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研究成果の概要（和文）： 
 多糖などの糖質を加水分解する糖質酵素は、オリゴ糖の製造に利用される（オリゴ糖をヒト
が食すると生理機能が向上）。興味深いことに、糖質酵素の種類によりオリゴ糖の生産能が異な
り、糖質酵素の構造に起因する現象である。本研究では我々が見出した３つの現象から「オリ
ゴ糖生産性の向上」を目指した。本研究の成果は、１）オリゴ糖生成に関与する構造因子（酵
素機能を発揮させる部分構造）を解明、２）オリゴ糖の生産量・種類を制御する理論を形成、
３）将来において酵素的オリゴ糖生産のオーダーメイド化を実現可能にする結果取得、である。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Glycosylases are enzymes, which are currently utilized for the production of oligosaccharides.  
Interestingly, production-ability is dependent on the kinds of glycosylases, meaning that their structural 
elements contribute to the reaction specificity.  Our research aims at elucidating structural elements of 
glycosylase-catalyzed transglycosylation.  Our research achieved i) elucidation of structural elements 
contributing to the oligosaccharide production; ii) establishment of the theoretical background of 
oligosaccharide production; iii) finding the ways to regulate the oligosaccharide production.   
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、これまで糖質酵素の構造と機能の
関係究明を行ってきた。研究開始当初におい
て「糖転移作用を制御できる新しい現象」を
３つ見出していた。すなわち（１）長鎖オリ
ゴ糖を生産する新規な転移酵素、（２）触媒

水の結合部位、（３）受容体の結合部位、で
あった。以下に、この３つの現象を簡単に紹
介する。 
（１）長鎖オリゴ糖を生産する新規な転移酵
素：短鎖オリゴ糖を基質にして転移を繰り返
し、生成物として長鎖オリゴ糖を生産する新
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規な酵素を見出した。既に遺伝子単離に成功
していた。 
（２）触媒水の結合部位：加水分解作用と糖
転移作用は、図１に示したように水分子と受
容体の競争的な反応と捉えられる。我々は
「加水分解に参加する水分子（触媒水）を結
合部位から追い出すことで糖転移が優先」を
着想し、触媒水の結合部位にアミノ酸置換を
導入する予備的な実験を行った。加水分解の
減少および糖転移の増加が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）受容体の結合部位：転移反応の受容体
が結合するサイトの改変も有効である。サイ
トの構造の変化が、受容体の結合様式に影響
し「異なる転移生成物の産生」が期待される。
糖質酵素の受容体結合部位を予想し、アミノ
酸置換法を用いて変異酵素を作製した。転移
反応を行うとプリミティブな結果であるが、
異なる構造のオリゴ糖が生成された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、前項に示した３つの現象
を解析し、転移作用の分子機構を知ることで
ある。糖転移反応の改良・開発は産業界から
の要求が強いため『応用研究への発展を図
る』が将来的な到達目標である。 具体的な
目標は、（１）それぞれの現象から糖転移を
支配する構造因子（蛋白質の部分構造）の決
定、（２）その機能の機構究明と理論構築、
（３）構造因子や理論を他の酵素に付与・適
応、（４）有用な機能の利用、である。 
 
３．研究の方法 
 方法の他に計画も含めて説明することに
する。以下に、方法と計画の概略を述べる。 
（１）長鎖オリゴ糖を産する新規な転移酵素 
以下の４項目が方法と計画である。 

① 計画に必要な基盤的な実験：酵素の遺伝
子発現と精製・拮抗阻害剤の探索・自殺基質
法による触媒残基の決定、を行う。 
② 立体構造：親酵素の結晶を調製し、X 線
結晶解析から立体構造を決定する。前項で得
られた阻害剤を用いた複合体および触媒残
基置換酵素を用いた基質との複合体を解析
する。これらの結果から長鎖オリゴ糖を生成
する構造因子を予想する。  
③ 構造因子の決定と機能：予想された構造
因子に対しアミノ酸置換を行い、転移能の測

定から機能を推定し、構造因子を決定する。
X線結晶解析が困難なケースに遭遇した場合
は、類縁酵素から構造を予測する。 
④ 構造因子の移植：構造が類似する糖質酵
素に構造因子を付与した酵素を作製し、糖転
移反応を観察する。 
（２）触媒水の結合部位 
① 部位を形成するアミノ酸：触媒水の結合
部位を形成するアミノ酸を置換した酵素を
作製し、加水分解と転移の両活性を測定し、
機能を調べる。 
 本実験は触媒サイトにある重要なアミノ
酸の置換を行うため、dead enzyme（活性がな
い酵素）を作製する可能性が大きい。その場
合は、次項②の手法を試みる。 
② 小さな構造変化の導入：結合サイトを構
築するアミノ酸に相互作用が予想されるア
ミノ酸残基に変異導入し、前項①と同様な活
性測定を行い、機能を評価する。この実験は、
前項において dead enzymeが発生した際に行
うが、①のアプローチが成功した場合にも試
みたい。 
③ 他の糖質酵素への応用：他の糖質酵素に
おけて触媒水サイトを予想し、変異の導入で
転移酵素への変換を目指す。糖質酵素におい
て「触媒水を結合する構造因子が存在」を実
証し理論の構築を目指す。 
（３）受容体の結合部位 
① 部位の改変：受容体の結合部位は、基質
切断点の近傍と遠位で機能が異なると想定
できる（図２）。すなわち、近傍ではグルコ
シド結合の生成能に寄与すると予測でき、遠
位の部位は受容体基質のサイズ認識に貢献
すると予想できる。これら２つの予想をアミ
ノ酸置換で調べる。得られた結果を踏まえ、
受容体結合サイトの変異が転移作用に与え
る影響に関し、理論の構築を行う。 
② 応用研究への発展を意図した試み：前項
で明らかにした構造因子や構築した理論を
他の酵素に導入・適用させ、糖転移作用の改
良および理論的基盤の強化を目指す。本項目
においては、応用研究への発展を意識した作
業も含む。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 当該研究で計画した項目（すなわち「３. 研



 

 

究の方法」で示した項目）に対する研究は全
て順調に進行し、次に示す成果を取得した。 
（１）長鎖オリゴ糖を産する新規な転移酵素 
① 計画に必要な基盤的な実験：酵素遺伝子
を大腸菌の系で発現させ、組換え酵素を精製
した。阻害剤に関しては、幾つかの候補を本
酵素に作用させ、拮抗阻害剤の取得に成功し
た。またエポキシ基を有する多価アルコール
体が本酵素を非可逆的に失活させた。その活
性低下機構の分析から自殺基質であること
を確認した。さらに失活の動的解析から触媒
残基を決定した。 
② 立体構造：親酵素の結晶化および X 線結
晶解析に成功した。得られた酵素結晶は、阻
害剤や基質との複合体解析に適した解像度
を与えなかったが、立体構造の全容を知るこ
とができた。相同酵素の立体構造も用い、長
鎖オリゴ糖を与える２つの構造因子を予想
した。すなわち、１）触媒サイトの近傍因子：
活性部位にある芳香族残基；２）触媒サイト
の遠位因子：活性部位から離れた位置にある
ループ、である。  
③ 構造因子の決定と機能：前項で予測した
２つの構造因子に対し変異を導入し、糖転位
作用と加水分解作用を解析した。 
１）触媒サイトの近傍因子：活性部位にある
芳香族残基の置換で糖転移活性が低下した。
また親酵素で僅かであった加水分解反応が
本変異酵素において上昇した。従って当該芳
香族アミノ酸が構造因子の１つであると推
定した。 
２）触媒サイトの遠位因子：活性部位から離
れた位置にあるループに対して削除実験を
行った。削除体の機能解析から当該ループが
長鎖オリゴ糖生成に重要な機能を有するこ
とが認められた。 
④ 構造因子の移植：前項で決定した構造因
子（芳香族残基とループ）を通常の加水分解
酵素に移植し、糖転移活性を測定した。両構
造因子の付与において効果が認められた。特
にループ供与の場合は顕著な転移能の上昇
が観察された（数倍の上昇）。従って、当該
目的である構造因子の付与に成功するとと
もに、２つの因子が転移作用に対し重要であ
ることが再確認された。すなわち、本研究に
おける第１の構造因子が明らかになった。 
（２）触媒水の結合部位 
① 部位を形成するアミノ酸：我々は既にデ
キストラン-グルコシダーゼ（DDaseと略称）
の立体構造を明らかにした。その構造から触
媒水の結合サイトを構築するアミノ酸を調
べ、変異を導入した。変異酵素の加水分解力
は低下し、転移能力が増加した。この結果は、
活性部位から触媒水を除去するような変異
を発生させると、転移能力が向上することを
意味する。 
② 小さな構造変化の導入：前項において触

媒水結合サイトの機能解明に成功したが、さ
らに触媒水固定を行うアミノ酸に相互作用
する残基に変異を与え、小さな構造変化を発
生させた。まず、候補を DDaseの立体構造か
ら選択した。選んだ残基に変異導入したが、
加水分解と転移の両活性が減少した。本置換
は触媒サイト内の他の残基にも影響を及ぼ
すと考えられた。 
③ 他の糖質酵素への応用：他の糖質加水分解
酵素について触媒水結合サイトを予想し、変
異導入・動的解析を行った。加水分解の減少
と転移の増加が観察され、オリゴ糖生産にお
いて触媒水結合サイトの変異は有効である
と考えられた。すなわち、本部位への構造変
化は「転移作用の量的向上を促す」ことが判
明し、本研究における第２の構造因子が明ら
かになった。 
（３）受容体の結合部位 
① 部位の改変：本研究における第３の構造
因子である「受容体の結合部位」を基質切断
点の近傍と遠位の２つに分けて解析した結
果を以下に述べる。 
１）基質切断点の近傍：DDaseの基質切断点
近傍にある受容体結合部位に対し、立体構造
情報から置換アミノ酸の候補を決め、置換酵
素を作製した。予想どおり親酵素と異なる転
移特性を示した。また加水分解作用における
グルコシド結合認識も変化した。 
２）基質切断点の遠位：同様に DDaseの立体
構造から受容体結合部位の遠位に位置する
残基に変異を与え、転移作用を調べた。受容
体特異性が広くなり、より多くの糖分子を受
容体基質として受入れるようになった。 
３）理論の構築：以上の結果から、受容体結
合サイトの変異は、異なる転移能を示す酵素
の構築に繋がることが判明した。すなわち当
該部位の改変は「転移作用の質的向上を促
す」ことが明らかになった。また加水分解作
用におけるグルコシド結合認識も変化した。 
② 応用研究への発展を意図した試み：前項
①において明らかにした構造因子や理論を
他の酵素に導入・適用させた。酵母酵素では、
基質切断点近傍の改変で糖転移作用の特異
性が変化し、異なる構造を持つ転移生成物を
与えた。細菌酵素においては、基質切断点の
遠位の改変によって受容体基質のサイズ認
識が向上し、より広い受容体特異性を示した。 
 以上の結果から「受容体サイトの改変は、
転移能の質的向上に寄与」の理論を再確認で
きた。さらに転移反応を自在にコントロール
するタイプの応用研究（転移作用のオーダー
メイド化）の確立を確信させる成果となった。 
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