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研究成果の概要（和文）：多様なオリゴ糖の合成に，糖質加水分解酵素が多用されている．これ

を更に高効率にするために，加水分解酵素に類似する糖転移酵素を解析し，転移活性を発揮す

るためのアミノ酸残基を特定した．糖転移酵素のアノマー反転型加水分解酵素に類似するドメ

インが触媒ドメインであり，加水分解酵素同様の活性ポケットを有し，部分的な差違により転

移酵素となっていることを明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：A variety of oligosaccharides can be produced by carbohydrate 
hydrolases. In this work, amino acid residues responsible for high transglycosylation 
activities were identified through the comparison of transglycosidases with hydrolases. It 
was clarified that one transglycosidase had a catalytic domain similar to anomer-inverting 
hydrolases, which possess no transglycosidase activity. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖質はエネルギー分子・生命の機能性分
子であり，食品・薬品として有用性は高い。
オリゴ糖は種類が多く，新規機能開拓の可能
性は高い．新規機能の開拓には，まずはオリ
ゴ糖の合成が必須であり，オリゴ糖の効率的
合成系の開発が求められている 
(2) オリゴ糖の合成に加水分解酵素が広く利
用されている．一般に安定で多様性も高いが，
本来の加水分解活性を抑制しつつ，高い糖転
移能が求められる．効率的オリゴ糖合成の新

技術（グリコシンターゼ技術など）が開発さ
れているが，高エネルギー物質フッ化糖への
依存が高く，実際の利用には様々な制限が生
じている． 
２．研究の目的 
本申請研究では，加水分解酵素を改変して高
い糖転移能を付与する基盤研究として，加水
分解酵素に類似した糖転移酵素を研究する．
糖転移のメカニズムを解析し，糖転移に関わ
る構造ホットスポットを特定し，加水分解酵
素の高度糖転移酵素化をめざす． 
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糖質加水分解酵素は，基質のアノマー型を生
成物で保持または反転することにより，アノ
マー保持型酵素とアノマー反転型に大別さ
れる．このうち，糖転移反応を触媒する酵素
は，アノマー保持酵素のみである． 
 本研究では，対象酵素として，アノマー保
持型転移酵素および，アノマー反転型酵素に
構造上似ていると推定される転移酵素を扱
う．従ってこれら転移酵素の解析により，ア
ノマー保持・反転型を超えて水解酵素が転移
酵素化の可能性を見出して，天然材料からの
有用オリゴ糖の効率的生産につながる． 
３．研究の方法 
(1) アノマー保持型酵素：  
① アノマー保持型加水分解酵素(DG 酵素，OG
酵素)と転移酵素(I6GT)の詳細構造を比較し，
ホットスポット候補を挙げる． 
 ３酵素ともに立体構造情報があり，全体構
造は類似する．ポケット状の基質結合部位細
部の詳細比較により，ホットスポット候補を
あげる．アノマー保持型酵素では，加水分解
は水分子への転移反応とみなすことができ
るので，特に受容体結合部位周辺に注目する． 
② 加水分解-転移反応の速度論的評価 
 両者が混合した場合の反応スキームを想
定し，速度論的に反応定数による転移能評価
方を確立する． 
③ホットスポット候補変異酵素の解析 
 変異酵素は大腸菌組換え体により生産し
精製酵素を用いて評価する． 
(2) アノマー反転型酵素 
糖転移酵素（DD 酵素）は 1284 アミノ酸残基
からなる分子量約 15万のタンパク質である．
中央領域にアノマー反転型加水分解酵素(GA
酵素)に配列類似性がある． 
① 活性に必須な最小コア構造の限定．大腸
菌での発現系を用いて，DD酵素を末端から削
り込んだタンパク質を調製して，活性に必須
なコア構造を特定する． 
② 推定触媒残基変異酵素の解析．DD酵素の
中央ドメインが触媒ドメインと推定される
が，これを明らかにするために推定触媒残基
を決定し，その機能を生化学的に解明する．
グルコアミラーゼは構造既知であり詳細に
研究されており，酸触媒，塩基触媒，および
基質結合に関与するアミノ酸残基に相当す
る DD 酵素の各アミノ酸残基を改変し，酵素
活性の変化を解析し，速度論に従い評価し，
改変アミノ酸の酵素反応における機能を推
定する．DD 酵素の生成物はイソマルトオリゴ
糖であるが，現有設備 HPAEC-PAD による精密
な定量により，DD 酵素の初速度解析系はすで
に確立している．触媒残基の機能解析には，
基質として通常のイソマルトオリゴ糖の他
に，フッ化糖も利用して，変異酵素の速度定
数の変化を比較して，求核触媒基・一般酸塩
基触媒基の判定を行う． 

 
４．研究成果 
(1)アノマー保持型： 
①反応速度論に基づく加水分解・糖転移反応
機構：4-ニトロフェニルαグルコシドを基質
としてグルコースおよび 4-ニトロフェノー
ルの生成速度を精密に測定し，基質濃度依存
的変化を解析した．この結果は，２段階の反
応を指示した．すなわち，１段目で酵素基質
複合体からアグリコンが遊離して酵素-グル
コース中間体を形成，２段目では，水分子が
入って加水分解，またはもう一分子の基質と
複合体形成後糖転移生成物ができるメカニ
ズムである．理論から考えられる通り，転移
率（水解と転移の速度の合計に対する転移速
度の比率）は基質濃度に対して飽和曲線とな
り，転移能は定数 Ktg（転移率 50%を与える
基質濃度），簡易的にはある基質濃度での転
移率の比較により評価できることが示され
た． 
②I6GT の高い糖転移活性に寄与する構造因
子の特定： 関連酵素（αグルコシドに作用
する加水分解酵素：αグルコシダーゼ，OG 酵
素，DG 酵素）の既知構造から活性ポケット形
成に関与するアミノ酸を選定し，配列比較か
ら I6GT における該当アミノ酸残基を推定し
た．これらに変異を導入した変異酵素の機能
解析により，I6GT の高転移活性に強く関与す
る構造因子ホットスポットを見いだした． 
③関連加水分解酵素への高転移能付与： 前
述の糖転移に関わる重要構造因子を加水分
解酵素(DG 酵素，グルコシダーゼ類)に導入し，
変異酵素を作出した．水解・転移の各反応初
速度を精密に測定し，転移率（転移速度の対
全反応速度比）により評価した．DG 酵素およ
び各種グルコシダーゼ類の変異酵素には，転
移率の向上したものが見出された．設定反応
条件下で専ら転移反応のみを触媒する酵素
も得られた．転移率増加に速度増加を伴う変
異酵素も得られた．高濃度側で基質阻害様速
度低下を示す変異酵素も得られ，これが糖転
移によるものであることを速度論的に証明
した． 
④αグルコシダーゼの特徴的機能（下記３
点）に強く関与するホットスポットの特定と
改変： ミツバチαグルコシダーゼ３種は次
の特徴的性質を有する．(1)基質特異性（シ
ョ糖・マルトオリゴ糖），(2)糖転移率，(3)
転移生成物の結合特異性（α1,4 およびα
1,6)．これらは，触媒残基周辺のわずか２ア
ミノ酸残基の変異により大きく変化した．こ
れによって，マルトース(Glcα1-4Glc)から
パノース(Glcα1-6Glcα1-4Glc)，ショ糖か
らエルロース(Glcα1-4Glc-Fru)やテアンデ
ロース(Glcα1-6Glc-Fru)を効率良く生成す
る変異酵素が作出された．変異酵素による触
媒速度は，転移反応のために通常のミカエリ



ス・メンテン式から逸脱し，高基質濃度によ
り活性化または活性抑制の場合があり，これ
らは①項でのべた加水分解-転移反応モデル
により解釈された． 
 
(2) アノマー反転型： 
① DD 酵素の活性に必須な最小コア構造： 
DD 酵素は，一次配列および二次構造予測によ
り，５ドメイン(N1-N2-A-B-C)構成であると
予測された．欠失実験により，B―Cドメイン
は活性には必須ではなく，N1―A ドメインが
必須最小コア構造でると判明した．コア構造
酵素は，野生型と比べて取扱が容易であり，
大腸菌組換え体から高度精製標品を大量に
調製でき，DD 酵素の解析に有用であった．  
② DD 酵素の触媒ドメイン推定： A ドメイ
ンが触媒ドメインであることを明らかにし
た．A ドメインはアノマー反転型加水分解酵
素(GA 酵素，トレハラーゼなど)の触媒ドメイ
ンと一次構造上類似性を示し，二次構造予測
とあわせて，(α/α)6 バレル構造と想定され
た．これに基づき GA 酵素触媒アミノ酸２残
基に対応する酸性アミノ酸２残基を推定し，
これに変異を導入した酵素を作成し，解析し
た．該当アミノ酸残基変異酵素は，全く活性
を示さず，すなわちこれらアミノ酸が DD 酵
素においても活性に必須であった．従って，
DD 酵素の A ドメインは GA 酵素触媒ドメイン
と構造的に類似した触媒ドメインであると
判断された． 
③ DD 酵素触媒アミノ酸残基の機能： 前項
の推定触媒アミノ酸２残基が，触媒反応機構
上，一般酸塩基触媒および求核触媒として機
能することを生化学的に示した．すなわち，
求核触媒残基を Ala, Ser に置換した酵素は，
通常の基質に対して活性を失ったが，通常の
基質ではないβフッ化糖を基質として転移
する，グライコシンターゼ活性を示した．酸
塩基触媒残基変異酵素は，通常の基質に対す
る活性を失うが，良い脱離基を持つαフッ化
糖には作用した． 
④ DD 酵素触媒中心近傍アミノ酸改変酵素： 
GA 酵素の触媒中心近傍の 16 アミノ酸残基の
うち，DD 酵素では保存されない７アミノ酸残
基の変異酵素を解析した．求核触媒残基周辺
の 3残基の GA酵素型への変換により DD酵素
活性は失われ，この領域が DD 酵素活性に必
須であり，かつ GA 酵素とは大きく異なるこ
とが示された． 
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