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研究成果の概要（和文）：本研究では、耐熱性ホスホリラーゼによるグルコサミン1-リン酸（GlcN-1-P）の酵素触媒重
合を利用してキチン／キトサン立体異性体多糖の合成を検討した。GlcN-1-Pを用いた酵素反応を行ったところ、キトサ
ン立体異性体に対応するオリゴ糖の生成が確認された。さらに、反応を阻害していると考えられた無機リン酸を沈殿さ
せることで反応が促進され、高重合度のキトサン立体異性体多糖が得られ、N-アセチル化によりキチン立体異性体多糖
へと変換することもできた。さらに、グルコース1-リン酸とGlcN-1-Pをコモノマーに用いた耐熱性ホスホリラーゼによ
る酵素触媒共重合により非天然型グルコサミノグルカンが得られた。

研究成果の概要（英文）：This study performed the synthesis of chitin/chitosan stereoisomers by 
thermostable phosphorylase-catalyzed enzymatic polymerization. Phosphorylase catalyzes the enzymatic 
polymerization of α-D-glucose 1-phosphate (Glc-1-P) as a monomer to produce amylose with liberating 
inorganic phosphate. Because of loose specificity for the recognition of substrates, in this study, the 
thermostable phosphorylase-catalyzed enzymatic polymerization of α-D-glucosamine 1-phosphate (GlcN-1-P) 
as an analogue monomer was achieved under the conditions for removal of inorganic phosphate from the 
reaction media to give a non-natural aminopolysaccaride, that is, a chitosan stereoisomer. The product 
was further converted into a chitin stereoisomer by N-acetylation. The thermostable 
phosphorylase-catalyzed enzymatic copolymerization of Glc-1-P and GlcN-1-P as comonomers was also carried 
out to produce a non-natural glucosaminoglucan.

研究分野： 高分子化学

キーワード： キチン／キトサン　酵素触媒重合　立体異性体　ホスホリラーゼ　非天然型
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１．研究開始当初の背景 
 自然界においてタンパク質、核酸、多糖な

どの生体高分子は生物の生命活動に対して

重要な役割を担っている。天然多糖は、自然

界での役割に応じて構造多糖とエネルギー

多糖に大別される。セルロースやキチンなど

の構造多糖は生物の構造体の主成分であり、

わずかな構造の違いで多種多様な生物の構

造体形成を担っている。例えば、キチンは、

セルロース中のグルコース残基の 2位水酸基

をアセタミド基に変えた構造を有しており

（グルコサミン残基）、構造の違いはわずか

であるにも関わらず生体内での構造体形成

の役割は大きく異なる（植物の細胞壁と節足

動物の甲殻）。また、キトサンはキチンから

誘導されるアミノ多糖である。一方、エネル

ギーの貯蔵物質であるエネルギー多糖は、グ

ルコース供給のみを担うため多様な構造は

必要としない。このため、エネルギー多糖と

してはデンプン、アミロース、グリコーゲン

などが存在しているのみであり、基本構造は

同じである（α-グルカン）。また、α-グルカ

ンとセルロース（β-グルカン）は立体異性体

であり、グルコース単位どうしを結びつける

結合の立体が異なるだけで自然界での役割

が大きく異なることから、多糖中の構成単位

や結合様式をわずかに変えるだけで新規な

機能を有する多糖が得られると考えられる。

このようなことから、自然界に存在しない構

成単位と結合様式の組み合わせによる非天

然型多糖の構築ができれば、新しい高機能高

分子材料として期待できる。 

 

２．研究の目的 
 アミロースはエネルギー貯蔵以外に、らせ

ん構造に由来するホスト化合物として機能

する高分子として知られている。アミロース

らせんでは全ての水酸基がらせん外部に位

置しているため、内部に疎水空間を有し、疎

水性化合物をらせん空間に取り込み包接錯

体を形成することができる。上述のセルロー

スとキチンのように多糖は構造のわずかな

違いで性質や機能が大きく異なる。しかし、

この関係に対応するアミロースのアミノ誘

導体は天然には存在しない。もし、アミロー

スのアミノ誘導体（キチン／キトサン立体異

性体多糖）が構築できれば、らせん構造を持

つ新規な機能性アミノ多糖として期待され

る。しかし、従来の有機合成化学的手法では

キチン／キトサン立体異性体多糖骨格は全

く得られていない。これはグルコサミンどう

しを合成化学的にα-結合でつなげるのが困

難なためであり、この繰り返しによる多糖合

成は事実上不可能である。そこで、本研究で

は糖鎖合成に用いられる酵素のうち研究代

表者らによって精力的に研究が展開され、糖

鎖合成の有力な手法として注目されている

ホスホリラーゼを用いた酵素反応によって

キチン／キトサン立体異性体多糖の合成を

検討した。 

 ホスホリラーゼはα-グルカン合成に有用

な酵素であり、グルコース  1-リン酸

（Glc-1-P）を認識して連続的にグルコース残

基をα-結合で転移させる重合を触媒し、α-グ
ルカン（アミロース）を得ることができる（図

1）1)。酵素は基質特異性を有し特定の基質の

みを認識するが、酵素によっては特異性の緩

さがあり、天然型基質と構造の似たアナログ

基質を認識する場合がある。近年までホスホ

リラーゼの基質特異性については詳細には

解明されていなかったが、研究代表者の研究

により、ホスホリラーゼがある程度の基質特

異性の緩さを有し、G-1-P アナログ基質を認

識することを見出している 2)。例えばホスホ

リラーゼがグルコサミン 1-リン酸(GlcN-1-P)
を基質として認識し、グルコサミン残基の転

移反応を触媒することを発見した 3)。しかし、

最も一般的な馬鈴薯由来のホスホリラーゼ

を用いた場合は、グルコサミン残基一つの転

移が起こるだけである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 一方、馬鈴薯以外の種々の由来のホスホリ

ラーゼが知られており、研究代表者は、耐熱

性細菌由来のホスホリラーゼ（ Aquifex 
aeolicus VF5）が他のホスホリラーゼと異なる

基質特異性を示すことを研究で明らかにし

ている。そこで、耐熱性ホスホリラーゼを用

いる GlcN-1-P からの連続的糖転移反応とい

う、触媒的にも基質的にも全く新しい概念に

基づく反応を開拓することでキチン／キト

サン立体異性体多糖合成を検討した。既に研

究代表者の予備的検討により、耐熱性ホスホ

リラーゼが複数の GlcN 残基を転移させうる

という知見を得ており、詳細な反応検討によ

りキトサン立体異性体多糖の合成を行った 4)。

また、このキトサン立体異性体多糖の N-アセ

チル化によりキチン立体異性体多糖への変

換も行った。さらに、Glc-1-P/GlcN-1-Pをコ

モノマーに用いるホスホリラーゼ酵素触媒

共重合を行い、非天然型アミノ多糖（グルコ

サミノグルカン）の合成も検討した 5)。 
 

３．研究の方法 
（１）モノマーに GlcN-1-P、プライマーにマ

ルトトリオース（Glc3）を用いて種々の条件

下、耐熱性ホスホリラーセによる酵素触媒重

合を行った。生成物を単離し、MALDI-TOF、
1H NMR測定から構造を解析した。 
（２）酵素触媒生成物の無水酢酸による N-

図 1．Glc-1-Pのホスホリラーゼ酵素触媒重合 



アセチル化を行い、キチン立体異性体多糖の

合成を検討した。 
（３）Glc-1-P/GlcN-1-Pをコモノマーに用い

るホスホリラーゼ酵素触媒共重合を行い、非

天然型グルコサミノグルカンの合成を検討

した。 
 

４．研究成果 

 まず、GlcN-1-P を糖供与体、Glc3 を糖受

容体に用いる耐熱性ホスホリラーゼによる

グルコサミニル化反応を行った。反応は、酢

酸緩衝液（pH 6.2）中に Glc3、10 当量の

GlcN-1-P および耐熱性細菌由来ホスホリラ

ーゼを加えて 40 oCで 2日間撹拌することで

行った。反応終了後、反応液を凍結乾燥し得

られた粗生成物をグルコアミラーゼで処理

後、無水酢酸を用いて N-アセチル化した生成

物の HPLC測定から、4 糖～8 糖に由来する

と思われるオリゴ糖ピークが観測された。ま

た MALDI-TOF MS 測定を行ったところ、N-
アセチルグルコサミン(GlcNAc)残基を複数

有するオリゴ糖に対応する分子量ピークが

確認された。以上のことから、GlcN-1-P を糖

供与体に用いる耐熱性ホスホリラーゼによ

る酵素的グルコサミニル化反応では連続的

なGlcN残基の転移が起こることが分かった。

しかし、酢酸緩衝液中では 5残基程度の転移

は起こるが、それ以上の重合度を有するオリ

ゴ糖を得ることは困難であった。これはホス

ホリラーゼが反応によって生成する無機リ

ン酸を取り込むことにより、さらなる反応が

阻害されているためと考えられた。 
 そこで、無機リン酸を反応系から沈殿とし

て除去することでさらなる転移反応すなわ

ち耐熱性ホスホリラーゼ酵素触媒重合を進

行させることを試みた。無機リン酸はアンモ

ニウムイオン及びマグネシウムイオンとと

もに難溶性の MgNH4PO4 塩を形成すること

が報告されている 6)。そこで無機リン酸を沈

殿により除去させるため、MgCl2 を溶解させ

たアンモニア緩衝液(pH 8.5)を用いて反応を

行った。反応は、MgCl2含有アンモニア緩衝

液にプライマーのマルトトリオース(Glc3)、
Glc3に対して30当量のGlcN-1-Pを溶解させ、

耐熱性ホスホリラーゼを加えて 40 oCで 7日
間行った（図 3）。その結果、反応の進行に伴

い沈殿物が生成したことから反応の促進が

示唆された。そこで、生成した沈殿物をろ別

し、その重量から算出したモノマー転化率は

86.9 ％であった。また生成物を単離するため、

ろ液に強塩基性のイオン交換樹脂を加えて

未反応の GlcN-1-Pを除去後、メタノールから

再沈殿を行うことで生成物を収率 61.8％で単

離した。単離した生成物の 1H NMR測定結果

より、α-グルコシド由来のシグナルに加えて

α-グルコサミニド由来および GlcN 残基 2 位

のシグナルが観測されたことから生成物が

キトサン立体異性体多糖であることが分か

った。またα-グルコシド由来のアノマープロ

トンに対するα-グルコサミニド由来のアノ

マープロトンのシグナルの積分比から求め

た GlcN 残基の平均重合度は 20.2であり、分

子量は 3760 と算出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 つぎに無水酢酸を用いて、炭酸ナトリウム

水溶液中で生成物の N-アセチル化を行いキ

チン立体異性体多糖への変換を行った。生成

物の 1H NMR測定結果より、アセチル基由来

のプロトンのシグナルが観測され、α-N-アセ

チルグルコサミニド由来のプロトンとの積

分比が 1 : 3であったことから、キチン立体異

性体多糖が得られたことが分かった。 
 さらに Glc-1-Pとそのアナログ基質である

GlcN-1-P をコモノマーに用いた耐熱性ホス

ホリラーゼによる酵素触媒共重合を検討し、

Glc残基、GlcN残基から構成される非天然型

グルコサミノグルカンの合成を行った（図 3）。
まず、MgCl2 を溶解したアンモニア緩衝液中

で、プライマーとして Glc3、コモノマーとし

て Glc3に対して 5 当量の Glc-1-P、GlcN-1-P
及び耐熱性ホスホリラーゼを加え、40 oCで 7
日間酵素触媒共重合を行った。反応後、遠心

分離により沈殿物を分離し、ろ液を凍結乾燥

した。MALDI-TOF MS測定の際に Glc残基と

GlcN 残基の分子量の差を明確にするために、

得られた粗生成物の N-アセチル化を行い、

MALDI-TOF MS測定を行ったところ、Glc残
基および N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）
残基が複数転移したオリゴ糖に対応する分

子量ピークが観測されたことから、Glc-1-P、
GlcN-1-P をコモノマーとする酵素触媒共重

合の進行が確認された。また Glc3に対して 10
当量の Glc-1-P、 30 当量の GlcN-1-Pを用い

て同様の反応を行い、反応終了後、遠心分離

により沈殿物を分離し、その重量から算出さ

れたコモノマー転化率は 95.0 ％であった。

上澄みを凍結乾燥後、得られた粗生成物を強

塩基性陰イオン交換樹脂で処理して未反応

の Glc-1-P、GlcN-1-P を除去後、メタノール

からの再沈殿により生成物を収率 29.7 ％で

単離した。単離した生成物の 1H NMR測定結

果より、α-グルコシド、α-グルコサミニド由

来のアノマープロトンおよび GlcN 残基 2 位

のプロトンのシグナルが観測されたことか

ら Glc残基、GlcN残基から構成されるグルコ

サミノグルカンが得られたことが分かった。

また、還元末端由来のアノマープロトンとα-
グルコシド由来、α-グルコサミニド由来のア

図 2．GlcN-1-Pの耐熱性ホスホリラーゼ酵素触

媒重合によるキトサン立体異性体多糖の合成 



ノマープロトンのシグナルの積分比より Glc
残基と GlcN残基の組成比は 1 : 2.35であり、

分子量は 6190と算出された。 
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