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研究成果の概要（和文）：糖質は，構成単糖と結合様式と重合度によって顕著な多様性を持つ分子群である．有
用化合物が多数存在すると予想されるが，機能性の解析には潤沢な化合物が必要であり，効率的な大量合成系確
立が必須である．本研究では，天然に豊富に存在する糖質からの転換として，合成酵素と転移酵素を利用した高
度な糖質合成系確立を実施した．合成酵素利用では，ショ糖を出発物質として合成酵素の基質（UDP-Glcなどの
糖ヌクレオチド）を供給するワンポット反応により二糖の合成系を確立した．新規転移酵素はマルトオリゴ糖に
作用し，グルコース単位での転移反応を触媒する酵素群を見いだした．

研究成果の概要（英文）：Carbohydrate includes a wide variety of molecules because of the diversity 
of constituent monosaccharides, linkages, and degrees of polymerization. They are highly expected to
 contain functional compounds useful for human life. Therefore, various synthetic methods are 
required for synthesis of various saccharides. In this study, enzymatic conversion from highly 
abundant carbohydrates in nature was established with two types of enzymes: glycoside synthase and 
glycosyl transferase. In the method with synthase, sugar nucleotides, substrates for glycoside 
synthases, were provided from sucrose, and disaccharides were efficiently produced through the 
one-pot reactions. A new group of glycosyl transferases were found. The enzymes in it acted on 
maltooligosaccharides and catalyzed glucosyl transfer reactions. 

研究分野： 生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖質は顕著に多様性を有する化合物の一群
である．単糖自体の多様性（ジアステレオマ
ーならびにそれぞれが取り得る環状構造）に
加えて単糖ユニット間を結ぶグリコシド結
合の多様性によって相乗的に理論的化合物
の種類が増大する．重合度も含めれば，糖質
の種類は無限にあると言える．それぞれの構
造の違いはわずかであっても，異なる化合物
は異なる性質を示す．味覚，消化性，あるい
は安定性（エネルギー）の違いに加えて，生
物に対して特殊な生理作用を示す機能性を
有する物もある．単純なグルコースのみから
なるα1-6 結合のグルコオリゴ糖（イソマル
トオリゴ糖）やβ1-3 グルカンであっても，
それぞれ腸内細菌叢の改善効果，抗腫瘍・高
血圧抑制効果があるとされる等，機能性食品
や医薬品として有用性なものも多い．配糖体
も含めて新規機能物質開拓の宝庫であると
言える．ただし新規「機能」を見出すために
は，まずは「物質としての糖質」が必要であ
る．天然あるいは農産物加工品として澱粉や
ショ糖などは豊富で安価に容易に入手でき
る糖質である．これらを材料とした効率的変
換技術の確立が望まれる． 
 糖質の合成法として，複雑な糖質の精密合
成には現在でも有機化学的手法が欠かせな
い．しかし保護基の選択的導入等の煩雑さを
伴い，微量合成にしか適さない．これに対し，
酵素法では，酵素の反応特異性が高いため，
適切な酵素の選択によって，特異的生成物の
合成が可能となる．一般にオリゴ糖合成に用
いる酵素は以下のように大別できる．(a)糖ヌ
クレオチドを糖供与体とする合成酵素，(b)
糖転移酵素，(c)加水分解酵素，(d)加リン酸分
解酵素．天然のオリゴ糖・多糖合成（糖の高
重合度化）の多くは(a)による．しかし基質（糖
供与体）として糖ヌクレオチドが必要であり，
大量合成には不適とされてきた．(b)はショ糖
等からのデキストラン(α1-6 結合 Glc 多糖)
合成酵素等あげられるが，酵素の種類が限定
的であり，限られたオリゴ糖・多糖合成にし
か使えない．(c)は，高濃度糖質存在下で生じ
る(b)様の転移活性を利用する．酵素の種類が
豊富，かつ一般的に安定で使いやすいため，
工業的オリゴ糖生産にも汎用される．ただし
糖転移の特異性が緩く，副生成物を生じ，数
段にわたる精密合成には向かない．加えて，
本来の加水分解活性を抑制するために反応
のコントロールが欠かせない．水解活性を抑
制した変異酵素を使用するグリコシンター
ゼも開発されたが，特殊基質が必要で有り，
糖質を大量に安価に生産する目的には適さ
ない．(d)は特異性が高く合成に適すると近年
実用的オリゴ糖合成への応用が進むが，酵素
種類がきわめて限られている． 
２．研究の目的 
本研究は，(d)加水分解酵素を利用したオリ

ゴ糖合成に加え，元来天然でオリゴ糖・多糖
合成を担う(a)合成酵素や(b)転移酵素を糖質

合成ツールとして積極的に活用するための
シーズ技術確立を目的とした．これらを利用
する上で，(d)では転移生成物の制御と収率向
上，(a)では基質が高コスト，(b)では酵素種類
が少ないことが問題として上げられていた．
すなわち，(a)合成酵素は UDP-Glc 等の糖ヌ
クレオチドの糖を受容体分子に順次転移す
る反応によって配糖体やオリゴ糖・多糖を生
成するが，UDP-Glc は天然に豊富に得られる
基質ではない．細胞内では一般に UTP と
Glc1P から UDG-Glc ピロホスホリラーゼに
より合成されるが，UTP も UDP-Glc 自体も
合成材料としては高額であり，大量合成に使
えるようなものではない．本研究では，これ
を解決する方法として，ショ糖合成酵素
(Sucrose synthase, SuSy)を用いた．SuSy は，
UDP-Glc と D-Fru からのショ糖(Glc-Fru)合
成を触媒する．逆反応では UDG-Glc を生成
する．平衡は Keq=0.15 程度でショ糖合成側
に片寄るが，植物では UDP-Glc 生成酵素と
しても機能する．これに合成酵素(GT)を組み
合わせると，ワンポットでショ糖と受容体分
子から目的生成物を合成できると考えられ，
これを本研究では実証することを目的とし
た．(b)転移酵素については，酵素の種類を増
加させる必要から，新規転移酵素グループの
探索を行うこととした．すなわち DD 酵素を
中心に取り上げ，近縁タンパク質についての
解析を進めることとした．DD 酵素は澱粉由
来マルトオリゴ糖(グルコースユニットがα
1-4 結合したオリゴ糖)を出発材料として，転
移反応によりα1-4 結合をα1-6 結合につな
げ直す反応を進めて結果α1-6 結合のイソマ
ルトオリゴ糖や同結合からなる多糖デキス
トランを生成する．デキストランは一般的に
はショ糖を供与体とする転移酵素により合
成されるが，これに比べ，安価な澱粉分解物
を利用できる点，対原料収率が高い点（ショ
糖利用では Fru 分が全く利用されない）で物
質生産上の利点がある．本酵素は，転移酵素
ながらアノマー反転型加水分解酵素群 GH15
に分類される触媒ドメインを有す．アノマー
反転型酵素は反応機構上糖転移反応を触媒
せず，極めてレアな酵素と言える．近年の配
列情報の爆発的増加に伴い，分子系統樹上で
DD 酵素と近接するクラスターが出現した．
この一群の GH15 群タンパク質の解析を行
い，新規活性探索と GH15 群酵素も含めた
DD 関連酵素の構造機能相関を進めこととし
た．  
３．研究の方法 
スクロースシンターゼ SuSy としては植物由
来の酵素を大腸菌組換え酵素として生産し
精製して使用した．各種変異酵素は常法に従
い作成し，野生型同様に精製した．DD 酵素お
よび関連酵素はデータベースの配列情報を
用い，菌株から PCR または DNA 全合成により
遺伝子を得，適宜高発現ベクターに組み込み，
タンパク質生産に適した培養条件を検討の
後，Susy 同様に酵素タンパク質を調製した．



糖ヌクレオチドを利用する転移酵素(以下
GT)としてトレハロースリン酸シンターゼを
用いた．これは UDP-Glc と Glc6P からトレハ
ロース６リン酸(Tre6P. Glcα1-1αGlc6P)を
合成する酵素である．Tre6P は合成酵素とは
別途ホスホリラーゼを利用した合成も行っ
た．ここでは Tre6P ホスホリラーゼを使用し
た．加水分解酵素としては，土壌からの単離
菌由来の高糖転移活性α-グルコシダーゼの
天然酵素および組換え酵素を用いて解析し
た． 
 
４．研究成果 
植物 SuSy はスクロース合成の逆反応，すな
わちスクロースの加 NDP 分解において，一般
には UDP に対して高い基質特異性を示す．こ
れについて確認した．組換えスクロースシン
ターゼ SuSy の 50 mM スクロース存在下での
1 mM NDP に対する特異性は，高いのもから降
順に UDP, TDP, ADP, CDP, GDP となった．UDP
に対する速度は一般的 Susy の既報値と同程
度に高く，これに対し CDP および GDP に対す
る速度は顕著に低かった．NDP 結合への関与
が予想されるアミノ酸の置換により，この特
異性のドラスティックな改変が可能であっ
た．変異酵素は UDP に対する速度の大きな低
下と，ADP に対する速度の大きな増加を示し，
これにより kcat/Km ベースで ADPに対して４
倍近く高い特異性を示した．本成果は，スク
ロースを出発材料としてUDP-Glcの供給に加
えて，本変異酵素使用により ADP-Glc も効率
的に提供することを可能とするものである．  
次に，SuSy と GT の組み合わせによる Tre6P
の酵素合成についてである．酵素として Susy
と Tre6P 合成酵素，糖質材料としてスクロー
スと Glc6P，これに低濃度の UDP を加えたも
のを反応液とした．やや長時間の反応時間を
要しながらもほぼ材料とした Glc6P 当量の
Tre6P が合成された．Tre6P 生成濃度は本反
応液の UDP 初濃度の 50 倍に達した．これは
SuSyによるスクロースの加UDP分解に利用さ
れる UDP が，GT 反応による Tre6P の生成に伴
って遊離してリサイクルされていることを
示す．既報の Susy-GT 系での糖質合成いずれ
と比べて，生成物 Tre6P の生成量・合成収率
ともに高く，優れた合成事例を示すことがで
きた．NDP 特異性改変酵素作出と併せて，本
手法の糖質合成への応用を拓くものである． 
なおここで合成ターゲットとした Tre6P は，
一般的なトレハロース合成系における生成
中間体であるが，近年植物において生長やス
トレス耐性の調節，ならびに炭素フラックス
の制御等に関わる生理活性調節シグナル物
質として注目が集まる化合物である．本研究
では，この Tre6P を上記 SuSy-GT 系での合成
に加えて，加リン酸分解酵素による合成も行
った．既報の Lactococcus lactis 由来の
Tre6P 加リン酸分解酵素を利用し，加リン酸
分解の逆反応，すなわち Glc1P と Glc6P を基
質として Tre6P の合成を行った．加えて，本

加リン酸分解酵素の基質特異性解析から， 
Man6P にも低活性ながら作用することが見い
だされた．Glc6P に代えて Man6P を用いた結
果，長時間の反応により新規糖リン酸 Glcα
1-1αMan6P が比較的高い収率で合成できる
事が示された． 
 
転移酵素に関し，アノマー保持型α-グルコ
シド加水分解酵素群である GH15 に唯一含ま
れる転移酵素（DD 酵素）に注目し，その類縁
配列を有するタンパク質群の酵素について
解析を行った．酵素 TS15A 大腸菌組換え酵素
は，GH15 群のほとんどを占める加水分解酵素
グルコアミラーゼやグルコデキストラナー
ゼなどと異なり，主として転移反応を示した．
すなわち DD 酵素周辺の一群が転移酵素であ
ると強く示唆される．TS15A はマルトオリゴ
糖基質に対しては主として α-(1→4)-グル
コシル転移を，イソマルトオリゴ糖基質には
主として α-(1→6)-グルコシル転移を触媒
する．すなわち，DD 酵素様の反応を基本とす
るが，多糖デキストランの生成は確認されな
い．二糖マルトースおよび単糖グルコースに
対しては，α-(1→4)に加えα-(1→6)-グル
コシル転移も触媒し，それぞれパノース，イ
ソマルトースおよびそれらに更にα-(1→6)
グルコシル転移したと予想されるオリゴ糖
を生成した．マルトオリゴ糖，イソマルトオ
リゴ糖どちらに対しても3糖以上を良い基質
とし，かつマルトオリゴ糖をイソマルトオリ
ゴ糖よりも良い基質とした．マルトオリゴ糖
を基質とした長時間の反応生成物変化を解
析すると，順に(1)マルトオリゴ糖の鎖長分
布の不均化により各種マルトオリゴ糖の生
成，(2)マルトースへのα1-6 転移によるパノ
ースと更にパノースへのα1-6 転移産物と予
想されるものの蓄積，(3)グルコースへのα
1-6 転移により純粋な（α1-6 結合以外を含
まない）イソマルトオリゴ糖の蓄積，が観察
された． 
本酵素はわずかに加水分解活性も示す．可溶
性デンプンからは，重合度の漸減を伴わずに
グルコースの生成が確認され，加水分解活性
を有することが明示された．本反応は継続さ
せると次第に生成したグルコースへのα1-6
転移が進み，結果として可溶性デンプンから
純粋なイソマルトオリゴ糖が生成される．澱
粉からは，グルコースに限らず，各種グルコ
二糖，スクロース，メチルα-グルコシド，
pNP α-グルコシド，および pNP β-グルコ
シドを糖受容体とした反応が進行し，本酵素
の糖転移能の高さ，各種化合物のグリコシレ
ーションへの応用展開の可能性を示すこと
が出来たと考える． 
 
本研究では，加水分解酵素による糖転移反応
についても検討を進めた．特に土壌細菌
Bacillus 属 AHU2216 のα-グルコシダーゼに
ついて機能解析および構造解析を行い，酵素
の特徴を明らかにするとともに構造機能相



関解析を行った．本酵素は GH13 に属すα-グ
ルコシダーゼであり，グルコースを構成糖と
してα1-4 結合により重合したマルトオリゴ
糖を基質とした．一般には三糖に対して高い
基質特異性が示されるところ，本酵素は二糖
マルトースを最も良い基質とした(kcat/Km
ベース)．KTG（転移反応と全反応の速度比す
なわち転移率が 50%となるときの基質濃度．
この基質濃度において，糖転移速度と加水分
解速度が同じになる．値が低いほど糖転移率
が高い）は基質 PNP-Glc に対しては 2.5 mM, 
マルトースに対しては 22 mM であり，一般の
GH13 グルコシダーゼと比べて，糖転移する酵
素と評価された．糖転移反応により新たに生
成する結合もα1-4 結合であり，すなわちマ
ルトオリゴ糖の単糖単位での転移反応によ
り鎖長を不均化する酵素であった．一般酸塩
基触媒基変異酵素（顕著に低活性）とマルト
オリゴ糖複合体の構造を決定した．α1-4 結
合基質への特異性に関わる一連の構造因子，
二糖特異性に関わる，三糖との結合に不利な
構造因子について明らかにした．興味深い点
としては，二糖に対する特異性の高い酵素な
がらも三糖，四糖との複合体構造が得られた
ことである．これらの複合体ではマルトオリ
ゴ糖基質はエネルギー的に不利なコンフォ
メーションをとっており，結合はできるが速
度は低下する原因であると考えた．本酵素の
高い転移能に関係するとも考えられ，GH13 群
の加水分解酵素の高転移能化に展開しうる
成果であると考えている． 
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