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Conversion of inverting glycoside hydrolases into catalysts for synthesizing glycosides employing a glycosynthase strategy

グライコシンターゼ化による反転型加水分解酵素の
グリコシド合成触媒への変換
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	Abstract
Reducing-end xylose-releasing exo-oligoxylanase (Rex, EC. 3.2.1.156) is an inverting xylanolytic enzyme, belonging to the glycoside hydrolase (GH) family 8, which hydrolyzes xylooligosaccharides to release xylose (X1) from its reducing end. Rex hydrolyzes α-xylobiosyl fluoride (α-X2F) to yield xylobiose (X2) only in the presence of X1, confirming the Hehre resynthesis-hydrolysis mechanism. A library of mutant Rex at the catalytic base (D263) was constructed by saturation mutagenesis, in which D263C accumulated the highest level of xylotriose (X3) from α-X2F and X1. However, F− releasing activities of the mutants were much less than that of the wild type. Next, Y198 residue of Rex that forms a hydrogen bond with nucleophilic water was substituted with phenylalanine, causing a marked decrease in hydrolytic activity and a small increase in the F− releasing activity from α-X2F in the presence of X1. Y198F of Rex accumulated more product during the glycosynthase reaction than D263C. Recently, an inverting α-1,2-fucosidase belonging to GH95 was converted into glycosynthase by mutating a catalytic base residue. In both cases, the catalytic base should be intact.
	
	要 約

還元末端キシロース遊離エキソオリゴキシラナーゼ (Rex, EC. 3.2.1.156) は、糖加水分解酵素ファミリー8に属する反転型キシラン分解酵素であり、キシロオリゴ糖から還元末端キシロース (X1) を遊離する反応を触媒する。Rex は X1 の存在下のみ、αキシロビオシルフルオリド (α-X2F) を加水分解する、Hehre-合成-加水分解反応を示した。一般塩基触媒残基 (D263) 変異酵素ライブラリーを作製し、グライコシンターゼ活性により α-X2F と X1 からキシロトリオース (X3) を最も良く蓄積する D263C 変異酵素を選抜した。しかしながら、D263C のフッ素イオン遊離活性は親酵素より低かった。次に、一般塩基触媒残基と共に求核試薬である水を保持している残基である Y198 をフェニルアラニンに変異させたところ、フッ素イオン遊離活性が低下することなく加水分解活性のみに大幅に低下が見られた。Rex の Y198F 変異酵素は D263C よりも X3 の蓄積が多かった。最近になり、糖加水分解酵素ファミリー95に属する α-1,2フコシダーゼのグライコシンターゼ化が報告された。この場合は、一般塩基触媒残基と相互作用している別の残基に変異を入れることが有効であった。両者ともに、一般塩基触媒残基は変異させない方が良かった。

	A. Introduction
Enzymatic synthesis of glycosides (1–6) is a key topic in glycotechnology and does not require complicated organic synthesis procedures such as selective protection and deprotection of the hydroxyl group. Utilization of hydrolytic enzymes such as glycoside hydrolase, …

A-1. Glycosynthase
…
B. The Hehre resynthesis-hydrolysis reaction

Hehre and co-workers reported interesting phenomena associated with inverting GHs. Previously, they reported that β-amylase, an inverting GH, hydrolyzed α- and β-maltosyl fluorides to maltose and F– (13). It should be noted that …
C. Glycosynthase

The mutant GHs that catalyze the synthesis of glycosides from the glycosyl fluoride of the opposite anomer are called glycosynthases (Fig. 3). …

D. A model of inverting GH 
Reducing end xylose-releasing exo-oligoxylanase (Rex) (69–71) GH8 is a family of inverting hydrolases whose members are mainly cellulase and chitosanase. In addition, endo β-1,4 xylanase (pXyl), belonging to this family, was found in a culture supernatant of Pseudoalteromonas haloplanktis and characterized (72). …
	Ａ．はじめに

グリコシドの有機合成において、水酸基の選択的保護・脱保護は最も煩雑なステップである。酵素を用いたグリコシド合成 (1–6) は、往々にしてこれら選択的保護・脱保護のステップを回避することができるため、糖鎖工学の重要な要素の一つに数えられる。なかでも糖加水分解酵素 (GH) は、中略
A-1. グライコシンターゼ
中略

Ｂ．Hehre-再合成－分解反応

Hehreらは1970年代に反転型加水分解酵素による興味深い現象を報告している。この現象はβアミラーゼによる、α-およびβ-マルトシルフルオリドのマルトースとフッ素イオンへの加水分解として最初に報告された (13)。ここで注目すべきは、中略

Ｃ．グライコシンターゼ

反対のアノマー型のグリコシルフルオリドを基質としてグリコシドを合成する変異加水分解酵素をグライコシンターゼと呼ぶ (図3)。中略
Ｄ．還元末端キシロース遊離エキソオリゴキシラナーゼ (Rex)：モデルとなる反転型加水分解酵素
GH8は、主にセルラーゼとキトサナーゼから構成される反転型加水分解酵素のファミリーである (69–71)。加えて、Pseudoalteromonas haloplanktis 由来エンド β-1,4-キシラナーゼ (pXyl) が報告された (72)。中略
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Examples of Figure, Scheme, and Table.
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Fig. 2. The Hehre resynthsis-hydrolysis reaction. A. The reaction mechanism of inverting GH described as glucoamylase. B. The reaction mechanism of the Hehre resynthesis-hydrolysis reaction.
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Scheme 4. 1,2-cis-α-Selective glycosidation of glycosyl phosphates 7a–c promoted by LiClO4 in the presence of LiI.

Table 1. List of enzymes reported to exhibit the Hehre resynthesis-hydrolysis reaction.
	Enzyme
	Family
	Glycoside hydrolyzed
	Wrong fluoride used
	Donor acts as acceptor
	references

	β-amylase
	(GH14)
	α-maltoside
	β-maltosyl fluoride
	yes
	13

	glucoamylase
	(GH15)
	α-glucoside
	β-glucosyl fluoride
	yes
	22

	trehalase
	Not assigned
	α-glucoside
	β-glucosyl fluoride
	no
	19,20

	β-xylosidase
	Not assigned
	β-xyloside
	α-xylosyl fluoride
	yes
	18

	cellobiohydrolase
	GH6
	β-cellobioside
	β-cellobiosyl fluoride
	yes
	14,21

	Rex*
	GH8
	β-xylobioside
	α-xylobiosyl fluoride
	no
	77

	α-1,2-fucosidase
	GH95
	α-fucoside
	β-fucosyl fluoride
	no
	83


* reducing-end-xylose releasing exo-oligoxylanase
