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研究成果の概要（和文）： 
 糖質の加水分解酵素について２つの反応機構（オキソカルベニウムイオン中間体と共有結合
中間体）が知られているが、最近は後者が圧倒的に支持されている。問題は、後者の機構が有
機化学的理論に合致しないことである。本研究の目的は、オキソカルベニウムイオン中間体を
経由する反応機構の実証である。糖質分解酵素はオリゴ糖を工業生産する重要な作用を示す。
新機構により新たな応用研究を発想したが、その成立の可能性を探った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Two reaction mechanisms have been proposed: on glycosylases, i.e. oxo-carbenium ion-mediated 
mechanism and covalent linkage-formation mechanism.  Recently, the latter one is supported by many 
glycosylase-scientists. However, there is a problem in the latter mechanism: this mechanism cannot be 
supported by organic chemistry-related knowledge. A purpose of this project is an experimental proof of 
the oxo-carbenium ion-mediated mechanism.  Glycosylases catalyze the useful reaction of transglyco-
sylation.  This reaction mechanism may produce the novel application approach, the possibility of 
which is also investigated.  
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１．研究開始当初の背景 
 糖質酵素の反応機構には、共有結合中間体
（CBI と略、図１）とオキソカルベニウムイ
オン中間体（OCI と略、図２）を経由する２
つの候補があるが、Withersらの研究で CBI機
構が支持された (Nature, 412, 835, 2001)。 当
時において、我々は CBI 機構で理解できない

現象を見出していた。i) トレハラーゼの反応
において、CBI 機構で説明不可能な大きな第
二次アイソトープ効果を観察した。本現象は
OCI 機構でのみ理解できる (Biosci Biotechnol 
Biochem, 2009, 73, 2466, 2009)。 ii) α-グルコシ
ダーゼ変異酵素と基質分子の結晶構造におい
て見出された基質分子の歪んだ構造は、OCI
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機構の中間体に酷似した (J Mol Biol, 378, 911, 
2008)。特に注目すべきは、CBI 機構が有機化
学的に支持されない点にある。iii) CBI機構の
初発反応（図１の A）は、６員環を形成する
酸素原子の不対電子雲が邪魔をし、触媒残基
であるカルボキシル基の攻撃を阻止する。iv) 
困難な初発反応が仮に進行しても、水分子が

アノメリック炭素を求核攻撃する素反応が生
じない (図１の B)。有機化学的に妥当な反応
は「プロトンが直接アセタール酸素を攻撃」
であり (図１-補足図)、プロトンを供与するア
ミノ酸が存在しない。従って CBI 機構に無理
があり、合理性を欠いた原理が現在広く信じ
られている。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 合理性を欠く CBI 機構であるが、酵素の触
媒部位の特殊環境で生じる可能性も否定でき
ない。また、上述した i)と ii)の知見は OCI機
構を示唆するが、さらに多くの実験的な証明
が必要である。本研究の第一の目的は、OCI
機構を実証する決定的な実験データを示すこ
とである。解明された反応機構から新反応を
構築できるため、新たな応用研究が確立可能
となる。目的の第二は、OCI 機構から確立で
きる新反応の応用である。 具体的には、１）
第二次アイソトープ効果の観察：OCI 機構を
支持する第二次アイソトープ効果を多くの糖
質酵素で調べる。 ２）アンハイドロ-フラクト
ースの生成：OCI 機構であれば、アンハイド
ロ-フラクトース（AH-F と略、図３）を副生
成すると予想できる。AH-F副生成は微かと考

えられるが、多くの糖質酵素を用いて確認し
たい。なおα-グルコシダーゼを用いた予備実
験において AH-F生成を確認した。 ３）AH-F
を用いたオリゴ糖合成：図３の AH-F生成反応
が成立すると、その逆反応も進行できるため、
AH-Fを用いたオリゴ糖合成が可能になる。本
研究では２つの新規な合成反応を調べる。１
つはオリゴ糖の生成収率が 100%になる可能
性がある。 
 
３．研究の方法 
 新原理（OCI 機構）の確立・展開とそれに
基づく応用研究の開発のため、次の研究計画
を行う。本研究に用いる酵素の調製： 初年
度において本研究に用いる酵素や組換え体の
全てを調製する。 
第二次アイソトープ効果の測定： i) 基質の

(A) (B) 

図１. 共有結合中間体(CBI)を経由する機構  (A)と(B)の素反応に問題がある。 
図１-補足図 

図１の(B)における妥当な反応 

(C) 

図２. オキソカルベニウム 
イオン中間体(OCI)を経由す 
る機構 
(C)においてオキソカルベニウ 
ムイオンを形成。 

AH-F 

(D) 

図３. アンハイドロ-フラクトース 
（AH-F）の生成反応 

 (D)と(E)は図２と同一。 
 (F)では２位の水素が脱離し易い。 
 (E)と(F)間は逆反応が優先。 
 (F)と(G)間は正反応が優先。 (E) (F) (G) 

図４. AH-Fを用いたオリゴ糖 

   合成反応（図３の逆反応） 

図５. Ala変異酵素を  
用いたオリゴ糖合成 

触媒残基の Ala変異の 
ため、生成オリゴ糖は 
加水分解されない。 

生成物は 
分解せず 
 

図６. フェニル α-マルトシド-1,1'-d2の調製スキーム 
フェニル α-マルトシド-1,1'-d2 

糖転移 
反応 

有機合成 
（４工程） 

(H) (I) (J) 



 

 

調製：本効果を調べるため、アノメリック水
素を重水素に標識した基質（フェニルα-マル
トシド-1,1'-d2、図６）を合成する。 ii) 効果
の測定：合成したフェニルα -マルトシド
-1,1'-d2を共通基質とする４酵素（α-アミラー
ゼ・β-アミラーゼ・グルコアミラーゼ・α-
グルコシダーゼ）を用いて第二次アイソトー
プ効果を測定する。  
AH-F の生成： iii) 生成の確認：グルコアミ
ラーゼ・α-グルコシダーゼ・β-グルコシダー
ゼの反応生成物から AH-Fを検出・定量する。
α-マンノシダーゼも対象とする。生成物のマ
ンノースはグルコースの C2 エピマーのため、
AH-F 生成が予想できるからである。 iv) 触
媒残基の変異酵素：我々は「触媒アミノ酸の
変異酵素が反応中間体を蓄積する現象」を認
めた (Biosci Biotechnol Biochem 66, 928, 2002)。
その場合、AH-Fの生成量が高まる可能性があ
る。当該変異酵素を作製し調べる。 
AH-Fを用いたオリゴ糖合成： v) オリゴ糖
合成反応：α-グルコシダーゼ・グルコアミラ
ーゼ・β-グルコシダーゼ・α-マンノシダーゼ
を用いて図４の反応を調べる。これは AH-F
を供与体とし、糖が受容体になる合成反応で
ある。生成オリゴ糖の構造決定も行う。 vi) 
収率 100%の合成反応：触媒アミノ酸の変異酵
素を作製し、図５の合成反応を検討する。高
収率であることを確認する。 
 
 
４．研究成果 
本研究に用いる酵素の調製：植物のα-アミラ
ーゼ・β-アミラーゼ・α-グルコシダーゼ、
糸状菌のグルコアミラーゼ、細菌のβ-グルコ
シダーゼ、海草のアンハイドロ-フラクトース
生成酵素（AH-F生成酵素）、ミツバチα-グル
コシダーゼを調製した。  
第二次アイソトープ効果の測定用基質の合
成：重水素基質（フェニルα -マルトシド
-1,1'-d2）の合成に成功した（４工程の有機合
成法とミツバチα-グルコシダーゼの糖転移
反応）。コントロールのため、軽水素基質も
調製した。  
AH-Fの酵素的生成：α-グルコシダーゼにつ
いて AH-F生成の生成実験を行った。手法は、
基質に酵素を作用させ、反応液中に微量生成
する AH-F を定量することである。内部標準
に必要な[U-13C] AH-F は、AH-F 生成酵素を
市販の[U-13C]デンプンに作用させ調製した。
酵素反応（α-グルコシダーゼ）において AH-F
が経時的に増加する結果を得た。現在さらな
る確認を慎重に行っている。副生成物として
AH-F を与える現象はオキソカルベニウムイ
オン中間体モデルのみによって説明できる
ため、同反応機構を支持する実験的な証拠と
なる。 
AH-Fの生成：１）AH-F生成の確認：昨年度

に精製したグルコアミラーゼ、α-グルコシダ
ーゼおよびβ-グルコシダーゼなどに対し、
AH-F 生成を確認実験した。これは OC の証
拠である。  
第二次アイソトープ効果の測定：２）酵素反
応における本効果の測定：昨年度に調製した
重水素基質と軽水素基質に各酵素を作用させ、
第二次アイソトープ効果を測定した。k0 /Kmの
比は 1.1を上回り、OCが支持された。  
触媒残基変異酵素が行う AH-F 生成：３）触
媒残基の変異酵素による AH-F生成：１）項で
AH-F生成が確認された酵素について、触媒残
基の置換酵素を作製し、合成したフッ素基質
に置換酵素を作用させ、AH-F生成を確かめた。  
AH-Fを用いたオリゴ糖合成：４）オリゴ糖合
成反応：AH-Fと単糖を用いたオリゴ糖合成反
応条件（AH-Fの濃度、単糖の種類と濃度、酵
素量など）を検討し、オリゴ糖大量合成・単
離を行い、構造を決定した。 ５）収率 100%
の合成反応：３）項で作製した触媒アミノ酸
の変異酵素を用いて４）項の合成反応を行い、
オリゴ糖合成収率を測定した。約 90%の値を
得た。 
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（２）ホームページ等 
http://hecate.general.hokudai.ac.jp/welcome/top-

page-jpn.html 
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