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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

下記（ａ）～（ｆ）の特性を有するβ－ガラクトシダーゼ：

（ａ）バシラス属に属する細菌により産生される。

（ｂ）Ｇａｌβ（１→３）結合の切断活性が、Ｇａｌβ（１→４）結合の切断活性及びＧ

ａｌβ（１→６）結合の切断活性の１０倍以上である。

（ｃ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥで測定される分子量が３５～４３ｋＤａである。

（ｄ）至適ｐＨがｐＨ５～１０である。

（ｅ）至適温度が４０～６０℃である。

（ｆ）Ｎ末端のアミノ酸配列が配列番号１で示されるアミノ酸配列である。

【請求項２】

前記バシラス属に属する細菌が、ＧＳ－ＭＡＩＵ株（特許生物寄託センター受領番号：Ｎ

ＩＴＥ　Ｐ－０２２４０）である、請求項１に記載のβ－ガラクトシダーゼ。

【請求項３】

請求項１又は２に記載のβ－ガラクトシダーゼの産生能を有し、且つＧＳ－ＭＡＩＵ株（

特許生物寄託センター受領番号：ＮＩＴＥ　Ｐ－０２２４０）である、バシラス属に属す

る細菌。

【請求項４】

ガラクトース供与体及び水酸基含有化合物とを、請求項１又は２に記載のβ－ガラクトシ

ダーゼの存在下で反応させる工程を含む、β－ガラクトース連結化合物の製造方法。
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【 請 求 項 ５ 】

前 記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 が 一 般 式 （ １ ） ：

【 化 １ 】

［ 一 般 式 （ １ ） 中 ： Ｒ
１

は 置 換 さ れ て い て も よ い フ ェ ニ ル 基 を 示 す 。 ］

で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

前 記 水 酸 基 含 有 化 合 物 が 一 般 式 （ ２ ） ：

【 化 ２ 】

［ 一 般 式 （ ２ ） 中 ： Ｒ
２

は エ チ ニ ル 基 、 ビ ニ ル 基 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ （ － Ｃ Ｈ ３ ） ＝

Ｃ Ｈ ２ 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ ２ 、 ア ジ ド 基 、 エ ポ キ シ 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 、 又 は

オ キ シ ル ア ミ ノ 基 を 示 す 。 ｍ は ０ 又 は １ を 示 す 。 Ｒ
３

は ２ 価 の 炭 化 水 素 基 を 示 す 。 ｐ は ０

又 は １ を 示 す 。 ］

で 表 さ れ る 化 合 物 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 又 は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン で あ る

、 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 糖 鎖 は 、 ア ポ ト ー シ ス （ 細 胞 死 ） 、 感 染 、 免 疫 、 細 胞 接 着 、 移 動 、 発 生 、 分 化 、 増 殖 、

等 の 多 様 な 生 命 現 象 に 関 与 し て お り 、 そ の 異 常 は 、 が ん 、 糖 尿 病 等 の 様 々 な 疾 患 に 繋 が る

。 こ の た め 、 糖 鎖 構 造 の 解 析 は 、 こ れ ら の 生 命 現 象 や 疾 患 の 理 解 に と っ て 非 常 に 重 要 で あ

る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 N M R解 析 が 困 難 な 複 雑 か つ 微 量 糖 鎖 に お け る 糖 鎖 構 造 の 解 析 は 、 そ の 一 つ の 有 効 的 な 手

段 と し て 解 析 対 象 の 糖 鎖 の グ リ コ シ ド 結 合 を 酵 素 で 切 断 し 、 切 断 断 片 を HPLC分 析 お よ び 質

量 分 析 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の 解 析 に お い て は 、 酵 素 の 特 異 性 が 低 い 場 合 は 切 断

断 片 か ら 元 の 糖 鎖 構 造 を 推 測 す る こ と が 困 難 で あ る の で 、 あ る 特 定 の グ リ コ シ ド 結 合 を 特

異 的 に 切 断 す る 酵 素 が 重 要 な ツ ー ル と な る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 一 方 、 現 在 、 市 販 さ れ て い る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 基 質 特 異 性 が 低 く （ 或 い は 全 く

無 く ） 、 例 え ば ガ ラ ク ト ー ス と 他 の 六 炭 糖 と の 結 合 で あ れ ば 、 ガ ラ ク ト ー ス の １ 番 炭 素 と

他 の 六 炭 糖 の ３ 番 炭 素 、 ４ 番 炭 素 、 及 び ６ 番 炭 素 と の β － グ リ コ シ ド 結 合 （ Ｇ ａ ｌ β （ １

→ ３ ） 結 合 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 、 及 び Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 ） の 全 て を 切 断 し て

し ま う も の が 大 半 で あ る 。 ま た 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 や Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 に 対

す る 切 断 活 性 が 特 異 的 に 高 い β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 知 ら れ て い る も の の （ 非 特 許 文 献 １

） 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 に 対 す る 切 断 活 性 が 特 異 的 に 高 い β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 未

だ 知 ら れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン （ Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） や ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー

ス （ Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） 等 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 は 、 消 化 管 内 の ビ フ ィ ズ ス
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菌 の 増 殖 活 性 を 有 し 、 こ の 活 性 に 基 づ い て 腸 内 フ ロ ー ラ 改 善 、 消 化 吸 収 促 進 、 便 通 改 善 、

老 化 防 止 等 の 様 々 な 効 果 を 発 揮 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 ま た 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン

や ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス は 、 多 く の 生 理 活 性 糖 鎖 の 部 分 構 造 で あ る こ と か ら 、 こ れ ら の 化

学 合 成 及 び 酵 素 合 成 に お け る ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク と し て の 需 要 が 高 い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン や ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス の 合 成 方 法 と し て は 、 例 え ば β － ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 逆 反 応 を 利 用 し た 方 法 や 、 Ｕ Ｄ Ｐ － ガ ラ ク ト ー ス を 基 質 と し た β － ガ ラ

ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 方 法 が 知 ら れ て い る が 、 こ れ ら の 方 法 に は 収 率 が 悪

い と い う 問 題 や 、 試 薬 が 高 価 で あ る と い う 問 題 が あ る 。 こ の た め 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ

ミ ン や ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス （ 特 に 、 ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス ） の 市 販 品 は 非 常 に 高 価 で あ

る （ 参 考 市 場 価 格 は 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン が ５ ｍ ｇ 当 た り １ ８ ０ ０ ０ 円 、 ラ ク ト －

Ｎ － ビ オ ー ス が １ ｍ ｇ 当 た り １ ０ ０ ０ ０ 円 で あ る ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 ＂ A β 1-6/β 1-3 galactosidase from Bifidobacterium animalis subs

p. lactis Bl-04 gives insight into sub-specificit ies of β -galactoside catabolis

m within Bifidobacterium＂ Molecular Microbiology, Volume 94, Issue 5, pages 1024

-1040, December 2014

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 に 対 す る 切 断 活 性 が 特 異 的 に 高 い β － ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン や ラ ク ト

－ Ｎ － ビ オ ー ス 等 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 を 、 簡 便 且 つ 効 率 的 に 合 成 で き る 酵 素 を 提 供 す る こ

と も 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 者 は 鋭 意 研 究 を 進 め た 結 果 、 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 に よ り 産 生 さ れ る 特 定 の β

－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ れ ば 、 上 記 課 題 を 解 決 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 、 こ の 知

見 に 基 づ い て さ ら に 研 究 を 重 ね た 結 果 、 完 成 さ れ た も の で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 の

態 様 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 項 １ ． 　 下 記 （ ａ ） ～ （ ｅ ） の 特 性 を 有 す る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ：

（ ａ ） バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 に よ り 産 生 さ れ る 。

（ ｂ ） Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 の 切 断 活 性 が 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 の 切 断 活 性 及 び Ｇ

ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 の 切 断 活 性 の １ ０ 倍 以 上 で あ る 。

（ ｃ ） Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 さ れ る 分 子 量 が ３ ５ ～ ４ ３ ｋ Ｄ ａ で あ る 。

（ ｄ ） 至 適 ｐ Ｈ が ｐ Ｈ ５ ～ １ ０ で あ る 。

（ ｅ ） 至 適 温 度 が ４ ０ ～ ６ ０ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 項 ２ ． 　 前 記 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 が 、 Ｇ Ｓ － Ｍ Ａ Ｉ Ｕ 株 （ 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受

領 番 号 ： Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ａ Ｐ － ０ ２ ２ ４ ０ ） で あ る 、 項 １ に 記 載 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 項 ３ ． 　 さ ら に 下 記 （ ｆ ） の 特 性 を 有 す る 、 項 １ 又 は ２ に 記 載 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

：

（ ｆ ） Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 項 ４ ． 　 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 産 生 能 を 有 す る 、 バ シ ラ

ス 属 に 属 す る 細 菌 。
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【 ０ ０ １ ４ 】

　 項 ５ ． 　 Ｇ Ｓ － Ｍ Ａ Ｉ Ｕ 株 （ 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 ： Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ａ Ｐ － ０ ２ ２

４ ０ ） で あ る 、 項 ４ に 記 載 の 細 菌 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 項 ６ ． 　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 及 び 水 酸 基 含 有 化 合 物 と を 、 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の

β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 工 程 を 含 む 、 β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 の

製 造 方 法 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 項 ７ ． 　 前 記 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 が 一 般 式 （ １ ） ：

【 ０ ０ １ ７ 】

【 化 １ 】

【 ０ ０ １ ８ 】

［ 一 般 式 （ １ ） 中 ： Ｒ
１

は 置 換 さ れ て い て も よ い フ ェ ニ ル 基 を 示 す 。 ］

で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 、 項 ６ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 項 ８ ． 　 前 記 水 酸 基 含 有 化 合 物 が 一 般 式 （ ２ ） ：

【 ０ ０ ２ ０ 】

【 化 ２ 】

【 ０ ０ ２ １ 】

［ 一 般 式 （ ２ ） 中 ： Ｒ
２

は エ チ ニ ル 基 、 ビ ニ ル 基 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ （ － Ｃ Ｈ ３ ） ＝

Ｃ Ｈ ２ 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ ２ 、 ア ジ ド 基 、 エ ポ キ シ 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 、 又 は

オ キ シ ル ア ミ ノ 基 を 示 す 。 ｍ は ０ 又 は １ を 示 す 。 Ｒ
３

は ２ 価 の 炭 化 水 素 基 を 示 す 。 ｐ は ０

又 は １ を 示 す 。 ］

で 表 さ れ る 化 合 物 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 又 は Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン で あ る

、 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 を 特 異 的 に 切 断 す る こ と が

で き る 。 こ の よ う な 酵 素 は 今 ま で 知 ら れ て い な い こ と か ら 、 こ の 酵 素 を 用 い る こ と に よ り

、 従 来 で は 解 析 が 困 難 （ 又 は 不 可 能 ） で あ っ た 糖 鎖 構 造 の 解 析 が 容 易 （ 又 は 可 能 ） に な る

。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン 、 ラ ク

ト － Ｎ － ビ オ ー ス 、 Galβ (1→ 3) GalN Ac等 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 （ 特 に 、 ラ ク ト － Ｎ － ビ オ

ー ス ） を 、 簡 便 且 つ 効 率 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 酵 素 を 用 い る こ と に よ り

、 種 々 の 水 酸 基 含 有 化 合 物 に 、 ガ ラ ク ト ー ス を β － グ リ コ シ ド 結 合 さ せ る こ と が で き る 。

例 え ば 、 親 水 性 部 分 構 造 と し て 糖 残 基 を 有 し 、 且 つ 疎 水 性 部 分 構 造 と し て 炭 化 水 素 鎖 を 有

す る 界 面 活 性 剤 や 、 反 応 性 官 能 基 が 連 結 し た 糖 を 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 に よ り 産 生 さ れ 、 該 菌 体 外

に 分 泌 さ れ る 。 こ の た め 、 こ の 酵 素 は 、 菌 体 を 破 砕 す る こ と な く 、 培 養 液 か ら 簡 便 に 得 る

こ と が で き る 。 し か も 、 こ の 酵 素 は 、 培 養 上 清 や そ の 粗 精 製 物 （ 例 え ば 硫 安 沈 殿 画 分 ） で
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あ っ て も 強 い 活 性 を 有 す る の で 、 精 製 が 容 易 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

【 図 １ 】 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 分 子 量 を 示 す 、 CBB染 色 ゲ ル の 写 真 を 示 す （ 実 施 例 ３ ）

。 Sampleは β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 を ア プ ラ イ し た レ ー ン を 示 し 、 Mは マ ー カ ー を ア プ ラ

イ し た レ ー ン を 示 す 。 写 真 右 側 の 数 値 は 、 マ ー カ ー の 各 バ ン ド が 示 す 分 子 量 （ kDa） で あ

る 。

【 図 ２ 】 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 、 各 pH（ 横 軸 ） に お け る 相 対 活 性 （ 縦 軸 ） を 示 す （ 実 施

例 ４ ） 。

【 図 ３ 】 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 、 各 温 度 （ 横 軸 ） に お け る 相 対 活 性 （ 縦 軸 ） を 示 す （ 実

施 例 ５ ） 。

【 図 ４ 】 各 反 応 時 間 （ 横 軸 ） に お け る 、 ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス と 、 副 生 成 物 で あ る N－ ア セ

チ ル ア ロ ラ ク ト サ ミ ン （ Galβ (1→ 6) GlcN Ac） そ れ ぞ れ の 生 成 量 （ 縦 軸 、 任 意 単 位 ） を 示

す （ 実 施 例 １ ６ ） 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 含 有 」 及 び 「 含 む 」 な る 表 現 に つ い て は 、 「 含 有 」 、 「 含 む 」

、 「 実 質 的 に か ら な る 」 及 び 「 の み か ら な る 」 と い う 概 念 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 １ ． β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

　 本 発 明 は 、 下 記 の 特 性 （ ａ ） ～ （ ｅ ） を 有 す る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ 本 明 細 書 に お い

て 、 「 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 」 と 示 す こ と も あ る 。 ） に 関 す る 。 以 下 、 こ れ に つ

い て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 特 性 （ ａ ） は 、 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 に よ り 産 生 さ れ る 、 と い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 産

生 で き る と い う 観 点 か ら 、 好 ま し く は Ｇ Ｓ － Ｍ Ａ Ｉ Ｕ 株 （ 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号

： Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ａ Ｐ － ０ ２ ２ ４ ０ ） で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 特 性 （ ｂ ） は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 の 切 断 活 性 が 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 の 切 断

活 性 及 び Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 の 切 断 活 性 の １ ０ 倍 以 上 で あ る 、 と い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 「 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 」 と は 、 ガ ラ ク ト ー ス の １ 番 炭 素 と 六 炭 糖 の ３ 番 炭 素 と の β

－ グ リ コ シ ド 結 合 を 意 味 す る 。 「 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 」 と は 、 ガ ラ ク ト ー ス の １ 番 炭

素 と 六 炭 糖 の ４ 番 炭 素 と の β － グ リ コ シ ド 結 合 を 意 味 す る 。 「 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 」

と は 、 ガ ラ ク ト ー ス の １ 番 炭 素 と 六 炭 糖 の ６ 番 炭 素 と の β － グ リ コ シ ド 結 合 を 意 味 す る 。

例 え ば 、 六 炭 糖 が Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） で あ れ ば 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ →

３ ） 結 合 は 、 ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス （ Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） 中 の β － グ リ コ

シ ド 結 合 で あ り 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 は 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン （ Ｇ ａ ｌ β （ １

→ ４ ） Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ ） 中 の β － グ リ コ シ ド 結 合 で あ る 。 な お 、 こ れ ら の 結 合 を 形 成 す る 六

炭 糖 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 六 炭 糖 、 例 え ば Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 グ ル

コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 マ ン ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ア ロ

ー ス 、 タ ロ ー ス 、 グ ロ ー ス 、 ア ル ト ロ ー ス 、 イ ド ー ス 、 プ シ コ ー ス 、 ソ ル ボ ー ス 、 タ ガ ト

ー ス 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 中 で も 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ガ ラ ク ト

ー ス 、 Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 等 が 好 ま し く 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ

チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 グ ル コ ー ス 等 が さ ら に 好 ま し く 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン が 特 に

好 ま し い 。 ま た 、 こ れ ら は 一 部 の 水 酸 基 が 還 元 さ れ て 水 素 原 子 に 置 換 さ れ て い て も よ い し

、 一 部 の 水 酸 基 が 公 知 の 保 護 基 で 保 護 さ れ て い て も 、 硫 酸 基 等 の 官 能 基 で 置 換 さ れ て い て

も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】

　 切 断 活 性 は 、 上 記 β － グ リ コ シ ド 結 合 を 加 水 分 解 す る 活 性 で あ る 。 こ の 活 性 は エ キ ソ 型

で あ る 。 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 、 又 は Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結

合 の 切 断 活 性 は 、 こ れ ら の 結 合 を 有 す る 多 糖 （ 好 ま し く は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 が 末

端 に 存 在 し 、 該 結 合 を 形 成 す る β － ガ ラ ク ト ー ス の 非 還 元 末 端 が 他 の 糖 と 結 合 を 形 成 し て

い な い 多 糖 、 よ り 好 ま し く は ２ 糖 ） と β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と を 反 応 さ せ 、 反 応 後 の 生 成

物 （ 加 水 分 解 に よ り 生 じ た 分 解 物 の 量 や そ の 生 成 速 度 ） を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 等 に よ り 分 析 す る こ と

に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の 評 価 は 、 例 え ば 比 活 性 （ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ ｇ ） を 測 定

し 、 こ の 値 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 な お 、 反 応 の 条 件 は 、 後 述 の 、 至

適 ｐ Ｈ や 至 適 温 度 、 実 施 例 の 条 件 等 を 参 照 し て 、 適 宜 設 定 で き る も の で あ り 、 Ｇ ａ ｌ β （

１ → ３ ） 結 合 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ４ ） 結 合 、 及 び Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 の 切 断 活 性 は 同 じ

反 応 条 件 で 比 較 す る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 切 断 活 性 は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ →

４ ） 結 合 の 切 断 活 性 及 び Ｇ ａ ｌ β （ １ → ６ ） 結 合 の 切 断 活 性 の 、 好 ま し く は ２ ０ 倍 以 上 、

よ り 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ ０ 倍 以 上 、 よ り さ ら に 好 ま し く は

１ ０ ０ ０ ０ 倍 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 特 性 （ ｃ ） は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 さ れ る 分 子 量 が ３ ５ ～ ４ ３ ｋ Ｄ ａ で あ る 、 と い

う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 又 は 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 分 離 ゲ ル の 濃

度 は 、 分 子 量 が ３ ５ ～ ４ ３ ｋ Ｄ ａ 程 度 の タ ン パ ク 質 を 分 離 可 能 で あ り 、 且 つ 分 子 量 マ ー カ

ー の バ ン ド と の 比 較 に よ り 該 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 測 定 で き る 程 度 の 濃 度 で あ る 限 り 特 に

限 定 さ れ な い 。 該 濃 度 は 、 例 え ば ８ ～ １ ６ ％ 、 好 ま し く は １ ０ ～ １ ４ ％ 、 よ り 好 ま し く は

１ １ ～ １ ３ ％ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 さ れ る 分 子 量 は 、 好 ま し く

は ３ ８ ～ ４ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 特 性 （ ｄ ） は 、 至 適 ｐ Ｈ が ｐ Ｈ ５ ～ １ ０ で あ る 、 と い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 至 適 ｐ Ｈ と は 、 酵 素 活 性 が 最 大 を 示 す ｐ Ｈ を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 ｐ Ｈ は 、 好 ま し く は ｐ Ｈ ６ ～ １ ０ 、 よ り 好 ま し く

は ｐ Ｈ ７ ～ ９ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 特 性 （ ｅ ） は 、 至 適 温 度 が ４ ０ ～ ６ ０ ℃ で あ る 、 と い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 至 適 温 度 と は 、 酵 素 活 性 が 最 大 を 示 す 温 度 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度 は 、 好 ま し く は ４ ５ ～ ５ ５ ℃ 、 よ り 好 ま し く

は ４ ８ ～ ５ ２ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 上 記 特 性 （ ａ ） ～ （ ｅ ） に 加 え て 、 さ ら に 下 記 の 特

性 （ ｆ ） を 有 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 特 性 （ ｆ ） は 、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 、 と

い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 か ら 始 ま る ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て は 、 １ 又 は 複 数 個 （ 例 え ば ２ ～ ３ 個 、 好 ま

し く は ２ 個 ） の ア ミ ノ 酸 （ 好 ま し く は １ 個 の ア ミ ノ 酸 ） が 、 置 換 、 欠 失 、 付 加 又 は 挿 入 さ

れ て い て も よ い 。 な お 、 こ れ ら の 変 異 は 、 保 存 的 置 換 で あ る こ と が 好 ま し い 。 保 存 的 置 換

と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例

え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン と い っ た 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 同 士 で

置 換 さ れ る こ と が 、 保 存 的 な 置 換 技 術 に あ た る 。 そ の 他 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸

と い っ た 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ； グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン

、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン と い っ た 非 帯 電 性 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ；

ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン

、 ト リ プ ト フ ァ ン と い っ た 非 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ； ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ

ロ イ シ ン と い っ た β － 分 枝 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト

リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン と い っ た 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 同 士 で の 置 換 も 同 様

に 、 保 存 的 な 置 換 に あ た る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 上 記 特 性 （ ａ ） ～ （ ｅ ） に 加 え て 、 さ ら に 下 記 の 特

性 （ ｇ ） を 有 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 特 性 （ ｇ ） は 、 銅 イ オ ン に よ る 酵 素 活 性 の 減 少 割 合 が 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 、 カ リ ウ ム イ

オ ン 、 及 び マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 金 属 イ オ ン （

好 ま し く は マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン ） に よ る 酵 素 活 性 の 減 少 割 合 の ３ 倍 以 上 （ 好 ま し く は ５ 倍

、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 以 上 ） で あ る 、 と い う 特 性 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 金 属 イ オ ン に よ る 酵 素 活 性 の 減 少 割 合 と は 、 金 属 イ オ ン の 非 存 在 下 に お け る 酵 素 活 性 値

（ 例 え ば 比 活 性 等 ） か ら 、 金 属 イ オ ン 存 在 下 に お け る 酵 素 活 性 値 を 引 い て 得 ら れ る 値 を 、

金 属 イ オ ン の 非 存 在 下 に お け る 酵 素 活 性 値 で 除 し て 得 ら れ る 値 で あ る 。 こ の 減 少 割 合 の 評

価 は 、 銅 イ オ ン に よ る 酵 素 活 性 の 減 少 割 合 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 、 カ リ ウ ム イ オ ン 、 及 び マ

グ ネ シ ウ ム イ オ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 の 金 属 イ オ ン に よ る 酵 素 活 性

の 減 少 割 合 の 両 方 が 、 例 え ば ０ ． ０ １ ～ ０ ． ８ 、 好 ま し く は ０ ． ０ ３ ～ ０ ． ７ ５ の 範 囲 と

な る よ う に 、 金 属 イ オ ン 濃 度 を 調 整 し て 行 う こ と が 望 ま し い 。 こ の 観 点 か ら 、 減 少 割 合 の

評 価 に お け る 金 属 イ オ ン 濃 度 は 、 例 え ば ２ ～ ２ ０ ｍ Ｍ 、 好 ま し く は ４ ～ １ ２ ｍ Ｍ 、 よ り 好

ま し く は ６ ～ １ ０ ｍ Ｍ で あ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 と し て は 、 例 え ば 上 記 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 を

有 す る 多 糖 （ 好 ま し く は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 が 末 端 に 存 在 し 、 該 結 合 を 形 成 す る β

－ ガ ラ ク ト ー ス の 非 還 元 末 端 が 他 の 糖 と 結 合 を 形 成 し て い な い 多 糖 、 よ り 好 ま し く は ２ 糖

） 、 一 般 式 （ １ ） ：

【 ０ ０ ５ １ 】

【 化 ３ 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

［ 一 般 式 （ １ ） 中 ： Ｒ
１

は 置 換 さ れ て い て も よ い フ ェ ニ ル 基 を 示 す 。 ］ で 表 さ れ る 化 合 物

等 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が よ り 効 率 的 に 加 水 分 解 で き る と い う 観

点 か ら 、 該 基 質 と し て は 、 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 フ ェ ニ ル 基 の 置 換 基 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 ニ ト ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基

、 ア ル キ ル 基 、 ア ル ケ ニ ル 基 、 ア ル キ ニ ル 基 、 ア ル キ ル 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア ミ ノ

基 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 中 で も 、 ニ ト ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基 、 ハ ロ ゲ ン

原 子 等 が 好 ま し く 、 ニ ト ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基 等 が よ り 好 ま し く 、 ニ ト ロ 基 が さ ら に 好 ま し

い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ア ル コ キ シ 基 は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は 分 岐 鎖 状 の 炭 素 数 １ ～ ８ 、 好 ま し く は １

～ ６ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ４ 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ の ア ル コ キ シ 基 が 挙 げ ら れ る 。 こ

の よ う な ア ル コ キ シ 基 と し て は 、 例 え ば 、 メ ト キ シ 基 、 エ ト キ シ 基 、 ｎ － プ ロ ポ キ シ 基 、

イ ソ プ ロ ポ キ シ 基 、 ｎ － ブ ト キ シ 基 、 イ ソ ブ ト キ シ 基 、 ｓ ｅ ｃ － ブ ト キ シ 基 、 ｔ － ブ ト キ

シ 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ア ル キ ル 基 は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は 分 岐 鎖 状 の 炭 素 数 １ ～ ８ 、 好 ま し く は １ ～

６ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ４ 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ の ア ル キ ル 基 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ

う な ア ル キ ル 基 と し て は 、 例 え ば 、 メ チ ル 基 、 エ チ ル 基 、 ｎ － プ ロ ピ ル 基 、 イ ソ プ ロ ピ ル

基 、 ｎ － ブ チ ル 基 、 イ ソ ブ チ ル 基 、 ｓ ｅ ｃ － ブ チ ル 基 、 ｔ － ブ チ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ア ル ケ ニ ル 基 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は 分 岐 鎖 状 の 炭 素 数 ２ ～ ８ 、 好 ま し

く は ２ ～ ６ 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ４ の ア ル ケ ニ ル 基 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な ア ル ケ ニ ル

基 と し て は 、 例 え ば 、 ビ ニ ル 基 、 ア リ ル 基 、 １ － プ ロ ペ ニ ル 基 、 イ ソ プ ロ ペ ニ ル 基 、 ブ テ

ニ ル 基 、 ペ ン テ ニ ル 基 、 ヘ キ セ ニ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ア ル キ ニ ル 基 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は 分 岐 鎖 状 の 炭 素 数 ２ ～ ８ 、 好 ま し

く は ２ ～ ６ 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ４ の ア ル キ ニ ル 基 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な ア ル キ ニ ル

基 と し て は 、 例 え ば 、 エ チ ニ ル 基 、 プ ロ ピ ニ ル 基 、 ブ チ ニ ル 基 、 ペ ン チ ニ ル 基 、 ヘ キ シ ニ

ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ア ル キ ル 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア ミ ノ 基 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は 分

岐 鎖 状 の 炭 素 数 １ ～ ６ 、 好 ま し く は １ ～ ４ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ２ の ア ル キ ル 基 で 置 換 さ

れ て い て も よ い ア ミ ノ 基 が 挙 げ ら れ る 。 ア ル キ ル 基 に よ る 置 換 数 は 、 特 に 制 限 さ れ な い 。

こ の よ う な 置 換 さ れ て い て も よ い ア ミ ノ 基 と し て は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 、 メ チ ル ア ミ ノ 基

、 エ チ ル ア ミ ノ 基 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ 基 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ 基 、 エ チ ル メ チ ル ア ミ ノ 基 等 が 挙

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ハ ロ ゲ ン 原 子 と し て は 、 フ ッ 素 原 子 、 塩 素 原 子 、 臭 素 原 子 、 ヨ ウ 素 原 子 等 が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 置 換 基 の 数 は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば ０ ～ ５ 個 、 好 ま し く は ０ ～ ４ 個 、 よ り 好 ま し く は

０ ～ ３ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ３ 、 よ り さ ら に 好 ま し く は １ ～ ２ 、 特 に 好 ま し く は １ で

あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 置 換 基 の 位 置 は 特 に 制 限 さ れ な い 。 該 位 置 は 、 好 ま し く は パ ラ 位 （ ４ 位 ） で あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 の よ り 好 ま し い 態 様 と し て は 、 一 般 式 （ １ ａ ） ：

【 ０ ０ ６ ３ 】
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【 化 ４ 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

［ 一 般 式 （ １ ａ ） 中 ： Ｒ
１

は ニ ト ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基 、 又 は ハ ロ ゲ ン 原 子 を 示 す 。 ｎ は ０

又 は １ ～ ３ の 整 数 を 示 す 。 ］ で 表 さ れ る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 一 般 式 （ １ ａ ） に お い て Ｒ
１

で 示 さ れ る ア ル コ キ シ 基 は 、 特 に 制 限 は な く 、 直 鎖 状 又 は

分 岐 鎖 状 の 炭 素 数 １ ～ ８ 、 好 ま し く は １ ～ ６ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ４ 、 さ ら に 好 ま し く は

１ ～ ２ の ア ル コ キ シ 基 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な ア ル コ キ シ 基 と し て は 、 例 え ば 、 メ ト キ

シ 基 、 エ ト キ シ 基 、 ｎ － プ ロ ポ キ シ 基 、 イ ソ プ ロ ポ キ シ 基 、 ｎ － ブ ト キ シ 基 、 イ ソ ブ ト キ

シ 基 、 ｓ ｅ ｃ － ブ ト キ シ 基 、 ｔ － ブ ト キ シ 基 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 一 般 式 （ １ ａ ） に お い て 、 Ｒ
１

は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が よ り 効 率 的 に 加 水

分 解 で き る と い う 観 点 か ら 、 ニ ト ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基 等 が 好 ま し く 、 ニ ト ロ 基 が よ り 好 ま

し い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ｎ は 、 好 ま し く は １ ～ ３ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ２ 、 さ ら に 好 ま し く は １ で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 ｎ が １ 以 上 の 場 合 、 パ ラ 位 （ ４ 位 ） が Ｒ
１

で 置 換 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ｎ が ２ 以 上 の 場 合 、 ２ 以 上 の Ｒ
１

は 、 全 て 又 は 一 部 が 同 一 で あ っ て も よ い し 、 そ れ ぞ れ

異 な っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 の 具 体 例 と し て は 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル － β － Ｄ

－ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 、 ｏ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 、 ４ － メ ト キ

シ フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 、 フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 、 ラ

ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 特 性 （ ｄ ） 、 （ ｅ ） 、 及 び （ ｇ ） に お い て 、 酵 素 活 性 と は 、 上 記 基 質 中 の β － ガ ラ ク ト

シ ド 結 合 （ 基 質 が 多 糖 の 場 合 は 、 Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ） 結 合 ） を 加 水 分 解 す る 活 性 で あ る 。

こ の 活 性 は エ キ ソ 型 で あ る 。 酵 素 活 性 は 、 上 記 基 質 と β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と を 反 応 さ せ

、 反 応 後 の 生 成 物 （ 加 水 分 解 に よ り 生 じ た 分 解 物 の 量 や そ の 生 成 速 度 ） を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 等 に よ

り 分 析 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の 評 価 は 、 例 え ば 比 活 性 （ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ

／ ｍ ｇ ） を 測 定 し 、 こ の 値 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 な お 、 反 応 の 条 件

は 、 至 適 ｐ Ｈ 、 至 適 温 度 、 実 施 例 の 条 件 等 を 参 照 し て 、 適 宜 設 定 で き る も の で あ り 、 酵 素

活 性 は 同 じ 反 応 条 件 で 比 較 す る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 上 記 し た バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 か ら 分 泌 さ れ る の

で 、 該 細 菌 の 培 養 液 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 製 造 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 培 養 は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 又 は 準 じ て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 培 地 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 を 培 養 で き る 培 地 を 採 用 す る こ と が

で き る 。 例 え ば 、 ０ ． ５ ～ ２ ％ （ 好 ま し く は ０ ． ８ ～ １ ． ２ ％ ） ト リ プ ト ン 及 び ／ 又 は

ペ プ ト ン （ 好 ま し く は ペ プ ト ン ） 、 ０ ． １ ２ ～ ０ ． ５ ％ （ 好 ま し く は ０ ． ２ ～ ０ ． ３ ％ ）

 酵 母 エ キ ス 、 ０ ． ０ ５ ～ ０ ． ４ ％ （ 好 ま し く は ０ ． １ ～ ０ ． ３ ％ ） ラ ク ト ー ス ／ 水 の 組
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成 を 有 す る 培 地 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 培 養 温 度 は 、 バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 を 培 養 で き る 温 度 で あ る 限 り 特 に 制 限 さ れ ず 、 例

え ば １ ５ ～ ４ ５ ℃ 、 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ ℃ 、 よ り 好 ま し く は ３ ０ ～ ３ ８ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 培 養 時 間 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 産 生 が 可 能 で あ る 限 り 特 に 制 限 さ れ ず 、

例 え ば １ 時 間 ～ ６ 日 間 、 好 ま し く は １ ２ 時 間 ～ ５ 日 間 、 よ り 好 ま し く は １ 日 間 ～ ４ 日 間 で

あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 培 養 後 に 得 ら れ た 培 養 液 中 に は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 含 ま れ て い る の で 、

こ の 培 養 液 を そ の ま ま 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 ま た 、 上 記 に 加 え 、 さ ら に 培 養 液 を 遠 心 分 離 し て 培 養 上 清 を 得 る 工 程 、 各 種 タ ン パ ク 質

精 製 工 程 （ 例 え ば 、 硫 安 分 画 等 ） 、 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 画 す る 工 程 等 の 精 製

を 行 う こ と に よ り 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 純 度 や 比 活 性 を よ り 高 め る こ と が 可

能 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 特 に 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 培 養 上 清 の 硫 安 分 画 し た 場 合 、 硫 安 ５ ０ ～ ７

０ ％ （ 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 、 特 に ５ ８ ～ ６ ２ ％ ） 画 分 に 多 く 含 ま れ る こ と が 分 か っ て

い る 。 こ の 性 質 を 利 用 す れ ば 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 効 率 的 に 得 る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ま た 、 こ の 観 点 か ら 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 好 ま し く は 、 特 性 （ ｈ ） ： バ

シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 の 培 養 上 清 の 硫 安 ５ ０ ～ ７ ０ ％ （ 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 、 特 に ５

８ ～ ６ ２ ％ ） 画 分 に 多 く 含 ま れ る 、 と い う 特 性 を 有 す る 。 こ こ で 、 「 多 く 」 と は 、 硫 安 ５

０ ～ ７ ０ ％ （ 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 、 特 に ５ ８ ～ ６ ２ ％ ） 画 分 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

活 性 が 、 硫 安 ２ ０ ％ 画 分 の 活 性 よ り も 高 い こ と を 意 味 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 硫 安 ５ ０ ～

７ ０ ％ （ 好 ま し く は ５ ５ ～ ６ ５ ％ 、 特 に ５ ８ ～ ６ ２ ％ ） 画 分 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性

が 、 硫 安 ２ ０ ％ 画 分 の 活 性 の 、 例 え ば ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 さ

ら に 好 ま し く は ３ ０ 倍 、 よ り さ ら に 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 で あ る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 ２ ． β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 の 製 造 方 法

　 本 発 明 は 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 及 び 水 酸 基 含 有 化 合 物 と を 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ の 存 在 下 で 反 応 さ せ る 工 程 を 含 む 、 β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 の 製 造 方 法 （ 本 明 細

書 に お い て 、 「 本 発 明 の 製 造 方 法 」 と 示 す こ と も あ る 。 ） に 関 す る 。 以 下 、 こ れ に つ い て

説 明 す る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 加 水 分 解 可 能 な 結 合 を 有 す る

化 合 物 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し て は 、 例 え ば 上 記 「 １ ． β －

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 」 で 説 明 し た 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 を 上 げ る こ と が で

き る 。 よ り 安 価 に 入 手 で き る と い う 観 点 及 び ／ 又 は よ り 効 率 的 に 加 水 分 解 で き る と い う 観

点 か ら 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し て は 、 上 記 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 は １ 種 単 独 を 用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 の 組 み 合 わ せ を 用 い て も よ

い 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 水 酸 基 含 有 化 合 物 は 、 ガ ラ ク ト ー ス と β － ガ ラ ク ト シ ド 結 合 を 形 成 可 能 な 水 酸 基 を 有 す

る 化 合 物 で あ る 限 り 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 水 酸 基 含 有 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 糖 、 脂 肪 族

ア ル コ ー ル 、 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 化 合 物 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】
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　 糖 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 単 糖 及 び オ リ ゴ 糖 の い ず れ で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 単 糖 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 単 糖 を 採 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 七 炭 糖

、 六 炭 糖 、 五 炭 糖 、 四 炭 糖 、 又 は 三 炭 糖 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 中 で も 六 炭 糖 が 好 ま し く

挙 げ ら れ る 。 六 炭 糖 と し て は 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、

Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 マ ン ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ア ロ ー ス 、 タ ロ ー ス 、 グ ロ ー

ス 、 ア ル ト ロ ー ス 、 イ ド ー ス 、 プ シ コ ー ス 、 ソ ル ボ ー ス 、 タ ガ ト ー ス 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ

ら の 中 で も Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク

ト サ ミ ン 等 が 好 ま し く 挙 げ ら れ 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ

ン 、 グ ル コ ー ス 等 さ ら に 好 ま し く 挙 げ ら れ 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル ガ

ラ ク ト サ ミ ン 等 が よ り さ ら に 好 ま し く 挙 げ ら れ 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン が 特 に 好 ま し

く 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 こ れ ら は 一 部 の 水 酸 基 が 還 元 さ れ て 水 素 原 子 に 置 換 さ れ て い て も よ

い し 、 一 部 の 水 酸 基 が 公 知 の 保 護 基 で 保 護 さ れ て い て も 、 硫 酸 基 等 の 官 能 基 で 置 換 さ れ て

い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 オ リ ゴ 糖 は 、 ２ 分 子 以 上 の 単 糖 が グ リ コ シ ド 結 合 に よ り １ 分 子 に 連 結 さ れ た 糖 で あ る 。

オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 単 糖 の 分 子 数 と し て は 、 例 え ば ２ ～ ２ ０ が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は ２ ～

１ ０ が 挙 げ ら れ 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ５ が 挙 げ ら れ 、 更 に 好 ま し く は ２ ～ ３ が 挙 げ ら れ る

。 オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 単 糖 の 種 類 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 上 記 に 示 し た 単 糖 を 採 用 す

る こ と が で き る 。 ま た オ リ ゴ 糖 を 構 成 す る 単 糖 の 組 み 合 わ せ も 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 脂 肪 族 ア ル コ ー ル 及 び 反 応 性 基 を 有 す る 化 合 物 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 一 般 式

（ ２ ） ：

【 ０ ０ ８ ９ 】

【 化 ５ 】

【 ０ ０ ９ ０ 】

［ 一 般 式 （ ２ ） 中 ： Ｒ
２

は エ チ ニ ル 基 、 ビ ニ ル 基 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ （ － Ｃ Ｈ ３ ） ＝

Ｃ Ｈ ２ 、 － Ｏ － Ｃ （ ＝ Ｏ ） － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ ２ 、 ア ジ ド 基 、 エ ポ キ シ 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 、 又 は

オ キ シ ル ア ミ ノ 基 を 示 す 。 ｍ は ０ 又 は １ を 示 す 。 Ｒ
３

は ２ 価 の 炭 化 水 素 基 を 示 す 。 ｐ は ０

又 は １ を 示 す 。 ］ で 表 さ れ る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 Ｒ
３

で 示 さ れ る ２ 価 の 炭 化 水 素 基 は 、 鎖 状 、 分 枝 状 、 又 は 環 状 の い ず れ で も よ く 、 ま た

飽 和 又 は 不 飽 和 の い ず れ で も よ い 。 好 ま し く は 該 炭 化 水 素 基 は 、 鎖 状 又 は 分 枝 状 （ よ り 好

ま し く は 鎖 状 ） の 飽 和 又 は 不 飽 和 （ 好 ま し く は 飽 和 ） 炭 化 水 素 で あ る 。 該 炭 化 水 素 基 の 炭

素 原 子 数 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば １ ～ ４ ０ で あ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 製 造 対 象 で あ る β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 と は 、 水 酸 基 含 有 化 合 物 の 水 酸 基 と 、 ガ ラ

ク ト ー ス の １ 番 炭 素 の 水 酸 基 と が 、 β － ガ ラ ク ト シ ド 結 合 し て な る 化 合 物 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 水 酸 基 含 有 化 合 物 は 、 製 造 対 象 （ β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 ） に 応 じ て 適 宜 選 択 さ れ

る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 例 え ば 水 酸 基 含 有 化 合 物 と し て 、 Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン や Ｎ － ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ

ミ ン を 用 い る 場 合 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り 、 Ｎ － ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン 、 ラ ク ト － Ｎ －

ビ オ ー ス 、 Galβ (1→ 3) GalN Ac等 の ガ ラ ク ト オ リ ゴ 糖 （ 特 に 、 ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス ） を

、 簡 便 且 つ 効 率 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 な お 、 こ の 場 合 、 副 生 成 物 と し て Ｎ － ア セ チ

ル ア ロ ラ ク ト サ ミ ン （ Galβ (1→ 6) GlcN Ac） が 生 成 さ れ る が 、 こ の 副 生 成 物 の 生 成 を よ り
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抑 制 で き る と い う 観 点 か ら 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 と し て 、 パ ラ 位 （ ４ 位 ） に 置 換 基 を 有 す

る フ ェ ノ ー ル に ガ ラ ク ト ー ス が β 結 合 し た 化 合 物 、 好 ま し く は ｎ が １ ～ ３ （ よ り 好 ま し く

は １ ） で あ り 、 且 つ パ ラ 位 （ ４ 位 ） が Ｒ
１

で 置 換 さ れ て い る 一 般 式 （ １ ａ ） で 表 さ れ る 化

合 物 を 用 い る こ と に よ り 、 副 生 成 物 の 生 成 割 合 を よ り 抑 制 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 例 え ば 水 酸 基 含 有 化 合 物 と し て 、 脂 肪 族 ア ル コ ー ル 、 好 ま し く は 、 ｐ が １ で あ り 、 且 つ

Ｒ
３

で 示 さ れ る 炭 化 水 素 基 の 炭 素 原 子 数 が 例 え ば ６ 以 上 （ 好 ま し く は ８ 以 上 、 よ り 好 ま し

く は １ ０ 以 上 ） の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 化 合 物 を 用 い る 場 合 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り

、 親 水 性 部 分 構 造 と し て β － ガ ラ ク ト ー ス を 有 し 、 且 つ 疎 水 性 部 分 構 造 と し て 炭 化 水 素 鎖

を 有 す る 界 面 活 性 剤 を 、 簡 便 且 つ 効 率 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 例 え ば 水 酸 基 含 有 化 合 物 と し て 、 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 化 合 物 、 好 ま し く は 、 ｍ が １ で

あ る 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 化 合 物 を 用 い る 場 合 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り 、 反 応 性 官 能

基 が 連 結 し た β － ガ ラ ク ト ー ス を 、 簡 便 且 つ 効 率 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 化

合 物 は 、 反 応 性 官 能 基 を 有 し て い る の で 、 こ れ を 利 用 し て さ ら に 多 様 な 化 合 物 に 連 結 さ せ

る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ル キ ニ ル 基 は 、 ア ジ ド 基 と １ ， ３ ‐ 双 極 子 付 加 環 化 反 応 す る

こ と に よ り 、 １ ， ２ ， ３ -ト リ ア ゾ ー ル 環 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ビ ニ ル 基 は 、

チ オ ー ル 基 と 反 応 し て 結 合 を 形 成 す る 。 エ ポ キ シ 基 は ア ミ ノ 基 や チ オ ー ル 基 と 反 応 し 結 合

を 形 成 す る 。 ア ル デ ヒ ド 基 は ア ミ ノ 基 と 反 応 し 、 シ ッ フ 塩 基 を 形 成 し 、 そ れ を 還 元 す る と

結 合 を 形 成 す る 。 オ キ シ ル ア ミ ノ 基 は ケ ト ン 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 と 反 応 し 、 オ キ シ ム を 形 成

す る 。 ア ジ ド 基 は 、 ア ル キ ニ ル 基 と １ ， ３ ‐ 双 極 子 付 加 環 化 反 応 す る こ と に よ り 、 １ ， ２

， ３ -ト リ ア ゾ ー ル 環 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 水 酸 基 含 有 化 合 物 は １ 種 単 独 を 用 い て も よ い し 、 ２ 種 以 上 の 組 み 合 わ せ を 用 い て も よ い

。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 担 体 に 固 定 化 さ れ た β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ っ て

も よ い 。 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 担 体 に 固 定 化 す る 方 法 は 、 公 知 の 方 法 を 採 用 す

る こ と が で き る 。 担 体 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 固 定 化 で き る 限 り に お い て 特

に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 含 ま れ る ア ミ ノ 基 と ア ミ ド 結 合 で

き る カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る 担 体 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 例 と し て は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を Ｎ ‐

ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ） で エ ス テ ル 化 し た セ フ ァ ロ ー ス （ 担 体 ） の 活 性 化 エ

ス テ ル 基 と 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 基 と を ア ミ ド 結 合 さ せ る こ と に よ り

、 担 体 に 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 他 の 具 体 例 と

し て は 、 担 体 を 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し て 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 基 と ア

ミ ド 結 合 さ せ る 固 定 化 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 に も 、 例 え ば 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト

シ ダ ー ゼ を 、 イ オ ン 性 の ゲ ル に 固 定 化 す る 方 法 や ア ル ギ ン 酸 に 埋 包 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ

る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 反 応 は 、 適 当 な 溶 媒 中 で 行 う 。 溶 媒 と し て は 、 水 酸 基 含 有 化 合 物 及 び ガ ラ ク ト ー ス 供 与

体 を 溶 解 さ せ る こ と が で き 、 且 つ 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 失 活 し な い 溶 媒 で あ れ

ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 溶 媒 と し て は 、 例 え ば 、 水 、 酢 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液

、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 、 酒 石 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

等 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は ト リ ス 緩 衝 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 溶 媒 に は 、 少 量 の 有 機 溶

媒 が 混 入 し て い て も よ い 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 反 応 温 度 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 失 活 し な い 温 度 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な

い が 、 効 率 等 の 観 点 か ら 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度 よ り 比 較 的 低 温 域 で

あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 具 体 的 に は 、 反 応 温 度 と し て は 、 例 え ば 、 ２ ５ ℃ ～ ４ ０ ℃ 、 好

ま し く は ３ ５ ～ ４ ０ ℃ が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ ０ １ 】

　 反 応 ｐ Ｈ は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 が 十 分 に 発 揮 さ れ る 限 り 特 に 限

定 さ れ な い 。 反 応 ｐ Ｈ は 、 至 適 ｐ Ｈ を 参 照 し て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 反 応 時 間 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 が 十 分 に 発 揮 で き る 限 り 特 に 限

定 さ れ な い 。 反 応 時 間 は 、 製 造 対 象 に よ っ て 適 宜 設 定 す る こ と が で き 、 例 え ば ３ ０ 分 間 ～

３ 日 間 で あ る 。 製 造 対 象 に 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 切 断 で き る 結 合 が 含 ま れ る

場 合 （ 例 え ば 、 製 造 対 象 が ラ ク ト － Ｎ － ビ オ ー ス の 場 合 ） は 、 反 応 時 間 を 長 く す る と 製 造

対 象 が 一 旦 製 造 さ れ て も 次 第 に 分 解 さ れ て い っ て し ま う の で 、 反 応 時 間 を 、 比 較 的 短 い 時

間 、 例 え ば ３ ０ 分 間 ～ ２ ４ 時 間 、 好 ま し く は ２ 時 間 ～ １ ５ 時 間 程 度 に す る こ と が 望 ま し い

。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 及 び 水 酸 基 含 有 化 合 物 の モ ル 比 は 、 本 発 明 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

に よ る 酵 素 反 応 が 起 こ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い 。 該 モ ル 比 は 、 製 造 対 象 に よ っ て も 異 な り

、 実 施 例 の 条 件 等 を 参 照 し て 適 宜 設 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 １

モ ル に 対 し て 、 水 酸 基 含 有 化 合 物 が 、 例 え ば ２ ～ ５ ０ ０ モ ル 、 好 ま し く は ５ ～ ４ ０ ０ モ ル

、 よ り 好 ま し く は １ ０ ～ ３ ０ ０ モ ル で あ る 。 特 に 、 水 酸 基 含 有 化 合 物 が 糖 （ 好 ま し く は 単

糖 ） で あ る 場 合 、 ガ ラ ク ト ー ス 供 与 体 １ モ ル に 対 し て 、 糖 が 、 例 え ば ５ ０ ～ ３ ０ ０ モ ル 、

好 ま し く は ８ ０ ～ ２ ５ ０ モ ル 、 よ り 好 ま し く は １ ２ ０ ～ ２ ２ ０ モ ル で あ る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 上 記 反 応 後 、 反 応 に よ っ て 得 ら れ た 製 造 対 象 の β － ガ ラ ク ト ー ス 連 結 化 合 物 を 含 む 溶 液

を 、 さ ら に 精 製 工 程 に 供 し て も よ い 。 精 製 手 段 は 、 公 知 の 方 法 （ 分 液 、 蒸 留 、 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー 、 再 結 晶 等 ） を 採 用 で き る 。 ま た 過 剰 の 糖 受 容 体 は 反 応 終 了 後 、 回 収 、 再 利 用 で

き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ １ ０ ５ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ

て 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 実 施 例 １ ： 細 菌 の 単 離

　 バ シ ラ ス 属 細 菌 Ｇ Ｓ － Ｍ Ａ Ｉ Ｕ 株 を 土 壌 か ら 単 離 し 、 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機

構 （ Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ ） の 特 許 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ Ｎ Ｐ Ｍ Ｄ ） に 、 ２ ０ １ ６ 年 ４ 月 １ ５ 日 付 け で

寄 託 し た （ 受 領 番 号 ： Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ 　 Ａ Ｐ － ０ ２ ２ ４ ０ ） 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 実 施 例 ２ ： β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 精 製

　 本 精 製 に お い て 、 各 画 分 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 評 価 は 次 の よ う に 行 っ た 。 50 m

M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 5μ L、 33.5 m M p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ

ド 水 溶 液 （ 以 下 、 「 PNP-Gal」 、 又 は 「 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス 」 と 示 す こ と も あ る ） 5μ L、

及 び 画 分 溶 液 20μ Lを 混 合 し 、 37℃ で 24時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 定 法 に 従 っ て 、 生 成 し

た PNPの 量 を 吸 光 度 測 定 に よ り 定 量 し 、 定 量 結 果 に 基 づ い て 、 各 画 分 の 比 活 性 （ units/mg

） を 求 め た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 実 施 例 １ で 単 離 し た 細 菌 （ バ シ ラ ス 属 に 属 す る 細 菌 Ｇ Ｓ － Ｍ Ａ Ｉ Ｕ 株 ） を 、 培 地 （ 組

成 ： ペ プ ト ン 5 g、 酵 母 エ キ ス 1.25 g、 ラ ク ト ー ス 1 g、 蒸 留 水 500 mL） 中 、 37℃ で 3

日 間 、 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液 を 遠 心 （ 5000 g、 10分 間 ） し て 、 上 清 1を 回 収 し た 。 上 清 1

に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 終 濃 度 20％ に な る よ う に 添 加 し て 、 4℃ で 30分 間 放 置 後 、 遠 心 （ 4℃

、 22260 g、 30分 間 ） し て ペ レ ッ ト 2及 び 上 清 2を 得 た 。 ペ レ ッ ト 2を 50 m M Tris-HClバ ッ フ

ァ ー （ pH 8.0） に 溶 解 し て 、 20％ 硫 安 画 分 と し た 。 上 清 2に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 終 濃 度 40

％ に な る よ う に 添 加 し て 、 4℃ で 4時 間 放 置 後 、 遠 心 （ 4℃ 、 22260 g、 30分 間 ） し て ペ レ ッ

ト 3及 び 上 清 3を 得 た 。 ペ レ ッ ト 3を 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） に 溶 解 し て 、 40
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％ 硫 安 画 分 と し た 。 上 清 3に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 終 濃 度 60％ に な る よ う に 添 加 し て 、 4℃ で

一 晩 放 置 後 、 遠 心 （ 4℃ 、 22260 g、 30分 間 ） し て ペ レ ッ ト 4を 得 た 。 ペ レ ッ ト 4を 50 m M Tr

is-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） に 溶 解 し て 、 60％ 硫 安 画 分 と し た 。 各 硫 安 画 分 の β － ガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 評 価 し た と こ ろ 、 60％ 硫 安 画 分 に お い て 活 性 が 認 め ら れ た 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 60％ 硫 安 画 分 を 、 20 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） で 平 衡 化 し た HiTrap DEAE FF（

GE Healthcare 社 製 ） カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 カ ラ ム 20ベ ッ ド ボ リ ュ ー ム の 溶 出 液 で リ ニ ア

グ ラ ジ エ ン ト 溶 出 （ NaCl 0 M→ 1 M／ 20 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） し た 。 各 溶

出 画 分 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 評 価 し た 。 活 性 を 有 す る 溶 出 画 分 を 集 め 、 Microsep

 Advance Centrifugal Device 10 K M W CO（ Pall社 製 ） を 用 い て 濃 縮 し た （ 精 製 画 分 1） 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 精 製 画 分 1を 、 0.15M NaClを 含 む 20 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） で 平 衡 化 し た HiL

oad 16/600 Superdex 200pg（ GE Healthcare社 製 ） カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 カ ラ ム 20ベ ッ ド

ボ リ ュ ー ム の 溶 出 液 （ 0.15M NaClを 含 む 20 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） で 溶 出 し

た 。 各 溶 出 画 分 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 評 価 し た 。 活 性 を 有 す る 溶 出 画 分 を 集 め 、

Microsep Advance Centrifugal Device 10 K M W CO（ Pall社 製 ） を 用 い て に 濃 縮 し た （ 精 製

画 分 2） 。

【 ０ １ １ １ 】

　 上 記 精 製 過 程 に お け る 各 画 分 の 比 活 性 、 及 び 精 製 度 （ 上 清 1の 比 活 性 を 1と し た 場 合 の 値

） を 、 表 １ に 示 す 。 以 下 の 実 施 例 で は 、 精 製 画 分 2を 、 「 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 」 と し

て 用 い た 。 な お 、 こ の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 の ユ ニ ッ ト 数 は 0.033 U /mLで あ っ た 。

【 ０ １ １ ２ 】

【 表 １ 】

【 ０ １ １ ３ 】

　 実 施 例 ３ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 分 子 量 の 測 定

　 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 を 、 分 離 ゲ ル 濃 度 が 12％ の Mini-PROTEA N TG X（ BIO-RA D社 製 ） を

用 い て 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PA GE） し た 。 泳 動 後 の ゲ ル を ク マ シ

ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー （ CBB） 染 色 し た 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 CBB染 色 後 の ゲ ル の 写 真 を 図 １ に 示 す 。 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ

の 分 子 量 は 、 約 ３ ８ ～ ４ ０ ｋ Ｄ ａ で あ っ た 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 実 施 例 ４ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 pHの 測 定

　 各 pHの 50 m M緩 衝 液 30μ L、 33.5 m M p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 30μ L、

及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 10μ Lを 混 合 し 、 37℃ で 26時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 定 法 に

従 っ て 、 生 成 し た PNPの 量 を 吸 光 度 測 定 に よ り 定 量 し 、 定 量 結 果 に 基 づ い て 最 大 活 性 を 100

と す る 相 対 活 性 を 求 め た 。 な お 、 使 用 し た 緩 衝 液 は 、 グ リ シ ン -HClバ ッ フ ァ ー （ pH 3.0～

3.5） 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 4.0～ 4.5） 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 5

.0～ 6.8） 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 3.0～ 6.0） 、 Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 7
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.4～ 8.6） 、 グ リ シ ン -NaO Hバ ッ フ ァ ー （ pH 8.6～ 10.0） で あ る 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ よ り 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 pHは pH 5～ 10の 間 に あ る こ

と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 実 施 例 ５ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度 の 測 定

　 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 30μ L、 33.5 m M p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク ト

ピ ラ ノ シ ド 30μ L、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 10μ Lを 混 合 し 、 20～ 60℃ の 範 囲 で 4時 間

反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 定 法 に 従 っ て 、 生 成 し た PNPの 量 を 吸 光 度 測 定 に よ り 定 量 し 、 定 量

結 果 に 基 づ い て 最 大 活 性 を 100と す る 相 対 活 性 を 求 め た 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ よ り 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 至 適 温 度 は 45～ 55℃ の 間 に あ る

こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 実 施 例 ６ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 特 異 性 の 評 価

　 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 30μ L、 33.5 m M p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク ト

ピ ラ ノ シ ド 30μ L、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 10μ Lを 混 合 し 、 37℃ で 20時 間 反 応 さ せ た

。 反 応 後 、 定 法 に 従 っ て 、 生 成 し た PNPの 量 を 吸 光 度 測 定 に よ り 定 量 し 、 定 量 結 果 に 基 づ

い て 最 大 活 性 を 100と す る 相 対 活 性 を 求 め た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 表 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 置 換 基 を 有 し て

い て も よ い フ ェ ノ ー ル に ガ ラ ク ト ー ス が β 結 合 し た 化 合 物 や 、 多 糖 の Ｇ ａ ｌ β （ １ → ３ ）

結 合 を 特 異 的 に 対 し て 、 特 異 的 な 切 断 活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ ２ １ 】

【 表 ２ 】

【 ０ １ ２ ２ 】

　 実 施 例 ７ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 阻 害 因 子 の 評 価

　 各 種 金 属 イ オ ン を 含 む 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 20μ L、 33.5 m M p-ニ ト ロ

フ ェ ニ ル -β -ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 20μ L、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 10μ Lを 混 合 し 、 37

℃ で 7時 間 反 応 さ せ た 。 な お 、 反 応 液 中 の 金 属 イ オ ン 濃 度 は 8 m Mと し た 。 反 応 後 、 定 法 に

従 っ て 、 生 成 し た PNPの 量 を 吸 光 度 測 定 に よ り 定 量 し 、 定 量 結 果 に 基 づ い て 最 大 活 性 を 100

と す る 相 対 活 性 を 求 め た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 結 果 を 表 ３ に 示 す 。 表 ３ よ り 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 各 種 金 属 イ オ ン 、 特 に 銅 イ

オ ン 、 鉄 イ オ ン 、 銀 イ オ ン 等 に よ っ て 、 阻 害 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ ２ ４ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ １ ２ ５ 】

　 実 施 例 ８ ： β -ア リ ル ガ ラ ク ト ー ス の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 50 mg, 0.166 m mol） を 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 4

.95 mLに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 1 mL、 及 び ア リ ル ア ル コ ー ル （ 1 mL

） を 加 え 、 37℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 減 圧 濃 縮 を し て 得 ら れ た

シ ラ ッ プ を フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Fuji Silysia 300 mesh, L = 17

cm） に 供 し 、 溶 出 液 （ CHCl 3 ： MeO H＝ 5 : 1 ） に て β -ア リ ル ガ ラ ク ト ー ス （ 32.9 mg, 0

.149 m mol, 90％ ） を 得 た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 δ 5.94-5.83 (m), 5.28 (d), 5.17 (d), 4.48(d, 1H, J=7.6Hz), 3.86-3.

61 (m).

【 ０ １ ２ ６ 】

　 実 施 例 ９ ： β -プ ロ パ ル ギ ル ガ ラ ク ト ー ス の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 50 mg, 0.166 m mol） を 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 4

.95 mLに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 1 mL、 及 び プ ロ パ ル ギ ル ア ル コ ー ル

（ 1 mL） を 加 え 、 37℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 減 圧 濃 縮 を し て 得

ら れ た シ ラ ッ プ を フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Fuji Silysia 300 mesh, L

 = 17 cm） に 供 し 、 溶 出 液 （ CHCl 3 ： MeO H＝ 5 : 1 ） に て β -プ ロ パ ル ギ ル ガ ラ ク ト ー ス

（ 16.3 mg, 0.075 m mol, 45％ ） を 得 た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 δ 4.47 (d, 1 H, J = 8.4 Hz), 4.41 (t, 1 H), 3.68 3.54 (m), 3.42 (t

, 1H), 2.8 (t, 1H).

【 ０ １ ２ ７ 】

　 実 施 例 １ ０ ： β -2HE M Aガ ラ ク ト ー ス の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 50 mg, 0.166 m mol） を 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 4

.95 mLに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 1 mL、 及 び メ タ ク リ ル 酸 2ヒ ド ロ キ

シ エ チ ル （ 2HE M A） （ 1 mL） を 加 え 、 37℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後

、 減 圧 濃 縮 を し て 得 ら れ た シ ラ ッ プ を フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Fuji S

ilysia 300 mesh, L = 17 cm） に 供 し 、 溶 出 液 （ CHCl 3 ： MeO H＝ 20 : 1 ） に て β -2HE M A

ガ ラ ク ト ー ス （ 24.2 mg, 0.083 m mol, 50％ ） を 得 た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 δ 6.04 (s, 1 H), 5.62 (s, 1 H), 4.42 (d, 1 H, J = 7.6 Hz), 4.31-4.

27 (m), 3.93-3.87 (m), 3.75-3.28 (m), 1.82 (s).

【 ０ １ ２ ８ 】

　 実 施 例 １ １ ： β -オ ク チ ル ガ ラ ク ト ー ス の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 50 mg, 0.166 m mol） を 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） 4

.95 mLに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 1 mL、 及 び 1-オ ク タ ノ ー ル D MSO溶 液

（ 1-オ ク タ ノ ー ル /D MSO=1/1） 1 mLを 加 え 、 37℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応
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終 了 後 、 減 圧 濃 縮 を し て 得 ら れ た シ ラ ッ プ を 逆 相 カ ラ ム （ Wakogel 100 C18, L = 15 cm）

に 供 し 、 溶 出 液 （ H 2 O： MeO H＝ 2 : 8 ） に て β オ ク チ ル ガ ラ ク ト ー ス （ 5.82 mg, 0.020

m mol, 12％ ） を 得 た 。
1
H-N M R (CD 3 O D)　 δ 4.2 (d, 1 H, J = 7.8 Hz), 3.86-3.68 (m), 1.58 (m), 1.27 (m), 0

.86 (t).

【 ０ １ ２ ９ 】

　 実 施 例 １ ２ ： ラ ク ト -N-ビ オ ー ス （ LNB） の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 5 mg, 16.6μ mol） を 蒸 留 水 495μ Lに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β －

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 100μ L、 及 び N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 飽 和 溶 液 （ 50 m M Tris-HClバ

ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） 2.5 mL（ N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ： 625 mg、 2.83 m mol） を 加 え 、

 37℃ に て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し

反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ エ ン ス

社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5 μ m (14 x 250 m m) カ ラ ム に 供 し （ カ

ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ： 9.5 mL / min） 、 検 出 は U V-2

15nmに て ラ ク ト -N-ビ オ ー ス （ Galβ (1→ 3) GlcN Ac） （ 6.17 mg, 16.1μ mol, 97％ ） を 得

た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 5.04 (d, 1 H, J = 3.2 Hz), 4.33 (d, 1 H, J = 8.0 Hz), 3.94 (dd, 1H

), 3.81-3.55 (m), 3.52-3.36 (m), 1.89 (s, 3 H).

【 ０ １ ３ ０ 】

　 実 施 例 １ ３ ： N-ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン の 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 5 mg, 16.6μ mol） を 蒸 留 水 495μ Lに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β －

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 100μ L、 及 び N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 飽 和 溶 液 （ 50 m M Tris-HClバ

ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） 2.5 mL（ N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ： 625 mg、 2.83 m mol） を 加 え 、

 37℃ に て 48 h イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し

反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ エ ン ス

社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5 μ m (14 x 250 m m) カ ラ ム に 供 し （ カ

ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ： 9.5 mL / min） 、 検 出 は U V-2

15nmに て N-ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン （ Galβ (1→ 4) GlcN Ac） （ 0.83 mg, 2.16μ mol, 13％

） を 得 た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 δ 5.09 (s), 4.37 (d, 1 H, J = 8.0 Hz), 3.87 -3.54 (m), 3.81-3.64 (

m),3.46-3.41 (m), 1.93 (s, 3H).

【 ０ １ ３ １ 】

　 実 施 例 １ ４ ： Galβ (1→ 3) GalN Acの 合 成

　 β -PNP-ガ ラ ク ト ー ス （ 5 mg, 16.6μ mol） を 蒸 留 水 495μ Lに 溶 解 し た 。 続 い て 、 β －

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 100μ L、 及 び N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 溶 液 （ 50 m M Tris-HClバ ッ

フ ァ ー （ pH 8.0） ） 2.5 mL（ N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン ： 200 mg、 0.91 m mol） を 加 え 、

 37℃ に て 48 h イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 終 了 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し

反 応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 GLサ イ エ ン ス

社 製 （ HPLCシ ス テ ム PLC761） 、 Inertsil A mide 5 μ m (14 x 250 m m) カ ラ ム に 供 し （ カ

ラ ム 温 度 ： 40℃ 、 溶 離 液 ： ア セ ト ニ ト リ ル /水 ＝ 7/3、 流 速 ： 9.5 mL / min） 、 検 出 は U V-2

15nmに て Galβ (1→ 3) GalN Ac（ 4.93 mg, 12.7μ mol, 77.5％ ） を 得 た 。
1
H-N M R (D 2 O)　 δ 5.11 (s), 4.36 (d, 1 H, J = 6.4 Hz), 4.28 (m), 3.95-3.90 (m), 3.

68-3.61 (m), 3.56-3.50 (m), 3.41 (t, 1H), 1.92 (s, 3H).

【 ０ １ ３ ２ 】

　 実 施 例 １ ５ ： ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス の 選 択 的 合 成

　 33.5 m Mの 各 種 基 質 （ 表 ４ ） 30μ Lに 、 ア ク セ プ タ ー と し て N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 飽

和 溶 液 （ 50 m M Tris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） 30μ L、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 10

μ Lを 混 合 し 、 37℃ で 20時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し 反

応 を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 HPLCに よ り 生 成

物 を 分 析 す る こ と に よ り 、 ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス と 、 副 生 成 物 で あ る N－ ア セ チ ル ア ロ ラ ク

10

20

30

40

50



(18) JP  6771756  B2  2020.10.21

ト サ ミ ン （ Galβ (1→ 6) GlcN Ac） と の 生 成 比 率 を 算 出 し た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 結 果 を 表 ４ に 示 す 。

【 ０ １ ３ ４ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ ３ ５ 】

　 表 ４ よ り 、 基 質 と し て 、 パ ラ 位 （ ４ 位 ） に 置 換 基 を 有 す る フ ェ ノ ー ル に ガ ラ ク ト ー ス が

β 結 合 し た 化 合 物 を 用 い る こ と に よ り 、 副 生 成 物 の 生 成 を 抑 制 で き る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ ３ ６ 】

　 実 施 例 １ ６ ： 反 応 時 間 と 生 成 物 の 関 係 の 解 析

　 33.5m Mの β － PNP－ ガ ラ ク ト ー ス 40μ Lに 、 N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 飽 和 溶 液 （ 50 m M T

ris-HClバ ッ フ ァ ー （ pH 8.0） ） 200μ L、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 40μ Lを 混 合 し 、 3

7℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 開 始 か ら 1時 間 、 2時 間 、 4時 間 、 8時 間 、 24時

間 、 48時 間 経 過 後 に そ れ ぞ れ 40μ Lず つ 分 取 し 、 100℃ に て 3分 間 加 熱 し 酵 素 を 失 活 し 反 応

を 停 止 し た 。 そ の 反 応 液 を 脱 塩 、 フ ィ ル タ ー し 不 溶 成 分 を 除 去 し た 後 、 HPLCに よ り 生 成 物

を 分 析 す る こ と に よ り 、 ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス と 、 副 生 成 物 で あ る N－ ア セ チ ル ア ロ ラ ク ト

サ ミ ン （ Galβ (1→ 6) GlcN Ac） の 生 成 量 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ に 示 さ れ る よ う に 、 ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス が 最 初 は 優 位 に 生 成

さ れ る が 、 時 間 が た つ と ラ ク ト － N－ ビ オ ー ス も 酵 素 の 基 質 と な る の で 分 解 が 生 じ 、 最 終

的 に は 副 生 成 物 で あ る N－ ア セ チ ル ア ロ ラ ク ト サ ミ ン の 生 成 量 ま で 落 ち て い た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

　 実 施 例 １ ７ ： β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析

　 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 液 を 実 施 例 ３ と 同 様 に SDS-PA GEし た 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の バ

ン ド （ 約 ３ ８ ～ ４ ０ ｋ Ｄ ａ ） の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 、 エ ド マ ン 分 解

法 に よ り 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 一 文 字 表 記 ） は 、 Ｎ 末 端 側 か ら M K

LEVFM VLF（ 配 列 番 号 １ ） で あ っ た 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 配 列 表 】
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