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研究成果の概要（和文）：　多糖合成酵素と中型オリゴ糖合成酵素を分子解析することにより、反応に関わる構造因子
の決定が目的である。また、本因子の制御で新たなオリゴ糖の生成も目的であり、以下の結果を得た。（１）多糖合成
酵素：触媒アミノ酸は２つのGluであった。C末端領域に多糖合成の因子が存在した。（２）中型オリゴ糖合成酵素：立
体構造を解明し、触媒残基をAspおよびGluと決定した。活性部位から離れた２つの芳香族アミノ酸の役割を調べ、１つ
が酵素機能を向上させることが判明した。

研究成果の概要（英文）：    Purpose of this research is the elucidation of structural elements of polysacc
haride-producing enzyme and middle-size-oligosaccharide-producing enzyme. Furthermore, the formation of ne
w oligosaccharide is also purpose of this study by controlling the structural element. The obtained result
s were as follows; (1) Polysaccharide-producing enzyme: Catalytic amino acids were two Glu. Polysaccharide
-forming structural element was in the C-terminal region of enzyme. (2) Middle-size-oligosaccharide-produc
ing enzyme: Three-dimensional structure was elucidated, and catalytic residues were Asp and Glu. Mutation 
analyses of two aromatic residues at sites distant from catalytic center revealed that one residue improve
d the enzyme function. 
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 多糖の酵素合成は、２つの反応系でなされ
る。すなわち、１）ヌクレオチド・単糖を基
質にする系と ２）二糖や短鎖オリゴ糖を基質
にする系である。本研究では後者の合成機構
に焦点を当て、その反応機構が「転移と伸長」
に分かれることを提唱したい。極く最近、我々
は短鎖オリゴ糖を多糖に導く酵素（多糖合成
酵素）のドメイン削除体を試験的に作製し、
その削除体が伸長作用を低下させる予備的な
結果を得た。さらにプリミティブなデータで
あるが、転移反応には変化がないことがわか
り『転移と伸長は別個の構造因子（構造因子
とは、１アミノ酸や配列などの小構造を指す
科学用語）により制御される』を発想した。
この発案は「転移と伸長を切り離して個別に
コントロールできること」を意味する。すな
わち、転移に関わる構造因子を制御すること
で、グリコシド結合の異なる多糖を生成し、
多様な供与体の許容が実現でき、かつ伸長に
関わる構造因子の制御で生成多糖のサイズ制
御を具現できることを着想した。 
 
２．研究の目的 
 研究の目的は、１）多糖の合成酵素の転移
と伸長の両作用を支配する構造因子を制御し、
異なる構造の多糖や長鎖オリゴ糖の生産を目
指すことである。また、２）合成反応の分子
機構究明も目的に追加したい。また、本研究
では、多糖合成酵素の他に新規な合成酵素（中
型オリゴ糖合成酵素）も対象とする。当該酵
素は、短鎖オリゴ糖を基質にした転移反応を
繰返し、重合度 12までの中型オリゴ糖を合成
する。その伸長作用を調べ「長鎖型オリゴ糖
の合成酵素に変換」させる。以下に具体的な
研究目標を示す。  
(1)両酵素の触媒部位と立体構造の決定：多糖
合成酵素と中型オリゴ糖合成酵素の結晶を作
製し、X 線構造解析を検討する。さらに高解
像度型の結晶を得ることで、触媒残基を解明
する。 
(2)変異による転移反応の制御：前項の立体構
造を基に「基質認識に関わる構造因子」を推
定し、変異作業から制御する。  
(3)伸長反応を支配する構造因子の改良：立体
構造から伸長作用に関わる構造因子を知り、
因子に変異を発生させる。伸長反応をコント
ロールすることで、異なるサイズの多糖や長
鎖オリゴ糖の生産を試みる。  
(1)~(3)の結果から多糖合成反応の分子機構
究明を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)酵素精製と遺伝子単離：２つの合成酵素の
精製法は、我々が開発・報告した手法で行っ
た。単離した酵素蛋白質の内部アミノ酸配列
から DNA プライマーを構築し、PCR 法で遺
伝子を単離した。 
(2)各変異酵素の構築：アミノ酸置換や各削除
体の構築は基本的に PCR法を用いて行った。 

(3)転移活性：多糖合成酵素では３糖を基質に
し、生成する２糖と４糖を HPLCで測定した。
中型オリゴ糖合成酵素ではイソマルトオリゴ
糖を基質にし、転移作用を HPLCで丹念に調
べた。 
(4)多糖生成活性：多糖合成酵素の多糖生成は、
基質に６糖と７糖を用いた。反応終了後にア
ルコールを加え、多糖を沈殿させ回収し、フ
ェノール・硫酸法で全糖量として測定した。 
(5)結晶構造解析：精製酵素に対し結晶化スク
リーニングを用いて結晶条件を確立した。中
型オリゴ糖合成酵素の場合、Bacillus 属細菌
由来 oligo-1,6-glucosidase の立体構造をもと
に分子置換法から構造解析を行い、全体構造
を決定した。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究の主な成果： 
①多糖合成酵素： 
1) X線構造解析：酵素試料を大量に精製し、
X線構造解析を意図した結晶の調製を試みた。
また、後述する削除体も結晶調製に供したが、
両酵素とも X 線回折像を与える結晶を得る
に至らなかった。本酵素はユニークな多糖合
成反応を触媒するため、立体構造解析の学術
的価値は高い。しかしながら、当該酵素（非
削除体; 親酵素）は約 1,300 のアミノ酸から
なり、その長いアミノ酸配列や複雑なドメイ
ン構造などのため結晶化ができなかったと
考えられた。一方、一次配列において低いな
がらも相同性がある糖質加水分解酵素が見
出され、その情報をもとに触媒アミノ酸の検
討を行った。その結果、２残基の Gluを支持
するデータが得られた。  
2)酵素領域の検討：まず、多糖合成に貢献す
る領域の解析であるが、図１Aに示したよう
に、本酵素は「N末端領域・触媒領域・C末
端領域」からなると考えられる。それぞれの
領域の多糖合成に及ぼす影響を調べるため、
各領域の削除体を構築した。図１Bは N末端
領域を削除したものであり、末端から短鎖の
アミノ酸配列を除いただけでも活性が低下
した。一方、C 末端領域からの削除体（図１
C）は、本作業を許容し酵素活性が残存した。
中央部分にある触媒領域は、C 末端側からの
削除（図１D; 短鎖配列の除去も失活）や N
末端側からの削除（図１E）で酵素活性を完
全に失った。従って、C 末端領域を中心に解
析を行うことにした。 
3)多糖合成の分子解析：C 末端領域をほとん
ど削除した変異体を用いて糖転移反応を調
べた。３糖を基質にした系で生じる４糖（転
移生成物）を測定すると、生成量が親酵素と
ほぼ同じであるため、糖転移反応には変化が
ないことが認められた。一方、長鎖オリゴ糖
を基質にし、伸長反応を解析した。C 末端削
除体は、多糖合成を低下させ、長鎖のオリゴ
糖を生産した。このことは、伸長反応のみを
低下させていることを意味する。すなわち、
「転移反応と伸長反応が別個の構造因子で



制御されていること」を支持する結果が得ら
れた。C 末端領域に存在すると考えられた構
造因子の決定は、さらなる削除作業により可
能であるが、結果の解釈が難しく困難をきわ
めた。しかしながら、ようやく「C 末端領域
内の触媒領域の近く」に存在するデータが得
られた。 
 
 N末端領域   触媒領域 C末端領域 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. 多糖合成酵素の削除体. 
A, 多糖合成酵素の全体：３つの領域（N末端
領域・触媒領域・C末端領域）からなる。B, 若
干の N 末端領域を削除した変異体。C, 大幅
に C 末端領域を取り除いた削除体。D, 触媒
領域を C 末端から削除した変異酵素。E, 触
媒領域を N末端から削除した変異酵素。 
 
②中型オリゴ糖合成酵素： 
1) X線構造解析：３ドメインの結晶構造を決
定した。触媒ドメイン（ドメイン A）には(β/α)8
バレルを、この C末端側に βグリークキーモ
チーフのドメイン Cがあり、触媒ドメインの
途中のループが一部突出したドメインBを形
成していた。触媒ドメインの構造は、α-アミ
ラーゼ・ファミリー酵素に一般的に見られる
ものであった。転移反応に重要と思われる構
造因子も認められた。また、触媒アミノ酸は
Aspと Gluであることが判明した。 
2)転移作用の分子解析：本酵素は転移反応を
主に触媒し、中型の長鎖オリゴ糖を生産する。
α-アミラーゼ・ファミリー酵素に属すが、反
応が極めてユニークである。 X線構造解析
の結果から、oligo-1,6-glucosidase との類似が
観察されたため、当該酵素を用いた解析を行
った。ドメイン B にあるループを oligo-1,6- 
glucosidase のものと置換すると、活性が低下
した。従って、転移作用に関わる構造因子が
当該ループに存在することが判明した。ここ
には２つの芳香族アミノ酸があった。一方を
他のアミノ酸に変異すると、ループ置換体の
場合と同様な失活が観察されたことから、同
アミノ酸が反応に関与すると考えられた。な
お、存在部位は活性部位の遠位であることか
ら「本残基は長鎖受容体基質の結合に重要な
作用」を担っていると考えられた。また、他
方の芳香族アミノ酸は興味深い結果を示し、
置換するアミノ酸の種類に依存した作用が
認められ、転移活性を変化させた。すなわち、

大きな側鎖を有する残基に変異させると活
性低下を招いたが、小さな残基への置換は逆
に著しい活性上昇を与えた。また、重合度 14
までの中型オリゴ糖も合成した。これらの
結果は、活性増加と長鎖オリゴ糖生成に成功
したことを意味する。本芳香族アミノ酸は、
活性部位より離れた部位にあり「受容体基質
と強く相互作用」していると考えられた。 
以上に述べた存在サイトが活性中心より遠
位にある２つの芳香族アミノ酸の機能から
も「転移反応と伸長反応が別個の構造因子で
制御されていること」を支持する。 
 
(2)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト： 
①酵素：本研究で用いた２つの酵素は、機能
未知な転移反応を触媒する。そのため、国内
外で研究している科学者は殆ど皆無であり、
新規な知見を提供できた。 
②学術的な点：多糖合成酵素の C末端領域の
削除体に多糖伸長反応の大幅低下を見出し
た点は学術的な価値が高い。これにより本作
用の構造因子を究明できる手掛かりが得られ、
基本原理の獲得・発展が可能になった。 本
研究が多糖合成において最も主張したいこと
は、既存原理（転移反応のみからの説明）で
はなく、「新たな機構（伸長反応）を新原理
として発展」させることである。この新たな
原理の確立・発展を目指したい。 
③高い応用性：構造が異なる新規な多糖や長
鎖オリゴ糖が生産可能になり、産業界に提供
できる道が切り拓かれた。構造が異なること
は「物性変化」を意味し、新素材の候補にな
ると考えられる。 
④波及効果・社会貢献：２つの酵素における
反応機構から新しい酵素阻害剤が構築可能で
ある。特に歯垢を形成する多糖合成酵素の阻
害・歯科治療などに貢献できる。 
 
(3)今後の展望： 
①多糖合成酵素： 
1) X線構造解析：結晶化が難航したが、辛抱
強く取り組み続けることで、結晶調製と構造
解析が可能になると考えている。  
2) C末端領域の構造因子：C末端領域にある
ことが判明した構造因子の推定は、細かな削
除作業を必要とする。その際の検定実験と結
果解釈が困難であったが、多糖・長鎖オリゴ
糖・短鎖オリゴ糖の三者を精密に分離定量す
る手法を開発することで実現できる。 
3)長鎖オリゴ糖：長鎖オリゴ糖には短鎖オリ
ゴ糖に見られない優れた機能が発見された。
このように、多糖合成酵素の C末端削除体や
中型オリゴ糖合成酵素を用いて作製する長鎖
オリゴ糖に対し良好な機能を期待できる。 
②中型オリゴ糖合成酵素： 
1) 長鎖オリゴ糖生産：明らかになった立体構
造を活用し、本酵素にアミノ酸置換を発生さ
せることで、さらに長鎖オリゴ糖を生産する
変異を導入できると期待する。特に、前項3)
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B 
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D 

E 



で述べたような優れた機能を発揮する長鎖オ
リゴ糖を製造・供給できる。 
2) 生成物特異性：立体構造の活用で、転移反
応の基質特異性（供与体基質や受容体基質）
を制御可能と考えられる。これにより生成物
をコントロールすることができ、新たな糖質
を提供できる。 
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