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研究成果の概要（和文）：本研究ではシアノバクテリア由来ＧＳ、ＢＥ、およびＧｌｇＸの構造生物学的および
生化学的解析を行った。比活性、基質特異性、反応産物特異性、酵素表面糖鎖結合部位（ＳＢＳ）の役割、ＢＥ
が生産する分岐鎖の長さを制御する仕組みを解明した。また、これまでに不明であったＢＥアイソザイム３およ
びＧｌｇＸアイソザイム２の結晶構造を解明することに成功した。さらに、ＧＳ、ＢＥ、およびＧｌｇＸは酵素
間相互作用を形成しないことを示した。本研究では、当初の研究目的全てを達成するまでには至らなかったが、
澱粉の分岐構造を制御する仕組みを解き明かすために重要な情報を複数得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed structural and biochemical analyses of 
cyanobacterial GS, BE, and GlgX. Specific activity, substrate specificity, product specificity, role
 of surface binding site (SBS), and mechanism controlling the length of branched chains formed by BE
 were clarified. In addition, the crystal structures of BE isoform 3 and GlgX isoform 2 were 
determined. Furthermore, our results confirmed that GS, BE, and GlgX did not form enzyme-enzyme 
interaction. We have obtained important information in order to elucidate the mechanism controlling 
the branched structure of starch, although all of the research purposes were not achieved.

研究分野：酵素学、構造生物学、応用微生物学

キーワード： 酵素学　構造生物学

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
澱粉の分岐構造は、物性や食味に関係することがわかっている。澱粉を生合成する酵素を用いて澱粉の分岐構造
を制御できれば、澱粉素材（バイオプラスチックなど）としての応用利用が期待できる。しかし、分岐構造を制
御する仕組みはわかっていなかった。本研究では、分岐構造を制御する仕組みを解き明かすために重要な情報を
複数得ることができた。本研究で得られた成果は、分岐構造を制御した澱粉の酵素合成などの応用へ向けた研究
基盤となるものである。将来的に分岐構造を制御した澱粉の生産が可能となれば、食料自給率の向上や澱粉素材
の生産などに貢献できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) グリコーゲンおよび澱粉はグルコース分子のみから成る多糖であり、主要なエネルギー源
である。グリコーゲンは無秩序な分岐構造を有しているが、澱粉は規則正しい分岐パターンから
成るアミロペクチンを主成分としている。アミロペクチンの分岐構造は物性や食味に関係する
ことがわかっている（Fujita, 2014）。これら多糖は、澱粉／グリコーゲン合成酵素（SS/GS, EC 
2.4.1.21）、枝作り酵素（BE, EC 2.4.1.18）、枝切り酵素（PUL, EC 3.2.1.41; ISA, EC 3.2.1.68）
など複数の酵素群によって生合成される（Nakamura et al. 2010）。これら酵素を用いてアミロ
ペクチンの分岐構造を制御できれば、澱粉素材（バイオプラスチックなど）としての応用利用が
期待できる。しかし、分岐構造を制御する仕組みはわかっていなかった。 
 
(2) シアノバクテリアは酸素発生型光合成を行う原核生物であり、植物の葉緑体の祖先である。
シアノバクテリアは約 30 億年前に誕生したと言われており、当時の原始的な姿のままを留めて
いる。一般にシアノバクテリアは原始的なグリコーゲンを生産するが、Cyanothece sp. ATCC 
51142 株などの一部の単細胞種は進化型の澱粉を生産することが知られている（Nakamura et al. 
2005; Suzuki et al. 2013）。これまでの遺伝子解析から、シアノバクテリアは地球上で最もシ
ンプルな澱粉合成の仕組みを持つことがわかっているため、研究と応用利用に適していると考
えた。しかし、澱粉生産性シアノバクテリアに注目しているのは著者と共同研究実績のあるフラ
ンスの研究グループのみであり、関連酵素の構造と機能は未解析であった。そこで著者はアミロ
ペクチンの分岐構造を制御する仕組みの解明を目的として、分岐パターンを決定（分岐点を生産）
する BE に注目し、51142 株由来 BE1 の構造機能解析を行ってきた。これまでに、BE の基質結合
部位を世界で初めて同定し、さらに酵素表面糖鎖結合部位（SBS）を 5ヶ所（A1、A2、C1、C2、
C3）見出している。SBS は、“基質との結合”、“活性中心付近の基質濃度の向上”、“別の酵素との
相互作用インターフェイス”などとして機能すると考えている。これまでに著者らは、BE が生
産する分岐鎖の長さを決める仕組みを明らかにし、反応機構モデルを提唱したことで（Hayashi 
et al. 2017；Suzuki and Suzuki, 2021）、分岐構造を制御する仕組み解明へ向けて最先端を走
っている。 
 
(3) 著者はグリコーゲン生産性シアノバクテリア（Synechococcus elongatus PCC 7942 株およ
び Synechocystis sp. PCC 6803 株）および澱粉生産性シアノバクテリア（51142 株、
Cyanobacterium sp. NBRC 102756 株、Cyanobacterium sp. CLg1 株、Cyanobacterium aponinum 
10605 株、および Rippkaea orientalis PCC 8802 株）を有している。これらのうち著者らは、
7942 株、51142 株、および 102756 株由来リコンビナント BE について、唯一の例として特性解析
を報告している（Suzuki et al. 2015; Hayashi et al. 2015）。しかし、澱粉生産性シアノバク
テリア由来関連酵素（GS、DBE）の特性解析は未報告であった。著者らは GS および DBE（シアノ
バクテリア由来 DBE は GlgX と呼ぶ）の精製リコンビナント酵素の調製に成功しており、BE、GS、
および GlgX を用いた研究を世界に先駆けて行う事ができると考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、GS、BE、および GlgX の構造機能相関ならびに酵素間相互作用を調べることで、
アミロペクチンの分岐構造を制御する仕組みを解明することを目的とした。 
 
(2) 澱粉生産性シアノバクテリア株は、3種類の BE アイソザイム（BE1、BE2、BE3）を有する（例
外として 8802 株は 2種）。BE2 および BE3 について結晶構造解析を行い、反応機構モデルと SBS
の普遍性を検証する。また、酵素-糖鎖結合実験を行う事で、SBS の機能解明を目指す。 
 
(3) GS、BE、および GlgX の詳細な特性を解析する。これら酵素を混合し、酵素間相互作用の有
無を調べる。さらに、分岐構造をコントロールした澱粉（分岐多糖）の酵素合成に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
(1) BE 変異体の構築：BE3 に特徴的なサブドメイン TR を欠損させた変異体プラスミド DNA は、
51142 株由来 BE3(cce_1806)遺伝子を含むプラスミド DNA を鋳型として、当該領域を欠損させた
プライマーセットを用いて PCR を行うことで構築した。BE1 の変異体（F323W, D373Y）のプラス
ミド DNA は、野生型 BE1(cce_2248)遺伝子を含むプラスミド DNA を鋳型とし、変異を導入したプ
ライマーセットを用いてインバース PCR することで構築した。これらの遺伝子を大腸菌内で大
量発現させ、Ni-アフィニティーカラムおよびゲルろ過カラムを用いて精製酵素標品を調製した。
精製度と分子質量は、SDS-PAGE を用いて確認した。 
 
(2) BE の活性測定法：5 mg/mL ポテト由来アミロペクチン（PAP）または 1 mg/mL 合成アミロー
ス（SAM）と 0.1 M HEPES-NaOH (pH 7.0)を含む反応液に精製酵素標品を加えて 30℃で反応させ、
ヨウ素染色法によって比活性を定量した。GlgX の活性測定法：5 mg/mL PAP、5 mg/mL カキグリ
コーゲン（OGG）、または 5 mg/mL プルラン（Pul）と 0.1 M HEPES-NaOH (pH 7.0)を含む反応液



に精製酵素標品を加えて 30℃で反応させ、ソモギーネルソン法によって比活性を定量した。GS
の活性測定法：0.79 mg/mL PAP、0.37 mg/mL SAM、または 1 mM マルトオリゴ糖と 0.05 M HEPES-
NaOH (pH 7.5)を含む反応液に精製酵素標品を加えて 30℃で反応させた。GSの反応で生じた ADP
をクレアチンキナーゼによって ATP に変換し、Glc を加えてヘキソキナーゼを用いて G6P を生産
させた。G6P を NADP+存在下でグルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼと反応させ、生産された
NADPH の吸光度（波長 340 nm）を測定することで比活性を定量した。 
 
(3) 分岐多糖の構造（鎖長分布）解析法：各精製酵素標品とイネ amylose extender 変異体から
精製した ae-アミロペクチンを反応させた。これにシュードモナス由来イソアミラーゼ（（株）
林原）を作用させて分岐点を加水分解し、得られたグルカン直鎖の還元末端を APTS で蛍光ラベ
ルした。これをキャピラリー電気泳動装置 P/ACE MDQ carbohydrate system で分画した。 
 
(4) 酵素の結晶化法：精製酵素標品（F323W、D373Y、51142 株由来野生型 BE3、および CLg1 株由
来野生型 GlgX2）を 5 mM HEPES-NaOH (pH 7.0) に溶解し、濃度を 10 mg/mL～30 mg/mL とした。
各精製酵素溶液 2 μLとリザーバー液 2 μL を混合し、ハンギングドロップ蒸気拡散法によっ
て 20℃で結晶化した。F323W および D373Y 変異体は 0.1 M HEPES-NaOH (pH 7.9)、8% EtOH、0.2 
M MgCl2の条件、51142BE3 は 0.1 M HEPES-NaOH (pH 7.2)、0.3 M 酒石酸ナトリウムカリウムの
条件、CLg1GlgX2 は 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)、8% PEG 8,000 の条件で十分な X線回折像を与え
る単結晶が得られた。F323W、D373Y、および 51142BE3 については、単結晶に 300 mM のマルトヘ
プタオース（G7）を約 5分間ソーキングすることで、G7 が結合した状態の結晶構造も決定した。 
 
(5) アフィニティーゲル電気泳動（AGE）法：各精製酵素（7 μg）を PAP（0-2.8 mg/mL）、SAM
（0-2 mg/mL）、または OGG（0-21 mg/mL）を含む非変性アクリルアミドゲル（12%）を用いて泳
動・CBB 染色し、各バンドの移動距離（cm; Rm値）を測った。横軸と縦軸にそれぞれ多糖濃度
（mg/mL）と 1/Rm値を取ってグラフ化し、横軸との交点から Kd値（mg/mL）を求めた（El Mannai 
et al. 2021）。多種酵素を混合した Native-PAGE 法：各精製酵素（7 μg）を非変性アクリルア
ミドゲル（12%）を用いて泳動・CBB 染色し、バンドの移動距離の変化を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 51142 株由来野生型 BE3 のリガンドフリー状態の結晶構造を 2.5Å分解能で決定し、成果を
RCSB PDB に登録した（PDB ID: 7XSY）。51142BE3 は CBM48、ドメイン A（触媒ドメイン）、および
ドメイン Cから構成されていた（図 1）。さらに、BE3 に特徴的なサブドメイン TRを見出した（図
1 橙色）。27 残基（E320-A346）から成るサブドメイン TRはループ構造と 1本のα-ヘリックス
を含み、β4-α4間に挿入されていた（図 1 橙色）。β4-α4間の挿入配列は結核菌由来 BE（Pal 
et al. 2010）などにも見られるが、サブドメイン TR はα-ヘリックスを含む精度の高い構造を

明らかにした世界で初めての
例である。サブドメイン TRは
活性中心近傍に位置している
ことから、酵素特性および活
性に関与すると予想された。
そこで、サブドメイン TR を欠
損させた変異体の特性解析を
試みたところ、比活性は約
1/10 にまで低下したが、重合
度（DP）6と 7の反応産物（分
岐鎖）を特異的に生産するよ
うに改変されていた（野生型
BE3 が特異的に生産する分岐
鎖は無い）。このことからサブ
ドメイン TR は、基質の結合に
関わることが示された。サブ
ドメインTRの機能をさらに調
べることで、BE3 が生産する分
岐鎖を制御できる可能性があ
る。 
 

(2) CLg1 株由来 GlgX1 および GlgX2 ならびに 8802 株由来 GlgX1、GlgX2、および GlgX3 の比活
性および触媒特性を解析した。両株由来 GlgX2 は、二価カチオン非存在下では全く活性を示さな
かったが、Mg2+イオン存在下でのみ PAP に対して高い比活性を示した。これは、Mg2+イオンの有
無によって GlgX2 の活性のオンオフを制御できることを意味しており、この性質は多糖の酵素
合成や加工などに利用できる可能性がある。GlgX1 および GlgX3 はやや低めの比活性を Pul に対
してのみ示し、Mg2+イオンの添加によって 2～3倍にまで値が上昇した。PAP を含む非変性ゲルを
用いて、これら GlgX アイソザイムを単独または混合した状態で Native-PAGE 活性染色を行った



ところ、混合した場合は単独の
場合と比べて活性バンドが太
くなっていたことから、GlgX ア
イソザイムは何らかの相互作
用を形成している可能性が示
された。しかし、活性バンドの
出現位置は変化しておらず、相
互作用形成の証拠は得られな
かった。この現象の原因を調査
するため、CLg1 株由来 GlgX2 の
リガンドフリー状態の結晶構
造を 2.3Å分解能で決定した
（図2, PDB登録準備中）。GlgX2
は CBM48、ドメイン A（触媒ド
メイン）、およびドメイン C か
ら構成されていた。Mg2+イオン
および糖鎖が結合した状態の
結晶構造解析も試みたが、構造
は得られなかった。ただし、活
性部位クレフトと予想される

溝が明らかになったため（図 2, 活性部位クレフト）、基質結合部位を予測することができた。
これは、GlgX を多糖の酵素合成や加工などへ利用するための研究基盤が得られたことを示して
いる。 
 
(3) 7942 株、6803 株、8802 株、51142 株、および 102756 由来 BEを用いて AGE 法を行い、分岐
構造の異なる多糖（PAP、OGG、SAM）に対する解離定数（Kd値：親和性）を求めた。これら BEは、
PAP と SAM に対しては同程度の親和性を示したが、OGG に対しては著しく低い親和性を示した。
これはこれら BE は、分岐点が少なく重合度が大きい（長い）グルカン鎖に強く結合することを
示している。さらに 51142 株由来 BE1 について、SBS で糖鎖との相互作用に重要なアミノ酸残基
に変異を導入（アラニンに置換）した変異体を用いて AGE 法を行ったところ、3カ所の SBS（A2、
C1、および C2）は多糖と強く結合することが明らかとなった（El Mannai et al. 2021）。また、
これら SBS の変異体 3種の比活性は野生型と比べて低下していた。これらの結果から、分岐を伴
ったポリマー（アミロペクチン）および分岐を持たないポリマー（アミロース）の基質は、触媒
反応の際に A2、C1、および C2 に結合していることが強く示された（El Mannai et al. 2021）。 
 
(4) 51142 株由来 GS1 および GS2 について比活性を求め、OGG と PAP に対して同等の比活性を示
すことを明らかにした。これら GS はマルトオリゴ糖（DP2-10）に対しても比活性を示したが、
OGGと PAPに対する値よりも低かったことから、両GSは分岐を含む基質を好むことが示された。
マルトオリゴ糖を基質とした場合は、いずれの GSもマルトテトラオース（DP4）に対して最も高
い比活性を示したが、GS2 の比活性は GS1 よりも約 1/4 低い値に留まっていた。以上の結果から
GS1 および GS2 はそれぞれ、短い多糖および重合度が大きい（長い）多糖を基質とすることによ
り、アミロペクチン生合成において役割分担している可能性が考えられた。 
 
(5) BE が触媒する反応の仕組み（Hayashi et al. 2017）を検証するため、51142 株由来 BE1 の
活性部位クレフトに位置しているアミノ酸残基F323およびD373を別の残基に置換した（F323W、
D373Y）変異体の触媒特性解析および結晶構造解析を行った。F323W の PAP および SAM に対する
比活性は野生型 BE1 と同等レベルの値を維持していたが、D373Y では 1/100 以下にまで低下して
いた。F323W は主に DP6 と 7 の分岐鎖を生産していたが、野生型と比べて DP6 の生産量が減少し
DP7 の生産量が増加していた（野生型は DP6 を最も多く生産する）。F323W のリガンドフリー状態
の結晶構造を 1.9Å分解能で決定したところ、活性部位クレフトの形は DP7 の基質が結合できる
ように変化していた。 
D373Y は、SAM を基質とした場合、DP3 を特異的に生産していた。基質としてアミロペクチン
を用いた場合は、DP3 と 4を特異的に生産していた。D373Y のリガンドフリー状態の結晶構造を
2.2Å分解能で決定したところ、373 番目の Tyr（点変異導入残基）の側鎖は活性部位クレフトの
4番目のグルコースの結合部位を塞いでおり、DP4 以上の基質が結合できないように変化してい
た。これらのことから BE が生産する分岐鎖の長さは、活性部位クレフトが制御していることが
証明された。本成果は、分岐構造を制御した澱粉の酵素合成法を開発するための重要な基盤とな
る。 
 
(6) 本研究（上記４．研究成果(1)-(4)）で特性解析を行った GS、BE、および GlgX アイソザイ
ムを用いて、単独または混合した状態で非変性ゲル電気泳動（Native-PAGE）を行った。いずれ
の組み合わせについてもバンドのシフトは見られなかったことから、これら酵素アイソザイム
は相互作用していないと考えられた。これはシアノバクテリア由来澱粉生合成関連酵素は、タン



パク質－タンパク質複合体を形成しないことを示している。ただし GlgX については、アイソザ
イムの混合および Mg2+イオンの有無によって活性に変化が見られたことから（上記４．研究成果
(2)）、酵素間相互作用している可能性は否定できない。今後は、金属イオン存在下などの条件で
の酵素間相互作用を検討していく必要がある。少なくとも本研究で解析した条件では、シアノバ
クテリア（原核生物）における澱粉生合成の仕組みは、陸上植物とは異なることが明らかとなっ
た。 
 
本研究ではシアノバクテリア由来 GS、BE、および GlgX の構造機能解析を行い、詳細な特性（比
活性、基質特異性、反応産物特異性、SBS の役割）および結晶構造（51142 株由来 BE3、CLg1 株
由来 GlgX2）を世界で初めて解明した。また、BEが生産する分岐鎖の長さを制御する仕組みを証
明した。さらに、GS、BE、および GlgX は、酵素間相互作用を形成しないことを示した。本研究
では、当初の研究目的全てを達成するまでには至らなかったが、澱粉の分岐構造を制御する仕組
みを解き明かすために重要な情報を複数得ることができた。今後は、本研究で得られた成果を基
盤として研究をさらに進めることで、澱粉生合成系の解明および分岐構造を制御した澱粉の酵
素合成などの応用に繋がると期待している。 
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