Ⅶ00SカーD一皿annO5eであることを示した｡

また､抗酸化性物質として知られているコージ酸への配糖化反応を試みたとこ

ろ､主生成物としてE両icacid7-αα-D-gluco由deを単離した｡/またフェノール

性化合物である1,3一ジヒドロキシベンゼン､1,3,5一トリヒドロキシベンゼン､(+)一

カテキン等に対しても高い転移特性を示した｡

このように本論文は､実用性のあるγ-CD生産菌を土壌より分離し､それを

生産する酵素を単離､精製そして諸性質を明らかにすることで､γ-CDの高収

率生産の可能性を実証した｡従って本研究成果は､γ-CD生産の応用開発に大

きく貞献するものと評価した｡上記の理由により､本審査委員会は討議の結果､

審査委員の全一致をもって本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文

として十分価値のあるものと判定した｡
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