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iましカミき
本報告書は、平成 13年より平成15年までの 3年間にわたり、科学研究費補助金(基

盤研究 (B) (2)) を受けて行った、グリコシダーゼの生物有機化学的研究についての成果

報告である。

一般にグリコシダーゼ、と総称されるグリコシド加水分解酵素は、基質特異性、アミノ酸

配列、反応機構および立体構造、そのいずれをとっても、きわめて多様性に富む巨大な酵

素群を形成している。現在、酵素のアミノ酸配列にもとづく Henrissatらの分類法が一般

化され、グリコシド加水分解酵素は 96種類にものぼるブアミリーに分類されている

(http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/GH.html)oこの分類は、酵素の立体構造や反応機構(立

体化学)ともよく対応し、多様なグリコシダーゼ、を構造にもとづいて分類し研究するため

の非常に有効な手段となっているが、構造的には同じファミリーに属する酵素でも、グリ

コン部の基質特異性が全く異なる酵素が多数あること、また逆に、同じグリコン基質特異

性をもっ酵素で、も、構造的には全く別のファミリーに分類されることがあるなど、酵素の

「構造Jと f見た自の酵素学的性質Jとの間にねじれが生じる場合が少なくない。これは、

ひとえに、グリコシダーゼの多様性に由来する本質的な問題である O 一方、 the

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUB陥)の定める、従来

の EnzymeNomenclatureでは、加水分解酵素で、あるグリコシダーゼは、切断する結合お

よび基質の種類にもとづいて分類され、すべて EC. 3.2.1 (enzymes hydrolysing 0… and 

S-glycosyl compounds) というコード番号の下に、 151グループ。にわたって分類されてい

る (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/)。しかし、この分類法は、酵

素の基質特異性や基質の構造をもとにした分類であるため、酵素の構造や反応機構を必ず

しも反映しない。このように、グリコシダーゼ、のもっきわめて大きな多様性は、グリコシ

ダーゼを研究対象とする場合につきまとう本質的な問題であり、これをし1かにうまく扱う

かが、グリコシダーゼ研究のポイントの一つである。

そこで、本研究代表者らは、グリコシダーゼ研究、特に、構造未知の酵素を相手にする

場合、「見た自の基質特異性Jを指標にすることが多いことに着目した。すなわち、グリ

コシダーゼの発見から単離精製、その酵素学的性質の解明に至るあらゆる研究段階で、グ

リコン部、アグリコン部および、アノマ一位の立体化学とし1う3つのパラメーターによっ

て記述される「基質特異性」にもとづいて、グリコシダーゼの諸性質や構造を予測し、研

究が進められる点である。なかでも、グリコン部の基質特異性は、構造未知のグリコシダ

ーゼを研究するにあたって、まずはじめに着目する、重要な、そして多くの場合、ほぼ唯

一の手がかりであり、これを指標に酵素を単離精製し、構造を決定してし1く場合が多い。

すなわち、まず酵素のグリコン基質特異性は何かを調べるところから研究がスタートし、

基質を選択し、それを指標として酵素の単離・精製を進め、得られたグリコシダーゼの酵

素学的諸性質を基質特異性の観点から明らかにし、また、部分アミノ酸配列の決定から、

酵素をこヨードする遺伝子のクローニングと全一次配列の決定を経て、 Henrissatの分類に

よる構造予測へと至るのが通例である。したがって、酵素の(グリコン)基質特異性は、

これら一連のグリコシダーゼ研究のほぼ全領域にわたって利用される最も基本的な性質で

あるばかりでなく、精製された酵素の性質を記述する場合にも、必ず用いられる基本的な

パラメーターとなっている。また、グリコシダーゼ、が生体内でどのような生理学的意義を

もっているかを解明する、より生物学的な研究においても、まず、それがどの f糖j に作

用する酵素なのかが問われる場合が多い。以上のことを考慮すると、グリコシダーゼ研究

の fツーノレJとして有用な化合物は、こうした酵素の(グリコン)基質特異性を色濃く反



映した選択性の高い阻害剤であろう。

本研究は、以上のような観点に立ち、有用な研究ツーノレとなる新規なグリコシダーゼ阻

害剤を、酵素の反応機構と基質認識にもとづいて合理的に設計し、それをよりどころとし

て、グリコシダーゼの生物有機化学的研究を展開したものである。すなわち、(1 )合成

が簡便で、さまざまな糖から容易に大量に調製でき、しかも、酵素の基質特異性に応じた

い選択性を示す s-グリコシルアミジン誘導体と呼ぶ新規な阻害剤を開発し、 (2)それ
を応用したアブイニティークロマトグラブイーにより、グリコン特異性を唯一の指標とし

てグリコシダーゼを単離精製する手法を確立、さらに、(3 )グリコシダーゼ胆害剤を生

物体(植物)に直接作用させることにより、グリコシダーゼのもつ生理学的意義をさぐる

手がかりを得た。本研究の成果は、グリコシダーゼを研究するにあたり、酵素の単離・精

製から遺伝子のクローニングにき三る一連の研究のあらゆる段階において有用な研究ツール

を開発し、実際にそれが役に立つことを実証した点にあり、この研究手法や阻害剤が、こ

れからのグリコシダーゼ研究の現場の多くで広く使われていくことを願ってやまない。
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. Ma， S.-J.; Hiratake， J.; Nakai， Y.; Izumi， M.; Fukase， K.; Kusumoto， S.; Sakata， K. 
Direct Continuous Spectrophotometric Assay for Glycosidases with 3-Nitro2-pyridyl 
Glycosides by Tautomerization of 2-Hydroxy-3四nitropyridine.Anal. Biochem. 302， 29ト

(2002). 

・ Hiratake， J.; Sakata， K. Glycosylamidines as Potent Selective and Easily Accessib 
Glycosidase Inhibitors and Their Application to Affinity Chromatography. Methods 

En之:ymology 363， 42ト444(2003). 

• Sakata， K.; Mizutani， M.; Ma， S.-J.; Hiratake， J. Diglycoside四SpecificGlycosidrrses 
Methods in Enzymology 363， 444-459 (2003). 
. Inoue， K.; Hiratake， J.; Mizutani， M.; Takada， M.; Yamamotoラ M.;Sakata， K. 
Glycosylamidine as Ligand for A紅白ityChromatography Tailored to Glycon Sub 
Specificity of s-Glycosidases. Carbohydr. Res. 338， 1477-1491 (2003). 

( 2) 口頭発表
・平竹 潤、加藤正宏、小川浩一、高田正保、高選択的グリコシダーゼ阻害剤:
ルコシノレアミジン誘導体の合成と阻害活性. 第4回生体触媒シンポジウム(仙台)

2001年 1月 19日.

-大西孝Ij幸、清水文一、 Seung-JinMa、平竹潤、
糠配糖体。 -primeverosidesの大量合成法の検討.
418回講演会(京都)、 2001年 2月3日.

田完三、チャ葉に含まれる

日本農芸化学会関西

-井上和子、平竹 潤、水谷正治、坂田完三、戸-Glucosylamidineをリガンドと
るアフイニティークロマトグラフィー:チャ葉。-グノレコシダーゼのワンステッ

精製. 日本農芸化学会 2001年度大会(京都)、 2001年 3月25日.

. Seung-.Tin Ma、平竹 j問、中井康司、深瀬浩一、楠本正一、坂田完三、
-2-ピリジノレグ、リコシドを用いた糖加水分解酵素活性の連続測定法. 日

会 2001年度大会(京都)、 2001年 3月初日

-加藤正宏、平竹 潤、高田正保、山本幹男、坂田完三、グリコシダーゼ阻害剤

。-Glucosylamidine誘導体のアグリコン部が阻害貯性に与える影響. 日
学会 2001年度大会(京都)、 2001年 3月 25日

-馬 勝ジン、平竹潤、水谷正治、清水文一、渡辺修治、坂田完三、茶
成酵素 s-プリメベロシダーゼ、の基質の合成および酵素学的特性の解明.
回天然有機化合物討論会(大阪)、 2001年 10月3日

・平竹 潤、加藤正宏、井上和子、高田正保、山本幹男、坂田完三、選択的
リコシダーゼ阻害弗Us -glycosy lamidine誘導体の合成と応用. 第43 
機化合物討論会(大阪)、 2001年 10月3日

・ .T. Hiratak~， M. 五ato，M. Takada， K. Inoue， M. Yamamoto， K. Sakata， 
Glycosylamidines as “Tailor-made" s-Glycosidase Inhibi tors wi th High 
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and Selectivity. 5th International Symposium on Biocatalysis and 
Biotransformations (BioTrans 2001， Darmstadt， Germany)， 2001年 9月4日

-平竹潤、 s-Glycosylamidineas Tailor-made Inhibitors of s-Glycosidases: 
Synthesis and Applications. SPring8セミナー(理研播磨研究所)、 2001年 10

月 24日

JHiratak~ Glycosylamidines as potent and selective glycosidase 
inhibi tors: synthesis and applications. 5th Hirschegg Winter School on 
Chemical Biology (Hirscheg& Austria)， 2002年 2月 16-23日

八木健介、渡辺修造、浅井炭夫、坂田完三、平竹 潤、山本幹男、高田正保、 Turnbul
Colin、 バラ主要香気成分 2-phenylethanol精製・発散における s-glucosidase 
の役割に関する研究. 日本農芸化学会 2002年度大会(仙台)、 2002年 3月 24日

.奥津令子、 MaSeung-Jin，平竹 j問、清水文一、坂田完三、コンピナトリアノレ的
手法によるグリコシダ…ゼの基質特異性の迅速決定法第 1報. 日本農芸化学会

2002年度大会(仙台)、 2002年 3月 2513 

-井上和子、平竹 潤、水谷正治、坂田完三、 s-Glycosylamidineをリガンドと
するアブイニティークロマトグラフィー(第2報)グリコン特異性に基づくs-グリ
コシダ…ゼの効率的な精製. 日本農芸化学会 2002年度大会(仙台)、 2002年 3

月 25日

-加藤正宏、平竹 潤、高田正保、山本幹男、坂田完三、 グリコシダーゼ、阻害剤:

s-Glucosylamidinesのアグリコン部分による選択的阻害. 日本農芸化学会 2002
年度大会(仙台)、 2002年3月 25日

平竹 潤、 研究ツーノレとしての酵素阻害剤:グリコシダーゼを中心として. 日
本農装化学会 2002年度大会シンポジウム(仙台)、 2002年 3月 25日

張正竹、水谷正治、平竹潤、井上和子、宛暁春、坂田完三、 チャ葉由来
2種類のsグ、ルコシダーゼのアブイニティー精製と性質. 日本農芸化学会関西支
部第425回例会・ミニシンポジウム(大阪)、 2002年 7月 6日

-平竹潤、張正竹、水谷正治、井上和子、宛暁春、坂田完三、 s-Glucosylamidine
をリガンドとする s-グノレコシダーゼのアフイニティー精製 チャ葉由来2種の s-
グノレコシダーゼの精製と性質. 日本応用糖質科学会創立 50周年記念大会(東京)、
2002年 9月 18日

-平竹 潤、研究ツールとしてのグリコシダーゼ阻害剤一グリコシルアミジン誘導
体の合成と応用一. 科学研究費補助金特定領域研究「コンポジット生体触媒の分
子設計と進化工学J第 1回公開シンポジウム(京都)、 2002年 10月 1813 

-平竹潤、 選択的 s-グリコシダーゼ阻害剤のデザイン ザGlycosylamidine誘
導体の設計と合成、その応用. 京都大学化学研究所第102回研究発表会(宇治)、
2002年 12月 6日
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平竹 j問、 新規グリコシダーゼ阻害剤の開発と応用. 近畿バイオ関連産業
ロジェクト連携促進事業 技術シーズ公開会(大阪人 2003年 2月 17日

-平竹 j問、 選択的。-グリコシダーゼ阻害剤 s.-glycosylamidine誘導体の
計と合成、その応用. 日本農芸化学会関西支部第 .430田例会およびミニシンポ
ウム(大阪)、 2003年 7月 12日

-宇野哲也、加藤正宏、平竹 潤、坂田完三、 環状グ、ノレコシノレアミジンの合成と

s-N-アセチルグルコサミニダーゼに対する阻害活'は 日本農芸化学会関西支部・
中部支部合同大会(京都)、 2003年 10月 5日

h1asahiro， K. ; Hiratake， ].; Takada， M.; Ogawa， K.; Sakata， K.、Inhibition
of s-Glucosidases by s-Glucosylamidine Derivatives， The 9th Internat 
Kyoto Conference on New Aspects of Organic Chemistry (IKCOC-9、京都)、

年 11月 11日

まato，M.; Hiratake， ]. ; Takada， M. ; Ogawa， K. ; Sakata， K.、Glycosylamidines
as Potent and Selective Glycosidase Inhibitors， First Internat 
Symposium on Biomolecular Chemistry (ISBC2003，淡路)、 2003年 12丹4日

鷲野広道、水谷正治、平竹 潤、坂田完三、ニ糖配:糖体特異的グ、ルコシダ
プリメベロシダーゼ、の昆虫細胞による大量発現. 日本農芸化学会 2004
(広島)、 2004年 3月初日

( 3 )出版物

平竹 満、坂田完三 選択的。-グリコシダーゼ、阻害剤の分子設計と応用.

化学と生物 40，352-354 (2002). 

平竹 潤 研究ツールとしてのグリコシダーゼ阻害剤ーその設計と応用ー.

日本農芸化学会誌 77，409-412 (2003). 

平竹 潤、坂田完三 新規グリコシダーゼ阻害剤 。-グリコシノレアミジ

体の開発ど応用 • BIOINDUSTRY 8， 44-51 (2003). 

研究成果による工業所有権の出顕・取得状況

・糖質アミジン誘導体、坂田完三，平竹 潤，碓氷泰市、日本食品化工株式会社、
特願平2000-62197、特関 2001-247589(2001/9/11)、P2001-247589A

グリコシダーゼの精製に利用される吸着体およびその調製方法、並びに、グリ
コシダーゼ、精製方法、坂田完三，平竹潤、山善株式会社，坂田完三，平竹 潤、
特願 2001-44121 (2001/2/20)、特開 2002-243714(2002/8/28)、P2002-243714A

問、J



PCT Method for Determining the Enzyme Activity of Sugar Hydrolases、
深瀬浩一，平竹 潤、科学技術振興事業団 ]apanScience and Technology 
Corporation、PCT/]P01/11276(2001/12/21)、WO02/053766 Al (2002/7/11) 
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研究成果

本研究の成果は、大きく分けて以下の4つのカテゴリーに分類される。

( 1) s-グリコシノレアミジン誘導体の設計と合成
(2) s-グリコシノレアミジン誘導体をリガンドとするアブイニティークロマトグラフィー
(3) s-グリコシルアミジン誘導体を用いた植物 βグリコシダーゼの生理機能の探索
(4 )その他の成果

すなわち、「はしがきJにも記したとおり、酵素のグりコン特異性に対応して、酵素

高い選択性で阻害する有用な化合物として、ザグリコシノレアミジン誘導体を合理的に設計、

合成し、さまぎまな酵素に対する阻害活性を測定することにより、その阻害の特徴と選

性を明らかにした合成的研究、 s-グリコシノレアミジン誘導体をリガンドとするアフイニ
ィー吸着体により、基質特異性を指標として、グリコシダーゼをアブイニティー精製する

手法を確立した研究、そして、植物体に対して、戸-グリコシルアミジン誘導体を直接与〉

ることにより生じる形態学的な変化を指標に、植物の生体内で重要な働きをするグリコ

ダーゼを予測した ln Vl VOの研究である。

以下、順を追って研究成果をまとめる。

(1) s-グリコシノレアミジン誘導体の設計と合成

1-1. s-グリコシルアミジン誘導体の基本設計と阻害活性
P…グリコシノレアミジン誘導体の基本的設計と、その阻害活性については、文献1(Guo， W; 
Hiratake， ]. ; Ogawa， K. ; Yamamoto， M. ; Ma， S. -]. ; Sakata， K. Bioorg. MIθd. Chθm. Lθtt. 

11， 467-470 (2001))および、文献2 (Hiratake， ]. ; Sakata， K. Methods in Enzymolo 
363， 421-444 (2003))を参照。

1-2. アグリコン部の構造展開と阻害活性
文献1および2で述べたとおり、 s-グリコシノレアミジン誘導体は、さまざまな糖から
護基を使わず、わずか2ステップで高収率で合成でき、 Kj 値にして o.1 μMレベノレの
い祖害活性を示すばかりでなく、酵素のグリコン基質特異性およびアノマ一位の立体化

特異性に応じた高い選択的限

害活性を示すことが判明した。

多くのグリコシダーゼ

では、基質のグリコン部分の

告主:L~γR )~ム-\.{ H 

叫 寸NぷBr
1e: R = CH2CH2CH2CH 

みならず、アグリコン部分(糖 rtph 日 -Ii 
の還元末端に位置する非糖ア 1c: CH2CH2Ph ¥..--土
ルコール部分)に対する基質 1d: CH2CH2CH2Ph 19: CH2べJ
認識も重要であり、この部分

が酵素の基質特異性を決める

上で重要な働きを担っている

場合が多い。そこで、基質ア

ーブ司



ナログである s-グリコシルアミジン誘導体のアグリコン部分に、さまざまなアルキルお
よびアリール置換基を導入し、その組害活性を調べた。すなわち、 P一glucosy1amidine誘
la-i、対応する β-glucosy1amidelj、および s-ga1actosy1amidine lkを合成し、

各種グリコシダーゼに対する阻害活性を測定することにより、アグリコン部分の構造が阻

害活性に及ぼす影響を調べ、械部分のみならずアグリコン部に対する酵素の基質特異性を

利用して、より選択性の高いグリコシダーゼ限害剤を開発するための基礎データを得た。

(方法〉
典型的な合成法は以下のとおりであるo

p四-Glucosylamidine誘導体 1c
β-G1ucosy1amine (350 mg 1.95 mmo1) を drypyridineに懸濁し、氷冷下、チオイミ

ート 4c(505 mg 1.94 mmo を加え、 oOCで 7hr撹枠し、反応終了後、減圧濃縮し
た。濃縮液を水に溶かしミリボアフィルターにより鴻過した。これを中圧逆相カラムクロ

マトグラフィー (ODS-S-50D、μ!善株式会社)に供し、水で溶出した (2-10mL/min) 0 溶
出液は 254nmの吸収を指標にそニターし、化合物を含むフラクションを濃縮、凍結乾燥

したところ、白色の粉末が得られた (624mg， 82見) 0 [α] D24-38. 2
0 

(c二1.03， H20); IR 

(KBr)λmax 3200 (br) ， 1670， 1610， 1040 cm-1; 1H-NMR (400閲fz，D20) 07.41-7.30 (m， 5H， 

pheny1)， 4.74 (d， ]二 8.0，1H， H-1)， 3.89 (dd， ]二 12.0 and 2. 0， 1H，註-6b)， 3. 75 (dd， 

J二 12.4and 5.4， 1H， H-6a) ， 3.43-3.58 (m， 4H， H-2， H-3， H-4， H-5) ， 3.06 (t， J= 7.4， 
2H， CH2) ， 2.85 (t， Jコ7.4，2H， CH2); 13C-N剖R(100開fz，D20) 0172. 0 (Cごめ， 140.8， 131. 3， 
131. 1， 129. 5 (pheny 1)， 83. 7 CC-l) ， 80. 1 (C-5) ， 78. 7 (C-3) ， 74. 1 (C-2) ， 71. 4 (C-4) ， 

63.0 (C-6) ， 37.4， 35.2 (αf2C112Ph) ; Anal. Ca1cd. for C15H23BrN205・0.5H20:C， 45.01; 
H， 6.04; N， 7.00. Found: C， 44.92; H， 6.12; N， 7.00. HRMS (FAB) Ca1cd. for 

C15日23BrN205(M+)311. 1607， found 311. 1597. 

s-Glucosylamidine誘導体 1i

s-G1ucosy1amine (179 mg 1.0 mmo1) と 2-iminothio1aneHC1 (138 mg 1.0 mmo1)、
N-benzylma1eimide (187理g1. 0 mmo1) を 5mLの drypyridine中に同時に加え、 oOCで
4.5 hr撹祥し、反応終了後、減圧濃縮した。濃縮液を水に懸濁し酢酸エチルで、洗浄し、

水層を取り減圧濃縮後、ミリボアフィルターにより鴻過した。これを中圧逆相カラムクロ

マトグラフィー (ODS-S-50B、UJ善株式会社)に供し、5先の日eOHで溶出した (6mL/min) 0 
溶出液は 254nmの吸収を指標にモニターし、化合物を含むフラクションを濃縮、凍結乾

燥したところ、白色の粉末が得られた (348mg， 69幼 o Anal. Ca1cd. for C21H30C1N307S・

1. 05H20: C， 48. 24; H， 6. 19; N， 8. 04. Found: C， 48. 24; H， 6. 00; N， 8. 34弘. HR話S(FAB) 

Ca1cd. for C21H30N307S (M-C1) 468. 1839， Found 468. 1811. 

各種グリコシダーゼのアッセイと阻害活性は、基質特異性、立体特異性およびオリジン

の異なる 9種類の酵素を用いて測定した。各種グリコシダーゼおよび測定の方法は以下に

あげる通りである。

① s -D-glucosidase from Aspθ.cgillus niger， chromatography purified， 日本食品化工(株)海
より供与， 42. 9 U/mg prot. (pNP-s -Glc， pH5.0， 300C) 

② s -D-glucosidase from Trichoderma viride， chromatography purified，静岡大学岡田先生
より供与， 1. 15 mg prot. /ml， 26. 4 U/mg prot.， 30. 5 U/ml (pNP-s -Glc， pH5.0， 30

0

C) 
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③ α-D-g1ucosidase from Aspergillus nigθr， chromatography purified， 日本食品化工(

野博士より供与， 5.2 mg prot. /ml， 278.4 U/m1 (ma1 tose， pH4. 2， 37
0C) 

④ α-D-g1ucosidase from Bacillus sp.東洋紡(株)製，製品名 AGH-211，Lot.35521， 62.6 U/mg (pNP-

α-G1c， pH7.0， 37
0C) 

⑤。-D-g1ucosidasefrom Yeast，オリエンタル酵母(株:)， Lot.219:33501， 14.0 U/mg (ma1 tose， 

pH 6.0， 25
0

C) 

⑥ s -D-ga1actosidase from Aspergillus oryzae， SIG地 社製， カタログN o. G.ω一句鮪悶ω句-鴫醐揃一句a揃蜘命嶋蜘句句-句

5. 1 lむJ/m忍19 solidωoNP一8一Ga1，pH 4.5， 300C) 
⑦ s -D-ga1actosidase from Escherichia coli， SIGMA社製，j) No. G-5635， GRADE VIII， Lo%t. 

55H6851， 520 U/mg sol id， 650 U/mg prot.， (oNP-s -Gal， 7. 3， NaPi buf.， 37
0

C) 

③ α-D-ga1actosidase from Aspergillus niger， SIG阪社製， ;Ò~ ロ j~ No.G4408， Lot.98H7820， 

O. 17 mg prot. /ml， 60 U/mg prot. (pN P-α-Ga1， pH 4.0， 25
0C) 

⑨ s -D-xy1osidase from Aspθrgillus pulvθrulθntus，天野製薬(禄)製ヘ。クチナ}γGの部分精製品，

Lot. 971023， 3.5U/m1 (pNP-s -Xy1， pH4.0， 400C) 

酵素アッセイおよび阻害活性の測定方法を、 A. Digθr 

記す。

s-g1ucosidaseを例とし

pNP-s-G1ucosideを最終 O.75および1.5酬含む 50mM sodium acetate buffer (p 

5.0) に、 s-g1ycosy1amidine誘導体を盟害剤として O一札 005酬になるように溶解し、

適当濃度に希釈した酵素液 (200μ/mLの BSAで希釈)を 50μL添加し、総液量を 100

μLとした。 30Cで 10分間反応させたのち、 1M Na2C03溶液 500μLを添加し、 405nm 

吸光度を測定し (pNP，ε二 17.8125cm2/μ限01) 、反応速度を求めた。阻害定数 Ki値
評価は、 Dixonp10t (l/v-[I]) を用いて行い、 2種の基質濃度においてそれぞれ l/vo
担害剤濃度をプロットし、その交点から Kiと臨害形式を求めた。各プロットの直線は

小二乗法により求め、相関係数 0.990未満になる直線は削除し、再度測定を行った。

(結果および考察)

s-G1ucosy1amidine la-hの合成スキームおよび収率を Scheme1に示す。

s-G1ucosy1amidine la-hは、。ーグルコシルアミン (s-GluNH2)を、それぞれ対応するア

ルキル置換チオイミデート 4a-hとピリジン中で反応させることにより合成した。その際

糖の水酸基を保護することなくアミノ基のみを選択的にアミジノ化し、得られた生成物

la-hはそのまま ODSカラムを用いる逆相カラムクロマトグラフィー(溶媒:水)によ

て精製し、凍結乾燥ののち、いずれも潮解性を有する無色ガラス状自体(白色粉末)と

て得られた。 lHN開R、13Cm訳、元素分析、担S等により生成物の構造と純度を確認した。
また、チオイミデート 4a-hは、それぞれ対応するチオアミド 3a-訟を臭化メチルで、 s-
アルキル化することによって容易に合成し、またチオアミド 3a-hは、市販のもの以外

対応するニトリルに塩基触媒下 H2Sを付加させる方法(化合物 3b-d)、あるいは対応す

るアミドから Lawesson'sreagent (4-methoxypheny1thionophosphine su1fide dimer) 

よってチオアミドとする方法(化合物 3e-h) によって合成した。チオイミデートはい

ずれも、 pyridine中、戸-G1uNH2と速やかに反応したが、チオイミデート 4aのみは、

G1uNH2との反応が遅く、生成物アミジンの収率が低かった。これは、ベンゼン環と共役

したイミノカノレボニノレを持つため反応性が劣ることに加え、一種の酸でもあるチオイミ

ートが、長時間の反応の間に s-G1uNH2の二量化を引き起こし、 diglucosy1amine (G1c) 
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したことが主な原因である。酸触媒存在下での s-GluNH2の二量化はよく知られた

反応である。以上のように、容易に入手可能なアミド、カルボン酸、ニトリル等を出発原

料として、さまぎまなアラルキル基をアグリコン部分にもつグリコシノレアミジン誘導体を

合成する一般的方法を確立した。

。ル
H2=仕込町

0"べ会σγ~:;jL012piP1b …work) 
3b 4b 

.s T t:JH2 Br-
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P-GlcNH
2
， pyridine 

4 h， O'C， 82% 

HRSJnHH 
WJ及。

(之町，(丘町，(2; Z) and (丘Z)

化合物 lhを除くアミジンは、 cIs-trans異性を示すことなくすべて単一の生成物とし

て得られたが、化合物 lhは、 N-C=N結合に由来する cIs-trans異性を生じ、可能なす

議べての幾何異性体(乙 E)， (Z， Z)， (E， E)，および (ιDのうち、 3種類の異性体の混
合物として得られた。すなわち、 lHおよび 13C問Rにより、 (乙 E): (広 E): (Z， Z) : 

(ιD二 3 1 0 1 の比を持つ混合物で、あることがわかった。これら幾何異性体は
分離することなく、混合物のままでグリコシダーゼ、に対する阻害活性を測定した。

単なるアラノレキノレ基で・はなく、水素結合の受容体となるスクシンイミドの部分構

をもっ p一glucosylamidineli、β-glucosylamidelj および s-galactosylamidinelk 
は、 Scheme2. に示す方法によって合成した。すなわち、 s-GluNH2 を 2-iminothiolaneHCl 

と反応させることによって開環的アミジノ化に引き続き、末端に生じる SHを N-
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benzylmaleimideによりトラップ(組chael付加)することによりアミジン liを合成

た。この場合、 2-iminochiolaneHClと N-benzylmaleimideを s-GluNH2に同時に加え、

中間体であるチオーノレを単離することなくワンポットで反応させることにより、良好な

率でアミジン liを得ることができた。はじめに 2-iminochiolaneHClを作用させ、

いで N-benzylmaleimideを加える 2段階の方法は、収率、生成物の純度という点でワ

ポットの反応に及ばず、この方法はアフィニティー吸着体を作製する際にも応用した

献2および3)。ガラクトースから合成した s-ガラクトシルアミン s-GalNH2を

に、同様の方法により s-galactosylamidinelkを合成し

九
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Scheme 2. 

一方、 2寸minothiolaneHClのかわりに、 y-thiobutyrolactoneを用いて反応を行う下

とにより、対応する s-glucosylamidelj を合成したo s…GluNH2は通常のアルキノレアミ

ンよりはるかに塩基性が低いため(プロトン化体の pKa二5.6)、チオラクトンと

に劣り生成物の収率は低かったが、 目的の β-glucosylamidelj を得ることができた。

合成した一連の s-glycosylamidine誘導体 la-i，lkおよびアミド ljの、各種グリ
コシダーゼに対する阻害結果を Table1にまとめた。合成したアミジンのうち、グル

シノレタイプの amidinela-iはいずれも s-グノレコシダーゼに対して強い盟害活性を示

たのに対し、。ガラクトシダーゼ、 α…ガラクトシダーゼ、および s-キシロシダーゼに
しては、ほとんど阻害効果を示さなかった。このことは、本阻害剤が、本来の基質であ

グリコシドのグリコン部分をきわめて忠実に再現し、酵素のグリコン部分に対する

異性に応じた選択的グリコシダーゼ阻害剤として作用して~，¥ることを示している。また、

ガラクトシルタイプの amidinelkが、 Pーガラクトシダーゼをやグノレコシダーゼの 100
程度強力に阻害する選択的な阻害剤として作用している事実もこのことを支持している。

s-グルコシダーゼに対する阻害を見た場合、さまざまなアルキル基をアグリコン部位
もつ s-glucosylamidine誘導体 la-iは、そのアノレキノレ鎖長や構造に関係なく s-グルコ

シダーゼを桔抗阻害し、微生物起源の酵素に対しては、その阻害定数民)は 10-6，，-，10-9

のオーダーと、きわめて強力な阻害剤として作用した。しかも、アラル

わっても、その阻害活性にはそれほど顕著な差が見られず、一様に5齢、阻害を示した。
しかし、植物起源(アーモンド)の酵素に対しては、例えば化合物 laおよび liは、

阻害濃度 (IC5o) が 22および 13.9mM程度と、ほとんど阻害活性を示さなかった。そ
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Table 1 Inhibition of Glycosidases ( Ki [JlM] ) 

4ミみし+NH2HBr Cvclo- Cyclo・ s-Glc・ 9・Glc圃 トGal圃
R= -Ph -CH2Ph 

yClo圃
N'-Bn Suc- Suc- Suc-調{CH2)2Ph-(CH2}3Ph-(CH2}3CH3entyi pentyl--

pentYI methyl amidine amide amidine 

Enzyme Origin 1a 1 b 1) 1c 1d 1e 1f 19 1h 1i 1j 1k 

A. niger 0.18 0.094 0.48 。霊054 0.30 0.38 0.36 0.39 0.008 4.90 410 

0・Glucosidase T. viride 1.7 0.13 0.76 0.35 1.9 0.84 1.4 0.53 0.25 18.5 658 

Almond 22.000
2
) 73 180 75 ー_3) 13，900 2) ， 

A. niger > 25004) 孟2500 170 220 120 N.1. 5) 340 53 N.1. 

α醐Glucosidase
Bacillus 
sp. 

N.1. ミ~2500 >2500 95 議2500 N震1. 980 210 N.1. 

Yeast 530 73 57 44 310 520 21 34 N.I. 

A.oryzae 註2500 N.1. N.I. 詮2500 N.1. N.1. N.I. N舗1. 15.9 
s -Galactosidase 

E.coli N.1. N.1. N.I鍵 ミ~2500 N.1. N.1. N.1. N.1. 6.0 

α-Galactosidase A. niger N鐘1. N.I. N欄1. N.1. N.1. N.I. N.I. N.1. 5.6 

3・Xylosidase A.pulver- N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.1. N.1. ミ~2500 N.I. 
ulentus 

1)α-Mannnosidase (Jack bean) ICso = 19，100 [μM] 2) ICso 3) Not determined 4) ICso ミ~2.5 mM 5) No inhibition at 2.5 mM inhibitor 



他の amidine誘導体 lb，c および dについても向様の傾向が見られ、一般に、単純な

アラルキル鎖をアグリコン部分にもつ s-glucosylamidine誘導体は、アーモンド起源の

s-グルコシダーゼに対する阻害活性が弱い傾向が見られた。
アルキル鎖長の長さ[化合物 la(n = 0)， lb (nニ 1)，lc (n = 2)および ld(n = 3) ] 
と阻害活性の強さを比較すると、 nコ lおよび 3の場合、 nコ Oおよび 2の場合と比較

して、 1オーダー程度阻害活性が強くなっていた (A.nigθrの s-グルコシダーゼ、)。し
かし同じゃグルコシダーゼでも、起源が異なるとアノレキル鎖長の効果は異なり、工 viridθ

の酵素では、それほど大きな違いは見られなかった。ただし、アーモンド起源の戸ーグル

コシダーゼでは、例えば、化合物 la(n二0)はほとんど阻害活性を示さなかった (IC5o二

22 mM)のに対し、化合物 lb(n = 1)および ld (nごめでは Ki二70凶程度の比
較的強い阻害を示しており、アグリコン部分の構造が、酵素との親和性に大きな影響を及

ぼす場合のあることが判明した。このことは、本阻害剤が、酵素の活性中心付近の構造と

基質特異性、特に、アグリコン部の構造が基質特異性に及ぼす影響を解明するための、興

味深いツールとなることを示唆するばかりでなく、逆に、アグリコン部分の基質特異性を

利用して、特定のグリコシダーゼのみを選択的に阻害する新しい阻害剤となる可能性も示

しており、大変興味深い結果である。

アグリコン部分が酵素との親和性に与える影響は、スクシンイミド基をもっ s-
glucosylamidine liについて特に顕著に見られ、 A.nigerの s-グルコシダーゼに対し

ては、 Kj にしてわずか 8 nMにも達するきわめて強力な桔抗阻害剤として作用した。

この阻害活性は、現在報告されているさまざまな天然由来および合成グリコシダーゼ、阻害

の中でも、最強の部類にランクされる。化合物 lbと比較して、スクシンイミド基がつ

ことにより、阻害活性が約 10倍上昇していることがわかった。ところが、アーモンド

。グルコシダーゼに対しては、 IC50二13.9酬であり、ほとんど阻害しなかった。
に対する組害活性の菜、すなわち阻害の選択性は1.5 X 106倍にものぼることが

明した。このことは、上述のように、アグリコン部分の基質特異性を利用すれば、特定

グリコシダーゼのみを阻害する、選択性のきわめて高いグリコシダーゼ阻害剤をデザイ

できる可能性を強く示唆するものである。一方、 amidineliと同じくスクシンイミド

を有し、構造がきわめて類似しているが正電荷を持たない s-glucosylamideljは、

li に比べ 600倍あまりも阻害活性が弱く、酵素の阻害においてはアミジンの

として重要であることが確かめられた。それで、も、 Ki値にして 4.9μMと

づ5齢、阻害が見られている事実は、アグリコン部の基質認識によるものと思われる。
一方、 α-グノレコシダーゼに対する挙動として、アノレキル鎖の伸長に伴い阻害活性が増大
る傾向が見られた。すなわち、アノレキル鎖長の短い la(n二0)， lb (n二1)では α-
コシダーゼをほとんど阻害しないのに対し、アルキル鎖長が伸びると α-グルコシダ
に対する阻害活性が増大した [lc(n二2)，ld (n = 3) ]。阻害剤のアノマ一位の立
は pなので、本来、 s--グルコシダーゼに対して選択的な阻害剤として作用するは
あるが、アルキル基の鎖長が長くなると、その認識があいまいになり、 s-グルコシダ
ゼ、のみならず α-グルコシダーゼをも阻害するようになる傾向がうかがわれる。この傾
は、炭素鎖5程度のスべ一ガサ『一のついた戸ββ司司一一一守-司司-司鳴e句-

ラクトシダ一ゼゼ、を、 s-ガラクトシダーゼとほぼ間程度の強さで阻害した。その一方、
1ずれのグリコシノレアミジンも、グリコン部分に対する特異性は高く、アノレキル鎖長が{申

も、 β-glucosylamidinela-ldは依然として、 s-ガラクトシダーゼ、 αーガラクトシ

)ゼ、戸ーキシロシダーゼを阻害せず、また、アグリコン部にスクシンイミド基を好むと
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思われる A.Digerの戸一グルコシダーゼにしても、同じスクシンイミド基をもっ p
galactosvlamidine 1kによってはほとんど阻害を受けなかったことは (Ki 二 410μ防、

為はり、酵素のグリコン部分の構造が決定要因になっていることを示している。以上の

果は、本阻害剤がグリコン部分の基質特異性に応じてグリコシダーゼを見分け、選択的

阻害する阻害剤であることを支持すると同時に、阻害剤のアグリコン部の構造も、酵素

の結合にとっては重要であることを示している。
以上のように、合成した一連の s-glycosylamidine類は、酵素のグリコン部分の基

特異性とアノマ一位の立体化学に応じた選択的な阻害活性を示すばかりでなく、グリコ

部分の構造によっては、特定のグリコシダーゼのみを阻害するきわめて選択的な阻害剤

しモ作用するユニークな阻害剤で、あることが確認された。逆に言えば、酵素の基質特

に合わせて、阻害剤のグリコン部分、アグリコン部分を自在に組み合わせ、最適の阻

をつくることのできる、いわば[テーラーメードJな阻害剤となることが示された。し

し 単純なアラノレキノレ基を導入しただけでは、阻害活性や選択性に大きな違いが見られ

かったのも事実である。従って、今後、単純なアラノレキノレ基だけで、はなく、水酸基やア

ドのような親水性の官能基を特定の位置に導入し、酵素のアグリコン結合部位との積極

な相互作用を利用してより強力で高い選択性をもったアミジン誘導体を合成展開してゆ

必要がある。また、酵素のアノマ一位立体特異性と対応させて、 α-グリコシダーゼを阻

するために、一連の α-glycosylamidine類を合成してゆく必要がある。

1-3. p-Glycosylamidine誘導体の構造と基本的物性
s-グリコシノレアミジンは、グリコン部分に関して、糖のどラノース環の構造をそのま
保持しているため、基質であるグリコシドときわめて近い構造を持っていると考えられる

そこで、典型的なやグリコシノレアミジンである 1dと、典型的なやグルコシドであ

benzyl s-D-glucopyranosideとの、水中における lHNMRデータを比較した (Figure1 

HO-:-ぐ HO-;え作品

H%がシOuR¥/(叫 hPh 叫O 本ンω 叩 h
v ーさ .~ ~C~ 3"¥二

OH 11 

1d 
NH2+ Br-

H-1: O 4.78， J1. 2ロ 9.2Hz 

H-2: O 3.51， J2，3 = 8.8 Hz 
H欄3: O 3.66，占 4= 9.2 Hz 
H-4: O 3.46， J4，5 = 9.6 Hz 
H-5: O 3.58， J5.6aロ 5.4Hz 

もん 6b = 2.0 Hz 
H刷6a:O 3.75， J6a，6b = 12.4 Hz 
H刷6b:O 3.98， J6b，6a口 12.4Hz 

3 伽 OH

ben剤師-glucoside

Hイ O4.49， J1，2コ8.0Hz 
H-2: O 3.29， J2，3コ 9.0Hz 
H-3: O 3.44， J3.4 = 9.4 Hz 
H-4: O 3.37， J4，5 = 8.5 Hz 
H-5: O 3.40， J5.6aコ 5.6Hz 

J5.6b = 1.9 Hz 
H-6a: O 3.7む，占a，6b= 12.3 Hz 

H刷6b:O 3.90， J6b.6a = 12.3 Hz 

Figure 1. lH問R(in D20) of s-glucosylamidine 1d 

and benzyl s-D-glucopyranosはe

その結果、 s-グノレコシルアミジンは、 D20中で、 s-D-グルコピラノシドときわめて近い

を取っており、カップリング定数の値から、両者は、ほぽイス型のコンブォーメーシヨ

であることが確かめられた。すなわち、 s-グリコシルアミジンは基質アナログとしてぞ
造的要因を備えている阻害剤で、酵素のグリコン基質特異性と対応した選択的阻害を一
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とも一致している。

次に、 s-グリコシルアミジンの塩基性度を測定した。一般に、アルキルアミジンの塩基
性は非常に高く、 acetamidineの共役酸の pKaは 12.4と報告されている。また、ベンゼ

シ環と共役している benzamidineでも、共役酸の pえは 11.6であり、対応するアミン

と比べて、その塩基性度は2桁以上大きい。しかし、 s-グリコシノレアミジンは、アミジノ
基を構成する窒素原子の一つがグリコシル基の 1位に直接結合し、一種のアミナール窒素

となっているため、ピラノース環の酸素原子に由来する電子吸引効果を受け、塩基性度が

っている可能性がある。事実、構造的に対応するアミンであるやglucosylamineで

は、その共役酸の pKaは 5.6であり、この値は、通常のアルキノレアミンよりはるかに低
い。そこで、 s-グリコシルアミジン誘導体の pKa値を知るために、 P一glucosylamidineld 
を用いて、その半量を NaOHで中和したときの水溶液の pHを測定することにより、 ldの

pえ値を求めた。その結果、 250Cの水中において、 pKa二9.39という値が得られた。この

ことから、 s-グリコシルアミジンは、通常のアノレキルアミジンに比べると、 3桁ていど塩
基性度が低いことがわかった。この塩基性度の低下は、アルキルアミンに比べて s-グリ
コシルアミンの塩基性度が 3i{r以上低いことともよく対応し、ピラノース環の酸素による
引効果によるものと思われるO しかし、 pKa9.ぬという値は、中性付近では完全

にプロトン化しているだけの十分な塩基性度を持つことを示し、グリコシダーゼのアッセ

イで用いる pH5-6付近の弱酸性領域では、間違いなく完全にプロトン化した状態で存在
、酵素との結合や阻害活性も、プロトン化した状態で起こっていることを示唆している。

て、文献1および文献2にも詳述したとおり、 s-グリコシルアミジンは、酸性条件下
ではかなり安定である一方、アルカリ性条件下では徐々に加水分解を受け、対応する s-
グリコシルアミドを定量的に生成する (250C，carbonate buffer (pH 10)中での半減期 24

hr， 250C， 1M NaOH中での半減期 5hr)oまた、加水分解産物である s-グリコシルアミ
ドには、酵素阻害活性がほとんどないこともわかっている。そこで、 s-glucosylamidine lb 

び、それに対応する s-galactosylamidine，s-xylosylamidineのそれぞれを、 pHの

る緩衝液中に 10mMになるように溶解し、室温で 180日間にわたってインキュベー

トし、残存する酵素阻害活性を指標に、それぞれのアミジンの安定性を調べた (Figure2)。
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その結果、 pH8以上の緩衝液に保持した場合、アミジンの限害活性はグリコン部の種

に関係なく急速に低下した。一方、 s-glucosylamidi即時は pH3においては非常に安

であり、陸害活性の低下は半年間認められなかった。 p註5では、保持開始 120日目か

緩やかに阻害活性の低下が起こったが、 180 日後でも 90目以上の活性は維持された。

Glucosylamidineが安定であったこれらの pH領域 (pH3-5) において、対応する

galactosylamidineおよび s-xylosylamidineの場合は、保持直後から阻害活性の低下

認められた。保持開始 180日後では、直後と比較して 70弘前後まで阻害活性の低下が認

られた。特に p託6においては、 s-glucosylamidineと比較して活性の低下が顕著であり、

グリコン部位の違いによって、溶液安定性に莱があることが明らかになった。このことi

グルコピラノシドがコンブオーメーション的に最も安定であることと対応し、 s-グリコ
ルアミジンの加水分解に、ピラノース環のコンブオーメーション変化が関与しているこ

が示唆される。しかし、いずれのアミジンも、凶 3以下の酸性領域では、きわめて安

に存在することが確かめられた。

(2)ザグリコシルアミジン誘導体をリガンドとするアフイニティーク口マトグラフィー

以上のように、 s-グリコシルアミジン誘導体が、基質アナログとして作用し、酵素の
リコン特異性によく対応して、選択的に酵素を阻害する阻害剤であることがわかった。

の性質を利用して、。グリコシノレアミジンをリガンドとするアブイニティー吸着体を

し、これを用いて、グリゴン特異性の異なる酵素をアフイニティー精製した。得られた

果は、文献2 (Hiratake， ].; Sakata， K. Methods in Enzymology 363， 421-444 (2003) 
および文献3(Inoue，ま.; Hiratake， ]. ; Mizutani，肱;Takada，世.; Yamamoto，拡;Sakat 

K. Carbohydr. Rθs. 338， 1477-1490 (2003))に記載されている。

(3) s-グリコシルアミジン誘導体を用いた植物 s-グリロシダーゼ、の生理機能の探索
植物の生長や環境応答に深く関わる生理活性物質は、多くの場合、配糖化 (s-グリコ
ノレ化)を受けて一時的に不活性化され、その形で植物体内に貯蔵されている。配糠体は

りコシダーゼによって加水分解され、生理活性物質が遊離されて再び活性を持つように

る。このような例は、単糖配糖体βglucosideとその加水分解酵素で、ある令グノレコシ

ーゼとして多くの植物から報告されている。また、植物の締胞壁を生合成する過程でも

セノレラーゼやグノレコシダーゼ、キシロシダーゼなど、さまざまな糖加水分解酵素(グリ

シダーゼ)が作用し、植物の正常な生育を維持している。しかし、これらグリコシダー

の同定と生理学的役割については、まだほとんどわかっていないのが現状である。

そこで、酵素のグリコン基質特異性に対応して酵素を強力に阻害する活性のあるザ

リコシノレアミジン誘導体を用いて、植物におけるグリコシダーゼの生理学的役割を探る

ともに、植物の生育や形態形成に、どんな種類のグリコシダーゼが重要であるかについ

の糸口をつかむため、 lnVl VOアッセイを中心とした研究に着手した。すなわち、 3
の阻害剤 pβ司町一句-司鴫句-鴫句鴫命

物体に直接投与し、生じる変化を観察することによりk、どλんJな種類のグリコシダ一ゼゼ、が
物にとつて重要かを推波測4する研究でで、あるo 1 ~ 3の阻害剤によって配糖体や糖鎖がグ
コシダーゼによって正常な加水分解を受けることができなくなり、たとえば生理活性物

の慌常性が乱される結果、植物の形態上に何らかの変化(生育、葉の形状、根の伸長、
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性、花芽形成など)が生じることが予想される。そこで、逆に、アッセイの結果、引き起

される形態上の変化を手がかりにして、グリコシダーゼが関与する生理現象を探索し、

各阻害剤の標的となる未知の植物グリコシダーゼの生理機能を明らかにすることを目的と

して研究を行った。得られた研究成果は、文献4に記載した。

(4)その他の成果

4-1.グリ口シダーゼの連続的分光学的アッセイ法の開発
グリコシダーゼのアッセイには、 chromogenicな人工基質である pNP-glycosideや

oNP-glycoside、4-methylumbelliferylglycosideがよく使われ、酵素反応に伴って遊離

する p-nitrophenolや o-nitrophenol，4-methylumbelliferoneを分光学的に定量する

ことにより、酵素反応の初速度を求めることが一般的であるO しかし、多くの場合、

glycosidaseの至適 p託が、 pH5付近の弱酸性領域にあるため、実際の反応では、

の酵素反応ののち、 Na2CO;)等のアルカリを加えて一旦反応を止めるとともに、反応溶

pHを上げ、遊離する p--ni司trophenolや o-nitrophenol，4-methylumbelliferoneが

発色し、波長シフトを起こすアノレカリ性条件下で定量を行わなければならない。これは、

酵素反応の初速度を求める際には、各時間ごとに、いちいち反応を停止させなければなら

;ず、実験量が飛躍的に増えるため、速度論的パラメーターの測定など、非常に面倒な実験

操作が必要となる O もし、反応を止めることなく、連続的に酵素反応を追跡することがで

れば、 1回の測定で初速度が求められ、グリコシダーゼのアッセイがきわめて簡略化で

る。そこで、本研究代表者らは、 2-hydroxy-3-nitropyridineが、五変異性によって、

酸性領域でも波長シフトする事実に着目し、この発色団を有するシh山 Oナ肝附主rl釘

jド;lyc∞osid伽eを合成し、それをグリコシダーゼの基質として用いることによって、弱酸性殺rJ
でも連続的にグリコシダーゼの活性を測定できる新しいアッセイ法を開発した。本研究の

成果は文献5に記載されてい ω。

二糖配糖体特異的 Pーグリコシダーゼの酵素学的性質について
植物由来の Family1 s-グリコシダーゼは、通常、グルコシドやガラクトシド、マンノ

ドなど、単糖を一つの単位として認識し、その還元末端の s-グリコシド結合を加水分
する酵素が一般的であるが、グルコースの 6位にキシロースが s-結合した s-
imeverosyl (6-G--s-D-xylopyranosyl-s-D-glucopyranosyl)ユニットを二糖単位で認識

、その還元末端で s-グリコシドを特異的に加水分解する s-primeverosidaseや、それ

類似したこ糖配糖体特異的 s-グリコシダーゼと呼ばれる一群の酵素が存在している。
よれらの酵素は、一般の s-グノレコシダーゼとは異なり、生体防御などの特殊な生理機能
ι もった化合物の配糖体を特異的に加水分解する役割を担っていると推定されている。特

、チャ葉で、は、 s-primeverosidaseが多量に含まれ、生体防御反応に重要な役割を果た
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しているとともに、ウーロン茶や紅茶などの発酵茶の製造工程においては、本酵素が

生成に中心的な役割を果たすことが推定されている。そこで、 s-primeverosidaseの基

特異性を中心に、本酵素の酵素学的性質を明らかにする研究を行った(文献6および7)0 

一方、本酵素が二糖単位で基質を認識する機構を調べるため、本酵素の立体構造解明

めざして本酵素の大量精製を試みた。文献2および3で述べた、 s-グリコシノレアミジ、
導体をリガンドとするアブイニティークロマトグラフィーの成果をもとに、同様の方法で

s-orimeverosvlamidineをリガンドとするアブイニティー吸着体を作製した。合成した

b}ニティー吸着体 25mlをカラムに詰め、 20mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)で平衡イ
したのち、部分精製された s-primeverosidase(210 uni t， specific acti vi ty 17. 7 uni t/ 

タンパク量 12mg)をアプライし、酵素を吸着させたあと、カラムを 20mM Tri s-HCl buffe 

(pH 7.0)で洗浄した。その後、カラムを 20mM acetate-トJaOHbuffer (pH 4.0)で溶

させたところ、 s-primeverosidaseが特異的に溶出された (207unit， specific activit 

26. 8 uni t/mg，タンパク最 8mg)。活性の回収率は 98弘にのぼり、酵素は1.51倍ぞ
製された。回収された酵素を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動で確認したところ、電
泳動的に単一のバンドを与える純度にまで精製されていた O すなわち、

orimeverosvlamidineをリガンドとするアフィニティー吸着体により、 s-primeverosidas

0)大量精製に目処がつき、純度の高い酵素が多量に得られるようになったO この成果を

まえ、今後、酵素の結晶化と X線結晶構造解析に向けて研究を進める予定である。

おわりに
グリコシダーゼ研究にとって有用な研究ツールは、酵素のグリコン基質特異性に応じ

選択的に酵素を阻害することのできる化合物であるという発想から出発した本研究は、

初の自標どおり、酵素のグリコン基質特異性ならびにアグリコン特異性にも対応して自

に設計・合成することのできる s-グリコシルアミジン誘導体という新規なグリコシダ
ゼ、阻害剤を開発するに歪ったO そして、それが実際に有用な研究ツールとなることを、

ブイニティーリガンドとして、グリコシダーゼのアブイニティー精製に応用することよ

て実証した。現在、得られたグリコシダーゼのアミノ酸配列から、その酵素をコードす

遺伝子のクローニングにまで着手しており、これが完成すれば、構造未知のグリコシダ

ゼを、グリコン基質特異性を唯一の手がかりとして単離骨精製し、遺伝子のクローニン

から構造解析までを網羅する、一連のグリコシダーゼの生物有機化学的研究のサイクノレカ

完結することになる。
s-グリコシノレアミジン誘導体が、さまざまな糖から出発して、簡便にしかも大量に合
できるということは、研究ツールとしてきわめて大きな意味をもっ。というのは、さま

まなバイオアッセイに対して大量にサンフ。ルを供給することができるばかりでなく、 1

のバイオアッセイに対して、異なるグリコン部をもっ~:r患のグリコシダーゼ、阻害剤をセ
トで供給できるため、どのグリコシダーゼが生理的に重要であるのかが推定できるので

るn すなわち、それぞれの阻害剤の生理活性試験の結果を比較することにより、その生

活性に関わるグリコシダーゼのグリコン基質特異性が推定できるのである。このことは、

s-グリコシルアミジン誘導体を、直接、植物に与えた時に観察される変化を手がかりに、
植物の生育にとって重要な働きをしている未知のグリコシダーゼを推定しようという 1

VIVO試験によって検証されつつある。そして、ひとたびグリコン基質特異性が特定さ

れば、当該グリコンをもとにアフィニティー吸着体を作製し、目指す酵素を単離、精製
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るという上述の研究手法が適用できる。すなわち、生理的に重要な働きをするグリコシダ

ーゼを推定するところから出発し、当該酵素の単離・精製を経て、遺伝子のクローニング、

大量精製から構造解析に至るまで、グリコシダーゼ研究のあらゆる段階で力を発揮する、

きわめて有用な研究ツールとなることが期待できる。今後、 s-グリコシルアミジン誘導体
をよりどころとして、植物におけるグリコシダーゼの生理的役割を解明する化学的研究を

精力的に進める予定である。また、簡便に大量に合成できる利点を活かし、広範なバイオ

アッセイを行い、本化合物が、思いもよらない興味深い生理活性を示す可能性にも期待し

たい。なぜなら、こうした偶然の発見が新たな研究の端緒となり、研究ツールとしての s-
グリコシルアミジン誘導体の有用性をさらに開拓してくれるからである。
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