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研究成果の概要（和文）：う蝕（虫歯）の進行は、口腔細菌Streptococcus mutansによる不溶性グルカンの産生をきっ
かけに開始される。本研究では不溶性グルカン形成を触媒する虫歯病原因子GTF-SIの立体構造を世界で初めて解明した
。GTF-SIの構造には一般的なGH family 13のアミラーゼと比較してアミノ酸配列に順列置換が起きており、阻害剤・糖
転移アクセプター基質との結合構造から、GTF-SIのユニークな基質認識メカニズムや反応特異性の詳細を明らかとする
ことに成功した。本研究から得られた情報は、GTF-SIを特異的に阻害する虫歯予防食品や医薬品の開発に役立つと期待
される。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus mutans is the dental caries pathogen. Caries formation is initiated 
when glucan, a sticky glucose polymer produced by S. mutans, forms a biofilm (dental plaque) on teeth. The
 GTF-SI from S. mutans is the key enzyme for the biofilm formation. The structure of GTF-SI analyzed in th
is study showed that the domain order of GTF-SI was circularly permuted as compared to common GH family 13
 amylases. Based on the apo GTF-SI structure and the structures in complex with its inhibitors, we propose
d its transglycosyl reaction mechanism via glycosyl-enzyme intermediate in subsite -1. Most importantly, o
ur study reveals that the conformations of the glucose moiety in subsite +1 determines the transglycosyl r
eaction specificity of glucansucrases. In addition to structural differences in subsite +1, GTF-SI possess
es unique structural features in subsite +2. The information should be extremely useful to design new inhi
bitors to prevent the biofilm formation by the GTF-SI.
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１．研究開始当初の背景 
 う蝕（虫歯）は全世界人口の 7割 [WHO 2003
年調査]、日本人の 9割 [厚生労働省 2007 年
調査]が患っている最も身近な生活習慣病で
あり、スクロース（砂糖）の摂取が原因とな
り発症する。う蝕進行に伴い、痛みや歯を失
うだけにとどまらず、長期間の放置によって
敗血症を引き起こして死亡する例も報告さ
れている。また、う蝕前段階において発生す
る歯垢（プラーク）は口臭や歯周病の原因と
もなる。このように、う蝕発症リスクの低減
は Quality of Life の向上のみならず予防医
学的観点からも重要である。 
 口腔細菌 Streptococcus mutans はう蝕病
原菌であり、その菌体外酵素であるグルカン
スクラーゼが病原因子として同定されてい
る。図 1に示すように、この酵素は a) スク
ロースを基質として粘着性のグルコースポ
リマー（グルカン）を生成し、b) 食べカス
や他の口腔細菌を巻き込んでプラークを形
成する。続いて c) プラーク内部で酸が産生
されることで歯が脱灰し、う蝕が進行する。
そのためグルカンスクラーゼの阻害により
効果的にう蝕発症リスクを低減可能である
が、そのためにはグルカンスクラーゼの分子
基盤を明らかとする必要がある。 

図 1. S. mutansによるう蝕発生メカニズム 
 
２．研究の目的 
 プラークは一度形成されてしまうと物理
的に取り除くことが容易ではなく、さらに薬
剤の浸透も難しい。そのため、グルカンスク
ラーゼのグルカン合成メカニズムを理解し、
効果的に阻害することが、う蝕発症リスク低
減へとつながる。しかしこれまでグルカンス
クラーゼは類似タンパク質の立体構造さえ
も明らかとされていなかったため、立体構造
の予測すら困難であった。立体構造情報を利
用することで、さらに特異性、阻害効果の高
いグルカンスクラーゼ阻害物質の開発が期
待できる。そこで本研究では、S. mutans 由
来グルカンスクラーゼの立体構造解明を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 S. mutans は 3 種のグルカンスクラーゼ
（GTF-S、I、SI）をもつ。これらはスクロー

スを基質として、GTF-I と SI は主にグルコー
ス単位がα(1-3)結合で連結した不溶性グル
カンを、GTF-S はα(1-6)結合で連結した可溶
性グルカンを生成する。3 酵素の複合作用に
より粘着性の不溶性グルカンが合成される
ため、いずれか 1種でも産生できない変異型
S. mutans 株はう蝕病原性を持たないことが
知られている。本研究では、プラーク形成の
初期反応である不溶性グルカン生成に関与
する GTF-SI について解析を行なった。 
 これまでグルカンスクラーゼの構造生物
学的研究がほとんど進展していない理由と
して、X 線結晶構造解析へ必要な結晶化可能
なサンプルの調製が困難なことが挙げられ
る。大腸菌を用いた一般的な異種タンパク質
発現系では、グルカンスクラーゼは不溶性画
分に封入体を形成する。これまで、封入体か
らのリフォールディングによって得た活性
型グルカンスクラーゼによる機能解析が報
告されているものの、この方法によって得ら
れたサンプルはリフォールディングが不十
分なタンパク質を多く含むため、結晶化には
不適であった。グルカンスクラーゼはおよそ
160 kDa の巨大分子であり、触媒ドメインと
グルカン結合ドメインから構成される。そこ
で本研究ではアミノ酸配列アライメントに
よりグルカンスクラーゼの触媒ドメイン領
域を詳細に予測し、PCR 法により S. mutans
ゲノムよりGTF-SIの部分遺伝子を取得した。
続いて大腸菌発現系による発現誘導条件を
検討することで、可溶性画分に高活性型グル
カンスクラーゼを大量に得る系を構築した。 
 得られたGTF-SIタンパク質を純度95%以上
に精製し、結晶化を行なった。結晶化条件ス
クリーニングにおいては、界面活性剤を用い
ることで疎水性相互作用に起因するアモル
ファス形成を効率よく回避できることを見
出し（図 2）、またシーディング法により得ら
れた結晶を用いることで、高分解能での立体
構造解析（単波長異常分散法）に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    図 2. GTF-SI の結晶 
 
４．研究成果 
 本研究により明らかとなった GTF-SI の立
体構造は、触媒ドメインを含めた計 4個のド
メインにより構成されていた（グルカン結合
ドメインはコンストラクトに含まれていな
い）。グルカンスクラーゼはアミノ酸配列の
特徴からグルコシドハイドロラーゼファミ
リー（GH）70 に属するが、GTF-SI の触媒ド
メインは GH13 に属する既知のアミラーゼに



類似したTIMバレル構造を取っていた（図3）。
その一方で、GTF-SI と GH13 アミラーゼのア
ミノ酸配列間には順列置換が起きているこ
とが明らかとなった。すなわち、GH13 アミラ
ーゼのドメイン構成は N 末端側から A1、B、
A2、C の順であるのに対し、グルカンスクラ
ーゼのドメインは B1、A1、C、A2、B2 の順で
構成されていた。また、GTF-SI の触媒部位に
被さるように、GH13 アミラーゼには存在しな
い 2つのαヘリックスが存在し、サブサイト
の一部を形成していた。このような順列置換
や配列挿入は、GH70 と GH13 ファミリー間酵
素の分子進化を示唆するものとして興味深
い。 
 グルカンスクラーゼの糖転移反応メカニ
ズムを理解し、効果的な阻害物質を設計開発
するには、そのサブサイト構造の情報が不可
欠である。そこで、阻害物質であるアカルボ
ース、糖転移反応を受ける基質(アクセプタ
ー基質)であるマルトースとの複合体構造を
それぞれ解析した（図 4）。触媒残基を含め、
サブサイト-1 を構成するアミノ酸残基につ
いては、Aspergillus oryzae由来αアミラー
ゼ等の GH13 アミラーゼとの間で高度に保存
されていた。一方で、糖転移アクセプター基
質の認識に関わるサブサイト+1, +2, +3 を構
成するアミノ酸残基は大きく異なっていた。
これらの知見はグルカンスクラーゼに特異
的な阻害物質の設計・探索に重要である。マ
ルトースは Trp517 と Tyr430 に挟まれて結合
しており、これらのアミノ酸残基がアクセプ
ター基質の結合に重要であることが明らか
となった。さらに、サブサイトを構成するア
ミノ酸残基のうち GTF-S、I、SI 間で異なる
箇所は 593 位のみであることがわかり、この
アミノ酸残基が3酵素間の糖転移反応生成物
の違いに関与していることが示唆された。な
お、GTF-I、GTF-S において GTF-SI の 593 位
に相当するアミノ酸残基への変異導入が生
成物の構造を変化させるとの報告もある。
593 位のアミノ酸残基はグルカンスクラーゼ
に特徴的なαヘリックス上に位置し、アクセ
プター基質の結合配向に重要と考えられた。
これらの知見は、最近報告された乳酸菌由来
グルカンスクラーゼの構造解析の結果とも
一致している。 
 続いて予備的に市販の飲料、および食品由
来のポリフェノール類等についてグルカン
スクラーゼ阻害効果を解析した結果、緑茶カ
テキン等に高い GTF-SI 阻害効果がみとめら
れた。本研究で確立したグルカンスクラーゼ
の結晶構造解析技術を用いたポリフェノー
ル類との複合体構造解析により、その作用メ
カニズムの詳細が明らかとなることが期待
される。また、グルカンスクラーゼ阻害との
相乗効果を得ることを目的として、別視点か
らう蝕リスク低減食品素材を探索した結果、
ある種の食品ペプチドに S. mutansの生育を
阻害する効果があることを見出した。このペ
プチドは細胞内ADP/ATP比の顕著な増加を引

き起こし、静菌的に作用することが示された。
類似構造のペプチド群について生育阻害効
果を解析した結果、効果発現にはそのアミノ
酸配列が重要であり、特定の側鎖を有するア
ミノ酸残基が特定の位置に存在することが
重要であることが明らかとなった。現在、細
胞内へのペプチド取り込みを迅速・簡便に測
定できるシステムを開発し、詳細な作用メカ
ニズムについて解析中である。今後、グルカ
ンスクラーゼ阻害物質と S. mutans生育阻害
物質を同時に利用することで、う蝕リスクの
効果的な低減が期待される。 
 

図 3. GTF-SI の全体構造。a) GTF-SI と既知
アミラーゼ（BLA: Bacillus licheniformis 
α-amylase）との構造比較。ドメイン A, B, C
の構造は全体的に類似していたが、GTF-SI に
は既知アミラーゼには見られない2つのαヘ
リックス（α4'とα4''）とドメイン IV が存
在した。ドメイン Vは本研究では明らかとし
ていない。b) アミノ酸配列とドメイン構造
の比較。GTF-SI では既知のアミラーゼと比較
してアミノ酸配列の順列に置換が起きてい
た。 
 

図 4. 阻害剤、アクセプター基質との結合構
造。a) グルカンスクラーゼ阻害剤であるア
カルボースとの結合構造。サブサイト-1 のア
ミノ酸残基は既知のアミラーゼと類似して
いた。一方、サブサイト+1, +2, +3 のアミノ
酸残基は大きく異なっていた。b) アクセプ
ター基質であるマルトースとの結合構造。マ



ルトースは Trp517 と Tyr430 に挟まれて結合
しており、さらに、アクセプター基質の結合
配向には Asp593 が重要であった。 
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