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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（ａ）～（ｄ）の少なくとも１つを含むことを特徴とする糖リン酸化剤であって
、糖が、グルコース、マンノース、タロース、Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラ
クトサミン、Ｎアセチルマンノサミン、及び２－デオキシグルコースからなる群より選択
される少なくとも１つである、上記糖リン酸化剤。
（ａ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質、又は配列番号２に示される
アミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質
（ｂ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする核酸、又は配列
番号２に示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入若
しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質をコ
ードする核酸
（ｃ）上記（ｂ）の核酸を含む組換えベクター
（ｄ）上記（ｃ）の組換えベクターで形質転換された形質転換体
【請求項２】
　糖リン酸化活性がＮアセチルヘキソサミンキナーゼ活性である、請求項１に記載の糖リ
ン酸化剤。
【請求項３】
　（ａ）のタンパク質、又は（ｂ）の核酸がビフィドバクテリウム・ロンガム由来である
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、請求項１又は２に記載の糖リン酸化剤。
【請求項４】
　さらにＡＴＰ及び／又はマグネシウムを含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の糖
リン酸化剤。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の糖リン酸化剤の存在下にて、グルコース、マンノ
ース、タロース、Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチルマン
ノサミン、及び２－デオキシグルコースからなる群より選択される少なくとも１つの糖と
ＡＴＰとを反応させてα－糖１リン酸を生成することを特徴とするα－糖１リン酸の製造
方法。
【請求項６】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の糖リン酸化剤の存在下にて、グルコース、マンノ
ース、タロース、Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチルマン
ノサミン、及び２－デオキシグルコースからなる群より選択される少なくとも１つの糖と
ＡＴＰとを反応させ、生成されたα－糖１リン酸を製剤化することを特徴とするα－糖１
リン酸を含有する食品添加物又は医薬品添加物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な糖リン酸化活性を有するタンパク質、該タンパク質をコードする核酸
、該核酸を含む組換えベクター、及び該組換えベクターで形質転換された形質転換体に関
する。また本発明は、上記タンパク質、核酸、組換えベクター及び形質転換体を用いた、
糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法に関する。さらに本発明は、上記糖リン酸化剤を用いた
α－糖１リン酸を含有する食品添加物又は医薬品添加物の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　キナーゼはＡＴＰのリン酸を転移する反応を触媒する酵素の総称であり、糖リン酸エス
テルの製造に有用な酵素が含まれる。従来、糖１リン酸エステルを合成するキナーゼはガ
ラクトキナーゼのみが知られていた（例えば、特許文献１参照）。この酵素はガラクトー
ス及びＡＴＰを基質としαガラクトース１リン酸及びＡＤＰを生成するが、その基質特異
性は比較的厳密でありガラクトース以外の糖をリン酸化する活性は示さない。ヒト由来の
ガラクトキナーゼがガラクトースのみならずＮアセチルガラクトサミンを基質にすること
が報告されているが、Ｎアセチルグルコサミンなど他の糖は全くリン酸化できない。従来
、Ｎアセチルグルコサミンから直接Ｎアセチルグルコサミン１リン酸への変換を触媒する
酵素は発見されておらず、その合成は化学合成あるいは多段階の酵素反応を用いざるをえ
なかった。
【０００３】
　また、糖１リン酸エステルは、食品用素材及び医薬品用素材などとして、今後の開発が
期待されている有用な物質である（例えば、特許文献２参照）。
【０００４】
　そのため、幅広い基質特異性を示し、かつ糖リン酸化反応を高効率で触媒する酵素の開
発が望まれていた。
【０００５】
【特許文献１】特表平１０－５０６５２９号公報
【特許文献２】特開平５－９５７６５号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、糖リン酸化活性を有する新規な酵素を見出し、またこれを利用して糖を効率
的にリン酸化し、糖１リン酸エステルを製造することを目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、ビフィドバクテリウム属細菌の機能未同定遺伝子ＢＬ１６４２（配列番
号１）の配列情報に基づいて単離された核酸によりコードされるタンパク質が、糖リン酸
化活性、すなわち糖の１位の炭素原子にＡＴＰのリン酸基を転移し、α－糖１リン酸及び
ＡＤＰを生成する反応を触媒する活性を有することを見出し、この活性を糖リン酸化に利
用することができるという知見を得、本発明を完成するに至った。
【０００８】
　すなわち、本発明は、以下の（ａ）又は（ｂ）のタンパク質である：
（ａ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質、又は
（ｂ）配列番号２に示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタン
パク質であって、但し配列番号８に示されるアミノ酸配列を有するものではない、上記タ
ンパク質。
【０００９】
　また本発明は、以下の（ａ）又は（ｂ）の核酸である：
（ａ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする核酸、又は
（ｂ）配列番号２に示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタン
パク質であって、但し配列番号８に示されるアミノ酸配列を有するものではない、上記タ
ンパク質をコードする核酸。
【００１０】
　さらに本発明は、以下の（ａ）又は（ｂ）の核酸である：
（ａ）配列番号１に示される塩基配列からなる核酸、又は
（ｂ）配列番号１に示される塩基配列に相補的な配列からなる核酸とストリンジェントな
条件下でハイブリダイズし、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質をコードする核酸
であって、但し配列番号７に示される塩基配列を有するものではない、上記核酸。
【００１１】
　本発明はまた、上記いずれかの核酸を含む組換えベクターである。
　本発明は、上記組換えベクターで形質転換された形質転換体である。
　本発明はさらに、上記形質転換体を培養し、得られる培養物からタンパク質を採取する
ことを特徴とする、糖リン酸化活性を有するタンパク質の製造方法である。
【００１２】
　またさらに本発明は、以下の（ａ）～（ｅ）の少なくとも１つを含むことを特徴とする
糖リン酸化剤である：
（ａ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質、又は配列番号２に示される
アミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質
（ｂ）配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする核酸、又は配列
番号２に示されるアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入若
しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質をコ
ードする核酸
（ｃ）配列番号１に示される塩基配列からなる核酸、又は配列番号１に示される塩基配列
に相補的な配列からなる核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、糖
リン酸化活性を有するタンパク質をコードする核酸
（ｄ）上記（ｂ）又は（ｃ）の核酸を含む組換えベクター
（ｅ）上記（ｄ）の組換えベクターで形質転換された形質転換体。
【００１３】
　上記糖リン酸化剤において、糖としては、限定されるものではないが、ヘキソース、Ｎ
アセチルヘキソサミン、及びデオキシヘキソースからなる群より選択される少なくとも１
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つである。より具体的には、糖は、例えばグルコース、ガラクトース、マンノース、タロ
ース、Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチルマンノサミン、
及び２－デオキシグルコースからなる群より選択される少なくとも１つである。また、糖
リン酸化活性は、例えばＮアセチルヘキソサミンキナーゼ活性である。
【００１４】
　上記糖リン酸化剤に含まれる（ａ）のタンパク質、又は（ｂ）若しくは（ｃ）の核酸は
、好ましくはビフィドバクテリウム・ロンガム由来でありうる。
　上記糖リン酸化剤は、さらにＡＴＰ及び／又はマグネシウムを含んでもよい。
【００１５】
　本発明はまた、上記いずれかの糖リン酸化剤の存在下にて糖とＡＴＰとを反応させてα
－糖１リン酸を生成することを特徴とするα－糖１リン酸の製造方法である。
　上記方法において、使用する糖は、限定されるものではないが、ヘキソース、Ｎアセチ
ルヘキソサミン、及びデオキシヘキソースからなる群より選択される少なくとも１つであ
る。具体的には、使用する糖は、例えばグルコース、ガラクトース、マンノース、タロー
ス、Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチルマンノサミン、及
び２－デオキシグルコースからなる群より選択される少なくとも１つである。
【００１６】
　さらに本発明は、上記いずれかの糖リン酸化剤の存在下にて糖とＡＴＰとを反応させ、
生成されたα－糖１リン酸を製剤化することを特徴とするα－糖１リン酸を含有する食品
添加物又は医薬品添加物の製造方法である。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明により、糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法が提供される。本発明において使用す
るタンパク質などは、糖のリン酸化反応を効率的に触媒するものであり、かつ糖基質特異
性が低いため、あらゆる種類の糖をリン酸化することが可能である。かかる糖リン酸化剤
及び糖リン酸化方法は、例えば、食品加工及び医薬品工業の分野において有用な各種α－
糖１リン酸を効率よく製造するために有用である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１９】
　本発明は、ビフィドバクテリウム属細菌の機能未同定遺伝子ＢＬ１６４２（配列番号１
）の配列情報に基づいて、ビフィドバクテリウム・ロンガムＪＣＭ　１２１７株より単離
された核酸によりコードされるタンパク質が、糖リン酸化活性を有するという知見に基づ
くものである。従って、本発明に係る糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法においては、以下
の（ａ）～（ｄ）の少なくとも１つを使用する：
（ａ）糖リン酸化活性を有するタンパク質
（ｂ）糖リン酸化活性を有するタンパク質をコードする核酸
（ｃ）上記（ｂ）の核酸を含む組換えベクター
（ｄ）上記（ｂ）の核酸又は上記（ｃ）の組換えベクターを含有する形質転換体。
【００２０】
　本発明において「糖リン酸化活性」とは、糖とＡＴＰを基質として、糖をリン酸化する
（糖リン酸を生成する）反応を触媒する活性を意味する。より具体的には、糖リン酸化活
性とは、糖の１位の炭素原子にＡＴＰのリン酸基を転移し、α－糖１リン酸及びＡＤＰを
生成する反応を触媒する活性を意味する。このような活性を有するタンパク質は、これま
でに報告例がなく、従って本発明に係るタンパク質は新規な活性を有する酵素である。
【００２１】
　ここで、糖リン酸化反応における糖としては、限定されるものではないが、ヘキソース
（六炭糖）、例えばＤ－及びＬ－ガラクトース、Ｄ－グルコース、Ｄ－マンノース及びＤ
－タロース等；ヘキソサミン（ヘキソースのヒドロキシル基がアミノ基で置換された化合
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物９、例えばＤ－グルコサミン、Ｄ－ガラクトサミン及びＤ－マンノサミン、並びにそれ
らのＮ－アセチル体（Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチル
マンノサミン）等；ヘキソシラミン（ヘキソースのヘミアセタールヒドロキシル基がアミ
ノ基で置換された化合物）；デオキシヘキソース、例えば２－デオキシグルコース等が挙
げられる。
【００２２】
　本発明に係るタンパク質をコードする核酸の塩基配列を配列番号１に、該タンパク質の
アミノ酸配列を配列番号２に例示する。ここで、配列番号１の５４１番目～１６２０番目
の塩基配列がタンパク質をコードする領域である。
【００２３】
　また、上述したビフィドバクテリウム・ロンガムＪＣＭ １２１７株由来のタンパク質
と同等又はそれ以上の糖リン酸化活性を保持するタンパク質を、ビフィドバクテリウム・
ロンガムの他の細菌株、ビフィドバクテリウム属に属する他の細菌及びその他の属に属す
る細菌、並びにこれらの細菌の変異株から単離することができるが、このようなタンパク
質は配列番号２に示されるアミノ酸配列とは若干異なるアミノ酸配列を有することが予想
される。さらに、当技術分野においては、アミノ酸配列において若干のアミノ酸変異を有
していても、その活性又は機能を保持するタンパク質の存在が知られている。
【００２４】
　従って、配列番号２に示されるアミノ酸配列を含むタンパク質は、糖リン酸化活性を有
する限り、当該アミノ酸配列において複数個、好ましくは１若しくは数個のアミノ酸に置
換、欠失、挿入、付加、逆位等の変異が生じてもよい。糖リン酸化活性は、変異を有する
タンパク質の存在下にて、基質となる糖とＡＴＰとを反応させ、生成されるα－糖１リン
酸の量を当技術分野で公知の方法（例えば高速液体クロマトグラフィー、高速イオン交換
クロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィーなど）により測定することによって確認す
ることができる。本発明において使用可能なタンパク質は、それらの配列から公知の方法
に従って化学合成又は組換え手法により作製することができるし、あるいは公知の手法に
従って細菌から単離してもよい。
【００２５】
　例えば、配列番号２に示されるアミノ酸配列の１～１０個、好ましくは１～５個のアミ
ノ酸が欠失してもよく、配列番号２に示されるアミノ酸配列に１～１０個、好ましくは１
～５個のアミノ酸が付加してもよく、あるいは、配列番号２に示されるアミノ酸配列の１
～１０個、好ましくは１～５個のアミノ酸が他のアミノ酸に置換したものも、本発明にお
いて用いることができる。
【００２６】
　本発明に係るタンパク質の活性により、糖の１位にリン酸基が付加されたα－糖１リン
酸が生成される。
【００２７】
　本発明において使用可能な核酸は、細菌から調製したＤＮＡ又はそのｃＤＮＡライブラ
リーを用いて、配列番号１に示される塩基配列に基づいて設計したプライマーを用いてＰ
ＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）を行うことにより調製することができる。例えば、配列番
号３及び４に示される塩基配列を含むプライマーセット、又は配列番号５及び６に示され
る塩基配列を含むプライマーセットを用いて、目的の核酸を単離することができる。ここ
で、核酸を単離するための供与源となる細菌は、ビフィドバクテリウム属に属する細菌、
例えばビフィドバクテリウム・ロンガム、ビフィドバクテリウム・ビフィダム、ビフィド
バクテリウム・ブレベ、ビフィドバクテリウム・インファンティス、ビフィドバクテリウ
ム・アドレセンティス等が挙げられるが、特に限定されるものではない。好ましくはビフ
ィドバクテリウム属に属する細菌を供与源として、特に好ましくはビフィドバクテリウム
・ロンガムＪＣＭ １２１７株を供与源として使用する。
【００２８】
　また、部位特異的突然変異誘発法等によって本発明に係る核酸の変異型であって上記機
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能又は活性を有するものを合成することもできる。なお、核酸に変異を導入するには、Ｋ
ｕｎｋｅｌ法、Ｇａｐｐｅｄ　ｄｕｐｌｅｘ法等の公知の手法又はこれに準ずる方法を採
用することができる。例えば部位特異的突然変異誘発法を利用した市販の変異導入用キッ
トなどを用いて変異の導入が行われる。また、エラー導入ＰＣＲやＤＮＡシャッフリング
等の手法により、核酸への変異導入やキメラ遺伝子の構築も可能である。エラー導入ＰＣ
Ｒ及びＤＮＡシャッフリング手法は、当技術分野で公知の手法であり、例えばエラー導入
ＰＣＲについてはChen K, and Arnold FH. 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90
: 5618-5622を、またＤＮＡシャッフリングについてはStemmer, W. P. 1994, Nature, 37
0:389-391及びStemmer W. P., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 10747-1075
1を参照されたい。
【００２９】
　変異を有する核酸により作製される組換えタンパク質が目的の機能（すなわち糖リン酸
化活性）を有するか否かは、変異核酸を形質転換体において発現させ、得られる組換えタ
ンパク質の糖リン酸化活性を、上述したように当技術分野で公知の方法により測定するこ
とにより確認することができる。
【００３０】
　さらに、上記塩基配列からなる核酸の全部又は一部の配列に相補的な配列とストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズし、かつ、糖リン酸化活性を有するタンパク質をコード
する核酸も本発明において用いることができる。ストリンジェントな条件とは、特異的な
ハイブリッドが形成され、非特異的なハイブリッドが形成されない条件をいう。例えば、
高い相同性（相同性が６０％以上、好ましくは８０％以上）を有するＤＮＡがハイブリダ
イズする条件をいう。このようなハイブリダイゼーション条件は当技術分野で公知であり
、例えばSambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989などに記載されている。
【００３１】
　本発明において使用する組換えベクターは、適当なベクターに上記核酸を連結（挿入）
することにより得ることができる。本発明で使用するベクターとしては、宿主中で複製可
能なものであれば特に限定されない。例えば、バクテリオファージ、プラスミド、コスミ
ド、ファージミドなどが挙げられ、直鎖状であっても環状であってもよい。
【００３２】
　プラスミドＤＮＡとしては、放線菌由来のプラスミド（例えばｐＫ４、ｐＲＫ４０１、
ｐＲＦ３１等）、大腸菌由来のプラスミド（例えばｐＥＴ、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＵＣ１１８、ｐＵＣ１１９、ｐＵＣ１８等）、枯草菌由来のプラスミド（例えばｐＵ
Ｂ１１０、ｐＴＰ５等）、酵母由来のプラスミド（例えばＹＥｐ１３、ＹＥｐ２４、ＹＣ
ｐ５０等）などが挙げられ、ファージＤＮＡとしてはλファージ（λｇｔ１０、λｇｔ１
１、λＺＡＰ等）が挙げられる。
【００３３】
　ベクターに核酸を挿入するには、まず、精製された核酸を適当な制限酵素で切断し、適
当なベクターの制限酵素部位又はマルチクローニングサイトに挿入してベクターに連結す
る方法などが採用される。
【００３４】
　核酸は、目的のタンパク質が発現されるようにベクターに組み込まれることが必要であ
る。そこで、本発明において使用するベクターには、プロモーター、核酸のほか、所望に
よりエンハンサーなどのシスエレメント、スプライシングシグナル、ポリＡ付加シグナル
、選択マーカー、リボソーム結合配列（ＳＤ配列）などを連結することができる。
【００３５】
　本発明においては、上記組換えベクターで形質転換された形質転換体を使用することが
できる。形質転換体は、上記組換えベクターを、目的とするタンパク質が発現し得るよう
に宿主中に導入することにより得ることができる。ここで、宿主としては、特に限定され
るものではなく、例えば、ビフィドバクテリウム・ロンガム等のビフィドバクテリウム属
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、エッシェリヒア・コリ（Escherichia coli）等のエッシェリヒア属、バチルス・ズブチ
リス（Bacillus subtilis）等のバチルス属、シュードモナス・プチダ（Pseudomonas put
ida）等のシュードモナス属に属する細菌、サッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces
 cerevisiae）、シゾサッカロミセス・ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）等の酵母、
その他動物細胞又は昆虫細胞が挙げられる。
【００３６】
　大腸菌等の細菌を宿主とする場合は、組換えベクターが該細菌中で自律複製可能である
と同時に、プロモーター、リボゾーム結合配列、上記核酸、転写終結配列により構成され
ていることが好ましい。また、プロモーターを制御する遺伝子が含まれていてもよい。プ
ロモーターは、大腸菌等の宿主中で発現できるものであればいずれを用いてもよい。細菌
への組換えベクターの導入方法は、細菌にＤＮＡを導入する方法であれば特に限定される
ものではない。例えばカルシウムイオンを用いる方法（Cohen, S.N.et al.：Proc. Natl.
 Acad. Sci., USA, 69：2110-2114 (1972)）、エレクトロポレーション法等が挙げられる
。
【００３７】
　酵母を宿主とする場合は、プロモーターとしては酵母中で発現できるものであれば特に
限定されるものではない。酵母への組換えベクターの導入方法としては、酵母にＤＮＡを
導入する方法であれば特に限定されず、例えばエレクトロポレーション法（Becker, D.M.
 et al., Methods. Enzymol. 194,182-187(1990)）、スフェロプラスト法（Hinnen, A. e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75,1929-1933 (1978)）、酢酸リチウム法（Itoh,
 H. J. Bacteriol., 153,163-168 (1983)）等が挙げられる。
【００３８】
　動物細胞を宿主とする場合は、サル細胞ＣＯＳ－７、Ｖｅｒｏ、チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）、マウスＬ細胞、ラットＧＨ３、ＰＣ１２若しくはＮＧ１０８
－１５細胞、又はヒトＦＬ、ＨＥＫ２９３、ＨｅＬａ若しくはＪｕｒｋａｔ細胞などが用
いられる。プロモーターとしてＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＬＴＲプロ
モーター、β－アクチンプロモーター等が用いられ、また、ヒトサイトメガロウイルスの
初期遺伝子プロモーター等を用いてもよい。動物細胞への組換えベクターの導入方法とし
ては、例えばエレクトロポレーション法、リン酸カルシウム法、リポフェクション法等が
挙げられる。昆虫細胞を宿主とする場合は、Ｓｆ９細胞、Ｓｆ２１細胞などが用いられる
。昆虫細胞への組換えベクターの導入方法としては、例えばリン酸カルシウム法、リポフ
ェクション法、エレクトロポレーション法などが用いられる。
【００３９】
　以上のようにして得られる形質転換体は、糖リン酸化活性を有するタンパク質を生成す
るものであるため、かかるタンパク質の製造や、それ自体を糖リン酸化において使用する
ことができる。
【００４０】
　本発明において用いることができるタンパク質は、前記形質転換体を培養し、その培養
物から採取することにより得ることができる。「培養物」とは、培養上清、培養細胞若し
くは培養菌体又は細胞若しくは菌体の破砕物のいずれをも意味するものである。形質転換
体を培養する方法は、宿主の培養に用いられる通常の方法に従って行われる。
【００４１】
　大腸菌や酵母菌等の微生物を宿主として得られた形質転換体を培養する培地は、微生物
が資化し得る炭素源、窒素源、無機塩類等を含有し、形質転換体の培養を効率的に行うこ
とができる培地であれば、天然培地、合成培地のいずれを用いてもよい。炭素源としては
、グルコース、フルクトース、スクロース、デンプン等の炭水化物、酢酸、プロピオン酸
等の有機酸、エタノール、プロパノール等のアルコール類が挙げられる。窒素源としては
、アンモニア、塩化アンモニウム、硫酸アンモニウム、酢酸アンモニウム、リン酸アンモ
ニウム等の無機酸若しくは有機酸のアンモニウム塩又はその他の含窒素化合物のほか、ペ
プトン、肉エキス、コーンスティープリカー等が挙げられる。無機物としては、リン酸第
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一カリウム、リン酸第二カリウム、リン酸マグネシウム、硫酸マグネシウム、塩化ナトリ
ウム、硫酸第一鉄、硫酸マンガン、硫酸銅、炭酸カルシウム等が挙げられる。
【００４２】
　培養は、通常、振盪培養又は通気攪拌培養などの好気的条件下、３６～３７℃で１０～
４８時間、好ましくは１日間行う。
　動物細胞を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、一般に使用されて
いるＲＰＭＩ１６４０培地、ＤＭＥＭ培地又はこれらの培地に牛胎児血清等を添加した培
地等が挙げられる。培養は、通常、５％ＣＯ２存在下、３７℃で４０～４８時間行う。
【００４３】
　培養後、目的のタンパク質が菌体内又は細胞内に生産される場合には、超音波処理、凍
結融解の繰り返し、ホモジナイザー処理などを施して菌体又は細胞を破砕することにより
上記タンパク質を採取する。また、当該タンパク質が菌体外又は細胞外に生産される場合
には、培養液をそのまま使用するか、遠心分離等により菌体又は細胞を除去する。その後
、タンパク質の単離精製に用いられる一般的な生化学的方法、例えば硫酸アンモニウム沈
殿、ゲルクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマト
グラフィー等を単独で又は適宜組み合わせて用いることにより、前記培養物中から本発明
のタンパク質を単離精製することができる。
【００４４】
　本発明に係る糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法においては、上述したタンパク質、核酸
、組換えベクター及び形質転換体のいずれをも用いることができる。また、例えば１種の
タンパク質を単独で使用してもよいし、複数種のタンパク質を使用してもよく、核酸、組
換えベクター及び形質転換体についても同様である。
【００４５】
　なお、本発明に係る糖リン酸化剤の形態は特に限定されず、タンパク質、核酸若しくは
組換えベクターをそのまま、あるいはこれらを適当な溶媒中に溶解若しくは懸濁すること
により液剤として、又はこれらを粉剤若しくは錠剤として調製することも可能であるし、
さらには凍結乾燥物として調製することも可能である。また、形質転換体は、培養物から
単離された形質転換体、培養物そのもの、培養物の希釈液、培養物の破砕物、及び培養上
清などであってもよい。
【００４６】
　本発明に係る糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法により、リン酸化される糖としては、ヘ
キソース（六炭糖）、例えばＤ－及びＬ－ガラクトース、Ｄ－グルコース、Ｄ－マンノー
ス及びＤ－タロース等；ヘキソサミン（ヘキソースのヒドロキシル基がアミノ基で置換さ
れた化合物９、例えばＤ－グルコサミン、Ｄ－ガラクトサミン及びＤ－マンノサミン、並
びにそれらのＮ－アセチル体（Ｎアセチルグルコサミン、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎ
アセチルマンノサミン）等；ヘキソシラミン（ヘキソースのヘミアセタールヒドロキシル
基がアミノ基で置換された化合物）；デオキシヘキソース、例えば２－デオキシグルコー
ス等が挙げられる。また、上記例示した糖の誘導体又は類似体、及びこれらの糖の混合物
をリン酸化することも可能である。
【００４７】
　糖リン酸化は、上述した糖リン酸化剤の存在下にて、糖とＡＴＰ（又はＧＴＰ、ＩＴＰ
でもよい）とを反応させることにより行うことができる。糖リン酸化反応により、糖がα
－糖１リン酸に変換される。
【００４８】
　使用する糖リン酸化剤の量、反応時間及び反応条件などは、使用する糖リン酸化剤の種
類、基質となる糖の存在量、ＡＴＰの存在量などを考慮して、望ましい結果が得られるよ
うに決定しうる。リン酸化される糖の濃度は特に限定されるものではないが０．０１ｍＭ
以上４Ｍ以下、好ましくは１ｍＭ以上３Ｍ以下である。ＡＴＰの量は特に限定されるもの
ではないが、リン酸化される糖の２当量以下、好ましくは１．２当量以下である。
【００４９】
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　さらに、糖リン酸化反応をさらに効率的に行うために、本発明に係る糖リン酸化剤及び
糖リン酸化反応においては、追加成分を使用してもよい。そのような追加成分としては、
限定されるものではないが、マグネシウム及び／又はコバルトなどが挙げられる。このよ
うな追加成分の量は当業者であれば容易に決定することができる。例えば、マグネシウム
の濃度は、好ましくは０．００１ｍＭ以上１Ｍ以下、より好ましくは０．０１ｍＭ以上１
０ｍＭ以下、更に好ましくは０．１ｍＭ以上５ｍＭ以下である。
【００５０】
　以上のように、本発明に係る糖リン酸化剤の存在下で糖とＡＴＰとを反応させることに
よって、糖を効率的にリン酸化し、α－糖１リン酸を生成することができる。
【００５１】
　α－糖１リン酸は、味質改善のため又はカルシウム保持剤として用いることができるた
め、食品添加物又は医薬品添加物に配合することが好ましい。従って、上述のように生成
されたα－糖１リン酸を、添加物として製剤化することによって、α－糖１リン酸を含有
する食品添加物又は医薬品添加物を製造することが可能である。製剤化は、当技術分野で
公知の添加剤、保存剤、賦形剤などと共に、当技術分野で公知の製剤化方法に従って容易
に行うことができる。また、α－糖１リン酸は種々のオリゴ糖の酵素合成の出発原料とし
て用いることが可能である。
【００５２】
　以下、実施例を用いて本発明をより詳細に説明するが、本発明の技術的範囲はこれら実
施例に限定されるものではない。
【実施例１】
【００５３】
　ビフィドバクテリウム・ロンガムのゲノム情報（機能未同定遺伝子ＢＬ１６４２）を基
に、目的のＯＲＦに隣接する以下に示すフォーワードプライマー及びリバースプライマー
をそれぞれ作製した：
　フォーワードプライマー：GTGGTGCCGGACCACTTCATCACC（配列番号３）
　リバースプライマー：GAAGAGGGCGAAGATTTGGTTGCGGGTCCA（配列番号４）。
【００５４】
　上記プライマーを組み合わせて使用し、インスタジーン（バイオラッド社製）を用いて
調製したビフィドバクテリウム・ロンガムＪＣＭ　１２１７株のゲノムＤＮＡを鋳型とし
、ＰＣＲ反応により増幅させた。その結果、約１７９０ｂｐの明瞭なバンドが得られた。
【００５５】
　得られたバンドをクローニングし、ＤＮＡシークエンサーで分析したところ、配列番号
１に示されるＤＮＡ塩基配列が得られた。このＤＮＡ塩基配列をアミノ酸に翻訳したとこ
ろ、ビフィドバクテリウム・ロンガム由来遺伝子と相同な１０８０ｂｐのオープンリーデ
ィングフレーム（ＯＲＦ）（配列番号２）が認められた。
【００５６】
　次に、これらのＯＲＦによりコードされるタンパク質の活性を確認するために、大腸菌
による遺伝子の発現系を構築した。具体的には、ＯＲＦの５’末端及び３’末端で作製し
たプライマー（以下参照）を用いて、ビフィドバクテリウム・ロンガムＪＣＭ　１２１７
株のゲノムＤＮＡを鋳型としてＯＲＦ全長をＰＣＲにより増幅した：
　フォーワードプライマー：AACGGACCCCATATGACCGAAAGCAATGAAGTTTTATTC（配列番号５）
　リバースプライマー：GCTGACCTCGAGCCTGGCAGCCTCCATGATGTCGGCTAC（配列番号６）。
【００５７】
　ＰＣＲ産物を制限酵素ＮｃｏＩ及びＸｈｏＩで消化後、同様に処理した市販の遺伝子発
現用プラスミドｐＥＴ（ノバジェン社製）にＤＮＡライゲーションキット（宝酒造株式会
社製）を用いて連結した。さらに、これらのプラスミドを用いてSambrook，J.，Fritsch,
 E. F. and Maniatis, T. "Molecular Cloning, A Laboratory Manual 第２版”1.７４章
 Vo1. 1 (1989)に記載された方法に従い、大腸菌を形質転換した。
【００５８】
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　以上のようにして得た形質転換体を用い、常法に従って該遺伝子の発現及び組換えタン
パク質の生産を行った。得られた組換えタンパク質はＮｉ－ＮＴＡアガロース（キアゲン
社製）を用いたカラムクロマトグラフィーにより精製酵素標品を得た。
【実施例２】
【００５９】
　実施例１において得られた精製酵素標品を用い、以下に示す方法によってＮアセチルヘ
キソサミンキナーゼ活性を確認した。
【００６０】
　０．１Ｍトリス緩衝液（ｐＨ８．５）、１ｍＭ Ｎアセチルグルコサミン、１ｍＭ ＡＴ
Ｐ、１ｍＭ塩化マグネシウム及び適宜希釈した酵素溶液からなる標準反応溶液を３０℃で
３０分間反応後、１００℃で３０分間加熱することで反応を停止し、生成したα－Ｎアセ
チルグルコサミン１リン酸を陰イオン交換カラムで分離した後、パルスドアンペロメトリ
型検出器（ダイオネクス社製）を用いて測定した。
【００６１】
　その結果、組換えＮアセチルヘキソサミンキナーゼはＮアセチルグルコサミン及びＡＴ
Ｐを基質としたときα－Ｎアセチルグルコサミン１リン酸の生成が確認され、クローニン
グした遺伝子がＮアセチルヘキソサミンキナーゼ遺伝子であることが確認された。また、
このときのＫｍ値は０．１２ｍＭ、ｋ０値は１．８５ｓｅｃ－１であった。
【００６２】
　単離されたタンパク質のＮアセチルヘキソサミンキナーゼ活性に関して、至適ｐＨは８
．５であり（図１）、ｐＨ安定性は３０℃３０分処理においてｐＨ５から９．５までであ
り（図２）、反応至適温度は４０℃であり（図３）、温度安定性は３０分処理で３０℃ま
でである（図４）。また、触媒反応にマグネシウムイオンを必要とし、コバルトイオンで
も２０％の活性がある。また、ドナー基質としてＡＴＰに対する活性を１００％としたと
き、ＧＴＰ及びＩＴＰは４４％及び３２％の活性を有する。
【００６３】
　さらに、アクセプター側の基質としてはＮアセチルグルコサミンに対する活性を１００
％としたとき、Ｎアセチルガラクトサミン、Ｎアセチルマンノサミン、タロース、マンノ
ース、２デオキシグルコース、グルコース、ガラクトースに対してそれぞれ６０、１５、
３、１．５、０．５、０．１、０．０１％の活性を有しており、各基質のα－糖１リン酸
の生成が確認できた。
【００６４】
　以上の結果より、幅広い糖基質特異性を示す糖リン酸化活性を有するタンパク質を見出
した。また、ビフィドバクテリウム・ロンガムＪＣＭ　１２１７株においては、配列番号
１に示される塩基配列における５４１番目以降１６２０番目までの間にタンパク質をコー
ドする領域が存在することが確認された。
【産業上の利用可能性】
【００６５】
　本発明により、糖リン酸化剤及び糖リン酸化方法が提供される。本発明において使用す
るタンパク質などは、糖のリン酸化反応を効率的に触媒するものであり、かつ糖基質特異
性が低いため、あらゆる種類の糖をリン酸化することが可能である。かかる糖リン酸化剤
及び糖リン酸化方法は、例えば、食品加工及び医薬品工業の分野において有用な各種α－
糖１リン酸を効率よく製造するために有用である。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】酵素の至適ｐＨを示すグラフである。
【図２】酵素のｐＨ安定性を示すグラフである。
【図３】酵素の至適温度を示すグラフである。
【図４】酵素の温度安定性を示すグラフである。
【配列表フリーテキスト】
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【００６７】
　配列番号３～６：合成オリゴヌクレオチド

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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